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纳米孔测序技术在肺曲霉菌感染中的诊断价值*
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  摘 要:目的 分析纳米孔测序技术对肺曲霉菌感染的诊断价值。方法 回顾性选取2022年5月至2023
年8月该院收治的69例疑似肺曲霉菌感染患者作为研究对象,以临床综合诊断为金标准,将最终诊断为肺曲

霉菌感染的患者作为感染曲霉菌组,未诊断为肺曲霉菌感染的患者作为未感染曲霉菌组。收集患者相应样本

(痰液、支气管肺泡灌洗液、组织)进行纳米孔测序、真菌培养及真菌1-3-β-D-葡聚糖试验(G试验)。结果 纳米

孔测序的Kappa值为0.609,真菌培养的Kappa值为0.430,G试验的Kappa值为-0.059。真菌培养联合纳

米孔测序的Kappa值为0.703,高于纳米孔测序联合G试验的Kappa值(Kappa=0.442)。结论 纳米孔测序

技术在诊断肺曲霉菌感染方面展现出卓越的性能,显著优于传统真菌培养和G试验等病原学诊断方法,显示出

其在该领域的巨大应用前景。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

nanopore
 

sequencing
 

technology
 

for
 

pulmonary
 

as-
pergillus

 

infection.Methods A
 

total
 

of
 

69
 

patients
 

with
 

suspected
 

pulmonary
 

aspergillosis
 

infection
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

May
 

2022
 

to
 

August
 

2023
 

were
 

retrospectively
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects.Taking
 

the
 

clinical
 

comprehensive
 

diagnosis
 

as
 

the
 

gold
 

standard,the
 

patients
 

who
 

were
 

finally
 

diagnosed
 

with
 

pulmonary
 

aspergillosis
 

infection
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

infected
 

aspergillosis
 

group,and
 

the
 

patients
 

who
 

were
 

not
 

diag-
nosed

 

with
 

pulmonary
 

aspergillosis
 

infection
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

non-infected
 

aspergillosis
 

group.The
 

corre-
sponding

 

samples
 

(sputum,bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,tissue)
 

were
 

collected
 

for
 

nanopore
 

sequencing,fun-
gal

 

culture
 

and
 

fungal
 

1-3-β-D-glucan
 

test
 

(G
 

test).Results The
 

Kappa
 

value
 

of
 

nanopore
 

sequencing
 

was
 

0.609,the
 

Kappa
 

value
 

of
 

fungal
 

culture
 

was
 

0.430,and
 

the
 

Kappa
 

value
 

of
 

G
 

test
 

was
 

-0.059.The
 

Kappa
 

value
 

of
 

fungal
 

culture
 

combined
 

with
 

nanopore
 

sequencing
 

was
 

0.703,which
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

nanopore
 

sequencing
 

combined
 

with
 

G
 

test(Kappa=0.442).Conclusion The
 

nanopore
 

sequencing
 

technology
 

showed
 

excellent
 

performance
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

pulmonary
 

aspergillosis
 

infection,which
 

was
 

significantly
 

better
 

than
 

the
 

traditional
 

fungal
 

culture
 

and
 

G
 

test,indicating
 

its
 

great
 

application
 

prospects
 

in
 

this
 

field.
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  肺曲霉菌感染是由曲霉属真菌引起的一种肺部

感染疾病,通常发生在免疫功能受损的个体身上。其

依据临床表现可以分为侵袭性肺曲霉菌感染(IPA)、
慢性肺曲霉菌感染(CPA)和过敏性支气管肺曲霉菌

感染[1]。据报道,全球每年IPA患者达20万,其总体

病死率约为
 

50%,但如果出现诊断漏诊或延迟,则几

乎100%
 

致命[2]。在重症病例中,曲霉菌可能进一步

感染并侵犯肺组织,形成肺部炎症灶和空洞,严重时
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会导致严重的肺实质损害和呼吸衰竭。然而肺曲霉

