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［摘　要］　异质性耐药指同一克隆菌株中同时存在对某种抗菌药物耐药及敏感亚群的现象。碳青霉烯类抗生素

是临床治疗铜绿假单胞菌感染的常用药物，随着其使用增加，碳青霉烯类异质性耐药铜绿假单胞菌（ＣＨＰＡ）的检

出率日益增高。但是，至今没有标准、高效、低成本的ＣＨＰＡ检测方法应用于临床，常导致ＣＨＰＡ漏检和临床治疗

失败。本文对异质性耐药的定义、检测方法、ＣＨＰＡ的耐药机制、临床及流行病学特征进行综述，为临床诊断和治

疗ＣＨＰＡ感染提供参考。
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ＣＨＰＡｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪；ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｃａｒｂａｐｅｎｅｍ

　　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）

是引起医院感染的主要条件致病菌［１］。随着抗菌药

物的广泛使用，ＰＡ耐药情况越来越严重，常常出现

多重耐药和泛耐药ＰＡ，导致严重且难以治疗的医

院获得性感染［２］。免疫力低下患者对ＰＡ具有较高

的易感性，ＰＡ引发的感染在该类人群中可导致较

高的病死率［３］。

异质性耐药（ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＨＲ）现象在

１９４７年首次被发现于革兰阴性细菌流感嗜血

杆菌［４］中，２０年后在革兰阳性细菌葡萄球菌中再次
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被观察到，但直至１９７０年“异质性耐药”的概念才明

确被提出。临床上常根据微生物自动化检测仪的药

敏结果选择抗菌药物治疗病原菌感染。ＨＲ菌株因

难以被常规方法检出而漏检，在抗菌药物的选择压

力下可能导致高水平亚群的出现，造成临床治疗失

败和感染复发。随着碳青霉烯类抗生素应用增加，

其相关的 ＨＲ日益增多。目前，肺炎克雷伯菌、鲍

曼不动杆菌和大肠埃希菌等临床常见病原菌［５１１］对

碳青霉烯类抗生素的异质性耐药已有较多研究［１２］，

但关于碳青霉烯类异质性耐药铜绿假单胞菌（ｃａｒ

ｂａｐｅｎｅｍｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｔ犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪，

ＣＨＰＡ）的相关报道较少。严格控制碳青霉烯类药

物的使用对于减少ＰＡ感染者ＣＨＰＡ的发生至关

重要。研究［１３］表明，２０１１—２０１５年ＣＨＰＡ的分离

率呈逐年上升趋势，我国西南地区已广泛发现

ＣＨＰＡ菌株，在侵袭性ＰＡ中，ＣＨＰＡ的检出率高

达８４．９％。ＣＨＰＡ的耐药机制至今尚未得到充分

研究，ＣＨＰＡ的检测和鉴定也缺乏统一的标准。本

文对ＣＨＰＡ的研究现状包括 ＨＲ定义、检测方法、

ＣＨＰＡ耐药机制、临床及流行病学特征进行综述，

为临床诊断与治疗ＣＨＰＡ感染提供新思路。

１　ＨＲ的定义

ＨＲ指同一克隆菌株中同时存在对某种抗菌药

物耐药及敏感亚群的现象，即体外药敏试验如ＫＢ

法检测细菌对某种抗菌药物的敏感性时，在抑菌圈

内有相同种属的菌落生长［１４］。有临床意义的表型

主要体现为大部分亚群敏感，但有一小部分亚群耐

药，极少数亚群甚至出现高水平耐药。常规剂量抗

菌药物作用下，这部分耐药亚群不能被杀死，可能导

致临床应用抗菌药物治疗失败［１４１５］。

在研究ＰＡ的ＨＲ过程中，需要考虑以下几点：

第一，耐药亚群的耐药水平。大多数研究采用最低

抑 菌 浓 度 （ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，

ＭＩＣ）与最高不抑菌浓度（ｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｎｏｎｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＨＮＩＣ）的比值表示耐药亚群的耐药

