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Molecular-baseddetectiontechnologiesofpathogensforsepsis
Summary　Sepsisisoneofthemaincausesofintensivecareunitadmissionandthepoorprognosisincritical-

lyillpatients.Assepsisprogressesrapidly,antimicrobialtherapyshouldbestartedassoonaspossible.Thepres-
entidentificationofpathogens,whichisimportantforsepsisdiagnosisandguidingantimicrobialtherapy,istime-
consumingandlimitedbypoordetectionperformance,leadingtothemissingpromptandadequateantimicrobial
therapy.Therefore,itisimportanttoacceleratetheidentificationofthecausativespeciesinpatientswithsepsis.
Nowadays,manymolecular-baseddetectiontechniques,characterizedbyfastdetectionandhighsensitivity,have
beenappliedinclinicalpractice,multiplexPCRandmetagenomicsequencing,forexample.Inaddition,somenew
moleculartechniques,suchasdigitalPCR,thirdgenerationsequencingandcell-freeDNAsequencingarealsobe-
ingexploredtomakeupfordeficienciesofthecurrenttechniques,furtheracceleratingtheidentificationofpatho-
gens,aswellasimprovingthedetectionrate,whichmayprovidenewevidencesfortheearlydiagnosis,earlyi-
dentificationofpathogensandprognosticassessmentforpatientswithsepsis.
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　　脓毒症是宿主对感染反应失调从而引起的危

及生命的器官功能障碍[1-2],是引起住院患者死亡

及远期预后不良的一大重要原因。全球每年脓毒

症发病率为189/10万人,病死率为26.7%,而在需

要转入重症监护室治疗的脓毒症患者病死率高达

41.9%[3]。脓毒症病情变化迅速,早期诊断及尽早

干预有助于改善患者预后[4]。病原菌检测可以为

脓毒症的诊断及抗感染方案的制定提供依据,而目

前传统培养学方法检出率低,且较为耗时,可能错

过早期抗感染治疗的最佳时机。因此,加快脓毒症

患者病原菌检测的速度十分重要。病原微生物分

子诊断技术可以为脓毒症的早期诊断、病原菌及耐

药性检测、预后评估提供新的方向。本文就相关的

研究进展进行综述。
1　脓毒症病原菌检测现状

传统培养技术是目前脓毒症病原菌检测的“金
标准”,可以处理大量临床样本[5],但具有以下几个

缺点:①传统培养技术往往需要3~4d的时间才

能获得结果,可能错过早期抗感染治疗的最佳时

机。②传统培养技术由于灵敏度低,容易产生假阴

性结果。脓毒症患者血液中的病原菌载量往往很

低,通常只有1~1×104CFU/mL[6],传统培养技

术仅能检测出18.7%脓毒症患者的病原菌[7]。③
传统培养技术可能产生假阳性结果,由于采样过程

操作不当造成血样本的污染,导致假阳性结果的检

出,从而增加不必要的抗菌药物的使用[6]。因此,
亟需新的检测技术以加快脓毒症病原菌的检出速

度,提高检出率及检测准确率。
2　病原微生物分子检测技术

2.1　核酸扩增技术

聚合酶链式反应(polymerasechainreaction,
PCR)技术通过体外模拟 DNA 的复制过程实现

DNA快速扩增,包括变性、退火、延伸3个步骤,在
引物及DNA聚合酶的作用下,以dNTP为原料通

过温度变化完成目的基因的扩增,再通过凝胶电泳

对扩增子进行检测[8],细菌检测目前常用的扩增序

列为16SrRNA序列扩增子检测[9]。
随着实时荧光定量聚合酶链式反应 (qRT-

PCR)以及多重PCR(multiplexPCR)技术的实现,
PCR技术在病原微生物检测中发挥出更大的价

值,qRT-PCR通过加入荧光基团,利用荧光信号的

变化实时监测扩增反应以及目的基因的相对定量

检测,多重PCR技术则是在一个PCR反应体系中
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加入两对及以上的引物,实现对多个目的基因的扩

增[10]。脓毒症常见的病原菌主要有克雷伯菌属、
大肠杆菌、假单胞菌属、不动杆菌属以及金黄色葡

萄球菌等[11],目前已有多种商业化产品包含针对

脓毒症常见病原菌引物的多重 PCR反应体系,如
IridicaPlexID(Abbott Molecular)、LightCycler-
SeptiFast(RocheMolecularDiagnostics)、SepsiT-
est(Molzyme)可以在6~10h内完成脓毒症全血

