
中国兽药杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ５４ 卷第 ２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２０． ０２． ０９

基于中草药提取方法差异对鸡源变形杆菌的

体外抑菌作用比较

陈圣威，马丹怡，丁月霞∗

（广东海洋大学农学院，广东 湛江 ５２４０８８）

［收稿日期］ ２０１９ － ０９ － １３　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２０） ０２ － ００５３ － ０６　 ［中图分类号］Ｓ８５３． ７

［摘　 要］ 　 为探究中草药提取液对临床分离鸡源变形杆菌抑菌效果，本试验对野菊花、穿心莲等 ９

种中草药，采取水提法和醇提法提取中草药的有效成分，并采用试管二倍稀释法测定中草药提取液

对鸡源变形杆菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ），采用微量肉汤稀释棋盘法对抑菌效果较佳的黄芩等 ５ 种水

提液与虎杖等 ３ 种醇提液分别进行体外联合药敏试验，测定其 ＦＩＣ 指数。 结果表明：水提液中，黄芩

抑菌效果最佳，ＭＩＣ 为 ６２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，穿心莲、虎杖、黄连、香薷次之，ＭＩＣ 均为 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ；醇提液中，

虎杖、穿心莲、香薷抑菌效果较好，ＭＩＣ 均为 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ；体外联合药敏试验中，本试验各组合均无协

同作用；说明黄芩水提液对鸡源变形杆菌抑菌效果最佳，其余药物水提液抑菌效果一般或较差；醇

提取液抑菌效果为一般或较差；本试验各联合用药的效果不佳。
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ｂｉｎｅｄ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ．

　 　 变形杆菌属分为普通变形杆菌、奇异变形杆

菌、潘纳变形杆菌和产黏液变形杆菌共 ４ 个种，该

菌属为革兰氏阴性菌，为医源性感染的机会致病

菌，其致病因子有鞭毛、菌毛、内毒素、溶血素和肠

毒素。 变形杆菌可以导致鸡发生急性热性细菌性

传染病，使鸡发生菌血症、败血症，单侧性或双侧性

瘫痪或水样腹泻，能够发生暴发性流行疾病，需要

养殖业引起重视［１ － ２］。
许多研究发现中草药具有良好的抑菌效果，不

易导致细菌耐药性的产生，并且能够提高禽类的免

疫能力，增强动物机体的体质，具有较高的研究价

值，能够为临床用药提供更多选择［３］。 根据相关文

献资料，本试验选取了黄芩、穿心莲及虎杖等 ９ 种

具有抑菌效果的中草药，通过水提法和醇提法制备

出中药提取液，对鸡源变形杆菌进行体外抑菌试

验，筛选抑菌效果较好的中草药提取液进行体外联

合药敏试验，测定其部分抑菌浓度（ＦＩＣ 指数）。 以

期为研究中草药抑菌效果提供参考，为临床使用中

草药治疗普通变形杆菌感染提供依据。

１　 材　 料

１． １　 试验菌种 　 鸡源变形杆菌，采自广东海洋大

学动物医院临床病例，经分离鉴定后保存。

１． ２　 试验药材 　 野菊花、穿心莲、虎杖、黄连、黄

芩、香薷、金银花、栀子、黄柏，购于湛江市大参林

药房。

１． ３　 主要试剂　 营养琼脂，购于北京陆桥技术有

限责任有限公司；营养肉汤，购于北京陆桥技术有

限责任有限公司。

１． ４　 主要仪器　 ＧＺＸ － ＧＦ·１０１ － ２ － ＢＳ 电热恒

温鼓风干燥箱（上海跃进医疗器械厂），ＳＰＸ － ２５０Ｂ

－ ＩＩ 生化培养箱（上海跃进医疗器械厂），ＬＤＺＦ －

５０ＫＢ 立式压力蒸汽灭菌器 （上海申安医疗器械

厂），ＴＤＬ － ５Ｚ 台式多管架自动平衡离心机（上海

安亭科学仪器厂），ＢＣＤ － ２０６ＳＴＰＡ 海尔牌冷藏冷

冻箱 （青岛海尔股份有限公司），ＳＹ － ＣＪ － ２ＦＤ 双

人单面净化工作台 （上海博讯实业有限公司医疗

设备厂），ＤＦＹ － ５００５００ 克摇摆式高速中药粉碎机

（温岭市林大机械有限公司），ＨＷＳ － ２４ 数星恒温

搅拌水浴锅 （上海一恒科学仪器有限公司）。

２　 方　 法

２． １　 中草药提取液的制备

２． １． １　 水提液的制备 　 称取所需中草药 ５０ ｇ，加

５００ ｍＬ 蒸馏水室温浸泡 ３０ ｍｉｎ，加热至沸腾后小火

煮 ３０ ｍｉｎ，经六层纱布过滤，药渣再加 ４００ ｍＬ 蒸馏

水，加热至沸腾后小火煮 ３０ ｍｉｎ，经六层纱布过滤，

合并 ２ 次滤液，滤液经恒温沸腾浓缩至 ５０ ｍＬ，即药
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物浓度为 １ ｇ ／ ｍＬ，４ ℃保存备用［４］。

