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摘要    菌群在药物的最低抑菌浓度附近的动力学过程是抗生素药理学研究的核心问题. 建

立一种能确定精确的MIC且又能准确分离抗药性菌株的方法, 是目前临床对药敏实验新的要

求. 根据 Fick 扩散定律制备了线性梯度平板: 将 15 mL 含适当浓度恩诺沙星的琼脂培养基在

9 cm 培养皿中倾斜凝固, 刚好覆盖整个平板底面, 然后水平放置, 再在其上层加入同样体积

的无药琼脂培养基, 凝固 12 h 后, 药物浓度达到扩散平衡而呈均匀连续线性梯度. 通过实测

验证药物浓度在平板表面呈线性梯度分布. 将待检 E.coli 菌群均匀涂布在梯度平板上, 培养

12 h 后, 随恩诺沙星浓度提高依次形成连续密集小菌落区和离散大菌落区, 根据两区域的分

界线可以确定菌群自然形成的真实的 MIC, 与常规药敏实验方法测定结果一致. 大菌落重新

涂布高梯度平板, 分界线显著上升, 并检测出抗药性基因突变, 表明该方法很容易筛选出菌

群中的抗药性菌株. 梯度平板可以方便地呈现整个菌群在MIC附近的动力学过程和遗传生理

变化, 并预警该抗生素使用后可能出现的抗药性, 从而指导临床抗菌药物的选择和使用.  
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检测致病菌对抗生素的敏感性是临床实验室的

重要工作 , 美国临床实验室标准化研究所 (clinical 

and laboratory standard institute, CLSI)等机构制定的

大多数药敏实验(antibiotic susceptibility test, AST)方

法都结合 PK/PD 和临床疗效确定折点值(breakpoint), 

据此判断具有一定最低抑菌浓度(minimum inhibitory 

concentration, MIC)和抑菌圈直径的菌群是敏感还是

抗性, 是临床选择抗菌药物的主要依据[1~3]. 多年来, 

各国致力于药敏实验的标准化和监测网络建设 [4~7], 

但目前随着抗菌药物广泛使用, 细菌抗药性水平显

著提高, 且越来越普遍[8~10], 菌群在远高于药物折点

值的 MIC 附近的动力学过程是抗生素药理学研究中

较重要的问题. 建立一种能测定精确的 MIC, 且又能

准确分离抗药性“超级”菌株的方法, 是临床对药敏
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实验新的要求.  

实际上, 早在 1952 年 Bryson 和 Szybalski[11]就已

经经验性地建立了梯度平板方法分离抗药性细菌 . 

但长期以来, 其主要用于抗性菌株的筛选, 而未能用

于药敏实验[12~14]. 本文以恩诺沙星与大肠杆菌为例, 

根据 Fick 扩散定律[11,15]制备了一个“药物浓度达到扩

散平衡而呈均匀连续线性梯度”的平板, 用化学方法

实测平板表面药物浓度, 表明其呈现线性梯度分布. 

将待检菌群涂布在适当浓度范围的梯度平板上, 培

养得到其自然形成的连续密集小菌落区和离散大菌

落区, 根据两区域的分界线可以准确判定菌群直接

形成的 MIC, 并可预警该抗生素使用后可能导致的

菌群抗药性变化, 对临床抗菌药物的选择和使用发

挥指导作用.  

1  材料与方法 

1.1  材料 

E. coli ATCC25922, 1.5%琼脂固体培养基, 1.5%

琼脂固体 LB 培养基, 9 cm 培养皿, 5 mL 离心管, 96

孔板, 恩诺沙星, 磷酸-三乙胺缓冲液, 荧光分光光度

计(HITACH F4500 型)等. 

