
中国科学: 生命科学    2010 年  第 40 卷  第 11 期: 1063 ~ 1073 
 

SCIENTIA SINICA  Vitae www.scichina.com  life.scichina.com 

 

英文版见: Zhang H Q, Zhao Y, He X L, et al. A novel approach for assessing the susceptibility of Escherichia coli to antibiotics. Sci China Life Sci, 2010, 53: 1346—
1355, doi: 10.1007/s11427-010-4087-0 

《中国科学》杂志社
SCIENCE CHINA PRESS

论 文  

构建大肠杆菌药敏试验新方法的探索 

张怀强†, 赵越†, 何秀丽, 高培基* 
山东大学生命科学学院, 微生物技术国家重点实验室, 济南  250100 

† 同等贡献 

* 联系人, E-mail: gaopj@sdu.edu.cn 

收稿日期: 2010-06-29; 接受日期: 2010-08-26 

国家自然科学基金(批准号: 30870080)和山东省自然科学基金(批准号: Y2007D35)资助项目 

  

摘要    基于对大肠杆菌 CVCC249 菌株生长动力学过程的分析表明, 导致药敏试验结果不确定性

的原因主要是由于不能测计“药物浓度与菌群数量的比值”及“药物浓度及其作用时间的复合作用”

对菌群生长动力学过程的影响所致. 依据菌群在一系列不同浓度的庆大霉素及其作用时间下生长

受到抑制的动力学过程分析和基于差分方法, 即用简单的差分计算代替复杂的微分方程的数值解

法的应用, 提出了一个药敏试验的新方法: 用菌群浊度值的净增量以消除休止细胞存在的影响后, 

以菌群浊度数列递推系数值的变化, 表征药物对菌群增殖的影响, 并结合用等值线图直观显示和

分析药物浓度及其作用时间复合作用的方法. 抗菌药物的抑菌率可表征为药物浓度及其作用时间

的复合函数的动态变化, 表明一类抗菌药物对某一菌株抑菌率的时间或浓度依赖性, 取决于其浓

度和存在时间的复合效应. 用属于不同抑菌作用机理类型的恩诺沙星、左氧氟沙星和头孢曲松钠进

行对比测试, 检验了这一新方法的有效性. 
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抗生素敏感试验(antibiotic susceptibility test, AST)

是医学微生物检验的重要工作, 通常是通过由稀释

法(琼脂或肉汤稀释法)和纸片扩散法测定的药物完全

抑 制 细 菌 生 长 所 需 的 最 低 抑 菌 浓 度 (minimum 

inhibitory concentration, MIC)和最低杀菌浓度(mini- 

mum bactericidal concentration, MBC)两个参数来表

征, 是合理使用抗菌药物及细菌耐药/抗药性监测的

重要依据. 

目前, 被普遍应用的临床药敏试验方法和“耐药”

或“敏感”的分界点(Breakpoint)判定标准, 是由美国临

床标准化实验室(the clinical and laboratory standards 

institute, CLSI)在 1971年提出的[1], 其他国家也提出了

与 CLSI 不尽相同的药敏试验方法和判断标准[2,3]. 近

年来, 中国也对此做出了规定[4], 并开始进行主要致

病菌药敏变化趋势的监测研究[5]. 从临床治疗的需要

来看, 药敏试验只需给出药物对被测菌株是“耐药”或

“敏感”的判定, 并不需要了解抑菌和耐药的机理[1~3]. 

但是, 临床药敏试验(特别是广泛应用的纸片扩散法)

取得的结果, 常具有明显的不确定性. 而且, 由于方

法本身的误差 , 以及对给出 “抗药 ”或 “敏感 ”的

“Breakpoint”判断标准的分歧, 导致对药敏测定结果

的判定相差甚大[6,7], 为此 CLSI 不断对其药敏试验方

法的操作规程和“抗药”或“敏感”的判断标准进行补

充修正, 这给 AST 测试特别是给临床抗菌药物的选

择造成困扰. 尽管 CLSI 几乎每年都对其药敏试验方

法和“Breakpoint”的判断标准做出改进[1], 但对 AST
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试验方法和“Breakpoint”判断标准的质疑却一直不断. 

