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L-半胱氨酸提高嗜水气单胞菌对氟苯尼考的敏感性
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摘要：抗菌药物的应用能对细菌感染性疾病进行有效地控制和治疗，但水产动物养殖中
滥用和误用抗菌药物导致耐药细菌的产生、养殖水环境污染和养殖动物药物残留等一系
列问题，应对和解决抗菌药物在水产动物养殖中的滥用问题已经刻不容缓。本研究通过
抗菌药物杀菌、组织细菌清除、细菌攻毒、鱼体存活率统计和药物敏感性检测等方法，
探究外源L-半胱氨酸添加对氟苯尼考杀菌作用的影响。体外杀菌结果显示，4.00 mmol/L
L -半胱氨酸可使 20 .00~200 .00  μg /mL氟苯尼考对嗜水气单胞菌的杀菌效率提高
1.9~11.1倍，其联合用药的杀菌作用具有剂量和时间依赖效应。组织细菌清除结果显
示，相比单独使用氟苯尼考，L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂对鱼体肝脏、脾脏和肾脏组织
中嗜水气单胞菌的清除能力提高4~16倍。细菌攻毒后，采用注射和口服L-半胱氨酸或/和
氟苯尼考进行治疗，结果发现L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂可大幅提高黄河鲤对嗜水气单
胞菌的抗感染能力。同时，单独添加L-半胱氨酸也能促进组织细菌的清除和鱼体的抗感
染能力。细菌MIC测定结果显示，添加1.00~4.00 mmol/L L-半胱氨酸使嗜水气单胞菌对氟
苯尼考的敏感性提高2~4倍。由此推测，L-半胱氨酸可能通过增强嗜水气单胞菌对氟苯
尼考的敏感性，从而提高抗菌药物对鱼体细菌感染的防治效果。研究表明，L-半胱氨酸
作为氟苯尼考的增效剂不仅可提高抗菌药物的防治效果，而且可大幅降低抗菌药物的使
用量，对嗜水气单胞菌的防控具有一定的实际应用价值。
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近年来，中国水产养殖业的发展取得了举

世瞩目的成就，养殖总产量居世界第一 [1 ]。然

而，高密度、集约化的养殖模式，加速了水产

养殖动物微生物病害的发生，不合理用药导致

的药物残留问题，不仅给渔业生产带来巨大的

经济损失，也影响了水产品的质量及人类的健

康。研究发现，目前人工养殖的水产动物疾病

有180种以上，每年因水产养殖病害造成的经济

损失都在100亿元以上，其中细菌性疾病最为普

遍，其发病区域广、流行时间长、控制难度

大，因此所造成的经济损失占病害损失的70%以

上 [2]。嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是淡

水中最常见的一种病原微生物，在河流、湖

泊、池塘、动物体内等环境中广泛存在，属条

件性致病菌，当环境条件恶劣或机体抵抗力下

降时，可导致鱼类、两栖类、爬行类等冷血动物

和哺乳动物发病，引发水生动物细菌性出血病、

体表溃疡征以及哺乳动物腹泻等，是一种典型

的人、畜、鱼共患病病原菌[3-4]。

我国是抗菌药物生产和使用大国，抗菌药
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物广泛应用于医疗卫生和农业养殖领域，在治

