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·基础研究·

二硫苏糖醇对假体周围感染细菌检出的影响△

黄金承，高宗炎，郑文迪，强 硕，段润山，刘云可，董永辉，陈 骁，代志鹏，郑 稼，金 毅*

（河南省人民医院，河南郑州 450003）

摘要：［目的］ 探讨二硫苏糖醇 （dithiothreitol, DTT） 是否可提高关节置换术后假体周围感染 （prosthetic joint infection,
PJI）患者病原微生物的检出率。［方法］ 2020 年 3 月 1 日—2021 年 10 月 30 日本科收治的 46 例慢性 PJI 患者纳入此前瞻性研

究。清创术取出病变组织分为 3 份，1 份直接进行细菌培养（直接组），1 份用生理盐水浸泡滑膜 15 min，用浸泡液行细菌培养

（盐水组），另 1 份使用 1 mg/ml 浓度的 DTT 液体浸泡滑膜 15 min 后，用浸泡液行细菌培养（DTT 组）。比较三种培养结果。［结

果］总体检出率由高至低依次为：DTT 组 32/46（69.57%），直接组 20/46（43.38%），盐水组 17/46（36.96%），差异有统计学意

义（P<0.05）；DTT 组病原微生物检出率显著高于直接组（P=0.011）及盐水组（P=0.001），而直接组与盐水组病原微生物检出率

的差异无统计学意义（P=0.529）。46 例的 138 份送检标本共检出 69 株细菌，3 种标本处理各主要菌种检出率的差异均无统计学意

义（P>0.05）。46 例中，术前使用抗生素治疗的 28 例患者检出率 DTT 组为 16/28（57.14%），直接组 10/28（35.71%），盐水组 8/
28（28.57%），差异无统计学意义（P=0.079）。术前未使用抗生素的 18 例检出率为 DTT 组 16/18（88.89%），直接组 10/18
（55.56%），盐水组 9/18（50.00%），差异有统计学意义（P<0.05）。两两比较发现 DTT 组检出率显著高于盐水组（P=0.014），但与

直接组检出率相比差异不具有统计学意义。［结论］使用 DTT 浸泡病变组织可提高 PJI 患者病原微生物的检出阳性率。
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Effect of dithiothreitol on bacteria detection in chronic periprosthetic joint infection // HUANG Jin-cheng, GAO Zong-yan,
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Abstract: [Objective] To investigate whether dithiothreitol (DTT) can improve the detection rate of pathogenic microorganisms in peri⁃
prosthetic joint infection (PJI) secondary to joint replacement. [Methods] A prospective study was conducted on 46 patients who admitted to
our department from March 2020 to October 2021 for chronic PJI. The tissue samples harvested from debridement were divided into 3 parts.
One part was directly cultured for bacteria (direct group), the other part was soaked with normal saline for 15 minutes and then cultured with
soaking solution (saline group) , while the last part was soaked with 1mg/ mL DTT solution for 15 minutes and then cultured with soaking so⁃
lution (DTT group) . The bacterial culture results were compared among the three groups. [Results] The overall bacterial detection rate
ranked up-down was 32/46 (69.57%) in DTT group, 20/46 (43.38%) in direct group and 17/46 (36.96%) in saline group, with a statistically
significant difference among them (P<0.05) . In term of pairwise comparison, the DTT group had significantly higher detection rate than the
direct group (P=0.011) and saline group (P=0.001) , nevertheless there was no significant difference between direct group and saline group
(P=0.529) . A total of 69 bacterial strains were detected in 138 samples from 46 patients without significant differences in the detection rate
of major bacterial species among the three sample treatments (P>0.05) . Among the 46 patients, the detection rate of 28 patients who were
treated with antibiotics before surgery was 16/28 (57.14%) in the DTT group, 10/28 (35.71%) in the direct group and 8/28 (28.57%) in the sa⁃
line group, with no statistical significance (P=0.079) . However, the detection rate of 18 patients who had no antibiotics before operation was
16/18 (88.89%) in the DTT group, 10/18 (55.56%) in the direct group, and 9/18 (50.00%) in the saline group, which was statistically signifi⁃
cant (P<0.05) . Pairwise comparison showed that the detection rate of DTT group was significantly higher than that of saline group (P=
0.014) , but not significantly different between DTT group and direct group. [Conclusion] Soaking pathological tissues with DTT does im⁃
prove the detection rate of pathogenic microorganisms in PJI.
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虽然病原微生物的准确检出已被认为是指导关节