的病原菌检测[12-14]。
随着 PCR 技 术 的 革 新,数 字 PCR(digital

PCR,dPCR)可以完成细菌16SrRNA 的绝对定量

检测,灵敏度更高[15-16],数字PCR通过分隔出上千

个微小反应体系,一个反应体系中不存在或仅存在

一个目标序列,扩增后通过荧光信号判断反应体系

中是否存在目标序列,从而实现 DNA 的绝对定量

检测[10],主要技术有微滴式dPCR(dropletdPCR,
ddPCR)和芯片式dPCR(chipdPCR,cdPCR),分别

依赖微滴技术及微流控技术完成反应体系的分隔。
IC3D系统是依赖于微液滴反应系统及荧光探针

进行检测的系统,检测速度更快,灵敏度更高,在
1~4h内就可以完成直接从全血检测病原菌[17]。
2.2　宏基因组测序技术

宏基因组测序技术通过对微生物基因组进行

高通量测序提供完整的微生物群体组成比例。宏

基因组测序技术主要包括样本制备、文库建立、测
序及数据分析这4个步骤,在样本完成 DNA 提取

后,根据不同测序方法进行文库建立及测序,将获

得的测序结果与基因库进行比对,完成测序序列的

分类,再根据微生物测序序列的相对丰度提供微生

物组成比例[18]。
目前的测序方法主要有三代,一代测序是基于

PCR技术的测序方式,通过在 PCR 体系中加入

ddNTP使扩增过程终止,从而完成DNA片段的切

割并利用电泳进行测序;二代测序较一代测序成本

低、通量高,是目前微生物检测最常用的测序技术,
常用的二代测序技术有 GA(genomeanalyzer)平
台测序(Illumina),该方法是基于PCR的边合成边

测序技术,带有不同荧光信号的dNTP参与扩增过

程,通过检测荧光信号对大量 DNA 分子进行并行

测序;第三代测序技术,比如纳米孔测序平台(Min-
ION,OxfordNanoporeTechnologies),较二代测

序而言实现了长读长测序,提高了检测速度,且无

需扩增,该方法是在磷脂双分子层结构中镶嵌纳米

孔通道,在膜两侧电位不同的情况下,会有电流不

断通过纳米孔,通过检测 DNA 在通过纳米孔通道

时引起的电流中断信号进行测序[19-21]。
脓毒症2018拯救指南中建议对于脓毒症患者

应在使用抗生素前获取血培养[22],2021年脓毒症

管理指南中同样强调了对疑似脓毒症患者感染性

原因的检测[23],而测序技术直接用于脓毒症患者

血液样本的难点在于血液样本中人源基因组占比

≥99%[24],无法直接针对微生物基因组进行测序,
除了利用PCR技术对16SrRNA序列扩增外,目前

的微生物血浆游离DNA(microbialcell-freeDNA,
mcfDNA)测序还可以通过离心的方式去除细胞内

人源基因组,获取血浆小分子游离 DNA 后再进行

测序[24],mcfDNA 测序的第一个商业化产品 Kari-
ustest可以在29h内完成脓毒症病原菌检测[25],
三代测序的加入加快了 mcfDNA测序的速度[26]。

