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  摘 要:骨关节感染(BJI)是术后严重的并发症,传统细菌培养技术作为其诊断“金标准”,存在诊断不及时

或无法诊断的问题。宏基因组二代测序(mNGS)作为一种新兴技术,能无偏倚地检测样本中细菌、病毒、寄生

虫、真菌等多种病原体,为BJI诊断提供了新途径。该文综述了mNGS在BJI中的应用进展,包括技术原理、优

势、局限性及临床应用现状。mNGS在人工关节感染(PJI)诊断中展现出高灵敏度和特异度,尤其在培养阴性

病例中优势明显。此外,mNGS还能优化传统培养方法,提高术中培养的灵敏度,并用于指导抗菌药物的选择。
然而,mNGS存在数据库更新慢、样本污染、成本高等局限性。未来需进一步研究以阐明其完整临床益处,并推

动其在骨科领域的广泛应用。
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Abstract:Bone

 

and
 

joint
 

infections
 

(BJI)
 

are
 

serious
 

postoperative
 

complications,and
 

traditional
 

bacterial
 

culture
 

techniques
 

serve
 

as
 

the
 

gold
 

standard
 

for
 

diagnosis,but
 

there
 

are
 

problems
 

with
 

untimely
 

or
 

undiag-
nosed

 

diagnosis.Metagenomics
 

next-generation
 

sequencing
 

(mNGS),as
 

an
 

emerging
 

technology,can
 

detect
 

various
 

pathogens
 

such
 

as
 

bacteria,viruses,parasites,and
 

fungi
 

in
 

samples
 

without
 

bias,providing
 

a
 

new
 

ap-
proach

 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

BJI.This
 

article
 

reviews
 

the
 

application
 

progress
 

of
 

mNGS
 

in
 

BJI,including
 

techni-
cal

 

principles,advantages,limitations,and
 

clinical
 

application
 

status.mNGS
 

exhibits
 

high
 

sensitivity
 

and
 

speci-
ficity

 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

prosthetic
 

joint
 

infections
 

(PJI),and
 

its
 

advantages
 

are
 

obvious
 

especially
 

in
 

cultiva-
ting

 

negative
 

cases.In
 

addition,mNGS
 

can
 

optimize
 

traditional
 

culture
 

methods,improve
 

the
 

sensitivity
 

of
 

in-
traoperative

 

culture,and
 

be
 

used
 

to
 

guide
 

antibiotic
 

selection.However,mNGS
 

has
 

limitations
 

such
 

as
 

slow
 

database
 

updates,sample
 

contamination,and
 

high
 

costs.Further
 

research
 

is
 

needed
 

in
 

the
 

future
 

to
 

elucidate
 

its
 

complete
 

clinical
 

benefits
 

and
 

promote
 

its
 

widespread
 

application
 

in
 

the
 

field
 

of
 

orthopedics.
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  骨关节感染(BJI)包括原发性或继发性骨髓炎、
化脓性关节炎和人工关节感染(PJI)。其中PJI是关

节置换术后的危险并发症,影响了超过2%的关节置

换术患者,而且这种风险随着时间的推移没有实质性

变化[1]。随着关节置换术的广泛应用,PJI的发病率

也呈现上升趋势[2-3]。细菌培养是诊断BJI和指导抗

菌药物治疗方案的“金标准”[4]。但是,在临床工作

中,部分患者即使存在化脓、窦道、炎症标志物水平升

高或感染的组织病理学体征,其细菌培养结果仍为阴

性[5-7]。随着医疗科技水平的提高,基因检测技术作

为传统细菌培养的替代正在被越来越普遍地使用,包
括聚合酶链反应(PCR)及其相关技术和二代测序

(NGS),INDELLI等[8]提到,PCR的优势在于灵敏度

更高,可以检测难培养的微生物,而且结果受抗菌药
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物的影响较小。PCR的局限性是它只能识别PCR探

