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"摘要#

!

目的
!

探讨头孢他啶"

FRM

$纳米粒包被导管对铜绿假单胞菌引起的导管相关性尿路感染"

FR].

?K

$的影响!为
FR]?K

治疗提供理论依据%方法
!

采用高效液相色谱法测定
FRM

纳米粒的药物含量!平板扩

散法测定纳米粒包被导管的体外抑菌活性!菌落平板计数法测定小鼠膀胱组织和导管表面的细菌数!苏木素
.

伊

红"

=Q

$染色观察小鼠膀胱组织病理特征!酶联免疫吸附试验"

Q@KDR

$测定膀胱组织炎症细胞因子水平%

结果
!

FRM

纳米粒包被导管表面可以持续释放药物!且在体外具有较长的抗菌活性%铜绿假单胞菌介导小鼠

FR]?K

模型结果显示!

FRM

纳米粒包被导管表面生物膜形成量较未包被的导管显著降低"

O

$

%&%$

$#

FRM

处

理组"小鼠体内植入
FRM

纳米粒包被导管$小鼠膀胱组织细菌数较空白对照组"小鼠体内植入未包被的导管$

也显著降低"

O

$

%&%$

$%

FRM

处理组小鼠膀胱组织上皮细胞有部分脱落和轻微炎症!但未发现有空白对照组

所表现的上皮细胞大量脱落坏死'水肿及中性粒细胞浸润等严重炎症%此外!

FRM

处理组膀胱组织
K@.)

和

?ST.

!

水平显著低于空白对照组!而
K@.$%

水平显著高于空白对照组"

O

$

%&%$

$%结论
!

FRM

纳米粒包被导

管通过在体内释放有效的药物浓度可防止铜绿假单胞菌的黏附和生物膜形成%
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尿道导管主要用于手术期间收集尿液和测量

KF]

患者的尿量或长期用于治疗输尿管梗阻*尿滞留

和尿失禁'

$

(

)伴随医疗技术的进步患者使用尿道导

管的比例不断增高%同时使用尿道导管导致的导管相

关性尿路感染#

6932737O9++"6#937!YO#,9O

X

3O963#,.

W763#",

%

FR]?K

$也越来越多%尤其是细菌生物膜感

染)在
KF]

%超过
'(_

的
FR]?K

是由铜绿假单胞菌

和大肠埃希菌引起的'

1.'

(

)而细菌一旦形成生物膜%

即可逃避宿主免疫反应的攻击和抗菌药物的杀灭%而

一旦条件合适%细菌生物膜就可发生播散%导致慢性

感染或感染复发%给临床治疗带来了极大困难'

0.;

(

)

抗菌药物通过全身性使用会导致耐药菌和药物

不良反应的出现'

)

(

)有文献报道通过广谱抗菌药物

涂抹生物材料来防止细菌的黏附*定植和生物膜形

成'

-

(

)对于短期尿道插管%已有呋喃西林或银合金浸

渍导管控制尿路感染的相关报道)

%

.

内酰胺类抗菌药

物头孢他啶#

67W39[#!#87

%

FRM

$在体外可以显著抑制

铜绿假单胞菌生物膜的形成'

/

(

%然而关于体内研究目

前尚无相关报道)因此%本研究以雌性
F;-G@

"

)

系

小鼠为动物模型%考察
FRM

纳米粒包被导管对铜绿

假单胞菌引起的
FR]?K

的影响%为临床治疗
FR]?K

提供依据%现报道如下)

D

!

材料与方法

D&D

!

实验菌株及动物来源
!

铜绿假单胞菌
JR>$

保

存于陆军军医大学西南医院药理基地)

F;-G@

"

)

系

雌性小鼠%

)

$

/

周龄%体质量
1%

V

左右%来自陆军军

医大学动物中心)

D&E

!

主要试剂及设备
!

FRM

#中国食品药品检定研

究院$%

E=

琼脂#英国
>A"#!