水平［１６］。研究显示，不同细菌的异质性耐药水平略

有差异。例如，鲍曼不动杆菌、ＰＡ和肺炎克雷伯菌

的 ＭＩＣ和最高不抑菌浓度的比值＞８时，判定为

ＨＲ
［１，１７］；阴沟肠杆菌的 ＭＩＣ和最高不抑菌浓度的

比值＞２时，判定为 ＨＲ
［１８］。第二，耐药亚群频率。

耐药亚群频率常用耐药亚群细菌数占细菌总数的百

分比表示，即大于８倍 ＭＩＣ浓度的抗菌药物平板上

生长的菌落数占无抗菌药物平板上生长的细菌总数

的百分比。耐药亚群频率的检测极限在１０－７甚至

更低，不同检测方法的敏感性有所差异［１９］。因此，

有必要报告大于８倍 ＭＩＣ浓度抗菌药物平板的耐

药亚群频率。第三，ＨＲ的稳定性。稳定性是指异

质性耐药亚群在无抗菌药物培养基中连续传代后恢

复亲代菌株耐药水平的能力。稳定性直接关系到

ＨＲ的检测水平。在 Ｗｏｎｇ等
［２０］的研究中耐万古

霉素葡萄球菌 ＨＲ是稳定的，而部分研究
［２１］中 ＨＲ

是不稳定的。ＣＨＰＡ通常表现为稳定的 ＨＲ
［２２２３］。

综上所述，在 ＨＲ中，除了关注耐药亚群的存

在，还应关注耐药水平、耐药频率和 ＨＲ稳定性。

２　ＨＲ的检测方法

传统的微生物药敏试验不能识别出具有 ＨＲ

的菌株，导致 ＨＲ漏检并可能导致抗菌药物治疗的

失败。因此，及时、准确地检测 ＨＲ菌株对于其所

致感染的治疗非常重要。然而，ＨＲ的检测至今没

有标准化方法，各实验室的检测方法也各有差异。

常规的ＨＲ检测方法有改良ＫＢ法、Ｅｔｅｓｔ法和菌

群谱型分析法［２４］三种。近年来也开发出一些新的

检测和辅助检测方法，如ＰＡＰ曲线下面积法（ＰＡＰ

ＡＵＣ）
［２５］、时间杀伤试验法［２６］、毛细管电泳法［２７］以

及全基因组测序法［２８］等。

２．１　改良ＫＢ法和Ｅｔｅｓｔ法　ＫＢ法和Ｅｔｅｓｔ法

常用于临床药敏试验，分别检测细菌对抗菌药物的

抑菌圈直径和 ＭＩＣ值。采用这两种方法在抑菌圈

内通常可直观发现可能存在的 ＨＲ菌落，但假阴性

概率较高。为了增加 ＨＲ的检出率，Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ等
［２９］

对美国临床实验室标准化协会（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏ

ｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，ＣＬＳＩ）公布的药敏纸片

扩散法进行了适当修改，即将菌液接种浓度从０．５

增加到２．０麦氏单位，并将温箱孵育时间从２４ｈ

增加到４８ｈ。具体方法为：将菌液调至２．０麦氏单

位后，均匀涂布于 ＭＨ平板，贴相应的药敏纸片或

Ｅｔｅｓｔ试条，３７℃孵育４８ｈ后观察结果
［２５］。该方法

有效降低了ＨＲ检测的假阴性率。研究
［２１］表明，改

良ＫＢ法和Ｅｔｅｓｔ法仍存在较高的假阴性，只能用

于ＨＲ的初筛。

２．２　菌群谱型分析法　菌群谱型分析法（ｐｏｐｕｌａ

ｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｆｉｌｉｎｇ，ＰＡＰ）被认为是 ＨＲ检测的

金标 准［１４］。将 过 夜 培 养 的 菌 液 浓 度 调 节 至

１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，取２０μＬ涂布于梯度抗菌药物
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（具体浓度根据细菌 ＭＩＣ而定，如ＰＡ对美罗培南