针所针对的有限类型的病原体,这通常需要一些临床

怀疑才能更好地指导检测。结果报告时间、无法检测

对抗菌药物敏感性及成本问题也是PCR局限性所

在[9-11]。此外,有研究表明,尽管PCR的灵敏度有所

提高,但假阳性率仍然很高[12]。多重PCR是一种相

对便宜且快速的技术,但要检测多种病原体,需要设

计和运行不同的PCR,还需要有针对每个目标的特定

引物。

1 宏基因组二代测序(mNGS)技术原理及流程

  NGS允许对多个不同的脱氧核糖核酸(DNA)分
子进行平行测序,以生成数十亿个构成互补DNA的

含氮碱基系列。这些 DNA 系列称为读数,长度为

75~10
 

000个碱基对(bp)。这些读数是用荧光标记

的核苷酸创建,这些核苷酸产生光学读数,提供样品

中生物体的遗传信息。这些读数越深或越长,测试的

灵敏度就越高。多样性、数据量和采集速度远远超过

目前仍在使用的Sanger测序的前身[13-14]。靶向NGS
可识别特别感兴趣的生物体类型或类别,并通常将

PCR结合到测序过程中[13]。mNGS被称为鸟枪法测

序,其被认为是无偏倚的,因为它不需要事先了解患

者的临床情况,并且它能够从选定的样本中检测各种

形式的DNA和RNA[13,15],这使得单次测试能够仅通

过1个样本检测出细菌、病毒、寄生虫、真菌和人类遗

传物质,而且可能无创操作。

mNGS的操作流程可以概况为样本采集、核酸提

取、文库构建、高通量测序、生物信息分析和结果解读

与报告6个步骤。(1)样本采集。采集部位:根据患

者感染部位[如血液、脑脊液(CSF)、尿液、关节液等]
采集样本。采集要求:严格执行无菌操作,样本量通

常要求3
 

mL以上(液体样本),采集后立即分装至无

菌冻存管,低温保存并迅速送检。(2)核酸提取。提

取方法:采用磁珠法、酚氯仿抽提法或离心柱法提取

样本中的DNA/RNA。质量控制:通过Qubit检测核

酸水平,确保核酸质量满足测序要求。(3)文库构建。
片段化处理:将核酸片段化至300~800

 

