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##!摘要"#脓毒症是机体对感染反应失调所致的危及生命的器官功能障碍!是急危重症医学面临的重要

疾病!也是临床亟待解决的难题( 明确病原学后尽早针对性抗感染治疗可降低病死率!是治疗脓毒症的关键(

目前的病原学检测技术在及时性和准确性等方面仍存在欠缺( 高通量测序技术在诊断病原微生物方面!具有

检测种类多'快速'精准等特点!且近年对于监测病原学及耐药性方面有特殊优势!并逐步应用于临床( 该文

就高通量测序对脓毒症病原学诊断及病原菌耐药性预测的应用价值进行综述(
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##脓毒症和感染性休克是急危重症医学面临的重

要临床问题!全球每年脓毒症患者超过 ' -&& 万例!

病死率超过 !+a

"'!!#

!机体对感染反应失调所致的

危及生命的器官功能障碍是主要死因( bE=等"(#进

行一项脓毒症多中心调查显示我国 M:c收治患者

的 ' +̂ 为脓毒症患者!且 -& 7病死率达 (+d+a( 而

导致脓毒症的病原菌十分复杂!包括细菌'病毒'真

菌和支原体等( +拯救脓毒症运动&!&'. 国际脓毒

症和感染性休克管理指南,

""#指出对感染性休克患

者应在入院 ' @内开始有效静脉注射抗感染药物治

疗!并且早期针对最可能的细菌病原学进行治疗(

常规检查血培养等耗时长"+!.#

!致使诊断及治疗存

在不同程度的延迟( 因此!尽快明确病原学后尽早

针对性抗感染治疗是治疗脓毒症的关键!也是避免

抗生素长时间-广覆盖'大包围.多用'滥用的有效

措施( 脓毒症的病原学诊断是目前临床亟待解决的

难题!随着科学技术的进步!病原学的高通量测序技

术进入了疾病治疗的历史舞台(

:6高通量测序的临床意义

临床常用的病原学检测方法主要为微生物涂片

和培养'血清学方法及病毒核酸检测等!但其存在较

多不足!如培养或检测时间长!约需 '! @ e+ 7 时间

才能出结果!并有污染的可能性和阳性率低等缺点!

且只能识别样本中的小部分微生物"+#

( 而高通量

测序技术可作为一种新兴的诊断工具!在诊断病原

微生物方面!具有快速'精准'阳性率高等特点!且不用

培养!越来越多地应用于临床!有临床实用发展趋势(

第一代\0V测序技术$又称 P9A8=6测序%在 '-)+ 年

由 P9A8=6等开创!并在 '-)) 年完成第一个基因组序

列$噬菌体b')"%!全长 + ()+ 个碱基( 因其读长较

长'准确性高!但其测序成本高'通量低等缺点!使转

录组测序等应用难以普及")!,#

( 高通量测序!通量

高是其技术最大的特征!同时测定几百万甚至上亿

条\0V或者20V序列!大大加快了宏基因组测序

的速度!从而可以极大地降低单个碱基测序的成本!

又称下一代测序$A=LBI8=A=69BE5A G=ZJ=AFEA8!0UP%或

深度测序或宏基因组测序( 二代测序比一代测序大

幅降低了成本!保持了较高准确性!并且大幅降低了

测序时间!将一个人类基因组从 ( 年降为 ' 周以内(

;6高通量测序对脓毒症病原学诊断的应用价值

;<:6对病原学分类检测的应用价值6M:c患者疾

病复杂!脓毒症患者通常感染病原菌数目种类较多!

诊断困难( 降钙素原$/65F9CFEB5AEA!3:1%和 :反应

蛋白$:I6=9FBEK=/65B=EA!:23%等感染指标检测可部

分指导细菌感染与病毒或真菌感染区分!对于指导

预后有帮助"-!'&#

!但无法明确病原学及精确指导抗

感染治疗!多种病原体感染时更是难以区分( 高通

量测序应用以来!已有很多复杂危重病例获得病原

学诊断( 有研究显示!高通量测序技术联合血培养

检测 ', 份标本中可得出 '- 种细菌和 ' 种真菌!其

中高通量测序检测出 ') 株细菌!包括大肠杆菌'鲍

曼不动杆菌'肺炎克雷伯菌'嗜水气单胞菌等!血培

养仅测出 '& 株细菌和 ' 种真菌!未能检测出大肠杆

菌'嗜水气单胞菌"''#

( 除重症患者常见的细菌外!高

通量测序技术可检出部分临床少见细菌( \9E等"'!#

报道了 ' 例进展迅速的脓毒症休克患者!该患者曾

是屠夫并在工作中受伤!之后出现感染!并使用多种

联合抗感染治疗( 经多次血培养未检测到病原菌!