２． １． ２　 醇提液的制备　 将药物分别粉碎 ２０ 目，各

称重 ５０ ｇ，加入 ２００ ｍＬ ９０％ 乙醇溶液，浸泡 １ 周，

经六层纱布过滤，药渣加入 １００ ｍＬ ９０％乙醇溶液，

再次浸泡 ２４ ｈ，经六层纱布过滤，合并 ２ 次滤液。

将滤液经 ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ 后取上清液，置

沸水浴中挥尽乙醇，浓缩成膏，再用无菌生理盐水

定容至 ５０ ｍＬ，４ ℃保存备用［５］。

２． ２　 供试菌液的制备 　 挑取保存的菌株，接种于

营养肉汤中，置于恒温培养箱 ３７ ℃培养 １６ ～ ２４ ｈ，

次日于营养琼脂平板上划线培养 １６ ～ ２４ ｈ，第三天

挑取单个菌落接种于 ２ ｍＬ 营养肉汤中，置于恒温

培养箱培养 １６ ～２４ ｈ，吸取上述菌液 ０． ２ ｍＬ，用营养

肉汤按 １０ －１进行梯度稀释，与 ０． ５ 麦氏比浊管对比，
将菌液校正至细菌含量约为１． ５ ×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ，再稀

释为 １． ０ × １０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的供试菌液，４ ℃ 冰箱

保存。

２． ３　 最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定　 中草药的水提

液与醇提液均采用试管二倍稀释法进行最小抑菌浓

度的测定：取灭菌后的试管，排序 １ ～ １２ 号，将 １ ～ １０

号试管的药物浓度依次稀释为 ５００、２５０、１２５、６２． ５、

３１． ２５、１５． ６３、７． ８１、３． ９７、１． ９８ 和 ０． ９９ ｍｇ ／ ｍＬ。 １１

号试管不加药物作为阳性对照，１２ 号试管不接种

细菌作为阴性对照。 重复 ２ 次。 将各管置于 ３７ ℃

恒温箱中培养 １６ ～ ２４ ｈ，观察结果。 在阳性对照管

浑浊，阴性对照管透明不浑浊的条件下，１ ～ １０ 号

试管内，液体澄清透明的最低浓度为最小抑菌

浓度。

２． ４　 体外联合药敏试验 　 选取最小抑菌浓度≤

１２５ ｍｇ ／ ｍＬ 的中草药水提液和醇提液，分别进行体

外联合药敏试验。 采用微量肉汤稀释棋盘法，将测

定的中草药提取液单独对受试菌的最小抑菌浓度

（ＭＩＣ）作为中心浓度，选择 ＡＢ 两种药，将两药 ＭＩＣ

的 ２ 倍、１ 倍、１ ／ ２ 倍、１ ／ ４ 倍以及 ＭＩＣ 的 １ ／ ８、１ ／ １６

和 １ ／ ３２ 浓度在 ９６ 孔反应板上进行联合，接菌量为

１． ０ × １０５ＣＦＵ ／ ｍＬ。 置于 ３７ ℃恒温箱中培养 １６ ｈ，

观察结果并计算 ＦＩＣ 指数。

ＦＩＣ 指数 ＝甲药联用时的 ＭＩＣ
甲药单用时的 ＭＩＣ ＋乙药联用时的 ＭＩＣ

乙药单用时的 ＭＩＣ

ＦＩＣ 指数≤０． ５ 表示两药联合结果为协同作

用；ＦＩＣ 指数 ＞ ０． ５ ～ １ 表示两药联合结果为相加作

用；ＦＩＣ 指数 ＞ １ ～ ２ 表示两药联合结果为无关作

用；ＦＩＣ 指数 ＞ ２ 表示两药联合结果为无关作用。

３　 结果与分析

３． １　 最小抑菌浓度（ＭＩＣ）测定结果　 不同中草药

提取液对鸡源变形杆菌的 ＭＩＣ 结果见表 １。 由表

可知，黄芩水提液对鸡源变形杆菌抑菌效果最显

著，其 ＭＩＣ 值为 ６２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，黄连、香薷、虎杖、穿

心莲的抑菌效果次之，ＭＩＣ 值为 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ，黄柏

抑菌效果一般，ＭＩＣ 值为 ２５０ ｍｇ ／ ｍＬ，野菊花、栀子

的抑菌效果较差，ＭＩＣ 值为 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ，金银花抑

菌效果最差，ＭＩＣ 值大于 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ。

在醇提液中，香薷、虎杖、穿心莲对鸡源变形杆

菌抑菌效果较好，ＭＩＣ 值为 １２５ ｍｇ ／ ｍＬ，其次为黄

