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紫花地丁抑菌活性成分的研究初报
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　　[摘　要 ]　采用活性跟踪法从紫花地丁的氯仿萃取物中分离得到1 个抗菌活性成分 (化合物1) , 并以停乳链球

菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、无乳链球菌、乳房链球菌和沙门氏菌为供试菌, 对紫花地丁的抑菌活性及其活性成

分进行了初步研究。结果表明, 化合物 1 初步鉴定为黄酮类化合物; 紫花地丁的主要活性成分位于甲醇- 水

(V (甲醇)∶V (蒸馏水) = 1∶1)萃取物和氯仿萃取物中; 化合物 1 对以上 6 种供试菌的最小抑菌浓度依次为0. 039,

0. 078, 0. 156, 0. 313, 0. 625 和 1. 25 m gömL ; 对金黄色葡萄球菌、无乳链球菌和乳房链球菌的最小杀菌浓度≤2. 5

m gömL , 对停乳链球菌、沙门氏菌和大肠杆菌的最小杀菌浓度> 2. 5 m gömL。
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　　紫花地丁 (V iola y ed oensis M ak ino)系堇菜科多

年生草本植物[1 ] , 以全草入药, 性苦、辛、寒, 具有清

热、消肿、消炎和抗菌功能, 主治黄疸、痢疾、乳腺炎、

目赤肿痛和咽炎, 外敷可治跌打损伤、痈肿、毒蛇咬

伤等[223 ]。关于紫花地丁化学成分的研究报道较

多[425 ] , 但对其抗菌单体成分的研究目前尚属空白。

刘湘新等[6 ]曾对紫花地丁的抗菌活性进行了初步研

究, 认为其有效成分为黄酮苷类和有机酸。本研究旨

在了解紫花地丁的抑菌活性及其活性成分, 以为紫

花地丁的临床应用和质量控制提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　原料　紫花地丁全草, 购自西安药材市场。

仪器　ZF2C 型三用紫外分析仪 (上海康禾光电

仪器有限公司) , 303 型电热恒温培养箱 (北京科伟

永鑫实验仪器设备厂)。

试剂　琼脂粉和牛肉膏均由北京奥博星生物技

术责任有限公司生产, 蛋白胨由天津市英博生化试

剂有限公司生产, 0. 9 göL 生理盐水自制, 其他化学

试剂均为分析纯。

菌种　金黄色葡萄球菌 (S. au reas)、无乳链球

菌 (S. ag a lactiae)、乳房链球菌 (S. uberis)、停乳链球

菌 (S. dy sag a lactiae)、大肠杆菌 (E. coli)和沙门氏菌

(S a lm onella) , 均由西北农林科技大学动物科技学

院家畜生殖内分泌研究室从患有乳腺炎的奶牛乳腺

中分离并保存, 用前将保存菌种接种于营养肉汤中,

于37 ℃条件下培养18～ 20 h 后备用。

1. 2　方　法

1. 2. 1　分离纯化方法　参考文献[ 4, 627 ]的方法进

行。取1. 8 kg 紫花地丁全草粉末, 用12. 6 L 甲醇超

声提取2 次, 每次40 m in, 合并2 次提取液, 浓缩至浸

膏 (A )。用适量乙酸乙酯完全溶解浸膏A , 加等体积

的水进行萃取。将乙酸乙酯相和水相分别浓缩后依

次得浸膏B 和C。再用适量甲醇- 水 (V (甲醇) ∶V

(蒸馏水) = 1∶1) 混合溶剂溶解浸膏B , 依次用石油

醚和氯仿各连续萃取3 次, 分别浓缩醇水萃取液、石

油醚萃取液和氯仿萃取液, 依次得浸膏D , E 和F。将

浸膏F 进行反复硅胶柱层析, 氯仿为洗脱剂, 收集具

有天蓝色荧光 (365 nm ) 的组分, 浓缩至干后得到化

合物1 (56 m g)。分离过程中活性部位的确定均由抑

菌活性试验 (纸片扩散法)来完成。

1. 2. 2　活性测定方法　 (1)纸片扩散试验。培养基

和药敏纸片的制备参考文献[ 8 ]的方法进行。将供试

物配成50 m gömL 的供试液, 取制备好的纸片 (直径

为6 mm )放入供试液中浸泡2 h, 然后取出纸片置于

40 ℃烘箱中烘干; 将菌液浓度为 106ömL 的大肠杆

菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌、乳房链球菌、无乳链
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球菌和停乳链球菌分别均匀涂抹在普通琼脂培养基

