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野生忍冬对奶牛乳房炎病原菌体外抑菌效果研究
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摘　要：在不同的季节采集忍冬茎、叶应用传统的中药煎煮方法提取有效成份对奶牛乳房炎病原菌进行抑菌试

验。结果显示：１）不同季节的忍冬茎、叶对奶牛乳房炎３种主要病原菌均有不同程度的抑制作用，表现为夏季＞

秋季＞冬季＞春季，且叶的效果较茎好。２）茎与叶的提取物对病原菌抑菌效果也不同，对引起乳房炎的大肠杆

菌、金黄色葡萄球菌和链球菌能够起到较佳的抑制效果，对链球菌作用最强，其次是金黄色葡萄球菌和大肠杆

菌。叶的效果较茎好。由此，忍冬茎、叶可应用于临床上奶牛乳房炎的防治。
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乳房炎是奶牛的一种常见多发性疾病，它会使患病牛奶产量和质量降低，最终会产生废乳房，这直接

影响着奶牛养殖业的经济效益，并且影响公共食品卫生安全。引起奶牛乳房炎的主要致病菌为金黄色葡

萄球菌、链球菌和大肠埃希菌。抗生素疗法是目前国内外治疗乳房炎最常用的方法，由于长期使用，使其

使用时限越来越短，导致致病微生物的耐药性也逐渐增强。因此，开发和研制新的药物来防治奶牛乳房炎

已成为降低奶牛场和牛乳生产业经济损失的一个突破方向。由于中药是纯天然的，毒性低，不易产生抗药

性，不仅可以治标，还可治本，注重整体观念，因此有效地弥补了抗生素的一些缺点［１］。忍冬科植物忍冬是
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我国传统药用植物，含有挥发油、有机酸、环烯醚萜苷、黄酮等多类成份，具有抗菌、抗炎、调节免疫、抗氧化

等生物学活性［２］。目前，中药中普遍使用忍冬花的部分，而其茎叶作为废品，通过整形修剪会有大量丢弃，

产量数倍于花。为了利用忍冬茎叶资源，并为奶牛乳房炎的治疗寻找更安全有效的药物，本试验对某奶业

集团４个规模化牧场２６７头患乳房炎奶牛的乳样进行细菌学检测，分离出大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和链

球菌，在南京幕府山上采集不同季节的野生忍冬茎和叶，采用常规的煎煮法提取有效成份对引起奶牛乳房

炎的病原菌进行抑菌试验，为防治奶牛乳房炎以及野生忍冬茎和叶的开发利用提供科学理论依据。

１　材料与方法

１．１　样本来源

忍冬茎、叶来源于南京幕府山上生长的野生忍冬藤、叶，每季度的中间月份１０日采摘。乳样来源于某奶业

集团４个规模化牧场患临床乳房炎和隐性乳房炎（ＤＨＩ检测乳汁中体细胞数大于５×１０６ｃｆｕ·ｍＬ－１）的奶牛。

１．２　细菌分离培养

取乳样５００μＬ，接种于５ｍＬ血清肉汤中，置３７℃培养箱中培养２４ｈ。将血清肉汤培养物分别接种

于甘露醇、麦康凯、血琼脂培养基，置３７℃培养箱中培养２４ｈ。在不同的培养基上挑取典型菌落涂片、革

兰氏染色、镜检，初步鉴定葡萄球菌、链球菌和肠杆菌。再进行纯培养后进行生化鉴定，分离鉴定得到金黄

色葡萄球菌、链球菌和大肠杆菌。将分离得到的细菌接入ＬＢ培养液中，３７℃摇床１５０ｒ·ｍｉｎ－１，震荡培

养５～６ｈ，细菌计数，使菌液浓度为１０
７ｃｆｕ·ｍＬ－１，４℃冰箱保存备用。

１．３　忍冬茎、叶有效成份提取

经形态学鉴定确为忍冬后，采摘、洗净、晾干、干燥后，藤、叶分开储存于广口瓶中备用。应用传统的煎

煮方法提取有效成份。参照马艳妮等［２］的方法进行煎煮得到含原药１ｇ·ｍＬ
－１的水提物，进行水提醇沉

后流通灭菌后放入４℃冰箱备用。

１．４　忍冬茎、叶抑菌试验

采用平板打孔法：用无菌吸管吸取１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１菌悬液２０μＬ移至营养琼脂培养基上，再用无菌拐棒将

