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下一代测序技术在细菌性角膜炎精准诊疗中的
研究进展

王艾嘉1a,2,张舒媛1b,李贵刚1a,2

1. 华中科技大学同济医学院附属同济医院 a. 眼科,b.
 

生殖医学中心,湖北 武汉 430030;
2. 耳鼻咽喉及眼科疾病湖北省重点试验室,湖北 武汉 430030

【摘要】 　 细菌性角膜炎是一种以发病紧急、进展迅速和致盲率高为特点的常见感染性眼病,其诊疗关键在于快速精准识

别致病病原体并制定个体化治疗策略。 当前,细菌性角膜炎病原体谱的变化及其耐药性质给临床诊治带来了新的挑战,传统

诊断方法已难满足需求。 下一代测序技术(next
 

generation
 

sequencing,
 

NGS)凭借高通量、广覆盖、高灵敏度和快速等优势,为
细菌性角膜炎病原学诊断提供了新选择。 本综述介绍了 NGS 技术的核心原理与医学应用现状,重点阐述该技术在细菌性角

膜炎精准诊断、耐药性检测和流行病学监测中的应用进展,并探讨该技术的未来发展方向与临床转化前景,为其在感染性角

膜炎精准诊疗中的应用提供参考。
【关键词】 　 细菌性角膜炎;下一代测序技术;病原学诊断;耐药性检测
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【Abstract】　 Bacterial

 

keratitis
 

is
 

a
 

common
 

infectious
 

ocular
 

disease.
 

Its
 

characteristics
 

are
 

acute
 

onset,
 

rapid
 

progression
 

and
 

high
 

blindness
 

rate.
 

The
 

key
 

to
 

its
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

lies
 

in
 

the
 

rapid
 

and
 

accurate
 

identification
 

of
 

pathogenic
 

microorganisms
 

and
 

the
 

development
 

of
 

individualized
 

treatment
 

strategies.
 

Currently,
 

changes
 

in
 

the
 

pathogenic
 

spectrum
 

of
 

bacterial
 

keratitis
 

and
 

its
 

drug
 

resistance
 

have
 

posed
 

new
 

challenges
 

to
 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

treatment.
 

The
 

traditional
 

diagnostic
 

methods
 

are
 

difficult
 

to
 

meet
 

clinical
 

needs.
 

However,
 

next
 

generation
 

sequencing
 

(NGS)
 

technology
 

offers
 

a
 

new
 

approach
 

for
 

the
 

etiological
 

diagnosis
 

of
 

bacterial
 

keratitis.
 

This
 

is
 

because
 

that
 

NGS
 

has
 

advantages
 

such
 

as
 

high
 

throughput,
 

wide
 

coverage,
 

high
 

sensitivity
 

and
 

rapid
 

response.
 

This
 

review
 

introduces
 

the
 

core
 

principles
 

of
 

NGS
 

technology
 

and
 

its
 

current
 

status
 

in
 

medical
 

applications.
 

Its
 

application
 

progress
 

in
 

the
 

ac-
curate

 

diagnosis,
 

drug
 

resistance
 

detection
 

and
 

epidemiological
 

surveillance
 

of
 

bacterial
 

keratitis
 

is
 

focused.
 

Its
 

future
 

development
 

di-
rection

 

and
 

clinical
 

transformation
 

prospects
 

are
 

also
 

discussed.
 

Our
 

arm
 

is
 

to
 

provide
 

a
 

reference
 

for
 

its
 

application
 

in
 

the
 

precise
 

diag-
nosis

 

and
 

treatment
 

of
 

infectious
 

keratitis.
【Key

 

words】　 Bacterial
 

keratitis;
 

NGS
 

technology;
 

Etiological
 

diagnosis;
 

Drug
 

resistance
 

detection
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　 　 细菌性角膜炎是感染性角膜炎的一种常见重

要类型,这种由细菌感染导致角膜化脓性炎症,严
重时可致角膜穿孔、眼内炎乃至眼球摘除。 细菌

性角膜炎的传统诊断方法以角膜涂片镜检、细菌

培养联合药敏试验为核心,具有显著局限性:涂片

镜检阳性率较高,但敏感性与特异性较低(如 Rai
等通过革兰氏染色检测细菌的敏感性仅为 50%,
特异性为 77. 3% [1] ) ,且难以精准识别低载量、形
态不典型细菌[2] ;而细菌培养联合药敏试验虽有

