
163现代检验医学杂志　第 38 卷　第 4 期　2023 年 7 月　J Mod Lab Med, Vol. 38, No. 4, July 2023

磷霉素联合多黏菌素 B 对碳青霉烯类耐药肠杆菌目细菌的 
体外抗菌活性分析
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摘　要：目的　分析磷霉素联合多黏菌素 B 对碳青霉烯类耐药肠杆菌目细菌 (carbapenem-resistant Enterobacterales, 
CRE) 的体外抗菌活性。方法　收集 2020 ～ 2022 年西安交通大学第二附属医院分离的 CRE 78 株，其中碳青霉烯类耐

药大肠埃希菌（carbapenem-resistant Escherichia coli，CREC）32 株、碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌（carbapenem-resistant 
Klebsiella pneumonia，CRKP）46 株；碳青霉烯类敏感肠杆菌目细菌 (carbapenem-sensitive Enterobacterales, CSE)132 株，

其中碳青霉烯类敏感大肠埃希菌（carbapenem-sensitive Escherichia coli，CSEC）72 株、碳青霉烯类敏感肺炎克雷伯菌

（carbapenem-sensitive Klebsiella pneumonia，CSKP）60 株。采用琼脂稀释法和肉汤微量稀释法（broth microdilution, 
BMD）分别测定磷霉素和多黏菌素 B 的最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentration, MIC），采用肉汤微量稀释棋

盘法测定 CRE 对磷霉素联合多黏菌素 B 的最低抑菌浓度，并计算部分抑菌浓度指数 (fractional inhibitory concentration 
index, FIC)，判定其联合效应。结果　78 株 CRE 中 28 株对磷霉素耐药，总耐药率为 35.90%（28/78），其中 6 株同时

还对多黏菌素 B 耐药，总耐药率为 7.69%（6/78）。132 株 CSE 中 18 株仅对磷霉素耐药，总耐药率为 13.64%（18/132）；

未检测到对多黏菌素 B 耐药。多黏菌素 B 联合磷霉素对 CREC 为相加作用，对 CRKP 为协同作用。结论　磷霉素和多

黏菌素 B 单药耐药率均明显升高，二者联合用药可有效降低耐药率，提供一种新的治疗思路。
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Abstract: Objective　To analyze the in vitro antibacterial activity of fosfomycin combined with polymyxin B against 
carbapenem resistant Enterobacterales (CRE). Methods　78 strains of CRE isolated from the Second Affiliated Hospital 
of Xi’an Jiaotong University from 2020 to 2022 were collected, including 32 strains of  carbapenem-resistant Escherichia 
coli (CREC), and 46 strains of carbapenem-resistant Klebsiella pneumonia(CRKP), 132 strains of carbapenem-sensitive 
Enterobacterales(CSE), including 72 strains of carbapenem-sensitive Escherichia coli (CSEC), and 60 strains carbapenem-
sensitive Klebsiella pneumonia (CSKP). The minimum inhibitory concentration (MIC) of fosfomycin and polymyxin B was 
determined by AGAR dilution method, and minimum inhibitory concentration（BMD）, and the MIC of fosfomycin combined 
with polymyxin B was determined by broth microdilution chessboard method. Fractional inhibitory concentration index (FIC) 
was calculated to determine the joint effect. Results　In this study, 28 of 78 CRE strains were resistant to fosfomycin, with a 
total resistance rate of 35.90% (28/78), of which 6 were also resistant to polymyxin B, and the total resistance rate was 7.69% 
(6/78). 18 of 132 CSE strains were only resistant to fosfomycin, with the total resistance rate of 13.64% (18/132). No resistance 
to polymyxin B was detected. Polymyxin B combined with fosfomycin has additive effect on CREC and synergistic effect on 
CRKP. Conclusion　The single drug resistance rate of fosfomycin and polymyxin B increased significantly, the combination of 
fosfomycin and polymyxin B can effectively reduce the drug resistance rate and provide a new treatment idea.
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美 国 疾 病 控 制 与 预 防 中 心 (Center for Disease 
Control and Prevention, CDC) 表示，碳青霉烯类耐药肠

