
收稿日期：２０１３－０６－１２
基金项目：四川优势产业发展急需紧缺专业博士后项目与教育厅科研项目（２０１００３０１）；四川农业大学双支计划项目（２０１３０３）
作者简介：舒　刚（１９７８－），男，重庆铜梁人，讲师，硕士，主要从事中药药理学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｃｎｄｓｕ＠ｑｑ．ｃｏｍ
＊通讯作者：林居纯（１９６８－），女，四川隆昌人，副教授，博士，主要从事细菌耐药性研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｕｃｈｕｎｌｉｎ＠１２６．ｃｏｍ

４种中药复方对大肠杆菌、沙门氏菌Ｒ
质粒的消除作用
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摘要：为研究不同中药复方对大肠杆菌、沙门氏菌２种临床耐药菌株Ｒ质粒的消除作用，以三黄汤
等４种中药复方水煎剂为质粒消除剂，以临床分离的多重耐药大肠杆菌及沙门氏菌为靶细菌，采用
肉汤二倍稀释法和影印培养法进行质粒消除试验。结果显示，４种中药复方对２种临床耐药菌Ｒ
质粒均有消除作用（消除率０．７％～９．３％），不同中药复方耐药性消除子均丢失２～３个质粒条带
（２　０００～２１　０００ｂｐ），并丢失耐药表型。表明４种中药复方对耐药大肠杆菌和沙门氏菌Ｒ质粒均有
消除作用。
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　　细菌多重耐药性研究表明［１－２］，Ｒ质粒在菌群间

相互传播是 导 致 多 重 耐 药 菌 株 广 泛 流 行 的 重 要 机

制，由质粒介导的耐药性能伴随耐药质粒的消除而

逆转。如果能有效地清除耐药质粒，细菌可恢复对

抗生素的敏感性，细菌性感染将会得到有效控制［３］。
研究发 现［４－５］，ＳＤＳ、嵌 合 染 料、高 温、高 热 等 理 化 作

用可以消除耐药质粒，但因其有较强的毒副作用而

不能应用于临床。近年来，从天然药物中寻找质粒

消除剂成为研究热点，鞠洪涛等［６］用中草药提取物

消除了大肠杆菌耐药性及耐药质粒；关玛丽等［７］证

实，蒌仁对大肠杆菌耐药性质粒有消除作用。大量

研究［８－９］表明，中药具有消除耐药质 粒 的 作 用，多 以
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清热类中药为主。目前，关于中药复方对细菌耐药

