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　 　 摘要:　 使用响应面法优化密花香薷总皂苷提取工艺并探究其抗氧化活性及抑菌活性ꎮ 以密花香薷总皂苷提取

率为评估指标ꎬ以液料比、乙醇体积分数、提取时间和提取温度为因素ꎬ在单因素试验基础上ꎬ结合响应面法优化密花

香薷总皂苷提取工艺ꎻ采用 ２ꎬ２￣联氮￣二(３￣乙基￣苯并噻唑￣６￣磺酸)二铵盐(ＡＢＴＳ)及 １ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼(ＤＰ￣
ＰＨ)自由基清除法测定密花香薷总皂苷的抗氧化活性ꎻ并使用金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及酵母菌进行抑菌试验测定

其抑菌活性ꎮ 结果表明ꎬ最佳提取工艺条件为:液料比２０ ∶ １ (体积质量比)ꎬ乙醇体积分数 ６２％ꎬ提取时间 １２５ ｍｉｎꎬ提
取温度 ６９ ℃ꎬ在此提取工艺下ꎬ提取率为 １􀆰 １９％ꎮ 密花香薷总皂苷对 ＡＢＴＳ 自由基、ＤＰＰＨ 自由基的半抑制质量浓度

(ＩＣ５０)分别为 ０􀆰 ７４ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ５６ ｍｇ / ｍｌꎮ 密花香薷总皂苷对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及酵母菌均有抑制作用ꎬ在质

量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ时对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌的抑制作用强于对酵母菌的抑制作用ꎮ 说明ꎬ采用响应面法得到

的密花香薷总皂苷的最佳提取工艺简便可行ꎬ且提取的总皂苷具有较好的抗氧化活性及抑菌活性ꎮ
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　 　 密花香薷 (Ｅｌｓｈｏｌｔｚｉａ ｄｅｎｓａ Ｂｅｎｔｈ.) 为唇形科

