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　 　 【摘要】 抗菌药物敏感试验 （ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ， ＡＳＴ） 可指导临床合理选择抗菌药物， 使患者获得良

好预后， 并减少耐药菌株产生。 然而， 传统 ＡＳＴ 费时费力， 导致临床医生获取药敏结果不及时， 仅凭借菌种和流行病学

数据等经验用药， 这可能是耐药菌株数量不断增加的原因之一。 近年来， 研究者致力于研发快速简便的 ＡＳＴ 检测手段，
并取得相关研究进展。 本文就基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱、 微流控芯片系统、 分子生物学技术、 免疫学检测、
流式细胞术等新型 ＡＳＴ 技术展开综述， 以期为提高临床微生物实验室 ＡＳＴ 检测效率提供借鉴。
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１１３８　 　 Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０２４

　 　 抗菌药物耐药 （ ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＡＭＲ）
增加成为人类健康的主要威胁之一， 至 ２０５０ 年可能

造成全球超 １０００ 万人死亡和 １００ 万亿美元医疗相关

经济损失［１］ 。 病原菌耐药性增长的同时也影响食品

安全、 环境及全球发展， 是目前全球高度关注的问

题［２］ 。 控制 ＡＭＲ 需通过准确的抗菌药物敏感试验

（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ， ＡＳＴ） 检测病原菌

对于某种药物的最小抑菌浓度 （ ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＩＣ） 或抑菌圈直径， 从而基于折点判

断敏感性或耐药性， 指导临床合理选择抗菌药物， 使

患者获得良好预后。
目前， 传统 ＡＳＴ 如微量肉汤稀释法或纸片扩散

法费时费力， 但仍为金标准。 临床微生物实验室通

常需待病原菌在平板上生长后才能进行鉴定和药敏

试验， 导致临床医生获得药敏试验结果不及时， 仅

凭借菌种和流行病学数据等经验用药， 这可能是耐

药菌株数量增加而导致 ＡＭＲ 发展的原因之一。 因

此， 亟需研发快速便捷的 ＡＳＴ 方法使临床医生更早

获取药敏结果， 减少耐药发生。 本文就基质辅助激

光解吸电离飞行时间质谱 （ｍａｔｒｉｘ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ ｌａｓｅｒ ｄｅ⁃
ｓｏｒｐｔｉｏｎ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ⁃ｔｉｍｅ ｏｆ ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ，
ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ） 技术、 微流控芯片系统、 分子生物

