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微波、酶法双辅助提取葡萄籽原花青素及其 
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摘要：本文以新疆白葡萄籽为研究对象，利用微波、酶法双辅助提取葡萄籽中原花青素，并研究其抑菌性。在单因素实验的基

础上，利用 Box-Behnken 原理设计响应面实验，研究了料液比、微波时间、微波温度及纤维素酶添加量 4 个因素对葡萄籽原花青素

提取率的影响，经过 AB-8 型大孔树脂纯化后，得到的原花青素纯度为 95.6%，探究其抑菌性。实验表明，在微波温度 60 ℃、料液

比 1:14.6 (g:mL)、微波时间 9 min、纤维素酶添加量量 0.56 mg/mL 的条件下，得到的原花青素提取率最大为 5.72%。经纯化后的原花

青素能有效抑制金黄色葡萄球菌，抑菌圈直径达 19.2 mm，最低抑菌浓度（MIC）为 2.5 mg/mL，最低杀菌浓度（MBC）为 5 mg/mL。

经原花青素作用后的细菌，细胞膜通透性增加，细胞壁遭到破坏，扫描电镜照片显示细菌细胞表面凹陷褶皱，细胞大小不一。 
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Abstract: Procyanidins of Xinjiang white grape seeds were extracted by microwave and enzyme-assisted treatments for study of their 

antibacterial activity. Response surface analysis was conducted, using the Box-Behnken design experiment based on the single-factor test, to 

investigate the influence of four main factors (solid-liquid ratio, microwave time, microwave temperature, and cellulose dosage) on the 

procyanidin extraction rate. The extracted procyanidin sample was purified (purity 95.6%) using AB-8 macroporous resins. The optimal 

extraction conditions were as follows: temperature, 60 ℃; solid-liquid ratio, 1:14.6 (g:mL); microwave time, 9 min; and cellulose dosage, 0.56 

mg/mL. Under these conditions, the procyanidin extraction yield was 5.72%. The purified procyanidins could effectively inhibit the growth of 

Staphylococcus aureus, with an inhibition zone diameter of 19.2 mm, a minimal inhibitory concentration (MIC) of 2.5 mg/mL, and a minimum 

bactericidal concentration (MBC) of 5 mg/mL. After treatment with the procyanidins, the permeability of the bacterial cell membrane was 

increased and the cell wall was destroyed. Scanning electron microscope images of the procyanidin-treated S. aureus showed wrinked bacterial 

surfaces and different cell sizes . 
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将其归为生物类黄酮[1]，也有人将其归为缩合鞣质。

这类化合物由不同数量的儿茶素或表儿茶素结合而

成，最简单的是儿茶素、表儿茶素或儿茶素与表儿茶

素形成的二聚体，此外还有三聚体、四聚体等直至十

聚体。它具有良好的抗氧化作用，其清除自由基的能

力是维生素 C 的 50 倍，维生素 E 的 20 倍[2]。此外，

还具有抗突变、抗心血管疾病、抗癌和延缓衰老等活

性[3,4]。葡萄籽原花青素的提取方法主要有溶剂提取

原花青素（Procyanidins，PC）是植物中广泛存

在的一类属于双黄酮衍生物的天然多酚化合物，有人 
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法、超临界流体萃取法、超声波辅助法，微波辅助提

取等[5~8]。使用传统方法提取原花青素，提取率不高，

造成一定的资源浪费，同时，使用微波消解仪可以达

到控温的效果，能较好的探究微波温度这一因素对原

花青素提取率的影响。 
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葡萄是世界上经济价值较高的一种果树，又名单

