
基金项目：国家“十一五”科技重大专项（编号：２００９ＺＸ０９１０３－４１５）；国家“十二五”科技重大专项（编号：２０１３ＺＸ０９１０２０２６）；中医药行业科研专项
（编号：２００９０７００１）
通信作者：刘清泉，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｕｑｉｎｇｑｕａｎ２００３＠１２６ｃｏｍ，电话：（０１０）５２１７６７６６

芪归银方对抗生素体外抑制多重耐药

铜绿假单胞菌作用的影响
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摘要　目的：探讨芪归银方含药血清联合抗生素对多重耐药铜绿假单胞菌的体外抑制作用。方法：运用二倍稀释法检测单用抗
生素、空白血清、含药血清及血清联合抗生素的体外抑菌情况。结果：空白血清对多重耐药铜绿假单胞菌无体外抑菌作用，含药

血清则具有明显的体外抑菌作用；抗生素联合含药血清较单纯抗生素和抗生素联合空白血清的抑菌情况有明显差异。结论：芪

归银方含药血清能够降低抗生素的ＭＩＣ值、ＭＢＣ值，提高抑菌率，含药血清与抗生素具有体外协同抑菌作用。
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　　由于第三代头孢菌素和碳青霉烯类抗生素在临床
上的广泛应用，近年来多重耐药和泛耐药菌株的检出

率不断增高，铜绿假单胞菌对 β－内酰胺酶类和碳青
霉烯类抗生素的耐药性明显增加［１－２］。其在国内各大

医院细菌分离率调查中均居于首要位置［３］。众所周

知，抗生素的不合理使用是细菌耐药的根源，因此，目

前无论是多粘菌素或多种抗生素联合应用，还是研发

新型抗生素等都不能有效解决细菌耐药问题。而近年

来的研究证实了中医药在细菌耐药方面极具良好的应

用前景［４］。现代药理学研究表明中药抑菌成分较多，

可作用于细菌的不同部位和繁殖的不同阶段，并对细

菌的多个代谢环节发挥作用，故不易产生耐药性［５］。

有鉴于此，本实验以芪归银方为对象，研究含药血清与

抗生素的协同作用，具体如下。

１　材料
１１　药物　芪归银方（黄芪６０ｇ、当归１５ｇ、金银花１５
ｇ、青蒿１０ｇ、虎杖１０ｇ）提取物（１０ｇ／ｍＬ），由北京中
医药大学中药学院中药研究室提供；头孢他啶（深圳致

君制药有限公司，产品批号 Ｅ２０１００１０２）、头孢哌酮舒
巴坦钠（辉瑞制药有限公司生产，产品批号１０３９０９８）、
亚胺培南西司他丁钠（Ｍｅｒｃｋ＆Ｃｏ，ＩｎｃＵＳＡ，产品批号
１００２３１），均购自北京中医药大学东直门医院药剂科，
分别用生理盐水配制成５１２μｇ／ｍＬ、５１２μｇ／ｍＬ（以头
孢哌酮的量计算）和 １２８μｇ／ｍＬ（以亚胺培南的量计
算）的溶液。

１２　动物　ＳＤ大鼠１６只，清洁级，体重２００～２２０ｇ，
购自中国人民解放军军事医学科学院实验动物中心，

合格证号ＳＣＸＫ－（军）２００７－００４。正常光照条件下，
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食、水可自由摄取，室温控制在１８～２２℃之间。
１３　菌株　多重耐药铜绿假单胞菌临床分离株１６４３
号，由首都医科大学附属北京朝阳医院细菌室提供。

