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β内酰胺酶抑制剂联合不同β内酰胺类抗生素对耐多药结核分枝杆菌

临床菌株体外活性研究
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［摘　要］　目的　体外评估５种β内酰胺类抗生素和不同β内酰胺酶抑制剂组合对耐多药结核分枝杆菌（ＭＤＲ

ＴＢ）活性的影响，以期发现针对耐多药结核病最有效的β内酰胺类抗生素和β内酰胺酶抑制剂组合。方法　选取

２０２１年河南省耐药监测项目收集的 ＭＤＲＴＢ菌株，使用最小抑菌浓度（ＭＩＣ）法测定５种β内酰胺类抗生素或联

合β内酰胺酶抑制剂对临床 ＭＤＲＴＢ的 ＭＩＣ值，并采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）和ＤＮＡ测序法分析菌株的犫犾犪Ｃ

突变情况。结果　共纳入１０５株 ＭＤＲＴＢ，ＭＩＣ检测结果显示，多尼培南对 ＭＤＲＴＢ抗菌活性最高，其 ＭＩＣ５０值

为１６μｇ／ｍＬ。与β内酰胺酶抑制剂联合后，大部分β内酰胺类抗生素的 ＭＩＣ值明显下降。共有１３．３３％（１４株）

的菌株存在犫犾犪Ｃ基因的突变，主要为３种核苷酸替代突变，分别为 ＡＧＴ３３３ＡＧＧ、ＡＡＣ６３８ＡＣＣ、ＡＴＣ７８６ＡＴＴ。

ＢｌａＣ蛋白Ｓｅｒ１１１Ａｒｇ和Ａｓｎ２１３Ｔｈｒ与同义单核苷酸突变相比，增强了克拉维酸／舒巴坦与美罗培南对ＭＤＲＴＢ的

协同作用。结论　多尼培南和舒巴坦组合对 ＭＤＲＴＢ具有最强的抗菌活性。而 ＢｌａＣ 蛋白 Ｓｅｒ１１１Ａｒｇ和

Ａｓｎ２１３Ｔｈｒ的替代突变使 ＭＤＲＴＢ对美罗培南的敏感性在克拉维酸／舒巴坦协同时增强。

［关　键　词］　结核分枝杆菌；β内酰胺类；β内酰胺酶抑制剂；耐多药结核分枝杆菌
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　　近年来，耐多药结核分枝杆菌（ＭＤＲＴＢ，即至

