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抗生素锁与肌注给药在治疗家兔中心静脉导管相关感染模型中的效果
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［摘　要］　目的　比较抗生素锁（ＡＬＴ）与全身用药在治疗中心静脉导管相关感染中的效果差异。方法　体外制

作内含细菌生物膜的导管，并植入家兔中心静脉，将其随机分为两组：一组为导管组，向导管内注入抗生素与肝素

混合液；一组为全身组，肌内注射抗生素，导管内注入肝素液。连续用药１０ｄ，每日在更换药液前留取导管血和外

周静脉血，检测菌落数。第１１天停用全部抗生素，留置导管观察５ｄ再拔管。拔管前采导管血和外周血做细菌计

数和药敏试验。并将拔出的导管做导管尖端细菌培养和生物膜观察。结果　用药期间血培养细菌计数：不同用药

时间导管组导管血细菌平均计数均低于全身组，差异具有统计学意义（均犘＜０．０５）；导管组外周血培养阳性标本从第

４天开始逐渐出现，共有阳性标本６例；全身组阳性标本第２天即出现，共有阳性标本３１例。停药期间血培养细菌计

数：两组在拔管当日的导管血细菌计数均高于停药当日，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。停药当日导管组２例外

周血标本检出细菌，全身组８例阳性；拔管当日导管组无新增阳性标本，而全身组有１例新增阳性标本。全身组的导

管尖端细菌计数［（８．０２±０．０５）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ］高于导管组［（３．１２±０．１４）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ］，差异有统计学意义（狋＝

２６．８２，犘＜０．０５）。导管组３３．３３％的标本可见散在生物膜，全身组全部标本被菌膜覆盖。拔管前导管血和外周血细

菌培养及药敏试验：导管组的抑菌环直径在１９～２０ｍｍ之间，全身组为１５～１６ｍｍ，两组细菌对常见抗菌药物均为敏

感。结论　在治疗中心静脉导管相关感染中ＡＬＴ局部清除细菌的效果优于全身用药，可降低全身感染。但是倘

若导管内细菌生物膜未完全清除，停药后仍可复发，因此精准的用药量和用药时间值得进一步量化研究。

［关　键　词］　抗生素锁；中心静脉导管；导管相关感染；细菌计数；生物膜
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　　中心静脉置管不仅可以为急危重症患者提供治

