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　　摘要：采集湿天麻，通过常压蒸煮、切片、烘干、粉碎、超声辅助水提醇沉、脱色等工艺处理，得到天麻粗多糖。利用
薄层平板琼脂糖孔穴扩散法定性测定天麻粗多糖抗菌活性，进而采用微量肉汤稀释法测定４０株菌株（包括标准株和
临床分离株）的最小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简称ＭＩＣ）。天麻多糖具有广谱抗菌活性，对Ｇ－的ＭＩＣ
范围为０．４６８７５～１５ｍｇ／ｍＬ，对Ｇ＋的ＭＩＣ范围０．９３７５～１２０ｍｇ／ｍＬ，对真菌的ＭＩＣ范围０．９３７５～３０ｍｇ／ｍＬ，其中对
嗜麦芽假单胞菌０９０２２３、黏质沙雷氏菌１３７９、产酸克伯杆菌３株菌的抑菌活性最好，ＭＩＣ为０．４６８７５ｍｇ／ｍＬ。汉中天
麻多糖粗提物对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和真菌具有一定的抗菌活性。
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　　天麻（ＧａｓｔｒｏｄｉａｅｌａｔａＢｌ．）别称赤箭、定风草、水洋芋等，
为兰科天麻属与密环菌特殊共生的多年生草本植物，属国家

三级保护物种，是一种名贵的中药材，药用部位为其块茎［１］，

其味甘、性平，具有息风止痉、平抑肝阳、祛风通络的功能，用

于治疗头痛眩晕、肢体麻木、小儿惊风、癫痫、抽搐、破伤风等

病症［２］，同时具有镇静、催眠、镇痛、增强免疫等作用［３－９］。天

麻中主要含有天麻素、天麻苷元、天麻多糖等多种成分［１０－１１］，

其中天麻多糖含量高达２５％［１２］。

多糖是由１０个以上的单糖通过糖苷键连接而成的一种

天然大分子化合物，其种类繁多，广泛存在于动物、植物、微生

物中，目前对植物多糖和微生物多糖的研究较多。大量研究

表明，多糖具有多种药理活性，如增强机体免疫力、抗肿瘤、抗

病毒、抗氧化、降血糖、抗辐射和抗衰老等作用［１３－１４］。通过中

国知网（ＣｈｉｎａＮａｔｉｏｎａｌＫｎｏｗｌｅｄｇｅＩｎｆｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，简称ＣＮＫＩ）和
美国国立生物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，简称ＮＣＢＩ）检索发现，目前关于天麻多糖的研究
主要集中在天麻多糖的提取工艺优化、天麻多糖的分离纯化、

分子组成分析及结构表征、天麻多糖的增强免疫作用、改善睡

眠等方面，未见有关天麻多糖的抗菌活性的研究报道。因此，

本试验以汉中天麻为研究对象，从天麻块茎中提取多糖并研

究抗菌活性，为其进一步开发研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试药材
鲜天麻，２０１６年１１月采集于陕西省汉中市略阳县。

１．２　供试菌株
选取的４０株菌株中革兰氏阴性菌（Ｇ－）２０株、革兰氏阳

性菌（Ｇ＋）１２株、真菌８株。４０株菌株中标准菌株库菌株２
株，临床分离致病菌３８株。菌株由大连理工大学生命科学院
于海宁教授、苏州大学药学院王义鹏副教授提供，具体见表１。
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表１　试验所用菌株

类别 菌株 类别 菌株

Ｇ－ 肺克杆菌０８Ｂ３４３ Ｇ＋ 金黄色葡萄球菌０９０２３１４
肺克杆菌１４００ 金黄色葡萄球菌０８０３２８１０
肺克杆菌１３７２ 金黄色葡萄球菌０８０３２７１２
大肠杆菌 金黄色葡萄球菌０８０３２７０６
肺克杆菌０８０４０７２４ 金黄色葡萄球菌

肺克杆菌０８０３１０１２ 奴卡氏菌

变形杆菌 类肠球菌

甲型副伤寒沙门氏菌 屎肠球菌

大肠杆菌 表皮葡球菌

大肠杆菌０８０４０７２６ 枯草芽孢杆菌

肺克杆菌１３６８ 蜡样芽孢杆菌

铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３ 粪肠球菌

铜绿假单胞菌０８０３１０１４ 真菌 白色念珠菌０８０３０１０２
大肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２ 白色念珠菌０８０３０８０９
奇异变形杆菌 光滑念珠菌０８Ａ８０２
不动杆菌２３７３ 灰团网黏菌

