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（Ｌａｍｉａｃｅａｅ）迷迭香属（Ｒｏｓｍａｒｉｎｕｓ Ｌｉｎｎ．），为常绿灌木，原产

于沿地中海国家，现广泛种植于世界各地。 该植物主要含有

萜酚类、酚酸类、黄酮类和三萜酸类成分［１－２］ ，其中，迷迭香叶

中含有的熊果酸等三萜酸类成分具有显著的抗炎、抗菌和抗

肿瘤等活性［１，３－５］ ，但目前不同研究者从迷迭香叶中分离的三

萜酸类成分存在差异，如：Ａｌｔｉｎｉｅｒ 等［２］ 确定迷迭香叶中具有

抗炎活性的三萜酸类成分为熊果酸、齐墩果酸、Δ２０（３０） －烯－熊
果酸和 Δ２０（３０） －烯－熊果酸甲酯；Ｍａｒｔíｎｅｚ 等［５］确定迷迭香叶中

具有镇痛活性的三萜酸类成分为熊果酸、齐墩果酸和 Δ２０（３０） －
烯－熊果酸；还有研究者［３，６］ 报道迷迭香叶含有熊果酸、齐墩

果酸和白桦脂酸。
作者所在课题组发现迷迭香叶中鼠尾草酸具有显著的抗

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）活性［７］ ，鉴于新型抗多

重耐药菌（ＭＤＲＯｓ）药物研发的迫切性，为进一步明确迷迭香

叶中三萜酸类成分及其抑菌活性，作者对迷迭香叶乙醇提取

物中的三萜酸类成分进行了分离和鉴定，并以 ＭＲＳＡ 和大肠

杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ）为指示菌，对各成分的抑菌活性进行分

析，以期为迷迭香叶的药效研究和产业化开发等提供基础研

究数据。

１　 材料和方法

１ １　 材料

供试迷迭香鲜叶采自江西农业大学迷迭香种植基地，
６０ ℃鼓风干燥后粉碎成粗粉 ２ ７ ｋｇ，备用。

主要仪器：Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱仪和 Ｗａｔｅｒｓ １５２５ＥＦ
半制备液相色谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＡＢ Ｓｃｉｅｘ ＴｒｉｐｌｅＴＯＦＴＭ

５６００ 高分辨率质谱仪（美国 ＡＢ Ｓｃｉｅｘ 公司）。
主要试剂：熊果酸、齐墩果酸和白桦脂酸对照品购自海南

舒普生物科技有限公司；万古霉素（纯度大于 ９８％）购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司；左氧氟沙星（纯度 ９７％）购自
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美国 Ａｒｋ Ｐｈａｒｍ 公司；ＭＨＡ 固体培养基和 ＭＨＢ 液体培养基购

自青岛海博生物技术有限公司；甲醇和乙腈为色谱纯，水为去

离子水，其余试剂均为分析纯； ＭＲＳＡ ＡＴＣＣ３３５９２ 菌株由美国

典型培养物保藏中心提供，ＭＲＳＡ ＨＫ０１、ＭＲＳＡ ＨＫ０２、ＭＲＳＡ
ＨＫ０３ 和 Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２ 菌株由海南省人民医院提供，其中，
ＭＲＳＡ 为革兰氏阳性菌株，Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２ 为革兰氏阴性菌株。
１ ２　 方法

