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支气管肺泡灌洗液宏基因组学二代测序对侵袭性肺真菌病的诊断

价值

韩李周，靳妍玉

（焦作市人民医院呼吸与危重症医学科，河南　焦作　４５４００２）

摘要：　目的　探讨支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）宏基因组学二代测序（ｍＮＧＳ）对侵袭性肺真菌病（ＩＰＦＤ）的诊断价
值。方法　选择焦作市人民医院２０２０年５月至 ２０２２年５月收治的２３例ＩＰＦＤ患者为研究对象。患者均行ＢＡＬＦ真
菌涂片镜检与培养（传统检测）和ｍＮＧＳ检测，比较ＢＡＬＦ传统检测与 ＢＡＬＦｍＮＧＳ检测的阳性率。结果　ＢＡＬＦ传统
检测阳性率为３０．４３％（７／２３），ＢＡＬＦｍＮＧＳ检测阳性率为９５．６５％（２２／２３）；ｍＮＧＳ检测的阳性率显著高于传统检测
（χ２＝２０．５３８，Ｐ＜０．０５）。结论　ＢＡＬＦｍＮＧＳ检测诊断ＩＰＦＤ的敏感性高于传统检测。
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　　近年来，随着造血干细胞移植、放化疗、器官移
植、免疫抑制剂和糖皮质激素的应用，慢性结构性肺

病患者和免疫缺陷人群的增多，以及人口老龄化，使

侵袭性肺真菌病（ｉｎｖａｓｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｕｎｇａｌｄｉｓｅａｓｅｓ，
ＩＰＦＤ）发病率呈上升趋势［１］。由于 ＩＰＦＤ临床表现
缺乏特异性，导致早期诊断较困难。此类疾病进展迅

速、预后差，以侵袭性肺曲霉病（ｉｎｖａｓｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ａｓｐｅｒｇｉｌｌｏｓｉｓ，ＩＰＡ）为代表的ＩＰＦＤ病死率可达５０％～
１００％［２］。为尽早救治、改善预后，临床采取分层诊治

的策略，分为拟诊、临床诊断和确诊，对应经验性治

疗、先发治疗和靶向治疗。拟诊需满足真菌感染的危

险因素和临床特征，临床诊断除前２项外还需要微生
物学证据，确诊必需有组织病理学证据［３］。而 ＩＰＦＤ

患者常因病情危重无法取得组织病理学证据，有时甚

至无微生物学证据，给临床诊治带来挑战。宏基因组

学二代测序（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎ
ｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）技术的应用为 ＩＰＦＤ的诊断打开了突破
口。该技术不依赖样本镜检和微生物培养，允许无差

别检测样本中所有微生物的核酸信息，具有高通量和

迅速报告结果的优势，有望改变ＩＰＦＤ的传统诊断模
式。本研究回顾性分析焦作市人民医院呼吸与危重症

医学科采用支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ
ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）ｍＮＧＳ检测诊治的 ＩＰＦＤ患者的临床资
料，探讨ＭＮＧＳ检测的诊断价值，现将结果报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０２０年５月至２０２２年５月
焦作市人民医院呼吸与危重症医学科收治的２３例
ＩＰＦＤ患者为研究对象。病例纳入标准：（１）符合
ＩＰＦＤ诊断标准［３］，达到临床诊断或确诊标准；（２）
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接受支气管镜检查及 ＢＡＬＦ的传统微生物学和
ｍＮＧＳ检测。排除标准：（１）年龄 ＜１８岁；（２）孕产
妇；（３）伴有严重心肺功能不全、不稳定心绞痛、高
血压危象、急性脑血管病等不能耐受气管镜检查者；

（４）血小板计数 ＜２０×１０９Ｌ－１者。２３例患者中男
１５例，女８例；年龄２４～８７岁，中位年龄６７岁；有２
种以上基础疾病者１５例，１种基础疾病者７例，无
基础疾病者１例（有潮湿发霉环境工作史）。
１．２　病原菌检测方法
１．２．１　ＢＡＬＦ留取方法　ＢＡＬＦ的留取参照《肺部
感染性疾病支气管肺泡灌洗病原体检测中国专家共

识（２０１７年版）》［４］进行操作。由临床医生在常规
电子支气管镜检查气道后，防污染采样刷检查前，取

６０～１２０ｍＬ无菌生理盐水灌洗目标肺段或亚段，取第２
瓶灌洗液送检ｍＮＧＳ，其余灌洗液进行传统检测。
１．２．２　ＢＡＬＦ传统检测　包括ＢＡＬＦ真菌涂片显微
镜检查与培养。ＢＡＬＦ离心，将沉淀物涂片进行显微
镜检查。低倍镜下鳞状上皮细胞占全部细胞（不包括

红细胞）的比例＜１％，柱状上皮细胞占全部细胞的
比例 ＜５％判定为合格标本。革兰染色、抗酸染色、
六胺银染色等处理后行显微镜检查。取１００μＬ沉
淀物混匀后接种于沙堡弱琼脂培养基培养。涂片镜