少对利福平和异烟肼产生耐药）的出现成为结核

病防治的主要障碍，增加了耐多药患者治疗失败

的风险［１］。２０２３年世界卫生组织发布的《全球结核

病报告》显示，２０２２年全球约有１０６０万例结核病患

者，其中有１３０万例死于结核病；２０２２年利福平耐

药或耐多药患者数约４１万例，其中造成１６万例

死亡［１３］。ＭＤＲＴＢ对两种最重要的抗结核药物产

生了耐药性，增加了耐多药结核病患者治疗失败的

风险［４］。

β内酰胺类抗生素对革兰阳性菌和革兰阴性菌

均有良好的杀菌活性［５］，但结核分枝杆菌由于存在

由染色体基因犫犾犪Ｃ所编码的高活性β内酰胺酶

（ＢｌａＣ），对这类药物中大部分具有天然耐受性
［６］。

ＢｌａＣ属于Ａｍｂｌｅｒ分子结构分类中 Ａ类β内酰胺

酶，其对临床中大部分β内酰胺酶抑制剂，包括克拉

维酸、舒巴坦和他唑巴坦敏感［７］。因此，将β内酰胺

类抗生素和β内酰胺酶抑制剂联合使用可克服结核

分枝杆菌对其耐药性。阿莫西林和克拉维酸被世界

卫生组织认定为第五组抗结核药物［８］，但其在耐多

药及广泛耐药结核病患者中的临床治疗数据有限。

目前国内关于β内酰胺类抗生素联合β内酰胺

酶抑制剂对结核分枝杆菌尤其是 ＭＤＲＴＢ作用的

研究较少。有研究［９］使用结核分枝杆菌临床分离菌

株评估克拉维酸和阿维巴坦、舒巴坦对β内酰胺类

抗生素的协同作用，但对这些药物在耐多药菌株中

的效果尚未有研究进行评估。本研究团队在之前的

研究［１０］中比较了克拉维酸和２种新型的β内酰胺

酶抑制剂阿维巴坦及他唑巴坦的协同作用，但对目

前临床中常用的β内酰胺酶抑制剂（克拉维酸、他唑

巴坦和舒巴坦）未做评价。因此，在本研究中选择不

同类型的５种β内酰胺类抗生素和３种临床常用的

β内酰胺酶抑制剂，采用肉汤稀释方法评估β内酰

胺类抗生素与β内酰胺酶抑制剂对 ＭＤＲＴＢ在体

外的杀菌活性，为耐多药结核病患者的临床治疗提

供更多实验室证据。

１　材料与方法

１．１　菌株来源及药物敏感试验　选取２０２１年河南

省耐药监测项目收集的 ＭＤＲＴＢ菌株。本研究经

河南省疾病预防控制中心医学伦理委员会审核通

过。使用比例法对酸性罗氏培养基上培养阳性的菌

株进行异烟肼、利福平、乙胺丁醇、链霉素、卡那霉素、

阿米卡星、卷曲霉素及氧氟沙星药敏试验［１１］。同时

使用含有对硝基苯甲酸（ＰＮＢ）和２－噻吩羧酸肼

（ＴＣＨ）的罗氏培养基对菌株进行分枝杆菌种属鉴定。

１．２　β内酰胺类抗生素及β内酰胺酶抑制剂　共

选用５种β内酰胺类抗生素和３种β内酰胺酶抑制

剂进行最小抑菌浓度（ＭＩＣ）的测定。５种β内酰胺

类抗生素分别为阿莫西林、亚胺培南、美罗培南、多

尼培南、比阿培南；３种β内酰胺酶抑制剂为克拉维

酸、他唑巴坦和舒巴坦，均订购于美国 ＡＰＥｘｂｉｏ公

司。使用微孔板ａｌａｒｍａｒＢｌｕｅ显色法测定β内酰胺

类抗生素的 ＭＩＣ值
［１２］。首先在９６孔板加样孔中

加入１００μＬ含有不同浓度的β内酰胺类抗生素和

β内酰胺酶抑制剂的７Ｈ９液体培养基。其中β内

酰胺类抗生素按列倍比稀释，最后一列的加样孔不

加入β内酰胺类抗生素。从培养４周的罗氏培养基

上刮取菌落至含０．５％吐温－２０的生理盐水中，将

菌悬液浊度调整至１麦氏单位。然后将１麦氏单位

的菌悬液使用含有１０％ ＯＡＤＣ 的 Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ

７Ｈ９液体培养基稀释２０倍，取１００μＬ加入含有不

同药物组合的９６孔板检测孔中。最终β内酰胺类

抗生素的浓度为０．５～５１２μｇ／ｍＬ。将９６孔板用

ｐａｒａｆｉｌｍ密封后，放至３７℃培养１０ｄ后，每孔加入

２０μＬａｌａｒｍａｒＢｌｕｅ和５０μＬ５％的吐温－８０，继续

孵育２４ｈ，根据加样孔颜色变化判读结果。如果加

样孔颜色由蓝色变为粉色则指示有细菌生长，如果

加样孔颜色不改变则指示该孔中的药物抑制结核分

枝杆菌生长。将每行中未发生颜色变化检测孔的最

小药物浓度记录为 ＭＩＣ值。每个样本做２次平行
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试验以观察结果一致性。

