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·论著·

秀丽隐杆线虫－泛耐药鲍曼不动杆菌感染模型用于外排泵抑制剂逆转

环丙沙星耐药的研究

段欣冉１，２，姜志辉２，杨相海３，李　健
１，２
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［摘　要］　目的　建立秀丽隐杆线虫－泛耐药鲍曼不动杆菌感染模型，用于外排泵抑制剂（ＥＰＩｓ）逆转泛耐药鲍曼

不动杆菌（ＸＤＲＡＢ）对于环丙沙星耐药的研究。方法　建立秀丽隐杆线虫－泛耐药鲍曼不动杆菌感染模型，选用

６种ＥＰＩｓ（ＣＣＣＰ、ＰＡβＮ、ＮＭＰ、奥美拉唑、利血平和维拉帕米）与氟喹诺酮类药物环丙沙星联合使用，记录秀丽隐

杆线虫生存率以评价体内药效，同时进行毒性试验及体外药敏试验。结果　不同浓度ＸＤＲＡＢ对秀丽隐杆线虫的

致死情况不同，选择５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ作为ＸＤＲＡＢ感染秀丽隐杆线虫浓度。秀丽隐杆线虫生存实验显示，ＸＤＲ

ＡＢ感染线虫３ｈ后线虫组与加入多粘菌素Ｂ的对照组生存曲线比较，差异无统计学意义（χ
２＝３．１５４，犘＞０．０５），

感染线虫６、９ｈ，与对照组比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．００１），但感染６ｈ与９ｈ组的生存曲线比较，差异无

统计学意义（χ
２＝０．６６９，犘＞０．０５），最终选择６ｈ作为感染时长，３６ｈ为合适的抗菌药物治疗时长。环丙沙星联合

ＥＰＩｓ应用于感染模型实验中，低浓度的ＰＡβＮ、ＮＭＰ、奥美拉唑、利血平可将线虫存活率分别提高３０％～４０％、

１５％～２０％、２０％～３０％、２０％，高浓度的维拉帕米可将感染线虫的存活率提高３０％左右。体外药敏试验和毒性试

验结果显示，环丙沙星分别与ＣＣＣＰ、奥美拉唑和维拉帕米联合可降低 ＭＩＣ至原来的１／４，分别联合ＰＡβＮ，ＮＭＰ

和利血平可降低 ＭＩＣ至原来的１／２，其中 ＣＣＣＰ体外联合抑菌效果最佳，但毒性较大不适于体内药效研究。

结论　首次成功构建了秀丽隐杆线虫－泛耐药鲍曼不动杆菌感染模型，得到６种ＥＰＩｓ逆转环丙沙星耐药性的初

步研究。
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　　鲍曼不动杆菌（犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻）是一

类非发酵型革兰阴性杆菌，广泛存在于自然界和医

院环境中，是引起医院感染最常见的条件致病菌之

一［１］。鲍曼不动杆菌可引起包括呼吸道感染、泌尿

系统感染、菌血症、伤口感染、脑膜炎和呼吸机相关

肺炎等多种感染性疾病。随着抗菌药物在临床中的

广泛使用，该菌对常用抗菌药物产生了极大的耐药

性，甚至出现了多重耐药鲍曼不动杆菌（ＭＤＲＡＢ）

和广泛耐药鲍曼不动杆菌（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ

犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻，ＸＤＲＡＢ），给临床治疗带来

极大的挑战［２］。

鲍曼不动杆菌耐药性是通过多种耐药机制介导

的，其中细菌主动外排泵的过度表达可使抗菌药物

不能在细胞内蓄积达到作用浓度，是产生耐药的一

个重要原因。在不动杆菌属中，耐药－结节－分化

（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｎｏｄｕｌａｔｉｏｎｄｉｖｉｓｉｏｎ，ＲＮＤ）家族对细菌

耐药的产生有重要作用，其中 ＡｄｅＡＢＣ、ＡｄｅＩＪＫ、

ＡｄｅＦＧＨ外排系统主要存在于鲍曼不动杆菌，可外

排多种抗菌药物，如喹诺酮类、氨基糖苷类、四环素、

红霉素等引起耐药［３４］。喹诺酮类药物如环丙沙星，

曾作为治疗鲍曼不动杆菌感染的一线药物，但由于

鲍曼不动杆菌对其产生了广泛的耐药，导致临床已

基本摒弃用环丙沙星治疗耐药鲍曼不动杆菌感染。

鲍曼不动杆菌对环丙沙星的耐药机制主要是外排泵

的过度表达，环丙沙星合用外排泵抑制剂（ｅｆｆｌｕｘ

ｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＥＰＩｓ）使其重新对耐药菌株发挥作

用，已成为治疗鲍曼不动杆菌感染的潜在有效途

径［５６］。目前，关于ＥＰＩｓ的研究多局限于体外实验。

不同的ＥＰＩｓ在体内是否能逆转鲍曼不动杆菌的耐

药性达到较好的抑菌效果，是否会产生较大的毒性

影响其使用，是目前ＥＰＩｓ应用的主要问题。秀丽

隐杆线虫全身透明易于观察，培养成本低，可操控性

强，具有结构简单、遗传背景清晰、生命周期短等特

点。研究［７８］发现，线虫有约４０％的基因与人类疾

病具有明确的同源基因，已成为现代发育生物学、遗

传学、基因组学研究的重要模式生物，在病原菌中的

研究也越来越广泛。通过建立秀丽隐杆线虫泛耐

药鲍曼不动杆菌感染模型，将环丙沙星联合多种

ＥＰＩｓ应用于模型中，筛选对 ＸＤＲＡＢ有效的组合

药物，为ＸＤＲＡＢ的治疗提供新方法和思路。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　线虫和菌种　秀丽隐杆线虫（犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻

狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊ｇｌｐ４；ｓｅｋ１）、大肠埃希菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻，犈．犮狅犾犻）ＯＰ５０由中山大学药学院陈缵光教授惠

赠，质控菌株大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２，临床分离的

ＸＤＲＡＢ由广州军区广州总医院检验科提供，采用

法国生物梅里埃公司ＶＩＴＥＫ２微生物全自动鉴定

药敏仪鉴定。

１．１．２　药物　ＣＣＣＰ（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ３ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ

ｈｙｄｒａｚｏｎｅ）、ＰＡβＮ（ｐｈｅｎｙｌａｒｇｉｎｉｎｅβｎａｐｈｔｈｙｌａｍ

ｉｄｅ）、多粘菌素Ｂ（ｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢ）、萘啶酸（ｎａｌｉｄｉｘｉｃ
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ａｃｉｄ）、维拉帕米（ｖｅｒａｐａｍｉｌ）、利血平（ｒｅｓｅｒｐｉｎｅ）、奥

美拉唑（ｏｍｅｐｒａｚｏｌｅ）均购自美国Ｓｉｇｍａ化学试剂公

司。ＮＭＰ［１（１ｎａｐｈｔｈｙｌｍｅｔｈｙｌ）ｐｉｐｅｒａｚｉｎｅ］、环丙

沙星 盐 酸 盐 （ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｍｏｎｏ

ｈｙｄｒａｔｅ）购自阿拉丁试剂公司。荧光探针Ｄｉｌ（１，１

双十八烷基３，３，３’，３’－四甲基吲哚二碳菁）购自

上海麦克林生化科技有限公司。

１．１．３　培养基　ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）固体培养基：

ＬＢ粉４．２ｇ，琼脂粉３ｇ，加蒸馏水２００ｍＬ，１２１℃高

压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ后４℃保存备用。Ｅ．ｃｏｌｉＯＰ５０：

将Ｅ．ｃｏｌｉＯＰ５０接种至ＬＢ固体培养基上，于３７℃二

氧化碳温箱中孵育２４ｈ。ＮＧＭ（ｎｅｍａｔｏｄｅｇｒｏｗｔｈ

ｍｅｄｉｕｍ）培养基：胰蛋白胨１．５ｇ，琼脂粉１０．８ｇ，

ＮａＣｌ１．８０ｇ，加蒸馏水５８５ｍＬ后１２１℃高压蒸汽

灭菌１５ｍｉｎ，待温度降低至６０℃以下时，加入滤过

除菌５ｍｇ／ｍＬ的胆固醇６６０μＬ，１ｍｏｌ／Ｌ的ＣａＣｌ２

６６０μＬ，１ｍｏｌ／Ｌ的 ＭｇＳＯ４６６０μＬ，并加入磷酸缓

冲液（Ｋ２ＨＰＯ４和ＫＨ２ＰＯ４）１３ｍＬ，分装至直径９ｃｍ

的培养皿中，待平板冷却凝固后，取Ｅ．ｃｏｌｉＯＰ５０单个

菌落涂布于培养基上，３７℃孵育２４ｈ后，４℃保存备用。

２０％ＢＨＩ液体培养基（ｂｒａｉｎｈｅａｒｔｉｎｆｕｓｉｏｎｍｅｄｉｕｍ）：

４．８３ｇＮａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，０．９６ｇＫＨ２ＰＯ４，１．６０ｇ

ＮａＣｌ，０．０４ｇＭｇＳＯ４，２．９６ｇＢＨＩ，１０μｍｏｌ／ＬＦｅＣｌ３，加

蒸馏水至４００ｍＬ，１２１℃高压蒸汽灭菌１５ｍｉｎ，待温

度降低至６０℃以下时，加入萘啶酸使其终浓度为

５μｇ／ｍＬ，于４℃保存备用。ＣＡＭＨＢ培养基：６．６ｇ

ＣＡＭＨＢ，加入３００ｍＬ蒸馏水１２１℃高压蒸汽灭菌

１５ｍｉｎ，于４℃保存备用。

１．１．４　 缓冲液及试剂 　 Ｍ９ 缓冲液：３．０２ｇ

Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ，０．６ｇＫＨ２ＰＯ４，１ｇＮａＣｌ，０．０２４ｇ

ＭｇＳＯ４，加入蒸馏水２００ｍＬ，１２１℃高压蒸汽灭菌

１５ｍｉｎ后备用；线虫裂解液：０．４ｇＮａＯＨ，２ｍＬ

