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鱼腥草素钠联合阿米卡星体外抗多重耐药鲍曼不动杆菌的作用分析*
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  摘 要:目的 探讨鱼腥草素钠(SH)联合阿米卡星(AMK)对多重耐药鲍曼不动杆菌(MDR-AB)的体外

抑制作用。方法 从川北医学院附属医院微生物室收集10株 MDR-AB菌株,采用棋盘法设计实验,以微量肉

汤稀释法、琼脂稀释法分别测定两种药物不同水平组合对 MDR-AB的最低抑菌浓度(MIC)值,计算部分抑菌

浓度指数(FICI)及抑制率,判断两者的联合抗菌效果。结果 两种方法测得SH、AMK联用时的FICI值为>
0.5~1.0,表现出“相加”作用。与单用AMK相比,SH与AMK(<1

 

024
 

μg/mL)联用时的抑制率降低(P<
0.05),SH与AMK(≥1

 

024
 

μg/mL)联用时的抑制率升高(P<0.05)。结论 SH能够在体外抑制 MDR-AB,
与单用AMK比较,联用后随着AMK水平的升高对细菌的抑制作用先降低后升高。
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Abstract:Objective To

 

discuss
 

the
 

in
 

vitro
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

sodium
 

houttuynia
 

(SH)
 

combined
 

with
 

amikacin
 

(AMK)
 

on
 

multidrug-resistant
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(MDR-AB).Methods Ten
 

strains
 

of
 

MDR-
AB

 

were
 

collected
 

from
 

the
 

microbiology
 

laboratory
 

of
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

North
 

Sichuan
 

Medical
 

College.The
 

chessboard
 

method
 

was
 

adopted
 

to
 

design
 

the
 

experiment,the
 

microdilution
 

broth
 

method
 

and
 

agar
 

dilution
 

method
 

were
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

minimal
 

inhibitory
 

concentration
 

(MIC)
 

value
 

for
 

different
 

concentrations
 

of
 

SH
 

and
 

AMK
 

combination
 

against
  

MDR-AB,the
 

fractional
 

inhibitory
 

concentration
 

(FICI)
 

index
 

and
 

inhibition
 

rate
 

were
 

calculated
 

to
 

judge
 

the
 

effect
 

of
 

their
 

combination
 

against
 

the
 

bacteria.Results The
 

FICI
 

value
 

of
 

SH
 

and
 

AMK
 

combination
 

by
 

using
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

>0.5-1.0,showing
 

the
 

additive
 

effect.Compared
 

with
 

using
 

AMK
 

alone,the
 

inhibition
 

rate
 

of
 

SH
 

combined
 

with
 

AMK
 

(<1
 

024
 

μg/mL)was
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

which
 

of
 

SH
 

combined
 

with
 

AMK
 

(≥1
 

024
 

μg/mL)was
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion SH
 

can
 

inhibit
 

MDR-AB
 

in
 

vitro,and
 

after
 

its
 

combination
 

with
 

AMK,its
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

bacteria
 

is
 

decreased
 

first
 

and
 

then
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

AMK
 

concentration
 

compared
 

with
 

using
 

AMK
 

alone.
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  鲍曼不动杆菌是导致医院内感染的常见革兰阴

性杆菌,其感染多发于重症监护室和神经外科,以下

呼吸道分泌物检出率最高。有研究报道,多重耐药鲍

曼不动杆菌(MDR-AB)、耐碳青霉烯类鲍曼不动杆菌

(CR-AB)的检出率超过60.00%,并且全耐药鲍曼不

动杆菌(PDR-AB)检出率达16.67%[1]。随着经验性

抗菌药物的使用,MDR-AB对临床上常用的抗菌药

物,如青霉素类、β-内酰胺类、碳青霉烯类、喹诺酮类药

物的耐药率为90.00%以上,对易导致不良反应的氨

基糖苷类抗菌药物的耐药率为54.50%[2]。近年来,
随着人们在中药抗菌方面的研究不断深入,具有抗菌

活性的中药逐渐被报道,比如鱼腥草的活性成分鱼腥
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草素钠(SH)已被证实对铜绿假单胞菌、金黄色葡萄

