
花椒挥发油的提取、分离和抗菌实验

弭向辉!，龚祝南!，张卫明"，张锡然!

（!#南京师范大学生命科学学院，"!$$%&，江苏，南京）

（"#南京野生植物综合利用研究院，"!$$’"，江苏，南京）

［摘要］ 研究花椒（!"#$%&’()*+ ,*#-."#*+ /"’0+）挥发油的抗菌作用 #超临界 ()" 萃取法（()"*+,-）和乙醇回

流法提取花椒挥发油及硅胶柱分离乙醇回流法所得挥发油，适当处理后共得到 .个样品，用滤纸片和试管法分

别测定其抗菌活性和最低抑菌浓度（/0(）#结果表明，试验中 .个样品分别对 .种受试菌种有不同的抑制作用 #
说明花椒挥发油有明显的抑菌作用；挥发油中极性相对较小的成分主要对真菌起抑制作用，而极性相对较大的

样品主要对细菌起抑制作用 #
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花椒（!"#$%&’()*+ ,*#-."#*+ /"’0+），属芸香科（IEJ9@G9G）花椒属（!"#$%&’()*+ 10##）植物，在我国分布
非常广泛 #我国花椒资源丰富，品种多，产量大，是世界花椒栽培面积、产量的第一大国 #花椒不仅可作为调
味品，还可作药用，具有镇痛、镇静、活血散瘀及治疗呕吐、腹泻等功效［!］，另外在抗炎、抑菌杀虫、抗肿瘤等

方面也具有较强的药理活性［"，2］#花椒的化学成分主要有挥发油、生物碱、黄酮类、香豆素等［’］，其中挥发油
含量高，具有重要的药理作用，且不同种类的花椒挥发油的组分及其相对含量有很大差别［5］#本文就陕西
“大红袍”种进行挥发油有效成分提取、分离并对其抗菌作用进行初步研究 #

! 材料与仪器

! "! 材料
陕西“大红袍”品种花椒（!"#$%&’()*+ ,*#-."#*+ /"’0+）的果皮，凭证标本保存在南京野生植物综合利

用研究院 #
试验菌种：

" 细菌：大肠杆菌（234%.504%0" 4&)0）、枯草杆菌（,"40))*3 3*6$0)03）和金黄色葡萄球菌（ 7$"8%()&4&44*3 "*9
5.*3）；

# 真菌：啤酒酵母（7"44-"5&+(4.3 4.5.:030".）、米曲霉（;38.5-0))*3 &5(<".）2$’"、黑曲霉（;38.5-0))*3 #0-.5）、
叶点霉（=%())&3$04$" +"(>03）和刺盘孢霉（?&)).$&$504%*+ +*3".）#以上菌种由南京师范大学生命科学院微生物
组提供 #
培养基：细菌培养采用肉汤培养基，真菌培养采用马铃薯培养基 #

! "# 仪器
K3!"!*5$*$!型超临界 ()" 萃取装置（江苏南通华安实业公司生产），4.%$*5%&2L型 M(*/+计算机联

用仪（美国 3;:BGCJ公司生产），N-*5"型旋转蒸发器（上海青浦沪西仪器厂生产），O6*5$型制备色谱仪（天津
兴国科技有限公司生产）#

# 方法

# "! 样品制备
" #! #! 超临界 ()" 萃取法提取花椒挥发油

花椒去梗、粉碎，用 ’$目筛子过筛，用超临界 ()" 萃取装置，采用动态萃取的操作方式，参照文献
［4］，
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通过正交试验方法找出本试验条件下的最佳萃取条件（压力 !! "#$，温度 %%&，萃取时间 ’ () *），并在最佳
萃取条件下萃取花椒挥发油，得到的挥发油呈黄绿色，有芳香味，得率 ’) ( +, ( -./"0分析表明其中单萜
成分及其衍生物（如!/萜品烯 ’! (+’,，!/蒈烯 ’) (12,）含量占 2),以上，倍半萜及其衍生物（如"/荜澄茄
烯 ’ (%+,）含量在 +),左右，其它成分含量在 ’),左右 (用 !) 3 1)&石油醚萃取挥发油，减压过滤回收石
油醚后得到 ’号样品 (
+ (’ (+ 乙醇回流法提取花椒挥发油
以 4%,乙醇回流［2，5］提取花椒 ! 3 6 *，重复 !次，合并粗提液，减压回收溶剂，得到挥发油浸膏，呈深褐

色，有芳香油香味，得率 2 (4, (用 !) 3 1)&石油醚萃取，减压过滤回收石油醚后得到 5号样品 (
+ (’ (! 利用制备色谱柱对乙醇回流提取法所得挥发油浸膏做进一步分离
为了更深入地研究挥发油不同成分的抗菌作用，我们对乙醇回流提取法所得挥发油浸膏做了进一步

