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谢燕君,卢健聪△,叶 凯,林俊鸿

惠州市中心人民医院呼吸与危重症医学科二区,广东惠州
 

516001

  摘 要:目的 探究宏基因组二代测序(mNGS)检测对肺部非典型病原体感染的诊断价值。方法 收集
 

2019年11月20日至2020年7月17日该院呼吸与危重症医学科收治的诊断为肺部感染性疾病并行mNGS检

测的51例患者,比较传统检测方法与mNGS检测对病原体检出率的差异,并探讨mNGS在肺部非典型病原体

感染中的应用。结果 检出组的炎症指标水平与未检出组比较差异均无统计学意义(P>0.05)。mNGS检测

对病原菌的检出率明显高于传统检测方法(88.24%
 

vs.47.06%,P<0.05)。mNGS检测对非典型病原体的检

出率明显高于传统检测方法(58.82%
 

vs.
 

15.69%,P<0.05)。mNGS检测在同一患者中检出2种及以上非

典型病原体的混合感染共13例,明显高于传统检测方法的1例(P<0.05)。结论 mNGS检测对肺部非典型

病原体感染的检出率明显优于传统检测方法,其可以同时检出多种病原体感染,对肺部非典型病原体感染的病

原学诊断价值优于传统检测方法。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

metagenomic
 

next-generation
 

sequencing
 

(mNGS)
 

in
 

pulmonary
 

atypical
 

pathogen
 

infection.Methods A
 

total
 

of
 

51
 

cases
 

who
 

were
 

diagnosed
 

with
 

pulmonary
 

infectious
 

diseases
 

and
 

underwent
 

mNGS
 

detection
 

in
 

the
 

Department
 

of
 

Respiratory
 

and
 

Critical
 

Care
 

Medi-
cine

 

of
 

the
 

hospital
 

from
 

November
 

20,2019
 

to
 

July
 

17,2020
 

were
 

collected,the
 

difference
 

between
 

traditional
 

detection
 

methods
 

and
 

mNGS
 

detection
 

in
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

pathogens
 

was
 

compared,and
 

the
 

application
 

of
 

mNGS
 

in
 

pulmonary
 

atypical
 

pathogen
 

infection
 

was
 

discussed.Results There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

detected
 

group
 

and
 

the
 

non
 

detected
 

group
 

(P>0.05).The
 

detection
 

rate
 

of
 

mNGS
 

detection
 

for
 

pathogens
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

traditional
 

detection
 

methods
 

(88.24%
 

vs.
 

47.06%,P<
0.05).The

 

detection
 

rate
 

of
 

mNGS
 

detection
 

for
 

atypical
 

pathogens
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

tradi-
tional

 

detection
 

methods
 

(58.82%
 

vs.15.69%,P<0.05).There
 

were
 

13
 

cases
 

of
 

mixed
 

infection
 

of
 

2
 

or
 

more
 

atypical
 

pathogens
 

detected
 

by
 

mNGS
 

detection
 

in
 

the
 

same
 

patient,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

1
 

case
 

detected
 

by
 

traditional
 

detection
 

methods
 

(P<0.05).Conclusion The
 

detection
 

rate
 

of
 

mNGS
 

detection
 

in
 

pulmonary
 

atypical
 

pathogen
 

infection
 

is
 

significantly
 

better
 

than
 

that
 

of
 

traditional
 

methods.
mNGS

 

detection
 

could
 

detect
 

multiple
 

pathogens
 

at
 

the
 

same
 

time,and
 

has
 

better
 

diagnostic
 

value
 

than
 

tradi-
tional

 

detection
 

methods
 

for
 

the
 

pathogens
 

of
 

pulmonary
 

atypical
 

pathogens.
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  肺部感染是临床上的常见病,在一份全球死亡率

分析报告中指出,呼吸道感染依然是死亡的首要缘由

之一[1]。肺部感染病例中大部分无法明确致病菌,而
经验性治疗往往只覆盖常见菌群。非典型病原体的

定义具有广义和狭义之分,狭义上是指支原体、衣原

体和军团菌,广义上是指除细菌以外的 所 有 病 原

体[2]。非典型病原体如真菌、病毒、衣原体、支原体、
军团菌等所致的感染治疗效果欠佳[2],即使临床上对
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病原体的检出率不断提高,也改变不了肺部感染病死

率高的现状,究其原因主要是病原体无法及早明确诊

断。在感染性疾病中,超过30%的呼吸道感染通过传

统的检测方法[直接检查、抗原抗体检测、聚合酶链反

应(PCR)、分离和培养等]仍无法鉴别其病原体[3]。
宏基因组二代测序(mNGS)是近年新兴的微生物检

测方法,具有灵敏度高、特异性强、覆盖度广、检测能

力强等优势[4],mNGS检测对重症肺炎合并免疫缺陷

患者病原体的检出率明显高于传统检测方法,而且不

受使用抗菌药物种类的影响[5]。对非典型病原体的

诊断,传统的检测方法能力有限,随着 mNGS
 

的应

用,有望改变这一困境。本研究将从几个方面观察

mNGS在肺部非典型病原体感染中的应用价值。现

报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年11月20日至2020年

7月17日本院呼吸与危重症医学科收治的诊断为肺

部感染性疾病并行 mNGS检测的51例患者,其中女

12例,男39例;年龄16~89岁,平均(61.24±18.87)
岁;社区获得性肺炎35例,医院获得性肺炎16例;符
合重症肺炎诊断标准13例。纳入标准:肺部感染的