龙珠、山葫芦、蒲桃，为葡萄科葡萄属植物。新疆葡

萄种植面积占全国的 21%，其中酿酒葡萄占全国的

19%，新疆现有葡萄酒加工厂近三十家，生产能力在

20 万 t 左右，但是葡萄酒加工后的皮渣及葡萄籽的利

用还不充分[9]。葡萄籽中的酚类物质主要是原花青素，

其在酸性热醇作用下会产生花青素，包括单体和聚合

体[10]。目前为止，研究者已从葡萄籽和皮中分离、鉴

定了 16 种原花青素，多属于低聚原花青素（OPC）[11]。 

金黄色葡萄球菌是引起细菌性食物中毒的重要

病原菌之一，是肉制品和发酵食品主要污染菌[12]。美

国疾病控制中心（CDC）报告显示，由金黄色葡萄球

菌引起的疾病感染占第二位，仅仅次于大肠杆菌。金

黄色葡萄球菌感染的预防是世界性卫生难题，在美国

由金黄色葡萄球菌肠毒素引起的食物中毒占细菌性食

物中毒的 33%，金黄色葡萄球菌引起的食物中毒事件

在国内也时有发生。 

目前国内对葡萄籽原花青素抑菌效果的研究较

少，仅有董晓敏、陈茵茹[13,14]等人的少许报道，大部

分研究集中于对原花青素抗氧化性的研究。本文通过

微波、酶法双辅助提取葡萄籽中原花青素，经纯化后

探究其抑菌性，通过比较不同浓度原花青素作用后的

金黄色葡萄球菌细胞膜通透性、蛋白含量以及电导率

变化等，探究葡萄籽原花青素抑菌机理。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

实验原料：新疆白葡萄籽，烘干粉碎后备用；

USA300 金黄色葡萄球菌，中国菌种保藏中心；

ATCC-25922 大肠杆菌，中国菌种保藏中心；琼脂（批

号：20160108）、肉汤培养基（批号：20160808），上

海恒远生物科技有限公司等。 
实验药品：石油醚（批号：20140801），江苏强盛

功能化学股份有限公司；乙醇（批号：20150930），国

药集团化学试剂有限公司；甲醇（批号：20160316），
天津市富宇精细化工有限公司；香草醛（批号：Q/12HB 
3637-2010），天津市科密欧化学试剂有限公司；AB-8
型大孔树脂，杭州争光树脂有限公司；碱性磷酸酶试

