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【摘要】 目的 探讨采用宏基因组学第二代测序（mNGS）技术检测烧伤患者和急慢性创面患

者病原体的价值。 方法 采用回顾性观察性研究方法。选择 2019年 3月—2020年 6月解放军总医

院第四医学中心的 11例符合入选标准的烧伤患者和急慢性创面患者（男 10例、女 1例，年龄 23~
85岁），共采集标本 23份，其中全血标本 6份、皮肤组织块标本 1份、引流的脓液标本 1份、创面分泌物

拭子标本 15份。每份标本均分为 2份，分别采用微生物培养法、mNGS法检测病原体。统计 2种方法

检测出的病原体数量和种类以及 mNGS法检测的相对丰度，并比较 2种检测方法的一致性。对数据

行配对Wilcoxon秩和检验。 结果 经微生物培养法检测，在 23份标本中，5份标本未检出病原体；

其余 18份标本共检出 35株病原体，属于 9种细菌和 2种真菌。5份标本均各检出单一病原菌，9份标

本均各检出 2种病原菌，4份标本均各检出 3种病原菌。经 mNGS法检测，在 23份标本中，1份标本未

检出病原体；其余 22份标本共检出 75株病原体，分属于 28种细菌、3种真菌和 3种病毒。8份标本均

各检出单一病原体，5份标本均各检出 2种病原体，2份标本均各检出 3种病原体，3份标本均各检出

4种病原体，2份标本均各检出 6种病原体，各 1份标本检出 7、20种病原体。微生物培养法在每份标本

中检出的病原体为 2（1，2）种，明显少于 mNGS法的 2（1，4）种（Z=3.359，P<0.01）。在微生物培养法未

检出病原体的 5份标本中，mNGS法在其中 2份标本中检出细菌、另 2份标本中检出病毒。mNGS法检

出的存在 2种及 2种以上细菌的标本 13份，每份标本中相对丰度占第 1位的细菌其相对丰度范围为

28.8%~95.9%。在 23份标本中，有 7份（30.4%）标本采用 2种方法检测的结果完全一致，5份（21.7%）
结果完全不一致，11份（47.8%）结果不完全一致。 结论 与传统的微生物培养法相比，mNGS法检

测敏感性更高、对病原体的检出能力更强，并且可判断混合感染的病原体的相对丰度，作为培养法的

补充，可对烧伤和急慢性创面感染病原体的诊断产生重要作用。
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Methods A retrospective observational study was conducted. From March 2019 to June 2020, 11 patients
with burns and patients with acute or chronic wounds (including 10 males and 1 female, aged 23 to 85 years)
in the Fourth Medical Center of PLA General Hospital met the inclusion criteria and were recruited. A total
of 23 specimens were collected, including 6 whole blood specimens, 1 skin tissue specimen, 1 drained pus
specimen, and 15 wound secretion swab specimens. Each specimen was divided into two parts, which were
subjected for pathogen detection using microbial culture method and mNGS method, respectively. The num‑
ber and types of pathogens detected by the 2 methods and the relative abundance detected by the mNGS
method were recorded, and the consistency of the two methods were compared. Data were statistically ana‑
lyzed with paired Wilcoxon rank sum test. Results With the microbial culture method, no pathogen was
detected in 5 of the 23 specimens, while 35 pathogens were detected in the remaining 18 specimens, belong‑
ing to 9 species of bacteria and 2 species of fungi. Five specimens had one pathogen while 9 specimens had
2 pathogens and 4 specimens had 3 pathogens detected in each specimen. With the mNGS method, no patho‑
gen was detected in one of the 23 specimens, while 75 pathogens were detected in the remaining 22 speci‑
mens, belonging to 28 species of bacteria, 3 species of fungi, and 3 species of viruses. Eight specimens had
one pathogen, 5 specimens had 2 pathogens, 2 specimens had 3 pathogens, 3 specimens had 4 pathogens, 2
specimens had 6 pathogens, and 1 specimen had 7 pathogens, and 1 specimen had 20 pathogens detected in
each specimen. The number of pathogens detected in each specimen by microbial culture method was 2 (1,
2) types, which was significantly less than 2 (1, 4) types by mNGS method (Z=3.359, P<0.01). In 5 speci‑
mens, no bacteria were detected by microbial culture method but mNGS method detected bacteria in 2 speci‑
mens and virus in 2 different specimens. The mNGS method detected two or more types of bacteria in 13
specimens, the relative abundance of bacteria with the 1st relative abundance ranking ranged from 28.8% to
95.9% in each specimen. Of the 23 specimens detected by two detection methods, 7 specimens (30.4%)
showed identical detection results, 5 specimens (21.7%) showed totally different detection results, and 11
specimens (47.8%) had partially consistent detection results. Conclusions Compared with the traditional
microbial culture method, the mNGS method has higher detection sensitivity and stronger capacity to detect
pathogens, and can determine the relative abundance of pathogens in mixed infections. As a supplement to
the culture method, the mNGS method is expected to play an important role in the diagnosis of infectious
pathogens in burns and acute or chronic wounds.
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感染及感染所引起的脓毒症、多器官功能不全

