
书书书

畜牧兽医学报　２０１０，４１（４）：４８９４９４

犃犮狋犪犞犲狋犲狉犻狀犪狉犻犪犲狋犣狅狅狋犲犮犺狀犻犮犪犛犻狀犻犮犪

黄连汤对鸭疫里默氏菌的抑菌作用及对
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摘　要：研究中药复方黄连汤水提醇沉浓缩物（Ｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｓｏｆ犆狅狆狋犻犱犻狊狉犺犻狕狅犿犪ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＥｅＣｒｄ）对鸭疫里默

氏菌（犚犻犲犿犲狉犲犾犾犪犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉，ＲＡ）的体外抑菌规律及其对菌体形态的影响。黄连汤经水提醇沉后，减压浓缩，制

成含生药１７６ｇ·Ｌ
－１的ＥｅＣｒｄ原液。用ＰＢＳ将原液倍比稀释成８８、８８×２－１、８８×２－２……８８×２－９ｇ·Ｌ

－１等１１个

梯度浓度的药液。用纸片扩散法和液体倍比稀释法研究ＥｅＣｒｄ完全抑菌时的最小抑菌浓度和不完全抑菌时的亚

抑菌浓度；取８８和８８×２－３ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄ浓度组药液分别作用１７和３、６、１７ｈ后的细菌，用透射电镜观察菌体形

态的变化。纸片扩散法和液体倍比稀释法测定的ＥｅＣｒｄ完全抑制ＲＡ时的最小浓度均为８８×２－２ｇ·Ｌ
－１，不完全

抑菌时亚抑菌浓度为８８×２－３ｇ·Ｌ
－１；８８×２－４ｇ·Ｌ

－１以上稀释度ＥｅＣｒｄ基本无抑菌活性；５０μＬ的８８ｇ·Ｌ
－１浓

度组的ＥｅＣｒｄ作用ＲＡ１７ｈ后，ＲＡ菌体浓缩，变小，最终死亡；５０μＬ的８８×２
－３
ｇ·Ｌ

－１浓度组的ＥｅＣｒｄ作用ＲＡ

３、６、１７ｈ后，ＲＡ菌体长度变长，细胞壁变薄，菌内颜色变浅，皱褶减少，纹理不均匀，菌体干瘪、折叠、弯曲，最终死

亡。ＥｅＣｒｄ可能通过破坏ＲＡ外膜结构来抑制细菌增殖。
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ｃｒｏｓｃｏｐｅ