所以, 建立一个对临床合理用药具有指导意义的普

适性的 AST 试验方法至关重要[8]. 

细菌菌群即使在无药物时的限制性培养条件下

的生长过程, 也表现为正切双曲线型或 sigmoid 型动

力学曲线[9]. 药物浓度的效应常用Logistic曲线拟合求

解. 药物的抑菌效应应与在“无药与药物存在下”两类

生长动力学过程的比较来解析[10]. 药代动力学(pharma- 

cokinetics, PK)及药效动态学(pharmacodynamics, PD)

的研究都表明, 药物有效作用时间是其与治疗效果

密切对应的因素[11~13]. 而稀释法和纸片扩散法都是

依据“终点浓度判断法”为基准的“过夜培养”的结果, 

被选定为药物作用时间的唯一依据[1~4]. 很显然, 这

一由状态函数替代呈动态变化的过程函数的简化策

略而得到的结果是错误的，这是仅靠经验性的改进试

验操作规程难以解决的. 与此相关的另一问题是, 纸

片扩散法等药敏试验的药物浓度效应通常表现为不同

曲率的曲线[1~4,6,7]. 为得到定量分析结果, 需要把药

物浓度转化成对数值后, 回归为一条直线, 并由线

性回归建立抑菌率与对数浓度的经验公式而得到抑

菌率 [1~4], 此数据转化方法不仅改变了药物浓度与

抑菌率之间的函数关系, 而且药物作用时间的影响

也无法在此分析方法中体现[3,6,7,11,12]. 近年来, 时间- 

剂量死亡率模型(time-dose mortality model), “time 

above MIC”及“ratio of AUC/MIC”[14~16]等分析药物

浓度与时间复合作用的新的生物测定方法的提出 , 

为此难题的解决奠定了统计分析基础, 但还未能形

成一个可操作的普适性方法. 另外, 处于增殖状态

菌群中的细胞, 具有一定的生存周期, 而分裂是以

一定概率发生的, 菌群中总存在着一定数量的不能

继续生长增殖的细胞, 而毒素的产生则来源于正在

增殖细胞的毒素基因的表达 [10~13,17]. 表明药敏试验

应以增殖细胞群作为目标函数, 但如何在药敏试验

时对上述两类菌群给予区分, 也是一直未被认识的

问题.  

针对上述难题, 本实验室进行过多种改进药敏

试验方法的探索[18~24], 在 Fibonacci 数列分析方法的

启示下[25~27], 提出了由细菌菌群浊度数列的递推系

数(recurrent coefficient for sequence, RC)为目标函数

的药敏试验方法, 这样细菌菌群组成异质性对药敏

试验的影响将会得以表征. 该方法可望发展成为普

适性的药效动态学药敏试验方法[28]. 本文以浊度数

列的递推系数的值, 来准确估算庆大霉素对鸡致病

性大肠杆菌(E. coli)CVCC249菌株药敏试验结果的影

响, 并以大肠杆菌标准质控菌株 E. coli ATCC 25922

和属于不同抑菌作用机理类型的恩诺沙星、左氧氟沙

星及头孢曲松钠进行对比测试, 来检验该方法的有

效性. 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株 

鸡致病性大肠杆菌(E. coli) CVCC249 敏感菌株, 

由中国兽医微生物菌种管理保存中心提供; 大肠杆

菌标准质控菌株(E. coli) ATCC 25922 由国家疾病预

防控制中心提供. 

1.2  实验方法 

(1) 用菌群增殖过程中序列比值即递推系数的

值 RC 的变化表征药物抑菌力.  此试验设计策略源

于经典的分析兔子增殖规律的 Fabonacci 等比序列研

究. 在固定的增殖周期内, 其逐次增长率即递推系数

为恒定值 Fn+1/Fn=1.619, 可表征为增殖率的百分比[25]. 

