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摘　要：为筛选出联合抗生素对肺炎克雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）具有协同抗菌作用的天然产物，采用
药敏纸片法测定肺炎克雷伯氏菌对８种抗生素的耐药性，采用微量肉汤稀释法测定抗生素和３种天然产物的
最小抑菌浓度，应用棋盘法分别测定花青素和咖啡酸与抗生素联用对肺炎克雷伯氏菌的抗菌活性，并通过生

长曲线评估咖啡酸与抗生素联用的协同抑菌作用。结果表明：肺炎克雷伯氏菌对８种抗生素均耐药，抗生素
的ＭＩＣ值为１６～＞５１２μｇ／ｍＬ。花青素和咖啡酸具有较好的抗菌活性，ＭＩＣ值分别为２５μｇ／ｍＬ和１８７５μｇ／
ｍＬ，肉桂醛无抗菌作用，ＭＩＣ＞２５０μｇ／ｍＬ；花青素与头孢他啶和克林霉素联用对肺炎克雷伯氏菌具有协同抗
菌作用，２种抗生素的ＭＩＣ值降低了４倍，咖啡酸与８种抗生素存在协同作用，抗生素的 ＭＩＣ值降低了８～＞
４０９６倍。抗生素与咖啡酸联用的协同抗菌效果优于其与花青素的组合，且咖啡酸与磺胺甲恶唑和氯霉素联
合使用能持续抑菌至少２４ｈ。本研究首次报道了咖啡酸与抗生素联用对多重耐药肺炎克雷伯氏菌具有显著
协同抗菌作用，表明联合疗法是消减细菌耐药性的一种有效策略。
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　　随着经济的发展，生活水平的不断提升，人
们对食品质量和安全的要求逐渐提高。肺炎克

雷伯氏菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）是一类广泛存在
于生鲜蔬菜、奶粉、鱼类和肉类中的食源性致病

菌，可引起腹痛、腹泻、呕吐等食物中毒症状以及

肺炎、尿路感染、肝脓肿和菌血症等疾病［１２］。此

外，肺炎克雷伯氏菌感染引起的奶牛乳腺炎会严

重降低牛奶的产量和品质，给奶业生产造成了巨

大的经济损失［３］。抗生素是防治奶牛乳腺炎的

重要抗菌药物，但是长期和过量使用抗生素会导

致肺炎克雷伯氏菌产生多重耐药性（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＭＤＲ）、抗生素的治疗效果变差，还会导
致抗生素在乳品中残留，影响食品安全，对全球

人类的生命健康造成了严重的威胁［４］。在美国，

每年因食源性致病菌引起的感染人数为 ２０万
人，其中肺炎克雷伯氏菌感染人数占２０％［５］。中

国细菌耐药性监测网（ＣＨＩＮＥＴ）数据表明，

２００５—２０２０年肺炎克雷伯氏菌对被称为“最后一
道防线”的碳青霉烯类抗生素的耐药水平呈现递

增趋势。肺炎克雷伯氏菌对亚胺培南的耐药率

从３．０％增长至２６．４％，对美罗培南的耐药率从
２．９％上升至２８．０％ ［６］。目前，抗生素仍然是治

疗肺炎克雷伯氏菌感染的首选药物，然而开发新

型抗生素周期长、难度大、成本高，迄今为止，成

功研发出新型抗生素这一目标还远未实现。因

此，恢复或增强 ＭＤＲ肺炎克雷伯氏菌对现有抗
生素的敏感性是控制食源性致病菌耐药性持续

发展的有效措施。

天然产物具有抗氧化、抗炎、抗菌等生物活

性，还具有不易产生耐药性、低毒无残留等优

点［７８］。研究［９１０］表明，天然产物与抗生素联合使

用是消减食源性致病菌耐药性的有效策略之一，

可减少抗菌剂的使用剂量，降低抗生素的残留和

潜在的毒副作用，在一定程度上满足了人类对高
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质量、安全的食品追求。ＭＡＩＳＵＲＩＡ等［１１］报道了

