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二代测序技术在脓毒症病原学诊断中的应用价值
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［摘要］　目的　探讨二代测序技术（ＮＧＳ）在脓毒症病原体检测中的运用价值。方法　采用回顾性分析研
究，收集２０１８年１月至２０２２年１月某三级甲等教学医院收治的８２例疑似脓毒症患者的临床资料，采集血标本
进行血培养、ＮＧＳ和聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测，比较３种方法的临床应用价值。结果　血培养、ＮＧＳ和 ＰＣＲ所
需检测时间分别为（５．６１±１．２２）、（１．３２±０．２６）和（１．５２±０．３１）ｄ。８２例患者中，诊断为脓毒症６２例，非脓毒
症患者２０例；脓毒症组中有３５例未治愈，明显高于非脓毒症组４例（Ｐ＜０．０５）。６１例ＮＧＳ阳性标本中，检测出
病原体主要包括鲍曼不动杆菌１０例、肺炎克雷伯杆菌１４例、金黄色葡萄球菌４例、巨细胞病毒（ＣＭＶ）２２例、人
类疱疹病毒（ＥＢＶ）１３例、单纯疱疹病毒１型（ＨＳＶ１）１３例、耶氏肺孢子菌８例和烟曲霉５例。１２例患者血培养
阳性，共计检出１３种病原体，包括肺炎克雷伯杆菌３例、铜绿假单胞菌杆菌２例，大肠杆菌２例、鲍曼不动杆菌、
伯克霍尔德菌、金黄色葡萄球菌、屎肠球菌、溶血葡萄球菌和白色念珠菌各１例。ＮＧＳ检测阳性率为７４．３９％，
明显高于血培养的１４．６３％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＮＧＳ和血培养 ＲＯＣ曲线下面积、敏感性和特异性
分别为０．６２８、８０．６％、４５．０％和０．５９７、１９．４％、１００％。３２例患者行ＰＣＲ检测，９例阳性患者中发现２种病毒感
染（ＣＭＶ４例，ＥＢＶ５例），检测阳性率为２８．１３％。结论　ＮＧＳ检测方法优于传统检测方法，可检测出未知病原
体且检测周期较短。
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　　脓毒症是重症医学科（ＩＣＵ）最常见的病症，是
导致重症患者死亡的主要原因之一［１］。近年来，

其发病率呈上升趋势［２］。脓毒症治疗的核心环节

是病原体的早期识别和有效抗菌药物的尽早应

用［３６］。目前病原学诊断方法常用的有细菌培养

和病原体遗传物质检测技术［包括基因探针技术、

聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术］，在特异性、敏感性和
诊断时间等方面各有优势。二代测序技术（ＮＧＳ）
可同时针对上百万个核酸片段进行检测，可快速、

准确检测出样本中所有病原体尤其是非典型、罕

见病原体等［７８］。由于缺乏公认的判断标准，导致

其在临床运用上存在认识差异。本研究分析了

２０１８年１月至２０２２年１月某三级甲等教学医院
收治８２例疑似脓毒症患者，并将 ＮＧＳ与血培养和
ＰＣＲ等检测结果进行对比，进一步明确 ＮＧＳ临床
应用价值。

１　资料与方法
１．１　临床资料　收集２０１８年１月至２０２２年１月
某三级甲等教学医院收治住院的８２例疑似脓毒症
患者临床资料。排除标准：（１）血细菌培养、ＮＧＳ结
果考虑为标本污染和数据严重缺失患者；（２）所有
病原体检测结果的解读均由３名ＩＣＵ高级职称医师
共同商议后决定，意见不统一的病例。检测时间为

标本送检至出具报告所需时间。

１．２　脓毒症诊断标准及病原体判定　脓毒症诊断
根据Ｓｅｐｓｉｓ３．０标准，初始入组标准为发热伴有快
速序贯脏器衰竭评分（ｑＳＯＦＡ）≥２分，最终诊断标
准为感染 ＋序贯脏器衰竭评分（ＳＯＦＡ）≥２分［９］。

病原体的判定参照《中国宏基因组学第二代测序技

术检 测 感 染 病 原 体 的 临 床 运 用 专 家 共 识

（２０２０）》［１０］推荐意见，结合患者血细菌培养、ＰＣＲ
检测、临床表现及辅助检查结果，由３名ＩＣＵ高级职
称医师共同商议后确认致病病原体。

１．３　仪器与试剂　全自动血培养仪及配套血培养
瓶（美国ＢＤ公司），ＶＩＴＥＫ３２全自动微生物分析仪
及配套鉴定药敏卡 ＶＩＴＥＫＭＳＴＭ 质谱仪（法国
ＶＩＴＥＫ公司），ＧＴＱＣｙｃｌｅｒ扩增仪（德国海恩公司），
ＤＹＹ６Ｃ型电泳仪（北京六一仪器厂），ＡＢＩ７５００荧
光定量ＰＣＲ仪（北京六一仪器厂），ＧＩＳ凝胶图像分
析仪（上海天能公司）。二代测序及生物信息学分

