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要"目的
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观察秦皮乙素对产碳青霉烯酶"

\a*

#碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌的体外抗菌效果$方法
!

采用改良
b;!

O

E

试验%美罗培南加抑制剂
(/

氨基苯硼酸"

%a:%

#%乙二胺四乙酸"

0#D%

#等试验来检测菌株产
\a*

表型'

a*4

扩增
\a*

基因并测

序'

6+,D/a*4

法检测菌株
,D

分型'肉汤微量稀释法检测秦皮乙素的最小抑菌浓度"

6-*

#'按棋盘法联合药敏试验检测秦皮乙

素与亚胺培南%庆大霉素%左氧氟沙星体外联合抗菌效果$结果
!

所有菌株均携带
\a*/.

基因'

6+,D

分型均为
,D&&

型'秦皮乙

素单独抗菌的
6-*

值为
'@9

"

&@'A

O

&

A+

$秦皮乙素与亚胺培南联合药敏试验!分级抑菌浓度"

e-*

#指数均大于
.

$与庆大霉素

联合!庆大霉素
6-*

&

&'.1

#

O

&

A+

时!

e-*

指数均为
.

'

6-*

+

9&.

#

O

&

A+

时!

e-*

指数为
'@(&

"

&@'

$与左氧氟沙星联合!

e-*

指

数均为
.

$结论
!

秦皮乙素对产
\a*

酶碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌具有明确的抗菌作用!与亚胺培南联合时存在拮抗作用!与

庆大霉素联合时两药联合抗菌结果显示为无关%相加或协同作用!与左氧氟沙星的结果均表现为无关$

关键词"秦皮乙素'
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碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌'
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抗菌作用
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肺炎克雷伯菌是社区获得性及医院感染的重要条件致病

菌之一*因碳青霉烯抗菌药物的广泛使用#碳青霉烯类耐药肺

炎克雷伯菌$

*4\a

%在全球多个地区造成感染暴发(

&

)

*耐药

机制以肺炎克雷伯菌产碳青霉烯酶$

\a*

%最为主要和常见*

在临床中#治疗产
\a*

肺炎克雷伯菌引起的感染时可用的抗

菌药物很少#为治疗带来了困扰*秦皮乙素是中草药秦皮的主

要成分#具有抗菌作用#对多种细菌都有显著的抗菌作用(

.

)

*

本研究观察了秦皮对
*4\a

的体外抗菌活性#现将结果报道

如下*

$

!

资料与方法

$@$

!

材料来源
!

选择
.'&(U.'&9

年首都医科大学附属北京

天坛医院分离的非重复
*4\a

#并进行耐药基因检测及多位点

序列分型#得到携带
\a*

基因且同时为
,D&&

型的肺炎克雷

伯菌
&'

株#作为实验用菌*细菌鉴定和药敏试验采用
W-D0\

./*;A

?

>7<

全自动微生物分析系统进行#质控菌株为大肠埃希

菌
%D**.9C..

和肺炎克雷伯菌
%D**2''B'(

*

$@/

!

仪器与试剂
!

秦皮乙素'庆大霉素'左氧氟沙星购自北京

华迈科生物技术有限责任公司&亚胺培南购自默沙东公司&

6/

b

肉汤购自北京陆桥技术责任有限公司&

a*4

试剂'电泳用试

剂均购自北京赛百盛基因技术有限公司&药敏纸片购自英国

5Y;H!

公司*

(/

氨基苯硼酸$

%a:%

%购自
,-S6%/%+#4-*b

公司&乙二胺四乙酸$

0#D%

%购自北京化学试剂公司*
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方法

$@'@$
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菌液配制
!

从已分离纯化的待检细菌平板上挑取
(

"

9

个菌落#接种于
(

"

9A+

的
6/b

肉汤培养基#于
(2[

培养

BI

*菌液用
6/b

肉汤混匀后经比浊仪校正浊度至
'@9

麦氏

比浊标准#再用
6/b

肉汤稀释至
&@9_&'

9

7JN

"

A+

备用*

$@'@/

!

药液配制
!

