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摘要:以意大利青霉做指示菌，以抑菌圈直径为活性追踪指标，在单因素实验的基础上通过二次回归正交旋转

组合设计进行凤仙透骨草中抑菌活性物质的提取工艺参数优化。结果表明: 最佳提取工艺条件为 φ( 乙醇) =
96． 8%，溶剂倍数 10 倍，提取温度 50 ℃，提取时间 3 h，在此优化条件下抑菌圈直径为 36． 95 mm。各因素对凤
仙透骨草提取物抑菌效果的影响由大到小依次为: 乙醇浓度，溶剂倍数，提取时间，提取温度。
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Abstract: The diameter of inhibition zone against Penicillium italicum was used as activity tracking indi-
cators to investigate the technology for extracting antimicrobial components from stems of Impatiens balsamina．
The optimum parameters of the extracting technology were obtained by quadric regression orthogonal rotational
experiments． The results showed that: the best extraction conditions were: the ethanol concentration was 96． 8%，
solvent times were 10，extraction temperature was 50 ℃，extraction time was 3 h． The diameter of inhibition
zone against Impatiens balsamina was 36． 95 mm when inhibited by the extracts extracted under the above men-
tioned conditions． The order of the main factors influencing the extracting effect from more important to less is
as follows: ethanol concentration，solvent times，extraction time and extraction temperature．
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柑桔类果实在采、贮、运环节当中容易发生机械损伤，在贮藏运输过程中可发生 20 多种病害，其中
最常见的是青霉病和绿霉病，约占腐烂率的 40%左右［1］。目前，生产上主要利用化学防腐剂对柑桔果
实进行保鲜，而化学防腐剂的残留成分对消费者的健康存在威胁。为了满足人们对天然无公害、无污染
产品的需求，国内外学者都在积极探索能代替化学药物的保鲜新技术［2 － 3］。
许多植物都具有抗菌能力，植物源防腐剂来源非常广泛，目前世界上大约存在 20 000 种植物具有
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抑菌作用，不少学者对天然产物提取成分在抗菌、抑菌方面进行了大量工作［4 － 6］。为了寻找对柑桔果实
采后主要致病菌具有抑菌活性的植物，本实验室前期已进行了 96 种植物提取液抑菌活性的筛选［7 － 8］，

发现凤仙透骨草( Impatiens balsamina L． ) 丙酮提取物对柑桔青霉病和绿霉病的病原菌———意大利青霉
和指状青霉具有非常好的抑制作用。凤仙透骨草为凤仙花科凤仙花属凤仙花的干燥茎，中国南北各地
均有栽培，凤仙花具有抗过敏［9］、抗炎［10］、抗真菌［11］、抗肿瘤［12］等多种生理活性。本试验以意大利青
霉作指示菌，抑菌圈直径为活性追踪指标，应用单因素试验和二次正交旋转组合试验对凤仙透骨草中抑

菌有效成分进行提取，为科学合理地确定实际生产条件下的适宜提取工艺提供依据。

1 材料与方法
1． 1 材料
菌种: 意大利青霉( Penicillium italicum) 由中国农业微生物菌种保藏中心( ACCC) 提供。
植物: 凤仙透骨草购于江西省樟树市华丰药业，产地为安徽。

1． 2 主要仪器设备
SPX －250 型生化培养箱( 上海楚定分析仪器公司) ; YXQ － LS － SⅡ全自动电热高压蒸汽灭菌锅

( 上海博迅实业有限公司医疗设备厂) ; Rotavapor R － 3 旋转蒸发仪( 瑞士 BUCHI) ; FW100 干样粉碎机
( 天津市泰斯特仪器有限公司) ; AUY220 电子分析天平( 日本岛津) 。
1． 3 方法
凤仙透骨草提取液的制备: 将材料于 60 ℃烘干，粉碎，过 40 目筛，取 25 g粉末加入 15 倍体积的提

取溶剂，超声辅助提取( 超声频率 40 kHz) 。提取液过滤后减压浓缩，用提取溶剂定容至 25 mL，制得原
液( 1 g /mL) ，4 ℃保存备用。
菌液的制备［13］: 取经过活化的供试菌接种于试管斜面培养基，28 ℃培养 2 ～ 3 d，用无菌水洗入三

角瓶中，过滤掉菌丝，采用比浊法制备菌悬液，浓度控制在 106 ～ 107 cfu /mL，备用。
提取液抑菌活性的测定［14］: 采用琼脂扩散法测定提取液对供试病原菌的抑制作用。吸取 10 mL制

