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　　摘要：为了解黄连、金银花、艾叶、鱼腥草和五倍子５种中药对猪源致病性大肠杆菌的抑菌效果以及对庆大霉素耐
药性的消除情况，采用试管二倍稀释法测定５种中药的最小抑菌浓度，通过影印培养法筛选出耐药性消除菌落并计算
其消除率。结果表明，除鱼腥草外，黄连、金银花、艾叶、五倍子表现出明显的抑菌效果，亚抑菌浓度的黄连、金银花、艾

叶、五倍子作用２４ｈ后对致病性大肠杆菌庆大霉素耐药性的消除率分别为５．３４％、２．６７％、１０．０１％、１２．５３％；作用
４８ｈ后其消除率分别为７．２７％、３．４７％、１０．９３％、１３．６８％。黄连、金银花、艾叶和五倍子能消除致病性大肠杆菌对庆
大霉素的耐药性。
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　　致病性大肠杆菌是兽医临床感染中最常见的病原菌之
一，每年因其引起的疾病给养殖业造成了巨大的经济损失。

为防治疾病，许多养殖场广泛且不规范地使用抗菌药物，导致

细菌的耐药问题越来越严重，最后不得不通过加大用药剂量、

增加药物种类来治疗大肠杆菌病，从而陷入“应用抗菌药物

→耐药→加大剂量和种类→高度耐药和多重耐药→治疗无效
和残留增加”的恶性循环，最终危及养殖业发展和人类健康。

因此，如何解决细菌耐药性的问题成为人们关注的焦点，我

国中药资源丰富，已有研究证实许多中药具有抗菌作用，且

可以降低或消除细菌耐药性［１－２］。因此，本试验研究黄连、

金银花等５种常见中药的抑菌效果以及对致病性大肠杆菌
耐药性的消除，旨在筛选出对耐药致病性大肠杆菌具有强

抑菌作用的中药，为中草药在临床上治疗由耐药性致病菌

引起的传染性疾病和进一步进行中药逆转细菌耐药性研究

提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验药物及试剂
黄连、金银花、鱼腥草、艾叶、五倍子，购于西安海佳生物

科技有限公司。卡那霉素（ＫＡＮ）、庆大霉素（ＧＥＮ）、氧氟沙
星（ＯＦＬ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、头孢唑林（ＣＥＦ）、四环素（ＴＥＴ）、
地美环素（ＤＭＣＴ）、磺胺嘧啶（ＳＤ），购于大连美仑生物技术
有限公司。ＭＨ琼脂、伊红美兰琼脂和 ＬＢ培养基，均购于上
海博微生物科技有限公司；氯化钠（ＮａＣｌ），分析纯，购于南汇

彭德公社营房化工厂；十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ），分析纯，购于
广东顺德化学生物研究所。

１．２　试验菌株
采样于贵州省规模养猪场共５株，且经鉴定的致病性大

肠杆菌ＥＣ１、ＥＣ２、ＥＣ３、ＥＣ４、ＥＣ５，由贵州大学药理实验室提
供。它们对卡那霉素、庆大霉素、氧氟沙星、环丙沙星、头孢唑

林、四环素、地美环素、磺胺嘧啶８种抗菌药物的 ＭＩＣ值见表
１。大肠杆菌质控菌株ＡＴＣＣ２５９２２，购于中国兽药监察所。
１．３　中药药液的制备

将黄连、金银花、鱼腥草、艾叶、五倍子５种中药按刘玉庆
等的方法［３］煎煮提取后浓缩药液，使各药液中生药含量均为

１ｇ／ｍＬ，１１０℃灭菌２０ｍｉｎ，于４℃冰箱保存备用。
１．４　中药提取液对致病性大肠杆菌ＭＩＣ值的测定

采用改良的肉汤二倍稀释法［４－５］测定各中药药液对受试

菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。取１１个灭菌离心管并编号，每管
先加入无菌ＬＢ肉汤培养基２．０ｍＬ，然后于第１个离心管加
中药提取液２．０ｍＬ，混匀后取出２．０ｍＬ放入第２个离心管
中，依次类推作倍比稀释，直至第９个离心管取出２．０ｍＬ弃
去，第１０个离心管不加中药作为无药物空白对照，第１１管不
加药物和菌液做空白对照。取１００μＬ受试菌稀释液（菌液浓
度为１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ）分别加至 １～１０号离心管内，置于
３７℃ 恒温培养箱中培养２４ｈ，然后用无菌棉拭子分别蘸取
各管内少量肉汤，涂布在ＬＢ固体培养基平板上，３７℃再培养
１８～２４ｈ。以平板上无细菌生长的最低药物浓度为该种中药
对该菌株的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。
１．５　耐药性的消除试验

