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宏基因组二代测序在骨关节感染病原学诊断中的应用
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［摘　要］　目的　探讨宏基因组二代测序（ｍＮＧＳ）在骨关节感染病原学诊断中的临床应用价值。方法　回顾性

分析２０２１年１月—２０２２年６月广东省某医院就诊的疑似骨关节感染患者的临床资料。所有患者均采集骨关节感

染部位标本进行ｍＮＧＳ检测及微生物培养，并对骨关节感染部位进行影像学ＣＴ检查，比较三种方法诊断骨关节

感染的效能。结果　共纳入１０８例疑似骨关节感染患者，采集骨关节感染部位标本１２６份。ｍＮＧＳ检测的灵敏度

为８４．３８％，高于微生物培养（４８．４４％）、影像学ＣＴ检查（６２．５０％），差异有统计学意义（均犘＜０．００１）。ｍＮＧＳ检测

的阴性预测值为８５．５１％，高于微生物培养（６４．８９％）、影像学ＣＴ检查（６８．４２％）；微生物培养特异度为９８．３９％，高于

ｍＮＧＳ检测（９５．１６％）、影像学ＣＴ检查（８３．８７％）；微生物培养阳性预测值为９６．８８％，高于 ｍＮＧＳ检测（９４．７４％）、

影像学ＣＴ检查（８１．６３％），差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。ｍＮＧＳ较微生物培养检出更多病原体，尤其是结

核分枝杆菌（９．５２％ ＶＳ２．３８％；χ
２＝５．７４２，犘＜０．０５）。其中，５６例高人源背景的标本去宿主前后的 ｍＮＧＳ测序

结果与临床诊断结果符合率分别为８７．５０％（４９／５６）和７８．５７％（４４／５６），差异无统计学意义（犘＝０．１２５）。结论　

ｍＮＧＳ诊断骨关节感染病原体的灵敏度高，检测周期短，可检出更多的病原体，具有重要的临床应用价值。
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　　骨关节感染临床上较为常见，尽管诊疗水平不

