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　　[摘　要 ]　采用超声波提取技术提取紫花地丁中的抗菌活性成分,通过抑菌试验进行活性部分追踪,运用化

学方法进一步分离纯化其抗菌活性成分,并用紫外光谱分析和高效液相色谱法 (H PL C)测定其纯度,最后用试管比

浊法测定其抗菌活性。结果表明,分离纯化所得的化合物为黄酮类,纯度为97. 50 % ;该化合物对沙门氏菌和乳房炎

病原菌包括金黄色葡萄球菌、乳房链球菌、停乳链球菌、无乳链球菌及大肠杆菌的最低抑菌浓度分别为 312, 39,

156, 156, 312及 39 ΛgömL ,最低杀菌浓度分别为 625, 312, 312, 312, 625及 312 ΛgömL。
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　　紫花地丁 (V iola y ed oensis M ak ino ) ,别名箭头

草、独行虎[1 ] ,系堇菜科多年生草本植物紫花地丁的

带根全草[2 ] ,其味苦、辛,性寒,为清热解毒,治疗疔

疮肿毒之主药,还有清肠止泻之功[3 ]。临床上常用于

治疗痢疾、乳房炎、黄疸、目赤肿痛、咽炎等,外敷治

跌打损伤、痈肿、毒蛇咬伤等[2 ]。紫花地丁含黄酮、苷

类、有机酸、酚性成分、糖类、氨基酸、多肽及蛋白质、

植物甾醇、鞣质、酰胺类和挥发油等多种成分[425 ]。研

究[4 ]表明,其有机酸和黄酮苷类为抗菌有效成分,但

尚未见关于其抗菌单体成分的研究报道。本研究以

5种奶牛乳房炎病原菌 (金黄色葡萄球菌、乳房链球

菌、停乳链球菌、无乳链球菌和大肠杆菌)和沙门氏

菌为供试菌,运用化学分离和活性成分追踪法,分析

了紫花地丁的抗菌活性成分,以为紫花地丁在奶牛

乳房炎治疗中的应用提供依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　药　材　紫花地丁干燥全草,购于西安市中

药材公司。

1. 1. 2　菌　种　金黄色葡萄球菌、乳房链球菌、无

乳链球菌、停乳链球菌及大肠杆菌均由西北农林科

技大学家畜生殖内分泌研究室提供,沙门氏菌由西

北农林科技大学兽医微生物实验室提供。

1. 1. 3　主要试剂　甲醇 (色谱纯,天津科密欧化学

试剂开发中心) ; 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, 0. 074～

0. 147 mm ,青岛美品化工有限公司) ; 其他试剂均为

分析纯。

1. 1. 4　主要仪器　H F2500B 超声循环提取机 (北

京弘祥隆生物技术开发有限公司) ; UV 757CR T 紫

外可见分光光度计 (上海精密科学有限公司) ; 紫外

分光 (JA SCO )分析ö半制备高效液相色谱仪UV 2
2075 (日本JA SCO 公司) ;隔水式303A s21型电热培

养箱 (上海浦东荣丰科学仪器有限公司)。

1. 2　方　法

1. 2. 1　紫花地丁有效成分的提纯　取紫花地丁全

草干粉 600 g,浸于 4 700 mL 甲醇中超声波提取 2

次,每次超声作用时间30 m in,提取温度40 ℃,功率

1 200 W ,过滤,合并 2次滤液,浓缩得粗提物61. 72

g (粗提率为10. 28% )。粗提物用500 mL 乙酸乙酯溶

解, 加等体积蒸馏水萃取, 下相 (水相)继续用 100

mL 乙酸乙酯连续萃取2次,最后1次萃取所得水相

浓缩得水相É ,合并 3 次上相 (乙酸乙酯相)浓缩得

乙酸乙酯相É。将乙酸乙酯相É溶于300 mL体积分

数 56%乙醇溶液中, 用 100 mL 石油醚连续萃取 3

次,合并3次上相浓缩得石油醚相,浓缩下相 (水ö乙
醇相)得醇水相。醇水相再用300 mL 水溶解后加等

体积乙酸乙酯萃取,浓缩上相得乙酸乙酯相Ê 共 4.

