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摘要 应用超微粉碎法将虎杖、石榴皮、大黄以及五倍子4种中药进行加工处理至粒径为5~10μm后,组
成4个三联用的中药复方,针对近年来从福建各地养殖场病鳗中常检测到的9株致病菌,采用琼脂稀释法测定

其抑菌最低浓度。试验结果表明:虎杖、石榴皮、大黄和五倍子组合的4个中药复方对9株养殖鳗鲡主要致病菌

均有一定的协同抑制作用,其协同效应因子FIC范围在0.38~0.76。其中,联用效果最好的是复方1,所联用的

3种中药对9株致病菌均具有显著协同抗菌效应,FIC≤0.5。每个复方的联用3种中药的最低抑菌浓度均比单

用浓度降低了79% 以上,不但可大大降低用药量,而且用药成本比单用节省47%以上。
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  我国是世界上最大的鳗鲡生产国[1],养殖鳗鲡

病害时有发生[2]。目前中药在水产养殖病害的防治

过程中,多数是以单种药形式使用。但在实际应用

上,中药往往以多种药物配伍的复方形式使用,例如

六种地黄汤,桂附八种丸等。试验结果显示,中药复

方可以有效地降低单种中药的使用浓度[3]。Pu-
nitha等[4]发现在石斑鱼幼苗饲料中添加绊根草、荜
拔等中药不但可以提高鱼苗的质量,还可以提高其

对哈维氏弧菌的非特异性免疫作用。本试验在前期

研究[5]基础上选择4种具有较强抗菌活性的中药,
采用超微药粉琼脂平板稀释法,针对9株养殖场常

检测到的鳗鲡致病菌进行体外三联用中药复方的药

物敏感试验,以筛选高效抗菌的复合药方。

1 材料与方法

1.1 试验菌株

9株致病菌均为笔者所在实验室近年来利用鳗

鲡病原菌血清试剂盒在福建省各地区养殖场病鳗中

常检测到的病原菌,并经过人工感染试验证实为强

致病菌[6]。通过生理生化和基因鉴定分别为豚鼠气

单胞菌(B15、B18、B20)、嗜水气单胞菌(B10)、威隆

气单胞菌(B09)、腐败希瓦杆菌(B01、B02、B16)、肺
炎克雷伯菌(B12)、肠杆菌科(B08)。同种致病菌的

不同菌株存在生理生化特性或血清型的差异。
1.2 试验药材

根据笔者所在实验室已有研究基础,筛选并确

定了本试验所研究的4种抑菌中药:虎杖(Rhizoma
polygoniCuspidati),产 地 福 建;石 榴 皮(Punica
granatum Linn),产地甘肃;大黄(Rheumpalma-
tum Linn),产 地 甘 肃;五 倍 子 (Rhuschinensis
Mill),产地湖北。
1.3 中药预处理

将所选的中药用中药粉碎机(FW177,天津市

泰斯特仪器有限公司)粉碎至0.15mm左右,然后

放入超微粉碎机(YSC-701,北京燕山正德机械设备

有限公司)进一步粉碎,收集超微药粉备用。在扫描

电子显微镜下观察,90%以上的药粉粒径为5~10

μm。
1.4 菌悬液制备

从保种斜面上挑取菌苔划线接种 M-H 琼脂

(Mueller-HintonAgar)平板,置于28℃恒温培养

箱内培养20h;挑取单个菌落划线至新鲜斜面上,

28℃培养24h后,用无菌生理盐水将菌体冲洗下

来,采用酶标仪测定菌液浓度,测定波长为600nm。
采用菌落计数法[7]确定细菌浊度与吸光度D600的关

系,不同菌株的菌液D600值约为0.2~0.3时,对应
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活菌计数值约为108cfu/mL,将菌液浓度稀释10
倍调至107cfu/mL,即可作为药敏试验接种的菌悬