断提高，但仍有许多骨关节感染患者因此关节功能

受限，生活质量下降，甚至最终残疾或死亡［１２］。快

速、准确的病原学诊断有助于抗感染治疗和手术方

案的制定。目前，微生物培养是鉴定骨关节病原菌

感染的主要方法，广泛应用于临床，但该方法耗时

久，灵敏度相对较低，因此，迫切需要能更快、更准确

鉴定病原体的新诊断方法。宏基因组二代测序

（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）

是一种新型感染性疾病临床诊断技术，越来越多用

于检测疑似感染病例中的病原体。这种无偏倚的检

测方法不依赖于传统微生物培养，无需预设，可检测

标本中所有核酸序列，通过识别脱氧核糖核酸

（ＤＮＡ）和／或核糖核酸（ＲＮＡ）这些生物标志物来鉴

定标本中的病原体，广泛鉴定微生物种类，从而诊断

不同类型的感染［３４］。本研究基于微生物测序技术，

评估ｍＮＧＳ检测病原体的灵敏度和可靠性，并探讨

其在骨关节感染病原学诊断中的临床应用价值。

１　对象与方法

１．１　研究对象　纳入２０２１年１月—２０２２年６月

收治于广东省某医院骨科病区，依据临床症状、体

征、影像学ＣＴ检查及病原学结果诊断为疑似骨关

节感染的患者。通过电子病历系统收集患者年龄、

性别、基础疾病、临床症状、实验室检查、影像学ＣＴ

检查、病原学结果等临床资料。本研究经医院伦理

委员会批准，所有患者均签署知情同意书。

１．２　标本采集　收集患者经手术途径获取的疑似

感染病灶组织标本，或穿刺抽取的关节液、静脉血及

骨髓。采样后，快速收集到无菌容器中并立即送检。

１．３　微生物培养　研磨组织标本成组织匀浆，分别

接种于血琼脂、巧克力及麦康凯平板行细菌培养，沙

氏琼脂培养基行真菌培养，分枝杆菌（ＭＧＩＴ９６０）

培养系统行分枝杆菌培养，关节液标本直接注入需

氧及厌氧血培养瓶送检、培养。

１．４　ｍＮＧＳ检测

１．４．１　标本处理和ＤＮＡ提取　采用离心沉淀、过

滤、磁珠捕获等方法对不同类型标本进行预处理，

去除细胞碎片和蛋白质等。用移液器吸取标本上

清液至加样卡盒（含细胞／组织基因组提取纯化试

剂盒及基因组 ＤＮＡ 建库试剂盒）中，将卡盒放入

ＮＧＳｍａｓｔｅｒＴＭ自动提取建库仪行核酸提取。

１．４．２　高人源标本去宿主化处理　使用皂苷裂解

高人源背景标本的人源细胞，使用脱氧核糖核酸酶

（ＤＮａｓｅ）降解释放出的人源核酸，仅保留用于下游

分析的完整微生物，以达到去宿主化目的。

１．４．３　ＤＮＡ文库构建和测序　通过自动核酸提取

建库仪制备 ＤＮＡ文库，包括核酸提取、酶切片段

化、补平加Ａ、接头连接和纯化。文库经荧光ＰＣＲ

定量后进行等量混合和高通量测序。

１．４．４　生物信息学分析　应用病原宏基因组数据

分析软件Ｇｅｎｔｅｌｌｉｘ分析原始测序数据，并与参考数

据库比对，以鉴定微生物种类。

１．５　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２３．０软件分析数

据，采用χ
２ 检验比较 ｍＮＧＳ和微生物培养的病原

体检出阳性率，以犘≤０．０５为差异有统计学意义。

以临床确诊为金标准，计算并比较 ｍＮＧＳ检测、微

生物培养、影像学ＣＴ检查诊断骨关节感染的灵敏

度、特异度、阳性预测值和阴性预测值。

２　结果

２．１　一般资料　共纳入１０８例疑似骨关节感染患

者，其中男性６２例，女性４６例，年龄２１～９２岁，共

送检标本１２６份，大部分患者临床症状为感染部位

疼痛。见表１。

２．２　ｍＮＧＳ检测、微生物培养、影像学ＣＴ检查的

诊断效能比较　临床上，任一病原学检查（微生物培

养、ｍＮＧＳ检测、病理学检查）发现病原体即确诊骨

关节感染，据此，本研究病原学检查共检出阳性标本

６４份，阴性标本６２份。ｍＮＧＳ检测的灵敏度和阴性
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预测值分别为８４．３８％、８５．５１％，均高于微生物培养

（４８．４４％、６４．８９％）和影像学 ＣＴ检查（６２．５０％、

６８．４２％），差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。微生

物培养特异度和阳性预测值分别为９８．３９％、９６．８８％，

均高于ｍＮＧＳ检测（分别为９５．１６％、９４．７４％）和影像

学ＣＴ检查（分别为８３．８７％、８１．６３％），差异均有

统计学意义（均犘＜０．０５）。见表２。

表１　患者的基本情况和标本信息

犜犪犫犾犲１　Ｂａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

基本情况 数值

年龄（岁） ５８．０６±１７．８７

性别［例（％）］

　男 ６２（５７．４１）

　女 ４６（４２．５９）

炎症指标

　白细胞计数（×１０９／Ｌ） ９．０９±３．３７

　中性粒细胞比值 ０．７５±０．３８

　红细胞沉降速率（ＥＳＲ，ｍｍ／ｈ） ４９．０５±３１．１９

　Ｃ反应蛋白（ＣＲＰ，ｍｇ／Ｌ） ３８．８８±４３．４０

　白介素－６（ＩＬ６，ｐｇ／ｍＬ） ４２．２４±７８．４３

　降钙素原（ＰＣＴ，ｎｇ／ｍＬ） ０．２９±０．８４

标本来源［份（％）］

　腰椎组织 ５１（４０．４８）

　关节组织 ２８（２２．２２）

　关节液 ２６（２０．６３）

　关节假体 ８（６．３５）

　手术切口 ７（５．５６）

　静脉血 ５（３．９７）

　骨髓 １（０．７９）

表２　三种检测方法的诊断效能比较［份（％）］

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｔｈｒｅｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓ（Ｎｏ．ｏｆｄｅｔｅｃｔｅｄｃａｓｅｓ［％］）

