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慢性阻塞性肺疾病急性加重期病原学检测研究进展
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摘要：细菌 ／病毒感染是慢性阻塞性肺疾病急性加重（ａｃｕｔｅ ｅｘａｃｅｒｂａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＥＣＯＰＤ）最重
要的原因之一。如何快速准确地诊断 ＡＥＣＯＰＤ患者所感染的病原微生物种类，对及时、针对性的临床用药具有指导意义。传
统微生物检测方法具有诸多方面的局限；而分子生物学检测技术发展方兴未艾。基于 ＰＣＲ的核酸分子扩增检测能够快速定
量检测目标病原体基因，其敏感性、特异性均较高。随着二代测序技术的发展，为呼吸道微生物检测带来了重大变革，该技术

能同时测定多个病原体的保守基因序列，致使对呼吸道微生物群落特点的研究达到前所未有的广度和深度。近年来，传统检

测方法持续改良，分子检测技术不断创新，并且通过多种检测手段的优化组合，为 ＡＥＣＯＰＤ 病原学诊断提供更全面准确的信
息。同时，对于下呼吸道微生物组学的研究有望揭示 ＡＥＣＯＰＤ反复发生的原因，为其临床诊疗提供新的依据。
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　 　 慢性阻塞性肺疾病（ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）是一种常见的呼吸系统慢性疾病，其发病率和
死亡率均较高。ＣＯＰＤ急性加重（ＡＥＣＯＰＤ）是导致患者反复
住院及肺功能减退的重要原因，感染是其反复加重的主要因

素，且随病情进展，长期反复使用抗生素，导致患者感染病原

学种类改变，耐药率增加，故而明确诊断导致感染的病原微

生物种类在 ＡＥＣＯＰＤ 治疗中具有积极的意义，可以缩短病
程，减少肺功能损伤程度，提高生活质量。常规微生物学检

验方法如微生物培养、尿病原体抗原检测等简便、普及性高，

但受到时效性、敏感性、标本运输处理、分离培养条件等影

响，其临床应用具有一定的局限性。近年来，随着分子生物

学检测技术的发展，使得快速定量检测 ＡＥＣＯＰＤ相关病原体
成为了可能，将二者合理联合使用对改善 ＡＥＣＯＰＤ诊疗及预
后具有重要的临床意义。

１　 ＡＥＣＯＰＤ流行病学调查

　 　 一项针对我国 ７个不同地区共计 ２０ ２４５ 名成人的调查
发现，４０岁以上人群 ＣＯＰＤ 患病率达 ８．２％，ＣＯＰＤ 患者平
均每人 ／每年急性加重 ０．５ ～ ３．５ 次，ＡＥＣＯＰＤ 及其并发症是
患者医疗花费巨大以及死亡的主要原因［１］。ＡＥＣＯＰＤ 对患
者肺功能损害、生活质量下降和社会负担具有严重的负面影

响。ＡＥＣＯＰＤ诱因众多，上呼吸道感染及空气污染加重气道
炎症为主要诱因，进而继发下呼吸道及肺部的感染，约 ７８％
的ＡＥＣＯＰＤ患者可发现明确的细菌或病毒感染的证据，此外，
还包括手术、气胸、肺栓塞、心力衰竭、心律失常、环境污染、

