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［摘　要］　为探究木犀草素联合庆大霉素对耐药化脓隐秘杆菌的抑制作用，采用微量肉汤稀释法

分别测定木犀草素和庆大霉素对３４株化脓隐秘杆菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。选取对庆大霉素耐药

的化脓隐秘杆菌，通过棋盘法测定两种药物联合抑菌效果。经亚抑菌浓度木犀草素作用耐药菌株，

比较木犀草素作用前后化脓隐秘杆菌对庆大霉素的耐药性变化情况。结果表明，木犀草素对化脓

隐秘杆菌的ＭＩＣ值为３９～１５６μｇ／ｍＬ，与庆大霉素联合的作用为不相关；耐药菌经亚抑菌浓度木犀

草素（１／４ＭＩＣ）作用３６ｈ后，庆大霉素对耐药菌的 ＭＩＣ值下降２～３２倍，且原菌株耐药水平越高，

ＭＩＣ下降倍数越高。提示木犀草素具有良好抗菌活性，且能够逆转化脓隐秘杆菌耐药性。
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　　近年来，细菌的耐药问题日趋严重，耐药水平

越来越高，给养殖业发展造成极大困扰［１］。新型抗

菌药物和逆转细菌耐药性药物制剂的研发已成为

学者研究的热点。我国传统中药不但具有广谱抗

菌作用，还能够逆转细菌耐药，可以减轻细菌的选

择压力，从而不易产生耐药性［２］。木犀草素作为天

然黄酮类化合物，具有抗菌、抗炎、抗病毒、抗肿瘤

等多种药理活性［３－５］。早在２０世纪８０年代，我国

学者首次阐明仙鹤草提取物木犀草素－７－葡萄糖

苷具有良好抗菌活性［６］，且随着木犀草素及其衍生

物抗菌活性研究逐渐深入，越来越多相关报道表明

木犀草素对多种耐药菌具有明显抑制作用，甚至逆

转耐药菌对抗生素敏感性，如木犀草素不仅具有良

好抗耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（ＭＲＳＡ）活性，还

能够恢复耐药菌对青霉素的敏感性［７－８］。但目前

尚未见有关木犀草素对化脓隐秘杆菌作用的报道，

本试验主要探讨木犀草素对化脓隐秘杆菌的抑菌

效果，及逆转化脓隐秘杆菌对庆大霉素的耐药性情

况，以期为木犀草素作为抗耐药菌新药的研发提供

参考依据。

１　材 料

１．１　菌株　３４株奶牛子宫内膜炎化脓隐秘杆菌分

离株（ＨＣ０３－１、ＨＣ１３－７、ＨＣＨ０３－３、ＨＣＨ１４－１、

ＨＣＨ０２－２、ＢＭ０４－２、ＱＭＣ０１－３、ＷＢＸ０２－１等）

由本实验室分离鉴定并保存；化脓隐秘杆菌标准菌

株（ＡＴＣＣ１９４１１），美国标准菌种库。

１．２　抗菌药物　木犀草素（批号１４１００４６３），上海纯优

生物科技有限公司；庆大霉素对照品（５９０ＩＵ／ｍｇ），中

国兽医药品监察所。

１．３　培养基及主要试剂　营养肉汤（ＮＢ）、ＭＨ琼

脂培养基培养基，北京奥博星生物技术有限公司；

ＴＢＤ胎牛血清，天津灏洋生物科技制品有限责任

公司。

１．４　主要仪器　超净工作台（苏州净化设备有

限公司）；立式压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗

器械厂）；气浴恒温震荡培养箱（常州国华电器

有限公司）、隔水式电热恒温培养箱（上海博泰

实验设备有限公司）、微量可调移液器（德国 Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

２　方 法

２．１　菌液制备　取实验室保存的试验菌株甘油菌

接种于３ｍＬＮＢ肉汤（含８％ＴＢＤ胎牛血清）培养

基中，在３７℃、１２０ｒ／ｍｉｎ恒温振荡箱中震荡培养

１８ｈ；划线接种到 ＭＨ（Ａ）血琼脂平板上，３７℃倒置

培养４８ｈ。在平板上挑取单菌落，接种到 ＮＢ肉汤