质粒的消除研究较少。本研究选取大黄汤等中药复

方为质粒消除剂，探讨其对大肠杆菌和沙门氏菌耐

药Ｒ质粒的消除作用，为中药复方逆转细菌耐药性

研究提供参考。

１　材料和方法

１．１　试验材料

１．１．１　供试菌株　多重耐药菌株大肠杆菌（Ｅ）和

沙门氏菌（Ｓ）由四川农业大学动物医学院药学系实

验室保存提供。

１．１．２　药品及试剂　黄芩、黄连、黄柏、大黄、栀子、
甘草等中药购于雅安市惠民堂中药房，经四川农业

大学药学系 实 验 室 鉴 定 后 使 用；氨 苄 西 林（ＡＭＰ）、
阿莫西林（ＡＭＯ）、阿 莫 西 林／克 拉 维 酸（ＡＭＣ）、头

孢曲松（ＣＲＯ）、链霉素（ＳＴＲ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、四

环素（ＴＥＴ）、强力霉素（ＤＯＸ）、氟苯尼考（ＦＬＯ）、氧

氟 沙 星 （ＯＦＬ）、恩 诺 沙 星 （ＥＮＲ）、磺 胺 异 噁 唑

（ＳＩＡ）、复方新诺明（ＳＸＴ）由中国农业大学药理学

实验室提供；十 二 烷 基 磺 酸 钠（ＳＤＳ）购 于 成 都 科 龙

化工试剂厂；ＭＨ 肉汤、ＬＢ肉汤及ＬＢ琼 脂 购 于 杭

州微生物试剂有限公司。

１．２　方法

１．２．１　中药复方制备　三黄汤：大黄９ｇ，黄芩６ｇ，
甘草３ｇ，栀子２７枚；泻心汤：大黄１０ｇ，黄连、黄芩

各５ｇ；黄连解毒汤：黄连９ｇ，黄芩６ｇ，黄柏６ｇ，栀
子９ｇ；黄芩汤：黄芩９ｇ，甘草（炙）６ｇ，芍药６ｇ，大

枣１２枚。按配方称取各味中药，用水煎煮２次后，
合并过滤，滤 液 分 别 使 用７０％、８０％的 乙 醇 进 行 沉

淀，回 收 乙 醇，得 到 含 生 药 材１ｇ／ｍＬ的 药 液，置

４℃冰箱保存备用［７］。

１．２．２　质粒消除试验　采用肉汤二倍稀释法倍比

稀释药液，分别测定４种中药复方对培养１２ｈ的大

肠杆菌及２４ｈ的沙门氏菌的亚抑菌浓度［１０］。分别

取其亚抑菌浓度肉汤涂布于ＬＢ平板，每组 分 别 挑

取１　０００个菌落，按 影 印 培 养 法 依 次 转 接 于 含 ＡＭＰ
（２０μｇ／ｍＬ）、ＴＥＴ（２０μｇ／ｍＬ）及不含药的ＬＢ平板

上，于３７℃培养２４ｈ，同时以含ＳＤＳ（１００ｍｇ／Ｌ）有
菌ＬＢ肉汤为阳性对照、不含药物有菌肉汤 为 空 白

对照。选择在ＬＢ琼脂平板上生长而在药物平板上

不生长 的 菌 落 为 耐 药 性 消 除 子，计 算 耐 药 性 消 除

率［１１］，耐药性消 除 率＝耐 药 性 消 除 菌 落 数／被 检 测

菌落总数×１００％。

１．２．３　碱裂解法及电泳观察菌株消除前后质粒的
变化　将消除子与原菌液参照文献［１２］改进的碱裂

解法进行快速 质 粒ＤＮＡ抽 提，然 后 进 行 琼 脂 糖 凝

胶电泳，检测质粒带的消失情况。

１．２．４　耐药消除子药敏试验　采用肉汤二倍稀释

