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摘要:
 

为研究中药复方制剂石苦秦散及其主要活性成分单体对水禽源多重耐药菌株的体外抑菌效

果,采用 K-B 法对试验菌株进行耐药性检测,并采用微量肉汤二倍稀释法和琼脂平板培养计数法

研究石苦秦散及其 6 种主要活性成分单体对鸭疫里氏杆菌、大肠杆菌、沙门氏菌、多杀性巴氏杆菌、
金黄色葡萄球菌 5 种细菌的体外抑菌作用和杀菌作用。 结果显示,90%的分离株为多重耐药菌株,
肠杆菌属的大肠杆菌和沙门氏菌分离株耐药性最强,耐药种数均高于 8 种。 石苦秦散对 5 种细菌

的最小抑菌浓度(MIC)介于 1. 95 ~ 62. 50
 

g / L,最小杀菌浓度(MBC)介于 1. 95 ~ 125. 00
 

g / L;其中,
对鸭疫里氏杆菌和多杀性巴氏杆菌的 MIC 较低,介于 1. 95 ~ 15. 63

 

g / L。 6 种中药单体中,抑菌能

力最强的为秦皮乙素,其次为苦参碱、没食子酸;6 种中药单体杀菌效果存在较大差异,当质量浓度

达到 31. 25
 

g / L 时,没食子酸能杀死所有供试菌株,整体杀菌效果优于其他 5 种单体;6 种中药单体

对鸭疫里氏杆菌的 MIC 和 MBC 均小于其他菌株。 由此可见,石苦秦散对供试的 5 种细菌均有抑

菌作用和杀菌作用,其中对鸭疫里氏杆菌和多杀性巴氏杆菌的效果最好;6 种中药单体对鸭疫里氏

杆菌的抑菌效果和杀菌效果均优于其他菌种。
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

study
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

in
 

vitro
 

of
 

Shikuqin
 

powder
 

and
 

its
 

main
 

active
 

com-
ponent

 

monomers
 

on
 

waterfowl-origin
 

multidrug-resistant
 

strains, in
 

this
 

study,K-B
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

antibacterial
 

agent
 

resistance
 

of
 

the
 

tested
 

strains. Double
 

dilution
 

method
 

of
 

micro
 

broth
 

and
 

agar
 

plate
 

culture
 

counting
 

method
 

were
 

used
 

to
 

investigate
 

the
 

antibacterial
 

activity
 

or
 

bactericidal
 

activi-
ty

 

of
 

Shikuqin
 

powder
 

and
 

its
 

main
 

active
 

component
 

monomers
 

on
 

Riemerella
 

anatipestifer,Escherichia
 

co-
li,Salmonella,Pasteurella

 

multocida
 

and
 

Staphylococcus
 

aureus. The
 

results
 

showed
 

that
 

90%
 

of
 

the
 

iso-
lates

 

were
 

multi-drug
 

resistant
 

strains. Escherichia
 

coli
 

and
 

Salmonella
 

isolates
 

of
 

Enterobacter
 

were
 

the
 

most
 

antibiotic
 

resistant
 

strains,and
 

the
 

number
 

of
 

antibiotic-resistant
 

strains
 

was
 

higher
 

than
 

8
 

kinds. The
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MICs
 

of
 

Shikuqin
 

powder
 

for
 

five
 

kinds
 

of
 

bacteria
 

ranged
 

from
 

1. 95
 

g / L
 

to
 

62. 50
 

g / L,and
 

MBCs
 

ranged
 

from
 

1. 95
 

g / L
 

to
 

125. 00
 

g / L. The
 

MICs
 

of
 

Shikuqin
 

powder
 

for
 

Riemerella
 

anatipestifer
 

and
 

Pasteurella
 

multocida
 

were
 

lower,ranging
 

from
 

1. 95
 

g / L
 

to
 

15. 63
 

g / L. Among
 

the
 

six
 

Chinese
 

herbal
 

monomers,es-
culetin

 

was
 

the
 

strongest,followed
 

by
 

matrine
 

and
 

gallic
 

acid. The
 

bactericidal
 

efficacy
 

of
 

the
 

six
 

Chinese
 

herbal
 

monomers
 

varied
 

greatly. When
 

the
 

concentration
 

reached
 

31. 25
 

g / L,gallic
 

acid
 

could
 

kill
 

all
 

the
 

tested
 

strains,and
 

the
 

overall
 

bactericidal
 

efficacy
 

was
 

better
 

than
 

the
 

other
 

five
 

monomers. The
 

MIC
 

and
 

MBC
  

of
 

the
 

six
 

Chinese
 

herbal
 

monomers
 

against
 

Riemerella
 

anatipestifer
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

other
 

strains. It
 

can
 

be
 

seen
 

that
 

Shikuqin
 

powder
 

has
 

antibacterial
 

effect
 

on
 

these
 

five
 

kinds
 

of
 

bacteria,among
 

which
 

the
 

bacteriostasis
 

effect
 

on
 

Riemerella
 

anatipestifer
 

and
 

Pasteurella
 

multocida
 

is
 

the
 

best. The
 

bacte-
riostatic

 

and
 

bactericidal
 

effects
 

of
 

six
 

Chinese
 

herbal
 

monomers
 

on
 

Riemerella
 

anatipestifer
 

were
 

superior
 

to
 

those
 

of
 

other
 

strains.
Key

 

words:
 

