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摘   要：【目的】每年有 700 多万人因抗生素使用不当或不及时而死于细菌感染。抗菌药物敏感

性测试(antimicrobial susceptibility test, AST)在临床上被用于指导抗生素治疗，传统的临床检测方

法至少需要 16−20 h 才能获得检测结果，存在局限性。开发基于细菌形态分析的新型快速 AST 方

法，有助于提高诊断效率，为危急重症的细菌感染患者提供及时的治疗。【方法】开发一种原位微

菌落延时成像技术，将细菌孵育、抗生素给药、显微成像和图像处理算法相结合。通过成像设备和

算法两个维度对齐图像，原位追踪不同浓度抗生素作用下菌落的形态变化，从而判断药敏结果。【结

果】经过实验验证，该技术对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌均有效，可在 2 h 内测定最低抑菌浓度

(minimal inhibitory concentration, MIC)，与临床金标准方法结果一致。【结论】本研究的快速 AST
方法显著缩短了获得 AST 报告的时间，并且有望用于更广泛的菌株和抗生素组合。 

关键词：霍夫变换；细菌形态；图像识别；快速药敏；原位孵育 
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Abstract: [Objective] Over 7 million people die from bacterial infections every year due to the 
inappropriate or untimely use of antibiotics. Antimicrobial susceptibility test (AST) is a routine 
method guiding antibiotic therapy in clinical practice, while the existing methods have 
limitations as they require at least 16–20 h to get the results. We aimed to develop a novel rapid 
AST method based on bacterial morphology analysis, which can improve the diagnosis 
efficiency and provide timely treatment for the patients with bacterial infections, especially for 
urgent cases. [Methods] We developed an in-situ time-lapsed imaging (ISM-TLI) technique for 
microcolonies by combining bacterial incubation, in vitro antibiotic treatment, microscopic 
imaging, and image processing algorithm. The combination of the imaging device with the 
algorithm enabled the tracing of the morphological changes of colonies treated with different 
concentrations of antibiotics in-situ and the rapid obtainment of AST results. [Results] This 
technique worked effectively for both Gram-positive and Gram-negative bacteria and could 
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) within 2 h, with the results in 
agreement with those obtained with the clinical gold standard method. [Conclusion] Our rapid 
AST technique significantly reduced the turn-around-time for obtaining the AST profile and 
had great potential for AST of a wide range of other strains. 
Keywords: Hough transform; bacterial morphology; image recognition; rapid antimicrobial 
susceptibility test; in-situ incubation 
 
 

抗生素的滥用和误用，导致抗生素耐药细菌

在感染病例中不断增多，例如耐甲氧西林金黄色

葡萄球菌和耐万古霉素肠球菌等已经成为全球

公共卫生健康的严峻威胁[1-6]。由于原有抗生素

有效性下降，而且新型抗生素的研发进展缓慢，

抗生素耐药细菌感染的状况不断恶化，一些感染

病例及食源性疾病，如肺炎、结核病、败血症、

食物中毒、肠道传染病等，变得越来越难医治，

甚至有时难以找到有效的治疗方案[7-8]。以上因

素使得患者住院时间延长，并且预后恶化，这

两者都导致医疗费用的增加，进一步加重患者

负担[9]。 
为了防止抗生素的滥用，医院普遍采用细菌

药敏测试来指导抗生素的合理使用。最常见的细
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菌药敏测试方法，如微量肉汤稀释法、纸片扩散

