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应用１６犛狉犇犖犃测序分析肝、肾脓肿的病原菌特点
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［摘　要］　目的　比较１６ＳｒＤＮＡ测序及传统培养在肝、肾脓肿病原菌检测中的价值，分析肝、肾脓肿病原菌特点

和组成差异。方法　收集２０１９年１２月—２０２０年１２月某院接受经皮穿刺引流治疗的３２例患者（肝脓肿２４例，肾

脓肿８例）的脓肿引流液，采用传统培养和１６ＳｒＤＮＡ测序进行病原菌的鉴定，对比分析１６ＳｒＤＮＡ测序结果中肝、

肾脓肿的菌群特点。结果　脓肿引流液的传统培养结果为２６例（８１．２５％）阳性，６例（１８．７５％）阴性（其中肝脓肿

３例，肾脓肿３例），１６ＳｒＤＮＡ测序阳性率为１００％。肝、肾脓肿组微生物菌群丰度相近，堆叠柱状图及主成分分析

提示两组病原菌构成存在显著差异。线性判别式分析图提示肝脓肿组菌群以变形菌纲、肠杆菌目、肠杆菌科、克雷

伯菌属为主要特征差异细菌菌类；肾脓肿组菌群以丛毛单胞菌科、分枝杆菌科、变形杆菌属、短芽孢杆菌属、解纤维

素根瘤菌属、毛螺菌属、纤毛菌属、嗜糖假单胞菌属、分枝杆菌属、犜犺犲狉犿犻犮犪狀狌狊菌属，以及犛犪犮犮犺犪狉犻犿狅狀犪犱犪犮犲犪犲菌

属为主要特征差异细菌菌类。结论　１６ＳｒＤＮＡ测序对于肝、肾脓肿的病原菌检测能力优于传统培养，肝、肾脓肿

组病原菌组成存在差异，１６ＳｒＤＮＡ测序是深入了解肝、肾脓肿病原菌特点的有效方法。
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　　肝脓肿和肾脓肿是常见的腹腔内感染性疾病，