　　鸭疫里默氏菌（犚犻犲犿犲狉犲犾犾犪犪狀犪狋犻狆犲狊狋犳犲狉，ＲＡ）

是一种有荚膜、无芽孢、无鞭毛的革兰氏阴性兼性胞

内菌，共有２１个血清型，引起以纤维素性心包炎、气

囊炎、肝周炎、输卵管炎、关节炎和脑膜炎等为主要

病变的鸭疫里氏杆菌病［１］。由于ＲＡ的各血清型之

间缺乏交叉保护能力，因而免疫预防效果不佳［２］。

另外，鸭ＦＣ 部位有缺陷的ＩｇＧ在体内占绝对优势，

机体也不能通过调理途径和补体途径有效地消灭胞

外ＲＡ
［２］。对兼性胞内菌ＲＡ而言，体液免疫产生

的抗体不能进入细胞内，所以以激活体液免疫为主

的各型灭活疫苗只对同株和同型细菌起有限的保护

作用。机体清除兼性胞内菌主要依靠细胞免疫。

ＲＡ弱毒苗虽然能激发细胞免疫，但存在复壮变强

的危险。目前，一旦发生ＲＡ病，鸭场首选抗菌素治

疗，而ＲＡ对常用抗生素极易产生耐药性。抗生素

的使用剂量越来越大，防治ＲＡ病的效果却越来越

差，在很多地区已经难以找到对 ＲＡ 敏感的药

物［３４］。为此，我们经过反复试验，筛选出了对 ＲＡ

具有很强体外抑制作用、对人工复制ＲＡ病鸭具有

显著治疗效果的，由黄连、黄柏、甘草３种药物组成的

中药复方制剂黄连汤［５］。其制作方法已申请国家专

利。为了进一步阐明黄连汤防治ＲＡ病的作用机理，

并为研制黄连汤新兽药提供直接的理论依据，本试验

研究了黄连汤水提醇沉浓缩物（Ｅｔｈａｎｏｌｅｘｔｒａｃｔｓｏｆ

犆狅狆狋犻犱犻狊狉犺犻狕狅犿犪ｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ＥｅＣｒｄ）体外对Ⅱ型ＲＡ的

