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摘要# 目的!研究大蒜素联合盐酸小檗碱对临床常见菌及耐药菌的抗菌效果) 方法!采用微量肉汤稀释法测定供试药
物对 " 个常见菌% % 个标准菌% 和 % 个耐药菌的最小抑菌浓度 "*PS&% 微量棋盘稀释法和时间(杀菌曲线法评价两药
对各试验菌株的联合作用) 结果!当两药单独应用时% 其*PS值范围分别为大蒜素 &#.U%# "敏感株& d&%#$ "耐药
株& (?W4=% 盐酸小檗碱 (2U&%# "敏感株& d)&%U# "耐药株& (?W4=) 当两药联合应用时% 部分抑菌浓度指数 "FP’
SP& 值为 $U(# d&% 为相加作用) 从 %" [时间(杀菌曲线可以发现% 当两药单独应用时% 即使在 " o*PS下% 也未能
显示杀菌效应% 而联用时在相对较低质量浓度下显示出杀菌作用’ 还显示出在低于 *PS下具有弱协同 "敏感株& 或
者相加作用 "耐药株&) 结论!大蒜素和盐酸小檗碱联合应用% 具有良好的抗菌作用)
关键词! 大蒜素’ 盐酸小檗碱’ 抗菌’ 协同作用
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!!大蒜素 " @6511‘1LA6KJ1B6@0% +E/<&% 为百合科
葱属植物大蒜中的一种有机硫化合物% 在熟大蒜中
含有量较高#&’)$ ) 它具有广谱的抗菌#"$ * 抗真
菌##$ * 抗衣原体* 抗支原体和抗病毒#.$等作用)
目前% 大蒜素胶囊已用于临床治疗由病毒和细菌感
染的疾病) 盐酸小檗碱 " R0AR0A6>0[‘@A;:[1;A6@0%
IIC&% 为小檗科植物中一种天然的异喹啉类生物
碱% 具有广谱抗菌作用#($ % 其片剂和胶囊一直应
用于临床) 我国古代经典中医药学著作 .普济本
事方/ 记载有 0治脏毒% 蒜连圆) 鹰爪黄连末%
用独头蒜一颗% 煨香烂熟% 研和入臼% 治圆如梧子
大) 陈米饮下) 此药神妙2 处方) 该处方用于治
疗脏毒 "即肠道感染性疾病&% 按照现代研究% 该
方剂的主要药效成分为大蒜素和盐酸小檗碱#2’&$$ )

现代公共卫生面临的问题之一是耐药菌及其引
起的慢性感染性疾病) 而目前尚未见该处方的两种
主要成分大蒜素和盐酸小檗碱联合应用时的抗耐药
菌活性研究% 故本试验进行了大蒜素和盐酸小檗碱
抗六种肠道病原菌的活性研究% 并重点进行了抗产
超广谱内酰胺酶大肠埃希菌及耐甲氧西林金黄色葡
萄球菌的活性研究)
HI实验材料与仪器
&U&!供试药物!大蒜素 "+E/<% 批号 %$&)&&%-%
江苏正大清江制药有限公司 &’ 盐酸小檗碱
"IIC% 批号 %$&"$&&#% 南京春秋生物科技有限公
司&’ 注射用硫酸链霉素 "批号 &%$"&2% 山东鲁抗
医药股份有限公司&’ 注射用青霉素钠 "批号
<&%$($#% 山东鲁抗医药股份有限公司&)
&U%!试验菌株!大肠埃希菌 ";01<#&.1<.% 1*3.&
E/SS%#-%%* 金黄色葡萄球菌 "G’%$<93*1*1120%2J
&#20& E/SS%-%&)* 铜绿假单胞菌 "!0#2-*(*)%0
%#&2A.)*0%& E/SS%(2#) "镇江市疾病预防控制中
心&’ 溶血性葡萄球菌 " G’%$<93*1*1120<%#(*39’.1J
20&* 表皮葡萄球菌 " G’%$<93*1*1120#$.-#&(.-.0&*
肺炎克雷伯菌 "M3#7.0#33% $)#2(*).%#&* 产超广谱
内酰胺酶大肠埃希菌 "^A;@J:6>?0OL0>@0@’K̂0:LAJ4
R0L5’15:L545K0K;K1*3.% 3<I=K&* 耐甲氧西林金黄色
葡萄球菌 "*0L[6:6116>’A0K6KL5>LG’%$<93*1*1120%2J

