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磷霉素与其他抗菌药物对多重耐药铜绿假单胞菌的联合药敏试验研究
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［摘　要］　目的　研究磷霉素（ＦＯＳ）联合其他抗菌药物对多重耐药铜绿假单胞菌（ＭＤＲＰＡ）的体外药敏试验结

果，为临床联合用药提供依据。方法　选取２０１８年１月—２０１９年１２月入住某院重症医学科的医院获得性肺炎患

者，经微生物室筛选出 ＭＤＲＰＡ５０株，采用琼脂稀释结合纸片扩散法进行药敏试验，制作含 ＦＯＳ琼脂平板，药物

浓度分别为５０、１００、１５０、２００和２５０μｇ／ｍＬ；在含药平板上粘贴哌拉西林／他唑巴坦、头孢他啶、美罗培南、阿米卡

星、环丙沙星药敏纸片，常规培养。结果　ＦＯＳ与哌拉西林／他唑巴坦、头孢他啶无协同作用（均犘＞０．０５），与美罗

培南、阿米卡星、环丙沙星均有协同作用（均犘＜０．０５）。ＦＯＳ＋美罗培南组合、ＦＯＳ＋环丙沙星组合比较，差异均无

统计学意义（犘＞０．０５）；ＦＯＳ＋美罗培南组合、ＦＯＳ＋阿米卡星组合比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＦＯＳ＋环

丙沙星组合、ＦＯＳ＋阿米卡星组合比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　针对 ＭＤＲＰＡ，ＦＯＳ与美罗培南、

阿米卡星、环丙沙星均有协同作用，ＦＯＳ＋美罗培南和ＦＯＳ＋环丙沙星组合协同作用优于ＦＯＳ＋阿米卡星组合。
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　　铜绿假单胞菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，ＰＡ）

是医院感染常见的条件致病菌，当人体接受侵袭性

操作、免疫力下降、具有慢性结构性肺病、长期应用

广谱抗菌药物等情况时，常会导致感染［１］。２０１４—

２０１９年全国细菌耐药监测网监测数据
［２］显示，ＰＡ

对亚胺培南的耐药率为１８．２％～２１．０％。ＰＡ的耐

药机制复杂，包括主动外排泵作用，产生抗生素水解

酶和修饰酶，改变菌体细胞膜通透性以及染色体突

变或捕获外源性基因盒获得耐药性等［３］，在常用抗

菌药物中极易产生交叉耐药，并呈现多重耐药

（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）或泛耐药（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ

ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＸＤＲ）的特征，增加临床治疗难度
［４］。

磷霉素（ｆｏｓｆｏｍｙｃｉｎ，ＦＯＳ）是磷酸烯醇丙酮酸的类

似物，对耐药的革兰阳性（Ｇ＋）菌和革兰阴性（Ｇ－）

菌均具有良好的抗菌活性，作用机制独特且与其他

抗菌药物无交叉耐药［５］。研究以ＦＯＳ为主，联合其

他抗菌药物对ＰＡ的体外药敏试验，以期为临床治

疗多重耐药铜绿假单胞菌（ＭＤＲＰＡ）感染提供合

理的给药方案。

１　材料与方法

１．１　标本来源　２０１８年１月—２０１９年１２月某三

甲医院５０例不同住院患者标本无重复分离的５０株

（痰４０株，分泌物７株，血３株）受试ＰＡ。菌株的分

离、培养严格按照《全国临床检验操作规程》第４版

进行。全部菌株均采用ＢＤＰｈｏｅｎｉｘ１００全自动微

生物鉴定／药敏分析仪鉴定，对于常见抗菌药物（包

括头孢菌素类、碳青霉烯类、β内酰胺酶抑制剂复合

制剂、氟喹诺酮类和氨基糖苷类）中３类或３类以上

的药物耐药，符合 ＭＤＲＰＡ标准
［１］。

１．２　药品与仪器　ＦＯＳ购自中国药品生物制品检

定所，葡萄糖６磷酸盐购自上海浦津生物科技有限

公司，哌拉西林／他唑巴坦（ＴＺＰ）、头孢他啶（ＣＡＺ）、

美罗培南（ＭＥＭ）、阿米卡星（ＡＭＫ）、环丙沙星

（ＣＩＰ）药敏纸片均购自 ＯＸＯＩＤ公司，ＢＤＰｈｏｅｎｉｘ

１００全自动细菌鉴定仪。

１．３　试验方法　采用琼脂平板稀释法结合纸片扩

散法，测定联合药物对ＰＡ的敏感性。严格按照《全

国临床检验操作规程》（第四版）制备琼脂培养液（培

养液含２５ｍｇ／Ｌ葡萄糖６磷酸盐），在琼脂培养液

中加入ＦＯＳ，制成含不同浓度 ＦＯＳ的琼脂培养皿

（５０、１００、１５０、２００、２５０μｇ／ｍＬ）。将同一株ＰＡ菌株

接种到含不同浓度ＦＯＳ的琼脂培养皿中，并将联用

抗菌药物的药敏纸片粘贴于培养皿上，置３７℃培养

箱培养２４ｈ，由同一检验师用游标卡尺测量抑菌环。

１．４　统计分析　应用 ＷＨＯＮＥＴ５．６软件、ＳＰＳＳ

２２．０软件进行耐药资料分析。相同药物与不同浓

度ＦＯＳ的组合，对ＰＡ的敏感性变化采用多个独立

样本非参数检验中的多组秩和检验（Ｋ狉狌狊犽犪犾Ｗ犪犾

犾犻狊Ｈ），以犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　试验菌株对抗菌药物的敏感性　试验筛选的

５０株ＭＤＲＰＡ均通过ＢＤＰｈｏｅｎｉｘ１００全自动微生物

鉴定／药敏分析仪进行复核，对ＴＺＰ２株中介，ＣＡＺ２

株中介，ＭＥＭ８株中介，ＡＭＫ６株中介，ＣＩＰ３株中

介；对哌拉西林、氨曲南、头孢吡肟、左氧氟沙星均表

现为耐药；多粘菌素对试验菌株的 ＭＩＣ≤１μｇ／ｍＬ；

此外２株试验菌株对庆大霉素表现为中介。

２．２　联合药敏试验结果　ＦＯＳ２００μｇ／ｍＬ组，

ＴＺＰ＋ＦＯＳ组敏感２株，中介５株，耐药４３株，敏感

率４．０％；ＣＡＺ＋ＦＯＳ组敏感６株，中介６株，耐药

３８株，敏感率１２．０％；ＭＥＭ＋ＦＯＳ组敏感３０株，

中介８株，耐药１２株，敏感率６０．０％；ＦＯＳ＋ＡＭＫ

组敏感７株，中介１６株，耐药２７株，敏感率１４．０％；

ＦＯＳ＋ＣＩＰ组敏感２９株，中介１１株，耐药１０株，敏

感率５８．０％。

分析ＦＯＳ不同浓度含药平板分别联合５种抗

菌药物的药敏结果，结果显示：ＦＯＳ＋ＴＺＰ、ＦＯＳ＋

ＣＡＺ在不同ＦＯＳ浓度（５０～２５０μｇ／ｍＬ）组间均无

协同作用（犘＞０．０５）；ＦＯＳ＋ＭＥＭ、ＦＯＳ＋ＡＭＫ、

ＦＯＳ＋ＣＩＰ在不同磷霉素浓度（５０～２５０ｍｇ／Ｌ）组

间均表现出协同作用（犘＜０．０５）。ＦＯＳ＋ＭＥＭ、

ＦＯＳ＋ＣＩＰ、ＦＯＳ＋ＡＭＫ 组合两两比较，ＦＯＳ＋

ＭＥＭ组合与ＦＯＳ＋ＣＩＰ组合在所有剂量组中比

较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）；在低剂量组

（５０、１００μｇ／ｍＬ），ＦＯＳ＋ＡＭＫ 与 ＦＯＳ＋ＭＥＭ、

ＦＯＳ＋ＣＩＰ比较，差异均无统计学意义（均 犘＞

０．０５）；在高剂量组（１５０、２００μｇ／ｍＬ），ＦＯＳ＋ＡＭＫ

与ＦＯＳ＋ＭＥＭ 比较，差异存在统计学意义（χ
２＝
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９．０３２５，犘＝０．００３；χ
２＝９．４５７８，犘＝０．００２）；在高

