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银杏酚酸杀灭鱼类病原菌和指环虫的研究
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　　[摘　要 ]　提取银杏外种皮中的银杏酚酸,测定了其含量,并对其杀灭鱼类病原菌和指环虫的活性进行了研

究。结果表明,分离物中银杏酚酸的总含量为 867 m g ög,各单体C15∶1, C17∶1, C13∶0, C15∶0, C17∶2的相对含量分别为

499, 226, 201, 32 和 29 m gög; 银杏酚酸对鱼害粘球菌的最低抑菌浓度 (M IC)和最低杀菌浓度 (M BC )均为 7. 81

ΛgömL ,对鳗弧菌、点状产气单胞菌点状亚种、嗜水气单胞菌 3株病原菌无明显的抑制效果,其M IC 和M BC 值均大

于 1 000 ΛgömL ; 银杏酚酸对指环虫的最佳杀虫浓度为 1. 70 m göL , 48 h 杀灭率达 95%～ 100% ; 其质量浓度为3. 5

m göL 时试验金鱼开始出现中毒现象, 48 h 的死亡率为 60%。
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　　银杏外种皮是银杏 (G inkg o biloba L. )果仁的

皮层,由于对其开发利用不足而被大量废弃,造成了

资源的浪费。银杏外种皮与银杏果、银杏叶所含成分

相似,主要有银杏酚酸、银杏黄酮、银杏内酯、多糖以

及氨基酸等[122 ] ,其中以银杏酚酸含量略高。有研究

表明,银杏酚酸具有较强的抑菌和杀菌作用[3 ] ,能杀

灭部分农业害虫[425 ] ,并对某些农作物致病细菌、真

菌具有抑制作用[627 ]。所以,目前银杏外种皮提取物

主要应用于生物农药领域,国内外目前尚无应用于

水产领域的报道。为了充分利用银杏外种皮资源,本

试验对银杏酚酸类物质杀灭鱼类病原菌和指环虫

(D acty logy rus)的活性进行了研究, 以期为进一步

分离有效活性单体和开发无公害新渔药提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　植物样品　银杏外种皮采自江苏省泰兴市,

