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摘要　探讨了新型卟啉类光敏剂PA１介导的光动力抗菌(PACT)联合抗生素治疗重度创伤感染大鼠的效果并简

要探讨其机制.健康雄性 Wistar大白鼠２４只(清洁级)作为实验对象,建立大面积创伤感染模型,随机分成模型对

照组、PACT治疗组、抗生素治疗组、PACT联合抗生素治疗组,每组６只,共治疗８d.检测不同时间点各组创面下

的菌落数和创面愈合率,并采用酶联免疫吸附测定(ELISA)方法检测创面周边组织碱性成纤维因子(bFGF)、肿瘤

坏死因子α(TNFＧα)和白介素６(ILＧ６)的表达.结果表明PACT联合抗生素治疗与模型对照组相比能显著减轻大

鼠创伤组织的炎症,减少创面组织中细菌的数量,加快创面愈合速率,缩短创面愈合时间;同时还能提高创面组织

中bFGF的含量,抑制组织中炎症相关因子TNFＧα和ILＧ６的表达,其效果优于单用PACT的治疗组和单用抗生素

的治疗组.结果表明PACT联合抗生素可以治疗大面积创伤感染.
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Abstract　Toinvestigatethetreatmenteffectofnew porphyrinphotosensitizerPA１ mediatedphotodynamic
antimicrobialchemotherapy PACT combinedwithantibioticsontheratmodelwithseveremassivetraumatic
infectionandthemechanismofthecombinationtreatment ２４healthymale cleangrade Wistarratswereusedto
createthemassivetraumainfectionmodel敭Ratswererandomlydividedintofourgroups modelcontrolgroup 
PACTgroup antibiotictreatmentgroupandPACT＋antibiotictreatmentgroup敭Thereweresixratsineachgroup敭
Thewoundhealingrateandthenumberofbacterialcoloniesweredetectedatdifferenttimepointsineach
experimentalgroupduring８dtreatment敭EnzymeＧlinkedimmunosorbentassay ELISA methodwasusedtodetect
theexpressionofbasicfibroblastgrowthfactor bFGF  tumornecrosisfactorα TNFＧα andinterleukinＧ６ ILＧ６ 
intheperipheraltissuesofthewound敭TheresultsshowthatPACTcombined withantibiotictherapycan
significantlyreduceinflammatoryreactionandbacterialcoloniesinrattraumatissues acceleratethewoundhealing 
shortenthewoundhealingtime increasethecontentofbasicfibroblastfactor andinhibittheexpressionof
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inflammatorycytokinesTNFＧαandILＧ６敭ThetreatmenteffectofPACTcombinedwithantibiotictherapyisbetter
thanantibiotictherapyorPACTtherapyalone敭ItsuggeststhatPACTcombinedwithantibioticscantreatlargearea
traumaticinfection敭
Keywords　medicaloptics photodynamicantimicrobialtherapy traumaticinfection photosensitizer porphyrin
derivative
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１　引　　言
损伤引起的皮肤破损性疾病在临床治疗上比较棘手.由于抵御微生物侵袭的皮肤屏障受到破坏,细菌

由痂内向深部侵袭,当自身抵抗力下降、细菌毒力增强时会引起深部组织感染.尤其皮肤深度创伤后,创面

及其周边组织毛细血管扩张,导致毛细管通透性增加,体液渗出,局部组织水肿,这种改变恰好又成为细菌良

好的培养基,因此深度创面感染几乎不可避免.常见的深度创面感染菌群主要有以抗药性金黄色葡萄球菌

(MRSA)为代表的革兰阳性细菌及以铜绿假单胞菌、大肠埃希菌为代表的革兰阴性细菌[１].其中 MRSA是

一种临床上常见的毒性较强的耐药细菌,MRSA 感染几乎遍及全球,已成为院内感染的重要病原菌之

一[１Ｇ２].铜绿假单胞菌和大肠埃希菌都是致病力较低但抗药性较强的杆菌,在烧伤或创伤部位感染中常

见[３],能引起化脓性病变,也可引起心内膜炎、胃肠炎、脓胸甚至败血症[４].近年来,抗生素的滥用使得细菌

的耐药性越来越强,由细菌感染造成的死亡率越来越高[５],对人类健康构成了严重的威胁.
光动力抗菌疗法(PACT)是基于激光、氧和光敏剂３种因素共同作用的氧化损伤机制的一种抗菌疗法,

