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  [摘要 ]  目的  研究中药奇蒿 80% 乙醇粗提取物及其石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇提取物对临床常见菌种的抗菌活

性。方法  对中药奇蒿进行系统性分离提取,以 80%乙醇粗提取物和石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇提取物进行体外药敏实

验, 序贯使用纸片扩散法和常量肉汤稀释法, 选用临床常见的致病菌株,包括金黄色葡萄球菌 (标准型 ATCC25923)、大肠埃希

氏菌 (标准型 ATCC25922)、铜绿假单胞菌 (标准型 ATCC27853)、无乳链球菌 (临床型 )、粪肠球菌 (临床型 )、福氏志贺菌 (临床

型 )和痢疾志贺菌 (临床型 )。结果  奇蒿 80%乙醇粗提取物对痢疾志贺菌的最小杀菌浓度 (MBC)为 25mg/m ;l奇蒿氯仿提

取物对大肠埃希氏菌的MBC为 6. 25 mg /m ,l对金黄色葡萄球菌的MBC为 12. 5 mg/m ;l奇蒿乙酸乙酯提取物对福氏志贺菌、痢

疾志贺菌、无乳链球菌的MBC均为 6. 25 mg/m ,l对金黄色葡萄球菌的MBC为 12. 5mg/m ;l奇蒿正丁醇提取物对无乳链球菌的

MBC为 12. 5 mg /m ,l对痢疾志贺菌的 MBC为 25mg/m ;l石油醚提取物未对测试的细菌表现出明显的抗菌活性。结论  奇蒿

不同提取物对临床多种致病菌表现出了良好的杀菌作用,在抗感染治疗领域具有较好的开发和应用前景, 其有效单体及杀菌

机制有待进一步研究发现。
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An tib iotic tests of d ifferen t polar extra cts ofArtem isia anoma la in vitro
TANW ei2fenga, WANG Jingb, XING X inb, Q ING Lu2p ingc ( SecondM illitaryMed ica lUn iversity, a. Depa rtmen t ofB iliary T ract Sur2

gery, Eastern H epatobiliary SurgeryH osp ita,l Shangha i 200438, China; b. ChanghaiH osp ita;l c. Department ofPharmacognosy, School

ofPharmacy, Shangha i 200433, Ch ina)

[ Abstra ct]  O bjective The antib iotic tests of d iffe rent polar extrac ts ofAr tem isia anoma la S. Moore in vitro. M ethods The

antib iotic tests of different polar extrac ts ofAASM in vitrowere per formed by using K irby2Bauermethod and broth dilution method. R e2

sults Them in ima l bacter icida l concentration(MBC) of80% ethyl a lcohol extract ofAr tem isia anoma la S. Moore is 25 mg /m l forSh i2

gella dysenteriae1TheMBC of ch loroform extract is 6. 25 mg/m l forE scherichia coli1TheMBC of ch loroform extract is 12. 5 mg/m l for

staphylococcus aureus1TheMBC of ace tic e ther extract is 6. 25 mg/m l forShigella flexner i, Sh igella dysenter ia e and S treptococcus aga2

la ctiae1TheMBC of acetic ether extrac t is 12. 5 mg/m l for staphylococcus aureus1TheMBC of butanol extract of is 12. 5 mg/m l for

S treptococcus aga la ctiae1TheMBC of bu tanol extrac t is 25 mg/m l forShigella dysenter ia e1 Pe troleum ethe r extrac t d id not show sign ifi2

cant antibacter ia l activity. Conclusion Different polar parts ofAr tem isia anoma la S. Moore on a var ie ty ofc linical pathogen ic bacter ia

showed good bacte ricida l e ffect in vitro. Thus, a t the anti2infective therapeutic areas the re are great prospects for deve lopment and appli2

ca tion. The e ffective monomer ofArtem isia anoma la and its bacter ic ida lmechan ism needs further study.

