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摘  要 

为建立气相–质谱联用技术(GC-MS)分析柳杉叶挥发油成分，并研究柳杉叶挥发油的抗菌活性。本研究

以柳杉叶为材料，采用水蒸汽蒸馏法提取柳杉叶挥发油；以三种常见细菌和一种植物病原真菌为作用对

象，利用梯度稀释法对柳杉叶挥发油进行抗菌活性研究；利用GC-MS分析鉴定柳杉叶挥发油的主要化学

成分，并且运用峰面积归一法确定各个成分的含量。研究结果表明：柳杉叶挥发油对产气肠杆菌、大肠

杆菌、金黄色葡萄球菌和尖孢镰刀菌均有一定的抑制作用，其中对0.8 g∙mL−1尖孢镰刀菌的抗菌率为

39.8%；柳杉叶挥发油的主要化学成分为萜类和醇类，含量较多的是(−)-扁枝烯(24.81%)、榄香醇

(16.91%)、表桉叶油醇(8.72%)、α-蒎烯(7.06%)、β-芬兰烯(6.71%)、D-柠檬烯(4.81%)。因此，柳杉

叶挥发油具有抗菌作用，萜类可能是主要有效抗菌成分。 
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Abstract 
In order to establish a gas phase mass spectrometry (GC-MS) technique for the analysis of volatile 
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oil components of Cryptomeria fortunei leaves and to study the antibacterial activity of the volatile 
oil. In this study, the volatile oil of Cryptomeria fortunei leaves was extracted by steam distillation, 
and the antibacterial activity of the volatile oil was studied by gradient dilution method with three 
common bacteria and one plant pathogen fungus as the target. The main chemical components of 
the volatile oil of Cryptomeria fortunei leaves were identified by GC-MS, and the content of each com-
ponent was determined by peak area normalization method. The results showed that the volatile 
oil of Cryptomeria fortunei leaves had certain inhibitory effects on Enterobacter aerogenes, Esche-
richia coli, Staphylococcus aureus and Fusarium oxysporum, and the antibacterial rate against 0.8 
g·mL−1 Fusarium oxysporum was 39.8%. The main components of the volatile oil of Cryptomeria for-
tunei leaves were terpenes and alcohols, the most abundant of which were (−)-platydene (24.81%), 
elemenol (16.91%), eutectol (8.72%), α-pinene (7.06%), β-Finlanene (6.71%) and D-limonene (4.81%). 
Therefore, the volatile oil of Cryptomeria fortunei leaves has antibacterial effect, and terpenoids may 
be the main effective antibacterial components. 
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1. 引言 

柳杉属杉科柳杉属(Cryptomeria fortunei var. sinensis) [1]，又名长叶孔雀松，为常绿温性针叶乔木，

树形高大，树干通直，广泛用于建筑、家具等领域，该树种集药用、园林和生态价值于一身，具有重要的

开发利用价值[2]。目前国内外学者普遍认为柳杉属分为柳杉(Cryptomeria fortunei)和日本柳杉(Crypto-
meria japonica) 2 个变种[3]，其中日本柳杉多见于国外学者的研究[4]，已有国外学者发现日本柳杉不同

