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［摘　要］　异质性耐药是一种特殊的细菌耐药类型，常表现为同一克隆来源的不同细菌亚群对某种抗菌药物表现

出不一致的耐药特征，大多数亚群对某种抗菌药物敏感，而少部分亚群对其耐药或高度耐药。异质性耐药分离株

常会导致特定抗菌药物抗感染治疗失败。针对异质性耐药菌较为深入的研究主要集中于革兰阴性菌，革兰阳性球

菌的相关报道较少。近年有研究报道万古霉素、利奈唑胺、苯唑西林等多种类型抗菌药物异质性耐药金黄色葡萄

球菌分离株出现，但其实际临床意义尚待进一步评估。此文对金黄色葡萄球菌异质性耐药机制和检测技术最新进

展进行综述，为细菌异质性耐药机制研究和新型检测技术研发提供新的思路。
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　　异质性耐药被发现广泛存在于各种属细菌中，

以革兰阴性菌（如肠杆菌目细菌、不动杆菌属细菌、

假单胞菌属细菌等）的研究报道最多。由于实验室

检测技术方法的限制、不同研究对异质性耐药定义

标准的不统一、异质性耐药机制多样性等原因，异质

性耐药对临床治疗的实际影响尚缺乏充分有效的研

究数据支持。目前关于金黄色葡萄球菌（犛狋犪狆犺狔犾狅

犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊）异质性耐药的研究主要针对万古霉

素，对其他类型抗菌药物异质性耐药机制的报道仍

较少。有研究发现一种具有特殊耐药表型的金黄色

葡萄球菌（ｏｘａｃｉｌｌｉｎｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ

犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，苯唑西林敏感 ＭＲＳＡ，ＯＳ

ＭＲＳＡ），其对苯唑西林呈现出广泛的异质性耐药

特征［１］，而目前实验室常规检测技术不能准确鉴

别，容易被误认为甲氧西林敏感金黄色葡萄球菌

（ＭＳＳＡ）而延误抗感染治疗，甚至导致患者死亡
［２］。

因此，本文将从异质性耐药的定义、影响因素、金黄

色葡萄球菌对不同种类抗菌药物的异质性耐药机制

及实验室检测技术等几个方面进行综述，更好地认

知其发生机制及潜在临床意义。

１　异质性耐药定义及影响因素

异质性耐药被认为是细菌耐药性进化过程中的

一个中间过程，机制复杂，其定义尚无统一标准。现

通常以ＥｌＨａｌｆａｗｙ等
［３］定义的标准作为参考，即测

试菌株可分离出几种具有不同耐药程度的细菌亚

群，其中１种或多种亚群对某种抗菌药物的耐药水

平高于该菌株主要亚群的耐药程度。判定异质性耐

药时应至少考虑以下几个方面。第一，异质性耐药

亚群的频率（即在所有亚群中的占比）和最低耐药

水平［４］。通常以耐药亚群对某种抗菌药物最低抑

菌浓度（ｍｉｎｉｍｕｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）值

与主要亚群（敏感亚群）ＭＩＣ值的倍数来定义异质

性耐药亚群的耐药程度。异质性耐药不包括仅比优

势亚群 ＭＩＣ稍高的亚群。异质性耐药亚群出现频

