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摘要 为了筛选出防治养殖鳗鲡细菌性疾病的中西药联用药方,利用超微粉碎机将黄连、黄芩、虎杖、石榴

皮、大黄及五倍子6种中药研磨成粒径为5~10μm的药粉后,分别与氟苯尼考配制成6种中西药联用药方,针

对本研究室近年从养殖病鳗中分离到的18株常见病原菌,采用超微药粉琼脂稀释法测定各药方的体外抑菌效

应。结果显示:6种中西药联用药方对18株养殖鳗鲡常见病原菌均有不同程度的抑制效应,其联用FIC指数的

范围为0.38~3.00。表明采用中西药联用,不仅可以提高抗菌药效,还可以大大减少氟苯尼考在养殖生产中的

使用,从而减少对环境的污染和耐药菌株的产生。
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  我国是世界上最大的鳗鲡生产国[1],养殖鳗鲡

病害时有发生[2]。随着近几年中西医结合工作的深

入开展,中西药的联合应用正日益引起国内外学者

的广泛关注。在水产养殖生产中,已在中西药防治

鱼类疾病方面有不少尝试,并取得了良好的效果。
张盈娇等[3]报道了中西药结合可以有效防治养殖鱼

类夏季肝胆疾病,减少脂肪肝、肝性脑病和肝性出血

病的发生。林选锋[4]报道了中西药结合可以有效防

治水库中鲢、鳙鱼的综合性肠炎。但此类研究仅停

留在生产实际应用的层面,没有科学试验数据的支

持,存在一定的盲目性。目前中西药联用对病原微生

物实际抑制作用的深入研究甚少。本研究在前期试

验[5]基础上进一步选择6种中药与氟苯尼考联用,采
用超微药粉琼脂平板稀释法,针对18株养殖鳗鲡常

见病原菌进行中药单方和中西药联用药方的体外药

敏试验,以筛选出高效抗菌的中西药联用药方。

1 材料与方法

1.1 试验菌株

18株病原菌均为本研究中心近年从漳浦、莆

田、同安、集美等养殖场病鳗中分离得到,经人工感

染试验证实均为强病原菌。通过生理生化和基因鉴

定,病原菌B11、B15、B18及B20为豚鼠气单胞菌,
病原菌B10、B14、B27及B31为嗜水气单胞菌,病原

菌B19及B09为威隆气单胞菌,病原菌B01、B02、

B13及B16为腐败希瓦菌,病原菌B12为肺炎克雷

伯菌,病原菌B08为肠杆菌,病原菌B05及B17为

非发酵菌。

1.2 中药药材

参照中国《新编渔药手册》和《渔用药物使用准

则》,参考养殖场常用中药和其他学者研究的具有抑

菌作用的中药,结合本试验室已有的研究基础,筛选

并确定了本试验所研究的6种抑菌中药,即虎杖

(产自 福 建)、石 榴 皮(产 自 甘 肃)、大 黄(产 自 甘

肃)、黄芩(产自河北)、五倍子(产自湖北)和黄连

(产自四川)。

1.3 中药加工

将所选中药用中药粉碎机(型号为FW177,天
津市泰斯特仪器有限公司生产)粉碎至粒径为165

μm左右,然后放入超微粉碎机(型号为YSC-701,
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北京燕山正德机械设备有限公司生产)进一步粉碎,
收集超微药粉备用。在扫描电子显微镜下观察,