可进一步导致脓毒性休克并危及生命，且这类疾病

的发病率有逐年增加趋势［１３］。临床上主要依赖传

统的细菌培养确定脓肿的致病菌，对于罕见的、生长

缓慢的和不可培养的细菌均无法通过传统的细菌培

养检测出来［４］。近年来，１６ＳｒＤＮＡ测序技术已经用

于胸腔感染、胆道感染及脑脓肿的致病菌检测，且诊

断效能优于传统培养［３］，但在肝、肾脓肿中却鲜有报

道。肝脓肿的致病菌多经门静脉或胆道途径入肝［５］，

而肾脓肿则多为血源性或泌尿道逆行感染［６］，两者

的常见致病菌存在差异。１６ＳｒＤＮＡ技术能分析微

生物群体的多样性、丰富度及群体结构等，为深入分

析肝、肾脓肿的病原菌构成提供了新的方法［７］。本

研究对肝脓肿和肾脓肿引流液进行１６ＳｒＤＮＡ测

序，旨在比较１６ＳｒＤＮＡ测序及传统培养方法在肝、

肾脓肿病原菌检测中的价值，分析肝脓肿和肾脓肿

中病原微生物的构成差异，了解肝、肾脓肿病原菌的

特点。

１　对象与方法

１．１　研究对象　２０１９年１２月—２０２０年１２月共

３２例腹腔脓肿患者纳入本研究，其中肝脓肿２４例 ，

肾脓肿８例。患者年龄及性别分布见表２。３２例患

者其中男性１８例（肝脓肿１７例，肾脓肿１例），女性

１４例（肝脓肿７例，肾脓肿７例）；肝脓肿组年龄为

２９～８０岁，平均年龄（６０．５４±１４．２８）岁；肾脓肿组

年龄为３７～７６岁，平均年龄（５１．７５±１４．８２）岁。所

有患者均进行经皮穿刺引流联合抗菌药物治疗，常规

应用的抗生素为头孢哌酮钠／舒巴坦钠或美罗培南；

对于头孢类抗生素过敏的患者，应用盐酸莫西沙星。

１．２　标本收集　经皮穿刺引流脓肿时，使用超声引

导下穿刺脓肿，抽出脓液，一式两份，分别进行传统

培养和１６ＳｒＤＮＡ测序。患者的标本编号为肝脓肿

（ｌｉｖｅｒａｂｓｃｅｓｓ，ＬＡ）和肾脓肿（ｒｅｎａｌａｂｓｃｅｓｓ，ＲＡ）。

１．３　传统培养　脓肿引流液常规接种培养后进行

菌种鉴定，相关操作均由医院检验科微生物室完成。

其中菌种鉴定采用 ＶＩＴＥＫ全自动分析仪（法国生

物梅里埃公司），结果参照美国临床和实验室标准协

会（ＣＬＳＩ）标准进行判定。

１．４　１６ＳｒＤＮＡ 测序　使用 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．?Ｓｔｏｏｌ

ＤＮＡ试剂盒（Ｄ４０１５，Ｏｍｅｇａ，Ｉｎｃ．，ＵＳＡ）从标本

中提取ＤＮＡ，－８０℃保存，由浙江杭州联川科技有

限公司 进 行 ＰＣＲ 检 测。使 用 引 物 ３４１Ｆ （５’

ＣＣＴＡＣＧＧＧＮＧＧＣＷＧＣＡＧ３’） 和 ８０５Ｒ （５’

ＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣ３’）
［８］ 对 １６Ｓ

ｒＤＮＡ（Ｖ３＋Ｖ４）可变区进行ＰＣＲ扩增。纯 化 后

的 ＰＣＲ 产 物 采 用 ＱｕａｎｔｉＴＰｉｃｏＧｒｅｅｎｄｓＤＮＡ

ＡｓｓａｙＫｉｔ在 Ｑｂｉｔ荧光定量系统上对文库进行定

量，合格的文库浓度应在 ２ｎＭ 以上。使用 Ｎｏ

ｖａＳｅｑ测序仪进行２×２５０ｂｐ的双端测序。以ＳＩＬ

ＶＡ 数据库注释结果为准。Ａｌｐｈａ多样性和 Ｂｅｔａ

多样性通过抽平（将所有标本的序列数抽取至最少

序列标本的序列数）的方式进行归一化，物种注释使

用相对丰度进行归一化处理。Ａｌｐｈａ多样性以及

Ｂｅｔａ多样性均用ＱＩＩＭＥ２平台进行流程分析，图片

由 Ｒ（ｖ３．５．２）包绘制。物种注释采用 ＱＩＩＭＥ２的

插件ｆｅａｔｕｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ进行序列比对，比对数据库

为ＳＩＬＶＡ和 ＮＴ１６Ｓ数据库。

１．５　统计学分析　应用ＳＰＳＳ２５．０软件包进行分

析，符合正态分布的计量资料以均数±标准差（狓±

狊）表示，组间比较采用狋检验或秩转换的非参数检

验；非正态分布的计量资料以中位数和四分位数间

距［犕（犘２５，犘７５）］表示，组间比较采用秩转换的非参

数检验；计数资料以例数（％）表示，组间比较采用

Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切概率法检验，犘≤０．０５为差异具有统

计学意义。

２　结果

２．１　１６ＳｒＤＮＡ测序与细菌培养结果比较　３２例

标本，２６例（８１．２５％）患者脓肿引流液细菌培养阳

性，而１６ＳｒＤＮＡ测序阳性率为１００％，定义１６Ｓ的

单独致病菌为ｒｅａｄｓ＞９６％
［４］。见表１。

２．２　肝、肾脓肿患者的临床特征　肝肾脓肿患者均

有发热、腹痛、乏力等不适，两组患者在性别、腰痛症

状方面差异均有统计学意义（均犘＜０．０５），在基础

疾病及脓肿影像表现方面差异均无统计学意义（均

犘＞０．０５）。
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表１　标本细菌培养和１６ＳｒＤＮＡ测序结果比较