&#20% *D<E& "江苏大学附属江滨医院病理科&)
&U)!主要试剂及仪器! <H_’%#$I型生化培养箱
"上海跃进医疗器械厂&’ <CY’22 型水浴恒温震荡
器 "江苏省金坛市医疗器械厂&’ <G’S]%F+双人
单面净化工作台 "苏州净化设备有限公司&’
/N)%2E电子分析天平 "德国 <5AL;A6JK公司&’ =<’
I#$=型立式压力蒸汽灭菌器 "江苏省金坛市医疗
器械厂&’ -. 孔微量板 "美国 S;A6>?公司&’ 可调
式移液枪 "美国/[0A4;010:LA;> :;Â;A5L6;>&)

吐温’%$ "批号 %$&"$.$)% 国药集团化学试剂
有限公司&’ 氯化三苯四氮唑 "LA6̂[0>‘1L0LA5b;16J4
:[1;A6@0% //S% 上海试剂三厂&’ *CI* *CE培养
基 "南京森贝伽生物科技有限公司&)
MI实验方法
%U&!供试药液的制备!大蒜素溶液的制备! 以
%$!的吐温’%$ 为溶剂% 配置 &$ 4?W4=的大蒜素
溶液) 盐酸小檗碱试剂! 以无菌水为溶剂% 配置
# 4?W4=的盐酸小檗碱溶液) 硫酸链霉素* 青霉素
钠溶 液 的 制 备! 以 生 理 盐 水 为 溶 剂% 配 置
& %2$ \W4=的溶液)
%U%!菌悬液的制备!将各试验菌株接种于 *CE
培养基上% )( g活化培养增菌 &2 d%" [% 取单个
菌于*CI培养基上% )( g培养 &2 d%" [) 用灭菌
生理盐水调整浊度至 $U# 麦氏 "约为 &U# o&$2SF\W
4=&% 备用)
%U)!最小抑菌浓度 $46>64516>[6R6L;A‘:;>:0>LA5’
L6;>% *PS& 的测定!采用标准微量肉汤稀释法#&&$ %
分别测定大蒜素与盐酸小檗碱对几种试验菌株的
*PS值) 在灭菌 -. 孔平底微量板上% 第 & 列每孔
加入 &$$ (=供试药液和 &$$ (=的 *CI培养基%
混匀后% 取第 & 列中药液 &$$ (=加入到第 % 列每
孔% 与第 % 列每孔中加入 &$$ (=的*CI培养基混
匀后% 从第 % 列中取 &$$ (=加入第 ) 列% 依次按
照液体的 % 倍稀释法将已制备的大蒜素及盐酸小檗
碱溶液分别稀释至 # d$U$)- $. 4?W4=和 %U# d
$U$&- #) 4?W4=) 同时做溶剂对照% 注射用硫酸链
霉素和注射用青霉素钠做阳性药物对照) 加入已调
至约 &U# o&$. SF\W4=的各试验菌株的菌悬液
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&$ (=% 最后的接种量控制在 &U# o&$# SF\W4=)
在 )( g下% 培养 &2 d%" [) 然后% 每孔加入
$U%#! //S# (=% 继续培养 % [) 用肉眼观察培养
孔% 呈现红色为有菌生长% 在阴性溶剂对照的前提
下% 判断供试样品是否具有抗菌活性% 记录结果)
每次试验重复 ) 次)