抑菌规律及对ＲＡ菌体形态的作用和影响。

１　材料与方法

１．１　材料与仪器

组成黄连汤的３味中药黄连、黄柏、甘草购自浙

江中医药大学第二门诊部。Ⅱ型ＲＡ菌种由浙江省

畜牧兽医研究所保存备用。胰蛋白胨大豆琼脂、胰

蛋白胨大豆肉汤（ＴＳＢ）和马丁肉汤培养基，由本实

验室制备。

紫外可见分光光度计，北京瑞利分析仪器公司；

振荡仪，江苏太仓医疗仪器厂；透射电镜，日本电子

（ＪＥＯＬ），型号，ＪＥＭ１２００ＥＸ，加速电压６０ｋＶ，最大

放大倍数１０万倍。

１．２　方法

１．２．１　ＥｅＣｒｄ的制备　　取黄连３ｇ、黄柏３ｇ、甘

草６ｇ，加适量水煎提２次，每次分别为３０ｍｉｎ，纱

布过滤，合并２次滤液，得滤液１２０ｍＬ，加９５％乙

醇３６０ｍＬ，－４℃下静置２４ｈ。滤纸过滤除沉淀，

减压蒸馏回收乙醇，继续蒸馏浓缩后得６８ｍＬ药

液。所得药液含黄连汤生药为１７６ｇ·Ｌ
－１。用ＰＢＳ

倍比稀释，配成含生药８８、８８×２－１、８８×２－２……８８

×２－９ｇ·Ｌ
－１等１１个浓度的ＥｅＣｒｄ药液。用０．２２

μｍ微孔滤膜过滤除菌后，－２０℃保存备用。

１．２．２　药敏纸片制备及纸片扩散测定　　将直径

５ｍｍ消毒滤纸浸入１．２．１制备的１１个不同浓度

的ＥｅＣｒｄ药液里各１ｈ，之后取出放３７℃温箱烘干

备用。经测算，每张滤纸片含有０．１ｍＬ的各个不

同浓度的ＥｅＣｒｄ药液。按浓度由大到小排序，每张

滤纸片分别含有 ８．８００、４．４００、２．２００、１．１００、

０．５５０、０．２７５、０．１３８、０．０６９、０．０３５、０．０１８ｍｇ的黄

连汤生药。吸取对数生长期（在３７℃下ＴＳＢ肉汤

振荡培养１２ｈ，含菌量为３×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１）的ＲＡ

２×１００μＬ，用玻璃球均匀涂布于２块ＴＳＢ琼脂平

皿内。待菌液渗透进琼脂内，将烘干的药敏纸片放

在平皿内适当位置，３７℃下恒温培养３０ｈ。

１．２．３　液体倍比稀释抑菌及ＯＤ值测定　　取试

管１４支，分别加入马丁肉汤各２ｍＬ。然后在其中

１１支试管里加入１．２．１制备的１１个不同浓度的

ＥｅＣｒｄ药液各５０μＬ，之后加入处于对数生长期（在

３７℃下马丁肉汤振荡培养１０ｈ）的ＲＡ各１００μＬ

（含菌量约为９×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１），试管总液量达到

２．１５ｍＬ。按ＥｅＣｒｄ药液浓度从大到小排序，各试

管中的ＥｅＣｒｄ绝对质量分别为４．４０、２．２０、１．１０、

０．５５、０．２８、０．１４ｍｇ等（后面各管质量省略），Ｅｅ

Ｃｒｄ在试管肉汤中的终浓度为２．０５、１．０２、０．５１、

０．２６、０．１３、０．０７ｍｇ·ｍＬ
－１（后面各管浓度省略）。

各试管的ＲＡ菌体浓度约为４．１８×１０８个·ｍＬ－１。
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另３支试管分别设为纯肉汤调零试管、ＥｅＣｒｄ对照

试管（肉汤里仅加８８ｇ·Ｌ
－１浓度的ＥｅＣｒｄ５０μＬ）、

ＲＡ对照试管（肉汤里仅加对数生长期 ＲＡ１００

μＬ）。３７℃振荡培养１７ｈ。待测定ＯＤ值时，再临

时设１个加有对数生长期ＲＡ１００μＬ的内含２ｍＬ

马丁肉汤的试管为“未培养ＲＡ对照”试管。以纯肉

汤试管调零，用紫外可见分光光度计在波长６００ｎｍ

处测定ＯＤ值。

１．２．４　透射电镜观察　　取１．２．３中的ＲＡ对照

组、８８和８８×２－３ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄ药液浓度组分别培

养１７ｈ和３、６、１７ｈ的 ＲＡ。以５０００ｇ离心１０

ｍｉｎ，吹打，再加适量双蒸水，用悬滴法把样品沾在

铜网上，用２％ ＰＴＡ（磷钨酸）负染，透射电镜下观

察结果。

２　结　果

２．１　纸片扩散法抑菌结果

８８、８８×２－１、８８×２－２、８８×２－３ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄ

药液浓度组的抑菌圈直径分别是２８、１７、１４、１０

ｍｍ。８８×２－４ｇ·Ｌ
－１以上稀释度浓度组均无抑菌

圈。结果见图１。８８ｇ·Ｌ
－１浓度组抑菌圈直径最

大。经计算，对于８８×２－３ｇ·Ｌ
－１浓度组药敏纸片

而言，一张含有ＥｅＣｒｄ１．１００ｍｇ的纸片，实际大约

抑制ＲＡ菌数为３．１×１０６个。０．２７５ｍｇ以下纸片

则基本无抑菌活性。对照环丙沙星药敏纸片抑菌环

直径１４ｍｍ。

Ａ．８８～８８×２
－３
ｇ·Ｌ

－１ＥｅＣｒｄ浓度组；Ｂ．８８×２－４～８８×２－９ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄ浓度组；中心为环丙沙星对照

Ａ．８８８８×２－３ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄｇｒｏｕｐｓ；Ｂ．８８×２

－４８８×２－９ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄｇｒｏｕｐｓ；ＴｈｅｃｏｒｅｏｆｔｗｏｐｌａｔｅｓａｒｅＣｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

