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２０味中药提取物对无乳链球菌的
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摘要：【目的】筛选对无乳链球菌Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅ具有良好体外抑菌效果的中药．【方法】通过乙醇回流、超
声波方法提取２０味中药的抗菌活性部位，采用试管二倍稀释法测定黄连 Ｃｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ等２０味中药提取物对无
乳链球菌的最低抑菌浓度（Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）和最低杀菌浓度（Ｍｉｎｉｍａｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＢＣ），并评价抗菌活性较强的几味中药的体外联合抑菌效果．【结果和结论】乌梅Ｐｒｕｎｕｓｍｕｍｅ、黄连、黄芩Ｓｃｕｔｅｌ
ｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ、虎杖Ｐｏｌｙｇｏｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ和地榆Ｓａｎｇｕｉｓｏｒｂａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ５味中药提取物对无乳链球菌的ＭＩＣ范围
为７８０～３１２５ｍｇ／ｍＬ．蒲公英Ｔａｒａｘａｃｕｍｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ、茵陈Ａｒｔｅｍｉｓｉａｓｃｏｐａｒｉａ、秦皮Ｆｒａｘｉｎｕｓｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌａ、艾叶Ａｒｔｅ
ｍｉｓｉａａｒｇｙｉ、黄柏 Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ、鱼腥草 Ｈｏｕｔｔｕｙｎｉａｃｏｒｄａｔａ、紫花地丁 Ｖｉｏｌａｅｙｅｄｏｅｎｓｉｓ和白头翁 Ｐｕｌｓａｔｉｌｌａ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ８味中药提取物的ＭＩＣ范围为６２５０～１２５００ｍｇ／ｍＬ．何首乌Ｐｏ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ、苦参Ｓｏｐｈｏｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ、穿心
莲Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ、杜仲Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ、连翘Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａ、金银花Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ和夏枯草Ｐｒｕｎｅｌ
ｌａｖｕｌｇａｒｉｓ７味中药提取物的ＭＩＣ范围为２５０００～５００００ｍｇ／ｍＬ．联合抑菌试验结果表明，黄芩、虎杖、地榆和黄连
的联合抑菌指数（ＦＩＣＩ）≤１，虎杖、黄芩和地榆的ＦＩＣＩ＞２．黄连、黄芩、虎杖和地榆对无乳链球菌均具有很强的体外
抗菌活性，地榆、黄连为相加作用，黄连、黄芩和虎杖为协同作用，地榆与黄芩、虎杖为拮抗作用．
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　　无乳链球菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅ又称 Ｂ群链
球菌（ＧＢＳ），可引起奶牛乳房炎，我国因无乳链球菌
引起的奶牛乳房炎占总发病率的２０％～４０％．目前，
对于奶牛乳房炎的治疗主要依赖抗生素，由于反复

大量使用，造成乳汁中抗生素残留日益严重，耐药菌

株不断出现，使乳房炎的治疗效果不断下降［１２］．
中草药具有调节畜禽机体免疫力、杀灭或抑制

细菌和病毒等作用，并因其低毒、低残留、不易产生

耐药性等特点越来越受到人们的重视［３］，从传统中

草药中筛选出有效的抗无乳链球菌药物符合食品安

全和公共卫生需要．本研究选取黄连 Ｃｏｐｔｉｓｃｈｉｎｅｎｓｉｓ
等２０味中药作为研究对象，以水和乙醇对其有效成
分进行提取．通过测定黄连等２０味中药提取物对无
乳链球菌的最低抑菌浓度（Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）和最低杀菌浓度（Ｍｉｎｉｍａｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＢＣ），筛选得到具有良好体外抗菌活
性的中药提取物，然后通过棋盘稀释法［４５］研究不同

中药提取物两两联合对无乳链球菌的体外抑制效

果，为进一步研制治疗奶牛乳房炎的中药组方制剂

提供参考．

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　菌株　无乳链球菌编号为 ＣＶＣＣ１８８６，购自
中国兽药监察所．
１．１．２　药材　黄连（产地四川，批次：０８０４０６）、黄芩
Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ（产地陕西，批次：０４０８２４）、乌梅
Ｐｒｕｎｕｓｍｕｍｅ（产地四川，批次：１２０３１５）、虎杖Ｐｏｌｙｇｏ
ｎｕｍｃｕｓｐｉｄａｔｕｍ（产地四川，批次：０８１１０２）、地榆 Ｓａｎ
ｇｕｉｓｏｒｂａｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ（产地陕西，批次：０４０８２７）、蒲公英
Ｔａｒａｘａｃｕｍｍｏｎｇｏｌｉｃｕｍ（产地贵州，批次：１００２１７）、苦
参Ｓｏｐｈｏｒａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ（产地云南，批次：０８１１２１）、何首

