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摘要 通过乙醇回流、水煎煮和超声波等方法提取艾叶等20种中药的有效成分,采用二倍稀释法测定其对

禽多杀性巴氏杆菌(C48-1,血清型A∶1)的体外抗菌活性;并研究抗菌活性较强的几味中药的体外联合抑菌效

果。结果显示,艾叶、黄连、黄柏、秦皮、地榆、虎杖6种中药提取物对巴氏杆菌的最低抑菌浓度值(MIC)范围在

6.25~50mg/mL;赤芍、何首乌、茵陈、射干、甘草、蒲公英、白鲜皮7种中药提取物的 MIC值范围在50~100
mg/mL;金银花、柴胡、板蓝根、夏枯草、穿心莲、知母、苦参7种中药提取物的 MIC值大于100mg/mL。联合抑

菌试验结果表明,黄连、黄柏、秦皮、虎杖和艾叶的联合抑菌指数(FICI)≤0.5,黄柏、秦皮、黄连和虎杖的联合抑

菌指数(FICI)≥2;秦皮、地榆和黄柏的联合抑菌指数(FICI)≥2。通过以上数据可以看出,黄连、黄柏、地榆、艾
叶对巴氏杆菌均具有较好的体外抗菌活性;黄连、黄柏、地榆和艾叶为相加、协同作用;地榆和黄柏为拮抗作用。
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  巴氏杆菌为无芽孢、不运动、兼性厌氧、菌体两

端常染色浓重的革兰氏阴性小杆菌。因1880年巴

斯德氏首先自病鸡分离到本属中的多杀性巴氏杆菌

而得名。本属已确定的种有多杀性巴氏杆菌、嗜肺

巴氏杆菌、溶血巴氏杆菌、尿巴氏杆菌和鸭疫巴氏杆

菌等。其中多杀性巴氏杆菌是一种重要的动物病

菌,对禽畜养殖业有较大的危害,可感染各种家畜、
家禽及野生生动物,某些不发达国家可因饮水及卫

生条件差而引发人类致病。在动物养殖业中,多杀

性巴氏杆菌可使鸡、鸭发生禽霍乱,可致猪肺疫、牛
羊兔马及许多野生动物的败血症,并多与其他疾病

混合感染或继发,导致养殖户严重的经济损失[1]。
目前主要采用抗生素治疗巴氏杆菌,随着大量抗菌

药物不合理的应用,特别是将抗菌药物作为抗菌生

长促进剂(以治疗剂量)添加到饲料中,使巴氏杆菌

表现为耐药率高、耐药范围广、呈多重耐药等特点,
其直接后果不仅给控制和治疗该病带来困难,而且

加剧了抗生素在动物体内的残留,严重危害了动物

食品安全[2-3]。由于人类对健康的关注度越来越高,
家禽行业中绿色、无公害、无耐药性的新抗菌中兽药

将逐步成为市场的主导。因此,如何从中药中寻找

抗禽多杀性巴氏杆菌新药已经成为药物开发热点。
本研究通过对中药有效成分的提取,研究其对禽多

杀巴氏杆菌的体外抗菌活性及抗菌活性较强的几味

中药有效成分的提取物联合抑菌活性,旨在为筛选

治疗禽多杀性巴氏杆菌病中药及其复方奠定基础。

1 材料与方法

1.1 菌种与培养基

禽多杀性巴氏杆菌(C481)血清 A∶1、菌种购

于中国兽医药品监察所,MH 肉汤培养基(Meller-
Hintonbroth)、营养琼脂培养基(nutrientagar),均
购自北京奥博星生物技术有限公司。
1.2 主要仪器设备

