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!摘要"

!

目的
!

探讨基于宏基因组学的二代测序技术#

&>DF

$在肾移植术后重症肺炎诊治中的应

用价值"方法
!

以解放军第九医院
'#$%

年
$#

月至
'#$)

年
$'

月收治的
")

例肾移植术后重症肺

炎受者为研究对象)根据是否行肺泡灌洗液#

HEPS

$

&>DF

检测病原微生物)分为实验组#

E

组)

$(

例$)

对照组#

H

组)

'"

例$)比较两组病原学检测阳性率%临床采信率及住院天数%住院费用和病死率等指标"

结果
!

实验组
&>DF

法病原学检测阳性率%临床采信率高于实验组传统法和对照组)差异有统计学意

义#

G

#

#$#(

$)实验组住院天数%住院费用%

')

天病死率均小于对照组)差异有统计学意义#

G

#

#$#(

$)两

组
*#

天病死率差异无统计学意义#

G

"

#$#(

$"结论
!

肾移植术后重症肺炎受者
HEPS

行
&>DF

检测)

可提高病原学检测阳性率%临床采信率)减少住院天数)降低住院费用和
')

天病死率"

!关键词"

!

肾移植&肺炎&病原微生物

!#"

'

$#$"%&#

(

%&'$

(

$)**+$#'(!,$%)($'#$*$#&$##*

J"2'.%-@.0"

A

.,%@&/,.K0B

A

.,.#"0&%,(.

L

'.,/&,

A

&,09.:&"

A

,%(&(",:0#."0@.,0%-(.$.#.

1

,.'@%,&""-0.#

#.,"20#",(

1

2",0"0&%,

!".(>.'B"#$

%

$

)

+'$K'#$A($

%

$

)

P(.P#$

N

'$

%

'

$

M$7*$<'@*=#6*C$'7

)

;"*I'6<7O

99

'3'#7*A>(<

5

'7#3(

9

I.

N

'#$0*A'B#3C$'@*6<'7

-

)

I.E"(.$("""(

)

="'$#

&

'

G.38($#6

-

#$A=6'7'B#3=#6*0*A'B'$*4*

5

#678*$7

)

;"**##7">(<

5

'7#3(

9

K('$7+(

%

'<7'B

/.

55

(67I(6B*

)

G+O

)

I.E"(.$(""!(

)

="'$#

=(66*<

5

($A'$

%

#.7"(6

'

P(.P#$

N

'$

%

)

D8#'3

'

&"(#$)!!(

"

HH

FB(8

,

45(0#"/0

-

!

65

7

./0&$.

!

9.0O

:

;./03601';<0.2&03'

8

0+.&)%+0O3,

8

0+0/'3).+*0

K

<0+%)+

8

#

&>DF

$

)+360-)'

8

+.*)*'+-3/0'3&0+3.2*010/0

:

+0<&.+)''230//0+';3/'+*

:

;'+3'3).+$8.09%:(

!

E3.3';.2")

:

'3)0+3*M)36*010/0

:

+0<&.+)''230//0+';3/'+*

:

;'+3'3).+2/.&#%3.N0/'#$%3.!0%0&N0/'#$)M0/0

*0;0%30-'+--)1)-0-)+3.0O

:

0/)&0+3';

8

/.<

:

#

E

)

$/$(

$

'+-%.+3/.;

8

/.<

:

#

H

)

$/'"

$

N'*0-<

:

.+

M60360/ &>DF .2 N/.+%6.';10.;'/ ;'1'

8

0 2;<)- M'* 0&

:

;.

G

0- 2./ -030%3)+

8 :

'36.

8

0+)%

&)%/../

8

'+)*&*$A.*)3)10/'30

)

%;)+)%';'%%0

:

3'+%0/'30

)

6.*

:

)3';)J'3).+3)&0

)

6.*

:

)3';)J'3).+0O

:

0+*0*

'+-'),-'

G

&./3';)3

G

/'30.23M.&036.-*M0/0%.&

:

'/0-$;.('20(

!

A.*)3)10/'30'+-%;)+)%';'%%0

:

3'+%0

/'30.2&>DFM0/06)

8

60/)+0O

:

0/)&0+3';

8

/.<

:

36'+36.*0)+3/'-)3).+';0O

:

0/)&0+3';'+-%.+3/.;

8

/.<

:

*

#

G

#

#$#(

$

$R.*

:

)3';)J'3).+3)&0

)

6.*

:

)3';)J'3).+0O

:

0+*0*'+-'),-'

G

&./3';)3

G

.2

0O

:

0/)&0+3';

8

/.<

:

M0/0;.M0/36'+36.*0.2%.+3/.;

8

/.<

:

#

G

#

#$#(

$

$>.*)

8

+)2)%'+3)+30/,

8

/.<

:

-)220/0+%00O)*30-)+*#,-'

G

&./3';)3

G

#

G

"

#$#(

$

$<%,/2'(&%,(

!

