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的传播和进化$ 主要学术贡献%构建了华东地区 >?@A的核心基因组分型"89=;

0;29,;,5/<./98544;B5;28;<CD.20!80>E@F#及爆发溯源体系&通过病理学和生物信

息学交叉研究!解析>?@A生物被膜的三维立体模型和空间结构&应用宏基因组

测序技术和全基因组测序技术!构建苏州地区医源性 >?@A的基因组数据集!解
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!!"摘要#!抗生素过度使用加速了细菌耐药性的发生发展% 当前$细菌耐药性已成为威胁全球公共卫生

健康的重要因素之一% 细菌耐药性检测技术包括以经典方法为主的肉汤稀释法&琼脂稀释法&纸片扩散法和

浓度梯度法等% 随后出现了一系列物理&化学方法和分子生物学检测技术$包括微流控图像检测&飞行时间质

谱等% 随着高通量测序技术的发展$各类细菌耐药基因数据库的开发和完善$全基因组测序&宏基因组测序和

微生物单细胞转录组测序等新技术已逐步应用于细菌耐药性检测领域% 该文将细菌耐药性检测方法分为传

统经典方法&分子生物学技术和高通量测序技术三大类$阐述各类技术方法的原理&优点和局限性% 回顾和反

思当前细菌耐药性检测的技术和方法$对于规范抗生素的使用至关重要$也为临床超级耐药菌的预防和监测

提供新的技术支持%
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!!抗生素的过度使用加速了细菌耐药性的发展%

#$(I年世界卫生组织"Q9=/6 U;-/<: V=0-2.S-<.92$QUV#

发布对人类健康最具威胁的 (# 种+超级细菌,$表

明细菌抗生素耐药性已成为全球公共卫生问题(()

%

#$## 年 H#/)-"发布的最新研究指出$#$(K 年全球有

(#I万例患者死亡和抗生素耐药直接相关'约 %K'万例

因耐药菌感染病逝(#)

% 细菌耐药性的出现和蔓延$是

当今人类社会三大死亡原因之一())

% 因此$对于细菌

耐药性的监测刻不容缓% 最近研究表明$在中国爆发

的多重耐药细菌中$以沙门菌为代表的肠杆菌广泛携

带2'#VWA+(&2'#F*>+(和
!

+内酰胺酶等细菌耐药性

基因(%)

% 此外$耐甲氧西林金黄色葡萄球菌&产生超

广谱
!

+内酰胺酶的大肠埃希菌和肺炎克雷伯菌以及

鲍曼不动杆菌的多重耐药性也是社区和医院获得性

感染的最重要原因之一('+")

% 根据我国#$(%至#$(K年

及 #$##上半年的细菌耐药性监测报告"RRR38:.2;<43

89,#显示$耐药性大肠埃希菌&肺炎克雷伯菌&金黄色

葡萄球菌&铜绿假单胞菌和鲍曼不动杆菌为我国临床

主要耐药菌(K)

