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·论著·

多黏菌素犅联合新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂对耐多黏菌素犅细菌

生物膜的影响
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［摘　要］　目的　探讨多黏菌素Ｂ联合新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂对耐多黏菌素Ｂ铜绿假单胞菌和肺炎克

雷伯菌生物膜的活性及机制。方法　采用微量肉汤稀释法和卡尔加里生物膜装置测定所有抗菌药物的最低抑菌

浓度（ＭＩＣ）、最低生物膜抑制浓度（ＭＢＩＣ）和最低生物膜根除浓度（ＭＢＥＣ）；采用结晶紫染色法评估亚 ＭＩＣ剂量下

多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦、头孢他啶／阿维巴坦、美罗培南／阿维巴坦、氨曲南／阿维巴坦、美罗培南／法硼

巴坦及亚胺培南／雷利巴坦抑制生物膜形成和根除成熟生物膜的效果；筛选出抗生物膜活性最佳的联合方案，采用

硫酸苯酚法、细菌运动试验以及群体感应抑制试验初步探讨该联合方案的抗生物膜机制。结果　所有抗菌药物的

ＭＢＩＣ和 ＭＢＥＣ均高于 ＭＩＣ，基于多黏菌素Ｂ的联合方案均能抑制铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯菌生物膜形成并

根除成熟的生物膜，其中多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦抑制率和根除率最高，分别为６７．９９％～９０．１６％、

５８．２６％～６３．８６％。多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦可抑制肺炎克雷伯菌的胞外多糖，抑制率为３４．０４％～

６１．１０％，该组合还能减小细菌的泳动和蹭行运动直径。头孢吡肟／阿维巴坦单药对群体感应信号分子的抑制作用

呈浓度依赖性，与多黏菌素Ｂ联合后，抑制作用与单药效果一致。结论　多黏菌素Ｂ和头孢吡肟／阿维巴坦可能是

临床治疗多黏菌素Ｂ耐药菌株生物膜相关严重感染的潜在方案，其作用机制可能与抑制细菌胞外多糖和运动能力

有关。
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　　由于临床上抗微生物药物的广泛使用甚至滥

用，治疗多重耐药细菌感染性疾病已成为重大挑战。

尽管多黏菌素Ｂ作为治疗多重耐药革兰阴性杆菌

的最后一道防线，但近年来，耐碳青霉烯类肠杆菌目

细菌对多黏菌素Ｂ耐药并不少见，耐药率为４％～

４０％
［１２］。铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯菌是引起医

院内感染常见的革兰阴性杆菌，可导致呼吸道、泌尿

道或血流感染，而生物膜的形成是铜绿假单胞菌和

肺炎克雷伯菌的重要毒力特征［３４］。生物膜是细菌

黏附在生命体或非生命体表面形成的结构化群落，

对抗微生物药物高度耐药，对宿主的免疫系统也具

有高度抗性，其耐药机制有多种，如胞外聚合物基质

限制了药物的渗透，群体感应系统的调节，以及生物

膜内细菌的低代谢低活性等。相关研究［５６］表明，

６５％～８０％的细菌感染都与生物膜相关，其病死率

高、治愈率低。因此，寻找新的对抗耐多黏菌素Ｂ

菌株生物膜相关感染的有效策略极为重要。

既往研究［７］表明，对于多黏菌素Ｂ敏感的鲍曼不

动杆菌，多黏菌素Ｂ可减少其生物膜形成。有研究
［８］

显示，多黏菌素Ｂ联合美罗培南可显著减少多黏菌

素Ｂ耐药的铜绿假单胞菌生物膜的形成。本课题

组前期研究［９］证实，多黏菌素Ｂ联合新型β内酰胺

酶抑制剂复方制剂对多黏菌素Ｂ耐药的铜绿假单

胞菌和肺炎克雷伯菌有明显的协同杀菌作用，但对

于这两种细菌产生的生物膜是否也具有同样的协同

作用目前尚未见报道。本研究旨在探讨多黏菌素Ｂ

联合新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂对多黏菌素Ｂ

耐药的铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯菌生物膜的影

响，并初步探讨有效组合的作用机制，以期为临床治

疗生物膜相关感染提供合理的参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株来源　菌株来源于课题组保存的综合

