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透明质酸联合青霉素抑制金黄色葡萄球菌

活性的研究

王  倩1，贾  芳1，2，崔红宇3，赵丽霞1，2*

（1.内蒙古医科大学基础医学院，内蒙古呼和浩特 010110；2.国家乳业技术创新中心，内蒙古呼和浩特 010080；3.内蒙

古医科大学第一临床医学院，内蒙古呼和浩特 010110）

摘  要：[目的] 检测透明质酸（HA）单独及与青霉素（PEN）联合使用时，对金黄色葡萄球菌（金葡菌）的抗菌

活性，并同步检测多种抗生素对该菌的药敏性。[方法] 采用二倍稀释法和微量棋盘法，评估1 株金葡菌标准株与

9 株奶牛源临床分离金葡菌对相关药物的敏感性。[结果] 金葡菌对PEN、克林霉素、红霉素的耐药率分别为90%、

80%和40%；未检测出耐甲氧西林菌株，诱导克林霉素耐药菌株占比40%；HA与PEN联合作用于金葡菌时，均表

现出相加（部分抑菌浓度指数FICI 0.5~1.0）或协同（FICI≤0.5）效应。[结论] HA与PEN联用可显著降低2 种药物

对金葡菌的有效抑菌浓度，为临床应对金葡菌耐药问题提供新的用药思路。
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Abstract：[Objective] To investigate the antibacterial activities of several antibiotics，hyaluronic acid（HA） 

alone，and HA combined with penicillin （PEN） against Staphylococcus aureus（S.aureus）.[Method] The 
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susceptibility of 1 standard strain and 9 clinical S.aureus  strains isolated from dairy cattle to antimicrobial agents 

was evaluated using the double-dilution method and the micro-checkerboard method. [Result] The resistance rates of 

S.aureus to PEN，clindamycin and erythromycin were 90%，80% and 40%，respectively. No methicillin-resistant 

strains were detected，and 40% of the strains showed inducible clindamycin resistance. The combination of HA and 

PEN exhibited either additive effect （FICI 0.5~1.0） or synergistic effect （FICI≤0.5） against all tested S. aureus 

strains. [Conclusion] The combination of HA and PEN can significantly reduce the effective minimal inhibitory 

concentration of both agents against S.aureus，which provides a new idea for the clinical treatment of drug-resistant 

S.aureus infections.

Keywords：hyaluronic acid（HA）；penicillin（PEN）；Staphylococcus aureus（S.aureus）；minimal 

