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美国山核桃叶的抗菌作用

叶申怡! 阮夏云! 樊 莹! 张欢帅! 井长怡! 毛胜凤! 张爱莲

!浙江农林大学 林业与生物技术学院" 浙江 临安
.!!.,,

#

摘要! 对美国山核桃
6&$5& -''-%"+%3-3

叶进行体外抗菌作用研究! 以期开发出一种新型的天然杀菌剂% 美国山核桃

叶经体积分数为
4$5

乙醇提取后! 采用系统溶剂法将抽提物分为石油醚& 氯仿& 乙酸乙酯& 正丁醇和水等
$

个不

同极性的提取物% 采用滤纸片法! 检测以上提取物对黄曲霉菌
738+$.-''#3 ('&2#3

! 根霉菌
9*:"8#3 "$5:&+

! 青霉菌

;+%-<-''-#= 16-

! 酵母菌
>&<<*&$"=5<+3 <+$+2-3-&+

! 大肠埃希菌
?3<*+$-<*-& <"'-

和枯草杆菌
@&<-''#3 3#A4-'-3

等的抑菌

效果! 并计算各提取物对真菌的半数抑菌质量浓度"

6

7$,

'% 结果表明$ 乙酸乙酯提取物对青霉菌& 根霉菌& 黄曲霉

菌和枯草杆菌均表现出明显的抑菌效果且差异显著"
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'! 抑菌圈直径均值分别为
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! 但对于黄曲霉菌石油醚提取物"

6

7$,

,-3! 9

(
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'的抑菌效果优于乙酸乙酯提取物"

6

7$,

＞',, 9
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') 而正丁醇提

取物对酵母菌和大肠埃希菌表现出明显的抑菌效果且差异显著"

;＜,-,$

!

;＜,-,!

'! 其抑菌圈直径均值分别为
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! 但对于大肠埃希菌水提物的抑菌效果优于正丁醇提取物! 其抑菌圈直径均值为
3-!. 88

% 综上!

美国山核桃叶的正丁醇提取物和乙酸乙酯提取物抑菌效果最佳% 针对这一实验结果! 可以根据防治对象不同! 采

用不同的提取方法和工艺! 研发专菌专治的天然杀菌剂! 以提升杀菌剂的作用效果% 表
'
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美国山核桃
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# 又名薄壳山核桃或长山核桃# 原产于美国和墨西哥北部# 世界多个国

家都有引种栽培$ 中国江苏省于
?A

世纪引入栽培于淮安% 南京% 泰州% 江阴等地$ 近年来# 浙江农林

大学开展了薄壳山核桃引种% 育种与推广栽培$ 胡桃科
#$%&'()'*+*'+

植物含有黄酮类% 萜类% 萘醌苷

类% 多酚类和有机酸类等成分# 具有抑制醛糖还原酶# 抑制细菌
BCD

起始复合物的形成# 抗肿瘤# 镇

痛消炎等作用!

",!

"

$ 胡旭姣等!

E

"的研究表明& 山核桃叶片提取物具有抑制胃癌
FG>!HIA"

细胞增殖和诱导

该肿瘤细胞凋亡的作用$ 美国山核桃与山核桃
!"#$" %"&'"$()*+*

同属# 两者亲缘关系相近$ 一般认为#

植物之间亲缘关系相近的个体常具有类似的化学成分和相似临床疗效的规律$ 殷舒等!

-

"对山核桃叶片提

取物的抑菌作用研究表明& 山核桃叶片提取物对金黄色葡萄球菌
+,"-.$&(/(//0* "0#)0*8

大肠埃希菌
1*,

/.)#%/.%" /(&%

# 酵母菌
+"//."#(2$/)* /)#)3%*%")

# 黄曲霉菌
4*-)#5%&&0* 6&"30*

# 青霉菌
7)'%/%&&%02 62/

和黑

曲霉菌
4*-)#5%&&0* '%5)#

均有抑制作用$ 本实验采用滤纸片法# 首次对美国山核桃叶的总提取物# 以及

石油醚% 氯仿% 乙酸乙酯% 正丁醇% 水
E

个不同极性的提取物进行抗菌作用研究# 以期为今后农业上的

新型植物农药开发和医学上的临床应用提供科学依据$

"

材料与仪器

*+*

材料和供试菌种

美国山核桃叶#

?A"?