芩、黄连、野菊花、栀子，ＭＩＣ 值为 ２５０ ｍｇ ／ ｍＬ，黄柏

抑菌效果较差，ＭＩＣ 值为 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ，金银花抑菌

效果最差，ＭＩＣ 值大于 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ。

表 １　 最小抑菌浓度（ＭＩＣ）测定结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ （ＭＩＣ）
药物名称 水提液 ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） 醇提液 ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

黄芩 ６２． ５ ２５０

黄连 １２． ５ ２５０

香薷 １２５ １２５

虎杖 １２５ １２５

穿心莲 １２５ １２５

黄柏 ２５０ ５００

野菊花 ５００ ２５０

栀子 ５００ ２５０

金银花 ＞ ５００ ＞ ５００

３． ２　 体外联合药敏试验结果　 中草药提取液联合

药敏试验结果见表 ２、表 ３。 由表 ２ 可知，在水提液
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联合药敏试验中，黄连和虎杖联合为拮抗作用（ＦＩＣ

＞ ２），黄芩和穿心莲、黄芩和香薷、黄芩和虎杖、黄

连和穿心莲、黄连和香薷、穿心莲和香薷、穿心莲和

虎杖、香薷和虎杖联合均为无关作用（ＦＩＣ ＞ １ ～ ２），

黄芩和黄连联合无法计算试验结果，无 ＦＩＣ 指数。

由表 ３ 可知，醇提液联合药敏试验中，穿心莲和香薷

联合为拮抗作用（ＦＩＣ 指数 ＞ ２），虎杖和香薷、穿心

莲和香薷联合呈现为无关作用（ＦＩＣ 指数 ＞１ ～２）。

表 ２　 水提液体外联合药敏试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｗｉｔｈ ｗａｔｅｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

甲药 ＋ 乙药
甲药 ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） 乙药 ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

单 ＭＩＣ　 联 ＭＩＣ 单 ＭＩＣ　 联 ＭＩＣ
ＦＩＣ 指数 结果

黄芩 ＋ 黄连 —　 — —　 — — —

黄芩 ＋ 穿心莲 １５． ６３　 １５． ６３ ２５０． ００　 １２５． ００ １． ５０ 无关

黄芩 ＋ 香薷 １５． ６３　 １５． ６３ ２５０． ００　 １２５． ００ １． ５０ 无关

黄芩 ＋ 虎杖 １５． ６３　 １５． ６３ ３１． ２５　 ３１． ２５ ２． ００ 无关

黄连 ＋ 穿心莲 １２５． ００　 １２５． ００ ２５０． ００　 ２５０． ００ ２． ００ 无关

黄连 ＋ 香薷 ６２． ５０　 ６２． ５０ ２５０． ００　 ２５０． ００ ２． ００ 无关

黄连 ＋ 虎杖 ６２． ５０　 １２５． ００ ２５０． ００　 １２５． ００ ２． ５０ 拮抗

穿心莲 ＋ 香薷 ２５０． ００　 ２５０． ００ ２５０． ００　 ２５０． ００ ２． ００ 无关

穿心莲 ＋ 虎杖 １２５． ００　 ６２． ５０ ２５０． ００　 ２５０． ００ １． ５０ 无关

香薷 ＋ 虎杖 ２５０． ００　 １２５． ００ ３１． ２５　 ３１． ２５ １． ５０ 无关

注：“ － ”表示结果无法计算。

表 ３　 醇提液体外联合药敏试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｗｉｔｈ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

甲药 ＋ 乙药
甲药 ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） 乙药 ＭＩＣ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

