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黄连抑菌活性的谱效关系研究 

马欣欣，刘吉华，余伯阳* 
中国药科大学 中药复方研究室，江苏 南京 211198 

摘  要：目的  以黄连为对象探讨中药谱效关系研究新方法。方法  建立优化基于 ATP 生物发光的微量抑菌检测方法，与

微量稀释法抑菌结果进行相关性考察。以所建立的抑菌检测方法检测黄连抑菌活性，整合黄连的化学与抑菌活性图谱，探讨

黄连化学组分与活性之间的关系。结果  所建立的基于 ATP 生物发光抑菌检测法与微量稀释法相关性良好，分别检测大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌所得相关系数 r 值分别为 0.998 和 0.957。黄连谱效相关研究结果显示，黄连中除主要有效成分黄连

素外，还可能含有微量高效抑菌成分。结论  基于 ATP 生物发光的抑菌活性检测方法适用于中药抑菌活性的谱效关系研究，

为中药质量控制和药效评价提供新的技术手段。 
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Spectrum-effect relationship of antibacterial activities in Coptidis Rhizoma 

MA Xin-xin, LIU Ji-hua, YU Bo-yang 
Department of Complex Prescription of Traditional Chinese Medicine, China Pharmaceutical University, Nanjing 211198, China 

Abstract: Objective  To explore the new methods for the research of spectrum-effect relationship of Chinese materia medica 
(CMM), taking Coptidis Rhizoma as an object. Methods  The trace bacteriostatic detection method based on ATP bioluminescence 
was established and optimized, and the correlation of the results between ATP bioluminescence and microdilution method was 
investigated. The antibacterial activity of Coptidis Rhizoma was detected by the antibacterial detection method. and the chemical and 
activity profiles of Coptidis Rhizoma were integrated to discuss the relationship between the chemical composition and the activities. 
Results  The results obtained by ATP bioluminescence assay correlated well with those by microdilution method, the r values of 
Escherichia coli and Staphylococcus aureus were 0.998 and 0.957, respectively. The integration activity spectra showed that except 
berberine there may be other substances with the high antibacterial activity in Coptidis Rhizoma. Conclusion  ATP bioluminescence 
could be used in the study on the spectrum-effect relationship of antibacterial activity in CMM, in order to provide a new method for 
the quality control and effect evaluation of CMM. 
Key words: ATP bioluminescence assay; antibacterial activity; microdilution method; spectrum-effect relationship; HPLC 
 

中药成分复杂多样，治疗效果往往是多种成分

作用于多靶点的整体结果，目前中药的谱效关系研

究已成为中药质量评价的重要手段。中药谱效关系

研究是一种将化学特征鉴别与生物活性评价整合

为一体的综合性评价模式[1-3]。ATP 生物发光检测法

作为一种快速灵敏的检测方法，在医学、生物、环

境、食品卫生及加工业等领域已得到较为广泛的应

用[4-9]，但用于抑菌活性的谱效关系研究尚未见报

道。本实验建立基于 ATP 生物发光的抑菌活性微量

检测方法，建立“谱效整合图谱”[10]并考察黄连抑

菌活性的谱效关系，以期为中药的质量控制和药效

评价研究提供新的方法。 
1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  菌株  大肠杆菌 Escherichia coli. （ATCC 
25922）、金黄色葡萄球菌 Staphlococcus aureus. 
（ATCC 29213）。 
1.1.2  培养基  营养肉汤培养基：蛋白胨 10 g，牛 
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肉浸膏 3 g，氯化钠 5 g，加到 1 000 mL 蒸馏水中，

加热溶解后，调节 pH 值至 7.2，115 ℃灭菌 30 min。 
1.1.3  实验药物及试剂  黄连由中国药科大学中药

复方研究室余伯阳教授鉴定为毛茛科植物黄连

Coptis chinensis Franch.的干燥根茎；黄连素，质量

分数 98%（河南兴源化工产品有限公司）、荧光素/
荧光素酶试剂（美国 Promega）、三磷酸腺苷二钠（美

国 Amresco）、苯扎溴铵（江苏海安制药厂）、乙腈

（美国 Tedia）、冰醋酸（南京化学试剂有限公司）、

乙酸铵（国药集团化学试剂有限公司）。 
1.1.4  仪器  Airtech 超净工作台（苏净集团安泰公

司）、智能生化培养箱（宁波海曙赛福实验仪器厂）、

LUMIstar Optima 化学发光仪（德国 BMG Labtech）、
96 孔板（美国 costar）、AL204 分析天平（瑞典 Mettler 
Toledo）、LX—C35 型立式自动电热压力蒸汽灭菌