诊断标准遵循《内科学》第9版中的肺炎章节[6]。如

果患者没有支气管肺泡灌洗禁忌证,首选肺泡灌洗液

检测,如果存在禁忌证或者患者拒绝纤维支气管镜检

查,则选择痰液检测,如果患者没有痰,则选择血液

检测。排除标准:(1)不配合检查;(2)妊娠或哺乳期

女性;(3)资料不齐全。本研究经本院伦理委员会批

准(编号:KYLL2020055),所有患者及其家属均已签

署知情同意书。
1.2 方法

1.2.1 炎症指标 所有入选的患者在入院后,使用

抗感染药物前抽取静脉血,送检验科用全自动生化分

析仪检测患者血常规、C反应蛋白、降钙素原等。
1.2.2 传统病原体检测方法 入选患者外送行抗原

及抗体检测(包括军团菌、支原体、立克次体、衣原体、
腺病毒、合胞病毒、流感病毒),特异性核酸序列检测

(包括流感病毒、腺病毒、鼻病毒、冠状病毒、合胞病

毒、流感嗜血杆菌、肺炎链球菌、军团菌、结核分枝杆

菌等),在本院行微生物的涂片、培养等,标本来源包

括血液、痰液、肺泡灌洗液、咽拭子等,菌种的培养分

离根据《下呼吸道感染细菌培养操作指南:WSIT
 

499-
2017》[7]进行。
1.2.3 肺泡灌洗液的采样流程 (1)部位:根据患者

胸部CT影像学,选择病灶较严重的相应肺段;弥漫性

改变者选择右肺中叶或左肺上叶舌段;(2)支气管镜

顶端嵌顿于相应支气管段或亚段开口,经操作孔分多

次注入37
 

℃无菌生理盐水,总量60~90
 

mL,用低于

100
 

mm
 

Hg负压吸引获取肺泡灌洗液,总回收率≥
30%;(3)弃去回收液前段可能被污染的部分,收集约

5
 

mL立即送检。标本交由某基因公司配送和检测。
1.2.4 mNGS检测 外送某基因公司,采用高通量

测序技术,对标本中微生物核酸序列进行分析,通过

与数据库中已有微生物的核酸序列进行比对,从而对

微生物进行鉴定。检测流程包括前处理、核酸提取、
合成cDNA、片段化、文库构建、测序、生物信息分析

及报告解读等。基于Illumina测序高通量测序平台

进行 mNGS检测。质量控制要求:测序数据量≥
20

 

M,测序读长>50
 

bp,去人源序列达90%以上,病
原数据库>10

 

000种,涵盖细菌、真菌、病毒、寄生虫、
分枝杆菌、衣原体和支原体多种病原微生物。
1.2.5 mNGS检测结果判读 (1)若两种检测鉴定

出相同微生物,则认为是致病菌;(2)若影像学提示存

在病变且mNGS检测检出序列数为其他微生物的两

倍,可考虑为致病菌;(3)若呼吸道标本检出结核分枝

杆菌、腺病毒、流感病毒,血液标本中检出布鲁菌属,
不论mNGS检出序列数如何,均可认为是致病菌[6]。
1.2.6 分组标准 根据 mNGS检测是否检出微生

物分为检出组与未检出组。
1.3 统计学处理 采用SPSS23.0软件进行数据处

理和统计分析。非正态分布的计量资料以 M(P25,
P75)表示,两组间比较采用秩和检验。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 检出组与未检出组相关炎症指标比较 两组白

细胞计数、降钙素原、C反应蛋白水平比较差异均无

统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1  检出组与未检出组相关炎症指标比较[M(P25,P75)]

组别 n 白细胞计数(×109/L) 降钙素原(g/L) C反应蛋白(mg/L)

检出组 45 9.60(6.30,12.80) 0.12(0.06,0.48) 57.64(12.88,105.31)

未检出组 6 9.25(5.40,13.25) 0.51(0.27,0.58) 123.34(94.47,225.37)

2.2 mNGS检测与传统检测方法检出率比较 51
例患者中,采取传统检测方法标本显示阳性结果有24

例,检出率为47.06%,而 mNGS检测标本显示阳性

结果45例,检出率为88.24%,mNGS检测检出率明
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显高于传统检测方法(χ2=19.75,P<0.05)。
2.3 mNGS检测与传统检测方法对非典型病原体感

