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宏基因组二代测序技术在肺部感染病原体检测中的应用价值*
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【摘要】目的 研究和分析宏基因组二代测序技术在肺部感染患者病原体检测中的应用价值。方法 选择我院呼吸内科于2022年10月至2023年9月期间收治的肺部
感染患者196例进行研究，采用随机数字表法将患者分为两组，即对照组(n=98，行实验室传统病原学检测)和研究组(n=98，行宏基因组二代测序检测)。比较两
组检测结果。结果 研究组肺部感染诊断准确率72.45%，明显高于对照组的24.49%，差异具有统计学意义(P<0.05)。研究组细菌、病毒的检出率分别67.34%、
12.93%，明显高于对照组的39.29%、0.00%；对照组的真菌检出率60.71%，明显大于研究组19.73%，差异具有统计学意义(P<0.05)。研究组在肺结核、支气管
扩张、胸腔积液中的病原体检出率分别53.66%、73.33%、62.96%、检查满意度97.96%，均明显高于对照组的22.50%、28.13%、26.92%、检查满意度85.71%，
差异均具有统计学意义(P<0.05)。结论 在肺部感染患者病原体检测中，科学、正确的应用宏基因组二代测序，能获得更高的病原体检出率，为医师的临床诊断提供
更丰富的临床依据，有助于患者的疾病治疗，以便身体尽早康复，临床推广价值较高。
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Application Value of  Metagenomic Second-generation 
Sequencing Technology in Pathogen Detection of Patients with 
Pulmonary Infection*
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Abstract: Objective To study and analyze the application value of metagenomic second-generation sequencing technology in pathogen detection of patients 
with pulmonary infection. Methods A total of 196 patients with pulmonary infection admitted to the respiratory Department of our hospital from October 
2022 to September 2023 were selected for study. The patients were divided into two groups by random number table method: control group (n=98, 
traditional laboratory etiology detection) and study group (n=98, metagenomic second-generation sequencing detection). The results of the two groups 
were compared. Results The diagnostic accuracy of pulmonary infection in the study group was 72.45%, which was significantly higher than 24.49% in the 
control group, and the difference was statistically significant (P<0.05). The detection rates of bacteria and virus in the study group were 67.34% and 12.93%, 
respectively, which were significantly higher than those in the control group (39.29% and 0.00%). The fungal detection rate of the control group was 
60.71%, which was significantly higher than that of the study group 19.73%, and the difference was statistically significant (P<0.05). The pathogen detection 
rates of pulmonary tuberculosis, bronchiectasis and pleural effusion in the study group were 53.66%, 73.33%, 62.96% and 97.96%, respectively, which were 
significantly higher than those of the control group (22.50%, 28.13%, 26.92% and 85.71%). The differences were statistically significant (P<0.05). Conclusion 
In pathogen detection of patients with pulmonary infection, scientific and correct application of metagenomic second-generation sequencing can obtain 
a higher pathogen detection rate, provide a richer clinical basis for doctors' clinical diagnosis, contribute to the treatment of patients' diseases, so that the 
body can recover as soon as possible, and have high clinical promotion value.
Keywords: Metagenomic Second-generation Sequencing; Lung Infection; Pathogen Detection; Application Value

　　现有流行病学数据表明，传染性疾患在全球范围内构成重
大致死性因素[1]。其中，肺部感染占较高的比例，此患者因并
发症多、病情严重，病死率颇高。临床上，正确识别感染病原
体的种类，能够帮助医师更有针对性的用药，以便有效控制患
者的肺部感染，提高患者的预后[2]。当前，对于肺部感染的检
测，既往多使用常规微生物培养、聚合酶链反应等，但受限于
特异度、灵敏度不高，已逐渐不能满足临床诊断所需。宏基因
组高通量测序代表了一种创新的病原学检测方法，通过提取样