ＭＩＣ下降比值是指加入β内酰胺酶抑制剂的

ＭＩＣ／单独β内酰胺类抗生素的 ＭＩＣ
［７］。ＭＩＣ下降

比值≤０．２５定义为具有协同作用，且进一步比较不

同抑制剂对内酰胺类抗生素的影响［７］。

１．３　菌株基因组的提取及基因测序　使用煮沸法

进行结核分枝杆菌基因组ＤＮＡ的提取。刮取一环新

鲜培养的菌落至含有２００μＬＴＥ缓存液的１．５ｍＬ离

心管中，１００℃加热灭活并１３２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ

后，取上清液用于后续ＰＣＲ扩增。

对犫犾犪Ｃ基因进行ＰＣＲ扩增
［９］，扩增引物序列分

别 为 犫犾犪Ｃ３’ＡＴＧＣＧＣＡＡＣＡＧＡＧＧＡＴＴＣＧＧＴＣ、

犫犾犪Ｃ５’ＣＴＡＴＧＣＡＡＧＣＡＣＡＣＣＧＧＣＡＡＣＧ。ＰＣＲ产

物送至上海生工有限公司进行测序。使用ＤＮＡＭＡＮ

软件将测序结果与标准菌株 Ｈ３７Ｒｖ参考序列进行

比对。

２　结果

２．１　不同β内酰胺酶抑制剂最佳抑菌浓度的确定　

共纳入１０５株 ＭＤＲＴＢ，药敏结果见表１。为确定

不同β内酰胺酶抑制剂最佳抑菌浓度，首先纳入７

株 ＭＤＲＴＢ评估不同β内酰胺类抗生素的 ＭＩＣ，

以及这些抗生素在加入４种不同浓度β内酰胺酶抑

制剂（分别为２．５、５、１０μｇ／ｍＬ）后 ＭＩＣ的改善情

况。随着β内酰胺酶抑制剂浓度的上升，ＭＤＲＴＢ

菌株对比阿培南和多尼培南的 ＭＩＣ值明显下降。

但β内酰胺酶抑制剂浓度为５、１０μｇ／ｍＬ时两组间

β内酰胺类抗生素的 ＭＩＣ值差别不大，因此，在后

续的试验组别中使用５μｇ／ｍＬ的β内酰胺酶抑制

剂，见表２。

表１　１０５株 ＭＤＲＴＢ常规药敏试验结果

犜犪犫犾犲１　Ｒｏｕｔｉｎｅｄｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１０５

ＭＤＲＴＢｓｔｒａｉｎｓ

抗菌药物
耐药

株数

耐药率

（％）

ＩＮＨ＋ＲＦＰ １７ １６．１９

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＥＭＢ ７ ６．６７

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＳＭ １５ １４．２９

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＥＭＢ＋ＳＭ １８ １７．１４

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＳＭ＋ＰＡＳ ２ １．９０

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＳＭ＋ＣＰＭ ５ ４．７６

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＥＭＢ＋ＳＭ＋ＫＭ ５ ４．７６

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＯＦＸ＋ＬＦＸ ６ ５．７１

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＯＦＸ １ ０．９５

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＥＭＢ＋ＯＦＸ＋ＬＦＸ ４ ３．８１

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＥＭＢ＋ＳＭ＋ＯＦＸ＋ＬＦＸ ５ ４．７６

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＥＭＢ＋ＳＭ＋ＯＦＸ＋ＬＦＸ＋ＫＭ １１ １０．４８

ＩＮＨ＋ＲＦＰ＋ＥＭＢ＋ＳＭ＋ＯＦＸ＋ＬＦＸ＋ＣＰＭ ９ ８．５７

　　注：ＩＮＨ为异烟肼，ＲＦＰ为利福平，ＥＭＢ为乙胺丁醇，ＳＭ 为链

霉素，ＰＡＳ为对氨基水杨酸，ＣＰＭ 为卷曲霉素，ＫＭ 为卡那霉素，

ＯＦＸ为氧氟沙星，ＬＦＸ为左氧氟沙星。

２．２　联合使用克拉维酸时耐多药菌株对β内酰胺

类抗生素的敏感性　５种β内酰胺类抗生素中，多

尼培南和比阿培南对 ＭＤＲＴＢ的抗菌活性最佳，且

多尼培南优于比阿培南；而亚胺培南和阿莫西林的

抗菌活性最差。克拉维酸与多尼培南和比阿培南显

示出较好的协同作用，而对亚胺培南和阿莫西林

ＭＩＣ值的影响较小，尤其是阿莫西林。见表２。

表２　β内酰胺类抗生素单独及与克拉维酸联合对 ＭＤＲＴＢ的药敏试验结果

犜犪犫犾犲２　ＤｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆβｌａｃｔａｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｌｏｎｅａｎｄｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｃｌａｖｕｌａｎｉｃａｃｉｄａｇａｉｎｓｔＭＤＲＴＢ