液。
1.5 体外药敏试验

4种中药通过三联用配伍,形成4个复方(复方

1至复方4)。根据复方中3种中药对9株病原菌的

单用抑菌结果,以24h无菌落形成的最低浓度为中

药对该菌株的最低抑菌浓度(MIC),以48h药板上

无菌落形成的最低浓度为中药对该菌株的最低杀菌

浓度(MBC)。分别以其1/8 MIC、1/4 MIC、1/2
MIC的药物浓度,每种复方利用棋盘交叉法设计27
个不同浓度配比;将参与三联用的3种中药超微粉

与 MHB培养基混合,采用琼脂稀释法配制药敏培

养基,经过高压灭菌后倒平板。以联用的3种中药

单用抑菌的1/4MIC、1/2MIC、MIC、2MIC浓度的

药敏平板作为试验比较组。以不含药物平板作为空

白对照组。
取已制备好的菌悬液2μL点种于经过121℃

20min灭菌后的琼脂培养基平板上,每个药物浓度

梯度做2组平行。放置28 ℃恒温培养24h和

48h,观察平板上菌落的生长情况。若2个平行组

的 MIC值或 MBC值不一致,实验需重做。
1.6 试验结果处理

1)三联用复方抑菌效果评价。本试验以FIC

(fractionalinhibitoryconcentration)指标评价中药

联用的抑菌效果。FIC判读方法:FIC≤0.5为显著

协同作用,FIC值居于0.5~1.0之间为协同作用,

FIC=1.0为相加作用,FIC值居于1.0~3.0之间

为无关作用,FIC≥3.0为拮抗作用。FIC的计算公

式如下:

FIC指数=MIC甲药联合/MIC甲药单用 +MIC乙药联合/

MIC乙药单用+MIC丙药联合/MIC丙药单用

2)中药成本计算。计算公式如下:∑(M×P)n=
M1×P1+M2×P2+…+Mn×Pn

其中,M—复方中每种中药的最低抑菌浓度

(kg/L);n—复方中的单种中药;P—单位药量的价

格(元/kg)。

2 结果与分析

2.1 4 种中药对 9 株鳗鲡致病菌的抑制活性

4种中药单用对养殖鳗鲡9株主要致病菌的体

外抗菌活性见表1。结果表明:五倍子、大黄、石榴

皮、虎杖对9株致病菌均有一定的抑杀效应,但抑菌

浓度高低差异明显,MIC的范围跨度大,从0.063
mg/mL至6.000mg/mL;中药Ⅰ、中药Ⅱ、中药Ⅲ、
中药Ⅳ的平均最低抑菌浓度分别为0.167、1.000、

0.792、1.875mg/mL,亦即4种中药的抗菌活性强

弱顺序是中药Ⅰ>中药Ⅲ>中药Ⅱ>中药Ⅳ。
表1 4种中药对9株鳗鲡致病菌的体外抗菌效果

Table1 MICandMBCoffourChineseherbs(CH)ontheninepathogenicbacteriafromeels mg/mL

病原菌

Pathogens
中药ⅠCHⅠ

MIC MBC

中药ⅡCHⅡ
MIC MBC

中药ⅢCHⅢ
MIC MBC

中药ⅣCHⅣ
MIC MBC

B01 0.063 0.063 0.750 1.500 0.375 0.750 0.375 0.750
B02 0.250 0.500 0.750 0.750 0.750 1.500 0.375 0.375
B08 0.250 0.250 0.750 0.750 1.500 1.500 0.375 0.375
B09 0.250 0.250 1.500 3.000 0.375 0.750 3.000 3.000
B10 0.250 0.500 0.750 0.750 1.500 1.500 0.375 0.375
B15 0.125 0.125 0.750 1.500 0.750 0.750 3.000 6.000
B16 0.063 0.063 0.750 1.500 0.375 0.750 0.375 0.750
B18 0.125 0.125 1.500 3.000 0.750 0.750 3.000 3.000
B20 0.125 0.125 1.500 3.000 0.750 0.750 6.000 6.000

平均值 Average 0.167 0.222 1.000 1.750 0.792 1.000 1.875 2.292

2.2 三联用中药复方对 9 株致病菌的抑制作用

本试验研究了4个三联用中药复方对9株鳗鲡

主要病原菌的抑制作用,试验结果显示,4个复方

(复方1、复方2、复方3、复方4)平均FIC分别为

0.45、0.45、0.49、0.53,表明此4个中药复方均具有

不同程度的协同抑菌效应,针对每株致病菌的协同

效应指数FIC范围位于0.38~0.76之间。抑菌效

果最佳的复方是复方1,其3种中药的协同效应均

为FIC≤0.5,对9株致病菌都呈现显著协同效应。

复方2的抑菌效果次之,其3种中药仅对致病菌

B15菌株的协同效果相对较弱,FIC为0.56;而对其

余致病菌株均表现显著协同作用。复方4对9株致

病菌的抑制作用差于复方2,对B01和B16的FIC
指数值为0.76(FIC>0.5),说明复方4药方中的3
种药对B01和B16的抑制作用没有显著协同效应。
复方3对9株致病菌的抑制协同作用亦略低于复方