中，３７℃、１２０ｒｍｐ／ｍｉｎ恒温振荡箱中震荡培养

１８ｈ，用麦氏比浊法调整菌液浓度为１×１０５～１×

１０６ＣＦＵ／ｍＬ。

２．２　药液制备　精确称量木犀草素、庆大霉素，并

按照说明使用适当溶剂溶解，分别配制成终浓度为

１０００和１２８０μｇ／ｍＬ的储存药液，分装，置于４℃

保存备用。

２．３　ＭＩＣｓ测定　以化脓隐秘杆菌标准株ＡＴＣＣ１９４１１

为质控菌株，采用微量肉汤稀释法分别测定木犀草

素、庆大霉素对３４株化脓隐秘杆菌分离株的 ＭＩＣ

值，３７℃培养２４ｈ后能抑制细菌生长的最小药物

浓度即为该药物对细菌的 ＭＩＣ值，每次试验重复３

次，依据参考文献判断结果［９－１０］。

２．４　两药联合对耐药菌株的药敏试验　以耐庆大霉

素的化脓隐秘杆菌为受试菌株，采用微量棋盘稀释法

测定木犀草素与庆大霉素的联合抑菌浓度，计算联合

抑菌 浓 度 指 数 （ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｉｎｄｅｘ，ＦＩＣＩ）。判定方法：ＦＩＣＩ＝（ＭＩＣａ联合／ＭＩＣａ

单独）＋（ＭＩＣｂ联合／ＭＩＣｂ单独），ＦＩＣＩ≤０．５，两者

协同；０．５＜ＦＩＣＩ≤１，两者相加；１＜ＦＩＣＩ≤４，两

者不相关；ＦＩＣＩ＞４，两者拮抗［１１－１２］。

２．５　亚抑菌浓度木犀草素对耐药菌株耐药性的逆

转作用　根据木犀草素对化脓隐秘杆菌 ＭＩＣ的测
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定结果，将木犀草素配制成低于ＭＩＣ的不同浓度梯

度药液，终浓度为对应菌株的 ＭＩＣ、１／２ＭＩＣ、

１／４ＭＩＣ、１／８ＭＩＣ、１／１６ＭＩＣ，３７℃培养，分别于 １８、

２４、３０、３６、４２、４８、５４、６０ｈ取１００μＬ培养物接种于

ＮＢ肉汤，３７℃１２０ｒ／ｍｉｎ震荡培养１８ｈ，测定庆大

霉素对该菌的ＭＩＣ值［１３－１４］。针对木犀草素逆转耐

药的菌株，进行五次传代，最后通过药敏试验比较

庆大霉素对逆转耐药菌株传代前后的 ＭＩＣ值变化

情况［８］。

３　结果与分析

３．１　ＭＩＣｓ测定结果　木犀草素对化脓隐秘杆菌

ＡＴＣＣ１９４１１的ＭＩＣ值为７８μｇ／ｍＬ，对化脓隐秘杆

菌分离株的ＭＩＣ为３９～１５６μｇ／ｍＬ。根据ＣＬＳＩ规

定标准测定庆大霉素对３４株化脓隐秘杆菌ＭＩＣ结

果显示，８株分离菌株对庆大霉素产生耐药性，耐药

率达２３．５％。测定结果见表１。

表１　木犀草素与庆大霉素对化脓隐秘杆菌的ＭＩＣ测定结果
抗菌药物 ＭＩＣ范围／（μｇ·ｍＬ－１） ＡＴＣＣ１９４１１ＭＩＣ／（μｇ·ｍＬ－１） 耐药临界点／（μｇ·ｍＬ－１） 耐药率／％
木犀草素 ３９～１５６ ７８ －－－ ０（０／３４）
庆大霉素 １～３２ １ ≥４ ２３．５（８／３４）

３．２　两药联合对耐药菌株药敏分析结果　木犀草
素联合庆大霉素作用于化脓隐秘杆菌标准株

ＡＴＣＣ１９４１１和耐药菌株，ＦＩＣＩ范围在１．１２５～４之
间，结果显示两者不相关，如表２所示。

表２　木犀草素联合庆大霉素抗菌活性的测定结果

菌株
单独ＭＩＣ 联合ＭＩＣ

庆大霉素／（μｇ·ｍＬ－１）木犀草素／（μｇ·ｍＬ－１）庆大霉素／（μｇ·ｍＬ－１）木犀草素／（μｇ·ｍＬ－１）
ＦＩＣＩ 效果

ＨＣ０３－１ ３２ ７８ ６４ １５６ ４ ＩＮＤ
ＨＣ１３－７ ３２ ７８ ２ １５６ ２．０６２５ ＩＮＤ
ＨＣＨ０３－３ ３２ ７８ ３２ ７８ ２ ＩＮＤ
ＨＣＨ１４－１ ３２ ３９ ３２ ７８ ２ ＩＮＤ
ＨＣＨ０２－２ ３２ ７８ ３２ ７８ ２ ＩＮＤ
ＢＭ０４－２ ４ ３９ ４ ３９ ２ ＩＮＤ
ＱＭＣ０１－３ ８ ７８ ８ ７８ ２ ＩＮＤ
ＷＢＸ０２－１ １６ ７８ ２ ７８ １．１２５ ＩＮＤ
ＡＴＣＣ１９４１１ １ ７８ １ ７８ ２ ＩＮＤ