上。最后, 再将制备好的药敏片均匀贴于培养基的3

个位点, 然后置于 37 ℃恒温培养箱中培养 18 h, 分

别测定各自的抑菌圈直径。取3 个重复的平均值作

为最终结果。

(2)肉汤倍比稀释法。参考文献[ 9210 ]的方法进

行。取25 m g 化合物1 置于试管中, 先加入0. 5 mL 丙

酮溶解样品, 再加入 4. 5 mL 肉汤培养液配成 10

m gömL 的供试液; 另取 0. 5 mL 丙酮、4. 5 mL 肉汤

培养液混匀配成丙酮肉汤培养液。取13 支灭菌的试

管, 向1～ 12 号管各加肉汤培养液0. 5 mL , 再向1 号

试管加1 mL 供试液, 然后由1 号管到10 号管依次进

行倍比稀释, 1 号管到 10 号管的供试液浓度依次为

2. 5, 1. 25, 0. 625, 0. 313, 0. 156, 0. 078, 0. 039, 0.

020, 0. 010 和0. 005 m gömL。然后向1～ 11 号试管每

管加浓度为106ömL 的菌液0. 05 mL , 其中11 号管作

为阴性对照; 12 号管加入0. 05 mL 供试液代替菌液

作为阳性对照; 13 号管加入 0. 5 mL 丙酮肉汤培养

液和0. 05 mL 菌液作为溶剂对照。将13 支试管置于

37 ℃恒温培养箱中培养 18～ 24 h, 然后对各管进行

比浊, 以确定最低抑菌浓度 (M IC)。供试管的混浊度

小于阴性对照管表明有抑菌活性, 混浊度与阴性对

照管相同表示无抑菌活性, 混浊度越大表明抑菌活

性越小, 将未见细菌生长的管内肉汤转接到普通琼

脂培养基平皿上, 再于 37 ℃条件下培养 18～ 24 h。

将琼脂平皿上未见细菌生长的药物浓度作为最低杀

菌浓度 (M BC)。

2　结果与分析

2. 1　化合物1 初步鉴定结果

　　化合物1 为淡黄色粉末状, 易溶于乙酸乙酯、氯

仿, 溶于甲醇、乙醇、丙酮, 难溶于水, 熔点为 188～

192 ℃。在氯仿- 丙酮 (V (氯仿)∶V (丙酮) = 4∶1)

和氯仿- 乙酸乙酯 (V (氯仿) ∶V (乙酸乙酯) = 1∶

1)展开剂中, R f 值分别为 0. 65 和 0. 56, 紫外光下和

碘缸中均呈单一斑点。TL C 上在Κ365 nm下可见天蓝色

荧光。通过盐酸镁粉反应、氨气熏蒸定性试验, 结果

均为正反应, UV 2vis (CH 3OH ) Κm ax: 206, 229, 254,

299, 346 nm , 据此可初步认定化合物 1 为黄酮类化

合物[11 ] , 具体结构还有待红外光谱、质谱和核磁共

振等进一步确证。

2. 2　分离过程中的抑菌活性跟踪结果

采用纸片扩散法对分离过程中的7 种供试物进

行了抑菌活性试验, 结果见表1。
表 1　紫花地丁不同萃取相的抑菌活性

T able 1　A ntibacteria l act ivity of the differen t ex tract ions of V iola y ed oensis M ak ino

供试样
Samp le
tested

抑菌圈直径ömm T he diam eter of an tibacterial zone

沙门氏菌
S a lm onella

大肠杆菌
E. coli

乳房链球菌
S. uberis

无乳链球菌
S. ag a lactiae

停乳链球菌
S. dy sag a lactiae

金黄色葡萄球菌
S. au reas

A 13. 6±0. 8 19. 2±0. 5 27. 5±0. 2 24. 8±0. 3 15. 5±0. 8 20. 1±0. 5

B 19. 9±0. 2 8. 9±0. 3 17. 4±0. 4 9. 3±0. 4 - 13. 6±0. 6

C - - - - - -

D 15. 6±0. 8 19. 3±0. 1 32. 9±0. 8 25. 4±0. 3 16. 1±0. 9 25. 0±0. 1

E - 7. 6±0. 6 - 13. 4±0. 3 - 9. 1±0. 2

F 8. 0±1. 2 16. 6±0. 4 10. 9±0. 9 14. 0±2. 2 26. 8±0. 7 19±1. 1

　　注: 表中抑菌圈直径为3 次试验的平均值;“- ”表示无抑菌圈。

N o te: T he diam eter of inh ib it ion zone is the average of th ree experim en ts.“- ”m eans no inh ib it ion.