疗细菌感染性疾病中起着重要的作用。但是，养

殖工作者对于科学规范用药的意识不强，养殖

过程中普遍存在抗菌药物误用、滥用情况，且

水产致病菌耐药性监测数据的缺乏 [5]，导致水产

养殖过程中药物过度使用，进而引发一系列的

细菌耐药、药物残留和水环境污染等问题。因

此，应对和解决抗菌药物在水产动物养殖中的

滥用问题已经刻不容缓[6]。

近年来，有学者提出通过调节细菌代谢环

境能显著影响抗菌药物对细菌的杀菌能力 [7]。小

分子代谢物，如葡萄糖、果糖、甘露醇、维生

素C、丙氨酸等均通过调节细菌胞内代谢状态来

影响细菌对抗菌药物的敏感性 [8-12]。Allison等 [8]发

现，添加特定代谢物到胞外环境可增强氨基糖

苷类抗菌药物的杀菌能力。外源添加葡萄糖与

氨基糖苷类抗菌药物可在2 h内杀灭99.9%的细

菌，但单独使用抗菌药物并不会有明显的杀菌效果。

研究还发现，果糖也能明显促进氨基糖苷类对

金黄色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)的杀菌作

用。Barraud等 [9]研究发现，10~40 mmol/L甘露醇

可提高铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)对
妥布霉素的敏感性达1 000倍。Vilchèze等 [10]发