(Ｌａｂｉａｔａｅ) 香薷属 (Ｅｌｓｈｏｌｔｚｉａ) 植物[１]ꎬ一年生草

本ꎬ广泛分布于青海、 四川、 甘肃、 西藏等海拔

２ ８００~４ １００ ｍ 的高山、林缘、草甸等环境中[２]ꎮ 密

花香薷是中国的一种重要的野生草本蜜源植物、芳
香植物ꎬ具有较高的药用价值[３]ꎬ可全草入药ꎬ具有

治疗夏季感冒、发热无汗等功效[４]ꎮ
密花香薷在田间分布广泛且常被当做恶性杂

草ꎬ综合开发利用密花香薷ꎬ既可使其变废为宝ꎬ又
大大减少除草剂使用ꎬ保护环境ꎮ 包锦渊等[５] 研究

发现ꎬ密花香薷体内含有皂苷、黄酮、多糖、有机酸、
蒽醌等活性成分ꎮ 密花香薷具有较为发达的蜜

腺[６]ꎬ目前对于其挥发性成分的研究较为充分ꎬ
Ｚｈｏｕ 等[７]用水蒸气蒸馏法提取密花香薷中的挥发

油成分并进行 ＧＣ￣ＭＳ 分析ꎬ结果表明密花香薷挥发

油中主要成分有 ４￣吡啶醇以及麝香草酚ꎬ且密花香

薷挥发油具有潜在的杀螨活性ꎮ 石子林等[８] 用水

提醇沉法对密花香薷多糖进行提取ꎬ优化工艺后最

佳工艺下密花香薷多糖提取率为 １􀆰 ８８％ꎮ 目前尚

未发现对密花香薷总皂苷的研究ꎮ
植物皂苷由糖和皂苷元组成ꎬ是一种天然的活

性物质ꎬ其具有抗菌[９]、抗氧化[１０]、抗肿瘤、抗疲

劳[１１]以及降血糖[１２]等多种作用ꎮ 王晓娟等[１３]对土

家族药物扣子七中的三萜皂苷进行研究ꎬ得出其抗

肿瘤活性与齐墩果烷型皂苷密切相关ꎮ 本试验采用

单因素试验结合响应面法对密花香薷总皂苷进行提

取工艺优化ꎬ并对所提取的总皂苷进行抗氧化以及

抗菌活性研究ꎬ为今后密花香薷总皂苷的开发利用

提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要材料

密花香薷于 ２０１９ 年 ６ 月采自青海省西宁市湟

源县牧场村蕨麻种植基地ꎬ经青海民族大学生态环境

与资源学院李军乔教授鉴定为唇形科香薷属植物密

花香薷ꎮ 齐墩果酸标准品、１ꎬ１￣二苯基￣２￣三硝基苯肼

(ＤＰＰＨ)、２ꎬ２￣联氮￣二(３￣乙基￣苯并噻唑￣６￣磺酸)二
铵盐(ＡＢＴＳ)均购自上海源叶生物科技有限公司ꎬ纯
度≥９８％ꎬ金黄色葡萄球菌、大肠杆菌及酵母菌均购

自上海鲁威科技有限公司ꎬ其余试剂均为分析纯ꎮ
１.２　 主要仪器

仪表恒温水浴锅(龙口市电炉制造厂产品)、
ＥＰＥＤ￣２０ＴＨ 实验室级超纯水器(南京易普易达科技

发展有限公司产品)、ＵＶ￣５５００ 型紫外￣可见光分光

光度计(上海元析仪器有限公司产品)
１.３　 材料预处理

将采摘的密花香薷全草自然风干至恒质量ꎬ粉
碎ꎬ过 ６０ 目筛ꎬ采用液料比１０ ∶ １(体积质量比)的

石油醚回流脱脂ꎬ抽滤后取滤渣ꎬ风干ꎬ备用ꎮ
１.４　 试验方法

称取 １ ｇ 密花香薷粉末ꎬ以一定浓度的乙醇做

溶剂ꎬ按一定比例的液料比ꎬ在一定温度下提取一定

时间后ꎬ抽滤ꎬ取滤液ꎬ旋干滤液后ꎬ用 １０􀆰 ０ ｍｌ 的乙

醇定容ꎬ取 ０􀆰 ２ ｍｌ 定容后的滤液ꎬ在 ８０ ℃水浴下挥

发掉溶剂ꎬ加 ０􀆰 ２ ｍｌ ５％香草醛￣冰醋酸溶液ꎬ再加

０􀆰 ８ ｍｌ 高氯酸溶液ꎬ７０ ℃水浴 １０ ｍｉｎ 后加冰醋酸定

容至 １０􀆰 ０ ｍｌꎬ之后于 ５５０ ｎｍ 波长下测其吸光度ꎮ
１.５　 标准曲线的制备

取 ５ ｍｇ 齐墩果酸标准品溶于 ５０􀆰 ０ ｍｌ 乙醇中得

０􀆰 １ ｍｇ / ｍｌ 的齐墩果酸标准品溶液ꎮ 分别吸取 ０􀆰 ２
ｍｌ、０􀆰 ４ ｍｌ、０􀆰 ６ ｍｌ、０􀆰 ８ ｍｌ、１􀆰 ０ ｍｌ 标准品溶液于试管

中ꎬ８０ ℃水浴挥发掉试管内溶剂ꎬ按方法 １􀆰 ４ 中的方

法显色后测其吸光度(Ａ)ꎮ 以纯水为空白对照ꎬ以吸

光度(Ａ)为纵坐标ꎬ质量浓度(ｘ)为横坐标ꎬ回归方程

为:Ｙ＝ ３４􀆰 ２００ ０ｘ＋ ０􀆰 ０６０ ８ (Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ５)ꎬ在 ０􀆰 ００２
ｍｇ / ｍｌ至 ０􀆰 ０１０ ｍｇ / ｍｌ范围内线性关系良好ꎮ
１.６　 密花香薷总皂苷得率的测定

密花香薷总皂苷得率 ＝ (密花香薷总皂苷质

量 /密花香薷粉末质量)×１００％
１.７　 密花香薷总皂苷提取单因素试验

按方法 １.４ 的试验方法ꎬ研究液料比、乙醇体

积分数、提取时间以及提取温度 ４ 个因素对密花香
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薷总皂苷提取率的影响ꎮ
１.７.１　 液料比　 称取 ２ ｇ 密花香薷粉末ꎬ固定乙醇

