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摘要　目的：检测连翘４味汤散不同溶剂提取物对临床常见致病菌体外抗菌作用。方法：采用琼脂平板稀释法、微孔板
ＴＴＣ法，以连翘４味汤散不同溶剂（石油醚、氯仿、乙酸乙酯、无水乙醇、７５％乙醇、水）提取物为实验药物，选用临床分离鉴
定的，耐药现象较普遍的１１种常见致病菌株为供试菌，检测实验药物的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）。结
果：实验所用６种药物提取物，对金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、肠球菌、枯草芽胞杆菌、炭疽芽胞杆菌、大肠埃希菌、肺
炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、阴沟杆菌、白假丝酵母菌等１１种供试菌种，表现出了较为普遍的抑菌作用和
一定的杀菌作用。结论：体外抗菌实验结果显示，实验药物表现出了较高的抗菌效能，连翘４味汤散做为传统方剂，具有
一定的药剂学和药理学研发价值。
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　　随着广谱抗菌药物的广泛使用及临床侵入性医
疗操作项目的增多，感染菌对抗生素的耐药现象逐

渐增加，严重影响着相关疾病的治疗，已经成为全球

关注的重要公共卫生问题之一。因此，从天然药物

中研发不良反应小、不易产生耐药性的抗菌药物，具

有可观的经济价值和重要的社会效益［１］。我们在本

实验选择的蒙药“连翘４味”汤散，是载入国家药品
标准的蒙医传统方剂，具有清腑热的功能，主要用于

肠热、痢疾、腹泻、腹痛等病症［２］。现代研究表明，构

成本方剂的连翘［３］、拳参［４］、川木通［４］、麦冬［５］４种

药味分别具有较好的抗菌作用。我们以体外抗菌实

验方法，比较蒙药“连翘４味汤散”不同溶剂提取物
的抗菌作用，根据实验结果探讨该方剂在临床感染

性疾病治疗中应用的药效学基础。

１　仪器与试药
１１　仪器　高压灭菌器（施都凯仪器设备（上海）
有限责任公司，ＭＪ７８）、水浴箱（上海精宏实验设备
有限公司，ＤＫ６００Ｓ）、生物安全柜（北京东联哈尔仪
器制造有限公司，ＤＯＮＧＬＩＡＮＨＡＥＲ ＡＰＰＡＲＡ
ＴＵＳ）、酶标仪（ＭｕｌｔｉｓｃａｎＭＫ３）、细菌自动鉴定及药
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敏系统（ＤＬ９６，珠海迪尔生物仪器有限公司）、细菌
比浊仪（珠海迪尔公司，ＤＬＺＤ１）、ＣＯ２ 培养箱
（ＦＯＲＭＡＳＴＥＲＩＣＹＣＬＥＣＯ２Ｉｎｃｕｂａｔｏｒ）、干烤箱（上
海精宏实验设备有限公司，ＤＨＧ９０７６Ａ型）、移液
器、移液器吸头、无菌 ９６孔微量培养板、Ｖ形加样
槽、注射针头式滤器、无菌２ｍＬＥＰ管、无菌刻度吸
管、无菌三角烧瓶、比浊专用瓶、６ｃｍ直径灭菌平
皿、１０ｍＬ无菌吸管、１ｍＬ无菌吸管、接种细菌图案
等。

１２　试剂　ＭＨ肉汤培养基（上海信裕生物科技有
限公司）；石油醚、氯仿、乙酸乙酯、无水乙醇、灭菌纯

净水、７５％乙醇（天津市富宇精细化工有限公司）；二
甲基亚砜（上海麦恪林生化科技有限公司）；苯扎溴

铵溶液（山东利尔康科技股份有限公司）；蒙药“连

翘４味”汤散（由内蒙古民族大学附属医院蒙药制
剂室提供）。

１３　药物提取与样品制备　取３０ｇ“连翘４味”汤
散放入圆底烧瓶中以药物与试剂１∶２０的比例加入
石油醚，在水浴锅上８０～９０℃加热回流，先放入３００
ｍＬ石油醚回流３ｈ，再加入３００ｍＬ继续回流３ｈ，离
心３０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ，取上清液，回收石油醚。将
黏在圆底烧瓶内壁的石油醚提取物刮起，用所提取

