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特地唑胺对耐甲氧西林表皮葡萄球菌植入物
相关性骨髓炎的治疗效果研究!

娄方练!!郑周海@!付福建"重庆市南川区人民医院骨科!重庆!%#>%##$

中图分类号!BAE>J$ 文献标志码!C 文章编号!$DE"F"$"%""#"$##%F#%"#F#%
GHI!$#J$%##AKL;,11.;$DE"5"$"%J"#"$J#%J##A

摘!要!目的!通过构建耐甲氧西林表皮葡萄球菌%R6+7,Q,)),.5361,1+(.+/$01234,5,556#71)87+9)8)## SBM&&植入物相关性骨髓炎大
鼠模型#观察特地唑胺对SBM&相关性骨髓炎的治疗效果" 方法!将预先定植 SBM&生物膜的不锈钢丝植入大鼠的胫骨近端#感
染 $周后将 A%只大鼠随机分为 D组#分别为对照组 %%e$>&’特地唑胺治疗组%%e$D&’特地唑胺5利福平联合治疗组%%e$?&’利
福平治疗组%%e$?&’万古霉素5利福平联合治疗组%%e$?&以及万古霉素治疗组%%e$?&" 在建模感染后 $周后以及治疗完成后#
分别对每组中的 ?只大鼠进行骨和钢丝的细菌定量培养以及骨组织的苏木精5伊红染色" 结果!感染 $ 周后#胫骨培养的葡萄球
菌中位数为 %J>A )49X[K4(四分位数间距为%=J>=c?J==&)49X[K4)#并且每组大鼠的植入钢丝均检出葡萄球菌" 药物治疗 =周
后#骨培养的葡萄球菌的中位数为 =JE# )49X[K4" 除单用万古霉素治疗组%"JE> )49X[K4&外#所有治疗组大鼠骨内葡萄球菌数
量均显著低于未治疗组#利福平治疗组’特地唑胺5利福平联合治疗组以及万古霉素5利福平联合治疗组均未检测到葡萄球菌" 结
论!SBM&植入物相关性骨髓炎大鼠模型对利福平’特地唑胺及万古霉素敏感" 特地唑胺联合利福平在SBM&外源性骨髓炎大鼠
模型中具有较好的治疗作用"
关键词!特地唑胺$ 骨髓炎$ 耐甲氧西林表皮葡萄球菌

1$"-%,":3’#B++"#3(*+1"-%/*7%)’0"*& !"3$’#’77’&5."(’(3%&363%,$27*#*##:(B,’0"-)’0’(
N),7%&3@((*#’%3"0E(3"*)2"7’3’(!

bH[X(.4),(.& h]&<Th7-*7(,& X[X*L,(. #G68+;-2H3+7-86/,Q& 97-.4Z,.4<(.Q7*(. G,1+3,Q+
P6-8)611]-18,+()& 97-.4Z,.4%#>%##& 97,.($

