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【摘要】  目的　探讨泛耐药鲍曼不动杆菌（XDRAB）脂多糖（LPS）脂质A生物合成基因lpx A、lpx C、lpx D突变对多黏

菌素耐药的意义，并筛选合适的联合治疗方案。方法　选择近两年患者呼吸道分泌物中的72株XDRAB为研究对象。根

据XDRAB菌株对多黏菌素的最小抑菌浓度（MIC）分别将其纳入耐药组和敏感组；PCR扩增lpx A、lpx C、lpx D基因序列，

分析突变情况，比较耐药组和敏感组突变率；采用微量棋盘稀释法评价联合用药药效，分为多黏菌素+亚胺培南组、多黏菌

素+美罗培南组、多黏菌素+头孢哌酮/舒巴坦组、多黏菌素+左氧氟沙星组、多黏菌素+磷霉素组。计算联合用药方案部分

抑菌（FIC）指数，比较表现协同、相加、无关、拮抗作用的菌株百分比。结果　获得XDRAB菌株共72株，其中耐药组共

21株，占29.17%，敏感组共51株，占70.83%；部分菌株存在lpx A、lpx C、lpx D基因突变；耐药组基因突变率为90.48%，高于

敏感组的11.76%，差异有统计学意义（P<0.05）。联合药敏实验结果显示，多黏菌素+亚胺培南组协同作用百分比高于多黏

菌素+磷霉素组，无关作用百分比低于多黏菌素+磷霉素组（P<0.01）。多黏菌素+亚胺培南组、多黏菌素+美罗培南组、多

黏菌素+头孢哌酮/舒巴坦组、多黏菌素+左氧氟沙星组协同作用及无关作用百分比比较，差异无统计学意义（P>0.05）。
结论　XDRAB对多黏菌素存在耐药现象，与lpx A、lpx C、lpx D突变有关，临床治疗推荐多黏菌素+亚胺培南等联合用药方

案，以减少耐药菌二次感染。
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【Abstract】   Objective　To explore  the  significance  of  the  resistance  to  polymyxin  resistance  of  the  extensively
drug resistant Acinetobacter baumannii (XDRAB) lipopolysaccharide (LPS) lpx A, lpx C, lpx D and to screen appropriate
combination therapy. Methods　In the past two years, 72 XDRAB in the secretions of our patients were selected as the
research  object.  According  to  the  minimum  inhibitory  concentration  (MIC)  of  the  XDRAB  strain  on  polymyxin,  they
were included in the drug resistance group and the sensitive group. The gene sequences of strains lpx A, lpx C, lpx D were
compared  with  the  standard  strains  to  analyze  gene  mutations  and  compared  the  mutation  rates  in  the  drug  resistant
group  and  the  sensitive  group.  The  efficacy  of  the  combination  drugs  was  evaluated  by  microcheckerboard  dilution
method,  including  polymyxin+imipenem  group,  polymyxin+meropenem  group,  polymyxin+cefoperazone/
sulbactam group, polymyxin+levofloxacin group, and polymyxin+fosfomycin group. Calculated the fractional inhibitory
concentration  (FIC)  index  of  the  combined  medication  regimen and compared  the  percentage  of  strains  that  exhibited
synergistic, additive, irrelevant, and antagonistic effects. Results　Tentyone were in the drug resistant group, accounting
for 21 (29.17%,) and 51 were in the sensitive group, accounting for 70.83%. Some strains had mutations in lpx A, lpx C,
lpx D genes. The mutation rate in the drug resistant group was 90.48%, which was significantly higher than 11.76% in the
sensitive group, the difference was statistically significant (P<0.05). The combined drug sensitivity test showed, compared
with the polymyxin+fosfomycin group, the mycotin+fosfomycin group had a higher percentage of strains with synergistic
FIC index in the polymyxin+imipenem group, the difference was statistically significant (P<0.01). Conclusion　XDRAB
is  resistant  to  polymyxin,  which  is  related  to  mutations  in  LPS  lipid  A  biosynthesis  genes lpx  A, lpx  C, lpx  D.  Clinical
treatment should adopt a combination of polymyxin+imipenem/meropenem and other drug combination to reduce the
secondary infection of drug resistant bacteria.
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鲍曼不动杆菌是常见的医院获得性感染病原菌，可

