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多黏菌素 B 联合抗菌药对不同耐药基因型耐碳青霉烯类肠杆菌目细菌的
体外协同作用
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［摘要］  目的 评价多黏菌素 B 与美罗培南、阿米卡星、磷霉素联合对携带不同耐药基因的耐碳青霉烯类肠杆菌目

细菌（CRE）的体外抗菌效果。方法 收集本院检验科 2019 年至 2021 年分离的 CRE 76 株，进行细菌鉴定并确认碳

青霉烯酶基因型，采用微量肉汤稀释法测定多黏菌素 B、美罗培南、阿米卡星、磷霉素对 CRE 的最低抑菌浓度（MIC），

采用微量棋盘稀释法进行多黏菌素 B 与美罗培南、阿米卡星、磷霉素的体外联合药敏试验，计算部分抑菌浓度指数

（FICI）判断相互作用。结果 经鉴定，76 株 CRE 中有携带 blaKPC 基因 24 株，携带 blaNDM 基因 28 株，携带 blaOXA-48-like

基因 24 株。CRE 菌株对多黏菌素 B、美罗培南、阿米卡星、磷霉素的耐药率分别为 3%、92%、39%、45%。多黏菌 

素 B 与美罗培南的协同 + 部分协同率最高，为 54%，其次为磷霉素（43%），最低为阿米卡星（18%）。对于携带 blaKPC、 

blaOXA-48-like、blaNDM 基因的 CRE，多黏菌素 B 与磷霉素联合的协同 + 部分协同率分别为 37%、42%、50%，与美罗培

南联合分别为 75%、21% 和 64%，与阿米卡星联合分别为 8%、25%、21%。未发现多黏菌素 B 与这三种抗菌药物存

在拮抗作用。结论 多黏菌素 B 联合美罗培南对 CRE 的协同抑菌作用最好，联合效果与细菌耐药基因型有关，积极

开展耐药基因检测有助于促进临床合理使用抗菌药物。
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［ABSTRACT］  AIM  To assess the in vitro antibacterial activity of polymyxin B in combination with meropenem, 

amikacin, and fosfomycin against carbapenem-resistant Enterobacteriaceae （CRE） strains carrying various resistance genes. 

METHODS  A total of 76 CRE strains isolated from the clinical laboratory of our hospital between 2019 and 2021 were 

collected for identification and confirmation of carbapenemase genotype. The minimum inhibitory concentrations （MIC） of 

polymyxin B, meropenem, amikacin, and fosfomycin against CRE were determined using the broth microdilution method. 
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耐碳青霉烯肠杆菌目细菌（carbapenem-resistant 

