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摘 要 目的：考察虎石灌肠颗粒的体外抑菌作用。方法：采用试管二倍稀释法测定虎石灌肠颗粒药液[初始质量浓度为1 200 mg

（生药）/ml]对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆菌、福氏痢疾杆菌的最低抑菌浓度（MIC）；采用琼脂培养基平板

法测定其最低杀菌浓度（MBC）；选择4 MIC和2 MIC药液测定杀菌速度（菌液浓度均为1.5×105 CFU/ml），并绘制杀菌曲线（KCS）

图。结果：虎石灌肠颗粒药液对金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆菌、福氏痢疾杆菌的MIC分别为18.75、150、

150、75、150 mg（生药）/ml，MBC分别为37.50、150、150、75、150 mg（生药）/ml；KCS图显示，4MIC、2MIC药液对5种受试菌株均有

较好的杀灭作用，全部杀灭所需时间分别为24、1、1、7、1 h和24、7、3、7、7 h。结论：虎石灌肠颗粒具有较强的体外抑菌作用。
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Study on Antibacterial Effect of Hushi Enema Granules in vitro
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study antibacterial effect of Hushi enema granules in vitro. METHODS：Minimal inhibitory con-

centration（MIC）of Hushi enema granules [initial concentration of 1 200 mg（crude drug）/ml] to Staphylococcus aureus，Esche-

richia coli，Salmonella，Shigella dysenteriae and Shigella flexneri were detected by tube double dilution method. The minimal bacte-

ricidal concentration（MBC）were determined by agar medium plate method；4 MIC and 2 MIC Hushi enema granules solution

were selected to determine sterilizing speed（bacterium concentration of 1.5×105 CFU/ml）and draw time-kill curves（KCS）. RE-

SULTS：MIC of Hushi enema granules to S. aureus，E. coli，Salmonella，S. dysenteriae and S. flexneri were 18.75，150，150，75

and 150 mg（crude drug）/ml，respectively；MBC of Hushi enema granules were 37.50，150，150，75 and 150 mg（crude drug）/ml，

respectively. Both 4 MIC and 2 MIC solution had good sterilizing effects on 5 bacterial strains. KCs of 4 MIC and 2 MIC solution

sterilizing 5 bacterial strains were 24，1，1，7，1 h and 24，7，3，7，7 h，respectively. CONCLUSIONS：Hushi enema granules

show a strong antibacterial effect in vitro.

KEYWORDS Hushi enema granules；Antibacterial effect in vitro；Minimal inhibitory concentration；Minimal bactericidal concen-

tration；Time-kill curves
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虎石灌肠颗粒是我院专为儿科腹泻患者研制的纯中药制

