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不同水解方法对藜麦皂苷抑菌活性及 

酪氨酸酶抑制作用的影响 
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摘要：本实验以藜麦麸皮为材料，通过双相酸水解法、直接酸解法、酶解法三种方法去处理藜麦麸皮，并利用正丁醇萃取获得

藜麦低级性皂苷。经过最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）、最低杀菌浓度（minimum bactericidal concentration，

MBC）及纸片法测定抑菌活性；并用酪氨酸酶抑制实验推测其抑制黑色素作用。最后用液相色谱质谱/质谱联用法（liquid 

chromatography electrospray ionisation tandem mass spectrometry，LC-MS/MS）和高效液相色谱法（high performance liquid 

chromatography，HPLC）来对抑菌和抑制酪氨酸酶活性效果最好的化合物进行定性定量分析。结果表明：经过双相酸水解转化的化

合物活性最好，对金黄色葡萄球菌和沙氏肠炎杆菌的 MIC=0.60 mg/mL，MBC=1.20 mg/mL，对表皮葡萄球菌的 MIC=0.30 mg/mL，

MBC=1.20 mg/mL；对铜绿假单胞菌有一定的抑制作用。0.5 mg/mL 的转化物对酪氨酸酶的抑制率达到 68.09%。根据 LC-MS/MS 及

HPLC 可知，经正丁醇萃取的水解后的化合物为皂苷。经过两相酸解后，部分皂苷发生了水解反应，造成了化合物极性的降低。利用

双相酸水解法从藜麦麸皮中萃取藜麦皂苷元提高了化合物的活性，增强了皂苷的抑菌和酪氨酸酶抑制作用，并且提取率明显高于直接

酸解法和酶解法。 
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Abstract: A large amount of saponins in quinoa bran was found to have biologically active. The activity of tyrosinase inhibition and 

bacteriostatic of less polar saponins in quinoa bran were investigated by different hydrolysis methods, such as biphasic acid hydrolysis method, 

direct acid hydrolysis and enzyme hydrolysis bran. Their active component was been speculated and conducted qualitatively and quantitatively. 

Bacteriostatic activity was determined by minimum bacteriostatic concentration (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC) and paper 

disk method. The whitening effect of tyrosinase inhibition was evaluated. LC-MS/MS and HPLC were used to identify the active compounds 

qualitatively and quantitatively. The results showed that the compounds that hydrolyzed and converted by bipolar acid had the best activities 

with MIC of 0.60 mg/mL, MBC of 1.20 mg/mL for Staphylococcus aureus and Salmonella enteritidis, MIC of 0.30 mg/mL, MBC of 1.20 

mg/mL for Staphylococcus epidermidis. It also had certain inhibitory effect on Pseudomonas aeruginosa. The inhibition rate of 0.5 mg/mL of 

the conversion compounds to tyrosinase reached 68.09%. According to LC-MS /MS and HPLC analysis, some saponins were hydrolyze after 

two-phase acid decomposition, resulting in the decrease of the polarity of the compounds. Extraction of saponins from quinoa bran by biphasic  
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acid hydrolysis could improve the activity of compound and enhance the function of the inhibitory on bacteria and rosinase activity. The 

extraction rate was significantly higher than that of direct acid hydrolysis and single enzyme hydrolysis. 

Key words: quinoa saponin; hydrolysis method; bacteriostatic; tyrosinase inhibition 