学技术、 免疫学检测、 流式细胞术等新型 ＡＳＴ 技术

展开综述， 以期为提高临床微生物实验室 ＡＳＴ 检测

效率提供借鉴。

１　 基于 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术的 ＡＳＴ 检测

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术应用于细菌、 真菌的鉴定已

逾 １０ 年， 可将菌种鉴定所需时长从 １ ～ ３ ｄ 缩短至几

分钟以内。 由于该方法简便快速， 近年来研究者尝试

将其应用于不同菌种的敏感性检测中。
１􀆰 １　 产碳青霉烯酶肺炎克雷伯菌直接检测

有研究采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术针对 ３８ 株携带

ｐＫｐＱＩＬ 质粒 ［含编码肺炎克雷伯菌碳青霉烯酶

（ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓ， ＫＰＣ ） 的

ｂｌａＫＰＣ基因］ 的肺炎克雷伯菌分离株进行检测， 比较

ｂｌａＫＰＣ阳性菌株 （１９ 株） 和 ｂｌａＫＰＣ 阴性菌株 （１９ 株）
谱图， 发现仅 ｂｌａＫＰＣ 阳性菌株具有１１􀆰 １０９ ｍ ／ ｚ特 征

峰［３］ 。 Ｇａｉｂａｎｉ 等［４］应用 ３４ 株 ＫＰＣ 菌株进行验证，
其中３０ 株 （８８􀆰 ２％） 具有 １１􀆰 １０９ ｍ ／ ｚ 特征峰， 均

为 Ｔｎ４４０１ａ 亚型， 而另外 ４ 株为 Ｔｎ４４０１ 的其他亚

型， 与 １１􀆰 １０９ ｍ ／ ｚ 特征峰无关。 此外， 有研究针对

１４０ 株特征明确的肺炎克雷伯菌进行该特征峰检测

发现， 总体准确率为 ９８％， 阳性和阴性预测值分别

为 ９８％、 ９７％ ［５］ 。
１􀆰 ２　 通过抗菌药物的变化间接检测碳青霉烯耐药性

Ｂｕｒｃｋｈａｒｄｔ 等［６］ 针对 ４７ 株携带不同产碳青霉烯

酶肠杆菌 （ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅ ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ，
ＣＰＥ） （ＫＰＣ 型、 ＮＤＭ 型、 ＩＭＰ 型、 ＶＩＭ 型） 和厄他

培南耐药 （ＭＩＣ≥４ ｍｇ ／ Ｌ） 菌株以及 ３０ 株携带其他

耐药机制 （ＥＳＢＬ 型、 Ｋ１ 型） 但对碳青霉烯类不耐

药的菌株， 通过读取 ４７６ ｍ ／ ｚ、 ４９８ ｍ ／ ｚ、 ５２１ ｍ ／ ｚ 的

厄他培南特征峰是否完全消失 （图 １）， 可 １００％区分

碳青霉烯酶产生和不产生的菌株。 Ｈｒａｂáｋ 等［７］ 研究

发现， 美罗培南具有 ３ 个特征峰： ３８３ ｍ ／ ｚ （不含钠

美罗培南）、 ４０５ ｍ ／ ｚ 和 ４２７ ｍ ／ ｚ （钠盐）， 将细菌和

美罗培南共同孵育 ３ ｈ 后发现， ３８３ ｍ ／ ｚ 和 ４０５ ｍ ／ ｚ
中至少１ 个特征峰消失。 有研究分别采用亚胺培南

（ｉｍｉｐｅｎｅｍ， ＩＰＭ） 和美罗培南进行检测， 发现 ＩＰＭ
检测铜绿假单胞菌碳青霉烯酶的灵敏度 （９７％） 和

特异度 （１００％） 更高， 而美罗培南检测肠杆菌碳青

霉烯酶 的 灵 敏 度 （ ９９％） 和 特 异 度 （ １００％） 更

高［８］ 。 Ｏｈｏ 等［９］ 基于 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 建立了一种快

速检测碳青霉烯酶的方法， 对 １３４ 株产碳青霉烯酶菌

株 （ＩＭＰ 型、 ＮＤＭ 型、 ＶＩＭ 型、 ＫＰＣ 型、 ＯＸＡ⁃４８ 型

和 ＧＥＳ 型） 和 １０７ 株不产碳青霉烯酶菌株进行检测，
将 ＩＰＭ 纸片和待测菌株混合， 即刻和 ２ ｈ 后分别进行

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 检测， 基于在 ４８９􀆰 ４５ ｍ ／ ｚ （±５００ ｐｐｍ）
附近是否存在 ＩＰＭ 特异性波峰， 检测碳青霉烯酶的

灵敏度和特异度分别为 ９４􀆰 ８％和 ９１􀆰 ６％。 由于金属

β⁃内酰胺酶的活性位点需要锌， 该研究将假阴性菌株

在硫酸锌溶液中培养并再次检测， 其中 ＩＭＰ 型和

ＶＩＭ 型呈碳青霉烯酶阳性， 总体检测灵敏度提高

至 ９９􀆰 ３％。
１􀆰 ３　 检测耐甲氧西林金黄色葡萄球菌

Ｊｏｓｔｅｎ 等［１０］研究发现， 耐甲氧西林金黄色葡萄球

菌 （ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， ＭＲＳＡ）
菌株在 ２４１５ ｍ ／ ｚ 处存在特殊峰且与肽⁃苯酚可溶性

