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摘 要：目的：探讨金银花体外抗结核活性。方法：使用试管倍比稀释法测定金银花、绿原酸、异

烟肼对结核分支杆菌标准株和金色分支杆菌的最小抑菌浓度（Minimum Inhibitory Concentration，MIC）
及最小杀菌浓度（Minimum Bactericidal Concentration，MBC）。结果：金银花对金色分支杆菌的 MIC为
0.83mg·mL-1，MBC为 1.75mg·mL-1，对 H37Rv的 MIC、MBC均为 0.18mg·mL-1；绿原酸对两种分支杆菌
的 MIC、MBC均为 0.18mg·mL-1；异烟肼对两种分支杆菌的 MIC、MBC均为 10.5滋g·mL-1，异烟肼配伍
金银花使用，异烟肼对两种分支杆菌的 MIC、MBC为 5.25滋g·mL-1。结论：金银花有抗结核活性。同异
烟肼联合使用能显著降低异烟肼的 MIC和 MBC。
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结核病（TB）是由结核分支杆菌引起的慢性传染
病，是人类的主要传染病之一。目前，全球结核病呈

上升趋势，每年新发病例约 800万，死亡人数达 200
万，由于耐药及多重耐药菌株（Mutiple Drugs Resis原
tant-bacillus, MDR-TB）的出现，使得结核病的治疗
难度加大，开发新的抗结核药物已成为一项紧迫的

任务。我国传统中医药在治疗慢性病、疑难病方面所

表现出的优势，愈来愈引起研究人员的重视，从中药

中寻找抗结核药物已成为一个新的研究思路。金银

花为忍冬科植物忍冬的花蕾，又名忍冬花。现代药理

研究证明 [1]：金银花中的绿原酸、异绿原酸、白果酸、
咖啡酸、木犀草素等均有较强的抗菌作用；王清等 [2]

实验研究证实金银花对金黄色葡萄球菌、短小芽孢

杆菌、枯草芽孢杆菌和临床分离菌均具有较强的抑

菌作用；宗玉英等 [3]通过对常用中藏药进行体外抗结
核分支杆菌活性筛选，发现金银花和绿原酸均有一

定程度的抗结核活性。由于金银花具有的广泛的抗

菌活性，而且所含的绿原酸类化合物具有显著的利

胆保肝作用，使其在抗结核药物研究中更具有吸引

力，笔者采用结核分支杆菌标准株和金色分支杆菌

对金银花提取物进行了初步研究。现将实验过程报

道如下：

一、材 料

1. 试剂与药物
甲醇（色谱纯，Fisher 公司）；甲酸（色谱纯）；改
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良罗氏培养基、7H11 琼脂培养基、苏通半流体培养
基（均由北京结核病研究所国家参比实验室提供）。

药物：金银花（由本院中药房提供），绿原酸对照

品（中国药品生物制品鉴定所），异烟肼（中国药品生

物制品鉴定所）。

2. 液相色谱材料及主要仪器
日本岛津 CBM -20A 高效液相色谱仪（LC -

20AT），Milli-Q 纯水仪，域级生物安全柜，BP211D电
子天平，MCO-15AC CO2培养箱。

3. 实验菌株
结核分枝杆菌标准株 H37Rv（ATCC 27294），金

色分枝杆菌（ATCC 23366，均由北京结核病研究所国
家参比实验室提供）。

二、方 法

1. 金银花提取物的制备
准确称取金银花干花 200g，用均质机破碎，加入

1000mL石油醚室温浸提，磁力搅拌器搅拌 6h，过滤，
再以 1000mL新鲜石油醚重复提取 1次，过滤，合并滤
液。经石油醚处理后的金银花在通风厨中挥去醚味，用

600mL 75%乙醇常温避光浸泡，磁力搅拌 24h，滤过，
收集滤液，如此反复提取 3次，合并 3次滤液得滤液
玉，4益冰箱静置。经乙醇处理的金银花继续用 75%乙
醇 300mL索氏回流提取 10h，收集提取液，放凉后同滤
液玉合并，混匀，减压回收乙醇至浸膏无醇味，浸膏为
金银花提取物，-20益冰箱保存，以供药敏试验使用。

2. 金银花提取物中绿原酸的含量测定
（1）色谱条件。
流动相：乙腈：0.1%甲酸（10：90）；检测波长：

330nm；流速：0.5mL·min -1；色谱柱：Waters Symmetry
C18（50mm伊4.6mm，5滋m）柱；进样量：10滋L。
（2）供试品溶液的制备。
精密称取浸膏 2g，加入 20mL 50%甲醇超声提取

30min 后，4000r·min -1 离心 5min，取上清液，沉淀再
用 20mL 50%甲醇超声提取 30min，如此提取 2次，合
并上清液滤入 50mL容量瓶中，用 50%甲醇洗涤沉淀
数次，洗液滤入容量瓶中，定容至 50mL。
（3）绿原酸对照品溶液的配制。
精密称取绿原酸对照品约 10mg，置 10mL 容量

