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  [摘要] 目的 评价靶向二代测序(targetednextgenerationsequencing,tNGS)技术在骨关节布氏菌病病原学

诊断中的应用价值。方法 收集河北省胸科医院收治的108例疑似骨关节布氏菌病患者的病例资料进行研究,主
要根据流行病史、临床表现、影像学表现、实验室和病原学检查结果及抗布氏杆菌治疗效果进行临床综合诊断。根

据最终临床诊断将患者分为骨关节布氏菌病组78例和非布氏菌病组30例。所有患者入院后均进行血清试管凝

集试验(serumagglutinationtest,SAT)检测、采用CT导航穿刺或者手术取病灶组织样本进行细菌学培养(培养

法)和tNGS检测。以最终临床诊断为参照标准,比较以上3种检测方法对骨关节布氏菌病的诊断效能。结果 108
例疑似骨关节布氏菌病患者中,tNGS检测骨关节布氏菌病的阳性率(60/108,55.56%)明显高于SAT检测(57/

108,52.78%)和培养法(25/108,23.15%),差异有统计学意义(χ2=24.982、37.934,P<0.001)。以最终临床诊断为

标准,tNGS检测、SAT检测和培养法检测骨关节布氏菌病的敏感度分别为76.92%、64.10%和32.05%,特异度分

别为100.00%、76.67%和100.00%,诊断符合率分别为83.35%、67.59%和50.92%,Kappa值分别为0.799、0.590
和0.504。结论 tNGS在骨关节布氏菌病患者的病原学诊断中具有较高的病原体检出率和敏感度,为骨关节布氏

菌病患者的精准诊治提供重要参考。
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Studyontheapplicationvalueoftargetedsecondnext-generationsequencingtechnology
intheclinicaldiagnosisofosteoarticularbrucellosis
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[Abstract] Objective Toevaluatetheapplicationvalueoftargetednextgeneration
sequencing(tNGS)technologyinthepathogenicdiagnosisofosteoarticularbrucellosis.Methods
 Casedataof108patientswithsuspectedosteoarticularbrucellosiswereincludedinHebeiChest
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Hospital.Thecomprehensiveclinicaldiagnosis wasprimarilybasedonananalysisofthe
epidemiologichistory,clinical manifestations,imagingfindings,resultsoflaboratoryand
pathogenicexamination,andtheeffectofanti-Brucellatreatment.Thepatientswereclassified
intotwogroups:theosteoarticularbrucellosisgroup(n=78),andthenon-brucellosisgroup
(n=30)basedonthefinalclinicaldiagnosis.Allpatientsunderwentaserumagglutinationtest
(SAT),CTnavigationalpunctureorsurgicalsamplingoflesionsforbacteriologicalculture
(culturemethod)andtNGSafteradmissiontothehospital.Thediagnosticefficacyofthesethree
testsforosteoarticularbrucellosiswasthencomparedusingthefinalclinicaldiagnosisasthe
referencestandard.Results Amongthe108patientswithsuspectedosteoarticularbrucellosis,

thepositiverateofosteoarticularbrucellosisdetected bytNGS (60/108,55.56%)was
significantlyhigherthanthatoftheSATtest(57/108,52.78%)andculturemethod(25/108,

23.15%),suggestingsignificantdifferences(χ2=24.982,37.934,P<0.001).Thesensitivityof
thetNGStest,SATtestandculturemethodfordetectingosteoarticularbrucellosiswas76.92%,

64.10%and32.05%,respectively,whenthefinalclinicaldiagnosiswastakenasthecriterion.
Thespecificitywas100.00%,76.67%and100.00%,respectively,andthediagnosticcompliance
ratewas83.35%,67.59%and50.92%,respectively,withaKappavalueof0.799,0.590and
0.504,respectively.Conclusion TNGhasbeendemonstratedtohaveahighpathogendetection
rateandsensitivityinthepathogenicdiagnosisofpatientswithosteoarticularbrucellosis,thereby
providinganimportantreferencefortheprecisediagnosisandtreatmentofpatients with
osteoarticularbrucellosis.

