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摘   要：异质性耐药是指细菌中的同源亚群对某种抗生素表现出不同的敏感性，被认为是细菌由

敏感进化成完全耐药的中间阶段。常规的临床检验无法有效检测出异质性耐药，这对临床治疗用

药造成了巨大的威胁，引起患者的反复感染和用药失败。铜绿假单胞菌作为医院内感染的主要条

件致病菌之一，其耐药机制已被广泛研究，而异质性耐药研究则相对较少。本文主要就铜绿假单

胞菌的异质性耐药研究进行了梳理，并对异质性耐药从表型特征、机制和检测方法等方面进行了

简要阐明。 
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Abstract: Heteroresistance refers to the different susceptibilities of homologous bacterial subgroups to 

an antibiotic, which is considered as the intermediate stage of bacterial evolution from susceptibility to 

resistance. Conventional clinical tests cannot effectively detect heteroresistance, which poses a serious 

threat to clinical treatment and medication, resulting in repeated infection and medication failure of 
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patients. Pseudomonas aeruginosa is one of the main opportunistic pathogens causing nosocomial 

infection. Despite the extensive research on the drug resistance mechanism of P. aeruginosa, the studies 

about the heteroresistance of this bacterium are rare. In this review, we summarized the related studies 

about the heteroresistance of P. aeruginosa and expounded the phenotypic characteristics, mechanism, 

and detection methods of heteroresistance. 
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细菌耐药性是 21 世纪全球关注的热点。目

前几乎所有的病原菌，包括医源性病原菌都出

现抗生素耐药的现象。随着抗生素尤其是广谱

抗生素的广泛应用，细菌对抗生素的耐药性，

尤其是日益严重的多重耐药和泛耐药性已经成

为全球性医学与社会问题。近年的中国细菌耐

药监测网分析报告显示，革兰氏阴性菌是最常

见的医院内感染细菌，其检出率高达 71%[1-3]。

铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，PA)在

引起院内感染最主要的革兰氏阴性菌中位居第

四，仅次于鲍曼不动杆菌，给临床治疗带来了

巨大的挑战。 

铜绿假单胞菌又名绿脓杆菌，属于非发酵革

兰氏阴性杆菌，是一种重要的院内感染条件致病

菌。近年来，随着抗菌药物的广泛及不合理使用，

使得铜绿假单胞菌对 β-内酰胺类、氟喹诺酮类和

氨基糖苷类等常用抗菌药物的耐药率逐渐增加，

国内外铜绿假单胞菌耐药、多重耐药和泛耐药的

情况都非常严峻[4-6]。此外，研究发现还存在一种

耐药情况即细菌异质性耐药(heteroresistance，

HR)[7]。“异质性耐药”一词首次出现在 1970 年[8]，

其实早在 1946 年 Alexander 等[9]在链霉素治疗

流感嗜血杆菌的研究中就描述过异质性耐药现

象，其是细菌与抗菌药物在不断抗衡中出现的

一种特殊的耐药形式。异质性耐药是指同一遗

传背景的细菌中不同克隆亚群对某种抗菌药物

表现出不同的敏感性[10]。常规药敏实验结果可

以认定细菌对抗菌药物的敏感、中介或耐药等 

状态，而异质性耐药更强调各状态之间的转化

和过渡。现有临床药敏实验往往检测不出耐药

亚群，通过采用特殊的检测方法，从一些常规

药敏实验中表现敏感而抗菌药物治疗不佳的临

床患者分离培养的细菌中检测到耐药甚至更高

水平耐药的亚群，正是这些耐药亚群的存在将

很可能导致患者反复感染和治疗失败[11-13]。这

一现象在包括铜绿假单胞菌在内的多种细菌中

被越来越多地报道。 

尽管早在 1986 年已有铜绿假单胞菌对环

丙沙星异质性耐药的报道[14]，并且近年来铜绿

假单胞菌对碳青霉烯类、多粘菌素、头孢吡肟、

哌拉西林 /他唑巴坦等抗生素的异质性耐药现

象也有部分研究报道 [11,15-24]，但其异质性耐药

机制暂未十分明确。关于铜绿假单胞菌异质性

耐药问题，临床医生在诊治和防控中仍面临诸

多难题。因此，临床应高度重视 PA 异质性耐药

现象，异质性耐药的研究对认识致病菌耐药的

发展过程、评估治疗方案和指导临床抗菌药物

的使用具有重要意义。 

1  铜绿假单胞菌异质性耐药的研究

现状 

1.1  异质性耐药特征及检测方法 
异质性耐药的广泛定义是，与主要菌群相

比具有一个或几个亚群的异质菌群表现出更高

水平的抗生素耐药。然而，这一定义需要考虑

几个重要的特征 [25-26]：(1) 耐药亚群的形成原
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因：单克隆或多克隆。当细菌种群由表现出不

