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摘要：研究了黄柏提取物抑菌效果最强萃取相的抑菌活性及化学成分，以期为新型植物源杀菌剂的开发奠定基础。采用超声波

辅助醇提取法制备黄柏提取物，依次用等体积的石油醚、三氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇分别萃取，采用菌丝生长速率法测定各萃取相

的抑菌活性，采用 GC-MS 分析抑菌效果最强萃取相的化学成分。结果表明正丁醇萃取相的抑制作用最强，抑菌率为 84.46%，最小

抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，MIC）为 20 mg/mL、半抑制浓度（half maximal inhibitory concentration，EC50）值为 6.480 

mg/mL。GC-MS 分析结果显示，从正丁醇萃取相中分离鉴别出 26 种化合物，以生物碱、有机酸、苷类、酰胺类等为主，其中相对含

量最高的成分是 5-（2-噻吩基）-4-嘧啶胺，占 52.85%。黄柏枝皮提取物抗真菌活性成分主要存在于正丁醇部位，以生物碱类化合物

为主，推测生物碱类化合物是黄柏枝皮抑制植物真菌病害的主要抑菌活性成分，为今后研究黄柏在植物源杀菌剂方面的开发与应用提

供了基础和参考依据。 
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Abstract: The antifungal activity and chemical components of the extracts of Phellodendron chinense with the strongest antifungal effect 

were investigated to provide the foundation for the development of new botanical fungicides. The extract of Phellodendron chinense was 

prepared by ultrasonic-assisted ethanol extraction, and then extracted with equal volumes of petroleum ether, chloroform, ethyl acetate, and 

n-butanol, respectively. The antifungal activity of each extract was determined by means of the mycelium growth rate method. The chemical 

components of the extract with the strongest antifungal effect were analyzed by GC-MS. The results indicated that n-butanol extract had the 

strongest inhibitory effect, with an antifungal rate of 84.46%, a minimum inhibitory concentration (MIC) of 20 mg/mL, and a half maximal 

inhibitory concentration (EC50) value of 6.480 mg/mL, respectively. GC-MS analysis results showed that 26 compounds were separated and 

identified from n-butanol extract, mainly alkaloids, organic acids, glycosides and amides. The component with the highest relative content was 

5-(2-Thienyl)-4-pyrimidinamine, accounting for 52.85%. The antifungal active ingredients of extracts of Phellodendron chinense branches and 

barks were mainly present in the n-butanol part, and were dominated by the alkaloids compound. It was supposed that the alkaloids compound 

was the main antifungal active ingredient of Phellodendron chinense branches and barks in inhibition of fungal diseases of plants, providing the  
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foundation and reference basis for development and application of botanical fungicides. 
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黄柏，为芸香科植物黄皮树（Phellodendron 

