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白花蛇舌草黄酮类化合物的提取及抑菌作用
*
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摘要:【目的】测定在选定条件下白花蛇舌草(Hedyotisdiffusa)的乙醇粗提物干膏得率及其中黄酮类化合物的含量,探讨

粗提物和纯化后的黄酮类化合物的抑菌作用。【方法】将白花蛇舌草置于体积分数为70%的乙醇溶液中冷浸,对其中的

黄酮类化合物进行粗提;再通过AB-8型大孔吸附树脂对粗提物进行处理,获得纯化后的黄酮类化合物。通过测定粗提

物和纯化后的黄酮类化合物产生的抑菌圈直径比较两者对大肠杆菌(Escherichiacoli)、枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)
和金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)的抑菌作用。【结果】粗提物干膏得率为10.34%,干膏中黄酮类化合物含量为

9.73%,纯化后的黄酮类化合物得率为5.98%。粗提物对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的最小抑菌浓度分

别为3.125,1.5625和50mg·mL-1。纯化后的黄酮类化合物对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌的最小抑菌

浓度分别为125,62.5和1000μg·mL-1。【结论】白花蛇舌草乙醇提取物对大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和金黄色葡萄球菌

均具有较强的抑菌作用,为新型食品防腐剂的开发提供了基础资料。
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白花蛇舌草(Hedyotisdiffusa)主要分布于中国南部,因叶片与蛇舌的形状相似且开白花而得名[1]。白花蛇

舌草是一种中国民间较为常见的中草药,性寒,味苦,具有较高的药用价值,有清热解毒、抗菌抗炎、利尿淋病等

功效[2]。白花蛇舌草在临床医学中有着广泛的应用,与适当的中药配伍可有效治疗肿瘤、肾炎、胃炎等[3]。有研

究表明,白花蛇舌草中主要的生物活性成分是黄酮类化合物、蒽醌类、酚类、挥发油等[4]。黄酮类化合物是白花

蛇舌草中的高含量活性成分,具有抑制肿瘤细胞生长、清除自由基、免疫调节等生理功能[5-6]。由于黄酮类化合

物具有广泛的药理活性并且生理毒性较低[7],已成为研究人员的关注热点。
随着中国经济的不断发展,人们对食品品质和新鲜程度的要求也越来越高。目前食品工业中广泛使用的化

学防腐剂如果长期摄入,无疑会影响人们的身体健康;相较而言,天然防腐剂的安全性更高且毒性较低乃至无

毒[8]。由于拥有广泛的自然资源和较高的安全性、抗菌性能,天然食品防腐剂在食品工业中逐渐受到人们的关

注,在食品加工储藏中具有潜在的市场前景。有研究表明,从白花蛇舌草中可提取出较多黄酮类化合物,且具有

抗菌作用[9]。为此,本研究通过乙醇浸提法制得白花蛇舌草粗提物[10-11],采用三氯化铝显色法测定了其中黄酮

类化合物的含量,使用AB-8大孔吸附树脂提纯粗提物中的黄酮类化合物[12],再用粗提物和纯化后的黄酮类化

合物对大肠杆菌(Escherichiacoli)、枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)、金黄色葡萄球菌(Staphylococcusaureus)
等几种常见病原菌进行了抑菌实验,有关结果可为白花蛇舌草总黄酮在天然抗菌剂及防腐剂的研发运用提供基

础资料。

1材料与方法

1.1药材、主要试剂和仪器

研究所用药材和主要试剂的具体信息见表1,主要仪器的具体信息见表2。

1.2实验菌种

实验用大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和枯草芽孢杆菌均来自于重庆师范大学生命科学学院微生物实验室。
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表1 药材与主要试剂

