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评估小檗碱对耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌"

K;O<

$体外抗菌活性和耐药性逆转能力!为小

檗碱用于治疗
K;O<

感染提供依据%方法
!

收集河南省中医院临床微生物实验室
-"/8

年
/l/-

月分离的

K;O<

临床分离株!采用二倍肉汤稀释法检测
K;O<

对小檗碱的最小抑菌浓度"

A=K

$!评估小檗碱抑菌活性#

棋盘法检测小檗碱与哌拉西林等
.

种抗菌药物的协同抑菌活性#

Q$J

法检测
K;O<

经小檗碱逆转前后抑菌圈

变化!评估小檗碱的耐药性逆转能力%结果
!

86

株
K;O<

临床分离株对小檗碱的
A=K

为"

/108j"1..

$

%

,

-

%?

#经小檗碱逆转前后!

K;O<

对哌拉西林&哌拉西林-他唑巴坦&头孢他啶&亚胺培南和美罗培南的抑菌环直

径差异有统计学意义"

!

$

"1".

$!对头孢吡肟&阿米卡星&环丙沙星和多黏菌素
J

差异无统计学意义"

!

&

"1".

$%结论
!

小檗碱对
K;O<

具有较好的抑菌活性!与哌拉西林&头孢他啶和亚胺培南具有协同抑菌作用!可

逆转
K;O<

对部分抗菌药物的耐药性!但具体机制有待进一步深入研究%
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院内感染的重要病原菌之一!常引起呼吸道感染"烧

伤创面感染和败血症等#随着广谱抗菌药物在临床

上的广泛使用!尤其是碳青霉烯类药物的应用!导致

近年来耐碳青霉烯类铜绿假单胞菌'

K;O<

(的分离

率呈逐年上升趋势!成为临床抗感染治疗的棘手问

题#中药用于感染性疾病治疗历史悠久!具有疗效确

切!毒副作用小等优点#不少清热燥湿类中药除对细

菌具有直接的抑菌和杀菌作用外!还能逆转多重耐药

菌的耐药性!恢复其对抗菌药物的敏感性#为探讨清

热燥湿类中药对
K;O<

的耐药性逆转作用!本研究选

取黄连的提取物小檗碱作为研究对象!利用二倍稀释

法进行
K;O<

对黄连素的药敏性测定!进而使用黄连

素对
K;O<

进行耐药性逆转试验!旨在为临床治疗

K;O<

造成的感染提供实验依据和治疗思路#

$

!

材料与方法

$1$

!

菌株来源
!

收集河南省中医院临床微生物实验

室
-"/8

年
/l/-

月分离的
K;O<

临床分离株'剔除

同一患者同一部位重复分离菌株(!菌种鉴定和药敏

试验由法国梅里埃
F=RQ-$K3%

Z

&2>

全自动微生物鉴

定与药敏系统完成#标本构成$痰液
0!

株!尿液
8

株!伤口分泌物
7

株!血液
.

株#

K;O<

判定标准参

照相关文献标准进行%

/

&

#质控菌株
<RKK-85.!

!购

自河南省临床检验中心#

$1%

!

中药单体"抗菌药物和试剂
!

小檗碱标准品!

K<M

$

."50$5!$/

!货号$

MJ5/!"

!纯度
'

65L

'

UO?K

(/

亚胺培南标准品!

K<M

$

07--/$50$6

!货号$

M=50!"

!纯

度
'

65L

/头孢他啶!

K<M

$

8-..5$5-$5

!货号$

K68!/

!

纯度
'

65L

/环丙沙星标准品!

K<M

$

5.8-/$!!$/

!货

号$

MK6"-"

!纯度
'

65L

/阿米卡星!

K<M

$

!8./8$-5$.

!

货号$

<6!8"

!纯度
'

65L

!均购自北京
M3(&E@'3

生物!

纯度完全满足本研究需要#

A$U

肉汤为美国
JD

D'̀23

!货号$

JD-/-!--

!含量$

66L

!和
T*'3C

药敏纸

片购自郑州万乔石医用技术有限公司!哥伦比亚血琼

脂平板和
A$U

平板购自郑州安图生物#

$1&

!

方法
!

抑菌试验采用常量肉汤稀释法!联合药

敏试验采用棋盘格稀释法!细菌耐药性逆转试验采用

Q$J

纸片法!所有试验操作严格按照+全国临床检验

操作规程'第
7

版(,进行#

$1&1$

!

药物的倍比稀释
!

称取小檗碱粉剂
/1-5"

,

!

加入
/%?OJM

缓冲液中!配制成原液浓度为
/-5"

%

,

)

%?

的小檗碱溶液!

7k

备用#准备小试管
/-

支!

向第
/

管加入
A$U

肉汤
/15%?

!

-

'

/-

管
/1"%?

#

使用定量移液器将第
/

管中的药物和肉充分混匀!吸

取
/%?

