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摘   要：【背景】铜绿假单胞菌是临床上常见的条件致病菌，其异质性耐药的发生常导致临床治

疗失败。【目的】研究铜绿假单胞菌对青霉素类抗生素的异质性耐药情况，为相关临床感染治疗提

供一定的依据。【方法】收集临床分离的 50 株铜绿假单胞菌，采用纸片扩散法(disk diffusion 

method)即 Kirby-Bauer (K-B)法、菌落谱型分析(population analysis profile，PAP)法、生长实验以

及传代稳定性实验探究铜绿假单胞菌的异质性耐药特征。【结果】K-B 法初筛得到铜绿假单胞菌对

哌拉西林(piperacillin，PIP)、哌拉西林/他唑巴坦(piperacillin/tazobactam，TZP)和替卡西林/克拉

维酸(ticarcillin/clavulanic acid，TIM)的异质性耐药率分别为 52%、52%和 54%。PAP 实验确认后

有 13 株异质性耐药菌，其检出率占总实验菌株的 26%。随机选取 8 株异质性耐药菌株，其耐药亚

群的发生频率为 7.3×10−7−1.2×10−5。通过无抗生素压力的生长实验发现，异质性耐药菌株 PAS92、

PAS57 与其各自的 3 株最高 PIP 浓度平板上的耐药亚群的生长速度均差异无统计学意义(P>0.05)，

但 PAS92 抑菌圈内的耐药亚群比 PAS92 的生长速度快(8−12 h)，有极显著差异(P=0.002 2<0.01)。

抑菌圈内不同耐药水平的耐药亚群及从 PAP 实验中最高 PIP 浓度平板上挑取的高水平耐药亚群在

无抗生素压力下传代培养，发现仅有一株耐药亚群不稳定且恢复到原始菌株的药物敏感水平，其

他菌株耐药稳定性良好。【结论】铜绿假单胞菌对青霉素类抗生素的异质性耐药率相对偏低，但异

质性耐药亚群的发生频率较高，而且对哌拉西林的耐药水平较高，大多耐药亚群传代稳定性良好。
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因此在使用该类抗生素治疗时应更加注意异质性耐药现象的发生，防止更高水平耐药菌的出现而

导致治疗失败。 

关键词：铜绿假单胞菌；异质性耐药；青霉素类抗生素  
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Abstract: [Background] Pseudomonas aeruginosa (PA) is a common opportunistic pathogen in 

clinical practice, and its heteroresistance often leads to failure of clinical treatment. [Objective] To 

study the heteroresistance of PA to penicillins, and to provide a basis for the treatment of related clinical 

infections. [Methods] We collected 50 clinical isolates of PA and investigated their heteroresistance 

characteristics by using disk diffusion method (Kirby-Bauer (K-B) test), population analysis profile 

(PAP), growth assay and passage stability test. [Results] According to the preliminary screening results 

obtained with K-B test, 52%, 52%, and 54% of the PA isolates had heteroresistance to piperacillin (PIP), 

piperacillin/tazobactam (TZP) and ticarcillin/clavulanic acid (TIM), respectively. Thirteen (26%) strains 

were confirmed to have heteroresistance by PAP. Eight heteroresistant strains were randomly selected, 

and the frequency of resistant subpopulations ranged from 7.3×10−7 to 1.2×10−5. Without antibiotic 

pressure, the heteroresistant strains PAS92 and PAS57 and their three subpopulations on the plates with 

the highest PIP concentration showed no statistical difference in growth rate (P>0.05), while the growth 

of the subpopulations in the inhibition zone of PAS92 was faster than that of PAS92 within 8–12 h 

(P=0.002 2<0.01). The subpopulations with different levels of resistance in the inhibition zone and those 

with high levels of resistance selected from the plates with the highest PIP concentration in PAP were 

subcultured without antibiotic pressure. Only one of the subpopulations was found to be unstable and 

returned to the sensitivity level of the original strain, while the others had good stability of resistance. 