ｃｏｎｔｒｏｌｓ

图１　纸片扩散法抑菌效果

犉犻犵１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狕狅狀犲犫狔犱犻狊犮犱犻犳犳狌狊犻狅狀狋犲狊狋

２．２　液体倍比稀释法抑菌结果

肉眼观察发现，ＥｅＣｒｄ稀释度越大，肉汤越浑

浊，说明细菌生长越多。见图２（８８×２－６ｇ·Ｌ
－１以

上稀释度浓度组和ＥｅＣｒｄ对照试管、未培养ＲＡ对

照试管的图片未附）。稀释度最小的前３个浓度组

ＯＤ值均小于未培养ＲＡ对照组ＯＤ值０．１３１，８８×

２－２ｇ·Ｌ
－１组ＯＤ值最低，为０．１０３，表明ＥｅＣｒｄ在

８８×２－２ｇ·Ｌ
－１时抑菌效力超过８８和８８×２－１

ｇ·Ｌ
－１浓度组。随着ＥｅＣｒｄ稀释度的增加，ＥｅＣｒｄ

浓度越来越小，８８×２－５ ｇ·Ｌ
－１组 ＯＤ 值达到

１．１５０，与ＲＡ对照组的１．２１０差异不显著。８８×

２－６ｇ·Ｌ
－１组ＯＤ值和ＲＡ对照组的ＯＤ值完全一

样。说明ＥｅＣｒｄ在稀释至２－倍时，已没有任何抑菌

力。８８ｇ·Ｌ
－１系最高药液浓度，由该浓度组的Ｅｅ

Ｃｒｄ充当ＥｅＣｒｄ对照组，其ＯＤ值只有０．００４，占未

培养ＲＡ对照组ＯＤ值的３％，仅占ＲＡ对照组ＯＤ

值的０．３３％，表明ＥｅＣｒｄＯＤ值在所有试验组 ＯＤ

值中的所占比例甚微，不影响与对照组ＯＤ值的比

较结果。总体来讲，除８８×２－２ｇ·Ｌ
－１以上３个最

小稀释度浓度组外，ＥｅＣｒｄ抑制ＲＡ的能力和其浓

度呈正相关。ＯＤ值测定结果见表１。

２．３　透射电镜观察结果

正常里默氏菌Ⅱ型菌外观呈椭圆形，形似花生，

长约为１．５μｍ，宽约为０．４μｍ，细胞壁较厚，菌体

内可见染色深浅不一、比较均匀的皱褶纹理，见图

３Ａ、３Ｂ。有些菌体侧面可见“赘生物”
［６］，见图３Ａ。

１９４
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表１　不同浓度犈犲犆狉犱５０μ犔下１００μ犔犚犃（约９×１０
８犮犳狌）振荡培养１７犺（犗犇６００狀犿值）

犜犪犫犾犲１　１００μ犔犚犃（犪犫狅狌狋９×１０
８犮犳狌）犮狌犾狋狌狉犲犱狑犻狋犺５０μ犔犈犲犆狉犱狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊犳狅狉１７犺（犗犇６００狀犿狏犪犾狌犲狊）

ＥｅＣｒｄ浓度／（ｇ·Ｌ－１）

ＥｅＣｒｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＯＤ值

ＯＤｖａｌｕｅ

ＥｅＣｒｄ浓度／（ｇ·Ｌ－１）

ＥｅＣｒｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＯＤ值

ＯＤｖａｌｕｅ

ＥｅＣｒｄ浓度／（ｇ·Ｌ－１）

ＥｅＣｒｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ＯＤ值

ＯＤｖａｌｕｅ

对照

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ＯＤ值

ＯＤｖａｌｕｅ

８８ ０．１２０ ８８×２－３ ０．１５１ ８８×２－７ １．２３４ 肉汤调零Ｂｒｏｔｈｚｅｒｏ ０．０００

８８×２－１ ０．１０６ ８８×２－４ ０．７７７ ８８×２－８ １．３０９ ＥｅＣｒｄ对照ＥｅＣｒｄｃｏｎｔｒｏｌ ０．００４

８８×２－２ ０．１０３ ８８×２－５ １．１５０ ８８×２－９ １．１９５ 未培养ＲＡ对照ＵｎｃｕｌｔｕｒｅＲＡｃｏｎｔｒｏｌ ０．１３１

８８×２－６ １．２１０ ８８×２－１０ １．２７０ ＲＡ对照ＲＡｃｏｎｔｒｏｌ １．２１０

最右管为肉汤调零对照，最左管为ＲＡ对照。从右向左依次

为８８～８８×２
－５
ｇ·Ｌ

－１ＥｅＣｒｄ药液浓度组。随着ＥｅＣｒｄ稀

释度增加，肉汤逐步由清亮转向浑浊

Ｔｈｅｍｏｓｔｒｉｇｈｔｔｕｂｅｉｓｂｒｏｔｈｚｅｒｏｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅｍｏｓｔｌｅｆｔｔｕｂｅ

