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藤椒油粕黄酮类成分的提取纯化工艺及成分鉴定和抑菌作用研究  
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摘  要：目的  建立藤椒 Zanthoxylum armatum 油粕中黄酮类成分的提取纯化工艺，鉴定提取纯化物中的化学成分，并评价

其抗细菌作用。方法  以总黄酮提取率为考察指标，通过单因素实验和 Box-Behnken 设计-响应面试验优化提取工艺。以总

黄酮转移率、提取纯化物得率和总黄酮质量分数为考察指标，通过大孔吸附树脂类型、上样溶液 pH 值和乙醇体积分数、洗

脱剂种类和用量等因素考察优化纯化工艺。对整合的提取纯化工艺进行 6 次重复性试验。利用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 技术鉴

定提取纯化物中的化学成分。采用抑菌圈法及微量稀释法检测提取纯化物的抑菌效果。结果  藤椒油粕先用石油醚回流提取

3 次，料液比 1∶10，每次提取 60 min；再用 65%乙醇回流提取 130 min，料液比 1∶20。提取液浓缩后，调节乙醇体积分数

为 10%～15%，调节 pH 值至 3.0。将酸性乙醇溶液上样至 HPD500 树脂柱，先用 5 倍柱体积水洗脱，再用 60%乙醇洗脱。

乙醇洗脱液经浓缩干燥，得总黄酮提取纯化物。从该提取纯化物中鉴定了 32 种成分，包括 23 种黄酮、6 种酚酸和 3 种酰

胺。该提取纯化物对金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus 和表皮葡萄球菌 S. epidermidis 的抑菌圈直径分别为（15.43±0.25）

mm 和（15.16±0.09）mm，最小杀菌质量浓度分别为 5 mg/mL 和＞5 mg/mL；对大肠杆菌 Escherichia coli 和铜绿假单胞菌

Pseudomonas aeruginosa 未形成明显的抑菌圈，最小抑菌质量浓度分别 156.25 μg/mL 和 312.50 μg/mL。结论  建立的藤椒油

粕中黄酮类成分的提取纯化工艺稳定，提取效率高，纯化效果好。该提取纯化物主要成分为黄酮类成分，对金黄色葡萄球菌

和表皮葡萄球菌具有抑制作用。 
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Abstract: Objective  To develop the extraction-purification procedure of flavonoids from Zanthoxylum armatum Residue (ZAR), 

identify chemical components in the extracted-purified extract and evaluate its antibacterial activity. Methods  The extraction rate of 

total flavonoid was used as indicator to evaluate extraction procedure of total flavonoids from ZAR. This procedure was optimized by 

single factor experiments and Box-Behnken design-response surface methodology. Then, according to the transfer rate of total 

flavonoids, the yield of extracts and the mass fraction of total flavonoids, the purification procedure was optimized by the macroporous 

adsorption resin type, pH value of sample solution, ethanol volume fraction, eluent type and dosage. Repeatability tests of the integrated 

extraction and purification procedure were carried out for six times. Meanwhile, the UPLC-Q-TOF-MS/MS technique was employed 

to identify chemical constituents from the extracted-purified extract. The antibacterial activity of extracted-purified extract was detected 

by the inhibition circle and microdilution method. Results  ZAR was extracted in petroleum ether for three times by reflux, the solid-

liquid ratio was 1:10, and each extraction was 60 min. Then, the defatted ZAR was extracted in 65% ethanol for 130 min by reflux, 
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with a solid-liquid ratio of 1:20. The ethanol extraction solution was concentrated, and adjusting the pH value to 3.0, volume fraction 

of ethanol to 10%—15%. The acidic ethanol solution was loaded to the HPD500 resin column. This column was firstly washed with 

5-folds column volume of water, and then with 60% ethanol. Then ethanol eluent was concentrated and dried to obtain total flavonoid 

extracts. A total of 32 compounds were identified in the final extracted-purified extract including 23 flavonoids, six phenolic acids and 

three amides. The diameter of circle for flavonoid extracts inhibiting Staphylococcus aureus and S. epidermidis were (15.43 ± 0.25) 

mm and (15.16 ± 0.09) mm, respectively. The minimum bactericidal concentration for the flavonoid extracts on S. aureus and S. 

epidermidis were 5 mg/mL and more than 5 mg/mL, respectively. The flavonoid extracts did not produce an obvious antibacterial circle 

against Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa, with the minimum inhibitory concentration of 156.25 μg/mL and 312.50 μg/mL, 

respectively. Conclusion  The established extraction-purification procedure of flavonoids from ZAR is stable with high extraction 

efficiency and purification. This extracted-purified extract mainly contains flavonoids and has an inhibitory effect on S. aureus and S. 

epidermidis. 

Key words: Zanthoxylum armatum DC.; oil-residue; flavonoid; extraction procedure; component identification; antibacterial activity 
 

藤椒为芸香科植物竹叶花椒 Zanthoxylum 

armatum DC.的近成熟果皮，为药食两用药材，药用

具有散寒、止痛、驱蛔的功效；在四川、重庆、贵

州、云南等多个省广泛栽培[1]。藤椒油的食用量和

生产量很大，提取藤椒油后产生了大量废弃藤椒油

粕。由于藤椒果皮含挥发油、酰胺、生物碱、黄酮、

酚酸等多种类型的化学成分，而提取的藤椒油中主

要成分为挥发油、酰胺和生物碱类等成分，由此推

测藤椒油粕则含黄酮类、酚酸类等成分。 

吴奇霄等[2]研究表明藤椒油粕中总酚和总黄酮

含量较高；与加工前相比，藤椒油粕中香味物质和

麻味物质损失达 90%以上，而总酚和总黄酮含量仅

分别减少 15.26%和 10.17%。姜欢笑[3]从藤椒油粕中

提取了油脂、蛋白和不溶性膳食纤维。徐丹萍等[4-5]

