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50种中药甲醇提取物对嗜水气单胞菌的体外抑菌及抗生物膜活性的评价
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摘 要：目的 评价 50种中药甲醇提取物对嗜水气单胞菌的体外抑菌效果以及抗生物膜生成活性。方法 采取甲醇浸提的方

法制备中药甲醇提取物，计算提取率；利用多功能酶标仪检测 600 nm处的吸光度（A600）值测定各提取物（0.1、0.2、0.4、

0.8、1.6、3.2 mg·mL−1）作用 16 h对嗜水气单胞菌的抑菌率；结晶紫染色法结合多功能酶标仪测定各提取物的抗生物膜活性。

结果 苏木、白芍、侧柏叶等 32种中药甲醇提取物对嗜水气单胞菌抑菌效果明显，其中苏木甲醇提取物的抑菌效果最显著，

最大抑菌率达 95.56%，起效质量浓度为 0.1 mg·mL−1；石菖蒲、大青叶、广藿香等 20种中药甲醇提取物明显抑制嗜水气单

胞菌生物被膜的生成，其中白芍的最大抑制率达 96.78%。结论 夏枯草、野菊花、大青叶、赤芍、石菖蒲、地肤子、连翘、

苏木、肉桂、女贞子、白芍、甘草、肉豆蔻、鸡血藤、乌药、莪术、侧柏叶 17种中药对嗜水气单胞菌同时具有抑菌和抑制

生物膜生长活性。
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Abstract: Objective To evaluate the in vitro antibacterial and anti-biofilm activities of 50 kinds of tranditional Chiese medicine

(TCM) extracts against Aeromonas hydrophila. Methods The methanol extract was prepared by methanol extraction and the

extraction rate was calculated. Multifunctional enzyme marker was used to detect the absorbance (A600 nm) value at 600 nm to

determine the inhibitory rate of each extract (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2 mg·mL−1) against A. hydrophila for 16 h. The antibiofilm

activity of the extracts was determined by crystal violet staining and multifunctional enzyme marker. Results Totally 32 kinds of

TCM methanol extracts, including Caesalpinia sappan, Paeonia iactiflora and Platycladus orientalis and so on, showed obvious

bacteriostatic effect on A. hydrophila, among which Sappan Lignum showed the most significant bacteriostatic effect with the

maximum bacteriostatic rate of 95.56% and effective concentration of 0.1 mg·mL−1. The methanol extracts of 20 kinds of TCM, such

as Acorus tatarinowii, Isatis indigotica and Pogostemon cablin and so on, inhibited the biofilm formation of A. hydropaeoniae, and

the maximum inhibitory rate of Paeonia iactiflora was 96.78%. Conclusion 17 TCM have bothe antibacterial and anti-biofilm

activity, including Prunella vulgaris, Chrysanthemum indicum, Isatis indigotica, Paeonia iactiflora, Acorus tatarinowii, Kochia

scoparia, Forsythia suspensa, Caesalpinia sappan, Cinnamomum cassia, Ligustrum lucidum, Paeonia iactiflora, Glycyrrhiza
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uralensis, Myristica fragrans, Spatholobus suberectus, Lindera aggregata, Curcuma phaeocaulis, Platycladus orientalis.

Key words: traditional Chinese medicine; Aeromonas hydrophila; antibacterial in vitro; antimicrobial activity; anti-biofilm activity;