现，将异烟肼和L-半胱氨酸添加到对异烟肼敏感

的结核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)培养

基中，导致培养基中细菌全部死亡。同时，维

生素C与异烟肼极大提高了对多耐结核分枝杆菌

的杀灭能力。Peng等 [11]发现，外源性葡萄糖或丙

氨酸能激活TCA循环，促进NADH和质子动力势

的产生，从而恢复耐药菌对卡那霉素的敏感

性，高效杀死多重耐药菌。Su等[12]同样发现，外

源添加果糖也能提高多重耐药迟缓爱德华菌

(Edwardsiella tarda)对卡那霉素的敏感性。这些

能显著提高细菌对抗菌药物敏感性的小分子物

质可提高抗菌药物的作用效果，被称为新型的

药物增效剂。与传统抗菌药物增效剂相比，小

分子物质增效剂的优势在于利用现有抗菌药

物，不需要研发新型抗菌药物即可应对细菌耐

药的问题，同时，这些物质为生物体的代谢产

物，是生命活动的重要参与者，不存在药物安

全问题。基于上述原因，近年来利用小分子物

质来增强细菌对抗菌药物的敏感性的研究逐渐

受到重视。

氟苯尼考是新一代氯霉素类抗菌药物，广

泛应用于畜牧养殖动物的疾病防治。然而，动

物性食品中氟苯尼考残留事件时有报道，大量

氟苯尼考耐药菌株被检出，且耐药水平和耐药

率快速升高 [13-15]。近年来，课题组开展了抗菌药

物增效剂和代谢物调节鱼体免疫方面的研究，

前期工作中筛选到L-半胱氨酸对氟苯尼考的杀菌

具有明显的促进作用。因此，本研究以黄河鲤

(Cyprinus carpio haematopterus)为对象，在体外和

体内分别开展L-半胱氨酸对氟苯尼考作用的影

响，以期深入探究L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂在

动物疾病防治中的应用，为水产动物病害防控

及抗菌药物的合理使用提供依据。

1    材料与方法

1.1    细菌菌株及培养条件

实验用嗜水气单胞菌菌株(Ah01菌株)[16]由河

南师范大学水产学院水产动物疾病研究室分离保存。

细菌在脑心浸液肉汤 (BHI)固体培养基上28 °C
培养16 h，挑取单菌落于新鲜BHI液体培养基中

过夜培养，再用无菌生理盐水(0.85%)清洗菌体

3次，调整菌液终浓度至OD600=0.6，制备好的菌

液用于抗菌药物杀菌实验和人工感染实验。

1.2    最低抑菌浓度(MIC)测定

氟苯尼考最低抑菌浓度测定采用微量肉汤

稀释法进行。将2倍梯度稀释的氟苯尼考分别加

到经灭菌的96孔板中，第1至第11孔加药液，每

孔10 μL，第12孔不加药液作为生长对照。过夜

培养的菌液经BHI培养基1∶1 000稀释后，向每

孔中加100 μL菌液(每孔约1×105~2×105 CFU)，密

封后置28 °C培养箱中培养16~20 h，以能抑制细

菌生长的最小药物质量浓度为最低抑菌质量浓

度，实验重复3次。

1.3    添加外源L-半胱氨酸的抗菌药物杀菌实验

抗菌药物体外杀菌实验依据Allison等 [8]的方

法，将制备好的菌液悬浮于M9基本培养基中(含
10.00 mmol/L乙酸钠， 1.00 mmol/L硫酸镁，

0.10 mmol/L氯化钙)，调整菌液终浓度至OD600=
0.6。加入适量的L-半胱氨酸和抗菌药物于试管

中，加含菌液的M9培养基至5 mL体系，28 °C培

养。在特定的时间点 (如无特殊说明为6 h)，取

100 μL样品，采用系列稀释法，取10 μL稀释好

的菌液进行点板。平板放置于BHI固体培养基上

28 °C培养16 h，计算菌落形成单位(CFU)。不经

过抗菌药物和代谢物处理的样品作为起始细菌
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数，每平板含20~200个菌落的数据可用于统计分

析。细菌存活率(percent survival)是抗菌药物或/
和L-半胱氨酸处理后的细菌CFU与对照组细菌

CFU的百分比。

1.4    实验鱼及鱼体组织细菌清除实验

黄河鲤购于河南省水产科学研究院鱼类繁

育场，体质量30~50 g。实验前随机选取5尾鱼，

取肝脏和脾脏组织进行细菌计数分析，确保实

验鱼健康，可用于细菌感染性研究。无菌生理

盐水稀释菌液至1×107 CFU/mL，于腹鳍基部注射

0.1 mL Ah01菌悬液。依据Peng等[11]的方法，细菌

感染24 h后，黄河鲤随机分为4组，每组6尾，分

别为对照组、10.00 mg/kg L-半胱氨酸组、25.00 mg/kg
氟苯尼考组、10.00 mg/kg L-半胱氨酸与25.00 mg/kg
氟苯尼考合剂组。抗菌药物或 /和L-半胱氨酸处

理24 h后，取鱼体肝脏、肾脏、脾脏组织并称

重，加入适量生理盐水充分研磨，按“添加外源

L-半胱氨酸的抗菌药物杀菌实验”方法进行梯度

稀释和平板计数，检测组织中的细菌含量(CFU/g)。

1.5    给药及细菌攻毒实验

选择2倍LD50的剂量，即100 μL 5.0×107 CFU/mL
的Ah01进行攻毒。依据Chen等 [17]的方法，240尾
健康黄河鲤在注射嗜水气单胞菌1 h后，分别采

