
虎耳草乙醇提取物对细菌生长曲线的影响
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摘要  以金黄色葡萄球菌和大肠杆菌为试验菌株 ,通过分析不同虎耳草乙醇提取物浓度下细菌生长曲线来研究虎耳草的抑菌作用。结
果表明 ,0 .01、0 .05、0 .10g/ ml 3 种较低浓度的提取物对摇床培养的金黄色葡萄球菌生长具有较强的抑制作用 ,而0 .25 和0 .50 g/ ml 2 种较
高浓度的提取物对摇床培养的金黄色葡萄球菌生长有较强的促进作用 ;这5 种浓度的提取物均对摇床培养的大肠杆菌生长表现为抑制
作用。所以 ,虎耳草乙醇提取物具有明显的抑菌活性。
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Effect of Ethanol Extract of Saxifr aga stolonifer a Meerb on Growth Curve of Bacterium
LIU Shi- wang et al  ( Life Science and Engi neering College , Huanggang Normal University , Huangzhou, Hubei 438000)
Abstract  The growth curves of St aphylocococus aureus and Escherickia coli were drawn to study the anti microbial character .The results showed that
0 .01 , 0 .05 and 0 .10 g/ ml extract of Saxifraga stolonifera Meerb had strong anti microbial effect on S . aureus , but 0 .25 and 0 .50 g/ ml extract had pro-
motive effect on S . aureus . And the extract of Saxifraga stolonifera Meerb of different concentration had anti microbial effect on E . coli . The ethanol ex-
tract of Saxifraga stolonifer a Meerb had obvious anti microbial effect .
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  虎耳草( Saxifraga st olonifer a Meerb) 为虎耳草科虎耳草属

的多年生常绿草本植物, 野生于阴湿山坡石缝中,长江流域、

华南、西南、华东、陕西等省区均有分布[ 1] , 在黄冈市大别山

地区也很常见。其主要成分有岩白菜素、槲皮素- 3- 鼠李糖

苷、槲皮素、原儿茶酸、没食子酸、琥珀酸、反甲基丁烯二酸

等[ 2] 。虎耳草药用可治急性中耳炎、风热咳嗽等[ 3] , 农业上

也可用于抑制葡萄霜霉病菌[ 4] 等。虎耳草繁殖力强, 自然资

源贮量丰富 ,在观赏、药用及绿色农药等方面都具有较好的

开发利用前景[ 5 - 6] 。但目前关于虎耳草药理方面的研究还

很少[ 7] 。为此, 笔者开展了虎耳草影响细菌生长曲线的研

究, 旨在为进一步了解虎耳草抑菌机理和综合开发利用该植

物资源具有重要意义。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 虎耳草采自湖北省黄冈师范学院生命科学

与工程学院植物园。供试金黄色葡萄球菌和大肠杆菌菌种

由黄冈师范学院省级生物实验教学示范中心提供。

1 .2  仪器 分光光度计( 752 紫外可见分光光度计) 、超净工作

台、高压灭菌锅、恒温培养箱、恒温水浴培养摇床、旋转蒸发仪、

真空泵( SHZ- Ⅲ型循环水真空泵) 、电子天平、移液枪等。

1 .3  培养基配方  牛肉膏固体培养基: 牛肉膏3 g , 蛋白胨

5 g ,NaCl 5 g , 蒸馏水1 000 ml , 琼脂15～20 g ,pH 7 .4 ; 察氏液

体培养基 : NaNO3 2 g , K2HPO4 1 g , KCl 0 .5 g , MgSO4 0 .5 g ,

FeSO4 0 .01 g ,蔗糖30 g , 蒸馏水1 000 ml ,pH 自然。

1 .4  虎耳草水分含量的测定  将鲜采的植株全株洗净、晾

干、剪碎。先称取20 .00 g 鲜采虎耳草 , 置于75 ℃恒温烘箱

中烘11 h 左右, 使其达到恒重 , 再次称重 , 得干重6 .67 g , 所

以试验所用的虎耳草材料的含水量为66 .65 %。

1 .5  虎耳草乙醇提取物的制备 取5 kg 鲜采虎耳草 , 置入

95 % 酒精浸泡30 d , 期间经常搅拌 , 然后用棉花阻隔过滤 , 用

旋转蒸发仪蒸发浓缩 , 得膏状物 2 312 g。烘干 后称重,
�
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被乙醇浸泡提取后的虎耳草残渣干重为1 371 g , 膏状物的

含水量约为87 .2 % , 冷藏备用。

1 .6  培养基及试验用品的灭菌方法  配制察氏液体培养

基360 ml , 平均分装于36 支试管中 ;配制牛肉膏固体培养基

500 ml 。将上述2 种培养基和若干包扎好的试管、小烧杯、

移液枪枪头等置于高压灭菌锅内 ,121 ℃湿热灭菌20 min ;

