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基于高通量测序技术对脑卒中相关性肺炎多重

耐药病原微生物分析
陶智，李仙丽，刘琼

（武汉市新洲区人民医院检验科，湖北武汉４３１４００）

【摘要】　目的　通过高通量测序技术分析脑卒中相关性肺炎（ＳＡＰ）感染组织中病原微生物特点，明确多重耐药（ＭＤＲ）

的情况，为临床肺组织感染病原菌的鉴定及治疗提供快速、准确的方法。　方法　从２０２２年１月２０２３年１２月于本院

治疗的ＳＡＰ患者中，选取１３０例发生 ＭＤＲ者作为研究对象，采集所有患者呼吸道样本，应用高通量测序技术进行病原

微生物的鉴定，明确菌群特点，同时进行药敏试验，分析 ＭＤＲ情况；另选取３０例ＳＡＰ未发生 ＭＤＲ的患者作ＳＡＰ组，比

较分析诱发ＳＡＰ患者发生 ＭＤＲ的危险因素。　结果　１３０例ＳＡＰ发生 ＭＤＲ患者，共检出１８９株病原菌，其中革兰阴

性杆菌９９株，革兰阳性球菌占３０．１６％，真菌占１１．６４％及其他类型的细菌或微生物占５．８２％。革兰阴性杆菌主要耐药

性：嗜麦芽窄食单胞菌对头孢他啶、替卡西林、美罗培南的耐药率均在６０％以上，其中对替卡西林的耐药率达８０％；粘质

沙雷菌对头孢他啶、头孢噻吩氨曲南的耐药率＞６０％；肺炎克雷伯菌对头孢他啶、头孢噻吩、头孢曲松和头孢吡肟超过

６０％；革兰阳性球菌主要耐药性：金黄色葡萄球菌对青霉素Ｇ、苯唑西林、氨苄西林、替考拉宁的耐药率均在６０％以上，其

中青霉素Ｇ耐药率最高占（７５％）；屎肠球菌对青霉素Ｇ、苯唑西林、红霉素、氨苄西林、万古霉素的耐药率均超过７５％，

其中对青霉素Ｇ、氨苄西林、红霉素、万古霉素的耐药率大于８０％；肺炎链球菌对青霉素Ｇ、苯唑西林、红霉素、复方磺胺

甲唑、氨苄西林的耐药率均超过６５％，对青霉素 Ｇ、苯唑西林耐药率占比高（８３．３３％）。经Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显

示，年龄（大）、预防抗生素使用（有）、感染菌种类型（≥２种）、糖尿病史是诱发ＳＡＰ患者发生 ＭＤＲ的危险因素（犘＜

０．０５）。　结论　高通量测序技术可较准确的鉴定出ＳＡＰ感染组织中病原微生物及菌群特征，耐药位点检测全面，且有

扩展性，优势显著，临床应用推广性高。
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ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

　 　 脑 卒 中 相 关 性 肺 炎 （Ｓｔｒｏｋｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＳＡＰ）是由脑卒中后吞咽困难、意识障碍、