性三级甲等医院临床分离的非重复多黏菌素Ｂ耐

药菌株（铜绿假单胞菌４株，肺炎克雷伯菌１０

株）。铜绿假单胞菌ＡＴＣＣ２７８５３和肺炎克雷伯菌

ＡＴＣＣ７００６０３作为质控菌株。紫色色杆菌ＣＶ０２６

由Ｓｅｌｌｅｃｋ公司提供。

１．１．２　主要试剂和仪器　多黏菌素Ｂ对照品（批

号：１３０３１３－２０１３１０）、头孢他啶对照品 （批号：

１３０４８４－２０１２０５）、头孢吡肟对照品（批号：１３０５２４－

２０１４０４）、美罗培南对照品（批号：１３０５０６－２０１４０３）、

氨曲南对照品（批号：１３０５０７－２０１３０３）均购自中

国食品药品检定研究院；阿维巴坦对照品（批号：

１１９２４９１－６１－４，南京力博维制药有限公司），亚

胺培南对照品（批号：２２Ｚ０９２－Ｂ１，上海甄准生物

科 技 有 限 公 司），雷 利 巴 坦 对 照 品 （批 号：

Ｃ２０Ｊ１１Ｌ１１８４６８，上海源叶生物科技有限公司），法

硼巴坦对照品（批号：６１２４１，ＭＣＥ公司）。群体感应

信号分子Ｃ６ＨＳＬ标准品（Ｎ己酰基Ｌ高丝氨酸内

酯，西格玛奥德里奇贸易有限公司），胰蛋白胨大豆

肉汤（ＴＳＢ，北京索莱宝科技有限公司），０．１％结晶

紫染液（厦门安永博科技有限公司），５％苯酚水溶液

（瑞楚生物科技有限公司），ＭＨ 琼脂、胰蛋白胨及
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酵母提取物（ＯＸＯＩＤ公司），酶标仪（瑞士 Ｔｅｃａｎ公

