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头孢他啶／阿维巴坦单用或与氨曲南联用对碳青霉烯类耐药肠杆菌目细

菌的体内、外抗菌活性的比较

卞丽娟１，２，郭俊哲３，郑美娟１

（１．安徽医科大学第一附属医院检验科，安徽 合肥　２３００２２；２．蚌埠第五人民医院检验科，安徽 蚌埠　２３３０９９；３．安徽医

科大学临床医学院，安徽 合肥　２３００３２）

［摘　要］　目的　了解头孢他啶／阿维巴坦（ＣＺＡ）单用或与氨曲南（ＡＴＭ）联合用药对耐碳青霉烯类肠杆菌目细

菌（ＣＲＥ）的体内、外抗菌活性，为临床抗感染治疗提供依据。方法　采用微量肉汤稀释法对某院２０１８—２０２２年临

床分离的５２株非重复ＣＲＥ进行ＣＺＡ及ＡＴＭ最低抑菌浓度（ＭＩＣ）测定，采用棋盘稀释法进行联合药敏试验。时

间－杀菌曲线和大蜡螟感染模型检测ＣＺＡ单用或与ＡＴＭ联合使用的杀菌效果。结果　２３株产ＫＰＣ酶的ＣＲＥ

菌株中９１．３％（２１株）对ＣＺＡ的 ＭＩＣ≤４μｇ／ｍＬ，８．７％（２株）的菌株对ＣＺＡ的 ＭＩＣ≥１２８μｇ／ｍＬ。产 ＮＤＭ、

ＩＭＰ、ＫＰＣ＋ＩＭＰ、ＫＰＣ＋ＮＤＭ等酶型的２９株ＣＲＥ对ＣＺＡ的 ＭＩＣ值均≥１２８μｇ／ｍＬ。３１株ＣＺＡ耐药的菌株中

９３．５％（２９株）的ＣＺＡ与ＡＴＭ联合ＦＩＣ值＜０．５，６．５％（２株）的ＦＩＣ在０～１。时间－杀菌曲线表明ＣＺＡ对产

ＫＰＣ酶的菌株具有杀菌效果，ＣＺＡ联合ＡＴＭ对耐ＣＺＡ菌株有杀菌效果。与单药组相比，ＣＺＡ联合ＡＴＭ处理组

ＣＲＥ感染大蜡螟生存率显著提高（中位生存时间１２０ｈ，犘＝０．００１）。结论　ＣＺＡ对产ＫＰＣ酶的细菌有较好的抗

菌作用。ＣＺＡ与ＡＴＭ联用对ＣＺＡ耐药的菌株具有协同抑菌作用。
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　　碳青霉烯类抗生素抗菌谱广泛，常用于耐药革

兰阴性杆菌引起临床感染的治疗。然而，随着其在

临床的广泛应用，耐碳青霉烯类肠杆菌目（ｃａｒｂａ

ｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔ犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犾犲狊，ＣＲＥ）菌株逐年

