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摘要  分析了大肠杆菌给人类和动物造成的危害 ,介绍了大肠杆菌的防治现状 ,阐述了中药防治大肠杆菌的概况,并从中药抗大肠杆菌
病的研究近况和临床应用前景方面论述了目前国内外中草药的研究现状。
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  大肠杆菌病是在世界范围内影响养殖业发展的主要细

菌病之一 ,常招致巨大的经济损失。有效防治大肠杆菌病一

直是养殖业的一项重要课题。按中兽医辨证理论,大肠杆菌

病为湿热壅积肠道而引起的里热症 , 宜清热解毒、燥湿止

痢[ 1] 。我国传统中草药在防治细菌方面积累了许多经验, 君

臣佐使配合, 互相协调为用,可以达到标本兼治、扶正祛邪的

效果。笔者就中药抗大肠杆菌病的最新研究现状和临床应

用前景作一综述, 旨在为相关研究提供参考。

1  大肠杆菌给人类和动物造成的危害

致病性大肠杆菌是医学和兽医学临床感染中最常见的

病原菌之一。据估计, 全球每年因感染产毒素性大肠杆菌至

少可导致6 .5 亿人发病, 并引起约80 万5 岁以下儿童死亡。

我国许多地区大肠杆菌在腹泻病人的病原谱中占首位[ 2] 。

据报道,O157型大肠杆菌曾在日本等国家引起食品污染事故 ,

致病性较严重, 通常会导致患者腹泻、脱水甚至死亡。在兽

医临床上, 致病性大肠杆菌一年四季均可致病 ,鸡的发病率

约为10 %～69 % , 死亡率约为3 .8 % ～72 .0 %。尤其是20 世

纪80 年代以来, 随着我国养殖业集约化程度的不断提高, 畜

禽大肠杆菌病在各地的流行趋于严重, 在受不利环境因素和

其他传染因子应激的畜禽群中, 大肠杆菌感染一直居于首

位。严重影响着我国畜牧养殖业的发展。

2  大肠杆菌病防治现状

抗菌药物和大肠杆菌疫苗在养殖业上广泛使用, 极大地

促进了规模化、集约化畜牧业的发展。但抗生素的广泛持续

和不当使用造成了畜禽产品中的药物残留, 抗菌药物残留除

了可 能对消费者造成直接的急、慢性毒性外, 还有可能产生

过敏反应, 或者对人类胃肠道的正常菌群产生不良的影响 ,

如部分敏感菌受到抑制或被杀死, 致使平衡破坏。此外, 抗

菌药物残留可能会导致某些条件性致病菌大量繁殖, 或体外

病原的乘机侵入, 严重损害人类健康。并且 ,随着抗生素使

用时间的延长, 多重耐药性的问题越来越严重 ,目前我国家

禽大肠杆菌耐药性严重而复杂, 几乎对所有的抗菌药物都已

经产生了耐药性。中国兽医药品监察所对其保存的大肠杆

菌进行药敏试验发现,20 世纪50 年代分离的菌株基本上不

存在耐药性问题;20 世纪60 年代的菌株耐药谱也较窄,在15

种目前常用的抗生素中仅对链霉素和四环素具有耐药性, 而

且耐药性仅为20 % ; 从20 世纪70 年代起,大肠杆菌的耐药性

迅速增加 ,并出现了多重耐药的菌株;20 世纪80～90 年代分

离的菌株多为多耐药菌株;20 世纪90 年代分离的菌株有

87 %可同时耐5 种以上的抗菌素[ 3 - 7] 。家禽大肠杆菌耐药性

产生的速度极快, 与我国目前的家禽养殖环境、养殖方式和

技术水平密切相关。通过在山东地区对盐酸环丙沙星进行

连续3 年的耐药性调查发现,1996 年盐酸环丙沙星治疗大肠

杆菌的有效率为100 % , 1997 年为63 .7 % , 而其毒力因子就

能成为致病的菌株[ 8] 。故迄今对其所引起的疾病尚无理想

的疫苗来预防。因此, 使用中草药防治该病 ,既是饲养动物

的需要, 也是人们生活保健的需求。虽然市场上已有不少中

草药兽医产品, 但由于对中草药的基础研究比较薄弱, 许多

中药的抑菌作用机制尚未弄清楚, 部分中药制剂缺乏科

学性。

3  中药防治大肠杆菌病概况

由于肠道微生物抗原和抗原决定簇复杂,免疫机制存在

差异, 从疫苗角度尚未取得突破性进展 ,而且抗菌药的滥用

和大量亚治疗量的预防、饲料添加用药及无节制地延长用药

时间, 均导致了大肠杆菌耐药性的产生、传播 ,同时造成了药

物残留而危害人畜健康及公共卫生的可能。据此 ,有许多科

研工作者开始关注在我国已有几千年使用历史的中草药, 并

开发研究植物提取物。如苑丽等选用了11 种中草药, 分别

对禽大肠杆菌O74、金黄色葡萄球菌、猪大肠杆菌O138、猪链球

菌进行体外抑菌试验, 结果显示 ,11 种中药均有一定的抑菌

效果, 其中黄芩、大黄、蒲公英抗菌活性较强[ 9] 。夏薛梅等选

用24 种中草药水提物作大肠杆菌的抑菌试验, 结果显示, 多

种中草药有不同程度的抑菌效果[ 10] 。

随着养殖业的不断集约化,多种疾病混合感染的机率逐

渐增多。而祖国医学恰是群体论治方面的一项杰作, 具有广

阔的应用和发展前景。中草药治疗传染病不一定对细菌起

直接杀灭作用,但可通过扶正和祛邪2 方面来达到现代医学

所说的增强体质、防御病邪的侵袭, 提高机体免疫力和抗病

力的作用[ 11] 。而且,中草药与化学药物相比, 有一定的优势,

主要是毒副作用相对较小,不易在食用动物性产品中形成有
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害残留[ 12] 。大量研究表明, 单味中药具有一定的抑菌作用。

