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摘　要： 本研究基于荧光光电微生物检测仪，研究不同抗生素对大肠杆菌的杀菌效果，结果证明使用荧光光

电微生物检测仪进行微生物耐药分析的结果等效于 K-B 纸片法药敏实验。相对于传统方法，荧光光电微生

物检测仪能够快速鉴定临床标本中的微生物耐药情况，尤其对于苛养菌和其他生长缓慢的菌株，能够及时为

抗生素的临床应用和病原菌的耐药性分析提供参考与借鉴。本研究使用 9 种抗生素对大肠杆菌进行耐药性

检测，结果表明大肠杆菌对萘啶酮酸耐药性最高，最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentration，MIC）为
100 μg·mL−1。大肠杆菌对头孢噻肟的耐药性最低，最小抑菌浓度为 0.2 μg·mL−1。将萘啶酮酸分别和环丙沙

星、头孢噻肟、氯霉素联用，结果表明 0.5 倍 MIC 浓度的萘啶酮酸与 0.5 倍 MIC 浓度的环丙沙星联用，起到

的杀菌效果较好。
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抗生素是由自然界中微生物分解代谢产生[1]，

并拥有在低浓度下抑制或杀死其他微生物的特

征，目前被广泛应用于医疗领域来治疗感染性疾

病[2]。抗生素被发现后，随之在环境和医疗领域被

广泛应用，但这也导致病原微生物的耐药性不断

增强，甚至出现了高度耐药性和强传染性的“超级

细菌”，对全球公共卫生构成了严重威胁[3]。近年

来，临床研究观察发现，抗生素在治疗常见细菌感

染（如尿路感染、败血症、性传播感染和腹泻等疾

病）时效果有所降低，导致感染死亡率上升[4]。2017
年，世界卫生组织发布了一份包含 12 种主要耐药

细菌的清单，且多数病原菌对目前广泛使用的抗

生素具有耐药性，如鲍曼不动杆菌（碳青霉烯耐

药）、铜绿假单胞菌（碳青霉烯耐药）、肠杆菌科（碳

青霉烯耐药、广谱 β-内酰胺酶）、屎肠球菌（万古霉

素耐药）、金黄色葡萄球菌（甲基霉素耐药）、幽门

螺杆菌（克拉霉素耐药）、弯曲杆菌（氟喹诺酮耐

药）、沙门氏菌（氟喹诺酮耐药）和淋病奈瑟菌（头

孢菌耐药、氟喹诺酮耐药）、肺炎链球菌（青霉素不

敏感）、流感嗜血杆菌（氨苄西林耐药）和志贺氏菌

（对氟喹诺酮类药物产生耐药性）。其中，6 种病原

菌（大肠杆菌、鲍曼不动杆菌、金黄色葡萄球菌、

肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌和肠杆菌）是日常生

产生活中常见的致病菌[5]。

大肠杆菌（Escherichia coli，E.coli）是革兰氏阴

性棒状杆菌，属于肠杆菌科，是常见的肠道细菌之

一，具有鞭毛，能进行趋化性运动[6]。大肠杆菌广

泛分布于人体和动物肠道中[7]，是正常肠道菌群中 
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重要的代表菌种[8]。然而，一些病原性大肠杆菌菌