痢疾杆菌 白色念珠菌０８０３０４０１
嗜麦芽假单胞菌０９０２２３ 光滑念珠菌

黏质沙雷氏菌１３７９ 白色念珠菌０８０２２７１０
产酸克伯杆菌 新型隐球菌

　　注：肺克杆菌即肺炎克雷伯杆菌。下同。

１．３　主要试剂
酵母浸粉购自英国ＯＸＯＩＤ公司；葡萄糖标准品来自中国

食品药品检定研究院；蛋白胨购自索莱宝科技有限公司；双氧

水、９５％乙醇、无水乙醇、丙酮、乙醚、苯酚、硫酸均为国产分
析纯。

１．４　仪器与设备
台式离心机 Ｒｏｔｉｎａ４２０Ｒ购自德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ公司；酶标仪

购自美国伯腾仪器有限公司；紫外分光光度计４８０２Ｓ购自尤
尼柯上海仪器有限公司；旋转蒸发仪 ＲＶ１０购自德国 ＩＫＡ公
司；７２２Ｇ可见分光光度计购自上海仪电分析仪器有限公司；
真空恒温干燥箱购自上海实验仪器厂有限公司；冷冻干燥机

ＬＧＪ－１０Ｄ购自北京四环科学仪器厂有限公司；ＳＷ－ＣＪ－
２ＦＤ超净工作台购自苏净集团苏州安泰空气技术有限公司。
１．５　新鲜材料预处理

鲜天麻采收后当天洗净泥沙，常压蒸煮３０ｍｉｎ，冷却，切
片，１０５℃烘干，粉碎，过４０目筛得到天麻粉末［１５］。

１．６　天麻多糖提取
精确称取干天麻 ４０ｇ，以水作为提取液，按照液料比

４５ｍＬ∶１ｇ，在６６℃下超声提取３４ｍｉｎ，在４５００ｒ／ｍｉｎ下离
心 ２０ｍｉｎ，减压浓缩至 １／５，收集上清液用双氧水进行脱
色［１６］，以浓氨水（或氢氧化钠溶液）调节 ｐＨ值至８．０左右，
５０℃以下滴加双氧水至浅黄色，低温放置２ｈ。然后缓慢加
入５倍量的 ９５％乙醇，边加边搅拌后置于 ４℃冰箱沉淀
２４ｈ，离心过滤后取出沉淀物，并分别用乙醚、石油醚、无水乙
醇于４５００ｒ／ｍｉｎ离心６ｍｉｎ进行洗涤，转入真空干燥箱，在
４５℃、０．０８ｋＰａ下干燥［１７－１８］。

１．７　多糖含量测定
以葡萄糖为对照物，用苯酚 －硫酸法［１９］测定多糖含量，

以葡萄糖浓度为横坐标、吸光度为纵坐标，得线性回归方程

ｙ＝０．０６２６ｘ＋０．１１４６，ｒ２＝０．９９９１。

１．８　薄层琼脂糖孔穴扩散法
采用薄层琼脂糖孔穴扩散法［２０］定性测定天麻多糖抗菌

活性。将稀释后含２×１０５ＣＦＵ／ｍＬ的菌液均匀涂布于固体
ＬＢ培养基表面，将经过灭菌的直径为６ｍｍ的滤纸片置于培
养基表面，滴加６μＬ待测样品溶液，于３７℃培养１８～２０ｈ，
观察抑菌圈形成与否，有抑菌圈形成的表明有抑菌活性，抑菌

圈的大小可以衡量抑菌活性的强弱。各设３个重复，用十字
交叉法测量抑菌圈直径，取平均值。有抑菌圈的进一步采用

常量肉汤稀释法定量测定最小抑菌浓度。

抑菌效果判断标准：以抑菌圈直径 ＞２０ｍｍ为极敏
（＋＋＋＋），抑菌圈直径在１５～２０ｍｍ之间为高敏（＋＋＋），抑
菌圈直径在 １０～１４ｍｍ之间为中敏（＋＋），抑菌圈直
径＜１０ｍｍ为低敏（＋），８ｍｍ即无抑菌圈（－）［２１］。
１．９　微量肉汤稀释法

采用微量肉汤稀释法定量测定天麻多糖对各种菌株的最

小抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，简称 ＭＩＣ）。
ＭＩＣ测定采用 Ｗｉｅｇａｎｄ等建立的方法［２２－２４］并加以改进。将

