
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２０１２１３５

光动力抗菌疗法对多重耐药铜绿假单胞菌体外杀伤作用的研究
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　　［摘要］　目的　研究甲苯胺蓝 Ｏ（ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅＯ，ＴＢＯ）介导的光动力抗菌疗法（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＡＰＤＴ）对多重耐药铜绿假单胞菌的杀伤作用。方法　以烧伤患者创面分离的多
重耐药铜绿假单胞菌和标准铜绿假单胞菌为研究对象。实验组采用不同浓度 ＴＢＯ（２．５、５．０、７．５、
１０．０μｍｏｌ／Ｌ）和不同剂量（１０、２０、３０、４０Ｊ／ｃｍ２）光照处理［红光，波长为（６３５±５）ｎｍ］；设单纯 ＴＢＯ组、
单纯光照组和空白（不处理）３个对照组。采用菌落计数法计算细菌存活率。采用激光共聚焦电子显微
镜、透射电镜、扫描电镜观察细菌形态学改变。采用 Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ型全自动药敏分析系统检测亚致
死量ＡＰＤＴ（ＴＢＯ浓度２．５μｍｏｌ／Ｌ、光照剂量１０Ｊ／ｃｍ２）处理前后细菌对哌拉西林／他唑巴坦、头孢他啶、
头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南等抗生素最低抑菌浓度的变化。采用 ＲＴｑＰＣＲ测定多重耐药铜绿假单
胞菌ＡＰＤＴ处理前后耐药基因表达。结果　随ＴＢＯ浓度和光照剂量的增加，ＡＰＤＴ对细菌的杀伤效应
随之增加（Ｐ＜０．０５）。亚致死量ＡＰＤＴ处理后，扫描电镜观察发现细菌出现皱缩、凹陷、穿孔等改变，透
射电镜观察发现菌毛消失、细胞壁连续性中断、胞质电子密度降低、拟核区紊乱等变化。亚致死量

ＡＰＤＴ治疗后，多重耐药铜绿假单胞菌对上述抗生素敏感度升高，外排泵耐药基因表达下调（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＴＢＯ介导的ＡＰＤＴ在体外对多重耐药铜绿假单胞菌有良好的杀伤作用，并且通过对拟核ＤＮＡ作
用降低耐药基因表达，提升了耐药菌对抗生素的敏感性。

　　［关键词］　 多重耐药菌；铜绿假单胞菌；光动力抗菌疗法；甲苯胺蓝Ｏ；外排泵基因
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ｔｈｅｒａｐｙ；ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅＯ；ｅｆｆｌｕｘｐｕｍｐｇｅｎｅｓ
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　　铜绿假单胞菌是一种机会感染革兰阴性菌，容易
在烧伤等皮肤屏障破坏的创面内定植。这种局部的感

染会导致全身性的脓毒血症，特别是对于重度烧伤患

者，往往与高发病率和高病死率密切相关［１］，并且随

着抗生素的大量使用，多重耐药铜绿假单胞菌的出现

迫使人们不断寻找新的抗菌技术［２－３］。

　　光动力抗菌疗法（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，
ＡＰＤＴ）是近年兴起的一种治疗体表感染的新手段，其
原理是通过特定波长的光激发光敏剂（ｐｈｏｔｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅｒ，
ＰＳ）发生光化学反应，产生羟自由基、过氧化氢、超氧
阴离子等活性氧族（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）和单
线态氧（１Ｏ２），可以氧化损伤脂质、蛋白质或核酸等生
物大分子，从而有效杀伤病原微生物［４］。ＡＰＤＴ是一
种独立于抗生素的杀菌模式，对宿主的损伤小，多次治

疗不会诱导耐药［５］，因此被认为是很有前途的治疗细

菌感染方法之一，尤其是多重耐药菌引起的感染［６］。

本研究分析波长为（６３５±５）ｎｍ的红光联合甲苯胺蓝
Ｏ（ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅＯ，ＴＢＯ）对体外培养的铜绿假单胞菌
标准株和临床分离的多重耐药菌株的杀伤效应，观察

