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摘 要 采用平板生长抑制法对鼠尾藻 Sargassum thunbergii kuntze多酚化舍物各分级组分进 

行抑茵活性研究。结果表明，在一定浓度范围内各分级组分对副溶血弧菌、哈维氏弧菌、沙蚕弧菌、金 

黄 色葡萄球菌、大肠杆菌、鳗弧菌、溶藻弧菌和四联微球菌等受试菌株均有抑 菌活性。其 中，分级组分 

I(Mr< 5．0×10 )的抑菌效果优于其他组分 ，对副溶血弧 茵、哈维氏弧菌和 沙蚕弧 菌的最低抑茵浓 

度(MIC)值为 900／~g／ml，对金黄色葡萄球 菌、大肠杆菌、鳗弧 茵和溶藻弧 菌的 MIC值为 1 800“g／ 

ml，对四联微球 菌的MIC值为 3 600／~g／ml。另外，组分 I(Mr< 5．0x l0。)显示出较好的热稳定性， 

在 pH 3～4时对受试菌的抑菌活性最强。 
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ABSTRACT The antimicrobial activity of different molecular—weight fractions of phlorotan 

nins from Sargassum thunbergii kuntze was screened by plate growth inhibition assay
．
The re— 

suits indicated that al1 the fractions of phlorotannins can inhibit the growth of tested microor． 

ganisms including Vibrio parahaemolyticus，Vibrio harveyi，Vibrio nereis，Staphvlococc“S au- 

reus，Escherichia coli，Vibrio anguillarum ，Vibrio alginolyticus and M icrococcus tetr以gen s
． 

Among them ，the antibacterial activity of the lowest molecular—weight fraction I(Mr< 5
． 0× 

10。)of phlorotannins was the Best with the minimum inhibition concentration (MIC)va1ues a— 

gamst the tested microorganisms above as 900，900，900，1 800，1 800，1 800，1 800 and 3 600 ug／ 

mI respectively．Additionally，phlorotannins from S
． thunbergii kuntze showed exce11ent ther_ 

real stability，and the best antimicrobial activity tO the tested bacteria was in D H 3～ 4
． 
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凤梧等 1993)。研究表明，鼠尾藻中所含的由间苯三酚作为单体组成的褐藻多酚类物质(分子量最高可达 

650 kD)，具有许多生物活性 ，如抗氧化(魏玉西等 2003)、抗凝血(魏玉西等 2007；李 敬等 2007)、抗肿 

瘤(魏玉西等 2O08)和化学防御(Targett et a1． 1998)等，但国内外学者对其抑菌活性研究的报道较少。本 

文在对鼠尾藻多酚按分子量大小分级的基础上，就各个分级组分进行抑菌活性筛选，并研究了其抑菌谱、最低 

抑菌浓度(MIC)、热稳定性及其最适 pH值。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 鼠尾 藻 

鼠尾藻 Sargassum thunbeergii kuntze，2008年 8～9月采集于青岛太平角海域潮间带 ，由中国科学院海洋 

研究所陆保仁研究员鉴定。采集后，除去泥沙及附生生物，淡水冲净后冷冻保存。 

1．1．2 供试菌种 

金黄色葡萄球菌 Staphylococcus aureus、枯草杆菌 Bacillus subtilis、四联微球菌 Micrococcus tetragenus、 

大肠杆菌 Escherichia coli、痢疾志贺氏菌 Shigella dysenteriae、荧光假单胞菌 Pseudomonas fZuoresce~s、鳗弧 

菌 Vibrio anguillarum、啤酒酵母 Saccharomyces cerevisiae和灰葡萄孢 Botrytis cinerea由青岛大学生物系微 

生物实验室提供。副溶血弧菌 Vibrio parahaemolyticus、溶藻弧菌 V．alginolyticus、哈维氏弧菌 V．harveyi 

和沙蚕弧菌 V．nereis由中国水产科学研究院黄海水产研究所提供 。 

1．1．3 主要仪 器 

Millipore Labscale一01821切 向流超滤系统由美 国 Millipore Bioprocess Division Billerica Massachusetts 