Tab.1 Themedicinalmaterialsandmainreagents

名称 分子式 生产(供货)厂商 规格

白花蛇舌草 广东省普宁市仁草堂 全株

芦丁 C27H30O16 索莱宝科技有限公司 HPLC测定含量大于或等于98%

无水乙醇 CH3CH2OH 重庆川东化工有限公司 分析纯

六水合三氯化铝 AlCl3·6H2O 天津市大茂化学试剂厂 分析纯

AB-8大孔吸附树脂 北京索莱宝科技有限公司 孔径:130~140μm

胰蛋白胨 北京索莱宝科技有限公司

酵母粉 北京索莱宝科技有限公司

琼脂粉 (C12H18O9)n 北京索莱宝科技有限公司 相对分子质量:3000~9000

氯化钠 NaCl 北京索莱宝科技有限公司 分析纯

表2 实验仪器

Tab.2 Experimentalinstrumentsinthestudy

仪器名称 型号 生产厂家 仪器名称 型号 生产厂家

电子天平 FA1004 上海舜宇恒平科学仪器有限公司 高精度数控摇床 ATL-0329 上海堪鑫仪器设备有限公司

低速离心机 TD5A-WS 长沙湘仪离心机仪器有限公司 双人双面净化工作台 SW-CJ-2F 苏州净化设备有限公司

旋转蒸发器 RE-52 上海亚荣生化仪器厂 紫外可见分光光度计 UV-1800 上海美语达仪器有限公司

振荡培养箱 SHH-250Z 重庆市永生实验仪器厂 立式压力蒸汽灭菌锅 LDZX-75KBS 上海申安医疗器械厂

电热鼓风干燥箱 101-1AB 北京中兴伟业仪器有限公司

1.3实验方法

1.3.1粗提物干膏的制备 将干燥的白花蛇舌草全草粉碎,收集通过40目筛的药材粉末,备用。称取粉末25g,
加入300mL体积分数为70%的乙醇溶液,摇匀加塞,避光冷浸48h。再将装有溶液的锥形瓶放入温度为65℃
的水浴锅中加热30min,抽滤,将滤液置于离心机,设置转速为3000r·min-1,离心5min。将旋转蒸发仪设置

为65℃,并将上清液在此条件下减压蒸馏至15mL左右,倒入干净平皿中,放入温度设置为65℃的鼓风干燥箱

中烘至黑褐色干膏状(图1)。粗提物干膏得率由粗提物干膏质量除以制备它所用的白花蛇舌草质量再乘以

100%计算而得。

1.3.2粗提物中黄酮类化合物含量的测定 1)标准曲线的制作[13]。向装有0.0100g芦丁标准品的试管中加入

5mL体积分数为95%的乙醇溶液,超声波处理30min,待芦丁完全溶解后再用体积分数为95%的乙醇溶液配

制成质量浓度为0.1mg·mL-1的标准液。分别吸取上述标准液0,0.5,1,1.5,2,2.5,3,3.5mL,均加入4mL
质量分数为1%的三氯化铝溶液,再用体积分数为95%的乙醇溶液定容至10mL,立即摇匀,静置15min,在入

射光波长为410nm处测定吸光度,由此得到标准曲线和回归方程如图2所示:在0~0.035mg·mL-1范围内,
芦丁质量浓度(x)与吸光度(y)有着良好的线性关系。

2)粗提物干膏中黄酮类化合物含量的测定。称取粗提物干膏0.5g,加入体积分数为95%的乙醇溶液定容

至100mL。吸取样品液1mL,之后的步骤与标准曲线制作的操作步骤相同,并通过标准曲线求得样品液黄酮

类化合物质量浓度。根据以下公式计算粗提物干膏中的黄酮类化合物含量:

黄酮类化合物含量=C×A×V
m ×100%。

式中:C为样品液黄酮类化合物质量浓度(单位:g·mL-1),A 为稀释倍数,V 为样品液体积(单位:mL),m 为粗

提物干膏质量(单位:g)。
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图1 粗提物干膏

Fig.1 Drycreamofcrudeextract

图2 芦丁的标准曲线

Fig.2 Standardcurveofrutin

1.3.3黄酮类化合物的纯化 有研究表明,相较于其他树脂,AB-8大孔吸附树脂对黄酮类化合物的吸附能力更

强,解吸效果更好[14]。因此,本研究用AB-8型的大孔吸附树脂对白花蛇舌草粗提物进行纯化,具体步骤如下。

1)AB-8大孔吸附树脂的预处理[15]。将树脂放入体积分数为95%的乙醇溶液中,浸泡24h后,仍用体积分

数为95%的乙醇溶液洗涤大孔树脂,当流出的液滴滴入适量的水中没有白色混浊产生,停止洗涤。然后用蒸馏

水冲洗树脂,直到流出液无乙醇味,备用。

2)白花蛇舌草粗提物的纯化。称取粗提物干膏0.5g,用体积分数为70%的乙醇溶液溶解,定容至100mL,
样品液上样流速为1mL·min-1。上样完毕后,用100mL蒸馏水洗涤大孔吸附树脂,冲洗掉溶于水的杂质,
流速为3mL·min-1。再用100mL体积分数为70%的乙醇溶液对大孔吸附树脂进行解吸,解吸速度为

