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苦瓜水提物抗幽门螺杆菌作用及其浸提工艺研究
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摘要!为研究苦瓜水提物对幽门螺杆菌的抑制作用$以纸片

扩散法的抑菌圈大小为指标$设计正交试验优化苦瓜水提物

抗幽门螺杆菌活性的最佳浸提工艺$并进一步探究苦瓜水提

物的最小抑菌浓度!

YXL

#(最小杀菌浓度!

YNL

#和杀菌动力

学%结果表明"苦瓜水提物抗幽门螺杆菌的最佳浸提工艺为

浸提温度
!% b

(料液比
&
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#(浸提时间
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下杀

菌动力学时间为
#%138
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关键词!苦瓜&水提物&幽门螺杆菌&抗菌

23-45674

"

X8BG@7G>B<>;@

P

>6728>30J743ABQ2A>7G

IP

4BG32A>3T3>37<BS20

O

;7B;<7_>G2A><SGB1Q3>>7G174B8

$

>677_>G2A>3B8

I

GBA7<<7<:7G7B

I

0

>31357@Q

P

BG>6B

9

B8242GG2

P

@7<3

9

8:3>6G7<

I

7A>>B3863Q3>BG

P

5B87

<357BSQ2A>7G32;<38

9I

2

I

7G@3<A@3SS;<3B817>6B@?R6713831;1380

63Q3>BG

P

AB8A78>G2>3B8

!

YXL

#$

13831;1 Q2A>7G3A3@24AB8A78>G2>3B8

!

YNL

#

28@Q2A>7G3A3@24h387>3A<B82

O

;7B;<7_>G2A><BSQ3>>7G174B8

:7G7S;G>67G38T7<>3

9

2>7@?R67G7<;4><<6B:7@>62>>67Q7<>28>30J7430

ABQ2A>7G

IP

4BG37SS7A><BS2

O

;7B;<7_>G2A><SGB1Q3>>7G174B8:7G7>67

:2>7G7_>G2A>3B8AB8@3>3B8:3>6>67>71

I

7G2>;G72>!%b

$

>67G2>3BBS

12>7G324>B43

O

;3@2>&p*%

$

SBG&?*6?X><YXL28@YNL2

9

238<>4)'

A.<0V6<C)@

PE

A0@.:7G7#$1

9

)

1K28@&$!1

9

)

1K

$

G7<

I

7A>3T74

P

?R67

h387>3A<BSSB;GSB4@28>30Q2A>7G3A3@242A>3T3>

P

2

9

238<>4)A.<0V6<C)@

IP

0

4BG3:2<#%138?

89

:

;<5=-

"

Q3>>7G174B8

&

2

O

;7B;<7_>G2A><

&

4)A.<0V6<C)@

PE

A0@.

&

280

>3Q2A>7G324

幽门螺杆菌!
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#是一种广泛定植

于人胃中的微需氧革兰氏阴性杆菌&世界上有
*%M

以上的

人被其感染%研究)

&C$

*证实幽门螺杆菌感染与慢性胃炎+胃

溃疡+十二指肠溃疡和胃癌的高发率密切相关&目前临床上

治疗幽门螺杆菌主要方法有三联或四联疗法即
$

种或
#

种

抗生素结合
&

种质子泵抑制剂或铋剂&因胃环境的特殊性

及胃的排空导致幽门螺杆菌治疗用药量大+疗程长+成本高+

副作用大%致使病人依从性差%部分病人未达到完整的疗程

就停止服药%另外%幽门螺杆菌对使用的抗生素易产生耐药

性%甚至出现了对
"

种抗生素的耐药菌株)

#

*

%幽门螺杆菌还

容易重新感染&因此%根治幽门螺杆菌感染已成为医学难

题&中药复方制剂治疗幽门螺杆菌虽然具有很好的疗效%但

其成分不清+疗程长+服用不便且成本较西药更高&

苦瓜!

;0>0@?.<6</6@6*C.6K?

#是一种药食两用植物%

其提取物具有广谱抗菌活性)

)

*

%对革兰氏阳性杆菌+球菌具

有抑制作用%同时对革兰氏阴性杆菌也具有较强的抑制效

果&但目前还未见关于苦瓜提取物抗幽门螺杆菌的报道&

苦瓜的提取物抗菌活性与提取溶剂相关%张雅静等)

*

*研

究苦瓜不同溶剂提取物对金黄色葡萄球菌+枯草杆菌和大肠

杆菌的抑菌效果时发现%苦瓜水提物对金黄色葡萄球菌的抑

菌效果最强%

(%M

乙醇的提取物对枯草杆菌的抑菌效果最

强%乙酸乙酯的提取物对大肠杆菌的抑菌效果最强&其他研

究证实苦瓜含有多种抑菌物质%包括苦瓜黄酮)

"

*

+苦瓜皂

苷)

(C!

