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［摘　要］　目的　建立泛耐药肺炎克雷伯菌（ＸＤＲＫＰ）感染秀丽隐杆线虫感染模型。方法　在液体条件下，利用

临床分离的ＸＤＲＫＰ菌株感染秀丽隐杆线虫，观察线虫存活及体内细菌数量变化情况。结果　线虫感染ＸＤＲＫＰ

后活动明显迟缓，不同浓度的ＸＤＲＫＰ对线虫的致死情况不同。ｌｏｇｒａｎｋ检验显示，１．５×１０
６ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＫＰ组

与犈．犮狅犾犻ＯＰ５０对照组的生存曲线差异无统计学意义（χ
２＝０．０８，犘＞０．０５）；１．５×１０７、１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ组与

犈．犮狅犾犻ＯＰ５０对照组的生存曲线差异均有统计学（χ
２ 值分别为２２９．３７、２７５．９８，均 犘＜０．００１），１．５×１０８ 与

１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＫＰ组线虫的生存率低于对照组。实验获得上清悬液，经细菌纯培养后进行细菌鉴定和药

敏测试，证实为ＸＤＲＫＰ。ＸＤＲＫＰ感染线虫４、６、１２、２４ｈ后，线虫体内细菌总量分别为（０．２８±０．０２）×１０５、（０．５０

±０．３８）×１０５、（１．７３±０．５６）×１０５、（２．６２±０．５３）×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，不同时间线虫体内细菌总数存在统计学差异（犉

＝１３６３．３９，犘＜０．００１）。结论　成功建立了秀丽隐杆线虫－ＸＤＲＫＰ感染模型。

［关　键　词］　秀丽隐杆线虫；泛耐药；肺炎克雷伯菌；感染；模型
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［ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１６，１５（７）：４５７－４６０］

