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九头狮子草抗菌有效组分分析
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摘要!为明确九头狮子草的抗菌有效组分及其化学成分$采

用大孔树脂柱层析将药材的乙醇提取物进行分段$依次用

水&

1$D

乙醇&丙酮溶液洗脱$获得
!

个不同极性的组分
a

&

I

&

,

*采用纸片扩散法对各个组分进行抗菌活性评价$筛选

出九头狮子草的抗菌有效组分$并用试管稀释法测定有效组

分的最低抑菌浓度'

@-,

(及最低杀菌浓度'

@I,

(*应用气相

色谱
]

质谱'

Q,9@/

(联用技术对筛选出的有效组分中的成

分进行定性&定量分析#结果表明)九头狮子草各组分均有

不同程度的抗菌作用$其中大孔树脂柱层析丙酮洗脱部位

'即组分
,

(抗菌活性最强$从该有效组分中鉴定出
#F

种成

分$均为脂肪酸及其衍生物#因此脂肪酸及其衍生物是九头

狮子草中的主要抗菌有效成分#

关键词!九头狮子草*抗菌活性*有效组分分析*
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九头狮子草/

Y4I$GDI>

;

E4

(

)
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>%$C)

*

02J:C)

+

I37L)

0为爵

床科*

a>8:628>787

+九头狮子草属*

Y4I$GDDI>

;

E4*775

+植物!

别名辣叶青药#尖经药#咳风尖#晕病药等!其性味辛#凉!具

有清肺泻火#消肿解毒的功能!在贵州省布依族民间广泛应

用于小儿高热#小儿惊风等病症的治疗/

"

0

"以咽喉清喉片

*贵州奥特药业+和甘果含片*浙江永宁制药厂+等为代表的

具有抗菌#抗病毒#解热#抗炎作用的中药制剂!已在市场上

获得了广泛认可"现代研究发现!九头狮子草以烷烃和甾醇

类化合物为其主要成分!也含少量黄酮#木脂素类等化合

物/

#]<

0

!具有很好的解热镇痛/

E]F

0

#镇咳祛痰#杀菌止痒#抗

炎#保肝#抗肝炎病毒/

%

0等作用"罗忠圣/

1

0

#覃容贵等/

O]"$

0证

实!九头狮子草的各种粗提物对金黄色葡萄球菌#溶血性链

球菌#铜绿假单胞菌#肺炎克雷伯菌均有较强的抑制作用"

但迄今为止!九头狮子草抗菌活性的有效部位及其相关物质

基础未见报道"本研究拟采用大孔树脂柱层析将九头狮子

草
OED

乙醇提取物分成了化学组成不同#极性差异较大的
!

个部位!分别对各部位进行抗菌活性评价!从中筛选出抗菌

活性组分!再应用气相色谱
]

质谱联用*

Q,9@/

+技术对该活

性组分进行化学分析!以期为九头狮子草的抗菌药效物质基

础研究及深度开发利用提供依据"

1!



"

!

材料与方法
")"

!

材料与仪器

")")"

!

材料与试剂

九头狮子草(由贵阳医学院药用植物学及生药学教研室

鉴龙庆德副教授鉴定!为
Y4I$GDI>

;

4

(

)

;

>%$C)

*

02J:C

+

I37L

的干燥全草-

标准菌株(大肠埃希氏菌*

a0,,#EO##

+#金黄色葡萄球

菌*

a0,,#EO#!

+#铜绿假单胞菌*

a0,,#%1E!

+#奇异变形

杆菌*

a0,,!EFEO

+(美国模式培养物集存库*

a0,,

+-

@K

琼脂培养基#

@K

肉汤培养基(杭州微生物试剂有

限公司-

;"$"

大孔树脂(天津浩聚树脂科技有限公司"

")")#

!

