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[摘  要] 目的：探讨全基因组测序耐药基因注释准确性及数据库比对效能。方法：选取2024年8月至2025

年8月60例细菌感染患者菌株,随机分为两组各30株；对照组用单一数据库BLAST比对,观察组用多数据

库整合校验,均以表型药敏为金标准。结果：观察组注释准确率(93.33%)及各类耐药预测准确率均高于

对照组(P<0.05)；单株比对耗时(92.37±21.54)s短于对照组(186.45±32.18)s,耐药基因检出数、注释准确

率、灵敏度、特异度均高于对照组(P<0.001)。结论：多数据库整合策略可提升耐药基因注释准确性与

效能,利于临床应用。 
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[Abstract] Objective: To explore the accuracy of bacterial resistance gene annotation based on whole genome 

sequencing and the efficacy of database comparison. Methods: 60 bacterial strain samples from patients with 

bacterial infections from August 2024 to August 2025 were selected and randomly divided into two groups, with 

30 strains in each group. The control group used a single database (BLAST) for comparison, while the 

observation group used a multi-database integration for verification. Both were based on phenotypic drug 

sensitivity as the gold standard. Results: The annotation accuracy rate of the observation group (93.33%) and the 

accuracy rates of various resistance predictions were higher than those of the control group (P < 0.05); the time 

for single-strain comparison (92.37 ± 21.54) s was shorter than that of the control group (186.45 ± 32.18) s, and 

the number of detected resistance genes, annotation accuracy rate, sensitivity, and specificity were all higher than 

those of the control group (P < 0.001). Conclusion: The multi-database integration strategy can improve the 

accuracy and efficacy of bacterial resistance gene annotation and is beneficial for clinical application. 
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细菌耐药已成为全球公共卫生领域亟待解决的突出难题,

每年因耐药菌感染导致的死亡及医疗负担持续攀升,多重耐药

菌的流行使临床抗感染治疗面临严峻挑战,部分感染甚至陷入

无药可用的困境
[1]
。传统表型药敏试验虽为耐药判定的金标准,

但其操作繁琐、检测周期较长,难以满足危重感染患者快速用药

的需求。全基因组测序能够一次性获取菌株的完整遗传信息,

通过对耐药基因加以注释实现对耐药表型的预测,随着测序成

本的不断下降与平台普及,该技术在耐药监测与精准治疗中展

现出独特价值
[2]
。然而,注释结果的可靠性在很大程度上取决于

所选用的参考数据库及比对流程,目前临床缺乏统一的注释标

准,不同数据库在基因覆盖、命名规则与收录范围上存在差异,

易引起注释偏差与效率瓶颈
[3]
。因此,系统评价耐药基因注释的

准确性并比较数据库比对效能,对推动测序技术的临床转化具

有现实意义。 
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1 资料与方法 

1.1一般资料 

本研究采用对照设计,选取2024年8月至2025年8月某院明

确诊断为细菌感染的患者60例的细菌检验标本,将标本中分离

出的纯菌株进行培养研究。研究者按随机数字表法将60株菌株

分为对照组与观察组,每组各30株(对应患者各30例),两组分别

采用不同的数据库比对策略进行耐药基因注释。 

对照组30例中,男16例,女14例；年龄24~78岁,平均(52.36

±11.48)岁；感染病程3~15 d,平均(7.42±2.16)d；分离菌株

中大肠埃希菌9株、肺炎克雷伯菌8株、金黄色葡萄球菌5株、铜

绿假单胞菌4株、鲍曼不动杆菌4株。观察组30例中,男17例,女1

3例；年龄26~76岁,平均(53.18±10.92)岁；感染病程4~14 d,

平均(7.68±2.34)d；分离菌株中大肠埃希菌8株、肺炎克雷伯

菌9株、金黄色葡萄球菌6株、铜绿假单胞菌4株、鲍曼不动杆菌

3株。两组在性别(χ²=0.067,P=0.796)、年龄(t=0.283,P=0.7

78)、病程(t=0.447,P=0.656)及菌种构成(χ²=0.589,P=0.964)