司），卡尔加里生物膜装置（加拿大Ｉｎｎｏｖｏｔｅｃｈ公司）。

１．２　方法

１．２．１　菌株生物膜形成能力筛选　试验菌株复苏

传代后，采用０．９％的无菌生理盐水调成０．５麦氏

单位的菌悬液，使用无菌胰蛋白胨大豆肉汤按１∶

１００稀释，取２００μＬ稀释后的菌液加入９６孔板中，

每株菌平行接种３孔，不含细菌的空白肉汤培养基

作为阴性对照，９６孔板放入培养箱中３７℃孵育２４

ｈ。结晶紫染色后使用酶标仪测量ＯＤ５９５值，将试验

菌株分为下列类别：无生物膜形成菌（试验组ＯＤ５９５

≤对照组ＯＤ５９５），弱生物膜形成菌（对照组ＯＤ５９５＜

试验组ＯＤ５９５≤２×对照组ＯＤ５９５），中等生物膜形成

菌（２×对照组 ＯＤ５９５＜试验组 ＯＤ５９５≤４×对照组

ＯＤ５９５），强生物膜形成菌（４×对照组 ＯＤ５９５＜试验

组ＯＤ５９５）。筛选强生物膜形成菌株作为后续试验

菌株。

１．２．２　抗菌药物敏感性试验　采用微量肉汤稀释

法测定多黏菌素Ｂ、头孢吡肟／阿维巴坦、头孢他啶／

阿维巴坦、美罗培南／阿维巴坦、氨曲南／阿维巴坦、

美罗培南／法硼巴坦以及亚胺培南／雷利巴坦对试验

菌株的最低抑菌浓度（ＭＩＣ）。使用卡尔加里生物膜

装置测定所有抗菌药物对生物膜的最低生物膜抑制

浓度（ＭＢＩＣ）和最低生物膜根除浓度（ＭＢＥＣ）
［１０］。

１．２．３　多黏菌素Ｂ与新型β内酰胺酶抑制剂复方

制剂单药或联合对生物膜形成的抑制作用　试验菌

株复苏传代，采用０．９％的无菌生理盐水调成０．５

麦氏单位的菌悬液，使用无菌肉汤按１∶１００稀释，加

入微量９６孔板中，每孔１００μＬ。新鲜配制无菌的

多黏菌素Ｂ、头孢吡肟／阿维巴坦（４∶１）、头孢他啶／

阿维巴坦（４∶１）、美罗培南／阿维巴坦（４∶１）、氨曲南／

阿维巴坦（３∶１）、美罗培南／法硼巴坦（１∶１）及亚胺培

南／雷利巴坦（２∶１）的肉汤稀释液，取１００μＬ添加至

含菌的９６孔板中，使孔内各药物终浓度为１／４ＭＩＣ。

对于每株试验菌株，给药方案分为空白对照组、多黏

菌素Ｂ单药组、新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂单

药组及两者联合组。将配制好的含药９６孔板在

３７℃培养１８～２２ｈ，结晶紫染色并用酶标仪测量

ＯＤ５９５值。生物膜形成抑制率＝（对照组ＯＤ５９５－试

验组ＯＤ５９５）／对照组ＯＤ５９５×１００％。

１．２．４　多黏菌素Ｂ与新型β内酰胺酶抑制剂复方

制剂单药或联合对成熟生物膜的根除作用　试验菌

株复苏传代，采用０．９％的无菌生理盐水调成０．５

麦氏单位的菌悬液，使用无菌ＴＳＢ按１∶１００稀释，

取２００μＬ加入微量９６孔板中，３７℃下培养２４ｈ形

成成熟生物膜。弃掉培养基，采用无菌注射用水冲

洗孔３次，每孔加入总体积２００μＬ的抗菌药物肉汤

稀释液，孔内药物终浓度为１／２ＭＩＣ。对于每株试

验菌株，试验方案分为空白对照组、多黏菌素Ｂ单

药组、新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂单药组以及多

黏菌素Ｂ与新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂联合组。

将加入药物的９６孔板在３７℃继续培养１８～２２ｈ，

结晶紫染色并用酶标仪测量ＯＤ５９５值。成熟生物膜

根除率＝（对照组 ＯＤ５９５－试验组 ＯＤ５９５）／对照组

ＯＤ５９５×１００％。

１．２．５　多黏菌素Ｂ与头孢吡肟／阿维巴坦单药或

联合对细菌胞外多糖的影响　选择生物膜抑制和根

除效果最好的组合进行研究。试验菌株复苏传代，

采用０．９％的无菌生理盐水将试验菌株调成０．５麦

氏单位的菌悬液，取３３０μＬ加入配制好的含药离心

管中，放入恒温震荡培养箱３７℃孵育２４ｈ。将每株

菌分为４组：空白对照组、多黏菌素Ｂ单药组、头孢

吡肟／阿维巴坦单药组、多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／

阿维巴坦组。将上述培养的菌悬液在４℃条件下离

心，取上清液经０．２２μｍ无菌过滤器过滤，随后加

入三倍体积的无水乙醇，４℃静置过夜。再次离心，

弃除上清液，加入无菌蒸馏水溶解沉淀。采用硫酸

苯酚法测定多糖溶液含量，在４９０ｎｍ处测定其吸

光度值［１１］。胞外多糖含量抑制率＝（对照组ＯＤ４９０

－试验组ＯＤ４９０）／对照组ＯＤ４９０×１００％。

１．２．６　多黏菌素Ｂ与头孢吡肟／阿维巴坦单药或

联合对细菌运动的影响　选择生物膜抑制和根除效

果最好的组合进行研究。依据参考文献［１２］配制泳

动平板和蹭行平板放于４℃冰箱保存备用。试验菌

株传代复苏后，采用０．９％的无菌生理盐水调成０．５

麦氏单位的菌悬液，用无菌ＴＳＢ以１∶１００稀释至含

不同药物稀释液的离心管中，分为空白对照组、多黏

菌素Ｂ单药组、头孢吡肟／阿维巴坦单药组、多黏菌

素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦组。在生化培养箱

３７℃孵育１８～２２ｈ。对于泳动试验，取１μＬ菌液接

种于泳动平板的表面，３７℃培养２４ｈ，记录细菌的

生长圈直径。对于蹭行试验，取１μＬ菌液接种至培

养基与培养皿结合处，３７℃培养２４ｈ，记录细菌运

动直径。细菌运动抑制率＝（对照组直径－试验组

直径）／对照组直径×１００％。
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１．２．７　多黏菌素Ｂ与头孢吡肟／阿维巴坦单药或联