增多，已在全球范围内流行［１］。目前针对ＣＲＥ菌株

感染的治疗，可选择的抗菌药物十分有限，编码碳青

霉烯酶质粒的传播，有助于ＣＲＥ的广泛流行，ＣＲＥ

感染的高发病率和病死率已成为全球公共卫生的主

要威胁［２］。碳青霉烯类抗生素耐药的主要机制是产

碳青霉烯酶，常见碳青霉烯酶主要包括 ＫＰＣ、

ＮＤＭ、ＩＭＰ、ＶＩＭ 和 ＯＸＡ４８，其中最常见的是由

犫犾犪ＫＰＣ编码的 Ａ 类丝氨酸类酶 ＫＰＣ（犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪

狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ）
［３５］。由于碳青霉烯类

抗生素耐药机制不同，不同抗菌药物对ＣＲＥ菌株抗

菌效果存在差异。本试验采用肉汤法测定最低抑菌

浓度（ＭＩＣ），棋盘法进行联合药敏试验，时间－杀菌

曲线和药物治疗菌株感染动物的试验方法，评价单

用头孢他啶／阿维巴坦（ＣＺＡ）及其与氨曲南（ＡＴＭ）

联合用药的体外杀菌效果和体内抗菌效果，为临床

用药提供可靠依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　收集２０１８—２０２２年蚌埠医科大

学第一附属医院临床标本中分离的５２株ＣＲＥ（剔

除同一患者相同部位分离的重复菌株），包括２９株

肺炎克雷伯菌、２０株大肠埃希菌、２株阴沟肠杆菌及

１株黏质沙雷菌。主要分离自痰、血、脑脊液及尿标

本，分布在重症监护病区、神经外科及呼吸科等。质

控菌株大肠埃希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３来自国家卫生健康委临检中心。

１．１．２　仪器与试剂　菌株鉴定和药敏试验采用

ＶＩＴＥＫＭＳ飞行时间质谱仪和ＶＩＴＥＫ２全自动鉴

定及药敏分析系统（法国梅里埃公司）。ＣＺＡ（北京

拉索生物科技有限公司），ＡＴＭ（上海源叶生物科技

有限公司）。碳青霉烯酶检测试剂盒（天津一瑞生物

科技股份有限公司），ＭＨ 琼脂及 ＭＨ 肉汤（英国

Ｏｘｏｉｄ公司）。大蜡螟（中国天津惠裕德生物科技有

限公司），长度（２０±５）ｍｍ，重量（２５０±５０）ｍｇ。

１．２　方法

１．２．１　碳青霉烯酶检测　采用碳青霉烯酶检测试

剂盒检测５种酶型：ＫＰＣ、ＯＸＡ４８、ＶＩＭ、ＩＭＰ和

ＮＤＭ。将纯培养菌株和样品处理液在ＥＰ管中充分

混合，加载５０μＬ到检测条上。室温下放置１５ｍｉｎ

后，结果判读依据操作说明书，质控线（Ｃ线）区域一

条红线，检测区域任何酶型出现一条或多条，即为标

本含有相应的碳青霉烯酶。

１．２．２　ＭＩＣ测定及联合药敏　采用微量肉汤稀释

法测定ＣＺＡ和ＡＴＭ 对５２株ＣＲＥ的 ＭＩＣ。棋盘

稀释法检测联合药敏的分级抑菌浓度（ＦＩＣ），ＦＩＣ＝

联合药物 Ａ的 ＭＩＣ／单独药物 Ａ的 ＭＩＣ＋联合药

物Ｂ的 ＭＩＣ／单独药物Ｂ的 ＭＩＣ，协同效应为ＦＩＣ

≤０．５，相加效应为０．５＜ＦＩＣ≤１，无关效应为１＜

ＦＩＣ≤２，拮抗效应为 ＦＩＣ＞２
［６］。结果判定根据

２０２２版美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）指南推

荐的标准和折点。ＣＺＡ 的浓度范围为０．２５／４～

１２８／４μｇ／ｍＬ（阿维巴坦的浓度固定为４μｇ／ｍＬ），

ＡＴＭ的浓度为０．０６～１２８μｇ／ｍＬ。

１．２．３　时间－杀菌曲线　选取９、１９、３７号对ＣＺＡ

敏感产ＫＰＣ的肺炎克雷伯菌，根据ＣＺＡ对产ＫＰＣ

菌的 ＭＩＣ，采用时间杀灭法检测ＣＺＡ在０．５、１、２、４

和８倍 ＭＩＣ时的杀菌效果。根据ＣＺＡ与ＡＴＭ 联

合药敏试验结果及文献推荐的方法［７］，选取２７、３９、４７

号对ＣＺＡ耐药产ＮＤＭ大肠埃希菌，取对数生长期细

菌，用无菌ＭＨ肉汤配制浓度为１．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ

的菌悬液。细菌的 ＭＨ肉汤与单一或组合抗菌剂

混合，并在３５℃下连续振摇孵育过夜。不含抗菌药

物的相同肉汤作为生长对照。在０、４、８、１２和２４ｈ

对肉汤样品进行１０倍系列稀释，每个稀释样本取
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１００μＬ接种在 ＭＨ 琼脂平板上，重复试验３次，

３５℃过夜培养，进行菌落计数，取平均值。每毫升菌

液计数表示为 Ｎｔ，数据换算为 Ｌｏｇ１０ Ｎｔ。使用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５软件分析数据并绘图。

