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摘要  [ 目的] 寻找治疗奶牛乳房炎的新途径。[ 方法] 选择常用7 味中草药煎剂及5 种复方制剂 ,采用试管二倍稀释法 ,对从患隐性乳房
炎奶牛的乳汁中所分离的5 种致病菌进行抑菌试验 ,并测定最小抑菌浓度( MIC) 和最小杀菌浓度( MBC) 。[ 结果] 结果表明 : 野菊花、黄
连、大青叶、复方Ⅰ及复方Ⅴ对这5 种病原菌均具有较强的体外抗菌活性。[ 结论] 该研究为研制防治奶牛乳腺炎中草药制剂的科学组方
提供了理论依据。
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In vitro Bacteriostasis of Chinese Herbal Medicine against Mastitis Pathogens in Dairy Cows
WU Jing et al  ( College of Ani mal Science , Northwest Sci-tech University of Agriculture and Forestry , Yangling , Shaanxi 712100)
Abstract  The objective of this study was to explore new means of dairy cow mastitis treat ment . The study used 7 decoction of Chinese herbal medicine
and 5 kinds of compound preparations , usedtest tube 2-fold dilution method to conduct inhibitorytest on5 pathogens and determinedthe mini mal inhibito-
ry concentration ( MIC) and mini mumbactericidal concentration ( MBC) . The result showedthat Chrysanthemumindicu m, Rhizoma coptidis , Foli umisa-
tidis , Compound preparationI and Compound preparation V had fairly strongi nvitro bacteriostasis activities against 5 pathogens . The study provided theo-
retic background for the study onthe control of dairy cow mastitis by applying the scientific prescription of Chinese herbal preparations .
Key words  Chi nese herbal medicine ; Dairy cow mastitis ; Pathogens ; In vitro bacteriostasis

  奶牛乳房炎是最常见、多发的奶牛疾病之一。随着奶牛

饲养业和乳品工业的发展, 奶牛乳房炎的危害已引起人们的

高度重视。该病的发生不仅使得奶牛的产奶量降低, 而且影

响牛奶的营养成分[ 1] 。抗生素治疗奶牛乳房炎有较好的效

果, 但长期大量使用抗生素会造成抗生素在牛奶中残存; 抗

生素还会导致耐药菌株的出现, 影响对奶牛的治疗效果; 含

有大量抗生素的动物排泄物还会造成水土污染[ 2 - 4] 。因此 ,

寻找一条治疗乳房炎的新途径势在必行。

中草药不仅含有生物碱、多糖、皂甙、挥发油、蒽类和有

机酸等生物活性物质, 而且含有矿物质、维生素及未知的营

养因子 , 兼有预防、治疗和营养的多重作用。中草药可通过

调动动物自身免疫力, 达到防治疾病的目的[ 5 - 6] 。笔者采用

试管二倍稀释法对中草药的体外抑菌活性进行了定量分析 ,

旨在为研制防治奶牛乳腺炎中草药制剂的科学组方提供理

论依据。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1  中草药。板蓝根、黄芩、鱼腥草、黄连、金银花、蒲公

英、野菊花、大青叶各50 g , 均购自阿拉尔绿洲大药房。复方

Ⅰ: 黄连、黄芩、野菊花; 复方Ⅱ: 蒲公英、金银花、鱼腥草 ; 复方

Ⅲ: 蒲公英、金银花、野菊花; 复方Ⅳ: 蒲公英、金银花、野菊花、

鱼腥草 ; 复方Ⅴ: 大青叶、金银花、鱼腥草。

1 .1 .2 菌株。选取SMT 检测为隐性乳房炎的奶牛乳汁, 用

分离培养基进行培养。经过生化鉴定, 筛选出金黄色葡萄球

菌、大肠杆菌、无乳链球菌、停乳链球菌、铜绿假单胞菌5 种

主要致病菌。

1 .1 .3 主要试剂。牛肉膏( 中国医药集团上海化学试剂公

司) , 氯化钠( 南京化学试剂厂) , 蛋白胨( 中国医药集团上海

化学试剂公司) , 磷酸氢二钾( 南京化学试剂厂) , 琼脂粉( 中
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国医药集团上海化学试剂公司) 、兔血清( 滤膜除菌) 等。