株能够导致肠道感染、尿路感染、败血症等多种临

床疾病[9]。近年来，随着大肠杆菌快速获得多重耐

药性，临床抗菌治疗正面临日益严峻的挑战[10]。

目前，药敏检测除了传统的基于培养基的纸

片扩散法、肉汤微量稀释法外，还有基于荧光光电

检测技术的 PCR荧光杂交法、质谱法、流式细胞

荧光法、拉曼光谱法等。这些方法存在着预处理

复杂、操作繁琐、成本高、检测周期长、通量低等

缺点，且只能定性，无法进行定量检测。面对病原

微生物耐药性不断增加的严峻形势，新型抗微生

物药物的研发已经陷入困境，特别是针对高度耐

药的革兰氏阴性细菌，当前临床管线中的药物主

要还是已知抗生素的衍生品[11]。因此，拥有高效快

速的抗生素 MIC检测工具和微生物耐药的生长动

态监测平台，研发快速、高通量的新型药敏检测技

术，对开发新型抗菌药物、控制细菌耐药性蔓延、

优化抗菌治疗、维护公共卫生安全至关重要。

鉴于此，本研究团队开发了荧光光电微生物检

测技术（图 1），集成了光电传感、荧光探针和自动

化培养, 能够高效、实时地监测微生物的生长及其

耐药性状况。该系统由基于不同硬件功能的 4个

模块组成，包括主控制模块、光源模块、温度控制模

块和检测模块。融合了选择性培养基培养技术、荧

光光学检测技术、智能传感技术等，实现了微生物

的自动判定或定量分析。本仪器的检测结果与国

标的药敏检测法结果一致，证明了本技术的可靠性

和准确性。本研究的成果将为临床抗生素治疗提

供有益的指导，为未来耐药性管理和新药开发提供

科学依据，为维护公共健康和医学进步作出贡献。

 1　材料与方法

 1.1　实验菌株及菌株的活化　标准菌株为大肠杆

菌 CICC 10411购自中国工业微生物菌种保藏中心。

将−20 ℃ 冷冻保存的菌液，于室温缓慢解冻，按

1∶100 的体积比例接种于无菌 LB 培养基中活化。

 1.2　实验试剂　蛋白胨 （Solarbio），胰蛋白胨

（Oxoid），牛肉浸粉（Solarbio），氢氧化钠（西陇科

学），葡萄糖（西陇科学），溴甲酚紫（生工生物），氯

化钠（西陇科学），酵母粉（Oxoid）。氨苄青霉素

（Solarbio），环丙沙星 （Solarbio），萘啶酮酸 （Alfa
Aeser），庆大霉素硫酸盐（Solarbio），羧苄青霉素

（Solarbio），头孢噻肟（Solarbio），氯霉素（源叶），多

黏菌素 E（源叶）。萘啶酸药敏纸片（Liofilchem），

环丙沙星药敏纸片（Liofilchem），多黏菌素 E药敏

纸片（Liofilchem），氨苄西林药敏纸片（Liofilchem）。
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LED光源

Adt: 检测模拟信号值
AD: 模数转换器
U: 参考电压
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×U

图 1    荧光光电微生物检测技术的检测原理
Fig. 1    Detection principle of fluorescence photoelectric microbial detection technology
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 1.3　实验仪器　荧光光电微生物检测仪（微氪生

