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Ｍｅｄ Ｊ ＰＵＭＣＨ， ２０２１，１２（４）：４２７－４３２

　 　 感染性疾病尤其是血流感染， 起病急、 进展

快， 延迟治疗、 疗程不足或不当的抗感染治疗常与

患者不良预后密切相关［１］ 。 尽管在感染 ２４ ｈ 内采用

经验性治疗可改善患者预后， 但普遍、 大量使用抗

菌药物已导致耐药菌激增， 甚至暴发。 早期精准识

别病原体， 对患者预后及抑制病原体耐药至关重

要［２］ 。 病原体鉴定和体外药物敏感性检测是临床微

生物实验室最重要的职能， 但常规检测方法耗时均

较长， 快速检测新技术已成为检验与临床关注的焦

点。 本文围绕病原微生物快速鉴定及药物敏感性检

测的最新技术展开讨论， 以期为临床微生物实验室

未来发展提供参考。

１　 新型快速鉴定或直接样本检测技术

微生物鉴定是病原诊断的基础， 尽早获得病原体

的种或属， 可为临床感染性疾病早期有针对性地采用

恰当治疗方案提供重要依据。 传统方法为分离培养和

镜检， 对检验人员的经验性技能要求高， 且报告时间

长。 随着生物技术的发展， 新型快速鉴定技术不断

涌现。
１􀆰 １　 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术

基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱 （ｍａｔｒｉｘ⁃
ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎ ／ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ） 利用激光照射蛋白和

基质的共结晶体使细菌等病原体核糖体蛋白离子化，
在电场中按离子质荷比分离后可获得该病原的蛋白图

谱， 将其与参考图谱比对进行鉴定。 目前该技术对分

纯后单菌落的鉴定已非常成熟， 对常见病原细菌或酵

母菌的鉴定准确率高达 ９５％， 但对苛养、 厌氧菌等

难培养菌的鉴定准确率稍低 （７５％ ～ ９０％）， 尤其对

非脆弱类杆菌的鉴定误差较大［３⁃４］ 。 丝状真菌由于细

胞壁复杂且现有数据库菌种涵盖范围有限， 采用

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 鉴定效果较差。 研究表明， ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ 对曲霉种水平的鉴定准确率可达 ９５％， 而对