[Keywords] brucellosis;osteoarthritis;nextgenerationsequencing;diagnosis

  布氏杆菌病是一种临床中较少见的人畜共患性

疾病,属自然疫源性疾病,常常侵袭骨关节部位引起

感染性病变,形成骨关节布氏菌病。为非对称性,单
发或多发,晚期可发展为关节强直、肌肉挛缩、畸形、
瘫痪造成终身残疾。其临床症状表现不一,影像学

表现缺乏特异性,临床诊断较困难,误诊率比较高,
常误诊为结核分支杆菌或其他细菌感染等[1]。目前

骨关节布氏菌病的诊断主要依据临床表现、血清学

检查和细菌培养。临床表现和初筛试验有助于早期

发现疑似病例,血清学试验是诊断布氏杆菌病的基

础性检验,细菌培养是诊断布氏杆菌感染的金标准,
但是细菌培养的阳性率较低,且耗时较长,延误疾病

及时治疗。另外,经验性广谱抗生素使用也会导致

细菌培养的阳性率降低。因此,在临床上确诊布鲁

氏杆菌病需要结合流行病史、临床表现、影像学表

现、实验室和病原学检查结果等进行临床综合诊断。
靶向二代测序(targetednextgenerationsquencing,

tNGS)技术是在大规模平行测序之前对特定感兴趣

的基因组区域进行PCR选择性富集,一种新研发的

病原微生物检测手段,是相对于一代DNA测序技

术而言的新型测序技术。目前,tNGS已应用于多

种感染性疾病的病原学诊断[2],并表现出良好的诊

断性能。目前有报道关于tNGS技术检出布氏杆菌

序列,确诊布氏杆菌病,但仅为病案报道或者小队列

研究[3],参考价值有限。本研究评估tNGS技术检

测对骨关节布氏菌病的诊断价值,以及其作为一种

新型的检测技术在骨关节布氏菌病同时感染其他病

原体检测中的应用价值,提高临床医师对骨关节型

布氏杆菌患者感染的诊疗水平。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 收集分析2022年1月—2024年1
月河北省胸科医院骨科收治的108例疑似骨关节布

氏菌病患者的临床资料。包括患者性别、年龄、流行

病学史、临床表现、血清试管凝集试验、病灶组织培

养、tNGS检查结果等。根据流行病史、临床表现、
影像学表现、实验室和病原学检查结果及抗布氏杆

菌治疗效果进行临床综合诊断。以临床诊断病例为

标准,分为布氏杆菌病组(78例)和非布氏杆菌病组

(30例)。
本研究经河北省胸科医院科研项目伦理审核批

准(批准编号2022071号),所有患者及家属均知情

同意并签署知情同意书。
纳入标准:①患者临床症状、体征、实验室检查

及影像学检查疑似骨关节型布氏杆病;②患者行感

染病灶组织活检(通过CT引导下穿刺活检或手术
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中留取)、tNGS、组织培养及血清学试验检查。需同