取口服灌喂及腹腔注射2种方式进行给药治疗。

每种给药方式均分为4个组：生理盐水作为对照

组、10.00 mg/kg L-半胱氨酸组、25.00 mg/kg氟苯

尼考组、10.00 mg/kg L-半胱氨酸与25.00 mg/kg
氟苯尼考合剂组，每组30尾鱼，给药体积均为

100 μL/尾。抗菌药物或 /和L-半胱氨酸给药后，

每12 h观察实验鱼死亡情况，持续观察72 h，统

计实验鱼死亡率。保护率=[1–(实验组死亡率/对
照组死亡率)]×100%。

1.6    数据分析

实验数据均以平均值±标准差(mean±SD)表
示，采用SPSS 22.0统计软件进行单因素方差分

析(One-Way ANOVA)。细菌存活率、细菌含量

及实验鱼累积死亡率分析、作图采用GraphPad
Prism 5软件，P<0.05为差异显著，用“*”标记，

P<0.01为差异极显著，用“**”标记。

2    结果

2.1    L-半胱氨酸对氟苯尼考杀菌作用的影响

采用微量肉汤稀释法对本实验室分离到的

Ah01进行最低抑菌质量浓度测定，发现其MIC为

5.00 μg/mL(表1)。与以往分离到的嗜水气单胞菌

相比，此株菌对氟苯尼考表现出一定程度的耐

药性。为了探究L-半胱氨酸对Ah01药物敏感性的

影响，选择4.00 mmol/L L-半胱氨酸与不同剂量

的氟苯尼考联合用药，计算细菌的存活率。结

果发现，在没有抗生素的情况下，4.00 mmol/L
L-半胱氨酸对细菌的生长无显著影响。当20.00~
200.00 μg/mL的氟苯尼考作用于细菌时，添加L-
半胱氨酸可极显著降低细菌的存活率(P<0.01)，
与对照组相比，联合组杀菌的倍数分别提高1.9、
2.2、3.0、4.1、7.8和11.1倍。同时发现，4.00 mmol/L
L-半胱氨酸与40.00 μg/mL氟苯尼考联合使用，其

杀菌作用同单独使用120.00 μg/mL氟苯尼考相

似，即达到同样的杀菌效果，L-半胱氨酸的添加

可以减少氟苯尼考2倍的使用量(图1-a)。

为了研究L -半胱氨酸的剂量效应，选取

0.13~4.00 mmol/L L-半胱氨酸分别联合40.00 μg/mL
和80 μg/mL氟苯尼考进行细菌杀菌实验。结果发

现，在40.00 μg/mL氟苯尼考条件下，0.50 mmol/L
L-半胱氨酸即可极显著增加氟苯尼考杀菌作用(P<
0.01)，且随着浓度的增加，其杀菌作用越来越

强。在80.00 μg/mL氟苯尼考条件下，0.25 mmol/L

L-半胱氨酸即可极显著增加氟苯尼考的杀菌作用

(P<0.01)，且增效作用具有浓度梯度效应(图1-b)。
进一步研究L-半胱氨酸与氟苯尼考联合作

用的时间效应，选取4.00 mmol/L L-半胱氨酸分

别与40.00 μg/mL和80.00 μg/mL氟苯尼考联合杀

菌，设置联合药物与细菌的作用时间为0~10 h。
从结果可以看出，随着作用时间的延长，氟苯尼

表 1    添加不同浓度L-半胱氨酸后氟苯尼考对嗜水气单胞菌的MIC值
Tab. 1       The minimal inhibitory concentration (MIC) value of florfenicol against A. hydrophila at

different L-cysteine concentrations                                                    μg/mL

对照组

control
1.00 mmol/L L-半胱氨酸

L-cysteine
2.00 mmol/L L-半胱氨酸

L-cysteine
4.00 mmol/L L-半胱氨酸

L-cysteine
氟苯尼考

florfenicol 5.00 2.50 1.25 1.25
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考与L-半胱氨酸合剂组的细菌存活率下降越来越

明显。在作用10 h时，两种联合用药组相比单独抗

菌药物组的杀菌作用分别提高2.7倍和7倍(图1-c)。

2.2    L-半胱氨酸与氟苯尼考联合用药对清除

鱼体细菌能力的影响

健康黄河鲤于腹腔注射亚致死剂量的Ah01，
即注射剂量为100 μL 1.0×107 CFU/mL细菌时，24 h
内未见实验鱼有明显发病症状。10.00 mg/kg L-半
胱氨酸或 /和25.00 mg/kg氟苯尼考治疗后，与对