器（合肥华泰医疗设备有限公司）、BioTek Epoch
酶标仪（美国 BioTek）、Agilent 1260 高效液相色谱

仪；二级管陈列检测器（DAD）；Agilent 1100 
LC/MSD Trap XCT ESI (Agilent Technologies)。 
1.2  方法 
1.2.1  药材供试品制备  黄连素供试品溶液：精密

称取黄连素 1.02 mg，无菌水定容至 1 mL，配制成

质量浓度为 1.02 mg/mL 的黄连素溶液，经 0.22 μm
滤膜滤过除菌，备用。 

黄连供试品溶液：取 1 g 药材粉末，加入 100 mL
蒸馏水，静置过夜，超声提取 1 h，滤过，取上清液

回收溶剂，残渣用甲醇定容至 100 mL，配制成质量

浓度为 10 mg/mL 的储备液。HPLC 进样前经 0.45 
μm 滤膜滤过。 
1.2.2  微量稀释法  参考美国临床实验室标准化委

员会（NCCLS）中 M07-A8 的方法[11]进行抑菌活性

检测，具体为在无菌的 96 孔板中加入黄连素溶液和

菌液各 50 μL，使大肠杆菌和金黄色葡萄球菌液终

浓度分别为 1.5×105、1.5×107 cfu/mL，黄连素终

质量浓度为 128、64、32、16、8、4 μg/mL，并设

空白对照孔，置 35 ℃培养箱孵育 24 h。用酶标仪

在 600 nm 下测吸光度（A）值，计算各浓度药物的

抑制率。平行测量 3 次。 
抑制率＝1－A600样品/A600空白 

1.2.3  ATP 标准曲线绘制  参考文献[12]，对不同浓

度的标准 ATP 试剂（5×10−7～5×10−16 mol/mL）
进行 ATP 生物发光法检测，以生理盐水做空白对

照，平行测量 2 次。 

1.2.4  基于 ATP 生物发光抑菌活性检测方法的建

立和优化  在无菌的白色 96 孔板中，依次加入菌液

和药物，黄连素浓度设置与微量稀释法相同。孵育

后，各孔中加入苯扎溴铵 50 μL，混匀提取，加入

荧光素酶 10 μL，立即测量发光强度，并计算抑制

率。平行测量 3 次。通过 L9 (34) 正交试验，考察菌

液浓度、孵育时间、ATP 提取时间和 ATP 提取剂苯

扎溴铵的浓度四个因素对 ATP 生物发光检测法的

影响[13]（表 1）。以抑制率为评价指标确定最优条件。

按照正交试验结果进行抑菌活性检测。 
抑制率＝1－样品 ATP 值/空白 ATP 值 

表 1  ATP 生物发光检测法因素水平表 
Table 1  Factors and levels in ATP bioluminescence assay 

因素 

水平 孵育时间/

h 

ATP 提取 

时间/min 

菌液浓度/

(cfu·mL−1)

苯扎溴铵/

% 

1 2 1 1.5×108 0.05 

2 4 3 1.5×107 0.1 

3 6 5 1.5×105 0.2 
 

1.2.5  黄连 HPLC 分析条件  色谱条件：参照文献

方法[14]，略加改进。Hedera ODS-C18柱（250 mm×

4.6 mm，5 μm）；柱温 30 ℃；体积流量 1 mL/min；
检测波长为 248 nm；梯度洗脱，流动相为 A 相水（含

0.2%醋酸和 20 mmol/L 醋酸铵），B 相乙腈，流动相

梯度为 0～10 min，B 相 15%～24%；10～25 min，
B 相 24%～30%；25～30 min，B 相 30%～30%。 

质谱条件：正离子检测模式，ESI 喷雾电压为

3 500 V，鞘气（N2）体积流量 9.0 L/min，毛细管温

度 350 ℃，毛细管电压 40 V，扫描范围 m/z 200～
600。 
1.2.6  黄连抑菌活性整合图谱建立  按以上 HPLC
条件进样分析，每次进样体积 20 μL；以 1 min 为单