S./

:

'3)0+3*M)36*010/0

:

+0<&.+)'

'230//0+';3/'+*

:

;'+3'3).+

)

&>DF.2N/.+%6.';10.;'/;'1'

8

02;<)-%'+)&

:

/.10

:

.*)3)10/'30.2

03).;.

8

)%';-)'

8

+.*)*'+-%;)+)%';'%%0

:

3'+%0/'30'+-/0-<%06.*

:

)3';)J'3).+3)&0

)

6.*

:

)3';)J'3).+

0O

:

0+*0*'+-'),-'

G

&./3';)3

G

$

,

=.

>

?%#:(

-

!

?0+';3/'+*

:

;'+3'3).+

&

A+0<&.+)'

&

A'36.

8

0+)%&)%/../

8

'+)*&

!#"

'

$#$"%&#

(

%&'$

(

$)**+$#'(!,$%)($'#$*$#&$##*

!!

肾移植术是终末期尿毒症的主要治疗手段之

一"肾移植术后因长期服用免疫抑制剂)受者免疫

力低下)容易合并机会性感染*

$

+

"肺部感染发生率

*B

!

$&B

)是肾移植术后受者最常见的感染*

',"

+

)

并常导致死亡*

!

+

)特别是混合感染的死亡率达

(#B

*

(

+

)短时间内明确病原微生物是治疗的关键"

传统培养%革兰氏染色%免疫检测和核酸检测等效率

较低)其准确性和及时性欠缺)不利于指导抗感

染*

&

+

"基于宏基因组学的二代测序技术#

&03,

'

8

0+.&)%+0O3,

8

0+0/'3).+*0

K

<0+%)+

8

)

&>DF

$是新

一代的病原微生物鉴定方式"

'#$#

年开始)

&>DF

从实验室过渡到临床*

%

+

"该技术直接对核酸序列进

$&"

中华器官移植杂志
'#$*

年
&

月第
!#

卷第
&

期
!

46)+7#/

8

'+9/'+*

:

;'+3

)

7<+0'#$*

)

=.;$!#

)

>.$&



行比对)可能有助于提高肾移植术后重症肺炎受者病

原微生物检测的阳性率)进而指导治疗)改善其预后"

基于上述考虑)我科开展了本项研究)以探讨肺泡灌

洗液#

N/.+%6.';10.;'/;'1'

8

02;<)-

)

HEPS

$

&>DF

检测

在肾移植术后重症肺炎诊治中的应用价值"

对象与方法

一%研究对象

收集解放军第九医院
'#$%

年
$#

月至
'#$)

年
$'

月收治的肾移植术后长期口服免疫抑制剂后罹

患重症肺炎入院的受者为研究对象"排除儿童%孕

妇%哺乳期以及非感染性肺炎%心源性肺水肿的受者)

共收集
")

例)随机分为实验组#

E

组)

$(

例$入院
'!6

内行气管镜检查)留取
HEPS

行
&>DF

检测)同时也

送检传统的病原学检测项目)包括
HEPS

行革兰氏染

色及细菌%真菌培养)抽血查
$

)

",

%

,!

葡聚糖#

$

)

",N0,

3',!,

8

;<%'+

)

D

$试验%半乳甘露聚糖#

8

';'%3.&'++'+

)

DC

$试验%呼吸道病原抗体谱%肺炎支原体血清学试

验%隐球菌荚膜抗原%曲霉菌抗体%细胞病毒抗体

"

8

D

(

"

8

C

及
!>E

%血培养)对照组#

H

组)

'"

例$只行

传统方法检测)其中实验组男
$$

例)女
!

例)中位年

龄
!#$*

岁#

'%

!

(*

$岁)中位检测时间为肾移植术后

(#$%

个月#

"$&

!

$!(

$个月"对照组男
$)

例)女
(

例)

中位年龄
!($"

岁#

'(

!

&*

$岁)中位检测时间为肾移

植术后
&'$!

#

'$&

!

