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摘要： 目的　 研究广防风体外抑菌活性及其稳定性。 方法　 采用 Ｋ⁃Ｂ 纸片法测定乙醇提取物、 水提取物、 不同极性部

位对金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌、 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、 宋内志贺菌、 大肠埃希菌、 表皮葡萄球菌的抑制

作用， 测定最低抑菌浓度 （ＭＩＣ）、 最低杀菌浓度 （ＭＢＣ）， 考察 ｐＨ、 紫外线、 金属离子对正丁醇部位抑菌稳定性的

影响。 结果　 不同样品对金黄色葡萄球菌、 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌有不同程度的抑制作用， 以正

丁醇部位更明显。 正丁醇部位抑菌活性在紫外照射下具有良好的稳定性， 在碱性条件下增强 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｋ＋、 Ｎａ＋、
Ｆｅ３＋条件下减弱 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 广防风正丁醇提取物有一定的体外抑菌活性， 本实验可为该药材进一步开发利用

提供科学依据。
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　 　 广防风 Ａｎｉｓｏｍｅｌｅｓ ｉｎｄｉｃａ （Ｌ．） Ｋｕｎｔｚｅ 为唇形科广防风属

植物， 又名防风草、 土防风、 抹草等［１］ ， 民间以全草入药，
常用于治疗皮肤湿疹［２］ 、 瘙痒、 癞疮、 毒虫咬伤［３］ ， 含有

挥发油、 生物碱、 黄酮、 降倍半萜、 二萜、 三萜、 黄酮苷、
苯乙醇苷类等化合物［４］ ， 具有抗炎抗氧化、 镇痛、 抗病毒

等药理活性［５⁃８］ ， 但其抑菌活性鲜有报道。 因此， 本实验采

用 Ｋ⁃Ｂ 纸片法考察广防风乙醇提取物、 水提取物、 不同极

性部位对金黄色葡萄球菌、 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、
枯草芽孢杆菌、 大肠埃希菌、 表皮葡萄球菌、 宋内志贺菌

的抑制作用， 微量肉汤稀释法测定最低抑菌浓度 （ＭＩＣ），
琼脂培养基平板法测定最低杀菌浓度 （ＭＢＣ）， 并探讨其

抑菌稳定性的影响因素， 以期为该药材后期开发利用提供

科学参考。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＢＳＣ⁃１１００ⅡＡ２ 超净工作台 （济南鑫贝西生物

技术有限公司）； ＷＧＺ⁃ＸＴ 细菌浊度仪 （杭州齐威仪器有限

公司）； ＦＡ７００４ 电子天平 （上海天美天平仪器有限公司）；
ＤＨ⁃９１６２Ｂ 电热恒温培养箱（上海一恒科学仪器有限公司）；
ＷＦＨ⁃２０３Ｂ 三用紫外分析仪 （上海精科实业有限公司）；
ＰＨＳＪ⁃４Ａ 实验室 ＰＨ 计（上海精密科学仪器有限公司）；ＲＴ⁃
６０００ 酶标分析仪（深圳雷社生命科学股份有限公司）。

１􀆰 ２　 试剂与药物 　 广防风 （地上部分） 采自广东省梅州

市大埔县高陂镇五家輋村， 经嘉应学院医学院翟明讲师鉴

定为唇形科广防风属植物广防风 Ａｎｉｓｏｍｅｌｅｓ ｉｎｄｉｃａ （ Ｌ．）
Ｋｕｎｔｚｅ，晒干后粉碎。 ９５％ 乙醇（批号 ２００６０５１）、石油醚（批
号 ２００８０５１）、 乙酸乙酯 （批号 １９０１０１１）、 正丁醇 （批号

２００８０５１）、丙酮（批号 ２０１１０２１）、盐酸（批号 ０８０４１３１）等为分

析纯，均购自西陇化工股份有限公司；氢氧化钠 （批号

２０１７０１０３）、 氯 化 钾 （ 批 号 ２０１８０１０３ ）、 氯 化 铁 （ 批 号

２０１８０１０２）、氯化钠（批号 ２０１８０１０７）均购自天津市福晨化工

试剂厂。 普通琼脂培养基（批号 ２０１８０９０７）、肉汤液体培养

基（批号 ２０１８０９０３）均购自江门凯林贸易生物公司。
１􀆰 ３　 菌株　 金黄色葡萄球菌 （ＡＴＣＣ⁃２５９２３）、 枯草芽孢杆

菌 （ＡＴＣＣ⁃６６３３）、 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 （ ＡＴＣＣ⁃
４３３００）、 宋 内 志 贺 菌 （ ＡＴＣＣ⁃２５９３１ ）、 大 肠 埃 希 菌

