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摘要： 目的　 研究龙胆泻肝汤对阴道加德纳菌 （ＧＶ） 的体外抑制作用。 方法　 利用稀释法检测龙胆泻肝汤对 ＧＶ 增

殖的影响， 并测定药物的最低抑菌浓度， 通过革兰氏染色法观察龙胆泻肝汤对 ＧＶ 黏附人宫颈癌 Ｈｅｌａ 细胞的影响，
ＭＴＴ 法检测龙胆泻肝汤对 ＧＶ 细胞毒性的影响， ９６ 孔微量板法检测龙胆泻肝汤对 ＧＶ 生物膜形成的影响， ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法

检测龙胆泻肝汤对 ＧＶ ＢＡＰ、 ｓｉａｌｉｄａｓｅ ｍＲＮＡ 表达的影响。 结果　 龙胆泻肝汤水提物、 ７０％ 醇提物和 ９０％ 醇提物对 ＧＶ
的最低抑菌浓度分别为 （６２􀆰 ５ ± ３􀆰 ６）、 （１５􀆰 ６ ± １􀆰 ５）、 （１２５􀆰 ０ ± ２􀆰 ８） ｍｇ ／ ｍＬ。 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物 （１􀆰 ５６、
１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ） 能降低 ＧＶ 对 Ｈｅｌａ 细胞的黏附， 抑制 ＧＶ 生物膜的形成 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 下调 ＢＡＰ、 ｓｉａｌｉｄａｓｅ ｍＲＮＡ 表达

（Ｐ＜０􀆰 ０５，Ｐ＜０􀆰 ０１）， 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物 （１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ） 抑制 ＧＶ 对 Ｈｅｌａ 细胞的毒性作用 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 龙

胆泻肝汤 ７０％ 乙醇提物能显著抑制 ＧＶ 增殖， 并能抑制 ＧＶ 细胞毒性、 粘附能力和生物膜形成。
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　 　 细菌性阴道病 （ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｖａｇｉｎｏｓｉｓ， ＢＶ） 是阴

道内正常菌群失调所致的一种混合感染， 具有发病

率高［１］、 易复发［２］、 危害大［３］ 等特点。 阴道微生

态正常情况下以各种乳酸杆菌为主， 它们可以大量

产酸、 产过氧化氢气体， 维持阴道酸性环境， 抑制

有害细菌的生长。 ＢＶ 患者体内以阴道加德纳菌

（Ｇａｒｄｎｅｒｅｌｌａ ｖａｇｉｎａｌｉｓ， ＧＶ） 为首的厌氧致病菌通

过黏附阴道上皮细胞、 产生致密生物膜， 分泌细胞

毒素等作用使乳酸杆菌不能正常生长而大量死亡，
最终造成阴道微生态菌群环境紊乱［４］。 临床上常

用药物为甲硝唑、 替硝唑、 克林霉素等， 虽然治愈

率理想， 但复发率高， 易耐药［５］， 不适合孕妇等

特殊人群［６］。 大量文献报道， 传统中药复方， 如

龙胆泻肝汤［７⁃１２］、 完带汤［１３⁃１４］、 治带方［１５］ 等在 ＢＶ
治疗及预防复发中具有确切疗效， 但相关作用机制

并不明确。 龙胆泻肝汤是中医治疗湿热带下的经典

方， 上可泻肝胆之火， 下可清利湿热， 除口服外还

可用药渣作用于局部， 以起到燥湿杀虫之功效。 本

实验旨在研究龙胆泻肝汤对 ＧＶ 的体外抑制作用，
为该方临床应用提供理论依据和指导。
１　 材料

１􀆰 １　 试剂与药物　 按照 《医方集解》 原方比例从

北京同仁堂药店购买龙胆泻肝汤方剂原料药； 哥伦

比亚血琼脂平板 （北京陆桥技术股份有限公司，
批号 １７１１０８）； ＢＨＩ 肉汤培养基 （英国 Ｏｘｏｉｄ 公司，
批号 １２２７６５４５）； 革兰氏染色试剂盒 （北京索莱宝