本中的所有微生物遗传序列，再从得到的数据中与数据库中的
病原菌特异性基因序列比对，以此来确定病原体的种属，具有
检测快、广覆盖、无偏倚等优势[3]。目前，该技术已成为临床
上检测病原微生物的一种新兴方式，其应用范围也愈发广泛。
本研究重点评估宏基因组高通量测序技术对肺部感染病原学诊
断的临床效用，相关研究结果陈述如下。

1  资料与方法
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1.1 一般资料  对我院呼吸内科2022年10月至2023年9月期间
收治的肺部感染患者196例进行研究，采用随机数字表法将患
者分为对照组(n=98例)与研究组(n=98例)。对照组中，男56
例，女42例。年龄：19~78岁，平均(49.75±9.40)岁。肺结
核、支气管扩张、胸腔积液各40、32、26例。研究组中，男
53例，女45例。年龄：17~80岁，平均(50.06±9.29)岁。肺
结核、支气管扩张、胸腔积液各41、30、27例。
　　纳入标准：符合肺部感染诊断标准，胸部影像学检查后，
结果显示斑片状、片状浸润性阴影或间质性改变[4]；符合宏基
因组二代测序适应症。排除标准：患者存在肺间质性疾病或肺
部肿瘤、肺不张等病症；患者行实验室传统病原学检测或宏基
因组二代测序前，已被明确为非肺部感染患者。两组受试者的
基线特征具有可比性(P>0.05)。
1.2 方法  对照组用标准微生物检验流程进行病原学诊断。标本
采集阶段要求患者在抗菌药物治疗前完成，晨起时指导其使用
无菌生理盐水清洁口腔后，通过深咳法获取下呼吸道分泌物。
对于咳痰困难病例，可借助支气管镜辅助采集。所获标本立即
转入无菌容器，并于采集后60分钟内转运至实验室。由专业技
术人员进行标本质量评估，显微镜下观察要求上皮细胞与中性
粒细胞比值低于1:2.5，且每低倍视野白细胞计数超过25个。合
格标本接种于特定培养基，在严格控制的环境条件下培养48~72
小时。对生长菌落进行分离纯化后，采用自动化微生物分析系
统进行菌种鉴定。最终结果需结合患者临床表现综合分析，排
除定植菌及污染菌干扰后，方可确定为致病微生物。
　　研究组实行宏基因组二代测序检测，具体步骤如下：(1)
支气管肺泡灌洗液采集：开始前为患者做好常规检查，确保
患者无心脑血管疾病。术前，禁食水4h，结合胸部CT结果，
选择目标肺段，开始支气管肺泡灌洗。回收的样本量应多于
5mL，送检。取450μL样本加入1.0% 11.5μL皂素，充分涡
旋混匀15s，室温静置5min。再加入75μL去宿主反应，再次
涡旋混匀，37℃温浴10min。离心5min，吸弃上清450μL，
试管内约留70~80μL液体。管中再次加入800μL磷酸缓冲盐
溶液，充分吹吸，重复离心处理。吸弃上清800μL，约留
70~80μL液体。管中加入7.2L Lyticase溶壁酶。酶破壁反应之
后，再加入0.5mm玻璃珠250μL作物理破壁。混合震荡后，
去样本300μL。(2)核酸提取：严格按照TIANMi-crobe磁珠
法核酸提取试剂盒操作规范逐步实施[5]。(3)文库构建后，以
BGISEQ-50/MGISEQ-2000测序仪完成测序。(4)数据分析：去