@<61.@81!H\̂&9OI:&" O--_163’6+76+763(86*+,Q6226Q+1-2+63/,‘-)(R,/6-. R6+7,Q,)),.5361,1+(.+/$01234,5,556#
71)87+9)8)##SBM&$ ,R8)(.+(11-Q,(+6/ -1+6-R06),+,1_061+(_),17,.4(3(+R-/6)-2SBM&(11-Q,(+6/ -1+6-R06),+,1;
S&O]HGM" O761+(,.)61151+66)N,368362,g6/ N,+7 SBM&_,-2,)RN(1,R8)(.+6/ ,.+-+7683-g,R()+,_,(-23(+1;H.6N66a
(2+63,.26Q+,-.& A% 3(+1N6363(./-R)0/,’,/6/ ,.+-+76Q-.+3-)43-*8 #%e$>$& +63/,‘-)(R,/6+36(+R6.+43-*8 #%e$D$&
+63/,‘-)(R,/6Q-R_,.6/ N,+7 3,2(R8,Q,. +36(+R6.+43-*8 #%e$?$& 3,2(R8,Q,. +36(+R6.+43-*8 #%e$?$& ’(.Q-R0Q,.
Q-R_,.6/ N,+7 3,2(R8,Q,. +36(+R6.+43-*8 #.e$?$ (./ ’(.Q-R0Q,. +36(+R6.+43-*8 #%e$?$;H.6N66a (2+63R-/6),.4
,.26Q+,-. (./ (2+63Q-R8)6+,-. -2+36(+R6.+& Z*(.+,+(+,’6_(Q+63,()Q*)+*36-2_-.6(./ 1+66)N,36(./ ]&1+(,.,.4-2_-.6
+,11*61-2? 3(+1,. 6(Q7 43-*8 N6368632-3R6/ 36186Q+,’6)0;B&M[bOM" H.6N66a (2+63,.26Q+,-.& +76R6/,(. .*R_63-2
/$01234,5,556#Q*)+*36/ -. +,_,(N(1%J>A )49X[K4(,.+63Z*(3+,)63(.46#23-R =J>= +-?J==$ )49X[K4)& (./
/$01234,5,556#N636/6+6Q+6/ ,. +76,R8)(.+6/ 1+66)N,361-26(Q7 43-*8 -23(+1;C2+63+7366N66a1-2/3*4+36(+R6.+& +76
R6/,(. -2/$01234,5,556#Q*)+*36/ -. _-.6N(1=JE# )49X[K4;&gQ68+2-3’(.Q-R0Q,. +36(+R6.+43-*8 #"JE> )49X[K4$&
+76.*R_63-2/$01234,5,556#-. _-.6,. ())+36(+R6.+43-*81N6361,4.,2,Q(.+)0)-N63+7(. +7-16,. +76*.+36(+6/ 43-*8;
<-/$01234,5,556#N(1/6+6Q+6/ ,. +763,2(R8,Q,. +36(+R6.+43-*8& +63/,‘-)(R,/6Q-R_,.6/ N,+7 3,2(R8,Q,. +36(+R6.+
43-*8 (./ ’(.Q-R0Q,. Q-R_,.6/ N,+7 3,2(R8,Q,. +36(+R6.+43-*8;9H<9b[MIH<M" O763(+R-/6)-2SBM&,R8)(.+
(11-Q,(+6/ -1+6-R06),+,1,116.1,+,’6+-3,2(R8,Q,.&+63(‘-)(R,/6(./ ’(.Q-R0Q,.;O6/,‘-)(R,/6Q-R_,.6/ N,+7 3,2(R8,Q,.
7(1_6++63+763(86*+,Q6226Q+1,. +76SBM&6g-46.-*1-1+6-R06),+,13(+R-/6);
ABCDE.F6!O63(‘-)(R,/6’ H1+6-R06),+,1’ S6+7,Q,)),.5B61,1+(.+/$01234,5,556#71)87+9)8)#

!基金项目"重庆市卫生和计划委员会#<-;"#$>h\fS#$$$
!主治医师% 研究方向"脊柱*创伤*骨感染% &5R(,)"$?"DDA=AY

ZZ;Q-R
@ 通信作者"副主任医师% 研究方向"脊柱*创伤% &5R(,)"

?"%"D?$"$YZZ;Q-R

!!m?#V的慢性和恶性感染由革兰阳性葡萄球菌引起&其中 以金黄色葡萄球菌和表皮葡萄球菌最为常见($) % 在美国和欧

洲&引起假体关节感染的凝固酶阴性葡萄球菌中&m>#V的菌

株对甲氧西林耐药’慢性细菌的感染过程中常涉及生物膜的

形成("5=) &并且生物膜内微环境的改变会影响药物的抗菌作

用&因此&临床上由耐甲氧西林表皮葡萄球菌 #R6+7,Q,)),.5
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361,1+(.+/$01234,5,556#71)87+9)8)#& SBM&$引起的植入物相关
感染治疗困难&抗菌药物疗效局限&通常需要移除所有的假体
或充分清创才能得以痊愈(%5?) % 针对 SBM&相关性植入物导
致的骨髓炎需要安全有效的抗菌方案%

目前&万古霉素是SBM&感染的首选治疗药物&但由于针
对SBM&的万古霉素最低抑菌浓度 #R,.,R*R ,.7,_,+-30
Q-.Q6.+3(+,-.&SI9$相对较高&一些研究结果认为对于 SBM&&

万古霉素具有潜在毒性和有限的杀菌作用(D5E) % 利福平在生
物膜相关感染中的治疗效果明显&但针对耐药菌的治疗仍具
有风险&因此不作为单一药物进行使用% 特地唑胺是噁唑烷
酮类抗菌药物&经美国食品药品监督管理局批准用于急性细
菌性皮肤及皮肤结构感染的治疗&并且其对耐甲氧西林葡萄
球菌具有更强的作用(>5A) % 但目前尚无针对特地唑胺治疗
SBM&植入物相关性骨髓炎的具体研究&因此&本研究利用
SBM&菌株建立了骨髓炎大鼠模型&将特地唑胺单药*特地唑
胺联合利福平*利福平单药*万古霉素单药以及万古霉素联合
利福平的治疗效果进行比较&现报告如下%

GH材料
GIGH仪器

BS""=?型手动轮转式切片#b6,Q(公司$’\f%$型光学显
微镜 #H)0R8*1公司$’GM5B,)型生物数码显微镜 #<,a-.