1.2  微量稀释法测定恩诺沙星对 ATCC25922 的
MIC 

分别设置 3 种倍比稀释梯度: 1, 0.5, 0.25, 0.125, 

0.062, 0.031, 0.016, 0.008 µg/mL, 0.8, 0.4, 0.2, 0.1, 
0.05, 0.025, 0.0125, 0.006 µg/mL, 0.6, 0.3, 0.15, 0.075, 
0.038, 0.019, 0.009, 0.0045 µg/mL, 按照 CLSI 标准操

作[3].  

1.3  琼脂稀释法测定恩诺沙星对 ATCC25922 的
MIC 

设置倍比稀释梯度为 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.062, 

0.031, 0.016, 0.008 µg/mL, 按照CLSI标准操作. 但是

接种量分别为 108 CFU 和 103 CFU, 将点种改为涂布

平板[3].   

1.4  恩诺沙星对 ATCC25922 的浓度-杀菌曲线
(concentration-killing curve, CKC) 

制备线性梯度(0.01, 0.015, 0.02, 0.025, 0.03, 0.035, 

0.04, 0.045, 0.05 µg/mL)的琼脂平板, 每个平板接种

约 1000 个菌细胞, 涂布均匀, 37℃培养 24 h, 计数各

平板中菌落. 以药物浓度为横坐标, 每平板的菌落数

为纵坐标, 用 GraphPad Prism 4.0 软件拟合数据曲线, 

方程为: 
50

0
( )

,
1 r x BC

N
N

e 


 N0 为接种的菌数, N 为药

物浓度为 x 时残余菌数 , BC50 是半数杀菌浓度 , 

0

,
/ 4

slope
r

N
   由曲线在 BC50 处斜率与 N0 共同决定的

常数[16].  

1.5  测定恩诺沙星在琼脂培养基中的浓度 

绘制恩诺沙星荧光强度与浓度的标准曲线. 用

pH 3.0 的磷酸-三乙胺缓冲液配制 0.1, 0.01, 0.001, 

0.0001 和 0.00001 g/mL 的恩诺沙星溶液, 于 F4500

型荧光分光光度计进行荧光检测. 激发波长 278 nm, 

吸收波长 446 nm, 电压 600 V[17].  

将融化的 1.5%琼脂固体培养基 15 mL, 倾倒于 9 

cm 培养皿中, 配制含 1, 2, 4 和 8 g/mL 恩诺沙星的

药物琼脂, 待凝固后压制出直径为 10 mm 的圆形琼

脂块, 测定每个琼脂块净重. 全部揭取后, 每块分别

置于含 1 mL 的 pH 3.0 的磷酸-三乙胺缓冲液的 5 mL

离心管中, 置水浴锅加热溶解琼脂, 加热及冷却过程

中不可晃动离心管, 静置使琼脂沉降. 取样品上清液

测定恩诺沙星荧光强度. 根据恩诺沙星荧光强度与

浓度的标准曲线计算单位质量琼脂中的恩诺沙星浓

度, 计算琼脂中药物回收率.  

1.6  制备线性梯度平板 

配制 13.5 和 15 mL 的 1.5%琼脂固体 LB 培养基, 

融化; 13.5 mL 培养基待温度降到 55℃左右时, 加入

恩诺沙星 1.5 mL 充分混匀后(终浓度为 2 g/mL)倾倒

于 9 cm 培养皿中. 在水平仪上放置玻璃板, 倾斜一

定角度, 放上培养皿使其底面高端刚好浸没琼脂, 并

用箭头标记倾斜方向. 待凝固后, 将培养皿放平在水

平仪上, 将另一份不加药物的 15 mL 琼脂培养基倾

倒于药物琼脂上, 制备 24 个理论浓度为 0~2 g/mL

梯度平板(图 1(A)).  