调节 蛋 白 （ ｐｈｅｎｏｌ⁃ｓｏｌｕｂｌｅ ｍｏｄｕｌｉｎ⁃ｍｅｃ， ＰＳＭ⁃ｍｅｃ）
相关， ＰＳＭ⁃ｍｅｃ 由 ＳＣＣ⁃ｍｅｃ 基因盒编码且其表达与

金黄 色 葡 萄 球 菌 的 甲 氧 西 林 耐 药 表 型 相 关。
Ｂｕｒｃｋｈａｒｄｔ 等［１１］采用原型软件自动检测识别金黄色

葡萄球菌谱图中 ２４１１ ～ ２４１５ ｍ ／ ｚ 峰值， 发现 ４９ 株

（２３􀆰 ２％， ４９ ／ ２１１） ＭＲＳＡ 菌株具有 ２４１１ ～ ２４１５ ｍ ／ ｚ
特征峰， １０９３ 株对甲氧西林敏感的金黄色葡萄球菌

（ｍｅｔｈｉ⁃ｃｉｌｌｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ， ＭＳＳＡ ）
菌株在 ２４１１ ～ ２４１５ ｍ ／ ｚ 处无特征峰， 明确该特征峰
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对 ＭＲＳＡ 具有特 异 性 （ 图 ２）。 目 前， 已 有 通 过

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术检测与 ＳＣＣ⁃ｍｅｃ 基因盒Ⅱ、 Ⅲ
和Ⅷ型中 ｃｌａｓｓ Ａ ｍｅｃ 基因关联的 ＰＭＳ⁃ｍｅｃ 进一步检

测 ＭＲＳＡ 的商品试剂盒。 但一项多中心研究显示，
该方法的重复性较差， 在携带 ｐｓｍＭＥＣ和 ｐｓｍδ 基因分

别编码 ＰＭＳ⁃ｍｅｃ 和δ⁃毒素 （ＰＳＭ 肽家族成员） 的菌

株中进行检测， 该方法的灵敏度为 ５０％ ～ ９０％， 未

发现假阳性结果， 极重大误差为 ３０％， 实验室间重

复性差异为 ０ ～ １００％ ［１２］ 。 因此， 该方法并不适用于

常规实验室检测。

图 １　 携带 ＮＤＭ⁃１ 的肺炎克雷伯菌、 携带 ＩＭＰ⁃１ 的铜绿假单胞菌与厄他培南共孵育 ６０ ｍｉｎ 后， 厄他培南特征峰消失

Ｆｉｇ． １　 Ａｆｔｅｒ ６０ ｍｉｎｕｔｅｓ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ｃａｒｒｙｉｎｇ ＮＤＭ⁃１ ａｎｄ Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ ｃａｒｒｙｉｎｇ ＩＭＰ⁃１， ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒ⁃
ｉｓｔｉｃ ｐｅａｋ ｏｆ ｅｒｔａｐｅｎｅｍ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ

图 ２　 ＡＴＣＣ３３５９１ ＭＲＳＡ 的 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 谱图显示在 ２４１１～２４１５ ｍ ／ ｚ 检测到 ＰＳＭ⁃ｍｅｃ 相关特征峰

Ｆｉｇ． ２　 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ ｏｆ ＡＴＣＣ３３５９１ ＭＲＳＡ ｓｈｏｗｓ ｔｈｅ ＰＳＭ⁃ｍｅｃ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｅａｋ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２４１１－２４１５ ｍ ／ ｚ



协 和 医 学 杂 志

１１４０　 　 Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ， ２０２４

１􀆰 ４　 检测耐万古霉素肠球菌

Ｇｒｉｆｆｉｎ 等［１３］ 对 ２００９ 年 １ 月—２０１０ 年 ６ 月收集的

６７ 株连续分离的耐万古霉素肠球菌 （ ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ⁃
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ， ＶＲＥ） （ｖａｎＢ 基因阳性） 采用

ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 进行检测， 将 ５ 个特征峰 （２２１１ ｍ ／ ｚ、
７１７ ｍ ／ ｚ、 ５０９５ ｍ ／ ｚ、 ５９４６ ｍ ／ ｚ、 ８３２８ ｍ ／ ｚ） 作为 ｖａｎＢ
阳性和阴性菌株的参考谱图添加至数据库中， 并在

