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单宁酸与亚胺培南联合对耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌的抑菌
及抗生物膜作用的实验研究 

欧阳龙 1，肖亚雄 2（1. 宜宾市中医医院检验科，四川宜宾 644600；2. 宜宾市第一人民医院中心实验室， 
四川宜宾  644600）

摘  要:目的 探究单宁酸与亚胺培南联合应用对耐碳青霉烯鲍曼不动杆菌（CRAB）的体外抑菌活性和抗生物膜作用，为

单宁酸联合亚胺培南治疗CRAB感染提供理论依据。方法 收集宜宾市第一人民医院2022年5月～12月临床分离的30
株非重复的CRAB菌株，通过微量肉汤稀释法检测单宁酸和亚胺培南对CRAB的最低抑菌浓度（MIC），根据联合抑菌浓度

指数（FICI）评估药物联合作用效果。通过半定量黏附实验观察亚抑菌浓度药物对生物膜形成的影响。通过扫描电镜观察

在药物作用下成熟生物膜微观形态的变化。通过逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测单宁酸和亚胺培南单用和联用后生

物膜相关基因BaP，BfS，OmpA表达量的变化。结果 单宁酸和亚胺培南对30株CRAB菌株的MIC范围在32~256µg/ml
之间，单宁酸联合亚胺培南FICI值在0.625~1之间，表现为相加作用。与对照组相比，单宁酸联合亚胺培南可以有效抑制

生物膜的形成、破坏已成熟生物膜结构，联合用药后菌株生物膜相关基因BaP，BfS，OmpA呈低表达，差异具有统计学意

义 (t=26.32，79.17，29.22，均P<0.05)。结论 对于CRAB，单宁酸与亚胺培南联用表现为相加作用。单宁酸联合亚胺培南

的抗生物膜作用可能是通过抑制生物膜相关基因BaP，BfS，OmpA的表达而实现。
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Abstract: Objective  To investigate the in vitro bacterial inhibitory activity and biofilm effect of the combination of tannic acid 
and imipenem on carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAB), and provide a theoretical basis for the treatment of 
CRAB infections with tannic acid in combination with imipenem. Methods  Collected 30 non-duplicated CRAB strains from 
clinical isolates of the First People’s Hospital of Yibin from May to December 2022. The minimal inhibitory concentration (MIC) 
of tannic acid and imipenem on CRAB was detected separately by micro broth dilution method, and the effect of drug combina-
tion was evaluated according to the fractional inhibitory concentration index (FICI). The effect of sub-inhibitory concentration of 
drugs on biofilm formation was observed by semi-quantitative adhesion assay. Changes in the microscopic morphology of mature 
biofilms under the effect of drugs were observed by scanning electron microscopy. Changes in the expression of biofilm-asso-
ciated genes BaP, BfS, OmpA were detected by reverse transscription PCR (RT-PCR) after the administration of tannic acid and 
imipenem alone and in combination. Results  The MICs of tannic acid and imipenem against 30 CRAB strains ranged from 32 to 
256 µg/ml, and the FICI values of tannic acid combined with imipenem ranged from 0.625 to 1, which showed additive effects. 
Compared with the control group, tannic acid combined with imipenem could effectively inhibit the formation of biofilm and 
destroy the structure of mature biofilm, and the biofilm-related genes of BaP, BfS, OmpA and were expressed at a low level in the 
strains, and the differences were statistically significant (t=26.32, 79.17, 29.22, all P<0.05). Conclusion  For CRAB, tannic acid 
in combination with imipenem showed additive effects. The anti-biofilm effect of tannic acid in combination with imipenem may 
be realized by inhibiting the expression of biofilm-related genes BaP, BfS, OmpA.
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concentration; biofilm
鲍曼不动杆菌（Acinetobacter baumannii，AB）是