　　由表1 可以看出, 粗提物 (A )对所有供试菌均表

现出较好的抑菌活性, 尤其是对乳房链球菌和无乳

链球菌的抑菌效果较好。经过乙酸乙酯萃取后, 水相

(C) 已基本不含抑菌成分, 活性成分主要集中在乙

酸乙酯相 (B ) 中, 这说明抑菌活性成分应该是非极

性或中等极性而不是水溶性的化合物。B 再经石油

醚和氯仿萃取后, 虽然D , E, F 都有不同程度的活

性, 但三者的抑菌活性强弱明显不同, 依次为D >

F> E, 且D , F 的抗菌谱远宽于E, 这说明紫花地丁中

含有不止一个抑菌成分, 而且活性较强或含量较多

的成分应该是中等极性的化合物 (D , F)。

2. 3　化合物1 对6 种细菌的最低抑菌浓度 (M IC)

表2 显示, 化合物1 对6 种供试菌的抑菌活性大

小顺序为: 停乳链球菌> 金黄色葡萄球菌> 大肠杆

菌> 无乳链球菌> 乳房链球菌> 沙门氏菌, 其对 6

种菌的最低抑菌浓度 (M IC)依次为0. 039, 0. 078, 0.

156, 0. 313, 0. 625 和1. 25 m gömL。说明化合物1 对

停乳链球菌、金黄色葡萄球菌等革兰氏阳性菌具有

明显的抑菌活性; 在对革兰氏阴性菌的抑菌活性方

面, 化合物 1 对大肠杆菌的抑菌活性明显优于沙门

氏菌。
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表 2　化合物 1 的最低抑菌浓度 (M IC)

T ab le 2　M inim al inh ib ito ry concen tra t ion of the compound 1

菌种
Bacterium genus

浓度ö(m g·mL - 1) Concen tration

2. 5 1. 25 0. 625 0. 313 0. 156 0. 078 0. 039 0. 020 0. 010 0. 005

溶剂对照
So lven t
con trast

阴性对照
N egative
con trast

阳性对照
Po sitive
con trast

沙门氏菌 S a lm onella + + + - - - - - - - - - - + + +

大肠杆菌 E. coli + + + + + + + + + + + - - - - - - - + + +

金黄色葡萄球菌 S. au reas + + + + + + + + + + + + - - - - - - + + +

乳房链球菌 S. uberis + + + + + + - - - - - - - - - + + +

无乳链球菌 S. ag a lactiae + + + + + + + + + - - - - - - - - + + +

停乳链球菌
S. dy sag a lactiae

+ + + + + + + + + + + + + + - - - - - + + +

　　注:“+ + + ”表示清澈;“+ + ”表示较清澈;“+ ”表示较混浊;“- ”表示混浊。

N o te:“+ + + ”m eans limp idity;“+ + ”m eans mo re limp idity;“+ ”m eans mo re m uddiness;“- ”m eans m uddiness.

2. 4　化合物1 对6 种细菌的最低杀菌浓度 (M BC)

从表3 可以看出, 化合物1 对6 种供试菌都具有

一定的杀菌活性, 其中对革兰氏阳性菌的杀菌活性

明显强于革兰氏阴性菌。但对革兰氏阳性菌和革兰

氏阴性菌的不同菌种而言, 其最低杀菌浓度 (M BC)

存在差异, 其中化合物1 对金黄色葡萄球菌、无乳链

球菌和乳房链球菌 3 种革兰氏阳性菌的M BC≤2. 5

m gömL , 但同样是对革兰氏阳性菌的停乳链球菌,

其M BC> 2. 5 m gömL ; 对属于革兰氏阴性菌的沙门

氏菌和大肠杆菌也表现出M BC> 2. 5 m gömL。
表 3　化合物 1 的最低杀菌浓度 (M BC)

T able 3　M inim al bactericidal concen tra t ion of the compound 1

菌种
Bacterium genus

浓度ö(m g·mL - 1) Concen tration

2. 5 1. 25 0. 625 0. 313 0. 156 0. 078 0. 039 0. 020 0. 010 0. 005

溶剂对照
So lven t
con trast

阴性对照
N egative
con trast

阳性对照
Po sitive
con trast

沙门氏菌 S a lm onella + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -

大肠杆菌 E. coli + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -

金黄色葡萄球菌 S. au reas - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -

乳房链球菌 S. uberis - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -

无乳链球菌 S. ag a lactiae - + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -

停乳链球菌
S. dy sag a lactiae

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + -

　　注:“+ ”表示有少量的细菌;“+ + ”表示细菌生长较茂盛;“+ + + ”表示细菌生长茂盛;“- ”表示杀菌。

N o te:“+ ”m eans a few bacteria;“+ + ”m eans mo re bacteria;“+ + + ”m eans a good m any bacteria;“- ”m eans absen t of bacteria.

