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［摘　要］　目的　观察芪归银方体外逆转耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药的作用。 方法　采用血清药理学方法制备芪归银

方含药血清；常规肉汤培养耐亚胺培南铜绿假单胞菌（１６４３菌株），分为含药血清组（Ｍ－Ｈ 肉汤培养基０．８ｍｌ＋含药血清

０．２ｍｌ）、空白血清组（Ｍ－Ｈ肉汤培养基０．８ｍｌ＋空白血清０．２ｍｌ）、阳性对照组（Ｍ－Ｈ肉汤培养基１ｍｌ），各组分别传代干预至第

８代，用二倍稀释法测定细菌对亚胺培南的最小抑菌浓度（ＭＩＣ），并比较抑菌环直径；耐亚胺培南铜绿假单胞菌冻融离心，收

集酶粗提液，以头孢噻吩为底物，分为含药血清组（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ头孢噻吩９５μｌ＋３μｌ含药血清＋２μｌ酶粗提液）和空白血清组
（０．１ｍｍｏｌ／Ｌ头孢噻吩９５μｌ＋３μｌ空白血清＋２μｌ酶粗提液），测定耐药铜绿假单胞菌β－内酰胺酶水解速率。 结果　含药血清

组耐亚胺培南铜绿假单胞菌对亚胺培南的 ＭＩＣ为８μｇ／ｍｌ，空白血清组与阳性对照组均为１６μｇ／ｍｌ；含药血清组抑菌环直径显

著大于阳性对照组（Ｐ＜０．０５）；含药血清组β－内酰胺酶水解速率显著低于空白血清组（Ｐ＜０．０５）。 结论　在芪归银方含药血

清作用下，耐亚胺培南铜绿假单胞菌对亚胺培南的敏感性一定程度上得到了恢复，并且可以减慢β－内酰胺酶的水解速率，提

示抑制β－内酰胺酶水解可能是芪归银方干预耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药的机制之一。
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　　以亚胺培南为代表的碳青霉烯类抗生素是临床
治疗铜绿假单胞菌感染最有效的药物，但是近年来
耐亚胺培南铜绿假单胞菌株不断增多［１］。耐亚胺培
南铜绿假单胞菌不但对碳青霉烯类及其他β内酰胺
类耐药，而且还对喹诺酮类和氨基糖苷类等抗生素
耐药［２］。亚胺培南比头孢他啶、环丙沙星更易引起
铜绿假单胞菌的耐药性［３］。本研究采用血清药理学
方法观察芪归银方含药血清对耐亚胺培南铜绿假单

胞菌耐药性的干预作用，并初步探讨其机制。

１　材料与方法

１．１　动物与菌株
亚胺培南铜绿假单胞菌１６４３菌株（铜绿假单胞

菌，由北京朝阳医院微生物室提供）；清洁级健康ＳＤ
大鼠２０只，体重１８０～２２０ｇ，雌雄各半，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－（京）２００７－０００１。

１．２　药物及试剂
芪归银方（由黄芪、当归、金银花等组成）浓煎水

提醇沉液（北京中医药大学中药学院提供）含生药

２ｇ／ｍｌ；亚 胺 培 南 （默 沙 东 公 司，国 药 准 字：

Ｊ２００７０００６），亚胺培南药敏纸片（Ｂｉｏｍéｒｉｅｕｘ），头孢
噻吩标准品（中国药品生物制品检定所），头孢噻吩
纸片（ＯＸＯＩＤ），Ｍ－Ｈ琼脂（Ｍｕｅｌｌｅｒ－Ｈｉｎｔｏｎ　Ａｇａｒ，

Ｓｏｌａｒｂｉｏ）。

１．３　仪器
电热恒温培养箱（ＤＮＰ９１６２ＪＩＮＧＨＯＮＧ），高

速离心机（Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７ＲＥＰＰＥＮＤＯＲＦ），ＤＮＡ／
蛋白分析仪（Ｄｕ５３０ＢＥＣＫＭＡＮ），恒温振荡培养仪
（ＳＰＨ－２１０Ａ），超低温冰箱（ＴＨＥＲＭＯ）。

