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　　摘　要：慢性化脓性中耳炎（ＣＳＯＭ）是一种常见病多发病，ＣＳＯＭ是一种多因素疾病，由环境、细菌、宿主和遗
传危险因素等一系列因素相互作用引起，细菌感染是 ＣＳＯＭ重要的原因之一。由于地区、民族、饮食习惯等差异，
ＣＳＯＭ在世界各地的发病率及细菌种类也有所差异。既往基于培养技术获得 ＣＳＯＭ部分优势菌群，但不能获得
ＣＳＯＭ细菌群落的全貌，限制了ＣＳＯＭ的病原学研究。随着各项检测技术的提高，特别是１６ＳｒＲＮＡ测序及宏基因
组测序等分子技术的发展，ＣＳＯＭ病原学研究也逐步完善，这不仅对抗生素的选择提供依据，同时也能进一步研究
细菌在ＣＳＯＭ中的致病机制。
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　　慢性化脓性中耳炎（ｃｈｒｏｎｉｃｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅｏｔｉｔｉｓ
ｍｅｄｉａ，ＣＳＯＭ）是一种常见病及多发病，该疾病为中耳
黏膜、骨膜或深达骨质的化脓性炎症，重者炎症可深

达乳突骨质。本病以患耳长期间歇或持续流脓、鼓膜

穿孔及听力下降为特点［１］，由于中耳解剖位置特殊

性，ＣＳＯＭ可引起颅内外并发症，特别是颈深部感染、
脑膜炎、脑脓肿等，严重者可能导致死亡。在组织学

上，ＣＳＯＭ中耳黏膜的炎症表现为组织水肿、黏膜下
纤维化、血管增生、淋巴细胞、浆细胞和组织细胞浸

润。炎症过程通常伴随着黏膜溃疡和血管、成纤维细

胞和炎症细胞的增殖，导致肉芽组织的形成。鼓膜穿

孔导致患者听力障碍和中耳腔恶臭的分泌物可能会

对患者身体和心理造成持久的影响。ＣＳＯＭ也被认
为是儿童和年轻患者最常见的耳科疾病［２３］。
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１　ＣＳＯＭ目前在全球范围流行现状

根据世界卫生组织（ＷＨＯ）初步估计，现在全球
大约有６５００万至３．３亿人患有ＣＳＯＭ，而每年大约
２１０００人死于ＣＳＯＭ的并发症。疾病负担最重的是
沙哈拉以南的非洲和大洋洲低收入国家，主要是由

