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桉叶超声波提取工艺优化及其抑菌活性研究
田英  李柯影

武汉华夏理工学院 生物与制药工程学院，中国·湖北 武汉 430000

摘要：为优化蓝桉叶超声波提取工艺并研究其抑菌活性，本研究以乙醇为溶剂，通过单因素实验考察温度、时间、

料液比及乙醇浓度对提取效果的影响。结果表明，蓝桉叶活性成分最佳超声波提取工艺为：温度 60℃、提取时间

20min、料液比 1:10、乙醇体积分数 60%。抑菌结果表明，蓝桉叶对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌均有明显抑菌活性，

可为蓝桉叶后续开发及抑菌应用提供实验依据。
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Abstract：To optimize the ultrasonic extraction process of Eucalyptus globulus leaves and study its antibacterial activity, this 
study used ethanol as the solvent and investigated the effects of temperature, time, solid-liquid ratio, and ethanol concentration 
on the extraction efficiency through single-factor experiments. The results showed that the optimal ultrasonic extraction 
process for the active components of Eucalyptus globulus leaves was: temperature 60℃, extraction time 20 min, solid-liquid 
ratio 1:10, and ethanol volume fraction 60%. The antibacterial results indicated that Eucalyptus globulus leaves had significant 
antibacterial activity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus, which can provide experimental basis for the 
subsequent development and antibacterial application of Eucalyptus globulus leaves.
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0 引言
桉树是桃金娘科桉属、杯果木属、伞房属树种总称[1]，

种类多、生长快、适应性强，广泛引种于世界各地，在我

国主要分布于广东、广西、云南等[2]，常见栽培种有尾叶

桉、巨桉、赤桉、蓝桉等[3]。蓝桉为桃金娘科桉属常绿植

物[4]，原产于澳大利亚，19 世纪末引入我国，速生、抗逆

性强、经济价值高[5,6]。蓝桉叶主要活性成分为 1,8- 桉叶

素，其次是 α- 蒎烯、α- 松油醇、β- 桉叶醇等[7]。蓝

桉的叶和果实为传统中草药，具有疏风散热、抑菌消炎、

防腐止痒等功效；现代药理研究表明，蓝桉还具有抗菌、

抗病毒、抗肿瘤、抗氧化等活性[8]。目前蓝桉活性成分提

取常用溶剂提取、微波提取、超临界流体萃取及超声波提

取等方法[9]，提取溶剂以水、乙醇、石油醚为主[10,11]。超声

波提取法利用空化效应、机械效应与热效应破碎植物细胞

壁，可显著提高提取效率，但现有工艺尚不完善，最优提

取条件仍不明确[12]。本研究采用超声波提取法，通过单因

素实验优化蓝桉叶活性成分提取工艺，并探究其对大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌的抑菌活性，为蓝桉叶的开发利用及

产业化应用提供依据与技术参考。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

1.1.1 材料与试剂

蓝桉叶：云南省中药材，产自云南；桉叶油醇：上

海源叶生物科技有限公司；琼脂粉、酵母粉、胰蛋白胨：

北京兰杰柯科技有限公司；蛋白胨：北京奥博生物技术有

限公司；无水乙醇、氢氧化钠、氯化钠：国药集团化学试

剂有限公司；氨苄青霉素：福州飞净生物科技有限公司；

Mueller-Hinton 琼脂：海博生物；大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌为武汉华夏理工学院实验室现有保藏菌种。

1.1.2 仪器与设备

紫外可见分光光度计：北京普析通用仪器有限公司；

多频恒温超声波提取机：上海比朗仪器制造有限公司；立

式压力蒸汽灭菌器：合肥华泰医疗设备有限公司；多功能

粉碎机：永康市小宝电器有限公司；恒温培养箱：上海福

玛实验设备有限公司；生物安全柜：济南鑫贝西生物。 

1.2 实验方法与分组

1.2.1 单因素试验

采用超声提取法，研究提取温度、提取时间、料液比
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及乙醇体积分数对蓝桉叶中 1,8- 桉叶素提取含量的影响。

