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摘要：为探究以乌梅、马齿苋、大青叶等为主要成分的复方中

草药提取物中的抑菌活性成分，以不同含醇量的溶液处理复

方中草药水提物，进一步除去水提物中的杂质，进而采用有

机溶剂萃取法将水提醇沉后的复方中草药按照极性由小到

大的顺序分为正己烷相、乙酸乙酯相、正丁醇相和水相４个

极性部分，以抑菌圈的大小作为评价指标研究各极性部位的

抑菌能力。结果表明：含醇量为７０％时能够有效去除复方

中草药水提物中的杂质，减少对活性成分分离过程中杂质的

干扰。各组分的抑菌作用强弱顺序为：正丁醇相＞水相＞乙

酸乙酯相＞正己烷相。说明该复方中草药提取物抑菌活性

物质主要是一些高极性的物质，其余物质发挥协同作用。
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　　从中草药筛选抗菌药物用于防治疾病已经成为解决抗

生素滥用问题的有效途径之一。近年来，有很多研究［１－７］从

不同的角度，对中草药的抑菌作用进行了多方面的探讨。结

果显示，很多中药能阻止病原微生物的生长，属天然的抑菌

材料。但是中药是典型的复杂物质体系，如何从中筛选出药

效物质，又如何将它们进行有效分离，其被分离产物能否代

表中药的功用，这些实质上就是中药提取分离技术领域所面

临的科学问题。

　　目前对中药复方有效部位研究常采用现代分离提取方

法，将其分离成为各个有效部分，如挥发油、生物碱类、黄酮

类、香豆素类、多糖类等。每个有效部分又可以分为化学性

质相近的化合物群，这样一个复杂的中药复方就可以分为几

种或十几种有效部位，再和药效学相结合就可以阐明中药复

方协同配伍的化学物质基础。因此研究人员提出了包括现

代分离方法提取有效成分，指纹图谱定性，指标成分定量，有

效成分和药效学研究相结合的整体中药复方研究思路，如对

银翘散［８］、四逆散［９］、清脑宣窍方［１０］等中药材的研究。本课

题组［１１］前期研究表明，以乌梅、马齿苋、大青叶为主要成分

的复方中草药具有一定的抑菌作用。目前，中国关于乌梅、

马齿苋、大青叶的抑菌作用及成分的报道较多。刘梦茵

等［１２］通过薄层层析—生物自显影技术初步确定了乌梅醇提

物中起主要抑菌作用的是有机酸。马齿苋中含有有机酸类、

黄酮类、萜类、香豆素类、生物碱类、挥发油和多糖［１３］，其中

马齿苋多糖具有一定的抑菌、消炎作用［１４］。大青叶对脆弱

类无芽孢厌氧杆菌也有较强的抑制作用。其抗菌有效成分

为色胺酮和一些吲哚类衍生物［１５］。本研究拟在前期研

究［１１，１６］的基础上，采用有机溶剂萃取法确定该复方中草药的

抑菌活性部位。课题研究初期，考虑到中草药成分的复杂

性，不可能把每一种成分都提取出来进行成分的鉴定，参照

组分中药研究的思路，采用系统分离的方法将中草药水提液

精制后分为低、中、高三类不同的极性组分，而后通过体外抑
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菌试验筛选出了抑菌作用最强的组分。旨为进一步研究该

