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摘  要 

通过乙醇浸渍法从马尾松针中提取黄酮类化合物，采用正交实验确定了乙醇浓度、料液比、提取时间、

提取温度等最佳的提取技术条件。提取后，回收乙醇，用水分散提取物，用石油醚去除叶绿素，采用正

丁醇萃取，减压回收正丁醇，得到总黄酮。采用平板菌落计数法测定总黄酮的抑菌活性。结果表明，最

佳提取条件为：乙醇浓度75%，材料比1:30 g/mL，提取时间90 min，提取温度90℃；主要和次要因素

的影响是：乙醇浓度 > 萃取时间 = 物质/液体比 > 萃取温度。马尾松松针黄酮类化合物对沙门氏菌、

大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有抑制作用，其中对沙门氏菌的抑制作用最强。 
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Abstract 
Flavonoids were extracted from Pinus massoniana needles by ethanol impregnation, and the op-
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timal extraction technical conditions such as ethanol concentration, ratio of material to liquid, ex-
traction time, and extraction temperature were determined by orthogonal experiments. After ex-
traction, ethanol was recovered, the extract was dispersed with water, chlorophyll was removed 
with petroleum ether, n-butanol was extracted using n-butanol, and n-butanol was recovered un-
der reduced pressure to obtain total flavonoids. The antibacterial activity of total flavonoids was 
determined by plate colony counting. The results showed that the optimum extraction conditions 
were as follows: ethanol concentration 75%, material ratio 1:30 g/mL, extraction time 90 min, ex-
traction temperature 90˚C; the effects of main and secondary factors were as follows: ethanol 
concentration > extraction time = substance/liquid ratio > extraction temperature. Pinus massoniana 
flavonoids inhibited Salmonella, E. coli and S. aureus, with the strongest inhibition against Salmo-
nella. 
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1. 引言 

马尾松(学名：Pinus massoniana Lamb.)是松科，松属乔木，其叶为松针。马尾松木材极耐水湿，是

重要的用材树种，其经济价值高，用途广，遍布于华中华南各地[1] [2] [3]。和许多植物产品一样，黄酮

类化合物是研究的热点之一。黄酮类化合物在抗菌、抗氧化、抗癌等方面具有显著效果，且毒性小，安

全性好，因此有重要的开发意义[4] [5]。松针中黄酮类化合物常用的提取方法有酶提法、碱提酸沉法、超

声波和微波辅助法等[6] [7]。目前，研究集中在松叶中黄酮类化合物的提取方法上，但关于其抑菌活性的

研究几乎没有报道。本文采用乙醇浸渍法提取马尾松针叶中的黄酮类化合物。采用单因素和正交法研究

了松针提取的最佳条件并进行了抑菌实验，为进一步研究松针的抑菌机理提供了实验依据，也为松针资

源的进一步开发提供了参考。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料与仪器 

马尾松松针，采自长春市内公园；土豆，市售；95%乙醇、氢氧化钠、硝酸铝、亚硝酸钠，均是分

析纯级别，购于北京化学工业集团有限责任公司；芦丁标准品(天津渤化化学试剂有限公司)；大肠杆菌(E. 
coli)、沙门氏菌(Salmonella)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、青霉菌(Penicillium)、黑曲霉 
(Aspergillus niger)，所有供试菌种均来源于中国工业微生物菌种保藏管理中心；琼脂粉(源叶生物)、酵母

提取物(斯诺特生物)，均为分析纯级别。 
电子天平(上海菁海)；高压蒸汽灭菌锅(宁波永兴)；恒温培养箱(哈尔滨东联)；恒温水浴锅(上海博迅

实业有限公司)；真空冻干机(无锡沃信仪器制造有限公司)；蒸馏装置，加热回流装置，实验室自备。 

2.2. 马尾松针中总黄酮的提取 

芦丁标准曲线的测定：称取芦丁标准品 10 mg，用适量 60%乙醇溶解后转移至 50 mL 的容量瓶定容，
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得到浓度为 0.2 mg/mL 的标准品溶液。分别精密量取标准品溶液 1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mL 于试管中，

用 60%的乙醇溶液将各试管溶液均补至 10 mL。然后各个试管中分别加入 0.3 mL 的亚硝酸钠溶液 5%，

静置 6 min。再加入 10%的硝酸铝溶液 0.3 mL，静置 6 min。最后在加入 4 mL 的 4%氢氧化钠溶液，静置

下反应 10 min。吸光度数据在 490 nm 处用 60%乙醇为空白进行酶标测定。以标准品的浓度为横轴，以紫

外吸光度为纵轴，绘制标准曲线[8]。 
马尾松松针中总黄酮的提取：将松针洗净后置于干热烘干箱中，于 60℃烘干 12 h。将干燥的松针剪

成 1 cm 长。每次称取松针 1.000 g，在恒温水浴中，用不同浓度的乙醇、固液比、提取温度和提取时间

提取，高速离心后，稀释上清液 10 倍。按芦丁标准曲线法依次加入亚硝酸铝、硝酸铝和氢氧化钠。用微

孔板分析仪测定提取物在 490 nm 处的紫外吸收。根据兰伯特–比尔定律计算了提取物中黄酮类化合物的

浓度和提取率[9]。 

( )310 100%C D V M− = × × × × 黄酮提取率  

式中 C 为黄酮浓度，mg/mL；D 为稀释倍数；V 为提取液总体积，mL；M 为松针质量，mg。 
单因素实验各条件的设定如下： 
乙醇浓度：40%、50%、60%、70%、80%、95%的乙醇；料液比：1:10、1:20、1:30、1:40、1:50、