１．４　芪归银方含药血清制备
采用随机数字表法将大鼠分为给药组、对照组，

每组１０只。适应性喂养３天后，开始灌胃。给药组
给予芪归银方浓煎水提醇沉液临床等效剂量的２．５
倍，根据标准体重成人每天用量折算［４］为５ｇ／ｄ，将
原液稀释成１．２５ｇ／ｍｌ，每日灌胃４ｍｌ，分早晚两次
灌入；对照组灌胃相同体积蒸馏水，两组均灌胃５
天，末次灌胃前１２ｈ禁食，灌胃后１ｈ腹主动脉无菌
取血。离心取上层血清同组混匀，－７０℃冰箱保存
备用。

１．５　芪归银方含药血清［５］逆转耐药
应用二倍稀释法测得铜绿假单胞菌对亚胺培南

的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）为１６μｇ／ｍｌ；常规肉汤培养
铜绿假单胞菌，按不同干预措施分为：含药血清组：

Ｍ－Ｈ肉汤培养基０．８ｍｌ＋含药血清０．２ｍｌ；空白血
清组：Ｍ－Ｈ肉汤培养基０．８ｍｌ＋空白血清０．２ｍｌ；阳
性对照组：Ｍ－Ｈ肉汤培养基１ｍｌ。
分别接种０．５麦氏浓度铜绿假单胞菌菌液５μｌ

于上述每组试管内，３７℃温箱培养２４ｈ为一代，分别
由各组试管中取菌液配制为上述浓度后继续传代，
如此重复传代至第８代，用二倍稀释法分别测定每
组菌株对亚胺培南的 ＭＩＣ，并用亚胺培南药敏纸片
测得抑菌环直径。

１．６　芪归银方含药血清对β－内酰胺酶水解速率的
作用

制备β－内酰胺酶粗提液
［６］，将铜绿假单胞菌接

种于１０ｍｌ　Ｍ－Ｈ肉汤培养基中，３７℃振荡培养１８ｈ，
后将１０ｍｌ含菌肉汤转至１９０ｍｌ　Ｍ－Ｈ肉汤中继续振
荡培养４ｈ，收获前２ｈ加入亚胺培南溶液作为诱导
剂，终浓度为１倍 ＭＩＣ，收获后于４℃下，４　３００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ缓冲液洗涤２次，并悬浮
菌体于其中。冻融２次碎菌，菌液于１０　０００ｒ／ｍｉｎ，

４℃离心３０ｍｉｎ后，取酶粗提液，分装－２０℃保存。
定性检测：头孢硝噻吩纸片由浅黄色变为橙红色即
为β－内酰胺酶阳性。
测定铜绿假单胞菌β－内酰胺酶水解速率，按不

同干预措施分为：含药血清组：０．１ｍｍｏｌ／Ｌ头孢噻
吩９５μｌ＋３μｌ含药血清＋２μｌ酶粗提液；空白血清
组：０．１ｍｍｏｌ／Ｌ头孢噻吩９５μｌ＋３μｌ空白血清＋２μｌ
酶粗提液。分别在３７℃、ｐＨ７．０条件下用ＤＮＡ／蛋
白分析仪２６０ｎｍ波长扫描１５ｍｉｎ，每３０ｓ记录 ＯＤ
值，分别记录０－３ｍｉｎ、３－６ｍｉｎ、６－９ｍｉｎ、９－
１２ｍｉｎ、１２－１５ｍｉｎ　５个时间段内的ＯＤ值平均变化
速率，根据如下公式记算酶水解速率，水解速率Ｖ＝
［△ＯＤ／单位时间］×Ｎ／△ＯＤ总，单 位 为 μｍｏｌ／
（ｍｉｎ·ｍｌ）［７］，其中△ＯＤ总 指反应开始至所有药物
水解完毕吸光度总变化值，Ｎ指药物的摩尔量。为
排除仪器本身对测定结果的影响，在不同时间进行