分别制备含中药的浓度为１／２ＭＩＣ的ＬＢ肉汤，再分别加
入稀释好的菌液，３７℃恒温培养２４、４８ｈ，同设不加药物的空
白组和ＳＤＳ对照组；然后再转种分离于 ＬＢ固体培养基平板
上，３７℃恒温培养待长出单个菌落后，随机挑取３００个菌落，
按照影印培养法［６－７］用无菌牙签分别对应点种含庆大霉素的

ＭＨ琼脂平板及不含药物的ＭＨ琼脂平板上，３７℃培养１８～
２４ｈ。
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１．６　耐药性消除子的筛选与鉴定
挑取在含庆大霉素平板上不生长且在不含药物的平板上

生长的菌落，在ＬＢ固体培养基上传代后，再接种于含庆大霉
素平板上进行检测证实，即为消除子。根据耐药性消除菌落

数与检测菌落总数之比，计算大肠杆菌耐药性消除率［８］。

２　结果与分析

２．１　耐药性的测定结果
在质控菌株ＡＴＣＣ２５９２２对临床常用的８种抗菌药物均

敏感的情况下，５株致病性大肠杆菌不仅对 ＧＥＮ耐药，还对
ＫＡＮ、ＴＥＴ、ＣＥＦ、ＣＩＰ、ＯＦＬ、ＤＭＣＴ、ＳＤ都呈不同程度的耐药，
致病性大肠杆菌的耐药情况比较严重。

表１　８种抗菌药物对致病性大肠杆菌的ＭＩＣ值

抗菌

药物

ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ）
ＡＴＣＣ２５９２２ ＥＣ１ ＥＣ２ ＥＣ３ ＥＣ４ ＥＣ５

ＧＥＮ ＜１ ６４ １２８ １２８ ６４ ２５６
ＫＡＮ ＜１ １２８ ２５６ ２５６ １２８ １２８
ＣＩＰ ＜０．２５ ６４ ６４ ６４ ３２ ３２
ＯＦＬ ＜０．５ ３２ ６４ ３２ １６ ６４
ＤＭ
ＣＴ ＜１ ３２ ６４ ６４ ３２ ６４
ＴＥＴ ＜１ １２８ １２８ ２５６ １２８ ２５６
ＳＤ ＜４ １０２４≥２０４８ ≥２０４８ ≥２０４８１０２４
ＣＥＦ ＜１ ２５６ ≥５１２ ２５６ ２５６ ２５６

２．２　中药对大肠杆菌最小抑菌浓度ＭＩＣ值的测定结果
由表２可知，５种中药提取液中五倍子提取液对大肠杆

菌的抑菌效果最好，艾叶、黄连、金银花都表现出一定的抑菌

效果，而在可配制的最高浓度下，鱼腥草没有表现出抑菌作

用，５种中药对５株致病性大肠杆菌的抑菌效果不同。

表２　５种中药提取液对致病性大肠杆菌的ＭＩＣ值

药物
ＭＩＣ值（ｍｇ／ｍＬ）

ＥＣ１ ＥＣ２ ＥＣ３ ＥＣ４ ＥＣ５
黄连 ５００ １２５ ２５０ ５００ ２５０
金银花 ５００ ５００ ５００ ２５０ ５００
艾叶 ２５０ ２５０ ２５０ ２５０ １２５
鱼腥草 ≥５００ ≥５００ ≥５００ ≥５００ ≥５００
五倍子 ７．８１ １５．６２ ７．８１ １５．６２ ７．８１