对于脓毒症患者而言,适当抗生素治疗的开始

时间每晚1h都会导致病死率增加4%~7%[27],
病原菌快速检测及检出率的提高对脓毒症诊断及

开展抗菌治疗意义重大。分子检测技术在检测速

度及检 出 率 上 相 较 传 统 血 培 养 都 有 了 很 大 提

升[28],检测速度上,PCR技术较宏基因组测序技术

检测速度更快,对于脓毒症常见致病菌的灵敏度更

高,而PCR技术依赖引物进行检测,测序技术则可

以检测PCR技术无法检测出的非常见脓毒症致病

菌[28]。
3　病原微生物分子检测技术在脓毒症诊断与预后

评估中的临床价值

3.1　脓毒症早期诊断

Grumaz等[25]利用二代测序技术对62份脓毒

症及健康人群的血浆cfDNA 进行测序,结果发现

脓毒症患者血浆cfDNA 浓度显著升高,尤其是在

脓毒症早期,高达197.23ng/mL,而健康人群的血

浆cfDNA浓度仅为55.43ng/mL。Kisat等[29]的

研究也同样证实了这一点,该研究对30例疑似脓

毒症患者的血浆 DNA 进行测序并通过算法分类

定量血浆细菌 DNA,结果发现感染患者的细菌

DNA片段是无感染患者的1.6倍,这提示了病原

微生物分子检测技术可以为脓毒症早期诊断提供

依据。此后,Chen等[30]利用随机森林分类器对血

浆病原菌游离 DNA 丰度进行分析,结果发现,利
用该方法对脓毒症进行早期诊断的受试者工作曲

线下面积为0.93,敏感度和特异度分别为0.71及

0.80,作为对比,作者还利用传统logistic回归方法

进行分析,其受试者工作特征曲线下面积为0.77,
提示了算法的加入可能可以使 mcfDNA 测序技术

在脓毒 症 早 期 诊 断 中 发 挥 更 大 的 作 用。利 用

ddPCR对16SrRNA序列定量检测也有助于脓毒

症的诊断,Ziegler等[31]的研究发现脓毒症患者的

16SrRNA序列载量为2.38(lg10copies/mL),较
非脓毒症患者(0lg10copies/mL)高。
3.2　病原菌检测

病原微生物分子检测技术在脓毒症病原菌检

测方面较传统培养技术的检测速度快,且检出率

高,而随着分子检测技术的革新,其检测速度及检
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出率又 有 了 很 大 的 提 升 (表 1)。IridicaPlexID
(AbbottMolecular)平台通过16SrRNA 及 23S
rRNA基因扩增可以在6h内完成780种细菌及念

珠菌属的检测,其敏感度为77%~91%,特异度为

87%~99%,根据病原菌种属的不同,其最低检测限

度为0.25~128CFU/mL[6,12]。LightCyclerSeptiFast
(RocheMolecularDiagnostics)的敏感度在60%~
95%,特异度在74%~99%,最低检测限度为3~
100CFU/mL[6,13-14]。SepsiTest(Molzyme)可以在

8~10h 内 完 成 345 种 细 菌 鉴 定,敏 感 度 为

37.5%~78.6%,特异度为86.8%~94.4%,其最

低检测限度是10~80CFU/mL[6,14]。随着微流控

及微液滴技术的加入,病原微生物分子检测技术的

速度更快,且检出率也得到了提升,Abram 等[17]利

用IC3D系统对接种了大肠埃希菌的全血进行检

测,结 果 发 现,对 于 细 菌 浓 度 为 1CFU/mL 及

5CFU/mL的样本,IC3D系统的检出率为50%,

而细菌浓度10CFU/mL的样本,IC3D的检出率

就可以达到 83%,对于 100CFU/mL 及 1×104

CFU/mL的样本,IC3D的检出率达到100%且假

阳性率为0。
宏基因组测序技术同样可以用于病原菌的检

测。Kariustest可以检测1250种病原菌,其敏感

度为92.9%,特异度为62.7%,可以检测出48.7%
脓毒症患者的病原菌[25]。Fida等[32]对60例脓毒

症患者进行血浆游离DNA的16SrRNA基因二代

测序,结果在47%的样本中检测出可能的致病菌,
高于传统血培养的阳性率32%。Grumaz等[26]通

过纳米孔平台对8例脓毒症患者的血浆cfDNA 进

行测序,8例样本全部检测出相关的病原菌,同时

对于病原菌含量高的样本,其检测速度十分快,在
1例屎肠球菌感染患者的样本中,纳米孔测序技术

在开始检测后的1min检测出屎肠球菌,其余样本

也都在2~3h内完成检测。

表1　病原微生物分子检测技术

技术名称 方法 耗时/h 敏感度 特异度
最低检测限度/
(CFU·mL-1)

IridicaPlexID[12] MultiplexedPCR+ESI-MS 6 77%~91% 87%~99% 0.25~128
SeptiFast[13-14] qRT-PCR+probehybridization 6 60%~95% 74%~99% 3~100
SepsiTest[14] PCR+Sangersequencing 8~10 37.5%~78.6% 86.8%~94.4% 10~80
U-dHRM[6] dPCR+HRM 3 50~100
IC3D[17] Droplet+DNAprobe 1~4 10
Kariustest[25] cfDNAsequencing 29 92.9% 62.7%
MinION[26] Nanoporesequencing 5~6