浓度 ７０％ꎬ提取时间 ９０ ｍｉｎꎬ温度 ７０ ℃ꎬ考察不同液

料比(体积质量比) (１０ ∶ １、１５ ∶ １、２０ ∶ １、２５ ∶ １、
３０ ∶ １)对密花香薷总皂苷提取率的影响ꎮ
１.７.２　 乙醇体积分数　 称取 ２ ｇ 密花香薷粉末ꎬ固
定液料比２０ ∶ １(体积质量比)ꎬ提取时间 ９０ ｍｉｎꎬ提
取温度 ７０ ℃ꎬ考察不同乙醇体积分数(５０％、６０％、
７０％、８０％、９０％)对密花香薷总皂苷提取率的影响ꎮ
１.７.３　 提取时间　 称取 ２ ｇ 密花香薷粉末ꎬ固定液料

比２０ ∶ １(体积质量比)ꎬ乙醇体积分数 ６０％ꎬ提取温度

７０ ℃ꎬ考察不同提取时间(３０ ｍｉｎ、６０ ｍｉｎ、９０ ｍｉｎ、１２０
ｍｉｎ、１５０ ｍｉｎ)对密花香薷总皂苷提取率的影响ꎮ
１.７.４　 提取温度　 称取 ２ ｇ 密花香薷粉末ꎬ固定液

料比２０ ∶ １(体积质量比)ꎬ乙醇体积分数 ６０％ꎬ提取

时间 １２０ ｍｉｎꎬ考察不同提取温度(５０ ℃、６０ ℃、７０
℃、８０ ℃、９０ ℃)对密花香薷总皂苷提取率的影响ꎮ
１.８　 密花香薷总皂苷提取工艺的响应面优化

在上述单因素试验的基础上ꎬ以乙醇体积分数

(Ａ)、提取时间(Ｂ)、提取温度(Ｃ)为自变量ꎬ以密花

香薷总皂苷提取率(Ｙ)为响应值ꎬ应用 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ
响应面法试验设计原理ꎬ采取 ３ 因素 ３ 水平试验来

选取最佳提取工艺ꎮ 试验因素水平见表 １ꎮ

表 １　 响应面法各试验因素水平

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｆｏｒ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｍｅｔｈｏｄ￣
ｏｌｏｇｙ(ＲＳＭ)

水平
乙醇体积分数

(％)
提取时间
(ｍｉｎ)

提取温度
(℃)

－１ ５０ ９０ ６０

０ ６０ １２０ ７０

１ ７０ １５０ ８０

１.９　 密花香薷总皂苷抗氧化性试验

１.９.１　 ＡＢＴＳ 自由基清除试验　 将最佳条件下提取

的密花香薷总皂苷配制成质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ、
０􀆰 ４ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ６ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ８ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ２
ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ４ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ６ ｍｇ / ｍｌ的总皂苷溶液ꎮ 将