已证实众多生物的增殖都具有类似的规律. 递推系

数为终值(Fn+1)对初值(Fn)比值, 是具高敏感性的参

量, Fn+1 的微小改变都能被表征出来. 但是菌群中细

胞分裂的发生是随机过程, 即在任何时间区间内都

会有一定比例的细胞发生分裂, 它不同于确定性的

Fabonacci 序列 [25]. 近来 , Viswanath[26], Embree 和

Trefethen[27]等人的研究表明 , 当 Fn 为随机增长的

Fabonacci 序列时, 递推系数(RC)逼近于 1.133[26,27]. 

本研究组用数学模拟的方法, 也证实了其符合菌群

中细胞分裂随机发生的规律[20]. 但浊度法反映的是

培养液中存在的总细胞量, 不能区分正在进行增殖

的细胞和已经进入休止期的细胞, 而通常认为药敏试

验应以进行增殖的活菌为目标函数[10~13]. 研究发现, 

休止细胞的存在可用计算浊度净增量的办法以消除, 

即 A 的净增量(Anet=(Ai+1−Ai)/ (ti+1−ti))不受休止细胞的

存在的影响. 这样, 由 A 的净增量计算得到的递推系

数值(RC=(Ai+1−Ai)/Ai), 即可表征为实测时间间隔内

菌群中细胞发生分裂的百分率的改变量[25]. 无药物

时初始值与药物作用下终点值的递推系数即可表征

为菌群受药物作用后的抑菌率 IH(inhibitory%), IH%= 

(Aend−Ainitial)/(tend−tnitial). 本实验中取样间隔(Δt)为 1 h, 
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这样, 由菌群在“无药物与药物存在下”两类生长过

程的浊度数列的递推系数的比较, 即可作为目标函

数进行药敏试验结果的分析.  

(2) CFU(Colony forming unit)法与浊度法(turbi- 

dity)测定菌群生长量.  菌株 E. coli CVCC249 接种于

含 5 L LB 液体培养基的 10 L 发酵罐中, 37℃条件下

培养, 间隔 1 h 取样[28]. 以悬滴培养法和浊度法分别

测定形成的菌落数(CFU)[29]和 A600 浊度值[30]. 抗生素

敏感试验是在 37℃下摇瓶培养的实验结果. 样品测

试至少进行 3 次重复, 均值的变异系数(coefficient of 

variation, CV)约为 1.0%.  

(3) 用等值线图直观显示药物浓度及其作用时间

对逐次增长率的影响.  等值线图是基于非线性多元回

归建立的非模型化分析法, 可适合于二变量复杂性分

析[31,32]. 本研究组在对糖苷酶的研究中, 已用等值线图

有效分析了浓度和过程时间对酶催化的复合作用[33]. 

等值线图的绘制采用软件包 Table Curve 2D software 

(Graph 5.0, AISN software Inc.ronb@presys.com). 
(4) 用曲线下的面积 AUC(area under curve)表

征菌群在“无药物与药物存在下”两类生长过程的总

体增长量[34,35].  AUC 方法是药代动力学和色谱分析

中常用的方法. 尽管光谱曲线上单一波长位点上的

光吸收值能够反应一个被测系统内几乎所有因素的

影响, 但测试的误差在很大程度上受波长取值间隔

的影响. 总体来说, 间隔愈大则误差愈小. 这样, 当

用光谱曲线下的面积, 即 AUC 作为计算指标时，其

计算误差将会更小. AUC 的数值可通过定积分法计

算光吸收曲线下的面积而得到, 其计算积分公式为: 

( )
0

AUC ,
i

i iA dλ λ= ⋅∫  式中的λi 是波长(i=1,…,n); Ai表

示某组分在波长λi 值时的吸收值. 与经典的光吸收法

相比, 该方法较为灵敏, 且在光谱分析中的应用可以

反映整个光谱的变化趋势, 降低由于选择单个波长作

为目标函数引起的试验误差. 

(5) 用样条插值法光滑观测实测数据以逼近生

长过程的真值.  由于递推系数是一个比值, 所以它

与瞬时生长速率
0

liminst t

dN N
v

dt tΔ →

Δ
= =

Δ
相类似, 对样品

测试误差也敏感, 递推曲线也易表现出“振荡”现象

(oscillation), 从而干扰统计分析. 为排除此干扰, 实

测数据应首先进行光滑，然后再进行递推系数计算, 

实测数据光滑主要用 3 次样条插值计算法(Savitzky- 

Golay spline 软件包)进行. 