（1）提取温度对 1,8- 桉叶素提取含量的影响

蓝桉叶粉碎后，称取 2g，加入 40mL 70% 乙醇溶液混

匀，分别在 30、40、50、60、70℃超声提取 30min；提取

液过滤后定容至 5mL，用紫外分光光度法测定吸光度，并

计算提取含量。

（2）提取时间对 1,8- 桉叶素提取含量的影响

蓝桉叶粉碎称取 2g，加入 40mL 70% 乙醇溶液混匀，

于 60℃条件下分别超声提取 20、30、40、50、60min，过

滤后稀释定容至 6mL 测定吸光度，并计算提取含量。

（3）料液比对 1,8- 桉叶素提取含量的影响

蓝桉叶粉碎称取 2g，按料液比 1:10、1:15、1:20、

1:25、1:30 加入 70% 乙醇溶液混匀，于 60℃条件下超声提

取 20min，过滤后稀释定容至 6mL 测定吸光度，并计算提

取含量。

（4）乙醇体积对 1,8- 桉叶素提取含量的影响

蓝桉叶粉碎称取 2g，分别加入 20mL 50%、60%、

70%、80%、90% 乙醇溶液混匀，60℃超声提取 20min；滤

液稀释定容至 6mL 后测定吸光度，计算提取含量。

1.2.2 1,8- 桉叶素含量测定

（1）标准曲线的绘制

分别以 70% 乙醇和 60% 乙醇为溶剂，配制 1,8- 桉叶

素标准系列溶液并建立两条标准曲线。配制浓度均为 0.2、

0.4、0.6、0.8、1.0 mg/mL 的 1,8- 桉叶素标准溶液。于

210 nm 波长下分别测定各标准溶液的吸光度，以标准品浓

度为横坐标，吸光度为纵坐标，进行线性回归分析，绘制

标准曲线。

（2）样品含量测定

单因素试验以 70% 乙醇为参比测吸光度，代入标准曲

线 y = 0.6115x + 0.1527（R2 = 0.99）计算桉叶素含量并绘

制趋势图。确定最优提取条件后进行样品提取，以 60% 乙

醇为参比，按曲线 y = 0.6975x + 0.1907 （R2 = 0.99）计算

1,8- 桉叶素提取含量。

1.2.3 最佳提取条件下桉叶提取物的制备

蓝桉叶粉碎后称取 4 g，加入 40 mL 60% 乙醇溶液，

浸泡 20 min。采用超声提取仪，于 60 ℃条件下超声提取

20 min。过滤后于 4 ℃保存。

1.2.4 实验分组

阴性对照组：60% 乙醇溶液；阳性对照组：氨苄青

霉素溶液；实验组为 60% 乙醇制备的桉叶提取物，设低、

中、高浓度组，分别为提取原液稀释 13 倍、7 倍、4 倍，

每组 3 次平行重复。

1.2.5 菌种培养与菌悬液制备

（1）菌种活化与纯化

将大肠杆菌、金黄色葡萄球菌接种于 LB 液体培养

基（酵母提取物 1g、胰蛋白胨 2g、氯化钠 2g，加 NaOH 

100μL，定容至 200mL），37℃、180r/min 振荡培养 

6–12h 至菌液浑浊。菌液在 MH 琼脂平板（10.5g，定容

至 250mL）划线纯化，35±1℃培养 24h。

（2）菌悬液制备

挑取大肠杆菌、金黄色葡萄球菌单菌落于生理盐水，

制成浓度为 108 CFU/mL 的菌悬液。

1.2.6 牛津杯法抑菌实验

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌菌悬液加入 MH 琼脂平

板，涂布均匀；放置牛津杯，分别加入 100μL 不同浓度

桉叶溶液、氨苄青霉素溶液及 60% 乙醇溶液，35～37℃培

养 24h，观察并测量抑菌圈直径。

1.2.7 数据统计分析 

实验数据取自 3 次独立试验，采用 GraphPad Prism 10 

统计分析。结果显著性以 P 值表示：*P<0.05，**P<0.01，

***P<0.001，****P<0.0001。

2 结果与分析
2.1 单因素对桉叶 1,8- 桉叶素提取量的影响

2.1.1 提取温度的影响

如图 1 所示，1,8- 桉叶素含量随温度升高呈先升后降

趋势。30℃时超声作用较弱，细胞破壁不充分，有效成分

溶出较少；60℃时提取效果最佳，提取量达到峰值；温度

继续升高时，会加速 1,8- 桉叶素挥发与分解，致使提取量

明显下降。
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图1 提取温度对1,8-桉叶素提取量的影响

2.1.2 提取时间的影响

如图 2 所示，1,8- 桉叶素含量随提取时间延长先升高

后降低，提取时间较短时有效成分释放尚不充分；当提取

20 min 时 1,8- 桉叶素含量释放达到峰值；提取 30～60 min
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时含量持续下降，说明继续延长提取时间会导致其挥发、