在60 ℃干燥粉碎后4 ℃保存备用。

1. 1. 2　供试菌种和动物　鱼害粘球菌 (柱状黄杆

菌) (F lavobacterium colum na re, 编号 G4)、鳗弧菌

(V ibrio ang u illa rum , 编号 E23211)、点状产气单胞

菌点状亚种 (A erom onas p uncta ta sub. p uncta ta , 编

号XP912421)、嗜水气单胞菌 (A erom onas hy d rop h i2
la ,编号ST 782323)均由中国科学院水生生物研究所

鱼病室细菌组提供; 动物寄主模型金鱼 (Ca rassius

au ra tus) , 体重小于 3 g; 寄生虫模型为中型指环虫

(D . in term ed ius) ,由西北农林科技大学鱼病实验室

分离、金鱼活体保存。

1. 1. 3　主要试剂及仪器　银杏酚酸标准品购于中

国药品生物制品检定所,银杏总酚酸含量为99% ,组

成为C 13∶0, C15∶1, C 17∶2, C 15∶0和C17∶1;薄层层析硅胶

GF 254 (化学纯,青岛海洋化工有限公司) ; 柱层析硅

胶 (分析纯, 50～ 75 Λm 和 75～ 150 Λm ,青岛海洋化

工有限公司) ;大连依利特230高效液相色谱仪及紫

外可见检测器; R E252A 旋转蒸发器 (上海亚荣生化

仪器厂) ;回流提取装置。

1. 2　方　法

1. 2. 1　银杏酚酸的分离　取银杏外种皮粉2 kg,用

工业酒精在75 ℃条件下热回流提取 3次,每次 2 h,

合并提取液,减压浓缩,常温蒸干,得银杏外种皮粗

提物664 g。再将所得粗提物用石油醚反复萃取,合

并萃取液,减压浓缩,常温蒸干,得石油醚萃取物浸

膏327. 6 g。取浸膏100 g,湿法装柱,干法上样,用玻

璃柱进行硅胶 (50～ 75 Λm )柱层析分离, 以氯仿∶

甲醇 (体积比)梯度洗脱, 收集 (每 200 mL 1 个流

份)、合并主要在 254 nm 处显强蓝紫色荧光的流

份[8 ] ,减压浓缩后将合并物再用玻璃柱进行硅胶 (75

～ 150 Λm )柱层析分离,以石油醚∶乙酸乙酯 (体积
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比)梯度洗脱,每100 mL 收集1个流份,用薄层层析

色谱 (TL C)法,以银杏酚酸标准品为对照,以V (石

油醚)∶V (乙酸乙酯)∶V (醋酸) = 70∶30∶1的混

合液作为展开剂进行鉴别,合并与银杏酚酸标准品

图谱一致的流份,挥干备用。

1. 2. 2　银杏酚酸的定性鉴别　采用高效液相色谱

(H PL C)法对柱层析分离物和银杏酚酸标准品进行

定性鉴别。采用优化的色谱流动相,组成为V (甲醇)

∶V (4% HA c溶液) = 93. 5∶6. 5,色谱柱为H yper

OD S22 C 18 (250 mm×10 mm , 5 Λm )柱,紫外检测波

长310 nm ,流速3. 0 mL öm in,柱温35 ℃。

1. 2. 3　银杏酚酸的含量测定　准确称取银杏酚酸

标准品 40 m g, 用无水甲醇溶解定容至 10 mL , 用

0. 45 Λm W hatm an 一次性针头过滤器过滤,再分别

配制成浓度为 4, 3. 2, 2. 4, 1. 6 和 0. 8 m göL 的标准
溶液进行H PL C 分析,色谱条件同 1. 2. 2,每个标准

溶液平行测定3次。

图谱数据采用N 2000型色谱工作站数据处理系

统 (浙江大学智能信息研究所研制)进行处理,求其

峰面积平均值,得标准曲线 (图 1) ,其线性回归方程

为Y = 311. 93X + 205. 12 (r
2= 0. 999 1)。

图 1　银杏酚酸标准回归曲线

F ig. 1　Standard curve of ginkgo lic acids

准确称取 0. 38 m g 分离的银杏酚酸,用无水甲

醇溶解,定容至100 mL ,经0. 45 Λm W hatm an 一次

性针头过滤器过滤后进行H PL C 分析,进样量为 20

ΛL ,平行测定 3次,求其峰面积平均值,根据标准曲

线求出银杏酚酸的总含量和各个组分相对含量。

1. 2. 4　银杏酚酸抑菌活性测定　以甲醇为溶剂溶

解银杏外种皮提取物、石油醚萃取物和分离的银杏

酚酸,分别配制成1 000 ΛgömL 的药液。鳗弧菌、点

状产气单胞菌点状亚种、嗜水气单胞菌均采用普通

营养肉汤培养,鱼害粘球菌采用粘细菌培养基培养,

试验前调节4株菌的菌悬液浓度为105ömL。

采用试管连续倍比稀释法[8 ]测定 3 个样品对 4

株病原菌的最低抑菌浓度 (m in im um inh ib ito ry

concen tra t ion, M IC ) 和最低杀菌浓度 (m in im um

bactericidal concen tra t ion,M BC)。其判定标准为:

24 h 后肉汤没有浑浊的试管中的样品浓度为该样

品对试验细菌的最低抑菌浓度; 48 h 后肉汤没有浑

浊的试管再分别取样,接种于琼脂平皿中, 25 ℃培

养,若无菌落生长,则该试管样品浓度为该样品对试

验细菌的最低杀菌浓度。并设阳性、阴性和甲醇对照

组。

1. 2. 5　银杏酚酸杀灭指环虫活性的测定　采用文

献[ 9 ]方法进行指环虫杀灭活性测定。在5 L 的塑料

盆中盛入充分暴气的地下水,其pH 为 7. 0～ 7. 5,控

制水温为 (25±1) ℃; 用甲醇分别溶解银杏外种皮

粗提物、石油醚萃取物和分离的银杏酚酸,均配成50

m göL 的药液,按浓度梯度设置测试的样品浓度,分

别加入盛有5 L 水的盆中,混匀; 当预先感染了中型

指环虫的金鱼鳃部平均寄生50个寄生虫时,随机捞

取10尾分别投放入加药的水盆中; 在 48 h 时制片、

显微观察,并统计中型指环虫的消失、脱落数量 (视

为死亡) ,与对照组比较计算出寄生虫平均杀灭率。

金鱼用药后如果出现侧身游、沉底、浮头、反应

迟钝乃至死亡现象,视为药物中毒。试验重复 3次,

并设空白对照组。

2　结果与分析

2. 1　银杏酚酸的定性鉴定

　　H PL C 分析结果表明,柱层析分离物H PL C 色

谱图 (图2)与银杏酚酸标准品H PL C 色谱图 (图3)基

本一致,均含有5种银杏酚酸单体物质,出峰顺序分

别为C 13∶0, C15∶1, C 17∶2, C 15∶0和C17∶1,证实分离物为

银杏酚酸。此外,样品图中除银杏酚酸峰外,几乎没

有杂峰出现,说明硅胶柱层析基本可以将银杏酚酸

与其他物质分开,且分离效果较好。

2. 2　银杏酚酸的含量测定

通过H PL C 对分离的的银杏酚酸进行分析,将

所得的峰面积平均值代入回归方程,求得分离物中

银杏酚酸的总含量为867 m gög,各单体的相对含量

分别为: C15∶1 499 m gög, C17∶1 226 m gög, C 13∶0 201

m gög, C 15∶0 32 m gög, C17∶2 29 m gög。

21 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷



2. 3　银杏酚酸的抑菌活性测定

银杏外种皮提取物、石油醚萃取物和分离的银

杏酚酸对4株细菌的抑制效果见表1。由表1可知,银

杏外种皮提取物、石油醚萃取物和分离的银杏酚酸

对鱼害粘球菌具有很好的抑制作用,银杏外种皮提

取物的最低抑菌浓度 (M IC)为 18. 75 ΛgömL ,最低

杀菌浓度 (M BC)为 37. 50 ΛgömL ; 石油醚萃取物的

M IC 和M BC 均为13. 28 ΛgömL ;分离的银杏酚酸样

品的M IC 和M BC 也相同,均为7. 81 ΛgömL ,但其对

鳗弧菌、点状产气单胞菌点状亚种、嗜水气单胞菌 3

株病原菌无明显的抑制效果,M IC 和M BC 值均大

于1 000 ΛgömL。
表 1　银杏酚酸对 4株细菌的抑菌效果

T able 1　A ntibacteria l effects of ginkgo lic acids ΛgömL

　 菌株
Pathogens

银杏外种皮提取物
