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　　摘要：采用纸片扩散法、二倍稀释法、平板菌落计数法测定了油樟叶总黄酮、总多糖对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢
杆菌、大肠杆菌３种细菌的抑菌活性。结果表明，油樟叶总黄酮、总多糖对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌
的抑制活性均表现出一定的浓度依赖性，其 ＭＩＣ分别为 １６．０００、８．０００、１６．０００ｍｇ／ｍＬ和 １６．０００、１６．０００、
３２．０００ｍｇ／ｍＬ，ＭＢＣ分别为１６．０００、１６．０００、３２．０００ｍｇ／ｍＬ和１６．０００、３２．０００、６４．０００ｍｇ／ｍＬ。油樟叶总黄酮和总多
糖均明显干扰受试菌的正常生长过程。
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　　油樟［Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍｌｏｎｇｅｐａｎｉｃｕｌａｔｕｍ（Ｇａｍｂｌｅ）Ｎ．Ｃｈａｏ］
属樟科樟属植物，是我国特有树种，主产于四川省宜宾市，其

枝叶均富含挥发油，是食品、香料、医药、日用、化工产品的重

要原料来源［１－２］。油樟与药用植物香樟 ［Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ
ｃａｍｐｈｏｒａ（Ｌｉｎｎ．）Ｐｒｅｓｌ］为同属植物，均具有多种药理活性。
研究表明，油樟叶挥发油具有较强的抗微生物活性［３－６］，提取

挥发油后的油樟叶残渣提取物具有抗微生物作用［７－１０］。目

前关于油樟叶提取挥发油后残渣的化学成分及其生物活性研

究较少，关于油樟叶中总黄酮的抗菌活性研究未见报道。本

试验对油樟叶提取挥发油后残渣中的总黄酮进行抗菌活性研

究，旨在为油樟资源的开发利用提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
油樟叶采自宜宾市翠屏区邱场乡油樟种植基地；芸香苷

标准品（含量≥９２．５％，批号１０００８０—２００７０７，中国药品生物
制品检定所）；Ｄ（＋）－无水葡萄糖标准品（含量≥９８％，贵
州迪大科技有限责任公司）；青霉素 Ｇ钾盐（１４４０Ｕ／ｍｇ，
Ｓｉｇｍａ公司）；硫酸链霉素（７２０Ｕ／ｍｇ，Ｓｉｇｍａ公司）；其他化学
试剂均为国产分析纯。

１．２　菌种与培养基
大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）、枯草芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉ

ｌｉｓ）、金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）均由宜宾学院发
酵资源与应用四川省高校重点实验室提供。营养琼脂（ＮＡ）液
体培养基：０．５ｇ牛肉膏，１ｇ蛋白胨，０．５ｇ氯化钠，加热搅拌溶

解于１００ｍＬ蒸馏水中，调节ｐＨ值至７．３±０．１，１２１℃下高压
灭菌２０ｍｉｎ，该培养基中加入１．５ｇ琼脂即为固体培养基。
１．３　主要仪器

ＡＲ２１３０电子天平（赛多利斯公司）；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）；ＬＧ－
５Ａ真空冷冻干燥机（上海离心机机械研究所有限公司）。
１．４　方法
１．４．１　油樟叶总黄酮的制备　将新鲜油樟叶自然晾干，用水
蒸气蒸馏法除去挥发油，残渣（６０±１）℃烘干，粉碎，取过
６０～８０目筛油樟叶粉末５０ｇ，按料液比１ｇ∶２１ｍＬ加入体积
分数为５０％的乙醇溶液，室温浸泡３６ｍｉｎ，８８℃水浴回流提
取１０５ｍｉｎ；过滤，滤液于６０℃减压浓缩至浸膏，加１００ｍＬ蒸
馏水溶解，加入适量石油醚萃取至石油醚层无色，取水层浓缩

