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宏基因组测序技术检测血流感染样本去宿主干扰效应 
四种预处理方法的比较
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摘　要：目的　探讨不同去宿主方法对血流感染样本中病原微生物检测的影响。方法　以浓度分别为 105，103，

102 和 10CFU/ml 的模拟金黄色葡萄球菌血流感染样本为研究对象，将检测分为全血组和血浆组，使用宏基因组测序

（metagenomic next generation sequencing，mNGS）比较 Saponin 法、Wash 法、CD45 法和 MolYsis 法四种预处理方法

的病原微生物 reads 检出数和占比，以评估不同方法的去宿主效率。结果　血流感染病原微生物初始浓度在 103CFU/ml 
以下的微生物检出占比小于 0.15%。四种去宿主方法中，Saponin 法 reads 检出数最多，病原微生物检出占比最高，血

浆组检测结果占比可提升至 18% 以上；Wash 法及 CD45 法相比直接提取法病原微生物 reads 检出数均未显著增加，

MolYsis 法的 reads 检出数水平有明显增高。血浆组病原微生物 reads 检出数多于全血组，去宿主方法可明显提高病原

微生物的丰度。结论　对比四种去宿主方法的 mNGS 检测结果，Saponin 法可明显去除宿主核酸，提高病原微生物的

reads 检出数，尤其血浆组去宿主效果最好。
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Abstract: Objective　To discuss the effects of the different de-host methods for the detection of blood stream infection (BSI)
samples. Methods　Staphylococcus aureus was injected into the peripheral BSI samples. And the simulated BSI samples with 
concentrations of 105, 103, 102, 10CFU/ml, respectively, were as the objects. The detection was divided into the whole blood 
and the plasma group. Metagenomic next generation sequencing (mNGS) was used to detect the reads and proportion of the 
nucletc acid of pathogenic microorganism to evaluate the de-host efficiency of four protreatment methods (Saponin method, 
Wash method, CD45 method and MolYsis method. Results　The detection of pathogenic microorganisms in BSI with an 
initial concentration below 103CFU/ml was less than 0.15%. Among the four host removal methods, the Saponin method could 
significantly increase the proportion of microorganisms, especially in the plasma group, which could increase the proportion 
of pathogen detection results to more than 18%. Compared with the direct extraction method, the Wash method and the CD45 
method were not rich pathogenic nucleic acid significantly. The detection level of the reads by MolYsis method was significantly 
higher than that by direct extraction method. The number of microorganisms detected in the plasma group was higher than that 
in the whole blood group, and the de-host methods can significantly increase the abundance of pathogenic microorganisms. 
Conclusion　Comparing the mNGS detection results of the four de-host methods, the Saponin method could significantly 
remove human nucleic acids and increase the proportion of pathogenic microorganisms, especially in the plasma group, which 
had the best host removal effect. 
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血流感染 (blood stream infection, BSI) 是指各种

病原微生物侵入血流而引起的一种严重全身感染性
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疾病 [1]。随着侵入性操作、广谱抗生素及免疫抑制

剂等的广泛应用，血流感染的发生率呈逐年上升趋
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势 [2]。血流感染的早期诊断对缩短住院时长、减少

治疗费用、降低病死率有重要意义。目前，其诊断

主要依赖于传统培养方法，但存在报告时间长、苛

养菌培养困难等缺点 [3-4]。分子生物学检测具有高

灵敏度、高特异度及报告时间短等优点，已成为难

培养病原微生物检测的重要手段。但多数分子生物

学方法只能检测某些特定类型的病原微生物 [5-6]，

无法满足临床对疑难重症感染的诊断需求。宏基因

组 测 序（metagenomic next generation sequencing, 
mNGS）技术则可在感染早期不受靶标限制从样本

中直接检测包括细菌、病毒、真菌和寄生虫在内的

所有病原微生物 [7]。然而，血流感染患者初始病原

微生物浓度在 1 ～ 103CFU/ml 之间 [8-9]，大量宿主

核酸限制了血液中病原微生物的检测，如何降低宿

主核酸对病原微生物的影响，成为 mNGS 亟需解决

的问题。因此，建立高效、标准化的病原微生物核

酸分离方法对于血流感染的早期诊断至关重要。本

研究通过 mNGS 检测预处理后的模拟血流感染样

本， 旨 在 评 估 Saponin 法、Wash 法、CD45 法 和

MolYsis 法四种预处理方法的去宿主效率 [10-13]。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选择金黄色葡萄球菌 ATCC25923
标准菌株模拟血流感染样本，来自无感染患者的全

