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［摘要］　目的　探讨宏基因组高通量测序技术（ｍＮＧＳ）在感染性疾病病原诊断中的临床应用。
方法　通过具体分析ｍＮＧＳ在４个临床典型病例中的应用，探讨 ｍＮＧＳ的临床应用适应证及如何
正确地判读结果。结果　病例１病情危重，进展迅速，考虑感染可能，但病原不明，通过 ｍＮＧＳ方
法迅速锁定目标病原为钩端螺旋体。病例２为结核杆菌感染，病原培养需要时间较长，且阳性率
低，常规方法联合ｍＮＧＳ可明显提高诊断率。病例３显示ｍＮＧＳ敏感度高，可检测到微量的基因产
物，但也不排除检测过程中的痕量污染。所以在临床诊治过程中，应联合常规检测方法，结合流行

病学史、临床表现及治疗反应综合判断，甄别假阳性可能。病例４显示 ｍＮＧＳ因其高度敏感，对几
乎所有病原微生物可无差别检测，所以其阴性结果对于排除感染亦具有较高的阴性预测值。结论

　ｍＮＧＳ在感染性疾病的病原学诊断方面具有独特的优势，是传统病原学检测方法的有益补充。
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　　感染性疾病是具有明确病原体的一类疾病，病原
体主要包括细菌、真菌、病毒、寄生虫等４大类。临床工
作中尽快明确病原是诊治感染性疾病的关键。但是传

统病原学检测方法（包括涂片镜检、培养、抗原抗体的

检查等）阳性率较低，导致病原学诊断十分困难。宏

基因组高通量测序技术（ｍＮＧＳ）通过对临床样本ＤＮＡ
或ＲＮＡ进行鸟枪法测序，可无偏倚检测多种病原微生
物是目前病原学诊断的新技术，发展迅速，在肺部感

染、中枢神系统感染、血流感染、胸腹腔感染［１５］等感染

性疾病中，对病原学诊断特别是结核分枝杆菌、布氏杆

菌、杜氏利士曼原虫等少见病原体的诊断发挥了重要

的作用［６９］。但由于此项新技术尚未完全成熟，在应用

过程中，我们也发现了一些问题，如序列数较低，难于

判断污染、定值亦或是真正致病的病原微生物；另外有

些结果与传统培养结果不一致，导致临床医生决策两

难。所以，在临床应用过程中，如何正确解读ｍＮＧＳ的
检测结果，也是一项巨大的挑战。本文通过分析典型

病例的诊疗过程，旨在探讨如何将 ｍＮＧＳ更好地运用

于临床，为临床医生提供更确切的诊断线索。

临床资料

病例１，男，１９岁，大一新生，因“发热伴全身皮肤
黄染４天”于２０２０年９月１９日入院。４天前患者无
明显诱因出现发热，最高体温达３８．２℃，无畏寒及寒
战，同时发现全身皮肤黄染。我院门诊实验室检查：血

常规：ＷＢＣ计数１１．６１×１０９／Ｌ（３．５０～９．５０×１０９／Ｌ，括
号内为正常参考值，以下相同），ＰＬＴ计数 ４８×１０９／Ｌ
（１２５～３５０×１０９／Ｌ）；肝功能：总胆红素７１５．８μｍｏｌ／Ｌ
（３．４～１７．１μｍｏｌ／Ｌ），直接胆红素６２７．９μｍｏｌ／Ｌ（０～
３．４μｍｏｌ／Ｌ），ＡＬＴ１０１Ｕ／Ｌ（７～４０Ｕ／Ｌ），ＡＳＴ９２Ｕ／Ｌ
（１３～３５Ｕ／Ｌ）；肾功能：尿素 ３６．６２ｍｍｏｌ／Ｌ（３．１０～
８．８０ｍｍｏｌ／Ｌ），肌酐５５７μｍｏｌ／Ｌ（４１～８１μｍｏｌ／Ｌ）；降钙
素原６．４７ｎｇ／ｍｌ（０～０．５０ｎｇ／ｍｌ）；凝血功能：凝血酶
原时间１４．２秒（９．８～１２．１秒），凝血酶原活动度８１％
（８４％～１２８％）。胸、腹部ＣＴ未见明显异常。为进一
步诊治，以“黄疸待查”收住院。患者居住于陕西省汉

