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摘要: 采用活性追踪法和柱层析法，以金黄色葡萄球菌、大肠杆菌等 5 种细菌为供试菌种，对美洲大蠊乙酸乙酯提取

物进行分离和抑菌试验。研究发现: 美洲大蠊乙酸乙酯提取物对供试的革兰氏阳性菌具有一定的抑制作用，其中，

对枯草芽孢杆菌的抑菌活性最好; 经硅胶柱层析初分离后，从乙酸乙酯提取物获得了 9 个具有抑菌活性的组分，其

中，组分 Fr7 对 5 种供试菌均显示了较好的抑菌活性; 组分 Fr7 及其相邻组分 Fr8 经硅胶和凝胶柱层析进一步分离

纯化后，得到了 7 个具有抑菌活性的不饱和脂肪酸类化合物，均对藤黄微球菌表现出最好的抑菌活性。结果表明:

美洲大蠊乙酸乙酯提取物的抑菌活性物质为不饱和脂肪酸类化合物，对供试的革兰氏阳性菌的抑菌活性较强。
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Isolation of Ethyl Acetate Extract from Periplaneta americana
and Its Antimicrobial Activity
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Absract: Antimicrobial chemical components，which isolated from the ethyl acetate extract of Periplaneta americana
L． ，were tested for the ability to inhibit Staphyloccocus aureus，Escherichia coli，etc． ，based on bioassay-guided
method． The results indicated that the ethyl acetate extract of P． americana showed some inhibiting effects to all
gram-positive bacteria tested，and the best inhibition effect was against Bacillus subtilis． Nine factions were obtained
after silica gel column chromatography． Among them，the faction Fr7 showed inhibiting effects to all bacteria tested．
Applying the isolation method of silica gel column and gel chromatography，seven unsaturated fatty acids compounds
were isolated from the faction Fr7 and Fr8． All these compounds showed the best inhibiting effects against Micrococ-
cus luteus． The results suggested that unsaturated fatty acids were antimicrobial chemical components of the ethyl ac-
etate extract from P． americana． The inhibition effects of the unsaturated fatty acids against gram-positive bacteria
were stronger than against gram-negative bacteria．
Key words: Periplaneta americana; ethyl acetate extract; antimicrobial activity; unsaturated fatty acid

昆虫是动物界中最大的类群，长期的进化形成

了一套高效快速抵抗各种病原菌的本领，是寻找新

型抗菌物质的重要来源之一。除研究最为广泛的抗

菌肽［1］，昆虫体内还有众多的小分子代谢产物具有

抗菌活性。Zhengwei 等［2］在长白山红蚁( Tetramori-

um sp． ) 的抗菌物质研究中获得了 2 个新的具有抑

菌活性的香豆素类化合物。Jae Yoon Leem 等［3］从

帕 克 阿 扁 叶 蜂 ( Acantholyda parki Shinohara and
Byun) 中分离得到的对羟基肉桂醛表现出了广谱的

抗菌活性。李蕾等［4］在云南琵琶甲( Balaps japanen-
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sis yunnanensis Mars． ) 的抑菌化学成分研究中得到

的 2-甲基-1，4-苯二醇和对苯二酚具有广谱抗菌活

性。Stephen 等［5］对澳大利亚白蚁( Nasutitermes trio-
diae) 的抗菌物质进行了研究，发现了一族具有抗菌

活性且骨架新奇的二萜类化合物，具有很好的开发

价值。这些研究结果表明，昆虫体内的小分子代谢

产物对筛选新型抗菌物质具有重要意义。
美洲大蠊( Periplaneta americana L． ) 是一种传

统药用昆虫，为蜚蠊目蜚蠊科大蠊属昆虫，研究表

明，美洲大蠊有促进血管增生、组织修复，强心升压、
改善微循环，抗菌抗炎、抗病毒，抗肿瘤、增强免疫等

作用，目前已开发出“康复新”、“隆肝胶囊”、“心脉

隆”等多种药物，临床上用于治疗烫伤、烧伤、肝癌、
心 血 管 等 疾 病，其 药 效 成 分 主 要 为 水 溶 性 成

分［6 － 11］，还未见其脂溶性成分的药效研究。本文研

究发现美洲大蠊乙酸乙酯提取物具有一定抑菌活

性，为了阐明其活性物质基础，通过活性追踪法和柱

层析法从乙酸乙酯提取物中分离得到了 7 个有抑菌

活性的长链不饱和脂肪酸类化合物。本研究为美洲

大蠊小分子抑菌物质研究奠定了一定的基础。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 试虫 美洲大蠊购自云南省腾冲制药有限公