感染人体多个组织，尤其给重症监护病房内免疫力低下

的患者带来威胁。鲍曼不动杆菌的耐药表型特征使其对

抗生素具有多重耐药性，甚至出现几乎对除多黏菌素之

外的常用抗菌药都耐药的菌株，即泛耐药鲍曼不动杆菌

（extensively drug resistant Acinetobacter baumanii，

XDRAB），给临床治疗带来极大困难[1]。多黏菌素是临床

上抗X D R A B的主要药物，以细菌外膜上的脂多糖

（lipopolysaccharide，LPS）为靶标，破坏外膜完整性，诱导

细菌死亡。lpx A、lpx C、lpx D 参与XDRAB的脂质A合

成，其基因突变可导致LPS缺失，增加XDRAB对多黏菌素

的耐药性，使XDRAB的抗感染治疗面临巨大挑战[2]。本

研究通过探讨临床分离样本中XDRAB的lpx A、lpx C、lpx

D基因突变与多黏菌素耐药的关系，为临床治疗XDRAB

感染提供基于多黏菌素联合用药的调整方案，供同行参考。

1     材料与方法

1.1    菌株来源

收集2018年1月−2019年6月本院ICU住院患者痰液

（患者生理盐水漱口后，咳出深部痰液，无菌杯收集），分

离其中的XDRAB进行研究。本研究方案经医院伦理委

员会审核批准（批准号：KFRM-LL-1801）。

1.2    细菌分离、鉴定[3]

