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肺泡灌洗液高通量测序在肺部感染的诊断价值
汪 艳袁李晨辉袁刘盛国袁金常娥袁吴 迪

渊深圳市人民医院呼吸疾病研究所呼吸与危重症医学科/南方科技大学附属第一医院袁
广东 深圳 518020冤

摘要院目的 探讨肺泡灌洗液高通量测序在肺部感染的病原学诊断价值遥 方法 收集 2019年 2月~2020年 3月深圳市人民医院
呼吸与危重症医学科送检的 37例肺部感染患者的检测结果及临床资料袁分析患者的一般临床资料及高通量测序在肺部感染性
疾病中的检测结果及临床转归情况遥结果 37例患者中男性多于女性袁主要集中于约65岁年龄段袁无吸烟史患者居多袁多合并基
础疾病袁以急性病程为主袁CT表现为单肺病变和双肺病变遥 肺泡灌洗液标本中高通量病原体阳性率高于常规培养渊64.86% vs
24.32%冤袁差异有统计学意义渊 约0.05冤曰两者病原体报告时间比较袁差异无统计学意义渊 跃0.05冤遥 高通量测序检出单一病原菌感
染 19例袁 混合感染 5例袁 与微生物病原体一致且考虑致病菌 8例袁 与常规微生物培养相比袁 其灵敏度为 88.89%袁 特异度为
42.86%遥 13例根据高通量测序结果调整了治疗方案袁临床获益遥 结论 肺泡灌洗液高通量测序对肺部感染的病原体检测较为敏

感尧诊断相对准确袁可提高肺部感染的病原体检测阳性率袁尤其是对于混合及少见尧罕见菌感染袁对于临床微生物标本培养阴性
的人群针对性地使用抗生素有一定的参考价值遥
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Diagnostic Value of High-throughput Sequencing of Alveolar Lavage Fluid in Pulmonary Infection
WANG Yan,LI Chen-hui,LIU Sheng-guo,JIN Chang-e,WU Di

(Department of Respiratory and Critical Care Medicine,Institute of Respiratory Diseases,Shenzhen People's Hospital/
the First Affiliated Hospital of Southern University of Science and Technology,Shenzhen 518020,Guangdong,China)

Abstract：Objective To investigate the etiological diagnostic value of high throughput sequencing of alveolar lavage fluid in pulmonary infection.
Methods Collect the test results and clinical data of 37 patients with pulmonary infection sent by the Department of Respiratory and Critical Care
Medicine of Shenzhen People's Hospital from February 2019 to March 2020,analyze the general clinical data of patients and the detection results and
clinical outcomes of high -throughput sequencing in pulmonary infectious diseases.Results Among the 37 patients, there were more males than
females, mainly in the age group <65 years old. The majority of patients had no history of smoking, and most of them had underlying diseases, mainly
with acute course. CT showed single lung disease and double lung disease. The positive rate of high-throughput pathogens in alveolar lavage fluid
specimens was higher than that in conventional culture (64.86% vs 24.32%), the difference was statistically significant (P<0.05); the comparison of the
pathogen reporting time between the two was not statistically significant ( >0.05). High-throughput sequencing detected 19 cases of single pathogen
infection and 5 cases of mixed infection, which were consistent with microbial pathogens and 8 cases of pathogenic bacteria were considered.
Compared with conventional microbial culture, the sensitivity was 88.89% and the specificity was 42.86%. The treatment plan was adjusted in 13
cases based on the results of high-throughput sequencing, and the clinical benefit was achieved.Conclusion High-throughput sequencing of alveolar
lavage fluid is more sensitive and accurate for the detection of pathogens in pulmonary infection, which can improve the positive rate of pathogen
detection in pulmonary infection, especially for mixed and rare and rare bacterial infections. It has certain reference value for the population with
negative culture of clinical microbial specimens to use antibiotics.
Key words：Alveolar lavage fluid;High-throughput sequencing;Pulmonary infection;Etiology