司，经中国林业科学研究院资源昆虫研究所陈晓鸣研

究员鉴定为大蠊属昆虫( Periplaneta americana L． ) 。
1． 1． 2 供试菌种 金黄色葡萄球菌( Staphyloccocus
aureus) 、藤黄微球菌( Micrococcus luteus) 、枯草芽孢

杆菌( Bacillus subtilis ) 为革兰氏阳性菌; 大肠杆菌

( Escherichia coli ) 、绿脓杆菌 ( Pseudomonas aerugin-
osa) 为革兰氏阴性菌; 购自云南大学微生物中心，4
℃保存; 供试菌种使用前接种到 pH 值 7. 2 的 LB 固

体培养基上，37 ℃恒温培养 16 18 h，备用。
1． 1． 3 主要仪器和试剂 Bruker AM-400 核磁共振

光谱仪 ( TMS 为内标，δ 为 ppm，J 为 Hz ) 。Agilent
5975C 质谱仪。柱色谱硅胶( 200 300 目) 和薄层

色谱硅胶 GF254 均为青岛海洋化工厂生产; 凝胶为

Sephadex LH-20 ( Pharmacia Fine Chemical Co． Ltd) ;

石油醚、氯仿、乙酸乙酯、丙酮、甲醇、二甲基亚砜

( DMSO) 等均为分析纯。
1． 2 方法

1． 2． 1 提取物的制备 美洲大蠊干燥虫体( 13 kg)

粉碎，分别用石油醚 10 L 浸泡提取 4 次，每次静置

24 h 后，过滤，残渣晾干后，分别用乙酸乙酯 10 L 浸

泡提取 4 次、过滤，合并滤液，减压浓缩得乙酸乙酯

提取物。
1． 2． 2 抑菌活性物质的分离 乙酸乙酯提取物

( 400 g) 经硅胶拌样，干法上硅胶柱层析，以石油醚、
石油醚 /乙酸乙酯( 15∶ 1、8∶ 1、5∶ 1、3∶ 1、1∶ 1) 、乙酸乙

酯、乙醇梯度洗脱，每种洗脱液 3 000 mL，每 500 mL
收集一个馏分，经硅胶薄层层析( TLC) 合并相同的

馏分得组分 Fr1 Fr9，对各组分进行减压浓缩和抑

菌活性测定。抑菌谱较广、活性较好的组分 Fr7 及

相邻组分 Fr8 经硅胶柱层析和 Sephadex LH-20 凝胶

柱层析( 氯仿 /甲醇 1∶ 1) 进一步分离纯化后，从组分

Fr8 中分离得到了化合物 1 4，从组分 Fr7 中分离

得到了化合物 5 7，检测化合物的抑菌活性并采用

核磁共振、质谱测定其结构类型。
1． 2． 3 抑菌活性测定方法 抑菌活性测定采用平

板滤纸片法［12］，根据抑菌圈直径大小来判断抑菌能

力。细菌培养采用 LB 培养基，取牛肉膏 3. 0 g、蛋白

胨 5. 0 g、氯化钠 5. 0 g、琼脂 17. 0 g，加蒸馏水至

1 000 mL，调 pH 值至 7． 2，高温灭菌后趁热倒入直

径 9 cm 的培养皿中，每皿倒入约 25 mL，制成平板。
供试菌种培养复苏后，用 0. 9% 的生理盐水将培养

至对数期细菌配成 1 × 106 CFU·ml －1 菌液，每皿取

400 μL 菌液均匀涂布于平板上。将灭菌干燥后的

滤纸片( 直径 6. 0 mm) 放在平板上，将样品配置成一

定浓度的 DMSO 样液，每个滤纸片加 10 μL 溶液样

品，在 37 ℃下培养 24 h 后测量并记录抑菌圈大小，

抑菌圈测量采用十字交叉法，每个样品做 3 次重复，

取平均值，扣除滤纸片大小，阴性对照为 DMSO。抑

菌圈直径≥3. 00 mm 为抑菌作用强，抑菌圈直径在

2. 00 3. 00 mm 间为抑菌作用较强，抑菌圈直径在

1. 00 2. 00 mm 间为抑菌作用较弱，抑菌圈直径≤
1. 00 mm 为抑菌作用微弱，抑菌圈直径为 0. 00 mm
为无抑菌作用。

2 结果与分析

2． 1 提取物的抑菌活性

美洲大蠊乙酸乙酯提取物在 1 g·mL －1 条件下

对 5 种供试菌的抑菌作用见表 1。由表 1 可知: 乙酸

乙酯提取物对供试的革兰氏阳性菌均有抑制作用，

其中，对枯草芽孢杆菌的抑制作用最强，对金黄色葡

萄球菌和藤黄微球菌的抑制作用微弱，对供试的革

兰氏阴性菌无活性。
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表 1 美洲大蠊乙酸乙酯提取物的抑菌活性