3　讨　论

在中医临床方面, 紫花地丁一直是效果良好的

抗菌消炎药物, 本试验的研究结果在一定程度上为

这一传统中药的抑菌活性提供了理论依据。从本研

究结果可知, 紫花地丁中的抑菌活性成分除了氯仿

相 (F ) 中的化合物 1 外, 应该还有其他的活性成分,

其中活性最强的成分位于醇水相 (D ) 中, 另外在石

油醚相还含有非极性的活性成分 (E)。因此, 本研究

仅是对紫花地丁抑菌活性成分的初步研究, 关于其

他活性成分的分离鉴定工作, 还有待于后续研究。
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A n tibacteria l con st ituen t of V iola y ed oensis M ak ino

ZHANGW u-ganga ,L ID ing-gangb, SONG Y u-m inb, ZHOU L ea, J IN Ya-p ingb

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

Abstract: A n t ibacteria l act ivity of V iola y ed oensis M ak ino and its an t ibacteria l con st ituen ts w ere

studied in th is paper again st S. au reas, S. ag a lactiae, S. uberis, S. dy sag a lactiae, E. coli and S a lm onella in

v itro. O ne an t ibacteria l con st ituen t (compound 1) from the ch lo rofo rm ex tract w as ob ta ined w ith tracing2
an t ibacteria l act ivity m ethod. T he resu lts show ed that compound 1 w as p relim inarily iden t if ied as flavone;

tha t m ain an t ibacteria l com st ituen ts in V . y ed oensis M ak ino ex isted in ch lo rofo rm phase and ethano l2w ater

(1∶1) phase, tha t m in im al inh ib ito ry concen tra t ion s (M IC) of compound 1 w ere 0. 039, 0. 078, 0. 156, 0.

313, 0. 625 and 1. 25 m gömL respect ively again st S. dy sag a lactiae, S. au reas, E. coli, S. ag a lactiae, S. uberis

and S a lm onella , and m in im al bactericidal concen tra t ion s (M BC) w ere ≤2. 5 m gömL again st S. au reas, S.

ag a lactiae and S. uberis, and > 2. 5 m gömL again st S. dy sag a lactiae, E. coli and S a lm onella.

Key words: V iola y ed oensis M ak ino; an t ibacteria l act ivity; an t ibacteria l con st ituen t; t racing2
an t ibacteria l act ivity; iso la t ion and pu rif ica t ion
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A n tifunga l act ivity of e thano l ex t r tacts from P eg anum ha rm a la L.

ZHANG Y i-y inga ,W ANG Jun -rua , GONG Y ue-huab, ZHANG Fenga , ZHANG Han -wenb

(a. Colleg e of S cience; 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 hypha grow th2inh ib it ing m ethod and the viru lence determ inat ion m ethod w ere u sed to

invest iga te the inh ib it ion effects of the petro leum ether fract ion, ch lo rofo rm fract ion, ethyl aceta te fract ion,

n2bu tano l fract ion and w ater fract ion in the alcoho lic ex tracts from the aboveground of P eg anum ha rm a la

L. on the five types of popu lar p lan t pathogen ic fungi, A lterna ria solan i, P hy toh thora cap sici, F usa rium

bu lbig enum , F usa rium oxy sp orum f. n iveum and V a lsa m a li. T he resu lts show ed that ch lo rofo rm fract ion, n2
bu tano l fract ion, and ethylaceta te fract ion can inh ib it the grow th of five types of popu lar p lan t pathogen ic

fungi. T he inh ib it ion effect of ch lo rofo rm fract ion w as the mo st po ten t,w ith the inh ib it ion ra te abou t mo re

than 83% to 5 p lan t pathogen ic fungi under the concen tra t ion of 15 m gömL. U nder the concen tra t ion of 15

m gömL , the ethyl aceta te fract ion and n2bu tano l fract ion tho rough ly inh ib ited the grow th of A lterna ria

solan i and V a lsa m a li, w ith the inh ib it ion ra te up to 100%. T he n2bu tano l fract ion show ed the h ighest

po ten t viru lence,w ith EC 50 to A lterna ria solan i and V a lsa m a li abou t 0. 09 and 0. 279 m gömL respect ively.

Key words: P eg anum ham a la L. ; po lar fract ion; p lan t pathogen ic fungi; an t ifungal act ivity
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