采用//S判定*PS的原理#&%$ % 即//S可被活
菌细胞内的琥珀酸脱氢酶等呼吸酶% 还原成不溶性
的红色甲臜颗粒% 使活菌呈现红色% 以鉴别菌体细
胞活性) 鉴于在常规操作下% 中药天然产物实际已
不能完全正确地反映样品的抑菌能力% 本研究采用
//S对菌体染色% 鉴别菌体细胞活性% 以不能显示
的质变范围来判读抑菌效果% 保证实验结果的准确
性和可靠性)
%U"!微量棋盘稀释法!采用微量棋盘稀释法% 测
定大蒜素和盐酸小檗碱两药联合的抗菌效果) 在
-. 孔平底微量培养板上% 以二维棋盘的纵向 "Ed
C& 和横向 "& d&%& 两个方向% 根据两药单用时
对试验菌株的 *PS值 "分别记为 *PS5和 *PSR&%
将两药分别以 " o*PSd&W&. o*PS的质量浓度联
合应用) 加入已制备的 &U# o&$.SF\W4=的菌悬液
&$ (=% 至最终菌悬液为 &U# o&$# SF\W4=) 在
)( g下% 培养 &2 d%" [) 然后% 每孔加入 $U%#!
//S# (=% 继续培养 % [) 用肉眼观察培养孔% 呈
现红色为有菌生长) 每次试验重复 ) 次) 考察每一
种药物联用时的 *PS "分别记为 *PSE和 *PSI&%
通过计算部分抑菌浓度指数 "BA5:L6;>516>[6R6L;A‘
:;>:0>LA5L6;> 6>@0O% FPSP&% FPSPn*PSEW*PS5 k
*PSIW*PSR% 判断两药体外药效学相互作用!
FPSP%$U# 时% 两药为协同作用’ $U# VFPSP%&
时% 两药为相加作用’ & VFPSP%% 时% 两药为无
关作用’ FPSPf% 时% 两药为拮抗作用#&)’&"$ )
%U#!%" [ 时间’杀菌曲线法!采用时间(杀菌曲
线试验#&#$ % 对大肠埃希菌 E/SS%#-%%* 金黄色葡
萄球菌 E/SS%-%&)* 3<I=K及 *D<E单独应用时
的杀菌效果及联合应用时的杀菌作用效果进行考
察) 以各试验菌株的 *PS值的实验结果为依据%
将两药分别稀释为 &W" o*PS* &W% o*PS* & o*PS
和 % o*PS) 加入已制备的 &U# o&$2 SF\W4=的菌
悬液至最终菌悬液为 &U# o&$# SF\W4=) 在 )( g
下振荡培养) 然后% 于 $* &* %* "* 2* &%* %" [
取 &$ (=菌悬液按 &$ 倍倍比稀释% 取 &$$ (=稀释
液均匀涂布于 *CE平板上) )( g培养 &2 d%" [
后进行菌落计数) 以时间点为横坐标% 以不同时间

点生长的菌落数的对数为纵坐标绘制时间杀菌曲
线) 每次试验重复 ) 次)

两药联合时间(杀菌曲线% 将两药分别稀释为
&W" o*PS* &W% o*PS* & o*PS和 % o*PS% 各取
%U# 4=置于试管中% 使最终药物体积为 # 4=) 加
入已制备的 &U# o&$2 SF\W4=的菌悬液至最终菌
悬液为 &U# o&$# SF\W4=) 在 )( g下振荡培养)
然后% 于 $* "* 2* &%* %" [取 &$ (=菌悬液按 &$
倍倍比稀释% 取 &$$ (=稀释液均匀涂布于*CE平
板上) )( g培养 &2 d%" [ 后进行菌落计数) 以时
间点为横坐标% 以不同时间点生长的菌落数的对数
为纵坐标绘制时间杀菌曲线) 每次试验重复 ) 次)

根据文献报道% 通过比较两药联用时在 %" [ 的
菌落数1;?&$SF\W4=与单药应用时抑菌活性最好的
药物在 %" [ 的菌落数 1;?&$SF\W4=之差 *=S%"

#&.$ !
*=S%""%% 协同作用’ &&*=S%" V%% 相加作用’ h
&&*=S%" V&% 无关作用’ *=S%" Vh&% 抵抗作用)
同时% 用两药联用时 %" [ 的菌落数1;?&$SF\W4=与
$ [的菌落数1;?&$SF\W4=之差") 或者V) 判断两
药联用为抑菌作用或者杀菌作用#&($ )
NI结果
)U&!*PS值及微量棋盘稀释法!实验结果显示%
注射用硫酸链霉素和注射用青霉素钠对大肠埃希菌
"E/SS%#-%%& 和金黄色葡萄球菌 "E/SS%-%&)&
的*PS值为 %$ \W4=和 %U# \W4=% 与文献报道类
似#&2$ ) 大蒜素对革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌
"E/SS%-%&)&* 溶血性葡萄球菌* 表皮葡萄球菌
的*PS值分别为 &#.U%#* .%#* .%# (?W4=% 盐酸
小 檗 碱 的 *PS 值 分 别 为 &#.U%#* (2U&%#*
&#.U%# (?W4="表 &&) 当两药联用时其 FPSP值为
$U(#* &* $U(#% 显示为相加作用) 大蒜素对革兰
氏阴性菌大肠埃希菌 "E/SS%#-%%&* 铜绿假单胞
菌 "E/SS%(2#)&* 肺炎克雷伯菌的*PS值分别为
&#.U%#* )&%U#* &#.U%# (?W4=% 盐酸小檗碱的
*PS值分别为 &#.U%#* &#.U%#* )&%U# (?W4=) 当
两药联用% 都为相加作用 "表 %&) 对产超广谱内
酰胺酶大肠埃希菌 "3<I=K& 和耐甲氧西林金黄色
葡萄球菌 "*D<E&% 大蒜素联合盐酸小檗碱具有
相加的抑菌作用 "表 )&)