部位均具有抗菌活性[5]-[8]，国内学者对柳杉的研究则主要集中于繁殖、病虫害、遗传特性等[9]，部分学

者对柳杉进行了化学成分分析，如 Wujian 等通过研究发现，柳杉的叶片和球果中，含有具有良好抗菌功

效的萜类化合物[10]。柳杉挥发油是一种存在于柳杉不同部位的次生代谢产物，各种柳杉挥发油的化学组

成及其含量随着柳杉的栽培地点、生长环境、品种以及挥发油分泌位置的不同而不同。目前对柳杉叶挥

发油化学成分及其抗菌活性的研究尚未见系统报道，有待于进一步的发掘和开发。大肠杆菌、金葡萄球

菌和产气肠杆菌是存在动物肠道、土壤和饲料中常见的致病菌，尖孢镰刀菌是引起百合鳞茎腐烂病的一

种典型毁灭性土传病害真菌[11]，目前防治百合鳞茎腐烂病的主要方法是以化学杀菌剂为主，寻找和研制

广谱、高效、天然、低毒的抑制百合鳞茎腐烂病菌的杀菌药物，是亟待解决的问题。因此，本研究开展了

柳杉叶挥发油化学成分的 GC-MS 分析，并对其作用于以上三种常见细菌和一种植物病害真菌的抗菌功

效进行抗菌活性研究，旨在为药用柳杉资源的开发新型抗菌药物提供理论依据，为其生物防治提供技术

指导。 

2. 材料与方法 

2.1. 主要材料与仪器 

柳杉新鲜叶片于 2024 年 3 月采自井冈山大学校园内的柳杉树，并经植物学教授邓贤兰老师鉴定。采

来的柳杉叶经过水蒸气蒸馏、分馏等措施，提取到柳杉叶挥发油。尖孢镰刀菌、大肠杆菌、金黄色葡萄
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球菌、产气肠杆菌由郑州精思威化工有限公司提供。 
ShimadzuGCMS-QP2020 气相色谱–质谱联用仪(日本岛津公司)；MLS-3781L-PC 全自动高压灭菌锅

(普和希株式会社)；DHZ-032LR 摇床(上海博彩生物科技有限公司)；ZWY-211C 恒温培养振荡器(上海智

城分析仪器制造有限公司)；SHP-250 型生化培养箱(上海森信实验仪器有限公司)；DZTW 调温电热套(北
京市永光明医疗仪器有限公司)。 

2.2. 方法 

为研究柳杉叶的抗菌活性，首先通过划线转接的方式，培养大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、产气肠杆

菌和尖孢镰刀菌，保存于 4℃冰箱内。所需菌培养完成后，再使用水蒸气蒸馏法提取柳杉叶挥发油，提取

出的挥发油同样储存在 4℃冰箱中。然后一方面通过气相色谱质谱联用仪分析柳杉叶挥发油化学成分，

同时另一方面测定柳杉叶挥发油对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、产气肠杆菌及尖孢镰刀菌的最低抑菌浓

度和最低杀菌浓度以及抑菌率。 

2.2.1. 柳杉叶挥发油的提取 
使用水蒸气蒸馏法提取柳杉叶挥发油。称取分拣、粉碎后的柳杉新鲜叶 200 g 装入 2 L 的圆底烧瓶

中，按料液比为 1:10 的比例加入蒸馏水，用相应的挥发油提取装置进行水蒸气蒸馏 4 h。蒸馏后，待装置

冷却，收集锥形瓶内提取液放入分液漏斗进行静置，当出现水油分层现象时，进行分馏操作，得到柳杉

叶挥发油，放入 4℃冰箱内保存备用。 

2.2.2. 大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、产气肠杆菌及尖孢镰刀菌的培养 
将大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、产气肠杆菌的斜面培养物，通过划线分别接种到 LB 固体培养基平板

上，置于 37℃恒温培养箱进行培养 18~24 h 后得到菌落，培养好的菌种放在 4℃冰箱内保存备用，每次

用时从冰箱取出，挑取单菌落接种到无菌 LB 液体培养基中，置于 37℃恒温摇床中培养 5~7 d 后，在菌

液中加入无菌水，依次进行 10 倍比稀释，选取浓度为 106~107 cfu∙mL−1 的菌液作为实验备用菌液。尖孢

镰刀菌是一种能引起植物病害的真菌，培养时挑取尖孢镰刀菌斜面培养物，接种到 PDA 固体培养基平板

上，置于 28℃恒温培养箱进行培养 3~5 d 后得到真菌菌落，放置 4℃冰箱内保存备用，实验前通过尖端

挑取法挑取菌落接种到无菌 PDA 液体培养基中，置于 28℃恒温摇床中培养 5~7 d 后。通过稀释检测，选

取浓度为 106~107 cfu∙mL−1的菌液作为实验备用菌液。 

2.2.3. 大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、产气肠杆菌及尖孢镰刀菌的最低抑菌浓度和最低杀菌浓度 
根据梯度稀释法[12]，取 11 支试管，分别吸取无菌 LB 液体培养基或者无菌 PDA 液体培养基 60 μL、

适量乙酸乙酯和柳杉叶挥发油，初始使柳杉叶挥发油浓度为 48 g∙mL−1，梯度稀释后进而配制成浓度为

12.000、6.000、3.000、1.500、0.750、0.375、0.188、0.094、0.047、0.023、0.012 g∙mL−1的溶液，并作三

个平行样和一个不加柳杉挥发油的对照样，经过细菌 37℃培养 18~24 h，真菌 28℃培养 3~5 d 后，将试

管进行平板涂布和培养，观察柳杉叶挥发油的抑菌活性，确定最低抑菌浓度(MIC)和最低杀菌浓度(MBC)。 

2.2.4. 细菌菌株和真菌菌株抑菌率的测定 
细菌菌株采用抑菌圈法测定其抑菌率。分别吸取 60 μL 上述制作的各菌悬液涂布平板，根据柳杉叶挥

发油对不同细菌菌株的最低杀菌浓度，配制最低杀菌浓度以及上两个浓度的挥发油稀释液，将直径为 6 mm
的滤纸片分别浸泡入挥发油稀释液中，充分浸泡后放在 LB 固体培养基平板中央，待滤纸片稳定时，将平

