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山茱萸抑菌活性成分提取分离与检测
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[摘　要 ]　为了确定山茱萸的抑菌活性成分 ,以几种常见的食品微生物为供试菌种 ,采用生物活性追踪法对山

茱萸抑菌活性成分进行了初步分离与鉴定。结果表明 ,山茱萸体积分数 70 %乙醇粗提液和乙酸乙酯萃取物对供试细

菌、霉菌均有较好的抑菌活性 ,对酵母菌的抑菌活性不明显 ;利用大孔吸附树脂柱层析和薄层层析对抑菌活性较强的

乙酸乙酯组分进一步分离 ,得到 2个活性组分 ,经化学定性检识 ,初步判定山茱萸抑菌活性成分为酚酸类化合物。
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Abstract : To st udy t he antibacterial activity of ext ract s f rom Fruct us Corui ,antimicrbial activities of

Fruct us Corui ext ract s wit h et hanol against food spoilage were tested in t his paper . It s f unctional composi2
tions were p reliminarily identified. The result showed t hat t he et hyl acetate ext ract of Fructus Corui ext rac2
ted by 70 % et hanol showed st ronger antif ungal activities against bacteria and mold ,but insidiously against

yeast ;two f ractions were researched after separation by macroporous adsorption resin and silica2gel t hin

layer chromatograp h ,and t he chemically identified result s showed t hat t he bacteriostatic active eluates were

composed of p henolic acid.
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　　山茱萸为山茱萸科植物山茱萸 Cornus of f ici2
nalis Sieb. etZucc.的干燥成熟果肉 ,于秋末冬初果皮

变红时采收 ,用文火烘或置沸水中略烫后及时除去

果核 ,干燥而得。山茱萸的化学成分主要为挥发性

成分、糖苷类、鞣质、有机酸等 ,具有补益肝肾 ,涩精

敛汗 ,固虚脱之功能[122 ]。山茱萸主要以果肉直接入

药 ,用途比较单一。已经上市的产品无论是数量还

是品种都不能满足国内外市场的需求[ 225 ]。目前 ,国

内外对山茱萸的研究主要集中在药效成分的提取及

纯化方面 ,而对其抑菌活性成分的研究鲜有详细报

道[6 ]。由于化学合成防腐剂的安全性问题 ,人们越来

越注重天然防腐剂的研究[728 ]。因此 ,本试验以金黄

色葡萄球菌、大肠杆菌等 9种常见的食品微生物为供

试菌种 ,采用生物活性追踪法对山茱萸抑菌活性成分

进行了初步分离与鉴定 ,旨在为山茱萸的综合利用及

新型安全天然食品防腐剂的研究提供依据。
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1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试材料 　山茱萸采自陕西武功县当年产

的新鲜山茱萸果实 ,选择干净、无霉烂的去核干果

肉 ,破碎备用。

1. 1. 2　供试菌种　金黄色葡萄球菌 ( S t a p hy lococ2
cus aureus) 、大肠杆菌 ( Escherichi a col i ) 、枯草芽孢