% 其中耐甲氧西林金黄色葡萄球菌检

出率虽有下降趋势$但仍然在 )$X或以上'碳青霉烯

类耐药革兰阴性菌的检出率仍保持高位$监测显示第

三代头孢菌素耐药肠杆菌目细菌已流行传播% 多重

耐药细菌的出现和快速扩散正在将人类逐步推向+后

抗生素时代,% 鉴于此$细菌的耐药性检测&新型细菌

耐药性检测技术的开发和应用迫在眉睫% 临床上多

重耐药细菌的检测中$抗生素敏感性试验"-2<.,.8=9O.-/

4548;D<.O./.<C<;4<.20$A@F#是目前较常使用的方法$包

括纸片扩散法&琼脂稀释法&肉汤稀释法&浓度梯度法

等经典方法% 随后出现了物理&化学和分子生物学检

测技术$如应用流式细胞仪&质谱仪和拉曼光谱仪等

方法推算细菌的耐药性'以及免疫杂交技术&核酸杂

交技术&核酸扩增技术等检测细菌的耐药基因% 如今$

随着测序技术的迭代更新和生物信息学的发展$高通

量测序技术已经广泛应用于细菌耐药检测领域$包括

全基因组测序"R:9/;0;29,;4;B5;28.20$QY@#&宏基

因组测序",;<-0;29,.844;B5;28.20$,ZY@#和微生物

单细胞转录组测序",.8=9O.-/+4.20/;+8;//?ZA4;B5;2+

8.20$>48?ZA+4;B#等技术% 基于上述检测技术和方

法$本文阐述了各类细菌耐药性及耐药基因检测的原

理&优点和局限性$并对经典技术和新技术的关联性

及应用场景进行分析$为我国细菌耐药性的预防和监

测提供相关技术支持%

:;基于经典方法的细菌耐药性检测

临床对于细菌A@F多采用表型检测的方法$按照

美国临床实验室标准化协会"G/.2.8-/-26 E-O9=-<9=C

@<-26-=64H24<.<5<;$GE@H#或者欧洲药敏试验联合委员

会"*5=9D;-2 G9,,.<<;;92 A2<.O.9<.8@548;D<.O./.<CF;4+

<.20$*[GA@F#颁布的-抗菌药物敏感性试验执行标

准.执行% 国内外临床和实验室常使用的 A@F包括

纸片扩散法&琼脂稀释法&肉汤稀释法&浓度梯度法等

经典方法% 此类经典方法检测时间在 (" \#% :$常用

于临床耐药菌株的表型筛查% 其优点在于便捷&灵敏&

可重复&成本低% 但此类方法仅限于细菌耐药性的表

型检测$无法检测耐药基因%

:<:;肉汤稀释法;肉汤稀释法是细菌耐药性检测

的传统方法% 肉汤稀释法一般包括肉汤微量稀释法

和肉汤宏量稀释法$前者 K& 孔微量板中抗菌药物稀

释液体积通常是每孔 $]( ,/$后者每个含不同浓度抗

菌药物的测试管中肉汤体积为
!

( ,/"通常为 # ,/#%

微量肉汤稀释法是目前已视为药敏试验的国际参考

方法"GE@H#$其主要优点在于抗菌药物敏感性试验的

全球标准化$接种和判读的过程简单$且可同时对单

株菌株进行多种抗菌药物的测试% 但其缺点在于最

小抑菌浓度",.2.,-/.2:.O.<9=C8928;2<=-<.92$>HG#值

的误差较大$存在一定的技术可变性$对操作者实验

技能和无菌意识要求较高% 而肉汤宏量稀释法是一

种易于标准化&可靠的标准参考方法$对以研究为目

的或测试一种药物对一株细菌的>HG值的判读具有

较大的价值和意义%

:<=;琼脂稀释法!标准化的琼脂稀释法是将一种抗

菌药物与琼脂培养基混合$每块平板中含有不同浓度

的药物$再将接种物单独或者同时点种在琼脂表面$

培养 %" :后计数菌落形成单位"89/92CN9=,.2052.<$

Ĝ[#% 此外还可以接种到显色琼脂培养基$针对敏感

菌株在(" \#% :内出现的颜色反应$更快地检测和筛

查相关耐药细菌% 此类方法适用于多细菌的培养物$

*"$K*
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可用来区分菌株和物种(($)

% 琼脂稀释法的优点是操

作简单&成本低$其测定的>HG值稳定&可靠%

:<>;纸片扩散法!纸片扩散法也称为a.=OC+T-5;="a+T#

抗生素试验% 药敏片中的抗生素在琼脂中呈放射状

扩散$药物浓度随离培养基距离的增加呈对数下降$

并在培养基周围形成圆形生长抑制区$其直径与>HG

呈反比% 区域的直径显示了分离物的敏感性和药物

通过琼脂培养基的扩散速率((()

% 这种方法只能定性

检测细菌对抗生素的敏感性$无法得到 >HG值% 但

是该方法简便&可重复$无需昂贵的设备支持%

:<?;浓度梯度法!*D4./9,;<;=<;4<.20即*+<;4<$是检

测细菌对于某种抗生素的耐药性的浓度梯度方法%

*+<;4<法使用一面是固定有一系列预先制备的&浓度

呈连续指数增长稀释的抗菌药物'另一面是有浓度刻

度的>HG值的塑料条% 将条带放置在预先接种的琼

脂平板上$过夜培养$即可出现椭圆形抑制区$其抑制

区与条带边缘之间的交点就是 >HG% 由于 *+<;4<条

带上的抗生素浓度梯度稳定$所以该方法简单&灵敏&

准确$可以读取具体的>HG值$但此方法较上述传统

方法使用较少((#)

%

=;基于理化性质及分子生物学技术的细菌耐药性

及耐药基因检测

!!随着物理&化学和分子生物学技术的发展$出现

了各类新型细菌耐药性检测技术$如流式细胞仪&质

谱仪和拉曼光谱仪等技术手段检测细菌的耐药性'或

应用免疫杂交技术&核酸杂交技术&核酸扩增技术等

检测细菌的耐药基因% 此类基于细菌理化性质和分

子生物学技术的检测方法$检测时间在 # \($ :$其省

时快速&特异性强&灵敏度高的特点$适用于病原体临

床现场快速诊断% 但相较于传统方法$无法提供>HG

值% 部分技术如拉曼光谱尚未在临床环境中得到充

分探索$基础研究和临床应用存在一定差距%

=<:;基于培养的微流控图像检测技术!微流控技术

是一种以在微米尺度空间对流体进行样品处理&反

应&检测等复杂操作为主要特征的科学技术% 在微流

控检测方面$G:9.等(())研究人员用琼脂糖构建了一

个微流体琼脂糖通道$通过显微镜观察和追踪通道

内单细菌在抗生素作用下的生长情况和表型$经图像

对比确定细菌耐药性和>HG值% 微流控图像检测技

术在单细胞水平上将细菌限制在很小的体积中$可以

最大限度地减少交叉污染$潜在地加速生化反应并使

分离条件下标志物的浓度迅速增加% 该技术的优点

在于所需样本量少&灵敏度高$并提供自动化和高通

量分析((%)

