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(57)摘要

本申请公开一种血流感染病原菌微量肉汤

快速荧光药敏检测方法，包括生物素试剂标记第

一抗体；将生物素-抗体加入血液标本中，37℃孵

育，离心得到生物素-抗体-细菌混合物；将链霉

亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃

孵育，离心得到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-

细菌混合物；将链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-

细菌混合物进行免疫磁珠分选，富集细菌；将抗

生素稀释；将稀释后的抗生素加入富集后的细

菌，37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵育，测定荧

光强度值，确定抗菌药敏效果。本申请从采血到

抗生素药敏结果的总周转时间大约在16小时内，

从阳性血培养到抗生素药敏检出的总周转时间

大约为30小时，缩短血流感染病原菌药敏检测时

间。
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1.一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测方法，其特征在于，包括：

生物素试剂标记第一抗体，得到生物素-抗体；

将所述生物素-抗体加入未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育，离心得到生物

素-抗体-细菌混合物；

将所述链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃孵育，离心得到链霉亲和

素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物；

将所述链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物进行免疫磁珠分选，富集细菌；

将抗生素以琼脂糖肉汤按照预设浓度梯度稀释；

将稀释后的抗生素加入富集后的细菌，37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵育，测定荧光

强度值，确定抗菌药敏效果。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述将生物素-抗体加入未经处理含有细

菌的血液标本中，37℃孵育，离心得到生物素-抗体-细菌混合物的步骤，包括：

将生5ul物素-抗体加入5ml未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育1h，离心得到生

物素-抗体-细菌混合物。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述将链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-

细菌混合物，37℃孵育，离心得到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物的步骤，包括：

将90ul所述链霉亲和素磁珠加入5ml生物素-抗体-细菌混合物中，37℃孵育0.5h，离心

得到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述将稀释后的抗生素加入富集后的细

菌，37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵育，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果的步骤包括：

将稀释后的抗生素加入0.5麦氏富集后的细菌，37℃孵育6h，加入荧光二抗，继续孵育

0.5h，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果。

5.根据权利要求2或3所述的方法，其特征在于，所述离心的转速是12000rpm，所述离心

的时间为5min。

6.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述抗生素包括氨曲南，环丙沙星，盐酸头

孢吡肟，亚胺培南，左氧氟沙星，头孢他啶(含碳酸钠)，头孢呋辛酯，哌拉西林，替卡西林，替

卡西林二钠，妥布霉素，硫酸庆大霉素，头孢曲松钠，呋喃妥因，头孢唑啉，唑啉头孢菌素，硫

酸阿米卡星，硫酸丁胺卡那霉，四环素，红霉素，盐酸万古霉素，吗啉恶酮，盐酸莫西沙星，青

霉素G钠盐，利福平，利发霉素，替加环素和苯唑西林钠。

7.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，血流感染病原菌的检测限是104CFU/ml。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 110988341 A

2



一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测方法

技术领域

[0001] 本申请涉及细菌药敏检测技术领域，特别涉及一种血流感染病原菌微量肉汤快速

荧光药敏检测方法。

背景技术

[0002] 当病原微生物通过各种途径进入血流，并通过血流造成全身播散，引起各种临床

症状，称为血流感染。近些年，随着创伤性诊疗技术的大量开展、各类人工装置的使用以及

临床对激素和抗菌药物的广泛应用，使得血流感染的发病率呈上升趋势。引起血流感染的

病原菌种类繁多，耐药性也各不相同。

[0003] 目前临床检测血流感染病原菌从采血到抗菌药敏实验结果的总周转时间超过三

天；而从阳性血培养瓶到抗菌药敏检出的总周转时间大约为52小时，血流感染病原菌药敏

检测时间长。

发明内容

[0004] 本申请的目的在于提供一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测方法，以

解决血流感染病原菌药敏检测时间长的问题。

[0005] 根据本申请的实施例，提供了一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测方

法，包括：

[0006] 生物素试剂标记第一抗体，得到生物素-抗体；

[0007] 将所述生物素-抗体加入未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育，离心得到生

物素-抗体-细菌混合物；

[0008] 将所述链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃孵育，离心得到链霉

亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物；

[0009] 将所述链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物进行免疫磁珠分选，富集细菌；

[0010] 将抗生素以琼脂糖肉汤按照预设浓度梯度稀释；

[0011] 将稀释后的抗生素加入富集后的细菌，37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵育，测定

