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·临床论著·

大蒜素对耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼

不动杆菌体外抑菌作用的研究

于亮　王梅　姜梅杰　李玉臣　刘爱华

　　【摘要】　目的　探讨大蒜素对耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的杀菌作用，及其与碳青霉烯类抗菌药
物（亚胺培南和美罗培南）联合使用的抑菌疗效。方法　采用改良三维实验对２４株多耐药鲍曼不动
杆菌产生的碳青霉烯酶进行鉴定。采用ＭＨ肉汤法，确定大蒜素、美罗培南、亚胺培南，大蒜素＋美罗
培南和大蒜素＋亚胺培南的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值，计算两药联用的部分抑菌浓度（ＦＩＣ）指数。采用
微孔板生物检测法检测大蒜素、大蒜素与美罗培南、亚胺培南两药联用的抑菌率。ＭＨ肉汤法检测还
原型谷胱甘肽对大蒜素抑菌作用的影响；检测与不同浓度（３２、６４和１２８μｇ／ｍｌ）大蒜素作用后，细菌
体内谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基和总巯基的浓度。结果　大蒜素对２４株耐碳青霉烯抗菌药物鲍
曼不动杆菌的ＭＩＣ值均为５１２μｇ／ｍｌ，美罗培南为１２８μｇ／ｍｌ，亚胺培南为６４μｇ／ｍｌ，两种药物联用：
大蒜素＋美罗培南、大蒜素＋亚胺培南ＦＩＣ值均为０．２５，大蒜素与碳青霉烯类抗菌药物联用较碳青
霉烯类抗菌药物单独使用的抑菌率显著升高。０．３ｍｇ／ｍｌ还原型谷胱甘肽 ＋不同浓度大蒜素组较单
用不同浓度大蒜素组的抑菌率显著下降。不同浓度（３２、６４和１２８ｇ／ｍｌ）大蒜素作用后，细菌谷胱甘
肽、抗超氧阴离子自由基和总巯基分别为（４．５±０．７）ｍｇＧＳＨ／ｇｐｏｒｔ、（１１５．２±４．２）Ｕ／Ｌ、（０．１１±
０．０４）ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ；（５．５±０．６）ｍｇＧＳＨ／ｇｐｏｒｔ、（１３４．６±６．３）Ｕ／Ｌ、（０．１８±０．０６）ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ；
（６．８±０．８）ｍｇＧＳＨ／ｇｐｏｒｔ、（１４７．９±８．４）Ｕ／Ｌ、（０．２４±０．０２）ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ，较未应用大蒜素组差异
具有统计学意义，Ｐ均＜０．０１。不同浓度大蒜素组之间比较，细菌谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基和
总巯基，差异具有统计学意义，Ｐ均 ＜０．０１。结论　大蒜素对耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆
菌抑制作用与其引起细菌体内氧化失衡有关；大蒜素与碳青霉烯类抗菌药物（亚胺培南和美罗培南）

的联合使用对该细菌具有协同杀菌作用。
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　　鲍曼不动杆菌是目前临床上较为常见的条件致
病菌，研究表明其耐药性尤其是对碳青霉烯类抗菌

药物的耐药性近年来增长迅速［１］，甚至出现了仅对

黏菌素敏感而对其他抗菌药物均耐药的菌株［２］，如

何有效治疗多重耐药的鲍曼不动杆菌感染成为临床

上一项重要的课题。大蒜素（Ａｌｌｉｃｉｎ）是从蒜的球形
鳞茎中所提取的挥发性油状物，是大蒜的主要有效

成分［３］。近年来，国内外学者对大蒜的化学、药理和

临床应用等进行了多方面的研究，证实了大蒜素杀

菌力强，抗菌谱广，具有卓越的功效［４］。本研究对大

蒜素在抑制多耐药鲍曼不动杆菌方面的疗效及作用

机制进行了初步探讨，报道如下：

资料和方法

一、试验材料与主要仪器

临床分离细菌菌株共２４株，均为对碳青霉烯类
抗菌药物耐药的鲍曼不动杆菌，细菌耐药性分析采用

ＷａｌｋＡｗａｙ４０全自动鉴定仪及其配套，药敏测定板测
定最低抑菌浓度（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，
ＭＩＣ）值。ＭＨ琼脂为法国生物梅里埃公司产品。判
断标准按美国临床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）
２００７年推荐的方法及标准，以敏感（Ｓ）、中介（Ｉ）、耐
药（Ｒ）报告药敏试验结果。药物大蒜素注射液浓度
为３０ｍｇ／１０ｍｌ，山东鲁抗辰欣药业有限公司产品；还
原型谷胱甘肽规格为６００ｍｇ／支，意大利斯德大药厂
产品。ＭＨ肉汤和ＭＨ琼脂购自美国Ｄｉｆｃｏ公司；比浊
仪（法国生物梅里埃公司）；连续微量加样器（美国

Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；八导微量加样器（美国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公
司）；４８和９６孔平板（国产）。谷胱甘肽分析试剂盒、
抗超氧阴离子自由基检测试剂盒和总巯基检测试剂

盒均购自南京建成生物工程公司。

二、方法

１．菌悬液的配制：从已分纯并过夜新鲜培养的
细菌平板上挑取４～５个菌落，接种于ＭＨ肉汤中增
菌６ｈ。菌液用３ｍｌＭＨ肉汤以比浊仪校正浊度至
０．５麦氏单位，再用 ＭＨ肉汤稀释至 １．５ ×１０５

ＣＦＵ／ｍｌ。
２．大蒜素储备液为３ｍｇ／ｍｌ，亚胺培南储备液

为１０２４μｇ／ｍｌ，美罗培南储备液为１０２４μｇ／ｍｌ。
３．微量肉汤稀释法将大蒜素注射液、亚胺培南、美

罗培南与已灭菌ＭＨ肉汤倍比稀释成１１个浓度，将配
好的不同浓度的大蒜素与该抗菌药物按棋盘法设计，

两两组合加入９６孔平板中，每种抗菌药物取５０μｌ，再
将５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的菌液１００μｌ加入孔中，３７℃过夜
培养。观察结果，记录单独应用两药的 ＭＩＣ，记录为
ＭＩＣ甲药单用和ＭＩＣ乙药单用，并观察两药联用的ＭＩＣ甲药联用和
ＭＩＣ乙药联用，相加值最小数值作为最佳组合，计算部分抑
菌浓度（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＦＩＣ）指数。
ＦＩＣ＝ＭＩＣ甲药联用／ＭＩＣ甲药单用 ＋ＭＩＣ乙药联用／ＭＩＣ乙药单用，ＦＩＣ
指数为≤０．５、＞０．５～１、＞１～２、＞２时分别表示协
同、相加、无关和拮抗作用。

三、不同浓度药物抑菌率曲线测定

微孔板生物检测法：平底９６微孔板上取３个微
孔作为空白对照孔，分别将１．５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的菌
液２５０μｌ加入孔中，取３个微孔作为菌液对照孔。每
个微孔内分别装有２００μｌ１．５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的的细
菌培养液，再将浓度为１２８μｇ／ｍｌ、６４μｇ／ｍｌ、３２μｇ／
ｍｌ、１６μｇ／ｍｌ和８μｇ／ｍｌ大蒜素、０．３ｍｇ／ｍｌ还原型谷
胱甘肽分别加入微孔，１．５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的的细菌培
养液补充终体积为２５０ｍｌ，作为样品测定孔。于３７℃
过夜培养，波长６００ｎｍ下测定微孔板中各孔内培养
液的吸光度（Ａ）值，计算各孔中样品的抑菌率。抑菌
率计算公式如下：

抑菌率％＝ＡＲ－Ａ／ＡＲ－ＡＢ×１００％
式中：ＡＲ：菌液对照孔的吸光值，ＡＢ：空白对照孔

的吸光值，Ａ：样品测定孔的吸光值。分别统计大蒜
素、大蒜素 ＋谷胱甘肽的抑菌率，以抑菌率为纵坐
标，以浓度为横坐标绘制曲线。

四、细菌体内谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基和

总巯基检测

谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基和总巯基检测

试剂盒均为南京建成生物工程公司产品。大蒜素的
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药物浓度分别为１２８μｇ／ｍｌ、６４μｇ／ｍｌ、３２μｇ／ｍｌ和
１６μｇ／ｍｌ。同时设置对照组，取相同量细菌（浓度
１．５×１０８ＣＦＵ）１００μｌ将细菌接种于４８孔培养板
中，培养２４ｈ后，离心收集细菌，０．０１ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ
液洗涤３次，重新离心倾尽上清，复加 ＰＢＳ２００μｌ，
采用反复冻融法（－７０℃ ～３７℃），期间加用两次超
声裂解细菌，离心后收集上清，蛋白定量。按照说明

书进行谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基和总巯基检

测，每个指标设置３个样本，记录结果。
五、碳青霉烯酶检测方法

１．酶粗提液的制备：参照文献［５］中方法，细菌

经过培养后，收集３麦氏单位的细菌，离心后，采用
反复冻融法（－７０℃ ～３７℃）进行酶粗提液的制备。
酶粗提液接种ＭＨ琼脂平皿，３５℃温箱孵育２４ｈ，见
无菌落生长即为合格。