１４　试剂与设备　Ｍ－Ｈ琼脂平板购自赛默飞世尔
生物化学制品有限公司（批号：ＸＷＯ１１００３０１），立式自
动电热压力蒸汽灭菌器 （ＡＳＴＥＬＬ公司，型号：
ＡＭＡ４４０Ｎ），恒温培养箱（ＳＡＭＹＯ公司，型号：ＳＩＭ－
Ｆ１２４），涡混合器（ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司，型号：ＶＯＲ
ＴＥＸ－ＧＥＮＩＥ２），低温高速离心机（上海爱丁堡生物科
技发展有限公司，型号：ＫｅｎｄｒｏＬａｂｏｆｕｇｅ４００Ｒ），微量
天平（ＭＥＴＴＬＥＲ公司，型号：ＡＥ１００），酶标分析仪（北
京普朗新技术有限公司，型号：ＤＮＭ－９６０２）。
２　方法

１）将 ＳＤ大鼠采用随机数字表法分为空白组、芪
归银方组，每组各８只，空白组予蒸馏水，芪归银方组
给予芪归银方提取物灌胃，均为每日两次，每次２ｍＬ，
共５ｄ，末次给药后１ｈ，将各组大鼠予１０％水合氯醛溶
液，按０４ｍＬ／１００ｇ，腹腔注射麻醉后，腹主动脉采血，
４℃离心，２５００ｒ／ｍｉｎ，２０ｍｉｎ，无菌分离血清，将各组８
只大鼠血清混合后，５６～６０℃水浴３０ｍｉｎ，进行灭活。
２）在２４孔板中分别依次加入 ０８ｍＬ、０４ｍＬ、

０３ｍＬ、０２ｍＬ、０１ｍＬ的空白血清和含药血清，然后
用Ｍ－Ｈ肉汤培养基将各孔补至１ｍＬ，再将含液体培
养基的菌液（５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）取１０μＬ加入各孔中，
３７℃，孵育１８～２４ｈ。然后分别转种至含有 Ｍ－Ｈ琼
脂培养基的培养皿上，３７℃，孵育１８～２４ｈ。
３）在２４孔板中加入 Ｍ－Ｈ肉汤培养基１ｍＬ，再

分别于每组的第一个空加入头孢他啶溶液、头孢哌酮

舒巴坦钠溶液、亚胺培南西司他丁钠溶液，采用二倍稀

释法将各孔依次对倍稀释，最终每个反应体系均为１
ｍＬ，再将含液体培养基的菌液（５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）取１０
μＬ加入各孔中，３７℃，孵育１８～２４ｈ。然后分别转种
至含有Ｍ－Ｈ琼脂培养基的培养皿上，３７℃，孵育１８～
２４ｈ。

４）在２４孔板中加入 Ｍ－Ｈ肉汤培养基０５ｍＬ，
再分别于每组的第一个孔加入头孢他啶溶液、头孢哌

酮舒巴坦钠溶液、亚胺培南西司他丁钠溶液０５ｍＬ，
采用二倍稀释法将各孔依次对倍稀释，每个反应体系

均为０５ｍＬ，再向每个孔加入 Ｍ－Ｈ肉汤培养基０３
ｍＬ和灭活后的两种血清０２ｍＬ，最终每个反应体系
均为１ｍＬ，其中血清的含量均为２０％，然后将含液体
培养基的菌液（５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ）取１０μｌ加入各孔中，
３７℃，孵育１８～２４ｈ。然后分别转种至培养皿，３７℃，
孵育１８～２４ｈ。

３　结果
１）空白血清和给予大鼠等效剂量芪归银方提取物

灌胃后得到的含药血清在反应体系中占８０％时，仍无
体外抑菌作用。见表１。

表１空白血清和含药血清对多重耐药铜绿假单胞菌的抑菌作用

　　　　血清含量
血清种类　　　　

８０％ ４０％ ３０％ ２０％ １０％

空白血清 ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋
含药血清 ＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