犜犪犫犾犲１　Ｂａｃｔｅｒｉａｌｃｕｌｔｕｒｅａｎｄ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

分类 细菌培养结果 １６Ｓ测序优势菌（属一级别）
１６Ｓ测序的

Ｖａｌｉｄ＿Ｔａｇｓ

ＬＡ＿１ 阴性 克雷伯菌属（９８．４６％） ８０７９８

ＬＡ２ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．５１％） ７９３２９

ＬＡ＿３ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（５８．５３％）、寡养单胞菌（５．０５％）、未分类的绿屈挠菌（１．２７％） ７２４９９

ＬＡ＿４ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９６．６４％） ８２６０９

ＬＡ＿５ 混合菌生长 普雷沃氏菌７（３６．６％）、变形杆菌属（１１．５８％）、链球菌属（１６．６１％）、大肠－志

贺杆菌（９．４１％）、梭形杆菌（７．６５％）、拟杆菌（４．１４％）、消化链球菌（４．２２％）

７８４５９

ＬＡ＿６ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．８６％） ８０９６３

ＬＡ＿７ 阴性 克雷伯菌属（９８．７５％） ７９８５８

ＬＡ＿８ 肺炎克雷伯菌、屎肠球菌 寡养单胞菌（１４．６１％）、Ｓｖａｏ４８５ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ（２．６９％）、未分类的芽单胞菌（２．４３％） ６９６９８

ＬＡ＿９ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９４．７７％）、短波单胞菌（０．９５％）、雷尔氏菌（０．６３％） ８２７６１

ＬＡ＿１０ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９７．４９％） ７８２９６

ＬＡ＿１１ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９９．３９％） ７９４００

ＬＡ＿１２ 屎肠球菌 肠球菌属（９８．６７％） ７８３８７

ＬＡ＿１３ 阴性 克雷伯菌属（９８．７６％） ７９１６９

ＬＡ＿１４ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．７４％） ８３２９９

ＬＡ＿１５ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．５９％） ８４７３８

ＬＡ＿１６ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．９０％） ８４９８５

ＬＡ＿１７ 大肠埃希菌、摩氏摩根菌 克雷伯菌属（９０．０４％）、不动杆菌属（２．３２％） ８１１４６

ＬＡ＿１８ 大肠埃希菌 拟杆菌（７１．３１％）、欧陆森氏菌（７．９７％）、大肠－志贺杆菌（４．１４％）、迟缓埃格

特菌（３．７２％）、链球菌属（３．２４％）、克雷伯菌属（１．５６％）

７７２６２

ＬＡ＿１９ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．８１％） ７７４２２

ＬＡ＿２０ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９９．０２％） ７９２６６

ＬＡ＿２１ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９２．８５％）、短波单胞菌（１．３０％） ７９１５０