Enterobacteriaceae，CRE）在临床上日益增多，是严

重感染（如脓毒症、尿路感染和医院获得性肺炎）的

常 见 病 原 体，CRE 的 多 重 耐 药 给 临 床 治 疗 带 来 困 

惑［1］。多黏菌素 B 和多黏菌素 E（黏菌素）对大多数

CRE 显示出较好的体外活性，被广泛用于此类感染的

治疗［2］。由于该类药物存在明显异质性耐药，不推荐

单独应用，其与多种其他抗生素联用时对 CRE 有协同

作用［3-5］。导致细菌对碳青霉烯类药物耐药的原因有

多种，主要机制包括产碳青霉烯酶，临床常见 KPC、

NDM 和 OXA-48 型碳青霉烯酶，这也是我国 CRE 最

重要的耐药机制［6］。目前尚不清楚不同类型的碳青霉

烯酶是否会影响体外和体内试验联合治疗疗效。本研

究应用体外联合药敏试验评价多黏菌素 B 与磷霉素、

阿米卡星、美罗培南联合用药对不同耐药基因的 CRE

的协同效果，旨在为临床 CRE 感染提供最佳联合用

药方案。

材料与方法

菌株来源  收集本院检验科 2019 年至 2021 年临床分

离的非重复 CRE 76 株，来源包括痰（n=30）、尿液

（n=25）、胆汁（n=7）、分泌物（n=6）、引流液（n=3）、

血液（n=2）、支气管肺泡灌洗液（n=1）、脑脊液（n=1）、

胸水（n=1）。

仪器与试剂  基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪

（MALDI-TOFMS）和 Vitek2 Compact 全自动细菌鉴定

和药敏系统购自法国生物梅里埃公司，CARBA 5 碳

青霉烯酶检测试剂盒购自复星诊断科技（上海）有限

公司，细菌基因组 DNA 提取试剂盒（离心柱型）购

自天根生物科技（北京）有限公司，S100 型 PCR 荧

光定量分析仪、PowerPacTM Basic 凝胶电泳仪购自美国

Bio-Rad 公司。多黏菌素 B- 磷霉素（批号 ：VH06201）、

多黏菌素 B- 阿米卡星（批号：VH05199）、多黏菌素 B-
美罗培南（批号 ：VH05200）联合药敏板（微量肉汤

稀释法）购自浙江省温州康泰生物科技有限公司。

细菌鉴定及最低抑菌浓度（MIC）测定  全部菌株

经 Vitek2 Compact 细 菌 鉴 定 仪 鉴 定 细 菌 菌 种， 再 经

MALDI-TOF MS 进行菌种确认 ；用碳青霉烯酶胶体金

免疫层析法初筛碳青霉烯酶基因型，然后采用分子生

物学方法（多重聚合酶链反应）确认 CRE 菌株中碳

青霉烯酶基因（包括 blaKPC、blaNDM、blaIPM、blaVIM 和 

blaOXA-48-like）。引物设计参考文献［7］，反应体系共 20 μL： 

Premix TaqTM 6 μL，上游引物、下游引物（50 μmol· 

L-1）各 1 μL，DNA 模板 2 μL，无菌双蒸水 2 μL。反应

条件 ：94 ℃ 5 min ；94 ℃ 30 s， 57 ℃ 40 s，72 ℃ 1 min，

35 个循环 ；72 ℃ 7 min。采用微量肉汤稀释法测定

多黏菌素 B 、阿米卡星、磷霉素、美罗培南对 76 株

CRE 菌株的 MIC ；磷霉素 MIC 检测根据美国临床和

实验室标准协会（CLSI）标准［8］，药敏培养基中加入

25 mg·L-1 的 6- 磷酸葡萄糖。质控菌株为大肠埃希菌

ATCC25922。

体外联合药敏试验及药物相互作用判定  采用微量棋

盘稀释法进行多黏菌素 B 与其他三种抗菌药物（阿

米卡星、磷霉素、美罗培南）对 76 株 CRE 菌株的联

合药敏试验，通过计算部分抑菌浓度指数（fractional 

inhibitory concentration index, FICI）判断药物相互作用。

FICI= 联合用药时甲药 MIC/ 单独用药时甲药 MIC + 联

合用药时乙药 MIC/ 单独用药时乙药 MIC ；FICI ≤ 0.5

两 药 为 协 同 作 用，0.5 < FICI < 1 两 药 为 部 分 协 同 作 

用，FICI=1 两药为相加作用，1 < FICI ≤ 4 两药为无

The in vitro combined sensitivity tests of polymyxin B with meropenem, amikacin, and fosfomycin were performed using 

the microdilution checkerboard method to calculate the fractional inhibitory concentration index （FICI） for determining 

their interactions. RESULTS  Among the 76 strains of CRE, 24 strains were identified to carry the blaKPC , while 28 strains 

carried the blaNDM and another 24 strains carried the blaOXA-48-like. The drug-resistance rates of CRE strains to polymyxin B, 

meropenem, amikacin, and fosfomycin were determined as 3%, 92%, 39%, and 45%, respectively. The highest synergistic + 

partial synergistic rate was observed in combination of polymyxin B with meropenem （54%）, followed by fosfomycin 

（43%） and amikacin （18%）. For CRE carrying blaKPC, blaOXA-48-like, or blaNDM , the synergistic + partial synergistic rates of 

polymyxin B combined with fosfomycin were 37%, 42%, and 50%, respectively, while combined with meropenem were 75%, 

21%, and 64%, respectively, and combined with amikacin were 8%, 25%, and 21%, respectively. No antagonistic effect was 

observed between polymyxin B and these three antibiotics. CONCLUSION  The combination of polymyxin B and meropenem 

exhibits the best synergistic antibacterial effect against CRE, and the combined effect is related to the drug-resistance 

genotype of bacteria, so active detection of drug-resistance genes can help to promote the rational use of antibiotics in clinical 

practice.
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关作用，FICI > 4 两药为拮抗作用［9］。

