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二代测序技术在重症社区获得性肺炎诊断中的意义
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［摘　要］　目的　探讨基于宏基因组学的二代测序（ｍＮＧＳ）技术在重症社区获得性肺炎（ＣＡＰ）病原学诊断中的

意义，为合理应用该技术提供依据。方法　回顾某单位成功救治的３例重症ＣＡＰ患者临床资料，分析ｍＮＧＳ在其

病原学诊断中的作用，结合文献和自身经验，总结合理应用该技术的经验和步骤。结果　３例初始治疗失败的急危

重症ＣＡＰ患者留取其支气管肺泡灌洗液行ｍＮＧＳ，结果提示３例患者分别为链球菌、腺病毒７型、鹦鹉热衣原体

感染。依据ｍＮＧＳ结果相应调整治疗方案，患者症状迅速改善，治疗效果确切，预后好。结论　ｍＮＧＳ技术在重症

ＣＡＰ的病原学快速诊断中具有重要意义，但同时也要正确认识其局限性，做到合理应用。
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　　社区获得性肺炎（ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｃｑｕｉｒｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉａ，

ＣＡＰ）是常见的呼吸道疾病之一，人群普遍易感，重

症患者表现为以呼吸衰竭为主的多脏器功能损伤，

危及生命。研究［１４］表明，ＣＡＰ的病死率与患者病

情严重程度相关，重症监护病房（ＩＣＵ）中重症ＣＡＰ

患者病死率达２３％～４７％。由于ＣＡＰ病原菌构成

复杂，新发、未知、耐药病原体层出不穷，使抗感染

治疗的难度日益加大，造成巨大的医患压力。及时、
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正确的抗感染治疗是成功救治重症ＣＡＰ的关键。

在经验治疗效果不佳，致病病原体不明，常规微生物

检测方法无阳性提示的情况下，如何快速、准确找到

致病病原体，给予敏感的抗菌药物进行精准治疗，改

善不良预后，是临床医生的迫切愿望。目前，常用的

肺炎病原学检测方法，如形态学检查（涂片、透射电

镜）、分离培养、免疫学方法各有优势，但对于重症感

染病例，传统方法在检测时间、阳性率和特异性方面

存在局限性。

二代测序技术（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＮＧＳ）又称下一代测序技术、高通量测序技术，以能