%

=<=;基于飞行时间质谱技术的检测方法;基质辅

助激光解析电离飞行时间质谱",-<=.b+-44.4<;6 /-4;=

6;49=D<.92L.92.S-<.92 <.,;+9N+N/.0:<,-444D;8<=9,;<=C$

>AEcH+FV̂ >@#是当下物种鉴定较流行的方法% 而

>AEcHT.9<CD;=">TF#是一种基于>AEcH+FV̂ >@ 的

微生物快速鉴定系统$可在几分钟内对微生物进行无

偏鉴定% >TF耐药性检测包括抗菌药物耐药性的选择

性检测">TF+@FA?#&

!

+内酰胺酶试验">TF+@FA?+TE#&

抗菌药物敏感性快速检测">TF+A@F?A#和耐药性

检测">TF+?*@H@F#等方法% 其中$>TF+@FA?+TE原

理是通过检测
!

+内酰胺类抗生素被产酶菌株水解

而引起的分子量变化从而确定菌株耐药情况% 配备

>TF+@FA?+TE模块的 >TF系统能够同时快速鉴定

细菌种类以及血液培养菌株的
!

+内酰胺酶介导的耐

药性((')

'而>TF+A@F?A通过计算和生长在含有抗生

素或不含抗生素的细菌光谱曲线下面积"-=;-526;=

<:;85=M;$A[G#并比较A[G大小以评估细菌生长$可

在几个小时内检测到敏感菌株和耐药菌株之间的差

异% 最近一项研究优化了 >TF+A@F?A$已成功应用

于白念珠菌和光滑念珠菌等酵母菌的敏感性检测((&)

%

>TF+?*@H@F基于非放射性同位素标记介质$使细菌

在含有(#

G或者()

G碳组分的培养基中平行生长$并将

含抗生素同位素标记的培养基中生长的细菌与在无

抗生素标记的培养液中生长的细菌质谱结果进行比

较% 耐药细菌可以在含有()

G的抗生素中生长$导致

质谱中峰向更高的,LS移动$进而通过峰位的移动来

判定耐药性% @D-=O.;=等((I+(")通过()

G标记的赖氨酸

培养基来测试金黄色葡萄球菌对苯唑西林和头孢西

丁的耐药性% >TF+?*@H@F和>TF+A@F?A理论上应

用于所有种类的抗生素和微生物$但仍存在微生物培

养时间较长&需要摸索抗生素使用条件等缺点$需要

进一步优化%

=<>;其他光谱学图像检测法!其他光谱学检测方法

包括了表面等离子体共振"45=N-8;D/-4,92 =;492-28;$

@d?#&拉曼光谱等物理化学技术方法% 其中拉曼光

谱通过特定的光谱模式识别$可以快速&高效地识别

细菌细胞和抗生素耐药性% 但通常临床样品中细菌

浓度低$所以对临床细菌病原体进行拉曼光谱的研究

需要在琼脂平板中培养((K)

% 相反的$表面增强拉曼

光谱"45=N-8;+;2:-28;6 ?-,-2 4D;8<=9489DC$@*?@#可

以促进细菌病原体的无培养鉴定% 最近一项研究中

将 @*?@作为一种无创且无标记的方法$通过计算

分析将碳青霉烯类敏感肺炎克雷伯菌"8-=O-D;2;,+

4548;D<.O/;I'-2+0-''# $/-*4(/0#-$G@ad#菌株与碳青霉

*K$K*
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烯类耐药性肺炎克雷伯菌"8-=O-D;2;,+=;4.4<-2<I'-2<

+0-''# $/-*4(/0#-$G?ad#菌株区分开来$并成功地预测

肺炎克雷伯菌的碳青霉烯类敏感性和耐药性(#$)

