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(57)摘要

本发明公开了一种快速检测抗菌药物敏感

性的AIE试剂及方法。本发明AIE分子包括AIE‑1

分子，优选的还包括AIE‑2分子，用于体外抗菌药

物敏感性检测。所述AIE试剂的灵敏度高、荧光背

景低且光稳定性好，可以直接将试剂加入药敏测

试稀释液中，实时进行细菌生长的长时间监测，

通过细菌生长曲线，快速得出药敏结果且满足

MIC值测定的需求。本发明的快速检测抗菌药物

敏感性的方法，能够在8h内获取药敏试验结果，

且准确判断抗菌药物的MIC值，适用于不同的培

养基，且检测设备的要求低，大大提高了体外抗

菌药物敏感性试验的效率，能够为抗菌治疗快速

提供解决方案。
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1.AIE分子在体外抗菌药物敏感性检测中的应用，其特征在于，所述AIE分子包括AIE‑1

分子，所述AIE‑1分子选自式1中的至少一种；

式1

式1中，R各自独立选自氢、氨基、具有1～20个碳原子的烷基、具有2～20个碳原子的不

饱和烃基、具有1～20个碳原子的杂烷基、具有3～20个碳原子的环烷基、具有2～20个碳原

子的杂环烷基、具有6～30个碳原子的芳基和具有5～30个碳原子的杂芳基；

R1选自以下结构中的一种：

Z为阴离子；

R2选自以下结构中的一种：

n1为1‑5的整数。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，式1中，所述杂烷基包括烷氧基或烷氨基；

所述阴离子为卤离子、NO2
‑、BF4

‑、BF6
‑、NO3

‑、PO4
3‑、SO3

2‑
中的至少一种。

3.根 据 权 利 要 求 1 所 述 的 应 用 ，其 特 征 在 于 ，所 述 A I E ‑ 1 分 子 选 自
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、 中

的至少一种。

4.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述AIE分子还包括AIE‑2分子；所述AIE‑2

分子选自式2中的至少一种；

式2

式2中，R1、R2、R3、R4、R5各自独立的选自取代或未取代的具有1～20个碳原子的直链烷

基、取代或未取代的具有3～20个碳原子的支链烷基、取代或未取代的具有3～20个碳原子

的环烷基；

n2为2‑10的整数；

X‑为阴离子。

5.根据权利要求4所述的应用，其特征在于，式2中，所述阴离子为卤离子、NO2
‑、BF4

‑、

BF6
‑、NO3

‑、PO4
3‑、SO3

2‑
中的至少一种；所述取代或未取代的具有1～20个碳原子的直链烷基、

取代或未取代的具有3～20个碳原子的支链烷基、取代或未取代的具有3～20个碳原子的环

烷基中的取代基为‑COOH、‑OH、‑NH2、‑CHO、‑CN或‑NO2。

6.根 据 权 利 要 求 4 所 述 的 应 用 ，其 特 征 在 于 ，所 述 A I E ‑ 2 分 子 选 自

、
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中的至少一种。

7.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，用于测定抗菌药物的最小抑菌浓度。

8.一种快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂，其特征在于，包括AIE分子；所述AIE分子

包括权利要求1‑3任一项所述应用中的AIE‑1分子。

9.根据权利要求8所述的快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂，其特征在于，所述AIE分

子还包括权利要求4‑6任一项所述应用中的AIE‑2分子。

10.根据权利要求8所述的快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂，其特征在于，还包括溶

剂。

11.根据权利要求9所述的快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂，其特征在于，所述AIE‑

1分子与AIE‑2分子的摩尔比为1:（5~10）。

12.一种快速检测抗菌药物敏感性的方法，其特征在于，包括以下步骤：

（1）制备菌液，加入权利要求8~11任一项所述的AIE试剂，混合均匀，得含AIE试剂的混

合菌液；

（2）梯度稀释配制不同梯度浓度的待测抗菌药物溶液，分别加入步骤（1）的混合菌液，

得检测液，进行细菌培养，监测不同时间点的荧光值；

分别计算不同抗菌药物浓度下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑I0）/I0，其中，In
为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