法、抗生素浓度梯度法[10-12]，是基于抗生素存在

下观察细菌宏观可见的生长情况。传统抗菌药物

敏感性测试(antimicrobial susceptibility test, AST)
基于细菌培养物的光密度检测，OD600 检测限为

107 CFU/mL[10-11]，因此细菌种群需经过 16−20 h
才能达到最低可检测的生长水平。一些新型的

细菌耐药检测方法，例如全基因组测序和 PCR
检测，通过检测细菌的耐药基因来判别细菌的

耐药特性[13-15]，但基因检测无法准确反应细菌

的表型异质性，而且单细菌中基因的表达也具

有随机性[16]，因此上述方法也存在一些局限性。 
单个细菌是研究细菌耐药性的最小单位，单

个细菌在琼脂表面生长和复制会形成团状的微

菌落。通过在显微镜下观察细菌成像，可以在单

个微菌落水平上直观地估计细菌生长和分裂带

来的面积变化，这比传统的 AST 方法更加直观

和灵敏。另一方面，单菌落的显微成像可以避免

常规 AST 所需的大量细菌，因此极大地缩减了

细菌培养时间。 
对此，本研究基于不同抗生素浓度作用下的

菌落生长形态变化，设计了一种基于微菌落原位

延时成像的快速 AST。如图 1 所示，在不同剂

量的抗生素作用下，细菌在 96 孔琼脂糖的上表

面自然生长。通过延时成像算法，计算出生长菌

落面积的增加量。采用逐一计算单个微菌落的面

积变化方案，可以减少统计误差。通过这种方法，

可以对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌进行 AST
检测，并在 2 h 内测定最低抑菌浓度(minimal 
inhibitory concentration, MIC)。 

 
 

图 1  原位微菌落延时成像技术的示意图   A：样品制备. B：显微镜下成像. C：延时成像的数据集. D：

微菌落随时间变化的生长曲线. E：快速 AST 报告 
Figure 1  The schematic process of in-situ microcolony time-lapsed imaging (ISM-TLI) technique. A: Sample 
preparation. B: Imaging under a microscope. C: Recording time-lapsed imagines. D: Microcolonies growth 
curves over time. E: Rapid AST report. 
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1  材料与方法 
1.1  菌种和实验耗材 

采用 3 株美国临床实验室标准化协会

(Clinical and Laboratory Standards Institute, 
CLSI)[17]标准菌株，包括 2 株革兰氏阳性菌株和

1 株革兰氏阴性菌株，所有标准菌株均购自中国

普通微生物菌种保藏管理中心。采用 4 株临床分

离菌株，包括 2 株革兰氏阳性菌株和 2 株革兰氏

阴性菌株，所有临床分离菌株均来自南京大学医

学院附属苏州医院(苏州科技城医院)检验科。本

研究涉及的所有菌株见表 1。 

LB 肉汤和 MH (Mueller-Hinton)肉汤，

Sigma-Aldrich 公司；各种抗生素，上海麦克林

生化科技股份有限公司；琼脂糖，BIOWESTE

公司；细菌培养皿和细菌培养管，北京兰杰柯科

技有限公司；96 孔板和其他塑料耗材，无锡耐

思生命科技股份有限公司。 

1.2  温度控制模块 
为了满足恒温孵育的需求，设计了一种

金属接触式导热的恒温孵育槽。温度控制系统采

用高精度 PT1000 热敏电阻(北京聚英翱翔电子

有限公司)作为传感器，采用 STM32F1 微控制器

(广州市星翼电子科技有限公司)进行加热和保

温反馈控制。将装有琼脂糖和样品的 96 孔培养

板置于恒温孵育系统中，反馈系统设计时以样本

所在的凝胶表面温度为温控目标，能够将样品温

度保持在(36.5±0.5) ℃。该温控系统的设计紧密

贴合了本研究的需求，具备操作简单、响应速度

快、超调量小、可实时监测样本温度等特点。 

1.3  样本制备 
将 2.5%琼脂糖粉末与 LB 肉汤粉末混合溶

解后，在高温蒸汽锅里制备液体琼脂糖。将含有

不同浓度抗生素的 MH 肉汤与液体琼脂糖在

45 ℃下混合，然后加载到 96 孔板的孔中。使用

载玻片将琼脂糖的上表面压平，琼脂糖冷却为固

体后，取下载玻片，琼脂糖上表面为细菌生长环

境同时作为显微成像的焦平面。在肉汤中制备菌

株以形成接种细菌悬浮液(约 1×106 CFU/mL)，
用移液枪移取 3 μL 滴加在琼脂糖(孔中心)表面。 

 
表 1  本研究包含的菌株汇总 
Table 1  A summary of the strains included in this experiment 
细菌种类 
Bacterial species 