的液体冲洗出来，倒入称量好的空蒸发皿内晾干，备

用；前面所剩药渣晾干称重，将此药渣放入圆底烧瓶

内，仍以药物与试剂１∶２０的比例放入氯仿，在水浴
锅上加热６０～７０℃回流，至６ｈ后过滤，取滤液回
收，黏在圆底烧瓶内壁的提取物刮起，备用；将前面

所剩药渣晾干称重，按上述同样的方法用乙酸乙酯、

无水乙醇分别回流提取，将提取物刮起，晾干备用；

另取３０ｇ“连翘４味”汤散放入圆底烧瓶中，以药物
与水１∶２０的比例加入水，将３００ｍＬ水加入用调温
电热套回流３ｈ，再加入３００ｍＬ水继续回流３ｈ，离
心３０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ取上清液，回收水，将黏在圆
底烧瓶内壁的提取物刮起，用所提取的液体冲洗出

来，倒入称量好的空蒸发皿内晾干，备用。取 ３０ｇ
连翘４味汤散，按上述水提液的相同方法，用７５％
乙醇回流提取，提取物晾干，备用。取晾干的不同溶

剂提取物，溶解于二甲基亚砜，根据溶解程度分别配

制成不同浓度的药液。氯仿提取物浓度 ３６ｍｇ／
ｍＬ、无水乙醇提取物浓度１１ｍｇ／ｍＬ、７５％乙醇提取
物浓度２２ｍｇ／ｍＬ、水提取物提取物浓度 ４３９ｍｇ／
ｍＬ、乙酸乙酯提取物浓度 ９２ｍｇ／ｍＬ、石油醚提取
物浓度２０ｍｇ／ｍＬ。便于过滤除菌的样本，以 ０４５
μｍ孔径滤器过滤除菌，不便于过滤除菌的样本，以

１００℃、２５ｍｉｎ加热灭菌。
１４　菌种　溶血葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｈｅａｍｏｌｙｔｉｃ
ｕｓ；表皮葡萄球菌 Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｏｃｕｓｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ；鸡肠球
菌Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓｇａｌｉｎａｒｕｍ；炭疽杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａ
ｃｉ；枯草芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ；大肠埃希菌 Ｅｓｃｈｅ
ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ；铜绿假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ；鲍
曼不动杆菌Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ；阴沟杆菌 Ｅｎｔｅｒ
ｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ；肺炎克雷伯菌Ｋｐｅｎｅｕｍｏｎｉａｅ；白假丝
酵母Ｃａｌｂｉｃａｎｓ等１１个菌株，大多数菌株自临床标
本分离鉴定，其中铜绿假单胞菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉ
ｎｏｓａ（ＣＶＣＣ３３５９Ｐａ１）和炭疽杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓａｎｔｈｒａｃｉ
（６３００１７，Ａ１６Ｒ）是购买于中国药品生物制品检定
所的教学实验菌株。各种菌培养１６ｈ的菌苔用ＭＨ
肉汤稀释成１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ菌液备用。
２　方法与结果
２１　微孔板ＴＴＣ法测定最低抑菌浓度（ＭＩＣ）
２１１　标记并加培养基　取出密封包装的无菌９６
孔培养板，做好标记（检测药品名称或编号、菌名、日

期等），以１２通道或８通道移液器向每孔中加 ＭＨ
肉汤培养基１００μＬ。
２１２　加检测药　每排的第１孔的１００μＬ培养基
中加入１００μＬ药液，混合后吸取１００μＬ混合液加
入第２孔，以此类推至第１０孔混合后弃去１００μＬ
混合液，即倍比稀释法。第１１孔加阳性对照药液苯
扎溴铵，做为阳性对照；第１２孔不加药液做为细菌
生长对照，即阴性对照。（加入菌液步骤后，不同检