剂，由虎杖、石榴皮、黄芩、黄连、乌梅、白及、木香等7味中药组

成[1]。与口服药相比较，该药为灌肠剂，具有无小儿服药困难、

无胃部刺激、无肝脏首关效应和药物直接作用于病变部位疗

效更好的优点，常用于小儿各种腹泻的治疗。据文献报道，临床

引起儿童感染性腹泻的常见病原菌主要有大肠埃希菌、沙门

菌、痢疾杆菌以及金黄色葡萄球菌等[2-5]。为了探讨虎石灌肠

颗粒对这些病原菌的抗菌效果，笔者参考文献[6-10]后设计试

验，对其体外抗菌活性进行了研究，以期为其后期研究提供参

考。现将试验结果报道如下。

1 材料
1.1 仪器

SZK202净化工作台（蚌埠市瑞风净化设备工程有限公

司）；YC-875S 医用净化工作台（苏州净化设备有限公司）；

HHB11420电热恒温培养箱（湖北省黄石市医疗器械厂）；

KWY-100电热干燥箱（武汉市武昌实验仪器厂）；YX280高压

蒸汽灭菌器（上海三申医疗器械有限公司）；WH-3微型旋涡混

合仪（上海汾西分析仪器有限公司）。

1.2 药品、试剂与培养基

虎石灌肠颗粒（黄冈市中心医院自制，批号：150802、

150803、150804，规格：含生药量为 36 g /袋）；蛋白胨粉（北京

双旋微生物培养基制品厂，批号：20141103）；氯化钠（中盐宏

博集团云梦云虹制药有限公司，批号：20150212）；水解酪蛋白

（M-H）肉汤培养基（批号：20150318）、M-H琼脂培养基（批号：

20150516）均购自北京奥博星生物技术有限责任公司。

1.3 菌株

金黄色葡萄球菌[CMCC（B）26003]、大肠埃希菌[CMCC

（B）44102]、沙门菌[CMCC（B）50094]、志贺氏痢疾杆菌[CMCC

（B）51105]、福氏痢疾杆菌[CMCC（B）51572]均购自中国食品

药品监督检验研究院菌种保藏中心。

2 方法
2.1 供试液、0.5麦氏比浊管及菌液的制备

2.1.1 供试液的制备 取虎石灌肠颗粒 2袋，用 60 ml注射用

水充分溶解，灌装于100 ml玻璃输液瓶中，压盖，115 ℃高压灭

菌 30 min，即得含生药量为 1 200 mg/ml的供试液。同法制备

若干份，备用。

2.1.2 0.5麦氏比浊管的制备 [7] 取 1.175％氯化钡（BaCl2·
H2O）溶液 0.5 ml，置于 100 ml量瓶中，加 1％硫酸溶解并稀释

至刻度，充分摇匀，分装于试管中，每管5 ml，其浊度相当于菌

液浓度为1.5×108 CFU/ml，室温下暗处保存，备用，用前摇匀。

2.1.3 菌液的制备[6-7] 采用比浊法控制菌液的浓度。按无菌

操作法，将金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾

杆菌、福氏痢疾杆菌解冻后，转种至M-H琼脂培养基斜面上，

经 37 ℃培养 18～24 h，使菌株复壮和纯化。再用接种环挑起

复壮并纯化的菌株适量置于5 ml M-H肉汤培养基中，37 ℃培

养16～18 h。取上述培养物，分别置于15 mm×175 mm的灭菌

试管中，加 0.9％无菌氯化钠溶液 5 ml，以黑衬纸为背景，调节

浊度至0.5麦氏比浊标准，使菌液浓度为1.5×108 CFU/ml；再按

10倍稀释法用 0.9％无菌氯化钠溶液将菌液稀释至 1.5×106

CFU/ml，备用。

2.2 最低抑菌浓度（MIC）的测定[7-9]

采用试管二倍稀释法。按无菌操作法，取无菌带棉塞试

管 11支并编号，每管加入M-H肉汤培养基 2.0 ml，再在第 1管

中加入供试液（含生药量为 1 200 mg/ml）2.0 ml，涡旋混匀，然

后吸取2.0 ml加入第2号管，如此连续倍比稀释至第9号管，第

9号管中吸取2.0 ml弃掉。此时，各管中药物质量浓度依次为

600、300、150、75、37.50、18.75、9.38、4.69、2.34 mg（生药）/ml。

第 10号管中不加受试药液作为阳性对照，以便观察培养基是

否适合细菌生长。第 11号管中加受试液 2.0 ml，混匀后吸取

2.0 ml弃去，不加菌液，作为阴性对照，以便观察受试药液是否

被污染。分别取“2.1.3”项下制备的菌悬液100 μl，依次加入到

上述 1～10号管中，充分混匀，此时，各管菌液浓度约为 7.1×

104 CFU/ml。将 1～11号管分别置于 37 ℃培养箱中培养 24 h

后，取出观察有无细菌生长。与阳性管混浊度相同者为有菌

生长；对于因药物本身的颜色和浊度干扰而无法直接判断的

可疑菌管，则用无菌接种环分别从每管中取出1环液体划线接

种到M-H琼脂培养基平皿上，置于37 ℃培养24 h，观察试验菌

生长情况，以无菌落生长的平板所对应的最低药物质量浓度

即为该药的MIC[8]。每种菌株设 2管，平行操作 3次，以 2次或

3次相同结果为准。

2.3 最低杀菌浓度（MBC）的测定[7，10]

分别从“2.2”项下未见细菌生长的试管中吸取100 μl培养

液，分别接种至M-H琼脂培养基平皿中，用L型无菌不锈钢涂

布棒轻轻推匀，置于37 ℃培养箱中培养24～48 h。以无菌落生

长的平板所对应的最小稀释度的药物质量浓度为该药的MBC。

每种菌株设2管，平行操作3次，以2次或3次相同结果为准。

2.4 杀菌曲线（KCS）的测定[8-10]