很难使细菌产生耐药性[６].研究表明卟啉类光敏剂可用于局部抗菌[７],与正常组织相比,细菌对该类光敏剂

具有良好的吸收性,且短时间吸收即可达到饱和[８Ｇ９].大面积深度创伤发生时,由于屏障系统被破坏,细菌很

容易穿透屏障导致败血症.PACT可外用,但体内需靠自身免疫系统清除细菌,若其感染程度超过自身免疫

承受范围,便容易引起败血症等疾病.基于此,将PACT和抗生素的优势结合起来,利用PACT清除体表细

菌的同时使用抗生素清除体内细菌,使用少量抗生素即可起到疗效.本课题组前期实验表明新型卟啉类光

敏剂PA１对革兰阴性菌及阳性菌均有很好的杀伤性,筛选出了治疗效果较好的剂量.本文将抗生素与

PACT最佳剂量结合共同治疗大鼠重度创伤感染模型,旨在研究抗重度感染的临床治疗方法,为PACT的

临床应用提供实验依据.

２　材料与方法
２．１　试剂与仪器

试剂采用卟啉类光敏化合物PA１和头孢唑啉.卟啉类光敏化合物PA１为自行合成,紫红色粉末,其结

构如图１所示.体外实验用二甲基亚砜(DMSO)配制浓度为１０－２ mol/L,动物实验用无菌磷酸盐缓冲液

(PBS)配制到合适浓度使用.

图１ 化合物PA１的结构图

Fig敭１ ChemicalstructuralformulaofPA１

头孢唑林由华北制药股份有限公司生产.使用时用无菌生理盐水稀释,按照说明将人的给药剂量折算

成大鼠的给药剂量.
实验采用的仪器有半导体 激 光 器(７４０４,Intense公 司,美 国,６５０nm 光 纤 输 出);多 功 能 酶 标 仪

(Thermofisher公司,美国);细菌培养箱(SANYO,日本);酶联免疫吸附测定(ELISA)检测试剂盒(北京中

杉金桥有限公司).
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２．２　实验菌株

标准质控菌株大肠埃希菌(ATCC２５９２２),MRSA(临床分离菌株),铜绿假单胞菌(ATCC２７８５３),由解

放军３０７医院惠赠.
从复苏的３种菌株固体培养基中,各挑取一个菌落于４０mL无菌肉汤中,放置在３５℃,２５０r/min振荡

２４h,然后各取一定量离心(９０００g,１min),去上清,用PBS清洗１次,然后再用PBS稀释,体内实验最后按

照比例将混合菌定量为 MRSA１０１０mL－１,大肠埃希菌５×１０９mL－１,铜绿假单胞菌５×１０９mL－１.

２．３　动物模型的制备

健康雄性(清洁级)Wistar大鼠,体重２１０~２３０g,鼠龄７周,均由北京华阜康实验动物中心提供,动物

合格证编号为SCXK(京)２００９Ｇ０００４.实验前１周将大鼠置于实验环境中饲养,室温２０~２５℃.分别采用中

度感染模型和重度感染模型进行实验,中度感染模型共２４只大鼠,随机分成模型对照组、PACT治疗组、抗
生素治疗组、PACT＋抗生素治疗组共４组,每组６只;重度感染模型共５０只大鼠,随机分成模型对照组、

PACT治疗组、抗生素治疗组、PACT＋抗生素治疗组和空白对照组共５组,每组１０只.

２．３．１　中度感染模型制备

采用改良全层皮肤缺损法[１０]制成创伤感染性动物体表溃疡模型.实验当日大鼠禁食,腹腔注射１０％水

合氯醛(３００mg/kg)麻醉,固定大鼠呈俯卧位,背部剃毛,剃毛面积约７cm×５cm,常规消毒,无菌条件下,选
择距肩胛骨以下２cm、背中部脊柱两侧１cm处用直径１５mm的环钻垂直于皮肤压出４个圆形痕迹,即背

部两侧各制备２个创面(１．７７cm２/个),沿压痕用无菌弯手术剪剪去全层皮肤(剔除部分深筋膜),制成圆形

全层皮肤缺损创面,伤口止血备用.充分止血后在伤口表面覆盖与创面大小相仿的圆形纱布,每块纱布表面

滴入５０μL新配制的 MRSA(１０１０mL－１)、大肠埃希菌(５×１０９mL－１)、铜绿假单胞菌(５×１０９mL－１)３种菌

株混悬液,然后用纱布包扎固定.动物分笼饲养,给予充足的水和食物.采用 MeehＧRubner公式计算,４个

创面面积达７．０７×１０－４m２,约占大鼠体表面积的２１％.