高通量测序仅 ! 7报告出猪链球菌感染( 对肺泡灌

洗液进行高通量检测与传统培养相比!前者除检测出

细菌'真菌外!还可检测病毒'衣原体和支原体等"'(#

(

M:c患者是侵袭性真菌病$EAK9GEK=HJA89C7EG=9G=!Mf\%

的高发人群!且真菌诊断和治疗难度大!对于拟诊

Mf\重症患者!即应进行经验性抗真菌治疗( 应用

高通量测序技术检测免疫功能低下的肺部感染患者!

发现常见真菌为曲霉菌'念珠菌以及肺孢子虫"'(#

(

对于器官移植患者术后感染监测肺孢子虫感染也有

较高的诊断价值"'"#

( 可见!高通量技术对于细菌'

真菌感染监测!尤其是重症患者疑难或罕见病原菌

的有效监测方法( 在病毒的诊断方面!高通量测序

独具优势"'+!'.#

( 重症患者合并病毒感染时是无法

用标本培养得出的!传统的病毒抗体检测无特异性!

且多数需在感染一段时间后才能检测出结果升高(

在 ), 例送检的高通量测序样本中有 '" 个样本中可

测出病毒!并且可同时检测出多种病毒!提示多种病

毒混合感染"''#

( 越南一项研究"'!#对 !&'( e!&'+ 年

间的 . 所医院收治的社区获得性脓毒症的患者进行

检测!-(a患者中发现了属于 !' 个科共 ") 种病毒

*(".*
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种类的相关序列!其中包括已知会引起人类感染的

病毒!还检测到先前未报道的多种病毒有关的序列!

提示对于脓毒症病原学仍有待进一步检测和研究(

;<;6对病原学检测效能的应用价值6在初始血培

养阳性的患者中!进行高通量测序检查可得出高达

-(d)a的准确率$+- .̂(%

"')#

( 同样!对于人工心脏

瓣膜感染的患者!血标本高通量测序阳性!灵敏度达

到 -)d.a$"' "̂"%!且可检测到 ')种病原菌!而血培

养的灵敏度明显较低!仅为 ".d!a!检测的病原菌只有

''种!血培养的特异度稍高于高通量测序$'&&d&a KG

,+d)a%

"',#

( 另外!从时间效率上来说!高通量测序

检测病原体时间明显短于传统培养方法!有较大优

势( 高通量测序最快可提前到第 +( 小时即可检测

出病原菌!而血培养则需 ,+ e-! @

"')#

( 对于重症患

者来说!时间尤为重要!通过高通量测序可提早至少

!" @进行针对性抗感染治疗!其整体治疗效果将明

显提高( 当脓毒症患者在出现脓毒症之前已使用过抗

感染治疗时!血培养阳性率明显降低!仅为 '-d.a!而

高通量测序的诊断效率仍可达 ,"d-a$''! '̂(!%

"')#

(

对于合并癌症'自身免疫性疾病等基础免疫力低下

的患者!出现肺部感染后对肺泡灌洗液病原学进行

高通量测序可达到 ,,d(a的阳性率!而常规的肺泡

灌洗液的病原学监测阳性率不足 (&a

"'(#

( 对肺部

感染患者进行高通量检测肺泡灌洗液标本的真菌阳

性率亦明显高于传统培养$(,d.&a KG,d'-a%( 临

床工作中!如遇到病原学诊断不明或高度怀疑特殊

病原体感染的患者!使用常规检验方法难以有效查

出病原体!则可考虑送检高通量测序检查!及早明确

病原!全面捕获病原体!指导抗菌药物应用!降低细

菌的耐药性!起到了帮助临床医师检测病原体查缺

补漏的作用(

=6高通量测序对病原菌耐药性预测的应用价值

抗菌药物耐药性的出现正日益威胁细菌感染的

成功治疗!已成为公共卫生面临的最紧迫威胁之一(

最新细菌耐药数据检测显示我国M:c来源细菌的耐药

性比较严重!耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$D=B@EFECCEAI

6=GEGB9ABPB9/@SC5F5FFJG9J6=JG!?2PV%可达 "'d!a!