 
随着藜麦开始进入公众视线，与藜麦相关的研究

也在国内陆续进行。目前我国已在西藏、湖南、山西、

山东等地大量种植藜麦。藜麦作为古代玛雅文化的主

粮，在世界各地发展迅速，在引种栽培、化学成分、

遗传谱系、抗虫抗病基因、产品开发与利用等研究方

面取得了一定的进展，但是需要研究的问题依然很多，

比如在生产过程中，大部分藜麦麸皮会被视为废料直

接遗弃，并未使其得到充分利用，造成了潜在的资源

浪费和一定的环境污染[1]。 
麸皮是谷物加工的副产物，麸皮主要由皮层和糊

粉层所组成，麸皮约占籽粒重量的 20%左右[2]。藜麦

麸皮具有含量很高的活性物质，如多酚类，黄酮类，

皂苷类物质；实验室前期发现藜麦麸皮中含有大量皂

苷，含量可达 20%~30%[3]，且具有生物活性。皂苷又

称为皂角苷，近年来研究发现皂苷对人体健康有益，

许多中药的有效成分都是皂苷，皂苷可以降低人体胆

固醇水平，抵抗真菌、微生物及病毒感染，抑制血小

板凝聚以及抗癌等多种功效[4]。藜麦中皂苷味道苦涩，

作为一种抗营养物质，可以抵御鸟类，啮齿类动物对

藜麦籽粒的损害，近期有学者发现藜麦可以研发成一

种生物农药用于抵御福寿螺侵袭水稻作物[5]。更有学

者发现藜麦皂苷具有抗炎，抗菌活性[6,7]。目前，国内

对藜麦皂苷的研究，多数为藜麦皂苷的提取工艺研究
[8-10]。对不同处理方式特别是酸处理对皂苷结构和功

能影响的研究较少。 
麦皂苷属于五环三萜类的齐墩果烷型的皂苷，由

苷元和糖链组成，根据皂苷的母核结构上C-23与C-30
上连接的官能团的不同可以分为不同的苷元，苷元

C-3 与C-28 上会有不同数量以及结构的糖链取代H+，

形成不同的皂苷[11]。皂苷在加工或处理过程中，会造

成糖链的水解，从而使得藜麦皂苷极降低。低极性的

人参皂苷元、薯蓣皂苷元等次生级皂苷活性均要优于

转化前的总皂苷[12]。对于藜麦皂苷而言，采用直接碱

处理后会使得皂苷上糖链水解，从而降低藜麦皂苷的

极性，使得皂苷更易与微生物的膜系统结合，从而增

加了抗真菌及抗口腔致病菌的活性[13,14]。 
实验室前期通过对藜麦不同极性部位的探究发现

正丁醇层提取物质有一定的抑菌效果及酪氨酸酶抑制

作用，根据 LC-MS/MS 及 HPLC 可知其有效物质为皂

苷类物质。目前，尚未采用酸法特别是两相酸水解对

藜麦极性皂苷水解到低极性皂苷以及水解前后皂苷活

性变化的研究。本文以藜麦麸皮中的皂苷为研究对象，

通过研究不同水解方法转化的藜麦皂苷对金黄色葡萄

球菌（ Staphylococcus aureus ）、表皮葡萄球菌

（Staphylococcus）、沙氏肠炎杆菌（Paratyphoid）、铜

绿假单胞菌（P. Aeruginosa）四种常见菌的体外抑菌

实验，以及对酪氨酸酶的抑制活性，探究藜麦皂苷转

化前后活性的变化，并对转化后的皂苷进行定性定量

分析。为提高藜麦皂苷的处理方法提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

藜麦麸皮，山西省静乐县山西亿隆藜麦有限公司。 
硫酸，科密欧试剂；无水乙醇、石油醚（30~60

沸程），铁塔试剂；无水碳酸钠，沪试；乙腈（色谱

纯），TEDIA；正丁醇（分析纯）、甲醇（分析纯），

北联试剂；普通肉汤培养基、琼脂，青岛高科园海博

生物技术有限公司；直径 5 mm 的纸片，实验室打孔

机制备；头孢克肟、青霉素（80 万单位），山东鲁抗

医药股份有限公司；左旋多巴（Levodopa，L-DOPA），

上海浩然生物公司；酪氨酸酶（ACT=570 u/mg），上

海拜朗生物科技有限公司；纤维素酶（ACT=50000 
u/g），太阳永耀生物科技有限公司；D101 大孔树脂

（工业级），天津市南开大学化工厂。 

1.2  仪器与设备 

PALL cascade 超纯水制备机，济南东岱科学器材

有限公司；多功能粉碎机，广州大祥电子机械设备有

限公司；RE-201D 旋转蒸发仪，郑州长城科工贸有限

公司；HH-4 数显恒温水浴锅，常州国华电器有限公

司；AR224CN 电子天平，常州奥豪斯仪器有限公司；

KQ-500DE 数控超声波清洗器，昆山市超声仪器有限

公司；酶标仪，Thermo Fisher Scientific Oy；安捷伦高

分辨液相质谱联用仪（Agilent 1260，热电 Thermo 
scienticic Exactive orbitrap）美国；SZF-06A 脂肪测定

仪，上海昕瑞仪器仪表有限公司；SHB-Ⅲ循环水式多

用真空泵，郑州长城科工贸有限公司；YXQ-LS-70A
立式压力蒸汽灭菌锅，上海博迅医疗生物仪器股份有

限公司；BPMJ-150F 细菌培养箱，上海一恒科学仪器

有限公司；高效液相色谱仪（Shimadzu LC-20AT），
日本岛津；SBS-100 数控计滴自动部分收集器、HL-2
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恒流泵、层析图谱采集分析仪、HD-3 紫外检测仪，

