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二代测序在检测感染性心内膜炎患者心脏瓣膜组织病原体中的应用

程　军，胡　欢，张思明，耿　洁，李　峰，王飞燕，周　洲，陈　曦

（北京协和医学院 中国医学科学院阜外医院实验诊断中心，北京　１０００３７）

［摘　要］　目的　评估二代测序（ＮＧＳ）技术在检测感染性心内膜炎（ＩＥ）患者瓣膜中潜在病原菌的应用价值，为ＩＥ

的诊断和术后治疗提供帮助。方法　根据改良Ｄｕｋｅ标准，对ＩＥ患者和排除ＩＥ患者的瓣膜组织进行传统培养，同时

应用 ＮＧＳ技术直接检测瓣膜组织上的病原菌，并将其检测结果与血培养、病理涂片染色结果进行比对。

结果　ＮＧＳ的灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值分别为９５．０％、８５．７％、９５．０％ 和８５．７％，血培养分别为

３０．０％、１００．０％、１００．０％、３０．０％，瓣膜培养为１０．０％、１００．０％、１００．０％、２８．０％。结论　与传统培养方法相比，

ＮＧＳ检测ＩＥ瓣膜赘生物的灵敏度更高，时间短。ＮＧＳ对ＩＥ的诊断，尤其是培养结果为阴性疑似ＩＥ的诊断和

治疗有较大的应用价值。
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　　感染性心内膜炎（ｉｎｆｅｃｔｉｖｅｅｎｄｏｃａｒｄｉｔｉｓ，ＩＥ）是

一种以心脏瓣膜受累为标志的感染性疾病，其发病

率约为３～１０例／１０万人
［１］。未得到正确、及时的

治疗，超过１／３的ＩＥ患者会在诊断后的第一年内

死亡［２］。ＩＥ患者的预后高度依赖早期、精准的抗菌

药物治疗，因此，对引起ＩＥ病原菌的鉴定至关重要。

目前，ＩＥ的诊断和抗菌药物治疗主要依赖于血培养

及基于培养菌株的药敏试验结果。然而，采集血培
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养前使用抗菌药物，某些苛养菌或者常规方法难于

