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［摘　要］　目的　探讨芪归银方对多重耐药铜绿假单胞菌感染大鼠的免疫调节作用。 方法　将４０只ＳＤ大鼠随机分为空

白组、模型组、西药对照组、芪归银方组、中西医结合组，每组８只。除空白组外其余各组大鼠将多重耐药铜绿假单胞菌菌液同

２．０％西黄芪胶１∶１混合后８ｍｌ／ｋｇ腹腔注射，注射后空白组和模型组给予蒸馏水２ｍｌ灌胃，西药对照组给予头孢他啶

０．４５ｇ／ｋｇ肌肉注射，芪归银方组给予芪归银方提取物２ｍｌ（１．０ｇ／ｍｌ）灌胃，中西医结合组给予芪归银方提取物灌胃和头孢他

啶肌肉注射，各组腹腔感染后３ｈ留取脾脏组织标本，运用 ＭＴＴ法检测各组大鼠Ｔ、Ｂ淋巴细胞的增殖水平。 结果　模型组

大鼠脾脏中Ｔ、Ｂ淋巴细胞增殖水平较空白组升高（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；西药对照组大鼠脾脏中Ｔ、Ｂ淋巴细胞增殖水平较

空白组降低（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）；芪归银方组和中西医结合组大鼠脾脏中Ｔ、Ｂ淋巴细胞增殖水平较空白组差异无统计学

意义（Ｐ＞０．０５）；西药对照组、芪归银方组和中西医结合组大鼠脾脏中Ｔ、Ｂ淋巴细胞增殖水平均较模型组降低（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。 结论　芪归银方具有适度下调多重耐药铜绿假单胞菌感染大鼠淋巴细胞增殖能力，与头孢他啶过度抑制免疫应

答反应相比，其可使感染所导致的免疫紊乱趋于平衡。
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　　随着全球抗生素的不合理使用，耐药菌感染日
趋严峻，细菌耐药性日益增强，多重耐药菌感染的发
病率急剧攀升、死亡率居高不下，已成为国内外备受
关注的重要公共卫生问题和医学界棘手难题。尽管
现代医学针对细菌复杂的耐药机制进行了大量的研

究，但目前仍缺乏有效的防治措施。近年来，基于中
医整体观念、辨证论治思维指导下的相关研究充分
显示出了中医药在细菌耐药和耐药菌感染方面的独

特优势。中医认为多重耐药菌感染的发生与正虚邪
伏、伺机而作、待时而发的伏邪致病特点相似，治疗
上应温阳扶正、透邪外出［１］。
我们前期研究以具有代表性的多重耐药铜绿假

单胞菌为研究对象，证实了扶正透邪之芪归银方的
体外抑菌作用及其与抗生素的协同抑菌作用［２－４］。
在此基础上，本研究通过体内试验对芪归银方抗多
重耐药铜绿假单胞菌感染的作用机制进行了初步探

索，具体如下。

１　材料

１．１　药物
芪归银方组成：黄芪６０ｇ，当归１５ｇ，金银花

１５ｇ，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；注射用头孢
他啶，深圳致君制药有限公司，批号Ｅ２０１００１０２。

１．２　实验动物

ＳＤ大鼠４０只，雌雄各半，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，动物合格证号：ＳＣＸＫ－（军）２００７－００４。正常
光照条件下，食、水可自由摄取，室温１８～２２℃。

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（批号：ＸＷＯ１１００３０１）购自赛默

飞世尔生物化学制品有限公司，ＲＰＭＩ－１６４０培养基
（批 号：ＮＸＬ０７４３）、刀 豆 蛋 白 Ａ（ＣｏｎＡ，批 号：

０２５Ｋ６９３１））、脂多糖（ＬＰＳ，批号：ＬＰＳＬ３１６２）、ＭＴＴ
（批号：Ａｍｅｒｓｃｏ－０７９３）均购自Ｓｉｇｍａ公司，胎牛血
清（批号：ＮＶＡ２６６７）购自民海生物公司，磷酸盐缓
冲液（ＰＢＳ）粉末（批号：１３１Ｃ０２１）购自鼎国生物技术
有限公司，Ｔｒｉｓ－ＮＨ４Ｃｌ（批号：Ｓ０２３４）购自上海化学
试剂厂，０．０１ＮＨ４Ｃｌ－１０％ＳＤＳ（批号：３２３Ａ０３１）购自
Ｇｉｂｃｏ公司，西黄芪胶（批号：Ｃ００１６８９５）购自上海耐
今实业有限公司。
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（Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司，型
号ＶＯＲＴＥＸ－ＧＥＮＩＥ　２），低温高速离心机（上海爱丁
堡生物科技发展有限公司，型号 Ｋｅｎｄｒｏ　Ｌａｂｏｆｕｇｅ
４００Ｒ），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
２．１　菌悬液制备
将实验菌株接种于 Ｍ－Ｈ 琼脂培养基活化，经