抗生素
ＭＩＣ５０（μｇ／ｍＬ）

单独 联合

ＭＩＣ９０（μｇ／ｍＬ）

单独 联合

不同 ＭＩＣ下降比值对应的菌株数（狀＝１０５）

１ ０．５ ０．２５ ０．１２５ ０．０６３ ０．０３１

阿莫西林 ２５６ １２８ ５１２ ２５６ ４７ ３５ ２３ ０ ０ ０

比阿培南 ３２ １６ ６４ ３２ １２ ２１ ４７ １７ ５ ３

美罗培南 ３２ １６ １２８ ６４ ２９ ３４ ２９ ８ ５ ０

亚胺培南 １２８ ６４ ５１２ １２８ ３１ ３８ ２８ ８ ０ ０

多尼培南 １６ ８ ６４ １６ １５ ２８ ３０ １５ １４ ３
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２．３　联合他唑巴坦时耐多药菌株对β内酰胺类抗

生素的敏感性　在３种β内酰胺酶抑制剂中，他唑

巴坦对β内酰胺类抗生素的协同作用相对较差，和

β内酰胺类抗生素联合后 ＭＩＣ５０值高于其他抑制

剂。与克拉维酸结果相似，加入他唑巴坦后 ＭＤＲ

ＴＢ菌株对比阿培南和多尼培南 ＭＩＣ值的变化较为

明显，对阿莫西林和亚胺培南的 ＭＩＣ值影响较小，

尤其是亚胺培南。见表３。

表３　β内酰胺类抗生素单独及与他唑巴坦联合对 ＭＤＲＴＢ的药敏试验结果

犜犪犫犾犲３　ＤｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆβｌａｃｔａｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｌｏｎｅａｎｄｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｔａｚｏｂａｃｔａｍａｇａｉｎｓｔＭＤＲＴＢ

抗生素
ＭＩＣ５０（μｇ／ｍＬ）

单独 联合

ＭＩＣ９０（μｇ／ｍＬ）

单独 联合

不同 ＭＩＣ下降比值对应的菌株数（狀＝１０５）

１ ０．５ ０．２５ ０．１２５ ０．０６３ ０．０３１

阿莫西林 ２５６ ６４ ５１２ ２５６ ４４ ３４ ２４ ３ ０ ０

比阿培南 ３２ １６ ６４ ３２ １５ ２５ ４３ １６ ４ ２

美罗培南 ３２ １６ １２８ １２８ ４２ ３２ ２５ ６ ０ ０

亚胺培南 １２８ １２８ ５１２ ５１２ ６５ ３０ １０ ０ ０ ０

多尼培南 １６ ８ ６４ ３２ １８ ２８ ４２ １２ ４ １

２．４　联合使用舒巴坦时耐多药菌株对β内酰胺类

抗生素的敏感性　在３种β内酰胺酶抑制剂中，舒

巴坦对β内酰胺类抗生素的协同作用最好。在５种

β内酰胺类抗生素中，舒巴坦对阿莫西林、比阿培

南、美罗培南和多尼培南的协同作用较好，尤其是对

多尼培南最佳。与其他２种抑制剂相似，舒巴坦对

亚胺培南的协同作用最差。见表４。

表４　β内酰胺类抗生素单独及与舒巴坦联合对 ＭＤＲＴＢ的药敏试验结果

犜犪犫犾犲４　ＤｒｕｇｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆβｌａｃｔａｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓａｌｏｎｅａｎｄｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｓｕｌｂａｃｔａｍａｇａｉｎｓｔＭＤＲＴＢ

