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［摘　 要］ 　 为研究蒲公英提取物联合多种药物对奶牛乳房炎金黄色葡萄球菌的体外协同抑菌效

果，以期应用于临床，减少抗菌药的使用量，降低细菌耐药性和兽药残留。 试验选取 ３ 种来源（河
北，东北，北京）的蒲公英提取物，通过高效液相色谱仪对 ３ 种不同来源的蒲公英提取物的主成分及

含量进行测定并分析，选取后期试验所需的蒲公英提取物来源。 并应用微量肉汤稀释法测定多种

抗生素对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ 值（最小抑菌浓度），随后测试蒲公英提取物与抗菌药物联合用药，
是否对金黄色葡萄球菌具有协同效果。 试验结果表明，不同来源的蒲公英提取物主成分含量差异

较大，含有单咖啡酰酒石酸、咖啡酸、菊苣酸、绿原酸，但含量比例不同。 随之测得不同来源蒲公英

提取物对金黄色葡萄球菌的敏感程度也有差异，临床用药前有必要进行药敏试验科学精准的选择

更合适的药物。 蒲公英提取物与金霉素、恩诺沙星、阿莫西林、氨苄西林、头孢噻呋、头孢喹肟等联

合用药，对金葡菌的体外抑菌实验有良好的协同作用，体外能显著降低抗菌药物的用量。
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　 　 抗生素是目前我国畜牧业中使用最广泛和最

重要的抗感染药物，在控制畜禽的传染性疾病和提

高畜禽的生产性能方面发挥了巨大的作用． 抗生素

一方面具备重要的医用价值，另一方面如兽用抗生

素使用不当，出现滥用现象，会给禽畜个体及畜牧

产业带来众多问题［１］ ． 蒲公英为菊科植物蒲公英、
碱地蒲公英或同属数种植物的干燥全草。 味甘、微
苦，性寒，无毒，用于疔疮肿毒、乳痈、咽痛、湿热黄

疸、热淋涩痛，药材及相关制剂被收录于中华人民

共和国药典和兽药典［２ － ４］。 由于其良好的治疗效

果和经济性，蒲公英提取物在兽药中的研究也成为

焦点，但据文献报道不同来源产地的蒲公英其有效

成分差异很大，其中以咖啡酸、菊苣酸、单咖啡酰酒

石酸等为代表成分，进行液相色谱含量测定，进行

定量控制成为必然［５ － ８］。
奶牛乳房炎是奶牛常见多发病，也是对奶牛生

产危害性最大的一种疾病． 据报道，临床乳房炎占

奶牛总发病率的 １９％ ～２１％ ，在闽南农村以个体散

户分散饲养为主的奶牛发病率达 ２３％ ～２６％ ，兽医

临床中奶牛隐性乳房炎难以发现，更难治疗，特别

是治疗过程中由于使用抗生素和化学药品，在牛奶

中形成药物残留，直接威胁人类健康安全，所以，寻
求一种安全、高效、方便、廉价而又无药残的药物，

已成为当务之急。 随着临床奶牛乳房炎治疗应用

乳房注入剂的增多，会呈现不同程度的耐药性，采
用浦公英配合治疗奶牛乳房炎，取得良好的效果，
关于 蒲 公 英 治 疗 奶 牛 乳 房 炎 的 报 道 也 日 渐

增多［９ － １０］。
１　 材料与方法

１． １　 菌株来源　 耐药性金黄色葡萄球菌（金 Ｚ、金
４、金 ５、金 Ｃ、金 Ｌ、金 ６、金 Ｆ、金 Ｉ、金 ２、金 Ｄ）及其

质控菌 ＡＴＣＣ１８０３６ 由中国兽医药品监察所提供。
１． ２ 　 主要仪器 　 分析天平 （感量 ０． ００００１ｇ）；
Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 超高效液相色谱仪；布兰德移液器

（１０ μＬ、２００ μＬ、１０００ μＬ）；８ 道布兰德电动移液器

（３０ ～３００ μＬ）；动物源细菌耐药性药敏检测板（上海

佰星生物技术有限公司）；培养箱（上海博迅实业有

限公司医疗设备厂）；高压灭菌锅（日本 ＣＬ － ３２Ｌ）；
超净工作台（苏州净化）；麦氏比浊仪（法国梅里埃）。
１． ３　 药品及试剂　 菊苣酸对照品（批号 １１１７５２ －
２００９０２）；咖啡酸对照品（批号 １１０８８５ － ２０１７０３）；
单咖啡酰酒石酸对照品（批号 １８１０１０２２）；蒲公英