是烧伤患者所面临的致命威胁［1-2］。及早发现感染

并判明引起感染的病原体是采取各种措施的先决

条件。检测降钙素原水平用于诊断感染并判断感

染的严重程度［3］的价值已得到公认［4］，但微生物的

检测方法目前仍以传统的培养法为主流。然而，绝

大多数微生物无法通过培养法鉴定［5］，并且该方法

耗时长、对技术要求高，不能完全满足临床需求。

近年来，基于非培养的新型诊断技术迅速发展，给

病原学诊断带来了缩短检测时间、操作简便及提升

检测准确度和精密度等重大变革［6-7］，其中以宏基因

组 学 第 二 代 测 序（metagenomic next-generation
sequencing，mNGS）技术为代表［8］。本研究团队尝试

采用 mNGS技术检测病原体，并与传统培养法比较，

该方法确有特色，现介绍如下。

1 对象与方法

本回顾性观察性研究符合《赫尔辛基宣言》的

基本原则，根据解放军总医院第四医学中心伦理委

员会政策，临床资料可以在不泄露患者身份的前提

下进行分析、使用。

1. 1 入选标准

纳入标准：（1）年龄≥18岁，怀疑创面感染或怀

疑血流感染的病例；（2）对同一标本同时进行过

mNGS检测和微生物培养。排除标准：（1）采集标本

量过少者；（2）mNGS检测结果提示标本在取样、转

运或处理过程中受到严重污染者。

1. 2 临床资料与标本采集

2019年 3月—2020年 6月，解放军总医院第四

医学中心收治/接诊 11例符合入选标准的烧伤患者

和急慢性创面患者，其中男 10例、女 1例，年龄 23~
85岁，其中烧伤患者 8例、慢性溃疡患者 2例、坏死

性筋膜炎患者 1例。住院或治疗期间共采集标本

23份，其中全血标本 6份来自 6例烧伤患者、皮肤组

织块标本 1份来自 1例烧伤患者、引流的脓液标本

1份来自 1例坏死性筋膜炎患者、创面分泌物拭子标

本 15份来自 7例烧伤患者和 2例慢性创面患者。每

份标本均分为 2份，一份在取材后 30 min内送解放

军总医院第四医学中心检验科行微生物培养、鉴

定，另一份置于冰盒内送迪飞医学科技（上海）有限

··765



中华烧伤杂志 2021 年 8 月第 37 卷第 8 期 Chin J Burns, August 2021, Vol. 37, No. 8

公司行mNGS检测。

1. 3 微生物分离培养及鉴定

按常规方法进行分离培养后，使用 VITEK-2
Compact全自动细菌培养鉴定系统（法国生物梅里

埃公司）进行菌种鉴定，根据美国临床实验室标准

协会 2019年规定的标准进行试验和结果判读。

1. 4 mNGS检测

首先利用大体积核酸提取试剂盒从采集的标

本中提取 DNA，检测 DNA浓度，所得 DNA用超声波

破碎仪打断为长度 300 bp左右的片段，使用试剂盒

进行文库构建，包括末端修复、加 A尾、连接接头、纯

化。利用 Agilent生物分析仪检测文库质量，通过

Qubit 2. 0检测文库浓度，定量 PCR定量下机测序数

据量。使用 NextSeq 550Dx测序仪（美国 Illumina公
司）上机测序。使用 bowtie 2校准软件去除人类宿

主序列，获得未比对序列。将未比对上的序列与微

生物基因组数据库比对从而得出报告。为了使不

同样本以及同一样本内的物种之间可以进行比较，

对读长（reads）数进行均一化处理。首先将读长数

用物种基因组长度进行均一化，计算其“每千碱基

读长（reads per kilobase）”，再进一步计算微生物的

相对丰度。相对丰度表示该微生物在整个标本中

检测到的相同类型微生物中所占比重，相对丰度越

高表示其在相同类型微生物中所占的比例越高。

