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［摘　 要］ 　 为了解 Ｐ１０Ｂ 抗菌肽与硫酸小檗碱联合抗菌作用，进行 Ｐ１０Ｂ 抗菌肽与硫酸小檗碱联用

的体外抑菌试验。 试验菌株为 ２０ 株肉鸡源大肠杆菌菌株。 采用微量肉汤稀释法测定 Ｐ１０Ｂ 与硫酸

小檗碱对大肠杆菌的最低抑菌浓度；棋盘稀释法测定两个药的分级抑菌浓度指数，判断联合抗菌效

果。 结果表明，在联合药敏试验中，两药呈协同作用的占 １０ ％，呈相加作用的占 ８５％，呈无关作用的

占 ５％。 平均分级抑菌浓度指数为 ０．８２５，两种药联和用药效应主要表现为累加作用。
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　 　 鸡大肠杆菌病是由某些致病性大肠杆菌引起

的鸡的传染病的总称［１］。 鸡大肠杆菌感染是规模

化饲养场的常见病，是引起肉鸡细菌性感染的主要

致病因素。 近年来，随着抗生素的大量使用，大肠

杆菌对传统抗菌药的耐药现象和抗菌药物残留问

题日渐严峻，促使人们寻找抗生素的替代品［２］。 抗

微生物天然产物以其来源广泛、不易产生耐药性和

绿色安全等特点而备受关注。 抗菌肽是一类具有

抗菌活性的新型抗菌药，一般由几十个氨基酸残基

组成，不仅具有广谱的抗菌作用，而且不易产生耐

药性，是抗生素的理想替代品［３］。 Ｐ１０Ｂ 抗菌肽是

针对大肠杆菌筛选得到的一个肽类先导化合物，初
步试验发现其对大肠杆菌具有良好的抗菌作用。
小檗碱是黄连、黄柏中的主要抗菌活性成分，常用

来治疗细菌性肠炎［４］。 与临床常用的盐酸小檗碱

相比，硫酸小檗碱的研究文献较少，小檗碱硫酸盐

水溶性较高，更适合制成水溶性制剂，方便临床应

用。 本文拟通过对 Ｐ１０Ｂ 抗菌短肽和硫酸小檗碱对

大肠杆菌的体外联合抗菌作用进行研究，评价两种

抗菌药的联合用药效果，以期为兽医临床新型复方

抗菌制剂的开发提供科学依据。
１　 材　 料

１．１ 　 供试药品 　 抗菌肽 Ｐ１０Ｂ，氨基酸序列为

ＱＫＲＰＲＶＲＬＳＡ，分子量为 １２１０．４６，含量 ９５％，样品

编号 ＣＬ－２４８２，由上海强耀生物科技有限公司合

成；硫酸小檗碱，含量 ９５％，批号 ２０１７０３０６，由济南

美事达兽药有限公司提供；硫酸庆大霉素，含量为

６３０ ＩＵ ／ ｍｇ，批号 １３０３２６－２０１０１５，购自中国食品药

品检定研究院。
１．２　 受试菌株 　 大肠杆菌肉鸡源临床分离株 ２０
株，由山东农业工程学院兽医药理与毒理实验室

提供。
１．３　 质控菌株 　 大肠杆菌标准菌株 ＡＴＣＣ２５９２２，
购自中国食品药品检定研究院。
１．４　 培养基和试剂 　 ＭＨ 肉汤培养基、ＬＢ 肉汤培

养基、麦康凯培养基购自杭州天和微生物试剂有限

公司；磷酸二氢钾、磷酸氢二钠、氯化钙、氯化钠等

试剂购自天津科密欧化学试剂有限公司。 各种培

养基按文献［５］进行配制，其中 ＭＨ 肉汤按正常使用

浓度的单倍和双倍两种规格配制成阳离子调节的

ＭＨ 肉汤培养基［６］。
２　 方　 法

２．１　 药物储备液的配制及保存 　 根据预试验，称
取适量硫酸小檗碱，加入灭菌蒸馏水，制成浓度为

４０９６ μｇ ／ ｍＬ 的硫酸小檗碱溶液；称取适量 Ｐ１０Ｂ 抗

菌肽，加入灭菌蒸馏水，制成浓度为 ５１２０ μｇ ／ ｍＬ 的