年
"A

月采于浙江农林大学东湖校区$ 菌种根霉菌
8.9(-0* (#$9")

# 酵母菌

+"//."#(2$/)* /)#)3%*%")

# 黄曲霉菌
4*-)#5%&&0* 6&"30*

# 青霉菌
7)'%/%&&%02 62/

# 大肠埃希菌
:*/.)#%/.%"

/(&%

和枯草杆菌
;"/%&&0* *0<,%&%*

均由浙江农林大学森林保护实验室提供$

*+,

试剂与仪器

供试有机溶剂及所用生化试剂均为国产分析纯$ 使用下列仪器&

FJK!LLL

循环水式多用真空泵'河南

省予华仪器有限公司() 旋转蒸发仪'河南省予华仪器有限公司()

DK"A#!C

分析天平)

MNF!!HEA

全自动

蒸汽灭菌锅'

FDCOP

()

QRS!!EA>

智能人工气候箱'宁波海曙赛福实验仪器厂()

M>T!K"!"0>U

超净工

作台'

FDCOP

($

?

方法

,+*

药液的制备!

E

"

新鲜美国山核桃叶'

E/AA V:

(于
EA .

烘箱中烘
#W &

至干# 粉碎# 过
#A

目筛# 取粉
EAA :

# 用体积分

数为
HEX

乙醇回流提取
!

次#

? &

*次,"

# 滤液合并# 减压浓缩至无醇味# 烘干# 得总浸膏
H?/Y :

$ 取

!A/A :

总浸膏用水分散后分别用石油醚% 氯仿% 乙酸乙酯% 正丁醇萃取# 各萃取液及水相减压浓缩回收

溶剂# 烘干# 得到不同极性提取物$ 随后用二甲基亚砜将总浸膏和不同提取物浸膏分别配制成质量浓度

为
"A/AAA

#

E/AAA

#

?/EAA

#

"/?EA

和
A/Y?E :

*

N

,"的药液# 备用$

,+,

菌种活化

将各供试细菌分别移接入牛肉膏斜面培养基上# 真菌接入马铃薯葡萄糖琼脂'

QBD

(斜面培养基上#

细菌置于
!H .

的培养箱中培养
#W &

# 真菌置于
?E .

的培养箱中培养
IY &

$

,+-

菌悬液的制备!

Y

"

将活化好的各菌种制成比例为
"/A/"A

W

0"/A/"A

I菌落形成单位'

>0Z

(*

N

,"的菌悬液# 备用$

,+.

抑菌试验
!

纸片法!

H

"

无菌条件下# 取菌悬液
A/" 3N

# 用无菌涂布棒均匀涂布在平板培养基上# 将灭菌后直径为
Y 33

的

滤纸小圆片在上述各抽提液中浸泡
?A 3$%

后# 取出晾干# 等距离贴于平板上#

#

片*皿,"

#

!

个重复*菌

种,"

# 分别以各自无浸膏的萃取液为空白对照$ 细菌置于
!" .

培养箱中培养
?# &

# 真菌置于
?E .

培养

叶申怡等& 美国山核桃叶的抗菌作用
YEI



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
%

月
!&

日浙 江 农 林 大 学 学 报

箱中培养
'! (

后! 用十字交叉法! 测定抑菌圈直径! 并按以下公式计算抑菌率" 抑菌率
)

#对照菌落数
!

处理菌落数$

*

对照菌落数
"#&&+

%

!"#

数据处理分析

!,-,#

抑菌直径均值方差分析 抑菌圈直径原始数据用
./0

数据处理系统软件进行多因素方差分析!

并对平均数用最小显著性差异法#

10.

&进行多重比较%

#$%$#

真菌半数抑菌质量浓度的计算!

&

" 根据提取物质量浓度与抑制率获得回归方程! 计算各真菌抑制

率在
-&+

时的各提取物质量浓度! 即为各提取物对各真菌的半数抑菌质量浓度'

!