采用平板法计活菌数测定回收菌数。按无菌操作法，用

M-H肉汤培养基将药液稀释成4 MIC浓度[用于加入金黄色葡

萄球菌、大肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆菌、福氏痢疾杆菌

菌液的药液管中的药物质量浓度分别为75、600、600、300、600

mg（生药）/ml]和 2 MIC浓度[用于加入金黄色葡萄球菌、大肠

埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆菌、福氏痢疾杆菌菌液的药液管

中药物质量浓度分别为37.50、300、300、150、300 mg（生药）/ml]，

每管9 ml。

分别取“2.1.3”项下制备的菌液1.0 ml，分别加入上述相应

的各含药试管中，涡旋混匀，得供试液B（此时各管菌液浓度约

为1.5×105 CFU/ml）。置于37 ℃培养箱中培养，分别于培养后

0、1、3、5、7、24 h取出，涡旋混匀，分别从各管中吸取100 μl供

试液 B[10]，参照文献[8]中的稀释方法（10倍递增稀释法），用

0.9 ml 0.9％无菌氯化钠溶液分别稀释成 1 ∶ 10、1 ∶ 102、1 ∶ 103、

1 ∶ 104共 4个稀释级别。再分别取供试液B和各级稀释液 100

μl分别接种至M-H琼脂培养基平皿中，用L型无菌不锈钢棒

轻轻推匀，每个质量浓度接种2个平板，共10个平板。将平板

置于 37 ℃培养箱中培养 24 h 后，取出平板，点数（用肉眼或

5～10倍放大镜），求出每个质量浓度2个平板的平均菌落数。

回收菌数计数规则参照文献[8]中“微生物限度检查”方法中的

细菌数报告规则，若供试液和各级稀释液均无菌落生长，则回

收菌数计为0 CFU/ml。每菌株2管，同时测定3批样品，以3批

结果的平均值为最终结果。存活率（％）＝不同时间（h）的回

收菌数/0 h的回收菌数×100％。以时间为横坐标、菌株存活率

为纵坐标，绘制KCS图。
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3 结果
3.1 MIC的测定结果