ｉｓＲＡｃｏｎｔｒｏｌ．Ｆｒｏｍｔｈｅｒｉｇｈｔｔｏｌｅｆｔａｒｅ８８８８×２
－５
ｇ·Ｌ

－１

ＥｅＣｒｄｇｒｏｕｐｓ．ＷｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＥｅＣｒｄｄｉｌｕｔｉｏｎ，ｔｈｅ

ｂｒｏｔｈｃｏｌｏｒｓｈｉｆｔｆｒｏｍｔｈｅｂｒｉｇｈｔｅｒｔｏｔｕｒｂｉｄｉｔｙｇｒａｄｕａｌｌｙ

图２　试管液体倍比稀释法体外抑菌效果

犉犻犵２　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊犫狔狋狌犫犲犫狉狅狋犺犪狊狊犪狔狊

在８８×２－３ｇ·Ｌ
－１浓度组下，ＥｅＣｒｄ作用３ｈ后，ＲＡ

菌体开始变长，细胞壁变薄，菌内颜色变浅，皱褶纹理

近乎消失，“赘生物”颜色也变浅，见图４Ｃ；ＥｅＣｒｄ作用

６ｈ后，菌体长度达到５μｍ，细胞壁变薄，是正常ＲＡ

菌长度的３倍以上，并且菌体内颜色变得更浅，皱褶

纹理几乎消失，见图４Ｄ。ＥｅＣｒｄ作用１７ｈ后，细胞壁

几乎消失，菌体干瘪和折叠，见图５Ｅ；或细胞壁几乎

消失，菌体柔软弯曲，较深染部分高度浓缩于菌体中

间一线，“赘生物”膨胀变长，见图５Ｆ。而在８８ｇ·Ｌ
－１

ＥｅＣｒｄ药液浓度下，ＲＡ有的菌体固缩，深染部分集中

于中心或边缘几大点，其余浅染，大小为０．７×０．４，见

图６Ｇ；有的内部断裂，深染部分变少，浅染部分变多，

皱褶纹理变得不均匀，见图６Ｈ。

３　讨　论

３．１　本试验采用水提醇沉方法制作ＥｅＣｒｄ，能最大

程度地排除黄连汤中鞣酸、树脂、蛋白质等一般认为

没有药效的物质的干扰［７］。在ＥｅＣｒｄ制作过程中，

培养１７ｈ的正常ＲＡ。菌体像一颗花生，内部有染色较深的皱褶，纹理分布均匀。Ａ．菌体边有赘生物（箭头所示）；Ｂ．菌体

边缘无赘生物

ＮｏｒｍａｌＲＡｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ１７ｈ，ｌｉｋｅａｐｅａｎｕｔ．Ｔｈｅｆｏｌｄｓａｒｅｄｙｉｎｇｄｅｅｐｌｙ，ｖｅｉｎｓｉｎｓｉｄｅｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｂｏｄｙａｒｅｗｅｌｌｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ．

Ａ．“ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ”ｃａｎｂｅｓｅｅｎｏｎｔｈｅｓｉｄｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａ，ａｒｒｏｗｓｈｏｗｅｄ；Ｂ．Ｔｈｅｒｅｉｓｎｏ“ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ”ｏｎｔｈｅｓｉｄｅｏｒｔｏｐｏｆｂａｃｔｅｒｉａ

图３　正常犚犃菌体形态电镜照片　５００００×

犉犻犵３　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狀狅狉犿犪犾犫犪犮狋犲狉犻犪犫狔狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲　５００００×
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Ｃ．培养３ｈＲＡ，菌体略变长，菌体顶端有赘生物（箭头所示，４００００×）；Ｄ．培养６ｈＲＡ，菌体变得很长（２００００×）