反射减弱等引误吸导致的严重并发症，常发生在卒中

后１周内，不仅增大了治疗难度，还会增加脑卒中患者

的住院时间和病死率［１２］。临床资料显示［３］，脑卒中患

者中约５０％的患者并发相关性肺炎，病死率高达３０％

～５０％，而内科抗感染治疗可有效降低ＳＡＰ患者的死

亡率和死亡风险。但不少研究表示［４５］，由于广谱抗生

素在临床的广泛使用，甚至不合理应用，多重耐药

（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）菌检出率增高，导致

ＳＡＰ的治疗变得复杂且困难。因此，及时诊断和有效

抗感染治疗，对改善脑卒中患者预后至关重要，而感染

组织中病原菌及抗生素敏感性的鉴定是其中关键一

环。据报道［６］，现临床９９％以上的细菌和真菌均无法

通过人工培养获得，而传统微生物培养法在鉴定

ＭＤＲ菌病原微生物方面存在局限性，导致临床治疗

缺乏有效的指导。高通量测序是继第一代测序后出现

的新测序方法，该技术可以在短时间内测定数百万个

ＤＮＡ序列，具有高通量、高速度、高准确度等特点，是

目前研究微生物多样性和鉴定病原微生物的重要工

具［７］。Ｌｉ等
［８］基于高通量测序技术的研究显示，该技

术能够对临床样本中的微生物群落进行全面分析，揭

示微生物的组成和多样性，为 ＭＤＲ病原微生物的鉴

定提供了新的视角。但临床发现病原菌的分布和耐药

模式存在显著的地域和时间差异，关于通量测序技术

分析ＳＡＰ患者 ＭＤＲ的病原微生物仍在探索阶段，鉴

于此，本研究旨在利用高通量测序技术，对ＳＡＰ患者

的临床样本进行深入分析，以期揭示ＭＤＲ病原微生物

的分布特点和耐药机制，为临床提供更为精准的诊断和

治疗依据。

对象与方法

１　研究对象

回顾性分析２０２２年１月２０２３年１２月于本院治

疗的１３０例ＳＡＰ发生 ＭＤＲ患者，其中男性７３例，年

龄４１～８５岁，平均（６３．６８±８．８３）岁，女性５７例，年龄

４３～８６岁，平均（６４．１２±９．１４）岁。诊断标准符合：

（１）结合ＣＴ或磁共振检查、血清学检查结果等符合脑

卒中诊断标准者；（２）符合《卒中相关性肺炎诊治中国

专家共识》中ＳＡＰ诊断标准，确诊为ＳＡＰ者；（３）对常

用三类或三类以上的抗菌药物进行抗菌药物敏感性测

试，确诊为 ＭＤＲ者。纳入标准：①确诊为脑卒中，符

合《卒中相关性肺炎诊治中国专家共识》［９］中ＳＡＰ诊

断标准；②治疗中出现常用３类或以上抗菌药物同时

出现耐药；③相关临床资料完整者。排除标准：①脑卒

中发生前，已经存在肺部感染者；②合并有肺结核、肺

部肿瘤、慢阻肺等肺功能不良者；③伴随大面积外伤

（烧伤、烫伤等）诱发全身感染者；④临床相关资料及病

史不全者。

本研究获本院伦理委员会审核批准。

２　方法

２．１　资料收集　收集所有患者临床相关资料，包括年

龄、性别、血压［收缩压（ＳＢＰ，１２０～１３９ｍｍＨｇ）、舒张

压（ＤＢＰ，６０～８９ｍｍｈｇ）］、呼吸频率（１６～１８次／

ｍｉｎ）、脑卒中类型（脑梗死／脑出血）、卒中相关性肺炎

类型（早发型／晚发型）、预防抗生素使用情况（有／无）、

ＮＩＨＳＳ评分、血清白蛋白（Ａｌｂｕｍｉｎ，Ａｌｂ）、血红蛋白

（Ｈｅｍｏｇｌｏｂｉｎ，Ｈｂ）、免疫球蛋白 Ａ（Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ

Ａ，ＩｇＡ）、免疫球蛋白 Ｍ（ＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＭ，ＩｇＭ）、

免疫球蛋白Ｇ（ＩｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎＧ，ＩｇＧ）、白细胞计数

（Ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔ，ＷＢＣ）、血 小 板 计 数

（Ｐｌａｔｅｌｅｔ，ＰＬＴ）、 微 小 核 糖 核 酸 ＲＮＡ２９ｃ

（ＭｉｃｒｏｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄＲＮＡ２９ｃ，ｍｉＲ２９ｃ）、Ｂ７族同

源性３蛋白（Ｂ７ｈｏｍｏｌｏｇｙ３ｐｒｏｔｅｉｎ，Ｂ７Ｈ３）、白介素

１７（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１７，ＩＬ１７）、肿瘤坏死因子α（Ｔｕｍｏｒ

ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）表达水平、感染菌种（≥２

种，＜２种）、糖尿病史、慢阻肺史、抽烟史、多发性外伤

史。
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２．２　样本收集　在生物安全条件下收集患者呼吸道

样本，结合患者具体情况选择合适的样本类型，包括咽

拭子、鼻拭子、痰液、支气管肺泡灌洗液或肺组织样本，

并进行样本预处理。每份样本均分为３份，其中两份

分别立即送检验科进行培养鉴定和病理科进行病理组

织学检查，另一份保存于－８０℃中以进行高通量测

序。患者标本编号：ＰＣＲ００１Ｉ～ＰＣＲ００１３６Ｉ。

２．３　微生物培养　在无菌条件下，采用划线接种、涂

布接种、穿刺接种等等方式，将处理过的样本接种到不

同的培养基上，放置在恒温培养箱中进行培养，培养条

件（温度、气体环境、时间等）根据疑似病原体的特性进

行优化。培养期间定期观察培养基的生长情况（菌落

的形态、颜色、大小等）；对于可疑菌落进行分离纯化，

以获得纯净的微生物群体，再通过生化实验、免疫学方

法、分子生物学技术对分离的微生物进行鉴定，同时对

培养出的病原体进行抗生素敏感性测试。微生物及药

敏鉴定采用ＢＤｐｈｏｎｅｘ血培养分析仪和ＢＤ１００全自

动细菌鉴定药敏系统。微生物培养标本的接种、分离

等过程均由专业的检验科人员参照全国临床检验操作

规程进行。

２．４　高通量测序　将样本放入含有Ｔｒｉｚｏｌ的离心管

中，加入裂解缓冲液破坏细胞结构，使组织充分裂解，

释放核酸，加入氯仿，剧烈震荡后离心，分离水相和有

机相，吸取上层水相，加入异丙醇，混匀后静置，使核酸

沉淀，离心后弃上清液，用预冷的７５％无水乙醇洗涤

沉淀，二次离心后弃去上清液，将沉淀物晾干，使用

ＤＥＰＣ水重悬核酸，提取样本中的ＤＮＡ或ＲＮＡ，再用

ＮａｎｏＤｒｏｐ等仪器测定核酸的浓度和纯度（评估ＲＮＡ

的质量（Ａ２６０／Ａ２８０ 比值应在１．８～２．０之间）。将提取

的ＤＮＡ片段化，可通过酶切或物理方法打断ＤＮＡ片

段，用末端修复酶将 ＤＮＡ 片段的末端进行修复，将

ＤＮＡ片段连接到测序适配体上，形成ＤＮＡ适配体复

合物，根据ＰＣＲ试剂盒使用特异性引物序列（ＭＰＦ：

５ＴＧＴＡＡＣＣＮＴＣＴＣＴＴＧＮＣＴＧＴＣＴ３ 和 Ｒ：５

ＣＧＡＴＴＮＣＴＣＣＴＡＣＣＴＮＴＴＣＴＣＴＡ３）对基因片段

运用 ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ９７００ＰＣＲ 仪进行扩增。再用

ＰＣＲ扩增技术对ＤＮＡ适配体复合物进行扩增，获得

足够的文库量构建成适合测序平台的文库；随即用

１％琼脂糖凝胶电泳、凝胶柱等方法对文库进行纯化，

去除杂质和未连接的适配体，在文库构建的每个步骤

中，都需要进行质量控制，以确保文库的质量符合测序

的要求；并在测序前，对文库进行定量，以确定上机测

