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大蒜抑菌成分提取方法及抑菌活性的研究
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摘 要 : 以 番 茄 早 疫 病 菌{Alternaria solani (Ellis et Mmartin)}为 供 试 菌 , 以 抑 菌 圈 法 检 测 抑 菌 活 性 , 系 统 地 研

究 了 大 蒜 (Allium sativum L.)抑 菌 有 效 成 分 的 提 取 方 法 , 发 现 鲜 蒜 在 室 温 粉 碎 后 , 放 入 28℃培 养 箱 中 酶 解 30～

60 min, 然 后 加 入 乙 酸 乙 酯 试 剂 在 28℃振 荡 提 取 12 h 获 得 的 提 取 物 抑 菌 活 性 最 佳 ; 通 过 大 蒜 提 取 物 抑 菌 活 性

与 TLC 和 HPLC 检 测 结 果 比 较 , 证 实 大 蒜 提 取 物 中 的 抑 菌 活 性 成 分 是 大 蒜 在 粉 碎 过 程 中 产 生 的 , 主 要 为 大 蒜

酶 酶 解 蒜 氨 酸 产 生 的 大 蒜 素 和 大 蒜 素 进 一 步 分 解 产 生 的 其 他 含 硫 化 合 物 , 其 成 分 多 达 18 种 以 上 , 且 易 挥 发 成

分 抑 菌 活 性 最 好 。
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S tudies of Extraction Method and Activities of Antifungal
Compounds from Garlic
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Abs tract: Using microbe bacteriostatic ring method, the extraction methods of garlic activity compounds

antagonistic to tomato early blight (Alternaria solani) was studied. The results showed that the optimal extract

conditions were as follows: First, the fresh garlic was crushed and digested by alliinase for 30 ～60 minutes

incubation at 28 ℃ . Then, the digested garlic was extracted by ethyl acetate at 28 ℃ for 12 hours with

simultaneous shaking. Results of TLC and HPLC detection indicated that the main antifungal components were

allicin and the volatile components have the highest antifungal activity.
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大蒜是百合科葱属(Allium satium)多年生草本

植物 , 在我国种植面积广泛 , 在医学和农业上有重

要的应用 [1, 2]。大蒜对农业上多种植物病原菌具有

抑制活性 , 也可以作为植物的生长调节物质 , 同时

起到抗病增产的效果。

大 蒜 提 取 物 是 大 蒜 重 要 的 生 物 活 性 物 质 , 其

含硫化合物是其主要生物活性成分 , 沈联慈等报

道 大 蒜 挥 发 油 中 含 有 8 个 已 知 含 硫 化 合 物 , 有 3

个 报道说含有9个已知含硫化合物和2个 新 发 现 的

含 硫 化 合 物 [4, 5]; 后 来 也 有 报 道 说 含 有18种 含 硫
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化合物[6]。大蒜提取物中的含硫化合物主要为二烯

丙基一硫化物、二烯丙基二硫化物、二烯丙基三硫

化物和甲基烯丙基三硫化物等 , 其中二烯丙基三

硫化物和二烯丙基二硫化物含量最丰富 , 具有强

烈的抗菌消炎作用 [3, 6]。

以番茄早疫病病原菌(Alternaria solani)为 指 示

菌 , 通过不同的提取方法与提取试剂提取大蒜成

分 , 并对所获得的成分进行了活性和成分分析 , 为

进一步分离有效活性成分和开发天然高效有机农

药奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

市售白皮鲜蒜(Allium satium.L);
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番茄早疫病病原真菌(Alternaria solani)为 指 示

菌 , 吉林省农业科学院生物农药研究室分离、鉴定

和保存。

1.2 方法

1.2.1 依次提取方法

200 g 去 皮 鲜 蒜 用 组 织 匀 浆 机 粉 碎 后 , 在

28℃分别用 600 mL 石油醚、乙酸乙酯、无水乙醇、

75%乙 醇 、50%乙 醇 和 水 依 次 振 荡 提 取 8 h, 其 中

前 5 种 提 取 液 28℃浓 缩 至 20 ml; 水 提 液 用 2 倍

无水乙醇沉淀 , 上清夜 30℃浓缩至 20 mL。

1.2.2 分别提取方法

1 200 g 去皮鲜蒜粉碎后 (或 600 g 大蒜干粉)