ＨＣｌＯ溶液，４ｍＬ蒸馏水，现用现配。

１．１．５　设备　ＬｅｉｃａＤＭＩ４０００型荧光显微镜（徕

卡显微系统上海贸易有限公司），ＷＳＩ３０００倒置生

物显微镜（广州微域光学仪器有限公司），ＳＷＣＪ１Ｆ

型净化工作台（上海博讯实业有限公司医疗设备

厂），ＴＤＺ５ＷＳ多管架自动平衡离心机（长沙湘仪

离心机仪器有限公司），ＤＨＰ９０１２型恒温培养箱、

ＬＲＨ７０生化培养箱 （上海一恒科学仪器有限

公司）。

１．２　方法

１．２．１　线虫的培养和同期化处理　选用犵犾狆４、

狊犲犽１基因缺陷型线虫，相较 Ｎ２野生型线虫，其在

２５℃下不能产卵，且具有免疫缺陷性
［９］。线虫按照

文献标准程序进行培养［７］。线虫感染实验前４ｄ准

备同步化的线虫：将线虫用 Ｍ９缓冲液从 ＮＧＭ 板

上洗下收集至 １５ ｍＬ 离心管，５００ｒ／ｍｉｎ 离心

１ｍｉｎ，取上清液至剩余 ３．５ ｍＬ 的线虫液，加

２．５ｍＬ的裂解液充分振摇３ｍｉｎ，加 Ｍ９缓冲液至

１５ｍＬ，１５００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，洗涤５次，分离得

到虫卵，１５℃振荡１６ｈ虫卵孵化至Ｌ１期的线虫，将

其置于ＮＧＭ平板的Ｅ．ｃｏｌｉＯＰ５０菌苔上，２５℃培养

４８ｈ，得到同步化的Ｌ４期线虫
［８］。

１．２．２　菌悬液的制备　将冻存在８０℃的ＸＤＲＡＢ

菌株复苏，划线培养于 ＬＢ固体培养基，３７℃培养

２４ｈ备用。

１．２．３　线虫－泛耐药鲍曼不动杆菌感染模型的建

立　从细菌平板上取 ＸＤＲＡＢ单个菌落，于２０％

ＢＨＩ中使用光度比浊仪调整菌浓度至０．５麦氏单

位（约为１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ），将同步化后培养至

Ｌ４期的线虫从平板上洗下，离心 （５００ｒ／ｍｉｎ，

１ｍｉｎ），重复２～３次，将线虫悬浮于终浓度为５×

１０６ＣＦＵ／ｍＬ的ＸＤＲＡＢ中感染６ｈ后，用ＢＨＩ液

体培养基清洗至少３次，将线虫分配置９６孔板中，

１５～２０条／孔加至１８０μＬ，治疗组加２０μＬ的待测

药物（溶于１％ＤＭＳＯ），阳性对照组加入２μｇ／ｍＬ

的多粘菌素Ｂ（ＰＢ）２０μＬ（溶于１％ＤＭＳＯ），阴性对

照组加入１％ＤＭＳＯ２０μＬ，于２５℃、湿度为８５％的

条件下培养３０ｈ，在显微镜下观察线虫存活率。

１．２．４　ＥＰＩｓ的毒性试验　用２０％ＢＨＩ液体培养

基将同步化培养至Ｌ４期的线虫洗至１５ｍＬ离心管

中，５００ｒ／ｍｉｎ，１ｍｉｎ清洗３次，１５～２０条／孔分装

至９６孔板中至１８０μＬ，分别加系列浓度的ＥＰＩｓ：

ＣＣＣＰ、ＰＡβＮ（分别为 ５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、

４０μｇ／ｍＬ），ＮＭＰ、奥美拉唑、维拉帕米、利血平（分

别为１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０μｇ／ｍＬ）２０μＬ，于

２５℃湿度为８５％的条件下非共培养３０ｈ，在显微镜

下观察线虫存活率，判断各ＥＰＩｓ对正常线虫的毒

性作用。

１．２．５　抗菌药物环丙沙星及各ＥＰＩｓ的体外药敏

试验　微量肉汤稀释法测定盐酸环丙沙星最小抑菌

浓度（ＭＩＣ）。以大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２，鲍曼不

动杆菌ＡＴＣＣ１９６０６作为质控菌株同批进行测试。

配制５１２０μｇ／ｍＬ的盐酸环丙沙星储备液，取１３支

无菌试管，用ＣＡＭＨＢ培养基配制系列浓度的盐酸

环丙沙星５１２、２５６、１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５、

０．２５、０．１２５μｇ／ｍＬ，各取１００μＬ于９６孔板中；使
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用光度比浊仪，取新鲜培养的细菌菌落，调整菌悬液