chinense Schneid.）的干燥树皮，习称“川黄柏”[1]，主

产于我国四川、贵州、云南等地[2]。黄柏性寒、味苦，

具有清热燥湿、泻火除蒸、解毒疗疮的功效[2]，是临

床常用中药。现代药理学表明，川黄柏在抗菌消炎方

面具有独特疗效[3]，其对金黄色葡萄球菌、脑膜炎球

菌、炭疽杆菌、痢疾杆菌、白喉杆菌、破伤风杆菌、

溶血性链球菌等人体常见致病菌具有抑制作用[4]。有

研究表明黄柏除对人体致病菌具有抑菌活性外，对多

种植物病原真菌如稻瘟病菌、小麦纹枯病菌、稻纹枯

病菌、小麦赤霉病菌、玉米小斑病菌等具有明显的抑

制作用[5,6]，笔者曾研究发现黄柏提取物对番茄枯萎病

菌（Fusarium oxysporum F. sp. Lycopersici）的抑菌率

高达 90%[7]，对樱桃番茄主要采后病原菌如链格孢

（ Alternatiaalternata ）、 扩 展 青 霉 （ Penicillium 
expansum）的抑菌率达 80%以上[8]，因此，黄柏可作

为开发植物源杀菌剂的材料，具有良好的开发潜力和

应用前景。 
植物能够产生多种次级代谢产物，如生物碱、类

黄酮、糖苷、单宁、萜类、皂甙、甾体、醌类等，这

些化合物是植物产生的天然抗菌活性物质[9,10]，通过

破坏细胞壁及细胞膜的完整性和抑制蛋白质、核酸的

合成等途径抑制病原菌生长[11]。目前，已有研究表明

黄柏药理作用的活性成分主要包括小檗碱、药根碱、

巴马汀、非洲防己碱、木兰花碱、蝙蝠葛碱、黄柏酮、

黄柏内酯等化合物[4]，但黄柏对植物病原真菌的抑菌

活性有效成分仍不清楚。因此，本试验以黄柏为材料，

以番茄枯萎病菌为供试菌，测定 5 种不同极性的萃取

物的抑菌活性，筛选出抑菌效果最强的萃取相，对其

抑菌活性进行研究，采用 GS-MS 分析其化学成分，

为开发新型植物源杀菌剂奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  黄柏 
供试中药黄柏，购于山西省运城市中药市场，使

用枝皮部位。 
1.1.2  供试菌种和培养基 

番茄枯萎病病原菌（Fusarium oxysporum F. sp. 
Lycopersici）分离自发病番茄的根部，由马铃薯葡萄

糖琼脂（PDA）培养基 28 ℃下继代培养，置于在 4 ℃

冰箱保存备用。 

1.2  方法 

1.2.1  黄柏提取物的制备 
采用超声波辅助醇提取法制备黄柏提取物。将阴

干的黄柏枝皮在 45 ℃恒温电热鼓风干燥箱中吹干至

发脆，经粉碎后过 80 目筛备用。称取样品干粉 100 g，
用 70%的乙醇按 6:1（mL:g）的液固比浸泡，充分搅

拌使溶剂完全浸没中草药材料，置于避光处静置 24 h
后，在 45 ℃，80 Hz 的条件下超声辅助提取 30 min，
减压抽滤得滤液，残渣再次采取同样方法进行处理，

重复提取 3 次，合并 3 次滤液。将滤液用旋转蒸发仪

40 ℃条件下减压浓缩至无溶剂蒸出（呈浸膏状），然

后用 50%的乙醇定容至 1000 mg/mL，密封标记后置

于 4 ℃冰箱中保存备用[12]。 
1.2.2  黄柏不同极性萃取物抑菌活性的测定 

取质量浓度为 1000 mg/mL 的黄柏提取物原液，

旋转蒸发浓缩为浸膏，用 100 mL 去离子水溶解，得

到混浊的水悬液，摇匀，依次用等体积的石油醚、三

氯甲烷、乙酸乙酯、正丁醇分别萃取，各级萃取液分

别在 45、30、35、65 ℃下减压浓缩形成浆状物，依

次得到石油醚相、三氯甲烷相、乙酸乙酯相和正丁醇

相，正丁醇萃取后的剩余水溶液，在 65 ℃下减压浓

缩，得到浆状物为水相[13]。将上述各相萃取物用 50%
乙醇配制成质量浓度为 400 mg/mL 的溶液，4 ℃保存

备用。采用菌丝生长速率法[14]测定各萃取相的抑菌活

性，取一定量的各萃取相溶液于 PDA 培养基中，制

备浓度为 10 mg/mL 的带药培养基，取直径为 6 mm 的

菌饼接种于培养皿中心，每皿一个菌饼，以含有 50%
乙醇的 PDA 培养基为对照，每处理重复 3 次，置于

28 ℃恒温培养箱中培养，采用十字交叉法测量菌落直

径，计算各萃取相的抑菌率。 
-% 100%= ×

对照菌落直径 处理菌落直径
抑菌率/

对照菌落直径  
1.2.3  抑菌效果最强萃取相的最小抑菌浓度

（MIC）的测定 
经过抑菌活性测定，确定最佳活性部位为正丁醇

相，采用二倍稀释法将质量浓度为 400 mg/mL 的正丁

醇相溶液稀释，制成终浓度为 0.078~40 mg/mL 的含药

培养基，待含药培养基凝固后，吸取 20 μL 孢子浓度

为 106 cfu/mL 的供试菌悬液均匀涂于含药培养基上，

以含有 50%乙醇的 PDA 培养基为空白对照，每处理
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重复 3 次，置于 28 ℃的培养箱中培养，2 d 后观察，