一种广泛分布于临床的非发酵菌 [1]。近年来耐碳青

霉烯鲍曼不动杆菌（carbapenem-resistant Acinetobacter 
baumannii，CRAB）分离率的不断增加 [2]，同时绝大部

分CRAB菌株均有生物膜形成能力 [3]，导致CRAB耐

药性及细菌毒力极大增强 [4]。目前并没有针对CRAB
感染的“标准药物抗菌方案”，专家建议对于中重度

CRAB感染，建议尽可能使用至少两种活性抗生素联

合治疗 [5]。不少研究表明中药活性物质与临床常见

抗生素联用能达到减量增效的作用 [6-7]。有研究显示

单宁酸对临床常见分离菌株具有抗菌活性和抗生物

膜作用 [8-9]，可作为碳青霉烯酶抑制剂，恢复碳青霉烯

类抗生素对耐碳青霉烯酶肠杆菌的抗菌活性 [10]。因

此本研究将单宁酸和亚胺培南联合应用，探讨药物组

合对CRAB临床分离菌株的抗菌和抗生物膜作用，为

单宁酸联合亚胺培南运用于临床治疗CRAB生物膜

相关感染提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 研究对象 收集宜宾市第一人民医院2022年

5月至12月临床分离的30株非重复的CRAB菌株。

所有菌株经VITEK MS全自动微生物质谱检测系统

鉴定为AB菌株，经VITEK 2 Compact全自动药敏分

析仪鉴定为CRAB菌株。质控菌株为铜绿假单胞菌

（ATCC27853）、大肠埃希菌（ATCC25922），购自广东

环凯微生物科技有限公司。

1.2 仪器与试剂 NanoDrop2000c超微量分光光

度计（赛默飞世尔科技有限公司）；LightCycler480Ⅱ
荧光定量PCR扩增仪（罗氏Roche公司）；HITACHI 
Regulus 8100扫描电子显微镜（株式会社日立制作

所）；酶标仪（上海汇松生物技术有限公司）；单宁酸

（西格玛奥德里奇贸易有限公司）；亚胺培南（上海阿

拉丁生化科技股份有限公司）；结晶紫染色液、DEPC
水、LB培养液、溶菌酶、细菌总RNA快速抽提试剂

盒（生工生物工程股份有限公司）；三氯甲烷、无水乙

醇（成都市科隆化学品有限公司）；PrimeScript™ RT 
reagent Kit with gDNA Eraser, TB Green® Premix Ex 
Taq™ Ⅱ （Tli RNaseH Plus）（宝日医生物技术有限公

司）；细胞爬片（上海晶安生物科技有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 最 低 抑 菌 浓 度（minimal inhibitory concentra-
tion，MIC）测定：30株CRAB菌株使用微量肉汤稀

释法测定MIC值，将单宁酸原液及亚胺培南原液倍

比稀释成一系列浓度的药物稀释液。加入终浓度为

5×105CFU/ml的菌悬液，同时设置阴性与阳性对照。

35℃恒温培养箱内培养20h后观察，无细菌生长且

孔内澄清即为MIC。

1.3.2 微量肉汤稀释法 -棋盘滴定法检测联合抑菌作

用：在无菌96孔板上，以A～H横排和1～8竖列构

建棋盘滴定法布局，分别对单宁酸与亚胺培南进行

8种稀释度（4 MIC～1/32 MIC）的倍比稀释。将两种

药物按50μl每种剂量两两组合加入指定孔内，并

添加100μl浓度为1×106CFU/ml的菌悬液。同时

设置阴性与阳性对照，35℃恒温培养箱内培养20h
后观察，无细菌生长且孔内澄清即为联合MIC。联

合抑菌浓度指数 (fractional inhibitory concentration 
index，FICI)=甲药联合时MIC/甲药MIC + 乙药联合

时MIC/乙药MIC，其中甲药为单宁酸，乙药为亚胺

培南，参照文献 [11]的标准判读结果：当FICI≤0.5
为 协 同 作 用；0.5＜FICI ≤ 1.0为 相 加 作 用；1.0
＜FICI≤2.0为无关作用；FICI＞2.0则为拮抗作用。

