
［ ７ ］ 　 陈　 凤， 张小燕， 张跃进， 等． 基于 ＡＨＰ⁃ＣＲＩＴＩＣ 混合加

权法结合响应曲面法多指标优选天麻鲜切片加工工艺［Ｊ］ ．
中草药， ２０２４， ５５（１３）： ４３３８⁃４３４９．

［ ８ ］ 　 Ｍａ Ｙ Ｆ， Ｆｅｎｇ Ｙ， Ｙａｏ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｚｈｏｕ Ｔｉａｎ
Ｆｏｒｍｕｌａ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＡＨＰ⁃ＣＲＩＴＩＣ ｍｅｔｈｏｄ
ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｋｅｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ＨＰＬＣ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ［Ｊ］ ． Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍ Ａｎａｌ， ２０２４， ３５ （ ４ ）：
８７３⁃８８８．

［ ９ ］ 　 吴玉琼， 金永新， 张红梅， 等． 健脾通气无糖颗粒制备工

艺的 优 化 及 质 量 控 制［Ｊ］ ． 中 成 药， ２０２１， ４３ （ １０ ）：
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１１１０⁃１１１８．

［１４］ 　 李　 航， 周恩丽， 汪盛华， 等． 芪葛颗粒干法制粒工艺优

化及其物理指纹图谱建立［Ｊ］ ． 中成药， ２０２５， ４７ （ ２）：
４０１⁃４０７．

［１５］ 　 谭培姚， 张　 蓓， 王　 莉， 等． 强肝消脂颗粒制备工艺优
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２２２⁃２２８．
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法结合 ＢＰ 神经网络法优化经典名方泻白颗粒成型工艺［ Ｊ ／
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［２１］ 　 缪　 妍， 胡丽琴， 张　 珂， 等． 药用辅料在中药制剂中的
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摘要： 目的　 优化云南沙棘总三萜提取工艺， 并评价其抑菌活性。 方法　 在单因素试验基础上， 以料液比、 乙醇体积

分数、 超声时间为影响因素， 总三萜提取率为评价指标， 混合水平均匀设计优化提取工艺。 测定大肠杆菌、 金黄色葡

萄球菌、 枯草芽孢杆菌最小抑菌浓度 （ＭＩＣ）， 通过 β⁃半乳糖苷酶细胞膜通透性评估总三萜对细菌细胞膜的影响。
结果　 最佳条件为乙醇体积分数 ６１％ ， 超声时间 ３０ ｍｉｎ， 液料比 ４０ ∶ １， 超声温度 ５７ ℃， 总三萜提取率为 １０􀆰 ２６％ 。
总三萜对 ３ 种细菌的ＭＩＣ 分别为 ６２􀆰 ５、 ２５０、 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ， 大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌的 β⁃半乳糖苷酶相对活性分别

为 ３５􀆰 １１％ 、 ３２􀆰 ６４％ 。 结论　 该方法稳定可靠， 可用于提取具有较强抑菌活性的云南沙棘总三萜， 从而为该资源进一

步开发利用提供科学依据。
关键词： 云南沙棘； 总三萜； 提取工艺； 抑菌活性； 混合水平均匀设计
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　 　 沙棘 Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ Ｌ． 为胡颓子科沙棘