杆菌目细菌（carbapenem-resistant Enterobacterales,  
CRE）被认为是紧迫的威胁 [1]。在中国，肠杆菌目

细菌对碳青霉烯类耐药率也达到 64.1%[2]。CRE 一

旦引发感染往往导致患者治疗失败、死亡率高 [3-4]，

造成患者疾病负担重。有研究表明，在我国仅有

11% CRE 没有产生碳青霉烯酶 [5]，而针对绝大多

数产碳青霉烯酶的菌株，可用于治疗的药物极少。

目前我国临床上主要使用的治疗药物无外乎替加环

素、黏菌素以及头孢他啶 / 阿维巴坦。但是随着碳

青霉烯酶不同酶型种类的增加，头孢他啶 / 阿维巴

坦体外抗菌活性作用效果已不尽如人意 [6-7]。在初

始抗生素的治疗阶段，联合用药往往可以提高患者

生存率 [8]，若体外两种抗生素的联合药敏实验结果

显示为协同作用或相加作用，则可预测该药物组合

将具有较强的抗菌活性。广谱抗生素磷霉素是一类

小分子抗生素，通过抑制细胞壁合成从而杀灭细菌，

临床常用于治疗多种革兰阴性菌或多重耐药菌引发

的感染 [9]。多黏菌素是一种多肽类的抗生素，通过

作用于细胞膜脂多糖所带负电的脂质从而破坏细胞

膜的完整性，发挥其杀菌作用。随着限制级药物使

用频率增多，碳青霉烯类耐药菌检出日益增多，多

黏菌素因其耐药率低，杀菌效果明显被多个专家共

识推荐为治疗选择之一 [10]。因此，本研究拟分析多

黏菌素 B 联合磷霉素，并进行微量棋盘稀释法来判

定其联合效应，进一步评价磷霉素联合多黏菌素 B
用药方案的可行性，为临床合理使用抗生素提供参

考。

1　材料与方法

1.1　研究对象　收集西安交通大学第二附属医院

2020 ～ 2022 年 培 养 阳 性、 非 重 复 CRE 78 株，

包括碳青霉烯类耐药肺炎克雷伯菌（carbapenem-
resistant Klebsiella pneumonia，CRKP ）46 株， 碳

青 霉 烯 类 耐 药 大 肠 埃 希 菌（carbapenem-sensitive 
Escherichia coli，CREC） 32 株；另选择同一时期

碳青霉烯类敏感肠杆菌目细菌 (carbapenem-sensitive 
Enterobacterales，CSE) 132 株（ 均 未 携 带 碳 青 霉

烯酶耐药基因），其中碳青霉烯类敏感大肠埃希菌

（carbapenem-sensitive Escherichia coli，CSEC）72 株、

碳青霉烯类敏感肺炎克雷伯菌（carbapenem-sensitive 
Klebsiella pneumonia，CSKP）60 株作为对照。本研

究通过我院伦理委员会批准（编号：2022030）。

1.2　仪器与试剂　VITEK- Ⅱ -COMPACT 鉴定仪

（法国 BioMérieux 公司）；血平板、麦康凯平板（郑

州安图公司）；磷霉素药敏板，多黏菌素 B 药敏板

（温州康泰生物科技有限公司，批号：DZ1181，

