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核桃青皮提取液在腹泻小鼠体内的抑菌效果

韩晓云，刘　鹏，王　震，范学红
（商洛职业技术学院，陕西商洛７２６０００）

　　摘要：分析了核桃青皮乙醇提取液对致病性大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７在小鼠体内的抑菌作用，以及对其他肠道微生物
生长繁殖的影响，为研究开发新型抗感染药物提供临床依据。用９５％乙醇回流提取核桃青皮获得灌胃治疗液，通过
对ＫＭ小鼠用大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７灌胃７ｄ使其发生腹泻感染，并用核桃青皮乙醇提取液灌胃治疗腹泻小鼠７ｄ，观察
治疗情况。期间隔天采集小鼠粪便分析小鼠肠道微生物的变化情况。结果表明，与正常小鼠相比，感染大肠杆菌

Ｏ１５７∶Ｈ７的小鼠粪便中致病性大肠杆菌、肠杆菌等条件致病菌数量显著增加（Ｐ＜０．０５），乳酸菌和双歧杆菌等益生
菌显著减少（Ｐ＜０．０５）。核桃青皮乙醇提取液灌胃治疗后，其粪便中的条件致病菌数量（大肠杆菌、肠杆菌）则显著降
低（Ｐ＜０．０５），而乳酸菌和双歧杆菌两类益生菌数量变化不显著（Ｐ＞０．０５）。研究结果显示核桃青皮乙醇提取液可较
好地抑制小鼠肠道内致病菌大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７的生长繁殖，对治疗感染大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７的腹泻小鼠有一定的作
用，但其同样对肠道内乳酸菌、双歧杆菌的生长繁殖显示了抑制作用。

　　关键词：核桃青皮乙醇提取物；大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７；肠道微生物
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　　抗生素的应用解决了很多医学难题，但是正是由于抗生
素较好的抑菌效果，使得抗生素被广泛滥用，从而引发了一系

列问题，如耐药菌的产生。耐药菌的产生给人类公共卫生及

健康造成了巨大的威胁。当前我国抗生素滥用问题尤为严

重，每年抗生素总用量约占世界的一半，这使得我国病菌耐药

现象也异常广泛。其中大肠杆菌的耐药问题不容忽视，其耐

药率在临床中呈上升趋势［１］，且多重耐药检出率也较高，给

临床治疗带来很大困难［２］。

研究表明，核桃青皮提取物在体外具有较好的抑菌效

果［３－５］，但关于其体内抑菌效果试验研究甚少。为减少抗生

素的使用及减缓耐药菌株的产生，本试验首次研究核桃青皮

乙醇提取物对致病性大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７腹泻模型小鼠的体
内抑菌效果，为开发新型抗感染药物提供依据。
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１　试验材料与方法

１．１　材料与仪器
大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７购自中国普通微生物菌种保藏管理

中心；大肠杆菌选择性培养基（麦康凯琼脂）、乳酸菌选择性

培养基（ＭＲＳ琼脂）、肠杆菌选择性培养基（ＶＲＢＤＡ）及双歧
杆菌选择性培养基（ＴＰＹ）均购自青岛海博生物技术有限公
司。ＫＭ小鼠购自陕西省医学实验动物中心，保持饲养环境
温度２５℃左右，标准小鼠饲料喂养，自由饮水。

ＰＹＸ－ＤＨＳ－５０Ｘ６５－ＢＳ隔水式电热恒温培养箱（上海
跃进医疗器械有限公司）；ＺＨＣＨ－Ｃ１１０６Ｂ超净工作台（上海
智城分析仪器制造有限公司）；ＹＫＨ－Ｉ型液体快速混合器
（江西医疗器械厂）；ＹＸ２８０型手提式不锈钢压力蒸汽灭菌器
（上海三申医疗器械有限公司）；ＪＡ２００３电子天平（上海衡际
科学仪器有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　动物试验设计　随机选取无特定病原体（ＳＰＦ级）昆
明（ＫＭ）小鼠６０只随机分为３组，即Ⅰ组、Ⅱ组、Ⅲ组，每组
２０只。Ⅱ组、Ⅲ组连续７ｄ中午灌胃大肠杆菌菌液，灌胃体积
为１０ｍＬ／ｋｇ（菌悬液／小鼠体质量）［６］；空白对照组灌胃等体
积生理盐水。灌胃７ｄ后，第８天开始治疗，Ⅲ组每天灌胃核
桃青皮乙醇提取物，Ⅱ组用生理盐水作对照，持续时间为７ｄ。
试验设计方案见表１。