中市，１周前来西安上大学，入学后在校军训，无外出
旅游及就餐史，既往体健，个人史及家族史无特殊。入

院体格检查皮肤巩膜重度黄染，余无阳性体征。入院

后查肝炎病毒系列（甲、乙、丙、戊肝）均为阴性，ＥＢ病
毒（ＥＢＶ）及巨细胞病毒（ＣＭＶ）均为阴性。磁共振胰
胆管成像（ＭＲＣＰ）检查未发现胆道梗阻因素。溶血指
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标无异常。患者有发热，ＷＢＣ计数及降钙素原明显升
高，影像学未发现明确感染灶，考虑严重血流感染导致

脓毒症可能。但入院后行连续血培养结果均为阴性。

为进一步明确病原，采外周血行ｍＮＧＳ检查，检测到钩
端螺旋体特异序列，为进一步验证，行血清钩端螺旋体

抗体检测结果为阳性，确诊为钩端螺旋体感染导致的

急性肝肾功能损害。经进一步追问病史，患者入学前

整理旧书时有鼠类排泄物接触史，推测为可能的感染

途径。入院后经两次血浆置换及保肝退黄等对症治

疗，并给予头孢曲松钠抗感染治疗后，患者体温恢复正

常，肝功能及肾功能恢复正常后出院。

病例２，男，３１岁，职员，因“发热伴咳嗽１周”于
２０２１年２月１８日入院。患者１周前劳累后出现发热，
体温波动于３７．５～３９．８℃之间，伴咳嗽，咳少量白痰。
当地医院查血常规提示 ＷＢＣ计数及中性粒细胞百分
比升高，降钙素原轻度升高，胸部 ＣＴ检查结果示胸膜
肥厚粘连，胸腔积液、双下肺炎症。予以抗细菌、抗病毒

等治疗后，体温仍反复波动。后转来我院，门诊以“肺

部感染？”收住院。患者个人史无特殊，述其妻子２年
前曾患输卵管结核，治疗３个月痊愈。入院体格检查：
Ｔ３８℃，双下肺呼吸音粗，余无阳性体征。入院复查胸
部ＣＴ提示右下肺新发斑片状影、两下肺纤维条索影。
血常规：ＷＢＣ计数 １０．７７×１０９／Ｌ，中性粒细胞百分比
７７．８％（４０．０％～７５．０％）。降钙素原正常。考虑为肺
部感染，为明确病原，行痰细菌、真菌及结核菌涂片、培

养检查，呼吸道病毒系列等病原学检测结果均为阴性。

序贯应用“更昔洛韦”抗病毒、“莫西沙星、哌拉西林钠

他唑巴坦钠”抗细菌治疗后，患者发热、咳嗽等症状无

明显缓解。因结核菌素（ＰＰＤ）试验阳性，且既往有结
核患者密切接触史，考虑结核杆菌感染可能性大。进

一步行支气管镜检查，采集肺泡灌洗液行ｍＮＧＳ检测，
结果提示结核分枝杆菌复合群，特异序列数为９。诊
断为肺结核。常规抗结核治疗后，患者体温逐渐降至

正常，咳嗽症状缓解，经规律、足疗程治疗后，肺部炎症

渗出消失。

病例３，男，４８岁，货车司机，因“发热１月余”于
２０２０年６月４日入院。患者１个月前无明显诱因出
现发热，体温最高达３７．８℃，轻度头痛，未重视，３周
前体温升高至３９℃，于当地医院查血常规提示 ＷＢＣ
计数 １７．７８×１０９／Ｌ，中性粒细胞百分比９２．２％，血培
养４次结果均为阴性。当地医院拟诊“菌血症”，给予
“莫西沙星、头孢哌酮钠舒巴坦钠”静脉滴注等治疗