肺部感染（pulmonary infection）是指包括终末气
道、肺泡腔及肺间质在内的肺实质炎症，病因以感染

最为常见，还可由理化、免疫及药物引起，其临床表

现、影像学及感染的病原体种类均存在多样性，往往

不能通过一些常见的辅助检查和临床表现来确定感

染的病原体。当肺部感染的病原体诊断不够明确时，

尤其是重症患者，如不能够针对性的采取药物进行治

疗，则可能耽误病情，导致治疗不及时引起死亡[1]。此
外，临床上以渗出或实变为表现的肺部非感染性疾病

越来越多见，如肺炎型肺癌、放射性肺炎、肺栓塞等，

临床诊治困难。近年来，高通量测序技术，又称二代测

序技术，可以实现在短时间内对一个物种的基因组、

转录组和宏基因组进行深入全面的分析，通过序列分

析掌握病原微生物群体组成情况。与传统病原检测方

法相比，高通量测序技术能够一次性检测获得样品中

可能感染的多种病原物基因组序列，对明确混合感染

以及少见、罕见或新发病原体感染具有独特优势[2]。随
着技术的不断进步，高通量测序越来越多的用于临床

感染性疾病诊治、传染病病原体检测等方面。支气管

肺泡灌洗可以获得气管镜所不能探及下气道的细胞

和溶质，能更全面的反映肺部的整体情况。基于高通

量测序的支气管肺泡灌洗液的研究可以更加准确全

面地反应下呼吸道微生物群的存在，对肺部感染的诊

断具有重要的意义。本研究结合 2019年 2月~2020
年 3月深圳市人民医院呼吸与危重症医学科送检的
37例高通量测序患者的肺泡灌洗液样本结果及临床
资料，探讨肺泡灌洗液高通量测序在肺部感染的病原

学诊断价值，现报道如下。
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1资料与方法
1.1一般资料 回顾性分析 2019 年 2 月~2020年 3
月深圳市人民医院呼吸与危重症医学科送检赛哲生

物基因检测公司进行基因测序的 37例肺部感染患
者的检测结果及临床资料，所有患者 CT表现为渗
出或实变，均由两名影像学医生及一名呼吸科临床

医生共同评估判定。

1.2方法
1.2.1资料收集 收集患者一般资料及影像资料，包

括性别、年龄、基础疾病、吸烟史、病程及 CT表现。
1.2.2肺泡灌洗液高通量测序 采集患者的肺泡灌洗

液标本，送检赛哲生物基因检测公司进行高通量测

序（使用 illumina nextseq 550 DX测序平台，肺泡灌
洗液逸5ml，快速低温保存，冷链运输-20益以下，对
于肺泡灌洗液样本的高通量测序程序包括核酸提

取、文库构建、测序和信息分析），同时送检我院肺泡

灌洗液病原学培养和（或）肺组织培养及痰培养，记

录病原体的情况。

1.3诊断标准 继发性肺结核：痰涂抗酸杆菌或抗酸

杆菌培养阳性；肺组织病理学诊断结核；按中华医学

会结核分会制定的肺结核诊断标准诊断为菌阴肺结

核。肺曲霉球：金标准为组织真菌培养阳性或组织

病理学确诊曲霉感染。肺隐球菌病：金标准为病原

学涂片和培养、组织病理检查。血清隐球菌荚膜多

糖抗原检测具有快速诊断价值。

1.4统计学方法 采用 SPSS 25.0统计学软件进行数
据分析。计量资料以（ 依）表示，采用 检验；计数资

料以[（%）]表示，采用 2检验。以 约0.05表示差异
有统计学意义。

2结果
2.1一般临床资料 37例患者中男性多于女性，主要
集中于约65岁年龄段，无吸烟史患者居多，多合并基
础疾病，以急性病程为主，CT表现为单肺病变何双
肺病变，见表 1。

2.2高通量测序在肺部感染性疾病中的检测结果及
临床转归情况

2.2.1肺泡灌洗液高通量测序与常规培养两种方法
的病原体阳性率及病原体报告时间比较 37例高通
量测序中，检出病原体 30例，结合临床、CT及病原
菌培养，阳性病原体 24例，假阳性病原体 9例，3例
临床不能排除。37例常规微生物培养中，检出病原
体 13例，结合临床及 CT表现，阳性 9例。肺泡灌洗
液标本中高通量病原体阳性率高于常规培养

（64.86% vs 24.32%），差异有统计学意义（ 约0.05）；
两者病原体报告时间比较，差异无统计学意义（ 跃
0.05），见表 2。

2.2.2高通量病原体检测结果 24 例阳性结果中单
一病原菌感染 19例（细菌 18例、病毒 0例、真菌 1
例），其中细菌感染分别为流感嗜血杆菌 3例、肺炎
链球菌 4例、肺炎支原体 1例、铜绿假单胞菌 4例、
肺炎克雷伯菌 1例、金黄色葡萄球菌 1例、鲍曼不动
杆菌 1例、伯克霍尔德菌 1例、产黑普雷沃菌 1例、
玫瑰单胞菌属 1例，真菌感染以互格交链链格孢为
主；混合感染 5例（细菌合并病毒 2例、细菌合并真
菌 2例，细菌合并结核 1例)，其中细菌合并病毒感
染分别为流感嗜血杆菌+人类乳头瘤病毒（HPV）49
1例、铜绿假单胞菌+（巨细胞病毒）CMV 1例，细菌
合并真菌感染分别为嗜麦芽窄单胞菌+热带假丝酵
母 1例、伯克霍尔德菌+白色念珠菌 1例，细菌合并
结核感染为诺卡菌属+结核分枝杆菌 1例。9例不相
符病例，其中继发性肺结核 2例，肺曲霉菌球 1例，
肺隐球菌病 1例。
2.2.3高通量测序与常规微生物检查阳性结果的一
致性比较 常规微生物培养检出 13例，阳性 9例，
其中高通量测序与微生物检测一致且考虑致病菌共