科技有限公司， 批号 ２０１５０４１４）； ＤＭＥＭ 培养基

（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司， 批号 ＡＣ１０２０６２８４）； 胎牛血

清 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司， 批号 １７４３２６３）； 胰蛋白酶

（北京索莱宝科技有限公司， 批号 ２０１７０３１５）；
ＭＴＴ （上海铺镇生物有限公司， 批号 ２９８⁃９３⁃１）；
ＴＲＩｚｏｌ （美国 Ａｍｂｉｏｎ 公司， 批号 ３５９６０２６）； ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 反转录试剂盒 ［宝日医生物技术 （北京） 有

限公司， 批号 ＡＫ４９０１］； ＳＹＢＲＩＩ 荧光定量试剂

［宝 日 医 生 物 技 术 （ 北 京 ） 有 限 公 司， 批 号

ＡＨＸ１０２０Ｎ］。
１􀆰 ２　 细菌与细胞 　 ＧＶ 为标准株 ＡＴＣＣ１４０１８， 购

于上海北诺生物有限公司。 阴道卷曲乳杆菌

（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｃｒｉｓｐａｔｕｓ， ＬＣ） 由南昌大学魏华教授

馈赠， 分离于健康女性阴道分泌物， 经 ＡＰＩ 细菌

学鉴定； Ｈｅｌａ 细胞为本实验室保存。
１􀆰 ３ 　 仪器 　 ＭａｒｋＩＩ 厌氧工作站 （荷兰 Ｍａｒｋ 公

司）； ＤＭ２５００ 普通光学倒置显微镜 （德国徕卡公

司）； Ｔｈｅｒｍｏ ３００１ 多功能全波长酶标仪 （美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）； Ｔｈｅｒｍｏ ３１１０ 二氧化碳培养箱

（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）； Ｌｉｇｈｔ Ｃｙｃｌｅｒ９６ 荧光定量

ＰＣＲ 仪 （瑞士 Ｒｏｃｈｅ 公司）； ＲＥ６０１ 旋转蒸发仪

（上海雅马拓科技贸易有限公司）； ＳＷ⁃ＣＪ⁃２Ｄ 超净

工作台 （苏州净化设备有限公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 龙胆泻肝汤各部位的制备　 龙胆泻肝汤水提

物： 按方称取组成药材， ６ 倍量水浸泡 ６ ｈ， 大火

煮沸 ０􀆰 ５ ｈ 后小火煎０􀆰 ５ ｈ， 滤过， 重复 ２ 次， 合并

滤液， 离心后收集上清液， 减压干燥至恒重。 龙胆

泻肝汤 ７０％ （９５％ ） 醇提物： 按方称取组成药材，
６ 倍量 ７０％ （９５％ ） 乙醇浸泡 ６ ｈ， ７０％ （９５％ ）
乙醇回流提取 ３ 次， 滤过， 合并滤液， 离心后收集

上清液， 减压干燥至恒重。
２􀆰 ２　 稀释法测定龙胆泻肝汤各部位对 ＧＶ 的最低

抑菌浓度　 按 ２ 倍稀释法， 用 ＢＨＩｓ 培养基 （称取

ＢＨＩ 固体培养基 ３􀆰 ７ ｇ， 加入 １００ ｍＬ 去离子水，
１２０ ℃高压灭菌， 临用前加入 １０％ 胎牛血清、
１ ｍｇ ／ Ｌ两性霉素 Ｂ） 配制龙胆泻肝汤各部位提取

物， 初始浓度为 ５００ ｍｇ ／ ｍＬ （生药）， 药物质量浓度

从高到低 （５００、 ２５０、 １２５、 ６２􀆰 ５、 ３１􀆰 ２５、 １５􀆰 ６２５、
７􀆰 ８１３、 ３􀆰 ９０７、 ０ ｍｇ ／ ｍＬ） 设置。 每管加入 ＢＨＩｓ 培

养基、 ＧＶ ／ ＬＣ （接种量约为１×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ）和不同

浓度药物。 培养管在３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养 ４８ ｈ
后， 各取 ２００ μＬ 加入 ９６ 孔酶标板中， 酶标仪测

ＯＤ６００， 每组样品均设置 ２ 个复管。 为了去除培养

基和药物颜色对菌体吸光值检测的干扰， 给药组数

值均减去了培养基和各浓度下药物的吸光值 （药
物浓度越高， 其自身吸光值也越高）。
２􀆰 ３　 革兰氏染色法观察药物对 ＧＶ 黏附人宫颈癌

Ｈｅｌａ 细胞的影响 　 将灭菌的细胞爬片放置于细胞

培养的 ６ 孔板中， 按每孔 ８×１０５ 个数量接种 Ｈｅｌａ
细胞， 用 ＤＭＥＭ 完全培养基 （含 １０％ 胎牛血清）
培养过夜。 根据抑菌实验的结果， 选用的药物为龙