ＡＰＤＴ前后铜绿假单胞菌微观形态学、抗生素敏感性
的变化，检测 ＡＰＤＴ治疗前后多重耐药铜绿假单胞菌
耐药基因的变化，从而为ＴＢＯ介导的 ＡＰＤＴ杀伤多重
耐药菌的临床应用打下良好的基础。

１　材料与方法

１．１　菌株和试剂
　　铜绿假单胞菌标准株（ＷＴ，购自 ＡＴＣＣ，ＮＯ．
２７８５３）和临床分离的经鉴定为外排泵ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ高
表达的多重耐药铜绿假单胞菌株（ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌
株），由本院烧伤科微生物室馈赠。ＴＢＯ、ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ
Ｋｉｔ试剂盒由美国 Ｓｉｇｍａ公司提供，ＬＢ培养基由博浪
生物科技公司提供，ＰＢＳ缓冲液由索莱宝科技有限公
司提供，ＧｏＴａｑ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ由美国 Ｐｒｏｍｅｇａ公
司提供。

１．２　主要仪器
　　ＬＥＤ半导体激光治疗仪，波长为（６３５±５）ｎｍ，输出
功率密度为１１０ｍＷ／ｃｍ２（深圳普门）。其他仪器包括：

ＰＭ１００Ｄ数字光功率计和能量计表头（美国 Ｔｈｏｒｌａｂｓ公
司）；ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ多功能酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＺｅｉｓｓＬＳＭ８８０型激光扫描共聚焦显微镜
（ｃｏｎｆｏｃａｌｌａｓｅｒｓｃａｎｎｉｎｇｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＣＬＳＭ）（德国 Ｃａｒｌ·
Ｚｅｉｓｓ公司）；Ｓ３４００Ｎ型扫描电子显微镜（ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＳＥＭ）（日 本 ＨＩＴＡＣＨＩ公 司）；
ＰＨＩＬＩＰＳＴＥＣＮＡＩ１０型透射电子显微镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）（荷兰 ＰＨＩＬＩＰＳ公司）；ＡＢＩ
ＶｉｉＡＴＭ７实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）等。
１．３　方法
１．３．１　铜绿假单胞菌体外培养　　将－８０℃保种的ＷＴ
和ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株接种于血平板，３７℃培养２４ｈ。从
血平板中挑取单菌落接种于装有５ｍＬ的ＬＢ液体培养
液中，然后恒温摇床培养过夜后离心（８０００ｒ／ｍｉｎ，
５ｍｉｎ），弃上清，ＰＢＳ漂洗 ３次，调整菌液的浓度为
１０８ＣＦＵ／ｍＬ标准混悬液。
１．３．２　ＡＰＤＴ对铜绿假单胞菌的杀伤效应　　实验
分ＡＰＤＴ组和对照组。ＡＰＤＴ组：１０８ＣＦＵ／ｍＬ细菌混
悬液加入不同浓度ＴＢＯ（２．５、５．０、７．５、１０．０μｍｏｌ／Ｌ），
分别予以不同剂量（１０、２０、３０、４０Ｊ／ｃｍ２）的红光［（６３５±
５）ｎｍ］照射；对照组：空白对照组（不加ＴＢＯ，也不予以
光照）、单纯ＴＢＯ组（菌液加 ＴＢＯ，不予以光照）、单纯
光照组（菌液不加 ＴＢＯ，单独予以光照）。细菌处理
后，采用序列稀释法接种菌液于培养皿，３７℃培养
２４ｈ后统计结果，实验重复３次。
１．３．３　亚致死量 ＡＰＤＴ对铜绿假单胞菌的杀伤效应
及形态学影响

１．３．３．１　亚致死量 ＡＰＤＴ的确定　　根据 ＣＡＳＳＩＤＹ
等［７］研究，ＡＰＤＴ对１０８ＣＦＵ／ｍＬ细菌的亚致死条件定
义为菌量降低 ０．５（ｌｏｇ１０）～１．０（ｌｏｇ１０），根据杀菌实
验结果，本实验取 ＴＢＯ浓度 ２．５μｍｏｌ／Ｌ、光照剂量
１０Ｊ／ｃｍ２为亚致死量 ＡＰＤＴ；实验分 ＡＰＤＴ组、空白对
照组、单纯ＴＢＯ组和单纯光照组。
１．３．３．２　亚致死量ＡＰＤＴ对铜绿假单胞菌的杀伤效应
　　根据分组处理细菌后，立即加入 ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ
Ｋｉｔ试剂，然后将混悬液滴加于洁净的载玻片，盖上盖玻
片，用激光聚焦显微进行观察，用随机自带的软件进行荧
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光强度分析。从每个样本的３个位置随机获取图像。
１．３．３．３　亚致死量 ＡＰＤＴ处理后铜绿假单胞菌形态
学变化　　将各组细菌处理后离心，经 ２．５％戊二醛
固定、梯度乙醇法脱水、叔丁醇梯度置换干燥后喷金处

