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摘要 用改良二倍稀释法和抑菌圈法测定了24种单方中草药和 9种复方中草药对刺参腐皮综合 

征 4种重要病原菌灿烂孤 菌、假 交替单胞菌、哈维氏孤 菌和 恶臭假单胞 菌的体外抑 菌活性。结果显 

示 ，不同中草药对特定病原菌抑菌效果差异较大，单方 中草药最低抑菌浓度(MIC)为 1．56 mg／ml，中 

草药水煎剂 H一5和 H一9对假交替单胞茵的抑茵圈最大，达22 mIi1。单方中草药中穿心莲、大青叶、金 

银花和川芎 4种中草药对 4株病原菌抑茵效果最好，其水煎剂对 4株病原菌平均抑茵浓度分别为 

6．25、7．81、5．86和 3．52 mg／ml；平均抑 茵圈直径分别是 17．5、l1．3、l4．0和 l1．5 mm。将筛选的 4 

种单方中草药组成 9种复方，复方 MIc和抑菌圈均显著好于单方，最低 MIC降低到 0．20 mg／ml。 

其中复方 HC_G和 HC—D抑菌浓度最低 ，效果最好 ，平均抑 菌浓度分别降低为 0．54和 0．64 mg／ml； 

平均抑茵圈直径分别为 15．3 mm和 16．3 mm。试验结果显示，复方最佳配比为穿心莲、大青叶、金银 

花和川芎一2：1：3：2。该复方可为生产高效专用中草药，以替代抗生素，为刺参健康养殖提供技术 

保 障。 
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ABSTRACT The bacteriostatic effect of 24 kinds of Chinese herbs and 9 kinds of herb com— 

pounds were determined in vitro by improved microdilution procedure and the bacteriostatic cir— 

cle．This work conducted as the herbs were against four kind of causative pathogens(Vibrio 

splendidus，Pseudoalteromonas nigrifaciens，Vibrio harveyi，Pseudomonas putida)of skin 

ulcer syndrome in sea cucumber Apostichopus japonicus．The results illustrated that different 

herbs showed different susceptivities to given pathogens．The lowest minimal inhibitory concen— 

tration(MIC)was 1．56 mg／m1．Decoctum of H一5 and H一9 had maximal bacteriostatic circles a一 
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gainst P．nigrifaciens with 22 mm．Four kinds of Chinese herbs(H一5，H一6，H一9 and H一14) 

had better bacteriostatic effect on the four pathogens，in which the average M IC of the decoctum 

were 6．25 mg／ml，7．81 mg／ml，5．86 mg／ml and 3．52 mg／ml respectively，and the average 

bacteriostatic circles were 17．5 mm，l1．3 mm，14．0 mm and 11．5 mm．Nine herbal—compounds 

were composed by 4 herbs，the bacteriostatic effect of 9 compounds enhanced remarkably than 

single herbs，and the lowest MIC reduced to 0．20 mg／m1．The best compounds were HC—G and 

HC—D，and the average M IC and bacteriostatic circle were 0．5
．4 mg／ml，0．64 mg／ml，15．3 mm 

and 1 6．3 mm respectively．According to their bacteriostatic effects，the best ratio of the com— 

