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艾纳香中艾纳香素的提取工艺优化及抗菌消炎活性评价 Δ
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摘 要 目的 优化艾纳香中艾纳香素的提取工艺，并评价其抗菌消炎活性。方法 利用高效液相色谱法测定艾纳香提取液中艾

纳香素的含量。在单因素实验的基础上，以艾纳香素得率为评价指标，以乙醇体积分数、液料比、提取时间为考察因素，采用 Box-

Behnken 响应面法优化艾纳香素的提取工艺并进行验证。使用微量稀释法测定艾纳香素对化脓链球菌、金黄色葡萄球菌、无乳链

球菌、变异链球菌、枯草芽孢杆菌和藤黄微球菌的抗菌活性。通过小鼠耳廓肿胀实验和毛细血管通透性实验考察艾纳香素的消

炎活性。结果 最优提取工艺为：乙醇体积分数90%，液料比15∶1，以80 ℃回流提取2 h；采用该提取工艺的艾纳香素得率为1.97 

mg/g。艾纳香素对化脓链球菌、金黄色葡萄球菌、无乳链球菌、变异链球菌、枯草芽孢杆菌、藤黄微球菌的最低抑菌浓度分别为

50.00、200.00、400.00、400.00、800.00、1 600.00 μg/mL，对化脓链球菌、金黄色葡萄球菌的最低杀菌浓度分别为400.00、1 600.00 μg/mL；

并能显著抑制二甲苯所致小鼠耳廓肿胀及醋酸所致小鼠毛细血管的通透性（P＜0.05或 P＜0.01）。结论 优化所得的艾纳香素提

取工艺稳定可行；提取的艾纳香素对化脓链球菌具有一定的抗菌活性，且具有良好的消炎活性。
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Optimization of extraction process and evaluation of the antibacterial and anti-inflammatory activity of 

blumeatin from Blumea balsamifera
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ABSTRACT OBJECTIVE To optimize the extraction process of blumeatin from Blumea balsamifera and to evaluate its 

antibacterial and anti-inflammatory activity. METHODS The content of blumeatin in the extract of B. balsamifera was determined 

by HPLC. On the basis of the single factor experiment， the extraction technology of blumeatin was optimized by the Box-Behnken 

response surface method with the volume fraction of ethanol， liquid-solid ratio and extraction time as the factors， using the yield of 

blumeatin as index. Microdilution method was used to determine the antibacterial activity of blumeatin against Streptococcus 

pyogenes， Staphylococcus aureus， Streptococcus agalactiae， Streptococcus mutans， Bacillus subtilis and Micrococcus luteus. The 

anti-inflammatory activity of blumeatin was evaluated by ear swelling test and capillary permeability test in mice. RESULTS The 

optimal extraction technology was as follows： ethanol concentration of 90%， liquid-material ratio of 15∶1， extraction time of 2 h at 

80 ℃； the yield of blumeatin using this extraction process was 1.97 mg/g. The minimum inhibitory concentrations of blumeatin for 

S. pyogenes， S. aureus， S. agalactiae， S. mutans， B. subtilis and M. luteus were 50.00， 200.00， 400.00， 400.00， 800.00 and 1 600.00 

μg/mL， respectively； the minimum bactericidal concentrations of blumeatin for S. pyogenes and S. aureus were 400.00 and 1 600.00 

μg/mL， respectively. Blumeatin could significantly inhibit the ear swelling induced by xylene and capillary permeability induced by 

acetic acid in mice（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS The optimized extraction technology of blumeatin is stable and feasible. 

The extracted blumeatin has a certain antibacterial effect against S. pyogenes and a good anti-inflammatory activity.
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艾纳香 Blumea balsamifera（L.）DC. 为菊科艾纳香
属植物，具有抗肿瘤、抗氧化、消炎、抗菌、镇痛等多种药
理活性[1]，在苗族、黎族、壮族等少数民族地区有着悠久

的用药历史，是一种重要的民族药。种植户常用水蒸气

蒸馏法提取艾纳香中的“艾片”和“艾油”，剩下的水溶性

物质及药渣常被作为废弃物丢弃，但其废弃物中包含具

有抗肿瘤、抗血栓等药理活性的黄酮类成分[2―3]。艾纳

香素是艾纳香中一种重要的黄酮类化合物，能够对实验

性肝损伤起保护作用，对口腔癌细胞及肥大细胞活化脱

颗粒反应均存在有效的抑制作用[4―5]。但艾纳香素作为

艾纳香的主要活性成分之一，是否具有艾纳香那样良好
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的抗菌消炎活性目前尚不得知。据文献报道，艾纳香中