ＦＩＣＩ＝（ＭＩＣａ联合／ＭＩＣａ单独）＋（ＭＩＣｂ联合／ＭＩＣｂ单独），ＦＩＣＩ＝０．５，两者协同（ＳＹＮ）；０．５＜ＦＩＣＩ≤１，两者相加１＜ＦＩＣＩ≤４，两者不相关
（ＩＮＤ）；ＦＩＣＩ＞４，两者拮抗（ＡＮＴ）。

３．３　木犀草素对耐药菌株的逆转作用结果　通过对
比木犀草素不同作用时间和不同浓度下，耐药菌株恢

复对庆大霉素敏感性的情况，得到木犀草素对耐药菌

株的最佳逆转条件，如表３所示。经过ＭＩＣ亚抑菌浓

度木犀草素作用后，可使化脓隐秘杆菌耐药菌株变得

相对敏感，其中５株对庆大霉素耐药的菌株经木犀草
素作用后ＭＩＣ值均不同程度下降，且原耐药菌耐药水
平越高，庆大霉素对细菌ＭＩＣ值下降越多。

表３　亚抑菌浓度木犀草素作用后庆大霉素对菌株的ＭＩＣ变化情况

抗菌药物 条件
菌株

ＨＣＨ０３－３ ＨＣＨ０２－２ ＢＭ０４－２ ＱＭＣ０１－３ ＷＢＸ０２－１

木犀草素
作用浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ２０ ２０ １０ ２０ ２０

作用时间／ｈ ３６ ３６ ３６ ３６ ３６

庆大霉素
作用浓度／（μｇ·ｍＬ－１） ３２ ３２ ４ ８ １６

作用时间／ｈ １ ４ ２ ２ ４
ＭＩＣ值下降倍数 ３２ ８ ２ ４ ４

　　木犀草素逆转耐药菌株经传代五次后对庆大
霉素药敏试验结果显示，５株逆转耐药菌株中有２
株原高度耐药菌ＭＩＣ值恢复到药物作用前，３株仍

保持相对敏感性，说明逆转耐药菌株传代后耐药性

不稳定。木犀草素作用前、作用后及传代后，庆大

霉素对耐药菌的ＭＩＣ值比较结果如图１所示。

·６５·
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图１　木犀草素作用前后庆大霉素对菌株ＭＩＣ值比较

４　讨论与小结
４．１　木犀草素抗菌作用　有关木犀草素抗菌作用
方面的报道越来越多，如木犀草素对金黄色葡萄球

菌、念珠菌、枯草芽孢杆菌、铜绿假单胞菌均具有良

好抑制效果［１６－１７］。据文献报道，木犀草素对金黄色

葡萄球菌具有较强的抑菌活性（ＭＩＣ＝９０μｇ／ｍＬ），
且随着木犀草素浓度增加，其抗菌活性随之增强，

它是通过抑制ＤＮＡ拓扑异构酶的活性进而阻止了
相关蛋白的表达，影响菌体正常的生理功能，最终

抑制细菌生长［１０，１５］。本研究表明木犀草素对化脓

隐秘杆菌具有较强的体外抗菌活性，其对３４株化
脓隐秘杆菌ＭＩＣ值为３９～１５６μｇ／ｍＬ，且对耐抗生
素的菌株亦有良好的抗菌作用。

４．２　木犀草素联合庆大霉素抗菌作用　临床上常
考虑采用联合用药，治疗耐药菌引起的混合感染、

重症感染，这样不仅能提高疗效、降低毒性，还能延

缓甚至避免细菌耐药性的产生。本研究结果表明，

木犀草素与庆大霉素联合作用于耐药化脓隐秘杆

菌，ＦＩＣＩ范围在１．１２５～４之间，说明两种药物不相
关，联合使用不能增强抗耐药化脓隐秘杆菌效果。

但据张新娟［１８］报道，木犀草素与喹诺酮类和氨基

糖苷类药物联用对 ＭＲＳＡ具协同抑菌作用。木犀
草素与头孢他啶联合使用，在治疗产 β－内酰胺酶
化脓链球菌感染方面具有极大潜力，其可能的机制

有三种：抑制肽聚糖的合成、增加细胞膜渗透性、降

低核酸含量［１９］。上述差异可能与药物种类以及受

试菌属不同有一定的关系。

４．３　木犀草素逆转细菌耐药作用　据报道，经亚
抑菌浓度木犀草素作用于耐药金黄色葡萄球菌

２４ｈ后，能够恢复青霉素对耐药菌的敏感性，其机
制是抑制细菌 β－内酰胺酶活性［８］。木犀草素不

仅能够抑制耐阿莫西林大肠杆菌，而且与阿莫西林

联用能够逆转大肠杆菌对阿莫西林的耐药性［２０］。

本研究发现，经木犀草素作用后，耐药化脓隐秘杆

菌可不同程度恢复对庆大霉素的敏感性，且随着原

耐药菌耐药水平越高，庆大霉素对细菌ＭＩＣ值下降
越多。但逆转菌株经传代后对庆大霉素的敏感性

不太稳定。综上所述，木犀草素的确具有较好的抗

菌活性，可以缓解细菌耐药性增长，在生产实践中

有一定的意义，但有关木犀草素对耐药化脓隐秘杆

菌的逆转耐药作用的机制有待进一步探究。
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氟苯尼考在红笛鲷体内的药代动力学研究