$%#$'

$个月"两组受者的一般资

料比较差异无统计学意义#

G

"

#$#(

$"重症肺炎诊断

标准采取中华医学会呼吸病学分会1中国成人社区获

得性肺炎诊断和治疗指南#

'#$&

年版$2

*

)

+中重症肺

炎的诊断标准'符合下列
$

项主要标准或
$

"

项次要

标准者可诊断为重症肺炎"主要标准'#

$

$需要气管

插管行机械通气治疗&#

'

$脓毒症休克经积极液体复

苏后仍需要血管活性药物治疗"次要标准'#

$

$呼吸

频率
$

"#

次(
&)+

&#

'

$氧合指数
%

'(#&&R

8

&#

"

$多

肺叶浸润&#

!

$意识障碍和#或$定向障碍&#

(

$血尿素

氮
$

%$$!&&.;

(

P

&#

&

$收缩压
#

*#&&R

8

需要积极

的液体复苏"

二%方法

两组受者入院后即经验性给予抗革兰氏阳性

#

D

,

$菌%抗革兰氏阴性#

D

,

$菌%抗真菌%抗病毒的广

谱抗感染策略"入院后
'!6

内行纤维支气管镜检

查)留取
HEPS

)对照组只行传统方法检测)实验组

行
HEPS

的
&>DF

及传统方法检测"其中肺泡灌

洗规定灌洗部位'根据影像学选取肺炎最明显的叶

段"方法'一次性快速推注
$#&;

生理盐水)保留

$(*

后)用
'##&&R

8

的负压回收
"&;

以上
HEPS

于标本管中"交由深圳华大基因股份有限公司收集

和检测)与该公司病原数据库进行比对)得出报告结

果序列数"根据两组检测结果)如能明确病原微生

物)则判定结果可采信)并据此结果调整抗感染方案

为靶向治疗)如不能明确病原微生物)则判定结果不

采信)并给予经验性治疗)视用药效果调整抗感染

方案"

三%观察指标与评价标准

根据
&>DF

结果中某类病原微生物序列数个

数为评价指标)如检出某种#些$病原微生物序列数

的)则判定检测结果为阳性"传统方法中有一项阳

性)则判定检测结果为阳性"比较
E

组
&>DF

法)

E

组传统法和
H

组病原微生物检出阳性率)及临床

采信度#临床认定阳性结果有意义并调整为靶向治

疗的比例$)同时比较两组受者住院天数%住院费用%

')-

病死率%

*#-

病死率"

四%统计学处理

应用
FAFF''$#

统计学软件进行数据处理和分

析)计量资料用均数
+

标准差#

C0'++F!

$表示)组

间比较采用
7

检验&计数资料采用率表示)组间比较

采用
"

'检验)以
G

#

#$#(

为差异具有统计学意义"

结
!!

果

一%两组受者检测结果

E

组
&>DF

法检测出
D

,菌
!

例#

'&$%B

$)

D

,

菌
$#

例#

&&$%B

$)耶氏肺孢子菌
"

例#

'#$#B

$)病

毒
"

例#

'#$#B

$)真菌
#

例)其他
$

例#

&$%B

$)两

项以上检出阳性的
(

例#

""$"B

$"

E

组传统法

HEPS

培养阳性
"

例#

'#$# B

$)涂片阳性
&

例

#

!#$#B

$)

D

(

DC

试验阳性
'

例#

$"$"B

$)细胞病

毒抗体
"

8

D

(

"

8

C

或病毒
!>E

阳性
"

例#

'#$#B

$)

余项目检出无阳性)两项以上检出阳性的
'

例

#

$"$"B

$"

H

组
HEPS

培养阳性
$$

例#

!%$)B

$)

涂片阳性
$#

例#

!"$(B

$)

D

(

DC

试验阳性
&

例

#

'&$$B

$)呼吸道病源抗体谱阳性
$

例#

!$"B

$)细

胞病毒抗体
"

8

D

(

"

8

C

或病毒
!>E

阳性
&

例)

#

'&$$B

$)余项目检出无阳性)两项以上检出阳性

的
$'

例#

('$'B

)表
$

$"

二%两组受者检测结果阳性率的比较

E

组
&>DF

法检测结果为阳性的
$(

例)阳性

率
$##B

)

E

组传统法检测结果为阳性的
*

例)阳性

率
&#$# B

)

H

组检测结果阳性
$&

例)阳性率

&*$&B

)

E

组
&>DF

法的阳性率高于同组传统法

和
H

组)差异有统计学意义#

G

#

#$#(

$)

E

组传统法

阳性率与
H

组差异无统计学意义#

G

"

#$#(

$"

'&"

中华器官移植杂志
'#$*

年
&

月第
!#

卷第
&

期
!
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表
!

!