属多年生灌木或乔木， 在中国、 印度、 俄罗斯等欧

亚多国广泛分布， 并且在我国西部是代表性生态经

济林树种［１⁃２］。 西藏有约 １０ 万公顷野生自然沙棘

林， 分布在米林、 吉隆、 定日、 山南错那等县， 海

拔１ ０００～５ ２００ ｍ， 但受资源分布、 交通、 基础研

究等因素影响尚未进行产品加工［３］。 《藏药志》 记

载， 沙棘含黄酮、 总三萜等有效成分， 具有抗菌、
抗肿瘤、 抗氧化等作用［４⁃５］。

目前， 获取三萜的主要技术有溶剂提取、 超声

提取等［６］， 其中后者通过激发机械波动来产生空

化作用， 能有效瓦解细胞结构， 促进目标活性成分

快速释放， 不仅缩短萃取时间， 还避免高温处理导

致的有效成分损失［７⁃９］。 研究表明， 超声提取、 传

统提取所得总三萜的相似度高， 而且能在保持其完

整性的同时缩短提取周期， 降低成本［９］， 还具有

显著的抑菌作用［１０⁃１３］。
当前， 针 对 西 藏 地 区 云 南 沙 棘 Ｈｉｐｐｏｐｈａｅ

ｒｈａｍｎｏｉｄｅｓ ｓｕｂｓｐ． ｙｕｎｎａｎｅｎｓｉｓ Ｒｏｕｓｉ 总三萜的研究尚

属空白。 因此， 本实验采用超声辅助乙醇提取云南

沙棘总三萜， 优化其提取工艺， 并评价该类成分对

大肠杆菌、 金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌的抑制

活性， 以期为该资源开发利用提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 药材与细菌　 云南沙棘鲜果采自西藏林芝市

米林县南依沟， 经西藏农牧学院罗建教授鉴定为正

品， 真空冷冻干燥后得果渣粉 （去籽）。 金黄色葡

萄球菌 ＡＴＣＣ６５３８ （中国工业微生物菌种保藏管理

中心）； 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ＡＴＣＣ２５９２３ ［ Ｂ８１８５４
（Ａ） ］、 大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２ （Ｂ８１８５５）、 枯草芽

孢杆菌 ＣＭＣＣ （Ｂ） ６３５０１ （ＢＭＺ１３４５７１） （宁波明

舟生物科技有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂　 乳糖酶 ／ β⁃半乳糖苷酶 （β⁃ＧＡＬ） 活性

检测试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司）； ＰＩ 碘化

丙啶细菌死活染色试剂盒 （ＤＭＡＯ ／ ＰＩ）、 邻硝基

苯⁃β⁃Ｄ⁃吡喃半乳糖苷 （ＯＮＰＧ） ［翌圣生物科技

（上海） 股份有限公司］； Ｂａｉｒｄ⁃Ｐａｒｋｅｒ 琼脂基础、
ＬＢ 肉汤 （青岛高科技工业园海博生物技术有限公

司）。 香草醛、 高氯酸、 冰乙酸、 乙醇均为分

析纯。
１􀆰 ３　 仪器 　 Ｖｏｒｔｅｘ ２ 涡旋混合器 （德国 ＩＫＡ 公

司）； ＰＵＲＩＳＴ 超纯水仪 （上海乐枫生物科技有限

公司）； 台式冷冻离心机 （湖南湘仪实验室仪器开

发有限公司）； ＲｅａｄＭａｘ １９００ 全波长酶标仪 （上海

闪谱生物科技有限公司）； ＣＫＸ４１ 光学显微镜 （日
本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）； Ｍｉｃｒｏ 离心机 （杭州仪迈科技

有限公司）； 恒温培养摇床 （上海一恒科学仪器有

限公司）； 双人单面升降式净化工作台 （东莞市鹏

辉空调净化设备有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 单因素试验　 根据谭志梅等［１４］报道， 确定以

料液比、 超声时间、 超声温度、 乙醇体积分数为影

响因素， 总三萜提取率为评价指标。 取果渣粉末

１􀆰 ０ ｇ， 固定其他变量 （乙醇体积分数 ８０％ ， 超声

温度 ４０ ℃， 超声时间 ３０ ｍｉｎ， 料液比 １ ∶ ２０） 不

变， 分别考察不同乙醇体积分数 （ ５０％ 、 ５５％ 、
６０％ 、 ６５％ 、 ７０％ 、 ７５％ 、 ８０％ 、 ８５％ 、 ９０％ ）、 超

声温度 （３０、 ３５、 ４０、 ４５、 ５０、 ６０、 ６５ ℃）、 超声

时间 （ ２５、 ３０、 ３５、 ４０、 ４５、 ５０、 ５５、 ６０ ｍｉｎ）、
料液比 （１ ∶ １０、 １ ∶ １５、 １ ∶ ２０、 １ ∶ ２５、 １ ∶ ３０、
１ ∶ ３５、 １ ∶ ４０） 对总三萜提取率的影响。
２􀆰 ２　 混合水平均匀设计 　 在单因素试验基础上，
选择超声温度 ３ 个水平， 以及料液比、 超声时间、
乙醇体积分数各 ６ 个水平进行设计， 方案见表 １。