培养的微生物引起的ＩＥ，血培养常呈现阴性的结

果［３４］。在这种情况下，可能会出现误诊或抗菌药物

使用不合理的情况，严重影响ＩＥ患者的预后。近十

几年来，分子生物学技术发展迅速，基于细菌保守序

列１６ＳｒＲＮＡ聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术已经被用于

心脏换瓣术后摘除的瓣膜组织中病原体的检测，其

灵敏度优于传统的培养方法，对常规可培养或者苛

养菌也有较强的检测能力。然而，基于１６ＳｒＲＮＡ

的ＰＣＲ技术存在天然的缺陷，如不能检测真菌，对

混合感染也是无能为力［５６］。近几年来，以二代测序

（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）为代表的宏基

因组学已经被用于直接检测临床标本中的病原

菌［７］。评估ＮＧＳ技术直接检测心脏瓣膜病原菌的

研究在国内外较少见，本研究以改良ＤＵＫＥ标准为

“金标准”，直接提取心脏瓣膜组织中的ＤＮＡ，旨在

评价ＮＧＳ技术直接检测心脏瓣膜病原菌的能力，

为ＩＥ的诊断和术后抗菌治疗提供帮助。

１　材料与方法

１．１　标本来源及前处理　标本来自中国医学科学

院阜外医院２０１７年４月—２０１８年２月经心脏瓣膜

置换术或者心脏瓣膜成形术后摘除的瓣膜组织，其

中２８例来自成人外科中心，２例来自小儿外科中

心。３１例标本中，根据ＩＥ 诊断的“金标准”改良

Ｄｕｋｅ标准，２０例为确诊ＩＥ（Ｄ．ＩＥ）患者，４例为可能

ＩＥ（Ｐ．ＩＥ）患者，阴性对照为剩余的７例排除ＩＥ（ｒｅ

ｊｅｃｔｅｄＩＥ）的心脏瓣膜病患者。实验室收到摘除的

瓣膜组织后，立即在生物安全柜里用无菌的眼科手

术剪把组织剪碎并随机分为两份，一份用于常规增

菌培养，另一份（约３５ｍｇ）放置于－８０℃冰箱冷冻

保存，供ＮＧＳ测序及Ｓａｎｇｅｒ测序验证使用。

１．２　主要仪器与试剂　哥伦比亚血平板、麦康凯平

板、脑心浸液（赛默飞世尔生物化学公司），Ｈｅａｌ

ＦｏｒｃｅＨＦ９０型 ＣＯ２ 孵箱（上海力申科学仪器公

司），－８０℃低温冰箱（日本三洋公司），高压蒸汽灭

菌器（山东新华公司），ＢＡＣＴＥＫＦＸ４００全自动血

培养仪及配套血培养瓶（美国ＢＤ公司），Ｖｉｔｅｋ２

Ｃｏｍｐａｃｔ全自动微生物分析仪及配套鉴定药敏卡，

ＶＩＴＥＫＭＳＴＭ 质谱仪（法国生物梅里埃公司），

ＱＩＡａｍｐＤＮＡ ＭｉｎｉＫｉｔ（德 国 Ｑｉａｇｅｎ 公 司），

ＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ、ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ（大连 ＴａＫａＲａ公

司），琼脂糖凝胶（西班牙Ｂｉｏｗｅｓｔ公司），ＧＴＱＣｙ

ｃｌｅｒ９６扩增仪（德国海恩公司），ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪

（北京六一仪器厂），ＧＩＳ２０１０凝胶图像分析仪（上