好的菌液，混入冷却至 50 ℃左右 90 mL PDA培养基中，使最终菌液浓度为 105 ～ 106 cfu /mL，制备带菌
培养基，倒平板。凝固后在平板上对称放置无菌牛津杯，向牛津杯中加入 200 μL植物提取原液，用提取
试剂作为溶剂对照，重复 3 次。28 ℃生化培养箱中培养 72 h，十字交叉法测量抑菌圈的大小。
单因素试验: 以抑菌圈直径为指标，分别研究不同有机溶剂、提取溶剂浓度、溶剂、浸提温度、浸提时

间对凤仙透骨草提取液抑菌活性的影响。
凤仙透骨草抑菌活性物质的提取工艺参数优化［15］: 在单因素试验的基础上，对提取溶剂浓度、溶剂

倍数、浸提温度、浸提时间 4 个因素进行四因素二次回归正交旋转设计( 1 /2 实施) ，数据处理采用 Ex-
cel、Origin和 DPS软件对数据进行分析、处理以及图形的制作。确定其最优提取工艺( 表 1) 。

表 1 二次回归正交旋转组合试验因素水平
Tab． 1 Factors and levels of the quadric regression orthogonal rotational experiment

规范变量 Xj

Canonical variates

X1乙醇浓度 /%

Ethanol concentration

X2 溶剂倍数

Solvent times

X3 提取温度 /℃

Extracting temperature

X4 提取时间 /h

Extracting time

－ r( － 1． 681 8) 63． 2 6． 6 33． 2 1． 3
－ 1 70 10 40 2
0 80 15 50 3
1 90 20 60 4

r( 1． 681 8) 96． 8 23． 4 66． 8 4． 7

变化区间△j Change interval 10 5 10 1

j = 1，2，3。

2 结果与分析
2． 1 单因素实验结果与分析
2． 1． 1 不同提取溶剂对凤仙透骨草提取液抑菌活性的影响 取 25 g凤仙透骨草干燥粉末，加入 15 倍

241



第 1 期 曾 荣等: 凤仙透骨草中抑菌活性物质提取工艺研究

图 1 不同提取溶剂对抑菌活性的影响
Fig． 1 Effect of extracting solvent on antifungal activity

图 2 乙醇浓度和溶剂倍数对抑菌活性的影响
Fig． 2 Influence of ethanol concentration and solvent times on antifungal activity

体积不同极性的提取溶剂，提取温度为 30 ℃，超声辅助提取 2 h，不同极性提取溶剂的抑菌圈直径如图
1 所示。丙酮和乙醇 2 种溶剂的提取液抑菌效果最好，抑菌圈直径分别为 33． 2 mm和 32． 1 mm，根据相
似相溶原理可知，抑菌活性物质主要为较高极性成分。水提取液中含有较多蛋白质、糖和无机盐等杂
质，浓缩困难，而且很容易发霉发酵，抑菌效果最差，因此从提取成本考虑，选择乙醇作为提取溶剂进行

提取工艺优化。
2． 1． 2 乙醇浓度对凤仙透骨草提取液抑菌活性的影响 取 25 g凤仙透骨草干燥粉末，加入 15 倍体积
不同浓度的乙醇，提取温度 30 ℃，超声辅助提取 2 h，不同浓度乙醇提取液的抑菌圈直径如图 3A所示。
凤仙透骨草提取液抑菌活性随着乙醇浓度的逐渐增大而增大，φ( 乙醇) = 80%时，提取液抑菌圈直径最
大，为 31． 6 mm; φ( 乙醇) = 100%提取液的活性稍有下降，抑菌圈直径为 30． 1 mm。低浓度的乙醇提取
液杂质较多，黏度大，给过滤和浓缩带来很大困难。因此，φ( 乙醇) = 80%比较适合凤仙透骨草抑菌活
性物质的提取。
2． 1． 3 溶剂倍数对凤仙透骨草提取液抑菌活性的影响 取 25 g 凤仙透骨草干燥粉末，以 φ( 乙醇) =
80%为提取溶剂，提取温度为 30 ℃，超声辅助提取 2 h，不同溶剂倍数的凤仙透骨草提取液的抑菌圈直
径如图 3B所示。随着溶剂倍数逐渐增大，抑菌活性也逐渐增大。在溶剂倍数为 15 倍时，抑菌圈直径为
30． 9 mm，随后增加趋势较为平缓。
溶剂倍数太小，抑菌活性物质仅少部