置换术后假体周围感染 （prosthetic joint infection,
PJI）治疗方案选择的重要参考因素，但目前临床中

仍有约 7%~39%的 PJI 病原微生物检测结果为阴

性［1］，使得临床医师无法选择特异性抗生素对 PJI 进
行治疗，影响临床疗效。因此，如何提高 PJI 病原微

生物检出率仍是当前关节外科医师所面临的重大挑

战［2~4］。

传统观念认为引起 PJI 病原微生物检出率低的原

因包括检测前的抗生素治疗史［5］、不合适的培养基及

培养时间［6，7］、罕见微生物（真菌、分枝杆菌等）感

染 ［8］ 等。近年来，细菌生物膜 （bacterial bioflim,
BBF）已被认为是引起慢性、低毒性病原微生物检出

率不佳的主要原因之一［9~11］，大量文献证实采用超声

裂解仪震荡关节组件裂解 BBF 可提高病原微生物检

测结果的阳性率［12~15］。但超声裂解震荡仪国内售价

较高（约 10~15 万元人民币），基层医院开展该业务

仍存困难。因此，是否能找到一种更易推广的提高病

原微生物检测阳性率的方法，是当前国内外学者研究

的重点。

二硫苏糖醇 （dithiothreitol, DTT） 属于巯基化

DNA 还原剂和去保护剂，常被用于蛋白质中二硫键

的还原，已被证实具有裂解 BBF、提高 PJI 病原微生

物检出阳性率的作用［16，17］，但其在 PJI 病原微生物

检测中意义的研究较少，且尚不明确其是否可提高有

抗生素治疗史患者的病原微生物检出的阳性率。本研

究采用前瞻性研究方法比较了本科 2020 年 3 月 1 日

—2021 年 10 月 30 日收治的 46 例 PJI 患者术中留取

的病变组织，使用 3 种不同方式处理后进行病原微生

物培养的阳性率及 28 例留取标本前 2~4 周内存在抗

生素治疗史的 PJI 患者经 3 种不同方式处理后进行病

原微生物培养的阳性率，现报告如下。

1 材料与方法

1.1 PJI 诊断标准

PJI 诊断标准按肌肉与骨骼感染协会（Musculo⁃
skeletal Infection Society, MSIS）指南［18］：（1）存在与

假体相通的窦道；（2） 2 次关节液或组织培养为同一

细菌；（3）下面 6 项中满足 4 项：①ESR 和 CRP 升

高（ESR>30 mm/h，CRP>10 mg/L）；②关节液白细胞

计数升高（>3 000/μl）；③关节液多形核中性粒细胞

百分比升高（>65%）；④关节液为脓液；⑤1 个关节

液或组织标本培养阳性；⑥假体周围组织病理学分析

显示 5 个高倍视野下（×400）中性粒细胞数>5。
1.2 标本来源

本研究标本来自本科 2020 年 3 月 1 日—2021 年

10 月 30 日对 46 例 PJI 患者，行假体取出+骨水泥

Spacer 置入，或一期翻修术，或清创抗生素保留假体

（debridement, antibiotics and implant retention, DAIR）
术中切除的病变组织。其中，28 例在留取标本前 2
周内存在抗生素治疗史，18 例未行抗生素治疗。

