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摘 要：采用甲醇冷浸提取法提取叶下珠次生代谢产物，并依次采用石油醚、乙酸乙酯和正丁醇萃取，得到不同

极性的提取物，通过 TLC–MTT–生物自显影法、菌丝生长速率法和 DPPH法测定叶下珠不同提取物的抗细菌、抗

真菌和抗氧化活性，采用高效液相色谱(HPLC)分析叶下珠不同提取物中次生代谢产物的分布情况。结果表明：叶

下珠乙酸乙酯和正丁醇层提取物均具有较好的抗细菌活性，对木麻黄青枯病菌的抑制活性强于阳性对照硫酸链霉

素；叶下珠乙酸乙酯层提取物的抗真菌和抗氧化活性较强，其 EC50和 IC50分别为(1.02±0.15) mg/mL、(20.14±0.58) 

μg/mL；高效液相色谱分析发现，叶下珠乙酸乙酯层提取物中的化合物主要集中在保留时间 9~12 min内。叶下珠

乙酸乙酯层提取物具有较强的抗细菌、抗真菌和抗氧化活性，可进一步作为活性成分分离和鉴定的候选资源。 
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Abstract: To determine the antimicrobial and antioxidant activities of different extracts from Phyllanthus urinaria, the 
distribution of active components in different polarities solvents were clarified preliminarily. The secondary metabolites 
were extracted by methanol, by petroleum ether, and by ethyl acetate and n-butanol ordinally. Their antibacterial 
activities of the different extracts from P. urinaria L. were determined by TLC-MTT-bioautography assay. The inhibitory 
activities against Colletotrichum gloeosporioides were determined by mycelium growth rate method. The antioxidant 
activities were determined by a micro-plate spectrophotometric method based on the reduction of DPPH. Furthermore, 
HPLC was used to analyze and detect the distribution of secondary metabolites in different extracts from P. urinaria. The 
extracts of ethyl acetate and n-butanol showed antibacterial activities. Its inhibitory activity against Ralstonia 
solanacearum was significantly stronger than that of the positive control. In addition, the extract of ethyl acetate 
demonstrated the strongest antifungal and antioxidant activities, with the EC50 value of (1.02±0.15) mg/mL and IC50 
value of (20.14±0.58) g/mL. It was found that the compounds of ethyl acetate extract from P. urinaria concentrated 
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within the retention time of 9-12 min mainly according to the HPLC-UV analysis. In a word, the ethyl acetate extracts of 
P. urinaria displayed obvious antibacterial, antifungal and antioxidant activities. Ethyl acetate extract could be further 
used as a candidate resource for the separation and identification of active components. 

Keywords: Phyllanthus urinaria; extracts; antimicrobial activities; antioxidant activities; high performance liquid 
chromatography 

 