Caesalpinia sappan; Paeonia iactiflora

嗜水气单胞菌 Aeromonas hydrophila 是一种淡

水、兼性厌氧、化学有机异养的革兰阴性菌［1］，广泛

存在于自然界，如淡水、污水、土壤中，是气单胞菌

的模式菌种，同时也是一种人-兽-鱼共患的致病菌，

可以通过表达不同的毒力因子（如黏附素、细胞毒

素、溶血素、脂肪酶和蛋白酶等）感染宿主，产生疾

病［2］，可导致人类肠胃炎、败血症和坏死性筋膜炎等

常见的疾病［3-4］。该菌是鱼类细菌性疾病的主要致

病菌之一，为了抑制其在水产养殖中的感染，主要

采取抗生素疗法，例如土霉素（OTC）、磺胺二甲氧

嘧啶和奥美托普林等［5］。然而，由于抗生素的过度

使用，嗜水气单胞菌的耐药菌株正在迅速增加。此

外，嗜水气单胞菌形成的生物膜也限制了抗生素的

抗菌效果［6］，2016年，研究人员从水产养殖池塘和沉

积物中分离出的嗜水气单胞菌对哌拉西林、诺氟沙

星和头孢他啶均具有抗生素耐药性［7］；嗜水气单胞

菌的多重抗生素耐药指数和抗生素最低抑菌浓度

均较高［8］。

1986年起，由嗜水气单胞菌引起的食物中毒、

介水传染病、感染性腹泻、继发感染、败血症等频繁

发生，其致病作用已成为公共卫生关注的问题。临

床上嗜水气单胞菌主要引起肠内感染和肠外感染，

其主要致病物质溶血毒素和细胞毒素常引起腹泻

和感染，肠内感染主要引起胃肠炎；肠外感染包括

局部皮肤感染、败血症、胆囊炎、肺炎等，肺部损害

可出现发热、咳嗽、咳痰、胸痛等症状，若并发败血

症，则预后较严重［9］。扈会整等［10］从临床感染标本

中分离出的 50株嗜水气单胞菌，对氨苄西林全部耐

药、对氨苄西林/舒巴坦钠耐药率为 94%，对三、四代

头孢菌素耐药率达 40%，临床治疗嗜水气单胞菌引

起感染时，应慎用头孢菌素类药物，根据药敏结果

和耐药表型合理选用药物。

中药是我国的国粹之一，具有毒性低、耐药性

小、价格低廉、产量丰富等优点，由于现今抗生素耐

药性愈发严重，因此提取中药中的活性物质作为抗

生素的替代品是当前研究的热点。中药可以抑制

病原菌的代谢作用［11-12］、破坏菌体细胞膜与细胞

壁［13-14］，抑制细菌DNA、RNA以及蛋白质的合成［15］、

影响细菌群体感应［16］等。本实验通过选取 50余种

中草药，对嗜水气单胞菌ATCC 7966进行体外抑菌

以及抗生物膜实验，旨在筛选出对嗜水气单胞菌

ATCC 7966有抑菌以及抗生物膜活性的中药，为草

药作为水产养殖中抗生素的替代及临床应用提供

参考。

1 材料

1.1 中药

白附子、白茅根、白前、白芍、白鲜皮、板蓝根、

补骨脂、苍耳子、侧柏叶、柴胡、陈皮、赤芍、川乌、川

芎、大青叶、丹参、地肤子、莪术、附子、甘草、干姜、

瓜蒌、广藿香、鸡血藤、苦参、连翘、麦芽、牛蒡子、女

贞子、佩兰、蒲黄、羌活、青黛、青蒿、肉豆蔻、肉桂、

桑叶、桑白皮、山茱萸、石菖蒲、苏木、乌药、五味子、

夏枯草、香加皮、续断、野菊花、鱼腥草、益母草、

知母，共计 50 种，均源于漳州百草园，药材由漳

州卫生职业技术学院李珍副教授鉴定。鉴定结

果见表 1。

表1 50种中药的植物名称、提取部位和提取率

Table 1 Plant names，extraction sites and extraction rates of 50 kinds of TCM plants

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

莪术

大青叶

赤芍

广藿香

苍耳子

附子

陈皮

白前

补骨脂

丹参

石菖蒲

姜科植物蓬莪术Curcuma phaeocaulis Val.

十字花科植物菘蓝 Isatis indigotica For.

毛茛科植物芍药Paeonia iactiflora Pall.

唇形科植物广藿香Pogostemon cablin Benth.

菊科植物苍耳Xanthium sibiricum Patr.

毛茛科植物乌头Aconitum carmichaelii Debx.

芸香科植物橘Citri reticulata Blanco

萝藦科植物柳叶白前Cynanchum stauntonii（Decne.）Schltr. ex Lévl.