同抗性水平的不同基因型混合组成时，异质性

耐药为多克隆的，而单克隆异质性耐药则是内

部异质性引起的，通常耐药遗传稳定性不好，

传几代之后子代便丢失了这种耐药性。目前异

质性耐药的研究主要是在单克隆异质性耐药方

面进行。(2) 耐药亚群的耐药水平：亚群 MIC

的最小增加倍数，即细菌亚群比主要群体的

MIC 高 X 倍，目前定义异质性耐药 MIC 增加

的临界值用 2、4、8 倍或者其他的倍数来描述

耐药的水平，但一般认可≥8 倍。(3) 耐药亚群

的发生频率：异质性耐药的发生频率用来描述

总体种群中异质性耐药的比例，不同细菌对不

同抗生素的异质性耐药比例相差较大。为了便

于比较不同的异质性耐药研究，应该尽可能

报告以抗生素浓度高出主要原始敏感亚群

MIC 水平 8 倍及以上耐药亚群的出现频率，

目前对单克隆异质性耐药判定的发生频率建

议大于 1×10–7 [25]。(4) 耐药亚群的稳定性：耐

药亚群在无抗菌药物压力的情况下传代(一般

为 50 代)[27-28]其耐药水平不变，则称其为稳定的

异质性耐药。 

截至目前尚无检测异质性耐药的标准方

法，不同实验室使用的方法也不尽相同，不同

细菌之间也略有差异。一般将异质性耐药监测

分为两部分。第一部分是先利用抗生素纸片(包

括 E-test)琼脂扩散方法进行初步检测，在进行

E-test、K-B 法药敏实验时，抑菌圈内有多个

菌落生长，此时则可以认为是异质菌，若无菌

落生长则可以认为是非异质菌。然而这 2 种药

敏方法特异性和灵敏度较差，表现为假阳性和

假阴性的发生率高。异质性耐药表型初筛还可

采 用 菌 群 谱 型 分 析 微 量 滴 定 (microtitration 

population analysis profiling，MPAP)方法[27]，有

研究结果[29]提示 MPAP 法是目前最接近异质性

耐药检测金标准菌落谱型分析法 (population 

analysis profile，PAP)的检测方法，既比 K-B 法

和 E-test 法有更高的准确度，又比 PAP 节约检

测成本、操作更简便，但是 MPAP 采用微量滴

定的方法仍存在一定的假阳性率，因此仅作为

HR 的初筛方法。第二部分是异质菌的确认，异

质性耐药菌株的确认方法为经典的菌落谱型分

析法。在琼脂培养基或液体培养基中加入 2 倍

MIC 梯度的抗生素浓度，进行单菌落计数(CFU)