加入至第
-

管!以此类推!直至加至第
/"

管

后!将移液器的含药肉汤丢弃#第
//

"

/-

管不做处

理!作为生长对照和阴性对照#

$1&1%

!

菌悬液制备和加菌
!

K;O<

菌株室温复苏

后!转种至哥伦比亚血琼脂培养基!

!.k

!过夜培养#

挑选单个菌落混悬于梅里埃配套上机专用稀释液

'

"17.L G&K(

(中!调整浊度至
"1.

麦氏浓度'

/1.m

/"

5

KSX

)

%?

(!使用营养肉汤稀释
!"

倍!向二倍稀释

好的药液的
/

'

//

支试管加
/""

&

?

菌悬液!最终接

种量为
.m/"

.

KSX

)

%?

!第
/-

管不加菌作为阴性对

照#

!.k

孵育
/5H

观察结果!以能够抑制检测菌肉眼

可见生长的最低药物浓度为检测菌对药物的最低抑

菌浓度'

A=K

(#

$1&1&

!

小檗碱联合
.

种抗菌药敏性试验
!

联合药敏

试验采用棋盘格常量稀释法小檗碱与抗菌药物的联

合的联合作用!每种药物设
6

个稀释度!药物最高浓

度为对应
A=K

的
7

倍!依次倍比稀释为
/

"

/

)

-

"

/

)

7

"

/

)

5

"

/

)

/0

"

/

)

!-

"

/

)

07

"

/

)

/-5

"

/

)

-.0

倍等
6

个浓度#

联合的两种药物分别按纵列和横列加入
60

个无菌试

管内!最终菌悬液浓度为
.m/"

.

KSX

)

%?

!

!.k

培养

/5H

后观察结果#根据两种药物联合前后的
A=K

计

算联合药敏指数'

S=K=

(判断联合药敏效果#

S=K

计

算公式为$

S=K[A=K

甲药联合)甲药单用
VA=K

乙

药联合)
A=K

乙药单用#判定标准$

S=K=

#

"1.

为协

同作用!

"1.

$

S=K=

#

为相加作用!

/

$

S=K=

#

-

为无关

作用!

S=K=

&

-

为拮抗作用#

$1&1'

!

细菌耐药性逆转试验
!

以次
A=K

浓度小檗

碱肉汤作为培养基质!挑取单个
K;O<

菌落于上述肉

汤中!

!. k

孵育
/5H

后!使用上机专用稀释液

'

"17.L G&K(

(离心洗涤!配制成
"1.

麦氏浊度菌悬

液!在
A$U

平板上进行
Q$J

法药敏试验!同时进行原

菌株的药敏试验!比较逆转前后抑菌圈直径变化#

$1'

!

统计学处理
!

使用
MOMM/61"

软件进行统计分

析#以
CjB

表示逆转前后抑菌圈直径!小檗碱逆转

前后的抑菌圈直径比对采用配对
5

检验!

!

$

"1".

为

差异有统计学意义#

%

!

结
!!

果

%1$

!

K;O<

对小檗碱敏感性
!

86

株
K;O<

对小檗

碱显示出不同程度的敏感性!

A=K

范围为
"1.

'

-1"

%

,

)

%?

!浓度为'

/108j"1..

(

%

,

)

%?

#

%1%

!

中西药联合
S=K=

分布
!

86

株
K;O<

在联合用

药后的
S=K=

见表
/

#

表
/

!!

86

株
K;O<

联合用药
S=K=

分布*

(

&

L

)+

药物组合
S=K=

#

"1.

&

"1.

'

/1"

&

/1"

'

-1"

&

-1"

哌拉西林
V

小檗碱
/7

'

/818-

(

7"

'

."10!

(

-.

'

!/10.

(

"

头孢他啶
V

小檗碱
-7

'

!"1!5

(

7!

'

.717!

(

/-

'

/.1/6

(

"

亚胺培南
V

小檗碱
!/

'

!61-7

(

7.

'

.0160

(

!

'

!15"

(

"

环丙沙星
V

小檗碱
" " 86

'

/""1""

(

"

阿米卡星
V

小檗碱
" " 86

'

/""1""

(

"
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%1&

!

小檗碱对
K;O<

细菌耐药性逆转结果
!

见

表
-

#

表
-

!!

86

株
K;O<

在小檗碱逆转前后药物

!!!

敏感性变化&

CjB

)

抗菌纸片
抑菌圈直径'

%%

(

逆转前 逆转后
5 !

哌拉西林
61/j"10! //1!j"15- -5187

$

"1"/

哌拉西林)他唑巴坦
/"1/j/156 /-15j-1". -617-

$

"1"/

头孢他啶
/.1-j/1-. /81.j/1/5 -.178

$

"1"/

头孢吡肟
/61/j"150 /61/j"186 /1/! "1!6

亚胺培南
01-j"17- 51!j"175 -/1/6

$

"1"/

美罗培南
51"j"10/ /"1!j"1.5 -.1.-

$

"1"/

阿米卡星
/.1/j"1-! /716j"1!/ "1!. "18.