（3）分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗菌

药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，确定抗菌药物

的最小抑菌浓度，判断抗菌药物敏感性；

随抗菌药物浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该

抗菌药物的最小抑菌浓度。

13.根据权利要求12所述的快速检测抗菌药物敏感性的方法，其特征在于，步骤（2）中，

所述检测液中，菌的浓度为0.5麦氏浊度~0.5麦氏浊度稀释1000倍之间的任意浓度，AIE分

子的浓度为5‑12μM。
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一种快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂及方法

技术领域

[0001] 本发明涉及细菌敏感性检测技术领域，具体涉及一种快速检测抗菌药物敏感性的

AIE试剂及方法。

背景技术

[0002] 抗生素的广泛使用，细菌产生耐药性的速度逐渐加快，使得药物选择困难。细菌耐

药性快速检测技术是应对全球公共卫生挑战的重要手段，目前临床微生物实验室使用的抗

菌药物敏感性实验主要包括纸片扩散法、稀释法、E‑test法等。这些方法都是通过肉眼观察

细菌的生长情况，需要细菌生长到一定的数量，最少需要12小时甚至更长的时间。自动化细

菌药敏检测系统在一定层度上提高了检测速度，但是这些仪器普遍采用比浊法观测细菌数

量的动力变化，受限于比浊法的低灵敏度，也需要8h左右才能给出药敏结果，并且这些仪器

成本较高，基层医院使用受限。因此，需要开发出对设备要求低、能在更短的时间里给出药

敏检测结果且满足MIC（最小抑菌浓度）需求的快速检测方法，能够为抗菌治疗快速提供解

决方案。

发明内容

[0003] 鉴于此，本发明的目的在于提供一种快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂及方法。

[0004] 本发明首先提供一种AIE分子（包括AIE‑1分子，还可以包括AIE‑2分子）在体外抗

菌药物敏感性检测中的应用，用于判断抗菌药物的敏感性，以及测定抗菌药物的最小抑菌

浓度（MIC值）。

[0005] 其次，本发明提供一种快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂，用于体外抗菌药物敏

感性试验，灵敏度高、荧光背景低且光稳定性好，能够在更短时间内得出药敏检测结果，快

速判断抗菌药物的敏感性，准确测定MIC值。

[0006] 最后，本发明提供一种快速检测抗菌药物敏感性的方法。

[0007] 本发明的目的通过以下技术方案实现：

本发明提供一种AIE分子在体外抗菌药物敏感性检测中的应用，所述AIE分子包括

AIE‑1分子，所述AIE‑1分子选自式1中的至少一种；

[0008] 式1

式1中，R各自独立选自氢、氨基、具有1～20个碳原子的烷基、具有2～20个碳原子
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的不饱和烃基、具有1～20个碳原子的杂烷基、具有3～20个碳原子的环烷基、具有2～20个

碳原子的杂环烷基、具有6～30个碳原子的芳基和具有5～30个碳原子的杂芳基；

R1选自以下结构中的一种：

[0009]

[0010] Z为阴离子；

R2选自以下结构中的一种：

[0011] n1为1‑5的整数（1、2、3、4、5）。

[0012] 优选的，式1中，所述杂烷基包括烷氧基或烷氨基；

优选的，式1中，所述阴离子为卤离子（氟离子、氯离子、溴离子、碘离子等）、NO2
‑、

BF4
‑、BF6

‑、NO3
‑、PO4

3‑、SO3
2‑
中的至少一种。

[0013] 优选的，所述AIE‑1分子选自 、
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中的至少一种。

