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宏基因二代测序技术对脊柱感染的精准诊断效能研究
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［摘要］ 目的 探讨宏基因二代测序技术（metagenomic next-generation sequencing，mNGS）与常规

微生物培养对脊柱感染疾病的诊断效能研究。方法 本研究采用横断面设计，纳入2022年2月至2024年
1月陆军军医大学第一附属医院江北院区入院所有诊断疑似脊柱感染患者共 82例，提取感染标本的微

生物培养、病理学检查和mNGS检测的结果，以临床诊断（基于病史、临床表现、实验室检查、影像学特

征等综合判断）为金标准，比较mNGS与微生物培养的敏感性和特异性等诊断效能指标。结果 82例

脊柱感染患者中，得出最终病原微生物学证据的有 70例，mNGS的检出率明显高于微生物培养法（64 vs 

36例，78. 05% vs 43. 90%， P<0. 05），两种方法的检出率差异有统计学意义（P<0. 05）。mNGS的敏感性、

准确度、阴性预测值均显著高于微生物培养（P<0. 05），mNGS的阳性预测值低于微生物培养（P<0. 05）。

根据感染类型不同分组后，在结核性脊柱感染中，mNGS的敏感性、准确度均高于微生物培养（P<0. 05）。

而在非结核性脊柱感染中，mNGS 的敏感性优于微生物培养（P<0. 05）。结论 在脊柱感染患者中，

mNGS的检出率高于微生物培养法，该技术可为脊柱感染提供早期、广谱的病原微生物学证据。
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Diagnostic efficacy of metagenomic next-generation sequencing for spinal infections
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［Abstract］ Objective　To comparatively evaluate the diagnostic value of metagenomic next-
generation sequencing (mNGS) versus conventional microbial culture in spinal infections.  Methods　A cross-

section design was conducted on 82 consecutive patients with suspected spinal infections treated between 
February 2022 and January 2024 at Jiangbei Branch of First Affiliated Hospital of Army Medical University 
（Third Military Medical University）.  Microbiological culture, histopathological examination, and mNGS 
results from infected specimens were analyzed.  Clinical diagnosis, primarily based on clinical manifestations, 
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laboratory tests and radiologic features combined with medical history, was defined as the gold standard, and 
then the diagnostic performance, including sensitivity and specificity, were compared between mNGS and 
microbial culture.  Results　Among the 82 patients, definitive microbiological evidence was identified in 
70 cases, and mNGS demonstrated a significantly higher detection rate than microbial culture (64 vs 36 cases, 
78. 05% vs 43. 9%, P<0. 05).  mNGS also obtained obviously higher sensitivity, accuracy, and negative 
predictive value (NPV), and notably lower positive predictive value (PPV) when compared to conventional 
microbial culture (all P<0. 05).  When stratified by infection type, mNGS obtained significantly higher 
sensitivity and accuracy compared to microbial culture in tuberculous spinal infections (P<0. 05).   For non-

tuberculous spinal infections, mNGS also showed superior sensitivity to microbial culture (P<0. 05).  
Conclusion　In patients with spinal infections, mNGS demonstrates a significantly higher pathogen detection 
rate than conventional microbial culture.  This technique can provide early and broad-spectrum pathogenic 
microbiological evidence for spinal infection.  

［Key words］ spinal infection； metagenomic next-generation sequencing； microbial culture； 
sensitivity and specificity
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脊柱感染是脊柱外科领域的重要挑战，其中结核

