
�
第 30 卷第 2 期

2011 年 3 月
� � � � � � �

食 品 与 生 物 技 术 学 报
Journal of Food Science and Biotechnology

� � � � � � �
Vol. 30� No. 2

M ar. � 2011

� 文章编号: 1673�1689( 2011) 02�0178�07

� � 收稿日期: 2010�04�02

� � 基金项目: 农业部重点实验室开放研究基金项目( BZ2009�24)。

作者简介: 卢春霞( 1978- ) ,女, 河南虞城人,食品营养与安全博士研究生。Email: shzlcx2002@ 163. com

* 通信作者: 王洪新( 1964- ) ,男, 江苏徐州人,工学博士, 教授, 博士研究生导师, 主要从事食品功能因子方面的

研究。Ema il: whx1964@ 126. com
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摘 � 要: 采用琼脂扩散法和二倍稀释法测定了植物提取物的抑菌活性, 用正交 t值法对复合组方

进行优化,并且采用 HPLC 法对组方进行有效成分分析。结果筛选出抑菌效果佳的植物提取物为

茶多酚、五倍子、大黄、黄芩、诃子。筛选出优化方的药味组成为茶多酚、五倍子、大黄 3种提取物,

最佳剂量配比为质量比 5�2 �1。本组方对嗜水气单胞菌的最小抑菌浓度 M IC 达到 78 �g/ mL。

本组方有效成分质量分数为:表没食子儿茶素没食子酸酯( EGCG) 12� 6%;表儿茶素( EC) 7� 57%;

表没食子儿茶素( EGC) 4� 26% ; 表儿茶素没食子酸酯( ECG) 4� 19% ; 儿茶素( 1� 03% ) ; 没食子酸

1� 18%。
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Abstract:T he object ive of this study is to choose a novel ant ibact ierial substance f rom Chinese

herbs to contro l bacter io sis o f f ishes, based on the result of the agar w el l diffusion method and

m inimal inhibito ry concentrat ion ( M IC ) . T he r esult show ed that the ex t racts f rom Tea

polypheno l, Galla Chinensis, Rhubarb, Scutellar ia and Terminalia chebula exhibited excellent

ant ibacterial activity. And the optimum formation of Tr aditional Chinese herbs is Tea

polypheno l, Galla Chinensis and Rhubarb at ratio 5: 2: 1 ( w / w / w ) , the minimum inhibitory

concentrat ion ( M IC) is 78 �g/ ml. The contents o f epigallocatechin gal late ( EGCG) , epicatechin

( EC) , epigallocatechin ( EGC) , epicatechin gallate ( ECG) , catechin、gallic acid w ere 12. 6% , 7.

57%, 4. 26%, 4. 19% , 1. 03% , 1. 18% in the compound, r espect ively.
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� � 嗜水气单胞菌( A er omonas hydr op hi la)属于弧

菌科、气单胞菌属, 是嗜温、有动力的气单胞菌群,

普遍存在于淡水、污水、淤泥、土壤和人类粪便中,

具有广泛的致病性,对水产动物 [ 1- 2]、两栖动物 [ 3]和

哺乳动物
[ 4- 5]
均有致病性。在水产上, 是鱼类最常

见的致病菌, 对淡水鱼感染称为细菌性败血症, 发

病率达到90%以上,死亡率高达 65%以上。曾在上

海、江苏、浙江、安徽、广东、广西、福建、湖南、湖北、

河南、河北、北京、天津、四川、陕西、山西、云南、内

蒙古、山东、辽宁、吉林等 20多个省、市、自治区广

泛流行,受危害的鱼种类有异育银鲫、白鲫、鲫、团

头鲂、鲢、鳙、鲮、鲤、鳜、黄鳝、草鱼、白鲳、加州鲈、

银鲴、胡子鲶等多种淡水养殖鱼类
[ 6]
。该病被认为

是流行地区最广, 流行季节最长, 危害淡水鱼的种

类最多,造成损失最大的一种传染病。已引起国内

外水产界、兽医学界和医学界学者的高度重视。

目前,由嗜水气单胞菌引起的水产动物的疾病

防治多采用抗生素。但是, 抗生素的滥用造成耐药

性的增强, 不仅给鱼病的治疗带来困难, 对人体也

造成巨大的危害[ 7] 。而植物提取物以其天然性、无

残留、毒副作用小、不产生耐药性、价格低廉等优

点,作为抗生素代替品以解决抗药性和药物残留问

题倍受瞩目。近年来, 植物提取物作为免疫增强剂

和治疗药物在水产上 (罗非鱼[ 8- 9] 、异育银鲫[ 10]