细菌接种于ＬＢ固体培养基上，于３７℃培养箱中倒置培养。
待菌落长出后，用接种环挑取单菌落转接到 ＬＢ液体培养基
中，３７℃ 振荡培养至对数生长期，调整菌液浓度为 ２×
１０５ＣＦＵ／ｍＬ。在无菌环境下操作，在无菌９６孔板上第１孔
中加９０μＬＭＨ液体培养基，第２～１１孔中加入５０μＬＭＨ液
体培养基。第１孔中再加入待测样品１０μＬ，充分混匀后取
５０μＬ加入第２孔，依次倍比稀释，从第１０孔吸出５０μＬ弃
去，在第１１孔加５０μＬ菌液（不加样品）作为对照，在第１２孔
加５０μＬＭＨ肉汤。混匀后放置于３７℃ 、１５０ｒ／ｍｉｎ培养６～
８ｈ，于６００ｎｍ波长处测定吸光度。ＭＩＣ为能阻止５０％以上
细菌生长的最小抑菌浓度。用酶标仪在６００ｎｍ下对平板进
行扫描，提取物ＭＩＣ按照比对照孔（第１１孔）的浑浊程度低
５０％以上的最小质量浓度计算。
１．１０　数据统计分析

每组试验做 ３次重复，数据以平均值 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示。

２　结果与分析

２．１　提取及检测
湿天麻经过蒸煮、切片、干燥、粉碎、过４０目筛得到天麻

饮片。取４０ｇ天麻饮片制成干粉，经过超声辅助水提醇沉得
到１３．５ｇ天麻粗多糖，提取率为３３．７５％，天麻多糖含量测定
结果为１６．４％。
２．２　薄层平板琼脂糖孔穴扩散法定性测定

定性测定菌株共选取１０株，包括 Ｇ－、Ｇ＋、真菌，既有标
准菌株库菌株，也有临床致病菌。浓度１２０ｍｇ／ｍＬ的天麻提
取物对１０株菌株的抑菌圈结果见图１、表２。
　　由表２可知，薄层平板琼脂糖孔穴扩散法测定结果显示，
天麻多糖对 １０株菌均有抑制作用，其中对铜绿假单胞菌
ＡＴＣＣ２７８５３抑菌活性最好，抑菌圈直径达到了３６ｍｍ，对铜
绿假单胞菌０８０３１０１４的抑菌圈直径为２２ｍｍ，对以上２株菌
判定为极敏感；金黄色葡萄球菌 ０８０３２７０６、白色念珠菌
０８０２２７１０、大肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２、肺克杆菌０８０３１０１２、痢疾杆
菌表现为高敏；类肠球菌、白色念珠菌０８０３０４０１表现为中敏。
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表２　天麻多糖对各种菌株的抑菌圈直径

菌株 抑菌圈直径（ｍｍ） 敏感程度

铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３ ３６．０±１．０ ＋＋＋＋
铜绿假单胞菌０８０３１０１４ ２２．０±１．０ ＋＋＋＋
金黄色葡萄球菌０８０３２７０６ １８．０±１．０ ＋＋＋
白色念珠菌０８０２２７１０ １７．０±０．５ ＋＋＋
大肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２ １６．０±１．０ ＋＋＋
肺克杆菌０８０３１０１２ １５．０±１．０ ＋＋＋
痢疾杆菌 １５．０±１．０ ＋＋＋
表皮葡萄球菌 １５．０±１．０ ＋＋＋
类肠球菌 １３．０±０．５ ＋＋
白色念珠菌０８０３０４０１ １２．０±１．０ ＋＋

　　注：“＋＋＋＋”表示极敏；“＋＋＋”表示高敏；“＋＋”表示中敏；
“＋”表示低敏。

２．３　ＭＩＣ测定
利用二倍稀释法在９６孔板上将天麻多糖稀释１０个浓度

梯度，１０个浓度梯度分别为１２０、６０、３０、１５、７．５、３．７５、１．８７５、
０．９３７５、０．４６８７５、０．２３４３７５ｍｇ／ｍＬ。对２０株 Ｇ－菌、１２株
Ｇ＋菌、８株真菌共４０株菌株的ＭＩＣ进行了测定，结果见表３。
　　由表 ３可知，天麻多糖对 ２０株 Ｇ－菌的 ＭＩＣ范围为
０．４６８７５～１５ｍｇ／ｍＬ，对 １２株 Ｇ＋ 菌 的 ＭＩＣ范 围 为
０．９３７５～１２０ｍｇ／ｍＬ，对 ８株真菌的 ＭＩＣ测定范围为
０．９３７５～３０ｍｇ／ｍＬ。从结果看天麻多糖对 Ｇ－菌的抑菌活
性最好，其次为真菌，对革兰氏阳性菌的抑菌活性相对较弱。