性脊柱感染因早期临床症状隐匿（如低热、盗汗、局部

疼痛）、影像学表现与化脓性感染或肿瘤重叠，导致诊

断延误率高达40%［1-2］。传统诊断方法依赖病原微生物

培养（如结核分枝杆菌培养需5~7周）和病理学检查，但

阳性率显著受限，解放军总医院第八医学中心的研究显

示，112例脊柱感染患者中，结核培养阳性率仅34. 69%，而

非结核感染的细菌培养阳性率也仅有 53. 97%［3］。此

外，病理学检查对非典型感染（如布鲁氏菌、真菌）的鉴

别能力不足，进一步加剧了临床诊疗的困境［4-5］。
宏基因二代测序技术（metagenomic next-generation 

sequencing， mNGS）能够快速、高效地对脊柱感染性疾

病的病原微生物进行检测，并且对于结核性脊柱感染

疾病有着较高的检出率、敏感度和特异度［6］。该技术

是诊断与鉴别脊柱感染性疾病较好、较快的方法，可

为结核性脊柱感染性疾病的诊断提供指导［7-8］。
mNGS技术通过无偏倚检测样本中所有微生物的核酸

序列，实现了病原学的快速（48 h 内）和广谱（覆盖细

菌、真菌、病毒及罕见病原体）诊断［9］。其革新性在于

突破传统方法的“靶向检测”局限，例如在脊柱结核中，

mNGS可同时检测结核分枝杆菌复合群（mycobacterium 
tuberculosis complex ，MTBC）与其他共感染病原体（如

爱泼斯坦-巴尔病毒（Epstein-Barr virus，EBV）或曲霉

菌），显著提高混合感染的检出率［10］。解放军总医院

的多中心研究表明，mNGS 对脊柱结核的阳性检出率

达69. 39%，诊断效能（AUC=0. 839）显著优于微生物培

养和结核分枝杆菌/利福平耐药实时荧光定量核酸扩增

检测（mycobacterium tuberculosis/Rifampicin resistance 
real-time PCR assay， Xpert MTB/RIF）［3］。青岛大学附

属医院的临床实践进一步验证，mNGS 联合肺泡灌洗

液标本可将诊断敏感度提升至 95. 02%，尤其适用于

免疫功能抑制或经验性治疗无效的复杂病例［11］。
当前，mNGS技术正逐步成为脊柱感染诊断的“第

二金标准”，其临床价值不仅体现在早期精准分型（结

核性 vs 非结核性），还为个体化抗感染治疗和手术决

策提供关键依据。然而，技术成本、数据解读标准化

及假阳性问题仍需多学科协作优化［12］。且其与常规

微生物培养对结核性与非结核性脊柱感染疾病的诊

断价值对比尚不明确，本文旨在探讨二者在诊断过程

中诊断效能对比，为脊柱感染临床治疗提供依据。

1　资料与方法

1. 1　研究设计与对象

本研究采用横断面设计，连续纳入 2022年 2月至

2024年1月陆军军医大学第一附属医院江北院区入院

所有诊断疑似脊柱感染患者共 82例。纳入标准：①经

临床病史采集、体格检查、影像学评估及实验室检测

综合判定为临床高度疑似脊柱感染者；②存在明确神

经功能损伤；③同时完成mNGS、病原微生物培养及组

织病理学检测。排除标准：①合并脊柱原发/转移性肿
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瘤或系统性免疫性疾病；②拒绝接受组织活检及手术

治疗者；③存在其他活动性感染。结合临床治疗结

果、病理检查、影像学表现、实验室指标对患者进行最

终诊断。参与本研究的患者均已签署知情同意书。

所有病例信息已经陆军第九五八医院伦理委员会审

查（ER2025KY048）。

1. 2　研究变量

采集基本信息、入院时临床症状、感染部位、是否

有结核病（tuberculosis， TB）史、抗生素应用情况以及

是否存在其他基础疾病。此外，还记录了检测方法、

抗生素及抗结核药物应用种类及时间和实验室检测数

据，包括常规血液检查、红细胞沉降率（erythrocyte 
sedimentation rate， ESR）、C 反 应 蛋 白（C-reactive 
protein， CRP）和降钙素原（procalcitonin， PCT）水平。