鲤
[ 11- 1 2]

)的应用逐渐增多。因此, 开发更多有抑菌

效果的植物提取物是养殖业急需解决的问题。作

者在借鉴传统中草药理论研究和实践的基础上选

出 11种中草药,并测定其体外抑菌活性, 从中筛选

出对嗜水气单胞菌有抑制作用的植物提物,制备成

复方制剂,进行体外抑菌活性及有效成分含量的研

究,为水产动物疾病防治提供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 试验材料
1� 1� 1 � 供试菌株 � 嗜水气单胞菌 IB101, JG101,

4LNS301, CCH201, LNB101, CG101:由中国水产

科学研究院淡水渔业研究中心惠赠; BSK�10、T PS�
30由浙江省淡水水产研究所提供。

1� 1� 2 � 培养基 � 普通肉汤培养基为牛肉膏 3� 0g,

蛋白胨 10� 0 g, 氯化钠 5� 0 g, 琼脂 20 g, 高压蒸汽

灭菌。

1� 1� 3 � 供试植物样品 � 茶多酚: 购自陆圣康源科

技开发有限公司; 五倍子、大黄、黄芩、诃子、金银

花、穿心莲、紫锥菊、牛蒡叶、苦参: 购自无锡汇华强

盛医药连锁有限公司; 大蒜:购自农贸市场。

1� 1� 4 � 试剂 � 甲醇: 色谱纯, 芦荟大黄素、大黄酸、

大黄素: 阿拉丁试剂公司产品, 纯度大于 98% ; 表

没食子儿茶素没食子酸酯 ( EGCG )、表儿茶素

( EC)、表没食子儿茶素( EGC)、表儿茶素没食子酸

酯( ECG)、儿茶素、没食子酸: 成都曼思特生物科技

有限公司,纯度大于 98%。

1� 1� 5 � 仪器 � 800 型离心机: 北京医学仪器厂;