率在不同种属细菌中差异显著，如结核分枝杆菌常

会出现高频率的异质性耐药［５］，而其他菌属细菌耐

药亚群出现频率很低。对于低频率异质性耐药性的

检测，高灵敏度、标准化检测技术至关重要，如具有

更高敏感性的分子检测技术。ＥｌＨａｌｆａｗｙ等
［３］建

议：耐药亚群 ＭＩＣ值至少高于相应菌株主要亚群

ＭＩＣ值８倍且耐药亚群频率高于１０－７时，可鉴定为

异质性耐药而无需考虑其他因素。第二，耐药亚群

的稳定性也是定义异质性耐药时需要考虑的因素。

如果在不含抗菌药物的培养基中连续传５０代后耐

药亚群能恢复到亲代耐药水平，则判定为不稳定型

异质性耐药；反之，如能继续保持高水平耐药（主要亚

群ＭＩＣ值的８倍），则判定为稳定型异质性耐药
［４］。

异质性耐药亚群大多属于不稳定型异质性耐药，这

是由于暴露在抗菌药物环境时，异质性耐药亚群的

耐药基因出现自发串联扩增，这种扩增除本身具有

不稳定性外，伴发的高适应性代价也进一步增加了

其不稳定性。因此，耐药亚群在不含抗菌药物培养

基中经过连续传代（４０～５０代），基因自发扩增减缓

或消失，加之适应性代价的补偿，耐药水平逐渐降

低，８８％可恢复至亲代耐药水平
［６７］。第三，异质性

耐药亚群形成的适宜培养条件也需要考虑。某些金

黄色葡萄球菌菌株的异质性耐药特性呈温度依赖

性：３０℃培养条件下，暴露于高浓度甲氧西林时，菌

株可以生长；但温度增高至３７℃时，３０ｍｉｎ内就会

失去耐药性；当温度再次恢复到３０℃时耐药性又会

快速恢复［３］。最后，鉴定异质性耐药时也应注意小

菌落变异（ｓｍａｌｌｃｏｌｏｎｙｖａｒｉａｎｔｓ，ＳＣＶｓ）。与异质性

耐药相同，ＳＣＶｓ通常也是在长期暴露于抗菌药物

的条件下形成，其与异质性耐药菌株的差异主要体

现在耐药机制不同。异质性耐药由耐药相关基因突

变所致，导致小部分细菌亚群对抗菌药物产生高水

平耐药。而ＳＣＶｓ耐药主要源于某些代谢相关基因

发生突变。由于ＳＣＶｓ利用特定营养成分的能力减

弱，导致其对磺胺类、庆大霉素、环丙沙星、磷霉素等

抗菌药物产生耐药［８９］。此外，ＳＣＶｓ易在宿主细胞

内存活和增殖也是导致其对特定抗菌药物耐药的原

因之一［８］。

２　金黄色葡萄球菌异质性耐药机制

金黄色葡萄球菌是导致人类各种感染性疾病的

重要病原菌之一。近年来，金黄色葡萄球菌耐药性

问题日益严峻，特别是耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ犛狋犪狆犺狔犾狅犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊，ＭＲ

ＳＡ）的出现及传播，增加了临床医生选择抗菌药物

的难度。万古霉素及利奈唑胺异质性耐药金黄色葡

萄球菌的相关报道明显增加，金黄色葡萄球菌呈现

出对多种抗菌药物普遍耐药的趋势，给临床抗感染

治疗带来了巨大挑战。

２．１　β内酰胺类异质性耐药 ＭＲＳＡ

２．１．１　ＯＳＭＲＳＡ及其耐药机制　ＯＳＭＲＳＡ因
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体外培养时对苯唑西林敏感（通常ＭＩＣ＜４μｇ／ｍＬ）