最后，患者出院后继续观察随访。按照如下核心分组

标准将所有入组患者分为结核性脊柱感染组及非结

核性脊柱感染组。

结核性脊柱感染组必须满足以下 3项特征中的至

少 2 项：①病原学证据方面，病灶组织/脓液培养结核

阳性，或经 mNGS检测结核阳性，抑或经 Xpert检测结

核阳性；②影像学特征方面，MRI显示多椎体受累+椎
间隙相对保留+椎旁冷脓肿，或 CT 见椎体前缘“虫蚀

样”溶骨破坏；③病理学特征为组织学显示干酪样坏

死或肉芽肿形成［13］。
非结核性脊柱感染组必须满足以下 3项特征的至

少一项+排除结核：①病原学证据方面，病灶组织/脓液

培养为非结核病原菌阳性，或经 mNGS检测为非结核

病原菌阳性；②影像学特征方面，MRI 显示椎间隙早

期破坏+环形强化、边界模糊+多为单节段病变；或CT
见骨质增生硬化、骨桥形成；③病理学特征表现为中

性粒细胞浸润。排除结核证据：①结核斑点试验（T cell 
spot test， T-SPOT）阴 性 或 结 核 菌 素 试 验（purified 
protein derivative test， PPD）阴性；②抗结核治疗 2 周

无效［14］。
1. 3　技术原理

mNGS是一种基于高通量测序技术的无偏倚病原

检测方法。其核心原理是通过对临床样本中所有微

生物（细菌、真菌、病毒、寄生虫等）的核酸进行随机片

段化、文库构建及深度测序，结合生物信息学分析，直

接识别样本中存在的病原体基因组序列，无需依赖传

统预培养步骤［15］。与传统方法［如细菌培养或聚合酶

链式反应靶向测序（polymerase chain reaction targeted 
sequencing， PCR-TS）］相比，mNGS 突破了“已知病原

假设”的限制，尤其适用于检测混合感染、罕见或苛养

微生物（如结核分枝杆菌复合群、布鲁氏菌等）。例

如，传统结核分枝杆菌培养需耗时 5~7周，阳性率不足

50%，而mNGS可在 48 h内完成检测，显著缩短诊断周

期［16］。此外，mNGS能够检测低丰度病原体（如结核分

枝杆菌复合群仅需 1条严格比对序列即可判读阳性），

进一步提高了诊断灵敏度［9］。
1. 4　标本采集

脊柱感染样本的标准化采集是确保mNGS结果可

靠性的关键。采用影像学引导下（如 C 型臂或 CT）的

病灶核心穿刺活检组织、脓液或血液样本，以最大限

度获取感染部位的病原体核酸，或手术获取病灶组织

标本。采集的临床样本置于无菌螺旋管中严格密封，

并分别开展mNGS、微生物培养、病理学等检查。

1. 5　样本处理实验流程

脊柱感染样本的精准处理是确保mNGS检测可靠

性的核心环节。①采集后样本应立即置于无菌核酸

保存液（如 RNAlater）中，-80 ℃低温转运以抑制核酸

降解。②前处理阶段需通过机械匀浆联合溶菌酶（针

对结核分枝杆菌等厚壁菌）充分裂解微生物，随后采

用皂苷裂解宿主细胞并辅以 DNase消化（保留微生物

DNA），可将宿主核酸占比从>99% 降至<85%。③建

库测序采用双端 150 bp 高通量模式（Illumina 平台），

确保覆盖低丰度病原体。④生信分析需结合临床背

景过滤环境污染物（如试剂盒背景菌），并通过阈值设

定（如 reads≥3，基因组覆盖度≥1%）提高特异性。全

程需设置阴性对照（提取试剂+无菌水）及阳性对照

（已知病原体标准品），严格遵循美国临床实验室改进

修正案（Clinical Laboratory Improvement Amendments， 
CLIA）认证实验室标准，确保结果临床可溯源性。

1. 6　参考标准选择

入组所有患者已进行病理检测，结合既往文献报

道研究方法［17］，以临床诊断（基于  病史、临床表现、实

验室检查、影像学特征等综合判断）为金标准，比较

mNGS 与微生物培养的敏感性和特异性等诊断效能

指标。

1. 7　统计学分析

统计病例采用例（%）表示，组间比较方法采用

Fisher精确检验或 χ2检验。计算 mNGS和培养的特异

性、敏感性、准确度、阳性预测值（positive predictive 
value， PPV）和阴性预测值（negative predictive value， 
NPV）以 及 相 应 的 95%CI。 采 用 SPSS 29. 0 及