序的文库浓度，将准备好的文库加载到高通量测序平

台（ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２５００测序平台）上进行测序，测序完

成后，对产生的大量原始数据进行质量控制、序列比

对、变异检测、注释等生物信息学分析。

２．５　灵敏度检测　将临床标本分成３份，一份均匀涂

布在血平板上，培养１２～２４ｈ后取主要单菌落进行纯

培养。使用ＶＩＴＥＫ２全自动微生物鉴定系统进行病

原微生物鉴定，灵敏度检测以金黄色葡萄球菌

ＡＴＣＣ１．３．５４３３００、肺炎链球菌 ＡＴＣＣ４９６１９、鲍曼不

动杆菌ＡＴＣＣ１９６０６、大肠杆菌 ＡＴＣＣ３５１５０、白色念

珠菌ＡＴＣＣ１０２３１为目标，通过ＰＣＲ方法从目标菌基

因组中获取目标扩增片段。然后将扩增片段依次梯度

稀释为１０
６、１０

５、１０
４、１０

３、１０
２、１０

１、１０
０
ｃｏｐｙ／μＬ，取５

μＬ模板进行多重ＰＣＲ扩增，每个梯度设置重复试验

３组。空白对照组模板均为无菌水。

３　统计学分析

采用 Ｅｘｃｅｌ２０２４版统计学表格软件分析软件数

据，数据中病原菌以株数（狀）和百分率（％）表示。测

序数据根据Ｂａｒｃｏｄｅ序列和ＰＣＲ扩增引物序列从下

机数据中拆分读取，基于ＣｌｅａｎＴａｇｓ进行ＯＴＵｓ聚类

分析根据ＯＴＵｓ聚类结果，一方面对每个 ＯＴＵ的代

表序列做物种注释，得到对应的物种注释信息和基于

物种的丰度分布情况。同时，对 ＯＴＵｓ进行丰度（统

计，可视化）Ａｌｐｈａ多样性分析等，以得到样品内物种

丰富度和均匀度信息、不同样品间的共有和特有

ＯＴＵＳ信息等。其中符合正态分布的计量资料用（狓

±狊）表示，采用狋检验，计数资料以狀（％）表示，采用

χ２ 检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　犛犃犘犕犇犚患者的病原菌分布情况

１３０例ＳＡＰ发生 ＭＤＲ的患者，共检出１８９株病

原菌，其中革兰阴性杆菌９９株，占５２．３８％，以嗜麦芽

窄食单胞菌（３５株，１８．５２％）、粘质沙雷菌（２７株，

１４．２９％）、肺炎克雷伯菌为主（２２株，１１．６４％）为主，

鲍曼不动杆菌８株（占４．２３％）、铜绿假单胞菌５株

（占２．６５％）、大肠埃希菌２株（占１．０６％）；革兰阳性

球菌５７株，占３０．１６％，以金黄色葡萄球菌（２０株，

１０．５８％）、屎肠球菌（１６株，８．４７％）、肺炎链球菌（１２

株，６．３５％）为主，表皮葡萄球菌６株（占３．１７％）、化

脓性链球菌３株（占１．５９％）；真菌２２株，占１１．６４％，

分别为光滑念珠菌１０株（占５．２９％）、耳念珠菌７株

（占３．７０％）、热带念珠菌３株（占１．５９％）、烟曲霉２

株（占１．０６％）；其他类型的细菌或微生物１１株，占

５．８２％。

２　主要革兰阴性杆菌对不同抗菌药物的耐药性

嗜麦芽窄食单胞菌、粘质沙雷菌、肺炎克雷伯菌对

头孢他啶的耐药率在６０％以上，对哌拉西林均超过

７０％；粘质沙雷菌、肺炎克雷伯菌对头孢噻吩的耐药率

在６０％以上；嗜麦芽窄食单胞菌、肺炎克雷伯菌对替
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卡西林的耐药率大于６０％，嗜麦芽窄食单胞菌达到

８０％；肺炎克雷伯菌对头孢曲松和头孢吡肟、嗜麦芽窄

食单胞菌对美罗培南、粘质沙雷菌对氨曲南的耐药率

均在６０％以上。见表１。

表１　主要革兰阴性杆菌对不同抗菌药物的耐药性（狀，％）

犜犪犫犾犲１　犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳犿犪犼狅狉犌狉犪犿狀犲犵犪狋犻狏犲犫犪犮狋犲狉犻犪