豆科植物补骨脂Psoralea corylifolia L.

唇形科植物丹参Salvia miltiorrhiza Bge.

天南星科植物石菖蒲Acorus tatarinowii Schott

茎

叶

根

地上部分

果实

根

外皮

茎

果实

根茎

茎

2

9

23

6

2

7

33

9

28

19

10

序号 中药名称 鉴定结果 提取部位 提取率/%
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

川芎

羌活

苦参

瓜蒌

川乌

青蒿

白鲜皮

佩兰

地肤子

柴胡

续断

连翘

麦芽

苏木

肉桂

青黛

板蓝根

女贞子

白芍

侧柏叶

蒲黄

白附子

干姜

甘草

白茅根

肉豆蔻

黄精

五味子

鸡血藤

知母

鱼腥草

香加皮

夏枯草

玄参

牛蒡子

野菊花

山茱萸

乌药

桑叶

伞形科植物川芎Ligusticum chuanxiong Hort.

伞形科植物羌活Notopterygium incisum Ting ex H. T. Chang

豆科植物苦参Sophora flavescens Alt.

葫芦科植物栝楼Trichosanthes kirilowii Maxim.

毛茛科植物乌头Aconitum carmichaelii Debx.

菊科植物青花蒿Artemisia annua L.

芸香科植物白鲜Dictamnus dasycarpus Turcz.

菊科植物佩兰Eupatorium fortune Turcz.

藜科植物地肤子Kochia scoparia（L.）Schrad.

伞形科植物柴胡Bupleurum Chinense DC.

川续断科植物川续断Dipsacus asper Wall. ex Henry

木樨科植物连翘Forsythia suspensa（Thunb.）Vahl

禾本科植物大麦Hordeurn vulgare L.

豆科植物苏木Caesalpinia sappan L.

樟科植物肉桂Cinnamomum cassia Presl

十字花科植物菘蓝 Isatis indigotica For.

十字花科植物菘蓝 Isatis indigotica For.

木樨科植物女贞Ligustrum lucidum Ait.

毛茛科植物芍药Paeonia iactiflora Pall.

柏科植物侧柏Platycladus orientalis（L.）Franco

香蒲科植物水烛香蒲Typha angustifolia L.

天南星科植物独角莲Typhonium giganteum Engl.

姜科植物姜Zingiber oj-jicinale Rosc.

豆科植物Glycyrrhiza uralensis Fisch.

禾本科植物白茅 Imperata cylindrica（L.）Beauv.

肉豆蔻科植物肉豆蔻Myristica fragrans Houtt.

百合科植物黄精Polygonatum sibiricum Delar. ex Redoute

木兰科植物五味子Schisandra chinensis（Turcz.）Baill.

豆科植物密花豆Spatholobus suberectus Dunn.

百合科植物知母Anemarrhena asphodeloides Bunge

三白草科植物蕺菜Houttuynia cordata Thunb.

萝藦科植物杠柳Periploca sepium Bge.

唇形科植物夏枯草Prunella vulgaris L.

玄参科植物玄参Scrophularia ningpoensis Hemsl.

菊科植物牛蒡Arctium lappa L.

菊科植物野菊Chrysanthemum indicum L.

山茱萸科植物山茱萸Cornus officinalis Sieb. et Zucc.

樟科植物乌药Lindera aggregata（Sims）Kosterm.

桑科植物桑叶Morus alba L.