ＬＡ＿２２ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．８９％） ８２４６２

ＬＡ＿２３ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９９．０９％） ８４０３９

ＬＡ＿２４ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．９６％） ７８５２３

ＲＡ＿１ 屎肠球菌、铜绿假单胞菌 变形杆菌属（８９．５２％）、大肠－志贺杆菌（８．７９％） ７８２３３

ＲＡ＿２ 肺炎克雷伯菌 克雷伯菌属（９８．５９％） ８４１６６

ＲＡ＿３ 普通变形杆菌 变形杆菌属（８７．１５％）、寡养单胞菌（１．３６％）、芽孢杆菌（０．７３％）、乳杆菌（０．５４％） ７６２９５

ＲＡ＿４ 阴性 克雷伯菌属（９８．７２％） ７８１２６

ＲＡ＿５ 金黄色葡萄球菌 葡萄球菌属（９５．８７％）、克雷伯菌属（０．５６％） ８３４４７

ＲＡ＿６ 阴性 变形杆菌属（９８．６３％） ８４０６５

ＲＡ＿７ 大肠埃希菌 肠球菌属（６８．１４％）、假单胞菌属（２１．５％）、大肠－志贺杆菌（３．７６％）、摩根氏菌

（２．０１％）

９４７５６

ＲＡ＿８ 阴性 葡萄球菌属（７６．７０％）、克雷伯菌属（４．０７％）、乳杆菌（１．６８％） ７８４６１

２．３　肝、肾脓肿检出病原菌差异　Ｃｈａｏ１指数反映

标本的物种丰富程度，分析显示，肝脓肿组Ｃｈａｏ１

指数与肾脓肿组，差异无统计学意义，提示肝脓肿组

的物种丰度与肾脓肿组相近。见图１。堆叠柱状图

中可以看出肝脓肿和肾脓肿在属一级别的菌种组成

存在差异，其中横坐标为组别，纵坐标为相对丰度，不

同的颜色代表了不同的菌属。见图２。主成分分析

（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）：肝脓肿组和肾脓

肿组组内标本离得很近，但两组间距离相对较远，进

一步表明两组间微生物组成差异明显。见图３。
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表２　肝脓肿组和肾脓肿组患者临床特征比较

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｉｎｌｉｖｅｒａｂｓｃｅｓｓｇｒｏｕｐａｎｄｒｅｎａｌａｂｓｃｅｓｓｇｒｏｕｐ

临床特征
肝脓肿组

（狀＝２４）

肾脓肿组

（狀＝８）
狋／犣 犘

年龄（岁） ６０．５４±１４．２８ ５１．７５±１４．８２ －１．４８１ ０．１３９

抗菌药物使用日数

［犕（犘２５，犘７５），ｄ］
　　 ８．０

（５．７５，１１．２５）
　　１５．５

（７．７５，２２．２５）

－１．７９２ ０．０７３

基础疾病［例（％）］

　糖尿病 　１５（６２．５０） 　 ４（５０．００） ０．６８４

　恶性肿瘤 　 ４（１６．６７） 　 １（１２．５０） １．０００

　泌尿系结石 　 ０（０．００） 　 ２（２５．００） ０．０５６

临床表现［例（％）］

　发热 　２０（８３．３３） 　 ４（５０．００） ０．１５２

　腹痛 　 ５（２０．８３） 　 ２（２５．００） １．０００

　乏力 　 ２（８．３３） 　 ２（２５．００） ０．２５４

　腰痛 　 ０（０．００） 　 ３（３７．５０） ０．０１１

临床特征
肝脓肿组

（狀＝２４）

肾脓肿组

（狀＝８）
狋／犣 犘

性别［例（％）］ ０．０１０

　男 　１７（７０．８３） 　 １（１２．５０）

　女 　 ７（２９．１７） 　 ７（８７．５０）

ＣＴ影像表现

　脓肿个数［例（％）］ ０．６８４

　　单发 　１５（６２．５０） 　 ４（５０．００）

　　多发 　 ９（３７．５０） 　 ４（５０．００）

　脓肿大小（ｃｍ） 　７．０８±２．４２ 　６．８０±３．３５ －０．２８３ ０．７７７

　液化程度
［例（％）］ ０．２９６

　　液化良好 　１９（７９．１７） 　 ８（１００．００）

　　液化不良 　 ５（２０．８３） 　 ０（０．００）

　　注：液化良好为病灶最大层面ＣＴ值≤２０ＨＵ的区域占５０％以上，否则为液化不良
［９］。

　　 采用线性判别式分析 （ｌｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ

ａｎａｌｙｓｉｓ，ＬＤＡ）进一步分析肝、肾脓肿病原存在差

异的物种，ＬＤＡ图提示，肝脓肿组菌群以变形菌纲、

肠杆菌目、肠杆菌科、克雷伯菌属为主要特征差异细

菌菌类；肾脓肿组菌群以丛毛单胞菌科、分枝杆菌

科、变形杆菌属、短芽孢杆菌属、解纤维素根瘤菌属、

毛螺菌属、纤毛菌属、嗜糖假单胞菌属、分枝杆菌属、

犜犺犲狉犿犻犮犪狀狌狊菌属以及犛犪犮犮犺犪狉犻犿狅狀犪犱犪犮犲犪犲 菌属

为主要特征差异细菌菌类。见图４。
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图１　肝、肾脓肿组Ｃｈａｏ１指数比较
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图２　肝、肾脓肿组检出病原菌在属一级别的堆叠柱状图
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图３　肝、肾脓肿组检出病原菌ＰＣＡ
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图４　肝、肾脓肿组检出病原菌ＬＤＡ
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３　讨论