菌感染的临床表现与其他呼吸系统感染疾病相似,使
诊断变得复杂[3]。肺曲霉菌感染的症状众多,包括咳

嗽、咳痰、呼吸困难、胸痛、发烧及体质量减轻等,这些

症状与结核病(TB)极为相似,大大增加了诊断的难

度[4]。同时,影像学检查的病灶难以鉴别,实验室检

测方法的局限性(低灵敏度、低特异度、培养周期长

等)也增加了诊断的难度。因此,亟需开发一种快速、
准确的检测方法,以区分肺曲霉菌感染和肺结核等其

他具有相似临床表现的呼吸系统疾病,使医生能够在

最短的时间内做出准确判断,从而实现及时的治疗方

案调整和疗效评估。随着第三代纳米孔测序技术在

临床传染病中越来越广泛的应用,可能为临床医生实

时诊断肺曲霉菌感染带来革命性的改变。纳米孔测

序的1个关键特点是其在测序过程中不依赖DNA
 

聚

合酶,而是通过纳米孔直接读取DNA或RNA分子,
实现了真正意义上的实时测序[5-6]。相比于传统的培

养和微生物学检测方法,纳米孔测序能够更快地识别

出病原体,甚至在病原体浓度极低的情况下也能进行

检测,大大提升了诊断的准确率和效率[7]。
然而,目前有关纳米孔测序在肺曲霉菌感染中的

诊断价值的研究较少见。据此,本研究回顾性分析了

2022年5月至2023年8月本院收治的69例疑似肺

曲霉菌感染患者,采集病变部位标本及血液进行真菌

培养、真菌1-3-β-D-葡聚糖试验(G试验)及纳米孔测

序,以最终确诊结果为依据评估纳米孔测序在肺曲霉

菌感染中的诊断价值。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性选取2022年5月至2023年

8月本院收治的69例疑似肺曲霉菌感染患者作为研

究对象,平均(55.61±15.6)岁;男50例,女19例;人
类免疫缺陷病毒(HIV)感染6例,合并糖尿病8例,
合并非结核分枝杆菌(NTM)感染9例,合并 TB

 

42
例。纳入标准:(1)经临床和影像学检查等怀疑有肺

曲霉菌感染;(2)经历完整的真菌培养、G试验及纳米

孔测序,并具有明确结果。排除标准:临床资料不完

整。本研究经本院伦理委员会批准[(2023)24],所有

参与者签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 真菌培养 采集患者临床样本(痰液、支气管

肺泡灌洗液、组织)。(1)痰液样本:清晨口腔漱口后

用无菌容器收集新鲜的痰液样本,痰液样本采用4%
 

NaOH消毒和去污染。(2)支气管肺泡灌洗液样本:
在支气管镜检查中,将

 

37
 

℃左右的灭菌生理盐水缓

慢注入支气管肺泡内,每次注入量为
 

50
 

mL,总量一

般为200
 

mL,然后以-15
 

kPa负压吸引装置回收灌

洗液至无菌容器中。(3)病变部位组织样本:采用B
型超声检查引导胸腔穿刺,获取病变部位液体或者组

织样本,使用10%中性甲醛溶液对病变部位的组织样

本进行固定和保存。立即送至实验室,样本被接种于

含有抗菌药物的沙保罗琼脂培养基(沙保罗琼脂培养

基粉65
 

g/L,氯霉素125
 

mg/L,纯化水1
 

L)上(珠海

贝索斯有限公司),培养温度为25~30
 

℃。从第2天

开始每天观察培养基上的菌落形态、颜色、生长速度

等,持续至少7
 

d,并将培养出的菌落制备成涂片或悬

液,使用显微镜观察菌丝、孢子等结构。

1.2.2 G试验 采集患者早晨空腹静脉血2
 

mL,放
入专用无热原肝素抗凝管中,离心(3

 

500
 

r/min)10
 

min,取血浆。试验开始前,开启LKM 动态试管检测

仪,向反应管中加入100
 

μL冷却后的血浆(每份血浆

分为2管),轻轻摇匀,立即插入已编排好位置的

LKM动态试管检测仪,分别加入50
 

μL
 

β-G试剂或β-
G试剂复溶液。加样完毕后在37

 

℃环境中反应75
 

min,检测软件计算测量值。正常(1,3)-β-D葡聚糖测

量值<100.5
 

pg/mL。β-G试剂(0.25
 

mL/支),β-G
试剂复溶液(0.30

 

mL/支)均购自湛江安度斯公司。

1.2.3 纳米孔测序 本研究三代测序交于杭州圣庭

医疗科技有限公司进行测序分析。前期准备蛋白酶

K、溶菌酶、质粒等核酸提取剂,并加入待检标本(痰
液、肺泡灌洗液、组织)进行处理。进行核酸提取,先
加待测样本于核酸提取中,孵化后取无水乙醇振荡后

采用离心机进行离心(上海卢湘仪离心机仪器有限公

司、海门市其林贝尔仪器制造有限公司)放回EP管

板,添加磁珠涡旋振荡并静置后弃去上清液,再取1×
 

WB液,并添加无水乙醇后弃去上清液。处理完EP
管,活化磁珠后静置孵化。利用Qubit

 

