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中药体外抑菌研究的方法学进展 

马建凤，刘华钢，朱  丹 
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摘  要  目前利用我国中医药宝藏进行抗菌作用的研究已经取得了一定的成果，中药因其作用独特日益受到关注。体外研究

是新药开发的第一步，抑菌试验方法应进行标准化，使其更为方便和灵敏，为准确评价药物作用提供重要依据。回

顾了近年来研究中药提取物体外抑菌作用的试验方法。 
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我国中药历史悠久，功效显著，许多研究资料

表明，中药在体内外有不同程度的抑菌作用，并且

较抗生素不易产生耐药性。另外中药具有毒副作用

小，取材方便，经济实惠的优点，因此研究和开发

中药抗菌药具有重大意义。中药药敏试验方法和抗

生素药敏试验一样，有扩散法、稀释法和比色法等，

但中药提取物一般都是混合物，颗粒较粗，成分复

杂，有的成分不溶或难溶于水而易溶于有机溶剂，

或对光和热不稳定。由于中药的特殊性，对试验方

法的选择和操作有着更高的要求。 

1  扩散法 

利用药物在琼脂中扩散使其周围的细菌生长受

到抑制而形成抑菌圈，根据抑菌圈大小判定细菌对

药物的敏感性。主要包括 K-B 法，杯碟法和平皿打

孔法。结果受多种因素影响，如培养基的质量、pH、

琼脂的厚度、药物扩散力、接种菌量、孵育温度和

时间等。优越性也很多，如方法简单易行、价格便

宜、药物选择性灵活、结果判断易被接受。 

K-B 法即纸片琼脂扩散法，是体外药敏试验的

经典方法之一，可用于多种微生物的体外药物敏感

检测，有利于大量标本的处理。药物吸取琼脂中的

水分溶解后不断向纸片周围区域扩散形成递减的梯

度浓度。纸片周围抑菌浓度范围内检测菌的生长被

抑制，形成透明的抑菌圈。含药纸片的制备：选用

吸水力强而质地均匀的滤纸，用打孔机制成直径

6 mm 圆片。高压灭菌烘干后，用逐片定量加样或浸

泡的方法使每片含药液 10～20 μL，置真空干燥器

内抽干或 37 ℃孵箱 2～3 h 烘干。 

杯碟法又称小杯法或平皿法
[1]
，由牛津大学

Abraham 首创。小杯内的药物在接种有细菌的平皿

培养基中扩散，使杯子周围产生一个抑制细菌生长

的抑菌圈，其大小与药物作用大小成正比。内径

90 mm 的平板，注入高压灭菌后水浴平衡至 50℃的

水解酪蛋白琼脂（MHA）20 mL 作为底层并使其凝固，

另取适量培养基，加入适量的菌悬液混匀，每皿 5 mL

作为菌层。在供试菌的双层琼脂平板上，按间隔一

致的距离置小钢管即牛津小杯，定量加入药液。 

平皿打孔法
[1,2]

，又称挖孔法或打洞法，吸取菌

液，加入 50 ℃的培养基，混匀后倒入 90 mm 平板，

或按管碟法倒好双层平板，凝固后用无菌打孔器在

琼脂平板上打直径 6 mm 的孔 6 只，以无菌针头挑出

孔内琼脂。滴少量熔化琼脂培养基于小孔中封底，

以防药液从皿底流走。向孔内定量加入药液，37 ℃

培养 16～18 h 后观察抑菌圈大小，求出平均值。 

TTC 快速纸片扩散法，细菌的琥珀酸脱氢酶在

其繁殖过程中活力增强，能使无色的氯化三苯四氮

唑（TTC）还原为红色的三苯甲瓒，细菌的繁殖被药

物抑制时，琥珀酸脱氢酶的活力下降，不能使 TTC

还原，则不现红色。内径 90 mm 的平板内分别加入

0.5 mL 5 g/L 的 TTC 和浓度为 10
9
 CFU/mL 的待测

菌液和 50℃的 25 mL MHA，混匀，凝固后贴上含药

纸片，37℃培养 1～3 h 即可得出结果。本法对肺炎

球菌、链球菌等，在培养基加 10％无菌血清后出现

结果，但培养时间需延长至 7～8 h，不能达到快速
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检测的目的。 