时满足以上2条标准。排除标准:①临床资料不完

整;②未行病灶组织培养、tNGS或血清学试验检

查。③合并艾滋病等影响检测结果的疾病。
根据《中华人民共和国卫生部,布鲁氏菌病诊疗

指南》[4],疑似患者为:符合临床表现(有发热、多汗、
关节疼痛、乏力、厌食、肌肉疼痛、体重减轻或局灶器

官累及心内膜炎、肝脾肿大、睾丸炎、附睾炎等),且
流行病学相关,与疑似或确诊动物、患者或污染动物

制品、培养物有接触史、生活在布鲁菌病流行区、与
菌苗的生产、使用和研究有密切关系等。确诊患者

为:①发病前有家畜、畜产品、布鲁杆菌培养物等接

触史或有布鲁杆菌病流行区游历史;②布鲁杆菌病

全身症状表现,X线、CT或 MRI证实骨关节受累,
符合骨关节型布鲁杆菌病特点;③血清学检查中一

项及以上阳性及病理结果证实为非结核性肉芽组

织,从患者临床标本中或者血培养分离出布鲁杆

菌[5]。

1.2 研究方法 入院时完善血常规、C反应蛋白、
红细胞沉降率、血清试管凝集试验等相关实验室检

查。同时完成X线、CT及 MRI检查,评估骨关节

局部骨破坏、脓肿情况。

1.2.1 血清学检查 血清试管凝集试验(serum
agglutinationtest,SAT),为每份待检血清准备5只

小试管,分别加入生理盐水。在第1管中加入待检

血清,依次稀释至第5管。将稀释后的血清与稀释

好的抗原液混合,放置温箱中孵育18~24h。根据

凝集反应程度判读结果。布鲁菌病试管凝集试验血

清效价在1∶100及以上者为阳性,1∶50为可疑,

1∶25及以下为阴性[6]。

1.2.2 细菌培养 所有患者均经过彩色超声或CT
定位引导下穿刺或手术途径获取感染病灶核心部位

的组织样本,分别对病灶标本进行细菌培养。标本

先在琼脂干培养基中进行接种,然后在哥伦比亚血

琼脂平板上35°培养18~24h,发现琼脂干培养基

中有菌落出现,且显示菌群为致病菌,则结果为阳

性[7]。

1.2.3 tNGS检测

1.2.3.1 样本处理和DNA提取 术中获取标本装

入不同的无菌容器,送至实验室(中国上海冰缘医学

检验实验室)。脓液标本,直接使用玻璃珠破壁处

理,黏稠的脓液标本先进行液化处理;骨组织标本切

成小块研磨后,再进行破壁处理。具体破壁方法如

下:在破壁管中加入1g直径0.5mm的玻璃珠,再
加入0.6mL处理好的标本,2800~3200r/min高

速振荡30min,取300μL按照NATIANampMicro
DNAKit试剂盒(DP316,北京天根生化科技有限公

司)流程进行核酸提取。提取后将DNA超声破碎

至200~300bp左右的片段。

1.2.3.2 文 库 构 建 和 测 序  使 用 Agilent
2100Bioanalyzer和 QubitdsDNA HS Assay Kit
(ThermoFisherScientificIne)进行文库片段大小

和文 库 浓 度 质 控。采 用 上 海 冰 缘 医 疗 研 发 的

GenSeizer靶向捕获建库技术,先使用大量针对目标

基因的引物组对待测样品中的核酸进行超多重

PCR扩增,以靶向富集基因扩增产物,再通过一轮

PCR反应给不同样本的扩增产物加上特定的测序

接头和标签,即完成文库构建。将DNA文库变性

解开为单链环形DNA,然后进行滚环复制扩增生成

DNB 纳 米 球。之 后 加 载 到 测 序 芯 片,利 用

MGISEQ-2000测序平台进行测序。高通量测序平

台(圣湘测序平台)。

1.2.3.3 生物信息学分析 测序数据去除低质量和

短reads 序 列 (长 度 <35bp),使 用 Burrows-
Wheeleralignment (BWA: http://bio-bwa.
sourceforge.net)将高质量reads数据比对到人参考

基因组序列,去除比对上的序列,判定该部分为人源

宿主序列。将剩余的reads序列使用病原专用的微

生物数据库比对,数据库包括临床常见的4000多

种病原微生物:细菌、真 菌、寄 生 虫、DNA 病 毒、

RNA病毒等,以及细菌重要的耐药基因和毒力基因

提供快速鉴定。通过比对算法获得能够匹配到各种

病原体特异序列的reads数目,根据序列数的高低

以及临床其他检测来判断可能的病原体。

1.3 统计学方法 应用SPSS21.0统计软件分析

数据。计数资料比较采用χ2 检验,以临床诊断为参

考标准,计算并比较tNGS、SAT检测及细菌培养的

敏感度、特异度、阳性预测值、阴性预测值、符合率、

Kappa值及约登指数。同时采用受试者工作特征曲

(receiveroperatingcharactericcurve,ROC)计算曲

线下的面积,以评估三种方法在骨关节布氏菌病中

的诊断价值。其中,Kappa值在0.00~0.20为极低

一致性、0.21~0.40为一般一致性、0.41~0.60为中

度一致性、0.61~0.80为高度一致性、0.81~1.00为

完全一致;AUC的取值范围为0.5~1,AUC值越

大,越说明该诊断方法效果越好。P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结  果

2.1 患者一般资料 108例患者中,男性57例,女
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性51例,年龄12~66岁,中位年龄43岁;并发2型