% 虽

然拉曼光谱具有低成本&无标记和无损的特性$且具

有区分细菌潜在感染的潜力$但是该技术尚未在临床

环境中得到充分探索$基础研究和临床应用之间仍然

存在差距%

=<?;其他物理&化学检测法!主要包括流式细胞仪&

耐药菌微动量",.8=9,9<.92#和微量热法",.8=98-/9+

=.,;<=C#等检测方法% 其中流式细胞仪是一种革命性

的工具$可以从单个细菌细胞角度提供相关抗生素的

耐药性的检测% 最近一项研究将定量流式细胞仪和

荧光插层仪相结合$在 ( :内可以检测到临床上重要

的肺炎链球菌耐药性$为进行快速 A@F提供了一种

新途径(#()

% 但是此类方法的局限性在于!基于流式

细胞仪的A@F研究集中于光散射特性&膜电位和膜

渗透性的变化$这些参数是细菌活力的关键指标$但

此类参数数据复杂&暂无临床标准参考值$也缺乏系

统的临床研究来论证准确性(##)

%

=<@;基于荧光探针技术的检测方法!此类方法基于

cZA和?ZA探针杂交技术$通过探针携带的荧光标

签检测耐药基因$包括经典的荧光原位杂交技术"N/5+

9=;48;28;.2 4.<5 :CO=.6.S-<.92$ Ĥ@U#% Ĥ@U是一种以

定量方式可视化目标cZA的高度特异性方法$它根

据碱基互补配对原则$通过特殊手段使带有荧光物质

的探针与目标cZA接合$通过荧光显微镜直接观察目

标cZA所在位置% 目前基于 Ĥ@U技术已经开发的检

测包括WD=;44̂.4:&e5.8P .̂4:&?A@*?+̂H@U&c̀ G+̂H@U

等(#)+#')

% 此外$研究人员针对活细菌细胞开发了=?ZA

探针检测$=?ZA探针技术可以更好地检测活跃细胞的

代谢&生长和耐药性转录表达% 美国T=9-6研究所开发

的Y9d:A@F+?技术$通过?ZA检测以 K%X \KKX的

准确率对基因型和表型耐药的细菌菌株进行分类$并

且在数小时内确定关键抗生素耐药标记(#&)

% 上述基

于荧光探针技术检测耐药基因具有可视化&特异性强

等优点$但是此类探针无法检出新的耐药基因$对于

具有突变位点的耐药基因的检测准确率也显著降低%

=<A;基于核酸扩增技术的检测方法!基于核酸扩增

技术的检测方法包括聚合酶链式反应"D9/C,;=-4;8:-.2

=;-8<.92$dG?#&实时荧光定量聚合酶链式反应"=;M;=4;

<=-248=.D<.92+B5-2<.<-<.M;=;-/+<.,;D9/C,;=-4;8:-.2 =;-8+

<.92$?F+BdG?#和环介导等温扩增技术"/99D+,;6.-<;6

.49<:;=,-/-,D/.N.8-<.92$EA>d#等方法% 其中以EA>d

最为简洁且应用广泛(#I)

% 与常规 dG?相比$EA>d

无需模板的热变性&温度循环&电泳及紫外观察等过

程% 在等温"&$ \&' f#条件下$进行核酸扩增 ( :$即

能达到检测耐药基因的目的% 最近研究表明$EA>d

已成功用于黏菌素耐药基因4),<)&

!

+内酰胺酶基因

2'#

Â>+(

等检测(#"+#K)

% 此外$研究人员基于EA>d还开

发出4,-?F+EA>d&?F+EA>d等技术和产品()$+)()

% 综

上所述$基于核酸扩增的检测技术步骤简单&省时且

经济$适用于临床细菌耐药基因的快速诊断和筛查%

=<B;基因芯片技术检测;基因芯片又称为cZA微

阵列$是一种同时将大量探针固定于固相表面$核酸

样本经荧光标记或扩增后$利用核酸杂交的特异性

对大批量未知样品进行检测&分析的方法% #$$$ 年

d;==;<;2团队开发出一种可以在 ( :内同时检测革兰

阳性菌中 K$多种耐药基因的基因芯片()#)

% 目前$基

因芯片技术发展较为成熟$基于此类技术方法可以快

速筛查临床环境中病原菌及耐药菌$从而为抗生素的

选择和使用提供参考% 基因芯片技术具有高通量筛

选耐药基因的潜力$具有同时检测数千个基因的特

征优势$但其局限性在于表型和基因型标记之间的相

关性差&无>HG值&无法检测新的或非特征性的耐药

基因等%

>;基于高通量测序技术的细菌耐药基因检测

随着测序技术的迭代更新和生物信息学的发展$

高通量测序技术已经广泛应用于细菌耐药检测领域$

包括QY@&,ZY@和>48?ZA+4;B 等技术% 此类技术

检测时间通常在 (% \#$ :$能够提供细菌的耐药基因

型$发现新的耐药基因$以及获得单个细菌细胞的耐

药基因转录情况% 但此类技术实验周期长$成本高$

步骤复杂$缺乏标准化和自动化的分析流程$目前仅

局限于临床复杂疾病的病原体诊断筛查%

><:;QY@!QY@是指获得一个物种全基因序列的

过程% 在细菌耐药性检测领域$QY@ 可以提供细菌

全面的耐药基因谱$并通过耐药基因预测其耐药表

型$揭示相关耐药机制()))