１ ２ １　 供试溶液制备和 ＨＰＬＣ 分析

１ ２ １ １　 样品溶液制备　 称取样品粉末 １ ０ ｇ，分别用 ３０ 和

２０ ｍＬ 无水乙醇超声提取 ２ 次，每次 １５ ｍｉｎ，过滤，合并滤液，
４５ ℃减压浓缩；残渣用 １ ０００ μＬ 甲醇超声溶解，０ ４５ μｍ 有

机相滤头压滤，滤液为样品溶液。
１ ２ １ ２　 对照品溶液制备　 精密称量熊果酸、齐墩果酸和白

桦脂酸对照品 ３ ６、１ ８ 和 ３ ６ ｍｇ，分别用甲醇溶解并定容至

１００ ｍＬ，再取 １ ０ ｍＬ 用甲醇定容至 １００ ｍＬ，得到熊果酸、齐墩

果酸和白桦脂酸的对照品溶液，浓度分别为 ０ ３６、０ １８ 和

０ ３６ μｇ·ｍＬ－１。
１ ２ １ ３　 ＨＰＬＣ 分析　 分别将上述样品溶液和对照品溶液组

合成以下供试溶液：ａ） Ｖ（熊果酸） ∶Ｖ（齐墩果酸）＝ １ ∶１混合

液；ｂ） 白桦脂酸溶液；ｃ） Ｖ（样品） ∶ Ｖ（熊果酸） ∶ Ｖ（齐墩果

酸）＝ １ ∶１ ∶１混合液；ｄ） Ｖ（样品） ∶Ｖ（白桦脂酸）＝ １ ∶１混合液；
ｅ）样品溶液。 对各供试溶液进行 ＨＰＬＣ 分析。

色谱条件：ＳｉｎｏＣｈｒｏｍ ＯＤＳ－ＢＰ 反相色谱柱（４ ５ ｍｍ×２５
ｍｍ， ５ μｍ），检测波长 ２１０ ｎｍ；流动相为 Ｖ（乙腈） ∶Ｖ（甲醇） ∶
Ｖ（质量体积分数 ０ ５％乙酸铵水溶液）＝ ６７ ∶１２ ∶２１ 的混合液，
流速 １ ０ ｍＬ·ｍｉｎ－１；检测温度 ２５ ℃，进样量 １０ μＬ。
１ ２ ２　 单体制备及鉴定 　 称取样品粉末 １ ０００ ｇ，分别用

８ ０００和 ６ ４００ ｍＬ 体积分数 ９５％乙醇回流提取 ２ ０ 和 １ ５ ｈ，
过滤，合并滤液，４５ ℃ 减压浓缩，干燥；然后依次用 １ ５００ 和

１ ２００ ｍＬ三氯甲烷回流提取 ２ 次，抽滤，合并滤液，４０ ℃减压

浓缩至约 １００ ｍＬ。 浓缩液用硅胶柱层析进行分离，先用 ３ 倍

柱体积的三氯甲烷洗脱，然后用 Ｖ（三氯甲烷） ∶ Ｖ（乙酸乙

酯）＝ １ ∶１混合溶剂洗脱，分段收集洗脱液；洗脱液重复硅胶柱

层析，并结合反相 Ｃ１８半制备液相色谱，对各色谱峰对应的化

合物进行单体制备，获得化合物 １、２、３ 和 ４，质量分别为 ２０３、
１２１、７５ 和 ３２８ ｍｇ。 测定化合物 １ 的 ＮＭＲ、ＨＲ－ＥＳＩＭＳ（阴离子

模式）和 ＵＶ 谱等，测定旋光度等理化常数，并参考文献［２，８］
的波谱数据对化合物 １ 进行鉴定；根据各化合物的 ＨＰＬＣ 色

谱峰保留时间、对称性和峰高，并参考文献［４，６］对化合物 ２、
３ 和 ４ 进行鉴定。
１ ２ ３　 抑菌活性测定　 用 ＭＨＡ 固体培养基分别对 ＭＲＳＡ 和

Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２ 菌株进行活化，然后接种于 ２０ ｍＬ ＭＨＢ 液体培养

基中，并于 ３７ ℃条件下 １６０ ｒ·ｍｉｎ－１振荡培养 ２４ ｈ，稀释成

１×１０６ ＣＦＵ·ｍＬ－１菌悬液，供试。
参照 ＣＬＩＳ ２０１２ 标准，采用微量肉汤稀释法［９］ ，以万古霉

素为阳性对照，在 ９６ 孔细菌培养板上测定 ４ 个化合物对

ＭＲＳＡ ＡＴＣＣ３３５９２、ＭＲＳＡ ＨＫ０１、ＭＲＳＡ ＨＫ０２ 和 ＭＲＳＡ ＨＫ０３
菌株的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）；以左氧氟沙星为阳性对照，同法

测定 ４ 个化合物对 Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２ 菌株的 ＭＩＣ 值。 实验均设３ 次

