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· 临床论著 ·
还原型谷胱甘肽下调亚胺培南对耐碳青霉烯

鲍曼不动杆菌的抗菌活性

于亮     王梅

【摘要】   目的    探讨还原型谷胱甘肽对亚胺培南抗耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌活性的影响及其机制。

方法  采用PCR方法检测6株耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的碳青霉烯酶（OXA-23、IMP、VIM、OXA-24）的

基因携带情况。采用微量肉汤稀释法检测亚胺培南对6株耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌最低抑菌浓度（MIC）

值及不同浓度还原型谷胱甘肽（15 mg/ml、7.5 mg/ml、1.5 mg/ml、0.75 mg/ml）干预后亚胺培南MIC值的变

化。采用四唑氮蓝检测还原型谷胱甘肽干预后细菌细胞内外活性氧的变化。结果    6株细菌均携带OXA-23

碳青霉烯酶基因，不同浓度的还原型谷胱甘肽（15 mg/ml、7.5 mg/ml、1.5 mg/ml、0.75 mg/ml）干预后，亚

胺培南的MIC值分别为4096 mg/L、1024 mg/L、512 mg/L和128 mg/L，较未干预组（64 mg/L）显著提高；

经1.5 mg/ml还原型谷胱甘肽干预后，细菌细胞内外活性氧均增加。结论    还原型谷胱甘肽可降低亚胺培南

对耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的杀菌活性，与活性氧引起的抗菌效应无关。
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【Abstract】   Objective    To investigate the effects and mechanism of reduced glutathione on  the 

antibacterial activity of imipenem against carbonpenem-resistant Acinetobacter baumannii. Methods    The 

carbapenemases (OXA-23, IMP, VIM and OXA-24) gene of 6 carbonpenem-resistant Acinetobacter baumannii were 

analyzed by PCR. The imipenem minimum inhibitory concentration (MIC) values against Acinetobacter baumannii 

were detected by the broth micro-dilution assay. The changes of MIC values after reduced glutathione (15 mg/ml, 

7.5 mg/ml, 1.5 mg/ml and 0.75 mg/ml) intervention were recorded, respectively. The intracellular and extracellular 

reactive oxygen species were measured by tetrazolium detection before and after glutathione intervention. Results    

Total of 6 strains of bacteria carried OXA-23 carbapenemase gene, and MIC values of the imipenem were 4096 mg/L, 

1024 mg/L, 512 mg/L, 128 mg/L and 64 mg/L, respectively, after different concentrations of glutathione (15 mg/ml, 

7.5 mg/ml, 1.5 mg/ml, 0.75 mg/ml and 0 mg/ml) intervention. The extracellular and intracellular reactive oxygen 

species increased after glutathione (1.5 mg/ml) intervention significantly compared with no-intervention. Conclusions   

The reduced glutathione decreased the antibacterial activity of imipenem against carbonpenem-resistant Acinetobacter 

baumannii, which had  nothing to do with the antibacterial effect caused by reactive oxygen species.

【Key words】   Imipenem; Glutathione; Carbonpenem-resistant; Acinetobacter baumannii; Reactive 
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1 研究发现，还原型谷胱甘肽对不同菌株，不同抗

菌药物的抗菌作用呈现增强或减弱现象[1-2]。鲍曼不动

杆菌是目前临床上较为常见的条件致病菌，近几年来

其耐药性尤其是对碳青霉烯类抗菌药物的耐药性增长
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迅速[3]，目前对还原型谷胱甘肽对于碳青霉烯抗菌药

物抗耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌活性的影响报道尚少，

本研究对此进行了初步探讨，报道如下。

资料与方法

一、主要材料和仪器

收集2011年12月至2012年6月本院临床分离的6株
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后，用无菌镊子贴加亚胺培南和自制的300 μg还原型

谷胱甘肽滤纸片，间距5 mm，然后将平皿置于37℃
恒温培养箱培养24 h后，测定亚胺培南纸片周围抑菌

环直径的大小。

4. 四唑氮蓝（nitroblue tetrazolium，NBT）采用

文献[7]报道方法，培养皿培养细菌，收集后离心，

用PBS液（pH7.0）重新悬浮细菌，调整细菌浓度为 
A600nm= 1，取100 μl细菌悬液与500 μl的1 mg/ml NBT
分别和100 μl 1.5 mg/ml还原型谷胱甘肽、100 μl 
PBS（对照组）、100 μl 1.5 mg/ml还原型谷胱甘肽

