
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报
!

!"#$

年
!

月第
%&

卷第
!

期
!

!""

#

!""

$$$%&

'

())*%+,

'()*+,-(./012)3/45+(/2*6-3-7)1

8

6+*-()392-:+1;-7

8

#

<+=>!"#$

#

?/3>%&

#

@/>!

ABC

!

#">#$&D#

"

E

>"!FDGD&HI>!"#$>"!>"!%$

!短篇论著!

!收稿日期"

!

!"#FG"FG"%

!!!!

!接受日期"

!

!"#FG"DG!!

!基金项目"

!

上海卫生系统优秀青年人才培养计划&

VXZ!"##"%"

'#第二军医大学专项基金&

!"#".5#$

'

>50

LL

/17+*=

8

B07;7)2*-2

O

X/02

O

R)3+27R1)-2-2

O

N3)2/45M)2

O

M)-K+)37M5

8

;7+,

&

VXZ!"##"%"

'

)2*7M+5

L

+(-)3</02*)7-/2/45+(/2*6-3-7)1

8

6+*-()392-:+1;-7

8

&

!"#".5#$

'

>

!作者简介"

!

陈
!

俊#硕士#主管药师
>PG,)-3

!

(M+2

E

027(*

E!

#!$>(/,

#通信作者 &

J/11+;

L

/2*-2

O

)07M/1;

'

>R+3

!

"!#GD#D&FF&#

#

PG,)-3

!

O

0/

Q

-2

O

.

aM)2

O

H#

!

#!$>(/,

(

R+3

!

"!#GD#D&F!D%

#

PG,)-3

!

7̂4#!%#

!

!$%>2+7

中药奇蒿氯仿(乙酸乙酯提取物的抗菌化学组分研究

陈
!

俊#

!徐
!

雷#

!曹青青#

!赵
!

亮#

!崔龙久!

!王
!

靖%

!张国庆#

#

!谭蔚锋!

#

#>

第二军医大学东方肝胆外科医院药材科#上海
!""S%D

!>

第二军医大学东方肝胆外科医院胆道一科#上海
!""S%D

%>

第二军医大学长海医院检验科#上海
!""S%%

!!

!摘要"

!

目的
!

研究中药奇蒿氯仿)乙酸乙酯提取部位中具有抗菌活性的具体组分*

方法
!

采用硅胶柱层析法对奇蒿

氯仿)乙酸乙酯提取部位进行组分分离#选用临床常见致病菌通过纸片扩散法和常量肉汤稀释法对分离得到的各组分进行体

外药敏试验#通过物理化学方法进一步鉴定活性成分的结构*

结果
!

奇蒿氯仿)乙酸乙酯部位的多个分离组分对临床常见致

病菌具有不同程度抗菌活性#活性显著的组分经结构鉴定确定为!芹菜素)异泽兰黄素)咖啡酸#其中异泽兰黄素对金黄色葡萄

球菌抗菌活性最强#其最小杀菌浓度为
">"$!F,

O

"

,]

*

结论
!

本实验方法简单)快捷#可准确有效地得到奇蒿氯仿)乙酸乙

酯活性部位的有效抗菌成分#并首次报道了异泽兰黄素的抗菌活性*
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!!

菊科艾属植物奇蒿&

B3";)0(0&&,1)&7& 5>

6//1+

'为多年生草本植物#有根和茎#全草呈现黄

酮苷反应+

#

,

*/中国植物志0记载奇蒿在我国有
#

个

种#

#

个变种#主要分布在江苏)浙江)江西)福建等

地#又称为南刘寄奴*目前作为刘寄奴用药的植物

有
H

个科#

%!

个种#经本草考证奇蒿为刘寄奴正品

应用+

!

,

*中药奇蒿具有解暑消食)活血散瘀)敛疮消

肿等功效+

%

,

#可用于治疗跌打损伤)疮痈肿痛)淤积

不化和血淋血痢等*现代药理研究表示奇蒿具有抗

炎+

SGF

,

)抗缺氧+

$

,

)保肝)抗大鼠血小板凝聚等+

&

,作

用#临床上常采用奇蒿治疗痢疾+

D

,和泌尿系感染+

H

,

等#且奇蒿对单纯疱疹病毒&

K5?