浓度为０．５麦氏单位，取１００μＬ加入各孔使菌终浓

度为５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，各孔抗菌药物浓度为２５６、

１２８、６４、３２、１６、８、４、２、１、０．５、０．２５、０．１２５、０．０６２５μｇ／ｍＬ，

置于３５℃孵箱中孵育１６～２０ｈ，结果评定依据美国

临床实验室标准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙ

ＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）标准，单位为 μｇ／ｍＬ。

测定各 ＥＰＩｓ的 ＭＩＣ 值以及盐酸环丙沙星加入

ＥＰＩｓ后的 ＭＩＣ值，依据毒性试验结果分别加入各

ＥＰＩｓ，并比较加入ＥＰＩｓ前后菌株对抗菌药物 ＭＩＣ

值的变化。

１．２．６　抗菌药物盐酸环丙沙星联合不同的ＥＰＩｓ

对感染线虫的药效　将同步化的线虫按照所建立感

染模型通过非共培养得到感染线虫，联合用药治疗

感染线虫，药物浓度确定在安全范围内，设置高中低

３组药物浓度，３０ｈ后观察线虫的存活率，判断不同

ＥＰＩｓ在不同药物浓度下联合盐酸环丙沙星对感染

线虫的体内治疗作用。感染实验独立进行３次，同

时进行阳性对照试验和阴性对照试验。

１．２．７　细菌感染路径示踪　为追踪鲍曼不动杆菌

的感染路径，本试验将细菌标记上一种细胞膜红色

荧光探针Ｄｉｌ。将细菌悬浮在２ｍＬ的 Ｍ９溶液中，

添加１μＬＤｉｌ储备液，用锡纸避光，在２５℃孵育３ｈ，

清洗细菌至少３次后调整细菌浓度为５×１０６ＣＦＵ／

ｍＬ的悬浮液去感染线虫６ｈ。最终感染后的线虫

用 Ｍ９溶液清洗直至上清液完全无色为止，用荧光

显微镜观察细菌的荧光强度。

１．３　统计分析　使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件对全

部数据进行分析，采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法进行生存

分析，Ｌｏｇｒａｎｋ（ＭａｎｔｅｌＣｏｘ）Ｔｅｓｔ方法对组间数

据进行差异显著性分析，组间两因素方差分析用

ＴｗｏｗａｙＡＮＯＶＡ检验分析，犘≤０．０５为差异有统

计学意义。

２　结果

２．１　线虫－泛耐药鲍曼不动杆菌感染模型成功建立

２．１．１　不同的液体培养基中不同ＸＤＲＡＢ浓度对

线虫感染模型的影响　采用不同浓度的 ＸＤＲＡＢ

（５×１０８、５×１０７、５×１０６、５×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，Ｅ．ｃｏｌｉ

ＯＰ５０对照组）在不同的液体培养基（１０％ＢＨＩ、２０％

ＢＨＩ）中感染秀丽隐杆线虫，记录线虫的生存状态，

确定合适的感染条件。在液体培养基中，存活线虫

呈现正弦状态，或咽部肌肉不停泵动，在光线和机械

刺激时可以自由活动，而ＸＤＲＡＢ感染死亡的线虫

呈直线型僵直状态，有些身体过于肿胀而使得阴户

突出，有些已被细菌侵蚀严重的线虫明显丧失身体

结构（见图１），死线虫和活线虫具有明显的外观差

异，方便实验定量计算。

!
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　　Ａ：正常存活状态秀丽隐杆线虫；Ｂ：秀丽隐杆线虫与鲍曼不动杆

菌共孵育３０ｈ后感染致死的秀丽隐杆线虫

图１　荧光显微镜下观察存活状态和死亡状态的秀丽隐杆线虫
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ａｎｄｄｅａｔｈｓｔａｔｕｓｏｆ犆．犲犾犲犵犪狀狊

为确定在液体培养基中秀丽隐杆线虫的致死是

由于鲍曼不动杆菌在线虫体内的积聚，将线虫在含

鲍曼不动杆菌的２０％ＢＨＩＭ９液体培养基中培养

６ｈ，显微镜下观察，线虫的整个肠道明显膨胀。为

进一步证实线虫肠道的膨胀是由于鲍曼不动杆菌的

定植，本实验用Ｄｉｌ细胞膜红色荧光探针标记鲍曼

不动杆菌，追踪鲍曼不动杆菌可能的感染路径。将

线虫置于含荧光标记细菌的２０％ＢＨＩＭ９液体培

养基中培养６ｈ，在荧光显微镜下观察，可观察到喂

食了鲍曼不动杆菌的线虫整个肠道明显膨大，并充

满了强烈的荧光细菌。见图２。

!" !#

　　注：ＸＤＲＡＢ与Ｄｉｌ细胞膜红色荧光探针共培养３ｈ后感染秀丽

隐杆线虫６ｈ，４０倍荧光显微镜下观察秀丽隐杆线虫肠道充满强烈

荧光细菌

图２　荧光显微镜下观察 Ｄｉｌ细胞膜红色荧光探针标记

ＸＤＲＡＢ感染秀丽隐杆线虫

犉犻犵狌狉犲２　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆＸＤＲＡＢ

ｉｎｆｅｃｔｅｄ犆．犲犾犲犵犪狀狊ｌａｂｅｌｅｄｂｙＤｉｌｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｐｒｏｂｅ
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选择１０％ＢＨＩ的液体培养基时，即使最高浓度