来源 
Source 

革兰氏阳性/阴性 
Gram-positive/Gram-negative 

金黄色葡萄球菌 ATCC 29213 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 

标准质控菌株 
Standard CLSI strain 

阳性 
Positive 

粪肠球菌 ATCC 29212 
Enterococcus faecalis ATCC 29212 

标准质控菌株 
Standard CLSI strain 

阳性 
Positive 

铜绿假单胞菌 ATCC 27853 
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 

标准质控菌株 
Standard CLSI strain 

阴性 
Negative 

苯唑西林敏感金黄色葡萄球菌 
Oxacillin-susceptible Staphylococcus aureus 

临床分离株 
Clinical isolate 

阳性 
Positive 

苯唑西林耐药金黄色葡萄球菌 
Oxacillin-resistant Staphylococcus aureus 

临床分离株 
Clinical isolate 

阳性 
Positive 

左氧氟沙星敏感铜绿假单胞菌 
Levofloxacin-susceptible Pseudomonas aeruginosa 

临床分离株 
Clinical isolate 

阴性 
Negative 

左氧氟沙星耐药铜绿假单胞菌 
Levofloxacin-resistant Pseudomonas aeruginosa 

临床分离株 
Clinical isolate 

阴性 
Negative 
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1.4  图像拍摄 
使用与加热系统集成的正置显微镜，利用奥

