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　　抗菌药物的发现是二十世纪巨大的医学成就。

抗菌药物的使用大大降低了传染疾病的病死率，挽

救了无数生命，也使以前的一些绝症，如结核病都有

了治疗的方法。然而最近六十年，我们开始从抗菌

药物的辉煌时代走向抗菌药物耐药性时代［１］。２０１４

年世界卫生组织发布了全球耐药报告［２］，指出抗菌

药物耐药细菌正蔓延至全球各地。

细菌耐药严重威胁着人类健康，尤其是对于严

重感染的患者，急需敏感度、特异度更高和更快速的

检测方法，快速确定是哪种细菌感染，并分离病原微

生物进行抗菌药物敏感试验（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐ

ｔｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ，ＡＳＴ），以指导临床选择抗菌药物和

相应剂量。传统检测药敏值的方法有肉汤稀释法

（包括微量肉汤稀释法与宏量肉汤稀释法）、琼脂稀

释法、Ｅｔｅｓｔ法及纸片扩散法等。宏量肉汤稀释法

过程繁琐，在不同浓度抗菌药物溶液制备过程中易

出差错；微量肉汤稀释法的主要缺点在标准化的商

业平板中检测的药物种类较固定，药物浓度梯度少，

在抗菌药物折点更新后可能无法覆盖折点；Ｅｔｅｓｔ

方法缺点是抗菌药物品种有限，成本较高，且在检测

联合药敏时，由于系统误差，ＭＩＣ值会较高或较

低［３］；此外，传统方法检测获得药敏结果常所需时间

较长，易导致漏诊、误诊和延误治疗［４５］。因此，寻求

新的快速、准确的病原菌耐药检测技术是实现临床

耐药细菌感染快速和有效治疗的核心，也是突破当

前抗菌药物滥用困境的关键。一些新型的药敏检测

方法在不断涌现。本综述将近期基于分子生物学和

适用于现场快速诊断的微型化、便携化抗菌药物敏

感性快速检测方法的研究进展作系统阐述。

１　自动化检测仪器

微生物自动鉴定及药敏测试系统结合微量快速

培养基和微量生化反应系统，实现了药敏检测的自

动化和机械化，使得原来缓慢、繁琐的手工操作变得

快速、简单。典型的产品有法国生物梅里埃公司

（ＢｉｏＭéｒｉｅｕｘ）ＶＩＴＥＫ２ 德灵公司（ＭｉｃｒｏＳｃａｎ）的

ＷａｌｋＡｗａｙＳＩ以及ＢＤ的ＰＨＯＥＮＩＸ等。不同自

动化仪器价格昂贵，通常依赖数据库的更新与补足，

方便有余，灵活不足。见表１。
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表１　市面常见的微生物自动鉴定及药敏测试系统

项目 ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ（ｂｉｏＭéｒｉｅｕｘ） ＷａｌｋＡｗａｙＳＩ（ＭｉｃｒｏＳｃａｎ） Ｐｈｏｅｎｉｘ（ＢＤ）