[0014] 优选的，所述AIE分子还包括AIE‑2分子；所述AIE‑2分子选自式2中的至少一种；

[0015] 式2

式2中，R1、R2、R3、R4、R5各自独立的选自取代或未取代的具有1～20个碳原子的直链

烷基、取代或未取代的具有3～20个碳原子的支链烷基、取代或未取代的具有3～20个碳原

子的环烷基；

n2为2‑10的整数（2、3、4、5、6、7、8、9、10）；

X‑为阴离子。

[0016] 进一步优选的，式2中，所述阴离子为卤离子（氟离子、氯离子、溴离子、碘离子等）、

NO2
‑、BF4

‑、BF6
‑、NO3

‑、PO4
3‑、SO3

2‑
中的至少一种；

进一步优选的，式2中，所述取代或未取代的具有1～20个碳原子的直链烷基、取代

或未取代的具有3～20个碳原子的支链烷基、取代或未取代的具有3～20个碳原子的环烷基

中的取代基为‑COOH、‑OH、‑NH2、‑CHO、‑CN或‑NO2。

[0017] 进一步优选的，所述AIE‑2分子选自

、
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中的至少一种。

[0018] 进一步优选的，所述AIE‑1分子与AIE‑2分子的摩尔比为1:（5~10）。

[0019] 优选的，本发明所述AIE分子在体外抗菌药物敏感性检测中用于测定抗菌药物的

最小抑菌浓度和判断抗菌药物的敏感性。

[0020] 本发明提供一种快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂，包括AIE分子；所述AIE分子

包括上述的AIE‑1分子。

[0021] 优选的，所述快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂的AIE分子还包括上述的AIE‑2

分子。

[0022] 进一步优选的，所述AIE‑1分子与AIE‑2分子的摩尔比为1:（5~10）。

[0023] 优选的，所述快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂还包括溶剂。所述溶剂优选为

水、二甲基亚砜、N，N‑二甲基甲酰胺中的任意一种。

[0024] 本发明提供一种上述快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂在体外抗菌药物敏感性

检测中的应用。

[0025] 本发明提供一种快速检测抗菌药物敏感性的方法，包括以下步骤：

（1）制备菌液，加入上述的AIE试剂，混合均匀，得含AIE试剂的混合菌液；

（2）梯度稀释配制不同梯度浓度的待测抗菌药物溶液，分别加入步骤（1）的混合菌

液，得检测液，进行细菌培养，监测不同时间点的荧光值；

分别计算不同抗菌药物浓度下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑I0）/I0，其

中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

（3）分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将

抗菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，确定抗菌

药物的最小抑菌浓度，判断抗菌药物敏感性；

随抗菌药物浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定

为该抗菌药物的最小抑菌浓度。

[0026] 优选的，步骤（2）中，所述检测液中，菌的浓度为0 .5麦氏浊度~0 .5麦氏浊度稀释

1000倍之间的任意浓度，AIE分子的浓度为5‑12μM；
进一步优选的，AIE分子为AIE‑1分子时，步骤（2）所述检测液中AIE‑1分子的浓度

为5‑10μM；
进一步优选的，AIE分子为AIE‑1分子和AIE‑2分子时，步骤（2）所述检测液中AIE分

子‑1的浓度为1‑2μM，AIE分子‑2的浓度为5‑10μM。
[0027] 优选的，步骤（2）中所述细菌培养的条件为适宜细菌生长的条件。

[0028] 优选的，所述荧光值可以采用任何具有发光检测功能的仪器进行监测。优选酶标

仪直接进行实时培养和监测。
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[0029] 优选的，所述待测抗菌药物溶液梯度稀释浓度参照CLSI（美国临床和实验室标准

