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·临床论著·

药物对美罗培南抑制耐碳青霉烯类
抗菌药物鲍曼不动杆菌的影响
于亮　王梅　姜梅杰　李玉臣　刘爱华

　　【摘要】　目的　探讨体外药物对美罗培南抑制耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌的影响。

方法　采用ＰＣＲ法对６株耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌产生碳青霉烯酶进行鉴定；微量肉

汤稀释法观察大蒜素、头孢哌酮／舒巴坦和美罗培南的最小抑菌浓度值（ＭＩＣ），计算大蒜素、头孢哌

酮／舒巴坦分别与美罗培南两药联用的部分抑制浓度指数（ＦＩＣ）。检测维生素 Ｃ联用美罗培南和单

用美罗培南的抑菌率。结果　鲍曼不动杆菌 ＩＭＰ、ＯＸＡ２３型碳青霉烯酶基因 ＰＣＲ扩增阳性。大蒜

素、美罗培南、头孢哌酮／舒巴坦对 ６株耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌的 ＭＩＣ值分别为

５１２ｍｇ／Ｌ、１２８ｍｇ／Ｌ和１０２４ｍｇ／Ｌ，大蒜素联用美罗培南的ＦＩＣ值为０．２５，头孢哌酮／舒巴坦联合美罗

培南的ＦＩＣ值为１．２５。亚抑菌状态下，相同浓度美罗培南联合维生素 Ｃ后，其抑菌率显著降低。结

论　头孢哌酮／舒巴坦联用美罗培南对本研究组中的耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌无协同

作用；大蒜素联用美罗培南对本研究组中的耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌具有体外协同作

用；维生素Ｃ可降低美罗培南的抑菌率。

【关键词】　碳青霉烯酶；鲍曼不动杆菌；美罗培南；维生素Ｃ；头孢哌酮／舒巴坦；大蒜素
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　　鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ）是目前

临床上较为常见的条件致病菌。研究表明其耐药性

尤其是对碳青霉烯类抗菌药物的耐药性近年来增长

迅速［１］，甚至出现了仅对黏菌素敏感而对其他抗菌
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　　作者单位：２７１０００　泰安市，山东省泰安市中心医院呼吸重症科

　　通讯作者：于亮，Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｙ１９９６＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ

药物均耐药的菌株［２］，如何有效地治疗耐碳青霉烯
类抗菌药物的鲍曼不动杆菌成为目前临床上一项重
要的课题。联合抗菌药物治疗耐碳青霉烯鲍曼不动
杆菌是临床上推荐的指导原则［３］。文献报道，碳青
霉烯类抗菌药物与舒巴坦联用，对耐碳青霉烯类抗
菌药物的鲍曼不动杆菌具有协同杀灭作用［４］。为进
一步了解碳青霉烯类抗菌药物与其他药物联合使用
对耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌抗菌活性
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的影响。本研究对头孢哌酮／舒巴坦、大蒜素和维生

素Ｃ分别与美罗培南联用后，对耐碳青霉烯类抗菌

药物的鲍曼不动杆菌抗菌活性进行了研究，结果报

道如下。

资料和方法

一、实验材料
１．临床分离细菌菌株６株，其中均为对碳青霉

烯类抗菌药物耐药的鲍曼不动杆菌，细菌耐药性分析

采用菌株鉴定，用ＷａｌｋＡｗａｙ４０全自动鉴定仪及其配

套药 敏 测 定 板 测 定 最 小 抑 菌 浓 度 值（ｍｉｎｉｍｕｍ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）值。判断标准按美国临

床实验室标准化委员会（ＮＣＣＬＳ）２００７年推荐的方法

及标准，以敏感（Ｓ）、中介（Ｉ）和耐药（Ｒ）报道结果。

２．药物大蒜素注射液（规格：３０ｍｇ／１０ｍｌ，山东

鲁抗辰欣药业有限公司产品，批准文号：国药准字
Ｈ２００３４１５９）；维生素 Ｃ０．５ｇ／ｍｌ（齐鲁制药），美罗

培南 ０．５ｇ（住友制药苏州有限公司），头孢哌酮／舒
巴坦２．０ｇ（舒普深，辉瑞制药）。水解酪蛋白（ＭＨ）
琼脂、肉汤培养基和琼脂糖均购自英国 ＯＸＯＩＤ公

司；细菌质粒提取试剂盒、细菌基因组 ＤＮＡ提取试

剂盒、２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡｓｉｚｅｍａｒｋｅｒⅡ、
Ⅲ均购于北京天根生化科技公司；引物合成及 ＰＣＲ
产物测序由上海英骏公司完成。

３．培养基与仪器：ＰＣＲ扩增仪（ＭＪ公司，美国），

电泳仪（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），凝胶成像分析系统（英

国ＵＶＩ）；比浊仪（法国生物梅里埃公司）；连续微量加

样器（美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；八导微量加样器（美国
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；９６孔平板（美国Ｃｏｓｔａｒ）。