2-&

&%

3

结果与分析

!"#

美国山核桃叶不同提取物的抑菌活性

美国山核桃叶各极性提取物对
4

株供试菌均表现出一定的抑菌活性! 其中正丁醇提取物与乙酸乙酯

提取物对除大肠埃希菌外的
-

株供试菌均表现出较强的抑菌活性! 故可认为美国山核桃叶正丁醇提取物

与乙酸乙酯提取物的抑菌效果最佳% 而对于黄曲霉菌! 石油醚提取物表现出较强的抑菌活性#表
'

&%

表
$

美国山核桃叶各提取物对
%

株菌种抑菌圈的方差分析

56789 : ;6<=6>?9 6>68@A=A BC =>(=7=D=B> EB>9 BC F=CC9<9>D 9GD<6?DA C<BH !!"#! "##"$%&$'"' 6I6=>AD 4 ()*+,*( BC AD<6=>A

说明" 数据后不同小写字母表示差异达
&,&-

显著水平
J

不同大写字母表示差异达
&,&:

显著水平%

提取液
抑菌圈

直径
*HH

提取液
抑菌圈

直径
*HH

提取液
抑菌圈

直径
*HH

提取液
抑菌圈

直径
*HH

提取液
抑菌圈

直径
*HH

提取液
抑菌圈

直径
*HH

正丁醇
::,:3 6K

乙酸乙酯
L,:% 6K

石油醚
%,3- 6K

乙酸乙酯
:&,%4 6K

乙酸乙酯
:&,:% 6K

水
L,:3 6K

水
:&,$% 6KM

水
%,': 6KM

乙酸乙酯
%,!4 67KM

氯仿
L,34 7KM

氯仿
L,%% 6K

正丁醇
%,%3 67KM

氯仿
:&,:L 67KM

氯仿
%,-L 67KM

总浸膏
%,!! 67KM

正丁醇
L,3! 7MN

正丁醇
L,3& 6K

石油醚
%,4- 7?KM

总浸膏
#&,&' 67KM

石油醚
%,$& 67KM

正丁醇
',$' 7?MN

石油醚
%,!- ?N.

石油醚
%,-3 7M

氯仿
%,!3 7?M

石油醚
#&,&$ 7MN

总浸膏
%,!4 67KM

水
',3- 7?MN

水
%,4$ ?.

水
%,&L 7?M

乙酸乙酯
',%% 7?M

乙酸乙酯
%,'L ?N

正丁醇
',L! 7M

氯仿
',#% ?N

总浸膏
',$$ F.

总浸膏
','' ?N

总浸膏
','' ?M

酵母菌 青霉菌 黄曲霉菌 根霉菌 枯草杆菌 大肠埃希菌

由表
#

可知" 美国山核桃叶不同极性提取物及总浸膏对细菌和真菌皆有抑菌作用! 但各提取物的抑

菌效果存在差异% 对真菌的抑菌作用" 石油醚提取物对黄曲霉菌的抑菌作用显著大于其他
$

种提取物及

总浸膏! 在
&,&#

及
&,&-

水平上均存在显著差异! 故对于黄曲霉菌! 石油醚提取物的抑菌效果最佳! 抑

菌圈直径均值为
%,3- HH

( 对于青霉菌! 乙酸乙酯提取物的抑菌效果最佳! 抑菌圈直径均值为
L,#L

HH

( 对于酵母菌! 正丁醇提取物的抑菌效果最佳! 抑菌圈直径均值为
##,#3 HH

( 对于根霉菌! 乙酸乙

酯提取物的抑菌效果最佳! 抑菌圈直径均值为
#&,%4 HH

% 在对细菌的抑菌试验中" 正丁醇提取物对枯

草杆菌的抑菌效果最佳! 抑菌圈直径均值为
#&,#L HH

( 而对于大肠埃希菌! 水提取物的抑菌效果最佳!

抑菌圈直径均值为
L,#3 HH

% 由此可知" 美国山核桃叶的乙酸乙酯提取物和正丁醇提取物均表现出较为

广谱的抑菌作用! 对真菌与细菌都有不同程度的抑菌作用! 且差异显著( 乙酸乙酯提取物对于根霉菌的

抑菌作用显著大于其他供试菌种! 正丁醇提取物对于酵母菌和枯草杆菌的抑菌作用显著大于其他供试菌

种% 故美国山核桃叶的正丁醇提取物和乙酸乙酯提取物的抑菌效果最佳%

!&'

美国山核桃叶不同浓度各极性提取物对各菌种的半数抑菌质量浓度

由表
!