荧光强度值，确定抗菌药敏效果。

[0012] 进一步地，所述将生物素-抗体加入未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育，

离心得到生物素-抗体-细菌混合物的步骤，包括：

[0013] 将生5ul物素-抗体加入5ml未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育1h，离心得

到生物素-抗体-细菌混合物。

[0014] 进一步地，所述将链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃孵育，离心

得到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物的步骤，包括：

[0015] 将90ul所述链霉亲和素磁珠加入5ml生物素-抗体-细菌混合物中，37℃孵育0.5h，

离心得到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物。

[0016] 进一步地，所述将稀释后的抗生素加入富集后的细菌，37℃孵育，加入荧光二抗，
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继续孵育，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果的步骤包括：

[0017] 将稀释后的抗生素加入0.5麦氏富集后的细菌，37℃孵育6h，加入荧光二抗，继续

孵育0.5h，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果。

[0018] 进一步地，所述离心的转速是12000rpm，所述离心的时间为5min。

[0019] 进一步地，所述抗生素包括氨曲南，环丙沙星，盐酸头孢吡肟，亚胺培南，左氧氟沙

星，头孢他啶(含碳酸钠)，头孢呋辛酯，哌拉西林，替卡西林，替卡西林二钠，妥布霉素，硫酸

庆大霉素，头孢曲松钠，呋喃妥因，头孢唑啉，唑啉头孢菌素，硫酸阿米卡星，硫酸丁胺卡那

霉，四环素，红霉素，盐酸万古霉素，吗啉恶酮，盐酸莫西沙星，青霉素G钠盐，利福平，利发霉

素，替加环素和苯唑西林钠。

[0020] 进一步地，血流感染病原菌的检测限是104CFU/ml。

[0021] 由以上技术方案可知，本申请实施例提供一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光

药敏检测方法，包括：生物素试剂标记第一抗体，得到生物素-抗体；将所述生物素-抗体加

入未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育，离心得到生物素-抗体-细菌混合物；将所述

链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃孵育，离心得到链霉亲和素磁珠-生物

素-抗体-细菌混合物；将所述链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物进行免疫磁珠分

选，富集细菌；将抗生素以琼脂糖肉汤按照预设浓度梯度稀释；将稀释后的抗生素加入富集

后的细菌，37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵育，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果。本申