于营养不良、过度拥挤、卫生条件差、医疗保健不足

和反复上呼吸道感染，该疾病在发展中国家的发病

率较高，特别是在社会经济水平较低的地区，城市与

农村的发病率为１∶２，较贫穷的农村社区发病率最
高［４］。对于人群基本属性来讲，女性及年轻患者发

病率较高［５６］，但也有研究指出男性患病率高于女

性［７］，在我国的一项调查中显示５５％患者为男性，
４５％患者为女性［８］，这有可能与两性对求医的态度

和对疾病的耐受能力有关。由于地区、民族、饮食习

惯等差异，ＣＳＯＭ在世界各地的发病率也有所差异，
全球总的发病率约为４．７６／１０００人，每年新增患者
约３１００万人［２］，据不同地区的研究报告，在孟加拉

国，ＣＳＯＭ的患病率为 ７．４％ ～３９．５％，在印度为
７．８％～１６％［９］，在中国还没有 ＣＳＯＭ确切的患病
率［８］。

对于发病年龄来讲，前面讲到 ＣＳＯＭ高发年龄
段为儿童期，特别是 ６岁以内比较常见的疾
病［１０１１］，其主要原因为儿童咽鼓管较短、位置较平、

软骨较松弛和免疫力低下，各国家地区的差异也比

较明显。在中国的一项研究中发现发病率最高的年

龄段为５１～６０岁［８］，Ｍｏｆａｔｔｅｈ等［６］发现发病率最高

的年龄段为２１～３０岁，然而，也有部分研究发现发
病率最多的年龄段为＜２０岁的患者［１２１３］。

２　ＣＳＯＭ细菌感染的菌种研究

２．１　ＣＳＯＭ常见菌种地域的差异分布
ＣＳＯＭ主要是急性中耳炎（ａｃｕｔｅｓｕｐｐｕｒａｔｉｖｅｏｔｉ

ｔｉｓｍｅｄｉａ，ＡＯＭ）迁延不愈的结果［１４］，而急性感染如

何发展为慢性疾病仍然很大程度上不清楚［１５］，细菌

感染是ＣＳＯＭ最常见的一种病因。由于呼吸道黏膜
的邻近性，由口咽和鼻咽淋巴组织的上行性感染容

易导致中耳反复感染，以及鼓膜穿孔导致持续性耳

漏［１６］。了解ＣＳＯＭ的流行病学情况、病原微生物和
抗生素的敏感性对于根据经验选择最有效的抗生素

以及了解感染的一般过程至关重要［１７］。另外，我们

研究中的优势微生物及其抗生素敏感性也在不断地

变化，所以，我们必须对微生物进行持续和定期检

测，以指导选择合适的抗生素［１８］。

ＣＳＯＭ的微生物群主要包括需氧菌、厌氧菌和
真菌等，根据患者的年龄、地理位置、种族和是否有

胆脂瘤等并发症，其相应的发病率和菌种有所不

同［１３，１９］。Ｘｕ等［２０］认为 ＣＳＯＭ和中耳胆脂瘤（ｍｉｄ
ｄｌｅｅａｒｃｈｏｌｅｓｔｅａｔｏｍａ，ＭＥＣ）是两种不同的疾病，所
以这两种疾病的致病微生物也应该有所差异，通过

常规细菌培养发现，ＣＳＯＭ组 Ｇ＋细菌检出率高于
ＭＥＣ组，ＣＳＯＭ组Ｇ＋细菌检出率低于 ＭＥＣ组。两
组主要病原菌为金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、变

形杆菌和凝固酶阴性葡萄球菌。Ｘｕ等［８］对２８９例
ＣＳＯＭ患者中耳腔分泌物进行培养，Ｇ＋细菌为
６０．２％，Ｇ－细菌为３９．８％，以 Ｇ＋细菌占优势，８４％
的患者为ＣＳＯＭ不伴胆脂瘤，而１６％为 ＣＳＯＭ伴胆
脂瘤。具体细菌来讲，金黄色葡萄球菌为主要的致

病菌，约占４４．９％，在 ＣＳＯＭ伴或不伴胆脂瘤中金
黄色葡萄球菌有相似的结果，耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，
ＭＲＳＡ）占金黄色葡萄球菌总数的１８．９％。铜绿假
单胞菌是第二常见致病菌，约占 １６．９％，在 ＣＳＯＭ
不伴胆脂瘤中约占１５．７％，在 ＣＳＯＭ伴胆脂瘤中约
占２３．７％，也有部分为金黄色葡萄球菌、铜绿假单
胞菌和阴沟肠杆菌的混合菌。在伴有胆脂瘤的

ＣＳＯＭ中，肺炎克雷伯菌是第三常见的细菌，约占
７．９％，在无胆脂瘤的 ＣＳＯＭ中，凝固酶阴性葡萄球
菌是第三常见的致病菌，约占９．６％。金黄色葡萄
球菌、铜绿假单胞菌和凝固阴性葡萄球菌是 ＣＳＯＭ
的３种主要致病菌［８］。另有国内研究，苏州地区中

耳炎分泌物细菌培养阳性率为６９．４％，其中肺炎链
球菌、金黄色葡萄球菌和流感嗜血杆菌为主要的致

病菌［１５］，重庆地区中耳炎分泌物主要菌种为金黄色

葡萄球菌、铜绿假单胞杆菌等［２１］。从以上几个国内

研究表明，金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌是我国

ＣＳＯＭ比较常见的致病菌。
国外一些研究中获得菌种类别与国内有一定的

差异。Ｈｉｒｅｍａｔｈ等［２２］发现，在１２０例 ＣＳＯＭ最常见
的需氧菌为铜绿假单胞菌（３８．７９％），其次为金黄色
葡萄球菌（３２．７５％）。Ｍｉｔｔａｌ等［１０］发现ＣＳＯＭ主要需
氧菌由铜绿假单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌、化