两组传统方法检测结果分布 *例#

B

$+

组别 例数
HEPS

培养
HEPS

涂片
D

(

DC

试验

呼吸道病

原抗体谱

肺炎支原体

血清学试验

隐球菌荚

膜抗原

曲霉

抗体

细胞病毒抗体
"

8

D

(

"

8

C

或病毒
!>E

血培养
两项及

以上

E

组
$( "

#

'#$#B

$

&

#

!#$#B

$

'

#

$"$"B

$

# # # # "

#

'#$#B

$

# '

#

$"$"B

$

H

组
'" $$

#

!%$)B

$

$#

#

!"$(B

$

&

#

'&$$B

$

$

#

!$"B

$

# # # &

#

'&$$B

$

# $'

#

('$'B

$

三%两组受者检测结果临床采信率的比较

E

组
&>DF

法有
!

例未采信)原因为检出序列

数较少)病原种类多且分散)再结合临床#病史%影

像%症状%其他等$)无法分辨致病菌%定植菌%污染

菌"

E

组传统法和
H

组不采信原因为结合临床后)

考虑与临床不符)包括考虑
HEPS

培养到呼吸道定

植菌或病毒
"

8

D

阳性)但病毒
"

8

C

和
!>E

阴性)无

法判断是否病毒感染)或
D

(

DC

试验呈弱阳性)无

法判断是否真菌感染等情况"综上所述)

E

组

&>DF

法无法明确病原体
!

例#

'&$%B

$)可明确病

原体
$$

例)包括
D

,菌
"

例#

'#$#B

$)

D

,菌
%

例

#

!&$%B

$)耶氏肺孢子菌
"

例#

'#$#B

$)病毒
'

例

#

$"$"B

$)混合感染
!

例#

'&$%B

$&

E

组传统法无

法明确病原体
$$

例#

%"$"B

$)可明确病原体
!

例)

包括
D

,菌
'

例#

$"$"B

$)

D

,菌
'

例#

$"$"B

$)病

毒
$

例#

&$%B

$)混合感染
$

例#

&$%B

$&

H

组无法

明确病原体
$*

例#

)'$&B

$)可明确病原体
!

例)包

括
D

,菌
'

例#

)$%B

$)

D

,菌
'

例#

)$%B

$)真菌
$

例#

!$" B

$)病毒
'

例#

)$% B

$)混合感染
'

例

#

)$%B

)表
'

$"

E

组采信
&>DF

结果
$$

例)采信

率
%"$"B

)传统法采信
!

例)采信率
'&$%B

)

E

组

&>DF

法采信率高于本组传统法和
H

组)差异有统

计学意义#

G

#

#$#(

$)

E

组传统法采信率与
H

组差

异无统计学意义#

G

"

#$#(

$"

四%两组受者
')

天病死率%

*#-

病死率的比较

E

组
')-

内死亡
#

例)

*#-

内死亡
$

例#此例受

者因治疗费用原因放弃治疗)出院后
%-

家中死亡$)

病死率
&$% B

)

H

组
')-

内死亡
&

例)病死率

'&$$B

)

*#-

内死亡
%

例)死亡率
"#$!B

)

E

组
')-

病死率低于
H

组)差异有统计学意义#

G

#

#$#(

$)两组

*#-

病死率差异无统计学意义#

G

"

#$#(

$"

五%两组受者平均住院天数%平均治疗费用的

比较

E

组的平均住院天数#

$!$%"+&$'&

$

-

)小于
H

组的#

''$('+)$''

$

-

)差异有统计学意义#

G/

#$##'

$&其治疗费用#

("!"#$!$+'*!(%$"!

$元也低

于
H

组的#

*"($($($+!('!&$#"

$元)差异有统计学

意义#

G/#$##(

$"

讨
!!

论

肾移植术后重症肺炎常起病隐匿)进展迅速*

*

+

)

感染的常见病原微生物包括细菌%真菌%病毒%耶氏

肺孢子菌%支原体%结核杆菌等*

$#

+

)病原微生物呈多

样性)多为混合感染*

$$

+

"本研究结果也证实细菌%

真菌%病毒%耶氏肺孢子菌等为肾移植术后重症肺炎

常见的病原微生物)部分为混合感染"受者入院后

通常行广谱抗感染治疗#抗细菌%真菌%病毒)必要时

同时抗耶氏肺孢子菌%衣原体%支原体$)后续再根据

病原微生物检测结果)进一步调整成针对性的抗感

染治疗*

$'

+

"是否能尽快明确病原微生物类型)是肾

移植术后重症肺炎受者治疗的关键"

传统的微生物检测技术)时效性%敏感性%特异

性不理想*

$"

+

)特别是细菌培养易受正常菌群的干

扰*

$!