以无菌生长的最低含药浓度为最小抑菌浓度（MIC）
[15,16]。 
1.2.4  抑菌效果最强萃取相对病原菌的室内毒

力测定 
选取抑菌活性较好的正丁醇相，将质量浓度为

400 mg/mL 的正丁醇相溶液按梯度稀释法稀释，制成

最终质量浓度为 16、8、4、2、1 mg/mL 的含药培养

基，采用菌丝生长速率法测定不同浓度正丁醇相溶液

对病原菌生长的抑制作用，每处理重复 3 次，以含有

50%乙醇的 PDA 培养基作为对照。使用 SPSS 21.0 软

件，以正丁醇相溶液浓度的对数值为横坐标，平均抑

制率的机率值为纵坐标，计算毒力回归方程、相关系

数（r）、半数效应浓度（EC50）和置信区间[17]。 
1.2.5  抑菌效果最强萃取相 GC-MS 化学成分

分析 
利用 Agilent 7890B/5977B 型气相色谱-质谱联用

仪对最佳活性部位正丁醇相化学成分进行分析。升温

程序为：起始温度 50 ℃，保持 2 min，以 4 ℃/min 的

速度程序升温至 300 ℃，保持 2 min。气化室温度为

250 ℃，载气为高纯氦气，载气流量为 1.0 mL/min，
分流进样，分流比为 40:1，进样量 1.0 μL。质谱分析

条件：电离源为 EI，电子能量 70 eV，离子源温度

230 ℃，四极杆温度 150 ℃，质量扫描范围 20~450 
amu。采用标准质谱图库（NIST）进行检索，以质谱

离子峰面积百分数表示各成分相对含量。 
1.2.6  数据处理 

采用SPSS 21.0软件对数据进行单因素方差分析，

采用 Duncan’s 多重比较法分析样本间的差异显著性。 

2  结果与讨论 

2.1  黄柏不同极性萃取物对番茄枯萎病菌的

抑菌效果 

由表 1 可知，黄柏不同极性萃取物对番茄枯萎病

菌的抑菌效果存在明显差异。正丁醇相的抑菌效果最

好，抑菌圈直径达到 68.47 mm，抑菌率达 80%以上。

石油醚、氯仿和水相的抑菌圈直径分别为 9.92、7.75、
6.90 mm，抑菌率在 10%左右，抑菌效果显著低于正

丁醇相。乙酸乙酯相的抑菌效果最差，抑菌率为

3.76%，对番茄枯萎病菌几乎没有抑制作用。此前有

研究发现黄柏粗提物经正丁醇萃取后对链格孢

（Alternatiaalternata ） [8] 、扩展青霉（Penicillium 
expansum）[8]、意大利青霉（Penicillium italicum）、指

状青霉（Penicillium digitatum）[16]等植物病原真菌都

表现出极强的抑菌活性，说明黄柏枝皮提取物抗真菌

活性成分主要存在于正丁醇部位。 
表1 黄柏提取物不同萃取相对番茄枯萎病菌的抑菌效果 

Table 1 Antifungal activity of different polarity fractions of P. 

chinense Schneid. extracts against F. oxysporum F. sp. 