照组相比，联合用药组中实验鱼肝组织中的细

菌含量下降约16倍(图2-a)。在脾脏组织中，L-半
胱氨酸组、氟苯尼考组和L-半胱氨酸与氟苯尼考

合剂组的细菌含量均有明显下降 (P<0.01、P<
0.05和P<0.01)，特别是L-半胱氨酸与氟苯尼考合

剂组的细菌含量下降约10倍(图2-b)。在肾脏组织

中，仅L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂组的细菌含量

明显下降(P<0.01)，与对照组相比其组织细菌约

减少4倍(图2-c)。结果显示，L-半胱氨酸在鱼体

内也具有增强氟苯尼考杀菌作用的效果，联合

使用时能极显著提高机体对病原菌的清除能力

(P<0.01)。同时发现，L-半胱氨酸单独使用时也

可以促进机体对细菌感染的清除(图2-a，2-b)。

2.3    L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂对实验鱼抗

感染能力的影响

在体内细菌清除的基础上，进一步研究L-
半胱氨酸与氟苯尼考合剂对实验鱼抗感染作用

的影响。细菌攻毒结果显示，当注射剂量为100 μL
5.0×107 CFU/mL细菌时，24 h即开始出现实鱼死

亡情况，48 h时以后实验鱼死亡率稳定在90%左

右。死亡实验鱼体表现为胸鳍、腹鳍等基部及

肛门充血，是典型的嗜水气单胞菌感染症状。

采用腹腔注射的给药方式进行治疗，结果

显示，生理盐水对照组在24 h即开始出现实验鱼

死亡现象，72 h时鱼体累积死亡率高达90%；氟

苯尼考单独治疗效果并不明显，72 h时累积死亡

率为57.6%；仅注射L-半胱氨酸组的鱼体死亡率

明显低于抗菌药物组，36 h时出现实验鱼死亡情

况，其累积死亡率约为30%；存活率最高的为L-
半胱氨酸与氟苯尼考合剂组，最早在36 h出现鱼

体死亡，72 h累积死亡率仅有13.3%，即联合用

药的保护率为85.2%(图3-a)。
口服给药的结果与注射组相似，实验鱼累

积死亡率表现为对照组>氟苯尼考组>L-半胱氨酸

组>L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂组，前3组的死亡

情况均发生在24 h，L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂

组的死亡情况发生在36 h，其累积死亡率为20%，
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图 1    L-半胱氨酸提高氟苯尼考的杀菌作用

(a) 不同浓度氟苯尼考与L-半胱氨酸联合的杀菌作用。虚线表示

4 mmol/L L-半胱氨酸与40 μg/mL氟苯尼考联合使用，其杀菌作用

同单独使用120 μg/mL氟苯尼考相似；(b) 不同浓度的L-半胱氨酸

与氟苯尼考的联合杀菌作用；(c) L-半胱氨酸与氟苯尼考联合用

药的时间梯度效应

Fig. 1    L-cysteine enhancing the bactericidal effect of
florfenicol

(a) percent survivl of A. hydrophila at different concentration of
florfenicol cooperates with L-cysteine. 1. 0 μg/mL, 2. 20.00 μg/mL,
3. 40.00 μg/mL, 4. 80.00 μg/mL, 5. 120.00 μg/mL, 6. 160.00 μg/mL,
7. 200.00 μg/mL; (b) bacterial survival rate of A. hydrophila at different
concentration of L-cysteine cooperates with florfenicol; (c) time gradient
test of A. hydrophila in condition of florfenicol cooperates with L-
cysteine
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即联合用药的保护率为77.8%(图3-b)。上述结果

表明，L-半胱氨酸与氟苯尼考联合用药不仅可大

幅提高实验鱼对嗜水气单胞菌感染的抵抗能

力，还可推迟实验鱼的感染死亡时间。

2.4    L-半胱氨酸提高细菌对氟苯尼考的药物

敏感性

氟苯尼考对Ah01菌株的MIC值为5.00 μg/mL，
在分别添加1.00~4.00 mmol/L L-半胱氨酸后，MIC
值下降为1.25~2.50 μg/mL(表1)。结果发现，L-半
胱氨酸使嗜水气单胞菌对氟苯尼考的敏感性提

高了2~4倍。综上所述，L-半胱氨酸可能是通过

影响嗜水气单胞菌对氟苯尼考的敏感性，从而
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图 2    L-半胱氨酸联合氟苯尼考作用后黄河鲤肝脏