3.3　耐药性检测

病原微生物分子检测技术可以通过耐药基因

检测病原菌的耐药性。IridicaPlexID平台可以检

测4种耐药基因mecA、vanA/B 以及blaKPC,Sep-
tiFast可以检测出mecA[12-14],IC3D系统可以检测

ESBL基因blaCTX-M-1 及blaCTX-M-2 家族以及碳青霉

烯类耐药基因blaOXA-48 和blaKPC,Abram 等[17]利

用IC3D系统检测10份接种了临床分离株的全血

样本,该技术检测出所有含blaCTX-M-14 基因的菌株,
其敏感度及特异度均为100%。纳米孔测序平台

同样可以用于耐药基因检测,Zhou等[33]利用 Min-
ION测序平台对模拟血流感染的样本进行检测,
菌株的耐药基因包括blaCTX-M、blaTEM、blaKPC 以及

mdfA 等,结果发现,在无培养直接检测的情况下,
该技术可以检测出20.6%的耐药基因,而在经过

培养后检出率大大提高,可以检测出82.4%的耐

药基因。这些结果提示了病原微生物分子检测技

术可以对脓毒症病原菌的耐药性进行检测,其结果

可能可以在脓毒症患者的抗生素方案调整中发挥

作用,但目前仍然缺乏相关临床研究[32,34],一项关

于纳米孔平台测序对指导抗生素治疗的价值的多

中心研究正在进行中[35]。
3.4　感染部位判断

不同感染部位所致脓毒症的脏器功能损伤发

生率各不相同[36-37],病原微生物分子检测技术有助

于感染部位的判断以及脓毒症个体化治疗方案的

开展,Fida等[32]的研究利用二代测序技术对脓毒

症患者的血浆 mcfDNA 进行测序,结果发现在6
例血液样本中检测出胃肠道定植厌氧菌及泌尿系

统定植菌乳球菌及脆乳杆菌,并且检出的定植菌与

感染部位一致,此外,Watanabe等[38]对1例肠穿

孔所致脓毒症患者的血液样本进行16SrRNA扩增

子测序中检测出传统培养技术未检出的粪肠球菌,
提示 mcfDNA二代测序可能可以在判断脓毒症感

染部位中发挥作用。
3.5　预测血流感染

Goggin等[39]使用血浆cfDNA测序对47例难

治性肿瘤或肿瘤复发的免疫抑制患者的血液样本

进行检测,其中19例患者后续出现血流感染症状,
结果发现血浆cfDNA病原学检测可以在血流感染
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症状发生前3d预测血流感染的发生,对于血流感

染发生的预测敏感度为75%,特异度为82%,而对

于细菌感染,其敏感度及特异度分别高达80%及

91%,这提示了血浆游离 DNA 测序技术在高危人

群中运用可能可以提前预测血流感染及脓毒症的

发生,以提早进行干预[40]。
3.6　脓毒症预后预测

Ziegler等[31]的研究发现全血细菌16SrDNA
数字PCR检测技术可以在血流感染患者脓毒症预

后预测中发挥作用,该研究在患者确诊血流感染当

天对全血进行16SrDNA 数字 PCR 检测,结果发

现初始的16SrDNA 载量与血流感染患者病死率

相关,脓毒症患者的初始载量越高,病死率越高,
90d内死亡患者的初始载量为2.83(lg10copies/
mL),而存活患者的初始载量为 0(lg10copies/
mL),同时在病程中对16SrDNA 载量的持续监测

也对预后有一定预测价值,结果持续阳性的患者提

示预后不佳。
4　总结与展望

脓毒症是导致患者死亡的一大重要原因,仍然

是目前治疗的难点及研究热点,早期诊断、早期个

体化使用抗生素是脓毒症治疗的关键。病原微生

物分子检测技术由于其检测速度快、检出率高,可
以实现脓毒症患者病原菌的早期检测,一些技术如

多重PCR、二代测序技术已开始运用于临床,新的

技术如微流控、微液滴技术、纳米技术的加入为分

子检测技术带来了革新,不仅实现了对核酸的绝对

定量检测,同时可以跳过扩增步骤,在灵敏度及速

度上都有了很大的提升。同时,病原微生物分子检

测技术还可以在脓毒症早期诊断、感染部位的确

定、血流感染预测以及脓毒症预后评估方面发挥作

用,随着技术的革新,病原微生物分子检测技术或

许可以在脓毒症诊治中发挥更大的价值。然而,病
原微生物分子检测技术操作流程复杂、成本高昂,
关于简化流程、降低成本的方法还需要继续探索,
同时由于血样本中病原菌载量低,如何提高病原菌

检出率及检测准确率也还需要探索。此外,目前也

少有研究去探索病原微生物分子检测技术的使用

与临床预后之间的关系,因此仍需要多中心对照研

究来验证它们的效能。
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