分转移到提取溶剂中，提取不完全，故

抑菌活性较低; 反之溶剂倍数大，物料

可与提取溶剂充分接触，提取较完全，

所以抑菌活性较高。但溶剂倍数大，
溶剂消耗量也大，同时增大了浓缩能

耗。综合考虑，选择 15 倍为较佳溶剂
倍数。
2． 1． 4 提取温度对凤仙透骨草提取
液抑菌活性的影响 取 25 g 凤仙透
骨草粉末，加入 15 倍体积 φ( 乙醇) =
80%，超声辅助提取 2 h，不同提取温
度对抑菌活性的影响见图 3C。30 ～
50 ℃提取液抑菌活性随着温度的升
高而逐渐增大; 在 50 ～ 60 ℃温度范
围内抑菌活性变化趋于平缓，提取温

度为 60 ℃时凤仙透骨草提取液的抑菌
活性最大，抑菌圈直径达到 35． 4 mm; 当
温度超过 60 ℃时，提取液抑菌活性
迅速降低，可能是由于凤仙透骨草中

的抑菌物质受热而使其活性降低。由
于 50 ℃和 60 ℃提取液抑菌效果差
异不显著，综合考虑能耗和提取成本，

故较佳提取温度确定为 50 ℃。
2． 1． 5 提取时间对凤仙透骨草提取液抑菌活性的影响 取 25 g 凤仙透骨草粉末，以 φ( 乙醇) = 80%
为提取溶剂，固定溶剂倍数为 15 倍，提取温度 50 ℃，不同提取时间提取液的抑菌圈直径如图 3D所示。
随着提取时间的延长，抑菌活性先增大后减小。提取时间小于 5 h 时，由于加热时间比较短，有利于保
持凤仙透骨草中抑菌物质的活性，而且随着提取时间的延长，抑菌物质的提取率增大，所以抑菌活性逐

渐增大; 而时间超过 5 h时，可能由于加热时间较长，影响了抑菌物质的活性，使抑菌活性降低; 提取时
间在 3 ～ 5 h，抑菌效果差异不显著，而延长提取时间会增加能耗，因此选取 3 h为最佳提取时间。
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图 3 不同因素对提取液抑菌活性的影响
Fig． 3 Effect of different factors on extracts antifungal activity

2． 2 凤仙透骨草中抑菌活性物质提取工艺参数的优化
2． 2． 1 工艺优化结果 单因素试验结果表明，乙醇浓度、液固比、提取温度和时间对凤仙透骨草中抑菌
活性物质的提取均具有不同程度的影响。由于各因素之间还存在相互作用，因此本试验以抑菌圈直径
为检测指标，采用四因素二次回归正交旋转设计( 1 /2 实施) ，试验参数组合和所得的抑菌圈平均直径如
表 2 所示。应用 DPS数据分析软件对试验结果进行处理分析，方差分析结果见表 3。从结果可以看出，
各因素对凤仙透骨草提取物抑菌效果的影响由大到小依次为: 乙醇浓度，溶剂倍数，提取时间，提取温

度; 乙醇浓度的一次项、二次项、提取温度的二次项以及乙醇浓度与溶剂倍数的交互作用对凤仙透骨草
中抑菌活性物质的提取效果影响在 0． 01 水平达到极显著，溶剂倍数的二次项和提取时间的二次项在
0． 05 水平显著。应用 DPS数据分析软件求解出抑菌圈直径与影响因素间关系的回归方程，经显著性检
验，在 α = 0． 05 显著水平剔除不显著项，得到优化后的回归方程:

Y = 35． 245 70 + 1． 127 26X1 － 0． 878 43X1
2 － 0．561 29X2

2 －0．858 10X3
2 －0．675 13X4

2 －1．227 37X1X2

( 1)
以上方程体现了乙醇浓度、溶剂倍数、提取温度和提取时间 4 个因素对抑菌圈直径的影响规律及各

因素相互间的交互作用。回归方程的失拟性检验 F1 = 1． 390 7 ＜ F0． 01( 5，6) = 8． 75，表明不存在其他失拟
因子对试验结果产生影响; 回归方程的显著性检验 F2 = 9． 996 6 ＞ F0． 01( 11，11) = 4． 46，说明模型的预测值
与实际值非常吻合，模型成立。凤仙透骨草提取液抑菌效果与乙醇浓度、溶剂倍数、浸提温度、浸提时间
的相关系数( R2 ) =回归平方和 /总平方和 = 0． 909 1，表明该数学模型 4个因素对提取率的影响占 90． 91%，
而其他因素的影响和误差占 9． 09%。
通过非线性优化方法计算可得到各工艺参数的最优组合如下: φ( 乙醇) = 96． 8%，溶剂倍数 10 倍，

提取温度 50 ℃，提取时间 3 h，优化条件下最大抑菌圈理论值为 36． 54 mm。对该优化条件进行试验验
证，其抑菌圈平均直径为 36． 95 mm，二者相对误差仅为 1． 2%，说明试验结果的准确性。
2． 2． 2 影响因素交互作用分析 本试验所建立的模型中 X1X2 ( 乙醇浓度与溶剂倍数) 交互项达到极