理，制作成电镜标本后进行扫描电镜观察；另外标本经

固定、冲洗、置换、浸透包埋后定位、超薄切片、铅染，进

行透射电镜观察，每张玻片随机选择３个视野。
１．３．４　亚致死量ＡＰＤＴ处理前后铜绿假单胞菌对抗生
素敏感度变化　　亚致死ＡＰＤＴ处理前后的菌株分别
接种于血平板，３７℃培养２４ｈ，采用法国梅里埃公司的
Ｖｉｔｅｋ２Ｃｏｍｐａｃｔ型全自动药敏分析系统检测细菌对抗
生素最低抑菌浓度（ＭＩＣ值）的变化，包括哌拉西林／他
唑巴坦、头孢他啶、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南等。

１．３．５　ＲＴｑＰＣＲ法检测亚致死量 ＡＰＤＴ对 ＭｅｘＡＢ
ＯｐｒＭ菌株外排泵基因表达　　ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株在
亚致死ＡＰＤＴ处理前后分别接种于血平板，３７℃培养
２４ｈ，挑取菌落，然后按下列步骤进行实验。提取细菌
总ＲＮＡ：用 ＴＲＩｚｏｌ试剂和氯仿处理细菌，用 ＨｉＰｕｒｅ
ＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＫｉｔ试剂盒（广州ＭＡＧＥＮ公司）进行细
菌总ＲＮＡ提取（参照试剂说明书进行），ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ
（日本 ＴａＫａＲａ公司）去除 ＲＮＡ细菌基因污染，用
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（日本ＴａＫａＲａ公司）进行
ｃＤＮＡ反转录（参照试剂盒说明书进行）。取 １μＬ
ｃＤＮＡ作为模板、加入５μＬＧｏＴａｑ ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、
上下游引物各１μＬ、去离子水等构建ｑＰＣＲ反应体系，
对 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株 ＡＰＤＴ处理前后外排泵基因
ｍｅｘＢ、ｍｅｘＤ、ｍｅｘＹ、ｍｅｘＦ转录水平进行定量 ｑＰＣＲ分
析。ＲＴｑＰＣＲ反应条件：９５℃ ３０ｓ；９５℃ １５ｓ，６０℃
３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２３．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组
间比较采用独立样本ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＡＰＤＴ对两株铜绿假单胞菌杀伤效应的比较
　　ＴＢＯ在０～１０μｍｏｌ／Ｌ，光照剂量一定时，ＡＰＤＴ对
两株细菌的杀伤效应随 ＴＢＯ浓度增大而增加（Ｐ＜
０．０５）；当ＴＢＯ浓度一定时，ＡＰＤＴ对两株细菌的杀伤
效应随光照剂量增加而增大（Ｐ＜０．０５）；ＴＢＯ为
１０μｍｏｌ／Ｌ，光照剂量为４０Ｊ／ｃｍ２，ＡＰＤＴ对两株细菌杀伤
效应均达到最大，其中对ＷＴ菌株杀伤为６．０（ｌｏｇ１０），对
ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株的杀伤为５．５（ｌｏｇ１０），但二者的杀伤
效应比较差异无统计学意义（图 １），说明 ＡＰＤＴ对铜
绿假单胞菌的标准株和耐药菌株具有相似的杀伤效

应。此外，空白对照组、单纯ＴＢＯ组、单纯光照组两株
细菌均未见杀伤。

２．２　亚致死量ＡＰＤＴ处理后铜绿假单胞菌的染色变化
　　本实验 ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤ Ｋｉｔ试剂盒包含 ＳＹＴＯ９
和碘化丙啶（ＰＩ）两种成分，其中ＳＹＴＯ９为高亲和力
核酸染色剂，可以将所有细菌染成绿色，而 ＰＩ只能渗
透进入膜结构受损的细菌，取代 ＳＹＴＯ９的绿色荧
光，将细菌染成红色，因此该染色方法是评价生存率的

