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摘　要　　采用菌落计数法分别测定氟苯尼考对溶藻弧菌、哈维氏弧菌和灿烂弧菌的抗菌后效应

（ＰＡＥ）。结果表明，药物的浓度越大，对细菌生长繁殖的抑制作用就越强；除去药物后，细菌的生长

恢复速度就越慢。其中，细菌的生长恢复速度和强度依次为溶藻弧菌＞哈维氏弧菌＞灿烂弧菌。在

１×ＭＩＣ、２×ＭＩＣ和４×ＭＩＣ浓度时，氟苯尼考对溶藻弧菌、哈维氏弧菌和灿烂弧菌的ＰＡＥ值分别为

０．３９、０．４６和１．０７ｈ，０．４８、０．７０和１．１２ｈ，０．６３、１．０３和１．１９ｈ，表明氟苯尼考对溶藻弧菌、哈维氏

弧菌和灿烂弧菌均有不同程度的ＰＡＥ，且ＰＡＥ值与药物浓度呈正相关。因此在制定给药方案时，可

以参考本研究结果适当地延长给药时间间隔，减少给药次数，仍能维持较好的抗菌效果。
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氟苯尼考（Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ）又名氟甲砜霉素，是新一代氯霉素类动物专用合成抗菌药物，是通过抑制肽酰基转

移酶的活性，从而抑制肽链的延伸，干扰细菌蛋白质的合成（陈杖榴　２００５）。研究表明，其抗菌活性和抗菌谱

均优于氯霉素和甲砜霉素，其对人和动物的毒性也大大降低，是目前广泛应用于水产细菌性疾病防治的药物

（廖昌容等　２００５）。抗菌后效应（Ｐｏｓｔａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＰＡＥ）是指细菌与抗菌药物短暂接触后，将药物完全除

去，细菌的生长仍然受到抑制效应，又称抗菌药物后效应（王浴生　１９９６），它是细菌对抗微生物药物敏感性的

结构特征性指标（陈秀枢等　１９９１）。目前已认识到ＰＡＥ是抗菌药物药效学的一个重要特性，几乎所有的抗菌

药物均有ＰＡＥ表现。ＰＡＥ的提出为研究抗菌药物药效学提供了更为重要的参数，可用于指导新抗菌药物给

药方案的制定，并为临床调整用药间隔提供理论基础（王丽平等　２００３）。本研究采用平板菌落计数法首次研

究了氟苯尼考对水产动物的３种海洋病原细菌———溶藻弧菌犞犻犫狉犻狅犪犾犵犻狀狅犾狔狋犻犮狌狊、哈维氏弧菌犞犻犫狉犻狅犺犪狉狏犲狔犻

和灿烂弧菌犞犻犫狉犻狅狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊的抗菌后效应，旨在为优化氟苯尼考临床给药方案提供理论参考和有效指导。

１　材料与方法

１．１　菌种

溶藻弧菌、哈维氏弧菌、灿烂弧菌分离株于２０１０年６月由中国水产科学研究院黄海水产研究所海水养殖

生物疾病控制与分子病理学实验室提供，实验于黄海水产研究所微生物实验室进行。

１．２　药品

氟苯尼考原粉购自河南大明实业有限公司，含量９８．５％，批号２００８１２０３０１。

１．３　培养基

２２１６Ｅ液体培养基：蛋白胨５ｇ，酵母浸出膏１ｇ，磷酸铁０．０１ｇ，过滤陈海水１０００ｍｌ，ｐＨ值为７．６～７．８，

１２１℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ备用。２２１６Ｅ固体培养基：蛋白胨５ｇ，酵母浸出膏１ｇ，磷酸铁０．０１ｇ，琼脂粉１８ｇ，

过滤陈海水１０００ｍｌ，ｐＨ值为７．６～７．８，１２１℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ，置４℃冰箱保存备用。

１．４　药液的制备

准确称取适量的氟苯尼考药品，用无菌蒸馏水配制成浓度为１２８０μｇ／ｍｌ的贮存液１００ｍｌ，经０．２２μｍ的

微孔滤膜过滤除菌后分装，分别配制用于测定ＰＡＥ的１００×、２００×、４００×ＭＩＣ浓度的药液，１２１℃高压蒸汽灭

菌２０ｍｉｎ后，－２０℃贮存备用。临用前稀释到所需要的倍数，灭菌后４℃保存备用。

１．５　ＭＩＣ的测定

氟苯尼考对溶藻弧菌、哈维氏弧菌和灿烂弧菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值参照李　晖等（２０１０）。