公司$%

@G

培养基#青岛

海博生 物 技 术 有 限 公 司$%酶 联 免 疫 吸 附 试 验

#

Q@KDR

$试剂盒#杭州联科生物技术有限公司$%聚乳

酸
.

羟基乙酸共聚物 #

J@fR

%

;%c;%

$*脱氧胆酸钠

#美国
D#

V

89

公司$%

$;.

羟基硬脂酸聚乙二醇酯

#

=D$;

%德国
GRDT

公司$%医用级硅胶导管#型号

DK@%1;

%美国
GO9#,3O77D6#7,3#W#6

公司$%

JQ.$%

聚乙

烯管#美国
GB

公司$%高效液相色谱仪#

=J@F

%美国

N937O+

公司$%超声波破碎仪#美国
D",#6+

公司$)

D&F

!

方法

D&F&D

!

FRM

纳米粒的制备及浓度测定
!

将
1%8

V

J@fR

溶于
$8@

氯仿中%将
18

V

FRM

*

%&;_

脱氧胆

酸钠和
%&;_ =D$;

溶于
$%8@

超纯水中%将有机相

加入水相中%探头超声搅拌
$%8#,

%功率
0;_

%超声间

隔每次
;+

%于旋转蒸发仪上旋转蒸发除去有机溶剂%

溶液由白色乳状液变为带有乳光的澄清溶液即得

FRM

纳米粒)采用
=J@F

测定
FRM

在
J@fR

纳米

粒中的含量)取制备好的纳米粒溶液
$%%

&

@

%加入

(%%

&

@

乙腈溶液破乳%混合均匀%用
%&11

&

8

微孔滤

膜过滤后进行
=J@F

分析)色谱条件!色谱柱为
B#9.

8",+#:

反相
F$/

柱#

1;%&%88b0&)88b;&%

&

8

$%

流动相为乙腈
.

含
%&%;8":

"

@

磷酸二氢钾缓冲盐溶液

#

4

=i1&;

%体 积 比
$%&0c/(&)

$%流 速 为
$&1

8@

"

8#,

%检测波长为
1;0,8

%柱温
'%`

%进样体积为

1%

&

@

)另取
$%%

&

@

纳米粒溶液称质量%计算载药

量)纳米粒载药量
i

包裹在纳米粒中的药物含量"称

取的纳米粒质量
b$%%_

)

D&F&E

!

FRM

纳米粒包被导管及表面药物含量测定
!

将无菌的
0

$

)88

硅胶导管浸入载有
FRM

的
J@fR

纳米粒溶液中%浸泡
$2

后取出%于
'-`

干燥过夜)

为获得均匀致密的涂层%重复此过程
'

次)上述过程

均在无菌层流条件下完成)之后将导管用去离子水

冲洗后于室温干燥至少
12

%备用)取
$68FRM

纳米

粒包被导管浸入含有
18@

乙腈的烧杯中%破乳使药

物释放出来)将导管置于乙腈溶液中室温放置
102

)

之后将导管取出放入新鲜的乙腈溶液中%使药物继续

释放)重复该过程
'

次%确保药物释放完全)合并
'

次的药物溶液%取
$8@

过滤进行
=J@F

分析%测定

药物总量)

D&F&F

!

FRM

纳米粒包被导管的体外释药率
!

取
'

段

$68FRM

纳米粒包被导管分别置于含有
1%8@

磷酸

盐缓冲液#

JGD

%

4

=i-&0

$的离心管中%将离心管置于

恒温摇床中%每天自离心管中取出
08@

液体%共取
-

!

%用
=J@F

测定溶液中
FRM

含量%同时立即向离心

管中补加
08@

同温度的新鲜介质%由标准曲线计算溶

液中
FRM

的浓度及累计释放率)取
'

份样本的平均值

绘制导管表面
FRM

的累积释放曲线图)体外
FRM

释

放率
i

释放介质中
FRM

含量"导管上
FRM

总量)

D&F&G

!

FRM

纳米粒包被导管的体外抑菌活性
!

