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文冠果落果黄酮成分分析及抑菌性评价
杨小慧1,2，石光波1,2，拜晓彬1,2，赵晨煊1,2，李博生1,3,*

（1.北京林业大学生物科学与技术学院，北京 100083；2.北京林业大学 林业食品加工与安全北京市重点实验室，北京 100083；

3.北京林业大学螺旋藻研究所，北京 100083）

摘  要：目的：提取并纯化文冠果落果黄酮，测定黄酮含量，确定单体种类，评价抑菌活性。方法：采用紫外分光

光度法测定黄酮含量，采用显色反应、傅里叶红外光谱和高效液相色谱三者相结合的方法分析黄酮单体种类，同时

评价文冠果落果黄酮对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌生长的影响。结果：文冠果落果中黄酮含量为

18.4 mg/g；落果黄酮纯化物中含有芦丁单体及其他14 种未知的黄酮类单体物质，其中芦丁的含量为27 mg/g，占文冠

果落果总黄酮的6%左右；文冠果落果黄酮对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌均有一定的抑制作用，其中

对大肠杆菌抑制效果最佳。结论：文冠果落果中黄酮含量丰富，芦丁是其重要的单体成分，具有良好的抑菌活性。
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Flavonoid Content and Antibacterial Activity of Xanthoceras sorbifolia Bunge Fruit Drop
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Abstract: Objective: This study aimed to determine the total flavonoid content of Xanthoceras sorbifolia Bunge fruit drop, 

identify flavonoid monomers and evaluate the antibacterial activity of these flavonoids. Methods: The content of total 

flavonoids was determined spectrometrically, and color reaction and Fourier transform infrared spectroscopy and high 

performance liquid chromatography (HPLC) were used to analyze the flavonoid monomers. The antibacterial activity was 

evaluated against Bacillus subtilis and Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Results: The content of total flavonoids 

was 18.4 mg/g. Rutin and 14 other unknown monomers were detected in the purified flavonoids. The content of rutin was  

27 mg/g, which accounted for about 6% of the total flavonoids. The flavonoids from X. sorbifolia Bunge fruit drop had an 

inhibitory effect on B. subtilis and E. coli and S. aureus and the strongest inhibition was observed on E. coli. Conclusion: 

Flavonoids with strong antibacterial activity are abundant in X. sorbifolia Bunge fruit drop and rutin is an important monomer.
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文冠果（Xanthoceras sorbifolia Bunge）又名文灯

果、山木瓜、僧灯木道等[1]，隶属无患子科文冠果属，广

泛分布在内蒙、陕西、山西等14 个省市[2]，是我国特有

的珍稀木本油料作物[3]。因其籽油[4]、种仁[5-6]、种皮[7-8]、

果壳[9-12]中含有大量生物活性物质而被广泛应用于医药和

食品行业[13]。然而文冠果在实际生产中存在很多问题，
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其中之一便是幼果期落果严重，座果率很低，有“千花

一果”之称[14]；丁明秀等[15]曾发现赤峰地区翁牛特旗文

冠果的落果率高达72.3%，可见文冠果落果资源十分丰

富，然而目前有关文冠果落果成分和功效的科学研究报

道极少。

黄酮类物质具有降血糖、抑菌[16]、抗肿瘤[17]、抗癌[18-19]、

抗氧化[20]、调节免疫能力及治疗糖尿病[21-22]等多种生理功

能，目前人们已经发现了9 000多种黄酮类物质[23]，其中

研究较多的有槲皮素、山柰酚等[24-26]。目前关于文冠果黄

酮类化合物的研究多局限于其成熟果实的果壳和种皮，

而对于文冠果落果黄酮的单体成分研究鲜见报道。本实

验采用紫外分光光度法检测到文冠果落果中含有生物活

性物质黄酮，应用显色反应、傅里叶变换红外光谱和高

效液相色谱相结合的方法对文冠果落果中黄酮的单体物

质进行检测分析，并比较文冠果落果黄酮对枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌的抑菌活性。本实验将

