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　　摘要：采用纸片扩散法和二倍稀释法对九节龙总黄酮提取物进行体外抑菌试验，并测定了 ｐＨ值、温度对其抑菌
效果的影响。结果显示：九节龙总黄酮对细菌的抑制效果明显，但对霉菌和酵母菌的抑制效果不明显。ｐＨ值和温度
均对总黄酮抑菌活性有一定的影响。
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　　九节龙（ＡｒｄｉｓｉａｐｕｓｉｌｌａＡ．ＤＣ．）系紫金牛科（Ｍｙｒｓｉｎａｃｅａｅ）
紫金牛属（Ａｒｄｉｓｉａ）植物，主要分布在我国南部及四川等地，具
有直立灌木和匍匐生根的根茎，常见于海拔 １２００ｍ以下的
山间林下或竹林下阴湿的地方。九节龙的全株及根可供药

用，主要具有清热利湿、活血化瘀、舒筋活络、强筋壮骨等功

效［１］。黄酮类化合物一般呈弱酸性，能使蛋白质凝固或变性

而具有杀菌和抑菌作用。有人对斑地锦［２］、板栗壳［３］、金

橘［４］、柚皮［５］等植物材料中的黄酮类物质体外抑菌作用进行

了研究，并取得了很好的效果。黄酮类化合物是紫金牛属植

物中重要的活性物质，目前对其黄酮类化合物的研究主要集

中在提取、化学成分及黄酮类组分等方面［６］，对其抑菌作用

的研究还未见报道，因此，笔者对九节龙总黄酮抑菌活性进行

了初步探究，为九节龙的药用价值评定和开发提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
九节龙叶片鲜品于２０１０年５月采于乐山师范学院绿心

林下，采集全株叶片。菌种主要包括大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｉｌ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）、黑曲霉菌（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ
ｎｉｇｅｒ）、酿酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ），均由乐山师范学
院生命科学学院微生物实验室提供。

１．２　主要仪器
Ｋ１９０１紫外可见分光光度计；植物组织捣碎机；０１０００１６０

型高压蒸汽灭菌锅；ＺＫ－８２Ａ型真空干燥箱；芸香苷标准品
为Ｓｉｇｍａ公司生产；其他试剂均为分析纯。
１．３　试验方法
１．３．１　九节龙黄酮提取流程　称取经７０℃干燥粉碎的九节
龙叶片，过４０目筛，然后以料液比１ｇ∶４０ｍＬ（４０％乙醇为溶
剂）进行超声处理，处理温度为８０℃、超声时间为１０ｍｉｎ、超
声功率为３００Ｗ。浸提液离心，减压浓缩，得到总黄酮粗提
物。总黄酮含量的测定采用紫外 －可见光分光光度法，以芸

香苷作标准物［７］。

１．３．２　培养基及无菌平板的制备　固体培养基及无菌平板
的制作参照文献［８］。
１．３．３　菌种的活化及菌悬液制备　取５支已灭过菌的试管，
每支试管倒入一定量（不超过试管的１／５）的培养基，制成斜
面（斜面不超过试管的１／２），取供试菌种１环划线培养，细菌
于３２℃培养４８ｈ，真菌于３０℃培养４８ｈ，待用。将各个试验
活化细菌分别接种于培养基斜面，３７℃培养 ２４ｈ，随后用
０９％无菌生理盐水配制菌悬液，采用血细胞计数板法计数，
使菌悬液浓度约为５×１０６～５×１０７个／ｍＬ，备用。
１．３．４　含菌平板的制备　将上述各培养基灭菌后倒于培养
皿内，每个培养皿约２０ｍＬ。待培养基凝固后，用灭菌移液枪
准确吸取上述各种菌悬液０．２ｍＬ注入培养皿内，再用灭过菌
的涂布棒迅速将菌液涂抹均匀，制成指示含菌平板。

１．３．５　抑菌活性的测定　将灭过菌的、直径为６ｍｍ的圆形
滤纸片分别置于０．５、１．０ｍｇ／ｍＬ总黄酮溶液中浸泡１ｈ，用
已灭过菌的镊子取浸泡过的滤纸片，放置于含菌平板中，每个

浓度３个重复板，空白对照为无菌蒸馏水。大肠杆菌和枯草
芽孢杆菌３７℃ 培养２４ｈ，霉菌、酿酒酵母菌分别于３０、２８℃
下培养 ４８ｈ，取出，观察是否有抑菌圈，若有，则用游标卡尺
测量抑菌圈直径。