1.3.3最低抑膜浓度（minimum biofilm inhibitory con-
centration，MBIC）测定：选取前期实验生物膜强阳性

菌株（编号AB-18）进行后续实验，将200μl菌悬液加

入无菌96孔板各孔中，并在35℃恒温培养箱内静置

培养24h。培养结束后，弃去孔内液体培养液并用无

菌PBS清洗3次，然后分别加入LB液体培养液稀释

的单宁酸或亚胺培南药液（浓度倍比梯度为4 096μg/
ml～32μg/ml）各200μl。35℃恒温培养箱内培养

24h。观察培养结束后96孔板内的液体，未出现浑浊

的药物浓度即为MBIC[12]。采用微量肉汤稀释法 -棋
盘滴定法测定联合用药MBIC。

1.3.4半定量黏附试验观察亚抑菌浓度单宁酸与亚

胺培南对CRAB生物膜形成的影响：取无菌96孔

板，分别设立对照组和实验组，且每组设3个复孔。

对照组A1加入100µl菌悬液与100μl LB液体培养

液。实验组A2加入100μl菌悬液与100μl浓度为

1/2 MIC的单宁酸。实验组A3加入100μl菌悬液与

100μl浓度为1/2 MIC的亚胺培南，实验组A4除加

入100μl菌悬液外，分别加入终浓度为1/4 MIC的单

宁酸和亚胺培南。将96孔板置于35℃恒温培养箱

内静置培养24h。结束培养后取出96孔板，用移液

器弃去孔内培养液，用无菌磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗

3次，96孔板在室温下干燥，待完全干燥后，每孔加

入200μl结晶紫染色液，室温染色20min，PBS轻洗

至不褪色，静置风干。风干后每孔加200μl无水乙

醇轻微摇动溶解结晶紫。将孔内液体吸出至另一无

菌96孔板中并做好标记。将有色溶液在波长630nm
处比色，读取吸光度值（A630nm）并记录。

1.3.5 扫描电镜观察单宁酸与亚胺培南对CRAB成

熟生物膜的破坏作用：参考文献 [13]并改良，在细

胞爬片上构建成熟生物膜模型。将细胞爬片放入无

菌6孔板中，设对照组和实验组，对照组A1加入2ml 
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LB培养液，实验组A2加入2ml浓度为512μg/ml单
宁酸，实验组A3加入2ml浓度为256μg/ml亚胺培

南，实验组A4加入2ml终浓度为512μg/ml单宁酸

+256μg/ml亚胺培南。35℃培养24h后弃去培养液，

取出细胞爬片，无菌PBS漂洗3次。将细胞爬片置

于2.5g/dl电镜专用戊二醛中固定，外送电镜公司。

1.3.6 单宁酸联合亚胺培南对CRAB生物膜相关基因的

影响：如1.3.5制备样本，逆转录聚合酶链反应（reverse 
transcription PCR，RT-PCR）检测样本生物膜相关基因

BaP，BfS，OmpA的表达，16s rRNA为内参基因。引

物序列参照文献[14-16]，引物序列和扩增产物大小见

表1，由生工生物工程股份有限公司合成。根据细菌

总RNA提取试剂盒说明书，提取两组样本总RNA，使

用超微量分光光度计检测RNA浓度，根据逆转录试剂

盒说明书逆转录为互补DNA（commplementary DNA，

cDNA），按照TaKaRa PCR扩增试剂盒说明书，在罗氏

PCR仪上进行RT-qPCR反应。总反应体系为20μl，其
中TB Green Premix Ex Taq II（Tli RNaseH Plus）（2X）10μl，
上下游引物各0.8μl，cDNA模板2.0μl，灭菌水6.4μl。
反应参数：第一步95℃预变性30s，第二步95℃变性5s，
第三步60℃退火延伸30s，第二步到第三步重复40个循