吸烟、吸入性过敏原及使用镇静药等诱因［１］。

２　 ＡＥＣＯＰＤ 病原学诊断的临床价值

　 　 由于 ＡＥＣＯＰＤ患者反复发生急性加重，且长期使用抗生
素、激素及住院治疗，甚至因严重气流受限和（或）使用机械

通气，导致多种细菌感染，并出现抗菌药物耐药。研究表明，

ＡＥＣＯＰＤ患者痰培养以革兰阴性菌为主，前 ３位菌株依次为

大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌［２］。革兰阴性菌

对呼吸黏膜的定植性较强，极易出现耐药，并易引起呼吸系

统感染，同时发现不同肺功能时期病原菌的分布不同，肺功

能越差的患者感染铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌、真菌的几

率越高［３６］。因此，对于 ＡＥＣＯＰＤ 患者治疗的关键是如何快
速找到致病菌，恰当合理的应用抗生素，使患者得到及时有

效的治疗，达到病情快速控制目标，以及缩短病程，减少肺功

能损害，改善预后的目的。

３　 ＡＥＣＯＰＤ诊断常用检测方法

　 　 ＡＥＣＯＰＤ常用的微生物学检查方法包括痰涂片、痰及肺
泡灌洗液培养、军团菌及肺炎链球菌尿抗原检测、直接免疫

荧光抗体检测、非典型病原体血清抗体或核酸筛查等。分子

生物学检测法包括：ＰＣＲ、实时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ ｔｉｍｅ
ＰＣＲ）、多重 ＰＣＲ、多重 ｒｅａｌ ｔｉｍｅＰＣＲ、基因芯片技术、液相芯
片（微球体悬浮芯片）技术、标本 １６Ｓ ｒＲＮＡ基因 ＰＣＲ和测序
检测技术等。目前，多重病原学检测技术已成为该领域研究

热点之一，多重 ＰＣＲ、多重 ＲＴＰＣＲ、基因芯片技术、液相芯片
技术以及高通量测序技术等已成功应用于临床检测。因此，

快速病原体核酸分子检测有望为 ＡＥＣＯＰＤ 抗感染治疗时抗
生素的选择提供精确指导。

３．１　 传统病原学检测　 ＡＥＣＯＰＤ 传统的微生物检测包括痰
涂片、痰培养、抗酸染色等，仍是目前临床上 ＡＥＣＯＰＤ病原学
检验的常规方法，其具有费用少、易普及等优势，且可作为其

他病原学检测方法评价的标准。目前临床最易获得的样本

是来自患者咳出的痰标本，但痰中存在大量定植于上呼吸道

的细菌，因此如何避免标本污染对获得临床可信的结果至关

重要［７］。临床医师应嘱托患者掌握留取标本方法，晨起刷牙

漱口后，深咳留取深部痰液，避免口水，减少上呼吸道定植菌

污染可能；痰少者可行雾化浓盐水诱导痰培养，并及时送检，

如超过 １ ｈ则可能由于细菌溶解死亡导致检出率下降。
３．１．１　 痰涂片　 该法为传统病原学检测中最经典的方法，简
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单、方便、直接，对临床诊断及治疗具有指导意义。对采集至

呼吸道的分泌物直接涂片，行革兰染色镜检，约半小时后即

可报告结果，并能提示所感染的细菌性质为球菌或杆菌，是

革兰氏阳性细菌或是革兰氏阴性细菌。通过获得细菌的形

态学与染色特点，并结合临床症状及标本采集部位，初步判

定是哪类细菌，可为临床在疾病早期合理用药提供依据，也

为下一步选用培养基及细菌鉴定做准备。通过有针对性选

用相应培养基接种标本，可缩短细菌鉴定时间，避免盲目选

择培养基。此外，痰涂片标本是否合格对痰培养也有较好的

预测作用，研究发现，合格的痰涂片结果与痰培养结果符合

率约为 ８０％［８］。临床常用于评估痰标本质量的方法是分析
镜下痰细胞成分的组成比例，一般合格的痰标本要求鳞状上

皮细胞小于 １０ 个 ／低倍视野，白细胞大于 ２５ 个 ／低倍视野；
或二者比例小于 １ ∶２．５，分离培养前行革兰氏染色，确定标本
质量。

３．１．２　 培养法　 ＡＥＣＯＰＤ 可选择合格痰培养、诱导痰培养、
气管内吸引痰培养、经纤维支气管镜下采集灌洗液培养、经

纤维支气管镜采用带套管的防污染毛刷刷检等；呼吸道常见

定植菌的半定量培养对于判断培养结果是否与临床相关是

有利的，若是培养定量偏低，那么可能缺乏临床意义。不同

类型标本培养菌落的诊断阈值一般不同：如合格痰分离致病

菌培养≥１０７ 菌落形成单位（ＣＦＵ ／ ｍＬ），支气管肺泡灌洗液培
养≥１０５ＣＦＵ ／ ｍＬ，气管插管内吸引物培养≥１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ［９］，超
过相应诊断阈值可能与该种病原菌感染有关。研究显示，在