生产，Tu一1810紫外可见分光光度计 由北京普析通用仪器有限责任公司生产。 

1．2 方法 

1．2．1 多酚化合 物的提 取 

鼠尾藻藻体经解冻、去除根部后经组织捣碎机破碎后称得样品 7．5 kg，用 85 乙醇溶液提取得粗提液 。 

经减压蒸馏除去乙醇后，过滤，所得滤液分别用 1／2体积乙醚和氯仿各洗涤两次，静置分层。弃去有机相，水相 

减压蒸馏(浓缩 、醇析(除甘露醇)再减压蒸馏(除乙醇)后，得鼠尾藻多酚精提液(魏玉西等 2002)。将此精提 

液用 LabsealeTM TFF System进行超滤分级、减压浓缩得按分子量大小分成的 5个分级组分：组分 I(Mr< 

5．0x 10。)，组分 Ⅱ(5．0x 10。<Mr<1．0x 10 )，组分 Ⅲ (1．0x 10 <Mr<5．0×10 )，组分 1V(5．0x 10 <Mr 

<1．0×10 )，组分V(Mr>1．0×10 )。用 AOAC(1970)的标准分析方法，即 Folin—Denis试剂在碱性条件下 

与多酚类物质形成蓝色复合物后，在 709 nm波长作比色分析，以问苯三酚为标准绘制标准曲线，由此计算出 

褐藻多酚的相对含量(严小军 1996)，组分 I～Ⅳ所得多酚比例分别为 14．64 、25．68 、12．1O~／6、9．76 和 

37．87 。将各分级组分分别配成一定浓度溶液，即为供试样品，4℃保存。另外，由于分子量最小的分级组分 

可能含有氯化钠等小分子化合物，故配制 5 氯化钠作对照。实验前，取各供试样品经0．22 p．m孔径无菌过滤 

器过滤除菌，用于以下实验 。 

1．2．2 培养基制备 

牛肉膏蛋白胨琼脂(沈 萍等 1999)：牛肉膏 3 g、蛋白胨 10 g、NaC1 5 g、琼脂 15 g和蒸馏水 1 000 ml， 

pH 7．O～7．2，该培养基用于培养金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、四联微球菌、大肠杆菌、痢疾志贺氏菌和荧光假 

单胞菌。 

ZoBel12216E琼脂(张士璀等 1998)：蛋白胨5 g、酵母膏 1 g、磷酸铁 0．1 g、琼脂 15 g和过滤陈海水 1 000 

ml，调 pH为7．6～7．8，该培养基用于培养副溶血弧菌、鳗弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌和沙蚕弧菌。 

PDA培养基(沈 萍等 1999)：马铃薯 200 g、葡萄糖 2O g、琼脂 2O g和蒸馏水 1 000 ml，该培养基用于 

培养灰葡萄孢。 
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麦氏琼脂(沈 萍等 1999)：葡萄糖 1 g、氯化钾 1．8 g、酵母浸膏 2．5 g、醋酸钠 8．2 g、琼脂 20 g和蒸馏 

水 1 000 ml，该培养基用于培养啤酒酵母 。 

1．2．3 含供试菌平板的制备 

取活化好的菌种，金黄色葡萄球菌、枯草杆菌、四联微球菌、大肠杆菌、痢疾志贺氏菌、荧光假单胞菌和啤酒 

酵母用无菌水 ，副溶血弧菌、鳗弧菌和溶藻弧菌用无菌海水，制成一定浓度(10。～10。CFU／m1)的菌悬液。取 

菌悬液 0．2 mI，加至无菌平皿中，立即倒入融化后冷却至 45℃左右的培养基 15 ml，随即快速而轻巧地晃动平 

皿，使菌液与培养基充分混匀后平置，取活化好的灰葡萄孢，接于倒好平皿的PDA培养基中央，备用。 

1．2．4 不同级组分鼠尾藻多酚的抑菌活性筛选 

参照 Bulet等(1991)方法并作适当改进。用无菌玻璃吸管在含菌平板上打直径 3 mm的孔穴，每孔穴加 

样品 1O l，平行做 3组。其中，样品浓度都为 7 200 gg／ml。加样后，枯草杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、四 

