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摘 要: 以银杏外种皮为原料, 石油醚回流提取得粗提物,经硅胶柱色谱分离、纯化得银杏酸 ( GA )混合物,

再经制备色谱柱多次分离,反复制备得到 6 种单体:银杏酸 C130、C151、C172、C150、C1 71和一种未知新化合物, 各

单体纯度都达95 %以上,可作为银杏产品中有毒成分银杏酸定量分析的对照品,初步鉴定该未知物是一种新

的银杏酸。测定了粗提物、银杏酸混合物及 3 种不同单体对 17 种植物病原菌的抗菌活性。结果表明,银杏酸

是银杏外种皮中抗菌活性成分之一, 不同银杏酸单体的抗菌活性存在差异, C130的抗菌活性显著高于 C151和

C171的活性, C1 51的活性高于 C171, 银杏酸的抗菌活性与其化学结构中苯环上第六位取代基团有关。
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PREPARAT ION OF GINKGOLIC ACID MONOMERS AND

THEIR ANT IFUNGAL ACT IVITY
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( School of Chemistry and Chemical E ngineering , Jiangsu Univer si ty , Zhenj iang 212013, China)

Abstract: Crude extract was obtained by light petroleum reflux extr action from exot esta of Ginkgo biloba L. , sepa-

rated by silica gel column chromatogr aphy , and the mix ture of ginkgolic acids( GA) could be obtained. Then the GA

mixture w as separated by r epeated preparative chr omatog raphy, and six monomers could be obtained, namely: C130,

C151 , C172 , C150 , C171 and a novel compound. The purit y of monomers reached more than 95% , and GA monomers

could be used as refer ence samples for to xic GA analysis in G . biloba products. T entative r esult showed that the new

compound was a new g inkgolic acid. Antifungal activities of the crude extr acts, the mixture GA and three monomers

on seventeen kinds of pathogenic fungi and bacteria were studied. G inkgolic acid is one of the antifungal active com-

ponents in G. biloba exotest a. The antifungal activ ity of C130 monomer is higher than those of C151 and C171 marked-

ly , the inhibitor y effect of C151 monomer is higher than that of C171. Antifungal act ivity of g inkgolic acid is structurally

r elated to t he six th alkyl chains in benzene r ing .
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银杏是世界上珍贵的药用植物资源,银杏叶、白果及其外种皮都具有药用开发价值,目前银杏叶和
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白果的开发利用已很多, 但银杏外种皮的利用率低。研究发现外种皮中含有较多的银杏酸( GA)
[ 1]
,而

且银杏酸是一种重要的生物活性物质, 具有致敏性、细胞毒性和免疫毒性等作用[ 2] , 是银杏产品中的有

毒成分。文献[ 2~ 5]还报道银杏酸对多种真菌和细菌具有抑制作用。至今, 国内对银杏酸化学成分及

单体制备的研究报道较少[ 6~ 7] ,有关银杏外种皮中银杏酸单体制备研究不够深入,一般只得到 1~ 2种

单体。在对植物病原菌的抗菌活性研究方面,国外未见文献报道,国内虽有研究
[ 8~ 9]

, 但未报道所试验

银杏酸提取物中银杏酸的含量,对于高纯度银杏酸的抗菌活性研究报道甚少,未见银杏酸不同单体的抗

菌活性报道。

本试验以银杏外种皮为原料, 研究银杏酸单体的制备方法及其对植物病原菌的抗菌活性,为银杏产

品中银杏酸的定量分析提供单体对照品,为银杏外种皮的开发利用提供基础。

1 实验

1. 1 仪器和试剂

1. 1. 1 仪器 LC-1500高效液相色谱仪(日本 JASCO公司) ; ZF- 型三用紫外分析仪(上海顾村电光

仪器厂) ; R-200型旋转薄膜蒸发器( B chi公司) ; 1810B型自动双重纯水蒸馏器(上海申立玻璃仪器有

限公司)。

1. 1. 2 原料及试剂 对照品 :德国 Schw abe公司 Dr. Jaggy H 赠送, 总银杏酸含量达 99 % ,银杏酸的

组成为 C130、C151、C172、C150和 C171;对照品 :中国药科大学提供, C130单体纯度为 95% ;柱层析用硅胶 G

( 100~ 140目) (上海五四化学试剂有限公司) ;石油醚、乙醚、甲酸等所有试剂均为分析纯;银杏外种皮:

2001年 9月采集于江苏大学校园,树龄 30~ 40 a,于太阳下暴晒至干,存于密封容器中备用。

1. 1. 3 供试病菌 供试病菌包括 15 种植物病原真菌和 2 种植物病原细菌。真菌: 小麦赤霉病菌

( Gibber el la z eae)、玉米纹枯病菌( Rhizoctonia z eae)、玉米小斑病菌( Bip olar is may dis)、西瓜枯萎病菌

(Fusar ium ox ysp or um f . sp. niveum )、辣椒疫霉病菌 ( Phytop hthor a capsici )、辣椒炭疽病菌 ( Col-

letotri chum nigrum )、花生网斑病菌( Phoma arachidicola )、花生黑斑病菌( Cercosp ora p ersonata)、大蒜

菌核病菌( Sclerot inia all ii )、草坪纹枯病菌( Rhizoctonia solani )、水稻恶苗病菌( Gibberella f uj ikuroi )、

水稻稻瘟病菌 ( Pyr icular ia oryz ae)、番茄叶霉病菌 ( Fulvia f ulv um )、番茄早疫病菌 ( A lternaria

solani )、番茄灰霉病菌( Bot ryt is cinerea) ; 细菌: 黄瓜细菌性角斑病菌( Xanthomonas camp estr is p v . cu-

cur bi tae)、水稻白叶枯病菌( X anthomonas camp estr is p v . oryz ae )。

1. 1. 4 病菌培养基 马铃薯蔗糖琼脂培养基( PSA)用于真菌培养和样品的抗菌活性测定[ 10]。NA培

养基:酵母浸膏 1 g、牛肉浸膏3 g、蛋白胨粉 5 g、蔗糖 15 g、蒸馏水1 000 mL,用 1 mol/ L 氢氧化钠调 pH

值为 7. 0,用于细菌的培养和样品的抗菌活性测定。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 色谱分析条件及制备色谱分离条件 色谱分析流动相组成为甲醇-3 % HAc 溶液( 928, 体积

比) , 色谱柱为 Inertsil ODS-2( 250 mm 4. 6 mm , 5 m) , 紫外检测波长 310 nm ,流速 1. 0 mL/ min,柱温

40 。制备色谱流动相组成为甲醇-3 % HAc 溶液( 9010,体积比) , 色谱柱为 HiQ Sil C18 ( 250 mm

21. 2 mm, 15 m) , 紫外检测波长 280 nm,流速 3. 0 mL/ min, 柱温 40 。色谱数据处理系统为 N2000

型色谱工作站, 浙江大学智能信息研究所研制。

1. 2. 2 银杏外种皮粗提物、银杏酸混合物及单体的制备 晒干的银杏外种皮粉碎后,加入石油醚于

85 回流提取, 提取液经减压浓缩得粗提物样品; 粗提物用少量石油醚溶解加样于硅胶柱上 (硅胶

90 g ,硅胶柱为 25 mm 500 mm的玻璃柱, 湿法装柱) , 用石油醚-乙醚-甲酸( 89111, 体积比)洗脱,收

集银杏酸组分, 浓缩至干,得银杏酸混合物样品;银杏酸混合物经制备色谱柱多次分离,收集各种银杏酸

组分,经减压浓缩、5% NaHCO3中和、石油醚萃取、水洗、干燥, 浓缩至干得各银杏酸单体。

1. 2. 3 外标曲线的测定 准确称取银杏酸对照品 , 用无水甲醇溶解、定容后, 用 0. 45 m Whatman

一次性针头过滤器过滤, 得银杏酸标准溶液。分别吸取不同体积进样, 每个进样量平行测定 3次,求其
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峰面积的平均值,得外标曲线,线性回归方程 y= - 0. 012 1+ 3. 59 10
- 6