% 多项研究对 QY@ 和表

型A@F检测细菌耐药性进行对比$结果呈高度一致

性()%+)')

$证明了通过QY@预测细菌耐药性的准确性%

此外$通过QY@鉴定耐药细菌基因组中染色体和质

粒编码的抗生素耐药基因$有助于了解耐药基因的移

动和传播背后的机制()$)

$还可以对耐药菌株的爆发

流行进行监控()&)

% 但是此类技术检测周期较长$价

格较贵$且样本需要纯细菌培养物$对临床细菌的鉴

定分离要求较高%

><=;,ZY@!,ZY@ 是通过高通量测序技术检测特

定环境样品中微生物群体的基因组信息% 通过生物

*$(K*
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信息学分析方法进行病原体鉴定&微生物组分析&宿

主相互作用分析和细菌耐药性预测% 在临床细菌耐

药基因检测中$,ZY@ 能诊断未知病原体的感染$并

挖掘其耐药基因$为临床合理使用抗生素提供参考%

基于,ZY@技术$Q-20等()I)在 ( 例免疫功能低下的

重症肺炎患者的培养阴性肺组织样本中鉴定出肺炎

克雷伯菌$并进一步鉴定出2'#

@Ù +(#

&2'#

adG+#

&2'#

F*>+(

&

2'#

GFW+>+&'

等抗性基因% 此外$,ZY@ 还可用于新型耐

药基因的检测% F9==;4+G9=<g4等()")通过,ZY@ 技术$

从土壤样本中确定了 (( 种新的抗生素耐药基因$包

括新型氨苄西林耐药基因&庆大霉素耐药基因&氯霉

素耐药基因和甲氧苄啶耐药基因等% ,ZY@ 的优点

在于直接从原始样本进行无偏检测$在对现有耐药基

因筛查的基础上挖掘新型耐药基因% 但是该技术成

本高$步骤复杂$缺乏标准化和自动化的分析流程$对

细菌耐药基因的大规模筛查较为困难%

><>;>48?ZA+4;B!单细胞转录组测序"4.20/;+8;//

?ZA4;B5;28.20$48?ZA+4;B#是指对单个细胞的转录

组进行测序$从而获得转录组学信息$揭示细胞群差

异和细胞进化关系()K)

% >48?ZA+4;B 是近年最新的

检测技术$其原理是将48?ZA+4;B应用于单个微生物$

如细菌细胞的转录组测序中% 但是>48?ZA+4;B 的发

展受限于微生物,?ZA含量低&部分细菌独特的细胞

壁和细胞膜以及,?ZA无多聚腺苷酸化等原因$技术

壁垒高$发展较为困难% 美国华盛顿大学Y;9=0@;;/.0

研究团队利用基于分割池连接的转录组测序"4D/.<+D99/

/.0-<.92+O-4;6 <=-248=.D<9,;4;B5;28.20$@dE.F+4;B#技

术对细菌进行了微生物单细胞转录组,.8=9@dE.F测

序",.8=9O.-/4D/.<+D99//.0-<.92 <=-248=.D<9,.84#$首次

通过低成本&高通量的方法成功进行细菌单细胞的转

录组测序分析工作(%$)

% ,.8=9@dE.F通过组合条形码

标记?ZA的细菌细胞来源$一次实验可分析数以万计

的细菌细胞% 随着科学技术的发展$>48?ZA+4;B技术

克服了,?ZA含量低&细胞多样性和细胞壁结构复杂

等困难$通过此类技术挖掘临床超级细菌中耐药基因

的转录组$理解耐药基因的表达&转移等问题$对进一

步检测和筛查临床多重耐药性具有重要的应用价值%

?;小结

本文总结了基于传统经典方法&分子生物学技术

和高通量测序技术的细菌耐药性检测方法$三种检测

方法的比较见表 (% 传统细菌耐药性检测方法能提

供细菌耐药的表型信息$但需要长时间的培养和鉴

定$且无法检测耐药基因% 以物理&化学和分子生物

学方法为基础的新技术$其细菌耐药性检测周期短&

灵敏度高$但是无法检测未知耐药基因及突变基因%

而基于高通量测序的检测技术对经典方法的表型检

测进行补充$可以准确鉴定细菌的耐药基因$发现新

的耐药基因及突变位点% 笔者认为在未来细菌耐药

性的表型和基因型的综合检测$对于控制耐药细菌感

染及流行至关重要$也为相关感染性疾病的预防和监

测提供新的技术支持%

表 (!细菌耐药性及耐药基因检测技术的比较

!检测方法 检测技术 检测时间
表型
检测

基因型
检测

能否测得
>HG值

多重耐药性
检测

耐药基因
突变检测

经济性

传统经典方法
纸片扩散法&琼脂稀释法&

肉汤稀释法&浓度梯度法
(" \#% :