脓性链球菌、奇异变形杆菌、肺炎克雷伯菌组成，然

而，厌氧菌由类杆菌、消化链球菌、丙酸杆菌组成。

２．２　ＣＳＯＭ中非常见微生物菌种
２．２．１　多重耐药菌　多重耐药菌是在抗生素不合
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理使用情况下出现的产物，一些多重耐药菌在患者

耳部脓液中被发现，这将是对全球的医疗管理的一

个重大挑战，另一方面，多重耐药菌的出现将增加

ＣＳＯＭ的复发率［２３２４］。ＭＲＳＡ是多重耐药菌中最常
见的一种，在韩国的一项研究中 ＭＲＳＡ的分离率为
２２．８％。美国的一项调查提示，由社区获得性 ＭＲ
ＳＡ感染继发的 ＣＳＯＭ从 １９９８年的 ０．７％增加到
２００６年的 １１．４％［２５］。印度的一项研究提示，在

ＣＳＯＭ中 ＭＲＳＡ感染占金黄色葡萄球菌总数的
３４．３％［２６］。

２．２．２　真菌感染　真菌性感染在一些病例中也时
常被发现。关于ＣＳＯＭ继发性真菌感染的确切患病
率的信息明显缺乏。中耳真菌感染通常被误诊为细

菌感染，因此患者在最初阶段会被告知使用抗生素

滴耳剂。只有当抗生素滴耳剂不能改善症状时才考

虑到有真菌感染的可能［２７］，使用抗生素出现菌群失

调后导致抑制细菌菌群和随后出现的真菌菌群，可

能会增加真菌重复感染的发生率，甚至毒性较低的

真菌也可能变成致病菌。此外，真菌从 ＣＳＯＭ患者
中分离的比率也存在很大程度的差异［２８］。在中国，

上海地区真菌性中耳炎中，女性发病率高于男性，大

约女∶男为２∶１，主要菌种为曲霉菌和白色念珠
菌［２７，２９３０］。印度医生 Ｐｈｉｌｉｐ等［２９］对怀疑真菌性中

耳炎１５例患者接受手术后病理明确真菌的存在，主
要菌种为毛霉菌、曲霉菌及白色念珠菌［３１］。真菌感

染很难根治，其最重要的原因是可能形成的生物膜

导致的复发，同时已经证实念珠菌可以形成生物

膜［３０，３２］。

２．２．３　海藻希氏菌　海藻希氏菌是一种广泛分布
于环境中的兼性厌氧菌及腐生的革兰氏阴性杆菌，

是海洋微生物群中的一员，是一种罕见的人类病原

体，在温带气候地区流行率很高，如美国、南非、澳大

利亚、亚洲和南欧［３３３４］。直接接触海水或食用受污

染的海鲜是众所周知的感染风险因素［３５３８］。据报

道，海藻希氏菌引起了广泛的临床疾病，如皮肤和软

组织感染、菌血症、胃肠炎、小脑脓肿、耳和眼部感

染、感染性心内膜炎和心包炎。土耳其的一些报告

与该细菌相关的病例有肺炎、小脑脓肿、脑膜炎和伤

口感染［３９４０］。在丹麦的一项研究中，最常见的由海

藻希氏菌引起中耳感染是５５例患者中有４７例在接
触海水后出现ＣＳＯＭ的症状［４１］，这也是海藻希氏菌

作为ＣＳＯＭ非常见细菌的有力证据。
２．２．４　肠球菌　由于地域及生活习惯的差异，一些
远离耳部的器官常见细菌也在患者耳部脓液中被发

现。对于肠球菌的检出，首先考虑到是否为标本污

染，但是后来发现也有可能与该地区一些习俗有关，

部分患者为了减少耳部脓性分泌物，患者偶尔会使

用鸽子的粪便填满于自己的外耳道。同时该地区的

一些患者还使用蟑螂膏、棕榈油、甜橄榄油、缝纫机