　　肺炎克雷伯菌（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲，ＫＰ）属

肠杆菌科细菌，是引起医院感染的常见条件致病菌。

近年来，随着碳青霉烯类抗生素的长期、大量、广泛

使用，导致耐碳青霉烯类肠杆菌科（ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅ

ｓｉｓｔａｎｔＥｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，ＣＲＥ）菌株的检出率呈

上升趋势。２０１４年ＣＨＩＮＥＴ中国细菌耐药性监测

结果发现，绝大多数肠杆菌科细菌中均存在ＣＲＥ菌

株，以克雷伯菌属最多，该菌对亚胺培南和美罗培南

的耐药率均＞１０％
［１］。由于ＣＲＥ菌株往往呈泛耐

药（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＸＤＲ）或全耐药

（ｐａｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＰＤＲ）的特征，导致感染患者可

能陷入无药可用的困境［２］。

秀丽隐杆线虫（犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊）是一种

国际公认、简单有效的模式生物，其具有结构简单、

遗传背景清晰、生命周期短等特点，在病原菌研究中

的应用越来越广泛。目前，已证实约４０种人类致病

菌（包括革兰阳性菌、革兰阴性菌和真菌）会对线虫

造成感染［３］，其致病机制与其在哺乳动物中的表现

极相似。鉴于国内外关于ＫＰ感染秀丽隐杆线虫少

有报道，本研究利用临床上分离的泛耐药肺炎克雷

伯菌（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌

犿狅狀犻犪犲，ＸＤＲＫＰ），建立秀丽隐杆线虫泛耐药肺炎

克雷伯菌感染模型，为研究病原菌致病机制及抗感

染药物筛选奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　线虫和细菌　野生型秀丽隐杆线虫（ＷＴ

ＢｒｉｓｔｏｌＮ２）、大肠埃希菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻，犈．犮狅犾犻）

ＯＰ５０由中山大学实验室惠赠；临床分离的ＸＤＲＫＰ

由广州市南方医院临床微生物室提供，采用美国

ＢＤ公司生产的Ｐｈｏｅｎｉｘ１００型全自动细菌鉴定和

药敏测试系统，依据２０１５年美国临床实验室标准化

协会（ＣＬＳＩ）Ｍ１００Ｓ２５药敏试验标准判定
［４］。

１．１．２　培养基　ＮＧＭ（ｎｅｍａｔｏｄｅｇｒｏｗｔｈｍｅｄｉａ）

培养基：胰蛋白胨２５ｇ，琼脂粉１７ｇ，ＮａＣｌ３ｇ，加入

蒸馏水９７５ｍＬ，高温高压灭菌后冷却至５５℃，分别

加入无菌胆固醇溶液（５ｍｇ／ｍＬ，无水乙醇）１ｍＬ，

ＰＢＳ液（ｐＨ＝６．０）２５ｍＬ，１ｍｏｌ／Ｌ ＭｇＳＯ４１ｍＬ，

１ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２１ｍＬ，１ｍｏｌ／Ｌ制霉菌素１ｍＬ，分装

至直径１０ｃｍ的培养皿中，备用；ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）

培养基按常规方法配制。

１．１．３　缓冲液及试剂　Ｍ９缓冲液：６ｇＮａ２ＨＰＯ４，

３ｇＫＨ２ＰＯ４，５ｇＮａＣｌ，０．２５ｇＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ，加

入蒸馏水１Ｌ，高压灭菌后备用；线虫裂解液：４ｍＬ

蒸馏水，２ｍＬ次氯酸钠溶液，０．４５ｇＮａＯＨ，现用现

配；叠氮化钠（ＮａＮ３）、５氟２脱氧尿嘧啶（ＦＵＤＲ）

均购置于Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　线虫的培养　线虫按照国际标准程序
［５］进

行培养。

１．２．２　线虫同期化处理　用 Ｍ９缓冲液从 ＮＧＭ

培养 板 上 洗 下 虫 体，收 集、离 心 （３５００ｒ／ｍｉｎ，

３ｍｉｎ）、弃上清，剩余３．５ｍＬ，加入１．５ｍＬ线虫裂

解液，剧烈震荡约８ｍｉｎ，Ｍ９洗涤３次，即从妊娠的

成体线虫中分离得到虫卵，后２０℃振荡过夜孵育，

获得Ｌ１期幼虫，将其置于新的 ＮＧＭ 平板犈．犮狅犾犻

ＯＰ５０菌苔上，２０℃培养４８ｈ，即得到同步化的Ｌ４期

线虫。

１．２．３　菌悬液的配制　将冻存的菌株复苏，划线培

养，挑取单个菌落，再接种于５ｍＬ的ＬＢ液体培养

基中，３７℃，１５０ｒ／ｍｉｎ震荡培养一定时间，备用。

１．２．４　线虫感染致死实验　用 Ｍ９缓冲液从平板

上洗下培养至 Ｌ４ 期线虫，离心 （３５００ｒ／ｍｉｎ，

３ｍｉｎ），重复２～３次，悬浮后取１０μＬ在显微镜下

观察线虫悬液中线虫的数量，然后取含有２０～３０条

线虫的悬液置于９６孔板中，感染组分别加入终浓度

为 １．５×１０８、１．５×１０７、１．５×１０６ ＣＦＵ／ｍＬ 的

ＸＤＲＫＰ，阴性对照组加入终浓度为１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ

的犈．犮狅犾犻ＯＰ５０，空白对照组加入２０％ＬＢ溶液；每

种菌液做５个平行，其中为防止Ｎ２线虫繁殖，滴加

０．２ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＦＵＤＲ，９６孔板放置于相对湿度

８０％～８５％的培养箱，２０℃培养，每天记录线虫的存

活数。所有组均重复３次。

１．２．５　 线虫肠道内细菌计数 　 选取 １．５×

１０８ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＫＰ感染线虫，每隔一定的时间，

挑取１０条经细菌感染的线虫，用含有ｌｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＮ３（麻醉剂）的 Ｍ９缓冲液清洗３遍，以清除线虫

体表的细菌，然后转移至装有４００ｍｇ石英砂的小

试管，加１ｍＬＰＢＳ缓冲液涡旋振荡２～３ｍｉｎ，得到

的上清悬浮液稀释涂布、计数，以确定每条线虫体内
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细菌数量。