Ｐ１０Ｂ 抗菌肽溶液；两种溶液分别用 ０．２２ μｍ 滤膜

过滤除菌，制成抗菌储备液。 抗菌储备液无菌分装

后，置于－２０ ℃冰箱保存，备用。 庆大霉素，用灭菌

蒸馏水溶解，得到浓度为 １２８０ ＩＵ ／ ｍＬ 的庆大霉素

抗菌储备液。
２．２　 菌悬液的制备 　 取纯化的大肠杆菌单个菌

落，接种到 ＬＢ 液体培养基，过夜培养后，转接到单

倍 ＭＨ 肉汤培养基中，３７ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养至

对数生长期。 取待测菌 ０．５ ｍＬ，装入测试管，在 ６００
ｎｍ 波长下测定菌液 ＯＤ 值。 以单倍 ＭＨ 肉汤为对

照，用单倍 ＭＨ 肉汤调整 ＯＤ 值为 ０．０８ ～ ０．１，得到

浓度约为 １０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的菌悬液［７］，再用单倍 ＭＨ
肉汤将待测菌浓度调整为 １×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ，备用。
２．３　 单个抗菌药对大肠杆菌的最小抑制浓度

（ＭＩＣ）的确定　 参考 ＣＬＳＩ 抗菌药物敏感试验执行

标准［６］，采用微量肉汤稀释法对大肠杆菌分离株进

行药物敏感性检测，并以大肠杆菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 为

质控菌株，ＣＬＳＩ 质控参数中没有给出硫酸小檗碱的

判定标准，在此以庆大霉素作为质控用药。 每个测

试单元体系为 ２００ μＬ，其中包括抗菌药测试液

５０ μＬ、双倍 ＭＨ 肉汤 ５０ μＬ、菌悬液 １００ μＬ。 硫酸

小檗碱、Ｐ１０Ｂ、庆大霉素的最高测试液浓度分别为

１０２４ μｇ ／ ｍＬ、１２８ μｇ ／ ｍＬ 和 ３２ ＩＵ ／ ｍＬ。 根据预试

验，各药测试液浓度，以两倍的级差递减，得到 １０
个浓度梯度。

取灭菌 ９６ 孔 Ｕ 型板，无菌条件下，每排第一孔

分别加入抗菌药工作液 １００ μＬ，硫酸小檗碱、
Ｐ１０Ｂ、庆大霉素的工作液浓度分别为 ４０９６ μｇ ／ ｍＬ、
５１２ μｇ ／ ｍＬ 和 １２８ ＩＵ ／ ｍＬ。 然后，在每排第二孔至

第十孔，分别加入灭菌蒸馏水 ５０ μＬ。 从第一孔吸
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取药液 ５０ μＬ，加至第二孔，吹打混匀后，从第二孔

吸取混和液 ５０ μＬ，加至第三孔，依次倍比稀释至第

十孔，从第十孔中吸取 ５０ μＬ 弃去。 从第一孔到第

十孔，分别加入 ２ 倍 ＭＨ 肉汤培养基 ５０ μＬ，在第十

一孔加入单倍 ＭＨ 肉汤培养基 ２００ μＬ。 从第一孔

到第十孔，分别加入已经调整浓度的菌悬液 １００ μＬ，
在第十二孔加菌悬液和单倍 ＭＨ 肉汤各 １００ μＬ。
密封 ９６ 孔板，震荡混匀后，置 ３７ ℃生化培养箱内

培养 ２０ ｈ 后观察并记录结果。 每个试验重复三

次，同时设立质控菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 对照。
２．４　 联合药敏试验　 根据单药 ＭＩＣ 试验结果，按 ２
倍逐级递减，以 ＭＨ 肉汤为稀释液，分别制备 ４ ×