胆泻肝汤 ７０％ 乙醇提物。 从冻存管中复苏 ＧＶ， 按

１％的比例接种于 ５ ｍＬ 培养管中， 设置 ３ 组， 分别

为 ＢＨＩｓ 组、 ＢＨＩｓ ＋ １􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｍＬ 药物组、 ＢＨＩｓ ＋
１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 药物组， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养 ４８ ｈ，
８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 用 ＤＭＥＭ 完全培养基稀释

各组 ＧＶ， 以 ＭＯＩ （菌 ／细胞） ＝ １０ 的比例加到细

胞培养孔中， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养 ４ ｈ， ＰＢＳ 洗涤

３ 次， 将未黏附的菌体清洗干净， ４％ 多聚甲醛固

定 １０ ｍｉｎ， 按照革兰氏染色试剂盒步骤进行染色，
光学显微镜油镜下观察。 细胞黏附于细胞表面的黏
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附率评分： 未黏附， －； 黏附 １％ ～ ２５％ ， ＋； 黏附

２５％ ～５０％ ， ＋＋； 黏附＞５０％ ， ＋＋＋。
２􀆰 ４　 ＭＴＴ 法检测药物对 ＧＶ 细胞毒性的影响 　 取

ＧＶ 冻存管， 以 １％ 接种量转接至 ２ 只 ５ ｍＬ 培养

管， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下分别用 ＢＨＩｓ 培养基和含药

（１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物） ＢＨＩｓ 培养

基培养 ４８ ｈ 后， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 用 ＤＭＥＭ
完全培养基将菌体混悬至相同浓度（１×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ）
备用。 取细胞培养用 ９６ 孔板， 按每孔 １×１０４ 个数

量接种 Ｈｅｌａ 细胞， 培养过夜。 将上述 ＢＨＩｓ 培养基

和含药 ＢＨＩｓ 培养基培养的 ＧＶ 分别按照 ＭＯＩ ＝ １ 和

ＭＯＩ＝ １０ 的比例加到 Ｈｅｌａ 细胞中， 分别培养 １、 ２、
３、 ４ ｈ 后 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 吸去上清， 每孔加入

１００ μＬ １％ ＭＴＴ， ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下放置 ４ ｈ 后， 每

孔加入分析纯 ＤＭＳＯ １００ μＬ， 酶标仪测 ＯＤ４９０， 每

个样品设置有 ５ 个复孔。
２􀆰 ５　 ９６ 孔微量板法检测药物对 ＧＶ 生物膜形成能

力的影响 　 ９６ 孔微量板法检测细菌的生物膜形成

能力是被广泛应用的一种方法［１６⁃１７］， 细菌形成生

物膜以后， 与含有明胶的培养板结合紧密， 不易被

冲洗掉， 结晶紫染色后可呈现更深的着色。 取细胞

培养用 ９６ 孔板， 每孔加入 １００ μＬ ０􀆰 １％ 明胶，
３７ ℃ 放置 ４ ｈ， 小心吸去上清， 备用。 分别用

ＢＨＩｓ 培养基、 含药 （１􀆰 ５６、 １５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ龙胆泻肝

汤 ７０％ 醇提物） ＢＨＩｓ 培养基配制 ＧＶ 悬液， 终浓

度为 １×１０７ＣＦＵ ／ ｍＬ。 将上述 ＧＶ 按 ０􀆰 ２ ｍＬ ／孔接入

明胶包被的 ９６ 孔板中， 每个样品设置 ４ 个复孔，
３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 下培养 ６０ ｈ 后 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次， 置于