复方的药效成分提供理论依据。

１　材料与方法
１．１　试验材料

　　乌梅、马齿苋、大青叶、野菊花、鱼腥草、柴胡、黄柏、香

薷、生地：购于保定市某药房。

１．２　试剂

　　９５％乙醇：分析纯，天津市红岩化学试剂厂；

　　正己烷、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）：分析纯，天津市福晨化学

试剂厂；

　　乙酸乙酯：分析纯，天津市致远化学试剂有限公司；

　　正丁醇：分析纯，天津市光复科技发展有限公司；

　　氯化钠：分析纯，天津市瑞金特化学品有限公司；

　　营养琼脂：分析纯，北京奥博星生物技术有限责任公司；

　　牛肉膏、蛋白胨、酵母浸出物：分析纯，北京双旋微生物

培养基制品厂。

１．３　菌种

　　大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７、肠炎沙门氏菌、金黄色葡萄球菌：

由河北农业大学食品科技学院微生物实验室提供，本实验室

斜面保藏。

１．４　仪器与设备

　　旋转蒸发器：ＲＥ５２Ａ型，上海亚荣生化仪器厂；

　　冰箱：ＢＣＤ２０５Ｆ／Ｔ型，海尔集团；

　　电子天平：ＳＢ１．Ｔ０１４型，上海奥豪斯国际贸易有限

公司；

　　电热恒温干燥箱：２０２１ＢＳ型，上海跃进医疗器械厂；

　　生化培养箱：ＳＰＸ１５０ＳⅡ型，上海新黄医疗器械制造有

限公司；

　　洁净工作台：ＳＷＣＪ１ＦＤ型，苏州安泰空气技术有限

公司；

　　手提式压力蒸汽灭菌器：ＹＸＱ．ＳＧ４１．２８０型，上海华线

医用核子仪器有限公司；

　　移液枪：ＤＳ１４３６４型，容量１００～１０００μＬ，大龙兴创实

验仪器（北京）有限公司；

　　高速多功能粉碎机：ＢＬ１００型，浙江省永康市松青五金

工具厂；

　　超声波清洗机：ＱＴＳＸ／６１５０型，奇拓仪器有限公司；

　　水浴锅：ＨＨ２型，江苏省常州国华电器有限公司；

　　酸度计：ＰＨＳ３Ｃ型，上海康仪仪器有限公司。

１．５　方法

１．５．１　复方中草药提取物的制备　将乌梅、马齿苋、大青

叶、野菊花、鱼腥草、柴胡、黄柏、香薷、生地按文献［１１］的方

法制备中草药水煎液，４℃下保存备用。

１．５．２　醇沉条件的优化　醇沉技术可以有效去除水提液中

的大分子及多糖类物质，达到精制的目的。在醇沉条件优化

中，根据参考文献［１７～１９］以及预试验的结果，得到浓缩液

的密度为０．５ｇ／ｍＬ和醇沉２４ｈ效果最好，所以只考察了含

醇量的影响。选取乙醇终体积分数为６０％，７０％，７５％，

８０％，８５％，９０％进行醇沉提取。

　　按前期研究
［１６］的处方量称取乌梅等１００ｇ，按水提工艺

提取，浓缩至质量浓度为０．５ｇ／ｍＬ，药液放冷后，用９０％的

乙醇边搅拌边加入至规定体积分数，４℃密闭冷藏２４ｈ，倾取

上清液滤过，沉淀用规定浓度的乙醇洗涤，合并滤液，滤液回

