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Abstract
Antimicrobial Resistance (AMR) has become one of the important factors threatening global public health. At present, the traditional 
Antimicrobial Susceptibility Testing (AST) commonly used in clinical practice is a key technology to guide the rational use of 
antibiotics and curb the spread of drug resistance. However, obtaining drug sensitivity results through the traditional AST method 
takes a long time and is difficult to meet the clinical demand for rapid and precise medication guidance. Therefore, the development 
of rapid, accurate and efficient AST technology has become an urgent need for clinical microbiology and precision medicine. Based 
on this current situation, this paper systematically reviews the new methods in the field of rapid drug sensitivity detection (RAST) in 
recent years, conducts in-depth analysis from aspects such as the principles, advantages, limitations and related clinical applications 
of various methods, and discusses the current challenges and future development directions of rapid drug sensitivity detection 
technology, aiming to provide corresponding technical references for clinical medical workers, researchers, etc. Promoting the clinical 
transformation and application of rapid drug sensitivity detection technology, enhancing the diagnosis and treatment techniques for 
infectious diseases, and ultimately alleviating the increasingly severe crisis of antibiotic resistance.
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摘　要

抗生素耐药性（Antimicrobial	Resistance,	AMR）已成为威胁全球公共卫生的重要因素之一。目前，临床常采用的抗菌药物敏
感试验（Antimicrobial	Susceptibility	Testing,	AST）是指导其合理使用抗生素、遏制耐药性蔓延的关键技术。然而，通过传统
AST方法获得药敏结果耗时长，难以满足临床快速、精准用药指导的需求。因此，发展快速、准确、高效的AST技术已成为
临床微生物学和精准医学的迫切需求。基于此种现状，本文系统性的回顾了近年来快速药敏检测（Rapid	drug	susceptibility	
testing	technology，RAST）领域的新方法，从各类方法的原理、优势、局限性及相关的临床应用等方面进行深入分析，并探
讨了快速药敏检测技术当前面临的挑战与未来发展方向，旨在为临床医务工作者、研究人员等提供相应的技术参考，促进快
速药敏检测技术的临床转化与应用，提升感染性疾病的诊疗技术，最终能改善日益严峻的抗生素耐药危机。
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1 引言

自 1928 年，苏格兰细菌学家亚历山大·弗莱明发现了

世界上第一种抗生素—青霉素以来，抗菌药物已成为治疗感

染性疾病的核心手段，为现代医学带来了革命性的改变 [1]。

然而，随着抗菌药物的长期不合理使用使得微生物耐药性问

题愈演愈烈。据世界卫生组织（World	Health	Organization，
WHO）统计数据显示，全球每年因耐药菌感染死亡的人数

已超过 70 万，若不采取合理措施加以控制，到 2050 年这一

数字将突破 1000 万 [2]。此外，中国细菌耐药监测网（China 
Antimicrobial	Resistance	Surveillance	Network，CHINET）

在 2023 年发布的数据显示，我国耐碳青霉烯肠杆菌科细菌

（Carbapenem-resistant	Enterobacteriaceae,	CRE）的检出率已

达 15.2%，耐甲氧西林金黄色葡萄球菌（Methicillin-resistant	
staphylococcus	aureus,	MRSA）的分离率在 30% 以上 [3]。然

而，随着微生物耐药率的不断攀升，将会引起感染性疾病治

疗失败、患者住院时间延长、医疗费用增加，高风险医疗操

作后患者面临感染失控等一系列问题，因此如何通过合理使

用抗菌药物来降低微生物的耐药率是解决当前问题的关键
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一环。微生物 AST 作为指导临床抗菌药物选择的重要依据，