GraphPad Prism10软件进行统计分析，采用双侧检验，

P<0. 05为差异具有统计学意义。
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2　结果

2. 1　脊柱感染患者一般资料

本研究共纳入脊柱感染患者82例，其中男性49例

（59. 76%），女性 33 例（40. 24%），年龄 12~88（56. 51±
16. 47）岁。根据病原学分类：非结核性脊柱感染 48例

（58. 54%），包含化脓性脊柱炎及其他特异性感染。结

核性脊柱感染 34 例（41. 46%）。感染解剖节段分布

（按国际脊柱分区标准）：颈椎 3例（3. 66%）、胸椎 11例

（13. 41%）、胸 腰 段 13 例（15. 85%）、腰 椎 43 例

（52. 44%）、腰骶段12例（14. 63%），见图1。
2. 2　mNGS技术和微生物培养病原微生物情况

在 82例患者中，结合最终临床诊断，所得出最终

病原微生物学证据的有70例，其中细菌性感染占67例

（95. 71%），真菌性感染 3例（4. 29%）。细菌性病原体

主要包括：①分枝杆菌属（结核分枝杆菌）。②革兰氏

阳性球菌（金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌）。③革兰

氏阴性杆菌（大肠埃希菌、肠炎沙门菌、霍氏肠杆菌、奇

异变形杆菌、嗜麦芽窄食单胞菌）。④其他特殊菌属

（布鲁氏菌、丙酸杆菌、多形普雷沃氏菌）。真菌性病原

体主要包括：黄曲霉菌、烟曲霉菌、隐球菌（图2）。
2. 3　mNGS、微生物培养法及病理结果检出情况

脊柱感染中的总体检出比较：mNGS 检测出阳性

64 例（78. 05%），阴性 18 例（21. 95%）；微生物培养检

测出阳性 36 例（43. 90%），阴性 46 例（56. 10%），两种

方法的检出率差异具有统计学意义（P<0. 05），mNGS
的总体检出率明显高于微生物培养法；病理结果检测

出阳性 63例（76. 83%），阴性 19例（23. 17%）。结核性

脊柱感染中的检出比较：mNGS法阳性32例（94. 12%）；

微生物培养法阳性19例（55. 88%）；病理结果阳性29例

（85. 29%）。非结核性脊柱感染中的检出比较：mNGS
法阳性 32 例（66. 67%）；微生物培养法阳性 17 例

（35. 42%）；病理结果阳性34例（70. 83%），见表1。

图1　感染解剖节段分布

Figure 1　Distribution of spinal infections by anatomical 
segments

Figure 2　Types of infectious pathogenic microorganisms in the patients

图2  感染病原微生物种类

表1　mNGS与微生物培养法的检出比较 ［例（%）］

Table 1　Comparison between mNGS and microbiological culture in the patients ［n（%）］

Diagnosis
All spinal infections （n=82）
Tuberculous spinal infections （n=34）
Non-tuberculous spinal infections （n=48）

mNGS
+

64 （78. 05）
32 （94. 12）
32 （66. 67）

-
18 （21. 95）

2 （5. 88）
16 （33. 33）

Culture
+

36 （43. 90）
19 （55. 88）
17 （35. 42）

-
46 （56. 10）
15 （44. 12）
31 （64. 58）

Pathology
+

63 （76. 83）
29 （85. 29）
34 （70. 83）

-
19 （23. 17）

5 （14. 71）
14 （29. 17）

P （mNGS vs Culture）
<0. 05
<0. 05
<0. 05
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2. 4　mNGS 与微生物培养在结核性脊柱感染及非结