剂盒（批号：20140414），南京建成生物工程研究所；

考马斯亮蓝（分析纯），天津市登科化学试剂有限公司。 

1.2  实验仪器 

Mars6 型号微波消解仪，美国 CEM 公司；

Scientz-18N 型冷冻干燥机，宁波新芝生物科技股份有

限公司；FA1104N 型电子分析天平，LEICI/雷磁；

TU-1901 型双光束紫外可见分光光度计，北京普析通

用仪器有限责任公司；101-1 型电热恒温干燥箱，上

海一恒科学仪器有限公司；RW20 数显型顶置式机械

搅拌器，德国 IKA 公司；高速冷冻离心机，株式会社

日立制作所；水平流形超净工作台，南通沪南科学仪

器有限公司；电热恒温振荡培养箱，上海知楚仪器有

限公司。 

1.3  实验方法 

1.3.1  葡萄籽的预处理 
预处理：葡萄籽→粉碎→过 60 目筛→石油醚索氏提取，

去脂→干燥，备用。 

提取方法：称取干燥后的葡萄籽 20 g，放入 500 
mL 锥形瓶中，依次添加纤维素酶、浓度为 50%的乙

醇溶液，搅拌浸泡 30 min 后，放入微波消解仪中辅助

处理，一定时间后取出冷却，8000 r/min 条件下高速

离心 10 min，取上清液并测定其吸光度，计算原花青

素提取率。 
1.3.2  原花青素标准曲线的绘制 

香草醛-盐酸法：精确称量香草醛 40 g，甲醇溶解

并定容至 1 L。配置浓度为 50 μg/mL、100 μg/mL、150 
μg/mL、200 μg/mL 和 250 μg/mL 的儿茶素标准溶液，

取儿茶素标准溶液 1 mL，依次加入香草醛-甲醇溶液 6 
mL、浓盐酸 3 mL，混合均匀后恒温反应 15 h，以香

草醛-甲醇溶液:甲醇:浓盐酸=6:1:3 的混合溶液为空白

对照，500 nm 处测吸光度。以儿茶素标准溶液浓度为

横坐标，吸光值为纵坐标绘制儿茶素标准曲线，得回

归方程 y=0.00119x+0.0106，R2=0.996。 
1.3.3  原花青素含量及纯度的测定 

%100
1000

(%) ×
×

××
=

M
vmc

原花青素提取率
   （1） 

式中：c 为回归方程得到的浓度（mg/mL）；m 为稀释倍数；

v 为待测液体积（mL）；M 为称取的脱脂葡萄籽质量（g）。 

%100
1000

(%) ×
×

××
=

W
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原花青素纯度
      （2） 

式中：c 为回归方程得到的浓度（mg/mL）；m 为稀释倍数；

v 为待测液体积（mL）；W 为冷冻干燥后葡萄籽提取物的质量

（g）。 

1.3.4  单因素实验及响应面优化 
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在预实验的基础上，以 50%乙醇（分析纯）为提

取试剂，选取料液比、微波时间、微波温度和纤维素

加入量四个因素对原花青素得率的影响进行单因素试

验，以确定最佳提取条件。在单因素试验结果的基础

上，以 Design-expert 8.06 分析软件为辅助手段，根据

Box-Behnken 试验设计原理[15]，以原花青素的得率为

响应值，设计四因素三水平的响应面分析试验。 
表1 响应面分析因子及水平表 

Table 1 Factors and levels of the response surface analysis 

因素 
水平 

-1 0 1 

A 微波温度/℃ 50 60 70 

B 微波时间/min 7 9 11 

C 纤维素添加量/(mg/mL) 0.4 0.6 0.8 
D 料液比/(g:mL) 12 14 16 

1.3.5  葡萄籽原花青素抑菌性研究 
1.3.5.1  牛津杯法细菌敏感性实验 

取对数生长期的两种试验用菌，液体培养基接种，

37 ℃条件下培养 10 h。用无菌液体培养基将菌液调配

成 0.5 麦氏浊度的菌悬液，进行 1:1000 比例稀释至含

菌量约为 105 CFU/mL。取两种菌悬液 0.4 mL 至平皿

中，使菌悬液均匀涂布在固体培养基表面上，将无菌

不锈钢小管（牛津杯）放置在培养基上，使其与培养

基无空隙接触静置 2 min 后，向各小管中加入 10 
mg/mL 待测样品溶液 200 μL，每皿做 3 组平行实验，

0.85%无菌氯化钠溶液作为空白对照，37 ℃培养

18~24 h，观察抑菌效果并用直尺测量抑菌圈直径。 
1.3.5.2  最低抑菌浓度(MIC)和最低杀菌浓度(MBC)
的测定 

取八只试管，采用二倍稀释法配制各种浓度样液

（10.0、5.0、2.5、1.25、0.625、0.312 及 0.156 mg/mL，
8 号试管不加样液做空白对照），然后各管均加入供试

菌液 0.05 mL，每个待测样品做 3 个平行组，另取 8
只试管不加任何菌液作为空白对照，1‰吐温 40 作为

空白，37 ℃恒温培养箱中培养 24 h 后观察，以试管中

无细菌生长的最低浓度为该试验样品最低抑菌浓度

(MIC)。从无菌生长的各个试管中吸取 0.2 mL 样液均

匀涂布于平板培养基上，37 ℃恒温条件下培养 24 h，
观察。含原花青素量最少并且平板上无菌生长的试管，

对应的浓度为原花青素对试验菌种的最低杀菌浓度

(MBC)。 
1.3.5.3  原花青素对细菌细胞膜通透性的影响 

分别将 1 倍 MIC 和 3 倍 MIC 的原花青素加入到

菌悬液中，37 ℃、150 r/min 摇床培养，以 1‰吐温 40
作为阴性对照组，0 h，1 h，2 h，3 h，4 h，5 h，6 h，

7 h，8h 测定菌悬液的电导率值，每样重复三次。 
1.3.5.4  葡萄籽原花青素对金黄色葡萄球菌细胞壁完

整性的影响 
分别将 1 倍 MIC 和 3 倍 MIC 的原花青素加入到

菌悬液中，37 ℃、150 r/min 摇床培养，以 1‰吐温 40
作为阴性对照组，0 h、1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 h、
7 h 和 8 h 取样。5000 r/min 离心 10 min，取上清液用