１．６　体外ＰＡＥ的测定

方法参照王志强等（２００１）。

１．６．１　细菌计数

方法参照《微生物学实验》（沈　平　１９９９）。用０．９％无菌生理盐水对菌悬液进行１０倍比系列稀释后，取

１０４～１０
６的稀释度的稀释液各０．１０ｍｌ）置于琼脂平板上进行均匀涂布，每个稀释度３个平板，２８℃恒温箱培养

１８～２４ｈ后，对细菌数在３０～３００间的平板进行菌落计数，取其平均值，单位为ＣＦＵ／ｍｌ。

８０１
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１．６．２　对数生长期细菌悬液的制作

将保存菌种接种于２２１６Ｅ液体培养基中，２８℃培养１８～２４ｈ后平板划线，于２８℃培养１８～２４ｈ，挑取平

板上１～２个菌落接种于２２１６Ｅ液体培养基中，２８℃培养８～１０ｈ，使活菌数在１０
８ＣＦＵ／ｍｌ，用时根据需要以

２８℃预温的２２１６Ｅ液体培养基稀释到所需的浊度。

１．６．３　ＰＡＥ的诱导

取４０×、２０×、１０× ＭＩＣ的药液各０．１ｍｌ与０．９ｍｌ对数生长期菌悬液（１×１０８ＣＦＵ／ｍｌ置于３支１５ｍｌ试

管中，为试验管（Ｔ）；同时设细菌对照管Ｃ１、Ｃ２（为０．１ｍｌ的无菌生理盐水与０．９ｍｌ的对数生长期细菌悬液），

各管混匀后立即置于２８℃恒温水浴培养１ｈ，此时各管中的药物浓度为４×、２×、１×、０× ＭＩＣ。

１．６．４　药物的去除与重建

采用１００倍稀释除药法。取上述各试验管及对照管中的菌液０．１ｍｌ分别加入到５只９．９ｍｌ２８℃预温的

２２１６Ｅ液体培养基中重建，并在Ｃ２对照管中加入一定量所用抗菌药物，使其中药物浓度相当于４×ＭＩＣ试验

管中被１００倍稀释后的抗菌药浓度，作为非残留药物造成的ＰＡＥ的对照，以上各管立即置于２８℃恒温振荡器

中培养，作为重建后的零时。

１．６．５　细菌生长动力学曲线建立

于重建后０、１、２、３、４、５、６、８ｈ分别取菌液０．１ｍｌ作系列稀释、平板计数，得出ＣＦＵ／ｍｌ值。重复３次，取

平均值。将计数所得的各时间点ＣＦＵ／ｍｌ值取常用对数（ｌｏｇ１０），以其为纵轴，以时间（ｈ）为横轴作图，建立对

照管及试验管细菌重建后恢复生长的动力学曲线。

１．６．６　ＰＡＥ的计算

由细菌生长动力学曲线计算犜、犆１，按公式ＰＡＥ＝犜－犆１计算。其中犜、犆１分别为试验管与对照管细菌

ＣＦＵ／ｍｌ值高于重建后零时１０倍（ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍｌ）所需时间（ｈ）。

１．７　数据的分析与处理

ＰＡＥ数据以３次试验结果的平均数±标准差表示，统计学处理用ＳＰＳＳ软件进行狋检验。

２　结果

根据前期实验测得的氟苯尼考对溶藻弧菌、哈维氏弧菌和灿烂弧菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）值均为２μｇ／ｍｌ

（李　晖等　２０１０），使３种弧菌分别接触１×ＭＩＣ、２×ＭＩＣ、４×ＭＩＣ的氟苯尼考，弧菌接触药物１ｈ后，以活菌

数ＣＦＵ／ｍｌ的对数（ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍｌ）为纵坐标，以孵育时间为横坐标，绘制细菌生长动力学曲线，去除药物后细

菌恢复生长情况见图１、图２和图３。

图１　氟苯尼考作用于溶藻弧菌后

ＰＡＥ期细菌生长曲线

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆ

犞．犪犾犵犻狀狅犾狔狋犻犮狌狊ｉｎｔｈｅＰＡＥｏｆｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ

图２　氟苯尼考作用于哈维氏弧菌后

ＰＡＥ期细菌生长曲线

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆ

犞．犺犪狉狏犲狔犻ｉｎｔｈｅＰＡＥｏｆｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ

图３　氟苯尼考作用于灿烂弧菌后

ＰＡＥ期细菌生长曲线

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆ

犞．狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊ｉｎｔｈｅＰＡＥｏｆｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ

　　由图１、图２、图３可以看出，药物的浓度越大，对细菌生长繁殖的抑制作用就越强，除去药物后，细菌的生

长恢复情况就越慢。其中，弧菌的生长恢复速度和强度依次为溶藻弧菌＞哈维氏弧菌＞灿烂弧菌，说明氟苯尼
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考在体外对灿烂弧菌的抑制作用稍强于溶藻弧菌和哈维氏弧菌。实验中还可见ＰＡＥ测定中的对照管与残留

药物对照管细菌生长呈一致性，说明试验各管中细菌生长的受抑制为ＰＡＥ所致，而非残留药物的作用。

根据细菌生长曲线计算各组细菌数（ＣＦＵ／ｍｌ）增加１０倍（一个数量级）所需时间，然后按照ＰＡＥ计算公

式求得各组的ＰＡＥ，见表１。试验结果表明，氟苯尼考在１×ＭＩＣ～４×ＭＩＣ剂量范围内对３株受试弧菌均产

生了明显的抗菌后效应（犘＜０．０５），且随着药物浓度的增加而增加，ＰＡＥ增加呈浓度依赖性关系。在相同的药

物接触浓度时，ＰＡＥ时间均为灿烂弧菌＞哈维氏菌＞溶藻弧菌。

表１　氟苯尼考对溶藻弧菌、哈维氏弧菌、灿烂弧菌的犘犃犈（平均值±标准误，犺，狀＝３）

Ｔａｂｌｅ１　ＴｈｅＰＡＥｓｏｆｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌａｇａｉｎｓｔ犞．犪犾犵犻狀狅犾狔狋犻犮狌狊，犞．犺犪狉狏犲狔犻，ａｎｄ犞．狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊（Ｍｅａｎ±Ｓ．Ｅ．，犺，狀＝３）

药物浓度 Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ １×ＭＩＣ ２×ＭＩＣ ４×ＭＩＣ

氟苯尼考对溶藻弧菌 Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌａｇａｉｎｓｔ犞．犪犾犵犻狀狅犾狔狋犻犮狌狊 ０．３９±０．０３ａ ０．４６±０．１３ｂ １．０７±０．２５ｃ

氟苯尼考对哈维氏弧菌 Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌａｇａｉｎｓｔ犞．犺犪狉狏犲狔犻 ０．４８±０．０９ａ ０．７０±０．１４ｂ １．１２±０．１６ｃ

氟苯尼考对灿烂弧菌 Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌａｇａｉｎｓｔ犞．狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊 ０．６３±０．０２ａ １．０３±０．０３ｂ １．１９±０．２２ｃ

　　注：同一行数据右上角不同上标字母代表有显著差异（犘＜０．０５）

Ｎａｔｅ：Ｖａｌｕｅｓｉｎｅａｃｈｒｏｗｗｉｔｈｏｕｔａｃｏｍｍｏｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）