1. 5 统计指标

统计各标本采用微生物培养法和 mNGS法检测

出的病原体数量和种类以及 mNGS法检测的相对丰

度，并比较 2种检测方法的一致性。

1. 6 统计学处理

采用 Stata 7. 0软件进行处理，每份标本 2种检

测方法检出的病原体种类、数量为非正态分布数

据，以 M（P25，P75）表示，行配对 Wilcoxon秩和检验，

P<0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 2种方法检测结果

经微生物培养法检测，在 23份标本中，5份标本

（4份全血标本、1份创面分泌物拭子标本）未检出病

原体；其余 18份标本共检出 35株病原体，属于 9种
细菌和 2种真菌。5份标本均各检出单一病原菌，

9份标本均各检出 2种病原菌，4份标本均各检出

3种病原菌。经 mNGS法检测，在 23份标本中，1份
标本（全血标本）未检出病原体；其余 22份标本共检

出 75株病原体，分属于 28种细菌、3种真菌和 3种病

毒。8份标本均各检出单一病原体，5份标本均各检

出 2种病原体，2份标本均各检出 3种病原体，3份标

本均各检出 4种病原体，2份标本均各检出 6种病原

体，各 1份标本检出 7、20种病原体。微生物培养法

在每份标本中检出的病原体为 2（1，2）种，明显少于

mNGS法的 2（1，4）种（Z=3. 359，P<0. 001）。在微生

物培养法未检出病原体的 5份标本中，mNGS法在其

中 2份标本中检出细菌、另 2份标本中检出病毒。

2种方法的具体检出结果见表 1。
mNGS法检出的存在 2种及 2种以上病原体的

标本 14份，除 1份细菌与真菌混合感染的标本外，

从测出的序列数计算各种细菌的相对丰度，剩余

13份标本的每份标本中相对丰度占第 1位的细菌其

相对丰度范围为 28. 8%~95. 9%。其中铜绿假单胞

菌、肺炎克雷伯菌的相对丰度占第 1位的标本各

4份，金黄色葡萄球菌相对丰度占第 1位的标本

2份，鲍曼不动杆菌、嗜麦芽窄食单胞菌、粪产碱杆

菌的相对丰度占第 1位的标本各 1份。

2. 2 2种方法检测结果的一致性

在 23份标本中，有 7份（30. 4%）标本采用 2种
方法检测的结果完全一致，包括 3份全血标本、3份
创面分泌物拭子标本、1份皮肤组织块标本。5份
（21. 7%）标本采用 2种方法检测的结果完全不一

表 1 微生物培养法和mNGS法在 11例烧伤患者和急慢性创面患者的 23份标本中检出的微生物株数比较（株）

检测方法

微生物培养法

mNGS法

铜绿假

单胞菌

6
8

金黄色葡萄

球菌

5
8

肺炎克雷伯菌

7
7

鲍曼不动

杆菌

5
8

奇异变形

杆菌

5
6

嗜麦芽窄食

单胞菌

2
2

纹带棒状杆菌

1
3

粪产碱杆菌

1
1

摩氏摩根菌

1
1

检测方法

微生物培养法

mNGS法

曲霉菌

1
1

白色念珠菌

1
1

二路普雷沃菌

0
3

海氏嗜蛋白胨菌

0
2

脆弱拟杆菌

0
2

粪肠球菌

0
2

大肠埃希菌

0
2

其他

0
18

合计

35
75

注：mNGS为宏基因组学二代测序；其他包括海分枝杆菌、不解糖卟啉单胞菌、微小微单胞菌、化脓隐秘杆菌、咽峡炎链球菌、斯氏普鲁威登

菌、鸟肠球菌、无乳链球菌、耐药棒状杆菌、威隆气单胞菌、纽氏放线菌、黏质沙雷菌、化脓性链球菌、肠道沙门菌、毛霉菌、人类疱疹病毒、单纯

疱疹病毒、人细小病毒 B19
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致，其中 1份引流的脓液标本，微生物培养法检测结