单 ＭＩＣ　 联 ＭＩＣ 单 ＭＩＣ 联 ＭＩＣ
ＦＩＣ 指数 结果

虎杖 ＋ 穿心莲 ３１． ２５　 ３１． ２５ ６２． ５０　 ３１． ２５ １． ５０ 无关

虎杖 ＋ 香薷 ３１． ２５　 ３１． ２５ １２５． ００　 ６２． ５０ １． ５０ 无关

穿心莲 ＋ 香薷 ３１． ２５　 ６２． ５０ １２５． ００　 ６２． ５０ ２． ５０ 拮抗

４　 讨论与结论

４． １　 不同中草药的抑菌效果 　 根据试验结果显

示，不同的中草药对鸡源变形杆菌的抑菌效果不

同。 其中黄芩的水提液对鸡源变形杆菌的最小抑

菌浓度（ＭＩＣ）值为 ６２． ５ ｍｇ ／ ｍＬ，抑菌效果最显著，

黄芩醇提液 ＭＩＣ 值为 ２５０ ｍｇ ／ ｍＬ，抑菌效果一般，

有研究表明，黄芩有广泛的药理作用，如抗真菌、抗

病毒和抗菌等，其主要有效成分为黄芩苷和黄芩

素［６］。 而金银花抑菌效果最差。 金银花的水提液

与醇提液的 ＭＩＣ 值均大于 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ，崔艳［７］等人

研究发现金银花具有抗菌、消炎、抗氧化等作用，主

要有效成分为机酸类、黄酮类、挥发油和环烯醚萜

类化合物等。 本试验中金银花对鸡源变形杆菌不

具有体外抑菌作用，但其在体内是否能对鸡源变形

杆菌产生抑制作用，仍需要进一步的研究。

４． １． ２　 不同提取方法对体外抑菌效果的影响　 根

据试验结果显示，同种中草药提取方法不同所得的

中草药提取液对鸡源变形杆菌抑菌效果不同。 本

·６５·
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试验中黄芩、黄连、黄柏的醇提液抑菌效果较水提

液差，而金银花、香薷、虎杖、穿心莲的醇提液抑菌

效果与水提液相同，野菊花和栀子的醇提液抑菌效

果优于水提液。 其中醇提液与水提液抑菌效果相

差最大的为黄芩，邢逞［８］等人的研究显示黄芩水提

液中的黄芩素成分含量高于黄芩醇提液，而在本试

验中发挥抑菌效果的有效成分是否确定为黄芩素

则需要进一步研究。 谢新芳［９］ 等人的研究显示金

银花的醇提液抑菌效果优于水提液，与本试验结果

不一致，但其菌种为奇异变形杆菌，与本试验所用

菌种存在差异。 本试验说明不同的提取方法，可能

会影响提取液中对特定病原菌具有抑制作用的有

效成分的含量，进而影响体外的抑菌效果。 其中影

响最大的因素可能是有效成分在溶剂中的溶解度。

学者们一直在研究中草药的有效成分，但关于

中草药的提取方法和作用机理等都需要进一步研

究，根据提取的方法、温度、时间、试剂等的不同中

草药的抑菌效果都会有差别，例如水提法虽然操作

条件简便，但其煎煮条件等缺少标准，有些中草药

受到煎煮温度、时间等的影响，其中热稳定性较差

的有效成分容易被破坏，影响中草药的抑菌效果，

并且某些药物的有效成分不易溶于水，则水提法就

不能较好地发挥出中草药的药效；而醇提法受到乙

醇浓度、用量等的影响，会有不同的效果，若乙醇浓

度过高，用量过大，则可能失去较多不溶于乙醇的

有效成分，若浓度过低，用量过少，就不能达到较好

的除杂效果［１０］。

本试验为同种药物的不同提取方法以及不同

药物的同种提取方法的抑菌效果进行了研究，为该

几种中草药的临床用药和试验研究提供参考。 关

于中草药不同的提取方法对中草药抑菌效果的影

响还需要进一步研究，以达到中草药最优的抑菌效

果，为临床用药提供参考。

４． ２　 体外联合药敏试验结果分析 　 本试验中，黄

连和虎杖水提液以及穿心莲和香薷醇提液的体外

联合药敏试验结果为拮抗作用，可能是由于药物在

进行配伍时，有效成分之间相互反应，发生结合、吸

附等作用，使药物的有效抑菌成分溶出减少，或相

互发生化学反应，从而使药物的抑菌活性下降［１１］。

还可能是药物之间的作用位点相同，导致相互之间

产生竞争作用，从而出现拮抗。 其余组合的体外联

合药敏试验结果均为无关作用。 这些药物的配伍

在体内试验中是否仍为拮抗或无关作用，还需要进

一步的研究。

本试验体外联合药敏试验结果能为该几种中

草药的在临床上的配伍使用提供参考，而中草药在

联用时，其配伍方式和比例对抑菌效果的影响、配

伍后有效成分的变化等都需要进一步的研究探讨。
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