协会）标准。

[0030] 作为优选的一种实施方式，所述的快速检测抗菌药物敏感性的方法，包括以下步

骤：

（1）将菌种在平板培养皿上30‑37℃培养15‑20  h，挑取平板单菌落，用培养基制备

成0.5麦氏浊度菌液，再稀释0‑500倍备用；

将AIE分子加入超纯水溶解，制备AIE分子浓度为5‑12mM的AIE试剂；

将AIE试剂加入菌液中混合均匀，制备含AIE分子终浓度为10‑24μM的混合菌液；

（2）将抗菌药物储液按梯度稀释配制不同梯度浓度的待测抗菌药物溶液，每个梯

度按100  μL/孔分装至96孔微孔板；再按100  μL/孔将步骤（1）的混合菌液分装至  96孔微孔

板的待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液；96孔板制备完毕后

置于荧光读取仪器中定时监测，设置激发波长460nm，发射波长560nm；

分别计算不同抗菌药物浓度下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑I0）/I0，其

中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

（3）分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将

抗菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，确定抗菌

药物的最小抑菌浓度，判断抗菌药物敏感性；

随抗菌药物浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定

为该抗菌药物的最小抑菌浓度。

[0031] 本发明具有以下有益效果：

1、本发明提供AIE分子（包括AIE‑1分子，还可以包括AIE‑2分子）在体外抗菌药物

敏感性试验中的应用。本发明创造性的发现，AIE‑1分子能够用于体外抗菌药物敏感性试

验，灵敏度高、荧光背景低且光稳定性好，能够在更短时间内得出药敏检测结果，快速判断

抗菌药物的敏感性，且能够准确测定抗菌药物的最小抑菌浓度（MIC值）。

[0032] 2、本发明的快速检测抗菌药物敏感性的AIE试剂，相比于现有技术，具有更低的荧

光背景和较好的光稳定性（长时间监测不会出现荧光猝灭），可以直接将试剂加入药敏测试

稀释液中，实时进行细菌生长的长时间监测；检测灵敏度高，通过细菌生长曲线，快速得出

药敏结果且满足MIC值测定的需求。

[0033] 3、本发明的快速检测抗菌药物敏感性的方法，能够在8h内获取药敏试验结果，且

准确判断抗菌药物的MIC值，适用于不同的培养基，且检测设备的要求低（采用普通的具有

发光检测功能的多功能读板机就能实现监测），大大提高了体外抗菌药物敏感性试验的效

率，能够为抗菌治疗快速提供解决方案。

附图说明

[0034] 图1a和图1b是实施例1中AIE试剂Ⅰ测试不同菌浓度的荧光强度变化图。

[0035] 图2a是实施例7中AIE试剂Ⅰ测试铜绿假单胞菌在不同浓度头孢他啶作用下，相对

荧光强度和时间的拟合关系直线图。

[0036] 图2b是实施例8中AIE试剂Ⅱ测试铜绿假单胞菌在不同浓度头孢他啶作用下，相对

荧光强度和时间的拟合关系直线图。
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[0037] 图3是对比例1中AIE试剂Ⅳ测试金黄色葡萄球菌在不同浓度左氧氟沙星作用下，

相对荧光强度和时间的拟合关系直线图。

[0038] 图4a是对比例2中AIE试剂Ⅴ试金黄色葡萄球菌在不同浓度头孢他啶作用下，OD随

时间变化曲线图。

[0039] 图4b是对比例2中AIE试剂Ⅴ测试金黄色葡萄球菌在不同浓度头孢他啶作用下，荧

光强度随时间变化曲线图。

[0040] 图5是对比例3中AIE试剂Ⅵ测试铜绿假单胞菌在不同浓度头孢他啶作用下，相对

荧光强度和时间的拟合关系直线图。

[0041] 图6a是对比例4中AIE试剂Ⅶ测试铜绿假单胞菌在不同浓度左氧氟沙星作用下，相

对荧光强度和时间的拟合关系直线图。

[0042] 图6b分别是对比例4中AIE试剂Ⅶ测试金黄色葡萄球菌在不同浓度左氧氟沙星作

用下，相对荧光强度和时间的拟合关系直线图。

具体实施方式

[0043] 下面结合实施例对本发明进行具体地描述，但本发明的实施方式和保护范围不限

于以下实施例。

[0044] 本发明实施例中所用AIE‑1分子选自以下一种：

[0045] AIE‑2分子选自以下一种：
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。

[0046] 本发明实施例的培养基采用Mueller‑Hinton  肉汤培养基（MH肉汤培养基）。

[0047] 本发明实施例采用的荧光检测仪器为Bioteck多功能酶标仪。

[0048] 实施例1：

用天平称取AIE‑1（B1）分子，加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过滤除菌，制得AIE试

剂Ⅰ（10mM），4℃保存；

分别将大肠埃希菌25922和金黄色葡萄球菌29213在平板培养基上37℃培养18  h，

挑取平板单菌落，用MH肉汤培养基梯度稀释成一系列浓度。每个浓度中分别加入AIE试剂Ⅰ

（AIE‑1分子终浓度为10μM）。取200uL于96孔板中，分别检测各个浓度下的OD值和荧光强度。

结果如图1a和图1b所示。由图1a和图1b可以看出，随着细菌浓度的增长，荧光强度发生变

化，并且与OD值具有较好的线性关系。

[0049] 实施例2：

（1）将大肠埃希菌25922在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，用MH肉

汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE‑1分子（B1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过滤除菌，制得AIE试

