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环丙沙星及亚胺培南体内、 

外诱导交叉耐药铜绿假单胞菌 

袁 嚣 ，肖永红，王其南 

(重庆医科大学临床学院传染科 重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究环丙沙星及亚胺培南体内、外诱导铜绿假单胞菌交叉耐药的耐药诱导性。方法：以铜绿假单胞菌临床分 

离敏感抹 PA5，利用台药琼脂平板法(MH琼脂)及小鼠铜绿假单胞菌腹膜炎动物模型，研究两药体内、外诱导交叉耐药情况。 

结果：体外环丙沙星及亚胺培南在1×MIC、2×MIC浓度可诱导耐药菌产生，交叉耐药率9．2％及20_8％。体内环丙沙星诱 

导产生交叉耐药率为3 8％。结论：铜绿假单胞菌交叉耐药菌均可经环丙沙星或亚胺培南在体内、外诱导选择产生。体外环 

丙沙星与亚胺培南诱导选择耐药突变频率及交叉耐药率元明显差异，体内交叉耐药菌的产生与药物剂量相关。 
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CrOSS resistance of Pseudomonas aeruginosa induced by 

ciprofloxacin and imipenem in vitro and in vivo 

yUAN Z ．et aL 

(Department of Infectious Diseases，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To investigate ciprofloxacin and imipenem in vitro and in vlvo inducibility on Pseu． 

domoms aereginosa CROSS resistance．MIethods：The cross resistance mutant strains in vitro and in vivD were se． 

1ected with clinically isolated sensitive strain of P．aeruginosa PA5 by p&ssage on MH agar containing different 

concentrations nf ciprofloxacin or imipenem and experimental murine peritonitis．Results：The cl'oss resistance 

rate ofP．aeruginosa selectedby1 or 2×MIC clprofloxacin andimipenem were9．2％ and 20．8％．The4 strains 

of cross resistance mutants were obtained when ciprofloxacin th~erapeutic dosage were 10～25m~／kg．Th e 2 

strains of cross resistancemutantswereobtained whenimipenemtherapeutic dosagewere 5NlOmg&g．Conelu- 

sion：The cross resistance mutants for ciprofloxacin and imipenem could he induoed and selected in tro and in 

w)with both agents．There is no difference in resistance mutation frequency and Cross resistance rate between 

cipmfloxacin and imipenem in vitro．The in vivo cross resistance is related with dosage． 

fKey words】Pseudornonas aeruginosa；Ciprofloxacin；Imipenem；Cross resistance 

铜绿假单胞菌是常见院内感染菌之一，氟喹诺 

酮类及亚胺培南作为主要治疗药物受到广泛认同。 

近年来，对氟喹诺酮类及亚胺培南耐药铜绿假单胞 

菌已有报道⋯。我们在实验室利用含药琼脂平板 

法及小鼠铜绿假单胞菌腹膜炎模型，以临床分离的 

环丙沙星及亚胺培南敏感铜绿假单胞菌 PA5为亲 

株，在体内、外诱导筛选交叉耐药菌，调查两类药物 

作者介绍：囊 吉占(1965一)，男，主治医师，博士，主要研 宄方向：传 

染病学厦抗菌药特临床研宄， 

基盒项目：1996年卫生部国斥空流中心耽沙东科研基尘贵助。 

诱导铜绿假单胞菌交叉耐药发生情况及相互影响 

为临床合理应用抗菌药物提供重要依据。 

1 材料和方法 

l_1 茵株 

铜绿假单胞菌 PA5为我院 1998年临床病人血培养分 

离所得对环丙沙星及亚胺培南敏感株(环丙沙星 M【c为0 

03~g／rrd，亚胺培南 MIC为4tag／rrd)。 

1 2 药物 
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环丙沙星标准品由重庆制药六厂提供。体外环丙沙星 

