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基于超多重PCR的靶向测序技术在侵袭性肺曲霉菌

病中的诊断价值

张凤霞,史彩琴,王文涛,朱丹燕,马楠
郑州金域临床检验中心有限公司,河南
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450000

摘 要:本研究旨在探讨基于超多重聚合酶链反应(polymerase
 

chain
 

reaction,PCR)的靶向下一代测序

(targeted
 

next-generation
 

sequencing,
 

tNGS)技术在侵袭性肺曲霉菌病(invasive
 

pulmonary
 

aspergillosis,

IPA)诊断中的价值。本研究共纳入2023年5月—7月期间209例临床怀疑IPA患者,通过纤维支气管镜检

查取肺泡灌洗液(bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,BALF),分别行tNGS、半乳甘露聚糖(glactomannan,
 

GM)试
验、革兰氏染色涂片检测。在疑似IPA患者的BALF样本中,tNGS检出183例曲霉菌,阳性率达87.6%。烟

曲霉是检出率最高的种属(69.4%),其次为黄曲霉(23.5%)、土曲霉(3.8%)和黑曲霉(3.3%)。以BALF样

本GM试验≥1.0为标准,GM试验对于曲霉菌的检出率为70.3%,检出率低于tNGS技术(P<0.001),但均

显著高于革兰氏染色涂片(20.1%)。在183例tNGS检出曲霉菌的样本中,168例(91.8%)检出其他病原体。

GM试验阳性的患者,tNGS曲霉菌的序列数显著高于GM试验阴性的患者(P<0.001)。此外,本检验中心

2023年收集的15
 

583
 

份BALF样本中,tNGS在2
 

131
 

份(13.7%)样本中检出曲霉菌。其中,曲霉菌合并其

他病原体检出占比91.1%,流感病毒(25.9%)、肺炎克雷伯菌(14.2%)、鲍曼不动杆菌(12.6%)、新型冠状病

毒(12.1%)、铜绿假单胞菌(9.53%)是合并检出率较高的病原体。本研究证实,tNGS技术在IPA诊断中较

GM试验的敏感性和特异性更高,且能准确对曲霉菌进行分型,对真菌混合感染诊断有优势。
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Abstract:This
 

study
 

evaluated
 

the
 

diagnostic
 

utility
 

of
 

ultra-multiplex
 

polymerase
 

chain
 

reaction(PCR)-based
 

targeted
 

next-generation
 

sequencing
 

(tNGS)
 

in
 

invasive
 

pulmonary
 

aspergillosis
 

(IPA).
 

A
 

cohort
 

of
 

209
 

patients
 

clinically
 

suspected
 

of
 

IPA
 

during
 

May
 

and
 

July
 

2023
 

underwent
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

(BALF)
 

collection
 

via
 

fiberoptic
 

bronchoscopy.
 

Samples
 

were
 

analyzed
 

using
 

tNGS,
 

galactomannan
 

(GM)
 

assay,
 

and
 

Gram-stained
 

smear.
 

Among
 

209
 

suspected
 

IPA
 

cases,
 

tNGS
 

identified
 

Aspergillus
 

in
 

183
 

samples,
 

achieving
 

an
 

87.6%
 

positivity
 

rate.
 

Aspergillus
 

fumigatus
 

was
 

the
 

predominant
 

species
 

(69.4%),
 

followed
 

by
 

Aspergillus
 

flavus
 

(23.5%),
 

Aspergillus
 

terreus
 

(3.83%),
 

and
 

Aspergillus
 

niger
 

(3.3%).
 

GM
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assay,
 

using
 

a
 

BALF
 

GM
 

index
 

cutoff
 

of
 

≥1.0,
 

yielded
 

a
 

significantly
 

lower
 

positivity
 

rate
 

of
 

70.3%
 

(P<
0.001),

 

but
 

both
 

outperformed
 

Gram-stained
 

smear
 

(20.1%).
 

Co-detection
 

of
 

other
 

pathogens
 

occurred
 

in
 

168
 

tNGS-positive
 

samples
 

(91.8%).
 

Notably,
 

tNGS-derived
 

Aspergillus
 

read
 

counts
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

GM-positive
 

versus
 

GM-negative
 

patients
 

(P<0.001).
 

Among
 

15
 

583
 

BALF
 

samples
 

analyzed
 

in
 

2023,
 

tNGS
 

identified
 

Aspergillus
 

in
 

2
 

131
 

(13.7%)
 

samples.
 