对第三代头孢菌素耐药的大肠埃希菌和肺炎克雷伯

菌分别高达 .!d,a和 ""d)a!而对碳青霉烯类耐药

的大肠埃希菌$(d)a%'肺炎克雷伯菌$!'d-a%'铜

绿假单胞菌$((d'a%及鲍曼不动杆菌$,'d!a%检

出率亦远高于其他非 M:c病区"'-#

( 高通量测序技

术虽无法直接进行抗菌药物敏感性试验!但其在检

测病原微生物耐药方面仍然发挥很大作用!尤其是

在耐药基因检出方面!可解决很多现有的技术无法

处理的问题"!&#

( 细菌耐药性与某些基因突变有关!高

通量测序可通过测定这些基因指导抗感染治疗"!'#

(

有报道胆道感染时使用美罗培南治疗感染性休克患

者失败的案例( 该病例病原学为脆弱拟杆菌!药敏

结果显示对甲硝唑和替加环素以外的所有试验药物

均不敏感( 高通量测序显示该菌株含FHEV"'=D6U和

=D6f耐药基因!另聚合酶链式反应$/7SD=69G=F@9EA

6=9FBE5A!3:2%结果发现 FEHV" 基因上游存在插入序

列元素!从而导致脆弱拟杆菌对碳青霉烯类药物敏

感度下降"!!#

( <589=6BG等"!(#研究发现!含FHEV基因

的脆弱拟杆菌株对美罗培南和亚胺培南的最小抑菌

浓度可大于 (!

!

8̂DC( 高通量测序可检测D=FV基

因!提示 ?2PV感染!通过检测也提示该 ?2PV菌

株对所有
"

I内酰胺类抗生素都有抗药性"'-#

( 另外!

对于缓慢生长的病原菌!如结核菌!耐药基因的检测

比常规快得多"!"#

!从而有助于对患者做出及时准确

的抗感染决策( 高通量测序亦发现同一抗病毒治疗

过程中逐渐出现耐药基因( 研究显示免疫受损的患

者在甲型$W

'

0

'

%病毒中抗病毒耐药性突变的选择!

显示长期接受治疗的患者中病毒群体更为复杂"!+#

(

该患者从症状发作开始接受了两个疗程的奥司他韦

治疗!随后为扎那米韦( 通过高通量测序对呼吸道

样本进行调查和低频变异检测分析!在第一次用奥

司他韦治疗结束后 '+ 7 样本检测到奥司他韦耐药

性!W!)+X的突变频率为 .&d(a( 第 '"- 天!当患

者即将完成扎那米韦疗程时!检测到以下耐药性突

变的混合物 W!)+X$.+d'a%'4''-U$,-d.a%!并

伴有其他突变( 在第 '+' 天!检测到肺泡灌洗液中

抗病毒耐药性突变的频率更高( 结果提示长期流感

病毒感染的抗病毒治疗可导致多药耐药!可见耐药

基因并非持续不变( 这也说明利用高通量测序可以

及时监测临床药物靶点的突变率以确定何种抗感染

方案有效!及时做出调整!尤其适用于 M:c抗感染

效果不佳的情况!且是控制抗耐药性病原菌发生和

传播的有效措施(

>6高通量测序对指导脓毒症临床治疗的应用价值

基于高通量测序对于病原体的发现!给临床抗

感染提供新的方向( 脓毒症常见细菌'真菌感染!病

毒感染多见于社区获得性肺炎等( 但 VA@ 等"!.#研

究显示通过高通量测序发现 -(a的脓毒症患者合

并病毒感染( 所以临床治疗在控制社区获得性脓毒

症常见细菌感染时!需警惕病毒对该类患者造成的

感染( 临床抗感染决策也会因此受到高通量基因检

*"".*
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测结果的较大影响"!)!!,#

( 高通量测序的精准'快速

给脓毒症患者争取到了宝贵时间!可改善脓毒症预

后( 曹燕等"!-#对 -! 例脓毒症患者进行比较研究!

