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苦丁茶多糖活性成分动态累积及其抑菌活性
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摘  要：目的：研究苦丁茶（Ilex kudingcha C. J. Tseng.）中主要抑菌活性成分多糖在不同采收月份的动态累积规

律。方法：将不同采收期的苦丁茶叶水浴回流提取3 次，用杯碟法分别测定其对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和绿脓

杆菌3 种菌的抑菌圈直径，比较不同采收期苦丁茶水提物抑菌圈直径大小，确定最佳采收期。通过苯酚硫酸法测定

不同采收期苦丁茶提取物中多糖含量，分析多糖含量与苦丁茶抑菌能力之间相关性；同时采集不同采收期红外光

谱，分析与多糖相关的特征峰强度变化规律及其与抑菌活性之间的相关性。结果：在一年的不同月份生长期内，苦

丁茶多糖含量在1—3月份逐渐增加，4月份达到最大值96.6 mg/g，然后呈缓慢下降的趋势，7—10月变化不大，11月

份后含量显著降低，12月达到全年最低值47.7 mg/g。苦丁茶水提物对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和绿脓杆菌3 种菌

的抑制作用在4月份最大， 12月份最小，与苦丁茶多糖含量的变化规律基本一致。结论：苦丁茶抑菌活性多糖成分

4月份含量最高，为最佳采收期；苷类和多糖为苦丁茶抑菌活性成分。
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Abstract: Purpose: To investigate the dynamic accumulation pattern of the main antibacterial constituent, polysaccharides 

in Kudingcha collected at different months. Methods: Kudingcha was subjected to reflux extraction on a hot water bath 

and the process was repeated for three times. The cylinder plate method was used to measure the antimicrobial capacity. 

The diameter of inhibition zone was used to determine the optimal harvest time for Kudingcha. The sugar content was 

determined by the phenol sulfuric acid method. The correlation between polysaccharides and antibacterial activity was 

evaluated. The fingerprint spectra of Kudingcha aqueous extract obtained by Fourier transform infrared spectroscopy 

(FTIR) were studied and the correlation between characteristic peaks and antibacterial activity was evaluated. Results: The 

polysaccharide content in Kudingcha increased gradually during the first three months, and reached the peak of 96.6 mg/g 

in April. Then, it declined gradually to the lowest level of 47.7 mg/g in December. The greatest diameters of inhibition zone 

of Escherichia coli, Staphyloccocus aureus Rosenbach, Pseudomonas aeruginosa were observed when exposed to aqueous 

extract of Kudingcha harvested in April, and the lowest level when exposed to Kudingcha harvested in December. This trend 

was similar to the observation for polysaccharide content. Conclusion: The content of antibacterial components is at the 

highest level in Kudingcha harvested in April, and the best harvest period is in April. Glycosides and polysaccharides are 

antibacterial components in Kudingcha.
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苦丁茶冬青（Ilex kudingcha C. J. Tseng.）作为一