二、方法
１．质粒分析：采用经典的碱裂解法提取质粒

ＤＮＡ，再配制０．７％的琼脂糖，按６０Ｖ／ｃｍ的电压电

泳１ｈ，观察结果。

２．ＰＣＲ扩增耐药基因：参照细菌基因组ＤＮＡ提

取试剂盒说明书，提取细菌基因组ＤＮＡ。ＰＣＲ反应总

体积２０μｌ，其中引物各 ｌ．５μｌ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ１０μｌ，ＤＮＡ模板１μｌ，加水补足２０μｌ。扩增产物

用１．５％的琼脂糖凝胶电泳。ＩＭＰ、ＶＩＭ和ＯＸＡ型碳

青霉烯酶基因的ＰＣＲ及序列分析，扩增所用的引物、

反应条件参照文献进行［５８］。碳青霉烯酶ＩＭＰ引物：

正义链 ５’ＣＴＡＣＣＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧ３’，反义链
５’ＡＡＣＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＴＴＡＣＣＡＴ３’，ＰＣＲ产物为 ５８７
ｂｐ；ＶＩＭ：正义链 ５’ＡＧＴＧＧＴＧＡＧＴＡＴＣＣＧＡＣＡＧ３’，
反义链 ５’ＡＴＧＡＡＡＧＴＧＣＧＴＧＧＡＧＡＣ３’，ＰＣＲ产物

为２６１ｂｐ；ＯＸＡ２３：正义链５’ＧＡＴＧＴＧＴＣＡＴＡＧＴＡＴＴ
ＣＧＴＣＧ３’，反义链５’ＴＣＡＣＡＡＣＡＡＣＴＡＡＡＡＧＣＡＣＴ

Ｇ３’，ＰＣＲ产物为１０６７ｂｐ；ＯＸＡ２４：正义链５’ＧＴＡＣＴ
ＡＡＴＣＡＡＡＧＴＴＧＴＧＡＡ３’，反义链５’ＴＴＣＣＣＣＴＡＡＣＡ
ＴＧＡＡＴＴＴＧＴ３’，ＰＣＲ产物为８００ｂｐ。整合子可变区

域：正义链 ５’ＧＧＣＡＴＣＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡＧ３’，反义链
５’ＡＡＧＣＡＧＡＣＴＴＧＡＣＣＴＧＡ３’。

３．菌悬液配制：以经过分纯并过夜新鲜培养的细

菌平板上挑取４～５个菌落，接种于 ＭＨ肉汤中增菌
６ｈ。菌液用３ｍｌＭＨ肉汤以比浊仪校正浊度０．５Ｍａｃ
Ｆａｒｌａｎｄ，再用ＭＨ肉汤稀释至１．５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ。
４．大蒜素储备液为３ｇ／Ｌ，美罗培南储备液１０２４

ｍｇ／Ｌ。头孢哌酮／舒巴坦储备液为２０４８ｍｇ／Ｌ，维生

素Ｃ储备液为０．３ｇ／ｍｌ。
５．微量肉汤稀释法检测大蒜素注射液、美罗培

南和头孢哌酮／舒巴坦的ＭＩＣ值。

将大蒜素注射液、美罗培南；头孢哌酮／舒巴坦、

美罗培南和以灭菌 ＭＨ肉汤倍比稀释成 １１个浓

度，加入９６孔平板中，每种抗菌药物取５０μｌ，再将
５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的菌液１００μｌ加入孔中，３７℃过夜

培养。观察结果，无细菌生长的最小药物浓度为该

药物的ＭＩＣ值。

６．微量肉汤稀释法检测大蒜素注射液、美罗培

南和头孢哌酮／舒巴坦、美罗培南部分抑菌浓度指数
（ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＦＩＣ）：将大蒜素注

射液和美罗培南；头孢哌酮／舒巴坦和美罗培南以灭

菌ＭＨ肉汤倍比稀释成１１个浓度，将配好的不同

浓度的大蒜素与美罗培南，头孢哌酮／舒巴坦和美罗

培南按棋盘法设计，两两组合加入９６孔平板中，每

种抗菌药物取５０μｌ，再将５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的菌液
１００μｌ加入孔中，３７℃过夜培养。观察结果，记录单