1.3 标本处理

所有标本均采自炎性改变最明显的假体周围组

织，在 6 h 内经微生物实验室进行处理。每例患者的

病变组织送检前分为 3 份，处理分别如下：

直接组：不进行额外处理，直接装入血培养瓶送

至微生物实验室进行病原微生物检测。

盐水组：病变组织使用 0.9%的生理盐水浸泡 15
min 后取浸泡液装入血培养瓶送至微生物实验室进行

病原微生物检测。

DTT 组：病变组织使用 1 mg/ml 浓度的 DTT 液体

浸泡 15 min 后取浸泡液装入血培养瓶送至微生物实

验室进行病原微生物检测。

1.4 培养与鉴定

盐水组和 DTT 组：将浸泡液收集在无菌离心管

中，经旋涡混匀、沉淀重悬后，分别接种于麦康凯琼

脂平板、巧克力琼脂平板和血琼脂平板，在 35℃、

5%CO2 环境中培养 5 d。另取血琼脂平板接种，置于

厌氧袋中，35℃环境中培养 5 d。分别取 0.1 ml 液体

接种于 2 个沙保罗培养基，1 个 35℃环境中培养 5
d，1 个 28℃环境中培养 5 d。取余液进行革兰氏染色

和抗酸染色。如果平板/培养基无微生物生长，革兰

氏染色和抗酸染色均无微生物形态，则最终结果记录

为阴性。使用 BD Bruker MALDI-TyperTM 微生物快速

鉴定系统（布鲁克公司）及 BD Phoenix100 全自动细

菌鉴定药敏系统（布鲁克公司）进行细菌菌种鉴定和

抗生素药敏试验。

直接组：将组织剪碎，与 5 颗不锈钢研磨珠一起

放入无菌研磨管中，并加入 1 ml 硫乙醇酸盐肉汤浸

没标本。用组织匀浆机（武汉塞维尔）以（60±5）
kHz 频率匀浆处理 120 s，中间间歇 10 s。参照盐水

组和 DTT 组培养及鉴定方法，将获得的组织匀浆接

种到培养基和平板上并进行结果的判定。微生物鉴定

和抗生素药敏试验方法同前述。

1.5 统计学方法

采用 SPSS 19.0 统计学软件对数据进行分析。计

数资料采用 x2检验或连续校正的卡方检验， P<0.05
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为差异有统计学意义。若差异有统计学意义，两两比

较采用卡方分割，检验水准 α=0.017，P<0.017 为差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 总体检出结果

46 例 PJI 患者 3 种样本处理的总体检出结果见

表 1。总体检出率由高至低依次为：DTT 组 32/46
（69.57%），直接组 20/46 （43.38%），盐水组 17/46
（36.96%）。 三组间差异有统计学意义（P<0.05）。两

两比较，DTT 组病原微生物检出率显著高于直接组

（P=0.011）及盐水组（P<0.001），差异具有统计学意

义，而直接组与盐水组病原微生物检出阳性率的差异

不具有统计学意义（P=0.529）。

表 1 46 例患者标本 3 种处理方法不同病原体检出率［株（%）］的比较

指标

金黄色葡萄球菌 （n=21 株）

表皮葡萄球菌 （n=15 株）

凝固酶阴性葡萄球菌（n=7 株）

粘质沙雷氏菌（n=6 株）

阴沟肠杆菌（n=4 株）

白色念珠菌（n=4 株）

口腔链球菌（n=3 株）

大肠埃希菌 （n=3 株）

屎肠球菌（n=3 株）

中间链球菌（n=2 株）

短小芽孢杆菌（n=1 株）

直接组

7（33.33）
3（20.00）
1（14.29）
2（33.33）
2（50.00）
1（25.00）
1（33.33）
1（33.33）
1（33.33）
1（50.00）
0（00.00）

盐水组

6（28.57）
5（33.33）
1（14.29）
2（33.33）
0（00.00）
1（25.00）
0（00.00）
1（33.33）
1（33.33）
0（00.00）
0（00.00）