合对群体感应的影响　将ＣＶ０２６复苏传代，在ＬＢ液

体培养基中震荡培养过夜。取５００μＬ的１ｍｇ／ｍＬ

的信号分子标准品至１０ｍＬ的菌液中，混匀。按照

菌液∶ＬＢ培养基为１∶１９的比例，加入尚未凝固的无

菌ＬＢ固体培养基，混匀后倒入无菌空白平板，至凝

固。将平板放入３７℃培养箱孵育１ｈ。取出打孔，

孔内加入总体积为５０μＬ的不同浓度的药物，放入

培养箱中３７℃培养２４ｈ，记录孔周围抑制圈直径的

大小。

１．２．８　统计分析　所有试验重复３次后应用

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件对数据进行分析绘图。采

用单因素方差分析比较两组间抗生物膜活性差异，

以犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　菌株生物膜形成能力　本研究中对照组

ＯＤ５９５＝０．１０１，其中３株铜绿假单胞菌（Ｐ００１、Ｐ００２

和Ｐ００３）和５株肺炎克雷伯菌（Ｋ００１、Ｋ００２、Ｋ００３、

Ｋ００４和Ｋ００５）的ＯＤ５９５值为０．６４７～１．２３０，均＞４×

对照组ＯＤ５９５，为强生物膜形成菌株，故作为后续研

究的试验菌株。见图１。
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图１　多黏菌素Ｂ耐药菌株形成生物膜的能力

犉犻犵狌狉犲１　ＢｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍｉｎｇａｂｉｌｉｔｙｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｓｔｒａｉｎｓ

２．２　抗菌药物敏感性试验　结果显示，所有菌株

均对多黏菌素Ｂ耐药，ＭＩＣ为４～１２８μｇ／ｍＬ。多

黏菌素Ｂ和新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂对生

物膜的 ＭＢＩＣ均是 ＭＩＣ的４～１０２４倍，除了美罗

培南／法硼巴坦以外，其他抗菌药物的 ＭＢＥＣ均

＞１０２４μｇ／ｍＬ。见表１。

表１　多黏菌素Ｂ和新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂对生

物膜的 ＭＩＣ、ＭＢＩＣ、ＭＢＥＣ（μｇ／ｍＬ）

犜犪犫犾犲１　ＭＩＣ，ＭＢＩＣａｎｄＭＢＥＣｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢａｎｄｎｏｖｅｌ

βｌａｃｔａｍ／βｌａｃｔａｍａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ（μｇ／ｍＬ）

抗菌药物 ＭＩＣ ＭＢＩＣ ＭＢＥＣ

头孢他啶／阿维巴坦 ２～１６ １２８～１０２４ ＞１０２４

头孢吡肟／阿维巴坦 ２～３２ ６４～１０２４ ＞１０２４

氨曲南／阿维巴坦 ２～３２ １２８～１０２４ ＞１０２４

亚胺培南／雷利巴坦 １～８ ８～１０２４ ＞１０２４

美罗培南／阿维巴坦 ４～１６ １６～１０２４ ＞１０２４

美罗培南／法硼巴坦 ４～１６ １６～１２８ ２５６

多黏菌素Ｂ ４～１２８ ３２～＞１０２４ ＞１０２４

２．３　多黏菌素Ｂ和新型β内酰胺酶抑制剂复方制

剂单独及联合使用对生物膜形成的抑制作用　亚

ＭＩＣ剂量下单药多黏菌素Ｂ及单药新型β内酰胺

酶抑制剂复方制剂对８株耐多黏菌素Ｂ菌株的生

物膜形成的抑制作用微弱。与对照组和单药组相

比，多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦、头孢他

啶／阿维巴坦、美罗培南／阿维巴坦、亚胺培南／雷

利巴坦及美罗培南／法硼巴坦可以降低所有试验

菌株ＯＤ５９５的值（均犘＜０．０５）；多黏菌素Ｂ联合氨

曲南／阿维巴坦可以降低７株（８７．５０％）试验菌株

的ＯＤ５９５值（均犘＜０．０５）。其中，多黏菌素Ｂ联合

头孢吡肟／阿维巴坦对生物膜形成的抑制率高达

６７．９９％～９０．１６％。见图２。

２．４　多黏菌素Ｂ和新型β内酰胺酶抑制剂复方制

剂单独及联合使用对成熟生物膜的根除作用　与对

照组和单药组相比，多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿

维巴坦（狀＝８，１００％）、头孢他啶／阿维巴坦（狀＝７，

８７．５０％）、美罗培南／阿维巴坦（狀＝８，１００％）、氨曲

南／阿维巴坦（狀＝６，７５．００％）、亚胺培南／雷利巴坦

（狀＝５，６２．５０％）及美罗培南／法硼巴坦（狀＝４，

５０．００％）可降低成熟生物膜的 ＯＤ５９５值，差异具有

统计学意义（均犘＜０．０５），见图３。亚 ＭＩＣ剂量下

单药多黏菌素Ｂ对８株耐多黏菌素Ｂ菌株生物膜

的根除率为０．９０％～４７．７９％，多黏菌素Ｂ联合头

孢吡肟／阿维巴坦、头孢他啶／阿维巴坦、氨曲南／阿

维巴坦、美罗培南／阿维巴坦、亚胺培南／雷利巴坦、美

罗培南／法硼巴坦对成熟生物膜的根除率可分别提高

至５８．２６％～６３．８６％、２１．９６％～６８．０５％、２２．３６％～

６１．３９％、３７．２１％～６１．９０％、３．４５％～６０．８０％、

１．９５％～５８．０２％。

·１６·中国感染控制杂志２０２５年１月第２４卷第１期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２４Ｎｏ１Ｊａｎ２０２５
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　　注：ＰＭＢ为多黏菌素Ｂ，ＣＡＺ为头孢他啶，ＣＦＰ为头孢吡肟，ＡＶＩ为阿维巴坦，ＭＥＮ为美罗培南，ＡＺＴ为氨曲南，ＶＡＢ为

法硼巴坦，ＩＰＭ为亚胺培南，ＲＥＬ为雷利巴坦，ＢＬＢＬＩ为β内酰胺酶抑制剂复方制剂；表示犘＜０．０５，表示犘＜０．０００１，

ｎｓ表示差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

图２　多黏菌素Ｂ联合新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂对生物膜形成的抑制作用

犉犻犵狌狉犲２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｏｖｅｌβｌａｃｔａｍ／βｌａｃｔａｍａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒ

ｍａｔｉｏｎ

２．５　多黏菌素Ｂ和头孢吡肟／阿维巴坦单用及联

合对胞外多糖含量的影响　多黏菌素Ｂ联合头孢

吡肟／阿维巴坦后，所有菌株的ＯＤ４９０值与对照组相

比均有所下降，对铜绿假单胞菌的胞外多糖抑制率

为７．４７％～１３．９４％，而对肺炎克雷伯菌的胞外多

糖抑制率高达３４．０４％～６１．１０％，见图４。

２．６　多黏菌素Ｂ和头孢吡肟／阿维巴坦单独及联

合使用对细菌运动能力的影响　蹭行运动试验结果

显示，对照组的运动直径为（８．８０±０．３０）ｍｍ～

（５４．７７±０．３２）ｍｍ，联合组的运动直径下降至

（３．２０±０．１１）ｍｍ～（２９．２７±０．４４）ｍｍ，抑制率均

＞５０％。铜绿假单胞菌的泳动试验结果显示，对照

组的运动直径为（１６．４３±０．２９）ｍｍ～（６７．６７±

０．３９）ｍｍ，联合组的运动直径下降至（３．１０±

０．２１）ｍｍ～ （１１．８０±０．２１）ｍｍ，抑制率高达

８０．９３％～９３．１０％，见图５、６。

·２６· 中国感染控制杂志２０２５年１月第２４卷第１期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２４Ｎｏ１Ｊａｎ２０２５
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　　注：ＰＭＢ为多黏菌素Ｂ，ＣＡＺ为头孢他啶，ＣＦＰ为头孢吡肟，ＡＶＩ为阿维巴坦，ＭＥＮ为美罗培南，ＡＺＴ为氨曲南，ＶＡＢ为