疗、监测和营养的途径，还可以为化疗患者提供用药

途径，以减轻药物刺激，还可以为透析患者建立长期

的血透通道以保证透析顺利进行［１］。正是这些优势

让中心静脉置管在临床得以广泛应用，而由此带来

的感染率也居高不下。据文献报道，过去十年期间，

美国５９９所医院内１６２３万置管患者中有８６３万例

出现了导管相关菌血症，感染发病率为５３％，病死

率高达３５％
［２］。因此，有效治疗中心静脉导管相关

感染尤为重要。抗生素锁（ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｌｏｃｋｔｅｃｈ

ｎｉｑｕｅ，ＡＬＴ）技术是由外国学者 Ｍｅｓｓｉｎｇ在１９８８年

率先提出，是一种将高于抗生素最低抑菌浓度的药

物溶液灌注到导管腔内，保留一定时间，达到破坏细

菌生物膜结构，治疗导管感染的新方法［３］。目前我

国对 ＡＬＴ的研究还处在临床摸索阶段，文献中尽

管可以看到有学者借鉴国外的做法，在临床上尝试

着采用该技术对中心静脉导管相关感染进行治疗，

取得了较好的效果［４５］。但是，与传统的全身用药相

比较，其效果是否更好、疗程是否更短、副作用是否

更少等问题并未见报道，还有待于进一步对照研究，

为此，课题组针对两种方法的治疗效果、感染复发

率、细菌耐药性等方面进行了比较研究，希望能更好

地指导开展ＡＬＴ技术的临床应用。

１　材料与方法

１．１　材料　大耳白兔，体重（１．９１±０．１２）Ｋｇ；表皮

葡萄球菌 ＡＴＣＣ３５９８４；注射用头孢他啶（１ｇ／瓶，

上海新亚药业有限公司，批号 Ｈ１０９５０１８０）；肝素

（２ｍＬ含１２５００单位／支，江苏万邦生化医药股份

有限公司，批号１４０５１０３Ｂ）；１８Ｇ静脉留置针（苏州

林华医疗器械有限公司）；血培养板、０．５麦氏比浊

仪、快速革兰染色液（广东环凯微生物科技有限公

司）；胰蛋白胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）；刚果红培养

基（ＣＲＢ）；银染试剂（天津市天力化学试剂有限

公司）。

１．２　方法

１．２．１　制备含细菌生物膜的静脉导管　在ＣＲＢ上

接种表皮葡萄球菌ＡＴＣＣ３５９８４菌株，放入３７℃温

箱培养２４ｈ，看到黑色带结晶的菌落后，将单个菌

落加于５ｍＬ０．９％氯化钠溶液中，对照比浊仪调试

至０．５麦氏单位［约（１～２）×１０
８ＣＦＵ／ｍＬ］

［６］。用

无菌试管将１０ｍＬＴＳＢ培养基和１０８ＣＦＵ／ｍＬ的

菌液ｌ００ｍＬ混合摇匀，取适量的菌悬液注入１８Ｇ

静脉留置针管腔，不发生外漏，用碘伏消毒管腔外

壁，温箱内连续培养３ｄ
［７］。取出留置针，用无菌生

理盐水漂洗，去除浮游菌。随机选取其中１支留置

针，进行银染处理，并在光学显微镜下观察，若镜下

可见黑色絮状物，提示导管内细菌生物膜形成［８］。

１．２．２　植入导管　静脉麻醉大耳白兔，手术区域备

皮并碘伏消毒，铺巾戴手套，在颈外侧做切口，暴露

颈外静脉并钝性分离，然后在颈外静脉的下方引入

两根缝合线，分别放在静脉的远心端和近心端，同时

结扎远心端，近心端缝线打活结备用。夹闭近心端，

再次用碘伏消毒留置针外部，并将留置针管腔部分

全部植入静脉内，开放近心端，用备用缝线将留置针
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管腔与静脉一起结扎固定。然后接好肝素帽并冲净

回血，最后做颈部切口缝合，贴好无菌透明敷贴，用

无菌绷带饶颈做环形包扎。如图１所示。

!"#

$"%

图１　大耳白兔经颈外静脉导管植入图

犉犻犵狌狉犲１　Ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｃａｔｈｅｔｅｒｔｈｒｏｕｇｈｅｘｔｅｒｎａｌｊｕｇｕｌａｒ

ｖｅｉｎｏｆｂｉｇｅａｒｗｈｉｔｅｒａｂｂｉｔ

１．２．３　分组　将置管白兔随机分为两组，每组

９只。一组为导管组，在导管内注入头孢他啶－肝

素混合液０．３ｍＬ，浓度为９００倍最低抑菌浓度

（ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ），即

７．２ｍｇ／ｍＬ（头 孢 他 啶 １０００ ｍｇ 加 生 理 盐 水

１３８ｍＬ加肝素１ｍＬ）；另一组为全身组，在家兔大

腿根部肌内注射头孢他啶，一日剂量为１００ｍｇ／ｋｇ

×体重，分两次注入。同时向管腔注入无菌肝素生

理盐水０．３ｍＬ（１２５ＵＩ／ｍＬ）。两组均每２４ｈ更换

导管液一次，在更换导管液之前，先抽出导管内原有

的液体。连续用药１０ｄ，每日在更换导管液前留取

导管血和外周静脉血，用稀释平板计数法检测菌落

数，计数＞５ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ记为阳性。第１１天停止

使用全部抗生素，但仍然留置导管观察５ｄ，第６天

拔出导管。拔管前采集导管血和外周血做菌落计数

和药敏试验（纸片扩散法）。并将拔出的导管剪下前

端２ｃｍ，其中１ｃｍ 进行细菌培养、菌落计数，１ｃｍ

进行银染，并观察生物膜清除程度。

１．２．４　统计学方法　应用软件ＳＰＳＳ１７．０进行统

计分析，资料均为计量资料，两组标本血细菌计数的

比较采用狋检验，犘≤０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　用药期间血培养细菌计数　导管血细菌计数：

不同用药时间导管组导管血细菌平均计数均低于全

身组 （均 犘＜０．００１），见表 １。其中导管组有

６６．７０％的标本细菌计数为０，而全身组无细菌计数

为０的标本。外周血细菌计数：导管组外周血培养

阳性标本从第４天开始逐渐出现，第４、６天各有阳

性标本１例，第８、１０天各有阳性标本２例；全身组

阳性标本第２天即出现，第２、４、６天分别有阳性标

本３、５、７例，第８、１０天各有８例，共３１例。

表１　两组导管血细菌平均计数比较（ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，狓±狊）

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｖｅｒａｇｅｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｕｎｔｓｉｎｃａｔｈｅｔｅｒ

ｂｌｏｏｄｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ（ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，狓±狊）