２􀆰 ４５ ｍｍｏｌ / Ｌ的过硫酸钾溶液与 ７􀆰 ００ ｍｍｏｌ / Ｌ ＡＢＴＳ
溶液等体积混合后避光静置过夜ꎬ再用纯水将其稀

释成 λ７３４ ＝ ０􀆰 ７０±０􀆰 ０２ꎬ得到ＡＢＴＳ􀅰＋工作液ꎮ 精密吸

取各质量浓度的密花香薷总皂苷溶液 ０􀆰 １ ｍｌ 于试

管中ꎬ滴加 ３􀆰 ９ ｍｌ 工作液ꎬ摇匀ꎬ避光静置反应 ３０

ｍｉｎ 后于 ７３４ ｎｍ 波长处测其吸光度ꎬ得样品组的清

除率(Ａ１)ꎮ 空白组 Ａ０用 ０􀆰 １ ｍｌ 超纯水代替总皂苷

溶液ꎬ对照组 Ａ２则用 ３􀆰 ９ ｍｌ 无水乙醇代替ＡＢＴＳ􀅰＋工

作液ꎮ 以 ＶＣ 为阳性对照ꎬ平行试验 ３ 次ꎬ取平均

值ꎮ 清除率公式如下:
清除率＝[１－(Ａ１－Ａ２) / Ａ０]×１００％

１.９.２　 ＤＰＰＨ 自由基清除试验　 将最佳条件下提取

的密花香薷总皂苷配制成质量浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ、
０􀆰 ４ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ６ ｍｇ / ｍｌ、０􀆰 ８ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ２
ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ４ ｍｇ / ｍｌ、１􀆰 ６ ｍｇ / ｍｌ的总皂苷溶液ꎮ 配制

４０ μｇ / ｍｌ 的 ＤＰＰＨ 溶液ꎬ分别精密吸取各质量浓度

的密花香薷总皂苷溶液 ０􀆰 １ ｍｌ 于 １􀆰 ０ ｍｌ 试管中ꎬ滴
加 ０􀆰 １ ｍｌ ＤＰＰＨ 溶液ꎬ作为样品组 Ａ１ꎬ空白组 Ａ０用

０􀆰 １ ｍｌ 超纯水代替总皂苷溶液ꎬ对照组 Ａ２则用 ０􀆰 １
ｍｌ 无水乙醇代替 ＤＰＰＨ 溶液ꎮ 以 ＶＣ 为阳性对照ꎬ
平行试验 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
１.１０　 密花香薷总皂苷抑菌活性试验

１.１０.１　 培养基的制备　 ＬＢ 液体培养基:蛋白胨 ６
ｇ / Ｌ、氯化钠 ６ ｇ / Ｌ、牛肉膏 ３ ｇ / Ｌꎬ再用 ２ ｍｏｌ / Ｌ的氢

氧化钠调节 ｐＨ 为 ７􀆰 １ꎬ用超纯水定容至 ５００ ｍｌꎬ在
１２５ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ 向 ＬＢ 液体培养基中加入 ２％
的琼脂制成 ＬＢ 固体培养基ꎮ

马铃薯葡萄糖肉汤(ＰＤＢ)培养基:称 １００ ｇ 去

皮后的土豆ꎬ切碎后加水 ５００ ｍｌꎬ放入锅中煮沸 ２５
ｍｉｎꎬ用纱布趁热将其过滤ꎬ弃除滤渣ꎬ将滤液补水至

５００ ｍｌꎬ加 １０ ｇ 葡萄糖ꎬ在 １１５ ℃下灭菌 ３０ ｍｉｎꎮ
１.１０.２　 抑菌活性试验 　 以金黄色葡萄球菌、酵母

菌、大肠杆菌 ３ 种菌为指示菌ꎬ将活化后的金黄色葡

萄球菌和大肠杆菌菌种接入到 ＬＢ 液体培养基中ꎬ
于 ３５ ℃的恒温振荡培养箱中培养 ２４ ｈꎬ将活化后的

酵母菌菌种接种到 ＰＤＢ 培养基中ꎬ于 ３０ ℃的恒温

振荡培养箱中培养 ２４ ｈꎬ用移液枪分别吸取 ０􀆰 ２ ｍｌ
细菌含量为１.０×１０７ ＣＦＵ / ｍｌ的 ２ 种细菌菌悬液于

ＬＢ 固体培养基中ꎬ吸取 ０􀆰 ２ ｍｌ 细菌含量为１.０×１０７

ＣＦＵ / ｍｌ的酵母菌菌悬液于 ＰＤＢ 培养基中ꎬ涂抹均

匀后打孔ꎬ吸取 ０􀆰 １ ｍｌ 质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ的密

花香薷总皂苷提取液于孔中ꎬ放置恒温培养箱中培

养 ２４ ｈ 后ꎬ测定其抑菌圈直径ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 密花香薷总皂苷提取工艺单因素试验

２.１.１　 液料比　 如图 １Ａ 所示ꎬ密花香薷总皂苷提取
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率随着液料比的增大呈现先增大再减小的趋势ꎬ这可