*

+苦瓜多糖)

!C.

*

+苦瓜多酚)

&%

*

+苦瓜精油)

&&

*和苦瓜蛋

白)

&$C&#

*等活性成分&本研究采用水作为提取溶剂探究苦瓜

提取物抗幽门螺杆菌活性&研究)

&)

*证实苦瓜水提物的抗菌

活性与浸提温度+浸提时间和料液比有一定关系&本研究拟

采用正交试验%以纸片法抑菌圈大小为指标%研究苦瓜水提

物抗幽门螺杆菌活性的最佳浸提工艺%以倍比稀释法确定苦

瓜水提物的最小抑菌浓度!
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#和杀菌浓度!
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#%以
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浓度的苦瓜水提物浓度检测苦瓜水提物抗幽门螺杆菌

的杀菌动力学%旨在将苦瓜开发为抗幽门螺杆菌同时具有保

健功能的食品或饮品提供理论依据和技术方法&

&

!

材料与方法
&?&

!

材料和试剂

苦瓜"凤阳华佗大药房!经安徽科技学院药学系时维静

教授鉴定为正品#%在
*%b

烘箱干燥
&$6

后%用粉碎机粉碎

后%过
)%

目筛%

)b

干燥保存备用$

幽门螺杆菌液体培养基+固体培养基+培养剂!复合抗生

素#"青岛海博生物技术公司$

胎牛血清"上海生物工程有限公司$

无纤维绵羊血"郑州九龙生物技术公司$

微需氧产气袋!日本三菱瓦斯
YWL

#"上海宝曼生物科

技有限公司&

&?$

!

仪器

旋转蒸发仪"

Z/0#%%%

型%上海亚荣生化仪器厂$

真空冷冻干燥机"

'KHJ'&0$K-

I

4;<

型%德国
Y2G>38

L6G3<>

公司$

高压蒸汽灭菌锅"

K-Um0#%aNF

型%三强医疗器械有限

公司$

培养箱"

FHm0![N

型%上海跃进医疗器械厂$

恒温水浴锅"

-a0!-

型%上海一恒仪器有限公司$

超净工作台"

Fg0L\0$,-

型%苏州净化设备厂$

恒温振荡器"

Ug+Z0-$)%$

型%上海志诚仪器有限公司&

&?#

!

供试菌种

幽门螺杆菌临床株"安徽科技学院细胞与分子生物学实

验中心保存&

&?)

!

试验方法

&?)?&

!

幽门螺杆菌培养及药物抑菌试验
!

培养基的配制按

照说明书进行&供试菌种接种于幽门螺杆菌液体培养基试

管内%在放有微需氧产气袋的密闭培养罐中
#(b

震荡培养

#"6

%将各菌种转移至幽门螺杆菌固体培养基进一步活化%

用刮铲刮下菌苔用生理盐水制成
%?*

麦氏管细菌悬浊液%相

当于菌的浓度为
&%

!

L,V

(

1K

%在超净工作台上用无菌移液

枪吸取
&%%

#

K

菌液均匀涂到固体培养皿制成平板&同时把

浸泡在药液中的纸片小心贴在培养皿的适当位置&在微需

氧条件下
#(b

培养
)!6

%用游标卡尺测量抑菌圈大小%每个

抑菌圈从不同角度测量
#

次求平均值%单位为
11

&

&?)?$

!

单因素试验
!

参照文献)

&*

*的方法分别从料液比+浸提

温度和浸提时间
#

个因素考察苦瓜浸提物的最佳单因素条件&

!

&

#料液比考察"称取
*

份
*

9

苦瓜的粉碎物%分别以料

液比
&

&

$%

%

&

&

#%

%

&

&

)%

%

&

&

*%

%

&

&

"%

!

9

(

1K

#%在
"%b

水浴

回流提取
$

次%每次
$6

%将提取液合并后用旋转蒸发仪浓缩%

用真空冷冻干燥机冷冻干燥%称取适量水提物配制成

&%%1

9

(

1K

水溶液%分别用纸片法测抑菌圈大小%确定最佳料

液比&

!

$

#浸提温度考察"称取
*

份
*

9

苦瓜的粉碎物%以料液

比
&

&

)%

!

9

(

1K

#%分别在
*%

%

"%

%

(%

%

!%

%

.%b

水浴回流提取

$

次%每次
$6

%按
&?)?$

!

&

#操作%分别用纸片法测抑菌圈大

小%确定最佳提取温度&

!