[ K ey words]  Artem isia anoma la; extracts; an tibiotic test; m inima l bacte rial concentration (MBC)

  菊科艾属植物奇蒿 Artemisia anoma la S. Moore

的地上干燥部分, 又名南刘寄奴、金寄奴、六月霜

(浙江、江西 )、野马兰头 (浙江 )、九牛草 (湖南 )、苦

速婆 /苦婆菜 (福建 )、六月雪 /六月霜 (安徽、江西、

湖南 )、大叶蒿、铁杆茵陈 (江苏 ), 其性味辛、苦、平。

始载于南北朝的 5雷公炮制论 6, 以后历代主要本草

如 5唐本草6、5证类本草 6、5本草纲目 6和 5中华本

草6等均有收载。中医认为奇蒿具有 /清利湿热、活

血化瘀、通经止痛,解毒消肿 0的功效。现代临床实

践发现奇蒿可治疗急性细菌性痢疾
[ 1]
, 烧伤

[ 2]
, 跌

打损伤,蛇咬伤
[ 3]
,早期乳痈

[ 4]
等疾病,这些提示奇

蒿可能对多种致病菌具有抑制作用, 可以预防和治

疗感染。既往采用奇蒿全草入药 (水煎液或者浓缩

片剂 )进行临床治疗和抗菌实验, 难以分析奇蒿的

有效抗菌成分的来源,因此, 笔者对奇蒿进行系统性

分离提取,然后以 80%乙醇提取物及各极性部位进

行体外抗菌实验,分析奇蒿有效抗菌成分的来源,为
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下一步提取有效单体建立基础。