发生肺炎时可能病原菌的增长量低于常规阈值量；尤其在某

些特殊病原体感染，数量不论高低，一旦检出均认为是致病

菌，如结核杆菌、鼠疫耶尔森菌、军团菌等［１０］。另外，培养法

可进行药敏试验，从而为临床针对性的合理用药提供依据。

然而培养法操作相对复杂，且一些病原菌需要苛刻的培养条

件，或使用特殊培养基进行培养；另有一些病原体培养困难、

周期较长；且下呼吸道标本细菌的种类、数量、部位分布不

均，取样易产生误差，从而使检测阳性率偏低；而口咽定植菌

的污染也可出现假阳性的结果［１１］。此外，由于目前抗生素

仍存在滥用情况，而留取痰标本前的抗生素使用对培养检出

率具有较大影响。

３．１．３　 针对结核杆菌的常规检测 　 ＡＥＣＯＰＤ 患者由于长期
反复使用激素及肺组织结构损伤改变，导致结核杆菌感染率

逐年增加，因此，针对结核杆菌的检测显得尤为重要，目前主

要检测手段有痰涂片抗酸染色、结核抗体试验、荧光 ＰＣＲ、结
核感染 Ｔ 细胞检测（ＴＳＰＯＴ． ＴＢ），检测敏感性分别为
１１．４６％、３８．５４％、４４．８０％ 和 ９３．７５％，特异性分别为 ９８．９６％、
９４．６４％、８２． １４％、９１． １０％，准确性分别为 ４３． ４２％、５９． ２１％、
５８．５５％、９２．７６％，每种方法均有各自的优缺点，综合评价结果
表明，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ 检测方法优于其他 ３种检测方法［１２］。而临

床工作中可将多种检测方法联合使用，以提高结核杆菌感染

的诊断率。

３．２　 尿抗原检测　 主要对特定病原体如肺炎链球菌、军团菌Ⅰ
型等相应尿抗原检测，优势在于标本采集简便，诊断敏感性和

特异性高，即使在抗菌药物治疗后，病原体仍可被检出。

３．２．１　 军团菌尿抗原检测　 军团菌感染诊断的金标准为培
养出军团菌，但培养阳性偏低，且受前期使用抗生素影响较

大。自 １９７９年军团菌抗原从确诊的军团菌感染患者尿液中

被检出以来，军团菌尿抗原检测技术也日益改进，目前广泛

使用的检测方法为酶免疫检测法及免疫层析法。军团菌尿

抗原检测敏感性达 ９６％，特异性达 ９９．９％［１３］，且不受先前使
用抗生素的影响，可用于军团菌早期感染的快速检测。但该

法只能检测嗜肺军团菌血清型Ⅰ型，不能检测其他类型的嗜
肺军团菌及非嗜肺军团菌的感染。此外，由嗜肺军团菌引起

的感染约占军团菌总感染的 ９０％，且 ９５％以上为嗜肺军团菌
血清型Ⅰ型，因此该法仍有重要的临床价值［１４］。

３．２．２　 肺炎链球菌尿抗原检测　 原理是通过免疫层析法检
测肺炎链球菌荚膜多糖抗原，该抗原为可溶性抗原，可以随

尿液排出，无论患者血液中是否有严重肺炎链球菌感染，均

可检测。该法简便，且敏感性高、特异性好。有学者证实，尿

肺炎链球菌抗原检测肺炎链球菌感染的敏感性和特异性分

别为 ７３．１％和 ９１．９％［１５］，但其敏感性与菌株血清型相关。此
外，该法几乎不影响住院患者抗感染治疗方案的制定与选

择［１６］。

３．３　 血清学抗体检测法　 该法对于肺部感染的诊断具有重
要意义，尤其在一些特殊情况，例如少痰、无痰或无法采集痰

培养标本的 ＡＥＣＯＰＤ患者，以及传统培养基不易或不能培养
的非典型致病菌的感染，采用该法具有明显的优越性。临床

常用方法包括微量凝集法、补体结合试验、免疫色谱测定、间

接免疫荧光法及酶联免疫法等。临床上已有可检测腺病毒、

副流感病毒、甲流、乙流、呼吸道合胞病毒、嗜肺军团菌、衣原

体、支原体、立克次体等病原体检测试剂盒［１７］。该试剂盒采

集发生肺部感染时和感染后 ２～４周内的患者血清，通过对比
急性期与恢复期的血清抗体滴度变化进行诊断，可用于流行

病学调查与回顾性研究。然而，血清抗体的检出可能出现时

间上的延迟，如军团菌血清学快速检测中只有约 ５０％的患者
在最初 ２周内检测到抗体。因而，此法对疾病早期诊断及早
期用药的指导价值存在一定局限性［１８］。

３．４　 质谱技术 　 该技术已在临床应用了几十年，但直到
１９８０年才初步用于细菌检测，此后随着基质辅助激光解吸电
离（ＭＡＬＤＩ）、电喷雾电离（ＥＳＩ）等软电离技术的出现得到进
一步发展，并组成了基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ），从而更适合微生物生物大分子的分
析［１９］。ＡＥＣＯＰＤ患者可选用痰液或肺泡灌洗液等标本进行
微生物过夜分离培养后获得菌落，将其菌落进行ＭＡＬＤＩＴＯＦ
ＭＳ分析，每个样本分析时间只需几秒钟；与传统方法相比，
该法可实现对未知微生物的快速鉴定、分型及毒力检测，具

