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  摘 要:目的 针对引起下呼吸道感染的20种常见病原微生物,建立一种基于多重PCR和第二代高通量

测序技术的快速、高通量检测方法AC-seq。方法 经生物信息学分析,设计20种下呼吸道感染常见病原微生

物特异性引物并通过PCR评估引物的敏感性和特异性。建立可进行第二代高通量测序技术的多重PCR扩增

体系。采集34例临床肺泡灌洗液标本,对检测方法进行初步测试,并与临床培养结果进行对比评估检测效果。
结果 所有引物均具有良好的敏感性和特异性。在临床标本检测中AC-seq共检出13种病原微生物,培养法

检出8种;AC-seq检测阳性率为79.41%,培养法为32.35%,差异有统计学意义(P<0.05)。AC-seq检测灵

敏度为100%,与培养法的一致率为50%。检测时间比培养法缩短至少1
 

d。结论 基于多重PCR和第二代高

通量测序技术,成功建立了一种检测下呼吸道感染20种常见病原微生物的快速、高通量的方法。
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Abstract:Objective To

 

establish
 

a
 

rapid
 

and
 

high-throughput
 

detection
 

method
 

AC-seq
 

based
 

on
 

multi-
plex

 

PCR
 

and
 

next
 

generation
 

sequencing
 

technology
 

for
 

20
 

common
 

pathogenic
 

bacteria
 

that
 

caused
 

lower
 

re-
spiratory

 

tract
 

infections.Methods According
 

to
 

bioinformatics
 

analysis,20
 

kinds
 

of
 

common
 

pathogens
 

of
 

lower
 

respiratory
 

tract
 

infection
 

specific
 

primers
 

were
 

designed
 

and
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

primers
 

by
 

PCR
 

reaction
 

were
 

evaluated.A
 

multiplex
 

PCR
 

amplification
 

system
 

that
 

could
 

perform
 

next
 

generation
 

se-
quencing

 

technology
 

was
 

established.Thirty
 

four
 

clinical
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

samples
 

were
 

collected,and
 

pre-
liminary

 

tests
 

on
 

the
 

detection
 

methods
  

were
 

conducted,and
 

the
 

clinical
 

culture
 

results
 

were
 

compared
 

to
 

eval-
uate

 

the
 

detection
 

effect.Results All
 

primers
 

had
 

good
 

sensitivity
 

and
 

specificity.In
 

the
 

clinical
 

specimen
 

de-
tection,AC-seq

 

detected
 

13
 

kinds
 

of
 

pathogenic
 

bacteria,culture
 

method
 

detected
 

8
 

kinds;AC-seq
 

detection
 

positive
 

rate
 

was
 

79.41%,culture
 

method
 

was
 

32.35%,the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).
AC-seq

 

detection
 

sensitivity
 

was
 

100%,and
 

the
 

agreement
 

rate
 

with
 

culture
 

method
 

was
 

50%.The
 

detection
 

time
 

was
 

shorter
 

than
 

the
 

culture
 

method
 

by
 

at
 

least
 

1
 

day.Conclusion Based
 

on
 

multiplex
 

PCR
 

and
 

next
 

generation
 

sequencing
 

technology,a
 

rapid
 

and
 

high-throughput
 

detection
 

method
 

for
 

20
 

common
 

pathogenic
 

bacteria
 

in
 

lower
 

respiratory
 

tract
 

infections
 

has
 

been
 

successfully
 

established.
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  下呼吸道感染是临床最常见的感染性疾病之一, 具有很高的病死率[1]。根据世界卫生组织(WHO)
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2018年公布的2016年统计数据,全球前十位死亡原

