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摘 　 要 　 脓毒症是一种由感染所致生理、病理和生化异常的临床综合征,常危及生命,近年来其发生率和病死率均有增多趋

势。 脓毒症的早期诊断和治疗能有效降低病死率。 当前,病原菌培养是脓毒症病原学诊断的主要方法,但是病原菌培养需要数

天至数周的时间,使得在临床上无法及时应用针对性的抗菌药物,从而延缓了有效治疗。 目前,二代测序技术不断成熟,它检测

病原体的速度快、范围广,现已成为感染性疾病中病原学诊断的有效手段,本文就二代测序技术的概念、功能以及二代测序技术

在脓毒症病原学诊断中的作用展开论述。
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　 　 脓毒症是一种宿主对感染反应失调导致器官功能

障碍的临床综合征,是世界上最常见的危重症之一[1] 。
近年来,尽管在诊断和治疗方面均有进展,但短期病死

率仍居高不下[2] 。 正确的治疗策略对于脓毒症患者来

说至关重要,而成功治疗的关键在于确诊为脓毒症后

尽早使用抗菌药物。 若不能及时使用抗菌药物,脓毒

症患者的住院病死率就会大大增加[3] 。 病原学培养技

术是诊断脓毒症病原体的金标准,但其存在着一些不

足,例如,病原体培养所需的时间过长,患者提前使用

广谱抗生素导致无法培养出致病菌,无法鉴定除了可

培养的细菌和真菌外的微生物等[4 ~ 6] 。 因此,寻找检

测范围广、不受抗菌药物干扰并且快速有效的诊断方

法对脓毒症病原体的诊断将有极大的帮助。
近年来,二代测序技术发展迅速,已被证明是遗

传性疾病基因诊断的有效手段 [7] 。 同时,二代测序

技术也在感染性疾病的病原学诊断中逐步得到应用,
为感染性疾病的准确诊断提供了更多的可靠依据。
2014 年,Wilson 等 [8] 报道了二代测序技术应用于感

染性疾病病原学诊断中的病例。 此后,较多报道介绍

了二代测序技术在脓毒症病原学诊断中的应用,故本

文对此进行综述。
一、二代测序技术概述

二代测序技术(又称为高通量或大规模并行测

序技术)作为一种新兴的分子诊断方法,可在一次

测序过程中对样本中的所有核酸片段进行检测,既
可检测出人类基因组,也可检测出样本中病原体的

核酸序列。 二代测序技术的特点是进行合成和延

伸的同时进行测序,测序速度比第一代测序快,测
序通量也较第一代测序高。 二代测序的病原体检

测的范围,远大于常规的血培养病原学检测,不仅

包括细菌、真菌,还包括病毒、寄生虫等 [9] 。 近年来

使用二代测序技术的成本已经显著降低 [10] 。 此外,
与 Sanger 测序技术比较,二代测序技术不需要靶特

异性引物,其优势是通过一次程序的运行,既能识

别全部病原体,还能鉴别病原体的分型。 因此,该
技术在临床上可为医师的疾病判断提供更多有效

的信息 [11] 。
二代测序技术在临床实验室中最常见的应用包

括:(1)全基因组测序:对目标病原体进行测序,获
得完整的基因组信息,用于评估流行性疾病中的遗

传关系、鉴定新物种等。 (2)靶向二代测序:用扩增

或探针杂交的方法进行基因富集,即使用 16S rDNA
细菌图谱或 PCR 扩增指定目标核酸片段,然后应用

二代测序技术进行检测。 (3) 宏基因组二代测序:
是一种对样本中全部核酸[ DNA 和(或) RNA]进行

平行测序的方法,可同时从样本中分离和扩增出宿

主和病原体的核酸序列 [12] 。 现有的技术平台主要

包括 Roche / 454 GS FLX、Illumina / Solexa GenomeAn-
alyzer、Helicos BioSciences 公司的 HeliScopeTM Single
Molecule Sequencer、美国 Dana - her Motion 公司的 Po-
lonator;以及连接法测序,即通过引物来定位核酸信息,
技术平台有 Applied Biosystems / SOLiDTM system。
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二、二代测序技术在脓毒症病原学诊断中的应用