Shikuqin
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multocida;
 

MIC;
 

MBC

　 　 鸭疫里氏杆菌、大肠杆菌、多杀性巴氏杆菌、
沙门 氏 菌 是 引 起 水 禽 细 菌 性 疾 病 的 常 见 致 病

菌 [ 1-4] 。 由于致病菌往往具有较多的血清型,且各

血清型间无明显的交叉保护现象,导致疫苗在预

防细菌性疾病上效果欠佳 [ 1,5-6] 。 抗菌药物治疗是

控制细菌病的常用方法,同时也是控制细菌病流

行性暴发的重要途径。 但是,由于细菌病发病时

间不固定、频率高,养殖场往往擅自使用高浓度抗

菌药物进行预防和治疗细菌性疾病,导致细菌产

生严重的耐药性和抗菌药物残留,给养殖业和人

类健康带来危害 [ 7-8] 。
目前,中药制剂作为抗生素替代品的研发成为

研究热点。 中药制剂具有广谱抗菌抗病毒、提高机

体免疫力、 不易产生耐药性、 残留小等方面的特

点 [ 9-10] 。 中药五倍子及单体没食子酸(即五倍子酸)
对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、沙门氏菌均有较好的

抑制作用 [ 10-11] 。 鞣花酸对大肠杆菌、沙门氏菌有较

好的抑制作用 [ 12] ,秦皮乙素对产 KPC 型碳青霉烯

耐药肺炎克雷伯菌具有一定的抑制作用 [ 13] 。 鉴于

此,将石榴皮、苦参、秦皮配伍使用,经提取和喷雾干

燥制得的中药复方制剂石苦秦散,对猪源大肠杆菌

具有较好的抑菌效果,MIC 和 MBC 分别介于 7. 81 ~
15. 63

 

g / L 和 15. 63 ~ 31. 25
 

g / L[ 9] 。 但是,中药制剂

对水禽源多重耐药菌株的抑菌效果及杀菌效果研究

相对较少。 为此,探究石苦秦散及其 6 种主要活性

成分(苦参碱、氧化苦参碱、秦皮甲素、秦皮乙素、鞣
花酸、没食子酸) 单体对引起水禽疾病的常见菌种

(鸭疫里氏杆菌、大肠杆菌、沙门氏菌、多杀性巴氏

杆菌、金黄色葡萄球菌)的抑菌作用,综合评价中药

复方制剂石苦秦散对水禽源细菌病治疗效果,为石

苦秦散治疗畜禽常见细菌性疾病提供理论依据,以
期为“减抗化”生态养殖的发展提供参考。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

1. 1. 1 　 供试菌株 　 大肠杆菌 ATCC® 25922 标准

株、沙门氏菌 ATCC® 13076 标准株、金黄色葡萄球

菌 ATCC® 6538 标准株均由贵州省畜牧兽医研究所

兽用中草药研究室保存。 5 株鸭疫里氏杆菌、5 株鸭

源大肠杆菌、2 株鸭源多杀性巴氏杆菌、2 株鸭源沙

门氏菌均由贵州省畜牧兽医研究所畜禽疫病研究室

分离保存。 菌株具体信息见表 1。
1. 1. 2　 试剂与培养基 　 21 种细菌药敏纸片均购自

杭州滨和微生物试剂有限公司。 二甲基亚砜( DM-
SO) 、无水乙醇、甲醇等购自广州化学试剂厂。 秦皮

甲素、秦皮乙素、没食子酸、鞣花酸、苦参碱、氧化苦

参碱均购自西安开来生物工程有限公司。 石苦秦散

(包装规格:100
 

g / 袋;由石榴皮、苦参、秦皮经水提

后喷雾干燥制得,
 

批号:20180520)由贵州省农业科

学院畜牧兽医研究所、
 

成都乾坤动物药业有限公司

合作提供。
水解酪蛋白肉汤( MH

 

broth) 、水解酪蛋白琼脂

( MH
 

agar) 、木糖赖氨酸脱氧胆盐琼脂( XLD) 、沙门

氏菌显色培养基( CHRO
 

magar
 

Salmonella
 

agar) 、麦
康凯琼脂( Mac

 