２０１２ 年 １—２月收集的临床分离株中进行验证， 正确识

别率 ９７􀆰 ５％， 错误识别率 ２􀆰 ５％， 假阳性 １􀆰 １％， 假阴

性 １􀆰 ４％。 Ｃａｎｄｅｌａ 等［１４］对 １７８ 株粪肠球菌独特临床分

离株的ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 谱图进行研究， 发现应用 ＳＶＭ、
ＲＦ 和 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型区分万古霉素敏感肠球菌 （ｖａｎｃｏ⁃
ｍｙｃｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ， ＶＳＥ） 与 ＶＲＥ 的分辨率分

别为 ８０􀆰 ９％、 ７９􀆰 ２％和 ７７􀆰 ５％， 提示ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 峰

图分析可作为一种快速有效的 ＶＲＥ 筛查工具， 但未来

仍需进一步改进以提高准确性。
１􀆰 ５　 直接靶板微滴生长测定法检测抗菌药物敏感性

Ｉｄｅｌｅｖｉｃｈ 等［１５］ 开发了基于 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术

的直接靶板微滴生长测定法， 可在数小时内完成抗菌

药物耐药性检测， 该方法将微生物培养在有 ／ 无美罗

培南的营养肉汤中并以微滴形式直接在靶板上孵育，
随后使微滴与吸收性材料接触， 将肉汤与微生物细胞

分离， 在抗菌药物存在时采用 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 技术检

测微生物的生长情况。 该团队评估了 ２４ 株肺炎克雷

伯菌和２４ 株铜绿假单胞菌分离株对美罗培南的耐药

性， 分为 ２ μＬ、 ４ μＬ、 ６ μＬ、 ８ μＬ 和 １０ μＬ 微滴组

进行检测， 发现 ６ μＬ 微滴组获得最佳性能， 所有分

离株在培养 １８ ｈ 后被正确区分为敏感株与非敏感株。
对于肺炎克雷伯菌和铜绿假单胞菌均采用 ６ μＬ 微滴

体积进行检测， 前者在孵育 ４ ｈ 后， 有效检测率、 灵

敏度和特异度均达 １００％， 而后者在孵育 ５ ｈ 后有效

检测率为 ８３􀆰 ３％， 灵敏度和特异度均为 １００％。
Ｂａｒｔｈ 等［１６］对上述方法进一步改进， 开发了从固

体琼脂上生长的菌落或直接从阳性血培养瓶的培养物

中快速评估多粘菌素敏感性的 ＤＯＴ⁃ＭＧＡ 法， 并对从

巴西南部三级医院患者中分离出的耐碳青霉烯类肠杆

菌和非发酵革兰阴性杆菌菌株进行测试， 显示 ２ 种方

法所得药敏结果与微量肉汤稀释法的分类一致性分别

为 ９５％和 １００％。
１􀆰 ６　 基于靶板微滴培养氘标记法区分耐药菌株和易

感菌株

Ｌａｒｓｏｎ 等［１７］利用氘标记膜脂追踪细菌生长情况，
当 ２ 株大肠埃希菌菌株在氧化氘存在下生长时， 可在

３０ ｍｉｎ～２ ｈ 内检测出氘标记 （图 ３）。 标记效率能够

提示细菌生长速率， 由于耐药菌株在未处理和处理的

培养物中均保持≤５０％的标记效率， 而易感菌株在未

处理和处理的培养物中标记效率分别为 ５０％和 １０％，
因此， 可通过标记效率区分耐药菌株和易感菌株。 该

方法可用于测量靶板微滴培养物中菌株 ＭＩＣ， 首个氘

丰度显著下降的抗菌药物浓度与微量肉汤稀释法获得

的 ＭＩＣ 相关性很高。

２　 基于微流控芯片技术的 ＡＳＴ 检测

微流控芯片技术是将生物、 化学、 医学分析过程

中的样品制备、 反应、 分离、 检测等基本操作单元集

成到一块微米尺度的芯片上， 再基于电学、 磁学和光

学技术将芯片结合到微流体设备中， 从而实现快速识

别和检测， 因此可提高实验效率， 最大限度减少人工

操作， 降低错误率。 其优势主要包括： （１） 提供动