方面比较,差异均无统计学意义(P>0.05),具有可比性。 

纳入标准：①经临床与微生物学检查确诊为细菌感染,标本

培养分离获得纯菌株者；②标本采集规范,菌株活性良好且DNA

提取质量符合测序要求者；③年龄≥18岁；④临床与微生物学

资料完整者。 

排除标准：①多种细菌混合感染、难以分离获得纯培养者；

②菌株DNA质量不达标或测序数据量不足、组装质量不合格者；

③标本污染或培养失败者；④同一患者重复送检的同源菌株；

⑤临床资料缺失、无法完成基因型与表型对照判读者。 

1.2方法 

菌株鉴定与表型药敏(金标准)：研究者将标本接种于血琼

脂平板与麦康凯平板,于35℃培养18~24 h,采用基质辅助激光

解吸电离飞行时间质谱仪鉴定至种。表型药敏采用微量肉汤稀

释法测定最低抑菌浓度,受试抗菌药物涵盖氨苄西林、哌拉西林

/他唑巴坦、头孢他啶、头孢曲松、头孢吡肟、亚胺培南、美罗

培南、阿米卡星、庆大霉素、环丙沙星、左氧氟沙星及复方

磺胺甲噁唑等,结果依据当年版CLSI折点判读为耐药、中介或

敏感。 

DNA提取与全基因组测序：研究者采用细菌基因组提取试剂

盒提取DNA,经Qubit荧光定量、NanoDrop检测纯度(OD260/280

为1.8~2.0),构建文库后于Illumina平台进行双端测序,测序深

度不低于100×。原始数据经Trimmomatic去除接头与低质量碱

基,FastQC评估测序质量,SPAdes完成de novo组装,QUAST评价

组装完整性与连续性。 

耐药基因注释与数据库比对(两组差异所在)：对照组仅依

托单一耐药基因数据库,按默认参数采用在线BLAST逐条序列比

对,序列一致性阈值设为identity≥90%、覆盖度coverage≥60%。

观察组采用本地化多数据库整合策略,联合CARD、ResFinder与A

MRFinderPlus等核心数据库并行比对,对多源结果进行基因命

名归一与交叉校验以剔除冗余及假阳性,并将阈值收紧至ident

ity≥95%、coverage≥80%,同时纳入gyrA、parC等位点的点突

变检测。两组均将注释所得耐药基因与表型药敏结果逐项对应,

据此判定真阳性、假阳性与假阴性。 

1.3观察指标 

①耐药基因注释准确性：以表型药敏为金标准,统计两组总

体注释完全准确例数及β-内酰胺类、碳青霉烯类、氨基糖苷类、

喹诺酮类耐药预测的准确例数与准确率。②数据库比对效能：记

录单株比对耗时、耐药基因检出数,并计算各菌株的注释准确

率、灵敏度与特异度。 

1.4统计学方法 

本研究采用SPSS 26.0软件分析数据。计量资料以(x̄±s)表
示,组间比较采用独立样本t检验；计数资料以例(%)表示,组

间比较采用χ²检验。检验水准α=0.05,P<0.05为差异有统计

学意义。 

2 结果 

2.1两组耐药基因注释准确性比较 

观察组耐药基因注释完全准确率为93.33%,高于对照组的

70.00%；在β-内酰胺类、碳青霉烯类、氨基糖苷类及喹诺酮类

耐药预测方面,观察组准确率分别为96.67%、93.33%、96.67%、

90.00%,均高于对照组的80.00%、73.33%、73.33%、66.67%,差

异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。 

表1  两组耐药基因注释准确性比较[例(%)] 

组别 例数
注释完全

准确

β-内酰胺

类预测准确

碳青霉烯类

预测准确

氨基糖苷类

预测准确

喹诺酮类预

测准确

对照组 30 21(70.00) 24(80.00) 22(73.33) 22(73.33) 20(66.67)

观察组 30 28(93.33) 29(96.67) 28(93.33) 29(96.67) 27(90.00)

χ²值 5.455 4.043 4.320 6.405 4.812

P 值 0.020 0.044 0.038 0.011 0.028

 

2.2两组数据库比对效能比较 

观察组单株比对耗时为(92.37±21.54)s,明显短于对照组

的(186.45±32.18)s；观察组耐药基因检出数为(8.57±2.06)