90%以上的颗粒粒径为5~10μm。

1.4 体外药敏试验

6种中药与氟苯尼考通过配伍,组合成6种联

用药方。试验组:以联用配方的中药为溶质,MHB
培养基为溶剂,采用琼脂稀释法,根据6种中药对病

原菌的单用抑菌试验结果,分别以其单用的最低抑

菌浓度(MIC)的1/4、1/2、1和2倍量,采用棋盘交

叉法,每种药方配制出16个浓度的中药与氟苯尼考

配比的药敏培养基。121℃20min灭菌后,待培养

基冷却至55℃,加入相应浓度的氟苯尼考。对照

组:中药和氟苯尼考分别以单用的1/4MIC、1/2
MIC、1MIC和2MIC浓度的药敏平板作为单用药

物对照组,不含药物平板作为空白对照组。
将细菌接种至琼脂培养基斜面,28℃培养24h

后,使用无菌生理盐水将其洗下,并将菌液浓度调至

107CFU/mL,取菌液2μL接种至药敏培养基平板

上,每个药物浓度梯度做2组平行。28℃培养24h
后观察药敏培养基平板上无菌落形成的最低药物浓

度记录为该菌株的 MIC,48h后继续观察药敏培养

基平板上无菌落形成的最低药物浓度记录为该菌株

的最低杀菌浓度(MBC)。若2个平行组的 MIC和

MBC不一致,需重复验证。

1.5 结果判定

分级抑菌浓度(FIC)指数=MIC甲药联合/MIC甲药单用+

          MIC乙药联合/MIC乙药单用

双联用FIC指数判定方法:FIC≤0.5为显著协

同作用,0.5<FIC<1.0为协同作用,FIC=1.0为

相加作用,1.0<FIC<2.0为无关作用,FIC≥2.0
为拮抗作用。

2 结果与分析

2.1 药物单用对18株病原菌的抑制效应

氟苯尼考和6种中药单用对养殖鳗鲡18株常

见病原菌的体外抑制效应,详见表1。
表1 氟苯尼考和6种中药单用对18株病原菌的抑制效应

病原菌

氟苯尼考

MIC/
(μg/mL)

MBC/
(μg/mL)

五倍子

MIC/
(mg/mL)

MBC/
(mg/mL)

大黄

MIC/
(mg/mL)

MBC/
(mg/mL)

石榴皮

MIC/
(mg/mL)

MBC/
(mg/mL)

虎杖

MIC/
(mg/mL)

MBC/
(mg/mL)

黄芩

MIC/
(mg/mL)

MBC/
(mg/mL)

黄连

MIC/
(mg/mL)

MBC/
(mg/mL)

B01 0.800 0.800 0.063 0.063 0.750 1.500 0.375 0.750 0.375 0.750 1.500 3.000 0.750 0.750
B02 0.800 0.800 0.125 0.250 0.750 0.750 0.750 1.500 0.375 0.375 3.000 6.000 1.500 3.000
B05 0.800 1.600 0.250 0.500 0.750 0.750 1.500 1.500 0.375 0.750 3.000 6.000 1.500 3.000
B08 0.800 1.600 0.250 0.250 0.750 0.750 1.500 1.500 0.375 0.375 3.000 6.000 1.500 3.000
B09 12.800 25.600 0.250 0.250 1.500 3.000 0.375 0.750 3.000 3.000 1.500 3.000 12.000 12.000
B10 0.800 1.600 0.250 0.500 0.750 0.750 1.500 1.500 0.375 0.375 1.500 3.000 1.500 3.000
B11 0.800 1.600 0.125 0.125 0.750 1.500 0.750 1.500 3.000 3.000 1.500 1.500 3.000 6.000
B12 12.800 12.800 2.000 4.000 48.000 48.000 12.000 24.000 12.000 12.000 24.000 24.000 48.000 48.000
B13 0.800 0.800 0.250 0.250 0.750 0.750 3.000 3.000 0.375 0.750 3.000 6.000 1.500 3.000
B14 12.800 12.800 0.125 0.125 1.500 1.500 3.000 3.000 3.000 6.000 1.500 1.500 6.000 6.000
B15 3.200 3.200 0.125 0.125 0.750 1.500 0.750 0.750 3.000 6.000 1.500 1.500 6.000 6.000
B16 0.800 1.600 0.063 0.063 0.750 1.500 0.375 0.750 0.375 0.750 1.500 3.000 0.750 0.750
B17 3.200 3.200 0.250 0.250 0.750 0.750 1.500 1.500 0.375 0.375 3.000 3.000 1.500 3.000
B18 0.800 0.800 0.125 0.125 1.500 3.000 0.750 0.750 3.000 3.000 1.500 1.500 6.000 6.000
B19 0.400 0.800 0.125 0.125 1.500 3.000 0.750 0.750 3.000 3.000 1.500 1.500 3.000 3.000
B20 1.600 1.600 0.125 0.125 1.500 3.000 0.750 0.750 6.000 6.000 1.500 1.500 6.000 6.000
B27 1.600 1.600 0.063 0.063 1.500 3.000 0.750 0.750 3.000 3.000 1.500 1.500 6.000 6.000
B31 1.600 1.600 0.125 0.125 1.500 1.500 0.750 1.500 3.000 3.000 1.500 1.500 3.000 6.000
平均 2.612 3.624 0.158 0.195 1.059 1.676 1.125 1.324 1.941 2.382 1.941 3.000 3.618 4.500
  注:平均值是根据除菌株B12之外的数据计算而得。