抗生素
ＭＩＣ５０（μｇ／ｍＬ）

单独 联合

ＭＩＣ９０（μｇ／ｍＬ）

单独 联合

不同 ＭＩＣ下降比值对应的菌株数（狀＝１０５）

１ ０．５ ０．２５ ０．１２５ ０．０６３ ０．０３１

阿莫西林 ２５６ ３２ ５１２ １２８ ３４ ４０ ２０ ７ ４ ０

比阿培南 ３２ ８ ６４ １６ ８ １６ ３１ ３３ １５ ２

美罗培南 ３２ ８ １２８ ３２ １９ ２３ ３３ １８ １２ ０

亚胺培南 １２８ ６４ ５１２ ５１２ ４３ ４２ ２０ ０ ０ ０

多尼培南 １６ ４ ６４ １６ １１ １５ ２６ ２６ ２０ ７

２．５　β内酰胺酶抑制剂对５种β内酰胺类抗生素

协同作用比较　对阿莫西林而言，联合舒巴坦后有

３１株（２９．５２％）ＭＤＲＴＢ菌株发生协同作用，高于

联合克拉维酸（２３株，２１．９０％）和他唑巴坦（２７株，

２５．７１％）。对于美罗培南，发生协同作用顺序为舒

巴坦＞克拉维酸＞他唑巴坦。与阿莫西林和美罗培

南相似，比阿培南（７７．１４％）和多尼培南（７５．２３％）

与舒巴坦组合与其他两组药物组合相比显示出更明

显的协同作用；并且对于多尼培南，２７株菌的 ＭＩＣ

值下降９４％以上。对亚胺培南而言，尽管仅有３６

株（３４．２８％）菌株在加入克拉维酸后发生了协同作

用，与他唑巴坦（９．５２％）和舒巴坦（１９．０５％）相比，

克拉维酸被认为是与亚胺培南联合对 ＭＤＲＴＢ最

有效的β内酰胺酶抑制剂。见表５。

２．６　协同效应与犫犾犪Ｃ基因突变的相关性研究　共

有１３．３３％（１４株）的ＭＤＲＴＢ菌株存在犫犾犪Ｃ基因突

变，主要为３种核苷酸替代突变，ＡＧＴ３３３ＡＧＧ、

ＡＡＣ６３８ＡＣＣ和 ＡＴＣ７８６ＡＴＴ。其中发生最多的是

ＡＴＣ７８６ＡＴＴ位点的同义突变，有６株菌发生该位点

的突变，并且该位点的突变为同义突变，未引起氨基酸

的改变。此外，有５株菌发生ＡＡＣ６３８ＡＣＣ突变导致

２１３位Ａｓｎ突变为Ｔｈｒ，有３株菌发生ＡＧＴ３３３ＡＧＧ

突变导致１１１位Ｓｅｒ突变为Ａｒｇ。由于１０５株 ＭＤＲ

ＴＢ中存在犫犾犪Ｃ的同义突变，以ＡＴＣ７８６ＡＴＴ同义
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表５　不同的β内酰胺酶抑制剂与β内酰胺类抗生素对１０５

株 ＭＤＲＴＢ联合药敏协同作用情况（株）

犜犪犫犾犲５　Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

βｌａｃｔａｍａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｗｉｔｈβｌａｃｔａｍ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

ａｇａｉｎｓｔ１０５ｓｔｒａｉｎｓｏｆＭＤＲＴＢ（Ｎｏ．ｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ）