联微球菌和痢疾志贺氏菌置于 37℃培养 24 h，量取抑菌圈直径(扣除所打孔径)；荧光假单胞菌、副溶血弧菌、 

鳗弧菌、溶藻弧菌、哈维氏弧菌、沙蚕弧菌和啤酒酵母置于28℃培养48 h，灰葡萄孢置于28℃培养 3 d，量取抑 

菌圈直径(扣除所打孔径)，取所测的抑菌圈直径的平均值。 

1．2．5 最低抑茵浓度(MIC)的测定 

平板抑菌圈法测定采用二倍稀释法，将鼠尾藻多酚抑菌活性最强分级组分分别稀释成浓度为 7 200、 

3 600、1 800、900、450、225、112．5、56．25、28．125和 14．162 5 t*g／ml的多酚溶液，打孔法测定抑菌圈直径 

大小 ，平行做 3组 ，取浓度最小有抑菌圈的多酚溶液为最低抑菌浓度(MIC)。 

1．2．6 加热处理对鼠尾藻多酚抑菌活性的影响 

取浓度为 3 600~g／ml的抑菌活性最强的鼠尾藻多酚分级组分，分别经温度 3O、5o、7o、90和 100℃恒温 

3O min处理后，立即置于水浴中冷却，室温 25℃为对照组，打孔法测定抑菌圈直径大小，平行做 3组，取所测 

的抑菌圈直径的平均值。 

1．2．7 pH值对鼠尾藻多酚抑菌活性的影响 

取浓度为 3 600／xg／ml的抑菌活性最强的鼠尾藻多酚分级组分 ，调节 pH值分别为 2．O、3．O、4．0、5．0、7．0和 

9．0，该分级组分(pH 3．5)为对照组，打孔法测定抑菌圈直径大小，平行做 3组，取所测的抑菌圈直径的平均值。 

表 1 浓度为 7 200 pg／mi鼠尾藻 多酚不 同分级组分的抑菌效果 (抑菌圈直径以Inm计) 

Table 1 Results of antibacterial activity of different fractions of phlorotannins at 7 200#g／ml 

金黄色葡萄球菌 

枯草杆菌 

四联微球菌 

大肠杆菌 

痢疾志贺氏菌 

荧光假单胞菌 

副溶血弧菌 

鳗弧 菌 

溶藻弧菌 

哈维 氏弧菌 

沙蚕弧菌 

啤酒酵母 

灰葡萄孢 

S．a zipezi5 

B．subtilis 

MJ tetragenus 

E．coli 

S．dysenteriae 

P．fluorescens 

V．parahaemolyticus 

V．anguillarum 

V．alginolyticus 
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V．nereis 
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B．cinerea 

1O 

18 

14 

— —  

23 

8 

9 

2l 

22 

8 

15 

15 

— —  

22 

7 

8 

2O 

2l 

2 结果 

2．1 鼠尾藻多酚不同分级组分的抑菌谱 

鼠尾藻多酚不同分级组分对受试菌的抑菌效果见表1和图1。由表1可见，各分级组分对枯草杆菌、荧 

8 一 一 一 " 5 6 u " 

～  ̈ 一 7 7 
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光假单胞菌、啤酒酵母和灰葡萄孢没有抑菌效果，对几 