为文冠果落果的开发利用提供科学依据，推动文冠果产

业的发展。 

1 材料与方法 

1.1 材料、试剂与仪器

文冠果落果、文冠果中期果实（生长期为30 d）、

文冠果成熟果实（生长期为60 d）由内蒙古赤峰市林

业科学研究院苗圃提供；槲皮苷标准品、芦丁标准品  

上海源叶生物科技有限公司；乙腈、甲醇、甲酸（均

为色谱纯）  美国Tedia公司；HPD-400型大孔树脂  

北京科百奥生物技术有限公司；枯草芽孢杆菌（Bacillus 
subtilis）、大肠杆菌（Escherichia coli）、金黄色葡萄球

菌（Staphylococcus aureus） 北京林业大学生物科学与

技术学院微生物实验室。

722型分光光度计 上海舜宇恒平科学仪器公司； 

RE-2000A型旋转蒸发仪  上海亚荣生化仪器厂； 

1730型傅里叶变换红外光谱仪 美国Perkin-Elmer公司； 

LC-2010AHT型液相色谱仪 日本岛津公司。

1.2 方法

1.2.1 文冠果落果及不同发育阶段果实中黄酮含量的比较

1.2.1.1 文冠果黄酮提取液制备

将干燥后的文冠果落果、中期果皮、中期种子和成

熟果皮分别粉碎后过60 目筛。按料液比1∶40（g/mL）加

入体积分数40%乙醇溶液，70 ℃热回流4 h，对文冠果落

果和不同发育阶段果实的黄酮物质进行浸提，进行3 次平

行实验以减小实验误差。

1.2.1.2 芦丁标准曲线的绘制

精密称取10 mg芦丁标准品，置于100 mL容量瓶中，

去离子水定容，配成质量浓度为0.1 mg/mL芦丁标准溶

液。分别取0.2、0.6、1.0、1.5、2.0 mL芦丁标准溶液，

加入0.3 mL质量分数5%的亚硝酸钠溶液，摇匀后静置

6 min。加入0.3 mL质量分数10%的氯化铝溶液，摇匀后

静置6 min。加入2.0 mL质量分数4%的氢氧化钠溶液，定

容至10 mL，摇匀后静置15 min。在波长510 nm处测其吸

光度。以芦丁质量浓度为横坐标，溶液吸光度为纵坐标

绘制标准曲线。

1.2.1.3 氯化铝比色法测黄酮含量

取2 mL经稀释的文冠果落果黄酮粗液加入0.3 mL

质量分数5%的亚硝酸钠溶液，摇匀后静置6 min。加

入0 .3  mL质量分数10%的氯化铝溶液，摇匀后静置

6 min。加入2.0 mL质量分数4%的氢氧化钠溶液，定容

至10 mL，摇匀后静置15 min。在波长510 nm处测其吸光

度，并依据芦丁标准曲线计算黄酮含量。

1.2.2 文冠果落果黄酮的单体成分分析

1.2.2.1 文冠果落果黄酮的纯化

准确称取文冠果落果粉末300 g放入500 mL的三颈

烧瓶中，按料液比1∶50（g/mL）加入体积分数50%乙醇

溶液，85 ℃水浴回流提取3 h，将提取液4 000 r/min离

心15 min后将滤液在40 ℃条件下旋转蒸发浓缩后烘干，

加少量去离子水溶解制备文冠果落果黄酮原液。将预

处理好的HPD-400型大孔树脂湿法装柱，层析柱规格为

20 cm×φ10 mm，加入20 mL质量浓度为2.64 mg/mL文冠

果落果黄酮原液，调节pH值为3.0，上样流速为2 BV/h，

以同样流速用2 BV去离子水清洗除杂，再用4 BV体积分

数40%乙醇溶液洗脱，收集洗脱液，在40 ℃条件下蒸发

浓缩干燥，得到纯化的文冠果落果黄酮粉末。

1.2.2.2 文冠果落果黄酮显色反应

盐酸-镁粉显色反应：取纯化后的文冠果落果黄酮少

许用乙醇溶液溶解，取3 mL该溶液于试管中，设置乙醇

溶液空白对照组，加入少许镁粉，振荡摇匀后加入5 滴盐