杜云良等通过抑菌试验证明, 牛至提取物对禽大肠杆菌高度

敏感。刘玉庆等通过平板稀释法和管碟法观察了黄莲、穿心

莲、诃子等23 味常用中药和三黄汤等18 个复方的抑菌效果 ,

结果发现诃子、黄芩、秦皮、黄连、人黄等单味药对大肠杆菌

抑菌效果较好。有研究表明,部分中药在体外对内毒素有直

接的清除作用,如金银花、连翘、穿心莲、黄苹、赤芍、大黄、黄

连、大青叶、丹参等。绞股蓝总皂甙、黄苏甙等9 个中药化学

成分可以降低内毒素所致试验动物的死亡率,逆转内毒素引

起的心血管功能紊乱、低血压弥散性血、管内凝血及血尿素

氮和血浆肌醇的升高;抑制肿瘤坏死因子、一氧化氮、血小板

活性因子及乳过氧化物酶等的合成和过度释放等多种途径

发挥其抗内毒素活性[ 13] 。刘云海等发现 ,连翘、大青叶、黄连

等75 味中药皆具有拮抗内毒素活性的作用[ 14 - 18] 。

4  中药组方抗大肠杆菌的研究

4 .1 中药组方抗大肠杆菌的敏感性研究  早在20 世纪50

年代, 我国医药工作者即开始了中药抑菌作用与抑菌成分研

究, 并发现了许多具有抗菌作用的中药。王岳等测定70 种

福州草药的乙醇浸提物的抗菌效能, 并于70 种中选出8 种

( 秦皮、青黛、五味子、桂枝、丁香、黄柏、丹皮、沙参) 连同百

部,制得乙醇浸提物, 测定其抗菌谱[ 19] 。山东医学院则根据

中药分类, 证明清热药绝大部分具有抑菌作用 ,并证实具广

泛抗菌谱的药物有夏枯草、黄芩、地榆、硼砂、蟾蜍、丁香、五

味子[ 20] 。部分研究的目的是在前人工作的基础上 , 采用现

代药理学的方法, 以清热解毒、清热燥湿为药物筛选方向, 找

出针对致病性大肠杆菌敏感性较强的单味中药与组方[ 21] 。

研究发现, 中药复方在体外对内毒素有直接的清除作用, 如

双黄连粉针、清开灵注射液、板蓝根注射液、热毒平、鱼腥草

注射液等在体外具有较好的拮抗内毒素作用。而对体内内

毒素清除作用的机理研究发现, 该作用有被机体解毒机制解

毒, 被药物解毒灭活2 个途径。与之相应的中医治法为益气

解毒、清热解毒和通腑解毒。益气解毒法的本质是应用益气

扶正方药提高机体以网状内皮系统的吞噬活性为主的对内

毒素的解毒机制, 从而清除血流中的内毒素; 清热解毒法的

实质是应用清热方药直接使体内的内毒素解毒灭活, 并对抗

内毒素所致机体发热等多种“热象”; 通腑泻毒法的实质是应

用能荡涤肠腑的润下之品清除肠道内毒素, 并通过改善肠道

血液循环以减少肠源性内毒素的吸收[ 22 - 23] 。

热毒清是由金银花、人青叶、蒲公英、鱼腥草等中药制成

的静脉注射液,用于治疗多种急性感染性疾病。杨光等试验

表明, 热毒清能通过抑制TNF-a、IL-8 活性减轻内毒素诱导的

肝损害。杨明纬等通过体内、体外对内毒素影响试验发现 ,

热毒清在体外能裂解大肠杆菌内毒素的网状结构,在体内能

减少家兔内毒素性 DIC 和肾小球血栓的形成,减轻内毒素引