测试卡设计 封闭式卡片 开放式卡片 开放式卡片

测试卡需额外加试剂 否 是 是

菌液配制 手工 手工 手工

鉴定菌悬液体积 ３ｍＬ ４．５～８ｍＬ专用肉汤 ４．５～８ｍＬ专用肉汤

接种试卡与封口 全自动 全手工接种 全手工接种

药敏试验 动态比浊法 比浊法（２倍稀释法） 显色法或比浊法

所需时间（革兰阴性杆菌，ｈ） ５～７ １５～１８ ６～１８

所需时间（革兰阳性球菌，ｈ） ５～７ １５～１８ ５～１０

２　基于分子生物学的药敏检测方法

２．１　以实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑｕａｎｔｉｔａ

ｔｉｖｅＰＣＲ，ｑＰＣＲ）为基础的检测方法　ｑＰＣＲ是指

在ＰＣＲ反应体系中加入荧光基团（染料或探针），利

用荧光信号积累实时监测整个ＰＣＲ进程，最后通过

标准曲线对未知模板进行定量分析的方法［６］。

ｑＰＣＲ应用于ＡＳＴ，主要通过对扩增目的基因的定

量检测，反映不同药物浓度下细菌的生长情况，以实

现快速检测。

目的基因的恰当选择对检测技术的灵敏度至关

重要，并在一定程度上影响实验结果［７］。Ｈａｒｒｉｓ

等［８］同时扩增狆犫狆２ｂ与犾狔狋Ａ基因，快速诊断肺炎

链球菌感染，发现其检测细菌灵敏性高于同研究中

以管家基因１６ＳｒＲＮＡ为目的基因的ｑＰＣＲ的１００

倍以上；狆犫狆２ｂ的检测结果反映肺炎链球菌对青霉

素的药敏。Ｐｅｕｃｈａｎｔ等
［９］以沙眼衣原体功能不同

的狅犿狆１、狅犿狆２、１６ＳｒＲＮＡ，以及 Ｈｓｐ６０编码基因

犵狉狅犈犔１四种基因作为目的基因监测菌体的生长，

最终选择灵敏度高特异性好的狅犿狆１作为目的基

因，检测沙眼衣原体对氧氟沙星、莫西沙星、阿奇霉

素、多西环素的药敏。

在不同的耐药性检测中，相同细菌选择的目的

基因以管家基因１６ＳｒＲＮＡ居多
［７，１０１３］，但也有选

择其他作为目的基因者，如结核分枝杆菌以特有基

因狉狆狅Ｂ作为目的基因
［１３］。检测不同药物对幽门螺

杆菌的药敏时，以 ２３ＳｒＲＮＡ、犵狔狉Ａ 为目的基

因［１２，１４］，有研究先用管家基因１６ＳｒＲＮＡ鉴定细菌

种属，再以２３ＳｒＲＮＡ为目的基因检测幽门螺杆菌

对克拉霉素的药敏［１２］。与检测耐药基因反映细菌

的耐药性不同，Ｋｅａｒｎｓ等以青霉素敏感基因狆犫狆２ｂ

作为目的基因，反映肺炎链球菌对青 霉 素 的

ＡＳＴ
［１５］。

２．２　分子生物学法定义最低抑菌浓度（ＭＩＣ）以及

检测 ＭＩＣ的最佳时间点　不同的研究对 ＭＩＣ的定

义不同，检测 ＭＩＣ的最佳时间也不同。处于发展阶

段的分子生物学检测技术目前无统一指南，需研究

者继续探索。

Ｈａｍａｓｕｎａ等
［１６］每周一次体外试验检测尿道

支原体，连续４周监测其生长，ＭＩＣ定义为引起

９９％抑制率的最低药物浓度，抑制率 （％）＝ ［（质

控组中ＤＮＡ量 $

测试组中ＤＮＡ量）／质控管组中

ＤＮＡ量］×１００％。由于第四周与第三周的 ＭＩＣ值

相同，最终选择第三周作为检测 ＭＩＣ值的最佳时间

点；ＡｌｏｎｉＧｒｉｎｓｔｅｉｎ等
［１７］检测细菌１次／ｈ，连续

４８ｈ监测细菌在不同浓度药物下的生长，最终选择

细菌与药物混合培养的２４ｈ作为 ＭＩＣ值检测的最

佳时间，ＭＩＣ定义为无肉眼可见的细菌，且能降低

细菌浓度至低于质控菌ＯＤ６３０的１０％时的最低药

物浓度。Ｐｅｕｃｈａｎｔ等
［９］在细菌与药物共同培养后

的０、３、６、１２、１６、２１、２５、２９、３６、４５和５３ｈ分别进

行检测，由于检测细菌的４种基因在３０ｈ后均处于