[Conclusion] In this study, PA isolates show low heteroresistance ratio while high frequency of resistant 

subpopulations to penicillins. Besides, they have high heteroresistance to PIP, and most of the resistant 

subpopulations had good passage stability. Therefore, when using this type of antibiotics, attention 

should be paid to the occurrence of heteroresistance to prevent the emergence of strains with higher 

drug-resistance from causing treatment failure. 
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铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa，

PA)属非发酵革兰氏阴性杆菌，是医院内感染

的主要条件致病菌，广泛分布于自然界，主要

存在于土壤、空气和水体中，是动植物和人体

微生物菌群成员之一。该菌在有机体健康条件

下不表现出致病性，但是在人体免疫力低下、

严重受创或体外治疗操作、囊性肺纤维化、恶

性肿瘤化疗、放疗及长期使用广谱抗菌药物

时，极易引发感染 [1]。针对铜绿假单胞菌感

染，常用的抗菌药物主要有 β-内酰胺类(如青霉

素类、头孢菌素类、碳青霉烯类等)、氨基糖苷

类和氟喹诺酮类等，其中 β-内酰胺类抗菌药物

是治疗铜绿假单胞菌感染的首选抗生素。然而

随着抗生素的广泛使用和大量滥用，铜绿假单

胞菌对这类抗生素的耐药性也在不断增强[2-3]，

其耐药情况也越来越严重，甚至出现了多重

耐药和泛耐药情况，给临床治疗带来了很大

的困难。 

哌拉西林是青霉素类中活性最强的抗铜绿

假单胞菌的药物，是一种广谱半合成青霉素，

在痰液、肺组织、腹腔渗液及胆汁中的分布良

好。在抗假单胞菌青霉素及相应的酶抑制剂复

合物中，以哌拉西林/他唑巴坦最常用[4]。研究

显示 [5]，在多类抗生素对铜绿假单胞菌的敏感

实验中，哌拉西林抗铜绿假单胞菌的敏感性是最

高的，达到了 89.70%，如果联合 β-内酰胺酶抑制

剂他唑巴坦则可提高到 94.10%。Gniadkowski 

等[6]对多个城市的医院内 674 株 PA 对 12 种抗

生素的耐药性分析发现， PA 对亚胺培南

(imipenem，IPM)、哌拉西林(piperacillin，PIP)、

头孢他啶(ceftazidime，CAZ)等抗生素较敏感，

而对其他抗生素的耐药性较强。 

在细菌与抗菌药物的不断抗衡中，还出现

了一种耐药形式——异质性耐药(heteroresistance，

HR)。异质性耐药常常干扰临床抗菌药物的敏

感性，导致实验室不能给临床正确的药敏信

息，引起感染复发和治疗失败，给临床诊断和

抗感染治疗带来诸多困惑。异质性耐药现象最

早报道于 1947 年[7]，但在 1970 年[8] “异质性耐

药”一词才首次出现。目前一般认可同一株细

菌分离株遗传学上同源的不同亚群表现出对

某种抗生素药物敏感性各不相同的耐药现

象，而且当细菌耐药亚群比原细菌亚群的 MIC

值高 8 倍时，称之为“异质性耐药”。同时，细

菌亚群的发生频率及细菌耐药亚群的稳定性等

都是判断异质性耐药的重要因素 [9]。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[10]，但对于铜绿假单胞菌的异质性耐

药的研究仍相对较少，其机制尚不明确。目前

关于铜绿假单胞菌异质性耐药的报道相对较多

的也仅限于碳青霉烯类[11-13]和多黏菌素 B[14]，

暂未见到铜绿假单胞菌对青霉素类抗生素异质

性耐药的报道。本研究以临床上分离的多株铜

绿假单胞菌为研究对象，探索铜绿假单胞菌对

青霉素类抗生素异质性耐药的情况及其机制，

以期为临床上铜绿假单胞菌感染的治疗提供有

效的依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株来源 

实验菌株为中山大学附属第一医院临床分

离的 50 株铜绿假单胞菌。质控菌株为铜绿假

单胞菌 ATCC 27853，由广东省科学院微生物

分析检测中心保存。 

1.1.2  主要试剂和仪器及培养基 

K-B 药敏纸片：哌拉西林(PIP：100 μg)、

哌拉西林 /他唑巴坦 (piperacillin/tazobactam，

TZP：100/10 μg)、替卡西林/克拉维酸(ticarcillin/ 

clavulanic acid，TIM：75/10 μg)，北京天坛药
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物生物技术开发公司；哌拉西林粉剂，北京瑞