测药对应的第１孔中，药物的终浓度分别是氯仿提
取物０９ｍｇ／ｍＬ、无水乙醇提取物 ０２７５ｍｇ／ｍＬ、
７５％乙醇提取物５５ｍｇ／ｍＬ、水提取物１０９７５ｍｇ／
ｍＬ、乙酸乙酯提取物 ２３ｍｇ／ｍＬ、石油醚提取物 ５
ｍｇ／ｍＬ。在此基础上分别形成 １０个倍比浓度梯
度。）

２１３　加阳性对照药　第１１列各孔中加入阳性对
照药液，６０μｇ／１００μＬ的苯扎溴铵溶液１００μＬ，混
合后弃去１００μＬ混合液，使药液浓度为３０μｇ／１００
μＬ（加入１００μＬ菌液步骤后，苯扎溴铵的终浓度为
１５μｇ／１００μＬ）。
２１４　加菌液　以８通道或１２通道移液器从Ｖ型
加样槽中吸取用 ＭＨ肉汤稀释的 １×１０５菌液 １００
μＬ，自药物的低浓度梯度向高浓度梯度的顺序加入
同一微孔板各孔。通常每个微孔板只加一种菌液可

防止交叉污染。

２１５　加入０５％氯化三苯四氮唑（ＴＴＣ）溶液　以
８通道或１２通道移液器吸取ＴＴＣ溶液，自药物的低
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浓度梯度向高浓度梯度的顺序，每孔中加入 ＴＴＣ液
５μＬ，用微孔板振荡器或其他方法震荡混匀。
２１６　培养　加盖以密封膜封口（实验室环境条件
好可不必密封），放湿盒内（或培养箱底层放纯净水

盘）３５℃培养。培养１ｈ后每小时观察并记录结果
１次，至明显出现紫色为止。生长较快的细菌在培
养１６ｈ后观察结果，生长较慢的细菌培养２４ｈ观察
结果，白色假丝酵母菌培养４８ｈ观察结果。
２１７　判断结果
２１７１　目测法判断　出现明显紫色孔为有细菌
生长的现象，即细菌的生长未受到抑制；颜色如阳性

对照孔（依然是刚加完所有试剂时的颜色），为没有

细菌生长的现象，即该稀释度的药物抑制了细菌的

生长，出现此现象的最高稀释度即为ＭＩＣ浓度。
２１７２　酶标仪测定法　以４５０ｎｍ波长检测 ＯＤ
值，以第１１列孔 ＯＤ值为阳性参考值，以第１２列孔
ＯＤ值为阴性参考值。某一实验孔的 ＯＤ值等于或
者接近阳性对照孔ＯＤ值，即为有效的抑菌现象，出
现有效的抑菌现象的最高稀释度即为 ＭＩＣ；排除较
高浓度有色实验药液的影响，连续３个实验孔的ＯＤ
值顺序增高时，且其中最高稀释度孔（第３孔）的ＯＤ
值比阴性对照孔的 ＯＤ值减少０２５以上时，以第２
个孔的稀释度为ＭＩＣ。
２１８　微孔板ＴＴＣ法测定 ＭＩＣ结果　利用酶标仪
测定法结合目测法判断结果，不同溶剂提取物 ＭＩＣ
结果见表１。

表１　微孔板液体稀释法测定不同溶剂提取物
　　ＭＩＣ浓度表［单位：（ｍｇ／ｍＬ）］

细菌 氯仿 无水乙醇 ７５％乙醇 水 乙酸乙酯 石油醚

金黄色葡萄球菌 ００５６２５００１７１８０３４３７５ － ０２８７５ １２５
表皮葡萄球菌 ０４５ ０１３７５ ２７５ － １１５ ２５
肠球菌 ０４５ ０１３７５ － － １１５ －