１．２．４　大蜡螟毒力试验　选取１６、２２、３０号对

ＣＺＡ耐药产金属酶的菌株，以 ＭＨ肉汤中孵育的

对数生长期细菌制备菌悬液，稀释为３个浓度梯度

（１．０×１０７、１．０×１０６、１．０×１０５ＣＦＵ／ｍＬ），将大蜡

螟幼虫随机分为５组，每组２０只幼虫，其中１～３组

分别使用微量注射器注射相应浓度菌液１０μＬ，第４

组为ＰＢＳ对照组，注射ＰＢＳ溶液１０μＬ，第５组为

空白对照组，不做任何处理。将注射后的幼虫置于

３７℃培养箱孵育１２０ｈ，每２４ｈ观察幼虫存活量。

试验重复３次，计算每株菌的ＬＤ８０。

１．２．５　大蜡螟感染模型建立　根据毒力试验得到

的结果，配制每株菌的８０％致死剂量对应的菌液浓

度，以此浓度配制菌液感染大蜡螟幼虫。试验分为

５组，每组２０只幼虫，第１、２、３组注射相应浓度菌液

１０μＬ，第４组为ＰＢＳ对照组，注射ＰＢＳ溶液１０μＬ，

第５组为空白对照组，不做任何处理。注射完毕后

将幼虫置于３７℃培养箱中孵育２ｈ，然后对试验组

幼虫模拟人体剂量一次性给予１０μＬ的抗菌药物

（ＣＺＡ和ＡＴＭ的人体剂量分别为５０、１００ｍｇ／ｋｇ）。

给第１组幼虫注射相应浓度的ＣＺＡ１０μＬ，给第２

组幼虫注射相应浓度的ＡＴＭ１０μＬ，给第３组幼虫

注射相应浓度的ＣＺＡ和ＡＴＭ 联合药物１０μＬ，给

第４组幼虫注射ＰＢＳ溶液１０μＬ，第５组幼虫不做

任何处理。将注射后的幼虫置于３７°Ｃ培养箱继续

孵育１２０ｈ，每２４ｈ观察并记录每组幼虫死亡数量，

比较存活率。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２２．０软件进行统计

学分析，对于生存率 曲线比较，使用 Ｌｏｇｒａｎｋ

（ＭａｎｔｅｌＣｏｘ）检验分析结果。犘≤０．０５为差异有统

计学意义。

２　结果

２．１　５２株ＣＲＥ碳青霉烯酶酶型及ＣＺＡ的 ＭＩＣ

值　５２株ＣＲＥ共检出产ＫＰＣ酶２３株，产ＮＤＭ酶

２４株，产ＩＭＰ酶１株，产 ＫＰＣ＋ＮＤＭ 菌３株，产

ＫＰＣ＋ＩＭＰ酶１株。２３株产 ＫＰＣ酶菌中９１．３％

（２１株）对ＣＺＡ的 ＭＩＣ≤４μｇ／ｍＬ，另外８．７％（２

株）的菌株对ＣＺＡ的 ＭＩＣ≥１２８μｇ／ｍＬ。２９株产

金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）的菌株对ＣＺＡ的ＭＩＣ值均

≥１２８μｇ／ｍＬ。见表１。

表１　５２株ＣＲＥ对ＣＺＡ、ＡＴＭ的药敏测定结果

犜犪犫犾犲１　ＣＺＡａｎｄＡＴＭｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５２ｓｔｒａｉｎｓｏｆＣＲＥ

菌株

编号
菌株 酶型

ＣＺＡ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

ＡＴＭ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

１ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ６４

２ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．５ ＞１２８

３ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

４ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

５ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．５ ＞１２８

６ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．２５ ＞１２８

７ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ＞１２８ ＞１２８

８ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

９ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．５ ＞１２８

１０ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ２ ＞１２８

１１ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ４ ＞１２８

１２ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．５ ６４

１３ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １２８ ＞１２８

菌株

编号
菌株 酶型

ＣＺＡ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

ＡＴＭ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

１４ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

１５ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

１６ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

１７ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．５ ＞１２８

１８ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ２ ＞１２８

１９ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

２０ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

２１ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．５ ＞１２８

２２ 阴沟肠杆菌 ＩＭＰ ＞１２８ ＞１２８

２３ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

２４ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ２

２５ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

２６ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ６４
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续表１　（犜犪犫犾犲１，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