诱导浓度为l×MIC(0．03yg／m1)、2x MIC(0．06vg／m1)及4 

x MIC(0 0125／~／m[)。亚胺培南为默沙东公司产品。体外 

亚胺培南诱导浓度为l x MIC(4；．,g／m1)、2 x MIC(8gg／m1)及 

4xMIC(16vg／m1)。 

1．3 体外诱导铜绿假单胞茸耐药株 

将细菌原液稀释为大致 0．1 x 109CFU．／ml，吸取0 lml 

菌液，均匀涂布于含环丙沙星或亚胺培南的琼脂平板，37℃ 

孵育24-48h后，收集耐药变异株；同时按倍比稀释法计数 

原液菌量，计算耐药突变频率及交叉耐药率 

1．4 体内诱导钽埭假单胞茵耐药性 

1．4．1 小鼠铜绿假单胞菌腹膜炎模型的建立 

纯系NIH小鼠48只，雌、雄各半，体重35～45g／只，由 

本校实验动物中心提供(动物许可证号：医动字第24301042 

号)。按文献报告方法建立实验小鼠铜绿假单胞菌腹膜炎模 

型．即用0．9％的生理盐水稀释过液生长 PA5菌肉沥至0．1 

×106CFU／ml及 0 1x 10 CFU／rnl，注射 l 菌液人小鼠腹 

腔，制成 小 鼠腹 膜炎。一组 同时加 入滑石 粉(M 0．0 

【OH]2)，浓度为125gg／m]，另一组不加滑加粉，比较滑石粉 

(Me~Si4Cho[OH]2，作为异物时对腹水量及腹水中细菌量的 

影响。并检强I腹水中细菌量的变化。该浓度的滑石粉不会 

影响环丙沙星或者亚胺培南的抗菌活性．但可作为异物诱发 

小鼠铜绿假单胞菌腹膜炎的发生 j。 

I．4 2 抗菌药物治疗小鼠腹膜炎及耐药菌筛选 

小鼠腹膜炎制成后2h，以不同剂量环丙沙星(1Omg／kg、 

25rng／ 、5mng／ )和亚胺培南(5rng／kg、10rng／kg、15rag／ 

kg)皮下注射治疗，每剂量组6只小鼠，雌、雄各半．采用单剂 

量给药。注射药物22h后，麻醉小鼠致死。通过髂骨旁切 

口，收集腹水，将腹水接种至 M队 琼脂平板．37℃孵育24— 

48h后收集生长细菌．测定 MIC值 

1．5 药特敏感实验 

I腻 管双倍稀释法测定抗菌药物的最低抑菌浓度 

(MIC)。以细菌对环丙沙星和亚胺培南 MIC同时4倍以上 

增加为交叉耐药菌 

2 结 果 

2．1 体外诱导铜绿假单胞茴耐药菌株 

当细菌接种量为 0．1 X 10 CFU／ml时，体外环 

丙沙星诱导产生耐药菌43株。其中1 xMIC浓度 

环丙沙星诱导产生耐药菌 l7株，2 x MIC浓度环丙 

沙星诱导产生耐药菌26株，4 x MIC浓度时，没有 

诱导产生耐药菌。耐药突变频率分别为 1．7 x lO 

及 2．6xlO一。 

当细菌接种量为 o．1 x lO CFU／ml时，体外亚 

胺培南诱导产生耐药菌24株。其中1 xMIC浓度 

亚胺培南诱导产生耐药菌 4株，2xMIC浓度亚胺 

培南诱导产生耐药菌20株．4xMIC浓度时，没有 

诱导产生耐药菌。耐药突变频率分别为4 x 10 及 

20x10～ 。 

2 2 体外诱导耐药菌MIc测定 

体外环丙沙星诱导产生耐药菌43株．其中同时 

对环丙沙星及亚胺培南交叉耐药菌4株。编号分别 

为RP1、RK2、RP3、RP4。其中RP3在1 xMIC诱导 

浓度时诱导产生，RP1、RP2、RP4在2xMIC诱导浓 

度时诱导产生。交叉耐药菌与亲株 PA5比较，环丙 

沙星对交叉耐药菌 MIC从 0．03vg／ml增加到 0．5 
一 lt~g／ml，亚胺培南 MIC从4,ug／ml增加到 16— 

128ug／ral(表 1)。 

表1 环丙沙墨殛亚胺培南对体外环丙沙墨诱导耐药菌 

MlC(~g／m1) 

体外亚胺培南诱导产生耐药菌株24株，其中同 

时对环丙沙星及亚胺培南交叉耐药者5株。编号为 

RP5、RP6、RP7、RP8、础)9。其中RP5、础)9在 l x 

MIC诱导浓度时产生，RI％、RP7、RP8在 2 x MIC 

诱导浓度时诱导产生。体外亚胺培南诱导产生交叉 

耐药菌 5株，与PA5比较，环丙沙星对交叉耐药菌 

MIC从0．03t~g／trd增加到0 25--0．5,ug／ml，亚胺培 

南MIC从4,ug／ml增加到32～128,ug／ml(表2)。 

表2 环丙沙墨殛亚胺培南对体外亚胺培南诱导耐药菌 

MICI~／m1) 