果为金黄色葡萄球菌，mNGS法检测结果为化脓性

链球菌；1份创面分泌物拭子标本，微生物培养法检

测结果为阴性，mNGS法检测结果为海分枝杆菌；

3份全血标本，微生物培养法检测结果均为阴性，

mNGS法检测结果为鲍曼不动杆菌、单纯疱疹病毒、

人细小病毒 B19。11份（47. 8%）标本采用 2种方法

检测的结果不完全一致，主要是 mNGS法检出的病

原体种类多于微生物培养法，微生物培养法未检出

的细菌以少见菌、厌氧菌为主，还包括真菌、病毒。

2. 3 典型病例

例 1 男，56岁，因头面颈部、躯干以及四肢

48%TBSAⅡ~Ⅳ度火焰烧伤入院。于伤后第 16天，

因反复发热、精神差抽血行需氧菌、厌氧菌双管血

微生物培养，同时送 mGNS检测。微生物培养报告

结果为阴性，mNGS检测结果为鲍曼不动杆菌，确诊

为血流感染。据此检测结果予以头孢哌酮/舒巴坦、

替加环素、多黏菌素 B抗感染治疗，病情渐趋稳定，

后行清创植皮 3次，于伤后 50 d左右创面基本封闭。

例 2 男，85岁，因右手手背皮肤多处形成小结

节并反复破溃感染近 1年就诊。行创面分泌物细菌

培养、真菌培养、放线菌培养、结核分枝杆菌复合群

DNA检测，结果均为阴性，mNGS检测结果为分枝杆

菌属海分枝杆菌。予以口服利福平、乙胺丁醇治疗

3个月，患者基本痊愈。

3 讨论

感染是烧伤患者面临的主要威胁，有国内文献

统计，成年大面积烧伤死亡患者中，以严重感染为

主要死亡原因［9-10］，国外文献也同样认为感染、脓毒

症是成年大面积烧伤患者死亡的主要原因［11-12］，可

见防治感染对于烧伤救治具有重要意义。及早开

始有针对性的抗菌药物治疗对于挽救脓毒症患者

的生命至关重要。根据国际或国内指南要求，抗菌

药物需在诊断脓毒症后 1 h内应用，延迟不超过 3 h，
在出现脓毒症或脓毒性休克的情况下，延迟应用抗

菌药物将增加病死率［13-14］。在如此短暂的时间内选

择抗生素，如果没有确切的病原学证据，必然采用

经验性抗感染治疗，以期覆盖所有可能的致病菌。

然而必须明确的是，没有哪种抗生素可以覆盖所有

病原菌，尽快拿到病原学证据，使用有针对性的抗

生素才是最佳选择。

快速诊断是 mNGS技术重要的优势之一［15］，从

接收标本到获得结果大约需要 21 h；而传统的培养

法，如果是血微生物培养且为单一细菌，至少需要

24 h才可以获得细菌鉴定结果，如果是多种细菌，还

要再延长至少 8 h；如果是真菌这类生长速度较慢的

病原体，传统培养法则需要更多的时间；如果培养

结果是阴性则需要 5 d才可以确认。2种方法之间

最少有 3~11 h的时间差，对于迫切需要确切微生物

证据的危重患者而言，无疑是极为重要的。

本研究的重点内容是 2种方法检测结果的对

比，可以得出以下几个特点。（1）mNGS法具有更高

的敏感性［16-17］。本研究中，传统培养法对 4份全血

标本的检测结果为阴性，而 mNGS法对其中 1份标

本的检测结果也为阴性，但其余 3份标本则检出鲍

曼不动杆菌和病毒，尤其以细菌的检出意义更大。

一般认为，血微生物培养是血流感染的“金标准”，

对血流感染具有确诊作用，但血微生物培养的阳性

率受培养次数、采血时间、采血量等因素的影响，即

便有感染存在也未必能分离出细菌，因此血微生物

培养阴性并不能完全排除血流感染［18］，有文献报道

血微生物培养的灵敏度最多只有 40%［19］。因此，鉴

于血微生物培养对指导临床的重大意义和 mNGS高
敏感性的特点，有必要对高度怀疑血流感染的患者

进行 mNGS检测［20］。本研究中的典型病例 1即是在

血微生物培养结果阴性的条件下，依赖 mNGS法检

测确诊为血流感染，这一检测结果对采取相应的治

疗措施、挽救患者生命的作用十分关键。（2）同样是

基于 mNGS高敏感性的特点，其可以检测标本是否

存在疑难菌、少见菌的感染［21］。例如，厌氧菌、苛养

菌对取材和培养要求苛刻，培养法的检出阳性率

低［22］，而病毒只能在活细胞内生长繁殖［23］，mNGS的
特点在于不依赖培养，在理论上甚至可以检测出并

未被认知的病原体［24］。本研究中，mNGS法共检出

34种/75株病原体，而传统培养法共检出 11种/35株
病原体；采用 mNGS法在每份标本中检出病原体种

类数在 2个及以上的达 14份，最多的一份标本检出

病原体种类数多达 20种，其中一些属于少见菌；比

较 2种方法检出病原体种类数量的统计结果也显

示，培养法在每份标本中检出的病原体种类数量少

于 mNGS法，这与国内外在不同学科领域的研究报

道结果［25-28］相同，凸显了 mNGS法对病原体具有更

强的检出能力。具有代表性的是典型病例 2，采用

包括培养法在内的多种方法均未检出致病菌，采用

mNGS法检测得出是由于少见菌海分枝杆菌导致的
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感染。（3）对于多种细菌混合感染，mNGS法可以通

