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宏基因组学第二代测序技术在慢性子宫内膜炎患者中的应用分析*
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  摘 要:目的 研讨宏基因组学第二代测序在慢性子宫内膜炎(CE)患者微生物检测中的应用及后续对治

愈率的影响。方法 选取2017年1月至2020年12月在该院生殖中心诊断为CE的不孕不育患者共139例作

为研究对象,随机分为两组进行子宫内膜标本微生物培养和宏基因组学第二代测序检测,分析两组的微生物阳

性率和CE治愈率。结果 组1微生物检测阳性患者17例,阳性率为20.00%;组2微生物检测阳性患者43
例,阳性率为79.63%,差异有统计学意义(P<0.05);两组进行相应的抗菌药物治疗后,组2的治愈率显著高

于组1,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 利用宏基因组二代测序的方法,能显著提高患者子宫内膜微生

物检测的阳性率和CE患者的治愈率。
关键词:慢性子宫内膜炎; 宏基因组学第二代测序; 治愈率; 微生物检验

中图法分类号:R711.32 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2022)01-0036-04

Application
 

analysis
 

of
 

metagenomics
 

next
 

generation
 

sequencing
 

technology
 

in
 

patients
 

with
 

chronic
 

endometritis*

HUANG
 

Gaobo,PENG
 

Fang,LI
 

Cheng,GONG
 

Yanfei△

Reproductive
 

Center,Yueyang
 

Central
 

Hospital,Yueyang,Hunan
 

414500,China
Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

metagenomics
 

next
 

generation
 

sequencing
 

on
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

microorganism
 

and
 

cure
 

rate
 

in
 

patients
 

with
 

chronic
 

endometritis
 

(CE).Methods A
 

total
 

of
 

139
 

infer-
tility

 

patients
 

diagnosed
 

with
 

CE
 

in
 

the
 

reproductive
 

center
 

of
 

a
 

hospital
 

from
 

January
 

2017
 

to
 

December
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects.And
 

randomly
 

divided
 

into
 

two
 

groups
 

for
 

microbial
 

culture
 

and
 

met-
agenomics

 

next
 

generation
 

sequencing
 

of
 

endometrium
 

specimens.Then
 

the
 

positive
 

rate
 

of
 

microorganism
 

and
 

CE
 

cure
 

rate
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

analyzed.Results In
 

group
 

1,17
 

patients
 

were
 

positive
 

for
 

microorgan-
ism,the

 

positive
 

rate
 

was
 

20.00%.In
 

group
 

2,43
 

patients
 

were
 

positive
 

for
 

microorganism,the
 

positive
 

rate
 

was
 

79.63%,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).After
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

treated
 

with
 

antibiotics,the
 

cure
 

rate
 

of
 

group
 

2
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

group
 

1,with
 

statistical
 

signifi-
cance

 

(P<0.05).Conclusion Metagenomics
 

next
 

generation
 

sequencing
 

can
 

significantly
 

improve
 

the
 

posi-
tive

 

rate
 

of
 

microorganisms
 

and
 

the
 

cure
 

rate
 

of
 

CE
 

patients.
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  慢性子宫内膜炎(CE)是发生在子宫内膜上的慢

性炎症,一般情况下无明显症状,或者伴有轻微的症

状,病理检测显示主要以子宫内膜间质的浆细胞浸润

为特征[1]。研究表明,在妇科疾病中CE的患病率为

10%~11%[2]。因CE临床症状表现轻微,容易受到

妇科医生和病理学专家的忽视[3]。在辅助生殖的研

究中发现,CE显著影响患者的胚胎着床,以及后续的

胚胎发育,造成反复着床失败(RIF)或复发性流产

(RPL)[4]。研究发现,在RIF或RPL患者中,CE的

发病率要显著高于健康人群[5]。CE诊断基于组织病

理学鉴定浆细胞,子宫内膜微生物检测则能为治疗提

供客观、可靠的指导信息[6]。因此,如何能快速、有效

地诊断出CE患者的微生物感染类型,在临床上有着

重大意义。
微生物宏基因组学第二代测序(mNGS),检测覆

盖范围大,病毒、细菌、真菌、寄生虫都能被同时检

测[7],并且有着较高的灵敏度。在临床上使用越来越

多,如对脑脊液、血液及呼吸道感染部位进行检测,结
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果显示mNGS可提高病原体的阳性率[8-9]。在CE患

