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靶向宏基因组测序技术在不明原因肺部感染病原学
诊断中的价值

陶锋1,李一荣2,周艳梅1,郭传龙1,李世超3*

(1.枣阳市第一人民医院,湖北枣阳
 

441200;2.武汉大学中南医院;3.湖北文理学院附属医院,襄阳市中心医院医学检验部)

【摘要】 目的 探讨靶向宏基因组测序(tNGS)技术在不明原因肺部感染病原学诊断中的价值。 方法 选取2023年

3月-11月114例于本院就诊的不明原因肺部感染患者为研究对象。采集患者支气管肺泡灌洗液或痰液标本,分别进行

tNGS测序及传统的病原学检测。依据临床病原学诊断将病例分为细菌感染、真菌感染、病毒感染及结核分枝杆菌感染

4类,采用SPSS软件比较tNGS与传统方法检出率的差异。 结果 114例患者传统病原学检测及tNGS检测的阳性

率分别为32.5%(37/114)、89.5%(102/114),差异具有统计学意义(P<0.05)。传统病原学检测方法检出细菌、真菌、

病毒和分枝杆菌的阳性率分别为:26.32%、7.02%、0%和0%。tNGS检测方法检出阳性率分别为:83.33%、23.68%、

22.81%和11.40%。对于各类病原体,tNGS检测阳性率均高于传统方法(P<0.05)。传统病原学检测方法检出单一感

染、二重混合感染和三重及以上混合感染分别为:31例(83.78%),6例(16.22%)和0例(0.00%);tNGS检测方法检出

分别为:24例(23.53%),31例(30.39%)和47例(46.08%)。在混合感染检测中,tNGS对于二重混合感染和三重及以

上混合感染的检出率高于传统方法。tNGS检测与传统病原学检测方法对检出病原体对比,9例完全一致,17例部分一

致,11例不一致。 结论 与传统的病原学检测相比,tNGS在肺部感染的病原学诊断中具有更高的阳性率和检测效

率,尤其适用于传统方法检测阴性但临床怀疑存在感染的情况,为传统诊断提供有力的补充,全面提升病原体的检出效

率。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

value
 

of
 

targeted
 

metagenomic
 

sequencing
 

(tNGS)
 

in
 

the
 

etiological
 

diagnosis
 

of
 

pulmonary
 

infection
 

of
 

unknown
 

etiology. Methods A
 

total
 

of
 

114
 

patients
 

with
 

unexplained
 

pulmonary
 

infection
 

who
 

visited
 

our
 

hospital
 

from
 

March
 

to
 

November
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects.
 

Bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

or
 

sputum
 

specimens
 

of
 

the
 

patients
 

were
 

collected
 

for
 

tNGS
 

sequencing
 

and
 

traditional
 

etiological
 

detection.
According

 

to
 

the
 

clinical
 

etiological
 

diagnosis,the
 

cases
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

categories:bacterial
 

infection,fungal
 

infection,viral
 

infection
 

and
 

mycobacterium
 

tuberculosis
 

infection.
 

The
 

SPSS
 

software
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

detection
 

rates
 

between
 

tNGS
 

and
 

traditional
 

etiological
 

detection. Results The
 

positive
 

rates
 

of
 

traditional
 

etiological
 

detection
 

and
 

tNGS
 

detection
 

in
 

114
 

patients
 

were
 

32.5%
 

(37/114)
 

and
 

89.5%
 

(102/114),respectively,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

positive
 

rates
 

of
 

bacteria,fungi,viruses
 

and
 

mycobacteria
 

detected
 

by
 

traditional
 

etiological
 

detection
 

methods
 

were:26.32%,7.02%,0%
 

and
 

0%
 

respectively.
 

The
 

positive
 

rates
 

detected
 

by
 

the
 

tNGS
 

detection
 

method
 

were:83.33%,23.68%,22.81%
 

and
 

11.40%
 

respectively.
 

