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［摘　 要］ 　 为了筛选有效中药抑制奶牛乳房炎病原菌金黄色葡萄球菌，采用药敏纸片法测定黄芩

等 ２２ 味中药的体外抑菌效果。 采用水提法制备中药药液，浓缩为生药 １ ｇ·ｍＬ － １，测定 ２２ 味中药

对金黄色葡萄球菌的体外抑菌圈直径、最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）。 结果表明：黄
芩和地榆对金黄色葡萄球菌呈高度敏感，白术、丹皮等 ５ 味中药均属中度敏感。 选取体外抑菌效果

最好的黄芩和地榆加上白术、丹皮组成不同比例复方进行抑菌实验，结果表明：复方Ⅱ和复方Ⅶ的

抑菌和杀菌效果最佳，其 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 均为 ３１． ２５ ｍｇ·ｍＬ － １。
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　 　 奶牛乳房炎是危害全世界奶牛的主要疾病之

一［１］，也是影响奶牛健康和乳制品安全的关键因

素［２］。 乳房内细菌性感染被认为是奶牛乳房炎的

主要原因。 其中，金黄色葡萄球菌是引起奶牛乳房

炎的主要传染性病原体之一［３］，也是一种常见的食

源性致病微生物。 奶牛感染金黄色葡萄球菌引发

的乳房炎通常是慢性感染［４］，虽然不会导致奶牛的

异常或死亡，但由该菌产生的降解酶和毒素会不可

逆地损害乳房组织［５］，最终降低产奶量。 目前，应
用抗生素仍是奶牛乳房炎的主要治疗策略［６］。 但

使用抗生素治疗由金黄色葡萄球菌引发的感染，会
使该菌产生生物膜并适应宿主环境［７ － ８］，产生耐药

性［９］，从而增加治疗难度。 此外抗生素会在奶牛体

内产生不同程度的药物残留，这不仅制约了我国畜

牧业的健康发展， 也将危害 人 们 的 日 常 饮 食

健康［１０］。
我国中草药资源丰富，且中草药具有毒副作用

小、药物残留少等优点，且中草药的活性物质具有

抗菌、消炎和免疫调节等作用。 使用中草药代替抗

生素在如今的无抗时代是大势所趋，可以从根本上

提高牛奶品质，提高畜牧业的经济效益［１１］。 试验

选取并研究了 ２２ 味中草药及其复方对金黄色葡萄

球菌的体外抑菌效果，为进一步研发防治金黄色葡

萄球菌引起的乳房炎中草药制剂及实际临床应用

提供参考资料。
１　 材料与方法

１． １　 试验菌株 　 金黄色葡萄球菌，分离自山东省

烟台市某奶牛场患乳房炎奶样，由青岛农业大学食

品科学与工程学院微生物实验室鉴定、保存并

赠送。
１． ２　 试验药物 　 黄芩、钩藤、王不留行、菊花、神

曲、红花、白头翁、金银花、独活、大黄、山药、桃仁、
黄柏、丹皮、藿香、甘草、柴胡、白术、黄芪、蒲公英、
地榆、厚朴共 ２２ 味中药，均购自于山东省莱阳市枣

行药店。
１． ３　 试剂和仪器　 ＬＢ 培养基，购自青岛海博生物

技术有限公司；恒温培养箱（ＷＪ － ３ － １６０）， 购自上

海跃进医疗器械厂；超净工作台（ＳＷ － ＣＪ － ２ＦＤ），
购自上海博讯实业有限公司医疗设备厂；恒温摇床

（ＳＨＡＫＥ ＳＣＳ － ２４），购自上海市离心机械研究所有

限公司；常规仪器与试剂， 均由青岛农业大学海都

学院预防兽医学实验室提供。
１． ４　 菌液活化及浓度的测定　 金黄色葡萄球菌的

分离活化，参考文献［１２］ 的方法进行，将冷冻保存的

菌种划线接种至平板培养基，３７ ℃培养 ２４ ｈ；挑取

单个 菌 落 接 种 至 ５ ｍＬ 液 体 培 养 基， ３７ ℃、
２００ ｒ·ｍｉｎ － １摇床培养 １６ ｈ。 每隔 ２ ｈ 用分光光度

计在 ６００ ｎｍ 测定 ＯＤ 值，确定细菌的对数期，参考