叶下珠(Phyllanthus urinaria L.)为大戟科、叶下

珠属植物，又名珍珠草或真珠草，性温和，味苦涩，

具有清热解毒和消肿明目功效[1–3]。在民间，叶下

珠常被用来治疗黄疸、肝炎、肠炎和痢疾等疾病[4]。

叶下珠富含黄酮类、萜类及木脂素类等物质，具有

抗菌、抗氧化、抗癌、抗糖尿病以及保护心脏等作

用[5–10]。叶下珠作为一种重要的中草药，其药理作

用的研究已经比较成熟。前期的研究[3]表明，叶下

珠具有较强的抗氧化和抗细菌活性。叶下珠乙醇提

取物对DPPH自由基和亚硝酸盐具有较强的清除作

用[11]；从其丙酮提取物中分离出的香叶素也表现出

较强的抗氧化活性，IC50值为 1.27 μmol/L[12]；叶下

珠提取物对大肠杆菌、幽门螺旋杆菌、伤寒沙门氏

菌、痢疾志贺氏菌、蜡状芽孢杆菌、金黄色葡萄球

菌以及肠球菌等多种病原菌具有不同程度的抑制

活性[13–16]。而目前关于叶下珠提取物对农林病原菌

抑制活性的报道较少。本研究中，采用甲醇冷浸提

取法提取叶下珠次生代谢产物，用不同极性的石油

醚、乙酸乙酯和正丁醇依次萃取，获得叶下珠不同

提取物，并测定不同提取物对供试细菌和真菌的抗

菌活性以及抗氧化活性；通过高效液相色谱分析叶

下珠次生代谢产物在石油醚、乙酸乙酯和正丁醇层

中的分布情况，探索不同提取物中的次生代谢产物

与抗菌、抗氧化活性之间的关系，以期为植物病害

的防治提供新思路，为叶下珠的综合开发和利用提

供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 供试植物 

2018年 9—11月于广州市天河区华南农业大学
校园采集叶下珠，标本由华南农业大学林学与风景

园林学院郑明轩鉴定。 

1.1.2 供试菌株 

供试菌株包括 6种细菌和 1种真菌，分别为根
癌土壤杆菌(Agrobacterium tumefaciens，G–)、黄瓜
角斑病菌(Pseudomonas lachrymans，G–)、木麻黄青
枯病菌(Ralstonia solanacearum，G–)、枯草芽胞杆菌
(Bacillus subtilis，G+)、番茄疮痂菌 (Xanthomonas 
vesicatoria，G–)、大肠杆菌(Escherichia coli，G–)和油茶
炭疽病菌(Colletotrichum gloeosporioides)。以上菌株均
由华南农业大学林学与风景园林学院植物和微生

物健康实验室提供。 

1.1.3 实验仪器 

旋转蒸发器 OSB–2100(东京理化器械株式会
社)；LC–16 高效液相色谱仪(日本岛津)；Thermo 
Varioskan™ LUX多功能酶标仪(赛默飞世尔科技有
限公司)。 

1.2 方法 

1.2.1 叶下珠不同提取物的制备 

将采集的叶下珠全株洗净后剪碎，装入 1 L的
三角瓶，加入 3倍体积的甲醇，常温下冷浸提取 3
次，每次冷浸 7 d。将得到的甲醇提取液减压浓缩
后，加入 500 mL蒸馏水，充分溶解混合均匀，然
后分别用等体积石油醚、乙酸乙酯和正丁醇依次萃

取 3~7 次，浓缩萃取液，即得到石油醚、乙酸乙
酯和正丁醇层提取物，转入三角瓶，4 ℃冷藏，备
用[17]。 

1.2.2 抗细菌活性的测定 

采用TLC–MTT–生物自显影法测定叶下珠石
油醚、乙酸乙酯和正丁醇层提取物对供试细菌的抑

制活性[18]，通过计算Rf值初步评价3种提取物的抗
菌活性和极性大小，根据抑菌斑直径来评判抑菌活

性的强弱。 
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式中：D1表示抑菌斑与点样处之间的距离；D2

表示展开剂前沿与点样处之间的距离。 

1.2.3 抗氧化活性的测定 

采用 DPPH法测定叶下珠石油醚、乙酸乙酯和
正丁醇层提取物对 DPPH的清除率，以 IC50值表示

不同提取物的抗氧化能力[19]。精密称取 DPPH 20.0 
mg溶于 100 mL无水乙醇中，振荡摇匀，使其终质
量浓度为 200 μg/mL。用二甲基亚砜溶液(DMSO)
配置初始质量浓度为 12.5 mg/mL 的不同提取层的
样品母液，采用倍半稀释法依次稀释成质量浓度为

6.25 ~0.048 83 mg/mL的溶液，阳性对照 2, 6–二叔
丁基–4–甲基苯酚(BHT)初始质量浓度为 2 mg/mL，
采用相同方法稀释成 1~0.031 25 mg/mL 的阳性对
照溶液。然后向 96微孔板中加入 80 μL质量浓度为
200 μg/mL的 DPPH无水乙醇溶液和 20 μL系列浓
度的待测样品溶液或阳性对照溶液，振荡摇匀。在

37 ºC下水浴 30 min后，使用多功能酶标仪测定 517 
nm下的吸光值。以 20 μL DMSO溶液代替样品溶
液作为空白对照，每个处理 3个重复。供试样品对
DPPH清除率的计算公式如下： 

