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头孢他啶／阿维巴坦与氨曲南联合对临床分离碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌的协同作用
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　　［摘要］　目的　探讨头孢他啶／阿维巴坦与氨曲南联合对碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌的协同作
用。方法　采用琼脂平板倍比稀释法测定细菌的最低抑菌浓度，ＰＣＲ扩增碳青霉烯酶基因和超广谱β
内酰胺酶基因，ＲＴＰＣＲ检测碳青霉烯酶基因的表达量，多位点序列分型分析菌株的基因型，棋盘法测
定头孢他啶／阿维巴坦与氨曲南的协同作用。结果　１０株碳青霉烯高耐药菌株除对替加环素敏感性较
高外，对其他实验药物均具有较高的耐药性。β内酰胺酶基因 ＮＤＭ、ＣＴＸＭ和 ＳＨＶ在菌株中分布广
泛，且对碳青霉烯耐药高的菌株其碳青霉烯酶基因表达也较高（ｒ＝０．８０５，Ｐ＝０．０２９）。菌株共有４个ＳＴ
型，ＳＴ１１是最流行的基因型，ＮＤＭ基因存在于３种不同的基因型菌株中。头孢他啶／阿维巴坦与氨曲
南联合对７株碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌具有协同作用，３株为无关作用。结论　碳青霉烯耐药肺炎
克雷伯菌的高耐药与其携带的耐药基因相关，头孢他啶／阿维巴坦与氨曲南有较高的协同作用。
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　　碳青霉烯耐药肠杆菌科细菌感染可显著增加患者
的病死率。根据我国细菌耐药监测网数据，肠杆菌科

细菌对碳青霉烯类药物的耐药率逐年增高，尤其是肺

炎克雷伯菌，其对碳青霉烯类耐药率已超过 ２０％［１］。
而目前针对碳青霉烯耐药肠杆菌科细菌感染的治疗

仍是临床治疗的难题，２０１５年美国食品药品监督管
理局（ＦＤＡ）批准上市的头孢他啶／阿维巴坦仅对
ＫＰＣ或ＯＸＡ４８阳性肠杆菌科细菌具有较好的疗效，
而对金属酶阳性菌株的治疗效果与其他药物相比并

无显著优势［２］。

　　对于产金属酶的菌株，目前多采取替加环素和多
粘菌素为核心的联合抗菌药物治疗［３］。然而，替加环

素和多粘菌素具有较高的不良反应，因此，探索其他的

药物治疗方案非常重要。氨曲南是单环 β内酰胺酶
类的抗生素，具有第３代头孢菌素和第４代青霉素的
特点，且对导致碳青霉烯耐药的金属酶和 ＫＰＣ酶稳
定，可能与头孢他啶／阿维巴坦联用对耐药细菌有较好
的协同作用。据此，本研究拟以临床收集的碳青霉烯

高耐药肺炎克雷伯菌为探究对象，研究头孢他啶／阿维
巴坦与氨曲南联合对临床分离株的协同作用。

１　材料与方法

１．１　实验菌株
　　从本院收集碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌，通过药
敏实验筛选亚胺培南的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值≥
８μｇ／ｍＬ的菌株１０株。
１．２　主要试剂及仪器
　　头孢他啶（批号：ＭＢ１３３４）、头孢曲松（批号：ＭＢ１３３３
Ｓ）、头孢吡肟（批号：ＭＢ１７６０Ｓ）、庆大霉素（批号：
ＭＢ１３３１Ｓ）、妥布霉素（批号：ＭＢ１２５０Ｓ）、阿米卡星
（批号：ＭＢ１０１２Ｓ）、环丙沙星（批号：ＭＢ１２８３Ｓ）、左氧
氟沙星（批号：ＭＢ１５７６Ｓ）、氨曲南（批号：ＭＢ１０２５Ｓ）、
亚胺培南（批号：ＭＢ１４５７）、美罗培南（批号：ＭＢ１１２９
Ｓ）、哌拉西林（批号：ＭＢ９６６５Ｓ）、他唑巴坦（批号：
ＭＢ３１１７Ｓ）、阿维巴坦（批号：ＭＢ２４９４）购于大连美仑
生物技术有限公司，ＭＨ琼脂购自北京索莱宝科技有
限公司，细菌ＤＮＡ提取纯化试剂盒、细菌ＲＮＡ提取纯
化试剂盒和２×ＰｆｕＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自北京天根生化
科技有限公司，琼脂糖购自上海生工生物工程股份有

限公司，逆转录试剂盒和２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ购
自上海东洋纺生物科技有限公司，引物合成由上海生