能是因为液料比过高ꎬ旋蒸时间过长ꎬ导致总皂苷有

所损失ꎮ 当液料比为２０ ∶ １(体积质量比)时ꎬ提取率

达到最大值ꎬ此时的提取率为 ０􀆰 ８７％ꎮ 因此ꎬ选择密

花香薷总皂苷提取工艺的最佳液料比为２０ ∶ １(体积

质量比)ꎮ
２.１.２　 乙醇体积分数　 如图 １Ｂ 所示ꎬ密花香薷总

皂苷提取率随着乙醇体积分数的增大呈现先增大再

减小的趋势ꎬ当乙醇体积分数为 ６０％时ꎬ提取率达

到最大值ꎬ此时的提取率为 ０􀆰 ９５％ꎮ 因此ꎬ选择密

花香薷总皂苷提取工艺的最佳乙醇体积分数为

６０％ꎮ

２.１.３　 提取时间　 如图 １Ｃ 所示ꎬ密花香薷总皂苷

提取率随着提取时间的增加呈现先增大再减小的趋

势ꎬ可能是因为提取时间过长ꎬ导致提取出的总皂苷

又被水解ꎮ 当提取时间为 １２０ ｍｉｎ 时ꎬ提取率达到

最大值ꎬ此时的提取率为 １􀆰 １７％ꎮ 因此ꎬ选择密花

香薷总皂苷提取工艺的最佳提取时间为 １２０ ｍｉｎꎮ
２.１.４　 提取温度　 如图 １Ｄ 所示ꎬ密花香薷总皂苷

提取率随着提取温度的增大呈现先增大再减小的趋

势ꎬ这可能是由于温度过高ꎬ导致提取出的总皂苷被

分解ꎮ 当提取温度为 ７０ ℃时ꎬ提取率达到最大值ꎬ
此时的提取率为 １􀆰 １９％ꎮ 因此ꎬ选择密花香薷总皂

苷提取工艺的最佳提取温度为 ７０ ℃ꎮ

图 １　 液料比(Ａ)、乙醇体积分数(Ｂ)、提取时间(Ｃ)和提取温度(Ｄ)对密花香薷总皂苷提取率的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ￣ｓｏｌｉｄ ｒａｔｉｏ(Ａ)ꎬ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(Ｂ)ꎬ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ(Ｃ) ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ(Ｄ) ｏｎ ｔｈｅ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｏｔａｌ
ｓａｐｏｎｉｎｓ

２.２　 响应面法优化密花香薷总皂苷提取工艺试验

　 　 选取上述单因素试验中对密花香薷总皂苷提取

率影响较大的 ３ 个因素:乙醇体积分数(Ａ)、提取时

间(Ｂ)、提取温度(Ｃ)ꎬ以密花香薷总皂苷提取率

(Ｙ)为响应值ꎬ利用 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面法试验设计

原理ꎬ进行试验设计ꎬ试验设计方案及结果如表 ２ 所

示ꎬ利用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ８.０.６ 软件对表 ２ 结果进行回

归统计分析ꎬ所得回归方程如下:
Ｙ＝ －１０.３８９ ８００＋ ０.１７５ ６７５Ａ＋ ０.０４８ ６０８Ｂ＋

０.０９１ １００Ｃ＋０.０００ ００８ＡＢ－０.０００ ０５０ＡＣ－０.０００ ０６７ＢＣ－
０.００１ ４０３Ａ２－０.０００ １７８Ｂ２－０.０００ ５７８Ｃ２

为了检验此回归方程的可靠性ꎬ进一步分析各

因素对密花香薷总皂苷提取率的影响ꎬ对此回归方

程进行方差分析ꎮ 由表 ３ 可知ꎬ该模型Ｆ＝ ４０.３０５ ５ꎬ
Ｐ<０􀆰 ０１(差异极显著)ꎬ表明差异具有统计学意义ꎻ
失拟项的 Ｐ＝ ０.５７１ ３>０.０５(差异不显著)ꎬ表明差异