  由表1可以看出,氟苯尼考对18株常见病原菌

中的15株具有很强的抑杀作用,MIC和 MBC均不

超过3.2μg/mL,而对B09、B12和B143株病原菌

的抑制作用相对较弱,MIC和 MBC分别达到了

12.8和25.6μg/mL;五倍子、大黄、虎杖等6种中药

对18株常见病原菌中的17株均有一定的抑杀效应,

但抑菌浓度差异明显,MIC的范围跨度大,从0.063
mg/mL至12.000mg/mL;而氟苯尼考和6种中药

对B12的抑杀效果均较差,氟苯尼考对B12的 MIC
是对其余17株试验菌株平均 MIC的4倍,而6种

中药对B12的 MIC是对其余17株试验菌株平均

MIC的6倍以上(甚至高达45倍)。
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2.2 中西药联用对18株病原菌的抑制作用

在单个药物抑菌试验的基础上,考察了6种中

药分别与氟苯尼考进行联用对养殖鳗鲡18株常

见病原菌的体外抑菌效应,详见表2。同时,对氟

苯尼考与6种中药联用抑制效应进行评价,详见

表3。
表2 氟苯尼考与6种中药联用对18株病原菌的抑制效应

病原
菌

氟苯尼考+五倍子

MIC氟苯尼考/
(μg/mL)

MIC五倍子/
(mg/mL)

氟苯尼考+大黄

MIC氟苯尼考/
(μg/mL)

MIC大黄/
(mg/mL)

氟苯尼考+石榴皮

MIC氟苯尼考/
(μg/mL)

MIC石榴皮/
(mg/mL)

氟苯尼考+虎杖

MIC氟苯尼考/
(μg/mL)

MIC虎杖/
(mg/mL)

氟苯尼考+黄芩

MIC氟苯尼考/
(μg/mL)

MIC黄苓/
(mg/mL)

氟苯尼考+黄连

MIC氟苯尼考/
(μg/mL)

MIC黄连/
(mg/mL)