杆菌 ( B aci l l us subti l is) 、苏云金芽孢杆菌 ( B aci l l us

t huri ngiensis) 、蜡状芽孢杆菌 ( B aci l l us cercus) 、桔

青霉 ( Penici l l i um ci t ri num ) 、米曲霉 ( A s pergi l l us

ory z ae) 、啤酒酵母 ( S accharom yces cerev isi ae) 、假

丝酵母 ( Candi da s p . ) ,均由西北农林科技大学生命

科学学院微生物实验室提供。

1. 1. 3　试　剂 　大孔吸附树脂 (D101) ,上海摩速

科学器材有限公司 ;硅胶 ( GF254) ,青岛海洋化工有

限公司 ;其他试剂均为国产分析纯。

1. 1. 4　培养基　牛肉膏蛋白胨培养基和查氏培养

基 ;制备无菌试管斜面、平板备用[9 ]。

1. 1. 5　仪器设备 　DF2101S集热式恒温加热磁力

搅拌器、R2200 型旋转蒸发仪、LDZX240A I型立式

自动电热压力蒸汽灭菌器、CO2 恒温培养箱、超净工

作台、721分光光度计。

1. 2　方　法

1. 2. 1　山茱萸粗提液的制备 　称取山茱萸干样品

8份 ,每份 10 g ,分别加入 50 mL 石油醚、乙酸乙酯、

丙酮、正丁醇、体积分数 95 %和 70 %乙醇、蒸馏水、

50 g/ L 氢氧化钠回流提取 2 h ,抽滤 ,合并滤液 ,并

将 50 g/ L 氢氧化钠提取液用 5 % HCl 溶液调至中

性 ,各提取液均定容至 25 mL ,备用。

1. 2. 2 　山茱萸浸膏的制备 　称取山茱萸干样品

500 g ,加入 2 500 mL 体积分数 70 %乙醇回流提取

3次 ,每次 2 h。抽滤 ,合并滤液 ,在 45 ℃下减压浓

缩得到黑红色膏状物 ,然后加入 5倍量的蒸馏水以

除去水不溶性杂质 ,抽滤 ,滤液在 45 ℃下减压浓缩

得到黑红色膏状物。

1. 2. 3　山茱萸不同溶剂粗提物的抑菌活性[10 ] 　将

供试菌种接于无菌试管斜面 ,在 37 ℃培养 24 h ,重

复 2次活化菌种。取 0. 1 mL 菌悬液置于培养基平

板上 ,L 型玻棒涂布均匀。将Φ6 mm无菌滤纸片置

于山茱萸不同溶剂粗提液中浸湿 ,取出挥干溶剂 ,等

距离平铺于含菌培养皿中 ,在适宜温度下培养一定

时间 (细菌 37 ℃、12 h ,霉菌 28 ℃、48 h ,酵母菌 28

℃、24 h)后 ,测定抑菌圈直径。

1. 2. 4　山茱萸不同溶剂萃取物的抑菌活性[11 ] 　将

山茱萸浸膏用蒸馏水悬浮 , 依次用石油醚、氯仿、乙

酸乙酯、正丁醇萃取 ,均萃取至有机溶剂层澄清无色

为止 ,浓缩合并提取液得石油醚、氯仿、乙酸乙酯和

正丁醇萃取物 ,分别测定 4种萃取物对供试菌种的

抑菌活性 ,方法同 1. 2. 3。

1. 2. 5　山茱萸柱层析洗脱液的抑菌活性 　对抑菌

活性较好的乙酸乙酯萃取物进行进一步分离 ,利用

大孔吸附树脂 ,分别以水、体积分数 30 % , 50 % ,

70 %和 90 %乙醇洗脱 ,收集洗脱液 ,测定不同洗脱

液对金黄色葡萄球菌、苏云金芽孢杆菌和米曲霉的

抑菌活性 ,方法同 1. 2. 3。

1. 2. 6　山茱萸抑菌活性部分的薄层层析 　将山茱

萸大孔吸附树脂水洗部分用甲醇溶解 ,在硅胶板上

点样后用展开剂 (环己烷∶氯仿∶乙酸乙酯 ∶甲酸

体积比为 10 ∶4 ∶30 ∶1. 3)展开 ,于室温下将溶剂

自然挥发至干 ,待检。参照刘欣等[12 ]的方法 ,在无

菌条件下将制备好的金黄色葡萄球菌、苏云金芽孢

杆菌和米曲霉菌悬液 (106～107 mL - 1 ) 各 0. 1 mL

分别加入到 100 mL 牛肉膏蛋白胨培养基和查氏培

养基中 ,摇匀后倾注平皿 ,每个培养皿倒入培养基约

30 mL。待培养基凝固后将已层析完并挥去展开剂

的硅胶板贴于培养基上 ,盖好平皿 ,静置一段时间使

抑菌活性物质扩散到培养基中 ,然后将硅胶板轻轻

揭下 ,平皿置于培养箱中 (细菌 37 ℃、24 h ,霉菌 28

℃、48 h )培养。在培养后的平皿中加入 1 %碱性品

红溶液 (刚好布满培养基表面即可) ,染色 2 min ,倒

掉碱性品红溶液 ,用蒸馏水冲洗至洗出液无色为止。

拍照 ,取滤纸 ( 剪成相应形状) 放于培养基表面摊平

( 注意不能留有气泡) ,待充分接触后取出滤纸 ,则

滤纸上印有抑菌圈 ,晾干 ,用透明纸拓印下抑菌斑 ,

描绘成图。

1. 2. 7　化学定性检识[13 ] 　薄层层析组分采用文献

[ 12 ]的方法 ,用盐酸 +镁粉、溴甲酚绿溶液和三氯化

铁2铁氰化钾溶液进行化学定性检识 ,为其进一步分

离纯化研究提供依据。

2　结果与分析

2. 1　山茱萸不同溶剂粗提液的抑菌活性

由表 1可以看出 ,山茱萸石油醚、乙酸乙酯、丙

酮、正丁醇、体积分数 95 %和 70 %乙醇、蒸馏水、50

g/ L氢氧化钠粗提液对各种供试菌种的抑菌活性不

同 ,其中石油醚、50 g/ L 氢氧化钠粗提液对所有供试

菌种均无抑菌活性 ;乙酸乙酯粗提物对杆菌和桔青霉
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均表现出抑菌活性 ;丙酮粗提物对金黄色葡萄球菌、