环。为减少实验误差，各样本重复三次。
表 1 引物序列

基因 上游序列 下游序列 产物大小（bp）

BaP 5’TTCTAGAATTCATGGCAAATACAGTGGTCACTGTTGTA-3’ 5’TCTATAAGCTTTTATGTCGGATCGTTCACTGTACCA-3’ 540

BfS 5’GCGCATATGAAAAATGATGCAAATATC-3’ 5’GCGCTCGAGTCATTTCAAATCATATCGAG-3’ 490

OmpA 5’GTTAAAGGCGACGTAGACG-3’ 5’CCAGTGTTATCTGTGTGACC-3’ 578

16s rRNA 5’:CCTACCAAGGCGACGATCTGT-3’ 5’AACGCTCGCACCCTCTGTATT-3’ 251

1.4 统计学分析 使用GraphPad Prism 9.0对数据

进行统计学分析，符合正态分布的计量数据以均数

±标准差（x±s）表示，两组间比较行独立样本 t检验，

多组间比较采用单因素方差分析，以P<0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果

2.1 单宁酸与亚胺培南单用及联合用药对CRAB菌

株的抑菌作用 单宁酸对30株CRAB菌株的MIC范

围在64~256µg/ml之间，亚胺培南对30株CRAB菌株

的MIC范围在32~256µg/ml之间；单宁酸与亚胺培南

联合后半数抑菌浓度MIC50和90%抑菌浓度MIC90
均明显降低，见表2。单宁酸与亚胺培南联合后FICI
值范围在0.625~1区间内，表现为相加作用。

表 2 单宁酸、亚胺培南单用和联用对 CRAB 菌株的

MIC 比较（μg/ml）

药物名称
单用 联用

MIC50 MIC90 MIC50 MIC90

单宁酸 128 256 32 128

亚胺培南 128 256 64 128

2.2 最低抑膜浓度（MBIC）结果 单宁酸与亚胺培南

单用对实验菌株的MBIC均为1 024μg/ml，单宁酸与

亚胺培南联用MBIC分别为512μg/ml和256μg/ml。
2.3 亚抑菌浓度抗生素对CRAB生物膜形成的影

响 对照组A630nm为0.346 2±0.022 1，1/4 MIC浓度单

宁酸作用后A630nm为0.257 6±0.013 3，与对照组比较

差异具有统计学意义（t=5.944，P<0.05）。1/4 MIC浓度

亚胺培南作用后A630nm为0.316 3±0.022 4，与对照组

比较差异无统计学意义（t=1.644，P>0.05），单宁酸与亚

胺培南联合用药后A630nm为0.216 2±0.022 3，与对照

组比较差异具有统计学意义（t=7.171，P<0.05）。

2.4 电镜扫描结果 见图1。生长对照组细菌之间

黏附成簇状结构，菌体被生物膜覆盖（A1箭头处所

示），细菌形态结构清楚。单宁酸处理后的细菌形态

结构有明显变化，部分细菌菌体表面生物膜消失，出

现毛刺（A2箭头处所示）。亚胺培南处理后的细菌形

态没有发生明显变化，但是细菌之间的黏连减少，呈

团块状（见A3）。药物联用组细菌形态有明显变化，

细菌菌体表面生物膜明显消失，细菌菌体皱缩，细菌

细胞壁有破洞（A4箭头处所示）。

2.5 RT-qPCR结果 见表3。荧光定量结果采用相

对表达量2-△△Ct（livak法）进行分析，结果显示联合用

药A4组BaP，BfS，OmpA基因表达情况与对照组A1相
比差异具有统计学意义（均P＜0.05）。
3 讨论

已有研究证实生物膜形成是AB对抗生素耐药的

主要原因[17]，也是引起医院感染[18]的关键因素。本研究

通过整合药物资源和提升抗菌效能的理念，探究了天然

物质提取物单宁酸与抗生素亚胺培南联合应用对CRAB
菌株的抑菌作用及其抗生物膜效应。本研究通过微量

肉汤稀释法，精确测定了单宁酸和亚胺培南对CRAB菌

株的MIC，结果显示单宁酸对CRAB的MIC50为128μg/
ml，MIC90为256μg/ml，初步验证了单宁酸对CRAB具

有一定的抑制效果。本研究中亚胺培南对CRAB的MIC
最低为32μg/ml，最高为256μg/ml，MIC50为128μg/ml，
MIC90为256μg/ml。与苏爱美等[19]人报道的文献中亚