公司$%
GIJH!.6B菌株及实验动物

SBM&菌株"研究所涉及到的SBM&菌株最初是从恢复期
的假体周围感染患者获取% 实验动物"雄性大鼠 A% 只&体重
"?#c=?# 4&购自上海斯莱克实验动物有限责任公司&动物许
可证号为 M9fU#沪$"#$"5###"% 本研究相关内容获得了医院
动物伦理委员会的批准%
GIKH药品与试剂

注射用盐酸万古霉素#批准文号为国药准字 ]"##>%"D>&

规格为 #J? 4$购自重庆莱美药业股份有限公司’注射用磷酸
特地唑胺#9CM号">?D>DE5??5?$购自美国S63Qa公司’利福平
注射液(批准文号为国药准字 ]"##?#E"?&规格为 ? R)j#J= 4
#以利福平计$)购自沈阳双鼎制药有限公司% #JAV氯化钠溶
液购自广州珠江制药厂%

JH方法
JIGH动物模型的建立

采用体重 "?#c=?# 4的雄性大鼠 A%只建立实验性植入物
相关性骨髓炎模型% 首先&腹腔注射氯胺酮#D# R4Ka4$和甲
苯噻嗪#D R4Ka4$进行全身麻醉之后&剃光大鼠左腿毛发&手
术暴露左腿胫骨近端 $K=&髓腔内钻取 $J? RR直径孔% 在
#JAV氯化钠溶液中加入硬化剂*花生四烯酸钠盐并注入髓腔%

将 $#> 9X[KR)SBM&悬液 $## $)注射至骨髓中% 预先准备直
径 ? RR*长度 $ RR的不锈钢丝&浸泡于SBM&和色氨酸酶大
豆肉汤混合的悬浮液 $ R)中&=E s环境下孵育 " 7&使其形成
生物膜&并将带有生物膜的金属丝植入骨髓腔内% 以石膏覆
盖孔口&用缝合线缝合筋膜和皮肤&并在伤口上喷洒杀菌剂%

皮下注射缓释丁丙诺啡##J#? R4Ka4$止痛% 为验证模型是否
成功&于感染 $ 周后取 ? 只大鼠进行定量骨和钢丝的细菌
培养%
JIJH分组

确定感染后&A%只动物开始接受不同的药物治疗% 动物
随机分为 D组"对照组#$>例$*特地唑胺治疗组#$D例$*特地
唑胺5利福平联合治疗组#$?例$*利福平治疗组#$?例$*万古
霉素治疗组 # $? 例$ 以及万古霉素5利福平联合治疗组
#$?例$% 选择合适的剂量模拟上述人体 SI9浓度% 不同药
物的给药剂量和方法如下"特地唑胺 =# R4Ka4&$日 $次’利福
平 "? R4Ka4&$日 " 次’万古霉素 ?# R4Ka4&$ 日 " 次’上述药
物均为腹腔注射&连续治疗 $% /%

治疗结束后 "% 7处死大鼠% 无菌条件下取出左侧胫骨&
如果需要培养&则冷冻于F># s环境中% 每组取 $只大鼠胫骨
进行组织病理学评价% 在植入钢丝的 ? RR范围内切割和粉
碎骨头*称重&并对不锈钢丝进行无菌处理% 将粉碎的骨头和
钢丝分别悬浮于胰蛋白胨大豆肉汤 " R)中&涡旋 =# 1&%# a]‘
下超声 ? R,.% 进行定量骨和钢丝细菌培养% 如果在定量培
养过程中没有细菌生长&则在剩余的 " R)肉汤中加入无菌胰
蛋白胨大豆肉汤 > R)&=E s下孵育 %> 7&进行定性培养% 对于
有生长迹象的肉汤&进行传代&以确定存在SBM&%
JIKH抗菌药物的!N8测定

对于治疗后从骨或钢丝上恢复的SBM&&使用定量培养板
上的 =个菌落测定特地唑胺*利福平或万古霉素的SI9% 采用
琼脂稀释法测定生物膜测定最低生物膜抑菌浓度#S\I9$和
最低生物膜杀菌浓度#S\\9$&具体方法如下"将不同浓度剂
量的抗菌药物稀释后加入融化并冷却至约 ?# s的琼脂中&制
成不同药物浓度梯度的平板并接种获取的 SBM&菌种&孵育
后观察细菌生长情况&测定S\I9和S\\9%
JILH组织病理学检查

