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龙须菜挥发油的提取及抗菌抗虫活性研究
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摘要!分别采用直接水蒸气蒸馏法和溶剂提取
*

水蒸气蒸馏

法提取龙须菜"

H?%A3'%?3%'=B%)=3

>

(?B3;

#挥发油$并进行气

相色谱
*

质谱法"

!C*WE

#分析和抗菌抗虫活性研究!结果显

示'相比于直接水蒸气蒸馏法$溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法提取

的龙须菜挥发油中气味阈值较低的醛类成分相对含量低至

&9%&B

$而营养保健价值高的羧酸及酯类含量达到
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龙须菜挥发油对大肠杆菌
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#和副溶血性弧菌"
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%?%:=B('
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<3A.;

#

;

种常见致

病菌均有一定的抗菌活性&溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法和直接

水蒸气蒸馏法提取的龙须菜挥发油对卤虫的半数致死量

"

0I

;&

#分别为
&9'%)

$

&9')%.
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!

关键词!龙须菜&挥发油&抗菌&抗虫&水蒸气蒸馏法&溶剂提

取
*

水蒸气蒸馏法&气相色谱
*

质谱法
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龙须菜!

H?%A3'%?3%'=B%)=3
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#隶属于红藻门杉藻

目江蓠属'多生长于潮间带至潮下带的半埋于覆盖有沙的岩

石上%

'

&

(目前已从龙须菜中分离出多种化合物%

%̀ <

&

'具有调

节免疫+抗肿瘤%

=̀ ;

&

+抗病毒+抗突变%

)

&

+抗凝血+抗氧化%

;

&

+

抗菌等多种生理活性及药用功能%

(

&

(但对龙须菜挥发油的

成分以及抗菌活性研究还相对较少'对龙须菜挥发油的抗卤

虫活性也未见报道(

值得关注的是潮间带海藻的挥发和半挥发性成分具有

很好的抗菌和抗氧化等活性'可用于开发药品或者保健

品%

+

&

(同时'同种植物的挥发油用不同的方法提取在成分以

及活性方面有较大差异%

,

&

(因此本研究以龙须菜为对象'利

用气相色谱
*

质谱分析方法对比不同提取方法得到的挥发油

成分'分析挥发油主体成分'并研究比较
%

种挥发油对几种

常见致病菌抗菌作用以及对卤虫杀虫活性的差异'旨在探索

龙须菜挥发油的最佳提取方法'并为扩展大型红藻龙须菜的

应用范围提供一定理论依据(

,='
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材料与方法
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!

材料和仪器

'9'9'

!

材料与试剂

龙须菜"于
%&')

年
;

月采于山东威海养殖场$

大肠杆菌
b';(

!

5;A:=?3A:3%A('3b';(

#+金黄色葡萄球
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#+副溶血性

弧菌!
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#"中国水产科学研究院黄海水

产研究所$

U]

培养基"蛋白胨
'&

5

'酵母浸膏
;

5

'氯化钠
'&

5

'琼

脂
%&

5

'去离子水
'&&&.U

'

N

c(9%

&

(9=

$

其他试剂均为分析纯(

'9'9%

!

主要仪器设备

气相质谱联用仪"

!CWE*[$%&'&

型'日本岛津公司$

旋转蒸发器"

D-*;%QQ

型'上海亚荣生化仪器厂$

循环水式多用真空泵"

Ecf*,;]

型'巩义市予华仪器有

限责任公司$

冷冻干燥机"

#X*'Q*+&

型'上海比朗仪器制造有限

公司$

立式压力蒸汽灭菌器"

]dW*<&D

型'上海博迅实业有限

公司医疗设备厂(
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试验方法

'9%9'

!

直接水蒸气蒸馏法
!

将
'P

5

新鲜龙须菜冷冻干燥'

粉碎'对龙须菜粉末直接进行水蒸气蒸馏得龙须菜挥发油

!

X*!UE

#'用重蒸二氯甲烷萃取'密封待测(

'9%9%

!

溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法
!

将
'P

5

新鲜龙须菜晾干至

恒重'粉碎'浸泡于等体积重蒸甲醇中'提取
<

次'超声辅助+

浸提均为
%=3

'将浸提液于减压旋转蒸发器中蒸干'得龙须

菜粗提物浸膏(最后对粗提物浸膏进行水蒸气蒸馏得到龙

须菜挥发油!

