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宏基因组测序在骨关节感染诊断中的应用前景△

李 韬，高琪乐，刘少华，郭超峰*

（中南大学湘雅医院骨科脊柱外科，湖南长沙 410008）

摘要：骨关节感染（osteoarticular infections, OAIs）在临床上仍然是一种危害严重的疾病。准确和早期发现引起骨关节感染

的病原体，对于实施临床治疗很重要。传统的技术检测速度慢、阳性率低。因此，特别需要发展出更好的方法或技术来确定引

起骨关节感染的病原体。近年来，越来越多的研究报道了宏基因组测序（metagenomic next-generation sequencing, mNGS）检测

骨关节感染病原体速度快、特异性和灵敏度高，可作为有效的诊断工具。本文总结了主要传统技术在骨关节感染病原体诊断中

的应用，并讨论了宏基因组测序在骨关节感染病原体诊断中的应用前景。
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The application prospects of metagenomic next-generation sequencing in the diagnosis of osteoarticular infections // LI Tao,
GAO Qi-le, LIU Shao-hua, GUO Chao-feng. Department of Spinal Surgery and Orthopaedics, Xiangya Hospital, Central South University,

Changsha 410008, China
Abstract: Osteoarticular infections (OAIs) are still serious diseases in clinical practice. Accurate and early detection of the pathogens

that cause osteoarticular infections remains important for administering clinical treatment, however, the traditional detection methods is
time consuming with lower positive rate. Therefore, it is necessary to develop better methods or techniques for determining the pathogens re⁃
sponsible for OAIs. In recent years, an increasing number of studies have reported that metagenomic next-generation sequencing (mNGS) is
a fast approach with high specificity and sensitivity, and has potential to be used as an effective diagnostic tool. This article summarizes the
application of major traditional techniques in the diagnosis of OAIs, and discuss the prospects of mNGS in the diagnosis of OAIs.
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骨关节感染（osteoarticular infections, OAIs），又

称骨和关节感染（bone and joint infections, BJIs），包

括假体周围关节感染 （periprosthetic joint infections，
PJIs）、骨髓炎等，在世界范围内都很常见。假体周

围关节感染 （PJIs） 是关节置换术后的灾难性并发

症，目前其全球发病率约为 2% ［1］。患者年龄以及相

关微生物的类型和菌株，均会影响骨关节感染的严重

程度和治疗疗效。因此，鉴定病原微生物是诊断和调

整抗生素治疗的必要条件，但传统细菌培养的高阴性

率给临床治疗方案的选择带来了很大的困扰及挑

战［2, 3］。目前仍然没有好的方法或技术来确定引起骨

和关节感染的病原体，以便早期正确治疗。近年来，

兴起的宏基因组测序 （metagenomic next-generation
sequencing, mNGS） /临床宏基因组 （clinical metage⁃
nomics, CMg），包括第二代和第三代测序，已被用于

检测包括关节液在内的多个样本中的病原体［4］。

本文总结了传统技术在 OAIs/BJIs 诊断中的应用

和现有技术的优势及局限性，并讨论了 mNGS 在

OAIs 诊断中的潜力，展望 mNGS 在未来的应用前景。

1 骨关节感染病原体鉴定的现状

骨关节感染（OAIs），可能对骨骼发育和功能造

成严重后果，需要早期诊断和及时的规范治疗［5］。因

此，及早鉴定 OAIs 病原体对于治疗及减少其相关并

发症极为重要。

OAIs 的传统诊断技术包括培养、病原特异性抗

体或抗原的检测和微生物核酸（DNA 或 RNA）的分

子鉴定，最常用的方法是聚合酶链反应。然而，传统

的微生物培养方法虽然是大多数医院的主要诊断方
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法，但是时间长、灵敏度低，而且受到许多因素的影