２．改良三维试验：参照文献［６］中方法，反复冻融

法制备酶粗提液，将 ０．５麦氏浓度铜绿假单胞菌
２７８５３菌液均匀涂布于ＭＨ琼脂平板。在平板中间贴
１张含１０μｇ美罗培南纸片，用无菌手术刀在距纸片５
ｍｍ处呈放射状由里向外切四道沟槽，由里向外加１０
μｌ待测鲍曼不动杆菌酶粗提液。３７℃培养过夜，沟槽
与抑菌圈交界出现扩大的蚀环状长菌区域为三维试

验阳性，即产碳青霉烯酶。以产ＫＰＣ２型碳青霉烯酶
肺炎克雷伯菌酶粗提液为阳性对照，铜绿假单胞菌

２７８５３酶粗提液为阴性对照。
六、统计学处理

采用ＳＳＰＳ１３．０软件对数据进行处理，多组计
量均数比较采用方差分析，两组计量均数比较采用ｔ
检验，以Ｐ＜０．０５具有统计学意义。

结　　果

一、耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌产碳

青霉烯酶的鉴定

ＶＩＴＥＫ重新鉴定，结果显示２４株临床分离耐碳
青霉烯类鲍曼不动杆菌全部对亚胺培南、美罗培南耐

药，改良三维实验验证均产碳青霉烯酶，见图１。
二、大蒜素对２４株耐药鲍曼不动杆菌药敏试验
大蒜素对２４株耐碳青霉烯抗菌药物鲍曼不动

杆菌的ＭＩＣ值均为５１２μｇ／ｍｌ。
三、还原型谷胱甘肽对大蒜素抑菌率的影响

不同浓度大蒜素与大蒜素＋０．３ｍｇ／ｍｌ还原型
谷胱甘肽抑菌率比较，大蒜素组较相同浓度大蒜素＋
０．３ｍｇ／ｍｌ还原型谷胱甘肽组抑菌率升高，见图２。

四、大蒜素对细菌谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由

基和总巯基的影响

对照组和经不同浓度大蒜素（３２、６４、１２８μｇ／ｍｌ）
作用组，细菌谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基和总巯

基的含量差异均有统计学意义，Ｆ分别为 ７７．３０、
２９２．３７和１９．６３，Ｐ均＜０．０１。不同浓度大蒜素组比
较差异具有统计学意义，Ｐ均＜０．０１，见表１。

五、美罗培南、亚胺培南、大蒜素单药或大蒜素

联合两种药物对２４株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌
的药敏ＭＩＣ及ＦＩＣ值
２４株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌对美罗培南

的ＭＩＣ值均为１２８μｇ／ｍｌ，对大蒜素的 ＭＩＣ值均为
５１２μｇ／ｍｌ，对亚胺培南的ＭＩＣ值均为６４μｇ／ｍｌ。

大蒜素联合美罗培南、大蒜素联合亚胺培南对

２４株耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌药敏 ＦＩＣ值分别
为０．２５，０．２５，指数≤ ０．５为具有协同作用。

六、药物浓度与抑菌率的相关性

不同浓度亚胺培南 ＋大蒜素 １２８μｇ／ｍｌ、６４
μｇ／ｍｌ的抑菌率较单纯应用亚胺培南和大蒜素显著升
高（Ｐ＜０．０１），见图３。不同浓度美罗培南＋大蒜素
（１２８μｇ／ｍｌ、６４μｇ／ｍｌ）抑菌率较单纯应用美罗培南
和大蒜素显著升高（Ｐ＜０．０１）。

表１　大蒜素对细菌谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基和总巯基的影响 （珋ｘ±ｓ）

样本数 谷胱甘肽 （ｍｇＧＳＨ／ｇｐｏｒｔ） 抗超氧阴离子自由基 （Ｕ／Ｌ） 总巯基 （ｍｍｏｌ／ｇｐｒｏｔ）

对照组 ６ 　　９．７±０．３ 　　２１５．２±５．２ ０．３０±０．０５

大蒜素组

　　１２８μｇ／ｍｌ ６ 　　４．５±０．７ａ 　　１１５．２±４．２ａ ０．１１±０．０４ａ

　　６４μｇ／ｍｌ ６ 　　５．５±０．６ａｄ 　　１３４．６±６．３ａｃ ０．１８±０．０６ａｄ

　　３２μｇ／ｍｌ ６ 　　６．８±０．８ａｃｅ 　　１４７．９±８．４ａｃｅ ０．２４±０．０２ｂｅｆ

Ｆ 　　７７．３０ 　　２９２．３７ １９．６３

Ｐ 　　０．００００ 　　０．００００ ０．００００

　　注：与对照组相比，ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５；与１２８μｇ／ｍｌ大蒜素组相比，ｃ：Ｐ＜０．０１，ｄ：Ｐ＜０．０５；与６４μｇ／ｍｌ大蒜素组比较，ｅ：Ｐ＜
０．０１，ｆ：Ｐ＜０．０５
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注：改良三维实验验证，在亚胺培南周围４孔内，
添加鲍曼不动杆菌酶提取物后，抑菌圈缩小 ，整

