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二代测序在假体周围感染诊断应用的进展△
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摘要：假体周围感染是关节置换术后的一种严重并发症，需要大量的医疗资源，给患者和社会带来了巨大的经济负担。近

年来，随着新型分子诊断技术的不断发展，假体周围感染的诊断和治疗取得了重大进展。与传统培养相比，二代测序可以快

速、准确、全面地诊断致病微生物，提高假体周围感染中致病微生物的检出率，从而实现早期诊断和治疗假体周围感染。本文

综述了二代测序的原理、方法和其在假体周围感染中识别致病微生物的特点、优势和局限性。
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Progress of second generation sequencing in the diagnosis of periprosthetic joint infection // LIU Yong-fei1,2, ZHANG Jie1,2, CAO
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Abstract: Periprosthetic joint infection (PJI) is a serious complication after joint replacement, which requires a lot of medical resources
and brings a huge economic burden to patients and society. In recent years, with the continuous development of novel molecular diagnostic
techniques, the diagnosis and treatment of PJI have made great progress. Compared with traditional culture, the next-generation sequencing
can diagnose pathogenic microorganisms quickly, accurately and comprehensively, and improve the detection rate of pathogenic microorgan⁃
isms in PJI, so as to achieve early diagnosis and treatment of PJI. This paper reviews the principle and method of next-generation sequencing
and its characteristics, advantages and limitations in identifying pathogenic microorganisms in PJI.
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关节置换手术被认为是修复关节损伤、减轻疼

痛、增强关节功能和改善生活质量的最佳选择［1］。由

于人口老龄化，关节置换手术的数量持续增加，假体

的使用已经较为普遍，然而假体的使用可能会引起假

体周围感染（prosthetic joint infections, PJI）。虽然 PJI
发生的概率低，但由于其致残率高、住院时间长、以

及需要额外手术或抗菌治疗，使其成为了关节置换手

术中破坏性最强的并发症［2］。同时，由于 PJI 的主要

发病机制是微生物在假体表面附着形成生物膜，使得

PJI 难以诊断和治疗［3］。在一项涉及 1 651 例患者的

2 067 例髋关节或膝关节 PJI 的研究中，最常见的微

生物群是表皮葡萄球菌等凝固酶阴性葡萄球菌，其次

是金黄色葡萄球菌、链球菌、肠球菌、皮肤杆菌和肠

杆菌［4］。尽管使用了成熟的诊断方法，但一部分 PJI

培养阴性或被误判为无菌性松动。随着分子技术的发

展，酶联免疫吸附分析、实时荧光定量聚合酶链式反

应 （polymerase chain reaction, PCR）、微阵列分析和

基质辅助激光解吸-飞行时间质谱分析技术等多种分

子技术用于检测感染病原体，这些分子技术改进了传

统的培养方法，缩短了病原体鉴定的时间，优化了抗

生素治疗，改善了患者的预后［5］。然而，这些分子方

法只能检测特定的病原体，在大样本的应用中受到了

限制。与这些分子技术相比，二代测序（next-gener⁃
ation sequencing, NGS）是一种更全面的分子技术，对

样本中的遗传物质进行测序，通过与基因数据库对

比，从而鉴定出感染病原体。近年来，随着测序成本

的下降，NGS 被越来越多地应用于检测 PJI、脓毒症

等感染性疾病的病原体［6］。
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1 NGS 的原理

NGS 是对从宿主或微生物的样本中提取的基因

片段进行测序的一种方法，具有数据量大、成本低、

时间短、人工干预少的优点［7］。NGS 一般分为提取

核酸、构建文库、测序与数据分析三步（图 1）。第

一步，通过不同的实验方法获得样品，提取样本中的

所有核酸并通过机械或酶将其随机打断成适合测序的

小片段。第二步，在提取的基因片段上添加特定的接

头序列，完成文库的制备。当样本通过流通池时与通

道表面的引物互补配对，固定在通道表面，然后通过

PCR 扩增结合的基因片段，形成数百万克隆序列

簇。第三步，测序时在流通池中加入荧光标记的脱氧

核糖核苷酸三磷酸和酶，使用显微镜的激光扫描特征

荧光信号，获得数百万个序列数据。将获得的序列与

参考基因数据库对比，检出病原微生物，确定存在的

微生物的相对丰度，了解种内和种群异质性等 ［6］。

图 1. NGS 的流程示意图。

Figure 1. Schematic diagram of the NGS process.