碱性磷酸酶试剂盒方法测定碱性磷酸酶(AKP)的含

量。 
1.3.5.5  原花青素对细菌可溶性蛋白含量的影响 

取 1.3.5.4 方法制备的上清液，采用考马斯亮蓝

G-250 比色法测定原花青素溶液对细菌可溶性蛋白质

含量的影响。 
1.3.5.6  用扫描电镜观察原花青素对细菌细胞超微结

构的影响 
接种对数生长期的菌种至含有含1倍MIC浓度的

原花青素的液体培养基中，使培养基中活菌数约为105 
CFU/mL，以 1‰吐温 40 为阴性对照，37 ℃摇床培养

6 h 后，3000 r/min 离心弃上清，按照扫描电镜制备方

法制备样品。 
1.3.6  数据统计分析 

借助Design-expert 8.06分析软件进行响应面统计

分析，相关数据及图形均是从软件中得出；抑菌性研

究数据分析则使用 Origin 8.0 软件做图，使用 SPSS 
Statistics 21.0 软件进行单因素 ANOVA 分析，p<0.01
时为极显著性差异，p<0.05 时为显著性差异。 

2  结果与分析 

2.1  单因素结果及分析 

在探究温度对提取率的影响时，得到最佳提取温

度为 60 ℃。随着温度的升高，提取率逐渐上升，当

温度超过 60 ℃时，原花青素得率有下降趋势，在温

度达到 70 ℃以后，原花青素提取率下降尤其明显。

这可能由于温度升高，分子运动速率加快，渗透、扩

散、溶解速率加快，同时高温可以引起细胞膜结构的

变化，使原花青素由葡萄籽的外层细胞转移到溶剂中，

但若温度超过某一界线，可能会造成原花青素结构的

破坏，同时较高的温度会破坏纤维素酶活性，最终导

致提取率下降。 
在探究微波时间对提取率影响时，得到最佳微波

作用时间是 9 min。随着微波时间的延长，提取率快

速提高，效果较为明显，这可能是因为微波使分子的

热运动加剧，快速将细胞壁破坏，葡萄籽细胞内的原

花青素较快地分离浸提出来。随着微波时间的继续延
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长，9 min 后原花青素提取率出现拐点，提取率下降，

由于大部分原花青素已经被浸提出来，如果仍继续微

波助提，会破坏已经提取出的原花青素稳定性，因此

选择 9 min 为最佳微波时间。 
在探究料液比对提取率影响时，得到最佳料液比

倍数是 14。随着料液比倍数的增加，原花青素提取率

逐步上升，当料液比超过 14 时，提取率增幅显著降低，

考虑到生产成本，选择 14 倍料液比为最佳料液比。 
在探究纤维素酶对提取率影响时，得到最佳纤维

素酶加入量是 0.6 mg/mL。纤维素酶的加入明显提高

原花青素的提取率，当纤维素酶添加量达到 0.6 g/L 以

后，提取率反而下降。这是因为纤维素酶催化细胞壁

中纤维素水解，使细胞壁破损，膜的渗透性增加，促

进细胞内原花青素的溶出，而且细胞壁的破损也有利

于下一步微波提取，跟微波助提起到良好的协同作用。

但当纤维素酶继续添加时，原花青素提取率反而下降，

这可能是由于在纤维素酶浓度较低时，酶与底物充分

结合，随着纤维素酶浓度的提高，底物与纤维素酶结

合未达到饱和状态，导致纤维素酶的催化作用受到抑

制。 

2.2  响应面试验优化结果及分析 

根据Design Expert Software 8.06分析软件设计的

微波、酶法双辅助提取葡萄籽原花青素的实验方案与

结果见表 2。 

表2 响应面分析方案及实验结果 

Table 2 Experimental design and results of RSM analysis 
试验号 微波温度(A) 微波时间(B) 纤维素酶添加量(C) 料液比(D) 原花青素提取率/% 预测值 原花青素纯度/%