个抑菌圈呈正方形

图１　鲍曼不动杆菌产碳青霉烯酶鉴定

图２　大蒜素与大蒜素 ＋０．３ｍｇ／ｍｌ还原型谷胱甘肽抑菌率

图３　大蒜素、亚胺培南对耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的抑菌率变化
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图４　大蒜素、美罗培南对耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌抑菌率变化

讨　　论

大蒜提取物具有广谱的抗菌活性，对常见的Ｇ＋

和 Ｇ－细菌均有较好的抗菌作用。大蒜素抗菌活性
主要在于其能够与含有巯基的酶相互作用，能够不

可逆地抑制巯基蛋白酶的活性［７］；氧化应激也参与

了大蒜素对细菌的杀伤作用［８］；超氧自由基的产生

会直接或间接损害细胞，然后攻击生物大分子（如脂

质、蛋白质和核酸等）引起超氧化反应，会引起细胞

结构和功能的破坏［９］，抗超氧自由基对其有拮抗的

作用。谷胱甘肽是一种具有重要生理功能的活性三

肽，是机体内一种强抗氧化剂，具有很好的消除自由

基的作用［１０］。细胞内巯基的氧化可诱导细胞

凋亡［１１］。

本研究将细菌谷胱甘肽、抗超氧自由基和巯基

作为判断细菌氧化应激检测的指标，对大蒜素作用

后细菌体内的谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基、总巯

基的检测发现，在不同浓度大蒜素作用后，多耐药鲍

曼不动杆菌体内谷胱甘肽、抗超氧阴离子自由基、总

巯基等水平明显受到抑制，且随着大蒜素的浓度升

高，抑制效果越明显，而通过补充还原型谷胱甘肽

后，大蒜素抑菌效果下降。提示大蒜素可能通过降

低细菌体内谷胱甘肽的合成、降低总巯基水平、减少

细菌抗氧化能力而起到杀菌作用。

对于临床分离的金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球

菌和铜绿假单胞菌，大蒜素单用的抗菌活性并不显

著。但其能够加强头孢唑啉、苯唑西林、头孢哌酮这

三种β内酰胺类抗菌药物在亚抑菌浓度的抗菌活
性［１２］。本研究发现大蒜素与碳青霉烯类抗菌药物

联用，在一定的大蒜素浓度下，美罗培南和亚胺培南

的ＭＩＣ值显著降低，在较高大蒜素浓度（＞１２８

μｇ／ｍｌ）时，两种碳青霉烯类抗菌药物 ＭＩＣ甚至变为
敏感值，同时计算大蒜素与两种碳青霉烯类抗菌药

物的ＦＩＣ值均为０．２５，提示大蒜素与两种抗菌药物
联用存在协同作用。通过对亚抑菌状态下抑菌率的

比较，大蒜素与两种碳青霉烯类抗菌药物联用后，抑

菌率显著提高，进一步提示大蒜素与碳青霉烯类抗

菌药物联用对耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌

的抑制作用。

大蒜素联合碳青霉烯类抗菌药物能够有效降低

细菌的ＭＩＣ值，分析与下列因素有关：①大蒜素氧
化杀菌作用与碳青霉烯类抗菌药物的杀菌机制有协

同作用。②大蒜素可能对耐碳青霉烯类抗菌药物鲍
曼不动杆菌耐药具有抑制作用，耐碳青霉烯鲍曼不

动杆菌主要耐药机制为产生碳青霉烯酶和主动外排

机制的改变，而大蒜素对某些酶类有不可逆抑制作

用，是否大蒜素对碳青霉烯酶的产生或者活性有影

响造成细菌分解碳青霉烯类抗菌药物能力下降而使

耐药性降低，尚待进一步研究证实。

本研究虽然证实亚胺培南与大蒜素对碳青霉烯

类抗菌药物耐药的鲍曼不动杆菌有协同效应，但从

体外抑菌试验结果分析，亚胺培南与大蒜素联合用

药要达到完全抑菌效果，亚胺培南药物浓度较低时，

大蒜素的用量则相应增加，而有研究表明高浓度状

态下（＞１００μｇ／ｍｌ），大蒜素对组织培养的哺乳动
物细胞同样产生毒性［１３］，如何避免大蒜素对细胞的

毒性作用尚需进一步研究。

综上所述，大蒜素对耐碳青霉烯类抗菌药物的

鲍曼不动杆菌抑制作用与其引起细菌体内氧化失衡

有关；大蒜素与碳青霉烯类抗菌药物（亚胺培南和美

罗培南）联用具有较好的协同杀菌作用。
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