至５０ｍＬ，加入乙醇溶液调节乙醇终浓度至８０％，４℃醇沉过
夜（除去多糖、蛋白、鞣质等杂质）；过滤，滤液减压浓缩至膏

稠状，真空冷冻干燥，得总黄酮粗品。采用 ＮａＮＯ２ －
Ａｌ（ＮＯ３）３－ＮａＯＨ显色体系

［１１］测定油樟叶总黄酮含量。将

油樟总黄酮粗品用１０％乙醇溶液配制成浓度为６４．００ｍｇ／ｍＬ
的储备液，用直径为０．２２μｍ微孔滤膜过滤除菌后备用。
１．４．２　油樟叶总多糖的制备　取过６０～８０目筛除去挥发油
的油樟叶干燥粉末５０ｇ，按料液比１ｇ∶２０ｍＬ加入水，１００℃
水浴回流提取３ｈ，过滤，滤液浓缩至１／５体积，加入乙醇溶液
调节乙醇终浓度至８０％，４℃醇沉过夜，１２０００ｒ／ｍｉｎ冷冻离
心５ｍｉｎ，取沉淀真空冷冻干燥，得总多糖粗品。采用苯酚 －
硫酸法测定油樟叶总多糖含量。将油樟总多糖粗品用无菌水

配制成浓度为６４．００ｍｇ／ｍＬ的储备液，用直径为０．２２μｍ的
微孔滤膜过滤除菌后备用。

１．４．３　菌株活化及菌悬液制备　无菌条件下将保藏菌种接
入ＮＡ平板培养基，３７℃恒温培养１８～２４ｈ；挑去单个特征菌
落接种于５ｍＬ灭菌ＮＡ液体培养基中，３７℃恒温培养１８～
２４ｈ；取０．５ｍＬ菌悬液加入４．５ｍＬＮＡ液体培养基中，用血
细胞计数板计数，用ＮＡ液体培养基稀释菌悬液使其浓度为
１０５～１０６ＣＦＵ／ｍＬ［７］，备用。
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１．４．４　抑菌效果的测定　采用纸片琼脂扩散法［１２］测定测试

物的抑菌效果。将定性滤纸制成直径为６ｍｍ的圆纸片，置
于洁净干燥的试管内，１２１℃湿热灭菌２０ｍｉｎ后烘干。测定
１００片滤纸片吸水量，根据吸水量在无菌条件下滴加不同浓
度的药液，使油樟总黄酮粗品、总多糖粗品的纸片含药量均分

别为５１２．００、２５６．００、１７０．６７μｇ／片，阳性对照纸片含药量为
青霉素Ｇ钾盐１０Ｕ／片、硫酸链霉素１０μｇ／片，３７℃干燥后
密闭低温保存备用。取０．５ｍＬ各菌悬液分别涂布于 ＮＡ平
板培养基上，每个平皿放４张含药滤纸，分别为油樟叶总黄
酮、总多糖的３个浓度梯度及１个阳性对照，每个浓度３个平
行。以放溶剂纸片的加菌培养基为溶剂对照，不加菌培养基

为无菌对照。３７℃恒温培养箱培养２４ｈ，观察是否有抑菌
圈，若有，则用游标卡尺测量抑菌圈直径。

１．４．５　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　采用二倍稀释法［７］将

油樟叶总黄酮粗品、总多糖粗品用相应无菌溶剂稀释成

６４．０００、３２．０００、１６．０００、８．０００、４．０００、２．０００、１．０００、０．５００、
０．２５０、０．１２５ｍｇ／ｍＬ的系列溶液，分别取０．５ｍＬ总黄酮、总
多糖溶液至４ｍＬＮＡ液体培养基中，加入０．５ｍＬ菌悬液，充
分摇匀，３７℃、１１５ｒ／ｍｉｎ摇床培养２４ｈ，每个浓度重复３次，
同时设无菌对照组（不含菌的 ＮＡ液体培养基）、溶剂对照组
（加相应溶剂的含菌ＮＡ液体培养基）。用肉眼观察法观察每
支试管中细菌的生长情况，以完全不长菌的浓度为最小抑菌