油或母乳来试图减少耳部脓性分泌物，上述的各种

习俗可能解释中耳脓性分泌物中肠球菌的发现。因

为局部地区肠道菌群在ＣＳＯＭ患者中发现也间接说
明该地区卫生模式较差，使得人类有更多的机会接

触动物和人类的粪便，因此我们在重视临床管理的

同时还要加强生活环境的管理［４２］。

既往观点认为正常人体的中耳腔都是无菌

的［４３４４］。目前对健康和疾病状态中耳和乳突黏膜

微生物学的了解主要来自细菌培养研究。由于某些

细菌无法在标准培养基中生长，这些结果不可避免

地会产生偏差［４５］。ＣＳＯＭ的致病菌可能来自中耳
或乳突腔内的共生细菌，在健康对照组的中耳腔内

也检测出了潜在的病原体，比如：葡萄球菌、假单胞

菌、链球菌和莫拉菌，这支持了中耳腔或乳突腔内常

驻微生物群是潜在的内部感染源的观点。在人体的

其他黏膜部位，共生生物在防御机会性致病菌入侵

方面发挥重要作用。例如在肠道中，细菌之间的交

流和调节可以对细菌的生长产生积极或消极的影

响。这种相互作用似乎是通过细菌释放信号分子并

被宿主细胞重新吸收而介导的。类似的相互作用可

能发生在中耳，但仍有待证明［４６４７］。由于某些细菌

无法在标准培养基中生长，相比之下分子生物学技

术能够更准确地评估生长在黏膜上的微生物群落。

现在大部分医院常规实验室诊断通常会选择性地培

养已知病原体，所以其他病原体可能会被忽视。正

因为考虑到许多人类微生物是不可培养的或极其难

以生长的，所以选择分子工具能够更好地了解样本

中细菌群落的组成。

３　细菌生物膜在ＣＳＯＭ中作用

３．１　细菌生物膜概述
细菌生物膜是一种细菌群落，其形成是原核生

物在恶劣环境中生存的关键组成部分。这些群落是

细菌植入一种被称为细胞外聚合物（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｏｌｙｍｅｒｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，ＥＰＳ）的营养基质中形成
的［４８］。细菌生物膜是由细胞外 ＤＮＡ、蛋白质和多
糖等胞外聚合物质组成的微生物群落。生物膜形成

是一种毒性机制，在健康宿主和有潜在疾病的宿主

·３３·
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中建立持续感染［４９５１］。早在１６８３年，Ａｎｔｏｎｉ利用显
微镜在自己的牙齿上发现了生物膜，但是并未引起

重视。直到２０世纪７０年代初期观察到囊性纤维化
患者持续感染与细菌聚集之间的联系，医学微生物

学家才对生物膜的生活方式产生兴趣，并对其进一

步研究［５２］。

生物膜的形成需要几个重要的步骤。首先，在

组织表面一些少量的有机物形成一个中和层，这些

中和层更容易使细菌附着。然后，细菌接触到中和

层，使细菌与中和层不可逆的结合。最后，由于细菌

不断聚集，ＥＰＳ开始形成，随着细菌细胞的生长和
ＥＰＳ形成增加，生物膜开始成熟。成熟的生物膜
ＥＰＳ含量远高于细菌含量，且大部分细菌处于休眠
期。一旦生物膜成熟，便可释放细菌导致局部或全