物），PCR仪（伯乐），高速离心机（艾本德），低速离

心机（上海卢湘仪），HVM1涡旋振荡器（珂淮仪

器），电泳仪（北京六一），双人单面净化工作台（苏

州净化），冷冻干燥机（宁波新芝生物），电磁炉（广

东格兰仕），电热鼓风干燥箱（上海博迅），电热恒温

培养箱（天津市赛得利斯），恒温培养振荡器（上海

智城），立式压力蒸汽灭菌器（上海博迅医疗）。

 1.4　K-B 纸片法药敏实验　用无菌生理盐水（v/v=
0.85% NaCl）冲洗平板上菌落，混匀并调节至 0.5 麦
氏浊度作为工作菌液。使用无菌棉拭子将菌液涂抹

于麦康凯培养基平板表面。将药敏纸片贴附于平板

边缘 15 mm 处，片间距离不低于 24 mm，每平板贴

4～6 张纸片。贴片完成后倒置平板于恒温培养箱

中，培养温度 37 ℃，24～48 h后观测抑菌圈直径。

 1.5　基于荧光光电微生物检测仪的 MIC 药敏检

测　将 10 g 蛋白胨、1.5 g 牛肉浸粉、0.042 g 氢氧

化钠、5 g 葡萄糖、2.5 g NaCl、0.02 g 溴甲酚紫添

加溶解到 1 L超纯水中制成菌落总数培养基。使

用 NaOH（1 mol·L−1）调节 pH 至 7.2 左右，灭菌后

待用。 从对数生长期的原始大肠杆菌菌液中取

50 μL，用 LB培养基调整至 OD600=0.5。分别向检

测管中加入 1 mL 菌液和 4 mL含有不同浓度抗生

素的培养基，混匀。阳性对照（只加菌液），阴性对

照（加生理盐水），设置合适的培养温度及培养时间。

 1.6　基于荧光光电微生物检测仪的动力学杀伤曲

线测定　从对数生长期的原始大肠杆菌菌液中取

50 μL，用 LB培养基调整至 OD600=0.5 。制备工作

液浓度为 0×、0.25×、0.5×、1×、2×MIC浓度的萘

啶酮酸、羧苄青霉素溶液。吸取 1 μL 含药菌液加

入荧光光电微生物检测仪试剂中，每个处理重复

3次。放置于荧光光电微生物检测仪中，设置 24 h、
37 ℃ 监测微生物生长情况。当微生物处于对数

生长期时添加不同浓度的抗生素。设定荧光光电

微生物检测仪每 5 min 连续监测耐药菌浓度变化，

生长进入平台期后停止检测。以 OD值为纵坐标，

时间为横坐标，导出时间动力学杀伤曲线图。

 2　结果与分析

 2.1　K-B 纸片法药敏实验　环丙沙星（CIP）属于

四环素类喹诺酮广谱抗生素，作用于细菌 DNA合

成过程[12]，实验中 5 μg 的药敏纸片形成平均 2 cm
直径的抑菌环。萘啶酮酸（NA）属于萘酚酮类抗生

素 [13]，主要通过抑制细菌 DNA合成发挥抗菌作

用[14]，30 μg 下形成 1.8 cm直径的抑菌环。氨苄青

霉素（AMP）属于 β-内酰胺类抗生素，能抑制细菌

细胞壁的最后一步交联反应[15]，10 μg 药敏纸片产

生的 1.5 cm 直径的抑菌环。硫酸黏菌素（CS）又称

多黏菌素 E，属于糖肽类抗生素，能够溶解细菌的

细胞膜而发挥杀菌作用[16]，10 μg 浓度的药敏纸片

仅形成 1.1 cm 直径的抑菌环（图 2）。
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A. 5 μg 环丙沙星；B. 10 μg 多黏菌素；C、D. 10 μg 氨
苄西林；E. 30 μg 萘啶酸。

A.  Ciprofloxacin,  5  μg;  B.  Polymyxin  10  μg;  C,  D.
Ampicillin, 10 μg; E. Nalidixic acid, 30 μg.

图 2    E.coli 药敏纸片实验
Fig. 2    Drug susceptibility test by K-B disk method of E.coli

 

将这些数据进行等量药物换算，得到：1 μg
CIP抑菌环的直径为 0.4 cm，1 μg NA抑菌环的直

径为 0.06 cm；1 μg AMP抑菌环的直径为 0.15 cm；

1 μg CS抑菌环的直径为 0.11 cm。结果表明：环丙

沙星、氨苄青霉素、多黏菌素 E、萘啶酮酸对大肠

杆菌的抑菌效果由强至弱依次为环丙沙星>氨苄

青霉素>多黏菌素 E>萘啶酮酸。

 2.2　基于荧光光电检测技术的大肠杆菌最低抑菌

浓度检测　大肠杆菌作为一种广泛存在的革兰氏

阴性致病菌[17]，其代谢活动会产生多种有机酸，导

致周围环境 pH下降，呈现酸性特征。溴甲酚紫

（Bromothymol Blue， BTB）是一种常用的 pH指示

剂，能够根据溶液酸碱度呈现不同的颜色变化，在

酸性条件下显现黄色，中性时为绿色，碱性环境下

则为蓝色[18] （图 3）。利用这一性质，可以将 BTB
引入大肠杆菌培养基中，通过荧光光电微生物检

测仪内置的比色模型来确定菌液的浓度。

使用荧光光电微生物检测仪，检测不同抗生

素对大肠杆菌的最小抑菌浓度（MIC）。如图 4。
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1）多黏菌素  E（polymyxin E，PE），选择  0、4、
6、8、10、12、16 μg·mL−17个质量浓度梯度，得到