艾纳香素的含量最高可达 2.60 mg/g[6]，但艾纳香素的提

取工艺研究较少，导致其价格昂贵，从而阻碍了艾纳香

素的开发。因此，本研究采用 Box-Behnken 响应面法优

化从艾纳香中提取艾纳香素的工艺，并通过体内外实验评

价艾纳香素的抗菌消炎活性，以期为艾纳香的合理利用

（包括其提取废弃物的回收利用）、新型抗菌消炎药物的

研发，以及进一步实现艾纳香素的工业化生产提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 Agilent 1260型高效液相

色谱（HPLC）仪（美国 Agilent 公司）、SW-CJ-ID 型单人净

化工作台（苏州净化设备有限公司）、ZQLY-180N 型振荡

培养箱（上海知楚仪器有限公司）、AR1530/C 型电子分

析天平（美国 Ohaus 公司）等。

1.2　主要药品与试剂

艾纳香茎叶购自贵州罗甸县种植户，经贵州大学植

物物种鉴定中心王华磊教授鉴定为艾纳香B. balsamifera

（L.） DC. 原植物[鉴定号 2018（033）]；艾纳香素标准品

（用于 HPLC 和核磁共振-质谱鉴定，批号 20052223，纯

度＞98%）购自上海同田生物技术有限公司；艾纳香素

（用于抗菌消炎活性检测，纯度＞98%）由贵州省生化工

程中心自提；地塞米松（批号 201112，纯度 99.3%）购自

浙江仙琚制药有限公司；头孢呋辛钠（批号20220804，纯

度 99.25%）购自北京索莱宝科技有限公司；化脓链球菌

（ATCC 19615）、金黄色葡萄球菌（ATCC 13565）、无乳链

球菌（ATCC 13813）、变异链球菌（ATCC 25175）、枯草芽

孢杆菌（ATCC 6633）、藤黄微球菌（ATCC 7468）均购自

中国食品药品检定研究院；10% 氯化钠胰酪胨大豆肉汤

（批号200226）购自上海博微生物科技有限公司；其他试

剂均为国产分析纯。

1.3　实验动物

SPF 级昆明小鼠 200只，雌雄各半，体重（20±2） g，

购自斯贝福（北京）生物技术有限公司，动物生产许可证

号为 SCXK（京）2019-0010。本实验经贵州大学实验动

物伦理分委员会审核批准（伦理批件号为 EAE-GZU-

2021-T018）。

2　方法与结果
2.1　艾纳香素的含量测定

2.1.1　溶液的制备

精密称取艾纳香素标准品适量，以甲醇配制成质量

浓度为 78 µg/mL 的艾纳香素标准品溶液。精密称取艾

纳香干燥茎叶粉末，经超声提取2 h（提取温度40 ℃、功

率 180 W、频率 40 kHz）后过滤，取续滤液作为供试品

溶液。

2.1.2　色谱条件

色谱柱为 Agilent-C18（250 mm×4.6 mm，5 µm）；流

动相为甲醇-0.1% 磷酸溶液（60∶40，V/V）；柱温为30 ℃；

流速为 0.8 mL/min；检测波长为 290 nm；进样量为 10 

μL。在该色谱条件下，标准品和供试品溶液中艾纳香素
的保留时间约为11.30 min，其 HPLC 图见图1（空白对照
的图谱略）。

2.1.3　线性关系考察
精密吸取艾纳香素标准品溶液 4、8、12、16、20 μL，

按“2.1.2”项下色谱条件进样检测，记录峰面积。以进样
量为横坐标（X）、峰面积为纵坐标（Y）进行线性回归，得
回归方程为 Y＝449.89X－138.96（R²＝0.998 0）。结果表
明，艾纳香素的进样量在0.31～1.56 μg 范围内与峰面积
线性关系良好。

2.1.4　精密度试验
精密吸取同一批供试品溶液，按“2.1.2”项下色谱条

件连续进样测定6次，记录峰面积。结果显示，峰面积的
RSD 为0.75%（n＝6），表明方法精密度良好。

2.1.5　重复性试验
取艾纳香干燥茎叶粉末，按“2.1.1”项下方法平行制

备6份供试品溶液，按“2.1.2”项下色谱条件进样检测，记
录峰面积，以外标法计算样品含量。结果显示，样品平
均含量的 RSD 为1.66%（n＝6），表明方法重复性良好。