2 NGS 的方法

近年来，NGS 成本已大幅下降，特别是新型冠

状病毒大流行之后，许多微生物学部门在其实验室中

对冠状病毒进行测序，这使得 NGS 更容易用于临

床［8］。此外，新的测序分析平台的不断研发，使得新

手也可以相对容易地使用该技术［9］。目前，临床上诊

断 PJI 的方法有 16S 扩增子靶向 NGS 和鸟枪宏基因

组 NGS 两种。

16S rRNA 基因由于普遍存在于所有细菌中，已

成为细菌鉴定最常用的区域，因此，可以对该特定

基因进行测序以鉴定病原体。16S 扩增子靶向 NGS
是通过 PCR 反应扩增 16S 基因后，将扩增的 DNA
汇集在一起，装载到磁珠上进行乳化液 PCR，产生

高浓度的样本，用于进一步的 NGS 测序。在测序平

台上进行测序时，DNA 中每个核苷酸的掺入都会引

起信号变化，通过读取序列数据与数据库进行比

较，从而识别致病微生物［10］。由于 16S 扩增子靶向

NGS 无需构建文库，因此具有时间短、成本低的优

点。

鸟枪宏基因组 NGS 通过提取 DNA 产生混合微生

物基因组，然后将这些基因组随机片段化以产生随机

的 DNA 序列集合，再通过 DNA 序列与生物信息序

列数据库比较，从而识别出微生物［10］。鸟枪宏基因

组 NGS 作为一种无偏倚、快速的分子诊断技术，理

论上可以检测到临床样本中的所有病原体［11］。因

此，鸟枪宏基因组 NGS 不仅可以检测所有引起骨和

关节感染的已知和未知的真菌、细菌、支原体、寄生

虫等病原体，而且可以为鉴定多种微生物感染和细菌

污染提供多维度定量检测的结果。

3 NGS 在 PJI 中的应用

常规微生物培养是微生物鉴定的标准，但在鉴

定 PJI 时，如果样本数量有限或患者在样本采集前

进行了抗生素治疗，就会存在培养敏感性低的问

题［12］。即使传统培养为阴性，也不能排除 PJI 的可

能。研究表明，培养阴性的 PJI 由于未能成功鉴定

出致病微生物，导致治疗成功率低于 70%，使患者
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面临并发症的风险［12］。许多研究表明，NGS 在检测