蔓越莓原花青素与四环素联合使用能提高 ＭＤＲ
大肠杆菌对四环素的敏感性。ＤＨＡＲＡ等［１２］研究

表明肉桂醛与头孢噻肟联合应用能增强 ＭＤＲ肺
炎克雷伯氏菌对头孢噻肟的敏感性。Ｋ ＰＡ
等［１３］研究表明咖啡酸与抗生素（红霉素、克林霉

素和头孢西丁）合用可增强 ＭＤＲ金黄色葡萄球
菌对抗生素的敏感性。由此可知，联合疗法在提

高多重耐药菌对抗生素的敏感性方面具有广阔

的应用前景。

因此，本研究检测了肺炎克雷伯氏菌对８大
类共８种抗生素的耐药性，探究了３种天然产物
（花青素、咖啡酸和肉桂醛）与抗生素联合使用对

肺炎克雷伯氏菌的协同抗菌作用，并筛选出能增

强多重耐药肺炎克雷伯氏菌对抗生素敏感性的

天然产物，为天然产物在消减肺炎克雷伯氏菌耐

药性的应用提供了理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　主要试验材料

蓝莓购自杭州市余杭区仙宅村蓝莓种植基

地，贮存于－８０℃冰箱；咖啡酸（纯度 ＞９８％）、
肉桂醛（纯度 ＞９９％）购自上海 Ａｄａｍａｓ有限公
司。

１．１．２　菌株
肺炎克雷伯氏菌 （Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５）

（ＳＴ４０５序列型，ｆｉｍＨ＋，ｍｒｋＤ＋，ｗａｂＧ＋，ｅｎｔＢ＋）分
离自上海某奶牛养殖场的生鲜乳中，由本实验室

保存；大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２）购自美国
菌种保藏中心，于－８０℃冰箱中保存。
１．１．３　主要试剂

药敏纸片、抗生素粉末，青岛海博生物技术

有限公司；无水甲醇、９８％甲酸、无水乙醇、盐酸、
氢氧化钠、乙酸乙酯、冰醋酸、二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ）、甘油，国药集团化学试剂有限公司；
ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ肉汤培养基（ＬＢ）、麦康凯琼脂
（ＭＡＣ）、ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ琼脂培养基（ＭＨＡ），北京
陆桥技术股份有限公司。

１．１．４　主要仪器与设备
电子天平，瑞士 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ仪器有限公

司；恒温振荡培养箱，上海知楚仪器有限公司；隔

水式恒温培养箱，上海一恒科技有限公司；Ｂｉｏ
Ｔｅｋ酶标仪，美国伯腾仪器有限公司；旋转蒸发
仪、电热恒温水浴锅，上海申生科技有限公司；

ＥＳＣＯ生物安全柜，上海生叉贸易有限公司。
１．２　实验方法
１．２．１　菌悬液的制备

取 －８０℃ 甘 油 管 中 保 存 的 菌 株 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５划线于 ＭＡＣ平板，３７℃过夜培
养１２ｈ后，挑取单菌落接种于ＬＢ液体培养基中，
３７℃恒温振荡培养 ４ｈ至对数期（ＯＤ６００ｎｍ ＝
０．８）。使用０．５号麦氏单位标准比浊管比浊，将
菌悬液调整为０．５号麦氏浓度，即菌液的浓度为
１×１０８～２×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。
１．２．２　抗菌化合物溶液的制备

参考ＹＡＮＧ等［１４］方法制备花青素。取蓝莓

冻干粉加入适量甲醇∶水∶甲酸 ＝８５∶１５∶０．５（体
积比）提取花青素，然后通过树脂纯化法制备终

浓度为２１０μｇ／ｍＬ的花青素原液，于－２０℃下保
存备用。咖啡酸、肉桂醛均溶于无水乙醇中并用

水稀释，制成质量浓度分别为３０ｍｇ／ｍＬ和１ｍｇ／
ｍＬ的原液备用。选用动物养殖中常用的８大类
共８种抗生素，并分别使用相应的溶剂对其进行
溶解［１５］，抗生素名称和浓度见表１。