且犿犲犮Ａ基因阳性而得名
［２］。ＯＳＭＲＳＡ在体外药

敏试验呈现对苯唑西林和／或头孢西丁敏感，但由于

犿犲犮Ａ基因在被感染宿主体内表达ＰＢＰ２ａ蛋白致使

其对β内酰胺类抗生素耐药，因此常导致该类药物

抗感染治疗失败。绝大多数 ＭＲＳＡ（包括ＯＳＭＲ

ＳＡ）对β内酰胺类抗生素既可表现出匀质性耐药，

也可表现出异质性耐药［１０］，即在体外药敏试验中，

大部分亚群对苯唑西林的 ＭＩＣ较低，极少部分亚群

高水平耐药，频率约为１０－４
［１１］。Ｌｉｕ等

［１２］检测临床

１２００株金黄色葡萄球菌对苯唑西林的耐药情况，发

现１４株（１．１７％）为ＯＳＭＲＳＡ，且１４株菌全部表现

为对苯唑西林异质性耐药。ＯＳＭＲＳＡ耐药机制主

要有以下几种：一是犳犲犿基因家族（包括犳犲犿Ａ、犳犲犿Ｂ

和犳犲犿Ｘ基因）的低表达和突变。犳犲犿基因家族参与

细菌细胞壁合成，其低表达和突变可能使细菌细胞壁

结构异常，最终导致犿犲犮Ａ基因阳性ＭＲＳＡ表现为对

苯唑西林敏感，即ＯＳＭＲＳＡ
［１０］。二是与调控系统

犿犲犮犚１犿犲犮犐同源的犫犾犪犐犫犾犪犚１犫犾犪犣 系统的表达。

Ｓａｂａｔ等
［１３］在有／无β内酰胺类抗生素压力的情况

下对１株ＯＳＭＲＳＡ菌株ＧＲ２的犿犲犮Ａ基因表达

程度进行定量分析，该株菌基因组由染色体和质粒

ｐＧＲ２Ａ 和 ｐＧＲ２Ｂ 组成，携有无应答／无功能的

犿犲犮Ｒ１基因，且无犿犲犮犐基因。在质粒ｐＧＲ２Ａ的作

用下，发现了一个犫犾犪系统的单拷贝。犫犾犪Ｚ基因与

其调控基因犫犾犪Ｉ和犫犾犪Ｒ１定位一致，在犫犾犪Ｚ与调控

基因之间整合了一个编码转座子ＩＳ６６基因，删除

犫犾犪Ｒ１的５’端，编码犫犾犪Ｚ／犿犲犮Ａ阻遏因子的犫犾犪Ｉ完

好无损。质粒丢失后，ＧＲ２对青霉素和苯唑西林产

生耐药。此结果提示，暴露在β内酰胺类药物环境

中时，非功能的ＢｌａＲ１不能裂解犿犲犮Ａ阻遏物ＢｌａＩ，

使犿犲犮Ａ基因的有效表达受阻，最终造成 ＯＳＭＲ

ＳＡ敏感表型的出现。此外，犿犲犮Ａ基因的不稳定突

变，也可改变 ＭＲＳＡ对苯唑西林原有的耐药表型，

从而对苯唑西林敏感。此类 ＯＳＭＲＳＡ暴露于一

定浓度的头孢西丁时，又会恢复原有耐药性，导致治

疗失败［１，１４］。

以上耐药机制并不足以解释 ＭＲＳＡ的异质性

耐药现象。研究［１１，１５］表明，狉犲犾Ａ 基因突变可能是

ＭＲＳＡ异质性耐药的主要原因之一。野生狉犲犾基因

长度为２２１１ｂｐ，ＲｅｌＡ蛋白由７３６个氨基酸组成，

包含４个结构域，分别为水解酶结构域（ＨＤ）、合成

酶结构域（ＳＹＮ）、ＴＧＳ和 ＡＣＴ。苯唑西林高水平

耐药亚群狉犲犾Ａ基因在１０５２碱基和１５４６碱基处出

现突变，分别为 Ｇ→Ａ和 Ｇ→Ｃ。Ｇ→Ａ突变导致

ＲｅｌＡ蛋白缺失ＴＧＳ和ＡＣＴ结构域。狉犲犾Ａ基因参

与合成信号分子（ｐ）ｐｐＧｐｐ。在应对特定压力时，

（ｐ）ｐｐＧｐｐ可启动一种称为严谨反应的复杂细胞程

序，从而对多种基因表达进行调控并减缓生长速度。

在高水平耐药亚群中，（ｐ）ｐｐＧｐｐ含量明显增加，可

能参与甲氧西林高水平耐药。向 ＯＳＭＲＳＡ 生长

培养基中加入一定浓度莫匹罗星，同样可引起细胞

内（ｐ）ｐｐＧｐｐ的积累，导致严谨反应发生，提高该菌

株对苯唑西林的耐药程度，甚至能让原本低水平耐

药亚群呈现出匀质性高水平耐药［１５１６］。因此，适当

增加莫匹罗星可能提高实验室常规方法检测异质性

耐药ＯＳＭＲＳＡ的灵敏度
［１２］。

２．１．２　甲氧西林异质性耐药 ＭＲＳＡ向同质性耐药

ＭＲＳＡ的转变及机制　ＭＲＳＡ对甲氧西林耐药主

要呈现三种形式：同质性耐药（均质性耐药）、异质性

耐药以及鹰型耐药［１７］。鹰型耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌（ｅａｇｌｅｔｙｐｅＭＲＳＡ）比较罕见，且对甲氧西