剂Ⅰ（10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液（氨苄西林、头孢他啶、左氧氟沙星、亚胺培

南）分别按梯度稀释配制不同梯度浓度的待测抗菌药物溶液（浓度梯度见表1），配制好的抗

菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微孔板；

表1：
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[0050] 每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅰ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板的

待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（药物终浓度梯度见表2，

AIE‑1分子终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测4h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0051] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0052] 结果如表2和表3所示，可以看出，大肠埃希菌对氨苄西林具有耐药性，而对头孢他

啶、左氧氟沙星、亚胺培南都是敏感的，测得MIC值与传统肉汤稀释法相符。这一结果也表

明，本发明的AIE试剂是可以实时监测细菌的生长状况，并且在4h左右就能给出药敏结果以

及MIC值，大大缩短了药敏试验的时间。

[0053] 表2：

[0054] 表3：各药物抗大肠埃希菌的MIC值
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[0055] 实施例3：

（1）分别将以下8种菌种（肺炎克雷伯菌、沙门氏菌1、沙门氏菌19、大肠埃希菌

25922、铜绿假单胞菌27853、金黄色葡萄球菌29213、MRSA、屎肠球菌）在平板培养基上37℃

培养18  h，挑取平板单菌落，分别用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备

用；

用天平称取AIE‑1分子（B1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过滤除菌，制得AIE试

剂Ⅰ（10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液左氧氟沙星按梯度稀释配制不同梯度浓度

的待测抗菌药物溶液，配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微

孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅰ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板的

待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（药物终浓度梯度见表4，

AIE‑1分子终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测6h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0056] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0057] 结果如表4和表5所示，可以看出，MRSA对左氧氟沙星具有耐药性，肺炎克雷伯菌、

沙门氏菌1、沙门氏菌19、大肠埃希菌25922、铜绿假单胞菌27853、金黄色葡萄球菌29213、屎

肠球菌对左氧氟沙星都是敏感的，测得MIC值与传统肉汤稀释法相符。这一结果也表明，本

发明的AIE试剂是可以实时监测细菌的生长状况，并且在6h左右就能给出药敏结果以及MIC

值，大大缩短了药敏试验的时间。

[0058] 表4：
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[0059] 表5：左氧氟沙星抗各类菌的MIC值

[0060] 实施例4：

（1）分别将以下9种菌种（肺炎克雷伯菌、沙门氏菌1、沙门氏菌19、大肠埃希菌

25922、铜绿假单胞菌27853、金黄色葡萄球菌29213、屎肠球菌、松鼠葡萄球菌29061、无乳链

球菌）在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，分别用MH肉汤培养基制备成0.5麦

氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过
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滤除菌，制得AIE试剂Ⅱ（AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1）摩尔比为1：5，浓度分别为2mM  、

10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液左氧氟沙星按梯度稀释配制不同梯度浓度

的待测抗菌药物溶液，配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微

孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅱ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板

的待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（药物终浓度梯度见表

6，AIE‑1分子终浓度为2μM、AIE‑2分子终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测6h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0061] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0062] 结果如表6和表7所示，可以看出，肺炎克雷伯菌、沙门氏菌1、沙门氏菌19、大肠埃

希菌25922、铜绿假单胞菌27853、金黄色葡萄球菌29213、屎肠球菌、松鼠葡萄球菌29061、无

乳链球菌对左氧氟沙星都是敏感的，测得MIC值与传统肉汤稀释法相符。这一结果也表明，

本发明的AIE试剂是可以实时监测细菌的生长状况，并且在6h左右就能给出药敏结果以及

MIC值，大大缩短了药敏试验的时间。

[0063] 表6：
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[0064] 表7：左氧氟沙星抗各类菌的MIC值

[0065] 实施例5：

（1）分别将铜绿假单胞菌27853和金黄色葡萄球菌29213在平板培养基上37℃培养
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18  h，挑取平板单菌落，分别用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE‑1分子（B2）和AIE‑2分子（A2），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过