种广西道地主产的药食两用的大宗优势产品，早已成为

广西乃至我国华南地区的传统特色产品。研究表明，饮

用苦丁茶具有清热解毒、杀菌消炎、健胃消积、止咳化

痰、生津止渴、提神醒脑、明目益智和抗辐射、抗衰

老、活血脉、调节血脂等生理活性[1]，民间应用历史悠

久。利用苦丁茶的抑菌作用，民间常在饲料中添加苦丁

茶叶以预防鸡瘟，且常饮用苦丁茶可达到清除口腔牙周

病原菌[2]、抑制幽门螺旋杆菌生长，治疗慢性胃炎等药理

效果[3]。随着人类社会的发展，抗生素、激素大量不合理

的使用，会对人体健康造成损害，近年来科学工作者已

经转向中草药中有效天然抑菌成分的研究，从天然中草

药中筛选食品添加剂也越来越受到国内外学者的广泛关

注[4-5]。苦丁茶中含有多种药效成分和营养成分，主要为

皂苷、黄酮、多糖等化学成分，如槲皮素、山奈素、熊

果酸、齐墩果酸、苦丁茶多糖、多种微量元素等[6-9]。这

些成分为苦丁茶中天然抑菌成分、天然食品添加剂的筛

选提供了物质基础[10]，且苦丁茶为日常饮用品，长期安

全使用无毒副作用。林雄平等[11]以及本实验前期研究表

明，苦丁茶抑菌的抑菌活性与其茶多糖含量密切相关，

但尚未见有关苦丁茶抑菌活性和多糖含量随季节变化规

律的报道。本研究采用杯碟法测定不同采收期苦丁茶提

取物的抑菌能力，比较不同采收期苦丁茶多糖含量和抑

菌活性的相关性，为确定苦丁茶原材料的适宜采收期，

并为更好地综合评价苦丁茶原材料的质量提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与菌种

苦丁茶样品于2011年7月采自广西南宁市地委大院，

树龄25 年，经广西中医药研究院赖茂祥研究员鉴定为冬

青科冬青属苦丁茶冬青（Ilex kudingcha C. J. Tseng.），

采2 年枝条成熟叶，采回后阴干，取其干燥叶片粉碎、烘

干，置于干燥器保存待用。

硫酸（分析纯） 廉江市爱廉化试剂有限公司； 

MH琼脂培养基、MH肉汤、营养肉汤均为广东环凯公

司；牛津杯 河北新乡精密仪器厂；0.22 μm微孔滤膜   

天津津腾公司。

大肠杆菌（Escherichia coli）（ATCC44102）；

金黄色葡萄球菌（Staphyloccocus aureus Rosenbach）

（ATCC26003）；绿脓杆菌（Pseudomonas aeruginosa）
（ATCC27583）购自美国模式培养物集存库（American 

Type Culture Collection）。

1.2 仪器与设备

UV-2601双光束紫外-可见分光光度计 北京瑞利

分析仪器公司；SW-CJ-1FD超净工作台 苏州净化设备

厂；DW-40L92药品保存箱 青岛海尔公司；RE-52AA

旋转蒸发器 上海亚荣生化仪器厂；SHB-III型循环水

式真空泵 郑州长城科工贸有限公司；HPX-9082MBE

数显电热培养箱  上海博迅实业有限公司；SIGMA 

1-15P离心机 德国Sigma公司；TS-100B恒温摇床 上

海天呈科技有限公司；Nicolet 5700傅里叶变换红外光谱

仪（fourier transform infrared spectrometer，FT-IR） 美

国Thermo公司；FW-4A型压片机 天津光学仪器厂；

Mettler Toledo XS105DU超越型分析天平 瑞士梅特勒-

托利多公司。

1.3 方法 

1.3.1 苦丁茶样品溶液的制备

精确称取不同采收期苦丁茶粉末5 . 0 0  g，加入

300 mL水，于100 ℃水浴锅回流提取3 次，每次2.4 h。

冷却，过滤合并滤液，浓缩，挥干，水定容于10 mL

容量瓶备用，过0.22 μm微孔滤膜，得供试品，此时质

量浓度为0.5 g/mL的苦丁茶。每个采收期样品做3 次重

复，结果取其平均值。

1.3.2 杯碟法测定苦丁茶样品溶液对细菌的生长抑制作用

将3 个菌株分别培养至对数生长期，离心，取下

层，用无菌生理盐水调至OD600 nm值为0.1。大肠杆菌

菌液按照1∶100（V/V）稀释，吸取50 μL；金黄色葡萄

球菌1∶1 000倍稀释，吸取30 μL；绿脓杆菌1:100 倍稀

释，吸取40 μL。将菌液均匀涂布于MH琼脂平板表面，

稍干后将3 个牛津杯等距离放置于琼脂表面，向牛津杯

中定量加入200 μL 0.5 g/mL苦丁茶提取液，4 ℃冰箱放

置10 h使其扩散，再置于35 ℃恒温箱培养18～20 h，观

察并测量抑菌圈直径，每个药物抑菌实验重复3 次，结

果取其平均值。

1.3.3 苯酚硫酸法测定苦丁茶不同采收期多糖含量

1.3.3.1 葡萄糖标准曲线的制备

精密称取无水葡萄糖纯品，去离子水定容于100 mL

容量瓶中，分别吸取葡萄糖溶液0、0.4、0.6、0.8、1.0、

1.2、1.4、1.6、1.8 mL，去离子水补足至2.0 mL，加入

6%苯酚1.0 mL及浓硫酸5.0 mL，静置10 min，摇匀，室

温放置20 min后，480 nm波长处测定吸光度，以吸光度

为纵坐标，葡萄糖浓度为横坐标绘制标准曲线。

1.3.3.2 换算因素的测定

称取苦丁茶10 g，置圆底烧瓶中，加水300 mL，

100 ℃水浴锅回流提取4 次，每次2.4 h。冷却，过滤，合

并滤液，浓缩至50 mL。95%乙醇沉淀多糖，用乙醚-丙

酮-无水乙醇溶剂系统反复冲洗，真空低温干燥。得苦丁

茶粗多糖。

1.3.3.3 苦丁茶多糖含量的计算

精确称取干燥至恒重的苦丁茶粗多糖3 份，定容于

100 mL容量瓶，得原始质量浓度为ρ1、ρ2、ρ3的苦丁茶多
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糖。取2 mL按照苯酚硫酸法测定其吸光度A1、A2、A3，

