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［摘　 要］ 　 为了观察草药白接骨不同提取方法对其抑菌活性的影响，试验对白接骨分别进行水提

和醇提，联用管碟法、微量稀释法和琼脂平板计数法，通过测量抑菌圈直径、最低抑菌浓度（ＭＩＣ）和

最低杀菌浓度（ＭＢＣ），观察了水提液和醇提液对大肠杆菌、沙门氏杆菌、金黄色葡萄球菌和肺炎克

雷伯氏菌的体外抑菌效果。 结果显示，白接骨醇提液对大肠杆菌、沙门氏杆菌、金黄色葡萄球菌和

肺炎克雷伯氏菌的抑菌圈直径分别为 ２２．９２±０．７４、３５．１０±１．２７、４２．９３±０．８１ 和 ３１．９５±０．４９ ｍｍ；

ＭＩＣ 分别为 ３．１２、１．５６、０．７８ 和 １．５６ ｍｇ ／ ｍＬ；ＭＢＣ 分别为 ６．２５、３．１２、１．５６ 和 １．５６ ｍｇ ／ ｍＬ。 但水提液

对这 ４ 种细菌的平均抑菌圈直径均小于 ６ ｍｍ，ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 均大于 ２００ ｍｇ ／ Ｌ。 由此可见，草药白接

骨醇提液的体外抑菌效果明显优于水提液，推测其主要抑菌成分可能是醇溶性的。
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为爵床科白接骨属草本植物，又名接骨草、接骨丹、
血见愁等，广泛分布于我国西南地区，是一味民间

常用草药，黔东南地区用其新鲜的根茎或全草，捣
浆外敷，治疗跌打损伤、骨折和出血等外科疾病，效
果尤佳。 《全国中草药汇编》、《纲目拾遗》、《湖南

药物志》、《贵州民间药物》等均记载了该草药的功

能主治及用法，具有较好临床应用价值。 但是该草

药的现代药理研究鲜有报道。 前期试验发现，白接

骨对大肠杆菌、沙门氏杆菌、金黄色葡萄球菌和肺

炎克雷伯菌均有较好的体外抑菌效果，是一味具有

较好开发前景的民间草药。 本试验通过醇提和水

提两种常见的方法对白接骨进行提取，观察两种不

同的提取方法对白接骨体外抑菌效果的影响，为该

民间草药的开发利用提供实验依据。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 供试药物与菌株　 试验药物：白接骨（全草，
２０１７ 年 ７ 月份采集）由黔东南民族职业技术学院

植物组织培养中心鉴定。
试验 菌 株： 大 肠 杆 菌 猪 （ Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ）

［ＣＶＣＣ １５１０］， 肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌａｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕ⁃
ｍｏｎｉａｅ）［ＡＴＣＣ １００３１］，由青岛农业大学兽医微生

物教研室保存提供；金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ）［ＡＴＣＣ ２５９２３］，沙门氏杆菌（ Ｓ． ｃｈｏｌｅｒａｅｓｕ⁃
ｉｓ） ［３３ＨＸ］，由贵州大学动物科学院动物传染病教