林巴斯公司的 MPlanFLN 10×/0.30 镜头进行微

菌落成像。成像区域的大小为 800 μm×800 μm。

使用自制的自动定位和对焦系统在同一区域拍

摄延时图像，工业相机(深圳市迈德威视科技有

限公司)的分辨率为 5 488×3 672 像素。以 1 h 的

间隔拍摄延时图像，并在 1 s 内拍摄单张照片。

通过调节相机参数，确保获得曝光度、白平衡、

环境光线等一致性较好的照片。 

1.5  图像处理 
使用 MATLAB R2016a (MathWorks)编写图

像处理与分析的算法。由于得到的原始微菌落图

像中含有较多的干扰噪声，因此，对原始图像进

行 RGB 图像转换为灰度值、高斯滤波等预处理，

提高图像一致性并降低噪音，得到高斯滤波后的

初始图像。对比了多种边缘检测算法，最后选择

了效果最佳的 Canny 算法，并选择了最优的二

值化阈值。 
Canny 算法通过找寻图像中灰度强度变化

最大的位置，得到最优的边缘检测结果。该算法

核心思路如下：首先，计算图像的梯度，通过非

极大值抑制，过滤非边缘像素，保留梯度强度的

极大值；然后通过双阈值方法搜索潜在的边界，

高阈值被视为强边界，低阈值被视为弱边界，当

某一弱边界的像素位置和强边界相邻，将其归为

边界，否则被抑制。 

1.6  特征提取和菌落识别 
本研究的图像背景噪音及目标检测物(微菌

落)的情况适合通过霍夫变换进行特征提取，但

由于菌落边缘模糊，往往导致对同一菌落进行了

多次拟合，造成菌落重复计数。针对重复拟合的

问题，我们对霍夫变换的算法进行了优化，对每

一个菌落的边缘拟合进行了去重复的算法操作，

每一个菌落均被圆圈标识出且仅标识出一次，菌

落计数做到不重不漏。同时，算法中排除了远小

于或远大于微菌落的杂质。与人工计数对照，本

算法对疑似菌落的检出率达到 97.11%，对面积

变化的菌落检出率达到 99.02%，完全满足后续

观测与统计的需要。 

1.7  微量肉汤稀释法 
采用微量肉汤稀释法作为对照组，将抗生素

加入 MH 肉汤中，并连续稀释到所需的浓度(本
研究浓度分别设置为 8、4、2、1、0.5、0.25、
0.125、0 μg/mL)。随后将本研究所提及的菌株制

成细菌悬浮液(约 1×106 CFU/mL，3 μL)接种到抗

生素孔内，放置在 37 ℃下孵育 20−24 h 判断结

果。当无抗生素的孔明显浑浊，最低抗生素浓度

的明显无菌落呈清亮状态的孔，读抗生素浓度值

为该组实验的 MIC。 

2  结果与分析 
2.1  抗生素敏感性微菌落的生长 

为了获得不同抗生素剂量下原位生长微菌

落的延时图像，构建了带有光学显微镜系统的恒

温培养设备用于细菌生长，实验操作流程如图 1
所示。微菌落在梯度浓度抗生素的固体琼脂糖表

面生长。每个琼脂糖孔的质地具有均一性，表面

平坦且透光，可用作成像的聚焦平面。 
为了研究抗生素对细菌形态的影响，记录了

用苯唑西林处理的金黄色葡萄球菌 ATCC 29213 
微菌落的形态变化，如图 2 所示。将单个微菌落

与前一时刻的自身面积进行比较，菌落的面积随

细菌的生长而逐渐增大。同时，也有一些菌落的

面积保持不变，即死亡或被抗生素抑制。结果表

明，随着抗生素浓度的增加，微菌落的生长速度

减慢，并且菌落的生长比例明显降低。作为对照，

同时记录了更长时间的菌落生长情况，当抗生素

浓度小于 MIC 时，经历 20 h 的细菌生长，整个

成像视野被大量的细菌完全覆盖。 
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图 2  金黄色葡萄球菌 ATCC 29213在苯唑西林梯度浓度下的差异形态变化   相同的数字对应于相同的

菌落. 稀释法测得的 MIC 为 0.125 0 μg/mL 
Figure 2  Differential morphological changes of Staphylococcus aureus ATCC 29213 under gradient 
concentrations of oxacillin. The same number corresponds to the same colony. The MIC measured by BMD was 
0.125 0 μg/mL. 

 
2.2  微菌落的原位形态识别 

由于微菌落被固定在琼脂糖表面，并且在其生

长过程中 x−y 坐标无显著变化，因此它能够原位监

测微菌落生长的变化过程。在这种情况下，具有匹

配坐标的微菌落代表前一时刻的相同微菌落。 
为了量化同一位置微菌落面积的变化，通过

算法提取了微菌落的轮廓，并进一步提取了位置

和面积信息，如图 3 所示。 

 

 
 

图 3  微菌落的原位延时成像算法处理 
Figure 3  Algorithm processing of in-situ microcolony time-lapsed image.  
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对于每个微菌落，使用公式(1)计算其归一

化生长程度(normalized growth level)。St 表示 t
时刻该位置单个微菌落的面积，S0 表示初始时刻

该位置单个微菌落的面积。 

t 0

0
Normalized growth level S S

S
−

=            (1) 

为研究整个图像中大量菌落生长面积变化

率的分布，基于公式(1)绘制了不同时间间隔 
 

 
 

图 4  不同浓度苯唑西林下、不同时间间隔的金黄色葡萄球菌 ATCC 29213 菌落归一化生长程度直方图  
A：无抗生素，1 h. B：无抗生素，2 h. C：无抗生素，3 h. D：0.062 5 μg/mL 苯唑西林，1 h. E：0.062 5 μg/mL
苯唑西林，2 h. F：0.062 5 μg/mL 苯唑西林，3 h. G：0.125 0 μg/mL 苯唑西林，1 h. H：0.125 0 μg/mL 苯唑

西林，2 h. I：0.125 0 μg/mL 苯唑西林，3 h. J：0.250 0 μg/mL 苯唑西林，1 h. K：0.250 0 μg/mL 苯唑西林，

2 h. L：0.250 0 μg/mL 苯唑西林，3 h. M：0.500 0 μg/mL 苯唑西林，1 h. N：0.500 0 μg/mL 苯唑西林，2 h. O：