pounds was determined as H一5：H一6：H一9：H一14— 2：1：3：2． 

KEY W oRDS Apostichopus aponicus M ariculture Skin ulcer syndrome 

Herb Formu】a M IC 

迈入 21世纪 ，海珍品特别是刺参消费量迅速增加 ，越来越多的养殖户将投资 目光转 向效益较好的刺参养 

殖业，使之迅速成为我国北方沿海水产养殖的新兴支柱产业(Wang et a1． 2004；荣小军等 2005)。养殖产 

地主要集中在山东、辽宁和河北 3省。2006年仅山东省刺参养殖面积就达 2．5×10 hm 万亩，产量达 50 000 

t余 ，直接经济效益达 70多亿元 (荣小军等 2005)。然而 ，随着刺参养殖的迅速扩展和管理滞后 ，病害问题也 

日趋明显，严重制约了该产业的健康可持续发展。由于抗生素易产生残留，影响产品质量安全，因此研发中草 

药将具有重要的现实意义和广阔的发展前景。 

刺参腐皮综合征，波及面广，传染性强，死亡率极高，是近年来养殖刺参的重要病害之一(Wang et a1． 

2004；王印庚等 2005；荣小军等 2005；张春云等 2006；马欣悦等 2006)。经过病原学研究证实，导致疾病 

的原因具有多样性和复杂性，本试验室从患病刺参上分离并鉴定了灿烂弧菌 Vibrio splendidus、假交替单胞菌 

Pseudoalteromonas nigrifaciens、哈维氏弧菌 Vibrio harveyi和恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida。本文作 

者针对上述致病原进行了 24种单方 中草药和复方制剂 的体外抑菌效果检测 ，以期进一步开发高效、低毒 中草 

药，促进刺参的健康养殖 。 

1 材料与方 法 

1．1 材料 

1．1．1 病原 菌 

试验所用灿烂弧菌、假交替单胞菌、哈维氏弧菌和恶臭假单胞菌为本实验室从患腐皮综合征的刺参上分 

离，并经人工感染证实为病原菌(王印庚等 2005；荣小军等 2005；张春云等 2006)。将菌接种到胰蛋 白胨 

大豆肉汤培养基(TSB)中活化 ，27℃培养 18 h后挑选单菌落接种于液体 TSB中，培养 16～20 h，再用无菌 

1．5 NaC1水溶液将菌悬液均稀释至 1×10 CFU／ml备用。 

1．1．2 中草药及其制备 

(1)水煎剂制备方法：试验用 24种草药原料购自青岛同仁堂药店，分别是苍术、大黄、马齿苋、甘草、穿心 

莲 、大青叶、鱼腥草 、当归 、金银花、五加皮、杜仲、淫羊藿 、秦皮 、川芎 、柴胡 、茯苓 、黄柏 、地榆 、党参、五倍子、板蓝 

根和黄芩，编号为 H一1、H一2、H一3⋯⋯H一24。使用粉碎机将中草药粉碎，0．15 mm孔径过筛，称取 5 g中草药， 

按 1：70加入约 50℃蒸馏水 ，即 350 ml，浸泡 2 h后用大火加热至沸腾 ，小火熬制 90 rain，浓缩至 5O ml时，先 

用 8层消毒纱布滤出药液，然后用双层滤纸加压过滤，即制成0．1 g／ml浓度的草药原液，121℃灭菌20 rain备用。 

(2)复方水煎剂提取方法同上。 

水浸剂制备方法：称取 5 g 0．15 mm孔径过筛的草药药粉，加入 60 ml约50℃蒸馏水，浸泡 24 h。用 8层 

消毒纱布过滤出药液，然后用双层滤纸加压过滤，不足50 ml时用蒸馏水补足 5O ml，使其浓度为0．1 g／ml。所 
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得药液于 4℃下保存备用，14 d内测完。复方不做水浸剂。 