根据标准曲线将A1、A2、A3换算成苦丁茶多糖换算质量浓

度ρ1*、ρ2*、ρ3*，则：

F =

ρ1

3

ρ3

ρ1* ρ2*

ρ2

ρ3* 	 （1）

/ g/mL =
ρ* F

	（2）

式中：ρ*为标准品中苦丁茶多糖含量。

1.3.3.4 苦丁茶样品中多糖含量测定

吸取不同采收期提取液10 μL，水稀释至2 mL，然后

按照1.3.3.3节方法测定苦丁茶样品中多糖含量。

1.3.4 FT-IR法测定

采用湿法拌样，取1.3.1节制备的不同采收期苦丁茶

供试品溶液10 μL，加入200 mg光谱纯KBr中搅拌均匀，

再置于烘箱中，60 ℃恒温干燥24 h，备用。压片成厚度

约1 mm的锭片，将锭片放入红外光谱仪测定，每个片随

机扫3 个不同的点，再取其平均谱图作为最后的样品谱

图。实验测试条件：光谱范围4 000～400 cm-1；光谱分辨

率4 cm-1；扫描次数32 次，平行实验3 次。红外实验室环

境保持恒温恒湿，温度25 ℃，相对湿度30%，以保证实

验环境的稳定性。

1.3.5 红外光谱数据处理

采用OMNI E.S.P.51 智能操作软件进行红外谱图数据

处理。每个样品测定前均对背景进行扫描，对得到的红

外光谱进行基线校正和9 点S-G平滑滤波，为了尽可能的

消除人为因素的影响，还需对光谱数据做归一化处理，

本实验采用了的归一化方法为标准正态变量，最后确定

峰值和吸光度。

2 结果与分析

2.1 不同采收期苦丁茶多糖含量及其抗菌活性

由表1可知，苦丁茶多糖含量随着气温回升不断增

加，4月份达到最高，平均达96.6 mg/g，然后呈缓慢下降

的趋势，7—10月之间多糖含量差异不显著，11月份后，

苦丁茶多糖含量显著降低，并于12月达到全年最低值，

只有47.7 mg/g。在一年的不同月份生长期内，苦丁茶提

取物对大肠杆菌的抑菌活性1月较大，2、3月份减小，4

月显著增加，并达到全年最高值，之后逐月减小，11月

略有增加，12月达到全年最低值；金黄色葡萄球菌和绿

脓杆菌的抑菌活性与大肠杆菌的抑菌活性类似，4月份最

大，之后逐月减小，12月份最低，与苦丁茶多糖含量的

变化规律基本一致。对苦丁茶提取物的抗菌活性与多糖

含量测定结果进行相关性分析，结果显示，苦丁茶提取

物多糖含量与大肠杆菌、金黄色葡萄球菌抑菌活性相关

系数均大于0.836，与绿脓杆菌抑菌活性相关系数是0.726

（表2），表明苦丁茶中的多糖与其抗大肠杆菌和抗金黄

色葡萄球菌的能力密切相关，与抗绿脓杆菌的能力有较

大的相关性，多糖是苦丁茶主要的抑菌活性成分。

表 1 不同采收期苦丁茶提取物多糖含量及其对3 种菌的抑菌活性

Table 1 Diameters of the inhibition zones of three bacteria when exposed 

to aqueous extract of Kudingcha harvested in different growth phases 

采收时间
多糖含量/
（mg/g）

抑菌圈直径/mm

大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 绿脓杆菌

1月 68.33±5.46 22.00±1.60 37.57±1.01 18.20±0.22

2月 60.84±5.71 17.23±1.49 38.23±1.30 13.63±3.72

3月 73.00±10.17 18.03±0.40 37.87±0.86 24.46±2.17

4月 96.60±7.07 24.87±0.23 43.09±0.44 32.07±1.86

5月 82.40±11.35 23.23±0.72 40.37±1.39 29.02±0.89

6月 76.70±3.78 22.61±1.07 40.23±0.99 29.67±1.46

7月 69.20±6.92 21.27±0.16 35.24±1.14 23.65±1.18