C=
c

sc

A
AA −

×100%。 

式中：C表示 DPPH清除率；Ac表示空白对照

的 OD517 nm；As表示样品溶液的 OD517 nm。 
运用 Excel绘图，将供试样品浓度取对数(X)，

清除率换算成机率值(Y)，最后计算出抗氧化活性
IC50值。 

1.2.4 抗真菌活性的测定 

采用菌丝生长速率法[20]测定叶下珠不同提取

物的抗真菌活性。用 30%的 DMSO 溶液配制石油

醚、乙酸乙酯和正丁醇层样品溶液，制成 100、50、

25、12.5、6.25、3.125 mg/mL 6个浓度梯度的母液；

再分别用移液枪取 1 mL不同浓度梯度的母液注入

29 mL灭菌后冷却至约 60 ℃的 PDA培养基中，摇

匀后均匀倒入 3个培养皿中，其终质量浓度依次为

3.33、1.67、0.83、0.42、0.21、0.10 mg/mL，不同

浓度梯度培养皿共计 18 个。以加入无菌水的培养

基平板作为空白对照，以 30%的 DMSO 溶液作为

阴性对照，以 98.4%的多菌灵为阳性对照，所有处

理均 3次重复。测定不同提取物对油茶炭疽病菌的

抑制活性，使用直径为 7 mm的打孔器在 25 ℃恒温

培养箱中生长 7 d的油茶炭疽病菌菌落边缘打取菌

饼，然后接种到不同样品处理的培养基平板上(菌丝

朝下)，放置于 25 ℃恒温培养箱中培养。待空白对

照组真菌菌落长至培养皿面积 2/3 时，采用十字交

叉法测量不同处理菌落生长直径，最后求出不同处

理的抑菌率。 

%100
1

21 ×
−

=
L

LLI 。 

式中：I 表示抑菌率；L1表示阴性对照菌落纯

生长量；L2表示处理菌落纯生长量(菌落平均直径与

菌饼直径差值)。 

所得数据运用 Excel 进行分析，得出毒力回归

方程，进而计算出 EC50值，并据此评判叶下珠不同

提取层提取物对油茶炭疽病菌的抑制活性。 

1.2.5 叶下珠不同提取物的高效液相色谱分析 

为进一步阐明叶下珠不同提取物中次生代谢

产物的情况，采用高效液相色谱(HPLC)对叶下珠石

油醚、乙酸乙酯和正丁醇层提取物进行分析。各称

取 20 mg浓缩蒸干后的不同提取物，加入 1 mL色

谱甲醇，超声溶解，再用 0.22 μm的有机滤膜过滤，

配制成质量浓度为 20 mg/mL的溶液，备用。流动

相为乙腈和水，流速为 1 mL/min，色谱柱温度为

40 ℃，进样量为 5 μL。石油醚层提取物的色谱条

件为：0~1 min，体积分数为 50%的乙腈等度洗脱；

>1~16 min，乙腈由 50%线性递增到 100%；>16~21 

min，100%乙腈等度洗脱；>21~28 min，使用 50%

乙腈对色谱柱进行平衡。乙酸乙酯层提取物的色谱

条件为：0~1 min，10%的乙腈等度洗脱；>1~16 min，

乙腈由 10%线性递增到 80%；>16~17 min，乙腈由

80%线性递增到 100%；>17~22 min，100%乙腈等

度洗脱；>22~29 min，使用 10%乙腈对色谱柱进行

平衡。正丁醇层提取物的色谱条件为：0~1 min，10%

乙腈等度洗脱；>1~16 min，乙腈由 10%线性递增

到 50%；>16~17 min，乙腈由 50%线性递增到 100%；

>17~22 min，使用 10%乙腈对色谱柱进行平衡。采

用紫外检测器 254 nm通道采样。 
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2 结果与分析 

2.1 不同提取物的抗细菌活性 

从表 1可以看出，叶下珠不同提取物均具有一
定的抗细菌活性，但对不同供试细菌的抑制活性不

同。其中，乙酸乙酯和正丁醇层提取物对所有供试

细菌均表现出抑菌活性，而石油醚层提取物对除黄

瓜角斑病菌之外的 5种供试细菌表现出抑制活性。
进一步分析发现，乙酸乙酯和正丁醇层提取物的抑

菌活性明显强于石油醚层提取物。乙酸乙酯和正丁

醇层提取物对根癌土壤杆菌、木麻黄青枯病菌和大

肠杆菌均表现出较强的抑制能力，抑菌斑直径均大

于 10 mm。此外，乙酸乙酯层提取物对番茄疮痂菌
的抑菌斑直径也大于 10 mm，而正丁醇层提取物对
枯草芽孢杆菌的部分抑菌斑直径大于 10 mm。石油
醚层提取物对所有供试细菌的抑菌斑直径均小于