良好指标。激光共聚焦显微镜观察不同条件处理后细

菌形态，空白对照组、单纯 ＴＢＯ组和单纯光照组中的
两株铜绿假单胞菌均为绿色，未见红染细菌；ＡＰＤＴ
（ＴＢＯ浓度为 ２．５μｍｏｌ／Ｌ、光照剂量为 １０Ｊ／ｃｍ２）组
中，两株细菌均可见红染细菌，并且与菌落定量计数实

验中同等条件结果一致（图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｍｏｌ／Ｌ、４０Ｊ／ｃｍ２比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与２．５μｍｏｌ／Ｌ、４０Ｊ／ｃｍ２比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与５．０μｍｏｌ／Ｌ、４０Ｊ／ｃｍ２

比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与７．５μｍｏｌ／Ｌ、４０Ｊ／ｃｍ２比较；ｅ：Ｐ＜０．０５，与１０．０μｍｏｌ／Ｌ、０Ｊ／ｃｍ２比较；ｆ：Ｐ＜０．０５，与１０．０μｍｏｌ／Ｌ、
１０Ｊ／ｃｍ２比较；ｇ：Ｐ＜０．０５，与１０．０μｍｏｌ／Ｌ、２０Ｊ／ｃｍ２比较；ｈ：Ｐ＜０．０５，与１０．０μｍｏｌ／Ｌ、３０Ｊ／ｃｍ２比较

Ａ：ＷＴ菌株；Ｂ：ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株

图１　ＴＢＯＡＰＤＴ对两株铜绿假单胞菌的杀伤效应（ｎ＝３）
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２．３　透射电镜观察亚致死量 ＡＰＤＴ处理后铜绿假单
胞菌形态变化

　　采用透射电镜观察铜绿假单胞菌经不同条件处理
后细菌形态（图３），空白对照组、单纯ＴＢＯ组和单纯光
照组中两株细菌均呈现正常的杆状，具有光滑连续的双

层膜结构，细胞壁、细胞外膜、菌毛清晰可见。ＷＴ菌株
细胞壁最外层可见菌毛，胞质呈颗粒状，亚细胞结构只

能分辨出高电子密度和低电子密度区域。ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ

菌株细胞壁最外层可见大量菌毛，胞质整体呈浅灰色，

胞质内亚结构呈丝状，电子密度较低、分布均匀。ＡＰＤＴ
处理后两株细菌整体变小，细胞壁外层菌毛完全消失，

膜结构连续性、完整性中断，细胞壁和细胞质膜有分离

现象。ＷＴ菌株胞质外围可见聚集的致密颗粒和胞质
中部可见空泡样结构，分别表现为黑色和明亮的区域；

ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株胞质电子密度升高，胞质中出现高电
子密度的束状纤维样结构（箭头示）。
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图２　激光共聚焦电子显微镜观察亚致死量ＡＰＤＴ处理前后两株铜绿假单胞菌形态
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图３　透射电镜观察亚致死量ＡＰＤＴ处理前后两株铜绿假单胞菌形态
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图４　扫描电镜观察亚致死量ＡＰＤＴ处理前后两株铜绿假单胞菌形态变化

２．４　扫描电镜观察亚致死量 ＡＰＤＴ处理后铜绿假单
胞菌形态变化

　　扫描电镜观察（图４）结果显示：空白对照组、单纯
ＴＢＯ组和单纯光照组细菌均为明显正常的杆状和光
滑的细胞形态，多成对出现，细菌表面可见菌毛；ＡＰＤＴ
处理后，细菌失去了正常的形态，两株细菌均出现不同

程度皱缩、塌陷及裂解，ＷＴ菌株胞壁可见孔洞，
ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株可见菌体裂解的碎片（箭头示）。
２．５　亚致死量 ＡＰＤＴ处理前后铜绿假单胞菌对抗生

素敏感度变化

　　ＷＴ菌株对检测抗生素均敏感，ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株
对头孢吡肟、美罗培南不敏感，对其余抗生素耐药。亚