法进行质粒消除前后菌株药敏试验，观察其耐药表

型变化［１３］。

１．２．５　消除子稳定性试验　随机选取质粒消除子

在ＬＢ平板上划线传代３０次，每 间 隔１０代 测 定 其

对抗菌药物的最低抑菌浓度（ＭＩＣ），检测消除 子 稳

定性。

２　结果与分析

２．１　中药复方对２种细菌的耐药性消除作用

由表１可见，大肠杆菌菌株本身不能自发丢失

耐药性，黄 芩 汤 对 该 菌 株 的 耐 药 性 消 除 率 极 显 著

低于ＳＤＳ（Ｐ＜０．０１），黄 连 解 毒 汤 消 除 率 最 高，极

显著高 于ＳＤＳ（Ｐ＜０．０１），泻 心 汤、三 黄 汤 消 除 率

与ＳＤＳ差异不 显 著（Ｐ＞０．０５），但 显 著 低 于 黄 连

解毒汤（Ｐ＜０．０５），黄 芩 汤 效 果 较 差，极 显 著 低 于

其他组（Ｐ＜０．０１）。沙 门 氏 菌 菌 株 未 能 自 发 丢 失

耐药性，中 药 复 方 处 理 后，ＴＥＴ耐 药 性 易 于 被 消

除。各中药 复 方 对 其 均 有 不 同 程 度 的 消 除 作 用，
消除率均极 显 著 高 于ＳＤＳ对 照 组（Ｐ＜０．０１），具

有较强的 消 除 效 果，但 黄 连 解 毒 汤 效 果 极 显 著 低

于三黄汤和泻心汤（Ｐ＜０．０１），而 与 黄 芩 汤 差 异 不

显著（Ｐ＞０．０５）。

表１　４种中药复方对大肠杆菌、沙门氏菌的耐药性消除作用

药物

质量浓度／（ｍｇ／ｍＬ）

Ｅ　 Ｓ

消除耐药性的菌落数／个

ＡＭＰ
Ｅ　 Ｓ

ＴＥＴ
Ｅ　 Ｓ

ＡＭＰ＋ＴＥＴ
Ｅ　 Ｓ

总消除率／％

Ｅ　 Ｓ

三黄汤 １２５　 ６２．５　 ９　 １４　 ２６　 ６１　 ２　 １８　 ３．７±０．５４ｂＡＢ　 ９．３±１．０８ａＡ

泻心汤 １２５　 ６２．５　 ６　 ８　 ２９　 ５８　 ８　 ２２　 ４．３±０．３３ｂＡＢ　 ８．８±１．１１ａＡ

黄连解毒汤 １２５　 ６２．５　 １５　 ２　 ３８　 ４２　 １１　 ３　 ６．４±０．５４ａＡ　 ４．７±０．２１ｂＢ

黄芩汤 ６２．５　 ３１．２５　 ０　 １３　 ７　 ４０　 ０　 ７　 ０．７±０．１１ｃＣ　 ６．０±０．３３ｂＡＢ

ＳＤＳ　 ０．１　 ０．１　 ５　 ７　 ２３　 １５　 ０　 ０　 ２．８±０．２１ｂＢ　 ２．２±０．３２ｃＣ

阴性对照组 － － ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

　注：同列数据后不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。
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２．２　质粒消除前后质粒图谱变化