conkey
 

agar) 、甘露醇琼脂、胰蛋白胨

大豆琼脂培养基 ( Tryptic
 

soy
 

agar,TSA) 、胰蛋白胨

大豆肉汤( Tryptic
 

soy
 

broth,TSB)等均购自广州环凯

微生物科技有限公司。 酵母提取粉( Yeast
 

extract)
购自英国 OXOID 公司。 新生牛血清购自北京鼎国

昌盛生物技术有限责任公司。
1. 2　 试验方法

1. 2. 1　 药液制备 　 将每种中药单体及石苦秦散复

方制剂用相应的溶剂溶解,再加灭菌超纯水定容,配
制成一定质量浓度的母液,灭菌后置

 

4
 

℃ 冰箱保存

备用。 药物配制所用溶剂和稀释剂见表 2。
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表 1　 14 株鸭源分离株的信息

Tab. 1　 Information
 

of
 

14
 

isolates
 

from
 

duck
 

farms

菌种

Bacteria
 

name

菌株编号

Strain
 

number

分离时间 / (年-月-日)

Separation
 

time / ( Year-month-day)

分离部位

Separation
 

location
鸭疫里氏杆菌 RASS1

  

2019-03-29
  

三穗鸭脑

Riemerella
 

anatipestifer RASS3
  

2019-03-29
  

三穗鸭肝

RAGY04
  

2017-06-01
  

贵阳鸭脑

RAGY06
  

2017-06-01
  

贵阳鸭脑

RAHS01
  

2018-04-27
  

惠水鸭脑

大肠杆菌 EC5
  

2018-11-13
  

长顺鸭脑

Escherichia
 

coli EC9
  

2018-11-13
  

长顺鸭肝

EC28
  

2018-04-27
  

惠水鸭脑

EC32
  

2018-04-27
  

惠水鸭脑

ECSS7
  

2019-03-29
  

三穗鸭肝

巴氏杆菌 PmSS2
  

2019-03-07
  

三穗鸭心

Pasteurella
 

multocida PmSS5
  

2019-03-07
  

三穗鸭肝

沙门氏菌 SA1
  

2019-03-29
  

三穗鸭肛拭子

Salmonella SA4
  

2019-04-15
  

鹅肛拭子

表 2　 石苦秦散及其主要活性成分单体的配制

Tab. 2　 The
 

preparation
 

of
 

Shikuqin
 

powder
 

and
 

its
 

main
 

active
 

component
 

monomers

中药

Chinese
 

medicine
 

溶剂

Solvent

稀释剂

Diluent
秦皮甲素 Esculin

 

DMSO(最终体积分数<10% ) 无菌水或肉汤

秦皮乙素 Esculetin
 

DMSO(最终体积分数<10% ) 无菌水或肉汤

苦参碱 Matrine
 

甲醇(最终体积分数<10% ) 无菌水或肉汤

氧化苦参碱 Oxymatrine 甲醇(最终体积分数<10% ) 无菌水或肉汤

没食子酸 Gallic
 

acid
 

乙醇(最终体积分数<10% ) 无菌水或肉汤

鞣花酸 Ellagic
 

acid 0. 2
 

mol / L
 

NaOH 溶液 无菌水或肉汤

石苦秦散 Shikuqin
 

powder 甲醇(最终体积分数<10% ) 无菌水或肉汤

1. 2. 2　 菌液制备 　 将大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌接种于含 MH 液体培养基的试管中,置于

37
 

℃ 、200
 

r / min 条件下培养 12
 

h。 将多杀性巴氏

杆菌接种于含 MH 液体培养基(含 5%血清)的试管

中,置于 37
 

℃ 、200
 

r / min 条件下培养 18
 

h。 将鸭疫

里氏杆菌接种于含 TSB 液体培养基( 含 0. 5% 酵母

提取物、5% 血清) 的试管中,置于 37
 

℃ 、200
 

r / min
条件下培养 18

 

h。 分别用其相应的液体培养基调整

菌液的 OD600 为
 

0. 8,再用培养基稀释 1
 

000 倍,相
当于菌液浓度为 105 ~ 106

 