身炎症形成［５３５４］。

３．２　细菌生物膜的致病机制
由于多种因素，生物膜中的细菌对环境压力、抗

菌治疗和宿主免疫具有更强的抵抗力。ＥＰＳ或生物
膜基质为生物膜提供了结构完整性，并作为物理屏

障将生物膜内的细胞与细胞外环境分离［５５５６］。生

物膜的结构在生物膜内部的营养与垃圾交换起到重

要的作用［５７］。生物膜内的细菌生长速率的变化和

代谢的停止增加了对抗生素的耐药性［５８］。除了基

质提供的保护外，生物膜中的细菌还可以采用其他

生存策略来逃避宿主的防御系统。细菌通过处于休

眠状态和躲避免疫系统，它们可能会造成局部组织

损伤，随后引起急性感染。在生物膜内，细菌通过代

谢改变、基因表达和蛋白质生产来适应缺氧和营养

缺乏的环境，这可以导致代谢率和细胞分裂率降

低［５９］。此外，还能通过灭活抗菌靶点或减少抗菌素

干扰细胞功能，使生物内的细菌对抗菌治疗更具耐

药性。在生物膜感染期间，机体还可能同时激活先

天和后天性宿主免疫反应，但这两种免疫反应都

不能消除生物膜病原体，反而加速了相关组织的

损伤［６０］。

人体约 ８０％的慢性感染是由生物膜导致
的［６１］，且生物膜在耳鼻咽喉科感染中的重要性日益

明显［６２］。生物膜的形成是细菌在中耳内持久性的

一个主要因素，抗菌素耐药性的增加归因于细菌代

谢的变化和生长速度的下降［５８］。营养供应和应激

的差异可能会导致铁获取、氧化应激和生物膜内代

谢蛋白的变化。此外，黏膜表面蛋白表达和生物膜

形成的差异降低了宿主对细菌的反应和识别，并可

能改变宿主固有免疫防御的有效性［６３６４］。逆转录

聚合酶链反应显示，在中耳腔积液阴性培养患者中

存在代谢活菌，这验证了生物膜是慢性中耳炎发病

机制的一部分假设［６５］。后来的研究发现，通过扫描

电子显微镜和共聚焦激光扫描显微镜等多种方式，

在人类和动物中耳炎模型均发现生物膜，所以生物

膜通常被认为是中耳炎发病机制的一部分［６６６７］。

３．３　细菌生物膜在中耳慢性炎症疾病中的研究
人体的中耳腔并不是一个密闭的空间，正常的

中耳腔可以通过咽鼓管与鼻腔、咽腔相通，因此人体

中耳腔中会有大量常驻菌存在，但在某些病理情况

下（外伤、鼓膜穿孔等）导致中耳腔内急慢性炎症形

成，在一些体质差的患者或治疗不彻底的情况下可

能会导致生物膜的形成，这在一些 ＣＳＯＭ患者中耳
脓性分泌物［９］或病理组织［６８７１］中得以证实。侯炜

等［７２］为了研究细菌生物膜，利用铜绿假单胞菌构建

小鼠ＣＳＯＭ模型，并发现在构建模型６ｄ后所有中
耳标本黏膜表面均出现具有典型特征的细菌生物

膜，表面被胞外多糖包裹，扫描电镜还观察到细菌生

物膜呈“蘑菇状”的三维结构及其之间的水通道，同

时还发现随着生物膜的生长和成熟，中耳炎的症状

也逐渐加重。因此，在所有的 ＣＳＯＭ和耳部持续流
脓超过 １４ｄ的患者中耳腔均有可能形成生物
膜［５５］。细菌生物膜可作为一个细菌库，然后细菌从

生物膜中扩散，这也可能是 ＣＳＯＭ复发和形成慢性
感染的原因。

对于生物膜导致ＣＳＯＭ复发和形成慢性感染的
机制仍不完全清楚，目前主要认为 ＣＳＯＭ可能的机
制为生物膜的形成与持续感染和抗生素治疗效果降

低有关，且生物膜已被证明有助于细菌、酵母和丝状

真菌的耐药性，并且可能是造成最低抑菌浓度数据

和临床结果之间差异的一个因素［７３］，同时生物膜内

细菌被包裹在聚合物基质中，降低了它们对抗菌药

物和免疫防御的敏感性，这种固有的抗菌药物耐药

性为抗生素治疗和宿主防御提供了额外的耐药性。

此外，在感染过程中，起源于生物膜的细菌以浮游细

胞的形成扩散，导致感染的进展［５９，７４］。生物膜内的

持久性细胞在降低抗生素作用方面起到重要的作

用，持久性细胞是ＣＳＯＭ顽固性感染的主要驱动力，