表 １　 混合水平均匀设计方案

试验号 超声温度 ／ ℃ 乙醇体积分数 ／ ％ 超声时间 ／ ｍｉｎ 料液比

１ ５５ ７５ ５０ １ ∶ ２０
２ ６０ ８０ ５５ １ ∶ ４０
３ ６５ ８０ ４５ １ ∶ １５
４ ５５ ６５ ３５ １ ∶ １５
５ ５５ ７０ ５５ １ ∶ ２５
６ ６０ ６５ ３０ １ ∶ ３０
７ ６０ ５５ ４０ １ ∶ ４０
８ ６５ ７５ ３５ １ ∶ ２０
９ ６５ ５５ ５５ １ ∶ ３０
１０ ６５ ６５ ５０ １ ∶ ２０
１１ ５５ ７５ ３５ １ ∶ ３５
１２ ６０ ７０ ４５ １ ∶ ３０
１３ ６０ ６０ ５５ １ ∶ １５
１４ ６５ ６０ ４０ １ ∶ ２５
１５ ６５ ６０ ３５ １ ∶ ３５
１６ ６０ ５５ ４５ １ ∶ ２５
１７ ５５ ６５ ４５ １ ∶ ４０
１８ ５５ ５５ ３０ １ ∶ ２０
１９ ５５ ６０ ５０ １ ∶ ３５
２０ ５５ ８０ ４０ １ ∶ ３０
２１ ６０ ８０ ３０ １ ∶ ２５
２２ ６５ ７５ ５０ １ ∶ ３５
２３ ６０ ７０ ４０ １ ∶ １５
２４ ６５ ７０ ３０ １ ∶ ４０

２􀆰 ３　 总三萜含量测定 　 参照苏晨玉［１５］ 报道的方

法， 并进行改进。
２􀆰 ３􀆰 １　 线性关系考察　 精密称取齐墩果酸对照品

３２２

２０２６ 年 １ 月

第 ４８ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． １



１􀆰 ０ ｍｇ， 无水乙醇溶解并定容至 ５ ｍＬ， 制成质量

浓度为 ０􀆰 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的母液， 分别吸取 ０􀆰 ２、 ０􀆰 ４、
０􀆰 ６、 ０􀆰 ８、 １ ｍＬ， 置于 １０ ｍＬ 具塞试管中， 水浴氮

吹吹干， 加入 １􀆰 ４ ｍＬ 高氯酸、 ０􀆰 ５ ｍＬ ５％ 香草醛⁃
冰醋酸溶液， ６０ ℃水浴反应 ３０ ｍｉｎ， 冰水浴 （流
动） 静置 １５ ｍｉｎ， 与冰醋酸混合， 在 ５４７ ｎｍ 波长

处测定吸光度。 以齐墩果酸质量浓度为横坐标

（Ｘ）， 吸光度为纵坐标 （Ａ） 进行回归， 得方程为

Ａ＝ ２􀆰 ３３８ ４Ｘ＋０􀆰 ００５ （ ｒ＝ ０􀆰 ９９９ ７）。
２􀆰 ３􀆰 ２　 测定方法　 精密吸取提取液 １ ｍＬ， 置于 １０
ｍＬ 具塞试管中， 水浴氮吹吹干， 加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ５％
香草醛⁃冰醋酸试液、 １􀆰 ４ ｍＬ 的高氯酸， 混合均