糖尿病28例,高血压26例,冠心病16例;有与牛密

切接触史49例,与羊密切接触史20例,与犬密切接

触史16例,服用羊奶史9例;感染部位:颈椎7例,
胸椎20例,腰椎31例,骶椎5例,髋关节6例,膝关

节10例,踝关节8例,肩关节7例,肘关节8例,腕
关节6例。发热98例,多汗95例,骨关节疼痛

76例。

2.2 3种检测方法的检出阳性结果情况 108例疑

似骨关节布氏菌病患者,tNGS检出阳性60例(60/

108,55.55%),SAT 检 测 阳 性 57 例 (57/108,

52.77%),培养法阳性25例(25/108,23.15%)。其

中,单一tNGS检测阳性31例,单一SAT检测阳性

24例,单一培养法阳性12例。tNGS检测骨关节布

氏菌病的阳性率明显高于SAT检测和培养法,差异

有统计学意义(χ2=24.982、37.934,P<0.001)。

2.3 3种检测方法对骨关节布氏菌病的检测效能

 以最终临床诊断为标准,tNGS、SAT和培养法检

测骨关 节 布 氏 菌 病 的 敏 感 度 分 别 为 76.92%、

64.10% 和 32.05%,特 异 度 分 别 为 100.00%、

76.67%和100.00%,诊断符合率分别为83.35%、

67.59%和50.92%,Kappa值分别为0.799、0.590和

0.504,NGS与临床诊断结果的一致性程度较强,

SAT和培养与临床诊断结果的一致性中等。30例

非骨关节布氏菌病组患者中,7例患者SAT检测阳

性,考虑为假阳性,追问患者未有畜牧接触史,可能

为患者的血清发生非特异性的凝集所导致的,而

tNGS和培养法均未在非布氏菌病组患者中检测出

阳性,特异度均为100.00%。见表1。绘制tNGS、

SAT和培养法诊断骨关节布氏菌病的ROC曲线,

tNGS检测、SAT检测和培养法的 AUC值分别为

0.978(95%CI:0.942~1.000)、0.687(95%CI:

0.504~0.870)和0.609(95%CI:0.438~0.780),三
者对临床诊断结果的诊断价值均较高,以tNGS检

测为最高(图1)。

表1 108例疑似布氏菌骨关节感染患者经tNGS、SAT试验及培养法检测情况

Table1 Detectionof108patientswithsuspectedosteoarticularbrucellosisusingtNGS,SATtest,andculturemethod
(n=108,例数)

NGS
临床诊断

阳性 阴性
SAT

临床诊断

阳性 阴性
培养法

临床诊断

阳性 阴性

阳性 60 0 阳性 50 7 阳性 25 0
阴性 18 30 阴性 28 23 阴性 53 30
敏感度 76.92% 敏感度 64.10% 敏感度 32.05%
特异度 100.00% 特异度 76.67% 特异度 100.00%
阳性预测值 100.00% 阳性预测值 87.72% 阳性预测值 100.00%
阴性预测值 62.50% 阴性预测值 45.09% 阴性预测值 36.14%
符合率 83.35% 符合率 67.59% 符合率 50.92%
约登指数 0.769 约登指数 0.407 约登指数 0.320
Kappa值 0.799 Kappa值 0.590 Kappa值 0.504

图1 tNGS、SAT和培养法诊断骨关节布氏菌病的受试者操

作特征曲线

Figure1 ReceiveroperatingcharacteristiccurvesoftNGS,

SAT,andculturemethodsinthediagnosisofosteoarticular

brucellosis

2.4 tNGS的检测情况 78例骨关节布氏菌病患

者中,tNGS累计检出病原菌64例次。其中检出单

一布氏杆菌56例次,包括羊型布氏杆菌17例次,牛
型布氏杆菌39例次;有4例患者分别检测出布氏杆

菌和另一种病原体(金黄色葡萄球菌、嗜麦芽窄食单

胞菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌1例);tNGS对布

氏杆菌的检出率76.92%(60/78),明显高于SAT检

测[64.10%(50/78)]和培养法[32.05%(25/78)],
差异有统计学意义(χ2=8.473、24.575,P<0.001)。
另外,tNGS检出布氏杆菌属序列范围为10~8×
106 序列数;其中序列数≤1×102 有13例,1×
102<序列数≤2×104 有24例,2×104<序列数≤
4×106 有23例,4×106<序列数≤8×106 有18
例。