达恒辉科技发展有限公司。 

紫外可见分光光度计，上海元析仪器有限

公司；多功能酶标仪，Tecan Spark 公司。 

水解酪蛋白胨琼脂培养基、LB 肉汤培养

基 ， 广 东 环 凯 微 生 物 科 技 有 限 公 司 ；

Mueller-Hinton (MH)肉汤 (阳离子调节 )培养

基，北京酷来搏科技有限公司；哥伦比亚血平

板，广州市左克生物科技发展有限公司。 

1.2  方法 
1.2.1  菌株鉴定及保存 

所有实验菌株均经 Vitek2 Compact 全自动

微生物鉴定系统鉴定。实验菌株采用甘油管保

藏法，即实验菌株接种于 LB 肉汤培养基中，

于 37 °C、180 r/min 恒温摇床培养过夜，含菌

液的 LB 肉汤与 50%的甘油按照 1:1 的比例混

合，甘油管置于−80 °C 冰箱进行保存。 

1.2.2  纸片扩散法 

纸片扩散法的操作按照《全国临床检验操

作规程》第 4 版[15]进行。细菌浓度用麦氏比浊

法测定，将菌悬液浓度调整为 0.5 麦氏比浊标

准，此时菌悬液浓度约为(1−2)×108 CFU/mL。

以上述菌液浓度接种，37 °C 孵育 16−18 h。根

据临床和实验室标准协会(Clinical and Laboratory 

Standards Institute，CLSI) 2019 版[16]进行结果

判读。同时观察抑菌圈内是否有菌落生长的

情况，将抑菌圈内有菌落生长的菌株判读为

所贴药敏纸片的异质性耐药菌株，否则不是异

质性耐药菌株。本实验用到的参考质控菌株为

铜绿假单胞菌 ATCC 27853。另外，补充纸片

扩散法药敏实验探究菌液浓度对异质性耐药检

测的影响，菌液浓度设定为 1×108 CFU/mL 和

1×107 CFU/mL 进行比较。 

1.2.3  微量肉汤稀释法 

哌拉西林对铜绿假单胞菌的最低抑菌浓度

按照标准微量肉汤稀释法检测[16]完成。现配浓

度为 1 024 μg/mL的 PIP溶液，过滤除菌后用新

鲜配制的 Mueller-Hinton (MH)肉汤(阳离子调

节)对倍稀释，配制成 2 倍浓度梯度的抗生素工

作液(2−1 024 μg/mL)，共计 10个浓度梯度。细

菌接种浓度为 5×106 CFU/mL，在 96 孔板中依

次加入 100 μL 上述梯度的抗生素工作液，再分

别加入 10 μL 菌悬液，细菌接种终浓度约为

5×105 CFU/mL。只加菌液不加抗生素工作液

作为阳性对照，只加空白肉汤不加入菌液作为

阴性对照。每个抗生素浓度及阳性、阴性对照

均做 3组重复。37 °C孵育 16−20 h后读取结果。

参考质控菌株为铜绿假单胞菌 ATCC 27853。根

据 CLSI 指南推荐折点判读结果，以完全抑制

细菌生长所在孔的最低抗生素浓度作为该菌株

的 MIC。阳性对照孔细菌正常生长，阴性对照

孔没有细菌生长，参考质控菌株的抗生素 MIC

结果在 CLSI指南要求范围内。实验重复 3次。 

1.2.4  菌落谱型分析(population analysis profile，

PAP) 