林具有特殊的耐药性，表现为对高浓度甲氧西林耐

药而对低浓度甲氧西林敏感［１８１９］。鹰型与异质性耐

药的共同点体现在二者均是甲氧西林敏感的金黄色

葡萄球菌（ＭＳＳＡ）株向甲氧西林完全耐药 ＭＲＳＡ

株转变过程中的过渡形式，但分子机制不同。目前

认为，鹰型耐药表型的产生主要因为 ＭＳＳＡ直接暴

露于高浓度甲氧西林（１２８μｇ／ｍＬ）时特定染色体基

因（如狉狆狅Ｂ等）发生错义突变，增加了细菌对高浓

度甲氧西林的耐受力，从而呈现高水平耐药［１９］。而

当 ＭＳＳＡ暴露于低浓度甲氧西林时，可引起犿犲犮Ｉ

基因功能失活，转变为异质性耐药 ＭＲＳＡ；继续暴

露于高浓度甲氧西林时则进一步转变为均质性

ＭＲＳＡ。虽然临床治疗中鹰型耐药比异质性耐药更

为罕见，但这种耐药演变机制值得进一步关注。

２．２　异质性万古霉素中介金黄色葡萄球菌　万古

霉素是治疗耐药金黄色葡萄球菌感染的“最后防线”

之一，其与细胞壁肽聚糖合成前体末端的 Ｄ丙氨

酰Ｄ丙氨酸（ＤＡｌａＤＡｌａ）呈现高亲和力，破坏细

胞壁的合成进而杀灭细菌［２０］。万古霉素敏感性下

降的金黄色葡萄球菌常分为三类：万古霉素完全耐

药金黄色葡萄球菌（ＶＲＳＡ，ＭＩＣ≥１６μｇ／ｍＬ）、万古

霉素中等耐药金黄色葡萄球菌（ＶＩＳＡ，ＭＩＣ为４～８

μｇ／ｍＬ）及万古霉素异质性中介耐药的ｈＶＩＳＡ，且

ｈＶＩＳＡ被定义为万古霉素 ＭＩＣ≤２μｇ／ｍＬ，但其

子代含有少量对万古霉素中介（ＭＩＣ≥４μｇ／ｍＬ）的

亚群［２１］。含４～６μｇ／ｍＬ 万古霉素的脑心浸液
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（ＢＨＩ）选择性培养基可用于筛选ｈＶＩＳＡ，频率约为