30例非布氏杆菌感染患者,tNGS累计检出病

原菌32例次(包括10个菌属,分别是葡萄球菌、大
肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、肠球菌、链球菌、结核分支
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杆菌、沙门菌、嗜麦芽窄食单胞菌、非结核分支杆菌、
曲霉菌);检出频次最高的为金黄色葡萄球菌(7例

次),其次为结核分支杆菌(5例次),再次为大肠埃

希菌(4例次)。28例患者为单一病原体感染,2例

患者同时检测出2种病原体。观察到的病原体序列

范围为1×102~8×104 序列数,其中1×102<序列

数≤2×104 有14例,2×104<序列数≤8×104 有

16例。tNGS对病原体检出率[100.0%(30/30)]明
显高于培养法[20.0%(6/30)],差异有统计学意义

(χ2=28.800,P<0.001)。

3 讨  论

布氏杆菌引起骨关节感染,虽有较为明显的影

像学特征[6-7],如骨质破坏、病灶骨质增生硬化、脓
肿,但是缺乏特异性,早期诊断困难。目前,临床诊

断主要依赖于血清学、培养、PCR和一代测序等检

查[8-9],其中,血培养的阳性率为28%,组织培养的

阳性率为20.2%。另外,经验性广谱抗生素使用也

会导致血培养的阳性率降低。以往文献[10]报道显

示,在不同培养时间获得阳性结果的概率是11%~
56%。血清学检测缺乏特异性,不能区分现症感染

还是既往感染;血清学检测为变态免疫反应,结果易

受患者自身免疫状态影响,故本研究入组患者排除

了合并艾滋病、恶性肿瘤等疾病影响检测结果的疾

病[10]。PCR及一代测序虽能辅助诊断布氏菌,但是

每次 反 应 的 检 测 核 酸 序 列 有 限,难 以 在 临 床 普

及[11-12]。故而需要新的诊断方法,能帮助临床医师

早期、敏感、特异地诊断布氏菌感染。相比实验室细

菌培养和血清学检测。tNGS是通过高通量测序和

自动化生物信息分析进行检测可在短时间内将临床

样本核酸序列与所有已知微生物基因组进行比对,
从而精准诊断病原菌感染,作为应用于感染性疾病

病原学诊断领域的新型检测技术tNGS应用于骨关

节布氏杆菌病诊断的相关报道则较为少见。与传统

的分子检测相比,tNGS以其病原诊断高通量、快速

精准的优势,不仅克服了一代测序中引物设计靶向

诊断的局限性,还能获得其耐药突变信息及毒力基

因,从而协助临床诊疗。理论上,样本中所有以

DNA为遗传物质的微生物都可通过tNGS检测出

来,而布氏杆菌的遗传物质为 DNA,所以均能检

出[13]。其是一种非培养、无偏差的检测方法,敏感

度较高,检测范围更广,受抗菌药物暴露影响较

小[14-15]。可快速诊断布氏菌病,并避免实验室人员

感染的风险。

tNGS检测技术具有诸多优势:可明显提升布

氏杆菌的阳性检出率,对布氏杆菌具有更好的诊断

效能,同时还可以有效诊断骨关节的非布氏菌感染

性疾病。既往仅有少数个案例报道。张来波等[15]

报道,应用基因组检测法诊断人工全膝关节置换术

后布氏菌感染1例。曾敬等[16]报道,采用 NGS法

诊断布氏杆菌性脊柱炎1例。目前尚无关于tNGS
检测对骨关节型布氏杆菌病病原微生物诊断效能的

文献报道。本研究细菌培养和SAT检测的敏感度

分别 为32.05%和64.10%,阴 性 预 测 值 分 别 为

36.14%和45.09%,而tNGS的敏感度76.92%和阴

性预测值62.50%均明显高于以上两种检测方法;此
外SAT检测和培养与临床诊断一致性尚可(Kappa
值分别为0.590、0.504),而tNGS与临床诊断一致