法硼巴坦，ＩＰＭ为亚胺培南，ＲＥＬ为雷利巴坦，ＢＬＢＬＩ为β内酰胺酶抑制剂复方制剂；表示犘＜０．０５，表示犘＜０．０１，

表示犘＜０．００１，表示犘＜０．０００１，ｎｓ表示差异无统计学意义。

图３　多黏菌素Ｂ联合新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂对成熟生物膜的根除作用

犉犻犵狌狉犲３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｏｖｅｌβｌａｃｔａｍ／βｌａｃｔａｍａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓｏｎｅｒａｄｉｃａｔｉｏｎｏｆｍａｔｕｒｅｂｉｏ

ｆｉｌｍ

２．７　多黏菌素Ｂ与头孢吡肟／阿维巴坦对群体感

应的影响　多黏菌素Ｂ单药的抑制圈直径与对照

组相比，差异无统计学意义。当头孢吡肟／阿维巴坦

浓度≥１６μｇ／ｍＬ时，其单药对群体感应信号分子

Ｃ６ＨＳＬ的抑制作用呈现剂量依赖性，表现为抑制

圈直径增加，且随着药物浓度增加而变大，见图７。

多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦的情况下，当

组合中头孢吡肟／阿维巴坦浓度≥１６μｇ／ｍＬ时，抑

制圈直径与对照组相比，差异有均统计学意义（均

犘＜０．０５），见图８。但联合后的结果与相同浓度单

药头孢吡肟／阿维巴坦相似。
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图４　多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦对不同菌株胞外

多糖的抑制率

犉犻犵狌狉犲４　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｐｏｌｙｍｙｘｉｎＢｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ

ｃｅｆｅｐｉｍｅ／ａｖｉｂａｃｔａｍｏｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｌｙｓａｃｃｈａ

ｒｉｄｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｓｔｒａｉｎｓ
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图５　多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦对耐多黏菌素Ｂ

菌株蹭行运动的抑制率
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图６　多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦对铜绿假单胞菌

泳动运动的抑制率
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　　注：ＰＭＢ为多黏菌素Ｂ，ＣＦＰ为头孢吡肟，ＡＶＩ为阿维巴坦；

表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，犘＜０．０００１，ｎｓ表示差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。

图７　多黏菌素Ｂ和头孢吡肟／阿维巴坦单药对群体感应的

抑制圈的直径
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　　注：ＰＭＢ为多黏菌素Ｂ，ＣＦＰ为头孢吡肟，ＡＶＩ为阿维巴坦；

表示与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，犘＜０．０００１，ｎｓ表示差异无统计学意

义（犘＞０．０５）。

图８　多黏菌素Ｂ和头孢吡肟／阿维巴坦联合对群体感应的

抑制圈的直径
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ｔｉｏｎｓ

３　讨论

耐多黏菌素Ｂ的铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯

菌均极易形成生物膜，导致临床相关感染治疗难度

增加。本研究收集的１４株临床菌株中，１１株可以

形成生物膜，其中，８株为强生物膜形成菌株。此

外，多黏菌素Ｂ和新型β内酰胺酶抑制剂复方制剂

对生物膜的ＭＢＩＣ和ＭＢＥＣ远高于浮游菌的 ＭＩＣ，

进一步证实了生物膜的形成使其对抗菌药物的耐药

性更强，常规的抗菌药物浓度往往不能有效对抗生

物膜。

本研究结果表明，多黏菌素Ｂ联合６种新型β

内酰胺酶抑制剂复方制剂均可以协同抑制耐多黏菌

素Ｂ菌株生物膜的形成；然而对于成熟的生物膜，

多黏菌素Ｂ联合基于阿维巴坦的新型β内酰胺酶

抑制剂复方制剂根除成熟生物膜的有效率较另外两

种酶抑制剂高，其中多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿

维巴坦这一组合显示出最强的抑制和根除效果。在

生物膜形成初期，其结构还未成熟，细菌对抗菌药物

抵抗力相对较弱，相比于根除成熟的生物膜，抗菌药

物能更容易抑制生物膜的形成。在临床生物膜相关

感染的治疗中，既要考虑抗菌药物预防浮游菌形成

生物膜的能力，更要考虑其根除成熟生物膜的能力。

本研究结果提示多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴

坦在抗耐多黏菌素Ｂ铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯
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菌生物膜方面具有一定的应用前景。