表１　小鼠灌胃试验设计

组别 动物数
灌胃液

造模过程：１～７ｄ ８～１４ｄ
Ⅰ组 ２０ 无菌生理盐水 无菌生理盐水　　　
Ⅱ组 ２０ 大肠杆菌　　 无菌生理盐水　　　
Ⅲ组 ２０ 大肠杆菌　　 核桃青皮乙醇提取物

１．２．２　灌胃液制备
１．２．２．１　大肠杆菌灌胃液的制备　先将大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７
标准菌株进行增菌培养，并绘制菌株的生长曲线图确定其群

体生长的稳定期，取稳定期（１６ｈ）的大肠杆菌菌液５０００ｍＬ，
在４℃条件下，离心１０ｍｉｎ后收集菌体，无菌生理盐水清洗３
次后称质量，向菌体中加入一定体积的无菌生理盐水，调整菌

浓度为１０８ＣＦＵ／ｍＬ，４℃储存待用。
１．２．２．２　核桃青皮乙醇提取物治疗液的制备　手工剥下新
鲜核桃青皮［７］，采用冷冻干燥法进行处理［８］。冷冻条件：压

力为１０Ｐａ，温度为－４５℃，含水率为３．２８％。待样品充分干
燥后，进行粉碎并过０．４２５ｍｍ筛网。称取冷冻干燥的样品
粉末１０．００ｇ，加入２００ｍＬ９５％乙醇溶液，６５℃下回流提取
２ｈ，将提取物进行过滤后再浓缩，再将浓缩液用水定容至
１０００ｍＬ，相当于生药含量为１０ｍｇ／ｍＬ，作为试验母液。取
母液１０ｍＬ，用蒸馏水稀释至生药含量为１ｍｇ／ｍＬ，用于抑菌
试验。

１．２．３　灌胃后小鼠的表象观测　在对小鼠进行试验过程中，
每天观察记录３组小鼠的身体状况（包括小鼠精神状态、进
食状况、外观毛发、粪便形态），用以评价小鼠的表象特征。

１．２．４　小鼠肠道菌群的检测
１．２．４．１　粪便采集　每天０９：００用逼迫法采粪便，轻轻挤尾

巴根部直肠末端，待排粪便后收集于无菌管中；粪便混悬液制

备：将采集到的粪便进行称量，再加入相应体积的无菌生理盐

水，在混悬仪上充分混合，制成粪便混悬液；粪便混悬液稀释：

将混悬液进行１０倍梯度稀释，每个稀释做３个平行。
１．２．４．２　检测指标及方法　大肠杆菌计数。采用涂布平板
法，将１０－４、１０－５、１０－６、１０－７、１０－８梯度粪便稀释液１ｍＬ均匀
涂布于麦康凯琼脂３７℃培养１０ｈ，对平板中的显金属光泽的
紫色菌落进行计数［９］，计算出１ｇ粪便中的菌含量（ＣＦＵ／ｇ），
结果以活菌数常用对数值表示［１０］。

肠杆菌计数。采用涂布平板法，将 １０－４、１０－５、１０－６、
１０－７、１０－８梯度粪便稀释液１ｍＬ均匀涂布于营养琼脂３７℃
培养１０ｈ，对显红色且有胆盐沉淀环的菌落计数，计算出１ｇ
粪便中的菌含量（ＣＦＵ／ｇ），结果以活菌数常用对数值表示。

乳酸菌计数。采用涂布平板法，将 １０－６、１０－７、１０－８、
１０－９、１０－１０梯度粪便稀释液１ｍＬ均匀涂布于 ＭＲＳ琼脂厌氧
环境下３７℃培养１０ｈ，对平板菌落进行计数，计算出１ｇ粪
便中的菌含量（ＣＦＵ／ｇ），结果以活菌数常用对数值表示。

双歧杆菌计数。采用涂布平板法，将 １０－５、１０－６、１０－７、
１０－８、１０－９梯度粪便稀释液１ｍＬ均匀涂布于ＴＰＹ琼脂厌氧环
境下３７℃培养１０ｈ，对平板菌落进行计数，计算出１ｇ粪便
中的菌含量（ＣＦＵ／ｇ），结果以活菌数常用对数值表示。