匀， ６０ ℃水浴浸泡 ３０ ｍｉｎ， 冰水浴 （流动） 静置

１５ ｍｉｎ， 与冰醋酸混合， 在 ５４７ ｎｍ 波长处测定吸

光度， 代入 “２􀆰 ３􀆰 １” 项下回归方程测定总三萜含

量， 计算提取率， 公式为 Ｙ ＝ （Ｃ×Ｖ ／ Ｍ） ×１００％ ，
其中 Ｙ 为总三萜提取率， Ｃ 为总三萜含量， Ｖ 为提

取液体积， Ｍ 为药材质量。
２􀆰 ４　 抑菌活性评价

２􀆰 ４􀆰 １　 细菌扩大及复苏　 取低温冷冻细菌， ３７ ℃
水浴解冻， 接种到预先准备好的培养基中， 接种量

１～２ μＬ， 置于恒温培养箱中培养， 设定培养温度

３７ ℃， 并且根据细菌种类酌情调整。
２􀆰 ４􀆰 ２　 抑菌率测定　 细菌分为阴性对照组 （仅含

培养基）、 阳性对照组 （仅含菌液和培养基） 和实

验组 （含菌液、 培养基和总三萜）， 接种于 ９６ 孔

板中， 每孔 １００ μＬ， 每孔最终体积为 ２００ μＬ， 加

入相应药物， 置于培养箱或摇床中培养 ２４ ｈ， 取上

清液， 测定 ６００ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ）， 计算抑

菌率， 公式为抑菌率 ＝ ［ （ＯＤ实验组 －ＯＤ阴性对照组） ／
（ＯＤ阳性对照组－ＯＤ阴性对照组） ］ ×１００％ 。 培养结束后观

察各孔浑浊度， 记录出现明显抑菌圈的最低药物浓

度， 即为最小抑菌浓度 （ＭＩＣ）。
２􀆰 ４􀆰 ３　 活死细菌染色　 参照细菌活死染色试剂盒

（ＤＭＡＯ ／ ＰＩ） 说明书， 对大肠杆菌、 金黄色葡萄球

菌、 枯草芽孢杆菌进行染色。
２􀆰 ４􀆰 ４　 ＯＮＰＧ 水解实验　 参照乳糖酶 ／ β⁃半乳糖苷

酶 （β⁃ＧＡＬ） 活性检测试剂盒说明书， 检测大肠

杆菌、 金黄色葡萄球菌细胞膜通透性， 而枯草芽孢

杆菌通透性检测方法参照杨丽莉等［１６］ 报道。 取 β⁃
半乳糖苷酶反应缓冲液重悬菌 ９００ μＬ， 加入 １００
μＬ 药物， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 离心， 取 ９００ μＬ 上清，
加入 １００ μＬ ＯＮＰＧ （１ ｍｇ ／ ｍＬ）， 再孵育 ４ ｈ， 测定

４０５ ｎｍ 波长处吸光度 （Ａ）； 细菌菌液加 １００ μＬ 无

菌水， ３７ ℃孵育 １ ｈ， 在超声波细胞粉碎机 （功率

３００ Ｗ） 上冰浴间歇破碎 ４５ ｍｉｎ， 离心， 取上清，
加人 １００ μＬ ＯＮＰＧ （１ ｍｇ ／ ｍＬ） 继续培养 ４ ｈ， 作

为阳性对照， 测定吸光度 （ Ａ０）， 计算 β⁃半乳糖

苷酶相对活性， 公式［１７］为相对活性 ＝ （Ａ ／ Ａ０） ×
１００％ 。
２􀆰 ４􀆰 ５　 扫描电子显微镜 （ＳＥＭ） 观察　 从－８０ ℃
冰箱中取出 ３ 种细菌， 接种于 Ｌ８ 培养基中， 置于

３７ ℃培养箱中培养过夜， 使细菌达到对数生长期。
取培养液适量， ４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 去除培

养基， ＰＢＳ 缓冲液重悬， 加入 ２􀆰 ５％ 戊二醛， 室温

孵育 １ ｈ 以固定样品， 用水及 ３０％ 、 ５０％ 、 ７０％ 、
９０％ 、 １００％ 乙醇各梯度脱水 ２ 次， 每次 ３０ ｍｉｎ，
最后用冷乙醇处理 １０ ｍｉｎ， 取适量， 加入六甲基二

硅氮烷 （ＨＭＤＳ） 浸泡 １５ ｍｉｎ， 通风处自然干燥，
置于铂金沉积装置中金属蒸镀， 形成导电膜， 在

ＳＥＭ 下观察。
２􀆰 ５　 统计学分析　 通过 ＤＰＳ ｖ９􀆰 １０ 软件进行处理，
数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用单因素方差分

析， ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行 Ｄｕｎｃａｎ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。 采用 Ｏｒｉｇｉｎ ９􀆰 ３ 软件作图。
３　 结果

３􀆰 １　 单因素试验 　 由图 １Ａ 可知， 料液比在 １ ∶
１０～１ ∶ ４０ 范围内时总三萜提取率先升高后趋于平

缓， 为 １ ∶ ２５ 时最高， 达 ７􀆰 ７６％ ； 随着料液比进一

步增加， 提取率趋于平缓并有下降趋势， 可能是因

为浓度梯度增加导致的传质驱动力引起其下降［１８］，
故确定为 １ ∶ ２５。 由图 １Ｂ 可知， 超声时间在 １０ ～
６０ ｍｉｎ 范围内时总三萜提取率呈先升高后降低的趋

势， 为 ４０ ｍｉｎ 时最高， 达 ９􀆰 ６５％ ； 随着超声时间

延长， 提取率有降低趋势， 可能是因为超声波空

化、 机械效应促进物料与溶剂充分混合， 从而提高

该类成分溶解度［１９］。 由图 １Ｃ 可知， 超声温度在

３０～６５ ℃范围内时总三萜提取率呈现先升高后降

低的趋势， 为 ６０ ℃时最高， 达 ７􀆰 ６４％ ， 可能是因

为溶剂渗透增加和传质动力学改善可促进药材基质

释放更多三萜酸， 但温度过高可能会使三萜发生热

降解， 导致其提取率反而降低［２０］。 由图 １Ｄ 可知，
乙醇体积分数在 ５０％ ～９０％ 范围内时总三萜提取率

呈现先升高后降低的趋势， 为 ６０％ 时最高， 达

１０􀆰 ４５％ ， 可能是因为三萜具有疏水性， 基于相似

配伍原则， 较高的乙醇体积分数有利于该类成分提

取， 但其过高时会导致更多脂溶性杂质溶解， 从而

阻碍其提取［２１］。
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图 １　 各因素对总三萜提取率的影响

３􀆰 ２　 混合水平均匀设计　 结果见表 ２， 可知第 １７
组总三萜提取率最大， 即为最优工艺。

表 ２　 混合水平均匀设计结果

试验号 提取率实测值 ／ ％ 提取率拟合值 ／ ％ 拟合误差

１ ９􀆰 ０５６ ６ ９􀆰 ０７２ ７ －０􀆰 ０１６ １
２ ９􀆰 ０６８ ７ ９􀆰 ０６２ ０ ０􀆰 ００６ ８
３ ７􀆰 ０９８ ７ ７􀆰 ０４９ ７ ０􀆰 ０４９ ０
４ ７􀆰 ６１１ ０ ７􀆰 ６１６ ３ －０􀆰 ００５ ３
５ ９􀆰 ６７１ １ ９􀆰 ６４３ １ ０􀆰 ０２８ ０
６ ９􀆰 ８５７ ８ ９􀆰 ８７４ ８ －０􀆰 ０１７ ０
７ ９􀆰 ７８４ ６ ９􀆰 ７７７ ５ ０􀆰 ００７ １
８ ７􀆰 ３３６ ８ ７􀆰 ３４２ ７ －０􀆰 ００５ ９
９ ７􀆰 ４４９ ４ ７􀆰 ４６３ ８ －０􀆰 ０１４ ４