提取物（北京生泰尔科技股份有限公司小试产品、
河北冀中药业有限公司小试产品、东北大兴安岭格

林格贝寒带生物科技股份有限公司小试产品）。
抗菌药物原料（阿莫西林、氨苄西林、头孢噻呋
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钠、头孢喹肟、利福昔明、硫酸庆大霉素、金霉素、盐
酸多西环素、恩诺沙星、氟苯尼考）为国内兽药企业

提供。
金黄色葡萄球菌显色培养基、ＬＢ 琼脂、ＭＨ 肉

汤，均购自北京路桥公司。
１． ４　 高效液相色谱仪测定蒲公英提取物主要成分

及含量

１． ４． １　 液相色谱测定用中药提取物的配制　 称取

三种来源的蒲公英提取物溶解并定容于 １０ ｍＬ
５０％的甲醇中过滤，终浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ。
１． ４． ２ 　 液 相 色 谱 条 件 　 色谱柱： Ｃ１８ 色谱柱

（４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相 Ａ：水（０． ４％ 磷

酸）； 流 动 相 Ｂ： 乙 腈， 进 行 梯 度 洗 脱； 流 速：
１． ０ ｍＬ·ｍｉｎ － １；进样量：１０ μＬ；柱温：３５ ℃，进样

室温度 １０ ℃。 二极管阵列检测器，检测波长为

３３０ ｎｍ。 液相色谱梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱条件表

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ

时间
流动相 Ａ％
（０． ４％磷酸）

流动相 Ｂ％
（乙腈） 曲线

０ ９２ ８
０ － ３ ９２→９０ ８→１０ ６
３ － １４ ９０ １０ ６
１４ － １６ ９０→７２ １０→２８ ６
１６ － ３０ ７２ ２８ ６
３０ － ３１ ７２→５０ ２８→５０ ６
３１ － ３３ ５０→４０ ５０→６０ ６
３３ － ３４ ４０→９２ ６０→８ ６
３４ － ３５ ９２ ８ ６

１． ５　 多种抗生素对金黄色葡萄球菌的 ＭＩＣ 值测定

１． ５． １　 药敏试验药物的配制　 将所需抗菌药物按

照试验需要配制成适当浓度的储备液，所有药物储

备液过滤除菌， － ２０ ℃保存。
１． ５． ２ 　 菌液的制备　 将培养好的菌落，用灭菌肉

汤稀释至 ０． ５ 麦氏单位。 取适量菌液用灭菌肉汤

培养基进行 １００ 倍稀释，菌悬液浓度约为 １． ５ × １０６

ＣＦＵ ／ ｍＬ，备用。
１． ５． ３　 金黄色葡萄球菌 ＭＩＣ 测定　 采用微量肉汤

稀释法进行测定［１１］。

１． ６　 棋盘法联合药敏试验　 选取金黄色葡萄球菌

金 ４ 作为后续联合用药试验菌株。
（１）将各种药物原液按 ５１２、２５６、１２８、６４、３２、

１６、８、４、２、１ μｇ ／ ｍＬ 标准，用 ＭＨＢ 营养肉汤依次倍

比稀释梯度。
（２）取出灭菌的 ９６ 孔板，采用棋盘法，在 ９６ 孔

板的横列和纵列中将不同浓度的 ２ 种药物加入

５０μＬ，不同浓度组合的 ２ 种药物混合液置于各

孔中。
（３）在加药的 ９６ 孔板的每个孔里加入 １００ μＬ

稀释好的 １０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 金黄色葡萄球菌悬液，然后

放入 ３７ ℃温箱中，１２ ～ １４ ｈ 后观察结果，用肉眼观

察每个孔的浑浊度，计算统计联合用药的效果。
（４）重复三次棋盘试验［１２］。

１． ７　 计算部分抑菌浓度指数 ＦＩＣ　 联合药敏试验

结果浓度（Ｆｒａｃｔｉｏｎａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ，
ＦＩＣ）指数作为联合药敏试验的判断依据，计算公式

