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  摘 要:目的 探讨高通量测序在儿童重症肺炎病原学诊断中的应用价值。方法 选择2019年1月至

2020年1月该院收治的99例儿童重症肺炎患儿作为研究对象,所有患儿均进行常规检测(血常规、超敏C反应

蛋白、降钙素原)、常规病原学检测(肺炎支原体抗体滴度检测、咽拭子免疫荧光病毒检测、血培养),入院后第2
天或第3天行支气管镜检查,采集肺泡灌洗液进行传统病原学检测(涂片显微镜检查和培养)及高通量测序病

原学检查,分析并比较以上检测方法患儿病原体检出情况。结果 99例重症肺炎患儿传统病原学检测,检出病

原体66例(66.67%),其中单一病原体55例,混合病原体11例;细菌24例(24.24%),肺炎支原体55例

(55.56%),病毒8例(8.08%)。肺泡灌洗液高通量测序检出病原体97例(97.98%),包括单一细菌10例,单一

病毒17例,单一支原体28例,混合病原体42例。肺泡灌洗液高通量测序细菌和病毒的检出率均高于传统检测

方法(P<0.05),而肺炎支原体的检出率虽然低于血清肺炎支原体抗体滴度检测的检出率,但差异无统计学意

义(P>0.05)。传统方法未培养出真菌,高通量测序方法检出真菌4例。结论 高通量测序能快速、准确地检

测和鉴定病原体,有助于及时、准确地治疗儿童重症肺炎。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

value
 

of
 

high
 

throughput
 

sequencing
 

in
 

the
 

etiological
 

diagnosis
 

of
 

severe
 

pneumonia
 

in
 

children.Methods Ninety-nine
 

children
 

with
 

severe
 

pneumonia
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects,routine
 

tests
 

(blood
 

routine,high-
sensitivity

 

C-reactive
 

protein,procalcitonin),routine
 

pathogenic
 

tests
 

(Mycoplasma
 

pneumoniae
 

antibody
 

titer
 

test,throat
 

swab
 

immunofluorescence
 

virus
 

test,blood
 

culture)
 

were
 

performed
 

for
 

them.Bronchoscopy
 

was
 

performed
 

on
 

the
 

2nd
 

or
 

3rd
 

day
 

after
 

admission,and
 

the
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

was
 

collected
 

for
 

traditional
 

pathogenic
 

testing
 

(smear
 

microscopy
 

and
 

culture)
 

and
 

high
 

throughput
 

sequencing
 

pathogenic
 

testing.The
 

pathogenic
 

physical
 

examination
 

of
 

children
 

with
 

the
 

above
 

methods
 

were
 

analyzed
 

and
 

compared.Results In
 

99
 

cases
 

of
 

children
 

with
 

severe
 

pneumonia,66
 

cases
 

(66.67%)
 

of
 

pathogens
 

were
 

detected
 

by
 

traditional
 

pathogenic
 

testing,including
 

55
 

cases
 

of
 

single
 

pathogen
 

and
 

11
 

cases
 

of
 

mixed
 

pathogens;24
 

cases
 

of
 

bacteria
 

(24.24%),55
 

cases
 

of
 

Mycoplasma
 

pneumonia
 

(55.56%)
 

and
 

8
 

cases
 

of
 

virus
 

(8.08%).There
 

were
 

97
 

cases
 

(97.98%)
 

of
 

pathogens
 

by
 

high
 

throughput
 

sequencing
 

of
 

alveolar
 

lavage
 

fluid,including
 

10
 

cases
 

of
 

single
 

bacteria,17
 

cases
 

of
 

single
 

virus,28
 

cases
 

of
 

single
 

Mycoplasma
 

and
 

42
 

cases
 

of
 

mixed
 

pathogens.The
 

detec-
tion

 

rate
 

of
 

bacteria
 

and
 

virus
 

by
 

high
 

throughput
 

sequencing
 

of
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

traditional
 

detection
 

methods
 

(P<0.05).The
 

detection
 

rate
 

of
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

serum
 

Mycoplasma
 

pneumoniae
 

antibody
 

titer
 

detection,the
 

difference
 

was
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>
0.05).No

 

fungi
 

was
 

cultured
 

by
 

traditional
 

methods,and
 

4
 

cases
 

of
 

fungi
 

were
 

detected
 

by
 

high-throughput
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sequencing
 

methods.Conclusion High
 

throughput
 

sequencing
 

can
 

quickly
 

and
 

accurately
 

detect
 

and
 

identify
 

pathogens,which
 

is
 

helpful
 

for
 

timely
 

and
 

accurate
 

treatment
 

of
 

severe
 

pneumonia
 

in
 

children.
Key

 