SW�CJ�2F 超净工作台:苏州净化设备厂制造; 电子

天平: Sartor ius Co, Germany 公司制造; PW�30精
密培养箱; UV�2100分光光度仪:尤尼柯上海仪器

有限公司制造; 1100�高效液相色谱仪: 美国 A gilent

公司制造。

1� 2 � 实验方法
1� 2� 1 � 植物提取物的制备 � 按文献 [ 13- 17]制

备。将制备的醇提物用 30%的乙醇配成 0� 5 mg /

mL 的质量浓度, 置 4 � 冰箱中保存待用。

1� 2� 2 � 菌悬液的制备 � 将菌株融化, 用接种针在

固体培养基上划线, 37 � 培养 24 h 后,挑取单个菌

落,接种到液体培养基上振荡培养 12~ 16 h。采用

麦氏比浊法将菌液用液体培养基稀释到合适浓度。

实验中菌液浓度为 10
6
CFU / mL。

1� 2� 3 � 抗菌活性的测定
1) 滤纸方法(琼脂扩散法) : 滤纸片( 6 mm )经

灭菌后,分别浸入提取物, 无菌条件下贴在涂有菌

液的牛肉膏蛋白胨琼脂培养基上, 并做空白对照,

37 � 培养 24 h 后测抑菌圈直径(尽可能地使纸片

的含药量一致) , 每种提取物 8次重复。

2) 二倍稀释法:通过抑菌圈的测定筛选出有抑

菌效果的植物提取物进行最小抑菌浓度( Minimum

Inhibitory Concentrat ion, M IC)的测定。采用二倍

稀释法 [ 18]对植物提取物进行梯度稀释至 0� 006~
12� 5 mg/ mL 的 12个 2倍系列浓度。然后在盛有

1� 9 mL 肉汤培养基的试管中分别加入100 �L 稀释

后的药液, 最后一管不加提取物作空白对照, 最后

加入细菌悬液, 使细菌浓度达到 106 CFU/ mL。37

� 培养 24 h, 625 nm 测定吸光值,无菌生长的试管

中的药物浓度即为该药物的最小抑菌浓度( M IC)。

试验重复 3次。

1� 2� 4 � 正交 t值法优化组合复方及剂量配比 � 从
抑菌活性试验中筛选出抑菌效果佳的提取物, 利用

正交 t值法[ 19] , 以最小抑菌浓度为检测指标, 对筛

选出的提取物进行组方和剂量优化。

1) 正交 t值法优化组方原则: 将筛选出来的提

取物其中每种为一个因素, 其代号随机选定, 分别

为 A、B、C、D、E, 每种提取物均有给药和不给药两
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个水平,设水平 1为给药,水平 2为不给药,结果见

表 1。各药在每组方中的用量采用正交试验中效果

最优的剂量组合。试验选用 L1 2 ( 211 ) 正交 t 值

表[ 20] 进行试验安排,各组通过二倍稀释法测定最小

抑菌浓度( M IC) ,每组 3 个重复, 数据越小,抑菌效

果越好。
表 1 � 复方 5 种成份因素水平分析表

Tab. 1� Factor level charts of f ive composition

单位: mg

水平
因 素

A 五倍子 B 茶多酚 C 大黄 D 黄芩 E 诃子

1 30 50 30 10 10

2 0 0 0 0 0

� � 2) 辅药交互作用的正交 t值法:用正交表着重

分析辅药彼此间的交互作用, 以最小抑菌浓度

( M IC)为检测指标,每组 3个重复。

3) 正交 t值法优化剂量配比: 各因素确定后,

采用正交表进行剂量优化, 以原用剂量为中剂量,

适当增减,以最小抑菌浓度( M IC)为检测指标,每组

3个重复。

1� 2� 5 � HPLC法测定组方有效成分

1) 色谱条件:色谱柱为 Diamonsil�C18柱( 200

mm � 4� 6 mm ) ; 流动相: 0� 05%甲醇水溶液,甲醇

( B)。梯度洗脱: 0� 01~ 18� 0 min, 90% ~ 20% A,

18� 00~ 24� 00 min, 20% ~ 10% A , 24� 00~ 25� 00
m in, 10% ~ 90% A; 25� 00~ 30� 00 min, 90~ 90%