黄郁葱１，２，汤菊芬１，２，秦青英１，２，简纪常１，２，黄月雄１，２，廖建萌３

（１．广东海洋大学水产学院，广东湛江５２４０８８；

２．广东省水产经济动物病原生物学及流行病学重点实验室，广东湛江５２４０８８；

３．广东省湛江市食品药品监督管理局，广东湛江５２４０２２）

［收稿日期］２０１６－０７－２６　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１００２－１２８０（２０１６）１１－００５８－０７　［中图分类号］Ｓ８５９．７９

［摘　要］　为研究氟苯尼考在红笛鲷体内的药代动力学特征，在水温（２０±２）℃条件下，氟苯尼考

以１０ｍｇ／ｋｇ单剂量腹注和口灌健康红笛鲷（Ｌｕｔｊａｎｕｓｓａｎｇｕｉｎｅｕｓ），采用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定组织中

的药物浓度，数据用ＤＡＳ３．０软件分析。结果显示，两种给药方式下红笛鲷血浆药时数据均符合一

级吸收二室模型；腹注给药后血浆、肝脏、肾脏和肌肉的峰浓度（Ｃｍａｘ）分别为１０．６２μｇ／ｍＬ、８．３６、

２２．５７和４．７６μｇ／ｇ，达峰时间（Ｔｍａｘ）分别为１．２、１．０、１．０和６．０ｈ，消除半衰期（ｔ１／２β）分别为２９．７６、

１７．８４、１７．２３和１９．４８ｈ；口灌给药后血浆、肝脏、肾脏和肌肉的Ｃｍａｘ分别为２．３５μｇ／ｍＬ、１．４５μｇ／ｇ、

４．０６μｇ／ｇ和１．７３μｇ／ｇ，Ｔｍａｘ分别为２．６９、１．５、１．５和４．０ｈ，ｔ１／２β分别为 ４０．５９、１２．２９、３７．７８和

４７．３４ｈ。结果表明，腹注给药方式下氟苯尼考在红笛鲷体内的吸收快于口灌给药，在血浆和肝脏中

的消除快于口灌给药，在肌肉和肾脏中的消除则慢于口灌给药。研究结果为氟苯尼考在临床上的

合理应用提供了科学依据。

［关键词］　氟苯尼考；红笛鲷；药代动力学
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［１７］ＲｉｃａｒｄｏＳＡ，ＧｒａｃｉｅｌａＧＧ，ＪｏｎａｔｈａｎＰＭ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｐｏｌｙ

ｐｈｅｎｏｌｉｃｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｇａｉｎｓｔｃａｎｄｉｄａｇｌａｂｒａｔａ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，

２０１５，２０（１０）：１７９０３－１７９１２．

［１８］ 张新娟，左国营，王 涛，等．木犀草素与抗菌药体外联用抗耐甲氧

西林金葡菌的作用研究［Ｊ］．药学进展，２０１２，３６（４）：１７３－１７９．

［１９］ＳｉｒｉｗｏｎｇＳ，ＴｈｕｍａｎｕＫ，ＨｅｎｇｐｒａｔｏｍＴ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｙａｎｄｍｏｄｅ

ｏｆａｃｔｉｏｎｏｆｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅｐｌｕｓｑｕｅｒｃｅｔｉｎｏｒｌｕｔｅｏｌｉｎｏｎＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ｐｙｏｇｅｎｅｓ［Ｊ］．Ｅｖｉｄｅｎｃｅ－ＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙａｎｄＡｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，２０１５：７５９４５９．

［２０］ＥｕｍｋｅｂＧ，ＳｉｒｉｗｏｎｇＳ，ＴｈｕｍａｎｕＫ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｌｕｔｅｏｌｉｎ

ａｎｄａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔＥｓｃｈｅ

ｒｉｃｈｉａｃｏｌｉａｎｄｍｏｄｅｏｆａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｈｏｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙａｎｄＰｈｏｔｏｂｉｏｌ

ｏｇｙＢ：Ｂｉｏｌｏｇｙ，２０１２，１１７：２４７－２５３．
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