12 g,浓缩下相得水相Ê。乙酸乙酯相Ê经硅胶柱层
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析,收集主要含蓝色大荧光点 (Κ365 nm )的流份,浓

缩干后用甲醇于 40～ 50 ℃水浴溶解,趁热加体积 4

倍量的蒸馏水,室温静置24 h 即可产生大量淡黄色

针状晶体,再经重结晶而纯化。

1. 2. 2　抗菌活性成分追踪　在以上分离过程中,采

用平皿打孔法[6 ]判定以上各步所得产物的抑菌效果

(药液浓度均为 50 m gömL ) ,逐步追踪、分离抗菌活

性成分。

1. 2. 3　晶体紫外光谱分析　取结晶粉末配制成 10

ΛgömL 的甲醇溶液, 用全自动UV 757CR T 紫外可

见分光光度计测定UV 谱图。

1. 2. 4　晶体纯度的检测　 (1)薄层层析色谱 (TL C)

法。以V (氯仿)∶V (丙酮)∶V (醋酸) = 8∶2∶1 和

V (环己烷)∶V (乙酸乙酯)∶V (醋酸) = 2∶3∶1 的

混合液作为展开剂,分别进行薄层层析。 (2)高效液

相色谱 (H PL C)定量。根据晶体紫外光谱分析结果

选择检测波长进行H PL C, H PL C 条件为: 流动相

V (甲醇)∶V (水) = 70∶30,流速1. 2 mL öm in,进样

量20 ΛL。用峰面积归一法进行纯度定量分析。

1. 2. 5　晶体定性试验　采用圆形滤纸层析法、试管

预试法[4 ]进行晶体定性。

1. 2. 6　晶体抗菌活性检测　 (1)最低抑菌浓度

(M IC)的测定。采用试管比浊法[7 ] ,将 10支带棉塞

的灭菌试管编号, 1号管加肉汤培养液1. 5 mL ,其余

各管加 1 mL。取 10 m gömL 晶体溶液 (溶剂为

V (甲醇)∶V (水) = 1∶1 的混合液) 0. 5 mL 加入 1

号管中混匀,再从1号管中取1 mL 加入2号管,如此

连续稀释至8号管, 8号管弃去1 mL 含药液肉汤。吸

取50 ΛL 含菌量相当于麦氏比浊管第 1 管1ö2的细

菌悬液 (细菌浓度1. 5亿ömL )到1～ 9号管, 10号管

补加50 ΛL 肉汤。置37 ℃培养12～ 15 h 后取出观察

混浊度。9号管为混浊阳性对照管, 10号管为混浊阴

性对照管。比9号管清亮而其后各管与9号管混浊度

一致的试管,其药物含量即为最低抑菌浓度。

(2)最低杀菌浓度 (M BC)的测定。取琼脂厚度

为4 mm 的灭菌琼脂平皿2个,每个平分为4区,共8

区,编为1～ 8号。再将以上试验后的1～ 8号管内容

物用灭菌脱脂棉蘸取菌液均匀涂布于琼脂对应各区

表面。同法,另取一琼脂平皿分两区编为 9 号和 10

号,对应涂布9号和10号试管内容物。将上述平皿置

37 ℃培养12 h,取出观察,最后一个无菌生长区(即该

区及编号较其小的各区不长菌,编号较其大的各区长

菌)对应试管的药物含量即为最低杀菌浓度。

2　结果与分析

2. 1　紫花地丁抑菌活性成分的分离纯化及其抑菌

活性追踪

对紫花地丁粗提物进行连续萃取,得到具有抑

菌活性的晶体,该晶体溶于甲醇和热水,溶解度低,

易于结晶析出。分离各步所得提取物的抑菌活性见

表1。

表 1　紫花地丁抑菌活性追踪结果

T able 1　T racing resu lt of bacterio sta t ic activity of V iola y ed oensis

菌种
Bacterium genus

粗提物
T he th ick

ex tract

乙酸乙酯相É
E thyl acetate

phase É

水相É
W ater

phaseÉ

醇水相
M ethano l and
w ater phase

石油醚相
Petro leum

ether phase

乙酸乙酯相Ê
E thyl acetate

phase Ê

水相Ê
W ater

phase Ê

金黄色葡萄球菌
S. au reas

+ + +
(20. 1±0. 5)

+ +
(13. 6±0. 6) - + + +

(25. 0±0. 1)
+

(9. 1±0. 2)
+ +

(15. 9±0. 8) -

乳房链球菌
S. uberis

+ + +
(27. 5±0. 2)

+ +
(17. 4±0. 4) - + + +

(32. 9±0. 8) - + +
(12. 1±0. 4) -

停乳链球菌
S. dy sg a lactiae

+ +
(15. 3±0. 8) - - + +

(16. 1±0. 9) - + +
(11. 3±0. 5) -

无乳链球菌
S. ag a lactiae

+ + +
(24. 8±0. 3)

+
(9. 3±0. 4) - + + +

(25. 4±0. 7)
+ +

(13. 4±0. 3)
+

(8. 5±0. 7) -

大肠杆菌
E. coli

+ +
(19. 2±0. 5)