茎

根茎

根

果实

根

地上部分

根皮

地上部分

果实

根

根

果实

果芽

木质部

树皮

茎叶

根

果实

根

叶

花粉

块茎

茎

根茎

茎

种子内核

茎

果实

茎

茎

地上部分

根皮

穗

根

果实

花

果肉

根

叶

28

29

17

23

8

9

13

14

16

25

39

37

7

33

9

3

10

23

2

11

19

0.2

6

20

10

12

27

42

11

43

7

14

6

39

28

21

55

6

7

续表1

序号 中药名称 鉴定结果 提取部位 提取率/%

1.2 菌株

本实验所用嗜水气单胞菌 ATCC 7966 为本实

验室保存。

1.3 主要仪器

LABCOUCO-7810041 真空冷冻干燥机（照生

有限公司）；SPX-60BSH-Ⅱ生化培养箱（上海精宏实

验设备有限公司）；SW-CJ-1FD 型单人单面净化工

作台（苏州净化设备有限公司）；ZQZY-BST全温恒

温培养摇床（知楚仪器公司）；SpectraMax® i3多功能

酶标仪（Molecular Devices）；移液器、涡旋震荡

器等。

1.4 主要试剂

甲醇购自国药集团化学试剂有限公司；其

余化学试剂均为分析纯，均购自国药集团化学

试剂有限公司；LB 培养基胰蛋白胨 10 g·L−1、酵

母提取物 5 g·L−1、NaCl 10 g·L−1 ，购于广州赛国

生物科技有限公司；本研究在配制培养基时，

所用水为超纯水。
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2 方法

2.1 中药提取液制备

每种中药磨成粉末，称取 10 g后浸泡于 100 mL

甲醇溶液，放置于 30 ℃恒温摇床中 200 r·min−1 摇

72 h，滤纸滤过。滤过后使用冷冻干燥机抽干甲醇

溶液，称取浓缩后的固体质量，用甲醇重新复溶成

200 mg·mL−1的母液。通过浓缩后固体的质量/样本

总量计算提取率，结果如表 1所示，其中山茱萸、知

母、五味子等 8种中药活性物质的提取率超过 30%，

以山茱萸活性物质的提取率 55% 为最大值；甘草、

野菊花等 11种中药活性物质提取率大于 20%，其余

中药的活性物质提取率小于 20%，且白附子块茎活

性物质的提取率仅有0.2%。

2.2 中药抑菌实验

首先将嗜水气单胞菌培养过夜，取在超净工作

台已提前灭好菌的 24 孔板，每个孔加入 1 mL LB

培养基。按照每 3 个孔为 1 组重复，设置 0.1、0.2、

0.4、0.8、1.6、3.2 mg·mL−1 6 个质量浓度梯度的中药

活性物质，并且加入 1% 过夜菌。剩下的 3 个孔，1

个加入 1% 过夜菌作为对照，另外 2 个孔加入 1.6、

3.2 mg·mL−1的中药活性物质作为阴性对照，同时可

以排除中药颜色对吸光度（A）值测量的影响。

将加好样的 24孔板放置于 30 ℃培养箱中静置

培养 16 h，利用多功能酶标仪SpectraMax® i3测量每

个孔在 600 nm处的A600值，此外，将实验组含有 1.6、

3.2 mg·mL−1质量浓度的中药活性物质的数值减去

阴性对照的数值。数据导入统计学软件处理并进

行显著性差异分析。

2.3 中药抗生物被膜实验

将上一步测完A600的 24孔板的菌液倒出，用水

轻柔冲洗 3次直至完全清洗干净后吹干，每个孔加

入 250 µL 0.1%结晶紫溶液，置于室温染色 20 min后弃

去，用双蒸水轻柔冲洗后吹干；每孔加入 250 µL

95% 的乙醇溶液室温孵育 10 min，待与生物膜结