1. 病原体检测:对疾病进行快速诊断并获得准确

的病原学资料对于有效的治疗至关重要。 大量病例

报告和临床研究表明,二代测序技术可以用于检测脑

脊液、呼吸道分泌物、粪便、尿液和血液等中的病原

体,能够提高包括脓毒症在内的感染性疾病病原学诊

断的 准 确 性、 及 时 性, 为 精 准 治 疗 提 供 可 靠 的 保

障 [8,13 ~ 17] 。 Grumaz 等 [17] 在 2016 年报道了首例基于

游离循环 DNA(circulating free DNA,cfDNA)的研究,
即使用来自脓毒症患者和未感染对照组的血浆样本

对脓毒症病原体进行定量测序诊断。 该研究建立了

脓毒症指示性量化指标 ( sepsis indicating quantifier,
SIQ)评分,该指标为病原体的丰度和在脓毒症中致

病作用大小的乘积。
SIQ 评分作为评估病原体致病性的定量评分,可

以在测序结果中将病原菌的信号读数从污染物或共

生物种中区分出来。 该研究尝试将 cfDNA 的定量结

果作为脓毒症的诊断和预后标志。 由于 cfDNA 的半

衰期很短,获得的 SIQ 评分在感染过程中呈动态变

化,因此,微生物来源的 SIQ 评分可以反映感染的动

态变化,用于监测患者的病情发展和评价对治疗的反

应。 该团队在另一项研究中基于二代测序技术,使用

SIQ 评分来定量诊断侵袭性真菌感染 [18] 。 该研究表

明应用二代测序技术可以:(1)验证经血培养诊断出

的念珠菌血症。 (2)检测出早期血培养阴性的侵袭

性真菌感染。 (3)纠正被误诊为真菌定植,实则为侵

袭性真菌感染的诊断。
Grumaz 等 [19] 在一项包括 50 例脓毒症患者和 20

例未感染的择期手术患者作为对照组的研究中发现,
28 天的研究期间内二代测序诊断病原体的阳性率比

血培养高 6 倍以上,这表明基于二代测序技术的分子

检测技术为鉴定临床相关病原体提供了一个有价值

的诊断平台,患者有可能从测序诊断中获得更合适的

治疗。
Long 等 [20] 在北京协和医院重症监护室( ICU)开

展的单中心研究中包括来自 78 例 ICU 患者和 10 例

健康志愿者的血浆样本。 78 份疑似菌血症患者的血

浆标本通过二代测序和血培养进行分析,10 份健康

志愿者的血浆标本作为阴性对照进行二代测序分析,
以校准和设定检测阈值。 研究显示,就细菌和真菌而

言,7 个样本血培养和测序均呈阳性,3 个样本血培养

阳性而测序阴性,8 个样本血培养阴性而测序阳性。
以培养为标准,二代测序的敏感度和特异性分别为

72. 7% 和 89. 6% 。 另外,在 14 个样本中应用测序发

现了病毒感染,这说明二代测序技术可以同时诊断病

毒和细菌病原体。 然而,在培养中只有细菌或真菌可

被检测到。 这一测序优势能通过一次性测试更全面

了解患者的感染范围。 当把血培养和测序结合起来

时,诊 断 为 阳 性 的 样 本 数 量 从 12. 82% 增 加 到

23. 08% ,这为建立治疗方案提供了更准确的信息。
2. 鉴别污染菌(“排除”检测):在疾病评估中确

认感染源和排除感染源同样重要。 二代测序能够同

时检测样本中存在的 DNA 和 RNA 病毒、细菌、真菌

和寄生虫,因此其在排除感染方面似乎比常规的检测

方法更有说服力。 Gosiewski 等 [21] 使用二代测序技术

对健康受试者和脓毒症患者的血液样本进行检测,以
确定健康人群和脓毒症患者血液中的细菌分类情况。
研究表明,在健康受试者中,观察到血液中厌氧菌的

数量明显占优势 (76. 2% ),其中以双歧杆菌目细菌

(73. 0% )居多。 在脓毒症患者中,检测到的大多数

属于需氧或微需氧细菌(75. 1% )。 放线菌门的丰度

在脓毒症中下降最为显著(P = 0. 000),变形菌门在

健康受试者中下降(P = 0. 000)。
Grumaz 等 [17] 研究发现,像痤疮丙酸杆菌这样常

见的皮肤共生菌的标准化读数在所有样品之间都存

在显著差异,尤其是在未受感染的对照组中检测到更

高的丰度。 利用这类数据,可为在脓毒症中鉴别致病

菌提供依据。 许多研究表明,二代测序技术的诊断性

能,包括阳性预测值和阴性预测值,均强于临床上常

用的检测方法 [22] 。 在一项前瞻性研究中, Salzberg