狋狅犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪狀狋犻犿犻犮狉狅犫犻犪犾狊（狀，％）

抗菌药物

嗜麦芽

窄食单胞菌

（狀＝３５）

狀
耐药率

（％）

粘质沙雷菌

（狀＝２７）

狀
耐药率

（％）

肺炎克雷伯菌

（ｎ＝２２）

狀
耐药率

（％）

庆大霉素 １０ ２８．５７ ２ ７．４１ ６ ２７．２７

哌拉西林 ２７ ７７．１４ ２１ ７７．７８ １７ ７７．２７

万古霉素 １４ ４０．００ １ ３．７０ ０ ０．００

替卡西林 ２８ ８０．００ ５ １８．５２ １５ ６８．１８

左氧氟沙星 １９ ５４．２９ ４ １４．８１ ５ ２２．７３

头孢他啶 ２２ ６２．８６ １８ ６６．６７ １５ ６８．１８

头孢噻吩 １２ ３４．２９ １７ ６２．９６ １４ ６３．６４

头孢曲松 １３ ３７．１４ ３ １１．１１ １６ ７２．７３

头孢吡肟 ９ ２５．７１ ６ ２２．２２ １４ ６３．６４

美罗培南 ２３ ６５．７１ ０ ０．００ ４ １８．１８

环丙沙星 １３ ３７．１４ ４ １４．８１ ８ ３６．３６

妥布霉素 ２ ５．７１ ６ ２２．２２ １３ ５９．０９

氨曲南 ９ ２５．７１ １８ ６６．６７ １１ ５０．００

亚胺培南 ３ ８．５７ ０ ０．００％ １ ４．５５

３　主要革兰阳性球菌对不同抗菌药物的耐药性

金黄色葡萄球菌对青霉素 Ｇ、苯唑西林、氨苄西

林、替考拉宁的耐药率均在６０％以上，其中青霉素 Ｇ

耐药率最高占（７５％）；屎肠球菌对青霉素 Ｇ、苯唑西

林、红霉素、氨苄西林、万古霉素的耐药率均超过

７５％，其中对青霉素Ｇ、氨苄西林、红霉素、万古霉素的

耐药率大于８０％；肺炎链球菌对青霉素Ｇ、苯唑西林、

红霉素、复方磺胺甲唑、氨苄西林的耐药率均超过

６５％，对青霉素 Ｇ、苯唑西林耐药率占比高，均占

８３．３３％。见表２。

表２　主要革兰阳性球菌对不同抗菌药物的耐药性（狀，％）

犜犪犫犾犲２　犚犲狊犻狊狋犪狀犮犲狅犳犿犪犼狅狉犌狉犪犿狆狅狊犻狋犻狏犲犮狅犮犮狌狊

狋狅犱犻犳犳犲狉犲狀狋犪狀狋犻犫犻狅狋犻犮狊（狀，％）

抗菌药物

金黄色

葡萄球菌

（狀＝２０）

狀
耐药率

（％）

屎肠球菌

（狀＝１６）

狀
耐药率

（％）

肺炎链球菌

（狀＝１２）

狀
耐药率

（％）

庆大霉素 ９ ４５．００ ８ ５０．００ １ ８．３３

青霉素Ｇ １５ ７５．００ １３ ８１．２５ １０ ８３．３３

苯唑西林 １２ ６０．００ １４ ８７．５０ １０ ８３．３３

红霉素 ６ ３０．００ １３ ８１．２５ ９ ７５．００

环丙沙星 ４ ２０．００ １ ６．２５ ５ ４１．６７

复方磺胺甲唑 １０ ５０．００ ６ ３７．５０ ８ ６６．６７

氨苄西林 １４ ７０．００ １２ ７５．００ ９ ７５．００

呋喃妥因 ３ １５．００ ３ １８．７５ １ ８．３３

万古霉素 １０ ５０．００ １３ ８１．２５ ０ ０．００

替考拉宁 １３ ６５．００ ５ ３１．２５ ０ ０．００

４　影响脑卒中患者诱发犛犃犘患者 犕犇犚的相关因素

分析

两组性别占比、血压水平、脑卒中类型、发病类型

占比比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；耐药组年

龄、呼吸频率、预防抗生素使用占比、血清Ａｌｂ、ＷＢＣ、

ＰＬＴ、Ｂ７Ｈ３、ＴＮＦα水平、感染菌种≥２种占比、糖尿

病史占比、慢阻肺史占比、抽烟史占比、多发性外伤史

占比高于ＳＡＰ组（犘＜０．０５）；耐药组血清 Ｈｂ、ＩｇＡ、

ＩｇＭ、ＩｇＧ、ｍｉＲ２９ｃ水平、感染菌种＜２种、低于ＳＡＰ

组（犘＜０．０５）。见表３。

表３　影响脑卒中患者诱发犛犃犘患者 犕犇犚的相关因素分析

犜犪犫犾犲３　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳狉犲犾犪狋犲犱犳犪犮狋狅狉狊犪犳犳犲犮狋犻狀犵犕犇犚犻狀狆犪狋犻犲狀狋狊