1 仪器与试药

多功能渗漉提取器 (常州市新祥天然产物分离

设备有限公司 ), 电热恒温培养箱 (上海益恒实验仪

器有限公司 DHP29272型 )。

中药奇蒿道地药材购于浙江临安; 80%乙醇、

石油醚、氯仿、乙酸乙酯、正丁醇等试剂均为分析纯,

购自上海市第一试剂厂;羧甲基纤维素钠购自上海

赫力思特化工有限公司。

金黄色葡萄球菌 (标准型 ATCC25923)、大肠埃

希氏菌 (标准型 ATCC25922 )、铜绿假单胞菌 (标准

型 ATCC27853)、无乳链球菌 (临床型 )、福氏志贺菌

(临床型 )、痢疾志贺菌 (临床型 )、粪肠球菌 (临床

型 ), 水解络蛋白琼脂 (Mueller2H in ton, M2H )培养

基, M2H培养液。金黄色葡萄球菌、大肠癌埃希氏

菌、铜绿假单胞菌均由温州市康泰生物科技有限公

司提供。无乳链球菌 (临床型 )、福氏志贺菌 (临床

型 )、痢疾志贺菌 (临床型 )、粪肠球菌 (临床型 )来源

于长海医院检验科临床分离获得的致病菌株。

2 方法与结果

2. 1 奇蒿 80%乙醇提取物 (粗提物 )  40 kg干燥

奇蒿原药材,粉碎后浸泡在 80%乙醇中, 65 e 渗漉

提取,先后使用 80%乙醇 200 L, 提取结束后薄膜蒸

发,干燥后待用。

2. 2 奇蒿不同极性提取物  取 80%乙醇提取物干

燥粉末约 1 kg, 用石油醚浸泡 24 h过滤,滤液浓缩

并干燥后得到石油醚提取物。滤渣干燥后以氯仿浸

泡 24 h过滤, 滤液浓缩得氯仿提取物, 滤渣干燥后

用乙酸乙酯浸泡 24 h过滤,滤液浓缩得乙酸乙酯提

取物, 滤渣干燥后用正丁醇浸泡 24 h过滤,滤液浓

缩得正丁醇提取物。

2. 3 体外抗菌实验  分别取奇蒿 80%乙醇提取物

和不同极性部位提取物各 5 g, 其中石油醚提取物、

氯仿提取物及乙酸乙酯提取物溶解时分别加入助溶

剂羧甲基纤维素钠 0. 5 g, 采用灭菌蒸馏水溶解, 加

至 50 m,l配制成浓度为 10% 的药液。首先将加有

20 L l原始浓度药液 ( 100 mg/m l)的圆纸片放在含

标准量细菌接种物的M2H琼脂板上 (无乳链球菌需

要加入血液培养 ), 35 e 培养 18 h,根据药敏纸片周

围显出的抑菌圈大小来判断抗菌作用的强弱, 通过

此法初步筛选敏感细菌谱, 以待进一步测定最小杀

菌浓度 (m in ima l bacter ic idal concentration, MBC), 设

置灭菌蒸馏水及助溶剂对照组 (助溶剂羧甲基纤维

素钠 0. 5 g, 采用灭菌蒸馏水溶解, 加至 50m l), 将

纸片扩散法中证实抑菌圈在 9mm (包括 9mm,纸片

直径 6 mm )以上的抗菌谱, 进一步采用常量肉汤稀

释法测定 MBC, 用生理盐水洗下实验菌苔, 配制成

约为 3. 0 @10
8
个 /m l的细菌肉汤悬液备用 (无乳链

球菌需要加入血液培养 ),排列 8个试管,每管中加

入预备的菌液 1 m ,l第一管中加入药物原液 1 m l

( 100 mg/m l)和菌液混匀,该管药物浓度 50 mg/m,l

然后从第一管中吸取 1 m l液体, 加入第二管中, 混

匀,该管药物浓度 25 mg /m ,l然后从第二管中吸取 1

m l液体加入第三管,依次类推至第七管, 各管终浓

度依次为 50、25、12. 5、6. 25、3. 13、1. 57、0. 79 mg/

m,l第八管为阳性对照组 ( 1 m l菌液, 不加药物 )。

每种提取物和其相关的每一种敏感细菌均同时进行

3组共 24管实验。由于奇蒿提取物有颜色,影响准

确判断结果, 35 e 恒温箱培养 48 h后,将每一管中

含有不同浓度药物的菌液分别接种到MH培养基上

(平板划线法, 无乳链球菌需要加入血液培养 ), 接

种后经 35 e 恒温箱继续培养 24 h后, 根据划线处

细菌生长情况判断该种药物的最小杀菌浓度。

2. 4 纸片扩散法实验结果  每组提取物和细菌配

比均进行了 3次实验以取平均值获得结果, 结果详

见表 1。

表 1 奇蒿不同提取物纸片扩散法抑菌试验结果

菌株
抑菌圈直径 ( mm) 1)

80%乙醇提取物 石油醚提取物 氯仿提取物 乙酸乙酯提取物 正丁醇提取物 蒸馏水对照组 助溶剂对照组

金黄色葡萄球菌

(标准型 ATCC25923)
7 8 182) 182) 102) 6 6

大肠埃希氏菌
(标准型 ATCC25922)

7 6 102) 8 6 6 6

铜绿假单胞菌
(标准型 ATCC27853 )

7 6 6 8 7 6 6

无乳链球菌 (临床型 ) 6 7 8 102) 102) 6 6

粪肠球菌 (临床型 ) 6 7 7 6 6 6 6

痢疾志贺菌 (临床型 ) 92) 6 6 122) 112) 6 6

福氏志贺菌 (临床型 ) 6 6 6 152) 132) 6 6

1)纸片直径为 6 mm, 2)抑菌圈直径 \ 9 mm
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2. 5 常量肉汤稀释法实验结果  纸片扩散法实验中