１０－６或更高，且在无药物的非选择培养基中能稳定

９代
［２０］。ＶＲＳＡ 的分离率很低，目前我国尚未见

ＶＲＳＡ感染的报道。

ＶＩＳＡ和ｈＶＩＳＡ的耐药机制尚未完全清晰，目

前认为与表型及基因型改变有关。第一，由于 ＶＩ

ＳＡ中的肽聚糖交联减少导致其合成富含Ｄ丙氨

酰Ｄ丙氨酸残基的肽聚糖侧链，使细胞壁增厚并阻

碍细胞壁水解酶的通道，最终使得药物无法破坏细

胞壁发挥其抗菌活性［２２］。此外，增厚的细胞壁也为

万古霉素的结合提供了更多“靶点”，增加了万古霉

素的活性剂量［２３］。第二，另有研究［２３］显示，ＭＲＳＡ

产生耐受性也是ｈＶＩＳＡ形成的重要原因，而这种

耐受性可能与细菌的自溶活性降低有关。第三，

Ｎｅｌｓｏｎ等
［２４］发现ｈＶＩＳＡ菌株存在醋酸盐分解代

谢障碍。该研究全部 ＶＩＳＡ株中，７１％菌株存在醋

酸盐分解代谢下降特征，而万古霉素敏感金黄色葡

萄球菌（ＶＳＳＡ）菌株醋酸盐分解代谢降低的比率仅

为８％。因此，醋酸盐分解代谢活性减低很可能是导

致细菌自溶活性降低甚至万古霉素耐药的原因之一。

犠犪犾犽犚、犞狉犪犛犚 均属于细菌响应环境信号的二

元调控系统（ｔｗｏｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｙｓｔｅｍｓ，ＴＣＳｓ），参与

调控金黄色葡萄球菌的细胞壁代谢、毒力调控基因

的表达以及溶血活性等［２５］。多项研究［２６３０］表明，

ＶＩＳＡ和ｈＶＩＳＡ菌株中均存在较高比例的狑犪犾犽

及狏狉犪基因突变，突变的 ＶＩＳＡ和ｈＶＩＳＡ通过下

调某些毒力调控基因（犪犵狉Ａ、ＲＮＡⅢ、狊犪犲Ｒ）以及细

胞壁代谢相关基因（犪狉犾Ａ、狊狊犪Ａ、犻狊犪Ａ、犾狔狋Ｍ）的表

达，导致菌株细胞壁明显增厚、毒力水平降低、细胞

自溶活性减弱，最终致使对万古霉素的敏感性减弱。

ＶＩＳＡ和ｈＶＩＳＡ生物学性状的改变，也可以部分解

释ＶＩＳＡ和ｈＶＩＳＡ菌株抗菌药物敏感性的降低。

从中可以看出，高水平耐药可能也需要其他因素在

其中起作用。ＶＩＳＡ与ｈＶＩＳＡ耐药机制之间的关

系有待进一步探究，但现有的相关报道至少提示二

者之间有着相似的耐药机制。

２．３　利奈唑胺异质性耐药金黄色葡萄球菌（ｈＬＲ

ＳＡ）　利奈唑胺是一种细菌蛋白质合成抑制剂，它

可以抑制肽链形成过程中肽链由Ａ位点向Ｐ位点

移位。这种有别于其他抗菌药物的独特机制，使得

利奈唑胺不易与其他药物产生交叉耐药，且对大多

数革兰阳性菌引起的感染具有较好的治疗效果。现

主要有肠球菌对利奈唑胺耐药的报道，但少有报道

金黄色葡萄球菌对利奈唑胺耐药，其耐药机制以及是

否存在异质性耐药现象尚不完全清楚。王敬华等［３１］

采用菌群分析法从１９２株 ＭＲＳＡ 中筛选出２株