8例，1例培养化脓诺卡菌（致病菌），高通量测序检
出洋葱伯克霍尔德菌见表 3。肺泡灌洗液 NGS与常
规微生物培养相比，其灵敏度为 88.89%（8/9），特异
度 42.86%（12/28），见表 4。
2.2.4高通量测序与临床抗生素方案调整 37 例患
者中有 13例患者根据高通量测序结果调整了治疗
方案，特殊包括高通量测序阳性及常规阴性的肺炎

支原体 1例、玫瑰单胞菌 1例、互格交链链格孢 1
例，分别调整治疗方案为左氧氟沙星、美罗培南、伏

项目

性别

男

女

年龄（岁）

逸65
约65

合并基础疾病

结构性肺病

心脑血管疾病

代谢性疾病

风湿免疫疾病

肿瘤

23
14

11
26

5
3
4
1
8

占比

62.16
37.84

29.73
70.27

13.51
8.11

10.81
2.70

21.62

项目

吸烟史（包/年）
逸30
约30
无

病程（周）

急性病程（臆3）
亚急性病程（3~8）
慢性病程（逸8）

CT表现
单肺病变

双肺病变

5
5

27

16
8

13

17
20

占比

13.51
13.51
72.97

43.24
21.62
35.14

45.95
54.05

表 1 患者基本临床资料渊 袁%冤

方法

高通量测序

常规培养

统计值

37
37

病原体阳性率

24（64.86）
9（24.32）

2=12.306
0.000

病原体报告时间（d）
2.10依0.46
2.48依1.36
=-1.597

0.118

表 2 肺泡灌洗液 NGS与常规培养的病原体阳性率尧
病原体报告时间比较[ 渊%冤袁 依 ]
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立康唑；而高通量测序及常规均阳性的鲍曼不动杆

菌 1例、诺卡菌属 1例，其高通量测序阳性结果检出
时间早于常规培养，提前调整抗生素方案指导临床

治疗。

3讨论
肺部感染是临床常见的一种呼吸道感染性疾

病，尤其是重症肺炎患者，往往病原菌相对复杂，治

疗难度大大增加 [3]，易引起较为严重的并发症甚至
死亡。目前传统检测方法标本的阳性培养率偏低，

增加了临床诊疗工作的难度。因此不依赖于微生物

培养及常规临床检测的高通量病原菌诊断技术越来

越受关注。

高通量测序适用于现有检测技术无法鉴别的病

原体的检测，也适用于患者对标准化的抗生素治疗

无反应的情况。对于罕见和生长缓慢的细菌，高通

量测序在缩短确诊细菌/真菌感染所需的时间、促进
靶向抗菌治疗和改善患者预后方面具有相当大的优

势[4]。刘孝荣等[5]针对儿童重症肺部感染肺泡灌洗液
应用高通量测序检测病原体的研究中发现，高通量

测序的灵敏度较高（86.84%），能检出未知病原菌，
优于传统的临床检验方法。Liu J等[6]对危重患者进
行支气管肺泡灌洗液高通量测序检测，结果发现与

培养法比较，高通量测序诊断敏感性为 88.89%，特
异性为 74.07%。任迪等[7]研究也提示，肺泡灌洗液及

血高通量测序检测方法对比，肺泡灌洗液高通量测

序意义更大。本研究中主要针对非重症肺部感染患

者的肺泡灌洗液高通量测序结果进行分析，同样得

出肺泡灌洗液高通量测序检出病原体阳性率高于常

规微生物培养的结论，其灵敏度为 88.89%，但特异
度为 42.86%，考虑可能与以下方面相关：淤亚急性
和慢性病程者较多，多数患者曾反复多次使用抗生

素治疗，常规培养阳性率低，而高通量测序检测肺泡

灌洗液中可检测病原微生物群体基因片段，其高通

量测序的阳性病例常规培养阴性病例明显增多，而

两者阴性病例则减少。于样本病例数偏少，且非重症
肺部感染的程度不同可能引起数据结果的偏移，导

致特异度降低。

国外研究报道[8，9]，多重微生物感染在社区获得
性肺炎患者中约占 6%~13%，其中以两种细菌感染
或一种细菌合并另一种非典型病原体感染多见。

Wang J等[10]研究发现，高通量测序诊断混合肺部感
染的敏感性为 97.2%，特异性为 63.2%，真菌的阳性
检出率为 56.4%，提示高通量测序是检测混合性肺
部感染病原体的有效方法，特别是合并真菌感染，具