狑犻狋犺犛犃犘犻狀犱狌犮犲犱犫狔狊狋狉狅犽犲

因素
ＳＡＰ组

（狀＝３０）

耐药组

（狀＝１３０）
χ２／狋值 犘 值

年龄（狓±狊，岁） ６５．５１±５．８３ ６８．７９±４．６７ ３．４０３ ０．００１

性别［狀（％）］ ０．５５９ ０．４５５

男 １６（５３．３３） ７９（６０．７７）

女 １４（４６．６７） ５１（３９．２３）

血压（狓±狊，ｍｍＨｇ）

ＳＢＰ １３９．６７±４．５１ １４１．４９±５．６７ １．６４１ ０．１０３

ＤＢＰ ８３．６５±２．３８ ８４．４５±２．４５ １．６２１ ０．１０７

呼吸频率（狓±狊，次／ｍｉｎ） ２１．３６±２．７８ ２３．２３±２．６１ ３．４９４ ０．００１

脑卒中类型［狀（％）］ ０．１１２ ０．７３８

脑梗死 １７（５６．６７） ７８（６０．００）

脑出血 １３（４３．３３） ５２（４０．００）

发病类型［狀（％）］ ０．２５７ ０．６１２

早发型 １３（４３．３３） ６３（４８．４６）

晚发型 １７（５６．６７） ６７（５１．５４）

预防抗生素使用［狀（％）］ １１．７３６ ０．００１

有 ２２（７３．３３） ４２（３８．１８）

无 ８（２６．６７） ６８（６１．８２）

Ａｌｂ（狓±狊，ｇ／Ｌ） ３５．６３±３．６２ ３３．０２±４．１４ ３．１８２ ０．００２

Ｈｂ（狓±狊，ｇ／Ｌ） １２５．１６±１５．６６ １１３．０８±１１．５４ ４．８１０ ＜０．００１

ＩｇＡ（狓±狊，ｇ／Ｌ） １．６２±０．６６ １．１４±０．７０ ３．４２０ ０．００１

ＩｇＭ（狓±狊，ｇ／Ｌ） １．６３±０．５４ １．０５±０．６３ ４．６６０ ＜０．００１

ＩｇＧ（狓±狊，ｇ／Ｌ） １１．６２±１．７６ ９．８６±１．５３ ５．５１８ ＜０．００１

ＷＢＣ（狓±狊，×１０
９／Ｌ） １１．０６±１．４１ １２．６８±１．６７ ４．９２１ ＜０．００１

ＰＬＴ（狓±狊，×１０
９／Ｌ） １９９．５０±２０．６９ ２１５．４７±２２．８５ ３．５０９ ０．００１

ｍｉＲ－２９ｃ（狓±狊） １．２９±０．４２ １．０６±０．３１ ３．４１１ ０．００１

Ｂ７Ｈ３（狓±狊，μｇ／Ｌ） ６．３１±１．６９ ７．１２±１．２４ ２．９９８ ０．００３

ＩＬ１７（狓±狊，ｎｇ／Ｌ） ３１１．６９±４５．２４ ３４０．３７±５０．６６ ２．８４８ ０．００５

ＴＮＦα（狓±狊，ｐｇ／Ｌ） ２３．８１±５．１６ ２８．５４±６．６８ ３．６３３ ＜０．００１

感染菌种类型［狀（％）］ ８９．４８８ ＜０．００１

＜２种 ２７（９０．００） １１（８．４６）

≥２种 ３（１０．００） １１９（９１．５４）

ＮＩＨＳＳ评分（狓±狊，分） ２０．３６±２．１３ ２３．１６±２．３６ ５．９６０ ＜０．００１

糖尿病史［狀（％）］ ４（１３．３３） ４６（３５．３８） ４．５３８ ０．０３３

慢阻肺史［狀（％）］ ３（８．０５） ５１（３９．２３） ６．２４６ ０．０１２

抽烟史［狀（％）］ １３（４３．３３） ８９（６８．４６） ６．６６０ ０．０１０

多发性外伤史［狀（％）］ ２（６．６７） ３８（２９．２３） ５．４７０ ０．０１９

５　犔狅犵犻狊狋犻犮回归分析影响脑卒中患者诱发犛犃犘患者

犕犇犚的危险因素

将有统计学意义的指标作为自变量（Ｘ），发生

ＭＤＲ作为因变量（Ｙ）：发生记为１、未发生记为０，进

·９７１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２５年２月　第２０卷第２期

Ｆｅｂ．２０２５，　Ｖｏｌ．２０，Ｎｏ．２



行Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析赋值。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显

示，年龄、预防抗生素使用（无）、感染菌种类型（≥２

种）、糖尿病史是诱发ＳＡＰ患者发生 ＭＤＲ的危险因

素（犘＜０．０５）。见表４。

表４　犔狅犵犻狊狋犻犮回归分析影响脑卒中患者诱发犛犃犘患者 犕犇犚的

危险因素

犜犪犫犾犲４　犔狅犵犻狊狋犻犮狉犲犵狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狉犻狊犽犳犪犮狋狅狉狊犪犳犳犲犮狋犻狀犵狊狋狉狅犽犲