平均分成 6 份 , 在 28℃分别用依次提取法中的 6

种试剂提取 , 并在 28℃浓缩至 20 mL。

1.2.3 萃取提取方法

200 g 去 皮 鲜 蒜 粉 碎 后 , 在 28℃ 600 mL 水 提

8 h, 提取上清液用石油醚 和 乙 酸 乙 酯 依 次 萃 取 ,

萃取液和水相分别在 28℃浓缩至 20 mL。

1.2.4 回流提取法

200 g 去 皮 鲜 蒜 粉 碎 后 放 入 回 流 提 取 装 置 ,

在 80℃下 乙 酸 乙 酯 提 取 8 h, 提 取 液 在 28℃浓 缩

至 20 mL。

1.2.5 大蒜酶酶解方法

1 000 g 去 皮 鲜 蒜 粉 碎 后 平 均 分 成 5 份 , 在

28℃ 酶 解 蒜 氨 酸 , 分 别 在 酶 解 0、30、60、120 和

300 min 时 加 入 乙 酸 乙 酯 提 取 , 提 取 液 在 28℃浓

缩至 20 mL。

1.2.6 大蒜酶失活方法

500 g 带 皮 鲜 蒜 在 80℃ 30 min 灭 活 蒜 氨 酸

后 , 分 别 取 两 份 200 g, 在 28℃用 80 mL 乙 酸 乙 酯

和水 提 取 30 min , 提 取 上 清 液 用 乙 酸 乙 酯 和 水 分

别定容至 100 mL。未灭活蒜氨酸的去皮鲜蒜 400

g, 同步提取为对照。

1.2.7 抑菌圈活性检测方法 [7]

将 沾 有 2 μL 或 10 μL 提 取 成 分 的 滤 纸 片 (直

径 为 5mm)放 入 含 有 病 原 菌 孢 子 的 PDA 培 养 基 平

板 , 在 28℃培 养 箱 培 养 48 h 后 , 观 察 滤 纸 片 周 围

病原菌的生长情况 , 并 记 录 抑 菌 圈 直 径(不 包 括 滤

纸片直径 5 mm)。

抑 菌 圈 平 均 直 径 = 抑 菌 圈 直 径 之 和 / 抑 菌 圈

总数

1.2.8 薄层层析分析方法

以硅胶 G 板为层析板 , 以石油醚、石 油 醚 -

氯 仿 (5∶5)、氯 仿 、氯 仿 - 甲 酸 (10∶0.5)、氯 仿 -

丙酮 - 甲酸(5∶5∶0.5)和丙酮 - 甲酸(10∶0.5)为

流动相 , 以含有碘的氯仿饱和溶液为显色剂 , 对提

取液进行层析分析。

1.2.9 高效液相色谱分析方法

采用美国 Agilent 1100 高效 液 相 色 谱 仪 , DAD

检 测 器 ; 色 谱 条 件 : ZORBAX SB- C18 柱 (4.6Х150

mm, 5 μm); 柱 温 : 室 温 ; 流 速 1 mL/min; 检 测 波

长 : 208 nm 和 254 nm ; 流动相为 A 和 B 成分{A:

20 mM NaH2PO4 +10 mM heptanesulfonic acid, pH

2.1; B: 乙 腈 - 20 mM NaH2PO4+10 mM heptanesul-

fonic acid, pH 2.1 (50∶50, v/v)}, 梯 度 洗 脱 ; 样 品 用

甲醇溶解和稀释。

2 结果与分析

2.1 提取溶剂和方法对提取物抑菌活性的影响

大 蒜 提 取 物 中 含 有 很 多 具 不 饱 和 键 的 硫 化

物 , 很不稳定 , 因此不同提取方法和提取试剂获得

提取物的抑菌活性可能不一样 [6, 7]。通过抑菌圈活

性检测结果(图 1), 发现不同试 剂 依 次 提 取 方 法 获

得鲜蒜提取物中 , 石油醚提取物的抑菌活性明显

高于乙酸乙酯提取物的抑菌活性 , 其他提取物没

有明显的抑菌活性 , 说明石油醚和乙酸乙酯均能

提取出大蒜的有效抑菌活性成分 , 但石油醚不能

完全提取出大蒜中的抑菌活性成分。

在不同试剂萃取提取方法中获得的鲜蒜提 取

物 , 石油醚提取物的抑菌活性与乙酸乙酯提取物

的抑菌活性相近 , 但略小于乙酸乙酯提取物的抑

菌活性 , 其他提取物没有明显的抑菌活性 , 这进一

步验证了石油醚不能完全提取出大蒜的抑菌活性

成分。

在不同试剂分别提取方法中获得的鲜蒜提 取

物 , 乙酸乙酯提取物抑菌活性最高 , 石油醚提取物
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图 1 提 取 方 法 与 抑 菌 活 性 的 关 系
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抑菌活性其次 , 其他提取物有明显的抑菌活性 , 但