cfu / mL,备用。
1. 2. 3　 耐药表型的测定 　 参照美国临床实验室标

准化委员会( Clinical
 

and
 

laboratory
 

standards
 

institu-
te,CLSI)的指导原则,采用药敏纸片法检测本研究

中所用的 3 株标准株和 14 株分离株对 21 种抗菌药

物的敏感性。 其中,以大肠杆菌 ATCC® 25922 作为

质控菌株。 大肠杆菌、沙门氏菌、金黄色葡萄球菌所

用培养基为 MH 琼脂平板;多杀性巴氏杆菌所用培

养基为加 5%新生牛血清的 MH 琼脂平板;鸭疫里氏

杆菌所用培养基为加 5% 新生牛血清的 TSA 琼脂

平板。
  

由于缺少 CLSI 批准的适合鸭疫里氏杆菌的药

物敏感折点值,受试药物的质控范围及敏感折点值

判断标准主要参考 CLSI 动物源细菌药敏试验标准

和人医 CLSI 细菌药敏试验标准规定的适用于大肠

杆菌的判定标准。 药敏试验结果参考 CLSI 规定的

敏感 ( Susceptible, S ) 、 中介 ( Intermediate, I ) 、 耐药

( Resistance,R)折点值范围判断结果。
1. 2. 4　 最小抑菌浓度(MIC)的测定 　 采用微量肉

汤二倍稀释法,于无菌 96 孔板每一孔中均加入 100
 

μL
肉汤,再分别向第一孔中加入 100

 

μL 配备好的药

液,混匀后依次倍比稀释,直到最后一孔混匀后弃去

100
 

μL 混合液。 每孔加入配备好的 100
 

μL 细菌稀

释液。 同时设置阳性对照组(加菌不加药) 和阴性

对照组(不加菌不加药) 。 此外,在正式试验之前还

需设置有机溶剂对照组,即对每株菌进行有机溶剂

的对照试验,将药液换成有机溶剂 ( 甲醇、乙醇和

DMSO) ,从而测定能保证所有供试菌株存活的最大

溶剂含量,以便制备药液所用的溶剂含量远低于此

值。 37
 

℃ 恒温培养 24
 

h 后取出,观察细菌生长情

况。 每组试验至少重复 3 次。
采用 TTC 法对 MIC 结果进行判定。 向上述培

养 24
 

h 后的 96 孔板每孔分别加入 20
 

μL
  

0. 5% 的

031
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2,3,5-氯化三苯基四氮唑 ( TTC) ,37
 

℃ 避光培养

2
 

h,观察菌液的颜色变化。 试验组眼观溶液澄清、
颜色未发生变化的最低药物质量浓度则作为该药

的 MIC。
1. 2. 5　 最小杀菌浓度(MBC)的测定 　 将上述试验

组澄清的各孔中液体取 100
 

μL 涂布于相应的营养

培养基上,于 37
 

℃ 培养 48
 

h 观察结果。 以肉眼观

察无菌落生长的最低药物质量浓度为其 MBC。

2　 结果与分析

2. 1　 临床分离株耐药表型

以大肠杆菌 ATCC® 25922 作为质控菌株,选用

的药敏纸片均在质控范围内。 沙门氏菌 ATCC®

13076 除对林可胺类抗生素克林霉素耐药外,对其

余 20 种药均敏感;金黄色葡萄球菌 ATCC® 6538 对

所选用的 21 种药物均敏感,沙门氏菌 ATCC® 13076
和金黄色葡萄球菌 ATCC® 6538 作为敏感对照组。
检测到 14 株临床分离株除 PmSS5 外,其余均为多

重耐药株。 肠杆菌属的大肠杆菌和沙门氏菌分离株

耐药性较强,耐药种数最多,均高于 8 种,其中 EC-
SS7 耐药种数高达 13 种;其次是鸭疫里氏杆菌,耐
药种数介于 5 ~ 8 种,主要是对氨基糖苷类耐药严

重。 2 株水禽源多杀性巴氏杆菌较为敏感, PmSS5
仅对克林霉素和人工合成的抗菌药磺胺异恶唑耐

药。 克林霉素适用于革兰氏阳性菌引起的各种感染

性疾病,对革兰氏阴性菌作用效果差,通常用于治疗

厌氧细菌以及耐甲氧西林金黄色葡萄球菌( MRSA)
的感染。 磺胺类药物为比较老的人工合成抗菌药

物,14 株分离株均对其耐药(表 3、4) 。

表 3　 14 株分离株对 21 种抗菌药物的耐药情况

Tab. 3　 Resistance
 

of
 

14
 

isolates
 

to
 

21
 

antibiotics

药敏纸片

Drug
 

sensitive
 

slip
菌株编号 Strain

 

number
RASS1 RASS3 RAGY04 RAGY06 RAHS01 EC5 EC9 EC28

氨苄西林 Ampicillin S R S S S R R R
头孢噻肟 Cefotaxime S S S R S R S S
头孢他啶 Ceftazidime S S I S S S S S
头孢西丁 Cefoxitin S S S S S S S S
阿莫西林 Amoxicillin S R S S S R R R
恩诺沙星 Enrofloxacin I S R S R I S S
环丙沙星 Ciprofloxacin S S S R R I S S
左氟沙星 Levofloxacin S S S S S S S S
阿米卡星 Amikacin I S R R R S S S
庆大霉素 Gentamicin R S R R I S S S
卡那霉素 Kanamycin R I R R R R S S
新霉素 Neomycin R R R I I R S S
链霉素 Streptomycin S S I S S I R I
四环素 Tetracycline I S I I I R R R
强力霉素 Doxycycline I I S I I R R R
氯霉素 Chloramphenicol S S S S S R R R
氟苯尼考 Florfenicol S S S S S R R R
红霉素 Erythromycin I I I I I R I S
克林霉素 Clindamycin R R R R R S I R
多黏菌素 B