E*!UE

#'用重蒸二氯甲烷萃取'密封待测(

'9%9<

!

!C*WE

分析条件

!

'

#气相色谱条件"柱箱温度
;&\

'进样口温度
%;&\

'

进样量
'

#

U

'不分流'进样时间
' .04

$载气
c@

'压力

'&&P$/

'总流量
;&.U

*

.04

'柱流量
'9),.U

*

.04

$柱温从

;&\

开始'维持
&.04

'以
; \

*

.04

升温到
%%& \

'维持

;.04

'再以
;\

*

.04

升温到
<&&\

'维持
&.04

(

!

%

#质谱条件"

-F

离子源'电离源!

(&@>

#'离子源温度

%&&\

'接口温度
<&&\

'溶剂延迟时间
<.04

'质量数扫描

范围为
<;

&

;&&B

*

K

(

'9%9=

!

化合物结构与含量分析
!

利用仪器自带谱库进行检

索'确定化合物结构'只报道相似度
"

+&B

的物质'采用色谱

峰面积归一化法确定各组分相对含量'用百分比表示(

'9%9;

!

抗菌试验
!

将
X*!UE

挥发油和
E*!UE

挥发油分别用

色谱甲醇溶解'浓度均为
'&.

5

*

.U

'阳性对照为
=.

5

*

.U

阿莫西林的二甲基亚砜!

XWEb

#溶液(各取样品
;

#

U

到滤

纸片!直径
)..

#'晾干'贴到涂菌的
U]

固体平板上'置于

<(\

培养
%=3

'观察抑菌圈大小(按式!

'

#计算抑菌率(

A

N

@

'

O

@

&

@

%

O

@

&

P

'&&B

' !

'

#

式中"

A

)))抑菌率'

B

$

@

&

)))滤纸片直径'

..

$

@

'

)))供试样品抑菌圈直径'

..

$

@

%

)))阳性对照'

..

(

'9%9)

!

抗卤虫活性试验
!

参照李窻等%

'&

&的方法'取
',&

#

U

卤虫幼虫悬浮液'加入到
,)

孔板中'每孔卤虫控制在
')

条

左右(用
XWEb

将两种挥发油配制成梯度溶液'每孔加入

样品
'&

#

U

'使其最终浓度分别为
&9&)

'

&9&+

'

&9'&

'

&9'%

'

&9'=

'

&9')

'

&9'+

'

&9%&.

5

*

.U

'并设置海水和
XWEb

对照'每

个样品做
)

个平行(在
%;\

下培养
%=3

'记录卤虫死亡个

数'计算死亡率和半致死浓度
0I

;&

(

%

!

结果与分析
%9'

!

不同提取方法的龙须菜挥发性成分

根据水蒸气蒸馏法得到的
X*!UE

挥发油'经
!C*WE

分

析后得龙须菜挥发油总离子流色谱图!图
'

#'该方法得到的

挥发油组分在
<9&+;.04

开始出峰并且在
%;

&

<;.04

集中

出峰'由表
'

可知'共得到
)+

种成分'包括烷烃
%&

种+烯烃
)

种+醛类
,

种+醇类
'%

种+酮类
<

种+羧酸及酯
';

种和其它

化合物
<

种(其中相对含量
"

;B

的化合物依次有"

%*

辛烯

醛!

%%9%,B

#+二十烷!

'+9+=B

#+

=*

亚乙烯基环己烯!

(9+'B

#

和
'*

辛烯
*<*

醇!

)9,'B

#(而采用溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法得

到的
E*!UE

挥发油'经
!C*WE

分析后得龙须菜挥发油总离

子流色谱图!图
%

#'该方法得到的挥发油组分出峰时间集中

图
'

!

直接水蒸气蒸馏法所得龙须菜挥发油

成分
!C*WE

谱图
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图
%

!

溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法所得龙须菜

挥发油成分
!C*WE

谱图
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在
%&

&

<;.04

'由表
%

可知'共得到
;)

种成分'包括烷烃
%&

种+醛类
'

种+醇类
)

种+酮类
%

种+羧酸及酯
'(

种和其它化

合物
'&

种(其中相对含量
"

;B

的化合物有"二十烷

!