（１．０４％）ｈＬＲＳＡ。耐药株生长具有明显时间依赖

性，可能与低水平耐药株适应环境、恢复生长需要较

长迟滞期有关。虞培娟等［３２］检出１株ｈＬＲＳＡ，该

菌株２３犛犚犖犃 基因２４７４位点出现的Ｇ→Ｔ点突

变可能介导ｈＬＲＳＡ菌株对利奈唑胺低水平耐药。

ＩｋｅｄａＤａｎｔｓｕｊｉ等
［３３］发现２３ＳＲＮＡ 基因点突变

（Ｔ２５００Ａ）可引起金黄色葡萄球菌对利奈唑胺的异质

性耐药。目前，２３ＳＲＮＡ基因点突变被认为是介导

ＬＲＳＡ和ｈＬＲＳＡ菌株对利奈唑胺耐药的重要机制。

２．４　金黄色葡萄球菌对其他药物的异质性耐药　金

黄色葡萄球菌对其他抗菌药物也存在异质性耐药现

象，如红霉素、达托霉素及磺胺类等。

目前，金黄色葡萄球菌对大环内酯类药物均质

性耐药机制的研究比较确定，主要有两种。一种是

犿狊狉Ａ基因引起的主动外排效应介导的 ＭＳ型耐

药；另一种是靶位改变所致耐药，称为大环内酯类－

林可霉素－链霉杀阳菌素Ｂ（ＭＬＳｂ）型耐药，主要由

红霉素核糖体甲基化酶（犲狉犿）基因介导。ＭＬＳｂ型

耐药又包括诱导型耐药（ｉＭＬＳｂ）和组成型耐药

（ｃＭＬＳｂ）
［３４］。而金黄色葡萄球菌对大环内酯类药

物异质性耐药的报道相对较少。Ｈｏ爧ｂｕｌ等
［３５］报道

红霉素对金黄色葡萄球菌的异质性耐药与犲狉犿Ａ、

犲狉犿Ｂ、犲狉犿Ｃ和犿狊狉Ａ／Ｂ等耐药基因相关，而犲狉犿Ａ

基因最常见。陈东科等［３６］发现１７．７％（７０／３９５）金

黄色葡萄球菌对红霉素呈现异质性耐药，且均检出

犲狉犿Ａ基因，而未检出犲狉犿Ｃ基因。两项研究结果提

示，犲狉犿基因型是介导金黄色葡萄球菌对红霉素异

质性耐药的主要机制。由于不同研究所选菌株的异

质性，犲狉犿Ａ、犲狉犿Ｂ和犲狉犿Ｃ３种基因型分布特征也

存在一定差异。犲狉犿基因分布的差异在均质性耐药

相关文献［３４］中也有报道。

达托霉素（ＤＡＰ）是第一个获批上市的脂肽类抗

生素。它可通过多种机制破坏细菌细胞膜，使细菌内

容物外泄而杀灭细菌，因其独特的作用机制在治疗

ＭＳＳＡ或ＭＲＳＡ感染时表现出特有的优势。但近年

来ＤＡＰ耐药病例呈增多趋势。研究
［３７３８］发现，ＤＡＰ

的耐药性可能是由遗传基因狔狔犮Ｇ和 Ｍ狆狉Ｆ突变引

起。Ｍ狆狉Ｆ负责磷脂酰甘油（ＰＧ）的赖氨酰化以生

成带正电荷的赖氨酰－磷脂酰甘油（ＬＰＧ），也参与

ＬＰＧ由内向外的细胞膜易位。Ｍ狆狉Ｆ突变使包膜

上的ＬＰＧ／ＰＧ比值提高，导致突变株的ＤＡＰ连接

点比突变前减少，最终导致药物敏感性降低。而
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Ｃｕｉ等
［３９］研究证明，Ｒ狆狅Ｂ基因突变使得 ＭＲＳＡ对