Co-pathogens
 

were
 

detected
 

in
 

91.1%
 

of
 

Aspergillus-positive
 

cases,
 

with
 

influenza
 

virus
 

(25.9%),
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

(14.2%),
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

(12.6%),
 

SARS-CoV-2
 

(12.1%),
 

and
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

(9.53%)
 

being
 

the
 

predominant
 

other
 

pathogens.
 

This
 

study
 

demonstrates
 

that
 

tNGS
 

surpasses
 

the
 

GM
 

assay
 

in
 

both
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

for
 

IPA
 

diagnosis,
 

enables
 

precise
 

Aspergillus
 

species
 

identification,
 

and
 

excels
 

in
 

detecting
 

fungal
 

co-infections.
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  侵 袭 性 肺 曲 霉 菌 病 (invasive
 

pulmonary
 

aspergillosis,IPA)是曲霉菌菌丝侵入肺实质引发的

一种感染性疾病,是肺部曲霉菌感染中最常见的类

型。我国侵袭性真菌感染负担极其严重,根据估算

的数据,我国每年IPA的发病人数约为118万[1]。
IPA不仅发生于免疫低下(如:血液系统恶性肿瘤、
器官移植、恶性肿瘤化疗后、服用大剂量激素或免疫

抑制剂)或合并基础疾病(如:慢性阻塞性肺疾病、支
气管扩张)的人群,而且免疫正常人群因真菌过度暴

露也可出现IPA[2-3]。侵袭性真菌感染的病死率高

达30%~40%,提早诊断能够显著降低该病的死

亡率[4]。
对于IPA而言,部分患者缺乏特异性征象,临

床诊断较为困难,往往需要联合病原体培养、G/半
乳甘露聚糖(glactomannan,GM)试验、分子生物学

检测等多种手段,以提高该病的检出率[5]。涂片镜

检操作简便,出结果快,但其敏感性极差。真菌培养

可提供药物敏感性信息,但某些真菌类型生长缓慢,
且阳性率偏低。GM 试验,主要检测曲霉菌细胞壁

特有的 GM 抗原,是严重免疫抑制/粒细胞缺乏患

者诊断IPA的有效标志物。对于非粒细胞缺乏患

者,血清GM 实验的敏感性明显下降,且干扰因素

较多[6]。
近年来,以宏基因组二代测序(metagenomic

 

next-generation
 

sequencing,mNGS)为代表的高通

量测序技术,在感染性疾病诊断中的应用不断增多。
相较于传统的真菌检测方法,mNGS无须培养,节
省时间,且可以精确区分真菌类型,具有更高的敏感

性和特异性[7]。然而,mNGS技术价格昂贵,易受

人源背景或背景微生物的干扰,限制了其在临床的

广泛 使 用。靶 向 下 一 代 测 序 (targeted
 

next-
generation

 

sequencing,
 

tNGS)是通过针对目标病

原微生物的基因序列设计特异性引物进行超多重

PCR扩增,从而进行高通量测序以实现病原体鉴定

的一种技术。重庆医科大学附属第二医院的一项研

究收集了102名肺部感染患者的合格下呼吸道样

本,同时进行 mNGS和tNGS检测,纳入153种病

原体的tNGS阳性检出率为82.17%,与 mNGS的

病原体检出率相当(86.51%),两者在病原体检出率

方面相当,但tNGS更具有卫生经济学价值[8]。另

一项国内的研究以培养法作为标准,tNGS检测肺

泡灌洗液的敏感性和特异性分别为 84.4% 和

97.7%,表明tNGS检出结果有较高的临床可信

度[9]。此外,在47份肺泡灌洗液样本中,tNGS检

出34份混合感染,其中多为细菌/病毒混合感染。
然而,国内外尚未有研究系统性探讨tNGS技术在

IPA诊断中的价值。
本研究以209例临床怀疑IPA的患者为研究

对象,系统地评估tNGS技术在IPA 诊断中的价

值,包括与传统检测方法的比较、诊断混合感染的能

力、曲霉菌种属的分型。此外,本文还回顾性搜集本

检验中心15
 

583份肺泡灌洗液样本的数据,进一步

分析tNGS技术对于曲霉菌及混合感染的鉴别

能力。

1 资料与方法

1.1 一般资料

本研究纳入2023年5月—2023年7月收治的

疑似肺部真菌感染住院患者为研究对象,共209例。
患者男性111例,女性98例;年龄6~89岁,平均
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45.72±16.80岁;炎症指标:白细胞升高的有165
例,C反应蛋白升高的有151例,降钙素原升高的有