无统计学意义ꎻ上述模型的 Ｐ 值及失拟项的 Ｐ 值说

明该方程对试验结果具有良好的拟合性ꎬ试验误差

比较小ꎮ 该方程的Ｒ２ ＝ ０.９８１ １ꎬ说明此模型对本实

验结果具有较好的拟合性ꎻＲ２
ａｄｊ ＝ ０.９５６ ７说明该模型

可解释 ９５􀆰 ６７％的响应值变化ꎮ
模型中的一次项 Ａ 和 Ｂꎬ二次项 Ａ２、Ｂ２和 Ｃ２均
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小于 ０􀆰 ０５ꎬ说明乙醇体积分数、提取时间以及乙醇

体积分数、提取时间、提取温度的二次项对总皂苷提

取率具有显著影响ꎻ而提取温度以及三因素的交互

项显著性较差ꎬ表明该试验因素对响应值不是简单

的线性关系ꎬ而是一种非线性关系ꎮ 由表 ３ 的 Ｆ 值

大小可推断三因素对密花香薷总皂苷提取率影响的

强弱ꎬＦ 值越大ꎬ说明影响越强ꎬ越小则越弱ꎮ 因此ꎬ
各因素对密花香薷总皂苷提取率影响的强弱为:提
取时间>乙醇体积分数>提取温度ꎮ

表 ２　 Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ 响应面试验设计及结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｏｘ￣Ｂｅｈｎｋｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号
各因素水平

乙醇体积分数 提取时间 提取温度

总皂苷提
取率(％)