A; 柱温: 35 � ;流速: 1� 0 mL/ min; 检测波长: 280

nm;进样量: 5 �L。

2) 溶液的制备: 分别精密称取芦荟大黄素、大

黄酸、大黄素、EGCG、EC、EGC、ECG、儿茶素、没食

子酸对照品 1 mg ,置 10 mL 量瓶中, 用甲醇溶解并

稀释至刻度,摇匀, 制成浓度分别为 100 �g / mL 的

对照品混合溶液。称取样品 50 mg, 置 100 mL 量

瓶中,用甲醇溶解并稀释至刻度, 摇匀, 制成浓度为

500 �g / mL 的样品混合溶液。

2 � 实验结果

2� 1 � 抑菌活性的测定
2� 1� 1 � 滤纸方法(琼脂扩散法) � 11种植物提取物

对嗜水气单胞菌的抑菌圈测定结果见表 2。在 0� 5
g / mL 的浓度下, 茶多酚、五倍子抑菌作用最明显,

大黄、黄岑、诃子提取物次之, 其余提取物没有抑菌

效果。

2� 1� 2 � 最小抑菌浓度的测定 � 不同植物提取物对
嗜水气单胞菌的最小抑菌浓度( MIC)测定结果见表

3。五倍子、茶多酚的提取物抑菌作用明显, 最小抑

菌质量浓度为 0� 097~ 0� 390 mg/ mL; 大黄、黄芩、

诃子提取物次之, M IC 为 0� 78~ 3� 125 mg / mL。
表 2� 提取物对嗜水气单胞菌的抑菌圈测定

Tab. 2� Inhibition ione of extracts against A� hydrophila

mm

菌株 茶多酚 五倍子 大黄 黄芩 诃子

IB101 19. 87 � 0. 61 17. 84� 0. 84 13. 88� 0. 59 11. 96 � 0. 92 12. 30� 1. 13

JG101 20. 13 � 0. 48 17. 75� 0. 68 14. 09� 0. 74 12. 60 � 0. 58 10. 99� 0. 73

TPS�30 20. 63 � 0. 52 18. 25� 0. 94 14. 17� 0. 41 12. 67 � 0. 82 12. 05� 0. 82

BSK�10 20. 88 � 1. 36 17. 75� 0. 53 14. 43� 0. 68 11. 58 � 0. 63 11. 33� 0. 52

4LNS301 21. 08 � 0. 91 18. 54� 1. 15 13. 76� 0. 93 12. 79 � 1. 04 12. 01� 0. 96

CCH 201 20. 69 � 1. 12 18. 78� 0. 96 12. 97� 1. 08 13. 03 � 0. 95 11. 84� 0. 81

LNB101 21. 14 � 0. 72 18. 92� 0. 88 14. 43� 0. 68 12. 38 � 0. 72 12. 15� 1. 08

表 3 � 提取物对嗜水气单胞菌的最小抑菌浓度

Tab. 3 � MIC of extracts against A� hydrophila

mg / mL

提取物 茶多酚 五倍子 大黄 黄芩 诃子

IB101 0. 195 0. 195 1. 560 3. 125 1. 56~ 3. 125

JG101 0. 195 0. 097~ 0. 195 0. 780~ 1. 560 1. 560 1. 560

T PS�30 0. 390 0. 195 1. 560 1. 560 1. 560
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续表 3

提取物 茶多酚 五倍子 大黄 黄芩 诃子

BSK�10 0. 390 0. 195 0. 780 1. 560 1. 560

4LNS301 0. 195 0. 195 0. 780 1. 56~ 3. 125 1. 56~ 3. 125

CCH201 0. 195~ 0. 390 0. 097~ 0. 195 0. 780~ 1. 560 1. 560 1. 560

LNB101 0. 390 0. 195 1. 560 1. 56~ 3. 125 1. 560

2. 2 � 正交 t值法优化复合组方和剂量配比

2� 2� 1 � 正交 t 值法优化复合组方 � 复合组方的正
交 t值法 L 12 ( 211 )的组方原则见表 4。B茶多酚有

明显的抑菌效果, 故为主药。五倍子、诃子、大黄、

黄芩提取物为辅药, 本方抗菌作用最佳组合为 A 1

B1 C2D 2 E2 (茶多酚,五倍子)。

2� 2� 2 � 辅药交互作用的正交 t值法 � 辅药交互作

用抑菌结果见表 5。五倍子、大黄( AC) ; 大黄、黄芩

( CD) ;大黄、诃子( CE)三组组合有协同作用, 五倍

子、黄芩( AD) ; 五倍子、诃子( AE) ;黄芩、诃子( DE)

有拮抗作用。因为 C药和任一种药都有协同作用,

故选用 C药, A 药在最佳组合里出现,所以,辅药选

择 A 药五倍子和 C药大黄。

2� 2� 3 � 正交 t值法优化剂量配比 � 各因素确定后,

用 L 9 ( 3
4
)正交表进行剂量选择, 剂量优化见表 6~

7。提取物间最佳剂量配比为茶多酚 �五倍子 �大

黄= 5�2 �1(质量比) ,该优化组在正交表中 9组

组合之内,最小抑菌浓度为 78 �g/ mL,抑菌效果优

于任何单因素水平。

表 4 � 正交 t 值法 L12 ( 2
11 )的试验结果

Tab. 4� Experimental results of orthogonal t value design L12( 211 )