将融化的 1.5%琼脂固体培养基 15 mL, 倾倒于 9 

cm 培养皿中, 凝固后压制出直径为 10 mm 的圆形琼

脂块. 待梯度平板上层琼脂凝固后, 将梯度平板置于

等格线上, 沿倾斜轴将所制的新鲜圆形琼脂块等距

离紧密贴于表面, 每个梯度平板设 3 排重复(图 1(B)), 
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图 1  线性梯度平板 

 

每排 7 个. 将 24 个梯度平板置于 37℃培养箱, 每 1 h

按顺序迅速揭取一个培养皿中的圆形琼脂块, 每块

分别置于含 1 mL pH 3.0 的磷酸-三乙胺缓冲液的 5 

mL 离心管中. 按 1.2 小节方法测定单位质量琼脂中

的恩诺沙星浓度.  

1.7  梯度平板测定 MIC 

取过夜培养的 E. coli ATCC25922 菌液 (109 

CFU/mL)100 L, 均匀涂布于制备终浓度为 0.01, 

0.02, 0.04, 0.08和 0.1 g/mL, 放置扩散 12 h的梯度平

板上, 置于 37℃培养 12 h. 选取菌落边缘居中平板, 

沿倾斜轴分别测量最低浓度点到分界线和离散菌落

边缘的距离, 按线性关系计算 MIC.  

1.8  梯度平板上菌群特征 

挑选所有离散大菌落和密集小菌落, 接种到无

药液体培养基, 再涂布到同样的较高浓度的梯度平

板, 观察菌群生长变化; 同时分别提取其总DNA, 扩

增 gyrA, gyrB和 parC, parE的喹诺酮耐药决定区基因, 

进行抗药性突变位点分析(表 1)[18].  

反应条件: 94℃变性 5 min, 94℃ 30 s, 60℃ 30 

s, 72℃ 30 s, 共 30 个循环. 最后 72℃延伸 7 min, 4℃

保护.  

2  结果与分析 

2.1  微量稀释法测定恩诺沙星对 ATCC25922 的
MIC 

如图 2, 3 种梯度设置得到 3 种结果, 0.025 g/mL

较为准确, 但仍然是人为设置的梯度. 当菌株抗性较

高时, MIC 较高, 这时由于梯度设置导致的误差将更

大. 这种方法也无法区分和分离菌群中的抗药性菌株.  

2.2  琼脂稀释法测定恩诺沙星对 ATCC25922 的
MIC 

本方法也存在着人为设置梯度对测定结果的影

响, 但能够通过特定的梯度分离出抗药性菌株. MIC

为 0.0625 g/mL, 当接种量提高到 108 CFU 时, MIC

提高到 0.125 g/mL(图 3).  

上述两类通用的 CLSI 推荐的药敏实验方法存在

的问题, 详见文献[19].  

2.3  恩诺沙星对 ATCC25922 的 CKC 

如图 4, 通过 CKC 能全面动态地描述随着恩诺沙

星浓度提高, 累积杀菌力的增加, 并拟合得到 BC50= 

0.0205 g/mL, BC1=0.0364 g/mL. 数据准确、全面, 

消除了人为设置梯度的误差, 但实验过程中的梯度

仍然是间断的, 只能在 BC50 到 BC1 之间特定梯度上

得到离散菌落, 但基本排除了突变菌落的出现. 该方

法接种量低于 1000 CFU, 以便于菌落计数[17].  

2.4  恩诺沙星在梯度平板表面浓度的测定和线性
分析 

恩诺沙星浓度与其荧光强度的标准曲线 y= 

52666x+306.2, 为强线性相关, R²=0.998. 依照 1.2 小

节方法测定含 1, 2, 4 和 8 g/mL 恩诺沙星的琼脂块, 

回收率达 99%, 表明琼脂(1.5%, 质量体积比)对恩诺

沙星无显著吸附作用.  