瓶中，加 50%甲醇适量，溶解定容至刻度，得到
1mg·mL-1的储备液。
（4）样品含量。

在该色谱条件下，测定绿原酸对照品溶液，在

0.5~50滋g·mL-1 范围内线性关系良好；取供试品溶
液，精密量取 10滋L，注入液相色谱仪，记录色谱峰面
积；另取绿原酸对照品溶液，同法测定，按外标法以

峰面积计算，得绿原酸的含量。

4. 体外药敏试验
（1）菌液的稀释制备。
刮取在固体改良罗氏培养基上 37益恒温培养的

分枝杆菌菌落，加 0.5%Tween-80 生理盐水磨菌稀
释，与 1号麦氏比浊管比浊，制成 1mg·mL-1 菌液，用
生理盐水稀释成 10-3mg·mL-1 菌液，每管培养基接种
0.1mL。最终接种量为 10-4mg。
（2）金银花提取物供试液的制备。
精密称取金银花提取物浸膏 0.2g，用 DMSO

20mL 溶解，并用苏通培养基稀释至含 DMSO 35%
时，对该溶液依次做倍比稀释，得最终浸膏药物浓度

为 0.21~3.5mg·mL-1。
（3）绿原酸对照品供试液的配制。
精密称取绿原酸对照品 7.2mg，置 10mL容量瓶

中，加苏通培养基溶解并稀释至浓度为 0.72mg·mL-1

的储备液，依次倍比稀释得最终浓度为 0.045 ~
0.36mg·mL-1。
（4）异烟肼供试液的配制。
精密称取异烟肼并配制成终浓度为 21.0mg·mL-1、

10.5mg·mL-1、5.25mg·mL-1、2.63mg·mL-1、1.37mg·mL-1。
（5）药敏试验。
试验采用试管二倍稀释法，测定药物最小抑菌

浓度（MIC）。培养基为苏通培养基，上述药物均用
0.22滋m 滤膜过滤除菌。分别测试上述 3 种供试液
以及 1.75mg·mL -1 金银花提取物联合异烟肼对分
支杆菌的效果，每种浓度平行操作 2 管，每支试管
盛装培养基 3mL，加入药液 3mL。接种金色分支杆
菌培养 1w 观察结果，接种结核分枝杆菌标准株培
养 4w 观察结果。肉眼观察液体混浊为有菌落生
长，液体澄清的最低浓度管确定为该药物的 MIC，
将上述 MIC 测定中未见菌落生长的各管取 100滋L
接种于 7H11 琼脂板上，做好标记，37益培养，观察
时间同上，以菌落数约3 个的最小药物浓度管的药
物浓度（mg·mL-1）为最小杀菌浓度（MBC）[4~6]。

三、结 果

1. 金银花提取物中绿原酸的含量
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取金银花干花 200g，经石油醚脱脂预处理后，用
75%乙醇提取得金银花提取物 20.6541g。经高效液相
色谱仪检测，绿原酸保留时间为 2.4min ,以原药材来
计算，每 100g金银花干花含 2.0448g 绿原酸。

2. 药敏试验
实验药物对 2 种分支杆菌的 MIC、MBC 测定见

表 1：金银花提取物对金色分支杆菌的 MIC 为
0.83mg·mL -1，MBC 为 1.75mg·mL -1，对 H37Rv 的
MIC、MBC均为 0.18mg·mL-1；绿原酸对 2种分支杆菌
的 MIC、MBC均为 0.18mg·mL-1；异烟肼对 2种分支
杆菌的 MIC、MBC均为 10.5滋g·mL-1，异烟肼配伍金
银花提取物组：异烟肼对 2种分支杆菌的 MIC、MBC
为 5.25滋g·mL-1。

四、讨 论

本研究主要采用传统的试管二倍稀释法测试金

银花提取物对两种分支杆菌的活性，操作简单、经

济、结果直观。在国外文献 [7~8]中多有用 Alamar Blue
法或 MTT法测定结核药物最低抑菌浓度，陆宇等人[9]