2,且对 不 同 致 病 菌 株 的 协 同 效 应 差 异 较 大;对
B01、B02、B16的FIC>0.5,说明复方3药方中3
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种药对 这3株 菌 的 抑 制 协 同 作 用 不 明 显;而 对

B10、B18、B20的FIC均为最小值0.38,表明其药

方中3种药对此3株菌具有非常显著的协同抗菌

效果。
表2 三联用中药复方对9株致病菌的抑制效果1)

Table2 TheinhibitoryeffectofChineseherbstriplecompound(CHTC)on9striansofpathogenicbacteria

菌株

Pathogens
中药复方1CHTCⅠ
FIC 评价Evaluation

中药复方2CHTCⅡ
FIC 评价Evaluation

中药复方3CHTCⅢ
FIC 评价Evaluation

中药复方4CHTCⅣ
FIC 评价Evaluation

B01 0.50 SS 0.50 SS 0.62 S 0.76 S
B02 0.38 SS 0.38 SS 0.62 S 0.50 SS
B08 0.38 SS 0.50 SS 0.44 SS 0.50 SS
B09 0.44 SS 0.38 SS 0.50 SS 0.44 SS
B10 0.50 SS 0.38 SS 0.38 SS 0.50 SS
B15 0.44 SS 0.56 S 0.50 SS 0.44 SS
B16 0.50 SS 0.50 SS 0.62 S 0.76 S
B18 0.44 SS 0.44 SS 0.38 SS 0.44 SS
B20 0.44 SS 0.44 SS 0.38 SS 0.41 SS

 1)SS:显著协同Significantsynergies;S:协同Synergy.