位收集 HPLC 洗脱流分作为一个检测样品。用 ATP
生物发光检测法检测每个样品的抑菌活性，计算各

样品抑菌活性相对于总抑菌活性的贡献率，作各组

分抑菌贡献率的折线图。 
2  结果 
2.1  ATP 标准曲线 

以 ATP 浓度对数值为横坐标，发光强度对数值

为纵坐标，绘制 ATP 标准曲线。结果表明 ATP 浓

度在 5×10−9～5×10−13 mol/mL 时，ATP 浓度的对

数值与生物发光值的对数值之间具有较好的线性关
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系，回归方程为 Y＝0.058X＋1.642，r＝0.991。 
2.2  ATP 生物发光检测法的优化 

根据 L9 (34) 正交试验结果得出 ATP 生物发光

检测法检测大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的最适条

件。对于大肠杆菌，4 个因素的影响大小依次为孵

育时间＞菌液浓度＞ATP 提取时间＞苯扎溴铵体积

分数。最佳的实验条件为：菌液浓度 1.5×105 
cfu/mL，孵育时间 6 h，苯扎溴铵体积分数 0.05%，

ATP 提取时间 3 min。对于金黄色葡萄球菌，4 个因

素的影响大小依次为孵育时间＞ATP 提取时间＞苯

扎溴铵体积分数＞菌液浓度。最佳的实验条件为：

菌液浓度 1.5×107 cfu/mL，孵育时间 4 h，苯扎溴

铵体积分数 0.05%，ATP 提取时间 1 min。 
2.3  抑菌活性检测方法的比较 

以微量稀释法和 ATP 生物发光检测法检测黄

连素抑制大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌活性，

结果见表 2。 

表 2  两种抑菌检测方法检测黄连素的抑菌活性 
Table 2  Antimicrobial activity of berberine detected 

by two antibacterial detection methods 

对大肠杆菌抑制率/% 对金葡菌抑制率/% 
质量浓度/ 

(μg·mL−1) 
微量 

稀释法 

ATP 生物 

发光检测法 

微量 

稀释法 

ATP 生物 

发光检测法

4 8.76 16.57 5.73 26.16 

8 23.82 30.37 13.65 39.66 

16 45.01 52.54 24.33 59.86 

32 89.75 93.95 48.48 83.84 

64 90.29 99.11 73.91 96.56 

128 90.49 99.53 90.13 99.04 
 

对两种结果进行相关性分析，结果表明，微量

稀释法和 ATP 生物发光检测法分别测得黄连素对

大肠杆菌的抑制率线性关系良好，回归方程为 Y＝
1.000 X＋7.285，r＝0.998。微量稀释法和 ATP 生物

发光法分别测得黄连素对金黄色葡萄球菌的抑制率

线性关系良好，回归方程为 Y＝0.857 X＋30.92，r＝
0.957。 

ATP 生物发光检测法测得的抑制率结果普遍高

于微量稀释法，t 检验结果表明差异有显著性（P＜
0.05），与文献相似[15]。经检测可知，能检测到吸光

度的最小菌液浓度为 1.5×107 cfu/mL，能检测到发

光强度值所需的最小菌液浓度为 1.5×106 cfu/mL，
ATP 生物发光检测法的灵敏度高于微量稀释法。且

ATP 生物发光检测法测量所需时间短，可快速获得结

果，故可将此法用于微量中药体外抑菌活性的检测。 
2.4  黄连抑菌活性谱效整合图谱的建立 

以时间为横坐标，抑菌活性贡献率为纵坐标，

作黄连 HPLC-抑菌活性整合图谱（图 1）。结果显示，

黄连 HPLC 图谱上主要特征峰 1、3、4、6—8 对应

的样品对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的抑菌作用相

似，主要特征峰 2 对应的样品对大肠杆菌的抑制作

用高于对金黄色葡萄球菌，主要特征峰 8 存在托尾

现象被分入两组样品中。同时未见明显色谱峰的洗

脱样品对整体抑菌活性具有较高贡献率，提示在实验

条件下该样品中可能存在微量高效抑菌活性物质，