inhibitory concentration（MIC）

金黄色葡萄球菌（Staphylococcus aureus），简

称“金葡菌”，是临床常见的重要致病菌，可引发

从皮肤浅表感染到全身性重症感染的多种疾病，其

致病力主要源于自身分泌的多种毒素、酶类及强大

的侵袭能力[1，2]。在奶牛养殖业中，金葡菌所致的乳

腺炎是制约产业发展的关键疾病，不仅会显著降低

奶牛泌乳量，还常导致病牛被淘汰，给养殖场户造

成巨大经济损失[3]。该菌在奶牛群中的定植具有隐匿

性，既可以表现为症状典型的临床型乳腺炎，也常

以亚临床感染形式存在并持续排菌，成为奶牛场中

难以根除的持续性传染源[4]。2023年CHINET细菌耐

药监测数据显示，临床分离金葡菌对青霉素的耐药

率已超95%，部分三甲医院甚至达到98%~100%[5]。

更为严峻的是，奶牛场中多重耐药性（MDR）金葡

菌菌株的出现与扩散日益普遍，使得传统抗生素治

疗效果大幅下降甚至完全失效，显著增加了疾病防

控难度[6]；同时，金葡菌的胞内寄生特性使其能逃避

宿主免疫系统攻击和药物作用，进一步加剧了治疗

难度[7]。目前临床主要通过优化用药策略、制定联合

用药方案（如青霉素+酶抑制剂复方）来应对其耐药

问题。

透明质酸（Hyaluronic Acid，HA）是广泛存在

于人体结缔组织细胞外基质中的高分子酸性直链黏

多糖[8]。研究发现，其在皮下组织中的蓄积可抑制金

葡菌的体内外增殖[9]，其中低分子量HA对金葡菌的

生长及生物膜形成均具有显著抑制作用[10]。本研究

以奶牛乳腺炎防控中的关键致病菌金葡菌为研究对

象，通过体外试验探究HA与PEN联合使用对该菌的

抑制效果，为克服金葡菌耐药性、探索新的防控方

案提供前期实验依据。

1  材料与方法

1.1  菌株与试剂

试验所用9 株金葡菌临床分离株均来自宁夏中

卫三仪奶牛合作社（菌株编号：SYR18；SYR3；

SYR7D；YXH2；SYR-24D；SYR8；SYR6；

SYR32；SYR23），金葡菌标准株8325-4由呼和浩

特斯凯瑞医学检验所保存；HA（货号924474，规

格500 mg），Sigma-Aldrich公司；PEN（货号YZ-

130437，中检所来源），索莱宝科技有限公司；

CAMHB肉汤培养基、哥伦比亚血琼脂平板，青岛高

科技工业园海博生物技术有限公司。

1.2  金葡菌对抗生素的敏感性检测

采用全自动微生物分析仪结合质谱仪测定金

葡菌对多种抗生素的药物敏感性，各药物药敏

折点范围为：PEN（0.120～0.250 μg/mL）、头

孢西丁筛选（Neg/Pos：耐甲氧西林）、头孢洛林

（1.000～8.000 μg/mL）、克林霉素（0.500～4.000 
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μg/mL）、红霉素（0.500～8.000 μg/mL）、庆