0.500 0 μg/mL 苯唑西林，3 h. 
Figure 4  Under different concentrations of oxacillin antibiotics, histograms of normalized growth level of 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 colonies at different time intervals. A: Antibiotic-free, 1 h. B: 
Antibiotic-free, 2 h. C: Antibiotic-free, 3 h. D: 0.062 5 μg/mL oxacillin, 1 h. E: 0.062 5 μg/mL oxacillin, 2 h. F: 
0.062 5 μg/mL oxacillin, 3 h. G: 0.125 0 μg/mL oxacillin, 1 h. H: 0.125 0 μg/mL oxacillin, 2 h. I: 0.125 0 μg/mL 
oxacillin, 3 h. J: 0.250 0 μg/mL oxacillin, 1 h. K: 0.250 0 μg/mL oxacillin, 2 h. L: 0.250 0 μg/mL oxacillin,   
3 h. M: 0.500 0 μg/mL oxacillin, 1 h. N: 0.500 0 μg/mL oxacillin, 2 h. O: 0.500 0 μg/mL oxacillin, 3 h. 
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(0−1 h、0−2 h、0−3 h)原位菌落面积变化的直方

图。如图 4 所示，每个子图的水平坐标表示归一 
化生长程度(菌落面积增长的倍数)，而垂直坐标表

示菌落面积增长相应倍数下的菌落数量的累积计

数，然后将其归一化为相对于总数的频率。 
图 4 展示了苯唑西林抗生素作用下，金黄

色葡萄球菌 ATCC 29213 的归一化生长程度分

布直方图。从上到下对应 0.000 0、0.062 5、0.125 
0 和 0.500 0 μg/mL 浓度的苯唑西林抗生素作

用，从左到右对应 0−1 h、0−2 h 和 0−3 h 的归

一化生长程度分布直方图。 
根据稀释法测得质控菌株的 MIC 结果，

金黄色葡萄球菌 ATCC 29213 在苯唑西林抗生

素浓度为 0.125 0 μg/mL 时显示出抗生素敏感

性。相应地，直方图中浓度为 0.125 0 μg/mL
的一行子图(图 4G−4I)，相比于上方的一行子

图，菌落的归一化生长程度降低。在图 4C、

4F 中，即苯唑西林的浓度为 0.000 0 μg/mL、

0.062 5 μg/mL 时，菌落的归一化生长程度达到

3 倍以上，甚至 8 倍以上；在图 4I 中，即苯唑

西林的浓度达到 0.125 0 μg/mL 时，绝大多数

菌落的归一化生长程度小于 1 倍。 
在 2 h观察期内，从直方图的变化可以看出，

如果抗生素浓度低于 MIC，即抗生素剂量不足

时，较多菌落以更快的速度复制和生长(图 4B、

4E)。如果抗生素浓度超过 MIC，菌落不会完全

死亡或停止生长，少量菌落以缓慢的速度生长

(图 4H、4K、4N)。同时，如果抗生素浓度超过

MIC，则与低于 MIC 的抗生素浓度相比，相应

直方图中归一化生长程度较高的菌落占总数的

比例大幅降低。因此，生长速度较快的菌落总数

的比例可用于随后确定图片数据集中的细菌是

否处于抗生素耐药状态。 

2.3  基于菌落形态测定的最小抑菌浓度 
根据从 0、1、2、3 h 捕获的样本区域的延

时图像中获得的结果，观察到每个时间点的菌落

生长速度高度多样化，并呈现广泛的分布。在 2 h
的归一化生长程度直方图中，选择不同的归一化

生长程度，绘制受试者工作特征曲线(receiver 
operating characteristic curve, ROC curve)，得到

在不同阈值下的灵敏度及特异性差异。如图 5
所示，在归一化生长程度为 1 时，分类评估指标

(area under the curve, AUC)的效果最佳。为了简

化分析，考虑整个观测过程中的菌落生长情况及

ROC 曲线的结果，我们定义图 4 中横坐标读数

超过 1 倍的菌落为生长程度较高的菌落。 
图 6展示了归一化生长程度超过 1倍的菌落

占菌落总数的比例。如图 6A 所示，随着时间的

推移，在无抗生素和 0.062 5 μg/ mL 苯唑西林作

用下，大量的金黄色葡萄球菌 ATCC 29213 菌落

在生长(归一化生长程度超过 1 的菌落在 2 h 占

比大于 25%，在 3 h 占比大于 50%)；在 0.125 0、

0.250 0、0.500 0 μg/mL 苯唑西林作用下，仅有

少量菌落在生长(归一化生长程度超过 1 的菌落

在 2 h 占比少于 15%，在 3 h 占比少于 20%)。 

 