球菌、白色念珠菌及结核分枝杆菌都有一定的抗菌作

用,并且能增强阿奇霉素、氟康唑、红霉素的抗菌活

性[3-7]。本课题组前期预实验发现,SH 对 MDR-AB
有一定的抑制作用,因此,本研究将在体外探讨SH
与阿米卡星(AMK)是否具有联合抗菌作用,现将结

果报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本实验所采用的10株 MDR-AB菌

株收集于川北医学院附属医院微生物室,其中6株来

源于神经外科,4株来源于重症监护室,均为痰液

标本。
1.2 仪器与试剂 仪器:VITEK2全自动微生物分

析仪及 AST-GN 鉴定卡(法国生物梅里埃有限公

司),AST-GN16药敏卡及配套药敏纸片,台式恒温振

荡器(上海跃进医疗),DHP420电热恒温培养箱(重
庆永恒实验仪器厂),TECAN全波长全自动酶标仪

(型号 M200PR0)。试剂及药品:SH(10克/瓶,购自

西安开来生物工程有限公司),AMK 注射液(0.2
克/支,川北医学院附属医院药房提供),四甲基偶氮

唑盐(MTT,广州赛国生物科技有限公司),二甲基亚

砜(DMSO,成都市科龙化工试剂厂)。培养基:水解

酪蛋白(MH)肉汤培养基(海博生物技术有限公司),
MH琼脂培养基(海博生物技术有限公司)。
1.3 方法

1.3.1 菌株筛选 采用VITEK2全自动微生物分析

仪及 AST-GN 鉴 定 卡 进 行 细 菌 鉴 定,采 用 AST-
GN16药敏卡及配套药敏纸片进行药敏试验。根据上

述鉴定结果选择10株对3类及以上抗菌药物(包括

AMK、环丙沙星、亚胺培南、青霉素、头孢他啶等)耐
药的鲍曼不动杆菌。以ATCC19606作为质控菌株。
1.3.2 细菌复苏及菌液稀释 将收集的10株MDR-
AB菌株用30%甘油保存于-80

 

℃冰箱中。实验时

取2
 

μL保存菌液接种于1
 

mL灭菌的 MH肉汤培养

基中,放置于37
 

℃恒温振荡器中培养过夜。次日观

察到 MH肉汤培养基出现浑浊后,8
 

000
 

r/min离心

3
 

min后倒掉上清液,加入1
 

mL的生理盐水重悬细

菌,用生理盐水将菌液调成570
 

nm 处吸光度值(A
值)为1.0

 

(相当于0.5麦氏浊度,1×108
 

cfu/mL)后
再稀释1

 

000倍备用。
1.3.3 单用SH、AMK的最低抑菌浓度(MIC)值测

定 (1)微量肉汤稀释法:称取SH粉末,用 MH肉汤

配制为不同水平的SH 溶液(4
 

500、4
 

000、3
 

500、
3

 

000、2
 

500、2
 

000、1
 

500、1
 

000、500
 

μg/mL),各取

80
 

μL依次加入96孔板中。AMK原液100
 

mg/mL,
用 MH肉汤配制为不同水平的 AMK溶液(81

 

920、
40

 

960、20
 

480、10
 

240、5
 

120、2
 

560、1
 

280、640
 

μg/mL),各取10
 

μL依次加入96孔板中。各对应孔

中加入10
 

μL菌液,用 MH 补足至100
 

μL。每个水

平梯度均做3个孔,同时设置药物对照孔(不加细

菌)、阳性对照孔(不加药物)、阴性对照孔(只加 MH
培养基)。接种完后将96孔板置于37

 

℃台式恒温振

荡器中培养8
 

h后观察细菌生长情况,当阳性对照孔

细菌生长且药物对照孔和阴性对照孔均无菌生长时,
每孔加入10

 

μL的 MTT(用无菌磷酸盐缓冲液配制,
水平为5

 

mg/mL),再次置于37
 

℃台式恒温振荡器

中培养1
 

h,肉眼观察培养孔中的颜色,黑色代表孔内

有菌落,以无细菌生长的最低浓度作为该药物的 MIC
值。接着每孔加入100

 

μL的二甲基亚砜(DMSO),
振荡摇匀10

 

min,用酶标仪检测490
 

nm处的A值并

计算出各水平梯度的平均抑制率。(2)琼脂稀释法:
SH琼脂平板的终水平同微量肉汤稀释法一致,取9
支无菌试管,分别称取SH粉末溶于10

 

mL灭菌 MH
琼脂中,混匀并倒置平板冷却备用。取9支无菌试管

依次加入 AMK原液(100
 

mg/mL)1
 

638.4、819.2、
409.6、204.8、102.4、51.2、25.6、12.8、6.4

 

