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取法提取花生壳中黄酮类化合物的抗氧化活性明显高于索氏

萃取法提取花生壳中黄酮类化合物的抗氧化活性。可见，超

声波辅助提取法是一种提取天然活性成分的有效方法。
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萄球菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母、大肠杆菌均有抑制作用，但对黑曲霉、灰绿青霉没有抑制作用；二倍稀释法表明

（－）表儿茶素类活性物质对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母的ＭＩＣ分别为１．２５２、２．５０５、５０１０、
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　　植物是抑菌活性物质的天然宝库，Ｇｒａｎｇｅ等报道约有
２４００种植物具有防治有害生物的活性［１］。金荞麦（Ｆａｇｏｐｙ
ｒｕｍｄｉｂｏｔｒｙｓ）作为一种具有开发前途的资源植物，目前有关其
抑菌方面的研究较少，且未涉及具体的抗菌活性物质成分。

如有关文献报道金荞麦乙醇提取物对金黄色葡萄球菌、大肠

杆菌、枯草芽孢杆菌、链球菌、沙门氏菌等有抑制作用［２－５］；而

陈福勇等发现金荞麦乙醇提取物对鸡白痢沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌有较好的抑菌作用，对大肠杆菌无抑制作用［６］；张

永仙等则报道金荞麦乙醇提取物对猪霍乱沙门氏菌、鸡白痢

沙门氏菌、猪与鸡的致病性大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、枯草

杆菌、猪链球菌、克氏肺炎球菌等几乎无抗菌作用，但在体内

却有明显的抗感染作用［７］。实际上，金荞麦乙醇提取物为一

类含原花色素的缩合性单宁混合物，主要由（－）表儿茶素及
其二聚体组成，其中（－）表儿茶素单元的含量占 ６５％ ～
７０％［８］。为此，本研究对金荞麦乙醇提取物———（－）表儿茶
素类活性物质的含量进行测定，并在此基础上确定其对一些

代表性细菌和真菌的抗菌效果，从而为无残留、无毒副作用及

细菌不易产生耐药性的抗菌药物开发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
金荞麦采集于安徽省潜山县；（－）表儿茶素纯度为９８％

（中国药品生物制品检定所）；试验菌株包括革兰阳性菌、革

兰阴性细菌和真菌，其中革兰阳性细菌以金黄色葡萄球菌

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓａｕｒｅｕｓ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ）为代
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表，革兰阴性菌以大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）为代表，真菌以
黑曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓｎｉｇｅｒ）、灰绿青霉（Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍｇｌａｕｃｕｍ）、酿
酒酵母（Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓｃａｒｌｓｂｅｒｇｅｎｓｉｓ）为代表；牛肉膏蛋白胨培
养基，ＰＤＡ培养基。
１．２　仪器设备

ＴＵ－１９０１双光束紫外可见分光光度计（北京普析通用
仪器有限责任公司），２０２－１型电热恒温干燥箱（上海浦东英
丰科学仪器有限公司），ＨＨ－２／ＨＨ－４数显恒温水浴锅（江
苏省金坛市荣华仪器制造有限公司），ＹＸ－４５０电热蒸汽压
力消毒器（上海三申医疗器械有限公司），ＰＹＸ－１５０ＨＡ恒温
恒湿培养箱（科立仪器），ＳＷ－ＣＪ－１Ｃ洁净工作台（苏州安
泰空气技术有限公司）。

１．３　试验方法
１．３．１　金荞麦（－）表儿茶素类活性物质的提取与测定　建
立香荚兰素－盐酸分光光度法对（－）表儿茶素类活性物质
含量的测定标准曲线：Ｄ＝０．２２６２Ｃ－０．０１２６，Ｒ＝０９９９３，
其中，Ｄ为吸光度，Ｃ为测定液浓度（μｇ／ｍＬ）。称取２０．０ｇ金
荞麦根部粉碎物，７０％乙醇浸泡２４ｈ，提取物用布氏漏斗抽滤
提取得到上清液，上清液继续用旋转蒸发仪旋转蒸发得到浓