DZ1182），磷霉素和多黏菌素联合药敏板（温州康

泰生物科技有限公司，批号：DZ1191）。

1.3　实验方法

1.3.1　菌株鉴定：复苏我院 2020 ～ 2023 年 12 月

22 日培养阳性、碳青霉烯类耐药和非产碳青霉烯

酶的肠杆菌目细菌非重复性菌株 210 株，三区划

线接种于血琼脂平板上，放置 35±2℃环境下培养

18 ～ 24h， 再 次 经 VITEK- Ⅱ -COMPACT 鉴 定 仪

鉴定均为肠杆菌目细菌，且 78 株 CRE 均对碳青霉

烯类药物耐药。

1.3.2　肉汤微量稀释法药敏试验：采用美国临床实

验室标准化委员会（Clinical and Laboratory Standards 
Institute, CLSI）推荐的肉汤微量稀释法 [11] 分别测

定待检菌株对磷霉素和多黏菌素 B 的敏感性，磷

霉素的浓度测定范围为 0.064 ～ 256 μg/ml，多黏

菌素 B 的浓度测定范围为 0.25 ～ 16 μg/ml。接种

环挑取经 18 ~24 h 孵育后的新鲜纯菌落于无菌生理

盐水中，调制成相当于 0.5 麦氏浊度的菌悬液（务

必于 20 min 内使用）；吸取 0.5 麦氏浊度菌悬液，

加入到药敏接种培养液中，菌液和培养液的比例为

1∶200，充分混匀，每孔加入 100 μl 稀释后的菌

液；35±2℃大气环境孵育，孵育 16 ～ 20 h，通过

浊度判断各个孔内细菌的生长情况，然后读取相应

的最低抑菌浓度 (minimum inhibitory concentration, 
MIC) 值。参照 CLSI 2022 年的标准 [11] 判读药敏结

果（多黏菌素 B 耐药 : MIC ≥ 4 μg/ml，磷霉素耐药：

MIC ≥ 256 μg/ml）。

1.3.3　微量棋盘稀释法药敏试验：操作步骤同 1.3.2 
肉汤微量稀释法药敏试验。在阳性对照生长良好的

前提下，通过浊度判断各个孔内细菌的生长情况，

由低浓度向高浓度观察，能抑制细菌生长的最低药

物浓度即为 MIC。出现跳孔现象时，往前跳一孔以

阅读该药高浓度结果为 MIC，出现连续跳孔时，需

重复试验。

1.3.4　部分抑菌浓度指数计算与判读标准：部分

抑 菌 浓 度 指 数（fractional inhibitory concentration 
index, FIC）=（ 联 合 时 A 药 的 MIC/ 单 用 时 A 药

的 MIC）+（ 联 合 时 B 药 的 MIC/ 单 用 时 B 药 的

MIC）。FIC ≤ 0.5：协同作用，提示两种药物联合

后的抗菌活性显著大于各单药；0.5 ＜ FIC ≤ 1：

相加作用，提示两种药物联合后的抗菌活性较各单

药稍有增加；1 ＜ FIC ≤ 2：无关作用，提示两种

抗生素的活性均不受另一种药物的影响；FIC ＞ 2：
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拮抗作用，提示一种抗生素的活性被另一种抗生素