抑菌活性较低 , 说明 5 种试剂均能提取出大蒜的

有效抑菌活性成分 , 其中乙酸乙酯提取效率最高。

通过以上 3 种不同提取试剂和方法获得提取

物的抑菌活性研究可以得出 , 不同试剂分别提取

的方法能更有效的提取出大蒜的有效抑菌活性成

分 , 而乙酸乙酯则是大蒜有效抑菌活性成分的最

佳提取试剂 , 其提取物的抑菌活性明显高于其它

提取试剂。

2.2 提取材料对提取物抑菌活性的影响

抑菌圈活性检测结果显示 : 大蒜干粉不同试

剂分别提取方法中得到的提取液浓缩物中没有表

现出明显的抑菌活性 , 而鲜蒜提取物在该提取方

法中表现出明显的抑菌活性(图 1), 说 明 鲜 蒜 提 取

物 的 抑 菌 成 分 远 远 高 于 干 蒜 提 取 物 的 抑 菌 成 分 ,

同时也表明大蒜提取物抑菌成分可能不稳定。

2.3 提取温度对提取物抑菌活性的影响

大蒜提取物抑菌活性物质很不稳定 , 据报道

大 蒜 提 取 物 对 提 取 温 度 非 常 敏 感 , 60℃ 处 理 100

min, 100℃处理 10 min, 其活性显著降低 [10]。通过

不同提取温度下获得提取物进行抑菌圈活性检测

发现 , 温度对石油醚、乙酸乙酯和无水乙醇鲜蒜提

取物抑菌活性有明显影响 , 28℃下鲜蒜提取物抑

菌活性明显高于 80℃下鲜蒜提取物抑菌活性。因

此 , 提取大蒜抑菌活性成分时要注意提取温度不

能太高 , 以室温为宜。

2.4 大蒜酶处理对提取物抑菌活性的影响

大蒜酶酶解蒜氨酸产生含硫化合物是目前大

蒜提取物中报道最多的成分 , 也是大蒜提取物中

主 要 的 抑 菌 活 性 成 分 [11, 12]。 本 文 对 大 蒜 酶 高 温 失

活后获得的提取物进行抑菌圈活性检测 , 发现大

蒜 酶 80℃失 活 后 乙 酸 乙 酯 提 取 物 几 乎 没 有 抑 菌

活性 ; 而未失活(28℃)大蒜酶乙酸乙酯提取物抑菌

活性则很强(图 2), 说明提取物 中 的 主 要 抑 菌 活 性

成分不是完整大蒜本身含有的 , 是在大蒜粉碎过

程中大蒜酶的作用下产生的。同时发现未失活大

蒜 酶 乙 酸 乙 酯 和 水 提 取 物 均 有 非 常 好 的 抑 菌 活

性 , 且乙酸乙酯提取物的抑菌活性明显好于水提

提取物 , 这进一步说明乙酸乙酯是大蒜抑菌活性

成分的最佳提取试剂。

根 据 HPLC 结 果 可 以 看 到 大 蒜 酶 失 活 前 后 大

蒜水提物成分有明显的差别。大蒜酶失活后 , 提取

物 中 保 留 时 间 为 4.939 min 的 化 合 物 , 含 量 非 常

高 , 且在大蒜酶没有失活的提取物中几乎不含有 ,

是大蒜酶失活前特有的产物 , 结合前人报道 [8]和抑

菌活性分析 , 该化合物可能为蒜氨酸 ; 大蒜酶未失

活 时 , 提 取 物 中 保 留 时 间 为 3.692 min 和 14.236

min 的 化 合 物 , 在 大 蒜 正 常 提 取 产 物 中 含 量 非 常

高 , 而大蒜酶失活后几乎不含有 , 根据蒜氨酸在大

蒜 酶 作 用 下 的 反 应 过 程 和 前 人 报 道 [8, 13]分 析 这 两

种化合物可能为丙酮酸和大蒜素 , 丙酮酸是大蒜

素产生时的副产物 ; 大蒜油标品只有一个主峰 , 保

留时间为 15.960 min, 是化合物为稀丙基二硫 化

物 , 其是大蒜挥发油和提取物的主要成分。这些结

果表明 , 大蒜素是蒜氨酸在大蒜酶的作用下产生

的 , 是大蒜的主要活性成分。根据结果 , 大蒜提取

物中的成分随提取条件变化改变很大 , 原因是大

蒜活性成分中含有不稳定的氧或硫 , 在提取过程

中不断发生化学反应 , 生成一些新的化合物 , 并进

一步影响到提取产物的抑菌活性。

在大蒜粉碎或受到病原物等侵入时 , 大蒜 中

含有的蒜氨酸或 S- 烯丙基半胱氨酸亚砜 , 遇大蒜

酶分解产生大蒜素 , 大蒜素进一步分解产生各种

硫 醚 化 合 物 , 有 报 道 25℃时 大 蒜 酶 最 佳 酶 解 时 间

为 60 min, 也 有 报 道 23℃时 大 蒜 酶 30 s 内 可 酶