由图１可知，大肠杆菌具有３个质粒条带，大小依

次约为２　３００、３　２００、２１　０００ｂｐ，经不同消除剂作用后，
消除子均表现２～３个质粒条带的丢失，丢失的质粒条

带范围为２　３００～２１　０００ｂｐ；沙门氏菌具有大小依次约

为２　０００、４　０００、２１　０００ｂｐ的３个质粒条带，经不同消除

剂作用后，消除子均表现２～３个质粒条带的丢失，丢
失的质粒条带范围为２　０００～２１　０００ｂｐ。

１．Ｍａｒｋｅｒ　ＤＬ１５０００；２．菌株；３－６．菌株消除子

图１　大肠杆菌、沙门氏菌Ｒ质粒消除前后质粒图谱

２．３　质粒消除前后菌株的耐药表型变化

２．３．１　大肠杆菌　由表２可以看出，在对１３种常用

抗菌药物耐药情况监测中，大肠杆菌对其中的１２种

药 物 耐 药，其 耐 药 谱 为 ＡＭＰ／ＡＭＯ／ＡＭＣ／ＳＴＲ／

ＧＥＮ／ＴＥＴ／ＤＯＸ／ＦＬＯ／ＯＦＬ／ＥＮＲ／ＳＩＡ／ＳＸＴ，其耐药

性消除前后的ＭＩＣ发 生 显 著 变 化。ＡＭＰ耐 药 表 型

丢失的消除子，均不同程度恢复其对１３种抗菌药物

的敏感性，由１２种 耐 药 表 型 变 为２种，耐 药 谱 为

ＴＥＴ／ＦＬＯ；ＴＥＴ耐 药 表 型 丢 失 的 消 除 子，恢 复 了

对药物的敏感性，由１２种 耐 药 表 型 变 为１０种，耐

药 谱 为 ＡＭＰ／ＡＭＯ／ＡＭＣ／ＳＴＲ／ＧＥＮ／ＦＬＯ／ＯＦＬ／

ＥＮＲ／ＳＩＡ／ＳＸＴ；ＡＭＰ、ＴＥＴ　２种 耐 药 表 型 同 时 丢

失的消除子，对所选的１３种 抗 菌 药 物 的 ＭＩＣ均 呈

现出减小趋势，由１２种耐药表型变为１种，耐药谱

为ＦＬＯ，且对耐药性的消除程度优于单一耐药表型

丢失的菌株。

２．３．２　沙门氏菌　由表３可以看出，在对１３种常用

抗菌药物耐药情况监测中，沙门氏菌对１２种抗菌药

物高 度 耐 药，其 耐 药 谱 为 ＡＭＰ／ＡＭＯ／ＡＭＣ／ＳＴＲ／

ＧＥＮ／ＴＥＴ／ＤＯＸ／ＦＬＯ／ＯＦＬ／ＥＮＲ／ＳＩＡ／ＳＸＴ。经 消

除剂作用后，消除子的 ＭＩＣ发生显著变化。ＡＭＰ耐

药表型丢失的消除子，对β－内酰胺类、氨基糖苷类药

物及 氯 霉 素 类 药 物 的 ＭＩＣ均 降 低（ＭＩＣ　１～８μｇ／

ｍＬ），由１２种耐药表型变为６种，其耐药谱为ＴＥＴ／

ＤＯＸ／ＯＦＬ／ＥＮＲ／ＳＩＡ／ＳＸＴ；ＴＥＴ耐药表型丢失的消

除子，恢复了对药物的敏感性，由１２种耐药表型变为

１０ 种，耐 药 谱 为 ＡＭＰ／ＡＭＯ／ＡＭＣ／ＳＴＲ／ＧＥＮ／

ＦＬＯ／ＯＦＬ／ＥＮＲ／ＳＩＡ／ＳＸＴ；ＡＭＰ、ＴＥＴ　２种 耐 药 表

型同时丢失 的 消 除 子，对 所 选 的１３种 抗 菌 药 物 的

ＭＩＣ值均减小，由１２种耐药表型变为１种，耐药谱

为ＥＮＲ，且对耐药性的消除程度优于单一耐药表型

丢失的菌株。

表２　大肠杆菌耐药性消除前后的耐药表型变化

药物
原始菌株

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＡＭＰ消除后

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＴＥＴ消除后

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＡＭＰ＋ＴＥＴ消除后

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＡＭＰ ＞１２８ Ｒ ＜１ Ｓ ＞１２８ Ｒ ＜１ Ｓ

ＡＭＯ ＞１２８ Ｒ ２ Ｓ ＞１２８ Ｒ ２ Ｓ

ＡＭＣ ＞１２８ Ｒ ８ Ｓ ＞１２８ Ｒ ４ Ｓ

ＣＲＯ　 ２ Ｓ ＜０．５ Ｓ ２ Ｓ ＜０．５ Ｓ

ＳＴＲ ＞１２８ Ｒ ８ Ｉ ＞１２８ Ｒ ８ Ｉ

ＧＥＮ　 ６４ Ｒ ２ Ｓ ６４ Ｒ ４ Ｓ

ＴＥＴ　 ６４ Ｒ ３２ Ｒ ２ Ｓ ＜１ Ｓ

ＤＯＸ　 ３２ Ｒ ４ Ｓ ２ Ｓ ＜１ Ｓ

ＦＬＯ　 １６ Ｒ ８ Ｒ １６ Ｒ ８ Ｒ

ＯＦＬ　 １２８ Ｒ ＜０．２５ Ｓ ３２ Ｒ ＜０．２５ Ｓ

ＥＮＲ ＞３２ Ｒ ＜０．２５ Ｓ ３２ Ｒ ＜０．２５ Ｓ

ＳＩＡ ＞５１２ Ｒ ２５６ Ｓ ＞５１２ Ｒ ２５６ Ｓ

ＳＸＴ ＞５１２ Ｒ ３２ Ｓ ５１２ Ｒ ３２ Ｓ

　注：Ｓ表示敏感；Ｉ表示中度敏感；Ｒ表示耐药，下同。
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表３　沙门氏菌耐药性消除前后的耐药表型变化