检与培养结果一致判定为阳性结果。

１．２．３　ＢＡＬＦｍＮＧＳ检测　将 ＢＡＬＦ送微远基因
公司检测，分为样本处理、高通量基因测序、生物信

息分析、报告解读等流程。取６００μＬ肺泡灌洗液
（黏稠的样本加入酶液化液进行液化），使用预设的

破壁仪程序进行破壁处理，然后吸取３００μＬ，使用
微量样品基因组 ＤＮＡ提取试剂盒［天根生化科技
（北京）有限公司］提取 ＤＮＡ，严格按照试剂盒说明
书进行操作。提取的 ＤＮＡ经转座酶建文库给待测
核酸加上标签序列，制备好的文库经过纯化、扩增、

再纯化后，使用 Ｑｓｅｐ１和 Ｑｕｂｉｔ分别对文库片段大
小和文库浓度进行定量。然后依据预设的上机数据

量将文库进行定量混合后，使用美国 ｉｌｌｕｍｉｎａ公司
的Ｎｅｘｔｓｅｑ５５０Ｄｘ基因测序仪进行测序。去除低质
量以及长度小于 ４０ｂｐ的序列后获得高质量的数
据。通过 ＢｕｒｒｏｗｓＷｈｅｅｌｅｒＡｌｉｇｎｍｅｎｔ（ＢＷＡ：ｈｔｔｐ：／／
ｂｉｏｂｗａ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／）软件将获得的高质量数据
与人参考基因序列（ｈｇ３８）进行比对，去除高质量数
据中的人源序列。剩余的非人源序列在去除低复杂

度序列后与专用的微生物大数据库比对，并将比对

后的数据按照病毒、细菌、真菌和寄生虫等进行分类

和排列。序列数３条以上者为阳性结果。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计
学分析，２种检测方法阳性率比较采用 χ２检验，Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

ＢＡＬＦ传统检测检出烟曲霉１例，白色念珠菌５
例，热带念珠菌 １例，检测阳性率为 ３０．４３％（７／
２３）。ＢＡＬＦｍＮＧＳ检出耶氏肺孢子菌４例，耶氏肺
孢子菌＋白色念珠菌３例，耶氏肺孢子菌 ＋烟曲霉
１例，耶氏肺孢子菌 ＋热带念珠菌 ＋白色念珠菌１
例，烟曲霉＋黄曲霉２例，黑曲霉１例，烟曲霉 ＋热
带念珠菌＋白色念珠菌１例，白色念珠菌６例，光滑
念珠菌 １例，新生隐球菌 ２例，检测阳性率为
９５．６５％（２２／２３）。另外，９例患者合并细菌感染，１例
患者合并结核分枝杆菌感染。ｍＮＧＳ检测的阳性率
显著高于传统检测，差异有统计学意义（χ２＝２０．５３８，
Ｐ＜０．０５）；见表１。
表１　２３例侵袭性肺真菌病患者ＢＡＬＦ病原学检测结果
Ｔａｂ．１　ＰａｔｈｏｇｅｎｉｃｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＢＡＬＦｉｎ２３ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈＩＰＦＤ 例

病原体 传统检测（ｎ＝２３） ｍＮＧＳ检测（ｎ＝２３）
耶氏肺孢子菌 ０ ９
曲霉菌

　　烟曲霉 １ ４
　　黄曲霉 ０ ２
　　黑曲霉 ０ １
念珠菌

　　白色念珠菌 ５ １１
　　热带念珠菌 １ ２
　　光滑念珠菌 ０ １
新生隐球菌 ０ ２
毛霉菌 ０ ０

　　注：混合感染时以菌种分别计算。

３　讨论

ＩＰＦＤ的诊断是临床难点，痰或 ＢＡＬＦ涂片与培
养、Ｇ试验和半乳甘露聚（ｇａｌａｃｔｏｍａｎｎａｎ，ＧＭ）试验
是临床常用的手段。痰或ＢＡＬＦ培养的阳性率较低
且耗时较长，特殊病理染色（六胺银染色、过碘酸雪
夫液染色、革兰染色等）能够提高诊断率［５］，但受限

于检测人员的诊断水平。Ｇ试验诊断 ＩＰＡ、侵袭性
念珠菌病、肺孢子菌肺炎的敏感度、特异度、阳性预

测值、阴性预测值各不相同，且引起假阳性的影响因

素众多［６］。血清 ＧＭ试验主要用于 ＩＰＡ的诊断，在
非粒细胞缺乏患者并发 ＩＰＡ中的诊断敏感度较低，
阴性预测值较高，联合 ＢＡＬＦＧＭ试验可提高诊断
效能［７８］，在马尔尼菲青霉菌病的诊断中也具有较大