抑菌圈直径 \ 9 mm的配对进一步测定最小杀菌浓

度,每一个配对同时进行 3组实验取平均值。奇蒿氯

仿提取物对大肠埃希氏菌的最小杀菌浓度为 6. 25

mg /m;l乙酸乙酯提取物对福氏志贺菌、痢疾志贺菌

和无乳链球菌的最小杀菌浓度均为 6. 25mg/m;l氯仿

提取物和乙酸乙酯提取物对金黄色葡萄球菌的最小

杀菌浓度均为 12. 5mg/m l。试验结果详见表 2。

表 2 奇蒿不同提取物常量肉汤稀释法抑菌试验结果

提取物 菌株
稀释度 (mg/m l)

50 25 12. 5 6. 25 3. 13 1. 57 0. 79 对照

MBC

(mg /m l)

80%乙醇 痢疾志贺菌 (临床型 ) - - + + + + + + 25

氯仿 大肠埃希氏菌
(标准型 ATCC25922)

- - - - + + + + 6. 25

金黄色葡萄球菌
(标准型 ATCC25923)

- - - + + + + + 12. 5

乙酸乙酯 金黄色葡萄球菌
(标准型 ATCC25923)

- - - + + + + + 12. 5

福氏志贺菌 (临床型 ) - - - - + + + + 6. 25

痢疾志贺菌 (临床型 ) - - - - + + + + 6. 25

无乳链球菌 (临床型 ) - - - - + + + + 6. 25

正丁醇 金黄色葡萄球菌

(标准型 ATCC25923)
- + + + + + + + 50

福氏志贺菌 (临床型 ) - + + + + + + + 50

痢疾志贺菌 (临床型 ) - - + + + + + + 25

无乳链球菌 (临床型 ) - - - + + + + + 12. 5

注: +细菌生长, - 细菌未生长

3 讨论

3. 1  奇蒿乙酸乙酯提取物富集了对志贺菌属

(Sh igella )具有杀菌作用的有效成分, 而且对大肠

埃希氏菌无明显抑制作用。细菌性痢疾主要是由

志贺菌属引起的一种急性肠道传染病。水和食物

污染引起的暴发时有发生, 其重症者可出现中毒

症状,甚至危及生命, 我国近 10年每年死亡病例

数在 144 ~ 521例之间
[ 5]
。容远明等

[ 1 ]
用奇蒿水

煎液浓缩制成片剂后口服治疗急性细菌性痢疾,

获得良好的疗效, 他们还以不同浓度的奇蒿水煎

液进行了体外抗菌实验, 实验结果提示奇蒿水煎

液对宋内氏痢疾杆菌、福氏志贺菌、大肠埃希氏菌

等 3个菌种 7个菌株具有抑制作用。笔者实验发

现奇蒿不同提取物的抗菌谱有明显的差异, 对志

贺菌属具有杀菌作用的有效成分位于乙酸乙酯提

取物内,而对大肠埃希氏菌具有杀菌作用的有效

成分则位于氯仿提取物内。近年来, 志贺氏菌属

耐药比例急剧升高
[ 6, 7]
。李威等

[ 6 ]
分析 70株志贺

菌属后发现多重耐药率达到 77. 1%。游升荣等
[ 7]