请采血后无需血标本过夜培养，直接利用抗原抗体特异性反应原理，应用通用型抗体从血

标本中富集细菌；由于利用的是抗原抗体特异性反应原理来进行检测，而且抗原抗体相互

交叉反应能够提高检测灵敏度，从而提高检测的阳性率和检出率，使其较传统的抗菌药敏

检测系统有所提高；本申请直接利用抗原抗体特异性反应原理，应用通用型抗体与血标本

中细菌结合，无需进行细菌分纯，直接进行抗菌药敏试验；利用密度梯度离心法，使活菌沉

积，从而区分出活菌和死菌，并除去死菌；本申请通过观察荧光强度值变化更易于药敏结果

的观察；本申请从采血到抗生素药敏结果的总周转时间大约在16小时内，从阳性血培养到

抗生素药敏检出的总周转时间大约为30小时，缩短了血流感染病原菌药敏检测时间。

附图说明

[0022] 为了更清楚地说明本申请实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例中所

需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本申请的一些实施

例，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以根据这些附图获

得其他的附图。

[0023] 图1为根据本申请实施例示出的一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测

方法的流程图。

具体实施方式

[0024] 参阅图1，本申请实施例提供了一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测

方法，包括：

[0025] 步骤S1、生物素试剂标记第一抗体，得到生物素-抗体；

[0026] 步骤S2、将所述生物素-抗体加入未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育，离

说　明　书 2/5 页

4

CN 110988341 A

4



心得到生物素-抗体-细菌混合物；

[0027] 其中，血液标本无需过夜培养，直接利用抗原抗体特异性反应原理，应用通用型抗

体从血标本中富集细菌，缩短检测时间。

[0028] 由于利用的是抗原抗体特异性反应原理来进行检测，而且抗原抗体相互交叉反应

能够提高检测灵敏度，从而提高检测的阳性率和检出率。

[0029] 步骤S3、将所述链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃孵育，离心得

到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物；

[0030] 利用链霉亲和素-生物素系统具有较高的结合亲和力，提高了血流感染病原菌检

测的阳性率和检出率。

[0031] 步骤S4、将所述链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物进行免疫磁珠分选，富

集细菌；

[0032] 将链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物进行免疫磁珠分选，使没有被磁珠

富集的细菌通过免疫磁珠分选过程洗脱掉。免疫磁珠是一种包被有单克隆抗体的超顺磁性

微粒，它可特异性地与靶细胞结合，使之具有磁顺应性，在外加磁场作用下可被滞留，与其

他成分分离而达到富集纯化的目的。

[0033] 本申请直接利用抗原抗体特异性反应原理，应用通用型抗体与血标本中细菌结

合，只需检测出血液标本中确定有细菌感染并能确定出其药敏结果，以便临床治疗即可，因

此无需进行细菌分纯，直接进行抗菌药敏试验。

[0034] 步骤S5、将抗生素以琼脂糖肉汤按照预设浓度梯度稀释；

[0035] 抗生素包括氨曲南，环丙沙星，盐酸头孢吡肟，亚胺培南，左氧氟沙星，头孢他啶

(含碳酸钠)，头孢呋辛酯，哌拉西林，替卡西林，替卡西林二钠，妥布霉素，硫酸庆大霉素，头

孢曲松钠，呋喃妥因，头孢唑啉，唑啉头孢菌素，硫酸阿米卡星，硫酸丁胺卡那霉，四环素，红

霉素，盐酸万古霉素，吗啉恶酮，盐酸莫西沙星，青霉素G钠盐，利福平，利发霉素，替加环素

和苯唑西林钠。

[0036] 不同抗生素的稀释浓度梯度也不同。例如，替加环素的浓度梯度为：0.064ug/ml、

0.125ug/ml、0.25ug/ml、0.5ug/ml、1ug/ml、2ug/ml、4ug/ml、8ug/ml、16ug/ml、32ug/ml、

64ug/ml、128ug/ml，青霉素浓度梯度为：256ug/ml、128ug/ml、64ug/ml、32ug/ml、16ug/ml、

8ug/ml、4ug/ml、2ug/ml、1ug/ml、0.5ug/ml、0.25ug/ml、0.125ug/ml、0.064ug/ml、0.032ug/

ml、0.016ug/ml。

[0037] 步骤S6、将稀释后的抗生素加入富集后的细菌，37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵

育，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果。

[0038] 其中，通过观察荧光强度值变化更易于药敏结果的观察。

[0039] 血流感染是一种时间紧迫的医疗紧急情况，对此有明确的反应时间，所以捕获细

菌之后，通过离心机进行密度梯度离心将漂浮于上清液中的死菌除去，为了缩短临床抗菌

药敏试验的总周转时间，达到血流感染快速检测、早期治疗的目的，在患者确有血流感染

后，直接进行琼脂糖肉汤快速培养，快速给出抗菌药敏试验结果，无需将细菌培养再挑取单

个菌落培养以达到细菌分纯的目的，因为再挑取单个菌落过夜培养，既不能缩短抗菌药敏

试验的总周转时间。

[0040] 传统的抗菌药敏系统全程没有离心去除血液其它成分，从而不能区分与血细胞混
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合的培养基的光密度值(OD)变化；但本申请从生物素-抗体结合细菌过程、链霉亲和素磁珠