挑取

铜绿假单胞菌
JR>$

单菌落接种于
@G

肉汤中%

'-

)%-1
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年
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期



`

*

$/%O

"

8#,

振荡培养过夜)用无菌生理盐水稀释菌

液至
%&;b$%

/

FT]

"

8@

%然后用无菌棉签蘸取菌液涂

布在
E=

琼脂平板上)使用无菌镊子分别将
$68

不

含有
FRM

的导管和
$68FRM

纳米粒包被尿管轻轻

放置在
E=

琼脂板上%

'-`

培养
102

)通过测量和

记录导管周围的抑菌圈评估其抗菌活性)然后将导

管取出并转移至新鲜的
E=

琼脂平板%确保导管的同

一侧与琼脂接触%重复如此操作至第
-

天%记录每天

抑菌圈大小)

D&F&H

!

小鼠
FR]?K

模型的建立
!

#

$

$菌液制备!将

无菌导管放入
10

孔板中%铜绿假单胞菌
JR>$

过夜

培养物用
@G

稀释
$%%%

倍%然后取
$8@

稀释菌液加

入
10

孔板中%

'-`

培养
102

)将导管表面的生物膜

洗脱下来%稀释至
$b$%

/

FT]

"

8@

用于体内试验)

#

1

$感染模型建立!

0

$

)88

长的硅胶导管安装在
)

$

/88

长的
JQ.$%

聚乙烯管上%后者再连接到鲁尔接

头适配器上)整个装配浸泡在
-%_

乙醇中%空气干燥

后用紫外线消毒约
12

)每只小鼠尿道区域用
-;_

乙

醇擦拭%膀胱排空尿液)将带有硅胶导管和
JQ.$%

聚

乙烯管的适配器轻轻地插入小鼠的尿道口)

JQ.$%

聚乙烯管用镊子轻轻推进)硅胶导管被释放到膀胱

中%小心取出带有
JQ.$%

聚乙烯管的适配器%从而将

硅胶管留在膀胱中)在膀胱内植入硅胶导管后%将
;%

&

@JGD

或铜绿假单胞菌
JR>$

菌液经尿道导管接种

到膀胱中)实验分组!空白对照组%小鼠体内植入未

包被的导管&

FRM

处理组!小鼠体内植入
FRM

纳米粒

包被导管)所有小鼠在感染后的指定时间脱颈处死)

每组每天处死
;

只小鼠%试验重复
'

次)

D&F&M

!

膀胱组织和导管表面细菌菌落计数
!

经下腹

部正中线切口迅速取出膀胱%称质量%加入
$8@

生理

盐水%用研磨器研磨成匀浆)导管取出后放入装有
$

8@

生理盐水的离心管中%超声处理
$;

$

1%8#,

%然后

涡旋混匀)用生理盐水按照
$%

倍浓度梯度将组织或

导管进行稀释%取每个浓度稀释液
$8@

分装于无菌

培养皿中%再加入
(8@

无菌的
@G

固体培养基混匀%

'-`

培养过夜)采用平板菌落计数法进行细菌计数)

D&F&N

!

膀胱组织病理观察'苏木素
.

伊红#

=Q

$染

色(

!

首先使用梯度乙醇为膀胱组织脱水%每次
'%

8#,

)脱水完成后%用二甲苯透明&将已经透明后的

组织块置于已经融化的石蜡中%放入溶蜡箱保温%待

石蜡完全浸入组织后进行包埋&将包埋好的石蜡块固

定于切片机上%切成
;

$

/

&

8

厚的薄片)切下的薄片

往往皱褶%需放到加热的水中烫平%再贴到载玻片上%

放
0;`

恒温箱中烘干&用二甲苯脱去切片中的石蜡%

再经梯度乙醇脱水%最后入蒸馏水%就可行
=Q

染色&

染色后的切片经
$%%_

乙醇脱水%再经二甲苯透明%树

胶封片%盖上盖玻片%贴标签%在光学显微镜下进行

观察)

D&F&O

!