狆犪狋犻犲狀狋狊犻狀犱狌犮犲犱犛犃犘狆犪狋犻犲狀狋狊犕犇犚

变量 β值 犛犈 犠犪犾犱χ
２值 犗犚 值

９５％犆犐

下限 上限
犘 值

常量 －１．１１５ ０．０９１ １４９．５９２ － － － －

年龄 １．３１６ ０．２７１ ２３．５８２ ３．７２８ ０．９６８ ６．４８９ ＜０．００１

预防抗生素使用（无） １．１０２ ０．３１２ １２．４７５ ３．０１０ １．２７１ ４．７４９ ＜０．００１

感染菌种类型（≥２种） １．００３ ０．３５１ ８．１６６ ２．７２６ １．００１ ４．４５２ ＜０．００１

糖尿病史（是） ０．８９１ ０．２１５ １７．１７４ ２．４３８ ０．９９６ ３．８７９ ０．０３５

讨　论

病原微生物耐药性的发生机制复杂，且其耐药机

制会被各种耐药基因获得与传播，导致 ＭＤＲ的发生，

而 ＭＤＲ是导致ＳＡＰ死亡的危险因素之一
［１０１１］。据

报道［１２］，发生ＳＡＰ的脑卒中患者３０ｄ病死率是未发

生ＳＡＰ的３倍，而当ＳＡＰ患者发生 ＭＤＲ，大大增加

了治疗难度及复杂性，继而增加患者的住院时间和死

亡率。根据病原菌培养及药敏结果给予精准抗生素治

疗是目前临床的常用治疗手段，已经取得一定成就。

既往临床主要依据痰培养加药敏实验结果制定抗生素

治疗方案，但不少学者发现［１３１５］，病原菌培养时间较

长，对于急性发作的肺炎患者存在一定局限性，且痰培

养易受口腔其他菌群的污染，影响结果的精准度，进而

影响抗生素选择，增加耐药的发生风险及死亡风险，延

长住院时间。多项药敏试验报告显示［１６１７］，卒中相关

性肺炎的病原体耐药率高达４０％，且存在 ＭＤＲ和交

叉耐药的情况。故寻找其他更准确、方便、快捷的手段

优化诊断，及时明确肺部感染病原生物菌群的多样性

及分布特点，对于指导抗生素的使用有着重要的意义。

近年来，随着人类对微生物研究的不断深入，不少

学者发现［１８１９］，病原微生物虽然基因组较小，但临床利

用率较高，通过基因测序明确耐药菌的耐药位点，可大

大提高治疗精准度。高通量测序是在第一代测序的基

础上更新的一种测序手段，结合了生物信息学分析技

术，可在短时间内测定数百万个ＤＮＡ序列，不仅可以

直接检测已知的所有耐药基因，还可以预测新型耐药

基因的存在，利用耐药基因的存在情况可进一步预测

细菌的耐药情况，在临床广泛应用［２０２１］。本研究共纳

入１３０例发生 ＭＤＲ的ＳＡＰ患者作为研究对象，应用

高通量测序技术探究其病原微生物分布及耐药性情

况，结果显示，１３０例患者ＳＡＰＭＤＲ患者，共检出１８９

株病原菌，其中革兰阴性杆菌９９株，革兰阳性球菌５７

株真菌２２株及其他类型的细菌或微生物１１株。提示

本次测序的深度和广度基本覆盖样本的所有物种，各

样本病原微生物分类丰度较高，另外，ＳＡＰＭＤＲ患者

的病原菌以革兰阴性杆菌为主，优势菌属在各样本中

的分布并不均匀，这可能是因为：（１）革兰阴性杆菌广

泛分布在自然环境和医院环境中，尤其是嗜麦芽窄食

单胞菌、肺炎克雷伯菌等对多种抗生素均表现出耐药

性，使得其在抗生素压力下更易生存和传播，增加了住

院期间的感染风险。并且，临床研究已证实［２２２３］，革兰

阴性杆菌是医院内感恩的重要病原体，尤其在重症监

护病房。（２）由于ＳＡＰ患者群体多为老年群体，此类

患者年龄较大，支气管黏膜纤毛功能降低，而革兰阴性

杆菌对呼吸道黏膜上皮粘附性强，导致检出率较高；加

上老年患者多伴随基础疾病，需吃药或反复住院，致使

格兰阴性杆菌定植率高。

本研究结果还显示，嗜麦芽窄食单胞菌对头孢他

啶、替卡西林、美罗培南的耐药率均在６０％以上，其中

对替卡西林的耐药率达８０％；粘质沙雷菌对头孢他

啶、头孢噻吩氨曲南的耐药率＞６０％；肺炎克雷伯菌对

头孢他啶、头孢噻吩、头孢曲松和头孢吡肟超过６０％；

金黄色葡萄球菌对青霉素Ｇ、苯唑西林、氨苄西林、替

考拉宁的耐药率均在６０％以上，其中青霉素Ｇ耐药率

最高占（７５％）；屎肠球菌对青霉素Ｇ、苯唑西林、红霉

素、氨苄西林、万古霉素的耐药率均超过７５％，其中对

青霉素Ｇ、氨苄西林、红霉素、万古霉素的耐药率大于

８０％；肺炎链球菌对青霉素Ｇ、苯唑西林、红霉素、复方

磺胺甲唑、氨苄西林的耐药率均超过６５％，对青霉

素Ｇ、苯唑西林耐药率占比高（８３．３３％）。说明了高通

量测序能在混合感染情况可无偏倚性的识别多种病原

微生物，检测与耐药性相关的基因，进而鉴别出耐药菌

群，直接明确对现存药物的敏感性，优势显。不少研究

证实［２４２５］，高通量测序技术能够提供大量的微生物组

数据，有助于理解病原体的流行病学特征和传播模式，

从而为公共卫生干预提供科学依据。但需要注意的是

不同病原微生物对各种抗生素展现出不同程度的耐药

性，在ＳＡＰ患者的临床治疗中，及时明确其病原微生

物分布特征及耐药性，选择敏感性较高的抗菌药物，制