PE 的MIC为 16 μg·mL−1（图 4-A）。

2）氨苄青霉素（ampicillin Capsules，AMP），选
择 0、2、3、4、5、6、8 μg·mL−17个质量浓度梯度，

得到 AMP的MIC为 8 μg·mL−1（图 4−B）。

3）环丙沙星（ciprofloxacin，CIP），选择 0、0.006、
0.008、0.01、0.02、0.03、0.04 μg·mL−17个质量浓度

梯度，得出 CIP的MIC为 0.04 μg·mL−1（图 4−C）。
4）萘啶酮酸（nalidixic Acid，NA），选择 0、10、

20、32、60、80、100 μg·mL−17个浓度梯度，得到

NA的MIC为 100 μg·mL−1（图 4−D）。

5）庆大霉素 （gentamicin，GM），选择 0、 0.2、
0.5、1、1.3、 1.8、2.5 μg·mL−17个质量浓度梯度，得

到 GM的MIC为 2.5 μg·mL−1（图 4−E）。
6）羧苄青霉素 （carbenicillin，CAR），选择 0、

10、20、40、60、70、75 μg·mL−1 7个质量浓度梯

度，得到 CAR的MIC为 75 μg·mL−1 （图 4−F）。
7）头孢噻肟（cefotaxime，CTX），选择 0、0.05、

0.08、0.12、0.15、0.17、0.2 μg·mL−17 个质量浓度梯

度，得到 CTX 的MIC为 0.2 μg·mL−1（图 4−G）。

8）氯霉素（chloramphenicol，CPL），选择 0、0.4、

 

左边紫色为无菌样本，右边黄色为 E.coli 样本。
E.coli  samples  in  yellow on the  right;  sterile  samples  in

purple on the left.
图 3    培养基的显色变化

Fig. 3    Color change of medium
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图 4    抗生素最低抑菌浓度检测
Fig. 4    Detection of minimal inhibitory concentration of antibiotics against E.coli
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0.6、0.8、1、1.2、1.6 μg·mL−1 7个质量浓度梯度，得

到 CPL的MIC为 1.6 μg·mL−1（图 4−H）。

9）噻孢霉素（cephalothin，CET），选择 0、0.07、
0.1、0.15、0.18、0.25、0.3 μg·mL−1 7个质量浓度梯

度，得到 CET 的MIC为 0.3 μg·mL−1 （图 4−I）。
结果表明，通过荧光光电微生物检测仪，得到

不同抗生素对大肠杆菌的杀菌效果依次为环丙沙

星 > 头孢噻肟 > 噻孢霉素 > 氯霉素 > 庆大霉素 >
氨苄青霉素 > 多黏菌素 E > 羧苄青霉素 > 萘啶酮

酸，证明了荧光光电微生物检测仪在抗生素耐药

分析上等效于 K-B 纸片法。

 2.3　基于荧光光电检测技术的大肠杆菌联合药敏

实验　将获得的 MIC数值和美国临床与实验室标

准化研究所（CLSI）给出的临床药物断点值 [19] 对

比。萘啶酮酸的 MIC值为 100 μg·mL−1（CLSI断
点：敏感≤64 μg·mL−1），羧苄青霉素的 MIC值为

75 μg·mL−1（CLSI断点：敏感≤32 μg·mL−1），判断大

肠杆菌对萘啶酮酸和羧苄青霉素耐药。分别配制

0×MIC、0.25×MIC、0.5×MIC、1×MIC、2×MIC5个

浓度梯度的萘啶酮酸和羧苄青霉素，进行动力学杀

伤曲线测定。将 E.coli 预先培养 11 h 后，加入不同

浓度的萘啶酮酸和羧苄青霉素。结果表明，萘啶酮

酸加入 5 h 后（横坐标 1 000 处），羧苄青霉素加入

2 h后， E.coli 的生长呈现明显下降趋势，细菌的数

量开始减少。2x MIC浓度的萘啶酮和羧苄青霉

素，表现出明显的杀菌效果（图 5−A，图 5−B）。
将萘啶酮酸和羧苄青霉素分别与环丙沙星、

头孢噻肟、氯霉素联用，来确定对 E.coli 的协同杀

菌效果。E.coli 预先培养 11 h 后，加入不同组合的

抗生素。实验结果表明，0.5 倍 MIC 浓度的萘啶酮

酸+0.5 倍 MIC 浓度的环丙沙星，对 E.coli 的杀伤

效果最好（图 6−A、图 6−D）。0.5 倍 MIC 浓度的

羧苄青霉素+0.5 倍 MIC 浓度的环丙沙星，对 E.coli
杀菌效果最差（图 6−A、图 6−D）。
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NA：萘啶酮酸；CAR：羧苄青霉素。
NA: Nalidixic acid; CAR: Carbenicillin.