显著水平，我们将另外 2 个因素固定在 0 水平上，即提取温度为 50 ℃、提取时间为 3 h 时，用三维曲面
图分析乙醇浓度和溶剂倍数对抑菌圈直径的影响规律。将提取温度和提取时间代入式( 1 ) ，应用 Ori-
gin8． 0 绘制的三维曲面图见图 2。由图 2 可见，乙醇浓度和溶剂倍数对抑菌效果影响非常大，抑菌直径
在 25． 8 ～ 36． 5 mm变化，曲面变化明显。抑菌效果随着乙醇浓度的增加而增大，随着溶剂倍数的增加
呈先增后减的趋势。
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表 2 二次回归正交旋转组合设计试验及结果
Tab． 2 Design and results of quadric regression orthogonal rotational experiment

试验号

Experiment
number

乙醇浓度 X1

Ethanol
concentration

溶剂倍数 X2

Solvent
times

提取温度 X3

Extracting
temperature

提取时间 X4

Extracting
time

抑菌圈直径 /mm
Diameter of the
inhibition zone

1 1 1 1 1 31． 07
2 1 1 － 1 － 1 32． 85
3 1 － 1 1 － 1 35． 24
4 1 － 1 － 1 1 34． 29
5 － 1 1 1 － 1 32． 20
6 － 1 1 － 1 1 33． 07
7 － 1 － 1 1 1 31． 05
8 － 1 － 1 － 1 － 1 30． 02
9 － 1． 681 8 0 0 0 30． 02
10 1． 681 8 0 0 0 34． 94
11 0 － 1． 681 8 0 0 34． 29
12 0 1． 681 8 0 0 32． 45
13 0 0 － 1． 681 8 0 33． 65
14 0 0 1． 681 8 0 31． 42
15 0 0 0 － 1． 681 8 33． 53
16 0 0 0 1． 681 8 32． 57
17 0 0 0 0 34． 68
18 0 0 0 0 36． 11
19 0 0 0 0 35． 65
20 0 0 0 0 35． 08
21 0 0 0 0 35． 83
22 0 0 0 0 35． 93
23 0 0 0 0 34． 11

表 3 试验结果方差分析
Tab． 3 Variance analysis of experimental results

变异来源

Sources of variation
平方和

Sum of square
自由度

Degree of freedom
均方

Mean square
F值

F Value
p值

p Value

X1 12． 621 1 12． 621 19． 531 9 0． 001＊＊

X2 1． 076 2 1 1． 076 2 1． 665 5 0． 223 3
X3 1． 040 9 1 1． 040 9 1． 610 8 0． 230 6
X4 0． 316 9 1 0． 316 9 0． 490 5 0． 498 3
X1

2 8． 916 5 1 8． 916 5 13． 798 9 0． 003 4＊＊

X2
2 3． 640 5 1 3． 640 5 5． 633 9 0． 036 9*

X3
2 8． 508 5 1 8． 508 5 13． 167 6 0． 004＊＊

X4
2 5． 267 1 5． 267 8． 151 0． 015 7*

X1X2 8． 764 8 1 8． 764 8 13． 564 2 0． 003 6＊＊

X1X3 0． 089 3 1 0． 089 3 0． 138 2 0． 717 2
X1X4 1． 951 3 1 1． 951 3 3． 019 8 0． 110 1

回归 Regression 71． 055 11 6． 459 5 F2 = 9． 996 6 0． 000 3
剩余 Remainder 7． 107 9 11 0． 646 2

失拟 Lack of fit 3． 815 6 5 0． 763 1 F1 = 1． 390 7 0． 300 5

误差 Error 3． 292 3 6 0． 548 7

总和 Summation 78． 163 22
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3 结 论
( 1) 采用四因素二次回归正交旋转组合试验设计，建立了凤仙透骨草中抑菌有效成分抑菌效果与

乙醇浓度、提取温度、溶剂倍数和提取时间的回归模型，所得模型有效，与实际拟合较好，为凤仙透骨草
抑菌活性物质提取工艺的确定提供了量化条件。
( 2) 采用非线性优化的方法，得出凤仙透骨草中抑菌有效成分提取的最优工艺为 φ( 乙醇) =96． 8%，溶

剂倍数 10 倍，提取温度 50 ℃，提取时间 3 h，优化条件下最大抑菌圈直径理论值为 36． 54 mm。验证结
果表明，所得模型的计算值与试验值吻合较好。考虑到实际生产和推广应用，最后确定提取工艺条件为
φ( 乙醇) = 95%，溶剂倍数 10 倍，提取温度 50 ℃，提取时间 3 h。
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