血混合样本作为基质和阴性对照。血液样本纳入标

准为：患者无发热，血细胞检测、血清降钙素原、

C 反应蛋白和红细胞沉降率结果未见异常。该研究

已通过伦理审查委员会批准。研究对象均知情同意。

1.2　仪器与试剂　核酸提取选用 ZymoBIOMICSD-
NA minipre Kit 试剂盒（ZYMO RESEARCH 公司，

货号 D4300），核酸定量使用 Qubit High Sensitivity 
dsDNA assay 试剂盒（ThermoFisher SCIENTIFIC 公 
司，货号 32851）。去宿主部分使用热不稳定性

耐 高 盐 核 酸 酶 HL-SAN（ActicZymes 公 司， 货 号 
70910-202），Saponin 干粉（Sigma-Aldrich 公司，货 
号 47036），蛋白酶 K 冻干粉（北京索莱宝科技有

限 公 司， 货 号 P9460），Dynabeads®CD45 试 剂 盒 
（ThermoFisher SCIENTIFIC 公司，货号 11153D）， 
MolYsis™ Basic5 试剂盒（Molzym 公司，货号 D- 
301）。mNGS 部 分 使 用 Bioruptor 超 声 打 断 仪

（Diagenode 公 司， 型 号 Bioruptor Plus），Agilent 
2100 Bioanalyzer 生物分析仪（Agilent 公司，型号

G2939B），Agilent High Sensitivity DNA Kit（Agilent
公司，货号 5067-4626），ABI 7500 荧光定量 PCR
仪（ThermoFisher SCIENTIFIC 公 司， 型 号 ABI 
7500），Illumina Nextseq 测序平台（Illumina 公司，

型号 Nextseq 500）。

1.3　方法

1.3.1　模拟血流感染样本制备：将 ATCC25923 标

准菌株接种在血琼脂平板上培养 24h 后，制备 0.5
麦氏单位的菌悬液。用临床全血混合样本作为稀释

液，将菌悬液进一步稀释至 105，103，102，10CFU/
ml，最终制备体积为 10ml 的不同浓度的模拟血流

感染样本，剩余的临床全血混合样本作为阴性对照。

1.3.2　四种去宿主方法处理样本：根据方法学适

用条件将检测分为全血组和血浆组，全血组包括

Saponin 法、CD45 法 和 MolYsis 法，血 浆 组 包 括

Saponin 法、Wash 法，每份样本进行二次重复检测。

1.3.2.1　Saponin 法： 取 8ml 模 拟 样 本，800r/min
离心 5min，转移上层血浆至新的 EP 管；将血浆

9 000r/min 离 心 5min 后，弃 上 清 液， 吸 取 200μl 
PBS 重悬沉淀 , 再加入 200μl 5%Saponin 溶液（5g 
Saponin 溶于 95g 双蒸水），37℃振荡孵育 15min，

孵育过程中每 2min 混匀 1 次；孵育完成后加入

350μl 无菌水，静置 30s，再加入 12μl 5mol/L 的

NaCl 溶液，涡旋混匀。8 000r/min 离心 5min，弃

上清液，加入 100μl PBS 重悬沉淀，再加入 100μl
的 HL-SAN buffer（5.5mol/L NaCl，100mmol/L 
MgCl2 水溶液），涡旋混匀。加入 10μl HL-SAN，

立即混匀，37℃ 1 300r/min 孵育 15min；加入 1ml 
PBS，8 000r/min 离 心 3min， 弃 上 清 液；1ml PBS
重 悬，8 000r/min 离 心 3min， 弃 上 清 液，250μl 
PBS 重悬沉淀，重悬液用于核酸提取。