(a)、脾脏(b)和肾脏(c)中Ah01细菌含量

1. 对照，2. L-半胱氨酸，3. 氟苯尼考，4. L-半胱氨酸+氟苯尼考

Fig. 2    The contents of A. hydrophila in liver (a),
spleen (b) and kidney (c) of C. carpio haematopterus in

condition of florfenicol cooperating with L-cysteine
1. control, 2. L-cysteine, 3. florfenicol, 4. L-cysteine+florfenicol
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图 3    细菌攻毒后，注射(a)或口服(b) L-半胱氨酸和

氟苯尼考后实验鱼的累积死亡率

Fig. 3    The cumulative mortality rate of C. carpio
haematopterus after treatment with

florfenicol cooperating with L-cysteine by
intraperitoneally injected (a) or orally

administrated (b), respectively
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增强氟苯尼考在体外和体内的杀菌作用，提高

联合用药后鱼体的抗感染能力。

3    讨论

本研究首次报道L-半胱氨酸作为一种新型

的水产药物增效剂，与氟苯尼考联合作用可高

效杀灭嗜水气单胞菌，大大提高黄河鲤细菌感

染后的存活率。L-半胱氨酸作为氨基酸类营养物

质，本身不具有抑制细菌生长的作用，反而在

一定程度上能促进细菌生长。另外，L-半胱氨酸

作为一种含硫的半必需氨基酸，是鱼体代谢通

路中非常重要的一个枢纽物质，涉及到多条重

要的代谢通路，不仅参与合成还原型谷胱甘肽

(glutathione, GSH)，也可分解产生亚牛磺酸、牛

磺酸等产物，在机体免疫和抵御氧化应激反应

中起着十分重要的作用 [18-19]。在体内功能实验

中，发现L-半胱氨酸单独作用能明显提高机体对

细菌的清除率和鱼体的存活率，推测L-半胱氨酸

可能具有调节鱼体免疫系统的作用。因此，L-半
胱氨酸作为一种天然的小分子物质，其外源添

加具有安全无污染的优势[20]。在水产动物细菌性

疾病防治中，将L-半胱氨酸与氟苯尼考联合使

用，不仅可提高抗菌药物药效，还可有效降

低抗菌药物的使用量，在水产养殖病害防治中

具有良好的应用前景。

氟苯尼考是一种新型氯霉素类的广谱抗菌

药物，由于其广谱、高效的特性而广泛使用于

兽医临床和水产养殖领域。然而，由于生产实

践中不规范用药，特别是养殖户乱用和滥用药

物，致使动物性食品中氟苯尼考残留事件时有

报道，大量氟苯尼考耐药菌株被检出，而且耐

药水平和耐药率快速升高，抗菌药物的杀菌效

果越来越差，这些问题已引起了人们的普遍关

注[21]。因此，减少抗菌药物的使用量，提高氟苯

尼考防治感染性疾病的能力是当前必需解决的

问题。体外和体内的实验发现，与单独使用氟

苯尼考相比，L-半胱氨酸联合氟苯尼考使用具有

更好的杀菌效果和细菌清除能力。这一结果也

表明，在鱼类细菌性病害防治中，要达到理想

的防治效果，使用L-半胱氨酸可以显著降低氟苯

尼考的使用量。L-半胱氨酸与氟苯尼考合剂具有

更好的防治作用也在细菌攻毒实验中得到验

证，不论是口服给药还是注射给药的方式，联

合用药的效果均优于单独抗菌药物。总的来

说，这些结果证实了L-半胱氨酸可作为氟苯尼考

的增效剂，其联合用药相比单独使用抗菌药物

的杀菌效果显著提高。在联合用药实验中仅进

行一次给药，而在实际生产过程中，抗菌药物

的使用一般为1~2个疗程，可以预测L-半胱氨酸

与氟苯尼考联合用药会有更大的优势。

近年来，诸多研究表明，细菌代谢水平与

抗菌药物敏感性之间存在一定的联系，使用小分

子物质能逆转细菌对抗菌药物的耐药性。Lee等[22]