２．３．２　重度感染模型制备

进一步改进中度感染的造模方法.１)增加创伤面积.在上述致伤部位,用直径１８mm的环钻垂直于

皮肤压出１个圆形痕迹(２．５５cm２),使用无菌弯手术剪沿压痕剪去全层皮肤(剔除深筋膜),制成圆形全层皮

肤缺损 创 面,止 血 备 用.每 只 大 鼠 制 备 ４ 个 创 面,采 用 MeehＧRubner公 式 计 算,４ 个 创 面 面 积 达

１．０２×１０－３m２,约占大鼠体表面积的３１．６％.２)增加创伤表面滴加的混合细菌的量.制备的大鼠４个创面

上每个创面滴加１００μL新配制的 MRSA(１０１０ mL－１)、大肠埃希菌(５×１０９ mL－１)、铜绿假单胞菌

(５×１０９mL－１)３种菌株混悬液.其余操作同中度感染模型制备.空白对照组只制作创面,不加细菌.

２．４　治疗方案

创伤感染４８h后,模型对照组每个创面各滴加５０μL(共２００μL)生理盐水;抗生素组对每只大鼠经尾

静脉注射头孢唑林０．８mL(剂量换算后);PACT组:每个创面各滴加５０μL(共２００μL)光敏剂PA１溶液

(１８７．５μmol/L)＋激 光 治 疗;PACT＋抗 生 素 组:每 个 创 面 各 滴 加 ５０μL(共 ２００μL)PA１ 溶 液

(１８７．５μmol/L)＋激光治疗＋尾静脉注射抗生素０．８mL共同治疗.

PACT组和PACT＋抗生素组动物给予PA１后需避光饲养３０min后进行激光局部照射皮肤表面,光
照时间１０min,激光能量密度６０J/cm２,光斑直径１．５cm;治疗后移至暗室,避光饲养.

抗生素给药方式:每２d给药１次;光敏剂给药方式:每２d给药１次;激光光照方式:每天照光１次.共

治疗８d,其后各组大鼠常规饲养,直到实验结束.

２．５　检测指标

２．５．１　在体抑菌影响

取无菌棉签蘸取生理盐水,由创面一侧向另一侧滚动均匀涂抹全创面１次,立即置入装有５mL生理盐

水的无菌试管内.检测时用生理盐水倍比稀释至１０－６,然后每个稀释梯度各取１００μL菌液涂布于普通肉

汤琼脂平板,每个梯度涂布两个平板.３７℃过夜培养,观察菌落形态,并计数菌落形成单位(CFU).创面接

种细菌２４h后,测定各实验组治疗过程中第１,４,９,１２d创面３种菌落的总数量.

０３１７０１Ｇ３
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２．５．２　创面愈合率

建模后,每天观察伤口愈合情况,数码相机拍照,于第３,６,９,１２d用游标卡尺测量创面直径,计算创面

面积及创面愈合率.创面愈合率(％)＝(初始创伤面积Ｇ未愈合创面面积)/初始创伤面积.

２．５．３　ELISA检测创面周边组织细胞因子的表达

治疗第４,８,１２d取创面新生肉芽组织,用ELISA方法检测创面周边组织中碱性成纤维细胞生长因子

(bFGF)、肿瘤坏死因子α(TNFＧα)和白介素６(ILＧ６)的表达.

２．６　统计学处理

应用SPSS１６．０软件进行数据处理分析.数据用平均数±标准差表示,多组间比较采用重复测量资料

的方差分析.同一时刻不同组间比较采用单因素方差分析,多重比较用最小显著差异法(LSD)t检验.P＜
０．０５认为有统计学意义.

３　实验结果
３．１　创面愈合率比较(中度创伤感染)

表１为各组第３、６、９、１２d伤口愈合率.由表１可见,治疗３d时,PACT组、抗生素组、PACT＋抗生素

组愈合率均大于模型对照组(P＜０．０５).PACT治疗组创面愈合率高于抗生素组(P＜０．０５),PACT＋抗生

素组的创面愈合率也高于抗生素组但差异无统计学意义(P＞０．０５).治疗６~９d时各组创面愈合率均增

加,PACT治疗组、抗生素组、PACT＋抗生素组愈合率均明显高于模型对照组(P＜０．０５).其中PACT治

疗组创面愈合率依然高于抗生素组(P＜０．０１).治疗１２d时,PACT＋抗生素组创面几乎全部愈合,愈合率

高于PACT组和抗生素组(P＜０．０１).
表１　不同治疗时间后各组伤口愈合率比较

Table１　Woundhealingrateofthefourgroupsaftertreatmentfordifferentperiod

Group
Healingrate/％

３d ６d ９d １２d
Control １０．１±５．２ ５０．３±９．８ ７５±１１ ８１．３±９．２
Cefazolin ３３．４±８．９▲ 　６８．８±８．５▲ ８９．２±４．９▲ ９５．２±２．８▲