研室保存提供。
１．１．２　 主要仪器与试剂　 ＳＷ－ＣＪ－２Ｄ 净化工作台

（苏州净化）；ＬＳ－３０ 高压灭菌锅（上海博讯实业有

限公司医疗设备厂）；ＫＪ１４ 麦氏比浊管（北京哲成

科技有限公司）；ＪＡ００３ 电子秤（上海舜宇横平科学

仪器有限公司）；ＤＨＰ－５００ 电热恒温培养箱（金坛

大地自动化仪器厂）；ＤＨＧ－９０７５Ａ 电热恒温鼓风干

燥箱（上海齐欣科学仪器有限公司）；营养肉汤培养

基 （ 杭 州 百 思 生 物 技 术 有 限 公 司， 批 号：
２０１７０５０８００１），９５％乙醇均为分析纯（国药集团化

学试剂有限公司），庆大霉素药敏片（温州市康泰生

物科技有限公司）。
１．２　 方法

１．２．１　 药液制备　 将采集的药物置恒温鼓风干燥

箱中， ４０ ℃条件下烘干。 将烘干的药物粉碎成粗

粉，备用。
醇提液制备：准确称取 １０ ｇ 药物粗粉，放入三

角烧瓶中，加 １００ ｍＬ ８０％乙醇，置于超声波机中超

声助溶 １ ｈ，减压抽滤提取液。 按此方法提取 ３ 次，
合并 ３ 次提取液，旋转蒸发仪回收乙醇，给浓缩液中

加吐温－８０ ０．２５ ｍＬ 助溶，再用蒸馏水定容至 ２５ ｍＬ，
最终药液生药浓度为 ４００ ｍｇ ／ ｍＬ，过滤除菌，备用。

水提液制备：准确称取 １０ ｇ 药物粗粉，放入三角

烧瓶中，加 １００ ｍＬ 蒸馏水，浸泡 ２ ｈ 后，煮沸 ３０ ｍｉｎ
后，冷却后减压抽滤，二次加 １００ ｍＬ 蒸馏水煮沸

３０ ｍｉｎ，冷却后减压抽滤，混合两次滤液，用旋转蒸

发仪浓缩，给浓缩液中加吐温－８０ ０．２５ ｍＬ 助溶，再
用蒸馏水定容至 ２５ ｍＬ，最终药液生药浓度为

４００ ｍｇ ／ ｍＬ，过滤除菌，备用。
１．２．２　 菌液的制备　 按无菌操作法，将保存的个菌

种划线接种于 １％琼脂营养肉汤培养基上，３７ ℃条件

下培养 １８ ｈ，挑取单个菌落接种于 ５ ｍＬ 无菌营养肉汤

液体培养基中，３７ ℃条件下培养 １２ ｈ，用灭菌的肉汤

培养基稀释至 ０．５ 麦氏浊度，即约 １．５×１０８ ＣＦＵ／ ｍＬ。
取适量菌液用灭菌肉汤培养基进行 １００ 倍稀释，菌
悬液浓度为 １．５×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ，备用。
１．２．３　 草药白接骨抑菌作用分析　 采用管碟法［１］，
按无菌操作要求，分别吸取 １５０ μＬ 各配制备用的

细菌液至 １％的琼脂肉汤培养板上，用“Ｌ”棒涂布

均匀，在超净工作台上室温条件下放置 ５ ｍｉｎ，等距

离放置灭菌牛津杯（规格 １０ ｍｍ×８ ｍｍ×６ ｍｍ），静
置 １０ ｍｉｎ 使其和培养板表面严实无缝。 给每个牛
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津杯中加入相应的药物 １００ μＬ，４ ℃放置 ８ ｈ，使药

物扩散，然后将培养皿置 ３７ ℃培养 １８ ｈ，观察，并
用游标卡尺十字法测量抑菌圈直径，取平均值。 每

种药物和菌株平行做 ３ 次重复。 结果判定：抑菌圈＜
１０ ｍｍ 为不敏感，１０～１９ ｍｍ 为中度敏感，≥２０ ｍｍ
为高度敏感［２］。
１．２．４　 草药白接骨 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 的测定　 采用微量

法［３］。 按操作方法，取一次性无菌 ９６ 孔培养板，每
行 １２ 孔，每孔加 １００ μＬ 肉汤培养基，吸取 １００ μＬ
药物加入第 １ 孔，混匀后，吸取 １００ μＬ 到第 ２ 孔，
以此类推至第 １０ 孔，混匀后，弃 １００ μＬ，每孔接种

１０ μＬ 菌液；第 １１ 孔加入 １０ μＬ 无菌蒸馏水，为阴

性对照，第 １２ 孔接种 １０ μＬ 菌液，为细菌生长对

照。 将 ９６ 孔培养板加盖置 ３７ ℃恒温培养箱中培

养 １８ ｈ，观察细菌生长情况。 结果判定：与阴性对

照对比，如浑浊或有沉淀，则判断为有菌生长；如透

明度与阴性对照相同，则判断无菌生长。 以无菌生

长所对应的最低药物浓度为该药物对此菌的 ＭＩＣ。
然后，将每孔培养液划线接种 １％琼脂营养肉汤培

养板，３７ ℃培养 １８ ｈ，观测细菌生长情况，无菌落

生成对应的最低药物浓度为该药物对此菌的 ＭＢＣ。
每种菌株做 ３ 次平行重复。
２　 结果与分析

２．１　 白接骨抑菌作用结果　 通过管碟法观察了白

接骨醇提物和水提物分别对大肠杆菌、沙门氏杆

菌、肺炎克雷伯氏菌和金黄色葡萄球菌的体外抑菌

作用，结果如表 １ 所示，白接骨醇提液对 ４ 种细菌

均有较强的体外抑制作用，抑菌圈的直径均超过了

２０ ｍｍ。 而对金黄色葡萄球菌的抑菌圈直径超过了

４０ ｍｍ，作用显著强于其他三种细菌。

表 １　 白接骨抑菌作用结果（单位：ｍｍ）

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ａｓｙｓｔａｓｉｅｌｌａ ｎｅｅｓｉａｎａ （Ｗａｌｌ．） Ｌｉｎｄａｕ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

