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白及萃取物的抑菌活性及其二氯甲烷

萃取物化学成分分析
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摘要!采用甲醇回流提取"分级萃取获得正己烷萃取物"二氯

甲烷萃取物"乙酸乙酯萃取物"正丁醇萃取物和水萃取物&以

大肠杆菌"金黄色葡萄球菌"枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌为受

试菌!采用滤纸片扩散法与最小抑菌浓度$

ESC

%法!考察白

及其各萃取物对
+

种受试菌的抑菌效果&采用气相色谱-质

谱联用$

fC,EW

%法对抑菌活性最显著的萃取物进行化学成

分分析#结果表明'白及的甲醇提取物"正己烷和二氯甲烷

萃取物对
+

种受试菌均具有较好的抑菌效果!以二氯甲烷萃

取物的抑菌活性最显著$

F

#

$;$%

%&二氯甲烷萃取物对大肠

杆菌"金黄色葡萄球菌"枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌的抑菌圈

直径与浓度呈正相关!其对
+

种受试菌的最小抑菌浓度均为

?.

5

,

.X

&通过
fC,EW

分析二氯甲烷萃取物的化学成分!共

鉴定出
""

种化合物!占总峰面积量的
&+;"#H

!主要成分有

?,

甲基
,!

!

+,

苯并菲$

!&;&'H

%"高香兰酸乙酯$

?%;?%H

%"反

式
,+t,

氟
,+,

甲硫基查耳酮$

&;++H

%"癸二酸二异辛酯$

';!+H

%

和亚油酸$

!;(#H

%等#故白及萃取物具有较好的抑菌活性!

其中二氯甲烷萃取物的抑菌活性最显著!而高含量的芳香

族"酯"有机酸类化合物可能是其抑菌活性的物质基础#

关键词!白及&二氯甲烷萃取物&抑菌&
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+又名白根,

紫兰,地螺丝等#为兰科植物白及的干燥块茎&白及广泛分

布于中国长江流域#主产于安徽,浙江,江苏,云南,四川等

地#有很高的药用价值#具有补肺,收敛止血,消肿,生肌等功

效#可用于治疗肺伤咳血,疮疡肿毒,外科创伤,胃及消化道

溃疡疼痛等症状*

"U?

+

&现代药理研究表明"白及的主要化学

成分是联苄类*

!

+

,菲类及其衍生物*

!

+

,多酚类*

+

+

,黄酮类*

%

+

,

#'



多糖*

#

+等#具有抗肿瘤*

'

+

,抗病毒*

(

+

,抗氧化*

&

+

,抗炎症*

%

+

,抑

制酪氨酸酶*

"$

+及促进创伤愈合*

""

+等作用&国内外学者对白

及的研究主要集中在多糖及其抗氧化方面*

#U'

#

&

+

#对白及不

同极性萃取物抑菌活性的研究仍然缺乏#关于白及活性成分

分离与化学成分分析的研究尚未见报道&

随着对羟基苯甲酸丙酯 !

F78

MJ

1

M

/7/P<4

#

FF

$,苯甲酸,

苯甲酸钠盐等食品防腐剂在食品工业的广泛应用#虽然在抑

制微生物生长#防止食品品质劣变等方面有显著效果#但是

这些人工合成的防腐剂对人体存在着潜在的危害#甚至引发

癌症*

"?U"!

+

&研究开发安全,高效,天然抑菌剂的形势日趋紧

迫&本研究以白及为原料#采用甲醇回流提取#并依次用正

己烷,二氯甲烷,乙酸乙酯,正丁醇和水对其进行萃取#得到
%

种不同极性萃取物#探讨各萃取物的抑菌效果#采用
fC,EW

研究抑菌活性最显著萃取物的化学成分#挖掘白及作为新的

抗菌药物的开发潜力#旨在为其在食品和药品方面的研究与

应用提供理论依据&
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!

材料与方法
";"

!

材料与仪器

";";"

!

材料与试剂

白及"

?$"#

年
"$

月于安徽省黄山市祁门县采集%

大肠杆菌!

?B:7/9(:7(%:2;(

$,金黄色葡萄球菌!

6C%

U

7

'

&

;2:2::$B%$9/$B

$,枯草芽孢杆菌!