DTT 组

8（38.10）
7（46.67）
5（71.43）
2（33.33）
2（50.00）
2（50.00）
2（66.67）
1（33.33）
1（33.33）
1（50.00）

1（100.00）

P 值

0.350
0.361
0.052

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

ns

2.2 3 种处理对各主要菌种检出的比较

本研究 46 例 138 份送检标本共检出 69 株微生

物，结果见表 1。69 株微生物检出率由高至低为：金

黄色葡萄球菌，占 30.43%；表皮葡萄球菌，占

21.74%；凝固酶阴性葡萄球菌，占 10.14%；粘质沙

雷氏菌，占 8.70%；阴沟肠杆菌，占 5.80%；白色念

珠菌，占 5.80%；口腔链球菌，占 4.35%；大肠埃希

菌，占 4.35%；屎肠球菌，占 4.35%；中间链球菌，

占 2.90%；短小芽孢杆菌，占 1.45%。3 种取材方法

对各主要菌种检出的差异均无统计学意义（P>0.05）。
在使用抗生素的 28 例患者中，共检出 34 株病原

微生物，检出量从高至低为：金黄色葡萄球菌 （9
株）、阴沟肠杆菌（4 株）、白色念珠菌（4 株）、表皮

葡萄球菌（3 株）、粘质沙雷氏菌（3 株）、大肠埃希

菌 （3 株）、屎肠球菌（3 株）、中间链球菌（2 株）、

其他凝固酶阴性葡萄球菌（1 株）、口腔链球菌（1
株）、短小芽孢杆菌（1 株）、口腔链球菌（1 株）。未

使用抗生素 18 例患者中，共检出 35 株微生物谱，检

出量从高至低为：金黄色葡萄球菌（12 株）、表皮葡

萄球菌（12 株），其他凝固酶阴性葡萄球菌（6 株）、

粘质沙雷氏菌（3 株）、口腔链球菌（2 株）。

在使用抗生素的 28 例和未使用抗生素的 18 例

中，金黄色葡萄球菌的检出率 （26.47% vs 35.29%，

P=0.329），其他凝固酶阴性葡萄球菌的检出率

（2.94% vs 17.14%，P=0.120），但是，表皮葡萄球菌

检出率为（34.29% vs 8.82%，P=0.018）。相比较于直

接组和盐水组培养的微生物谱，DTT 组可检测出少

见的致病微生物如：白色念珠菌 、口腔链球菌、短

小芽孢杆菌等。

2.3 是否使用抗生素对测量结果影响

使用抗生素治疗的 28 例患者采用 3 种方法病原

微生物检出率由高至低依次为： DTT 组为 16
（57.14%）， 直 接 组 10/28 （35.71%）， 盐 水 组 8
（28.57%），但三组间差异无统计学意义（P=0.079）。

未使用抗生素的 18 例患者采用 3 种方法病原微生物

检出率由高至低依次为：DTT 组 16/18 （88.89%），

直接组 10/18（55.56%），盐水组 9/18（50.00%），三

组间差异有统计学意义 （P<0.05）。两两比较发现

DTT 组检出率显著高于盐水组（P=0.014），但与直接

组检出率差异不具有统计学意义。

使用抗生素的直接组、盐水组的病原微生物检出

率与未使用抗生素的直接组、盐水组的检出率类似

（P>0.05），但未使用抗生素的 DTT 组病原微生物检

出率显著高于使用抗生素的 DTT 组病原微生物检出
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率（P=0.022）。