１ －１ －１ ０ ０.８１

２ １ －１ ０ ０.８９

３ －１ １ ０ ０.９２

４ １ １ ０ １.０１

５ －１ ０ －１ ０.９７

６ １ ０ －１ １.０９

７ －１ ０ １ ０.９４

８ １ ０ １ １.０４

９ ０ －１ －１ ０.９２

１０ ０ １ －１ １.０５

１１ ０ －１ １ ０.９７

１２ ０ １ １ １.０２

１３ ０ ０ ０ １.２３

１４ ０ ０ ０ １.２４

１５ ０ ０ ０ １.２１

１６ ０ ０ ０ １.１７

１７ ０ ０ ０ １.１９

　 　 为了更直观地看出各因素对密花香薷总皂苷提

取率的影响ꎬ绘制了三维响应面图ꎬ响应面图坡度越

陡峭ꎬ则说明试验因素对密花香薷总皂苷提取率的

影响越大ꎮ
图 ２ 显示ꎬ当乙醇体积分数在５０％~６２％ꎬ提取

时间在９０~１２５ ｍｉｎ 时ꎬ密花香薷总皂苷提取率随着

乙醇浓度及提取时间的增大而逐渐增大ꎬ之后则逐

渐降低ꎬ且提取时间曲面较乙醇体积分数曲面更为

陡峭ꎬ说明提取时间较乙醇体积分数对密花香薷总

皂苷提取率影响更为显著ꎮ

表 ３　 回归方程模型方差分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｍｏｄｅｌ

方差来源 平方和 自由度 均方和 Ｆ 值 Ｐ 值

模型 ０.２６７ １３９ ９ ０.０２９ ６８２ ４０.３０５ ５００ < ０.０００ １

Ａ ０.０１９ ０１３ １ ０.０１９ ０１３ ２５.８１７ １７０ ０.００１ ４

Ｂ ０.０２１ ０１３ １ ０.０２１ ０１３ ２８.５３２ ９８０ ０.００１ １

Ｃ ０.０００ ４５０ １ ０.０００ ４５０ ０.６１１ ０５７ ０.４６０ ０

ＡＢ ０.０００ ０２５ １ ０.０００ ０２５ ０.０３３ ９４８ ０.８５９ ０

ＡＣ ０.０００ ０１０ １ ０.０００ ０１０ ０.１３５ ７９０ ０.７２３ ４

ＢＣ ０.００１ ６００ １ ０.００１ ６００ ２.１７２ ６４８ ０.１８４ ０

Ａ２ ０.０８２ ８２１ １ ０.０８２ ８２１ １１２.４６３ ５００ < ０.０００ １

Ｂ２ ０.１０８ １２７ １ ０.１０８ １２７ １４６.８２５ ６００ < ０.０００ １

Ｃ２ ０.０１４ ０４２ １ ０.０１４ ０４２ １９.０６８ ２００ ０.００３ ３

残差 ０.００５ １５５ ７ ０.０００ ７３６

失拟差 ０.００１ ８７５ ３ ０.０００ ６２５ ０.７６２ １９５ ０.５７１ ３

残误差 ０.００３ ２８０ ４ ０.０００ ８２０
Ａ:乙醇体积分数ꎻＢ:提取时间ꎻＣ:提取温度ꎮ Ｐ<０.０１ 表明差异极显
著ꎻＰ<０.０５ 表明差异显著ꎮ

图 ２　 总皂苷提取率随乙醇体积分数及提取时间变化的响应面

图

Ｆｉｇ.２ 　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｏｌｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｗｉｔｈ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

　 　 图 ３ 显示ꎬ当乙醇体积分数在５０％~ ６２％ꎬ提取

温度在６０~７０ ℃时ꎬ密花香薷总皂苷提取率随着乙

醇浓度及提取温度的增大而逐渐增大ꎬ之后则逐渐

降低ꎬ且乙醇体积分数曲面较提取温度曲面更为陡

峭ꎬ说明乙醇体积分数较提取温度对密花香薷总皂

苷提取率影响更为显著ꎮ
　 　 图 ４ 显示ꎬ当提取时间在９０~１２５ ｍｉｎꎬ提取温度

在６０~７０ ℃时ꎬ密花香薷总皂苷提取率随提取时间及

提取温度的增大而逐渐增大ꎬ之后则逐渐降低ꎬ且提

取时间曲面较提取温度曲面更为陡峭ꎬ说明提取时间

较提取温度对密花香薷总皂苷提取率影响更为显著ꎮ
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图 ３　 总皂苷提取率随乙醇体积分数及提取温度变化的响应面

图

Ｆｉｇ.３ 　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｏｌｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｗｉｔｈ ｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

图 ４　 总皂苷提取率随提取时间及提取温度变化的响应面图

Ｆｉｇ.４ 　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｏｌｔ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｗｉｔｈ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

　 　 综上所述ꎬ三因素对密花香薷总皂苷提取率的

影响大小为:提取时间>乙醇体积分数>提取温度ꎬ
与表 ３ 结论一致ꎮ

经响应面法优化之后ꎬ得到的最佳提取工艺

为:乙 醇 体 积 分 数: ６１􀆰 ７７％、 提 取 时 间 １２５􀆰 ０２
ｍｉｎ、提取温度 ６８􀆰 ９９ ℃ 、液料比２０ ∶ １(体积质量

比)ꎬ此时密花香薷总皂苷提取率为 １􀆰 ２２％ꎮ 考虑

到 实 际 操 作 的 可 行 性ꎬ 选 取 乙 醇 体 积 分 数

６２􀆰 ００％、提取时间 １２５􀆰 ００ ｍｉｎ、提取温度 ６９􀆰 ００
℃ 、液料比２０ ∶ １(体积质量比)ꎬ平行试验 ３ 次ꎬ此
时密花香薷总皂苷提取率为 １􀆰 １９％ꎮ 与回归方程