ＭＩＣ～ １ ／ １６ ×ＭＩＣ ７ 种工作浓度的硫酸小檗碱和

Ｐ１０Ｂ 抗菌液，将两药各浓度组成 ７×７ 方阵，联合用

药。 取灭菌 ９６ 孔板，沿纵列，浓度由低至高，分别

从第七列至第一列加入硫酸小檗碱抗菌液，每孔各

加 ５０ μＬ；沿横排，浓度由低到高，分别从第七排至

第一排加入 Ｐ１０Ｂ 抗菌液，每孔各加 ５０ μＬ［８］。 ７×７
方阵中每孔各加菌液 １００ μＬ。 纵向第八列，从上至

下，７ 孔只加单倍肉汤 ２００ μＬ 作为空白对照；横向

第八排， 从左向右， ７ 孔各加菌液和单倍肉汤

１００ μＬ，作为菌液生长对照。 将 ９６ 孔板密封，震荡

混匀后，置 ３７ ℃生化培养箱内培养 ２０ ｈ 后观察并

记录结果。 每个试验重复三次，同时设立质控菌

ＡＴＣＣ２５９２２ 对照。
２．５　 结果判定

２． ５． １ 　 ＭＩＣ 结 果 判 定 　 当质控 菌 大 肠 杆 菌

ＡＴＣＣ２５９２２ 的测试参数最低抑菌浓度在质控范围

内时，肉眼观察能完全抑制孔内大肠杆菌生长的最

小的抗菌药物浓度，即为该药的 ＭＩＣ［７］。 当出现跳

孔时，按参考文献［８］进行处理。
２．５．２　 分级抑菌浓度（ＦＩＣ）指数的结果判定［９］ 　
ＦＩＣ 指 数 ＝ ＭＩＣ小檗碱联合 ／ ＭＩＣ小檗碱单用 ＋ ＭＩＣＰ１０Ｂ联合 ／
ＭＩＣＰ１０Ｂ单用，当 ＦＩＣ 指数≤０．５ 判为协同作用；当该指

数为 ０．５～１，判为相加作用；当该指数为 １ ～ ２ 判为

无关作用；当该指数＞２，判为拮抗作用。
３　 结果与分析

３．１　 单个抗菌药对大肠杆菌的药敏试验　 结果如

表 １ 所示，硫酸小檗碱对不同大肠杆菌临床分离株

的 ＭＩＣ 范围为 １２８～１０２４ μｇ ／ ｍＬ，以 ＭＩＣ ５１２ μｇ ／ ｍＬ
居多，ＭＩＣ 平均值为 ５３１．２ μｇ ／ ｍＬ。 Ｐ１０Ｂ 对不同大

肠杆菌临床分离株的 ＭＩＣ 范围为 ８ ～ ３２ μｇ ／ ｍＬ，以
ＭＩＣ １６ μｇ ／ ｍＬ 居多，ＭＩＣ 平均值为 １７． ２ μｇ ／ ｍＬ。
质控菌 ＡＴＣＣ２５９２２ 的测定结果在质控范围内，说
明药物敏感性检测结果可靠。
３．２　 联合用药药敏试验结果　 硫酸小檗碱与抗菌