的ＸＤＲＡＢ也无法成功感染线虫，线虫僵直一段时

间后可重新蠕动；选择２０％ＢＨＩ液体培养基时，可

观察到随着细菌浓度的降低，线虫存活时间有所延

长（见图３）。线虫在不同浓度ＸＤＲＡＢ感染下的半

数致死时长（ｔｉｍｅｆｏｒｈａｌｆｔｏｄｉｅ，ＬＴ５０）明显不同，

５×１０８ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＡＢ感染时 ＬＴ５０为１２ｈ，

５×１０７ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＡＢ感染时 ＬＴ５０为１８ｈ，

５×１０６ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＡＢ感染时ＬＴ５０为３０ｈ，在

５×１０５ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＡＢ感染时ＬＴ５０为４２ｈ。

根据不同浓度 ＸＤＲＡＢ的致病力以及不同浓度

ＸＤＲＡＢ对试验进度的影响，最终选取５×１０６

ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＡＢ作为感染浓度。
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图３　不同浓度ＸＤＲＡＢ对感染秀丽隐杆线虫生存曲线

犉犻犵狌狉犲３　Ｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｏｆ犆．犲犾犲犵犪狀狊ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＸＤＲＡＢ

２．１．２　不同感染时长及药物干预时长对线虫感染

模型的影响　感染时长和加入抗菌药物的治疗时长

是影响线虫生存率的关键因素，为确定最佳感染时

长和治疗时长，设计线虫的感染时长分别为３、６和

９ｈ，清洗后在阳性对照孔加入ＰＢ，观察最佳的治疗

时长（见图４）。ＬｏｇｒａｎｋＴｅｓｔ显示，当感染３ｈ时，

秀丽隐杆线虫几乎可以正常生存，没有达到较好的

感染效果（χ
２＝３．１５４，犘＞０．０５）；当秀丽隐杆线虫

分别被感染６、９ｈ时，对线虫生存率的影响差异无

统计学意义（χ
２＝０．６６９，犘＞０．０５），结合ＸＤＲＡＢ

不同感染时长对线虫的致死能力和对实验进度的影

响，最终选择６ｈ作为感染时长，同时选择３６ｈ作

为抗菌药物的药物干预时长，此时加入ＰＢ的阳性

孔秀丽隐杆线虫生存良好，而阴性孔秀丽隐杆线虫

基本已全部感染致死。

２．２　６种 ＥＰＩｓ对秀丽隐杆线虫的毒性作用　

ＣＣＣＰ、ＮＭＰ、ＰＡβＮ、奥美拉唑，维拉帕米，利血平

６种ＥＰＩｓ对秀丽隐杆线虫的毒性作用不同，其中当

ＣＣＣＰ 的 浓 度 ＞５ μｇ／ｍＬ、ＰＡβＮ 的 浓 度 ＞

２５μｇ／ｍＬ和利血平的浓度＞３０μｇ／ｍＬ时，对秀丽

隐杆线虫开始出现明显的毒性作用，秀丽隐杆线虫

生存率开始下降。见图５。奥美拉唑、维拉帕米和

ＮＭＰ对秀丽隐杆线虫几乎都没有毒性作用，当浓度

＞６０μｇ／ｍＬ时秀丽隐杆线虫生存活跃状态下降，浓

度达８０μｇ／ｍＬ对秀丽隐杆线虫生存率也没有影响。
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图４　ＸＤＲＡＢ不同感染时长与治疗时长生存曲线
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　　Ａ：ＣＣＣＰ、ＰＡβＮ对秀丽隐杆线虫的毒性试验；Ｂ：ＮＭＰ、利血

平、奥美拉唑和维拉帕米对秀丽隐杆线虫的毒性试验

图５　不同ＥＰＩｓ对秀丽隐杆线虫的毒性试验

犉犻犵狌狉犲５　ＴｏｘｉｃｉｔｙｔｅｓｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＥＰＩｓｏｎ犆．犲犾犲犵犪狀狊

２．３　联合ＥＰＩ前后抗菌药物盐酸环丙沙星的 ＭＩＣ

值变化　单独使用盐酸环丙沙星时，ＭＩＣ 值达

２５６μｇ／ｍＬ；单独使用 ＣＣＣＰ、ＰＡβＮ 时，ＭＩＣ值为

１５、３０μｇ／ｍＬ，单独使用ＮＭＰ、奥美拉唑、维拉帕米

和利血平时对ＸＤＲＡＢ没有明显的抑菌作用。加

入ＣＣＣＰ、奥美拉唑、维拉帕米后，盐酸环丙沙星的

ＭＩＣ值均下降至原来的１／４（６４μｇ／ｍＬ）；加入

ＰＡβＮ，ＮＭＰ、利血平后，盐酸环丙沙星的 ＭＩＣ值均

下降至原来的１／２（１２８μｇ／ｍＬ）。
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２．４　盐酸环丙沙星联合ＥＰＩｓ前后感染线虫的体