菌株

编号
菌株 酶型

ＣＺＡ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

ＡＴＭ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

２７ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

２８ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

２９ 黏质沙雷菌 ＫＰＣ １ ３２

３０ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

３１ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

３２ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＩＭＰ ＞１２８ ＞１２８

３３ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

３４ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ４

３５ 阴沟肠杆菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

３６ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．５ ＞１２８

３７ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

３８ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ３２

３９ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

菌株

编号
菌株 酶型

ＣＺＡ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

ＡＴＭ的

ＭＩＣ

（μｇ／ｍＬ）

４０ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

４１ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

４２ 大肠埃希菌 ＮＤＭ １２８ ＞１２８

４３ 肺炎克雷伯菌 ＮＤＭ ＞１２８ １

４４ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

４５ 肺炎克雷伯菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

４６ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

４７ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ １２８

４８ 肺炎克雷伯菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

４９ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

５０ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ ＞１２８

５１ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ＞１２８ １２８

５２ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ １ ＞１２８

２．２　３１株ＣＺＡ耐药菌株的联合药敏结果　选择

对ＣＺＡ耐药的３１株菌进行ＣＺＡ与ＡＴＭ 联合药

敏试验，结果表明，９３．５％（２９株）的ＦＩＣ值＜０．５，

６．５％（２株）的ＦＩＣ在０．５～１，显示出良好的协同

和相加效应。见表２。

表２　ＣＺＡ与ＡＴＭ联合对３１株ＣＺＡ耐药菌株的作用效果

犜犪犫犾犲２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆＣＺＡａｎｄＡＴＭｏｎ３１ＣＺＡｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号 菌株 酶型 ＦＩＣ 作用

１ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１２５ 协同

７ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．１５６ 协同

１３ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ ０．１２５ 协同

１６ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１８８ 协同

２２ 阴沟肠杆菌 ＩＭＰ ０．０９４ 协同

２３ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１８８ 协同

２４ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．５６３ 相加

２５ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．０９４ 协同

２６ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．３１３ 协同

２７ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１５６ 协同

２８ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．０７８ 协同

３０ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＮＤＭ ０．１８８ 协同

３１ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＮＤＭ ０．０４７ 协同

３２ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＩＭＰ ０．１２５ 协同

３３ 肺炎克雷伯菌 ＫＰＣ＋ＮＤＭ ０．０６３ 协同

３４ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．６２５ 相加

菌株编号 菌株 酶型 ＦＩＣ 作用

３５ 阴沟肠杆菌 ＮＤＭ ０．１８８ 协同

３８ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１２５ 协同

３９ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．０９４ 协同

４０ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．０９４ 协同

４１ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１８８ 协同

４２ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１５６ 协同

４３ 肺炎克雷伯菌 ＮＤＭ ０．２８１ 协同

４４ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１５６ 协同

４５ 肺炎克雷伯菌 ＮＤＭ ０．０６３ 协同

４６ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１２５ 协同

４７ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．２６６ 协同

４８ 肺炎克雷伯菌 ＮＤＭ ０．１５６ 协同

４９ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．０９４ 协同

５０ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１８８ 协同

５１ 大肠埃希菌 ＮＤＭ ０．１８８ 协同

２．３　不同浓度ＣＺＡ对产ＫＰＣ酶菌株的杀菌效果及

ＣＺＡ联合 ＡＴＭ 对产 ＮＤＭ 酶菌株的杀菌效果　

ＣＺＡ处理９、１９、３７号产ＫＰＣ酶菌株，９号菌株经药

物处理，在１２ｈ后检测到显著杀菌功效。此外，用
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２、４和８倍 ＭＩＣＣＺＡ处理，在培养２４ｈ后，９号菌

株未检测到菌落生长。１９号菌株经过药物处理，在

１２ｈ后检测到显著杀菌功效，用４和８倍ＭＩＣＣＺＡ

处理，８ｈ后细菌数为０。３７号菌株用０．５倍ＭＩＣ和

１倍 ＭＩＣＣＺＡ处理，细菌数无明显变化，用２、４和

８倍 ＭＩＣＣＺＡ处理１２ｈ后细菌数为０。见图１。

ＣＺＡ联合 ＡＴＭ 的时间－杀菌曲线显示 ＣＺＡ 和

ＡＴＭ的组合对２７号、３９号、４７号产ＮＤＭ 酶的菌

株显示出显著的杀菌功效，孵育８～１２ｈ后未检测

到菌落生长。见图２。
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　　注：Ａ为９号肺炎克雷伯菌，Ｂ为１９号肺炎克雷伯菌，Ｃ为３７号肺炎克雷伯菌。

图１　不同浓度ＣＺＡ对产ＫＰＣ酶肺炎克雷伯菌的杀菌曲线

犉犻犵狌狉犲１　ＢａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｕｒｖｅｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＣＺＡａｇａｉｎｓｔＫＰＣｐｒｏｄｕｃｉｎｇ犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲

!"#$%&'

( ) * +, +- ,( ,)

+-

+)

+,

+(

*

-

)

,

(

.
/
0

+
(

!

