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芳樟醇Ｒ和Ｓ对映异构单体的体外抗菌活性研究

胡小刚，陈剑鸿，夏培元，黄明春，冯　伟　　（４０００３８重庆，第三军医大学西南医院药剂科）

　　［摘要］　目的　研究芳樟醇Ｒ和Ｓ对映异构单体的体外抗菌活性。方法　 采用琼脂稀释法和微量稀释法检测 Ｒ
和Ｓ芳樟醇的抗菌活性指标，包括ＭＩＣ、ＭＢＣ、Ｂ／Ｉ、抑菌曲线、半数抑制量（ＩＣ５０）、杀菌曲线。结果　 Ｒ和Ｓ芳樟醇对金黄
色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２９２１３、２５９２３）、表皮葡萄球菌（ＡＴＣＣ１２２２８、ＡＴＣＣ３５９８４）、大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）均具有抗菌活性，敏感
细菌的ＭＩＣ值位于１．０２４～４．０９６ｍｇ／ｍＬ，Ｒ芳樟醇对部分细菌抗菌活性稍强于Ｓ芳樟醇，两种构型芳樟醇Ｂ／Ｉ值均处于
１～２范围内。而铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）未检测出 ＭＩＣ值（ＭＩＣ＞８．１９２ｍｇ／ｍＬ）。Ｒ芳樟醇对金黄色葡萄球菌
（ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３）的ＩＣ５０小于Ｓ芳樟醇（Ｐ＜０．０５）。两者的抗菌效应曲线均具有明显的时效和量效关系。结论
　Ｒ和Ｓ芳樟醇具有良好的抗菌活性，两者抗菌活性可能存在细微的差异。
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　　芳樟醇属于链状含氧单萜衍生物的烯醇类物质，广
泛分布于高等植物的腺体、油室和树脂道等分泌组织

中，是植物挥发油的主要成分。工业上主要用于做香料

或合成中间体，是医药、化妆品等行业的重要原料。

　　近年来研究表明，芳樟醇具有多种生物活性，包括消
炎止痛作用［１－２］、肿瘤化疗增敏作用［３］、镇静抗焦虑作

用［４］、驱避杀虫作用［５］等，具有重要的研究和应用价值。

芳樟醇分子Ｃ３位上存在一个手性碳原子，使得其在构
型上分为Ｒ和Ｓ两个对映异构体，菌不同的构型可能
使化合物表现出不同的药理活性，目前的研究主要采用

芳樟醇外消旋体进行，而关于其Ｒ、Ｓ单体抗菌作用的
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研究尚少见相关报道。本研究选取４类引起常见临床
感染细菌的标准菌株作为供试菌，包括表皮葡萄球菌

（ＡＴＣＣ１２２２８、ＡＴＣＣ３５９８４）、金黄色葡萄球（ＡＴＣＣ２５９２３、
ＡＴＣＣ２９２１３）、铜绿假单胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）、大肠杆菌
（ＡＴＣＣ２５９２２），采用琼脂稀释法和微量稀释法测定其
抗菌活性，并进一步考察抑菌作用的量效变化情况及

杀菌作用的时效变化情况。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　实验菌株　　表皮葡萄球菌（ＡＴＣＣ１２２２８、ＡＴＣＣ
３５９８４）、金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３）、铜绿假单
胞菌（ＡＴＣＣ２７８５３）、大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）菌株均来源于 典
型培养物集存中心（ＡＴＣＣ），由第三军医大学西南医院药剂科
－７０℃冷冻保存。
１．１．２　实验试剂及材料　　Ｒ芳樟醇购于美国Ｓｉｇｍａ公司，纯
度为９５％；Ｓ芳樟醇购于吉安市林科天然冰片厂，纯度为９４％。
ＭＨＡ和ＭＨＢ培养基购于北京陆桥技术有限责任公司；哥伦比
亚血平板和营养琼脂平板购于重庆庞通医疗器械有限公司；一