C rude ex tract from

G inkg o biloba

石油醚萃取物
Extract of

petro leum ether

银杏酚酸样品
Purified ginkgo lic

acids

M IC M BC M IC M BC M IC M BC

鱼害粘球菌
F lavobacterium colum nar

18. 75 37. 50 13. 28 13. 28 7. 81 7. 81

鳗弧菌
V ibrio ang u illa rum

> 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000

点状产气单胞菌点状亚种
A erom onas p uncta ta
sub. p uncta ta

> 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000

嗜水气单胞菌
A erom onas hy d rop h ila

> 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000 > 1 000

2. 4　银杏酚酸杀灭指环虫活性测定结果

从表2知,银杏外种皮提取物、石油醚萃取物和

银杏酚酸3种样品杀灭指环虫的最低有效浓度范围

分别为 2. 0～ 4. 0, 2. 0～ 3. 0, 0～ 0. 5 m göL ; 对试验

金鱼的致毒浓度分别为16. 0, 8. 0和3. 5 m göL ,金鱼

48 h 的致死率分别为10% , 20%和60% ; 3种样品杀

灭指环虫的最佳浓度范围分别为10. 0～ 12. 0, 5. 0～

6. 0 和1. 5～ 2. 5 m göL。
按照表2结果,对3种样品进一步进行了药效测

定试验,以确定杀灭指环虫的最低有效浓度和最佳

浓度。3种样品最低有效浓度测定时,银杏外种皮提

取物设定的浓度水平为 2. 0, 2. 5, 3. 0, 3. 5 和 4. 0

m göL ,石油萃取物为 2. 3, 2. 5, 2. 7和 2. 9 m göL ,银

杏酚酸为 0. 10, 0. 15, 0. 20, 0. 25, 0. 30, 0. 35, 0. 40,

0. 45和0. 50 m göL。测定结果表明:银杏外种皮提取

物杀灭指环虫的最低有效浓度为3. 0 m göL ,在该浓

度下其48 h 的杀灭率为10% ; 石油醚萃取物的最低

有效浓度为 2. 5 m göL ,杀灭率达 30% ; 银杏酚酸样

品的最低有效浓度为0. 25 m göL ,杀灭率达20%。

在 3 种样品杀灭指环虫最佳浓度测定时,银杏

外种皮提取物设定的浓度水平为 10. 5, 11. 0, 11. 5

和12. 0 m göL ,石油醚萃取物为5. 1, 5. 3, 5. 5, 5. 7和

5. 9 m göL ,银杏酚酸样品为 1. 5, 1. 7, 1. 9, 2. 1, 2. 3

和2. 5 m göL。测定结果表明:银杏外种皮提取物的
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最佳杀虫浓度为 11. 0 m göL , 48 h 杀灭率达 100% ;