8月 67.40±7.49 22.21±0.94 34.88±1.23 26.87±1.33

9月 67.10±11.58 21.03±1.70 33.75±1.76 20.48±1.34

10月 56.90±6.84 19.15±0.86 35.65±0.53 22.85±1.30

11月 70.80±8.64 21.96±0.22 35.17±0.50 22.62±0.45

12月 47.70±11.39 15.41±1.01 31.21±0.26 21.92±1.49

表 2 不同采收期苦丁茶提取物多糖含量及红外光谱特征峰与其抑菌作

用的相关性分析

Table 2 Correlation of antibacterial activity with polysaccharide 

content as well as IR characteristic peaks for aqueous extract of 

Kudingcha harvested in different growth phases

项目 大肠杆菌抑菌圈直径 金黄色葡萄球菌抑菌圈直径 绿脓杆菌抑菌圈直径

多糖含量 0.836** 0.856** 0.726**

806 cm-1 0.195 0.627* 0.067

1 277 cm-1 0.728** 0.896** 0.412

1 523 cm-1 0.735** 0.915** 0.522

1 735 cm-1 0.703* 0.765** 0.321

注：*. P ＜ 0.05 水平上显著相关；**. P ＜ 0.01 水平上显著相关。

2.2 苦丁茶不同采收期红外光谱分析

由于4 000～2 000 cm-1波数范围内存在着明显的H2O

和CO2的吸收峰，且在这区域内的吸收峰多为合频峰，特

征性不强。按吸收峰的来源，可以将4 000～400 cm-1的红

外光谱图大体上分为特征频率区（4 000～1 300 cm-1）以

及指纹区（1 300～400 cm-1）两个区域。其中特征频率

区中的吸收峰基本是由基团的伸缩振动产生，数目不是

很多，但具有很强的特征性，主要用于鉴定官能团。指

纹区的情况不同，该区峰多而复杂，没有强的特征性。

当分子结构稍有不同时，该区的吸收就有细微的差异。

指纹区对于区别结构类似的化合物很有帮助。故本实验

红外光谱数据分析时主要采用1 800～400 cm-1区波段。

由图1可知，根据相似相溶原理，水提物中所含物质极

性比较大，根据红外光谱吸收峰的归属，1 735 cm-1为羰

基吸收峰[12]，1 601 cm-1附近为芳环骨架振动吸收峰[13]，

其中1 601 cm-1的芳环为非极性结构，结合相似相容原理
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的结论推测该物质可能为芳环骨架与强极性物质结合，

例如糖基，以苷类形式存在。故1 735、1 601 cm-1表征

了苦丁茶水提物中可能含有黄酮苷、皂苷等苷类物质。

1 523、1 454、1 392 cm-1是来甲基、亚甲基C—H弯曲

振动的结果[14-16]，1 277、1 124 cm-1部分来自C—C伸缩

振动的吸收部分来自C—N伸缩振动的吸收[17]。1 083、

991 cm-1的强吸收峰是C—O振动的吸收峰[16]，900 cm-1

以下的吸收峰则是糖环骨架振动吸收峰[18]。综上所述，

苦丁茶水提物中主要含有多糖类、苷类物质，这与前人

研究结果一致[14-16]。
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图 1 1－12月苦丁茶水提物的红外光谱图

Fig.1 FT-IR spectra of aqueous extract of Kudingcha 
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图 2 1－12月苦丁茶水提物红外光谱特征峰强度变化趋势