因中下呼吸道感染高居第四位,在传染性疾病中位列

第一,共导致约300万人死亡[2]。传统的培养法是检

测下呼吸道感染病原体的“金标准”,但整个过程通常

包括病原体培养、鉴定和抗菌药物敏感性试验,需要

2~4
 

d甚至更长时间[3]。血清学方法也是下呼吸道

病原体检测的重要方法之一,但存在通量低,易出现

假阳性结果等缺陷[4]。为了及时控制病情,临床上常

常采取经验性用药,待得到培养结果及药敏测试结果

后再进行调整。但这也容易导致抗菌药物使用不当,
使病原微生物耐药性出现及蔓延的概率增加[5],导致

下呼吸道感染的诊断和治疗更为棘手,成为当今全球

共同面临的重大卫生挑战[6-7]。因此,开发新的、更准

确及高通量的下呼吸道感染病原微生物检测方法具

有重要意义。
本研究采用生物信息学方法,针对肺炎克雷伯

菌、化脓性链球菌、鲍曼不动杆菌等20种下呼吸道感

染常见病原微生物设计40对特异性引物,通过PCR
方法验证引物的敏感性和特异性,建立多重PCR联

合第二代高通量测序技术,即 AC-Seq检测体系。将

该方法应用于临床肺泡灌洗液标本的检测并与临床

培养结果进行对比,旨在确立一种检测下呼吸道感染

常见病原微生物的快速、高通量方法,为下呼吸道感

染病原体检测技术的开发提供参考。
1 资料与方法

1.1 一般资料 根据《下呼吸道感染实验诊断规范》
中下呼吸道感染病原谱[8]、中国细菌耐药监测网
(CHINET)以及一些大型三甲医院的统计数据[9-12],
本研究选择了20种下呼吸道感染常见病原微生物作

为研究对象,分别是肺炎克雷伯菌、化脓性链球菌、鲍
曼不动杆菌、阴沟肠杆菌、铜绿假单胞菌、卡他莫拉

菌、金黄色葡萄球菌、黏质沙雷菌、流感嗜血杆菌、洋
葱伯克霍尔德菌、嗜麦芽窄食单胞菌、产气肠杆菌、大
肠埃希菌、奇异变形杆菌、肺炎链球菌、嗜肺军团菌、
屎肠球菌、粪肠球菌、白色念珠菌、近平滑假丝酵母

菌。所有标准菌株均购自广东省微生物菌种保藏中

心。34份临床肺泡灌洗液来自2018年11-12月中

山大学附属第一医院医学检验科的送检标本。依据

国家卫生健康委员会2001年颁布的《医院感染诊断

标准(试行)》[13]对下呼吸道感染病例进行诊断入组,
排除临床资料不完整的病例。
1.2 仪器与试剂 PCR仪(Bio-Rad,美国)、DNA电

泳仪(Bio-Rad,美国)、Qubit
 

4荧光计(ThermoFisher
 

Scientific,美国)、凝胶成像仪(广州博鹭腾,中国)、全
自动研磨仪(上海净信,中国)、自动化核酸提取仪(西
安天隆,中国)、VITEK

 