酸，沸水浴加热2 min后观察颜色变化。

氯化铁显色反应：取纯化后的文冠果落果黄酮少许

用水溶解后，取3 mL该溶液于试管中，加1 mL质量浓度 

10 mg/mL的氯化铁-乙醇溶液，观察颜色变化。

氢氧化钠显色反应：取纯化后的文冠果落果黄酮少

许用水溶解后，取3 mL该溶液于试管中，加入2%的氢氧

化钠溶液，观察颜色变化。

1.2.2.3 文冠果落果黄酮红外光谱分析

取HPD-400型大孔树脂纯化后的文冠果落果黄酮少

许烘干，混合一定量的溴化钾粉末，压片制成固体，用

傅里叶变换红外光谱仪在扫描范围为4 000～400 cm－1、

分辨率为4 cm－1条件下平行扫描3 次，绘制文冠果落果黄

酮傅里叶变换红外光谱图，再用上述相同的处理方法绘

制标准品芦丁的红外光谱图，进行对比分析鉴定。
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1.2.2.4 文冠果落果黄酮高效液相色谱分析

色谱条件：色谱柱为C 18（250  mm×4 .6  mm，

5.0 μm）；采用乙腈-0.2%甲酸溶液为流动相进行梯

度洗脱，流速1 mL/min，柱温25 ℃，进样量20 μL，
设置340、365 nm双波长同时检测。梯度洗脱程序：

0～5 min，5%乙腈；5～15 min，乙腈由5%增加到15%；

15～35 min，乙腈由15%增加到18%；35～42 min，乙腈

由18%增加到25%；42～45 min，乙腈由25%减少到5%；

45～90 min清洗色谱柱。芦丁、槲皮苷及其他被检测物

质要求达到与基线分离，最低理论塔板数为3 000。

芦丁标准曲线的绘制：精密称取5 mg芦丁标准品用

去离子水配制质量浓度为50 μg/mL的芦丁标准品溶液，

用微量注射器分别准确吸取5、10、15、20、25 μL的芦

丁标准品溶液，加去离子水配制成相同的体积，稀释成

各个梯度的溶液，注入液相色谱仪。然后分别测量各个

色谱的峰面积，以峰面积为纵坐标，标准芦丁质量浓度

为横坐标，绘制标准曲线。

标准溶液高效液相色谱分析：分别精密称取槲皮

苷标准品和芦丁标准品各5.0 mg，分别置于100 mL容量

瓶中，加甲醇溶解配制成0.05 mg/mL的槲皮苷标准溶液

和芦丁标准溶液，各精密称取50 mL槲皮苷标准溶液和

50 mL芦丁标准溶液置于100 mL容量瓶中，混合均匀，

过0.45 μm微孔滤膜，在365 nm和340 nm两组波长处进行

高效液相色谱分析。

样品溶液高效液相色谱分析：准确称取大孔树脂纯

化后的文冠果落果黄酮冻干粉10 mg置于10 mL容量瓶中，

加甲醇溶解后低频超声处理10 min，使黄酮冻干粉完全

溶解，冷却后用甲醇定容，然后用0.45 μm滤膜除杂，在

365 nm和340 nm两组波长处进行高效液相色谱分析，通过

测峰面积从标准曲线上查出相应于此面积的芦丁含量。

1.2.3 文冠果落果黄酮的抑菌能力测定

1.2.3.1 培养基的配制

称取3 g牛肉膏，10 g蛋白胨，15 g琼脂，5 g NaCl，

1 000 mL水加入到2 L烧杯中，加热溶解，分装至三角瓶

中密封灭菌备用。

1.2.3.2 细菌的活化和菌悬液的制备

将6 支灭菌试管、培养基置于超净工作台上，待培

养基冷却至50 ℃左右，取部分培养基置于试管中，形成

30°的斜面放置，等待培养基凝固。分别挑取3 环大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌的保藏菌体，在试