 
 

图 5  不同的归一化生长程度下的 ROC 曲线 
Figure 5  ROC curves at different normalized 
growth levels 
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图 6  面积倍增的菌落比例随时间变化   每个测试设置 3 组平行，实线为 3 组平行结果的均值，误差限

小于 7.53%. A：不同浓度的苯唑西林处理金黄色葡萄球菌 ATCC 29213. B：不同浓度的克林霉素处理金

黄色葡萄球菌 ATCC 29213. C：不同浓度的克林霉素处理粪肠球菌 ATCC 29212. D：不同浓度的利福平处

理粪肠球菌 ATCC 29212. E：不同浓度的左氧氟沙星处理铜绿假单胞菌 ATCC 27853. F：在 2 h 不同阈值

对应的分类结果准确率. 
Figure 6  The proportion of colonies with doubling areas in-situ changes over time. Each test was performed in 
triplicate. The solid line is the mean of the three sets of parallel results, the error limit is less than 7.53%. A: 
Staphylococcus aureus ATCC 29213 with different oxacillin concentrations treatment. B: Staphylococcu aureus 
ATCC 29213 with different clindamycin concentrations treatment. C: Enterococcus faecalis ATCC 29212 with 
different clindamycin concentrations treatment. D: Enterococcus faecalis ATCC 29212 with different rifampin 
concentrations treatment. E: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 with different levofloxacin concentrations 
treatment. F: The accuracy of classification results corresponding to different thresholds at 2 h. 
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为了进一步探究细菌形态学算法的 MIC 测