'也具有良好的治

疗效果+

#"

,

*

鉴于奇蒿的临床应用#相关学者对奇蒿的有效

抗菌活性成分展开了研究*荣远明等+

##

,采用奇蒿

全草入药验证了奇蒿对急性细菌性痢疾的疗效*本

研究前期对奇蒿进行了系统的提取分离#完成了各

提取部位体外抗菌实验+

#!

,

*现拟进一步完成抗菌

有效单体的分离与鉴定#为深入研究有效单体的整

体药效学实验提供物质基础*

>

!

材
!

料

#>#

!

仪器
!

多功能渗漉提取器&常州市新祥天然产

物分离设备有限公司'(

'

O

-3+27##""

系列高效液相

色谱仪&安捷伦科技公司'(

'

O

-3+27$!!"

高分辨飞

行时间质谱仪&安捷伦科技公司'#配套有标准电喷

雾离子源&

P5C

'#分析软件分别为
6);;K027+1A)7)

'(

Q

0-;-7-/2 /̂1_;7)7-/2

和
Z0)3-)7-:+ '2)3

8

;-;

/̂1_;7)7-/2

(电热恒温培养箱
AKNGH!&!

型&上海益

恒试验仪器有限公司'(

A.G"S

粉碎机&上海淀久

公司'*

#>!

!

药品与试剂
!

中药奇蒿道地药材采购自浙江

临安&批号
!"#S"F#&

'*

D"T

乙醇)石油醚&

NPR

')

氯仿)乙酸乙酯等试剂均为分析纯&上海市第一试剂

厂'(羧甲基纤维素钠 &

()1=/I

8

,+7M

8

3(+3303/;+

;/*-0,

#

J6JG@)

#上海赫里斯特化工有限公司'*

标准型金黄色葡萄球菌&

55'G'RJJ!FH!%

#

55'G

'RJJ!H!#%

'#标 准 型 大 肠 埃 希 氏 菌 &

5PJG

'RJJ!FH!!

'#标 准 型 铜 绿 假 单 胞 菌 &

5N'G

'RJJ!&DF%

'#临床型无乳链球菌&

J5'G"%FHD!&$

'#

临床型福氏志贺菌&

J5<G"%S&FSH#

'#临床型鼠伤寒

沙门菌&

J5RGF""!%!S#&!

'#水解络蛋白&

,0+33+1G

M-27/2

#

6GK

'琼脂培养基)

6GK

培养液&型号!

J6B%%&

#厂家!

BVBCA

#英国'#血平板&型号!

J6B%%#

#厂 家!

BVBCA

#英 国'*细 菌
55'G

'RJJ!FH!%

)

55'G'RJJ!H!#%

)

5PJG'RJJ!FH!!

和
5N'G'RJJ!&DF%

均采购于温州市康泰生物科技

有限公司*细菌
J5'G"%FHD!&$

)

J5<G"%S&FSH#

和

J5RGF""!%!S#&!

为第二军医大学长海医院检验

科在不同时期从临床标本中分离获得的致病

菌株*

B

!

方法和结果

!>#

!

奇蒿氯仿$乙酸乙酯部位分离
!

参照文献+

#!

,

方法逐步提取分离得到奇蒿乙酸乙酯和氯仿部位提

取物的各组分#如图
#

*分离流分通过薄层层析

&

7M-23)

8

+1(M1/,)7/

O

1)

L

M

8

#

R]J

'点样#合并含相

同成分的提取流分#氯仿极性部位和乙酸乙酯极性

部位各得到
!$

个合并样品#氯仿部位合并得到样品

为
'#

"

'!$

(乙酸乙酯部位合并得到样品为
Y#

"

Y!$

*以上样品均经过旋转蒸发仪浓缩成浸膏状#再

通过真空离心蒸发浓缩器制备成干粉状物&部分仍

为浸膏状'*所得样品均保存于
#>F,]

的
PN

管

中#

$"

J/

灭菌待用*

!>!

!

体外抗菌实验

!>!>#

!

纸片扩散法实验
!