染检出率比较 mNGS检测检出病毒20例(疱疹病

毒7例、EB病毒10例、巨细胞病毒2例、甲型流感病

毒1例),支原体4例,衣原体1例,弯孢霉属1例,白
色念珠菌14例,曲霉菌2例,马拉色菌2例,肺孢子

菌5例,共30例患者检出非典型病原体感染,检出率

为58.82%。传统检测方法检出曲霉菌2例,白色念

珠菌5例,支原体2例,共8例患者检出非典型病原

体感染,检出率为15.69%。mNGS检测对非典型病

原体感染的检出率高于传统检测方法(χ2=40.60,

P<0.05)。
2.4 mNGS检测与传统检测方法对非典型病原体混

合感染检出率比较 mNGS检测检出30例非典型病

原体感染患者中,在同一患者中检出2种及以上非典

型病原体的混合感染共13例;传统检测方法检出8
例非典型病原体感染患者中,检出1例混合感染;

mNGS检测对非典型病原体混合感染检出率高于传

统检测方法(χ2=16.59,P<0.05)。
3 讨  论

相关研究表明,非典型病原体感染在肺部感染中

占比逐渐上升,约22%的肺部感染致病菌为非典型病

原体,且在肺部感染患者中,若初始经验性治疗覆盖

非典型病原体可加快病情控制、缩短住院时间及降低

病死率,但大部分患者未能接受上述治疗[8],并且经

验性治疗可导致传统检测方法对病原体的检出率下

降,从而增加治疗疾病所需的费用及时间[9],故寻找

一个可供临床医生及早准确识别非典型病原体感染

的方法显得尤为重要。
本研究发现,mNGS检测对总体病原体及非典型

病原体的检出率均高于传统检测方法。这是因为

mNGS是新一代的病原微生物鉴定方法,以序列为基

础,不需要培养,通过直接提取标本中全部微生物的

核酸进行高通量测序,目前 mNGS检测的数据库覆

盖超过10
 

000种病原体,能同时检测多种病原体(细
菌、真菌、病毒、寄生虫、支原体、衣原体),具有无偏

倚、广覆盖的特点,能快速准确地提供病原鉴定、分型

结果,拓宽检测的病原谱,提高病原体的整体检出率。
传统病原体检测方法多以培养为主,耗时需要3~5

 

d,检出率仅有15%~20%。PCR检测与血清学检测

在灵敏度、特异性和检测时效上明显优于培养法,但
是其仅能基于已知的病原菌进行,检测目标局限,所
能提供的信息有限,依然无法解决临床病原体检出率

低的问题。除此之外,对于混合感染和未知病原体的

检测是传统检测方法无法逾越的障碍。本研究发现,

mNGS检测不仅对非典型病原体感染的检出率优于

传统检测方法,且对于同一患者存在2种及以上病原

体的混合感染的检出较传统检测方法也具有明显的

优势。本研究发现,mNGS检测与传统检测方法对部

分标本的检测结果存在差异,考虑可能存在以下因

素:(1)标本取样时间不一致;(2)标本的取样位置存

在差别;(3)mNGS检测在检测真菌和结核分枝杆菌

上存在一定缺陷,存在假阴性的可能;(4)所使用的的

标本类型不同,本研究中部分采用血液 标 本 进 行

mNGS检测。
本研究发现,mNGS检测在多种非典型病原体的

检测中存在明显优势,传统病毒检测方法中,病毒特

异性抗原抗体检测的检出率偏低,PCR检测虽然可以

准确检测病毒核酸,但只能检出已知的致病菌[10],对
于未知的病原体检测,mNGS检测较PCR检测具有

明显优势[11],故 mNGS检测可作为传统检测方法的

补充手段,有助于更快更早地定位致病菌[11-12]。本研

究中,1例病毒感染患者入院时的咽拭子并未检测出

甲型流感病毒感染,外送肺泡灌洗液行 mNGS检测

后提示甲型流感病毒感染,予抗病毒治疗后病情逐步

得到控制。真菌感染多发生于免疫力低下患者,如艾

滋病、器官移植、慢性消耗性疾病及服用免疫抑制药

物等患者[13]。对于肺孢子菌肺炎患者,确诊需检出肺

孢子菌的滋养体或包囊,本研究中 mNGS检测共检

出5例肺孢子菌,但传统检测方法均未能在上述标本

中检出致病菌,对这类患者进行对症治疗后其病情好

转并出院。在支原体、衣原体及军团菌检测方面,因
其培养条件苛刻,临床中需比较恢复期血清学指标或

尿抗原等进行确诊,虽然血清学检测及PCR检测的

开展为其诊断提供了帮助,但需临床医生有目的性地

进行检测,因此诊断较难[14]。有研究表明,mNGS检

测可弥补传统检测方法在少见致病菌中检测的不

足[15],且mNGS检测范围大,检测所需时间短,仅需

48
 

h即可得出结果,为临床下一步诊治提供参考,故
mNGS检测为非典型病原体感染的诊断提供了强有

力的帮助[16]。同时,mNGS检测结果受抗菌药物的

影响小,可以为临床用药提供更准确地指导[17]。
综上所述,mNGS检测作为新的检测手段,目前

已经在临床中广泛应用,其对非典型病原体的检出优

势明显,对肺部非典型病原体感染的病原学诊断价值

优于传统检测方法。虽然 mNGS检测的优点很多,
但是其价格昂贵,标本保存条件高,对于耐药菌的检

测仍在探索中,且对于报告准确性的解读仍有待进一

步提升。
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