2.3 三联用中药复方体外抑菌试验的成本核算

4种中药单用对养殖场常检测到的9株鳗鲡主

要病原菌抑制成本分别为:石榴皮5.94元/m3、五
倍子8.67元/m3、大黄11.00元/m3、虎杖13.13
元/m3。通过试验比较可知,复方4的平均抑菌成

本最低,其次是复方3、复方1,抑菌成本最高的是复

方2。所有复方的抑菌成本都远低于各单方的抑菌

成本:
复方4、复方3、复方1、复方2对9株菌的平均

抑制成本分别为3.14、3.34、3.43、3.87元/m3。复

方4、复方1、复方2分别较虎杖单用节约成本

81.19%、78.83%、76.24%,复方4、复方3、复方2
分别较五倍子单用节约成本72.15%、66.51%、

64.01%,复方4、复方1、复方3分别较石榴皮单用

节约成本58.42%、53.20%、51.20%;复方1、复方

3、复 方 2 分 别 较 大 黄 单 用 节 约 成 本 74.73%、

73.64%、47.47%。

3 讨 论

3.1 中药三联用对 9 株养殖鳗鲡致病菌的抑制效果

本试验采用三联用的方式研究了4种中药复方

对9株鳗鲡养殖场常检测到的病鳗主要病原菌的抑

制作用。试验结果表明,4个中药复方对9株致病

菌均存在协同抑制作用,且联用效果最好的是中药

复方1,药方中的3种中药对9株致病菌的抑制均

具有显著协同作用,3种中药的最低抑菌浓度分别

降低了87%、80%、89%;其余3个复方中的3种中

药联用对不同致病菌株的协同效应存在差异,但联

用的3种中药均比中药单用的最低抑菌浓度降低比

率超过79%。由此说明,中药联用可以大大降低复

方中各种药的抗菌使用浓度。彭金菊等[3]研究了五

倍子、黄芩、石榴皮等中药及复方对嗜水气单胞菌的

体外抑制效果。单方抑菌试验结果显示,五倍子对

嗜水气单胞菌抑制作用较明显,其 MIC为6.25
mg/mL,紫草的 MIC为50mg/mL;复方抑菌试验

结果显示,五倍子与牡丹皮、栀子、苦参组成复方的

MIC值均为0.391mg/mL,紫草、生地黄、蒲公英、
蛇床子组成复方的 MIC值均为0.781mg/mL,表
明中药联用复方可以有效降低单种中药的使用浓

度,与本试验的结果相符。
3.2 中药联用在实际生产中的运用

本试验研究了4种中药三联用组成的4个复方

对鳗鲡主要病原菌的抑制作用以及通过药物使用成

本核算,结果显示4种中药复方在有效地降低单种

中药使用量的同时,还可以大大降低药物的使用成

本,与中药单用比较,节约成本均达47%以上。多

种中药的联用,不仅在体外可以较好地抑制病原菌

的生长;而且若以拌饵形式给药,还可以发挥中药内

抗菌以外的有效成分的作用,达到提高鱼体免疫力

的作用。王广军等[8]以含有大黄、甘草、黄芪等组分

的中药复方为饲料添加剂,喂养日本鳗鲡,研究了中

药复方对其生长以及非特异性免疫的影响,试验结

果显示,中药免疫添加剂具有显著促生长和增强机

体免疫能力的作用。本文体外药敏试验获得的高效

抗菌复方1,对鱼体促生长和增强免疫的作用还有

待进一步活体给药研究。
3.3 中药复方研究展望

中药的运用在我国已有几千年的历史[7],积累

了大量的临床经验。多种中药的合理联用,不仅可

以通过主要化学成分间的增溶、助溶等物理作用,提
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高有效成分的溶出率,增强药效[9];更可以在宏观上

调节各药物的药性,提高机体的免疫力[10-11]。因此,
在渔药的开发过程中可以在研究单一药物抗病效果

的基础上,系统研究复方中药在防治水产养殖动物

疾病中的疗效;而且在实际应用中还可在药方中添

加某些维生素以及其他微量元素,使之与中药复方

形成合理搭配,从而增强动物机体的免疫能力和抗

病能力。本试验研究涉及筛选高效抗鳗鲡病原菌的

广谱性的中药复方,为进一步开发安全、高效、环境

友好型的鱼病防治药物提供科学的参考数据。
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InhibitoryeffectoffourkindsofChineseherbsandtriplecompounds
againstmainpathogenicbacteriafromcultivatedeels

GUANRui-zhang1,2 LIZhong-qin1,2 GUOSong-lin1,2 LIUHong-wei1,2 WANGLi-hong1

1.FisheriesCollegeofJimeiUniversity,Xiamen361021,China;

2.MinistryofEducation,EngineeringResearchCenterofEelModern
IndustrialTechnology,Xiamen361021,China

Abstract RhuschinensisMill(RCM),Rheumpalmatum Linn(RPL),RhizomapolygoniCuspi-
dati(RPC),andPunicagranatum Linn(PGL),werefirstgroundinto5-10μmsuperfinepowderwith
ultra-pulverization.Thentheyweremixedonebyonebasedonchessboardexperimentalmethodtoget
fourkindsofcompoundsofChineseherbs.Tostudyinhibitationactivityofthecompounds,theminimum
inhibitoryconcentration(MIC)andtheminimumbactericidalconcentration(MBC)ofsingledrugand
thetriplecompoundsagainstninestrainsofpathogenicbacteriafromeelsweremeasuredwithagardilu-
tionmethod.TheresultsshowedthatfourkindsofChineseherbshadcertainantibacterialeffectsonnine
bacteria.RCMhadthebestantibacterialeffect,followedbyPGLandRPL,andRPChadlittleantibacte-
rialeffect.Fourtriplecombinationshadsynergismantibacterialeffectsonpathogenicbacteria,andthe
valueofFICwasfrom0.38to0.76.AntibacterialsynergisticeffectofprescriptionNo.1wasthebest,

whosevalueofFICislessthanorequalto0.5againstninestrainsofpathogenicbacteria.Theinhibitory
concentrationofeachtriplecompoundsreducedatleast79%,andthecostcalculatedinaquaculturepro-
ductionwaslowerthansingleChineseherbsatleast45%.
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