每组随机抽取 $ 只大鼠取下的胫骨&在 $#V甲醛中固定
" /&在 ?V硝酸溶液中脱钙% 胫骨纵切成两半&石蜡包埋&顶
部有髓腔表面&纵切&然后进行苏木精5伊红#76R(+-g0),. (./
6-1,.&]&$染色% 观察成骨细胞数量&骨重建形成和骨破坏情
况&以及炎症细胞浸润程度%
JIMH统计学方法

使用 MCM AJ%软件进行数据分析&以骨#4$或钢丝#QR"$
表面葡萄球菌数目#以 )49X[表示$的中位数和四分位数间
距#IqB$进行统计学描述’使用 U3*1a()5p()),1检验比较各组
细菌数量差异&进一步采用威尔科克森秩和检验进行对照组
与 ?个治疗组的组间比较’!d#J#?为差异有统计学意义%

KH结果
KIGH各药的!N8$!<N8以及!<<8

各药针对 SBM&的 SI9"万古霉素为 " $4KR)&利福平)
#J#$? $4KR)&特地唑胺为 #J? $4KR)% 各药针对 SBM&的
S\I9"万古霉素为 " $4KR)&利福平为 #J##$ $4KR)&特地唑胺
为 " $4KR)% 各药针对SBM&的S\\9"万古霉素为 $"> $4KR)&
利福平为 " $4KR)&特地唑胺为 =" $4KR)%
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KIJH实验性骨髓炎大鼠模型的构建及药物治疗效果评估
建模 $周后检测大鼠骨组织中 SB&M 的细菌数量&中位

细菌数量为 %J>A )49X[K4(IqB为#=J>=c?J==$)49X[K4)&并
且所有钢丝表面均检测到 SBM&% 经药物治疗后再次对骨组
织进行细菌的定量培养&结果见图 $#C$% 对照组的SBM&细
菌数量为 =JE# )49X[K4(IqB为##J?c%J"A$)49X[K4)&特地
唑胺组为 #J?# )49X[K4(IqB为##J$c"JD>$)49X[K4)&万古
霉素组为 "JE> )49X[K4(IqB为##J?#c=JD%$)49X[K4)% 利
福平治疗组*特地唑胺5利福平联合治疗组及万古霉素5利福
平联合治疗组的骨组织中均未检出SBM&% 除万古霉素治疗
组外&其他治疗组的菌落计数与对照组比较&差异均有统计
学意义#!)#J##?$% 特地唑胺治疗组与万古霉素治疗组比
较&残留细菌数量的差异无统计学意义#!e#J$$$% 但特地
唑胺治疗组与利福平治疗组#!e#J### >$*万古霉素治疗组
与利福平治疗组#!e#J### =$的细菌数量比较&差异均有统
计学意义%

同时&对钢丝上的SBM&进行定量培养&结果见图 $#\$%
利福平治疗组#!e#J#"$*特地唑胺治疗组#!e#J%=$*特地唑
胺5利福平联合治疗组#!e#J##=$及万古霉素5利福平联合治
疗组#!e#J##=$的 SBM&菌落数与对照组相比&差异均有统
计学意义’但万古霉素治疗组SBM&菌落数与对照组相比&差
异无统计学意义#!e#J"E$%
KIKH骨组织的病理学分析

对骨组织进行]&染色&由图 " 可知&在 SBM&细菌的刺
激下&对照组中的成骨细胞活性显著增加&骨重建明显(图 "
#C$箭头所示)&但大鼠的骨组织标本中均无急性炎症细胞浸
润的迹象’在万古霉素治疗组大鼠的骨骼横截面上的髓腔内
可见一条钢丝穿透切迹(图 "#\$箭头所示)%

LH讨论
本研究采用假体周围感染患者来源的 SBM&菌株构建骨

髓炎大鼠模型&进行特地唑胺*利福平以及万古霉素的药物干
预&发现除单用万古霉素效果不佳外&特地唑胺联合利福平*
万古霉素联合利福平均对SBM&感染的骨髓炎动物模型具有
较好的治疗效果%