抗菌药物参照美国
*+,-

$

.'&B

年版%配置

+

()1(

+

检验医学与临床
.'&2

年
&.

月第
&1

卷第
.(

期
!
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成
&''A

O

"

A+

待用&秦皮乙素药液使用相应溶剂溶解配置成

&''A

O

"

A+

浓度待用*

$@'@'
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\a*

耐药表型初筛实验
!

改良
b;!

O

E

实验参照
*+,-

推荐方法操作(

(

)

*

0#D%

抑制实验和
%a:%

抑制实验!于孵

育
&)

"

.1I

的血平板上挑出单个菌落#用生理盐水制成
'@9

麦氏浊度的菌悬液#用无菌棉拭子蘸取调好的菌液涂布于
6/

b

培养基#将美罗培南$

&'

#

O

%药敏纸片'美罗培南$

&'

#

O

%

c

0#D%

$

2('

#

O

%纸片'美罗培南$

&'

#

O

%

c%a:%

$

B''

#

O

%均匀

贴在
6/b

琼脂培养基上#置于
(9 [

的孵箱培养*

&)

"

.1I

后读取结果*美罗培南筛选
\a*

表型*结果判定!含
%a:%

'

0#D%

复合纸片比单独用美罗培南的抑菌圈大于或等于
9

AA

时#判定为阳性结果*

$@'@1

!

\a*

基因扩增
!

煮沸法提取细菌
#$%

#引物
\a*/e

9h/DSD*%*DSD%D*S**SD*/(h

&

\a*/4 9h/*D*%SD/

S*D*D%*%S%%%%**/(h

(

1

)

#扩增条件!

C1[

预变性
&'AHK

&

C1[

变性
&AHK

#

99[

退火
&AHK

#

2.[

延伸
.AHK

#

('

个循

环&

2.[

保持
2AHK

*引物合成及测序均由中美泰和$北京%有

限公司完成*

$@'@2

!

多位点序列分型$

6+,D

%

!

煮沸法提取细菌
#$%

#根

据肺炎克雷伯菌
2

个管家基因$
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a*4

反应引物反应条件见网站
I<<

?

!""

FH

O

"!F@

?

>"/

<EN=@J=

"*进行试验菌株的
6+,D/a*4

检测*

a*4

产物测序

后#在网站
I<<

?

!""

PPP@

?

NFAG"<@;=

O

"进行
6+,D

分型*试

验用引物合成及测序均由中美泰和$北京%有限公司完成*引

物序列见表
&

*

$@'@)

!

秦皮乙素最小抑菌浓度$

6-*

%

!

将秦皮乙素储存液以

灭菌
6/b

肉汤倍比稀释
(.

'

&B

'

)

'

1

'

.

'

&

'

'@9

'

'@.9A

O

"

A+

共

)

个浓度#加
.''

#

+

于
CB

孔板#加菌液至最终菌液浓度
9_

&'

9

7JN

"

A+

#放置在微量振荡仪振荡
(AHK

#

(9[

过夜培养*

表
&

!!

6+,D/a*4

反应引物序列

基因名称 引物序列
9h

(

(h

产物长度

$

K<

%

=;

?

: a&

!

SS*S%%%DSS*]S%S%%**% &'29

a.

!

S%SD*DD*S%%SDDSD%%**

O

>

?

% a&

!

DS%%%D%DS%*D**%*D*%*SS BB.

a.

!

*DD*%S%%S*SS*DDDS%DSS*DD

A!I a&

!

***%%*D*S*DD*%SSDD*%S 29B

a.

!

**SDDDDD****%S*%S*%S

?O

H a&

!

S%S%%%%%**DS**DSD%*DS*DSS* 9BB

a.

!

*S*S**%*S*DDD%D%S*SSDD%%D

?

I;0 a&

!

%**D%**S*%%*%**S%*DD*DD*SS B'.

a.

!

DS%D*%S%%*DSSD%SSDS%D

HKJ: a&

!

*D*S*DS*DSS%*D%D%DD*S 1B.

a.

!