结合生物素-抗体-细菌过程到磁珠分选过程都使用高速离心机，将未与链霉亲和素磁珠结

合的细菌及血细胞通过高速离心去除掉，再通过多功能微孔板监测仪所检测的OD625值反映

的是链霉亲和素磁珠捕获的细菌量，从而达到区分与血细胞混合培养基的光密度值(OD)变

化的目的。

[0041] 传统血流感染病原菌抗菌药敏检测从血培养，传代培养到抗菌药敏试验培养共需

要65.6小时，而本申请从采血到抗生素药敏结果的总周转时间大约在16小时内；从阳性血

培养到抗生素药敏检出的总周转时间大约为30小时，缩短了血流感染病原菌药敏检测时

间。

[0042] 进一步地，所述将生物素-抗体加入未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育，

离心得到生物素-抗体-细菌混合物的步骤，包括：

[0043] 将5ul生物素-抗体加入5ml未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育1h，离心得

到生物素-抗体-细菌混合物。

[0044] 为确定最佳的生物素-抗体量及孵育时间，做了以下实验：

[0045] 在生物素试剂标记第一抗体，得到生物素-抗体后，将一定体积(5ul、10ul、20ul)

的生物素-抗体加至含有细菌、未经任何处理的临床血液标本中，在37℃下孵育一定时间

(0.5h、1.0h、1.5h、2.0h、2.5h、3.0h)后检测OD625值，加入生物素-抗体的体积不同，其与血

液标本的孵育时间不同，所测得的OD625值也随之发生变化，OD625值最大时即为最佳的生物

素-抗体量和孵育时间。

[0046] 实验结果表明，最佳的生物素-抗体量为5ul，最佳孵育时间为1h。

[0047] 进一步地，所述将链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃孵育，离心

得到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物的步骤，包括：

[0048] 将90ul所述链霉亲和素磁珠加入5ml生物素-抗体-细菌混合物中，37℃孵育0.5h，

离心得到链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物。

[0049] 为确定链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌最佳的孵育时间和加入链霉亲和素磁

珠的量，做了以下实验：

[0050] 将一定梯度量(10ul、30ul、50ul、70ul、90ul、100ul)的链霉亲和素磁珠加至上述

生物素-抗体-细菌混合物中，并置于37℃温箱孵育；其中，生物素-抗体-细菌混合物由5ul

生物素-抗体加入5ml未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育1h，离心得到。

[0051] 在37℃温箱孵育下，每隔半小时检测OD625值，当OD625值最大时即为链霉亲和素磁

珠-生物素-抗体-细菌最佳的孵育时间和加入链霉亲和素磁珠的量；

[0052] 实验结果表明，链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌最佳的孵育时间为0.5h，加入

链霉亲和素磁珠的量为90ul。

[0053] 因此，从采血到细菌富集过程需要2小时完成。

[0054] 进一步地，所述将稀释后的抗生素加入富集后的细菌，37℃孵育，加入荧光二抗，

继续孵育，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果的步骤包括：

[0055] 将稀释后的抗生素加入0.5麦氏富集后的细菌，37℃孵育6h，加入荧光二抗，继续

孵育0.5h，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果。

[0056] 为确定细菌快速孵育培养时间，即加入荧光二抗的最佳时间，做了以下实验：
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[0057] 37℃下孵育4、6、8、10小时后分别加入100ul荧光二抗并继续孵育30分钟后，测定

荧光强度值的变化并观察药敏结果，全程需注意避光。

[0058] 实验结果表明，加入荧光二抗的最佳时间为6h。细菌快速培养只需6h完成，从而缩

短临床抗菌药敏试验的总周转时间。

[0059] 进一步地，所述离心的转速是12000rpm，所述离心的时间为5min。该离心转速和时

间可以将漂浮于上清液中的死菌除去，为了缩短临床抗菌药敏试验的总周转时间，达到血

流感染快速检测、早期治疗的目的。

[0060] 进一步地，血流感染病原菌的检测限是104CFU/ml。

[0061] 用多功能微孔板监测仪测OD625值进行细菌定量，以便确定其检测限；

[0062] 在确定最佳的生物素-抗体量及孵育时间的实验中，OD625值始终无变化即为细菌

检测限。

[0063] 实验结果表明，血流感染病原菌的检测限是104CFU/ml。

[0064] 由以上技术方案可知，本申请实施例提供一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光

药敏检测方法，包括：生物素试剂标记第一抗体，得到生物素-抗体；将所述生物素-抗体加

入未经处理含有细菌的血液标本中，37℃孵育，离心得到生物素-抗体-细菌混合物；将所述

链霉亲和素磁珠加入生物素-抗体-细菌混合物，37℃孵育，离心得到链霉亲和素磁珠-生物

素-抗体-细菌混合物；将所述链霉亲和素磁珠-生物素-抗体-细菌混合物进行免疫磁珠分

选，富集细菌；将抗生素以琼脂糖肉汤按照预设浓度梯度稀释；将稀释后的抗生素加入富集

后的细菌，37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵育，测定荧光强度值，确定抗菌药敏效果。本申