PACT ４２．３±８▲∗ 　７５±８．３▲ ９１．８±４．０▲ ９８．２±１．８▲

PACT＋cefazolin ３８．４±７．７▲ 　７１．３±１１▲ 　９２±４．２▲ ９９．３±１．５▲∗

Notes:▲comparedwithcontrolgroup,P＜０．０５;∗comparedwithcefazolingroup;P＜０．０５

３．２　不同时间点创面下菌落数的比较(中度创伤感染)
由表２可见,治疗１d时,各治疗组的菌落数与模型对照组相比无统计学意义(P＞０．０５);治疗４d时,

各组创面下菌落数开始降低,PACT组和PACT＋抗生素组创面下菌落数少于模型对照组和抗生素组,差异

有统计学意义(P＜０．０５);治疗１２d时,模型对照组创面下菌落数依然很多,抗生素组创面下菌落数少于模

型对照组,PACT治疗组对３种菌的抑制高于抗生素组(P＜０．０５),PACT＋抗生素组创面下菌落数最少.

PACT＋抗生素组对３种菌的抑制效果最好.
表２　不同治疗时间后各组之间菌落数比较

Table２　CFUofthefourgroupsaftertreatmentfordifferentperiod

Group
CFU/mL－１

１d ４d ９d １２d
Control ５８１６６７±２７７８７８ ２１２６６７±２１６００７ １３４２５±２２００７ １０２２±５４１
Cefazolin ８４００００±１８４３９１ ８４３３３±３２０１０ ７４８３±３６８１ 　５７±２０∗

PACT １１２６６６７±５６３３７１ 　６７０±３０２∗▲ 　２３０±１８１▲ 　 　６±４．５∗▲

PACT＋cefazolin ９１８３３３±４６８３７７ 　９３２±６６３∗▲ 　４６±２７▲★ 　　４．５±３．２∗▲

Notes:▲comparedwithcontrolgroup,P＜０．０５;∗comparedwithcefazolingroup,P＜０．０５;★comparedwithPACTgroup,

P＜０．０５
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３．３　创面周边组织bFGF、TNFＧα、ILＧ６含量变化(中度创伤感染)
图２为创面周边组织bFGF、TNFＧα,ILＧ６的表达量.∗号表示与对照组相比具有统计学意义(P＜

０．０５).由图２(a)可见,在整个愈合过程中,各治疗组诱导bFGF的表达水平均高于模型对照组(P＜０．０５);
治疗８d时,PACT＋抗生素组诱导bFGF的表达水平最高,显著高于模型对照组和其他治疗组(P＜０．０５),
在治疗后期(１２d),PACT组诱导bFGF的表达水平高于抗生素组.PACT＋抗生素组能诱导bFGF的高水

平表达,且以创伤愈合中期(８d左右)的表达水平最高,因而认为PACT联合抗生素治疗创伤感染能显著上

调bFGF的表达来发挥其促愈作用.由图２(b)可见,治疗４d时,各组大鼠创面组织TNFＧα含量都很高,模
型对照组大鼠组织TNFＧα含量最高,PACT＋抗生素组大鼠组织TNFＧα含量最低(与模型对照组相比具有

统计学意义,P＜０．０５).治疗后第８天和第１２天,各组大鼠创面组织TNFＧα含量均降低,其中PACT＋抗

生素组TNFＧα含量最低(与模型对照相比具有统计学意义,P＜０．０５).
由图２(c)可见,整个创伤恢复过程中,各组创伤组织中ILＧ６含量均逐渐降低.治疗４d时,模型对照组

大鼠组织ILＧ６含量最高,PACT＋抗生素组最低.治疗后８天,各组大鼠创伤组织中ILＧ６含量降低,模型对

照组大鼠组织ILＧ６含量显著高于其他各治疗组(P＜０．０５).治疗后１２天,PACT＋抗生素组创伤组织中

ILＧ６含量最低,与模型对照组相比具有统计学意义(P＜０．０５).

图２ 治疗４,８,１２d后的ELISA检测结果.(a)bFGF;(b)TNFＧα;(c)ILＧ６含量表达

Fig敭２  a bFGF  b TNFＧα  c ILＧ６expressiondeterminedbyELISAaftertreatmentfor４ ８ １２d

３．４　各组大鼠生存率分析(重度创伤感染)
图３为各组重度感染大鼠生存率.图３结果表明,治疗５d时,模型对照组感染大鼠已经大部分死亡,

存活率为４０％,抗生素组存活率为５０％,PACT治疗组存活率为７０％,PACT＋抗生素治疗组却有８０％的

存活率.实验中还观察到,感染后大鼠显示相似的感染症状:体重减轻,皮毛不光滑,不爱活动,蜷缩等,但经

过PACT＋抗生素治疗后大鼠体重开始恢复,变得活泼好动.