一次并行对几十万到几百万条ＤＮＡ分子进行序列

测定和一般读长较短等为标志。宏基因组二代测序

（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）

不基于培养，直接从临床标本中提取全部微生物的

ＤＮＡ。ｍＮＧＳ技术被广泛应用于探究疑难感染病

的病原体。本文回顾本科呼吸ＩＣＵ成功救治的

３例重症ＣＡＰ病例，分析基于 ｍＮＧＳ技术在患者

病原学诊断中的价值，同时结合文献和自身工作经

验，总结该技术合理使用的基本步骤和临床意义。

１　病历资料

１．１　病例１　患者男性，４０岁，既往体健。因“咳

嗽、发热８ｄ，呼吸困难２ｄ，加重伴意识障碍１ｄ”经

外院转入。体温最高３９．５℃，咳少量黄脓痰，伴头

痛、头晕、胸闷、四肢酸痛。外院ＣＴ提示右下肺实

变，考虑ＣＡＰ，予以阿莫西林０．５ｇｂｉｄ口服抗感染

治疗，患者症状加重，复查 ＣＴ示，双肺病变进展

（图１治疗前），后逐渐出现呼吸困难、意识模糊、休

克。予以气管插管接有创呼吸机辅助通气、抗休克

治疗，同时改抗感染药物为奥司他韦７５ｍｇｑ１２ｈ口

服，联合美罗培南０．５ｇｑ８ｈ静滴。因病情危重，次

日转入我院呼吸ＩＣＵ。入院体格检查：Ｔ３９．５℃，Ｐ

１１４次／分，Ｒ２５次／分（有创呼吸机辅助通气，ＰＣＶ

模式，氧浓度７０％），ＢＰ８０／６０ｍｍＨｇ（去甲肾上腺

素０．６μｇ／Ｋｇ·ｍｉｎ静脉泵入升压），ＳＰＯ２９３％。

镇静状态，双肺呼吸音粗，右肺闻及湿音。血气分

析提示，Ｉ型呼吸衰竭。血常规：白细胞１０．４×１０９／Ｌ，

中性粒细胞９．８×１０９／Ｌ，淋巴细胞０．６×１０９／Ｌ，血

小板７２×１０９／Ｌ；降钙素原：３２．５ｎｇ／ｍＬ。心肌酶

学轻度升高，呼吸道九联检（ＥＬＩＳＡ法检测支原体、

衣原体、军团菌、腺病毒、呼吸道合胞病毒、甲型流感

病毒、型流感病毒抗体ＩｇＭ）、病毒全套（抗体ＩｇＭ

检测：巨细胞病毒采用化学发光法检测，ＥＢ病病

毒、柯萨奇病毒、腺病毒、呼吸道合胞病毒、单纯疱疹

病毒采用ＥＬＩＳＡ法检测）、鼻拭子甲乙型流感病毒

抗原检测均阴性，结缔组织疾病相关检查阴性。入

院诊断：（１）重症ＣＡＰ、Ｉ型呼吸衰竭；（２）脓毒症、脓

毒症休克。予以美罗培南１ｇｑ８ｈ静滴，联合替加

环素５０ｍｇｑ１２ｈ静滴，经验性广覆盖抗感染治疗。

行床旁支气管镜留取右下叶支气管分泌物送细菌＋

真菌涂片及培养，留取ＢＡＬＦ送检 ｍＮＧＳ。下呼吸

道分泌物涂片提示革兰阳性菌，２ｄ后 ｍＮＧＳ结果

提示为肺炎链球菌（见图２、表１），后续细菌、真菌培

养无阳性结果。考虑患者发病已１０ｄ，前期广覆盖

抗感染效果不佳，致病的链球菌可能为多重耐药菌，

遂调整抗菌药物为利奈唑胺０．６ｇｑ１２ｈ静滴，联合

左氧氟沙星０．５ｇｑｄ静滴。治疗１周后血常规、降

钙素原逐渐恢复正常，氧合指数好转，拔管撤机，好

转出院。出院后口服左氧氟沙星０．５ｇｑｄ，１周后

复查，肺部病变明显吸收（图１治疗后）。

图１　病例１治疗前后肺ＣＴ对比图
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图２　病例１二代测序示沿肺炎链球菌基因组分布的核苷