重复。

２　 结果和分析

２ １　 化合物鉴定结果

化合物 １：白色无定形粉末，易溶于甲醇和三氯甲烷；薄层

层析体积分数 １０％硫酸－乙醇溶液显红色。 ［α］ ２５
Ｄ ＋１７ ８°（ ｃ ＝

０ １１，ＣＨＣｌ３）；ＵＶλＣＨ３ＯＨ
ｍａｘ ｎｍ（ｌｏｇε）：２０５ ｎｍ；ＨＲ－ＥＳＩＭＳ（ｍ ／ ｚ）：

４５３ ３３７４［Ｍ－Ｈ］ －，结合１３Ｃ－ＮＭＲ 和１Ｈ－ＮＭＲ，确定其分子式

为 Ｃ３０Ｈ４５Ｏ３，相对分子质量 ４５３。１３Ｃ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，１００ ＭＨｚ）
δ：７９ ０（Ｃ－３），２３ ３（Ｃ－１１），１２６ ３（Ｃ－１２），１３７ ６（Ｃ－１３），
４８ ０（Ｃ－ １７），５４ ７ （ Ｃ － １８），３７ ３ （ Ｃ － １９），１５２ ６ （ Ｃ － ２０），
１７９ ４（Ｃ－２８），１６ １（Ｃ－２９），１０５ ３（Ｃ－３０）。１Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３，
４００ ＭＨｚ）δ：３ ２２（１Ｈ，ｄｄ，Ｈ－３），１ ９０ ／ １ ９４（１Ｈ，ｄｄ，Ｈ－１１），
５ ３０（１Ｈ，ｔ，Ｈ－１２），２ ２９（１Ｈ，ｄ，Ｈ－１８），２ ３５（１Ｈ，ｍ，Ｈ－１９），
２ ２２ ／ ２ ２７（２Ｈ，ｍ，Ｈ－２１），４ ６４（１Ｈ，ｂｒ ｓ，Ｈ－３０），４ ７０（１Ｈ，
ｂｒ ｓ，Ｈ－３０）。 参考文献［２，８］中 ＮＭＲ 数据，鉴定化合物 １ 为

Δ２０（３０） －烯－熊果酸。
化合物 ２、３ 和 ４：化合物 ２、３ 和 ４ 对应的 ＨＰＬＣ 色谱峰保

留时间分别为 １０ １２、１１ ３０ 和 １１ ８８ ｍｉｎ，根据对照品的色谱

峰的保留时间、对称性和峰高（图 １），并结合文献［４，６］，鉴定

化合物 ２、３ 和 ４ 分别为白桦脂酸、齐墩果酸和熊果酸。

ａ： 熊果酸和齐墩果酸对照品 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｕｒｓｏｌｉｃ ａｎｄ
ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄｓ； ｂ： 白桦脂酸对照品 Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｂｅｔｕｌｉｎｉｃ
ａｃｉｄ； ｃ： 样品及熊果酸和齐墩果酸对照品 Ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｕｒｓｏｌｉｃ ａｎｄ ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄｓ； ｄ： 样品和白桦脂酸对照品
Ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｂｅｔｕｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ； ｅ： 样品 Ｓａｍｐｌｅ １：
Δ２０（３０） －烯 －熊果酸 Δ２０（３０） ⁃ｅｎｅ⁃ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ２： 白桦脂酸 Ｂｅｔｕｌｉｎｉｃ
ａｃｉｄ； ３： 齐墩果酸 Ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ４： 熊果酸 Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ．

图 １　 迷迭香叶中三萜酸类成分的 ＨＰＬＣ 色谱图
Ｆｉｇ． １ 　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ａｃｉｄｓ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ
ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｒｏｓｍａｒｉｎｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ．
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２ ２　 抑菌活性测定结果

以 ＭＲＳＡ ＡＴＣＣ３３５９２、ＭＲＳＡ ＨＫ０１、ＭＲＳＡ ＨＫ０２、ＭＲＳＡ
ＨＫ０３ 和 Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２ 为指示菌株，以万古霉素和左氧氟沙星