非曲霉丝状真菌的鉴定准确率仅为 ５７􀆰 ７％ ［５⁃６］ 。 此

外， ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 对临床罕见病原的鉴定效果较

好， 联合 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序补充鉴定， 细菌鉴定准确率

可达 ９５􀆰 ４％ ［７］ ； 联合核糖体 ＤＮＡ 测序， 酵母菌鉴定

准确 率 高 达 ９９％ ［８］ 。 直 接 样 本 鉴 定 方 面， 目 前

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 对血培养阳性样本的直接鉴定较为成

熟， 革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌属水平鉴定准确率

分别为 ８０􀆰 ５％和 ９０􀆰 ２％， 种水平为 ６０􀆰 ５％和 ７２􀆰 ３％，
可显著提高菌血症患者 ２４ ｈ 内接受最佳抗菌药物的

治疗率［９］ ； 值得注意的是， 低载菌量的脑脊液、 尿

液和胸腹腔积液需先短期培养或富集， 再行 ＭＡＬＤＩ⁃
ＴＯＦ ＭＳ 快速鉴定［１０］ 。

当然， ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 目前仍存在诸如对于混合

菌的鉴定准确率不高、 近亲缘关系菌种分辨率不高、
直接鉴定所需菌量较高等问题， 未来随着菌种图谱的

积累和样本前处理的优化， 其有望逐步取代传统的生

化编码鉴定方法。
１􀆰 ２　 光谱技术

光谱技术基于微生物的光谱特征， 可明确其结

构和组成。 与传统微生物技术相比， 光谱技术具有

高特异度、 高分辨率、 对微生物无损伤且操作简便

等独特优势。 目前应用于临床微生物领域的光谱技

术主要有拉曼光谱、 近红外光谱、 高光谱图像和激

光诱导击穿光谱， 具体原理及应用见表 １。
１􀆰 ３　 电化学生物传感器

电化学生物传感器由识别元件、 病原体核酸靶

标、 次级识别元件构成， 通过标记信号分子如荧光基

团产生电信号以鉴定微生物， 且信号强弱与病原体含

量呈正比。 与传统 ＰＣＲ 核酸检测方法相比， 该技术

具有便携性、 快速性、 简便性和低成本的优势， 可直

接应用于样本， 无需复杂的样本前处理， 对环境要求

不高， 普通实验室环境即可操作。 该技术可直接鉴定

原始样本中的病原体， 使细菌鉴定时间缩短至 １ ｈ
内； 且可在 ３􀆰 ５ ｈ 内获得多种抗菌药物的药物敏感性

检测结果， 既保留了表型分析的真实性， 又兼具分子

检测的敏感性和特异性［２０⁃２１］ 。 目前该技术已应用于

尿路感染的病原学诊断， 实现了电化学与微流控技术

的集成， 适用于多种病原体快速菌种鉴定联合药物敏

感性检测等临床需求［２２］ 。 未来研究重点应是突破批

量样本检测的瓶颈， 达到自动化上样分析， 并将药物

敏感性检测与结果分析整合， 实现 “单芯片实验室”
运行模式。
１􀆰 ４　 综合性分子诊断平台

综合性分子诊断平台是以 ＰＣＲ 技术为基础， 样

本处理、 核酸检测及分析一体化的 “样本进、 结果
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表 １　 不同光谱技术原理及其在临床微生物检测领域的应用