药敏结果判断  参照 CLSI M100-S32 标准［8］判断菌株

对药物的敏感性 ：阿米卡星 MIC ≤ 16 mg·L-1 判断为 

敏感，MIC ≥ 64 mg·L-1 为耐药；磷霉素 MIC ≤ 64 mg· 

L-1 为 敏 感，MIC ≥ 256 mg·L-1 为 耐 药 ；美 罗 培 南

MIC ≤ 1 mg·L-1 为敏感，MIC ≥ 4 mg·L-1 为耐药。

参照美国食品与药物管理局（FDA）标准判断菌株

对多黏菌素 B 的敏感性 ：MIC ≤ 2 mg·L-1 为敏感，

MIC ≥ 4 mg·L-1 为耐药［10］。

统计学分析  采用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析，

协同率的比较采用 χ2 检验，P<0.05 为差异有显著意义。

结    果

细菌类型及其碳青霉烯基因型  76 株 CRE 经鉴定分

别为肺炎克雷伯菌 53 株（blaKPC 19 株，blaNDM 10 株，

blaOXA-48-like 24 株 ）， 大 肠 埃 希 菌 12 株（blaKPC 3 株，

blaNDM 9 株），阴沟肠杆菌 7 株（blaNDM 7 株），产气肠

杆菌 2 株（blaKPC 1 株，blaNDM 1 株），枸橼酸杆菌属 2

株（blaKPC 1 株，blaNDM 1 株）；其中携带 blaKPC 基因 24 株，

携带 blaNDM 基因 28 株，携带 blaOXA-48-like 基因 24 株。

细菌的药物敏感性  76 株 CRE 对四种抗菌药物的耐

药 率 见 表 1。 其 中 2 株（3%） 对 多 黏 菌 素 B 耐 药，

MIC90 值为 1 mg·L-1 ；70 株（92%）对美罗培南耐药，

MIC 0.5~256 mg·L-1 ；30 株（39%）对阿米卡星耐药，

MIC 1~1 024 mg·L-1 ；34 株（45%）对磷霉素耐药，

MIC 0.5~1 024 mg·L-1。

联合用药作用  多黏菌素 B 与阿米卡星、磷霉素、

美 罗 培 南 联 合 对 76 株 CRE 的 抗 菌 活 性 及 FICI 见 

表 2。多黏菌素 B 与美罗培南、磷霉素联合对 CRE 显

示较好的协同作用，协同 + 部分协同率分别为 54％、

43%，与多黏菌素 B 联合阿米卡星（19%）相比差异有 

显著意义（χ2=11.119，P=0.001 ；χ2=20.770，P=0.001）。

多 黏 菌 素 B 与 美 罗 培 南 联 合 对 blaKPC 型、blaNDM 型

CRE 表 现 出 较 高 协 同 作 用， 协 同 + 部 分 协 同 率 分 

别为 75%、64%，与 blaOXA-48-like 型（21%）相比差异有

显著意义（χ2=12.021，P=0.001 ；χ2=8.209，P=0.004）。 

多黏菌素 B 与磷霉素联合对各型 CRE 均有一定的协

同作用，协同率 8%~21%，对 blaOXA-48-like 型及 blaNDM

型 CRE 部 分 协 同 率 分 别 达 42% 和 50%。 多 黏 菌 素

B 与阿米卡星联合对 blaOXA-48-like 型 CRE 的协同率为

25%，对 blaKPC 型、blaNDM 型的协同率均为 0。没有

任何组合显示出有拮抗作用。多黏菌素 B 与磷霉素联

合对 2 株多黏菌素 B 耐药 CRE（分别携带 blaKPC 和

blaOXA-48-like 基因）显示部分协同作用，见表 3。

讨    论

多黏菌素类在临床上对 CRE 具有较好的抗菌活

性，被认为是对抗耐药细菌的重要防线［11］，其主要

通过破坏革兰阴性菌外膜的完整性而起抗菌作用。本

研究分析了多黏菌素 B 对 76 株 CRE 的抗菌活性，其

表 1 76 株不同基因型耐碳青霉烯肠杆菌目细菌对四种抗菌药物的敏感性

耐药基因 抗菌药物
最低抑菌浓度（MIC）/mg·L-1 敏感性 / 株（%）

MIC 范围 MIC50 MIC90 敏感 耐药

blaKPC（n=24）

多黏菌素 B 0.25~16 0.5 1 22（91） 1（4）

美罗培南 0.5~128 32 128 3（12） 19（79）

阿米卡星 1~1 024 2 1 024 19（79） 5（21）

磷霉素 0.5~1 024 128 1 024 10（42） 11（46）

blaOXA48-like （n=24）

多黏菌素 B 0.5~4 0.5 1 23（96） 1（4）

美罗培南 4~32 16 32 0（0） 24（100）

阿米卡星 1 024 1 024 1 024 0（0） 24（100）

磷霉素 64~1 024 256 1 024 1（4） 13（54）

blaNDM（n=28）

多黏菌素 B 0.5~1 0.5 1 28（100） 0（0）

美罗培南 0.5~256 32 128 1（4） 27（96）

阿米卡星 1~1 024 4 8 27（96） 1（4）

磷霉素 1~1 024 64 1 024 15（54） 10（36）

合计（n=76）

多黏菌素 B 0.25~16 0.5 1 73（96） 2（3）

美罗培南 0.5~256 16 256 4（5） 70（92）

阿米卡星 1~1 024 16 1 024 46（61） 30（39）

磷霉素 0.5~1 024 128 1 024 26（34） 34（45）
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中携带 blaKPC 基因 24 株、携带 blaNDM 基因 28 株、携