+
(8. 9±0. 3) - + +

(19. 3±0. 1)
+

(7. 6±0. 6)
+ + +

(21. 3±0. 5) -

沙门氏菌
S am onella l

+ +
(13. 6±0. 8)

+ +
(19. 9±0. 2) - + +

(15. 6±0. 8) - + +
(18. 1±0. 3) -

　　注: - . 表示无明显抑菌环,判定为无抑菌作用; + . 表示抑菌环直径小于10mm; + + . 表示抑菌环直径为10～ 20 mm; + + + . 表示抑菌环
直径大于20 mm;括号内标注的是抑菌环直径 (mm )。

N o te: - . no obvious an tib lastic co llar and no bacterio static action. + . the diam eter of an tib lastic co llar is sm aller than 10 mm. + + . the
diam eter of an tib lastic co llar is 10～ 20 mm. + + + . the diam eter of an tib lastic co llar is larger than 20 mm. W hat m ark in signs of aggregation
are the diam eter data of an tib lastic co llar (mm ).

2. 2　紫花地丁提纯物的紫外光谱分析

对紫花地丁提纯物的紫外光谱分析结果表明,

有 4 个紫外光最大吸收峰, 在 229, 255, 299 和 352

nm 处的百分消光系数分别为 2 022, 903, 809 和
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1 717。在229 nm 处紫外吸收易受溶剂干扰,不宜选

作检测波长,故选取其余 3 处中百分消光系数最大

的352 nm 作为H PL C 紫外检测波长。

2. 3　紫花地丁提纯物纯度的检测

2. 3. 1　TL C 检测　以 V (氯仿) ∶V (丙酮) ∶

V (醋酸) = 8∶2∶1 为展开剂的 Rf 为 0. 56, 以

V (环己烷)∶V (乙酸乙酯)∶V (醋酸) = 2∶3∶1为

展开剂的Rf 为0. 60。在Κ365 nm 下均呈单一蓝色斑

点,碘缸显色均为单一黄色斑点。

2. 3. 2　H PL C 定量分析　由紫花地丁提纯物的

H PL C 图 (图1)可知,共有2个峰,峰面积比为2. 5∶

97. 5,晶体纯度为 97. 50% ,表明所得晶体基本为单

一化合物。

2. 4　紫花地丁提纯物的定性

由表 2 可知,由紫花地丁提纯所得晶体的性质

与黄酮类化合物相符,结合紫外光谱分析结果推断

其为黄酮类化合物。

图 1　紫花地丁提纯物的高效液相色谱 (H PL C)图

F ig. 1　H PL C analysis resu lt of purified

ex tract from V iola y ed oensis

表 2　紫花地丁提纯物的定性试验结果

T able 2　T rial resu lt of purified ex tract from V iola y ed oensis

鉴定方法
Iden tification m ethods

试验项目
T est item s

结果
Resu lts

圆形滤纸层析法
Round filter paper

ch rom atogrophy

喷 3 %三氯化铁乙醇液 A sperse w ith 3%
ch lo ride ferric in alcoho l

显兰绿色 (+ ) O rch id green co lo r

浓氨水熏蒸 Fum igate w ith ammonia w ater
stronger

显黄色 (+ ) Yellow

紫外光照射显色,再喷三氯化铝U ltravio let
radiation, then asperse w ith A lC l3

显黄色荧光, 喷三氯化铝后荧光加强 (+ )
Yellow fluo rescence, then strengthens w ith
A lC l3

试管预试法
Cuvette test m ethod

盐酸- 镁粉反应A cidum hydroch lo ricum -
M g reaction

加热 2～ 3 m in 后显黄红色 ( + ) Becom e
yellow after heating 2～ 3 m in

醋酸铅沉淀反应L ead acetate p recip itation 黄色沉淀 (+ ) Yellow m ercury ox ide

　　注: + . 表示与黄酮类化合物性质相符。

N o te: + . m eans that it is co inciden t w ith the p roperties of flavono ids.