采用法国梅里埃VITEK 2 Compact全自动细菌鉴定

及药敏分析系统对细菌进行鉴定分析，获得XDRAB菌株

共72株。

1.3    标准菌株及主要药物

标准菌株为鲍曼不动杆菌ATCC19606（卫生部临床

检验中心），多黏菌素E硫酸盐、亚胺培南、美罗培南、头

孢哌酮/舒巴坦、左氧氟沙星、磷霉素（美国Sigma公司）。

1.4    方法

1.4.1    检测最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentration，

MIC）及分组　采用E-test法，检测XDRAB对多黏菌素的

MIC，以MIC≥4 mg/L判定为多黏菌素耐药菌株，纳入耐

药组，否则判定为多黏菌素敏感菌株，纳入敏感组[4]。

1.4.2    检测基因突变　对XDRAB菌株lpx A、lpx C、lpx

D基因进行PCR扩增，对DNA进行测序分析，将测序结果

在美国国家生物技术信息中心（National  Center  of

Biotechnology Information，NCBI）的BLAST程序进行同

源比对分析。

1.4.3    筛选联合用药方案　采用微量棋盘稀释法评价联

合用药药效，分为多黏菌素+亚胺培南组、多黏菌素+美

罗培南组、多黏菌素+头孢哌酮/舒巴坦组、多黏菌素+左

氧氟沙星组、多黏菌素+磷霉素组，根据药物单独MIC值，

以2倍MIC为最高浓度，依次选8个稀释浓度，两种药按

1∶1比例，浓度降梯度方向加入96孔板的行和列。培养

24 h，计算部分抑菌（fractional inhibitory concentration，

FIC）指数。FIC指数=MICA药联合/MICA药单用+MICB药联合/

MICB药单用。式中A和B为上述分组方案里任意两种药物。

FIC指数≤0.5为协同作用，0.5<FIC指数≤1为相加作用，

1<FIC指数≤2为无关作用，FIC指数>2为拮抗作用，根据

FIC指数计算表现相加、协同、无关及拮抗作用的菌株数

占耐药组总菌株数的百分比，百分比越高，表示作用越

强。比较各联合用药方案协同、相加、无关及拮抗作用

效果，首选方案选择协同作用强、无关作用弱及无拮抗作

用的联合方案。

1.5    观察指标

①耐药组和敏感组菌株数量及占总菌株数百分比；

②两组菌株lpx A、lpx C、lpx D基因突变菌株百分比（突变

菌株百分比=基因突变菌株数/各组总菌株数×100%）；

③两组菌株基因的总突变率（总突变率=各组突变菌

株总数/各组总菌株数×100%）；④联合用药表现为协

同、相加、无关及拮抗作用的菌株数占耐药组总菌株的

百分比。

1.6    统计学方法

计数资料以例数（%）表示，组间比较采用χ2检验，进

一步两两比较检验水准α’需校准，α’=α/k×（k−1）/2，其中

k为组数，α=0.05。

2     结果

2.1    耐药组和敏感组菌株数及占总菌株数百分比

耐药组菌株共21株，占总菌株数的29.17%；敏感组菌

株共51株，占总菌株数的70.83%。

2.2    菌株基因突变率和突变位点

耐药组和敏感组lpx A、lpx C、lpx D基因均出现突

变。耐药组突变19株（90.48%），lpx A、lpx C、lpx D分别突

变5、5、9株；敏感组突变6株（11.76%），lpx A、lpx C、lpx

D分别突变2、1、3株。见表1和图1。图2为菌株5的lpx

A基因发生突变，敏感菌株5无突变，耐药菌株5的715位碱

基发生改变，由谷氨酸GAA变为赖氨酸AAA。

耐药组lpx A、lpx C、lpx D突变率及总突变率均高于

敏感组，差异有统计学意义（P<0.05）。见表2。

2.3    联合用药方案的效果分析

2.3.1    相加作用　各联合用药方案在相加作用上差异无

统计学意义（P>0.01）。见表3。

2.3.2    拮抗作用　各组联合用药均无拮抗作用，菌株分
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布均为0。见表3。

2.3.3    协同作用　多黏菌素+亚胺培南组、多黏菌素+美

罗培南组、多黏菌素+头孢哌酮/舒巴坦组、多黏菌素+左

氧氟沙星组协同作用相当，差异无统计学意义（P>0.05），

仅多黏菌素+亚胺培南组协同作用强于多黏菌素+磷霉素

组（P<0.01）。见表3。

2.3.4    无关作用　多黏菌素+亚胺培南组、多黏菌素+美

罗培南组、多黏菌素+头孢哌酮/舒巴坦组、多黏菌素+左

氧氟沙星组无关作用相当，差异无统计学意义（P>0.01），

多黏菌素+磷霉素无关作用强于多黏菌素+亚胺培南组

（P<0.01）。见表3。

综上，多黏菌素+亚胺培南组协同作用百分比高于多

黏菌素+磷霉素组，无关作用百分比低于多黏菌素+磷霉

素组（P<0.01）。多黏菌素+亚胺培南组、多黏菌素+美罗

培南组、多黏菌素+头孢哌酮/舒巴坦组、多黏菌素+左氧

氟沙星组协同作用及无关作用百分比比较，差异无统计

学意义（P>0.01）。见表3。

3     讨论

广谱抗菌药的广泛使用，使得鲍曼不动杆菌对多

种抗菌药的敏感性不断降低[5-6]，给临床治疗带来巨大困

难。多黏菌素被认为是治疗XDRAB的最后一道防线，近

表 1    基因突变情况

Table 1    Gene mutations

Strain label Gene Mutation site

R1, R3 lpx A 421, 613

R5 lpx C 715

R6, R11, R12, R14 lpx C 87

R2, R4, R7 lpx D 116, 492

R8, R16 lpx A 108, 236-239, 387-391

R20, R21 lpx D 117

R10 lpx A 26, 785, 816

R15, R17, R9, R18 lpx D 62, 312

S25, S39 lpx A 103

S11 lpx C 33, 563

S16, S41, S46 lpx D 102

　Resistant group includes R1, R2, R3...R21; Sensitive group includes S1, S2,
S3...S51.