管斜面培养基上划线，每种菌平行接种2 支试管。将接种

后的试管置于37 ℃培养箱中连续培养24 h。依据徐凤等[27] 

的实验结果可知在波长600 nm处菌悬液OD值为0.1即为菌

体浓度达到1×106～1×107 个/mL。参照此数据进行菌悬

液浓度的确定。取4 个装有等量0.9%生理盐水的三角瓶

灭菌后置于超净工作台上，各挑取3 环经培养活化菌接种

溶于上述三角瓶中，振荡摇匀，于波长600 nm处测其OD

值，确保OD值达到0.1。

1.2.3.3 抑菌实验

将无菌培养基加热融化后置于超净工作台中冷却到

50 ℃左右，按15～20 mL每平皿的量加入培养基制成培

养基平板。待培养基平板凝固后编号，冷却后加入各菌

悬液0.1 mL，用涂布棒涂布均匀。用灭菌的不锈钢打孔

器在平板上打孔，孔径7 mm。将0.1 mL质量浓度梯度为

0.5、1、5、10、15、20 mg/mL的经生理盐水溶解的文冠

果落果黄酮溶液加入各孔，将生理盐水作为阴性对照。

所有实验平行重复3 次，置于37 ℃的培养箱中培养，24 h

后观察统计抑菌圈大小，并评价其抑菌效果。

2 结果与分析

2.1 文冠果落果及不同发育时期果实各部分黄酮含量

比较
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图 1 文冠果落果及不同发育时期果实各部分黄酮含量比较

Fig. 1 Comparison of flavonoids content between X. sorbifolia fruit 

drop and different fruit parts at different developmental stages

由图1可知，文冠果中期种子黄酮含量最高，其次为

文冠果落果中黄酮含量为18.4 mg/g，中期果皮与成熟果

皮中黄酮含量差异较小，本实验选用的文冠果落果和不

同发育时期的果实在发育过程中，文冠果落果黄酮含量

较高，发育中期时黄酮集中积累于种子中，整个发育过

程中果皮部分黄酮积累量较小。这种现象是否普遍存在

于文冠果中需要更多的实验进行证实。

2.2 文冠果落果黄酮的单体成分分析

2.2.1 文冠果落果黄酮显色反应

表 1 文冠果落果黄酮不同显色反应结果

Table 1 Results of color reaction of flavonoidss from X. sorbifolia fruit drop

反应名称 显色现象 所含物质

盐酸-镁粉反应 砖红色沉淀 黄酮、黄酮醇、二氢黄酮、二氢黄酮醇

氢氧化钠反应 橙色→黄褐色 黄酮醇、二氢黄酮、查耳酮

氯化铁反应 墨绿色沉淀 黄酮醇

文冠果落果黄酮在盐酸-镁粉、氢氧化钠、氯化铁三

项显色测试实验中均成阳性反应，见表1。盐酸-镁粉显

色反应中出现砖红色沉淀，说明文冠果落果黄酮中可能
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含有黄酮、黄酮醇、二氢黄酮及二氢黄酮醇中的一种或

多种；氢氧化钠显色反应中出现橙色和黄褐色，说明落

果黄酮中含有黄酮醇、二氢黄酮类和查耳酮中的一种或

多种，因为在碱性溶液中二氢黄酮类可转变为查耳酮类

化合物使溶液呈现橙色到黄色的颜色变化，黄酮醇类化

合物会使溶液呈现黄色到棕色的颜色变化；氯化铁显色

反应中溶液中出现墨绿色沉淀，说明有氢键缔合的酚羟

基存在，因为一般情况下氯化铁溶液与多数黄酮类化合

物生成黄绿等色的络合物仅在有氢键缔合的酚羟基存在

时才会出现，说明文冠果落果中一定含有黄酮醇。综合

3 种显色反应结果，可以得出结论即文冠果落果黄酮中一

定含有黄酮醇，可能含有黄酮、查耳酮、二氢黄酮及二

氢黄酮醇中的一种或多种。

初步推测文冠果落果中含有芹菜素、黄芩素、野

黄芩素、白杨素、汉黄芩素等黄酮单体；芦丁、木犀草

素、槲皮素、高良姜黄素、山柰酚、槲皮苷、漆黄素、

杨梅黄酮、鼠李素、异鼠李素等黄酮醇单体；橙皮素、

柚皮素、甘草素等二氢黄酮单体。

2.2.2 文冠果落果黄酮红外光谱分析
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图 2 文冠果落果黄酮（A）和芦丁（B）红外光谱扫描图