可知" 美国山核桃叶的正丁醇提取物和乙酸乙酯提取物对各真菌均表现出较强的抑菌作用%

对于酵母菌! 正丁醇提取物表现出较其他提取物最强的抑菌活性! 其半数抑制质量浓度)

!

2-&

&值为
3,4%

I

*

1

!#

+ 对于根霉菌! 氯仿提取物表现出较乙酸乙酯提取物更强的抑菌活性! 其
!

2-&

值为
L,$$ I

*

1

!#

% 对

于黄曲霉菌! 石油醚提取物表现出较正丁醇提取物和乙酸乙酯提取物更强的抑菌作用!

!

2-&

值为
&,L#

I

*

1

!#

% 对于青霉菌! 水提取物表现出较正丁醇提取物和乙酸乙酯提取物更强的抑菌作用!

!

2-&

值为
&,&#

I

*

1

!#

%

44&
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表
!

美国山核桃叶各提取物对
"

株菌种的半数抑菌质量浓度

$%&'( ) !

*+,

-. /0..(1(23 (431%536 -. !"#$" %&&%'()'*%* %7%0263 8 69(50(6 -. 631%026

菌种 提取物
不同药液质量浓度死亡率

:;

回归方程 相关系数
!

*+,

:

!

7

!

<

!"

"

",=,, +=,, )=+, >=)+ ,=8+

黄曲

霉菌

总浸膏
++=,, 8?=## 8#=## 8+=!@ @,=>? $A+=#8!,=)!@ ) + !,=8B) > >=?#

水
8#=+) 88=B> @,=#B 8B=>? 8@=,@ $A+=#8!,=,+? @ + !,=#8! ? ＞),,=,,

正丁醇
8!=>+ 8B=B? @,=>? 8@=#> 8B=>+ $A+=#@!,=,@@ @ + !,=#?@ + ＞),,=,,

石油醚
+@=@B 88=B+ 8+=>? 8+=@# 8)=)) $A+=!+C?=,,, , + !,=!)B > ,=?>

氯仿
8B=!@ 8?=#B @>=@# 8?=8! 8B=B+ $A+=+,!,=,>, 8 + !,=>!! ! ＞),,=,,

乙酸乙酯
8>=!, 8>=!, 8B=>+ 8@=,# 8+=@# $A+=#>!,=>!> @ + !,=@>) 8 ＞),,=,,

酵母

菌

总浸膏
+)=?8 +?=)8 8,=+8 +@=?8 +)=+? $A+=>#D,=,"@ 8 + ,=,BB , ,=,,

水
++=,, +B="+ +?=8! +E=?8 +,=@# $A+=,8D,=""@ " + ,=+?" B ,=!,

正丁醇
!+=+8 +8=!, +8=!, 8!=!! 8,="? $A+=EB!,=#B? ? + !,=B"8 , !=8B

石油醚
+?=,@ +,=@# +?=## +B=@, 8+="? $A+=E@!,="@8 B + !,=8E# 8 !"=@?

氯仿
+B=!! +#=,@ +@=,# +!=@, +?=## $A+="+!,=,"8 " + !,=""8 # ＞E,,=,,

乙酸乙酯
#!=@, 8?=,@ 8?=E8 8+=?! 8"=!, $A+=!?!,=E@! , + !,=#8! ! E@=8!