bp。接头连

接:在片段两端添加测序接头,形成测序文库。文库

扩增:通过PCR扩增文库,并进行文库浓度定量和大

小质检。(4)高通量测序。测序平台:使用Illumina
的NextSeq、HiSeq等高通量测序平台进行测序。测

序原理:采用边合成边测序技术,获取样本中微生物

的DNA序列信息。(5)生物信息分析。数据预处理:
去除低质量序列和接头序列。序列比对:将测序结果

与参考基因组数据库比对,去除宿主基因序列。物种

分类:基于序列相似性或特征,鉴定样本中的微生物

种类和丰度。(6)结果解读与报告。临床报告:根据

分析结果生成报告,列出检测到的病原微生物及其丰

度。治疗建议:医生依据报告中的病原菌信息,制订

针对性的治疗方案[11,13]。

2 mNGS技术的优势

  mNGS具有多种优势,如无偏倚性。感染病病原

体通常不明,且可能存在多种不同的病原体,尤其是

免疫功能低下的患者,可能存在真菌、寄生虫或细菌

等机会性感染。mNGS是唯一能够区分所有病原体

的检测方法[11-13,16]。此外,一些培养要求严格的微生

物需要数周时间才能在培养基中生长,而 mNGS可

以在几天内提供结果[17]。在存在多种微生物感染的

情况下,mNGS可以提供有关微生物浓度的定量数

据,以帮助确定是哪些病原体导致了疾病[18]。同时,
通过特定免疫调节成分(如细胞因子、趋化因子和干

扰素)表达相关的宿主遗传生物标志物分析,可确定

哪种病原体与相应的致病过程有关[19-21]。不同的计

算方法可用于分析样本中的遗传物质,以确定宿主的

免疫反应。这些方法包括使用RNA测序研究基因表

达、分析代谢途径及使用机器学习技术识别数据中的

模式[11,22]。mNGS可以识别与抗菌药物耐药性或病

原体毒力相关的特定基因[9,11,13,23]。代谢组学分析可

用于识别与不同致病过程相关的宿主代谢途径的变

化[24]。网络和通路分析有助于识别宿主、病原体和共

生生物之间的相互作用,以及这些相互作用如何影响

宿主的免疫反应[25]。然而,需要注意的是,解释这些

结果可能很复杂,通常需要多种方法才能全面了解宿

主的免疫反应。上述技术有助于帮助医生早期选择

正确的广谱抗菌药物[9,11,13]。

3 mNGS技术在BJI中的临床应用

3.1 灵敏度、特异度优势及多场景样本检测效能 
mNGS技术在多种临床样本中表现出较高的灵敏度

和特异度,尤其是在骨科穿刺液、血液和CSF样本中。

GOVENDER等[9]研究结果表明,mNGS技术在骨科

穿刺液样本中的灵敏度为84%,特异度为67%;在血

液样本中的灵敏度为90%,特异度为86%;在CSF样

本中的灵敏度为75%,特异度为96%。此外,mNGS
在预测对抗菌药物耐药性方面的准确率也较高,约为

88%。mNGS技术虽然存在一定的误差率,但其在临

床微生物学中的应用潜力巨大,尤其在传染病诊断方

面,未来可能成为重要的辅助工具[26-27]。

3.2 在PJI中的诊断价值 mNGS在PJI诊断中的

表现尤为突出,其灵敏度和特异度可分别达到63%~
96%和73%~100%。TANG等[28]研究结果表明,特
别是在培养结果阴性的PJI病例中,mNGS的病原体
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鉴定率高达82%~100%。此外,mNGS在早期抗菌

药物 治 疗 的 患 者 中 仍 能 保 持 较 高 的 检 出 率

(74.05%~92.31%),显示出其在复杂感染诊断中的

优势。与传统的广谱PCR和培养方法相比,mNGS
的灵敏度更高,且在真菌感染和多种微生物感染的检

测中表现优异。

3.3 复杂病原体检测与临床决策支持 mNGS不仅

能够检测传统培养难以发现的微生物,还能为抗菌药

物的选择提供重要参考。HUANG等[12]研究结果表

明,与传统培养相比,mNGS对骨科感染中的病原体

检出率更高(73.00%
 

vs.
 

59.00%),尤其在难以生长

的微生物检测中表现出显著优势。在真菌性BJI和

骨关节结核的诊断中,mNGS也表现出较高的准确

性,尤其在稀有微生物检测方面,其检出率显著高于

传统培养(21.60%
 

vs.
 

10.20%)。除此之外,mNGS
还可以使患者避免腰椎穿刺和手术等侵入性技术,特
别是对于那些无法耐受侵入性技术的患者(如儿童)。
一种称为无细胞NGS(cfNGS)的 mNGS技术可以检