析由华大基因研究所完成。ＰＣＲ引物序列：ＨＳＶ（武
汉百泰）、ＥＢＶ和ＣＭＶ（达安基因）。
１．４　血培养及ＰＣＲ检测　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。对疑似脓毒症的患者，从不同穿刺位点平均

采集２套标本进行血培养，采集的血液被立即注入
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需氧瓶和厌氧瓶（每瓶８～１０ｍＬ血液）。血培养瓶
用全自动血培养仪培养５ｄ，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。

培养出的微生物使用 ＶＩＴＥＫ３２全自动药敏分析仪
进行药敏试验。ＰＣＲ检测病原体：将血标本离心
后，取０．５～１ｍＬ血浆加入 ５０μＬＤＮＡ提取液混
匀，１００℃水浴１０ｍｉｎ后离心，取上清液按照试剂盒
说明书设置ＰＣＲ反应条件。
１．５　ＮＧＳ检测
１．５．１　样本处理和核酸提取　取１～２ｍＬ新鲜血
液标本，经玻璃珠混合震荡后提取ＤＮＡ标本进行文
库的构建。

１．５．２　文库构建和测序　采用 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎ
ａｌｙｚｅｒ质控文库插入片段大小，采用ＱｕｂｉｔｄｓＤＮＡＨＳ
ＡｓｓａｙＫｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）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（ＲＣＡ）生成ＤＮＢ纳米球。制备好的ＤＮＢ纳米球
加载到测序芯片，采用ＢＧＩＳＥＱ５００进行测序。
１．５．３　数据分析　测序数据下机后去除低质量的
和长度 ＜３５ｂｐ的数据以获得高质量的数据，将高
质量数据中比对上人参考基因组序列的数据去除，

剩下的数据去除低复杂度 ｒｅａｄｓ后与专用的微生物
大数据库比对，并将比对后的数据按照病毒、细菌、

真菌和寄生虫等进行分类和排列。

１．６　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件分
析数据。非正态分布的计量资料以 Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）表

示，采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检验；计数资料用例数及百
分比表示，采用 χ２检验。使用 ＭｅｄＣａｌｃ１８．１１．３软
件，用Ｄｅｌｏｎｇ法绘制受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线计
算灵敏度、特异度及曲线下面积（ＡＵＣ）。Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　一般资料　８２例患者中，男性５３例，女性２９
例；年龄１４～９６岁。所有患者均采用 ＮＧＳ和血培
养检测，３２例患者采用ＰＣＲ分子鉴定法。诊断为脓
毒症患者 ６２例（脓毒症组），非脓毒症患者 ２０例
（非脓毒症组）。脓毒症组 ＮＧＳ和血培养阳性率均
高于非脓毒症组（ＮＧＳ：８０．６５％比 ５５．００％；血培
养：１９３５％比 ０），组间差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。对预后的影响，６２例脓毒症患者中 ３５例
（５６．４５％）未治愈，明显高于非脓毒症（２５．００％），
组间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；余指标组间差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见表１、表２。
２．２　血培养及ＰＣＲ结果分析　８２例患者血培养检
测时间为（５．６１±１．２２）ｄ，共计１２例患者阳性，阳
性率１４．６３％，共计１３种病原体，分别为：肺炎克雷
伯杆菌 ３例、铜绿假单胞菌杆菌 ２例、大肠杆菌 ２
例，鲍曼不动杆菌、伯克霍尔德菌、金黄色葡萄球菌、

屎肠球菌、溶血葡萄球菌各 １例，白色假丝酵母
１例。３２例患者进行了 ＰＣＲ检测，检测时间为
（１．５２±０．３１）ｄ，检测结果为：巨细胞病毒（ＣＭＶ）４
例、人类疱疹病毒（ＥＢＶ）５例。

表１　脓毒症组与非脓毒症组相关资料比较

组别 例数
性别［例（％）］
男 女

年龄［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５），岁］
ＮＧＳ［例（％）］
＋ －

血培养［例（％）］
＋ －

ＰＣＲ［例（％）］
＋ －

预后［例（％）］
好转 未治愈

脓毒症组 ６２ ４３（６９．３５） １９（３０．６５） ５８．００（４８．５０，７１．２５） ５０（８０．６５） １２（１９．３５） １２（１９．３５） ５０（８０．６５） ８（３４．７８） １５（６５．２２） ２７（４３．５５） ３５（５６．４５）