价值［９］。隐球菌无细胞壁，无法通过 Ｇ试验检测细
胞壁上的１３βＤ葡聚糖抗原，常依赖组织病理学
或隐球菌夹膜抗原检测［１０］。毛霉菌是一种接合菌，

细胞壁不含１３βＤ葡聚糖，毛霉菌病的诊断主要
依赖组织病理学，镜检常见透明宽大菌丝，少隔或无

隔，呈直角或不规则分支［１１］，与曲霉有不同的镜下
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特征。在现行的诊治策略中Ｇ试验与ＧＭ试验均不
能代替微生物学或组织病理学依据。ＩＰＦＤ常见于
免疫力受损患者，就诊时多已存在呼吸功能不全，采

用经皮肺穿刺、气管镜活检或开胸肺活检等侵入性

方法取组织病理标本的风险往往较大，因此确诊困

难。北京协和医院４．５ａ诊断的１５２例 ＩＰＦＤ者中
仅３８例（２５％）取得组织病理学证据［１２］。因此，临

床亟待新的诊断方法。

气管镜肺泡灌洗术与活检相比，操作快、风险

低。病原宏基因组学是一种新的不依赖于培养的广

泛分析临床样本中微生物组的高通量测序方法［１３］。

本研究留取 ＢＡＬＦ进行传统检测与 ｍＮＧＳ检测，结
果发现，传统检测对念珠菌最敏感，曲霉菌次之，而

ｍＮＧＳ对二者均较敏感。耶氏肺孢子菌难以通过培
养诊断，常依赖 ＢＡＬＦ六胺银染色等检验技术［１４］，

虽常规送检ＢＡＬＦ六胺银染色，但本组９例耶氏肺
孢子菌肺炎均通过ｍＮＧＳ诊断。ＸＩＥ等［１５］报道的７
例肾移植术后耶氏肺孢子菌肺炎全部通过 ＢＡＬＦ或
血液 ｍＮＧＳ检测发现其序列确诊，提示该方法在耶
氏肺孢子菌肺炎的诊断中较敏感。以往认为耶氏肺

孢子菌肺炎常见于艾滋病患者，本组９例中仅１例
证实为艾滋病患者，８例为风湿性多肌痛、系统性红
斑狼疮、免疫性血小板减少症等长期应用糖皮质激

素的患者，提示这类免疫受损患者中耶氏肺孢子菌

肺炎发生率并不低，传统检查漏诊率较高。２例肺
隐球菌病经ｍＮＧＳ确诊，避免了穿刺活检，亦有文献
报道通过相同的方法确诊肺隐球菌病［１６］。１例２４
岁急性淋巴细胞白血病患者合并肺毛霉菌病最终依

赖ＣＴ引导经皮肺穿刺活检确诊。但由于肺隐球菌
病和肺毛霉菌病的发病率低、病例数较少，尚无法评

估ｍＮＧＳ对其的诊断价值。
ＢＡＬＦｍＮＧＳ的应用也受到一些因素的影响。

首先是ＢＡＬＦ的留取，气管镜检查前清洁患者鼻腔
与口腔，气管镜检查时应尽量减少皮肤、鼻腔、上呼

吸道菌群的污染，大气道抽吸物弃去或留作他用，气

管镜嵌入目标肺段取第２瓶灌洗液送检等［４］。这些

细节均可能影响检测结果。由于ｍＮＧＳ能无差别地
检测样本中的微生物，要求在实验室检验阶段即能

对人体皮肤、口腔或上呼吸道微生态菌群建库比对。

另外，结核或某些真菌为胞内菌或有夹膜或细胞壁

较厚，核酸提取技术就显得尤为重要［１７］，不同检验

公司的提取技术可能有差别。需要指出的是，因为

结核或某些真菌核酸提取难度大，检出较少的序列

数也需引起重视。

由于ｍＮＧＳ检测无法区分病原微生物定植与感
染，ＩＰＥＤ的确诊仍需要结合临床，尤其是白色念珠
菌感染的诊断，因为其是上呼吸道或口腔常见的定

植菌，需综合考虑患者是否有真菌感染的危险因素

（主要是免疫状况）、ＣＴ影像特征以及 Ｇ试验、ＧＭ

试验等检验结果。肺部恶性肿瘤患者下呼吸道可有

曲霉和念珠菌的定植，而其他真菌少有定植［１８］。除

需要考虑上述因素协诊外，笔者认为也可以通过

ＤＮＡ与 ＲＮＡ检测流程的相互对照、分析检出序列
数多少和相对丰度等协助判读。

综上所述，ＢＡＬＦｍＮＧＳ检测为 ＩＰＦＤ的诊断提
供了新的快速高效的检验方法，尤其是耶氏肺孢子

菌、曲霉和念珠菌肺炎，对肺隐球菌病和毛霉菌病的

诊断尚需要大样本研究证实。该方法至少在“临床

诊断”要求的“微生物学证据”层面具有高敏感性的

优势，但能否完全等同于传统的“微生物学证据”，

甚至代替“组织病理学证据”，目前尚无定论。此

外，真菌、细菌混合感染或不同种类真菌混合感染比

较常见，传统微生物学检查漏诊较多。总之，该技术

的应用正在改变临床实践。
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