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[摘要 ]目的:建立含药血清作用结核杆菌感染巨噬细胞模型的抗结核杆菌药物活性检测方法, 探讨该方法在评价抗结核杆菌

药物活性中的应用。方法:以结核杆菌感染小鼠腹腔巨噬细胞, 加入低剂量或高剂量异烟肼给药小鼠的含药血清共同培养数

天后, 破碎巨噬细胞释放可能仍存活的细菌, 体外培养后检查形成的菌落数, 评价异烟肼的抗结核活性, 并与传统最低抑菌浓

度试验进行比较。结果:培养数天后, 低剂量和高剂量异烟肼含药血清组菌落生成数均低于空白对照组 (P<0.05 ～ P<

0.01)。结论:应用含药血清及感染巨噬细胞模型可对抗结核药物活性作出较客观的评价结果。
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DrugcontainingserumandinfectedmacrophagesmodelbyMycobacteriumtuberculosis
forevaluationofactivityofantitubercularagents
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[ Abstract] Objective:Tofindamethodofevaluatinganti-Mycobacteriumtuberculosis(TB)medicineusingmedicinecontainingserum

andinfectedmacrophagemodelandinvestigateitspracticabilityandmerits.Methods:Byusingtheculturesystemconstitutingwith

serumcontainingisoniazidandinfectedmacrophages, thenumbersofthesurvivalTBwereconfirmedthroughtheclonesofgermiculture

afterthesecellswereculturedwithserumcontainingisoniazidforseveraldays, thentheisoniazid' sactivityinthisculturesystemwas

reflectedandcomparedwiththeMIC.Results:ThesurvivalTBclonesinthegroupsoflowdoseandhighdoseofisoniazidcontaining

serumwereremarkablyfewerthanthoseinthecontrol(P<0.05 -P<0.01 ).Conclusions:Themedicine' sfunctionofanti-

Mycobacteriumtuberculosiscanbeobjectivelyevaluatedbyusingmedicinecontainingserumandinfectedmacrophagemodel.

[ Keywords] antitubercularagents;models, biological;isoniazid;tuberclebacillus;containingmedicineserum;macrophage

　　结核病是人类主要传染病之一。近年来耐药及

多重 耐 药菌 株 ( multipledrugsresistant-bacillus

tuberculosis, MDR-TB)的出现, 对现有的抗结核药物

提出了严峻挑战
[ 1]
。研究开发新的有效抗结核药

物成为当务之急 。目前在抗结核药物研究中, 对药

物抗菌活性的评价方法, 主要仍是依据传统的最低

抑菌浓度 (minimalinhibitoryconcentration, MIC)测
定方法及动物实验,但这些方法在抗结核药物研究

和开发方面都存在不同的缺陷
[ 1]
。 1983年田代真

一在中药研究中提出 “含药血清学方法 ”, 目前在药

物研究中得到较多应用
[ 2]

,文献报道较多。 20世纪

80年代中期,国外学者建立巨噬细胞感染模型用于

评价抗结核药物的活性, 该方法目前在国内还鲜见

报道 。本研究中, 我们根据结核杆菌的胞内寄生特

点, 结合上述两种研究方法的优点,建立抗结核药物

含药血清及巨噬细胞感染模型的评价方法, 并以已

知抗结核药物异烟肼, 结合传统 MIC方法, 探讨含

药血清及巨噬细胞感染模型在抗结核药物活性评价

中的应用 。

1　材料与方法

1.1　实验菌株　标准菌株 H37Rv人型结核分枝杆

菌购自云南省疾病预防控制中心, 在改良罗氏培养
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基生长 2周后用于实验。