1:60；提取温度：50℃、60℃、70℃、80℃、90℃；提取时间：1 h、2 h、3 h、4 h、5 h。 
正交实验：以乙醇浓度、料液比、提取温度和提取时间 4 个影响较大因素设计以单个因素为变量的

L9 (34)正交实验，以提取效果确定提取黄酮类物质最适条件[10]。 

2.3. 黄酮类化合物抑菌实验 

马尾松针中总黄酮的制备：用上述 2.2 中正交实验中得出的最佳提取条件提取 120 g 松针中的黄酮

类化合物。回收乙醇，剩余物用水分散，用石油醚对其萃取三次后用正丁醇再萃取三次，取上层，回

收正丁醇，残存物加适量水分散，于−80℃预冻过夜，最后将样品放入冻干机中冻干，得到总黄酮类化

合物[11]。 
制备菌悬液：取菌体，活化后于相应的液体培养基中，待细菌在 37℃中培养环境中生长至对数生长

期，通过平板计数法观测细菌数量，将菌悬液浓度调整至每毫升 103~104 个菌落群；真菌在 29℃培养环

境中培养至对数生长期，用血球计数法观察菌落数量，将菌浓度调为每毫升 103~104 个菌落群。 
黄酮类化合物悬浊液的制备：用去离子水将冻干的黄酮类化合物粉末配成 100 mg/mL、50 mg/mL、

25 mg/mL 三个浓度的溶液，密封保存备用。 
平板菌落计数法测定黄酮类化合物抑菌活性：在超净工作台内将培养基倒入平板凝固后。将菌悬液

与黄酮类化合物悬浊液按不同比例混合，分别得到黄酮类化合物浓度为 50 mg/mL、10 mg/mL、2.5 mg/mL
的混合溶液，用去离子水与菌悬液混合作为对照。每个菌种的四种混合溶液含菌量一致。取不同浓度的

混合液 100 uL 接种到培养基，细菌放置在 37℃环境中培养约 24 h 后数出菌落数，真菌放在 29℃环境中

培养 72 h。 

3. 结果与分析 

3.1. 芦丁标准曲线的绘制 

经测试得到标准曲线见图 1，线性回归后得到回归方程： 5.41 0.0026y x= + ，R2 = 0.9982，上式里 y
为吸光度值，x 为芦丁标准品浓度(mg/mL)。芦丁浓度在 20~60 μg/mL 范围内，本文所使用的方法浓度与

吸光度可呈现良好的线性关系。 
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Figure 1. Standard curve of aloe 
图 1. 芦丁标准曲线 

3.2. 单个变量因素条件下马尾松松针中黄酮提取率的影响 

乙醇浓度的影响：由图 2 折线图可以看出，乙醇在 40%~80%浓度区间里时，随着溶解度的增加，松

针中黄酮类化合物的提取率稳步上升，乙醇浓度超过 80%后提取率陡坡式降低。其中原因可能是因为在

乙醇浓度过高时，含水量过低，则乙醇极性快速降低，与黄酮类物质中羟基等极性基团的亲和力就会有

所下降，导致黄酮类物质无法从松针种提取到乙醇相中，进而导致提取率快速下降[12]。 
 

 
Figure 2. Effect of ethanol concentration on extraction rate of flavonoids from Pinus massoniana 
图 2. 乙醇浓度对马尾松松针中黄酮提取率的影响 

 

料液比的影响：从图 3 可以看出黄酮类化合物的提取率在料液比 1:10~1:30 间逐渐递增；当料液比大

于 1:30 时提取率非常接近但是均小于峰值。 
温度的影响：由图 4 可知，当温度在 50℃~90℃之间时，温度上升会使松针中黄酮类化合物的提取

率递增。估计原因为温度的升高会软化植物组织，可溶性成分的溶解速度会因此上升。60%浓度的乙醇

溶液沸点为 81.1℃，所以在 90℃达到最高后，继续升温对提取率无影响。 
提取时间的影响：由图 5 可知，在提取时长为 1 h、2 h、3 h 时，黄酮类化合物的提取效果相近，在

3~5 h 间提取率随时间而递增。这种实验现象的出现推测可能为黄酮类化合物中某些成分不耐热，长时间

加热导致其分解。在前 3 小时的提取中黄酮类化合物被提取的同时也会有部分分解，提取与分解相对处

于动态平衡状态，而在三小时后，易分解的黄酮均已分解，因此提取率上升。由于提取时间的延长杂质
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浸出率也相提高，不利于后续纯化分离实验；并且黄酮类化合物中某些不耐热成分会随着时间分解殆尽，