内药效评价　加入治疗药物３０ｈ后，不同浓度

ＥＰＩｓ联合相应浓度的盐酸环丙沙星：除ＣＣＣＰ外，

联合 治 疗 效 果 均 好 于 环 丙 沙 星 单 用 的 效 果。

见图６。其中５、２．５、１μｇ／ｍＬ的ＣＣＣＰ联合盐酸

环丙沙星，效果均不理想，秀丽隐杆线虫存活率几乎

为零。ＰＡβＮ与盐酸环丙沙星联合后能提高盐酸环

丙沙星在感染秀丽隐杆线虫体内的治疗作用，其中

不同浓度的ＰＡβＮ对联合效果差异具有统计学意

义（犘＜０．００１），ＰＡβＮ较低浓度时与盐酸环丙沙星

有较好的联合作用（犘＜０．００１），比单独使用盐酸环

丙沙星时感染秀丽隐杆线虫的存活率可提高３０％

～４０％。不同浓度间的奥美拉唑联合盐酸环丙沙星

对感染秀丽隐杆线虫的治疗效果差异具有统计学意

义（犘＜０．０００１），其中低浓度的奥美拉唑联合治疗

效果更好（犘＜０．００１），比单独使用盐酸环丙沙星时

感染秀丽隐杆线虫的存活率可提高２０％～３０％。

不同浓度的ＮＭＰ、利血平与盐酸环丙沙星联合治疗

感染秀丽隐杆线虫时，联合效果差异无统计学意义

（犘＞０．０５），为减少药物浓度与ＥＰＩｓ联合使用带来

潜在的毒性，选择低浓度 ＮＭＰ（２０μｇ／ｍＬ）与盐酸

环丙沙星联合使用，感染秀丽隐杆线虫经治疗后存

活率比单一用药提高１５％～２０％（犘＜０．００１）；低浓

度的利血平（１０μｇ／ｍＬ）与盐酸环丙沙星联合使用

后，感染秀丽隐杆线虫经治疗后存活率比单一用药

提高２０％（犘＜０．００１）。不同浓度的维拉帕米与盐

酸环丙沙星联合使用时，高浓度维拉帕米的治疗作

用较好（犘＜０．００１），高浓度的维拉帕米（６０μｇ／ｍＬ）

与盐酸环丙沙星联合使用后，感染秀丽隐杆线虫的

生存率能提高３０％左右。
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图６　６种不同浓度ＥＰＩｓ与盐酸环丙沙星联合用药治疗ＸＤＲＡＢ感染秀丽隐杆线虫的药效分析
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３　讨论