　　注：阳性对照（＋＋＋＋）。

　　２）单纯头孢他啶ＭＩＣ值为６４μｇ／ｍＬ，联合空白血
清后ＭＩＣ值仍为 ６４μｇ／ｍＬ，联合含药血清后其 ＭＩＣ
值降为３２μｇ／ｍＬ；单纯头孢哌酮舒巴坦钠 ＭＩＣ值为
６４μｇ／ｍＬ、ＭＢＣ值为２５６μｇ／ｍＬ，联合空白血清后其
ＭＩＣ值无变化，联合含药血清后其ＭＩＣ值和ＭＢＣ值均
有明显下降；单纯亚胺培南西司他丁钠 ＭＩＣ值为 ３２
μｇ／ｍＬ，联合空白血清后其ＭＩＣ值和ＭＢＣ值变化不明
显，联合含药血清后其 ＭＩＣ值降至８μｇ／ｍＬ，ＭＢＣ值
为１６μｇ／ｍＬ。见表２。

表２　单纯抗生素与抗生素联合血清对多重耐药
铜绿假单胞菌的ＭＩＣ、ＭＢＣ值

药物 ＭＩＣ值（μｇ／ｍＬ） ＭＢＣ值（μｇ／ｍＬ）

头孢他啶 ６４ —

头孢他啶＋空白血清 ６４ １２８
头孢他啶＋含药血清 ３２ １２８
头孢哌酮舒巴坦钠 ６４ ２５６
头孢哌酮舒巴坦钠＋空白血清 ６４ ６４
头孢哌酮舒巴坦钠＋含药血清 １６ ３２
亚胺培南西司他丁钠 ３２ ６４
亚胺培南西司他丁钠＋空白血清 ３２ ３２
亚胺培南西司他丁钠＋含药血清 ８ １６

　　注：抗生素联合血清对多重耐药铜绿假单胞菌的ＭＩＣ、ＭＢＣ值为其

反应体系中抗生素的浓度。

　　表３　相同抗生素浓度下单纯抗生素与抗生素联合血清
对多重耐药铜绿假单胞菌的抑菌率

抗生素浓度（μｇ／ｍＬ）
抑菌率（％）　　　　　　　　

６４ ３２ １６ ８ ４ ２

头孢他啶 １００３９７９ ０ ０
头孢他啶＋空白血清 １００５７４９ ０ ０
头孢他啶＋含药血清 １００ １００ ６６９７３６１２
头孢哌酮舒巴坦钠 １００ ３４１２ ０７４
头孢哌酮舒巴坦钠＋空白血清 １００ ７１７８０９０１
头孢哌酮舒巴坦钠＋含药血清 １００ １００ ２５１８
亚胺培南 ９４６５ ８８５ ６３１ ０
亚胺培南西司他丁钠＋空白血清 １００ ２８３６ ３４５ ０
亚胺培南西司他丁钠＋含药血清 １００ ７６２７５３２７４１７９

　　注：抗生素联合血清浓度为其反应体系中抗生素的浓度。

　　３）将２４孔板中各反应体系用加样器取２０μＬ加
至９６孔板中，每个反应体系３个副孔，经酶标仪检测
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各孔样本 ５７０ｎｍ的 ＯＤ值，求平均值，得出抑菌率。
结果表明，在同一抗生素浓度下，抗生素联合含药血清