提取物

供试菌种抑菌圈直径 /mm

金黄色

葡萄球菌

藤黄

微球菌

枯草芽

孢杆菌

大肠

杆菌

绿脓

杆菌

乙酸乙酯提取物 0． 30 0． 10 2． 00 0． 00 0． 00

阴性对照 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00

注: 抑菌圈直径已扣除滤纸片大小。

2． 2 组分 Fr1 Fr9 的抑菌活性

美洲大蠊乙酸乙酯提取物经硅胶柱层析初分离

得到 9 个组分 Fr1 Fr9，极性由小到大，在 0. 1 g·
mL －1下条件对 5 种供试菌的抑菌活性见表 2。由表

2 可知: 组分 Fr1 Fr9 对供试菌的抑菌活性并没有

随着极性改变出现规律性变化，同一组分对不同供

试菌的抑菌活性也存在明显差异。组分 Fr3、Fr6、
Fr7 和 Fr8 对金黄色葡萄球菌表现出了抑菌活性，其

中，组分 Fr3 的抑菌活性最强，组分 Fr6 的抑菌活性

最弱。组分 Fr2 Fr8 均对藤黄微球菌表现出了抑

菌活性，其中，组分 Fr3 的抑菌活性最强，组分 Fr2
的抑菌活性最弱。除组分 Fr9 外，其他组分均对枯

草芽孢杆菌表现出了抑菌活性，其中，组分 Fr7 的抑

菌活性最强，组分 Fr1 的抑菌活性最弱。组分 Fr4、
Fr7 和 Fr9 对大肠杆菌的抑菌活性较弱。组分 Fr4
和 Fr7 对绿脓杆菌表现出微弱的抑菌活性。

表 2 组分 Fr1 Fr9 的抑菌活性

组分

供试菌种抑菌圈直径 /mm

金黄色

葡萄球菌

藤黄微

球菌

枯草芽

孢杆菌

大肠

杆菌

绿脓

杆菌

组分 Fr1 0． 00 0． 00 0． 20 0． 00 0． 00

组分 Fr2 0． 00 1． 00 1． 00 0． 00 0． 00

组分 Fr3 3． 80 5． 10 3． 22 0． 00 0． 00

组分 Fr4 0． 00 1． 04 2． 90 1． 46 1． 30

组分 Fr5 0． 00 1． 80 2． 40 0． 00 0． 00

组分 Fr6 0． 90 3． 00 2． 94 0． 00 0． 00

组分 Fr7 2． 60 4． 00 3． 94 1． 50 1． 80

组分 Fr8 2． 30 2． 90 2． 90 0． 00 0． 00

组分 Fr9 0． 00 0． 00 0． 00 1． 50 0． 00

阴性对照 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00

注: 抑菌圈直径已扣除滤纸片大小。

2. 3 化合物的抑菌活性

经反复硅胶和凝胶柱层析，从组分 Fr7 和 Fr8
中分离得到 7 个化合物，在 5 mg·mL －1 条件下对 5
种供试菌的抑菌活性见表 3。由表 3 可知: 除化合物