达托霉素及万古霉素产生双重异质耐药性；通过全

基因组测序及基因置换的方式，发现在 ＭＲＳＡ菌株

中，Ｒ狆狅Ｂ基因１８６２碱基位点突变，导致６２４位的

丙氨酸被谷氨酸所替换。这种突变导致细菌细胞壁

增厚及细胞表面负电荷减少；同时微阵列数据显示，

犱犾狋操纵子高表达增加了细胞表面的正电荷。此

外，突变菌株嘌呤、嘧啶、精氨酸、尿素循环和ｌａｃ操

纵子的代谢途径被抑制，而维生素Ｂ２、Ｋ１、Ｋ２生物

合成及细胞壁代谢活动增强，这些机制共同促进

ＭＲＳＡ对达托霉素的异质性耐药。

３　金黄色葡萄球菌异质性耐药的实验室检测技术

目前实验室检测金黄色葡萄球菌异质性耐药的

方法主要有传统的ＫＢ纸片扩散法、Ｅｔｅｓｔ法、菌群

分析法（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｐｒｏｆｉｌｉｎｇ，ＰＡＰ）、头孢

西丁纸片扩散法及稀释法、乳胶凝集实验检测

ＰＢＰ２ａ蛋白，以及聚合酶链式反应（ＰＣＲ）检测

犿犲犮Ａ或犿犲犮Ｃ基因等。等离子胶质体偶联基质辅

助激光解吸电离飞行时间质谱技术（ＭＡＬＤＩＴＯＦ

ＭＳ）、拉曼光谱技术及ＤＮＡ分子探针等技术的发

展速度迅猛，在未来会有很好的应用前景。

ＫＢ纸片扩散法可通过观察抑菌圈内的单个菌

落来检测和识别异质性耐药亚群。抑菌圈内异质性

耐药亚群菌落的出现，主要取决于异质性亚群出现

频率。ＫＢ纸片扩散法作为常规检测方法成本低

廉，操作简便，在特定种属细菌异质性耐药初筛中具

有一定应用价值。ＥＴｅｓｔ法与 ＫＢ纸片扩散法实

验原理和结果判读方法类似。该方法结合了纸片扩

散法操作方便、结果易读取的技术优势，可直接获得

ＭＩＣ值
［４０］，在测量万古霉素 ＭＩＣ值时重复性良好，

避免了ＫＢ纸片扩散法的误差。然而ＥＴｅｓｔ法在

鉴定异质性耐药方面同样存在与 ＫＢ纸片扩散法

类似的技术缺陷如检出率低。ＥＴｅｓｔ法的另一个

缺点是条带价格较为昂贵，不适合常规筛查使用。

ＰＡＰ是目前公认的检测异质性耐药的金标准

方法［３］。这种方法将待测菌株于含不同浓度抗菌药

物的固体培养基中培养，读取梯度培养基上生长的

菌落数记作不同抗菌药物浓度下耐药亚群的频率，

作为判断异质性耐药是否存在的指标。目前常以耐

药亚群频率＞１０
－７且 ＭＩＣ值高于主要亚群 ＭＩＣ值

的８倍作为判断异质性耐药的标准
［３］。常规方法在

检测ＯＳＭＲＳＡ时很容易出现漏诊，而ＰＡＰ可以确

定异质性耐药菌的 ＭＩＣ值及耐药频率，在很大程度

上弥补了常规方法的不足。但该方法中不同菌属细

菌对不同抗菌药物异质性耐药的定义尚无统一标

准，抗菌药物浓度梯度设置也无标准化要求，不同实

验室间结果一致性缺乏评估标准；且ＰＡＰ试验操作

步骤繁琐，成本高昂，不适用于常规开展，仅适用于

确认试验。

菌群分析－曲线下面积法（ＰＡＰＡＵＣ）是一种

改良的ＰＡＰ方法。这种方法常被用于验证金黄色

葡萄球菌对万古霉素的异质性耐药［４１］。该方法以

ｈＶＩＳＡＭｕ３和 Ｍｕ５０菌株为对照，在应用ＰＡＰ法

计数菌落时，绘制万古霉素浓度和相对应活菌落数

相关曲线图（以横坐标为万古霉素的浓度，纵坐标为

万古霉素浓度对应的活菌菌落数）计算曲线下面积，

即ＡＵＣ值。以受试金黄色葡萄球菌的 ＡＵＣ值除

以对照 Ｍｕ３株的ＡＵＣ值，如比值≥０．９，即可确定

金黄色葡萄球菌对万古霉素呈异质性耐药［４２］。

ＰＡＰ改良法在鉴定特定细菌异质性耐药方面有较

好的应用价值，制定了针对特定抗菌药物和特定菌

属细菌的标准化操作规程。与ＰＡＰ法相同，该方法

也因操作步骤繁琐、费时费力等特点而限制了其在

实验室内的常规使用。

头孢西丁纸片扩散法和苯唑西林稀释法是美国

临床和实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）推荐的检测方法。

头孢西丁纸片扩散法操作简便，成本低廉，其敏感性

和特异性都较苯唑西林纸片扩散法高，适合用于临

床微生物实验室鉴定 ＭＲＳＡ
［４３］。研究［４４］证实，头

孢西丁纸片扩散法试验用于 ＭＲＳＡ表型的检测时

表现良好，特别适用于低水平和异质性耐药 ＭＲＳＡ

的检测，灵敏度（１００％）高于其他筛选试验。

乳胶凝集法检测ＰＢＰ２ａ的原理是通过裂解细