或观察其是否生长(浊度)。若异质菌亚群的最大

非抑菌浓度比原细菌群体的最低抑菌浓度≥8 倍

且发生频率≥1×10–7，则为异质性耐药[25]。PAP

实验尽管比较烦琐，但目前仍是体外检测异质

性耐药最可靠且常用的方法。此外，改良菌群

分析曲线法[30]也是异质性耐药菌株确认检测的

方法，但同样存在许多缺点，不适于作为临床

实验室的常规检测方法。随着显微技术和微流

控技术的发展，对单细胞生长速率的跟踪成为

可能。通过比较多个抗菌药物浓度下的单个细

菌生长率，可以观察到细菌群体中与耐药性有

关的任何异质性，期望将来能应用到异质性耐

药的临床检测[25]。第二代测序(next generation 

sequencing，NGS)技术[31]和数字 PCR[32]作为新

一代异质性耐药检测技术，可以高通量和高深

度地检测敏感菌株中大于 1%的耐药亚群，具有

广阔的临床应用前景，但是这些最新方法走向

临床仍面临着诸多困难。 

1.2  PA 对碳青霉烯类、粘菌素及其他抗生

素异质性耐药的研究现状 

铜绿假单胞菌的异质性耐药常见于碳青霉

烯类抗菌药物，何建春[17]报道了铜绿假单胞菌

对亚胺培南(IMP)和美罗培南(MEM)的异质性

耐药现象，分析发现 PA 对 MEM 的异质性耐药

率明显高于 IMP (MEM-HR：72.5%；IMP-HR：

54.3%)且呈现逐年增加的现象，可能是医院为
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治疗严重的铜绿假单胞菌感染而广泛使用碳青

霉烯类抗生素所致。在 MEM 和 IMP 的 PAP 实

验中分别分离的耐药亚群其 MIC 值均至少是原

始菌株的 4 倍，并且在无抗生素的平板上连续

培养 1 周后耐药亚群的稳定性可保持。Xu 等[18]