2.1.6　稳定性试验
取同一批供试品溶液，分别于室温（25 ℃）放置 0、

4、8、12、24、48 h 后，按“2.1.2”项下色谱条件进样检测，

记录峰面积。结果显示，峰面积的 RSD 为 0.94%（n＝

6），表明供试品溶液在室温下放置48 h 内稳定性良好。

2.1.7　加样回收率试验
精密量取已知样品含量的同一批供试品溶液 9份，

分为 3组，分别加入 0.1、0.2、0.4 mL 艾纳香素标准品溶
液，按“2.1.2”项下色谱条件进样检测，记录峰面积，以外
标法计算样品含量，并计算加样回收率。结果显示，艾
纳 香 素 的 平 均 加 样 回 收 率 分 别 为 99.52%、101.02%、

101.21%，RSD 分别为 0.83%、1.22%、1.15%（n＝3），表明
方法准确度良好。

2.2　提取工艺的单因素实验

2.2.1　提取溶剂的筛选
精密称取艾纳香干燥茎叶粉末20 g，按液料比10∶1

（mL/g）分别加入甲醇、95% 乙醇、二氯甲烷、乙酸乙酯，

选择提取温度为提取溶剂沸点值，回流提取2 h，考察不
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图1　艾纳香素标准品溶液和供试品溶液的HPLC图
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同提取溶剂对艾纳香素得率的影响。结果显示，艾纳香素

的得率分别为1.70、1.68、0.51、0.49 mg/g。综合考虑艾纳

香素得率和环保因素，最终选择95%乙醇作为提取溶剂。

2.2.2　提取时间的筛选

精密称取艾纳香干燥茎叶粉末20 g，按液料比10∶1

（mL/g）加入 95% 乙醇，于 80 ℃分别回流提取 1、2、3、4、

5、6 h，考察不同提取时间对艾纳香素得率的影响。结果

显 示，艾 纳 香 素 的 得 率 分 别 为 1.36、1.55、1.50、1.47、

1.42、1.37 mg/g，以提取2 h 的得率最高，故选择提取时间

为2 h。结果见图2A。

2.2.3　乙醇体积分数的筛选

精密称取艾纳香干燥茎叶粉末20 g，按液料比10∶1

（mL/g）分别加入体积分数为 30%、50%、70%、90%、95%

的乙醇，于80 ℃回流提取2 h，考察不同体积分数乙醇对

艾纳香素得率的影响。结果显示，艾纳香素的得率分别

为0.61、1.14、1.25、1.69、1.51 mg/g，以90% 乙醇提取的得

率最高，故选择乙醇体积分数为90%。结果见图2B。

2.2.4　液料比的筛选

精密称取艾纳香干燥茎叶粉末20 g，分别按液料比

10∶1、12∶1、14∶1、16∶1、18∶1、20∶1（mL/g）加入 95% 乙

醇，于80 ℃回流提取2 h，考察不同液料比对艾纳香素得

率的影响。结果显示，艾纳香素的得率分别为1.51、1.68、

1.72、1.90、1.73、1.42 mg/g，以液料比16∶1（mL/g）的得率

最高，故选取液料比为16∶1（mL/g）。结果见图2C。

2.3　Box-Behnken响应面法优化艾纳香素提取工艺

2.3.1　响应面实验的设计及结果

通过单因素实验结果，选择乙醇体积分数（A）、提取

时间（B）和液料比（C）作为艾纳香素提取工艺优化的因

素，设计合适的因素与水平（表1），并以艾纳香素的得率

为响应值（R），利用Box-Behnken Design原理通过Design-

Expert 8.0.6软件设计响应面实验，共进行了 17组实验，

结果见表 2。用二阶多项式回归模型预测响应值，得到

二次多项表达式 R＝1.94+0.145A+0.002 5B－0.002 5C+

0.02AB－0.01BC－0.152A2－0.052B2－0.102C2。对 回 归

方程进行方差分析，得回归模型的 F 值为39.615 0，差异

显著（P＜0.01）；失拟项（P＞0.05）不显著；模型的相关系

数 R2＝0.98，大于 0.9，说明该实验模型与实际实验的相

关性较好，可真实反映所考察因素对响应值的影响。结

果见表3。

通过 Design-Expert 8.0.6软件绘制各因素的响应面

图及等高线图（图3），并结合方差分析结果进行分析，可

得各因素对艾纳香素得率影响的强弱顺序为：A＞C＞

B，即乙醇体积分数＞液料比＞提取时间；同时预测艾纳

香素的最优提取工艺为：乙醇体积分数 89.80%，液料比

15.17∶1，以 80 ℃回流提取 2.02 h。为了便于实际操作，

表1　艾纳香素提取工艺响应面实验的因素与水平
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图2　提取时间、乙醇体积分数、液料比对艾纳香素得率的