１０ ７􀆰 ９７１ ６ ７􀆰 ９５９ ２ ０􀆰 ０１２ ５

１１ ９􀆰 ６８２ ４ ９􀆰 ６６８ ５ ０􀆰 ０１３ ９

１２ ９􀆰 ９３５ １ ９􀆰 ９２３ ６ ０􀆰 ０１１ ６

１３ ７􀆰 ８５８ ９ ７􀆰 ８５６ ０ ０􀆰 ００２ ９

１４ ８􀆰 ０２２ ５ ８􀆰 ０４９ ６ －０􀆰 ０２７ １

１５ ８􀆰 ８９１ ７ ８􀆰 ８３７ ６ ０􀆰 ０５４ ０

１６ ８􀆰 ５８１ ４ ８􀆰 ６０４ ５ －０􀆰 ０２３ ２

１７ １０􀆰 １２７ ３ １０􀆰 １２８ １ －０􀆰 ０００ ８

１８ ７􀆰 ８５８ ５ ７􀆰 ８２５ ３ ０􀆰 ０３３ ２

１９ ９􀆰 ６８６ ７ ９􀆰 ６６９ ６ ０􀆰 ０１７ １

２０ ９􀆰 ０３０ １ ９􀆰 ０２５ ０ ０􀆰 ００５ １

２１ ８􀆰 １７０ ７ ８􀆰 １６４ ３ ０􀆰 ００６ ３

２２ ８􀆰 ４９８ ５ ８􀆰 ５１４ ０ －０􀆰 ０１５ ５

２３ ８􀆰 １６８ ６ ８􀆰 １５１ ９ ０􀆰 ０１６ ７

２４ ８􀆰 ７６５ ８ ８􀆰 ７２１ ６ ０􀆰 ０４４ ２

　 　 通过 ＤＰＳ９􀆰 １０ 软件对表 ２ 数据进行二次多项

式回归分析， 得方程为 Ｙ＝ －１０４􀆰 ６３１ ２＋２􀆰 ９３２ ９Ｘ１＋
０􀆰 ６１１ ７Ｘ２ － ０􀆰 ０９７ ３Ｘ３ ＋ ０􀆰 ７１８ ９Ｘ４ － ０􀆰 ０２４ ９Ｘ２

１ －
０􀆰 ００４ ９Ｘ２

２ － ０􀆰 ０００ ５Ｘ２
３ － ０􀆰 ００３ ９Ｘ２

４ ＋ ０􀆰 ０００ ５Ｘ１Ｘ３－
０􀆰 ００２ ５Ｘ１Ｘ４ ＋ ０􀆰 ００２ ９Ｘ２Ｘ３ － ０􀆰 ００２ ３Ｘ２Ｘ４－
０􀆰 ００２ ６Ｘ３Ｘ４， 其中 Ｘ１ ～Ｘ４ 分别为超声温度、 乙醇

体积分数、 超声时间、 料液比， Ｙ 为总三萜提取

率， 多重相关系数 Ｒ＝ ０􀆰 ９９８ ８， 可知总三萜提取率

与各影响因素之间存在着密切关系； 显著性检验值

Ｆ＝ １ ９１０􀆰 ７６３ ６， Ｐ ＝ ０􀆰 ０００ １＜０􀆰 ０１， 残余标准差

ＳＳＥ＝ ０􀆰 ０４８ ６， 校正后相关系数 Ｒａ ＝ ０􀆰 ９９８ ６， 表明

方程可靠性较高。 由表 ３ 可知， Ｘ１ 增加时提取率

显著升高， 是关键影响因素， 故可通过增强分子热

运动、 加速溶质扩散来提高提取效率； Ｘ２ 增加时

提取率显著升高， 可直接影响目标成分的溶解性；
Ｘ３ 延长时提取率反而降低， 可能是因为长时间超

声导致目标成分降解或溶剂挥发； Ｘ４ 增加时提取

率显著升高。
３􀆰 ３　 验证试验　 通过 ＤＰＳ９􀆰 １０ 软件进行数学建模

仿真， 得最优工艺为料液比 １ ∶ ４０， 乙醇体积分数

６１􀆰 １７８ ８％ ， 超声温度 ６０ ℃， 超声时间 ３０ ｍｉｎ， 总

三萜提取率为 １０􀆰 ７２％ ， 考虑到实际操作， 将其调

整为料液比 １ ∶ ４０， 乙醇体积分数 ６１％ ， 超声温度

６０ ℃， 超声时间 ３０ ｍｉｎ， 总三萜提取率为 １０􀆰 ２６％ ，
与预测值 １０􀆰 ７２％ 接近， 而且高于表 ２ 最大值，
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　 　 　 表 ３　 各影响因素回归系数