种海洋细菌如副溶血弧菌、沙蚕弧菌和哈维 氏弧菌的 

抑菌效果最明显 。从总体上看 ，各分级组分对革兰氏 

阴性菌的抑菌效果要好于革兰 氏阳性菌，并且随着多 

酚分子量的增大，其抑菌圈逐渐变小。其中，分级组 

分 l(Mr< 5．0×10。)的抑菌活性最强 ，尤其对副溶 

血弧菌的抑菌效果最为明显 (图 1)。因此，以下实验 

均选用分级组分 I做进一步研究。 

2．2 分级组分 I最低抑菌浓度(MIC)的测定 

分级组分 I最低抑菌浓度测定结果见表 2。结果 

显示 ，鼠尾藻多酚分级组分 I对痢疾志贺氏菌、副溶血 

弧菌 、哈维 氏弧 菌和沙 蚕弧菌 的 MIC值为 900 ug／ 

ml，对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌 、鳗弧菌和溶藻弧菌 

的 MIC值为 1 800~g／ml，对四联微球菌的 MIC值为 

3 600／~g／ml。 

第 31卷 

1 T 2 1l 3 1T1 4 lv 5 V 6 5％NaC1 

图 1 鼠尾藻多酚各分级组分对副溶血弧菌的抑制效果 

Fig．1 Inhibition of different fractions of phlorotannins 

from S．thunbergii kuntze to V．parahaemolyticus 

表 2 分级组分 I对受试 菌的最低抑菌浓度(MIC) 

Table 2 Minimum antibacterial concentrations of fraction I of pblorotannins from S．thunbergii kuntze 

2．3 加热处理对鼠尾藻 多酚分级 组分 I 

抑菌活性的影响 

由图 2可知，鼠尾藻多酚分级组分 I 

经加热处理后对不同细菌的抑菌作用不 

同，对同一种细菌的影 响较小 。但从总体 

效果来看，加热处理对其抑菌活性的影响 l 

较小，说明其热稳定性较好。 善善 
雩{ 

2．4 pH值对鼠尾藻多酚分级组分 I抑菌 

活性的影响 坚{％ 

由图 3可知 ，鼠尾藻多酚分级组分 I 

对于各种受试菌都是在 pH为 3～4时抑 

菌效果最好，随着 pH值的增大，其对各种 

受试细菌的抑菌效果减弱。其中，副溶血 

弧菌受 pH值的影响最大，在 pH值为 3．5 

时抑菌效果最强。 

lO 

副溶血弧菌I'parahaemolyt／cus 

沙蚕弧菌 nereis 
哈维氏弧菌 harveyi 

— — o一 溶藻弧菌 塘加 淞 
—  __ 鳗弧菌 anguillarum 
— —  一 金黄色葡萄球菌S．Aureus 

温度flt)Temperature 

图2 不同温度加热处理对褐藻多酚抑菌活性的影响 

Fig．2 Effects of different temperature oil antibaterial activity 

。f fraction 1 of ph~orotannins from S．thunbergii kuntze 
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3 讨 论 

本文所得结果与林 超等(2006)结果 

有所不同。该文献 中仅将褐藻多酚精提液 

对蒸馏水透析 ，得鼠尾藻多酚透析内液(分 

子量 > 10 000)和 透 析 外 液 (分 子 量 

<10 000)，发现抑菌活性的大小与分子质 一 

量密切相关。其中，透析内液对两种海洋 呈 壹 

弧菌——溶藻弧菌和鳗弧菌、透析外液对 l差 

两种海洋弧菌——鳗弧菌和副溶血弧菌的 

抑制效果尤其明显。本试验得到的结论是 藕至暑 

分子量小于 5 000的鼠尾藻多酚分级组分 一 

I的抑菌效果 优于其他 分级 组分，且对 副 

溶血弧菌、哈维氏弧菌和沙蚕弧菌的抑制 

效果尤其明显。推测造成这种不同的原因 

可能与多酚分子量的分级程度不 同有关， 

具体原 因尚有待进一步探明。与茶多酚相 

比较(董金甫等 1995；唐玉芳等 2005)， 

褐藻多酚同样对霉菌无抑 菌作用 。此外 ， 

文献中测得的茶多酚对大部分受试菌最低 

- ． ． ·-．．副溶血弧菌Eparahaemolytic~ ——o一 溶藻弧菌V．Atgino／ytiCllS 
— —卜 沙蚕弧菌~*,nereis —— 一 鳗弧菌 anguillarum 
— —卜 哈维氏弧菌 Harveyi —-D一一 金黄色葡萄球菌S aureus 