表１　抗生素溶液的质量浓度
Ｔａｂ．１　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｏｌｕｔｉｏｎ

抗生素种类

Ｃｌａｓｓ
抗生素名称

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ
缩写

Ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ
溶剂

Ｓｏｌｖｅｎｔ
质量浓度

Ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（ｍｇ／ｍＬ）
β内酰胺类βＬａｃｔａｍｓ 头孢他啶Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ ＣＡＺ 无菌水 １０．２４
喹诺酮类Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ 环丙沙星Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ＣＩＰ 冰醋酸 １０．２４
磺胺类ＦｏｌａｔｅＰａｔｈｗａｙＡｎｔａｇｏｎｉｓｔｓ磺胺甲恶唑Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ ＳＭＺ 二甲基亚砜 １０．２４
硝基呋喃类Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓ 呋喃妥因Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｏｉｎ ＮＩ 二甲基亚砜 １０．２４
氨基糖苷类Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ 克林霉素Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ ＣＣ 无菌水 １０．２４
大环内酯类Ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ 阿奇霉素Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ＡＺＭ 无菌水 １０．２４
氯霉素类Ｐｈｅｎｉｃｏｌｓ 氯霉素Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ＣＨＬ 无水乙醇 １０．２４
四环素类Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ 四环素Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ＴＥＴ 无水乙醇 １０．２４

７８５
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１．２．３　耐药性的测定
参照美国临床与实验室标准研究所（Ｃｌｉｎｉｃａｌ

ａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ，Ｍ１００
Ｓ２８）推荐的药敏纸片扩散法检测菌株 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５对８种抗生素的耐药情况［１６］。取

３００μＬ菌悬液（１０８ＣＦＵ／ｍＬ）置于 ＭＨＡ平板中
央，用无菌棉拭子均匀涂布ＭＨＡ平板，静置３～５
ｍｉｎ后，将药敏纸片均匀分置于平板表面，１５ｍｉｎ
内倒置平板，置于３７℃培养箱中孵育１６～２０ｈ
后测量抑菌圈直径大小。依据 ＣＬＳＩ的标准，测
定的抑菌圈直径可以判定为敏感、中介敏感和耐

药３类，并使用菌株 Ｅ．ｃｏｌｉＡＴＣＣ２５９２２作为质
控菌株。

１．２．４　最小抑菌质量浓度的测定
采用微量肉汤稀释法［１７］测定天然产物和抗

生素对菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的最小抑菌浓度
（ＭＩＣ）。向９６孔板中加入１００μＬ的 ＬＢ液体培
养基，将１００μＬ的花青素（２１０μｇ／ｍＬ）、咖啡酸
（３０ｍｇ／ｍＬ）、肉桂醛（１ｍｇ／ｍＬ）和抗生素（１０２４
μｇ／ｍＬ）分别加入到９６孔板的第一行，采用两倍
稀释法进行连续稀释，最后一行弃去１００μＬ混合
液。取１００μＬ稀释后的菌悬液（１０６ＣＦＵ／ｍＬ）依
次加入到每个孔中，置于３７℃恒温培养２４ｈ后，
用肉眼观察无可见菌生长，并使用酶标仪测定

ＯＤ６００ｎｍ，与阴性对照组 ＯＤ值无显著性差异的孔
所含最低抗菌化合物浓度即为最小抑菌质量浓

度。设置阳性对照（含有菌悬液的液体培养基）

和阴性对照（含或不含抗菌化合物的液体培养

基）。

１．２．５　天然产物与抗生素联合使用对肺炎克雷
伯氏菌抗菌活性的测定

采用棋盘法［１８］测定天然产物与抗生素联合

使用对菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的协同作用。向
含ＬＢ液体培养基的 ９６孔板中分别加入 ０～
１０２４μｇ／ｍＬ的抗生素和０～１８７５μｇ／ｍＬ的咖
啡酸或 ０～２５μｇ／ｍＬ的花青素，进行一系列的排
列组合，混合均匀。随后在每个孔中加入１００μＬ
的菌液（１０６ＣＦＵ／ｍＬ），于３７℃恒温培养箱中培
养２４ｈ。参考 ＷＡＮＧ等［１９］方法，按照下列公式

计算分数抑制浓度指数 （ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＦＩＣＩ）来评估抗生素和天然产
物的组合效应。ＦＩＣＩ≤ ０．５则抗生素与天然产
物具有协同作用；０．５＜ＦＩＣＩ≤ ４．０则抗生素与