上海沪西分析仪器厂有限公司；高速冷冻离心机，德

国 Sigma。 

1.3  方法 

1.3.1  藜麦麸皮前处理 
称取 500 g 藜麦麸皮烘干，置于多功能粉碎机中

打磨 1 min，收集过 40 目筛。准确称取一定量的藜麦

麸皮粉末置于圆底烧瓶中加入 150 mL 石油醚（30~ 
60 ℃）60 ℃索氏抽提 8 h，回收溶剂并收集剩余脱脂

藜麦麸皮粉置于干燥皿中保存。 
1.3.2  藜麦总皂苷的提取 

通过查阅文献[15]制定提取步骤。称取藜麦麸皮粉

100 g，加入800 mL 75%的乙醇提取，超声震荡40 min，
静置 2 h 后，用纱布过滤；向剩余的滤渣内加入 600 mL 
75%的乙醇进行第二次提取，超声震荡 40 min，静置

2 h 后，用纱布过滤，将上清液抽滤除去渣滓；合并提

取液，并浓缩；随后用正丁醇萃取 2~3 遍；合并萃取

液旋转蒸发，回收正丁醇（60 ℃），蒸干浓缩液正丁

醇提取的藜麦总皂苷。 
1.3.3  三种水解方法处理藜麦麸皮 
1.3.3.1  双相酸水解

 