抑菌或杀菌作用的观察：从平板透明抑菌圈中

挑取一小块琼脂进行液体培养 16 h 后，再涂平板，

于37℃培养 24 h，观察各平板上菌落的生长情况
[3]
。 

刘春云等
[1]
采用纸片法、杯碟法和打孔法研究

了凤丹丹皮酚的体外抗菌作用，并对 3 种方法进行

了比较：K-B 法所得抑菌圈较规则，易测量，纸片

的质量、含药量和保存方式等对结果都有影响；杯

碟法操作需非常小心，否则易造成牛津杯在琼脂平

板表面滑动，药物向菌层中渗透扩散不均匀，得到

的抑菌圈不规则；打孔法和杯碟法相比，省去了数

量较多的牛津杯，且所得抑菌圈规则清晰。路俊仙

等
[4]
用 K-B 纸片扩散法观察了不同产地黄芩 100％

浸出液的体外抑菌活性的差别。戴文君等
[5]
采用杯

碟法对见血封喉内生真菌进行 3 种人体病原菌的抑

菌活性试验，结果内生真菌 J6 对 MRSA 有明显的抑

制作用。研究
[6]
表明 TTC 快速纸片扩散法由于抑菌

环呈圆形无色，细菌生长部分为鲜红色至紫红色，

对比强烈，结果极易观察和判断。TTC 法和 K-B 法

药物敏感度基本一致，选用标准菌株时抑菌圈也没

有显著差异，因此结果可靠。李先斌等
[7]
发现采用

半固体更利于细菌活动和获取营养，为细菌快速生

长扩散提供了条件，药物在半固体上扩散速度也更

快，还可节省 40％～50％ 的培养基。 

2  稀释法 

稀释法是将药物倍比稀释，形成一系列的药物

稀释浓度，再往其中加入一定量的菌液，完全抑制

细菌生长的最低浓度即为该药的 MIC。 

琼脂稀释法，根据实验设计，将不同浓度的药

物分别加入 50℃ MHA 中，充分混匀倾倒于灭菌平

皿，琼脂厚度约 4 mm。通常按 1∶9 比例配制药物

琼脂平板，根据需要来选择药物浓度范围。以多点

接种器或定量移液器吸取备好菌液（1～2 μL）接

种于琼脂表面，形成直径为 5～8 mm 的菌斑，每个

菌斑含菌数为 10
4
 CFU，以抑制细菌生长的最低药

物浓度为 MIC。无细菌生长的平板，37 ℃培养箱中

续培养 18 h，以不出现菌落的平板内药物的最小浓

度为最小杀菌浓度（MBC）。 

常量肉汤稀释法，取无菌试管（13 mm×100 mm）

12 支，每管加入水解酪蛋白肉汤（MHB）2 mL，在

第 1 管加入药物 2 mL 混匀，连续倍比稀释至第 11

管，并从第 11 管中吸取 2 mL 弃去，第 12 管为不含

药物的生长对照。在每管内加入制备好的接种物各

100 μL，使每管最终菌液浓度约为 5×10
5
 CFU/mL。

在读取 MIC 前，检查生长对照管的细菌生长情况是

否良好，同时检查接种物的传代培养情况以确定其

是否污染，肉眼观察药物最低浓度管无细菌生长者，

即为受试菌的 MIC。白雪等
[8]
采用肉汤稀释法测量

水杨梅和冰团花的不同提取物对 6种实验菌的抑菌

活性。 

微量稀释法
[9]
，将不同浓度的药物溶液分别加

到灭菌的 96 孔聚苯乙烯板中，第 1至第 11 孔加药

液，每孔 10 μL，第 12 孔不加药作为生长对照，

向每孔中加稀释好的菌悬液100μL，密封后置37℃

孵育 16～20 h 判断结果。黑色背景光源下与生长对

照孔中细菌的生长特性如肉汤混浊、孔底出现沉淀

等比较判断，完全抑制细菌生长的最低药物浓度为

MIC。若各浓度均有细菌生长，该药为抑菌作用。 

未见细菌生长的培养物各吸取0.1 mL涂布于琼

脂平板，继续培养，菌落数小于 5个的最低样品浓

度即为该样品的最低杀菌浓度
[10]