天然产物无相互作用；ＦＩＣＩ＞４．０时则抗生素与
天然产物具有拮抗作用［１９］。

ＦＡ＝ＭＣ／ＭＡ （１）
ＦＢ＝ＭＣ／ＭＢ （２）
Ｆ＝ＦＡ＋ＦＢ （３）

式中：ＦＡ为抗生素的抑菌分数；ＦＢ为咖啡酸或者
花青素的抑菌分数；Ｆ为分数抑制浓度指数；ＭＣ
为抗生素与咖啡酸混合使用时抗生素或咖啡酸

的最小抑菌浓度或者抗生素与花青素混合使用

时抗生素或花青素的最小抑菌浓度；ＭＡ为抗生
素单独使用时的最小抑菌浓度；ＭＢ为咖啡酸或
者花青素单独使用时的最小抑菌浓度；Ａ为抗生
素；Ｂ为咖啡酸或者花青素；Ｃ为抗生素与咖啡酸
的混合物或抗生素与花青素的混合物。

１．２．６　时间依赖性生长曲线的测定
参考ＬＵ等［２０］的方法，通过测定时间依赖性

生长曲线评估咖啡酸与抗生素联用对菌株 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的协同抑菌作用。在 ＬＢ液体培
养基中分别添加抗生素、咖啡酸和抗生素与咖啡

酸的混合液，设置对照组（仅含ＬＢ液体培养基），
总体积均为 ２ｍＬ。取 １０μＬ对数期的菌悬液
（１０８ＣＦＵ／ｍＬ）分别加入到２ｍＬ处理组和对照组
中，置于恒温摇床中（３７℃，１８０ｒ／ｍｉｎ）培养 ２４
ｈ。使用酶标仪，选取不同的时间点（０、２、４、６、８、
１２、２４ｈ）测定 ＯＤ６００ｎｍ，绘制生长曲线评估抗生
素、咖啡酸及它们的组合对菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
３０５生长的影响。
１．２．７　数据分析

所有试验重复 ３次，使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ
８．０软件作图，采用ＳＰＳＳ２２．０软件进行方差分析
（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），结果以平均值 ±标准差
（Ｘ±ＳＤ）表示。

２　结果

２．１　肺炎克雷伯氏菌的耐药谱
采用 药 敏 纸 片 扩 散 法 检 测 菌 株 Ｋ．

ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５对８种抗生素的耐药情况（图１）。
结果显示，头孢他啶（ＣＡＺ）、环丙沙星（ＣＩＰ）、磺
胺甲恶唑（ＳＭＺ）、呋喃妥因（ＮＩ）、克林霉素
（ＣＣ）、阿奇霉素（ＡＺＭ）、氯霉素（ＣＨＬ）和四环素
（ＴＥＴ）的抑菌圈直径分别为（１３．５±１．３）ｍｍ、
（１３．５±２．２）ｍｍ、（１．５±０．５）ｍｍ、（１３．２±１．３）
ｍｍ、（３．０±２．０）ｍｍ、（２３．５±１．３）ｍｍ、（３．２±

８８５
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０．８）ｍｍ和（２．８±０．８）ｍｍ。结果表明：菌株Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５对８种抗生素均耐药，是多重耐
药菌株。此外，菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５对 ＳＭＺ、
ＣＣ、ＣＨＬ和ＴＥＴ完全耐药，导致这些抗生素的治
疗效果不佳。

图１　肺炎克雷伯氏菌３０５的耐药谱
Ｆｉｇ．１　Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆ

Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５

２．２　抗菌化合物对肺炎克雷伯氏菌的ＭＩＣ值
ＣＩＰ、ＮＩ和 ＣＣ对菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的

ＭＩＣ值分别为１６、１２８和２５６μｇ／ｍＬ，ＣＡＺ、ＳＭＺ、
ＡＺＭ、ＣＨＬ和 ＴＥＴ的 ＭＩＣ值均高于５１２μｇ／ｍＬ。
与药敏纸片法测定的结果一致，ＣＡＺ、ＳＭＺ、ＡＺＭ、
ＣＨＬ和ＴＥＴ几乎不具有抗菌活性，即使其在很高
的浓度下也无法抑制菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的
生长。花青素、咖啡酸和肉桂醛的ＭＩＣ值分别为
２５μｇ／ｍＬ、１８７５μｇ／ｍＬ和 ＞２５０μｇ／ｍＬ。结果
表明，在 ３种天然产物中，花青素对菌株 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的抑菌效果最强，咖啡酸次之肉，