"

h 能"a+T除外# 否 否 成本较低

分子生物学技术 微流控图像检测技术 % \($ :

"

h 能 否 否 设备昂贵

飞行时间质谱技术 # \% : h h

部分否
">TF+A@F?A除外#

否 否 设备昂贵

光谱学检测法
"@d?&拉曼光谱#

# \% : h h 否 否 否 设备昂贵

物理化学检测法
"流式细胞仪等#

# \% : h h 否 否 否 设备昂贵

荧光探针技术 # \% : h

"

否 较好 否 成本一般

核酸扩增技术 # \% : h

"

否 较好 否 成本较低

基因芯片技术 # \& : h

"

否 较好 否 成本一般

高通量测序技术 QY@ (% \#$ : h

"

否 较好 是 价格较贵

,ZY@ (% \#$ : h

"

否 较好 是 价格昂贵

>48?ZA+4;B (% \#$ : h

"

否 较好 是 价格昂贵

*((K*
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((#) ?;O=9k9Mla$ m./;=>$ @-,;P V$;<-/3?-D.6 .6;2<.N.8-<.92 9N4<-D:C+

/98988.OC?-,-2 4D;8<=9489DC(_)3@8.?;D$ #$(I$I"(#!(%"%&3

(()) G:9._$ _520iY$ a.,_$ ;<-/3?-D.6 -2<.O.9<.84548;D<.O./.<C<;4<.20

OC<=-8P.204.20/;8;//0=9R<: .2 -,.8=9N/5.6.8-0-=94;8:-22;/4C4<;,

(_)3E-O G:.D$ #$()$()"##!#"$ J#"I3

((%) j:-20a$ e.2 @$ Q5 @$ ;<-/3>.8=9N/5.6.84C4<;,4N9==-D.6 -2<.+

O.9<.84548;D<.O./.<C<;4<4"A@F4# -<<:;4.20/;+8;///;M;/(_)3G:;,

@8.$ #$#$$(("#'#!&)'# J&)&(3

((') E;;AQF$ E-,_a@$ E-,?aQ$ ;<-/3G9,D=;:;24.M;;M-/5-<.92

9N<:;>TF@FA?+TE,965/;N9=4.,5/<-2;954O-8<;=.-/.6;2<.N.8-<.92

-26

!

+/-8<-,-4;+,;6.-<;6 =;4.4<-28;6;<;8<.92 .2 Y=-,+2;0-<.M;=964

N=9,85/<5=;6 .49/-<;4-26 D94.<.M;O/996 85/<5=;4(_)3̂ =92<>.8=9+

O.9/$ #$("$K!))%3

((&) -̀<-24:;2-44-2 >$ T9;P:95<F$ E-44+̂/n=/G$ ;<-/3d=99N9N8928;D<

N9=>TFA@F?A$ -=-D.6 ,-<=.b+-44.4<;6 /-4;=6;49=D<.92 .92.S-<.92+

<.,;9NN/.0:<,-444D;8<=9,;<=C">AEcH+FV̂ >@#+O-4;6 ,;<:96 <9

6;<;8<8-4D9N520.2 =;4.4<-28;.2 G-26.6--/O.8-24-26 G-26.6-0/-O=-<-

(_)3_G/.2 >.8=9O.9/$ #$("$'&"K#!;$$%#$ J("3

((I) @D-=O.;=a$E-20;G$_520_$;<-/3>AEcHO.9<CD;=+O-4;6 =-D.6 =;4.4<+

-28;6;<;8<.92 OC4<-O/;+.49<9D;/-O;/.20(_)3_G/.2 >.8=9O.9/$ #$()$

'("((#!)I%( J)I%"3

((") /̂9=.9Q$T-/6;48:.E$?.SS-<9G$;<-/3c;<;8<.92 9N-2<.O.9<.8+=;4.4<-28;