细胞因子定量免疫分析
!

采用
Q@KDR

试剂

盒对小鼠膀胱组织匀浆上清液白细胞介素
.)

#

K@.)

$*

肿瘤坏死因子
.

!

#

?ST.

!

$和
K@.$%

细胞因子进行定量

检测%实验重复
'

次)

D&G

!

统计学处理
!

采用
DJDD$-&%

软件对实验数据

进行统计学分析)计量资料采用
PdL

表示%比较采

用独立样本
A

检验%以
O

$

%&%;

为差异有统计学

意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

FRM

纳米粒载药量及导管表面药物总量的测

定
!

经
=J@F

测定%载
FRM

的
J@fR

纳米粒载药量

为#

)&;)d$&10

$

_

%每
$

厘米导管表面所含药物总量

为#

$%&0/d%&%0

$

&

V

)

E&E

!

FRM

纳米粒包被导管的体外释药率
!

结果显

示%

-!

内导管表面
FRM

累积释放量为
-$&'0_

)其

中前
0!

释放速度较快%累积释放量达到
)0&0)_

%见

图
$

)

图
$

!!

FRM

纳米粒包被导管的体外药物累积释放量

E&F

!

FRM

纳米粒包被导管的体外抑菌活性检测
!

未

包被导管
-!

内均无抑菌圈出现%而
FRM

纳米粒包被

导管周围抑菌圈大小在#

$-&-d1&1

$

$

#

1/&1d'&'

$

88

%表明
FRM

纳米粒包被导管具有较好的抗菌作

用%见图
1

)

图
1

!!

FRM

纳米粒包被导管对铜绿假单胞菌的抗菌活性

E&G

!

膀胱组织和导管表面细菌菌落计数
!

采用菌落

平板计数法对小鼠的膀胱组织和导管表面进行细菌
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学分析%空白对照组小鼠膀胱组织平均细菌量增加%

从感染后第
$

天的
'&/:"

V

FT]

"

V

到第
-

天的
-&$

:"

V

FT]

"

V

&然而
FRM

处理组在感染后第
$

$

0

天小鼠

膀胱组织细菌平均值小于
$&%:"

V

FT]

"

V

%第
-

天未

检测到细菌#图
'R

$)空白对照组导管表面细菌数从

第
$

天的
0&(:"

V

FT]

"植入物增加到第
-

天的
)&;

:"

V

FT]

"植入物&相反%

FRM

的存在限制了细菌在植

入物表面上的定植%第
$

$

-

天导管表面的细菌数均

小于
$&%:"

V

FT]

"植入物#图
'G

$)

!!

R

!膀胱组织&

G

!导管表面&

9

!

O

$

%&%$

%与空白对照组比较

图
'

!!

小鼠膀胱组织和植入物表面细菌菌落计数结果

E&H

!

小鼠膀胱组织病理观察结果
!

在感染后第
$

天%空白对照组小鼠膀胱组织有上皮细胞脱落%且伴

有中性粒细胞浸润#图
0R

$%而
FRM

处理组小鼠膀胱

表现出上皮细胞有部分脱落%出现轻微炎症#图
0G

$)

-!

后%空白对照组小鼠膀胱有大量上皮细胞脱落*坏

死%并伴有中性粒细胞浸润%存在水肿#图
0F

$%但是

FRM

处理组膀胱炎症细胞部分增加%膀胱组织比较完

整%没有明显的炎症信号#图
0B

$)

E&M

!

细胞因子水平定量免疫分析
!

空白对照组小鼠

膀胱组织促炎性细胞因子
K@.)

和
?ST.

!

水平随感染

后天数增加而升高%且
FRM

处理组两种细胞因子水

平显著低于空白对照组#

O

$

%&%$

$)然而%空白对照

组抗炎性细胞因子
K@.$%

水平虽然随感染后天数增加

而升高%但
FRM

处理组
K@.$%

水平显著高于空白对照

组#

O

$

%&%$

$%见图
;

)

!!