（ＡＴＣＣ⁃２５９２２）、 表皮葡萄球菌 （ＡＴＣＣ⁃１２２２８） 均由嘉应

学院医学院微生物实验室提供。
２　 方法

２􀆰 １　 供试液制备　 取药材粗粉 ８０ ｇ， 加 ８００ ｍＬ 蒸馏水煎

煮 ３０ ｍｉｎ， 滤过， 滤渣重复上述操作 ２ 次， 合并滤液， 减

压浓缩得到水提取物 （６􀆰 ５ ｇ）。
另取药材粗粉 １ ｋｇ， 加 １０ Ｌ ９５％ 乙醇超声提取 ３０ ｍｉｎ，
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抽滤得滤液， 滤渣重复上述操作 ２ 次， 合并滤液， 减压浓

缩得到乙醇提取物 （１０８􀆰 １ ｇ）。 取 １００􀆰 ４ ｇ， 加适量蒸馏水

超声形成混悬液，依次用石油醚、乙酸乙酯、正丁醇各萃取 ３
次，减压浓缩，分别得到石油醚部位（１３􀆰 ６ ｇ）、乙酸乙酯部位

（５􀆰 ５ ｇ）、正丁醇部位（１０􀆰 ２ ｇ）、水部位（５９􀆰 １ ｇ）。
将上述提取物及不同极性部位用 ５０％ 丙酮超声溶解，

制成质量浓度为 １００ ｍｇ ／ ｍＬ （以提取物计） 的药液，
０􀆰 ２２ μｍ滤膜过滤除菌， 即得。
２􀆰 ２　 细菌培养及菌液配制 　 参考文献［９］报道，将金黄色

葡萄球菌、耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、枯草芽孢杆菌、大肠

埃希菌、表皮葡萄球菌、宋内志贺菌从斜面培养基上挑出长

势良好者，置于无菌液体培养基中振摇均匀，在 ３７ ℃培养箱

中培养 １８ ～ ２４ ｈ，采用麦氏比浊仪测定菌悬液浓度，并调整

为 ０􀆰 ５ 麦氏点，细菌密度约为 １×１０６ ～１×１０７ ｃｆｕ ／ ｍＬ。
２􀆰 ３　 抑菌活性测定 　 采用 Ｋ⁃Ｂ 法［１０⁃１１］ ， 将无菌直径为

６ ｍｍ的滤纸片分别浸泡于 “２􀆰 １” 项下供试液及 ５０％ 丙酮

（对照） 中 ３０～６０ ｍｉｎ， 取出晾干。 取 １００ μＬ “２􀆰 ２” 项下

菌悬液， 注到琼脂平板上， 无菌棉签涂布均匀， 平铺于平

板中， 以亚胺培南为阳性对照， 室温下静置 ３０ ｍｉｎ 后置于

３７ ℃恒温培养箱中培养 １８ ～ ２４ ｈ， 测定抑菌圈直径， 平行

３ 次， 取平均值。
２􀆰 ４　 ＭＩＣ、 ＭＢＣ 测定　 采用微量肉汤稀释法［１２］ 测定 ＭＩＣ。
取 ９６ 孔微量板， 第 ２～１１ 孔加入 １００ μＬ 肉汤液体培养基，
第 １２ 孔加入肉汤液体培养基 ２００ μＬ， 留作不加药液和菌液

的正常生长对照。 将 １００ μＬ 药液加至第 １、 ２ 孔， 吹打均

匀后从第 ２ 孔转移 １００ μＬ 至第 ３ 孔吹打均匀， 以此类推，
依次递倍稀释， 至第 １０ 孔吹打均匀后弃 １００ μＬ， 第 １１ 孔

作阴性对照。 最后吸取 １００ μＬ 菌悬液依次加入第 １～１１ 孔，
振荡混匀， 置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养 １８～２４ ｈ 后观察生

长情况， 以培养基澄清透明或无沉淀为无菌生长， 无菌生

长试验孔中的最低生药浓度即为 ＭＩＣ。
取上述 ９６ 孔微量板， 从每个无菌生长孔中吸取 １００ μＬ

培养液至普通琼脂培养基上， 置于 ３７ ℃恒温培养箱中培养

１８～２４ ｈ， 平均菌落数小于 ５ 个所对应孔的药物浓度即

为 ＭＢＣ［１３］ 。
２􀆰 ５　 正丁醇部位抑菌稳定性评价

２􀆰 ５􀆰 １　 ｐＨ 值 　 参考文献 ［１４］ 报道， 用 １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 或
ＮａＯＨ 溶液分别调节 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 正丁醇供试液 ｐＨ 至 １、 ３、
５、 ７、 ９、 １１、 １３， 以 未 经 处 理 的 供 试 液 为 对 照， 按