OC>AEcH+FV̂ ,-444D;8<=9,;<=C!-2 ;bD-26.20-=;-(_)3̂ =92<G;//

H2N;8<>.8=9O.9/$ #$#$$($!'I#K$K3

((K) 6;@.B5;.=-*V/.M;.=-̂ @$ 6-@./M-A>$ d-8:;89>FF$ ;<-/3T.9+

8:;,.8-/8:-=-8<;=.S-<.92 9ND-<:90;2.8O-8<;=.-/4D;8.;454.20?-,-2

4D;8<=9489DC-26 6.48=.,.2-<.92 ,96;/O-4;6 92 4;/;8<;6 4D;8<=-/N;-+

<5=;4(_)3E-4;=4>;6 @8.$ #$#($)&"##!#"K J)$#3

(#$) j:-20d$ 5̂ i$j:-9U$ ;<-/3cC2-,.8.24.0:<4.2<9.28=;-4.20-2<.+

O.9<.8=;4.4<-28;.2 @<-D:C/9898854-5=;54OC/-O;/+N=;;@*?@ 54.20

-D9=<-O/;?-,-2 4D;8<=9,;<;=(_)3@D;8<=98:.,A8<-A>9/T.9,9/

@D;8<=948$ #$##$#I)!(#($I$3

(#() @-R-6-F$ a-<-C-,->$ F-P-<-2.@$ ;<-/3*-=/C6;<;8<.92 9N6=50+

=;4.4<-2<@<=;D<9898854D2;5,92.-;-26 U-;,9D:./54.2N/5;2S-;OC

B5-2<.<-<.M;N/9R8C<9,;<=C(_)3@8.?;D$ #$#($(("(#!#"I)3

(##) al//-.A$ a;/;,;2 >$ >9/2l=Z$ ;<-/3>HGC! -29M;/N/9R8C<9+

,;<=.8,;<:96 N9==-D.6 6;<;=,.2-<.92 9N,.2.,-/.2:.O.<9=C8928;2+

<=-<.92(_)3>.8=9O.9/@D;8<=$ #$#($K")#!;$$K$(#(3

(#)) T=9R2 _>$c;V=2;//-4@$d-=.4.*$;<-/3?A@*?+̂H@U!292+6;2-<5=.20

N/59=;48;28;.2 4.<5 :CO=.6.S-<.92 N9=D=;4;=M-<.92 9N<:=;;+6.,;24.92-/

.2<;=D:-4;8:=9,-<.2 4<=58<5=;(_)3Z-<d=9<98$ #$##$(I"'#!()$& J

())(3

(#%) Y-=8o-+U;=2l26;S_$ U;=2l26;S>$ >9=;29i3G9,O.2-<.92 9N6.=;8<

M.-O/;8952<-26 N/59=;48;2<.2 4.<5 :CO=.6.S-<.92"c̀ G+̂H@U# -4-

D9<;2<.-/,;<:96 N9=.6;2<.NC.20M.-O/;J02,0($#,#%#-4('&"0)*+.2 9C4+

<;=4-26 ,544;/4(_)3̂ 9964$ #$#($($"I#!('$#3

(#') @-/.,2.-U$ -̂.=N-b>?$E;D:-=<d$;<-/3A2 .2<;=2-<.92-/$D=94D;8<.M;$

,5/<.8;2<;=;M-/5-<.92 9N<:;89,O.2-<.92 9NA6M-2cb@<-D:C/9898854

e5.8P Ĥ@UTGR.<: ,;8AWD=;44̂H@UN9=6;<;8<.92 9N,;<:.8.//.2+

=;4.4<-2<@<-D:C/9898854-5=;54.49/-<;4N=9,D94.<.M;O/996 85/<5=;4

(_)3_G/.2 >.8=9O.9/$ #$(%$'#"((#!)K#" J)K)#3

(#&) T:-<<-8:-=CC-?d$T-26C9D-6:C-CZ$>-d$;<-/3@.,5/<-2;9546;<;8+

<.92 9N0;29<CD;-26 D:;29<CD;;2-O/;4=-D.6 -26 -885=-<;-2<.O.9<.8

4548;D<.O./.<C6;<;=,.2-<.92(_)3Z-<>;6$ #$(K$#'"(##!("'" J("&%3

(#I) 顾!锦$郭!会$周!围$等3环介导等温扩增技术在下呼吸道感

染常见病原体检测中的应用(_)3临床检验杂志$#$#($)K"(#!

(# J(&3

(#") E.5 j$ Y59G$ j:-20i$ ;<-/3?-D.6 -26 4;24.<.M;6;<;8<.92 9N<:;

89/.4<.2 =;4.4<-28;0;2;4),<) OC/99D+,;6.-<;6 .49<:;=,-/-,D/.N.8-+

<.92 -26 M.45-/.24D;8<.92(_)3>.8=9O c=50?;4.4<$ #$#($#I"($#!

()#" J())'3

(#K) e.2 i$ c5-2 W$ d;20i$ ;<-/3?-D.6 6;<;8<.92 9N-29M;/T(+

!

