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多黏菌素联合替加环素对多重耐药鲍曼不动杆菌的作用
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摘  要：目的  探讨多黏菌素联合替加环素（tigecyclin）对多重耐药鲍曼不动杆菌体外抗菌的效果。方法  收集临床分离的

50 株多重耐药鲍曼不动杆菌，采用微量肉汤稀释法、棋盘法分别检测替加环素、多黏菌素单独及联合使用的最低抑菌浓度

（MIC），并计算药物联合使用抑菌浓度（FIC）指数，利用 FIC指数判定替加环素和多黏菌素联用时对多重耐药鲍曼不动杆

菌体外抗菌的效果。荧光定量 PCR检测外排泵基因表达水平。结果  替加环素联合多黏菌素能显著降低各自MIC值，表现

为协同作用的菌株占 70%，表现为相加作用的占 14%，表现为无关作用的占 6%，拮抗作用则为 10%。对联合用药不敏感的

菌株，其外排泵基因（abeB, abeJ, abeG, abeM）表达水平显著高于敏感型（P＜0.05）。结论  替加环素联合多黏菌素可对多

重耐药鲍曼不动杆菌的感染进行治疗。
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Abstract: Objective The objective of this study was to evaluate the combination of colistin and tigecycline in vitro antibacterial 
effect of multidrug resistant baumanus. Methods  Collect clinical separation 50 multiple drug-resistant strains of acinetobacter 
baumannii, trace broth dilution method, board method is used respectively for ring element, polymyxin b alone and combination of 
the minimum bacteriostatic concentration (MIC), and calculate the drug combination of bacteriostatic concentration (FIC) index, 
using the FIC index determination for ring element and polymyxin b when the combination of multiple drug resistance of 
acinetobacter baumannii in vitro antibacterial effect. Results  The interaction between colistin and tigecycline, when used in 
combination, was 70% synergistic, 14% additive, 6% indifferent, and 10% antagonistic. For strains that are not sensitive to 
combination therapy, the expression level of efflux pump gene (abeB, abeJ, abeG, abeM) was significantly higher than that of 
sensitive type (P < 0.05). Conclusion  Our results suggest that the synergistic effect of the colistin-tigecycline combination is 
suffcient to make it an optimal treatment choice. 
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鲍曼不动杆菌是院内感染中常见、重要的病原

菌。该菌可引起多种疾病，如呼吸道感染、菌血症、

脑膜炎、皮肤、软组织和泌尿道感染等[1]。鲍曼不

动杆菌极易对各种抗生素产生耐药性，且可在无机

表面存活，鲍曼不动杆菌感染对于临床医师是一个

挑战。有研究表明，多重耐药不动杆菌感染率为

47%～93%，死亡率则为 30%～75%[2]。多黏菌素发

现于多黏杆菌（Bacillus polymyxa）培养液中的抗菌 
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性多肽，对鲍曼不动杆菌有一定抗菌作用[3]，患者