态和细菌单细胞水平分析， 集成实时监测技术 （如
荧光或光学传感器）， 实时监测微生物生长情况或细

胞代谢产物释放， 及时提供数据反馈， 有助于了解药

物效果； （２） 能够有效处理极小体积的样本和试剂，
降低实验成本， 减少对昂贵试剂的需求； （３） 可实

现精确的液体操控， 确保药物和微生物混合均匀， 提

图 ３　 基于靶板微滴培养氘标记法区分耐药菌株和易感菌株流程图

Ｆｉｇ． ３　 Ｆｌｏｗｃｈａｒｔ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ａｎｄ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｅｕｔｅｒｉｕｍ ｌａｂｅｌｌｉｎｇ ｉｎ ｍｉｃｒｏｄｒｏｐｌｅｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｐｌａｔｅ
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高实验可靠性； （４） 可进行抗菌药物的高通量和高

分辨率筛选； （５） 可在较短时间内提供检测结果［１８］。
因此， 与传统 ＡＳＴ 相比， 基于该技术的 ＡＳＴ 更快速、
精准且成本低， 展现出了巨大的应用潜力， 可为药物

研发和微生物学研究提供创新、 高效的实验平台。
Ｎｇｕｙｅｎ 等［１９］采用对流混合微流体设计 （图 ４），

以生成较广的抗菌药物浓度梯度， 该方法操作时间

短， １０ ｍｉｎ内即可完成， 通过刃天青显色检测细菌

代谢产物引起的化学信号变化， ４ ～ ５ ｈ 即可获得

ＭＩＣ 值， 且与微量肉汤稀释法的一致性较高。 Ｌｉ
等［２０］研发了 ｈａｎｄｙｆｕｇｅ⁃ＡＳＴ 技术， 可在 ５ ｍｉｎ 内生成

细菌与精确浓度梯度的抗菌药物混合物， 并在 ５ ｈ 内

获得大肠埃希菌对单个抗菌药物的 ＭＩＣ 值， 进一步

改良上述方法， 使检测者可通过肉眼或智能手机软件

读取结果， 并对 １０ 份临床样本进行了 ６ 种常见抗菌

药物检测， 结果与传统 ＡＳＴ 的一致性达 １００％。

血流感染时需快速、 早期确定合适的抗菌药物，
因此对快速获得 ＡＳＴ 检测结果的需求更高。 Ｍｉｚｏｇｕｃｈｉ
等［２１］研发了一种采用药物敏感性测试微流体 （ｄｒｕｇ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ， ＤＳＴＭ） 检测阳性血

培养物评估抗菌药物敏感性的新方法， 该团队针

对 ５０ 份革兰阴性杆菌的阳性血培养物进行评估，
结果与传统 ＡＳＴ 的一致性超过 ９０％， 且该方法可对

超广谱 β⁃内酰胺酶 （ ｅｘｔｅｎｄｅｄ⁃ｓｐｅｃｔｒｕｍ β⁃ｌａｃｔａｍａｓｅｓ，
ＥＳＢＬ） 和 ＡｍｐＣ⁃β⁃内酰胺酶产生菌株， ３ ｈ 内即可从

阳性血培养物中评估抗菌药物敏感性。

３　 基于分子生物学技术的 ＡＳＴ 检测

目前， 分子生物学技术被广泛用于检测微生物的

耐药 性， 如 聚 合 酶 链 式 反 应 （ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ， ＰＣＲ） 和基因测序技术可用于检测细菌是否

图 ４　 对流混合微流体设计示意图

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｎｖｅｃｔｉｖｅ ｍｉｘｉｎｇ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｓｉｇｎ
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携带特定的耐药基因。 核酸扩增技术 （ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ＮＡＡＴ） 可针对部分难培养或