酸序列
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表１　病例１二代测序结果

犜犪犫犾犲１　ｍＮＧＳｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃａｓｅ１

病原体 覆盖率（％） 深度 序列数

肺炎链球菌 ２．５８ １．０２ ２００

假肺炎链球菌 ０．５２７８ １．０１ ９

口普氏菌 ０．０２２４ １ ５

产黑色普氏菌 ０．０１４ １ ３

福赛斯坦纳菌 ０．０３９２ １ １１

牙龈卟啉单胞菌 ０．０１８９ １ ３

１．２　病例２　患者男性，４９岁，既往体健。因“发热

１０ｄ，咳嗽、咳痰５ｄ，加重并呼吸困难２ｄ”由外院转

入本院呼吸ＩＣＵ。体温最高４０．０℃，伴畏寒、寒战、

全身肌肉酸痛，咳少量黄痰。外院胸片提示双下肺

感染，考虑ＣＡＰ，予以奥司他韦联合莫西沙星抗感

染治疗，患者症状无缓解，持续高热，且出现进行性

呼吸困难，血气分析提示Ｉ型呼吸衰竭。因氧合持

续下降，无创辅助通气无效，同时出现休克，遂改为

气管插管接有创呼吸机辅助通气。入院体格检查：

Ｔ ３９．２℃，Ｐ １０６ 次／分，Ｒ ３５ 次／分，ＢＰ ９３／

５８ｍｍＨｇ，ＳＰＯ２９１％ （有创呼吸机辅助通气，ＰＣＶ

模式，氧浓度８０％），双侧球结膜显著充血。双肺闻

及散在音。血气分析提示Ｉ型呼吸衰竭。入院诊

断：重症ＣＡＰ、急性呼吸窘迫综合征、多器官功能障

碍综合征。予以亚胺培南／西司他丁０．５ｇｑ６ｈ静

滴，联合奥司他韦１５０ｍｇｑ１２ｈ口服，更昔洛韦

０．３ｇｑ１２ｈ静滴，经验性抗细菌和病毒治疗。当日

即予以床旁支气管镜下留取右下叶支气管分泌物送

细菌＋真菌涂片及培养，留取支气管肺泡灌洗液

（ＢＡＬＦ）送检ｍＮＧＳ。同时完善其他检查，结果先

后回报示：白细胞４．５×１０９／Ｌ，中性粒细胞４．０×

１０９／Ｌ，淋巴细胞０．５×１０９／Ｌ，血小板７４×１０９／Ｌ。

降钙素原：０．４ｎｇ／ｍＬ。心肌酶学：乳酸脱氢酶

４３３Ｕ／Ｌ，肌酸激酶３７２Ｕ／Ｌ，肌红蛋白２１６．６μｇ／Ｌ，

均明显增高，呼吸道九联检、病毒全套、鼻拭子甲乙

型流感抗原检测均阴性，结缔组织疾病相关检查阴

性。复查肺部ＣＴ提示双下肺大面积实变（见图３

治疗前）。２ｄ后结果回报为腺病毒７型感染（见图

４），人 类 腺 病 毒７型覆盖率为９８．２１％，深度为

１４．５１，序列数为４６７。因该病毒尚缺乏特异性治疗

药物，遂停用前述抗病毒药物，保留亚胺培南／西司

他丁抗继发细菌感染，予以大剂量丙种球蛋白静滴

和强有力的支持治疗，后体温、心肌酶学指标逐渐正

常，缺氧逐渐改善，复查影像学双下肺实变部分吸

收。１周后予以拔管撤机，病情稳定出院。出院后

随访２个月，双肺病变基本吸收（见图３治疗后）。

图３　病例２治疗前后肺ＣＴ对比图
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图４　二代测序示沿人类腺病毒７型基因组分布的核苷酸序列
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ａｌｏｎｇｔｈｅｇｅｎｏｍｅｏｆａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｔｙｐｅ７

１．３　病例３　患者女性，５１岁，因“发热、咳嗽１３ｄ，

进行性呼吸困难１０ｄ”转入本院呼吸ＩＣＵ。体温最

高达４０．２℃，咳少量黄白痰，无畏寒、寒战。入院前

外院查肺部ＣＴ，提示右下叶实变并少量胸腔积液，

诊断ＣＡＰ，先后予以头孢美唑、依替米星、亚胺培

南／西司他丁、万古霉素抗感染治疗，症状逐渐加重。

既往诊断甲状腺功能减退症，近期有家禽接触史。

入院体格检查：Ｔ３８．８℃，Ｐ１０７次／分，Ｒ２３次／分，

ＢＰ１１８／７７ｍｍＨｇ，ＳＰＯ２９３％ （鼻导管给氧，氧浓

度４５％），血气分析提示Ｉ型呼吸衰竭，呼吸性碱中

毒。入院诊断：（１）重症ＣＡＰ、Ｉ型呼吸衰竭、呼吸性

碱中毒；（２）甲状腺功能减退症；（３）中度贫血（原因

待查）。入院后完善抽血检查，同时予以床旁支气管

镜下留取右下叶分泌物送检细菌真菌涂片及培养，

留取ＢＡＬＦ送检ｍＮＧＳ，同时予以经鼻高流量氧疗
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改善氧合。经验性给予莫西沙星０．４ｇｑｄ静滴抗

细菌和非典型病原体，奥司他韦７５ｍｇｑ１２ｈ口服抗

病毒治疗。结果回报血常规：白细胞６．１６×１０９／Ｌ，

中性粒细胞５．３４×１０９／Ｌ，淋巴细胞０．６７×１０９／Ｌ，血

红蛋白７３ｇ／Ｌ。降钙素原１．８３ｎｇ／ｍＬ。呼吸道九联

检：肺炎衣原体抗体ＩｇＭ阳性，余阴性；病毒全套检

测、鼻拭子甲乙流感抗原检测、结缔组织疾病相关检

查均阴性。复查肺部ＣＴ提示，双肺大面积实变，范

围较前明显进展（见图５治疗前），双侧少量胸腔积

液。ｍＮＧＳ结果回报为鹦鹉热衣原体感染（见图

６），鹦 鹉 热 衣 原 体覆盖率为４．１５％，深度为

１．０２，序列数为２１６。停用抗病毒药物，予以多西环

素０．１ｇｑ１２ｈ，联合莫西沙星静滴抗鹦鹉热衣原体

治疗，２ｄ后体温恢复正常，Ｉ型呼吸衰竭逐渐纠正。

治疗１０ｄ后复查肺部ＣＴ较前病变明显吸收，予以

出院并嘱米诺环素０．１ｇｑ１２ｈ口服１周。１个月后

随访，肺部ＣＴ基本正常（图５治疗后）。

图５　病例３治疗前后肺ＣＴ对比图
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图６　二代测序示沿鹦鹉热衣原体基因组分布的核苷酸序列
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２　讨论