#

#浸提时间考察"称取
*

份
*

9

苦瓜的粉碎物%分别以

料液比
&

&

)%

!

9

(

1K

#%浸提温度
!%b

%在
&?%

%

&?*

%

$?%

%

$?*

%

#?%6

水浴回流提取
$

次%按
&?)?$

!

&

#操作%分别用纸片法测

抑菌圈大小%确定最佳提取时间&

&?)?#

!

正交试验优化
!

在单因素试验结果的基础上%以水提

物对幽门螺杆菌的抑菌圈大小为指标%做料液比+浸提温度

和浸提时间的
#

因素
#

水平的正交试验设计%并对试验结果

进行分析验证%最终得出苦瓜水提物抗幽门螺杆菌活性的最

佳浸提工艺条件&

&?)?)

!

最小抑菌浓度和最小杀菌浓度试验
!

取
$)

支无菌的

试管向每个试管加灭菌的幽门螺杆菌液体培养基
&1K

%分

成
#

组%每组
!

支试管%用倍比稀释法%将苦瓜浸提物依次稀

释为最终药液浓度分别为
$*"

%

&$!

%

")

%

#$

%

&"

%

!

%

)

%

$1

9

(

1K

&

向每支
&1K

含不同药液浓度试管中加入
&%

!

L,V

(

1K

的幽

门螺杆菌菌液
&%

#

K

保证每支试管含幽门螺杆菌数为

&%

"

L,V

(

1K

%按照
&?)?&

幽门螺杆菌的培养方法培养
#"6

%

观察试管浑浊状态%出现浑浊前的试管中苦瓜浸提物的浓度

即为最小抑菌浓度!

YXL

#&将取
*

#

K

澄清试管中的培养物

接种于固体培养基%在微需氧
#(b

培养
#"6

%无菌落出现前

一试管中的苦瓜浸提物的浓度即为最小杀菌浓度!

YNL
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杀菌动力学试验
!

在
)

倍
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浓度的苦瓜浸提物液

体培养基中%加入幽门螺杆菌至菌数为
&%

"

L,V

(

1K

%充分

混合后%采用在微需氧条件下%

#(b

%

$%%G

(

138

震荡培养%

分别在
*

%

$%

%

#%

%

)*

%

"%

%

.%138

时取
*

#

K

混合物!每个取

#

份#%至固体培养基在微需氧条件%

#(b

培养
#"6

%观察和

计算菌落生长状况&

$

!

结果与分析
$?&

!

单因素试验结果

$?&?&

!

料液比对苦瓜水提物抗幽门螺杆菌活性的影响
!

由

图
&

可知%起初%随着溶剂量的增加%苦瓜水提物的抗幽门螺

杆菌活性先增加%当料液比达到
&

&

)%

!

9

(

1K

#后%苦瓜水提

物抗幽门螺杆菌活性不再增加%考虑水提物的浓缩和干燥%

溶剂量大会增加成本%因此%选择料液比
&

&

)%

!

9

(

1K

#作为

苦瓜最佳提取水平&

图
&

!

料液比对水提物抑菌活性的影响
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!

提取温度对苦瓜水提物抗幽门螺杆菌活性的影

响
!

由图
$

可知%起初%随着温度的增加苦瓜水提物的抗菌

活性增加%到
!%b

达到最大%抑菌圈为
!?!11

%之后抑菌活

性有所减小&说明温度过高时%苦瓜水提物的抗菌活性成分

被破坏%因此%选择
!%b

作为苦瓜最佳提取水平&

图
$

!

温度对水提物抑菌活性的影响

,3

9

;G7$
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!

提取时间对苦瓜水提物抗幽门螺杆菌活性的影

响
!

由图
#

可知%起初%随着提取时间的延长%苦瓜水提物的

抗菌活性增加%

&?*6

时达到最大%抑菌圈为
.?%11

%之后抗

菌活性逐渐减小%可能是提取物长时间处在较高的温度下%

抗菌活性物质受到破坏%进一步说明苦瓜抗菌活性物质存在

热不稳定性%因此%选择
&?*6

为苦瓜最佳提取水平&

$?$

!

正交试验优化结果

在单因素试验的基础上%设计的
#

因素和
#

水平正交试

验见表
&

&

由表
$

可知"浸提物对幽门螺杆菌抑制作用的影响顺序

为
'

)

L

)

N

$最佳浸提条件组合是
'

$

N

#

L

$

%即提取温度
!%b

%

图
#

!

时间对水提物抑菌活性的影响
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表
&

!

正交试验各因素水平

R2Q47&

!

,2A>BG<28@47T74<BSBG>6B

9

B824>7<>

水平
'

浸提温

度(
b

N

料液比

!