从藤椒油粕中提取纯化多酚和多糖，纯化后多酚含

量为 76.3%，但未明确提取率及提取物中的化学成分。

由于黄酮类和酚酸类成分具有显著的抗氧化活性[6]，

金丝桃苷对肿瘤细胞生长具有明显的抑制作用，通

过降低脑组织内活性氧含量发挥抗氧化作用[7]；酚

酸类物质可作为尿素酶和严重急性呼吸综合征冠状

病毒 2（severe acute respiratory syndrome coronavirus 

2，SARS-CoV-2）的潜在抑制剂[8]。 

由此可见，藤椒油粕中残留的黄酮类和酚酸类

成分具有潜在的利用价值。为此，本研究从藤椒油

的生产厂家收集了藤椒油粕，通过单因素实验、响

应面试验、大孔树脂纯化等方法建立了总黄酮的提

取纯化工艺，应用超高效液相色谱-串联四极杆飞行

时间质谱（ultra performance liquid chromatography-

tandem quadrupole time-of-flight mass spectrometry，

UPLC-Q-TOF-MS/MS）联用技术鉴定了提取纯化物

中的主要化学成分，并用抑菌圈法及微量稀释法测

定了提取纯化物的抑菌活性，以期为藤椒油粕资源

的充分利用和提取纯化物的利用提供依据。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

Acquity UPLCTM 型超高效液相色谱仪、Synapt 

Q-TOF G2 HDMS 型高分辨质谱仪，美国 Waters 公

司；MD SpectraMax iD5 型酶标仪，美谷分子仪器

（上海）有限公司；LDZX-50KKBS 型立式压力蒸汽

灭菌器，上海申安医疗器械厂；GHP9080 型隔水式

恒温培养箱，上海一恒科学仪器有限公司；HR1360-

ⅡA2 型生物安全柜，青岛海尔生物医疗股份有限公

司；UV-2600 型双光束紫外分光光度计，天美科学

仪器有限公司；PHS-3C+型酸度计，成都试剂方舟科

技有限公司。 

1.2  药品及试剂 

对照品儿茶素（批号 PS012798）、表儿茶素（批

号 PS010585）、牡荆素（批号 PS010335）、芦丁（批

号 PS012233）、金丝桃苷（批号 PS011441）、异槲皮

苷（批号 PS010672）、槲皮苷（批号 PS011858），质

量分数均＞98.0%，购于成都普思生物科技股份有

限公司；对照品三叶豆苷（批号 DST200912-235）、

异鼠李素-3-O-葡萄糖苷（批号 DSTDY008301）、萹

蓄苷（批号 DSTDB005001），质量分数均＞98.0%，

购于成都乐美天医药有限公司；对照品山柰酚-3-O-

β-芸香糖苷，质量分数＞98.0%，批号 CHB190102，

成都克洛玛生物科技有限公司。大孔吸附树脂 D101

（批号 2021041601）、AB-8（批号 20190420）、NKA-

9（批号 20190420）、HPD500（批号 HC220406）和

ADS-7（批号 HC220419）购于郑州和成新材料科技

有限公司。甲酸、乙腈（质谱级）、氢氧化钠、亚硝

酸钠、硝酸铝、无水乙醇、石油醚、盐酸（分析纯）、

丙酮（分析纯）、营养肉汤培养基、平板计数琼脂培

养基和 Mueller-Hinton 琼脂培养基购于成都市科隆
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化学品有限公司。金黄色葡萄球菌 Staphylococcus 