如下：

ＦＩＣ ＝ 甲药联合时的 ＭＩＣ
甲药单独使用时的 ＭＩＣ ＋ 乙药联合时的 ＭＩＣ

乙药单独使用时的 ＭＩＣ

其中 ＦＩＣ ≤ ０． ５ 为“协同作用”；０． ５ ＜ ＦＩＣ ≤ １
为“相加作用”；１ ＜ ＦＩＣ≤ ２ 为“无关作用”；２ ＜ ＦＩＣ
为“拮抗作用”。
２　 结果与分析

２． １ 　 不同来源蒲公英提取物的含量测定　 结果，
见表 ２，图 １ －图 ５。

表 ２　 不同来源蒲公英提取物含量

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ

不同生产厂家产品各

成分含量 ／ （ｍｇ·ｇ －１）
单咖啡酰
酒石酸

绿原酸 咖啡酸 菊苣酸

蒲公英提取物（河北冀中
药业有限公司） １． ３２ ０ １５． ３ １． ３２

蒲公英提取物（东北大兴
安岭格林格贝寒带生物
科技股份有限公司）

７． ５９ １． ５１ １． ７１ １９． １４

蒲公英提取物（北京生泰
尔科技股份有限公司） ７． ２６ ０． ３９ ２． ２２ ４． ９１
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图 １　 约 ４０ μｇ ／ ｍＬ 单咖啡酰酒石酸对照品色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｂｏｕｔ ４０ μｇ ／ ｍＬ ｍｏｎｏ ｃａｆｆｅｉｎａｔｅｄ ｔａｒｔａｒｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ２　 约 ２０ μｇ ／ ｍＬ 绿原酸、咖啡酸、６０ μｇ ／ ｍＬ 菊苣酸对照品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２０ μｇ ／ ｍＬ ｃｈｌｏｒｏｇｅｎｉｃ ａｃｉｄ， ｃａｆｆｅｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ６０ μｇ ／ ｍＬ ｃｉｃｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ３　 蒲公英提取物（河北冀中）液相色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＬＣ ｏｆ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ （Ｊｉｚｈｏｎｇ， Ｈｅｂｅｉ）

图 ４　 蒲公英提取物（东北）液相色谱图

Ｆｉｇ ４　 ＨＰＬＣ ｏｆ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ （Ｄｏｎｇｂｅｉ）
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图 ５　 蒲公英提取物（北京生泰尔）液相色谱图

Ｆｉｇ ５　 ＨＰＬＣ ｏｆ ｄａｎｄｅｌｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔ （ｓｈｅｎｇｔａｉ＇ｅｒ ｏｆ Ｂｅｉｊｉｎｇ）

２． ２　 体外抑菌实验 ＭＩＣ 测定　 根据蒲公英提取物

成分及含量测定结果，选取河北冀中的蒲公英提取

物进行体外药敏试验。 对 １０ 株金黄色葡萄球菌的

体外抑菌实验 ＭＩＣ 测定结果见表 ３。

表 ３　 多种药物对 １０ 株金黄色葡萄球菌体外抑菌实验结果

Ｔａｂ ３　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｒｕｇｓ ｏｎ １０ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
ＭＩＣ（μｇ ／ ｍＬ） 金 ４ 金 Ｚ 金 ５ 金 Ｃ 金 Ｌ 金 ６ 金 Ｆ 金 Ｉ 金 ２ 金 Ｄ