在 131 株铜绿假单胞菌中检测到 46 株在 IMP

药敏纸片抑菌圈内有亚群生长，异质性耐药率

为 35.1%；从中随机选取 6 株菌进行菌落谱型

分析确认异质性耐药，发现耐药亚群的 MIC 比

原始菌株高 4−8 倍，耐药亚群的发生频率为

2×10–7−5.3×10–6；在无抗生素培养基中传代   

1 周后，耐药亚群稳定性良好，与何建春的结论

一致。以上研究表明，HR 可以是稳定的，即亚

群的耐药性在停用抗生素后不恢复，但也有研究

显示，HR 也可以是不稳定的，即亚群的耐药性

在停用抗生素后降低或恢复为敏感。Oikonomou

等[33]研究报道 IMP-HR-PA、MEM-HR-PA 耐药亚

群发生频率分别为 5×10–7−1×10–2、4×10–7−2×10–2，

21 个被检测的分离株有 3 株(14.29%)为不稳

定的异质性耐药亚群，MEM 和 IMP 的异质性

耐药亚群 PA10 和 PA273 分别恢复为原始菌株

表型。 

铜绿假单胞菌对粘菌素的异质性耐药研究

相对较少，Hermes 等[20]在评估碳青霉烯敏感和

耐碳青霉烯铜绿假单胞菌对多粘菌素 B 的异质

性耐药情况时发现，24 株实验菌株中仅 1 株被

检测出异质性耐药，其异质性耐药的检出率远

低于碳青霉烯类。另外，MIC 值较高的耐药亚

群在无抗生素的情况下传代，表现出稳定的耐

药表型，这种稳定性似乎是铜绿假单胞菌特有

的，在铜绿假单胞菌碳青霉烯类的异质性耐药

检测中也是类似的情况[9]。然而不动杆菌属和

克雷伯氏菌属异质性耐药分离株在一段时间不

接触抗生素后，往往呈现出亚群 MIC 回归到较

低值[34]。Lin 等[21]从 231 株对碳青霉烯不敏感的

铜绿假单胞菌中检出 9 株对粘菌素异质性耐药菌

株，其耐药亚群的 MIC 值比原始菌株高 4−32 倍，

耐药亚群的发生频率为 3.61×10–8−7.06×10–6。耐

药亚群在无抗生素培养基中传代 1 周后，其粘

菌素 MIC 值保持不变。 

Jia 等 [22]首次报道了临床分离的铜绿假单

胞菌对头孢吡肟的异质性耐药情况，研究发现

铜绿假单胞菌菌血症菌株对头孢吡肟有较高的

异质性耐药率(57.3%)。在 PAP 实验中，5 个头

孢吡肟异质性耐药(FEP-HR)菌株在含有浓度为

32−256 mg/L 头孢吡肟的平板上均有耐药亚群

的生长，在最高药物浓度下生长耐药亚群的发

生频率为 0.74×10–7−1.91×10–7。为了检测头孢

吡肟异源耐药的稳定性，将在最高药物浓度存

在的菌株接种到无抗生素培养基中传 12 代，发

现稳定性良好[22]。还有研究报道异质性耐药菌

中耐药能力较强的亚群经无抗生素培养传代

5−10 次后少数保持高耐药性，大多数恢复到原

始菌的耐药水平且保持异质性耐药特性[35]。 

目前铜绿假单胞菌的异质性耐药研究已

逐渐增多，在描述其 HR 时，耐药性水平和耐

药亚群的频率是需要考虑的 2 个重要因素[25]。

值得注意的是，HR 的频率与多个因素有关，

涉及临床菌株、抗生素种类、检测方法及其定

义的标准[27]。 

1.3  PA 异质性耐药机制的研究 
尽管对 PA 异质性耐药的研究已在逐渐深

入，但目前 PA 异质性耐药的机制仍未十分明

确。PA 对碳青霉烯类抗生素异质性耐药的分子

机制主要是 oprD 基因表达下调、外排泵系统的

高表达[24,36-37]及生物膜的形成[15,24]。Xu 等研究

结果表明[18]，oprD 基因下调、oprD 突变及 mexE

和 mexY 的小幅上调可能与铜绿假单胞菌亚胺

培南的异质性耐药有关，但 ampC、mexB 和

mexD 可能与其异质性耐药无关，这与何建春[17]



 
张亚会等: 铜绿假单胞菌异质性耐药的研究进展 1171 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

