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大黄牡丹皮汤对保加利亚乳酸杆菌体外增殖及其
代谢产物乳酸的影响

李超群，许华* ，陈亚宾，高烁烁，罗文

( 广州中医药大学第一附属医院，广东省广州市白云区机场路 16 号，510000)

［摘要］ 目的 探讨大黄牡丹皮汤治疗肠道疾病的可能机制。 方法 实验分为杆菌组、高复组、中复组、
低复组和头孢组。杆菌组为含 108 cfu /ml保加利亚乳酸杆菌的菌种混悬液; 高复组、中复组、低复组在同杆
菌组的菌种混悬液中分别加入制备好的大黄牡丹皮汤冻干粉 4、1、0. 25 g，浓度依次为 40、10、2. 5 mg /ml;
头孢组在同杆菌组的菌种混悬液中加入头孢曲松钠药粉 1g，浓度为 10 mg /ml; 放入恒温为 37℃、5% CO2 微

生物培养箱中培养 24 h。各组在 0、2、4、6、8、10、12、14、16、18、20、22、24 h 测量菌种浓度，在 0、
2、6、10、14、18、22 h测量培养基中 L 乳酸和 D 乳酸浓度。 结果各组内各时间点菌种浓度、L 乳酸和 D
乳酸浓度整体比较差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。与杆菌组和低复组同时间比较，其余各组在各时间点
菌种浓度差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) ; 与头孢组同时间比较，高复组、中复组、低复组在各时间点菌
种浓度均升高 ( P ＜ 0. 05) 。与高复组同时间比较，其余各组在各时间点 L乳酸和 D乳酸浓度差异均有统计
学意义 ( P ＜ 0. 05) ; 与头孢组比较，其余各组在各时间点 L 乳酸和 D 乳酸浓度差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。 结论 大黄牡丹皮汤可以提高保加利亚乳酸杆菌整体的繁殖水平，显著提高代谢产物 L乳酸、D乳
酸的分泌量，尤其以高浓度为佳。
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肠道微生态作为机体的第九大系统，在人体的

生命活动中具有重要的作用［1］。近些年研究发现，
人体的多种疾病的发生常常伴有肠道微生态的失

衡，中药经过胃肠消化吸收，调整其微生态的平

衡，减少肠道益生菌及代谢产物的易位，有效拮抗

致病菌，从而达到防止疾病的目的［2 － 4］。保加利亚
乳酸杆菌作为胃肠道常见的益生菌种之一，与肠黏

膜紧密结合构成肠道的生物屏障，通过营养竞争、
占位效应及其分泌的各种代谢产物等方式抑制外来

致病菌的入侵和定植生长以及条件致病菌的过度生

长，维持肠道的微生态平衡［5］。大黄牡丹皮汤具
有泻热破瘀、散结消肿之功，临床上常被用于治疗
阑尾炎、急性胰腺炎、腹膜炎、术后粘连性肠梗
阻、溃疡性结肠炎等腹腔及肠道炎性疾病［6 － 10］。
本研究通过观察大黄牡丹皮汤对保加利亚乳酸杆菌

生长曲线及代谢产物乳酸的变化，初步探讨其治疗

肠道疾病的可能药效机制，为临床应用提供依据。

1 材料与方法

1. 1 菌种及培养
保加利亚乳酸杆菌冻干粉( 批号: 161128 ) ，山

东中科嘉忆生物工程有限公司，检测报告提示活菌

总数约为 1. 28 × 1010cfu /g。液体培养基的配制: 将
63 g固体乳酸杆菌肉汤培养基 ( MＲS，供乳酸杆菌
培养专用，批号: CM1175B) 溶于 1000 ml 蒸馏水
中，高温高压蒸汽灭菌锅消毒 MＲS 培养基，120℃
灭菌 15 min，以备用。将备好的液体培养基分装入
5个锥形瓶中，每瓶含 MＲS培养基 100ml，将 1 g保
加利亚乳酸杆菌冻干粉 ( 约 1. 28 × 1010cfu /g) 溶于
100 ml MＲS 培养基中，混匀制成菌株悬混液，杆
菌浓度约为 108 cfu /ml。
1. 2 药物
大黄牡丹皮汤冻干粉制备: 根据张仲景 《金