Ｃ．ＲＡｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ３ｈ，ｌｅｎｇｔｈｏｆＲＡｂｏｄｙｂｅｃａｍｅａｌｉｔｔｌｅｌｏｎｇｅｒ．Ｔｈｅｒｅｉｓａ“ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ”ｏｎｔｈｅｔｏｐｏｆｂａｃｔｅｒｉａ，ａｒｒｏｗ

ｓｈｏｗｅｄ（４００００×）；Ｄ．ＲＡｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ６ｈ，ｌｅｎｇｔｈｏｆＲＡｂｏｄｙｂｅｃａｍｅｍｕｃｈｌｏｎｇｅｒ（２００００×）

图４　８８×２
－３
犵·犔

－１浓度犈犲犆狉犱作用下的犚犃菌体形态电镜照片

犉犻犵４　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犚犃犻狀８８×２
－３
犵·犔

－１犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犈犲犆狉犱犫狔狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲

培养１７ｈＲＡ。Ｅ．菌体呈折叠趋势，内部皱褶浓缩，纹理消失；Ｆ．菌体呈弯曲状态，纹理消失

ＲＡｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ１７ｈ．Ｅ．Ｂａｃｔｅｒｉａｂｏｄｙｐｒｅｓｅｎｔａｔｒｅｎｄｏｆｆｏｌｄｉｎｇｕｐ，ｖｅｉｎｓｄｉｓａｐｐｅａｒ；Ｆ．Ｂａｃｔｅｒｉａｂｏｄｙｒｏｌｌｅｄ，ｖｅｉｎｓｄｉｓａｐｐｅａｒ

图５　８８×２
－３
犵·犔

－１浓度犈犲犆狉犱作用下的犚犃菌体形态电镜照片　５００００×

犉犻犵５　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犚犃犻狀８８×２
－３
犵·犔

－１犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犈犲犆狉犱犫狔狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲　５００００×