１周后体温恢复正常，３天后出院。１周前再次出现发
热，体温最高达３８℃，当地医院再次给予莫西沙星治
疗体温无下降。３天前患者夜间突发寒战高热，体温

达４２℃，于我院就诊，门诊以“发热待查：中枢神经系
统感染？”收入院。个人及家族史无特殊，开车运输路

线固定，否认特殊病畜等接触史。入院后进一步行血

培养、骨髓培养等病原学检查，结果均为阴性，胸部影

像学及普通超声心动图检查无异常。因患者头痛，行

脑脊液检查，结果提示压力正常，脑脊液常规生化无异

常，脑脊液涂片及培养结果均为阴性，但脑脊液 ｍＮＧＳ
提示贝氏柯克斯体（Ｑ热的病原体）阳性，１个特异序
列。进一步检测特异抗体结果为阴性，给予多西环素

治疗无效。后进一步经食道超声心动图检查发现主动

脉瓣左冠瓣约１ｃｍ大小赘生物，诊断为感染性心内膜
炎，给予万古霉素抗感染治疗后，体温明显下降，后转

至心外科手术治疗。

病例４，女，２４岁，研究生在读，因“发热２周、全身
皮疹１２天”于２０２１年６月８日入院。患者２周前无
明显诱因出现发热，体温最高达３９．２℃，伴畏寒、肌肉
酸痛、咽痛、双膝关节疼痛，１２天前出现面部、四肢、腹
部及背部散在红色皮疹，突出于皮面，无瘙痒及脱屑，

于当地医院查铁蛋白＞２０００ｎｇ／ｍｌ（１３～１５０ｎｇ／ｍｌ），
肝功能异常。给予抗感染及对症治疗后效果不佳。为

求进一步诊治遂来我院，门诊以“发热、皮疹待查”收

入院。既往史、个人史、流行病学史无特殊。入院体格

检查：Ｔ３８．８℃。右上臂可见散在红色丘疹，突出于
皮肤表面，压之褪色。咽后壁红肿。余无阳性体征。

入院后血常规检查：ＷＢＣ计数 １５．７３×１０９／Ｌ，中性粒
细胞百分比９４．５％，ＰＬＴ计数５４１×１０９／Ｌ，Ｃ反应蛋白
６４．１ｍｇ／Ｌ（０～１０．０ｍｇ／Ｌ），铁蛋白１４５７ｎｇ／ｍｌ（１３～
１５０ｎｇ／ｍｌ）；肝功能：ＡＬＴ１００Ｕ／Ｌ，白蛋白 ３２．３ｇ／Ｌ
（４０．０～５５．０ｇ／Ｌ）。胸、腹部ＣＴ检查结果提示双侧胸
腔少量积液，盆腔积液，脾脏增大。正电子发射计算机

断层显像（ＰＥＴ）ＣＴ检查结果示全身多发稍大淋巴
结，葡萄糖代谢不同程度增高，骨髓葡萄糖代谢弥漫增

高，脾脏增大并葡萄糖代谢增高，考虑血液系统异常增

殖性病变，建议行骨髓活检；双侧少量胸腔积液。骨髓

涂片及活检结果均无异常。行常规病原学检查结果均

为阴性，血液ｍＮＧＳ结果阴性。肿瘤标志物及风湿免
疫性疾病相关检查结果均为阴性。成人 Ｓｔｉｌｌ病属于
排除性诊断，临床上需排除感染性疾病、风湿免疫性疾

病及肿瘤性疾病。经全面检查排除上述３类疾病，依
据敏感性及特异性均较高的日本标准［１０］，主要标准符

合：（１）发热时体温大于３９℃并持续１周以上；（２）有
关节痛持续２周以上；（３）有典型的皮疹；（４）ＷＢＣ计
数＞１０×１０９／Ｌ；次要标准符合（１）咽痛；（２）淋巴结肿
大；（３）脾脏肿大；（４）肝功能异常；（５）类风湿因子和抗
核抗体阴性。本例患者符合包括４条主要标准的９条
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标准，明确诊断为成人 Ｓｔｉｌｌ病。给予糖皮质激素治疗
后，发热及皮疹消退，肝功能恢复正常。

讨　　论

世界首例应用 ｍＮＧＳ方法诊断了一例１４岁男孩
患的神秘脑炎，病原是钩端螺旋体，发表于２０１４年的
新英格兰医学杂志，引起医疗界轰动［１１］。后 ｍＮＧＳ逐
渐应用于感染性疾病的各个领域，显示其在发现新发