２　结果与分析

２．１　核桃青皮乙醇提取物对感染大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７小鼠
表象的影响

在灌胃期间，每天观察试验小鼠的表象特征。试验前３ｄ
各组小鼠变化不大，但是在试验第４天，Ⅱ组和Ⅲ组小鼠出现
精神状态不佳及少量腹泻现象，且其毛发光泽度较Ⅰ组小鼠
明显暗淡，进食量也显著减少，此类表象说明小鼠已经发生病

变，造模成功。在试验第８天开始，Ⅲ组小鼠在灌胃核桃青皮
乙醇提取物后，病症较Ⅱ组有所减轻，进食量也有所增加。这
说明核桃青皮乙醇提取物对治疗感染大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７的
小鼠有一定的抑菌疗效。

２．２　核桃青皮乙醇提取物对感染大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７小鼠
肠道微生物数量的影响

２．２．１　核桃青皮乙醇提取物对感染大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７小
鼠肠道大肠杆菌数量的影响　从图１中可以看出，Ⅰ组小鼠
体内大肠杆菌数量在试验期间波动不大，而Ⅱ组与Ⅲ组出现
了明显的变化。在灌胃第３天后，Ⅱ组与Ⅲ组的小鼠肠道内
的大肠杆菌数量开始增多，并在灌胃７ｄ后，出现了升高约３
个数量级的差异。这可能是由于大肠杆菌作为生物肠道内的

条件致病菌，虽在机体正常情况下，对人体无害，但是当机体

菌群失调后，它们会随即转为有害菌开始对机体造成威胁，使

机体出现肠胃生理功能紊乱的症状。另在开始进行核桃青皮

乙醇提取物灌胃治疗后，Ⅲ组小鼠肠道内大肠杆菌数量开始
减少，并在治疗后第４天数量大幅下降，达到了Ⅰ组的正常水
平，与Ⅱ组小鼠肠内状况有显著差异（Ｐ＜０．０５）。此结果说
明核桃青皮乙醇提取物对肠道内致病性大肠杆菌有一定的抑

制或杀灭作用。

２．２．２　核桃青皮乙醇提取物对感染大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７小
鼠肠杆菌数量的影响　从图２中可以看出，Ⅰ组小鼠体内肠
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杆菌数量相对较低，且在试验期间一直维持在同一水平，而Ⅱ
组与Ⅲ组均出现了明显的变化。在灌胃后第２天Ⅱ组与Ⅲ组
的小鼠肠道内的肠杆菌数量开始增多，之后每天肠杆菌检出

数量都在增多，并在灌胃７ｄ后达到最高，升高了约４个数量
级。这主要是由于肠杆菌中如变形杆菌等大多属于条件致病

菌，当机体由于进入大量致病菌大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７时，小鼠
肠道内条件致病菌由正常菌群变成致病菌，一方面通过营养

竞争，另一方面通过释放胺等物质发挥生物拮抗作用，最终使

得益生菌数量大大减少。在开始药物治疗后，Ⅲ组小鼠肠道
内肠杆菌数量于试验第９天开始下降，并在药物灌胃第１５天
达到Ⅰ组的正常水平，与未进行治疗的Ⅱ组小鼠肠道状况形
成了显著差异（Ｐ＜０．０５）。此结果说明核桃青皮乙醇提取物
对肠道内肠杆菌有一定的抑制或杀灭作用。

２．２．３　核桃青皮乙醇提取物对感染大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７小

鼠肠道乳酸菌的影响　从图３中可以看出，Ⅰ组小鼠体内乳
酸菌数量相对较高，且在试验期间波动不大，而Ⅱ组与Ⅲ组同
样出现了明显的变化。在灌胃后第２天Ⅱ组与Ⅲ组的小鼠肠
道内的乳酸菌数量开始减少，之后每天检出数量都在减少，并

在灌胃７ｄ后乳酸菌减少了２个数量级。这也主要是由于致
病性大肠杆菌的增多导致了肠道内环境的微生态平衡遭到破

坏，使得乳酸菌等益生菌的生长繁殖因为营养竞争等关系受

到抑制。图３显示，在进行核桃青皮乙醇提取物进行灌胃后
Ⅱ组与Ⅲ组的小鼠肠道内乳酸菌的数量也没有恢复如初，与
Ⅰ组的小鼠肠道乳酸菌状况有显著差异（Ｐ＜０．０５）。这可能
是由于核桃青皮乙醇提取物对肠道菌群有广谱抑菌效果，在