较高的敏感性与特异性,但存在阳性率偏低(如近

40 年我国细菌性角膜炎平均培养阳性率仅为

28%) 、检测周期长(可达 3 ~ 7 天)等问题,无法满

足快速诊断需求[3] ;此外,传统诊断方法对苛养

菌、厌氧菌等特殊病原体的培养分辨率较低,且难

以应对细菌耐药性问题。

【基金项目】国家自然科学基金面上项目 ( 编号: 82471050,
82070936); 武 汉 光 电 国 家 研 究 中 心 开 放 课 题 ( 编 号:
2024WNLOKF002); 科 技 部 高 端 外 国 专 家 引 进 计 划 ( 编 号:
S20240235)

【通讯作者简介】李贵刚,男,教授,主任医师,博士生导师。 中

华医学会眼科分会角膜病学组委员,中国医师协会眼科分会眼表

与泪液疾病学组委员,中国医药教育协会眼角膜移植培训基地主

任委员,湖北省医师协会眼科分会常委兼秘书,武汉市中青年医

学骨干人才。 主要研究方向:角膜病及眼表疾病,角膜缘干细胞

微环境调控与再生,角膜缘类器官的体外构建及应用,眼库技术。

下一代测序技术 ( next
 

generation
 

sequencing,
 

NGS)是一种可以快速、高效、并行地对样本中核酸

进行高通量测序的革命性分子检测技术,其中宏基

因组测序(metagenomic
 

NGS,
 

mNGS)可以无偏倚筛

查微生物及相关的耐药和毒力基因,正在逐步改

变原有的感染性疾病诊断模式[4] 。 本文将阐述

NGS 技术在细菌性角膜炎精准诊疗中的应用进

展,剖析其局限并展望未来发展,为眼科临床及科

研提供参考。
1　 NGS 技术的核心原理与医学领域应用

1. 1　 核心技术原理　 NGS 技术又称高通量测序技

术,其核心原理是直接提取样本中全部的核酸并将

其片段化,通过接头连接、扩增等步骤构建测序文

库,随后利用不同的信号检测方式,对大量核酸片

段进行并行测序,最终通过生物信息学分析将测序

得到的短序列片段拼接、比对到参考数据库,实现

对样本中核酸信息的全面解析。 通过匹配样本核

酸序列与数据库中病原体特征序列,结合序列同源

性判定病原体名称及种属;同时挖掘耐药基因信

息,预测病原体耐药表型,最终整合结果形成包含

检测到的微生物名称、种属、序列数、相对丰度、耐

药性与毒性检测等信息的标准化 NGS 检测报告,以
供临床医生判断样本是否存在感染以及具体为单

一或多种病原体感染[5] 。
1. 2　 医学领域的应用现状　 在肿瘤诊治方面,NGS
技术通过对肿瘤组织或血液中的 DNA 测序,能够深

入检测肿瘤相关基因的突变、扩增、缺失等变异情

况。 例如在肺癌中, NGS 技术检测出 EGFR[6] 、
ALK[7] 、KRAS[8]等癌症驱动基因突变,为肺癌靶向

治疗药物的选择提供依据;在乳腺癌中,NGS 技术

检测出 ERBB2[9] 、CHEK2[10] 等基因的突变状态,提
示了乳腺癌患者可能的遗传风险;此外,NGS 技术

还在泛癌种研究中筛选出如 NTRK[11] 、TP53[12] 等

癌症共性基因,为跨癌种精准医学研究与临床转化

提供了有力支撑。
  

在遗传性疾病检测领域,NGS 技术打破了传

统 Sanger 测序“单基因逐个验证” 的局限性,通过

靶向基因 Panel 和全外显子组测序精准检测出多

种致病基因突变[13,
 

14] ,为遗传病诊治及咨询提供

关键信息;在产前诊断中,无创产前检测基于 NGS
技术,通过检测孕妇外周血中的胎儿游离 DNA,用
于孕前携带者筛查、产前诊断以及胚胎植入前遗

传学诊断[15] ;此外,针对基因型-表型相关性疾病,
NGS 技术在明确基因型后亦可指导疾病分型与精

准治疗[16] 。
  

在感染性疾病的诊断中,NGS 技术无需依靠

病原体培养,可直接对临床样本的核酸序列进行

高通量测序,接着与微生物数据库进行比对分析,
对样本内所有病原体进行检测。 目前,NGS 技术

已被用于包括中枢神经系统感染、血液感染、呼吸

道感染和胃肠道感染等多组织多器官感染性疾病

的病原学检测[17] 。 在眼部感染中,NGS 技术也已

被用于诊断葡萄膜炎[18] 、眼内炎[19] 、睑板腺功能

障碍[20]
 