海天能公司），引物及扩增产物测序由中美泰和生物

公司完成，二代测序及生物信息学分析由深圳华大

基因研究所完成。

１．３　瓣膜培养　瓣膜组织在培养前，先用无菌的眼

科手术剪尽可能的剪碎，然后加入５ｍＬ脑心浸液

增菌，放置３５℃ＣＯ２ 孵箱中培养７ｄ。每日评估标

本的增菌情况，若有浑浊及时转种于哥伦比亚血平

板、巧克力平板及麦康凯平板（赛默飞世尔公司）。

未出现浑浊的标本，在第７天也转种于血平板、巧克

力平板及麦康凯平板。培养出的微生物使用 ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦ质谱仪（法国ＶＩＴＥＫ公司）进行鉴定，使用

ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ全自动药敏分析仪进行药敏试

验（法国ＶＩＴＥＫ公司）。

１．４　血培养　血培养的采集参照美国临床实验室

标准化协会（ＣＬＳＩ）的血培养临床实践指南（Ｐｒｉｎｃｉ

ｐｌｅｓａｎｄｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓｆｏｒｂｌｏｏｄｃｕｌｔｕｒｅｓ；Ａｐｐｒｏｖｅｄ

Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ：Ｍ４７Ａ）。对疑似ＩＥ的发热患者，在使用

抗菌药物之前或者下次使用抗菌药物之前（对已使

用抗菌药物的患者）从不同穿刺位点平均采集３套

血培养，采集的血液被立即注入需氧瓶和厌氧瓶（成

人每瓶８～１０ｍＬ血液，儿童每瓶１～３ｍＬ血液）。

血培养瓶在２ｈ内被放入全自动血培养仪（美国ＢＤ

公司）培养７ｄ，对培养阳性的标本及时转种到哥伦

比亚血平板、巧克力平板及麦康凯平板。微生物的

鉴定和药敏同瓣膜组织培养。

１．５　ＮＧＳ及生信分析　冷冻的标本恢复常温后，

用无菌的眼科手术剪剪碎。称取约２５ｍｇ的瓣膜

组织加入蛋白酶Ｋ，消化过夜后使用ＱＩＡａｍｐＤＮＡ

ＭｉｎｉＫｉｔ提取ＤＮＡ，整个操作严格遵照厂家的说明

书进行。提取的 ＤＮＡ 经超声波处理被破碎成

２００～３００ｂｐ的片段，随后开始文库构建和测序，具

体如下：使用Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ质控文库插

入片段大小，ＱｕｂｉｔｄｓＤＮＡＨＳＡｓｓａｙＫｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ

ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ．）质控ＤＮＡ文库浓度，经环化

形成单链环形结构。环化后的文库经滚环复制生成

ＤＮＡ 纳米球。制备好的ＤＮＡ 纳米球加载至测序

芯片，使用ＢＧＩＳＥＱ５００进行测序。测序数据下机

后去除低质量的和长度小于３５ｂｐ的数据，以获得
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高质量的数据。通过ＢＷＡ 比对，将高质量数据中