9

(

1K

#

L

浸提时

间(
6

& (% &

&

#% &?%

$ !% &

&

)% &?*

# .% &

&

*% $?%

表
$

!

抑菌作用正交试验结果

R2Q47$

!

R67G7<;4><BSBG>6B

9

B824>7<>B8

28>3Q2A>7G3247SS7A>

试验号
' N L

抑菌圈(
11

& & & & (?"

$ & $ $ !?&

# & # # !?%

) $ & $ .?#

* $ $ # !?(

" $ # & .?%

( # & # !?#

! # $ & !?(

. # # $ !?!

Q

&

(?. !?) !?)

""""""""""""""""""

Q

$

.?% !?* !?(

Q

#

!?" !?" !?#

H &?& %?$ %?)

料液比
&

&

*%

!

9

(

1K

#%浸提时间
&?*6

&但
'

$

N

#

L

$

条件不在

正交试验表中%因此%在
'

$

N

#

L

$

条件下进行
#

次验证实验%

其提取物对幽门螺杆菌的抑菌圈大小平均值为
.?*11

%大

于正交试验表中的最大值
.?#11

%故苦瓜最佳浸提条件为

'

$

N

#

L

$

&

$?#

!

苦瓜浸提物对幽门螺杆菌的最小抑菌浓度和最小杀菌

浓度

!!

苦瓜浸提物的最小抑菌试验发现第
*

支试管开始出现

浑浊%说明第
)

试管的药物浓度为苦瓜提取物的最小抑菌浓

度!

#$1

9

(

1K

#&将前
)

支试管培养液接种于琼脂培养基在

微需氧%

#(b

培养
#"6

后观察菌落生长状况%发现第
#

和第

)

支试管接种的培养基有菌落生长%第
&

和第
$

支试管的无%

说明第
$

支试管的药物浓度为最小杀菌浓度!

&$!1

9

(

1K

#&

试验证明"苦瓜提取物对幽门螺杆菌不但有抑制作用%同时

有杀灭作用&

$?)

!

苦瓜浸提物对幽门螺杆菌的杀菌动力学

用
)

倍
YXL

浓度即
&$!1

9

(

1K

浓度的苦瓜浸提物进

行杀菌动力学试验%结果发现在
*138

和
$%138

取得的混合

物培养基均有细菌菌落生长%

#%138

及之后的混合物培养基

均无细菌菌落生长%证明在
)

倍
YXL

浓度下苦瓜浸提物的

最小杀菌时间为
#%138

&说明苦瓜浸提物有较好的杀菌动

力学效果&

#

!

结论
本研究证明苦瓜水提物具有抗幽门螺杆菌作用%但不同

条件下的水提物对幽门螺杆菌的抑制活性存在差异&通过

正交试验确定了苦瓜浸提物抗幽门螺杆菌活性的最佳浸提

工艺为浸提温度
!% b

%料液比
&

&

*%

!

9

(

1K

#%浸提时间

&?*6

&本研究还发现苦瓜水提物的抗幽门螺杆菌活性与浸

提温度有较大关系%在
!%b

温度下所得浸提物抗菌活性最

!#&

第
#$

卷第
!

期 张孝林等"苦瓜水提物抗幽门螺杆菌作用及其浸提工艺研究
!



强%浸提时间对浸提物的抗幽门螺杆菌活性也有一定的影

响%高温和浸提时间过长对苦瓜抗菌活性成分都会造成

破坏&

本研究还证明苦瓜在最佳浸提工艺条件下所得的苦瓜

水提物对幽门螺杆菌具有抑制作用%最小抑菌浓度是

#$1

9

(

1K

%这是一个比较低的抑菌浓度&苦瓜水提物在高

浓度时对幽门螺杆菌还具有杀灭作用%其杀菌浓度为

&$!1

9

(

1K

&同时在
&$!1

9

(

1K

浓度条件下进行杀菌动力

学研究%发现苦瓜水提物具有快速杀灭幽门螺杆菌作用%最

小杀菌动力学时间为
#%138

&这表明苦瓜水提物在胃中能

快速杀灭幽门螺杆菌作用%因此%苦瓜水提物用于对幽门螺

杆菌感染的防治具有重大的医学应用价值&

本研究只研究了苦瓜的水提物抗幽门螺杆菌作用&不

同的溶剂提取所得的苦瓜浸提物活性成分存在差异%其抑菌

活性也存在差异性&苦瓜用不同的溶剂提取时可以得到不

同的抑菌成分%抑制幽门螺杆菌的活性会存在差异%用什么

溶剂提取所得的提取物对幽门螺杆菌的抗菌活性最强有待

进一步研究&
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