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痰液宏基因组测序在肺部感染中的诊断价值*
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  摘 要:目的 探讨痰液宏基因组测序(mNGS)在肺部感染中的诊断价值。方法 选取2020年7月至

2021年7月重症肺部感染患者,采集其痰液标本,并行微生物培养和mNGS同步检测,分析两种检测方法对重

症肺部感染的诊断效能。结果 22例患者的痰液同时进行微生物培养和mNGS检测,两种检测方法的阳性符

合率93.8%,阴性符合率为33.3%,总符合率为77.3%。细菌检出率 mNGS高于微生物培养法(77.3%
 

vs.
 

63.6%)。两种检测方法对1种及>2种病原体的检出率比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 在肺

部感染病例中,痰液mNGS对病原菌的检出率高于微生物培养法,尤其对混合感染诊断价值更高,能为早期肺

部感染提供诊断依据。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

sputum
 

metagenomics
 

next-generation
 

sequen-
cing

 

(mNGS)
 

in
 

pulmonary
 

infection.Methods Patients
 

with
 

severe
 

pulmonary
 

infection
 

were
 

selected
 

from
 

July
 

2020
 

to
 

July
 

2021,sputum
 

samples
 

were
 

collected,and
 

simultaneous
 

microbial
 

culture
 

and
 

mNGS
 

detec-
tion

 

were
 

conducted
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

the
 

two
 

detection
 

methods
 

for
 

pathogenic
 

detection
 

of
 

severe
 

pulmonary
 

infection.Results The
 

sputum
 

samples
 

of
 

22
 

patients
 

were
 

tested
 

by
 

both
 

microbial
 

culture
 

and
 

mNGS,and
 

the
 

positive
 

and
 

negative
 

coincidence
 

rates
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

were
 

93.8%
 

and
 

33.3%,re-
spectively.The

 

total
 

coincidence
 

rate
 

was
 

77.3%.The
 

bacterial
 

detection
 

rate
 

of
 

mNGS
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

microbial
 

culture
 

(77.3%
 

vs.63.6%).There
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

detection
 

rates
 

of
 

1
 

and
 

>2
 

pathogens
 

between
 

the
 

two
 

detection
 

methods
 

(P<0.05).Conclusion In
 

pulmonary
 

infection
 

cases,sputum
 

mNGS
 

has
 

a
 

higher
 

detection
 

rate
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

than
 

microbial
 

culture
 

method
 

does,es-
pecially

 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

complex
 

infection,which
 

could
 

provide
 

diagnostic
 

basis
 

for
 

early
 

pulmonary
 

infec-
tion.
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  肺部感染是指由多种病原体引起的终末气道、肺
泡腔和肺间质感染,常表现为呼吸困难、发热、咳嗽、
咳痰等症状[1]。临床上针对器官移植、癌症治疗等通

常会使用大剂量的免疫抑制剂,导致患者抵抗力下

降,极易引发肺部感染。在重症监护病房,患者术后

护理不当,机械侵入性检查或治疗同样极大地增加了

肺部感染的可能性。此类患者往往病情发展快,预后

差,且多为混合感染,快速精准的病原学诊断直接决

定了患者的预后[2-4]。目前,临床常规开展的传统微

生物鉴定手段(培养、涂片等)时间长且精度不够,对
临床指导价值非常有限。近年来,无偏倚、通量高的

宏基因组测序(mNGS)技术有效地助力了肺部疑难

感染的病原学诊断。本研究采用 mNGS检测肺部感

染患者痰液中的病原微生物,探讨痰液宏基因组测序

在肺部感染中的诊断价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 以2020年7月至2021年7月深圳

市罗湖医院集团重症医学科、儿科、呼吸内科重症肺
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部感染患者为研究对象。纳入标准:(1)出现胸痛、咳
嗽、咳痰等症状;(2)体温超过38

 

℃;(3)经血常规检

查,白细胞计数明显上升;(4)肺部有湿啰音;(5)胸部

X线检查显示有肺部炎性改变。本研究符合《赫尔辛

基宣 言》原 则。共 纳 入 22 例 患 者,其 中 男 10 例

(45.5%),女12例(54.5%);年龄0~86岁;重症医

学科患者11例,儿科患者3例,呼吸内科患者8例。
所有患者均行微生物培养及mNGS检测。

1.2 痰液标本的收集 可自主咳痰患者清晨清水漱

口3次后,用力咳出1~2口痰(勿将唾液和鼻后分泌

物当作痰送检)于无菌痰杯内。无痰或咳嗽少痰患

者,先刷牙(口腔黏膜、舌头和牙龈),勿用牙膏,后用

3~5
 

mL
 

3%NaCl超声雾化后留痰。婴幼儿患者,清
洗口腔后,拍背或刺激咳嗽,用一次性无菌吸痰管,在
严格无菌操作下,负压吸取下呼吸道痰液。每一份标

本的留取量应>1
 

mL,标本收集后立即分装至无菌、
干燥、洁净的痰杯内,并于2

 