３７℃恒温培养１８～２４ｈ后，用生理盐水洗脱菌落，

３　０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃去上清，加入生理盐水，
混匀后吸出０．５ｍｌ加入新的无菌试管中，加入适量
生理盐水，与比浊计进行比浊，将菌液稀释成２４×
１０８ＣＦＵ／ｍｌ，用酶标仪检测 ＯＤ 值为 （０．６７５±
０．００５），再将其稀释成０．４８×１０８ＣＦＵ／ｍｌ，作为实
验菌悬液。

２．２　模型制备
ＳＤ大鼠常规饲养１周，采血前禁食过夜。按照
杨钧等［５］报道的方法建立多重耐药铜绿假单胞菌腹

腔感染大鼠模型。具体方法如下：将多重耐药铜绿
假单胞菌菌液（以下简称菌液）同２．０％西黄芪胶１∶
１混合后，８ｍｌ／ｋｇ腹腔注射，注射后自由进食、饮水。

２．３　动物分组与处理
采用随机数字表法将ＳＤ大鼠分为空白组、模

型组、西药对照组、芪归银方组、中西医结合组，每组
８只。空白组和模型组给予蒸馏水２ｍｌ灌胃；西药
对照组给予头孢他啶０．４５ｇ／ｋｇ肌肉注射；芪归银
方组给予芪归银方提取物２ｍｌ灌胃；中西医结合组
给予芪归银方提取物灌胃和头孢他啶肌肉注射，剂
量和方法同西药对照组和芪归银方组。除空白组外
其余各组均于腹腔注射菌液后即给予灌胃或肌肉注

射１次，腹腔感染后３ｈ，留取脾脏组织标本，空白组
于同时间点留取脾脏组织。

２．４　ＣｏｎＡ诱导的脾脏Ｔ细胞增殖能力测定
无菌摘取大鼠脾脏（操作在冰浴中进行），常规

制备脾细胞悬液，计数脾细胞，再用含１０％胎牛血
清的ＲＰＭＩ－１６４０培养基调整细胞浓度至５×１０６／

ｍｌ，加至９６板中，１００μｌ／孔。分别加入含ＣｏｎＡ完
全 ＲＰＭＩ－１６４０ 溶液 １００μｌ／孔 （ＣｏｎＡ 终浓度为
５μｇ／ｍｌ），每组设５个复孔，并设无 ＣｏｎＡ 细胞对
照。将９６孔板置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱孵育６８ｈ，
取出，每孔弃上清１００μｌ，加入５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ
１０μｌ（终浓度 ０．５ｍｇ／ｍｌ），继续孵育 ４ｈ，加入

０．０１ＮＨ４Ｃｌ－１０％ＳＤＳ　１００μｌ／孔，振荡摇匀，３７℃过
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夜，酶标仪５７０ｎｍ下测定各孔Ａ值。

２．５　ＬＰＳ诱导的脾脏Ｂ淋巴细胞增殖能力的测定
无菌摘取大鼠脾脏（操作在冰浴中进行），常规

制备脾细胞悬液，计数脾细胞，再用含１０％小牛血
清的ＲＰＭＩ－１６４０培养基调整细胞浓度至５×１０６／

ｍｌ，加至９６板中，１００μｌ／孔。分别加入含ＬＰＳ完全

ＲＰＭＩ－１６４０溶液１００μｌ／孔（ＬＰＳ终浓度为５μｇ／

ｍｌ），每组设５个复孔，并设无ＬＰＳ细胞对照。将９６
孔板置３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱孵育６８ｈ，取出，每孔
弃上清１００μｌ，加入５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ　１０μｌ（终浓度