　 　 　 　 　

“２􀆰 ３” 项下法测定抑菌活性。
２􀆰 ５􀆰 ２　 紫外光照射时间 　 参考文献 ［ １５］ 报道， 将

１００ ｍｇ ／ ｍＬ正丁醇供试液在紫外光下照射 ５、 １０、 １５、 ２０、
２５、 ３０、 ６０ ｍｉｎ， 以未经处理的正丁醇供试液为对照， 按

“２􀆰 ３” 项下法测定抑菌活性。
２􀆰 ５􀆰 ３　 金 属 离 子 种 类 　 参 考 文 献 ［ １６ ］ 报 道， 在

１００ ｍｇ ／ ｍＬ正丁醇供试液中分别加入氯化钠、 氯化钾和氯

化铁， 配制成含 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ＋、 Ｋ＋、 Ｆｅ３＋的混合液， 静置

３ ｈ， 以未经处理的正丁醇供试液作为对照， 按 “２􀆰 ３” 项

下法测定抑菌活性。
２􀆰 ６　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处理， 结果以

（ｘ± ｓ） 表示， 组间比较采用 ＡＮＯＶＡ 单因素方差分析、
Ｄｕｎｃａｎ 多重比较检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 抑菌活性　 图 １、 表 １ 显示， 乙醇提取物、 水提取物、
不同极性部位对金黄色葡萄球菌、 耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌均表现出不同程度的抑制作用， 其中正丁醇部位最强；
水提取物、 水部位对枯草芽孢杆菌的抑制作用不明显， 而

其他供试液均表现出一定活性， 强弱依次为乙酸乙酯部位＞
石油醚部位＞正丁醇部位＞乙醇提取物； 所有供试液对大肠

埃希菌、 表皮葡萄球菌、 宋内志贺菌均无明显抑制作用。

注： ａ～ ｇ 分别为乙醇提取物、 水提取物、 石油醚部位、 乙酸乙

酯部位、 正丁醇部位、 水层部位、 亚胺培南。

图 １　 各供试液对供试菌的抑制作用

表 １　 各供试液对供试菌的抑菌圈直径 （ｍｍ， ｘ±ｓ）
供试液 金黄色葡萄球菌 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 大肠埃希菌 表皮葡萄球菌 宋内志贺菌

乙醇提取物 １０􀆰 ６７±０􀆰 ３４ ９􀆰 ５４±０􀆰 ７９ ８􀆰 ０７±０􀆰 ４１ — — —
水提取物 １４􀆰 ６９±０􀆰 ９１ １１􀆰 ４８±０􀆰 ２６ — — — —
石油醚部位 １０􀆰 ７１±０􀆰 ５７ ９􀆰 ３５±０􀆰 ８２ ９􀆰 ３２±０􀆰 ８５ — — —
乙酸乙酯部位 ９􀆰 ８７±０􀆰 ３５ ９􀆰 ９８±０􀆰 ６２ ９􀆰 ６３±０􀆰 ２６ — — —
正丁醇部位 １７􀆰 ５４±１􀆰 ５０ １４􀆰 ９４±０􀆰 ３６ ８􀆰 ６８±０􀆰 ２７ — — —
水部位 １４􀆰 ３０±０􀆰 ３７ １１􀆰 ０８±０􀆰 ５６ — — — —
亚胺培南 ３９􀆰 ２６±２􀆰 ０２ ２９􀆰 １４±１􀆰 ２０ ２５􀆰 ７６±１􀆰 ８１ １６􀆰 ８４±０􀆰 ９４ １７􀆰 １６±１􀆰 ９０ １８􀆰 １２±２􀆰 ０９
５０％ 丙酮 — — — — — —

　 　 注：所有数据都包括 ６􀆰 ００ ｍｍ 的滤纸片直径，—表示无抑菌圈。
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３􀆰 ２　 ＭＩＣ、 ＭＢＣ　 表 ２ 显示， 乙醇提取物对金黄色葡萄球

菌、 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、 枯草芽孢杆菌的 ＭＩＣ 在

１􀆰 ５６～ ３􀆰 １２ ｍｇ ／ ｍＬ 之间，ＭＢＣ 为 ６􀆰 ２５ ｍｇ ／ ｍＬ，均优于水提

取物，但对大肠埃希菌、表皮葡萄球菌和宋内志贺菌的抑制

作用均不理想；正丁醇部位对金黄色葡萄球菌的抑制作用最

强，其次是石油醚部位；正丁醇、石油醚部位对耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌的抑制作用最强，其次是乙酸乙酯部位；各供