2. 5　紫花地丁提纯物抗菌活性的检测

由表3可知,紫花地丁提纯物对4种革兰氏阳性

菌 (金黄色葡萄球菌、乳房链球菌、无乳链球菌、停乳

链球菌)和2种革兰氏阴性菌 (大肠杆菌、沙门氏菌)

都有明显的抗菌作用,对沙门氏菌和乳房炎病原菌

包括金黄色葡萄球菌、乳房链球菌、停乳链球菌、无

乳链球菌及大肠杆菌的最低抑菌浓度分别为 312,

39, 156, 156, 312和39 ΛgömL ,最低杀菌浓度分别为

625, 312, 312, 312, 625和312 ΛgömL。由此可见,该

化合物对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抗菌作用最

佳,最低抑菌浓度为39 ΛgömL ,最低杀菌浓度为312

ΛgömL。

表 3　紫花地丁提纯物的最低抑菌浓度 (M IC)及最低杀菌浓度 (M BC)

T able 3　M IC and M BC of the crysta llo id from V iola y ed oensis

试验项目
T est item

金黄色
葡萄球菌
S. au reas

乳房链球菌
S. uberis

停乳链球菌
S. dy sg a2

lactiae

无乳链球菌
S. ag a la2

ctiae

大肠杆菌
E. coli

沙门氏菌
S a lm onella

最低抑菌浓度ö(Λg·mL - 1)
M in im al inh ib ito ry concen tration

39 156 156 312 39 312

最低杀菌浓度ö(Λg·mL - 1)
M in im al bacterio static concen tration

312 312 312 625 312 625
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3　讨　论

奶牛乳房炎是奶牛最常见的疾病之一,在其治

疗过程中,抗生素的长期滥用使病原体对药物产生

抗药性,降低了药物疗效,且使牛奶中抗生素的残留

增加。而中草药作为纯天然药物,具有无残留、无致

畸、无毒副作用的优点。因此,研究利用中草药治疗

奶牛乳房炎已备受关注。本试验结果表明,紫花地丁

提纯物对5种奶牛乳房炎病原菌均有良好的抗菌作

用,提示该提纯物是治疗奶牛乳房炎的有效成分。

紫花地丁为常用中草药,临床上常与蒲公英配

伍治疗乳房炎、腮腺炎、咽炎等。研究[4 ]表明,紫花地

丁的抗菌有效成分为有机酸和黄酮类。本试验通过

对紫花地丁抗菌活性成分的追踪分离,纯化得到具

有抗菌活性的单体,经定性试验和紫外光谱分析证

实为黄酮类化合物,每1 000 g 紫花地丁干粉通过此

法可纯化得到黄酮晶体1. 71 g,提取量较高。

超声波提取技术能够更有效地提高黄酮类的提

取率[8 ] ,提高药物溶出速度,缩短提取时间,并且不

改变提取物的生物活性[829 ]。本试验能获得如此高的

黄酮晶体提取率,与研究过程中采用的超声波提取

技术是密不可分的;同时,也与研究过程中较为简单

的分离纯化工艺有关。

有效单体成分的研究作为中草药研究开发的基

础,具有重要的科研价值。尽管有关紫花地丁抗菌混

合物[4 ]及其单体成分[5210 ]的研究已有不少报道, 但

对其抗菌单体成分的研究仍未见报道。本研究提纯

得到了紫花地丁的一个抗菌活性单体,为阐述紫花

地丁的治病机制提供了新的理论依据,同时也为紫

花地丁药用价值的进一步开发利用提供了新的参考

资料。
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Stud ies on an t ibacteria l con st ituen ts in V iola y ed oensis

L ID ing-ganga, ZHANGW u-gangb, SONG Y u-m ina,

L I Hong-fe ia ,W U Ha i- juna , J IN Ya-p inga , ZHOU L eb

(a Colleg e of A n im al S ience and T echnology , b Colleg e of L if e S ciences,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i, 712100, Ch ina)

Abstract: T he an t ibacteria l con st ituen ts from V iola y ed oensis is ex tracted by u lt rason ic ex tract ion

techn ique. T hen an t ibacteria l test is conducted to trace the act ive sect ion, and an an t ibacteria l compound is

separa ted and pu rif ied th rough chem ical m ethods. A cco rd ing to u lt ravio let spectrum data, H igh

Perfo rm ance L igu id Ch rom atography (H PL C ) assayed its f ineness. Even tually, tu rb id degree comparison

m ethod w ith cuvet tes is u sed to m easu re its an t ibacteria l act ivity. It is concluded that the compound is

f lavono ids, and its con ten t is 97. 50 %. To Salmonella and pathogen t ic bacteria of dairy cow including S.

au reas, S. uberis, S. dy sag a lactiae, S. ag a lactiae and E. coli. , it s m in im al inh ib ito ry concen tra t ion (M IC, Λgö
mL ) is 312, 39, 156, 156, 312, 39 and m in im al bacterio sta t ic concen tra t ion (M BC, ΛgömL ) is 625, 312, 312,

312, 625, 312.

Key words: V iola y ed oensis; an t ibacteria l act ivity; iso la t ion and pu rif ica t ion; f lavono ids

09 西北农林科技大学学报 (自然科学版) 第 34卷


