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摘 　要 　为评价钙通道阻断剂维拉帕米对耐抗菌药物恩诺沙星鸡源大肠杆菌体外增敏作用 ,采用试管倍比稀释法

测定恩诺沙星、维拉帕米对临床分离的耐恩诺沙星、非耐恩诺沙星、标准大肠杆菌 O2 和 O78 共 96 株菌的最小抑菌

质量浓度 ;恩诺沙星与维拉帕米联合药敏试验采用试管棋盘法 ,用部分抑菌浓度指数判断增敏效果。结果表明 :维

拉帕米单独使用对 96 株菌的最小抑菌质量浓度值均大于 640μg/ mL ;维拉帕米与恩诺沙星联用后对 77 株耐恩诺

沙星大肠杆菌中 20 株表现为协同作用 ,46 株表现为相加作用 ;对其余 11 株临床耐药菌、17 株临床敏感菌和 2 株标

准敏感菌表现为无关作用 ,拮抗作用的为零。说明维拉帕米本身无抗菌活性 ,但对耐恩诺沙星鸡源大肠杆菌的耐

药性具有一定程度的增敏作用。
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Effect of verapamil on the re sistance of enrofloxacin2re sistant

Escherichia coli in vitro

Tian Yong , Qiao J ian , Zhao Lihong , Zhang J ianjun , Xu Tong , Li Kai , Wang Huiyu
(College of Veterinary Medicine , China Agricultural University , Beijing 100094 ,China)

Abstract 　The objective of this s tudy was to determine the effect of verap amil on the activities of enrifloxacin agains t

enrofloxacin2resis tant Es cherichia coli in2vitro. The minimal inhibitory concentrations (MICs ) of enrofloxacin and vera2
p amil on 96 s trains of E. coli (including standard O2 , O78) were tes ted with the method of broth two2fold dilution.

Then the check2board system was us ed to determine the fractional inhibitory concentration ( FIC) index of enrofloxacin

combined with verap amil. The combined s ensitivity tes t indicated that the synergic effect was 26 % (20/ 77) , addition

effect was 60 % (46/ 77) and indifferent effect was 14 % (11/ 77) of enrofloxacin2risis tant E. coli. The indifferent effect

was als oobs erved in all enrofloxacin2s ensitiv s trains (including two standard O2 , O78) . No antagonis tic effect was

found in vitro. Verap amil can reduce the resis tance of E. coli to enrofloxacin in vitro. The MICs of verap amil a gains t 96

E. coli s trains revealed that the efflux pump inhibitor had little effect on the E. coli its elf .
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　　恩诺沙星 (enrofloxacin , EN) 又称乙酰环丙沙

星 ,是第一个畜禽专用的氟喹诺酮类抗菌药物 ,具有

抗菌谱广、杀菌力强、体内分布广泛、生物利用度高

和使用方便等优点[1 ] ,自 1994 年农业部批准以来 ,

在兽医临床上得到广泛的使用 ;但由于不合理使用 ,

使禽源大肠杆菌对其产生了较为普遍的耐药性 ,并

有逐年增加的趋势 ,严重影响了其疗效和临床应

用[2 3 ] ,解决这一问题已成为研究人员急需探索的

课题。维拉帕米 (verapamil ,VP) 是一种钙通道阻断

剂 ,是人医临床最常用抗心率失常药。早在 1982

年 ,Tsuruo 等[4 ]就证实了维拉帕米对肿瘤细胞多药

耐药 (multi drug resistance , MDR) 表型具有逆转作

用。目前 ,VP 作为 MDR 的逆转剂在人医抗肿瘤方

面研究较多[5 ] ,作为细菌、真菌、原虫等微生物的耐
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药性的增敏剂也有报道[6 8 ] ,但增敏结论并不一致 ;