用药时间 导管组 全身组 狋 犘

第２天 １．７１±０．１０ ５．５６±０．４１ ２５．７６ ＜０．００１

第４天 １．２８±０．０７ ５．９７±０．２３ ４４．０５ ＜０．００１

第６天 ０．７４±０．５８ ６．２５±０．０６ ２０．３２ ＜０．００１

第８天 ０．３６±０．５６ ６．３４±０．０８ ２５．７３ ＜０．００１

第１０天 ０．３０±０．５７ ６．７９±０．１０ ２４．６３ ＜０．００１

２．２　停药期间血培养细菌计数　停药当日和拔管

当日的导管血细菌平均计数：导管组分别为（１．０８±

０．１１）、（３．１４±０．１３）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ；全身组分别为

（６．３４±０．０８）、（７．９２±０．１３）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ；两组在

拔管当日的导管血细菌计数均高于停药当日，差异

均有统计学意义（狋值分别为２．８０、３６５．９４，均犘＜

０．０５）。导管组停药当日导管血中未检出细菌的置

管白兔，拔管当日导管血中仍未检出。全身组停药

当日导管血中均检出细菌，且拔管当日所有导管血

细菌计数均为８ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ左右。外周血细菌

计数：停药当日导管组２例外周血标本检出细菌，全

身组８例阳性；拔管当日导管组无新增阳性标本，而

全身组有１例新增阳性标本，发生在停药时导管细

菌计数为０～５ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ的白兔中。

２．３　导管尖端检测结果　导管尖端细菌计数与拔

管当日导管血细菌计数结果趋于一致，导管组均值

为（３．１２±０．１４）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，全身组均值为（８．０２

±０．０５）ｌｏｇ１０ＣＦＵ／ｍＬ，全 身 组 高 于 导 管 组

（狋＝２６．８２，犘 ＜０．０５）。导 管 腔 银 染：导 管 组

６６．６７％的标本银染后未见细菌膜结构，结果呈阴

性，３３．３３％的标本可见少量斑块和散在成团的絮状

物，但尚未连接成片。全身组导管尖端标本均呈现
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黑色相连的絮状物，管腔底部被菌膜覆盖。