B01 0.200 0.063s 0.400 0.375 0.400 0.188 0.400 0.375s 0.200 0.375 0.200 0.188
B02 0.400 0.031 0.200 0.375 0.400 0.188 0.200 0.375s 0.400 0.375 0.800s 0.375
B05 0.400 0.063 0.200 0.375 0.200 0.750 0.200 0.375s 0.400 0.375 0.400 0.750
B08 0.400 0.125 0.200 0.375 0.400 0.750 0.200 0.375s 0.400 0.375 0.400 0.750
B09 3.200 0.063 3.200 0.750 6.400 0.188 3.200 0.750 6.400 0.750 6.400 3.000
B10 0.200 0.125 0.200 0.375 0.400 0.750 0.200 0.375s 0.400 0.375 0.400 0.750
B11 0.200 0.125s 0.200 0.750s 0.400 0.375 0.200 0.750 0.400 0.375 0.400 0.750
B12 3.200 1.000 6.400 24.000 12.800s 3.000 12.800s 6.000 6.400 3.000 6.400 6.000
B13 0.200 0.125 0.200 0.750s 0.400 0.750 0.200 0.750 0.400 0.375 0.400 1.500s
B14 3.200 0.250 12.800s 0.375 12.800s 0.750 12.800s 0.375 6.400 0.375 6.400 3.000
B15 0.800 0.063 0.400 0.750s 0.800 0.375 0.400 0.750 0.800 0.750 0.800 3.000
B16 0.400 0.063s 0.400 0.375 1.600 0.375s 0.200 0.375s 0.200 0.375 0.400 0.188
B17 1.600 0.063 0.800 0.375 0.800 0.188 0.800 0.375s 0.800 0.375 0.800 0.750
B18 0.400 0.063 0.400 0.750 0.400 0.188 0.400 0.750 0.400 0.375 0.400 0.750
B19 0.200 0.031 0.400s 0.750 0.400s 0.375 0.400s 0.750 0.200 0.750 0.200 0.750
B20 0.400 0.063 0.400 0.750 0.200 0.750s 0.400 0.750 0.800 0.750 0.400 0.750
B27 0.400 0.125 0.400 0.750 0.800 0.375 0.400 0.750 0.400 0.750 0.400 1.500
B31 0.400 0.063 0.400 0.750 0.400 0.375 0.400 0.750 0.400 0.750 0.800 0.750
平均 0.765 0.088 1.247 0.574 1.600 0.452 1.235 0.574 1.078 0.507 1.176 1.147
 注:平均值是根据除菌株B12之外的数据计算而得;标有“s”的数据表示联用与单用的 MIC相同。

表3 氟苯尼考与6种中药联用抑菌效应的评价

病原
菌

氟苯尼考+五倍子

FIC 评价

氟苯尼考+大黄

FIC 评价

氟苯尼考+石榴皮

FIC 评价

氟苯尼考+虎杖

FIC 评价

氟苯尼考+黄芩

FIC 评价

氟苯尼考+黄连

FIC 评价

B01 1.25 无关 1.00 相加 1.00 相加 1.50 无关 0.50 显著协同 0.50 显著协同

B02 0.75 协同 0.75 协同 0.75 协同 1.25 无关 0.63 协同 1.25 无关

B05 0.75 协同 0.75 协同 0.75 协同 1.25 无关 0.63 协同 1.00 相加

B08 1.00 相加 0.75 协同 1.00 相加 1.25 无关 0.63 协同 1.00 相加

B09 0.50 显著协同 0.75 协同 1.00 相加 0.50 显著协同 1.00 相加 0.75 协同

B10 0.75 协同 0.75 协同 1.00 相加 1.25 无关 0.75 协同 1.00 相加

B11 1.25 无关 1.25 无关 1.00 相加 0.50 显著协同 0.75 协同 0.75 协同

B12 0.75 协同 1.00 相加 1.25 无关 1.50 无关 0.63 协同 0.63 协同

B13 0.75 协同 1.25 无关 0.75 协同 2.25 拮抗 0.63 协同 1.50 无关

B14 2.25 拮抗 1.25 无关 1.25 无关 1.13 无关 0.75 协同 1.00 相加

B15 0.75 协同 1.13 无关 0.75 协同 0.38 显著协同 0.75 协同 0.75 协同

B16 1.50 无关 1.00 相加 3.00 拮抗 1.25 无关 0.50 显著协同 0.75 协同

B17 0.75 协同 0.75 协同 0.38 显著协同 1.25 无关 0.38 显著协同 0.75 协同

B18 1.00 相加 1.00 相加 0.75 协同 0.75 协同 0.75 协同 0.63 协同

B19 0.75 协同 1.50 无关 1.50 无关 1.25 无关 1.00 相加 0.75 协同

B20 0.75 协同 0.75 协同 1.13 无关 0.38 显著协同 1.00 相加 0.38 显著协同

B27 2.23 拮抗 0.75 协同 1.00 相加 0.50 显著协同 0.75 协同 0.50 显著协同

B31 0.75 协同 0.75 协同 0.75 协同 0.50 显著协同 0.75 协同 0.75 协同

  由表2可以看出,中西药联用后,与五倍子和黄

芩联用的氟苯尼考对每株病原菌的 MIC均低于单

用 MIC;与其余中药联用的氟苯尼考对绝大多数病

原菌的 MIC均降低,仅对少数几株病原菌的 MIC
不变(在表中用“s”标出);只有与石榴皮联用的氟苯

尼考对B16菌株的 MIC提高了1倍。6种联用中
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药对大部分病原菌的MIC均低于对应单用MIC,仅
对少数几株病原菌的 MIC没有发生变化(在表中用