板放入 37℃恒温培养箱内培养 18~24 h 后，观察并用游标卡尺测量、记录抑菌圈直径的大小和所测数据代

入公式(1)计算抑菌率。实验采用等量无菌水充分浸泡滤纸片作为对照处理，以及三次平行实验处理。 
真菌菌株采用菌丝生长速率法[13]，根据柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的最低杀菌浓度，配制最低杀菌
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浓度以及上两个浓度的挥发油稀释液，分别吸取稀释液 15 μL 加入试管中，并将直径为 6 mm 的滤纸片

分别浸泡入试管，充分浸泡后将滤纸片取出使用。根据十字交叉法，将 PDA 固体培养基平板划分为四块

大小相等的区域，用打孔器从长满尖孢镰刀菌的平板中打取生长整齐一致的菌饼，每两个圆形菌饼以对

位分别放在平板相应区域上，再取出上述浸泡后的滤纸片，每两个滤纸片以对位分别放在同一平板相应

区域上，待滤纸片稳定时，将平板放入 28℃恒温培养箱内培养 5~7 d，观察并用游标卡尺测量、记录处理

菌落直径的大小和计算抑菌率，实验同样也采用等量无菌水充分浸泡的滤纸片作为对照处理，以及三次

平行实验处理。 

 % 100−
= ×
对照菌落增长直径 处理菌落增长直径抑制率

对照菌落增长直径
 (1) 

2.2.5. 柳杉叶挥发油成分 GC-MS 分析 
将提取的柳杉叶挥发油在实验前储存在 4℃冰箱中，以减少油的化学成分和生物活性的变化。使用前

用正己烷稀释至 1%，过滤后用气相色谱质谱联用仪进行分析。气相色谱条件：采用 Agilent 色谱柱(30 m× 
250 μm × 0.25 μm)；载气为高纯度氦气(99.9%)；进样量为 0.1 uL；分流模式，分流比 20:1；恒流模式，

色谱柱流速为 1.2 ml∙min−1；进样口的温度设置为 280℃，升温程序如表 1 所示。质谱条件：EI 离子源；

电子能量 70 Ev；质谱传输线温度 280℃；离子源温度 230℃；MS 四极杆温度 150℃；溶剂延迟时间 3.0 
min；质量扫描范围 30~550 m/z。柳杉叶挥发油通过 GC-MS 分析后，用峰面积归一法确定了挥发油中各

组分所占的百分比，各组分的鉴定则通过计算各组分的保留指数(RI)并与 NIST2.2 标准谱库对比来确认。 
 

Table 1. GC-MS gradient temperature program 
表 1. GC-MS 梯度升温程序 

 速率(℃/S) 温度值(℃) 运行时间(S) 保持时间(MIN) 

初始值  40 0 2 

梯度 1 10 220 18 1 

梯度 2 15 280 4 5 

3. 结果与讨论 

3.1. 柳杉叶挥发油对大肠杆菌、金葡萄球菌和产气肠杆菌的抗菌效果 

3.1.1. 最小抑菌和杀菌浓度测定结果 
最小抑菌浓度(MIC)即在体外培养细菌 18~24 h 后可抑制微生物生长的最低药物浓度，是衡量抗菌差

异最常用的指标，MIC 数值越小表明抗菌作用越强[14]。本研究以选用的三种细菌作为抑菌实验的目标

微生物，其中金黄色葡萄球菌为革兰氏阳性菌，大肠杆菌、产气肠杆菌为革兰氏阴性菌。根据表 2 可知，

柳杉叶挥发油对产气肠杆菌的最低抑菌浓度为 0.047 g∙mL−1，最低杀菌浓度为 0.094 g∙mL−1；对大肠杆菌

的最低抑菌浓度为 1.5 g∙mL−1，最低杀菌浓度为 3 g∙mL−1；对金黄色葡萄球菌的最低抑菌浓度为 1.5 g∙mL−1，

最低杀菌浓度为 3 g∙mL−1。产气肠杆菌的 MIC 数值最小，在这三种细菌中柳杉叶挥发油对产气肠杆菌的

抗菌作用是最强的。 

3.1.2. 抗菌效果 
滤纸片法是通过抑菌圈的大小和有无来判断抗菌剂抗菌活性大小的一种常见方法，抑菌圈越大说明

抗菌剂的抗菌活性越强。在本研究中，阴性对照组的滤纸片周围均没有出现抑菌圈，说明用于稀释柳杉 
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Table 2. Inhibitory and bactericidal concentrations of the volatile oil of Cryptomeria fortunei leaves against bacterial strains 
表 2. 柳杉叶挥发油对细菌菌株的抑菌及杀菌浓度 