与人参考基因组序列相同的数据去除，剩下的数据

用ＳＮＡＰ等软件进一步分析，去除低复杂度ｒｅａｄｓ

后与ＮＣＢＩ的ＮＴ数据库比对，并将比对结果进行

Ｔａｘｏｎｏｍｙ注释、分类，以及统计作图。

１．６　Ｓａｎｇｅｒ测序验证　血培养、瓣膜培养和／或

ＮＧＳ检测结果为阳性的标本进行Ｓａｎｇｅｒ测序验

证。Ｓａｎｇｅｒ测序所用的ＤＮＡ 同 ＮＧＳ。引物由中

美泰和生物公司合成。全序列引物为２７ｆ（序列为：

５’ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３’）和 １４９２ｒ

（序列为：５’ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３’），

扩增产物长度约１５００ｂｐ。扩增体系为５０μＬ：

２５μＬＰｒｅｍｉｘＴａｑＴＭ，１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物各

２μＬ，２μＬＤＮＡ模板，以灭菌双蒸水补足体积。反

应条件为：９６℃１５０ｓ；９６℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，７２℃

９０ｓ，共３０个循环；７２℃７ｍｉｎ。扩增产物经１０ｇ／Ｌ

琼脂糖凝胶电泳观察，阳性扩增产物送中美泰和公

司进行测序，测序结果在ＮＣＢＩＢｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．

ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ？ＰＲＯＧＲＡＭ５ｂｌａｓｔｎ

＆ＰＡＧＥ＿ＴＹＰＥ５ＢｌａｓｔＳｅａｒｃｈ＆ＬＩＮＫ＿ＬＯＣ５ｂｌａｓｔｈ

ｏｍｅ）在线比对，以相似度最高者为准。比对相似度

至少９７％方可认为同一菌种，不能归到种水平的只

归到属水平。

１．７　统计学分析　应用 ＭｅｄＣａｌｃ统计软件进行分

析，采用灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值

表示。

２　结果

２．１　患者基本资料　２４例ＩＥ患者中，根据改良

Ｄｕｋｅ标准，２０例为Ｄ．ＩＥ，４例为Ｐ．ＩＥ患者，其中男

性占７５．０％，平均年龄４６．５岁。８７．５％的ＩＥ患者

在入院前使用过抗菌药物，非ＩＥ患者仅占１４．３％。

ＩＥ患者的Ｃ反应蛋白和红细胞沉降率均高于非ＩＥ

患者（均犘＜０．０５）。见表１。ＩＥ患者瓣膜赘生物分

布为主 动 脉 瓣 １２ 例（５０．０％），二 尖 瓣 ４ 例

（１６．７％），主动脉瓣＋二尖瓣３例（１２．５％）、主动脉

瓣＋三尖瓣２例（８．３％），未见３例（１２．５％）。对照

组均未见瓣膜赘生物。

２．２　革兰染色结果　３１例患者中有３例无革兰染

色结果。在１８例确诊ＩＥ患者中，１４例革兰染色阳

性，阳性率为７７．８％，其中１３例（９２．９％）为革兰阳

性（Ｇ＋）球菌，１例为革兰阴性（Ｇ－）杆菌。见表２。

表１　ＩＥ患者及对照组的基本资料

犜犪犫犾犲１　ＢａｓｉｃｄａｔａｏｆＩＥｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

基本资料 ＩＥ患者（狀＝２４） 对照组（狀＝７）

年龄（岁） ４６．５±１７．８ ５５±７．７

性别（男／女） １８／６ ６／１

入院前使用抗菌药物［例（％）］

　使用过 ２１（８７．５） １（１４．３）

　未使用 ３（１２．５） ６（８５．７）

主要感染指标

　Ｃ反应蛋白（ｍｇ／Ｌ） ２９．９±３１．６ ２．６±１．４

　红细胞沉降率（ｍｍ／ｈ） ３３．８±３２．６ ５．３±３．９

　　：ＩＥ患者包括Ｄ．ＩＥ和Ｐ．ＩＥ的患者

２．３　培养结果　２０例Ｄ．ＩＥ患者中，６例患者血培

养阳性，阳性率为３０．０％，其中４株为草绿色链球

菌，铜绿假单胞菌和科氏葡萄球菌各１株；在Ｄ．ＩＥ

患者中，３例瓣膜培养阳性，分别为铜绿假单胞菌、

丝状真菌和粪肠球菌，阳性率为１０．０％（Ａ５样本从

临床症状、病理图片及革兰染色结果看，丝状真菌高

度怀疑为污染菌，未计入阳性率统计）。见表２。

２．４　ＮＧＳ结果　２０例Ｄ．ＩＥ患者中，１９例ＮＧＳ检

测阳性，阳性率为９５．０％，其中链球菌１６株，五日

热八通体、贝氏柯克斯体、铜绿假单胞菌各１株。

４例Ｐ．ＩＥ患者中，３例ＮＧＳ阳性，其中链球菌２株，

贝氏柯克斯体１株。排除ＩＥ的７例病例中，ＮＧＳ

检测阳性１例，为贝氏柯克斯体。所有ＮＧＳ结果与

Ｓａｎｇｅｒ测序验证的属一致率为１００．０％，种一致率

为７９．２％。

２．５　４种方法的诊断性能　革兰染色、血培养、瓣

膜培养、ＮＧＳ诊断ＩＥ的灵敏度分别为７７．８％、

３０．０％、１０．０％ 及９５．０％，特异度分别为１００．０％、

１００．０％、１００．０％ 及８５．７％，阳性预测值分别为

１００．０％、１００．０％、１００．０％ 及９５．０％，阴性预测值

分别为６３．６％、３０．０％、２８．０％及８５．７％。见表３。
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表２　３１例患者临床诊断及主要实验室检测结果

犜犪犫犾犲２　Ｃｌｉｎｉｃａｌｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｍａｉｎｌａｂｏｒａｔｏｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ３１ｐａｔｉｅｎｔｓ