For
 

various
 

pathogens,the
 

positive
 

rate
 

of
 

tNGS
 

detection
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

traditional
 

methods
 

(P<0.05).
 

The
 

traditional
 

etiological
 

detection
 

method
 

detected
 

single
 

infection,double
 

mixed
 

infection
 

and
 

triple
 

or
 

more
 

mixed
 

infection
 

as
 

follows:

31
 

cases
 

(83.78%),6
 

cases
 

(16.22%)
 

and
 

0
 

cases
 

(0.00%);the
 

tNGS
 

detection
 

method
 

detected
 

them
 

as
 

follows:24
 

cases
 

(23.53%),31
 

cases
 

(30.39%)
 

and
 

47
 

cases
 

(46.08%)
 

respectively.
 

In
 

the
 

detection
 

of
 

mixed
 

infection,tNGS
 

had
 

a
 

higher
 

detection
 

rate
 

of
 

double
 

and
 

triple
 

or
 

more
 

mixed
 

infections
 

than
 

traditional
 

methods.
 

In
 

the
 

comparison
 

of
 

pathogen
 

detection
 

between
 

the
 

tNGS
 

detection
 

and
 

traditional
 

etiological
 

detection
 

methods,9
 

cases
 

were
 

completely
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consistent,17
 

cases
 

were
 

partially
 

consistent,and
 

11
 

cases
 

were
 

inconsistent. Conclusion Compared
 

with
 

traditional
 

etiological
 

detection,tNGS
 

had
 

higher
 

positive
 

rate
 

and
 

detection
 

efficiency
 

in
 

the
 

etiological
 

diagnosis
 

of
 

pulmonary
 

infection,especially
 

suitable
 

for
 

cases
 

where
 

traditional
 

methods
 

were
 

negative
 

but
 

clinical
 

suspicion
 

of
 

infection
 

existed.
 

It
 

provided
 

a
 

powerful
 

complement
 

to
 

traditional
 

diagnosis
 

and
 

comprehensively
 

improved
 

the
 

detection
 

efficiency
 

of
 

pathogens.
【Keywords】 tNGS;pulmonary

 