1.3.2.2　Wash 法：取 8ml 模拟样本，3 200r/min 离

心 30s，取血浆至新的 5ml 低吸附管内 , 并加入等

体积无菌水，涡旋混匀；室温孵育 5min，期间不断

混匀；13 300r/min 离心 2min；弃上清，吸取 250μl 
PBS 重悬沉淀，重悬液用于核酸提取。

1.3.2.3　CD45 法：具体参照 Dynabeads®CD45 说明

书。

1.3.2.4　MolYsis 法： 具 体 参 照 MolYsis™ Basic5
试剂盒说明书。

1.3.3　DNA 提取和 mNGS 样本经过预处理去宿主

之后，使用 Zymo BIOMICS DNA minipre Kit 试剂

盒 提 取 DNA，Qubit High Sensitivity dsDNA assay
进行核酸定量。用 Bioruptor 将提取的 DNA 片段

化。使用 Agilent 2100 Bioanalyzer 生物分析仪及配

套 的 Agilent High Sensitivity DNA Kit 对 片 段 化 的

DNA 验证后制备文库。PCR 扩增使用 ABI 7500 荧

光定量 PCR 仪。测序使用 Illumina Nextseq 平台，

每个血流感染样本的测序量为 2.5G。测序完成后使

用 Burrows-Wheeler Alignment（BWA）将人基因组

数据与 GRCh38 进行序列比对去除宿主基因 [14]。

剩余的测序数据通过 SNAP 与 NCBI nt 数据库比

对，最终获得靶物种 reads 检出数和丰度信息。所
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有 mNGS 阳性结果均经 Sanger 测序验证。

1.4　统计学分析　采用 Python3.9 软件作为数据统

计分析工具，计量资料服从正态分布并以均数 ± 标

准差（x±s）表示，去宿主方法组间比较采用配对

样本 t 检验；全血组及血浆组病原微生物核酸检出

情况组间比较采用卡方检验。P ＜ 0.05 为差异有统

计学意义。

2　结果

2.1　全血组不同去宿主方法病原微生物检出情况比

较　全血组不同去宿主方法金黄色葡萄球菌 reads
检出数结果见表 1，可见阴性对照的 reads 检出数

小于 5 条；病原微生物检出结果占比见表 2。直接

提取法微生物检出占比均小于 0.15%，去宿主处理

可提升血流感染病原微生物的 reads 检出数，提高

血流感染病原菌的占比。从检测结果来看，Saponin
法病原微生物 reads 检出数最多，微生物占比最高，

其中 102CFU/ml 水平差异有统计学意义，其余浓度

reads 检出数也明显增加，但因样本量相对较小，

样本间差异离散度较大 , 导致差异无统计学意义。

CD45 法病原微生物检出数相比直接提取法均未显

著增加，102 及 103CFU/ml 样本检出的 reads 检出数

有所降低，差异无统计学意义。MolYsis 法由于样

本及试剂问题，只有 102 和 105CFU/ml 水平有检测

结果，102CFU/ml 样本水平虽只有 1 个检测结果，

其 reads 检出数相较其他方法明显增加，105CFU/ml
样本水平 reads 检出数较其他方法亦明显增加，差

异有统计学意义，可见该方法具有较好的去宿主效

果。

表 1　                             全血组不同去宿主方法金黄色葡萄球菌 reads 检出数差异（x±s）

稀释浓度 (CFU/ml) 直接提取法 Saponin 法 CD45 法 MolYsis 法 t1 P1 t2 P2 t3 P3

0 3.50±0.71 - - - - - - - - -

101 5.50±3.54 622.00±808.93 43.00±24.04 - -1.08 0.47 -1.08 0.47 - -

102 21.50±6.36 11 048.50±241.12 16.50±3.54 19 696.00 -63.01 0.01 -63.01 0.01 1.29 0.42

103 1 960.00±325.27 16 145.00±1292.59 411.50±70 - -12.40 0.05 -12.40 0.05 - -

105 2 771.50±67.18 1 437 398.50±532 668.49 10 156.00±1117.23 4 681 562.00±138 810.72 -3.81 0.16 -3.81 0.16 -47.64 0.01

注：- 表示无数据。t1 和 P1 为直接提取法和 Saponin 法 reads 检出数比较，t2 和 P2 为直接提取法和 CD45 法 reads 检出数比较，t3 和 P3 为