青霉

菌

总浸膏
+@=#" 8#=## 8"="" 8?=8! 8B=@, $A+=#+!,=E+" E + !,=B++ ? +?=BE

水
!@=@B !#=## !#=8! !B=+E ##=E8 $A#=@"!,="+" B + !,=8@E + ,=,"

正丁醇
#E=+? !!=+E !#=,@ !E=EE !,=+8 $A#=#@D,=E!# ! + ,=B8+ " "BB=E"

石油醚
#E=,# !+=,, !+=## !"=,# !+=@# $A#=+#D,="+, ? + ,=8+B + ＞E,,=,,

氯仿
8!="+ 88="" 8@=+? +8=#B 8!=!! $A+=E?D,=,B" ? + ,=!#" # ,=,,

乙酸乙酯
+@=+? +B=+E 8E=EE 8E=#" 88=#B $A+=!+!,="?E E + !,=?8# ? 8E=BE

根霉

菌

总浸膏
8E=#" 8E=+E +@=?8 +?=E8 +?=,# $A+=E,D,=,B@ ? + ,=@+@ @ ,=,"

水
88=!@ @,=8! 88=#" 8B=@, 8+=@B $A+=#ED,=,E? + + ,=E#" 8 ,=,,

正丁醇
+8=?8 8E=#B 88=?! 8+=!! 8B=!, $A+=#!F,=EEB + + F,=?,, ? @+=@!

石油醚
8+="? 88="" 8#=,, 8+=+8 8,=@# $A+=!"D,=B#+ , + ,=8?+ ! ,=,,

氯仿
#+=EE +?=8! 8#=,@ 8"="" 8+="? $A+=!+F,=!+B B + F,=B"8 + ?=##

乙酸乙酯
#?=## +@=#" +E=,# +#=8! 8E=@B $A+="BF,="!! ? + F,=@#8 + EE=E"

#

结论与讨论

美国山核桃叶的各提取物中# 正丁醇提取物和乙酸乙酯提取物具有最佳抑菌效果$ 两者均对革兰氏

阳性菌!枯草杆菌"具有明显抑制作用# 其中正丁醇提取物抑菌效果优于乙酸乙酯提取物% 正丁醇提取物

对革兰氏阴性菌!大肠埃希菌"抑制作用不明显$ 各提取物对酵母型真菌和霉菌型真菌也有明显抑菌作

用# 其中正丁醇提取物对酵母菌型真菌的抑菌作用明显强于乙酸乙酯提取物# 而乙酸乙酯提取物对霉菌

型真菌的抑菌作用明显强于正丁醇提取物$ 此外# 石油醚提取物对黄曲霉菌具有最佳抑菌作用$ 由此推

断# 美国山核桃叶所含抑菌成分复杂# 可分布于不同有机相# 且对不同的供试微生物有不同的抑菌效力$

张野平等&

?

'对胡桃醌对肿瘤细胞的增殖抑制作用和抗菌作用研究表明# 胡桃醌对许多革兰氏阳性菌

和阴性菌均有抑制作用$ 潘亚琴等&

",

'对山核桃叶与美国山核桃叶中化学成分的初步分析研究表明# 美国

山核桃叶与山核桃叶中所含化学成分类型基本相同$ 由此可见# 美国山核桃叶中也可能含有抑菌的有效

成分$ 本实验结果亦表明美国山核桃叶提取物对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌具有明显抑制作用$ 美国

山核桃( 山核桃和核桃楸!含有胡桃醌药效成分"

&

""

'为同属植物
G

而胡桃醌对许多革兰氏阳性菌和阴性菌

均有抑制作用 &

?

#

>)

'

$ 利用植物亲缘关系来寻找新的药效成分的思路来分析# 同属的美国山核桃叶极可能

含有类似的药效成分$ 此外# 美国山核桃叶还对新型隐球菌!酵母型真菌"和霉菌型真菌具明显抗菌作

用# 对此种抗菌作用的有效成分有待于进一步研究$

生物农药是天然存在的或者经过基因修饰的药剂# 与常规农药的区别在于其独特的作用方式( 低使

用剂量和靶标种类的专一性$ 随着科学技术的迅速发展# 生物农药的范畴不断扩大# 涉及到动物( 植

物( 微生物中的许多种类及多种与生物有关的具有农药功能的物质$ 日益成长的有机农业使得生物农药

叶申怡等) 美国山核桃叶的抗菌作用
88>
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的需求逐渐上扬! 而美国山核桃在长江流域以南各省林储丰富! 从资源利用的角度可考虑在保护基础上

进行合理开发" 美国山核桃是落叶乔木! 秋末冬初! 叶会全部凋落! 次年重新长出新叶! 叶资源可不断

再生! 因此! 开发利用美国山核桃叶资源切实可行"
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