中草药粉碎机(天津市泰斯特仪器有限公司);
手提式高压灭菌器YWQ.SG41.280(海益恒试验仪

器有限公司);电热恒温培养箱PYX-DHS-40X-50
(上海跃进医疗器械厂);SW-CJ-IB型超净工作台

(苏州净化设备有限公司);旋转蒸发仪R502B(上
海亚荣生化仪器厂);HS-120D超声波清洗机(上海



  华 中 农 业 大 学 学 报 第34卷 

新芝生物技术研究所),索氏提取器,96微孔细胞培

养板等。
1.3 中药提取物的制备

将艾叶、黄连、黄柏等几味中药按照文献[4-19]
的方法提取,最后将提取物浓缩得到提取物浸膏即

中药有效成分(中药的药效是各种成分的协同作用,
而不是单一的,即各部分都有些成分对禽多杀巴氏

杆菌有抑制作用),4℃冰箱中保存。
1.4 药液制备

将20种中药提取物浸膏溶于二甲亚砜中,配制

成浸膏质量浓度为1g/mL的储备液,100℃高压蒸

汽灭菌,4℃冰箱保存。临用前用含血清的肉汤培

养基将药液倍比稀释至500、250、125、62.5、31.25、

15.60、7.80mg/mL。
1.5 细菌菌悬液的制备

取9个灭菌试管,每个试管中加入4.5mL生

理盐水,自第1管加入0.5mL经纯培养的巴氏杆

菌肉汤培养基开始依次10倍稀释至第9管。用微

量移液器取105~109稀释梯度的稀释液0.1mL加

入血清琼脂培养基上,用L棒均匀涂布,每个稀释

度涂3个平板,37℃、CO2恒温培养24h后,对细菌

数在30~300个的平板进行计数,求平均值,以

cfu/mL为 单 位。最 后 将 其 稀 释 至 106 ~107

cfu/mL。
1.6 各中药有效部位对巴氏杆菌的 MIC、MBC
测定

  取菌液100μL分别加入含有不同浓度中药的

肉汤培养基中,肉汤培养基中中药的质量浓度自第

1管开始依次倍比释释至第7管(500、250、125、

62.50、31.25、15.60、7.80mg/mL),第8管不加中

药提取液,作为空白对照。每管肉汤培养基和药液

各1mL,37℃培养24h后取出,观察细菌生长情

况,与浊度对照组比较,以肉眼观察无细菌生长的最

低浓度判定为中药的最小抑菌浓度。
将上述中药组完全抑制的管中液体取100μL

接种涂布于血清营养琼脂培养基平板上,经37℃培

养24h后观察结果。以肉眼观察菌落不生长视为

100%被杀灭,此最低药物浓度值为其 MBC值。
1.7 各种中药对巴氏杆菌 MIC 的判断标准

参考刘忠仪等[20]介绍的判断标准,MIC<7.80
mg/mL,为高度敏感,7.80mg/mL<MIC<250
mg/mL,为 中 度 敏 感,MIC>250 mg/mL,为 不