抑菌圈直径
Ｔｈｅ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ

白接骨醇提物
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

白接骨水提物
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

庆大霉素对照
Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌ

阴性对照
Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

大肠杆菌［ＣＶＣＣ１５１０］
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ［ＣＶＣＣ１５１０］ ２２．９２±０．７４ ≤６ ２１．７０±０．１４ ≤６

沙门氏杆菌［３３ＨＸ］
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ［３３ＨＸ］ ３５．１０±１．２７ ≤６ ２１．５±０．７１ ≤６

肺炎克雷伯氏菌［ＡＴＣＣ１００３１］
Ｋｌａｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［ＡＴＣＣ１００３１］ ３１．９５±０．４９ ≤６ ２４．６１±０．１３ ≤６

金黄色葡萄球菌［ＡＴＣＣ２５９２３］
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ［ＡＴＣＣ２５９２３］ ４２．９３±０．８１ ≤６ ≤６ ≤６

２．２　 ＭＩＣ 测定结果　 采用微量法测定白接骨水提

液和醇提液对 ４ 种细菌的 ＭＩＣ，结果如表 ２ 所示，
白接骨醇提液抑制大肠杆菌、沙门氏杆菌、肺炎克

雷伯氏菌、金黄色葡萄球菌体外生长的最高稀释倍

数分别达到了 ２７（３．１２ ｍｇ ／ ｍＬ）、２８（１．５６ ｍｇ ／ ｍＬ）、
２８（１．５６ ｍｇ ／ ｍＬ）和 ２９（０．７８ ｍｇ ／ ｍＬ）；而白接骨水

提液所有药物稀释浓度均有明显的细菌生长，表明

白接骨水提液对这 ４ 种细菌无明显的抑制作用。

２．３　 ＭＢＣ 测定结果 　 在无菌条件下，将测定 ＭＩＣ
后的每孔液体接种于琼脂平板，３７ ℃培养 １２～１８ ｈ，
观察是否有菌落生长，结果如表 ３ 所示，白接骨醇

提液分别在 ２６（６．２５ ｍｇ ／ ｍＬ）、２７（３．１２ ｍｇ ／ ｍＬ）、
２８（１．５６ ｍｇ ／ ｍＬ）和 ２８（１．５６ ｍｇ ／ ｍＬ）无大肠杆菌、
沙门氏杆菌、肺炎克雷伯氏菌和金黄色葡萄球菌无

菌落生长。 而白接骨水提液均有明显的细菌生长，
与 ２．２ 结果对应。
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表 ２　 草药白接骨对 ４ 种细菌 ＭＩＣ 测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ＭＩＣ ｏｆ Ａｓｙｓｔａｓｉｅｌｌａ ｎｅｅｓｉａｎａ （Ｗａｌｌ．） Ｌｉｎｄａｕ ｏｎ ４ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ
菌株
Ｓｔｒａｉｎ ２１ ２２ ２３ ２４ ２５ ２６ ２７ ２８ ２９ ２１０ Ｐ Ｎ

大肠杆菌［ＣＶＣＣ１５１０］
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ［ＣＶＣＣ１５１０］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

沙门氏杆菌［３３ＨＸ］
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ［３３ＨＸ］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

肺炎克雷伯氏菌
［ＡＴＣＣ１００３１］

Ｋｌａｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
［ＡＴＣＣ１００３１］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

金黄色葡萄球菌
［ＡＴＣＣ２５９２３］

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
［ＡＴＣＣ２５９２３］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － － － － ＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

　 “Ｐ”为细菌生长对照，“Ｎ”为空白对照；“－”菌液澄清，“＋”菌液轻度浑浊。 “＋＋”菌液明显浑浊；“２１－２１０”为药物的稀释倍数
　 ＂ Ｐ＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；＂ Ｎ＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；＂ －＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｃｌｅａｒ；＂ ＋＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ａ
ｌｉｔｔｌｅ ｍｕｄｄｙ；＂ ＋＋＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉａ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ａｐｐａｒｅｎｔｌｙ ｍｕｄｄｙ； ＂２１－２１０＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈｅ ｄｉｌｕｔｅ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｍｅｄｉｃｉｎｅ

表 ３　 草药白接骨对 ４ 种细菌 ＭＩＣ 测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ＭＩＣ ｏｆ Ａｓｙｓｔａｓｉｅｌｌａ ｎｅｅｓｉａｎａ （Ｗａｌｌ．） Ｌｉｎｄａｕ ｏｎ ４ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ
菌株
Ｓｔｒａｉｎ ２１ ２２ ２３ ２４ ２５ ２６ ２７ ２８ ２９ ２１０ Ｐ Ｎ

大肠杆菌［ＣＶＣＣ１５１０］
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ［ＣＶＣＣ１５１０］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