浓度/(g·mL−1) 
菌株 

产气肠杆菌 大肠杆菌 金黄色葡萄球菌 对照样品 

12.000 − − − + 

6.000 − − − + 

3.000 − − − + 

1.500 − + + + 

0.750 − + + + 

0.375 − + + + 

0.188 − + + + 

0.094 − + + + 

0.047 + + + + 

0.024 + + + + 

0.012 + + + + 

注：“+”表示有菌株生长，“−”表示无菌株生长。 

 
叶溶剂以及培养基对这三种细菌都没有抗菌效果；另外如表 3 所示，根据供试菌种对挥发油敏感程度的

标准判定[15]，大肠杆菌和金黄色葡萄球菌对浓度为 12 g∙mL−1的挥发油为中度敏感，对浓度为 3 g∙mL−1

的挥发油为不敏感，产气肠杆菌抑菌圈也随着挥发油浓度的降低不断减小，说明挥发油的抑菌活性与浓

度相关。本实验中，柳杉叶挥发油对产气肠杆菌的抑制作用强于大肠杆菌和金黄色葡萄球菌，原因可能

是由于挥发油活性的发挥受到细菌细胞壁结构的影响[16]。 
 
Table 3. Bacteriostatic effect of the volatile oil of Cryptomeria fortunei leaves on bacterial strains 
表 3. 柳杉叶挥发油对细菌菌株的抑菌效果 

菌株 浓度/(g·mL−1) 抑菌圈直径/mm 抑菌率 

产气肠杆菌 

0.375 12.44 ± 1.16 13.8% 

0.188 11.57 ± 1.35 12.9% 

0.094 10.80 ± 1.76 12.0% 

大肠杆菌 

12.000 11.04 ± 1.76 12.3% 

6.000 8.10 ± 1.36 9.0% 

3.000 5.14 ± 0.06 5.7% 

金黄色葡萄球菌 

12.000 12.87 ± 1.32 14.3% 

6.000 8.69 ± 0.79 9.7% 

3.000 5.53 ± 0.18 6.1% 

对照样品 

12.000 0 0 

6.000 0 0 

3.000 0 0 

注：图表结果以平均值 ± 标准误差(Mean ± SE)表示。 
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3.2. 柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的抗菌效果  

3.2.1. 最小抑菌和杀菌浓度测定结果 
按照菌丝生长速率法测定柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的最小抑菌浓度和杀菌浓度，结果如表 4 所示，

柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的最低抑菌浓度为 0.4 g∙mL−1，最低杀菌浓度为 0.8 g∙mL−1。 
 

Table 4. Inhibitory concentration of essential oil of Cryptomeria fortunei leaves 
against Fusarium oxysporum 
表 4. 柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的抑菌浓度 

菌株 
浓度/(g·mL−1) 

0.8 0.4 0.2 

尖孢镰刀菌 − + + 

对照样品 + + + 

注：“+”表示有菌株生长，“−”表示无菌株生长。 

3.2.2. 抗菌效果 
根据柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的最小抑菌浓度测定的结果，进一步测定柳杉挥发油对尖孢镰刀菌

的对照菌落半径和处理菌落半径(图 1)，计算出菌丝生长抑制率，由表 5 可见不同浓度的柳杉叶挥发油对

尖孢镰刀菌均有一定的抑菌性。 
 

 
Figure 1. Antibacterial effect of the volatile oil of Cryptomeria fortunei 
leaves against Fusarium oxysporum 
图 1. 柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌抗菌效果 

 
表 5 柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的抗菌效果 
 

Table 5. Antibacterial effect of the volatile oil of Cryptomeria fortunei leaves 
on Fusarium oxysporum 
表 5. 柳杉叶挥发油对尖孢镰刀菌的抗菌效果 

菌株 浓度(g·mL−1) 抑菌率 

尖孢镰刀菌 
0.800 39.8% 
0.400 36.4% 
0.200 33.0% 

对照样品 
0.800 0 
0.400 0 
0.200 0 
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3.3. 柳杉叶挥发油化学成分 