aureus（BNCC186335）、表皮葡萄球菌 S. epidermidis

（ BNCC102555 ）、铜绿假单胞菌 Pseudomonas 

aeruginosa（BNCC336458）、大肠杆菌 Escherichia 

coli（BNCC352083）购于商城北纳创联生物科技有

限公司。超纯水由 Cascada 系统制备，美谷富迪生

物仪器（上海）有限公司。 

1.3  样品 

藤椒油粕购于四川省洪雅县和鑫农业科技发展

有限公司，由成都中医药大学药学院吕光华教授鉴

定，为芸香科植物竹叶花椒 Z. armatum DC.果皮提

取藤椒油后的油粕。 

2  方法与结果 

2.1  藤椒油粕及其提取物中总黄酮的含量测定 

为了评价提取、纯化黄酮类化合物的效果，用

本实验室前期建立的紫外分光光度法[9]，测定藤椒

油粕及其提取物、提取液、洗脱液中总黄酮的含量。 

2.1.1  对照品溶液的制备及其回归方程  精密称取

10 mg 芦丁对照品于 50 mL 量瓶中，加 65%乙醇溶

解，定容至刻度，摇匀。分别取 1、2、3、4、5、6 

mL 于 25 mL 量瓶中，加 0.72 mol/L NaNO2 溶液 1 

mL，混匀，静置 6 min；加 0.47 mol/L Al(NO3)3溶

液 1 mL，混匀，静置 6 min；加 2.50 mol/L NaOH 溶

液 10 mL，加 65%乙醇定容，摇匀，静置 15 min，

即为对照品溶液。在紫外分光光度计上 509 nm 测

定吸光度，芦丁对照品溶液在 8～48 g/mL 质量浓

度（X）与吸光度（Y）回归方程为 Y＝12.518 X－

0.007，R2＝0.999 8。用本方程计算藤椒油粕和提取

物中总黄酮的含量。 

2.1.2  供试品溶液的制备及总黄酮含量测定  称取

适量提取物于 25 mL 量瓶中，加 65%乙醇超声溶

解、定容；或取适量提取液或洗脱液于 25 mL 量瓶

中，用 65%乙醇定容。按上述对照品溶液制备方法

制成供试品溶液，测定吸光度，计算供试品中总黄

酮的含量。 

2.2  藤椒油粕总黄酮的提取工艺优化 

2.2.1  藤椒油粕脱脂方法的优选  由于藤椒油粕含

有的油脂、色素等脂溶性成分影响黄酮类成分的提

取效果，故用石油醚除去脂溶性成分。为此，比较

了石油醚脱脂的方法。方法（1）为藤椒油粕先用石

油醚提取后，再用 65%乙醇回流提取；乙醇提取液

经减压浓缩后经大孔吸附树脂纯化。方法（2）为藤

椒油粕先用 65%乙醇回流提取；提取液减压浓缩后，

再用石油醚萃取；水层溶液浓缩后经大孔吸附树脂

纯化。结果表明，方法（1）总黄酮转移率、提取纯

化物得率和总黄酮质量分数分别为 74.00%、6.95%

和 80.00%；方法（2）总黄酮转移率、提取纯化物

得率和总黄酮质量分数分别为 73.60%、7.73%和

71.60%。虽然方法（1）提取纯化物的得率比方法（2）

低 0.78%，但是提取纯化物中总黄酮的质量分数比

方法（2）高 8.4%，并且方法（1）操作更方便，故

选择方法（1）。 

2.2.2  藤椒油粕乙醇回流提取参数的优化 

（1）提取时间的选择：称取藤椒油粕 5.0 g，共

6 份，按料液比 1∶10 加入 60%乙醇，分别回流提

取 60、90、120、150、180、210 min。总黄酮的提

取率分别为 7.97%、8.83%、11.38%、11.02%、11.33%、

11.39%，表明提取率随着提取时间的增加逐渐增

加；当提取 120 min 后，提取率趋于稳定。故选择

提取时间 90、120、150 min 为后续响应面试验设计

的 3 个水平。 

（2）乙醇体积分数的选择：称取藤椒油粕 5.0 g，

共 6 份，分别按液料比 1∶10 加入 30%、40%、50%、

60%、70%、80%乙醇，回流提取时间 120 min。总

黄酮的提取率分别为 6.32%、7.80%、10.10%、

10.73%、8.05%、7.22%，表明乙醇体积分数为 30%～

60%时，总黄酮提取率随乙醇体积分数增高而增大；

乙醇体积分数大于 60%后，总黄酮提取率随乙醇体

积分数的增高而减小。故选择乙醇体积分数 50%、

60%、70%作为后续响应面试验设计的 3 个水平。 

（3）料液比的选择：称取藤椒油粕 5.0 g，共 7

份，分别按料液比 1∶5、1∶10、1∶15、1∶20、

1∶25、1∶30、1∶35 加入 60%乙醇，回流提取 120 

min。总黄酮的提取率分别为 6.09%、9.92%、10.00%、

10.46%、10.17%、9.81%、8.97%，表明总黄酮提取

率先随着提取溶剂的增加逐渐升高；当料液比大于

1∶20 后，提取率略呈下降趋势。故选择料液比 1∶

10、1∶15、1∶20 作为后续响应面试验设计的 3 个

水平。 

（4）Box-Behnken 响应面试验：以乙醇体积分

数（X1）、料液比（X2）、提取时间（X3）为自变量，

总黄酮提取率（Y）为响应值，利用 Box-Behnken 设

计-响应面设计 3 因素 3 水平试验。应用 Design 

Expert 10 软件对响应面试验数据（表 1）进行分析，

得到藤椒油粕 Y 对 X1、X2、X3 的多元二次回归方程

为 Y＝11.170＋1.170 X1＋0.230 X2＋0.100 X3＋0.410 
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表 1  Box-Behnken 设计-响应面试验设计方案及试验结果 

Table 1  Experimental design and results of Box-Behnken design-response surface methodology 

编号 X1/% X2 X3/min Y/% 编号 X1/% X2 X3/min Y/% 编号 X1/% X2 X3/min Y/% 

1 60 (0) 1∶10 (−1) 150 (+1) 10.532 7 50 (−1) 1∶15 (0) 150 (+1) 7.568 13 60 (0) 1∶15 (0) 120 (0) 11.500 

2 60 (0) 1∶10 (−1) 90 (−1) 10.700 8 50 (−1) 1∶20 (+1) 120 (0) 8.210 14 60 (0) 1∶20 (+1) 90 (−1) 11.359 

3 70 (+1) 1∶15 (0) 150 (+1) 10.629 9 60 (0) 1∶15 (0) 120 (0) 11.080 15 70 (+1) 1∶15 (0) 90 (−1) 10.229 

4 70 (+1) 1∶20 (+1) 120 (0) 10.720 10 60 (0) 1∶20 (+1) 150 (+1) 11.670 16 60 (0) 1∶15 (0) 120 (0) 10.780 

5 70 (+1) 1∶10 (−1) 120 (0) 9.877 11 50 (−1) 1∶10 (−1) 120 (0) 9.020 17 50 (−1) 1∶15 (0) 90 (−1) 7.313 

6 60 (0) 1∶15 (0) 120 (0) 11.150 12 60 (0) 1∶15 (0) 120 (0) 11.328      

表 2  模型方差分析 

Table 2  Analysis of variance for response surface model 

方差来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值 方差来源 离均差平方和 自由度 均方 F 值 P 值 

模型 28.450 9 3.160 14.090 0.001 1** X1
2 15.540 1 15.540 69.270 ＜0.000 1** 

X1 10.920 1 10.920 48.680 0.000 2** X2
2 0.185 1 0.185 0.825 0.393 9 

X2 0.419 1 0.419 1.870 0.214 1 X3
2 0.410 1 0.410 1.830 0.218 6 

X3 0.079 1 0.079 0.353 0.571 0 残差 1.570 7 0.224 − − 

X1X2 0.683 1 0.683 3.050 0.124 5 失拟项 1.270 3 0.425 5.760 0.061 9 

X1X3 0.005 1 0.005 0.023 0.882 6 误差 0.295 4 0.074 − − 

X2X3 0.057 1 0.057 0.256 0.628 6 总离差 30.020 16 − − − 

**极显著性差异（P＜0.01）。 

** significant difference (P < 0.01). 

X1X2＋0.036 X1X3＋0.120 X2X3－1.920 X1
2＋0.210  

X2
2－0.310 X3

2，并对得到的回归模型进行方差分析，

结果见表 2。响应面试验模型 P 值为 0.001 1＜0.01，

表明该模型具有统计学意义[10]。而失拟项 P 值为

0.061 9（＞0.05），失拟项不显著，表明模型的拟合

程度高，模型与实际实验的数据无显著性差异[10]，

能够准确反映总黄酮提取率与乙醇体积分数、提取

时间、料液比之间的关系。模型的决定系数（R）值

为 0.994 7，校正决定系数（Radj）值为 0.880 5，表

明模型与实验值的拟合度较好[11-12]。说明可以利用

本响应面法设计优化的模型对藤椒油粕中总黄酮的

提取工艺进行分析和预测。以二次多元回归方程拟

合总黄酮提取率和各因素之间的函数关系，对回归

模型进行方差分析，再利用 Origin 2021 软件绘制响

应变量之间的等高线和响应面图（图 1）。 

（5）最佳提取工艺：利用 Design Expert 10 软件

对实验结果进行多元二次回归分析，模拟出总黄酮

的最佳提取参数为乙醇体积分数 62.77%，料液比

1∶19.71，提取时间 126.92 min，预测总黄酮的提取

率为 11.89%。结合实际应用，将提取工艺的参数修

正为乙醇体积分数 65%，料液比 1∶20，提取时间

为 130 min。 

（6）工艺验证：为验证该模型的准确性，用优

化的提取工艺进行 6 次重复试验；总黄酮的提取率

分别为 11.13%、11.52%、11.29%、12.03%、11.18%、

11.56%，其平均值为 11.45%，RSD 为 2.91%。表明

实验结果与预测值一致，该模型的预测性良好，提

取工艺稳定。 

2.3  大孔吸附树脂纯化提取物中黄酮类成分的工

艺参数优选 

在上述藤椒油粕 65%乙醇的粗提物中，总黄酮

的质量分数较低（仅为 36.25%）。采用大孔吸附树

脂法对藤椒油粕的粗提物进行了纯化。为此对纯化

工艺参数进行了优化。 

2.3.1  大孔吸附树脂的筛选  不同大孔吸附树脂因

极性和比表面积不同，对目标成分的纯化效果差异

较大[13-14]。本研究利用静态吸附试验比较了 D101、

AB-8、HPD-500、NKA-9、ADS-7 5 种大孔吸附树

脂对总黄酮的吸附与解吸附效果（表 3）。结果表明，

极性强的树脂 HPD-500、NKA-9 和 ADS-7 对藤椒

油粕总黄酮的吸附率高于极性弱的树脂 D101 和

AB-8。ADS-7 和 NKA-9 树脂虽然吸附率高，但解

吸率较低，不利于目标成分解吸附[13-15]。故选择

HPD500 树脂纯化粗提物中的黄酮类成分。 
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图 1  乙醇体积分数、料液比、提取时间交互作用对总黄酮提取率影响的响应面和等高线 