乌Ｐｏ．ｍｕｌｔｉｆｌｏｒｕｍ（产地甘肃，批次：０８０３０１）、茵陈
Ａｒｔｅｍｉｓｉａｓｃｏｐａｒｉａ（产地河北，批次：０８０９２３）、秦皮
Ｆｒａｘｉｎｕｓｒｈｙｎｃｈｏｐｈｙｌｌａ（产地山西，批次：１００３３０）、金
银花 Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ（产地四川，批次：０８０９１９）、穿
心莲 Ａｎｄｒｏｇｒａｐｈｉｓｐａｎｉｃｕｌａｔａ（产 地 四 川，批 次：
１００３１０）、黄柏 Ｐｈｅｌｌｏｄｅｎｄｒｏｎｃｈｉｎｅｎｓｅ（产地四川，批
次：０８０９２３）、艾叶 Ａｒ．ａｒｇｙｉ（产地甘肃，批次：
０８０９２１）、鱼腥草Ｈｏｕｔｔｕｙｎｉａｃｏｒｄａｔａ（产地四川，批次：
１００３１０）、杜仲 Ｅｕｃｏｍｍｉａｕｌｍｏｉｄｅｓ（产地云南，批次：
０８０９１６）、连翘 Ｆｏｒｓｙｔｈｉａｓｕｓｐｅｎｓａ（产地四川，批次：
１００３１０）、白头翁Ｐｕｌｓａｔｉｌｌａｃｈｉｎｅｎｓｉｓ（产地四川，批次：
１００３１０）、夏枯草 Ｐｒｕｎｅｌｌａｖｕｌｇａｒｉｓ（产地河南，批次：
１０１１１４）、紫花地丁Ｖｉｏｌａｅｙｅｄｏｅｎｓｉｓ（产地四川，批次：
１００３１０）２０味中药均购于四川雅安惠民堂药业连锁
有限责任公司，由四川农业大学药学系副教授范巧

佳鉴定为正品．
１．１．３　培养基　加有５％小牛血清的营养肉汤，鲜
血营养琼脂培养基按照常规方法制作，用于无乳链

球菌的培养．
１．１．４　仪器设备和试剂　电热恒温培养箱、超净工
作台、旋转蒸发仪、索氏提取器、微量进样器、二甲亚

砜、无水乙醇、Ｔ型涂布棒、９０ｍｍ玻璃培养皿．
１．２　方法
１．２．１　有效成分的提取　按照文献［６１６］的方法
提取黄连等 ２０味中药的有效成分，乌梅、黄连、黄
芩、虎杖、蒲公英、茵陈、秦皮、黄柏、鱼腥草、紫花地

丁、白头翁、何首乌、苦参、穿心莲、杜仲、连翘、金银

花和夏枯草采用乙醇回流提取法，地榆和艾叶采用

超声波提取法．各自合并滤液，浓缩制成浸膏，并计
算浸膏得率．使用前将浸膏用适量二甲亚砜溶解，制
成生药质量浓度为１ｇ／ｍＬ的药液，１００℃流通蒸汽
灭菌３０ｍｉｎ，置于４℃冰箱备用．
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１．２．２　细菌菌悬液的制备　挑取新鲜培养无乳链
球菌的２个菌落接种于３ｍＬ的肉汤培养基中，置于
３７℃恒温摇床中培养 １８～２４ｈ后取出．吸取菌液
０５ｍＬ，用生理盐水作１０－１梯度稀释，取１０－７、１０－８、
１０－９３个梯度的菌液０１ｍＬ分别在６个鲜血琼脂培
养基上均匀摊开，放入３７℃恒温培养箱中培养１８～
２４ｈ．计算出原液的细菌个数为１６×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ．

临用前将菌原液用肉汤培养基稀释成菌液浓度

为１６×１０９ＣＦＵ／ｍＬ．
１．２．３　体外抑菌试验　测定 ＭＩＣ：采用试管２倍稀
释法，取１８支灭菌试管，将其中１６支分为试验组和
阴性对照组，每组８支．１８支试管分别加营养肉汤１
ｍＬ．在２组的第１管中分别加１ｍＬ药液，混匀后吸
取１ｍＬ至第２管中，依次类推，直至第８管，第８管
吸取１ｍＬ弃去．然后，向试验组的８支试管中加０１
ｍＬ的稀释菌液，阴性对照组８支试管不加菌液，加
０１ｍＬ生理盐水．第１７管不加药液加０１ｍＬ菌液
作为阳性对照，第１８管不加药液和菌液作为空白对
照．则试验组和阴性对照组的第１管至第８管的药
液浓 度 依 次 为 ５００００、２５０００、１２５００、６２５０、
３１２５、１５６０、７８０、３９０ｍｇ／ｍＬ．置于３７℃恒温摇
床中培养 １８～２４ｈ．以无菌生长的最低稀释度为
ＭＩＣ．