<(9='B

#和棕榈酸甲酯!

)9+,B

#(由图
<

可知'

E*!UE

挥发

油相对于
X*!UE

挥发油'其醛类成分由
%=9),B

下降至

&9%B

'羧酸及酯类成分由
,9&%B

提高至
%'9;=B

'在一定程

度上说明'直接水蒸气蒸馏挥发油成分可能会导致羧酸氧

化'醛类成分增加(总体来看'烃类和羰基类化合物是龙须

菜挥发油的主体成分(

%9%

!

对龙须菜挥发油主体成分解析

%9%9'

!

烃类化合物
!

由图
<

可知'烃类化合物是龙须菜挥发

油的最主要成分'嗅觉阈值多数较高'对挥发油的气味贡献

不大(直接水蒸气蒸馏法和溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法提取的

挥发油中烷烃含量分别为
<+9,+B

和
)&9&'B

'另外直接水蒸

气蒸馏法提取的挥发油中还有
'&9='B

的烯烃'其中角鲨烯

是一种直链三萜化合物'具有类似红细胞摄氧功能'可生成

表
'

!

直接水蒸气蒸馏法所得龙须菜挥发油成分
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化合物

种类

保留时间*

.04

化合物名称
相对含量*

B

烷烃

=9=+% %

'

%

'

=

'

=*

四甲基戊烷
%9&&

'+9'%=

十四烷
&9'(

%&9(%%

十五烷
&9,%

%<9',%

十六烷
'9'&

%=9<;% %

'

)

'

'&*

三甲基十五烷
&9=%

%=9;';

正癸基环己烷
&9';

%;9)&;

二十烷
'+9+=

%;9),'

姥鲛烷
&9(+

%(9()(

十八烷
&9,=

%(9,((

植烷
'9&,

<'9<%=

十三烷基环己烷
&9%<

<'9,<;

二十一烷
<9+,

<%9),)

二十五烷
&9';

<;9'<%

二十九烷
&9=,

<;9<<;

三十五烷
&9<+

<;9=)(

十五烷基环己烷
&9)<

<;9,;(

二十二烷
'9+<

<+9;+=

二十四烷
<9%+

=<9+<(

三十六烷
'9=(

=,9)=(

四十烷
&9%%

烯烃

<9<,% '

'

<*

辛二烯
'9&)

=9<&; =*

亚乙烯基环己烯
(9+'

=9=<' '*

乙基
*'

'

=*

环己二烯
&9)=

;9=&; %

'

=

'

)*

辛三烯
&9%+

%;9&;) <*

十七烯
&9=,

;&9'((

角鲨烯
&9'<

醛类

<9&+;

正己醛
&9;)

=9(<+

庚醛
&9%+

)9&)'

苯甲醛
&9<=

)9=)< %*

辛烯醛
%%9%,

(9%,% %

'

=*

庚二烯醛
&9%<

''9%<% %

'

)*

壬二烯醛
&9'=

'%9)&(

%

'

%

'

)*

三甲基
*'

'

<*

环己二烯
*'*

甲醛
&9<'

'<9%&,

!

*

环柠檬醛
&9'+

%;9++<

十四醛
&9<)

化合物

种类

保留时间*

.04

化合物名称
相对含量*

B

醇类

=9(&' =*

庚烯醇
&9';

)9%); %*

庚烯
*'*

醇
&9'+

)9;;& '*

辛烯
*<*

醇
)9,'

+9+=' %*

辛烯
*'*

醇
'9,&

,9&;+ %*

辛炔
*'*

醇
&9%=

+9,<) <*

环己烯基
*'*

乙醇
%9&,

,9+;( %*

甲基
*'*

羟甲基
*'*

环己烯
&9)<

,9,+% %

'

)*

二甲基环己醇
&9)&

%&9&;,

十二醇
&9'=

%,9=,<

十九醇
&9%,

<=9&(=

二十一醇
&9'=

<=9')<

叶绿醇
'9;'

酮类

)9)+) ;*

甲基
*<*

庚酮
&9%,

%&9==;

!