该细胞代谢不活跃，能够逃避抗生素的攻击［７５］，同

时持久性细胞对抗生素的应答能力不是可遗传的特

征，而是随机的表型分化［７６］。持久性细胞的产生主

要是由于生物膜的低营养和低氧水平，正是由于持

久性细胞代谢活性低，故该细胞在抗生素的作用损

伤后仍然能够得到很好的恢复［７６］，所以认为 ＣＳＯＭ

·４３·
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产生的主要问题是生物膜内的持久性细胞，而不是

生物膜本身，因此，ＣＳＯＭ应被认为是一种由持久性
细胞引起的疾病［７７］。另外关于细菌生物膜加重

ＣＳＯＭ感染的机制可能因为细菌生物膜胞外多糖基
质的主要成分藻酸盐，这种藻酸盐具有明显的抗原

性，再和细菌的各种抗原叠加，多种抗原共同刺激机

体产生大量特异性抗体。由于胞外多糖基质的屏障

作用，使得抗体不能顺利进入细菌生物膜内而不能

消灭其内部的细菌，而在表面形成免疫复合物，趋化

中性粒细胞与免疫复合物的 ＦＣ端结合，激活、释放
出各种酶类物质，溶解破坏细菌生物膜周围的正

常组织，导致发生免疫病理变化，从而加重 ＣＳＯＭ
的感染［７８］。

细菌生物膜在 ＣＳＯＭ的致病机制已被重视，生
物膜对抗生素和其他抗菌化合物具有耐药性［７９８１］，

因此很难根除，并且导致中耳腔反复感染。另外，生

物膜附着在中耳受损的组织上，例如：中耳腔暴露性

骨炎、中耳腔黏膜溃疡，或者是耳科手术植入物（鼓

膜置管等），进一步加重了中耳炎的反复［８２］。虽然

生物膜在ＣＳＯＭ中已被证实，但它们在疾病中的具
体病理生理学作用尚不明确［８３］，需要我们进一步去

探索。

４　ＣＳＯＭ微生物学常见分析方法

４．１　基于培养技术
基于培养技术的分析研究是根据不同微生物的

生长特性选择不同的培养条件进行而达到分离的目

的，然后根据微生物的形态学和生化方法来鉴定物

种及药物敏感试验，这种技术也是目前绝大部分医

院进行感染病原学的诊断方法。然而体外培养很难

模拟微生物的自然生存条件，就微生物比较丰富的

肠道而言，目前为止仅仅培养了 ３０％的肠道微生
物，但并不是指大约７０％的肠道菌群无法培养，只
是表明非常难以确定这些微生物最优的生长条

件［８４］。另外，培养技术还可能存在以下的缺点：

①某些细菌的培养周期长，甚至达１周以上；②厌氧
菌一般难以培养；③菌落形成不良可能与患者之前
使用抗生素有关［８５］。

４．２　１６ＳｒＲＮＡ扩增子测序
１６ＳｒＲＮＡ扩增子测序是以细菌为研究对象，通

过直接扩增环境微生物总ＤＮＡ的特定区域，研究微
生物分布、丰度变化及样本间微生物群落组成差异

情况（简要流程见图１）。１６ＳｒＲＮＡ大约１５４０ｂｐ，基

因序列长短适中，含有１０个保守区和９个可变区
（Ｖ１～Ｖ９），变异频率低，占细菌总 ＲＮＡ的８０％以
上，所以１６ＳｒＲＮＡ扩增子测序被用作最常用的微
生物鉴定技术［８６］。目前，大规模的细菌 １６ＳｒＲＮＡ
基因分析都是基于对细菌１６ＳｒＲＮＡ基因可变区测
序，包括 Ｖ２、Ｖ３、Ｖ４、Ｖ１Ｖ２、Ｖ１Ｖ３、Ｖ２Ｖ３、Ｖ２Ｖ４、
Ｖ３Ｖ４、Ｖ４Ｖ５、Ｖ３Ｖ６、Ｖ７Ｖ９均采用第二代测序技
术进行测序，此前由罗氏公司提供，后来由 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
公司提供。然而，由于测序区域的不同，测序结果也

有可能出现偏差［８７］。ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ测序是目前应
用最广泛的细菌１６ＳｒＲＮＡ基因扩增子测序平台。
它最新的化学结构允许测序３００ｂｐ双向 ＰＣＲ片段
完全重叠，适合于单可变区和细菌１６ＳｒＲＮＡＶ１Ｖ２
基因区域的测序，需要全序列重叠［８７］。然而，第二