1
2
3
4
#
5

"

6 7 1

+-

+)

+,

+(

*

-

)

,

(

8
/
0

+
(

!

1
2
3
4
9
5

"

+-

+)

+,

+(

*

-

)

,

(

.
/
0

+
(

!

1
2
3
4
#
5

"

!:#$;&<

( ) * +, +- ,( ,)

!:9$%&<

( ) * +, +- ,( ,)

1=6%+ !0495<1=6%+ !0495<>6?@;+- !0495< 6?@;+- !0495<1/A!B/.

1=6;+ !04#5<1=6;+ !04#5<>6?@;+- !04#5< 6?@;+- !04#5<1/A!B/.

1=6;+ !04#5<1=6;+ !04#5<>6?@;+- !04#5< 6?@;+- !04#5<1/A!B/.

　　注：Ａ为２７号大肠埃希菌，Ｂ为３９号大肠埃希菌，Ｃ为４７号大肠埃希菌。

图２　ＣＺＡ联合ＡＴＭ对产ＮＤＭ酶大肠埃希菌的杀菌曲线
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２．４　ＣＺＡ单用及联合ＡＴＭ 对感染大蜡螟生存的

影响　１６、３０号菌株的ＬＤ８０为１．０×１０
６ＣＦＵ／ｍＬ，

２２号菌株的ＬＤ８０为１．０×１０
７ＣＦＵ／ｍＬ。ＣＺＡ联

合ＡＴＭ对ＣＲＥ感染的幼虫具有保护作用，两药联

合４８ｈ后，幼虫的存活率稍有下降，但仍然保持在

８０％～９０％的水平，比使用单药时的存活率（中位生

存时间１２０ｈ）有大幅度提高，差异具有统计学意义

（犘＝０．００１）。见图３。
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　　注：Ａ为１６号大肠埃希菌，Ｂ为２２号阴沟肠杆菌，Ｃ为３０号肺炎克雷伯菌。

图３　ＣＺＡ单药及与ＡＴＭ联合用药后对ＣＲＥ感染的蜡螟幼虫生存率曲线
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３　讨论