其中天麻多糖对嗜麦芽假单胞菌 ０９０２２３、黏质沙雷氏菌
１３７９、产酸克伯杆菌３株革兰氏阴性菌的抑菌活性最好，ＭＩＣ
最低，为０４６８７５ｍｇ／ｍＬ。　

３　讨论

天麻是兰科天麻属多年生草本植物，根状茎肥厚，无绿

叶，蒴果倒卵状椭圆形。其根茎入药用以治疗头晕目眩、肢体

麻木、小儿惊风等症并且对一些细菌具有一定的抑制作

用［２５－２６］。从已有报道中可知，乌天麻挥发油对米曲霉、黄曲

霉、小麦纹枯病和茶轮斑病有一定的抑制作用［２７］。

本试验对选取的４０株菌（Ｇ－菌２０株、Ｇ＋菌１２株和８株
真菌）进行了抑菌活性研究。从试验结果可知，天麻多糖具

有广谱抑菌活性，无论是对革兰氏阳性菌，还是革兰氏阴性菌

或真菌都具有抑制作用并且抑制效果较为明显。对革兰氏阴

性菌、革兰氏阳性菌和真菌的 ＭＩＣ值范围分别为０．４６８７５～
１５ｍｇ／ｍＬ、０．９３７５～１２０ｍｇ／ｍＬ、０．９３７５～３０ｍｇ／ｍＬ，其中对
革兰氏阴性菌的抑菌效果更为明显，表现出很强的抑制效果，

对嗜麦芽假单胞菌０９０２２３、黏质沙雷氏菌１３７９、产酸克伯杆
菌的最小抑菌浓度更是低至 ０．４６８７５ｍｇ／ｍＬ。本研究结果
为天麻的进一步研究开发利用提供了一定的依据。
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表３　天麻多糖对各种菌株的最小抑菌浓度

类别 菌株
ＭＩＣ

（ｍｇ／ｍＬ） 类别 菌株
ＭＩＣ

（ｍｇ／ｍＬ）

Ｇ－ 肺克杆菌０８Ｂ３４３ １５ Ｇ＋ 金黄色葡萄球菌０９０２３１４ １２０
肺克杆菌１４００ １５ 屎肠球菌 １２０
肺克杆菌１３６８ １５ 金黄色葡萄球菌０８０３２８１０ ６０
大肠杆菌 ７．５ 金黄色葡萄球菌０８０３２７１２ ６０
肺克杆菌０８０４０７２４ ７．５ 金黄色葡萄球菌 ６０
肺克杆菌０８０３１０１２ ７．５ 奴卡氏菌 ６０
变形杆菌 ７．５ 类肠球菌 ６０
甲型副伤寒沙门氏菌 ７．５ 金黄色葡萄球菌０８０３２７０６ ３．７５
大肠杆菌 ３．７５ 表皮葡球菌 ３．７５
大肠杆菌０８０４０７２６ ３．７５ 枯草芽孢杆菌 ３．７５
肺克杆菌１３６８ ３．７５ 类肠球菌 ０．９３７５
铜绿假单胞菌０８０３１０１４ ３．７５ 蜡样芽孢 ０．９３７５
大肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２ ３．７５ 真菌 白色念珠菌０８０３０１０２ ３０
奇异变形杆菌 ３．７５ 白色念珠菌０８０３０８０９ ３０
不动杆菌２３７３ １．８７５ 光滑念珠菌０８Ａ８０２ ３０
痢疾杆菌 １．８７５ 灰团网黏菌 ３．７５
铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３ ０．９３７５ 白色念珠菌０８０３０４０１ ３．７５
嗜麦芽假单胞菌０９０２２３ ０．４６８７５ 光滑念珠菌 ３．７５
黏质沙雷氏菌１３７９ ０．４６８７５ 白色念珠菌０８０２２７１０ １．８７５
产酸克伯杆菌 ０．４６８７５ 新型隐球菌 ０．９３７５
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