取藜麦麸皮 10 g，加入 10 倍量 2 mol/L 硫酸溶液

后，再加入 20 倍量的饱和正丁醇水溶液。超声震荡混

合液 40 min，采用布氏漏斗进行抽滤。获取正丁醇层，

用饱和的 Na2CO3 洗至中性后，用 3 倍量的蒸馏水水

洗三次。将洗涤后正丁醇层置于 60 ℃旋蒸瓶中，浓

缩干燥后获得粗皂苷[16]。
 

1.3.3.2  直接酸水解 

取藜麦麸皮 10 g，加入 10倍量 2 mol/L硫酸溶液，

超声震荡混合液 40 min 后，采用布氏漏斗进行抽滤。

去除残渣，取上清液，用正丁醇萃取三次，合并上清

液。用饱和的 Na2CO3洗至中性后，后用 3 倍量的蒸

馏水水洗三次。将洗涤后正丁醇层置于 60 ℃旋蒸瓶

中，浓缩干燥后获得粗皂苷。 

1.3.3.3  复合酶酶水解
 

取藜麦麸皮粉末 2 g，于 250 mL 圆底烧瓶中，加

入 15 倍量去离子水和酶制剂(总酶用量为 1.5%，以藜

麦种皮粉质量为基准，下同)[m(纤维素酶):m(果胶酶)= 
3:2]，调节体系 pH 为 5.0，电磁搅拌在 50 ℃下酶解

0.5 h；待酶解完成后，90 ℃下 30 s 灭酶；后采用正丁

醇萃取三次，浓缩干燥后获取酶解后的粗皂苷[17]。 
1.3.3.4  重量法计算粗提率 

采用干基重量法计算三种水解方法的粗提取率，

即称量干燥后的提取物的重量比上水解前的藜麦麸皮

的重量可得皂苷粗提取率。 
1.3.4  抑菌活性的测定 
1.3.4.1  菌种 

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）、表皮

葡萄球菌（Staphylococcus epidermidis）、沙氏肠炎杆

菌（Salmonella enteritidis）购自广东省微生物菌种保

藏中心；铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa）的

耐药菌株由潍坊医学院附属医院检验科提供。 
1.3.4.2  试剂配制 

双相酸水解：取双相水解提取的化合物 4.8 mg，
溶解于 2 mL 的甲醇中，浓度为 2.4 mg/mL； 

直接酸水解：取直接水解法提取的化合物 4.3 mg，
溶解于 2 mL 的甲醇中，浓度为 2.15 mg/mL； 

酶水解：取酶解法提取的化合物 4.0 mg，溶解于

2 mL 的甲醇中，浓度为 2.0 mg/mL； 
标准对照品：1 mg/mL 的青霉素、1 mg/mL 的头

孢克肟。 
1.3.4.3  细菌制备 

从活化好的金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、沙

氏肠炎杆菌和铜绿假单胞菌，分别取 20 μL 细菌液加

入到 800 μL 的生理盐水中摇匀，倒入制好的固体培养

皿中，用棉签涂匀，用签字笔在培养皿盖上作好标记；

使用无菌生理盐水将菌苔洗下并校正菌液浓度为 0.5
麦氏比浊标准，再用普通肉汤培养基分别稀释至含菌

量约为 1.5×108 cfu/mL，即为受试菌种的菌悬液，稀

释后的菌悬液在 15 min 内接种。 
1.3.4.4  纸片法 

不同水解方法获得藜麦皂苷元的抑菌试验依据参

考文献利用纸片法进行[18]。一种细菌内放 5 张纸片（直

径 5 mm），分别在纸片上用铅笔标上 1、2、3、4、5，
取 10 μL 的打到 1 号纸片上，待纸片晾干后再次取 10 
μL 双相酸水解提取的化合物药液打上去，共打 5 次；

直接酸水解和酶水解提取的化合物操作相同，依次打

到 2 号、3 号纸片上各 5 次；取 10 μL 的头孢克肟打

到 4 号纸片上，取 10 μL 的青霉素打到 5 号纸片上，

将纸片依次有间距的放到一种细菌上。把制好的培养

皿放到 36 ℃的培养箱内培养 8~10 h，观察纸片周围

有无抑菌圈并测定抑菌圈的直径。 
1.3.4.5  MIC、MBC 的测定 

采用二倍稀释法[19]将三种水解方法转化的藜麦

皂苷依次稀释为 1.20、0.60、0.30、0.15、0.075、0.0375 
mg/mL 的浓度梯度，青霉素和头孢克肟依次稀释成 1、
0.5、0.25、0.125、0.0625、0.03125 mg/mL。利用 96
孔板在超净工作台中进行实验操作，平行做 3 组实验，

实验结果数据取平均值。 
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向 1 号板的 A1-5、B1-5、C1-5、D1-5、E1-5、F1-3
（阳性对照）号孔中分别加 100 μL 金黄色葡萄球菌，

向 A7-11、B7-11、C7-11、D7-11、E7-11、F7-9（阳性

对照）号孔中分别加 100 μL 表皮葡萄球菌。向 2 号板

的 A1-5、B1-5、C1-5、D1-5、E1-5、F1-3（阳性对照）

号孔中分别加 100 μL 沙氏肠炎杆菌，向A7-11、B7-11、
C7-11、D7-11、E7-11、F7-9（阳性对照）号孔中分别

加 100 μL 铜绿假单胞菌。A、B、C 三行为平行组，

依次浓度梯度添加 100 μL 样品稀释液，D、E 行分别

为青霉素和头孢克肟，依次浓度梯度添加 100 μL 稀释

液。将样品于 36 ℃培养箱中放置 12 h，以肉眼未见

生长的最低药物浓度为皂苷溶液对受试菌种菌的

MIC，记录数据。继续将样品放于 36 ℃恒温培养箱

中培养 24 h 后观察，以不生长菌落的最低药物浓度为

皂苷溶液对受试菌种的 MBC，记录数据。 
1.3.5  酪氨酸酶抑制的测定 
1.3.5.1  试剂配制 

酪氨酸酶：300 u/mL；L-Dopa：2 mmoL/L；磷酸

缓冲溶液：25 mmoL/L、pH=6.8；不同水解方法提取

物：0.10 g 样品先溶解于 1 mL DMSO，随后用蒸馏水

定容到 100 mL，制备成 1 mg/mL 的母液。精密对照

品水溶性维生素 C 100 mg 蒸馏水定容至 100 mL 制备

成 1 mg/mL 的母液，现配现用。工作液采用二倍稀释

法获取为五个浓度梯度。 
1.3.5.2  实验步骤 

表1 试验反应体系组成 

Table 1 Test reaction system composition 

试验号 
反应液组成与体积/mL 

磷酸缓冲液 样品 酪氨酸酶 L-Dopa 总计

A 0.8 0 0.1 0.1 1 

B 0.9 0 0 0.1 1 

C 0.6 0.2 0.1 0.1 1 
D 0.7 0.2 0 0.1 1 

不同水解方法提取藜麦皂苷元的酪氨酸酶抑制试

验依据参考文献[19]。根据表 1 的反应体系，在 37 ℃
水浴锅中反应 15 min 后，取 200 μL 反应液加入到 96
孔板中，用酶标仪在 475 nm 下检测各萃取层的吸光