。 

一般说来，用连续稀释法测出的药物抗菌效力

比用扩散法要大些，可能与中药成分在琼脂中的渗

透性有关。由于中药提取物都是悬液，药物在固体

培养基上扩散受到限制，结果易受到影响。研究
[11]

表明琼脂稀释法的优点是可在一个平板上同时作多

株菌 MIC 测定，结果可靠，易发现污染菌。缺点是

制备含药琼脂平板费时费力，中药浓度不好控制。

通常对革兰阴性杆菌而言，微量肉汤稀释法测得的

MIC 与常量肉汤稀释法测得的结果相同或低一个稀

释度（1 孔或 2 倍）。但这两种检测方法的影响因素

很多，如培养基的成分和 pH 值、接种菌浓度、孵育

时间和温度、终点判读的误差等。 

3  改良液体稀释法 

中草药为天然药物，其抗菌作用较同等浓度的

纯化学制品为弱，在用量上较抗生素为多，且中药

浸出液本身具有浓度和色度。稀释法由于在观察结

果时需要观察浓度及管底或孔底的细菌沉积，结果

较难判定，常需借助其他手段来判断终点。 

赵晓丹
[12]

等借助比色法测定醋蒜提取物的抑

菌活性，即除实验组外，另取一稀释系列，不接种

任何菌作为空白对照。将培养后的培养物与空白对

照，用分光光度计进行比色测定，以相同浓度下二

者浊度完全相同为准，即培养基中完全没有菌生长
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的最低浓度为 MIC。 

显色法，根据细菌可以氧化还原指示剂，产生

肉眼可见的颜色变化来判断结果。噻唑蓝（MTT）和

氯化三苯四氮唑（TTC） 都是四唑盐，细菌能将含

有偶氮基的四唑盐还原成甲瓒，把 MTT 还原成蓝紫

色甲瓒，把 TTC 还原成红色甲瓒。Alamar blue 则

是一种新开发的染料
[13]

，在国内尚未被广泛采用，

与 MTT 相比，Alamar blue 的水溶性好，对细胞无

损伤，在培养液中性质稳定，不易自发地产生氧化

还原反应。孵育结束 3 h 前加入指示剂，继续孵育，

记录颜色变化。MTT：MIC 的定义是阻止颜色从黄色

变为紫色的最低药物浓度。TTC：MIC 的定义是阻止

颜色变红的最低药物浓度。Alamar blue：MIC 定义

为阻止颜色从蓝色变为粉红色的最低药物浓度。 

在培养基中加入 1.0％葡萄糖和 1.6％溴甲酚

紫指示剂
[14]

，或用葡萄糖酚红肉汤 （即肉汤中含

1.0％葡萄糖，0.002％酚红）代替普通肉汤。细菌

利用培养基中的葡萄糖发酵产酸遇溴钾酚紫使培养

基的紫色褪去，使酚红指示剂由红色变成黄色。此

法必须调节药液的 pH 近中性，加入的碱液和某些细

菌如绿脓杆菌在生长代谢过程中产生的碱性物质，

能中和细菌自身分解葡萄糖时所产生的酸。作用强

的中药在稀释到很低浓度时仍可抑制大部分的细菌

生长，仅有少量细菌存在，其在数量上达不到发酵

葡萄糖后出现可见现象的目的。某些中药液自身颜

色就是黄色或者颜色较深，浓度高的药液管仍为药

液颜色或稍有变化。 

4  菌落计数法 

帕提古丽·马合木提等
[15]

测定西伯利亚花楸枝

条提取物抑菌作用，将不同浓度的药物与菌液混合

并作用一定时间后，与生长对照在 MH 培养基上倒平

皿，35℃培养 24 h，观察细菌生长情况，分别数菌

落数，按下列公式计算抑菌率： 

抑菌率（％）＝（对照皿菌落数－试验皿菌落数）×

100％／对照皿菌落数 

也可先通过菌落计数和测定吸光度，作出吸光

度—菌数标准曲线。以样品液所测得的吸光度，从

标准曲线中查出对应的菌数。通过添加中药和不加

中药的菌液浓度的变化即可得到该样品液的抑菌效

果
[16]