无菌超净台中吹干， 每孔加入 １００ μＬ 甲醇固定

３０ ｍｉｎ， 弃去甲醇后每孔加入 １％ 结晶紫， 染色生

物膜５ ｍｉｎ， 将 ９６ 孔板置于水龙头下均匀冲洗， 晾

干后每孔加入 ２００ μＬ ３３％ 冰醋酸， 全波长酶标仪

测定 ＯＤ５９０。
２􀆰 ６　 荧光定量 ＰＣＲ 检测药物对 ＧＶ 中生物膜相

关蛋白 （ ｂｉｏｆｉｌｍ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＢＡＰ） 和唾液

酸酶 （ ｓｉａｌｉｄａｓｅ） 基因表达的影响 　 ＢＡＰ 是一种

巨大的细胞壁锚定黏附素， 可同时介导与宿主细

胞的黏附及细胞间黏附， 对生物膜的形成起着重

要作用［１８］ 。 ｓｉａｌｉｄａｓｅ 是 ＧＶ 分泌的细胞毒性物质

之一， 能降解阴 道 粘 液， 直 接 损 伤 阴 道 上 皮

细胞。
设置对照组 （ ＧＶ ＋ ＢＨＩｓ 培养基）、 ＢＨＩｓ ＋

１􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｍＬ药物组 （ＧＶ＋ＢＨＩｓ 培养基＋　 　 　

１􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｍＬ 龙 胆 泻 肝 汤 ７０％ 醇 提 物）、 ＢＨＩｓ ＋
１􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｍＬ 药 物 组 （ ＧＶ ＋ ＢＨＩｓ 培 养 基＋
１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物）。 将过夜生长

的 ＧＶ 按 １ ∶ ２０ 比例接种于 ５ ｍＬ 上述培养液中，
厌氧环境下３７ ℃静置培养 ２４ ｈ 后， 用 ＰＢＳ 洗涤 ２
次， 转移到 ５００ μＬ ＴＲＩｚｏｌ 裂解液中。 按照ＴＲＩｚｏｌ裂
解液说明书提取纯化各组菌体总 ＲＮＡ， 并溶于含

３０ μＬ ＲＮａｓｅ⁃ｆｒｅｅ 的水中， 用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ｏｎｅ 对 ＲＮＡ
溶液进行定量分析。 吸取 １ μｇ ＲＮＡ， 逆转录试剂

盒将其逆转录为 ｃＤＮＡ， 按 １ ∶ １００ 比例稀释后取

２ μＬ ｃＤＮＡ 溶液作为模板， 利用试剂盒 （ＳＹＢＲ􀳏
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ） 进行荧光定量 ＰＣＲ。 内参为菌体

１６ｓＤＮＡ 片段， 对应的上下游引物分别为 Ｇｖ１６ｓｃ 正

向 ５′⁃ＡＧＧＴＡＣＡＣＴＣＡＣＣＣＧＡＡＡＧＣ⁃３′， 反向 ５′⁃ＣＡ⁃
ＣＡＴＴＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＴＡＣＧＧ⁃３′； ＢＡＰ 正 向 ５′⁃ＧＴ⁃
ＧＴＣＡＴＴＧＡＧＣＡＣＡＣＴＴＧＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃ＧＴＴＧＴＴＡ⁃
ＡＡＧＡＡＣＡＣＡＴＣＧＡＡＧ⁃３′； ｓｉａｌｉｄａｓｅ 正 向 ５′⁃
ＡＧＴＣＧＣＡＣＴＣＣＧＣＧＣＡＡＧＴＣ⁃３′， 反 向 ５′⁃
ＧＡＣＧＡＣＧＧＣＧＡＡＴＧＧＣＡＣＧＡ⁃３′， 反应在 Ｌｉｇｈｔｃｙ⁃
ｃｌｅ９６ 仪上进行。 采用 ２－ΔΔＣｔ法进行数据处理。
３　 结果

３􀆰 １　 龙胆泻肝汤各部位对 ＧＶ 的抑制作用　 龙胆

泻肝汤水提物、 ７０％ 醇提物、 ９５％ 醇提物对 ＧＶ 的

最低抑菌质量浓度分别为 （６２􀆰 ５±３􀆰 ６）、 （１５􀆰 ６±
１􀆰 ５）、 （１２５􀆰 ０±２􀆰 ８） ｍｇ ／ ｍＬ， 而龙胆泻肝汤 ７０％
醇提物对阴道内 ＬＣ 最低抑菌质量浓度为 （６２􀆰 ５±
１􀆰 ６） ｍｇ ／ ｍＬ， 远高于 ＧＶ， 见图 １， 说明它对 ＧＶ
的抑菌作用具有选择性。 因此， 后续实验选择龙胆

泻肝汤 ７０％ 醇提物、 ＧＶ 进行实验。
３􀆰 ２　 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物对 ＧＶ 黏附人宫颈癌