次性使用平板购于扬州市创新医疗器械厂；ＣＯＳＴＡＲ９６孔酶标
板购于美国Ｃｏｒｉｎｇ公司。
１．１．３　实验仪器　　日本Ｓａｋｕｍａ公司 ＭＩＰＰ型多点接种仪；
上海昕瑞仪器仪表厂 ＷＧＺ２ＸＪ型麦氏比浊仪；广东省医疗器
械厂ＬＲＨ１５０Ｂ型生化培养箱；美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司全
波长酶标仪。

１．２　实验方法
１．２．１　细菌培养　　细菌接种于哥伦比亚血平板上，３７℃
５％ＣＯ２条件下培养２４ｈ，活化的细菌挑于比浊管中，比浊仪检

测，配成０．５麦氏浊度的菌液，细菌量浓度约为１０８ＣＦＵ／ｍＬ［６］。
１．２．２　琼脂稀释法测定物质的抗菌活性　　将芳樟醇 Ｒ、Ｓ
对映异构单体，按照初始浓度８．１９２ｍｇ／ｍＬ进行１∶１倍比稀释，
制备成共计１１个浓度梯度的含药平板，然后通过多点接种仪
将供试菌接种于平板上，每１个浓度设置３个重复，助溶剂丙
酮（终浓度≤０．５％）作为溶剂对照组，氨苄西林和妥布霉素作
为阳性药物对照组。接种细菌的平板置于３７℃ ５％ＣＯ２条件
下培养２４ｈ，观察细菌生长情况，以抑制细菌生长的最小药物
浓度作为ＭＩＣ值。
１．２．３　微量稀释法测定物质的抗菌活性　　将前述菌液稀释
１００倍后，分别接种于９６孔板中，每孔５０μＬ，然后分别给予终
浓度为２４．５７６、８．１９２、４．０９６、２．０４８、１．０２４、０．５１２ｍｇ／ｍＬ共计
６个浓度梯度的芳樟醇Ｒ、Ｓ对映异构单体进行处理，体系的终
体积为１００μＬ，助溶剂丙酮（终浓度≤０．５％），然后置于３７℃
５％ ＣＯ２条件下培养２４ｈ，裸眼观察以抑制细菌生长的最小药
物浓度作为ＭＩＣ值，然后接种环沾取菌液接种于营养琼脂平板
上，继续培养２４ｈ后，观察细菌的生长情况，以不见细菌生长的
最小药物浓度作为ＭＢＣ值。

１．２．４　化合物浓度变化对细菌生长的影响　　细菌处理和加
样方法同１．２．３步骤，药物浓度设置为４．０９６ｍｇ／ｍＬ及以下的
２倍倍比稀释共计９个浓度，同时设置溶剂对照组和正常对照
组，在细菌培养２４ｈ后，酶标仪检测波长为６００ｎｍ下，测定各
孔的ＯＤ值，每个实验组设置６个复孔。
１．２．５　化合物对细菌杀灭能力的考察　　细菌处理和加样方
法同１．２．３步骤，以大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２作为研究菌株，分别
以４ＭＢＣ的药物浓度处理，于不同时间点取样，涂布菌液于营
养平板中，培养２４ｈ后，进行菌落计数，每组设３个重复。

１．３　统计学分析
　　实验结果采用 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２１．０进行统计分析；计
量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较采用单因素方差分析，方差齐
性事后检验采用Ｄｕｎｎｅｔｔ检验，方差不齐事后检验采用 Ｇａｍｅｓ
Ｈｏｗｅｌｌ检验。ＩＣ５０采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件进行计算；统计表
和图均由Ｅｘｃｅｌ２０１３软件制作完成。

２　结果

２．１　含药琼脂平板法测定抗菌活性
　　为了考察芳樟醇Ｒ、Ｓ对映异构单体的抗菌活性，采用琼脂
稀释法测定化合物的ＭＩＣ值，结果见图１。除对铜绿假单胞菌
（ＡＴＣＣ２７８５３）未检测出明确的抗菌活性外（ＭＩＣ＞８．１９２ｍｇ／ｍＬ），
Ｒ和Ｓ芳樟醇对其余的测试菌株均具有抗菌活性，ＭＩＣ值均位
于１．０２４～４．０９６ｍｇ／ｍＬ的浓度范围；对金黄色葡萄球菌
（ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３）、表皮葡萄球菌（ＡＴＣＣ１２２２８）和大
肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）作用效果比较，Ｒ芳樟醇抗菌活性稍强于
Ｓ芳樟醇。见表１。