2  结果 

2.1  细菌菌群在限制性培养条件下生长过程的递
推系数分析 

CFU (colony forming unity)法与浊度法(turbidi- 

metry)都是药敏试验中表征菌群增殖常用的方法. 但

它们在药敏试验中表征能力的差异还未被认识. 以

含不同菌数的 E. coli CVCC249 培养物为接种物, 接

种于含 5 L LB液体培养基的 10 L发酵罐中, 37℃条件

下培养, 间隔1 h取样[28]. 分别以悬滴培养法和浊度法

测定形成的菌落数CFU[29]和A600浊度值的变化[30](图 1

和 2). 

 
 

 

图 1  不同接种量时 E. coli CVCC249 菌群活菌数变化过程

曲线 
曲线以 Gaussian 分布函数光滑, R2＞0.98 

 

图 2  不同接种量时 E. coli CVCC249 菌群浊度值变化过程

曲线 
曲线以 Boltzman sigmoid 分布函数拟合, R2＞0.98 
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由图示不难看出 , 对同一生长过程的培养物 , 

CFU 法测得的结果显示为正态分布型曲线, 而当培

养时间低于 20 h, 浊度法测得的浊度值则显示为

Boltzman sigmoid 分布型曲线. 这是由于 CFU 法基于

有分裂能力的活细菌形成的菌落, 是净增殖结果的

表征, 而浊度值所表征的则是细胞总存在量. 不能

区分正在进行增殖的活菌和不能进行分裂的休止细

胞 [27~29]. 而浊度值的净增/减量的递推(Ai+1−Ai)则显

示为正态分布型曲线(图 3), 表明此表征方法可以消

除休止细胞存在的影响. 

对图 1 和 3 进行递推系数计算的结果表明, 浊度

法的结果与 CFU 法的结果十分接近. 序列递推系数变

动在 0.95~1.2 之间, 可信限处于随机增长的 Fabonacci

序列递推系数的理论值(1.133)范围之内[26,27], 前文对

此也给出了多方面的分析 [18~24]. 因此预测, 在菌群

生长增殖被药物抑制时, 递推系数必然应小于 1.0. 

纸片扩散法以目测无细菌生长透明圈直径为依据 , 

相当于 CFU 法; 稀释法以目测培养试管中无细菌生

长为据, 相当于浊度法. MIC/MBC 的判定, 既不能估

量活菌/休止期细胞的不同影响, 而又依据因人而异

的目测结果, 导致对不同实验室的 AST 报告不可能

进行等价比较. “敏感”与“耐药”的判定标准是建立在

统计基础上的推断, 推断的准确度(accuracy)很大程

度上取决于对抑菌环直径与稀释法药敏试验 MIC 相

关程度的把握上. 因此, 对这种推断结果解释的误差, 

也是不可避免的.  

本文提出的以浊度净增量来计算递推系数的方

法, 可消除休止细胞存在的影响, 可与 CFU 法取得

的结果等价, 又不受接种量和不同生长阶段的影响, 

 

 

图 3  不同接种量时, E. coli CVCC249 菌群浊度值净增量 
变化过程曲线 

这为 AST 检测方法的建立提供了必要条件. 

2.2  用菌群增殖过程中浊度序列比值净 RC(递推
系数的值)为目标函数 , 表征庆大霉素对 E. coli 
CVCC249 的抑菌率(IH, inhibitory%) 

图 4(A)和 (B)为在不同浓度庆大霉素存在下 , 

接种量为 1×107 CFU/mL 和 3.5×105 CFU/mL 时, E. 

coli CVCC249 菌群生长过程浊度的实测值变化曲

线, 由于它们呈现为不同的动力学曲线, 曲线的形

状和曲率各异, 难以依据一个普适性的方程进行拟

合[36~41]. 

图 4(C)和(D)是以递推系数值构成的过程曲线, 

可表征经不同浓度庆大霉素作用后的药物效应. 但
是, 由于在分批培养条件下, 不含庆大霉素的对照组

生长也会受限, 生长曲线也表现为一定程度的衰减, 

因此, 需要由药物组减去此效应, 以得到净递推系数

值(Net RC=RCi−RCzero), 结果见图 4(E)和(F). 