Ｈｅｌａ 细胞 的 影 响 　 经龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物

（１􀆰 ５６、 １５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ） 共培养的 ＧＶ 对 Ｈｅｌａ 细胞的

黏附减少， 见图 ２、 表 １， 说明它能抑制 ＧＶ 的细

胞黏附能力， 从而对细菌性阴道病起到积极的治疗

作用。
３􀆰 ３　 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物对 ＧＶ 细胞毒性的影

响　 ＧＶ 对 Ｈｅｌａ 细胞有较强的细胞毒性， 与作用时

间和 ＭＯＩ 值相关。 随着 ＧＶ 浓度增加， 作用于

Ｈｅｌａ 细 胞 的 时 间 延 长， 细 胞 毒 性 也 增 强。
１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物共培养 ＧＶ 后，
Ｈｅｌａ 细胞毒性减弱； ＭＯＩ ＝ １０ 时与 ＢＨＩｓ 组比较，
１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物作用 ４ ｈ 后细

胞存活率增加（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ３。
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注： Ａ～Ｃ 为检测 ＧＶ， Ｄ 为检测 ＬＣ。

图 １　 龙胆泻肝汤不同提取部位对 ＧＶ 和 ＬＣ 的抑菌作用

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＬＸＤ ｏｎ ＧＶ ａｎｄ ＬＣ

图 ２　 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物对 ＧＶ 黏附 Ｈｅｌａ 细胞的影

响 （×１００）
Ｆｉｇ􀆰 ２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ＬＸＤ ｏｎ

ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＧＶ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ （×１００）

表 １　 龙胆泻肝汤 ７０％醇提物处理后 ＧＶ 对 Ｈｅｌａ 细胞黏附

的评分

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｓｃｏｒｅ ｆｏｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＧＶ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ
ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ＬＸＤ ｏｎ Ｈｅｌａ ｃｅｌｌｓ

组别 评分

ＢＨＩｓ 组 ＋＋＋
ＢＨＩｓ＋１􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｍＬ 药物组 ＋＋
ＢＨＩｓ＋１５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 药物组 ＋

３􀆰 ４　 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物对 ＧＶ 生物膜形成的

影响 　 与 ＢＨＩｓ 组比较， 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物

（１􀆰 ５６、 １５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ） 能抑制 ＧＶ 生物膜形成 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 见图 ４。
３􀆰 ５　 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物对 ＧＶ ＢＡＰ、 ｓｉａｌｉｄａｓｅ
ｍＲＮＡ 的影响　 与 ＢＨＩｓ 组比较， 龙胆泻肝汤 ７０％
醇提物 （ １􀆰 ５６、 １５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ） 能降低 ＧＶ ＢＡＰ、
　 　 　 　 　 　

注： 与 ＢＨＩｓ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 龙胆泻肝汤 ７０％醇提物对 ＧＶ 细胞毒性的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ＬＸＤ ｏｎ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ＧＶ
８７

２０２０ 年 １ 月

第 ４２ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２０

Ｖｏｌ． ４２　 Ｎｏ． １



ｓｉａｌｉｄａｓｅ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）。 见图 ５。

注： 与 ＢＨＩｓ 组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 龙胆泻肝汤 ７０％醇提物对 ＧＶ 生物膜形成的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ７０％ ａｌｃｏｈｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ＬＸＤ ｏｎ ｂｉｏｆｉｌｍ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＧＶ ｂａｃｔｅｒｉａ

４　 讨论

龙胆泻肝汤是中医治疗湿热带下的经典方， 本

方以清上逆之实火、 除下注之湿热的龙胆草为主，
横冲直撞， 荡邪外出； 以清泄并举的黄芩、 栀子为

辅， 清热以解百毒， 泄火而利三焦； 佐以泽泻、 木

通、 午前子三味引火从小便而出， 乃宗 《内经》
“在下者引而竭之” 之意； 当归、 地黄养血柔肝，
以防苦寒伤肝； 柴胡为肝胆疏利之要药， 甘草调和

诸药。 全方配伍臻妙， 虽苦寒而不伤胃， 祛邪兼收

扶正固本， 诸药合用， 共奏清热利湿、 扶正祛邪之

功效。 此方为临床治疗 ＢＶ 的经典有效方剂， 得到

广泛应用［７⁃１２］， 兼有口服和局部熏洗， 均有确切的

疗效， 但其有效部位和作用机制尚不清楚。

注： 与 ＢＨＩｓ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ５　 龙胆泻肝汤 ７０％醇提物对 ＧＶ ＢＡＰ、 ｓｉａｌｉｄａｓｅ ｍＲＮＡ 表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ７０％ ｅｔｈａｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔ ｏｆ ＬＸＤ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＢＡＰ ａｎｄ ｓｉａｌｉｄａｓｅ ｍＲＮＡ ｉｎ ＧＶ