合的结晶紫完全溶解后混匀，用SpectraMax®i3多功

能酶标仪检测其 575 nm波长下的A575值，数据导入

统计学软件处理并进行显著性差异分析。

2.4 数据分析

利用抑菌实验、抗生物被膜实验得到的结果分

别计算抑制率（实验组 A 值/对照组 A 值）；采用 Z-

score归一化方法对获得的抑制率进行标准化处理，

计算公式见公式（1），并结合TBtools v1.09876版本

软件绘制热图进行可视化处理 ；将结果导入

GraphPad Prism Version 8.0.1版本软件，通过单因素

方差分析法（one-way ANOVA）进行显著性差异

分析。

x'＝（x－μ）/σ （1）

x'是标准化抑制率，x是抑制率，μ是数据集的平均值，σ是标

准差

3 结果

3.1 中药抑菌实验结果

抑菌实验结果表明，不同中药对嗜水气单胞菌

的抑菌效果不同。如图 1所示，当中药处理质量浓

度小于 0.2 mg·mL−1时，有且仅有苏木表现出明显的

抑菌效果；当质量浓度大于 0.2 mg·mL−1时，苏木、白

芍、侧柏叶、肉桂、青蒿等 32种中药对嗜水气单胞菌

均产生抑菌效果，其中苏木的抑菌效果最为明显，

抑菌率达 95.56%。选取苏木、白芍、侧柏叶、干姜、

肉桂、女贞子、青蒿、肉豆蔻、鸡血藤、白附子、乌药、

莪术 12种效果最为明显的中药抑制率绘制柱状图，

如图 2所示，与对照组比较，12种中药甲醇提取物质

图1 50种中药甲醇提取物对嗜水气单胞菌生长的抑制率

标准化结果

Fig. 1 Standardized results of inhibition rate of 50 kinds

of TCM methanol extracts on A. hydrophila growth
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量浓度为 1.6、3.2 mg·mL−1 时 A600 均显著下降（P＜

0.001），其中苏木甲醇提取物 0.1 mg·mL−1即差异显

著（P＜0.001）。

3.2 中药抗生物膜实验结果

如图 3所示，大青叶、苏木、肉桂、甘草、夏枯草

等 20种中药对嗜水气单胞菌生物被膜的生成有抑

制作用，其中白芍的效果最显著，最大抑制率达

96.78%。选择石菖蒲、白茅根、肉豆蔻、野菊花、桑

叶这 5种效果较为明显的中药，绘制出柱状图，如图

4所示，与对照组比较，5种中药甲醇提取物质量浓

度为 1.6、3.2 mg·mL−1 时 A575 均显著下降（P＜0.01、

0.001），白茅根、肉豆蔻和野菊花的抑制生物被膜生

成的质量浓度低至0.1 mg·mL−1。

综合中药提取物对嗜水气单胞菌生长以及生

物膜生成活性影响结果，发现选取的 50种中药中有

32 种具有抑菌活性，20 种具有抑制生物膜生长活

性，并且其中 17种同时具有抑菌和抑制生物膜生长

活性，见图5。

4 讨论

有研究报道，每年由于耐药细菌感染导致全球

约 70万人口死亡，而预计到 2050年，仅亚洲地区就

将有 470多万人死于耐药细菌的感染［17］。近年来嗜

水气单胞菌在临床的耐药性不断上升并呈现较严

重的多重耐药，正引起国内外广泛关注和重视。因

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.01 vs control group

图2 多种中药甲醇提取物对嗜水气单胞菌生物活性的影

响（x
—

±s，n=3）
Fig. 2 Effects of methanol extracts from various TCM on

biological activity of A. hydrophila (x
—

±s, n=3)