静止状态，因此，以３０ｈ作为读取 ＭＩＣ值的最佳时

间点，ＭＩＣ定义为与最初细菌ＤＮＡ 浓度有相同值

的最低药物浓度。

２．３　反转录ＰＣＲ法　用反转录ＰＣＲ检测细菌的

耐药性［１８］，相比于以提取的ＤＮＡ直接作为反应模

板的荧光定量ＰＣＲ法，反转录ＰＣＲ花费时间长，检

测成本高。Ｐｅｕｃｈａｎｔ等
［９］用反转录ＰＣＲ对ｍＲＮＡ

进行定量检测，验证研究中目的基因是否转录，将

ＭＩＣ定义为能抑制基因转录的最低药物浓度ｑＰＣＲ

法能快速准确获取药敏结果，但需更多样本进行验

证；部分ＰＣＲ或以ＰＣＲ为基础的分子生物学方法

通过检测耐药基因反映细菌药敏有一定的局限性，

毕竟与细菌表型耐药有关又确定的基因有限，而细

菌对氟喹诺酮类、氨基糖苷类、大环内酯类等抗菌药

物的耐药又涉及成百上千的基因突变与多种耐药机

制的表达，难以通过简单的基因检测确定。
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３　基于微流控芯片的药敏检测新方法

微流控芯片将生化领域中的样品前处理、检测

等操作，经由微纳米通道集成到一块厘米级别的芯

片上应用于临床诊断，相对传统方法更快、更灵敏。

在药敏检测领域，利用微流控检测细菌耐药性主要

有单细胞检测，以及与药敏相关的生化物质检测。

见表２。

表２　基于微流控芯片的药敏检测方法

检测内容 检测方法 检测物质

单细胞检测 液滴微流控 细胞分裂

显微成像 单细胞分裂形态

微悬臂 细胞膜

物质检测 显色反应 活死细胞指示、ｐＨ指示

电化学 １６ＳｒＲＮＡ、代谢产物

质谱 抗性蛋白

３．１　基于药敏相关的生化物质检测药敏　耐药菌

与敏感菌在抗菌药物作用下会表现出不同的生化指

标，利用这些指标的不同可区分耐药菌与敏感菌。

Ｂｅｓａｎｔ等
［１９］利用活细胞和死细胞指示剂的氧化还

原反应检测细菌的代谢活动，并通过电化学信号读

取表征细菌的耐药情况，减少了预培养富集的环节，

１ｈ内即可获得耐药表型结果。Ｍａｃｈ等
［２０］将泌尿

道感染采集的尿样品直接与含抗菌药物培养基培养

２．５ｈ后，利用电化学定量检测细菌１６ＳｒＲＮＡ水平

可得到细菌耐药表型，从收集尿样本到获得检测结

果仅需３．５ｈ。Ｂｕｒｃｋｈａｒｄｔ等
［２１］直接利用 ＭＡＬＤＩ

ＴＯＦ鉴定菌种并检测 ＮＤＭ１、ＶＩＭ１、ＶＩＭ２、

ＫＰＣ２和不同种类的ＩＭＰ酶获得细菌对碳青霉烯

类药物的耐药情况，较之传统的利用光密度检测方

法，质谱检测更精准并快捷，在１～２．５ｈ内即可获

得检测结果。ＭＡＬＴＩＴＯＦ还不能检测所有与耐

药相关的蛋白，以上这些方法依赖复杂的仪器，芯片

的制作复杂，不利于推广。

３．２　微流控ｐＨ 感应器检测法　监测代谢产物可

应用于细菌的功能测定［２２２３］。在细菌培养过程中，

生长培养基由于葡萄糖或糖代谢产物有机酸的积累

变得酸化，监测培养基ｐＨ值的变化已成为细菌功

能分析常用方法之一。抗菌药物可抑制细菌的生

长，降低葡萄糖代谢率。检测固定在纳升孔道中快

速积累的细菌代谢产物，避免了耗时的预孵育，从而

减少检测时间。有效光学厚度［２４］作为光学信号，可

反映由ｐＨ值变化引起的壳聚糖水凝胶的溶胀，通

过监测ＥＯＴ增加率，确定抗菌药物对细菌的抑制

作用。

实验中，每２０ｍｉｎ检测了一次，监测时长约

３ｈ。依据抑制率定义抗菌活性，抑制率的公式：

Ｉ＝（△ＥＯＴｂｌａｎｋ△ＥＯＴａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ）／△ＥＯＴｂｌａｎｋ；公式中