其检测效率直接影响感染治疗效果。目前临床微生物实验室

常采用的 AST 方法均需依赖细菌生长周期，通常需要一至

两天甚至更长时间才能获取检测结果，难以满足急重症患者

感染的快速诊疗需求。研究表明，全球约 35% 的耐药感染

因检测延迟导致初始治疗方案失效，脓毒症患者每延迟 1 小

时有效抗菌治疗，死亡率将增加 7.6%[4]。因此，开发高效、

精准的 RAST 技术，缩短从样本采集到结果报告的时间窗口，

对提高感染治愈率、减少广谱抗生素滥用、延缓耐药性传播

具有重要的临床意义与公共卫生价值。

2 传统 AST 方法及其局限性

传统 AST 方法主要包括纸片扩散法、肉汤稀释法和自

动化仪器法（如 VITEK、BD Phoenix 等）这三种，其工作

原理均基于体外细菌培养，通过与相应的抗生素共同孵育

18 至 24 小时后观察其生长情况判断耐药性 [6-7]。一份药敏

结果从样本采集、病原体分离培养到最终检测终止实验室人

员审核结果，通常需要 2-3 天的时间。在此期间，临床医生

往往只能先经验性用药，可能因无法准确把控抗生素的使用

剂量从而加剧其耐药性的产生与传播。因此，传统 AST 技

术耗时长这一局限性已成为临床感染性疾病有效诊疗的瓶

颈之一（表 1）。

表 1 传统 AST 方法的性能特征与局限性

检测方法 操作特点 检测周期 优势 局限性

纸片扩散法
定量抗生素纸片贴于琼脂平板，观

察抑菌圈
18-24 小时 操作简便、成本低 主观性强，无 MIC 值，受培养基影响大

肉汤稀释法
梯度稀释抗生素与菌液混合，测最

低抑菌浓度
18-24 小时 可定量 MIC，结果准确 操作繁琐，试剂消耗大，耗时久

自动化培养系统
比浊法 / 荧光法监测生长，自动判读

最低抑菌浓度
4-15 小时 标准化高，效率提升 设备昂贵，对苛养菌检测能力有限

此外，传统方法对样本所含病原菌的纯度要求较高，

必须使用纯培养物，对混合感染或病原体浓度较低的样本无

法进行检测。因此，开发能够快速、准确的微生物快速药物

敏感性检测技术，已成为临床迫切需求和科研热点。

3 微生物快速药物敏感性检测方法

近年来，微生物快速药物敏感性检测发展迅速。从 20
世纪末至 21 世纪初快速药物敏感性检测初步探索，通过聚

合酶链式反应（Polymerase	Chain	Reaction，PCR）技术实现

耐药基因快速扩增，将检测时间缩至数小时；到现在不断创

新发展，质谱技术、微流控芯片、CRISPR 诊断、AI 优化、

纳米材料联用等技术层出不穷，大幅提升了 AST 的检测效

率与灵敏度，推动 AST 向快速化、精准化、便携化发展。

3.1 基于分子生物学检测的 RAST 方法
目前，该类技术该类技术是临床应用最成熟的快速检

测技术之一。其优势在于不依赖于细菌的分离培养周期，通

过直接检测复杂样本（血液、尿液、痰液等）中的耐药基因

或突变位点，将检测时间缩短至 2 至 8 小时，且灵敏度高，

特异性强，适用于已知耐药机制明确的病原菌 [8]。

3.1.1 核酸扩增技术
该技术可通过特异性放大耐药基因片段，使其数量呈

指数级的增长，从而检出低丰度标志物，包括 PCR、实时

荧光定量聚合酶链式反应（Real-time	Quantitative	PCR，

qPCR）及数字聚合酶链式反应（Digital	Polymerase	Chain	
Reaction，dPCR）等，其中 qPCR 为目前临床常用的病原微

生物耐药基因检测方法。qPCR 技术是通过设计特异性引物

和探针，利用荧光信号积累实时监测整个扩增的进程，通

过对扩增产物定量分析可靶向检测常见的耐药基因，如编

码 β- 内酰胺酶的 blaTEM、blaCTX-M、碳青霉烯耐药基

因 blaKPC、blaNDM、blaOXA-48，以及甲氧西林耐药基因

mecA 等 [9-12]。目前，针对临床常见的耐药基因的检测已经