表１　Ｒ和Ｓ芳樟醇及阳性药物ＭＩＣ值

菌株
Ｒ芳樟醇

（ｍｇ／ｍＬ）

Ｓ芳樟醇

（ｍｇ／ｍＬ）

氨苄西林

（μｇ／ｍＬ）

妥布霉素

（μｇ／ｍＬ）
ＡＴＣＣ２９２１３ ２．０４８ ４．０９６ ４ ０．５
ＡＴＣＣ２５９２３ ２．０４８ ４．０９６ ＞２５６ ０．２５
ＡＴＣＣ１２２２８ ２．０４８ ４．０９６ ４ ０．１２５
ＡＴＣＣ２７８５３ ＞８．１９２ ＞８．１９２ ＞２５６ ０．５
ＡＴＣＣ３５９８４ ４．０９６ ４．０９６ １６ １６
ＡＴＣＣ２５９２２ １．０２４ ４．０９６ ８ １

!

"

图１　Ｒ（Ａ）和Ｓ芳樟醇（Ｂ）抗菌活性检测

２．２　微量稀释法测定抗菌活性
　　采用微量稀释法进一步验证 Ｒ和 Ｓ芳樟醇的抗菌活性，
同时明确其杀菌能力。结果显示，此法中Ｒ芳樟醇对大肠杆菌
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的作用稍强于 Ｓ芳樟醇；ＭＩＣ值均位于１．０２４～４．０９６ｍｇ／ｍＬ
的浓度范围内，此范围与前述琼脂平板法一致；所有的ＭＢＣ数
值≤８．１９２ｍｇ／ｍＬ，Ｂ／Ｉ值处于１～２的范围，提示化合物杀菌浓
度和抑菌浓度相距较近。见表２，图２。

表２　Ｒ和Ｓ芳樟醇ＭＩＣ和ＭＢＣ值

Ｒ芳樟醇 Ｓ芳樟醇
菌株

ＭＩＣ

（ｍｇ／ｍＬ）

ＭＢＣ

（ｍｇ／ｍＬ）
Ｂ／Ｉ

ＭＩＣ

（ｍｇ／ｍＬ）

ＭＢＣ

（ｍｇ／ｍＬ）
Ｂ／Ｉ

ＡＴＣＣ２９２１３ ４．０９６ ８．１９２ ２ ４．０９６ ８．１９２ ２
ＡＴＣＣ２５９２３ ４．０９６ ８．１９２ ２ ４．０９６ ４．０９６ １
ＡＴＣＣ１２２２８ ４．０９６ ８．１９２ ２ ４．０９６ ４．０９６ １
ＡＴＣＣ３５９８４ ４．０９６ ８．１９２ ２ ４．０９６ ８．１９２ ２
ＡＴＣＣ２５９２２ １．０２４ ２．０４８ ２ ２．０４８ ２．０４８ １
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图２　Ｒ和Ｓ芳樟醇ＭＢＣ测定结果

２．３　药物浓度对抑菌能力的影响
　　考察Ｒ和Ｓ芳樟醇抑菌能力随着浓度变化的情况，结果
显示ＭＩＣ浓度下的抑菌能力与２．２中的ＭＩＣ测定结果相印证；
随着药物浓度的降低，除Ｒ芳樟醇处理ＡＴＣＣ２５９２３组外，其余
各组中，１／２ＭＩＣ及其以下浓度的剂量对细菌的抑制能力明显
低于ＭＩＣ组（Ｐ＜０．０５），呈现显著下降的量效趋势。见表３。
进一步计算半数抑制量（ＩＣ５０），结果显示Ｒ芳樟醇对金黄色葡
萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３）的 ＩＣ５０明显低于 Ｓ芳樟醇处
理组，提示两个对应异构体对这两种细菌抑制作用的下降趋势