缩提取液，直至冷凝装置不再有液体滴出，倒出提取液，量出

为３７ｍＬ，封口冷藏保存。提取液测定时，用移液枪取１０μｌ
提取液和１０ｍＬ乙醇于５０ｍＬ容量瓶中，用１％香荚兰 －浓
盐酸定容，测定吸光度，根据标准曲线计算测定液中（－）表
儿茶素类活性物质的浓度［９］，试验重复测定３次。
１．３．２　供试菌株的复苏与纯化　无菌条件下用接种环接种
金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌于牛肉膏蛋白胨琼

脂培养基，３７℃条件下培养 １ｄ。接种酿酒酵母、黑曲霉、灰
绿青霉于ＰＤＡ培养基，２８℃条件下培养３ｄ。再用接种环挑
取单个菌落接种培养，如此重复４次，得到纯种菌体。用接种
铲刮下纯种菌体，无菌水稀释备用。

１．３．３　牛津杯法测定（－）表儿茶素类活性物质抑菌效果　
在倒好的牛肉膏蛋白胨琼脂培养基上分别加入１００μＬ金黄
色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌菌液，在ＰＤＡ培养基上
分别加入１００μＬ酿酒酵母、黑曲霉、灰绿青霉菌液，涂抹均
匀。用镊子夹取已经灭菌的牛津杯置于平板中央，用已灭菌

的移液枪移取２００μＬ浓缩物加入牛津杯中。细菌在３７℃条
件下培养１ｄ，真菌在２８℃条件细培养３ｄ，观察并测量抑
菌圈。

１．３．４　（－）表儿茶素类活性物质的 ＭＩＣ、ＭＢＣ测定　每组
取灭菌小试管１０支，按照１～１０编号，细菌每管加入牛肉膏
汤１ｍＬ，真菌每管加入马铃薯葡萄糖液１ｍＬ；采用二倍稀释
法，用吸管吸取提取液１ｍＬ放入第１管，并反复吹匀；接着从
第１管吸出１ｍＬ放入第２管同样吹匀后吸出１ｍＬ放入第３
管，依次逐管进行稀释到第８管；然后各管加入０．５ｍＬ供试
菌菌液。第９管为加入１ｍＬ提取液但不加菌液的阴性对照
管，第１０管为不加提取液只加０．５ｍＬ供试菌菌液的阳性对
照管。细菌在３７℃条件下培养１ｄ，真菌在２８℃培养３ｄ，根
据各管菌液生长情况测定最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。

进一步将未见细菌或真菌生长的各试管内的培养液移种

到牛肉膏蛋白胨琼脂培养基或 ＰＤＡ培养基上，细菌在３７℃
条件下培养１ｄ，真菌在２８℃条件下培养３ｄ，根据培养皿中

菌落生长情况测定最小杀菌浓度（ＭＢＣ）。

２　结果与分析

２．１　金荞麦（－）表儿茶素类活性物质的含量
由表１可见，金荞麦的乙醇提取物经旋转蒸发浓缩后，其

（－）表儿茶素类活性物质含量达到１０．０１９ｍｇ／ｍＬ，总提取
量占其块根干物质质量的１．８５％。

表１　金荞麦（－）表儿茶素类活性物质含量测定情况

重复 测定液吸光度
测定液中活性物质

含量（μｇ／ｍＬ）
提取液中活性物质

含量（ｍｇ／ｍＬ）

Ⅰ ０．４３９ １．９９６ ９．９８２
Ⅱ ０．４４０ ２．００１ １０．００４
Ⅲ ０．４４３ ２．０１４ １０．０７１
平均 ０．４４１ ２．００４ １０．０１９

２．２　（－）表儿茶素类 活性物质抑菌效果
由图 １可知，金荞麦 （－）表儿茶素类活性物质

在１０．０１９ｍｇ／ｍＬ浓度时对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、
酿酒酵母、大肠杆菌均形成抑菌圈，表明有明显的抑菌作用；