称取奇蒿的氯仿提取物

及乙酸乙酯提取物各分离流分样本
#",

O

#分别加

入助溶剂
J6JG@)#,

O

#采用灭菌蒸馏水溶解并加

至
#,]

配制成质量浓度为
#",

O

"

,]

的药液*将

加有
F"

#

]

药液的圆纸片放在含标准量细菌接种物

的
6GK

琼脂板上#置于
%Fh

培养箱中培养
#DM

#测

量含药纸片周围的抑菌圈大小#以此判断抗菌作用

的强弱*设置灭菌蒸馏水及助溶剂空白对照组&取

助溶剂
J6JG@)#,

O

#采用灭菌蒸馏水溶解并加至

#,]

'#筛选出纸片扩散法中抑菌圈
'

H,,

&纸片直

径
$,,

'的抗菌流分样品#以待进一步测定样本的

最小杀菌浓度&

,-2-,)3=)(7+1-(-*)3(/2(+271)7-/2

#

6YJ

'*

氯仿提取物和乙酸乙酯提取物分离得到的各样

本与细菌配比均进行
%

次平行实验#取平均值#具有

活性的样本抑菌结果见表
#

#无明显抑菌活性的样

本和阴性对照组均未列入表中*

-

&%!

-
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图
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!

奇蒿的氯仿和乙酸乙酯部位提取流程

表
>

!

奇蒿氯仿(乙酸乙酯提取物各分离样品的纸片扩散法抑菌结果

菌株
抑菌圈直径

>

"

,,

'H '#! '!" Y# Y! Y% YS Y$ YD YH Y#% Y#& Y#D

55'G'RJJ!FH!% #$ #$ #S #$ #$ #S #$ #S #D #$ $ $ $

55'G'RJJ!H!#% & #S D #! #$ #! #S $ #D #! $ $ $

J5'G"%FHD!&$ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ #" #" #"

J5<G"%S&FSH# $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ #! $ $

J5RGF""!%!S#&! $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ #! $ $

!!

纸片直径为
$,,

!>!>!

!

常量肉汤稀释法测定
6YJ

!

接种菌液制

备!用接种环挑取
%

"

F

个形态相似的待检菌落#将

菌落接种于
S

"

F,]

的
6GK

肉汤中#于
%Fh

培养

箱中孵育
!

"

$M

*取增菌后的对数生长期菌液用

6GK

肉汤校正浓度至
">F

麦氏比浊标准#再将菌悬

液用
6GK

肉汤进行
#g#""

稀释后备用*

不同浓度抗菌药物的制备和菌液接种!取无菌

试管
H

支排列一排#第
#

管加入
6GK

肉汤
#>$,]

#

其余每管中加入
6GK

肉汤
#,]

#在第
#

管中加入

#",

O

"

,]

的抗菌原药液
">S,]

混匀#然后从第
#

管中吸取
#,]

溶液至第
!

管#混匀后再从第
!

管中

吸取
#,]

至第
%

管#如此依次连续倍比稀释至第
&

管#并从第
&

管中吸取
#,]

弃之#第
D

管为不含药

物的阳性对照管#第
H

管为无菌生长的阴性对照管*

-

D%!

-
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此时各管药物浓度依次为
!

)

#

)

">F

)

">!F

)

">#!F

)

">"$!F

)

">"%#!F,

O

"

,]

*然后向各管中加入上

述制备好的接种菌液各
#,]

#使每管的最终菌液细

菌形成单位为
Fd#"

F

J<9

"

,]

*第
#

管至第
&

管

药物浓度分别为
#

)

">F

)

">!F

)

">#!F

)

">"$!F

)

">"%#!F

)

">"#F$!,

O

"

,]

*将接种好的各个浓度

药液的试管密封#置
%Fh

孵箱中孵育
#$

"

!"M

*将

实验组样本)阳性对照组样本及阴性对照组样本均

放入
%&h

培养箱中培养
SDM

#从每一个含有不同浓

度药物的菌液试管中取
#""

#

]

菌悬液#分别加入琼

脂平板上#放
%&h

培养箱中培养
SDM

#观察细菌生长

的菌落数#以无菌落形成的药液最小浓度为
6YJ

*

纸片扩散法实验中抑菌圈直径
'

H,,

的样品&

'H

)

'#!

)

Y!

)

YS

)

YD

)

Y#%

)

Y#&

)

Y#D

'与敏感菌配对#测定

各配对样本
6YJ

#其中#

'!"

)

Y#

)

Y%

)

Y$

)

YH

因样品量

过少#未进行进一步的
6YJ

测试*结果见表
!

*

表
B

!

奇蒿氯仿(乙酸乙酯提取物中活性抗菌分离样品的常量肉汤稀释法
9?;

结果

提取物 菌株
药物浓度

!

Y

"&

,

O

-

,]

e#

'

#>""" ">F"" ">!F" ">#!F ">"$!F ">"%#!F ">"#F$!

对照

6YJ

!