独应用两种药的最低抑菌浓度，即甲药单用和乙药

单用的ＭＩＣ，并选择两药联用的ＭＩＣ，甲药联用和乙

药联用的ＭＩＣ，相加值的最小数值作为最佳组合，计

算ＦＩＣ指数。ＦＩＣ＝联合用药时甲药 ＭＩＣ／单独应用

甲药时ＭＩＣ＋联合应用乙药时 ＭＩＣ／单独应用乙药

时ＭＩＣ，ＦＩＣ指数为≤ ０．５、＞０．５～１、＞１～２和 ＞
２时分别表示协同、相加、无关和拮抗作用。

７．维生素Ｃ对美罗培南抑菌率影响曲线测定：

采用微孔板生物检测法，平底９６微孔板上取３个微

孔作为空白对照孔，每个微孔内分别将１．５×１０５

ＣＦＵ／ｍｌ的菌液２５０μｌ加入孔中，取３个微孔作为菌

液对照孔。每个微孔内分别装有２００μｌ１．５×１０５

ＣＦＵ／ｍｌ的的细菌培养液。美罗培南组：将美罗培南

加入样品测定孔，１．５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的的细菌培养液

补充终体积为 ２５０μｌ，终浓度分别为 ６４ｍｇ／Ｌ、３２
ｍｇ／Ｌ、１６ｍｇ／Ｌ和８ｍｇ／Ｌ美罗培南；美罗培南＋维生

素Ｃ组：将美罗培南和维生素 Ｃ加入样品测定孔，
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１．５×１０５ＣＦＵ／ｍｌ的的细菌培养液补充终体积为

２５０μｌ，美罗培南终浓度分别为６４ｍｇ／Ｌ、３２ｍｇ／Ｌ、
１６ｍｇ／Ｌ和８ｍｇ／Ｌ，维生素Ｃ浓度为０．２５ｇ／Ｌ，这些孔

作为样品测定孔。于３７℃过夜培养，酶标仪在波长

６００ｎｍ下测定微孔板中各孔内培养液的吸光度值

（Ａ），计算各孔中样品的抑菌率。抑菌率计算公式为：

抑菌率％＝（ＡＲ－Ａ）／（ＡＲ－ＡＢ）×１００％
式中：ＡＲ：菌液对照孔的吸光值；ＡＢ：空白对照孔

的吸光值；Ａ：样品测定孔的吸光值。分别统计美罗

培南、美罗培南＋０．２５ｇ／Ｌ维生素Ｃ的抑菌率。以

抑菌率为纵坐标，以浓度为横坐标绘制曲线。

三、统计学处理

采用 ＳＳＰＳ１３．０统计学软件对数据进行处理，

多组抑菌率比较采用χ２检验，以Ｐ＜０．０５为差异具

有统计学意义。

结　　果

一、６株耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆

菌质粒的检测

６株耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌质

粒琼脂糖凝胶电泳结果显示分子量均＞４５００ｂｐ，分
子量一致。见图１。

图１　泛耐药鲍曼不动杆菌提取质粒琼脂糖电泳结果

注：Ｍ：分子量标记，１～６分别为其中６株泛耐药鲍曼不动杆

菌提取的质粒电泳结果，分子量＞４５００ｂｐ

　　二、耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌整

合子ＰＣＲ产物的电泳结果

６株鲍曼不动杆菌Ⅰ类整合子可变区ＰＣＲ扩增

阳性，其中 ４株分子量约 ３０００ｂｐ，２株分子量约

８００ｂｐ，见图２。

图２　耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌整合子ＰＣＲ扩增结果

注：Ｍ：分子量标记，１、２、３泳道为耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌

整合子ＰＣＲ扩增结果，１、２泳道分子量约３０００ｂｐ；３泳道分

子量接近８００ｂｐ

　　三、耐碳青霉烯类抗菌药物的鲍曼不动杆菌
ＩＭＰ、ＯＸＡ２３型碳青霉烯酶基因的ＰＣＲ扩增结果

经ＰＣＲ扩增后，６株多耐药鲍曼不动杆菌均携

带ＩＭＰ（目的条带为５８７ｂｐ）和 ＯＸＡ２３（目的条带

为１０６７ｂｐ）碳青霉烯酶基因 ，而未能扩增出ＶＩＭ和
ＯＸＡ２４基因，见图３、４。ＰＣＲ产物经纯化后测序与
ＩＭＰ和 ＯＸＡ２３碳青霉烯酶基因相同。

　　四、大蒜素注射液、美罗培南和头孢哌酮／舒巴

坦的ＭＩＣ值

大蒜素注射液、美罗培南和头孢哌酮／舒巴坦对
６株耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌的 ＭＩＣ值

分别为５１２ｍｇ／Ｌ、１２８ｍｇ／Ｌ和１０２４ｍｇ／Ｌ。

图３　耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌 ＯＸＡ２３碳青霉烯酶的

ＰＣＲ结果

注：Ｍ分子量标记，１、２、３泳道为其中３株多耐药鲍曼不动杆

菌ＯＸＡ２３碳青霉烯酶ＰＣＲ结果，分子量为１０６７ｂｐ
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图４　耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌ＩＰＭ碳青霉烯酶的ＰＣＲ结果