上述结果表明, 不同接种量时, 递推系数值的动

力学变化相似. 以浊度法的测定为依据并以净递推

系数值定量表征药物效应时, 可消除休止细胞和不

含药物对照组的影响, 为等价基础上表征药物抑菌

力提供了必要条件. 

以药物作用下细菌生长曲线下的面积(AUC)定量

表征药物效应—— 抑菌力(IH%, inhibitory capacity)/杀

菌力(killing capacity), 是药效动态学(pharmacodynamics)

表征药物积累效应常应用的方法[11,12]. 从数学分析角

度, 曲线下的面积(AUC, area under curve)是面积的

积分值, 它是动力学过程的通解, 不受限于某一特定

的方程[34,35]. 但是, 如果直接以浊度法的测定为依据

计算 AUC 时, 它既不能消除休止细胞的干扰, 又要

受到接种量显著影响, 是在不等价基础上的比较. 如

图 5(A)所示, 直接以浊度法测定结果(数据来源于图

4(A)和(B))得到的曲线下的面积定量表征药物效应时, 

接种量为 1×107 CFU/mL 和 3.5×105 CFU/mL 的抑菌

动力学过程和抑菌常数显著不同. 但以净递推系数

值得到的曲线下的面积定量表征药物效应时, 得到

的抑菌动力学过程和抑菌常数则相同(图 5(B)), 表明

以净递推系数(Net RC)表征药物效应时, 休止细胞和

接种量的影响都可被等值化. 细胞的动力学过程曲

线相同, 药物效应可在等价基础上进行比较. 但图

5(B)仍然是基于单变量分析的结果, 即药物的效应限

定为固定时间点的单一浓度的作用, 不能表征浓度 
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与时间 2个自变量的复合效应[10~13]. 等值线图是基于

非线性多元回归建立的非模型分析法. 可适合于二

变量复杂性分析 [31,32], 此分析法已被有效地应用于

酶动态学过程研究[33]. 

 
 
 

 

图 4  不同接种量, E. coli CVCC249 在不同浓度庆大霉素存在下菌液浊度值与递推系数值的变化 
(A) 接种量为 1×107 CFU/mL 时, E. coli CVCC249 在不同浓度庆大霉素存在下菌液浊度值的变化; (B) 接种量为 3.5×105 CFU/mL 时, E. 

coli CVCC249在不同浓度庆大霉素存在下菌群浊度变化; (C) 接种量为 1×107 CFU/mL时, E. coli CVCC249在不同浓度庆大霉素存在下递

推系数值的变化; (D) 接种量为 3.5×105 CFU/mL 时, E. coli CVCC249 在不同浓度庆大霉素存在下递推系数值的变化; (E) 接种量为 1×107 

CFU/mL 时, E. coli CVCC249 在不同浓度庆大霉素存在下净递推系数值的变化; (F) 接种量为 3.5×105 CFU/mL 时, E. coli CVCC249 在不 

同浓度庆大霉素存在下净递推系数值的变化 
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2.3  用净递推系数值表征抑菌率(%)的等值线图, 

分析不同浓度庆大霉素、恩诺沙星、左氧氟沙星和
头孢曲松钠及其存在时间对 E. coli CVCC249 抑菌
率(%)的复合影响 

图 6(A)用等值线图显示不同浓度庆大霉素及其

存在时间的药物对 E. coli CVCC249 抑菌率(%)(等值

线标示值×100)的复合影响, 接种量为 1×107 CFU/mL. 

图 6(B)接种量为 3.5×105 CFU/mL. 

等值线图 X 轴和 Y 轴分别为庆大霉素的存在时

间和不同浓度, 二者协同作用的结果则表征为等值

线的动态变化 [31~33], 等值线上标示的数值则为基于

非线性多元回归得到的二变量(浓度和时间)复合效

应的结果, 等值线上标示的数值为杀菌率(%)(标示值

×100). 由图 6(A)可见 , 在庆大霉素浓度低于 2.0 

μg/mL 时, 10 h 前无抑菌作用. 庆大霉素浓度大于 2.0 

μg/mL 时, 抑菌率随浓度增长而提高. 要达到大于

60%的抑菌率, 浓度需大于4.0 μg/mL和20 h以上的存

在时间. 由图 6(B)可见, 接种量为 3.5×105 CFU/mL时, 

庆大霉素浓度及其作用时间的复合作用对抑菌率(%)

的影响与接种量为 1×107 CFU/mL 时的结果相同. 