1 .1 .4 仪器设备。数显不锈钢电热培养箱( 上海博迅实业

有限公司生产, 型号 :HPX-9272 MBE) , 洁净工作台( 上海博迅

实业有限公司生产, 型号:SW- CJ- ZF) , 立式电热压力蒸汽灭

菌锅( 上海申安医疗器械厂, 型号:LDZX-50KB) 。

1 .2 方法

1 .2 .1 中药的制备。单味中药的制备采用水提法, 以中药

板蓝根为例。取板蓝根50 g , 置于烧杯中, 加5 ～10 倍纯化水

浸泡4 h 后煎煮, 武火加热至沸后文火维持30 min , 用4 层纱

布过滤, 滤出煎液 , 滤渣按上述方法再煎煮1 次, 合并2 次滤

液, 浓缩至生药含量1 g/ ml ,1 000r/ min 离心10 min , 取上清

液,100 ℃通蒸汽灭菌10 min 后, 置4 ℃冰箱中保存备用( 1 周

内用完) 。按一定的比例取煎制好的单味中药 , 混合均匀即

得复方制剂。

1 .2 .2  培养基的制备。血清琼脂平板、普通琼脂平板、血清

琼脂斜面、普通琼脂斜面、普通肉汤、血清肉汤, 均按常规方

法自行制备。

1 .2 .3 测试菌液的制备[ 7] 。在已分离鉴定的保存菌株中挑

取2～3 接种环, 接种于含5 ml 营养肉汤中( 链球菌接种于血

清肉汤中) , 置37 ℃培养箱中培养24 h 后, 取0 .5 ml 于普通

琼脂平板上培养8 ～12 h( 链球菌接种于血清琼脂平板中培

养12～18 h) 后, 用L 棒刮下菌苔 , 用5 ml 灭菌的生理盐水稀

释, 与标准麦氏比浊管比浊。根据比浊管所含的细菌浓度换

算出所需的菌悬液浓度, 即每毫升含1 .5 ×108 个菌。

1 .2 .4  中药对病原菌最小抑菌浓度( MI C) 和最小杀菌浓度

( MBC) 的测定方法[ 8] 。以大肠杆菌对板蓝根的敏感性为例 ,

将灭菌的装有1 ml 普通肉汤( 链球菌培养于血清肉汤中) 的

试管排成一排, 编上管号。在第1 管内加1 ml 药液, 混匀后

吸取1 ml 至第2 管, 依次类推至第9 管弃去1 ml , 第10 管为

不含药液的肉汤对照, 第11 管为只含药物而不含肉汤的药

物对照。然后, 向每管加入0 .1 ml 已稀释到每毫升含1 .5 亿

个菌的菌液。根据第1 管内的药物浓度为原液的1/ 2 , 第2
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管为第1 管的1/ 2 , 依次类推 , 第1 至9 管药物浓度分别为

500、250、125、62 .5 、31 .3 、15 .7、7 .8 、3 .9、2 .0 mg/ ml 。

1 .2 .5 孵育。在恒温摇床内37 ℃培养18～24 h 后, 观察混

浊度。

1 .2 .6 结果判定。以肉眼观察培养物透明、不发生浑浊变

化的最高药物稀释浓度作为该药物的最低抑菌浓度( MI C) 。

从透明管取培养物0 .01 ml 接种到普通琼脂平板( 链球菌接

种于血清琼脂平板) ,37 ℃培养24 ～48 h , 计菌落数。菌落数

少于3 个视为无细菌生长, 以无细菌生长的药物最低浓度作

为该药物的最小杀菌浓度( MBC) 。

2  结果与分析

由表1 可知, 野菊花、黄莲、大青叶、复方Ⅰ、复方Ⅴ对大肠

杆菌分离株有较强的抗菌活性, 其中黄连 MIC 最小, 为31 .3

mg/ ml , 野菊花、大青叶、复方Ⅰ、复方Ⅴ的 MI C 为62 .5 mg/ ml ;