�g / mL

组别 A B C D E MIC ( n= 3) 均数 s s2

1 1 1 1 1 1 339 339 339 339 0 0

2 1 1 1 2 2 143 143 143 143 0 0

3 1 1 2 1 2 234 234 234 234 0 0

4 1 2 2 2 1 417 417 417 417 0 0

5 1 2 2 1 1 520 520 520 520 0 0

6 1 2 1 2 2 625 312 312 416. 7 180. 71 32656

7 2 1 1 2 1 117 117 117 117 0 0

8 2 1 2 2 1 156 156 156 156 0 0

9 2 1 2 1 2 156 156 156 156 0 0

10 2 2 1 1 2 825 825 825 825 0 0

11 2 2 1 1 1 520 520 1040 693 300 90132

12 2 2 2 2 2

M1 344. 95 190. 8 422. 28 461. 16 373. 67 n= 3� M m= 365. 2 � � s2= 122788

M2 389. 4 574. 34 296. 6 249. 94 354. 94 S e= ( � s2 / n) - 1/ 2= 202. 3

D 44. 45 383. 54 - 125. 06 - 211. 96 - 20. 47 t= | D| / S e � f = G( n- 1) = 11( 3- 1) = 22

t 0. 22 1. 89 0. 62 1. 05 0. 09 t0.05= 1. 958+ 2. 45/ ( f - 1) = 2. 07

P - - - - - t0.01= 2. 58+ 4. 8/ ( f - 1) = 2. 81

� 注: 数值越小,作用越强; 1水平用药; 2 水平不用;M 1 :用某药各组的指标测定值的均数,M 2 :未用某药各组的指标测定值的

均数; D= M 2- M 1。
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表 5 � 辅药交互作用分析表

Tab. 5 � Analysis table of adjuvant interaction

(�g / mL )

因素 AC AD AE CD CE DE

[ 1 1] 312 � 417� 417� 617 � 617� 1600�

[ 1 2] 390 390 390 780 780 1560

[ 2 1] 780 1560 1560 1560 1560 1040

[ 2 2]

� 注: 数值越小,作用越强; 1 水平: 用药, 2 水平: 不用; AC、

CD及 CE 间有协同作用( [ 1 1]均小于 [ 1 2]和[ 2 1] , 以 �表

示协同) , AD、AE、DE 有拮抗作用( [ 1 1] 均大于[ 1 2]或[ 2

1] ,以�表示拮抗)。

表 6 � 剂量优化因素水平表

Tab. 6 � Factor level charts of dose optimization mg

因素 A 茶多酚 B 五倍子 C 大黄 D 空白

1 水平 40 20 5 0

2 水平 50 30 10 0

3 水平 60 40 15 0

2. 3 � HPLC法测定组方有效成分质量分数
分别吸样品溶液和对照品溶液 5 �L, 注入液相

色谱仪,按上述色谱条件进行测定。结果表明, 样

品中各个成分色谱峰分离良好, 见图 1。根据样品

中各成分峰面积所对应的标准品的峰面积, 计算各

成分在组方中的质量分数,样品有效成分质量分数

见表 8。

表 7 � 剂量优化分析表

Tab. 7 � Analysis table of dose optimization �g / mL

组别 A B C D MIC ( n= 3) 均数 s s2

1 1 1 1 1 126 126 126 126 0 0

2 1 2 2 2 156 156 156 156 0 0

3 1 3 3 3 93 93 186 124 53. 69 2882. 62

4 2 1 2 3 78 78 78 78 0 0

5 2 2 3 1 93 93 186 124 53. 69 2882. 62

6 2 3 1 2 93 93 93 93 0 0

7 3 1 3 2 93 93 93 93 0 0

8 3 2 1 3 93 93 186 124 53. 69 2882. 62

9 3 3 2 1 97 97 97 97 0 0

M 1 406 297 343 n= 3 � M m= 112. 78� � s2= 8647. 86

M 2 295 404 331 S e= ( � s2 / n) - 1/ 2= 53. 69

M 3 314 314 341 G= 9� L = 3 � f = G( n- 1) = 9( 3- 1)= 18

S 59. 37 57. 5 6. 43 t= ( L ) - 1/ 2 � Sa / S e

t 1. 92 1. 85 0. 207 t0. 05= 1. 73+ 2. 66/ ( f - 1)= 1. 88

P * - - t0. 01= 2. 147+ 4. 88/ ( f - 1) = 2. 43

� 注: 数值越小,作用越强; 1水平: 用药; 2 水平: 不用; * P< 0� 05。

图 1 � 复合组方的 HPLC图

Fig. 1 � HPLC figure of composing prescriptions
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表 8 � 复合组方的有效成分质量分数