无法通过常规方法进行 ＡＳＴ 检测的病原体 （如博德

特菌、 军团菌、 支原体、 衣原体、 淋病奈瑟菌等），
检测特定的耐药基因， 但无法提供 ＭＩＣ 值和应使用

的抗菌药物。
定量 ＰＣＲ （ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ， ｑＰＣＲ） 可辅助评

估暴露于不同抗菌药物后耐药基因的表达水平， 但成

本远高于传统 ＡＳＴ。 Ｎｇｕｙｅｎ 等［２２］ 研发的测试板卡可

直接检测血液中革兰阳性及革兰阴性病原体的 １３ 个

耐药基因， 扩增产物与超顺磁性粒子结合的 ＤＮＡ 探

针杂交后可通过磁共振进行检测。 实时 ｑＰＣＲ 或数字

ＰＣＲ 熔解曲线分析可用于细菌培养， 通过机器学习

算法在约 ６􀆰 ５ ｈ 内获得大肠埃希菌、 粪肠球菌、 奇异

变形杆菌、 金黄色葡萄球菌鉴定结果和抗菌药物敏

感谱［２３］ 。
此外， 宏基因组测序 （ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｍＮＧＳ） 技术可用于感染性疾病的病原体

检测， 所获序列也可用于比对检出抗菌药物耐药基因

并预测 ＡＭＲ。 该技术可全面分析经培养所获菌株的耐

药基因， 而对于未经培养的临床标本 （如呼吸道、 无

菌体液） 而言， 由于病原菌数量不足， 无法采用该技

术进行检测。 为解决上述不足， Ｓｅｒｐａ 等［２４］ 通过

ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 技术靶向富集改良 ｍＮＧＳ 技术， 并将其

用于下呼吸道样本检测和筛选病原体可能的耐药基因，
结果发现， 与传统 ＡＳＴ 相比， 改良 ｍＮＧＳ 技术预测

ＡＭＲ 的性能取决于病原体、 抗菌药物和测序的核酸类

型， ＲＮＡ＋ＤＮＡ ｍＮＧＳ 技术检测革兰阳性菌和革兰阴性

菌的灵敏度分别为 ７０％、 １００％， 特异度分别为 ９５％、
６４％。 另有研究表明， 在下呼吸道感染中采用 ｍＮＧＳ
预测 ＡＭＲ 的结果与传统 ＡＳＴ 基本一致， 但仅检出与细

菌对 β⁃内酰胺类抗菌药物产生耐药性相关的基因［２５］。
由于 ｍＮＧＳ 技术直接用于样本耐药检测的成本较高，
因此相关研究结果较少， 未来仍有待进一步研究。

４　 基于免疫学方法的 ＡＳＴ 检测

目前少数免疫学相关技术可用于抗菌药物耐药

蛋白 检 测， 如 采 用 侧 向 免 疫 层 析 法 检 测 ＣＰＥ。
Ｍｅｎｄｅｚ⁃Ｓｏｔｅｌｏ 等［２６］对 ４ 家医院的 ８４ 株耐碳青霉烯类

肠杆菌和铜绿假单胞菌的临床分离株采用微量肉汤稀

释法确定抗菌药物耐药性， 并比较 ＮＧ Ｔｅｓｔ ＣＡＲＢＡ ５
对上述 ２ 种菌株的检测情况， 结果显示 ＮＧ Ｔｅｓｔ
ＣＡＲＢＡ ５ 仅对耐碳青霉烯类肠杆菌显示出高灵敏度