infection;bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid

  呼吸道感染仍是公共卫生的一个严重威胁,快速

并准确地识别致病病原体对于临床诊疗工作至关重

要[1]。其中,肺部感染是临床常见的感染类型,当病原

体不明确时,医生往往依据经验选择抗生素治疗,若抗

生素未能覆盖病原体或治疗疗程不足会导致治疗不准

确,增加患者的风险。随着医疗实践的发展,新的挑战

如广谱耐药病原体和多重感染出现,这对病原学的快

速及精确检测提出了更高的要求。
根据《中国成人医院获得性肺炎与呼吸机相关性

肺炎诊断和治疗指南》[2],目前对不明原因肺炎的病原

学 检 测 主 要 采 用 痰 液 和 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

(Bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,BALF)的培养、核酸检

测、血清抗体检测等方法。然而,这些方法存在一定的

局限性,如检测时间长、阳性率低等,往往无法明确感

染的致病病原体。因此,肺部感染性疾病诊疗的关键

在于明确感染的致病病原体,以避免抗菌药物的多用、
滥用,并降低细菌耐药性的风险。

近年 来,随 着 二 代 基 因 测 序 (next-generation
 

sequencing,NGS)技术的快速发展给病原体的检测带

来 了 新 的 突 破。靶 向 宏 基 因 组 测 序 (targeted
 

metagenomic
 

sequencing,tNGS)结合了靶向扩增和

NGS技术,不仅可以检测常见的和罕见的病原体,不
受培养的影响,还降低了宿主和背景的干扰,同时提高

了低丰度病原的检出率[3-4]。因此,本研究旨在对比分

析tNGS检测与传统病原学检测的诊断价值,以提高

诊疗效果。

材料与方法

1 材料

1.1 研究对象 枣阳市第一人民医院2023年3~11
月收治经初始经验性抗感染治疗效果不佳的不明原因

肺部感染患者。纳入标准:①肺部感染的影像学检查

结果应符合《医院感染诊断标准》;②在接受初始经验

性抗感染治疗后的3~5
 

d内,患者的自觉症状、一般

情况、临床表现和实验室检查结果均未得到改善。排

除标准:①非感染性疾病患者;②临床或实验室资料不

全者;③无配对开展传统培养与tNGS检测的。

1.2 主要仪器与试剂 Qubit3.0型荧光定量仪,赛
默飞世尔(ThermoFisher);NEXTSEQ500型高通量

基因测序系统,因美纳(Illumina)。病原微生物检测

试剂盒,予果生物;文库制备试剂盒,予果生物。

2 研究方法

2.1 资料收集及样本 采集收集入选患者的基线资

料,包括性别、年龄、临床诊断等。采集所有纳入患者

的下呼吸道标本,首选病灶或最严重部位行支气管镜

下肺泡灌洗术采集BALF样本。若患者无法耐受气

管镜检查,留取合格的痰液标本及诱导痰进行检测。
所有标本均需同时送检传统病原学检测及tNGS。

2.2 传统病原学检测 所有BALF及痰液标本在采

集后2
 

h内开展常规细菌和真菌涂片、抗酸染色、培养

以及非典型病原体和病毒的血清学抗体检测。常规细

菌、真菌的分离培养遵循《下呼吸道感染细菌培养操作

指南:WSIT499-2017》进行。鉴定出两种或两种以上

的感染性病原体时则判定为肺部混合感染。

2.3 tNGS检测 所有BALF及痰液标本
 

在采集后

12
 

h内冷链运送至武汉艾迪康医学检验所进行临床

重点病原体(DNA+RNA)tNGS检测。采用病原微

生物检测试剂盒提取核酸,采用Qubit荧光定量仪进

行核酸定量和文库质控,采用文库制备试剂盒进行文

库构建与质控、采用高通量基因测序系统上机测序并

剔除低质量数据。mNGS阳性结果确定标准:依呼吸

统统相关专家共识为依据,分析呼吸系统微生物组中

定植物种及条件、弱致病性病原菌。

3 统计分析

采用SPSS22.0软件分析数据,计数资料以例数、
率表示,组间比较采用配对χ2 检验。P<0.05为差

异有统计学意义。

结 果

1 入选患者基线资料

共收集到114例符合纳入标准的患者样本,其中

BALF样本102份、痰液样本12份。114例患者中,
男性71例,女性43例,年龄33~83岁,中位年龄60
岁。

2 tNGS与传统病原学检测肺部感染阳性率比较

传统病原学检测出阳性样本37例,阳性率为

32.5%(37/114),tNGS检测出阳性样本102例,阳性

率为89.5%(102/114),tNGS检测阳性率高于传统病
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原学检测,差异有统计学意义(P<0.05)。
依据临床病原学诊断将病例分为细菌感染、真菌

感染、病毒感染及结核分枝杆菌感染4类,比较tNGS
与传统方法检出率的差异。对于不同的病原体感染类

型,tNGS检测阳性率高于传统病原学检测,差异均有

统计学意义(P<0.05),结果见图1。

表
 

1 两种检测方法阳性检出率的比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

the
 

positive
 

detection
 

rates
of

 

the
 

two
 

detection
 

methods

传统病原学检测
Traditional

 

etiological
detection

tNGS检测
tNGSdetection

阳性
Positve

阴性
Negative

合计
Total P*

阳性 37 0 37
阴性 65 12 77

合计Total 102 12 114
0.008

  *采用Fisher精确检验。

*采用Fisher精确检验
图

 