*

紫罗兰酮
&9,)

%+9(;<

植酮
&9%=

羧酸及酯

')9+('

%*

甲基
*'*

叔丁基
*'

'

<*

丙二醇单

异丁酸酯
&9=&

'(9=;'

%

'

=

'

=*

三甲基
*'

'

<*

戊二醇单异

丁酸酯
&9)'

%'9;)(

二氢猕猴桃内酯
&9'<

%(9);&

肉豆蔻酸乙酯
&9',

%+9);;

五氟丙酸三十六酯
&9%<

%,9%++

邻苯二甲酸二异丁酯
'9=+

<&9==&

棕榈酸甲酯
&9%,

<'9%<'

邻苯二甲酸二丁酯
'9&;

<'9=&) ,*

十六碳烯酸乙酯
&9,)

<'9+<&

棕榈酸乙酯
'9(&

<%9&,&

七氟丁酸二十酯
&9';

<%9,%%

花生四烯酸!

QDQ

#

&9<'

<<9&=+

二十碳五烯酸!

-$Q

#

&9;,

<;9%)(

油酸乙酯
&9),

<,9;%'

二十碳五烯酸!

-$Q

#乙酯
&9%=

其它

'<9%(<

苯并噻唑
&9%&

%(9<,;

菲
&9%)

<=9&', '

'

;=*

二溴五十四烷
&9'(

';'

第
<=
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表
%

!

溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法所得龙须菜挥发油成分

Z/A1@%

!

>:1/G01@:012:.

N

:I4K804!T0=B%)=3

>

(?B3;L0G38:1O@4G@RGM/2G0:4*8G@/.K08G011/G0:4

化合物

种类

保留时间*

.04

化合物名称
相对含量*

B

烷烃

%%9''+ %*

环己基二十烷
&9%&

%%9;)) <*

甲基十五烷
&9%=

%<9<&=

十八烷
<9&%

%=9<;% %

'

)

'

'&*

三甲基十五烷
&9)<

%;9)&;

二十烷
<(9='

%(9&+% %*

甲基十七烷
'9%<

%(9%=, <*

甲基十七烷
&9%;

%(9,((

植烷
'9,,

%,9%<,

二十八烷
'9''

<'9,<;

二十一烷
%9')

<%9+%+

四十烷
%9%;

<<9;<(

角鲨烷
'9<;

<=9(); +*

己基十五烷
&9)&

<;9&'; %

'

=*

二甲基二十烷
&9%,

<;9');

四十四烷
'9&;

<)9<%&

三十二烷
&9%'

<+9;+=

二十四烷
%9=(

<,9+=(

三十烷
&9<%

=<9+<(

三十六烷
%9,;

==9';;

五十四烷
&9%+

醛类
'+9(,=

%*

甲 基
*;*

异 丙 烯 基 环 戊
*'*

烯

甲醛
&9%&

醇类

%,9=,<

十九醇
'9&;

<&9,(+ %*

己基
*'*

癸醇
'9)<

<<9%'+ ,*

十八烯
*'*

醇
'9%<

<<9)+'

二十四醇
'9&;

<=9')<

叶绿醇
<9'(

<+9&=;

三十醇
&9%=

化合物

种类

保留时间*

.04

化合物名称
相对含量*

B

酮类
%&9==;

!

*

紫罗兰酮
&9<=

%+9(;<

植酮
'9)=

羧酸

及酯

',9+=' <*

羟基十四烷酸甲酯
&9<;

%'9;)(

二氢弥胡桃内酯
&9;,

%%9)), %*

甲基烯丙基富马酸乙酯
&9%%

%=9++& <*

羟基十二烷酸甲酯
&9%,

%)9%()

肉豆蔻酸甲酯
&9,;

%(9%&'

肉豆蔻酸
&9++

%+9=<(

十五烷酸甲酯
&9%%

%,9%++

邻苯二甲酸二异丁酯
&9)(

<&9'<+

棕榈油酸甲酯
'9&%

<&9==&

棕榈酸甲酯
)9+,

<'9%<'

邻苯二甲酸二丁酯
'9))

<'9;;;

棕榈酸
=9<,

<<9,&' +

'

''*

十八碳二烯酸甲酯
&9;+

<=9'<)

油酸甲酯
'9%<

<=9;<%

十八烷酸甲酯
&9)%

<(9);=

花生四烯酸!