收乙醇至无醇味，回收液置已恒重的蒸发皿中，水浴蒸干，于

１０５℃干燥３ｈ，移至干燥器中冷却３０ｍｉｎ，迅速精密称定重

量，以浸出物与原生药量之比作为干膏率。根据干膏率确定

最佳提取工艺。

１．５．３　复方中草药的抑菌活性部位确定

　　（１）样品溶剂的选择：考虑到有机溶剂会对微生物的生

长有一定的影响，影响后期抑菌试验的进行［２０］，需要选取一

种既能溶解不同极性的物质，又不会对微生物的生长产生影

响的溶剂。

　　试验选用蒸馏水、正己烷、乙酸乙酯、正丁醇、２０％

ＤＭＳＯ，４０％ ＤＭＳＯ，６０％ ＤＭＳＯ，８０％ ＤＭＳＯ及纯 ＤＭＳＯ

进行提取物溶解能力的试验。同时用这几种溶剂进行大肠

杆菌Ｏ１５７：Ｈ７、金黄色葡萄球菌、肠炎沙门氏菌抑菌试验。

　　（２）提取方法：采用不同极性的溶剂对提取物进行萃

取，富集抑菌有效组分，依次用正己烷、乙酸乙酯和正丁醇进

行，每种溶剂等体积萃取３次。而后减压旋蒸回收溶剂，真

空干燥至干，得４种极性的浸膏。

　　（３）抑菌试验：在明确了不同溶剂抑菌作用的前提下，

选择各部浸膏适合的溶剂，均配制成２．０ｇ／ｍＬ溶液备用。

　　将已计数的大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７、肠炎沙门氏菌、鼠伤寒

沙门氏菌菌液稀释到１０６ＣＦＵ／ｍＬ，采用牛津杯法对不同极

性复方中草药提取物进行抑菌试验。培养结束后，观察牛津

杯周围是否有透明圈，若有，测量其大小；若没有，表明该极

性部分对菌无抑制作用。

２　结果与分析
２．１　醇沉条件的优化

　　由表１可知，当乙醇体积分数达到７０％时，干膏率趋于

平稳，乙醇浓度达到８５％以上时，干膏率逐渐降低。因此，根

据试验结果，结合生产成本，选择７０％做为最佳醇沉浓度。

由此得到醇沉最佳工艺条件为：水煎液密度０．５ｇ／ｍＬ，乙醇

体积分数７０％，４℃下静置２４ｈ。

表１　醇沉条件选择

Ｔａｂｌｅ１　Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｅｔｈａｎｏｌｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ（狀＝３）

％　　

醇沉浓度 干膏率 醇沉浓度 干膏率

０ ２５．１

６０ ２４．９

６５ ２４．８

７０ ２３．９

７５ ２３．８

８０ ２３．１

８５ ２０．９

９０ ２０．６

２．２　复方中草药的抑菌活性部位确定

２．２．１　样品溶剂的选择　由表２可知，正己烷及乙酸乙酯

均无抑菌作用，可以作为正己烷相及乙酸乙酯相的溶剂，正

丁醇有极强的抑菌作用，不可作为正丁醇相的溶剂。溶解能
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表２　溶剂抑菌效果


Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔ（狀＝３）

ｍｍ

溶剂 大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７ 肠炎沙门氏菌 金黄色葡萄球菌

正己烷 ６．００ ６．００ ６．００

乙酸乙酯 ６．００ ６．００ ６．００

正丁醇 — — —

　　“—”表示无细菌生长，被完全抑制。

力试验中正己烷能够完全溶解正己烷相浸膏，而乙酸乙酯不

能完全溶解乙酸乙酯相浸膏。因此，选用正己烷为正己烷相

浸膏的溶剂。

　　由表３可知，２０％的 ＤＭＳＯ对微生物的生长无影响，

ＤＭＳＯ的浓度越大，抑菌作用越大。而８０％的ＤＭＳＯ才能

全部溶解乙酸乙酯相浸膏。

表３　ＤＭＳＯ对两种致病菌的抑菌圈直径


Ｔａｂｌｅ３　ＡｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＤＭＳＯ（狀＝３）

ｍｍ

ＤＭＳＯ浓度／％ 大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７ 金黄色葡萄球菌

２０ — —

４０ ８．１３±０．２１ ５．９７±０．２５

６０ １１．０６±０．３２ １２．１０±０．３６

８０ １６．１３±０．３０ １５．７０±０．６６

１００ １９．８７±０．５１ １８．８６±０．３２

　　“—”表示无抑菌效果。

　　综合所述，本试验中样品溶剂选择方式为：正己烷溶解

正己烷相浸膏，８０％的ＤＭＳＯ溶解乙酸乙酯相浸膏，蒸馏水

溶解正丁醇相、水相浸膏。

２．２．２　抑菌试验结果　由表４可知，复方中草药水煎液对３

种菌均有一定的抑制作用。对肠炎沙门氏菌的抑制作用最

强，金黄色葡萄球菌次之，对大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７的抑制作用

最弱。醇沉上清液对３种菌都有明显的抑制作用，并且抑菌

强度较水煎液有明显的增强。醇沉后的沉淀物对３种菌基

本无抑制作用。由此可知，水提醇沉起到了很好的去除中药

水煎液中杂质的作用。

　　由表５可知，正己烷相无抑菌作用，其余各相对３种致

病菌均有一定的抑制作用，其中乙酸乙酯相对３种菌的实际

抑菌圈直径均需扣除空白８０％ ＤＭＳＯ的抑菌圈直径。乙酸

乙酯相对３种菌的抑制作用强弱顺序为：肠炎沙门氏菌＞大

肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７＞金黄色葡萄球菌。正丁醇相有较强的抑

表４　样品的抑菌圈直径

Ｔａｂｌｅ４　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（狀＝３）

ｍｍ

样品 大肠杆菌Ｏ１５７：Ｈ７ 金黄色葡萄球菌 肠炎沙门氏菌

中药水煎液 １０．９８±０．３６ １０．９３±０．８６ １２．８０±１．２５

醇沉上清液 １８．９３±０．７５ １６．７６±０．８７ １９．２０±０．７５

醇沉渣　　 ８．１８±１．６５ ７．２３±１．７０ ８．２５±１．４５

表５　样品的抑菌圈直径

Ｔａｂｌｅ５　Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ（狀＝３）　

ｃｍ

样品　　
大肠杆菌

Ｏ１５７：Ｈ７
金黄色葡萄球菌 肠炎沙门氏菌

８０％ ＤＭＳＯ １６．２０±０．８６ １６．１８±０．８７ １６．０３±０．８２

正己烷相 ６．００±０．００ ６．００±０．００ ６．００±０．００

乙酸乙酯相 ２２．９５±０．７１ ２０．８０±０．９９ ２２．６０±１．８３

正丁醇相 ２１．９３±０．８２ ２１．２５±１．４４ ２１．７０±０．７７

水相 １８．１８±０．８２ １７．１３±０．８７ １８．９５±０．８７

菌作用，对３种菌的抑制作用强弱相近。水相也有较好的抑

菌作用，对大肠杆菌 Ｏ１５７：Ｈ７及肠炎沙门氏菌的抑制作用

较强，金黄色葡萄球菌抑制作用次之。各相抑菌作用强弱顺

序为：正丁醇相＞水相＞乙酸乙酯相＞正己烷相。由此可

见，抑菌活性物质主要是一些高极性的物质，其余物质发挥

协同作用。

３　结论
　　本研究确定了复方中草药提取物中的抑菌活性成分探

究的前处理方式为水提醇沉。醇沉最佳工艺条件为：水煎液

密度０．５ｇ／ｍＬ，乙醇体积分数７０％，４℃静置２４ｈ。采用有

机溶剂萃取法将复方中草药提取物中的成分分为４个不同

的极性部分。体外抑菌试验中，溶剂的选择是一个难点。本

研究选用的溶剂ＤＭＳＯ本身就对微生物的生长有很大的影

响，试验的目的是确定该极性部分是否有抑菌作用，因此对

试验结果有一定的干扰。通过试验，正己烷提取物与空白相

比抑菌圈直径相近，因此认为其无抑菌作用，而乙酸乙酯提

取物抑菌圈直径比空白的大，因此判定这部分物质有一定的

抑菌作用。各相的抑菌作用强弱顺序为：正丁醇相＞水相＞

乙酸乙酯相＞正己烷相。表明抑菌活性物质主要是一些高

极性的物质，其余物质发挥协同作用。这与刘梦茵等［１２－１５］

关于乌梅、马齿苋、大青叶中抑菌物质的研究结果相一致。

在今后的研究中需对强极性部分的主要成分进行阐述，进一

步揭示该复方的抑菌活性成分。
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１０　李铮，石任兵，刘斌．ＨＰＬＣ法测定参芍心欣方有效部位中芍药苷含