抑制致病菌、条件致病菌的过程中，对肠道益生菌也起了抑制

作用。

２．２．４　核桃青皮乙醇提取物对感染大肠杆菌 Ｏ１５７∶Ｈ７小
鼠肠道双歧杆菌的影响　由图４可知，Ⅰ组小鼠肠道内双歧
杆菌数量相对稳定，与Ⅰ相比，Ⅱ与Ⅲ组在对小鼠进行大肠杆

菌Ｏ１５７∶Ｈ７灌胃期间，小鼠肠道内双歧杆菌数量在逐渐下
降，且灌胃时间越长，数量减少得越多，这主要是由于大肠杆

菌灌胃后，短时间大肠杆菌数量急剧增多，破坏了小鼠肠道
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内的微环境，取代了肠道内最初优势菌，成为最新优势菌，并

通过营养竞争抑制了双歧杆菌的生长繁殖。进行核桃青皮乙

醇提取物药物治疗后，双歧杆菌数量也未能明显增加，这可能

是由于核桃青皮乙醇提取物具有广谱抑菌作用，对双歧杆菌

的生长繁殖也发挥了抑制作用导致的结果。

３　结论与讨论

吕海宁等研究发现核桃青皮对大肠杆菌和枯草芽孢杆菌

具有显著的抑菌活性［１１］，张卫星等研究表明核桃青皮提取物

具有抗菌和抗氧化活性［１２－１３］，丁存宝等研究发现，核桃青皮

烘干粉末９５％乙醇萃取液对白色葡萄球菌、伤寒杆菌具有一
定的抑菌作用［１４］。唐春丽等研究发现核桃青皮提取物具有

很强的抗菌和抗真菌效果［１５－１６］。本试验首先对小鼠进行大

肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７灌胃造模，在造模第４天试验小鼠出现病
症，说明造模成功。随后用核桃青皮乙醇提取物进行灌胃治

疗，小鼠病症减轻。试验期间对小鼠肠道内大肠杆菌、肠杆菌

等条件致病菌的数量进行计数，结果表明在进行大肠杆菌

Ｏ１５７∶Ｈ７灌胃期间，条件致病菌数量呈上升趋势，且上升明
显，但在进行核桃青皮乙醇提取液灌胃治疗后，条件致病菌数

量开始下降，且在灌胃７ｄ后回到初始水平，与Ⅰ组小鼠无差
异。小鼠临床病症及体内条件致病菌数量的检测结果都说明

该提取物对治疗大肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７感染引起的腹泻有一定
的疗效，这与前人的体外试验有抑菌作用的结果相一致。但

是核桃青皮提取物治疗腹泻的机制是否是由单一的抑菌效果

所导致的，又或者通过刺激肠道黏膜增强黏膜相关免疫的屏

障作用来协同抑菌的，还须要做深入研究。

乳酸菌、双歧杆菌等属于生物肠道中益生菌，他们的存在

可以增强肠道黏膜免疫屏障作用，调节免疫系统，预防和治疗

肠道感染。须要注意的是，试验期间对小鼠肠道内乳酸菌、双

歧杆菌等益生菌的数量进行计数，结果表明在进行大肠杆菌

Ｏ１５７∶Ｈ７灌胃期间，乳酸菌、双歧杆菌等益生菌数量呈下升
趋势，且下降明显，且在进行核桃青皮乙醇提取液灌胃治疗

后，益生菌数量下降趋势得到一定的改善，但在灌胃治疗７ｄ
后，益生菌数量亦没有显著提升，与Ⅰ组小鼠体内益生菌熟练
形成显著差异，这说明该提取物具有广谱抗菌作用，在抑制大

肠杆菌Ｏ１５７∶Ｈ７生长繁殖的同时，对肠道内益生菌也发挥
了抑制作用。因此核桃青皮乙醇提取液在以后用作新兴医疗

抗感染药物时要考虑联合使用益生菌产品，来帮助病人的肠

道微生态环境尽快恢复平衡［１７］。

参考文献：

［１］李　耘，吕　媛，薛　峰，等．卫生部全国细菌耐药监测网
（Ｍｏｈｎａｒｉｎ）２０１１—２０１２年革兰阴性菌耐药监测报告［Ｊ］．中国临
床药理学杂志，２０１４，３０（３）：２６０－２７７．