>%:(;;$BB$RC(;(B

$,绿脓杆菌

!

!B/$=2K2)%B%/9$

0

()2B%

$"武汉大学微生物保藏中心%

蛋白胨,牛肉膏,琼脂等生物试剂"北京陆桥技术有限责

任公司%

二甲基亚砜,甲醇,正己烷,二氯甲烷,乙酸乙酯,正丁醇

等"分析纯#南京化学试剂有限公司&

";";?

!

主要仪器设备

气相色谱'质谱联用仪"

G

5

01<4:OF'(&$,%&'%C

型#美

国
G

5

01<4:

公司%

全波长酶标仪"

W

M

<>:7/E/Z,"&$

型#美国
E81<>31/7B<,

R0><9

公司%

旋转蒸发仪"

-@!+"

型#北京莱伯泰科仪器有限公司%

超纯水仪"

W/7:87039/703.>8.K87:SS

型#德国赛多利斯

集团%

超净工作台"

BX,C*,"A

型#北京东联哈尔仪器制造有限

公司%

不锈钢立式电热蒸汽消毒器"

dE%$Y

型#上海三申医疗

器械有限公司&

";?

!

方法

";?;"

!

白及各萃取物的制备
!

将新鲜白及洗净晾干#于

#$\

烘干至恒重#粉碎过
($

目筛#得白及粉末&称取白及

粉末#按照料液比
"

&

"$

!

5

(

.X

$加入甲醇#

#$\

恒温回流提

取
!2

#重复
!

次#抽滤后经旋转蒸发浓缩#得到白及甲醇提

取物&将甲醇提取物以
"

&

"$

!

5

(

.X

$混悬于蒸馏水中#依

次用等体积正己烷,二氯甲烷,乙酸乙酯和正丁醇萃取
!

次#

经旋转蒸发浓缩#真空冷冻干燥得到正己烷萃取物,二氯甲

烷萃取物,乙酸乙酯萃取物,正丁醇萃取物和水层剩余物&

准确称取上述样品#用二甲基亚砜溶解#

+\

保存备用&

";?;?

!

菌种活化与菌悬液制备
!

将受试菌接种到新鲜斜面

培养基上进行活化#

!'\

恒温培养
?+2

&取活化好的菌种

用生理盐水配置成浓度为
"$

#

"

"$

'

C̀ N

(

.X

的 菌 悬

液*

"+U"%

+

#振荡摇匀#

+\

保存待用&

";?;!

!

滤纸片法测定各萃取物的抑菌作用
!

在超净工作台

中#将灭菌好的培养基倒入培养皿#冷却凝固后#吸取制备好

的菌悬液
"$$

$

X

于培养皿上#均匀涂布&用移液枪于无菌

直径
#..

的滤纸片中央加入
"$

$

X

浓度为
"$.

5

(

.X

的

白及各萃取物#以二甲基亚砜为空白对照组 !

>84:781

$#以对

羟基苯甲酸丙酯为阳性对照组 !

M

890:0R<>84:781

#

FF

$&将处

理好的培养皿倒置于
!'\

恒温培养箱中培养
?+2

#培养后

用游标卡尺采用十字交叉法测定抑菌圈直径!

..

$#结果重

复
!

次#取平均值&

";?;+

!

最小抑菌浓度测定
!

将白及的甲醇提取物,正己烷和

二氯甲烷萃取物分别配制成
?

#

%

#

"$

#

"%

#

?$.

5

(

.X

不同浓

度的样品溶液#然后参照文献*

"#

"

"'

+的方法#观察各平板

抑菌圈的有无#首次出现抑菌圈所对应的二氯甲烷萃取物的

浓度即为
ESC

&

";?;%

!

fC,EW

化学成分分析
!

色谱条件"色谱柱为
OF,%

EW

!

!$._$;?%.._$;?%

$

.

$的弹性石英毛细管柱%色谱

柱初始温度
#$\

#保持
!.04

#以
%\

(

.04

升至
?($\

#保持

"$.04

%载气为高纯氦气 !