x ,相关系数 R= 0. 999 9,线

性检测范围为 0. 572~ 10. 30 g。

1. 2. 4 银杏酸含量测定 准确称取一定量粗提物或银杏酸混合物或单体样品, 用无水甲醇溶解,置于

容量瓶中定容, HPLC 测定,计算银杏酸峰的总面积,根据外标曲线求出银杏酸的含量。平行测定 3次,

求其平均值。

1. 2. 5 抗菌活性测定 样品对植物病原真菌的抗菌活性采用菌落生长直径测定法测定[ 10] , 抑制率

( %) = (对照的菌落增长直径- 处理的菌落增长直径) / (对照的菌落增长直径) 100;对植物病原细

菌的抗菌活性采用抑菌圈法测定。每处理样重复 4次。

2 结果与讨论

2. 1 粗提物和银杏酸混合物中银杏酸的 HPLC分析结果

图 1 银杏酸的 HPLC色谱图

F ig. 1 HPLC spectra of ginkgolic acids

( a)对照品 cont rol ;

( b)银杏酸混合物 mixture of ginkgolic acids

经 HPLC 分析, 银杏外种皮粗提物和银杏酸混

合物中都含有 5 种银杏酸 ( C130、C150、C151、C171和

C172) ,其含量分别为 58. 6%和 86. 3%。银杏酸混合

物和对照品 的 HPLC色谱图见图 1,可见其成分与

对照品 一致。

2. 2 单体制备及纯度测定

2. 2. 1 流动相比例和流速的确定 根据分析色谱

流动相的组成来调节制备色谱流动相的组成。适当

增加流动相中水的比例, 可提高各色谱峰的分离度,

但水量过多, 制备时间会较长。综合考虑流动相比

例和流速的关系, 本实验选择流动相甲醇-3% HAc

溶液体积比为 9010, 流速 3. 0 mL/ m in, 整个制备分

离在 200 m in内完成。

图 2 银杏酸单体的 HPLC色谱图

F ig. 2 HPLC spectra of monomers of ginkgolic acids

a. C130; b. C151; c. C172; d. C150; e. C 171; f .未知化合物 unknow n compound

2. 2. 2 紫外检测波长选择

为了提高制备的效率, 制备色

谱一般是加载过量。为了使

各色谱峰不溢出, 宜选择吸收

较弱处的检测波长。由于银

杏酸在 310 nm 处吸收较强,

本试验选择 280 nm 作检测波

长, 纯银杏酸混合物 1 次进样

量最多可达 250 mg。

2. 2. 3 单体纯度测定 银杏

酸混合物经制备色谱柱多次

分离后,得到 6种单体:银杏酸

C130、C151、C172、C150、C171和一种

未知化合物,色谱图见图 2, 各

单体纯度分别为: 97. 5%、96.

4%、96. 0%、95. 0%、95. 8%和

98. 5%。可见, 6种单体的纯度

都达 95%以上。
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2. 2. 4 未知物的初步鉴定 除已发现的 5种银杏酸以外,在制备色谱时, 发现在已知银杏酸峰之前有

