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圆滑番荔枝叶乙醇提取物中抑菌活性成分的初步分离
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摘要　采用活性跟踪法对圆滑番荔枝叶乙醇提取物中抑菌活性成分进行了初步分离。结果表明：圆滑番荔枝叶乙

醇提取物乙酸乙酯萃取组分对胡椒瘟病菌的抑制活性最高，从该萃取组分中分离得到化合物松香酸和β谷甾醇，并

测定了其对胡椒瘟病菌的抑菌活性。当两种化合物供试浓度为０．６ｍｇ／ｍＬ时抑菌率分别达到了６９．２１％和

６１．７８％，对胡椒瘟病菌具有一定抑菌效果。
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　　圆滑番荔枝（犃狀狀狅狀犪犵犾犪犫狉犪Ｌｉｎｎ．）是番荔枝

科（Ａｎｎｏｎａｃｅａｅ）番荔枝属（犃狀狀狅狀犪）植物
［１］，我国南

方诸省均有栽培。番荔枝科植物具有抗病毒、杀虫、

抗癌等多种生理活性。杨世林等［２］对番荔枝科植物

化学成分及其抗肿瘤活性进行了研究，结果表明该

科植物所含的番荔素、多氧环己烯和苯乙烯内酯是

主要的抗肿瘤活性成分。田丽娟等［３］、常世忠等［４］

对圆滑番荔枝的化学成分进行了分析，分离得到贝

壳杉烷型二萜和生物碱等化合物，发现其具有较强

的抑制肿瘤的生理活性。姜盼等［５］综述了圆滑番荔

枝的化学成分及生物活性研究进展，为进一步开发其

药用价值奠定了基础。苟亚峰等［６７］研究报道了圆滑

番荔枝乙醇提取物的乙酸乙酯萃取物对胡椒瘟病菌

菌丝生长具有较好的抑制作用。因此，本试验以胡椒

瘟病菌为供试病原菌，采用活性追踪法［８］分离圆滑番

荔枝叶乙醇提取物中抑菌活性成分，为进一步研制防

治胡椒瘟病的植物源杀菌剂提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试植物和供试病原菌

圆滑番荔枝叶采自中国热带农业科学院香料饮

料研究所院内。将新鲜的圆滑番荔枝叶充分阴干，

磨碎过４０目筛后置通风、避光处储藏备用。

胡椒瘟病菌（犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犮犪狆狊犻犮犻）由中国热带

农业科学院香料饮料研究所病虫害防控研究室提供。

１．２　圆滑番荔枝叶乙醇提取物制备

采用冷浸法：准确称取３ｋｇ的圆滑番荔枝叶干粉

装入广口瓶中，加入干粉５倍量的乙醇浸提４８ｈ，过滤，

依次重复３次，合并３次滤液并减压浓缩，得圆滑番荔

枝叶乙醇提取物浸膏５１４．５０ｇ，放置４℃冰箱内备用。
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１．３　抑菌活性成分分离纯化

准确称取圆滑番荔枝叶乙醇提取物浸膏，用石油

醚、三氯甲烷、乙酸乙酯不同溶剂萃取，通过抑菌活性测

定筛选出抑菌活性较高的萃取段进行抑菌活性成分分

离纯化。将大孔树脂湿法装柱，用适量的溶剂溶解萃

取段，上样，用二氯甲烷∶乙醇系统梯度洗脱，等量接馏

分（每瓶大约２００ｍＬ）。结合薄层色板技术合并相同馏

分，减压浓缩，上ＧＣＭＳ分析（具体分离流程如图１）。

图１　圆滑番荔枝抑菌活性成分分离纯化流程图
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１．４　抑菌活性测定