图 5    萘啶酮酸和羧苄青霉素对 E.coli 的动力学杀伤曲线
Fig. 5    Kinetic killing curve of nalidixic acid and carbenicillin against E.coli
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 3　讨　论

本研究基于传统药敏检测方法中存在的痛

点，开发了荧光光电检测技术，实现了自动化培

养、高通量检测、快速药物动力学杀伤曲线检测、

快速抑菌浓度测定等。通过与 K-B纸片法进行对

比，证明了本方法的可靠性和准确性。通过本系

统研究发现，0.5 × MIC 浓度环丙沙星 + 0.5× MIC
浓度萘啶酮酸对大肠杆菌起到很好的杀伤效果。

环丙沙星抑制 DNA解旋酶 MCM2-7活性，抑制

DNA的复制[20]；同时能够抑制拓扑异构酶Ⅱ的活

性，阻止线粒体 DNA的复制起始[21]；在结核杆菌

体内能够抑制 DNA的修复[22]。萘啶酮酸作为第

一代喹诺酮类抗生素，能特异性抑制金黄色葡萄

球菌的拓扑异构酶，抑制 DNA的复制[23]。两种抗

生素联用，可能协同干扰细菌 DNA的合成，表现

出协同增效的抗菌作用。羧苄青霉素作为 β-内酰

胺类抗生素[24]，能够抑制细菌细胞壁的合成，具有

广谱杀菌活性，能有效对抗革兰氏阴性和革兰氏

阳性细菌[25]。本研究发现 0.5×MIC浓度环丙沙星 +
0.5 × MIC浓度的羧苄青霉素对大肠杆菌的杀伤效

果最差，这可能是由于 β-内酰胺会诱导细菌高表

达 β-内酰胺酶，而环丙沙星作为喹诺酮类抗生素[26]，

会加剧细菌对喹诺酮类药物的耐药性，因此出现

拮抗作用。

综上所述，荧光光电微生物检测仪可作为检

测抗生素对微生物生长动力学影响的有效工具，

能够快速甄别靶标菌株对某种抗生素的敏感性，

为临床治疗和药敏实验提供了快速药敏检测平

台。与传统微生物药敏检测相比，荧光光电微生

物检测仪能够快速得出微生物的耐药情况。同

时，弥补了传统微生物分离培养方法的不足，简化

了多步骤、周期长的药敏实验过程，能够为医疗

系统节省大量成本，缩短检测周期，提高患者的治

愈率。
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图 6    药物联用药敏实验
Fig. 6    Drug combination drug sensitivity assay
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Drug sensitivity analysis of Escherichia coli based on
fluorescence photoelectric detection
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（1. Hainan Institute of Inspection and Testing, Haikou, Hainan 570203，China; 2. School of Biomedical Engineering, Hainan University, Sanya, Hainan
57200,China; 3. The 928th Hospital of the Joint Logistic Support Force of the People's Liberation Army , Haikou, Hainan 570100,China; 4. Hainan

Provincial Agricultural School, Haikou, Hainan 570216; 5. Qiongtai Normal University, Haikou, Hainan 571100,China）

Abstract： The  bactericidal  effects  of  different  antibiotics  on  Escherichia  coli  were  analyzed  by  using
fluorescence photoelectric microbial detection devices. The results prove that the antimicrobial analysis using
fluorescence  photoelectric  microbial  detection  devices  is  equivalent  to  the  K-B  disk  diffusion  method.
Compared to the traditional methods, the fluorescence photoelectric microbial detection method can be used to
quickly  identify  microbial  resistance  in  clinical  specimens,  especially  of  fastidious  bacteria  and  other  slow-
growing  strains,  providing  timely  reference  for  the  clinical  application  of  antibiotics  and  drug  resistance
analysis of pathogens. The detection of the drug resistance of E. coli to 9 antibiotics showed that E. coli had the
highest resistance to nalidixic acid, with a minimal inhibitory concentration (MIC) of 100 μg.mL−1. E. coli had
the  lowest  resistance  to  cefotaxime,  with  a  minimal  inhibitory  concentration  of  0.2  μg.mL−1.  Combination  of
nalidixic  acid  with  ciprofloxacin,  cefotaxime,  or  chloramphenicol  indicated  that  the  combination  of  0.5  MIC
concentration of nalidixic acid with 0.5 MIC concentration of ciprofloxacin had the best bactericidal effect.
Keywords：microbial  resistance； Escherichia  coli； fluorescence  photoelectric  microbial  detection  device；

antibiotics
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