实验结果显示% 当两药联用时对所有试验菌株
表现出良好的相加抑菌效果) 同时% 由表 & d) 可
知% 硫酸链霉素对耐药菌 3<I=K的 *PS值为质控
菌大肠埃希菌 "E/SS%#-%%& 的 )% 倍% 而在相同
的条件下大蒜素为 % 倍% 盐酸小檗碱为 & 倍’ 青霉
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表 HI大蒜素及盐酸小檗碱对革兰氏阳性菌的抗菌作用
</9KHI:,(#9/’(&5#/4&%%&’()"%B:<*/,!;;@/-/#,)(-5/6U2")#(#S&9/’(&5#36

受试菌株 青霉素W"\,4=h&&
大蒜素W"4?,4=h&& 盐酸小檗碱W"4?,4=h&&
单用 联用 单用 联用

FPSP 作用方式

金黄色葡萄球菌"E/SS%-%&)& %U# $U&#. %# $U$(2 &%# $U&#. %# $U$)- $U(# 相加
溶血性葡萄球菌"%$&"$&$%&& 2$ $U.%# $U)&% # $U$(2 &%# $U$)- & 相加
表皮葡萄球菌"%$&"$&$%%& )%$ $U.%# $U)&% # $U&#. %# $U$)- $U(# 相加

表 MI大蒜素及盐酸小檗碱对革兰氏阴性菌的抗菌作用
</9KMI:,(#9/’(&5#/4&%%&’()"%B:<*/,!;;@/-/#,)(-5/6U,&-/(#S&9/’(&5#36

受试菌株
硫酸链霉素W

"\,4=h&&
大蒜素W"4?,4=h&& 盐酸小檗碱W"4?,4=h&&
单用 联用 单用 联用

FPSP 作用方式

大肠埃希菌"E/SS%#-%%& %$ $U&#. %# $U$(2 &%# $U&#. %# $U$)- $U(# 相加
铜绿假单胞菌"E/SS%(2#)& 2$ $U)&% # $U&#. %# $U&#. %# $U$)- $U(# 相加
肺炎克雷伯菌"%$&"$&%)& &$ $U&#. %# $U$)- $U)&% # $U&#. %# $U(# 相加

表 NI大蒜素及盐酸小檗碱对耐药菌的抗菌作用
</9KNI:,(#9/’(&5#/4&%%&’()"%B:<*/,!;;@/-/#,)(!53-U5&)#)(/,’&9/’(&5#36

受试菌株
阳性药物W

"\,4=h&&
大蒜素W"4?,4=h&& 盐酸小檗碱W"4?,4=h&&
单用 联用 单用 联用

FPSP 作用方式

3<I=K"%$&"$.%"&& ."$ $U)&% # $U&#. %# $U&#. %# $U$(2 &%# & 相加
*D<E"%$&"$.%"%& )%$ &U%# $U.%# $U&#. %# $U$)- $U(# 相加

素钠对耐药菌 *D<E的 *PS值为质控菌金黄色葡
萄球菌 "E/SS%-%&)& 的 &%2 倍% 然而在相同的
条件下大蒜素为 % 倍% 盐酸小檗碱为 & 倍) 所以%
大蒜素及盐酸小檗碱比阳性药物对耐药菌的抑制作
用强#&-$ )
)U%!%" [时间’杀菌曲线!大蒜素对大肠埃希菌
"E/SS%#-%%&* 金黄色葡萄球菌 "E/SS%-%&)&*
3<I=K及*D<E的 %" [ 时间(杀菌曲线随着剂量
的增加% 呈现出剂量依赖特性 "图 &&) 盐酸小檗
碱对 " 株菌株也显示了相同的剂量依赖性 "图 %&)
大蒜素和盐酸小檗碱在细菌生长的 %" [ 内% 对前
" [细菌生长有明显的抑制作用% 说明大蒜素和盐
酸小檗碱对对数生长期的细菌有抑制作用) 但是%
当大蒜素及盐酸小檗碱单独应用时% 在 " o*PS下
对 " 株试验菌株在培养至 %" [ 时不能看出抑菌或
者杀菌效果% 这种抑菌趋势与文献报道类似#%$$ )

当两药联用时% 随着两药质量浓度的增加% 出
现杀菌效果! 对大肠埃希菌 "E/SS%#-%%&% & o
*PSIICk& o*PS+E/<在 2 [时引起细胞死亡达
到杀菌效果’ 对金黄色葡萄球菌 "E/SS%-%&)&%
& o*PSIICk& o*PS+E/< 在 2 [ 时也引起细胞
死亡达到杀菌效果’ 对3<I=K% & o*PSIICk% o
*PS+E/< 在 &% [ 时也引起细胞死亡达到杀菌效
果’ 对 *D<E% % o*PSIICk& o*PS+E/< 在
&% [时也有相同的杀菌效果 "图 )&) 此外% 两药
联用在 %" [点时% &W" o*PSIICk&W% o*PS