＋ 10 mg/L的亚胺培南、10 mg/L的亚胺培南混匀，

37 ℃放置30 min，后加入100 μl的0.1 mmol/L HCl，
放置5 min后。4000 r/min离心10 min，取上清，分光

光度计在波长575 nm下检测光密度值，即为细胞外

活性氧检测值。离心后沉淀用600 μl二甲基亚砜重

悬，加入800 μlPBS，充分混匀，室温放置5 min，分

光光度计在波长575 nm下，检测光密度值（A），

即为细胞外活性氧检测值。

三、统计学处理

采用SSPS 13.0统计学软件进行分析。计量资料以

x ± s表示，多组间均数比较采用方差分析，两组间

均数比较用t检验。P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

                                         结        果

一、6株耐药鲍曼不动杆菌质粒的琼脂糖电泳结果

6株耐药鲍曼不动杆菌的质粒经琼脂糖电泳分

离后，分子量均大于4500 bp，见图1。
二、碳青霉烯酶OXA-23 PCR的扩增结果

6株泛耐药鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶OXA-23 
PCR均可扩增出1067 bp条带，目的条带测序结果与

OXA-23基因序列相同，见图2。
三、还原型谷胱甘肽对亚胺培南MIC值的影响

6株耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌对亚胺培南的MIC
值均为64 mg/L，分别采用不同浓度的还原型谷胱甘

表1 IMP-型、VIM-型和OXA-型碳青霉烯酶基因的
PCR引物序列

名称                                   引物序列 长度（bp）

bimp FR[4] 5＇- CTACCGCAGCAGAGTCTTTG-3＇ 587

bimp RV 5＇-AACCAGTTTTGCCTTACCAT-3＇

bVIM FR[5] 5＇-AGTGGTGAGTATCCGACAG-3＇ 261

bVIM RV 5＇-ATGAAAGTGCGTGGAGAC-3＇

boxa23 FR[6] 5＇-GATGTGTCATAGTATTCGTCG-3＇ 1067

boxa23 RV 5＇-TCACAACAACTAAAAGCACTG-3＇

boxa24 FR[6] 5＇-GTACTAATCAAAGTTGTGAA-3＇ 1067

boxa24 RV 5＇-TTCCCCTAACATGAATTTGT-3＇

鲍曼不动杆菌，经VITEK重新鉴定均为仅对黏菌素敏

感的多耐药鲍曼不动杆菌。质控菌为铜绿假单胞菌

（ATCC27853）。亚胺培南-西司他丁（默沙东制药公

司）；还原型谷胱甘肽（意大利斯德大药厂）。水酪

蛋白（MH）肉汤和MH琼脂（美国Difco），比浊仪

（法国生物梅里埃），连续微量加样器、八导微量加

样器（德国Eppendorf），96孔平板（美国Costar），

酶标仪（芬兰雷勃），紫外分光光度仪（上海棱

光）。琼脂糖购自英国 OXOID 公司；2 × Taq PCR 
MasterMix、核酸分子量标记（DNAsize marker）Ⅱ、

Ⅲ均购于北京天根生化科技公司；引物合成及 PCR 产
物测序由上海英骏公司完成。 主要仪器有PCR 扩增仪

（MJ 公司 PTC-200，美国），电泳仪（Bio Rad 公司，

美国），凝胶成像分析系统（美国UVP）。

二、方法

1. 质粒提取及碳青霉烯酶基因的检测：新鲜培养

的细菌平板上挑取4～5个菌落，接种于MH肉汤中增

菌12 h。菌液用3 ml MH肉汤，比浊仪下校正浊度至0.5 
麦氏单位，再用MH肉汤稀释至1.5 × 108 CFU/L，根

据试剂盒说明进行操作，分别提取细菌基因组DNA和
质粒。采用PCR方法以基因组DNA为模板，扩增IMP
型、VIM型及OXA型碳青霉烯酶基因，PCR产物纯化

后测序。PCR反应总体积为20 μl，其中引物各l.5 μl，
2 × Taq PCR Master Mix 10 μl，DNA模板1 μl，加水补

足体积至20 μl。扩增产物行1.5%琼脂糖凝胶电泳。扩

增所用的引物、反应条件参照文献[4-6]进行，见表1。
2. 微量肉汤稀释法检测最低抑菌浓度值：从

已分纯并过夜新鲜培养的细菌平板上挑取4～5个菌

落，接种于MH肉汤中增菌6 h。菌液用3 ml MH肉汤

以比浊仪校正浊度至0.5麦氏单位，再用MH肉汤稀

释至1.5 × 105 CFU/ml。亚胺培南用无菌蒸馏水配制

成最终浓度为2096 mg/L的储备液、大蒜素为3 g/L。
将亚胺培南储备液以灭菌MH肉汤倍比稀释成11

个阶梯浓度，分别为512 mg/L、256 mg/L、128 mg/L、
64 mg/L、32 mg/L、16 mg/L、8 mg/L、4 mg/L、2 mg/L、
1 mg/L和0.5 mg/L，将配好的抗菌药物加入96孔平板