ＭＩＣ折点值为２～８ｍｇ／Ｌ
［３０］，则可选择梯度抗菌药

物板浓度为０．５～３２ｍｇ／Ｌ）平板上，３７℃孵育４８ｈ

后计数菌落，其 ＨＮＩＣ与 ＭＩＣ浓度比值大于８，则

判定为 ＨＲ。ＰＡＰ结果可以提供耐药亚群频率和

ＭＩＣ等信息，但过程非常繁琐，通常只用于实验室

研究和一些特殊临床病例。改良ＰＡＰ方法采用微

量稀释滴定［３１］（取微量菌液滴定于抗菌药物滴度平

板，不涂布均匀，观察细菌是否生长），在节约成本的

基础上，提高了 ＨＲ的检出效率，但由于滴定的菌

量相对较小，也可能存在假阴性。ＰＡＰ是检测异质

性耐药最可靠的方法，但由于其高成本和低效率的

特点，在临床应用中难以实施。

２．３　ＰＡＰＡＵＣ　ＰＡＰＡＵＣ是一种改良的ＰＡＰ，

有研究将ＰＡＰＡＵＣ作为检测异质性万古霉素中介

金黄色葡萄球菌（ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｖａｎｃｏｍｙｃｉｎｉｎｔｅｒ

ｍｅｄｉａｔｅ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ｈＶＩＳＡ）的 金

标准［３２］。具体操作如下：将过夜培养的菌液调节至

１．０×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，取１００μＬ涂布于含有０．５、１、

２、２．５和４ｍｇ／Ｌ万古霉素的脑心浸液（ｂｒａｉｎｈｅａｒｔ

ｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ）平板上。在３７℃孵育４８ｈ后进行

菌落计数，并使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件将存活细菌

数与万古霉素浓度作 ＡＵＣ曲线图，计算曲线下

面积［２５］。与ＰＡＰ相比，ＰＡＰＡＵＣ操作更为繁琐，

成本主要由筛选试验后所需的ＰＡＰＡＵＣ检测次数

决定。

２．４　时间杀伤试验法　在时间杀伤试验（ｔｉｍｅ

ｋｉｌｌｉｎｇａｓｓａｙ）中，细菌在抗菌药物作用下，敏感菌群

被杀死，但耐药亚群不断繁殖，会出现菌落数先下降

后增加的现象［３３］。将过夜菌培养液浓度调节至大

于１．０×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，在０．５～４倍 ＭＩＣ值梯度抗

菌药物浓度作用下，通过记录２、４、６、８、１０、１２、２４和

４８ｈ抗菌药物作用下细菌数量的变化作时间杀伤

曲线来判读结果。时间杀伤曲线法可以作为 ＨＲ

的验证方法，但其灵敏度和准确度不及ＰＡＰ，过程

也相对繁琐，不适用于临床检测。此外，时间杀伤曲

线法还可以用于检测抗菌药物联合应用的疗效，评

估联合用药的协同作用［３４］。

２．５　毛细管电泳法　有研究表明毛细管电泳法

（ｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＣＥ）可快速检测革兰阴