起的家兔发热反应。在对该方防治内毒素性 DIC 进行多方

面深入研究后,发现其防治机制为降低TNF- a、IL-1、IL-6、IL- 8

和NO 水平, 降低活性期蛋白、血清C 反应蛋白、铜蓝蛋白量 ,

保护肝微粒体, 维护钙稳态和防止脂质过氧化作用。

4 .2  中药组方抗大肠杆菌的作用机制研究 致病性大肠杆

菌是兽医临床最常见的病原菌之一 , 它可引起禽大肠杆菌

病、仔猪黄白痢和水肿病及其他各种家畜的大肠杆菌病, 给

养殖业造成巨大的经济损失[ 24] 。针对目前我国畜禽疾病发

生和防治的现实情况 ,兽医临床治疗方案的确定越来越需要

药物抗病原菌的机制作为指针。国内外学者对中药抗大肠

杆菌的机制进行了一些研究, 认为: ①中药通过影响致病性

大肠 杆菌的 DNA、RNA、蛋 白质的 合成对其 产生抑制 作

用[ 25 - 26] ;②中药通过对致病性大肠杆菌黏附性的影响[ 27] 来

阻止大肠杆菌的繁殖 ;③中草药提取物可以消除大肠杆菌耐

药性及耐药质粒[ 28 - 29] , 从而达到抑杀目的。

耐药质粒又称R 质粒或耐药因子, 是造成大肠杆菌产生

耐药性的主要原因。大黄、黄连、黄芩对 R 质粒均有不同程

度的消除作用。国内陈少英等曾用大黄素作为消除剂 ,对金

黄色葡萄 球菌的 R 质粒进 行了消除 研究, 其消除率 为

0 .87 %。徐建国曾用黄连素作为消除剂 ,对去污染小鼠进行

了痢疾杆菌 R 质粒的消除作用研究, 其消除率在1 .4 % ～

1 .6 %。以黄芩和黄连的提取物为质粒消除剂, 携带 R 质粒

的多重耐药性大肠杆菌E.102 株为靶细菌, 采用倍比稀释和

影印的培养方法及 Kado 法进行研究发现, 黄连和黄芩作用

24 h , 对大肠杆菌 R 质粒的消除率为2 .42 %～5 .00 % ,延长时

间至48 h ,消除率为22 .57 %～26 .14 % ,R 质粒的消除可以表

现为单一或2 种耐药性的丢失。另有研究以黄芩和复方止

痢灵( 主要成分为白头翁、黄柏和苦参) 为消除剂 , 用携带多

重大肠杆菌 E.010 株为靶细菌, 发现单独使用黄芩和止痢

灵,其消除率分别为2 .42 和2 .14 , 绝大多数细菌表现为单一

耐药性的丢失, 其中以链霉素的耐药性丢失最多, 其次为氨

苄青霉素。而黄芩和止痢灵配伍使用, 消除率可提高到

18 .14 % ,这可能与中药配伍产生的联合药理作用有关。细菌

不仅表现为单一耐药性消除率的明显提高, 还表现对链霉素

+ 四环素及氨苄青霉素+ 四环素多重耐药性的消除率明显

升高。该试验研究不仅证实了中药黄芩和止痢灵对 R 质粒

的消除作用,而且观察了中药配伍使用能够明显增强其消除

R 质粒的作用 ,指出了中药作为消除剂的临床运用前景。
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2  结果与分析

