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微量肉汤稀释法检测中药香囊挥发油对５种呼吸道

致病菌抗菌作用

陈奕雯，陈　华△，许爱萍（湖北省武汉市中医医院检验科　４３００１４）

　　【摘要】　目的　探讨中药香囊提取挥发油在体外对５种呼吸道常见致病菌的抗菌作用。方法　采用微量肉汤

稀释法测定中药香囊挥发油对肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌标准菌株的

最小抑菌浓度值和临床分离菌株最小抑菌浓度范围。结果　挥发油对以上５种菌标准菌株最低抑菌浓度值分别为

小于或等于０．０００１５、０．０００１２５、０．００１２５、０．００１４５、＞０．０８，对临床分离菌最低抑菌浓度范围分别为小于或等于

０．０００１５、０．０００２５～０．０００１４５、０．００２５～０．０００６２５、０．００２５～０．００１２５、＞０．０８。结论　除铜绿假单胞菌外，中药

香囊挥发油对肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌均有较好的抗菌效果。
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　　呼吸道感染是人类最常见的传染病之一，预防和治疗呼吸

道感染一直是全球关注的热点，现代中医通过状态调治以消除

异常病理状态，恢复正常健康状态，这种在长期医学实践中形

成的独具特色的医学体系，在治未病方面有潜在的优势［１３］。

本院将广藿香、丁香、檀香等具有抑菌作用和薄荷脑、艾叶等有

祛风散寒作用的药材制作成中药香囊，通过让患者长期佩戴改

善患者基础健康状态，同时通过抑制人体的潜在病原体过度繁

殖达到预防呼吸道感染、治未病的作用。本实验参照美国标准

化委员会的药敏执行标准 Ｍ４５Ａ２、Ｍ０７Ａ８、Ｍ１００Ｓ２０对本

院中药香囊挥发油进行药敏测试，研究其抗菌效果。

１　材料与方法

１．１　试验临床菌株来源与鉴定　选用的临床菌株有金黄色葡

萄球菌、大肠埃希菌、肺炎链球菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯

菌各２０株。它们均来自本院门诊及病房送检的呼吸道标本中

分离并经过ＢＤｐｈｅｎｉｘ１００全自动微生物分析仪鉴定及药敏试

验，将其纯培养后存于３０％甘油肉汤管或脱脂牛奶管中－２０

℃冰箱备用。

１．２　标准菌株　ＡＴＣＣ２９２１３金黄色葡萄球菌、ＡＴＣＣ２５９２２

大肠埃希菌、ＡＴＣＣ４９６１９肺炎链球菌、ＡＴＣＣ２７８５３铜绿假单

孢菌、ＡＴＣＣ７００６０３肺炎克雷伯菌购自中国普通微生物菌种保

藏管理中心。

１．３　中药材　艾叶２００ｇ、白豆蔻２００ｇ、丁香６０ｇ、檀香１００

ｇ、山奈２００ｇ、小茴香１００ｇ、苍术１００ｇ、广藿香１５０ｇ、薄荷脑

５０ｇ、肉桂６０ｇ，由武汉市中医医院药学基地提供，取各中药的

药材，适当粉碎，按２０１０版《中国药典》
［４］附录ＸＤ的方法提取

挥发油，经无水硫酸钠脱水加入挥发油融化，密封保存，备用。

１．４　试剂及培养基　十二烷基硫酸钠（分析纯），武汉医药公

司进口分装；生理盐水（０．９％氯化钠注射液），武汉滨湖双鹤药

业有限责任公司，产品批号：１２１００４９０７；ＭＨＢ肉汤培养基，购

自杭州天和微生物试剂公司；ＭＨＡ营养琼脂培养基，购自杭

州天和微生物试剂公司；脱干冻纤维羊血，购自杭州天和微生

物试剂公司。

１．５　仪器与设备　中草药粉碎机、挥发油提取装置、ＨＨＳ型

水浴锅、超净工作台、电热蒸气消毒器、手动（可调试）移液枪、

９６孔灭菌酶标板购自美国Ｃｏｓｔａｒ公司、恒温培养箱、电子天

平、冰箱、超纯水制造系统等。

１．６　实验分组　参照美国国家临床实验室标准化委员会

Ｍ４５Ａ２《苛养菌的稀释法抗菌药物敏感试验参考方法》
［３］；

Ｍ０７Ａ８《需氧菌的稀释法抗菌药物敏感试验参考方法》