野菊花、黄连、金银花、大青叶、复方Ⅰ、复方Ⅱ、复方Ⅴ对金黄色

葡萄球菌分离株有较强的抗菌活性 , 其中黄连、大青叶 MI C

最小, 为15 .7 mg/ ml , 野菊花、金银花、复方Ⅰ、复方Ⅴ的 MIC 为

31 .3 mg/ ml , 复方Ⅱ的 MI C 为62 .5 mg/ ml ; 除鱼腥草和板蓝根

外, 其余中药无乳链球菌和停乳链球菌的抑菌作用都较强 ;

野菊花、黄连、金银花、复方Ⅰ、复方Ⅴ对铜绿假单胞菌分离株

  表1 中草药对奶牛乳房炎5 种病原菌的 MIC 和 MBC 值 mg/ ml

中药
大肠杆菌

MIC MBC

金黄色葡萄球菌

MIC MBC

无乳链球菌

MIC MBC

停乳链球菌

MIC MBC

铜绿假单胞菌

MIC MBC

鱼腥草  125 .0  125 .0   -   -  250 .0  250 .0  125 .0  250 .0  125 .0    125 .0

野菊花 62 .5 62 .5  31 .3  31 .3 62 .5 62 .5 31 .3 62 .5 62 .5 125 .0

黄连 31 .3 31 .3 15 .7 31 .3 31 .3 31 .3 31 .3 31 .3 62 .5 62 .5

黄芩 250 .0 250 .0 125 .0 125 .0 62 .5 62 .5 62 .5 62 .5 250 .0 250 .0

蒲公英 250 .0 250 .0 250 .0 250 .0 125 .0 125 .0 62 .5 125 .0 125 .0 125 .0

金银花 125 .0 125 .0 31 .3 62 .5 15 .7 31 .3 31 .3 31 .3 62 .5 62 .5

大青叶 62 .5 125 .0 15 .7 15 .7 31 .3 62 .5 31 .3 31 .3 125 .0 250 .0

板蓝根 250 .0 250 .0 125 .0 125 .0 125 .0 125 .0 125 .0 125 .0   -     -

复方I 62 .5 125 31 .3 62 .5 15 .7 31 .3 31 .3 31 .3 62 .5 62 .5

复方II 125 .0 125 .0 62 .5 62 .5 31 .3 62 .5 31 .3 31 .3 125 .0 125 .0

复方III 125 .0 250 .0 125 .0 125 .0 62 .5 62 .5 62 .5 62 .5 250 .0 250 .0

复方IV 250 .0 250 .0 125 .0 125 .0 62 .5 62 .5 62 .5 62 .5 125 .0 250 .0

复方V 62 .5 62 .5 31 .3 62 .5 31 .3 31 .3 15 .7 31 .3 62 .5 125 .0

有较强的抗菌活性 , MI C 值为62 .5 mg/ ml 。

3  讨论

诱发奶牛乳腺炎的病原菌很多, 主要是由大肠杆菌、金

黄色葡萄球菌、无乳链球菌和停乳链球菌引起的, 占发病牛

的90 % 以上[ 9] 。该试验所用菌株直接从患病奶牛乳汁中分

离、鉴定 , 用中草药提取物对5 种细菌的抗菌活性进行测定。

该试验结果与文献[ 10] 报道不一致。研究表明, 中草药对细

菌的抑制作用较强。野菊花、黄连、大青叶及复方Ⅰ、复方Ⅴ等

对引起奶牛乳房炎的5 种病原菌都有较强的抑制作用; 鱼腥

草、黄芩、蒲公英、板蓝根对5 种病原菌的抑制作用较差。同

时, 复方制剂的抑菌效果比单味草药的抑菌作用强。

中草药的提取方法决定了药液的成分和含量, 从而影响

药物的作用效果。该试验采用传统的水煎法。该法所需设

备简单, 操作方法简便, 可以在较短的时间内完成大量中草

药的筛选, 故适宜生产单位用于临床实践。但中草药提取液

普遍为悬浊液, 成分复杂。其中含有的大量化学成分具有挥

发性或对热敏感, 在煎煮过程中可能挥发或者失效。同时 ,

有些有效成分可能不溶于水或遇热分解 , 从而导致某些药物

的抑菌能力下降。
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