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丁香总酚的提取工艺优化及其抑菌效果丁香总酚的提取工艺优化及其抑菌效果
分析分析

徐元柳，赵异，刘迪迪*，伍莲莲

（重庆三峡科技大学 生物与食品工程学院，重庆 404100）
摘 要：丁香总酚是丁香中重要的生物活性成分，具有抑菌和抗氧化特性，但其高效提取工艺有待深入研究。该研

究采用超声波辅助乙醇法提取丁香总酚，结合响应面法优化提取工艺，确定最佳提取条件为乙醇浓度 60%、超声时

间 22 min、料液比 1∶33（g/mL），此条件下丁香总酚得率达（1.60±0.02）mg/g。抑菌试验结果表明，丁香总酚能有效抑

制金黄色葡萄球菌和沙门氏菌的生长，抑菌圈直径分别为 17.50、16.30 mm，最小抑菌浓度（minimum inhibitory con‐
centration，MIC）分别为 0.062 5、1.000 0 mg/mL。
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Optimization of the Extraction Process and Analysis of the Anti‐Microbial Activity of Total Phenols
from Clove
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Abstract：Total phenols from clove are important bioactive components that possess antibacterial and antioxi‐
dant properties. However，their efficient extraction process requires further investigation. In this study，ultra‐
sonic‐assisted ethanol extraction was used to extract total phenols from clove，and the extraction process was
optimized using response surface methodology. The optimal extraction conditions were determined as 60% etha‐
nol concentration，22 min ultrasonic time，and a solid‐to‐liquid ratio of 1∶33（g/mL）. Under these conditions，
the yield of clove total phenols reached（1.60±0.02）mg/g. The antibacterial test results showed that clove to‐
tal phenols effectively inhibited the growth of Staphylococcus aureus and Salmonella，with inhibition zone di‐
ameters of 17.50 mm and 16.30 mm，respectively. The minimum inhibitory concentrations（MIC）were
0.062 5 mg/mL and 1.000 0 mg/mL，respectively.
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在当前食品工业转型升级的大背景下，植物源性

抑菌活性物质凭借毒理学风险可控、生物质可再生及

符合清洁标签要求等优势，逐渐成为食品保鲜技术创

新方面着重攻关的方向。植物源性抑菌活性物质主要

来源于香辛料类（如迷迭香、大蒜、肉桂）、中草药类（如

绿茶、黄岑）和果蔬副产物（如柑橘果皮、葡萄籽）[1]。
在众多植物资源中，丁香（Syzygium aromaticum）作为

药食两用香辛料，既能食用，又是名贵中药。现代研究

表明，丁香的主要功能成分包含丁香酚、乙酰丁香酚、

β‐石竹烯、黄酮类化合物、三萜类等[2]。这些成分具有
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抑菌[3]、抗氧化[4]、降血糖[5]、清热解毒[6]、消炎[7]作用，此