、角膜炎[21,
 

22] 等微生物感染性疾病,为感

染性角膜炎运用 NGS 进行精准诊疗提供了参考和

借鉴。
2　 NGS 技术在细菌性角膜炎诊疗中的应用进展

2. 1　 病原体精准检测　 传统的细菌性角膜炎病原

体检测模式因检出率低、耗时久、无法识别苛养菌

等限制,使得许多混合感染病例因诊断延迟而错失

最佳治疗时机[23] 。 NGS 技术将高通量测序与生物

信息学比对结合,实现病原体的快速精准识别,突
破了传统检测的局限,可以及时明确混合感染病例。

  

在检测灵敏度方面,低浓度的病原体核酸即可

满足 NGS 技术的检测需求,这对于传统涂片镜检或

培养阴性的病例尤为重要。 例如,Li 等通过回顾性
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分析了 16 例福尔马林固定的感染性角膜炎组织样

本,结果提示 NGS 技术识别出其中包括所有细菌和

分枝杆菌感染在内的 13 例样本的病原体[24] ;在另

一项纳入 287 例感染性角膜炎患者的研究中,mNGS
的细菌检测阳性率高达 83. 9%,显著高于传统培养

(47. 3%)和共聚焦显微镜检查(45. 3%),充分彰显

了其高灵敏度优势[4] 。
在覆盖范围上,NGS 技术可同时检测细菌、真

菌、病毒等多种微生物,有效破解了混合感染识别

难题。 Holmgaard 等采用 16S-18S
 

NGS 技术分析棘

阿米巴阴性的角膜刮片样本,结果在 16%的样本中

检出包括细菌和真菌在内的与临床相关的继发感

染病原体,完善了角膜炎的病原学诊断[25] ;在 An 等

比较 16S
 

rDNA 扩增子测序与传统培养方法诊断细

菌性角膜感染病原体的研究中,前者得检测阳性率

高达 100%,每个样本检测出 123 ~ 337 个不同的属,
而后者的总体阳性率仅为 69%,且检出菌属类型有

限。 然而,16S
 

rDNA 扩增子测序无法区分活菌与死

菌、仅能区分不同菌属而难以区分菌种,提示 NGS
技术在实际应用中还有进一步提升空间[26] 。
2. 2　 耐药基因检测与药物敏感性分析　 NGS 技术

能够对耐药基因快速识别和检测,并且可以捕捉传

统药敏试验遗漏的低频突变和新型耐药基因。 例

如,在一项针对革兰氏阳性菌感染引发角膜炎的基

因组流行病学特征研究中,NGS 快速识别出包括

mecA 基因 ( 耐甲氧西林金黄色葡萄球菌相关)、
blaCTX-M 基因(铜绿假单胞菌相关)、vanA 基因(抗

万古霉素肠球菌相关) 在内的多种耐药基因,检测

结果与临床耐药表型高度一致,且大幅提升检测效

率[27] 。 同时,NGS 还可以检测抗生素作用的靶基因

位点突变,例如喹诺酮类耐药相关的 gyrA 和 parC
基因,在耐药葡萄球菌中常出现 1 ~ 4 个喹诺酮耐药

决定区突变,导致细菌对该类药物敏感性降低[27] ;
又如铜绿假单胞菌中携带 exoU 基因的菌株在眼部

感染中占主导地位,对多种抗生素耐药性更高,且
铜绿假单胞菌在头孢他啶作用下,外排泵基因 mex-
AB-oprM 表达上调[28] 。 借由 NGS 技术快速获取病