Fig. 1  Response surface plots and contour maps of interaction of ethanol volume fraction, solid-liquid ratio, extraction time 

on yield of total flavonoids 

表 3  不同大孔吸附树脂的吸附率和解吸率 

Table 3  Adsorption rate and desorption rate of different 

macroporous adsorption resins 

树脂型号 树脂极性 总黄酮吸附率/% 总黄酮解吸率/% 

D101 非极性 76.80 76.95 

AB-8 弱极性 79.93 76.94 

HPD-500 极性 86.21 72.35 

NKA-9 极性 86.06 67.79 

ADS-7 强极性 86.43 69.48 
 

2.3.2  上样溶液 pH 值的选择  样品溶液的酸碱性

通过影响化学成分的存在状态、极性、溶解性等进

而影响大孔吸附树脂对化学成分的吸附性能[13-14]。

为此，本研究以 HPD500 树脂，考察了样品溶液 pH

值为 3.0、3.5、4.0、4.5、4.8 时总黄酮的吸附率，分

别为 92.06%、90.78%、90.10%、87.00%、85.56%。

表明样品溶液 pH 值为 3.0 时，HPD500 树脂对藤椒

油粕中的总黄酮的吸附效果最好。 

2.3.3  上样量的选择  单位质量的大孔吸附树脂对

目标成分的吸附量相对恒定，目标成分在该树脂的

吸附能力范围内才能被有效吸附，起到较好的纯化

效果[13-14]。由于总黄酮的转移率与泄漏率成反比，

故取 HPD500 树脂 100 mL，以 4 mL/min 体积流量

上样，比较了上样粗提物中总黄酮质量分别为 1.56、

2.01、2.45、3.01、3.23、3.35、3.46、3.57 g 时，洗

脱液中总黄酮的泄漏率分别为 0、0.78%、1.53%、

2.69%、3.61%、4.14%、4.68%、5.27%，表明总黄酮

的泄漏率随着上样量的增加而升高。本研究控制总

黄酮的泄漏率不超过 5%，则上样粗提物中总黄酮

量不超过 3.5 g。 

2.3.4  上样溶液乙醇体积分数的选择  由于 65%乙

醇粗提物需要加乙醇才能在水中溶解，而上样溶液

中乙醇体积分数过高则导致黄酮类成分的流失而降

低纯化效果。为此，以上样体积流量 4 mL/min、洗

脱体积流量 6 mL/min 时，比较了上样溶液中乙醇体

积分数分别为 5%、10%、15%、20%时，大孔吸附

树脂对总黄酮的纯化效果（表 4）。结果表明，随着

上样液乙醇体积分数的增加，提取纯化物的得率下

降，而总黄酮的质量分数则上升。综合考虑，选择

上样溶液中乙醇体积分数为 10%～15%。 

2.3.5  水洗脱体积的选择  大孔吸附树脂在吸附目

标成分时，会吸附部分盐类、多糖等杂质，可用超

纯水洗涤这些杂质，提高产物纯度[15]。如果洗脱树

脂的水量过多，则导致部分极性较大的黄酮苷类成

分流失。本研究以上样体积流量 4 mL/min、洗脱体

积流量 6 mL/min，考察了水洗脱体积分别为 1、2、

3、4、5、6、7 倍柱体积时，总黄酮的泄漏率分别为

0.30%、0.63%、0.96%、1.30%、1.68%、2.06%、2.46%。

结果表明随着水洗脱体积增加，总黄酮的泄漏率增 
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表 4  上样溶液乙醇体积分数对纯化效果的影响 

Table 4  Effect of ethanol volume fraction in solvent on 

purification efficiency 

上样液乙醇 

体积分数/% 

提取纯化物 

得率 a/% 

总黄酮质量 

分数 b/% 

5 5.33 81.87 

10 4.88 84.89 

15 4.78 85.44 

20 4.50 89.86 

a 为提取纯化物的量与藤椒油粕量之比；b 为提取纯化物中总黄酮

量与提取纯化物量之比。 

a is ratio of amount of extracted-purified extract to amount of Z. 

armatum oil-residue; b is ratio of total flavonoids in extracted-purified 

extract to amount of extracted-purified extract. 

加。本研究控制总黄酮泄漏率不超过 2%，故选择用

5 倍柱体积超纯水洗脱，除去杂质。 

2.3.6  洗脱液乙醇体积分数的选择  洗脱剂是影响

纯化效果的主要因素之一，使被吸附成分与树脂之

间的吸附作用减弱，并对目标成分具有较好的溶解

性[12-13]。为筛选最佳洗脱溶剂，本研究以上样体积

流量 4 mL/min、洗脱体积流量 6 mL/min 时，考察

了不同体积分数乙醇对总黄酮的洗脱效果（表 5）。

结果表明，随着乙醇体积分数增加，总黄酮转移率

和提取纯化物得率均呈上升趋势，而总黄酮质量分

数则先上升后下降。虽然 60%乙醇洗脱比 70%乙醇

洗脱的总黄酮转移率低 0.36%，提取纯化物的得率

低 3.90%，但总黄酮的质量分数高 5.79%。综合考

虑总黄酮转移率、质量分数和生产成本，选择 60%

乙醇为洗脱溶剂。 

表 5  不同体积分数乙醇的洗脱效果 

Table 5  Elution effect of ethanol with different volume 

fractions 

乙醇体积 

分数/% 

总黄酮转 

移率 a/% 

总黄酮质量 

分数 b/% 

提取纯化物 

得率 c/% 

30 29.52 82.44 2.09 

40 62.42 91.91 3.96 

50 66.09 89.44 4.31 

60 71.61 91.05 4.68 

70 71.87 86.07 4.87 

95 80.72 83.65 5.63 

a 为提取纯化物的量与藤椒油粕量之比；b 为提取纯化物中总黄酮

量与提取纯化物量之比；c 为提取纯化物的量与藤椒油粕量之比。 

a is ratio of amount of extracted-purified extract to amount of Z. 

armatum oil-residue; b is ratio of total flavonoids in extracted-purified 

extract to amount of extracted-purified extract; c is ratio of amount of 

extracted-purified extract to amount of oil-residue of Z. armatum. 