测定ＭＢＣ：观察药物 ＭＩＣ以上未见细菌生长的
各管培养物，分别各取０１ｍＬ移种至不含药物的鲜
血营养琼脂平皿上，轻轻推开药液，置３７℃培养过
夜，观察有无细菌生长．平皿培养基中，计数少于 ５
个菌落者作为该药的ＭＢＣ［１７］．
１．２．４　体外联合抑菌试验　根据单味中药的体外
抑菌结果，选择其中抑菌活性较强的中药分别以其

中２种药的４ＭＩＣ，２ＭＩＣ，ＭＩＣ，１／２ＭＩＣ，１／４ＭＩＣ分别
进行联合．以黄连与黄芩为例：用灭菌后的２ｍＬＥＰ
管５０个，分为试验组和对照组．在第１～６行沿 Ｘ轴
（从左到右）每管中依次加入用肉汤稀释好的４ＭＩＣ、
２ＭＩＣ、ＭＩＣ、１／２ＭＩＣ、１／４ＭＩＣ的黄连药液各０２ｍＬ．
以同样的方法在第１～６列沿 Ｙ轴方向（从上到下）
每管中依次加入用肉汤稀释好的１／４ＭＩＣ、１／２ＭＩＣ、
ＭＩＣ、２ＭＩＣ、４ＭＩＣ的黄芩药液各０２ｍＬ，将两药混合
均匀后加入制备好的菌液４０μＬ，对照组加入等量的
营养肉汤，其他操作同试验组．３７℃培养１８～２４ｈ，
观察结果．

结果判断依据：联合抑菌指数（Ｆｒａｃｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏ
ｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＦＩＣＩ）＝甲药联合时的ＭＩＣ／甲
药单独时的ＭＩＣ＋乙药联合时的ＭＩＣ／乙药单独时的
ＭＩＣ．ＦＩＣＩ≤０．５时为协同作用，０．５＜ＦＩＣＩ≤１时为相

加作用，１＜ＦＩＣＩ≤２时为无关作用，ＦＩＣＩ＞２时为拮
抗作用．

２　结果与分析
２．１　２０味中药提取物对无乳链球菌的体外抑菌活性
　　２０味中药提取物对无乳链球菌的体外抑菌结果
见表１．由表１可知，黄连、黄芩、乌梅、虎杖和地榆５
味中药提取物的ＭＩＣ的范围为７８０～３１２５ｍｇ／ｍＬ，
ＭＢＣ≤３１２５ｍｇ／ｍＬ抑菌效果最好．蒲公英、茵陈、秦
皮、艾叶和紫花地丁５味中药提取物的ＭＩＣ均为６２５０
ｍｇ／ｍＬ，抑菌效果较好．黄柏等１０味中药提取物的ＭＩＣ
均大于或等于１２５００ｍｇ／ｍＬ，抑菌效果较差．

表１　２０种中药提取物对无乳链球菌的体外抑菌活性
Ｔａｂ．１　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆａｃｔｉｖｅｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔｓｅｘｔｒａｃｔｓ

ｏｆｔｗｅｎｔｙｔｒａｄｉｔｉｏｎＣｈｉｎｅｓｅｍｅｄｉｃｉｎｅｓｔｏＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅｉｎｖｉｔｒｏ ｍｇ·ｍＬ－１

中药提取物 ＭＩＣ ＭＢＣ
黄连 ３１．２５ ３１．２５
黄芩 ７．８０ ７．８０
乌梅 ３１．２５ ３１．２５
虎杖 １５．６０ １５．６０
地榆 １５．６０ １５．６０
蒲公英 ６２．５０ ６２．５０
苦参 ２５０．００ ２５０．００
何首乌 ２５０．００ ２５０．００
茵陈 ６２．５０ ６２．５０
秦皮 ６２．５０ １２５．００
金银花 ５００．００ ５００．００
穿心莲 ５００．００ ５００．００
黄柏 １２５．００ １２５．００
艾叶 ６２．５０ １２５．００
鱼腥草 １２５．００ １２５．００
杜仲 ５００．００ ５００．００
连翘 ２５０．００ ２５０．００
白头翁 １２５．００ １２５．００
夏枯草 ５００．００ ５００．００
紫花地丁 ６２．５０ １２５．００

