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  摘 要:目的 采用16S
 

rDNA高通量测序技术,比较不同采集方式获得的老年细菌性肺炎患者呼吸道标

本的共有或独有细菌,评估质量合格的呼吸道标本的临床价值。方法 选取该院收治的10例诊断为细菌性肺

炎且未经治疗的老年患者作为研究对象,分别采集自然咳痰(SH组)、纤维支气管镜吸痰(XT组)和纤维支气管

镜肺泡灌洗液(XC组)标本,采用16S
 

rDNA高通量测序技术检测并比较3组标本细菌组成的相似性和差异

性。结果 3组标本共有菌群959个属,3组标本独有细菌的属比较,差异有统计学意义(P<0.05),但非度量

多维尺度分析显示,3组标本在属水平上总体细菌结构差异不明显。结论 16S
 

rDNA高通量测序SH组标本

细菌更丰富,但质量合格的3组标本在属水平上总体细菌结构差异不明显,SH组标本仍有一定的临床价值。
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Abstract:Objective To

 

compare
 

the
 

common
 

or
 

unique
 

bacteria
 

of
 

respiratory
 

tract
 

specimens
 

of
 

elderly
 

patients
 

with
 

bacterial
 

pneumonia
 

obtained
 

by
 

different
 

collection
 

methods
 

by
 

16S
 

rDNA
 

high-throughput
 

se-
quencing

 

technology,and
 

to
 

evaluate
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

qualified
 

respiratory
 

tract
 

specimens.Methods Ten
 

untreated
 

elderly
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

bacterial
 

pneumonia
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

ob-
jects.The

 

specimens
 

of
 

natural
 

expectoration
 

(SH
 

group),fiberoptic
 

bronchoscopic
 

sputum
 

aspiration
 

(XT
 

group)
 

and
 

fiberoptic
 

bronchoscopic
 

alveolar
 

lavage
 

fluid
 

(XC
 

group)
 

were
 

collected
 

respectively.16S
 

rDNA
 

high-throughput
 

sequencing
 

technology
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

and
 

compare
 

the
 

similarities
 

and
 

differences
 

in
 

bac-
terial

 

composition
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

specimens.Results There
 

were
 

959
 

genera
 

of
 

flora
 

in
 

the
 

three
 

groups.There
 

was
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

genera
 

of
 

unique
 

bacteria
 

among
 

the
 

three
 

groups
 

(P<0.05),
but

 

nonmetric
 

multidimensional
 

scale
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

overall
 

bacterial
 

structure
 

at
 

the
 

genus
 

level
 

among
 

the
 

three
 

groups.Conclusion 16S
 

rDNA
 

high-throughput
 

sequen-
cing

 

SH
 

group
 

specimens
 

are
 

more
 

abundant
 

in
 

bacteria,but
 

the
 

overall
 

bacterial
 

structure
 

of
 

the
 

three
 

groups
 

of
 

qualified
 

specimens
 

is
 

not
 

significantly
 

different
 

at
 

the
 

genus
 

level.SH
 

group
 

specimens
 

still
 

have
 

certain
 

clinical
 

value.
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  细菌性肺炎是临床上常见的疾病之一,发病率

高,危害性大,是老年人死亡的主要原因[1-3]。下呼吸

道标本取样应用最广泛、最简便的方法为自然咳痰

法,尤其老年患者。此法无创、标本易获得,然而其影

响因素较多,尤其易受上呼吸道正常定植菌群的影

响,且痰培养阳性率不高,因此,目前有学者认为采用

传统方法检测下呼吸道感染患者自然咳痰的标本对

临床用药指导意义不大。本研究通过自然咳痰(SH
组)、纤维支气管镜吸痰(XT组)、纤维支气管镜肺泡

灌洗液(XC组)3种方式获得老年细菌性肺炎患者呼

吸道标本,采用16S
 

rDNA高通量测序技术,检测3
种类型呼吸道标本,并从细菌丰度及其组成结构的角
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度,比较3种呼吸道标本细菌检测结果,评估质量合

格的呼吸道标本在临床上的应用价值。现将结果报

道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 随机选取本院2018年7月至2019
年3月呼吸科收治的肺炎患者作为研究对象,男女性