代测序的短读方法因使用的可变区域而存在偏差，

不能提供低于细菌属水平的有效分辨率，限制了微

生物生态学研究。Ｇｏｓｉｅｗｓｋｉ等［８８］和 Ｇｙａｒｍａｔｉ等［８９］

利用１６ＳｒＲＮＡ基因扩增分析血液样本查找可疑的
致病菌，但这两项研究都无法在物种层面上找到令

人信服的致病细菌，可能是１６ＳｒＲＮＡ仅分析了Ｖ１
Ｖ３或Ｖ３Ｖ４区扩增子导致ｒｅａｄｓ信息不足而引起。
１６ＳｒＲＮＡ扩增子测序长期以来一直是微生物

组鉴定的首选方法。然而，１６ＳｒＲＮＡ测序通常只有
部分可变区域被测序很少能提供物种水平的分辨

率，不能直接评估其他类群（如病毒和真菌）或功能

基因含量。此外，部分 １６ＳｒＲＮＡ序列读取可能无
法提供分辨 １６ＳｒＲＮＡ高度同源物种所需的分辨
率［９０］。尽管利用基于１６ＳｒＲＮＡ的数据已经取得了
突破性的发现，但物种水平的具体分辨率对于了解

微生物已经变得越来越重要［９１９２］。该方法具有引

物偏差和缺乏特异性的缺点，但其在大样品量、低成

本和高灵敏度方面却占有较大的优势。

４．３　宏基因组测序技术
宏基因组测序（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＭＧＳ），

利用二代／三代高通量测序技术对环境样本中全部
微生物基因组ＤＮＡ进行测定，以分析微生物群体的
遗传多样性和丰度，解读微生物群体的基因组成及

功能多样性，探索微生物与环境／宿主之间的相互作
用关系，发掘具有新的特定功能的基因（简要实验

流程见图２，简要分析流程见图３）。新一代宏基因
组测序通过高通量测序和自动化生物信息分析，对

标本中所有基因组对应的已知微生物均能在短时间

内（１～６ｄ）进行鉴定。ＭＧＳ已被用于检测脑脊
液［９３９４］、血液［９５９６］、尿液［９７］、支气管肺泡灌洗液样
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本［９８］和骨关节感染［９９］等样本中的病原体。ＭＧＳ相
对于常规培养有以下优势：①对病原体的总体检出
率明显高于常规培养；②ＭＧＳ受抗菌药物治疗影响
较小，表明ＭＧＳ具有足够的灵敏度，可以检测标本

中低水平的微生物或残留核酸；③ＭＧＳ在接受标本
后几天内就可以获得最终报告［９９］。但是由于 ＭＧＳ
价格较昂贵，所以在医院大规模开展存在一定的

难度。
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图３　宏基因组测序技术简要分流流程　注：Ａｎｏｓｉｍ分析（相似性分析）；ＰｅｒＭＡＮＯＶＡ分析（置换多元方差分析）。

５　展望

细菌感染在 ＣＳＯＭ的致病机制中已被充分重
视，在治疗中使用的广谱抗生素对共生细菌群落产

生不利影响，通过消除相互竞争的共生细菌，可能为

病原体提供竞争优势，所以我们应该在明确致病菌

情况下合理、合规使用抗生素，以达到治疗效果。但

ＣＳＯＭ的中耳腔微环境是多种细菌，甚至真菌的集
合，使用目前的细菌培养技术可能不能获得满意的

细菌谱，也会丢失一些重要的细菌，故需要利用新一

代的分子生物学技术来获取中耳腔的微生态情况，

这样不仅能获得满意的细菌谱，提供准确的治疗方

案，减少因大量广谱抗生素使用带来的细菌耐药问

题，也能够丰富当地 ＣＳＯＭ感染细菌谱。但是利用
分子生物学技术来检测细菌，价格昂贵，在我国部分

地区常规开展存在困难，故在探索 ＣＳＯＭ中耳腔的
微生态道路上仍然任重道远。
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