2．3 小鼠腹膜炎模型的建立 

从以上结果可以看出，当注射菌量为 0．1 X 

106CFU时I，J、鼠无腹水产生。当注射菌量为0．1 x 

109CFU时．小鼠产生腹水量为0．4～0．6mi，较注射 

菌量为0．1 x 10 CFU／ml时明显增多，腹水量中的 

细菌数达2 4x 108--3．7x 10 CFU／ml。此外，在有 

异物存在时，腹水量及细菌量均较无异物对多，说明 

有异物时小鼠腹膜炎更为明显(表3)。故在耐药菌 
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筛选时均合用异物，注射菌时为0．1×10 cFU T̂ll。 

表3 小鼠腹膜炎模型 

表4 体内诱导交叉耐药菌 MIc测定 

菌株及编号 环丙沙星 MIC 亚胺培南MIc 

(gg／m1) ( ／nd) 

2．4 体内诱导铜绿假单胞茵耐药茵产生情况 

环丙沙星单剂治疗量在 10~25mg／kg时，诱导 

产生交叉耐药菌 4株，单剂治疗量在50mg／kg时， 

没有产生交叉耐药菌。亚胺培南单剂治疗量在5～ 

lOmg,,'kg时，诱导产生交叉耐药菌2株，单剂治疗量 

在 15mg／kg时，没有产生交叉耐药菌。 

体内环丙沙星诱导产生交叉耐药菌4株，环丙 

沙星对其 MIC从 0．03~g／ml增加到 0．5~2,ug／m1． 

亚胺培南MIC从4~g／ml增加到16--64#g／ml。体 

内亚胺培南诱导产生交叉耐药菌2株，环丙沙星对 

其MIC从 0．03#g／ml增加到2~g／ml，对亚胺培南 

MIC从4gg／ml增加到 l6～32 g／lml(表4)。104株 

体内环丙沙星诱导的耐药株对环丙沙星MIC范围 

为0．12．．5--4#g／ml。203株体内亚胺培南诱导的耐 

药株对亚胺培南MIC范围为 l6～128~g／m1。 

3 讨 论 

铜绿假单胞菌为临床常见的条件致病菌之一， 

可致严重院内感染，氟喹诺酮类及亚胺培南对铜绿 

假单胞菌有可靠的抗菌活性。近年来，随着该两药 

广泛应用后，耐药细菌已有报道，耐药率也逐渐上 

升。更有甚者 ，两者交叉耐药也不断发生[ ～ 。本 

研究显示，体外诱导耐药菌的产生，与药物诱导浓度 

相关。在接种0．1×lo9CFU／ml菌量至l×MIC及 

2×MIC浓度环丙沙星MHA平板时，可诱导产生环 

丙沙星耐药变异株。当体外环丙沙星诱导浓度增至 

4×MIC时，无环丙沙星耐药变异株产生。同样，在 

体外亚胺培南诱导耐药菌的情况下，l×MIC及2× 

MIC浓度亚胺培南MHA平板可诱导产生亚胺培南 

耐药株，而在 4×MIC的诱导浓度下，无亚胺培南耐 

药株产生。表明喹诺酮类及亚胺培南均可体外选择 

产生交叉耐药菌，两者对耐药性诱导作用强弱无明 

显差异。 

Radberg等‘7J对体外诱导耐药菌耐药稳定性进 

行研究。将交叉耐药菌连续转种于无药的MHB中 

l0次，每次转种后测定 MIC值，观察耐药变异的稳 

定性，发现经过 l0次转种后，环丙沙星、亚胺培南交 

叉耐药菌耐药性稳定，仍然对环丙沙星及亚胺培南 

耐药 

在建立小鼠铜绿假单胞菌腹膜炎模型中发现， 

小鼠腹膜炎的发生与接种菌量及是否存在异物明显 

相关。且体内环丙沙星、亚胺培南诱导耐药突变与 

剂量依赖性有关。当环丙沙星治疗剂量为 lO～ 

25mg／kg时，诱导产生 96株耐药菌，交叉耐药菌4 

株；而治疗剂量在 50mg／kg时，诱导产生 8株耐药 

菌，无交叉耐药菌产生。当亚胺培南治疗剂量为 5 

~ lOmg／kg时，诱导产生耐药菌株189株，交叉耐药 

菌2株；而治疗剂量在 15mg／k~时，诱导产生耐药 

菌 l4株，无交叉耐药菌产生。体内两种药物耐药诱 

导无明显差异。 

本研究证明，环丙沙星和亚胺培南均可体内外 

诱导选择交叉耐药菌。体内、外环丙沙星、亚胺培南 

诱导耐药突变是剂量依赖性。不严格地广泛应用环 

丙沙星及亚胺培南，不仅可诱导铜绿假单胞茵对其 

耐药，而且可使细菌对其他化学结构不相关的抗生 

素产生交叉耐药。为防治细菌耐药的产生，必须严 
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格掌握用药的适应症，用抗菌药物前，应尽可能进行 

病原学的检查及进行药敏实验，作为调整用药的参 

考。掌握适当的剂量和疗程．要避免剂量过大造成 

药物浪费和毒性反应的出现，又要注意由于剂量不 

足而至病情迁延、复发及细菌耐药性的产生。 

参 考 文 献 

[1] nn JP，l~]dek E1，DiVincema ĉ ，et a1．Emergence of 