滤除菌，制得AIE试剂Ⅲ（AIE‑1分子（B2）和AIE‑2分子（A2）摩尔比为1：7.5，浓度分别为1mM 

、7.5mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液左氧氟沙星按梯度稀释配制不同梯度浓度

的待测抗菌药物溶液，配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微

孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅲ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板

的待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（药物终浓度梯度见表

8，AIE‑1分子终浓度为1μM、AIE‑2分子终浓度为7.5μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测6h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0066] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0067] 结果如表8和表9所示，可以看出，铜绿假单胞菌27853、金黄色葡萄球菌29213对左

氧氟沙星都是敏感的，测得MIC值与传统肉汤稀释法相符。这一结果也表明，本发明的AIE试

剂是可以实时监测细菌的生长状况，并且在6h左右就能给出药敏结果以及MIC值，大大缩短

了药敏试验的时间。

[0068] 表8：

[0069] 表9：左氧氟沙星抗各类菌的MIC值

[0070] 实施例6：

（1）将铜绿假单胞菌27853在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，分别

用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，分别制备无稀释、稀释5倍、稀释50倍、500倍的工
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作菌液备用；

用天平称取AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过

滤除菌，制得AIE试剂Ⅱ（AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1）摩尔比为1：5，浓度分别为2mM  、

10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液左氧氟沙星按梯度稀释配制不同梯度浓度

的待测抗菌药物溶液，配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微

孔板；

分别将每1mL步骤（1）菌液与2μLAIE试剂Ⅱ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微

孔板的待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（药物终浓度梯度

见表10，AIE‑1分子终浓度为2μM、AIE‑2分子终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测6h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0071] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0072] 结果如表10所示，可以看出，采用不同麦氏浊度菌液进行左氧氟沙星的药敏试验，

测得MIC值为2μg/mL，与传统肉汤稀释法相符。这一结果表明，本发明的AIE试剂适用于不同

麦氏浊度菌液，可以快速且准确获得药敏试验结果。

[0073] 表10：

[0074] 实施例7：

（1）将铜绿假单胞菌27853在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，分别

用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE‑1分子（B1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过滤除菌，制得AIE试

剂Ⅰ（10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液头孢他啶按梯度稀释配制不同梯度浓度的
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待测抗菌药物溶液（浓度分别为0μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、8μg/mL、16μg/mL、32μg/
mL、64μg/mL、128μg/mL、256μg/mL、512μg/mL），配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100 

μL/孔分装至  96孔微孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅰ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板的

待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（药物终浓度梯度见表11，

AIE‑1分子终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测8h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0075] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0076] 结果如表11、表12和图2a所示，可以看出，AIE试剂Ⅰ在进行头孢他啶抗铜绿假单胞

菌的药敏试验时，准确判读结果需要7‑8h。

[0077] 表11：

[0078] 表12：头孢他啶抗铜绿假单胞菌的MIC值

[0079] 实施例8：

（1）将铜绿假单胞菌27853在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，分别

用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过

滤除菌，制得AIE试剂Ⅱ（AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1）摩尔比为1：5，浓度分别为2mM  、

10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液头孢他啶按梯度稀释配制不同梯度浓度的

待测抗菌药物溶液（浓度分别为0μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、8μg/mL、16μg/mL、32μg/
mL、64μg/mL），配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅱ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板
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的待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（药物终浓度梯度见表

13，AIE‑1分子终浓度为2μM、AIE‑2分子终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测8h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0080] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0081] 结果如表13、表14和图2b所示，可以看出，AIE试剂Ⅱ在进行头孢他啶抗铜绿假单

胞菌的药敏试验时，在4‑6h内即能准确判读结果。

[0082] 表13：

[0083] 表14：头孢他啶抗铜绿假单胞菌的MIC值

[0084] 通过实施例3/4/7/8比较可以看出，双分子的AIE试剂相比于单分子的AIE试剂，检

测灵敏度更高。双分子的AIE试剂对大部分菌的药敏试验均能在4‑6h内准确判读结果，适用

性更广；单分子AIE试剂对某一部分菌的药敏试验需要7‑8h才能准确判读结果，所需时间相

对较长。本发明优选含有AIE‑1分子和AIE‑2分子的AIE试剂。

[0085] 对比例1：

（1）将金黄色葡萄球菌29213在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，分

别用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE分子（结构为 ），

加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过滤除菌，制得AIE试剂Ⅳ（10mM），4℃保存；
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（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液左氧氟沙星按梯度稀释配制不同梯度浓度