虽然在感染性心内膜炎以及小鼠导管相关生物膜感染模
型中&特地唑胺对SBMC的治疗作用已经得到了验证($#5$$) &但
特地唑胺针对SBM&在骨髓炎中的作用尚未得到研究结果证
明% 本研究成功建立了一种实验性植入物相关性骨髓炎大鼠
模型&并将其用于评价特地唑胺对 SBM&的治疗作用% 既往
有研究报道认为&可以通过将细菌直接注入髓腔 % 周后产生
骨髓感染&建立骨髓炎模型($"5$%) % 但是&单纯注射SBM&并不
能产生足够的感染力&机体能够通过自身的免疫反应在 = 周
内清除病原&因此&骨髓炎建模的成功率不稳定% 本研究对既
往SMBC骨髓炎模型进行了改进&包括筛选来自临床患者的
常见菌株&借助钢丝形成SBM&的生物膜并转移至骨髓腔内&
使模型更符合临床常见的植入物源性骨髓炎的发病机制% 同
时&将感染时间和治疗间隔分别缩短至 $ 周和 " 周&避免了因
疾病自限性造成的假阳性% 此外&本研究观察到 SBM&的数

C;SBM&细菌的骨组织定量培养结果#以每克骨组
织的细菌菌落数)49X[表示$’\;SBM&细菌的钢丝定量培

养结果#以每QR" 表面积中的细菌菌落数)49X[表示$’
!!d#J##?’水平线表示中位数

C;Z*(.+,+(+,’6Q*)+*36361*)+1-. _-.6+,11*6-2SBM&
_(Q+63,(#6g836116/ (1)49X[-2_(Q+63,()Q-)-.,6186343(R-2
_-.6+,11*6’\;Z*(.+,+(+,’6Q*)+*36361*)+1-. 1+66)N,36-2SBM&

_(Q+63,(#6g836116/ (1)49X[-2_(Q+63,()Q-)-.,61863QR" -2

1*32(Q6(36($’!!d#J##?’ +767-3,‘-.+()),.6,./,Q(+61+76R6/,(.

图 GH骨组织及钢丝表面细菌的定量培养结果
R’; GHa:%&3’3%3’Q"#:73:-"-"(:73(*&P*&"3’((:"%&0

(3""7=’-"(:-+%#"*+P%#3"-’%

C;对照组#]&染色&l%##倍$’\;万古霉素治疗组#l"#倍$

C;Q-.+3-)43-*8#]&1+(,.,.4& l%## +,R61$’ \;’(.Q-R0Q,.

+36(+R6.+43-*8#l"# +,R61$

图 JH骨组织病理学图像
R’; JHT’(3*,%3$*7*;’#%7%&%72(’(*+P*&"3’((:"

量随着时间的推移而减少#$ 周时为 %J>A )49X[K4&= 周时为
=JE )49X[K4$’发现感染 = 周后骨组织病理切片没有急性炎
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症的迹象&但会出现骨重塑和成骨活性的增加% 这与既往的
研究结果一致&金属植入物的大鼠股骨骨折模型的研究结果
发现&术中轻度表皮葡萄球菌污染不会出现明显的感染症状&
但是会抑制骨愈合($?5$D) %

本研究观察到万古霉素单药治疗并不能减少细菌数量&
而特地唑胺单药治疗可以明显抑制细菌数量&SBM&在骨内*
钢丝上的中位数均低于万古霉素单药治疗组% 特地唑胺5利
福平联合治疗组的SBM&数量较无治疗组明显减少&且特地
唑胺5利福平联合治疗与万古霉素5利福平联合治疗效果相
当% 虽然临床上针对SBM&的治疗通常会选择万古霉素&但
葡萄球菌可能存在一定的耐药性($E) &因此一直存在争议%
最近&相关研究报道&在小鼠皮下导管相关生物膜感染模型
中&特地唑胺降低SBMC密度的效果优于利奈唑胺和万古霉
素($>) % 特地唑胺对葡萄球菌的体外药效是万古霉素的 "c
>倍($A) &其对葡萄球菌的抑菌作用和抗生素后效应优于利奈
唑胺% 特地唑胺孵育 Dc"% 7 内可明显阻止细菌再生&而根
据体内生物荧光成像检测证实特地唑胺与停药后复发无
关("#) % 目前的研究结果表明&特地唑胺联合利福平治疗可
能是SBM&植入物相关性骨髓炎的一种具有临床应用前景
的治疗方案%

本研究也具有一定的局限性% 首先&使用了单一的菌株%
其次&由于感染持续时间短&该模型可能不能反映慢性骨髓炎
的治疗效果% 综上所述&本研究建立了一种新的大鼠 SBM&
骨髓炎模型&该模型可用于研究抗菌治疗方案的效果&并且本
研究成功证实特地唑胺与利福平联合治疗对 SBM&外源性骨
髓炎具备较好的治疗效果%
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