回归项 偏相关 ｔ 值 Ｐ 值

ｒ（Ｙ，Ｘ１）＝ ０􀆰 ９８７ ８ ４８􀆰 ３１５ ６ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ，Ｘ２）＝ ０􀆰 ９８０ ６ ３８􀆰 ０８５ ６ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ，Ｘ３）＝ －０􀆰 ５４７ ３ ４􀆰 ９８０ ４ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ，Ｘ４）＝ ０􀆰 ９８６ ０ ４５􀆰 １１４ ４ ０􀆰 ０００ １

ｒ（Ｙ， Ｘ１Ｘ１）＝ －０􀆰 ９８８ １ ４８􀆰 ９８７ ９ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ， Ｘ２Ｘ２）＝ －０􀆰 ９８６ ２ ４５􀆰 ３９９ ０ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ， Ｘ３Ｘ３）＝ －０􀆰 ５６８ ４ ５􀆰 ２６０ ８ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ， Ｘ４Ｘ４）＝ －０􀆰 ９８２ ８ ４０􀆰 ５４０ １ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ，Ｘ１Ｘ３）＝ ０􀆰 ２９２ ８ ２􀆰 ３３２ １ ０􀆰 ０２３ １
ｒ（Ｙ，Ｘ１Ｘ４）＝ －０􀆰 ８４５ ０ １２􀆰 ０３５ ０ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ，Ｘ２Ｘ３）＝ ０􀆰 ９７２ ６ ３１􀆰 ８８７ ０ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ，Ｘ２Ｘ４）＝ －０􀆰 ９４３ ９ ２１􀆰 ７６４ ６ ０􀆰 ０００ １
ｒ（Ｙ，Ｘ３Ｘ４）＝ －０􀆰 ９６３ ６ ２７􀆰 ４６１ ８ ０􀆰 ０００ １

表明该模型可较好地预测总三萜提取率。
３􀆰 ４　 ＭＩＣ　 图 ２ 显示， 总三萜对大肠杆菌、 金黄

色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌的 ＭＩＣ 分别为 ６２􀆰 ５、
２５０、 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ， 即对大肠杆菌抑制作用最强。

图 ２　 沙棘总三萜对 ３ 种细菌 ＯＤ６００的影响

３􀆰 ５　 细菌活死染色　 图 ３ 显示， 大肠杆菌红色荧

光较多， 而金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌的较

少， 表明总三萜对大肠杆菌的抑制效果强于其他 ２
种细菌， 这是因为革兰氏阴性细菌的质膜穿透率高

于革兰氏阳性细菌［１１］。

注： ＮＣ 为对照组， ＤＭＡＯ 为活细菌染色图， ＰＩ 为死细菌染色图， Ｍｅｒｇｅ 为活死细菌混合染色图。 绿色点代表活细菌， 红色点代表死细菌。

图 ３　 ３ 种细菌活死染色图

３􀆰 ６　 总三萜对细菌细胞膜渗透性的影响　 图 ４ 显

示， 大肠杆菌 β⁃半乳糖苷酶相对活性为 ３５􀆰 １１％ ，
而金黄色葡萄球菌的为 ３２􀆰 ６４％ ， 并且由于 ＯＮＰＧ
无法进入枯草芽孢杆菌细胞膜内， 故无法检测其

β⁃半乳糖苷酶相对活性。 另外， 总三萜对枯草芽孢

杆菌细胞膜的活性为 ５３􀆰 ８７％ 。 综上所述， 总三萜

对细菌细胞质膜有破坏能力， 其中对枯草芽孢杆菌

的作用较强。
３􀆰 ７　 总三萜对细菌形态的影响　 图 ５ 显示， 对照

组菌体表面完整， 光滑饱满； 总三萜干预后细菌细
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图 ４　 沙棘总三萜对 ３ 种细菌细胞膜渗透性的影响