△ＥＯＴｂｌａｎｋ和△ＥＯＴａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ分别代表在该时期无抗菌

药物样本和有抗菌药物样本ＥＯＴ的变化。

基于抑制率的 ＭＩＣ检测方法尚未确定，不同时

期检测的 ＭＩＣ值大不相同，检测ＭＩＣ值的最佳时间

仍在探索中，但最多需要２ｈ。反应中菌液最初浓度

与微量肉汤稀释法的最初浓度５×１０５ ＣＦＵ／ｍＬ

一致，而药物的浓度范围为包括由美国临床实验室

标准化协会（ＣＬＳＩ）指南推荐的用于临床分离菌中

检测 ＭＩＣ抗菌药物浓度内的连续５个２倍稀释梯

度浓度［２５］。

微流控ｐＨ感应器检测法获得 ＡＳＴ检测结果

所需时间短，能在细菌的代谢水平上检测细菌的药

敏值，培养时间不同，ＭＩＣ值明显不同，对 ＭＩＣ值

检测的最佳时间的确定将是该研究的另一探索。

３．３　微流控检测细胞膜机械压力　机械压力和酶

的联合作用破坏细菌的生物膜，药物能干扰敏感菌

修复生物膜系统，却不能干扰耐药菌，荧光标记的生

物膜以呈现的颜色不同被分为活细菌与死细菌，利

用该装置收集的不同荧光信号，以细菌死亡的速度

确定细菌的表型（易感与抗性），反映细菌的药敏，分

别用甲氧西林耐药、敏感的质控菌作为模型，建立检

测体系后，用１６株临床分离金黄色葡萄球菌进行

验证。

研究中每２ｍｉｎ检测一次，连续监测６０ｍｉｎ，该

监测提供了定量信息，不需 ＭＩＣ检测，即可提供一

个客观的药敏评价标准。由于药液菌液混合培养

６０ｍｉｎ为细菌死亡率最高的时期，该研究以此作为

ＡＳＴ检测的最佳时间点。经验性的以模型细菌死

亡率的０．５％、１％分别作为敏感与中介、中介与耐

药的分界点，以此建立敏感、中介、耐药的检测标准，

对细菌的耐药敏感与否进行定性分析。同时对苯唑

西林１０、５０ｍｇ／Ｌ检测浓度进行摸索，由于５０ｍｇ／Ｌ

的检测结果更接近以纸片扩散法作为对照方法的检

测结果，被选择作为细菌耐药性的检测浓度［２６］。该

方法从表型分析细菌耐药性，快速获得ＡＳＴ检测结

果。研究着重于机械力和酶的破坏力［２７２８］，经验性

建立的耐药、中介、敏感的分界标准，也需进一步验

证，且不能检测细菌对抑菌剂的药敏状况。
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３．４　单细胞检测药敏　单细胞检测可有效避免传