杆菌、米曲霉均有抑菌活性 ,对啤酒酵母的抑菌活性

不明显 ; 正丁醇、体积分数 95 %乙醇粗提液对所选供

试细菌均有抑菌活性 ,而对真菌无抑菌活性 ;体积分

数 70 %乙醇粗提液对所有供试菌种均有抑菌活性 ,但

对酵母菌的抑菌活性不明显 ;除酵母菌外蒸馏水粗提

液对其他菌种均有抑菌活性。以上结果表明 ,体积分

数 70 %乙醇粗提液具有较好的抑菌活性。
表 1　山茱萸不同溶剂粗提液的抑菌活性

Table 1　Bacteriostatic activities of Fructus Corui ext racted by different solvent s

菌种
Microbial st rains

抑菌圈直径/ mm
Bacteriostatic zone diameter

石油醚
Ligroin

乙酸乙酯
Et hyl acetate

丙酮
Acetone

正丁醇
N2butyl
alcohol

体积分数
95 %乙醇

95 % et hanol

体积分数
70 %乙醇

70 %et hanol

蒸馏水
Distilled

water

50 g/ L
NaO H

金黄色葡萄球菌
Staphy lococcus aureus

- - 18. 25 12. 45 13. 50 20. 03 11. 12 -

枯草芽孢杆菌
Baci l l us subti lis

- 12. 21 15. 34 13. 23 12. 41 28. 31 15. 32 -

苏云金芽孢杆菌
Baci l l us thuringiensis

- 14. 32 14. 86 11. 47 12. 30 30. 06 15. 47 -

大肠杆菌
Escherichia coli

- 14. 25 12. 52 10. 42 10. 12 22. 60 13. 18 -

蜡状芽孢杆菌
Baci l l us cercus

- 14. 50 14. 31 11. 25 12. 36 17. 47 12. 06 -

桔青霉
Penici l li um cit rinum

- 8. 24 - - - 23. 56 10. 01 -

米曲霉
As pergil l u ory z ae

- - 12. 20 - - 11. 60 9. 07 -

啤酒酵母
Saccharomyces cerevisiae

- - 3 - - 3 - -

假丝酵母
Candi da s p .

- - - - - 3 - -

　　注 :“ - ”表示无抑菌活性 ;“3”表示抑菌圈不明显。表 2和 3同。

Note :“ - ”stands for wit hout bacteriostatic activities ;“3”stands for insidious bacteriostatic diameter . The same as table 2 and 3.

2. 2　山茱萸不同溶剂萃取物的抑菌活性

表 2结果表明 ,山茱萸不同溶剂萃取物对供试

菌种的抑菌活性不同 ,其中石油醚萃取物无抑菌活

性 ;氯仿萃取物仅对枯草芽孢杆菌、桔青霉有抑菌活

性 ;乙酸乙酯萃取物对所有供试菌种均有抑菌活性 ,

但对酵母菌抑菌活性不明显 ;正丁醇萃取物对金黄

色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、大肠

杆菌和米曲霉均有抑菌活性 ;萃取后剩余水相中仍

然含有抑菌活性成分 ,与正丁醇萃取物相似。

表 2　山茱萸不同溶剂萃取物的抑菌活性

Table 2　Bacteriostatic activities of Fructus Corui ext racted by different organic solvent s

菌种
Microbial st rains

抑菌圈直径/ mm Bacteriostatic zone diameter

石油醚
Ligroin

氯仿
Chloroform phase

乙酸乙酯
Et hyl acetate phase

正丁醇
N2butyl alcoholphase

萃取后剩余水相
Water phase

金黄色葡萄球菌
Staphy lococcus aureus

- - 31. 21 10. 21 12. 06

枯草芽孢杆菌
Baci l l us subti lis

- 8. 10 32. 45 10. 32 11. 23

苏云金芽孢杆菌
Baci l l us thuringiensis

- - 31. 40 12. 46 12. 10

大肠杆菌
Escherichia coli

- - 38. 20 9. 12 10. 34

蜡状芽孢杆菌
Baci l l us cercus

- - 35. 14 - -

桔青霉
Penici l li um cit rinum

- 10. 32 36. 17 - -

米曲霉
As pergil l u ory z ae

- - 30. 25 11. 54 15. 20

啤酒酵母
Saccharom yces cerevisi ae

- - 3 - -

假丝酵母
Candi da s p .