２．３　耐药性消除结果
由表３可知，５种中药中五倍子对菌株耐药性的平均消

除率最高，作用２４ｈ后，平均消除率为１２．５３％，其最高消除
率可达２２．３３％；其他中药的消除率依次是艾叶１０．０１％、黄
连５．３４％、金银花２．６７％；五倍子作用４８ｈ后其平均消除率
为１３．６８％，最高消除率可达２４．４１％，其他中药的消除率依
次是艾叶１０．９３％、黄连７．２７％、金银花３．４７％，４种中药对
致病性大肠杆菌庆大霉素耐药性的消除率均高于 ＳＤＳ对照
组；未经药物处理的空白对照耐药菌株的耐药性自发消除率

为０．００，说明细菌耐药性在短时间内自然丢失的概率极低。

３　讨论

细菌的耐药性问题越来越受关注，本试验选取的５株致
病性大肠杆菌对临床常用的８种抗菌药物全部耐药，这与兽
医临床大量不合理使用药物密切相关。我国中药资源丰富、

表３　中药作用２４、４８ｈ后致病性大肠杆菌对庆大霉素耐药性的消除率

药物
消除时

间（ｈ）
消除率（％）

ＥＣ１ ＥＣ２ ＥＣ３ ＥＣ４ ＥＣ５ 平均

黄连 ２４ １．００ １１．３３ ７．３６ １．３３ ５．６７ ５．３４
４８ ３．３３ １１．６７ ９．６７ ４．３３ ７．３３ ７．２７

金银花 ２４ １．３３ ２．６７ ２．３３ １．６７ ５．３３ ２．６７
４８ ２．３３ ３．６７ ２．６７ １．６７ ７．００ ３．４７

艾叶 ２４ １４．０５ ４．３３ ８．６７ １６．３３ ６．６７ １０．０１
４８ １５．６７ ５．００ ８．６７ １８．３３ ７．００ １０．９３

五倍子 ２４ ２２．３３ １１．６７ ９．３３ ３．６７ １５．６７ １２．５３
４８ ２４．４１ １１．６７ １０．３３ ５．３３ １６．６７ １３．６８

ＳＤＳ ２４ １．６７ ４．６７ ０．６７ ２．００ ３．６７ ２．５４
４８ ２．００ ５．００ ０．６７ ２．６７ ４．００ ２．８７

空白对照 ２４ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００
４８ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００

品种繁多、安全可靠，许多中草药不仅有益气健脾、解毒清热

等功效，还可抑制和杀灭细菌。本试验选用的黄连是清热燥

湿类中药，金银花、鱼腥草属于清热解毒药，艾叶是温经止血

类中药，五倍子是敛肺涩肠类中药。本试验中，除鱼腥草外，

其余４种中药均有较好的抑菌作用。对致病性大肠杆菌中药
最小抑菌浓度的测定结果表明，黄连、金银花、艾叶和五倍子

抑菌效果明显，但是不同中药对同１株细菌的最小抑菌浓度
不同，抑菌效果也不同，这可能与中药含有的有效成分不同有

关。五倍子、艾叶和黄连对临床大肠杆菌抑菌效果较强，这与

黄玲等所报道的结果［９］一致；金银花在体外对致病性大肠杆

菌有抑菌作用与陈希文等的报道［１０］一致，却与刘荣欣等的报

道结果［１１］不同；鱼腥草在所配制的５００ｍｇ／ｍＬ浓度下无抑菌
作用，这与杜银忠所报道的结果［１２］一致。目前关于中药体外

抑菌作用的研究报道较多，但报道结果之间有差异，产生这种

差异可能与中药的产地、采收季节、提取方法和试验用的菌株

等不同有关。

耐药性消除试验结果显示，五倍子、艾叶、黄连对临床致

病性大肠杆菌耐药性具有较高的消除率，金银花的消除率相

对较低，但均高于ＳＤＳ对照组。不同的中药对致病性大肠杆
菌耐药性的消除率有很大的差异，五倍子作用４８ｈ后的平均
消除率为１３．６８％，而金银花为３．４７％，这可能是因为不同的
中药含有不同的有效抑菌成分、各个中药成分具有不同的药

理作用的原因。同种中药对不同菌株耐药性消除率也不同，

具有较大的波动范围，黄连作用４８ｈ后对ＥＣ１耐药性的消除
率为３．３３％，对ＥＣ２却为１１．６７％，这可能是由于不同的耐药
菌株其对抗菌药物的耐药机制不同而引起的差异。对比中药