QDQ

#甲酯
&9)&

<(9+=<

二十碳五烯酸!

-$Q

#甲酯
&9<+

其它

'<9)=< %*

氨基
*=*

甲氧基苯酚
&9=,

%'9'<) 1*

!

%*

苯乙基#乙酰胺
&9;<

%;9'=(

十四甲基醚
&9,&

%(9<,;

菲
&9<&

<%9%%( '*

十六烷磺酰氯
&9<)

<<9<,'

荧蒽
&9;,

<=9&', '

'

;=*

二溴五十四烷
%9;=

<=9=<;

芘
&9<+

<;9)(%

硬脂酸酰胺
&9))

=,9=%&

芥酸酰胺
'9';

图
<

!

%

种提取方法所得龙须菜挥发油组成与含量

#0

5

IM@<

!

Z3@O:1/G01@:012:.

N

:80G0:4/4K2:4G@4GJM:.GL:

@RGM/2G0:4.@G3:K804!T0=B%)=3

>

(?B3;

活化的氧化角鲨烯'促进新陈代谢'提高机体免疫力'因而常

作为功效成分添加于保健食品中%

''

&

(

%

种方法提取的挥发

油中饱和烷烃均是其主要物质'而徐年军等%

'%

&所得龙须菜

挥发油的结果是以烯烃!

)'9)(B

#为主要成分'可能与龙须

菜的生长季节+龙须菜挥发性物质的提取方法和检测条件

有关(

%9%9%

!

醛类化合物
!

醛类化合物主要是脂肪氧化的产

物%

'<

&

'具有较低的嗅觉阈值'是挥发油气味的主要来源(由

表
'

和图
<

可知'直接水蒸气蒸馏法醛类含量为
%=9),B

(

其中
%*

辛烯醛含量最高!为
%%9%,B

#'其嗅觉阈值非常低

!

<

#

5

*

P

5

#'具有脂肪和黄瓜味%

'=

&

'是气味的主要贡献者(还

检测出
%

'

)*

壬二烯醛+

%

'

=*

庚二烯醛+正己醛+庚醛和十四

醛'通常会呈现出辛辣和令人不愉快的腥味+脂肪味+草味等

刺激性味道%

';

&

(而溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法只检测到
&9%B

的
%*

甲基
*;*

异丙烯基环戊
*'*

烯甲醛'大大降低了挥发油的

不良气味(

%9%9<

!

醇类化合物
!

醇类化合物相比于醛类一般嗅觉阈值

较高(由表
'

和图
<

可知'直接水蒸气蒸馏法挥发油中醇类

含量为
'=9(+B

'其中
'*

辛烯
*<*

醇为
)9,'B

'且嗅觉阈值较低

!

'&

#

5

*

P

5

#

%

')

&

'具有类似蘑菇香气和泥土味%

'(

&

(叶绿醇是

%;'

提取与活性
!

%&'+
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%
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双萜类化合物'具有花香和脂香气'是合成维生素
V

及维生

素
-

的原料'具有一定的抗氧化作用%

'+

&

(由表
%

和图
<

可

知'溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法挥发油中只有
+9<(B

'多为嗅觉

阈值更高的饱和醇'而具有抗氧化作用的叶绿醇含量从

'9';B

提高到
<9'(B

(

%9%9=

!

酮类化合物
!

酮类化合物是由于不饱和脂肪热氧化

和氨基酸降解'嗅觉阈值比醛类高%

',̀ %&

&

(由表
'

+

%

可知'

%

种方法均检测出少量
!

*

紫罗兰酮和植酮(

!

*

紫罗兰酮为萜

类物质'在一些海洋真菌和藻类中都有存在%

%'̀ %%

&

'具有紫罗

兰香和木香'有抗真菌作用'此外还具有 较 强 的 抑 癌

作用%

%<̀ %=

&

(

%9%9;

!

羧酸及酯类化合物
!

由图
<

可知'羧酸及酯类化合物

相比于直接水蒸气蒸馏法'溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法使羧酸

及酯类含量从
,9&%B

提高到
%'9;=B

(由表
'

+

%

可知'

%

种挥

发油中都检测出包括花生四烯酸!