核性脊柱感染中的诊断效能分析

mNGS和微生物培养的诊断效能比较分析结果显

示，传统微生物培养于 mNGS 在敏感性、准确度、PPV
和 NPV上存在显著差异。mNGS的敏感性（87. 34% vs 

49. 21%）、准确度（79. 27% vs 55. 56%）、阴性预测值显

著高于微生物培养（55. 56% vs 30. 43%，P<0. 05）；微

生物培养的阳性预测值略高于 mNGS（86. 11% vs 
85. 94%，P<0. 05）；微生物培养和mNGS在特异性方面

没有显著差异，mNGS 的特异性为 52. 63%，而微生物

培养的特异性为73. 68%，图3A。

将样本分为结核性脊柱感染及非结核性脊柱感

染 2个亚组，进一步比较诊断效果。以临床诊断（基于

病史、临床表现、实验室检查、影像学特征等综合判

断）为金标准，分别与 2组进行对比。结果显示，二者

的诊断效能指标亦有差距，在结核性脊柱感染及非结

核性脊柱感染中，mNGS的敏感性在 2个亚组中均高于

微生物培养（96. 55% vs 55. 17%，79. 41% vs 44. 12%，P<
0. 05，图 3B、C），在结核性脊柱感染疾病中，mNGS 的

准确度高于微生物培养（85. 29% vs 52. 94%，P<0. 05，图
3B）。这些也和在整个样本中的诊断性能指标表现大

致相同，这表明在不同的脊柱感染病原菌中，mNGS的

诊断性能均优于常规微生物培养。

3　讨论

3. 1　mNGS在脊柱感染精准快速诊断中优势明显

脊柱感染的早期诊断存在显著挑战，临床需通过

多维度评估（包括病史追溯、体征分析、实验室指标、

影像学特征及微生物学证据）进行综合判断［18］。然

而，传统病原学检测方法（如微生物培养）阳性率低且

周期长，部分病例面临病原体无法明确的风险，导致

经验性抗生素治疗比例升高及治疗窗口期延误［19］。
脊柱感染性疾病因症状非特异性导致诊断延迟，且延

迟时间越长（如数周至数月），神经功能损伤风险显著

增加［20］。mNGS基于非选择性核酸检测技术，突破了

传统微生物培养对活菌增殖的依赖，通过直接捕获样

本中病原体核酸片段（包括死亡微生物残留），实现对

苛养菌（如结核分枝杆菌）及厌氧菌的高效识别，将诊

断周期从数周缩短至 48 h 以内。其广谱筛查能力可

同步覆盖细菌、真菌、病毒及寄生虫等 19 500 余种微

生物（基于 NCBI RefSeq 数据库），在脊柱混合感染及

不明原因脊柱炎中展现出独特优势［21］。尤其对于术

前已接受抗生素治疗的患者，传统培养因活菌抑制导

致假阴性率升高，而 mNGS通过检测核酸残留仍可维

持较高的病原检出率［22］。
本研究对 82例疑似脊柱感染患者采用横断面设

计，多种方法综合诊断策略（mNGS、微生物培养及组

织病理学联合分析），并结合治疗反应动态评估（如炎

性指标、影像学改善）进行结果校正，以降低单一检测

方法的局限性对诊断结论的影响。综合结果来看，

mNGS 的病原菌检出率、敏感性、准确度、NPV 均显著

高于微生物培养（P<0. 05），微生物培养的PPV显著高

于mNGS（P<0. 05），二者在特异性方面没有显著差异，

与既往相关研究得出结果相符［19］。此外，在假阳性与

假阴性结果比较中，与金标准相比，mNGS与微生物培

养的总体假阳性率与假阴性率对比为（47. 37% vs 
26. 32%， 12. 66% vs 50. 79%），可见mNGS假阳性率高

于微生物培养，假阴性率低于微生物培养。mNGS 假

a： P<0. 05
图3　mNGS与微生物在总样本（A）、结核性（B）及非结核性（C）脊柱感染中的诊断效能比较

Figure 3　 Comparison of the diagnostic performance between mNGS and microbial culture in all samples（A） and 
tuberculous（B） and non-tuberculous spinal infectrons（C）
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阳性率高的原因：①环境污染物，采样或运输中皮肤