解 97%的蒜氨酸 , 还有报道常温时大蒜酶酶解蒜
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图 2 蒜 酶 失 活 与 抑 菌 活 性 的 关 系

图 3 大 蒜 酶 酶 解 时 间 和 抑 菌 活 性 的 关 系
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表 1 大 蒜 提 取 物 TLC 结 果

提取试剂 R1～R3 R4 R5～R7 R8～R11 R12～R18 R18 及以后

挥发油 ++ +++ ++ + - -
石油醚 ++ +++ ++ ++ - -
乙酸乙酯 ++ +++ ++ +++ ++ +
无水乙醇 + + + ++ ++ ++
75%乙醇 - - - ++ ++ +
50%乙醇 - - - ++ + +
蒜酶失活 / 水 - - - - - -
蒜酶 / 水 - - - + + ++
蒜酶失活 / 乙酸乙酯 - - - - - -
蒜酶 / 乙酸乙酯 - +++ + ++ ++ +

注:“- ”代表没有 ,“+”代表含量少 ,“++”代表含量一般 ,“+++”代表含量很高。

氨酸只需要几分钟 , 可见大蒜有效活性成分提取

过程中大蒜酶的作用时间会影响大蒜提取物的抑

菌活性。通过大蒜酶不同作用时间下获得的提取

物 进 行 抑 菌 圈 活 性 检 测 , 发 现 28℃时 大 蒜 酶 酶 解

大蒜组织碎片 120 min 后大蒜乙酸乙酯提取 物 抑

菌 活 性 明 显 降 低 ; 大 蒜 酶 酶 解 大 蒜 组 织 碎 片 0～

120 min 之 间 时 , 大 蒜 乙 酸 乙 酯 提 取 物 抑 菌 活 性

差 别 不 大 ; 大 蒜 酶 酶 解 大 蒜 组 织 碎 片 30～60 min

时 , 大蒜乙酸乙酯提取物抑菌活性偏高。所以 , 在

28℃提取大蒜抑菌活性成分时 , 大蒜酶酶解大蒜

组织碎片 30～60 min 为宜(图 3), 这与前述报道 [9]

基本吻合。

2.5 抑菌活性与提取物成分的关系

大 蒜 提 取 物 中 的 抑 菌 活 性 成 分 非 常 复 杂 , 包

括 大 蒜 素 、烯 丙 基 二 硫 化 物 、烯 丙 基 三 硫 化 物 、阿

霍烯和二噻烯等成分 , 但通过实验分析发现 , 大蒜

提取物中不仅仅是这些成分具有抑菌活性。通过

提 取 物 抑 菌 活 性 (图 1)和 TLC 结 果 (表 1)分 析 ,

R1～R18 及以后成分是大蒜提取物的主要抑菌活

性成分 , 因为蒜酶失活后的提取物几乎没有抑菌

活性(图 2), 也没有 R1～R18 及以后成分 ; R1～R7

是主要的抑菌活性物质 , 但其挥发性或易分解性

很强 , 抑 菌 圈 随 时 间 延 长 降 低 很 快(图 1); R8 以 后

的成分也有抑菌活性 , 且抑菌作用比较稳定 , 抑菌

圈 随 时 间 延 长 变 化 缓 慢 (图 1); 因 此 , 大 蒜 提 取 物

中的抑菌活性成分非常复杂 , 是多个成分的共同

抑菌作用 , 其中包括易挥发和易分解的化合物 , 也

包括稳定和不易挥发的化合物 , 其中易挥发含硫

化合物是主要的抑菌活性成分。

3 结 论

以番茄早疫病病原菌为指示菌 , 抑菌圈法为

提取物活性检测方法 , 筛选大蒜材料、大蒜提取方

法及提取试剂等条件 , 发现鲜蒜在室温粉碎后 , 放

入 28℃培养箱使大蒜酶酶解 30～60 min, 然后加

入乙酸乙酯试剂在 28℃震荡提取 12 h, 30℃旋转

蒸发器浓缩提取物 , 这样获得的提取物抑菌活性

最好。

同时 , 通过抑菌活性与 TLC 和 HPLC 检 测 结

果比较分析 , 证实大蒜提取物中的抑菌活性成分

是大蒜在粉碎过程中产生的 , 主要为大蒜酶酶解

蒜氨酸产生的大蒜素和大蒜素进一步分解产生的

其 他 含 硫 化 合 物 , 其 成 分 多 达 18 种 以 上 , 且 易 挥

发成分抑菌活性最好。
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(上 接 第 40 页)也较丰富。草原红牛是有计划地引入