响，如以前使用抗生素、病原体的选择性和生物膜粘

附种植体表面的能力［6］。近年来，分子诊断学已广泛

应用于 OAI 的诊断，然而，不能识别真菌和多微生

物感染，并且敏感性不高［7］。虽然有多种检测病原体

的综合方法，但高达 60%的病例无法检测出致病

菌，这迫使医生使用广谱抗生素，增加了耐药细菌的

发病率［8］。

在 2017 年之前，宏基因组学还未应用于 BJIs 样
本［9］。在 2017 年，有研究报道 mNGS 方法的使用显

著提高了骨关节感染患者的病原体检测 （敏感性

88%，特异性 89%）［10］。在 2018 年的国际共识会议

上，第二代测序技术被明确推荐为诊断假体周围关节

感染的重要补充检查［11］。

2 传统检测方法和技术

传统的微生物学培养是鉴定病原体的金标准。然

而，培养不仅对培养基和人员有要求，而且速度慢、

灵敏度低，在鉴定罕见的病原微生物和病毒方面的应

用有限。初步结果通常需要 2~3 d，确诊则需要 1 周

或更长时间［12］。

组织病理学检查可用于区分致病菌的强弱毒性。

组织病理学检查诊断 PJI 的敏感性为 38.8%~96.6%，

特异性为 77%~100%，但未能检出致病菌［13］。

大量研究表明，分子诊断的敏感性高于常规培

养［14］。16S rDNA PCR 等分子检测方法结合 DNA 测

序可以提供比培养更快、更准确的结果，在国外已得

到广泛应用［3］。Juchler 等 ［15］发现分子 PCR 无法检

测骨关节感染中的大量微生物，因此需要开发新的鉴

定技术［10］。此外，分子检测方法不能识别真菌和多

微生物感染，而且不是高度敏感［7, 8］。因此，分子检

测是早期诊断的辅助检测手段，而不是传统培养的替

代方法。发展一种快速、方便、特异的诊断方法是十

分必要的。

靶向测序，如原核生物的 16S rRNA 测序，真核

生物的 18S rRNA 测序，真菌的 ITS rRNA 测序，通

过测序基因组的目标部分来识别病原体。对于选定的

样本，它是高通量和敏感的检测，但是，它只涵盖选

定的基因而不是整个基因组，依赖于已知微生物数据

库，可能无法充分分析新的微生物［16］。

3 宏基因组测序/临床宏基因组学

临床宏基因组学是一个新兴的医学领域。mNGS
是一种对患者样本中微生物和宿主遗传物质（DNA
和 RNA）进行综合分析的技术，近年来逐步被应用

于临床实践，为医生诊断和治疗传染病提供了有力证

据［4］。mNGS 直接测序临床标本中微生物基因序列，

克服了培养的缺点。Voelkerding 等 ［17］总结了 mNGS
对基础基因组学研究的重大影响，并预测了其在不久

的将来应用于临床的潜力。自 2013 年以来，基于第

三代测序（单分子实时测序）的新兴技术逐渐被用于

病原体鉴定。Huang 等 ［18］应用 mNGS 诊断 4 例难治

性非结核分枝杆菌肌肉骨骼感染，所有患者最后通过

靶向抗生素抗感染和手术治愈，表明 mNGS 是一种

新型的检测病原体的方法，预示着 mNGS 在未来有

良好的应用前景［19］。

与常规方法相比，mNGS 有许多优点。最初的大

量研究表明，mNGS 在传染病诊断方面优于传统的培

养方法［10，20，21］，这意味着这种新的临床检测方法也

具有排除感染的能力。Miao 等 ［21］在 511 份样本中比

较 mNGS 和培养对微生物检出率的影响，发现 mNGS
诊断传染病的敏感性和特异性分别为 50.7%和

85.7%，优于培养物，特别适用于结核分枝杆菌、病

毒、厌氧菌和真菌。Huang 等 ［22］发现 mNGS 检测到

的病原菌总体比例明显高于传统培养，这可能是诊断

OAIs 的最佳方法。此外，Wang 等 ［23］比较了 mNGS
与广式聚合酶链反应（BR-PCR）诊断 PJIs 患者关节

液中病原体的一致性，发现 mNGS 比 BR-PCR 检测

更敏感。许多研究表明，mNGS 可以在培养结果为阴

性的情况下识别病原体，甚至在使用抗生素治疗的情

况下，或在病原体很少出现的情况下［18］，证明了基

于 mNGS 的方法可以识别罕见的病原体 ［24］。Miao
等 ［21］也发现 mNGS 不受抗生素使用的影响，是一种

很有前途的病原学检测技术。Huang 等 ［22］采集了 92
例 OAI 患者的 130 份关节液、超声液和组织标本，

发现 mNGS 的总敏感性（88.5%）显著高于微生物培

养（69.2%），mNGS 比培养诊断病原体更有价值，特

别对于难以培养的病原体或曾使用抗生素治疗的患

者［22］。因此，mNGS 受抗生素治疗的影响较小［22］，

表明 mNGS 对检测样品中的低水平微生物或残留核

酸具有足够的敏感性。此外，mNGS 可以检测出

OAIs 患者培养物中被遗漏的潜在病原体，有助于识

别被低估的微生物，从而降低复发率［20］。目前，培

养流程需要 2~14 d，而 mNGS 在收到待测标本后，

只需 24~48 h 就能得到最终结果，这取决于临床医生

使用的测序技术、模式和生物信息学软件［25］。这将
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有助于临床医生尽早调整对患者的抗菌治疗。