words:severe
 

pneumonia; pathogen; children; alveolar
 

lavage
 

fluid; high
 

throughput
 

sequen-
cing

  儿童肺炎是5岁以下儿童死亡的最主要原因之

一[1-2],而重症肺炎具有复杂性、缺乏可预测性等特

点,且常涉及其他器官的功能障碍,因此具有更高的

病死率。早期应用有效的抗感染治疗方案可以改善

患儿的预后,而精准的抗感染治疗方案有赖于病原体

的检测。迄今为止,儿童重症肺炎感染源的识别仍然

是临床的一个主要难题。检测病原体的标本包括血

液、咽拭子、痰液及支气管肺泡灌洗液,其中支气管肺

泡灌洗液标本的检测常用于重症肺炎患儿的微生物

检查[3]。本科室自2019年1月以来征得患儿家长同

意后对重症肺炎患儿的肺泡灌洗液实行高通量测序

病原体检测,实现了对重症肺炎病原体的精准诊断,
为临床抗感染治疗方案的制订提供了精准的依据,现
报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年1月至2020年1月在

本院儿科住院的99例重症肺炎患儿作为研究对象,
其中男53例,女46例;年龄1个月至14岁,中位年龄

3岁2个月;所有患儿均已在门诊及基层医院给予口

服及静脉抗菌药物治疗,入院后均给予经验性抗感染

治疗,病原学检测结果回报后根据病情调整抗感染治

疗方案;13例应用呼吸机辅助通气治疗,3例使用体

外膜肺氧合(ECMO)循环支持治疗;经抗感染及对症

支持治疗后,97例患儿好转出院,2例死亡。纳入标

准:所有患儿诊断均符合《儿科学》第9版儿童重症肺

炎的诊断标准[4];家属均签署知情同意书,书面同意

进行支气管镜及高通量测序等检查;患儿均有支气管

镜检的适应证,无禁忌证[5]。

1.2 方法 患儿入院第1天在开始经验性抗感染治

疗前均进行常规检测,包括血常规、超敏C反应蛋白、
降钙素原、肺炎支原体抗体滴度、咽拭子免疫荧光病

毒(包括呼吸道合胞病毒、甲型流感病毒、副流感病毒

1/2/3型、腺病毒)检测以及血培养,根据病情选择性

进行真菌D-葡聚糖等检测。入院后第2天或第3天

行支气管镜检查并采集肺泡灌洗液,每例标本分2
份,1份送一般细菌涂片及培养检查,另1份送高通量

测序检查。高通量测序标本交由深圳华大基因股份

有限公司检测,与该公司病原体数据库进行比对,得
出报告结果序列数。高通量测序结果判读阳性的标

准如下[6]:(1)在属水平上,细菌(不包括结核分枝杆

菌)和真菌的相对丰度大于30%;(2)如果至少有一个

读数在物种或属水平上与参考基因组一致,则认为结

核分枝杆菌呈阳性;(3)当严格的图谱读数(SMRN)
不小于3时,认为病毒检测呈阳性;(4)当用传统的病

原学检测方法检测到病原体,且高通量测序的序列数

大于50时,也可以认为该病原体被检出。

1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计学软件对数

据进行处理。计数资料以频数、率表示,组间比较采

用χ2 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 传统常规检测结果 99例患儿中白细胞增高

20例(18例以中性粒细胞升高为主,2例以淋巴细胞

升高为主),白细胞下降7例;超敏C反应蛋白增高72
例;降钙素原增高47例;真菌D-葡聚糖阳性6例;检
出病原体66例(66.67%),其中单一病原体55例,混
合病原体11例。临床传统病原学检测检出细菌24
例(24.24%),其中痰培养检出17例(17.17%),血培