研究发现，暴露于诺氟沙星的细菌群体中，少

部分细菌具有产生信号作用分子“吲哚”的能力，

这种代谢物改变了其他绝大部分菌株对诺氟沙

星的抗性；Hirakawa等[23]研究表明，2 mmol/L的吲

哚能明显提高应激相关基因的表达，使其能抵抗

外界环境的变化，增加应激后的存活率。Allison
等 [8]发现，在外源添加果糖、甘露醇或葡萄糖等

一些物质，能够使静止期细菌persisters恢复对

氨基糖苷类抗生素的敏感性。在本研究中，为了

探究L-半胱氨酸对氟苯尼考的增效作用，采用微

量肉汤稀释法对嗜水气单胞菌菌株Ah01进行最

低抑菌质量浓度测定，结果显示，L-半胱氨酸可

以使细菌对氟苯尼考的MIC降低2~4倍。由此推

测，L-半胱氨酸可能通过提高细菌对氟苯尼考的

敏感性，从而发挥其增效作用。

本次研究通过体外和体内实验相互验证，

发现L-半胱氨酸作为氟苯尼考的增效剂，其联合

用药能显著增强氟苯尼考对嗜水气单胞菌的清

除能力，大幅提高鱼体的抗感染能力。在水产

养殖业病原菌耐药性日趋普遍、养殖水环境和

水产品药物残留问题日趋严重的情况下，提

高抗菌药物的防治效果，同时大幅降低抗菌药

物的使用量，有助于无公害水产养殖技术的推

广，对水产养殖业的良性发展具有极大的意

义。后续工作中，L-半胱氨酸调节细菌对氟苯尼

考敏感性的分子机制，以及L-半胱氨酸对机体的

免疫调节作用均有待更深入的研究。
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L-cysteine improves the susceptibility of
Aeromonas hydrophila to florfenicol

ZHAO Xianliang 1,2,     JIN Zhaohui 1,     HUANG Shani 1,     CHEN He 1,     LI Li 1,     KONG Xianghui 1,2*

(1. College of Fisheries, Henan Normal University, Xinxiang    453007, China;
2. College of Life Science, Henan Normal University, Xinxiang    453007, China)

Abstract: Antimicrobial agents play an important role in the prevention and treatment of bacterial infections.
However, the extensive use of antimicrobial agents, particularly the misuse of antibiotics in the aquatic animal
breeding, has led to various issues, such as antibiotic resistance, pollution of breeding environments, and presence
of drug residues in livestock, which need to be addressed urgently. In this paper, the effects of exogenous L-
cysteine on the susceptibility of Aeromonas hydrophila to florfenicol were studied. The in vitro bactericidal assay
found that 4.00 mmol/L L-cysteine could significantly improve the bactericidal effect of florfenicol by 1.9-11.1
times and that the bactericidal effect increased with increasing L-cysteine concentration and exposure time. Tissue
bacterial eradication experiments showed that the combination of L-cysteine and florfenicol could significantly
eliminate A. hydrophila in liver, spleen and kidney tissue by 4-16 times compared to florfenicol alone. Oral
administration or injection with L-cysteine or/and florfenicol showed that the combination of L-cysteine and
florfenicol greatly increased the survival rate of infected fish. Moreover, we also found L-cysteine played a certain
role in tissue bacteria eradication and fish immune protection. At last, we found that 1.00-4.00 mmol/L L-cysteine
increased the susceptibility of A. hydrophila to florfenicol by 2-4 times. We speculate that L-cysteine may enhance
the susceptibility of A. hydrophila to florfenicol and increase the bactericidal effect of florfenicol. In summary, L-
cysteine as a synergistic agent of florfenicol, can not only improve the bactericidal effect, but also significantly
reduce the use of antimicrobial agents. Therefore, we present a novel approach in fighting against A. hydrophila
with practical application value.
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