R

!空白组感染第
$

天&

G

!

FRM

处理组感染第
$

天&

F

!空白组感染

后第
-

天&

B

!

FRM

组感染第
-

天

图
0

!!

小鼠膀胱组织石蜡切片
=Q

染色%

b$%%

&

!!

R

!

K@.)

&

G

!

?ST.

!

&

F

!

K@.$%

&

9

!

O

$

%&%$

%与空白对照组比较

图
;

!!

小鼠膀胱
K@.)

$

?ST.

!

和
K@.$%

细胞因子水平测定

F

!

讨
!!

论

!!

尿路感染#

]?K

$是医院获得性感染最常见的类

型之一%约
/%_

院内尿路感染与尿道插管有关%尿道

导管内缺乏免疫%益于细菌定值%为尿路致病菌进入

膀胱创造了条件'

(.$%

(

)由于铜绿假单胞菌能够在尿道

导管表面形成难以清除的生物膜%因此铜绿假单胞菌

介导的
FR]?K

的发病机制非常复杂)本研究中的药

物释放数据显示
FRM

纳米粒包被导管能够持续释放

药物%且释放浓度高于其最小抑菌浓度#

EKF

$%可有

效预防
FR]?K

%而且即使药物以亚
EKF

浓度释放时

也可避免耐药的发生)体外抑菌活性检测结果显示

FRM

可以保持较强的抗菌活性%表明导管表面的药物

可以持续释放)这与其他抗菌药物涂抹导管的抗菌

作用相似'

$$

(

)

膀胱组织中的细菌数量与所有时间点取出的植

入物表面的细菌量相关)有研究报道肠球菌感染小

鼠膀胱炎模型中%膀胱植入尿道导管
-!

后其膀胱和

肾脏中细菌数增加及植入物表面生物膜形成增加'

$1

(

%

这与本研究结果一致)此外%有文献报道兔子
FR].

?K

模型中羟磷灰石纳米粒包被导管表面生物膜形成

较未包被导管减少和尿路上皮组织无明显病理特

征'

$'

(

)本研究也发现
FRM

纳米粒包被导管后其更能

抵抗细菌定植和生物膜形成)病理切片结果显示

FRM

纳米粒包被植入物几乎不影响膀胱组织病理%其
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异物介导的轻微炎症归因于宿主的免疫反应%它能够

克服未包被植入物引起的严重炎症%并不出现水肿*

淋巴细胞增多等症状)提示
FRM

纳米粒包被导管在

预防和治疗铜绿假单胞菌引起的
FR]?K

方面具有一

定的临床疗效)

宿主对铜绿假单胞菌引起的尿路感染的有效防

御主要取决于非特异性抗菌防御机制'

$0

(

)

?ST.

!

和

K@.)

是重要的炎症介质%具有调节免疫应答%在机体

的抗感染中参与免疫反应%是引起免疫细胞发生功能

紊乱的重要促发因子%最终可导致重要器官的衰竭)

K@.$%

是一种具有抗炎*抗免疫和抗纤维化作用的免

疫抑制性因子%通过抑制
?2$

细胞的增殖而发挥其抗

炎作用)有研究报道在粪肠球菌感染的小鼠
FR]?K

模型中%膀胱植入导管后
K@.$

%

*

K@.)

*

K@.$1

和
K@.$-

炎症因子表达均上调'

$;

(

)本研究膀胱组织中细胞因

子水平检测结果显示植入
FRM

纳米粒包被导管后降

低了植入物介导的炎症作用%提示
FRM

纳米粒包被

导管提高了宿主对感染的免疫反应)总之%本研究显

示
FRM

纳米粒包被导管可以在体内释放有效的药物

浓度而防止铜绿假单胞菌的黏附和生物膜形成%因此

为临床医生有效控制铜绿假单胞菌引起的
FR]?K

带

来了希望%同时也为抗菌药物纳米粒包被导管治疗其

他尿路致病菌引起的各种疾病提供了参考依据)
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