然后在超净工作台上, 趁热将部分固体培养基分装于4 支

已灭菌的大试管中 , 并且制成斜面。将所有分装好的培养

基、斜面置于37 ℃恒温培养箱中 ,做无菌检测试验。无污染

的斜面用于活化菌种, 液体培养基用于分组试验。

1 .7  液体培养基分组  将装有察氏液体培养基的36 支试

管分为2 组:A 组即金黄色葡萄球菌组 ,B 组即大肠杆菌组。

每组设计 6 个虎耳草提取物浓度梯度: 0 . 50、0 .25、0 .10、

0 .05、0 .01、0 g/ ml 。按照梯度要求, 分别称取冷藏的虎耳草

乙醇提取物5 .0、2 .5、1 .0、0 .5、0 .1 g , 煮沸并加入到对应试

管中。然后, 向每支试管中接入已活化的对应菌液0 .1 ml ,

适当振荡混匀。每组重复3 次。

1 .8  OD420值的测定和微生物培养 制成混合培养液后即

进行第1 次 OD420值的测定, 测定后将试管置于37 ℃恒温培

养摇床中培养, 每间隔2 .5 h 测定并记录 OD420值1 次。以

未接种且未加入虎耳草提取物的察氏液体培养基作空白

( CK) 。在测定过程中 , 应尽量减少培养液在空气中暴露的

时间 ,在每次吸取液体后应更换所用枪头和移液管, 在吸取

前应适当振荡试管中的液体。每次测定完毕 , 用液体培养

基涮洗比色杯3 次。每次读出的 OD420值最好不超过0 .40 ,

超出时应适当稀释并重新测定。

1 .9  细菌生长曲线的绘制  根据3 次重复测定所得的数

据, 求出 OD420平均值 , 然后以 OD420为纵坐标、时间为横坐

标绘出生长曲线。

2  结果与分析

由于虎耳草提取物本身会对 OD 值产生影响 , 而每支

试 管 中 加入 提取 物的 量不 相 同 , 所以 图1 和 图2 中各

条曲线的起点不同。这样的曲线虽然可以清晰地显示培养

液 OD 值的变化情况 , 但是难以比较不同提取物浓度组的
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图1 不同提取物浓度下金黄色葡萄球菌的生长曲线