性细菌对粘菌素的 ＨＲ亚群。研究表明，ＣＥ法可

以根据细菌的表面特性分离不同的菌株。通过简单

的ＣＥ运行，只需几分钟，便能清楚地检测出细菌亚

群是否共存［２７］。这种新兴的细菌亚群检测技术尚

未成熟，有待研究并应用于 ＨＲ的检测。

２．６　全基因组测序法　全基因组测序法（ｗｈｏｌｅ

ｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＷＧＳ）已应用于细菌亚群的分

析。通过分析耐药亚群基因型的变化，检测出 ＨＲ。

研究［２８］表明在金黄色葡萄球菌和结核分枝杆菌中，

ＷＧＳ的准确度高于传统表型检测，但在耐药亚群频

率小于１０－２时灵敏度不高。也有研究
［３５］表明 ＷＧＳ

不能准确检测出肠道沙门氏菌的 ＨＲ亚群。全基

因组测序的分析相对复杂，对生物信息学有较高的

依赖性，尚未应用于临床检测。

综上所述，为了防止ＣＨＰＡ的临床治疗失败和

耐药菌株的传播，有必要规范ＰＡＰ的操作流程，并

发展出更高敏感性、更高重复性和简便的新兴检测

技术（例如，在同一 ＭＨ平板中设置不同抗菌药物

梯度形成梯度抗菌药物平板等［２９］）用于临床试验。

３　ＣＨＰＡ的异质性耐药机制

ＨＲ菌株难以被临床微生物自动化仪器检出，

长期用药可能导致高水平耐药亚群的出现，造成临

床治疗失败和感染复发。因此，研究 ＨＲ机制对耐

药性监测和患者预后至关重要。自１９４７年首次发

现ＨＲ现象以来，几乎在所有革兰阳性菌和革兰阴

性细菌中都发现了 ＨＲ。临床分离的大肠埃希菌、

肺炎克雷伯菌和鲍曼不动杆菌对碳青霉烯类抗菌药

物均具有明显的异质性耐药；但只有少数文献报道

了可能与ＣＨＰＡ相关的耐药机制，例如，生物膜形

成、外排泵 ＭｅｘＡＢ、ＭｅｘＣＤ的高表达和膜孔蛋白

ＯｐｒＤ的缺失等
［３６３８］。ＡｍｐＣ过表达与ＣＨＰＡ的关

系尚有争议，Ｃａｂｏｔ等
［３７］认为 ＡｍｐＣ 过表达是

ＣＨＰＡ最主要的机制，而 Ｈｅ等
［１３］则认为ＡｍｐＣ可

能不参与ＰＡ的 ＨＲ。

机制研究表明，外排泵系统的过表达和膜孔蛋

白的表达下调可能是ＰＡ对碳青霉烯类抗生素异质

性耐药的主要机制。ＰＡ通过阻止抗菌药物进入细

菌或增加抗菌药物的排出，以达到对抗菌药物耐药

的目的。

３．１　外排泵系统的过表达　Ｉｋｏｎｏｍｉｄｉｓ等
［３６］指出

ＣＨＰＡ的机制与外排泵基因表达上调有关。与亲

代菌株相比，ＨＲ菌株外排泵相关基因包括 ｍｅｘＢ、

ｍｅｘＣ、ｍｅｘＥ和 ｍｅｘＸ的表达都出现上调。值得注

意的是，亚胺培南异质性耐药（ｉｍｉｐｅｎｅｍｈｅｔｅｒｏｒｅ

ｓｉｓｔａｎｃｅ，ＩＰＭＨＲ）菌株中 ｍｅｘＢ和 ｍｅｘＥ均表现

出明显上调，美罗培南异质性耐药（ｍｅｒｏｐｅｎｅｍ
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ｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＰＭＨＲ）菌株中 ｍｅｘＥ表现为