个,注释准确率为(95.18±4.21)%,灵敏度为(94.36±5.12)%,

特异度为(96.72±3.84)%,均优于对照组的(6.83±1.74)个、(8

4.26±6.53)%、(82.15±7.84)%、(88.47±5.96)%,差异均有统

计学意义(P<0.001)。 

3 讨论 

细菌耐药的产生与扩散贯穿于临床抗感染治疗的全过程。致

病菌通过产生灭活酶、改变药物靶点、外排泵过表达以及膜通

透性下降等途径获得对抗菌药物的耐受能力,而这些机制大多

由特定的耐药基因所编码
[4]
。准确识别菌株所携带的耐药基因,

是判断其耐药谱、合理选择抗菌药物的关键环节。表型药敏试

验长期作为耐药判定的金标准,但其检测往往需要数十小时,对

脓毒症等危重感染难以及时提供用药参考。全基因组测序通过

一次实验即可获取菌株的全部遗传信息,再借助生物信息学手
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段对耐药基因加以注释,从而在较短时间内完成耐药表型的预

测
[5]
。本研究围绕注释准确性与数据库比对效能两条主线设置

观察指标,意在厘清测序技术在耐药判读环节的真实表现。 

本研究结果显示,观察组在总体注释准确率及各药物类别

的耐药预测上均优于对照组,这一差异主要源于两组比对策略

的不同。对照组仅依赖单一数据库与默认参数的在线比对,受限

于该数据库的基因收录范围,部分新近报道或亚型差异较大的

耐药基因难以被检出,进而造成假阴性增多、灵敏度下降。观察

组将CARD、ResFinder与AMRFinderPlus等数据库加以整合,不同

数据库在β-内酰胺酶、碳青霉烯酶、氨基糖苷修饰酶等基因家

族上的收录各有侧重,联合使用后基因覆盖范围明显拓宽,使更

多真实携带的耐药基因得以识别；观察组耐药基因检出数较对

照组增加,正印证了这一点
[6]
。注释准确不仅取决于“检得出”,

还取决于“判得准”。各数据库在基因命名上并不统一,同一基

因可能存在多个别名,若缺乏统一映射极易产生重复计数或误

判。观察组在比对完成后对多源结果进行命名归一与交叉校验,

并将一致性与覆盖度阈值由对照组的identity≥90%、coverage

≥60%收紧至identity≥95%、coverage≥80%,使因低相似度片

段引起的假阳性得到有效抑制,这是观察组特异度高于对照组

的根本原因。值得关注的是,喹诺酮类耐药在两组中的预测准确

率均相对偏低,原因在于该类耐药多由gyrA、parC等基因的点突

变介导,而非简单的耐药基因获得,仅凭基因有无难以全面反映

其耐药状态；观察组在流程中纳入了点突变检测,因而在该类别

上的改善更为明显。在比对效能方面,观察组单株耗时不足对照

组的一半
[7]
。对照组采用逐条序列在线提交的方式,既受网络传

输与服务器排队的影响,又难以并行处理,整体效率偏低。观察

组依托本地化数据库并采用并行比对,避免了反复的网络交互,

同时通过流程整合压缩了人工干预环节,使单株分析时间大幅

缩短。对临床而言,比对效率的提升意味着从样本到报告的周期

被显著压缩,能够更快地为经验性治疗的调整提供分子层面的

依据,这一点对耐药形势复杂的重症监护病房尤为重要。需要客

观看待的是,基于基因注释的耐药预测仍存在固有局限
[8]
。耐药

基因的存在并不必然等同于耐药表型的表达,基因的转录水平、

调控元件及宿主背景都会影响最终表型；个别菌株还可能因新

型耐药机制或尚未被收录的基因而被漏判。鉴于此,本研究始终

以表型药敏作为参照,强调基因型与表型的相互印证,而非以测

序结果单独取代传统药敏。此外,本研究样本量与菌种范围有限,

结论的外推尚需保持审慎。 

综合本研究结果,多数据库整合并辅以交叉校验与阈值优

化的比对策略,能够在提升细菌耐药基因注释准确性的同时改

善比对效能,较单一数据库的传统比对更契合临床快速、可靠的

需求。后续工作可在扩大菌种与样本规模的基础上,引入长读长

测序以提升复杂耐药结构的解析能力,并探索机器学习辅助的

注释与质控方法,推动注释流程与判读标准的规范化,使全基因

组测序更稳健地融入耐药监测与精准抗感染的临床实践。 
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