氧化与降解。
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图2 提取时间对1,8-桉叶素提取量的影响

2.1.3 料液比的影响

如图 3 所示，料液比 1:10 时 1,8‑ 桉叶素含量最高，

1:15 下降、1:20 微升，继续增大料液比则含量持续降低。

说明 1:10 可充分浸润桉叶促进溶出；溶剂过量会稀释成

分、降低浓度差导致效率下降；1:20 回升与少量残留成分

浸出有关，整体含量随溶剂量增加呈下降趋势。 
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图3 料液比对1,8-桉叶素提取量的影响

2.1.4 乙醇体积分数的影响

如图 4 所示，随乙醇体积分数升高，1,8- 桉叶素含量

整体呈先升后降趋势，当 60% 时达到峰值。乙醇体积分数

过低时，溶解与渗透能力不足；60% 时溶剂极性与成分溶

解度匹配最佳；体积分数过高时，溶剂极性降低，且细胞

壁脱水收缩，阻碍成分向溶剂中扩散，导致含量降低。
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图4 乙醇体积分数对1,8-桉叶素提取量的影响

2.1.5 最佳条件下桉叶提取及 1,8- 桉叶素含量测定

如图 5 所示，以 1,8- 桉叶素标准品浓度为横坐标，

210 nm 波长下吸光度为纵坐标，绘制标准曲线并计算回归

方程。最佳提取条件下稀释后所得 1,8- 桉叶素提取含量见

表 1。

表1 蓝桉叶超声提取最佳提取条件及含量

提取方法 主要参数
提取含量

（mg/g）

超声波辅

助提取法

提取时间20min，温度60℃，料液比

1:10(m:v)，乙醇体积分数60%,稀释，提

取3次

1.502
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图5 1,8-桉叶素标准曲线

2.2 蓝桉叶提取物对两种供试菌的抑菌效果

蓝桉叶提取物各浓度组、阴性对照（60% 乙醇）及阳

性对照（氨苄青霉素）对两种供试菌的抑菌效果见图 6-7。

结果显示，提取物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌均有抑菌

作用，阳性对照可见明显抑菌圈，阴性对照无抑菌圈。

图6 蓝桉叶提取物对大肠杆菌的抑菌效果

图7 蓝桉叶提取物对金黄色葡萄球菌的抑菌效果

2.3 蓝桉叶提取物抑菌效果统计分析

基于抑菌圈直径测定数据，对不同浓度蓝桉叶提取

物、阳性对照及阴性对照的抑菌效果进行统计学分析。如

图 8A 所示，大肠杆菌中提取物各浓度组与阳性对照组均

高于阴性对照组（P<0.0001）；低、中浓度组间无统计
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学意义，且均低于高浓度组（P<0.01、P<0.05），抑菌效

果随浓度升高呈增强趋势，高浓度组与阳性对照组无统

计学意义。如图 8B 所示，金黄色葡萄球菌中提取物各浓

度组与阳性对照组均高于阴性对照组（P<0.0001），提取

物各浓度组间无统计学意义；阳性对照组高于高浓度组

（P<0.01）及中、低浓度组（P<0.001），表明提取物对金

黄色葡萄球菌具有抑菌作用，但效果弱于阳性对照。

图8 桉叶提取物对两种供试菌的抑菌统计分析

3 结语
本研究通过单因素实验确定超声波提取法提取桉叶

活性成分的最佳工艺条件为：提取温度 60 ℃、时间 20 

min、料液比 1:10、乙醇体积分数 60%。采用牛津杯法进

行抑菌实验，结果表明，桉叶乙醇提取物对大肠杆菌和金

黄色葡萄球菌均有抑菌作用，对大肠杆菌的抑菌效果随浓

度升高显著增强。对金黄色葡萄球菌的抑菌作用随浓度升

高呈增强趋势，但浓度组间差异无统计学意义。综上得

出，桉叶乙醇提取物对革兰氏阴性菌和阳性菌均有良好抑

菌活性。
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