1.5mL·min-1[16]。收集解吸液,将它于65℃温度条件下,减压蒸馏浓缩至15mL左右,倒入平皿中,置于温度

为65℃的鼓风干燥箱中烘干,得褐色晶体粉末(图3)。纯化过程中的吸附量(单位:mg·g-1)、吸附率、解吸率

和黄酮类化合物得率的计算公式如下:

图3 纯化后的黄酮类化合物粉末

Fig.3 Purifiedpowderofflavonoids

吸附量=
(C0-C1)×V1

m0
,

解吸率= C2×V2

(C0-C1)×V1
×100%,

黄酮类化合物得率=m2

m1
×100%。

其中:C0,C1,C2 分别为样品液、吸附后流出液和解吸液的质量浓度(单
位:mg·mL-1);V1 和V2 分别为吸附后流出液及解析液的体积(单
位:mL);m0,m1 和m2 分别为大孔吸附树脂、粗提物干膏和纯化后的

黄酮类化合物的质量(单位:g)。

1.3.4抑菌实验 1)菌液的制备。挑取1个单菌落,置于100mLLB
液体培养基中,在37℃下振荡培养8h左右。如此制备多份菌液。然

后测定各菌液在入射光波长为600nm处的吸光度,空白对照为灭菌

后的LB液体培养基,其中吸光度值在0.6左右的菌液可用于抑菌

实验。
2)粗提物溶液的配制。精确称取粗提物干膏0.8000g,加2mL体积分数为60%的乙醇溶液,放入温度为

65℃的恒温水浴锅中加热30min,振荡溶解。样液过孔径为0.22μm的滤膜,得到质量浓度为400mg·mL-1

的样品溶液,采用二倍稀释法,依次稀释至粗提物质量浓度为1.5625mg·mL-1为止。
3)纯化后的黄酮类化合物的溶液的配制。取纯化后的黄酮类化合物粉末适量,加入体积分数为60%的乙

醇溶液,水浴加热30min,振荡溶解。样品液过孔径为0.22μm的滤膜后测定其中的黄酮类化合物质量浓度为

2mg·mL-1,以此作为样品液的初始质量浓度。然后将上述样品液的质量浓度依次稀释成1.5,1和

0.5mg·mL-1,再以0.5mg·mL-1为起始浓度,采用二倍稀释法,依次稀释至15.625μg·mL-1为止。
4)将每个无菌平皿平均划分为6个区,做好质量浓度标记。向每个平皿中倒入15mLLB固体培养基,静
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置凝固。然后待水琼脂温度为40℃左右时,取8mL水琼脂加入100μL菌液混合均匀,迅速倒入冷凝好的LB
固体培养基上,混匀铺平,静置冷却。再用1mL枪头钝端进行打孔,使用灭菌后的镊子夹出孔内的琼脂块。根

据分区情况,向每个小孔内加入相应质量浓度的粗提物或纯化后的黄酮类化合物溶液100μL,以体积分数为

60%的乙醇作为空白对照。将平皿置于温度为37℃的培养箱中培养,12h之后观察每个平皿是否有抑菌圈产

生并用十字交叉法量取抑菌圈直径[13]。

2结果与分析

2.1粗提物干膏得率

本研究采用1g∶12mL的质料比进行了5份白花蛇舌草样品的乙醇粗提物干膏的制备,在此工艺条件下,
粗提物干膏得率的平均值为10.34% (表3)。

表3 粗提物干膏得率

Tab.3 Theyieldofdrycreamofcrudeextract

样品序号
白花蛇舌草

样品质量/g

粗提物

干膏质量/g

粗提物干膏

得率/%
样品序号

白花蛇舌草

样品质量/g

粗提物

干膏质量/g

粗提物干膏

得率/%

1 10.0313 0.9997 9.97 4 40.1070 4.0147 10.01

2 20.0525 2.1797 10.87 5 50.1068 4.9706 9.92

3 30.0440 3.2778 10.91 平均值 10.34

2.2粗提物中黄酮类化合物的含量

5份粗提物干膏样品中黄酮类化合物含量如表4所示,从该表可知,白花蛇舌草乙醇粗提物干膏中黄酮类化

合物含量平均值为9.73%。

表4 粗提物干膏中黄酮类化合物的含量

Tab.4 Thecontentofflavonoidsindrycreamofcrudeextract

样品序号
粗提物

干膏质量/g

定容

体积/mL
吸光度

黄酮类化合物

含量/%
样品序号

粗提物

干膏质量/g

定容

体积/mL
吸光度

黄酮类化合物

含量/%

1 0.5 100 1.067 9.7289 4 0.5 100 1.052 9.5923

2 0.5 100 1.065 9.7107 5 0.5 100 1.080 9.8473

3 0.5 100 1.072 9.7745 平均值 9.73 

2.3纯化后的黄酮类化合物得率

经AB-8大孔树脂处理白花蛇舌草粗提物而得的纯化后的黄酮类化合物得率如表5所示。从该表可知4,5
号样品的黄酮类化合物得率与1,2,3号样品的该项指标相差较大。其中原因是前者为醇提液在旋转蒸发仪中