“s”标出),极个别出现略升高的现象(联用五倍子对

B14、B27的MIC与虎杖对B13的MIC比单用MIC
升高近1倍)。

由表3的FIC指数可知:氟苯尼考与五倍子联

用对18株病原菌中的11株可起到协同作用,协同

率为61.1%,其中有显著协同效应的仅1株;氟苯

尼考与大黄联用对9株病原菌起到协同作用,协同

率为50.0%,但没有显著协同效应;氟苯尼考与石

榴皮联用对7株病原菌起到协同作用,协同率为

38.9%,其中有显著协同效应的仅1株(占14.3%);
氟苯尼考与虎杖联用对7株病原菌起到协同作用,
协同率为38.9%,其中有显著协同效应的有6株

(占85.7%);氟苯尼考与黄芩联用对15株病原菌

起到协同作用,协同率为83.3%,明显好于其他联

用药方,其中有显著协同效应的有3株(占20.0%);
氟苯尼考与黄连联用对12株病原菌起到协同作用,
协同率为66.7%,其中有显著协同效应的有3株

(占25.0%)。可见,6种药方中氟苯尼考与黄芩联

用效果最好,其次是氟苯尼考与黄连联用,再次是氟

苯尼考与五倍子联用。

3 讨 论

3.1 氟苯尼考和中药分别单用对18株病原菌的抑

制效应

  本试验研究了氟苯尼考和6种中药对18株养

殖鳗鲡常见病原菌的抑制效应,结果表明,这几种药

物单用对18株常见病原菌均有一定的抑制作用。
氟苯尼 考 对17株 病 原 菌 的 平 均 MIC 为2.612

μg/mL;6种中药对17株病原菌的平均 MIC为

0.158~3.618mg/mL。林春友等[6]和姜新发[7]研

究了氟苯尼考以及多种中药对鳗弧菌、苏伯利产气

单胞菌以及肠型点状产气单胞菌的体外抑菌效应,
结果表明氟苯尼考对3株病原菌的 MIC为0.5~
3.0μg/mL;黄芩对3株病原菌的 MIC为15.0~
30.0mg/mL;大黄对3株病原菌的 MIC为15.0~
60.0mg/mL;黄连对3株病原菌的 MIC为30.0~
60.0mg/mL。与本试验的结果基本一致,其药效