10 mm。叶下珠不同提取物对木麻黄青枯病菌表现
出较好的抑制活性，乙酸乙酯和正丁醇层的抑菌斑

直径均大于阳性对照硫酸链霉素。 
Rf值与化合物的极性密切相关。Rf值越大，极

性越大；Rf值越小，极性越小。从表 1可以看出，
乙酸乙酯层提取物中具有抗菌活性的化合物其 Rf

值在 0.00～0.25时，对所有的供试细菌均表现出抑
制活性；Rf值在 0.83～1.00时，仅对根癌土壤杆菌、
番茄疮痂菌和枯草芽孢杆菌表现出抑制活性。正丁

醇层提取物中的抑菌活性物质 Rf 值多集中在

0.00～0.50和 0.83～1.00，其中 0.00～0.50内的化
合物抑菌活性更强。石油醚层提取物中具有抗菌活

性的化合物 Rf 值范围更小，主要集中在 0.00～
0.08、0.33～0.37和 0.43～0.47内，主要是一些极
性相对偏大的物质。不同提取物对革兰阳性菌和革

兰阴性菌的抑制活性无明显差异。综上所述，叶下

珠次生代谢产物对 6 种供试细菌均具有较强的抑
制活性，且抑菌活性成分主要存在于乙酸乙酯和正

丁醇层提取物中。 

表 1 叶下珠不同提取物对不同供试细菌的抑制活性 
Table 1 Antibacterial activities for different crude extracts from Phyllanthus urinaria 

Rf值 
供试样品 

根癌土壤杆菌 木麻黄青枯病菌 番茄疮痂菌 枯草芽孢杆菌 黄瓜角斑病菌 大肠杆菌 

石油醚层 0.00~0.05+; 
0.33~0.37+; 
0.43~0.47+ 

0.00~0.08++ 0.00~0.50++ 0.00~0.08++; 
0.25~0.28+; 
0.42~0.45+ 

– 0.00~0.33+; 
0.37~0.75+ 

乙酸乙酯层 0.00~0.25+++; 
0.83~1.00+++ 

0.00~0.22+++ 0.00~0.25+++; 
0.83~1.00+++ 

0.00~0.20++; 
0.83~1.00++ 

0.00~0.25++ 0.00~0.25+++ 

正丁醇层 0.00~0.50+++; 
0.83~1.00+++ 

0.00~0.42+++ 0.00~0.93++ 0.00~0.47++; 
0.83~1.00+++ 

0.00~0.37++ 0.00~0.33+++ 

硫酸链霉素 +++      ++ +++ +++ ++ +++ 

石油醚层提取物展开剂中石油醚与丙酮的体积比为 3∶1；乙酸乙酯和正丁醇层提取物展开剂中氯仿与甲醇的体积比为 3∶1。“–”

示无抑菌活性；“+”示抗菌斑点最大直径 d＜5 mm，“++”示 5≤d＜10 mm，“+++”表示 d≥10 mm；阳性对照为硫酸链霉素，且仅在原点

点样。  

2.2 不同提取物的抗真菌活性 

叶下珠不同提取物的抗真菌活性结果(表 2)表
明，乙酸乙酯层提取物对油茶炭疽病菌的抑制活性

最好，EC50值为(1.02±0.15) mg/mL；其后依次是正
丁醇和石油醚层提取物，EC50值分别为(3.86±0.52) 
mg/mL和(3.99±0.24) mg/mL。但叶下珠不同提取物
对油茶炭疽病菌的抑制能力明显弱于阳性对照多

菌灵。 

表 2 叶下珠不同提取物对油茶炭疽病的抑制活性 
Table 2  Antifungal activities of different crude extracts from 

Phyllanthus urinaria 

供试提取物 EC50/(mg·mL–1) 