观察组在常规血液培养的基础上联合高通量测序检

测病原体!对照组常规血液培养检测( 通过分析发

现观察组存活率$-'d+a%高于对照组$.)d&a%!且

M:c住院时间"$'&d+ g!d'%7 KG$',d' g'd&%7#明

显缩短( 这可能与高通量测序能快速准确地确定脓

毒症感染病原体!指导临床实施早期精准的抗感染

治疗有关!从而能在较短的时间内有效控制患者的

感染( 脓毒症菌群耐药的变化亦是其治疗效果的决

定因素( 通过测定在不同用药方案下药物靶点的突

变率!可以确定何种用药方案效果更佳以及有低诱

变耐药率!对指导临床治疗有重要意义"(&#

( 脓毒症

患者致病菌复杂多样'病情严重!需要抗感染疗程较

久会导致肠道微生物群生态破坏'抗生素相关性腹

泻'新发性肠源性感染和其他后果!导致住院期间的

后期临床治疗效果不佳"('#

( 肠道菌群对危重患者

病死率的影响已成为一个新的问题( 近期研究基于

高通量测序可检测出肠道病原菌谱!且显示肠道菌

群多样性下降的脓毒症患者的病死率高达 "'a!是

肠道菌群多样正常者的 ! 倍"(!#

!前者菌群谱以变形

杆菌为主( 肠道菌群多样性可能是脓毒症预后保护

因素!但是对进行抗生素'益生菌等混杂因素调整之

后的两者的病死率差异不大!可能不同的感染状态

和抗生素使用等肠道菌群的破坏的影响可能不同(

随着高通量测序技术普及!今后临床对脓毒症预后

的可能的肠道病原菌因素将进入深层次研究!亦为

脓毒症患者的治疗提供新的方向(

?6展望

运用高通量测序技术监测脓毒症病原微生物将

有较大的临床应用空间!除了确定病原学种类以指

导对脓毒症患者的抗感染治疗外!还可以用于监测

抗生素耐药性细菌和监视抗生素耐药性基因的传

播!同时能更加深入地理解抗菌药物的作用机制!利

于寻找新的药物作用靶点!开发新型抗生素( 高通

量测序技术不断发展的同时也建立了相应的基因数

据库!其中也包含有耐药基因数据库!比如著名的

:V2\$:5D/6=@=AGEK=VABEYE5BEF2=G=96F@ \9B9Y9G=%

数据库"((#

!主要研究抗生素耐药性的遗传学和基因

组学和快速鉴定的抗生素耐药基因( 但高通量测序

技术也面临着诸多挑战&$'%可监测出病原菌种类

较多!难以有效分辨致病菌和背景菌!需结合临床进

一步分析( 通过努力!最近有学者开发出脓毒症定

量指标评分!可较好用于区分脓毒症患者血标本里

的致病菌和污染菌"("#

( $!%因胞内感染!如结核菌

感染!或者病原菌等具有较厚细胞壁!如隐球菌"(+#

!

其核酸较少释放至血液等标本可能导致临床检测率

和敏感性较低( 但对于活动性结核感染时血标本高

通量测序可达到 -&a阳性率!而侵入性操作取得的

深部标本中阳性率仅为 +&a

"(.#

!因此高通量测序对

于结核杆菌感染的诊断仍有优势( $(%因人体 20V

丰度比病原体的 20V更高且更复杂!且 20V不易

保存!因此对于 20V病原体的检测存在较大困难(

$"%尽管高通量测序可检测耐药基因!但细菌的耐

药基因型与表型未必一致!而且因宿主血液循环中

循环 \0V半衰期较短!病原学的核酸量很少!目前

高通量测序对于细菌耐药性监测尚无法有效覆盖耐

药基因( $+%送检标本的规范化采集'技术的标准

化'检测报告的专业性解读'如何指导临床治疗等问

题也需要进行规范化( $.%高通量测序技术价格昂

贵!目前难以普及( 但随着技术研究的发展!高通量

测序技术准确度'覆盖度也会得到极大提高'送检流

程及结果判读等得到进一步优化!将会提供全面深

入的病原学结果!成本也会大幅降低!在未来将是脓

毒症病原学早期诊断的可靠工具!也将促进重症医

学科的精准医学发展(
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