*S*DDD*%S*D*%%S%%*DD*

<;K: a&

!

*DDD%D%**D*SSD%*%D*%SSDD 9(C

a.

!

%DD*S**SS*DS4S*4S%S%S

$@'@.

!

联合药敏试验
!

采用微量肉汤稀释法#菌液配制与中

药抗菌成分标准品溶液配制同上*将中药抗菌成分标准品溶

液以
6/b

肉汤倍比稀释成
.

'

&

'

'@9

'

'@.9

'

'@&.9

'

'@'B.9

'

'@'(&.9

共
2

个浓度&将抗菌药物分别用
6/b

肉汤倍比稀释

成
&&

个浓度#见表
.

*将配好的不同浓度的中药抗菌成分标

准品溶液与抗菌药物溶液按棋盘法设计#两两组合加入
CB

孔

细胞培养板中#中药标准品加入
&''

#

+

#抗菌药物加入
9'

#

+

#

再将已校正浓度的菌液
9'

#

+

加入孔中#

(2[

培养
&)

"

.1I

后观察结果*

表
.

!!

抗菌药物联合药敏试验浓度配置表#

#

O

$

A+

%

药物 浓度
&

浓度
.

浓度
(

浓度
1

浓度
9

浓度
B

浓度
2

浓度
)

浓度
C

浓度
&'

浓度
&&

亚胺培南
9&. .9B &.) B1 (. &B ) 1 . & '@9

庆大霉素
.'1) &'.1 9&. .9B &.) B1 (. &B ) 1 .

左氧氟沙星
.'1) &'.1 9&. .9B &.) B1 (. &B ) 1 .

$@'@R

!

联合药敏试验结果判断
!

记录单独应用两药的
6-*

浓度#记做
6-*

%

和
6-*

:

#并选择两药联合最佳组合效应时各

自的
6-*

记为
%

和
:

#以计算分级抑菌浓度$

e-*

%指数!

e-*^

%

"

6-*

%

c:

"

6-*

:

*判断标准!

e-*

+

'@9

#协同作用&

e-*

%

'@9

且
e-*

+

&

#相加作用&

e-*

%

&

且
e-*

+

.

#无关作用&

e-*

%

.

#拮抗作用*

/

!

结
!!

果

/@$

!

抗菌药物药敏试验结果
!

经
W-D0\./*;A

?

>7<

检测#

&'

株肺炎克雷伯菌对碳青霉烯'头孢菌素'头孢菌素"酶抑制剂'

氨基糖苷类'喹诺酮类等抗菌药物均耐药*微量肉汤稀释法确

认亚胺培南'庆大霉素'左氧氟沙星
6-*

#结果见表
(

"

9

*

/@/

!

\a*

耐药表型筛选结果
!

&'

株肺炎克雷伯菌的改良

b;!

O

E

试验均为阳性#

a:%

协同试验结果均为阳性#

0#D%

协

同试验结果均为阴性*

/@'

!

\a*

酶
a*4

结果
!

对
&'

株细菌进行
a*4

实验结果显

示均为
\a*

阳性#结果见图
&

*将扩增结果进行测序#结果显

示
&'

株实验用菌均携带
\a*/.

基因*

/@1

!

6+,D/a*4

结果
!

对
&'

株实验菌株进行
6+,D/a*4

检测#均扩增出
2

个肺炎克雷伯菌管家基因#见图
.

*将
a*4

扩增结果送出测序#结果显示#所用
&'

株实验菌株均为
,

D&&

型*

表
(

!!

秦皮乙素与亚胺培南联合抗菌结果

菌株

秦皮乙素$

%

%

6-*

%

$

A

O

"

A+

%

%

$

A

O

"

A+

%

亚胺培南$

:

%

6-*

:

$

#

O

"

A+

%

:

$

#

O

"

A+

%

e-*

菌株
& & & B1 &.) (

菌株
. '@9 '@9 (. B1 (

菌株
( '@9 '@9 B1 &.) (

菌株
1 '@9 '@9 (. &.) 9

菌株
9 & & (. &.) 9

菌株
B & & (. &.) 9

菌株
2 & & B1 &.) (

菌株
) & & (. B1 (

菌株
C '@9 '@9 &.) .9B (

菌株
&' '@9 '@9 (. B1 (
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表
1

!!