1 50 7 0.6 14 5.04 5.08 69 

2 70 7 0.6 14 4.87 4.86 73 

3 50 11 0.6 14 4.76 4.81 66 

4 70 11 0.6 14 5.11 5.11 70 

5 60 9 0.4 12 5.22 5.1 71 

6 60 9 0.8 12 5.06 5 74 

7 60 9 0.4 16 5.34 5.45 81 

8 60 9 0.8 16 5.04 5.20 71 

9 50 9 0.6 12 4.73 4.81 65 

10 70 9 0.6 12 4.53 4.73 67 

11 50 9 0.6 16 5.22 4.96 76 

12 70 9 0.6 16 5.28 5.13 78 

13 60 7 0.4 14 5.32 5.28 78 

14 60 11 0.4 14 5.41 5.38 80 

15 60 7 0.8 14 5.25 5.22 74 

16 60 11 0.8 14 5.13 5.1 74 

17 50 9 0.4 14 4.76 4.84 68 

18 70 9 0.4 14 5.06 5.07 80 

19 50 9 0.8 14 4.83 4.85 67 

20 70 9 0.8 14 4.77 4.71 71 

21 60 7 0.6 12 5.11 5.07 75 

22 60 11 0.6 12 5.27 5.22 81 

23 60 7 0.6 16 5.43 5.51 79 

24 60 11 0.6 16 5.28 5.34 81 

25 60 9 0.6 14 5.72 5.72 85 

26 60 9 0.6 14 5.68 5.72 83 

27 60 9 0.6 14 5.64 5.72 87 

28 60 9 0.6 14 5.75 5.72 82 

29 60 9 0.6 14 5.83 5.72 84 
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对上述实验数据进行多元回归分析，得到原花青

素提取率对提取微波温度（A）、微波时间（B）、纤维

素酶添加量（C）及料液比（D）的二次多项回归模型： 

该二次多项回归方程中各项系数绝对值大小直接

反映各因素对响应值的影响程度，系数的正、负反映

影响的方向。由方程的二此项系数为负值，推断方程

代表的抛物面开口向下，具有极大值点，可以进行优

化分析对该模型进行显著性检验及方差分析以验证此

方程的有效性，结果见下表。 

原 花 青 素 提 取 率 (%)=5.72+0.023A+0.0033B 
-0.094C+0.14D+0.13AB-0.090AC+0.065AD-0.077BC-0
.077BD- 0.035CD-0.57A2-0.18B2-0.28C2-0.25D2 

表3 回归分析结果 

Table 3 Results of the regression analysis 
方差来源 平方和(SS) 自由度(DF) 均方(MS) F 值(F) P 值(P) 显著性 

模型 2.94 14 0.21 11.53 <0.0001 ** 

A 6.53E-03 1 6.53E-03 0.36 0.5588  

B 1.33E-04 1 1.33E-04 7.32E-03 0.933  

C 0.11 1 0.11 5.84 0.0299 * 

D 0.23 1 0.23 12.76 0.0031 ** 

AB 0.068 1 0.068 3.71 0.0746  

AC 0.032 1 0.032 1.78 0.2036  

AD 0.017 1 0.017 0.93 0.3517  

BC 0.024 1 0.024 1.32 0.27  

BD 0.024 1 0.024 1.32 0.27  

CD 4.90E-03 1 4.90E-03 0.27 0.6121  

A2 2.12 1 2.12 116.53 <0.0001 ** 

B2 0.21 1 0.21 11.8 0.004 ** 

C2 0.51 1 0.51 28.07 0.0001 ** 

D2 0.42 1 0.42 22.84 0.0003 ** 

残差 0.25 14 0.018    

失拟项 0.23 10 0.023 4.47 0.0808  

纯误差 0.021 4 5.23E-03    
总离差 3.19 28     

注：“**”为极显著水平，即 p<0.01；“*”为显著水平，即 p<0.05。 
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图1 任意两因素交互作用对提取率影响的响应面 