原体的耐药或毒力基因等信息,医务人员可以制定

更具针对性的治疗方案以提高疗效。
  

此外,针对耐药机制的联合治疗策略也在 NGS
技术指导下逐步完善,例如万古霉素联合妥布霉素

用于治疗 MRSA 和铜绿假单胞菌混合感染[29] ,β-内
酰胺酶抑制剂复合制剂用于治疗产超广谱 β-内酰

胺酶的革兰阴性菌[30] ,有效提高了多重耐药菌株的

治疗成功率。

2. 3　 流行病学监测与发病机制研究　 在流行病学

监测方面,NGS 技术可以精准分析不同地区和时期

细菌性角膜炎患者病原体的基因分型、进化关系及

传播路径。 在一项对西班牙地区感染性角膜炎患

者的基于 NGS 技术的病原体基因型分布研究中,发
现特定基因型的铜绿假单胞菌在在接触镜佩戴人

群中呈高流行趋势,且与地区内细菌性角膜炎发病

率升高直接相关。 同时还追踪到金黄色葡萄球菌

耐药基因型的进化轨迹,发现其耐药基因携带率呈

逐年上升趋势[31] ;而叶定兴等提出结合了 mNGS 与

杂交捕获法的 HC-NGS 技术,提出该技术在病原体

检出数量、细菌检出率、混合感染检出率、耐药基因

检出数量方面,均优于 mNGS 和传统培养方法[32] ,
提示 NGS 技术可以明确特定时期及区域内感染性

角膜炎的病原体构成、混合感染特征及耐药基因分

布,且能够与其他测序技术联合使用进一步提升检

测效能。
  

微生物组分析是 NGS 技术在流行病学研究中

的另一重要应用。 Jayasudha 等在研究肠道微生物

群失调与细菌性角膜炎之间关联时发现,细菌性角

膜炎患者肠道菌群中抗炎菌丰度降低,致病真菌丰

度增加[33] 。 与健康受试者相比,细菌性角膜炎患者

眼部微生物群落中放线菌、棒状杆菌等有益共生菌

显著减少,而假单胞菌、拟杆菌和志贺菌等常见眼

部致病菌显著增多[34] 。 由此推测,健康人群肠道或

眼部微生物菌群失衡可能与细菌性角膜炎的发生

密切相关,调节人体微生态环境对防治细菌性角膜

炎可能具有重要意义。
  

在发病机制研究中,多项对细菌性角膜炎中金

黄色葡萄球菌基因组的分析发现,spa[35]和 pvl[36] 基

因与病情的进展密切相关,并以此展开了一系列动

物试验与机制验证[37] ;在 Johnson 等在另一项研究

中发现,肠毒素编码菌株在金黄色葡萄球菌体内感

染模型中可导致更严重的角膜病变,而肠毒素缺失

突变株的病变显著减轻[38] 。 这些发现为开发靶向

毒力因子的新型药物提供了潜在靶点,提示了肠毒

素在金黄色葡萄球菌角膜炎病情进展中扮演重要

角色。 未来,随着 NGS 技术对毒力与耐药基因的进

一步研究,病原体致病性和宿主易感性的解析将更

为精准与完善。
3　 细菌性角膜炎诊疗的未来发展方向

3. 1　 NGS 技术的优化与创新　 在分子生物学发展

与时俱进的今天,NGS 技术的局限与不足有待被进

一步完善。 一方面,NGS 成本远高于传统诊断方

法,如用于肿瘤基因筛查的 NGS 价格区间为 250 ~
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7700 美元 / 例[39] ,大量患者难以负担检测费用;另
一方面,尽管便携式 NGS 平台已经投入常规使用,
但其相较于大型高通量平台仍有低通量、相对低准

确性和高成本等不足[40] 。 NGS 技术未来的研究重

点,应是在保留其高通量、高效率的基础上,设法降

低成本、提高精度以及进一步优化便携式测序平台。
  

假阳性率是制约 NGS 技术应用于细菌性角膜

炎诊疗的另一瓶颈,其成因贯穿检测全流程:一是

眼部组织样本微生物 DNA 总量低,宿主 DNA 丰度

过高稀释微生物信号,干扰检测[41] ;二是样本采集、
核酸提取等试验环节易引入外源 DNA 污染,经 PCR
扩增后放大;三是 PCR 扩增效率差异可能导致非致