3 7 9 

图 3 不同pH条件下鼠尾藻多酚分级组分 I的抑菌活性 

Fig．3 Effects of different pH values on antibacterial activity 

of fraction I of phlorotannins from S．thunbergii kuntze 

抑菌浓度为 0．08V0左右或低于 1．0 g／L，经换算可知褐藻多酚与茶多酚的 MIC相近。海洋弧菌是引起海水养 

殖鱼类细菌性疾病的最主要的病原菌之一，由弧菌引起的疾病，流行面积广，发病率高，给养殖业造成了巨大的 

危害(邹文政等 2004；盖春蕾等 2008)。作者研究的结果表明，作为海洋植物天然抗菌活性成分的鼠尾藻多 

酚，对多种海洋弧菌具有显著的抑制作用，说明其对海产动物病害的防治具有潜在的应用价值，有待进一步研 

究与开发。 

参 考 文 献 

李 敬，魏玉西，杜桂彩，胡迎芬，李 丽．2007．鼠尾藻多酚的抗凝血活性研究．中药新药与临床药理，18(3)：191～194 

沈 萍，范秀榕主编．1999．微生物学实验(第三版)．北京：高等教育出版社，214～230 

严小军．1996．中国常见海藻的多酚含量测定．海洋科学集刊 ，37：61--65 

邹文政，鄢庆枇，林文雄．2004．大黄鱼病原弧菌拮抗菌筛选．海洋科学，28(3)：5～8 

张士璀，范 晓主编．1998．海洋生物技术原理和应用．北京：海洋出版社，1O～11 

林 超，于曙光，郭道森，魏玉西，艾桂花．2006．鼠尾藻中褐藻多酚化合物的抑菌活性研究．海洋科学，30(3)：94～97 

姜凤梧，张玉顺．1993．中国海洋药物辞典．北京：海洋出版社 

盖春蕾，李 健，刘 淇，王 群．2008．二氟沙星对 3种海洋弧菌的抗菌后效应研究．海洋水产研究，29(2)：97～101 

魏玉 西，李 敬 ，汪靖超 ，齐宏 涛．2007．鼠尾藻多酚及其各组 分的抗凝血活性筛选．中国生化药物杂志，28(4)：227～229 

魏玉西，孙 洵，王长云，王春波．2008．鼠尾藻多酚的抗肿瘤活性研究．中草药，39(1)：93～95 

魏玉西 ，于曙光．2002．两种褐藻乙醇提取物的抗氧化活性研究．海洋科学 ，26(9)：49～51 

董金甫，李瑶卿，洪绍梅．1995．茶多酚(TPP)对 8种致病菌最低抑制浓度的研究．食品科学，16(1)：6～12 

唐裕芳，张妙玲，冯 波，陈 权，刘新乐，邓孝平．2005．茶多酚的抑菌活性研究．浙江林学院学报，22(5)：553~557 

Bolet，P．，Cociancieh，S．，and Dimarcq，J．1991．Insect immunity．Isolation from a Coleopteran insect of a novel inducible antibacterial peptide and 

of new members of the insect defensin family．Biol，Chem．266(36)：24 520~24 525 

Targett，N．M ．，and Arnold，T．M．1998．The role of algal phlorotannins in marine plant herbivore interactions．J．Phyco1．34(2)：195～ 205 

Wei，Y．X．，Lj，Z．E．，Hu，Y．F．，and Xu，Z．H．2003．Inhibition of mouse lipid peroxidation by high molecular weight pblorotannins from Sat— 

gassum幻ellmanianum．J．App1．Phyco1．15：507～511 

8  6  4  2  O  8  6  4  2  O  