有快速、灵敏的优点。本研究中合并基础疾病 21例，
以肿瘤、结构性肺病、代谢性疾病为主，多为免疫低

下人群，易合并复杂、罕见及少见菌感染，其中混合

感染 5例，覆盖细菌、病毒、真菌等，经对症治疗临床
获益；罕见及少见菌 2例，玫瑰单胞菌属 1例、互格
交链链格孢 1例，两者多为条件致病菌，合并肺部感
染相对少见，对微生物镜检和培养技术要求高，本身

缺乏特异性，存在早期诊断率低的特点，针对这两种

病原菌调整治疗方案后患者临床症状明显改善。而

本研究中 1例肺隐球菌病，1例诺卡菌合并结核感
染，2例继发性肺结核，前者高通量测序未检出，后

编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13

细菌

流感嗜血杆菌

流感嗜血杆菌

鲍曼不动杆菌

肺炎克雷伯菌

洋葱伯克霍尔德菌

肺炎链球菌

铜绿假单胞菌

嗜麦芽窄单胞菌

肺炎克雷伯菌

铜绿假单胞菌

铜绿假单胞菌

无

苛养诺卡菌

真菌

无

白色念珠菌

无

白色念珠菌

无

无

无

热带假丝酵母

无

无

无

无

无

病毒

无

巨细胞病毒

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

无

临床微生物培养结果

流感嗜血杆菌

白色念珠菌

鲍曼不动杆菌

肺炎克雷伯菌

化脓诺卡菌

肺炎链球菌

铜绿假单胞菌

嗜麦芽窄单胞菌、热带假丝酵母

肺炎克雷伯菌

铜绿假单胞菌

铜绿假单胞菌

放线菌

新星诺卡菌复合群、结核分枝杆菌

临床诊断

肺部感染

肺癌，EB病毒感染
支气管扩张并感染

血播性肺结核可能性大

肺部感染，肺鳞癌

肺部感染

肺部感染

肺部感染

肺曲霉菌球

肺部感染

肺部感染

继发性肺结核可能性大，放线菌待排

肺部感染、肺结核

基因测序检测结果

表 3 高通量测序与常规微生物检查阳性结果的一致性比较

高通量测序

阳性

阴性

合计

阳性

8
1
9

阴性

16
12
28

合计

24
13
37

痰培养

表 4 高通量测序与常规微生物检查的灵敏度
与特异度分析渊 冤
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者仅检出诺卡菌，未检出结核分枝杆菌，考虑高通量

测序对隐球菌及结核分枝杆菌检出率较低，可能与

隐球菌本身存在的肥厚荚膜及结核杆菌细胞壁特

殊，难以像其他细菌通过去污或裂解剂裂解导致破

壁不充分等有关，最终影响检测结果。

另外，本研究中 37例患者中有 13例患者改变
了治疗策略，高通量测序的有限价值可能是因为非

重症社区获得性肺炎患者常规经验性抗感染治疗方

案能够覆盖可能病原菌，无需进一步调整，且往往针

对病毒感染，标准化抗病毒治疗通常在 CT表现及
临床高度怀疑情况下提前使用。本研究中高通量测

序与微生物检测一致且考虑致病菌共 8例，考虑常
规方法与高通量测序之间的高符合率进一步验证了

高通量测序的有效性和准确性。对于检测能力有限

的医院，根据当地的流行病学特征，特别是对于免疫

力低下的患者和有严重或复杂感染的患者，高通量

测序则可作为推荐检测手段[11-14]。然而本研究受到
样本数量少和疾病多样性的限制，仍提示高通量测

序存在自身局限性，首先判断所检出的微生物为致

病菌还是定植菌，往往需要医生结合临床进行综合

判断。其次，不同检测平台微生物数据库谱不同，结

果也不尽相同，可能会导致一些罕见少见病原体难

以测出。同时本研究亦没有进行耐药基因的检测，

虽然目前高通量测序已被广泛接受用于临床感染性

疾病诊治、传染病病原体检测，但由于缺乏统一的标

准指导临床治疗策略，尤其对于一些疑难病例，限制

了其在临床研究中的应用。

综上所述，肺泡灌洗液高通量测序对肺部感染

的病原体检测较为敏感、诊断相对准确，可提高肺部

感染的病原体检测阳性率，尤其是对于混合及少见、

罕见菌感染，对于临床微生物标本培养阴性的人群

针对性地使用抗生素有一定的参考价值。
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