非脓毒症组 ２０ １０（５０．００） １０（５０．００） ５１．５０（３３．２５，６４．２５） １１（５５．００） ９（４５．００） ０ ２０（１００．００） １（１１．１１） ８（８８．８９） １６（７５．００） ４（２５．００）

χ２或Ｚ值 １．３６６ －１．４３７ ５．２２０ － １．７９３ｂ ６．６６１
Ｐ值 ０．１７２ ０．１５１ ０．０２２ ０．０３３ａ ０．１８１ ０．０１０

　　注：ＮＧＳ为二代测序技术；ＰＣＲ为聚合酶链反应；ＰＣＲ总例数为３２例；ａ为Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法；ｂ采用校正χ２检验。

表２　疑似脓毒症患者８２例预后相关资料比较

预后 例数
性别［例（％）］
男 女

年龄［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５），岁］
ＮＧＳ［例（％）］
＋ －

血培养［例（％）］
＋ －

ＰＣＲ［例（％）］
＋ －

好转 ４３ ２８（６５．１２） １５（３４．８８） ５４．００（３３．００，６９．００） ３１（７２．０９） １２（２７．９１） ４（９．３０） ３９（９０．７０） ３（１５．７９） １６（８４．２１）

未治愈 ３９ ２５（６４．１０） １４（３５．９０） ５８．００（５１．００，７２．００） ３０（７６．９２） ９（２３．０８） ８（２０．５１） ３１（７９．４９） ６（４６．１５） ７（５３．８５）

χ２或Ｚ值 ０．００９ －１．５７４ ０．２５０ １．２５８ａ ３．５２１ａ

Ｐ值 ０．９２４ ０．１１５ ０．６１７ ０．２６２ ０．０６１

　　注：ＮＧＳ为二代测序技术；ＰＣＲ为聚合酶链反应；ＰＣＲ总例数为３２例；ａ采用校正χ２检验。
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２．３　ＮＧＳ结果分析　８２例 ＮＧＳ检测结果中共有
６１例呈阳性，阳性率为 ７４．３９％；平均检测时间为
（１．３２±０．２６）ｄ；其中，常见病原菌有金黄色葡萄球
菌４例，肺炎克雷伯杆菌１４例和鲍曼不动杆菌１０
例；常见病毒为 ＣＭＶ２２例、ＥＢＶ１３例和单纯疱疹
病毒１型（ＨＳＶ１）１３例；真菌及其他病原体常见为
耶氏肺孢子菌８例、烟曲霉５例、问号钩端螺旋体３
例和军团菌２例。
２．４　ＮＧＳ与血培养、ＰＣＲ结果之间的比较　对比
ＮＧＳ与血培养的检测结果，其中３５例结果完全一
致，４７例结果不完全一致；不完全一致结果主要包
括病毒、真菌、衣原体、支原体以及其他病原体。８２
例患者中，４５例患者ＮＧＳ检测出１种以上病原体，１
例患者血培养检测出２种病原体；ＮＧＳ检测出病原
体阳性率明显高于血培养，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），见表３。

表３　不同方法检测脓毒症病原体结果比较［例（％）］

检测方法 例数
病原体种类

０ １种 ＞１种
总阳性数

ＮＧＳ ８２ ２１（２５．６１）１６（１９．５１）４５（５４．８８）６１（７４．３９）
血培养 ８２ ７０（８５．３７）１１（１３．４１） １（１．２２） １２（１４．６３）

χ２值 ５９．２７５ １．６４５ ４８．２８８ａ ５９．２７５
Ｐ值 ＜０．００１ ０．２００ ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：ＮＧＳ为二代测序技术；ａ为校正χ２检验。

　　以脓毒症临床诊断为“金标准”，绘制 ＲＯＣ曲
线，ＮＧＳ和血培养 ＡＵＣ、灵敏度和特异度分别为
０６２８、８０．６％、４５．０％和０．５９７、１９．４％、１００％；阳性
预测值和阴性预测值分别为 ８２．０％、４２．９％和
１００％、２８．６％。ＰＣＲ灵敏度、特异度、阳性预测值、
阴性预测值和ＡＵＣ分别为３６．４％、９００％、８８．９％、
３９．１％和０．６３２。
３　讨论

脓毒症是目前重症患者的主要死亡原因之

一［１１］。本研究结果显示，脓毒症组患者有３５例未
治愈，占５６．４５％，明显高于非脓毒症组重症患者的
２５．００％，这和相关研究结果［１２，８，１１］基本一致。脓毒