有操作简便、快速、敏感性和特异性高、易于自动化等优点。

然而，该技术目前还不够完善，如难以定量，对细菌耐药性及

耐药机制检测的能力有限，无法鉴定混合菌，对于报告的结

果亦缺乏统一的验证和解释。此外，ＭＡＬＤＩＴＯＦ ＭＳ 对一些
进化比较接近、蛋白质表达相似的细菌辨别较困难，例如无

法将志贺菌、Ｏ１５７型大肠埃希菌与普通大肠埃希菌相鉴别，
也不能将肺炎链球菌与轻型链球菌或口腔链球菌区分开。

同时，目前该技术缺乏不常见微生物相应的数据库，且在不

同环境下微生物蛋白质表达不同，丰度亦不同，所以需要对

其程序进一步标化和再评价，以保证感染性疾病诊断中的实

际应用。

３．５　 ＡＥＣＯＰＤ分子诊断技术
３．５．１　 第一代测序技术　 该技术采用针对目标病原体的特
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定引物进行扩增，继而通过 Ｓａｎｇｅｒ测序获得序列信息对微生
物进行鉴定，与传统培养法比较具有敏感性高，特异性好的

特点，因其不受抗菌药物治疗的影响，对致病菌早期感染的

诊断亦具有较高价值。此法可检测痰、鼻咽分泌物、胸水、肺

泡灌洗液、肺组织活检等标本。理论上第一代测序技术可对

所有呼吸道中存在的菌种进行检测，尤其对某些难以培养或

需要特殊培养病原体的检测优势明显，相较于传统培养法，

其敏感性及特异性均较高。由于该技术属于定性检测，一般

对于非正常呼吸道的定植菌，如嗜肺军团菌、结核杆菌等，若

ＰＣＲ结果阳性且排除污染可能，即可确诊为某病原菌感染。
然而对于一些常见呼吸道的定植菌，如卡他莫拉菌、肺炎链

球菌等，即使 ＰＣＲ结检测结果为阳性，临床也无法确定是定
植菌或是致病菌感染［２０］。因此，该缺陷限制了第一代测序

技术的临床普及与运用。实验操作中易出现污染导致结果

假阳性，也是其难以推广的因素。另外，花费大，获得数据量

少，不能满足未知样本测序的要求，用于含多种不同微生物

的复杂临床标本时不可靠，这些缺点也影响了其进一步的临

床应用。

３．５．２　 多重 ＰＣＲ及基因芯片技术　 该技术是在传统 ＰＣＲ技
术基础上，在同一个反应体系中，通过采用多对特异性引物，

对多种不同的 ＤＮＡ片段同时进行扩增。与传统 ＰＣＲ 相比，
该法可节约试剂与样本用量、降低检测成本；同时节省劳力、

缩短检测时间、提高工作效率。而基因芯片技术与传统 ＰＣＲ
技术相比，其一份标本仅需一次 ＰＣＲ 反应即可获得多种病
原体信息，具有通量高、速度快、特异性高的优势［２１］。目前

已研发可用于多种呼吸道微生物感染检测的基因芯片，包括

链球菌、百日咳杆菌、肺炎衣原体、肺炎支原体及 ９种呼吸道
感染相关病毒［２２］。其优势是可针对常见致病菌快速检测，

缺点是不能覆盖其他未制备基因芯片信息的少见致病菌感

染，检测亦不能精确到耐药基因检测，对临床上使用药物指

导有限［２３］。

３．５．３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ基因测序　 １６Ｓ ｒＲＮＡ具有细菌进化上序列
保守性和特异性的特点，可作为微生物检测、鉴定与分类的