PJI 致病微生物方面优于常规诊断方法，对于培养阴

性的 PJI，将常规诊断方法与新技术相结合将成为诊

疗的关键，以早期识别致病微生物并有针对性地使

用抗生素治疗。NGS 在 PJI 中的应用比较见表 1。
3.1 16S 扩增子靶向 NGS 在 PJI 中的应用

Tarabichi 等［13］首次将 NGS 应用在培养阴性的

PJI 诊断中，并成功检测到了犬链球菌，证明 NGS 在

检测 PJI 病原体中的作用。将 16S 扩增子靶向 NGS
用于检测培养阴性的 PJI 病例超声液中的的病原体

时，其检测性能与鸟枪宏基因组 NGS 相似，并且常

规培养无法产生病原体时，16S 扩增子靶向 NGS 将

成为首选的补充方法［6］。研究表明，一些 PJI 的病例

使用传统培养时可能会由于微生物逃脱检测而导致培

养阴性，然而 NGS 可以鉴定出培养阴性的 PJI 中的

部分致病微生物［14］。将 NGS 添加到基于 PCR 扩增的

16S rRNA 基因的 Sanger 测序中，大大提高了检测的

阳性率和敏感性，特别是在接受过抗生素治疗的患者

中效果更好［15］。将 16S 扩增子靶向 NGS 和纳米孔测

序结合，可以更加快速地鉴定病原体，虽然灵敏度低

于培养，但是周转时间快，在检测多种微生物感染方

面优于培养［16］。然而，Kildow 等［17］使用 16S 扩增子

靶向 NGS 检测了 116 例 PJI 样本中的病原体，发现

16S 扩增子靶向 NGS 的敏感性和特异性并不优于培

养。因此，16S 扩增子靶向 NGS 可以作为一种诊断

PJI 病原体的工具，但仍然需要进一步优化，提升其

在 PJI 中的诊断价值。

3.2 鸟枪宏基因组 NGS 在 PJI 中的应用

Wilson 等［18］首次通过鸟枪宏基因组 NGS 在脑脊

液中发现了钩端螺旋体，为临床上诊断罕见病原体提

供了可行性，显著提升了临床微生物学的诊断水平。

在此之后，鸟枪宏基因组 NGS 被越来越多地用于诊

断 PJI。多项研究表明，鸟枪宏基因组 NGS 对 PJI 的
检出率明显优于培养，而且周转时间短，有利于 PJI
的早期诊断和准确治疗。Patel 团队使用鸟枪宏基因