匮要略》记载，按照原经方配伍: 大黄 18 g，牡丹
皮 9 g，桃仁 12 g，冬瓜子 30 g，芒硝 9 g，药物购
于广州杏园春药店，水煮 1000 ml; 取药液在冷冻
干燥机中 － 50℃预冻 5 h; － 20℃低温升华干燥
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14 h，30℃解析干燥 10 h; 冻干样品 － 20℃条件下放
置，备用。头孢曲松钠 ( 粉剂，批号: 7457869-1) ，
武汉贝尔卡生物医药有限公司。
1. 3 主要试剂及仪器

D /Lactate Colorimetric /Fluorometric Assay Kit试
剂盒 ( 批号: K667 /627 － 100 ) ，BIOVISION 公司;
CO2 微生物培养箱 ( 型号: IGS100 ) ，Thermo 公
司; 酶标仪 ( 型号: FC) ，Thermo公司。
1. 4 分组及干预方法
将 5 瓶菌种分瓶标记 1 ～ 5 号，其分别代表: 1

为杆菌组; 2 ～ 4 依次为高复组、中复组、低复组;
5 为头孢组。杆菌组为 108 cfu /ml 杆菌、100 ml
MＲS的菌种混悬液; 高复组、中复组、低复组在
同杆菌组的菌种混悬液中分别加入制备好的大黄牡

丹皮汤冻干粉 4、1、0. 25 g，配制成药物浓度依次
为 40、10、2. 5 mg /ml的菌种混悬液; 头孢组在同
杆菌组的菌种混悬液中加入头孢曲松钠药粉 1 g，
配制成浓度为 10 mg /ml 的菌种混悬液。放入恒温
为 37℃、5%CO2 微生物培养箱中进行培养 24 h。
1. 5 观察指标及方法
1. 5. 1 菌种生长曲线的测量 吸取各组菌种混悬
液 100μl 置于 96 孔板中，每组重复 3 个复孔，使
用酶标仪于波长 600 nm 处进行菌种浓度测量，菌
种浓度以吸光度 OD值表示。OD值约以 0. 2 ～ 1 之
间较为真实反映菌种浓度。每隔 2 h 观察 1 次各组
菌种浓度变化，记录下各组菌种在 0、2、4、6、
8……18、20、22、24 h 的 OD 值。当菌种繁殖浓
度增加到 OD 值远大于 1 时，取该组菌种混悬液
1 ml，加入到 9 ml无菌蒸馏水中进行稀释，震荡混
匀，制成 10-1 稀释度的菌悬液。再取稀释液 3 个
复孔，进行 OD 值 ( λ = 600 nm) 测量，此时真实

OD值为测量值 ×稀释度倍数 ( 10) 。
1. 5. 2 代谢产物 L乳酸和 D乳酸的测量 采集 0、
2、6、10、14、18、22 h时间点的菌种培养基上清
液，使用 D /Lactate Colorimetric /Fluorometric Assay
Kit试剂盒依据 ELISA 方法对培养液进行 L 乳酸和
D乳酸的检测。
1. 6 统计学方法
采用 SPSS 19. 0 软件进行数据分析，用重复测

量资料的方差分析方法对结果进行显著性检验，

P ＜ 0. 05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 各组保加利亚乳酸杆菌不同时间体外生长菌
种浓度比较

表 1 示，各组内各时间点整体比较差异有统计
学意义 ( P ＜ 0. 05) 。各组在 0 h时菌种浓度比较差
异均无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。与杆菌组和低复
组同时间比较，其余各组在 2、4、6、8、10、12、
14、16、18、20、22、24 h时菌种浓度差异均有统
计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，而杆菌组与低复组之间比
较差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。与头孢组同时
间比较，高复组、中复组、低复组在 2、4、6、8、
10、12、14、16、18、20、22、24 h 时菌种浓度均
升高 ( P ＜ 0. 05) 。
2. 2 各组保加利亚乳酸杆菌不同时间分泌 L 乳酸
和 D乳酸浓度比较
表 2示，各组内各时间点整体比较差异具有统

计学意义 ( P ＜ 0. 05) ，说明各组内各时间点分泌 L
乳酸浓度随时间变化而变化。各组在0 h时 L乳酸的
分泌量差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。与高复组
同时间比较，其余各组在 2、6、10、14、18、22 h
时L乳酸浓度差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) 。

表 1 各组保加利亚乳酸杆菌不同时间体外生长菌种浓度比较 ( OD值，珋x ± s)