表 2    两组间基因突变菌株的分布比较

Table 2    Distribution of gene mutation strains between two groups

Group n lpx A/strain (%) lpx C/strain (%) lpx D/strain (%) Mutation in total/strain (%)

Resistance 21 5 (23.81) 5 (23.81) 9 (42.86) 19 (90.48)

Sensitive 51 2 (3.92)   1 (1.96)   3 (5.88)     6 (11.76)

χ2 6.703 9.296 14.642 40.659

P 0.01 0.002 <0.001 <0.001
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图 1  部分菌株lpx A（A）、lpx C（B）、lpx D（C）扩增电泳图

Fig 1  Amplification electrophoresis of some strains of lpx A (A),  lpx C
(B), lpx D (C)

N: Negative；M: Marker
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图 2  菌株5 lpx A产物测序结果对比

Fig 2  Comparison of sequencing results of strain 5 lpx A

R: Resistant group; S: Sensitive group.
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年来XDRAB对多黏菌素耐药现象已有报道[7-8]，使得临床

抗感染治疗面临更大挑战。本研究通过药敏实验检测发

现对多黏菌素耐药的XDRAB菌株占鲍曼不动杆菌总数

的29.17%，证实了XDRAB菌株存在对多黏菌素耐药现

象，探讨XDRAB对多黏菌素耐药机制，加强耐药监测，及

时调整治疗方案，有利于临床控制感染和切断耐药菌

传播。

LPS是革兰阴性菌细胞壁膜的主要成分，可阻止抗菌

药进入细胞。多黏菌素可与细胞LPS结合，破坏细胞膜磷

脂双层完整性，引起渗透失衡细胞死亡，LPS重构是引起

多黏菌素耐药的主要机制之一[9-10]。多黏菌素与细胞外

膜LPS结合后，通过带正电荷的残基与LPS带负电荷的脂

质A成分通过静电相互作用，导致外膜膨胀，诱导细胞死

亡，脂质A的修饰可以减少或消除负电荷，从而影响与多

黏菌素之间的静电相互作用[11-12]。lpxA、lpxC、lpxD参与

LPS疏水锚的合成，突变后引起脂质A生物合成途径失

活，造成LPS缺失，使多黏菌素作用靶点减少，出现耐药菌

株[13]。本研究通过对多黏菌素耐药的XDRAB菌株进行基

因测序对比，发现90.48%的耐药菌株存在lpxA、lpxC、

lpxD基因突变情况，提示lpxA、lpxC、lpxD基因发生突变

引起LPS重构，导致XDRAB菌株对多黏菌素产生耐药

性。鲍曼不动杆菌lpxA、lpxC、lpxD基因发生突变及细胞

外膜发生改变，可导致菌株对多黏菌素产生耐药性[14-15]。

刘恋[16]通过基因测序发现，对多黏菌素耐药的菌株LPS编

码基因lpx C存在氨基酸改变和同义突变。本研究耐药组

lpxA、lpxC、lpxD基因突变菌株百分比及总突变率高于敏

感株，提示导致XDRAB对多黏菌素耐药与lpxA、lpxC、

lpxD基因发生突变有关。

由于XDRAB具有广泛耐药性，并出现对多黏菌素耐

药现象，因此，临床上需要制定合理的治疗策略控制感

染[17]。临床研究显示，应用联合用药方案对XDRAB引起

的术后感染有良好的治疗效果[18-19]。使用单一抗菌药治

疗XDRAB极易引起耐药性，通过联合用药，可达到增强

抗菌效果的作用。研究显示，联合用药对于抗XDRAB有

协同作用，具有明显抗菌效果[20-21]。本研究以多黏菌素为

基础药，联合亚胺培南、美罗培南、头孢哌酮/舒巴坦及

左氧氟沙星作用于XDRAB，均有良好协同作用，其中以

多黏菌素联合亚胺培南FIC指数表现协同作用的菌株百

分比最高，提示两者联合治疗XDRAB感染有良好效果，

与美罗培南、头孢哌酮舒巴坦联合也有较好效果，与磷霉

素联合多数菌株表现为无关作用。耐药菌株的出现，给

临床抗感染治疗带来严重困难，在临床治疗过程中，应规

范使用抗菌药物，加强耐药性监测，选择合适药物，改变

治疗策略，合理联合用药，减少患者二次感染，有效利用

抗菌药物，达到治疗效果。

综上所述，本研究通过探讨XDRAB对多黏菌素耐药

的机制，针对XDRAB临床分离菌株进行以多黏菌素为主

的联合药敏实验，旨在筛选出有效的联合用药方案，为

临床制定合理的抗XDRAB感染方案提供参考。但本研

究仍存在一定局限性，分离样本量较小，联合用药方案

较少，下一步研究将扩大样本量，增加联合用药方案进行

筛选。
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