削弱 [12]。

1.4　统计学分析　采用 SPSS 19.0 软件进行统计分

析。药物单用与药物联用 MIC 值比较采用 t 检验，

计数资料采用 χ2 检验。以 P<0.05 为差异具有统计

学意义。

2　结果

2.1　磷霉素和多黏菌素 B 单药对 CRE 和 CSE 的体

外抗菌活性　见表 1。78 株 CRE 中，28 株对磷霉

素耐药，总耐药率为 35.90%（28/78）；其中 6 株

同时还对多黏菌素 B 耐药，总耐药率为 7.69%(6/78)。
132 株 CSE 中，18 株仅对磷霉素耐药，总耐药率

为 13.64%；未检测到对多黏菌素 B 耐药。与 CSE
菌株相比，CRE 对磷霉素和多黏菌素 B 的总耐药

率 差 异 有 统 计 学 意 义（χ2=15.37，P<0.05）。 单

用磷霉素时，CREC 和 CRKP 对磷霉素的耐药率

（37.50% 和 34.78%）与 CSEC 和 CSKP 的耐药率

（9.72% 和 18.33%）之间差异有统计学意义（χ2=11.00，

20.24， 均 P<0.05）。 此 外，2 株 CREC 和 4 株

CRKP 同时对磷霉素和多黏菌素 B 的耐药率（6.25%
和 8.70%）与 CSEC 和 CSKP（均为 0）之间差异

具有统计学意义。对多黏菌素 B 和磷霉素敏感的肠

杆菌目细菌的 MIC 总体分布见表 2。

表 1                                    78 株 CRE 和 132 株 CSE 对磷霉素和多黏菌素 B 体外活性 [n(%)]

抗生素
CRE（n=78）

χ2 值 P 值
CSE(n=132)

χ2 值 P 值
CREC(n=32) CRKP(n=46) CSEC(n=72) CSKP(n=60)

磷霉素 12（37.50） 16（34.78） 11.00 ＜ 0.05 7（9.72） 11（18.33） 20.24 <0.05

多黏菌素 B 2（6.25） 4（8.70） 0 0 - -

表 2                                         磷霉素和多黏菌素 B 敏感的肠杆菌目细菌 MIC 分布情况比较

类 别 n
多黏菌素 B MIC

n
磷霉素 MIC

<0.5 ～ 0.5(μg/ml) 1~2(μg/ml) <8 ～ 8(μg/ml) 16 ～ 32(μg/ml)

CREC 30 23 7 20 8 12

CRKP 42 29 13 30 8 22

CSEC 72 59 13 65 24 41

CSKP 60 44 16 49 21 28

2.2　磷霉素、多黏菌素 B 单用与联合应用后 MIC
值比较　见表 3。磷霉素在单用时的 MIC 值与两

药联合后的 MIC 值相比，差异具有统计学意义

（t=4.509，P=0.001），联合使用后 MIC 值显著降低。

而多黏菌素 B 单用和联用的 MIC 之间差异无统计

学意义（t=7.621，P=0.419），联合用药无明显差异。
表 3                                       磷霉素联合多黏菌素 B 对 78 株 CRE 的体外抗菌活性对比

抗生素
单独用药 联合用药

t 值 P 值
MIC50 MIC90 MIC 范围 MIC50 MIC90 MIC 范围

多黏菌素 B 256 256 32 ～ 512 32 128 4 ～ 256 7.621 0.419

磷霉素 8 16 2 ～ 64 0.5 2 0.25 ～ 4 4.509 0.001

2.3　磷霉素联合多黏菌素 B 的部分抑菌浓度（frac-
tional inhibitory concentration, FIC）构成比　 见 表

4。在磷霉素与多黏菌素 B 的联合药敏中，CREC 6
株表现为协同作用，占 18.75%（6/32）；22 株为相

加作用，占 68.75%（22/32）；4 株为无关作用，占

12.50%（4/32），CREC 在联合药敏中主要表现为

相加作用。在磷霉素与多黏菌素 B 的联合药敏中，

CRKP 29 株为协同作用，占 63.04%（29/46）；12
株为相加作用，占 26.09%（12/46）；5 株为无关作用，

占 10.87%（5/46），CRKP 在联合药敏中主要表现

为协同作用。

表 4                                                   磷霉素联合多黏菌素 B 的 FIC 值构成比 [n(%)]

类别 n FIC ≤ 0.5 0.5 ＜ FIC ≤ 1 1 ＜ FIC ≤ 2 FIC ＞ 2

CREC 32 6(18.75) 22(68.75) 4(12.50) 0(0)

CRKP 46 29(63.04) 12(26.09) 5(10.87) 0(0)

3　讨论

CRE 在全球的迅速传播导致患者治疗失败、

死亡率高，并且可使用的治疗药物有限，对临床抗

感染治疗以及预防控制带来严峻挑战 [13]。而且在
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WHO 组织的新抗生素研发优先级列表中，CRE 也