1.2　试验药物与试剂　异烟肼 (山东新华制药厂

产品, 批号:2002023) 。RPMI1640培养液 (sigma) 。

小牛血清 (sigma)。改良罗氏培养基 (购自云南省疾

病预防控制中心 ) 。

1.3　动物　健康昆明种小鼠,体重 18 ～ 22 g(雌雄

各半 ), 购自中国医学科学院昆明生物研究所实验

动物中心。

1.4　方法　
1.4.1　实验分组及含药血清的制备

[ 3]
　小鼠 48

只,雌雄各半 。随机分为 6组:低剂量异烟肼血清

组 、高剂量异烟肼血清组 、含相等于 MIC均数浓度

异烟肼组 、高剂量异烟肼含药组 、空白对照组及血清

对照组,每组 8只。试验前 12 h禁食。用药组小鼠

以成人临床用量 5mg· kg
-1
· d

-1
的 20和 30倍给

药 。其中,低剂量异烟肼血清组为 0.1g·kg
-1
· d

-1
,

高剂量异烟肼血清组为 0.15 g·kg
-1
· d

-1
,每只小

鼠分别以 0.2ml/10g体重用量,一次灌胃给药 。血

清对照组则以等量生理盐水灌胃 。灌胃 60 min后,

无菌操作下摘眼球取血, 2 000 r/min离心 10 min,

分离血清, 56℃、30 min灭活备用。含药组分别以
1640培养液配成上述各相应血清组的灌胃浓度备

用,含相等于 MIC均数浓度异烟肼组以 1640培养

液配成浓度为异烟肼 MIC值均数 0.11 mg/L, 用药

方法同上。空白对照组培养液不加异烟肼或血清。

1.4.2　巨噬细胞感染模型的建立
[ 4]
　取小鼠腹腔

巨噬细胞,并以低温差速贴附法纯化后, 以 1640培

养液制成 1×10
6
/ml细胞悬液, 加入 24孔板,每孔

1 ml, 置 37℃、5%CO2培养箱,每 3天更换一次培养

液 。培养 4天后以无抗生素含 10
7
/ml结核杆菌的

1640培养液感染巨噬细胞,继续在上述条件下培养

4 h后, 以无抗生素 1640培养液轻轻洗涤培养孔

3次,以去除细胞外细菌,金胺 O染色, 荧光显微镜

下观察巨噬细胞吞噬细菌情况 。

1.4.3　含药血清及巨噬细胞感染模型的使用
[ 5, 6]