但对黑曲霉、灰绿青霉没有形成抑菌圈，表明没有抑菌作用。

进一步测量表明，相同浓度下，金荞麦（－）表儿茶素类活性
物质对上述菌群的抑菌圈直径为：金黄色葡萄球菌 ＞酿酒酵
母＞枯草芽孢杆菌＞大肠杆菌（表２）。
２．３　（－）表儿茶素类活性物质的ＭＩＣ、ＭＢＣ

从表３中可知，金荞麦（－）表儿茶素类活性物质对金黄
色葡萄球菌的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）为１．２５２ｍｇ／ｍＬ，最小杀
菌浓度（ＭＢＣ）为 ５．０１０ｍｇ／ｍＬ；对大肠杆菌的 ＭＩＣ为
２．５０５ｍｇ／ｍＬ，对 枯 草 芽 孢 杆 菌、酿 酒 酵 母 的 ＭＩＣ为
５．０１０ｍｇ／ｍＬ。　

３　讨论

金荞麦乙醇提取物原液———（－）表儿茶素类活性物质
含量在１０．０１９ｍｇ／ｍＬ浓度时，对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢
杆菌、酿酒酵母、大肠杆菌有抑菌作用，对黑曲霉、灰绿青霉没

有抑制作用。（－）表儿茶素类活性物质对金黄色葡萄球菌、
大肠杆菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母的 ＭＩＣ分别为 １．２５２、
２５０５、５．０１０、５．０１０ｍｇ／ｍＬ，对金黄色葡萄球菌的 ＭＢＣ为
５０１０ｍｇ／ｍＬ；因提取液原液的浓度关系，未测定出大肠杆
菌、枯草芽孢杆菌、酿酒酵母的 ＭＢＣ。金荞麦（－）表儿茶素
类活性物质的抑菌活性不同，主要原因是活性成分对不同菌

种的菌丝或孢子的生长抵制能力不同所致［１０］。同时，试验结

果与前人对金荞麦乙醇提取物的抑菌情况报道不一，可能与

提取液中的活性物质浓度不同相关。

香荚兰素比色法测定（－）表儿茶素时，所测物质应包括
（－）表儿茶素、（＋）儿茶素，以及二者的二聚体和没食子酸
酯等（－）表儿茶素类物质总含量［１１］。此类含原花色素的缩

合性单宁混合物可以通过结合细菌细胞壁蛋白质，聚集细胞

脂质，以及单宁自氧化产生过氧化氢，干扰细菌细胞膜的通透

性，进一步改变细菌细胞壁脂肪酸的组成，从而减缓细菌的

生长［１２］。
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表２　金荞麦（－）表儿茶素类活性物质对供试菌的抑菌圈的影响

供试菌 抑菌圈直径（ｍｍ）
金黄色葡萄球菌 １３
枯草芽孢杆菌 １０
酿酒酵母 １２
大肠杆菌 ９
黑曲霉 －
灰绿青霉 －

　　注：“－”表示未见明显抑菌圈。

表３　金荞麦（－）表儿茶素类活性物质的ＭＩＣ、ＭＢＣ

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
供试菌生长情况

金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 酿酒酵母 大肠杆菌

５．０１０ －／○ －／● －／● －／●
２．５０５ －／● ＋／● ＋／● －／●
１．２５２ －／● ＋／● ＋／● ＋／●
０．６２６ ＋ ＋ ＋ ＋
０．３１３ ＋ ＋ ＋ ＋
０．１５７ ＋ ＋ ＋ ＋
０．０７８ ＋ ＋ ＋ ＋
０．０３９ ＋ ＋ ＋ ＋
阴性对照 － － － －
阳性对照 ＋ ＋ ＋ ＋

　　注：“－”表示试管中细菌生长受抑制、培养液清亮，“＋”表示细
菌生长、培养液浑浊；“○”表示转种于培养皿后菌落数小于 ５个，
“●”表示转种于培养皿后菌落数多于５个。
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