组 NGS 检测了关节翻修患者关节液和假体超声液中

的病原体，发现鸟枪宏基因组 NGS 的敏感性明显高

于培养和大多数现有的分子诊断方法［6］。Hao 等［19］

通过培养和鸟枪宏基因组 NGS 检测滑液和深层组织

标本中的病原体，发现鸟枪宏基因组 NGS 所需的时

间更短，在多重感染或培养阴性的 PJI 中病原体检出

率更高。Fang 等［20］比较了可疑 PJI 患者术前关节液

中鸟枪宏基因组 NGS 的病原体检测结果和术中培养

结果，研究表明，鸟枪宏基因组 NGS 具有更高的敏

感性和特异性，可作为一种提高术前诊断效率的补充

方法。He 等［21］使用假体周围组织、滑液和假体超声

液 3 种类型的标本评估鸟枪宏基因组 NGS 的诊断价

值，研究表明，假体超声液在病原体的检测率、测序

读数和基因组覆盖率方面优于其他标本，并有可能取

代传统的细菌培养。Cai 等［22］在假体周围组织中比

较了微生物的培养结果和鸟枪宏基因组 NGS 的诊断

性能，研究表明，假体周围组织中鸟枪宏基因组

NGS 的敏感性高于微生物培养，鸟枪宏基因组 NGS
可以提高对 PJI 的诊断，并且假体周围组织可作为

传统培养、滑液和超声液评估的替代方法。同时，

Cai 等［23］报道最多的支原体感染病例，并总结和优

化了一种鸟枪宏基因组 NGS 诊断支原体的程序，为

支原体等 PJI 中的罕见病原菌的诊断提供一种新的

策略。因此，将鸟枪宏基因组 NGS 应用于 PJI 患

者，可以更加准确识别病原体，为患者提供更加精准

的治疗。

当假体周围存在生物膜时，传统培养的阳性率很

低，而鸟枪宏基因组 NGS 在术前检测中能明显提高

PJI 中真菌病原体的检出率，提高真菌 PJI 治疗的成

功率［5，11］。Zhang 等［24］探究了鸟枪宏基因组 NGS 在

诊断和治疗骨关节炎真菌性感染中的作用，表明有多

次手术史或长期使用抗生素的患者发生真菌性感染的

风险更高，鸟枪宏基因组 NGS 有助于骨关节炎真菌

性感染的诊断和治疗。部分 PJI 患者可能存在多重感

染，由于细菌间生长抑制或部分细菌需要在特定条件

下培养，只检测到了单一病原体，使用抗生素达不到

满意的疗效。Goswami 等［25］的研究表明，鸟枪宏基

因组 NGS 可识别大约 2/3 培养阴性的 PJI 中致病微生

物，提供比传统培养更全面的微生物谱。其中，大肠

埃希菌、痤疮杆菌、表皮葡萄球菌和金黄色葡萄球菌

是多菌感染中最常见的优势菌，表明鸟枪宏基因组

NGS 可以比传统培养识别更多的病原体，以帮助诊

断感染，避免误诊和漏诊，并进一步指导临床治疗。

此外，Thoendel 等［26］首次通过鸟枪宏基因组 NGS 将

唾液支原体确定为 PJI 的病原体。Street 等［27］的研究

证明鸟枪宏基因组 NGS 还可以通过全基因组测序准

确表征和重建感染链和暴发，并通过查询数据库或参

考序列快速鉴定抗生素耐药性。因此，鸟枪宏基因组

NGS 不仅在监测病原体时具有高敏感性，而且是监

测 PJI 中休眠、耐药和稀有微生物的有力工具。

4 NGS 指导 PJI 中抗生素的靶向使用



1579

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
Vol.32,No.17
Sep.2024

第 32 卷 第 17 期

2 0 2 4 年 9 月

PJI 是全关节置换术后严重的并发症，及时准确

地识别感染病原体，并个体化使用抗生素极其重要。

虽然酶联免疫吸附测定杂交技术、荧光实时检测技术

等分子技术缩短了病原体鉴定时间，优化了抗生素治

疗，并改善了患者的预后。但由于识别的病原体有

限、应用范围小等缺点在临床上未能广泛使用［5］。

NGS 由于不受病原体活力、抗生素和病原体生长条

件的限制，以及近年来测序成本的大幅下降，因此被

广泛应用于检测 PJI 中的多种病原体并指导抗生素的

使用。Pham 等［34］的研究证明 NGS 可以在 30 h 内获

得和分析病原体的基因组序列，更好地识别病原体，

区分复发和二次感染，精确分析患者样本的基因相关

性，为患者选择最佳的治疗方案。Tarabichi 等［14］使

用 NGS 在培养阴性的 PJI 中鉴定出了病原体，并且

证明靶向使用抗生素的效果更好。Zhang 等［35］的研

究证明鸟枪宏基因组 NGS 可以有效识别培养阴性的

PJI 病例中的病原微生物，特别是对于样本采集前已

接受抗生素治疗或微生物难以培养的病例，NGS 有

助于指导临床上抗生素的使用。Wang 等［30］使用鸟

枪宏基因组 NGS 评估了靶向抗生素治疗培养阴性 PJI
与经验性抗生素治疗的有效性，根据鸟枪宏基因组

NGS 结果，靶向使用抗生素时感染控制率更高，抗