０．５ｍｇ／ｍｌ），继续孵育４ｈ，加入０．０１ＮＨ４Ｃｌ－１０％
ＳＤＳ　１００μｌ／孔，振荡摇匀，３７℃过夜，酶标仪５７０ｎｍ
下测定各孔Ａ值。

２．６　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１３．０统计软件包进行数据处理，计

量资料用均数±标准差（珚ｘ±ｓ）表示，进行ｔ检验、方
差分析。

３　结果

３．１　各组大鼠Ｔ淋巴细胞增殖水平比较
表１示，模型组大鼠脾脏中Ｔ淋巴细胞增殖水

平较空白组升高（Ｐ＜０．０１）；西药对照组大鼠脾脏中
Ｔ淋巴细胞增殖水平较空白组降低（Ｐ＜０．０５）；芪归
银方组和中西医结合组大鼠脾脏中Ｔ淋巴细胞增殖
水平与空白组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
西药对照组、芪归银方组和中西医结合组大鼠脾脏中

Ｔ淋巴细胞增殖水平均较模型组降低（Ｐ＜０．０１）。

表１　各组大鼠Ｔ淋巴细胞增殖水平比较（Ａ值，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 Ｔ淋巴细胞增殖

空白组 ８　 ０．２２０±０．０１５
模型组 ８　 ０．２９５±０．０２５＊＊

西药对照组 ８　 ０．１８２±０．０１１＊△

芪归银方组 ８　 ０．２２６±０．０２７△

中西医结合组 ８　 ０．２２８±０．０１２△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，

△Ｐ＜０．０１

３．２　各组大鼠Ｂ淋巴细胞增殖水平比较
表２示，模型组大鼠脾脏中Ｂ淋巴细胞增殖水

平较空白组升高（Ｐ＜０．０５）；西药对照组大鼠脾脏
中Ｂ淋巴细胞增殖水平较空白组降低（Ｐ＜０．０１）；
芪归银方组和中西医结合组大鼠脾脏中Ｂ淋巴细
胞增殖水平与空白组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。西药对照组、芪归银方组和中西医结合组大
鼠脾脏中 Ｂ淋巴细胞增殖水平均较模型组降低
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。

表２　各组大鼠Ｂ淋巴细胞增殖水平比较（Ａ值，珚ｘ±ｓ）

　组别 鼠数 Ｂ淋巴细胞增殖

空白组 ８　 ０．１２５±０．０２０
模型组 ８　 ０．１５０±０．０１６＊

西药对照组 ８　 ０．０９７±０．００８＊＊△△

芪归银方组 ８　 ０．１２５±０．００８△

中西医结合组 ８　 ０．１２１±０．００８△△

　　注：与空白组比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１；与模型组比较，

△Ｐ＜０．０５，△△Ｐ＜０．０１

４　讨论
淋巴细胞是机体免疫应答功能的重要细胞成

分，分为Ｔ、Ｂ两种，其不仅参与后期炎症反应的发
生同时还具有调节早期炎症反应的重要功能［６］。在
细菌感染的发病机制中除病原微生物及其毒素直接

损害组织细胞外，免疫功能紊乱对其发生发展具有
重要作用［７］，对多重耐药菌感染的重要性尤为突出。
中医认为正邪斗争的消长盛衰决定着疾病的发生、
发展变化及其转归，扶正祛邪是中医的基本治则之
一，其目的在于恢复邪气内侵所导致的阴阳失衡状
态。本实验所选芪归银方中黄芪、当归补气养血、培
补元气，是治疗因气血不足而发热的经典方剂，加入
金银花清解气分热毒，透邪外出；青蒿清热解毒，透
达外邪；虎杖解毒散结，具有活血之功。纵观全方，
补气养血以扶正，清热透达给邪以出路。本实验结
果显示，西药对照组、芪归银方组和中西医结合组均
能够明显降低多重耐药铜绿假单胞菌感染大鼠超早

期Ｔ、Ｂ淋巴细胞的增殖水平，与模型组比较差异有
统计学意义。但值得注意的是，与空白组比较，西药
对照组差异显著，而芪归银方组和中西医结合组则
无显著差异，提示单纯使用头孢他啶过度抑制了感
染后超早期Ｔ、Ｂ淋巴细胞的增殖能力，而芪归银方
不仅能适度下调感染后超早期 Ｔ、Ｂ淋巴细胞的增
殖能力，与抗生素联用还能促使抗生素过度抑制的
Ｔ、Ｂ淋巴细胞增殖能力趋于正常水平。
由于炎症与免疫反应的复杂性和细胞因子的多