过各病原体的序列数即相对丰度，提供哪一种细菌

是优势菌这一重要信息［29］。mNGS检测提供的这一

信息，是培养法所不能提供的，也是临床所需要的

重要信息。mNGS技术提取样本总核酸，均匀打断

核酸片段，随机抽取核酸片段进行测序，测序数据

量越高，病原微生物被测到的概率越高，检出的序

列数也越多。对于同一份样本，由于总测序数据量

一定，被测到的序列数多少仅与感染菌载量及菌基

因组大小有关，又由于细菌彼此之间基因组大小相

近，因此序列数高低直接反映感染细菌载量。但应

注意，由于细菌、病毒和真菌的基因组大小相差 10~
100倍，因此不能直接通过序列数进行比较，只能在

同类微生物间比较［30-31］。（4）培养法与 mNGS法存在

结果不一致的可能。在本项研究对 1例患者坏死性

筋膜炎引流的脓液标本的检测中，培养法检测结果

为金黄色葡萄球菌，mNGS法检测结果为化脓性链

球菌。尽管难以判断哪一个是正确的结果，但应当

了解的是在葡萄球菌的培养鉴定过程中，由于细菌

可在一个平面分裂，排列成对或呈短链状，易被误

认为是链球菌［32］。

与传统培养法相比，mNGS法存在一项明显不

足，即耐药性的检测。耐药性是除微生物鉴定之

外，培养法提供的一项关键信息。目前，mNGS法也

可以提供耐药性的检测，但其是通过检测耐药基因

组并与耐药基因数据库进行比对计算出耐药性的，

并不能和传统培养法一样直接检测细菌的耐药

性［33-34］。mNGS法的另一个不足是目前的检测成本

较高，经济性差［35］。

总之，与传统培养法相比，mNGS技术是一种新

技术，2014年才有将该技术用于病原体检测的第

1篇论文［36］发表。目前，mNGS技术在病原学诊断方

面仍多为小样本量的检测或个案报道，其技术的成

熟、可靠程度仍有待更大样本量的对比观察。但

mNGS技术在本研究中所显示的高敏感性、检出更

多病原体的能力、鉴别少见菌和在混合感染中鉴别

优势菌的能力都是传统培养法所不具备的，作为传

统培养法的重要补充，很可能成为诊断烧伤和急慢

性创面感染的一项利器。
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·科技快讯·

A型肉毒毒素和曲安奈德协同调节表皮过度神经支配缓解瘢痕瘙痒的初步报告

本文引用格式：Huang SH, Wu KW, Lo JJ, et al. Synergic effect of botulinum toxin type‑A and triamcinolone alleviates scar pruritus by modulating epi‑
dermal hyperinnervation: a preliminary report[J/OL]. Aesthet Surg J, 2021: sjab105[2021‑05‑07]. https://academic. oup. com/asj/advance‑article/doi/
10.1093/asj/sjab105/6154581#.DOI: 10.1093/asj/sjab105.

曲安奈德被广泛用于治疗病理性瘢痕。近年来有报道，A型肉毒毒素（BTX‑A）有改善瘢痕及其相关不适感的效果。本文

通过将同体瘢痕一分为二随机对照研究，观察单独使用曲安奈德、曲安奈德与 BTX‑A联用治疗瘢痕瘙痒的临床疗效，另通过动

物实验研究其潜在机制。在临床研究中，治疗性干预分 3次进行，每次间隔 4周。在第 1、2、3次治疗干预前和最后一次干预后

4周，使用视觉模拟评分法（VAS）测量瘙痒强度。与单独使用曲安奈德相比，联合应用曲安奈德与 BTX‑A的瘢痕在最后一次干

预后 4周瘙痒显著减轻（P=0.04）。在动物实验中，治疗后 4周，与未经治疗的烧伤组比较，曲安奈德+BTX‑A组大鼠烧伤后的瘙

痒均得到显著缓解（P=0.005 3），神经纤维密度显著下降（P=0.000 8），神经生长因子与瞬时受体电位香兰素亚型 1（TRPV1）显

著下调（P=0.002 7、0.027 1）。曲安奈德与 BTX‑A联合疗法比单独使用曲安奈德在减轻瘢痕瘙痒方面表现出了更好的临床疗

效，其机制可能是通过抑制神经生长因子的释放，从而限制神经突起的生长和 TRPV1的表达。

谢超琼，编译自《Aesthet Surg J》，2021：sjab105；徐庆连，审校
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