３　讨论与结论

ＰＡＥ实验结果表明，氟苯尼考对溶藻弧菌、哈维氏弧菌和灿烂弧菌均显示了明显的ＰＡＥ，且呈浓度依赖

性，即药物浓度越大，ＰＡＥ值也越大，这与研究氟喹诺酮类药物所得到的结论相似（Ｃａｒｂｏｎｅ犲狋犪犾．　２００１；房文

红等　２００５；盖春蕾等　２００８）。其原因可能是药物浓度增高时会占领更多的受体部位或对细菌造成更严重的

损伤。但当药物浓度过高，ＰＡＥ值增加不显著，逐渐趋于坪值。因为当药物浓度过高时，药物可能使受体达到

饱和状态而使药物对细菌ＰＡＥ在某一接触浓度以上即趋于恒定（刘芳萍等　２００２）。

同一种药物接触浓度对不同的细菌具有不同的ＰＡＥ。本研究发现，在相同药物接触浓度时，氟苯尼考对３

种弧菌的ＰＡＥ值均为灿烂弧菌＞哈维氏弧菌＞溶藻弧菌。盖春蕾等（２００８）与王志强等（２００１）在研究抗菌药

物的ＰＡＥ中也得到了相似的结论。这可能与每一种细菌都有其特定的靶位———ＤＮＡ螺旋酶（Ｐｒｕｕｌ　１９７９）

有关，靶位不同，抗菌药物与之结合的紧密程度也不一样，因此在与相同浓度药物接触后，不同的细菌恢复再生

长的时间也不一样。据报道（Ｚｈａｎｅｌ犲狋犪犾．　１９９４；董景之　１９９７；傅得兴等　１９９７），氯霉素类药物对革兰氏

阴性、阳性菌的ＰＡＥ与氟喹诺酮类相当或稍短。抗菌药物的ＰＡＥ还受很多其他因素的影响，其中药物种类、

接触浓度、细菌接种量、细菌种类、接触时间均可不同程度地影响抗菌药对细菌ＰＡＥ的长短。此外，据报道

（Ｆｕｕｒｓｔｅｄ　１９９７），培养基、抗菌药的联合应用、不同的测定方法、孵育温度、ｐＨ值、阳离子浓度、环境中氧的浓

度等，也可影响到抗菌药物对细菌的ＰＡＥ。

国内兽医界对氟苯尼考的ＰＡＥ研究较少，张世新等（２００６）研究氟苯尼考对大肠杆菌Ｋ９９（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅

犾犻Ｋ９９）的体外ＰＡＥ时得到相似的结论，氟苯尼考对大肠杆菌Ｋ９９在２×ＭＩＣ、５×ＭＩＣ、８×ＭＩＣ接触浓度产

生的ＰＡＥ分别为０．９１２±０．１０４ｈ、１．４２８±０．０９５ｈ、２．０３４±０．１３７ｈ。张　旭等（２００６）报道了氟苯尼考对禽

多杀性巴氏杆菌犘犪狊狋犲狌狉犲犾犾犪犿狌犾狋狅犮犻犱犪 在２×ＭＩＣ、４×ＭＩＣ、８×ＭＩＣ接触浓度产生的ＰＡＥ分别为０．１８±

０．０２ｈ、０．６６±０．２６ｈ、１．３１±０．１３ｈ。氟苯尼考对大肠杆菌Ｋ９９和禽多杀性巴氏杆菌均产生了明显的ＰＡＥ。

综上所述，可以看出，氟苯尼考对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有杀菌作用。但有报道氟苯尼考对革兰氏阴

性菌的杀菌速率明显高于阳性菌（胡功政　２００４），与其作用机制和细菌细胞壁的主要成分有关。氟苯尼考的

作用机制是抑制细菌蛋白质的合成，所以药物必须首先进入细菌内部才能发挥作用。革兰氏阴性菌的细胞壁

主要由磷脂组成，有利于脂溶性高的氟苯尼考通过；而革兰氏阳性菌细胞壁主要成分是黏肽，仅含有少量的磷

脂，因此氟苯尼考对阴性菌的杀菌速率明显高于阳性菌。目前在水产致病菌方面尚未见关于氟苯尼考ＰＡＥ方

面的研究报道。本研究中，氟苯尼考对３种海洋致病性弧菌也表现出较强的ＰＡＥ，其中在４×ＭＩＣ时，ＰＡＥ时

间都大于１ｈ，这与兽医界报道的试验结果相符合。因此可以利用氟苯尼考ＰＡＥ较长的特性，在给水产动物用
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药时，延长给药间隔时间或者减少给药次数，其疗效应该不亚于甚至优于较短时间或者连续给药。

按传统的观念，抗菌药物的药效学指标常用的是最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和最小杀菌浓度（ＭＢＣ）。抗菌药物

的临床应用主要依赖于药敏试验、血药浓度、半衰期、组织分布及消除率等药动学参数，并且强调抗菌药物治疗

需维持在 ＭＩＣ以上浓度，方能发挥疗效，却忽略了药物对细菌生长繁殖规律的影响和机体免疫机制在杀灭细

菌中所起的重要作用（张　旭等　２００８）。现已证明，ＰＡＥ是确定给药间隔的重要参数，ＰＡＥ的提出在较大程

度上完善了药效学评价指标，且ＰＡＥ的研究发现提示，药物消除后或血药浓度在低于 ＭＩＣ的一段时间内，细

菌的生长仍受到持续抑制（刘芳萍等　２００２）。在ＰＡＥ期间致病菌毒性降低，宿主免疫作用的敏感性增强，进

一步增强了药物对细菌的作用。因此，临床上可将ＰＡＥ与 ＭＩＣ、ＭＢＣ及药效学参数结合，为全面评价抗菌药

物的药效学提供重要的参考依据（郭胜才等　２００２）。目前氟苯尼考在水产上的应用越来越广，为防止药物滥

用所造成的对水产动物的危害、对养殖水环境的污染，尤其是耐药性微生物的出现，在制订给药方案时，应充分

利用其ＰＡＥ的重要价值，可考虑以血药浓度高于 ＭＩＣ的时间加上ＰＡＥ的时间作为给药间隔，在满足疗效的

基础上，既有利于降低临床上可能出现的不良反应，又能达到高效、安全、经济的治疗目的。
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