&&;&&&H

$#载气流速
";$.X

(

.04

%

无分流进样#进样量
$;%

$

X

&质谱条件"离子源为
-S

#离子源

温度
?!$\

%四级杆温度
"%$\

%电子能量
'$<@

%质量扫描

范围
!%

"

+%$/.3

%采用
ASWI$(

标准谱库进行检索&

";!

!

统计学分析

采用
WFWW"(;$

统计分析软件对数据进行单因素方差

分析 !

[4<,L/

J

GA[@G

$#利用
B34>/4

)

9

多重比较法分析

样本间的差异显著性#

F

#

$;$%

认为样本间具有显著性差异&

所有试验重复
!

次#结果表示为平均值
h

标准差&

?

!

结果与分析
?;"

!

白及不同极性萃取物的抑菌效果

由表
"

可知#除乙酸乙酯,正丁醇和水萃取物无明显抑

制作用外#白及的甲醇提取物,正己烷和二氯甲烷萃取物对

大肠杆菌,金黄色葡萄球菌,枯草芽孢杆菌和绿脓杆菌均有

较强的抑制作用#以二氯甲烷萃取物的抑菌活性最显著!

F

#

$;$%

$&当二氯甲烷萃取物浓度为
"$.

5

(

.X

时#对受试菌

的抑菌圈直径分别为大肠杆菌 !

"!;$$h$;'"

$

..

#金黄色

葡萄球菌 !

"$;"!h$;+(

$

..

#枯草芽孢杆菌 !

"?;'%h

$;%$

$

..

#绿脓杆菌 !

"?;((h$;?%

$

..

&阳性对照组
FF

在

浓度为
".

5

(

.X

条件下#对受试菌的抑菌圈直径分别为大

肠杆菌 !

"";%$h$;(?

$

..

#金黄色葡萄球菌 !

"";"!h

$;+(

$

..

#枯草芽孢杆菌 !

"?;!(h$;?%

$

..

#绿脓杆菌

!

"?;$$h$;'"

$

..

&由此可知#二氯甲烷萃取物和阳性对照

FF

对
+

种受试菌均具有显著的抑制作用#其中白及二氯甲

烷萃取物对革兰氏阴性细菌的抑制效果优于革兰氏阳性

细菌&

''

安全与检测
!

?$"'

年第
"?

期



表
"

!

白及不同极性萃取物对
+

种菌的抑菌圈直径b

I/P1<"

!

B0/.<:<78K0420P0:87

J

Q84<8K=0KK<7<4:

M

81/70:

J

K7/>:08498K>JBC9(%C%/

5

/049:K837

>8..84P/>:<70/19:7/049 ..

萃取物 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 绿脓杆菌

空白对照组
U U U U

甲醇
&;((h";$!

>

(;'%h$;%$

>

&;%$h$;+"

P

"$;((h$;#!

>

正己烷
"$;#!h$;'%

P>

&;?%h$;%$

>

&;'%h$;&#

P

"";'%h$;?&

P

二氯甲烷
"!;$$h$;'"

/

"$;"!h$;+(

P

"?;'%h$;%$

/

"?;((h$;?%

/

乙酸乙酯
U U U

&;'%h$;?&

=
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萃取物浓度为
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%同列不同上标字母表示在统计学上具有显著差异!

F

#

$;$%

$&

?;?

!

白及活性萃取物的最小抑菌浓度

为了定量研究白及活性萃取物对食品中常用菌的抑制

效果#本试验进一步测定了其最小抑菌浓度!

ESC

$#其中不

同浓度的甲醇提取物,正己烷和二氯甲烷萃取物对
+

种受试

菌的抑制效果见图
"

&由图
"

可知#白及活性萃取物对
+

种

受试菌 的 抑 菌 圈 直 径 与 浓 度 呈 显 著 正 相 关#在
?

"

?$.

5

(

.X

时#二氯甲烷萃取物对绿脓杆菌的抑菌圈直径分

别为 !

"$;((h$;+(

$#!

"?;"!h";!"
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"?;((h$;?%
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"!;'%h

$;#%
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"+;$$h$;+"

$

..

&白及甲醇提取物对大肠杆菌,绿

脓杆菌的
ESC

为
?.
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(

.X

#对金黄色葡萄球菌,枯草芽孢杆

菌的
ESC

为
%.