浓度（ＭＩＣ）。
１．４．６　最小杀菌浓度（ＭＢＣ）的测定　在 ＭＩＣ基础上，从未
见细菌生长的试管中取出０．５ｍＬ培养物加入装有４．５ｍＬ
ＮＡ液体培养基中，３７℃培养２４ｈ，取０．１ｍＬ培养液用涂布
平板法计数，以菌落数少于５个的最低浓度为油樟叶总黄酮、
总多糖对该菌的最小杀菌浓度（ＭＢＣ）［７］。
１．４．７　抑菌曲线的测定　参考陶翠等的方法［４］，用ＮＡ液体
培养基将油樟叶总黄酮粗品、总多糖粗品配制成 ＭＩＣ浓度，
分别接种３种细菌，使其终浓度为１０５ＣＦＵ／ｍＬ，充分混匀后
于３７℃培养，分别于０、２、４、８、１２、２４、３６、４８ｈ吸取１．０ｍＬ菌
液，按１０倍比例稀释，加入１９ｍＬＮＡ培养基混匀后制成平
板，３７℃培养２４ｈ后计算菌落，根据稀释浓度计算１ｍＬ活菌
数，以菌落数的对数为因变量，以培养时间为自变量在直角坐

标系中作图，即得油樟叶总黄酮或总多糖对细菌的时间抑菌

曲线，同时设含相应菌的培养基空白对照。

２　结果与分析

２．１　油樟叶总黄酮、总多糖含量测定
５０ｇ提取挥发油后的油樟叶渣经醇提法提取总黄酮，冷

冻干燥获得油樟叶总黄酮粗品４．６０ｇ，经比色法测得油樟叶
总黄酮粗品中总黄酮含量为３８１．８３ｍｇ／ｇ，油樟叶总黄酮提
取率为３．５１％；获得油樟叶总多糖粗品２．６５ｇ，经苯酚 －硫
酸法测定总多糖粗品中总多糖含量为３７１．２２ｍｇ／ｇ，总多糖
提取率为１．９７％。
２．２　油樟叶总黄酮、总多糖的抑菌效果

由表１可知，油樟叶总黄酮、总多糖粗品对３株细菌均具
有一定的抑菌作用，其抑菌圈直径随着纸片含药量的增加而

增加，表现出一定的剂量依耐性，但均低于阳性对照组。油樟

总黄酮粗品对枯草芽孢杆菌、大肠杆菌的抑菌圈基本上大于

油樟总多糖粗品，但油樟总多糖粗品对金黄色葡萄球菌的抑

菌圈大于油樟总黄酮粗品。阳性药物组对相应细菌的抑菌圈

均达到美国抗微生物药物敏感性试验执行标准（ＣＬＳＩ）的敏感
水平，溶剂对照组、无菌对照组均无异常现象。５１２．０μｇ／片油
樟总黄酮粗品对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径是１０Ｕ／片青
霉素Ｇ钾盐的３０．３％，对枯草芽孢杆菌的抑菌圈直径是青霉
素Ｇ钾盐的５０．０％。

表１　油樟叶总黄酮、总多糖对３株细菌的抑菌作用

供试物

抑菌圈直径（ｍｍ）

金黄色葡

萄球菌

枯草芽孢

杆菌
大肠杆菌

５１２．００μｇ／片油樟总黄酮粗品 １０．０ １４．０ １２．０
２５６．００μｇ／片油樟总黄酮粗品 ８．２ １１．０ ９．０
１７０．６７μｇ／片油樟总黄酮粗品 ６．０ ７．５ ８．２
５１２．００μｇ／片油樟总多糖粗品 １０．０ ９．５ ８．６
２５６．００μｇ／片油樟总多糖粗品 ９．０ ９．０ ８．０
１７０．６７μｇ／片油樟总多糖粗品 ８．５ ８．０ ７．３
１０Ｕ／片青霉素Ｇ钾盐 ３３．０ ２８．０ —

１０μｇ／片硫酸链霉素 — — ２６．０
溶剂对照 ０ ０ ０
无菌对照 ０ ０ ０

　　注：“—”表示未测试该项目。

２．３　油樟叶总黄酮、总多糖的最小抑菌浓度
由表２可知，无菌对照组无菌生长，溶剂对照组有菌生

长。油樟叶总黄酮和总多糖对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌的最小抑菌浓度分别为 １６．０００、８．０００、
１６．０００ｍｇ／ｍＬ和１６．０００、１６．０００、３２．０００ｍｇ／ｍＬ。