1．2 方法 

1．2．1 体外抑菌测定方法 

(1)最低抑菌浓度的测定 ：采用改良微量二倍稀释法测定各中草药 的最低抑菌浓度(MIC值)，参照张传亮 

等(2007)的方法。于无菌96孔酶标板，1～7孔对测定中草药原液(0．1 g／m1)用液体 TSB进行两倍递进稀释， 

每孔加 10 1菌悬液(1×10 CFU／m1)，第 8孔为对照，不加菌悬液，用于检验试验过程中是否被微生物污染。 

然后每孔中加 5 t,l 0．5 红四氮唑指示剂，用于指示细菌生长与否(细菌的琥珀酸脱氢酶在其生长繁殖过程中 

利用糖类，使之脱氢，氢与无色的红四氮唑结合生成不可逆的红色化合物，使培养基变红)。27℃湿盒中摇床 

培养 6～8 h，有菌生长者其酶标板孑L呈红色，无颜色变化者的最低药液浓度即为 MIC值。对于因中草药本身 

带颜色而影响判断者，用无菌棉签蘸取酶标板孔中混合液涂布于 TSB平板上，直接采取培养法观察细菌生长 

与否。 

(2)抑菌圈测定 ：取直径约 90 mm的平底双碟 ，注入经加热融化的 TSB 7～9 ml，均匀滩布碟底 ，放置超净 

工作台，待其凝固后，在每一平底双碟中等分置人内径 6．0-4-0．1 mm，外径 7．8-4-0．1 mm牛津杯，再倒人经加 

热融化的 TSB 15～17 ml，凝固后再用灭菌镊子将牛津杯取出，便形成带孔的培养基平板。随后将菌悬液 (1× 

10 CFU／m1)用灭菌棉签在带孔平板上均匀涂布，然后在孔 中加入 100 l中草药提取液 (0．1 g／m1)，每种 中草 

药做两个重复，测定记录抑菌圈大小 ，取其平均值 。 

1．2．2 复方配伍方法 

利用正交试验设计复方中草药配方：将所筛选出的体外抑菌效果较好的 4种单方中草药作为因素(即 H一 

5、H一6、H一9和 H一14)，以药物添加量为水平，分别是 1O、20和30 mg／ml。通过正交表 L。(3 )构成 9组复方，分 

别记为 HC—A、HC—B、HC C⋯⋯HC—I(表 1)。 

2 结果 

2．1 单方 中草药对腐皮综合征病原菌的最低抑菌浓度 

24种单方中草药对 4株刺参腐皮综合征病原菌的最 

低抑菌浓度见表 2。结果 表明，各 中草药对特定菌株 的抑 

菌效果差异较大，如中草药 H一4和 H一5水煎剂对灿烂 弧菌 

的最低抑菌浓度分别是 5O．0O和 3．13 mg／ml，相差 16倍 。 

同一种中草药对不同菌株的 MIC也有较大差异，如中草药 

H-10、H-13对不同菌株 的最低抑菌 浓度相差 1O倍 以上 。 

另外 ，不同提取方式所得药液的最低抑菌浓度也不相 同。 

大部分草药水煎剂抑菌效果好于水浸剂，如中草药 H一2、 

H一9、H一11、H一14和 H-17；小部分则相反 ，如 H一15。 

H一14水 煎剂对 4株病原菌 的平均抑菌浓度最低 ，为 

3．52 mg／ml。其次为 H-9水浸剂 ，为 4．69 mg／ml。总体 

表1 正交设计的中草药复方配伍方案(mg／m1) 

Table 1 The herbal compounds designed by different herbs 

and their quantity L9(3 )(rng／m1) 

成分 H
一 5 C

om ponent 

而言，相对其他 20种中草药，单方中草药 H一5、H一6、H一9和 H一14对 4株海参腐皮综合征病原菌均有良好抑菌 

效果，其水煎剂平均抑菌浓度为 6．25、7．．81、5．86和 3．52 mg／ml；水浸剂平均抑菌浓度为 8．60、9．38、4．69和 

10．94 mg／ml。从 MIC值比较，水煎剂的抑菌效果比水浸剂略好。 

2．2 单方草药抑茵圈测定 

测定结果显示，中草药水煎剂 H一5和 H一9对假交替单胞菌的抑菌圈最大，达到 22 mln；其次为 H一12水浸 

剂对假交替单胞菌的抑菌圈为 21 mm。中草药水煎剂 H一5、H一6对 4株病原菌均有抑菌作用，平均抑菌圈直径 

加 ∞ 加 如 ∞ 

加 ∞ ∞ 加 ∞ 

加 加 加 加 ∞ ∞ ∞ 

A B C D E F G H ∽ ∞ ∞ 盼 盼 
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分别是 17．5和 11．3 mm。中草药 H一9、H一14对灿烂弧菌 、假交替单胞菌和哈维氏弧菌均有 良好抑菌效果 ，对 