　将含 10%备用含药血清的 RPMI1640培养液及

其它各组含药培养液各 1 ml加入上述感染巨噬细

胞 。低剂量 、高剂量异烟肼血清和血清对照组每组

8只小鼠中, 每只小鼠的血清对应加入 1孔感染巨

噬细胞, 每组 8孔 。其它各组也设相应 8孔 。继续

在上述条件下培养 6天后, 用含 0.1%皂素的无菌

蒸馏水轻轻洗涤每孔,使细胞分离并破裂,溶解产物

随之平铺于改良罗氏培养基,每孔细胞溶解产物对

应一块培养基, 每实验组 8块培养基, 置 CO2培养

箱中, 停止供给 CO2,并保持培养箱内湿度 。培养 4

周后观察记数每孔对应培养基上的细菌菌落数 。

1.4.4　异烟肼 MIC试验　参见文献
[ 7]
。

1.5　统计学方法　采用 Poisson分布资料的 u检

验。

2　结果

2.1　MIC试验结果　异烟肼在 0.014 mg/L浓度即

出现明显的抑菌现象,其 MIC均数为 0.11mg/L。

2.2　含药血清及感染巨噬细胞模型评价结果　各

异烟肼含药血清组菌落生成数均低于空白对照组

(P<0.05 ～ P<0.01);低剂量 、高剂量异烟肼血清

组及空白溶液组菌落生成数亦均低于空白血清组

(P<0.01) , MIC药液组与 F组差异无显著性 (P>

0.05) (见表 1) 。

　表 1　不同实验组作用感染巨噬细胞后存活菌的菌落形

成总数比较

分组 n 菌落 uΔ P

低剂量血清组 8 46＊＊ 3.65 < 0.01

高剂量血清组 8 37＊＊ 4.56 < 0.01

MIC药液组 8 71＊ 1.35 > 0.05

高剂量药液组 8 45＊＊ 3.73 < 0.01

空白溶液组 8 96 0.59 > 0.05

空白血清组 8 88 — —

　　Δ均与空白血清组比较;与空白溶液组比较:＊P<0.05, ＊＊P

<0.01

3　讨论

　　由于结核病耐药菌株的出现,结核病与 HIV感

染的并发,结核病控制系统的减弱,以及移民的增长

等因素,使得结核病在全球范围内再次卷土重来,以

至 WHO于 1993年宣布 “全球结核病紧急状态 ”。

在我国,肺结核发病率更是继病毒性肝炎之后居第

二位,死亡数继狂犬病后也居第二位,且居发病率明

显上升病种的第五位。其中耐多药结核病 (MDR-

TB)是结核病中最为严重的一种, 由于其对多种抗

结核药物耐药,故治疗极为困难。加之该病传播快,

病情发展迅速,病死率高达 37%, 在合并 HIV感染

者中,病死率高达 72% ～ 89%。因此, 采用有效的

方法筛选 、评价抗结核药物是十分重要的
[ 8]
。

目前, 在筛选和评价抗结核药物的体外抑菌试

验中,主要还是采用传统的 MIC方法, 此种方法存

在两大弊端:( 1)药物尤其是中药,在体内的代谢过

程复杂。比如,药物在体内经代谢后结构改变,活性

可能也随之丧失, 细胞的转运机制可能影响其在细

胞内的有效浓度,同时, 药物在穿过胞膜时有可能遭

受化学修饰, 细胞内外 pH变化等都可能会影响药
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物的活性发挥。因此, 受试药物和细菌直接作用的

体外实验,即使可以证实药物在体外有抗菌活性,也

不能证明其在体内具有同等的抗菌活性。 ( 2)结核

杆菌为胞内寄生菌, 药物必须能进入细胞才能发挥

作用, 这是采用体外 MIC法所不能反映出来的 。

本研究中建立的含药血清及巨噬细胞感染模型

的药物活性评价方法, 结合了近年国际上比较成熟

的中药血清药理学方法及巨噬细胞感染模型, 克服

了传统 MIC方法的上述两大弊端。理论上, 它既能

通过实验药物的含药血清真实地反映药物在体内的

实际药代情况,又能通过巨噬细胞感染模型反映药

物对细胞内寄生菌和宿主细胞间的相互作用情况。

从本研究中得出的结果可以看出,同一批号的

已知抗结核药物异烟肼,在用传统方法确定其 MIC

后,我们以异烟肼人体临床用量的 20倍和 30倍剂

量,给小鼠灌胃给药后采集的含药血清 (低剂量血

清组及高剂量血清组 ) , 均能使感染细胞中的细菌

存活数,在含药血清和感染细胞共培养数天后显著

低于对照组 (P<0.01) 。说明应用含药血清及巨噬

细胞感染模型可以对异烟肼的抗结核活性作出较为

敏感的反映和评价 。同时通过该模型, 还可以反映

出许多通过 MIC值所无法得到的信息 。例如, 通过

改变培养液中的含药量, 或通过改变小鼠的灌胃药

量而改变加入培养液中含药血清的含药量 。这样在

它们与感染细菌的巨噬细胞共培养过程中, 动态观

察细胞的形态,即可观察到不同浓度药物组及含药

血清组对细胞形态和活力的影响。由此反映出药物

的有效浓度与其对细胞的毒性作用间的相互关系,

据此可以寻找杀菌效能最大而细胞毒性最小的药物

浓度, 为动物实验或体内实验提供参考。

由实验结果还可看到, 以含异烟肼浓度为 MIC

值均数的培养液 (MIC药液组 ), 直接与感染细胞共

培养相同时间,其结果与其低剂量血清组进行比较,

发现前者的细菌存活数明显高于后者 (P<0.01) ,

而细胞形态和活力却明显弱于后者 。因而可以推

测,在体内异烟肼经肝脏等代谢处理后,其血清有效

成分浓度可能要远高于其在细胞内的浓度, 且浓度

至少在高于 MIC时, 这些有效成分才能通过细胞膜

屏障,在细胞内富集达到有效的杀菌或抑菌浓度。

同时,在经肝脏等代谢处理后,血清药物有效成分的

细胞毒性也大大降低。在高剂量血清组同高剂量含

药组的比较中这一点同样得到反映。

由此可见, 含药血清与巨噬细胞感染模型组成

的这种药物活性评价体系, 具有体内实验的真实性

和可靠性及体外实验的可控性和直观性 。所以能够

通过它反映出用传统 MIC试验所无法获得的实验

药物的相关信息。理论上, 由含药血清与感染细菌

后的细胞构建的这种体外评价体系, 在实际应用中

可以广泛应用于针对诸多体内寄生菌或病毒的药物

筛选和活性评价研究。又因为该模型是基于含药血

清同感染细菌后的细胞及其中的细菌在体外的相互

作用,既可以避开对传统中药进行复杂的分离纯化

过程,又可以排除体内复杂代谢的干扰,先确定和筛

选肯定的体内抗菌活性成分, 再考虑以后的药物植

化分析,从而可以避免许多盲目的无效成分的筛选

试验,并能获得更为接近体内效应的结果。因此可

见, 该评价体系在抗细胞内寄生菌甚至抗病毒中药

活性研究中具有一定的优点 。
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