细菌黏附是生物膜形成的初始阶段，对生物膜

形成起着至关重要的作用。细菌胞外多糖作为生物

膜胞外聚合物基质的重要成分，不仅能保护成熟的

生物膜免受各种外界刺激，还能促进细菌在生物或

非生物表面黏附和定植。此外，鞭毛介导的泳动和

Ⅳ型菌毛介导的蹭行运动可以为细菌提供更强的侵

袭力和扩散能力［５，１３１６］。Ｏ’Ｔｏｏｌｅ等
［１７］研究表明，

鞭毛介导的泳动和Ⅳ型菌毛介导的蹭行与细菌的初

始黏附相关，对于鞭毛和Ⅳ型菌毛基因缺陷的铜绿

假单胞菌，其形成生物膜的能力也明显下降。多黏

菌素Ｂ能够抑制多黏菌素Ｂ敏感的多重耐药鲍曼

不动杆菌的胞外多糖、胞外蛋白质的生成从而发挥

抗生物膜作用；头孢菌素类抗生素如头孢他啶，可以

增加细胞外吲哚浓度，下调犻犫狆Ａ基因，以及降低细

菌运动性，从而抑制大肠埃希菌中生物膜的黏附和

形成［７，１８］。本研究初步探讨了多黏菌素Ｂ联合头孢

吡肟／阿维巴坦的抗生物膜机制，结果提示，对于肺

炎克雷伯菌，多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦

可能通过抑制细菌胞外多糖产生和细菌运动能力而

发挥抗生物膜作用；对于铜绿假单胞菌，该组合主要

通过抑制细菌运动发挥抗生物膜作用。群体感应是

一种细菌间信息传递机制，生物膜的形成与群体感

应系统的调节密切相关，Ｎ酰基高丝氨酸内酯是革

兰阴性菌最常见的一类信号分子［１９２２］。本研究中，

选择了Ｎ酰基高丝氨酸内酯作为信号分子标准品，

发现头孢吡肟／阿维巴坦在浓度≥１６μｇ／ｍＬ时对

信号分子标准品的抑制作用呈现剂量依赖性，但与

多黏菌素Ｂ联合后抑制作用并没有表现出增强，提

示该药物组合的协同抗生物膜活性可能与该机制无

关。群体感应系统产生的信号分子还有自诱导物、

吲哚等，生物膜的形成也与其Ⅲ型分泌系统以及外

排泵基因相关［２３２５］。多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿

维巴坦的协同抗生物膜活性是否与上述因素有关，

还有待进一步的研究。

综上所述，本研究证实了多黏菌素Ｂ联合头孢

吡肟／阿维巴坦、头孢他啶／阿维巴坦、美罗培南／阿

维巴坦、氨曲南／阿维巴坦、亚胺培南／雷利巴坦及美

罗培南／法硼巴坦可有效对抗耐多黏菌素Ｂ的铜绿

假单胞菌和肺炎克雷伯菌生物膜，其中，多黏菌素Ｂ

联合头孢吡肟／阿维巴坦展现出最佳协同抗生物膜

活性，其抗生物膜机制可能与抑制细菌胞外多糖和

细菌运动有关。本试验仅基于多黏菌素Ｂ联合新

型β内酰胺酶抑制剂复方制剂的体外静态抗生物膜

活性进行研究，不能反映人体内药物浓度的变化过

程，其疗效还有待在体外动态药物代谢动力学／药物

效应动力学 （ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ／ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ，

ＰＫ／ＰＤ）模型和体内研究中进一步证实。本研究还

初步探讨了多黏菌素Ｂ联合头孢吡肟／阿维巴坦的

抗生物膜机制可能与胞外多糖及运动有关，为更深

入研究抗生物膜机制如群体感应相关基因表达、外

膜囊泡分泌等奠定了基础。本研究结果可为今后临

床治疗耐多黏菌素Ｂ的铜绿假单胞菌和肺炎克雷

伯菌生物膜相关感染提供合理参考依据。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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