４次成对重复测定，即第１次测定空白血清和含药
血清干扰下的酶水解速率记为 Ｖｋ１、Ｖｍ１，另选取
时间第２次测定记为 Ｖｋ２、Ｖｍ２，第３次测定记为

Ｖｋ３、Ｖｍ４，第４次测定记为Ｖｋ４、Ｖｍ４，分别比较同
时测定的两组间差异，并将同组４次测定值的均值
进行比较。

１．７　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１１．５统计软件分析，计量资料以均

值±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，组间比较用ｔ检验，多组间
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比较用方差分析。

２　结果

２．１　体外逆转耐药
经Ｍ－Ｈ肉汤加血清干预传代至第８代，应用二

倍稀释法测得含药血清组铜绿假单胞菌对亚胺培南

的 ＭＩＣ为８μｇ／ｍｌ，空白血清组与阳性对照组均为

１６μｇ／ｍｌ；亚胺培南药敏纸片法测得抑菌环直径为：
含药血清组（１４．１９±０．３２）ｍｍ，空白血清组（１２．５４
±０．４１）ｍｍ，阳性对照组（１０．３２±０．３８）ｍｍ，各组
比较差异具有统计学意义（Ｆ＝７９．１８，Ｐ＜０．０５），除
抑菌环直径差异外，传代后空白血清组的菌株产绿
色素明显，菌群生长较旺盛，而含药血清组的菌株绿
色素产生不明显。

２．２　β－内酰胺酶水解速率
当反应速率≤０．０１ＡＢＳ／ｍｉｎ时，即认为β－内酰

胺酶水解反应停止，见表１，表２。酶量在１５ｍｉｎ内
消耗完的前提下，空白血清组的平均总反应时间

１０．５ｍｉｎ，含 药 血 清 组 的 平 均 总 反 应 时 间 为

１３．５ｍｉｎ。

表１　不同时间段空白血清组ＯＤ值变化速率（ＡＢＳ／ｍｉｎ）

时间段 Ｖｋ１ Ｖｋ２ Ｖｋ３ Ｖｋ４ Ｖｍｅａｎ

０－３ｍｉｎ　０．０６７３　 ０．０５８３　 ０．０６４３ 　０．０７７３　 ０．０６６８３３
３－６ｍｉｎ　０．０４２０　 ０．０５４７　 ０．０４７３ 　０．０７２７　 ０．０５４１６７
６－９ｍｉｎ　０．０３４０　 ０．０２１０　 ０．０４１０ 　０．０２６３　 ０．０３０５８３
９－１２ｍｉｎ　０．０１７７　 ０．０１００＊ ０．０２００ 　０．００４３＊ ０．０１３３３３
１２－１５ｍｉｎ　０．００６０＊ ０．００２０＊ ０．００９７＊ －０．００２０＊ ０．００３９１７
平均速率 ０．０４０３　 ０．０４４７　 ０．０４３２ 　０．０５８８

　　注：＊表示反应停止所在时间段

表２　不同时间段含药血清组ＯＤ值变化速率（ＡＢＳ／ｍｉｎ）

时间段 Ｖｍ１ Ｖｍ２ Ｖｍ３ Ｖｍ４ Ｖｍｅａｎ

０－３ｍｉｎ　 ０．０５２３　 ０．０５７３　 ０．０７００　 ０．０７８０　 ０．０６４４１７
３－６ｍｉｎ　 ０．０４７７　 ０．０４３０　 ０．０５７０　 ０．０６４０　 ０．０５２９１７
６－９ｍｉｎ　 ０．０４２３　 ０．０３９３　 ０．０３５３　 ０．０２４０　 ０．０３５２５
９－１２ｍｉｎ　 ０．０２５３　 ０．０３０３　 ０．０１２７　 ０．００４７＊ ０．０１８２５
１２－１５ｍｉｎ　０．０１２０　 ０．０１３７　 ０．００１３＊ ０．００２３＊ ０．００７３３３
平均速率 ０．０３５９　 ０．０３６７　 ０．０４３８　 ０．０５５３