为阳性对照药，测定 ４ 个化合物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。 结

果（表 １）表明：熊果酸对 ＭＲＳＡ 菌株的抑菌活性最强，ＭＩＣ 值

为 ８ ０００～ １２８ ０００ μｇ·ｍＬ－１；Δ２０（３０） －烯－熊果酸和齐墩果酸

对 ＭＲＳＡ 菌株的抑菌活性依次减弱；白桦脂酸未显示出对

ＭＲＳＡ 的抑菌活性。 此外，４ 个化合物对不同 ＭＲＳＡ 菌株的

ＭＩＣ 值存在差异，对 ＭＲＳＡ ＨＫ０２ 菌株的 ＭＩＣ 值最小。 ４ 个化

合物均未显示出对 Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２ 菌株的抑菌活性。 说明熊果

酸、Δ２０（３０） －烯－熊果酸和齐墩果酸是迷迭香叶中抑制 ＭＲＳＡ
的主要三萜酸类成分。

表 １　 迷迭香叶中 ４ 个三萜酸类化合物的最低抑菌浓度
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅ ａｃｉｄｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｒｏｓｍａｒｉｎｕｓ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ Ｌｉｎｎ．

化合物１）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ１）

对不同菌株的最低抑菌浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） ２） 　 Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ２）

ＭＲＳＡ ＡＴＣＣ３３５９２ ＭＲＳＡ ＨＫ０１ ＭＲＳＡ ＨＫ０２ ＭＲＳＡ ＨＫ０３ Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２

１ ５１２ ０００ １２８ ０００ ３２ ０００ ＞５１２ ０００ ＞５１２ ０００
２ ＞５１２ ０００ ＞５１２ ０００ ＞５１２ ０００ ＞５１２ ０００ ＞５１２ ０００
３ ＞５１２ ０００ ５１２ ０００ ６４ ０００ ＞５１２ ０００ ＞５１２ ０００
４ １２８ ０００ ６４ ０００ ８ ０００ １２８ ０００ ＞５１２ ０００
ＣＫ１ １ ０００ １ ０００ １ ０００ ０ ５００ ＮＤ
ＣＫ２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ０ ０１６

　 １） １： Δ２０（３０） －烯－熊果酸 Δ２０（３０） ⁃ｅｎｅ⁃ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ２： 白桦脂酸 Ｂｅｔｕｌｉｎｉｃ ａｃｉｄ； ３： 齐墩果酸 Ｏｌｅａｎｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ４： 熊果酸 Ｕｒｓｏｌｉｃ ａｃｉｄ； ＣＫ１： 万古霉素
Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ； ＣＫ２： 左氧氟沙星 Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ．

　 ２）ＭＲＳＡ： 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 Ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ． ＮＤ： 未测定 Ｎｏｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．

３　 讨论和结论

近年来，对迷迭香叶成分的药理作用研究扩展至抗氧化、
抗阿尔茨海默病和抗肿瘤等方面，其药用价值更加明确，但不

同研究者获得的迷迭香叶三萜酸类成分却存在差异［３，５－６］ ，可
能与研究方法及供试材料的产地、品种和生长状况的差异有

关。 作者参照前人研究结果，依据 ＨＰＬＣ 色谱峰定位、理化性

质和详细的波谱数据等，从迷迭香叶乙醇提取物中分离鉴定

出 Δ２０（３０） －烯－熊果酸、白桦脂酸、齐墩果酸和熊果酸。
迷迭香叶中上述 ４ 个三萜酸类化合物对革兰氏阴性菌

（Ｅ． ｃｏｌｉ Ｓ００２ 菌株）均未显示出抑菌活性；熊果酸、Δ２０（３０） －烯－
熊果酸和齐墩果酸对革兰氏阳性菌（ＭＲＳＡ 菌株）均具有一定

的抑菌活性，其中熊果酸的抑菌活性最强，这与 Ｆｏｎｔａｎａｙ 等［４］

的研究结果类似，仅对不同菌株的 ＭＩＣ 值有一定差异，原因是

后者使用的金黄色葡萄球菌大多为敏感菌株，而本研究使用

的是耐药菌株。 由于 ４ 个化合物的化学结构相似，尤其是

Δ２０（３０） －烯－熊果酸、齐墩果酸和熊果酸的结构极为相似，而其

抑菌活性却存在较大差异，因此，有关迷迭香叶抗 ＭＲＳＡ 的作

用机制和三萜酸类成分的构效关系有待进一步深入研究。
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