２．２　黄连等４味中药提取物对无乳链球菌的体外
联合抑菌活性

　　通过单味药的体外抑菌结果，选择黄连、黄芩、
虎杖和地榆进行体外联合抑菌试验，联合抑菌结果

见表２．根据ＦＩＣＩ值的判定依据，黄芩提取物与虎杖
提取物、黄芩提取物与黄连提取物及黄连提取物与

虎杖提取物对无乳链球菌的 ＦＩＣＩ≤０５０，为协同作
用．地榆提取物与虎杖提取物及地榆提取物与黄芩
提取物对无乳链球菌的 ＦＩＣＩ＞２，为拮抗作用．地榆
提取物与黄连提取物对无乳链球菌的 ＦＩＣＩ＝１，为相
加作用（表２）．
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表２　４味中药两两联合用药对无乳链球菌的ＦＩＣＩ１）

Ｔａｂ．２　ＴｈｅＦＩＣＩｔｏｐａｉｒｗｉｓｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｈｅｒｂｓ
ａｇａｉｎｓｔＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅ

联合药物
黄芩 虎杖 黄连 地榆

ＭＩＣＡ ＭＩＣＣ ＭＩＣＡ ＭＩＣＣ ＭＩＣＡ ＭＩＣＣ ＭＩＣＡ ＭＩＣＣ
ＦＩＣＩ

作用

效应

黄芩＋虎杖 ７．８０ ０．９６ １５．６０ １．９５ ０．２５ 协同

黄芩＋黄连 ７．８０ １．９５ ３１．２５ ７．８０ ０．５０ 协同

黄芩＋地榆 ７．８０ １５．６０ １５．６０ ３１．２５ ４．００ 拮抗

虎杖＋黄连 １５．６０ １．９５ ３１．２５ ３．９０ ０．５０ 协同

虎杖＋地榆 １５．６０１５．６０ １５．６０ ３１．２５ ３．００ 拮抗

黄连＋地榆 ３１．２５１５．６０ １５．６０ ７．８０ １．００ 相加

　１）ＭＩＣＡ、ＭＩＣＣ分别为单药、联合用药的 ＭＩＣ，单位均为

ｍｇ·ｍＬ－１．

３　讨论
中药成分复杂，提取其中的有效成分对于提高

其药效具有重要作用．中药提取方法众多，其中乙醇
回流法、超声波提取法因操作简单方便，适合试验操

作而被广泛使用．
本研究根据２０味中药的不同有效成分，分别采用

乙醇回流法和超声波提取法对２０味中药的有效成分
进行提取［６１６］，沿用文献报道筛选的最佳工艺条件，使

有效成分得到了极大的提取，从而保证了药效．
２０味中药提取物的体外抑菌活性试验结果表

明，虎杖、黄连和黄芩的 ＭＩＣ分别为 １５６０、３１２５、
７８０ｍｇ／ｍＬ，其ＭＢＣ≤３１２５ｍｇ／ｍＬ说明黄连、黄芩
和虎杖具有很强的抑菌作用．该结果与王庆玲等［１７］

和金建玲等［１８］报道结果一致．抑菌活性好的地榆及
抑菌活性较好的紫花地丁和蒲公英比金建玲等［１８］报

道的抑菌效果更优．本研究选取文献报道中筛选出
的最佳提取工艺条件对黄连［６］、黄芩［７］、虎杖［８］等

２０味中药的有效成分进行提取，使提取物中的有效
成分尽可能地多，从而达到了较好的抑菌效果．陈微
等［１９］报道夏枯草和黄柏对大肠埃希菌和金黄色葡萄

球菌有很好的抑菌活性，但在本研究中对无乳链球

菌的抑菌效果并不好，可能因为不同的提取方法以

及中药提取物的ｐＨ不同，对不同的细菌产生不同的
抑菌效果，且提取物中不溶成分偏多，对中草药抗菌

活性成分有一定的影响，使得抑菌效果不那么理想．
联合抑菌试验显示，黄连和黄芩、虎杖联合都产

生协同作用，具有良好的抗菌作用．地榆和黄芩、虎
杖联合都产生拮抗作用．地榆的有效成分是鞣质，具
有大分子多元酚类结构，容易发生缩合反应或沉淀

反应而失去相应的抗菌活性，与黄芩、虎杖联合后，３
种有效成分发生化学反应，可能使药物的有效结构

发生改变，导致联合后产生拮抗作用．

本研究表明，黄连、黄芩和虎杖联合产生协同作

用，增强了抑菌效果，可以组成一个复方．本研究为
抗无乳链球菌的中药组方提供参考．
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