4.0
 

DNA浓度

测量仪器进行核酸质量检测并确认是否符合标准。
配制聚合酶链反应(PCR)的反应体系,加入DNA并

进行审核,然后将反应管放入PCR仪(美国Bio-Rad
公司)中运行。结束后进行纯化处理,最后吸取DNA
文库。对多重PCR的产品进行barcode标记及PCR,
然后保存产物。对PCR产物进行纯化和质检,带有

不同标签的产物进行混合后,按照纳米孔链接建库试

剂盒说明书进行后续操作。制备文库,进行GridION
测序。数据收集后进行质量过滤和比对,生成病原体

种类与分析结果。

1.2.4 评估肺曲霉菌感染 最终由临床医生根据美

国传染病学会[8]及欧洲临床微生物学和传染病学

会[9]定义的诊断标准结合患者临床特征、影像学检

查、实验室指标及治疗反应评估是否为肺曲霉菌感

染。具体诊断至少满足以下4个条件之一,同时结合

胸部CT检查显示的新月征、肺空洞或存在免疫受损
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基础:(1)血清GM试验结果≥0.5;(2)微生物培养中

发现曲霉菌;(3)支气管肺泡灌洗液GM 试验结果≥
0.8;(4)支气管肺泡灌洗液宏基因组测序(mNGS)检
测到曲霉菌。根据是否确诊为肺曲霉菌感染,将患者

分为感染曲霉菌组和未感染曲霉菌组。

1.3 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件分析数

据。符合正态分布的计量资料以x±s表示,2组间

比较采用独立样本t检验。计数资料以例数或百分

率表示,组间比较采用χ2 检验。诊断效能评价指标

包括灵敏 度、特 异 度、阳 性 预 测 值、阴 性 预 测 值 及

Kappa系数。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 感染曲霉菌组、未感染曲霉菌组一般资料比

较 依据诊断标准结合临床表现、影像学检查、实验

室检查,69例疑似患者中最终30例确诊肺曲霉菌感

染。感染曲霉菌组、未感染曲霉菌组年龄、性别、HIV
感染、合并糖尿病、合并 NTM 感染、合并TB比例比

较,差异均无统计学意义(P>0.05)。见表1。
表1  感染曲霉菌组、未感染曲霉菌组一般资料

   比较[x±s或n(%)]

项目
感染曲霉菌组

(n=30)

未感染曲霉菌组

(n=39)
t/χ2 P

 

年龄(岁) 51.83±17.05 58.51±13.91 -1.7920.078

性别

 男 23(76.67) 27(69.23)  0.4700.493

 女 7(23.33) 12(30.77)

HIV感染 2(6.67) 4(10.26) 0.2750.600

合并糖尿病 2(6.67) 6(15.38) 1.2570.262

合并NTM感染 6(20.00) 3(7.69) 2.2650.132

合并TB 20(66.67) 22(56.41) 0.7490.387

2.2 真菌培养、G 试验及纳米孔测序检测效能分

析 纳米孔测序的 Kappa值为0.609,真菌培养的

Kappa值为0.430,G试验Kappa值为-0.059。真菌

培养联合纳米孔测序的Kappa值为0.703,高于纳米

孔测序联合G试验的Kappa值(Kappa=0.442)。见

表2、3。
表2  真菌培养、G试验及纳米孔测序的诊断结果

方法
临床诊断

阳性 阴性
合计

纳米孔测序

 阳性 21 4 25

 阴性 9 35 44

 合计 30 39 69

续表2  真菌培养、G试验及纳米孔测序的诊断结果

方法
临床诊断

阳性 阴性
合计

真菌培养

 阳性 12 0 12

 阴性 18 39 57

 合计 30 39 69

G试验

 阳性 3 6 9

 阴性 27 33 60

 合计 30 39 69

真菌培养联合纳米孔测序

 阳性 24 4 28

 阴性 6 35 41

 合计 30 39 69

G试验联合纳米孔测序

 阳性 21 10 31

 阴性 9 29 38

 合计 30 39 69

表3  真菌培养、G试验及纳米孔测序检测效能分析

方法
灵敏度

(%)

特异度

(%)

阳性预测值

(%)

阴性预测值

(%)