主要仪器设备

桌上式洁净工作台(

KN9&;9FE$

型!上海苏净实业有限

公司-

电热恒温培养箱(

K̀ Y9O$E#@IZ

型!上海博迅实业有

限公司-

手提式压力蒸汽灭菌器(

MYb9/Q<F9#1$/

型!上海博迅

实业有限公司-

Q,9@/

联用仪(

a

X

4(7:607>2:'('

X

475%1O$a

型!美国安

捷伦科技公司"

")#

!

方法

")#)"

!

组分制备
!

称取干燥九头狮子草全草
#E$

X

!用
"$

倍

质量的
OED

乙醇回流提取
#

次!每次
#2

"合并滤液后浓缩

得浸膏
"1)$

X

!

;"$"

大孔树脂湿法上样!依次用水#

1$D

乙

醇#丙酮溶液洗脱!洗脱液分别浓缩至浸膏!得到大极性的组

分
a

#中极性的组分
I

以及小极性的组分
,

"临用前取各组

分低温冷冻干燥成粉末!再用二甲基亚砜配制成所需浓度"

")#)#

!

有效组分筛选

*

"

+菌悬液的制备(将供试菌株分别接种于
@K

琼脂平

板!

!%c

培养
#<2

后!挑取平板上形态相同的菌落!用灭菌

生理盐水校正菌液浓度至
#)<$_"$

]E

L'(

.

A

"校正后的菌

液均在
"EL4:

内接种/

""]"#

0

"

*

#

+纸片扩散法抑菌试验(用无菌棉签蘸取菌悬液!在琼脂

表面均匀涂布"平板室温干燥
!

!

EL4:

后!用无菌镊子将直径

FLL

的无菌干燥滤纸片贴在已接种测试菌的琼脂表面!每块

平板贴
<

片!并用移液枪吸取各组分溶液
"

#

A

!均匀添加在纸

片上!每组分每供试菌平行重复
!

次试验"将平板置
!%c

孵

育
"1

!

#$2

后观察结果!测定抑菌圈直径大小"用二甲基亚

砜做阴性对照!庆大霉素*

"#1$

#

X

.

LA

+做阳性对照/

""]"#

0

"

*

!

+

@-,

及
@I,

的测定(采用试管
#

倍稀释法测定

@-,

"取
"E

支灭菌试管为一组"其中每组第
"!

#

"<

#

"E

管分

别标上肉汤对照#检测菌对照#溶剂对照"每支试管分别加

入
@K

肉汤
#LA

"取抗菌活性最好的组分用
@K

肉汤稀

释成
F$L

X

.

LA

的药液"吸取
#LAF$L

X

.

LA

的药液加入

到第
"

管!混匀后吸取
#LA

加入到第
#

管!以此类推!直至

第
"#

管"第
"

!

"#

管的药物浓度分别为
F$)$$

!

!$)$$

!

"E)$$

!

%)E$

!

!)%E

!

")11

!

$)O<

!

$)<%

!

$)#<

!

$)"#

!

$)$F

!

$)$!L

X

.

LA

"

除肉汤对照管外!其余各管均加入菌液
$)"LA

!

!% c

培养

#<2

后!观察生长情况"在对照管符合要求的情况下!以无

菌生长的最低稀释度为
@-,

"在
@-,

测定的基础上!将未

见细菌生长的各管培养物涡旋混匀后!分别吸取
$)"LA

接

种于
#

块
@K

固体培养基上!

!%c

培养
"12

"用活菌计数

法测定平板上的菌落!平均数小于
E

个的最小稀释度的药物

浓度即为
@I,

"该试验重复
!

次!并以
"#1$

#

X

.

LA

为初

始浓度的庆大霉素做阳性对照/

""]"#

0

"

*

<

+有效组分中化学成分的
Q,9@/

分析(将样品用色

谱甲醇溶解配制成
"L

X

.

LA

的待检品"色谱条件(色谱柱

为
;I9"%

*

!$L_#E$

!

L_$)#E

!

L

+弹性石英毛细管柱-进

样口温度
#!$c

-程序升温(起始温度
%$c

!以
#$c

.