，用抑菌率表示如下： 

抑菌率（％）＝（对照菌浓度－含药菌浓度）×

100％／对照菌浓度 

5  MTT 比色法 

噻唑蓝（MTT）分析法首先被 Mosmann 于 1983

年用于哺乳动物细胞生长存活的测定。其原理

是：MTT（四甲基偶氮唑盐）分子结构中的四氮唑

环可在活细胞线粒体的琥珀酸脱氢酶的催化下断

裂，形成难溶性的蓝紫色结晶物甲瓒（fomazan），沉

积于细胞内或细胞周围，在一定细胞浓度范围内，

其生成量与活细胞数量及细胞活性状态呈正比关

系。用异丙醇或二甲亚砜（DMSO）等有机溶剂溶解

甲瓒，该溶液在 570 nm
[17]

波长下的吸光度（A）值

可间接反应活细胞数量。抑制率＝（1-测定孔 A

值／阳性对照孔 A 值）×100％，以开始出现微混的

孔（即阳性对照孔被抑制达 80％以上的孔）的药物

质量浓度作为其 MIC。 

Stevens 等
[18]

报道用 MTT 比色法测定吞噬细

胞的杀菌活性，其应用于检测细菌活性，较之传统

的平板计数法更快、更灵敏、更低廉。研究
[19]

表明，

MTT 比色法可很好的反映细菌的数量和生长存活状

况，而且细菌还原 MTT 速度较快，一般加入 MTT 后

30 min 可出现清晰的蓝色，比哺乳动物细胞快（一

般 4～6 h）；以 2 倍以上体积的 DMSO 能完全溶解甲

瓒颗粒，可避免离心等步骤，这对于实际工作中进

行快速和大量样本的检测，十分方便。肖晶等
[20]

对

MTT 法进行改进，使其适用于抗铜绿假单胞菌药物

的高通量药物筛选，结果显示 MTT 比色法可以用来

评价天然产物与合成化合物的抗菌活性。与常规

MIC 药敏测定方法（常量稀释法）比较，结果一致。 

其使用的前提在于建立待测菌种的直接数据与

菌体浓度之间的回归关系或标准曲线；使用的关键

在于待测菌液的浓度必须调整到适用范围之内。不

同细菌其脱氢酶的的量和活性不同，实验条件如温

度、反应时间、MTT 浓度等也不同。另外，MTT 极易

被氧化，易受实验条件中混入的各种氧化剂的干扰。 

6  营养物质消耗法 

细菌的生长与繁殖离不开营养物质，通过测定

细菌生长过程中营养物质的消耗来判读结果。 

利用细菌被抗菌药物抑制时，其摄取营养成分，

如葡萄糖的能力下降，培养基中剩余的葡萄糖浓度

高的原理制备测试组和对照组，对照组细菌生长摄

取葡萄糖多，培养基中剩余的葡萄糖浓度低。通过

比较各药物浓度组的葡萄糖的量，求得 MIC 值。以

葡萄糖氧化酶法准确测定葡萄糖消耗量
[21,22]

，或用
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3，5-二硝基水杨酸比色定糖法定量剩余葡萄糖，该

法具有较高的准确性和重复性。 

蛋白质也是一类非常重要的营养物质。细菌通

过摄取环境中蛋白质来构建子代细胞骨架及重要细

胞器。蛋白质的量占细菌干重的 70％，培养基中蛋

白质的量是一定的，随着细菌的消耗，培养环境中

蛋白质的量会逐渐减少。因此，可以通过测定蛋白

质的量变化来判读结果。采用凯氏定氮法测定蛋白

质的量，能够满足快速试验的要求，却比较繁琐。

也可用考马斯亮蓝 G250 染色法
[23]

。 

6  结浯 

体外试验结果能为新药研究及开发提供有价值

的信息，且简便、快速、经济、重复性好。传统的

中药抑菌实验方法存在许多问题，应对培养基使用，

菌液制备，接种量等进行规范化。另外，体外试验

并没有考虑到一种细菌对一种抗菌药在体内的动力

学和复杂的生物学，由于中药成分复杂多样，目前

对其抑菌机制的探讨研究还比较少，研究手段也较

局限。因此应加强对药效物质基础，药动学及作用

机制的研究，这样才有利于全面了解和阐明中药的

抑菌作用。 
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