4株菌的平均抑菌圈直径分别是 14和 11．5 ram(图 1，表 3)。单方中草药水煎剂 H一5、H一6、H一9和 H一14对 4 

株菌的抑菌圈优于其他中草药。 

表2 24种单方中草药对 4株刺参腐皮综合征病原菌的最低抑菌浓度(mg／m1) 

Table 2 The MIC of 24 kind of Chinese herbs on four pathogens associated with the skin ulcer syndrome(mg／m1) 

注 ：“无”表示 草药 H 8无水浸剂 

2．3 复方中草药对腐皮综合征病原茵的最低抑菌浓度 

通过单方试验 ，筛选 出对刺参腐皮综合征均有较好抑菌效果的 

4种单方中草药 H～5、H一6、H一9和 H一14，按表 1方式组成复方 ，结果 

见表 4。复方 HC—G、HC—D和 HC—F对 4株菌效果最好 ，MIC均值 

分别是 0．54、0．64和 1．87 mg／ml。复方的 MIC也显示出菌株差异 

性 ，如 HC—A、HC—B和 HC—F对 4株菌的 MIC均不同。 

结合复方配伍方法和 MIC结果分析得知，复方中单方 H一9质 

量浓度为 10、20和 30 mg／ml时，其复方的 MIC均值分别为 2．71、 

2．62和 1．19 mg／rnl，即复方中 H一9含量越高其 MIC均值越小，说 

明复方中 H一9抑菌效果与质量成正相关 ，因此复方 中 H一9应取 3O 

rag／m1。H一6则与 H一9相反，即 H一6质量浓度 为 10 mg／ml时复方 

药效最好，而 H一5和 H一14在 20和 30 mg／ml时差别不大 ，因此从经 

济角度考虑应取 20 mg／ml为佳 。因此 ，最佳的中草药复方应该是 ： 

H一5：H一6：H一9：H一14—2：1：3：2(重 量 比)。 

图 1 单方中草药 H一14对假交替 

单胞菌有明显的抑菌圈 

Fig．1 The herb H一14 has obvious 

bacteriostatic effect against 

bacterium P．nigrifaciens 



第 2期 王印庚等：中草药对刺参腐皮综合征病原菌的体外抑菌试验 5 

注：因为牛津杯形成的孔大约为 10 rllm，故抑菌圈直径≤lO mm时记录为 0值 

2．4 复方中草药抑菌圈 

复方草药抑菌圈直径最大为 21 mm，为 HC—D对假 

交替单胞菌的抑菌圈(图 2)。同时对 4株细菌的平均抑 

菌圈直径最大也为 HC—D，达 16．3 mm，说明在总体水平 

上 HC—D抑菌最好 (表 5)。HC—G、HC_E和 HC—F对 4 

株菌也具有 良好 的抑菌效 果 ，平 均抑 菌圈直 径分别 为 

15．3、15．0和 14．5 mm。根据平均抑菌 圈直径可 以判 

断，4株病原菌对复方敏感性强弱分别为 ：假交替单胞菌 

>灿烂弧菌>哈维氏弧菌>恶臭假单胞菌。 

由表 6分析知 ，复方中草药 H一5、H一6、H-9和 H一14 

分别为 2O、10、30和20 mg／ml时，其抑菌圈平均直径分 

别达最大值，即为 15．25、12．67、13．5O和 13．25 mm。 

复方最佳配比即为 H一5：H一6：H一9：H一14—2：1：3： 

2 

图 2 复方中草药 HC—F、HC-G、HC—H和 HC—I 

对假交替单胞菌(JJT)有更明显的抑菌圈 

Fig．2 The herbal compounds HC—F、HC—G、HC-H、HC-I 

have better bacteriostatic effect than single herb H一1 4 as 

they are against bacterium P．nigrifacien 
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表 5 复方中草药抑 菌圈(mm) 

Table 5 The bacteriostatic circle(value)of herbal compounds(mm) 