菌液在平板上涂布均匀，待菌液干了后，用外径为６ｍｍ的灭菌打孔器在培养基上打孔，用滴管吸取熔化了的

营养琼脂，每孔滴入一滴，作补孔用，以免底部漏药液。琼脂凝固后吸取５０μＬ药液分别加入各孔内，留一孔

加入无菌生理盐水作对照试验，置４℃冰箱正放过夜使药液充分渗透。再置３７℃培养箱培养１８ｈ后，量取

抑菌圈直径作为结果。每个试验平行做３次，以平均值记录抑菌圈直径
［３］。抑菌效果判定标准按《中药药理

学》标准，抑菌圈直径≥２０ｍｍ为极敏，１５～２０ｍｍ为高敏，１０～１４ｍｍ为中敏，≤１０ｍｍ为低敏
［４］。

１．５　最小抑菌浓度（犕犐犆）和最小杀菌浓度（犕犅犆）测定

采用试管二倍稀释法，取灭菌试管９支，在每管中各加入无菌肉汤培养基１ｍＬ，然后往第１管中加入

１ｇ·ｍＬ
－１的药液１ｍＬ，混匀后取出１ｍＬ加入第２管，依次类推，直到第８管中取１ｍＬ弃去，第９管为

空白对照管。然后１～９管加入菌液０．１ｍＬ，摇匀，置３７℃恒温箱中培养１８ｈ。以不发生混浊变化的最

低药物浓度为该药物的 ＭＩＣ值
［５］。将所有清澈无肉眼可见细菌生长的试管中的液体接种０．１ｍＬ于营

养琼脂培养基或血琼脂培养基上，培养２４ｈ，菌落数少于５个视为无细菌生长，以无菌落生长的最低药物

浓度为该药物的 ＭＢＣ值
［４］。

２　结果与分析

２．１　细菌分离

从４个奶牛场２６７头患乳房炎奶牛的乳样中，经细菌分离培养鉴定、血浆凝固酶试验和触酶试验共得

到６２株金黄色葡萄球菌、４５株大肠杆菌、３６株链球菌。

２．２　忍冬茎、叶抑菌试验

分别选择有代表性的金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、链球菌（１～８号为无乳链球菌，９～１５号为乳房链球

菌）各１５株，编号１～１５，做抑菌试验。结果表明，忍冬茎、叶对３种病原菌均有不同程度的抑制作用。不

２８
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同季节的忍冬茎、叶对不同种类的病原菌抑菌效果不同。不同季节的忍冬茎、叶对同种病原菌的不同菌株

抑菌效果差异极显著（狆＜０．０１），夏季忍冬茎、叶对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和链球菌的抑菌圈均高于

春、秋、冬３个季节，差异极显著（狆＜０．０１）。

对照判定标准，夏季的忍冬叶对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和链球菌均为高敏，茎对金黄色葡萄球菌、

链球菌为高敏，对大肠杆菌为中敏；春、秋、冬季节野生忍冬的茎、叶对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌为中敏。