抗生素 克拉维酸 他唑巴坦 舒巴坦

阿莫西林 ２３ ２７ ３１

比阿培南 ７２ ６５ ８１

美罗培南 ４２ ３１ ６３

亚胺培南 ３６ １０ ２０

多尼培南 ６２ ５９ ７９

突变为对照，分析犫犾犪Ｃ另外两个位点的基因突变对

β内酰胺类抗生素和β内酰胺酶抑制剂协同效应的

影响。发 现 在 阿 莫 西 林 与 克 拉 维 酸 组 合 中，

Ｓｅｒ１１１Ａｒｇ突变与同义ＳＮＰ对照组相比，发生了协

同作用。美罗培南与克拉维酸组合中，Ａｓｎ２１３Ｔｈｒ

突变与同义ＳＮＰ对照组相比具有更好协同作用，同

时在Ｓｅｒ１１１Ａｒｇｒ替代突变的菌株，与同义突变菌株

相比，明显增加了协同作用。在舒巴坦与美罗培南

组合中，Ｓｅｒ１１１Ａｒｇｒ突变与同义ＳＮＰ对照组相比，

具有较好的协同作用。但在其他的药物组合中协同

作用未发现明显差别。见表６。

表６　ＭＤＲＴＢ犫犾犪Ｃ基因突变株β内酰胺类抗生素／β内酰胺酶抑制剂联合药敏 ＭＩＣ下降比值

犜犪犫犾犲６　ＭＤＲＴＢ犫犾犪ＣｇｅｎｅｍｕｔａｔｉｏｎｓｔｒａｉｎｓａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄＭＩＣｒａｔｉｏｓｏｆβｌａｃｔａｍａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ／βｌａｃｔａｍａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

核苷酸突变 氨基酸突变 菌株数
β内酰胺酶抑制剂

克拉维酸／阿莫西林 克拉维酸／美罗培南 舒巴坦／美罗培南

Ｔ３３３Ｇ Ｓｅｒ１１１Ａｒｇ ３ ０．２５～０．５ ０．１２５～０．２５ ０．０６３～０．１２５

Ａ６３８Ｃ Ａｓｎ２１３Ｔｈｒ ５ ０．５～１ ０．０６３～０．１２５ ０．１２５～０．２５
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３　讨论