纳米孔测序 70.00 89.70 84.00 79.50

真菌培养 40.00 100.00 100.00 68.40

G试验 10.00 84.60 33.30 55.00

真菌培养联合纳米孔测序 80.00 89.70 85.70 85.40

G试验联合纳米孔测序 70.00 74.40 67.70 76.30

3 讨  论

  侵袭性曲霉菌感染是免疫功能低下患者发病和

死亡的主要原因[10]。然而这种病症的诊断极具挑战

性,主要因为曲霉菌与人体肺部之间的持续相互作用

导致易感患者出现多种临床综合征[11]。传统的诊断

方法,包括病原体培养和组织病理学检查,往往耗时

较长且不够敏感,难以满足快速准确诊断的需求。而

G试验难以排除念珠菌等其他侵袭性真菌感染的可

能,其特异性差,假阳性率高[12]。
近年来纳米孔测序技术的发展促进传染病病原

体的临床诊断。纳米孔测序技术是一种新兴的单分

子直接测序DNA/RNA技术,其核心是借助1个膜

上的纳米孔将单链DNA或RNA通过电压驱动后,
根据电流的变化来识别各个碱基[13]。与二代测序相

比,纳米孔测序能够提供数千和数十万个碱基对的读

长,可以延长测序读取长度[14]。这对于基因组组装、
病原体鉴定等许多应用具有重要意义。长读长极大
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地方便了染色体级别的基因组拼接和结构变异的检