别不限,年龄≥65岁,分别留取每个患者的SH 组、
XT组和XC组标本。纳入标准:患者诊断均符合《中
国成人社区获得性肺炎诊断和治疗指南(2016年

版)》[4]中的细菌性肺炎诊断标准。呼吸道标本质量

检测合格标准为:平均每低倍视野鳞状上皮细胞数<
10个,白细胞数>25个。筛选出诊断和呼吸道标本

质量均符合要求的患者10例,均为上海本地西北地

区人,其中男4例、女6例,平均年龄为(72.5±7.2)
岁,平均体质量指数(BMI)为(24.66±2.75)kg/m2,
患者受试期间均无冶游史。
1.2 检测方法

1.2.1 标本采集 采集初诊为肺炎的老年患者SH
组、XT组及XC组标本。XT组和XC组标本的采集

由气管镜室工作人员行纤维支气管镜检查时吸痰获

得,同时给予100
 

mL无菌生理盐水冲洗并回收获得

肺泡灌洗液。评估患者呼吸道标本质量,选取符合标

准的10例患者共30份标本于-80
 

℃保存,然后送合

作公司进行测序并分析。
1.2.2 16S

 

rDNA高通量测序和生物信息学分析 
使用美国 Omega

 

Bio-Tek公司的DNA抽提试剂盒

提取30份标本的基因组 DNA,在Illumina公司的

Miseq
 

PE300平台对16S
 

V3~V4区进行测序,得到

优化序列后进行群落聚类(OTU)分析,默认以97%
的一致性将序列聚类成为OTUs,获得OTU丰度表,
进而展开生物信息学分析。
1.3 统计学处理 采用Excel2016对数据进行统计。
计数资料以频数、率表示,组间比较采用χ2 检验;维
恩(Venn)图分析采用R语言工具统计和作图;非度

量多维尺度分析(NDMS)采用QIIME计算BETA多

样性距离矩阵,采用R语言vegan软件包进行分析和

作图,当应力系数(Stress)<0.2时可用NMDS的二

维点图表示,其图形有一定的解释意义;当Stress<
0.1时,可认为是一个好的排序;当Stress<0.05

 

时,
则具有很好的代表性。以P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 16S
 

rDNA高通量测序序列分析 本研究细菌

16S
 

rDNA高通量测序的比对数据库为Silva,30例标

本的高通量测序一共得到1
 

503
 

515条有效优化序

列,562
 

872
 

365
 

bp有效碱基数,标本序列的有效长度

平均为374
 

bp。对OTU进行物种分类学注释,统计

每个标本所对应的丰度信息,得到1个域,1个界,48
个门,117个纲,309个目,558个科,1

 

228个属,2
 

425

个种的细菌。
2.2 细菌Venn图分析 根据聚类得到的物种分析

结果,对SH组、XT组、XC组标本之间共有的、独有

的细菌(如属),绘制成 Venn图。SH 组、XT组、XC
组标本细菌分别为1

 

113、1
 

111、1
 

066个属;3组标本

共有的细菌959个属,而各组独有的细菌分别为SH
组55个属,XT组47个属,XC组23个属,3组独有

细菌的属比较,差异有统计学意义(P<0.05);SH组

和XC组共有细菌998个属,SH组和XT组共有细菌

1
 

019个属,XC组和XT组共有细菌1
 

004个属。细

菌数 目 占 比 较 大 的 属 前3位 依 次 为 假 单 胞 菌 属

(23.64%)、土杆菌属(2.77%)、链球菌属(2.75%),
并且假单胞菌属、链球菌属为SH组、XT组、XC组的

共有菌属。
2.3 NMDS分析 基于Bray-Curtis距离的 NMDS
分析,比较SH组、XT组、XC组3组标本总体细菌组

成的相似性或差异性,并用 Qiime计算Beta多样性

距离矩阵,采用R语言Vegan软件进行NMDS分析

和作图,结果显示,3组标本没有被明显分开,3组在

属水平上总体细菌结构差异不明显(Stress<0.2,
R<0,P>0.05),见图1。

  注:R>0,说明组间差异大于组内差异;R<0,说明组间差异小于

组内差异。

图1  SH组、XT组、XC组在OTU水平上NMDS分析图

(anosim算法后)