+E/<对大肠埃希菌 "E/SS%#-%%& 相对于抑菌活
性较强的单药下降 %U#( 1;?&$SF\W4=% 为协同作
用’ &W" o*PSIICk&W% o*PS+E/< 对金黄色葡
萄球菌 "E/SS%-%&)& 相对于抑菌活性较强的单
药下降 %U$.% 为协同作用’ &W% o*PSIICk
&W" o*PS+E/<对 3<I=K相对于较抑菌活性较强
的单药下降 &U2.% 为相加作用’ &W" o*PSIICk
&W% o*PS+E/< 对 *D<E相对于抑菌活性较强的
单药下降 &U$2% 为相加作用 "图 "&)
VI讨论

综上所述% 由于抗生素的滥用等导致很多细菌
耐药% 给人类健康造成了严重的威胁) 细菌耐药及
耐药菌所引起的一系列慢性疾病% 成为了现代公共
卫生面临的问题之一) 寻找低毒有效的抗菌药物是
医药研究关注的焦点) 目前% 由于许多中草药成分
具有低毒且温和的抗菌效果% 同时还能够逆转耐药
菌的耐药性% 从中草药中寻找抗菌药物成为了热
点#%&$ ) 大蒜素及盐酸小檗碱是从天然药物中发现
的两种药物% 具有广谱抗菌作用并且已用于临床)

文献报道#%%$ % 盐酸小檗碱对革兰氏阳性菌及
耐药菌有良好的抑菌效果% 本研究与其相符) 同时
结果显示% 大蒜素对革兰氏阴性菌有良好的抑菌效
果) 此外% 有报道显示#%)$ % 大蒜素对幽门螺旋杆
菌被膜的杀菌作用是通过其挥发性和脂溶性% 穿透
细菌的细胞生物膜% 从而破坏和摧毁其细胞#%"$ )
可以发现大蒜素和盐酸小檗碱这两种化合物% 一种
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图 HI大蒜素对试验菌株的时间(杀菌曲线 $!P"% #QN&
J#-KHI<#6&UT#44’35S&)"%B:<*/-/#,)((&)(&!)(5/#,)$!P"% #QN&

图 MI盐酸小檗碱对试验菌株的时间(杀菌曲线 $!P"% #QN&
J#-KMI<#6&UT#44’35S&)"%;;@/-/#,)((&)(&!)(5/#,)$!P"% #QN&

为脂溶性挥发性硫醚% 一种为水溶性生物碱% 在理
化性质上有互补的作用) 此外% 大蒜黄连丸这一古
方在我国古代已成功应用% 大蒜素和盐酸小檗碱为

其主要的成分% 我们推测认为将两药联合可能提高
其抗菌活性% 这是我们探索研究本课题的目的)

研究表明% 单独应用大蒜素及盐酸小檗碱对
)-#%
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图 NI大蒜素与盐酸小檗碱联合的时间(杀菌曲线 $!P"% #QN&
J#-KNI<#6&UT#44’35S&)"%B:<*/,!;;@#,’"69#,/(#",/-/#,)((&)(&!)(5/#,)$!P"% #QN&

图 VI大蒜素与盐酸小檗碱单独及联合的时间(杀菌曲线 $!P"% #QN&
J#-KVI<#6&UT#44/))/7 "%(+&(8" !53-)/4",&/,!#,’"69#,/(#",/-/#,)((&)(&!)(5/#,)$!P"% #QN&

试验菌株具有抑菌活性% 但即使达到 " o*PS% 在
%" [ 培养下没有显示杀菌作用) 然而两药联用
时% 在 %" [培养下以相对较低质量浓度显示出杀
菌作用% 且在亚 *PS下具有弱协同或者相加的联
合作用)

本研究采用棋盘法及 %" [ 杀菌曲线法评价两
药联用效应时% 得出的结果基本一致% 个别处略有

不同) 这是由于两种评价方法在算法上不一致
所致#%#$ )

总之% 本研究显示大蒜素和盐酸小檗碱联合应
用时对供试的敏感菌株及耐药菌株 "3<I=K及*D’
<E& 显示出了较好的杀菌作用) 此外% 本研究还
需要进行更多的临床耐药菌株抑菌试验及其体内药
效评价)
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