试液对枯草芽孢杆菌的抑制作用依次为乙酸乙酯部位＞石
油醚部位＞正丁醇部位＞水部位；各供试液对大肠埃希菌、表
皮葡萄球菌、宋内志贺菌的抑制作用均不理想。

表 ２　 各供试液 ＭＩＣ、 ＭＢＣ 测定结果 （ｍｇ ／ ｍＬ）
供试液 金黄色葡萄球菌 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌 枯草芽孢杆菌 大肠埃希菌 表皮葡萄球菌 宋内志贺菌

乙醇提取物 ＭＩＣ ３􀆰 １２ ３􀆰 １２ １􀆰 ５６ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００
ＭＢＣ ６􀆰 ２５ ６􀆰 ２５ ６􀆰 ２５ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００

水提取物 ＭＩＣ １２􀆰 ５０ １２􀆰 ５０ ２５􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００
ＭＢＣ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００

石油醚部位 ＭＩＣ １􀆰 ５６ １􀆰 ５６ ０􀆰 ７８ ５０􀆰 ００ ２５􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００
ＭＢＣ ６􀆰 ２５ ６􀆰 ２５ ６􀆰 ２５ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００

乙酸乙酯部位 ＭＩＣ ３􀆰 １２ ３􀆰 １２ ０􀆰 ７８ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００
ＭＢＣ ３􀆰 １２ ６􀆰 ２５ ３􀆰 １２ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００

正丁醇部位 ＭＩＣ ０􀆰 ７８ １􀆰 ５６ １２􀆰 ５０ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００
ＭＢＣ １􀆰 ５６ ６􀆰 ２５ １２􀆰 ５０ ＞５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００

水部位 ＭＩＣ ２５􀆰 ００ ２５􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００
ＭＢＣ ＞５０􀆰 ００ ＞５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００ ５０􀆰 ００

３􀆰 ３　 正丁醇部位抑菌稳定性 （金黄色葡萄球菌）
３􀆰 ３􀆰 １　 ｐＨ 值　 图 ２ 显示， 除 ｐＨ 为 ５ 外， ｐＨ 为 ７、 ９、 １１、
１３ 时的抑菌圈直径大于对照组 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 为 １１ 时最强，
并且抑制作用随着其数值降低而有所下降， 这可能是由于

在酸性条件下正丁醇部位活性成分发生变化或与酸性成分

发生反应而被破坏所致。 因此， 正丁醇部位在碱性条件下

能更好地发挥作用。

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 ｐＨ 对正丁醇部位抑菌稳定性的影响 （ｎ＝３）

３􀆰 ３􀆰 ２　 紫外光照射时间　 图 ３ 显示， 紫外光照射不同时间

后对正丁醇部位的抑菌活性均无明显影响 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表

明抑菌活性成分对紫外光稳定。
３􀆰 ３􀆰 ３　 金属离子种类　 图 ４ 显示， 在金属离子存在的情况

下正丁醇部位抑菌活性均受到不同程度的抑制 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
其中 Ｆｅ３＋最明显， 其原因可能是金属离子与活性成分发生

反应所致。
４　 讨论

前期报道， 从广防风中分离得到的 ｏｖａｔｏｄｉｏｌｉｄｅ 具有明

确的抗幽门螺杆菌活性， 表明该药材在抑菌方面具有一定

的研究意义［１７］ 。 本实验发现， 广防风乙醇提取物、 水提取

物、 不同极性部位均对金黄色葡萄球菌和耐甲氧西林金黄

色葡萄球菌有一定的抑制作用， 以正丁醇部位更明显； 除

图 ３　 紫外光照射时间对正丁醇部位抑菌稳定性的影响

（ｎ＝３）

注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 金属离子种类对正丁醇部位抑菌稳定性的影响 （ｎ＝３）

了水提取物和水部位外， 各样品对枯草芽孢杆菌也有效果。
同时， 稳定性试验结果表明， 紫外灯照射对广防风正丁醇

部位体外抑菌活性的影响较小， 在碱性条件下能显著提高

其活性， 而金属离子的存在一定程度上抑制其活性， 表明

活性成分能与碱和金属离子发生反应， 导致活性增减影响。
广防风中酚酸、 苯乙醇苷、 黄酮苷是主要大极性成分［４］ ，
均具有较强的抗菌活性［１８⁃２０］ ， 这与其正丁醇部位表现出较

强的体外抑菌活性有一定相关性。 整体而言， 广防风在抑

菌方面具有不错的开发利用前景， 后期可通过其他抑菌试

验来扩大其抗菌谱， 尤其是对皮肤癣菌的抑制作用， 并且
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其正丁醇部位可进行更深入的抑菌相关研究。
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