目前，临床上仍主要采用传统培养方法鉴定细

菌。然而培养的细菌鉴定成功率却比较低，因为标

本中存在生长缓慢或不可培养的细菌。除此之外，

传统培养比较耗时，不利于临床工作的进一步开展。

随着ＤＮＡ测序和ＰＣＲ技术的日益普及，１６ＳｒＤ

ＮＡ测序逐渐成为一种强有力的菌群鉴定方法，其

比传统的细菌培养准确性更高，能鉴定出的菌种更

多。本研究将１６ＳｒＤＮＡ测序用于肝、肾脓肿的病

原菌检测，结果表明该技术对病原菌的检测能力优

于传统培养。另外，对于传统培养获得病原菌结果

的标本，１６ＳｒＤＮＡ还能够鉴定出优势菌以外的其

他菌属，有利于更加深入了解脓肿内的微生态。

本研究显示，肺炎克雷伯菌是导致肝脓肿的主

要病原菌，与以往研究［１，１０１１］相符。１６ＳｒＤＮＡ测得

的结果显示，引起肝脓肿的其他致病菌还包括肠球

菌属、普雷沃氏菌属、寡养单胞菌属、拟杆菌属等，这

些细菌大多是肠道定植菌。肝脏受肝动脉及门静脉

的双重供血，并经胆道与胃肠道相通，受细菌感染的

机会较大［１２１４］。本组肝脓肿病例可能大多是因肠道

微生物突破肠黏膜屏障，经门静脉途径导致的。本

研究中８例肾脓肿患者中除ＲＡ２、ＲＡ４的优势菌属

为克雷伯菌属外，其余几个标本的优势菌属为葡萄

球菌属、变形杆菌属，以及肠球菌属。其中克雷伯菌

属及变形杆菌属是革兰阴性杆菌，是泌尿系统感染

的常见致病菌，可逆行导致肾脓肿［１０，１５］，葡萄球菌

属和肠球菌属也是引起尿路感染的常见细菌［２，１６］。

由此推测本组肾脓肿主要为泌尿系统逆行感染所致。

利用１６ＳｒＤＮＡ测序数据进一步分析肝、肾脓

肿内的菌群特征。Ａｌｐｈａ多样性中的Ｃｈａｏ１指数提

示肝、肾脓肿的菌群丰度相近；Ｂｅｔａ多样性分析中，

ＰＣＡ能明显区别两类脓肿的菌群，提示菌群构成存

在显著差异；ＬＤＡ进一步探索差异的菌群，结果发

现肾脓肿组主要的病原菌为变形杆菌属等，而肝脓

肿组主要的病原菌为克雷伯菌属以及肠杆菌属等，

可能是由两种脓肿发病途径不同所致。不同的菌群

结构将引起不同的代谢特征，以及不同的临床症状。

本研究为后续基于脓肿的菌群特征，研究脓肿的临

床特点提供了新的思路。

当然，１６ＳｒＤＮＡ测序也存在一些不足。首先，

１６ＳｒＤＮＡ测序无法提供细菌的药敏试验结果。其

次，基因测序是一种相对昂贵的鉴定方法，因此不建

议将其作为临床常规检查，但是对于传统培养阴性，

并且需要进一步明确致病菌以指导临床用药的情

况，基因测序是一种好的选择。另外，１６ＳｒＤＮＡ技

术仅能在属水平上区分细菌，未具体到种水平。下

一步考虑进行宏基因组测序，以将病原菌构成精确

到种一级，并进行相关功能学研究［１７１８］。

综上所述，１６ＳｒＤＮＡ测序可检测传统培养阴

性的病原菌，肝、肾脓肿病原菌组成存在差异，１６Ｓ

ｒＤＮＡ测序是深入了解肝肾脓肿病原菌特点的有效

方法。
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