表 1  gyrA, gyrB 和 parC, parE 基因 PCR 扩增引物序列特征  

目的基因 引物序列(5′→3′) 长度(bp) 扩增片段(bp) 

gyrA 
F: TGCCAGATGTCCGAGAT 17 

269 
R: GTATAACGCATTGCCGC 17 

gyrB 
F: GCCTTTCTTCACTTTGTACAGCG 23 

269 
R: GTGACGGCGGTACTCACCTG 20 

parC 
F: TATGCGATGTCTGAAC 16 

264 
R: GCTCAATAGCAGCTCGGAAT 20 

parE 
F: CTGACCGAAAGCTACGTCAACC 22 

264 
R: CGTTCGGCTTGCCTTTCTTG 20 
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图 2  微量稀释法测定恩诺沙星对 ATCC25922 的 MIC 
分别为 0.031, 0.025 和 0.038 µg/mL 

 

 

图 3  琼脂稀释法测定恩诺沙星对 ATCC25922 的 MIC 
分别为 0.0625 和 0.125 g/mL  

 

图 4  恩诺沙星对 E.coli ATCC25922 的浓度-杀菌曲线 

图 5 显示了恩诺沙星浓度在梯度平板表面不同

区域(按坡度方向以直径 1 cm 中心位置表征)随时间

变化的动态图, 在 12 h 以前, 扩散至各位点的药物浓

度随时间进程增加, 距底层坡度高端越近, 扩散速率

越快; 而 12 h 以后, 扩散趋于平衡, 各位点浓度趋于

稳定. 用一元线性方程可以很好地拟合 12 h 后浓度

与位点到底层坡度高端距离(图 6). 由于药物浓度呈

现连续均匀的分布, 所以药物在琼脂表面沿坡度方

向任一位点的浓度都可以被准确测定和计算.  

2.5  用梯度平板测定 E. coli ATCC25922 对恩诺沙
星的 MIC 

在由 0.03125 g/mL 的恩诺沙星制备的梯度平

板上, 随着远离浓度最低点, 大肠杆菌菌群依次形

成 2 个明显的区域: 平滑的密集连续小菌落区, 离

散大菌落区(图 7(A)); 按照其线性梯度关系, 边缘

线浓度为 MIC=0.018 g/mL. 梯度平板能全面显示

大菌落群在浓度连续增加的药物作用下菌群的形

态、区域分布的变化, 简便易行, 正是 CKC 曲线的

直观表现, 且能从菌群中筛选出抗药性菌落, 进一

步进行遗传生理分析.  

 

 

图 5  各位置在不同时间的药物浓度 
各曲线图例表示到最高浓度点距离 

 

图 6  各位置在不同时间的琼脂块中恩诺沙星浓度实测值

(点)和一元线性方程拟合结果(线) 
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图 7 
(A) E. coli ATCC25922 在 0.03125 g/mL 恩诺沙星制备的梯度平板

上的密集菌落、离散菌落. 箭头标注的较亮部位为取样点; (B) 取自

(A)中连续密集区不同位置的菌群在 0.03125 g/mL 恩诺沙星制备

的梯度平板上的菌落分布; (C) 取自(A)中离散区的 3 个小菌落在 0. 
125 g/mL 恩诺沙星制备的梯度平板上的菌落分布; (D) 取自(A)中
离散区的 3 个大菌落在 0.5 g/mL 恩诺沙星制备的梯度平板上的 

菌落分布 

增加接种量时, 离散大菌落数量增加, 但不影响

MIC 线的位置(图略).  

2.6  梯度平板上菌群性质 

分别从连续密集区取上中下 3 个不同位置菌落,

从离散区取 3 个大菌落和 3 个小菌落, 接种到液体

LB培养基培养 8 h, 再涂布到新的较高制备浓度的梯

度平板上.  

由图 7(B)可见, 连续密集区菌落重新涂布梯度平

板, 形成的菌落分布与图 7 完全一致, 表明作为原菌

群主体的敏感菌的性质未受药物影响, 而原菌群中

已存在抗性菌株, 它在连续密集区被占优势的敏感

菌抑制, 未能扩增为单菌落, 而在离散区自由生长形

成可以分辨的大菌落.  

