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中草药提取物体外抗茵活性测定方法的初步探讨

关麓词中草药提取物；体外抗菌
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中药药敏试验方法有纸片琼脂扩散法、试管稀释

法、平板稀释法、打洞法、挖沟法等，目前我国尚无统一

完整的中药药敏试验方法，这给从事中药新药鉴定工

作者带来困惑。我们对几种药敏实验方法进行了探

讨，并力图寻找一个像西药纸片琼脂扩散法——Kill)y

—Bauer法一样的一个统一且比较完善、理想的方法。

1材料与方法

1．1材料1)菌种：临床分离大肠杆菌、金黄色葡萄

球菌各一株。2)中药：大蒜素获自黑龙江宝岛制药有

限公司，黄芩素获自美国SIGMA公司，胡桃楸提取

物⋯(本实验室自制)。3)培养基：试验中所用MH液

体培养基和MH琼脂培养基均为杭州天和微生物试剂

有限公司产品。

1．2方法

1．2．1管碟法将试验菌株接种于营养琼脂平板，

37℃培养18h后，用生理盐水洗下，用比浊法配成

105CFU／mL菌液，用棉签涂抹于营养琼脂平板，放上

特制钢杯，钢杯内径0．5cm，高0．8era，盛人不同浓度

上述各种中药原液0．157mL，37℃培养24h，测量抑菌

圈大小。

1．2．2标准稀释法口1 在试管中用MH液体培养基

将各种中药原液稀释为1／2、1／4、1／8，然后加入

105CFU／mL菌液o．1 mL，同时设不加中药的阳性对照

管，37℃培养18h观察，以MH液体培养基混浊，无沉

淀管判为阴性。

1．2．3平板稀释法取无菌9em平皿9个，每个加无

菌生理盐水2mL。根据培养皿底面上注明的药物稀释

度，在第一个平皿原药液2mL，混匀，取倍比稀释药液

2mL至第二个平皿，以此类推至第8个平皿。第9个

平皿不加药做阴性对照。在上述的每个平皿中加人试

管中的60℃培养基18mL，倒入培养基马上摇匀，摇匀

为顺／逆时针7次。摇匀后，平放，冷凝。使药液浓度为

1：10，l：20，1：40，l：80，1：160，1：320，1：640，1：1280；

用标准接种环取l环受试菌液(1 MacFarland单位)划

线接种子平皿内，于32℃温箱培养48h，以能抑制细菌

生长的最低药物浓度为该药物的最低抑菌浓度

(MIC)．重复3次试验，以3次或2次结果相同者为报

告依据pJ。9号平板为阴性对照。

1．2．4活菌计数法将各种中药配制为原液、1／2

液，以0．5mL／管分装在有盖塑料离心管中，然后在每

管中加入已配好的105CFU／mL菌液0．1mL，同时设生

理盐水对照。试验管和对照管置4℃冰箱保存。参照

简易式倾注平板法的计数方法Hj，即将作用后的标本

稀释为不同浓度，每个浓度取lOl_LL充分涂抹于琼脂

平板。37℃培养18—24h，计数菌落数，换算为每毫升

含有的活菌数。对照管在试验前，试验管和对照管在

保存不同时间后，用加样器取4。C下作用后的试验液

10乩于营养琼脂平板，用接种环充分涂抹，37℃培养
24h后用电光菌落计数器计数菌落数。

1．2．5刃天青微孔板显色法在96孔微孔板(Costar

USA)上实验组加入上述细菌悬液1001山L／weft，再加入

不同稀释度的中药液(1001山L／well)，设不加药的细菌

对照组和无细菌的空白对照组。每个培养条件设3个

复孔。置35℃孵箱培养18h，每孔加入刃天青溶液

(5mg／mL)10wL，继续培养2h后在全自动酶标仪上以

492nm波长测定实验组与对照组的吸光度(A值)，按

下列公式计算：细菌细胞存活率”j．实验组A在眇药

物阴性对照组A值×100％。结果判定：根据刃天青

微孔板显色法的活菌计数，细菌存活率可套用上述公

式。

细菌存活率<30％则对该药为高度敏感(S)；细

菌存活率30％一50％则对该药为中度敏感(MS)；细

菌存活率>50％则对该药为不敏感(R)。

2结果与评价

纸片琼脂扩散法中由于中药的煎剂及其他剂型做

成的液体都是悬液，药物在固体培养基上扩散受到限

制，效果不好，不易得出准确的结果；试管稀释法是一

个比较好的方法，但具有试验工作量大，操作繁琐，一

个系列稀释度含药培养基只能测一种菌，营养要求高

的菌无法培养等弊端，难以推广；打洞法同纸片扩散
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鱼金清解口服液的处方筛选研究
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关键词鱼金清解口服液；处方筛选