桂醛不具备抗菌作用（ＭＩＣ值已超出其最大溶
解度），见表２。
２．３　花青素与抗生素联合使用对肺炎克雷伯氏
菌的协同抗菌作用

采用棋盘法研究亚抑菌浓度的花青素与抗

生素联合使用对菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的协同
抗菌作用，结果见表３。花青素与 ＣＡＺ和 ＣＣ联
用的ＦＩＣＩ值为０．３７５（ＦＩＣＩ≤ ０．５），具有协同抗
菌作用。花青素能将ＣＡＺ和ＣＣ的ＭＩＣ值降低４
倍，增强了菌株Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５对这２种抗生
素的敏感性。花青素与其他 ６种抗生素联用的
ＦＩＣＩ值为１．１２５～３．０００（０．５＜ＦＩＣＩ≤４），表明
花青素与其他６种抗生素之间不存在协同作用。
２．４　咖啡酸与抗生素联合使用对肺炎克雷伯氏
菌的协同抗菌作用

亚抑菌浓度的咖啡酸与抗生素联合使用对

菌株Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的协同抗菌作用结果如
表４所示。咖啡酸与８种抗生素联合使用的ＦＩＣＩ
值为０．３７５～０．５００（ＦＩＣＩ≤ ０．５），均具有协同抗
菌作用。咖啡酸能将 ＣＡＺ、ＳＭＺ、ＣＣ、ＡＺＭ、ＣＨＬ
和ＴＥＴ的ＭＩＣ值至少降低４０９６倍，显著提高了
菌株Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５对这６种抗生素的敏感
程度。虽然咖啡酸与 ＣＩＰ和 ＮＩ之间的协同作用
不显著，但也能将这２种抗生素的 ＭＩＣ值降低８
倍。结果表明，咖啡酸能显著增强菌株 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５对所选用８种抗生素的敏感性。
咖啡酸与花青素相比与抗生素之间的协同抗菌

作用更显著，可大幅度减少抗生素的使用剂量。

表２　不同抗菌化合物对肺炎克雷伯氏菌３０５的ＭＩＣ值
Ｔａｂ．２　ＭＩＣｖａｌｕｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓａｇａｉｎｓｔＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５

化合物类别Ｃｌａｓｓ 化合物名称Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓ 最小抑菌质量浓度ＭＩＣ／（μｇ／ｍＬ）

抗生素Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

头孢他啶（ＣＡＺ） ＞５１２
环丙沙星（ＣＩＰ） １６
磺胺甲恶唑（ＳＭＺ） ＞５１２
呋喃妥因（ＮＩ） １２８
克林霉素（ＣＣ） ２５６
阿奇霉素（ＡＺＭ） ＞５１２
氯霉素（ＣＨＬ） ＞５１２
四环素（ＴＥＴ） ＞５１２

天然产物Ｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｓ
咖啡酸（ＣＡ） １８７５
花青素（ＡＮＴ） ２５
肉桂醛（ＣＩＮ） ＞２５０

９８５
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表３　花青素与抗生素联合使用对肺炎克雷伯氏菌３０５的协同作用
Ｔａｂ．３　Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎｓｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｏｎＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５
最佳组合

Ｃｈｅｑｕｅｒｂｏａｒｄ
浓度

Ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｇ／ｍＬ）
抗生素ＭＩＣ降低倍数
Ｆｏｌｄｒｅｄｕｃｅｄｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

部分抑制浓度指数

ＦＩＣＩ
相互作用

Ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ
ＣＡＺ／ＡＮＴ １２８／３．１２５ ４ ０．３７５ Ｓ
ＣＩＰ／ＡＮＴ ３２／３．１２５ － ２．１２５ Ａ
ＳＭＺ／ＡＮＴ ５１２／３．１２５ － １．１２５ Ａ
ＮＩ／ＡＮＴ １２８／２５ － ２．０００ Ａ
ＣＣ／ＡＮＴ ６４／３．１２５ ４ ０．３７５ Ｓ
ＡＺＭ／ＡＮＴ ５１２／５０ － ３．０００ Ａ
ＣＨＬ／ＡＮＴ ５１２／６．２５ － １．２５０ Ａ
ＴＥＴ／ＡＮＴ ５１２／３．１２５ － １．１２５ Ａ