QDQ

#和二十碳五烯酸

!

-$Q

#等多种多不饱和脂肪酸!

$T#Q8

#'

$T#Q8

对人体有

非常重要的生理功能'可以调节人体脂质代谢+增加血管弹

性+降血压+降血脂+预防心脑血管疾病'促进生长发育'此外

对抗癌+抗糖尿病+抗氧化+抗炎+调节免疫+延缓衰老+减肥+

美容等方面均具有重要的生理作用%

%;̀ %)

&

(

%9<

!

龙须菜挥发油抗菌作用

由表
<

可知'溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法龙须菜挥发油在

浓度为
'&.

5

*

.U

条件下对金黄色葡萄球菌+单增李斯特

菌+大肠杆菌
b';(

+沙门氏菌和副溶血性弧菌均有一定抗

菌作用'且抑菌作用均优于直接水蒸气蒸馏法的'抑菌效果

为副溶血性弧菌
"

单增李斯特菌
"

沙门氏菌
"

大肠杆菌

b';(

"

金黄色葡萄球菌'其中对副溶血性弧菌抑菌率最

高'可达
'(9),B

(

表
<

!

龙须菜挥发油的抑菌作用

Z/A1@<

!

Z3@A/2G@M0:8G/G02/2G0:4:JO:1/G01@:0104!T0=B%)=3

>

(?B3;

组分

大肠杆菌
b';(

抑菌直径*

..

抑菌率*

B

金黄色葡萄球菌

抑菌直径*

..

抑菌率*

B

沙门氏菌

抑菌直径*

..

抑菌率*

B

单增李斯特菌

抑菌直径*

..

抑菌率*

B

副溶血性弧菌

抑菌直径*

..

抑菌率*

B

阿莫西林
%=9%+ '&&9&& <'9++ '&&9&& %+9<+ '&&9&& <(9', '&&9&& ';9,; '&&9&&

X*!UE

挥发油
)9=< %9<) )9%) '9&% )9&& &9&& (9<+ =9=% (9=& '=9&(

E*!UE

挥发油
)9;+ <9'; )9)) %9;; )9() <9=& (9;+ ;9&( (9() '(9),

%9=

!

龙须菜挥发油抗卤虫活性

由图
=

可知'随着浓度的升高'挥发油对卤虫的杀虫活

性明显增强(在相同浓度条件下'溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法

龙须菜挥发油的杀虫活性均高于直接水蒸气蒸馏法的(

%

种挥发油在
&9').

5

*

.U

的浓度条件下'对卤虫的致死率均

超过
;&B

(

由图
=

数据可模拟计算'溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法龙须

菜挥发油和直接水蒸气蒸馏法龙须菜挥发油对卤虫
0I

;&

分

别为
&9'%)

'

&9')%.

5

*

.U

'且
%

种挥发油杀虫活性要明显高

于敌敌畏+氯氰菊酯和氧乐果
<

种常见化学农药的%

'%

&

(

图
=

!

龙须菜挥发油的杀虫活性结果

#0

5

IM@=

!

Z3@048@2G020K/1/2G0O0G0@8:JO:1/G01@:01

04!90=B%)=3

>

(?B3;

<

!

结论
!

'

#相比于直接水蒸气蒸馏法'溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法

得龙须菜挥发油营养价值较高'含有较高的羧酸及酯类(提

取方法对挥发油成分产生明显影响(

!

%

#龙须菜挥发油具有一定的广谱抗菌能力和较好的

杀虫活性(溶剂提取
*

水蒸气蒸馏法是获得高活性龙须菜挥

发油的有效方法(

!

<

#本研究所得龙须菜挥发油对卤虫有较强的杀虫活

性'证明该挥发油具有作为生物农药的可能'为扩展大型红

藻龙须菜的应用范围提供了一定理论依据(由于尚未明确

挥发油中抗虫抗菌的活性物质是哪些单体化合物及可能的

机理'今后需要在这些方面继续深入开展研究工作(
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质(后续将对野菊茎叶多糖的其他生物活性以及构效关系

进行进一步的研究(
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