115例;合并肺部基础疾病:支气管哮喘11例,慢性

阻塞性肺病8例,肺结核5例;临床表现:咳嗽195
例,发热113例,咳痰142例,呼吸困难65例。本研

究经伦理委员会批准,伦理编号[2024154],所有患

者或家属均签署外送样本知情同意书。
1.2 纳入与排除标准

纳入标准:①有相关临床表现,接受胸部CT等

检查,疑似肺部真菌感染的患者;②同意采用纤维支

气管镜检查采集肺泡灌洗液,且同意接受tNGS检

测的患者;③支气管肺泡灌洗液样品及检测过程均

通过质量控制;④医疗资料记录完整的患者。以上

条件须同时满足。
排除标准:①接受β内酰胺类抗生素、葡萄糖酸

制剂、血液制品等治疗的患者;②临床资料不完整的

患者。符合其中一条即排除。
1.3 试剂和仪器

病原微生物 DNA提取或纯化试剂盒、病原微

生物RNA提取或纯化试剂盒、病原微生物核酸文

库快速构建试剂盒购自广州金圻睿生物科技有限责

任公司,PCR 扩增仪购自美国 Thermo
 

Fisher公

司,Qsep100全自动核酸蛋白分析仪购自Bioptic公

司,Illumina
 

MiniSeq
 

Dx-CN 测 序 仪 购 自 美 国

Illumina公司。GM 试剂盒购自天津丹娜生物,
GM仪器全自动酶联免疫分析仪购自嘉兴科瑞迪医

疗器械有限公司。革兰氏染色剂购自珠海贝索生物

技术有限公司,光学显微镜为奥林巴斯生产的双目

显微镜。
1.4 方法

1.4.1 tNGS检测 将肺泡灌洗液样本彻底混匀,
取650

 

μL原始样本进行液化、破壁,然后按照标准

操作流程进行核酸提取。使用病原微生物核酸文库

快速 构 建 试 剂 盒 构 建 文 库。详 细 操 作 如 下:
①cDNA合成。样本处理:根据核酸浓度取样(浓度

≥10
 

ng/μL取100
 

ng;浓度不足则取14
 

μL直接建

库);引物退火:加入cDNA 合成引物,65
 

℃孵育

2
 

min;合成反应:加入一链合成缓冲液和酶,运行程

序(25
 

℃
 

5
 

min
 

→
 

37
 

℃
 

45
 

min
 

→
 

85℃
 

5
 

s)。
②目标区域富集(多重PCR)反应体系:向多重PCR
预混液(M100)中加入9.5

 

μL
 

cDNA产物;PCR程

序:28个循环扩增(95
 

℃
 

30
 

s
 

→
 

60
 

℃
 

30
 

s
 

→
 

72
 

℃
 

30
 

s);产物纯化:磁珠纯化后取11.5
 

μL用于

文库扩增。③文库扩增。扩增体系:向文库扩增预

混液中加入纯化产物;PCR 程序:10个循环扩增

(参数同上);纯化与质控:磁珠纯化后测定文库浓度

(要求≥0.5
 

ng/μL),检测片段大小(250~350
 

bp)。
④文库 Pooling:等质量混合文库(20~60

  

ng/样
本),检测混合文库的浓度和片段分布。使用

Qsep100全自动核酸蛋白分析仪质控文库,将制备

好的 文 库 加 载 到 测 序 试 剂 中,使 用 Illumina
 

MiniSeq
 

Dx-CN测序仪进行测序。然后再与数据

库中微生物核酸序列进行比对鉴定,并按照细菌、真
菌、病毒、寄生虫、支原体\衣原体\螺旋体\立克次氏

体进行分类,结合《临床微生物学手册(第十一版)》
《高通量测序技术在分枝杆菌病诊断中的应用专家

共识》《靶向高通量测序(tNGS)在感染性疾病中应

用与实践专家共识》等进行致病微生物解读[10-12]。
数据质量控制要求:Q30≥75%;原始序列数≥50

 