者中,用 mNGS对病原体进行检测的研究较少。本

研究拟探讨mNGS在CE患者子宫内膜微生物检测

的有效性,并与传统的微生物培养进行对比,观察其

对微生物检测的阳性率及后续对CE患者治愈率的

影响。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年1月至2020年12月在

本院生殖中心诊断为CE的不孕不育患者共139例作

为研究对象。研究对象在进行子宫内膜取样前均未

使用任何抗菌药物治疗。患者年龄22~44岁,平均

年龄为(33.05±5.03)岁。研究对象符合CE诊断标

准[10]。将139例研究对象随机分为组1、组2,子宫内

膜取样后进行微生物培养检测的患者85例作为组1,
子宫内膜取样后进行 mNGS检测的患者54例作为

组2。

1.2 子宫内膜宫腔取样

1.2.1 通过负压取样器吸取宫腔标本 为防止阴道

内细菌对标本的影响,清洗外阴后,放置窥阴器,然后

用碘伏溶液浸泡纱布擦洗宫颈口,生理盐水棉拭子擦

除宫颈外口黏液。之后用全封闭的负压取样器进行

内膜取样,取出的标本密封无菌保存送至实验室,用
于病原体培养或病原体全基因组测序。

1.2.2 通过宫腔镜进行组织取样 女性在月经期干

净后,接受宫腔镜探查术后,对子宫内可疑感染组织

进行取样,在进行取样操作时,为避免阴道内细菌的

污染,对外阴清洗后放置窥阴器,之后对宫颈口进行

碘伏擦洗消毒。组织取出后不要碰到阴道壁。将标

本分为2份,1份用于病原体检查(病原体培养标本直

接送检,用于mNGS标本放于细胞保存液中,2~8
 

℃
保存送至实验室),另外1份用福尔马林进行固定,用
于病理学检查和免疫学检查。

1.3 微生物培养 细菌及真菌培养:标本分别接种

在巧克力琼脂平板、麦康凯平板和哥伦比亚血琼脂平

板、沙保罗平板(郑州安图公司),对其实施分区划线

进行接种。在
 

35
 

℃及5%二氧化碳培养箱中进行需

氧培养,放入厌氧袋厌氧(法国生物梅里埃)培养,孵
育时间为48~72

 

h。

1.4 mNGS
1.4.1 标本处理和DNA提取 取子宫内膜活检标

本,超 声 破 碎 后,按 照 TIANamp
 

Micro
 

DNA
 

kit
(DP316,天根生化科技有限公司,中国)试剂盒步骤提

取DNA。

1.4.2 文库构建和测序 采用Agilent
 

2100
 

Bioana-
lyzer

 

质控文库插入 DNA 片段,使用 Qubit
 

dsDNA
 

HS
 

Assay
 

Kit(ThermoFisher,美国)按操作说明对

DNA文库浓度进行质控分析,经环化形成单链环形

结构。环化后的文库经滚环复制生成 DNA纳米球

(DNB)。制备好的DNB加载到测序芯片,使用Bio-
electronSeq4000进行测序。测序数据去除低质量和

长度小于35
 

bp的数据以获得高质量数据,通过比对,
将高质量数据中比对上人参考基因组序列的数据去

除。去除低复杂度序列后与微生物大数据库比对,并
将比对后的数据按照病毒、细菌、真菌和寄生虫进行

分类排列。

1.5 CE治疗 确诊为CE患者,根据病原微生物的

检测结果进行相对于的治疗。如对革兰阳性细菌感

染采用阿莫西林联合克拉维酸治疗,对革兰阴性细菌

感染采用环丙沙星治疗,对支原体感染采用交沙霉素

治疗。而对于病原体检测阴性的患者采用广谱抗菌

药物治疗,如采用多西环素、甲硝唑和头孢曲松联合

治疗[11]。在治疗后的卵泡期,所有患者再次进行宫腔

镜检查和病理学检查。如果宫腔镜和病理学检查结

果均正常,则治疗结果,患者判断为治愈,治疗时间不

超过3个月。

1.6 统计学处理 采用SPSS21.0统计软件进行数

据分析,数据比对主要采用t检验,P<0.05表示差

异有统计学意义。

2 结  果

2.1 组1、组2微生物检测阳性率比较 组1微生物

检测阳性患者17例,阳性率为20.00%;组2微生物

检测阳性患者43例,阳性率为79.63%,差异有统计

学意义(P<0.05)。在本研究中阳性结果表示微生物

置信度中度以上,置信度水平由微生物鉴定宏基因组

通道技术(MAPMI)内置模型计算得出。高置信度指

确定标本中客观存在检出物种,如图1中显示高度置

信金黄色葡萄球菌感染;中置信度指大概率确定标本

中客观存在检出物种,如图2中显示中度置信铜绿假

单胞菌感染。疑似结果指不太确定标本中是否存在

检出物种,本研究中不纳入阳性结果,如图3中显示

疑似解脲脲原体感染。

2.2 组1、组2病原体检出频率比较 组1的85例

患者中,阳性结果为17例。其检测出的全部是常见

的条件致病菌,如肺炎克雷伯杆菌3例、大肠埃希菌3
例、链球菌4例、解脲脲原体2例,金黄色葡萄球菌、
粪肠球菌、嗜麦芽窄食单胞菌、铜绿假单胞菌、人型支

原体各1例,未检出合并感染情况。组2的54例患

者中,阳性结果为43例;除了检测出的常见的条件致

病菌外,还检测出了多例常规培养中不易发现的细菌

和病毒,如肺炎克雷伯杆菌6例,大肠埃希菌、链球

菌、脆弱杆菌各5例,解脲脲原体4例,阴道加德纳

菌、粪肠球菌、变形杆菌、人型支原体各3例,金黄色

葡萄球菌、嗜麦芽窄食单胞菌、铜绿假单胞菌、普雷沃

菌、结核分枝杆菌各2例,检测出病毒如巨细胞病毒5
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例、人乳头状瘤病毒3例,人型疱疹病毒2例及细环