图3 50种中药甲醇提取物在不同浓度下对嗜水气单胞菌

生物被膜生成能力抑制率标准化结果

Fig. 3 Standardized results of inhibition rate of 50 kinds

of TCM methanol extracts on biofilm formation ability of

A. hydrophila at different concentrations
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此迫切需要高效的、天然的、不产生耐药性的中药

抑菌剂代替传统抗生素用于嗜水气单胞菌的防治。

此外，嗜水气单胞菌可导致鱼类的败血症、溃

疡、脓肿、腹水、出血等状况，死亡率很高［18］，对水产

行业造成巨大损失［19］。其耐药菌株的出现给水产

动物病原菌的防治带来棘手的难题，同时严重影响

水产动物源食品的质量安全，进而危害人类健康。

中草药因为经济、有效、不产生耐药性、可再生、环

保且对农民友好等优点，受到了研究人员的广泛关

注，此外，大量研究表明，草药作为水产养殖中抗生

素的替代具有巨大的抗菌潜力［20］。Yin等［21］发现中

药中的黄芪和灵芝可以有效降低嗜水气单胞菌对

鲤鱼的感染，Ardó等［22］也发现黄芪和金银花可以激

活罗非鱼的非特异性免疫，降低嗜水气单胞菌对其

的感染；宋春雨等［23-24］发现从苦地中提取的胆内酯

按照 0.8%、1.6%的剂量加入饲料饲养斑马鱼，能够

增强其抗嗜水气单胞菌致病性胞外产物的分泌，且

效果与 0.1%的恩诺沙星的效果相当；牛一国等［25］和

Sheikhlar 等［26］先后提出厚朴酚、黄藤素、飞扬草甲

醇提取物对嗜水气单胞菌抑菌效果良好；Dong等［27］

发现白藜芦醇可以抑制嗜水气单胞菌气溶素和生

物膜的生成。这些实验均表明中药在预防嗜水气

单胞菌方面前景较为广阔，且有效性较高，可以代

替抗生素成为一种新型抑菌方法。

本实验选取了 50种之前未在嗜水气单胞菌中

报道过的中药提取物，进行了抑菌以及抗生物膜活

性的实验，发现了苏木、白芍、侧柏叶等 32种具有较

为明显的抑菌活性的中药，其中苏木的抑菌效果最

强，蒲荣等［28］探究了苏木的甲醇、氯仿和水提取物

对甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌（MRSA）抗菌活

性，结果显示苏木醇提取物具有较好的抗MRSA活

性；巴西苏木素抗菌活性强且无不良反应，为研发

新型抗 MRSA 药物奠定了基础。同时实验发现了

石菖蒲、白茅根、肉豆蔻等 20种具有较为明显的抑

生物被膜生成的中药，其中白芍的抗生物膜作用最

强，杨学安等［29］发现白芍总苷在体外具有抑制金黄

色葡萄球菌生物被膜形成的作用，并能通过破坏已

形成的生物被膜起到杀灭相应细菌的作用，为临床

辅助治疗耐药性感染，提供实验依据。实验结果发

现，莪术、大青叶、赤芍、石菖蒲、苏木、肉桂等 17种

中药同时具有抑菌活性和抑制生物膜生长活性，说

明大多数中草药同时具备抑菌和抗生物膜生成的

能力，但是具体的机制仍需要进一步的研究。许颖

等［30］发现苏木提取物可通过抑制粪肠球菌毒力因

与对照组比较：*P＜0.05 **P＜0.01 ***P＜0.001
*P < 0.05 **P < 0.01 ***P < 0.01 vs control group

图4 多种中药甲醇提取物对嗜水气单胞菌生物膜生成活性的影响（x
—

±s，n=3）

Fig. 4 Effect of selected methanolic extract of various TCM plants on biofilm formation of A. hydrophila (x
—
±s, n=3)

图5 中药对嗜水气单胞菌的抗菌、抗生物膜活性的韦恩图

Fig. 5 Venn diagram showed anti-bacterial and anti-bio‐

film activities of TCM plants against A. hydrophila
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子 cylA、efaA、gelE的表达而实现抑菌效果，这提示

苏木提取物有可能通过影响或者干扰某些毒力因

子的表达，从而抑制嗜水气单胞菌的生长。此外，

苏木同时具有良好的抑菌和抗生物膜生成的效果，

进一步提示苏木也可能通过抑制嗜水气单胞菌生

物被膜的形成，从而起到抑菌的作用。以上发现为

嗜水气单胞菌中药抑制剂的研究奠定一定的理论

基础。

本研究发现，莪术、大青叶、赤芍、石菖蒲、苏

木、肉桂等 17种中药甲醇提取物同时具有抑菌活性

和抑制生物膜生长活性，其中苏木的抑菌效果最

强，白芍的抗生物膜作用最强，为草药临床应用抗

嗜水气单胞菌及水产养殖中替代抗生素提供参考。

尽管关于药用植物在细菌性疾病感染中的应用研

究越来越多，但仍需要更多的研究来确定各种药用

植物对不同细菌的剂量、治疗持续时间和效果的确

切模式，以便使更多的潜在植物运用于抑制病原菌

的感染［31］。
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