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Abstract 
Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB). Long 
treatment time is the main problem for TB prevention and control. Mycobacterium tuberculosis 
can form biofilm, which could decrease bactericidal activity of anti-tuberculosis drugs. Therefore, 
the intervention of Mycobacterium tuberculosis biofilm is a new idea for the treatment of tuber-
culosis. Eleven Chinese herbs were randomly selected to evaluate their interventional effect on the 
formation of Mycobacterium tuberculosis biofilm. The results showed that Sophora flavescens (0.4 
mg/ml) could inhibit the formation of Mycobacterium tuberculosis biofilm, and Cornus officinalis 
(0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4 mg/ml) could promote the formation of Mycobacterium tuberculosis biofilm 
and showed a dose-effect relationship. The results showed that different Chinese herbal medicine 
had different effect on the formation of Mycobacterium tuberculosis biofilm. Further study by 
bioassay guided isolation will lay the foundation for the discovery of the molecular skeleton with 
the interventional effect on formation of Mycobacterium tuberculosis biofilm. 
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摘  要 

结核病(TB)是由结核分枝杆菌(MTB)引起的传染性疾病，治疗时间长是结核防控面临的主要问题。结核

杆菌能形成生物膜后，对抗结核药物的敏感性下降，因此，干预结核杆菌生物膜是治疗结核的新思路。

本试验随机选择了11种中草药，评价其对结核杆菌生物膜的干预作用，结果表明，苦参(0.4 mg/ml)能
抑制结核杆菌生物膜的形成，山茱萸(0.4、0.8、1.6、3.2、6.4 mg/ml)能促进结核杆菌生物膜的形成,
并呈明显的量效关系。研究结果提示，不同中草药对结核杆菌生物膜的形成存在不同的干预结果。进一

步开展活性跟踪研究，将为发现干预结核杆菌生物膜的分子骨架奠定基础。 
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1. 引言 

结核病( tuberculosis, TB)是由结核分枝杆菌(mycobacterium tuberculosis, MTB)引起的一种慢性消耗性

疾病，是危害人类健康和导致人类死亡的重大传染性疾病。据世界卫生组织(WHO)调查，2016 年共 1040
万人(590 万男人，350 万妇女，100 万儿童)患有结核病，其中有 140 万人死于结核病，表明结核病仍是

全球发病率和死亡率的主要传染病[1] [2] [3] [4]。 
1944 年第一个用于治疗结核病的药物链霉素问世，随后异烟肼、利福平、乙胺丁醇和吡嗪酰胺相继

出现，人类已经能够有效治疗结核病。但是，结核的治疗需要长期用药，现有的治疗方案至少要求病人

服药 6 个月，服药时间长有下列危害：1) 一些病人忘记服药，导致治疗失败，病人成为新的传染源；2) 服
药时间长，药物对结核杆菌的选择压力加大，容易出现耐药菌株；3) 抗结核药物具有肝毒性，一些病