环丙沙星
01-j"17- 01!j"175" "1-5 "15-

多黏菌素
J -/1.j/188 -/18j-1"7 "178 "1.6
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论
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抗菌药物的问世给感染性疾病的治疗带来了福

音!有效降低了各种细菌所造成感染性疾病的病死

率#但随着广谱抗菌药物!尤其是碳青霉烯类药物在

临床上的不合理使用甚至滥用!导致耐碳青霉烯类细

菌的大量出现!

K;O<

分离率在全球范围呈逐年上升

趋势!给院内感染的治疗带来了巨大挑战!造成了沉

重的经济负担和社会负担#中药用于感染性疾病的

治疗由来已久!近年来的研究也表明!清热燥湿类中

药具有抑菌"并通过各种途径延缓"消除细菌耐药性!

恢复对抗菌药物的敏感性的功效#为发挥中药在抗

菌治疗方面的优势!减少抗菌药物的毒副作用!本研

究首先评估
K;O<

在小檗碱单用和与亚胺培南等
.

种药物联用的敏感性!进而利用小檗碱对受试菌株进

行耐药性逆转试验!为
K;O<

的中西医结合治疗提供

依据#本研究实验数据显示!

86

株
KO;<

临床分离

株对小檗碱的
A=K

范围为
"1.

'

-1"%

,

)

%?

!浓度为

'

/108j"1..

(

%

,

)

%?

!与目前已有报道差异较大!低

于房华"庄浩林和钟亮尹等人的研究!但高于石庆新

等人的研究!这可能与选用的药物来源和菌株的耐药

特性存在差异有关%

-$8

&

#但总体来看!无论是多重耐

药铜绿假单胞菌还是
K;O<

!对小檗碱
A=K

均在数百

至数千微克级别!远高于西药的
A=K

!这说明小檗碱

的直接抑菌作用是比较弱的!可能与其在菌体内的蓄

积浓度过低有关#从联合药敏试验结果来看!小檗碱

与
$

$

内酰胺类抗菌药物哌拉西林"头孢他啶和亚胺培

南存在不同程度的协同和相加作用!显著降低上述药

物的
A=K

!但与氨基糖甙类阿米卡星和喹诺酮类环丙

沙星则显示出无相关作用!这可能与不同种类抗菌药

物的作用机制存在关联#小檗碱的抑菌机制较为复

杂!有报道认为小檗碱能增加细菌细胞膜的通透性!

抑制低亲和力青霉素结合蛋白的表达!抑制
<%

Z

K

酶!抑制细菌
DG<

复制"

;G<

转录!蛋白质翻译!拮

抗肠毒素!抗黏附!干扰信息通路和调节免疫机能从

而发挥综合性抗菌作用%

5$/"

&

#此外!近期研究发现小

檗碱可抑制
AB*N]$T

Z

EA

型外排泵!增强大肠埃希

菌对环丙沙星的敏感性和铜绿假单胞菌对氨基糖甙

类和亚胺培南的敏感性!且效果要优于已知的外排泵

抑制剂%

//$/!

&

#虽然主动外排机制是导致铜绿假单胞

菌对碳青霉烯类抗菌药物耐药的重要原因之一!但仍

存在其他机制!如膜孔蛋白缺失!产碳青霉烯酶等!因

此小檗碱单独或联合其他抗菌药物对抗
K;O<

的机

制有待进一步的深入研究#

通过一定理化手段作用于耐药菌!使其恢复对抗

菌药物的敏感性!从而逆转其耐药性是对抗多重耐药

和泛耐药菌的重要手段之一#本研究发现!在使用小

檗碱对
K;O<

进行耐药性逆转前后!

K;O<

对部分抗

菌药物如哌拉西林"哌拉西林)他唑巴坦"头孢他啶"

亚胺培南和美罗培南耐药性有不同程度的减弱'

!

$

"1".

(!而对同属
$

$

内酰胺类抗菌药物的
7

代头孢菌

素头孢吡肟"氨基糖甙类阿米卡星和喹诺酮类环丙沙

星及多黏菌素
J

的耐药性无显著性变化'

!

&

"1".

(!

这说明小檗碱对耐药性的逆转具有一定的药物选择

性#研究表明!小檗碱能对铜绿假单胞菌的多种生物

特性产生影响!如抑制细菌增殖!毒力因子产生!生物

被膜形成及
0$

脱氧
$?$

甘露糖产生及群体感应系统的

调控%

/7

&

#亦有研究认为!小檗碱可消除耐药
;

质粒

从而逆转耐药性%

/.

&

#由于本研究实验条件限制!未能

对本次收集的
K;O<

进行耐药机制的详细解析!因此!

无法确定小檗碱针对何种耐药机制发挥逆转作用#但

小檗碱能在一定程度上逆转
K;O<

的耐药性是确定

的!有关其确切的逆转机制有待进一步的深入研究#
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