文献［１３］的方法，利用平板计数法测定菌落数，调整

菌液的浓度为 ２ｘ１０９ＣＦＵ·ｍＬ － １。
１． ５　 中药的制备　 称取各中药 ２０ ｇ 置于烧杯中加

入 ３００ ｍＬ 蒸馏水，浸泡 １ ｈ 后，倒入锅中武火加热

至沸腾，随后文火加热 ５０ ｍｉｎ。 加热后用 ８ 层纱布

过滤，取出药渣，再加入 ３００ ｍＬ 蒸馏水，倒入锅中，
步骤同上。 合并两次滤液，加热浓缩至 １ ｇ·ｍＬ － １，
室温放置 １２ ｈ，６ ０００ ｒ·ｍｉｎ － １离心 ５ ｍｉｎ，取上清

液，高压灭菌，在 ４ ℃冰箱中保存。
１． ６　 药敏片的处理 　 参考文献［１４］ 的方法，取 ２２
味中药提取液各 １ ｍＬ 于 １． ５ ｍＬ 离心管中，分别放

入 １０ 片药敏片，充分浸泡 ２４ ｈ 后，转移至玻璃平皿

中并将药敏片不重叠的摆平分开。 放入 ３７ ℃恒温

箱烘干 ２４ ｈ 后做好标记，放入 ４ ℃冰箱备用。
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１． ７　 中药抑菌试验及复方的抑菌试验

１． ７． １　 单味中药的抑菌试验　 取 ２０ μＬ 稀释后的

菌液（２ｘ１０８ ＣＦＵ·ｍＬ － １）于培养皿中，用涂布棒均

匀涂布，用镊子在酒精灯火焰上消毒后，夹取处理

过的药敏片放入培养皿中，按平按实，并在平板底

部做好标记。 用封口膜对培养皿进行封口处理，倒
置平板，放入恒温箱 ３７ ℃培养 ２４ ｈ。 每种药物 ３

个重复，取平均值。 参照文献［１５］ 的测定标准：抑菌

圈大于 １５ ｍｍ 时判定为高敏，介于 １０ ～ １５ ｍｍ 时

判定为中敏；小于 １０ ｍｍ 时判定为低敏。
１． ７． ２ 　 中药复方的筛选及抑菌试验　 把地榆、黄
芩、白术、丹皮提取液按 ２ ∶ ２ ∶ ２ ∶ １、４ ∶ ４ ∶ ４ ∶ １、
２∶ ２∶ １∶ ２、４∶ ４∶ １∶ ４、２∶ １ ∶ ２ ∶ ２、４ ∶ １ ∶ ４ ∶ ４、１ ∶ ２ ∶ ２ ∶ ２、
１∶ ４∶ ４∶ ４的比例配伍，制备复方中药的水提液，并依

次命名为复方Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ、Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ，各复方

药物浓度均为 １ ｇ·ｍＬ － １，６ ０００ ｒ·ｍｉｎ － １ 离心

５ ｍｉｎ，过滤后高压灭菌，置于 ４ ℃保存。 中药复方

的药敏片处理与 １． ５ 相同；复方中药的抑菌试验与

１． ６． １相同。
１． ７． ３ 　 最小抑菌浓度 （ＭＩＣ） 和最小杀菌浓度

（ＭＢＣ）的测定　 参照文献［１６］在 １ ～ ７ 号管和 ９ 号管

各加入 ０． １ ｍＬ 稀释好的菌液（２ｘ１０８ＣＦＵ·ｍＬ －１），

３７ ℃恒温培养 ２４ ｈ，具体步骤见表 １，２４ ｈ 后将制备

好的菌液涂布于培养基上，置于 ３７ ℃恒温箱 １８ ｈ，
以菌落分散生长的视为有抑菌效果，此时最低药物

浓度值为其ＭＩＣ 值；以肉眼观察无菌落生长的为 １００
％被杀灭，此时最低药物浓度值为 ＭＢＣ。

表 １　 二倍稀释法

Ｔａｂ １　 Ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
试管号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

稀释倍数 １∶ ２ １∶ ２２ １∶ ２３ １∶ ２４ １：２５ １∶ ２６ 空白 阴性 阳性

肉汤（ｍＬ） １ １ １ １ １ １ １ １ １
药液（ｍＬ） １ １ １ １ １ １ １ － －
菌液（ｍＬ） ０． １ ０． １ ０． １ ０． １ ０． １ ０． １ ０ ０ ０． １