应用 Alamar Blue和 MTT法测定 12种抗结核药物最
低抑菌浓度，并与传统的试管二倍稀释法进行比较，

具有较好一致性。这种快速显色法多采用 96孔板进
行操作，不便于观察，如某种原因引起的杂菌的生长

同样产生颜色的变化，从而导致假阳性结果出现，同

时这些指示剂比较贵，所以我们选择了最经济有效

的传统方法进行体外药效试验。

本实验为检测金银花提取物对分支杆菌的活性

使用了金色分支杆菌和结核分支杆菌标准株。

H37Rv 是一种强致病菌，且生长缓慢，试验周期长，
而金色分支杆菌是一种快速生长的非病原性分支杆

菌，Chung等人证实了金色分支杆菌在分支杆菌属中
其敏感性最接近于结核分支杆菌，Mitshcher 等人进
一步证实了金色分支杆菌和结核分支杆菌对药物有

相似的敏感性，因此，金色分支杆菌被用作结核分支

杆菌的实验模型[10~12]。本实验结果表明两种菌株对药
物的反应具有一致性，故在此后的研究中可考虑将

金色分支杆菌作为药物筛查的结核分支杆菌菌株模

型，加速药物筛选进程。

在体外药敏试验药物设计中，绿原酸对照品的

浓度与金银花提取物中绿原酸浓度是对应的，从结

果看出二者体外抗菌效果也基本一致，说明绿原酸

是金银花提取物中体外抗分支杆菌活性的物质基

础。金银花提取物与异烟肼配伍使用时显著降低异

烟肼对分支杆菌的 MIC和 MBC，提示使用异烟肼时
联合应用中药金银花，其抑菌和杀菌效果增强，而且

绿原酸有利胆保肝作用，在一定程度上减少异烟肼

的副作用。

本研究的不足之处：实验药物的最低抑菌和杀

菌浓度同其它抗结核药物浓度相比值偏高，考虑可

能有如下 3个原因：一是由本研究的药敏试验方法
决定的，试管二倍稀释法中的药敏结果主要靠肉眼

观察，肉眼能观察到的无菌落的生长管要求的药物

浓度必定较高；二是绿原酸的抗分支杆菌活性不及

异烟肼；三是金银花提取物中杂质较多，需要在下一

步研究中进行分离纯化。
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Antituberculosis Activities in Vitro of Flos Lonicerae
Qiu Kui1袁 Liu Y uhong2袁 Kong Fancui1袁 Zhao Bing2袁 Gu Hao1袁 Xu Jiajia1袁 Wang Heyao1

(1.Department of Pharmacology, Beijing Chaoyang Hospital Affiliated to Capital University of Medical Sciences, Beijing
100020, China ; 2. Beijing Tuberculosis and Thoracic Tumor Research Institute, Beijing 101149, China)

Abstract院 This work aimed to explore the bioactivities in vitro of Flos lonicerae against Mycobacterium tuberculosis (TB ).
Minimum inhibitory concentration and minimum baictericidal concentration of Flos lonicerae, cholorogenic acid and INH
against M. tuberculosis and M. aurum were determined by the serial tube dilution method. The MIC of Flos lonicerae to
Mycobacterium aurum was determined to be 0.83mg窑mL-1, and the corresponding MBC was 1.75mg窑mL-1; for cholorogenic
acid, the MIC and MBC were both 0.18mg窑mL-1; for INH, the MIC and MBC were both 10.5滋g窑mL-1. When INH and Flos
lonicerae were used in combination, INH had the MIC and MBC of 5.25滋g窑mL-1. The results showed that Flos lonicerae
exhibited antituberculosis activities in vitro, and the combined usage of INH and Flos lonicerae could significantly reduce
the MIC and MBC.
Keywords院 Flos lonicerae曰 M. tuberculosis曰 M. aurum曰 MIC曰 MBC

日前，我国设施农业高技术研究取得新的重大突破———国内

第一例以智能控制为核心的植物工厂由中国农业科学院农业环

境与可持续发展研究所率先研发成功，并在长春农博园投入运

行。该植物工厂的研发成功，使我国成为世界上少数几个掌握植

物工厂核心技术的国家之一，同时，也将对我国现代农业的发展

产生深远的影响。

据悉，植物工厂是国际上公认的设施农业最高级发展阶段，

是一种技术高度密集、不受或很少受自然条件制约的全新生产方

式。由于植物工厂不占用农用耕地，产品安全无污染，操作省力，

机械化程度高，单位面积产量可达露地的几十倍甚至上百倍，因

此被认为是 21世纪解决人口、资源、环境问题的重要途径，也是
未来航天工程、月球和其他星球探索过程中实现食物自给的重要

手段。目前，仅有日本、美国、荷兰等少数发达国家掌握这项技术。

据介绍，中国农业科学院环发所研发成功的长春智能型植物

工厂由植物苗工厂和蔬菜工厂两部分组成，以节能植物生长灯和

LED为人工光源，采用制冷-加热双向调温控湿、光照-CO2耦联
光合调控、营养液（EC、pH、DO和液温等）在线检测与控制、环境
数据采集与自动控制等 13个相互关联的控制子系统，可实时对
植物工厂的温度、湿度、光照、CO2浓度以及营养液等环境要素进
行自动监控，实现智能化管理。其中的植物苗工厂由双列五层育

苗架组成，种苗均匀健壮，品质好，单位面积育苗效率可达常规育

苗的 40倍以上；蔬菜工厂采用五层栽培床立体种植，所栽培的叶
用莴苣从定植到采收仅用 16~18天时间，比常规栽培周期缩短
40%，单位面积产量为露地栽培的 25倍以上，产品清洁无污染，
商品价值高。

（文 摘）
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