菌落谱型分析法是一种菌落计数的相对

定量方法，也被认为是异质性耐药确证的金

标准[17]。配制 2−256 μg/mL 共 8 个倍比稀释浓

度含 PIP 的 MH 平板。将细菌浓度调整为

1×108 CFU/mL，然后进行 10 倍梯度稀释，依次

得到 107−102 CFU/mL 的菌悬液。吸取 100 μL 菌

液均匀涂布于 PAP 梯度抗生素平板，依次完成

不同浓度抗生素平板及空白对照平板的细菌接

种，每个平板做 3 组重复。37 °C 孵育 48 h 后

菌落计数，并使用 GraphPad Prism 软件将菌落

数量与 PIP 浓度作图，若最低抑菌浓度与最高

不抑菌浓度比值大于 8，则确认为 HR。对照菌

株为铜绿假单胞菌 ATCC 27853 和耐药铜绿假

单胞菌 PAS90。 
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1.2.5  生长实验 

生长实验主要检测细菌生长曲线特征[18]。

本实验主要是为了观察原始菌株和异质性耐药

亚克隆(PAP 实验、K-B 药敏纸片实验中分别挑

选)在相同的培养条件下生长速度有无显著差

异，来鉴别异质性耐药亚群是否存在延迟生长

现象。 

将细菌接种到新鲜配制的 LB 肉汤中，

37 °C、180 r/min 恒温培养箱孵育过夜。制备

浓度为 1×107 CFU/mL 的菌悬液，吸取 10 μL

菌悬液加入每孔含有 100 μL LB 肉汤的 96 孔板

中，每组 3 个重复孔，然后放在全波长吸收光

酶标仪上 37 °C 振荡培养 48 h，每小时测定  

一次 OD600 值。以孵育时间为横坐标，对应时

间点的菌液 OD600 值为纵坐标，用 GraphPad 

Prism 软件绘制时间生长曲线图，并将耐药亚

群与其原始菌株生长对数期的数据进行生物统

计学分析，判断生长速度是否有显著差异。本

实验质控菌株为铜绿假单胞菌 ATCC 27853。

实验重复 3 次。 

1.2.6  传代稳定性实验 

传代稳定性实验是为了证实哌拉西林异质

性耐药亚群在无抗生素作用下能否稳定遗传。 

用接种环挑取 K-B 药敏纸片抑菌圈内侧的单个

菌落，按照三区划线标准操作接种到血平板

上，重复此过程 2 周。每次传代菌株分别按照

K-B 药敏纸片扩散法和标准微量肉汤稀释法完

成异质性耐药表型和体外药敏检测，并且在超

低温冰箱(−80 °C)保存菌株。另外，挑取 PAP

实验中最高 PIP 浓度平板上的耐药亚群，在无

抗生素的 MH 平板上进行传代(50 代)，并进行

传代菌株 MIC 值的测定。 

2  结果与分析 

2.1  异质性耐药菌株的初筛 

本研究收集了临床上分离出的 50 株铜绿

假单胞菌，通过测量 K-B 药敏纸片抑菌圈直径

大小，检测到 50 株铜绿假单胞菌分别对 PIP、

TZP 和 TIM 这 3 种抗生素药敏纸片的敏感情况

(图 1)。通过观察抑菌圈内是否有大小不等的菌

落生长，初步判定其异质性耐药情况(图 2)。PIP

的 K-B 药敏实验结果显示，41 株敏感、2 株中

介、7 株耐药，占比分别为 82%、4%、14%，

初步筛选到 26 株异质性耐药菌株，占总实验

菌株的 52%。TZP 的 K-B 药敏实验结果显示，

42 株敏感、1 株中介、7 株耐药，占比分别为

84%、2%、14%，也初步筛选到 26 株异质性

耐药菌株，占总实验菌株的 52%。TIM 的 K-B

药敏实验结果显示，33 株敏感、8 株中介、9 株 

 

 
 
图 1  铜绿假单胞菌对 PIP (A)、TZP (B)和 TIM (C)的药敏情况    
Figure 1  Drug susceptibility of Pseudomonas aeruginosa to PIP (A), TZP (B) and TIM (C).  
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图 2  铜绿假单胞菌对 PIP、TZP 和 TIM 的药敏表型   A、B、C：敏感型(S)；D、E、F：异质性耐

药(HR)表型；G、H、I：完全耐药(FR)表型 

Figure 2  Pseudomonas aeruginosa drug susceptibility phenotype to PIP, TZP and TIM. A, B, C: 
Susceptibility (S); D, E, F: Heteroresistance (HR); G, H, I: Fully resistant (FR).   