Fig. 2 Infrared spectra of flavonoids (A) and rutin (B) from 

Xanthoceras sorbifolia Bunge fruit drop 

当样品处于频率连续变化的红外线辐照时，其分

子吸收了某些频率的光波，获得能量后分子产生振动或

由基态向激发态进行能级跃迁，使得被吸收波段的透射

光强度减弱，从而进行对应官能团分析，红外光谱扫描

结果见图2。由图2A可以看出，在3 000～400 cm－1范围

内有多个明显的吸收峰值。可知文冠果落果黄酮的单体

物质中含有以下官能团：C＝C（1 607.10、1 514.04、

1 536.83、1 443.77 cm－1）、C＝O（1 198.77 cm－1）、

C—O—C（1 063.92 cm－1）、Ar—OH（733.46 cm－1）、 

—CH3（1 143.69、879.70 cm－1）、—CH2（298.96、 

2 856.79 cm－1）、—RNH（1 043.53、820.82 cm－1）[28]。

初步推测文冠果落果黄酮含有芦丁、汉黄芩素、异鼠李

素、橙皮素等含—CH3的黄酮单体以及芦丁、葛根素等

含—CH2的黄酮单体。

对比图2A、B可知，实验用芦丁标准品纯度高，

振动吸收峰形呈尖峰，特征明显，而文冠果落果黄酮

是混合物，振动吸收峰形受多种结构影响，特征性略

差 [29]。芦丁和文冠果落果黄酮的吸收峰在1 597.61、

1  572～1  501、1  455 .16、1  360 .20、1  058 .23、

877.80 cm－1六处重合或接近，说明在这些位置有相同的

官能团结构，由此初步判定文冠果落果黄酮中可能具有

芦丁单体。为了进一步验证文冠果落果黄酮中是否有芦

丁单体的存在，实验采用高效液相色谱法对文冠果落果

黄酮单体的成分进行了定性和定量分析。

2.2.3 文冠果落果黄酮高效液相色谱分析结果

0 10 20 30 40

0

5

10

15

20

25 A

/min

0 10 20 30 40
0

25

50

75 B

/min

图 3 芦丁、槲皮苷混合对照标准品365 nm（A）和340 nm（B）

HPLC图

Fig. 3 HPLC chromatograms of rutin and quercetrin at 365 nm (A) 

and 340 nm (B)

由图3可以看出，芦丁在波长365 nm与340 nm处的检

测信号强度无差异，槲皮苷在波长340 nm处的检测信号

强度明显高于365 nm处；从图4可以看出，文冠果落果黄

酮在38.35 min处的检测信号峰与混合对照标准品中芦丁

的出峰时间相同，由此确定文冠果落果黄酮中含有芦丁

单体，而在18.22 min处无槲皮苷单体被检测出来。除了

芦丁之外，文冠果落果黄酮在波长365 nm与340 nm处还

有其他14 种单体物质被检测出来，其中在28.57 min处检

测出的尖峰信号强度高于芦丁单体，该化合物的结构和

生理活性有待进一步研究。
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图 4 文冠果落果黄酮于365 nm（A）和340 nm（B）HPLC图

Fig. 4 HPLC chromatograms of flavonoids from X. sorbifolia fruit 

drop at 365 nm (A) and 340 nm (B)