Y

"&

,

O

-

,]

e#

'

'H 55'G'RJJ!FH!% e e e c c c c c ">!F"

'#! 55'G'RJJ!FH!% e e e e c c c c ">#!F

55'G'RJJ!H!#% e e e e c c c c ">#!F

Y! 55'G'RJJ!FH!% e e e e c c c c ">#!F

55'G'RJJ!H!#% e e e c c c c c ">!F"

YS 55'G'RJJ!FH!% e e e e c c c c ">#!F

55'G'RJJ!H!#% e e e e c c c c ">#!F

YD 55'G'RJJ!FH!% e e e e e c c c ">"$!F

55'G'RJJ!H!#% e e e e e c c c ">"$!F

Y#% J5'G"%FHD!&$ e e e c c c c c ">!F"

J5<G"%S&FSH# e e e e c c c c ">#!F

J5RGF""!%!S#&! e e e e c c c c ">#!F

Y#& J5'G"%FHD!&$ e e e c c c c c ">!F"

Y#D J5'G"%FHD!&$ e e e c c c c c ">!F"

!!

c

!细菌生长(

e

!细菌未生长
>6YJ

!最小杀菌浓度

!>%

!

活性单体化合物的结构鉴定
!

根据以上体外

抗菌活性筛选#样品组分
'H

)

'#!

)

Y!

)

YS

)

YD

)

Y#%

)

Y#&

)

Y#D

均表现出一定的抗菌活性#通过
KN]JG

RB<G65

总离子流色谱图发现纯度较高的样品流分

为
YS

)

YD

)

Y#%

#且根据总离子图中信号峰质谱数据

判断可能的化合物并与之比较#如图
!

*通过
R]J

法比较化合物
YS

)

YD

)

Y#%

与推测可能对照品的
U4

值#见图
%

#

%

个化合物与对照品的
U4

值基本一致*

结合#

K@6U

)

#%

J@6U

数据#得到化合物
YS

)

YD

)

Y#%

分别为单体化合物芹菜素)异泽兰黄素)咖啡

酸#其结构式见图
S

*

!>S

!

活性单体化合物的相对含量测定
!

采用高效

液相色谱法测定奇蒿乙酸乙酯提取部位中芹菜素)

异泽兰黄素和咖啡酸的相对含量*色谱条件如下!

美国
\)7+1;'73)27-;*J

#D

色谱柱&

S>$,, d!F"

,,

#

F

#

,

'#流动相为乙腈&

'

'和水&

Y

'#梯度洗脱(

'

相体积分数随时间的变化为
#FT

"

!"T

&

"

"

#"

,-2

'#

!"T

"

%"T

&

#"

"

#F ,-2

'#

%"T

"

S"T

&

#F

"

%",-2

'#

S"T

"

#""T

&

%"

"

S",-2

'(流速
#>"

,]

"

,-2

(检测波长
%!F2,

(柱温
!Fh

(进样量
F

#

]

*色谱图见图
F

#其中#保留时间
"̀ H>$%#,-2

的

信号峰
#

为咖啡酸#

"̀ !H>%#&,-2

的信号峰
!

为芹

菜素#

"̀ %$>#$#,-2

的信号峰
%

为异泽兰黄素*该

%

个化合物与其他化合物信号峰均基线分离*根据

峰面积归一化法计算得到总吸收峰面积
'`

!!F"SF>%

#咖啡酸)芹菜素)异泽兰黄素的峰面积分

别为
%#F!>F

)

FS">H

)

%F>$

#因此
%

个化合物的相对

含量分别为
#>S"#T

)

">!ST

)

">"#$T

*

-

H%!

-
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!

!"#$

年
!

月#第
%&

卷

图
B

!

化合物
?E

%

!

'(

?T

%

;

'(

?>D

%

V

'与对照品芹菜素%

?

'(异泽兰黄素%

S

'(咖啡酸%

@

'的总离子流图谱

图
D

!

化合物
?E

%

!

'(

?T

%

?

'(

?>D

%

;

'与对照品芹菜素%

!

'(异泽兰黄素%

?

'(咖啡酸%

;

'的薄层层析%

LA;

'图

图
E

!

D

个单体化合物的结构式

图
F

!

奇蒿乙酸乙酯提取部位的高效液相色谱图

#

!咖啡酸(

!

!芹菜素(

%

!异泽兰黄素

D

!

讨
!

论

%>#

!