采用菌丝生长速率法测定圆滑番荔枝叶乙醇提取

物不同溶剂萃取组分对胡椒瘟病菌的抑菌活性：准确

称取供试化合物，先用溶剂助溶，再用无菌蒸馏水定容，

制成母液。采用倍半稀释法用无菌蒸馏水依次稀释成

供试浓度。将培养基熔化并冷却至５０℃左右，把１ｍＬ

不同浓度的供试化合物分别与９ｍＬ／皿的ＰＤＡ培养基

混匀，待其凝固后，取菌落直径为５ｍｍ的胡椒瘟病菌

的外层菌块放置于培养皿中央，以加入等体积萃取溶

剂的ＰＤＡ培养平板为对照，每个处理做３个皿重复。

接种后，在人工气候培养箱内，２５～２８℃下培养５ｄ，

采用十字交叉法分别测量菌落直径，求其平均值，按

下式计算抑菌率。

菌落直径（ｃｍ）＝测量菌落直径平均值－０．５；

抑菌率（％）＝
对照菌落直径－处理菌落直径

对照菌落直径 ×１００。

２　结果与分析

２．１　圆滑番荔枝叶乙醇提取物的不同溶剂萃取物

抑菌活性测定

　按照１．４的方法测定不同萃取组分的抑菌活性，

结果见图２。

图２　不同萃取组分对胡椒瘟病菌的抑菌活性测定结果

犉犻犵．２　犃狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犲狓狋狉犪犮狋狊狋狅

犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犮犪狆狊犻犮犻

从图２中可以看出，在供试浓度下乙酸乙酯萃

取组分的抑菌活性均高于石油醚和三氯甲烷萃取组

分。当供试浓度为１０ｍｇ／ｍＬ时，只有乙酸乙酯萃

取组分对胡椒瘟病菌的抑菌率达到了５０％以上，其

他两种溶剂萃取组分抑菌率均低于５０％。当供试

浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时，乙酸乙酯、三氯甲烷、石油醚

·５３１·



２０１６

萃取组分的抑菌率分别为７４．４３％、４４．９８％和

３４．６３％。由此可见乙酸乙酯萃取组分中含有抑制

胡椒瘟病菌的活性成分，可作为下一步抑菌活性成

分分离的萃取组分。

２．２　犌犆犕犛检测

按照１．３的流程对乙酸乙酯萃取组分进行抑菌

活性化合物分离，通过ＧＣＭＳ检测，观察各馏分的

谱图，并与标准谱库对比，得化合物１和２。

化合物１的ＧＣＭＳ检测质谱信息（图３）与标

准谱库中松香酸数据一致，故鉴定化合物１为三环

二萜类化合物松香酸（化学式为Ｃ２０Ｈ３０Ｏ２）。

化合物２的ＧＣＭＳ检测质谱信息（图４）与标

准谱库中β谷甾醇数据一致，故鉴定化合物２为甾

醇类化合物β谷甾醇（化学式为Ｃ２９Ｈ５０Ｏ）。

图３　化合物１质谱图谱及与标准图谱对照图

犉犻犵．３　犕犛狅犳犮狅犿狆狅狌狀犱狅狀犲犪狀犱狊狋犪狀犱犪狉犱犮狅狀狋狉狅犾

图４　化合物２质谱图谱及与标准图谱对照图

犉犻犵．４犕犛狅犳犮狅犿狆狅狌狀犱狋狑狅犪狀犱狊狋犪狀犱犪狉犱犮狅狀狋狉狅犾

２．３　松香酸和β谷甾醇对胡椒瘟病菌抑菌活性

测定

　　分别用倍半稀释法将化合物松香酸和β谷甾醇（上海

迈瑞尔化学技术有限公司，纯度大于７５％）配成５个梯

度浓度（０．６、０．３、０．１５、０．０７５、０．０３７５ｍｇ／ｍＬ），按照１．４

的方法测定其对胡椒瘟病菌的抑菌活性，测定结果见图５。

·６３１·
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图５　松香酸和β谷甾醇对胡椒瘟病菌抑菌活性测定结果

犉犻犵．５　犃狀狋犻犳狌狀犵犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犪犫犻犲狋犻犮犪犮犻犱犪狀犱

β狊犻狋狅狊狋犲狉狅犾狋狅犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪犮犪狆狊犻犮犻

从图５中可以看出，在供试浓度下松香酸对胡

椒瘟病菌的抑菌活性均高于β谷甾醇，当供试浓度

为０．６ｍｇ／ｍＬ时，松香酸和β谷甾醇对胡椒瘟病菌

的抑菌率分别达到了６９．２１％和６１．７８％，对胡椒瘟

病菌具有一定的抑菌活性。

３　结论与讨论

从本试验中可以得出，圆滑番荔枝叶乙醇提取物

的乙酸乙酯萃取组分中含有对胡椒瘟病菌有较高抑

菌活性的化合物。当供试浓度为２０ｍｇ／ｍＬ时，乙

酸乙酯萃取组分抑菌率达到了７４．４３％，高于石油醚

和三氯甲烷萃取组分的抑菌活性。进一步对乙酸乙

酯萃取组分中抑菌活性成分分离，得到松香酸和β谷

甾醇，当供试浓度为０．６ｍｇ／ｍＬ时，二者对胡椒瘟病

菌的抑菌率分别达到了６９．２１％和６１．７８％，均对胡

椒瘟病菌具有一定的抑菌活性，其中松香酸的抑菌

活性略高于β谷甾醇。

有研究报道番荔枝科植物含有生物碱、萜类、黄

酮、番荔素、多氧环己烯和苯乙烯内酯等成分，这些成

分具有驱虫、抗病毒、杀虫、抗癌等多种生理活性［９１０］。

因此，圆滑番荔枝叶乙醇提取物乙酸乙酯萃取组分中

的高抑菌活性成分有待进一步分离，此项研究对胡椒

安全生产及产业的发展具有一定意义。
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