［２］高海涛，韩俊丽，关道明．大肠杆菌耐药现状的严峻性［Ｊ］．生命
科学，２０１７，２９（５）：５１４－５２０．

［３］吴　莹，包晓玮，陈　勇，等．核桃青皮提取物抗氧化及抑菌活性
的研究［Ｊ］．兽牧兽医学报，２０１７，４８（６）：１１１８－１１２７．

［４］龚斌荣，刘华英，司　杰．核桃青果皮系统溶剂提取物抑菌作用
研究［Ｊ］．天津农业科学，２０１２，１８（２）：４６－４８．

［５］张卫星，何开泽，蒲　蔷．核桃青皮提取物的抗菌和抗氧化活性
［Ｊ］．应用与环境生物学报，２０１４，２０（１）：８７－９２．

［６］ＹａｎｇＨ，ＬｉｕＳ，ＩｂｒａｈｉｍＳＡ，ｅｔａｌ．Ｏｒａｌａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｖｅ
Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｓｕｂｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｅｎｔｅｎａｒｉａｎｓ
ｅｎｈａｎｃｅｄｉｍｍｕｎｅｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎＢＡＬＢ／ｃｍｉｃｅ［Ｊ］．Ｎｕｔｒｉｔｉｏｎｒｅｓｅａｒｃｈ，
２００９，２９（４）：２８１－２８９．

［７］魏　芳，陈庆敏，傅茂润，等．脱皮方式对核桃青皮成分和功能活
性的影响［Ｊ］．食品科技，２０１８，４３（１２）：４４－４７．

［８］张立华，李　妍，张　沛，等．干燥方式对核桃青皮胡桃醌含量与
抑菌性能的影响［Ｊ］．食品工业科技，２０１７，１０（３８）：１４１－１４５．

［９］王友湘，陈庆森．瑞士乳杆菌对小鼠肠道微生物区系的影响［Ｊ］．
食品科学，２００８，２９（９）：５４２－５４６．

［１０］ＺｈａｎｇＬ，ＸｕＹＱ，ＬｉｕＨ Ｙ，ｅｔａｌ．ＥｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆＬａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ
ｒｈａｍｎｏｓｕｓＧＧ ｕｓｉｎｇａｎＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＫ８８ｍｏｄｅｌｏｆｐｉｇｌｅｔ
ｄｉａｒｒｈｏｅａ：ｅｆｆｅｃｔｓｏｎｄｉａｒｒｈｏｅａｉｎｃｉｄｅｎｃｅ，ｆａｅｃａｌｍｉｃｒｏｆｌｏｒａａｎｄ
ｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓ［Ｊ］．ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０，１４１（１／２）：
１４２－１４８．

［１１］吕海宁，张克诚，崔增杰，等．核桃青皮体外抑菌活性的研究
［Ｊ］．华西药学杂志，２０１１，２６（２）：１５０－１５２．

［１２］张卫星，何开泽，蒲　蔷．核桃青皮提取物的抗菌和抗氧化活性
［Ｊ］．应用与环境生物学报，２０１４，２０（１）：８７－９２．

［１３］郑渝川，黄仲华，黄伊嘉，等．３种核桃副产物多酚提取液的体外
抗氧化活性分析［Ｊ］．四川林业科技，２０１９，４０（１）：１５－１９．

［１４］丁存宝，李桂秋，刘海燕，等．核桃青皮次生物质的抑菌活性研
究［Ｊ］．食品科技，２０１３（６）：２２３－２２６．

［１５］唐春丽，杨　冰，方自扬，等．核桃青皮提取物的抑菌和协同抑
菌作用［Ｊ］．中国药师，２０１８，２１（４）：５７７－５８０．

［１６］尹向田，曲　静，张子文，等．核桃青皮抑菌剂对葡萄病原真菌
的抑制作用［Ｊ］．中国果菜，２０１８，３８（１０）：４４－４７．

［１７］袁　辉，聂国明，柯婕婕．鼠李糖乳杆菌预防儿童抗生素相关性
腹泻的研究进展［Ｊ］．华南国防医学杂志，２０１８，３２（１１）：８１４－
８１７．　

—５６１—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第２４期