kb;内参序列数≥200。结果判定:对于曲霉菌、结
核分枝杆菌复合群、非结核分枝杆菌、诺卡菌、隐球

菌等,将特异性序列数>50条且覆盖≥50%扩增子

靶点序列作为阳性阈值判定标准,当特异性序列数

为10~50条,须重新复查tNGS,复查tNGS的特异

性序列数>10条且非单一靶点序列,也判定为阳

性;对于其他细菌、真菌、支原体或衣原体,将特异性

序列数>50条且覆盖≥50%扩增子靶点序列作为

阳性阈值判定标准;对于病毒类,将特异性序列>
100条且覆盖≥50%扩增子靶点序列作为阳性阈值

判定标准。
1.4.2 半乳甘露聚糖(GM)试验 使用酶联免疫

夹心法对tNGS检测提示曲霉菌阳性的灌洗液样本

进行GM试验,并使用特异性抗体检测曲霉菌半乳

甘露聚糖抗原。检测步骤具体如下。①检测时取出

室温中放置至少30
 

min后的试剂盒板条,剩余板条

于自封袋中密封并置于4
 

℃冰箱中保存。②加样:
 

分别设置阴性和阳性质控品组、Cut-off质控品组、
待测样本组、空白对照,各取100

 

μL加入酶标板中,
在37

 

℃下孵育60
 

min。③洗涤:揭开封板膜,洗涤

酶标板。④加酶标抗体:于各组酶标板中分别加入

100
 

μL酶标抗体,在37
 

℃下孵育30
 

min。⑤洗涤:
揭开封板膜,洗涤酶标板。⑥显色:洗涤结束后,每
孔加入底物溶液100

 

μL,在37
 

℃下孵育25~
30

 

min,并避光保存。⑦终止:每孔加入终止液
 

50
 

μL,5
 

min内在450
 

nm波长处读取吸光度值(参
考波长620/630

 

nm)。
数据处理:指数(I)是待测样本 OD值与Cut-

off质控品OD值平均值的比值。指数(I)用于判
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定待测样本中是否含有半乳甘露聚糖抗原。结果判

定:对于曲霉菌高危感染人群,若I<0.5,则判定为

阴性,表示感染曲霉菌的风险较低;若I>0.5,则判

定为阳性,表示感染曲霉菌的风险较高。2019年发

布的第3版《EORTC/MSG指南》提出,采用肺部灌

洗液进行GM 试验来诊断侵袭性曲霉病的推荐阈

值为I≥1.0,本文推荐肺部灌洗液进行GM试验的

阳性阈值为I≥1.0[13]。
1.4.3 革兰氏染色涂片 按照革兰氏染色涂片的

操作规范实施操作,确认样本中是否存在曲霉菌属

菌丝。
1.5 统计学方法

将数据导入SPSS22.0,对资料进行分析处理,
计量资料符合正态分布检验则采用均值±标准差

(􀭵x±s)的形式来表示,采用t检验;计数资料采用

(%)表示,采用卡方检验,P<0.05表示差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 tNGS和GM 试验对疑似IPA患者的肺泡灌

洗液样本中曲霉菌的检出情况比较

对209例疑似IPA患者的肺泡灌洗液样本进

行检测,tNGS技术共检出曲霉菌183例,阳性率为

87.6%。以 BALF样本 GM 试验≥1.0为标准,
GM试验检出阳性样本147例,阳性率为70.3%。
在敏感性方面,tNGS技术优于 GM 试验(P<
0.001,见表1)。无论tNGS技术还是GM 试验,其
对曲霉菌的检出率均远高于革兰氏染色涂片(42
例,20.1%)。联合tNGS技术、GM 试验和革兰氏

染色涂片,可将曲霉菌的检出率提升至92.8%。

表1 tNGS和GM试验对疑似IPA患者的肺泡灌洗液样本中曲霉菌的检出情况比较

Tab.1 Compare
 

the
 

performance
 

of
 

tNGS
 

and
 

GM
 

testing
 

for
 

Aspergillus
 

detection
 

in
 

BALF
 

samples
 

from
 

patients
 

with
 

suspected
 

IPA

tNGS
GM

 

test

Positive Negative Total
Χ2 P值

Positive 137 46 183 14.458 <0.001

Negative 10 16 26

Total 147 62 209

2.2 三种方法(tNGS、GM试验和革兰氏染色涂片

法)对曲霉菌检出率的一致性评估

tNGS单独检出45例,GM试验单独检出9例,
革兰氏染色涂片法单独检出1例,tNGS与 GM 试

验同时检出98例,tNGS和革兰氏染色涂片同时检

出1例,GM试验和革兰氏染色涂片同时检出1例,
3种方法共同检出39例(见图1)。在147例GM试

验阳 性 的 病 例 中,tNGS检 出137例,阳 性 率

为93.2%。
2.3 比较GM 试验阳性组和阴性组曲霉菌的序

列数

在183例tNGS检出曲霉菌阳性的患者中,GM
试验阳性组曲霉菌均一化序列数的中位数为

 