对武汉地区社区获得性腹泻患者中志贺菌的感染

耐药状况分析后发现:耐药模式多达 20种, 最多

为 12种联合耐药。虽然, 志贺氏菌属对部分头孢

类抗生素敏感率仍在 90%以上, 但是,头孢类广谱

抗生素的应用, 易抑制肠道正常寄殖的大肠埃希

氏菌, 从而导致球 /杆比例失调或者真菌二重感

染。因此, 开发敏感性强、抗菌谱窄的新型抗生

素,成为目前治疗细菌性痢疾的迫切需要, 本实验

结果为开发所需抗生素提供了一定的线索。

3. 2 氯仿提取物对大肠埃希氏菌具有较好的杀

菌作用。大肠埃希菌是在人体肠道内的正常寄殖

菌,当人体抵抗力下降时, 可引起消化系统以及呼

吸、泌尿、血液、生殖等其它系统的感染, 是临床上

最常见的机会性致病菌之一。笔者所在单位资料

显示:大肠埃希菌是院内感染病原菌检出率最高

的菌种, 约占院内感染检出细菌株总数的 28. 3%

~ 34. 6% ;而在胆道感染中所占的比例更高,检出

率在 50%以上。近年来, 由于抗生素的不合理使

用,大肠埃希菌耐药性逐渐成为突出性问题
[ 8 ]
。

Garau等
[ 9 ]
对健康人群粪便中耐氟喹诺酮类大肠

埃希菌 ( F luoroqu inoloneR esistant E scher ichia col,i

FREC)携带率的研究发现: 24%的成人及 26%的

儿童粪便中携带 FREC。程训民等
[ 10]
在 124株大

肠埃希菌中共检出 54株 ( 43. 5% )产超广谱 B2内

酰胺酶 ( extended2spectrum B2lactamases, ESBLs)。

氯仿提取物对大肠埃希菌的最小杀菌浓度为 6. 25

mg/m ,l而其它提取物均未显示杀菌活性, 因此, 可

以推测对大肠埃希菌具有杀菌作用的化合物集中

在氯仿提取物中, 进一步对氯仿提取物进行分析,

有望从中开发出对大肠埃希菌具有良好杀菌作用

的新型窄谱抗生素。
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3. 3 氯仿和乙酸乙酯提取物中均富集了对金黄色

葡萄球菌 ( staphylococcus aureus, SA )杀菌作用的有

效成分。SA是院外感染的常见致病菌种,可引起局

部和全身感染,例如:外伤创面感染, 急性乳腺炎,肺

炎,伪膜性肠炎等。SA同时也是院内感染的重要原

因之一
[ 11]
。本项研究发现,氯仿提取物和乙酸乙酯

提取物对 SA的最小杀菌浓度均为 12. 5 mg /m l。笔

者拟根据这一特征,进一步分离、提纯和鉴定氯仿提

取物和乙酸乙酯提取物中的化合物, 以期从中发现

对 SA具有高效杀菌作用的单体。

3. 4 对无乳链球菌具有杀菌作用的有效成分主要

存在于乙酸乙酯提取物中, 在正丁醇提取物中亦有

分布。无乳链球菌通常被称为 B群链球菌 ( group

B streptococcus, GBS), 属条件性致病菌。妊娠期妇

女生殖泌尿系统感染 GBS, 可引发胎膜早破、早产、

死胎、宫内感染等一系列妊娠并发症,产妇感染 GBS

可导致产后子宫内膜炎、盆腔炎乃至败血症
[ 12 ]

;新

生儿感染 GBS可导致肺炎、败血症和脑膜炎
[ 13 ]
。

目前, 治疗 GBS感染, 可供选择的药物较多
[ 14 ]
。然

而,在特殊情况下,例如发生大规模自然灾害或者爆

发战争,导致抗生素紧缺,在奇蒿分布的华东、中南

和西南地区
[ 15]

, 可以考虑采用奇蒿救治受到 GBS

感染的围产期妇女和新生儿。同样原理, 亦可采用

该法应急治疗志贺菌属所致的细菌性痢疾。

3. 5 近年来,新型抗生素虽然不断出现, 但是往往

由国外公司开发研制,售价昂贵,超过我国人民承受

能力, 因此, 需要开发具有自主知识产权的高效、低

毒、价廉的抗生素,从祖国医学中药开发新型药物也

是重要途径之一。本实验结果提示:奇蒿不同提取

物在体外实验中对临床多种常见致病菌表现出了良

好的杀菌作用,为开发相应的新型抗生素提供了线

索,显示出较好的开发和应用前景。然而,体外实验

结果尚不能完全代表体内过程,因此,需要深入开展

研究, 以期发现有效单体并阐明其杀菌机理。
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