［３］；

Ｍ１００Ｓ２０《抗菌药物敏感性试验执行标准》
［３］对中药香囊挥发

油进行最低抑菌浓度检测，分为标准菌株组和临床分离组。标

准菌株组：测试挥发油乳液对５种呼吸道细菌标准菌株（模式

种）的 ＭＩＣ值，保证实验浓度和结果的可行性。临床分离组：

测试挥发油乳液对临床呼吸道标本分离的不同耐药性菌株的

ＭＩＣ值，评价挥发油体外抗菌的效果。

１．７　方法

１．７．１　挥发油乳液存储液的制备　取十二烷基硫酸钠０．１ｇ，

加生理盐水１００ｍＬ溶解，制成０．１％十二烷基硫酸钠溶液；取

溶液２１ｍＬ，加中药香囊挥发油原液４ｍＬ，搅拌使其充分乳

化，挥发油乳液储存液浓度为最高试验浓度的１０倍，即０．１６

Ｕ·ｍＬ－１。

１．７．２　微量挥发油药敏板的制备　取无菌９６孔酶标板，在每

列第１孔加入０．１％十二烷基硫酸钠溶液５０μＬ为阴性对照，

第２孔只加入菌液为阳性对照，第３孔加入中药香囊挥发油原

液１００μＬ，第４～１２孔 加０．１％十二烷基硫酸钠溶液５０μＬ。

从第３孔吸取５０μＬ药液加入第４孔，充分混匀后吸取５０μＬ

加入第５孔，依次做倍比稀释至第１２孔，第１２孔的药液混匀

后吸取５０μＬ弃去。配置好的药敏板每列为一株受试菌的梯

度，从第３孔至第１２孔加入菌液后最终药物浓度由高到低为

０．０８～０．００１５６Ｕ·ｍＬ－１。

１．７．３　试验菌株和标准菌株菌液的制备　肺炎链球菌、金黄

色葡萄球菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌的试验

菌株和标准菌株用无菌接种环从脱脂牛奶管或３０％甘油肉汤

管中刮取菌液到血平板，３５℃、５％ＣＯ２ 环境中培养１８～２４ｈ

后，从血平板中挑选２～３个菌落在生理盐水中制成０．５麦氏

单位悬液，其浓度是（１～２）×１０８ｃｆｕ·ｍＬ－１。

·５８·检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１
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△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：７６９４９１１０５＠ｑｑ．ｃｏｍ。



１．７．４　试验菌株和标准菌株接种

１．７．４．１　将肺炎链球菌外的试验菌株和标准菌株０．５麦氏单

位悬液取５０μＬ加入５ｍＬ的 ＭＨＢ肉汤培养基中制成接种

液，取已加入挥发油乳液的９６孔酶标板每株菌接种一行２～

１２孔接种５０μＬ，使其最终试验菌每孔浓度大约是５×１０
５ｃｆｕ

·ｍＬ－１，放３５℃环境中培养２４ｈ。

１．７．４．２　肺炎链球菌的试验菌株和标准菌株０．５麦氏单位悬

液取５０μＬ加入５ｍＬ的 ＭＨＢ肉汤＋５％脱脂纤维羊血培养

基中制成０．５麦氏单位悬液，取已加入挥发油乳液的９６孔酶

标板每株菌接种一行２～１２孔接种５０μＬ，其最终试验菌每孔

浓度大约是５×１０５ｃｆｕ·ｍＬ－１，放３５℃、５％ＣＯ２ 环境中培养

２４ｈ。

１．７．５　最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值判读　肉眼观察培养液澄清的

为阴性（即无细菌生长），培养液混浊的为阳性（即有细菌生

长）。并且用多点接种装置接种到血平板培养２４ｈ，观察有无

菌落生长以验证是否无菌生长。

２　结　　果

２．１　标准菌株组结果　香囊挥发油对５种实验标准菌株（金

黄色葡萄球菌 ＡＴＣＣ２９２１３、大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、肺炎链

球菌ＡＴＣＣ４９６１９、铜绿假单胞菌 ＡＴＣＣ２７８５３、肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ７００６０３）的 ＭＩＣ值检测结果见表１。除铜绿假单胞菌