2.3.7  提取纯化工艺的重复性考察  按照上述优化

的提取纯化工艺进行 6 次重复性试验，总黄酮的转

移率分别为 77.69%、77.63%、76.42%、79.04%、

79.21%、80.07%，平均转移率为 78.34%，RSD 为

1.71%；提取纯化物得率分别为 7.00%、6.85%、

6.71%、6.95%、6.81%、7.15%，平均得率为 6.91%，

RSD 为 2.25%；总黄酮质量分数分别为 81.08%、

79.89%、81.78%、83.11%、82.68%、81.18%，平均

质量分数为 81.65%，RSD 为 1.48%。表明建立的总

黄酮提取纯化工艺稳定，重复性良好。 

2.4  藤椒油粕提取纯化物中化学成分的鉴定 

为了明确提取纯化物的化学信息，先建立了藤

椒及同属植物中已知化合物名称、结构式、分子式、

分子量等信息的化学成分数据库，再用 LC-MS 鉴

定了总离子流色谱上的主要峰。 

2.4.1  对照品溶液的制备  分别称取儿茶素对照品

15.00 mg、表儿茶素对照品 15.00 mg、牡荆素对照

品 15.68 mg、芦丁对照品 15.36 mg、金丝桃苷对照

品 15.36 mg、异槲皮苷对照品 16.16 mg、三叶豆苷

对照品 14.94 mg、槲皮苷对照品 16.32 mg、山柰酚- 

3-O-芸香糖对照品 12.80 mg、异鼠李素-3-O-葡萄糖

苷对照品 15.84 mg 和萹蓄苷对照品 15.68 mg 置于

10 mL 量瓶中，加 70%甲醇溶解，定容，即为单个

对照品溶液。分别吸取各对照品溶液 50 μL 置于 5 

mL 量瓶中，加 70%甲醇定容，混匀，即为混合对

照品溶液。 

2.4.2  供试品溶液的制备  精密称取藤椒油粕黄酮

提取纯化物 10 mg 于 10 mL 量瓶中，加入适量 70%

甲醇，超声溶解，再加 70%甲醇定容，摇匀，制成

供试品溶液。 

2.4.3  色谱条件  色谱柱为Thermo Fisher Scientific 

AccucoreTM Vanquishi C18
+柱（100 mm×2.1 mm，1.5 

μm）；流动相为 0.1%甲酸水溶液-乙腈，梯度洗脱：

0～3 min，5%～11%乙腈；3～6 min，11%乙腈；6～

8 min，11%～15%乙腈；8～9 min，15%乙腈；9～

17 min，15%～26%乙腈；17～20 min，26%～40%

乙腈；20～22 min，40%～42%乙腈；22～24 min，

42%～50%乙腈；24～26 min，50%～70%乙腈；26～

30 min，70%～95%乙腈；30～33 min，95%乙腈；

体积流量 0.3 mL/min；进样量 3 μL；柱温 35 ℃。 

2.4.4  质谱条件  电喷雾离子源（ESI），正、负模

式分别采集，一级全扫描（m/z 100～1 200）与非依

赖性二级质谱扫描（DIA，m/z 100～1 200）；载气为
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高纯度氮气；毛细管电压 2.0 kV；取样锥电压 40 V；

离子源温度 150 ℃；脱溶剂气温度 450 ℃；脱溶剂

气体体积流量 800.0 L/h；进样锥气体体积流量 50.0 

L/h。总离子流色谱图见图 2。 

 

 

 

图 2  混合对照品 (A) 和供试品 (负离子模式, B; 正离子模式, C) 的总离子流色谱图 

Fig. 2  Total ion current chromatograms of mixed reference substances (A) and samples for test (ESI−, B; ESI+, C) 

2.4.5  具有对照品的色谱峰鉴定  总离子流色谱上

11 个峰有对照品，通过比较保留时间和质谱数据进

行鉴定。这些峰的保留时间与对照品一致（图 2），

均检测到准分子离子峰 [M＋H]+和 [M－H]−信号，

主要正离子和负离子碎片符合相应化合物的裂解规

律，结果见表 6。 

峰 5（儿茶素）和峰 8（表儿茶素）的准分子离

子峰为 m/z 291 [M＋H]+和 m/z 289 [M－H]−，失去

中性分子 CO2 产生碎片离子 m/z 245 [M－H－

CO2]−，环内裂解产生碎片离子 m/z 123；其质谱信

息与对照品一致。 

峰 11（牡荆素）的准分子离子峰为 m/z 433 [M＋

H]+和 m/z 431 [M－H]−，主要碎片为 m/z 313 [M＋

H－C4H8O4]+和 m/z 311 [M－H－C4H8O4]−；其质谱

信息与对照品一致。 

峰 12（芦丁）、13（金丝桃苷）、14（异槲皮苷）、

19（萹蓄苷）、20（槲皮苷）均为槲皮素的糖苷衍生

物，均产生槲皮素苷元离子 m/z 303, 301。槲皮素苷

元发生 RDA 裂解产生 m/z 271, 255。金丝桃苷（13）

和异槲皮苷（14）的配糖体分别为半乳糖和葡萄糖，

失去中性分子 C6H10O5 产生苷元 m/z 301 [M－H－

162]−。槲皮苷（20）的配糖体为鼠李糖，失去中性 
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表 6  具有对照品的 11 种黄酮类成分的鉴定 

Table 6  Identification of 11 flavonoid compounds by references 

峰号 
tR/ 

min 

检测值 (m/z) 理论值 

(m/z) 

误差 

(×10−6) 

主要碎片离子 
分子式 鉴定结果 

正离子模式 负离子模式 ESI+ ESI− 

5 3.81 291.086 0 [M＋H]+ 289.071 7 [M－H]− 290.079 0 −1.68 123.047 4, 139.042 8 245.079 1 C15H14O6 儿茶素 

8 5.41 291.086 8 [M＋H]+ 289.066 9 [M－H]− 290.079 0 0.22 123.047 4, 139.042 8 245.082 0 C15H14O6 表儿茶素 

11 9.49 433.115 0 [M＋H]+ 431.098 7 [M－H]− 432.105 7 −2.03 313.073 5 311.055 0 C21H20O10 牡荆素 

12 9.97 611.161 5 [M＋H]+ 609.146 2 [M－H]− 610.153 4 −1.04 303.050 7, 271.026 1 463.087 4, 301.032 0 C27H30O16 芦丁 

13 10.00 465.103 8 [M＋H]+ 463.087 8 [M－H]− 464.095 5 −0.31 303.050 7, 271.026 1 301.032 0 C21H20O12 金丝桃苷 

14 10.42 465.103 4 [M＋H]+ 463.088 1 [M－H]− 464.095 5 −0.96 303.050 7, 257.049 4 301.032 0 C21H20O12 异槲皮苷 

16 11.61 471.090 7 [M＋Na]+ 447.094 3 [M－H]− 448.100 6 −3.49 287.059 9 285.038 4 C21H20O11 三叶豆苷 