其对大肠杆菌多重耐药性的影响尚未见报道。本研

究旨在探索维拉帕米对耐恩诺沙星鸡源大肠杆菌耐

药性的影响 ,为寻找大肠杆菌有效的多重耐药抑制

剂提供实验依据。

1 　材料与方法

111 　药品及药液配制

恩诺沙星。由浙江新昌制药有限公司提供 ,批

号 :20021103 ,纯度 > 98 %。盐酸维拉帕米。由天津

中央药业有限公司提供 ,批号 : 20020301 ,纯度 >

99 %。无菌操作配制成 1128 mg/ mL 的标准储备

液 ,4 ℃冰箱保存备用。

112 　培养基

Muller2hinton 培养基 ,杭州天和微生物试剂有

限公司生产 ,批号 20020524。

113 　试验菌种

77 株耐恩诺沙星和 17 株非耐恩诺沙星大肠杆

菌分离自河北某肉鸡公司发病鸡群 ,并经 K2B 法筛

选 ;标准菌 O2、O78 购自中国兽医监测检验所。

114 　最小抑菌质量浓度( MIC)的测定

采用试管两倍稀释法[9 ] ,分别测定恩诺沙星、

维拉帕米单独对 94 株临床筛选大肠杆菌和标准菌

株 O2、O78 的最小抑菌质量浓度 (minimal inhibitory

concentrations , M IC) ,细菌接种量约为 105 cfu/ mL ,

试验时每种药物质量浓度作 3 个平行。

115 　联合药敏试验

采用棋盘试管法[9 ] ,恩诺沙星药物最高浓度管

为被检菌株 M IC 的 2 倍 ,对倍稀释到其 M IC 的 1/

16。维拉帕米最高质量浓度 64μg/ mL ,对倍稀释到

4μg/ mL 。每株菌重复 3 次棋盘试验。以部分抑菌

质量浓度指数 (f ractional inhibitory concetration in2
dex ,FICI)作为联合药敏试验的判断依据。FICI =

甲药联用 M IC 值/ 甲药单独使用 M IC 值 + 乙药联

用 M IC 值/ 乙药单独使用 M IC 值 ( FICI ≤015 时为

协同作用 ;015 < FICI ≤1 为相加作用 ;1 < FICI ≤2

为无关作用 ; FICI > 2 为拮抗作用) 。

2 　结果与分析

211 　恩诺沙星和维拉帕米单独使用对试验菌株

MIC的测定

　　恩诺沙星单独对耐恩诺沙星 E. coli 的 M IC 在

8～1 024μg/ mL 之间 ,平均为 190176μg/ mL ;恩诺

沙星单独对敏感菌的 M IC 在 01015 6 ～01007 8μg/

mL 之间 ,平均为 01037 4μg/ mL ,可见耐药菌的

M IC 是敏感菌的 5 10015 倍 ;维拉帕米单独对耐药

和敏感大肠杆菌的 M IC 都大于 640μg/ mL (表 1) 。

212 　恩诺沙星和维拉帕米联合药敏试验结果

96 株 E. coli 包括 2 株标准菌株 (O2、O78)对恩

诺沙星和维拉帕米联合药敏试验结果表明 ,30 株表

现为无关作用 ,占被检菌株的 3113 % ;20 株表现为

协同作用 ,占被检菌株的 2018 % ;46 株表现为相加

作用 , 占被检菌株的 4719 % ; 拮抗作用的为 0

(表 1) 。

3 　结论与讨论

1)维拉帕米 (VP)本身无抗菌活性。VP 作用是

协同抗菌药物 ,阻止细菌对抗菌药物的外排作用 ,增

加药物在菌体内的集聚 ,因此其本身无抗菌活性。

本试验中 VP 单独对 94 株临床筛选耐恩诺沙星和

敏感大肠杆菌以及 2 株标准菌 O2 和 O78 的 M IC

值都 > 640μg/ mL ,与 EN 联合药敏试验时 ,未加

EN 抗菌药物的各质量浓度的 VP 肉汤培养液中细

菌生长良好 ,说明 VP 本身对大肠杆菌没有抑菌作

用或其抑菌作用很弱 ,这与文献[ 10 ]报道一致。

2)体外 VP 对耐药性大肠杆菌具有一定的增敏

作用。大肠杆菌产生多重耐药的基本原因之一 ,就

是细菌能把药物有效地排出细胞外 ,使细菌体内药

物蓄积质量浓度低于有效范围。该外排作用是由细

胞膜上 NorA、AcrAB 或其他蛋白在能量支持下完成

的。VP 可阻断细菌膜蛋白 NorA、AcrAB 等介导的

对喹诺酮类药物的主动外排系统而增加药物的敏感

性[11 ] 。本试验中 77 株耐药性大肠杆菌的肉汤培养

物中加入 VP 后 ,有 66 株 E. coli 的 M IC 减少 2～4

倍 ,表明 VP 对对大肠杆菌的耐药性具有一定的逆

转作用 ,但耐药性不能完全消失。其机制是否和肿

瘤细胞一样通过竞争抑制能量依赖的主动外排系统

而增敏 ,尚需深入研究。有 11 株耐药大肠杆菌 , EN

与 VP 合用后表现无关作用 ,表明该菌株的耐药性

可能由 gyrA 等单个或多个基因的突变所造成 ,与外

排泵蛋白关系不大。耐药性大肠杆菌对 EN 的 M IC

不随 VP 在肉汤中浓度的增大而减小 ,提示 VP 对

恩诺沙星耐药性 E. coli 的增敏作用没有剂量依

赖性。
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表 1 　恩诺沙星和维拉帕米联合药敏试验结果

Table 1 　MIC of enrofloxacin and the effect of combinations with verapamil against E. coli