组别 样本数 0 h 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h 12 h

杆菌组 3 0. 50 ± 0. 04 0. 65 ± 0. 01 1. 01 ± 0. 03 2. 64 ± 0. 25 2. 98 ± 0. 21 3. 56 ± 0. 23 3. 62 ± 0. 02
高复组 3 0. 49 ± 0. 01 4. 02 ± 0. 17＊△ 4. 01 ± 0. 33＊△ 4. 34 ± 0. 29＊△ 4. 98 ± 0. 16＊△ 5. 64 ± 0. 72＊△ 5. 51 ± 0. 60＊△

中复组 3 0. 48 ± 0. 03 2. 04 ± 0. 28＊△ 2. 06 ± 0. 11＊△ 3. 45 ± 0. 11＊△ 3. 91 ± 0. 59＊△ 4. 81 ± 0. 47＊△ 4. 76 ± 0. 05＊△

低复组 3 0. 51 ± 0. 01 0. 80 ± 0. 03△ 1. 60 ± 0. 10△ 2. 82 ± 0. 05△ 2. 97 ± 0. 33△ 3. 82 ± 0. 3△ 3. 78 ± 0. 07△

头孢组 3 0. 51 ± 0. 00 0. 73 ± 0. 05* 0. 63 ± 0. 03* 0. 72 ± 0. 04* 0. 51 ± 0. 13* 0. 65 ± 0. 19* 0. 52 ± 0. 07*

组别 样本数 14 h 16 h 18 h 20 h 22 h 24 h

杆菌组 3 3. 93 ± 0. 04 3. 72 ± 0. 13 3. 82 ± 0. 05 3. 70 ± 0. 10 3. 73 ± 0. 21 3. 52 ± 0. 10
高复组 3 6. 32 ± 0. 81＊△ 6. 47 ± 0. 10＊△ 6. 67 ± 0. 31＊△ 6. 70 ± 0. 19＊△ 6. 93 ± 0. 12＊△ 6. 15 ± 0. 04＊△

中复组 3 5. 18 ± 0. 59＊△ 5. 18 ± 0. 25＊△ 5. 52 ± 0. 22＊△ 4. 94 ± 0. 39＊△ 5. 44 ± 0. 12＊△ 4. 82 ± 0. 33＊△

低复组 3 3. 77 ± 0. 59△ 3. 70 ± 0. 22△ 4. 16 ± 0. 31△ 3. 48 ± 0. 43△ 4. 02 ± 0. 17△ 3. 45 ± 0. 25△

头孢组 3 0. 63 ± 0. 04* 0. 56 ± 0. 17* 0. 74 ± 0. 05* 0. 64 ± 0. 08* 0. 74 ± 0. 02* 0. 70 ± 0. 01*

注: 与杆菌组和低复组同时间比较，* P ＜ 0. 05; 与头孢组同时间比较，△P ＜ 0. 05
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与头孢组同时间比较，其余各组在 2、6、10、14、
18、22 h时 L 乳酸浓度差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 05) 。其他各组间比较，差异无统计学意义 ( P ＞
0. 05) 。
表 3 示，各组内各时间点整体比较差异具有统

计学意义 ( P ＜ 0. 05) ，说明各组内各时间点 D 乳
酸浓度随时间变化而变化。各组在 0 h 时 D乳酸的
分泌量差异无统计学意义 ( P ＞ 0. 05 ) 。与杆菌组
同时间比较，其余各组在 2、6、10、14、18、22 h
时 D乳酸浓度差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ;
与高复组同时间比较，中复组、低复组和头孢组在
各时间点 D 乳酸浓度差异均有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ; 与中复组比较，低复组和头孢组在各时间
点 D乳酸浓度差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ;
与低复组同时间比较，头孢组在各时间点 D 乳酸
浓度差异均有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