定，测试了几种常见的菌株和抗生素组合，包括

革兰氏阳性菌金黄色葡萄球菌 ATCC 29213、粪

肠球菌ATCC 29212和革兰氏阴性菌铜绿假单胞

菌 ATCC 27853，其他细菌和抗生素组合折线图

如图 6B−6E 所示。根据面积倍增菌落比例和其

对应的稀释法药敏结果，绘制出不同的比例阈值

下 MIC 判别结果的准确率曲线，如图 6F 所示，

据此选取 2 h 阈值为 20%用于在折线图中判别

MIC，即当空白对照组的菌落生长比例高于 20%

时，读取生长比例小于 20%的最低抗生素浓度

作为 MIC。例如，应用该阈值可读出图 6A 中抑

制金黄色葡萄球菌生长的有效苯唑西林抗生素

浓度为 0.125 0 μg/mL，与稀释法测得的 MIC 结

果一致。 

与图 6 相对应的 AST 报告结果(表 2)清楚地

表明，延时成像算法所得到的 MIC 结果与稀释

法测得的MIC结果一致，满足CLSI的质控范围。

因此，细菌形态学算法对革兰氏阳性菌和革兰氏

阴性菌均适用。 

2.4  临床分离株的检测 
本研究方法的最终检测目标为临床样本，因

此，接下来使用临床分离株对该方法进行验证，

选取 1 株苯唑西林敏感的金黄色葡萄球菌、1 株

苯唑西林耐药的金黄色葡萄球菌、1 株左氧氟沙

星敏感的铜绿假单胞菌、1 株左氧氟沙星耐药的

铜绿假单胞菌共 4 种临床样本菌株。该临床分离

株在医院经过平板培养，再在实验室内摇菌并制

备获得细菌悬浮液(约 1×106 CFU/mL)。 

使用本研究的原位微菌落延时成像技术，对

临床分离株进行检测。如图 7 所示，在抗生素浓

度低于 MIC 时，临床分离株在 0−3 h 的生长程

度较高，而且生长程度较高所占的比例较大。图

7 中的每一张延时成像的图像下方展示了其对

应菌落的归一化生长程度频率直方图。 

分别绘制出 4 种临床分离菌株的“面积倍增

的菌落比例随时间变化”的折线图，如图 8 所示。

根据 2.3 节中数据结果的规律，将 2 h 20%的阈

值作为划分值，将折线图的结果进行读数，并与

微量肉汤稀释法的结果进行对比(表 3)。 

 
表 2  延时成像算法与金标准方法判断的标准菌株 MIC 值对比 
Table 2  Comparison of MIC values of standard CLSI strains by ISM-TLI algorithm and gold standard method 
细菌种类 
Bacterial species 

抗生素 
Antibiotic 

延时成像算法的 MIC 
MIC from ISM-TLI (μg/mL) 

稀释法的 MIC 
MIC from BMD (μg/mL) 

CLSI 的 MIC 
MIC from CLSI (μg/mL) 

金黄色葡萄球菌 ATCC 
29213 
Staphylococcus aureus 
ATCC 29213 

苯唑西林 
Oxacillin 

0.125 0 0.125 0 0.120 0−0.500 0 

克林霉素 
Clindamycin 

0.125 0 0.125 0 0.062 5−0.250 0 

粪肠球菌 ATCC 29212 
Enterococcus faecalis 
ATCC 29212 

克林霉素 
Clindamycin 

4.000 0 4.000 0 4.000 0−16.000 0 

利福平 
Rifampin 

1.000 0 1.000 0 0.500 0−4.000 0 

铜绿假单胞菌 ATCC 
27853 
Pseudomonas aeruginosa 
ATCC 27853 

左氧氟沙星 
Levofloxacin 

2.000 0 2.000 0 0.500 0−4.000 0 
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图 7  苯唑西林抗生素浓度为 0.125 μg/mL 和 0.250 μg/mL 时，苯唑西林敏感金黄色葡萄球菌的延时成像

及其归一化生长程度的频率直方图 
Figure 7  Time-lapse imaging of oxacillin-susceptible Staphylococcus aureus and frequency histograms of 
normalized growth level in colony area at oxacillin antibiotic concentrations of 0.125 μg/mL and 0.250 μg/mL.  

 

本研究的细菌形态算法获得的 MIC 与金标

准方法的结果具有一致性，适用于临床分离菌

株。与传统金标准方法和人工标注相比，本课题

的细菌形态算法具有替代肉眼观测和评判的潜

力，能够降低不同操作人员和识别人员的误差，

同时减少工作量。 

3  讨论与展望 
为了证明原位微菌落延时成像技术的多功

能性，本研究使用了 3 种最常见的病原体。金黄

色葡萄球菌是人类化脓性感染中最常见的病原

体，它与乙型肝炎感染、艾滋病一起列为全球形

势最严峻 3 种的传染病[18-19]，估计有 21%−30%
的人群是金黄色葡萄球菌的长期携带者[20]。粪

肠球菌是一种共生细菌，约占人类肠道的

90%−95%。粪肠球菌因具有产生耐药物质的能

力，使其不易被抗生素杀死，因此近年来已成为

临床感染中的重要致病菌之一[21]。铜绿假单胞

菌是一种极为常见的机会性病原体[22]，具有复

杂的耐药机制、多重耐药性和交叉耐药性，通常

会导致危重感染，成为患者死亡的致命原因。因

此，本研究选择了上述典型细菌。 
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图 8  面积倍增的菌落比例随时间变化   每个测试设置三组平行，实线为三组平行结果的均值，误差限

小于 9.30%. A：不同浓度的苯唑西林处理苯唑西林敏感金黄色葡萄球菌. B：不同浓度的苯唑西林处理苯

唑西林耐药金黄色葡萄球菌. C：不同浓度的左氧氟沙星处理左氧氟沙星敏感铜绿假单胞菌. D：不同浓度

的左氧氟沙星处理左氧氟沙星耐药铜绿假单胞菌 
Figure 8  The proportion of colonies with doubling areas in-situ changes over time. Each test was performed in 
triplicate. The solid line is the mean of the three sets of parallel results, the error limit is less than 9.30%. A: 
Oxacillin-susceptible Staphylococcus aureus with different oxacillin concentrations treatment. B: 
Oxacillin-resistant Staphylococcus aureus with different oxacillin concentrations treatment. C: 
Levofloxacin-susceptible Pseudomonas aeruginosa with different levofloxacin concentrations treatment. D: 
Levofloxacin-resistant Pseudomonas aeruginosa with different levofloxacin concentrations treatment. 