致死量 ＡＰＤＴ处理后，ＷＴ菌株 ＭＩＣ值与未处理组相
比未见明显改变；而ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株对哌拉西林／他
唑巴坦、头孢他啶、头孢吡肟、亚胺培南、美罗培南、阿

米卡星、妥布霉素等抗生素变敏感，其中对阿米卡星、

妥布霉素的 ＭＩＣ值降低 ３２倍，对哌拉西林／他唑巴
坦、头孢他啶、美罗培南的 ＭＩＣ值降低 １６倍，对环丙
沙星ＭＩＣ值降低２倍（表１）。

表１　亚致死量ＡＰＤＴ对两株铜绿假单胞菌最低抑菌
浓度（ＭＩＣｓ）的影响（μｇ／ｍＬ，ｎ＝３）

ＷＴ菌株 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株
抗生素

ＡＰＤＴ处理前 ＡＰＤＴ处理后 ＡＰＤＴ处理前 ＡＰＤＴ处理后
哌拉西林／他唑巴坦 ≤４／４ ≤４／４ １２８／４ １６／４

头孢他啶 ２ ≤２ ６４ ４
头孢吡肟 ≤１ ２ １６ ２
亚胺培南 １ １ ８ ２
美罗培南 ≤０．２５ ≤０．２５ ４．００ ≤０．２５
阿米卡星 ≤２ ≤２ ６４ ≤２
妥布霉素 ≤１ ≤１ ３２ ≤１
环丙沙星 ≤０．２５ ≤０．２５ ４．００ ２．００

２．６　亚致死量 ＡＰＤＴ处理后多重耐药菌株外排泵基
因表达的变化

　　采用 ＲＴｑＰＣＲ检测 ＡＰＤＴ处理前（对照组）、后
（ＡＰＤＴ组）ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株外排泵基因表达（图５），
发现４种常见外排泵基因表达均下调，其中 ｍｅｘＢ基
因的表达量为对照组的８％（Ｐ＜０．０１），ｍｅｘＤ为对照组
的８３％（Ｐ＜０．０５），ｍｅｘＹ为对照组的６９％（Ｐ＜０．０５），
ｍｅｘＦ为对照组的９３％。
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ａ：Ｐ＜０．０１，ｂ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图５　ＴＢＯＡＰＤＴ处理后ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株外排泵基因
相对表达量（ｎ＝３）

３　讨论

　　迄今，多项体外实验证明 ＡＰＤＴ有良好的抗菌效
果［８－１０］。ＴＢＯ是一种吩噻嗪类光敏剂，其介导的
ＡＰＤＴ具有良好的广谱抗菌活性［１１－１４］，已证实吩噻嗪

类光敏剂（ＴＢＯ、ＭＢ等）是铜绿假单胞菌外排泵
ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ等的底物［１５－１６］，从理论上讲，其介导的

ＡＰＤＴ对外排泵高表达的铜绿假单胞菌的杀伤会受到

３０６　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（７）



影响，然而不同学者研究结论不一致。有研究发现

ＴＢＯ介导的 ＡＰＤＴ对６０多株外排泵高表达的耐药铜
绿假单胞菌的杀伤均优于敏感菌株［１４］，而有研究发现

ＭＢ介导的ＡＰＤＴ对外排泵高表达的铜绿假单胞菌的
杀伤效应低于敏感菌株，加入外排泵抑制剂可以增强

ＡＰＤＴ对耐药菌株的杀伤效应［１５－１６］。ＡＰＤＴ杀菌机制
的研究也不一致，比如 ＤＮＡ是否为 ＡＰＤＴ的靶点，目
前存在较大争议，有学者认为ＡＰＤＴ会氧化损伤细菌
的ＤＮＡ，进而影响基因的表达［１７－１８］，而 ＵＳＡＣＨＥＶＡ
等［１９］认为 ＡＰＤＴ不会引起 ＤＮＡ遗传学的改变。因
此，目前ＡＰＤＴ对耐药菌的杀伤效应、机制以及具体参
数仍没有定论。