3 外，其他化合物均对金黄色葡萄球菌显示了不同

程度的抑菌活性，其中，化合物 6 的抑菌活性最强，

化合物 1 的抑菌活性最弱。化合物 1 7 均对藤黄

微球菌显示了强的抑菌活性，其中，化合物 2 的抑菌

活性最强，化合物 7 的抑菌活性最弱。化合物 1 7
均对枯草芽孢杆菌显示了不同程度的抑菌活性，其

中，化合物 3 的抑菌活性最强，化合物 1 的抑菌活性

最弱。除化合物 5 外，其他化合物均对大肠杆菌显

示的抑菌活性较弱，其中，化合物 2 和 3 的抑菌活性

最强，化合物 7 的抑菌活性最弱。化合物 1 7 均

对绿脓杆菌显示了不同程度的抑菌活性，其中，化合

物 6 和 7 的抑菌活性最强，化合物 5 的抑菌活性最

弱。同一化合物对不同供试菌的抑菌活性存在一定

差异，但所有化合物均对藤黄微球菌显示了最好的

抑菌活性。

表 3 化合物的抑菌活性

化合物

供试菌种抑菌圈直径 /mm

金黄色

葡萄球菌

藤黄微

球菌

枯草芽

孢杆菌

大肠

杆菌

绿脓

杆菌

化合物 1 1． 00 6． 74 0． 82 1． 20 1． 20

化合物 2 2． 10 19． 70 3． 10 1． 34 1． 26

化合物 3 0． 00 12． 20 6． 00 1． 34 1． 06

化合物 4 3． 00 13． 00 4． 03 1． 00 1． 26

化合物 5 2． 00 17． 54 3． 00 0． 00 0． 18

化合物 6 3． 52 8． 50 4． 00 0． 44 2． 20

化合物 7 3． 20 5． 44 2． 20 0． 40 2． 20

阴性对照 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00 0． 00

注: 抑菌圈直径已扣除滤纸片大小。

2． 4 化合物的结构分析

经1H-NMR、13C-NMR、MS 谱图分析，化合物 1
7 均为不饱和脂肪酸及其衍生物，结构有待鉴定。

3 结论与讨论

美洲大蠊乙酸乙酯提取物对供试的革兰氏阳性

菌具有一定抑菌活性，经硅胶柱层析初分离后得到

了 9 个具有抑菌活性的组分，其中，组分 Fr3 对供试

的革兰氏阳性菌表现出了强的抑菌活性，组分 Fr7
对 5 种供试菌均表现出了抑菌活性; 经反复硅胶和

凝胶柱层析从组分 Fr7 和 Fr8 中分离纯化得到了 7
个有抑菌活性的化合物，均对藤黄微球菌表现出最

强抑菌活性; 经核磁共振、质谱分析，化合物均为极

性较大的不饱和脂肪酸类化合物。
采用活性追踪法研究天然产物过程中，由于原

料多是粗提取物，测试的干扰因素太多，常常得到假

阳性或者假阴性的结果［13］; 本文研究中发现，美洲

大蠊乙酸乙酯提取物对供试的革兰氏阴性菌无抑菌

活性，经初分离后有组分表现出了抑菌活性; 组分
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Fr8 对供试的革兰氏阴性菌无抑菌活性，而从中分

离得到的化合物 1 4 均表现出了抑菌活性; 孙龙

等［14］在喙尾琵甲幼虫抗菌肽的研究中也得到了类

似的结果; 分析原因可能是乙酸乙酯提取物和组分

Fr8 中对供试的革兰氏阴性菌具有抑菌活性的物质

含量较低，经分离后具有抑菌活性的物质得到了富

集，从而显示出抑菌活性。组分 Fr7 和 Fr8 分别对

藤黄微球菌和枯草芽孢杆菌的抑菌活性相当，但从

中分离得到化合物 1 7 对藤黄微球菌的抑菌活性

均明显强于对枯草芽孢杆菌的抑菌活性，原因可能

是对枯草芽孢杆菌有最好抑菌活性的化学成分在分

离纯化过程中丢失［15］，或者是这些化学成分间存在

协同作用，增加了组分对枯草芽孢杆菌的抑菌活

性［16］。比较提取物、组分、化合物对供试菌种的抑

菌活性，推测对枯草芽孢杆菌具有最好抑菌活性的

化学成分可能在组分 Fr3 中。组分 Fr3 含量较大，

15%硫酸无水乙醇 TLC 薄层显色为紫色条带，极性

相似，分离难度较大，其抑菌活性成分有待进一步

研究。
不饱和脂肪酸广泛存在于植物、微生物、昆虫

中，具有降低血糖、调节血脂、减少胆固醇含量、保护

心脏和防止记忆下降等多种生理功能［17 － 18］; 研究表

明，具有 10 28 个碳的不饱和脂肪酸具有广谱抑

菌活性，通过多种不同机制对细菌起到抑制甚至杀

灭作用，但抑菌作用机制还不完全清楚，认为主要是

作用于细菌的细胞膜并影响细胞膜的各种生理功

能; 因此，不饱和脂肪酸具有开发成抗菌药物的潜在

价值［19］。本研究发现: 从美洲大蠊乙酸乙酯提取物

中分离得到的不饱和脂肪酸在体外表现出了抑菌活

性; 在该虫体内是否具有抑菌活性有待进一步研究。
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