等 [23] 从活检中保留了 10 例疑似中枢神经系统感染

患者的脑组织,使用二代测序技术检测脑组织中的潜

在病原体。 在 5 例患者中获得了阴性或非特异性测

序结果,以此推断为无活动性感染。 该结论在后期的

病理检查和有效的类固醇治疗中得到验证。 可靠的

阴性测序结果有助于支持无病原体感染的判断,这能

够帮助医生减少对活动性感染的担忧。 随着二代测

序技术工作流程的改善和诊断准确性的提高,该技术

将在排除感染方面发挥更大的作用。
3. 病原体耐药基因识别:及时、有效地应用抗菌

药物对治疗脓毒症至关重要。 常规的药敏试验通常

在已经分离好的病原体上进行,这些方法非常耗时,
并进一步忽略了难以培养及不可培养的细菌 [24] 。 二

代测序能够对病原体的整个基因组进行测序,因此在

识别细菌抗生素耐药性基因上具有巨大的潜力 [25] 。
二代测序技术是一种非靶向方法,理论上可以检测包
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括抗生素耐药基因在内的所有基因。 Grumaz 等 [17]

分析了 1 例在肝移植后出现脓毒症症状的 59 岁女性

的血浆样本,对其血浆 cfDNA 进行测序,检测出纳入

了 CARD 数据库中的抗性基因,包括 vanB、vanSB、tet1
和 sat4,且其检测结果与微生物学测试相符,显示病

原体为抗万古霉素肠球菌,对万古霉素和四环素具有

耐药性。 因此,若有足量的序列覆盖,使用二代测序

技术检测抗生素耐药性基因似乎是可行的。 但是,目
前研究中细菌和真菌测序的覆盖率仍然较低,往往只

能满足物种鉴定的需要,不能有效地全面覆盖抗生素

耐药基因的检测。 因此,在测序获得病原体诊断结果

后,临床医生仍需根据经验选择抗生素。 这一缺点可

能与血液中病原体的核酸含量远低于宿主的核酸含

量,且 cfDNA 的半衰期较短有关 [26] 。 目前,二代测序

技术在脓毒症诊断中的应用仍集中在病原体鉴定上,
在抗生素耐药性的检测上缺少系统性的研究,未来有

望在此方面开展深入研究。
三、展 　 　 望

脓毒症的诊断是一个挑战。 运用二代测序技术

检测病原体的潜力已经在许多研究和临床中得到证

实,而且其在诊断脓毒症方面也显示出巨大的影响

力。 二代测序技术在包括脓毒症在内的感染性疾病

诊断中也存在着许多亟待解决的问题。 例如,标本中

存在的微生物污染、运输及操作过程造成的污染及实

验室环境的污染,都可能导致测序结果的准确度下

降,增加检测结果分析的困难。 因此,检测人员在操

作过程需要遵守无菌原则,并且要建立完善的质量控

制体系。 由于测序技术的非特异性,检测出的微生物

同时包括定植菌、污染菌和致病菌,增加了结果判读

的复杂性和难度。
综上所述,cfDNA 定量分析在一定程度上有助于

致病菌的判读。 未来有望通过建立统一的数据库平

台或者统计模型对测序结果进行排序和优化,排除正

常微生物群和环境污染物的干扰,加之临床医生对患

者自身情况和临床表现的综合分析来确定致病菌。
同时,多数二代测序平台完成从采样到最终结果的分

析需要 24 ~ 72h(平均为 48h)。 而在检测病毒感染

的技术中,特异性聚合酶链式反应(PCR)可在 12h 内

完成病毒的鉴定,二代测序技术尚不能达到这个速

度。 二代测序检测感染性疾病病原体的费用高于任

何一种常规检测手段,是其广泛应用于临床的一大阻

碍。 但测序技术在样本处理、工作流程建立、检测时

间和费用设定等方面存在的不完善之处都是暂时的,

会被迅速发展的技术所克服。 随着临床实践经验和

评估的增多,二代测序技术在诊断脓毒症方面的临床

应用价值将进一步提高。
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基于上述理论及研究结果,SPG20 甲基化及 EG-
FR 与肺腺癌发生、发展、侵袭、转移及预后密切相关,
但其 具 体 作 用 机 制 尚 不 明 确。 今 后 研 究 中 将 以

SPG20 甲基化为切入点,结合 EGFR 研究为重点,对
其促癌机制进行深入研究。 对 DNA 异常甲基化的研

究可以更加深入地了解到恶性肿瘤的发病机制,为今

后早期诊治、预后判断等提供更为可靠的依据。
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