注：ＣＡＺ．头孢他啶；ＣＩＰ．环丙沙星；ＳＭＺ．磺胺甲恶唑；ＮＩ．呋喃妥因；ＣＣ．克林霉素；ＡＺＭ．阿奇霉素；ＣＨＬ．氯霉素；ＴＥＴ．四环素；
ＡＮＴ．花青素；Ｓ．协同作用；Ａ．无相互作用。
Ｎｏｔｅｓ：ＣＡＺ．Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ；ＣＩＰ．Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ；ＳＭＺ．Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ；ＮＩ．Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｏｉｎ；ＣＣ．Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ；ＡＺＭ．Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ；ＣＨＬ．
Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ；ＴＥＴ．Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ；ＡＮＴ．Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ；Ｓ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ；Ａ．Ａｄｄｉｔｉｖｅ．

表４　咖啡酸与抗生素联合使用对肺炎克雷伯氏菌３０５的协同作用
Ｔａｂ．４　Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈ

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｏｎＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５
最佳组合

Ｃｈｅｑｕｅｒｂｏａｒｄ
浓度

Ｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ／（μｇ／ｍＬ）
抗生素ＭＩＣ降低倍数
Ｆｏｌｄｒｅｄｕｃｅｄｏｆａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

部分抑制浓度指数

ＦＩＣＩ
相互作用

Ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ
ＣＡＺ／ＣＡ ＜０．１２５／９３７．５ ＞４０９６ ０．５００ Ｓ
ＣＩＰ／ＣＡ ２／４６８．７５ ８ ０．３７５ Ｓ
ＳＭＺ／ＣＡ ＜０．１２５／９３７．５ ＞４０９６ ０．５００ Ｓ
ＮＩ／ＣＡ １６／４６８．７５ ８ ０．３７５ Ｓ
ＣＣ／ＣＡ ０．０６２５／９３７．５ ４０９６ ０．５００ Ｓ
ＡＺＭ／ＣＡ ＜０．１２５／９３７．５ ＞４０９６ ０．５００ Ｓ
ＣＨＬ／ＣＡ ＜０．１２５／９３７．５ ＞４０９６ ０．５００ Ｓ
ＴＥＴ／ＣＡ ＜０．１２５／９３７．５ ＞４０９６ ０．５００ Ｓ

注：ＣＡＺ．头孢他啶；ＣＩＰ．环丙沙星；ＳＭＺ．磺胺甲恶唑；ＮＩ．呋喃妥因；ＣＣ．克林霉素；ＡＺＭ．阿奇霉素；ＣＨＬ．氯霉素；ＴＥＴ．四环素；
ＡＮＴ．花青素；Ｓ．协同作用；Ａ．无相互作用。
Ｎｏｔｅｓ：ＣＡＺ．Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ；ＣＩＰ．Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ；ＳＭＺ．Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ；ＮＩ．Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｔｏｉｎ；ＣＣ．Ｃｌｉｎｄａｍｙｃｉｎ；ＡＺＭ．Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ；ＣＨＬ．
Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ；ＴＥＴ．Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ；ＡＮＴ．Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ；Ｓ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ；Ａ．Ａｄｄｉｔｉｖｅ．

２．５　咖啡酸与抗生素联合使用对肺炎克雷伯氏
菌生长的影响

亚抑菌浓度的咖啡酸、抗生素以及咖啡酸与

抗生素混合液对菌株 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的生长
的影响结果如图 ２所示。ＳＭＺ（１／２５６ＭＩＣ）和
ＣＨＬ（１／２５６ＭＩＣ）处理组的生长曲线与对照组相
似，无法抑制菌株Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的生长。用
１／２ＭＩＣ咖啡酸处理的实验组对菌株 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５的抑制作用较弱，在前２ｈ可以抑
制菌体生长，之后菌体量明显增多。咖啡酸（１／２
ＭＩＣ）与ＳＭＺ（１／２５６ＭＩＣ）和ＣＨＬ（１／２５６ＭＩＣ）联
合使用能显著抑制菌株Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５生长，
协同抑菌持续２４ｈ。