图３ 各组重度感染大鼠生存率随时间的变化

Fig敭３ Survivalratesofratsversustimeafterinfectionindifferentgroups

４　讨　　论
MRSA是目前院内感染的重要病原菌之一,不仅对βＧ内酰胺类抗生素(包括亚胺培南等碳青霉烯类)耐

药,而且对氨基糖苷类、大环内酯类、四环素类、氟喹诺酮类、磺胺类、利福平等均产生不同程度的耐药
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性[１１Ｇ１２].目前,可供临床治疗 MRSA的药物非常有限,除传统的糖肽类抗生素(万古霉素)及新研发的抗生

素(利奈唑胺及达托霉素)外,其他抗生素的效果均不佳.万古霉素具有严重的肾毒性及耳毒性,而且临床已

出现了耐万古霉素的 MRSA菌株(VRSA).铜绿假单胞菌和大肠埃希菌也是最常见的机会性致病菌,对多

种抗菌药物存在多种耐药机制,治疗由其所致感染可选择的有效抗菌药物甚少[１３].近年来,由 MRSA和铜

绿假单胞菌、大肠埃希菌所导致的败血症、心内膜炎、骨髓炎、脑膜炎在临床治疗中成为越来越棘手的问题,
患者病情往往危急,症状重,抗生素也难以控制[１４].因此,研制新的抗感染药物尤为迫切.

研究表明,光动力抗菌疗法在治疗耐药菌引起的感染方面具有一定的优势[１５Ｇ１９].实验采用大鼠皮肤大

面积创伤感染模型,滴加３种混合菌株(临床深度创伤组织中最常见的３种菌株),模拟临床大面积创伤感

染[２０],结果表明PACT联合抗生素治疗可以提高大鼠感染创面的愈合率,对创面存在的革兰阴性菌与革兰

阳性菌有很好的杀菌作用,治疗创面感染疗效显著,好于单用抗生素或单用PACT治疗.
创伤修复过程中,bFGF是最活跃的促血管形成因子[２１],可以促进毛细血管内皮细胞及血管周围的细胞

增殖,诱导微血管的形成.还能刺激成纤维细胞增殖、分化和合成新的细胞外基质,促进肉芽组织生长,增加

其上皮化[２２Ｇ２４].TNFＧα和ILＧ６是具有多种生物学活性的炎性细胞因子,是反映组织炎症程度的灵敏指

标[２５Ｇ２７].这些因子的表达水平可作为评价创伤愈合速度和愈合质量的指标.实验通过ELISA检测了不同

时间点创面组织中bFGF和 TNFＧα、ILＧ６因子的含量变化.结果表明:在整个愈合过程中,治疗组诱导

bFGF的表达水平均高于模型对照组,PACT组诱导bFGF的表达水平高于抗生素组.PACT＋抗生素组诱

导bFGF的表达水平最高,显著高于模型对照组、PACT组及抗生素组.创伤恢复过程中,各组创伤组织中

TNFＧα和ILＧ６表达量均逐渐降低,但PACT＋抗生素组创伤组织中TNFＧα和ILＧ６表达含量最低.以上结

果说明PACT联合抗生素治疗创伤感染能显著上调bFGF的表达来发挥其促愈作用,同时还能抑制创伤组

织TNFＧα和ILＧ６的表达,减弱创伤诱发的过度炎症反应,从而有利于创伤组织的修复.
为了进一步确定PACT联合抗生素治疗大面积创伤感染的效果,创建了大面积创伤重度感染模型(创

伤面积加大,滴加的混合菌量增加一倍),治疗方法与中度感染相同.结果表明,感染５d后模型对照组大鼠

大部分死亡,存活率为４０％,而PACT＋抗生素组却有８０％的存活率.经过PACT联合抗生素治疗,存活

的大鼠变得活泼,体重开始恢复,表明PACT联合抗生素治疗的有效性.

５　结　　论
PACT联合抗生素治疗能显著上调创面组织中bFGF的表达,显著降低组织中炎症相关因子TNFＧα和

ILＧ６的表达,能促进大鼠创面纤维合成和重新分布,加快创面愈合速率;还可以减少创面组织中细菌的数

量,减少创伤组织的炎症反应,有助于创伤组织的修复.
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