浓度的差异可能是由试验方法和病原菌的种类不同

造成的。
由表1可知,氟苯尼考对B09、B12和B143株

病原菌抑制效应很差,MIC是其余病原菌的4~32
倍,说明这3株病原菌对氟苯尼考已具有较强的耐

药性;而且,其中的B12对中药也具有很强的耐药

性(本试验中的6种中药对B12的 MIC是其余17
株病原菌平均 MIC的6~45倍)。李仲兴等[8]报道

了黄连水煎液对112株临床分离得到的金黄色葡萄

球菌的抑制效应,结果显示黄连对112株试验菌中

的73株菌的 MIC仅为0.08mg/mL,但对3株菌

的 MIC则高达10.30mg/mL,这与本试验的结果

相符。近年来已有不少学者研究了中药对细菌的体

外抑菌效应,结果显示不同种类的病原菌对于中药

的耐受程度存在差异,但是同一株病原菌对于多种

中药均存在较强的耐药性的报道尚未出现,其耐药

机理还有待研究。

3.2 氟苯尼考和中药联用对18株病原菌的抑制

效应

  由本试验可以看出,氟苯尼考与不同中药联用

的抑菌效应因中药种类不同而差异明显。统计6种

配方对18株病原菌的联用抑制效应发现:拮抗作用

的仅 4 个,占 3.7%;无 关 作 用 的 有 24 个,占

22.2%;相加作用的有19个,占17.6%;协同作用

的61个,占56.5%(其中显著协同作用的有14个,
占协同作用的22.9%)。总体来说,氟苯尼考与中

药联用的抑菌效应好于单种药物的抑菌效应,半数

以上联用药方对病原菌的抑制起到了较好的协同作

用。其中氟苯尼考与黄芩联用的协同效果最好,除
了对B19和B20的作用是相加效应,其余均为协同

效应。
针对氟苯尼考耐药性较强的B09,除了氟苯尼

考与石榴皮和黄岑联用是相加作用外,其余4个中

西药联用药方对B09均起到协同作用;针对B14,仅
氟苯尼考与黄芩联用起到协同作用,氟苯尼考与黄

连联用起到相加作用,而氟苯尼考与五倍子联用为

拮抗作用,其余中西药联用均为不相关;针对氟苯尼

考和中药均有抗药性的B12,氟苯尼考分别与黄芩、
黄连、五倍子联用均起到了很好的协同作用,氟苯尼

考的 MIC降低了50.0%~75.0%,五倍子的 MIC
降低了50.0%,黄芩和黄连的 MIC降低了87.5%。
在实际生产应用中,可大大降低用药量。

随着近几年中西医结合工作的深入开展,中西

药的联合运用正日益引起国内外学者的广泛重视。
其主要优势有:一是协同作用。抗菌中药与抗生素
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联用时可以提高药效,如黄连与头孢菌素类抗生素

联用可以提高对大肠埃希氏菌、金黄色葡萄球菌、肺
炎克雷伯菌以及铜绿假单胞菌的抑制作用[9];有些

中药与抗生素联用,可以促进机体对抗生素的吸收,
如枳实可增加庆大霉素在胆道中的浓度[10]、茵陈浸

膏可促进灰黄霉素的吸收[11]。二是药效互补作用。
中药与抗生素联用时,能对抗内外毒素、促进机体各

种功能的恢复、缓解临床症状,如廖广仁等[12]报道

了庆大霉素在低浓度时可以诱导肺炎克雷伯菌内毒

素的释放,但双黄连与庆大霉素联用则可以减少内

毒素的释放。三是毒性互制。有些中药可以缓解或

降低抗生素的毒副作用,如甘草与链霉素联用时,可
以减轻链霉素所引起的耳鸣或眩晕等副作用,甘草

酸可与链霉素的碱性基因结合形成甘草酸链霉素,
从而减少链霉素对神经系统的伤害,且不影响链霉

素在体内的抗菌效力[13]。

3.3 中西药联用在实际生产中的运用

近年来日本以及欧美等国不断地提高养殖鳗鲡

出口药物残留限制的要求,日本在2009年2月发布

的《水产养殖用药第22号通报》指出:氟苯尼考在防

治鳗鲡爱德华氏菌病时建议口服药量为每天10.0
mg/kg,休 药 期 为7d,最 高 药 残 检 出 量 为 0.2
mg/kg[14]。因此,面对出口限制的严峻形式,降低

抗生素类药物在水产应用中的使用量迫在眉睫。本

试验在中、西药单用抑菌试验的基础上,选取6种中

药与氟苯尼考组成联用配方,考察了其对18株养殖

鳗鲡常见病原菌的体外抑菌效应。结果显示:氟苯

尼考与五倍子、大黄、黄连等6味中药两两联用对

18株养殖鳗鲡常见病原菌的FIC<1.0的配方所占

比例为56.5%,而FIC<1.0表明氟苯尼考与中药

联用的用药量比单用减少50%以上,由此说明合理

将中药与西药联用可减少西药在养殖生产中的使

用,进而可提高药效、减少病原菌耐药性的产生。本

研究可为开发高效的环境友好型的鱼病防治药物提

供理论依据。
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