阿莫西林 ３２ １２８ ０． ２５ ３２ ＞ ２５６ ４ ２ ＜ ０． ２５ ６４ ４

氨苄西林 ８ ６４ ０． ２５ １６ ＞ ２５６ １ １ ＜ ０． ２５ ３２ ２

头孢噻呋 ３２ １ ２ １ １６ １ ２ １ ４ １

头孢喹肟 １ １ ２ １ １６ １ １ ０． ５ １ ０． ５

利福昔明 ＜ ０． ０６２ ８ ８ ＜ ０． ０６２ ８ ＜ ０． ０６２ ＜ ０． ０６２ ＜ ０． ０６２ ＜ ０． ０６２ ＜ ０． ０６２

硫酸庆大霉素 ６４ ＜ ０． ２５ ４ ８ ＞ ２５６ ３２ ８ ０． １２５ ３２ ８

金霉素 ６４ ２ ３２ ６４ ６４ ６４ ３２ ０． ２５ ３２ ８

盐酸多西环素 ８ ８ ４ ８ ４ １６ ４ ＜ ０． ２５ ４ ２

恩诺沙星 ４ ０． ５ ４ ４ ８ ８ ８ ４ ４ ４

氟苯尼考 ３２ ２ ３２ ３２ ＞ ２５６ ３２ ４ ２ １２８ ４

蒲公英提取物
（河北冀中） ６２５ １５６． ２ １５６． ２ ７８． １２ １５６． ２ ３１２． ５ １５６． ２ ３１２． ５ ３１２． ５ ３１２． ５

２． ３　 联合用药对金黄色葡萄球菌药敏试验联合用

药指数（ＦＩＣ）结果表

表 ４　 联合用药对金黄色葡萄球菌联合用药指数

Ｔａｂ ４　 ＦＩＣ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

序号 联合用药方式 菌株号
联合用
药指数

联合作用

１ 蒲公英提取物 ＋ 金霉素 金 ４ ０． １８７ 协同

２ 蒲公英提取物 ＋ 恩诺沙星 金 ４ ０． ２５８ 协同

３ 蒲公英提取物 ＋ 头孢噻呋 金 ４ ０． ２５ 协同

４ 蒲公英提取物 ＋ 头孢喹肟 金 ４ ０． ５ 协同

５ 蒲公英提取物 ＋ 庆大霉素 金 ４ ０． ０１９５ 协同

６ 蒲公英提取物 ＋ 氨苄西林 金 ４ ０． ２６５ 协同

７ 蒲公英提取物 ＋ 阿莫西林 金 ４ ０． ２５ 协同

从表中看出，蒲公英提取物与 ７ 种药物联合应

用，都具有很好地协同作用，能大幅度地降低抗菌

药的抑菌浓度，减少用药量，给中西药联合应用推

荐抗菌药减量化应用提供了理论依据。
３　 讨论与结论

兽用抗生素是目前我国畜牧业中使用最广泛

和最重要的药物，在防控畜禽疫病和提高畜禽生产

性能方面功不可没，但它的不当使用，也对公共卫

生造成了极大的危害［１３］。 本试验结果可以看出，
不同的菌株对不同的药物敏感性差异较大，与奶牛

场的用药习惯有关，治疗奶牛隐性乳房炎，有必要

提前进行药敏试验来科学精准的应用药物。 临床

·４７·
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上应用较久的阿莫西林、氨苄西林已经出现了部分

耐药菌株，最为敏感的是齐鲁动物保健品有限公司

和齐鲁晟华制药有限公司的利福昔明和头孢噻呋、
头孢喹肟；单硫酸卡那霉素对金黄色葡萄球菌有的

极为敏感，有的非常耐药。 还有几种药物并未应用

于临床，其耐药性差异较大，例如盐酸多西环素、恩
诺沙星、硫酸庆大霉素、金霉素、氟苯尼考等。

兽药行业发展创新日新月异，不少企业或科研

院所研究盐酸头孢噻呋乳膏剂、含蒲公英药材提取

物的中药，来治疗奶牛乳房炎［１４ － １７］。 现在临床治

疗奶牛乳房炎的药物用很多，有硫酸头孢喹肟乳房

注入剂、硫酸头孢喹肟乳房注入剂、利福昔明乳房

注入剂［１８ － ２２］。 本试验，可以看出，蒲公英提取物在

一定程度上具有抗菌作用，与多种药物联合应用在

体外对奶牛乳房炎的主要病原菌具有良好的协同

作用，理论上能在一定程度减少抗菌药物的使用，
从而减少药物残留，缩短弃奶期。 但如何进行中西

方的复配，如何优化生产工艺使产品稳定有效，临
床效果的实现还需要很多的探索性试验来验证。

另外蒲公英提取物，对金黄色葡萄球菌有一定

的抑菌和杀菌的作用，但体外最小抑菌浓度在 ７８． １
～ ６２５ μｇ ／ ｍＬ 的范围内，与抗菌药相比，是有些差

距的，与文献报道的比较一致［２３］，但由于中药有对

机体整体的调节作用，这种作用也不容忽视，相对

于耐药菌而言，有些菌株对蒲公英提取物反而更

敏感。
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