２　 结果与分析

２． １　 单味中药抑菌试验结果　 由表 ２ 可见，２２ 味

中药中筛选出对奶牛乳房炎致病菌金黄色葡萄球

菌有抑菌作用的有 １３ 种，其中黄芩和地榆的抑菌

效果最佳，抑菌圈直径分别为 １８． ３０ ± １． ０２ ｍｍ 和

１８． ３２ ± １． ００ ｍｍ，均属于高度敏感；黄柏、丹皮、甘
草、白术、独活共 ５ 味中药均属中度敏感，抑菌圈直

径分别为 １１． ８８ ± ０． ３６ ｍｍ、１３． ３４ ± ０． ５６ ｍｍ、
１０ ６０ ± ０． ２６ ｍｍ、１４． ４８ ± ０． ６６ ｍｍ 和 １１． ３０ ±
０． ５８ ｍｍ；藿香、柴胡、黄芪、蒲公英、菊花、金银花

共 ６ 味中药属低度敏感；其余 ９ 种无抑菌效果。

表 ２　 单味中药抑菌结果（ｍｍ）

Ｔａｂ ２　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ

ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ｍｍ）

中药 抑菌圈直径

黄芩 １８． ３０ ± １． ０２
黄柏 １１． ８８ ± ０． ３６
丹皮 １３． ３４ ± ０． ５６
藿香 ７． １６ ± ０． １２
甘草 １０． ６０ ± ０． ２６
柴胡 ７． ０６ ± ０． １２
白术 １４． ４８ ± ０． ６６
黄芪 ６． ９６ ± ０． １０

蒲公英 ７． ２２ ± ０． ０８
地榆 １８． ３２ ± １． ００
菊花 ８． ２２ ± ０． ３６

金银花 ７． ４６ ± ０． １６
独活 １１． ３０ ± ０． ５８

　 注：厚朴、钩藤、王不留行、神曲、红花、白头翁、大黄、山药、桃仁无
抑菌效果，未列出。

２． ２　 复方中药抑菌试验结果　 由表 ３ 可见，所有

复方对奶牛乳房炎致病菌金黄色葡萄球菌均表现

出一定的抑菌效果，且均为高度敏感。

表 ３　 复方中药抑菌试验结果（ｍｍ）

Ｔａｂ ３　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ｍｍ）

中药复方 抑菌圈直径

复方Ⅰ １５． ５２ ± ０． ６８
复方Ⅱ １７． ８０ ± ０． ５２
复方Ⅲ １５． ２８ ± ０． ２６
复方Ⅳ １６． ２８ ± ０． ７６
复方Ⅴ １５． ６２ ± ０． ４４
复方Ⅵ １６． ７８ ± ０． ２６
复方Ⅶ １８． ２０ ± １． ０２
复方Ⅷ １５． ３０ ± ０． ８２
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２． ３　 单味中药 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 测定结果　 ２２ 味中药

中，地榆的 ＭＩＣ 值为 ３１． ２５ ｍｇ·ｍＬ － １，ＭＢＣ 值为

３１ ２５ ｍｇ·ｍＬ － １，抑菌和杀菌效果较其他单味中药

强，其次是黄芩和白术。 具体数据见表 ４。

表 ４　 单味中药 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 测定结果（ｍｇ·ｍＬ －１）

Ｔａｂ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＩＣ ａｎｄ ＭＢＣ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ

ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ（ｍｇ·ｍＬ －１）

中药 ＭＩＣ ＭＢＣ

黄芩 ３１． ２５ ６２． ５
黄柏 １２５ ２５０
丹皮 １２５ １２５
藿香 ５００ ５００
甘草 ２５０ ２５０
柴胡 ５００ ５００
白术 ６２． ５ ６２． ５
菊花 ５００ ５００

金银花 ５００ ５００
独活 ２５０ ２５０
黄芪 ５００ ５００

蒲公英 ５００ ５００
地榆 ３１． ２５ ３１． ２５

２． ４　 中药复方 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 测定结果　 八种中药

复方制剂中复方Ⅱ和复方Ⅶ的抗菌和杀菌能力较

强，其 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 均为 ３１． ２５ ｍｇ·ｍＬ － １；其余中