组的抑菌率均明显高于单纯抗生素组和抗生素联合空

白血清组。见表３、图１。

抑菌率（１００％）＝同一样本ＯＤ值的平均值
阳性对照孔ＯＤ的平均值×１００％

图１　相同抗生素浓度下单纯抗生素与抗生素联合血清对
多重耐药铜绿假单胞菌的抑菌率趋势图

　　４）经东直门医院细菌室菌种鉴定，各组均为铜绿
假单胞菌；药敏结果显示，含药血清组和亚胺培南西司

他丁钠＋含药血清组转种后的铜绿假单胞菌对头孢哌
酮舒巴坦钠耐药性为中介，ＭＩＣ值为３２μｇ／ｍＬ，对其
他抗生素耐药。其余各组转种后的铜绿假单胞菌对药

敏试验所用抗生素均耐药，与实验菌株的药敏结果一

致。

４　讨论
铜绿假单胞菌（ＰＡ）具有较强的快速适应能力，其

产生多重耐药性的机制复杂，对某一类抗菌药物的耐

药往往是几种机制协同作用的结果，对不同抗菌药物

的耐药机制也不完全相同，而且还不断有新的耐药机

制出现，目前已知的耐药机制主要有［６］：１）产生纯化

酶，如β－内酰胺酶、氨基糖苷类修饰酶等；２）基因突
变，如ＤＮＡ拓扑异构酶及ＤＮＡ回旋酶突变、主动外排
泵系统的过量表达等；３）生物被膜；４）ＤＮＡ错配修复
系统。

基于中医药抗感染的历史经验和优势，近年来在

中医药治疗耐药菌感染方面已有一些研究。夏金尧

等［７］研究证实滇产五倍子、白芍等９种中草药对产超
广谱β－内酰胺酶耐药大肠埃希菌具抑菌作用，对标
准菌抗菌活性较大的提取物对耐药菌也具有较大的抗

菌活性。肖洋等［８］研究结果表明五倍子提取液对铜绿

假单胞菌 Ｒ质粒具有较好的消除作用。席清平等［９］

研究显示五倍子可抑制葡萄糖基转移酶活性，抑制葡

聚糖生成，从而阻止生物膜形成。上述研究表明中药

具有抑制耐药菌的作用，并能针对某些耐药机制逆转

细菌耐药性，为中医药有效治疗耐药菌感染提供有力

的依据，但是目前对中药与抗生素之间的联合作用研

究较少。毋庸置疑，抗生素的杀菌、抑菌效果无可比

拟，中药远远不及。从实验结果中也可以看出，提高头

孢哌酮舒巴坦钠和亚胺培南西司他丁钠的浓度后二者

还是能够起到对多重耐药铜绿假单胞菌１６４３号菌株
的抑菌作用，但是，临床上不可能为了达到抗生素的抑

菌作用而无限制地提高抗生素的剂量。因此，本实验

以芪归银方和抗生素是否存在协同抑菌作用为研究对

象，观察含药血清联合抗生素的体外协同抑菌作用，其

结果显示头孢他啶、头孢哌酮舒巴坦钠和亚胺培南西

司他丁钠三种抗生素联合芪归银方含药血清与单用抗

生素体外抑菌效果有明显的差异，含药血清能够有效

降低上述三种抗生素的 ＭＩＣ、ＭＢＣ值，提高抗生素的
抑菌率，增强其抑菌、杀菌作用，为芪归银方联合抗生

素有效治疗多重耐药菌感染提供了实验依据。提示芪

归银方含药血清可能能够作为抗生素的“增敏剂”，降

低耐药菌对抗生素的耐药程度，从而增强抗生素的疗

效，减少抗生素的使用，缩短抗生素的使用时间。值得

注意的是，药敏结果显示含药血清组和亚胺培南西司

他丁钠＋含药血清组转种后的铜绿假单胞菌对头孢哌
酮舒巴坦钠耐药性为中介，ＭＩＣ值为３２μｇ／ｍＬ，提示
芪归银方含药血清可能能够逆转耐药菌的耐药性，使

其对原本耐药的抗生素重新恢复敏感。本课题组相关

研究亦证实了这种可能性的存在，即芪归银方含药血

清对β－内酰胺酶水解具有明显的抑制作用［１０］，凸显

了其解决细菌耐药这一棘手难题的潜力。同时，实验

所用芪归银方，选用黄芪、当归补气养血以扶正，金银

花、青蒿、虎杖清热解毒以透邪，组方切合耐药菌感染

（下接第２９５页）
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（上接第２９０页）
正虚邪伏的中医病机［１１］，具有通过调节感染引起的炎

症反应和免疫紊乱达到增强临床抗耐药菌感染疗效的

潜力与优势，值得进一步研究。
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