１．３．６　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　用二倍稀释法［８］将九

节龙总黄酮溶液稀释成２、１、０．２５、０．１２５、０．０６２５ｍｇ／ｍＬ等５
个浓度。在每支试管中加入２ｍＬ液体培养基，然后分别加入
２ｍＬ２、１、０．２５、０．１２５、０．０６２５ｍｇ／ｍＬ总黄酮溶液，并设阳性
对照，每支试管中加入０．２ｍＬ菌悬液，大肠杆菌、枯草芽孢杆
菌、霉菌、酿酒酵母分别置于３７、３７、３０、２８℃下培养，每个浓
度重复３次，以完全不长菌的浓度为最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。
１．３．７　酸碱性对总黄酮抑菌活性的影响　用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ、０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ将九节龙总黄酮溶液的ｐＨ值分别调至
４、５、６、７、８、９，根据“１．３．５”节的测定结果选择适当的总黄酮
抑菌浓度，重复“１．３．５”节步骤比较不同的ｐＨ值对总黄酮抑
菌活性的影响。

１．３．８　温度对总黄酮抑菌活性的影响　分别取１ｍＬ九节龙
总黄酮放入５个不同的灭菌试管中，将试管分别置于６０、７０、
８０、９０℃下水浴和 １２０℃湿热条件下处理 １５ｍｉｎ，根据
“１．３．５”测定结果选择适当的总黄酮抑菌浓度，重复“１．３．５”
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的步骤比较不同的温度对总黄酮抑菌活性的影响。

２　结果与分析

２．１　抑菌活性
九节龙总黄酮对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的抑制作用很

强，当其浓度为 ０．５ｍｇ／ｍＬ时，抑菌圈直径分别为 ９．５０、
１４．４４ｍｍ；当其浓度为 ２ｍｇ／ｍＬ时，抑菌圈直径分别为
１２１６、１７．２０ｍｍ。九节龙总黄酮对黑曲霉和酿酒酵母均未
产生抑菌作用（表１）。

表１　九节龙总黄酮的抑菌活性情况

菌种
抑菌圈直径（ｍｍ）

空白对照 ０．５ｍｇ／ｍＬ总黄酮 ２ｍｇ／ｍＬ总黄酮
大肠杆菌 ０ ９．５０ １２．１６

枯草芽孢杆菌 ０ １４．４４ １７．２０
黑曲霉 ０ ０ ０

酿酒酵母菌 ０ ０ ０

２．２　九节龙总黄酮最小抑菌浓度（ＭＩＣ）
九节龙总黄酮对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的抑制作用很

强，最低抑菌浓度分别为０．２５、０．１２５ｍｇ／ｍＬ（表２）。

表２　九节龙总黄酮对供试菌种的最低抑菌浓度

总黄酮浓度

（ｍｇ／ｍＬ） 大肠杆菌 枯草芽孢杆菌

２．００００ － －
１．００００ － －
０．５０００ － －
０．２５００ － －
０．１２５０ ＋ －
０．０６２５ ＋ ＋

　　注：“＋”表示长菌；“－”表示没有长菌。

２．３　酸碱性对九节龙总黄酮抑菌活性的影响
在偏酸性条件下，对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌的抑制效果

都较好。由表３可知，当ｐＨ值为５时，九节龙总黄酮提取物
抑菌活性最好；当ｐＨ值大于７时，九节龙总黄酮提取物的抑
菌效果就不明显了。这可能是因为总黄酮分子中含有多个酚

性烃基，故一般显弱酸性，当 ｐＨ值开始增大时，总黄酮化合
物的溶解度增大，抑菌活性增强；当 ｐＨ值偏碱性后，总黄酮
结构发生变化，因此抑菌活性减弱。

表３　酸碱性对九节龙总黄酮抑菌活性的影响

培养基的ｐＨ值
抑菌圈直径（ｍｍ）

大肠杆菌 枯草芽孢杆菌

５ １４．５０ １６．２３
６ ８．１２ ９．２５
７ ７．５０ ７．８５
８ ０ ０

２．４　温度对总黄酮抑菌活性的影响
不同处理温度对九节龙总黄酮提取物的抑菌作用有一定

影响，随着对九节龙总黄酮提取物处理温度的升高，其抑菌作

用明显呈先上升后下降的趋势 。这与总黄酮的性质有关，当

温度高于８０℃后，总黄酮就容易分解，因此抑菌作用又有所
降低（图１）。

３　结论

用纸片扩散法对九节龙总黄酮抑菌性进行测定，结果显

示，九节龙总黄酮对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的抑菌很强，最

低抑菌浓度分别为０．２５、０．１２５ｍｇ／ｍＬ，说明九节龙有较强的
药用开发潜力；对黑曲霉和酿酒酵母抑菌作用不明显。九节

龙总黄酮在偏酸性环境下有较好的抑菌效果，随着对九节龙

总黄酮提取物处理温度的升高，其抑菌作用明显呈先上升后

下降的趋势 。本研究所用的九节龙总黄酮是粗提物，为了进

一步了解九节龙活性物质的抑菌机理，可对提取物进行分离

纯化，深入探讨其活性物质的抑菌机理。
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