研究［１２１５］表明，β内酰胺酶抑制剂可增强β内

酰胺类抗生素对结核分枝杆菌的抗菌活性。本研究

对比青霉素类药物阿莫西林和４种不同碳青霉烯类

抗生素对 ＭＤＲＴＢ的抗菌活性，结果表明不同β内

酰胺类抗生素＋β内酰胺酶抑制剂组合抗菌效果存

在明显差异。与阿莫西林相比，碳青霉烯类抗生素

单独或联合β内酰胺酶抑制剂对耐多药菌株活性更

强。与 Ｈｏｒｉｔａ等
［１６］研究表明结核分枝杆菌临床分

离株对碳青霉烯类抗生素＋β内酰胺酶抑制剂组合

更敏感的结果一致。与青霉素类相比，碳青霉烯类

抗生素对β内酰胺酶水解作用具有更强的耐受性，

因此与β内酰胺酶抑制剂联合后能更好地提高其杀

菌活性。

此外，不同碳青霉烯类抗生素的杀菌活性也存

在一定差异。本研究使用的４种碳青霉烯类抗生素

中，多尼培南和比阿培南对 ＭＤＲＴＢ的抗菌活性较

好，其次是美罗培南，亚胺培南的抗菌活性最差，与之

前的研究［１７］结果一致。碳青霉烯类抗生素对耐多药

菌株杀菌活性的差异可能与ＡｍｂｌｅｒＡ类β内酰胺

酶ＢｌａＣ的作用机制相关。多尼培南或美罗培南比

亚胺培南对ＢｌａＣ水解作用更加耐受，造成结核分枝

杆菌对美罗培南敏感性相对较强［１８］。研究［１９］表明，

在培养基中加入美罗培南能较好地抑制细胞壁合

成，从而增强细菌包膜渗透性。因此，美罗培南的加

入可提高结核分枝杆菌对碳青霉烯类抗生素和其他

抗菌药物的敏感性。研究显示，美罗培南和阿莫西

林与克拉维酸之间存在协同作用［２０］。

联合使用β内酰胺酶抑制剂解决了细菌对β内

酰胺酶的耐药性问题。研究［２１］表明，β内酰胺酶抑

制剂的抗菌活性显示出物种差异性，与其在体内的

类型和三维结构有关。研究［９］使用结核分枝杆菌

临床分离菌株评估克拉维酸和阿维巴坦、舒巴坦对

β内酰胺类抗生素协同作用，泰比培南与克拉维酸

联合显示出最强的抗菌活性。本研究发现舒巴坦与

β内酰胺类抗生素联合后，较克拉维酸和他唑巴坦

联合β内酰胺类抗生素对 ＭＤＲＴＢ显示出更好的

抗菌效果。Ｈｏｒｉｔａ等
［１６］研究表明，舒巴坦与β内酰

胺类抗生素联合后较克拉维酸联合β内酰胺类抗生

素具有更高的抗菌活性。分析原因，一方面由于本

研究使用肉汤稀释法测定 ＭＩＣ值，需要７ｄ才能判

读结果，而克拉维酸的半衰期为１．４ｄ，明显低于舒

巴坦７ｄ的半衰期
［２２］。因此，由于克拉维酸的相对

不稳定性导致在药物作用过程活性药物损失，从而

限制了对结核分枝杆菌的抗菌协同作用。另一方面，

体内试验表明β内酰胺酶抑制剂通过提高细胞膜的
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渗透性，增强了β内酰胺类抗生素的抗菌活性
［２３］。

由于克拉维酸与舒巴坦相比疏水性差，可能使其更

难穿透结核分枝杆菌外表面较厚的脂质层，降低其

抑菌能力。

本研究进一步分析犫犾犪Ｃ基因突变与β内酰胺

类抗生素／β内酰胺酶抑制剂协同作用的关系。１０５

株ＭＤＲＴＢ中分别有１４株犫犾犪Ｃ基因发生碱基突变，

包含２种错义突变，有６株菌在２６２位Ｉｌｅ发生了同

义突变。以同义突变作对照，ＢｌａＣ蛋白Ｓｅｒ１１１Ａｒｇ

突变明显增强克拉维酸对美罗培南和阿莫西林对

ＭＤＲＴＢ菌株协同作用，同时也增强了舒巴坦对美

罗培南的协同作用。ＢｌａＣ蛋白Ａｓｎ２１３Ｔｈｒ突变只

增强克拉维酸或舒巴坦存在时菌株对美罗培南的敏

感性。对野生型ＢｌａＣ蛋白进行结构分析，显示２１３

位天冬酰胺和１１１位丝氨酸均位于ＢｌａＣ与β内酰

胺类抗生素／β内酰胺酶抑制剂结合基序附近，该基

序包含结核分枝杆菌 ＢｌａＣ 蛋白的 Ｒ２２０、Ａ２４４、

Ｓ１３０和Ｔ２３７氨基酸
［２４］。但是并没有直接生化证

据表明１１１位丝氨酸和２１３位天冬酰胺作为羧酸结

合区域的一部分参与底物结合，仍需要进一步进行

分子结构分析为结核分枝杆菌ＢｌａＣ蛋白结合位点

提供新的见解。

本研究也存在一定的局限性，研究主要在体外

观察几种常见的β内酰胺酶抑制剂对 ＭＤＲＴＢ菌

株中β内酰胺类抗生素的协同作用，并未进行体内

试验和临床试验。而动物试验和临床试验可以更全

面地揭示药物相互作用的实际效果。因此，未来需

要进行更多的体内试验和临床试验来验证本研究结

果。此外，β内酰胺类抗生素的抗结核疗效可能不

如目前Ａ类（氟喹诺酮类、贝达喹啉、利奈唑胺）、Ｂ

类（氯法齐明、环丝氨酸）药物方案，而且大部分为注

射剂型药物，可能对患者依从性带来一定影响，也影

响该类药物的临床应用。

总之，本研究表明多尼培南和舒巴坦对ＭＤＲＴＢ

具有最佳的抗菌活性，而亚胺培南联合使用β内酰

胺酶抑制剂时对 ＭＤＲＴＢ作用有限。此外ＢｌａＣ蛋

白在１１１位Ｓｅｒ至Ａｒｇ的突变将影响菌株对美罗培

南的敏感性。下一步研究迫切需要评估多尼培南／

舒巴坦在临床实践中对耐多药结核病的潜在应用。
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