的待测抗菌药物溶液（浓度分别为0μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、8μg/mL、16μg/mL、32μg/
mL、64μg/mL），配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅳ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板

的 待 测抗 菌药 物溶 液 中 ，得 若 干个 不 同 梯 度 浓 度的 抗 菌药 物 检 测 液（A I E分 子

终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测5h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较。

[0086] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0087] 结果如图3所示。由图中可以看出，整个细菌连空白组都未发生荧光变化，而对照

组传统肉汤稀释法证明空白组生长良好。后续证明是对比例1的AIE试剂Ⅳ会影响细菌生

长，导致出现假敏感现象。

[0088] 对比例2：

（1）将金黄色葡萄球菌29213在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，分

别用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE分子（结构为

），加入超纯水溶解，用0 .22μm滤

膜过滤除菌，制得AIE试剂Ⅴ（10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液头孢他啶按梯度稀释配制不同梯度浓度的

待测抗菌药物溶液（浓度分别为0μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、8μg/mL、16μg/mL、32μg/
mL、64μg/mL、128μg/mL、256μg/mL、512μg/mL），配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100 

μL/孔分装至  96孔微孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅴ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板

说　明　书 17/21 页

21

CN 118652955 A

21



的 待 测抗 菌药 物溶 液 中 ，得 若 干个 不 同 梯 度 浓 度的 抗 菌药 物 检 测 液（A I E分 子

终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测25h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0089] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0090] 结果如图4a和图4b所示，由图中可以看出，对比例2的AIE试剂Ⅴ对细菌有较好的

染色效果，且加入AIE试剂Ⅴ并不会影响细菌生长。24h后对照组传统肉汤稀释法监测判读

的MIC值为4μg/mL，而对比例2判读结果MIC值为16μg/mL。对比例2的AIE试剂Ⅴ灵敏度低，不

能准确判读出MIC值。

[0091] 对比例3：

（1）将铜绿假单胞菌27853在平板培养基上37℃培养18  h，挑取平板单菌落，分别

用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE分子（

）和AIE‑2分子（A1），加入超纯

水溶解，用0.22μm滤膜过滤除菌，制得AIE试剂Ⅵ（AIE分子（

说　明　书 18/21 页

22

CN 118652955 A

22



）和AIE‑2分子（A1）摩

尔比为1：5，浓度分别为2mM  、10mM），4℃保存；

（2）采用MH肉汤培养基将抗菌药物储液头孢他啶按梯度稀释配制不同梯度浓度的

待测抗菌药物溶液（浓度分别为0μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、8μg/mL、16μg/mL、32μg/
mL、64μg/mL、128μg/mL、256μg/mL、512μg/mL），配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100 

μL/孔分装至  96孔微孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅵ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板

的 待 测抗 菌药 物溶 液 中 ，得 若 干个 不 同 梯 度 浓 度的 抗 菌药 物 检 测 液（A I E分 子

终浓度为2μM、AIE‑

2分子终浓度为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于酶标仪（96孔板等）中定时监测8h（每隔一小时测定一

次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0092] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0093] 结果如图5和表15所示，可以看出，对比例3的AIE试剂Ⅵ对细菌有较好的染色效

果，加入AIE试剂Ⅵ不会影响细菌生长。24h后对照组传统肉汤稀释法监测判读的MIC值为2μ
g/mL，而对比例3判读结果MIC大于32μg/mL。对比例3的AIE试剂Ⅵ不能准确判读出MIC值。