病原体及罕见特殊病原体诊断方面的独特优势［１２］。

且ｍＮＧＳ不依赖于培养，报告时间较培养方法明显缩
短，为临床决策争取了时间。为促进该技术的规范和

发展，中华医学会组织检验及临床专家制定了２０２１版
《宏基因组高通量测序技术应用于感染性疾病病原检

测中国专家共识》（后简称２０２１版《共识》）［１３］。
病例１以发热黄疸为主要表现，按照黄疸待查的

诊疗思路，排除了梗阻性黄疸及溶血性黄疸，考虑肝细

胞性黄疸。患者为青年男性，急性发热起病，既往无慢

性肝肾病史，近期无酒精及药物应用史，迅速出现肝肾

功能的严重损害，且 ＷＢＣ计数及降钙素原水平明显
升高，临床考虑严重血流感染引起脓毒症的可能性大，

但常规病原学检测结果均为阴性，通过血液 ｍＮＧＳ检
测发现钩端螺旋体阳性，进一步通过抗体检测阳性验

证，同时追问到接触鼠类排泄物的流行病学史，进而经

过目标病原治疗后，病情迅速好转，证实诊断明确。

２０２１版《共识》临床适应证中共识３建议各种原因导
致患者急危重症表现，不除外感染所致，建议常规检测

的同时，或在常规检测基础上，开展 ｍＮＧＳ。共识６建
议高度疑似感染性疾病，但病原学诊断未明确且常规

抗感染治疗无效，建议同时进行 ｍＮＧＳ检测。此患者
病情危重，考虑感染可能，通过ｍＮＧＳ迅速锁定目标病
原，并通过其他方法确诊验证，结合流行病学史、临床

表现及治疗效果综合分析、诊断明确。

病例２是一个有结核密切接触史的患者，出现发
热、咳嗽等肺部炎症表现，常规抗感染治疗无效，且

ＰＰＤ阳性，高度怀疑结核感染，但常规结核菌检查结果
为阴性。结核分枝杆菌为胞内寄生菌，且生长缓慢，生

长条件苛刻，培养阳性率很低，ｍＮＧＳ在结核杆菌诊断
方面表现出了特殊的优势。此例患者我们通过 ｍＮＧＳ
检测肺泡灌洗液显示结核杆菌复合群阳性，虽然只有

９个特异性序列，依据２０２１版《共识》共识３０，ｍＮＧＳ
检测报告中，建议结合不同标本类型与检出病原微生

物的种类进行解读，呼吸道标本检出结核分枝杆菌，应

认为是致病微生物。Ｚｈｏｕ等［１４］对１２３例怀疑结核感
染患者同时进行ｍＮＧＳ及常规诊断结核的方法进行检
测，显示联合 ｍＮＧＳ和 Ｘｐｅｒｔ可明显提高结核杆菌及

其他病原体的检出率。

病例３是一个发热待查的患者，发热待查的病因
中仍以感染性疾病最常见，此患者前期抗感染治疗有

效，且无风湿免疫性疾病及肿瘤性疾病的证据，仍考虑

感染性疾病可能性大。我们采用ｍＮＧＳ在该患者脑脊
液中检测到了极其罕见的 Ｑ热的病原体贝氏柯克斯
体，但没有追踪到Ｑ热相关的流行病学史及典型的临
床表现，经有效药物治疗无效，且特异性抗体检测阴