检测方法 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值

ｍＮＧＳ检测 ５４（８４．３８）５９（９５．１６） ５４（９４．７４） ５９（８５．５１）

微生物培养 ３１（４８．４４）６１（９８．３９） ３１（９６．８８） ６１（６４．８９）

影像学ＣＴ检查 ４０（６２．５０）５２（８３．８７） ４０（８１．６３） ５２（６８．４２）

χ
２ １８．４７８ ８．８１１ ５４．４５２ ９．０７５

犘 ＜０．００１ ０．０１２ ＜０．００１ ０．０１１

２．３　ｍＮＧＳ检测和微生物培养结果对比　ｍＮＧＳ

检出阳性标本５４份，检出病原菌６５种，以金黄色葡

萄球菌和结核分枝杆菌为主；微生物培养检出阳性

标本３１份，检出病原菌３６种，以金黄色葡萄球菌为

主；两种检测方法阳性检测结果一致标本２９份。

ｍＮＧＳ检测阳性率（４２．８６％，５４／１２６）高于微生物培

养（２４．６０％，３１／１２６），差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

ｍＮＧＳ检测结核分枝杆菌阳性率（９．５２％，１２／１２６）

高于微生物培养（２．３８％，３／１２６）。１４．８１％（８／５４）

的 ｍＮＧＳ检测阳性标本检出两种及以上病原体。

见图１。
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图１　ｍＮＧＳ检测和微生物培养结果

犉犻犵狌狉犲１　ｍＮＧＳｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｕｌｔｕｒｅｒｅｓｕｌｔｓ

２．４　去宿主前后ｍＮＧＳ检测结果差异与临床诊断

符合率的比较　对其中５６份高人源背景的标本进

行去宿主处理。与常规处理相比，去宿主处理后

ｍＮＧＳ的覆盖率有所降低（狋＝３．００９，犘＝０．０１７），

种严格序列数、归一化每百万序列、相对丰度各组比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表３。去宿主前

后ｍＮＧＳ与临床诊断符合率分别为８７．５０％（４９份）

和７８．５７％（４４份），差异无统计学意义（犘＝０．１２５）。

表３　去宿主前后ｍＮＧＳ检测结果的差异

犜犪犫犾犲３　ＤｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｍＮＧＳｒｅｓｕｌｔｓｐｒｅａｎｄｐｏｓｔｈｏｓｔｒｅ

ｍｏｖａｌ

项目 常规处理 去宿主处理 狋 犘

种严格序列数 ２７４．８９±４８４．６９ ７０．７８±８３．６４ １．４８７ ０．１７５

归一化每百万

序列（％）

５．０９±８．３２ １４．４１±１９．２８－２．０８９ ０．０７０

覆盖率（％） ３８．７３±３４．４５ １０．５２±１３．４２ ３．００９ ０．０１７

相对丰度（％） ０．６４±０．９０ ０．１０±０．１０ １．８４６ ０．１０７

３　讨论

近年来，ｍＮＧＳ技术在感染病原学领域的应用

受到越来越多的关注和认可。ｍＮＧＳ使用随机引

物进行无差别扩增，比传统检测方法灵敏度更高，是

病原检测领域一项突破性技术。然而，其病原体单
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次检测费用较高，基于成本、医保方面的考虑，临床