 

Polymyxin
 

B R S R R R S S S
磺胺异恶唑 Sulfamethoxazole R R R R R R R R
药敏纸片

Drug
 

sensitive
 

slip
菌株编号 Strain

 

number
EC32 ECSS7 PmSS2 PmSS5 SA1 SA4 13076 6538

氨苄西林 Ampicillin R R S S R R S S
头孢噻肟 Cefotaxime S R S S S R S S
头孢他啶 Ceftazidime S S S S S R S S
头孢西丁 Cefoxitin S S S S S S S S
阿莫西林 Amoxicillin R R S S R R S S
恩诺沙星 Enrofloxacin S R S S I I S S
环丙沙星 Ciprofloxacin S R S S S S S S
左氟沙星 Levofloxacin S I R S S S S S
阿米卡星 Amikacin S S S S I S S S
庆大霉素 Gentamicin S S S S I S S S
卡那霉素 Kanamycin S R S S R S S S

131



河南农业科学 第 49 卷

续表 3　 14 株分离株对 21 种抗菌药物的耐药情况

Tab. 3(Continued) 　 Resistance
 

of
 

14
 

isolates
 

to
 

21
 

antibiotics

药敏纸片

Drug
 

sensitive
 

slip
菌株编号 Strain

 

number
EC32 ECSS7 PmSS2 PmSS5 SA1 SA4 13076 6538

新霉素 Neomycin I R R I R S S S
链霉素 Streptomycin R I S S S S S S
四环素 Tetracycline R R S S R R S S
强力霉素 Doxycycline R R S I R R S S
氯霉素 Chloramphenicol R R S S I S S S
氟苯尼考 Florfenicol R R S S R S S S
红霉素 Erythromycin I I S S I I S S
克林霉素 Clindamycin S R R R R R R S
多黏菌素 B

 

Polymyxin
 

B S S S S S S S S
磺胺异恶唑 Sulfamethoxazole R R R R R R S S

　 注:S 为敏感,I 为中介,R 为耐药。

　 Note:S
 

is
 

susceptible,I
 

is
 

intermediate
 

and
 

R
 

is
 

resistance.