名称 原理 用途 现状或应用前景 主要优缺点

拉曼光谱 （１） 对散射光谱进行分析， 得到生

物大分子结构特征振动信息图

谱； 记录大分子结构组成变

化， 结合多元统计分析区分不

同种属的细菌

分类鉴定 鉴定系统仍然处于开发阶段， 亟需搭

建光谱数据库

可在十几秒内完成对葡萄球菌、 单核

细胞 增 生 性 李 斯 特 菌 快 速 区 分 检

测［１１］ ； ４０ ｍｉｎ内完成血清样本中念珠

菌种水平上的鉴定［１２］ ； 结合化学计

量学方法实现链球菌快速区分［１３］ 等

优点： 不受水分子干扰， 非常适合生

物医学体系； 不依赖增殖培养， 实现

准确、 高通量、 对微生物无损伤、 超

快检［１４］ ； 实时动态监测生物大分子含

量， 获得丰富的生物信息

缺点： 易受荧光信号干扰， 重现性不

佳， 信号弱， 设备价格高昂

（２） 结合重水同位素标记检测细胞

代谢活性［１５］ ； 检测细胞运动，
以判断细菌活力

耐药性检测 用于发现潜在耐药性； 监测医院内病

原菌的流行病学； 区分抗菌药物处理

和未经处理的细菌， 并在 ３􀆰 ５ ｈ 内精

确识别肠球菌中耐万古霉素菌株［１６］

（３） 结合其他单细胞分离技术分离

菌株， 如光镊技术

菌株分离 对于混合菌群、 苛养菌、 异质性细菌

研究具有深远意义

微流控芯片结合光镊技术可分离出单

细胞大肠埃希菌［１６］

近红外光谱 借助红外光和生物大分子化学键作

用所产生的合频及振动倍频， 获得

微生物含氢基团的特征信息

快速鉴定 尚未用于临床， 近红外光穿透性高，
在深 层 组 织 分 析 应 用 方 面 极 具

前景［１７］

优点： 抗荧光干扰力强， 可定性和定

量分析

缺点： 灵敏度稍低， 建模难度大， 易

受水分子干扰

高光谱图像 遥感技术， 精确识别化学组分的微

小变化 （光谱信息）， 反映微生物

外部多层次的变化 （图像信息） ［１８］

快速鉴定 一种新型的、 非接触式的光学诊断技

术， 为临床提供有效的辅助诊断手段，
具有巨大的发展潜力

优点： 可将影像与光谱信息密切结合，
解决光谱无法成像的瓶颈

缺点： 空间分辨率、 信噪比稍差

激光诱导击穿

光谱

利用激光照射微生物表面产生等离

子体， 探测等离子体中的原子和离

子谱线

快速鉴定 处于研究起步阶段

真菌方面研究及深度远不及细菌

采用纳米颗粒与横向流带结合构成新的

传感平台激光诱导击穿光谱横向流带，
在 １０ ｍｉｎ 内可对金黄色葡萄球菌进行

检测， 检出下限达 １􀆰 ６ ＣＦＵ ／ ｍＬ［１９］

优点： 实时在线、 非接触、 多种元素

同时探测

缺点： 在检测灵敏度、 消除基质效应

及便携等方面存在挑战

出” 高度自动化病原诊断平台， 如 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ 和 Ｆｉｌｍ⁃
Ａｒｒａｙ 等已成熟应用于临床微生物实验室。 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ
是直接针对样本中的某种病原体的快速鉴定及耐药性

检测平台， 以实时定量荧光 ＰＣＲ 作为检测技术， 采

用模块化配置， 使用灵活。 目前主要用于金黄色葡萄

球菌、 产毒型肺炎克雷伯菌、 结核分枝杆菌、 新型冠

状病毒和流感病毒等的筛查鉴定， 以及甲氧西林、 碳

青霉烯类和利福平耐药菌等的检测［２３⁃２７］ 。 ＦｉｌｍＡｒｒａｙ
采用巢氏多重 ＰＣＲ 技术， 从疾病角度设计检测病原

组， 可实现对导致相似临床症状的多种致病菌的同

步靶向检测； 根据感染源可分为针对上呼吸道、 血

流、 胃肠道和脑脊液标本的多种试剂盒［２８］ 。 综合

性分子诊断平台基本可实现 １ ｈ 报告结果， 特异度

及灵敏度高， 操作简单安全， 所有提取、 扩增和检

测步骤均在芯片的不同通道中完成， 最大程度减少

了污染的发生， 同时保证操作人员的安全性。 随着

整体成本下调， 其在临床常规工作中必将获得广泛

应用。
１􀆰 ５　 宏基因组测序

宏基因组测序 （ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｍＮＧＳ）
无须培养， 直接抽提感染标本中病原体核酸进行高通

量测序， 通过基因组比对分析， 确定标本中微生物的

种属和定量。 ｍＮＧＳ 可全面覆盖上万种微生物， 无偏

向性快速鉴定细菌、 真菌和病毒等多种病原微生

物［２９⁃３０］ 。 此外， ｍＮＧＳ 在罕见病原体诊断和新发未知

病原体检测、 溯源与变异监控方面也发挥重要作用，
如曼氏裂头蚴、 新型冠状病毒的发现［３１⁃３２］ 。 ｍＮＧＳ 亦

对耐药及毒力基因分析进行了探索， 但受技术本身影

响 （测序深度不够）， 可能会漏检临床标本中低浓度

微生物， 故目前对耐药及毒力基因分析仍较难实现。
未来可优化方法去除人源宿主核酸以提升微生物基因

组比例， 或靶向捕获富集。
２０２１ 年， 国家卫生健康委员会临床检测中心启动

了下呼吸道宏基因组学检测室间质评研究， ｍＮＧＳ
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正在走向规范化与全流程自动化。 此外， 未来将通