药复方也有一定抑菌效果。 具体数据见表 ６。

表 ５　 中药复方 ＭＩＣ 和 ＭＢＣ 测定结果（ｍｇ·ｍＬ －１）

Ｔａｂ ５　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＭＩＣ ａｎｄ ＭＢＣ ｏｆ

ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄ（ｍｇ·ｍＬ －１）

中药复方 ＭＩＣ ＭＢＣ
复方Ⅰ ６２． ５ ６２． ５
复方Ⅱ ３１． ２５ ３１． ２５
复方Ⅲ ６２． ５ ６２． ５
复方Ⅳ ６２． ５ １２５
复方Ⅴ ６２． ５ ６２． ５
复方Ⅵ ６２． ５ ６２． ５
复方Ⅶ ３１． ２５ ３１． ２５
复方Ⅷ ６２． ５ １２５

３　 讨论与结论

研究发现单味中药中黄芩和地榆水提液对金

黄色葡萄球菌体外抑菌呈高度敏感，左国营等

人［１７］的结果也显示地榆、黄芩两种药物对金黄色

葡萄球菌有较好的抑菌效果。 研究证实，黄芩的主

要抑菌成分是黄芩苷和黄芩素，其中黄芩素能够抑

制细菌形成生物保护膜，削弱细菌的自我保护能

力，并通过干扰细菌蛋白质合成和抑制三羧酸循环

达到抑菌作用，黄芩不仅作为单味药发挥抑菌作用

明显，与其它中药配伍时还能起到良好的协同作

用［１８］。 鞣质、酚酸类、皂苷类及黄酮类成分是地榆

发挥其抑菌效果的主要活性成分［１９］。 地榆可能是

通过提高金黄色葡萄球菌细胞膜的通透性，破坏细

菌整体的稳定性和完整性，利于鞣质等抑菌成分进

入细菌内部，从而发挥抑菌作用。 本试验中白术、
丹皮对金黄色葡萄球菌也具有较好的抑菌效果，这
与前人［２０ － ２１］的研究结果一致。 白术主要是通过挥

发性油和多糖类成分进行抑菌，白术挥发油对鲍曼

不动杆菌、金黄色葡萄球菌和草绿色链球菌的抑菌

作用明显［２２］。 本试验采用水煎法熬制中药，无法

获得白术挥发油，证实白术水提液对金黄色葡萄球

菌也具有较好的抑菌作用，但其抑菌机制有待进一

步研究。
试验采用二煎法水煎的方式熬制提取中药，但

是各类中药性状、结构不同，仅用传统水煎方法提

取出的中药有效成分有所差异，水溶性成分并不是

所有中药的有效抑菌成分，采取水煎法所提取的药

液并不能完全发挥出所选取中药的真正抑菌效果，
可能得到的水提药液中仅是一般化学成分，或是活

性成分的前体成分，其对试验结果存在不同程度的

影响。 本试验中所得的中药抑菌圈直径与相关文

献［２３ － ２５］有一定差异，可能是菌株的来源不同、中药

的提取方法不同、抑菌试验采用的方法不同而造成

结果上的差异。 此外，本研究中单味中草药对金黄

色葡萄球菌抑菌效果测定结果多为低敏或不敏感，
可能是单味中药药敏试验中所选的浓度过低所致，
还需要调整药液浓度进一步研究，筛选出对病原菌

有抑菌效果的药液浓度。
研究发现复方药的抑菌效果普遍强于单味药，

可能是所选中药之间发挥协同抑菌作用；但复方药

·５５·
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中也存在抑菌效果弱于单味药，可能是复方药中仅

单味中药发挥抑菌作用或某几种中药出现拮抗抑

菌作用。 各类中药对金黄色葡萄球菌的抑菌机制

各不相同，从而产生的抑菌效果也存在差异。 因此

挑选合适的，具有高效抑菌的中药具有非常重要的

临床价值。 而通过组合、配伍将不同的单味药形成

副作用小、抑菌效果好的复方中药仍然需要不懈的

深入研究，在当今国家严格管控抗生素使用的背景

下，本试验为临床上研究防治奶牛乳房炎致病菌中

金黄色葡萄球菌的中药复方提供参考。 由于中药

种类较多，有效成分复杂，其复方的配比和复方之

间抑菌作用的相互影响还有待进一步研究。
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