具有显著差异（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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图３　Ｒ和Ｓ芳樟醇对各菌株的半数抑制量及９５％置信区间（ｎ＝６）

２．４　杀菌效率测试
　　以大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）为考察菌株，分别以４倍 ＭＢＣ
浓度的Ｒ和Ｓ芳樟醇处理细菌，结果显示 Ｒ和 Ｓ芳樟醇均能
在２ｍｉｎ内对细菌进行有效杀灭，呈明显的时效关系。见图４。
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图４　Ｒ（Ａ）和Ｓ芳樟醇（Ｂ）杀菌曲线（ｎ＝３）

表３　不同浓度的Ｒ和Ｓ芳樟醇对各细菌生长的抑制作用（ｎ＝６，％，珋ｘ±ｓ）

Ｒ芳樟醇（ｍｇ／ｍＬ）
菌株

４．０９６ ２．０４８ １．０２４ ０．５１２ ０．２５６ ０．１２８ ０．０６４ ０．０３２ ０．０１６
ＡＴＣＣ２９２１３ ９２．０５±２．５４ ３０．８２±９．４３ａ －０．０９±７．７６ａ １．０７±７．０２ａ １．８４±９．０９ａ １．５８±７．９３ａ ３．６７±７．５０ａ ４．５５±５．９５ａ ７．９２±４．３２ａ

ＡＴＣＣ２５９２３ ９６．３９±５．７３ ７６．３６±１８．４２ ４１．２６±９．３１ａ１７．１７±２．９８ａ ２３．４６±５．９５ａ ２１．５５±６．２９ａ ２１．１０±５．５５ａ １８．８５±４．４１ａ １１．７１±６．１２ａ

ＡＴＣＣ１２２２８ ８１．３８±２．８８ ２５．５４±４．９７ａ ６．７５±３．７８ａ－２．９２±６．５８ａ －３．２９±７．１２ａ －４．２９±４．７８ａ －１．５２±５．４０ａ －１．９３±３．９３ａ －０．１４±１０．７１ａ

ＡＴＣＣ３５９８４ ７５．６５±６．８２ ２５．６４±９．３０ａ １０．５４±７．９９ａ１５．９９±４．２６ａ ２０．９８±７．１０ａ １９．４０±６．９２ａ １５．４０±６．１２ａ １０．９３±４．４４ａ ７．５４±６．１６ａ

ＡＴＣＣ２５９２２ ９８．９８±１．２０ ９７．８２±０．８０ ９８．６９±０．６９ ０．４９±８．１３ｂ －０．４８±９．７６ｂ １．８７±７．３２ｂ ６．１５±５．５４ｂ ８．８０±７．３２ｂ ５．２３±８．７３ｂ

Ｓ芳樟醇（ｍｇ／ｍＬ）
菌株

４．０９６ ２．０４８ １．０２４ ０．５１２ ０．２５６ ０．１２８ ０．０６４ ０．０３２ ０．０１６
ＡＴＣＣ２９２１３ ５６．９９±４．４６ ２０．６１±２．４３ａ ０．５２±２．００ａ －０．９４±１．７８ａ ０．４０±１．２５ａ ３．１８±１．０８ａ ５．６７±２．６６ａ ４．５４±２．４０ａ ６．９４±２．３６ａ

ＡＴＣＣ２５９２３ ７９．９６±４．０７ ３９．６９±７．１５ａ １２．１７±３．７０ａ ０．５７±５．２５ａ ８．７７±８．８５ａ １１．５１±７．７３ａ １８．６６±６．０５ａ １０．７９±５．７７ａ ８．８６±９．４２ａ

ＡＴＣＣ１２２２８ ８７．９０±１．５８ １９．６２±６．０７ａ ６．１２±７．１１ａ ０．４９±６．４０ａ ２．８０±７．９２ａ ７．２９±６．８１ａ １３．１１±６．３１ａ １５．３９±７．５２ａ １６．１５±６．７３ａ