L4:

速

率升温至
#!$ c

-分流比
"

)

"

-进样量
"

!

A

-载气流量

#LA

.

L4:

-溶剂延迟
!)E$L4:

"离子源(电子轰击源-以氦气

为载气-离子源温度
#!$c

-四级杆温度
"E$c

-电子轰击能

量
%$7&

-电子倍增器电压
"<!E&

-接口温度
#!$c

-扫描质

量范围
Q

.

R!$

!

1$$

"运用
a

X

4(7:6Q,9@/

化学工作站对

所获得数据进行数据处理!通过标准质谱库检索鉴定成分!

按面积归一化法进行定量分析"

#

!

结果与分析
#)"

!

九头狮子草各组分的抑菌活性

九头狮子草的各组分药液*

F$L

X

.

LA

+对大肠埃希氏

菌#金黄色葡萄球菌#铜绿假单胞菌及奇异变形杆菌均有不

同程度的抑菌作用*见表
"

+!其中组分
,

对
<

种菌株抑制较

为明显!为九头狮子草的主要抗菌有效组分"

表
"

!

九头狮子草各组分'

F$L

X

*

LA

(的抑菌圈直径g

08C(7"

!

-:24C464':T':7?48L7673'[627[38>64':5[3'LY4I$GDI>'

;

E4

(

)

;

>%$C)

'

02J:C)

(

I37L

'

F$L

X

*

LA

(

LL

组别
大肠埃

希氏菌

金黄色葡

萄球菌

铜绿假

单胞菌

奇异变

形杆菌

a 1 1 % 1

I % 1 1 %

, #! #F #$ #<

庆大霉素
"% "% "% "%

二甲基亚砜
] ] ] ]

!

g

!

$

]

%表示溶剂空白无抑菌圈"

#)#

!

有效组分的
@-,

及
@I,

测定

九头狮子草组分
,

对各试验菌株的
@-,

及
@I,

测定

结果见表
#

"结果表明!组分
,

对大肠埃希氏菌#金黄色葡

萄球菌#奇异变形杆菌抑菌作用较强!对铜绿假单胞菌抑菌

活性稍弱"并且组分
,

的
@-,

均小于
@I,

"

#)!

!

Q,9@/

分析

通过优化条件!有效组分的主要色谱峰得到了较好的分

离*见图
"

+"定性#定量分析结果*见表
!

+表明!有效组分
,

中主要含有十八烷酸等
#F

种化合物!这
#F

种化合物的含量

占有效组分可测成分含量的
1$)OED

"其中棕榈酸含量最高

*

#F)"<D

+!其次是亚油酸*

"#)$1D

+#硬脂酸*

1)1<D

+和油酸

*

F)<1D

+等"

O!

基础研究
!

#$"%

年第
""

期



表
#

!

九头狮子草组分
,

对各试验菌株的
@-,

及
@I,

测定结果

08C(7#

!

@-,58:?@I,5'[627[38>64':,[3'LY4I$GDI>

;

E4

(

)

;

>%$C)

'

02J:C)

(

I37L

组别
大肠埃希氏菌

@-, @I,

金黄色葡萄球菌

@-, @I,

铜绿假单胞菌

@-, @I,

奇异变形杆菌

@-, @I,

组分
,

.*

L

X

1

LA

]"

+

"E !$ "E !$ !$ F$ "E !$

庆大霉素.*

#

X

1

LA

]"

+

"$ #$ "$ #$ "$ #$ "$ #$

图
"

!

九头狮子草有效组分总离子流图

.4

X

J37"

!

0'68(4':>J337:6>23'L86'

X

38L'[6277[[7>64+7

[38>64':5[3'L Y4I$GDI>

;

E4

(

)

;

>%$C)

'

02J:C)

(

I37LC

B

Q,9@/

表
!

!

九头狮子草有效组分中挥发性成分分析g

08C(7!

!

a:8(

B

545375J(6'[+'(864(7>'L

W

':7:654:6277[[7>64+7
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