优秀国外品种与本地蒙古牛杂交而育成的培育品

种 , 通过有效的选择和淘汰 , 在保持本地蒙古牛的

优秀遗传物质基础上又吸收了国外品种的优秀基

因 , 从而造成了草原红牛有较高的遗传多样性。夏

洛来牛、西门塔尔牛和利木赞牛属国外优秀品种 ,

经过长期近交和人工选育产生基因分离并使部分

等位基因丢失 , 座位多态性降低 , 从而使多态信息

含量降低。当位点不多、多态性不高时相应的样本

群体需要较大的取样个体数目。由于长期的近交

和人工选育产生近交分化 , 群体中不断淘汰不利

基因 , 纯化有利基因 , 使群体基因型趋于一致和纯

合 , 而导致了遗传基因多样性的低水平。

3.2 5 个群体间的亲缘关系分析

关于群体间遗传距离 , 从遗传学观点来看 , 遗

传距离最适宜测度应是单位长度核苷酸或密码子

的差数 , Nei 提出了一个从大量位点基因频率数据

估算每个位点平均密码子差数的统计方法。群体

间 遗 传 距 离 是 测 定 不 同 群 体 亲 缘 关 系 的 标 准 , 弄

清群体间亲缘关系远近又对了解群体间的分化程

度、利用杂种优势理论指导实际生产有着重要意

义。本实验通过计算出 5 个品种牛间的遗传距离 ,

从表 4 可以看出 , 草原红牛与蒙古牛间遗传距离

最 近 , 仅 有 0.278 6; 与 夏 洛 来 牛 的 遗 传 距 离 为

0.305 9; 与利木赞牛的遗传距离为 0.389 2; 与 西

门塔尔牛的遗传距离最大 , 为 0.418 4。证实了草

原红牛是由蒙古牛培育而成的 , 故草原红牛先和

蒙古牛聚为一类 , 再与夏洛来聚为一类 , 然后再与

利木赞聚为一类 , 最后与西门塔尔聚为一类。查阅

历史文献可知 , 以上结果与实际育种事实相符。草

原红牛是由短角牛和蒙古牛培育而成的。夏洛来

牛 原 产 于 法 国 中 部 、西 部 、东 南 部 , 1850 年 从 英 国

引入白短角牛进行杂交。利木赞原产于法国中部 ,

1850 年 开 始 培 育 。 由 于 地 理 位 置 缘 故 , 夏 洛 来 和

利木赞二者亲缘较近。而西门塔尔牛原产于阿尔

卑斯山区 , 以瑞士西部居多。公元前 5 世纪 , 瑞典

向瑞士西方移民 , 带来勾特牛 , 经与当地牛杂交和

选育 , 培育成现代品种 , 由于离中国距离较远故与

草原红牛遗传距离也最远。

4 结 论

本 研 究 以 草 原 红 牛 、蒙 古 牛 、夏 洛 来 牛 、利 木

赞牛和西门塔尔牛等 5 个群体为研究对象 , 经过

牛 血 液 或 肝 脏 基 因 组 DNA 的 提 取 、8 对 微 卫 星 引

物 的 PCR 扩 增 、 扩 增 产 物 的 聚 丙 烯 酰 胺 电 泳 分

型 、PPAP3.0 和 SPSS10.0 软 件 分 析 等 步 骤 分 析 了

各 位 点 等 位 基 因 大 小 、基 因 频 率 、标 记 基 因 型 、多

态信息含量和杂合度。结果表明 : 8 个微卫星位点

均属于高度多态性位点 , 用于微卫星的遗传标记

研究是较理想的 ; 草原红牛与西门塔尔牛之间遗

传 距 离 最 大 , 为 0.418 4; 与 蒙 古 牛 之 间 遗 传 距 离

最小 , 为 0.278 6, 与夏洛来牛、利木赞牛遗传距离

分别是 0.305 9 和 0.389 2。故草原红牛先和蒙古

牛聚为一类 , 再与夏洛来牛聚为一类 , 然后再与利

木赞牛聚为一类 , 最后与西门塔尔牛聚为一类。
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