影响

表2　艾纳香素提取工艺响应面实验的设计与结果

序号
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表3　艾纳香素提取工艺响应面实验的方差分析结果

来源
模型
A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差
失拟项
纯误差
总误差

平方和
0.337 2
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本研究对预测的最优提取工艺进行了微调，即得乙醇体

积分数90%，液料比15∶1，以80 ℃回流提取2 h；在此条

件下，预测艾纳香素的得率为1.98 mg/g。

2.3.2　验证实验

取艾纳香干燥茎叶粉末40 g，按上述最优提取工艺

平行操作3次进行验证实验，所得艾纳香素的得率分别

为 1.95、1.96、2.00 mg/g，平均得率为 1.97 mg/g（RSD＝

1.34%），与预测值基本相符，说明提取工艺稳定可靠。

2.4　艾纳香素的体外抗菌活性考察

采用微量稀释法进行抗菌活性考察[7]。取艾纳香素

（自提）与头孢呋辛钠（阳性对照）以 10% 二甲基亚砜溶

解配制为适宜浓度梯度的溶液，分别取稀释好的化脓链

球菌、金黄色葡萄球菌、无乳链球菌、变异链球菌、枯草

芽孢杆菌、藤黄微球菌的菌液180 µL 与药液20 µL 加入

96 孔板中，菌液终浓度为 105 CFU/mL，药物终浓度为

1.56～1 600 µg/mL；于 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h，裸

眼观察，以孔内液体澄清无沉淀的最小质量浓度为最低

抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）。选

择艾纳香素 MIC 值较小的化脓链球菌与金黄色葡萄球

菌测定最低杀菌浓度（minimum bactericidal concentra‐

tion，MBC），即取上述两种菌2MIC、4MIC、8MIC 质量浓

度的孔内液体接种于琼脂平板，于 37 ℃恒温培养箱中

培养 24 h，以平板内菌落个数小于 4的最小质量浓度为
MBC。结果见表4。

由表4可知，上述几种菌株对艾纳香素的敏感度为：

化脓链球菌＞金黄色葡萄球菌＞无乳链球菌＝变异链
球菌＞枯草芽孢杆菌＞藤黄微球菌；其中，艾纳香素对
化脓链球菌的 MIC 值达50 µg/mL，仅比头孢呋辛钠对化
脓链球菌的 MIC 值高37.50 µg/mL。

2.5　艾纳香素的消炎活性评价

2.5.1　对二甲苯所致小鼠耳廓肿胀的影响
将 50只昆明小鼠随机分为 5组，即阳性对照组（地

塞米松，10 mg/kg），空白对照组，艾纳香素（自提）低、中、

高剂量组（7.5、15、30 mg/kg），每组10只。各给药组按上
述剂量腹腔注射给药，空白对照组给予等量生理盐水。

在给药 5 h 后，每只小鼠右耳涂抹 30 µL 二甲苯致炎，左
耳不涂任何药物。30 min 后处死小鼠，以 6 mm 打孔器
打下耳片并称重，以左右耳片的差值为耳廓肿胀度[8]，并
计算肿胀抑制率：肿胀抑制率（%）＝（空白对照组平均
耳廓肿胀度－药物组平均耳廓肿胀度）/空白对照组平均
耳廓肿胀度×100%。平行2次实验。

结果显示，与空白对照组比较，阳性对照组和艾纳
香素各剂量组小鼠的耳廓肿胀度均显著降低（P＜0.05

或 P＜0.01），但随着艾纳香素剂量的升高，其肿胀抑制
率反而下降。与阳性对照组比较，艾纳香素中、高剂量
组小鼠的耳廓肿胀度均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）。

结果见表5。

2.5.2　对醋酸所致小鼠毛细血管通透性的影响
取50只昆明小鼠，分组及给药同“2.5.1”项下。在给

药5 h 后，于小鼠尾静脉注入0.5% 伊文思蓝生理盐水溶
液 10 mL/kg，腹 腔 注 射 0.6% 醋 酸 生 理 盐 水 溶 液 0.20 

mL，20 min 后处死小鼠，开腹用生理盐水洗涤腹腔，收
集洗涤液后加入生理盐水至 10 mL，以 2 000 r/min 离心
15 min，取上清液用酶标仪在590 nm 波长处检测吸光度

表4　艾纳香素体外抗菌活性考察结果（µg/mL）

菌种

金黄色葡萄球菌
变异链球菌
藤黄微球菌
无乳链球菌
枯草芽孢杆菌
化脓链球菌

头孢呋辛钠组
MIC

3.13

12.50

25.00

6.25

25.00

12.50

MBC

12.50

100.00

200.00

25.00

200.00

100.00
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1 600.00
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图3　各因素交互作用对艾纳香素得率影响的等高线及