3 讨 论

为了提高 PJI 患者病原微生物检出率，于取标本

前停止抗病原微生物治疗 2~4 周［5］；使用血培养瓶

留取标本送病原微生物培养［6］；延长培养时间（5~
14 d）［7］；同时行需氧、厌氧、真菌培养等方法一定

程度上提高了病原微生物的检出率［8］。近年来，超声

震 荡 仪 裂 解 BBF ［3， 4］、 宏 基 因 组 学 二 代 测 序

（mNGS）技术被证实可提高 PJI 患者病原微生物检出

率［19~21］。

本研究对 PJI 患者的病变组织进行不同的处理，

发现使用 DTT 先浸泡病变组织 15 min 后再进行病原

微生物检测能获得最高的病原微生物检出率，提示

DTT 可提高 PJI 患者病原微生物的检出率。至于 DTT
是否可提高留取标本前 2~4 周内存在抗生素治疗史

患者的病原微生物检出率，目前尚无相关报道。本研

究比较了 3 种标本处理方法在留取标本前在抗生素治

疗史患者中病原微生物的检出率，虽然结果显示

DTT 组病原微生物检出率高于直接组及盐水组，但

差异不具有统计学意义。作者考虑此结果可能与本研

究样本量较少有关，如果后期进一步扩大样本量，有

可能会获得阳性结果。

本研究也存在一些局限：（1）本研究样本量相对

较小，数据的可靠性尚需大样本数据来证实；（2）由

于大量文献已经证实血培养瓶在提高病原微生物检出

率的重要性，所以本研究所有标本均装入 BD 血培养

瓶后送检，没有与传统的将病变组织或关节液装入

EP 管送检病原微生物检出的阳性率进行比较，无法

明确对于没有血培养瓶机构的医师使用 DTT 处理病

变组织后留取标本装入 EP 管送检是否仍可获得较高

的病原微生物检出阳性率；（3）本研究没有将 DTT
处理后病原微生物检出阳性率与超声裂解仪器处理标

本或使用 mNGS 进行病原微生物检测的阳性率进行

对比，一定程度上消减了可进一步推广使用 DTT 提

高 PJI 病原微生物检测阳性率的理论支撑；（4）虽然

文献报道的延长培养周期至 14 d 可提高病原微生物

检测阳性率［7］，但由于本院病原微生物室在收到标本

后常规检测周期为 5 d，尚不明确进一步延长检测周

期至 14 d 是否会引起本研究中各组病原微生物检出

的阳性率，使得当前研究数据的可靠性尚存在一定的

不确定性。但基于目前临床中多数医疗机构的病原微

生物检测室都难实现 14 d 的检测周期，本研究的数

据更符合当前临床的现状，对当前临床医师使用

DTT 提高病原微生物检测阳性率仍具有一定的指导

意义。

虽然本研究存在以上的局限性，但作者认为与使

用超声裂解仪震荡关节组件后送病原微生物培养及采

用 mNGS 检测病原微生物相比，使用 DTT 处理标本

具有操作更方便（室温浸泡 15 min）、价格低廉（1 g
DTT 不到 300 元人民币且可在 50 例患者中使用；而

超声裂解仪目前市场价格大约 10 万元人民币；做一

次 mNGS 检测大概收费 3 500 元）、可在基层医院开

展的优点，有望成为临床提高 PJI 患者病原微生物检

出阳性率的一种新方式。

此外，考虑到临床中多数因 PJI 就诊的患者入院

前存在抗生素治疗病史，作者比较了 3 种处理方式在

具有抗生素治疗病史 PJI 患者病原微生物的检出率，

虽然数据显示使用 DTT 处理的病原微生物检出率高

于直接组和盐水组，但差异不具有统计学意义。然而

从 DTT 所具有的裂解 BBF 功能来分析，理论上 DTT
浸泡应该能获得更高的病原微生物检出率［22~25］。

作者考虑如果进一步扩大存在抗生素治疗史患者

的样本量，可能会获得阳性结果，进而为使用 DTT
提高存在抗生素治疗史的 PJI 患者病原微生物检出率

提供新参考。然而这些不足及缺点，也为接下来进一

步研究 DTT 在慢性 PJI 病原微生物诊断中的意义指

明了方向。
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