带 blaOXA-48-like 基因 24 株，发现耐药率仅为 3%，与文

献报道［12］一致。同时 , 本研究结果显示不同耐药基

因型 CRE 对阿米卡星的耐药率有所不同，blaOXA-48-like

基因型耐药率达 100%，而 blaKPC 与 blaNDM 型耐药率

则分别为 21% 与 4%，提示临床上经验性联合使用阿

米卡星治疗 CRE 感染时需考虑细菌携带的耐药基因型。

目前抗菌药物联合使用仍是治疗 CRE 感染的主

要 手 段，TUMBARELLO 等［13］ 通 过 Meta 分 析 发 现，

联合用药患者的死亡率明显低于单药（分别为 34% 和

54%）；同时考虑多黏菌素 B、磷霉素单药容易诱导

耐药 , 且多黏菌素 B 存在异质性耐药的可能 , 建议尽

量使用联合给药。本研究在 76 株 CRE 中筛选了多黏

菌素 B 与阿米卡星、磷霉素、美罗培南三种抗生素的

不同组合。研究结果发现，多黏菌素 B 与美罗培南对

CRE 具有相对较好的协同作用，协同 + 部分协同率最

高，为 54%，其次是与磷霉素联合（43%）；从基因

型上看，多黏菌素 B 与美罗培南对携带 blaKPC 基因的

CRE 协同 + 部分协同率最高，达 75%，其次为携带

blaNDM 基因的 CRE（64%），对 blaOXA-48-like 基因型 CRE

协同作用最小（21%），与文献报道及相关指南、共 

识［14-16］相一致，同时也说明同样的联合方案对携带

不同耐药基因 CRE 体外实验存在差异。

目前体外两药联合方案较多 , 不同联合方案对

于 不 同 酶 型 的 不 同 菌 种 所 产 生 的 协 同 效 应 存 在 差 

异［17］。本研究显示，对于携带 blaKPC、blaNDM 基因的

CRE，多黏菌素 B- 美罗培南的协同 + 部分协同率最

高（协同 + 部分协同率分别为 75%、64%），其次为

多黏菌素 B- 磷霉素（协同 + 部分协同率分别为 38%、

50%）。对于携带 blaOXA-48-like 基因的 CRE，则以多黏菌

素 B- 磷霉素的协同效果最好（协同 + 部分协同率为

42%），多黏菌素 B- 美罗培南对其协同率仅为 13%，

与 OLSSON 等［5］的研究结果（协同率 10%）相似。研

究表明，OXA-48-like 型碳青霉烯酶对碳青霉烯类抗生

素耐药往往由膜孔蛋白缺失或变异引起的，如膜孔蛋

白 OmpK35 和 OmpK36 变异［18］，这可能是影响多黏菌

素 B- 美罗培南对携带 blaOXA-48-like 基因 CRE 的协同率的

原因。

本研究中 2 株多黏菌素 B 耐药的 CRE 分别携带

blaKPC 和 blaOXA-48-like 基因，体外联合药敏发现，多黏

菌素 B 与磷霉素联合时对这 2 株耐药菌表现部分协同

作用，而与美罗培南、阿米卡星联合时呈现无关作用。

尤其是对 blaOXA-48-like 基因型 CRE，多黏菌素 B 与磷

霉素联合后，多黏菌素 B 的 MIC 由 4 mg·L-1 下降至 

2 mg·L-1，磷霉素 MIC 由 256 mg·L-1 下降至 32 mg·L-1， 

提示当临床上 CRE 对多黏菌素 B 耐药时磷霉素可以

成为联合方案的候选药物。

多黏菌素 B 联合用药的机制可能因其能够诱导破

坏细菌外膜，导致细菌外膜通透性增加，从而促进第