响应面图

表5　艾纳香素对二甲苯所致小鼠耳廓肿胀影响的结果

（x±s，n＝10）

组别
空白对照组
阳性对照组
艾纳香素低剂量组
艾纳香素中剂量组
艾纳香素高剂量组

肿胀度/mg

7.28±2.99

1.27±0.89a

1.82±0.61a

3.44±1.25ab

5.10±1.38cd

肿胀抑制率/%
－

82.92

75.03

52.69

29.94

－：无相应数据；a：与空白对照组比较，P＜0.01；b：与阳性对照组

比较，P＜0.05；c：与空白对照组比较，P＜0.05；d：与阳性对照组比较，

P＜0.01。
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（A）值[8]，并计算各组小鼠腹腔毛细血管通透性的抑制

率：抑制率（%）＝（空白对照组的平均 A 值－药物组的平

均 A 值）/空 白 对 照 组 的 平 均 A 值×100%。平 行 2 次

实验。

结果显示，与空白对照组比较，阳性对照组和艾纳

香素各剂量组小鼠的 A 值均显著降低（P＜0.05 或 P＜

0.01），但随着艾纳香素剂量的升高，其抑制率反而下降。

与阳性对照组比较，艾纳香素高剂量组小鼠的 A 值显著

升高（P＜0.01），其抑制率降低。结果见表6。

3　讨论
目前艾纳香中已发现的活性成分超过 140种[9]，除

挥发性成分外，黄酮类化合物艾纳香素也有很好的生物

活性，具有一定的开发潜力。对艾纳香素的提取与纯

化，目前报道的研究主要围绕纯化方式，而少见提取工

艺研究。由于天然产物都是先提取再纯化，因此艾纳香

素提取工艺的优化研究对其工业化生产具有重要意义。

基于此，本研究以艾纳香素得率为考察指标，在单因素

实验的基础上采用 Box-Behnken 响应面法进行优化，得

到提取艾纳香素的最优工艺为：乙醇体积分数 90%，液

料比15∶1，以80 ℃回流提取2 h。验证实验表明优化后

的提取工艺稳定可靠、重复性好。本研究受限于植物储

存量，并未进行更大规模的研究，这也是本研究的不足

之处；若该工艺进行中试实验，可能需要进一步调试参

数。但该工艺将为艾纳香素的进一步分离纯化提供良

好的物质基础，也可为其工业化生产提供参考数据。

本研究为探讨艾纳香素是否存在抗菌消炎活性，采

用体外抗菌实验及动物炎症模型进行了评价。大多数

天然产物对细菌的MIC值都很大，有的甚至达到了mg/mL

级别[10]。本研究发现，艾纳香素对化脓链球菌具有一定

的抗菌活性，其 MIC 为50.00 µg/mL，仅比阳性对照头孢

呋辛钠的 MIC 值高37.5 µg/mL，因此值得被进一步开发

成抗菌药物。另外，在艾纳香素消炎活性的考察中，艾

纳香素只进行了1次腹腔注射给药，结果就具有良好的

消炎活性；但值得注意的是，艾纳香素存在消炎活性与

剂量呈负相关的现象。对此，本研究对更低剂量的艾纳

香素（3.75 mg/kg）进行了小试，发现该剂量的艾纳香素

不具有消炎活性，故推测可能存在高剂量艾纳香素影响

体内吸收的情况，这也是未来进一步研究的方向。一定

量的艾纳香素与阳性对照地塞米松的作用并无显著差异，

这将为艾纳香素的药理学研究提供实验数据，也说明艾纳
香素在临床上替代激素类消炎药存在可能性。

综上所述，本研究优化所得的艾纳香素提取工艺稳
定可行；所提取的艾纳香素对化脓链球菌具有一定的抗
菌活性，且具有良好的消炎活性。
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表6　艾纳香素对醋酸所致小鼠毛细血管通透性影响的

结果（x±s，n＝10）

组别
空白对照组
阳性对照组
艾纳香素低剂量组
艾纳香素中剂量组
艾纳香素高剂量组

A 值（×10）

3.44±1.16

1.07±0.68a

1.32±0.84a

1.75±0.64a

2.47±0.99bc

抑制率/%
－

68.94

61.64

49.09

28.32

－：无相应数据；a：与空白对照组比较，P＜0.01；b：与空白对照组

比较，P＜0.05；c：与阳性对照组比较，P＜0.01。