ｍＮＧＳ利用基因组学的研究策略，研究样品所

包含的全部微生物的遗传组成及其群落功能，具有

病原体阳性检出率高、快速等特点，此外还有如下优

势：无偏倚；病原体广覆盖，灵敏度高；可深入提供病

原体鉴定、分型、耐药基因和毒力因子分析；以序列

为基础，可检测新发病原体，并进行溯源分类［５］。

ｍＮＧＳ和常用的聚合酶链反应（ＰＣＲ）、酶联免疫吸

附测定法（ＥＬＩＳＡ）等方法最大的区别就是前者是

“非靶向”，即对送检标本中所存在的病原微生物“一

网打尽”，化“未知为已知”。而传统方法首先需要临

床医生的经验，有针对性的选择一对一的病原检测

项目，即“佐证经验诊断”，相对局限。研究发现

ｍＮＧＳ对免疫抑制宿主感染的病原体诊断具有重

要的参考价值，在病毒和细菌诊断方面与传统方法

相比，阳性率高出３倍以上，且具有更高的阴性预

测值［６］，故ｍＮＧＳ技术被广泛应用于探究疑难感染

病的病原体。２０１４年《新英格兰杂志》Ｗｉｌｓｏｎ等
［７］

报道利用ｍＮＧＳ方法检测出脑脊液中钩端螺旋体，

从而挽救一例不明原因脑积水８个月、先后使用３８项

感染病原检测且使用５种抗菌药物无效的联合免疫

缺陷患儿的生命。其后对该病例的述评中，ｍＮＧＳ

技术被提升到了“改变世界”的高度。程军等［８］研究

表明，与传统培养方法相比，ｍＮＧＳ检测感染性心

内膜炎瓣膜赘生物的灵敏度更高，时间短，对培养阴

性的疑似感染性心内膜炎的诊断和治疗有较大的应

用价值。本科前期收治的不明原因重症肺炎病例，

应用ＢＡＬＦ行ｍＮＧＳ检测，快速诊断重症恙虫病立

克次体感染后改用多西环素，成功救治患者［９］。

ＮＧＳ适用于常规检测结果为阴性的不明原因感染

患者，对提高疾病诊断，特别是危重患者的诊断有很

大的帮助［１０］，对类似本文中初始治疗失败的急危重

症患者尤其适用。以上３例ＣＡＰ病例均为免疫正

常人群，起病急，迅速出现呼吸衰竭、循环衰竭，演变

为重症肺炎，危及生命。但从流行病学、临床表现、

实验室检查、影像学等方面并没有明显特征性，经验

性抗感染治疗存在难度且效果不佳。病例１因早期

使用广谱抗菌药物，常规下呼吸道分泌物培养即使

为常见的链球菌也难以有阳性结果；病例２腺病毒

感染未列入常规的血清学检查；病例３血清衣原体

抗体ＩｇＭ 虽呈阳性，但此抗体在人体中存在时间

１～３个月不等，故不能判断是否为现症感染，且不
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能明确其具体类型。通过同时送检 ＢＡＬＦ 行