虎石灌肠颗粒对金黄色葡萄球菌的MIC为 18.75 mg（生

药）/ml，对大肠埃希菌、沙门菌、福氏痢疾杆菌的MIC均为150

mg（生药）/ml，对志贺氏痢疾杆菌的MIC为 75 mg（生药）/ml。

结果提示，虎石灌肠颗粒对 5种受试菌株均有较强的抑菌活

性，其中对金黄色葡萄球菌抑菌活性最强。虎石灌肠颗粒对5

种菌株的MIC测定结果见表1。

表1 虎石灌肠颗粒对5种菌株的MIC测定结果

Tab 1 MIC of Hushi enema granules for 5 kinds of bacteri-

al strains

菌株

金黄色葡萄球菌
大肠埃希菌
沙门菌
志贺氏痢疾杆菌
福氏痢疾杆菌

虎石灌肠颗粒溶液质量浓度，mg（生药）/ml

600

－
－
－
－
－

300

－
－
－
－
－

150

－
－
－
－
－

75

－
+

+

－
+

37.50

－
+

+

+

+

18.75

－
+

+

+

+

9.38

+

+

+

+

+

4.69

+

+

+

+

+

2.34

+

+

+

+

+

阳性对照

+

+

+

+

+

阴性对照

－
－
－
－
－

注：“-”为阴性反应；“+”为阳性反应

Note：“-”means negative reaction；“+”means positive reaction

3.2 MBC的测定结果

虎石灌肠颗粒对金黄色葡萄球菌的MBC为 37.50 mg（生

药）/ml，对大肠埃希菌、沙门菌、福氏痢疾杆菌的MBC均为150

mg（生药）/ml，对志贺氏痢疾杆菌的MBC为75 mg（生药）/ml。

结果提示，虎石灌肠颗粒对 5种受试菌株均有较强的杀菌活

性，其中对金黄色葡萄球菌的杀菌活性最强。虎石灌肠颗粒

对5种菌株的MBC测定结果见表2。

表2 虎石灌肠颗粒对5种菌株的MBC测定结果

Tab 2 MBC of Hushi enema granules for 5 kinds of bacteri-

al strains

菌株

金黄色葡萄球菌
大肠埃希菌
沙门菌
志贺氏痢疾杆菌
福氏痢疾杆菌

虎石灌肠颗粒溶液质量浓度，mg（生药）/ml

600

－
－
－
－
－

300

－
－
－
－
－

150

－
－
－
－
－

75

－

－

37.50

－
18.75

+

注：“-”为阴性反应；“+”为阳性反应

Note：“-”means negative reaction；“+”means positive reaction

3.3 4 MIC药液的杀菌效力测定结果

4 MIC药液对5种受试菌株均有较好的杀灭作用。4 MIC

药液将金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆

菌、福氏痢疾杆菌全部杀灭所需时间分别为 24、1、1、7、1 h。

4 MIC 药液对 5种病原菌株的杀菌效力测定结果见表 3、杀菌

曲线见图1。

3.4 2 MIC药液的杀菌效力测定结果

2 MIC药液对5种受试菌株均有较好的杀灭作用。2 MIC

药液将金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆

菌、福氏痢疾杆菌全部杀灭所需时间分别为 24、7、3、7、7 h。

2 MIC药液对 5种病原菌株的杀菌效力测定结果见表 4、杀菌

曲线见图2。

4 讨论
虎石灌肠颗粒组方中的黄芩、乌梅对金黄色葡萄球菌、大

肠埃希菌、白假丝酵母菌均有不同程度的抑制作用[11]；黄芩中

的黄芩素对大肠埃希菌、金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、白

色念珠菌、黑曲霉等有一定的体外抑制作用和体内抗炎作用[12]；

黄连、黄芩、虎杖、乌梅等的水煎液体外对金黄色葡萄球菌均

有不同程度的抑制作用[13]；石榴皮中鞣质类和黄酮类化合物对

金黄色葡萄球菌、福氏痢疾杆菌、沙门菌、大肠埃希菌均有明显

的抑菌作用且呈广谱抗菌特性，并具有抗耐药作用[14]；黄连对金

黄色葡萄球菌、志贺氏痢疾杆菌、福氏痢疾杆菌有一定的抗菌

作用；木香具有行气、解痉止痛功效[15]；白及含有大量的黏液

质、挥发油等成分，具有收敛止血、清热利湿、消肿生肌之功

效[9]。诸药合伍，共奏清热解毒、燥湿降火、止血生肌、止痢、杀

表3 4 MIC药液对5种病原菌株的杀菌效力测定结果

Tab 3 Antibacterial effect of 4 MIC drug solution on 5 bac-

terial strains

时间，
h

0

1

3

5

7

24

金黄色葡萄球菌

回收菌数，
CFU

1.32×105

8.60×104

3.30×104

2.90×104

1.60×104

0

存活
率，％

100

65.12

25.00

21.97

12.12

0

大场埃希菌

回收菌数，
CFU

1.18×105

0

0

0

0

0

存活
率，％

100

0

0

0

0

0

沙门菌

回收菌数，
CFU

1.13×105

0

0

0

0

0

存活
率，％

100

0

0

0

0

0

志贺氏痢疾杆菌

回收菌数，
CFU

1.01×105

3.00×104

1.80×103

5.00×102

0

0

存活
率，％

100

29.70

1.78

0.50

0

0

福氏痢疾杆菌

回收菌数，
CFU

9.10×104

0

0

0

0

0

存活
率，％

100

0

0

0

0

0

图1 4 MIC药液的KCS图

Fig 1 KCS of 4 MIC drug solution
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表4 2 MIC药液对5种病原菌株的杀菌效力测定结果

Tab 4 Antibacterial effect of 2 MIC drug solution on 5 bac-

terial strains

时间，
h

0

1

3

5

7

24

金黄色葡萄球菌

回收菌数，
CFU

1.32×105

1.08×105

8.10×104

6.10×104

2.90×104

0

存活
率，％

100

81.82

61.36

46.21

21.97

0

大场埃希菌

回收菌数，
CFU

1.18×105

1.20×104

1.80×103

2.00×102

0

0

存活
率，％

100

10.17

1.53

0.17

0

0

沙门菌

回收菌数，
CFU

1.13×105

3.00×102

0

0

0

0

存活
率，％

100

0.27

0

0

0

0

志贺氏痢疾杆菌

回收菌数，
CFU

1.01×105

5.60×104

6.10×103

3.80×102

0

0

存活
率，％

100

55.45

6.04

3.76

0

0

福氏痢疾杆菌

回收菌数，
CFU

9.10×104

3.80×104

1.70×104

4.80×103

0

0

存活
率，％

100

41.76

18.68

5.27

0

0

图2 2 MIC药液的KCS图

Fig 2 KCS of 2 MIC drug solution
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虫、理气等功效。