外还具有神经保护[8]、促透皮吸收[9]等多种药用活性。

目前，植物多酚的提取方法主要包括有机溶剂萃

取、索氏回流提取、酶解辅助提取、微波提取、超临界流

体萃取以及超声波辅助提取等[10]。传统方法（如溶剂

浸提法和索式提取法）存在耗时长、得率低且易造成环

境污染等问题。超声波辅助提取技术因其独特的机械

效应在植物化学成分提取领域具有显著优势，该技术

通过高频声波产生的空化效应使溶剂体系局部温度升

高，在气泡溃灭时形成瞬时高压环境，促进细胞壁破

裂，从而显著提升目标化合物的溶出速率和提取效

率[11]。如张娜等[12]利用超声波辅助提取青胶蒲公英根

多酚，得率达（1.46±0.03）%；张波等[13]采用超声波辅助

提取工艺提取香菜多酚，多酚提取率最高为（11.26±
0.08）mg/g。基于此，本研究采用超声波辅助醇提法从

丁香中分离生物活性成分，通过单因素分析和响应面

优化法确定最优提取参数。此外，采用牛津杯法和微量

肉汤扩散法评价丁香多酚提取物的抗菌性能，以期为开

发新型植物源抗菌剂及其工业化生产提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

大肠杆菌（Escherichia coli）、金黄色葡萄球菌

（Staphylococcus aureus）、沙门氏菌（Salmonella）：重庆三

峡科技大学微生物实验室；丁香粉（食品级）：成都丁香

园科技有限公司；没食子酸（纯度≥98%）、福林酚（均为

分析纯）：上海麦克林生化科技股份有限公司；无水碳

酸钠（分析纯）：西陇科学股份有限公司；无水乙醇（分

析纯）：重庆川东化工（集团）有限公司；琼脂、酵母浸

粉、氯化钠、胰蛋白胨（均为分析纯）：北京奥博星生物

技术有限责任公司；吐温 80（分析纯）：国药集团化学

试剂有限公司；红四氮唑（2，3，5‐triphenyltetrazolium
chloride，TTC）（分析纯）：福州飞净生物科技有限公司。

LB 固体培养基的制备：称取胰蛋白胨 10 g、酵母

浸粉 5 g、氯化钠 10 g、琼脂 15 g，溶于 1 000 mL蒸馏水

中，pH值调至 7.0~7.4，置于高压蒸汽灭菌锅中 121 ℃
灭菌 15 min，冷却至 60 ℃，然后取 15 mL于培养皿中，

轻摇使其均匀铺满培养皿（培养基厚度约为 0.3 cm），

水平放置，使其凝固。

LB 液体培养基的制备：称取胰蛋白胨 10 g、酵母

浸粉 5 g、氯化钠 10 g、琼脂 15 g，溶于 1 000 mL 蒸馏

水中，pH 值调至 7.0~7.4，置于高压蒸汽灭菌锅中

121 ℃灭菌 15 min，冷却至 60 ℃，备用。

无菌生理盐水的制备：称取 0.85 g 氯化钠溶于

100 mL蒸馏水中，置于高压蒸汽灭菌锅中 121 ℃灭菌

15 min，冷却至 60 ℃，备用。

1.2 仪器与设备

高压蒸汽灭菌锅（FD50A）：致微（厦门）仪器有限

公司；台式超声波清洗器（KQ‐100V）：昆山市超声仪器

有限公司；高速离心机（TD4N）：陕西鑫昌实验仪器设

备有限公司；紫外可见分光光度计（SP‐756）：上海菁华

科技仪器有限公司；恒温培养箱（SPX‐250F‐Ⅱ）：上海

龙跃仪器设备有限公司；游标卡尺（DL91150）：上海得

力文具有限公司；电子天平（FA1104）：上海舜宇恒平

科学仪器有限公司。

1.3 试验方法

1.3.1 丁香总酚提取工艺的单因素试验

精确称取 0.2 g丁香粉，参考白瑕等[14]的方法并根

据预试验的结果，固定料液比 1∶25（g/mL）、乙醇浓度

60%、超声时间 30 min。探究超声时间（10、15、20、25、
30、35、40 min）、料液比[1∶10、1∶15、1∶20、1∶25、1∶30、
1∶35、1∶40（g/mL）]、乙醇浓度（0%、15%、30%、45%、

60%、75%、90%）对丁香总酚得率的影响。

1.3.2 丁香总酚提取工艺的响应面优化试验

根据单因素试验结果，应用 Design‐Expert 13 软

件，根据 Box‐Behnken中心复合试验设计方法，选取乙

醇浓度、超声时间、料液比 3个因素为自变量，以丁香

总酚得率为响应值，对超声波辅助乙醇浸提工艺进行

响应面优化。响应面试验因素与水平见表 1。

1.3.3 丁香总酚得率的测定

参照张梦真等[15]的方法，以没食子酸的质量浓度为

横坐标，吸光度为纵坐标，绘制标准曲线（y=0.010 6x+
0.010 5，R2=0.999）。

按同样的方法，测定样品在 765 nm 处的吸光度，

按下列公式计算丁香总酚得率[16]。
ω =（C × V × N）/（m × 1 000）

式中：ω 为丁香总酚得率，mg/g；C 为根据标准曲

线计算的丁香总酚质量浓度，µg/mL；V 为提取液的体

积，mL；N为稀释倍数；m为样品的质量，g。
1.3.4 菌悬液的制备

将 80 ℃保存的菌株接种在 LB 固体培养基上，

37 ℃培养 24 h，经 2~3 代活化后，用无菌生理盐水将

菌悬液稀释至浓度为 106~107 CFU/mL，保存备用[17]。
1.3.5 抑菌圈的测定

参照孙长花等[18]的测定方法，采用打孔扩散法对

抑菌圈进行测定。将 LB 固体琼脂培养基降温至约

60 ℃后，倾注至无菌培养皿中（每皿 10~15 mL），静置

形成均质胶体基质。待其完全凝固后，取 0.10 mL 供

表 1 响应面试验因素与水平

Table 1 Factors and levels used in response surface methodology

水平

-1
0
1

因素

A乙醇浓度/%
45
60
75

B超声时间/min
15
20
25

C料液比/（g/mL）
1∶25
1∶30
1∶35
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试菌液均匀涂布于平板表面。采用打孔器在琼脂层制