一小峰,对这一小峰流出物进行了收集,经T LC 薄层色谱测定, 发现在GF254板上该化合物于254 nm 处

显紫色荧光,用展开剂石油醚-乙醚-甲酸( 70301)展开后,其 R f 值与银杏酸对照品 一致。该化合物甲

醇溶液经紫外扫描, 得到的紫外吸收光谱特征峰与银杏酸对照品 一致,也有 3个最大吸收[ 1]。由此可

初步推断此物质可能为一新化合物,且是一种银杏酸。该新化合物的结构有待进一步鉴定。

2. 3 粗提物在不同溶剂下的抗菌活性比较

分别测定了用 N, N-二甲基甲酰胺、乙醇、丙酮作溶剂时银杏外种皮粗提物对小麦赤霉病菌、番茄

叶霉病菌、花生黑斑病菌在 400、200 g / mL 浓度下的生长抑制率,结果见表 1。从表 1可见,在 400和

200 g / mL 浓度下,用乙醇溶解粗提物的效果最好, N, N-二甲基甲酰胺次之,丙酮最差。表明乙醇对粗

提物中抗菌有效成分的溶解性最好。因此在以下研究中均采用乙醇作为有机溶剂。

表 1 粗提物在不同有机溶剂下对病菌生长的抑制率

Table 1 Inhibitor y rate of the crude ex tracts on fung i in differ ent solvents

溶剂

solvents

粗提物浓度/ ( gmL- 1)

concn. of crude

ext ract s

抑制率 inhibitory rate/ %

小麦赤霉病菌

Gibberella z eae

番茄叶霉病菌

Fulvia f ul v um

花生黑斑病菌

Cercospor a personata

二甲基甲酰胺 DMF 400 22. 9 30. 6 26. 5

二甲基甲酰胺 DMF 200 18. 3 24. 0 18. 2

乙醇 ethyl alcohol 400 42. 1 37. 1 42. 4

乙醇 ethyl alcohol 200 24. 0 33. 3 28. 5

丙酮 acetone 400 12. 0 35. 5 16. 5

丙酮 acetone 200 6. 0 11. 2 8. 8

2. 4 粗提物和银杏酸混合物对植物病原真菌的抗菌活性

共测定了粗提物和银杏酸混合物对 15种植物病原真菌和 2种细菌的活性(见表 2)。结果表明粗

提物和银杏酸混合物的抗菌性相似,对高等真菌番茄灰霉病菌和水稻恶苗病菌、低等真菌辣椒疫霉病菌

和两种细菌病害无效。从表 2可见,在相同浓度下,粗提物和银杏酸混合物对同一种病原菌的抑制效果

无明显差异,这表明银杏酸是外种皮中抗菌活性成分之一,还存在其他活性成分。
表 2 粗提物和银杏酸混合物对 17 种植物病原菌的生长抑制率

Table 2 Inhibitory r ate of crude extr acts and GA mix ture on 17 kinds of pathogenic fung i and bacteria