μL,用灭

菌 MH琼脂补齐至10
 

mL,混匀后倒置平板备用。取

2
 

μL稀释好的菌液依次点种于各琼脂平板上,每株菌

在各平板上接种2个点,37
 

℃电热恒温培养箱中培养

8
 

h后观察细菌生长情况,并在菌落中滴加5
 

μL的

MTT以读取该药物的 MIC值。所有实验均重复

3次。
1.3.4 SH 与 AMK联用的 MIC值测定 (1)微量

肉汤稀释法:根据单药测得的 MIC值,SH 以2倍

MIC、AMK以1倍 MIC为最高浓度,分别按倍比稀

释配制6个系列水平。取无菌的96孔板,按棋盘法

设计将药物两两组合加入各孔中(SH
 

80
 

μL、AMK
 

10
 

μL),再加入10
 

μL菌液,并用 MH 肉汤补足至

100
 

μL。(2)琼脂稀释法:根据单药的 MIC值,SH水

平梯度设为 MIC、1/2MIC、1/4MIC、0,AMK水平梯

度设为 MIC、1/2MIC、1/4MIC、1/8MIC、1/16MIC、
1/32MIC、0,分别配制两种药物各水平组合共28个

琼脂平板。其余操作方法同1.3.3,所有实验均重复

3次。分别记录最佳组合效应时两种药物联用时各自

的 MIC值及两种药物单用时的 MIC值。计算出部分

抑 菌 浓 度 指 数 (FICI)= MICSH联合/MICSH单用 +
MICAMK联合/MICAMK单用。判读标准:FICI≤0.5为协同

作用;0.5<FICI≤1.0为相加作用;1.0<FICI≤2.0
为无关作用;FICI>2.0为拮抗作用[8]。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行统

计分析,计量资料以x±s 表示,组间比较采用t 检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 单用SH、AMK的 MIC值 微量肉汤稀释法:
10株 MDR-AB及质控菌株单用SH 的 MIC值为

1
 

200~2
 

800
 

μg/mL,单用AMK的 MIC值为8
 

192
 

μg/mL。琼脂稀释法:10株 MDR-AB及质控菌株单

用SH的 MIC值为2
 

400
 

μg/mL,单用AMK的 MIC
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值为16
 

384
 

μg/mL。见表1。
2.2 SH与AMK联用的 MIC值 结果显示,SH与

AMK联用后AMK的 MIC值降低至单用时的1/2,
FICI值均处于>0.5~1.0,表现出“相加”的抗菌作

用。见表1。当 SH(MIC)单用时无细菌生长,与
AMK联用时可见细菌生长,表明SH 与 AMK联用

后可能存在促进细菌生长的作用。见图1、2。此外,根

据酶标仪所测得SH(1/2
 

MIC)与AMK系列水平联用

后的A值计算出10株菌的平均抑制率,结果显示,与
单用AMK相比,SH与AMK(<1

 

024
 

μg/mL)联用时

的抑制率降低,SH与AMK(≥1
 

024
 

μg/mL)联用时

抑制率升高,且两者的差异有统计学意义(P<0.05)。
见表2。

表1  SH、AMK单用及联用时检测 MDR-AB的 MIC值和FICI值

菌株编号
MIC微量肉汤稀释法(μg/mL)

SH单用 AMK单用 SH联合/AMK联合

FICI
MIC琼脂稀释法(μg/mL)

SH单用 AMK单用 SH联合/AMK联合

FICI

1 2
 

400
 

8
 

192 1
 

200/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

2 2
 

400 8
 

192 1
 

200/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

3 2
 

800 8
 

192 1
 

400/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

4 1
 

200 8
 

192 600/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

5 2
 

800 8
 

192 1
 

400/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

6 2
 

800 8
 

192 700/4
 

096 0.75 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

7 2
 

800 8
 

192 700/4
 

096 0.75 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

8 2
 

800 8
 

192 700/4
 

096 0.75 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

9 2
 

400 8
 

192 1
 

200/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

10 2
 

400 8
 

192 1
 

200/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

ATCC19606 2
 

800 8
 

192 1
 

400/4
 

096 1.00 2
 

400 16
 

384 600/8
 

192 0.75

  注:SH联合/AMK联合 表示SH与AMK联用时SH与AMK各自的 MIC值。

  注:黑色代表有菌落生长。

图1  琼脂稀释法检测SH与AMK联用的药敏试验结果

  注:A、B、C、D、E、F、G均未见细菌生长,G为最佳抑菌浓度组合,

FICI=1/2+1/2=1。

图2  微量肉汤稀释法检测SH与AMK联用的

部分药敏试验结果
 

表2  不同水平AMK单用及与SH(1/2
 

MIC)联用时

   的平均抑制率比较(x±s,%)