链球菌对野生忍冬的茎、叶的提取物较为敏感，抑菌效果只有春季的茎是中敏，其余均是高敏（表１）；同时

得知野生忍冬茎、叶对链球菌１～８号菌株（无乳链球菌）效果优于９～１５号菌株（乳房链球菌）。

表１　不同季节忍冬茎、叶对病原菌的抑菌圈直径

ｍｍ

季节
大肠杆菌

叶 茎

金黄色葡萄球菌

叶 茎

链球菌

叶 茎

春季 １１．８±０．６７Ａａ １０±０．５９Ａ １２．６±０．５５Ａ １０．２７±０．４１Ａ １６．１３±０．６９Ａａ １３．８±０．５５Ａａ

夏季 １５．７３±０．８８Ｂ １３．７３±０．８８Ｂ １６．４７±０．７６Ｂ １５±０．７２Ｂ １９．６±０．６５Ｂ １７．３±０．７３Ｂｂ

秋季 １３．６７±０．８７Ａｂ １２．０７±０．７８Ｂｂ １３．７３±０．６７Ａ １２．１３±０．４８Ｂｂ １７．６±０．７６Ａ １５．５３±０．７７ｂ

冬季 １３±０．７Ａｃ １０．４７±０．６５Ａａ １３．０７±０．７１Ａ １０．８７±０．７３Ａａ １７±０．７Ａｂ １５±０．４７Ａｂ

注：同列的小写字母不同表示差异在０．０５水平上显著；大写字母不同表示差异在０．０１水平上显著，下同。

２．３　忍冬茎、叶最小抑菌浓度（犕犐犆）测定

不同季节的忍冬茎、叶对３种病原菌的最小抑制浓度均值如表２所示。不同季节的忍冬茎、叶对不同

种类的病原菌抑菌浓度不同，不同季节的忍冬茎、叶对同种病原菌的不同菌株抑菌浓度也不同。夏季忍冬

茎、叶对链球菌的最小抑菌浓度均值分别为２２．９２ｍｇ·ｍＬ
－１、１９．８ｍｇ·ｍＬ

－１，对金黄色葡萄球菌分别

为３０．２１ｍｇ·ｍＬ
－１、２６．０４ｍｇ·ｍＬ

－１，对大肠杆菌分别为４２．７１ｍｇ·ｍＬ
－１、２９．１７ｍｇ·ｍＬ

－１。夏季忍

冬茎、叶对大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和链球菌的抑菌浓度均小于春、秋、冬３个季节，其中忍冬叶对大肠

杆菌和金黄色葡萄球菌，夏季与春季比较差异极显著（狆＜０．０１），春季与冬季比较差异显著（狆＜０．０５）。

表２　不同季节忍冬茎、叶对病原菌的最小抑菌浓度

ｍｇ·ｍＬ
－１

季节
大肠杆菌

叶 茎

金黄色葡萄球菌

叶 茎

链球菌

叶 茎

春季 ４５．８３±４．１７Ａａ ６２．５±７．４７Ａａ ３９．５８±３．６９Ａｂ ５４．１７±３．６９Ａ ２５±２．０５ａ ３１．２５±２．６４ａ

夏季 ２９．１７±４．７９Ｂ ４２．７１±５．１６Ｂ ２６．０４±３．２９Ｂ ３０．２１±３．８８Ｂｂ １９．８±１．８５ａ ２２．９２±２．０８ｂ

秋季 ３５．４２±４．６９Ｂ ４４．７８±４．５３Ｂ ３３．３５±４．２８ａ ３９．５８±３．６９Ｂｂ ２１．８８±２．０５ａ ２５±２．０５ａｂ

冬季 ３７．５±４．２６ｂ ５２．０８±６．５８Ａｂ ３３．３３±４．２８ａ ４７．９２±７．２３ａ ２２．９２±２．０８ａ ２８．１３±１．６７ａ

２．４　忍冬茎、叶最小杀菌浓度（犕犅犆）测定

使用平板倾注培养法在最小抑菌浓度的基础上测定最小杀菌浓度（ＭＢＣ），结果如表３所示，不同季节的

忍冬茎、叶提取物对三种病原菌均有杀菌作用。不同季节的忍冬茎、叶对不同种类的病原菌杀菌效果不同，

不同季节的忍冬茎、叶对同种病原菌的不同菌株杀菌效果也不同。夏季忍冬茎、叶对链球菌杀菌效果最强。

不同季节的忍冬茎、叶对同种病原菌的不同菌株杀菌效果也不同，春、夏季节对大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌的杀菌浓度比较，差异极显著（狆＜０．０１）；春、冬季节对大肠杆菌比较差异显著（狆＜０．０５），对金黄色葡