３　讨论

牛乳因其营养成分丰富、口感细腻而广受人

们的喜爱，但是由于肺炎克雷伯氏菌的存在，奶

牛乳腺炎感染发病率升高，严重影响牛奶的产量

和质量，阻碍全球食品产业的发展，威胁人类健

康［２１］。如今，为了防治肺炎克雷伯氏菌感染，长

期大量使用抗生素加速了肺炎克雷伯氏菌多重

耐药性的传播和发展，导致抗生素治疗效果不

佳，给乳品产业造成了沉重的经济负担［２２］。肺炎

克雷伯氏菌对８类抗生素产生了广谱耐药性，且
对磺胺类（ＳＭＺ）、氨基糖苷类（ＣＣ）、氯霉素类
（ＣＨＬ）和四环素类（ＴＥＴ）完全耐药，４种抗生素
的抑菌圈直径为１．５～３．２ｍｍ，ＭＩＣ值＞５１２μｇ／
ｍＬ。蒙正群等［２３］等检测肺炎克雷伯氏菌的耐药

性时发现，菌株对 β内酰胺类、磺胺类和大环内
酯类等药物表现出严重耐药，氨苄西林、头孢呋

辛和磺胺甲恶唑的抑菌圈直径为０～１３ｍｍ。肺
炎克雷伯氏菌的耐药性日益加重，导致肺炎克雷

伯氏菌感染的治愈率急剧降低，此外，耐药性在

全球范围内的广泛传播更是令人担忧，因此迫切
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需要一种科学有效的方法控制细菌耐药性的发 展。

图２　咖啡酸和抗生素对肺炎克雷伯氏菌３０５生长的影响
Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｆｆｅｉｃａｃｉｄａｎｄａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＫｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ３０５

　　天然产物与抗生素联合使用是解决细菌耐
药性问题的有效措施。酚类化合物与其他化合

物相比具有更广谱的抗菌活性，研究［２４］发现酚类

化合物与抗生素联用对 ＭＤＲ致病菌具有显著协
同抗菌作用，能通过大幅度降低抗菌药物的使用

剂量有效增强抗生素的抗菌活性。姜黄素能够

提高ＭＤＲ脓肿分枝杆菌对４种抗生素（阿米卡
星、克拉霉素、环丙沙星和利奈唑胺）的敏感性，

并将４种抗生素的ＭＩＣ值降低４～１２８倍［２５］。丁

香酚能够增强 ＭＤＲ大肠杆菌对２种抗生素（头
孢噻肟和环丙沙星）的敏感性，将２种抗生素的
ＭＩＣ值降低２～１０２４倍［２６］。本研究中，选用的

花青素和咖啡酸都是重要的酚类化合物，能通过

降低抗生素的 ＭＩＣ值消减肺炎克雷伯氏菌的耐
药性。花青素能将 ＣＡＺ和 ＣＣ的 ＭＩＣ值减少 ４
倍，咖啡酸能将８种抗生素的 ＭＩＣ值降低８～＞
４０９６倍。Ｖ?ＺＱＵＥＺＵＣＨＡ等［２７］研究百里香精

油与多黏菌素联用对 ＭＤＲ肺炎克雷伯氏菌耐药
性的消减作用时发现，精油能将多粘菌素的 ＭＩＣ
值降低８～１２８倍。抗生素与咖啡酸联用对ＭＤＲ
肺炎克雷伯氏菌的协同抗菌效果明显优于其与

花青素或百里香精油的组合。这可能是因为咖

啡酸作为极性化合物具有亲脂性，能够增强细菌

细胞膜通透性，提高抗生素的渗入率，降低 ＭＤＲ
肺炎克雷伯氏菌的有氧代谢活性，从而显著增强

ＭＤＲ肺炎克雷伯氏菌对抗生素的敏感性［２８］。因

此，咖啡酸有被开发为 ＭＤＲ肺炎克雷伯氏菌的
增敏剂，提高抗生素治疗效果的潜力。

综上所述，联合疗法能有效消减肺炎克雷伯

氏菌的耐药性，减少抗生素的使用和残留，在奶

牛乳腺炎的防治中具有广阔的应用前景。未来

还需深入研究咖啡酸与抗生素联用对多重耐药

菌的协同抗菌作用机理，并通过动物实验评价联

合疗法的安全性与有效性。
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