样性，抗生素过度抑制免疫应答反应存在加重机体
损伤、增加病死率的风险，芪归银方则具有适度下调
免疫应答反应，使感染所导致的免疫紊乱趋于平衡
的作用，充分体现了“阴平阳秘”、“以平为期”的中医
理论，再次证实了中药复方对机体免疫系统的双向
调节作用，即能够使过高或过低的免疫应答反应恢
复到正常水平［８］。在合理使用抗生素的基础上，针
对多重耐药菌感染的病机特点应用扶正透邪之芪归

银方，有利于阻断炎症瀑布反应，促进机体损伤的修
（下转第１５９９页）
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机体抗病能力，消除虚弱证候；还可使心气充沛、血
液充盈，从而促进心脏功能正常运行。现代药理研
究表明，补虚药可增强机体的免疫功能，产生扶正祛
邪的功效，还加强神经系统功能、促进物质代谢、调
节神经内分泌系统，对心血管功能可产生正性肌力，
双向调节血压，并且具有抗心肌缺血和心律失常、扩
张冠状动脉、改善心肌血氧供应等作用以及促进造
血功能［７］。
现代医学治疗稳定型冠心病心绞痛主要有抗心

绞痛和抗缺血、预防心肌梗死、抗血小板、抗凝、降脂
治疗等［８］。这些治疗虽然作用明显，但往往忽视了
机体整体状态，急性期效果明显，但是后期整体效果
却不甚理想。中医采用病证结合方证对应的模式，
根据辨证对冠心病心绞痛采用活血化瘀、行气活血、
益气活血、益气养阴活血及其他等治法。即《中国药
典》所载中成药根据整体罹患冠心病心绞痛患者相
同主症“胸痛”、“胸闷”、“心绞痛”，且相同病机“心肌
缺血”，又根据整体观念治疗兼证而酌情组方配伍用
药，１１１味中药根据类别和作用特点，依据君臣佐
使、七情配伍，被使用在各中成药之中。
本研究结果显示，《中国药典》治疗冠心病心绞

痛中成药以活血化瘀为治疗核心，兼以补虚、理气、
开窍、清热、安神、温里、化痰而进行组方用药。而研
究显示，冠心病心绞痛疾病以血瘀证（７３．５３％）为最
常见，其次为气虚（６４．７１％）、痰浊（５５．８８％）、阴虚
（５０．９８％）、阳虚（４４．１２％）等证［９］，其中痰浊所占比
例很高，且随着现代生活方式的改变，痰瘀互阻型冠
心病在临床上越来越常见。但是在《中国药典》中仅
有正心降脂片具有益气活血、祛痰降浊的功能，这也
是依据《中国药典》收录范围指导临床用药的局限性
之一。

尽管临床上治疗冠心病、胸痹、胸痛的中成药在
《中华人民共和国药典临床用药须知：中药成方制剂
卷》《中药成方制剂》《国家药品监督管局药品汇编》
等标准中时有可见，但是作为科学、实用、规范的《中
国药典》仅收录６８种。因此，以中医理论整体观念
为指导，基于病证结合、方证对应的冠心病心绞痛中
成药新药研发，应结合《中国药典》冠心病心绞痛中
成药的配伍规律和其临床症候群的差异，运用现代
科学方法研发出疗效确切、安全有效、质量标准可控
的冠心病心绞痛中成药。
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复，提高抗多重耐药菌感染临床疗效的潜力与优势，
值得进一步深入研究芪归银方在炎症、免疫方面的
作用机制及其对多重耐药菌感染病死率的影响，为
临床治疗多重耐药菌感染提供可靠的实验依据。
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２０１１，２０（４）：５８２－５８４．

［３］高洁，刘清泉，田金洲，等．芪归银方对耐亚胺培南铜绿假
单胞菌耐药作用的影响［Ｊ］．中医杂志，２０１２，５３（１６）：
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铜绿假单胞菌研究［Ｊ］．环球中医药，２０１２，５（２）：８１－８４．

［５］杨钧，张淑文，阴赪宏，等．耐药菌腹腔感染兔动物模型的
建立［Ｊ］．中华医院感染学杂志，２００８，１８（９）：１１２９－１２２２．

［６］赵洁，杨选明，都培双，等．Ｔ淋巴细胞抑制急性感染的炎
症反应［Ｊ］．生物化学与生物物理进展，２００８，３５（２）：１２９－
１３２．

［７］李成荣．脓毒症免疫功能紊乱及免疫调节治疗［Ｊ］．临床
儿科杂志，２０１０，２８（１）：１３－１７．
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