　 　 ＧＶ 是兼性厌氧、 革兰氏染色阴性、 非运动、
不定形态的小棒状菌， 虽然在阴道 ｐＨ ４～ ５ 之间不

生长， 但它可以在此环境下黏附在阴道上皮细胞表

面， 形成致密的生物膜。 生物膜在细菌性阴道病的

发病过程中起着重要的作用， 它既能够保护致病菌

在不利环境下存活［１９］， 也能够抑制药物的渗入，
使致病菌逃脱宿主的免疫攻击［２０］， 抗生素和宿主

免疫都不能完全消除生物膜， 这也是导致细菌性阴

道病复发的主要因素［２１］。 此外， ＧＶ 还能释放一些

细胞毒性物质， 如细菌素、 ｖａｇｉｎｏｌｙｓｉｎｓ、 唾液酸

酶、 蛋白酶等［２２］， 直接损伤阴道上皮细胞， 并引

起相关的病理反应。
鉴于临床上龙胆泻肝汤局部熏洗对细菌性阴道

病有确切疗效， 本研究考察了龙胆泻肝汤在体外如

何影响 ＧＶ 的增殖、 黏附、 生物膜形成、 细胞毒

性， 这也是构成其致病性的主要四大因素。
结果表明， 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物对 ＧＶ 具有

较好的体外抑菌作用， 最低抑菌质量浓度为

（１５􀆰 ６± １􀆰 ５） ｍｇ ／ ｍＬ， 而对阴道卷曲乳杆菌的为

（６２􀆰 ５±１􀆰 ６） ｍｇ ／ ｍＬ， 说明龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物

对 ＧＶ 具有选择性抑制作用， 阐释了中药复方在治

疗细菌性阴道病中 “扶正祛邪” 的作用机制。 此

外， 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物能抑制 ＧＶ 黏附 Ｈｅｌａ
细胞， 从而减少它对阴道上皮细胞的 “占位”， 有

利于阴道微环境中乳酸杆菌的定位与繁殖。 细胞毒

性实验表明， 当 ＭＯＩ ＝ １０ 时， ＧＶ 能在 ４ ｈ 内使

Ｈｅｌａ 细胞死亡率达到 ３５􀆰 ２％ ， 而用 １５􀆰 ６ ｍｇ ／ ｍＬ 龙

胆泻肝汤 ７０％ 醇提物共培养后的 ＧＶ 在同等条件

下， Ｈｅｌａ 细胞死亡率降低到 １９􀆰 ４％ ， 说明龙胆泻

肝汤 ７０％ 醇提物能够有效抑制 ＧＶ 的细胞毒性。 此

外， １􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｍＬ 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提物能抑制 ＧＶ
生物膜的形成， 可能是其治疗细菌性阴道病的主要

机制之一。
然后， 通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 法测定了龙胆泻肝汤

７０％ 醇提物对 ＧＶ 中 ＢＡＰ、 ｓａｌｌｄａｓｅ ｍＲＮＡ 表达的影

响， 其中前者能促进 ＧＶ 生物膜形成， 后者可增强
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ＧＶ 细胞毒性； １􀆰 ５６ ｍｇ ／ ｍＬ 龙胆泻肝汤 ７０％ 醇提

物能显著抑制这 ２ 个蛋白的转录， 提示两者可能是

药物作用的重要靶点。
本研究通过一系列体外实验阐述了龙胆泻肝汤

７０％ 醇提物抑制 ＧＶ 的作用效果， 为该方治疗细菌

性阴道病提供了理论依据， 并寻得了更有效的部

位， 同时对其作用机制进行了初步探讨。 今后， 将

建立适当的动物模型， 在体内进一步探讨龙胆泻肝

汤作用机制及其对机体免疫系统的影响， 并与体外

实验相互佐证。
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