ＣＲＥ对临床常见抗菌药物大多数耐药，可选择

的抗感染治疗药物有限，成为临床棘手的问题［８］。

目前研究显示，ＣＲＥ的耐药机制主要是产碳青霉烯

酶，孔道蛋白缺失或表达降低而导致的外膜通透性

降低，外排泵高度表达等，其中以产碳青霉烯酶在临

床上最常见［９１０］。

本研究中５２株ＣＲＥ菌株产碳青霉烯酶情况分

析显示，肺炎克雷伯菌是以产Ａ类丝氨酸碳青霉烯

酶ＫＰＣ型为主，少数菌株产Ｂ类ＮＤＭ 型金属酶。

２０株大肠埃希菌及２株阴沟肠杆菌均为产 ＮＤＭ

型碳青霉烯酶，与我国的流行情况一致［５］。酶抑制

剂在临床治疗中起着非常重要的作用，阿维巴坦是

一种新型β内酰胺酶抑制剂，能有效、可逆的结合碳

青霉烯酶中的Ａ类丝氨酸酶及部分Ｄ类苯唑西林

酶，已被应用于临床，是临床治疗ＣＲＥ感染的一线

选择［１１］。本研究中，２３株产ＫＰＣ菌株中９１．３％对

ＣＺＡ敏感，８．７％对ＣＺＡ耐药，与相关报道
［１２］相近。

产ＫＰＣ菌株对ＣＺＡ大多数敏感，但耐药菌的出现

仍值得关注，耐药菌株多出现在ＣＺＡ治疗后，甚至

没有药物暴露史。产ＫＰＣ酶的菌株对ＣＺＡ耐药机

制主要由犫犾犪ＫＰＣ２中的氨基酸取代和缺失介导，突变

为其他亚型，如ＫＰＣ３型等
［１３］。此外，外排和孔蛋

白突变增强，ＣＴＸＭ 或 ＡｍｐＣ 的突变也可导致

ＣＺＡ耐药
［１２，１４］。２９株产金属酶的菌株对ＣＺＡ耐

药，ＭＩＣ值≥１２８μｇ／ｍＬ。对于ＣＺＡ耐药菌株的治

疗，应考虑其他有效的抗菌药物或ＣＺＡ与其他抗菌

药物的组合。ＣＺＡ联合 ＡＴＭ 的主要机制是阿维

巴坦能保护 ＡＴＭ 免受ＥＳＢＬｓ、ＡｍｐＣ酶水解，使

ＡＴＭ 维持抗菌活性。国外已有研究
［１５１６］表明，

ＡＴＭ联合ＣＺＡ的组合能够治疗肺炎克雷伯菌（产

ＮＤＭ１和ＯＸＡ４８）、铜绿假单胞菌（产 ＮＤＭ１和

ＡｍｐＣ）以及阴沟肠杆菌（产ＮＤＭ１和ＫＰＣ４）引起

的感染，并取得良好疗效。因携带一种或多种ＥＳ

ＢＬｓ，９４．７％的ＣＲＥ菌株对ＡＴＭ耐药，但在联合阿

维巴坦之后，９６．９％ＡＴＭ 耐药菌株ＣＺＡＡＴＭ 的

ＭＩＣ≤１μｇ／ｍＬ
［１７］。在本研究中，ＣＺＡ对ＫＰＣ酶产

生菌株表现出良好的体外杀菌效果，ＣＺＡ对９１．３％

的菌株 ＭＩＣ值≤４μｇ／ｍＬ。然而，其对２９株 ＭＢＬ

菌株的 ＭＩＣ值均≥１２８μｇ／ｍＬ。ＣＺＡ和 ＡＴＭ 两

种药物联合后，ＭＩＣ值可降低至各自的敏感范围

内，ＦＩＣ值均＜１，表明具有良好的协同或相加效应。

时间杀菌试验显示，９号菌株在０．５和１倍ＭＩＣ的

ＣＺＡ处理后８ｈ，产ＫＰＣ酶的菌株出现反弹生长。

在２倍 ＭＩＣ的ＣＺＡ下，菌株在处理的前４ｈ内稳定

减少。处理１２ｈ后未检测到菌落。对于４和８倍

ＭＩＣ，在处理８ｈ后未检测到菌落，表明适当剂量的

ＣＺＡ对ＫＰＣ产生菌具有良好的杀菌效果。对于产

ＮＤＭ酶菌株，与ＣＺＡ和ＡＴＭ 组合孵育８～１２ｈ后

未检测到菌落生长，表明该组合具有良好的杀菌功

效。因此，ＣＺＡ 联合 ＡＴＭ 方案可用于临床治疗

ＮＤＭ 酶产生的 ＣＲＥ 菌株。ＣＺＡ 联合 ＡＴＭ 对

ＣＲＥ感染的幼虫具有保护作用，两药联合可以提高

大蜡螟幼虫的生存率，１６号菌株ＣＺＡ单药组２４ｈ后

感染大蜡螟存活率仅为６０％，而联合用药组，感染

大蜡螟的存活率仍然保持１００％，１２０ｈ后，ＣＺＡ单

药组感染大蜡螟的存活率仅为４０％，而联合用药组

４８ｈ后，感染幼虫的存活率稍有下降，但仍然保持在

９０％的水平，并一直维持到１２０ｈ，比使用单药时的存

活率大幅提高。结果表明，ＣＺＡ联合ＡＴＭ 可延长产

ＮＤＭ菌感染大蜡螟的寿命并降低其死亡率。

综上所述，ＣＺＡ对于产 ＫＰＣ的菌株具有良好

的杀菌作用，并且当与 ＡＴＭ 联合时，对基因型为

犫犾犪ＮＤＭ、犫犾犪ＩＭＰ、犫犾犪ＫＰＣ＋犫犾犪ＩＭＰ和犫犾犪ＫＰＣ＋犫犾犪ＮＤＭ的细

菌具有良好的协同杀菌作用。因此，在临床ＣＺＡ或

ＣＺＡ联合ＡＴＭ 可以作为ＣＲＥ感染的早期治疗选

择。本研究收集的临床菌株来源于单中心，样本量

较少，尤其是非产酶菌株以及除 ＮＤＭ 外其他产金

属酶菌株更少，缺乏对这部分菌株的研究结果，因此

结果存在着一定的局限性。以后的工作中，扩大样

本量，加大对不同耐药机制碳青霉烯类抗生素耐药

菌株的深入研究，能够更好为临床抗感染联合用药

提供可靠的实验室依据。
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