性，应考虑假阳性可能。进一步检查后发现心脏瓣膜

的赘生物，诊断为感染性心内膜炎，经有效抗感染联合

手术治疗，患者痊愈。ｍＮＧＳ十分敏感，可检测到微量
的基因产物，但也不排除检测过程中的痕量污染。所

以在临床诊治过程中，应该联合常规检测方法，结合流

行病学史、临床表现及治疗反应综合判断，甄别假阳性

可能。美国学者Ｇｒａｆｆ等［１５］收集了１３个关于ｍＮＧＳ在
儿童中枢神经系统感染疾病中的临床应用研究进行分

析，结果提示ｍＮＧＳ结果必须依据患者的临床背景进
行详细解读，ｍＮＧＳ的无偏倚性和高敏感性使其可检
测到未被怀疑的病原体，而结合临床表现，这些病原体

并不一定与临床相关。

病例４是一个青年女性，以发热皮疹为主要表现，
临床符合成人Ｓｔｉｌｌ病的诊断标准，但需要排除感染性
疾病、风湿免疫性疾病及肿瘤性疾病。此例患者我们

结合传统检测方法及 ｍＮＧＳ，排除上述疾病。由于常
规病原学检测方法的阳性率较低，即使阴性也不能完

全排除感染，所以临床上往往需要广谱抗生素的足疗

程治疗无效来排除感染，导致抗生素滥用、耐药菌及继

发感染的发生。ｍＮＧＳ由于其高度敏感，对几乎所有
病原微生物可无差别检测，所以其结果阴性对于排除

感染常具有较高的阴性预测值［１３］。Ｇａｎ等［１６］在一项

关于ｍＮＧＳ在ＨＩＶ阴性患者隐球菌性脑膜炎诊断的
临床研究中发现，其阴性预测值达到９８％。

正确的诊断源于科学的思维［１７］。感染性疾病的

病原学诊断采用传统的涂片、培养等方法阳性率较低，

而ｍＮＧＳ等一些新兴技术发展迅速，敏感性明显提高，
但对于检测结果，我们必须依据患者实际情况进行辩

证分析，结合流行病学史、临床资料等综合评估，并通

过有效的治疗进一步验证我们的判断是否正确。

ｍＮＧＳ是传统病原学检测方法的有益补充，我们应该
在临床应用中逐渐完善，并期望能更好地为临床服务。
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（收稿日期：２０２２０３２７）

（本文编辑：余晓曼）

［摘要］　目的　讨论小鼠肾小管上皮细胞（ｍＲＴＥＣ）来源外泌体（ｍＲＴＥＣＥＸＯ）对脓毒症肾脏
损伤炎症反应的影响。方法　制备ｍＲＴＥＣＥＸＯ，使用透射电子显微镜观察其形态，通过共聚焦显微
镜观测其是否被胚胎肾（ＥＫ）细胞摄取。将８４只ＳＰＦ小鼠随机分为对照组［腹腔注射生理盐水（ＮＳ）］、
ＬＰＳ组（腹腔注射ＬＰＳ）、ＬＰＳ＋ｍＲＴＥＣＥＸＯ组（腹腔注射ＬＰＳ同时尾静脉注射ｍＲＴＥＣＥＸＯ），每组
各２８只。ＮＳ注射后或ＬＰＳ干预１２ｈ后，随机处死各组小鼠均１２只，收集新鲜肾脏组织切片后行
ＨＥ及免疫组化染色，观察肾小管、肾小球形态变化及肾小管间质炎性细胞、中性粒细胞的浸润程
度。每组剩余１６只小鼠继续观察至１５０ｈ，记录其存活情况。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｍＲＴＥＣＥＸＯ
中ＣＤ９、ＣＤ６３、Ｃａｌｎｅｘｉｎ及３组小鼠肾脏组织中 ＭＰＯ、ＭＤＡ、ＴＮＦα和 ＩＬ１β的表达水平。结果　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ｍＲＴＥＣＥＸＯ表面标志物ＣＤ９和ＣＤ６３呈高表达，而阴性标志物Ｃａｌｎｅｘｉｎ呈
低表达。共聚焦显微镜观察结果显示，ＥＫ细胞可主动摄取ｍＲＴＥＣＥＸＯ。对照组小鼠生存率均高
于ＬＰＳ组和ＬＰＳ＋ｍＲＴＥＣＥＸＯ组，ＬＰＳ＋ｍＲＴＥＣＥＸＯ组生存率高于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。与对照组
比较，ＬＰＳ组和ＬＰＳ＋ｍＲＴＥＣＥＸＯ组小鼠肾脏组织中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＭＤＡ、ＭＰＯ表达水平均明显升
高；与ＬＰＳ组比较，ＬＰＳ＋ｍＲＴＥＣＥＸＯ组ＴＮＦα、Ｌ１β、ＭＤＡ、ＭＰＯ表达水平均明显降低（Ｐ＜０．０５）。
与对照组比较，ＬＰＳ组及ＬＰＳ＋ｍＲＴＥＣＥＸＯ组小鼠肾脏组织炎性浸润程度明显增加。与ＬＰＳ组比
较，ＬＰＳ＋ｍＲＴＥＣＥＸＯ组小鼠肾脏组织炎性浸润程度明显降低。结论　ｍＲＴＥＣＥＸＯ可抑制中性
粒细胞浸润并减弱脓毒症肾脏损伤炎症反应。
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