AMK水平

(μg/mL)
AMK单用

AMK与

SH联用
t P

4
 

096 87.70±2.00 96.22±1.02 11.99 <0.001

2
 

048 79.83±2.86 88.25±2.23 7.33 <0.001

1
 

024 71.34±4.12 77.87±4.68 3.31 0.004

512 66.37±4.00 61.56±4.70 -2.46 0.024

256 54.98±5.76 45.50±6.02 -3.60 0.004

3 讨  论

  鲍曼不动杆菌是导致医院内感染的主要革兰阴

性杆菌之一,可能与患者住院时间长、接受侵入性操

作及使用广谱抗菌药物有关。有关共识指出,针对

MDR-AB感染可选用头孢哌酮/舒巴坦、氨苄西林/舒

巴坦、碳青霉烯类抗菌药物,同时联合氨基糖苷类或

喹诺酮类抗菌药物进行治疗[9]。随着 MDR-AB、CR-
AB的检出率逐渐升高,且对常用抗菌药物呈高度耐

药性,多种药物的联用为鲍曼不动杆菌的治疗提供了

新方案。AMK作为一种新型半合成氨基糖苷类抗菌

药物,常用于鲍曼不动杆菌的治疗,当与其他抗菌药

物,如替加环素、头孢哌酮钠/舒巴坦联用后的治疗效

果更佳[2,10]。
近年来,相关研究发现SH 对金黄色葡萄球菌、
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铜绿假单胞菌、白色念珠菌等都具有一定的抑菌作

用[5-7],但对鲍曼不动杆菌是否具有抑菌作用少有报

道。本研究中10株 MDR-AB对SH 的 MIC值为

1
 

200~2
 

800
 

μg/mL,表 明 SH 能 够 在 体 外 抑 制

MDR-AB,但是其单独使用的抗菌活性相对较低。
MDR-AB对AMK也表现出较高的耐药性,与KUTI
等[11]报道的结果一致,可见单用 AMK对 MDR-AB
的治疗效果欠佳。因此,本研究进一步探讨SH能否

增强 AMK 的抗菌作用,实验结果表明,当 SH 与

AMK联用后表现出“相加”的抗菌作用。值得注意的

是,从表2中可见SH与AMK(<1
 

024
 

μg/mL)联用

时的抑制率低于单用AMK,表明两种药物联用后可

能存在促进细菌生长的作用,导致上述现象的原因值

得进一步探讨。
鲍曼不动杆菌对 AMK的耐药机制包含以下几

点:(1)鲍曼不动杆菌产生氨基糖苷类修饰酶(A-
MEs),编码的相关基因大多位于质粒转座子上,导致

耐药基因在细菌间传播,并通过上述酶修饰、改变氨

基糖苷类抗菌药物的活性,此为最主要的耐药机制;
(2)产生16S

 

rRNA 甲基化酶,能够使细菌的30S
 

rRNA亚单位上的16S
 

rRNA位点甲基化,从而改变

氨基糖苷类抗菌药物的作用靶点;(3)外排泵作用,通
过促进药物外排来降低细胞内氨基糖苷类抗菌药物

的浓度;(4)影响细菌细胞膜,即通过减少脂多糖所带

的负电荷和下调孔蛋白的表达来阻止药物进入细

胞[12]。目前报道SH 主要是通过抑制细菌生物被膜

的形成来达到抗菌作用[3-4],但是较少见 AMK影响

细菌生物被膜的相关报道。AMK因使用剂量不同而

表现出不同的耐药机制的相关报道较少。本研究中,
与单用 AMK比较,SH 与 AMK联用后的抑制率先

降低后升高的具体机制仍不清楚,笔者认为SH可能

通过抑制细菌生物被 膜、氨 基 糖 苷 类 修 饰 酶、16S
 

rRNA甲基化酶、外排泵的表达来达到抗菌作用。因

此,后续研究将进一步对其抗菌机制深入探讨。
综上所述,SH 能够在体外抑制 MDR-AB,与单

用AMK相比,联用后随着AMK水平的升高其抗菌

作用先降低后升高。因此,建议使用AMK治疗的患

者应合理选择食用鱼腥草及相关制剂。
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