难以常规实施。但对于重症患者，尤其是重症监护

病房（ＩＣＵ）患者，快速全谱的病原体鉴定可争取靶

向治疗时间，减少其他尝试性药物的使用，综合治疗

费用可能更低，更具经济效益。大量研究评估了

ｍＮＧＳ临床病原学诊断的效能，前期主要集中在病

例报告或小规模病例，目前有了更大规模的研究。

研究涉及的感染性疾病主要包括中枢神经系统感

染、脓毒症、不明原因发热、心内膜炎、呼吸道感染、

骨关节感染、眼部感染及组织感染等，随着涉及范围

的拓展，ｍＮＧＳ逐渐显示出其特有的优越性
［４］。在

２０１８年的国际专家共识会议上，ｍＮＧＳ被明确推荐

为诊断假体周围关节感染的重要补充检测方法［５６］。

目前，传统微生物学培养是鉴定病原体的金标

准，但由于取样前使用抗菌药物，标本采集和运送过

程不规范，培养时间过短，以及苛养菌、特殊菌的存

在等原因，微生物培养检测灵敏度不高［７８］。本研究

显示ｍＮＧＳ诊断骨关节感染的灵敏度和特异度分

别为８４．３８％、９５．１６％，灵敏度高于微生物培养

（４８．４４％）和影像学ＣＴ检查（６２．５０％），差异有统

计学意义，与文献［９１１］报道一致。ｍＮＧＳ不仅可检

测到微生物培养检测阳性的病原体，还能从其阴性

标本中检测到病原体，而对明确培养出病原菌的标

本进行ｍＮＧＳ检测，其序列数、相对丰度均较高。

本研究２５份微生物培养阴性标本经 ｍＮＧＳ检测到

病原菌，与文献［１２１３］报道一致。ｍＮＧＳ的灵敏度也

高于微生物培养，尤其针对微生物培养阴性标本。

理论上，ｍＮＧＳ测序过程无偏倚，可以覆盖标本中

所有已知基因序列的微生物，检测临床标本中所有

病原体，尤其适用于临床上复杂的感染病例，且该检

测足够敏感，可检测到标本中低水平的微生物核酸

或残留核酸［１４］。

本研究显示，ｍＮＧＳ检测阳性率（４２．８６％）高

于微生物培养（２４．６０％），差异有统计学意义，检出

病原体主要为金黄色葡萄球菌和结核分枝杆菌，与

文献［１５］相符。本研究还评估了 ｍＮＧＳ对骨关节结

核分枝杆菌感染的诊断效能，发现ｍＮＧＳ检测结核

分枝杆菌的阳性率高于微生物培养法，与文献［１６１７］

报道一致。微生物培养往往只能检出单一病原

体，这可能与不同种类病原微生物之间的生存竞

争有关［１８］。ｍＮＧＳ在混合感染或多种不明病原体

检测方面比微生物培养更具优势，能检出更多混合

菌。本研究１４．８１％的ｍＮＧＳ阳性标本检出两种及

以上病原体，但需进一步区别感染、定植及污染。

ｍＮＧＳ技术的高灵敏度易导致高假阳性率，临床一

方面应分析ｍＮＧＳ检出的病原体及相关测序指标，

同时还需结合患者临床症状及其他辅助诊断方法的

检测结果综合判断，进一步区分污染与感染。

宿主核酸也是干扰 ｍＮＧＳ检测病原体的重要

因素。部分临床标本存在大量宿主细胞和宿主游离

核酸，导致测序数据中大部分为宿主ＤＮＡ信息，而

病原微生物数据占比较少，此外，宿主ＤＮＡ的非特

异性序列也会干扰下游病原微生物的判断。因此，

对高宿主背景的标本，须在提取过程中去除或部分

去除宿主细胞或核酸，提高检测灵敏度。本研究对

人源指数超过８０％的同类标本采用差异化裂解方

法进行去宿主处理。皂苷类化学物质选择性裂解人

源细胞后，再通过核酸酶降解释放出的人源核酸，对

微生物进行富集，富集效率可提高１０００倍
［１９］。但

这种处理可能会损失某些细胞壁薄的微生物（如肺

炎链球菌），从而产生假阴性结果，需予以注意［２０］。

本研究中，去宿主前后ｍＮＧＳ检测与临床诊断符合

率分别为８７．５０％、７８．５７％，两种方法检测阳性率

比较，差异无统计学意义。考虑去宿主处理的标本

数较少，可能导致结果存在一定偏倚，需更大数据进

行验证；另一方面，也需进一步优化去宿主方案。

本研究存在一定局限性。该研究为回顾性、单

中心研究，变量较多，仍需开展多中心、大样本的前

瞻性研究进一步证实结论。

综上所述，本研究系统比较了 ｍＮＧＳ检测、微

生物培养及影像学ＣＴ检查在检测骨关节感染病原

体方面的效能，发现 ｍＮＧＳ对病原体的检出率更

高，可检测到被微生物培养法漏检的潜在病原体，有

助于更多病原体的鉴别，同时，其诊断骨关节感染病

原体灵敏度也高。作为传统检测方法（如微生物培

养）的补充手段，ｍＮＧＳ具有重要临床价值。

利益冲突：所有作者均声明不存在利益冲突。
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