１．２．６　感染线虫肠道细菌鉴定　经上述１．２．５步

骤得到的上清悬液，经细菌纯培养后，进行细菌重新

鉴定及药敏测试［４］。

１．３　统计分析　应用ＳＰＳＳ２０．０软件，线虫生存

时间采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法进行生存分析，ｌｏｇ

ｒａｎｋ检验法对组间的数据进行差异显著性分析。

计量资料采用完全随机设计方差分析，两两比较采

用ＳＮＫ检验分析，犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＸＤＲＫＰ对线虫的感染致死判定　ＸＤＲＫＰ感

染秀丽隐杆线虫，显微镜下观察，活虫呈正弦曲线特

征，咽部肌肉运动；而ＸＤＲＫＰ感染的死亡线虫呈直

线型，咽部无运动，见图１。

虚线箭头：线虫处于存活状态；实线箭头：线虫处于死亡状态

图１　ＸＤＲＫＰ感染秀丽隐杆线虫死亡／存活状态

犉犻犵狌狉犲１　Ｄｅａｔｈ／ｓｕｒｖｉｖａｌｓｔａｔｕｓｏｆ犆．犲犾犲犵犪狀狊ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ＸＤＲＫＰ

２．２　秀丽隐杆线虫生存时间比较　采用不同浓度

ＸＤＲＫＰ感染秀丽隐杆线虫，以线虫是否死亡为结

局变量，记录线虫的生存状况以及作生存分析。结

果显示，其中７ｄ观察线虫生存状况，不同细菌浓度

（１．５×１０８、１．５×１０７、１．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＫＰ，

以及犈．犮狅犾犻ＯＰ５０对照组）的线虫平均存活率分别为

０、２５．３１％、８３．９５％、１００％。随着细菌浓度降低，线

虫的最长存活时间与线虫半数致死时间（ｌｅｔｈａｌ

ｔｉｍｅｏｆ５０％，ＬＴ５０）有所延长。见表１。采用ｌｏｇ

ｒａｎｋ检验显示，１．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＫＰ组与

犈．犮狅犾犻ＯＰ５０对照组的生存曲线无统计学差异（χ
２＝

０．０８，犘＞０．０５）；１．５×１０
７、１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ组与

犈．犮狅犾犻ＯＰ５０对照组的生存曲线差异均有统计学（χ
２

值分别为２２９．３７、２７５．９８，均犘＜０．００１），１．５×１０
８

与１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＫＰ组的生存率低于对

照组。

２．３　线虫肠道内细菌鉴定及计数　选取１．５×１０
８

ＣＦＵ／ｍＬＸＤＲＫＰ感染线虫，观察不同时间线虫存

活数量和状态。实验得到的上清悬液，经细菌纯培

养后，进行细菌鉴定和药敏测试，证实为ＸＤＲＫＰ。

感染ＸＤＲＫＰ４、６、１２、２４ｈ后，线虫体内细菌总量

分别为（０．２８±０．０２）×１０５、（０．５０±０．３８）×１０５、

（１．７３±０．５６）×１０５、（２．６２±０．５３）×１０５ＣＦＵ／ｍＬ。

经方差分析，不同时间线虫体内细菌总数存在统计

学差异（犉＝１３６３．３９，犘＜０．００１）；经ＳＮＫ检验显

示，各时间点间体内细菌总量均有统计学差异（犘＜

０．０５），说明在实验时间范围内，随时间延长，

ＸＤＲＫＰ感染线虫体内细菌总量逐渐增加。

表１　不同浓度ＸＤＲＫＰ感染的秀丽隐杆线虫生存时间

犜犪犫犾犲１　Ｓｕｒｖｉｖａｌｔｉｍｅｏｆ犆．犲犾犲犵犪狀狊ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＸＤＲＫＰ

细菌种类
细菌浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）

线虫最长

存活时间（ｄ）
ＬＴ５０（ｄ）

空白对照 ０ １８ １２．００±０．７０

犈．犮狅犾犻ＯＰ５０ １０９ ２１ １２．００±０．４２

ＸＤＲＫＰ １．５×１０６ １８ １２．００±０．７９

ＸＤＲＫＰ １．５×１０７ １０ ６．００±０．２０

ＸＤＲＫＰ １．５×１０８ ７ ３．００±０．１７

!"#

$%&

$%'

$%(

#%)

#%#

!