或说明不同物质相互作用效果比单一成分要好很

多。对于该样品中的微量高效抑菌活性物质的进一

步分离提纯鉴定工作正在进行中。  

 
A-黄连供试品总离子流图；B-黄连供试品 HPLC 图谱；C-黄连各

组分对大肠杆菌的抑菌活性图谱；D-黄连各组分对金黄色葡萄球

菌的抑菌活性图谱 
A-TIC chromatogram of Coptidis Rhizoma sample; B-HPLC 
chromatograms of Coptidis Rhizoma sample; C-inhibition fingerprint 
of each componen（ts of Coptidis Rhizoma on Escherichia coli; 
D-inhibition fingerprint of each component in Coptidis Rhizoma on 
Staphlococcus aureus 

图 1  黄连抑菌谱效整合图谱 
Fig. 1  Spectrum-effect integrated fingerprint of antibacterial 

activity in Coptidis Rhizoma 
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通过 LC-MS 技术，对黄连供试品 HPLC 图谱

中各特征峰进行鉴定。根据黄连样品的总离子流色

谱图给出的碎片信息与相关文献[14, 16]对照，对指纹

图谱中的特征峰进行归属指认，结果见表 3。研究

表明谱效结合的研究方法，可直观显示中药的化学

和活性相关信息，对中药中微量高效活性成分发现

及药效物质基础研究具有一定的指导意义，也为中

药抑菌活性谱效关系研究提供了方法。 

表 3  HPLC-DAD-MS 指纹图谱特征峰归属 
Table 3  Attachment of fingerprint characteristic peaks by HPLC-DAD-MS 

峰号 保留时间/min [M + H]+ MS2碎片离子 化合物名称 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

7.94 
15.39 
19.51 
19.98 
20.38 
20.98 
25.93 
27.07 

342 
322 
338 
336 
338 
320 
352 
336 

297，265，237，219 
307，279 

323，322，294，279 
320，292 

323，322，294 
292，262 

336，308，294 
320，292，278 

木兰花碱 
格陵兰黄连碱 

药根碱 
表小檗碱 
非洲防已碱 
黄连碱 
巴马汀 
小檗碱 

 
3  讨论 

ATP 是细胞内重要的能源物质，ATP 生物发光

法是利用 ATP 与荧光素-荧光素酶发生反应，产生

光子，用化学发光仪检测并转换成发光值，从而表

征 ATP 的数量[17]。当细胞死后体内的 ATP 会快速

分解，不会对活体微生物检测产生影响[18-19]。与常

用的体外抑菌活性实验方法扩散法、稀释法和比色

法等相比[20]，ATP 生物发光检测法灵敏度高，操作

方便、可自动化，在短时间内能够得到活性测量结

果。将ATP生物发光抑菌检测与HPLC分析相结合，

建立中药抑菌活性与化学指纹整合图谱，可直观显

示药材中不同成分或组分对总体抑菌活性的贡献

率。在对黄连抑菌活性整合图谱研究中，发现 HPLC
分析的 11～12 min 洗脱样品对样品整体抑菌活性

具有较大的贡献率，但在检测条件下未见明显色谱

峰，提示黄连中可能存在高效微量抑菌活性成分。 
在研究过程中也发现，虽然 HPLC 分析每分钟

洗脱样品即可进行基于 ATP 生物发光抑菌活性检

测，但确保在无菌状态下快速获得样品存在困难，

在本文研究中采用了目前谱效相关研究常用的多次

HPLC 分析富集、除菌并稀释制备抑菌检测样品的

方法[21]，今后如能制备与 HPLC 分析配套使用的洗

脱组分无菌收集及挥干溶剂装置，对中药谱效相关

研究将会有积极的推动作用。 
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