表 6 复方配伍与抑菌效果分析 

Table 6 The herbal compounds and their bacteriostatic effect 

注 ：MJC表示 MIC平均值 ，BC表示抑菌圈直径平均值 

3 讨论 
l 

本试验进行了24种单方中草药和 9种复方中草药对养殖刺参腐皮综合征重要病原菌的体外抑菌试验研 

究，通过比较单方中草药与复方间 MIC和抑菌圈大小可见，复方中草药对 4株病原菌的最低抑菌浓度远低于 

单方中草药，可见复方中没有明显相互拮抗作用的单方，而却能有效提高抑菌效果(图 1和图 2)。司红彬等 

(2006)报道鱼腥草和大青叶 1：1配伍对大肠杆菌的MIC为 3．906 mg／ml，抗菌活性为单方药物的4倍，本试 

验复方能有效提高抑菌效果与之结论是一致，也基本符合“药有个性之特长，方有合群之妙用”这一中草药配伍 

理 论 。 
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中草药复方配伍剂量的变化对功效的影响早已为历代医家所认识 ，方中药味的量发生变化时药效也往往 

随之发生变化。本试验在组方过程中，同为4种单方，因入药量不同组成的HC-A、HC-B、HC-C⋯⋯HC—I 9种 

复方，无论抑菌圈抑或 MIC均会产生较大差异，可见组方过程中量效差异是明显的。经过本试验对单方种类 

和量变组合，分析抑菌浓度和抑菌圈，筛选出复方间最佳配伍比例，即为 H-5(穿心莲)：H-6(大青叶)：H一9 

(金银花)：H一14(J JI芎)一2：1：3：2。这为下一步生产高效、专用中草药提供了依据。 

试验结果显示，中草药水煎剂抑菌效果略好于水浸剂 ，主要原因是加热的方式能加速分子运动 ，有利于水 

分进入药材细胞和细胞间隙中去，也有利于使药材中的有效成分的浸出。由于本试验所设定的水浸剂浸泡时 

间远大于煎剂煎煮时间 ，增加浸泡时间同样有利于药材中有效成分的扩散，因此煎剂与浸剂的抑菌效果差别并 

不十分显著。说明在药物剂型上仍可选择使用方便的粉剂，在使用时可以通过增加中草药的浸泡时间来增加 

药物的效果。而草药水剂则并非首选，否则生产成本太高，储运也不方便。 

由于中草药中成分复杂，含有生物碱、多聚糖、苷、鞣质、黄酮、内酯和萜类等物质(路振香等 2006，张显忠 

等 2006)，本试验所选草药以含鞣质、甙类 、蒽醌类和没食子酸等物质为主，其作用机理 以直接作用于细菌的 

结构和代谢而达到抗菌作用。中草药提取物的体外抑菌强弱与提取物成分和浓度密切相关。试验结果显示中 

草药 MIc从 50．O0到 0．20 mg／ml不等，与司红彬等(2006)、朱壮春等(2007)、段 纲等(2005)报道的抑菌浓 

度范围基本一致。实验数据也表明，单方中草药之间的最低抑菌浓度差异较大，表现出对抑菌种类的狭隘性， 

而复方却相对表现出抑菌全面、效果均衡等特点，为此在生产实践中应选择配伍，形成合理的复方药物，以达到 

最佳 的抗菌效果 。 

中草药防治水产疾病不仅是中草药对病原菌有直接抑菌或杀灭作用 ，更重要 的是中草药能有效促进养殖 

鱼类等水生动物的非特异或特异性免疫作用(简纪常等 2002，柯 浩等 2004，陈孝萱等 2005)。另外，随 

着当前消费者对抗生素药物残留、水产品质量安全的广泛关注和重视，中草药以其成本低、药效好、无残留的特 

点取代抗生素的大量使用，在水产养殖疾病防治当中将占有重要的位置。本试验筛选出 4种对海参腐皮综合 

征病原菌体外抑菌效果最好 的单方中草药和最佳的复方配方 。今后将针对上述配方的药理、毒理、加工工艺和 

临床中试等开展深入的研究工作，以期生产高效、专用中草药产品，为刺参的健康养殖提供技术保障。 
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