标记基因。目前已有研究采用该技术进行包括 ＣＯＰＤ 急性
加重（ＥＣＯＰＤ）等多种呼吸道感染性疾病的细菌鉴定［２４］。结

合 ＰＣＲ技术，１６Ｓ ｒＲＮＡ测序可用于估计呼吸道样本的微生
物负荷，结果与传统的定量培养相一致［２５］，亦可用于研究呼

吸道微生物菌群的多样性以及构成。过去认为健康人下呼

吸道为无菌环境，然而随着测序技术的发展，越来越多的证

据表明，人类下呼吸道存在微生物定植，且下呼吸道微生物

组学的变化与 ＣＯＰＤ 的发生、发展具有密切的关系［２６］。这

改变了既往认为呼吸道感染仅由单一致病菌引起的认知，也

对评估疾病的进展、治疗效果及指导合理使用抗生素具有重

要意义。虽然与传统培养方法相比，１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序可检测
到更广的多重病原菌谱，但其应用可能会受到 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩
增过程中所产生的竞争性抑制的影响，从而导致结果出现假

阴性。此外，细菌 ＤＮＡ提取过程中，因溶菌酶溶液含有外源
性细菌 ＤＮＡ或操作过程中的污染也可导致假阳性结果［２７］。

３．５．４　 宏基因二代测序技术　 该法可直接提取标本中所含
全部核酸片段并进行检测，经生物信息学分析即可鉴定标本

中所含核酸序列的种类，同时可获得病原体序列数、覆盖度

等定量分析数据。使用二代测序技术时，标本无须在检测前

培养，避免了难以培养病原微生物的漏检；可直接非特异性

的测定全部核酸片段序列，无须预先选定检测范围，最大程

度避免漏检，并对患者感染状态进行评估及随访［２８］。１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因测序虽然是非培养的检测手段，但因存在预先设
计引物的弊端，难以发现潜在的病原体，不能全面评估病原

体的组成。随着宏基因二代测序技术的兴起，理论上可检测

出标本中所有的病原体，特别是复杂感染性疾病中少见、不

典型或新发的病原体，敏感性和准确性高，检测时间短。口

腔作为某些下呼吸道感染病原体的定植场所，口腔分泌物吸

入与 ＡＥＣＯＰＤ等肺部微生物的感染密切相关。口腔中可能
定植厌氧菌，过去肺部感染中厌氧菌的培养与鉴定往往被忽

视，宏基因二代测序技术的使用使得人们对厌氧菌引起 ＡＥ
ＣＯＰＤ等肺部感染有了新的认识［２９］。与培养相比，该技术虽

有多种优势，但也存在一定的局限性，如无法对检出的病原

体进行药敏试验。另一个局限是检出结果难以区分感染或

定植与污染的微生物［３０］。此外，检测价格昂贵亦是限制二

代测序技术推广的重要因素。

４　 小结及展望

　 　 ＡＥＣＯＰＤ长期反复使用抗生素、激素及机械通气等导致
其感染的致病菌与普通社区获得性肺炎感染致病菌相差较

大，其以肺炎克雷伯、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌等革兰氏

阴性杆菌为主，存在少见菌株、混合菌感染甚至真菌感染可

能，此类病原体生长速度缓慢以及苛刻的培养条件，导致传

统培养阳性率低，造成患者治疗时机延误及住院时间延长，

病死率也大大增加。因此核酸分子诊断作为有效补充，对常

规检测阴性的标本具有重要的意义，而宏基因二代测序技术

较其他核酸检测方法具有速度快，敏感性高、特异性高、无偏

性较好、价格相对低廉等特点。但是目前二代测序缺乏公认

的判断标准、耐药基因难以检测以及测序结果与治疗关系尚

不完全明确，也缺乏与传统方法之间大规模的比较验证。随

着技术的发展，当宏基因二代测序技术检出的病原体基因覆

盖率足够高时，可进行耐药基因的检测。基于目前条件可通

过二代测序技术迅速获得 ＡＥＣＯＰＤ患者感染的致病菌种，结
合本院既往药敏，经验性选择抗生素，且能指导培养基选择，

并通过培养进一步证实并明确药敏，必要时可针对性调整抗

生素，随着基因测序发展，耐药基因亦能得到检测，届时其可

更好地指导复杂感染性疾病的抗生素使用，弥补因传统阳性

率低，培养时间长导致病情延误或进展，从而达到缩短病程，

减少住院时间，使 ＣＯＰＤ 患者更早的得到针对性治疗而获
益。此外，随着第三、第四代测序技术的发展，未来几年中采

用基因测序检测病原体的成本将大大降低，有助于推动其临

床的广泛应用。
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