判断抗菌药物是时间依赖性或浓度依赖性, 是

药效学研究与临床应用的重要问题. 通常认为, 这属

于一类抗菌药物对某一菌株的专一性效应[11~13]. 图

6(A)和(B)的结果则表明, 一类抗菌药物对某一菌株

抑菌率的时间依赖性或浓度依赖性, 取决于其浓度

和存在时间的复合效应, 而上述判断不可能仅依据

单变量分析给出结果(图 4(E)和(F)). 等值线图表征杀

菌率(%)的方法, 则为此提供了一个有力的工具. 等 

值线图属于非模型化分析 [31,32], 它表征的结果只限

定于实测数据范围内, 而不能作外推和预测, 欲得到

≈100%的抑菌率的结果, 则通常需要扩大庆大霉素的

浓度再进行测试. 图 6(C)是在高浓度庆大霉素作用

下的抑制率(%)的等值线图, 表明要达到 100%的抑

制效果，需要 15 μg/mL 的浓度和 10 h 的作用时间. 

不同类型的抗生素, 抗菌作用机理也各有不同. 

如氨基糖苷类的庆大霉素, 其作用机制是直接与 30S 

核糖体 16rRNA 亚单位的解码区的 A 部位相结合, 从

而阻止蛋白质合成[42]; 喹诺酮类的恩诺沙星(Enro-     

floxacin)和左氧氟沙星(Levofloxac), 其作用机制是干

扰细菌DNA的复制和转录, 诱发细菌启动了SOS 应

答机制抑止 DNA 复制[43]; 对头孢类的头孢曲松钠

(ceftriaxone sodium)其抗菌作用机制是结合细胞外膜

的青霉素结合蛋白[44]. 那么, 基于庆大霉素对菌群生

长抑制过程的分析而提出的药敏试验新方法, 是否

也适用于其他类型抗生素呢? 为了进一步验证新方

法的有效性, 采用与庆大霉素相同的试验方法, 测定

了恩诺沙星、左氧氟沙星和头孢曲松钠对 E. coli 

CVCC249 生长的抑制作用. 图 6(D)~(F)给出了等值

线图的分析结果, 图 6(G)则为庆大霉素对标准质控

菌株作用的结果. 由等值线图 6 可见, 相同的抑菌率

(%)可由药物浓度和作用时间的不同组合得到, 这是

CLSI 等药敏测试方法不能提供的, 而这正是临床治

疗所需要的信息. 由上述系列等值线图的比较还可

看出, E. coli CVCC249 菌株对 4 种不同类型的抗菌药

物等值线图的变化趋势各不相同, 即药物的特异性

可由此得以表征. 而与质控菌株(图 6(G))的比较表明, 

药物 (庆大霉素 )对不同菌株的抑制作用的不同动 
 

 

图 5  以曲线下的面积定量与净增量表征药物效应时抑菌动力学常数比较 
(A) 定量; (B) 净增量. K−1 和 K−2 表示曲线的衰减常数 
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图 6  不同浓度庆大霉素、恩诺沙星、左氧氟沙星和头孢曲松钠及其作用时间对 E. coli CVCC249 抑菌率(%)的复合影响 
(A) 不同浓度庆大霉素和作用时间对 E. coli CVCC249 菌株抑菌率(%)的复合影响. 接种量为 1×107 CFU/mL; (B) 不同浓度庆大霉素和作