症患者合并多器官功能障碍，好发于高龄、有慢性基

础疾病的患者；此类患者病情进展快，短时间内难以

获知准确的病原体常因抗感染治疗方案不够精准等

因素导致预后不良［１２１３］，尽快获得病原学诊断是目

前临床研究的难点。

在脓毒症患者中，血培养是目前临床医生最常

用的获得病原体的方法，也是诊断血流感染的金标

准［９］。但在脓毒症或感染性休克的患者中，只有一

小部分患者的血培养呈阳性［１４］；重症患者血培养阳

性率在２５％左右［１５］。但本研究中，脓毒症患者血

培养阳性率为１９．３５％，低于文献报道水平。血培
养阳性率与患者是否存在血流感染、血标本留取前

抗感染药物的使用和是否在寒战高热时采集标本等

因素有关；同时血培养标本采集技术缺陷以及局部

病灶、特殊病原体，血液中病原菌浓度低也是影响血

培养阳性率低的重要原因。

本组资料中，ＮＧＳ阳性率为７４．３９％，明显高于
血培养的阳性率。研究［１６１７］表明，由于ＮＧＳ检测病
原体核酸片段不受病原体活力及抗感染药物暴露的

影响，检测阳性率高于传统的检测方法。此外，临床

血培养阳性率低的另一个原因为苛养菌、非细菌、真

菌等病原体由于培养时间长或无法通过常规细菌培

养获得明确病原体结果。本研究结果表明，细菌类

病原体只占病原体的一部分，细菌类常见病原体以

鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯杆菌、金黄色葡萄球菌等

占比最高。与血培养相比，ＮＧＳ不仅能诊断出细
菌、真菌类病原体，对病毒感染、罕见病菌及混合感

染的检测具有更大优势。本研究表明，ＮＧＳ检测出
２种及以上病原体占５４．８８％，远高于血培养。血培
养报告单一病原体的原因还与不同病原体在培养过

程中存在竞争性生长等有关［１４］，而 ＮＧＳ可检测出
多个核酸片段，不受该因素影响［１６１７］。

本研究ＮＧＳ检测结果中检测出现多种病毒，主
要包括ＣＭＶ、ＥＢＶ、ＨＳＶ１等；常规血细菌培养无法
检测出病毒，目前临床病毒检测主要依赖于ＰＣＲ和
抗体检测，虽然ＰＣＲ和抗体检测方法常作为诊断主
要依据，但其存在严重缺陷，需临床医生先预判病原

体种类，再进行针对性的 ＰＣＲ扩增或抗体检测，受
限因素较多，检测阳性率低。ＮＧＳ检出病毒主要包
括ＣＭＶ、ＨＳＶ、ＥＢＶ以及其他临床不常见病毒，阳性
例数及检测种类明显高于 ＰＣＲ技术检测结果。
ＮＧＳ的 ＡＵＣ、灵敏度和特异度分别为 ０．６２８、
８０６％、４５．０％，较 ＰＣＲ的０．６３２、３６．４％、９０．０％，
灵敏度高而特异度较低。病毒感染在脓毒症中的地

位仍不明确，部分学者研究建议［１８］，病毒检测应作

为重症患者病原体检测的重要组成部分，以指导更

加精准的抗感染诊疗方案制定；部分脓毒症患者常

存在病毒与细菌混合感染，此类患者病情更为严重。

ＮＧＳ在检测时间上优势明显，需（１．３２±０．２６）
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ｄ，明显低于血培养的（５．６１±１．２２）ｄ。国外研究［１９］

报道ＮＧＳ检测周期最短约为６ｈ。脓毒症患者病情
危重、进展快速，故早期、精准地抗感染治疗对于改

善患者预后、降低患者病死率至关重要［１２］；同时精

准地抗感染治疗对改善全球愈发严重的抗菌药物滥

用问题［２０］有着促进作用。因此，ＮＧＳ早期运用，尤
其对考虑常规检测方法效果不佳、需快速获得病原

体的重症患者意义更大。

本研究不足之处：（１）对于 ＮＧＳ和血培养结果
判读，仍缺乏统一的标准来识别检测到的微生物是

否为病原菌，本研究中，虽然由３位高级职称医师根
据患者的临床特点结合其他辅助检查结果得出，但

主观偏见仍然不可避免。（２）ＮＧＳ灵敏度高，在检
测过程中需要严格的无菌操作，否则容易导致临床

误判。（３）由于检测引物限制，在本次研究中 ＰＣＲ
送检目标均为考虑病毒感染患者，影响研究结果程

度难以有效确定。本研究为单中心研究，样本量较

小，研究结论还需要在大规模的临床研究中进一步

验证。
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