由芦丁标准曲线绘制得出进样体积（X）与峰面积

（Y）的线性回归方程：Y=58 954X－5 550.8（R2=1）。

结合芦丁标准曲线通过计算得出样品中芦丁单体的含量

为27 mg/g。有研究表明经纯化后的文冠果落果中总黄酮

含量可达458 mg/g[30]，可知实验用样品中芦丁质量分数

约为6%。

2.3 文冠果落果黄酮抑菌作用效果

表 2 文冠果落果黄酮质量浓度对菌种抑菌圈直径的影响

Table  2 Antibacterial effect of flavonoids from X. sorbifolia fruit drop

mm

菌种
黄酮质量浓度

无菌水
0.5 mg/mL 1 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 15 mg/mL 20 mg/mL

大肠杆菌 11.0±0.2 13.0±0.3 14.0±0.1 14.0±0.1 16.0±0.3 16.0±0.4 —
枯草芽孢杆菌 11.0±0.1 12.0±0.2 13.0±0.2 14.0±0.2 13.0±0.5 13.0±0.2 —

金黄色葡萄球菌 — — — — 11.0±0.2 14.0±0.1 —

注：—.无抑菌圈生成。

由表2可知，文冠果落果黄酮对大肠杆菌、枯草芽

孢杆菌、金黄色葡萄球菌抑制效果不同。按敏感程度

评价标准分析，对大肠杆菌抑制效果最佳，黄酮质量

浓度为15～20 mg/mL时，大肠杆菌对其高敏感（抑菌

圈直径15～20 mm），黄酮质量浓度为0.5～10 mg/mL

时，大肠杆菌对其中敏感（抑菌圈直径10～14 mm）；

枯草芽孢杆菌在测试范围内对其中敏感（抑菌圈直径

10～14 mm）；黄酮质量浓度为15～20 mg/mL时，金黄

色葡萄球菌对其中敏感（抑菌圈直径10～14 mm），文

冠果落果黄酮的抑菌效果为大肠杆菌＞枯草芽孢杆菌＞ 

金黄色葡萄球菌。有研究表明当黄酮质量浓度同为 

1 mg/mL时，对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌而言，苦瓜黄酮

的抑菌活性要小于文冠果落果黄酮的抑菌活性，而对金

黄色葡萄球菌而言，苦瓜黄酮的抑菌活性要大于文冠果

落果黄酮的抑菌活性，说明黄酮的抑菌活性除了与抑菌

机理有关外，还可能与组成黄酮的单体成分有关。

3 讨论与结论

文冠果落果中黄酮含量丰富，作为同样富含黄酮

的银杏现在已开发出一系列银杏化妆品，例如银杏护肤

水、银杏洁面乳等，因此，作为一种极具潜力的提取黄

酮类物质的资源，以文冠果落果为原料探索新型的应用

领域，加大其在保健食品、医学及工业用品领域的研究

力度，促进文冠果落果制品的开发研究，对提高文冠果

落果资源的综合经济效益具有重要意义。

文冠果落果黄酮中芦丁含量为27 mg/g，占文冠果落

果总黄酮的6%左右，不存在槲皮苷单体。除芦丁外，文

冠果落果黄酮中还检测到其他14 种未知的单体物质，经

显色反应分析和傅里叶变换红外光谱分析初步推测可能

含有汉黄芩素、异鼠李素、橙皮素、葛根素，其中异鼠

李素有止咳祛痰、活血散瘀等重要药理作用；橙皮素有

健胃、利尿、抗病毒和止胃痛的功效，所以对文冠果落

果黄酮单体成分的进一步研究是十分必要的。

文冠果落果黄酮对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、金黄

色葡萄球菌均有抑制作用，说明文冠果落果黄酮具有明

显的抑菌活性。与苦瓜黄酮相比文冠果落果黄酮抑菌效

果更好，说明文冠果落果的抑菌活性除了与抑菌机理、

菌种本身的细胞结构有关外，还可能与组成文冠果落果

黄酮类物质的单体成分有关，所以本实验中对于文冠果

落果黄酮单体的研究也显得尤为重要，我国西北地区文

冠果落果资源丰富，后续将开展其抗菌活性成分的研

究，为落果资源的充分利用提供理论基础。
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