测出患者血液中的病原体DNA,即使感染局限于特

定位置。mNGS通常涉及从感染区域获取组织样本,
然后从该组织内的细胞中提取核酸。cfNGS是抽取

患者外周血,对宿主血液中已经自然裂解的致病细胞

中的无细胞 DNA 进行测序[8,29]。游离 DNA(cfD-
NA)片段在血液循环中的半衰期较短,因此快速分裂

的肿瘤细胞和致病细胞会产生大量可量化的cfDNA
片段,这对于致病过程的诊断和预后评估非常有价

值[8,11,29-30]。cfNGS具有轻度侵入性和可量化的测量

特性,因此可以在医院和医院外环境中线性获取多个

样本以监测疾病过程。

3.4 cfNGS的创新应用 cfNGS通过检测血液中的

无细胞DNA,提供了一种轻度侵入性的感染监测方

法。ECHEVERRIA 等[29]研究结果表明,cfNGS技

术对PJI患者的病原体检出率较高,尤其在培养结果

呈阴性 的 病 例 中 表 现 出 优 越 的 检 测 能 力。此 外,

cfNGS还可用于监测感染清除率,帮助医生为患者制

订个性化的治疗方案。因其避免了不必要的侵入性

操作,cfNGS在临床应用中表现出显著的经济和医疗

效益。

4 mNGS技术在骨科感染应用中的局限性

4.1 技术依赖性 mNGS的技术依赖性较强,尤其

体现在参考数据库的更新和污染风险方面。由于

mNGS对样本中的核酸无偏倚检测且极为敏感,任何

引入的微生物污染物都可能导致误诊。因此,实验室

必须建立严格的质量控制措施,以确保检测结果的准

确性。此外,宿主核酸的干扰也会降低检测灵敏度,

需通过靶向测序和宿主消耗方法来缓解这一问题。

4.2 样本与检测要求 对 mNGS而言,正确获取样

本、将其运送到实验室并准确进行测试同样至关重

要。在样本采集时,通常使用DNA和RNA稳定剂

来防止病原体被宿主和环境酶降解。DNA是一种稳

定的双链分子,可以长期储存。而RNA是一种不太

稳定且降解迅速的单链分子,因此RNA提取试剂盒

通常包括稳定RNA的步骤,例如添加防腐剂或冷冻

样本[13,31]。大多数采用 mNGS的样本都会运送到外

部实验室,这会增加时间和费用,但创建一个本地化

操作的实验室可能需要花费数十万至数百万元[32]。

TORCHIA等[33]比较了NGS与传统培养诊断PJI的

差异,发现NGS具有一定的成本效益,但测序平台之

间存在很大的差异。因此,他们得出的结论是 NGS
检测仅适合应用于特定的临床情况。CHAI等[34]对

未知原因发热患者采用 mNGS技术检测,并进行了

成本效益分析。他们发现,mNGS不应作为不明原因

发热的一线诊断方法,而应在适当的情 况 下 用 作

补充。

4.3 成本与时间权衡 mNGS检测相对昂贵且耗

时,mNGS技术是一个复杂的过程,涉及文库构建、高
通量测序和生物信息分析等多个步骤。NILES等[35]

将mNGS与常规培养和PCR检测进行了比较,结果

表明,mNGS结果与常规检测结果非常相似,但速度

通常较慢。他们指出,在大多数情况下,mNGS不会

改变治疗方案,诊断价值较小,而且比常规检测方式

成本更高,因此得出结论,mNGS不应取代其他传统

诊断工具,同时需要更高质量的研究来确定 mNGS
的最合适用途。目前,该技术几乎没有标准化,是一

种资源密集型的检测方式,临床影响尚不明确,需要

进一步研究来阐明完整的临床益处。

5 mNGS技术在骨科感染疾病中的应用前景

  目前,mNGS技术有利于培养结果为阴性的BJI
病例的抗菌药物选择和及时获取病原体结果。与

mNGS相比,PCR有更多的临床数据显示其有效性,
并且 其 结 果 更 容 易 获 得,但 PCR 也 有 其 局 限 性。

mNGS技 术 可 能 可 以 弥 补 PCR 的 一 些 局 限 性。

mNGS的优势包括无偏倚性,能够在单个样本中检测

出大多数常见致病菌、难培养菌及其他基于传统培养

或分子技术无法识别的致病菌,可辅助医生进行正确

的抗菌药物选择,以及轻度或无侵入性。本文介绍了

mNGS的基础知识、潜在的优势和局限性,并提供了

相关证据,以促进其在临床环境中,特别是在骨科领

域更多更深入的研究。
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