秦皮乙素与庆大霉素联合抗菌结果

菌株

秦皮乙素$

%

%

6-*

%

$

A

O

"

A+

%

%

$

A

O

"

A+

%

庆大霉素$

*

%

6-*

*

$

#

O

"

A+

%

*

$

#

O

"

A+

%

e-*

菌株
& '@9 '@&.9 .9B &.) '@29

菌株
. '@9 '@&.9 9&. &.) '@9

菌株
( '@9 '@'(&.9 B1 (. '@9B.9

菌株
1 & & .'1) .'1) .

菌株
9 & & &'.1 &'.1 .

菌株
B '@9 '@.9 (. &B &

菌株
2 & & &'.1 &'.1 .

菌株
) & '@'B.9 B1 &B '@(&.9

菌株
C '@9 '@9 .'1) .'1) .

菌株
&' '@9 '@'B.9 B1 &B '@(29

表
9

!!

秦皮乙素与左氧氟沙星联合抗菌结果

菌株

秦皮乙素$

%

%

6-*

%

$

A

O

"

A+

%

%

$

A

O

"

A+

%

左氧氟沙星$

#

%

6-*

#

$

#

O

"

A+

%

#

$

#

O

"

A+

%

e-*

菌株
& & & .'1) .'1) .

菌株
. '@9 '@9 .'1) .'1) .

菌株
( '@9 '@9 .'1) .'1) .

菌株
1 '@9 '@9 .'1) .'1) .

菌株
9 & & .'1) .'1) .

菌株
B '@9 '@9 .'1) .'1) .

菌株
2 & & .'1) .'1) .

菌株
) & & .'1) .'1) .

菌株
C '@9 '@9 .'1) .'1) .

菌株
&' '@9 '@9 .'1) .'1) .

!

注!

&

'

.

'

(

'

1

'

B

'

2

号为实验菌株#

\a*

阳性&

9

号为阴性对照

图
&

!!

部分分离肺炎克雷伯菌株
\a*

基因

琼脂糖凝胶电泳结果

/@2

!

秦皮乙素药敏试验结果
!

使用肉汤微量稀释法检测
&'

株实验菌株对秦皮乙素的药敏情况见表
(

"

9

*

/@)

!

秦皮乙素与抗菌药物联合药敏试验结果

/@)@$

!

秦皮乙素与亚胺培南联合药敏试验结果
!

使用肉汤微

量稀释法#对
&'

株实验菌株进行秦皮乙素与亚胺培南联合抗

菌实验*秦皮乙素的单独用药
6-*

值与联合用药
6-*

值无

明显变化&亚胺培南与秦皮乙素联合用药后的
6-*

值较单独

用药时升高
&

"

(

倍#其
e-*

指数均大于
.

#见表
(

*

/@)@/

!

秦皮乙素与庆大霉素联合药敏试验结果
!

使用肉汤微

量稀释法#对
&'

株实验菌株进行秦皮乙素与庆大霉素联合抗

菌实验*庆大霉素
6-*

&

&'.1

#

O

"

A+

时#秦皮乙素及庆大霉

素的联合用药
6-*

值均没有变化#

e-*

指数均为
.

&当庆大霉

素
6-*

值
+

9&.

#

O

"

A+

时#秦皮乙素及庆大霉素的联合用药

6-*

值均明显下降#

e-*

指数为
'@(&.9

"

&

#见表
1

*

/@)@'

!

秦皮乙素与左氧氟沙星联合药敏试验结果
!

使用肉汤

微量稀释法#对
&'

株实验菌株进行秦皮乙素与庆大霉素联合

抗菌实验*两者联合
6-*

值较单独用药
6-*

值没有变化#

e-*

指数均为
.

#见表
9

*

图
.

!!

6+,D/a*4

扩增产物琼脂糖凝胶电泳结果

'

!

讨
!!

论

!!