统方法中生长富集的过程。Ｌｉｕ等
［２９］将待检菌与含

有抗菌药物的培养基一起包裹在皮升级液滴中共培

养，利用耐药菌增殖改变光学性质，从而筛选出耐药

菌得到药敏结果，但该方法存在的问题是每次只能

进行一种条件的筛选。Ｃｈｏｉ等
［３０］在显微镜下追踪

单细菌在抗菌药物作用下发生的形态变化，通过研

究细菌的分裂行为，得到细菌的耐药表型，高分辨显

微识别分析图像需要相应的仪器支持，限制了其检

测通量。Ｂａｌｔｅｋｉｎ等采用微流控芯片捕获临床分离

样本中的细菌，用显微镜观察多个单细菌在不同浓

度下的生物反应状况，３０ｍｉｎ即可获得细菌对氨苄

西林、阿莫西林／克拉维酸、美西林、多利培南、环丙

沙星、左氧氟沙星、磷霉素、呋喃妥因、磺胺等临床治

疗泌尿系感染常用的９种药物的药敏结果
［３１］，但该

研究检测对象只有大肠埃希菌，并未涉及肠球菌属

细菌等其他种类细菌。Ｌｏｎｇｏ等
［３２］提出了一种基

于原子力显微镜的检测方法，在该方法中，悬臂可以

在细菌低浓度的情况下表征细菌的代谢活动，通过

检测细胞膜的变化，在十分钟内读取细菌对抗菌药

物的敏感性，该方法只能得到粗略的耐药结果，且所

需仪器操作要求高，不利于推广。

基于单细胞的药敏检测虽然缩短了单次检测时

间，但增加了检测总量，实际并没有提高检测效率。

４　其他快速药敏检测方法

４．１　Ｍｉｃｒｏｍａｘ试剂盒　原理：研究者利用 Ｍｉ

ｃｒｏｍａｘ试剂盒，检测细菌在含不同浓度药物的培养

基中生长时ＤＮＡ的状况，判断细菌对药物的敏感、

中介及耐药情况。依据美国临床实验室标准化协会

（ＣＬＳＩ）指南，Ｂｏｕ等
［３３］选择细菌敏感、中介、耐药等

４个药物折点浓度，将试验菌株分别与不同浓度的

药物在培养基中共同培养６０ｍｉｎ，并对试验细菌的

ＤＮＡ进行染色。细菌在ＣＬＳＩ定义为敏感浓度的

药物中孵育６０ｍｉｎ，ＤＮＡ出现扩散的现象，则该细

菌对该药物敏感；细菌在ＣＬＳＩ定义为中介浓度的

药物中孵育６０ｍｉｎ，ＤＮＡ才出现扩散的现象，则该

细菌对该药物为中介；细菌在ＣＬＳＩ定义为耐药浓

度的药物中保持完整或者在比耐药浓度更高浓度的

药物中孵育６０ｍｉｎ后ＤＮＡ才出现扩散的现象，则

该细菌对该药物耐药。

Ｂｏｕ等先用该方法分别检测标准菌株对美罗培

南、环丙沙星的药敏情况，再用３２２株临床分离菌株

进一步验证，以微量肉汤稀释法和Ｅｔｅｓｔ法的检测

结果作为对照，新方法６０ｍｉｎ即可获得与对照方法

完全一致的检测结果。虽然在检测过程中，检测背

景里会出现多余的ＤＮＡ片段，但由于检测背景可

变，这些片段的量较少，而且只是在与抗菌药物共同

孵育前的培养基中出现，并不会影响检测结果的

判断［３３］。

该方法准确快速获取定性药敏检测结果，未涉

及细菌对抑菌剂的药敏检测，但还需要更多种类的

抗菌药物和更多种类的细菌进一步验证。

４．２　ＳＥＲＳＡＳＴ 法　该技术监测细菌的活性，赋

予其光谱特异性。当细菌与不同浓度药物混合后，

由细菌表面特异性标志物减少引起的拉曼散射

（ｓｕｒｆａｃｅｅｎｈａｎｃｅｄＲａｍａｎｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｉｃ，ＳＥＲＳ）光

