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摘要：为观察中草药提取物的体外抑菌效果，按常规法制备中草药复方Ａ （黄芩、连翘、大黄、蒲公
英）和复方Ｂ（白头翁、黄连、黄柏、秦皮）的水提取物、醇提取物，利用管碟法和试管２倍稀释法测定
中草药提取物抑菌圈的大小和对大肠杆菌的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。结果表明，２种中草药复方对
大肠杆菌均有一定的抑制作用，并且醇提物的抑菌效果均优于其水煮提取物（Ｐ＜０．０５）。其中复
方Ａ的醇提取物和水煮提取物的 ＭＩＣ分别是１５．６２５ｍｇ／ｍＬ和３１．２５ｍｇ／ｍＬ；复方Ｂ的醇提取
物和水煮提取物的 ＭＩＣ分别是３１．２５ｍｇ／ｍＬ和６２．５ｍｇ／ｍＬ。
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　　近年来，由于在动物疫病防治中过度使用抗菌
药物，兽医临床上病原菌耐药性问题日趋严重，同时
药物残留和药物毒副作用所导致的畜产品安全问题

也愈发凸显［１］。因此，研发既能有效防治细菌性疾
病又能解决病菌耐药性且残留较低的药物迫在眉

睫。临床实践表明，中草药作为我国特有的中医药
理论与实践的产物，其品种多样、资源丰富、价格低
廉、疗效明显、毒副作用小、易于代谢，并且以其富含
多种活性成分、抗菌机制特殊、逆转细菌耐药等独特
优势，被广泛用于动物疫病防治，成为替代抗生素解
决抗药性和药残的方向之一［２］。

本试验选取８味中草药配制成２种复方制剂，
采用不同方法提取其有效成分，通过不同提取物对
大肠杆菌体外抗菌活性的比较研究，以期筛选出高
抗活性的中草药制剂，为大肠杆菌病的治疗和中草
药有效成分的提取提供理论依据，并为中草药抑制
剂的筛选和添加剂量提供参考。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　供试中药　黄芩、连翘、秦皮、蒲公英、大黄、
白头翁、黄连、黄柏，均购于周口市同和堂大药店。
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根据中药组方的原则，即药性的四气五味，药物间的
相须、相使等［３］，将８味中药进行组方，分别为复方

Ａ：黄芩、连翘、大黄、蒲公英；复方Ｂ：白头翁、黄连、
黄柏、秦皮。

１．１．２　供试菌种　大肠杆菌由周口师范学院生命
科学系微生物实验室提供。

１．１．３　培养基　ＬＢ培养基、牛肉膏蛋白胨培养基
均按常规方法配制。

１．２　试验方法
１．２．１　复方中草药提取物的制备

１．２．１．１　水煮法提取中草药　称取复方Ａ、Ｂ中的
药材各５０ｇ，分别加水４００ｍＬ浸泡２ｈ后，文火煎
煮２ｈ，８层纱布过滤药液；药渣加水２００ｍＬ煮沸后
煎煮１．５ｈ，过滤药液；药渣再加水１００ｍＬ，煮沸后
煎煮４０ｍｉｎ，合并３次药液文火浓缩至５０ｍＬ（药液
中生药含量为１．０ｇ／ｍＬ）。１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，取上清液，调ｐＨ值至７．４～７．６灭菌备用。

１．２．１．２　乙醇抽提法提取中草药　将复方Ａ、Ｂ中
药材粉碎，分别称取中药粉末各５０ｇ，以９５％的乙
醇浸泡，首次用４００ｍＬ乙醇浸泡２４ｈ后用抽滤机
抽提，药渣加２００ｍＬ乙醇浸泡１２ｈ后再次抽提，第

３次药渣加１００ｍＬ乙醇浸泡１０ｈ后抽提，弃去药
渣，合并３次提取液，用文火蒸发浓缩至５０ｍＬ（药
液中生药含量为１．０ｇ／ｍＬ）。１　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，取上清液，调ｐＨ值至７．４～７．６灭菌备用。

１．２．２　待测菌液的制备　在无菌条件下，用接种环
将贮存的大肠杆菌用平板画线法接种于牛肉膏蛋白

胨培养基中，３７℃下培养２４ｈ复壮；取复壮后菌种
再接种于ＬＢ培养基，制成菌悬液，３７℃培养２４ｈ，
待用。

１．２．３　供试中草药抑菌活性测定　无菌条件下，将
１００μＬ菌液均匀涂布在牛肉膏蛋白胨培养基平板
上，待平板表面水分吸收后，将牛津杯放在培养基平
板上，在牛津杯中加入１００μＬ供试药，并同时作培
养基对照和空白对照试验。置３７℃下恒温培养箱
中培养２４ｈ，记录抑菌圈直径，求其平均值。用此
法分别测定４种提取药物抑菌圈直径。

１．２．４　最小抑菌浓度（ＭＩＣ）测定　采用试管２倍
稀释法［４］。取９支无菌试管，前８支每管加入５ｍＬ
ＬＢ培养基，然后在第ｌ管加入５ｍＬ灭菌的中药提
取物，混匀后吸取５ｍＬ加入第２管中，混匀后吸取
５ｍＬ加入第３管中，依次类推，对药液进行２倍倍
比稀释，直至第７管，第７管吸取５ｍＬ弃去，使药
液质量浓度为５００～７．８１２　５ｍｇ／ｍＬ；第８管仅加菌
液作为对照，以观察细菌的生长情况；第９管仅加受
试中草药提取物５ｍＬ，以便观察受试中草药是否被