分离 (在挥发油浸膏中加入硅胶（用 ’)) 3 +))目筛子过筛），使浸膏与硅胶比例在 ’ 7 !左右，挥干溶剂，制
成金黄色均匀硅胶颗粒 (上硅胶（硅胶 8）制备色谱柱，分别用石油醚、乙酸乙酯梯度洗脱，用薄层层析
（9:.）法分析收集液，浓缩后得不同极性的花椒挥发油组分如下：+,乙酸乙酯石油醚液洗脱部分为 +号样
品，%,乙酸乙酯石油醚液洗脱部分为 !号样品，’),乙酸乙酯石油醚液洗脱第一部分为 6号样品，’),乙
酸乙酯石油醚液洗脱第二部分为 %号样品，’%,乙酸乙酯石油醚液洗脱部分为 1号样品，+),乙酸乙酯石
油醚液洗脱部分为 2号样品 (
以上各样品用滤膜孔径为 ) (++#;的滤器过滤除菌，6&冰箱保存，备抗菌实验用 (

! "! 抑菌实验方法
+ (+ (’ 抑菌圈测定
在超净台里将转接后生长良好的菌种试管斜面注入适量无菌水（约 % ;:），制成菌悬液，取 ) ( ’ ;:菌

悬液注入平板（直径 4 ;;，约含 ’% ;:培养基），涂布均匀 (将平板平均分为 1个区，对角设置平行组，同时
用无菌水做对照组 (用两张已灭菌的圆形滤纸片（直径 ’ ( ’ <;）为一贴，在样品原液中轻轻蘸一下后，取出
贴在平板的指定位置，轻摁一下使滤纸片牢固，每个样品设 +个平行组，然后放入温箱中，细菌 !)&，真菌
+2&，细菌培养 +6 *，真菌 2+ *后观察结果 (记录抑菌圈大小：“ =”表示样品对受试菌有抑制作用，括号内
为形成抑菌圈的直径，单位为 <;；“ >”表示样品对受试菌无抑制作用 (
+ (+ (+ 试管法测定 "?.
根据抑菌圈测定结果，采用试管法［4］测定各样品 "?.(样品与培养基在试管中（’5 ;; @ ’5) ;;）充分

混匀，倍比稀释成（体积比）%,、+ ( %,、’ ( +%,、) ( 1+%,、) ( !’+ %,、) ( ’%1 +%,系列浓度，用无菌水作阴性
对照，终体积为 % ;:，分别制成斜面 (取受试菌液划线接种于斜面上 (细菌 !)&培养 +6 *，真菌 +2&培养 2+
*后观察结果 (目测并以下列标准记录：菌完全无生长“ >”；菌生长迟缓，形成的菌落很小“ =”；菌生长比
较快，形成菌落较大“ = =”；菌生长迅速，但菌落比正常对照小“ = = =”；菌生长迅速，与正常对照相同“ =
= = =”(取完全不生长管的最低样品浓度为最低抑菌浓度（"?.）(

# 结果
花椒挥发油 5种样品对 5种受试菌种作用的结果见表 ’ (

表 $ 不同提取方法得花椒挥发油的抑菌活性比较

编号 ’ A + A ! A 6 A % A 1 A 2 A 5 A

大肠杆菌 > =（’(’%） > > > > > =（+ (!%）
枯草杆菌 > > > > > =（’(1)） =（+(4)） >
金黄葡萄球菌 > > > > > > > >
酵母菌 > > > > =（’(!)） > > >
米曲霉 !)6+! =（’(+%） > > > =（’(5%） > > =（’ (!)）
黑曲霉! =（’(+)） > > > =（’(4)） > > =（’ (!)）
叶点霉 =（+(6%） > > > > > > =（’ (2)）
刺盘孢霉 =（’(6)） > > > > > > =（’ (%)）

“!”表示样品对受试菌有抑制孢子生成作用，括号内为形成抑制孢子生成圈的直径 B <;(

表 ’中看出：’号（超临界 .C+ 萃取法）和 5号（乙醇回流萃取法）样品在抑菌作用上基本一致，都对霉
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菌有抑制作用，只是 !号样品对大肠杆菌有抑制作用，且抑制能力很强，而 "号没有抑制作用 #色谱柱分离
后得到的极性相对较小的 $号样品对真菌有较强的抑制作用，而极性相对较大的 %号和 &号样品则对细
菌（枯草杆菌）有抑制作用，且 &号样品的抑制能力很强 #
根据抑菌圈测定结果，对各受试菌种有作用的样品进一步做试管法试验 #结果见表 ’，表 (，表 ) #

表 ! 大肠杆菌、枯草杆菌、酵母的试管法测定结果

样品质量分数 $* ’#$* "#’$* +#%’$* +#("’ $* +#"$% ’$*

大肠杆菌
’ , - . . . . . . . . . . . . . .
! , - - - . . . . . .