中，同时设置亚胺培南、亚胺培南＋还原型谷胱甘肽

15 mg/L、7.5 mg/L、1.5 mg/L和0.75mg/ml组，再将1.5 
× 105 CFU/ml的菌液100 μl加入孔中，37℃过夜培养。

观察记录各组亚胺培南的MIC值。

3. 琼脂板K-B法检测药物的相互作用：将MH营

养琼脂加热溶解后，在琼脂营养基冷却冷却待用。

分别取菌液浓度为1.5 × 108CFU 的菌株0.2 ml，用医

用棉签均匀涂布琼脂培养基表面，置室温3～5 min
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肽（15 mg/ml、7.5 mg/ml、1.5 mg/ml和0.75 mg/ml）
干预后，MIC值分别为4096 mg/L、1024 mg/L、
512 mg/L和128 mg/L，较未干预组显著增加。

四、K-B法检测还原型谷胱甘肽对亚胺培南抗

菌活性的影响

还原型谷胱甘肽使亚胺培南抑菌圈明显减小，

见图3。纸片上有字迹者为亚胺培南药片（10 μg），

纸片空白者为还原型谷胱甘肽（300 μg）纸片。

五、还原型谷胱甘肽、还原型谷胱甘肽＋亚胺

培南、亚胺培南对细菌细胞内外活性氧的影响

与未用药物干预组相比，10 mg/L亚胺培南、

1.5 mg/ml还原型谷胱甘肽，10 mg/L亚胺培南＋ 1.5 mg/ml
还原型谷胱甘肽分别作用于细菌后，细菌内外活性

氧均增加，分别为：10 mg/L亚胺培南＋ 1.5 mg/ml

还原型谷胱甘肽＞ 1.5 mg/ml还原型谷胱甘肽＞ 10 mg/L
亚胺培南，见表2。

讨        论

还原型谷胱甘肽是人类细胞质中自然合成的一

种多肽，具有维持细胞生物功能的重要作用。能激

活多种酶，如巯基酶等[8]，从而促进糖、脂肪及蛋白

质代谢，并能影响细胞的代谢过程；通过巯基与体

内的自由基结合，可转化成容易代谢的酸类物质从

而加速自由基的排泄[9]。细菌抗氧化系统能够清除过

多的自由基和活性氧，并能防止活性氧对生物结构

进行破坏[10]。还原型谷胱甘肽可对多种氧化物如过

氧化氢、超氧阴离子、羟基自由基等引起的氧化损

伤起到防护作用，保护生物膜，避免脂质过氧化损

伤[11]。同时，在活性氧存在的条件下，谷胱甘肽自

身氧化，中和活性氧。

国外学者研究发现，还原型谷胱甘肽可以使耐

药的金黄色葡萄球菌对环丙沙星、庆大霉素的耐药

性降低，并与细胞内活性氧生成相关1]，本研究结果

却与其相反，还原型谷胱甘肽可以使耐药鲍曼不动

杆菌对亚胺培南的耐药性增强，分析与所选细菌种

类差别有关。本研究中耐药鲍曼不动杆菌在补充外

源性还原型谷胱甘肽的条件下，对亚胺培南的耐药

性明显增强，MIC值增高可达几十倍。还原型谷胱

甘肽低于0.5 mg/ml的条件下，亚胺培南对细菌MIC值
无明显影响，由于干预所用的还原型谷胱甘肽浓度

远高于临床上所用的常用浓度，因此，临床上使用

还原型谷胱甘肽和亚胺培南时，并未发现有降低抗

菌药物疗效的现象。

本研究发现耐药鲍曼不动杆菌在亚胺培南与还

原型谷胱甘肽联合干预下，细胞内外活性氧较单独

还原型谷胱甘肽干预均有不同程度增加，而活性氧

对细菌的杀伤作用是抗菌药物作用的部分机制[12]。

理论分析提示，细菌细胞内外活性氧增加更有利于

增强抗菌疗效。但在加入外源性还原型谷胱甘肽

表2    药物干预后细菌细胞内外活性氧的变化

组别 样本数            
A575nm（ x  ± s）

细胞外活性氧             细胞内活性氧

对照组 6 0.073 ± 0.001           0.242 ± 0.002

还原型谷胱甘肽 6 0.158 ± 0.003           0.507 ± 0.003

还原型谷胱甘肽＋亚胺培南 6 0.189 ± 0.003           0.567 ± 0.005

亚胺培南 6 0.098 ± 0.004           0.289 ± 0.002

F 1951.31                14593.67

P 0.0000 0.0000

注：还原型谷胱甘肽药物浓度为1.5 mg/ml，美罗培南药物浓度为10 mg/ml

图1   泛耐药鲍曼不动杆菌提取质粒琼脂糖电泳结果

 

注：M：分子量标记1～3为泛耐药鲍曼不动杆菌碳青霉烯酶OXA-
23PCR扩增结果，目的条带1067 bp

图2   碳青霉烯酶OXA-23 PCR扩增琼脂糖电泳结果
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后，细菌的耐药性明显增加，提示泛耐药鲍曼不动

杆菌在补充外源性还原型谷胱甘肽后，出现对亚胺

培南耐药性增强的现象与引起细菌细胞内外活性氧

增加所产生的抗菌作用无关。

综上所述，还原型谷胱甘肽可降低亚胺培南对

耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的杀菌活性，与活性氧引

起的抗菌效应无关。
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