其所含的有效成分历经２～３ｈ的８５～１００℃高温，

而其抗菌效果不变，证明其主要有效物质的结构和

功效不受高温影响。经 ＨＰＬＣ测定，ＥｅＣｒｄ含小檗

碱０．２９９７３ｍｇ·ｇ
－１，药根碱０．１０８６６ｍｇ·ｇ

－１，

甘草酸０．００９ｍｇ·ｇ
－１，盐酸小檗碱５．７ｍｇ·ｇ

－１，

盐酸巴马汀０．２５４ｍｇ·ｇ
－１等主要有效成分（《中

草药》已录用）。黄连汤生药共含有以上５种有效成

分的量是６．３７１９ｍｇ·ｇ
－１。

３．２　液体倍比稀释试验中，在２ｍＬ肉汤中加入

１００μＬ对数培养期ＲＡ和５０μＬ的ＥｅＣｒｄ，对于８８

×２－２ｇ·Ｌ
－１浓度的 ＥｅＣｒｄ而言，仅相当于加入

１．１０ｍｇ左右的黄连汤生药量。如果就上述５种有

效成分而言，仅含有有效部位绝对量７．００μｇ，药物

有效部位浓度仅为３．２５μｇ·ｍＬ
－１。１００μＬ浓度

为９×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１对数生长期的ＲＡ，菌量大约为

９亿。这就是说在肉汤培养基中，药物仅仅以７．００

μｇＥｅＣｒｄ的药量，即可抑制９亿个ＲＡ的增殖；纸

片扩散法试验中，１．１００ｍｇ的药敏纸片，内含Ｅｅ

Ｃｒｄ有效成分也为７．００μｇ，抑制ＲＡ菌数大约仅为

３００万个。两者抑菌数量不同，可能是因为纸片扩

散法与液体倍比稀释法相比，药物和ＲＡ接触不充

分。对照组环丙沙星药敏纸片每片含药量为５μｇ，

其抑菌环直径为１４ｍｍ，和８８×２－２ｇ·Ｌ
－１浓度组

抑菌效果大致相同。可见ＥｅＣｒｄ体外抑菌效果可

媲美环丙沙星。此外，ＥｅＣｒｄ的 ＭＩＣ比单味药苦

参、天南星的最小抗菌浓度也小得多［８９］。说明中药

复方比单用具有较好的抑菌效果。

３．３　研究药物对细菌形态结构的变化影响，是研究

３９４
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培养１７ｈ的ＲＡ。Ｇ．菌体浓缩成１个圆形；Ｈ．菌体从中间断裂

ＲＡｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎ１７ｈ．Ｇ．Ｂａｃｔｅｒｉａｂｏｄｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｉｎｔｏａｃｉｒｃｕｌａｒ；Ｈ．Ｂａｃｔｅｒｉａｆｒａｃｔｕｒｅｄｆｒｏｍｍｉｄｄｌｅｐａｒｔｏｆｔｈｅｂａｃｔｅｒｉａｂｏｄｙ

图６　８８犵·犔
－１浓度犈犲犆狉犱作用下的犚犃菌体形态电镜照片　５００００×

犉犻犵６　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮狅犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳犚犃犻狀８８犵·犔
－１犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犈犲犆狉犱狌狀犱犲狉狋狉犪狀狊犿犻狊狊犻狅狀犲犾犲犮狋狉狅狀犿犻犮狉狅狊犮狅狆犲　５００００×

药物杀菌机理不可缺少的直接前提。有关中药抗菌

效果的研究很多，但对中药特别是复方中药有效部

位作用下细菌形态的变化研究则较少。用透射电镜

观察发现，在低浓度８８×２－３ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄ下，可能

由于ＥｅＣｒｄ引起细胞壁外层溶解，导致细菌细胞壁

变薄，通透性增大。ＥｅＣｒｄ从变薄的通透性增大的

细胞壁中进一步进入菌体内，破坏菌内物质，使菌体

着色变浅，这和ＲＡ在室外放置２４ｈ死亡后的菌体

也有细胞壁变薄、菌体轮廓变大、内容物稀少这一变

化具有相似的形态特征［１０］。其ＯＤ值比未培养ＲＡ

对照组稍微大一点，说明在开始阶段由于ＥｅＣｒｄ浓

度较低，ＥｅＣｒｄ和ＲＡ互相作用时，部分ＲＡ能稍微

做一些抵抗，只是在后期才不敌药物作用而受到抑

制，进而死亡。由于细胞壁的黏多糖有一定的韧性，

随着药物作用时间延长，促使菌体拉长，而拉长的菌

体又导致细菌外膜通透性增大，引起细菌胞质内容

物大量泄漏，导致菌体折叠、弯曲。在高浓度８８

ｇ·Ｌ
－１ＥｅＣｒｄ下，ＥｅＣｒｄ可能直接引起细胞壁破

坏，引起细菌断裂、菌体内物质大量泄漏而缩小。总

之，ＥｅＣｒｄ可能是通过破坏ＲＡ外膜结构，引起菌内

物质丢失和泄漏，而抑制ＲＡ增殖的。这与苦参粗

提物［８］和蜂毒肽［６］促使细胞质固缩、质壁分离，进而

杀菌的机制相似，但与天南星的醇浸剂通过裂解大

肠杆菌成为碎片而达到杀菌作用的机制不同［９］。

青霉素发明后，通过电镜发现青霉素作用下的

大肠杆菌细胞膜出现了一个隆起，隆起继而膨胀、破

裂，细菌死亡。后来发现青霉素是通过抑制细菌细

胞壁黏肽的合成而抗菌的。至于ＥｅＣｒｄ抑制 ＲＡ

的详细分子机制，则需继续研究。
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