胞形态发生显著改变， 均出现表面结构破损， 即细

胞壁局部剥蚀、 膜完整性丧失、 胞体呈现凹陷皱缩

或异常膨大等畸形特征， 同时伴随胞质内容物外

渗， 细胞膜通透性显著提升， 与细胞膜通透性检测

结果一致。

注： Ａ 为大肠杆菌对照组， Ｂ 为沙棘总三萜 ＭＩＣ 处理的大肠杆菌

组， Ｃ 为金黄色葡萄球菌对照组， Ｄ 为沙棘总三萜 ＭＩＣ 处理的金

黄色葡萄球菌组， Ｅ 为枯草芽孢杆菌对照组， Ｆ 为沙棘总三萜 ＭＩＣ
处理的枯草芽孢杆菌组。

图 ５　 ３ 种细菌 ＴＥＭ 图

４　 讨论与结论

超声提取技术在植物有效成分提取领域具有显

著优势， 它能借助超声波产生的空化效应、 机械效

应和热效应来快速高效地破碎植物细胞， 使得目标

成分更易释放出来， 从而有助于增加提取率［２２］。

本实验确定沙棘总三萜最优提取工艺为乙醇体积分

数 ６１％ ， 超声时间 ３０ ｍｉｎ， 液料比 ４０ ∶ １， 提取温

度 ５５ ℃， 提取率为 １０􀆰 ２６％ ， 并且总三萜含量为

５１􀆰 ４７％ ， 明显高于苏晨玉等［２３］ 报道的 ４１􀆰 ２７％ ；
总三萜对枯草芽孢杆菌、 金黄色葡萄球菌、 大肠杆

菌均呈现良好的抑制作用， ＭＩＣ 分别为 ６２􀆰 ５、
２５０、 １ ０００ μｇ ／ ｍＬ， 均显著低于许仙明等［２４］ 报道

的大肠 杆 菌、 金 黄 色 葡 萄 球 菌 ＭＩＣ （ 分 别 为

１２ ５００、 ２５ ０００ μｇ ／ ｍＬ）。 另外， 总三萜能直接作

用于细菌、 真菌细胞结构， 破坏细胞膜或瓦解细胞

壁［２５］， 与本实验结果一致。
综上所述， 本实验不仅证实了沙棘总三萜提取

工艺的可行性， 还揭示了其抑菌潜力可能是通过抑

制细菌生长、 干扰生物膜形成、 改变细胞膜通透性

和细菌能量代谢来发挥的， 可为该资源进一步开发

利用提供科学依据。
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摘要： 目的　 优化九味化斑丸制剂工艺。 方法　 基于质量源于设计 （ＱｂＤ） 理念， 确定关键质量属性 （ＣＱＡ）， 筛选

处方、 成型工艺、 干燥工艺、 包衣工艺的关键工艺参数 （ＣＰＰ）， 建立设计空间。 结果 　 最优处方为干膏粉 （比例

２５％ ～４５％ ）、 水牛角粉 （粒度 １００ 目以下）、 糊精和微晶纤维素。 最优成型工艺为预混合后加入处方量 ２５％ ～ ３３％ 的

水， 混合， 炼药， 采用 ４～４􀆰 ５ ｍｍ 模具制丸。 最优干燥工艺为室温晾干 ６～２４ ｈ 后在 ６０～ ９０ ℃下真空干燥。 最优包衣

工艺为包衣增重 ４％ 。 结论　 上述工艺稳定耐用， 可为高效率生产质量均一稳定的九味化斑丸奠定基础。
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　 　 九味化斑丸是由古代名方犀角地黄汤化裁而成

的中药复方制剂， 含金银花、 水牛角、 黄芩、 赤

芍、 牡丹皮、 生石膏、 地榆、 焦栀子、 甘草 ９ 味中

药， 具有清热解毒、 活血化瘀、 凉血消斑作用［１］，
能显著改善寻常型银屑病患者皮损面积和严重程

度［２］， 它为 １􀆰 １ 类中药创新药， 用于治疗中重度斑

块状银屑病 （血热证）， 目前处于临床试验阶段

（登记号 ＣＴＲ２０２３３０３９）。 方中木犀草素、 绿原酸、
黄芩苷等活性成分通过调节多条信号通路， 能抑制

炎症、 角质细胞过度增殖及血管新生， 从而发挥疗
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