18 12.01 595.166 1 [M＋H]+ 593.151 4 [M－H]− 594.158 5 −1.26 287.059 9 285.038 4 C27H30O15 山柰酚-3-O-芸香糖苷 

19 12.04 457.032 1 [M＋Na]+ 433.075 0 [M－H]− 434.084 9 4.83 303.050 7, 257.049 4 301.031 4, 255.027 9 C20H18O11 萹蓄苷 

20 12.46 471.090 5 [M＋Na]+ 447.093 7 [M－H]− 448.100 6 −2.15 303.050 7, 257.043 8 301.031 4, 255.029 2 C21H20O11 槲皮苷 

21 12.98 479.119 7 [M＋H]+ 477.104 5 [M－H]− 478.111 1 −2.50 317.064 4, 303.046 9 315.052 6, 301.031 8 C22H22O12 异鼠李素-3-O-葡萄糖苷 
 

分子 C6H10O4 产生苷元 m/z 301 [M－H－146]−。萹

蓄苷（19）的配糖体为阿拉伯糖，失去中性分子

C5H8O4产生苷元 m/z 301 [M－H－132]−。芦丁（12）

的配糖体由葡萄糖和鼠李糖构成，依次失去中性分

子 C6H10O4 和 C6H10O5，分别产生 m/z 463 [M－H－

146]−和 m/z 301 [M－H－146－162]−，与文献报道的

裂解规律一致[16-18]。 

峰 16（三叶豆苷）和 18（山柰酚-3-O-芸香糖

苷）为山柰酚衍生物，碎片离子 m/z 287 和 m/z 285

分别为山柰酚在正离子和负离子模式下产生的特征

碎片离子，即峰 16 失去中性分子 C6H10O5 和峰 18

失去中性分子 C6H10O5 和 C6H10O4。其质谱信息与

对照品一致。 

峰 21（异鼠李素-3-O-葡萄糖苷）出现准分子离

子峰 m/z 479 [M＋H]+和 m/z 477 [M－H]−，各失去

中性分子 C6H10O5 产生碎片离子 m/z 315 [M－H－

C6H10O5]−。其质谱信息与对照品一致。 

2.4.6  无对照品的色谱峰初步鉴定  总离子流色谱

上有 21 个明显的色谱峰，由于没有相应的对照品，

则根据质谱信息，并结合相关文献进行了初步鉴定，

结果见表 7。 

峰 1、4、6 的保留时间不同，均出现准分子离

子峰 m/z 377 [M＋Na]+和 m/z 353 [M－H]−，推测这

3 个化合物为同分异构体，相对分子质量为 354，分

子式为 C16H18O9。这 3 个峰均产生特征碎片离子 m/z 

191（奎尼酸骨架离子）和 m/z 179（咖啡酸骨架离

子），与文献报道绿原酸裂解途径一致[19]，推测这 3

个化合物为绿原酸及其同分异构体新绿原酸和隐绿

原酸。由于这 3 个化合物的质谱数据一致，难以区

分。为此，根据文献相同或相近 HPLC 条件下这 3

个化合物的保留时间[17-18,20]，鉴定峰 1、4、6 分别

为新绿原酸、绿原酸和隐绿原酸。 

峰 2 的准分子离子峰为 m/z 331 [M＋H]+和 m/z 

329 [M－H]−，相对分子质量为 330，推测其分子式

为 C14H18O9；失去中性分子 C6H10O5 产生碎片离子

m/z 167（香草酸骨架离子）[21]。故鉴定峰 2 为香草

酸己糖苷。 

峰 3的准分子离子峰为m/z 365 [M＋Na]+和m/z 

341 [M－H]−，相对分子质量为 342，推测其分子式

为 C15H18O9；产生碎片离子 m/z 191（奎尼酸骨架离

子），结合文献中酚酸类成分在 C18 反相色谱柱上的

保留时间[21]，鉴定峰 3 为 5-O-香草酰奎宁酸。 

峰 7 的准分子离子峰为 m/z 579 [M＋H]+和 m/z 

577 [M－H]−，相对分子质量为 578，推测其分子式

为 C30H26O12；产生碎片离子 m/z 291 和 m/z 289 为

儿茶素的骨架离子，推测其为儿茶素的二聚体，结

合文献数据[22]，鉴定峰 7 为原花青素 B。 

峰 9 的准分子离子峰为 m/z 367 [M－H]−，相对

分子质量为 368，推测其分子式为 C17H20O9；产生

碎片离子 m/z 191（奎尼酸骨架离子），结合文献数

据[23]，鉴定峰 9 为 5-奎宁咖啡酸。 

峰 10 的准分子离子峰 m/z 579 [M＋H]+，相对

分子质量为 578，推测其分子式为 C27H30O14；产生

的碎片离子 m/z 433 [M－C6H10O4]−和 m/z 287 [M－

2C6H10O4]−，推测存在 2 个鼠李糖，结合文献数据[21]，

鉴定峰 10 为山柰苷。 
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表 7  根据质谱信息初步鉴定的 21 种化学成分 

Table 7  21 Chemical components preliminarily identified based on mass spectrometry data 

峰号 
tR/ 

min 

检测值 (m/z) 理论值 

(m/z) 

误差 

(×10−6) 

主要碎片离子 
分子式 鉴定结果 

正离子模式 负离子模式 ESI+ ESI− 

1 2.64 377.085 2 [M＋Na]+ 353.086 8 [M－H]− 354.095 1 1.30 163.041 0 191.056 1 C16H18O9 新绿原酸 

2 3.16 331.100 3 [M＋H]+ 329.089 2 [M－H]− 330.095 1 −3.39 193.052 8, 163.041 0 167.030 7 C14H18O9 香草酸己糖苷 

3 3.51 365.088 8 [M＋Na]+ 341.086 1 [M－H]− 342.095 1 3.40 151.041 0 191.056 1 C15H18O9 5-O-香草酰奎宁酸 

4 3.76 377.085 5 [M＋Na]+ 353.086 5 [M－H]− 354.095 1 2.15 163.041 0 191.056 1 C16H18O9 绿原酸 

6 4.05 377.085 5 [M＋Na]+ 353.086 5 [M－H]− 354.095 1 2.15 163.041 0 191.056 1 C16H18O9 隐绿原酸 

7 4.70 579.148 4 [M＋H]+ 577.131 2 [M－H]− 578.142 4 3.20 425.084 0, 407.070 8, 291.092 0 409.099 4, 289.072 9 C30H26O12 原花青素 B 

9 6.44 − 367.105 3 [M－H]− 368.111 5 −4.43 − 191.056 1 C17H20O9 5-奎宁咖啡酸 

10 7.87 579.173 8 [M＋H]+ − 578.163 6 −4.17 433.082 8, 287.059 9 − C27H30O14 山柰苷 

15 11.29 507.116 2 [M＋H]+ 505.101 6 [M－H]− 506.106 0 −4.59 303.050 7 301.031 4 C23H22O13 槲皮素-7-O-乙酰己糖苷 