1
 

486,GM试验阴性组曲霉菌均一化序列数的中位

数为427.5,GM 试验阳性组曲霉菌均一化序列数

显著高于GM试验阴性组(P<0.001,见图2)。

2.4 tNGS对曲霉菌种属的鉴别能力

tNGS技术共检出曲霉菌183例,其中烟曲霉

共检出127例,为检出率最高的曲霉菌种属,占比

69.4%,其次为黄曲霉(43 例,23.5%)、土曲霉

(7例,3.8%)和黑曲霉(6例,3.3%)(见图3)。

图1 三种方法(tNGS、GM试验、革兰氏染色涂片法)对曲

霉菌检出的一致性

Fig.1 The
 

consistency
 

of
 

three
 

methods
 

(tNGS,
 

GM
 

test,
 

and
 

Gram-stained
 

smear
 

method)
 

in
 

detecting
 

Aspergillus

2.5 tNGS对于混合感染的鉴别能力

在183例tNGS检出曲霉菌阳性的BALF样本
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图2 183例tNGS检出曲霉菌的患者GM试验阳性组和阴

性组曲霉菌的均一化序列数比较

Fig.2 Comparison
 

of
 

the
 

normalized
 

sequence
 

counts
 

of
 

Aspergillus
 

between
 

GM(+)
 

and
 

GM(-)
 

group
 

in
 

183
 

patients
 

with
 

Aspergillus
 

detected
 

by
 

tNGS

中,168例同时检出其他病原体,曲霉菌合并其他病

原体检出占比91.8%(见图4)。在革兰氏阳性菌

中,与曲霉菌最常合并检出的是结核分枝杆菌复合

群(6.01%)、肺炎链球菌(4.37%)、金黄色葡萄球菌

(4.37%)。在革兰氏阴性菌中,与曲霉菌最常合并

检出的是鲍曼不动杆菌(18.0%)、肺炎克雷伯菌

(16.9%)、铜绿假单胞菌(10.9%)。在常见呼吸道

图3 183例tNGS检出曲霉菌阳性的患者中曲霉菌种属

构成

Fig.3 Distribution
 

of
 

Aspergillus
 

species
 

in
 

183
 

patients
 

with
 

Aspergillus
 

detected
 

by
 

tNGS

图4 183例曲霉菌阳性的肺泡灌洗液样本中其他病原体的合并检出率

Fig.4 Co-detection
 

rate
 

of
 

other
 

pathogens
 

in
 

183
 

case
 

of
 

Aspergillus-positive
 

BALF
 

samples
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病毒中,与曲霉菌最常合并检出的是新型冠状病毒

(47.0%)。在疱疹病毒中,与曲霉菌最常合并检出

的是 EB 病 毒 (18.0%)、单 纯 疱 疹 病 毒 1 型

(16.9%)和巨细胞病毒(7.1%)。在真菌中,最常合

并检出的是念珠菌属(42.1%)和耶氏肺孢子菌

(9.84%)。
2.6 肺泡灌洗液样本tNGS中曲霉菌的总体检出

情况

本文还统计了2023年本检验中心使用tNGS
检测15

 