+

)抗感染药物的使用对传统方法检测结果也有

一定影响"研究表明)受培养条件限制)

**B

以上

的病原微生物无法在现有的实验室条件下进行培

养)大多数肾移植术后重症肺炎受者为混合感染)培

养有难度"本研究实验组传统法%对照组检测结果

阳性率明显低于
E

组
&>DF

法)同时
H

组根据阳

性检测结果调整为靶向治疗的比率也明显低于实验

组)这也证实了传统方法的阳性率低)假阳性率高)

影响了临床医生对检测结果的采信"

&>DF

技术

能同时对几十万到几百万条
!>E

分子进行测序)

并可实现对同一物种的转录组和基因组进行细致全

貌的分析*

$!

+

)它直接提取标本中的全部核酸片段并

加以检测)将微生物专用数据库参考病原微生物序

列与标本序列进行比对和智能化算法分析)分别得

出与各种参考病原微生物有相同序列数的个数)避

免了难培养的病原微生物的漏检)也避免培养的假

阳#阴$性等*

$(

+

"它的特点为检测速度快%准确率高%

表
"

!

两组两方法明确病原体情况*例#

B

$+

组别
+

D
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D

,菌 真菌 耶氏肺孢子菌 病毒 其他 混合 不明

E

组
&>DF

法
$( "

#

'#$#B

$

%

#

!&$%B

$

# "

#

'#$#B

$

'

#

$"$"B

$

# !

#

'&$%B

$

!

#

'&$%B

$

E

组传统法
$( '

#

$"$"B

$

'

#

$"$"B

$

# # $

#

&$%B

$

# $

#

&$%B

$

$$

#

%"$"B

$

H

组
'" '

#

)$%B

$

'

#

)$%B

$

$

#

!$"B

$

# '

#

)$%B

$

# '

#

)$%B

$

$*

#

)'$&B

$

"&"

中华器官移植杂志
'#$*

年
&

月第
!#

卷第
&

期
!

46)+7#/

8

'+9/'+*

:

;'+3

)

7<+0'#$*

)

=.;$!#

)

>.$&



覆盖度广等)抗感染药物对其结果的影响也较

小*

$&

+

)

&>DF

检出潜在致病微生物)在速度和敏感

度上也具有优势*

$%

+

)

&>DF

为明确病原微生物的类

型提供了较好的技术支持"在呼吸系统感染性疾病

中)

&>DF

已经应用于包括痰%咽拭子%肺泡灌洗液

等的病原微生物检测)并有良好的诊断意义*

$),$*

+

"

本研究中实验组
&>DF

法的病原微生物检出阳性

率高于本组传统法和对照组)证实
&>DF

有助于提

高此类受者病原微生物检测的阳性率"同时实验组

根据
&>DF

法的检测结果调整为靶向治疗的比率

明显高于同组传统法和对照组)证实
&>DF

结果更

易被临床医生采信"

本研究根据
&>DF

检测结果及时调整抗感染方

案)获得满意疗效)对比传统方法)实验组降低了住院

费用)缩短了住院天数)减少了
')

天病死率"已有研

究表明)通过
&>DF

早期明确病原微生物后)临床据

此结果调整受者抗感染方案)可改善重症肺炎受者的

病死率"另有报道称)结合
&>DF

结果指导治疗)重

症肺炎受者
')

天和
*#

天的存活率均有提高)

*#

天存

活率更是从
(%$%B

提高到
)"$"B

"因此考虑

&>DF

可能间接降低此类受者病死率"

尽管
&>DF

在阳性率%采信率%改善预后等方

面存在优势)但仍存在无法明确背景菌%定植菌%污

染菌%致病菌等情况"本研究中实验组
&>DF

方法

不采信的
!

例均因无法判定是否为致病菌"且目前

的
&>DF

技术无法同步给出相应的药敏结果)故采

信结果后只能经验性调整抗感染方案&

&>DF

技术

作为新型的病原微生物检测技术)费用较传统病原

微生物检测技术昂贵)难以实现多次送检)对于病情

反复)治疗期间合并新的院内感染的受者)难以通过

本方法监测致病菌的变化"

综上所述)在肾移植术后重症肺炎的诊治中)

HEPS&>DF

检测可提高阳性率和临床采信率)减

少住院天数)节约费用)对肾移植术后重症肺炎受者

预后的改善有重要的价值)它作为一种新的检测手

段)仍存在局限性)有赖于技术的进一步完善)以更

好的为患者服务"
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