请采血后无需血标本过夜培养，直接利用抗原抗体特异性反应原理，应用通用型抗体从血

标本中富集细菌；由于利用的是抗原抗体特异性反应原理来进行检测，而且抗原抗体相互

交叉反应能够提高检测灵敏度，从而提高检测的阳性率和检出率，使其较传统的抗菌药敏

检测系统有所提高；本申请直接利用抗原抗体特异性反应原理，应用通用型抗体与血标本

中细菌结合，无需进行细菌分纯，直接进行抗菌药敏试验；利用密度梯度离心法，使活菌沉

积，从而区分出活菌和死菌，并除去死菌；本申请通过观察荧光强度值变化更易于药敏结果

的观察；本申请从采血到抗生素药敏结果的总周转时间大约在16小时内，从阳性血培养到

抗生素药敏检出的总周转时间大约为30小时，缩短了血流感染病原菌药敏检测时间。

[0065] 本领域技术人员在考虑说明书及实践这里公开的申请后，将容易想到本申请的其

它实施方案。本申请旨在涵盖本申请的任何变型、用途或者适应性变化，这些变型、用途或

者适应性变化遵循本申请的一般性原理并包括本申请未公开的本技术领域中的公知常识

或惯用技术手段。说明书和实施例仅被视为示例性的，本申请的真正范围和精神由下面的

权利要求指出。

[0066] 应当理解的是，本申请并不局限于上面已经描述并在附图中示出的精确结构，并

且可以在不脱离其范围进行各种修改和改变。本申请的范围仅由所附的权利要求来限制。

说　明　书 5/5 页

7

CN 110988341 A

7



图1

说　明　书　附　图 1/1 页

8

CN 110988341 A

8



专利名称(译) 一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测方法

公开(公告)号 CN110988341A 公开(公告)日 2020-04-10

申请号 CN201911281208.4 申请日 2019-12-13

[标]申请(专利权)人(译) 宁夏医科大学总医院

申请(专利权)人(译) 宁夏医科大学总医院

当前申请(专利权)人(译) 宁夏医科大学总医院

[标]发明人 赵志军
贾伟
宋春华
周云花
苏雅静
乔霞
杨红
康宇婷
康佳

发明人 赵志军
贾伟
宋春华
周云花
苏雅静
乔霞
杨宁爱
杨红
康宇婷
康佳

IPC分类号 G01N33/569 G01N33/543 G01N33/532 G01N33/533 G01N21/64

CPC分类号 G01N21/6428 G01N33/532 G01N33/533 G01N33/54326 G01N33/56911 G01N2021/6439

外部链接  Espacenet SIPO

摘要(译)

本申请公开一种血流感染病原菌微量肉汤快速荧光药敏检测方法，包括
生物素试剂标记第一抗体；将生物素‑抗体加入血液标本中，37℃孵育，
离心得到生物素‑抗体‑细菌混合物；将链霉亲和素磁珠加入生物素‑抗
体‑细菌混合物，37℃孵育，离心得到链霉亲和素磁珠‑生物素‑抗体‑细菌
混合物；将链霉亲和素磁珠‑生物素‑抗体‑细菌混合物进行免疫磁珠分
选，富集细菌；将抗生素稀释；将稀释后的抗生素加入富集后的细菌，
37℃孵育，加入荧光二抗，继续孵育，测定荧光强度值，确定抗菌药敏
效果。本申请从采血到抗生素药敏结果的总周转时间大约在16小时内，
从阳性血培养到抗生素药敏检出的总周转时间大约为30小时，缩短血流
感染病原菌药敏检测时间。
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