养检出4例(4.04%),痰培养及血培养均检出3例

(3.03%);肺炎支原体抗体滴度检测检出肺炎支原体

55例(55.56%);咽拭子检测检出病毒8例(8.08%)。

2.2 肺泡灌洗液涂片及细菌培养结果 肺泡灌洗液

涂片检出病原体36例(36.36%),分别为革兰阳性球

菌25例(25.25%),革兰阴性杆菌1例(1.01%),革
兰阳性球菌及阴性杆菌混合9例(9.09%),真菌孢子

1例(1.01%)。肺泡灌洗液细菌培养检出16例,分别

为流感嗜血杆菌7例,肺炎链球菌4例,肺炎克雷伯

菌2例,铜绿假单胞菌1例,鲍曼不动杆菌1,嗜麦芽

单胞菌1例。

2.3 肺泡灌洗液高通量测序病原体检出结果 肺泡

灌洗液高通量测序检出病原体97例(97.98%),包括

单一细菌10例,单一病毒17例,单一支原体28例,
混合病原体42例(混合有细菌的38例;混合有病毒

的25例,混合有肺炎支原体的20例)。检出的细菌

为肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、铜绿假单胞菌及肺炎

克雷伯菌,病毒为腺病毒及巨细胞病毒,混合病原体

中有腺病毒7型、肺炎支原体、缓征链球菌、肺炎链球

菌、产黑色普雷沃菌、嗜血杆菌、烟曲霉。

2.3.1 肺泡灌洗液细菌培养与高通量测序细菌检出

结果比较 99例肺泡灌洗液标本中,细菌培养检出细

菌16 例(16.16%),高 通 量 测 序 检 出 细 菌 48 例

(48.48%),2 种 检 测 方 法 均 检 出 细 菌 12 例

(12.12%)。肺泡灌洗液高通量测序的细菌检出率高
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于细菌培养的细菌检出率(P<0.05),见表1。
表1  肺泡灌洗液细菌培养与高通量测序细菌

   检出结果比较(n)

细菌培养
高通量测序

阳性 阴性
合计

阳性 12 4 16

阴性 36 47 83

合计 48 51 99

2.3.2 咽拭子和肺泡灌洗液高通量测序病毒检出结

果比较 99例咽拭子标本中检出病毒8例(8.08%),
肺泡灌洗液高通量测序检出病毒42例(42.42%),2
种检测方法均检出病毒5例(5.05%)。肺泡灌洗液

高通量测序的病毒检出率高于咽拭子的病毒检出率

(P<0.05),见表2。
表2  咽拭子和肺泡灌洗液高通量测序病毒检出

   结果比较(n)

咽拭子
高通量测序

阳性 阴性
合计

阳性 5 3 8

阴性 37 54 91

合计 42 57 99

2.3.3 血清肺炎支原体抗体滴度检测与肺泡灌洗液

高通量测序肺炎支原体检出结果比较 肺炎支原体

抗体滴度检测,99例患儿中检出肺炎支原体55例

(55.56%),肺泡灌洗液高通量测序检出肺炎支原体

48例(48.48%),2种检测方法均检出肺炎支原体36
例(36.36%)。肺泡灌洗液高通量测序的肺炎支原体

检出率低于血清肺炎支原体抗体滴度检测的检出率,
但差异无统计学意义(P>0.05),见表3。
表3  血清肺炎支原体抗体滴度检测与肺泡灌洗液高通量

   测序肺炎支原体检出结果比较(n)