病菌 DNA 被优先扩增,使其检出的相对丰度偏

高[42] ;四是 NGS 的生物信息学分析流程复杂,不仅

可能将非致病性微生物识别为病原体,而且难以区

分致病菌、定植菌与污染物[43] 。
  

为克服现有挑战,NGS
 

技术在细菌性角膜炎诊

断中可以从多维度优化,例如建立标准化的样本前

处理流程以高效去除宿主
 

DNA;建立眼部特异性微

生物参考数据库;通过大样本研究,结合临床症状,
建立微生物丰度与致病性之间的定量临界值,以区

分定植菌与真正的致病菌;开展大规模、多中心临

床验证。 通过优化 NGS 检测的各个环节,能够有效

提高检测结果的可信度与可行性。
3. 2　 人工智能与大数据 　 近年来,随着人工智能

(artificial
 

intelligence,
 

AI)与大数据应用的普及,数
据分析逐步实现自动化与标准化,细菌性角膜炎的

诊断效率与质量也在 AI 辅助下得到了显著提升。
目前,AI 及机器学习模型主要通过各种类型的影像

数据,如眼前段照相[44] 、眼前段光学相干断层扫

描[45] 、智能手机照片[46] 等,应用于鉴别角膜炎与其

它眼表疾病、感染性与非感染性角膜炎以及不同种

类的感染性角膜炎等多种场景,展现出 AI 在细菌性

角膜炎诊断中得低成本、高收益优势,以及 AI 强大

的自我学习与更新能力。 从基于影像识别的 AI 辅

助诊断到基于病原学与患者体质的 AI 指导用药,AI
深度参与了细菌性角膜炎的诊疗全程,已基本实现

全智能化管理[47] 。
另一方面,AI 与 NGS 技术的联合应用已被证

实有效提高包括恶性肿瘤、过敏性疾病、感染性疾

病在内的多种疾病诊断的效率与精准度[48~ 50] ,提示

两者的结合可能也具有提升细菌性角膜炎精准诊

断效能的潜力。 事实上,AI
 

可从多维度为细菌性角

膜炎的诊断提供关键辅助支持:首先,AI 算法能够

处理庞大的 NGS 数据,通过深度学习识别细菌性角

膜炎相关的微生物指纹,精准区分致病菌与非致病

菌;其次,AI 能够整合 NGS 数据与宿主基因组、转
录组等信息,分析宿主-病原体相互作用,降低假阳

性判读;同时,AI 能够优化序列比对、物种注释等生

物信息学流程,提升数据处理效率与准确性,并完

善眼部微生物参考数据库;AI 甚至可以结合模态临

床信息为诊疗决策提供支持,辅助区分定植菌与致

病菌、 预 测 抗 生 素 敏 感 性, 以 实 现 个 体 化

治疗[4,
 

43,
 

51,
 

52] 。
  

基于以上发现,我们团队设想构建一个 NGS 数

据与 AI 模型联合应用的细菌性角膜炎诊断模型,提
高现有 NGS 检测的诊断效能,在维持其高灵敏性的

同时,提高其特异性,并使用标准化角膜炎动物模

型去验证诊断模型的泛化能力与临床转化潜力,以
期形成“临床应用-科学问题(需求)-基础研究-临床

回归”的闭环。
4　 总结与展望

  

细菌性角膜炎病原体的精准、快速诊断是指导

临床用药、迅速杀灭病原体,从而挽救患者视力、降
低致盲率的关键,NGS 技术的出现为突破传统诊断

模式的局限提供了强有力的技术支撑。 从快速精

准的病原体检测到耐药基因的精准解析,从个性化

治疗方案的制定到流行病学监测的优化,NGS 技术

正全方位驱动细菌性角膜炎诊疗模式的变革。 尽

管目前该技术在临床应用中仍存在成本较高、分析

门槛高、缺乏统一分析标准等局限,但随着技术的

持续优化与临床转化的不断推进,这些问题将逐步

得到解决。 未来,随着 NGS 技术与 AI 技术、多组学

技术的深度融合,以及临床应用标准的不断完善,
其在细菌性角膜炎精准诊疗中的应用势必将更为

广泛、深入,为感染性角膜炎乃至眼部感染性疾病

的防治带来新的突破。
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