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本文在体外对人的白血病细胞株 K562进行了 

初步探讨，认为，B7转化的白血病细胞株同野生型 

细胞株相比，能激发有效的细胞免疫应答，但用于临 

床治疗，尚需进一步研究。 

参 考 文 献 

[1] ChenL，McC,owan，P，Ashe S，e1 a1．Tumor immunogeme· 

ity determines the effect of 157 12o —smnulation on T cell mediat- 

ed tumor kmmvnity[J】．J Exp Med，1994；179：523—532． 

[2】 ／-firano，Taksh~hi．Ohtske．et al Expression of costlmu． 

1atory molecules in hmnan leukem~as[J]L 山 血，1996；l0 

(7)：1168—1176 

[3] J萨姆布鲁克，等著．金冬雁，黎盂枫，等译．分子克隆 

实验指南[M]，第二版．科学出版社，1996 

[4] John J Donnelly，jeffrey B，W Schiver，et a1．DNA vac— 

cines[J],Aa~nu Rev lmmuno1．1997；15：617—648 

[5] Jaan,-,opoulos，Weinstein，Nickerson，et al Irradiated B7 1 

trarLsduced prlmary acute myelogtnous leukemia(．~dL)cells can 

be used,as therapeutic vacdnm in routine A [J]．Blood， 

1996；87(7)：2938—2946 

[6] Hirano．Takahe~hl，Ammaa．et al Protective and therapeu· 

tic immunity against leukmaia induced by irradiated IT／ 1一 

transduced leukemia cells[J]Hum Gene Tiler，1997；8(儿)： 

1375一l384． 

[7] Hirst，B~gin，Darling．et a1．Enhanced~rllune oc~timula． 

tory activity of p~mm "acute mydold leukemia blasts after re· 

tovlms—mediated gen re tranffer of 137．1[J】．( Ie Ther，1997~ 

4(7)：691—699 

[8] Matulonls，Dosiou，Lamont，et al Roleoft37．1inmedlat- 

ing an immune response to myeldd leukemia cdls[J]．Blood， 

1995；85(9)：2507—2515 

(上接第236页)筛选试验。本实验显示肝癌细胞分 

泌物对正常血浆的外源性凝血无明显影响．但凝血 

功能不良时，可通过影响外源性凝血系统，使凝血功 

能更差；本实验还显示肝癌细胞分泌物使rrr延长， 

这也许是由于肿瘤细胞分泌溶解纤维蛋白原的物质 

和抗凝物质 J所致。 

总之，肝癌细胞分泌物可直接影响凝血功能，在 

不同凝血状况下，影响不同凝血系统，促成截然相反 

的结果。 

参 考 文 献 

[1] 王振义．李家增，阮长耿 血栓与止血基础理论与临床 

[M]第2版 上海：上海科学技术出版社．1997；546—554 

[2] Hu T，Bach RR，Horton R et al Procoagulant activity in 

cancer cells is dependent oft tissue factor~pressinn[J】．Oncol 

Res，1994；6(7)：321—327 

[3] Gordon SG，Mielicki WP Cancer prccoag~ t：a factor X 

activator．tumor marker and growth[actor fmm m0]gnant dssL 

[】]Blood cc孵 Fibfir~olysis，1997；8(2)：73—86． 

[4] 沈 迪，凌柱三 临床出血病学[M]第 1版 北京：科 

学技术文献出敝杜，1996~379—383 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