用时间对 E. coli CVCC249 菌株抑菌率(%)的复合影响. 接种量为 3.5×105 CFU/mL; (C) 不同浓度庆大霉素(高浓度时)和作用时间对 E. coli 
CVCC249 菌株抑菌率(%)的复合影响. 接种量为 1×107 CFU/mL; (D) 不同浓度恩诺沙星及作用时间对 E. coli CVCC249 菌株抑菌率(%)的
复合影响. 接种量为 1×107 CFU/mL; (E) 不同浓度左氧氟沙星和作用时间对 E. coli CVCC249 菌株抑菌率(%)的复合影响. 接种量为 1×107 
CFU/mL; (F) 不同浓度头孢曲松钠和作用时间对 E. coli CVCC249 菌株抑菌率(%)的复合影响. 接种量为 1×107 CFU/mL; (G) 不同浓度 

庆大霉素和作用时间对标准质控菌株 E. coli ATCC 25922 抑菌率(%)的复合影响. 接种量为 1×107 CFU/mL 
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态过程也可表征出来. 

3  讨论 

多年来, 药物对微生物生长抑制机理的研究, 主

要集中于药物分子与菌体细胞特异性靶位的作用 , 

并从生物大分子水平上报道了抗菌作用的机理. 但

其只是感染发生的必要条件, 而不是充分条件. 感染

对宿主的影响则体现于亿万细胞在一定环境条件下

不断增殖的结果. 药敏试验应针对药物对菌群毒效

功能得以充分表达这一层次上, 对药物与菌群的相

互作用的机理来进行分析. 药敏试验的结果应对临

床药物的选择使用有指导作用, 作为细菌耐药/抗药

性监测和开发新药的依据应当准确稳定, 应具等价

可比性. 但是, 体外(in vitro)进行的药敏试验测试条

件与在体内(in vivo)药物与感染菌群(病原菌)相互作

用时的环境和动态过程有很大差别, 在体外, 全方位

模拟体内药物与感染菌群相互作用时的处境和动态

过程, 以获得两个不同生态系统的等价比较是难以

达到的, 但也不应忽略这一起主导作用的因素. 而通

常的稀释法(琼脂或肉汤稀释法)和纸片扩散法都只

研究药物浓度的影响, 而未能包含时间和药物浓度

与菌群数量的比值这两个重要影响因素 . CLSI 和

BSAC 等临床标准实验室对质检菌株药敏试验结果

“抗药”或“敏感”的判定也是脱离药物的存在时间, 而

单独评估药物浓度的作用[1~4]. CLSI 提出的对“R, I, 

S”的区分标准, 变动于数个质控浓度之间, 是一个

“弹性尺度”, 人们期望一个普适性的药敏试验方法

和清楚区分“耐药”或“敏感”的判断标准. 

通常对 MIC 所维持时间的量度, 只限于药效动

力学研究. 药物浓度与菌群数量比值的量度只限于

以 CFU 方法进行 MBC 研究. 时间和药物浓度与菌群

数量的比值这两个重要影响因素的作用, 并未体现

于临床药敏试验及细菌耐药趋势监测研究中 [11~13], 

这可能是通行的临床药敏试验结果总是呈现不确定

性的重要原因. CLSI 不断对其药敏试验方法和结果

的判断标准进行补充和修改, 表明评价 AST 测试结

果非常困难. 如黄素丹等人[45]报道了 MIC 法测验不

同厂家生产的同一种抗菌药物(左氧氟沙星注射液和

环丙沙星注射液)的结果, 高低相差 60 倍以上(∼6 个

质控浓度). 近年来, 新的 MIC/MBC 方法不断出现, 

如 E 试验法、放射性核素法、荧光法、气体压力法、

流式细胞术法、半自动化药敏测定仪以及 PCR 法  

等 [46~51], 检测效率及测试的稳定性都能提高. 但是, 

它们都未能阐述以上三个重要因素的影响, 也未能

改变微生物耐药性日趋严重的现状. 一方面, 研制开

发一种新药的时间更趋长久, 而一种新药耐药性形

成的时间则更为短暂, 在有效药物浓度降低或去除

后, 休止细胞又回复增殖现象, 它是基于“耐药”还是

“抗性突变”? 这都是与药敏试验有关而又未能得以

解决的难题. 

基于对上述问题的分析, 一个有效的药敏试验方

法和结果评估标准必须建立在充分了解药物的抑菌/

杀菌机理的基础上, 而不应仅限于操作规程的改进. 