Lycopersici 

萃取相 抑菌圈直径/mm 平均抑制率/%
石油醚相 9.92±0.49c 12.23±0.01b 

氯仿相 7.75±1.28d 9.56±0.02c 

正丁醇相 68.47±0.28a 84.46±0.00a 

乙酸乙酯相 3.05±0.09e 3.76±0.00d 

水相 6.90±0.47d 8.51±0.01c 

黄柏粗提液 66.25±0.07b - 

50%乙醇（对照） - - 

注：同列数据右肩不同小写字母表示在 5%平有显著性差

异，p<0.05。 

2.2  正丁醇相对番茄枯萎病菌的室内毒力测

定 

 
图1 不同浓度正丁醇萃取相对番茄枯萎病菌菌丝生长的抑制

作用 

Fig.1 Inhibitory effect of different concentrations of n-butanol 

extract against mycelia growth of F.oxysporum F. sp. Lycopersici 
为了定量研究黄柏枝皮正丁醇相对番茄枯萎病菌

的抑制作用，本试验测定了正丁醇相的最小抑菌浓度

（MIC），进行了室内毒力试验。结果显示，正丁醇相

对番茄枯萎病菌的 MIC 为 20 mg/mL（表 2）。不同浓

度的正丁醇萃取相对番茄枯萎病菌的抑菌效果之间存

在显著差异，如图 1 所示，当正丁醇萃取相浓度为 1 
mg/mL 时，抑菌率为 1.99%，几乎没有抑菌作用，随

着溶液浓度增大，抑菌效果逐渐增强，当浓度为 8 
mg/mL 时，抑菌率达到 53.99%，当浓度为 16 mg/mL
时，抑菌率接近 90%。利用回归分析方法评价正丁醇

相对番茄枯萎病菌的毒力，由表 2 可知，毒力回归方
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程的相关系数为 0.994，说明正丁醇萃取相质量浓度及

与之对应的抑菌率之间存在良好的线性关系，正丁醇

相对番茄枯萎病菌的 EC50值为 6.480 mg/mL。 
 

表2 正丁醇萃取相对番茄枯萎病菌的抑菌效果 

Table 2 Antifungal activity of n-butanol extract against F. oxysporum F. sp. Lycopersici 

供试菌种 MIC/(mg/mL) 毒力回归方程/(y=b+kx) 相关系数/r EC50/(mg/mL) 置信区间 
番茄枯萎病菌 20 y=2.813+2.695x 0.994 6.480 5.058~8.304 