表２　油樟总黄酮对３株细菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 大肠杆菌

黄酮 多糖 黄酮 多糖 黄酮 多糖

无菌

对照

溶剂

对照

６４．０００ － － － － － － － ＋
３２．０００ － － － － － － － ＋
１６．０００ － － － － － ＋ － ＋
８．０００ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋
４．０００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
２．０００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
１．０００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
０．５００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
０．２５０ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋
０．１２５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

　　注：“－”表示无菌生长，“＋”表示有菌生长。下表同。

２．４　油樟叶总黄酮、总多糖的最小杀菌浓度
由表３可知，无菌对照组无菌生长，溶剂对照组有菌生

长。油樟叶总黄酮、总多糖对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌作用 ２４ｈ后的最小杀菌浓度分别为 １６．０００、
１６．０００、３２．０００ｍｇ／ｍＬ和１６．０００、３２．０００、６４．０００ｍｇ／ｍＬ。
２．５　油樟叶总黄酮、总多糖抑菌曲线

由图１至图３可知，３种细菌在溶剂对照中均能正常生
长，有较明显的调整期、对数期、稳定期、衰亡期。油樟叶总黄

酮、总多糖在１倍 ＭＩＣ下，金黄色葡萄球菌均直接进入了衰
亡期，表现出明显的杀菌作用；１倍ＭＩＣ总黄酮使枯草芽孢杆
菌、大肠杆菌的调整期延长，无明显对数期、稳定期，２４ｈ内
缓慢生长，但活菌数量较溶剂对照组低，随即进入衰亡期；
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表３　油樟总黄酮对３株细菌的最小杀菌浓度

浓度

（ｍｇ／ｍＬ）
金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 大肠杆菌

黄酮 多糖 黄酮 多糖 黄酮 多糖

无菌

对照

溶剂

对照

６４．０００ － － － － － － － ＋
３２．０００ － － － － － ＋ － ＋
１６．０００ － － － ＋ ＋ ＋ － ＋
８．０００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋

１倍ＭＩＣ总多糖使枯草芽孢杆菌、大肠杆菌无明显对数生长
期，生长缓慢，１２ｈ进入稳定期，但稳定期较溶剂对照组长，
细菌量较对照组少。４８ｈ内，１倍ＭＩＣ下油樟叶总黄酮、总多
糖均未将３种菌全部杀死。在油樟总黄酮１倍 ＭＩＣ下，３种
细菌生长过程中活菌数低于油樟总多糖。

３　结论与讨论

本试验结果表明，油樟叶总黄酮、总多糖对金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌、大肠杆菌均具有一定的抑菌活性，其抑菌

效果随着总黄酮、总多糖浓度的增加而增强。油樟总黄酮对

金黄色葡萄球菌的ＭＩＣ、ＭＢＣ与总多糖相同，说明总黄酮、总

多糖对金黄色葡萄球菌的抑制作用相当。总黄酮对枯草芽孢

杆菌、大肠杆菌的ＭＩＣ、ＭＢＣ均低于总多糖，表明总黄酮对枯
草芽孢杆菌、大肠杆菌的抑制作用强于总多糖。这一现象与

光石韦总黄酮和多糖对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠

杆菌的作用趋势相似［１２］。油樟叶总黄酮对金黄色葡萄球菌、

大肠杆菌的抑菌活性（ＭＩＣ均为１６．０００ｍｇ／ｍＬ）强于油樟叶
乙醇提取物 （ＭＩＣ均为３１．２５ｍｇ／ｍＬ）［７］。与油樟同属植物
香樟叶在除去挥发油后的乙醇提取物主要成分为黄酮类化合

物，其黄酮类化合物提取物对金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆

菌、大肠杆菌均有较强抗菌活性［１３－１４］。由此可知，油樟叶总

黄酮可能是油樟叶乙醇提取物中主要的抑菌成分。油樟叶总

多糖对金黄色葡萄球菌和大肠杆菌的抑菌活性（ＭＩＣ分别为
１６．０００、３２．０００ｍｇ／ｍＬ）弱于香樟叶水提取物（ＭＩＣ均为
１５．６３ｍｇ／ｍＬ）［１５］。孙崇鲁研究表明，香樟叶水提取物含有
较多的多糖成分［１６］。但油樟叶总多糖的抑菌活性是否弱于

香樟叶总多糖还有待进一步研究。
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