减压浓缩后的浸膏,并非干膏。因此,由粗提物干膏纯化而来的黄酮类化合物得率平均值应为5.98%。

表5 AB-8大孔吸附树脂分离纯化后的白花蛇舌草黄酮类化合物得率

Tab.5 TheyieldofflavonoidsfromH.diffusabyAB-8macroporousresin

样品序号 粗提物质量/g
纯化后黄酮类

化合物质量/g

黄酮类

化合物得率/%
样品序号 粗提物质量/g

纯化后黄酮类

化合物质量/g

黄酮类

化合物得率/%

1 0.47 0.0300 6.38 4 1.99 0.0404 2.03

2 0.51 0.0297 5.82 5 2.17 0.0600 2.76

3 1.25 0.0719 5.75

2.4抑菌实验结果

通过测量抑菌圈的直径来评估白花蛇舌草乙醇粗提物以及纯化后的黄酮类化合物对大肠杆菌、枯草芽孢杆
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菌和金黄色葡萄球的抑菌效果:若抑菌圈直径越大,则表示抑菌作用越强。由图4和图5可以直观地看出,粗提

物以及纯化后的黄酮类化合物对3种细菌均具有明显的抑菌效果。

a 大肠杆菌(E.coli)

b 枯草芽孢杆菌(B.subtilis) c 金黄色葡萄球菌(S.aureus)

  注:1~6对应的粗提物质量浓度依次为400,200,100,50,25,0mg·mL-1;7~12对应的粗提物质量浓度依次为

25,12.5,6.25,3.125,1.5625,0mg·mL-1

图4 粗提物处理后3种细菌的抑菌圈

Fig.4 Bacteriostaticcircleofthreekindsofbacteriaaftertreatmentwithcrudeextract

a 大肠杆菌(E.coli)

b 枯草芽孢杆菌(B.subtilis) c 金黄色葡萄球菌(S.aureus)

  注:1~6对应的纯化后的黄酮类化合物质量浓度依次为2000,1500,1000,500,250,0μg·mL-1;7~12对应的纯

化后的黄酮类化合物质量浓度依次为250,125,62.5,31.25,15.625,0μg·mL-1

图5 纯化后的黄酮类化合物处理后3种细菌的抑菌圈

Fig.5 Bacteriostaticcircleofthreebacteriaaftertreatmentwithpurifiedflavonoids
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表6和表7分别显示了白花蛇舌草乙醇粗提物以及纯化后的黄酮类化合物对3种细菌抑菌圈直径。随着粗

提物和纯化后的黄酮类化合物质量浓度的升高,它们对3种细菌的抑菌作用也明显增强,且均为对枯草芽孢杆

菌的抑制效果最强,对大肠杆菌的抑制效果次之,对金黄色葡萄球菌的抑制效果最差。从表6和表7还可以看

出,白花蛇舌草乙醇粗提物和纯化后的黄酮类化合物对大肠杆菌的最小抑菌浓度分别为3.125mg·mL-1和

125μg·mL-1,对枯草芽孢杆菌的最小抑菌浓度分别为1.5625mg·mL-1和62.5μg·mL-1,对金黄色葡萄

球菌的最小抑菌浓度分别为50mg·mL-1和1000μg·mL-1。

表6 白花蛇舌草粗提物对3种细菌的抑菌作用

Tab.6 BacteriostaticeffectofcrudeextractfromH.diffusaonthreekindsofbacteria

粗提物质量浓度/

(mg·mL-1)

抑菌圈直径/cm

大肠杆菌

(E.coli)
枯草芽孢杆菌

(B.subtilis)
金黄色葡萄球菌

(S.aureus)

粗提物质量浓度/

(mg·mL-1)

抑菌圈直径/cm

大肠杆菌

(E.coli)
枯草芽孢杆菌

(B.subtilis)
金黄色葡萄球菌

(S.aureus)