备等距加样孔（每皿 2 孔），每孔精准注入 0.10 mL 丁

香提取物样品。以无菌生理盐水作为阴性对照，将培

养皿放入 37 ℃恒温培养箱中培养 24 h。使用十字划

线法，用游标卡尺测量抑制圈的直径。

1.3.6 最小抑菌浓度的测定

最小抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，
MIC）定义为无明显（无混浊）细菌生长的最低浓度。

采用二倍稀稀释法[19]，96 孔板中每孔加入 LB 液体培

养基 50 µL，第 1 列加入 100 µL、30 mg/mL 丁香提取

物和 100 µL、2% 吐温 80 溶液，将培养基和丁香提取

物均匀混合，从第 1列吸取 50 µL至第 2列，以此类推

依次稀释至第 11列，吹打混匀，最后一孔吸取 100 µL
弃去。在每孔加入 50 µL、浓度为 106 CFU/mL 的菌

液，使丁香提取物的最终浓度为 3.875 0、1.000 0、
0.250 0、0.062 5、0.015 6、0.004 0、0.001 0 mg/mL，每行

3个重复。第 12列加入 190 µL菌液和 10 µL、2% 吐

温 80溶液作为空白对照，在 96孔板 G行加入 100 µL
的 LB液体培养基作为阴性对照，在 H行加入 100 µL、
50 µg/mL 氨苄青霉素和 100 µL 菌液作为阳性对照。

然后向每孔加入 20 µL、1% TTC 溶液，37 ℃培养培养

24 h，观察颜色变化，颜色未变红的孔即为最小抑菌

浓度。

1.4 数据处理

采用 SPSS 27 和 Design‐Expert 13 软件进行响应

面试验设计和数据分析。

2 结果与分析

2.1 超声波辅助乙醇提取丁香总酚单因素试验

2.1.1 乙醇浓度对丁香总酚得率的影响

乙醇浓度对丁香总酚得率的影响见图 1。

如图 1所示，随着乙醇浓度的增加，丁香总酚得率

整体呈先升高后下降的趋势。可能是由于乙醇浓度为

0%~60%时，乙醇的溶解能力增强，能够有效溶解低极

性酚类，同时可能破坏细胞膜脂质结构，释放更多酚

类，因此丁香总酚得率升高。在乙醇浓度为 60% 时，

丁香总酚得率达到峰值。然而随着乙醇浓度的进一步

升高，水的占比相应减少，导致细胞壁溶胀不足，细胞

膜通透性减弱，最终导致丁香总酚得率降低。此外，

60%的乙醇浓度具有适中的极性和介电常数，既能有

效溶解丁香中亲水性酚羟基化合物，又能兼顾疏水性

酚类衍生物的溶出，从而实现总酚的高效提取[20]。因

此，选择乙醇浓度为 45%、60%、75%进行后续试验。

2.1.2 超声时间对丁香总酚得率的影响

超声时间对丁香总酚得率的影响见图 2。

如图 2 所示，当超声时间为 20 min 时，丁香总酚

得率显著高于其他超声时间。在 10~20 min的超声时

间范围内，丁香总酚得率随超声时间延长逐步增加；但

超过 20 min后，丁香总酚得率明显下降。可能是长时

间超声作用使细胞进一步破碎成更细微的颗粒，导致

部分酚类物质被吸附在碎片表面或与溶出的蛋白质结

合，从而降低了有效溶出。此外，超声空化效应产生的

瞬时高温可能引发少量多酚热降解[21]。超声时间在

25~35 min内丁香总酚得率略有上升，可能是深层结构

破坏，持续超声能量积累进一步破坏顽固结构（如液泡

膜、脂质包裹的酚类或木质化结构），从而释放更多脂

溶性多酚或结合态酚类；丁香中天然抗氧化成分可能

在此阶段大量溶出，暂时抑制自由基氧化，减缓降解速

率[22]；超声时间超过 35 min时，不可逆降解加剧、细胞

内容物耗尽、溶剂饱和与逆溶解等造成丁香总酚得率

下降。因此，选择超声时间为 15、20、25 min进行后续

试验。
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图 1 乙醇浓度对丁香总酚得率的影响

Fig.1 Effect of ethanol concentrations on the yield of clove total
phenols

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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图 2 超声时间对丁香总酚得率的影响