肺炎支原体抗体
高通量测序

阳性 阴性
合计

阳性 36 19 55

阴性 12 32 44

合计 48 51 99

2.3.4 传统培养方法与高通量测序真菌检出结果比

较 血液、痰、肺泡灌洗液标本传统培养均未检出真

菌,高通量测序检出真菌4例,主要为烟曲霉。

3 讨  论

  重症肺炎是儿科常见危重疾病,由于其病情进展

迅速、并发症多,可累及多系统多器官,在临床上有较

高的病死率。重症肺炎的常见病原体包括细菌、病

毒、真菌、支原体等,重症肺炎可由单一病原体引起,
也可由混合病原体引起。尽快明确引起重症肺炎的

病原体是实现精准抗感染治疗的前提。尽管有全面

的检测方法,但高达60%的患儿没有检测到病原

体[7]。在病原体未明前,经验性使用抗菌药物通常作

为最初的抗感染治疗。经验性抗菌药物治疗通常缺

乏针对性,广谱抗菌药物可能导致抗菌药物耐药性的

出现;如为病毒感染,则导致不必要的广谱抗菌药物

使用,诱导抗药性,并增加医疗成本。目前临床上采

用的传统病原学检测方法包括病原体培养、抗原抗体

检测等。目前这些传统的病原体检测技术均无法为

临床精准的抗感染治疗提供依据,临床上迫切需要一

种可以较快速且精准的病原学检测手段。
近年来随着高通量测序技术的发展,人们能够检

测、鉴定甚至量化定值在人类消化道或呼吸管腔的原

核或真核微生物群落。高通量测序技术,其原理在于

直接从临床标本中提取全部病原体的DNA或RNA,
利用基因组学的研究策略研究标本中所包含的全部

病原体的遗传组成及其群落功能,通过同源序列比对

以筛查鉴定病原体。这种方法不需要病原体的分离

培养,可实现在数小时到数天的单一测序过程中从许

多样本中产生数据,不仅有效地克服了现有分子诊断

技术的缺陷,还为多种病原体(尤其是真菌和病毒)混
合感染的检测开辟了新的技术路径[8]。高通量测序

技术 从 引 入 临 床 应 用 后 即 取 得 了 令 人 瞩 目 的 成

绩[9-12]。高通量测序技术在呼吸系统病原学诊断和鉴

定中的应用,特别是在重症肺炎和不明原因感染患儿

中的应用越来越广泛。
细菌仍是目前重症肺炎的常见病原体。传统的

细菌培养仍然被视为诊断细菌感染的金标准,但它很

费时,阳性率不高,而且仅限于特定的病原体检测,并
非所有病原体都可以培养。本研究显示,肺泡灌洗液

高通量测序细菌检出率为48.48%,高于传统细菌培

养方法的细菌检出率(16.16%),差异有统计学意义

(P<0.05),高通量测序使细菌检出率提高了近2倍。
本研究中所有肺泡灌洗液的采集均在使用抗菌药物

治疗后1~2
 

d,提示高通量测序结果不受到先前抗菌

药物使用的影响,这与PARIZE等[13]的研究结果一

致。高通量测序在混合细菌检出方面也表现良好[8],
本研究中检出混合细菌感染,这是传统细菌培养所不

能的。根据高通量测序结果可优化治疗方案和减少

药物不良反应,甚至减少医疗费用。
由病毒引起的呼吸道感染是全球人类最常见的

疾病之一,病毒不仅能引起轻微的上呼吸道感染,也
能引起重症肺炎。而由新型冠状病毒引起的新型冠

状病毒肺炎至今仍未得到完全控制,其对全球公共卫
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生存在巨大威胁[14]。快速和准确地识别病原体,对于

选择适当的治疗方法,挽救人们的生命,控制流行病,
以及避免不必要地使用抗菌药物很重要。病毒分离

培养是诊断病毒感染的金标准,但其灵敏度和特异度

差,且费时费力,需要有经验的技术人员进行分析,结
果仍不确定,临床上不易开展。常规诊断检测,例如

用于快速检测病毒抗体或病毒抗原的测定方法,已在

许多临床实验室中广泛应用。本研究提示,咽拭子病

毒检出率为8.08%,而肺泡灌洗液高通量测序的病毒

检出率为42.42%,较常规检测方法明显升高(P<
0.05)。有研究发现病毒合并细菌感染患者的病死率

增高[15],从而突出了快速诊断细菌共感染或重叠感染

的重要性。高通量测序在检测病毒合并细菌感染方

面显示出巨大的优势[16]。本研究中混合病原体感染

有42例,这些病例在高通量测序结果回报后加用针

对性抗感染药物治疗后病情得到改善。本研究中2
例死亡患儿为腺病毒感染,发生于2019年腺病毒流

行季节,初期临床医师对该疾病认识不足,进行肺泡

灌洗液高通量测序后明确患儿病原体,调整治疗方

法,随后发病率及病死率均降低。
肺炎支原体是儿童社区获得性肺炎的主要病因。

近年来,与肺炎支原体相关的重症肺炎病例的报道越

来越多[17]。肺炎支原体抗体滴度检测是目前许多基

层医院最常用的方法,但这种方法在对不同发病时期

采集的血清样本以及使用不同的商业检测试剂盒进

行检测时,会产生不一致的结果,具有较高的假阴性

率和假阳性率。对某些患儿来说,由于肺炎支原体抗

体可持续存在很长时间,故很难确认患儿当前是否存

在肺炎支原体现症感染[18]。本研究显示,肺炎支原体

抗体滴度检测肺炎支原体检出率为55.56%,而高通

量测序检出率为48.48%,即高通量测序法肺炎支原

体检出率较肺炎支原体抗体滴度检测的检出率低,与
李学清等[19]的研究结果一致。但高通量测序通过检

测肺炎支原体的序列数可明确是否为现症感染,还可

显示肺炎支原体与其他病原体的共患感染,这是常规

检测方法无法实现的。
此外,本研究采用高通量测序检出4例真菌,主

要为烟 曲 霉,而 传 统 病 原 学 检 测 均 未 检 出 真 菌。

DECKER等[20]对50例真菌脓毒症患儿在其发病后

的28
 

d内连续6个时间点进行了真菌培养、高通量测

序,并对血浆β-D-葡聚糖、γ-干扰素、肿瘤坏死因子等

指标进行检测,结果提示,高通量测序的诊断方法适

用于真菌脓毒症患儿和血培养阴性患儿的真菌病原

体鉴定,可弥补常规培养诊断的空白。同时,已证实

高通量测序在检测真菌感染方面存在可行性[7],可为

临床及时抗真菌治疗提供重要依据,对改善患儿预

后、抢救患儿生命起到非常重要的作用。高通量测序

能帮助临床医生快速、准确地诊断原因不明的呼吸系

统疾病,但也存在许多挑战,如缺乏通用的结果分析

标准和通用的报告解释指南,同时背景病原体与真实

病原体的鉴别仍然是临床需要解决的问题[21]。目前

高通量测序的成本仍较高(3
 

500元/例),需注意选择

合适的患儿进行检测。
综上所述,高通量测序能快速、准确地检测和鉴

定病原体,有助于及时、准确地治疗儿童重症肺炎。
随着医学发展,高通量测序有望为临床儿童重症肺炎

精确诊断和治疗提供重要依据。
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