17 11.96 609.147 0 [M＋H]+ 607.132 4 [M－H]− 608.174 1 −2.35 303.050 7, 287.059 9 301.031 4 C27H28O16 6′-(4-羧基-3-羟基-3-甲基丁酰基)金丝桃苷 

22 13.07 347.076 9 [M＋H]+ − 346.068 9 −0.59 332.062 3, 287.059 9 − C17H14O8 菠叶素 

23 13.15 − 489.100 7 [M－H]− 490.111 1 4.97 − 285.035 4, 255.027 9 C23H22O12 山柰酚-乙酰-己糖苷 

24 13.50 507.117 2 [M＋H]+ 505.100 6 [M－H]− 506.106 0 4.71 303.050 7 301.031 4 C23H22O13 槲皮素-3-O-乙酰己糖苷 

25 13.79 317.065 4 [M＋H]+ − 316.058 3 2.30 302.046 9 − C16H12O7 异鼠李素 

26 13.95 − 519.112 3 [M－H]− 520.121 7 3.02 317.064 4, 302.040 8 315.042 7, 300.024 6 C24H24O13 异鼠李素-乙酰己糖苷 

27 15.51 581.114 6 [M＋H]+ 579.094 6 [M－H]− 580.106 4 −0.58 333.062 3 535.112 7, 331.046 1, 316.023 1 C25H24O16 锦葵素-3-丙二酰-己糖苷 

28 15.62 595.127 5 [M＋H]+ 593.120 7 [M－H]− 594.122 1 4.06 347.076 9, 332.054 9 549.126 6, 345.063 0, 330.034 9 C26H26O16 菠叶素-丙二酰-己糖苷 

29 15.83 639.155 5 [M＋H]+ 637.138 4 [M－H]− 638.148 3 3.26 333.062 3 493.102 0, 331.046 1 C28H30O17 锦葵素-1,6-脱水葡萄糖基-葡萄糖苷 

30 22.65 286.178 3 [M＋Na]+ − 263.188 5 0.10 246.188 8, 107.087 7 − C16H25NO2 羟基-ε-山椒素 

31 22.89 286.178 3 [M＋Na]+ − 263.188 5 0.10 246.188 8, 107.087 7 − C16H25NO2 羟基-α-山椒素 

32 23.18 286.178 3 [M＋Na]+ − 263.188 5 0.10 246.188 8, 107.087 7 − C16H25NO2 羟基-β-山椒素 
 

峰 15、24 的准分子离子峰分别为 m/z 507 [M＋

H]+和 m/z 505 [M－H]−，相对分子质量为 506，推测

其分子式为 C23H22O13；失去碎片离子 m/z 204 产生

槲皮素的特征碎片离子 m/z 303 和 m/z 301；根据在

C18 反相色谱柱上的保留时间[21]，鉴定峰 15、24 分

别为槲皮素-7-O-乙酰己糖苷和槲皮素-3-O-乙酰己

糖苷。 

峰 17的准分子离子峰为m/z 609 [M＋H]+和m/z 

607 [M－H]−，相对分子质量为 608，推测其分子式

为 C27H28O16；比芦丁少 2 个氢原子，并且产生特征

碎片离子 m/z 303 和 m/z 287，故鉴定峰 17 为 6′-(4-

羧基-3-羟基-3-甲基丁酰基)金丝桃苷。 

峰 22 的准分子离子峰 m/z 347 [M＋H]+，相对

分子质量为 346，推测其分子式为 C17H14O8；失去

2 个-CH3，产生碎片离子 m/z 332 [M＋H－CH3]+和

四羟基黄酮苷元的骨架离子 m/z 287；结合文献中数

据[24]，鉴定峰 22 为菠叶素。峰 28 的准分子离子峰

为 m/z 595 [M＋H]+和 m/z 593 [M－H]−，并且出现

与峰 22 相同的二级碎片；准分子离子峰失去中性

分子 CO2 产生碎片离子 m/z 549，与碎片离子 m/z 

345 相差 204，推测结构中存在糖基酰化；结合文献

数据[21,23]，鉴定峰 28 为菠叶素-丙二酰-己糖苷。 

峰 23 的准分子离子峰为 m/z 489 [M－H]−，相

对分子质量为 490，推测其分子式为 C23H22O12；失

去碎片离子m/z 204产生山柰酚的特征碎片离子m/z 

285 和 m/z 255；结合文献数据[21]，鉴定峰 23 为山

柰酚-乙酰己糖苷。 

峰 25 的准分子离子峰为 m/z 317 [M＋H]+，相

对分子质量为 316，推测其分子式为 C16H12O7；失

去-CH3产生碎片离子 m/z 302 [M＋H－CH3]+；结合

文献数据[19]，鉴定峰 25 为异鼠李素。 

峰 26 的准分子离子峰为 m/z 519 [M－H]−，相

对分子质量为 520，推测其分子式为 C24H24O13；失

去碎片离子 m/z 204 产生异鼠李素的特征碎片离子

m/z 315 和 m/z 300；结合文献数据[19,21]，鉴定峰 26

为异鼠李素-乙酰己糖苷。 
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峰 27的准分子离子峰为m/z 581 [M＋H]+和m/z 