　　既往研究发现：在一定光敏剂浓度和光照剂量范围
内，杀菌效应与光敏剂浓度和光照剂量均呈正相

关［２０－２２］。本研究也发现ＡＰＤＴ对两株菌的杀伤效应随
ＴＢＯ浓度和光照强度的增加而增强；此外，还发现ＴＢＯ
介导的 ＡＰＤＴ对两株铜绿假单胞菌的杀伤在相同条件
下并无明显差异，这与之前 ＴＳＥＮＧ等［１４］和 ＴＥＧＯＳ
等［１５］的研究均不相同，分析原因可能是实验所用的光

敏剂浓度、光照强度的参数以及菌株差异所致。ＴＢＯ作
为阳离子光敏剂，可以与带负电荷的细胞壁外膜上的脂

多糖（ＬＰＳ）结合，当ＬＰＳ所带阴离子被带正电荷的ＴＢＯ
中和后，细胞壁外膜通过“自我促进”途径增加ＴＢＯ的
摄入［２３］，因此ＴＢＯ通过细胞壁外膜进入细胞质间隙到
达细胞质膜，光照后ＡＰＤＴ产物攻击外膜和质膜的脂质
分子导致细胞膜结构受损［２４］，进而致细菌通透性发生

改变，胞质外渗，所以激光共聚焦显微镜观察到红染的

细菌、透射电镜可见细菌胞质电子密度改变以及扫描电

镜观察到细菌出现塌陷、孔洞等现象。

　　ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ外排泵可识别碳青霉烯类、头孢菌
素类、喹诺酮类、氨基糖苷类等抗生素［２５－２６］，所以

ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株对多种抗生素均耐药。本研究中发
现亚致死量 ＡＰＤＴ处理后，ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株对多种
抗生素的敏感度增加，并且透射电镜观察发现拟核

ＤＮＡ聚集成粗大的纤维条索状，同时 ＲＴｑＰＣＲ检测
到外排泵基因表达下调。以上结果证实ＡＰＤＴ可以作
用于ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株拟核 ＤＮＡ，影响耐药基因表
达，从而提升细菌对抗生素的敏感度；说明 ＴＢＯ介导
的ＡＰＤＴ可以对细菌产生光动力后遗效应，改变了细
菌的生物学特性，ＰＩＮＴＯ等［１１］也发现经 ＴＢＯ介导的
ＡＰＤＴ治疗后，白色念珠菌的生物膜形成能力显著降
低。光敏剂进入胞质与 ＤＮＡ结合，单线态氧（１Ｏ２）大
量产生，被认为是细菌发生核酸损伤的基础［２７］，这对

反应条件的要求较高，过强的 ＡＰＤＴ效应会直接导致
细菌裂解死亡，过低的ＡＰＤＴ作用由于ＤＮＡ强大的自
我修复系统而不足以引起基因表达的改变，这解释了

与ＣＡＳＳＩＤＹ等［７］报道结果不一致的可能原因。本研

究未能解释不同外排泵基因相对表达量下调幅度不一

致，原因可能是高表达基因处于活跃状态，因此被攻击

的概率更大。ＡＰＤＴ治疗后 ＷＴ菌株的拟核区以及药
敏实验与ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ菌株不一致，原因可能与菌株
自身的理化性质相关，因为ＴＥＭ发现两株菌的亚细胞
结构有明显差异。

　　多重耐药菌感染的治疗是临床十分棘手的问题，
严重威胁人类生命健康，而ＴＢＯ介导的 ＡＰＤＴ在体外
对多重耐药铜绿假单胞菌表现出良好的杀伤作用，因

此在治疗多重耐药菌感染方面具备巨大潜力。本研究

通过观察、分析ＡＰＤＴ治疗前后细菌微观形态学、抗生
素敏感度和耐药菌外排泵基因的表达，初步证实 ＴＢＯ
介导的 ＡＰＤＴ可以对细菌的细胞壁、质膜、ＤＮＡ等多
个靶点同时产生作用，从而对细菌产生有效杀伤，这相

较于抗生素单一靶点有一定的优势。下一步，我们将

收集更多的菌株进行体外和在体动物模型实验，不断

验证和发现 ＴＢＯ介导的 ＡＰＤＴ对多重耐药菌的杀伤
效应及机制，进而为临床应用打下良好的研究基础。

志谢　感谢本院烧伤科微生物室龚雅丽副主任技师为本研究提供菌株
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