敏感。

1.8 联合抑菌试验

根据前期20味中药体外 MIC值的测定,选取

其中抑菌活性较强的几味进行两两联合抑菌活性的

研究,联合药敏试验采用肉汤稀释棋盘法[21]。以各

药对应 MIC值的2倍、1倍、1/2倍、1/4倍、1/8倍

等浓度分别进行联合药敏试验。置37℃恒温培养

箱培养18~24h,观察结果。
1.9 联合用药效果评价

试验结果以联合抑菌指数(fractionainhibitory
concentrationindex,FICI)来判断联合效应,表示为

FICI=MIC(A)联合/MIC(A)单独+MIC(B)联合/

MIC(B)单独。
当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;当FICI>2
时为拮抗作用。

2 结果与分析

2.1 20 种中药提取物的抑菌活性

20种中药提取物的抑菌活性结果见表1。由表

1可知,20种中药有效部位提取物中体外抑菌活性

最强的为黄连、艾叶、赤芍、黄柏、地榆、秦皮,MIC
表1 20种中药提取物对禽多杀性

巴氏杆菌的体外抑菌活性

Table1 Antimicrobialactivitiesofactiveingredientsextracts

oftwentytraditionChinesemedicinetoPasteurellamultocida

mg/mL

药物名称

Nameofmedicine
最小抑菌

质量浓度 MIC
最小杀菌

质量浓度 MBC

黄柏Cortexphellodendri 7.80 7.80
黄连Coptidisrhizoma 7.80 7.80
知母 Rhizomaanemarrhenae 500.00 500.00
金银花 Honeysuckle 125.00 125.00
蒲公英 Dandelion 31.25 31.25
柴胡 Radixbupleuri 62.50 62.50
板蓝根 Radixisatidis 62.50 62.50
艾叶 Artemisiaargyi 7.80 15.60
白鲜皮Cortexdictamni 31.25 31.25
茵陈CapillaryArtemisia 15.60 15.60
何首乌 Polygonummultiflorum 15.60 31.25
秦皮 Rortexfraxini 7.80 7.80
赤芍 RadixpaeoniaeRubra 15.60 15.60
地榆Sanguisorba 7.80 7.80
穿心莲 Herbaandrographitis 62.50 62.50
虎杖 Polygonumcuspidatum 7.80 7.80
射干 Rhizomabelamcandae 31.25 31.25
苦参 Radixsophoraeflavescentis 125.00 125.00
甘草Liquoric 31.25 31.25
夏枯草 Prunellavulgaris 125.00 125.00

29



 第2期 曲 径 等:艾叶等20种中药对禽多杀性巴氏杆菌的体外抗菌活性  

值为7.8mg/mL;其次为赤芍、茵陈、甘草等11味

中药,MIC值为15.6~100.0mg/mL;活性最差的

为知 母、金 银 花、苦 参,MIC 值 均 大 于 100.0
mg/mL。因此,我们选取抑菌活性最强的艾叶、黄
连、黄柏、地榆、秦皮、虎杖进行后续联合抑菌活性的

研究。

2.2 中药提取物对巴氏杆菌的体外联合抑菌活性

  6味中药对巴氏杆菌的体外联合抑菌活性见

表2。黄连提取物、黄柏提取物、艾叶提取物、虎杖提

取物、秦皮提取物和地榆提取物分别用A、B、C、D、

E、F表示。由表2可见,黄连、黄柏、秦皮、虎杖和艾

叶的联合抑菌指数(FICI)≤0.5为协同作用,黄柏、

秦皮、黄连和虎杖以及秦皮、地榆和黄柏的联合抑菌

指数(FICI)≥2为拮抗作用,其余中药联合抑菌指

数在0.5~2.0之间,为相加或无关反应。
表2 6味中药有效部位提取物对禽多杀

性巴氏杆菌的联合抑菌

Table2 Combinedantimicrobialeffectofactive

ingredientsextractsofsixtraditionChinese

medicineonPasteurellamultocida mg/mL

联合用药

Drugcombination
联合 MIC

CombinationMIC
FICI

A-B

A-C

A-D

A-E

A-F

B-C

B-D

B-E

B-F

C-D

C-E

C-F

D-E

D-F

E-F

A:0.975
B:0.975
A:0.975
C:0.975
A:1.95
D:15.60
A:1.95
E:7.80
A:1.95
F:3.95
B:0.975
C:0.975
B:31.25
D:31.25
B:7.80
E:15.60
B:7.80
F:7.80
C:0.975
D:0.975
C:1.95
E:1.95
C:3.95
F:3.95
D:15.60
E:3.95
D:7.80
F:3.95
E:3.95
F:3.95