中医学认为，肠道疾病主要病机为湿热瘀结，

而大黄牡丹皮汤具有泻热逐瘀、消肿散结之功。方
中大黄泻火逐瘀、通便解毒，牡丹皮凉血清热、活
血散瘀，二者合用，共泻肠腑湿热瘀结; 芒硝软坚

散结，协助大黄荡涤实热，促其速下; 桃仁性善破

血，助大黄以通瘀滞; 冬瓜仁清热利湿，导肠腑垢

浊，排脓消痈。全方攻下泻热与消肿逐瘀并用，可
使湿热速清，瘀结速下，痛随利减，痈肿得消，则

病症自愈。
头孢曲松钠为广谱三代头孢菌素类抗生素，对

多数革兰阳性菌和阴性菌都有强大的抗菌作用，是

临床上抗炎性疾病常用的治疗药物之一。有研究表
明抗生素可以诱发肠道菌群失调［11］，故本研究采

用头孢曲松钠作为研究对照药物。保加利亚乳酸杆
菌具有抑制致病菌定植，维持胃肠道菌群平衡，促

进消化吸收，增强免疫等作用［12］。本研究结果显
示，保加利亚乳酸杆菌菌种在 0 ～ 4 h 生长迟缓，
在 4 ～ 10 h 时期活菌数大量上升，10 ～ 22 h 活菌繁
殖稳定，22 ～ 24 h活菌数略有下降。大黄牡丹皮汤
高、中、低剂量均可以整体上促进保加利亚乳酸杆
菌各时期的繁殖，加速繁殖生长 ( 2 h 以内) 和延
长稳定时期，尤其以 40 mg /ml 浓度的大黄牡丹皮
汤为佳。而头孢曲松钠对保加利亚乳酸杆菌有一定
抑制作用，提示抗生素可能会造成机体短时间的肠

内益生菌失调，应慎用。
乳酸是乳酸杆菌在糖代谢过程中主要酸性末端

产物，有 L、D两种构型，L 乳酸产生于菌培养液
的早期对数期，D乳酸产生于菌培养液的晚期平衡
期，但过多的乳酸积累会抑制菌种自身的繁殖［13］。
本研究结果显示，高浓度大黄牡丹皮汤作用下乳酸

杆菌在 0 ～ 2 h 就已经开始呈现分泌状态，说明高
浓度复方能够刺激菌种快速合成进入生长对数期所

需物质，产生 L 乳酸不断增多，明显高于中复组
和低复组，而头孢组对菌种分泌 L 乳酸呈现抑制
状态。同时，在 0 ～ 10 h 大黄牡丹皮汤高浓度作用
下 D乳酸的分泌量低于中、低浓度和杆菌组，在
14 ～ 22 h时高于杆菌组和中、低复组，而头孢组对
菌种分泌 D 乳酸亦呈现抑制状态。因此，大黄牡
丹皮汤能刺激保加利亚乳酸杆菌产生大量有益于人

表 2 各组保加利亚乳酸杆菌不同时间分泌 L乳酸浓度比较 ( mmol /L，珋x ± s)

组别 样本数 0 h 2 h 6h 10 h 14 h 18h 22 h

杆菌组 3 147. 59 ± 7. 79 146. 47 ± 3. 83＊△ 202. 92 ± 11. 69＊△ 240. 29 ± 21. 33＊△ 273. 65 ± 30. 30＊△ 272. 77 ± 22. 27＊△ 204. 45 ± 19. 18＊△

高复组 3 143. 90 ± 16. 83 224. 81 ± 16. 60 273. 49 ± 28. 65 282. 87 ± 14. 19 332. 67 ± 18. 91 477. 08 ± 24. 70 526. 08 ± 36. 45
中复组 3 176. 86 ± 7. 73 211. 74 ± 3. 05＊△ 223. 85 ± 19. 65＊△ 257. 61 ± 4. 23＊△ 290. 33 ± 20. 33＊△ 379. 58 ± 50. 25＊△ 380. 14 ± 42. 87＊△

低复组 3 149. 60 ± 6. 28 150. 80 ± 2. 91＊△ 205. 89 ± 5. 20＊△ 224. 09 ± 7. 46＊△ 276. 45 ± 12. 89＊△ 283. 27 ± 17. 44＊△ 266. 59 ± 7. 69＊△

头孢组 3 130. 91 ± 6. 96 148. 88 ± 5. 72* 136. 85 ± 6. 15* 140. 14 ± 8. 07* 175. 18 ± 41. 52* 143. 10 ± 11. 04* 140. 14 ± 6. 31*

注: 与高复组同时间比较，* P ＜ 0. 05; 与头孢组同时间比较，△P ＜ 0. 05

表 3 各组保加利亚乳酸杆菌不同时间分泌 D乳酸浓度比较 ( mmol /L，珋x ± s)

组别 样本数 0 h 2 h 6h 10 h 14 h 18h 22 h

杆菌组 3 11. 57 ± 0. 08 18. 15 ± 0. 45 28. 71 ± 0. 11 40. 34 ± 0. 48 37. 74 ± 0. 34 39. 19 ± 1. 46 37. 46 ± 3. 52
高复组 3 9. 75 ± 0. 10 14. 61 ± 0. 08* 11. 98 ± 2. 13* 31. 24 ± 0. 19* 42. 89 ± 3. 11* 40. 52 ± 0. 81* 38. 22 ± 2. 08*