枯草芽胞杆菌 ００５６２５００３４３７５０６８７５ １０９７５ ０２８７５ ２５
炭疽芽胞杆菌 ０１１２５００３４３７５０６８７５ － ０５７５ １２５
大肠埃希菌 ０１１２５ ００６８７５ １３７５ － １１５ １２５
肺炎克雷伯菌 ０４５ ０１３７５ １３７５ － ０５７５ ２５
鲍曼不动杆菌 ０２２５ ００６８７５ １３７５ － ０５７５ ２５
铜绿假单细胞菌 ０２２５ ００６８７５ ２７５ － ０５７５ １２５
阴沟杆菌 ０２２５ ００６８７５ ２７５ ５４８７５ ０５７５ １２５

白假丝酵母菌 ０２２５ ００６８７５ ０６８７５ － ０５７５ －

　　注：表中“－”号表示未出现抑菌效果。

２２　琼脂平板连续稀释法测定ＭＩＣ
２２１　配制不同溶剂提取物药液　将不同溶剂提
取物分别用二甲基亚砜配制成２０ｍｇ／ｍＬ浓度的溶
液或混悬液，以倍比稀释法配制９个浓度梯度。
２２２　制备含药琼脂培养基　在做好标记的９ｃｍ
直径灭菌平皿中，分别加入１５ｍＬ不同浓度梯度的

药液，随之加入１３５ｍＬ融化预温的 ＭＨ琼脂培养
基，充分混匀，平放待凝固。每一种药物的不同浓度

各制备２个平板备用。
２２３　接种细菌　将含药琼脂平板置于自制的细
菌点种图案上，以移液器吸取２μＬ菌液（约１０４个
细菌），按图案对应位置接种细菌，将菌液均匀摊开

成５～８ｍｍ２面积。点种位置见图１。

图１　细菌点种图案

２２４　培养与观察结果：置３５℃培养箱，培养２４ｈ
观察结果。培养生长现象见图２。

图２　点种细菌培养后的含药琼脂平板

２２５　判定结果方法　足够浓度的药物能抑制点
种细菌的生长，否则有菌落或菌苔形成。完全抑制

细菌生长的最低药物浓度，为该药物对供试菌的

ＭＩＣ（接种位置生长１～２个菌落时可以忽略不计）。
琼脂平板连续稀释法测定ＭＩＣ结果见表２。

表２　琼脂平板连续稀释法测定不同提取物
　　ＭＩＣ浓度表［单位：（ｍｇ／ｍＬ）］

细菌 氯仿
无水

乙醇

７５％
乙醇

水
乙酸

乙酯

石油

醚

金黄色葡萄球菌 ０１２５０１２５０１２５ － ０２５ ０５
表皮葡萄球菌 １ １ １ － １ １
肠球菌 ０１２５ ０２５ ０２５ ２ ０２５ １

枯草芽胞杆菌 ０２５ ０２５ ０２５ － ０５ ０５
炭疽芽胞杆菌 １ １ － － １ －
大肠埃希菌 ０２５ ０５ ０５ － １ ０５
肺炎克雷伯菌 ０５ ０５ １ － ０５ ０５
鲍曼不动杆菌 １ １ ０５ － ０５ １
铜绿假单细胞菌 ０５ ０５ １ １ ０５ ０５
阴沟杆菌 ０５ ０５ ０５ － ０５ １

白假丝酵母菌 ０５ ０５ ０２５ － ０５ －

　　注：表中“－”号表示未出现抑菌效果。
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２３　琼脂平板转种法测定ＭＡＣ
２３１　制备 ＭＨ平板　根据表１中不同溶剂提取
物对不同细菌分别出现 ＭＩＣ值的数量，制备 ＭＨ平
板。参考琼脂平板连续稀释法测定 ＭＩＣ时点种细
菌的图案，做好标记。