外，香囊挥发油对试验菌株的标准菌株均有抑制效果，实验的

挥发油浓度范围合理，实验可以继续进行。

２．２　临床分离组结果　香囊挥发油对２０株临床分离得到肺

炎链球菌、大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、金黄色葡萄球菌抑制率

分别为１００％、９０％、９５％、６０％（ＭＩＣ 范围分别为（ＭＩＣ≤

０．０００１５、０．００２５～０．０００６２５、０．００２５～０．００１２５、０．０００２５～

０．０００１４５），对２０株临床分离的铜绿假单胞菌无抑制效果

（ＭＩＣ＞０．０８），结果见表２、３。

表１　中药香囊挥发油对５种标准菌株的抑菌效果

试验菌 ＭＩＣ值 阳性对照 空白对照

大肠埃希菌 ０．００１２５ ＋ 一

肺炎链球菌 ≤０．０００１５ ＋ 一

金黄色葡萄球菌 ０．０００１２５ ＋ 一

铜绿假单胞菌 ＞０．０８ ＋ 一

肺炎克雷伯菌 ０．００１２５ ＋ 一

　　注：＋为细菌为生长，－为无细菌生长。

表２　中药香囊挥发油对临床分离的试验菌株的抑菌效果

试验菌
可抑制菌 ＭＩＣ值统计

ＭＩＣ值范围 阳性对照 空白对照

大肠埃希菌 ０．００２５～０．０００６２５ ＋ 一

肺炎链球菌 ≤０．０００１５ ＋ 一

金黄色葡萄球菌 ０．００２５～０．００１２５ ＋ 一

铜绿假单胞菌 ＞０．０８ ＋ 一

肺炎克雷伯菌 ０．００２５～０．００１２５ ＋ 一

　　注：＋为细菌为生长，－为无细菌生长。

表３　不同浓度的中药香囊挥发油对５种不同细菌的耐药菌株数量

试验菌
ＭＩＣ值

０．０８ ０．０４ ０．０２ ０．０１ ０．００５ ０．００２５ ０．００１２５ ０．０００６２５０．０００３１２ ０．０００１５

大肠埃希菌 ２ ２ ２ ２ ２ ２ ５ ８ ２０ ２０

肺炎链球菌 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

金黄色葡萄球菌 ８ ８ ８ ８ ８ ８ １２ ２０ ２０ ２０

铜绿假单胞菌 ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０ ２０

肺炎克雷伯菌 １ １ １ １ １ ５ ８ ２０ ２０ ２０

３　讨　　论

呼吸道感染多发于冬春季节，散发，且可在气候突变时小

规模流行。呼吸道感染２０％～３０％为细菌引起，可单纯发生

或继发于病毒感染之后，以肺炎链球菌、葡萄球菌等口腔定植

菌多见，也常见肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌等革兰阴性菌，但接

触病原体后是否发病，取决于传播途径和人群易感性。淋雨、

受凉、气候突变、过度劳累等可降低呼吸道局部防御功能，使原

携带的病毒或细菌迅速繁殖，同时作为一些易感人群，老年、体

弱免疫功能低下或有慢性呼吸道疾病者更易发病［４］。传统的

处理措施是在出现呼吸道症状后予以药物治疗，但往往因已过

细菌潜伏期，发病时间较长使得应用抗菌药物事倍功半，对于

年老、体弱等免疫力低下人群更是危害性较大。寻求一种安

全、简便的方法进行有效地预防呼吸道疾病发生，使在治未病

方面取得良好的效果，是目前老年化社会亟待解决的一个医学

问题。

目前已有较多研究证明中药对细菌或耐药菌有良好的抗

菌作用［５］。文献报道广藿香水提物对金黄色葡萄球菌、枯草杆

菌、铜绿假单胞菌、肠炎球菌、产气杆菌有明显抑制效应［６］。中

药丁香具有较强的抗菌消炎作用，张军锋等［７］报道丁香对金黄

色葡萄球菌、肠炎球菌、肺炎链球菌、痢疾杆菌、铜绿假单胞菌

等具有明显的抗菌作用，同时还具有明显的镇咳、祛痰作用，因

而对呼吸道感染具有良好的防治作用。而檀香具有良好的抗

菌和抗氧化成分，对大肠杆菌和金黄色葡萄球菌有明显的抑制

作用［８］。由此可见，以上３种中药对常见的呼吸道细菌均有良

好的抑制作用，因此本院将广藿香、丁香、檀香３种具有抑菌效