h内室温送检。

1.3 方法 所有标本同时进行 mNGS和微生物培

养检测。微生物培养方法参照《全国临床检验操作规

程》第4版[5]对痰液进行质量筛查。合格的标本分区

划线接种于血琼脂平板、巧克力琼脂平板、麦康凯平

板。置5%~10%
 

CO2 环境中,(35±2)℃培养18~
24

 

h。所获菌株经人工及 microflex
 

LT/SH 全自动

快速生物质谱检测系统(德国布鲁克公司)鉴定。

mNGS检测包括DNA和RNA两部分的检测。RNA
检测部分需将宿主细胞核糖体 RNA 去除,以提高

RNA病毒的检测灵敏度。总核酸提取后,利用随机

引物建库,PCR扩增出标本中的所有微生物,最后对

扩增片段的序列进行测定和比对,鉴定出具体的微生

物种类,随后去宿主化以消除正常的人类微生物群落

背景,从而找到所检测临床标本中可能致病的微生

物。mNGS技术主要检测指标为从微生物中读取到

的特异核酸read数目,read数目与该病原体含量呈

正相关。若是定植微生物,read数目含量不会太高。
两种检测方法结果一致性比较:当微生物培养与

mNGS检测出完全相同的病原体,认为结果完全一

致;检测结果部分相同,认为结果部分一致;检测结果

完全不同,认为结果不一致。

1.4 统计学处理 采用SPSS23.0软件对数据进行

数据处理及统计分析。计数资料采用频数或百分率

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 mNGS与微生物培养结果比较 两种检测方法

结果显示,15例 mNGS与微生物培养均为阳性,阳性

符合率为93.8%;2例 mNGS与微生物培养均为阴

性,阴性符合率为33.3%;总符合率为77.3%。见

表1。

2.2 两种检测方法检出不同种类病原体结果比较 
在22例肺部感染患者中,两种检测方法病毒检出率

比较,差异有统计学意义(P<0.05),mNGS检测出4
种病毒,分别是呼吸道合胞病毒B型、人疱疹病毒1
型、人疱疹病毒4型及人疱疹病毒6B型。微生物培

养常见鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌,

mNGS检测结果中常见肺炎链球菌、肺炎克雷伯菌、
铜绿假单胞菌、白假丝酵母菌及人疱疹病毒,两种检

测方法对细菌和真菌检出率比较,差异均无统计学意

义(P>0.05)。见表2。
表1  mNGS和微生物培养结果比较

mNGS
微生物培养

阳性[n(%)] 阴性[n(%)]
总计(n)

阳性 15(68.2) 4(18.2) 19

阴性 1(5.0) 2(9.1) 3

总计 16(72.7) 6(27.3) 22

表2  两种检测方法检出不同种类病原体

   结果比较
 

[n(%)]

方法 细菌 病毒 真菌

微生物培养 14(63.6) 0(0.0) 5(22.7)

mNGS 17(77.3) 6(27.3) 4(18.2)

χ2 0.983 6.947 0.140

P 0.322 0.008 0.709

2.3 两种检测方法病原体检出种类数比较 在22
例肺部感染患者中,传统的微生物培养在多数情况下

只能培养出1种病原菌。两种检测方法对1种及>2
种病原体的检出率比较,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表3。

表3  两种检测方法病原体检出种类数比较[n(%)]

方法
病原体种类(种)

0 1 2 >2

微生物培养 6(27.3) 10(45.5) 3(13.6) 3(13.6)

mNGS 3(13.6) 3(13.6) 6(27.3) 10(45.5)

χ2 0.559 3.931 0.559 3.931

P 0.455 0.047 0.455 0.047

2.4 两种检测方法结果一致性比较 在两种检测方

法结果 完 全 一 致 的 病 原 体 中,2例 微 生 物 培 养 和

mNGS检测均为阴性,2例微生物培养和 mNGS结果

均为阳性且一致(鲍曼不动杆菌1例,铜绿假单胞菌1
例)。在两种检测方法结果不一致的病原体中,3例微

生物培养阴性,mNGS检测阳性(肺炎链球菌2例、延
长奈瑟菌1例、金黄色葡萄球菌和流感嗜血杆菌混合
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感染1例),1例 mNGS检测阴性,微生物培养阳性

(鲍曼不动杆菌和嗜麦芽窄食单胞菌混合感染1例)。
见表4。

表4  两种检测方法结果一致性比较[n(%)]