工生物工程股份有限公司完成。细菌多点接种仪购

自日本 Ｓａｋｕｍａ公司，ＰＣＲ扩增仪、荧光定量 ＰＣＲ
仪、电泳仪和凝胶成像系统购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司。
１．３　方法
１．３．１　ＭＩＣ测定　　采用琼脂平板倍比稀释法测定
细菌对抗菌药物的敏感性。细菌用生理盐水稀释比浊

至０．５麦氏单位。抗菌药物用生理盐水倍比稀释成一
系列浓度，取１ｍＬ药物加入空培养皿，然后将 ＭＨ琼
脂培养基加入培养皿中进行混匀，制成含药琼脂平板，

使抗菌药物浓度达到 ０．５～２５６．０μｇ／ｍＬ。将稀释菌
液点种在含药平板上，３７℃培养１８～２０ｈ。ＭＩＣ结果
判读依据美国临床和实验室标准协会（ＣＬＳＩ，２０１８）和
美国ＦＤＡ发布的耐药折点进行。质控菌株为大肠埃
希菌ＡＴＣＣ２５９２２。
１．３．２　耐药基因检测　　参照文献［４］报道的碳青
霉烯酶基因和超广谱 β内酰胺酶基因的引物序列合
成引物。采用细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取纯化
ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增体系为：２×ＰｆｕＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，
正向和反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，ＤＮＡ１μＬ，最
后补足ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变
性５ｍｉｎ，（９４℃３０ｓ；５２～５６℃３０ｓ；７２℃１ｍｉｎ）×３０个
循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应产物在１％琼
脂糖凝胶电泳上进行初步鉴定，阳性产物送上海生工

生物公司进行双向测序最终鉴定。

１．３．３　碳青霉烯酶基因表达及与细菌耐药相关性　
　细菌总ＲＮＡ的提取纯化使用细菌ＲＮＡ提取试剂盒
进行，然后采用逆转录试剂盒合成 ｃＤＮＡ。ＲＴＰＣＲ反
应体系为：２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，ｃＤＮＡ
２μＬ，正向和反向引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
７μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃ ５ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ；
５７℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ）×４０个循环，反应结束后，以
１６ＳｒＲＮＡ基因作为内参，分析菌株的碳青霉烯酶基因
表达量。此外，采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数分析碳青霉烯
酶基因表达量与亚胺培南耐药性之间的相关性。

１．３．４　多位点序列分型（ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｉｎｇ，
ＭＬＳＴ）　　参照文献［５］方法通过ＰＣＲ扩增肺炎克雷
伯菌的 ７个管家基因（ｇａｐＡ、ｉｎｆＢ、ｍｄｈ、ｐｇｉ、ｐｈｏＥ、
ｒｐｏＢ、ｔｏｎＢ），确定菌株的 ＭＬＳＴ基因型。管家基因的
ＰＣＲ阳性产物经纯化后送至上海生工生物工程股份
有限公司进行双向测序，测序结果与 ＭＬＳＴ网站
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐａｓｔｅｕｒ．ｆｒ／ｒｅｃｈｅｒｃｈｅ／ｇｅｎｏｐｏｌｅ／ＰＦ８／ｍｌｓｔ／
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Ｋｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ．ｈｔｍｌ）上存在的等位基因序列进行比对，
从而得到每株细菌相应的ＳＴ型。
１．３．５　分级抑制浓度指数 （ｆｒａｃｔｉｏｎａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＦＩＣＩ）　　采用棋盘法测定头孢他
啶／阿维巴坦和氨曲南的协同作用［６］。按２倍梯度稀
释法进行抗菌药物的稀释，然后加入９６孔板中，同时
加入稀释菌液，使其药物的终浓度达到 １／３２ＭＩＣ～
２ＭＩＣ。平板放入 ３７℃孵箱中培养 ２４ｈ。ＦＩＣＩ＝
ＭＩＣＡ联合／ＭＩＣＡ单独＋ＭＩＣＢ联合／ＭＩＣＢ单独。结果判断标准：
ＦＩＣＩ≤０．５，协同作用；０．５＜ＦＩＣＩ≤４，无关作用；ＦＩＣＩ＞
４，拮抗作用［７］。

１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计数资料以％表示，计
量数据以 珋ｘ±ｓ表示。碳青霉烯酶基因表达与亚胺培南
耐药性之间的相关性采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数分析。
Ｐ＜０．０５表示具有统计学意义。