表 4　 14 株分离株的耐药表型及耐药种数

Tab. 4　 Resistant
 

phenotype
 

and
 

Resistant
 

species
 

of
 

14
 

isolates

菌株编号

Strain
 

number

耐药种数

Resistant
 

species

药物

Drug

EC5 11
氨苄西林、头孢噻肟、阿莫西林、卡那霉素、新霉素、四环素、强力霉素、氯霉素、氟苯尼考、红霉

素、磺胺异恶唑

EC9 8 氨苄西林、阿莫西林、链霉素、四环素、强力霉素、氯霉素、氟苯尼考、磺胺异恶唑

EC28 8 氨苄西林、阿莫西林、四环素、强力霉素、氯霉素、氟苯尼考、克林霉素、磺胺异恶唑

EC32 8 氨苄西林、阿莫西林、链霉素、四环素、强力霉素、氯霉素、氟苯尼考、磺胺异恶唑

ECSS7 13
氨苄西林、头孢噻肟、阿莫西林、恩诺沙星、环丙沙星、卡那霉素、新霉素、四环素、强力霉素、氯

霉素、氟苯尼考、克林霉素、磺胺异恶唑

SA1 9 氨苄西林、阿莫西林、卡那霉素、新霉素、四环素、强力霉素、氟苯尼考、克林霉素、磺胺异恶唑

SA4 8 氨苄西林、头孢噻肟、头孢他啶、阿莫西林、四环素、强力霉素、克林霉素、磺胺异恶唑

RASS1 6 庆大霉素、卡那霉素、新霉素、克林霉素、多黏菌素 B、磺胺异恶唑

RASS3 5 氨苄西林、阿莫西林、新霉素、克林霉素、磺胺异恶唑

RAGY04 8 恩诺沙星、阿米卡星、庆大霉素、卡那霉素、新霉素、克林霉素、多黏菌素 B、磺胺异恶唑

RAGY06 8 头孢噻肟、环丙沙星、阿米卡星、庆大霉素、卡那霉素、克林霉素、多黏菌素 B、磺胺异恶唑

RAHS01 7 恩诺沙星、环丙沙星、阿米卡星、卡那霉素、克林霉素、多黏菌素 B、磺胺异恶唑

PmSS2 4 左氟沙星、新霉素、克林霉素、磺胺异恶唑

PmSS5 2 克林霉素、磺胺异恶唑

2. 2 　 石苦秦散及 6 种主要活性成分单体的抑菌

作用

由表 5 可知,石苦秦散及 6 种单体对 17 株细菌

均有抑菌作用。 石苦秦散对 17 株细菌的 MIC 介于

1. 95 ~ 62. 50
 

g / L;其中,对鸭疫里氏杆菌和多杀性

巴氏杆菌的 MIC 介于 1. 95 ~ 15. 63
 

g / L;对大肠杆

菌、沙门氏菌以及金黄色葡萄球菌的抑菌效果相对

弱一些,MIC 介于 15. 63 ~ 62. 50
 

g / L。
由图 1 可看出,

 

6 种单体抑菌能力最强的为秦

皮乙素,其次为苦参碱、没食子酸。 苦参碱除对金黄

色葡萄球菌 6538 的 MIC ( 15. 63
 

g / L) 较高外,其余

均低于 7. 81
 

g / L。 氧化苦参碱除对鸭疫里氏杆菌的

MIC 相对较低,介于 3. 91 ~ 15. 63
 

g / L,对其余 4 种

细菌的 MIC 均大于 31. 25
 

g / L。 可见,氧化苦参碱

的抑菌作用明显弱于苦参碱。 秦皮甲素对革兰氏阳

性菌金黄色葡萄球菌的 MIC 高于另外 4 种革兰氏

阴性菌,且对鸭疫里氏杆菌的抑菌作用最强,MIC 介

于 3. 91 ~ 7. 81
 

g / L。 秦皮乙素对革兰氏阴性菌的抑

菌效果也强于革兰氏阳性菌,且对 4 种革兰氏阴性

菌的 MIC 均小于 1. 95
 

g / L。 没食子酸对鸭疫里氏

杆菌和多杀性巴氏杆菌表现出较强的抑菌效果,对
鸭疫里氏杆菌的 MIC 介于 0. 03 ~ 0. 98

 

g / L,对多杀

性巴氏杆菌的 MIC 为 1. 95
 

g / L。 鞣花酸对不同种

属菌株的抑菌作用存在较大差异,对鸭疫里氏杆菌

的抑菌效果最好,MIC 介于 0. 49 ~ 1. 95
 

g / L;鞣花酸

对同种菌属的不同细菌也存在差异,如大肠杆菌

25922、ECSS7 的 MIC 分别为 0. 98
 

g / L 和 0. 49
 

g / L,
而其他 4 株大肠杆菌的 MIC 均高于 31. 25

 

g / L。
大肠杆菌 ATCC ® 25922 标准株为敏感株,但

和其他多重耐药大肠杆菌相比 MIC 区别不大,说
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明石苦秦散及 6 种单体的抑菌作用与菌株的敏感