579 [M－H]−，相对分子质量为 580，推测其分子式

为 C25H24O16；准分子离子峰失去中性分子 CO2，产

生碎片离子 m/z 535，继续失去碎片离子 m/z 204，

产生锦葵素的特征碎片离子 m/z 331；结合文献中数

据[21,25]，鉴定峰 27 为锦葵素-丙二酰-己糖苷。 

峰 29的准分子离子峰为m/z 639 [M＋H]+和m/z 

637 [M－H]−，相对分子质量为 638，推测其分子式

为 C28H30O17；准分子离子峰失去中性分子 C6H8O4

产生碎片离子 m/z 493，继续失去中性分子 C6H10O5

产生锦葵素的特征碎片离子 m/z 331；结合文献中数

据[21,25]，鉴定峰 29 为锦葵素-1,6-脱水葡萄糖基-葡

萄糖苷。 

峰 30～32 出现相同的准分子离子峰 m/z 286  

[M＋Na]+，分子式为 C16H25NO2，相对分子质量为

263，推测为羟基-α-山椒素及其同分异构体羟基-ε-

山椒素和羟基-β-山椒素。根据在相同或相近的

HPLC 条件下，这 3 个化合物的保留时间依次为羟

基-ε-山椒素、羟基-α-山椒素、羟基-β-山椒素[26-27]，

并且羟基-α-山椒素在花椒和竹叶花椒中含量和峰

面积显著高于其他羟基山椒素类成分[27-29]。故鉴定

峰 30～32 分别为羟基-ε-山椒素、羟基-α-山椒素和

羟基-β-山椒素。 

2.5  藤椒油粕提取纯化物的抗菌活性研究 

由于多数酚酸类和黄酮类成分具有广谱抗菌活

性[30-31]，故本研究参照《抗菌药物敏感性试验的技

术要求》（WS/T639-2018），采用抑菌圈法和微量稀

释法测定本提取纯化物对金黄色葡萄球菌（G+）、表

皮葡萄球菌（G+）、大肠杆菌（G−）、铜绿假单胞菌

（G−）的抑制效果。 

2.5.1  药物储备液的制备  精密称取提取纯化物

0.5 g，置于 10 mL 量瓶中，加 40%丙酮溶液溶解，

定容，摇匀，经 0.22 μm 无菌微孔滤膜滤过，即得

50 mg/mL 药物储备液。 

2.5.2  菌悬液的制备  将上述 4 种菌株的单个菌落

接种至营养肉汤培养液中，在 37 ℃恒温培养箱以

210 r/min 速度振摇孵育 12 h；用营养肉汤培养液校

正菌液浓度至 1.0 麦氏浊度单位（约 3×108 

CFU/mL），即为初始接种菌悬液。用营养肉汤培养

液将初始接种菌悬液稀释至需要的浓度，即为待接

种菌悬液。 

2.5.3  抑菌圈直径的测定  取各受试菌株的待接种

菌悬液适量，涂布接种于 MHA 培养基上；在适当

位置打孔，直径约 6 mm，向孔中加入药物储备液，

空白组加入等体积 40%丙酮溶液，每组设置 3 个平

行试验。置于恒温培养箱 37 ℃培养 20 h，测定抑

菌圈直径。结果（图 3）表明，本提取纯化物对金黄

色葡萄球菌和表皮葡萄球菌的抑菌圈直径分别为

（15.43±0.25）mm 和（15.16±0.09）mm；对大肠

杆菌和铜绿假单胞菌不产生明显的抑菌圈，空白组

均不产生抑菌圈。 
 

  

  

图 3  金黄色葡萄球菌 (a)、表皮葡萄球菌 (b)、大肠杆菌 

(c)、铜绿假单胞菌 (d) 的抑菌圈 

Fig. 3  Antibacterial circles of S. aureus (a), S. epidermidis 

(b), E. coli (c), P. aeruginosa (d) 

2.5.4  最小抑菌质量浓度（minimum inhibitory 

concentration，MIC）和最小杀菌质量浓度（minimum 

bactericidal concentration，MBC）的测定  用营养肉

汤培养液倍比稀释药物储备液，对照组不加药液，

空白组加等体积 40%丙酮溶液，各孔加入等量菌悬

液。置恒温培养箱 37 ℃培养 20 h，在酶标仪上测

定 600 nm 的吸光度（A）值，计算 MIC。取药液质

量浓度不低于 MIC 孔药液质量浓度的菌悬液涂布

接种于 PCA 培养基；置于恒温培养箱 37 ℃培养

18～24 h。肉眼观察，以无细菌生长的最低药物质

量浓度作为 MBC（表 8）。结果表明，本提取纯化

物对金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌具有抑制作

用，而对大肠杆菌和铜绿假单胞菌抑制作用不明显。 

3  讨论 

藤椒为药食两用药材，藤椒油的食用量和生产

量很大。从藤椒果皮中提取藤椒油后，产生大量的

油粕废弃物。这些油粕含大量的黄酮类、酚酸类、 

a                            b 

c                            d 
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表 8  提取纯化物对受试菌株的 MIC 和 MBC 

Table 8  MIC and MBC of extracted-purified extract on 

tested strains 

菌株 MIC/(μg∙mL−1) MBC/(μg∙mL−1） 

金黄色葡萄球菌 39.06 5 000 

表皮葡萄球菌 39.06 ＞5 000 

大肠杆菌 156.25 − 

铜绿假单胞菌 312.50 − 
 

酰胺类等活性成分，未得到利用。为了充分利用藤

椒油粕资源，本研究通过筛选、优化黄酮类成分的

提取条件和纯化条件，以提取纯化物的得率、总黄

酮的质量分数及其转移率等为指标，建立了从藤椒

油粕中提取纯化黄酮类化合物的工艺，即藤椒油粕

先用石油醚回流提取 3 次，料液比 1∶10，提取 60 

min；药渣待石油醚挥发后，再用 65%乙醇回流提取

130 min，料液比为 1∶20。提取液经减压浓缩至小

体积，调节乙醇体积分数为 10%～15%，用盐酸溶

液调节至 pH 3.0。将酸性乙醇溶液上样至 HPD500

树脂柱，先用 5 倍柱体积水洗脱，用 60%乙醇洗脱，

收集乙醇洗脱液，减压浓缩干燥，即得总黄酮提取

纯化物。本工艺 6 次重复的平均提取纯化物得率为

6.91%，总黄酮质量分数达 81.65%，总黄酮转移率

达 78.48%。 

蒋燕[32]采用正交试验建立的藤椒油粕中总黄

酮的提取工艺，总黄酮的提取率为 23.16%，未报道

提取物得率和总黄酮质量分数。王春霞[33]采用正交

试验建立的藤椒油粕中多酚的提取工艺，总酚得率

为 6.83 mg/g，经大孔吸附树脂纯化后的多酚质量分

数为 76.30%，未报道纯化物的得率和多酚转移率。

赵志峰等[34]用低共熔溶剂提取花椒油粕中的黄酮，

用异已烷脱脂 8～12 h，提取物中总黄酮质量分数为

3.013 mg/g。由此可见，本研究建立的工艺提取纯化

效率更高，产物纯度高，操作性强，适合于大规模

生产。为了明确该提取纯化物中化学信息，本研究

应用 UPLC-Q-TOF-MS/MS 联用技术，通过比较保

留时间、质谱信息，并参考相关文献，鉴定了藤椒

油粕提取纯化物总离子流色谱上 32 个主要色谱峰，

对 11 个有对照品的黄酮类色谱峰进行了准确鉴定，

对 21 个无对照品的色谱峰进行了初步鉴定。这些

成分包含 23 种黄酮类成分、6 种酚酸类成分和 3 种

酰胺类成分，为进一步开发利用提供的依据。 

本研究采用抑菌圈法和微量稀释法测定了提取

纯化物对 4 种细菌的敏感性，发现本提取纯化物对

革兰阳性菌（金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌）具

有抑制作用，而对革兰阴性菌（大肠杆菌和铜绿假

单胞菌）的抑制作用不明显。说明本提取纯化物可

开发抗革兰阳性菌的产品，充分利用藤椒油粕资源。 
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