污染。取培养好的菌液１００μＬ接种于前７支试管
中，３７℃下培养２４ｈ观察结果。以无菌生长的最
低稀释度为 ＭＩＣ（本试验中，由于药液颜色较深不
易观察，所以取各个稀释度的培养液５０μＬ均匀涂
布牛肉膏蛋白胨培养基平板，置３７℃下恒温培养箱
中培养２０ｈ观察结果，以确定在某个质量浓度下大
肠杆菌是否生长）［５］。用此法分别测定４种药液的

ＭＩＣ值。

１．２．５　数据分析　采用ＳＰＰＳ　１６．０统计软件进行
分析处理。结果用平均数±标准差表示，对不同提
取方法的抑菌圈直径用方差分析进行显著性检验。

１．２．６　标准曲线的制作　以不同药液的稀释度为
横坐标，以各个稀释度所测的抑菌圈直径为纵坐标，
制作４种药物的标准曲线，以判定药物浓度与抑菌
效果的相关性。

２　结果与分析

２．１　供试中草药抑菌活性测定结果
由表１可知，４种中草药药液均有明显的抑菌

作用，对大肠杆菌均有较高的敏感性，复方 Ａ的水
煮液和醇提液呈高度敏感，复方Ｂ的醇提液也呈高
度敏感，复方Ｂ的水煮液呈中度敏感。其中复方

Ａ、Ｂ的醇提液抑菌效果均优于其水煮液，且Ａ药液
整体上比Ｂ的抑菌效果好。

表１　４种药液对大肠杆菌的抑菌圈直径　 ｍｍ　

药液
次数

１　 ２　 ３　 ４
平均值

复方Ａ醇提液 ２５　 ２８　 ２６　 ２５　 ２６±１．４１４
复方Ａ水煮液 １９　 １７　 １９　 １７　 １８±１．１５５
复方Ｂ醇提液 ２４　 ２２　 ２１　 ２１　 ２２±１．４１４
复方Ｂ水煮液 １５　 １４　 １３　 １４　 １４±０．８１６

２．２　ＭＩＣ测定结果
结合各个稀释度培养液中大肠杆菌在牛肉膏蛋

白胨培养基平板上的生长情况，本研究中 ＭＩＣ测定
结果表明，２种中药混合物的醇提物抑菌效果均优
于对应的水煮提取物抑菌效果。其中，Ａ醇提液的

ＭＩＣ为１５．６２５ｍｇ／ｍＬ，Ａ水煮液的 ＭＩＣ为３１．２５
ｍｇ／ｍＬ；Ｂ醇提液的 ＭＩＣ为３１．２５ｍｇ／ｍＬ，Ｂ水煮
液的 ＭＩＣ为６２．５０ｍｇ／ｍＬ（表２）。

表２　不同药液的 ＭＩＣ　 ｍｇ／ｍＬ　

药液 ＭＩＣ

复方Ａ醇提液 １５．６２５

复方Ａ水煮液 ３１．２５

复方Ｂ醇提液 ３１．２５

复方Ｂ水煮液 ６２．５０
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２．３　４种药液不同稀释度与其抑菌圈的标准曲线

４种药液的不同稀释度与其抑菌圈直径的相关
性都较好，Ｒ２ 均达到０．９７以上，结果如图１、２、３、４
所示。

图１　复方Ａ醇提取物的抑菌圈曲线

图２　复方Ａ水煮液提取物的抑菌圈曲线

图３　复方Ｂ醇提物的抑菌圈曲线

图４　复方Ｂ水煮提取物的抑菌圈曲线

３　结论与讨论

３．１　不同中草药对大肠杆菌的影响
本次试验结果表明，复方Ａ、Ｂ均对大肠杆菌有

较好的抑制效果，说明采用这２种中草药制剂治疗大
肠杆菌病都具有一定的可行性。分析发现，黄芩、连
翘、大黄、蒲公英等４种中药混合物的抑菌效果明显
优于秦皮、白头翁、黄连、黄柏（白头翁散）等４种混合
物的药效（Ｐ＜０．０５）。然而，中草药成分复杂，抗菌机
制特殊，体外抑菌试验与体内试验结果并不完全一
致［６］。复方Ａ能否在畜禽体内达到有效抗菌浓度而
发挥疗效，有待进一步研究。

３．２　不同提取方法对 ＭＩＣ的影响
本研究结果表明，不同提取方法对中草药的 ＭＩＣ

影响较大，２种复方中草药醇提物的抑菌效果均好于
水煮液，这可能与中草药的有效成分有关。研究发
现，中药中抗菌的有效成分主要是生物碱、有机酸、萜
类、黄酮、醌类等［７］。所以，在醇提过程中，这些物质
更易溶于乙醇中。而水煮法中，部分化学物质难溶于
水或对热敏感，具有挥发性，因此，在煎煮过程中，抑
菌活性有效成分不能充分释放出［８］，从而影响抑菌效
果，导致某些药物的 ＭＩＣ值偏高。另外，所试药物还
进行了高压灭菌，这也可能会导致某些中草药制剂的
药理活性降低，从而影响其抑菌效果［８］。
中草药以其兼有药物性和营养性被广泛用于病

原微生物疾病的防治，具有良好的开发前景和应用价
值。本研究采用常规法验证了复方Ａ的抑菌效果明
显优于复方Ｂ，该结果可以为防治畜禽大肠杆菌病提
供用药依据。但条件受限，该复方的体内及临床试验
效果如何，还需建立合适的试验方法和准确高效的检
验体系，结合体内、体外及临床疗效进行全面评估，为
开发和综合利用该资源提供科学依据。
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