明显上调，而 ｍｅｘＢ与亲代菌株水平无明显差异。

这一现象可能是由于亚胺培南的化学结构中缺乏一

个可以被 ＭｅｘＡＢＯｐｒＭ系统识别的杂环侧链
［３８］。

３．２　膜孔蛋白ＯｐｒＤ基因表达下调　ＰＡ的ＨＲ亚

群还表现出ＯｐｒＤ基因和蛋白的表达显著降低
［３６］。

外排泵的上调和ＯｐｒＤ基因的下调在一定程度上都

促进 了 ＣＨＰＡ 对 碳 青 霉 烯 类 抗 生 素 ＨＲ 的

产生［３８３９］。

３．３　生物膜的形成　大量研究
［１３］表明，所有

ＣＨＰＡ的生物膜都明显增加。生物膜延缓了抗菌

药物的渗透，降低了微生物的生长速度，从而促进了

具有不同抗性水平的亚群在细菌群体中的出现。生

物膜的检测一般分为定性法和定量法两种，定性法

是指利用荧光显微镜、相差显微镜或者扫描电镜观

察细菌生物膜形态，定量法指半定量结晶紫法或者

生物膜内的活菌计数法等。前者较后者更为直观。

另外，Ｈｅ等
［１３］通过ＰＣＲ检测ＣＨＰＡ分离株

是否 产 金 属 β内 酰 胺 酶 （ｍｅｔａｌｌｏβｌａｃｔａｍａｓｅ，

ＭＢＬｓ），发现ＣＨＰＡ中 ＭＢＬｓ基因型阴性
［５］，与一

般耐药机制不同。这与吴婷婷关于铜绿假单胞菌亚

胺培南异质性耐药机制的研究结果一致［３４］。因此，

ＣＨＰＡ的耐药机制可能与外排泵系统、膜孔蛋白以

及生物膜的产生有关，与 ＭＢＬｓ的产生无关。

４　ＣＨＰＡ的临床及流行病学特征

尽管ＣＨＰＡ在世界范围内已被观察到，但其流

行病学资料不多［４０］。在我国ＣＨＰＡ感染患者中，

ＩＰＭＨＲ（４１．９％，１８９／４５１）和 ＭＰＭＨＲ（７２．５％，

３２７／４５１）分离株所致感染比例较高。ＩＰＭＨＲ分

离株的分离率２０１１年为４１．７％，２０１５年增加至

６２．１％，ＭＥＭＨＲ分离率也出现了上升趋势
［１３］。

马幸延等［４１］检测了１６９株临床分离的 ＰＡ对多种

抗菌药物的药敏情况，检出并确认了５０株ＣＨＰＡ

菌株，检出率为２９．５９％。其中 ＭＰＭＨＲ 株和

ＩＰＭＨＲ株的检出率分别为２６．０４％（４４／１６９）和

１３．０２％（２２／１６９），同时对这两种抗菌药物均异质性

耐药的菌株检出率为９．４７％（１６／１６９）。如前所述，

常规临床药敏试验难以检测出 ＨＲ的存在，ＨＲ菌

株通常被判定为敏感菌株［４２］。在ＰＡ的感染中，这

将导致 ＨＲ亚群用常规剂量碳青霉烯类抗生素治

疗失败。

５　小结与展望

目前，碳青霉烯类抗生素已成为治疗ＰＡ感染

的主要抗菌药物，随着用药率的增加 ＨＲ亚群频率

也出现上升。为控制ＣＨＰＡ的感染和传播，使用抗

菌药物应遵循以下两种方式：第一，换用无 ＨＲ现

象的敏感抗菌药物，以较低的剂量达到抗菌目的；第

二，联合用药，利用协同效应达到治疗效果。两种方

式中应优先考虑前者。

ＨＲ机制十分复杂，至今尚未明确。ＨＲ可能

是细菌自然进化的工具，因为其为细菌提供了在抗

菌药物压力下继续生存的机会［４３］。深入和全面地

了解ＣＨＰＡ耐药机制，将有助于指导临床合理用

药，减少临床碳青霉烯类抗生素治疗ＰＡ感染的失

败。ＰＡＰ作为检测 ＨＲ的金标准，有必要简化其检

测流程，例如，采用微量稀释滴定ＰＡＰ或者设计梯

度抗菌药物ＰＡＰ平板，标准化ＰＡＰ操作流程。同

时，发展高效快速的新兴检测技术，为临床诊断和治

疗ＣＨＰＡ感染提供参考，减少住院患者ＣＨＰＡ的

感染和传播。
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