大霉素（4.000～16.000 μg/mL）、左氧氟沙星

（1.000～4.000 μg/mL）、利奈唑胺（4.000～8.000 

μg/mL）、莫西沙星（0.500～2.000 μg/mL）、

苯唑西林（2 . 0 0 0～4 . 0 0 0  μg / m L）、利福平

（1.000～4.000 μg/mL）、复方新诺明（甲氧苄

啶/磺胺甲恶唑）：2.000/38.000～4.000/76.000 μg/

mL、万古霉素（2.000～16.000 μg/mL）和诱导克林

霉素耐药（Neg/Pos）。

操作步骤：将菌株划线接种于哥伦比亚血琼脂

平板，37 ℃、5%CO2条件下过夜培养获得单菌落，

挑取单菌落调至0.5麦氏浊度，吸取280 μL菌液加

入3 000 μL药敏专用盐水并混匀，插入药敏卡后上

机检测。结果判读参照美国临床和实验室标准协会

（CLSI）发布的最新标准执行。

1.3  药物单独及联合抗菌活性的测定

采用微量棋盘法[6]测定药物单独及联合的抗菌活

性，96  孔板加药方式见表1。96  孔板最后一行

和最后一列设为单药组，其余孔为HA与PEN联

合组，每孔加入2  种药物各5 0  μL；P E N终浓

度范围为0 .064~64  μg /mL，HA终浓度范围为

2  000~64  000  μg/mL。同时设置空白对照孔（仅

加CAMHB肉汤）和阴性对照孔（加CAMHB肉汤+

菌液，不加药）。

将新鲜培养的金葡菌菌液CAMHB肉汤调0.5麦

氏浊度，稀释至5×105 CFU/mL，每孔加入100 μL

稀释菌液（空白对照孔除外），37 ℃、5%CO2条

件下过夜培养。以质控菌株MIC值处于质控范围为

前提，采用肉眼观察法判定结果，无细菌生长的最

低药物浓度即为受试菌的最小抑菌浓度（Minimal 

Inhibitory Concentration，MIC）。每个菌株的MIC测

定均重复3 次，结果以“平均值±标准差”表示。

采用部分抑菌浓度指数（Fractional Inhibitory 

Concentration index，FICI）判定药物联合作用效果[7]，计

算公式为：FICI=（MICa联合/MICa单独）+（MICb联

合/MICb单独）。判定标准：FICI≤0.5为协同作用，

即两药联用后抗菌活性显著强于单药；0.5<FICI≤1

为相加作用，即两药联用后抗菌活性较单药略有增

强；1<FICI≤2为无关作用，即两药的抗菌活性互不

影响；FICI>2为拮抗作用，即一药的抗菌活性被另

一药削弱。

2  结果

2.1  金葡菌对抗生素的敏感性

依据CLSI标准判定药敏结果（表2），标准株

8325-4对PEN的MIC为0.250 μg/mL，9 株临床分离

株中仅YXH2对PEN敏感（MIC=0.060 μg/mL），其

余8 株MIC均≥0.500 μg/mL，金葡菌对PEN的总体

耐药率为90%。

克林霉素药敏结果显示，仅标准株8325-4和临床

株SYR-24D敏感，其余8 株均耐药，耐药率为80%；

头孢西丁筛选结果均为Neg，表明所有受试菌株均

                                       表 1 96 孔板棋盘法加药浓度设置                    单位：μg/mL
                                                                         Table1 Concentration Setting of Drugs in 96-well Plate Checkerboard Assay                                  Unit：μg/mL

孔列 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A C C C C C C Y Y Y Y Y Y

B 64000/64 64000/32 64000/16 64000/8 64000/4 64000/2 64000/1 64000/0.500 64000/0.250 64000/0.125 64000/0.064 64000

C 32000/64 32000/32 32000/16 32000/8 32000/4 32000/2 32000/1 32000/0.500 32000/0.250 32000/0.125 32000/0.064 32000

D 16000/64 16000/32 16000/16 16000/8 16000/4 16000/2 16000/1 16000/0.500 16000/0.250 16000/0.125 16000/0.064 16000

E 8000/64 8000/32 8000/16 8000/8 8000/4 8000/2 8000/1 8000/0.500 8000/0.250 8000/0.125 8000/0.064 8000

F 4000/64 4000/32 4000/16 4000/8 4000/4 4000/2 4000/1 4000/0.500 4000/0.250 4000/0.125 4000/0.064 4000

G 2000/64 2000/32 2000/16 2000/8 2000/4 2000/2 2000/1 2000/0.500 2000/0.250 2000/0.125 2000/0.064 2000

H 64 32 16 8 4 2 1 0.500 0.250 0.125 0.064 0

注：表中数值代表药物浓度；C代表空白对照，Y代表阴性对照
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非耐甲氧西林金葡菌。红霉素耐药菌株为SYR18、

SYR3、SYR7D、YXH2，共4 株，耐药率40%；且

该4 株红霉素耐药菌株均为诱导克林霉素耐药阳性

（Pos），即便其克林霉素MIC值低于折点范围，仍

判定为耐药。

庆大霉素、左氧氟沙星、利奈唑胺、莫西沙

星、苯唑西林、利福平、复方新诺明、万古霉素

对所有受试金葡菌均表现为敏感，未检测出耐药

菌株。

2.2  药物单独及联合抗菌活性

所有受试金葡菌对HA单药的MIC均为128 000 μg/mL

（单药浓度>64 000 μg/mL时记为128 000 μg/mL），

不同菌株对PEN单药的MIC存在差异（表3）。

HA与PEN联用后，对所有受试菌株均表现出相加

或协同作用，其中标准株8325-4表现为协同作用

（FICI=0.378），其余9 株临床分离株均表现为相加

作用（FICI 0.625~1）。

标准株8325-4对PEN单药的MIC为0.500 μg/mL，

联用HA（16 000 μg/mL）后，PEN的有效抑菌浓度

降至0.064 μg/mL，FICI≤0.5，协同作用显著；临床

株SYR18、SYR3、SYR24D等对PEN单药的MIC较

高（2~64 μg/mL），联用HA后，PEN的有效抑菌浓

注：R为耐药，S为敏感；Neg为阴性（-），Pos为阳性（+）

                             表 2 金葡菌对抗生素类药物的敏感性                单位：μg/mL
                                                       Table 2 The sensitivity of Staphylococcus aureus to antibiotic drugs                                     Unit：μg/mL