直接提取法和 MolYsis 法 reads 检出数比较。

表 2                                                       全血组不同去宿主方法金黄色葡萄球菌占比情况（%）

稀释浓度 (CFU/ml) 直接提取法 Saponin 法 CD45 法 MolYsis 法 t1 P1 t2 P2 t3 P3

101 0.12 1.31 0.16 - -1.02 0.49 -7.00 0.09 - -

102 0.12 1.53 0.16 38.30 -15.67 0.04 -4.00 0.16 -3.75 0.17

103 0.13 0.24 0.15 - -7.00 0.09 >100 <0.01 - -

105 0.14 11.0 0.22 95.77 -1.54 0.37 >100 <0.01 -48.17 0.01

注：- 表示无数据。t1 和 P1 为直接提取法和 Saponin 法金黄色葡萄球菌占比比较，t2 和 P2 为直接提取法和 CD45 法金黄色葡萄球菌占比比较，

t3 和 P3 为直接提取法和 MolYsis 法金黄色葡萄球菌占比比较。

2.2　血浆组不同去宿主方法病原微生物检出情况比

较　血浆组不同去宿主方法金黄色葡萄球菌 reads
检出数见表 3。序列比对后，不同去宿主方法金黄

色葡萄球菌检出结果占比见表 4。与直接提取法相

比，Saponin 法 reads 检出数最多，各水平 reads 检

出数均明显高于其他方法，但由于批内检测差异较

大，仅 105CFU/ml 水平差异有统计学意义。Wash 法

reads 检出数低于 Saponin 法，病原微生物检出数和

非宿主比例均未显著增加，且 102CFU/ml 水平 reads
检出数有所丢失，检出效果明显不如 Saponin 法。

表 3                                        血浆组不同去宿主方法金黄色葡萄球菌 reads 检出数差异（x±s）

稀释浓度 (CFU/ml) 直接提取法 Saponin 法 Wash 法 t1 P1 t2 P2

0 6.00±2.83 - - - - - -

101 37.50±28.99 792.00±377.60 814.50±729.03 -3.06 0.20 -1.57 0.36

102 161.50±40.31 9 125.00±7 997.38 121.00±4.24 -1.58 0.36 1.29 0.42

103 2159.50±454.67 51 856.00±20 719.64 3 499.50±587.61 -3.47 0.18 -14.26 0.04

105 62 295.00±5 731.81 2 966 242.00±42 284.99 92 549.50±6 183.65 -85.53 0.01 -94.69 0.01

注：- 表示无数据。t1 和 P1 为直接提取法和 Saponin 法 reads 检出数比较，t2 和 P2 为直接提取法和 Wash 法 reads 检出数比较。
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表4　血浆组不同去宿主方法金黄色葡萄球菌占比情况（%）