病毒1例。组2中有12例患者同时检测出了细菌和

病毒、支原体。

  注:本次检查参考序列来源于金黄色葡萄球菌GCA_000626615.3,标本覆盖率为84.37%,平均深度为11.0×(测序得到的总碱基数与待测基

因组大小的比值)。

图1  mNGS检测出高度置信子宫内膜金黄色葡萄球菌感染结果

  注:本次检查参考序列来源于铜绿假单胞菌GCA_00478465,标本覆盖率为0.54%,平均深度为1.4×(测序得到的总碱基数与待测基因组大

小的比值)。

图2  mNGS检测出中度置信子宫内膜铜绿假单胞菌感染结果

  注:本次检查参考序列来源于解脲脲原体GCA_000828735.1,标本覆盖率为0.34%,平均深度为1.1×(测序得到的总碱基数与待测基因组大

小的比值)。

图3  mNGS检测疑似子宫内膜解脲脲原体感染结果

2.3 两组CE治愈率比较 组1的85例患者中,有
44例患者治愈,治愈率为51.76%;组2的54例患者

中,有43例患者治愈,治愈率为79.63%。组2的治

愈率显著高于组1,差异有统计学意义(P<0.05)。
3 讨  论

  在不孕不育的患者中,CE的发病率较高。引起

CE的一个主要因素就是微生物感染。研究者们从

CE患者子宫内膜中发现了多种不同类型的微生物,
有需氧菌、微需氧菌、厌氧菌、支原体、衣原体及病毒

等[12-13]。由于微生物的特性及耐药性的不同,子宫内

膜炎患者需要不同的用药方案进行治疗。抗菌药物

的盲目使用会造成人身体内微生物菌群的失调及增

加细菌的耐药性,更不利于胚胎的着床和发育。
因此,如何有效地检测出女性宫腔内的致病微生

物并对其进行治疗,在辅助生殖技术中有着非常重大

的意义。大多数学者使用微生物培养方法,很少有学

者用mNGS技术去研究子宫内膜病原微生物及对

CE治愈率的影响。
本研究结果显示,微生物培养的方法微生物阳性

率为20.00%,与文献[14-15]报道结果相似;mNGS
的方法微生物阳性率为79.63%,显著要高于微生物

培养方法。对比了两组检出微生物类型,结果显示微
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生物培养检出的微生物主要以常规的条件致病菌为

主,如肺炎克雷伯杆菌、大肠埃希菌、链球菌、支原体

等,而在mNGS组中,除了发现了这些常规的条件致

病菌外,还发现了较多用常规培养的方法难以检测的

病原体,如脆弱杆菌、普雷沃菌、结核分枝杆菌和病毒

等。mNGS检测在微生物检测上的应用优势在于其

有着较广的覆盖范围,且能检测到一些难以发现的病

原体。本研究结果中,通过 mNGS检测,显著提高微

生物的阳性率,有效地检测出多种罕见的病原体和多

种病原体混合感染的情况。本研究结果显示,在治疗

3个月后,组2的治愈率显著高于组1,差异有统计学

意义(P<0.05),本研究的治愈率高于文献[16]的报

道结果。
自从 mNGS首次被用于临床病原学诊断后,其

应用也越来越广泛。很多研究结果表明其在特异度

无差别的情况下,能显著提高检测的灵敏度[17],很适

用于临床上不明、少见及不典型症状的检测。在本研

究中,利用 mNGS技术诊断,得到了较好的临床结

局,但是广泛应用于CE的诊断,仍然存在不少的挑

战。如在采集过程中对无菌操作要求较高;mNGS技

术对实验室要求较高,能开展的实验室较少;相对于

普通的培养和PCR检测,mNGS花费较高,部分患者

难以接受。因此,mNGS虽然能显著提高CE的微生

物检验效率,仍然需要更多的研究来提高 mNGS在

临床上的可操作性,以及技术上的革新来降低检测

成本。
综上所述,对于CE患者利用 mNGS的方法,能

显著提高患者子宫内膜微生物检测的阳性率,并且进

行针对性的药物治疗后,能显著提高CE患者的治愈

率。虽然目前在临床全面应用还存在一定困难,但
mNGS作为一种新型的微生物检测手段,对子宫内膜

微生物检测有较大的应用价值和应用前景。
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