（９８％）、 高 特 异 度 （ １００％） 和 高 阳 性 预 测 值

（１００％）， 而对铜绿假单胞菌则缺乏灵敏度和特异

度。 该方法快速且易于使用， 可作为常规检测的补

充。 Ｖａｓｉｌａｋｏｐｏｕｌｏｕ 等［２７］分别采用常规培养、 ＰＣＲ 和

ＮＧ Ｔｅｓｔ ＣＡＲＢＡ ５ 对 ３０ 份直肠拭子进行检测， 发现

ＮＧ Ｔｅｓｔ ＣＡＲＢＡ ５ 和 ＰＣＲ 检测结果一致， 均检测出相

同的 ２５ 种 ＣＰＥ （１１ 种 ＫＰＣ 型、 ８ 种 ＶＩＭ 型和 ６ 种

ＮＤＭ 型）。 与 ＰＣＲ 相比， ＮＧ Ｔｅｓｔ ＣＡＲＢＡ ５ 在不孵育

的情况下检测 ＫＰＣ 型、 ＶＩＭ 型和 ＮＤＭ 型的灵敏度为

８０％， 孵育 １ ｈ、 ２ ｈ、 ３ ｈ 后检测灵敏度分别为 ８８％、
９２％、 １００％， 而不孵育和孵育情况下的检测特异度

均为 １００％。 提示 ＮＧ Ｔｅｓｔ ＣＡＲＢＡ ５ 可用于直肠拭子

中 ＣＰＥ 的快速检测。 目前国内也有可用于检测不同

酶型 ＣＰＥ 的免疫层析法试剂， 但由于很多地区无相

关收费标准， 该方法仅用于科研而较少应用于临床。

５　 基于流式细胞术的 ＡＳＴ 检测

流式细胞术 （ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ＦＣＭ） 是一种定量

单细胞技术， 具有高精度、 快速和多参数测量能力，
该技术可准确、 快速、 直接检测临床样本中病原体的

抗菌药物耐药谱［２８⁃３１］ 。 近年来， 研究者们致力于开

发 ＦＣＭ 相关产品用于直接检测临床样本以及环境样

本 （土壤、 水、 空气） 中的耐药细菌， 并研究在受

人类活动影响的环境中耐药细菌的存在和传播情况。
大部分 ＦＣＭ 通过使用非特异性荧光染料， 包括

核酸染料 （如碘化丙啶、 ＹＯ⁃ＰＲＯ⁃ １、 吖啶橙、 噻唑

橙和 ＳＹＴＯ⁃ ９）、 膜电位敏感染料 ［ ＤｉＢＡＣ４ （３） ］
和酯酶底物 （二乙酸荧光素）， 对不同结构和 ／ 或功

能特征 （如膜完整性、 代谢活性和膜电位） 进行分

析以评估微生物细胞活力。 通过结合荧光染料， 该方

法可检测出活细胞和死细胞之间的中间生理状态， 突

出微生物种群的固有异质性。 诸多基于 ＦＣＭ 的 ＡＳＴ
检测方法均使用荧光染料评估微孔中暴露于抗菌药物

后的病原体生长情况， 此类技术的发展受细菌和抗菌

药物之间的相互作用、 荧光染料的非特异性结合以及

检测异质群体内变化的计算能力限制［３２］ 。 Ｓｉｌｖａ⁃Ｄｉａｓ
等［３３］研发出用于阳性血培养物 ＡＳＴ 检测的 ＦＣＭ 试剂

盒， 使用 ＦＣＭ 和荧光染料可在 ２ ｈ 内检测到暴露于

一系列抗菌药物后的细菌代谢变化。 为避免非特异性

染料与细菌的相互作用， Ｆｉｌｂｒｕｎ 等［３０］ 开发了一种无

标记 ＦＣＭ 检测方法， 可直接从阳性血培养物中快速

评估细菌对抗菌药物敏感性， 在血培养阳性后５ ｈ内

可确定 ９０％的抗菌药物敏感性。 Ｍｕｌｒｏｎｅｙ 等［３１］ 报道
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了一种基于声学增强流式细胞术 （ ａｃｏｕｓｔｉｃ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ＡＦＣ） 快速检测严重感染的方法， 在

腹膜透析相关腹膜炎患者中对其有效性进行验证， 通

过进一步评估暴露于抗菌药物后的颗粒大小和结构变

化， 有效检测抗菌药物敏感性， 检测结果与传统 ＡＳＴ
一致， 在样本到达后数小时内即可获得结果。

Ｍｉłｏｂｅｄｚｋａ 等［３４］ 研究发现， 用于监测废水环境

中耐药基因的不同 ＦＣＭ 方法对耐药基因多样性和丰

度的评估不足， 无法提供与人类健康直接或间接相关

的风险信息。 另有研究显示， 与平板计数相比， ＦＣＭ
检测的优点是快速检测活的非培养细胞， 但并未发现

二者对接合子丰度的检测结果存在差异［３５］ 。
ＦＣＭ 可与其他技术 （如透射电子显微镜、 ＲＴ⁃

ｑＰＣＲ 和 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 技术） 联用监测抗菌药物耐药性，
用于评估杀菌剂暴露对 ＡＭＲ 传播的影响。 研究显示，
接合转移的频率与百菌清、 嘧菌酯和多菌灵暴露浓度