提取部位的活性成分分析
!

基于前期奇蒿提

取物体外抗菌活性的实验研究结果+

#!

,

#本研究对奇

蒿的抗菌有效部位展开进一步分析#结果显示组分

'H

)

'#!

)

Y!

)

YS

)

YD

)

Y#%

)

Y#&

)

Y#D

对临床致病菌均

有显著活性#其中
'H

)

'#!

为氯仿部位分离组分#其

余均为乙酸乙酯部位分离组分*对以上活性组分进

行纯度检查和结构鉴定#发现组分
YS

)

YD

)

Y#%

为单

体化合物#分别为芹菜素)异泽兰黄素)咖啡酸(其余

-

"S!

-
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第
!

期
>

陈
!

俊#等
>

中药奇蒿氯仿)乙酸乙酯提取物的抗菌化学组分研究

组分均含杂质#有待后续进一步分离纯化*本研究

采用常规分离手段初步探索了奇蒿活性部位的抗菌

单体化合物#研究结果表明抗菌活性成分多集中于

乙酸乙酯提取部位#该研究结果为本次实验的重大

突破#为深入研究奇蒿的抗菌药理机制指明方向*

在后续的研究中可深入研究奇蒿乙酸乙酯部位的化

学成分#以期得到更多单体化合物*

%>!

!

活性结果分析
!

本研究采用纸片扩散法和肉

汤稀释法对分离得到的全部组分进行了抗菌实验#

此体外抗菌实验方法常规可靠#是目前体外抗菌活

性筛选的常用方法*本次实验结果显示#奇蒿氯仿)

乙酸乙酯部位的分离组分对标准型大肠埃希氏菌

5PJG'RJJ!FH!!

)标准型铜绿假单胞菌
5N'G

'RJJ!&DF%

均未表现出明显的抗菌活性*前期研

究+

#!

,提示奇蒿氯仿提取物部位对
5PJG'RJJ!FH!!

的
6YJ

为
$>!F,

O

"

,]

#前期研究所采用的抗菌活

性研究方法与本实验抗菌活性测试方法相同#表明

本次试验未能分析获得奇蒿中抗大肠埃希氏菌的活

性化合物#需要在后续研究中对奇蒿氯仿提取部位

中含杂质的组分或氯仿提取部位进一步分离纯化#

以寻找抗
5PJG'RJJ!FH!!

的活性成分*分离组分

中
'H

)

'#!

)

Y!

)

Y#&

)

Y#D

对金黄色葡萄球菌)无乳

链球菌)福氏志贺菌和鼠伤寒沙门菌具有不同程度

的抗菌活性#但未能确定其中发挥作用的具体成分#

需要进一步去除杂质#对得到的单体化合物通过化

学方法和波谱解析确定其结构*

%>%

!

芹菜素和异泽兰黄素抗菌分析
!

奇蒿氯仿)乙

酸乙酯中多个分离组分对金黄色葡萄球菌均具有显

著抗菌活性#以乙酸乙酯部位中黄酮类化合物异泽

兰 黄 素 &

YD

'的 活 性 最 强#其
6YJ

为

">"$!F,

O

"

,]

#黄酮类化合物芹菜素&

YS

'对金黄

色葡萄球菌也有显著杀菌活性*本课题组拟根据这

一方向#进一步研究奇蒿中其他黄酮类化合物对金

黄色葡萄球菌的杀菌作用#同时通过整体药效学研

究#以期发现黄酮类化合物如异泽兰黄素)芹菜素对

金黄色葡萄球菌的抗菌规律和杀菌机制*本研究首

次报道了黄酮类化合物异泽兰黄素的抗菌活性#拟

在下一步研究中对其进行体内药代动力学研究*

%>S

!

咖啡酸抗菌分析
!

咖啡酸是目前研究较为广

泛的化合物#文献+

#%

,报道咖啡酸具有抗菌)抗病毒)

降糖)降脂)调节免疫等功效#可用于治疗多种疾病*

本次研究发现咖啡酸对临床常见的无乳链球菌)福

氏志贺菌以及鼠伤寒沙门菌具有显著的抗菌活性#

其
6YJ

分别为
">!F

)

">#!F

)

">#!F,

O

"

,]

#为临床

应用咖啡酸治疗相关细菌感染提供数据指导*咖啡

酸也是目前药物化学合成的热门先导化合物之一#

本研究为咖啡酸合成应用提供又一重要原料来源*
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