样本号 临床诊断 革兰染色 血培养 瓣膜培养 ＮＧＳ结果 Ｓａｎｇｅｒ验证结果

Ａ１ Ｄ．ＩＥ 阴性 阴性 阴性 五日热八通体 五日热八通体

Ａ２ Ｄ．ＩＥ 阴性 阴性 阴性 贝氏柯克斯体 贝氏柯克斯体

Ａ３ Ｄ．ＩＥ Ｇ－杆菌 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌 铜绿假单胞菌

Ａ４ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 咽峡炎链球菌 阴性 咽峡炎链球菌 咽峡炎链球菌

Ａ５ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 丝状真菌＃ 格氏链球菌 格氏链球菌

Ａ６ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 变异链球菌 变异链球菌

Ａ７ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 口腔链球菌 链球菌属

Ａ８ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 口腔链球菌 链球菌属

Ａ９ Ｄ．ＩＥ 阴性 阴性 阴性 未测出 未测出

Ａ１０ Ｄ．ＩＥ 阴性 口腔链球菌 阴性 口腔链球菌 链球菌属

Ａ１１ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 血链球菌 阴性 血链球菌 血链球菌

Ａ１２ Ｄ．ＩＥ 无数据 阴性 阴性 血链球菌 血链球菌

Ａ１３ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 血链球菌 血链球菌

Ａ１４ Ｄ．ＩＥ 无数据 变异链球菌 阴性 变异链球菌 变异链球菌

Ａ１５ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 粪肠球菌 格登链球菌 格登链球菌

Ａ１６ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 科氏葡萄球菌 阴性 缺陷乏氧菌 缺陷乏氧菌

Ａ１７ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 缺陷乏氧菌 缺陷乏氧菌

Ａ１８ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 口腔链球菌 链球菌属

Ａ１９ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 缺陷乏氧菌 缺陷乏氧菌

Ａ２０ Ｄ．ＩＥ Ｇ＋球菌 阴性 阴性 缺陷乏氧菌 缺陷乏氧菌

Ａ２１ Ｐ．ＩＥ 阴性 阴性 阴性 阴性 未检测

Ａ２２ Ｐ．ＩＥ 阴性 阴性 阴性 星座链球菌 链球菌属

Ａ２３ Ｐ．ＩＥ 无数据 阴性 人葡萄球菌 肺炎链球菌 肺炎链球菌

Ａ２４ Ｐ．ＩＥ 阴性 阴性 阴性 贝氏柯克斯体 贝氏柯克斯体

Ａ２５ 主动脉狭窄 阴性 无数据 阴性 未测出 未检测

Ａ２６ 主动脉根部瘤 阴性 无数据 阴性 未测出 未检测

Ａ２７ 风心病 阴性 无数据 阴性 贝氏柯克斯体 贝氏柯克斯体

Ａ２８ 先性病 阴性 无数据 阴性 未测出 未检测

Ａ２９ 二尖瓣关闭不全 阴性 无数据 阴性 未测出 未检测

Ａ３０ 主动脉瓣关闭不全 阴性 无数据 阴性 未测出 未检测

Ａ３１ 主动脉瓣关闭不全 阴性 无数据 阴性 未测出 未检测

　　：革兰染色结果为查询病历病理科革兰染色结果；＃：根据患者临床症状、病理图片及革兰染色，此结果高度怀疑为污染结果

表３　不同方法诊断ＩＥ的诊断效能（％）

犜犪犫犾犲３　ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒＩＥ（％）

方法 入组病例（例） 灵敏度（９５％犆犐） 特异度（９５％犆犐） 阳性预测值（９５％犆犐） 阴性预测值（９５％犆犐）

革兰染色 ２５ ７７．８（５２．４～９３．６） １００．０（５９．０～１００．０） １００．０（７６．８～１００．０） ６３．６（３０．８～８９．１）

血培养 ２６＃ ３０．０（１１．９～５４．３） １００．０（５４．１～１００．０） １００．０（５４．１～１００．０） ３０．０（１１．９～５４．３）

瓣膜培养 ２７ １０．０（１．２～３１．７） １００．０（５９．０～１００．０） １００．０（１５．８～１００．０） ２８．０（１２．１～４９．４）

ＮＧＳ ２７ ９５．０（７５．１～９９．９） ８５．７（４２．１～９９．６） ９５．０（７５．１～９９．９） ８５．７（４２．１～９９．６）

　　：２例Ｄ．ＩＥ无革兰染色数据，未入组本统计；＃：１例阴性对照标本无血培养数据，未入组本统计
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３　讨论