Fig.2 Effect of extraction time on the yield of clove total phenols

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
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2.1.3 料液比对丁香总酚得率的影响

料液比对丁香总酚得率的影响见图 3。

如图 3 所示，随着溶剂添加量的增加，丁香总

酚得率整体呈现先升高后下降的趋势。在料液比为

1∶10（g/mL）时，丁香总酚得率为 1.30 mg/g；当料液比为

1∶30（g/mL）时，丁香总酚得率显著提升至 1.92 mg/g。
在一定范围内，丁香总酚得率会随着溶剂添加量的增

加而上升，是因为随着溶剂添加量的增加，更多的酚类

物质被溶解，传质速率加快，提取率提高[23]。当料液比

在 1∶20~1∶25（g/mL）时，丁香总酚得率呈下降状态，可

能是由于在此比例下部分酚类组分的溶解度发生变

化，进而影响其在溶剂中的释放效率[22]。当料液比超

过 1∶30（g/mL）时，再增加溶剂添加量，丁香总酚得率

呈下降趋势，这是由于溶剂添加量过高会增大其他物

质的溶出比例，从而间接影响丁香总酚的提取。因此，

选择料液比为 1∶25、1∶30、1∶35（g/mL）进行后续试验。

2.2 丁香总酚提取优化响应面试验

2.2.1 响应面多元回归方程的建立

响应面试验设计及结果见表 2。

运用 Design‐Expert 13软件，对表 2的数据进行多

元回归拟合，得到丁香总酚得率（Y）对应编码变量乙醇

浓度（A）、超声时间（B）、料液比（C）的二次多项式回归

方程：Y=1.57-0.011 6A+0.050 9B+0.124 0C-0.020 7AB-
0.011 5AC+0.009 0BC-0.132 9A2-0.106 4B2-0.073 2C2。
2.2.2 响应面方差分析

响应面拟合二次回归方程方差分析结果见表 3。

如表 3 所示，该回归模型的 F 值为 50.87，P<
0.000 1，表明模型极显著，可充分描述响应值与超声波

辅助乙醇提取工艺参数之间的关系。失拟项 P>0.05，
说明该模型不存在显著误差，模型拟合度良好，可使用

该模型推测试验结果。根据 F值可知，影响丁香总酚

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。

图 3 料液比对丁香总酚得率的影响

Fig.3 Effect of solid‐to‐liquid ratio on the yield of clove total
phenols
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15
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25
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1∶30
1∶30
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1∶25
1∶25

Y丁香总酚
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1.30±0.14
1.29±0.13
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表 2 响应面试验设计及结果

Table 2 Response surface experiment design and results

序号

7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17

A乙醇浓
度/%
45
75
60
60
60
60
60
60
60
60
60

B超声时
间/min
20
20
15
25
15
25
20
20
20
20
20

C料液比/
（g/mL）
1∶35
1∶35
1∶25
1∶25
1∶35
1∶35
1∶30
1∶30
1∶30
1∶30
1∶30

Y丁香总酚
得率/（mg/g）
1.49±0.21
1.47±0.10
1.30±0.11
1.31±0.24
1.45±0.07
1.57±0.13
1.61±0.40
1.56±0.12
1.55±0.16
1.56±0.19
1.62±0.11

续表 2 响应面试验设计及结果

Continue table 2 Response surface experiment design and results

表 3 响应面拟合二次回归方程方差分析结果

Table 3 Results of response surface fitting regression equation
ANOVA

来源

模型

A

B

C

AB

AC

BC

A2

B2

C2

残差

失拟项

纯误差

总和

平方和

0.256 9
0.002 6
0.012 4
0.081 8
0.000 7
0.000 2
0.003 4
0.073 6
0.050 4
0.017 0
0.003 9
0.000 2
0.003 7
0.260 8

自由度

9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
7
3
4
16

均方

0.028 5
0.002 6
0.012 4
0.081 8
0.000 7
0.000 2
0.003 4
0.073 6
0.050 4
0.017 0
0.000 6
0.000 1
0.000 9