度。不同浓度的 Vc 溶液作为阳性对照，实验进行三

次求平均值，计算水解后提取的藜麦皂苷元对酪氨酸

酶的抑制率来表示抑制作用，公式如下： 
抑制率/%=[1-(C-D)/(A-B)]×100% 
式中：A 为含有酪氨酸酶、L-Dopa 的测活体系的吸光度

值；B 为含有 L-Dopa、但不含酪氨酸酶的测活体系的吸光度值；

C 为含有样品、络氨酸酶、L-Dopa 的测活体系的吸光度值；D

为含有样品、L-Dopa、但不含酪氨酸酶的测活体系的吸光度值。 

1.3.6  HPLC 分析藜麦总皂苷及双相联合酸水

解提取的皂苷元 
1.3.6.1  试验品配制 

将水解前用正丁醇萃取的藜麦皂苷及三种不同水

解方法获得的皂苷元：分别准确称取 10 mg 用乙腈溶

解后定容至 10 mL 的容量瓶中待用，溶液浓度为 0.1 
mg/mL。 
1.3.6.2  化合物 HPLC 分析 

色谱柱：YMC ODS-Pack（4.6 mm×250 mm，5 
μm）；流动相：A（水），B（乙腈）；洗脱条件（泵

B 的浓度）：5 min 10%；10 min 15%；15 min 20%；

35 min 28%；50 min 40%；60 min 60 %；70 min 70%；

80 min 70%；90 min 10%；柱温：30 ℃；检测波长：

202 nm；流速：1 mL/min[19]。 
1.3.6.3  LC-MS/MS 定性分析不同水解方法提取的藜

麦皂苷元 
准确称取 10.8 mg 的双相酸水解法的提取物用乙

腈定容于10 mL的容量瓶中，溶液浓度为1.08 mg/mL。
准确称取 12.1 mg 的直接酸水解法的提取物用乙腈定

容于 10 mL 的容量瓶中，溶液浓度为 1.21 mg/mL。准

确称取 11.8 mg 的酶解法的提取物用甲醇定容于 10 
mL 的容量瓶中，溶液浓度为 1.18 mg/mL。 

液相色谱条件：色谱柱：Agilent ZORBAX SB-C18
柱（100 mm×3 mm，1.8 μm）；柱温：40 ℃；进样

量：20 μL；流动相 A：0.1%甲酸水溶液；流动相 B：
甲醇；梯度洗脱：0~5 min，流动相 B 从 0 线性变化

到 5%，5 min~10 min，流动相 B 从 5%变化到 90%，

10 min~15 min，流动相 B 从 90%变化到 98%，15 
min~30 min，流动相 B 从 98%降到 5%，流速为 0.3 
mL/min。 

质谱条件：离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描

模式：正离子（ESI+）；解离方式：碰撞诱导解离；

载气（N2）；鞘气流速：35 arb；辅助气流速：10 arb；
毛细管电压 5000 V；毛细管温度：320 ℃；电喷雾电

压 3500 V；分辨率：50000；离子源温度：200 ℃。 
1.3.7  数据统计分析 

为了减小实验误差，每组实验重复 3~4 次，然后

采用 SPSS 17.0 处理分析数据。计量资料用平均值±标
准差来表示。实验数据采用单因素方差分析的 LSD 进

行两两比较，以 p<0.05 为差异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  三种水解方法的提取率 

如表 2 所示，两相酸水解的粗得率要明显高于直
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接酸解法这种传统萃取苷元的方法，酶解法虽然较为