石油醚层 3.99 ± 0.24 

乙酸乙酯层 1.02 ± 0.15 

正丁醇层 3.86 ±0.52 

多菌灵 (0.35 ± 0.03)×10–3 
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2.3 不同提取物的抗氧化活性 

叶下珠不同提取物的抗氧化活性结果(表 3)表
明，叶下珠不同提取物均表现出一定的抗氧化活

性，其中乙酸乙酯层提取物抗氧化活性最强，IC50

值为(20.14±0.58) μg/mL，强于阳性对照 BHT；其
次是正丁醇层提取物；石油醚层提取物的抗氧化活

性最弱。以上结果表明叶下珠中具有抗氧化活性的

物质主要分布于乙酸乙酯层提取物中。 

表 3  叶下珠不同提取物的抗氧化活性 
Table 3 Antioxidant activities of different crude extracts 

from Phyllanthus urinaria 

供试提取物 IC50/(μg·mL–1) 
石油醚层 170.40 ± 1.16 
乙酸乙酯层  20.14 ± 0.58 
正丁醇层  96.05 ± 2.19 
BHT  40.93 ± 0.91 

 

2.4 不同提取物的高效液相分析 

叶下珠不同提取物在质量浓度均为 20 mg/mL
时的 HPLC–UV色谱图如图 1所示。从图 1可以看
出，在波长 254 nm 下，叶下珠石油醚、乙酸乙酯
和正丁醇层提取物均含有一定量的次生代谢产物，

但次生代谢产物在不同极性的溶剂中分布有差异。

正丁醇层次生代谢产物的数量虽高于乙酸乙酯层

和石油醚层，但在 254 nm下的吸收丰度相对较低，
明显低于乙酸乙酯层提取物。乙酸乙酯层提取物在

保留时间 9~12 min内存在 3个主要的化合物，由于
吸收丰度较高，可能掩盖了含量较低的化合物。本

研究结果表明，乙酸乙酯和正丁醇层提取物表现出

较强的抗细菌活性，其中乙酸乙酯层提取物的抗氧

化和抗真菌活性最强，其活性是否与这些含量较高

的化学成分有关，还需要更深入的研究和探讨。 

       
0    1     2    3    4    5    6     7    8    9   10   11   12   13   14   15   16   17   18   19   20 

保留时间/min 

a 石油醚层；b 乙酸乙酯层；c 正丁醇层。 

图 1 叶下珠不同提取物的 HPLC–UV 色谱图 
Fig.1 HPLC-UV chromatograms for different crude extracts from Phyllanthus urinaria  

3 结论与讨论 

植物次生代谢产物及其衍生物一直是开发新

型天然活性药物的重要来源[5]。本研究中，以常见

的植物病原细菌和真菌作为供试靶标，分别采用

TLC–MTT–生物自显影法和菌丝生长速率法测定

了叶下珠不同提取物的抗细菌和抗真菌活性。

TLC–MTT–生物自显影法是一种快速有效的筛选

活性提取物的方法，可根据斑点的 Rf值来初步评价

样品中化合物的数量和极性，根据斑点的大小来初

步评价化合物的活性，简单直观地显示样品中的生

物活性成分[21]。结果表明，乙酸乙酯和正丁醇层提

取物对不同供试细菌均表现出较强的抑制能力，表 

现出广谱的抑菌活性，同时对木麻黄青枯病菌的抑

菌活性明显强于阳性对照硫酸链霉素；乙酸乙酯层

提取物对油茶炭疽病菌具有较好的抑制活性，EC50

值为(1.02±0.15) mg/mL，但与阳性对照多菌灵相比
还具有明显差距。抗氧化活性的结果表明，乙酸乙

酯层提取物抗氧化活性最强，IC50值为(20.14±0.58) 
μg/mL，其次是正丁醇层的，石油醚层的最弱，这
与陈良华等[22]的研究结果一致。其较强的抗氧化活

性可能与叶下珠乙酸乙酯层提取物中富含黄酮类、

单宁、酚酸类和木脂素类物质有关[23–27]。从叶下珠

乙酸乙酯和正丁醇层提取物中筛选抗菌活性成分，

这为植物病害的生物防治提供了新的思路，且叶下

珠所具有的低毒性也使其应用开发成为可能[28]。 
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