[0094] 表15：
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[0095] 对比例4：

（1）分别将铜绿假单胞菌27853和金黄色葡萄球菌29213在平板培养基上37℃培养

18  h，挑取平板单菌落，分别用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过

滤除菌，制得AIE试剂Ⅶ（AIE‑1分子（B1）和AIE‑2分子（A1）摩尔比为1：2，浓度分别为4mM、

8mM），4℃保存；

（2）将抗菌药物储液左氧氟沙星梯度稀释配制不同梯度浓度的待测抗菌药物溶液

（浓度分别为0μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、8μg/mL、16μg/mL、32μg/mL、64μg/mL、128μg/
mL、256μg/mL、512μg/mL），配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔

微孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅶ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板

的待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（AIE‑1分子（B1）终浓度

为4μM、AIE‑2分子（A1）终浓度为8μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于荧光读取仪器（96孔板等）中定时监测8h（每隔一小时

测定一次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0096] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0097] 结果如图6a、图6b和表16所示，可以看出，对比例4加入AIE试剂Ⅶ并不会影响细菌

生长。24h后对照组传统肉汤稀释法监测判读的铜绿假单胞菌对应MIC值为2μg/mL、金黄色

葡萄球菌对应MIC值为0.5μg/mL，而对比例4判读结果MIC值分别为大于32μg/mL和32μg/mL。
对比例4的AIE试剂Ⅶ灵敏度低，不能准确判读出MIC值。

[0098] 表16：

[0099] 对比例5：

说　明　书 20/21 页

24

CN 118652955 A

24



（1）分别将铜绿假单胞菌27853和金黄色葡萄球菌29213在平板培养基上37℃培养

18  h，挑取平板单菌落，分别用MH肉汤培养基制备成0.5麦氏浊度菌液，再稀释50倍备用；

用天平称取AIE‑2分子（A1），加入超纯水溶解，用0.22μm滤膜过滤除菌，制得AIE试

剂Ⅷ（AIE‑2分子（A1）浓度分别为10mM），4℃保存；

（2）将抗菌药物储液左氧氟沙星梯度稀释配制不同梯度浓度的待测抗菌药物溶液

（浓度分别为0μg/mL、1μg/mL、2μg/mL、4μg/mL、8μg/mL、16μg/mL、32μg/mL、64μg/mL、128μg/
mL、256μg/mL），配制好的抗菌药物溶液每个梯度浓度按  100  μL/孔分装至  96孔微孔板；

每1mL步骤（1）菌液与2μL  AIE试剂Ⅷ混合均匀，按100  μL/孔分装至  96孔微孔板

的待测抗菌药物溶液中，得若干个不同梯度浓度的抗菌药物检测液（AIE‑2分子（A1）终浓度

为10μM）；

（3）96孔板制备完毕后置于荧光读取仪器（96孔板等）中定时监测8h（每隔一小时

测定一次荧光值），设置激发波长460nm，发射波长560nm；

（4）分别计算不同浓度抗菌药物溶液下培养时间n小时的相对荧光强度Fn=(In‑

I0）/I0，其中，In为培养时间n小时的荧光值，I0为培养时间0小时的初始荧光值；

分别拟合不同抗菌药物浓度下的Fn与时间的线性关系，确定直线斜率，通过将抗

菌药物浓度为a时的直线斜率ka与抗菌药物浓度为0时的直线斜率k0进行比较，随抗菌药物

浓度提高，当首次斜率ka≤0.01时，该斜率对应的抗菌药物浓度a确定为该抗菌药物的MIC

值。

[0100] （5）同步进行传统肉汤稀释法药敏检测实验，培养24h后用肉眼从浑浊度判断MIC

值。

[0101] 结果如表17所示，可以看出，对比例5加入AIE试剂Ⅷ，24h后对照组传统肉汤稀释

法监测判读的铜绿假单胞菌对应MIC值为2μg/mL、金黄色葡萄球菌对应MIC值为0.5μg/mL，
而对比例5判读结果MIC值分别为大于32μg/mL和小于0μg/mL。对比例5的AIE试剂Ⅷ灵敏度

低，效果不佳，不能准确判读出MIC值。

[0102] 表17：

[0103] 以上实施例为本发明较佳的实施方式，但本发明的实施方式并不受上述实施例的

限制，其他的任何未背离本发明的精神实质与原理下所作的改变、修饰、替代、组合、简化，

均应为等效的置换方式，都包含在本发明的保护范围之内。
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图 5
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