量［Ｊ］．北京中医药大学学报，２００３，２６（２）：４７～４９．

１１　王思思．选择性抑菌中草药筛选及组方研究［Ｄ］．保定：河北农业

大学，２０１２．

１２　刘梦茵，刘芳，周涛，等．乌梅乙醇提取物抑菌作用及其抑菌成分

分析［Ｊ］．食品科学，２０１１，３２（１７）：１９０～１９３．

１３　解思友，逢美芳，孙艳，等．马齿苋的化学成分与药理作用最新研

究进展［Ｊ］．现代药物与临床，２０１１，２６（３）：２１２～２１５．

１４　杨哲，肖根生，杨永生．马齿苋多糖的提取功效及其在畜禽饲料

生产中的应用［Ｊ］．湖南饲料，２０１２（４）：１９～２０．

１５　侯家玉，方泰惠．中药药理学［Ｍ］．北京：中国中医药出版社，

２００７：５４～５５．

１６　杨建乔．复方中草药提取物替代饲用抗生素的应用研究［Ｄ］．保

定：河北农业大学，２０１３．

１７　张黎明，朱丽，李雪，等．玉屏风总多糖水提醇沉工艺条件优化

［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１１，１７（１）：２６．

１８　阎雪梅，李凤丽，宋洁瑾．暑热宁合剂水提醇沉工艺研究［Ｊ］．中

国现代应用药学，２０１２，２９（８）：７０３～７０４．

１９　肖琼，沈平婊．中药醇沉工艺的关键影响因素［Ｊ］．中成药，２００５，

２７（２）：１４３～１４４．

２０　高微微，李展，林文卫，等．中草药提取物对沙门氏菌的抑菌试验

［Ｊ］．中兽医医学杂志，１９９８（５）：１１～１３．
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１８　ＺｈｏｎｇＫａｉ，ＷａｎｇＱｉａｎｇ．Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｏｆｕｌｔｒａｓｏｎｉｃｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

ｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｆｒｏｍｄｒｉｅｄｌｏｎｇａｎｐｕｌｐｕｓｉｎｇｒｅｓｐｏｎｓｅｓｕｒｆａｃｅ

ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ［Ｊ］．Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ Ｐｏｌｙｍｅｒｓ，２０１０，８０（１）：

１９～２５．

１９　赵保路．电子自旋共振技术在生物和医学中的应用［Ｍ］．合肥：

中国科学技术大学出版社，２００９：５８～５９．

２０　ＦａｌｃｈＥ，ＶｅｌａｓｃｏＪ，ＡｕｒｓａｎｄＭ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｒａｄｉｃａｌｄｅ

ｖｅｌｏｐｍｅｎｔｂｙＥＳＲｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓｆｏｒａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｏｘ

ｉｄａｔｉｖｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｆｉｓｈｏｉｌｓ［Ｊ］．ＥｕｒｏｐｅａｎＦｏｏｄＲｅｓｅａｒｃｈ

ａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ａ，２００５，２２１（５）：６６７～６７４．

２１　ＬｅｅＳＪ，ＣｈｅｏｎｇＳＨ，ＫｉｍＹＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａ

ｎｏｖｅｌｓｙｎｔｈｅｔｉｃｈｅｘａｐｅｐｔｉｄｅｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍａｎｅｎｚｙｍａｔｉｃｈｙｄｒｏｌｙ

ｓａｔｅｏｆｄｕｃｋｓｋｉｎｂｙｐｒｏｄｕｃｔｓ［Ｊ］．ＦｏｏｄａｎｄＣｈｅｍｉｃａｌＴｏｘｉｃｏｌｏ

ｇｙ，２０１３（６２）：２７６～２８０．

２２　何传波，魏好程，熊何健，等．酶与微波处理对海带多糖提取及抗

氧化活性的影响［Ｊ］．食品科学，２０１３，３４（１８）：５１～５３．
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