本试验采用液态培养基二倍连续稀释法，使药液与菌液

充分混合，不仅能直观反映药物的抑菌效果，还可定量测定抗

菌药物抑制微生物生长的能力。虎石灌肠颗粒为纯中药制

剂，药液颜色较深、浊度高，仅根据菌液的混浊度难以目测其

MIC 和 MBC。将可疑试管中混合液取出通过划线和涂布在

M-H琼脂培养基平板上，再观察有无细菌生长，能更准确测定

出其MIC和MBC。通过制作KCS图，可以直观地了解药物与

细菌作用后，在不同时间段对细菌的杀灭程度。KCS图的测定

一般选择MIC、2 MIC或 4 MIC浓度[8]，试验时，可选择一个浓

度，也可选择多个浓度进行。本试验选择2 MIC和4 MIC 2个

高浓度的药液分别进行试验，一方面是因为被试验药液的浓

度越高，越接近临床使用时的药物浓度[1 200 mg（生药）/ml]；

另一方面可以了解不同浓度的药液对受试菌株的抑菌能力和

抑菌过程。

MIC测定结果显示，虎石灌肠颗粒对金黄色葡萄球菌、大

肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆菌、福氏痢疾杆菌等5种受试

菌株均有较强的抑菌活性，其中对金黄色葡萄球菌抑菌活性

最强，对志贺氏痢疾杆菌抗菌活性排第2位，对大肠埃希菌、沙

门菌、福氏痢疾杆菌等菌株抗菌活性并列第 3位。MBC结果

进一步表明，虎石灌肠颗粒对金黄色葡萄球菌作用最强，志贺

氏痢疾杆菌次之，对金黄色葡萄球菌的MBC大于MIC，而对

大肠埃希菌、沙门菌、志贺氏痢疾杆菌、福氏痢疾杆菌等各菌

株的MBC和 MIC相同。

据表 3、图 1结果显示，4 MIC药液作用 1 h后即可将大肠

埃希菌、沙门菌、福氏痢疾杆菌等菌株全部杀灭，将金黄色葡

萄球菌杀灭 34.88％，将志贺氏痢疾杆菌杀灭 70.30％；3 h后，

可将金黄色葡萄球菌杀灭 75.00％，将志贺氏痢疾杆菌杀灭

98.22％；5 h 后，可将金黄色葡萄球菌杀灭 78.03％，将志贺氏

痢疾杆菌杀灭 99.50％；7 h 后可将金黄色葡萄球菌杀灭约

87.88％，将志贺氏痢疾杆菌全部杀灭；24 h后，5种菌株全部被

杀灭。这提示 4 MIC药液对 5种受试菌株均有较大的抑制和

杀灭作用，对大肠埃希菌、沙门菌、福氏痢疾杆菌等3种菌株的

杀灭速度最快而且相同。

表4、图2结果显示，2 MIC药液作用1 h后即可将沙门菌

基本上全部杀灭；3 h后，可将金黄色葡萄球菌杀灭38.64％，将

其余3种菌株杀灭80％以上；5 h后，可将金黄色葡萄球菌杀灭

53.79％，将其余3种菌株杀灭90％以上；7 h后，可将金黄色葡

萄球菌杀灭78.03％，将其余3种菌株全部杀灭；24 h后，可将5

种菌株全部杀灭。这提示 2 MIC药液对 5种受试菌株均有较

好的抑制和杀灭作用，对沙门菌杀菌速度最快。KCS结果同时

也表明，4 MIC药液的杀菌效力大于 2 MIC药液，即药液浓度

越高，杀菌速度越快。

综上所述，本试验通过对虎石灌肠颗粒的 MIC、MBC 及

KCS的研究，可以看出该制剂对5种受试菌株均有较强的抑制

和杀灭作用，并呈浓度-效应关系，是一种理想的用于治疗儿童

感染性腹泻的灌肠剂。但本研究仅从体外抑菌试验方面探讨

了虎石灌肠颗粒对上述5种常见致病菌的抑菌作用，对其他细

菌（如宋内氏痢疾杆菌等）的抑菌作用以及体内抑菌效果还有

待进一步探讨。另外，因目前市面上尚无与本次试验同功效、

同剂型的药品，故未作阳性药对照，在后续试验中有待优化。
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