沙门氏杆菌［３３ＨＸ］
Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ［３３ＨＸ］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － － ＋ ＋ ＋＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

肺炎克雷伯氏菌
［ＡＴＣＣ１００３１］

Ｋｌａｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
［ＡＴＣＣ１００３１］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － － － ＋ ＋＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

金黄色葡萄球菌
［ＡＴＣＣ２５９２３］

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
［ＡＴＣＣ２５９２３］

醇提
Ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ

－ － － － － － － － ＋ ＋ ＋＋ －

水提
Ａｑｕｅｏｕｓ ｅｘｔｒａｃｔ

＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ ＋＋ －

　 ＂ Ｐ＂为细菌生长对照，＂Ｎ＂为空白对照；＂ －＂无菌落生长，＂ ＋＂有稀疏菌落生长。＂ ＋＋＂有大量菌落生长；＂２１－２１０＂为药物的稀释倍数
　 ＂ Ｐ＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；＂ Ｎ＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；＂ －＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｏ ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ；＂ ＋＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａ ｓｍａｌｌ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ；＂ ＋＋＂
ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ａ ｌｏｔ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙ ｇｒｏｗｔｈ
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３　 讨论与结论

随着养殖集约化程度越来越高，畜禽流动越来

越频繁，而检疫和防疫水平相对不足，导致我国畜

牧生产中病原微生物愈发猖獗。 有调查，从我国部

分养殖场分离的大肠杆菌和沙门氏杆菌，其中 ８０％
以上有多重耐药［６－７］。 据研究 ９０％以上的金黄色

葡萄球菌可产生 β－内酰胺酶，使青霉素水解失活，
特别是耐甲氧西林 ＳＡ（ＭＲＳＡ），它不仅对甲氧西林

耐药，而且对其它多种抗生素亦耐药［８］。 此外，在
畜牧生产中大量的使用抗生素或抗菌药物，畜产品

中药物残留超标，对人类的健康造成一定的威胁。
研究表明，某些中草药具有抗病原微生物的作用，
由于中药多成分的整体量效作用、多靶点作用和不

同于化学药物的抗菌机制，不少具有抗菌作用的中

草药对耐药性细菌仍有抗菌作用［９］。
白接骨是广泛分布于我国南部及西南部的爵

床科植物，有止血，祛瘀，清热解毒的功效。 《纲目

拾遗》、《中草药学》、《贵州民间药物》等均有该草

药治疗外伤出血，吐血，便血，扭伤及咽喉肿痛病症

的记载，是一味我国南方地区常用的民间草药。 但

其现代药理研究尚未见任何报道。 试验采用管碟

法联合微量稀释法和琼脂平板计数法观察了其对

大肠杆菌、沙门氏杆菌、克雷伯肺炎菌和金黄色葡

萄球菌 ４ 种兽医临床常见致病菌的体外抑制作用，
结果表明，白接骨醇提液对这 ４ 种病原菌在体外有

较强的抑制作用，其抑菌圈直径均超过了 ２０ ｍｍ，
经测定，ＭＩＣ 均低于 ３．１２ ｍｇ ／ ｍＬ。 对金黄色葡萄球

菌的作用效果尤佳。 其是否在畜牧生产中也有如

此卓越的抗菌效果尚需进一步的临床试验。
中草药化学成分繁多复杂，不同的提取部位、

不同的提取方法药物效果可能均不同。 本试验对

白接骨分别采用水提法和醇提法进行提取，进行体

外抑菌试验，结果发现，醇提液呈现较好的体外抑

菌效果，而水提液没有表现明显的体外抑菌作用，
推测白接骨的抑菌成分可能是醇溶性的，而非水溶

性。 也有学者认为中药在高温煎煮时会造成某些

抑菌活性成分被破坏［１０］。 这也可能是白接骨水提

液没有明显体外抑菌活性的原因之一。 白接骨目

前虽然没有现代药理研究的相关报道，但是穿心莲

和白接骨同为爵床科植物，其研究较多，而且已经

应用于畜牧兽医临床。 据研究穿心莲内脂是穿心

莲的主要活性成分之一，属于二萜内脂类，水溶性

差，被誉为天然抗生素，对细菌性痢疾的疗效优于

氯霉素和呋喃唑酮［１１］。 白接骨是否具有和穿心莲

类似的抗菌成分，尚需进一步的成分分析与药理

研究。
综上所述，白接骨醇提液对大肠杆菌、沙门氏

杆菌、克雷伯肺炎菌和金黄色葡萄球菌有较强的体

外抑菌的活性，而水提液抗菌效果不明显。 白接骨

是否在动物体内也有强的抗菌效果，其主要的抑菌

成分、抑菌机理以及其他的药理作用尚有待进一步

的研究。
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