检测结果 细菌 病毒 真菌 χ2 P

完全一致 4(18.2) 0(0.0) 3(13.6) 4.205 0.122

部分一致 9(40.9) 0(0.0) 0(0.0) 21.176 <0.001

不一致 9(40.9) 22(1.0) 19(86.4) 22.935 <0.001

3 讨  论

  肺部感染是全球发病率最高的感染性疾病,对全

球造成的疾病负担极其沉重[6-7]。由于该类感染涉及

的病原体众多,多数医生在无法进行准确的病原学诊

断前常采用经验治疗[8],不明病原体与混合感染往往

导致经验性治疗效果不佳。快速、准确找到病原体,
给予敏感药物进行精准治疗,提高疾病治疗效果,改
善不良预后,是临床医生迫切需要解决的问题[9-10]。

尽管传统微生物培养是检测病原菌的“金标准”,
但对于肺部感染其检出率仅为10%左右[11],而PCR
检测虽然在特异度、灵敏度和检测时效上明显优于微

生物培养,但因为PCR检测是基于已知的病原体基

因组进行测序鉴定,所能提供的信息依然不能解决临

床微生物诊断检出率低的问题。因此,对于未知病原

体和混合感染的检测是传统检测方法难以逾越的障

碍。无偏倚的 mNGS与传统检测方法相比,无需培

养,病原体覆盖度广,灵敏度高,有利于鉴定不明病原

体和混合感染[9,12]。研究发现,在肺部感染性疾病中,

mNGS检测的检出率均高于传统检测方法,在细菌检

测方面尤为突出[13-14]。本研究发现,在肺部感染中,

mNGS检测对细菌的检出率略高于微生物培养,但两

者之间差异无统计学意义(P>0.05),与近年研究结

果不一致[13-14],可能与本研究纳入的检测例数少有

关。在混合感染方面,mNGS对1种及>2种病原体

的检出率明显高于传统检测方法,提示 mNGS检测

在混合感染的病原体检测方面有巨大的优势。有研

究指出,mNGS检测可以在早期确定重症肺部感染患

者的病原体,帮助临床医生对患者进行精准治疗,从
而降低重症肺炎患儿28

 

d和90
 

d的病死率[15]。本研

究中,在mNGS与微生物培养结果不一致的病原体

中,微生物培养阴性结果明显多于 mNGS阴性结果,
也证明了mNGS检测的优越性。

mNGS对真菌、病毒等非细菌类病原体的鉴定具

有固有的优势,对于一般病原体,mNGS的检测阈值

为0.01~130.00
 

CFU/mL,而微生物培养的检测阈

值为100.00~1
 

000.00
 

CFU/mL[16]。mNGS基于病

原体基因序列进行检测,无需考虑其活性,对已接受

广谱抗菌药物治疗的患者,仍可借助 mNGS技术进

行病原学检测[17]。在本研究的检测结果中,微生物培

养常见鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌,

mNGS检测结果中常见肺炎链球菌、肺炎克雷伯菌、
铜绿假单胞菌、白假丝酵母菌及人疱疹病毒。

目前,临床上传统的病毒检测方法主要为基于病

毒基因的PCR技术和病毒抗原抗体的血清学检测。
但这些检测方法需要提前预知病毒的基因序列或蛋

白质序列信息,因此对于不明、未知病毒则不能有效

检出,也难以快速进行病毒分型。在本研究的 mNGS
检测结果中共检测出4种病毒,分别是呼吸道合胞病

毒B型、人疱疹病毒1型、人疱疹病毒4型及人疱疹

病毒6B型,利用mNGS可更加精确地检测出病毒类

型,以便临床医生对患者进行精准治疗。
在 mNGS的实际临床应用中,仍存在多个需要

关注的问题。(1)受制备与纯化技术本身的限制,试
剂中可能普遍存在外源性核酸序列,且 mNGS所检

测到的病原体序列也可能来自于正常的定植微生物

群、标本污染,而痰液标本往往会含有部分上呼吸道

及口腔微生物,因此需要检验人员有效区分出感染微

生物[18]。(2)病原体基因组数据库不完善,目前还没

有囊括所有病原微生物的生物信息数据库,有可能导

致漏检[19]。(3)mNGS技术已逐渐成熟,但还缺乏公

认的质量控制与评价的指南,因此需要临床医生以科

学严谨的态度,并采用合理的方式将 mNGS应用于

临床。
 

本研究也存在一定局限性。首先,痰液作为临床

上常见的检验标本,有着取样方便、操作简单等优点,
但痰液的采样合格率因人而异,且检验结果易受口腔

杂菌的影响,因此仅依赖痰液标本行病原体诊断尚缺

乏定论;其次,传统检测方法中,只利用微生物培养进

行病原体检测,受限于培养基成分及培养环境的限

制,难以检测出苛养菌,亦无法检测出病毒。
综上所述,在肺部感染患者的病原学诊断中,痰

液mNGS相比传统检测方法有更高的检出率,尤其

是对病毒及混合感染的检测更具有优势,可为肺部感

染患者的临床诊治提供依据,有助于早期精准地进行

临床干预。
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