1 两种检测方法在鉴定不同病原体类别的效能比较

Fig.1 Comparison
 

of
 

the
 

efficacy
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

methods
in

 

identifying
 

different
 

pathogen
 

categories

在检测混合感染方面,tNGS对于二重、三重及以

上混合感染的检出率高于传统病原学检测,而传统病

原学检测多以单一病原检出为主(表2)。

表
 

2 两种检测方法检出感染类型情况的比较

Table
 

2 Comparison
 

of
 

the
 

detected
 

infection
 

types
by

 

the
 

two
 

detection
 

methods

感染类型
Infection

 

type

传统病原学检测[例,%]
(n=37)

Traditional
 

etiological
detection

tNGS检测
[例,%]
(n=102)

tNGSdetection

单一感染 31(83.78) 24(23.53)
二重混合感染 6(16.22) 31(30.39)

三重及以上混合感染 0(0.00) 47(46.08)

在传统病原学检测阳性37例样本中,有26例

tNGS检测出与其一致的病原,其中9例与传统方法

完全一致,余17例部分一致,tNGS还检测出传统方

法未检测到的潜在病原体;11例tNGS检测的病原体

与传统检测不同,传统方法检测出的病原体为不动杆

菌属、铜绿假单胞菌、嗜麦芽窄食单胞菌、洋葱伯克霍

尔德菌等院感相关病原,对应样本tNGS检测结果多

为肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、分枝杆菌等病原菌及真

菌、病毒等(表3)。

表
 

3 两种检测方法阳性检出病原差异
Table

 

3 Differences
 

in
 

positive
 

detected
 

pathogens
 

between
the

 

two
 

detection
 

methods

样本编号
Sample
number

样本类型
Sample
type

传统病原学检出病原
Pathogens

 

detected
 

by
traditional

 

etiology

tNGS检测检出病原
Pathogens

 

detected
bytNGSdetection

P36 肺泡灌洗液 鲍曼不动杆菌
流感嗜血杆菌、肺炎链球菌、
铜绿假单胞菌、根毛霉属

P37 肺泡灌洗液 不动杆菌属
流感嗜血杆菌、肺炎克雷伯
菌、肺炎链球菌

P39 肺泡灌洗液 铜绿假单胞菌 新型冠状病毒

P42 肺泡灌洗液 铜绿假单胞菌
卡他莫拉菌、大肠埃希菌、流
感嗜血杆菌、肺炎克雷伯菌、
白色念珠菌

P43 肺泡灌洗液 阴沟肠杆菌
肺炎链球菌、白色念珠菌、人
类疱疹病毒1型

P62 肺泡灌洗液 嗜麦芽窄食单胞菌
屎肠球菌、粘质沙雷氏菌、粪
肠球菌、铜绿假单胞菌

P64 肺泡灌洗液 鲍曼不动杆菌
新生 隐 球 菌、烟 曲 霉、米 曲
霉、黄曲霉、新型冠状病毒

P67 肺泡灌洗液
洋葱伯克霍尔德菌、
克氏柠檬酸杆菌

金黄色葡萄球菌

P68 肺泡灌洗液 鲍曼不动杆菌
肺炎克雷伯菌、EB病毒、人
类疱疹病毒1型

P100 肺泡灌洗液 鲍曼不动杆菌
鸟-胞内分枝杆菌复合群、
肺炎链球菌、黄曲霉

P114 痰液 鲁氏不动杆菌 中间链球菌、肺炎链球菌

3 tNGS与传统病原学检测病原学分析

102例tNGS检测阳性患者共检出45种病原,其
中细菌共23种,真菌15种,病毒7种。37例传统病

原学检测阳性患者共检出15种病原,细菌12种,真菌

3种,未检测出病毒,见表4。

讨 论

肺部感染的病原体构成复杂,早期处理主要依赖

于经验性的抗感染措施。目前的临床研究表明,及早

诊断是及时、特异、有效治疗的关键。早期明确病原体

可针对性地选择抗生素,避免滥用,进而缩短住院时间

并提高生存率。延迟诊断可能会影响个体化治疗并导

致不良预后。
宏 基 因 组 二 代 测 序 技 术 (Metagenomic

 

next-
generation

 

sequencing,mNGS)因其高通量、高敏感性

和无偏倚等优势,在感染性疾病病原学检测中展现出

巨大价值,已广泛应用于呼吸道感染等多种感染性疾

病的病原体诊断中。临床宏基因组学可以明显提高细

菌检测灵敏度、缩短检测时间、在罕见细菌感染方面的
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表
 

4 所有纳入的患者中两种方法检测到的病原学种类[n(%)]
Table

 