果的中药和薄荷脑、艾叶等有祛风散寒作用的药材制作成中药

香囊，研究其抗菌活性，以期对免疫功能低下等特殊人群起着

良好的治未病功效。

本实验中本院中药香囊的挥发油对常见呼吸道致病菌有

较好的抑制效果，特别是社区人群容易感染的肺炎链球菌，本

实验中２０株临床分离菌在 ＭＩＣ≤０．０００１５的浓度，可全部抑

制，对其他常见菌如大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、金黄色葡萄球

菌也有较好的抑制效果，抑制率分别达到９０％、９５％、６０％，如

果患者在日常生活中长期佩戴中药香囊，能对（下转第８９页）
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引起的术后相关并发症的发生［３］；（５）横截面大，可减少塌陷的

风险，同时使植骨面与椎体有足够大的接触面，促进椎间融

合［８］；（６）后缘的金属线有助于术中判断Ｃａｇｅ放置的深度和位

置，避免压迫脊髓［９］。

在本研究中，作者对所纳入的ＣＤＨ患者亦采用颈前路减

压＋单纯Ｃａｇｅ融合术治疗，术中刮除软骨终板，使Ｃａｇｅ的锯

齿面更好地嵌入到骨皮质中；同时，将病变间隙的后纵韧带彻

底去除，使脊髓获得更充分的减压，也避免了游离髓核残留于

韧带后方影响术后效果的风险。本研究中，所有患者术后神经

功能均获得明显改善，至末次随访时，神经功能恢复率达到

６２．７％，与其他文献报道的接受前路减压钛板固定患者的术后

恢复率基本相同［２］。由于术后椎间高度获得了很好的恢复，颈

椎矢状序列（颈椎曲度指数）和稳定性得以巩固和维持，故在随

访中，未发现颈椎不稳及后凸畸形等情况出现。

除上述特点外，该术式还具有有以下优点：（１）前路减压单

纯Ｃａｇｅ置入具有手术时间短（９６．３ｍｉｎ），术中出血量少（９０．７

ｍＬ）等特点；（２）ＰＥＥＫＣａｇｅ作为髂骨的替代品，省略了椎间

盘切除后取髂骨植骨这一常规步骤，可减小手术创伤［８９］；（３）

住院治疗费用较前路钛板固定者明显减低。

在颈椎屈伸、旋转作用下，早期置入的Ｃａｇｅ是否会从椎间

隙内脱出是脊柱外科医生顾虑较多的问题。在本研究中，经过

平均２７．３个月的临床随访，未发现Ｃａｇｅ移位、下沉、脱出等并

发症发生。作者认为，术中在自动撑开器的作用下，所置入的

Ｃａｇｅ会比原椎间隙高度略大，这样能使锯齿状凸面与骨性终

板结合更加紧密；此外，术中椎间隙的过度撑开，势必会增加关

节囊、黄韧带及椎旁肌肉的内在张力，从而将Ｃａｇｅ牢固地固定

于椎间隙内，不至于脱出。

由于在本研究中，所纳入的研究对象多为单／两间隙的

ＣＤＨ患者，占总数的８７．５％（２８／３２），单纯Ｃａｇｅ置入后未出现

局部失稳及后凸畸形发生，但多间隙的单纯置入是否会增加假

关节、椎间隙塌陷及后凸畸形的发生率，更需进一步研究加以

证实。

总体来看，颈前路减压＋单纯Ｃａｇｅ融合术作为治疗颈椎

间盘突出症的一种有效术式，具有安全性高、创伤小、并发症

少、临床疗效显著等特点，值得临床推广应用。
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人体携带的潜在的呼吸道致病菌（肺炎链球菌、金黄色葡萄球

菌、肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌）有一定抑制作用，控制了潜在

致病菌的过度繁殖，能达到防治呼吸道感染的效果。此次实验

中中药香囊挥发油对铜绿假单胞菌没有抑菌效果，这和既往文

献报道有所矛盾，分析其原因可能是由于选取适应其他４种致

病菌的挥发油浓度不足以抑制铜绿假单胞菌，并且铜绿假单胞

菌的耐药基因多，机制较复杂，因此几种抗菌药物如何进行合

适比例的配伍以发挥更好的疗效是未来进一步研究的方向。
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