剂量组（１５０、２００μｇ／ｍＬ），ＦＯＳ＋ＡＭＫ与ＦＯＳ＋

ＣＩＰ比较，差异存在统计学意义（χ
２＝１１．６７６８，犘＝

０．００１；χ
２＝１２．３９８１，犘＜０．００１）。ＦＯＳ＋ＭＥＭ 组

合、ＦＯＳ＋ＣＩＰ组合比ＦＯＳ＋ＡＭＫ 组合更敏感。

见表１。

表１　５０株 ＭＤＲＰＡ体外联合药敏试验结果

犜犪犫犾犲１　Ｉｎｖｉｔｒｏｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ５０ＭＤＲＰＡｓｔｒａｉｎｓ

ＦＯＳ

（μｇ／ｍＬ）

ＴＺＰ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＣＡＺ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＭＥＭ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＡＭＫ

Ｓ Ｉ Ｒ

ＣＩＰ

Ｓ Ｉ Ｒ

５０ ０ ２ ４８ ０ ２ ４８ ０ １１ ３９ ０ ６ ４４ ０ ４ ４６

１００ １ ２ ４７ ０ ５ ４５ ２ １２ ３６ １ １０ ３９ ３ ８ ３９

１５０ １ ３ ４６ ４ ６ ４０ ５ ２９ １６ ４＃ １５ ３１ ８ ２８ １４

２００ ２ ５ ４３ ６ ６ ３８ ３０ ８ １２ ７＃ １６ ２７ ２９ １１ １０

２５０ １０ ２ ３８ １０ ５ ３５ ３７ ４ ９ １９ ７ ２４ ３４ ６ １０

χ
２ ５．２３０ ５．３８３ ５５．６４０ ２０．５９９ ６４．４０６

犘 ０．１５６ ０．１４６ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：统计时未包含２５０μｇ／ｍＬ组；＃为与 ＭＥＭ组、ＣＩＰ组比较，犘＜０．０５。