枯草杆菌
% , - - . . . . . . . . . .
& , - - - - . . . .

酵母菌
$ , - . . . . . . . . . . . . . .
无菌水 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

表 ’中表明：对于大肠杆菌，’ 号样品 /01为 $*，! 号样品 /01为 " # ’$*；对于枯草杆菌，% 号样品
/01为 ’ #$*，&号样品 /01为 + #%’$*；对于酵母菌，$号样品 /01为 $* #

表 " 米曲霉、黑曲霉的试管法测定结果

样品质量分数 $* ’#$* "#’$* +#%’$* +#("’ $* +#"$% ’$*

米曲霉 (+)’
" , - - . . . . . . . . . . .
$ , - - - . . . . . . . . .
! , - . . . . . . . . . . . . . .

黑曲霉

" , - - - . . . . . . . . .
$ , - - - . . . . . . . .
! , - . . . . . . . . . . . . . .
无菌水 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

表 ( 中表明：对于米曲霉 (+)’，" 号样品 /01为 ’ # $*，$ 号样品 /01为 " # ’$*，! 号样品 /01均为
$*；对于黑曲霉，"、$号样品 /01均为 " #’$*，!号样品 /01为 $* #

表 # 试管法测定不同样品对叶点霉、刺盘孢霉作用结果

样品质量分数 $* ’#$* "#’$* +#%’$* +#("’ $* +#"$% ’$*

叶点霉
" , - - - . . . . . . .
! , - - - . . . . . . . . .

刺盘孢霉
" , - - - . . . . . . . .
! , - - . . . . . . . . . .
无菌水 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

表 )中表明：对于叶点霉，"、!号样品 /01均为 " #’$*；对于刺盘孢霉，"号样品 /01为 " #’$*，!号样
品 /01为 ’ #$* #

# 讨论
通过本试验结果可以看出，陕西“大红袍”种花椒的挥发油对受试菌种有明显的抑菌作用 #两种方法提

取的挥发油经石油醚萃取后其抑菌作用基本一致，都对真菌作用抑制较强，只是乙醇回流萃取法的挥发油

对大肠杆菌有抑制作用，且抑制能力很强；而乙醇回流法所得挥发油继续经柱层析分离后的样品对细菌的

抑制作用较强 #所有样品对金黄色葡萄球菌均无抑制作用，这与赵良忠等的［"+］报道的结果不一致，其原因
可能与挥发油提取的方法和条件不同有关 #
采用柱层析进一步分离乙醇回流提取法所得挥发油后得到的各个样品，随着洗脱液极性梯度增加，样

品极性不断变大，抑菌试验结果表明对真菌起抑制作用的主要是挥发油中的极性相对较小，对热、有机溶

剂敏感的单萜及倍半萜类物质，而对细菌起抑制作用的主要是挥发油中的极性相对较大，对热、有机溶剂

有一定耐受性的大分子物质，以前文献［""，"’］有过类似报道，因此可以根据不同的需要，对花椒采用不同的

提取方法，为我们的生产和研究工作更好的服务 #

—$%—

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
弭向辉，等：花椒挥发油的提取、分离和抗菌实验

  万方数据



［参考文献］

［!］ 佟如新，王普民，尹远平 " 花椒温通散结作用初探［#］" 时珍国医国药，!$$$，!%（!&）：’$(—’$’"
［&］ )*+,-./0 1，2-.-0 3，1*4,#. 5，!" #$ " 26/778.89 0: ;-.87+7 -7/<*= >/,9 7?@/*6@+ :0/ .8-.<.@0/A *6@.B.@A 08 8.@/.6 0?.>7 C/0>,6@.08 *8>

.>78@.:.6*@.08 0: *8 *6@.B7 60DC0,8> 0: E*8@-0?A=,D <,897*8,D［#］" #0,/8*= 0: F@-80C-*/D*60=09A，&%%!，((（&—G）：&%$—&!("
［G］ 王宇，巨勇，王钊 " 花椒属植物中生物活性成分研究近况［#］" 中草药，&%%&，GG（(）：HHH—H(%"
［I］ 詹亚华 " 药用植物学［J］" 北京：中国医药科技出版社，!$$’"
［K］ 付陈梅，阚建全，陈宗道等 " 花椒的成分研究及其应用［#］" 中国食品添加剂，&%%G，&%%G（I）：’G—’K"
［H］ 陈振德，许重远，谢力 " 超临界流体萃取花椒挥发油化学成分的研究［#］" 中国中药杂志，&%%!，&H（!%）：H’(—H’’"
［(］ 肖崇厚，杨松松，洪莜坤，等 " 中药化学［J］" 上海：上海科学技术出版社，!$$$"
［’］ 刘巨涛，赵智蕴，刘晓伟 " 裂叶荆芥中非挥发油化学成分的提取和分离［#］" 解放军医学高等专科学校学报，!$$’，&H
（G）：I(—I$"