人长期服药可能导致肝功能障碍或其它副作用。因此，缩短结核治疗时间是有效控制结核的关键措

施[5]。 
一般的细菌感染，治疗周期在 7~15 天左右，为什么结核杆菌引起的感染需要用药至少 180 天？临床

研究表明，结核病人用药 3 天，痰中的结核杆菌就已经大大下降，但是，仍然有一部分细菌难以被清除，

这部分难以被清除的细菌被称为持留菌，这类细菌亚群复制很慢甚至停止复制，代谢水平低或者具有特

殊代谢途径，因此又被称为休眠型结核杆菌。当停药后，病人抵抗力下降时，休眠型结核杆菌复苏，开

始大量分裂，引起结核复发。长期的临床观察发现，如果用药达到 180 天，病人复发的概率大大下降，

这就是 WHO 推荐至少用药 6 个月的依据[6] [7]。为什么休眠型结核杆菌难以杀死？有证据表明，休眠型

结核杆菌隐藏在生物膜内，抗结核药物分子被生物膜屏蔽，无法接触休眠型结核杆菌，因此必须长期给

药，待生物膜自行降解后，药物才能杀死结核杆菌。目前对结核杆菌生物膜的研究处于起步阶段，研究

中草药对结核杆菌生物膜的干预作用具有重要意义，本试验探讨了 11 种中草药对结核杆菌体外生物膜形

成的影响，报道如下。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

2.1.1. 菌株来源 
结核分支杆菌 H37Rv、牛分枝杆菌 BCG(购自 ATCC)。 

2.1.2. 试剂与药品 
异烟肼(INH)、利福平(RFP)购自 Sigma 公司。 

2.1.3. 中草药样本 
秦皮、大蓟、远志、山茱萸、杜仲、玉竹、苦参、白术、半夏、金银花和蒲公英购自贵阳和平药房。 

2.2. 中草药提取物的制备  

称取中药材 100 g，加入甲醇约 600 ml 浸泡 7 天，滤过，滤液回收甲醇，蒸干后得到甲醇提取物，

备用。 

2.3. 培养基及制备方法 

改良罗氏培养基：准确称取改良罗氏培养基基础 40.84 g，并吸取甘油 12 ml，加蒸馏水 600 ml，煮

沸 5~10 min，115℃灭菌 20 min，待冷却至 55℃左右，以无菌操作加入无菌搅匀的全蛋液 1 L，混匀，分

装 15 mm × 150 mm 的试管，每管 5 ml，置成长斜面，用 85℃流动蒸汽加热 50 min，备用。 
7H9-ADC 肉汤培养基：准确称取 Middlebrook 7H9 肉汤培养基 4.7 g，加入去离子水 900 ml，加入 2 ml

甘油，混匀，置于 121℃高压蒸汽灭菌 30 min，冷却至 45℃左右后加入 100 ml 无菌 ADC (Middle brook)
营养液，分装 15 mm × 150 mm 的试管，每管 5 ml，备用。 

2.4. 中草药提取物对结核杆菌生物膜的干预试验 

中药材提取物直接溶解在 7H9 培养基中，浓度分别为 0.4、0.8、1.6、3.2、6.4 mg/ml，每个浓度 3
管，阴性对照为 7H9 培养基(3 管)，每管总体积 5 ml。灭菌后加入 OADC 营养液，每管接种结核分枝杆

菌悬液(108 CFU/ml) 100 μl，置于 37℃恒温培养箱中静置培养，分别在 10、20、30 d 观察结核分枝杆菌

生物膜在气液交界处成膜情况。如果样本在 0.4 mg/ml 的浓度下仍然具有较强的活性，则再设 0.025、0.05、
0.1、0.2、0.4 mg/ml 五个浓度，观察是否存在量效关系。生物膜形成的计分标准如下：1) 生物膜长满液

面，厚而致密，计 4 分；2) 生物膜长满液面，薄而稀疏，计 3 分；3) 生物膜长至液面的一半，计 2 分；

4) 生物膜长至液面的四分之一，计 1 分；5) 不长生物膜，计 0 分。 
凡能抑制结核分枝杆菌生物膜的提取物，还应将其膜下的菌液接种于改良罗氏培养基 2 每样本接种

3 管，置 37℃恒温培养箱中静置培养 30 d，记录每管菌落数，用于判断样本对结核杆菌本身是否有抑制

或杀灭作用。  

3. 结果 

通过对 11 种中草药提取物干预结核分枝杆菌生物膜的筛选，结果显示(表 1)，苦参的甲醇提取物能

明显抑制结核杆菌 H37Rv 生物膜的形成，在低浓度(0.4 mg/ml)时，计分为 0 分，不能形成生物膜(图 1)，
将该浓度下得菌液接种在改良罗氏培养基上，可见明显的结核杆菌菌落，表明结核杆菌并未被杀死，但

是生物膜被抑制，而提高浓度后，结核杆菌被杀死，可见苦参在低浓度时能抑制结核杆菌生物膜形成，

高浓度时能杀死结核杆菌(图 2)。将苦参的浓度降低为 0.025、0.05、0.1、0.2、0.4 mg/ml，生物膜计分值

分别为 4.0、3.2、2.6、2.2、0，呈现明显的量效关系。 
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Table 1. The intervention results of 11 medicinal plants extracts on mycobacterium tuberculosis biofilm 
表 1. 11 种中草药提取物对结核杆菌生物膜的干预试验结果 