测,有助于揭示DNA序列的更长范围内的组织状况,
可提供更高的诊断准确率[15]。更为重要的是,纳米孔

MinION测序技术在设备尺寸、简单的文库制备工作

流程、实 时 测 序 数 据 生 成 和 分 析 方 面 显 示 出 优

势[16-17]。上述纳米孔测序的优势极大迎合了临床快

速诊断肺曲霉菌感染的需求。然而目前尚无研究报

道揭示纳米孔测序在肺曲霉菌感染诊断中的价值。
本研究将纳米孔测序和临床中常用的真菌培养及G
试验进行综合对比评估诊断准确性。

本研究中,纳米孔测序技术表现出卓越的诊断能

力。通过对69名符合入选标准的参与者进行研究,
纳米孔测序成功地诊断出21例真阳性病例,其灵敏

度高达70.00%,展现了明显的优势。阳性预测值和

阴性预测值分别代表了阳性和阴性测试结果中确实

为阳性和确实为阴性的比例[18]。这2个指标对于医

生和临床决策者在制订治疗计划和管理疾病策略时

至关重要。高阳性预测值增强了对疾病患者采取治

疗和干预措施的信心,而高阴性预测值有助于确定是

否需要进一步的检查或治疗。纳米孔测序技术以其

高阳性预测值(84.00%)和阴性预测值(79.50%)满
足了临床管理的高标准。真菌培养作为一种传统的

“金标准”检测手段,确实以其高特异度在临床诊断中

占据了重要地位。其结果的可靠性源于真菌在恒定

条件下生长和繁殖的特性,使得研究人员能够准确观

察并鉴定菌种。然而,真菌培养的时间成本是一个不

可忽视的问题[19]。曲霉菌等真菌的培养和生长需要

在恒温条件下进行,且通常需要数天到几周的时间。
这对于急需迅速诊断和治疗的肺曲霉菌感染患者而

言,显然是一个巨大的挑战。尽管其特异度较高,但
在面对低浓度菌群时,真菌培养可能无法有效检出,
导致假阴性结果的出现。此外,培养过程中还存在污

染的风险,这可能会干扰结果的准确性。本研究中的

数据进一步揭示了真菌培养在临床应用中的实际表

现。虽然其特异度达到了100.00%,但灵敏度仅为

40.00%,这意味着有相当一部分的真菌感染患者可

能被漏诊。同时,其阳性预测值虽然高达100.00%,
但阴性预测值仅为68.40%,这表明在排除真菌感染

方面,真菌培养的能力相对有限。G试验通过检测血

清中的1-3-β-D-葡聚糖提供了一种快速、相对无创的

检测方法。这种方法在系统性真菌感染的早期检测

中有较高价值,因为它可以快速识别潜在的广泛真菌

种类。然而,G试验在灵敏度方面显得不足,这意味

着有相当比例的感染可能未被检测出。此外,G试验

的结果可能受到如细菌感染和环境污染等多种因素

的干扰导致假阳性,从而限制了其在某些情况下的使

用[20-21]。本研究中,G试验报告了9例阳性病例,其
中6例为假阳性病例。G试验旨在检测和量化样品

中的1-3-β-D-葡聚糖含量。1-3-β-D-葡聚糖是真菌细

胞壁的主要成分之一,在本研究中存在的假阳性病例

可能受到体内其他机会病原菌的影响。更进一步,本
研究通过对比纳米孔测序与真菌培养、G试验的联合

诊断效能,发现真菌培养联合纳米孔测序在4个指标

中均展现出优势。
综上所述,纳米孔测序技术在诊断肺曲霉菌感染

中具有卓越性能。相较于传统的真菌培养和G试验,
纳米孔测序的长读长、实时数据生成和简化的工作流

程显著提升了其在临床快速诊断中的潜力。未来的

大规模前瞻性研究将进一步验证和巩固其在侵袭性

曲霉菌感染诊断中的关键作用。本研究存在一些不

足之处:本研究为回顾性研究且纳入的病例数较少,
因此关于纳米孔测序在肺曲霉菌感染中的诊断价值

需要更大样本研究进一步证实。
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数字PCR应用于大规模呼吸系统疾病流行监测的可行性研究*
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  摘 要:目的 探讨数字聚合酶链反应(dPCR)应用于大规模呼吸系统疾病流行监测的可行性。方法 利

用核酸体外转录RNA标准物质制备标准品,分别绘制荧光定量聚合酶链反应(qPCR)和dPCR方法的标准曲

线,比较2种检测方法的线性范围,结合临床诊断结果,评价qPCR和dPCR方法的优劣。结果 qPCR检测基

因1的最低检测限(LoD)值 为17.10
 

copy/μL,基 因2的 LoD值 为17.60
 

copy/μL,标 准 曲 线 R2 分 别 为

0.960
 

7和0.958
 

1,dPCR检测基因1的LoD值为0.80
 

copy/μL,基因2的LoD值为0.40
 

copy/μL,R2 分别

达到0.999
 

3和0.999
 

9。结论 应用dPCR方法检测病原微生物感染患者的样本,其LoD值高于qPCR方法

20倍以上,且dPCR敏感性和特异性均优于qPCR。在进行大规模呼吸系统疾病流行监测的过程中,dPCR有

望能够较qPCR更加准确有效地判定样本中病原微生物载量。
关键词:数字聚合酶链反应;

 

 荧光定量聚合酶链反应;
 

 病原微生物;
 

 标准曲线;
 

 最低检测限
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

feasibility
 

of
 

applying
 

digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(dPCR)
 

to
 

large-scale
 

epidemic
 

surveillance
 

of
 

respiratory
 

system
 

disease.Methods The
 

standard
 

curves
 

of
 

both
 

fluores-
cence

 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction(qPCR)
 

and
 

dPCR
 

were
 

generated
 

by
 

using
 

the
 

nuclear
 

acid
 

standards,and
 

the
 

linear
 

ranges
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

methods
 

were
 

compared.The
 

advantages
 

and
 

disadvanta-
ges

 

of
 

each
 

method
 

were
 

evaluated
 

by
 

considering
 

clinical
 

diagnosis
 

results.Results The
 

limit
 

of
 

detection
 

(LoD)
 

of
 

qPCR
 

for
 

the
 

gene
 

NO.1
 

was
 

17.10
 

copy/μL,and
 

for
 

the
 

gene
 

NO.2,it
 

was
 

17.60
 

copy/μL.The
 

standard
 

curve
 

shows
 

that
 

R2
 

value
 

was
 

0.960
 

7
 

and
 

0.958
 

1
 

respectively.The
 

LoD
 

of
 

dPCR
 

for
 

gene
 

NO.1
 

and
 

gene
 

NO.2
 

were
 

0.80
 

and
 

0.40
 

copy/μL
 

respectively,with
 

R2
 

values
 

of
 

0.999
 

3
 

and
 

0.999
 

9
 

respectively.
Conclusion The

 

LoD
 

of
 

dPCR
 

method
 

for
 

nuclear
 

acid
 

standards
 

is
 

at
 

least
 

20
 

times
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

qPCR
 

method.Additionally,dPCR
 

demonstrates
 

both
 

higher
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

compared
 

to
 

qPCR.There-
fore,in

 

the
 

process
 

of
 

large-scale
 

epidemic
 

monitoring
 

of
 

respiratory
 

system
 

disease,dPCR
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

more
 

accurate
 

and
 

effective
 

in
 

determining
 

the
 

pathogen
 

load
 

in
 

samples
 

compared
 

to
 

qPCR.
Key

 

words:digital
 

polymerase
 

chain
 

reaction; fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction; 
pathogen; standard

 

curve; limit
 

of
 

detection

  在重大传染性疾病的大规模筛查中,通常需要对

大量的样本进行检测。在固定地域内,准确的检测结

果不仅有利于流行病学调查及溯源,也为相应政策法

规的制定实施提供可靠依据。目前针对呼吸系统疾

病患者核酸样本的大规模筛查仍然使用传统的荧光

定量聚合酶链反应(qPCR)方法,其敏感性和准确性
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