0.25

0.25

2.25

1.25

0.75

0.25

>2.00

>2.00

2.00

0.25

0.50

1.00

2.25

1.50

1.00

3 讨 论

中药的不同提取部位抑菌活性不同,大多数中

药的有效提取物对细菌、病毒等都有一定的抑制作

用。据报道,黄连、黄柏和艾叶均具有广谱抗菌活

性,对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、猪链球菌均有较

强抑菌作用,说明3种中药有效部位有较好的抑菌

作用[22-24]。本研究得到黄连、黄柏和艾叶的 MIC值

均为7.8mg/mL,说明黄连、黄柏和艾叶有效成分

对禽多杀性巴氏杆菌有较强的抑菌活性,为中药抗

禽多杀性巴氏杆菌新药开发奠定了一定基础。
联合抑菌试验结果表明,黄连、黄柏、秦皮、虎杖

和艾叶呈协同作用,说明艾叶有效提取物增强了其

余4味中药有效部位提取物的抑菌活性,其具体增

强机制有待进一步研究。黄柏、秦皮、黄连和虎杖呈

拮抗作用,这可能是由于联合时产生某些有机酸使

虎杖中主要抗菌成分白藜芦醇和总蒽醌被水解[25]。
秦皮、地榆和黄柏呈拮抗作用,黄柏中主要有效抗菌

成分是小檗碱,可能是由于联合中产生化学反应,导
致小檗碱含量下降[26]。

中药联合抑菌多数都凭借临床上经验对动物进

行给药,中药种类繁多,利用价值也很低,中药的有

效成分不能得到很好的利用。本研究旨在探讨不同

中药对巴氏杆菌的体外抗菌活性,结果表明,黄连、
黄柏、艾叶、虎杖、秦皮、地榆等中药呈现出对巴氏杆

菌较好的抗菌活性,黄连、黄柏、秦皮、虎杖和艾叶呈

协同作用,提高了其抑菌活性,可以组方为中药复方

用于畜禽巴氏杆菌病的治疗。
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AntibacterialactivityofcrudeextractfromtwentytraditionalChinese
medicineslikeArtemisiaargyiagainstPasteurellamultocidainvitro

QUJing1 YINZhong-qiong1 JIARen-yong1,2 PENGLian-ci1 KANGShuai1 LILi1

1.CollegeofVeterinaryMedicine,SichuanAgriculturalUniversity,Ya’an625014,China;

2.PreventiveVeterinaryResearchInstituteofSichuanAgriculturalUniversity,Ya’an625014,China

Abstract Activeingredientsof20traditionalChinesemedicineswereextractedbyethanolcircum-
fluence,waterdecoction,andultrasonicextraction.Doubledilutionmethodisusedtodeterminetheanti-
bacterialactivityonPasteurellamultocidainvitro.Andthenthejointbacteriostaticactivitiesofafew
traditionalChinesemedicineswereevaluated.Theresultshowedthattheminimalinhibitoryconcentra-
tion(MIC)wasinarangeof6.25~50mg/mLmugwortleaf(Artemisiaargyi),Rhizomacoptidis,

Cortexphellodendri,Cortexfraxini,Gardenburnet,Giantknotweed’sextracts,inrangeof50to100
mg/mLforRadixpaeoniaerubra,Radix-polygonimultiflori,Herbaartemisiaecapillaris,Rhizomabel-
amcandae,Licoriceroot,Dandelion,Cortexdictamni’sextracts,andmorethan100mg/mLforHoney-
suckle,Radixbupleuri,Radixisatidis,Prunellavulgaris,Herbaandrographitis,Rhizomaanemarrhe-
nae,Radixsophoraeflavescentis’sextracts.Theresultsofjointbacteriostatictestshowedthatthefrac-
tionalinhibitoryconcentrationindex(FICI)ofR.coptidis,C.phellodendri,C.fraxini,G.knotweed,and
A.argyiwerelessthanorequalto0.5andthefractionalinhibitoryconcentrationindex(FICI)ofC.
phellodendri,C.fraxini,R.coptidisandG.knotweed,Qinleather,G.burnetandC.phellodendriwere
morethanorequalto2.Inconclusion,R.coptidis,C.phellodendri,G.burnet,andA.argyihadgoodan-
timicrobialactivitiesagainstP.multocida.R.coptidis,C.phellodendri,G.burnetandMugwortshowed
additiveorsynergyaction,whileSanguisorbaandC.phellodendrishowedantagonisticaction.

Keywords herbalextract;Pasteurellamultocida;antibacterialactivity
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