2 .1  提取工艺研究结果  对影响超声提取的主要因素( 乙

醇浓度、料液比、超声温度) 按照 L9( 34) 正交表进行正交试

验。因素水平见表1 ,结果见表2。

表1 试验因素水平

Table 1 Factors andlevels of thetest

水平

Level

因素Factor
乙醇浓度A∥%

Ethanol concentration

料液比B

Solid-liquid ratio

提取温度C∥℃

Extractiontemperature
1 50     1∶8 40
2 60 1∶10 50
3 70 1∶12 60

表2 三七总皂苷乙醇超声法提取正交试验设计L9(3
4) 及结果

Table 2 Designand result of L9(3
4) orthogonal test of PNS extraction by

ethanol ultrasonic method

试验号

Test No .

因素Factor

A B C
空列

Blankrow

提取率∥%Extractionrate

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

1 50  1∶8 40 1 6 .25 6 .46 6 .42
2 50 1∶10 50 2 5 .11 5 .36 5 .32
3 50 1∶12 60 3 5 .09 5 .18 4 .93
4 60 1∶8 50 3 4 .70 4 .98 4 .94
5 60 1∶10 60 1 4 .71 4 .96 4 .79
6 60 1∶12 40 2 6 .89 6 .69 6 .74
7 70 1 :8 60 2 4 .36 4 .61 4 .44
8 70 1∶10 40 3 6 .25 6 .46 6 .42
9 70 1∶12 50 1 5 .11 5 .36 5 .32
k1 5 .57 5 .24 6.20 5 .47

k2 5 .49 5 .18 5.12 5 .50

k3 5 .05 5 .69 4.79 5 .13

R 0 .52 0 .51 1.42 0 .37

  由表2 中极差可见 , 各因素的影响大小为C > A > B, 方

差分析表明 ,各因素在所选水平上均极显著地影响提取率。

由 k 值可以看出, 在所选水平上温度越高提取率下降越多 ,

乙醇浓度越高提取率也下降越多。k 值确定的最优组合为

A1B3C1 , 试验最佳组合为A2B3C1 , 经验证,A1B3C1 试验结果略

高于A2B3C1 ,即采用40 ℃及50 % 的乙醇浓度, 料液比1∶12 ,

超声提取2 次, 所用提取时间合计为100 min。常用的乙醇回

流法温度远高于50 ℃( 达乙醇溶液的沸点) , 乙醇浓度为

70 % ,料液比1∶10 , 回流提取3 次( 每次1 .5 h) , 提取时间合计

为270 min[ 4] 。这说明超声波法可以比传统方法节省溶剂、降

低能耗、提高效率。

2 .2  三七总皂苷急性毒性试验结果  为考察超声提取产品

的安全性,将提取液精制为固体粉末后以去离子水制成溶液

做试验。灌胃前, 小白鼠经连续观察3 d 未发现有任何异常,

灌入精制三七总皂苷溶液后亦未见任何异常( 表3) 。这表明

该工艺所制得的三七总皂苷粉最大耐受量 MTD 大于20 .0

g/ kg体重,属无毒级。此结果与耿家玲等对水提三七皂苷胶

囊的急性毒性试验结果一致, 说明小鼠口服三七总皂苷是相

当安全的[ 9] 。鉴于三七皂苷有很好的保健功能且总皂苷口

服无毒 ,应进一步开展其在食品功能性添加剂方面的研究。

表3 急性毒性试验结果

Table 3 Result of acutetoxicitytest

性别
Sex

动物数∥只
Ani mal
number

浓度
mg/ ml

Concentration

剂量
g/ kg

Dosage

观察情况
Observation
situation

死亡
数∥只
Death

number

死亡
率∥%
Death
rate

雄Male 10 500 20 .0 无异常 0 0
No abnormal

雌 10 500 20 .0 无异常 0 0
Female No abnormal

3  结论

通过研究三七总皂苷的乙醇超声法提取工艺 ,发现在所

选因素和水平上的最佳提取工艺参数为以12 倍的50 %乙醇

浸泡三七粉末12 h 后,在40 ℃下超声50 min 过滤,滤渣再次

提取后合并滤液。滤液经减压干燥、除杂、浓缩后所得三七

总皂苷粉末为无毒产品。
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