中复组 3 11. 63 ± 0. 19 20. 35 ± 0. 23＊△ 18. 31 ± 3. 94＊△ 40. 15 ± 1. 78＊△ 39. 52 ± 0. 54＊△ 39. 09 ± 0. 15＊△ 39. 88 ± 0. 76＊△

低复组 3 12. 33 ± 0. 39 20. 46 ± 0. 66＊△▲ 25. 20 ± 2. 80＊△▲ 39. 20 ± 2. 68＊△▲ 38. 39 ± 1. 31＊△▲ 39. 38 ± 0. 55＊△▲ 39. 23 ± 0. 29＊△▲

头孢组 3 11. 73 ± 0. 22 11. 46 ± 1. 07＊△▲# 8. 43 ± 1. 21＊△▲# 16. 61 ± 0. 45＊△▲# 16. 15 ± 0. 22＊△▲# 18. 18 ± 0. 91＊△▲# 17. 01 ± 0. 12＊△▲#

注: 与杆菌组同时间比较，* P ＜ 0. 05; 与高复组同时间比较，△P ＜ 0. 05; 与中复组同时间比较，▲P ＜ 0. 05; 与低复组同时间比较，
#P ＜ 0. 05
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体健康的 L 乳酸的同时，保护菌种自身免受酸性
代谢产物的抑制，从而使乳酸杆菌保持长效的生长

状态，延长菌种寿命。
综上所述，大黄牡丹皮汤对保加利亚乳酸杆菌

菌种的繁殖速度和生理特性具有显著提高作用，可

能是其在肠道微生态失调的相关疾病中起效的作用

机制之一，但仍需进行深入研究。
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Effects of Dahuang Mudanpi Decoction ( 大黄牡丹皮汤) on Proliferation in vitro and Metabolite Lactic Acid of
Lactobacillus Bulgaricus
LI Chaoqun，XU Hua，CHEN Yabin，GAO Shuoshuo，LUO Wen
( Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou，510000)
ABSTＲACT Objective To observe the possible mechanism of Dahuang Mudanpi Decoction ( 大黄牡丹皮汤) in
treatment of intestinal disease． Methods Five groups including bacillus group，high dasage group，middle dasage
group，low dasage group and cephalosporin group． The bacillus group was made of suspension of 108cfu /ml lactoba-
cillus bulgaricus． The high dasage group，middle dasage group and low dasage group separately added freeze-dried
powder of Dahuang Mudanpi Decoction with 4 g ( 40 mg /ml) ，1 g ( 10 mg /ml) ，and 0. 25 g ( 2. 5 mg /ml) on the ba-
sis of bacillus group． The cephalosporin group was added 1 g ( 10 mg /ml) ceftriaxone sodium powder on the basis of
bacillus group． All of these groups were put into microorganism incubator with 37℃，5% CO2 for 24 hours． The con-
centration of bacterium of each group was detected at the 0，2nd，4th，6th，8th，10th，12th，14th，16th，18th，
20th，22th，24th hour． The concentration of lactic acid L and lactic acid D was detected at the 0，2nd，6th，10th，
14th，18th，22th hour． Ｒesults The concentration of bacterium，lactic acid L and lactic acid D of each group at
each time point was significant different ( P ＜ 0. 05 ) ． Simultaneously compared with bacillus group and low dasage
group，the concentration of bacterium in other groups at each tome point was significantly different ( P ＜ 0. 05) ． Sim-
ultaneously compared with cephalosporin group，the concentration of bacterium in high dasage group，middle dasage
group and low dasage group were increased at each time point ( P ＜ 0. 05) ． Simultaneously compared with high dasage
group，the concentration of lactic acid L and lactic acid D of each group at each time point was significant different
( P ＜ 0. 05) ． Compared with cephalosporin group，the concentration of lactic acid L and lactic acid D of each group at
each time point was significant different ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Dahuang Mudanpi Decoction can improve the re-
production ability of lactobacillus bulgaricus and significantly increase the output of lactic acid L and lactic acid D，
the high dosage gorup being especially remarkable．
Keywords Dahuang Mudanpi Decoction; lactobacillus bulgaricus; ceftriaxone sodium; proliferation in vitro; lactic acid
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