３　讨论

ＦＯＳ是小分子亲水性抗菌药物，血浆蛋白结合率

极低（２．１６％），静脉给药后几乎完全通过肾小球滤过

消除（９５％～９９％）。静脉滴注 ＦＯＳ０．５、１．０、２．０、

４．０ｇ后血药峰浓度分别为２８、４６、９０、１９５μｇ／ｍＬ。

蒙特卡洛模拟显示，对于重症感染患者延长输注法

（６ｇ／ｑ６ｈ）可提高 Ｃｍａｘ并缩短 Ｔｍａｘ，且与其他抗

菌药物有很好的协同作用［６］。ＦＯＳ持续输注（负荷

剂量８ｇ，之后１ｇ／ｈ）给药方案，其稳态浓度为

（１８３．８±３５．９）μｇ／ｍＬ
［７］。Ｗａｌｓｈ等

［８］体外研究显

示，ＦＯＳ可中等程度杀灭低接种量（最大杀灭３ｌｏｇ

１０ＣＦＵ／ｍＬ）的ＰＡ，但２４ｈ后ＰＡ会再次生长，此

时敏感菌株完全由耐药株取代，该研究结果与

ＲｏｄｒíｇｕｅｚＧａｓｃóｎ等
［９］的研究均提示，ＦＯＳ不宜单

药治疗ＰＡ感染。

ＰＡ的耐药机制复杂多变，其中生物被膜的形成

可以使ＰＡ逃避机体免疫和抗菌药物的杀伤作用。

Ｗａｎｇ等
［１０］研究显示，ＦＯＳ＋ＣＩＰ联合用药对ＰＡ生

物膜清除的协同作用为５７．１％。Ｙａｍａｄａ等
［１１］通过

电子显微镜观察到，与单独用药相比，ＦＯＳ联合

ＣＩＰ更易导致细胞膜溶解。ＧóｍｅｚＧａｒｃéｓ等
［１２］体

外抗菌试验显示，ＦＯＳ联合ＣＩＰ对４０％的ＣＲＰＡ

具有协同作用，未见拮抗作用。

一项关于ＦＯＳ＋ＡＭＫ联合吸入系统（ＡＦＩＳ）

的研究发现，联合用药（ＡＭＫ∶ＦＯＳ为５∶２）联合剂

对ＰＡ的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值较 ＡＭＫ和ＦＯＳ

单药的 ＭＩＣ值降低一半
［１３］。Ｓｉｍｅ等

［１４］研究呼吸

机相关肺炎患者临床分离菌株发现，ＦＯＳ单药对

ＰＡ无任何抗菌活性，ＡＭＫ２４ｈ内可产生较好的抗

菌活性，但随后可快速产生耐药性，但二者联合用药

可产生快速杀菌作用，同时有效抑制耐药菌株的产

生。ＣＲＰＡ体外抗菌活性试验显示，ＦＯＳ与 ＡＭＫ

的协同杀菌率为１２％
［１２］，无拮抗作用。

ＦＯＳ联合碳青霉烯类抗生素可降低ＰＡ生物膜

的形成，并降低其自发突变率。ＦＯＳ联合 ＭＥＭ 对

ＰＡ的协同杀菌率为５３．３％（８／１５）
［１５］，对ＣＲＰＡ的

协同杀菌率４０．０％（２８／７０）
［１６］，且均未发现拮抗作

用。Ａｌｂｉｅｒｏ等
［１７］对产生金属β内酰胺酶（ＭＢＬ）的

ＰＡ进行体外抗菌试验，研究发现ＦＯＳ联合 ＭＥＭ使

得ＰＡ的 ＭＩＣ５０和 ＭＩＣ９０降低至１／８。Ｄｒｕｓａｎｏ等
［１８］

研究显示，不同给药剂量的ＦＯＳ联合 ＭＥＭ 方案，

均能够降低选择耐药性的出现（ＭＥＭ 突变体被联

合杀伤，以及ＦＯＳ突变体被联合杀伤），研究结果表

明，联合给药方案对于杀灭细菌细胞和抑制耐药菌

株的出现均具有明显的协同作用。

本研究结果显示，ＦＯＳ＋ＭＥＭ、ＦＯＳ＋ＡＭＫ、

ＦＯＳ＋ＣＩＰ组合在ＦＯＳ各剂量组合比较中均有差

异（犘＜０．０５），敏感性增加，但在两两比较中ＦＯＳ＋

ＭＥＭ组合和ＦＯＳ＋ＣＩＰ组合与ＦＯＳ＋ＡＭＫ组合

在ＦＯＳ高剂量组（１５０、２００μｇ／ｍＬ）中均表现出统

计学差异（犘＜０．０５），提示 ＦＯＳ＋ＭＥＭ 组合和

ＦＯＳ＋ＣＩＰ组合对 ＭＤＲＰＡ表现出较高的抗菌活
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性。结合ＦＯＳ的药代动力学数据提示，ＦＯＳ联合

治疗 ＭＤＲＰＡ感染时应给予较高的剂量。

ＦＯＳ与 ＴＺＰ、ＣＡＺ联合用药方案的文献报道

相对较少，Ｔｅｓｓｉｅｒ等
［１９］研究显示，ＦＯＳ与ＣＡＺ联

合用药仅有２０％的相加作用，８０％无关。本研究结

果显示，ＦＯＳ＋ＴＺＰ组合与 ＦＯＳ＋ＣＡＺ组合在

ＦＯＳ各剂量组合比较中，差异均无意义（均 犘＞

０．０５），敏感性无明显增加，与文献
［１９］报道一致，因

此不推荐临床联合给药。

ＭＤＲＰＡ的治疗药物选择非常有限。本研究

为ＦＯＳ联合其他药物治疗 ＭＤＲＰＡ提供了理论依

据，但本研究数据较为有限，且研究结果仅显示药物

体外敏感情况，联合用药的临床疗效有待进一步的

临床研究证实，同时本研究中ＦＯＳ发挥抗菌活性时

给药剂量相对较高，临床应用过程中需要警惕ＦＯＳ

引起的静脉炎、高钠血症等不良反应。
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