表２　碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌的耐药基因和基因型分布

菌株号
亚胺培南ＭＩＣ
／μｇ·ｍＬ－１

ＳＴ ＮＤＭ ＫＰＣ ＩＭＰ ａｍｐＣ ＣＴＸＭ ＳＨＶ ＴＥＭ ＯＸＡ

１ ８ １１ － ＋ － － ＋ ＋ ＋ －

２ ６４ １５ ＋ － － － ＋ ＋ － －

３ １２８ １１ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

４ ８ １１ － － － － ＋ ＋ ＋ －

５ １６ ２３ － － ＋ － ＋ ＋ － －

６ ８ １１ － － － ＋ ＋ ＋ － －

７ ３２ １５ ＋ － － － ＋ ＋ － －

８ ３２ １１ － ＋ － － ＋ ＋ ＋ －

９ ６４ １４７ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋

１０ ６４ １１ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ －

２　结果

２．１　ＭＩＣ测定
　　碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌对抗菌药物的耐药性
结果如表１所示。菌株对替加环素的敏感性较高，而
对其他实验用的抗菌药物均具有较高的耐药性。

２．２　耐药基因分析
　　通过ＰＣＲ扩增碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌的 β
内酰胺酶耐药基因，结果如表２所示。碳青霉烯酶基
因扩增结果显示：有４株产 ＮＤＭ，２株产 ＫＰＣ，１株产
ＩＭＰ，１株同时产ＮＤＭ和ＫＰＣ。超广谱 β内酰胺酶耐
药基因扩增结果显示：所有菌株携带 ＣＴＸＭ和 ＳＨＶ
基因，６株携带 ＴＥＭ基因，分别有 ２株携带 ａｍｐＣ和
ＯＸＡ基因。同时携带ＮＤＭ和ＫＰＣ基因的菌株（３号

菌株）其亚胺培南的 ＭＩＣ值最大，且 ＮＤＭ阳性菌株
对亚胺培南的耐药性大于 ＫＰＣ阳性菌株和 ＩＭＰ阳
性菌株。

表１　碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌对抗菌药物的耐药性

抗菌药物 ＭＩＣ范围／μｇ·ｍＬ－１ 耐药率［％（ｎ）］
头孢他啶 ３２～＞２５６ １００（１０）
头孢他啶／阿维巴坦 ４／４～２５６／４ ７０（７）
头孢曲松 ３２～＞２５６ １００（１０）
头孢吡肟 ４～＞２５６ ９０（９）
亚胺培南 ８～１２８ １００（１０）
美罗培南 ８～１２８ １００（１０）
庆大霉素 ４～１２８ ８０（８）
妥布霉素 ４～１２８ ８０（８）
阿米卡星 ８～＞２５６ ７０（７）
环丙沙星 １～６４ ９０（９）
左氧氟沙星 ２～１２８ ９０（９）
氨曲南 ３２～２５６ １００（１０）
哌拉西林／他唑巴坦 １２８／４～＞２５６／４ １００（１０）
替加环素 ＜０．５～８．０ １０（１）

２．３　碳青霉烯酶基因表达及与细菌耐药相关性
　　通过ＲＴＰＣＲ分析菌株的碳青霉烯酶基因表达差
异，结果如图 １所示。８株产碳青霉烯酶的肺炎克雷
伯菌其基因表达量不同，其中 ＮＤＭ基因表达量较高，
携带该基因的菌株对亚胺培南的耐药性也相对较高，

而ＫＰＣ和ＩＭＰ基因表达量较低，携带该基因的菌株对
亚胺培南的耐药性也相对较低。采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关
系数分析７株细菌的碳青霉烯酶基因表达和亚胺培南
耐药性之间的相关性（携带两个碳青霉烯酶基因的

３号菌株除外），结果显示：碳青霉烯酶基因表达与亚
胺培南耐药性之间存在正相关关系（相关系数 ｒ＝
０．８０５，Ｐ＝０．０２９）。

８２０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　肺炎克雷伯菌的碳青霉烯酶基因表达

２．４　ＭＬＳＴ分型
　　通过 ＭＬＳＴ分析菌株的基因多样性，结果如表 ２
所示。１０株耐药菌株共有 ４个 ＳＴ型，其中 ６株为
ＳＴ１１，２株为ＳＴ１５，ＳＴ２３和 ＳＴ１４７各有１株。ＮＤＭ阳
性菌株分属于 ＳＴ１１、ＳＴ１５和 ＳＴ１４７３个基因型，ＫＰＣ
阳性菌株均属于ＳＴ１１型，ＩＭＰ阳性菌株为ＳＴ２３型。
２．５　ＦＩＣＩ检测
　　通过棋盘法测定头孢他啶／阿维巴坦与氨曲南对
菌株的协同作用，结果如表３所示。头孢他啶／阿维巴
坦与氨曲南联合对７株菌具有协同作用，对３株菌表
现为无关作用，无拮抗作用出现。