除测序结果中的质量低、接头污染的数据，将重新得到的数据，
比对BWA，去除人参考基因组序列，去除低复杂度序列。再比对
华大基因PMDB病原数据库，获取与特定病原微生物相对应的基
因序列读数。(5)结果判读：相较其它微生物，若细菌、病毒、
寄生虫检出序列数高出10倍，可判为阳性；真菌检出序列数比其
它真菌高出5倍，判定为阳性；结核分枝杆菌序列数再种或属水
平上，至少有一个序列数与参考基因组一致时，判定为阳性；传
统培养检测到病原菌，宏基因组二代测序reads数>50，也可判定
为阳性[6]。以最终临床诊断为金标准。
1.3 观察指标  (1)比较两组的肺部感染诊断准确率。(2)比较两
组对不同病原体的检出情况。(3)比较两组在3种合并肺部基础
疾病中的病原体检出率。(4)评估两组受试者对检查过程的满
意程度，采用三级评价标准(非常满意、满意、不满意)。
1.4 统计学方法  数据处理以SPSS 24.0统计软件进行，计量
资料以(χ- ±s)表示，组间对比行t检验；计数资料以[n(%)]表
示，组间对比行χ

2检验，以P<0.05表示差异有统计学意义。

2  结　果
2.1 肺部感染诊断准确率  相较于研究组，对照组的肺部感染
诊断准确率明显更低(P<0.05)。详见表1。

表1 两组患者肺部感染诊断准确率对比[n(%)]
组别	 例数	 符合肺部感染诊断	 诊断准确率

对照组	 98	 24	                      24.49

研究组	 98	 71	                      72.45

χ2值			                        4.068

P值			                        0.031

表2 两组对不同病原体的检出率对比[n(%)]
组别	        细菌                 真菌	 病毒	    非典型病原体        合计

对照组(56)       22(39.29)       34(60.71)	 0(0.00)          0(0.00)                    56(100.00)

研究组(147)     99(67.34)       29(19.73)	 19(12.93)     0(0.00)                    147(100.00)

χ2值	         4.920               4.083	 4.251	                                      4.266

P值	         0.017               0.035	 0.029	                                      0.039

2.2 对不同病原体的检出率  研究组共检出147株病原体，对照组
共检出56株病原体。相较于研究组，对照组对细菌、病毒的检
出率明显较低，真菌的检出率明显更高(P<0.05)。两组方法的非
典型病原体检出率相比，差异无意义(P>0.05)。详见表2。
2.3 在3种合并肺部基础疾病中的病原体检出率  相较于对照
组，研究组在肺结核、支气管扩张、胸腔积液中的病原体检出
率均明显更高(P<0.05)。详见表3。
2.4 检查满意度  相较于研究组，对照组患者的检查满意度明
显更低(P<0.05)。详见表4。
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3  讨　论
　　肺部感染是临床常见疾病，可由多种病原微生物诱发。因累及
患者的气道、肺泡腔、肺间质，将对患者的机体健康状态产生明显
不良影响[7]。尤其是对合并其他重症的患者，一旦出现肺部感染，
将会增加其病死风险。然而，肺部感染的病原类型具有较大差异，
临床治疗方式迥异。当前，经验性抗感染治疗仍为救治肺部感染性
疾病的常用方式，由此可能会造成抗生素滥用引起不良反应、联合
用药造成微生态失衡等风险，降低临床治疗效果[8-9]。为更好的挽
救患者生命，正确、快速识别肺部感染的病原体类型非常关键，
能极大地提高患者地生存率，缩短住院时间。实验室传统培养虽
然是病原诊断地金标准，由于微生物群落动态变化、抗菌药物使
用差异及宿主免疫特征演变等因素干扰，临床实践中易出现特定
致病微生物所致病例的鉴别诊断偏差，进而影响诊疗时效性[10]。
而且，该方式的诊断时间长，通量低，已逐渐无法满足现代医学
中个体化、精准医疗的需求。宏基因组二代测序是一种高通量测
序方法，不仅可以同时检测、识别多种病原体，也能快速、准确
地提供病原体鉴定、分型结果[11]。该方法突破了传统培养技术的
局限性，无需临床医师预先推测可能的病原体种类。尤其是在常
规检测持续阴性、感染病程长等病例的治疗中，宏基因组二代测
序往往能为医师提供更多的诊断信息，且不会遭受抗生素暴露的
影响[12]。该种检测方式也能辅助提示微生物耐药趋势，指导抗感
染药物地合理使用，尽可能避免抗生素滥用地问题发生。但宏基
因组二代测序目前也有其不足，首先，其花费更高，临床应用存
在经济制约；其次，该技术难以有效鉴别呼吸道共生菌群、过路
菌与致病微生物；最后，支气管镜作为侵入性操作，存在诱发医
源性感染风险，且受患者接受度与耐受性限制，因此，这也要求
在标本采集、运输过程中，应严格执行无菌操作，提高标本质
量，尽量避免宿主基因组污染、干扰的情形[13]。总的来说，宏基
因组二代测序与实验室传统检测方式相比，前者更有利于复杂、
未知感染地早期诊断、精准治疗。由以往的经验性抗感染治疗方
式向精准、个性化的诊疗模式转变，对改善患者的身体健康状况
有利[14]。
　　本次研究显示，研究组的肺部感染诊断准确率72.45%，明
显高于对照组24.49%(P<0.05)。结果提示，宏基因组二代测序的