在临床实践中，ＩＥ的早期诊断及针对性治疗一

直是个难题。通过查询病历及电话回访，发现高达

８７．５％的患者收入本院前在下级医院或者家中服用

过抗菌药物，可能是ＩＥ早期症状与普通感染性疾病

（如感冒）相似，造成临床医生或者患者误判。采集

血培养前使用抗菌药物极大地影响了ＩＥ患者血培

养的阳性率，可能是本院ＩＥ血培养阳性率低于国际

平均水平的主要原因［８］。这种状况更可突显 ＮＧＳ

技术在检测ＩＥ病原菌中的优势。从理论上讲，只要

样本中还存在病原菌的核酸物质，ＮＧＳ技术就可以

从临床样本中直接检测出包括细菌、真菌、病毒、寄

生虫等所有类型的病原体［９］。当然，这也预示着

ＮＧＳ检测出的病原体有可能是残留的已死亡的病

原体［１０１１］。即使检出的是已死亡的病原体，对于ＩＥ

患者瓣膜置换术后针对性的预防治疗也至关重要。

ＩＥ患者瓣膜置换术后若不接受系统的、规范的抗菌

治疗就会存在很大的复发风险。在研究中还发现相

比血液、胸腔积液和尿液等无菌体液［１２１３］，心脏瓣膜

组织中病原体的核酸更为富集，本研究中的很多样

本病原体的ｒｅａｄｓ数能达到上千甚至十万个数

量级。

本研究中１例样本（Ａ５）的瓣膜培养结果为丝

状真菌，而革兰染色、ＮＧＳ结果及Ｓａｎｇｅｒ测序均为

Ｇ＋球菌，临床表现也不支持真菌感染，此结果应为

假阳性，很可能是由实验室培养或者转种过程中污

染导致的。样本Ａ１６、Ａ２３的培养结果均为凝固酶

阴性葡萄球菌，ＮＧＳ和Ｓａｎｇｅｒ测序是一致的，均为

链球菌。凝固酶阴性葡萄球菌虽然也可引起ＩＥ，但

是作为皮肤表面的定植菌，链球菌更容易被认为是

ＩＥ的病原菌
［１４］。１例Ｄ．ＩＥ（Ａ９）的病例革兰染色、

血培养、瓣膜培养、ＮＧＳ及Ｓａｎｇｅｒ测序却均为阴

性，可能与患者处于炎症恢复期和／或者样本取材的

部分不合理有关。１例Ｄ．ＩＥ的病例（Ａ１５），瓣膜培

养经ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ鉴定药敏仪和ＶＩＴＥＫＭＳ

质谱仪双重鉴定均为粪肠球菌，ＮＧＳ和Ｓａｎｇｅｒ验

证却均为格登链球菌，可能与肠球菌、链球菌的基因

序列存在较高同源性有关（早期的细菌学分类将肠

球菌归为 Ｄ 群链球菌）
［１５］。１ 例阴性对照样本

（Ａ２７），临床诊断为风心病，血培养、瓣膜培养均为

阴性，但是 ＮＧＳ 检测出贝氏柯克斯体（９０７ 条

ｒｅａｄｓ）。通过查询病历，与病理科医生和临床医生

深入探讨，一致认为此患者可能为风心病引起的ＩＥ

患者，临床存在漏诊的可能。如果此病例为真阳性

的话，本研究计算的 ＮＧＳ检测病原菌的灵敏度和

特异度将会更高。

总而言之，相比传统培养方法，ＮＧＳ在诊断ＩＥ

时具有很多优势［１６］，具体如下：（１）ＮＧＳ检测ＩＥ患

者病原体的灵敏度远高于传统培养方法，尤其是对

难于培养的苛养菌。本研究中ＮＧＳ检测的苛养菌

占总数的３４．８％（包括五日热八通体１例、贝氏柯

克斯体３例、缺陷乏氧菌４例）。随着ＮＧＳ技术在

检测ＩＥ病原体上的广泛应用，更多未知的病原体可

能会被检出，甚至会颠覆人们对ＩＥ病原谱的传统认

识。（２）随着ＮＧＳ技术的成熟，ＮＧＳ检测病原体的

周期将会缩短至２ｄ，远低于传统培养所需的５～

７ｄ，甚至是更长时间。（３）ＮＧＳ技术能够检测包括

细菌、真菌、病毒、寄生虫在内的所有病原体，克服了

基于１６ＳｒＲＮＡ的传统ＰＣＲ方法只能检测细菌，对

真菌或者混合感染无能为力的缺点。国外文献［１７］

报道，约２％的ＩＥ是由真菌引起的。（４）随着大数

据的应用和生物信息学的发展，ＮＧＳ技术在检测病

原体的同时还能检测耐药基因，对于培养结果阴性

的ＩＥ患者尤为重要，因为ＮＧＳ不仅可以用于ＩＥ的

诊断，还可对ＩＥ患者的抗菌治疗提供帮助。当然，

ＮＧＳ作为一项新技术也存在很多局限性，如 ＮＧＳ

的生信分析缺乏统一的标准，不能确定检测的细菌

是否已经死亡，以及测序结果与疾病之间的关系尚

不明确等问题。相信随着国家相关标准的形成，

ＮＧＳ完整基因数据库的建立及ＮＧＳ技术的进一步

发展，这些不足或许会得到改善或者被克服，ＮＧＳ

在ＩＥ的诊断和抗菌治疗上将发挥更大的作用。
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