萄球菌叶差异显著（狆＜０．０５），茎没有差异性（狆＞０．０５）。

不同季节野生忍冬茎、叶提取物对三种病原菌均有杀菌作用，对链球菌作用最强，其次是金黄色葡萄

球菌和大肠杆菌。此外，最小抑菌浓度均低于最小杀菌浓度的一个浓度梯度，说明野生忍冬茎、叶抑菌效

果比较稳定。

３８
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表３　不同季节忍冬茎、叶对病原菌的最小杀菌浓度

ｍｇ·ｍＬ
－１

季节
大肠杆菌

叶 茎

金黄色葡萄球菌

叶 茎

链球菌

叶 茎

春季 ９１．６７±８．３３Ａａ １２５±１４．９４Ａａ ７９．１７±７．３９Ａａ １０８．３３±７．３９Ａ ５０±４．０９ａ ６２．５±５．２８ａ

夏季 ５８．３３±９．５８Ｂ ８５．４２±１０．３Ｂ ５２．０８±６．５９Ｂ ６０．４２±７．７６Ｂｂ ３９．５８±３．６９ａ ４５．８３±４．１７ｂ

秋季 ７０．８３±９．３８Ｂ ８９．５８±９．０８Ｂ ６６．６７±８．５５ａ ７９．１７±７．３９Ｂｂ ４３．７５±４．０９ａ ４８．９６±４．５４ａｂ

冬季 ７５±８．５２ｂ １００±１３．３６Ａｂ ６６．６７±８．５５ａ ９５．８３±１４．４６ａ ４５．８３±４．１７ａ ５６．２５±３．３４ａｂ

３　结论与讨论

１）四个季节采摘的忍冬茎、叶提取物对奶牛乳房炎的３种主要病原菌均有抑制和杀灭作用。不同季

节的忍冬茎、叶对病原菌抑制效果不同，一年四季中夏季的效果最好，抑菌作用从强到弱排序依次为：夏季

＞秋季＞冬季＞春季。茎与叶的提取物对病原菌抑菌效果也不同，叶的效果较茎好。不同种类的病原菌

对忍冬茎、叶提取物敏感性不同，链球菌对其有较强的敏感性，一年四季采摘的忍冬茎、叶对链球菌，特别

是无乳链球菌抑菌效果最佳，其次是金黄色葡萄球菌和大肠杆菌。说明由链球菌引起奶牛乳房炎用野生

忍冬茎、叶防治，可以取得较好的效果。

２）试验中忍冬茎、叶提取物对奶牛乳房炎主要３种病原菌的抑菌圈、最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌

浓度（ＭＢＣ）测定结果均是叶优于茎，与李健志等
［６］用忍冬藤对金黄色葡萄球菌、大肠杆菌和乙型溶血性

链球菌的抗菌作用研究结果相似，与梅林［７］应用金银花叶片提取液对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌的结果

（ＭＩＣ分别为１５０ｍｇ·ｍＬ
－１和３７．５ｍｇ·ｍＬ

－１）较接近。夏季忍冬茎、叶的提取物抑菌效果最好，与吴

丹丹等［８］研究不同生长期忍冬叶中活性成分的动态变化及抗菌作用得出结果相似，６月份所测各种活性

成分含量均较高，且抑菌效果最好。

３）本试验的细菌是从４个奶牛场２６７头患乳房炎奶牛的乳样中分离得到，共６２株金黄色葡萄球菌、

４５株大肠杆菌和３６株链球菌。经过常用的抗生素药敏试验后，选择多耐药的菌株应用忍冬茎、叶提取物

进行抑体外菌效果试验取得较好的效果。但是单纯的体外试验并不能真实地反映中药的抑菌效果，因为

在兽医临床应用中，中药发挥作用是药物、细菌和机体三者间互相作用的结果。通过本试验希望能为今后

的研究提供一些参考。忍冬茎、叶具有较好的广谱抗菌性，可以将其开发为抗畜禽病原菌药物或者饲料添

加剂，这也为忍冬叶资源的合理开发利用奠定了坚实的基础。
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