注：Ｍ分子量标记１、２、３泳道为其中３株多耐药鲍曼不动杆

菌ＩＭＰ碳青霉烯酶ＰＣＲ结果，分子量为５８７ｂｐ

　　五、大蒜素联合美罗培南以及头孢哌酮联合美

罗培南的ＦＩＣ指数检测
　　大蒜素联合美罗培南和头孢哌酮／舒巴坦联合

美罗培南的ＦＩＣ指数值分别为０．２５和１．２５。
六、亚抑菌情况下维生素 Ｃ对美罗培南抑菌率

的影响

亚抑菌状态下，较同浓度美罗培南单用相比，不

同浓度（６４ｍｇ／Ｌ、３２ｍｇ／Ｌ、１６ｍｇ／Ｌ和８ｍｇ／Ｌ）美罗

培南，联合０．２５ｇ／Ｌ维生素 Ｃ后，对细菌抑菌率显

著降低，见图５。

图５　亚抑菌状态下维生素Ｃ对美罗培南抑菌率的影响

讨　　论

碳青霉烯酶最大特点是可以水解碳青霉烯类抗

菌药物。本研究通过对６株临床分离的对黏菌素敏

感而对其他抗菌药物均耐药的鲍曼不动杆菌进行
ＩＭＰ、ＶＩＭ、ＯＸＡ型碳青霉烯酶基因的 ＰＣＲ分析，发

现６株鲍曼不动杆菌均产生碳青霉烯酶，而且其碳

青霉烯酶为ＩＭＰ、ＯＸＡ２３型，而其他如ＶＩＭ和ＯＸＡ
２４均未能扩增出产物。

研究发现整合子系统与抗菌药物的耐药直接或

间接相关。此外，整合子阳性菌株还存在更广泛的

多药耐药谱，进一步证明整合子系统与细菌多重耐

药的相关性［８］。通过对本组鲍曼不动杆菌整合子进

行ＰＣＲ分析，发现两株细菌整合子ＰＣＲ扩增产物差

距较大，提示两株细菌在整合子水平存在一定差异，

但整合子分子量在８００ｂｐ左右的菌株，其耐药性与

分子量接近４０００ｂｐ菌株比较，并无显著性性差异，

可能与分子量较小的耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不

动杆菌Ⅰ类整合子可移动性更强，且具有同大分子

量整合子一样的整合能力有关，其更易造成宿主菌

的耐药性［９］。

研究发现，舒巴坦与美罗培南联合应用后，可有

效治疗耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌所引起

的感染［４］。而本研究体外实验发现，头孢哌酮／舒巴

坦与美罗培南联用后，对耐碳青霉烯类抗菌药物鲍

曼不动杆菌的ＦＩＣ值为１．２５。确诊的耐碳青霉烯类

抗菌药物鲍曼不动杆菌感染的２例患者疗效分析结

果显示，此２例患者在应用头孢哌酮／舒巴坦和美罗

培南后，临床治疗效果并不显著，患者感染持续加

重，提示头孢哌酮／舒巴坦联合美罗培南对上述耐碳

青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌的杀菌效果不佳。

大蒜素（ａｌｌｉｃｉｎ）又名大蒜新素，化学名为二烯丙

基三硫化物，是从蒜的球形鳞茎中提取的挥发性油

状物，是大蒜的主要有效成分。近年来，国内外学者

对大蒜的化学、药理和临床进行了多方面的研究，证

实大蒜素具有卓越的功效，其杀菌力强，抗菌谱

广［１０］。通过两种药物抑菌率的比较，证实大蒜素和

美罗培南的联合应用，不但可显著降低两种药物对

耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌的 ＭＩＣ值，而

且亚抑菌状态下其抑菌率也明显提高，提示抑菌率

与大蒜素的浓度相关，在大蒜素达到６４ｍｇ／Ｌ以上

浓度时，美罗培南在２ｍｇ／Ｌ时仍能达到７０％以上的

抑菌率，较单纯使用美罗培南的抑菌率显著增加。

本研究发现，维生素 Ｃ在亚抑菌状态的情况下

对美罗培南的抑菌率有显著抑制作用，加用 ０．２５
ｇ／Ｌ的维生素Ｃ后，美罗培南各亚抑菌状态下抑菌率

均下降２０％以上，而为何联用维生素 Ｃ后美罗培南

的抑菌率下降，目前尚无确切解释，需进一步研究。

综上所述，头孢哌酮／舒巴坦与美罗培南联用对

本研究中的耐碳青霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌并

无体外协同作用，而大蒜素与美罗培南联用对本研

究中的耐碳青霉烯抗菌药物鲍曼不动杆菌有体外协
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同作用；另外，维生素Ｃ可降低美罗培南的对耐碳青

霉烯类抗菌药物鲍曼不动杆菌的抑菌率。
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