4 The
 

types
 

of
 

etiology
 

detected
 

by
 

the
 

two
 

methods
in

 

all
 

included
 

patients
病原体种类
Types

 

of
pathogens

传统病原学检测
Traditional

 

etiological
detection

tNGS检测
tNGSdetection

细菌

肺炎克雷伯菌[8(22.86%)] 肺炎链球菌[32(15.53%%)]
铜绿假单胞菌[8(22.86%)] 流感嗜血杆菌[31(15.05%)]
鲍曼不动杆菌[6(17.14%)] 肺炎克雷伯菌[23(11.17%)]
嗜麦芽窄食单胞菌[3(8.57%)] 铜绿假单胞菌[21(10.19%)]
大肠埃希菌[2(5.71%)] 金黄色葡萄球菌[17(8.25%)]
阴沟肠杆菌[2(5.71%)] 大肠埃希菌[13(6.31%)]
不动杆菌属[1(2.86%)] 嗜麦芽窄食单胞菌[13(6.31%)]
克氏柠檬酸杆菌[1(2.86)] 鲍曼不动杆菌[10(4.85%)]
鲁氏不动杆菌[1(2.86)] 结核杆菌复合群[8(3.88%)]
脑膜败血伊丽莎白金菌[1(2.86%)] 粪肠球菌[7(3.40%)]
纹带棒状杆菌[1(2.86%)] 按蚊伊丽莎白菌[5(2.43%)]
洋葱伯克霍尔德菌[1(2.86%)] 鸟-胞内分枝杆菌复合群[5(2.43%)]

惠普尔养障体[4(1.94%)]
屎肠球菌[3(1.46%)]
霍氏肠杆菌[2(0.97%)]
脑膜炎奈瑟菌[2(0.97%)]
脓肿分枝杆菌[2(0.97%)]
洋葱伯克霍尔德菌[2(0.97%)]
中间链球菌[2(0.97%)]
产气克雷伯菌[1(0.49%)]
产酸克雷伯菌[1(0.49%)]
卡他莫拉菌[1(0.49%)]
粘质沙雷氏菌[1(0.49%)]

真菌

白色念珠菌[4(50.00%)] 白色念珠菌[14(35.90%)]
热带念珠菌[2(25.00%)] 黄曲霉[5(12.82%)]
烟曲霉[2(25.00%)] 根毛霉属[2(5.13%)]

光滑念珠菌[2(5.13%)]
黑曲霉[2(5.13%)]
米曲霉[2(5.13%)]
热带念珠菌[2(5.13%)]
新生隐球菌[2(5.13%)]
烟曲霉[2(5.13%)]
阿萨丝孢酵母[1(2.56%)]
串珠镰刀菌[1(2.56%)]
近平滑念珠菌[1(2.56%)]
库德里阿兹威毕赤酵母[1(2.56%)]
土霉菌[1(2.56%)]
耶氏肺孢子菌[1(2.56%)]

病毒

/ 人类疱疹病毒1型[10(33.33)]

EB病毒[8(26.67%)]
新型冠状病毒[5(16.67%%)]
巨细胞病毒[3(10.00)]
人冠状病毒 OC43[2(6.67)]
人鼻病毒[1(3.33%)]
人偏肺病毒[1(3.33%)]