 
耐药，占比分别为 66%、16%、18%，初步筛选

到 27 株异质性耐药菌株，占总实验菌株的

54%。以上结果可以看出，实验菌株对 PIP 和

TZP 的敏感性比 TIM 好，但本次的实验菌株对

哌拉西林加酶抑制剂与不加酶抑制剂的敏感性

无显著差异。 

通过将 1×107 CFU/mL 和 1×108 CFU/mL 这

2 个不同浓度的菌悬液分别均匀涂布于水解酪

蛋白胨琼脂平板上进行 K-B 药敏实验，观察到

涂布浓度为 1×108 CFU/mL 菌悬液的 PIP 和 TZP

药敏纸片的抑菌圈内的亚克隆菌落数比涂布浓

度为 1×107 CFU/mL 菌悬液的多，在菌悬液浓

度为 1×107 CFU/mL 时 TIM 药敏纸片的抑菌圈

内无亚克隆菌落，而在 1×108 CFU/mL 时出现

了一些亚克隆(图 3)。由此可见，接种细菌浓度

的大小对 K-B 药敏纸片法检测异质性耐药菌株

有很大影响，实验要严格按照纸片扩散法中明

确规定的菌液浓度标准(1×108 CFU/mL)进行。 

2.2  异质性耐药菌株的确认 

菌落谱型分析结果验证了抑菌圈内亚克隆

生长现象为异质性耐药，确认 13 株为异质性

耐药菌株。从中随机挑选 8 株异质性耐药菌株

的菌落谱型分析曲线均在参考菌株 ATCC 27853

和哌拉西林耐药菌株曲线之间(图 4)。随着抗生 

 

 
 
图 3  纸片扩散法检测菌液接种浓度对 PIP、TZP 和 TIM 作用效果的影响 
Figure 3  Effect of inoculum size on the activity of PIP, TZP and TIM, determined by disk diffusion. 
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素浓度的增加，原始菌株中耐药亚克隆可以在

平板上生长的数量逐渐减少，异质性耐药亚群

比原细菌群的最低抑菌浓度均不低于 8 倍。从

这 8 株异质性耐药菌株的 MIC 值看，均对 PIP

表现敏感，而 PAP 结果显示耐药亚群对 PIP 敏

感度各不相同，少量亚群在 8−16 倍 MIC 值的

抗生素平板上仍可以生长。测定在最高浓度

PIP 平板上生长的菌落的 MIC 值与其所在平板

的 PIP 浓度进行对比(表 1)，发现 PAS56、

PAS57、PAS58、PAS86 和 PAS98 这 5 株有菌

落生长的最高 PIP 浓度与其上面生长菌落的

MIC 值一致，而 PAS84、PAS92 和 PAS97

最高 PIP 浓度平板上菌落的 MIC 值(512、256

和 256 μg/mL)均大于所在平板的 PIP 浓度    

(128 μg/mL)，表明有些异质性耐药原始菌株的

耐药亚克隆可以在 128 μg/mL 甚至更高的哌拉

西林平板上生长，即产生更高水平的耐药。

将抗生素浓度最高的平板上生长的菌落数除

以对照(无抗生素)平板上的菌落数，计算得到

本次这 8 株菌株的异质性耐药亚克隆的发生频

率为 7.3×10−7−1.2×10−5。 

生长实验结果显示，异质性耐药菌株(原

始菌) PAS92 与其 3 株 PAP 实验中最高 PIP 浓度

平板上的耐药亚群的生长速率 (4−12 h)均无 

 

 
 

图 4  异质性耐药菌株的菌落谱型分析结果   A：PAS56、PAS57；B：PAS58、PAS92；C：PAS86、

PAS98；D：PAS84、PAS97。菌株 ATCC 27853 作为敏感的标准菌株，PAS90 为本研究筛选到的完

全耐药菌株 

Figure 4  The results of population analysis profile (PAP) for heteroresistant strains. A: PAS56, PAS57; B: 
PAS58, PAS92; C: PAS86, PAS98; D: PAS84, PAS97. Strain ATCC 27853 was used as the susceptible 
standard strain, PAS90 was a fully resistant strain screened in this study.  
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表 1  8 株对 PIP 异质性耐药的铜绿假单胞菌临床分离株的菌落谱型分析结果 
Table 1  Population analysis profiles results of 8 Pseudomonas aeruginosa clinical isolates with piperacillin 
(PIP) heteroresistance 

Isolate 

strains 

PIP 

MIC (μg/mL) 

Highest PIP concentration of 

growth in population analyses 

(μg/mL) 

PIP MIC of resistant 

subpopulations (μg/mL)  