Fig.1 Response surface showing the interaction of any two factors on the extraction ratio 
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从表 3 可以看出，p<0.0001，表明模型极显著，

具有统计学意义。方程中温度的二次项、纤维素添加

量和料液比的二次项对响应值的影响极显著，微波时

间和料液比的二次项影响也极显著，纤维素添加量影

响显著，其他因素对响应值的影响不显著。各因素影

响程度为液料比>纤维素添加量>微波温度>提取时

间。失拟项 p=0.0808>0.05，这对模型是有利的，失拟

度不显著，因此可用该回归方程代替试验真实点对结

果进行分析。校正决定系数 R2(adj)=0.9202>0.80，表

明该模型能够准确解释 92.02%的响应值变化，进一步

说明试验有较好的可靠性。 
根据回归分析结果做出响应曲面图，确定提取温

度、液料比、乙醇浓度以及超声时间 4 个因素对原花

青素提取率的影响，结果见图 1，由图可知微波温度

和纤维素酶加入量对提取率影响曲面图坡度明显较为

陡峭，尤其温度在 60 ℃附近、纤维素添加量在 0.6 g/L
左右，原花青素提取率较高。由 Design Expert Software 
8.06 软件处理得到最佳提取条件：料液比 14.59，提取

温度 60.53 ℃，微波时间 9.01 min，纤维素添加量 0.56 
g/L，此条件下原花青素提取率为 5.75%。提取工艺调

整为：液料比 15，提取温度 60 ℃，微波时间 9 min，
纤维素添加量 0.56 g/L，进行 3 次验证试验，原花青

素平均提取率 5.72%，相对偏差为 0.5%，验证了响应

曲面分析法所得最佳工艺可靠，验证了该回归模型的

合理性。与以往传统提取法（如李春阳等[5~8]）相比较，

本实验原花青素提取率有较大的提高。 

2.3  葡萄籽原花青素抑菌性研究结果与分析 

2.3.1  牛津杯法细菌敏感性实验 
表4 葡萄籽原花青素对两种菌的抑制作用 

Table 4 Inhibitory effect of grape seed procyanidins on two 

bacteria 

抑菌圈直径/mm 
组别 

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 

8.20 8.20 对照组(生理盐水) 
10.50 19.20 原花青素溶液 

表 4 中抑菌圈直径包含了牛津杯的直径（8.20 
mm），原花青素浓度为 10.00 mg/mL。可以看出，原

花青素对大肠杆菌抑制作用不明显，抑菌圈较小；原

花青素对金黄色葡萄球菌抑制效果较好，抑菌圈较大。 

2.3.2  原花青素对细菌最低抑菌浓度(MIC)和
最低杀菌浓度(MBC)的测定 

表 5 可以看出，葡萄籽原花青素对金黄色葡萄球

菌有明显抑菌作用，其 MIC 值为 2.5 mg/mL，MBC
为 5.0 mg/mL。而观察含大肠杆菌的试管，发现均有

浑浊出现，即使加入一定量的原花青素，大肠杆菌也

会有不同程度的生长，表明葡萄籽原花青素对大肠杆

菌几乎无抑制作用。 
表5原花青素的MIC和 MBC 

Table 5 MIC and MBC of procyanidins 

MIC/(mg/mL)  MBC/(mg/mL) 
 