的研究结果基本一致。然而另有研究显示[38]，

MEM-HR 和 IPM-HR 耐药亚群与原始菌株相

比，除了 oprD 基因表达下降和 mexB 基因的表

达水平显著提高(P<0.05)外，mexY 基因的表达

水平也显著提高，但 mexE 基因的表达水平无

变化。吴婷婷等[15]在其研究中也指出，36 株亚

胺培南异质性耐药铜绿假单胞菌均不产金属 

β-内酰胺酶，但高表达外排泵 MexAB，其中有

6 株存在 oprD2 缺失，生物膜形成量明显增加。

此外，生物膜的特性表现出协同效应，延缓了

抗菌药物的渗透，降低了微生物的生长速度并

带来了一些生理变化，从而促进了异质性耐药

菌中不同水平耐药亚群的出现。因此，生物膜

的形成也可能与铜绿假单胞菌的碳青霉烯类异

质性耐药有关[24]。 

铜绿假单胞菌的粘菌素异质性耐药涉及

PmrAB 调节系统的改变而导致的 LPS 修饰系统

上调，脂质 A 合成的特定基因位点的突变与脂

质 A 被额外的 4-氨基 -4-脱氧 -L-阿拉伯糖

(4-amino-4-deoxy-L-arabinose，L-Ara4N)修饰。

其 他 的 双 组 分 调 控 系 统 (two-component 

regulatory system，TCS)如 PhoPQ、ParRS 和

CprRS 也参与介导粘菌素异质性耐药[21]。参与

粘菌素异质性耐药的机制复杂多样，在其他几

种细菌中也均有描述 [10,39-42]。研究表明，外排

泵可使肠杆菌属和鲍曼不动杆菌对粘菌素产生

异质性耐药[8,41]。此外，生物膜为异质性菌株的

出现提供了极好的生态位。Silva等的研究表明，

生物膜的形成可能引发肺炎克雷伯菌对粘菌素

的异质性耐药[42]。Pamp 等指出粘菌素耐受性与

生物膜内的异质性有关，并依赖于 pmr 和

mexAB-oprM 基因[43]。由此看来，粘菌素异质

性耐药与 TCS、外排泵和生物膜之间似乎存在

复杂的相互作用。因此，除了双组分系统，其

他铜绿假单胞菌粘菌素异质性耐药机制也亟待

阐明。 

Jia 等[22]在研究中探讨了 AmpC 头孢菌素

酶、外排泵和 OprD 孔蛋白在铜绿假单胞菌头

孢吡肟异质性耐药机制中的作用，发现头孢吡

肟异质性耐药(FEP-HR)铜绿假单胞菌的耐药亚

群与其原始菌株相比，AmpC 头孢菌素酶高水

平表达，但外排泵和 OprD 孔蛋白与头孢吡肟

的异质性耐药机制无太大联系。可能高表达

AmpC β-内酰胺酶的 PA 可增加生物膜的生成

能力[44]。AmpR 是 PA 中 AmpC β-内酰胺酶的

转录调控因子，在大量抗菌药物暴露的条件下

可以调控一系列毒力基因，从而协同促进异质

性耐药菌株的出现[45]。 

2  问题与展望 

目前，对于 HR 现象的研究多在浮游细菌

阶段，对生物膜的异质性耐药研究十分有限，

但 HR 在生物膜中的发生率不容忽视。生物膜

是一种重要的耐药形式，传统治疗无法根除生

物膜相关感染。在 PA 生物膜中，代谢活性细菌

大多位于外层，而低或非代谢活性细胞则位于

下层区域 [44,46-49]。在这种生物膜结构中，大多

数针对有氧呼吸过程(如 DNA 复制、翻译、细胞

壁合成)的抗生素只能清除外层细菌[47,49-51]。生物

膜耐药水平的异质性能以生长状态依赖的方式

表现出来，这种形式的耐药性由生物膜微环境

中的营养和氧气限制或抗生素暴露导致，这促

使小部分种群进入休眠或缓慢的生长状态(持

留菌)[51-54]。持留菌即使在致死剂量的杀菌浓度

下也能存活[51,53]，它们就会成为许多生物膜相

关感染复发的原因[55-56]。因此，生物膜的生理

异质性导致了有差异但又协调一致的耐药性和

耐受机制[57]。 

目前只有一份研究生物膜中 HR 的报道[42]，

即在肺炎克雷伯菌的生物膜中发现了能够在比
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MIC 值高 4 倍的粘菌素浓度下生长的异质性耐

药亚群，耐药亚群以稳定的小群体变异形式表

现出与其他生物膜群体不同的菌落形态。这些

最新发现是预测生物膜内 HR 发生的合理依据。

Lopes 等[58]建议修改 HR 检测的标准，要么使用

有临床意义的生物膜敏感终点参数(例如将截

断值扩大到最低生物膜抑制浓度而不是 MIC)，

要么延长生物膜的培养时间(因为异质性耐药

亚群相对于原菌群有一个较长的滞后阶段)，或

者将两者都纳入。 

HR 可能是常规治疗失败和临床治疗结果

较差的机制之一，但除忽视生物膜的高耐药及

对耐药细胞进行的次优治疗剂量外，抗生素治

疗失败还有其他原因，比如生物膜内耐药细胞

的选择以及由于微生物间的相互促进作用而传

播的耐药特性[13,59]。已有文献表明，一些条件

致病菌在这些感染中发挥了重要作用，极大地

促使一些慢性疾病的产生[60-67]。由此可见，构

成异质性耐药亚群高耐药水平的细胞可能会进

一步复杂化多重微生物感染，因为它们为更敏

感的细胞(来自同一或不同物种)提供了保护，

通过释放中和物质来抵消抗菌效应，或通过

代谢互作及共享遗传物质 /耐药基因进行细胞

通信提高耐药性 [68]。因此，今后的研究需对

HR 的分子机制进行深入全面的探索，明确 HR

背后的机制以及在种内和种间耐药性传播的

作用，这样才更有助于为临床治疗提供有效的

参考。 

异质性耐药现象并不是一个新发现，其广

泛存在于各种细菌对各种抗菌药物的耐药过程

中，真菌及有些肿瘤细胞中也存在这种现象。

如果对异质性耐药菌不能及时发现并给予有效

治疗，异质性耐药将最终向完全耐药转化。因

此亟须更加准确、便捷的检测方法来进行检测，

从而尽可能早地发现异质性耐药现象，并给予

最有效的治疗。此外，常规推荐剂量的抗生素

对异质性耐药细菌引发的感染并非最佳治疗方

案，它只能杀死大部分敏感的细菌，而异质性

耐药亚群细菌则被筛选出来并继续生长繁殖，

若这些细菌长期处在抗生素的压力下，很容易

引起耐药基因的突变而发展为多重耐药菌。临

床上则表现为患者反复感染或慢性感染，也会

使感染死亡率升高。因此，异质性耐药的细菌

在治疗过程中应合理使用抗生素，寻求更有效

治疗的药物剂量，还要避免长期使用一种抗生

素，尽量联合用药，利用协同效应来达到治疗

效果，而且也应加快新型治疗药物的研发。 
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