谱强度２ｈ内下降，依据下降的比例反映细菌的

ＡＳＴ结果。

研究者分别在细菌与药物混合后培养的０、１、

２、４、６ｈ进行检测，并监测细菌的生长，取２ｈ作为

检测 ＭＩＣ值的最佳检测时间，革兰阳性菌：ｒ７３０＜

０．５；革兰阴性菌：ｒ６５４＜０．５或ｒ７２４＜０．５（ｒ７３０／

ｒ６５４／ｒ７２４为分别在７３０／ｃｍ、６５４／ｃｍ、７２４／ｃｍ处拉

曼散射峰的信号率），作为判断抗菌药物发挥活性的

标准。ＭＩＣ值检测时间点定为混合培养后２ｈ，这

是综合药物治疗效果之后的经验性选择。药物浓度

设置为包含标准浓度在内的由低至高的４个浓度，

并探索性的设置最初检测细菌浓度为１×１０６、

１×１０７、１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ三个等次，最终选择与微

量肉汤稀释法药敏结果最接近的１×１０６ＣＦＵ／ｍＬ

作为检测细菌的最初浓度［２９］。

ＳＥＲＳＡＳＴ法所得ＡＳＴ检测结果与微量肉汤

稀释法结果基本一致，传统方法需过夜培养，而该方

法只需菌液与药物共同培养２ｈ。研究者经验性的

选择革兰阳性菌ｒ７３０＜０．５，革兰阴性菌ｒ６５４＜

０．５或者ｒ７２４＜０．５作为有抗菌活性的评判标准，

仍需进一步验证；值得一提的是该仪器的最低检测

限度为１×１０５ＣＦＵ／ｍＬ，在一定程度上限制了ＭＩＣ

值的检测；ＳＥＲＳＡＳＴ 法检测成本亦不容忽视；另

外，其只检测了细菌对苯唑西林与亚胺培南的药敏，

对于抑菌剂等其他种类的药物需要更多验证。

５　总结

多种检测技术的兴起为临床提供快速的 ＡＳＴ

检测结果，ｑＰＣＲ法３ｈ即可获得结果
［１７］，敏感度
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高，污染低，操作容易且结果准确［３４］，其他方法检测

时间更短［２６，２９，３３］，能够获得传统药敏检测方法难以

得到的药敏值，特别适用于传统培养皿中不能生长

或生长缓慢的病原微生物［１６］，为治疗效果提供重要

信息［８］，使患者从昂贵的广谱抗菌药物转向更精准

实惠的药物治疗，有利于减少耐药细菌的产生。

ｍＲＮＡ水平的基因表达分析结果仅能提示蛋

白水平或功能学的改变，而非确证［３５］。目前，仅有

限的证据说明突变类型和抗菌药物耐药性水平有

关，但不可能十分准确地从分子水平预测其耐药水

平［３６］。而ＳＥＲＳＡＳＴ法通过监测细菌表面特异性

标志物的光谱强度在不同药物浓度中下降的比例，

反映细菌的ＡＳＴ结果；微流控ｐＨ感应器检测法通

过监测细菌在不同浓度药物中代谢产物引起培养基

ｐＨ值的变化，获得 ＡＳＴ结果；微流控平台检测法

利用耐药或者敏感细菌能否在药物干扰下修复生物

膜系统，反映细菌的耐药与否。

依据细菌谱进行传统法培养对监测细菌生长意

义重大，研究者在实验设计中应根据自己的研究目

的选择最适宜的检测方法［７］。Ｌｅｈｏｕｒｓ等
［３７］建议，

实验者在标准微生物培养失败后，方考虑分子生物

学方法。

庆大霉素处于高浓度方有抑菌作用［３８］，药物处

理至少３２ｈ后才有对抗胞内生长菌作用
［１７］，处理

５ｄ后才完全发挥作用
［３９］。由此看来，检测慢性细

胞膜渗透药物对微生物的药敏时，分子生物学检测

技术尚待考虑。

上述研究均有不足，大多强调需要更大样本量

的验证，并未提及检测成本［２９，４０４１］。ＡＳＴ检测新技

术仍在发展中，并未取代传统方法［２９］，检测成本是

ｑＰＣＲ检测技术广泛应用于临床细菌 ＡＳＴ检测的

主要障碍［１６］。
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