优越性,可以谨慎地应用于目前已有的成熟检测技术

无法确定的疾病[2]。然而,mNGS也存在一些局限

性,如价格昂贵、检测结果易受人源序列的影响、同时

只能进行单一的DNA或RNA测序检测、缺少统一的

结果分析准则和一般的报告解释准则等,且需把握

mNGS的时机和适应证,这限制了其在临床上的广泛

应用。而针对呼吸道感染常见病原体进行检测的

tNGS技术,从技术原理上弥补了 mNGS在病原学诊

断中的部分不足,在降低成本同时保持较好的病原学

检测敏感性,为传染病病原学的诊断提供了有效的解

决方案。
本研究回顾性分析评价了tNGS在诊断肺部感染

病原体中的价值。BALF样本是肺炎患者检测标本中

最能反映下呼吸道、远端气道和肺泡的生理病理状态、
同时提示可能感染病原体的最佳标本,与其他体液相

比(血液、痰液、穿刺液等),BALF支在肺部疾病的诊

断、分期和鉴别诊断方面的优势明显[5-9]。本研究中

BALF样本达89.47%,其余10.53%的标本为深咳痰

样本,因此本研究对tNGS与传统病原学检测方法在

诊断肺部感染病原体中的效能评测较为客观。
本研究结果显示,tNGS在细菌感染、真菌感染、

病毒感染及结核分枝杆菌感染等不同的病原体感染类

型中的检测阳性率均高于传统病原学检测方法,差异

均具有统计学意义。且tNGS在混合感染的检测方面

大大优于传统的病原学检测方法,具有显著优势。在

传统病原学检测阳性37例样本中,有26例tNGS检

测出与其一致的病原,其中9例检出病原与传统方法

完全一致;余17例tNGS除检测出传统病原学检测出

的病原外,还检测出其未检出的潜在病原体,这些病原

体多为临床微生物检验中难培养的病原菌[10-11];有11
例tNGS检测到的病原体与传统检测不同,传统方法

检测出的病原体为不动杆菌属、铜绿假单胞菌、嗜麦芽

窄食单胞菌、洋葱伯克霍尔德菌等院感相关病原,对应

样本tNGS检测结果多为肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、
分枝杆菌等病原菌及真菌、病毒等。

此外,tNGS检测出了8例结核杆菌复合群阳性、

7例非结核分枝杆菌(鸟-胞内分枝杆菌复合群5例、
脓肿分枝杆菌2例)阳性,4例惠普尔养障体阳性,传
统病原学检测方法均未能检出。值得关注的是,tNGS
检测出的4例惠普尔养障体阳性均为BALF样本,提
示其可能是引起肺部感染的病原体[8-10,12-15],这也是用

传统的病原学检测方法不易检出的潜在病原体。惠普

尔养障体作为一种可在健康人体内定植的条件致病

菌,是否可以引起肺炎,目前尚无定论。目前国内对于

该细菌相关的疾病报道较少,由于临床对该细菌缺乏

了解及诊断方法有限,疾病常被误诊,甚至长时间得不

到确诊[16]。本研究tNGS结果显示,4例惠普尔养障

体阳性病例均合并有其他病原的混合感染,其中一例

为42岁男性患者,惠普尔养障体检出序列数高达

8
 

290,合并有烟曲霉感染,烟曲霉检出序列数为274
条,推测可能为极似诊断病原体[17]。另一例为59岁

女性患者,惠普尔养障体检出序列数为1
 

308,合并有

金黄色葡萄球菌(检出序列931条)、流感嗜血杆菌(检
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出序列64条),同样推测可能为极似诊断病原体。
综上所述,tNGS作为一种新型检测技术,在肺部

感染的病原学检测方面具有一定的应用价值,可在大

部分传统方法检测阴性的标本中诊断出潜在感染病原

体,在诊断病毒、真菌及混合感染方面更显著,可作为

传统病原学诊断的一种有效补充方法[18-20],提高整体

病原体的检出效率,协助临床对不明原因肺部感染患

者进行合理用药。
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