Classification PAP 

frequency 

PAS56 8 64 64 HR 1.4E−6 

PAS57 8 64 64/128/256 HR 2.3E−6 

PAS58 8 64 64 HR 6.0E−6 

PAS84 8 128 512 HR 5.7E−6 

PAS86 8 64 64 HR 9.0E−7 

PAS92 8 128 256 HR 1.2E−5 

PAS97 8 128 256 HR 1.8E−6 

PAS98 8 64 64 HR 7.3E−7 

 
统计学意义 [PAS92(1) (P=0.668 5)、PAS92(2) 

(P=0.709 7)和 PAS92(3) (P=0.860 8)]，但均比

参考菌株的生长速率慢很多(0.01<P<0.05)，并

且生长特性与参考菌株也有所不同，细菌总

量明显低于参考菌株(图 5A)。PAS92 抑菌圈

内的耐药亚群(记作 PAS92k)比 PAS92 的生长

速率快，8 h 前差异无统计学意义，8−12 h 有

极显著差异 (P=0.002 2)，但是没有参考菌株

生长速率快(图 5B)；PAS57 与 3 株 PAP 实验中

最高 PIP 浓度平板上的耐药亚群及参考菌株的

生长速率(4−9 h)差异均无统计学意义[PAS57(1) 

(P=0.445 8)、PAS57(2) (P=0.860 8)和 PAS57(3) 

(P=0.902 9)]，但耐药亚群 PAS57(1)在生长特性

上与其他菌株不同，其细菌总量相对较少  

(图 5C)。PAS57 抑菌圈内的耐药亚群 (记作

PAS57k)与 PAS57 的生长速率差异无统计学意

义(P=0.953 2) (图 5D)。此结果表明，本研究中

出现的异质性耐药亚群现象并非缓慢生长的持

留菌现象，不同耐药亚群较其原始菌株均未表

现出明显的生长滞后现象。 

将 K-B 药敏纸片抑菌圈内靠近纸片内侧边

缘的耐药亚群在无抗生素的血平板上连续传代

15 d 后，选取 F1、F5、F10 和 F15 进行 K-B 药

敏纸片实验，发现不同代数耐药亚群的抑菌圈

均变小，而且各代之间抑菌圈大小几乎相同，

说明其耐药表型较为稳定。通过测定原始菌株

与选取的不同代数的耐药亚克隆的哌拉西林

MIC 值发现，F1、F5、F10 和 F15 的 MIC 值也

保持稳定，并且这种耐药表型可以稳定遗传

(图 6)。不同菌株的圈内耐药亚群与其原始菌株

两者 MIC 值相比均有不同程度的差异。PAS58

圈内亚群的 MIC 值 (16 μg/mL)是原始菌株    

(8 μg/mL)的 2 倍；PAS92 圈内耐药亚群的 MIC

值(256 μg/mL)是原始菌株(8 μg/mL)的 32 倍；

PAS57 圈内耐药亚群的 MIC 值(64 μg/mL)是原

始菌株(8 μg/mL)的 8 倍；PAS56 圈内耐药亚群

的 MIC 值(64 μg/mL)是原始菌株(8 μg/mL)的  

8 倍。同时也提示异质性耐药菌株极易向完全

耐药转化。此外，挑选了异质性耐药菌株

PAS92 和 PAS57 的各 3 株 PAP 实验中最高 PIP

浓度平板上的耐药亚群[分别记作 PAS92(1)、

PAS92(2)、PAS92(3)和 PAS57(1)、PAS57(2)、

PAS57(3)]，在无抗生素的平板上传代(50 代)，

再测定其 M I C 值，发现仅一株耐药亚群

PAS92(1)在传代过程中不稳定，在 10−15 代左

右耐药水平开始逐渐下降，第 25 代时已恢复 
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图 5  PIP 异质性耐药菌株生长曲线 
Figure 5  Growth curve of piperacillin heteroresistant strains. 