ＡＴＣＣ３５９８４ ７２．８０±２．８０ ２２．２２±８．７２ａ １４．４２±４．９８ａ ８．９０±４．２２ａ ３．３５±７．６２ａ －４．１６±４．０６ａ ２．１１±３．１６ａ －５．４２±７．８２ａ －８．９３±７．６３ａ

ＡＴＣＣ２５９２２ １００．０８±１．６２ ９５．５０±１．９８ ３０．８８±６．３０ｃ ２０．９７±４．１７ｃ ８．０７±４．７３ｃ ３．５４±４．８８ｃ ７．５０±７．４４ｃ ７．１９±５．９２ｃ １０．５６±７．０３ｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与４．０９６ｍｇ／ｍＬ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１．０２４ｍｇ／ｍＬ比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与２．０４８ｍｇ／ｍＬ比较
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３　讨论

　　单萜类化合物芳樟醇又名沉香醇，通常为植物来
源性挥发油的重要组成部分，有的植物挥发油中芳樟

醇的含量甚至高达９０％以上［７］。许多单萜类化合物

或挥发油成分均被认为具有抗菌活性［８］，芳樟醇亦被

报道对口腔龋齿相关细菌具有较好的抗菌活性［９］。

本课题组前期研究亦发现含芳樟醇的挥发油对革兰阳

性菌及革兰阴性菌均具有明显的抗菌活性［１０］。本研

究以芳樟醇的Ｒ和Ｓ构型单体化合物作为研究对象，
选取多种标准菌株作为研究模型，评价芳樟醇Ｒ和Ｓ
构型单体的抗菌能力。

　　琼脂平板法表明除铜绿假单胞标准菌外，其余标准
菌株均能被Ｒ和Ｓ构型的芳樟醇有效抑制。在琼脂平
板法中 Ｒ芳樟醇对金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３、
ＡＴＣＣ２９２１３）、表皮葡萄球菌（ＡＴＣＣ１２２２８）和大肠杆菌
（ＡＴＣＣ２５９２２）的抑制能力稍好于 Ｓ芳樟醇，而在微量
稀释法中只有大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）表现出了这种
趋势，这种改变可能和检测方法不同有关。同时，Ｒ芳
樟醇对金黄色葡萄球菌（ＡＴＣＣ２５９２３、ＡＴＣＣ２９２１３）半
数抑制能力亦稍好于 Ｓ芳樟醇，以上所有证据提示抗
菌活性差异可能有物质结构的影响，这种影响已有类

似报道［１１］，但此处的推测尚需进一步核实。在对所有

敏感细菌的考察中，随着两种构型芳樟醇浓度的降低，

细菌生长抑制效果也迅速降低，呈现良好的量效关系。

杀菌曲线显示，两种构型的芳樟醇在４ＭＢＣ浓度下，均
能在２ｍｉｎ内将大肠杆菌（ＡＴＣＣ２５９２２）有效杀灭，并
呈现良好的时效关系，提示药物高效的杀菌能力。

　　国外有研究者考虑将芳樟醇制备为眼用清洗
剂［１２］和抗菌牙膏或者漱口水［９］，这些研究均提示具有

香味和抗菌作用的芳樟醇潜在的商业和研究应用价

值。而对于芳樟醇抗菌作用方面的研究，目前主要有

生物转化、制剂开发以及挥发油活性成分的研究等，其

具体抗菌机制的研究却少见报道。而类似的萜类挥发

油抗菌机制的研究主要从影响菌膜渗透性、膜电位等

方面进行考察［１３］。所以芳樟醇对映异构单体的抗菌

作用机制的探讨尚待进一步研究。

　　综上所述，Ｒ和 Ｓ芳樟醇均具有良好的抗菌活
性，但抗菌活性方面可能存在细微的差异，本研究为芳

樟醇单体化合物在相关领域的应用奠定了基础。然而

其具体的抗菌作用机制以及手性中心的存在对抗菌机

制是否产生影响等问题，却有待后续研究。
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