实现商业化并已在临床广泛开展使用，例如 MRSA 的 mecA
基因，其检测可在 1-2 小时内完成，显著缩短了诊断时间 [13]。

dPCR 技术是在传统的 PCR 技术基础之上逐渐发展起来的

新型 AST 技术。与传统 PCR 技术不同的是 dPCR 技术先对

检测样品进行微滴化处理，在经过 PCR 扩增之后，分析每

一个微滴的荧光信号，根据泊松分布原理以及阳性微滴的个

数与比例，就可以得出靶分子即时拷贝数或者浓度，实现单

分子绝对定量，具有高灵敏度、特异性及精确度的特点 [14]。

3.1.2 高通量基因测序技术
近 年 来 下 一 代 测 序（Next-Generation	Sequencing,	

NGS）技术在检测细菌耐药领域迅猛发展并已在临床广泛

开展应用，其中包括宏基因组测序技术（Whole Genome 
Sequencing，WGS）、 靶 向 基 因 测 序 技 术（Targeted	
Genomic	Sequencing，tNGS）以及牛津纳米孔技术（Oxford	
Nanopore	Technologies,	ONT）。WGS 是通过获取病原体的

全部基因序列，全面解析其基因组中的耐药基因与突变位

点，实现耐药表型的精准预测 [15]。基于 WGS 检测原理的特

性，能无偏倚地检测出各类临床样本中所有潜在病原体，因

此具有检测范围广、灵敏度高的优势，但是同时也存在数据

分析复杂需配备专业数据分析人员，成本高，且需持续更新

数据库以保持结果的准确性，因此限制了其临床应用 [16]。

tNGS 是一种基于超多重 PCR 扩增 ( 或靶向捕获 ) 与高通量

测序技术相结合的新一代测序技术。tNGS 可实现直接对靶

向基因进行测序，所需测序数据量较小，因此所需检测成本

更低，周转时间也大幅缩短，且已在临床广泛开展应用 [17-18]。



92

亚洲临床医学杂志·第 08卷·第 10 期·2025 年 10 月

ONT 是目前新兴地三代测序技术，该检测方法通过实时碱

基识别和耐药基因比对，可在样本处理后数小时内完成测

序，实现微生物的 RAST[19]。Chan[20] 等人为解决结核分枝

杆菌检测时间成本高得问题，设计了一个检测结核病耐药性

的纳米孔靶向测序平台，其特点是无需细菌分离培养，直接

从临床所采集的样本中检测分析，整个过程仅需 6 ～ 9 小时，

而传统的结核菌药敏试验通常需要 2 到 8 周，大大节约患者

的时间成本。

3.2 基于质谱技术的 RAST 技术
基 质 辅 助 激 光 解 析 串 联 飞 行 时 间 质 谱（Matrix-

Assisted	Laser	Desorption/	 Ionization	Time	of	Flight	Mass	
Spectrometry，MALDI-TOF MS）是目前临床微生物室常见

的一种质谱检测技术，它可通过检测病原体的蛋白指纹图谱

实现菌种鉴定与耐药性分析。目前 MALDI-TOF MS 检测细

菌的耐药性有三种方式，一是直接检测细菌水解特定抗生素

的质谱峰。细菌耐药时产生某种特定酶（如 β- 内酰胺酶水

解青霉素）来水解抗生素，其本质是切断抗生素分子的特定

化学键，产生分子质量更小的水解产物，此时通过 MALDI-
TOF MS 检测质谱捕捉抗生素被水解前后的分子质量变化，

以此判断细菌是否具备水解该抗生素的能力 [21]；二是鉴定

与耐药性相关特定蛋白质谱峰。耐药菌株通常会特征性地表

达某种耐药相关的特定蛋白质（如耐药酶、耐药基因编码蛋

白），通过质谱检测菌株是否同样也存在特征质谱峰来判

断细菌的耐药性 [22]；三是通过分析抗生素作用前后细菌蛋

白质谱的差异来推断药敏结果。这种检测方式采用的是直

接直接靶板微滴生长法	(direct-on-target	microdroplet	growth	
assay，DOT-MGA)，将菌株与抗菌药物共同孵育数小时后