程度无关。 沙门氏菌 ATCC ® 13076、金黄色葡萄

球菌 ATCC ® 6538、多杀性巴氏杆菌分离株 PmSS5
均为敏感株,和其他耐药菌株相比未表现出较低

的 MIC。
2. 3　 石苦秦散及其 6 种主要活性成分单体的杀菌

作用

由表 5 可知,石苦秦散及其 6 种单体对 17 株细

菌均有杀菌效果。 石苦秦散对 17 株菌的 MBC 介于

1. 95 ~ 125. 00
 

g / L。 6 种单体体外杀菌试验结果表

明,当质量浓度达到 31. 25
 

g / L 时,没食子酸能杀死

所有供试菌株,整体杀菌效果优于其他 5 种单体

(图 2) 。 氧化苦参碱、鞣花酸、秦皮甲素、秦皮乙素

4 种单体对大肠杆菌、沙门氏菌和金黄色葡萄球菌

杀菌效果相对弱一些,MBC 为 125. 00
 

g / L。 秦皮乙

素、没食子酸对多杀性巴氏杆菌的 MBC 和 MIC 相

等,分别为 0. 12
 

g / L 和 1. 95
 

g / L,说明这 2 种中药

单体对多杀性巴氏杆菌的抑菌效果和杀菌效果相

同。 石苦秦散复方制剂和 6 种中药单体对 5 株鸭疫

里氏杆菌的 MBC 和 MIC 均相差不大,且均低于其

他菌株,说明这些中药对鸭疫里氏杆菌的抑菌效果

和杀菌效果相对较好。

表 5　 石苦秦散及其 6 种主要活性成分单体的抑菌 /杀菌效果

Tab. 5　 Antibacterial / Bactericidal
 

activity
 

of
 

Shikuqin
 

powder
 

and
 

monomers
 

of
 

six
 

main
 

active
 

components g / L

菌株编号

Strain
 

number

石苦秦散

Shikuqin
 

powder
MIC MBC

苦参碱

Matrine
MIC MBC

氧化苦参碱

Oxymatrine
MIC MBC

鞣花酸

Ellagic
 

acid
MIC MBC

25922 15. 63 15. 63 3. 91 15. 63 31. 25 125. 00 0. 98 125. 00
EC5 31. 25 62. 50 7. 81 15. 63 62. 50 125. 00 62. 50 125. 00
EC9 31. 25 62. 50 7. 81 15. 63 62. 50 125. 00 62. 50 125. 00
EC28 31. 25 31. 25 3. 91 62. 50 62. 50 125. 00 31. 25 125. 00
EC32 31. 25 62. 50 7. 81 15. 63 62. 50 125. 00 62. 50 125. 00
ECSS7 15. 63 15. 63 3. 91 31. 25 31. 25 125. 00 0. 49 125. 00
13076 31. 25 31. 25 3. 91 7. 81 31. 25 62. 50 1. 25 125. 00
SA1 31. 25 125. 00 3. 91 15. 63 62. 50 125. 00 31. 25 125. 00
SA4 62. 50 62. 50 3. 91 31. 25 62. 50 125. 00 62. 50 125. 00
6538 31. 25 125. 00 15. 63 62. 50 62. 50 125. 00 15. 63 125. 00
RASS1 15. 63 15. 63 3. 91 15. 63 15. 63 31. 25 51. 95 1. 95
RASS3 3. 91 3. 91 3. 91 3. 91 7. 81 7. 81 1. 95 1. 95
RAGY04 1. 95 1. 95 3. 91 3. 91 7. 81 7. 81 0. 49 0. 49
RAGY06 1. 95 1. 95 3. 91 3. 91 3. 91 3. 91 0. 98 1. 95
RAHS01 3. 91 7. 81 7. 81 7. 81 15. 63 15. 63 31. 95 1. 95
PmSS2 15. 63 31. 25 7. 81 7. 81 31. 25 31. 25 31. 25 31. 25
PmSS5 7. 81 62. 50 7. 81 31. 25 31. 25 125. 00 15. 63 125. 00

菌株编号

Strain
 

number

秦皮甲素

Esculin
 

hydrate
MIC MBC

秦皮乙素

Esculetin
MIC MBC

没食子酸

Gallic
 

acid
MIC MBC

25922 15. 63 125. 00 0. 49 125. 00 7. 81 15. 63
EC5 15. 63 125. 00 0. 98 62. 50 7. 81 15. 63
EC9 15. 63 125. 00 0. 98 125. 00 7. 81 15. 63
EC28 15. 63 125. 00 0. 49 125. 00 7. 81 31. 25
EC32 15. 63 125. 00 0. 49 125. 00 7. 81 15. 63
ECSS7 15. 63 125. 00 0. 98 62. 50 7. 81 15. 63
13076 15. 63 125. 00 1. 95 125. 00 7. 81 15. 63
SA1 15. 63 125. 00 0. 98 125. 00 7. 81 15. 63
SA4 15. 63 125. 00 0. 98 125. 00 7. 81 15. 63
6538 31. 25 125. 00 15. 63 125. 00 7. 81 31. 25
RASS1 7. 81 7. 81 0. 12 0. 12 0. 24 15. 63
RASS3 3. 91 3. 91 0. 12 0. 12 0. 98 0. 98
RAGY04 7. 81 7. 81 0. 06 0. 06 0. 03 0. 03
RAGY06 1. 95 1. 95 0. 03 0. 03 0. 24 0. 24
RAHS01 7. 81 62. 50 0. 06 0. 49 0. 49 0. 98
PmSS2 15. 63 31. 25 0. 12 0. 12 1. 95 1. 95
PmSS5 15. 63 125. 00 0. 12 0. 12 1. 95 1. 95
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图 1　 石苦秦散及 6 种有效成分单体对 17 株细菌的 MIC 分布