２３２　转种ＭＨ平板　根据表１，从判读完 ＭＩＣ结
果的微孔板孔中吸取培养液 ２μＬ（参照 ２２３步
骤）点种涂布到 ＭＨ平板的标记位置。原则是选择
吸取ＭＩＣ浓度孔及其以上２～３个浓度孔中的培养
液，因为，只有药物浓度等于或大于 ＭＩＣ时才可能
出现ＭＢＣ结果。置３５℃培养箱，培养２４ｈ观察结
果。

２３３　观察ＭＢＣ结果　理论上 ＭＢＣ是指抗菌药
物能使活菌生长减少９９％以上的最小浓度。平板
上点种涂布培养液的标记位置完全没有细菌生长出

的最低浓度为 ＭＢＣ（接种位置生长１～２个菌落时
可以忽略不计）。不同提取物的ＭＢＣ浓度见表３。

表３　不同提取物ＭＢＣ浓度（ｍｇ／ｍＬ）表

细菌 氯仿
无水

乙醇

７５％
乙醇

水
乙酸

乙酯

石油

醚

金黄色葡萄球菌 ０９ ０２７５ ５５ － － ５
表皮葡萄球菌 ０４５ ０２７５ ２７５ － － －
肠球菌 ０４５ ０１３７５ ２７５ １０９７５ １１５ ２５

枯草芽胞杆菌 ０４５ ０２７５ ２７５ － １１５ ５
炭疽芽胞杆菌 ０４５ － － － １１５ －
大肠埃希菌 ０４５ ０１３７５ ２７５ － １１５ ２５
肺炎克雷伯菌 ０４５ ０１３７５ ２７５ － １１５ ２５
鲍曼不动杆菌 － ０２７５ ５５ － ２３ －
铜绿假单细胞菌 － － ２７５ ５４８７５ １１５ －
阴沟杆菌 － － － － １１５ ５

白假丝酵母菌 ０４５ ０１３７５ ２７５ － １１５ －

　　注：表中“－”号表示未出现杀菌效果。

３　讨论
我们采用微孔板液体稀释法和琼脂平板连续稀

释法测定ＭＩＣ，２种方法互为验证，意在获得较为确
切的实验数据，２种实验方法测得的 ＭＩＣ数据具有
较好的一致性。结果证明蒙药“连翘４味”汤的氯
仿、无水乙醇、乙酸乙酯、７５％乙醇、石油醚等溶剂提
取物，对金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌、肠球菌、枯

草杆菌、炭疽杆菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼

不动杆菌、铜绿假单细胞菌、阴沟杆菌、白色假丝酵

母菌等１１种菌均有不同程度的抑菌作用。微孔板
液体稀释法实验中，水浸提取物仅在较高浓度时对

枯草芽胞杆菌和阴沟杆菌有一定的抑制生长作用。

而在琼脂平板连续稀释法实验中，水浸提取物仅在

较高浓度时对肠球菌和铜绿假单胞菌有一定的抑制

生长作用。２种实验方法中，相同的药物提取物对
少数供试菌出现不同实验结果的原因，除了实验条

件的控制因素外，首先可能与不同的细菌在液体培

养基和固体培养基中的生长活力不同有关，其次可

能与药物在液体和固体培养基中保持和发挥活性的

状态不同有关。这种现象在本文中的 ＭＡＣ测定中
同样有所表现。

我们采用琼脂平板转种法测定 ＭＡＣ，结果证明
蒙药“连翘４味”汤的氯仿、无水乙醇、７５％乙醇、
水、乙酸乙酯、石油醚等溶剂提取物，对多数供试菌

有不同程度的杀菌作用。其中，醇提取物显示了较

为广谱的杀菌作用；氯仿提取物和乙酸乙酯提取物，

对革兰阳性菌和真菌表现了明显的杀菌作用；“连

翘４味”汤的６种提取物，综合显示了对肠球菌、枯
草芽胞杆菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌等４种供试
菌明显的杀菌作用；葡萄球菌、炭疽芽胞杆菌、鲍曼