Tab. 8 � Content of active components of composing prescrip�

tions

成分
保留

时间/ min
质量
分数/ %

没食子酸 5. 570 1. 18

表没食子儿茶素 8. 304 4. 26

儿茶素 8. 681 1. 03

表没食子儿茶素没食子酸酯 9. 627 12. 6

表儿茶素 10. 497 7. 57

表儿茶素没食子酸酯 11. 63 4. 19

大黄素 22. 006 0. 038

大黄酸 23. 667 0. 073

芦荟大黄素 26. 618 0. 057

3 � 结 � 语

3� 1 � 植物提取物对嗜水气单胞菌的抑菌活性
不同中草药对嗜水气单胞菌的抑菌活性明显

不同。结果表明, 11种提取物在 0� 5 g / mL 质量浓

度下,茶多酚、五倍子抑菌活性最强, 抑菌圈平均直

径均达到 18 mm 以上,大黄、黄芩、诃子抑菌圈平均

直径范围 10~ 15 mm。不同的研究者发现, 同一种

药物对同一种病原菌的抑菌作用, 其结果不尽一

致
[ 20- 2 1]

。出现上述结果可能是由于试验手段、条件

等不一致的结果, 另外也同所试菌株毒力的强弱、

药物的采集区、采集季节、使用部位(根、茎、叶、花、

果实、种子)、植物年龄、贮藏炮制方法有关。因此,

在进行抑菌中草药的筛选时, 建议运用科学的提取

方法,以标准菌株为受试菌株, 采用同一测定方法,

以提高结果的准确性和可比性。

3� 2 � 正交 t值法优化复合组方和剂量配比

由于中药方剂的药味组成常多于 4味, 在进行

拆方研究时如做全面正交设计工作量很大。正交 t

值法源于正交设计, 比较适合 4~ 11味药的复方研

究,其优点是各因素间的交互作用虽未列在表内,

但可用较少的试验次数来分析较多的因素。本实

验通过正交 t 值法得到复方植物提取物组方的最优

组合为 A 1B1 C2 D 2 E2 (五倍子茶多酚)。但是,第一

步主药分析中 t 值在统计学上没有显著差异, 这跟

正交表中的第 12组没有数据有关, 第 12组因为不

添加任何提取物,也就不存在最小抑菌浓度,因此,

由于缺少第 12 组(代表 2 水平)的数据而影响了 t

值。故只有选择抑菌效果最好的茶多酚为主药。

通过第二步交互作用分析, 最终组方确定为茶多

酚,五倍子, 大黄。最佳剂量配比茶多酚 �五倍子
�大黄是 5� 2 � 1(质量比) , 本组方对嗜水气单胞

菌的最小抑菌浓度 ( MIC ) 达到 78 ug/ mL, 与薛

飞
[ 22]

( 2006)等报道的苦参复方制剂 C 和 D方剂对

嗜水气单胞菌 M IC 为 15� 6、7� 8 mg / mL; MBC 为

250、125 mg/ mL 报道相比较,抑菌效果较佳。

3� 3 � HPLC法测定组方有效成分质量分数
本研究中以 HPLC 法测定复合组方的有效成

分含量, 组方中以茶多酚的质量分数较高, 其中

EGCG质量分数达 12� 6%。但是大黄中的蒽醌类
质量分数很少,其原因可能一是蒽醌类在大黄中的

质量分数本来就不高, 大概 3%左右
[ 14]

, 再者在提

取中可能导致蒽醌水解;二是大黄在复合组方中的

质量分数比较小,所以测定结果显示组方中的蒽醌

类物质质量分数极少。
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