F值

50.87
4.62
22.10
145.79
1.16
0.428 1
5.99
131.14
89.89
30.21

0.066 6

P值

<0.000 1
0.068 7
0.002 2
<0.000 1
0.317 4
0.533 8
0.044 2
<0.000 1
<0.000 1
0.000 9

0.974 8

显著性

**

**
**

*
**
**
**

注：**表示影响极显著（P<0.01）；*表示影响显著（P<0.05）。
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得率的因素先后顺序依次为 C（料液比）>B（超声时间）>
A（乙醇浓度），其中一次项 B、C 和二次项 A2、B2、C2对
丁香总酚得率的影响均极显著（P<0.01），交互项 BC
对丁香总酚得率影响显著（P<0.05），一次项 A 对丁香

总酚得率的影响不显著（P>0.05）。

2.2.3 各因素交互作用的响应面图

不同因素间的交互作用对丁香总酚得率的影响

见图 4。
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如图 4所示，BC交互作用的响应面呈现明显的梯

度变化，等高线呈椭圆形（P<0.05），说明超声时间与料

液比的交互作用对丁香总酚得率有显著影响，与方差

分析结果一致。

2.2.4 验证试验

采用 Design‐Expert 13软件进行工艺优化分析后，

得出提取丁香总酚的最优参数为乙醇浓度 58.63%、超

声时间 21.69 min、料液比 1∶32.98（g/mL）。在此条件

下，丁香总酚得率的理论预测值为 1.62 mg/g。根据实际

情况调整工艺参数为乙醇浓度 60%、超声时间 22 min、
料液比 1∶33（g/mL），重复 3次试验，丁香总酚得率为

（1.60±0.02）mg/g，与预测值较为接近，表明该模型能

图 4 不同因素间的交互作用对丁香总酚得率的影响

Fig.4 Effect of interactions among different factors on the yield of clove total phenols
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较好地预测丁香总酚得率。

2.3 抑菌活性分析

2.3.1 丁香总酚的抑菌效果分析

丁香总酚对常见细菌的抑菌效果见图 5。

如图 5所示，阴性对照组（无菌生理盐水处理）对

3种供试菌株（大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、沙门氏菌）

均未表现出抑菌效果。丁香总酚对金黄色葡萄球菌和

沙门氏菌具有显著的生长抑制作用，其抑菌圈直径分

别为 17.50、16.30 mm。然而，对同为革兰氏阴性菌的

大肠杆菌则未观察到明显的抑菌作用。这说明丁香总

酚对不同的致病菌抑菌效果也不相同。丁香总酚对大

肠杆菌的抑菌效果不显著可能是由于菌株特性影响，

目标大肠杆菌菌株可能存在耐药性或对酚类成分天然

不敏感，或者是由于提取物中的其他成分可能拮抗丁

香酚活性。

2.3.2 丁香总酚最小抑菌浓度

丁香总酚的最小抑菌浓度见表 4。

由表 4可以看出，丁香总酚对金黄色葡萄球菌的

最小抑菌浓度为 0.062 5 mg/mL，对沙门氏菌的最小抑

菌浓度为 1.000 0 mg/mL。

3 结论

本研究采用超声波辅助乙醇提取技术，结合响应

面法对丁香总酚的提取工艺进行优化，并系统研究其

对金黄色葡萄球菌、沙门氏菌和大肠杆菌的抗菌活性。

研究结果表明，丁香总酚最佳提取工艺条件为乙醇浓

度 60%、超声时间 22 min、料液比 1∶33（g/mL），在此条

件下丁香总酚得率为（1.60±0.02）mg/g。通过抑菌试

验进一步发现，丁香总酚对以金黄色葡萄球菌为代表

的革兰氏阳性菌的抑制作用，明显强于其对以大肠杆

菌为代表的革兰氏阴性菌的抑制作用。本研究不仅可

为高效生产丁香总酚提供可靠的技术参数，也可为相

关抗菌材料和医药产品的开发提供坚实的理论基础。
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表 4 丁香总酚的最小抑菌浓度

Table 4 Minimum inhibitory concentration of clove total eugenols

供试菌

沙门氏菌

金黄色葡
萄球菌

丁香总酚浓度/（mg/mL）
3.875 0
-
-
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-
-

0.250 0
+
-

0.062 5
+
-
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+
+
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+
+

0.001 0
+
+

注：+表示有菌生长；−表示无菌生长。
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