表３　头孢他啶／阿维巴坦与氨曲南对菌株的协同作用 （μｇ／ｍＬ）

单独 联合
菌株号 ＦＩＣＩ

ＭＩＣＡ ＭＩＣＢ ＭＩＣＡ ＭＩＣＢ
１ ８．０ ３２．０ １．０ ８．０ ０．３７５
２ ６４．０ ６４．０ ８．０ ８．０ ０．２５０
３ ２５６．０ ２５６．０ ６４．０ ３２．０ ０．３７５
４ ４．０ ３２．０ ２．０ １６．０ １．０００
５ ３２．０ ６４．０ ４．０ ８．０ ０．２５０
６ ４．０ ３２．０ ０．５ ８．０ ０．３７５
７ １２８．０ １２８．０ ６４．０ ６４．０ １．０００
８ １６．０ ６４．０ ８．０ ３２．０ １．０００
９ ２５６．０ １２８．０ ６４．０ ３２．０ ０．５００
１０ ６４．０ ３２．０ ８．０ ８．０ ０．３７５

Ａ药为头孢他啶／阿维巴坦，以头孢他啶ＭＩＣ值计；Ｂ药为氨曲南

３　讨论

　　碳青霉烯耐药肺炎克雷伯菌药敏结果显示：菌株
除对替加环素具有较高的敏感性外，对其他抗菌药物

的耐药性均达到７０％及以上。２０１２年，在多重耐药菌
逐年升高的困境中在中国批准上市、被寄予厚望的替

加环素对多重耐药菌具有较好的临床疗效。随着替加

环素的应用增加，肺炎克雷伯菌对替加环素的耐药性

也在增加，而替加环素作为抑菌剂，铜绿假单胞菌对其

天然耐药，因此，替加环素多与其他药物联合使用。

　　实验结果发现碳青霉烯类高耐药的菌株，均为碳
青霉烯酶阳性，且同时携带两种碳青霉烯酶基因的菌

株和ＮＤＭ阳性菌株其对碳青霉烯类药物的耐药性较
高，碳青霉烯酶耐药基因表达高的菌株具有较高的耐

药性，说明碳青霉烯酶特别是 ＮＤＭ在碳青霉烯类耐
药中是首要因素。在本研究中，最主要的碳青霉烯酶

基因为ＮＤＭ，与研究报道相同［８－９］。ＮＤＭ耐药基因最
早在印度出现［１０］，随后在世界范围内广泛流行，目前

ＮＤＭ已取代ＫＰＣ成为我国肠杆菌科细菌最常见的碳
青霉烯酶基因［１１］。ＳＴ１１是国内流行的肺炎克雷伯菌
基因型［１２］，本研究发现其在碳青霉烯耐药肺炎克雷伯

菌中也占多数。本研究中 ＮＤＭ在肺炎克雷伯菌的多
个基因型中均有分布，说明 ＮＤＭ耐药基因已经在肺
炎克雷伯菌中广泛扩散。同时，本研究所筛选的碳青

霉烯耐药菌株均携带至少 ２种其他 β内酰胺酶耐药
基因，会导致对 β内酰胺酶类药物的高度耐药。此
外，菌株对其他种类抗菌药物的高耐药提示碳青霉烯

耐药菌株也应携带其他种类抗菌药物的耐药基因。

　　注射用头孢他啶／阿维巴坦钠已于２０１９年５月获
得国家药品监督管理局批准，用于治疗复杂性腹腔内

感染、医院获得性肺炎和呼吸机相关性肺炎，在治疗方

案选择有限的成人患者中治疗对该药敏感的革兰阴性

菌引起的感染。虽然头孢他啶／阿维巴坦对 ＡｍｂｌｅｒＡ
类、Ｃ类和部分Ｄ类β内酰胺酶稳定，但对产 ＮＤＭ肺
炎克雷伯菌仍具有较高的 ＭＩＣ值［１３］。目前国外已有

临床研究表明头孢他啶／阿维巴坦和氨曲南联合对产
ＮＤＭ菌株可以取得较好的治疗效果［１４］，但两药联合

在国内的临床应用研究尚未见相关报道。本研究结果

显示头孢他啶／阿维巴坦联合氨曲南对大部分的碳青
霉烯耐药肺炎克雷伯菌具有较好的协同作用，ＭＩＣ显
著降低，为头孢他啶／阿维巴坦钠在我国的临床应用提
供了理论依据。但本研究细菌样本量较少，且没有进

行深入的机制研究和在动物体内进行疗效评价，研究

结果尚需进一步研究证实。
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