本研究成功建立了低成本、高效率的秀丽隐杆

线虫－泛耐药鲍曼不动杆菌感染模型，用于评价抗

菌药物药效的可靠性和稳定性。相比传统固体琼脂

平板上的试验，极大简化了线虫在不同培养板上反

复接种、清洗和转移等试验程序，探究盐酸环丙沙星

与ＥＰＩｓ合用时在线虫模型上的治疗窗，为研究时

选取安全有效的药物及药物浓度提供依据，也为之

后筛选与研究其他抗菌药物提供依据。

线虫感染程度是模型成功建立的重要条件之

一，本试验根据不同浓度下ＸＤＲＡＢ对线虫的感染

致死时间及效果，最终确定５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ作为

感染浓度，结合鲍曼不动杆菌对线虫的致死能力和

试验进度的影响，最终选择６ｈ作为感染时长，选择

３６ｈ作为抗菌药物的药物干预时长，初步建立

ＸＤＲＡＢ感染秀丽隐杆线虫的感染模型。在鲍曼

不动杆菌感染路径的追踪实验中，可观察到ＸＤＲ

ＡＢ在肠道积聚定植，并可在肠道内扩散，使线虫整

个生命过程持续感染，造成线虫感染致死。

对６种ＥＰＩ进行毒性试验，体外药物敏感性试

验测得所有药物的 ＭＩＣ值，得到环丙沙星及各

ＥＰＩｓ对ＸＤＲＡＢ单独使用和联合使用时的体外抑

菌效果，与体内抗菌效果形成对比，进一步研究治疗

效果。ＣＣＣＰ是一种抑制细菌细胞膜质子转运的强

解偶联剂［６，１０］，ＣＣＣＰ在体外的抑菌效果最佳，但进

行体内秀丽隐杆线虫感染试验后，ＣＣＣＰ与盐酸环

丙沙星联合使用时秀丽隐杆线虫几乎无存活，考虑

可能是因为联合使用加重了ＣＣＣＰ的药物毒性，加

速秀丽隐杆线虫死亡。ＰＡβＮ通过结合外排泵相应

位点，阻止其他底物与该位点的结合，减少药物的外

排［１１１２］。３５μｇ／ｍＬ的ＰＡβＮ可将盐酸环丙沙星的

ＭＩＣ值降低至０．５μｇ／ｍＬ，安全范围内可将盐酸环

丙沙星的 ＭＩＣ值降低至原来的１／２，秀丽隐杆线虫

体内模型筛选后，得到较低浓度ＰＡβＮ（５μｇ／ｍＬ）

联合盐酸环丙沙星治疗后可将秀丽隐杆线虫存活率

提高３０％～４０％，对盐酸环丙沙星的耐药性有较好

的翻转效果。奥美拉唑是质子泵抑制剂（ｐｒｏｔｏｎ

ｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＰＰＩｓ）的一种，临床上用于消化性

溃疡的治疗，安全范围内可将盐酸环丙沙星的 ＭＩＣ

值降 低 至 原 值 的 １／４，但 体 内 治 疗 在 低 浓 度

（２０μｇ／ｍＬ）时效果更好，可将秀丽隐杆线虫生存率

提高２０％～３０％
［１３１４］。ＮＭＰ体内感染秀丽隐杆线

虫的药效试验结果显示，不同浓度的 ＮＭＰ治疗效

果差异无统计学意义，低浓度的 ＮＭＰ（２０μｇ／ｍＬ）

可将线虫的存活率提高１５％～２０％
［１５］。利血平和

维拉帕米是ＡＴＰ水解驱动型ＥＰＩ，在临床上有各自

的适应证，利血平是一种吲哚型生物碱，临床上用于

高血压的治疗，作为泵抑制剂，其本身也是某些外排

泵的底物，可与抗菌药物竞争结合细菌外排泵蛋

白［１６］。利血平在安全范围内的体外抑菌试验中，可

将盐酸环丙沙星的 ＭＩＣ降低至原来的１／２，用于体

内感染秀丽隐杆线虫的治疗时，低浓度（１０μｇ／ｍＬ）

时可将秀丽隐杆线虫的存活率提高２０％，低浓度的

ＥＰＩｓ发挥更好的翻转盐酸环丙沙星耐药性作用。

维拉帕米属Ⅳ类抗心律失常药，安全范围内的维拉

帕米可将盐酸环丙沙星的 ＭＩＣ降低至原来的１／４，

与其他ＥＰＩｓ不同的是，不同浓度的维拉帕米用于

体内药效试验结果，高浓度的维拉帕米（６０μｇ／ｍＬ）

可将秀丽隐杆线虫存活率提高３０％左右，高浓度的

维拉帕米与盐酸环丙沙星有更好的联合治疗作用，

但用于人体，仍需考虑尤其是对心脏、肝肾的毒性作

用［１０］。体外药敏试验较好的药物在体内或许因为

较大的毒性作用而不能用于临床，且ＥＰＩｓ在联合

用药时发挥最好疗效翻转盐酸环丙沙星耐药性的浓

度也有所不同，因此，不同的ＥＰＩｓ体内外试验结果

存在差异。

综上所述，利用临床分离的 ＸＤＲＡＢ，成功建

立秀丽隐杆线虫－鲍曼不动杆菌感染模型，用于体

内治疗药物的活性筛选，可呈现出良好的量效关系，

同时结合药物的毒性作用并与体外实验对比分析，

探索发现新的、有效的抗菌药物，或通过翻转已有抗

菌药物的耐药性，为解决细菌日益严重的耐药问题

提供一个良好的思路和途径。

［参 考 文 献］

［１］　ＪａｙａｍａｎｉＥ，ＲａｊａｍｕｔｈｉａｈＲ，ＬａｒｋｉｎｓＦｏｒｄＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｓｅｃｔｄｅ

ｒｉｖｅｄｃｅｃｒｏｐｉｎｓｄｉｓｐｌａｙａｃｔｉｖｉｔｙａｇａｉｎｓｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀

狀犻犻ｉｎａｗｈｏｌｅａｎｉｍａｌｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊

ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１５，５９（３）：１７２８

－１７３７．

［２］　ＢａｒｄｂａｒｉＡＭ，ＡｒａｂｅｓｔａｎｉＭＲ，ＫａｒａｍｉｅＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｔｈｅｉｒｒｅｓｐｏｎｓｉｂｌｅ

ｇｅｎｅｓａｎｄＭＤＲｐａｔｔｅｒｎｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ犃犮犻狀犲狋狅

犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］．ＭｉｃｒｏｂＰａｔｈｏｇ，２０１７，１０８：１２２

－１２８．

［３］　ＧｈｏｌａｍｉＭ，ＨａｓｈｅｍｉＡ，ＨａｋｅｍｉＶａｌａＭ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｒｇｉｎｉｎｅβｎａｐｈｔｈｙｌａｍｉｄｅｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅ

·７０１１·中国感染控制杂志２０１７年１２月第１６卷第１２期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ１２Ｄｅｃ２０１７



ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｉｐｅｎｅｍｉｎ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉

犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｓｔｒａｉｎｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｈｏｓｐｉｔａｌｉｚｅｄｐａｔｉｅｎｔｓｉｎＳｈａｈｉｄ

ＭｏｔａｈａｒｉＢｕｒｎＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｔｅｈｒａｎ，Ｉｒａｎ［Ｊ］．ＪｕｎｄｉｓｈａｐｕｒＪＭｉ

ｃｒｏｂｉｏｌ，２０１５，８（１０）：ｅ１９０４８．

［４］　ＭａｌｅｋｉＭＨ，ＪａｌｉｌｉａｎＦＡ，ＫｈａｙａｔＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｈｉｇｈｌｙ

ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍ

ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｂｕｒｎｗｏｕｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｎｐｒｅｓｅｎｃｅａｎｄａｂｓｅｎｃｅｏｆ

ｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ［Ｊ］．Ｍａｅｄｉｃａ（Ｂｕｃｈａｒ），２０１４，９（２）：