作用２４、４８ｈ致病性大肠杆菌耐药性消除率的差异可以看
出，作用时间直接影响着中药消除耐药性的效果，随着作用时

间的延长，其消除率均有所提高，这是由于中药作用机理比较

复杂，中药所含有的各种成分比较多，作用比较缓慢。阴性对

照组的大肠杆菌耐药性消除率为０．００％，表明耐药致病性大
肠杆菌其耐药性短时间内自然丢失的概率极低。许多中草药

具有抑菌或抗菌作用，而且不易产生耐药性，毒副作用小。因

此，筛选开发出抑菌效果好、耐药性消除率高的中草药，对于

控制细菌耐药性的传播与中药的开发利用都具有十分重要的

意义。但中药消除细菌耐药性的机制比较复杂，据目前报道

主要是通过消除耐药质粒、影响外排泵、影响细胞膜和细胞壁
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等，具体作用机制还有待进一步研究。
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不同冻结方式对高白鲑肌原纤维蛋白

理化特性和功能特性的影响

高泽磊，张　建
（石河子大学食品学院，新疆石河子８３２００３）

　　摘要：为了研究不同冻结方式对高白鲑肌原纤维蛋白理化特性和功能特性的影响，取高白鲑背部肌肉，一部分置
于普通冷柜－１８、－２４℃冻藏５周，另一部分利用液氮快速冷冻的方法置于 －１８、－２４℃温度下，利用 ＦｅＣｌ３／Ｈ２Ｏ２／

Ａｓｃ氧化系统模拟对高白鲑肌原纤维蛋白的氧化，每隔１周测定鱼肉理化指标及功能性指标的变化情况。结果表明：
高白鲑在４种温度条件下冻藏１～５周后，羰基含量和表面疏水性含量上升，总巯基含量和游离氨含量下降，氮溶性指
数降低，乳化性及乳化稳定性下降，起泡性降低，蛋白质发生不同程度的氧化。贮藏的温度越低，防止蛋白质氧化的效

果越好。利用液氮快速冷冻的方法有助于高白鲑的贮藏保鲜，提高鱼肉品质。可见，不同的冻结方式对高白鲑肌原纤

维蛋白理化特性和功能特性有显著影响，液氮快速冷冻的方法可有效提高鱼肉品质。
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　　高白鲑是一种高好氧性冷水鱼类，肉味鲜美，无肌间刺，
生长迅速，是新疆冷水鱼中的一大重要产业。目前低温冷冻

贮藏是高白鲑主要的保存方式之一，这种方式可以使原料中

酶的活性、脂肪和蛋白质的氧化速率、微生物的生长代谢等都

受到一定程度抑制。研究发现，冻肉品质的变化与冻藏条件

有密切关系。国内外关于冻藏对水产品品质的影响研究较

多，主要集中在不同冻藏条件下水产品的生化、功能特性以及

加工特性的变化规律［１－６］。通常情况下，肉类品质随着冻藏

时间的延长而逐渐劣变。冻藏过程中，组成肉的各种化学成

分之间会发生一系列复杂的物理、生物、化学变化，如蛋白质

聚集变性、脂肪氧化、腐败变质等。通常在相同温度下畜肉冻

藏的时间较长，禽肉和水产品的冻藏时间则相对较短，因为禽

肉和水产品中易被氧化的不饱和脂肪酸含量相对较多［７－１１］。

但由于高白鲑肉质鲜嫩，极易受蛋白质氧化的影响，因此普通

的低温贮藏会造成鱼肉品质的下降。

液氮是将空气中的氮气液化，得到无色、无味、透明、微溶

于水的液体，化学性质稳定，而且无毒、无刺激性。美国最先

将液氮应用于速冻食品，目前已广泛应用于虾、银鱼、蟹及鲍

鱼等水产品的速冻［１２－１５］。研究表明，液氮速冻处理的水产品

可以保持较高的鲜度、味道和色度，而且可以杀死部分细菌，

达到较高的卫生要求［１６－１８］。因此，本试验利用液氮快速冷冻

的方法，通过测定肌原纤维蛋白理化特性和功能特性来考察

高白鲑肌肉蛋白氧化的情况，以期为高白鲑的贮藏保鲜提供

依据。

—９２１—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１１期