将混合液滴于微孔板上，待干燥后 MALDI-TOF MS 进行鉴

定 [23]。Idelevich[24] 等研究发现使用 DOT-MGA 检测方法可

快速地检测铜绿假单胞菌和肺炎克雷伯菌对美罗培南的耐

药性。宋迪静 [25] 等采用 DOT-MGA 检测肺炎克雷伯菌和铜

绿假单胞菌对碳青霉烯类药物敏感性发现，该方法在 4-5 小

时就内得到到特定细菌对碳青霉烯类药物的表型结果，且与

传统的微量肉汤稀释法的一致性较高。

3.3 基于光学成像与生物传感器的 RAST 技术
3.3.1 拉曼光谱技术

拉曼散射是光与物质分子相互作用时，少数光子因与

分子交换能量而改变传播方向和频率的现象，拉曼光谱技术

是在此原理基础上通过检测光与分子相互作用后的频率变

化来反向推导物质的分子信息，目前被广泛应用于生物化

学、安防安检、微生物检验以及考古等多个领域 [26-28]。将拉

曼光谱技术应用于微生物药敏检测研究发现，当抗菌药物作

用与细菌后，其代谢发生变化导致拉曼光谱特征峰的位移

与强度改变，可以在 1-4 小时内实现快速区分敏感株与耐药

株 [29]。重水标记拉曼光谱也是目前拉曼光谱技术中的一个

研究热点。在这项技术中将细菌培养在含有重水（D2O）的

培养基中，活菌在代谢过程中会将氘中的氢原子掺入到新合

成的生物分子（如蛋白质、脂质）中，导致 C-D 键的拉曼

信号在特定波数出现并增强，而受抗生素抑制的敏感菌代谢

停滞，C-D 信号不增强，通过对比加药组与不加药组的 C-D 
键拉曼信号，即可判断细菌对药物的敏感性，实现抗菌药物 
MIC 的快速检测。

3.3.2 荧光成像技术
荧光成像技术是通过荧光探针可以与细菌的特定结构

相结合，区分不同状态下的细菌，以达到可视化抗生素作用

效果，实现耐药性的快速判定。例如活性荧光染料如钙黄绿

素 - AM 具有渗透性，可通过细胞膜完整性进入细菌细胞，

被酯酶水解后产生荧光，敏感菌株在抗生素作用下细胞膜破

坏，荧光染料外溢荧光强度降低，而耐药菌株由于细胞膜的

完整性因此任然保持强荧光，此荧光强度可利用时差成像显

微镜进行观察，可动态监测细菌分裂速率，从而快速推断出

抗菌药物的最低抑菌浓度。

4 挑战与展望

    随着对 RAST 技术研究的不断的深入，其取得的成

果在多重感染临床诊疗以及遏制多种耐药菌发生发展速度

等方面具有重要的应用价值。然而关于 RAST 技术的所有

研究最终的目的都将是走向临床并服务于临床，因此 RAST
技术除需具备快速、准确和稳定检测的特点外，还应具备低

成本、标准化以及便于临床操作的优势。目前大部分 RAST
技术在推广临床方面仍然面临着许多挑战。首先是成本限制

普及，WGS 单次检测费用大概在 500-2000 元不等，试剂成

本也较高；多重 qPCR 试剂盒 200-500 元 / 次，远远高于传

统检测方法成本；且大部分所配备的设备价格昂贵，超出了

基层医院所能承担的价格范围。其次，大部分 RAST 技术

由于正处于临床开发中或推广初期，缺乏统一的性能评价标

准，不同平台间结果难以比较，且大多缺乏大规模多中心临

床验证数据。此外，其大部分结果解读复杂，例如 WGS 等

产生大量数据需专业生物信息学知识支撑，因此实验室需配

备专门的工作人员，对于人才培养的成本投入增加。

5 结语

微量肉汤稀释法、纸片法以及自动化技术等常规的

AST 方法因其具有易于使用，成本低以及临床普适度较高

的优势，目前仍然大部分临床微生物实验室 AST 检测的主

流方法。然而，随着多重耐药菌感染率与耐药率的逐年增

高，为遏制抗菌药物耐药问题，提高抗菌药物合理利用的程

度，RAST 将是未来临床实验室病原微生物药敏检测的必然

趋势。未来，希望通过多技术联用、智能化集成、便携化开

发及标准化完善，使得 RAST 技术能实现从实验室到临床

的全面渗透，从常见细菌到苛养菌、真菌的全面覆盖，从定

性检测到定量分析、动态监测的全面升级。这不仅将彻底改

变感染性疾病的诊疗模式，更将为遏制全球微生物耐药危机

提供关键技术支撑，为保障人类健康作出重要贡献。
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