 

 
 

图 6  PIP 异质性耐药菌株(抑菌圈内的亚群)传代稳定性实验   箭头指的是进行传代培养的耐药亚群 

Figure 6  Passage stability test of piperacillin heteroresistant isolates (subpopulations within the inhibition 
zone). The arrows indicate the resistant subpopulations to be subcultured. 
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至原始菌株耐药水平，其余耐药亚群耐药稳定

性良好或在 10−15 代时有轻微降低(表 2)。 

3  讨论与结论 

本研究基于纸片扩散法并结合微量肉汤稀

释法进行异质性耐药菌株的初筛，铜绿假单胞

菌对 PIP、TZP 和 TIM 的异质性耐药率分别为

52% (26/50)、52% (26/50)和 54% (27/50)，耐

药率分别为 14% (7/50)、14% (7/50)和 18% 

(9/50)。对初筛结果中的异质性耐药菌株进行菌

落谱型分析确认，提示异质性耐药率为 26% 

(13/50)。吴婷婷[19]报道铜绿假单胞菌对 PIP、

TZP 和 TIM 这 3 种药敏纸片的耐药率分别为

28.1%、18.7%和 25.5%，铜绿假单胞菌对 IPM

的异质性耐药率为 11.6% (36/310)。与许磊[14]

研究铜绿假单胞菌对多粘菌素的异质性耐药菌

株 35% (7/20)相比较低，比何建春 [13]分析的

2011 年到 2015 年碳青霉烯类异质性耐药铜绿假

单胞菌(carbapenem-heteroresistant Pseudomonas 

aeruginosa，CHPA)的流行病学数据中，IPM-HR

和 MEM-HR 的异质性耐药率(分别为 54.3%、

72.5%)低得多。铜绿假单胞菌对头孢吡肟的异

质性耐药率为 57.3% (110/223)[20]。筛选到的异

质性耐药菌株的比例差异与多种因素有关， 

比如实验菌株的来源、抗生素的种类及检测

方法的不同等。本研究进行了纸片扩散法检

测菌液接种浓度对 PIP、TZP 和 TIM 作用效果

的影响，设置 2 个接种浓度：1×107 CFU/mL 和

1×108 CFU/mL，发现两个浓度的 K-B 药敏结果

存在差异。还有一种操作方法是用无菌棉签将

浓度为 1×108 CFU/mL 的菌液涂匀，这种方法可

能也会存在接种量不一的情况而导致检测结果

有所差异。Cuenca 等[21]通过微量肉汤稀释法和

纸片扩散实验检测了多个菌株(包括敏感菌株、

耐药菌株、异质性耐药菌株等 )接种浓度为

1×108 CFU/mL 和 1×106 CFU/mL 的菌液结果，

发现也存在差异并对异质性耐药菌株的判定产

生影响。Hjort 等[22]研究显示，当将菌悬液浓

度为 106 CFU/mL 的鼠伤寒链球菌接种于用

Etest 试纸条检测药敏情况的平板时，没有观察

到耐药亚群，但当接种量增加到 108 CFU/mL

时，所有的鼠伤寒链球菌都表现出了异质性耐

药。另外，本研究还探究了 1×106 CFU/mL 和

1×108 CFU/mL 两个浓度的菌悬液在致死浓度  

 
表 2  PIP 异质性耐药菌株(PAP 实验中最高 PIP 浓度平板上的耐药亚群)传代稳定性实验 
Table 2  Passage stability test of piperacillin heteroresistant isolates (resistant subpopulations on plates with 
the highest PIP concentration in the PAP test) 

Generations of propagation MIC of resistant colonies subculture (μg/mL) 

PAS92(1) PAS92(2) PAS92(3) PAS57(1) PAS57(2) PAS57(3) 

F1 256 256 256 128 256 256 

F5 256 256 256 128 256 256 

F10 256 256 256 128 128 128–256 

F15 128 128–256 256 128 128 128 

F20 16 128 128 128 128 128 

F25 8 128 128 128 128 128 

F30 8 128 128–256 128 128 128 

F35 8 128 128–256 128 128 128 

F40 8 128 128–256 128 128 128 

F45 8 128 256 128 128 128 

F50 8 128 256 128 128 128 
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(32 μg/mL)的 PIP 下的生长实验(37 °C 培养  