被列为最优先等级 [14]。基于 CRE 的传播速度，耐

药增长程度，有限的治疗药物选择以及显著的发病

率和死亡率 [15-16]，以及新的抗生素又未能在短期内

被快速地研发出来，CRE 的抗感染治疗将变得非常

棘手。虽然目前 CRE 对替加环素、多黏菌素和头

孢他啶 / 阿维巴坦敏感性较好，但已有报道对上述

三类药物耐药的肠杆菌目细菌 [17-18]，CRE 一旦出现，

无疑对医疗卫生和患者安全构成重大威胁。CRE 感

染治疗面临的困境急需实验室开展联合药敏试验，

体外联合药敏试验证实两药呈协同或相加作用的联

合，能有效改善 CRE 感染患者的病死率 [19]。

根据碳青霉烯类耐药革兰阴性菌联合药敏试验

及报告专家共识，对 CRE 菌株建议以替加环素、

多黏菌素和头孢他啶 / 阿维巴坦为基础，联合氨基

糖苷类、磷霉素类等联合进行药敏试验 [20]。多黏菌

素 B 是一类浓度依赖性药物，主要成分为多黏菌素

B1，B2，B3 和异亮氨酸 -B1，可以破坏革兰阴性

细菌外膜从而实现杀菌活性 [21-22]。磷霉素作为一类

磷酸类抗生素，在阻断肽聚糖合成后通过渗透酶向

细菌内部进行转运，可以与革兰阳性菌和革兰阴性

菌形成N-乙酰基尿酸从而干扰细菌细胞壁的合成，

是广谱抗生素且与其他抗生素无交叉耐药现象。本

研究显示，CRE 菌株对磷霉素和多黏菌素 B 单药

时的总耐药率分别为 35.90% 和 7.69%。磷霉素的

耐药率与国内的其他研究结果相似 [23]；多黏菌素 B
的耐药率略高于肖晓等 [17] 的研究，而低于黄家铭

等 [24] 的研究。CRE 对磷霉素的耐药率较高可能是

由于编码 GlpT 和 UhpT 的膜转运体结构发生基因

突变导致 ptsI 和 cyaA 基因表达下调，与细菌细胞

壁相关的 abrp 基因也同时发生突变，上述因素会改

变细菌细胞壁的通透性，影响细菌对磷霉素的摄取，

导致磷霉素耐药 [25-26]。

有文献报道磷霉素的应用已不仅限于尿路感

染，而是逐渐应用于各类感染的治疗，诸如肺炎 
等 [27-28]。磷霉素对肠杆菌目细菌具有良好的杀菌作

用，但单独使用磷霉素时，细菌对磷霉素会产生耐

药性导致治疗的失败。临床分离出 CRE 后，常使

用两种或三种药物联合治疗，不同的药物组合对

CRE 菌株具有不同的抑菌或杀菌活性。本研究发

现，当磷霉素与多黏菌素 B 联合应用后，磷霉素的

MIC 值显著降低，且多黏菌素 B 联合磷霉素在体

外对 CREC 主要表现为相加作用，对 CRKP 主要表

现为协同作用，与其他文献报道结果基本相符 [29]。

但体外药物敏感性试验与体内药物作用、代谢存在

一定差异，同时患者的一般情况、清蛋白含量等都

会影响药物联合使用的效果 [30]。因此，本研究仅以

体外的数据以期为临床提供多黏菌素 B 和磷霉素联

合用药的依据，为 CRE 的治疗提供支持。

综上所述，多黏菌素 B 联合黏菌素对 CRE 有

着较好的体外抗菌活性，磷霉素和多黏菌素 B 联合

使用或许可以降低其日益升高的耐药率。此外，多

黏菌素 B 联合磷霉素可能成为一种治疗 CRE 新的

治疗策略，在临床治疗方面可以进一步应用。
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