Fig. 1　 MIC
  

of
 

Shikuqin
 

powder
 

and
 

monomers
 

of
 

six
 

main
 

active
 

components

图 2　 石苦秦散及 6 种有效成分单体对 17 株细菌的 MBC 分布

Fig. 2　 MBC
  

of
 

Shikuqin
 

powder
 

and
 

monomers
 

of
 

six
 

main
 

active
 

components

3　 结论与讨论

目前,治疗水禽细菌性疾病主要是使用抗生素,
然 而 不 合 理 的 使 用 加 剧 了 多 重 耐 药 菌 株 的 出

现 [ 14-15] 。 本研究所用的 14 株分离株,90%为多重耐

药菌株,肠杆菌属的大肠杆菌和沙门氏菌分离株最

为耐药,耐药种数最多,均高于 8 种,其中大肠杆菌

ECSS7 耐药种数高达 13 种,鸭疫里氏杆菌的耐药种

数介于 5 ~ 8 种,可见水禽源细菌耐药性普遍严重,
为水禽源细菌病的治疗带来很大难题。 当前我国正

在实施退出行动、减抗行动。 减抗初期会导致治疗

抗菌药用量增加、养殖生产性能下降以及食品动物

感染性疾病发病率增加 [ 16] ,如何安全度过减抗期,
发挥我国传统中药的优势,寻找新的抗生素替代物

且不产生耐药成为防治细菌性疾病的新途径。
  

本研究发现,中药复方制剂石苦秦散对鸭疫里

氏杆菌、大肠杆菌、沙门氏菌、多杀性巴氏杆菌、金黄

色葡萄球菌均有抑菌作用和杀菌作用,MIC 介于 1. 95~
62. 50

 

g / L,MBC 介于 1. 95 ~ 125. 00
 

g / L。 YU 等 [ 9]

报道的石苦秦散对仔猪腹泻型大肠杆菌的 MIC 与

MBC 分别为 7. 81 ~ 15. 63
 

g / L、15. 63 ~ 31. 25
 

g / L,与
本研究中,石苦秦散对多重耐药的大肠杆菌的 MIC
和 MBC 较为接近,说明石苦秦散对大肠杆菌普遍具

有良好的抗菌效果。 此外,石苦秦散对鸭疫里氏杆

菌抑菌效果和杀菌效果明显优于其他菌株,MIC 与

MBC 较低,且均介于 1. 95 ~ 15. 63
 

g / L,在临床上具

有很高的应用价值 [ 17] 。 由于鸭疫里氏杆菌极易产

生耐药性, 寻求新的、 安全可靠的治疗方法是必

要的。
6 种中药单体中,抑菌能力最强的为秦皮乙素,除

对金黄色葡萄球菌 6538 的 MIC 较高(15. 63
 

g / L),对
其余 16 株菌的 MIC 介于 0. 03 ~ 1. 95

 

g / L。 但是,秦
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皮乙素的杀菌效果因菌种不同而存在差异,其对鸭

疫里氏杆菌和多杀性巴氏杆菌的杀菌效果较好,
MBC 介于 0. 03 ~ 0. 49

 

g / L;而对大肠杆菌、沙门氏

菌、金黄色葡萄球菌的 MBC 均高于 62. 50
 

g / L。 值

得注意的是,秦皮甲素和秦皮乙素对大肠杆菌都具

有较好抑菌作用,MIC 分别为 15. 63
 

g / L 和 0. 49 ~
0. 98

 

g / L,这和 DUNCAN 等 [ 18] 报道的秦皮甲素和秦

皮乙素能够减少动物肠道中大肠杆菌数量相符。 但

是秦皮甲素和秦皮乙素对大肠杆菌的 MBC 分别为

125. 00
 

g / L 和 62. 50 ~ 125. 00
 

g / L,说明杀菌效果欠

佳,这可能与大肠杆菌某些血清型有一定的关系。
在 6 种中药单体杀菌效果试验中,对 5 种供试菌杀

菌效果最好的为没食子酸,当浓度达到 31. 25
 

g / L
时,没食子酸能杀死所有供试菌株,整体杀菌效果优

于其他 5 种单体。 其中,没食子酸对金黄色葡萄球

菌的 MIC 和 MBC 分别为 7. 81
 

g / L 和 31. 25
 

g / L,这
与 LIU 等 [ 19] 的报道相符。

  

本研究中,中药单体秦皮乙素、没食子酸以及鞣

花酸对鸭疫里氏杆菌均表现出良好的抑菌效果和杀

菌效果,MIC 为 0. 03 ~ 0. 12
 

g / L、0. 03 ~ 0. 98
 

g / L 和

0. 49 ~ 1. 95
 

g / L,MBC 与 MIC 相差不大,这些中药单

体为开发治疗传染性浆膜炎药品提供了一个新的思

路。 鸭疫里氏杆菌本身具有产膜能力,而没食子酸

通过抑制细菌生物膜主要成分多糖的合成来抑制其

形成,从而起到杀菌的效果 [ 20] 。 同时,中药单体秦

皮乙素、没食子酸对多杀性巴氏杆菌的 MBC 和 MIC
相同且较低,分别为 0. 12

 

g / L 和 1. 95
 

g / L,在临床

上具有一定的使用价值,也为禽霍乱的治疗提供了

新的思路。
  

此外,本研究还表明,石苦秦散复方制剂和 6 种

中药单体的抑菌作用或杀菌作用,均与菌株对抗生

素的敏感程度无关,这对中药制剂控制细菌耐药性

提供了可能。
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