增加相关［３６］ ， 这表明农药对 ＡＭＲ 传播发挥潜在

影响。

６　 其他 ＡＳＴ 快速检测方法

赖丽莎等［３７］ 利用 ＡＩＥ 荧光探针 ６ＰＤ⁃ＤＰＡＮ 结合

细菌聚集发光， 荧光强度可体现细菌数量这一原理，
成功构建了一种基于 ＡＩＥ 技术的细菌 ＡＳＴ 检测方法，
可在 ５ ｈ 内取得满意结果， 该方法与微量肉汤稀释法

相比， 基本一致性为 １００％， 分类一致性为 ９６􀆰 ７％，
未出现极重大误差和重大误差。

另可根据三磷酸腺苷 （ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
ＡＴＰ） 存在与否， 检测样品中活细胞或死细胞数量。
具有充足 ＡＴＰ 的活细胞中荧光素与荧光素酶间的化

学反应会产生生物发光， 而在非活细胞或死细胞中

则不存在这一现象。 耐药菌株在抗菌药物存在下生

长时， 可产生生物发光， 而易感菌株则不存在这一

现象， 因此可使用光度计对释放的光子进行测量，
通过 ＡＴＰ 水平反映细菌生长情况， 较微量肉汤稀释

法通过浊度反映更具优势。 Ｉｓｈｉｍａｒｕ 等［３８］ 开发了一

种基于 ＡＴＰ 生物发光原理的微生物检测系统， 可在

１ ｈ 内定量检测微生物 ＡＴＰ， 结果与传统 ＡＳＴ 一致。
此外， 微生物学自动化系统也取得相应进展， 可

加速和简化 ＡＳＴ 检测。 机器学习可将患者入院相关

信息与抗菌药物处方和细菌分离株的药物敏感性试验

结果相关联， 通过大数据分析和模型训练， 从抗菌药

物使用和培养结果、 入院情况和患者特征方面， 准确

预测药物耐药性， 从而减少不合理的抗菌药物使

用［３９］ ， 为个体化治疗提供新思路。 正确选择敏感性

匹配的抗菌药物治疗可降低感染复发率， 但也可能增

加另一种耐药细菌感染的发生率。 有研究发现， 采用

机器学习模型结合全人群的统计学数据和患者的个人

病史提出抗菌药物使用建议， 可降低因治疗某种病原

体而引起其他耐药病原体感染的风险［４０］ 。

７　 小结与展望

基于 ＭＡＬＤＩ⁃ＴＯＦ ＭＳ 检测抗菌药物降解产物、 基

于分子生物学技术检测耐药基因、 通过细菌基因组测

序检测特定耐药基因等方法均存在检测耐药相关基因

并不一定与表型耐药相关的问题， 这可能会导致检测

结果假阳性或 ＭＥ， 且无法提供 ＭＩＣ 值， 而这对于个

体化治疗非常重要。 基于 ＦＣＭ 的 ＡＳＴ 检测获得的结

果与传统 ＡＳＴ 较一致， 但仍处于研究阶段， 尚不适

用于微生物实验室的常规检测。 而 ＮＧ Ｔｅｓｔ ＣＡＲＢＡ ５
可用于常规实验室检测， 帮助危重患者更早筛查是

否存在耐碳青霉烯类肠杆菌感染。 此外， 微流控芯

片技术可实现快速检测， 且与微量肉汤稀释法的检

测结果有较高一致性， 未来可进一步改进标准化算

法和降低成本， 或可成为最有潜力的替代方法。
尽管新型 ＡＳＴ 方法取得了诸多研究进展， 但仍

面临一些挑战， 如标准化、 实验复杂性和成本等问

题。 未来仍需进一步优化， 使其操作更快速、 简便，
实现自动化、 智能化， 以便在临床常规实验室中

推广。
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