肺炎克雷伯菌是重要的条件致病菌#常导致呼吸道'泌尿

道等医院感染(

9/B

)

*随着碳青霉烯类抗菌药物的出现及广泛使

用#导致
*4\a

的出现#造成患者病程迁延和临床抗感染治疗

的失败#从而增加了患者的病死率*细菌产
\a*

是
*4\a

耐

药的主要原因#

\a*

属于
%

类酶*携带
\a*

基因的
*4\a

在

临床上分离率较高&且
\a*

由质粒编码#具有在不同菌种$属%

间传播的特点(

2/)

)

*在我国#

*4\a

的广泛传播和出现都以产

\a*

肺炎克雷伯菌为主#而
,D&&

型被认为是产
\a*

肺炎克

雷伯菌优势克隆型(

C/&&

)

*秦皮乙素提取自秦皮#属于香豆素类

化合物*秦皮在治疗菌痢的中药方剂-白头翁汤.中起很重要

的作用#而秦皮乙素对大肠杆菌'铜绿假单胞菌'痢疾杆菌等有

显著的抗菌作用(

&.

)

*本研究发现秦皮乙素对
,D&&

型产
\a*

的
*4\a

有明显抑菌作用*其
6-*

值在
'@9

"

&A

O

"

A+

#见

表
(

*体外联合药敏试验显示#秦皮乙素与亚胺培南呈明显的

拮抗趋势#

&'

株菌的
e-*

指数均大于
.

#可以使亚胺培南的

6-*

值提高
&

"

.

倍*秦皮乙素浓度在低至
'@'B.9A

O

"

A+

时#两者联合仍存在拮抗现象*秦皮乙素与亚胺培南的拮抗作

用提示#在服用含有秦皮乙素成分的中药汤剂时不要与亚胺培

南同时使用*此种情况是否出现于其他型肺炎克雷伯菌或肠

杆菌科细菌还有待于进一步的研究*

此外#秦皮乙素在与庆大霉素的体外联合抗菌试验中#出

现了
e-*

指数不一致的现象#即存在协同'相加和无关
(

种结

果&其中庆大霉素单独抗菌
6-*

&

&'.1

#

O

"

A+

的菌株#其秦

皮乙素与庆大霉素联合抗菌的
e-*

指数均为
.

#显示为无关的

结果&而庆大霉素
6-*

+

9&.

#

O

"

A+

的菌株#其秦皮乙素与庆

大霉素联合抗菌的
e-*

指数小于
&

#部分菌株
e-*

指数小于
'@

9

#显示为相加与协同作用*氨基糖苷类抗菌药物的抗菌机制

是阻碍细菌蛋白质的合成*因此#分析二者联合抗菌产生协同

效应的原因可能是#秦皮乙素可以提高细菌细胞膜的通透性#

使庆大霉素进入菌体#作用于菌体从而达到抗菌作用#降低了

庆大霉素的
6-*

值#具体原因还有待于进一步研究*秦皮乙

素与喹诺酮类抗菌药物左氧氟沙星的体外联合抗菌效果不显

著#从数据来看#实验菌株的抗菌实验结果均表现为无关*

秦皮乙素对产
\a*

肺炎克雷伯菌具有明显的抗菌作用#

与不同抗菌药物可能存在拮抗或协同作用*临床上联合使用

+
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含秦皮的中药处方和抗菌药物治疗感染时#应注意秦皮乙素与

抗菌药物之间的相互作用#避免影响抗菌药物的治疗效果*

*4\a

广泛出现的今天#研究中草药的抗菌'抗感染作用#以及

中药与抗菌药物的相互作用#具有重要的临床意义*
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采用常规静脉营养补充能量的患儿*但胆汁淤积综合征发生

率差异无统计学意义$

!

%

'@'9

%*因此#本研究认为非营养性

吸吮在预防胆汁淤积综合征上无明显价值*

综上所述#故早产儿在鼻胃管喂养期间辅以非营养性吸吮

是一种适宜的辅助喂养方法#但它在临床胆汁淤积综合征上的

预防无明显作用*
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