2全自动微生物鉴定系统
(BioMérieux,法国)、基因组核酸提取试剂盒(广州美

基,中 国)、Agencourt
 

AMPure
 

XP 磁 珠(Beckman
 

Coulter,美国),其他试剂均为国产分析纯等级。
1.3 方法

1.3.1 病原微生物培养与核酸提取 在无菌环境分

别接种20种标准菌株于相应培养平板上,在适宜温

度下培养12~24
 

h。挑取单个菌落,接种于5
 

mL液

体培养基,过夜培养。取1
 

mL菌液使用全自动研磨

仪破碎细胞,用基因组核酸提取试剂盒及自动化核酸

提取仪提取核酸,-20
 

℃保存备用。
1.3.2 引物设计 本研究采用生物信息学方法筛选

基因序列的保守区段,每个病原微生物设计两对引

物,共40对特异性引物,片段长度为90~110
 

bp,以
便于衔接后续的第二代高通量测序。
1.3.3 引物验证 敏感性验证:利用每对引物对目

标菌株基因组模板进行单重PCR,将PCR产物经琼

脂糖凝胶电泳检测,观察条带是否单一、明亮,并将扩

增产物送至第三方检测机构进行DNA测序,验证引

物敏感性。特异性验证:除去待验证目标菌株基因

组,将其余19种目标菌株基因组和人基因组等量混

合,使用待验证目标菌株的特异性引物进行扩增,以
PCR产物有无非特异性条带验证引物特异性。根据

模板混合物中包含的目标,选择两对相应引物在同样

条件下进行PCR作为阳性对照,以证实PCR能否正

常进行。PCR扩增:98
 

℃预变性
 

3
 

min;98
 

℃
 

10
 

s,
60

 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

10
 

s,循环30次;最后72
 

℃延伸10
 

min。反应结束后取5
 

μL
 

PCR产物,进行电泳检测,
通过紫外凝胶成像系统观察结果。
1.3.4 AC-Seq法检测方程 (1)多重PCR体系建

立。目标序列扩增:2×多重PCR
 

Taq酶(预混和)20
 

μL,引物混合物(200
 

nmol/L)4
 

μL,DNA模板x
 

μL
(0.1≤x≤0.5),ddH2O(16-x)μL。PCR反应参

数:95
 

℃预变性
 

3
 

min;95
 

℃
 

20
 

s,60
 

℃
 

4
 

min,循环

19
 

次;最后72
 

℃延伸4
 

min;10
 

℃结束反应。PCR
产物纯化:使用Agencourt

 

AMPure
 

XP磁珠,按说明

书操作。(2)测序文库制备。引入测序接头:2×多重

PCR
 

Taq酶(预混和)15
 

μL,接头F
 

(10
 

μmol/L)
 

1
 

μL,接头 R
 

(10
 

μmol/L)
 

1
 

μL,DNA 模板为上轮

PCR纯化产物,ddH2O
 

13
 

μL。PCR反应参数:95
 

℃
预变性

 

3
 

min;95
 

℃
 

15
 

s,58
 

℃
 

15
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,循
环8次;最后72

 

℃延伸10
 

min;10
 

℃结束反应。后重

复PCR产物纯化步骤。(3)文库质检及测序:PCR产

物文库质检及测序由海普洛斯(深圳)生物科技有限

公司完成。
1.3.5 灵敏度检测 以金黄色葡萄球菌 ATCC

 

43300、肺 炎 链 球 菌 ATCC
 

49619、鲍 曼 不 动 杆 菌

ATCC
 

19606、大肠杆菌 ATCC
 

35150、白色念珠菌

ATCC
 

10231为目标,通过PCR方法从目标菌基因组

中获取目标扩增片段。然后将扩增片段依次梯度稀

释为106、105、104、103、102、101、100
 

copy/μL,取5
 

μL
模板 进 行 多 重 PCR 扩 增,测 序 文 库 制 备 流 程 见

1.3.4)。每个梯度设置重复试验3组。空白对照组

模板均为无菌水。
1.3.6 临床标本鉴定 将临床标本分成3份,一份

均匀涂布在血平板上,培养12~24
 

h后挑取主要单菌

落进行纯培养。病原微生物鉴定采用VITEK
 

2全自
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动微生物鉴定系统。一份用于 AC-Seq法检测,流程

见1.3.4。另一份保存至-80
 

℃冰箱备用。对两种

检测方法结果不一致的标本进行单重PCR验证,选
择的通用引物序列如下:细菌27F

 

5'-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3',1492R

 

5'-GGTTACCTT-
GTTAC

 

GACTT-3';真 菌ITS1
 

5'-TCCGTAGGT-
GAACCT

 

GCGG-3',ITS4
 

5'-TCCTCCGCTTATT-
GATA

 

TGC-3'。
1.4 统计学处理 数据处理软件采用 Microsoft

 

Ex-
cel

 

2016。统计分析软件使采用SPSS22.0。计数资

料以例数或百分比表示。AC-Seq和临床培养两种检

测方法的结果比较采用配对χ2 检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 引物敏感性和特异性验证 对引物进行扩增敏