稀释浓度 (CFU/ml)直接提取法 Saponin 法 Wash 法 t1 P1 t2 P2

101 0.14 18.99 0.22 -2.75 0.22 -4.00 0.16

102 0.13 32.07 0.28 -1.09 0.47 -3.75 0.17

103 0.15 22.72 0.20 -2.93 0.21 -3.67 0.17

105 0.71 58.37 0.96 -23.20 0.03 -7.00 0.09

注：t1 和 P1 为直接提取法和 Saponin 法金黄色葡萄球菌占比

比较，t2 和 P2 为直接提取法和 Wash 法金黄色葡萄球菌占比比较。

2.3　全血组及血浆组金黄色葡萄球菌核酸检出情况

比较　将 Saponin 法和直接提取法的血浆和全血检

测结果进行比较（见表 5），可见 Saponin 法模拟

样本四个水平血浆组检测结果均高于全血组，差异

有统计学意义（P<0.01)，且 Saponin 法血浆组金黄

色葡萄球菌检测结果占比均提高至 18% 以上。直

接法血浆组检测结果和全血组结果差异均无统计学

意义（P>0.05)。

表 5 　　　　　　　　　　　全血组及血浆组金黄色葡萄球菌核酸检出占比情况比较

稀释浓度 (CFU/ml)
直接提取法 Saponin 法

血浆组（%） 全血组（%） χ2 P 血浆组（%） 全血组（%） χ2 P

101 0.14 0.12 0 >0.99 18.99 1.31 15.25 <0.01

102 0.13 0.12 0 >0.99 32.07 1.53 31.21 <0.01

103 0.15 0.13 0 >0.99 22.72 0.24 22.70 <0.01

105 0.71 0.14 0 >0.99 58.37 11.09 47.24 <0.01

3　讨论

mNGS 作为不经培养直接从临床标本中鉴定出

病原微生物的分子诊断技术，具有高灵敏度、高通

量及无偏倚检测的优势，可显著提高疑难重症感染

的诊断效率 [15-16]。然而由于 mNGS 采用鸟枪法测序，

大多数病原微生物的检测会受宿主高核酸背景（通

常 >99%）的影响，从而使病原微生物的检出数据

不足，大大限制了该方法的分析灵敏度。虽然增加

测序深度可提高病原微生物的检出，但当测序深度

达平台期（约 20M）后，增加测序深度不能显著提

升其检测性能，检测时间和成本却大幅增加。为了

避免低载量病原微生物的漏检，减少实验部分的干

扰，去宿主步骤成为 mNGS 的重要环节。目前国内

外去宿主研究主要针对呼吸道、脑脊液等体液及其

他包含微生物菌群的组织标本类型，血流感染去宿

主相关研究仍相对较少 [17-19]。

血液样本去宿主和富集微生物核酸的方法主

要包括：①差速离心或过滤等基于细胞大小差异的

方法去除宿主细胞；②差异裂解法选择性裂解宿主

细胞，然后用酶或化学试剂去除暴露的核酸 [20]。

Saponin 作为表面活性剂对人源细胞膜进行裂解，

细菌和真菌由于有细胞壁的保护可免受裂解，同时

渗透压可以差异裂解细胞膜，随后利用高盐溶液破

坏宿主细胞释放出的染色体，非特异性核酸内切酶

HL-SAN 对宿主核酸进行切割，洗涤后即完成了去

宿主过程 [10]。Wash 法则是基于宿主细胞与微生物大

小差异，使用不同离心条件对宿主细胞进行清除，该

方法简单易操作，不需要特殊仪器设备，可去除完

整性较好的人源细胞，缺点在于操作引入误差较大，

去宿主的均一性无法保证，多次离心及洗涤步骤减

少人源核酸的同时易造成病原微生物的丢失。CD45
法则是利用共价偶联抗人 CD45 抗体的超顺磁性微

珠，直接从全血去除 CD45+ 白细胞，操作简便省时，

但无法去除不表达 CD45 的白细胞。MolYsis 法使用

离液剂和去污剂选择性裂解哺乳动物细胞，之后用

不受离液剂和去污剂影响的 DNA 酶消化，随即对病

原微生物进行裂解，高效分离并富集目标核酸，且

不引入任何外源微生物（如工程菌），可同时富集病

原菌，但是价格昂贵，本研究由于样本及试剂问题，

只有部分检测结果，结果证明该方法确实具有较好

的去宿主效果，后续可用临床样本进一步证实。朱

盈等 [21] 通过对比 Saponin 法、SDS 法和水洗法对血

流感染样本的去宿主效率，发现 Saponin 法的去宿主

效率最优，与本研究结果一致。

本研究尚存在一定的局限性。首先由于不同

浓度梯度的样本量较小，宿主背景下病原检测结果

不够稳定，后续需要增加样本量并使用真实样本进

一步验证。其次本研究只将金黄色葡萄球菌纳入研

究，涉及的菌谱不够全面，后续会将革兰阳性菌、

革兰阴性菌、真菌、病毒等纳入研究范围，且充分

考虑不同耐药基因对 mNGS 检测的影响。未来将对

mNGS 的灵敏度、重复性和特异度等方法学性能进

行系统验证，评估血流感染 mNGS 检测的全流程。

综上，本研究通过比较 Saponin 法、Wash 法、

CD45 法和 MolYsis 法四种预处理方法的去宿主干

扰效应，明确了 Saponin 法血浆组的去宿主效率最

高。为后续 mNGS 的相关研究奠定了基础，对血流

感染的早期精准诊断具有重要意义。
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