表3 黄柏枝皮正丁醇萃取相化学成分鉴定表 

Table 3 Chemical compositions of P. chinense branchbark extracted with n-butanol 

编号 保留时间/min 化合物名称 相对含量/% 
1 59.64 5-(2-噻吩基)-4-嘧啶胺 52.85 

2 65.22 2-(乙酰氧基甲基)-3-(甲氧基羰基)联苯 11.54 

3 64.91 N-甲基-1-金刚烷乙酰胺 3.35 

4 32.78 辛基-β-D-吡喃葡萄糖苷 2.73 

5 34.52 右旋奎宁酸 2.64 

6 66.72 1,4-二(三甲基硅烷基)苯 2.35 

7 27.68 D(+)-洋地黄毒糖 1.71 

8 33.17 正庚酸 1.70 

9 34.78 α-甲基甘露呋喃糖苷 1.30 

10 55.71 正二十烷 0.69 

11 18.93 4-乙烯基-2-甲氧基苯酚(对乙烯基愈疮木酚) 0.58 

12 42.71 1,2,3,4-四氢-3-甲基-2,4-二氧-7-苯基吡咯并[1,2-a] -1,3,5-三嗪-8-腈 0.54 

13 16.20 5-羟甲基糠醛 0.53 

14 37.73 反式芥子醇 0.44 

15 57.86 3-甲基-2-[(三氟硫代乙酰基)亚氨基]-苯并噻唑啉 0.41 

16 45.15 2-对乙酰丙酮 0.41 

17 31.43 4-丙烯基-2-甲氧基苯酚(异丁香酚) 0.31 

18 57.38 6-甲基-5- [1-哌啶基]-2,4-嘧啶二胺 0.26 

19 25.16 2-乙基硫基-5-甲基咪唑啉 0.23 

20 36.09 6-甲基苯并双环[2.2.1]庚烯酮-5 0.20 

21 26.59 琥珀酸二正丁酯 0.17 

22 37.17 4-乙基苯甲腈 0.16 

23 49.37 10-甲基十八酸乙酯 0.14 

24 54.03 正十八烷 0.11 

25 43.79 α-甲基苯乙腈 0.08 

26 31.91 2-乙基-己酸乙酯 0.07 

2.3  黄柏枝皮正丁醇萃取相的化学成分分析 

利用 GC-MS 对黄柏枝皮的正丁醇萃取相进行化

学成分分析，得到正丁醇萃取相化学成分的总离子流

量图见图 2。通过 NIST 标准图库对各组分峰数据进行

检索、人工谱图解析，所鉴定的物质名称、保留时间、

分子式、相对含量等结果见表 3。从正丁醇萃取相中

共分离出 38 个峰，鉴定出 26 种化合物，占总峰面积

的 89.73%，其中化合物 5-（2-噻吩基）-4-嘧啶胺相对

含量最高（52.85%），其次为 2-（乙酰氧基甲基）-3-

（甲氧基羰基）联苯（11.54%）、N-甲基-1-金刚烷乙

酰胺（3.35%）、辛基-β-D-吡喃葡萄糖苷（2.73%）。所

鉴定的化合物主要是生物碱、有机酸、苷类、酰胺类

等有机成分，另外还有少量酚、酮、呋喃、酯类等物

质，其中含有 4 种生物碱、2 种有机酸、2 种苷类化合

物、1 种酰胺类化合物，相对含量分别为 53.74%、

4.34%、4.03%、3.35%。 
黄柏的化学成分报道最早见于日本学者村山义温

等对日本产黄檗 Phellodendron amurense Rupr.的研

究，从中分离得到小檗碱（berberine）及少量巴马汀
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（palmatine），此后国内外学者陆续报道了其他的化学

成分[1]。目前已从黄柏中分离鉴定出的化学成分主要

包括生物碱类、柠檬苦素类、酚酸类、萜类、苯丙素

类、挥发性成分、微量元素等[4,18,19]，其中生物碱类是

黄柏的主要活性成分之一[20,21]，含量高达 3%以上。黄

柏中含有多种生物碱，目前已从黄柏枝皮中分离得到

25 个生物碱类化合物，主要包括小檗碱、巴马汀、药

根碱、药根碱、黄柏碱、木兰碱等[2,4,22]。本试验发现

正丁醇萃取液以生物碱类化合物为主，因此推测生物

碱类化合物是黄柏抑制番茄枯萎病、樱桃番茄果实黑

斑病和青霉果腐病[8,14]等植物真菌病害的主要抑菌活

性成分。 

 
图2 黄柏枝皮正丁醇萃取相的GC-MS总离子流量图 

Fig.2 GC-MS total ion chromatograms of n-butanol extract of P. 

chinense branchbark 

3  结论 

本实验以番茄枯萎病菌为指示菌，对黄柏不同极

性萃取物的抑菌活性进行测定，研究结果表明，正丁

醇萃取相的抑制作用最强，抑菌率为 84.46%，说明黄

柏枝皮提取物抗真菌活性成分主要存在于正丁醇部

位。进一步定量研究正丁醇萃取相的抑菌活性表明，

其对番茄枯萎病菌的抑制作用随着溶液质量浓度的增

大而加强，MIC 为 20 mg/mL、EC50值为 6.480 mg/mL。
GC-MS 分析结果显示，从正丁醇萃取相中分离鉴别出

26 种化合物，以生物碱、有机酸、苷类、酰胺类等为

主，其中相对含量最高的成分是 5-(2-噻吩基)-4-嘧啶

胺，占 52.85%，推测生物碱类化合物是黄柏枝皮抑制

植物真菌病害的主要活性成分，为今后研究黄柏在植

物源杀菌剂方面的开发与应用提供了基础和参考依

据。但具体的抑菌活性化合物仍不清楚，有待进一步

的分离纯化、筛选和鉴定。 
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