583份肺泡灌洗液样本的数据,共计2
 

131
份样本检出曲霉菌,检出率为13.7%。其中,烟曲

霉(56.9%)是最常检出的曲霉菌种属,其次为黄曲

霉(33.4%)、黑曲霉(3.5%)和土曲霉(1.7%),2种

以上曲霉种属混合检出占比为4.5%(见图5)。
2.7 tNGS对于混合感染的鉴别能力

针对2
 

131份使用tNGS检出曲霉菌的样本,
本文进一步评估了tNGS对于曲霉菌混合感染的检

出能力。其中,1
 

942份检出其他病原体,曲霉菌合

并其他病原体的检出占比为91.1%(见图6)。在革

兰氏阳性菌中,与曲霉菌最常合并检出的是结核分

枝杆菌复合群(6.76%)、肺炎链球菌(5.91%)、金黄

色葡萄球菌(4.79%)。在革兰氏阴性菌中,与曲霉

菌最常合并检出的是肺炎克雷伯菌(14.2%)、鲍曼

不动杆菌(12.6%)、铜绿假单胞菌(9.53%)。在常

见呼吸道病毒中,与曲霉菌最常合并检出的是流感

病毒(25.9%)和新型冠状病毒(12.1%)。在疱疹病

毒中,与 曲 霉 菌 最 常 合 并 检 出 的 是 EB 病 毒

(20.3%)、单纯疱疹病毒1型(14.1%)和巨细胞病

毒(8.17%)。在真菌中,最常检出的是念珠菌属

(30.5%)和耶氏肺孢子菌(10.6%)。

图5 本检验中心2
 

131份肺泡灌洗液样本tNGS检出曲霉

菌的种属构成比

Fig.5 Distribution
 

of
 

Aspergillus
 

species
 

in
 

2
 

131
 

BALF
 

samples
 

detected
 

by
 

tNGS

图6 使用tNGS在2
 

131份曲霉菌阳性的肺泡灌洗液样本中检出的其他病原体

Fig.6 Other
 

pathogens
 

detected
 

in
 

2
 

131
 

Aspergillus-positive
 

BALF
 

samples
 

using
 

tNGS
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宏基因组二代测序技术具有广覆盖、无偏倚等

特点,且无须进行微生物培养可直接对临床标本进

行检测。越来越多的研究表明,mNGS在识别罕见

的、新发的、难培养的微生物以及混合感染等方面具

有显著优势。mNGS技术克服了传统微生物学检

测的局限性,如出结果慢、灵敏度受抗菌药物影响

大,以及在感染早期易出现假阴性血清学结果。侵

袭性真菌感染在影像学上的表现往往不典型,且缺

乏有效的诊断手段。近年来,已有多篇报道将

mNGS技术用于侵袭性真菌感染的诊断。来自北

京协和医院的一项回顾性研究表明,肺泡灌洗液

mNGS诊断免疫缺陷患者IPA的敏感性、特异性和

准确性分别为82.6%、97.7%和92.5%,其灵敏度

优于任何单一的传统真菌检测方法,如革兰氏染色

涂片法(8.7%)、真菌培养(39.1%)、血清 GM 试验

(23.9%)和 BALF
 

GM 试验(69.6%)[14]。mNGS
能够准确区分曲霉属菌株,与真菌培养的一致性为

77.8%。在39例临床诊断为IPA的非中性粒细胞

减少患者中,使用BALF
 

mNGS和传统检测方法均

能检出病原体的病例占43.59%,48.72%的患者仅

在BALF
 

mNGS检测中呈阳性,5.13%的患者在

BALF
 

mNGS和传统检测方法中均为阴性,2.56%
的患者仅在传统检测方法中呈阳性[15]。这些研究

均表明mNGS技术不仅具有更高的敏感性,而且其

能够准确区分曲霉菌种属,在诊断IPA方面优于真

菌培养、GM试验等传统的检测方法。此外,mNGS
技术在鉴别真菌混合感染方面具有独特的优势。
Zhao等[16]利用mNGS技术,在119例确诊为肺部

真菌感染的患者中发现40.3%的患者存在真菌与

细菌混合感染。
与先前mNGS的研究结果相一致,本研究表明

tNGS技术与传统的微生物检测方法(革兰氏涂片

染色法、GM试验)相比,在诊断IPA方面也具有显

著的优势,包括其具有更高的诊断敏感性、对曲霉菌

的精准分型及混合感染的诊断能力。在本研究中,
tNGS技术共检出曲霉菌183例,阳性率为87.6%,
检出率优于 GM 试验(70.3%)。GM 试验阳性组

曲霉菌序列数远高于 GM 试验阴性组。在147例

GM试验阳性的病例中,tNGS检出137例,阳性率

为93.2%。采用tNGS技术对靶序列进行扩增,理
论上提升了靶标病原体检测的灵敏度。以结核分枝

杆菌复合群为例,在肺部感染的患者中,tNGS的检

出率为9.30%,mNGS的检出率为4.76%,tNGS
对结核分枝杆菌复合群的检出率较高[8]。一项来自

美国约翰霍普金斯医院的研究,比较了 mNGS和

tNGS对201份肺泡灌洗液样本中病原体的检出性

能,两者整体准确度相当(67.1%
 

vs.
 