石油醚萃取物的最佳杀虫浓度为5. 5 m göL , 48 h 杀

灭率为98%～ 100% ;银杏酚酸样品的最佳杀虫浓度

为1. 70 m göL , 48 h 杀灭率为95%～ 100%。
表 2　各样品 48 h 对中型指环虫的杀灭效果

T able 2　K illing effect of p lan ts ex tract ion on the D. in term ed ius

药品
D rug

试验浓度ö(m g·L - 1)
T ested concen tration

寄生虫杀灭率ö%
Killing rate

鱼中毒平均死亡率ö%
H eaverage death
rate of tox ic fish

银杏外种皮提取物
Extract from
G inkg o biloba

2. 0 0 0

4. 0 25 0

6. 0 52 0

8. 0 70 0

10. 0 95 0

12. 0 100 0

14. 0 100 0

16. 0 100 10

石油醚萃取物
Ectract of

petro leum ether

1. 0 0 0

2. 0 0 0

3. 0 35 0

4. 0 68 0

5. 0 95 0

6. 0 100 0

7. 0 100 0

8. 0 100 20

银杏酚酸样品
Purified ginkgo lic

acids

0. 5 30 0

1. 0 60 0

1. 5 95 0

2. 0 98 0

2. 5 100 0

3. 0 100 0

3. 5 100 60

4. 0 100 100

4. 5 100 100

3　讨　论

本试验采用硅胶柱层析法对银杏外种皮提取物

中的银杏酚酸进行了分离,通过H PL C 对分离样品

进行了纯度检测和含量测定。结果表明,所分离的银

杏酚酸与银杏酚酸标准品液相色谱图一致,其含量

可达867 m gög,说明该方法进行银杏酚酸的分离是

可行的,并且可以获得大量高纯度的银杏酚酸,以便

于对其进行生物活性的测定。

银杏外种皮提取物、石油醚萃取物和分离的银

杏酚酸样品的抑菌、杀虫试验结果表明,酚酸样品的

抑菌、杀虫活性明显高于银杏外种皮提取物和石油

醚萃取物,说明银杏酚酸是银杏外皮中的主要活性

成分,此结果拓宽了银杏酚酸的利用领域。

通过对水产动物 4 株病原菌的抑菌试验发现,

银杏酚酸对鳗弧菌、点状产气单胞菌点状亚种和嗜

水气单胞菌无抑制作用,而对鱼害粘球菌的抑制作

用较强。鱼害粘球菌主要引起鱼的烂鳃病,烂鳃病是

水产动物的主要病害之一,给渔业生产造成了很大

的经济损失,测试结果表明,银杏酚酸对鱼粘球菌的

M IC 为7. 81 ΛgömL ,其浓度为3. 5 ΛgömL 时金鱼开

始出现中毒现象。但在实际生产中,福建福清市养殖

鳗鱼时使用银杏外种皮提取物制剂,当银杏酚酸浓

度为 1～ 2. 5 ΛgömL时, 其能够有效预防鳗鱼烂鳃

病,这可能是由于在该浓度范围内,银杏酚酸首先杀

灭了鱼鳃部的寄生拟指环虫,避免了鱼鳃部病理现

象的发生及其继发性细菌感染的缘故。

本研究结果表明,银杏酚酸对鱼类的中型指环

虫具有显著的杀灭作用,其杀灭指环虫的最低有效

剂量为0. 25 m göL ,而最佳杀虫浓度为 1. 70 m göL ,

杀灭率达95%～ 100% ,且杀虫浓度与鱼出现中毒浓

度的差距较大,表明银杏酚酸是一种应用前景良好

的生物杀虫渔药。

银杏酚酸具有较强的生物活性,其是 62烷基或
62烯基水杨酸的衍生物, 主要有C 13∶0, C 15∶1, C 17∶2,

C 15∶0和C 17∶1 5种组分,有必要进一步分离出这 5种

成分,测定其杀菌、杀虫活性,从而为开发新的渔药

提供研究资料。
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Study on k illing act ivity of g inkgo lic acids to

pa thogen and dacty logyru s of fish

W ANG Gao-xue1, ZHAO Y un -kui1,YAO J ia-yun 1, SHEN Y e-hua2, ZHENGW e i2,W ANG J ian -hua1

(1 Colleg e of A n im al S cience and technology ,N orthw est A & F U niversity , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina;

2 D ep artm en t of Chem istry ,N orthw est U niversity , X iπan, S haanx i 710069, Ch ina)

Abstract: Ginkgo lic acids w as ob ta ined from exo testa of G in lg o biloba by m ean s of silica gel co lum n

ch rom atogram , and its con ten ts w ere detected by H PL C. T he resu lts show that the con ten t of g inkgo lic

acids w as 867 m gög in the pu rif ied sub stance, and the rela t ive percen tage con ten ts w ere respect ively 201,

499, 29, 32 and 266 m gög fo r C13∶0, C 15∶1, C 17∶2, C15∶0and C 17∶1. T he m easu red resu lts of b io logic act ivity in2
dicated that bo th M IC and M BC of pu rif ied ginkgo lic acids w ere 7. 81 ΛgömL to F lavobacterium colum na re,

there w ere no obviou s in terfering effects of g inkgo lic acids on V ibrio ang u illa rum ,A erom onas p uncta ta sub.

and A erom onas hy d rop h ila , it s M IC and M BC w ere over 1 000 ΛgömL. T he best k illing concen tra t ion of

g inkgo lic acids w as 1. 70 m göL , the k illing ra te w as from 95% to 100% in 48 hou rs, bu t w hen its concen2
t ra t ion w as over 3. 5 m göL , Ca rassius au ra tus tested appeared tox ic, and the death ra te a t ta ined 60% in 48

hou rs.

Key words: g inkgo lic acids; an t ibacteria l act ivity; dactylogyru s; k illing act ivity
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