小菌落重新涂布 0.125 g/mL的恩诺沙星制备的

梯度平板, 菌落分布格局与图 7 一致, 分界线浓度提

高约 4 倍(图 7(C)); 离散大菌落相似, 但是分界线浓

度显著提高, 达到 16 倍(图 7(D)). 

两个区域所有菌落的 gyrB, parC, parE 均未出现

基因突变.  

离散小菌落的 gyrA 都在 87 位点发生了突变: 由

GGC→TAC, 甘氨酸(Gly)→酪氨酸(Tyr).  

离散大菌落的 gyrA 都在 87 位点发生了突变: 其

中两个菌落由 GGC→TAC, 甘氨酸(Gly)→酪氨酸

(Tyr); 一个菌落由 GGC→GAC, 甘氨酸(Gly)→天冬

氨酸(Asp). 

3  讨论 

对于 CLSI 等提出的药敏实验方法和标准存在

的问题, 本实验室已作了评述 [19]. 纸片扩散法简便

易行, 是最普遍应用的药敏实验方法, 已有近 40 年

的历史, 并为世界卫生组织推荐[2~4]; E-test、螺旋梯

度终点法(spiral gradient endpoint method)的应用也有

20 余年历史, 把倍比增加浓度药物固定在试纸条上

的技术仍然是专利, 价格昂贵[20,21]. 这两种方法药物

在琼脂平板上的扩散都是三维半球形, 由于非线性

的梯度分布, 药物分子的物理化学性质不同, 很难

用一个普适性的模型去拟合[22~26], 因此抑菌圈边缘

的MIC难以计算, 测量精确度也差, MIC实测值都未

见报道, 纸片扩散法多数以抑菌圈直径来衡量. 另

外, 因为检测条件, 如纸片尺寸和药物用量、细菌接

种量、琼脂浓度、培养时间、温度等, 都会对抑菌圈

产生影响, 多年来对其有效性的讨论和改进一直不

断[27~31].  
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由于无法直接测定抑菌圈边缘的药物浓度, 因此

建立K-B法把标准条件下测定的抑菌圈直径与相应的

MIC 进行线性回归, 实际上并非一一对应. 当对大量

菌株进行检测时, 也会出现一个抑菌圈直径对应多个

MIC 和一个 MIC 对应多个抑菌圈直径的情况[32].  

即使采用琼脂稀释法建立倍比或均匀的药物梯

度, 也难以提供连续的线性梯度, 测定的浓度只能是

浓度范围 . 防止一次突变浓度 (one-step mutation 

prevention concentration, MPC)的测定也存在同样的问

题[33]. CKC 法能描述随着药物线性增加时菌群数量的

动态变化, 得到药物浓度从 BC99到 BC1表现为不同曲

率的 CKC 曲线, 并能计算 BC50 等参数[17,34,35]; 基于浊

度法的差分分析法可排除菌群中休止细胞的干扰, 结

合二维等值线图的应用, 可同时给出药物浓度和作

用时间的复合作用[36]; 这两种方法都可为 PK/PD 测

定提供重要信息[37,38].  

上述方法的缺陷导致它们都不能直接测定准确

的 MIC, 且只能得到 MIC 附近几个间断浓度下或抑

菌圈内的混杂菌群, 不易分离出菌群中的抗药性菌

株. 如果能建立一种线性梯度的琼脂平板, 这些困难

将迎刃而解.  