过 ｍＮＧＳ 与宏转录组学、 随机测序与靶向测序技术

联用， 实现病原体鉴定分型与相对定量、 耐药基因

与毒力因子分析以及宿主转录组学与免疫应答分

析， 从病原、 药物和宿主 ３ 个维度进行病原检测与

感染诊断［３３］ 。

２　 新型快速药物敏感性检测技术

微生物具有高度异质性， 同时生态环境压力、
药物选择压力和宿主免疫压力加速了菌株变异， 目

前耐药性发展的速度已远超新药研制速度［３４］ 。 而

常规检测方法， 如纸片扩散法、 浓度梯度稀释法和

肉汤稀释法， 耗时均较长 （至少 １８ ｈ）， 亟需快速

药物敏感性检测技术， 以减少抗菌药物经验性治疗

期， 遏制耐药发生。 目前已有的快速药物敏感性检

测技术依据检测原理可分为以表型为基础和以基因

型为基础两类。
２􀆰 １　 新型表型药物敏感性检测技术

由于微生物表型变化迅速， 新型表型药物敏感

性检测技术侧重以检测抗菌药物作用下病原菌生长

阻滞情况作为指标， 以判断耐药性或检测药物敏感

性［３５］ 。 主要检测指标包括： （１） 药物孵育后细胞

定量， 可通过电阻抗细胞计数法、 电化学传感器核

酸定量检测法［２１］进行。 （２） 通过相差 ／ 荧光显微镜

观察生长情况， 可通过微生物表面荧光标记———９６
孔板读孔装置检测， 实现 ５ ｈ 获得药物敏感性检测

结果［３６］ 。 （３） 检测病原体死亡比例， 可通过特异

性染色后流式分析计数。 （４） 检测代谢产物活性或

底物表征生长状况， 例如 ｐＨ 显色传感器可检测葡

萄糖代谢产酸， 实现 ２ ｈ 内检测肠杆菌对多黏菌素

的耐药性［３７］ ； 重水同位素标记⁃拉曼光谱系统， 可

检测细胞脂质合成过程中氘峰替换率， 反映代谢

活性［１５］ 。
该类方法可直接观察细菌在体外对抗菌药物的

敏感和耐受情况， 是在传统药物敏感性检测基础上

充分开发的结果。 在基因型药物敏感性检测技术未

完善和明确定论前， 这种 “中间技术” 的可行性较

大， 临床实施时间更早， 但与基因型检测技术相

比， 检测速度受限。 限制该类方法应用的主要问题

为检测所需样本菌量较高， 降低接种量或从低菌量

样本中纯化的技术仍是药物敏感性检测技术发展中

的巨大挑战。

２􀆰 ２　 新型基因型药物敏感性检测技术

新型基因型药物敏感性检测技术是直接从临床样

本中检测与耐药性相关的基因表达量或突变情况， 其

对生长缓慢 （如真菌） 或难培养的病原体具有重要

价值。 目前新型基因型药物敏感性检测技术仍以

ＰＣＲ 或核酸探针矩阵为基础， 对反应体系和条件进

行优化， 以提高检测速率和通量， 如错配扩增突变分

析 ＰＣＲ、 高分辨率溶解度实验等［３４］ 。 该类方法检测

时间短， 可定量分析， 并可明确耐药机制， 但仍存在

诸如由于遗传异质性大、 耐药机制复杂多样导致的临

床工作庞杂等普遍性问题。 此外， 新型基因型药物敏

感性检测技术尚不能用于临床迫切需求的新型耐药菌

检测。 目前， 新型基因型药物敏感性检测技术尚未在

临床实践中普及应用， 该技术仍需进一步临床观察及

标准化。

３　 小结与展望

随着医疗环境的改善和生物技术的飞速发展， 快

速精准诊疗已成为临床关注的重点。 实际临床应用

中， 新型微生物快速检测技术需在保证灵敏度和特异

度的情况下最大程度缩短周转时间， 同时具备低成

本、 操作简单和高通量等特点。 未来需从以下 ３ 个方

面实现突破： （ １） 突破检测上样菌量局限， 扩大

“直接从样本中进行检测” 的适用样本范围， 并提高

检测准确率， 节约分离培养的时间； （２） 联合表型

和基因型药物敏感性检测技术， 实现无偏倚检测， 在

快速测定最小抑菌浓度药物敏感性检测值的同时， 明

确其耐药机制， 为今后靶向药物开发与研究提供临床

信息基础； （３） 实现同一仪器、 一步加样即可完成

鉴定及耐药性检测。 目前众多新型微生物检测技术仍

处于火热的研发和评估阶段， 仅 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术

成熟稳定。 因此， 投入较少的时间对现有技术进行快

速科研优化与应用改进， 使之尽早获得临床认可是首

要任务， 以便具有优异性能特征的新技术能够快速

上市。
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