400 2.21 2.36 2.05 12.5  1.11 1.21 —

200 2.09 2.26 1.89 6.25 1.01 1.00 —

100 1.97 2.00 1.62 3.125 0.92 0.98 —

50 1.69 1.90 1.29 1.5625 — 0.92 —

25 1.34 1.45 — 阴性对照 — — —

  注:阴性对照为体积分数为60%的乙醇溶液,抑菌圈直径大于0.90cm则表明样品液有抑菌作用,下同

表7 白花蛇舌草纯化后的黄酮类化合物对3种细菌的抑菌作用

Tab.7 BacteriostaticeffectofpurifiedflavonoidsfromH.diffusaonthreekindsofbacteria

纯化后的黄酮类

化合物质量浓度/

(μg·mL-1)

抑菌圈直径/cm

大肠杆菌

(E.coli)
枯草芽孢杆菌

(B.subtilis)
金黄色葡萄球菌

(S.aureus)

纯化后的黄酮类

化合物质量浓度/

(μg·mL-1)

抑菌圈直径/cm

大肠杆菌

(E.coli)
枯草芽孢杆菌

(B.subtilis)
金黄色葡萄球菌

(S.aureus)

2000 1.54 1.68 1.16 125  0.95 1.03 —

1500 1.45 1.58 1.10 62.5 — 0.92 —

1000 1.40 1.49 0.96 31.25 — — —

 500 1.31 1.22 — 15.625 — — —

 250 1.00 1.15 — 阴性对照 — — —

3结束语

本研究用体积分数为70%的乙醇溶液从白花蛇舌草中提取黄酮类化合物,粗提物干膏得率为10.34%,干
膏中黄酮化合物含量为9.73%,经纯化后的黄酮类化合物得率为5.98%。以上数据表明白花蛇舌草中黄酮类

化合物较为丰富。此外,本研究结果还显示白花蛇舌草粗提物和纯化后的黄酮类化合物对枯草芽孢杆菌、大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌均有明显的抑菌作用,且对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌的抑菌效果强于金黄色葡萄球菌。
有研究显示,将白花蛇舌草与甘草(Glycyrrhiza)等中药配伍也可提高对金黄色葡萄球菌的抑菌作用[17]。

目前,人们利用白花蛇舌草已研制了多种含白花蛇舌草的药品[18],如白花蛇舌草注射液、花红颗粒、肾炎康

片等。由于白花蛇舌草含有丰富的黄酮类化合物,学者也进行了白花蛇舌草茶饮料[19]和保健品的研究,但利用

白花蛇舌草制成食品防腐剂的研究很少。本研究结果证实了白花蛇舌草有明显的抑菌效果,因此在开发天然食

品防腐剂和天然食品抗菌剂上,白花蛇舌草具有良好的应用前景。
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TheExtractionandBacteriostasisofFlavonoidsfromHedyotisdiffusa

ZENGJun,XUJunyu,XIONGRui,LIMei
(CollegeofLifeSciences,ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]TodeterminethedryextractyieldofethanolcrudeextractofHedyotisdiffusaandthecontentofflavonoidsin

theextractunderselectedconditions,andtoinvestigatethebacteriostaticeffectsofcrudeextractandpurifiedflavonoids.[Methods]

TheflavonoidsfromH.diffusawereextractedbycoldimmersionin70%ethanol.ThenthecrudeextractwastreatedbyAB-8

macroporousadsorptionresintoobtainthepurifiedflavonoids.Thebacteriostaticeffectofcrudeextractandpurifiedflavonoids

againstEscherichiacoli,BacillussubtilisandStaphylococcusaureuswascomparedbymeasuringthediametresofthebacteriostatic

circleproducedbythetwocompounds.[Findings]Theyieldofdrycreamofcrudeextractwas10.34%,thecontentofflavonoidsin

drycreamofcrudeextractwas9.73%,andtheyieldofpurifiedflavonoidswas5.98%.Theminimuminhibitoryconcentrationsof

crudeextractagainstE.coli,B.subtilisandS.aureuswere3.125,1.5625,and50mg·mL-1,respectively.Theminimum

inhibitoryconcentrationsofthepurifiedflavonoidsagainstE.coli,B.subtilis,andS.aureuswere125,62.5,and1000μg·mL-1,

respectively.[Conclusions]TheethanolextractofH.diffusashowedstrongbacteriostaticeffectagainstE.coli,B.subtilis,andS.

aureus,whichprovidedbasicinformationforthedevelopmentofnewfoodpreservatives.

Keywords:Hedyotisdiffusa;flavonoids;bacteriostaticaction
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