 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 

/ 2.5  / 5 原花青素 
0.156 0.625  0.312 0.625 链霉素 

注：“/”代表在原花青素浓度范围内均有细菌生长。 

2.3.3  原花青素对金黄色葡萄球菌细胞膜通透

性得影响 
分别将 1 倍 MIC 和 3 倍 MIC 的的原花青素加入

到菌悬液中，37 ℃、150 r/min 摇床培养，以 1‰吐温

40 作为阴性对照组，0 h、1 h、2 h、3 h、4 h、5 h、6 
h、7 h 和 8 h 测定菌悬液的电导率值，每样重复三次。 

由图 2 可知，在 0 h 时，含有原花青素的菌悬液

高于对照组，且添加三倍 MIC 原花青素的菌悬液明显

高于其他两组，三组之间呈现极显著性差异（p<0.01）。
这可能由于原花青素自身含有大量酚羟基等带电荷成

分，致使电导率增加。随着时间的延长，对照组电导

率变化不大，但添加有原花青素的菌悬液电导率逐渐

增大，且添加三倍 MIC 原花青素的菌悬液电导率增大

趋势比添加一倍MIC原花青素的菌悬液更加明显，4 h
后电导率趋于稳定。可以推断原花青素的加入破坏了

细胞膜完整性，致使细胞膜通透性增加，胞内细胞质

 
图2 原花青素对金黄色葡萄球菌作用不同时间的电导率变化 

Fig.2 Effect of procyanidins on the electrical conductivity of 

Staphylococcus aureus 
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渗漏、电解质渗出，导致溶液电导率升高。 
2.3.4  葡萄籽原花青素对金黄色葡萄球菌细胞

壁完整性的影响 
细菌的保护膜是它的细胞膜，当菌体遇到抑菌性

物质而细胞膜遭到破坏时，菌体的细胞膜破裂，使其

内部的电解质外泄至培养液中，致使培养液的电导率

上升，因此菌液电导率的变化可以反映了细菌细胞膜

通透性的变化[16]。碱性磷酸酶是存在于细胞壁与细胞

膜之间的一种酶，正常情况下在胞外不能检测到其活

性。 
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图3 金黄色葡萄球菌胞外AKP含量的变化 

Fig.3 Effect of procyanidins on the extracellular AKP content of 

Staphylococcus aureus 
由图 3 可以看出，对照组菌悬液中 AKP 含量几

乎无明显变化，而原花青素作用后的菌液，胞外碱性

磷酸酶含量明显增高，且三倍 MIC 作用后的菌液中碱

性磷酸酶含量明显高于一倍 MIC 作用后的菌悬液，一

倍 MIC 组与对照组差异性显著（p<0.05），三倍 MIC
组与一倍 MIC 组、对照组之间均呈现极显著差异

（p<0.01）。 
随着时间的增加，原花青素作用过的菌悬液碱性

磷酸酶快速泄露，之后在 2~4 h 泄露趋于缓和，这可

能是由于原花青素的突然加入，对细菌细胞刺激较大，

细胞壁通透性增加，而 2~4 h，通透性降低，泄露减

缓。在 4~6 h，AKP 泄露量急剧增多，这可能是由于

细胞壁被严重破坏，细胞完整性受到极大损伤，通透

性再次急剧增加。实验结果表明，原花青素对金黄色

葡萄球菌细胞壁有破坏作用，使得细胞壁通透性增加，

胞外碱性磷酸酶含量上升，且高浓度原花青素对细菌

细胞破坏力更强。 
2.3.5  原花青素对金黄色葡萄球菌可溶性蛋白

含量的影响 
蛋白标准曲线如图 4，线性方程为： 
y=168.94x+11.309，R2=0.9978 
由图 5 看出，三倍 MIC 和一倍 MIC 的原花青素