不动杆菌、铜绿假单细胞菌和阴沟杆菌等供试菌，对

“连翘４味”汤的６种提取物显示了较强的抗性。
传统蒙药连翘４味汤散（别名：音达日西汤）由

止泻木、查干泵噶、拳参、川木通组成，凉性，有祛热、

止泻功效，主治肠热痢疾、腹痛、腹泻作用［２］。现代

蒙医临床为提高疗效等原因，止泻木由连翘替代，查

干泵噶由麦冬替代［６］。连翘的现代研究结果表明，

抗病原微生物范围非常广，对多种革兰阳性菌和革

兰阴性菌有抑制作用，所含齐墩果酸和熊果酸具有

明显的保肝作用［７］；川木通药理研究结果表明具有

强心作用［７］；麦冬含有甾体皂苷具有提高耐缺氧能

力，抗心律失常、减少心肌耗氧量［８］；拳参含有鞣质，

体外实验结果表明具有很好的抑菌作用。包云峰，

富玉兰等研究的“蒙药音达日西汤（即连翘４味汤
散）与八种抗菌药物对志贺氏菌属体外抗菌活性比

较研究”［９］结果显示蒙药连翘４味汤散的抗菌效果
显著。

金黄色葡糖球菌是目前临床常见的致病菌之

一，可引起皮肤软组织感染及败血症及导管相关性

感染等多种疾病［１０］。表皮葡萄球菌是凝固酶阴性

葡萄球菌中主要的致病性革兰阳性球菌［１１］。可引

起人类的败血症、菌血症、呼吸道感染、人工关节感

染、骨髓感染、伤口感染等疾病［１２］。肠球菌是寄殖

于肠道内的正常菌丛，是一种条件致病菌［１３］，是医

院常见致病菌，可导致人体多脏器感染，病死率可达

２１％～２７５％［１４］。炭疽杆菌是历史上第一个被发现

的炭疽病的病原体，致病性非常强［１５］。大肠埃希菌

是临床最常见的致病菌，感染部位广泛，耐药现象日
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益严重［１６］。鲍曼不动杆菌是常见的医院内感染非

发酵革兰阴性杆菌，耐药性强，治疗药物种类及其有

限，导致的感染有呼吸道感染、败血症、伤口或术后

感染、泌尿系统感染及继发性脑膜炎等［１７］。肺炎克

雷伯菌是临床常见的条件致病菌，也是呼吸道感染

的重要病原菌之一。对抗生素的耐药性日趋严重的

菌类［１８］。鲍曼不动杆菌是广泛分布于自然界和医

院环境，是医院感染的重要病原菌之一，可引起呼吸

机相关肺炎、尿路感染、败血症、创口感染及中枢神

经系统感染等［１９］。铜绿假单细胞菌，广泛分布于自

然界，也是一种条件致病菌。阴沟杆菌是临床常见

的条件致病菌，正常存在于人和动物胃肠道和呼吸

道，当患者抵抗力低下或疾病状态下，导致正常菌群

失调而使人感染［２０］。白色假丝酵母菌是正常人口

腔、呼吸道、肠道及阴道粘膜表面的正常菌群，是院

内感染的条件致病菌之一，感染者病情大多严重，尤

其是严重基础疾病，年老体弱者感染致死率高达

４０％［２１］。

据文献报道，近年来体内外抗病原体研究方面

颇有成效，例如食积通过影响机体 ｌｇＭ、Ｌｆｎγ、Ｌｌ４
及ＴＨ１／ＴＨ２水平对流感病毒（ＦＭ１）小鼠的免疫失
衡产生影响、陈丽萍等研究发现大承气汤对大肠杆

菌有良好的体外抑菌作用等。因此本次研究，对该

方剂进行的不同提取物的提取方法和系统的抗菌作

用实验是初步的探索，为进一步的研究打下了一定

的基础。其重要意义在于对临床分离的多种耐药菌

株表现了良好的体外抗菌作用，预示了较高的研发

价值。
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