清洁但得率要比酸解法低得多。主要可能为藜麦中的

皂苷多为含有三个糖以上极性皂苷，水溶性较强[20],

水溶性的强弱直接影响到正丁醇的萃取效率。实验室

前期实验验证，不经过水解处理，依次萃取藜麦提取

物，正丁醇层藜麦皂苷的提取量为 7.52%±0.85 %[7]。 
表2 不同水解方法的粗提率 

Table 2 Crude extraction rate of different hydrolysis methods 

项目 双相酸水解法 直接酸水解法 酶解法 

藜麦麸皮/g 2.0±0.15 1.9±0.09 2.1±0.12 

萃取量/g 0.42±0.024 0.29±0.012 0.12±0.022

粗提率/% 8.84±0.27** 5.76±0.15* 2.4±0.09 

注：**p <0.01；*p <0.05。 

双相水解可以避免皂苷与强酸长时间反应而导致

的结构裂解；采用纤维素酶理论可以水解藜麦麸皮及

藜麦皂苷，麸皮降解从而使皂苷释放。但是实验过程 
中发现，直接采用酶水解藜麦麸皮，会造成反应体系

的粘度增加，这种粘度的提高更不利于皂苷的释放与

萃取。 

2.2  藜麦麸皮各提取层的抑菌效果 

2.2.1  抑菌圈实验结果 
三种水解方法的提取物的抑菌效果见图1和表3。

由图 1 和表 3 可知，经过双相酸水解提取的化合物对

四种菌有不同程度的抑制作用，抑菌圈直径由大到小

依次是：表皮葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、沙氏肠炎

杆菌、铜绿假单胞菌。经过直接酸水解提取的化合物

对铜绿假单胞菌和沙氏肠炎没有抑制效果，对金黄色

葡萄球菌的抑制效果要优于对表皮葡萄球菌的抑制。

经过酶水解的化合物只对沙氏肠炎杆菌有抑制作用。 

   

   
图1 不同水解方法提取物的抑菌情况 

Fig.1 Antibacterial activity of extracts from different hydrolysis 

methods 

注：a：对金黄色葡萄球菌的抑制情况，b：对表皮葡萄球

菌的抑制情况，c：沙氏肠炎杆菌的抑制情，d：铜绿假单胞菌

的抑制情况。 

表3 不同水解方法提取的化合物对微生物的抑菌圈直径 

Table 3 Inhibition ring diameter of microorganisms extracted by different hydrolysis methods 

微生物 双相酸水解法 直接酸水解法 酶解法 水解前皂苷 

金黄色葡萄球菌 13.28±1.06 14.02±0.79 - 13.54±0.82 

表皮葡萄球菌 14.57±0.85 12.96±1.02 - 12.17±1.05 

沙氏肠炎杆菌 10.01±0.24 - 12.01±0.43 - 

铜绿假单胞菌 7.83±0.32 - - - 

注：“-”表示无抑菌圈。表 4 同。 

2.2.2  MIC、MBC 测定结果 
与纸片得出结论一致的是，经过双相酸水解的化

合物对金黄色葡萄球菌和沙氏肠炎杆菌的 MIC 均为

0.6 mg/mL；在浓度为 0.3 mg/mL 时只对表皮葡萄球菌

有抑制作用，经过直接酸水解的化合物对金黄色葡萄

球菌的 MIC 和 MBC 均高于双相酸水解，分别为 1.20 
mg/mL、2.40 mg/mL。酶水解的化合物只对沙氏肠炎

杆菌有抑制作用，MIC 值为 1.20 mg/mL，MBC 为 2.40 
mg/mL。在三种化合物中只有双相酸水解的化合物对

铜绿假单胞菌起了一定的抑制作用，但在当前浓度下

对其没有杀灭作用。由于青霉素是一种仅对革兰阳性

菌表现出杀菌效果的广谱抗生素，所以加入另一种抗

生素头孢克肟来增强对照，头孢克肟属于三代头孢类

抗生素，对部分革兰阴性菌也存在杀菌效果，结合两

种对照品，可以使实验结果更加可靠。 
由表 4 结果可知，双相酸水解法与直接酸水解法

水解得到的提取物对金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌

都有抑制作用，但 MIC 和 MBC 的结果表明双相酸水

解的提取物抑制效果要优于直接酸水解法的提取物。

三种水解方法中只有双相酸水解的化合物对铜绿假单

胞菌有微弱的抑制作用，由于药液的浓度较低，所以

对其抑制效果不明显。酶解法提取的化合物只对沙氏

肠炎杆菌有抑制作用，原因可能是酶解法可以酶解麸

皮中的纤维素而无法水解皂苷上的糖链，使得抑菌效

果较弱[17]。 
藜麦皂苷具有天然表面活性剂作用特征，可降低
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微生物的细胞膜的表面张力，从而导致膜稳定性降低，