48 h，每小时测定一次 OD600值)，发现接种浓度

为 1×106 CFU/mL (图 7A)的敏感菌株被完全杀

死，无再生长的现象，而异质性耐药菌则出现

再生现象，接种浓度为 1×108 CFU/mL 时，敏

感菌株和异质性耐药菌均出现先生长再下降然

后再生长再下降现象(图 7B)。表明低浓度的敏

感菌株能被致死剂量药物杀死，但是若敏感菌

株浓度较大时，不仅不能被有效地杀死，甚至

可能会产生更高水平的耐药。然而对于异质性

耐药菌来说，菌浓度越高出现更高耐药亚群的

速度越快。以上实验表明，接种方式和接种量

的不同将很大程度地影响异质性耐药检测结

果。另外，准确的药敏检测能够在致病菌浓度

较低时尽快给予有效治疗提供指导，从而避免

因发现较晚使得细菌量增多，耐药性增强，治

疗难度更大，最终导致治疗失败。 

随机挑选的 8 株异质性耐药菌株进行 PAP

实验发现，其耐药亚群少数能在大于异质性耐

药菌株 MIC 值 8 倍的抗生素平板上生长，极少

数甚至可以达到更高水平的耐药。本次这 8 株

菌 株 的 异 质 性 耐 药 亚 克 隆 的 发 生 频 率 为

7.3×10−7−1.2×10−5。Pournaras 等[23]报道中指出

碳青霉烯类(亚胺培南、美罗培南)异质性耐药

的 铜 绿 假 单 胞 菌 的 耐 药 亚 群 发 生 频 率 为

1.2×10−7−6.9×10−5。吴婷婷等 [12]在其研究中指

出，36 株亚胺培南异质性耐药铜绿假单胞菌

的变异发生频率在 4.5×10−9−8.9×10−7之间。许

磊 [14]研究发现铜绿假单胞菌对多粘菌素的异质

性耐药亚群的出现频率为 3.5×10−7−2×10−6。由

此可见，铜绿假单胞菌对青霉素类抗生素异质

性耐药的发生频率更高。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[24]。

然而在本研究中发现抑菌圈内不同耐药水平的

耐药亚群在无抗生素传代 15 d 后，大多都比较

稳定，保持其最初耐药性，高水平耐药亚群保

持高水平耐药，低水平耐药亚群保持低水平耐

药。对从 PAP 实验中最高 PIP 浓度平板上挑取

的高水平耐药亚群进行 50 代的无抗生素传代

培养发现，有一株耐药亚群不稳定且恢复到原

始菌株的耐药水平，但其生长实验表明并未产

生适应性代价，而其余均稳定保持高水平耐

药。耐药亚群的稳定性将对临床抗菌药物的使

用效果产生影响，其机制仍待继续研究。 
 

 
 

图 7  不同浓度菌悬液在药物致死浓度下的生长情况   A：接种浓度为 1×106 CFU/mL；B：接种浓度

为 1×108 CFU/mL 

Figure 7  The growth of different concentrations of bacteria at lethal concentrations of drugs. A: Inoculum 
size 1×106 CFU/mL; B: Inoculum size 1×108 CFU/mL. 
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此外，本研究发现耐药亚群 PAS57(3)在无

抗生素的 MH 平板上传代到 F50 后，将其在

超低温冰箱(−80 °C)保存两周的 F35 进行平

板传代至 F50，再次测定 MIC 值发现，F35

之后的各代菌株 MIC (均为 32 μg/mL)与之前

(MIC=128 μg/mL)发生了变化，而其他保存的

菌株再次测定时基本保持一致，推测菌株保存

环境可能会导致耐药水平下降。Hindler 等 [25]

报道，14 株鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌和铜

绿假单胞菌中有 5 株最初对粘菌素耐药，而在

−70 °C 条件下，添加甘油的布鲁氏菌肉汤中储

存≤12 个月后，粘菌素抗性丧失菌株变得敏

感。Barin 等[26]的研究也表明，4 株鲍曼不动杆

菌在−80 °C 下储存 60 d 后对多黏菌素 B 的 MIC

值从 64 μg/mL 减少到 0.125−0.250 μg/mL。另

外，可能耐药亚群中也有耐药水平不同的亚

群，传代时具有一定的随机性。 

铜绿假单胞菌长期以来作为感染最常见的

机会性致病菌，对多种抗菌药物具有较强耐药

性，再加上铜绿假单胞菌异质性耐药现象的增

加，给临床用药治疗带来了更大的挑战。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之中，真

菌及有些肿瘤细胞中也存在这种现象。如果对

异质性耐药现象未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。本研

究在铜绿假单胞菌对青霉素类抗生素异质性耐

药表型等方面做了一定的探究，在后续工作中

将加强对其异质性耐药机制的研究，为相关临

床感染治疗提供一些有效的依据。 
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