感性评估,2%琼脂糖凝胶电泳分析显示40对引物的

扩增产物均获得明亮、单一、清晰的DNA条带,大小

约为150
 

bp(含约50
 

bp测序接头序列)。将扩增后

的PCR产物采用Sanger测序,BLAST比对确定为

相应菌株的核酸片段,表明40对引物均具有良好的

扩增敏感性,见图1。对引物进行扩增特异性评估,
2%琼脂糖凝胶电泳分析显示40对引物均未获得非

特异性扩增产物,且阳性对照条带明亮清晰,表明40
对引物均具有良好的扩增特异性,见图2。

  注:M表示50
 

bp
 

DNA
 

Ladder;图A中,1-1、1-2为肺炎克雷伯菌;2-1、2-2为化脓性链球菌;3-1、3-2为鲍曼不动杆菌;4-1、4-2为阴沟肠杆菌;

5-1、5-2为铜绿假单胞菌;6-1、6-2为卡他莫拉菌;7-1、7-2为金黄色葡萄球菌;8-1、8-2为黏质沙雷菌;9-1、9-2为流感嗜血杆菌;10-1、10-2为洋葱伯

克霍尔德菌;图B中,11-1、11-2为嗜麦芽窄食单胞菌;12-1、12-2为产气肠杆菌;13-1、13-2为大肠埃希菌;14-1、14-2为奇异变形杆菌;15-1、15-2为

肺炎链球菌;16-1、16-2为嗜肺军团菌;17-1、17-2为屎肠球菌;18-1、18-2为粪肠球菌;19-1、19-2为白色念珠菌;20-1、20-2为近平滑假丝酵母菌。

图1  40对引物敏感性验证结果

2.2 灵敏度检测 灵敏度检测结果显示,模板分别

为5×106、5×105、5×104、5×103、5×102、5×101、
5×100、0 拷 贝,对 应 检 出 的 平 均 reads 依 次 为

501
 

536.00、399
 

369.67、301
 

303.33、102
 

015.67、
8

 

009.67、527.67、1.00、0.00。因此在40
 

μL扩增体

系中,本研究所建立方法的最低检出模板量为5×100

拷贝。见图3。
2.3 AC-Seq法检测临床标本结果 AC-Seq法给出

了34例临床标本的病原微生物分布及丰度。阳性标

本以深色方框表示,颜色越深表示标本中该病原微生

物核 酸 的 检 出reads越 多。白 色 表 示 未 检 出。见

图4。
2.4 临床标本两种方法检测结果比较 34例临床标

本中AC-Seq共检出13种病原微生物,其中检出嗜麦

芽窄食单胞菌16例,占比47.06%;鲍曼不动杆菌11
例,占比32.35%;黏质沙雷菌8例,占比23.53%;铜
绿假单胞菌6例,占比17.65%;屎肠球菌5例,占比

14.71%;大肠埃希菌2例,占比5.88%;肺炎克雷伯

菌、阴沟肠杆菌、流感嗜血杆菌、洋葱伯克霍尔德菌、
肺炎链球菌、产气肠杆菌、粪肠球菌各1例,均占比

2.94%。
培养、鉴定方法共检出8种病原微生物,其中检

出鲍曼不动杆菌7例,占比20.59%;嗜麦芽窄食单胞

菌、铜绿假单胞菌各2例,均占比5.88%;肺炎克雷伯

菌、阴沟肠杆菌、流感嗜血杆菌、产气肠杆菌、白色念

珠菌各1例,均占比2.94%。
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AC-Seq法 检 出 阳 性 共 计 27 例,总 阳 性 率 为

79.41%;培养法检出阳性共计11例,总阳性率为

32.35%。两种方法检测结果一致的标本共17例,总
一致率为50%。经配对χ2 检验得出,二者间差异有

统计学意义(χ2=0.195,P<0.05)。不一致结果经第

三方测序验证后,统计得出AC-Seq检测方法的灵敏

度为100.00%,特异度为29.17%。

在检测时间方面,传统培养法需将样品在平板培

养24~48
 

h后,挑取主要单菌落进行纯培养再通过

VITEK
 

2全自动微生物鉴定系统确定病原微生物种

类。AC-Seq法可在6
 

h完成32例标本从核酸提取到

多重PCR产物文库构建过程,18
 

h内完成测序及结

果分析,周转时间不超过24
 

h。

  注:M表示50
 

bp
 

DNA
 

Ladder;泳道0-1、0-2为阳性对照;1-1、1-2为肺炎克雷伯菌;2-1、2-2为化脓性链球菌;3-1、3-2为鲍曼不动杆菌;4-1、4-2
为阴沟肠杆菌;5-1、5-2为铜绿假单胞菌;6-1、6-2为卡他莫拉菌;7-1、7-2为金黄色葡萄球菌;8-1、8-2为黏质沙雷菌;9-1、9-2为流感嗜血杆菌;10-1、