定植菌或试剂工程菌的核酸残留可能被检出；②人源

定植微生物，呼吸道、皮肤等部位的共生菌在mNGS中

显示为真阳性，但实际为定植而非致病，导致假阳性

解读；③样本间交叉污染可能产生假阳性结果。

mNGS假阴性率低的原因：①突破培养依赖性限制，直

接检测核酸，可识别难培养病原体；②抗生素抑制作

用规避，即便抗生素杀灭病原体，残留核酸仍可被检

出；③广谱病原覆盖能力强，同步检测细菌、真菌、病

毒及寄生虫。细分为结核性脊柱感染及非结核性脊

柱感染 2组后，上述诊断性能指标与总体也表现大致

相同。凸显出了 mNGS在脊柱感染诊断中优势，可以

为更多脊柱感染患者提供准确的综合治疗方案。

从获得的病原微生物学证据来看，在 82 例患者

中，结合最终临床诊断，所得出最终病原微生物学证

据的有 70例。细菌性感染占 67例（95. 71%），真菌性

感染 3 例（4. 29%），除结核例数较多外，大肠埃希菌、

金黄色葡萄球菌、表皮葡萄球菌也是脊柱感染常见的

病原体，这也与其他文献报道相符［23］，且本研究中丙

酸杆菌、多形普雷沃氏菌、霍氏肠杆菌、奇异变形杆

菌、嗜麦芽窄食单胞菌、黄曲霉菌、烟曲霉菌、隐球菌

等非常见病原微生物均由 mNGS 检出，体现出 mNGS
在广谱检测能力上的表现。此结果与既往研究得出

结果也大致相符［22］。
3. 2　mNGS 检测在各类型脊柱感染疾病诊断中优势

明显

将总体分为结核性脊柱感染与非结核性脊柱感

染后，比较二者的诊断效能指标时，mNGS 的敏感性

在 2个亚组中均高于微生物培养（96. 55% vs 55. 17%，

79. 41% vs 44. 12%，P<0. 05），此外，在结核性脊柱感

染疾病中，mNGS 的准确度高于微生物培养（85. 29% 
vs 52. 94%，P<0. 05）。说明相较于微生物培养，mNGS
在诊断各类型脊柱感染疾病中均有明显优势［19］。

结核性脊柱感染在骨关节结核中占比例 50%~
60%，作为血源性播散的典型肺外结核类型，其病理特

征始于椎体前缘终板下松质骨内结核分枝杆菌定植，

形成特征性干酪样坏死病灶［23-24］。其进展过程呈现

三大特征：①连续性椎体破坏，通常累及相邻 2~3个椎

体，前柱骨质侵蚀引发椎体楔形塌陷；②椎间盘迟发

性受累，相较于化脓性感染早期即出现的椎间隙高度

下降，结核性病变的椎间盘破坏常滞后 4~6周；③冷脓

肿迁移特性，坏死物质沿椎前筋膜扩散形成椎旁脓

肿，部分腰段病例可延伸至腰大肌鞘形成梭形肿块。

早期精准诊断对预防后凸畸形（平均 Cobb角>30°）及

神经功能损害（截瘫发生率 12%~18%）至关重要［25］。
传统微生物培养在脊柱感染性疾病中可视为“金标

准”，但因其培养周期长且其阳性率较低，使得其诊断

价值不高［26］。在诊断结核性脊柱感染方面，34例患者

中，mNGS 和微生物培养的诊断效能指标相比，mNGS
的敏感性和准确度均显著高于常规微生物培养，体现

出mNGS相较于常规微生物培养在诊断结核性脊柱感

染疾病中的检出优势，为早期病原学证据获取及临床

个体化诊疗方案制定提供依据。结合既往文献结

果［23］，本研究具有一定提示意义。

本研究仍存在以下不足：①本研究采用横断面设

计，存在一定选择性偏倚；②样本量不足，可能影响结

果的普适性：③不同的解剖标本来源可能在采集过程

中掺杂异质性干扰。未来拟通过设计多中心大样本

研究，并规范标本采集方法，进一步验证mNGS在脊柱

感染性疾病诊断中的临床应用价值。
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