所以最佳提取时长定为 2 h。 
 

 
Figure 3. Effect of ratio of material to liquid on extraction rate of flavone from Pinus massoniana 
图 3. 料液比对马尾松松针中黄酮提取率的影响 

 

 
Figure 4. Effect of extraction temperature on extraction rate of flavonoids from Pinus massonianat 
图 4. 提取温度对马尾松松针中黄酮提取率的影响 

 

 
Figure 5. Effect of extraction time on extraction rate of flavonoids from Pinus massoniana 
图 5. 提取时间对马尾松松针中黄酮提取率的影响 
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3.3. 正交实验 

以黄酮提取率为指标，根据上述单个量变化正交实验结果为参考从而确定乙醇浓度、料液比、提取

时间、提取温度 4 个影响较大因素的最佳解，表 1 为因素与水平，表 2 为最后结果。 
 
Table 1. Factor level table 
表 1. 因素水平表 

水平 
A B C D 

乙醇浓度/% 料液比/(g/mL) 提取温度/℃ 提取时间/min 

1 75 1:25 80 60 

2 80 1:30 85 90 

3 85 1:35 90 120 

 
Table 2. Orthogonal test results 
表 2. 正交实验结果 

实验号 A B C D 提取率 

1 1 1 1 1 1.65% 

2 1 2 2 2 3.20% 

3 1 3 3 3 2.68% 

4 2 1 2 3 1.83% 

5 2 2 3 1 2.41% 

6 2 3 1 2 2.58% 

7 3 1 3 2 1.76% 

8 3 2 1 3 1.51% 

9 3 3 2 1 1.58% 

K1 0.075 0.052 0.057 0.056   

K2 0.068 0.071 0.066 0.075   

K3 0.049 0.068 0.068 0.06   

k1 0.025 0.017 0.019 0.019   

k2 0.023 0.024 0.022 0.025   

k3 0.016 0.023 0.023 0.02   

R 0.009 0.006 0.004 0.006   

 
由表 2可知，4种单因素对黄酮提取率影响相关性陈列为：乙醇浓度 > 提取时间 = 料液比 > 温度，

所以最佳条件组合为 A1B2C3D2，即当控制乙醇浓度为 75%，料液比为 1:30 g/mL，提取时长为 90 min，
提取温度为 90℃时，提取率最高。 

3.4. 黄酮类化合物抑菌实验 

以纸片扩散法探究抑菌性时现象未达到期望目标。在此基础上，我们设计以平板菌落计数法为参考，

通过记录菌落数量的方法检测黄酮类化合物悬浊液对目标菌类的抑制效果的活性实验。图 6~10 示出了黄

酮类化合物抑制 5 种微生物的结果，其中显示了对 3 种细菌均有抗菌效果，但黄酮类化合物的抗菌作用

对黑曲霉和青霉菌微弱，效果不明显。 
图 11 为黄酮类化合物悬浊液对三种细菌的抑制作用对比，黄酮类化合物对沙门氏菌的抑制作用是最

强的，对金黄色葡萄球菌的抑制作用中等，没有特别强烈，其中黄酮类化合物对大肠杆菌的抑制作用是
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最弱的。这与黄晓敏教授的研究结果一致[13]。 
 

 
Figure 6. Antibacterial activity of flavonoid suspension against Salmonella 
图 6. 黄酮类化合物悬浊液对沙门氏菌的抑菌活性 
 

 
Figure 7. Antibacterial activity of flavonoid suspension against Escherichia coli 
图 7. 黄酮类化合物悬浊液对大肠杆菌的抑菌活性 
 

 
Figure 8. Antibacterial activity of flavonoid suspension against Staphylococcus aureus 
图 8. 黄酮类化合物悬浊液对金黄色葡萄球菌的抑菌活性 
 

 
Figure 9. Antibacterial activity of flavonoid suspension against Aspergillus niger 
图 9. 黄酮类化合物悬浊液对黑曲霉的抑菌活性 
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Figure 10. Antibacterial activity of flavonoid suspension against Penicillium 
图 10. 黄酮类化合物悬浊液对青霉菌的抑菌活性 
 

 
Figure 11. Comparison of antibacterial effect of bacteria 
图 11. 细菌的抑菌效果对比 

4. 结论 

最佳条件组合为 A1B2C3D2，即当控制乙醇浓度为 75%，料液比为 1:30 g/mL，提取时长为 90 min，
提取温度为 90℃时，提取率最高。黄酮提取率的影响效果大小为：乙醇浓度最大，提取时间、料液比次

之，温度最小。马尾松松针中的黄酮能够强烈抑制广谱细菌以及沙门氏菌，对霉菌的抑制作用不明显。 
松针中的黄酮有良好的广谱抗菌性；并且原材料廉价易得，提取工艺简单；同时，与化学抑菌剂相

比，从植物中提取黄酮类物质，具有纯天然，没有副作用，没有耐药性的优点；因此其在食品加工及医

疗制药产业均有着广泛的应用前景和可观的商业价值。 
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