生素相关并发症更低，治疗时间更短。虽然还需要

进一步的研究来探索 PJI 抗生素的使用，但 NGS 鉴

别微生物方面具有优势，可以推动抗生素的靶向使

用，降低抗生素耐药率。

5 NGS 的优势

PJI 患者大多在入院前接受广谱抗生素治疗，减

少了细菌数量，或分泌物本身含有抗生素，影响了培

养过程中细菌的繁殖和生长。NGS 的第一个优点是无

偏倚采样，不仅可以识别已知的病原体，还可以发现

新的微生物。NGS 可以检测到培养阴性的蜡样芽孢杆

菌、大芬戈尔德菌、野油菜黄单胞菌、棒状杆菌、发

育不良链球菌和黄曲霉，表明 NGS 在检测上述细菌方

面比细菌培养更敏感［36］。其次，NGS 作为一种快速的

分子诊断技术，具有敏感性高、假阳性低、特异性

高、周转时间短的优点。Zhang 等的［37］研究表明，大

多数感染患者可以直接通过血液样本 NGS 识别病原

体，而且由于其高特异性，血液样本 NGS 不仅可以检

测感染性细菌，而且可以区分感染性和非感染性细

菌。Echeverria 等［38］通过 NGS 识别了 53 例 PJI 患者

假体周围的病原体，表明外周血中可以检测到 PJI 的
病原体，NGS 可以作为一种新方法监测治疗期间的感

染清除率。Yin 等［29］比较了 NGS、细菌培养和血清生

物标志物在检测 PJI 中的诊断价值，研究表明，NGS
比细菌培养方法具有更高的准确性和灵敏度 。因此，

NGS 作为一种新的诊断方法，在 PJI 的诊断中具有很

多优势，将成为 PJI 诊断的新工具。

16S 扩增子靶向 NGS 相对于鸟枪宏基因组 NGS
的优势在于它排除了包括人类基因等一系列干扰因

素，利用靶向技术将检测重点放在预定靶点上，这使

得 16S 扩增子靶向 NGS 在成本和周转时间方面优于鸟

枪宏基因组 NGS。然而，耐药基因检测是鸟枪宏基因

组 NGS 的优势之一，它能够提供 PJI 的抗生素耐药性

信息，指导更加合理地使用抗生素。当鸟枪宏基因组

NGS 结果与培养结果不一致时，应根据临床病史判断

病原菌，进而选择合适的抗生素治疗方案［39］。

6 NGS 的局限性

表 1. NGS 在 PJI 中的应用比较

NGS 的方法

16S 扩增子靶向 NGS
16S 扩增子靶向 NGS
16S 扩增子靶向 NGS
鸟枪宏基因组 NGS
鸟枪宏基因组 NGS
鸟枪宏基因组 NGS
鸟枪宏基因组 NGS
鸟枪宏基因组 NGS
鸟枪宏基因组 NGS
鸟枪宏基因组 NGS
鸟枪宏基因组 NGS

样本数量

116
47
28
44
15
97

107
25
49
97

213

样本类型

组织拭子或关节滑液

超声液

假体周围组织

假体周围组织

关节滑液

超声液

关节滑液

关节滑液

关节滑液

超声液

超声液

灵敏度（%）

60.9
85

89.3
95.5
93.3
94
84
92

95.9
88

74.2

特异度（%）

89.9
98
73

90.9
90
95

100
91.7
95.2
88
93

参考文献

［17］
［28］
［14］
［22］
［29］
［30］
［31］
［20］
［32］
［27］
［33］

Table 1. Comparison of NGS application in PJI
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NGS 在 PJI 的诊断中有巨大优势，但也存在局限

性，主要的局限在于污染而导致可能出现假阳

性［40］。当出现假阳性结果时，需要专业的实验室人

员对结果进行合理的解释。当鸟枪宏基因组 NGS 在

加工的某些阶段受到细菌污染时，由于许多污染的微

生物也是 PJI 相关的潜在病原体，会导致结果很难解

释。鸟枪宏基因组 NGS 因对样本中人类和感染微生

物的所有 DNA 进行测序，存在成本相对较高、数据

分析复杂等问题［6］，当大规模使用时，样本中的大多

数核酸来自宿主，这使得检测病原体变得困难［41］。

此外，人类来源的基因导致病原体基因组的读取率相

对较低，这使得鸟枪宏基因组 NGS 难以检测耐药基

因来指导敏感抗生素的使用 ［42］。16S 扩增子靶向

NGS 虽然可用于检测大多数细菌，但它不能识别真

菌或多种微生物感染，也不能定量区分污染细菌［5］。

综上所述，NGS 作为一种新型的分子诊断技

术，可用于检测 PJI 中的病原体，特别是用于检测

培养阴性的 PJI 中的病原体，提供耐药信息，靶向

使用抗生素，实现早期诊断和早期治疗 PJI 的目

的。此外，随着分子技术的不断发展，未来将有更

直接的方法应用于临床实践，以快速、经济的方式

诊断 PJI。
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