应用优势明显，检出率、敏感度更高，为肺部感染患者的治疗提
供更准确的治疗方式。在该检测方式之下，能一次性对上百万条
DNA分子进行测序，且结果不受激素、抗生素使用的影响，外界
因素对结果准确度的影响也更小。其次，研究组的细菌、病毒的
检出率67.34%、12.93%，明显高于对照组39.29%、0.00%；对
照组的真菌检出率60.71%，明显大于研究组19.73%(P<0.05)。
结果表明，宏基因组二代测序得到更准确的微生物种属信息，经
信息解析后，理论上能检测出所有病原体，对罕见、非典型病原
体的检测更为适用。检测之时，将肺泡灌洗液作为标本，能够从
中获取细胞因子、可溶性蛋白、酶类等多种信息，面对肺部感
染病原的鉴定有积极意义。在肺部感染的病原体中，相比于病
毒、真菌，细菌占比更多，处主要地位。因而，应用宏基因组二
代测序，有利于提高肺部感染患者的病原体检出率。当考虑患者
可能为非典型病原体、真菌、病毒感染时，可根据其经济、病史
等情况，酌情选用宏基因组二代测序。另外，研究组在肺结核、
支气管扩张、胸腔积液中的病原体检出率53.66%、73.33%、
62.96%、检查满意度97.96%，均明显高于对照组22.50%、
28.13%、26.92%、检查满意度85.71%，差异具有统计学意义
(P<0.05)。数据指出，宏基因组二代测序更具时效性，从样本送
检至出结果，时间不超过48h。在更早期就能明确病原菌，以此
为患者完成针对性治疗。有效控制感染，防止疾病进一步进展。
因结果的超高准确度，让患者得以更快治疗、痊愈，其对宏基因
组二代测序的接受度也较高。
　　综上所述，在肺部感染患者病原体检测中，科学、正确的
应用宏基因组二代测序，能获得更高的病原体检出率，为医师
的临床诊断提供更丰富的临床依据。有助于患者的疾病治疗，
以便身体尽早康复，临床推广优势明显。但该检测方式的花费
较高，基层医院难以普及，当前仍不能撼动实验室传统检测方
式的地位，临床上还需根据患者的实际情况斟酌选用。
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表3 两组在3种合并肺部基础疾病中的病原体检出率对比[n(%)]
组别	 肺结核	                    支气管扩张	          胸腔积液

对照组	 22.50(9/40)                 28.13(9/32)	          26.92(7/26)

研究组	 53.66(22/41)              73.33(22/30)                          62.96(17/27)

χ2值	 4.901	                   6.628	                              6.053

P值	 0.021	                   0.000	                              0.007

表4 两组患者的检查满意度对比[n(%)]
组别	 例数       非常满意	 满意	      不满意	          检查满意度

对照组	 98           46(46.93)	 38(38.78)	     14(14.29)       84(85.71)

研究组	 98           62(63.27)	 34(34.69)	     2(2.04)            96(97.96)

χ2值					              4.295

P值					              0.027