3 讨  论

  下呼吸道标本取样应用最广泛、最简便的方法为

自然咳痰法,尤其对于老年患者。痰液中培养出的病

原菌种类及药敏试验结果对疾病的诊断和指导用药

有着重要的意义[5]。自然咳痰法无创、标本易获得,
然而其影响因素较多,尤其易受上呼吸道正常定植菌

群的影响,因此经常出现致病菌与定植菌难以区分的

情况[6],在临床工作中也往往会遇到用药效果和痰培

养药物敏感性试验结果不一致的现象[7]。国内国外

学者对痰中分离细菌的价值存在较多质疑,其原因:
一方面是阳性率偏低,对临床用药指导意义不大;另
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一方面患者有明显的感染症状和体征,而痰培养的结

果却是阴性。因此,临床医生认为痰培养结果对临床

参考价值不大,一般还是经验性地选用抗菌药物。随

着分子生物学技术的发展,新一代的测序技术以其高

通量、低成本、快速等优点,为开展大规模物种测序等

提供了可能。16S
 

rDNA测序技术可以分类鉴定出临

床上不能或不易培养的细菌,有可能成为鉴定细菌的

主流手段。
本研究采用16S

 

rDNA高通量测序技术,比较了

10例65岁及以上细菌性肺炎患者的SH组、XT组及

XC组标本共有的、独有的细菌,以及3组标本细菌组

成的相似性或差异性。结果发现,3组标本的细菌组

成非常相似,根据物种Venn图分析,3组标本共有的

细菌959个属;细菌性肺炎的上呼吸道与下呼吸道微

生态结构可能呈现一个地貌样延续的状态,SH 组、
XT组、XC组的细菌分别有1

 

113、1
 

111、1
 

066个属。
CABRERA-RUBIO等[8]在一项关于慢性阻塞性肺疾

病患者气道微生物多样性的研究中分析了痰、支气管

分泌物、支气管肺泡灌洗液、支气管黏膜4种标本的

细菌多样性,他们认为相对于痰和支气管分泌物,来
自下呼吸道的支气管肺泡灌洗液和支气管黏膜具有

非常相似的细菌组成。本研究结论也验证了这个观

点,但是对于上呼吸道的痰标本,本研究却提出了不

一样的观点,从本研究3组标本在属水平上的 Venn
图中可以看出,SH组标本独有细菌的属是最多的,3
组标本独有细菌的属比较,差异有统计学意义(P<
0.05),但是在基于Bray-Curtis距离的NMDS分析中

发现,3组标本没有被明显分开,Stress=0.085,<
0.2,说明3组标本在属水平上总体细菌结构差异不

明显。鉴于SH组标本取样方便,采用16S
 

rDNA高

通量测序结果准确、信息量丰富,可以满足对大多数

下呼吸道感染性疾病的精准治疗,因此,笔者认为质

量合格的SH组标本仍然具有一定的临床价值。
在本研究中已经获得了SH组、XT组、XC组的

共有细菌,未来拟通过对下呼吸道非感染人群的SH
组、XT组、XC组标本进行16S

 

rDNA高通量测序,研
究肺炎患者和下呼吸道非感染人群3种类型标本的

共有物种,为进一步理解肺炎患者的微生物群落构成

和特有病原菌,提供新的认知。这些工作的开展,将

会为优化老年人肺部感染疾病的经验用药、预后评判

和临床管理,以及更深入地理解该病的发生、发展机

制,奠定重要的理论基础。本研究曾尝试收集下呼吸

道未被感染且行纤维支气管镜检查患者的标本,如肺

癌患者,由于条件限制,样本例数太少,未果。目前已

收集了18例健康人的痰液,正在测序中,拟比较细菌

性肺炎患者和健康人群的菌群结构和丰度差异。
综上所述,16S

 

rDNA高通量测序SH 组标本细

菌更丰富,但质量合格的3组标本在属水平上总体细

菌结构差异不明显,SH组标本仍有一定的临床价值。
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