菌株来源 菌株数
ρ(恩诺沙星) / (μg/ mL) ρ(维拉帕米) / (μg/ mL)

单用 MIC 联合 MIC 单用 MIC 联合 MIC

部分抑菌

浓度指数

相关

作用

占被检菌

百分率/ %

4 0. 015 6 0. 015 6 > 640 > 64 > 1～2 无关

临床敏感菌 6 0. 031 3 0. 031 3 > 640 > 64 > 1～2 无关

7 0. 062 5 0. 062 5 > 640 > 64 > 1～2 无关

标准菌 O2/ O78
1 0. 015 6 0. 015 6 > 640 > 64 > 1～2 无关

1 0. 007 8 0. 007 8 > 640 > 64 > 1～2 无关 31. 3 %

7 8 8 > 640 > 64 > 1～2 无关

3 32 32 > 640 > 64 > 1～2 无关

1 64 64 > 640 > 64 > 1～2 无关

13 8 4 > 640 16 < 0. 525 相加

12 16 8 > 640 16 < 0. 525 相加

7 32 16 > 640 16 < 0. 525 相加 47. 9 %

临床耐药菌
8 64 32 > 640 16 < 0. 525 相加

6 128 64 > 640 16 < 0. 525 相加

1 128 8 > 640 16 < 0. 088 协同

5 256 32 > 640 16 < 0. 150 协同
20. 8 %

6 512 64 > 640 16 < 0. 150 协同

8 1 024 256 > 640 16 < 0. 275 协同

　　3) VP 对非耐药性大肠杆菌无增敏作用。标准

菌株 O2 和 O78 以及临床分离非耐 EN 大肠杆菌 ,

VP 与 EN 合用后菌株对 EN 的 M IC 无变化 ,表明

VP 对非耐药 E. coli 没有增敏抗菌药物的作用。提

示大肠杆菌对 EN 的主动外排泵不是 E. coli 所固

有的 ,正常情况下 norA、acrAb 等基因或其相关基因

没有过量表达或弱表达 ,当长时间受到环境中的作

用底物诱导时 ,泵系统的基因被激活 ,表达增加 ,细

菌外排药物的功能显著增强而发生耐药[12 ] ,是否如

此还需采用分子生物学方法进一步研究证实。

朱雯等[12 ]报道 20μg/ mL 的 VP 没有使临分离

的 86 株铜绿假单胞菌对氧氟沙星、环丙沙星、洛美

沙星和诺氟沙星的耐药性降低 ;潘炜华等[10 ]报道 ,

VP 在体外 25μg/ mL 时 ,30 株耐药性淋球菌对阿米

卡星、哌拉西林、红霉素、链霉素和四环素均有不同

程度的增敏作用 ;本试验中 VP 大于 16μg/ mL 时 ,

66 株临床分离的耐恩诺沙星性大肠杆菌对恩诺沙

星的耐药性都有不同程度的降低。因此 ,维拉怕米

逆转多重耐药的表型与本身的质量浓度、抗菌药物

的种类及耐药菌的耐药机制三者有关 ,影响或完全

改变其中任一因素都会不同程度地影响逆转效果。
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·科研简讯·

我校“国家动物海绵状脑病实验室”建设项目通过验收

2006 年 10 月 29 日 ,“中国农业大学国家动物海绵状脑病实验室”建设项目通过了以中国药品生物制品

检定所贺争鸣研究员为组长的专家组的检查和验收。

该实验室由生物安全三级实验室 (BSL23 实验室) 、动物生物安全三级实验室 (ABSL23 实验室) 和基础实

验室组成 ,总面积 960 平方米 ,购置仪器设备 93 台套 , 是农业部指定的国家动物传染性海绵状脑病检测实

验室 ,承担我国北方地区疯牛病的检测任务和羊痒病的流行病学调查研究任务。通过该项目的实施 ,建立了

动物传染性海绵状脑病检测技术平台 ,申请并承担了 19 项国家级、部级研究课题 ,开展了动物传染性海绵状

脑病和牛结核病的致病机理和诊断方法的研究 ,克隆并表达了多种动物朊蛋白和牛结核分枝杆菌蛋白 ,初步

建立了多种诊断试剂盒 ,为科研成果的转化奠定了基础。

该项目的建设与运行 ,极大地促进了学科建设和人才培养。已培养硕士、博士研究生 54 名 ,在国内、外

期刊上发表论文 60 余篇 ,其中 SCI 收录论文 19 篇。编译著作 4 部 ,获省部级奖 1 项 ,“牛朊病毒抗体及其制

备方法”荣获国家专利。该实验室曾多次接待美国、英国等国家的动物海绵状脑病实验室及国际动物卫生组

织的有关专家 ,积极开展对外交流与合作 ,促进了我国动物海绵状脑病检测技术和研究水平的提高。

(科学技术处供稿)
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