二种抗生素的进入［19, 20］，也可能是通过对抗细菌外膜

相关外排泵的功能而发挥作用［19］，具体协同作用机

表 2 多黏菌素 B 与三种抗菌药物联合对 76 株不同基因型耐碳青霉烯肠杆菌目细菌的相互作用 * 株（%）

耐药基因 抗菌药物组合 协同 部分协同 相加 无关 拮抗 协同 + 部分协同

blaKPC（n=24） 多黏菌素 B+ 磷霉素 2（8） 7（29） 7（29） 8（33） 0 9（37）

多黏菌素 B+ 阿米卡星 0 2（8） 4（17） 18（75） 0 2（8）

多黏菌素 B+ 美罗培南 5（21） 13（54） 3（13） 3（13） 0 18（75）f

blaOXA-48-like（n=24） 多黏菌素 B+ 磷霉素 4（17） 6（25） 7（29） 7（29） 0 10（42）

多黏菌素 B+ 阿米卡星 6（25） 0 16（67） 2（8） 0 6（25）

多黏菌素 B+ 美罗培南 3（13） 2（8） 12（50） 7（29） 0 5（21）

blaNDM（n=28） 多黏菌素 B+ 磷霉素 6（21） 8（29） 2（7） 12（43） 0 14（50）

多黏菌素 B+ 阿米卡星 0 6（21） 1（4） 21（75） 0 6（21）

多黏菌素 B+ 美罗培南 4（14） 14（50） 10（36） 0 0 18（64）f

合计（n=76） 多黏菌素 B+ 磷霉素 12（16） 21（27） 16（21） 27（36） 0 33（43）c

多黏菌素 B+ 阿米卡星 6（8） 8（11） 21（27.6） 41（54） 0 14（19）

多黏菌素 B+ 美罗培南 12（16） 29（38） 25（33） 10（13） 0 41（54）c

* ：部分抑菌浓度指数（FICI）≤ 0.5 为协同作用，0.5<FICI<1 为部分协同作用，FICI=1 为相加作用，1<FICI ≤ 4 为无关作用，FICI>4
为拮抗作用。经 χ2 检验 ：与多黏菌素 B+ 阿米卡星相比，cP<0.01 ；与多黏菌素 B+ 美罗培南对 blaOXA-48-like 型的作用相比，fP<0.01

表 3 2 株多黏菌素 B 耐药菌的体外联合药敏试验结果

抗菌药物
最低抑菌浓度 / mg·L-1 部分抑菌浓度指数

blaKPC blaOXA-48-like blaKPC blaOXA-48-like

多黏菌素 B 16 4 － －

磷霉素 64 256 － －

阿米卡星 1 024 1 024 － －

美罗培南 128 16 － －

多黏菌素 B+ 磷霉素 4+32 2+32 0.8 0.6

多黏菌素 B+ 阿米卡星 16+1 024 4+1 024 2 2

多黏菌素 B+ 美罗培南 16+64 4+8 2 2
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制仍需进一步研究。

综上所述，多黏菌素 B 联合不同抗菌药对 CRE 的

体外协同作用存在差异，多黏菌素 B 联合美罗培南对

CRE 的协同抑菌作用最好，联合效果与细菌耐药基因

型有关。临床应积极开展耐药基因检测，对具有不同

耐药机制的 CRE 感染考虑使用不同的抗菌药物组合，

同时需要进行更多的临床研究确认这些联合用药的 

疗效。
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