采用水蒸汽蒸馏法提取柳杉叶挥发油后，利用气–质联用仪 GC-MS 对挥发油的化学成分进行了分

析，得到典型总离子流图(图 2)和化学成分表(表 6)。由表 6 可知 GC-MS 共鉴定出 34 种化合物，其中主

要成分有 18 种，占总挥发油量的 94.23%，主要为萜类、醇类，含量最高的成分为(−)-扁枝烯(Kaur-16-ene, 
(8.β., 13.β.)-)、榄香醇(α-Elemol)、表桉叶油醇(10-epi-g-Eudesmol)，分别为 24.81%、16.91%、8.72%，其

次含量稍低的依次为 α-蒎烯((±)-α-Pinene) 7.06%、β-芬兰烯(β-Phellandrene) 6.71%、D-柠檬烯(D-Limonene) 
4.81%。由于挥发油组成较为复杂，有些含量非常低的组分，定性可能会出现误差，同时含量非常低的组

分对挥发油功能的贡献度也有限，因此本研究中仅对含量大于 1%的组分进行了统计。本研究结果与谢永

坚[17]等报道的柳杉精油主成分相同，但含量有所差异，可能是由于柳杉的品种、产地、提取方法、检测

仪器、栽培环境等不同造成的。 
 

 
Figure 2. GC-MS spectra of the volatile oil of Cryptomeria fortunei leaves 
图 2. 柳杉叶挥发油的 GC-MS 图谱 

 
Table 6. Information table of main chemical components of Cryptomeria fortunei leaf essential oil 
表 6. 柳杉叶精油主要化学成分信息表 

序号 化合物名称 化学式 含量(%) CAS 

1 (−)-扁枝烯(Kaur-16-ene,(8β,13β)-) C20H32 24.81 020070-61-5 

2 榄香醇(α-Elemol) C15H26O 16.91 000639-99-6 

3 表桉叶油醇(10-epi-γ-Eudesmol) C15H26O 8.72 015051-81-7 

4 α-蒎烯((±)-α-Pinene) C10H16 7.06 007785-70-8 

5 β-芬兰烯(β-Phellandrene) C10H16 6.71 000555-10-2 

6 D-柠檬烯(D-Limonene) C10H16 4.81 005989-27-5 

7 泪杉醇(Manool) C20H34O 3.83 000596-85-0 

8 海松-8(14),15-二烯(Phenanthrene,7-ethenyl-1,2) C20H32 3.38 001686-56-2 

9 R-桉叶油醇(γ-Eudesmol) C15H26O 3.24 001209-71-8 

10 L-乙酸冰片酯(L-Born-2-yl acetate) C12H20O2 2.97 005655-61-8 

11 (1S)-(−)-β-蒎烯((1S)-(−)-Beta-Pinene) C10H16 2.64 018172-67-3 
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续表 

12 (−)-莰烯(L-Camphene) C10H16 1.61 005794-04-7 

13 γ-松油烯(1,4-Cyclohexadiene,1-methyl-4-(1-methylethyl)-) C10H16 1.46 000099-85-4 

14 13-异丙基罗汉松-6,13-二烯(13-Isopropylpodocarpa-6,13-diene) C20H32 1.35 005939-62-8 

15 对映贝壳杉烯(Kaur-16-ene) C20H32 1.34 000562-28-7 

16 4-蒈烯(4-Carene) C10H16 1.30 029050-33-7 

17 3-蒈烯(3-Carene) C10H16 1.07 013466-78-9 

18 4-萜烯醇(Terpinen-4-ol) C10H18O 1.02 000562-74-3 

4. 结论 

本研究对柳杉挥发油进行了初步探究，采用气相色谱–质谱联用技术 GC-MS 分析鉴定柳杉叶挥发

油的有效化学成分及含量，通过抑菌圈法和菌丝生长速率法，证明了柳杉叶挥发油对大肠杆菌、金黄色

葡萄球菌、产气肠杆菌、尖孢镰刀菌都有一定的抑菌生物活性，在农化、食品、药妆、制药、植物医学等

不同领域具有潜在的应用价值。有研究表明，通过协同增强效应可以达到天然强抑菌剂的作用[18]-[20]，
今后实验可以在复合挥发油方面做进一步的研究，为寻找和研制广谱、高效、天然、低毒的杀菌药物进

一步提供试验依据，充分发挥柳杉的利用价值。 
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