本文提出的改进策略, 将有助于对临床合理用药具指

导意义的普适性的 AST 试验方法的建立[7]. 

本文提出的方法是针对 CLSI 等国际药检标准化

实验室提出的 AST 方法存在的问题而构建的. CLSI

的方法对数以千计的质检菌株都给出了具体的测试

规定, 而且又不断更新[1~4], 是一“个性化”的方法. 本

文提出测定方法, 从数学分析上看, 是基于差分方法

的应用, 即用简单的差分计算代替复杂的微分方程

求解, 这一策略在分析复杂的生态系统时非常有效[52]. 

恩诺沙星、左氧氟沙星以及头孢曲松钠是广泛应用的

抑制革兰氏阴性菌感染的首选抗菌素. 因此, 试验结

果在此范围内验证了这一新方法的有效性. 对革兰

氏阳性菌、厌养菌以及真菌等不同类型微生物的作用, 

还在进行中. 但是, 本研究仍属于方法学的探索, 它

的普适性需要多类型抗菌药物对系列质检菌株来验

证. 由于测定的工作量大, 数据拟合和等值线图的制

备与分析都需要一定的计算数学知识, 它并不能直

接作为常规性的临床药敏试验方法应用. 但是, 它提

出的策略以及由此得到的信息, 可为改建新的临床

药敏试验方提供依据. 

药敏试验的内涵应当依据不同的需要而定, 常规

性的临床药敏试验方法需简易可行, 操作易于标准化, 

提出的 MIC 应同时具有时间效应, 并具有较高的检测

效率及测试的稳定性, 可作为合理使用抗菌药物及细

菌耐药/抗药性监测的重要依据. 本实验室正在进行这

方面的探索. 而对新药开发和药敏试验的研究工作, 

则需要进行动力学和分子生物学等多方面的研究, 为

临床药敏试验方法提供支持. 国家或专业性临床标准

化实验室还需要进行药代动力学、药效动态学等方面

的研究, 应基于本实验室进行的上述多方面的研究基



中国科学: 生命科学   2010 年  第 40 卷  第 11 期 
 

1071 

础上, 提出为临床合理使用抗菌药物及细菌耐药/抗药

性监测和新药研发的建议, 而非仅限于基于来源于不

同实验室的统计资料而进行的归纳性分析. 本实验室

以“抗药性或耐药性+抗菌药物”检索 1999~2010年, 中

国期刊, 中国知网(WWW.CNKI.NET)得到的 255 篇论

文都是采用 CLSI 标准进行药敏试验 , 并通过

WHONET5.4 软件进行分析, 结论都是“某药对某菌

耐药率为某某百分数, 耐药谱很广, 耐药性呈上升趋

势, 建议加强监测, 合理用药”, 但如何合理用药仍是

一个模糊的概念. 而药敏试验方法中存在的问题, 却

未能得到反映. 国际上的同类研究多从分子生物学

层次提出了作用机理方面的问题, 对药敏试验方法中

存在的问题的讨论也未能涉及本文上述提出的问题. 

4  结论 

被普遍应用的美国 CLSI、英国 BSAC 等临床标 

准实验室提出的细菌药敏试验方法, 试验结果具有

明显的不确定性, 这是由于方法本身内在缺陷造成, 

即都只研究药物浓度的影响, 而未能包含药物浓度

与存在时间的复合作用和药物浓度与菌群数量的比

值这二个重要的影响因素, 是针对某一菌株对某类

药物作用的个性化方法，不具普适性.  

基于 4 种不同类型的抗菌素, 对 E. coli CVCC249

菌株生长动力学过程影响的分析, 提出了一个药敏

试验的新方法. 用浊度值的净增量消除休止细胞的

影响后, 基于庆大霉素等 4 种抗菌药物存在下菌群浊

度数列的递推系数值的变化, 进一步用等值线图直

观显示药物浓度及其作用时间复合作用的策略, 可

使上述限制性因素对药敏试验的影响归一化, 而得

以等价表达, 可得到不同抑菌百分率时所需药物浓

度及其作用时间的动态变化值, 这正是临床治疗最

需要的信息. 
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