肽 Ｐ１０Ｂ 对大肠杆菌的联合药敏试验结果见表 １。
在联合药敏试验中，两药联用呈协同作用的占

１０％，呈相加作用的占 ８５％，呈无关作用的占 ５％。
平均分级抑菌浓度指数为 ０．８２５，说明两种药联用

时，药 物 效 应 主 要 表 现 为 累 加 作 用。 质 控 菌

ＡＴＣＣ２５９２２ 的测定结果在质控范围内，说明药物敏

感性检测结果可靠。
４　 讨　 论

本研究以临床分离的肉鸡源大肠杆菌为抑制

对象，检测了植物源抗菌药物硫酸小檗碱与抗菌肽

先导化合物 Ｐ１０Ｂ 单用时的 ＭＩＣ 及联合使用时的

ＦＩＣ 指数。
硫酸小檗碱对大肠杆菌临床分离株的 ＭＩＣ 以

５１２ μｇ ／ ｍＬ 为主，说明硫酸小檗碱对大肠杆菌的抗

菌作用为抑菌作用。 这与袁敏等对盐酸小檗碱的

检测结果相吻合［１０］。 小檗碱是来源于植物的异喹

啉类生物碱。 在自然界中，天然产物往往对革兰氏

阳性菌的抗菌作用明显。 魏常志等研究发现小檗

碱对金黄色葡萄球菌的抗菌强度最高［１１］。 硫酸小

檗碱对大肠杆菌临床分离株的 ＭＩＣ 值较高，这可能

与大肠杆菌等革兰氏阴性菌的外部结构有关，小檗

碱的脂溶性较差，从而导致小檗碱不易进入大肠杆

菌细胞内［１２］。 小檗碱口服吸收差，对大肠杆菌肠

毒素引起的分泌性腹泻具有良好的治疗作用［１３］。
在兽医临床上，硫酸小檗碱更适合开发为治疗肠道

感染的药物。
抗菌肽先导化合物 Ｐ１０Ｂ 对大肠杆菌临床分离

株的 ＭＩＣ 以 １６ μｇ ／ ｍＬ 为主，初步显示了对禽源致

病性大肠杆菌良好的抗菌作用。 提示 Ｐ１０Ｂ 具有开

发为新型抗大肠杆菌感染药物的潜力。 抗菌肽是

·４２·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ５２ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

生物体内广泛存在的抗菌活性物质，不易产生耐药

性，在细菌耐药和多重耐药问题日益严峻的今天，
抗菌肽已成为兽医临床上抵抗细菌性感染的重要

的潜在候选药物［１４］。 在硫酸小檗碱与 Ｐ１０Ｂ 对大

肠杆菌的联合药敏试验中，平均分级抑菌浓度指数

为 ０．８２５，说明两种药在体外联用时药效增强，主要

表现为累加作用。 两药联用时的 ＭＩＣ 均有不同程

度的下降，无拮抗现象，提高了抗菌效能。 有益的

联合用药可以增强药物效应，提高临床疗效，降低

副作用，延缓耐药性的产生［１５］。 本试验的检测结

果提示，在临床上解决禽大肠杆菌肠道感染时，硫
酸小檗碱与 Ｐ１０Ｂ 组合可能是一种有效的联合用药

方式。

表 １　 硫酸小檗碱与 Ｐ１０Ｂ 单用和联用时对大肠杆菌的体外抗菌作用结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｏｆ ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ ｓｕｌｆａｔｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｅｐｔｉｄｅ Ｐ１０Ｂ ａｇａｉｎｓｔ Ｅ．ｃｏｌｉ

菌号
ｎｕｍｂｅｒ

小檗碱　 Ｂｅｒｂｅｒｉｎｅ Ｐ１０Ｂ

单用 ＭＩＣ∗ 联用 ＭＩＣ∗ 单用 ＭＩＣ∗ 联用 ＭＩＣ∗

ＦＩＣ 指数
ＦＩＣ ｉｎｄｅｘ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

１ ５１２ １２８ ３２ １６ ０．７５ 相加

２ ２５６ ６４ ３２ ８ ０．５ 协同

３ ５１２ １２８ １６ ８ ０．７５ 相加

４ ２５６ １２８ ３２ １６ １ 相加

５ １０２４ ５１２ ３２ ８ ０．７５ 相加

６ ２５６ １２８ １６ ４ ０．７５ 相加

７ ５１２ ２５６ ８ ４ １ 相加

８ ５１２ １２８ １６ ８ ０．７５ 相加

９ １０２４ ５１２ ８ ４ １ 相加

１０ １０２４ ５１２ １６ ４ ０．７５ 相加

１１ ５１２ ２５６ １６ ４ ０．７５ 相加

１２ ５１２ ２５６ １６ ４ ０．７５ 相加

１３ ２５６ １２８ １６ ４ ０．７５ 相加

１４ ５１２ ２５６ ８ ４ １ 相加

１５ １０２４ ２５６ １６ ４ ０．５ 相加

１６ ５１２ ２５６ ８ ８ １．５ 无关

１７ ５１２ ２５６ １６ ４ ０．７５ 相加

１８ ２５６ １２８ ８ ４ １ 相加

１９ ５１２ ２５６ １６ ４ ０．７５ 相加

２０ １２８ ６４ １６ ４ ０．７５ 相加

　 ∗ＭＩＣ 单位：μｇ ／ ｍＬ

５　 结　 论

硫酸小檗碱对肉鸡源大肠杆菌的抗菌作用，主
要为抑菌作用；Ｐ１０Ｂ 对肉鸡源大肠杆菌的抗菌作

用较强。 Ｐ１０Ｂ 抗菌肽与硫酸小檗碱联合用药对肉

鸡源大肠杆菌的抗菌效应主要表现为累加作用。
本研究为新型复方抗菌制剂的开发提供了初步的

理论基础。
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