　　注：＊表示反应停止所在时间段

　　根据公式计算反应全程的β－内酰胺酶水解平均
速率 为：空 白 血 清 组 （０．３４２０±０．０６０３）μｍｏｌ／
（ｍｉｎ·ｍｌ），含药血清组（０．３１４０±０．０６５７）μｍｏｌ／
（ｍｉｎ·ｍｌ），两组比较差异均有统计学意义（ｔ＝
３．１８２４，Ｐ＜０．０５）。表３示，两组各时间段β－内酰
胺酶水解平均速率中，空白血清组在前６ｍｉｎ快于
含药血清组，在随后的时间中两组速率逐渐下降，但

后期含药血清组速率下降较空白血清组慢。

表３　不同时间段两组β－内酰胺酶水解

　　平均速率比较（μｍｏｌ／（ｍｉｎ·ｍｌ）

时间段 空白血清组 含药血清组

０－３ｍｉｎ　 ０．４８９１４７４　 ０．４７１４６１１
３－６ｍｉｎ　 ０．３９６４４３７　 ０．３８７２９５０
６－９ｍｉｎ　 ０．２２３８３７３　 ０．２５７９９１２
９－１２ｍｉｎ　 ０．０９０２６６４　 ０．１３３５７０８
１２－１５ｍｉｎ　 ０．０２３１７７３　 ０．０５３６７１７

３　讨论
应用血清药理学方法制备芪归银方含药血清进

行研究，虽是体外实验，但使其药效发挥更接近于体
内状态，在一定程度上弥补了体外实验的不足。本
研究中，在含药血清干预作用下传代培养，耐亚胺培
南铜绿假单胞菌对亚胺培南的 ＭＩＣ和抑菌环直径
均较空白血清组有较明显变化，说明在芪归银方含
药血清的作用下，耐亚胺培南铜绿假单胞菌株对亚
胺培南的敏感性在一定程度上得到恢复。
铜绿假单胞菌几乎可以产生所有类型的β－内酰

胺酶［８］，其在对亚胺培南的耐药机制中起到重要作
用，在对芪归银方逆转铜绿假单胞菌耐药性作用机
制的初步研究中发现，芪归银方含药血清可以减慢
铜绿假单胞菌中β－内酰胺酶对头孢噻吩的水解速
率。具体表现在相同反应条件下，含药血清组水解
相同量的头孢噻吩所用的时间较空白血清组长，全
程反应的平均速率慢，空白血清组在反应的初期，速
率明显快于含药血清组，随着反应的进行，其速率下
降亦较快，约在第１０－１１ｍｉｎ时，反应基本结束；含
药血清组的初始速度较慢，反应中段速率下降略慢，
反应后期其下降与空白血清组基本平行，反应持续
至约１３－１４ｍｉｎ。以上结果显示，芪归银方含药血
清可以减慢铜绿假单胞菌中β－内酰胺酶的水解速率
即降低酶活性。提示对β－内酰胺酶的抑制作用是芪
归银方作用的机制之一，结合本课题前期体内实验
证实芪归银方对造模大鼠的免疫调节作用分析，可
能由于含药血清中存在芪归银方刺激机体产生的未

知抗体蛋白，从而在某些通路上影响菌株的耐药性。
中药的作用常是多靶点多途径的，芪归银方干预耐
药的作用机制有待从多个耐药机制方面进行深入

研究。
芪归银方以扶正透邪为治法，与清热解毒类中

药的体外抑菌作用不同，其本身无明显的体外杀菌
抑菌作用，而是通过与抗生素的联合应用，增强或恢
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复细菌对抗生素的敏感性［９］，及时应用于临床，对于
解决目前多重耐药菌感染应用药物少、选药困难、病
死率高的问题，具有重要临床意义。
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欢迎邮购《皕一选方治验实录》
在浩瀚的中医典籍中，有方名的古方数以十万计。为了汰芜存菁，借鉴古今医家的经验，为现代临床服务，作者在长期从