胺培南对CRAB的MIC在8～256μg/ml存在一定的差异，

提示不同地区CRAB菌株的耐药性存在较大差异。将单

宁酸和亚胺培南两者联用后，抑菌性能相较于单药治疗

出现了显著增强，表现出相加作用。这一发现为今后针

对CRAB耐药性难题提供了潜在的联合治疗策略方向。
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此外课题组还发现在生物膜状态下，CRAB对单宁酸和

亚胺培南的敏感度显著降低，其抑制生长所需的药物浓

度高达1 024μg/ml。这一现象不仅印证了生物膜结构增

强了细菌对抗生素耐药性的普遍观点[20]，同时也突显出

目前临床常规抗生素剂量在面对产生物膜细菌相关感染

时往往难以有效穿透并达到治疗所需浓度的困境。

图 1 扫描电镜观察生物膜微观结构的变化（5 000×）
表 3 不同组生物膜相关基因表达情况比较（n=3，x ± s）

项目 A1 组 A2 组 A3 组 A4 组 F P
BaP 1 0.857±0.006 1.606±0.111* 0.416±0.012 134.6 <0.0001

BfS 1 0.399±0.019* 1.268±0.080 0.201±0.009 296.2 <0.0001

OmpA 1 0.979±0.084 2.400±0.620 0.508±0.015 15.97 0.0029

注：* 与 A1 组相比，t=4.723，43.99，26.32，79.17，29.22，均 P ＜ 0.05。

课题组选用亚抑菌浓度（1/4 MIC）的单宁酸和亚

胺培南分别单用和联用作用于生物膜形成初期，结

果显示在生物膜形成初期亚抑菌浓度的单宁酸即可

以抑制CRAB生物膜的形成，而亚胺培南则无明显效

果。两者的联合使用进一步提升了抑制效能，使得生

物膜量显著降低。这表明单宁酸可能还具有干扰细

菌黏附或聚集的能力，从而阻断生物膜形成的关键一

步，也提示了临床药物早期干预的重要性。为了深入

探讨药物对已成熟生物膜的影响，课题组构建了体外

成熟生物膜模型，并让MBIC浓度的单宁酸、亚胺培

南单独及联合使用作用于该模型24h，通过SEM观察

药物对成熟生物膜的破坏作用。结果显示联合用药

组相较于单一药物组表现出更强地破坏效应，表现为

联用组生物膜量显著减少，且细菌形态发生显著改

变，细菌细胞壁出现明显的破损情况。这说明MBIC
浓度的单宁酸和亚胺培南联用对成熟生物膜也有一

定的破坏作用。为了进一步研究单宁酸联合亚胺培

南的抗生物膜作用机制，本研究选择了三种与生物膜

密切相关的基因BaP，BfS，OmpA进行药物处理前后

表达水平差异的研究，研究结果表明与对照组比较，

药物单用组不同基因表达情况存在差异，而药物联用

组BaP，BfS，OmpA基因表达均显著下调。这一表型

上的抑制作用与基因表达水平的变化可能意味着单

宁酸联合亚胺培南可能是通过抑制生物膜相关基因

的表达而干扰生物膜的结构和稳定性，药物联用组和

单用组之间基因表达情况不一致也值得我们关注，具

体相互作用机制还有待于后期深入研究。

综上所述，通过研究展现了单宁酸对CRAB的

抑制作用，不仅能有效干预生物膜的形成，还能破坏

已形成的成熟生物膜。当与亚胺培南联用时，其抗

菌效果及对抗生物膜的能力显著提升。这一研究结

果为CRAB生物膜相关感染的临床治疗提供了理论

支持。然而，本研究存在局限，所有实验均在体外环

境中完成，尚未通过体内模型进行验证。此外，研究

仅探讨了单宁酸与亚胺培南的联合效应，对于其他

可能的联合治疗策略尚未涉及。未来的研究需在这

些领域进行更深入的探索，以验证本研究的发现，并

开发更多有效的治疗方案。
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