药物
原始菌株

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＡＭＰ消除后

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＴＥＴ消除后

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＡＭＰ＋ＴＥＴ消除后

ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ） 敏感性

ＡＭＰ ＞１２８ Ｒ ＜１ Ｓ ＞１２８ Ｒ ＜１ Ｓ

ＡＭＯ ＞１２８ Ｒ ＜１ Ｓ ＞１２８ Ｒ ＜１ Ｓ

ＡＭＣ ＞１２８ Ｒ ２ Ｓ ＞１２８ Ｒ ２ Ｓ

ＣＲＯ　 ８ Ｓ ４ Ｓ ８ Ｓ ４ Ｓ

ＳＴＲ ＞１２８ Ｒ １６ Ｓ ＞１２８ Ｒ １６ Ｓ

ＧＥＮ　 ３２ Ｒ ＜１ Ｓ １６ Ｒ ＜１ Ｓ

ＴＥＴ　 ３２ Ｒ ３２ Ｒ ＜１ Ｓ ＜１ Ｓ

ＤＯＸ ＞１２８ Ｒ ＞１２８ Ｒ ２ Ｓ ２ Ｓ

ＦＬＯ ＞１２８ Ｒ ８ Ｉ ＞１２８ Ｒ ８ Ｉ

ＯＦＬ　 ３２ Ｒ ３２ Ｒ ３２ Ｒ ４ Ｉ

ＥＮＲ ＞３２ Ｒ ３２ Ｒ ＞３２ Ｒ ４ Ｒ

ＳＩＡ ＞５１２ Ｒ ＞５１２ Ｒ ＞５１２ Ｒ １２８ Ｓ

ＳＸＴ ＞５１２ Ｒ ＞５１２ Ｒ ＞５１２ Ｒ ２ Ｓ

２．４　不同菌株耐药消除的稳定性测试结果

在无抗菌药物的选择性压力作用下，大肠杆菌、

沙门氏菌的耐药性消除子分别经过１０次、２０次、３０
次传代后，耐药性消除子的 ＭＩＣ无 显 著 变 化，表 明

丢失耐药质粒后的消除子对抗菌药物的敏感性保持

稳定。

３　讨论

近年来，国内学者常依据中药抑菌效果选择中

药消除剂，已有研究［１４－１７］探讨了中药对大肠杆菌、痢

疾杆菌、铜绿假单孢菌、志贺氏菌等耐药质粒的消除

作用。本研究结 果 表 明，４种 中 药 复 方 对 大 肠 杆 菌

和沙门氏菌耐药性均有消除作用，三黄汤等４种中

药复方在相同作用时间，其质粒消除率要高于千里

光［１１］、苍 术［１８］对 大 肠 杆 菌、白 头 翁 对 铜 绿 假 单 胞

菌［１９］及鱼腥草对沙门氏菌耐药质粒的消除作用［２０］，

但低于薄荷 精 油 对 大 肠 杆 菌［２１］及 大 高 良 姜 单 体 对

伤寒沙门氏菌、大肠杆菌、粪肠球菌耐药质粒的消除

作用［２２］。这表明 不 同 药 物 对 不 同 细 菌 耐 药 质 粒 消

除作用存在较大差异。

菌株消除前后耐药表型表明，受试菌在消除前

呈多重耐药性的状态，耐药谱为ＡＭＰ／ＡＭＯ／ＳＴＲ／

ＧＥＮ／ＴＥＴ／ＤＯＸ／ＦＬＯ／ＯＦＬ／ＥＮＲ／ＳＩＺ／ＳＸＴ，经中

药复方消除作用后，其多重耐药性得到改善。可见，

经不同中药复方消除作用后，大肠杆菌和沙门氏菌

均表现为多重耐药性的丢失，能恢复对兽医临床常

用抗菌药 物 的 敏 感 性。消 除 前 后 菌 株 质 粒 图 谱 显

示，受试菌经中药作用后形成的消除子均丢失２～３
个质粒条带，表明受试菌的耐药性与质粒基因的表

达有关，在中药 复 方 作 用 下Ｒ质 粒 可 被 消 除，同 时

也说明了黄连解毒汤、三黄汤等具有消除细菌耐药

性的临床使用价值。

中药的应用要以中医辨证论治作理论指导，并

结合中药四性、五味，通过合理配伍组方筛选耐药性

抑制剂，从而协同增效，取得更好的效果。用中药复

方进行质粒消除，将成为今后研究中药对Ｒ质粒消

除作用的一个重要方向。
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３５１　第１１期 舒　刚等：４种中药复方对大肠杆菌、沙门氏菌Ｒ质粒的消除作用