病菌 pathogens

粗提物的抑制率/ %

inhibitory rate of crude ext ract s

4001) 200 100

混合物的抑制率/ %

inhibitory rate of mixture

400 200 100

小麦赤霉病菌 Gibberel la zeae 42. 1 24. 0 13. 0 35. 1 17. 3 6. 7

大蒜菌核病菌 S clerotinia all ii 6. 5 3. 7 2. 4 15. 3 12. 7 10. 4

玉米纹枯病菌 Rhiz octonia zeae 43. 1 31. 9 17. 7 39. 3 30. 9 18. 1

辣椒炭疽病菌 Coll etot ri chum nigr um 31. 9 21. 5 15. 8 22. 6 21. 5 16. 8

西瓜枯萎病菌 Fusarium oxysp oru m f . sp. niv eum 13. 6 11. 8 6. 4 9. 5 7. 5 3. 5

番茄叶霉病菌 Fu lv ia f u lv u m 37. 1 33. 3 27. 7 39. 2 36. 2 28. 6

花生网斑病菌 Phoma arachid icola 55. 0 50. 3 35. 2 57. 0 48. 6 40. 2

番茄早疫病菌 A l ternaria solani 37. 5 23. 5 17. 8 42. 4 38. 6 26. 0

花生黑斑病菌 Cer cospora per sonata 42. 4 28. 5 11. 6 44. 9 27. 9 18. 9

玉米小斑病菌 Bipolaris maydi s 48. 6 38. 4 28. 0 46. 8 39. 6 17. 5

水稻稻瘟病菌 Pyric ularia oryz ae 24. 6 10. 6 4. 3 30. 3 23. 9 16. 4

草坪纹枯病菌 Rhiz octonia solani 22. 4 19. 0 3. 4 25. 3 20. 5 8. 4

番茄灰霉病菌 Botryt is cinerea 0 0 0 0 0 0

水稻恶苗病菌 Gibberel la f uj ikuroi 0 0 0 0 0 0

辣椒疫霉病菌 Phytop hthora capsici 0 0 0 0 0 0
黄瓜细菌性角斑病菌 Xanthomonas campestris pv . cucur-

bi tae
0 0 0 0 0 0

水稻白叶枯病菌 X anthomonas camp est ris p v . oryz ae 0 0 0 0 0 0

1) 400、200、100分别为粗提物和混合物的质量浓度,单位为 g/ mL

2. 5 银杏酸不同单体对植物病原菌的抗菌活性比较
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从表 3可以看出,银杏酸单体 C130在 100 g / mL 浓度下对 5种病原菌的活性显著高于其他单体在

400 g/ mL 浓度下的抗菌效果, C151的活性又高于 C171的活性; 与表 2比较可知, 在 100 g / mL 浓度时,

银杏酸单体C130对5种病原菌的抗菌活性大大高于粗提物和银杏酸混合物的活性,表明单体 C130是银杏

酸混合物中的主要活性成分, 银杏酸的抗菌活性与其化学结构中苯环上第六位取代基团有关。

表 3 银杏酸不同单体对几种植物病原真菌的生长抑制率

Table 3 Inhibitory rate of different GA monomers on fung i

病菌 pathogens

C130的抑制率/ %

inh ibitory rate

1001) 50 25

C171的抑制率/ %

inhibitory rate

400 200 100

C151的抑制率/ %

inhibitory rate

400 200 100

玉米纹枯病菌 Rhiz octonia zeae 35. 8 34. 5 6. 9 24. 6 9. 6 7. 5 34. 0 20. 9 13. 4

小麦赤霉病菌 Gibberel la zeae 27. 0 23. 3 6. 8 8. 6 2. 1 1. 9 13. 6 9. 5 3. 2

番茄叶霉病菌 Fu lv ia f u lv u m 40. 4 24. 3 11. 7 25. 4 9. 1 6. 1 43. 4 37. 5 31. 5
花生网斑病菌 Phom a arachidico-

la
44. 2 40. 3 14. 4 14. 2 10. 1 8. 9 46. 1 43. 8 36. 7

番茄早疫病菌 A l ternar ia solani 45. 7 23. 6 12. 1 31. 0 28. 3 14. 7 32. 2 30. 8 26. 3

1) 100、50、25以及 400、200、100等,分别为C130和C171以及 C151的质量浓度,单位为 g/ mL- 1

3 结论

3. 1 以银杏外种皮为原料,通过石油醚回流提取得到粗提物,用硅胶柱色谱分离得纯度为 86. 3%的银

杏酸混合物,再用HPLC制备色谱反复分离制备得到6种单体:银杏酸C130, C151, C172, C150, C171和一种未

知化合物,单体纯度均在 95%以上, 可作为银杏酸对照品,用于银杏产品中银杏酸含量的分析, 未知化

合物经初步鉴定是一种新银杏酸, 其结构有待进一步鉴定。

3. 2 银杏外种皮粗提物和银杏酸混合物对多种植物病原真菌都有抗菌活性,并具有相同的抗菌谱。银

杏酸是粗提物中的抗菌活性成分之一,除此之外还存在其他抗菌活性物质,有待进一步研究; 银杏酸不

同单体的抗菌活性存在差异, C130单体的活性大大高于 C151和C171, C151的抗菌活性高于 C171, C130单体是

银杏酸混合物中的主要活性成分, 表明银杏酸的抗菌能力与其化学结构中苯环上第 6 位烷或烯基侧链

的长短和双键有关。
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