+

/-8<-,-4;0;2;$ O/-Â>+( 54.20-/99D+,;6.-<;6 .49<:;=,-/-,D/.+

N.8-<.92"EA>d# -44-C(_)3A22 G/.2 >.8=9O.9/A2<.,.8=9O$ #$#($

#$"(#!"$3

()$) T-=2;4E$U;.<:9NNc>$>-:-2 @d$;<-/3@,-=<D:92;+O-4;6 D-<:90;2

6.-0294.4.2 5=.2-=C4;D4.4D-<.;2<4(_)3*T.9>;6.8.2;$ #$("$)&!

I) J"#3

()() U;R-6.P-=-,>$ d;=;=-a$ c.44-2-C-P;a$ ;<-/3c;M;/9D,;2<9N

65D/;b-26 ,5/<.D/;b=;M;=4;<=-248=.D<.92 /99D ,;6.-<;6 .49<:;=,-/

*#(K*

G:.2;4;_95=2-/9NZ;RG/.2.8-/>;6.8.2;$V8<9O;=#$##$ 9̀/5,;('$Z5,O;=($!!



-,D/.N.8-<.92"?F+EA>d# -44-C4N9=8/.2.8-/6.-0294.49N@A?@+GV̀ +#

.2 @=.E-2P-(_)3H2<_H2N;8<c.4$ #$##$((&!@)K J@%$3

()#) d;==;<;2 $̀ 9̀=/;<+̂-R;=E$ @/.8P;=4d$;<-/3>.8=9-==-C+O-4;6 6;<;8+

<.92 9NK$ -2<.O.9<.8=;4.4<-28;0;2;49NY=-,+D94.<.M;O-8<;=.-(_)3

_G/.2 >.8=9O.9/$ #$$'$%)"'#!##K( J#)$#3

())) 韩!林$蒋玲玉$黄!璐$等3高通量测序对脓毒症病原学诊断

及病原菌耐药性预测的应用价值(_)3中国临床新医学$#$#$$

()"&#!&%# J&%&3

()%) a-,9/R-<d$ Z920:-2D:.<:-P c$ G:-.D=-4;=<A$ ;<-/3c.-0294<.8

D;=N9=,-28;9NR:9/;+0;29,;4;B5;28.20N9=.6;2<.NC.206=50+=;4.4<-2<

FT.2 F:-./-26(_)3H2<_F5O;=8E520c.4$ #$#($#'"K#!I'% JI&$3

()') T.//-=6+d9,-=;4F$ >-=.2 _$ e5-0/.-=9d$ ;<-/3[4;9NR:9/;+0;29,;

4;B5;28.20<9;bD/9=;1&)(2#)"-,0*4"*2-,)*'(+0+)(4$'-K8.=85/-<.20

.2 -:9<4D9<6;D-=<,;2<.2 =̂-28;(_)3>.8=99=0-2.4,4$ #$##$($""#!

('"&3

()&) Q-=;<: Y$T=-26<G$@D=-05;Ec$;<-/3QY@ O-4;6 -2-/C4.49N-8B5.=;6

-2<.,.8=9O.-/=;4.4<-28;.2 :5,-2 -26 292+:5,-2 A8.2;<9O-8<;=O-5+

,-22...49/-<;4N=9,-Y;=,-2 D;=4D;8<.M;(_)3T>G>.8=9O.9/$ #$#($

#("(#!#($3

()I) Q-20a$ E.d$ E.2 i$ ;<-/3>;<-0;29,.86.-0294.4N9=-85/<5=;+

2;0-<.M;4-,D/;N=9,-D-<.;2<R.<: 4;M;=;D2;5,92.-OC2-29D9=;-26

2;b<+0;2;=-<.92 4;B5;28.20(_)3̂ =92<G;//H2N;8<>.8=9O.9/$ #$#$$

($!("#3

()") F9==;4+G9=<g4Y$ >.//l2 $̀ ?-,o=;S+@--6 UG$ ;<-/3G:-=-8<;=.S-+

<.92 9N29M;/-2<.O.9<.8=;4.4<-28;0;2;4.6;2<.N.;6 OCN528<.92-/,;<+

-0;29,.8492 49./4-,D/;4(_)3*2M.=92 >.8=9O.9/$ #$(($()"%#!

(($( J(((%3

()K) F-20W$U5-20i$E;._$;<-/3F:;4.20/;+8;//4;B5;28.20! 2;R6;M;/+

9D,;2<4-26 ,;6.8-/-DD/.8-<.924(_)3G;//T.948.$ #$(K$K!')3

(%$) a58:.2-A$T=;<<2;=E>$d-/;9/905 E$;<-/3>.8=9O.-/4.20/;+8;//?ZA

4;B5;28.20OC4D/.<+D99/O-=896.20(_)3@8.;28;$ #$#($)I("&')(#!

;-O-'#'I3
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