- - 3 - -
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2. 3　山茱萸乙酸乙酯萃取物柱层析洗脱液的抑菌

活性

表 3结果表明 ,大孔吸附树脂水洗脱液对金黄

色葡萄球菌、苏云金芽孢杆菌和米曲霉均有抑菌活

性 ,体积分数 30 %乙醇洗脱液对金黄色葡萄球菌和

苏云金芽孢杆菌均有抑菌活性 ,说明其中可能含有

少量的抑菌成分 ,而体积分数 50 % ,70 % ,90 %乙醇

洗脱液均无抑菌活性。
表 3　山茱萸乙酸乙酯萃取物柱层析洗脱液的抑菌活性

Table 3　Bacteriostatic activities of each eluate f rom the ethyl acetate ext ract of Fructus Corui

菌种
Microbial st rains

抑菌圈直径/ mm Bacteriostatic zone diameter

水
Water

体积分数
30 %乙醇

30 % et hanol

体积分数
50 %乙醇

50 % et hanol

体积分数
70 %乙醇

70 % et hanol

体积分数
90 %乙醇

90 % et hanol

金黄色葡萄球菌
Staphy lococcus aureus

35. 17 14. 25 - - -

苏云金芽孢杆菌
Bacil l us thuringiensis

33. 05 18. 32 - - -

米曲霉
As pergil l us ory z ae

16. 47 - - - -

2. 4　山茱萸抑菌活性成分薄层层析结果

将山茱萸大孔树脂水洗脱液经薄层层析 ,生物

自显影和染色后 ,得到 Ⅰ、Ⅱ和 Ⅲ3 个组分 ,其中组

分Ⅰ对金黄色葡萄球菌、苏云金芽孢杆菌和米曲霉

均无抑菌活性 ,组分Ⅱ和Ⅲ对金黄色葡萄球菌和苏

云金芽孢杆菌有较好的抑菌活性 ,组分Ⅲ对米曲霉

有较强的抑菌活性 (图 1) 。

图 1　山茱萸抑菌活性成分生物自显影结果

1.金黄色葡萄球菌 ;2.苏云金芽孢杆菌 ;3.米曲霉 ;4.薄层层析谱 ;

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ分别代表薄层层析的 3个组分

Fig. 1　Bioautography of effective f ractions

1. S taphy lococcus aureus ;2 . B aci l l us thuringiensis ;

3 . A spergil l us ory z ae ;4. Chromatogram of TLC ;Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ

respectively represent t hree constit uent s of TLC

2. 5　山茱萸抑菌活性成分化学检识结果

用不同试剂分别对组分Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ进行化学检

识 ,结果见表 4。表 4表明 ,组分Ⅰ的盐酸 +镁粉反

应为阳性 ,表明组分Ⅰ为黄酮类化合物 ;组分Ⅱ和Ⅲ

遇溴甲酚绿溶液显黄色 ,说明组分Ⅱ、Ⅲ为羧酸类化

合物 ,遇三氯化铁2铁氰化钾溶液显蓝色 ,示有酚羟

基 ,说明Ⅱ、Ⅲ两个有效成分均为酚酸类化合物。

表 4　山茱萸抑菌活性成分化学检识结果

Table 4　Chemically identified result s of

bacteriostatic active f ractions

组分
Fractions

盐酸 +镁粉
Hydrochloric

acid + magnesium

溴甲酚绿溶液
Bromocresol

green

三氯化铁2铁氰
化钾溶液

Ferric chloride2
potassium ferricyanide

Ⅰ 粉红色
Pink

-
蓝色
Bluness

Ⅱ -
黄色
Yellowness

蓝色
Bluness

Ⅲ -
黄色
Yellowness

蓝色
Bluness

　　注 :“ - ”表示无明显反应。

Note :“ - ”stands for insidious chemical reaction.

3　结　论

本研究结果表明 ,山茱萸体积分数 70 %乙醇粗

提液和乙酸乙酯萃取物对供试细菌、霉菌均有较好

的抑菌活性 ,对酵母菌的抑制活性不明显 ;对抑菌活

性较强的乙酸乙酯部分利用大孔吸附树脂和薄层层

析分离得到 2 个抑菌组分 ,经化学试剂检识为酚酸

类化合物。作为中草药研究开发的基础 , 有效单体

成分的研究具有重要的科研价值。尽管有关山茱萸

抑菌成分的报道已有不少 , 但具体分离抑菌活性成

分的研究尚未见报道。本试验初步得到了山茱萸 2

个有抑菌活性的组分 ,为山茱萸药用价值的进一步

开发利用提供了新的参考资料 , 但有关其抑菌有效

成分的纯化与结构鉴定还有待进一步深入研究。
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