性良好(Kappa值=0.799),表明tNGS较SAT检

测和培养检测诊断效能更好。本检测技术与细菌学

方法和血清学技术相比,在诊断布氏菌病方面具有

更高的敏感度和特异度。tNGS检测还可检出合并

感染的多种病原体。本研究有4例骨关节布氏菌病

患者通过NGS检测出混合感染中的多种病原菌,对
临床诊断、治疗、患者预后起到了关键作用。4例患

者分别检测出布氏杆菌合并另一种病原体,分别为

(金黄色葡萄球菌、嗜麦芽窄食单胞菌、大肠埃希菌、
铜绿假单胞菌),因为其序列数较高且在报告检出的

病原体排名居第2位,认为有临床意义,给予针对性

治疗,随访预后良好。
本研究结果显示,与非布氏杆菌感染疾病相比,

确诊为布氏杆菌感染患者经tNGS检测出布氏杆菌

的序列数据差异较大,变化范围为(10~8×104)。
其中13例患者的序列数小于100,说明仅获得了少

量低于限值的布氏杆菌序列,分析原因可能为[16-17]

布氏杆菌属于胞内细菌且细胞壁较厚,在提取处理

病变组织样本时因难以破壁,导致其胞外核酸释放

量较少;非严格的低温运输条件,也可能加速核酸降

解。当布氏杆菌为明确致病菌时,发生环境污染的

可能性小,只要检测到1条杆菌复合群序列,在排除

其他标本携带污染后即具有临床意义[18-21]。因此

在骨关节布氏菌病性疾病的tNGS检测报告中布氏

杆菌的序列数常低于化脓菌,甚至低于常规阈值,但
仍认为有诊断与治疗的临床意义[18]。

本研究108例患者中,均出现tNGS、SAT、组
织培养的假阳性、假阴性结果,笔者认为需根据检测

的微生物种类—序列数目,参考感染部位的背景微

生物库,结合患者的临床特征和感染相关的实验室

结果来综合判读检测报告。①检出明确的致病菌,
如 MTB,曲霉菌等,因这类菌发生环境污染的概率
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较小,即使序列数较低,也要考虑可能为致病性病原

体;②检出易于引起局灶脓肿或软组织感染的化脓

菌,如葡萄球菌、链球菌、铜绿假单胞菌等,当其序列

数较高且在报告检出的病原体排名居第1~2位,可
认为有临床意义;③检出非结核分枝杆菌,需要结合

序列数、临床及影像学表现、组织病理检查,以及非

结核分枝杆菌菌种培养鉴定和分子生物学诊断方法

来进一步明确诊断。
目前tNGS检测临床应用中的尚存诸多困惑:

①1次检测可见多种微生物的序列,本研究结果中

也有所体现,但应注意检测结果会受到人源性细胞、
定植和污染背景微生物的干扰,推荐在层流手术室

采集感染病灶标本,并在采集后立即放置在无菌容

器内以尽量缩短与空气环境接触的时间[19]。②测

序数据量和生物信息分析缺乏标准化测序过程和结

果仍缺乏质控标准。笔者认为需根据检测的微生物

种类-序列数目,参考感染部位的背景微生物库,结
合患者的临床特征、病史、流行病学史[20],以及其他

感染相关的实验室检测结果来综合判读tNGS检测

报告。因此,在布氏菌病诊断中应用tNGS检测方

法仍存在以上一些问题,需要加以注意,以保证诊断

结果的准确性和精准性。
本研究仍存在一定的不足。本研究为单中心回

顾性研究,样本量较少,缺乏多中心、大样本的统计

数据,可能存在偏倚影响结果的精准度和可靠性;

tNGS可以识别病原体,但缺乏病原微生物药物敏

感试验结果,难以监测耐药基因,只能根据临床经验

性用药;tNGS对污染微生物也高度敏感,tNGS阳

性结果的正确解读及抗感染方案治疗效力有待进一

步验证。
综上所述,tNGS可有效检出骨关节布氏菌病

病原体,对骨关节布氏菌病具有较好的诊断效能,为
临床经验性抗感染转为临床早期精准治疗提供重要

的病原学依据,具有重要的临床应用价值。
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