65.6%)[17]。
在真菌感染诊断方面,tNGS技术的检测准确性也

  

研究仅纳入了10余例真菌感染的患者,结果还有

不弱于 mNGS技术(92.6%vs.90.2%)。不过该

待

大样本研究去证实。与 mNGS技术相比,tNGS技

术有效降低了检测成本,强化了耐药/毒力基因的检

测性能,且不受人类基因组及背景菌的影响,通过引

入内参实现了对病原体的定量检测。未来,这些优

势可能使tNGS技术在IPA诊断中具有更广阔的

应用前景。
免疫缺陷人群,如器官移植、中性粒细胞减少、

艾滋病等患者,易发生各种机会性感染,也是IPA
的高危人群。无论是IPA 患者,还是免疫缺陷人

群,均易出现混合感染。然而,传统的微生物检测方

法局限于一种或若干种微生物,对混合感染的检出

能力不足。根据本检验中心的数据,在15
 

583份肺

泡灌洗液样本中,tNGS 对曲霉菌的检出率为

13.7%,其中烟曲霉(56.9%)是最常检出的曲霉菌

种属,其次为黄曲霉(33.4%)、黑曲霉(3.5%)和土

曲霉(1.7%),混合检出占比为4.5%,与先前基于

真菌培养的报道基本一致[18]。这些研究表明了

tNGS可以实现对曲霉菌的精准分型。此外,tNGS
可鉴定出曲霉菌的混合感染。其中,流感病毒

(25.9%)、肺炎克雷伯菌(14.2%)、鲍曼不动杆菌

(12.6%)、新型冠状病毒(12.1%)、铜绿假单胞菌

(9.53%)、结核分枝杆菌复合群(6.76%)是曲霉菌

合并检出较高的病原体。
肺部曲霉菌感染多由外源性感染引起,呼吸道

样本检出曲霉菌具有重要的临床价值,但其结果的

解读仍须谨慎。Jiang等[19]的一项研究采集了376
例怀疑肺部感染的患者的 BALF 样本并进行

mNGS检测,其中68例检出曲霉菌阳性,36例确诊

为曲霉菌感染,32例考虑为曲霉菌定植。在曲霉菌

感染组,超过80%的患者均一化的序列数(每10
 

M
数据量)>20条,而在曲霉菌定植组这一比例不到

20%。烟曲霉和EB病毒的丰度在曲霉菌感染组显

著增加,而定植组表现出更高的黑曲霉丰度。在另

一项国内研究中[20],62例BALF
 

mNGS检出曲霉

菌的患者中,有41例临床诊断为曲霉菌感染。免疫

缺陷患者的BALF
 

mNGS结果与IPA诊断的符合
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率为82.1%,在免疫功能正常的患者中这一比例仅

为52.9%。结合mNGS报告的解读经验,BALF样

本tNGS检出曲霉菌时,感染、定植或污染均有可

能,临床医生还须结合免疫状态、传统微生物检测结

果(包括GM试验、培养、抗体检测)、临床表现及影

像学特征等信息来综合判断。曲霉菌的细胞壁较

厚,核酸释放效率低,可能导致 mNGS检测出现假

阴性结果。Qian等[21]的一项研究显示,约有40%
的mNGS阴性结果最终被证实为假阴性,即其他样

本类型的 mNGS或其他方法检测结果为阳性。分

枝杆菌、曲霉菌和支原体是 mNGS最常漏检的3种

病原体。因此,对于tNGS未检出曲霉菌的病例,若
临床仍然怀疑,可以结合其他方法进行验证,多种方

法联合,共同提高曲霉菌的检出率与诊断的准确性。
综上所述,tNGS技术在检测肺部真菌感染病

原体方面展现出显著的优势。相较于传统的 GM
试验,tNGS在诊断IPA方面具有更高的敏感性,且
能够鉴别曲霉菌的混合感染,有效提升IPA的诊断

准确性。此外,tNGS技术还能精确识别曲霉菌的

种类,为肺部真菌感染的病原学诊断提供了重要依

据。tNGS技术的应用,不仅提高了诊断的效率和

准确性,也为临床治疗提供了更为精确的指导。
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