Fick 扩散定律
2

2

d d
,

d d

C C
D

t x
  是对小分子物质在

均匀液相中一维扩散的动态表征, D为扩散系数, C是

溶质的浓度, x 是溶质分子在 x 方向的位移, t 是扩散

时间[15,39]. 由于药物分子在底层琼脂中浓度C是相同

的, 在垂直于下层琼脂坡面方向扩散, 随时间延长, 
2

2

d

d

C

x
迅速减少, 当 t 无穷大时, 

2

2

d

d

C

x
趋近于 0, 则

d

d

C

x

为大于 0 的常数, 因此垂直于琼脂坡面方向药物形成

连续的线性梯度, 而上层琼脂表面以一定角度与其

相交, 表面药物必然形成线性梯度. 这是梯度平板的

理论基础. 本文以恩诺沙星在 LB 琼脂培养基中的扩

散为例, 通过实测数据验证了这一定律, 当时间延长

到 12 h 即已经接近了扩散平衡, 形成线性梯度. 大接

种量菌群在抗菌药物梯度平板上呈现明显分区现象, 

由此确定恩诺沙星准确的 MIC, 并从离散菌落区分

离得到了两类突变菌株.  

梯度平板虽然不能像倍比稀释法那样快捷找到

MIC 范围, 但由于提供了连续线性梯度, 具有显著优

点和重要用途, 可以在抗药性研究和临床药敏实验

中应用.  

(ⅰ) 测定准确可靠的 MIC. 菌群在梯度平板上

自然形成了 2 个区域, 而不是像试管或琼脂稀释法那

样人为的倍比稀释, 根据 2 个区域的边缘可精确测定

MIC. 与经典方法比较 , 一般地 , 微量稀释法得到

MIC, 而琼脂稀释法得到 MBC 要高于 MIC, 但是都

会由于梯度的设置不同导致测定结果的差异, 在高

抗药性菌株测定时尤其严重. 梯度平板与 CKC 法异

曲同工, 分别展示了在连续线性梯度的药物中杀菌

力和抗药性. BC50(0.0205 g/mL)和密集菌落边缘浓

度(0.018 g/mL)很接近, 相当于微量稀释法测定的

最小的 MIC(0.025 g/mL), 3 种结果比较, 自然形成

的密集菌落边缘浓度 0.018 g/mL 是菌群主体更为真

实可靠的 MIC.  

另外, 接种的菌群增大后(图 3), 仅根据无残留

菌落的终点判断, 似乎抑菌浓度增加, 主要原因是大

菌群无法进行菌落计数, 不能如图 4 一样得到杀菌曲

线. 但是线性连续的梯度平板可以显示菌群主体稳

定的 MIC.  

(ⅱ) 菌群的抗药性分析. 菌群增大后, 对药物

敏感的异质性也体现出来. 在恩诺沙星高浓度区出

现的离散菌落具有不同的抗药性突变和表型, 离散

菌落重新涂布梯度平板得到新的 MIC, 这是 MBC 和

MPC 法所无法做到的, 是对 MBC 和 MPC 法和概念

上的改进, 离散菌落不限于设想的一步突变. 而且不

同细菌对不同药物抗药性机制的复杂性决定了离散

菌落的多样性, 梯度平板提供了很好的研究菌群抗

药性表型的新方法.  

(ⅲ) 在临床上可以预警药物治疗可能导致感染

菌群的抗药性类型. 快速筛选抗药性菌落, 且连续筛

选可以很快获得一系列抗药性菌株, 用于研究抗药

性表型变化速率, 准确测定突变率, 并深入研究抗药

性的生化机制和分子生物学调控机制.  

(ⅳ) 它能动态地展示菌群的个体在药物浓度和

时间作用下增殖成菌落或抑制、死亡的动力学变化, 

评价药物的时间依赖性和浓度依赖性.  

基于差分方程和等值线图的应用, 本研究提出

了表征药物浓度和作用时间的复合作用新方法, 它

适用于专业性实验室研究药物作用机理以确定

PK/PD[36]; 而梯度平板简易可行, 普通临床实验室便

可进行, 两种方法相结合, 有助于对药物与菌群的相

互作用进行较全面地理解. 但其普适性、临床应用的

有效性和潜在的应用价值仍需不断的检验和改进.  
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更    正 

 

《中国科学: 生命科学》中文版 2011 年 07 期 p547, 图 4 应为: 

 

特此更正. 