ｍＮＧＳ检测，明确致病微生物，调整治疗方案，针对

性使用抗感染药物，患者症状很快缓解，影像学显示

病变吸收，达到临床治愈，效果优于经验性的“广覆

盖”治疗。对ＢＡＬＦ进行ｍＮＧＳ检测在上述患者的

诊断中起到关键性的作用，敏感性高，确诊时间快，

尤其在经典常规方法所不能检测的病原菌方面有独

特优势，避免了长期过广、过多的使用抗菌药物［５］，

实现从“精准诊断”到“精准治疗”，从而缩短病程，提

高救治成功率。ｍＮＧＳ技术为呼吸道微生物检测

带来了重大变革，能同时测定多种病原体的保守基

因序列，使对呼吸道微生物群落的研究达到前所未

有的广度和深度［１１］。研究［１２］显示，通过 ｍＮＧＳ早

期明确诊断后，临床依据结果调整患者治疗方案，患

者２８、９０ｄ生存率均有提高，９０ｄ生存率从５７．７％

提高至８３．３％。

２０１８版《中国成人医院获得性肺炎与呼吸机相

关性肺炎诊断和治疗指南》［１３］对于 ｍＮＧＳ的送检

要求做了很好的诠释：审慎送检、规范流程、合理解

读。笔者根据自身工作经验，结合国内外专家共识、

专题讲座和专业文献等，将其流程概括如下，旨在帮

助临床更好地开展ｍＮＧＳ检测工作。第一步：选择

合适的病例和送检时机。２０１９年２月《宏基因组分

析和诊断技术在急危重症感染应用的专家共识》［１４］

明确指出，ｍＮＧＳ在急危重症感染患者使用中的主

要适应证包括：（１）病情危重需要尽快明确病原体；

（２）特殊患者，如免疫抑制宿主，合并基础疾病，反复

住院的重症感染者，需尽快明确病原体；（３）传统微

生物检测技术反复阴性且治疗效果不佳；（４）疑似新

发病原体，临床上提示可能有一定的传染性；（５）疑

似特殊病原体感染；（６）长期发热和／或伴有其他临

床症状、病因不明的感染。可将其概括为六字原则：

“疑难、危重、特殊”。指南强调，以上情况尽快送检。

第二步：选取合适的标本送检。对于单纯肺炎患者，

选择经支气管镜操作采集的ＢＡＬＦ标本，优于痰和

血标本，或有条件时选择感染部位的穿刺组织标本，

可减少上呼吸道和口腔定植菌的污染。对于合并脓

毒症、血流感染的患者，可同时送检血清标本，提高

阳性率。如考虑合并其他部位或器官感染，建议同

时送检感染部位的标本，如合并颅内感染送检脑脊

液、胸腔感染送检胸腔积液等。同时严格按照送检

要求取材、处理和及时送检，选择有资质的机构进行

检测。以上操作将极大程度提高检测的阳性率和准

确性。第三步：结合临床合理解读报告。ｍＮＧＳ的

特点是将标本中的微生物“一网打尽”，但非“一锤定

音”。呼吸道非无菌腔道，定植菌多［１５］，检测报告解

读相对复杂。如果是严格致病病原体，如结核分枝

杆菌、诺卡菌、流感病毒、曲霉菌等，可考虑为致病

菌。若是条件致病菌，如铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆

菌等，要结合序列数判定是否为致病菌。常见的口

腔杂菌、呼吸道定植菌一般不考虑为致病菌，除非序

列数特别高，尤其患者有吸入因素、肺部病变考虑出

现肺脓肿时，要考虑为致病菌。病例１链球菌序列

数明显高于其他几种细菌，以此鉴别致病菌和定植

菌。若是罕见、特殊病原体，需要具体分析。病例２

中的人类腺病毒７型和病例３中的鹦鹉热衣原体，

二者均有较高的序列，同时结合流行病学和临床特

点，考虑为致病菌。总之，临床医生需要紧密结合患

者的临床特征和其他诊断资料，选择最可能、最符合

临床实际的结果。

目前，ｍＮＧＳ也存在局限性，ｍＮＧＳ检测要求

技术水平较高，存在去人源化难度大，对ＲＮＡ病毒

检出率低，真菌和结核菌提取ＤＮＡ相对困难等问

题；缺乏统一、完善的检测流程和质量控制标准［１６］；

结果无法区分定植菌和致病菌，暂时还无法同时得

到抗菌药物药敏结果，检测费用较高等。临床医生

拿到 ｍＮＧＳ检测结果时，应以患者为中心，结合病

例临床特点和其他检验结果综合分析［１６］，动态观察

疗效，真正做到“精准”诊疗，让患者获益，最大程度

地改善患者预后。在遇到疑难、危重、复杂的肺部感

染时，可尽早将 ｍＮＧＳ与其他检测平行送检，让

ｍＮＧＳ技术和其他病原体检测手段一起形成“快速

诊断体系”，作为感染病原体诊断的重要组成和

补充。
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