图2 不同提取物浓度下大肠杆菌的生长曲线

细菌生长曲线。剔除提取物对 OD 值的影响, 把各条曲线

置于同一起点上, 将有利于生长曲线间的比较。从图1 和

图2 可以看出,0 g/ ml 浓度组( CK) 0 h 时的 OD 值是培养基

和起始菌液吸光度的总和, 而其余各浓度组0 h 时的 OD 值

则是培养基、起始菌液和虎耳草提取物吸光度的总和。上

述2 个总和的差值即可近似地认为是虎耳草提取物的吸光

度。将虎耳草提取物各浓度组的 OD 值减去虎耳草提取物

本身的OD 值, 即可近似的反映出不同时间培养液中菌体的

实际浓度, 由此作出的生长曲线将具有相同的起点。按照

这一处理方法 ,分别得出A 组、B 组的校正生长曲线, 见图3

和图4。

图3 不同提取物浓度下金黄色葡萄球菌的校正生长曲线

从图3 可以看出 ,0 .01、0 .05、0 .10 g/ ml 虎耳草提取物3

组生长曲线的稳定期区段均位于对照组之下, 表明此时葡

萄球菌生长均受到明显抑制, 且以0 .10 g/ ml 组抑制作用最

强; 而0 .25 和0 .50 g/ ml 虎耳草提取物则相反 , 生长曲线的

稳定期区段均位于对照组之上 , 表明此时菌体生长不但未

受 到抑制 , 反而受到促进 , 并且浓度越高 , 促进作用越强。

图4 不同提取物浓度下大肠杆菌的校正生长曲线

所以 ,0 .10 g/ ml 是虎耳草提取物抑制葡萄球菌的最佳浓度。

从图4 可以看出 , 虎耳草提取物各浓度组生长曲线的稳定

期区段均位于对照组之下 , 表明虎耳草提取物对大肠杆菌

也具有一定的抑制作用 ,且以0 .25 g/ ml 为最佳抑菌浓度。

3  讨论

( 1) 通过生长曲线的变化揭示药物的抑菌效果 , 不同于

以往直接求MIC( 最小抑菌浓度) 的方法。MIC 法只能定性

地判断药物对细菌的作用 , 却无法揭示药物对细菌群体整

个生长增殖周期的影响情况。相反, 生长曲线可以反映微

生物的群体生长规律。通过生长曲线可以了解微生物对环

境的适应程度、微生物对培养基成分的利用情况、药物中不

同成分对微生物产生的作用以及药效最强、最弱的时间等。

研究表明,0 .10 g/ ml 虎耳草提取物对葡萄球菌的抑制作用

最强 , 而0 .25 g/ ml 虎耳草提取物对大肠杆菌的抑制作用最

强, 并且这种抑制作用必须在菌体进入对数生长期后才显

现出来。

( 2) 虎耳草提取物加入后 ,菌体的生长曲线都发生了变

化, 其中比较普遍的变化是对数生长期提前 , 尤其是较高浓

度组曲线的迟缓期几乎为零。生长曲线迟缓期的长短因菌

种、接种菌量、菌龄以及营养物质等不同而异。该试验中迟

缓期缩短甚至消失的原因可能是虎耳草提取物中的某些成

分不但可作为菌体生长的“营养物质”, 而且还可刺激菌体

发生应激反应。

( 3) 植物提取物中的天然成分种类繁多 , 活性作用千差

万别。有些成分可以作为菌体生长的“营养物质”, 刺激菌

体发生应激反应, 促进细菌生长繁殖; 相反 , 另一些成分可

以作为菌体生长的抑制成分, 影响菌体正常的生长和增殖。

此外 , 在某些成分作用下菌种会产生钝化酶、菌膜等, 进而

出现耐药性[ 8] 。综合研究药用植物成分对菌体生长的作用

已成为一个新的研究方向。
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d ,增长缓慢, 果实体积和鲜重日平均增长量分别为0 .363 c m3

和0 .555 g ;盛花后19～35 d 为第1 次迅速增长期 , 体积和鲜

重的日平均增长量分别达到0 .956 c m3 和 0 .925 g ; 盛花后

35～47 d 为果实硬核期, 体积和鲜重的日平均增长量仅为

0 .558 c m3 和0 .75 g ; 盛花后47～63 d 为第2 次迅速增长期, 体

积和鲜重的日平均增长量分别达到1 .209 c m3 和0 .975 g ; 盛

花后63 d 至成熟采收前, 增长变慢, 体积和鲜重的日平均增

长量分别只有0 .3 c m3 和0 .1 g。通过SPSS 统计软件模拟果

实体积和鲜重生长量( y) 和盛花后果实发育天数( x) 的回归

方程。体积生长量回归方程为 y = - 22 .756 + 1 .978 4 x -

0 .351 x2 + 0 .000 3 x3 , R2 = 0 .991 ; 鲜重生长量回归方程为 y =

- 15 .344 + 1 .193 2 x - 0 .01 x2 + 8 .8×10 - 5 x3 , R2 = 0 .994。该

数学模型拟合良好 ,能够较好地反映果实体积和鲜重动态变

化规律。

图2 金太阳杏果实体积增长动态曲线

图3 金太阳杏果实鲜重增长动态曲线

2 .1 .3  果实干重与果实发育天数之间的数学模型。由图4

可知, 金太阳杏果实干重增长动态曲线为单S 型。整个生长

过程可以分为3 个时期,其中盛花后15～31 d ,果实干重增长

缓慢,日平均增长量为0 .039 g ; 盛花后31～63 d 为果实干重

迅速增长期,日平均增长量达到0 .173 g ; 盛花后63 d 至成熟

采收前 ,果实干重增长变慢, 日平均增长量只有0 .013 g。通

过SPSS 统计软件模拟果实干重生长量( y) 和盛花后果实发

育天数( x) 的回归方程。干重生长量回归方程为 y = 1/( 1/7

+ 56 .121 2×0 .880 5 x) , R2 = 0 .995。该数学模型拟合良好, 能

够较好地反映果实干重动态变化规律。

图4 金太阳杏果实干重增长动态曲线

2 .2 果实生长指标的相关性  在果实发育过程中, 各生长

指标之间都有相互联系,其相关系数见表1。

  表1 金太阳杏果实生长指标之间的相关系数

纵径 横径 侧径 体积 鲜重 干重

纵径  1

横径 0 .989  1

侧径 0 .991 0 .998  1

体积 0 .961 0 .959 0 .994  1

鲜重 0 .971 0 .971 0 .977 0 .995  1

干重 0 .956 0 .952 0 .976 0 .962 0 .968 1

3  讨论

研究表明 ,金太阳杏果实生长发育随季节变化具有明显

规律性 ,其中果实果径、体积和鲜重动态变化曲线为“双 S”

型,体积和鲜重增长呈现2 个明显的高峰期, 而这2 个高峰

期是影响金太阳杏产量和品质形成的关键时期, 尤其是第1

个高峰期。因此,为了充分满足金太阳杏果实生长发育的需

要, 在生产上必须根据其果实发育规律采取相应栽培技术措

施,如增施壮果肥、适当喷施0 .2 % ～0 .5 % 尿素和磷酸二氢

钾以促进果实膨大和糖分积累, 以及结合土壤水分状况采取

相应的灌溉或排水措施等等。试验还表明在生长季节内, 果

实各部分的生长发育是相互依存、互相影响的 ,彼此表现出

有顺序、有节奏的变化。

建立果实生长发育的数学模型[ 4 - 6] , 旨在更科学地预测

和评估果实在某一阶段的生育状况, 为提高金太阳杏的管理

水平提供科学依据。笔者仅就果实的一些外观指标及干物

质作了分析 ,至于金太阳杏果实内在品质的因素如总糖、总

酸、Vc 、可溶性固形物含量等的变化规律尚待进一步研究。
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