mNGS 在传染病诊断方面很有前途，并正迅速从

研究转向临床实验室［21］。如引言部分所述，mNGS
在 2017 年之前尚未应用于 BJI 样本［9］。但近年来，

关于 mNGS 成功检测出引起 OAI 的病原体越来越

多。例如，Huang 等 ［24］报道了一种 PJI 病原体，在

血培养瓶中进行 7 d 有氧和厌氧培养后发现没有生

长，但最终通过 mNGS 鉴定为微小单胞菌，并通过

翻修手术和青霉素治疗得以控制，这表明 mNGS 可

能具有识别 PJIs 中培养阴性罕见病原体的潜力。

Ruppé 等 ［9］证明 mNGS 可以指导正确运用抗生素，

对单一和多细菌骨关节感染的敏感性分别为 94.1%和

76.5%，并发现临床宏基因组学在 OAI 样本中的应用

是支持传统培养的潜在工具。Street 等 ［10］的研究也

发现 mNGS 可以为 PJIs 提供准确的诊断信息，可能

成为一套潜在的 PJIs 快速诊断工具的一部分。Thoen⁃
del 等 ［26］报告了 1 例 52 岁的男子在全膝关节置换术

后半年出现窦道炎症，反复抗生素治疗无效，所有培

养和其他病原学测试均为阴性，最后利用 mNGS 在

假体关节超声振荡液中检测到唾液支原体，随后通过

PCR 的靶向扩增得到证实，这表明 mNGS 可以检测

到意外或难以检测的病原体，并指导基于基因含量分

析的治疗［26］。Thoendel 等 ［20］对 408 例髋关节、膝关

节置换术的超声液体样本进行检测，mNGS 检测阳性

率可达 94.8%，与传统检测方法基本一致，此外，相

对于传统培养阴性的样本，mNGS 的检出率可达

43.9%，表明对于范围广泛的 PJI 病原体，包括难以

检测导致培养阴性感染的病原体，宏基因组测序技术

可能是一个强有力的工具［20］。Ivy 等 ［27］利用 mNGS
和传统培养检测了 168 例全膝关节置换术失败需要翻

修的假体关节液样本，发现 mNGS 比培养具有更高

的敏感性和特异性，可以检测潜在的感染，这对培养

阴性的患者特别有用。最近，发表在 Nature Medicine
的一篇论文也指出 mNGS 是诊断不明体液感染的一

种有前途的工具［19］。因此，mNGS 是诊断 PJI 的新型

有力工具。

目前，一个完整的 mNGS 分析可以在 24~48 h 内

完成，成本约 3 000 元。由于目前的临床实践中

mNGS 的成本较高，大多数情况下只有在常规检测失

败后才考虑使用［28］。虽然目前 mNGS 的价格相对昂

贵，但对病原微生物的准确识别非常重要，有效的抗

菌治疗可以改善预后，对康复和降低治疗成本极为重

要［29］。近年来，随着 mNGS 的成本降低，运用于诊

断骨和关节感染的前景更加广阔［10］，并最终可能取

代一些方法如培养、抗原检测和 PCR 方法，但仍有

许多传统方法，如病毒血清学测试，将继续发挥感染

诊断和研究的重要作用［28］。

在 OAI 样品中运用 mNGS 也存在一些限制。首

先，mNGS 也可能导致不正确或不一致的结果，甚至

产生假阴性［20］，由于测序长度短、数据库不完整

等，可能会被错误分类［30］。对 mNGS 报告的另一种

解释可能比较复杂的情况是，来自瞬时菌落、实验室

环境或空气等背景信号的出现也会对 mNGS 检测结

果产生干扰［31］，增加 mNGS 结果解释的复杂性［8］。

如何建立一个最佳阈值并从背景生物体中识别真正的

病原体，对 mNGS 检测而言仍然是一个挑战。因

此，在未来的临床工作中，mNGS 检测还需要开发一

种标准化算法，以便更准确地区分致病微生物体和背

景污染物。

mNGS 在感染性疾病诊断方面具有很大的吸引

力，特别是传统检测方法局限的领域［32，33］。mNGS
是一项正在积极开发的复杂技术，受到成本、方法标

准化和数据分析工具等诸多因素的影响［32，34］。目前

的研究正在努力解决这些不足［35］，mNGS 也逐渐被

越来越多的医师视为诊断感染问题的最后手段。

总之，mNGS 检测速度快，具有高特异性和敏感

性，能有效帮助临床医师开始精准、早期的抗生素治

疗，并及时调整抗生素方案。它是骨和关节感染诊断

方法的有效补充，甚至是必要的检测方法。因此，

mNGS 可作为 OAIs 病原体检测的有效诊断工具，在

临床运用的前景将更加广阔。
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