中草药 
生物膜计分 

0.4 mg/ml 0.8 mg/ml 1.6 mg/ml 3.2 mg/ml 6.4 mg/ml 
秦皮 1.2 1.6 2.1 2.3 2.2 
大蓟 2.2 2.0 2.3 2.6 3.0 
远志 2.3 2.6 2.7 2.5 2.7 
山茱萸 2.7 2.7 2.8 3.2 4.0 
杜仲 2.0 2.1 2.5 2.2 2.3 
玉竹 1.8 2.0 2.3 2.6 2.7 
苦参 0 0 0 0 0 
白术 2.0 2.2 2.0 1.8 1.8 
半夏 1.0 1.2 1.0 0.8 0.8 
金银花 2.6 2.5 2.4 2.3 2.4 
蒲公英 2.6 2.6 2.7 2.6 2.7 

阴性对照 3.2     
 

 
Figure 1. Drug susceptibility assay of Sophora flavescens extract on M. 
Tuberculosis H37Rv biofilm in vitro 
图 1. 苦参提取物对结核分枝杆菌 H37Rv 生物膜体外药敏试验 
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Figure 2. Effects of different concentrations of Sophora flavescens extract on the 
growth of mycobacterium tuberculosis 
图 2. 不同浓度的苦参提取物对结核杆菌生长的影响 

 
山茱萸的甲醇提取物能促进结核杆菌 H37Rv 形成生物膜，呈现明显的量效关系，在 6.4 mg/ml 的浓

度下，生物膜计分为 4 分(表 1)，形成的生物膜厚而致密(图 3)。 
白术、半夏也具有抑制结核杆菌生物膜的作用(表 1)，但作用稍弱。其余样本对结核杆菌生物膜缺乏

明显的干预作用。 

4. 讨论 

研究表明约 80%的细菌感染与存在生物膜相关[8]。近年来研究发现，结核分枝杆菌生物膜与持留性

和耐药性存在相关性。结核分枝杆菌形成生物膜后，包埋在生物膜内的结核分枝杆菌不能被抗痨药物杀

死，成为持留菌(persister)，生物膜还能抵抗免疫系统的攻击[9] [10]。由于生物膜的存在，治疗时必须增

大给药剂量和加长给药时间，才能杀死膜内菌，但这往往会导致耐药菌的出现并且带来肝损伤等严重不

良反应[11]。本研究旨在从中国传统药用植物中发现能干扰结核杆菌生物膜的药物，为治疗结核提供新的

思路。 
如何对气液界面的生物膜进行定量？我们曾经采用称重法进行评价，但是操作麻烦，钓取生物膜时，

总有部分生物膜留在液面，误差反而较大。经过十几次的反复试验，我们认为计分法更能客观反映生物

膜的成膜结果。本研究发现，苦参的甲醇提取物能抑制结核杆菌 H37Rv 形成生物膜。李洪敏等对苦参中

的苦参碱进行了抗结核分枝杆菌试验[12]，实验结果显示苦参碱有抑制结核杆菌生长的作用。本试验结果

显示，苦参甲醇提取物在 0.4 mg/ml 浓度时，能抑制结核杆菌生物膜，但是不能抑制或杀死结核杆菌，浓

度提高到 0.8 mg/ml 时，结核杆菌可被苦参杀死。提示结核杆菌形成生物膜不是维持该物种生命存在的基

本生物学行为。苦参碱是否是抑制结核杆菌生物膜的有效成分有待进一步证实。 
山茱萸的甲醇提取物具有促进结核杆菌 H37Rv 生物膜生长的作用，这一发现具有重要理论意义。目

前对结核杆菌生物膜的研究尚处于起步阶段，生物膜形成的信号通路并不完全清楚，急需获得外源性小

分子探针作为工具，从化学生物学的角度，进一步了解生物膜的形成机制。对山茱萸促进结核杆菌生物

膜形成的深入探索，将对结核杆菌生物学研究奠定基础。 
我国具有丰富的中药资源，中药在防治慢性感染中显示了独特的优势。如果中草药能破坏结核杆菌

生物膜，那么抗痨药物就容易接近并杀死生物膜内的持留菌，缩短治疗时间。因此，发现能够干预生物 
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Figure 3. Drug susceptibility assay of Cornus officinale extract on myco-
bacterium tuberculosis H37Rv biofilm in vitro 
图 3. 山茱萸提取物对结核分枝杆菌 H37Rv 生物膜体外药敏试验 

 
膜成膜的中草药可能缩短结核治疗时间，具有重要的学术价值和实际意义。 
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