２．４　药敏试验结果　导管组的抑菌环直径在１９～

２０ｍｍ之间，全身组为１５～１６ｍｍ，依据药敏判断

标准，两组细菌对常见抗菌药物均为敏感。

３　讨论

研究结果表明ＡＬＴ技术与传统的全身给药相

比，抗菌疗效更强。导管感染与细菌生物膜的形成

有不可分割的关系［９］。据报道，表皮葡萄球菌是引

起血管导管相关感染的常见病原菌之一，一旦感染

极易形成生物膜［１０］。细菌生物膜的形成是细菌为

适应不利于生长的环境而采取的一种生存策略，生

物膜是细菌分泌产生的胞外多糖聚合物相互黏连形

成的细菌群落的膜状物，其主要成分包括多糖、纤维

蛋白、纤连蛋白以及层黏连蛋白［１１］。它具有很强的

黏附力，可黏附于活体表面或者医用材料表面，如导

管、人工瓣膜、人工关节和起搏器等物体表面［１２］。

导管中细菌生物膜一旦形成，不仅可以介导病原菌

黏附和定植，使定植后的细菌迁移、扩散，随血液进

入循环，引起菌血症或血流感染。还可以使隐藏其

中的病原菌获得抵御机体免疫防御机制和抗生素攻

击的能力［１３１４］。研究报道形成了生物膜的细菌对抗

生素的抵抗力比游离的未形成生物膜的细菌高１００

～１０００倍
［１５］。正是这种对抗生素有极强耐药性的

特点使细菌生物膜难以清除，导致感染持续存在，给

临床治疗带来严峻困难［１６］。ＡＬＴ是将高于１００～

１０００倍ＭＩＣ的抗生素溶液填充在导管内而不是被

机体吸收利用，因此，又叫做“ＬＯＣＫ”
［１７］。目的是

利用高浓度抗生素溶液与导管内细菌生物膜直接、

持续接触，使药物有机会渗入到膜实质中直至破坏

其有效结构，从而有效清除生物膜和膜内细菌，增强

和提高抗生素杀菌能力［１８］。正因如此，本次研究在

用药期间，导管组检测导管血时超过６０％以上的标

本未检测出细菌，且拔管后取其导管尖端，做管腔银

染处理，结果也未见生物膜形成。因此，ＡＬＴ与肌

注抗生素相比较，抗菌效果更好，全身感染出现时间

更晚、发生概率更小；相反，全身使用抗生素其浓度

在到达导管局部时会明显降低，不能有效渗透到定

植在导管表面的细菌生物膜实质中，既不能破坏细

菌生物膜，也不能铲除嵌在膜内的细菌，使感染难以

控制。研究中全身组的导管血培养均检出细菌，导

管尖端管腔银染也均为阳性，且有生物膜。随着全

身用药时间延长，细菌对抗生素的敏感性逐渐下降，

继而对导管局部细菌的杀灭作用逐渐减弱。

停药期间导管血和外周血培养结果表明，全身

组拔管当日导管血细菌计数均较停药当日增加，外

周血培养结果中全身组在拔管当日有１例新增阳性

病例。两组均存在感染复发，原因可能为：（１）本次

研究在制作生物膜时，不排除有菌悬液未充分混匀，

或漂洗不充分，使少数导管中形成的生物膜厚实、稳

固，需要更高浓度的抗生素和更长时间才能彻底清

除，超越了本次研究设计的用药浓度和时间。（２）抗

生素只杀死了细菌生物膜表面的细菌，而生物膜并

未完全铲除，残留在生物膜中的细菌继续繁殖，并不

断释放浮游菌进入血液［１９］，致使全身感染复发。由

于全身组的抗菌效果较导管组差，残留在导管内的

细菌和生物膜远多于导管组，释放的浮游菌更多，继

而停药后，全身组不仅导管血菌落数增加，还新增

１例全身感染病例。而导管组虽然导管血的菌落数

也在增加，也会释放浮游菌，但并未达到使外周血呈

阳性的程度，故未发生全身感染。因此，临床使用

ＡＬＴ技术时，有必要定期监测导管血菌落数，判断

细菌生物膜清除情况，评估ＡＬＴ使用效果，在导管

血培养阴性的情况下，才可停止用药。（３）每日进行

导管注药或肝素封管时，均有可能会使管腔中少量

的浮游细菌随药液一起进入循环系统中，导致菌血

症。此时即使导管内的细菌生物膜已经清除，在停

用抗生素后，循环当中的细菌还会沿导管重新定植

在导管腔内，再次形成细菌生物膜，引起感染复发。

建议使用ＡＬＴ技术时，合理控制注药量，最好不超

过导管容量；注药速度慢、力量小；注药前需及时去

掉导管中的原药液和前段血液，避免将导管内游离

细菌带入血液；还可以考虑在导管注药同时配合全

身用药。

研究结果表明两组用药方法均未产生耐药，其

中导管组抑菌环直径大于全身组。细菌耐药性的产

生有４条路径
［２０］：（１）细菌染色体耐药基因发生突

变，改变或修饰了药物作用的靶位，使药物难以发挥

作用。（２）细菌可合成一种使药物失活的钝化酶，让

抗生素失去活性，以阻挡抗菌药物向靶细胞穿透。

根据报道，临床上有许多抗生素属于β内酰胺类抗

生素，它的化学结构中具有β内酰胺环，头孢菌素就

是其中一种。表皮葡萄球菌可产生类似的β内酰胺

酶［２１］，并借助酶分子中的丝氨酸活性位点，与抗生

素的β内酰胺环结合，打开此环，致药物失灵。（３）

细菌启动外排系统，把药物泵出细胞外，阻止药物入

侵。（４）形成新的代谢途径代替被药物阻断的代谢
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途径，使药物失去作用。然而，无论通过哪条途径均

需足够时间才能改变。通常情况下使用抗生素２周

内，不易产生耐药性［２２］。由于本次实验是按照临床

常规使用抗生素的时间设计的研究周期，用药时间

短，细菌尚未对逃脱抗生素这一危机做出改变。所

以此次实验并未发生细菌耐药。从抗生素自身分

析，由于本次研究选择的头孢他啶对β内酰胺酶具

有高度的稳定性，表皮葡萄球菌产生的β内酰胺酶

无法打开其β内酰胺环，因此，不易产生耐药
［２３］。

导管内使用抗生素可直接作用于细菌，使其迅速死

亡，来不及发生耐药基因突变，更不会产生新的多肽

类物质，也无法启动外排系统，彻底切断了细菌产生

耐药的路径；相反，全身用药时局部灭菌作用弱，灭

菌所需要的时间长，给细菌产生耐药提供了充足的

时间和机会，产生耐药的可能性将增大。

ＡＬＴ技术的不足之处：虽然ＡＬＴ技术是一种

新的治疗中心静脉导管相关感染的有效方法，但由

于治疗期间导管被抗生素溶液锁住，需要停止导管

的使用，期间不能正常发挥导管的作用。

综上所述，ＡＬＴ技术是治疗中心静脉导管相关

感染的有效方法，与全身使用抗生素相比，杀灭细菌

的作用更强，效果更迅速，引发全身感染的概率更

小。但是，在导管内细菌及生物膜没有完全清除的

情况下，停止用药会出现复发。因此，如何精准把握

有效的用药量和彻底清除生物膜的用药时间，值得

今后进一步研究。
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