10-2为洋葱伯克霍尔德菌;11-1、11-2为嗜麦芽窄食单胞菌;12-1、12-2为产气肠杆菌;13-1、13-2为大肠埃希菌;14-1、14-2为奇异变形杆菌;15-1、

15-2为肺炎链球菌;16-1、16-2为嗜肺军团菌;17-1、17-2为屎肠球菌;18-1、18-2为粪肠球菌;19-1、19-2为白色念珠菌;20-1、20-2为近平滑假丝酵母菌。

图2  40对引物特异性验证结果

图3  灵敏度检测结果

图4  AC-Seq法检测临床标本病原微生物丰度热图

3 讨  论

  目前下呼吸道感染病原微生物的筛查主要依靠

分离培养法及自动化的微生物鉴定系统,虽然具有操

作简便,成本低等优点,但也存在通量低、耗时长、分
离过程易受主观因素影响等缺点[14-15]。其他检测方

法,如基于免疫荧光法的呼吸道九联检试剂盒,具有

检测速度快、灵敏度高等优点,但主要针对的是呼吸

道病毒、肺炎支原体和肺炎衣原体等病 原 体 的 检

测[16];环介导等温扩增是一种基于有链置换活性的

DNA聚合酶的等温快速核酸扩增方法[17]。应用于下

呼吸道病原体检测,该方法有灵敏度高、特异性强、反
应速度快,不需要特殊仪器等优点[18],但是该方法对

引物的设计有特殊要求,因此在多重PCR及高通量

检测方面存在一定的缺陷。微流控技术具有小型化、
集成化与自动化的优势,且试剂用量少、能耗低,污染

少,但该方法技术成本高,不利于临床大规模的病原

微生物筛查及在中小医院推广[19]。
本研究通过自主设计特异性引物,联合多重PCR

与第二代高通量测序技术实现了20种下呼吸道感染

常见病原微生物的高通量、快速检测,可以至少覆盖

90%的临床下呼吸道病原微生物,尤其适合多种病原
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微生物感染的检测。本研究一方面通过多重PCR技

术有效扩增并富集病原微生物核酸,同时在纯化环节

去除人基因组及其他大片段非目标核酸,弥补了宏基因

组测序的缺陷[20];另一方面,通过第二代高通量测序技

术可以直接、客观、高通量地鉴别感染病原微生物。
本研究建立的方法使用全自动研磨仪和全自动

核酸提取仪直接从临床标本中提取核酸,在
 

1
 

h内可

处理32个标本,提高了检测效率,整个检测过程耗时

不超过24
 

h,可基本满足临床上大批量标本病原微生

物初筛的需求。此外通过高通量测序还可以获得标

本中不同病原微生物的相对丰度信息,为临床精准治

疗提供参考。和培养鉴定法相比,检测阳性率差异显

著及检测特异性低的原因可能是多重PCR联合第二

代高通量测序技术大大提高了检测的灵敏度;对于一

些不一致的阳性结果,可能需要与临床进一步讨论。
在后续的研究中,会进行更大规模的测试,以进一步

评估和优化本方法。此外,还会将本方法应用于耐药

基因、毒力基因的检测,为临床精准用药提供更全面

的参考。
4 结  论

  本研究采用生物信息学方法设计了40对特异性

引物,通过PCR验证了引物具有良好的敏感性和特

异性。建立了可进行第二代高通量测序技术的多重

PCR扩增体系。把建立的方法应用于临床肺泡灌洗

液标本的检测并与临床培养结果进行对比。结果表

明,与传统培养法相比,本方法具有高灵敏度、高通

量、短周期等优势。成功建立了一种对20种下呼吸

道感染常见病原微生物检测的快速、高通量方法。
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