事中医方药文献研究和临床诊疗工作的基础上，在完成“中医古方筛选方案和利用研究”课题研究的基础上，经过深入发掘，
编纂完成《皕一选方治验实录》（上下册）。本书以有验案资证作为筛选古方的重要条件，结合古方其他价值特征，从近１０万首
方剂中，筛选出５８３首古方及其相关验案５　５００余则。这些优选出的古方，既不乏传世名方，也有相当一部分以往未被方剂学
教材或方剂选本收录过的“新面孔”。从１０万首方中最终优选出５００余首方，其比例约为２００选１；又鉴于治验记录是本书的
主要内容，故名为《皕一选方治验实录》。
全书分上、下两册，上册收录汉唐方（张仲景方、晋唐方），下册收录宋元明清方（宋元方、明清方），编次以方为纲，医案为

目，每一方剂又分方源记载和治验实录（分为中医病证医案、西医病症医案）两部分。书末附有方名索引、中医病证索引、西医
病症索引和引用书目，方便读者检索。
本书汇集古今文献，资料丰富，拥有本书，就如同跟随古今名医侍诊，通过品读古方所附的具体病例，领悟出该方的适应

证和用法秘诀，可大大提高中医治病的疗效。本书是中医各科临床医生提高临床疗效必备的案头书，又可为各中药生产厂家
研发新药提供借鉴。

《皕一选方治验实录》（上下册），为１６开精装本，１　５８４页，已由人民卫生出版社于２０１１年１月出版。上册定价９９元，下
册定价１０８元，全套２０７元。邮购汇款地址：北京市东直门南小街１６号中医杂志社医海林音像书店；邮政编码：１００７００；联系
电话：（０１０）６４０１３１６２，（０１０）６４０１４４１１转３０５３。请在汇款附言中注明所购书名、上下册或全套及数量，邮购单册需加邮费１０
元，全套及２册以上免邮费。欢迎邮购。

第二届全国脑卒中诊疗实践学术研讨会暨第二届“奇星·华佗再造丸”杯优秀论文征集通知
为积极参与国家“脑卒中筛查与防治工程”，大力推动对脑中风的学术研究，由中华中医药学会主办，中医杂志社、中国中

药杂志社协办，广州奇星药业有限公司、数源汇通（北京）医药科技有限公司承办，共同发起第二届全国脑卒中诊疗实践学术
研讨会暨第二届“奇星·华佗再造丸”杯脑卒中诊疗实践优秀医学论文征集活动，具体事宜通知如下。
一、征文内容：１．脑卒中的基础研究；２．脑卒中内科治疗；３．脑卒中外科治疗；４．脑卒中介入治疗；５．脑卒中的中西医结合

治疗；６．脑卒中与糖尿病；７．脑卒中与血管异常；８．脑卒中与血管超声、ＴＣＤ；９．脑卒中与房颤；１０．脑卒中与高血压；１１．脑卒中
的康复。
二、征文要求：１．凡未公开发表的论著、述评、病例报告、讲座综述、实验研究、临床研究、经验总结等，均可投稿。２．按照杂

志论文格式，要求８００字中文摘要１份，包括目的、方法、结果、结论四部分，数据准确、重点突出、文字精炼。３．请在征文后详
细注明姓名、工作单位、科室、邮政编码和电话。４．截稿日期：２０１２年１０月３０日。请自留底稿，恕不退稿。５．论文投稿方式：
邮寄地址：北京市海淀区西三环北路１１号海通时代商务中心 Ａ１栋，数源汇通（北京）医药科技有限公司收，邮编：１０００８９，电
话：０１０－６８７１８７１１；或电子版发至：ｃｎｙｘｙｘ＠ｃｎｙｘｙｘ．ｃｏｍ。
三、联系方式：数源汇通（北京）医药科技有限公司，联系人：赵森，电话：０１０－６８４１２７１６转６０３，传真：０１０－６８７１５７５６，Ｅ－

ｍａｉｌ：ｃｎｙｘｙｘ＠ｃｎｙｘｙｘ．ｃｏｍ。

·１１４１·２０１２年第１６期 高洁等　芪归银方对耐亚胺培南铜绿假单胞菌耐药作用的影响