［$］ 付爱华，张宏贵，张林，等 " 东北刺人参挥发油抗真菌实验及临床研究［#］" 中华皮肤科杂志，!$$(，G%（K）：G!%—G!!"
［!%］ 赵良忠，段林东，余有贵，等 " 金银花抗菌物质的提取及其抑菌作用的研究［#］" 邵阳高等专科学校学报，&%%!，!I（G）：

&%I—&%$"
［!!］ 余德顺，李金华，万固存，等 " 珊瑚姜精油的超临界萃取及其真菌和细菌活性［#］" 化学研究与应用，&%%G，!K（K）：

H(’—H($"
［!&］ 谢小梅，陈资文，陈和利，等 " 花椒、肉豆蔻防霉作用的研究［#］" 时珍国医国药，&%%!，!&（&）：!%%—!%!"

!"#$% &’ "() *+",-."/&’，!)0-,-"/&’ -’$ 1’"/2/.,&3/-4 *55)."
&5 6&4-"/4) 7/4 5,&2 !"#$%&’()*+ ,*#-."#*+ /"’0+

!" #"$%&’("!，)*%& +’(%$%!，+’$%& ,-"."%&&，+’$%& #"/$%!

（!" 26-00= 0: L.:7 26.7867，M*8N.89 M0/D*= O8.B7/+.@A，&!%%$(，M*8N.89，;-.8*）
（&" M*8N.89 38+@.@,@7 :0/ ;0DC/7-78+.B7 O@.=.P*@.08 0: Q.=> R=*8@+，&!%%I&，M*8N.89，;-.8*）

138",-."：1-7 B0=*@.=7 0.= :/0D %#&"’()*$+, -+&.!#&+, /#)0, -*B7 <778 *++06.*@7 S.@- B*/.0,+ C-*/D*60=09.6*= *6@.B.@.7+"
T7/7 *8 .8B7+@.9*@.08 08 @-7 *8@.D.6/0<.*= 7::76@+ 0: @-7 B0=*@.=7 0.= -*+ <778 @7+@7>" 1-7 B0=*@.=7 0.= S7/7 C/7C*/7> <A 2,C7/6/.@.U
6*= ;V& :=,.> 7?@/*6@.08（2WF）*8> *=60-0= /7:=,? /7+C76@.B7=A，*8> @-78 :,/@-7/ +7C*/*@7> @0 ’ +*DC=7 C*/@+ <A +.=.6*U97= 6-/0DU
*@09/*C-A <*+7> @-7./ 6-7D.6*= +0=,<.=.@A " X*6@7/.* 123’!403’0# 3($0，-#30$$+2 2+5"0$02，6"#7’*$(3(33+2 #+4!+2 *8> :,9. 6#33"#4(8
,*3!2 3!4!9020#!，:27!4.0$$+2 (4*;#!（G%I&），:27!4.0$$+2 &0.!4，<’*$$(2"03#"# ,#*=02，>($$!"("403’+, ,+2#! S7/7 ,+7> @0 >7@7/U
D.87 @-7./ *8@.D.6/0<.*= *6@.B.@A *8> D.8.D,D .8-.<.@0/A 608678@/*@.08（J3;）<A D7@-0>+ 0: :.=@7/ C*C7/ D78+,/*@.08 *8> @,<7
6,=@,/7 " 1-7 /7+,=@+ +-0S 900> *8@.D.6/0<.*= 7::76@+" X,@ @-7 >.::7/78@ C*/@+ 0: @-7 B0=*@.=7 0.= -*B7 @-7 B*/.7> *6@.B.@A @0 ’ @7+@7>
97/D+" 1-7 60DC0878@+ S.@- /7=*@.B7=A S7*4 C0=*/.@A 0: @-7 B0=*@.=7 0.= 7?@/*6@7> <A 2WF D*.8=A .8-.<.@ :,89.，S-.=7 @-7 60DC0U
878@+ S.@- /7=*@.B7=A +@/089 C0=*/.@A 0: @-7 B0=*@.=7 0.= <A *=60-0= /7:=,? 6-.7:=A .8-.<.@ <*6@7/.*"
9)% :&,$8：%#&"’()*$+, -+&.!#&+, /#)0,，B0=*@.=7 0.=；*8@.D.6/0<.*= 7::76@，D.8.D,D .8-.<.@0/A 608678@/*@.08（J3;）

［责任编辑：孙德泉］

—HH—

南京师大学报（自然科学版） 第 &(卷第 I期（&%%I
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
年）

  万方数据