抗生素 8325-4 SYR18 SYR3 SYR7D YXH2 SYR-24D SYR8 SYR6 SYR32 SYR23

PEN 0.250
（R）

≥ 0.500
（R）

≥ 0.500
（R）

≥ 0.500
（R）

0.060
（S）

≥ 0.500
（R）

≥ 0.500
（R）

≥ 0.500
（R）

≥ 0.500
（R）

≥0.500
（R）

头孢西丁
筛选

Neg - Neg - Neg - Neg - Neg -

头孢洛林
0.250
（S）

0.500
（S）

0.500
（S）

0.500
（S）

0.120
（S） 0.120（S） 0.120

（S）
0.120
（S）

0.120
（S）

0.120
（S）

克林霉素
0.250
（S）

0.250
（R）

0.250
（R）

0.250
（R）

0.250
（R）

≤ 0.120
（S）

0.250
（R）

0.250
（R）

0.250
（R）

0.250
（R）

红霉素
≤ 0.250
（S） ≥ 8（R） ≥8（R） ≥8（R） ≥ 8（R） ≤ 0.250

（S）
≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤0.250
（S）

庆大霉素
≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤0.500
（S）

左氧氟

沙星

0.250
（S）

≤ 0.120
（S）

≤ 0.120
（S）

0.250
（S）

0.250
（S） 0.250（S） ≤ 0.120

（S）
0.250
（S）

≤ 0.120
（S）

≤0.120
（S）

利奈唑胺 2（S） 1（S） 1（S） 2（S） 1（S） 1（S） 1（S） 1（S） 1（S） 1（S）

莫西沙星
≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤0.250
（S）

苯唑西林
≤ 0.250
（S）

0.500
（S）

0.500
（S）

0.500
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤ 0.250
（S）

≤0.250
（S）

利福平
≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤0.500
（S）

复方

新诺明

≤ 10
（S）

≤ 10
（S）

≤ 10
（S）

≤ 10
（S）

≤ 10
（S） ≤ 10（S） ≤ 10

（S）
≤ 10
（S）

≤ 10
（S）

≤ 10
（S）

万古霉素
≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S）

≤ 0.500
（S） 1（S） ≤ 0.500

（S） 1（S）

诱导克林
霉素耐药

Neg（-） Pos（+） Pos（+） Pos（+） Pos（+） Neg（-） Neg（-） Neg（-） Neg（-） Neg（-）
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度均降至原浓度的1/2，且HA的使用浓度均低于单药