作用后的菌悬液胞外蛋白质含量明显高于对照组，且

三倍 MIC 高于一倍 MIC，三组之间差异性极显著

（p<0.01）。在细胞质中，含有较多的蛋白质，且蛋白

质相对分子质量较大，当金黄色葡萄球菌细胞壁受损

后，细胞质外泄，蛋白质会随着细胞质大量泄漏到细

胞外，造成胞外蛋白含量增高。其中，在 6~8 h，检

测到蛋白含量上升较为明显，这可能是由于细胞完整

性被严重破坏，导致胞内物质加速外流。 

 
图4 蛋白含量标准曲线 

Fig.4 Standard curve of protein content 

 
图5 原花青素对金黄色葡萄球菌蛋白含量影响 

Fig.5 Effect of procyanidins on the extracellular protein content 

of Staphylococcus aureus 
2.3.6  用扫描电镜观察原花青素对金黄色葡萄

球菌细胞超微结构的影响 
由图 6 看出，在扫描电镜下，原花青素作用后的

金黄色葡萄球菌较为松散，大小不一，表面有凹陷，

细胞遭到明显破坏。而对照组金黄色葡萄球菌，表面

光滑，外观饱满，整体像葡萄状，十分紧实。扫描电

镜结果表明，原花青素作用后，细胞完整性确实遭到

较大破坏，整体松散。 
革兰氏阳性菌（如金黄色葡萄球菌）细胞壁的主

要成分是肽聚糖和部分磷壁酸，它对糖类、氨基酸、

多酚类小分子和大部分离子来说容易透过，原花青素

（尤其是所含的的低聚原花青素）分子量较小，较易

透过细胞壁，而原花青素分子结构中包含大量酚羟基，

酚羟基可损坏细胞膜，导致细胞胞内内溶物流出，因

此扫描电镜下，可以观察到细胞形态发生明显变化。 
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图6 扫描电镜下金黄色葡萄球菌的形态结构 

Fig.6 Morphological structure of Staphylococcus aureus under 

scanning electron microscopy 
注：a 和 b 为原花青素处理 12 h 后菌种；c 和 d 为对照组

正常菌种。 

3  结论 

3.1  本研究采用了微波萃取仪、纤维素酶双辅助提取

葡萄籽原花青素，将料液比、微波时间、微波温度及

纤维素酶添加量作为四个单因素变量，以原花青素提

取率作为响应值，采用 Box-Behnken 实验设计及响应

面优化分析，建立葡萄籽原花青素提取的二次多项式

回归模型，得到双辅助提取的最佳工艺：料液比 14.59，
提取温度 60.53 ℃，微波时间 9.01 min，纤维素添加

量 0.56 g/L，此条件下原花青素提取率为 5.75%。提取

工艺调整为：液料比 15，提取温度 60 ℃，微波时间

9 min，纤维素添加量 0.56 g/L，进行 3 次验证试验，

原花青素平均提取率 5.72%，相对偏差为 0.5%，表明

该回归模型是可靠的、合理的。本实验与传统提取方

法相比较有了较大改进，原花青素提取率有较大提高，

使用微波消解仪代替传统微波炉进行实验，以微波温

度和时间为变量，实验更具说服力和创新性。 
3.2  以革兰氏阴性代表菌大肠杆菌和革兰氏阳性代

表菌金黄色葡萄球菌为研究对象，通过牛津杯法细菌

敏感性实验和原花青素对细菌的 MIC 和 MBC 实验，

发现通过上述提取方法得到的原花青素对金黄色葡萄

球菌抑制效果远好于大肠杆菌，且对金黄色葡萄球菌

的抑菌圈达 19.2 mm，MIC 为 2.5 mg/mL，MBC 为 5 
mg/mL。进一步研究原花青素抑制金黄色葡萄球菌的

抑菌机理，发现经过原花青素作用后的菌悬液，电导

率上升明显，胞外碱性磷酸酶含量上升，胞内可溶性

蛋白外泄，扫描电镜照片显示细菌细胞表面凹陷褶皱，

细胞大小不一，散乱分布。表明原花青素的加入，破

坏了金黄色葡萄球菌细胞壁完整性，细胞膜通透性增

加，且抑菌效果与葡萄籽原花青素浓度正相关。 
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