 

表 3  延时成像算法与金标准方法判断的临床分离菌株 MIC 值对比 
Table 3  Comparison of MIC values of clinical isolates by ISM-TLI algorithm and gold standard method 
临床分离株 
Clinical isolates 

抗生素 
Antibiotic 

延时成像算法的 MIC 
MIC from ISM-TLI (μg/mL) 

稀释法的 MIC 
MIC from BMD 
(μg/mL) 

临床报告结果 
Clinically reported 
results (μg/mL) 

苯唑西林敏感金黄色葡萄球菌 
Oxacillin-susceptible 
Staphylococcus aureus 

苯唑西林 
Oxacillin 

0.25 0.25 0.25 

苯唑西林耐药金黄色葡萄球菌 
Oxacillin-resistant 
Staphylococcus aureus 

>4.00 >8.00 >2.00 

左氧氟沙星敏感铜绿假单胞菌 
Levofloxacin-susceptible 
Pseudomonas aeruginosa 

左氧氟沙星 
Levofloxacin 

0.25 0.25 <1.00 

左氧氟沙星耐药铜绿假单胞菌 
Levofloxacin-resistant 
Pseudomonas aeruginosa 

4.00 4.00 4.00 
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原位微菌落延时成像技术对不同作用机制

的抗生素显示出适用性。苯唑西林是一种耐青霉

素酶的 β-内酰胺类药物，它可以与具有 β-内酰胺

环的青霉素结合蛋白共价，从而抑制细菌细胞壁

的合成[23]。克林霉素是一种林可酰胺类抗生素，

可抑制核糖体易位。利福平是一种安沙霉素抗生

素，通过抑制细菌 DNA 依赖性 RNA 聚合酶来抑

制细菌 DNA 依赖性 RNA 的合成[24]。左氧氟沙星

是一种广谱抗生素，对革兰氏阳性菌和革兰氏阴

性菌均有活性。与所有喹诺酮类药物一样，它通

过抑制 DNA 旋转酶和拓扑异构酶 IV (两者皆属

细菌 IIA 型拓扑异构酶)发挥作用[25]。 
结果表明，本研究的方法可以将 AST 周期

缩短至 2 h。在琼脂糖表面进行细菌培养，使得

细菌可以自然生长和复制，不会因空间限制、氧

气扩散受限对细菌形态造成影响。同时，96 孔板

中的琼脂糖平面易于制备，有利于广泛的推广和

商业化。此外，我们的原位微菌落延时成像技术

可用于多种细菌，包括革兰氏阴性菌或革兰氏阳

性菌，厌氧菌或需氧菌，也适用于不同形状或大

小的微生物。 
然而，在初步探索中，我们发现一些抗生素

在前 2 h 内对细菌无明显的抑制作用。同时，自然

细菌分裂倍增所需的时间存在显著差异，如结核

分枝杆菌约为 24 h[26]，梅毒螺旋体约为 40 h[27]。

考虑到临床用药的复杂性和细菌抗生素组合的

多样性，仍需更深入的研究来明确数百种细菌抗

生素组合在形态学变化上的差异。同时，在临床

的实际检测流程中，仍然需要从病人的痰液、血

液、尿液等样本中分离并富集细菌，本研究提到

的方法并未对这一环节进行时间的缩减。未来的

工作将集中在探索样本分离与富集等前处理的

时间优化方法，建立大量的实际临床样本数据

库，将本研究方法扩展到更广泛的抗生素和细菌

组合的应用中。 
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