长期使用多黏菌素仍会产生耐药性。目前药物治疗

多重耐药鲍曼不动杆菌的选择相当有限，主要原因

是缺乏对多重耐药菌株有效的新型特异抗生素。然

而，联合用药的效果优于单药治疗[4-5]。因此，本研

究目的为评估替加环素联合多黏菌素对耐药鲍曼不

动杆菌的效果。

1  材料与方法   
1.1  材料 
1.1.1  仪器与试药  Muller－Hinton 肉汤（浙江杭

州天和微生物试剂有限公司）；血琼脂平板（郑州安

图生物工程股份有限公司，批号 20170126B）。
VITEK－2型细菌鉴定仪（法国生物梅里埃公司）。

注射用替加环素（浙江海正药业股份有限公司，规

格每支 50 mg，批号 20161125）；多黏菌素（上海上

药第一生化药业有限公司，规格为每瓶 50 mg，生

产批号 037K1477）。 
1.1.2  菌株来源  从住院患者送检的标本中分离所

得多重耐药鲍曼不动杆菌 50株，所有多重耐药鲍曼

不动杆菌均经 VITEK-2细菌鉴定仪鉴定。质控菌株

为铜绿假单胞菌（ATCC27853）和大肠埃希菌

（ATCC25922）。 
1.2  方法 
1.2.1  菌悬液的配制  将多重耐药鲍曼不动杆菌菌

株接种于血琼脂培养基上，并置于（35±2）℃的温

箱中，培养 16～18 h后，挑取合适的菌落放于 2 mL
无菌生理盐水中，并利用比浊仪校正浊度，随后，

利用无菌生理盐水将 0.5 麦氏浊度的菌液稀释至 
3×105 cfu/mL，备用。 
1.2.2  抗菌药物的配制  精密称取替加环素和多黏

菌素（1 : 1），使用无菌生理盐水和 0.01 mol/L的

PBS缓冲液稀释，备用。 
1.2.3  单药最低抑菌浓度（MIC）的测定  微量肉

汤倍比稀释法，检测步骤如下：无菌操作，取微量

肉汤加入 96孔板中，每孔 100 μL。将浓度为 2 048 

μg/mL 的替加环素药液按每横排方式加入无菌 96
孔板中，每孔 100 μL，每横排的第 1孔加入抗菌药

物原液 100 μL，混匀，然后吸取 100 μL至第 2孔，

混匀后再吸取 100 μL至第 3孔，如此连续倍比稀释

至第 11 孔，并从第 11 孔中吸取 100 μL弃去，第

12孔为不含药物的生长对照。多黏菌素同上操作。 
1.2.4  联合药物敏感性试验  根据“1.2.3”的测定

结果，确定本次联合抗菌试验的药物稀释浓度。将

替加环素和多黏菌素分别按倍比稀释，按横向及纵

向分别加入 96孔板中，横向为多黏菌素的降梯度，

共为 12个浓度梯度；纵向为替加环素的降梯度，共

为 8个浓度梯度。分别将两种抗菌药物以 50 μL体

积两两组合加入 96 孔板中，并逐一加入 100 μL    
3×105 cfu/mL 菌液。最后，将 96 孔板放置于  

（35±2）℃的温箱中过夜，孵育时间为 18～24 h，
观察并计算两药联合应用时各药的MIC。 
1.2.5  联合抑菌指数（FIC）的确定  根据药物单

独应用时及联用后的MIC，计算出两种药物联用的

FIC。相互作用解释：FIC≤0.5 时，代表两药物之

间具有协同作用；0.5＜FIC≤1 时，代表两药物之

间具有相加作用；1＜FIC≤2 时，代表两药物之间

具有无关作用；FIC＞2时，代表两药物之间具有拮

抗作用[6]。 
1.2.6  PCR测定外排泵基因  培养细菌，加入 RNA 
iso plus抽提细菌中的 RNA，反转录得到 cDNA后

进行荧光定量 PCR扩增，扩增目的基因为外排泵基

因 abeB、abeJ、adeG、abeM，内参基因为 β-actin。 
2  结果 
2.1  单用与联用时药物的MIC结果 

替加环素联合多黏菌素能显著降低各自 MIC
值，见表 1和 2。 
2.2  联合用药的 FIC分布 

替加环素和多黏菌素联用，表现为协同作用的

菌株占 70%，表现为相加作用的占 14%表现为无关

作用的占 6%，拮抗作用则为 10%，见表 3。 

表 1  替加环素和多黏菌素单用对多重耐药鲍曼不动杆菌MIC 
Table 1  MIC of single drug use of tegacycline and polymyxin for multidrug-resistant Acinetobacter Bauman 

抗菌药物 MIC/(μg∙mL−1) MIC50/(μg∙mL−1) MIC90/(μg∙mL−1) 
替加环素 0.25～1.00 0.50 1.00 
多黏菌素 32～128 64 128 
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表 2  替加环素和多黏菌素联用对多重耐药鲍曼不动杆菌MIC 
Table 2  MIC of combination of tegafycline and polymyxin for multidrug-resistant Acinetobacter Bauman 

联合药物 MIC/(μg∙mL−1) MIC50/(μg∙mL−1) MIC90/(μg∙mL−1) 
替加环素 0.125～0.50 0.25 0.50 
多黏菌素 16～64 32.00 64.00 

表 3  替加环素和多黏菌素联用时的 FIC分布（n=50） 
Table 3  FIC distribution in combination of tegafycline and 

polymyxin (n=50) 

FIC分布 n/例 占比/% 
FIC≤0.5 35 70 
0.5＜FIC≤1 7 14 
1＜FIC≤2 3 6 
FIC＞2 5 10 

2.3  外排泵基因表达水平分析 
根据药敏试验结果，将多重耐药不动杆菌分为

敏感型和不敏感型，有研究表明外排泵基因过度表

达可导致鲍曼不动杆菌耐药，因此采取荧光定量

PCR检测外排泵基因表达水平，结果表明对联合用

药不敏感的菌株，其外排泵基因表达水平显著高于

敏感型（P＜0.05）。见表 4。 

表 4  外排泵基因相对表达水平 
Table 4  Relative expression level of the outer row pump gene 

类型 n/株 abeB abeJ abeG abeM 
敏感型 20 2.32±1.18 8.25±3.64 0.89±0.82 8.21±4.38 
不敏感型 10 6.26±2.01* 14.57±2.97* 10.11±2.85* 19.58±4.89* 

与敏感型比较：*P＜0.05 
*P < 0.05 vs sensitive strain 

3  讨论 
鲍曼不动杆菌是造成医院感染的常见病原菌，

其在医院的环境中分布很广且可长期存活，严重威

胁了综合性重症监护室（ICU）和免疫功能低下患

者的生命健康。此外，其耐药性日益严重且感染增

多，已成为一个日益严重的全球威胁[7]。耐药性产

生的原因有不合理使用广谱抗生素，拥挤，卫生不

良及全球旅行等[8]。 
多黏菌素呈浓度相关性杀菌活性，对于多重耐

药鲍曼不动杆菌仍然非常有效。特别是联合用药

时[9-10]。之所以会产生耐药性，和其药动学和药效

学特性有关[11]。替加环素是一种广谱抗生素，能有

效拮抗革兰阴性、革兰阳性、厌氧菌和非典型细菌

感染[12]。其主要缺点是，给予患者标准的 100 mg
负荷剂量后，患者血清浓度较低，这可能会导致治

疗期间产生耐药性[13]。抗生素易感性研究表明，不

动杆菌属对多黏菌素和替加环素敏感，与多黏菌素/
替加环素和碳青霉烯类抗生素联用相比，多黏菌素

和替加环素联用的拮抗作用最低。综上所述，多黏

菌素与替加环素联用可能是治疗多重耐药鲍曼不动

杆菌感染的最佳选择。

本研究中，70%为协同作用，14%为相加作用，

6%为无关作用，10%则为拮抗作用。这与此前的研

究结果并一致[14-15]。笔者认为这是由于使用方法不

一致，以及检测时没有完全按照符合制造商操作导

致相互作用范围的变化较大（0%～25%）。 
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