Fig.2 FT-IR characteristic peaks of aqueous extract of Kudingcha

1 735 cm-1为羰基吸收峰，1 523 cm-1为甲基、亚甲

基弯曲振动吸收峰 [19]，1 277 cm-1为C—C伸缩振动的

吸收[20]，也可能有部分来源于C—N伸缩振动吸收[21]，

806 cm-1为糖环骨架振动吸收峰[22]，这4 个吸收峰均能指

代多糖中的各特征基团，比较图2与表1中多糖含量的结

果可知，这4 个特征峰强度变化的趋势与苦丁茶水提物对

大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和绿脓杆菌的抑菌活性的变

化趋势基本一致，都是4月为全年最高，而12月为全年最

低。其中1 735 cm-1在6—10月变化较小，呈缓缓下降的趋

势，与大肠杆菌的抑菌圈直径变化趋势一致。1 523 cm-1

在7月有较强减弱趋势，其余月份变化平缓，这与金黄色

葡萄球菌的抑菌圈直径变化趋势相似。1 277 cm-1在6、

8月处于稳定期，但5、7月下降趋势明显，这与绿脓杆

菌的抑菌圈直径变化趋势一致。806 cm-1在5月有下降之

后，直到10月变化都不明显，但与其他峰一致的是4月为

全年最高值，12月为全年最低值，这与3 种菌的抑菌圈直

径结果一致。同时1 735、1 523、1 277、806 cm-1 4 个特

征峰也是苦丁茶中苷类成分和多糖成分的特征峰。

通过SPSS17.0软件对不同采收期红外特征峰1 735 、

1 523、1 277、806 cm-1的峰强度与其对大肠杆菌、金黄

色葡萄球菌和绿脓杆菌的抑菌圈直径进行双变量相关分

析，结果显示（表2），806 cm-1特征峰与金黄色葡萄球

菌的抑菌圈直径显著相关，与大肠杆菌抑菌圈直径低度

相关，与绿脓杆菌的抑菌圈直径没有相关性。1 277、

1 523 cm-1特征峰与金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径极显著

正相关，与大肠杆菌中度相关，与绿脓杆菌抑菌圈直径

也具有弱相关性。1 735 cm-1特征峰与大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌的抑菌圈直径相关性显著，与绿脓杆菌抑菌圈

直径的相关性较弱。双变量相关分析结果表明多糖，或

连接有多糖的苷类物质为苦丁茶的抑菌活性成分。

3 结 论

通过不同采收期苦丁茶提取物对3 种菌的抑菌圈直

径比较可知，苦丁茶水提物对大肠杆菌的抑菌圈直径在

1、4、8、11月有显著增长，对金黄色葡萄球菌的抑菌圈

直径在4、9月有显著增长，对绿脓杆菌的抑菌圈直径在

3、4、8月有显著增长。虽然3 种菌的抑菌圈直径全年增

长月份不相同，但均为4月份为抑菌圈直径最高月，且对

3种菌的抑菌圈直径全年最低值均为12月。

苦丁茶抑菌活性成分4月份含量最高，苦丁茶花期为

4、5月份，这证明了中药叶类采收多在植物光合作用旺

盛期，开花期采收的合理性。12月温度低，苦丁茶生长

不活跃，植物代谢能力降低，故苦丁茶的抑菌能力为全

年最低值。

虽然中药混合物中各种成分的叠加谱相互之间有干

扰，但从总体变化趋势来看，苦丁茶多糖含量、苦丁茶

水提物红外光谱特征峰强度变化趋势与苦丁茶对3 种菌抑

菌圈直径的变化趋势基本一致，苦丁茶中抑菌活性成分

可能为苷类成分和多糖，这与前人研究结果一致[10]。

综上，广西苦丁茶冬青中抑菌活性成分含量在春季
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较高，在冬季较低。因此，苦丁茶的最佳采收期应该为

春季。本实验初步揭示了不同生长季节苦丁茶中抑菌活

性成分含量的变化规律，结果提示在苦丁茶的利用上，

应重视其不同季节所含的成分变化，根据苦丁茶不同有

效成分的功效，合理安排采收时间以利于苦丁茶资源开

发及临床应用。
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