进一步促进生物体凋亡[21]。藜麦皂苷的抑菌活性的强

弱与其结构有密切关系，经过碱处理后的皂苷表现出

更强的抑真菌活性，这可能与极性变低皂苷甾体成分

与细胞膜结合更加紧密有关[22]。此外，经过热水解反

应后，极性降低的人参稀有皂苷也展现出来更强的抑

菌作用[23]。与此发现一致的是，经过水解后藜麦麸皮

皂苷对革兰氏阳性菌中的金黄色葡萄球菌及表皮金葡

菌抑制作用作用增强[21]。研究表明[24]，人参皂苷 Rb1
没有体外的抑菌作用但是经过转化之后的人参低极性

皂苷原人参二醇却有很强的抑菌活性，与本文结果相

符；另外，红参经过转化后对于金黄色葡萄球菌的抑

制性也会增强[25]；Lee M R 发现，人参经过转化后，

具备了较强的 CHeS 的抑制作用以及抗氧化能力[26]。

双相酸水解法操作相对简单并且提取率高，是一种实

用的提取工艺，为藜麦低极性皂苷的开发提供了研究

依据。 

2.3  不同水解方法提取藜麦皂苷的酪氨酸酶

抑制结果 

藜麦皂苷本身具有一定抗氧化性，与前期实验相

比，经过双相酸水解和直接酸解的同等浓度的皂苷对

酪氨酸酶的抑制率分别在 68%和 53%左右，有较好的

抑制作用，效果均高于水解前的藜麦皂苷[7]；经过酶

解后的藜麦皂苷元在较低浓度时也表现出对酪氨酸酶

活性较高的的抑制率，说明经过不同方法水解后得到

的低极性分子对酪氨酸酶活性的抑制效果得到增强。

利用 LSD 方差分析对抑制率进行两两比较，p 值均小

于 0.05，说明经过不同水解方法转化的萃取物对于酪

氨酸酶的抑制率之间的差异具有统计学意义，经过双

相酸水解转化的萃取物对于酪氨酸酶的抑制作用最好

且相对稳定。说明经过双相酸水解后的藜麦皂苷有很

好的利用价值。 
表4 MIC、MBC测定结果 

Table 4 MIC, MBC measurement results (mg/mL) 

供试品 
金黄色葡萄球菌 表皮葡萄球菌 沙氏肠炎杆菌 铜绿假单胞菌 

MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC 

双相酸水解 0.60 1.20 0.30 1.20 0.60 1.20 1.20 >1.20 

直接酸水解 1.20 >1.20 0.60 1.20 - - - - 

酶解 - - - - 1.20 >1.20 - - 

青霉素 0.125 0.25 0.0625 0.125 0.125 0.25 - - 

头孢克肟 - - 0.125 0.25 - - 0.25 >0.25 

表5 各提取物对酪氨酸酶的抑制率均值/% 

Table 5 Mean value of inhibition of tyrosinase by each extract (n=3) 

浓度/(mg/mL)
水解方法

阳性对照 Vc 
双相酸水解 直接酸水解 酶解 总皂苷 

0.5 68.09±0.11 53.36±0.09 45.70±0.37 46.13±0.42 94.00±0.04 

0.25 64.45±0.28 43.29±0.15 40.51±0.29 23.34±0.03 92.56±0.01 

0.125 57.13±0.17 40.13±0.06 39.17±0.10 15.49±0.24 91.48±0.01 

0.0625 50.29±0.07 38.21±0.10 23.00±0.09 2.75±0.09 87.65±0.02 

0.0313 39.16±0.18 27.17±0.05 25.72±0.91 - 70.73±0.02 

2.4  HPLC分析 

2.4.1  两相酸水解前后物质变化 
经过前期抑菌实验和酪氨酸酶抑制实验发现经过

双相酸水解和直接酸解提取的化合物抑菌效果要高于

酶解产物，并且经过双相酸水解的酪氨酸酶活性抑制

率最高，由此推断经过双相酸水解提取的化合物活性

得到了提高，取双相酸水解后的皂苷元进行定性定量

分析。本实验采用的是反相色谱柱，分析物质出峰的

顺序与其极性有关，极性越大，出峰时间越早。如图

2 所示，用 HPLC 在 202 nm 下检测到藜麦皂苷水解前

的物质相对保留时间（RT）主要集中在 47 min、52~53 
min、54 min。如图 3 所示，经过两相酸水解后，出峰

时间主要集中在 72 min；47 min、52~53 min、54 min
等处的极性显著降低，推测出极性大的化合物含量显

著减低，极性小的化合物明显提高。直接水解法对皂

苷影响较大，碎片较多，无法分析，酶水解皂苷图谱

与原图谱基本一致，故液相图谱没在此文出现。总之，

图谱说明经过两相酸解后，部分皂苷发生了水解反应，

造成了化合物极性的降低。两相水解法可以控制实验
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流程，降低了皂苷在酸溶液中的暴露时间，较好的保