菌提取出 ＭＲＳＡ中的ＰＢＰ２ａ，加入ＰＢＰ２ａ特异性

单克隆抗体致敏的乳胶颗粒溶液后出现肉眼可见的

特异性凝集现象，证实ＰＢＰ２ａ存在并以此判断ＭＲ

ＳＡ耐药性。试验只需１５ｍｉｎ，大大缩短了实验室

鉴定病原微生物所需的时间，快速、简便、准确、无需

特殊仪器，非常适合临床微生物实验室快速筛查

ＭＲＳＡ
［４５］。

ＰＣＲ法被认为是确认 ＭＲＳＡ（犿犲犮Ａ／犿犲犮Ｃ）的

“金标准”。临床通常用头孢西丁纸片扩散法或苯唑

西林稀释法来确定 ＭＲＳＡ的表型，通过ＰＣＲ检测

犿犲犮Ａ和乳胶凝集法检测ＰＢＰ２ａ来验证 ＭＲＳＡ的

基因型。此外，微液滴数字ＰＣＲ技术（ｄｄＰＣＲ）是一

种基于泊松（Ｐｏｉｓｓｏｎ）分布原理的核酸分子绝对定
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量技术。相较于传统ＰＣＲ，ｄｄＰＣＲ最大优势在于

不依赖Ｃ狋值和标准曲线，而是直接计算模板中的

拷贝数，实现真正意义上的绝对定量和绝对检测

精度［４６］。近年ｄｄＰＣＲ在病原微生物检测领域得到

了广泛应用，如利用ｄｄＰＣＲ技术检测幽门螺杆菌对

克拉霉素的异质性耐药［４７］。此项技术也存在与传

统ＰＣＲ相同的问题有待完善，如阈值确定困难、假

阳性率高、实验室建设标准高、操作复杂、检测成本

高等，但ｄｄＰＣＲ技术在细菌异质性耐药检测中的应

用仍值得期待。

等离子胶质体偶联基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱技术（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）和拉曼光谱技术

都是近些年发展很快的细菌鉴定及耐药检测的新技

术。它们的共同特点是在单细胞水平对细菌耐药性

进行精准检测。ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ利用胶质体包裹

细菌，在激光照射下，通过测定抗菌药物及代谢产物

的量来最终确定细菌耐药情况［４８］。而拉曼光谱技

术能够对从样本中直接分离出的致病菌进行逐个检

测，在无损细胞的条件下，获得单细胞及亚细胞细微

化学结构信息，结合拉曼成像技术可准确测量个体

细菌在测试药物作用下的异质性变化，如药物在菌

体中的分布与动力学变化，药物与单个细菌的相互

作用等，为耐药性的变迁和耐药机制研究提供了便

利的工具［４９］。根据其试验和建模数据，拉曼光谱技

术可在３ｈ内检测到高表达表型，可检测到的异质

性耐药频率低至１０－６。

４　小结

异质性耐药金黄色葡萄球菌在人源分离株中广

泛存在，实验室漏检也时有发生。对万古霉素、利奈

唑胺和苯唑西林异质性耐药株的漏诊，可能给患者

治疗带来严重不良后果。金黄色葡萄球菌异质性耐

药亚群发生频率相对较低、耐药机制多样、定义标准

尚未建立等因素制约着临床对分离株异质性耐药情

况的客观检测和临床意义评估。标准化、便捷的异

质性耐药实验室检测技术亟待规范，新技术的研发

迫在眉睫。各种分子生物学技术的广泛应用，将为

异质性耐药株的快速检出和耐药机制的探索提供更

多可能。
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ｌａｂｏｒａｔｏｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓｏｆｈｅｔｅｒｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎ犛狋犪狆犺狔犾狅

犮狅犮犮狌狊犪狌狉犲狌狊［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０２２，２１（１２）：１２４９－

１２５６．ＤＯＩ：１０．１２１３８／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１－９６３８．２０２２２０８７．

·６５２１· 中国感染控制杂志２０２２年１２月第２１卷第１２期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ２１Ｎｏ１２Ｄｅｃ２０２２