"

#

$

%

&

!*!$*$ )$

'()*+,&

+,-./ !%*!!$

'

0123451 4678965

:"4653!;/

*$

4678965

+,-./ !"*!!$

<

+,-./ !"*!!$

&

图２　不同浓度ＸＤＲＫＰ感染的秀丽隐杆线虫生存曲线

犉犻犵狌狉犲２　Ｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｏｆ犆．犲犾犲犵犪狀狊ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＸＤＲＫＰ
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３　讨论

秀丽隐杆线虫是一种以细菌为食的小型土壤线

虫，因其全身透明易于观察、生命周期短、操作方便

简单、培养成本低廉、可操控性强等优点，成为应用

广泛的模式生物。但是，唯有病原菌对线虫致病，线

虫才有可能作为研究病原菌致病性及抗感染药物筛

选的模型。研究表明，粪肠球菌可以在线虫肠内繁

殖为更高的滴度，导致持续的感染，不能被根除，但

高滴度的屎肠球菌也可以在线虫的肠内累积，但不

会影响线虫的寿命［６］；国内也有报道，单核细胞增生

李斯特菌不能杀死秀丽隐杆线虫，对线虫无显著致

病性，不适合作为研究李斯特菌致病机制的模型［７］。

本研究利用临床分离的ＸＤＲＫＰ菌株，在液体条件

下感染线虫，通过观察线虫的生存状态及线虫肠道

细菌数量变化情况，探讨线虫是否可以作为 ＫＰ感

染的模型。

目前，国内线虫感染模型多采用经典的固体平

板杀线虫方法［８］，其过程繁琐。研究［９］报道，固体平

板实验与液体实验结果相似。本研究采用液体条件

下ＸＤＲＫＰ菌株感染线虫，不足之处是未与传统的

固体平板杀线虫方法作对照。感染菌不是线虫常规

的食物，研究［１０］表明，线虫能区分不同细菌的气味，

从而避开对其有害的食物而拒食。避免线虫为避开

感染菌苔而聚集于空白区域而达不到感染目的，固

体实验感染菌的菌苔涂布采用全板涂布，但是需排

除被平皿壁阻挡而死亡的线虫。

一个优秀筛选模型的建立，必须具备良好的可

操作性、重复性和稳定性，感染病原菌浓度的选择十

分重要，是决定线虫感染程度的重要条件之一。本

实验根据病原菌自身生长特点，收集对数生长末期

的菌液感染线虫被ＸＤＲＫＰ感染的线虫活动明显迟

缓，效果明显。感染线虫的ＸＤＲＫＰ浓度为１．５×

１０７与１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，线虫的存活率低于对

照组，线虫的最长生存时间为７、１０ｄ；ＸＤＲＫＰ浓度

为１．５×１０６ＣＦＵ／ｍＬ时，线虫的存活率与对照组

一致，说明在１．５×１０７、１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ浓度范

围内ＸＤＲＫＰ对线虫有感染致死效果，初步建立泛

耐药肺炎克雷伯菌感染秀丽隐杆线虫感染模型。

本研究证实了线虫的死亡与肠道内ＸＤＲＫＰ感

染有关。实验中，线虫肠道细菌计数得到的上清悬

液，经细菌纯培养，采用全自动细菌鉴定及药敏结果

证实为ＸＤＲＫＰ，说明ＸＤＲＫＰ进入到线虫体内，感

染了秀丽隐杆线虫。随着感染时间的延长，线虫肠

道体内细菌数不断定植和繁殖，造成线虫的永久性

感染直至死亡。

综上所述，本研究利用临床分离的ＸＤＲＫＰ，在

液体条件下成功建立了ＸＤＲＫＰ感染线虫的模型，

并证实了ＸＤＲＫＰ在线虫体内定植，不断繁殖导致

其死亡，该研究为下一步研究其致病机理以及药物

筛选奠定了基础。
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