鱼金清解口服液是在国家药品标准“鱼金注射

液”处方组成基础上⋯，由鱼腥草、金银花2味药材经

提取制成的口服液体制剂，临床疗效确切，主要用于热

毒内盛而致的上呼吸道感染、支气管肺炎、化脓性疾

病、妇科炎症与术后发热的病症。鱼金清解口服液包

含了挥发性成分和水溶性成分口以J，这些成分在水中

稳定性好，适合于做成口服液制剂。众所周知，中药制

剂疗效与处方组成、剂量等因素有关，我们结合鱼金清

解口服液的功能主治，通过体内外抗菌试验筛选出处

方的最佳配比，为该制剂的临床疗效奠定了基础。

1仪器与试药

1．1仪器 AEl00电子分析天平(瑞士梅特勒公

司)；电热恒温培养箱(上海医疗器械七厂)；压力蒸汽

灭菌器(上海医用核子仪器厂)；电热蒸馏水器(北京

市医疗设备厂)；电热恒温鼓风干燥箱(上海跃进医疗

器械厂)；无菌净化工作台(苏净集团苏州安泰空气技

术有限公司)。

1．2试药 大肠埃希菌ATCC25922株，金黄色葡萄

球菌ATCC25925株，绿脓假单孢菌ATCC27853株，表

皮葡萄球菌ATCC26069株，甲型溶血性链球菌32209

株，乙型溶血性链球菌32210株，肺炎球菌31001

株，流感嗜血杆菌58535株，肺炎克雷伯菌46104

株，白色假丝酵母菌85021株；鱼金清解口服液处方

1、2和3的试验制剂，由陕西步长制药有限公司生

产提供。

2方法与结果卜q1

2．1体外抗茵试验方法与结果1)药液的配制：移

取鱼金清解口服液处方1、2、3分别10raL，与90raL肉

汤混匀后。用孔径0．22斗m超微滤器过滤除菌，无菌药

液置4气冰箱保存备用。2)菌液配制：将37℃、24h培

养的实验菌接种于肉汤，置普通培养箱37℃、24h培

养，比浊法进行细菌计数，用肉汤调配成106CFU／mL

菌液备用。3)MIC、MBC测定：将药液用肉汤由10％为

起点进行连续二倍梯度稀释，依次加到96孔细胞培养

板上，0．2mL／孔。再加入浓度为106CFU／mL的实验

菌液0．OlmL／孔。同时设立细菌以及培养基对照。置

4℃作用12h，于普通培养箱37℃、48h培养，观察结

法，也因中药煎剂都是悬液，颗粒较粗，扩散受到限制，

实验结果难以控制，而在临床上不能作为一个标准方

法推广；平板稀释法，只需制成两个系列稀释度含药平

板，一个稀释度可同时测多种细菌，操作简便，结果准

确；采用活菌计数法，用中药原液可以测出用管碟法所

不能测出的中药抑菌作用。在1／2浓度中，试管法只

能测出20％试验药的抑菌作用，而活菌计数法则能测

出所有试验药对细菌的作用。但采用活菌计数法进行

实验，在试验前需对试验菌在生理盐水中存活情况进

行测定，对厌氧性的菌、营养要求高的菌如肺炎球菌、

脑膜炎球菌等显然不能使用此法。试管法、平板法、管

碟法抑菌效果有差异，试管法因为中药颜色深，最不准

确；平板法不能最大限度提高中药浓度。对于高MIC

中药测定不利；管碟法结合了试管法浓度高、准确和平

板法显示稳定的优点，比较适合中药MIC的测定。

刃天青微孔板显色法利用活细胞线粒体酶可以将

蓝色的刃天青还原为粉红色的的原理，测定细胞的代

谢活性及增殖反应，刃天青显色法以其简便、快速、灵

敏等优点，愈来愈多地应用于检测各种细菌对化学药

物的敏感性”o，是以上方法中较为理想的一种方法。
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