１６２－１６７．

［５］　ＡｒｄｅｂｉｌｉＡ，ＬａｒｉＡＲ，ＴａｌｅｂｉＭ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｗｉｔｈｔｈｅＡｄｅＡＢＣｅｆｆｌｕｘｓｙｓｔｅｍｉｎ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉

犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］．ＡｎｎＬａｂＭｅｄ，２０１４，３４（６）：

４３３－４３８．

［６］　ＡｒｄｅｂｉｌｉＡ，ＴａｌｅｂｉＭ，ＡｚｉｍｉＬ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅ３ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌｈｙｄｒａｚｏｎｅｏｎｔｈｅ

ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎｉｎ犃犮犻狀犲狋狅

犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻ｃｌｉｎｉｃａｌｉｓｏｌａｔｅｓ［Ｊ］．ＪｕｎｄｉｓｈａｐｕｒＪＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１４，７（１）：ｅ８６９１．

［７］　ＣｏｒｓｉＡＫ，ＷｉｇｈｔｍａｎＢ，ＣｈａｌｆｉｅＭ．Ａｔｒａｎｓｐａｒｅｎｔｗｉｎｄｏｗｉｎ

ｔｏｂｉｏｌｏｇｙ：ａｐｒｉｍｅｒｏｎ犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊［Ｊ］．Ｇｅｎｅｔｉｃｓ，

２０１５，２００（２）：３８７－４０７．

［８］　ＣｏｎｅｒｙＡＬ，ＬａｒｋｉｎｓＦｏｒｄＪ，ＡｕｓｕｂｅｌＦＭ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ

ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｆｏｒｎｏｖｅｌａｎｔｉｉｎｆｅｃｔｉｖｅｓｕｓｉｎｇａ犆．犲犾犲犵犪狀狊ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ

ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＣｕｒｒＰｒｏｔｏｃＣｈｅｍＢｉｏｌ，２０１４，６（１）：２５－３７．

［９］　ＭｏｙＴＩ，ＢａｌｌＡＲ，ＡｎｋｌｅｓａｒｉａＺ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｏｖｅｌ

ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｉｎｇａｌｉｖｅａｎｉｍａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｐｒｏｃ

ＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２００６，１０３（２７）：１０４１４－１０４１９．

［１０］ＮｉＷ，ＬｉＹ，ＧｕａｎＪ，ｅｔａｌ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

ｏｎｃｏｌｉｓｔｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃ

ｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２０１６，６０（５）：３２１５

－３２１８．

［１１］ＣｏｒｔｅｚＣｏｒｄｏｖａＪ，ＫｕｍａｒＡ．Ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｉｎ

ｈｉｂｉｔｏｒｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｒｇｉｎｉｎｅ βｎａｐｈｔｈｙｌａｍｉｄｅ ａｇａｉｎｓｔｔｈｅ

ＡｄｅＦＧＨｐｕｍｐｏｆ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｎｔｉｍｉ

ｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ，２０１１，３７（５）：４２０－４２４．

［１２］ＬａｍｅｒｓＲＰ，ＣａｖａｌｌａｒｉＪＦ，ＢｕｒｒｏｗｓＬＬ．Ｔｈｅｅｆｆｌｕｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅａｒｇｉｎｉｎｅｂｅｔａｎａｐｈｔｈｙｌａｍｉｄｅ（ＰＡβＮ）ｐｅｒｍｅａｂｉ

ｌｉｚｅｓｔｈｅｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉａ［Ｊ］．ＰｌｏＳ

Ｏｎｅ，２０１３，８（３）：ｅ６０６６６．

［１３］ＹａｎｇＹ，ＣｈｕａＫＬ．Ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐ

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犫犪狌犿犪狀狀犻犻［Ｊ］．ＩｎｔＪ Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂ

Ａｇｅｎｔｓ，２０１３，４２（３）：２８３－２８４．

［１４］ＶｉｄａｉｌｌａｃＣ，ＧｕｉｌｌｏｎＪ，ＡｒｐｉｎＣ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｏｍｅｐｒａｚｏｌｅ

ａｎａｌｏｇｕｅｓａｎｄｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆｔｈｅ

ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐＮｏｒＡｏｆ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊［Ｊ］．

ＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓＣｈｅｍｏｔｈｅｒ，２００７，５１（３）：８３１－８３８．

［１５］ＡｙｇüｌＡ．Ｔｈｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｅｆｆｌｕｘｓｙｓｔｅｍｓｉｎａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ａｎｄｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｉｎｔｈｅｍａｎａｇｅｍｅｎｔｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．

ＭｉｋｒｏｂｉｙｏｌＢｕｌ，２０１５，４９（２）：２７８－２９１．

［１６］周云，凌保东．４种外排泵抑制剂对鲍曼不动杆菌耐药性的抑

制影响［Ｊ］．中国抗生素杂志，２０１３，３８（６）：４６１－４６６，４７２．

（本文编辑：左双燕）

·８０１１· 中国感染控制杂志２０１７年１２月第１６卷第１２期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ１２Ｄｅｃ２０１７