5

(

.X

%正己烷萃取物对大肠杆菌,枯草芽孢

杆菌和绿脓杆菌的
ESC

为
?.

5

(

.X

#对金黄色葡萄球菌的

ESC

为
%.

5

(

.X

%二氯甲烷萃取物对
+

种受试菌的
ESC

均

为
?.

5

(

.X

&表明白及活性萃取物抑菌作用排序为二氯甲

烷萃取物
"

正己烷萃取物
"

甲醇提取物&

?;!

!

白及二氯甲烷萃取物化学成分的
fC,EW

分析

采用
fC,EW

对白及不同极性萃取物中抑菌作用最显著

的二氯甲烷萃取物进行化学成分分析#得到二氯甲烷萃取物

化学成分的总离子流图#结果见图
?

&各组分峰用
ASWI$(

质谱库进行检索#从二氯甲烷萃取物中共鉴定出
""

种化合

物#占总峰面积量的
&+;"#H

&鉴定匹配度高于
($H

的化学

成分#按峰面积归一化法计算出各化学成分的相对含量#结

果见表
?

&二氯甲烷萃取物含有芳香族,酯,酮,有机酸,醇类

等多种成分#以芳香族,酯,酮,有机酸类为主#其中含有
+

种

芳香族化合物!

+?;(%H

$,

!

种酯类化合物!

!%;""H

$,

?

种酮

类化合物!

"";'$H

$,

"

种有机酸!

!;(#H

$&二氯甲烷萃取物

中含量较高成分有
?,

甲基
,!

#

+,

苯并菲!

!&;&'H

$,高香兰酸

乙酯!

?%;?%H

$,反式
,+t,

氟
,+,

甲硫基查耳酮!

&;++H

$,癸二酸

二异辛酯!

';!+H

$和亚油酸!

!;(#H

$等&

!

!

结论
经过以上试验可知#除乙酸乙酯,正丁醇和水萃取物无

明显抑制作用外#白及的甲醇提取物,正己烷和二氯甲烷萃

取物对大肠杆菌,金黄色葡萄球菌,枯草芽抱杆菌和绿脓杆

菌均具有较强的抑制作用#且随着萃取物浓度的增加#其抑

菌作用不断增强&二氯甲烷萃取物的抑菌活性最显著#其对

图
"

!

白及活性萃取物对
+

种菌的抑菌圈直径
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种受试菌的最小抑制浓度均为
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&

fC,EW

分析结

果显示#二氯甲烷萃取物的主要化学成分以芳香族,酯,酮,

有机酸类化合物为主#其中含量较高成分有
?,

甲基
,!

#

+,

苯并

('

第
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图
?
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白及二氯甲烷萃取物的
fC,EW

总离子流图
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表
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白及二氯甲烷萃取物的化学成分及其相对含量

I/P1<?
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C2<.0>/1>849:0:3<4:9/4=7<1/:0R<>84:<4:98K=0,

>21878.<:2/4<K7/>:0848K>JBC9(%C%

序号 保留时间(
.04

化合物 相对含量(
H
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亚油酸
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+ +&;($%% +,

甲氧基苯基磷酸二乙酯
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% %$;((&&

高香兰酸乙酯
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# %";%$'! +,

乙基
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甲氧基苯酚
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' %!;!&$( ?,

甲基
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苯并菲
$;(#

& %+;!'"%

反式
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氟
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甲硫基查耳酮
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癸二酸二异辛酯
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四氢
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甲氧基
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#
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二甲基蒽
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#
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二酮
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,+t,

氟
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甲硫基

查耳酮 !

&;++H

$,癸二酸二异辛酯 !

';!+H

$和亚油酸

!

!;(#H

$等&研究*

"(U"&

+发现高香兰酸乙酯,亚油酸等化合

物能够有效地抑制微生物的生长&二氯甲烷萃取物中高含

量的芳香族,酯,有机酸类化合物可能是其抑菌活性的物质

基础*

?$U?"

+

#但未知的是哪种或哪几种成分发挥主要作用#需

进一步分离纯化#以筛选出更加明确有效的抑菌活性成分&

本研究表明白及二氯甲烷萃取物有一定的药学研究价值和

作为天然食品防腐抑菌剂的潜能&
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