定针对性个性化治疗方案，对于发生 ＭＤＲ的ＳＡＰ患

者，可选择多种抗生素联合用药。另外，本研究对诱发

ＳＡＰ患者发生 ＭＤＲ的危险因素进行分析，结果显示，

年龄、预防抗生素使用（无）、感染菌种类型（≥２种）、

糖尿病史是诱发ＳＡＰ患者发生 ＭＤＲ的危险因素，医

务工作者可对伴有上述危险因素的ＳＡＰ患者重点关

注，及时给予针对性预防干预，增加治疗有效性，降低

ＭＤＲ性的发生，提高整体治疗效果。

相关性肺炎感染组织中病原微生物及菌群特征，

·０８１·
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耐药位点检测全面，且有扩展性，优势显著，临床应用

推广性高。ＳＡＰ病灶组织中病原微生物分布丰富，以

革兰阴性致病菌为主，致病优势菌株分别对多种抗菌

药物有不同程度的耐药性，可根据病原特征，加强抗菌

药物的合理使用，保证整体效果。另外，年龄（大）、预

防抗生素使用（有）、感染菌种类型（≥２种）、糖尿病史

是诱发ＳＡＰ患者发生 ＭＤＲ的危险因素，临床早期监

测，为ＳＡＰ患者早期防治提供数据支持。
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ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｃａｕｓｅｄｂｙｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＧｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅｂａｃｉｌｌｉ：Ａ

ｐｒａｃｔｉｃａｌａｐｐｒｏａｃｈｂｙｔｈｅＩｔａｌｉａｎ（ＳＩＭＩＴ）ａｎｄｆｒｅｎｃｈ（ＳＰＩＬＦ）

ｓｏｃｉｅｔｉｅｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＡｎｔｉｍｉｃｒｏｂＡｇｅｎｔｓ，

２０２４，６４（１）：１０７１８６．

［２３］　 Ｍｏｈａｍｅｄ Ａ，Ｄａｅｆ Ｅ，Ｎａｆｉｅ Ａ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ

ｃａｒｂａｐｅｎｅｍｒｅｓｉｓｔａｎｔｇｒａｍｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｉｌｌｉｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ

ｖｅｎｔｉｌａｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉａ［Ｊ］．Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ（Ｂａｓｅｌ），２０２１，

１０（１１）：１３２５．

［２４］　Ｌｕ Ｒ，Ｚｈａｏ Ｘ，ＬｉＪ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｏｍｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎａｎｄ

ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙｏｆ２０１９ｎｏｖｅｌｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｖｉｒｕｓ

ｏｒｉｇｉｎｓａｎｄｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，２０２０，３９５（１０２２４）：５６５

５７４．

［２５］　 Ｇａｓｔｏｎ ＤＣ，Ｍｉｌｌｅｒ ＨＢ，ＦｉｓｓｅｌＪＡ，ｅｔａｌ．Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ

ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｎｄ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｗｏｒｋｆｌｏｗｓ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｆｒｏｍ

ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０２２，６０（７）：ｅ００５２６２２．

【收稿日期】　２０２４０９２３　【修回日期】　２０２４１２１５

·１８１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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