的预测值 １􀆰 ２１％相近ꎬ进一步证明了该回归方程

模型的可行性以及该提取工艺的稳定性ꎮ
２.３　 密花香薷总皂苷抗氧化性

２.３.１　 ＡＢＴＳ 自由基清除率 　 由图 ５ 可知ꎬ密花香

薷总皂苷具有清除 ＡＢＴＳ 自由基的能力ꎬ且清除率

随着密花香薷总皂苷质量浓度的增加而增加ꎬ当密

花香薷总皂苷质量浓度达到 １􀆰 ２０ ｍｇ / ｍｌ时ꎬＡＢＴＳ
自由基清除率达到 ７１􀆰 ５４％ꎬ之后随着密花香薷总

皂苷质量浓度增加ꎬ清除率趋于平缓ꎮ 此时ꎬ密花香

薷总皂苷对 ＡＢＴＳ 自由基的半抑制质量浓度( ＩＣ５０)
为 ０􀆰 ７４ ｍｇ / ｍｌꎮ

图 ５　 密花香薷总皂苷和阳性对照品 ＶＣ 清除 ＡＢＴＳ 自由基能

力

Ｆｉｇ.５　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓ ａｎｄ ＶＣ ｔｏ ＡＢＴＳ ｆｒｅｅ

ｒａｄｉｃａｌ

２.３.２　 ＤＰＰＨ 自由基清除率　 由图 ６ 可知ꎬ密花香

薷总皂苷具有清除 ＤＰＰＨ 自由基的能力ꎬ且清除率

随着密花香薷总皂苷质量浓度增加而增加ꎬ当密花

香薷总皂苷质量浓度达到 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ时ꎬＤＰＰＨ 自由

基清除率达 ６１􀆰 ２５％ꎬ之后随着密花香薷总皂苷质

量浓度增加ꎬ清除率趋于平缓ꎮ 此时ꎬ密花香薷总皂

苷对 ＤＰＰＨ 自由基的半抑制质量浓度( ＩＣ５０)为 ０􀆰 ５６
ｍｇ / ｍｌꎮ
２.４　 密花香薷总皂苷抑菌性

密花香薷总皂苷对金黄色葡萄球菌、大肠杆

菌、酵母菌的抑菌圈直径大小分别为 ２􀆰 ７４ ｃｍ、２􀆰 ９７
ｃｍ、１􀆰 ２７ ｃｍꎬ说明质量浓度为 １􀆰 ０ ｍｇ / ｍｌ 的密花香

薷总皂苷溶液对细菌以及真菌均有一定的抑制作

用ꎮ

３　 结 论

本试验采用乙醇回流法对密花香薷总皂苷进

行提取ꎬ用单因素试验结合响应面法对提取工艺进
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图 ６　 密花香薷总皂苷和阳性对照品 ＶＣ 清除 ＤＰＰＨ 自由基能

力

Ｆｉｇ.６ 　 Ｓｃａｖｅｎｇｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ｓａｐｏｎｉｎｓ ａｎｄ ＶＣ ｔｏ ＤＰＰＨ

ｆｒｅｅ ｒａｄｉｃａｌ

行了优化ꎬ 所得的最佳工艺为: 乙醇体积分数

６２􀆰 ００％、提取时间 １２５􀆰 ００ ｍｉｎ、提取温度 ６９􀆰 ００ ℃、
液料比 ２０ ∶ １ (体积质量比)ꎬ此时的提取率为

１􀆰 １９％ꎮ 试验的实测值与模型的预测值差异较小ꎬ
说明该方法具有较好的稳定性ꎻ采用 ＡＢＴＳ 自由基

清除法、ＤＰＰＨ 自由基清除法对密花香薷总皂苷的

抗氧化活性进行评估ꎬ以维生素 Ｃ 为对照ꎬ结果表

明密花香薷总皂苷具有较好的抗氧化活性ꎬ测定皂

苷类物质的抗氧化活性方法较多ꎬ本试验选择的

ＤＰＰＨ、ＡＢＴＳ 自由基清除法操作较为简便ꎬ所得数

据较为直观因而在测定活性成分的抗氧化性上被广

泛采用ꎻ以细菌(金黄色葡萄球菌、大肠杆菌)和真

菌(酵母菌)对密花香薷总皂苷的提取液进行了抑

菌活性测定ꎬ结果表明密花香薷总皂苷提取液对 ３
种菌均有较明显的抑菌活性ꎮ

皂苷类物质具有多种药理活性ꎬ而目前对密花

香薷总皂苷的研究较少ꎬ仅对密花香薷总皂苷进行

了定性研究ꎬ本研究对青海西宁地区的密花香薷进

行定量研究ꎬ并初步测定了所提取总皂苷的抗氧化

活性及抑菌活性ꎬ为之后对密花香薷总皂苷的深入

研究提供了试验依据ꎮ
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