护了皂苷的结构[27]。 

 
图2 HPLC测定水解前总皂苷 

Fig.2 HPLC profiles of total saponin before hydrolysis 

 
图3 双相酸水解后的皂苷 

Fig.3 HPLC profiles of saponins after biphasic acid hydrolysis 

2.5  LC-MS/MS定性分析萃取物结果 

 
图4 双相酸水解萃取物的总离子流图 

Fig.4 Total ion chromatogram of biphasic acid hydrolysis 

extract	  

为了进一步研究，水解前后化合物结构的变化，

采用 MS-Tof 对水解前后化合物进行定性研究。在

T.Kuljanabhagavad 等[21,22,28,29]的研究中发现，皂苷根

据苷元结构的不同可以分为四类，如图 4、5 所示，分

别是 Oleanolic acid（OA）型、Phytolaccagenic acid（PA）

型、Hederagenin（Hed）型、serjanic acid（SA）型，

而 PA 型皂苷、OA 型皂苷、Hed 型皂苷为藜麦中最为

主要的三萜皂苷 [30]。目前 Madl 利用质谱（mass 
spectrum，MS)法鉴定的皂苷总数有 87 种。每种类型

的皂苷的碎片离子峰皆有不同。皂苷属五环三萜类的

齐墩果烷型皂苷，由甾体或三萜皂苷与一个或多个糖

基组成。 

 
图5 双相酸水解萃取物的离子碎片峰（RT 15.73） 

Fig.5 Ion fragment peak of biphasic acid hydrolysis extract  

根据文献[31]中的分析以及离子碎片的裂解规律，

四种苷元的母核荷质比 m/z 分别为 OA（m/z=456）、

Hed（m/z=472）、PA（m/z=516）、SA（m/z=500），

其可能存在的离子峰碎片可能有多种，例如[M+H]+、

[M+Na]+、[M+2Na-H]+、[M+H-Hex]+、[M+H-Pent]+、

[M+H-H2O]+ 、 [M+H-CH3]+ 、 [M+H-COOH]+ 、

[M+H-OCH3]+等。水解前藜麦麸皮皂苷中，高分辨质

谱 中 主 要 离 子 碎 片 离 子 峰 为 679[M+H]+ ，

517[M+H-Pent]+ ， 499[M+H-Pent-H2O]+ ， 481[M+H- 
2H2O]+为典型的 PA 型皂苷[7]。根据峰型大小可以判

断出此峰对应图 2 中的 1 号峰，即 1 号峰为 PA 型皂

苷。经过两相酸水解后6~10 min图4的含量明显降低，

RT=15.73 的 峰 值 最 高 ， 其 裂 解 规 律 为

468[517-O-CH3-H2O]+，425[468-C=O-CH3]+，与文献[32]

研究一致。根据 OA 可能存在的 m/z=456、491、588、
654 等；Hed 可能存在的 m/z=472、411、674、927 等。

图 5 中水解后主峰也为 PA 类，为 1 号峰的水解峰。 

3  结果 

本研究通过三种不同的水解方法对藜麦麸皮中的

皂苷进行转化，双相水解法再获得最高的得率的同时，

提高了皂苷的抑菌和酪氨酸酶抑制作用。通过

LC-MS/MS 对转化物进行了定性分析，结合水解前后

HPLC 图谱，发现经过双相酸解后极性小的皂苷含量

明显增加。活性实验表面，低级性皂苷的活性高于极

性皂苷，其原因可能低为级性皂苷可能更易与微生物

的生物膜系统结合，导致膜系统的表面张力发生变化

从而进一步导致了病原菌的凋亡。总之，鉴于两相酸

水解后皂苷的得率和活性的突出，为藜麦皂苷的进一
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步加工利用提供了新的途径。 
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