无效浓度，显著降低了两药的有效用药剂量。3 次重

复试验数据一致，标准差为0，未进行统计学检验。

3  讨论

本研究针对奶牛乳腺炎防控中金葡菌的耐药问

题，通过体外试验探究了HA与PEN联合使用对金葡

菌的抑制效果。结果显示，10 株（1 株标准株+9 株

奶牛源临床分离株）受试金葡菌对PEN的耐药率高

达90%，对克林霉素和红霉素的耐药率分别为80%

和40%，这一结果与2023年CHINET全国细菌耐药监

测数据（PEN耐药率>95%）高度一致[5]，进一步印

证了PEN在金葡菌感染临床治疗中的局限性。同时，

本研究发现40%的受试菌株存在可诱导克林霉素耐药

（iMLSB表型），此类菌株易导致临床单用克林霉素

治疗失败，凸显了金葡菌耐药管理的复杂性[11]。

H A与P E N联用后，显著降低了两种药物的

有效抑菌浓度，且能有效恢复PEN对耐药金葡菌

的抗菌活性。对于PEN高耐药菌株SYR18（单药

MIC=64 μg/mL）和SYR3（单药MIC=32 μg/mL），

联用HA后PEN的有效抑菌浓度分别降至32 μg/mL和

16 μg/mL；标准株8325-4在联用HA（16 000 μg/mL）

后，PEN的有效抑菌浓度低至0.064 μg/mL，抑菌

效果显著提升。这一结果与相关研究报道一致，HA

与抗生素结合后可形成缓释颗粒，延长抗菌作用时

间，从而提升抗生素的抑菌效果[12]。

联合用药不仅降低了PEN的有效用药剂量，也让

单独使用时几乎无抑菌效果（MIC>64 000 μg/mL）

的HA展现出抑菌活性，联用后HA的有效浓度范围

为16 000~64 000 μg/mL，远低于其单药无效浓度。

临床实践表明，联合用药的剂量通常低于单药剂

量，且能减少细菌对单一药物的选择压力，降低耐

药菌株产生的概率[13]。本研究中HA与PEN的联用方

案，在降低药物剂量的同时，还能减少高剂量用药

带来的潜在毒性，降低治疗成本，具有重要的临床

应用价值。

本研究中，HA与PEN的增效作用覆盖了所有10 

株受试菌株，虽不同菌株达到最佳抑菌效果的药物

浓度配比存在差异，但增效效应稳定存在，这一普

遍性特征大幅提升了该联合方案的实际应用潜力。

结合前期文献报道，低分子量HA可抑制金葡菌生长

及生物膜形成[10]，推测HA增强PEN抑菌效果的作用

机制可能包括：一是HA可修复宿主细胞完整性，上

调紧密连接相关基因表达[14]，减少细菌的宿主侵袭

能力，同时可能干扰金葡菌细胞壁/膜的完整性与通

透性，促进PEN进入菌体内作用于靶位；二是HA可

抑制金葡菌生物膜形成，使被生物膜保护的细菌暴

露于PEN中，提升细菌对β-内酰胺类抗生素的敏感

性[15]；此外，HA修饰的抗生素制剂已被证实可有效

抑制耐甲氧西林金葡菌（MRSA）生长并消除其生

物膜[16]，也为本研究的作用机制提供了参考。上述

具体分子机制仍需后续实验进一步深入阐明。

                表 3 药物单独及联合抗菌活性结果 [ 平均值±标准差 (0)]           单位：μg/mL
                                   Table 3 Results of antibacterial activity of drugs alone and in combination [Mean±SD (0)]                             Unit: μg/mL

菌株 HA/PEN 单药 MIC HA/PEN 联合 MIC FICI 判定标准 作用效果

8325-4 128 000/0.500 16 000/0.064 0.378 ≤ 0.5 协同

SYR18 128 000/64 64 000/32 1 0.5<FICI ≤ 1 相加

SYR3 128 000/32 64 000/16 1 0.5<FICI ≤ 1 相加

SYR7D 128 000/64 64 000/32 0.750 0.5<FICI ≤ 1 相加

SYR24D 128 000/2 64 000/1 1 0.5<FICI ≤ 1 相加

SYR8 128 000/4 64 000/2 1 0.5<FICI ≤ 1 相加

SYR6 128 000/1 64 000/0.500 1 0.5<FICI ≤ 1 相加

SYR32 128 000/2 32 000/1 0.750 0.5<FICI ≤ 1 相加

SYR23 128 000/4 16 000/2 0.625 0.5<FICI ≤ 1 相加

注：单药 HA浓度>64000 μg/mL时记为128 000μg/mL
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本研究仍存在一定局限性：其一，仅开展了体

外试验，而体内环境（如奶牛乳腺组织）更为复

杂，涉及免疫因素、药代动力学、组织穿透性等多

种变量，HA与PEN联用的体内有效性和安全性需通

过小鼠感染模型、奶牛乳腺炎模型等动物试验进一

步验证；其二，试验中达到协同作用所需的HA浓度

处于mg/mL级别，虽乳腺内灌注等局部用药方式可

允许较高药物浓度，但其实际治疗中的可行性、组

织耐受性及局部/全身效应仍需深入评估；其三，受

试菌株均为奶牛源金葡菌，且菌株数量有限，后续

研究应纳入人源、其他动物源菌株，尤其是MRSA

菌株，以全面评估该联合方案的适用范围。

4  结论

综上，HA与PEN联用可显著降低两种药物对金

葡菌的有效抑菌浓度，二者的相加或协同作用为耐

药金葡菌感染的治疗提供了新的联合用药方案。在

奶牛乳腺炎防治中，该方案有望突破现有抗生素耐药

困境，同时减少抗生素使用量，符合养殖业“减抗”

的战略需求。后续研究应重点围绕HA增强PEN抑菌

效果的分子机制展开，并探索该联合方案的临床转化

路径，为其实际应用提供更充分的实验依据。
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