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摘要 ： 目的　探究二代基因测序技术（NGS）联合半乳甘露聚糖（GM）检测对重症肺炎合并真菌感染的诊

断价值。方法　选取2020年3月—2023年3月大庆龙南医院急诊重症监护室收治的重症肺炎患者148例。收集支

气管肺泡灌洗液行病原微生物培养及肺泡灌洗液NGS检测，同期行血清GM检测。以病原微生物培养为金标准，

分析血清GM及肺泡灌洗液NGS诊断重症肺炎合并真菌感染的敏感性、特异性，评估血清GM检测、肺泡灌洗液

NGS检测单独及联合诊断重症肺炎合并真菌感染结果与病原微生物培养结果的一致性。结果　148例重症肺炎中

合并真菌感染30例，其中肺孢子菌10例、白色念珠菌8例、曲霉菌7例、根霉菌1例、肺孢子菌感染合并白色念

珠菌3例、肺孢子菌感染合并鲍曼不动杆菌1例。血清GM检测结果显示，阳性28例，阴性120例，与病原学培养

诊断真菌感染的Kappa值为0.700。肺泡灌洗液NGS诊断结果显示，阳性34例，阴性114例，与病原学培养诊断

真菌感染的Kappa值为0.841。血清GM联合肺泡灌洗液NGS诊断结果显示，阳性30例，阴性118例，病原学培

养诊断真菌感染的Kappa值为0.916。血清GM、肺泡灌洗液NGS单独及联合诊断重症肺炎合并真菌感染的敏感性

分别为73.3%（95% CI：0.538，0.870）、93.3%（95% CI：0.765，0.988）、93.3%（95% CI：0.765，0.988），特异性分别

为 94.9%（95%CI：0.888，0.979）、94.9%（95% CI：0.889，0.979）、98.3%（95% CI：0.934，0.997），曲线下面积分别

为 0.841、0.941 和 0.958。结论　血清GM联合肺泡灌洗液NGS诊断重症肺炎合并真菌感染，在肺孢子菌、白色

念珠菌及曲霉菌等常见菌种中的诊断效能良好。
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Abstract:  Objective To investigate the diagnostic value of next-generation sequencing (NGS) combined 

with serum galactomannan (GM) antigen test for severe pneumonia complicating fungal infection.  Methods  

Between March 2020 and March 2023, a total of 148 patients with severe pneumonia admitted to the Emergency 

Intensive Care Unit of Daqing Longnan Hospital were included in this study. Bronchoalveolar lavage fluid was 

collected and subjected to microbial culture and NGS analysis. The serum GM antigen test was performed 
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concurrently. With the results of microbial culture as the gold standard, the sensitivity and specificity of the serum 

GM antigen test and NGS on bronchoalveolar lavage fluid for diagnosing fungal infections in severe pneumonia 

were analyzed. The concordance of the serum GM antigen test and NGS on bronchoalveolar lavage fluid alone and 

their combination with the microbial culture was evaluated.  Results Among 148 cases of severe pneumonia, 30 

cases were complicated with fungal infections, including 10 cases of Pneumocystis, 8 cases of Candida albicans, 7 

cases of Aspergillus, 1 case of Rhizopus, 3 cases of Pneumocystis with Candida albicans, and 1 case of 

Pneumocystis with Acinetobacter baumannii. The serum GM antigen test demonstrated that 28 cases were positive 

and 120 cases were negative, with a Kappa value of 0.700 for diagnosing fungal infections in comparison with the 

microbial culture. The NGS on bronchoalveolar lavage fluid showed that 34 cases were positive and 114 cases were 

negative, with a Kappa value of 0.841 for diagnosing fungal infections in comparison with the microbial culture. The 

combined detection via the serum GM antigen test and NGS on bronchoalveolar lavage fluid revealed that 30 cases 

were positive and 118 cases were negative, with a Kappa value of 0.916 for diagnosing fungal infections in 

comparison with the microbial culture. The sensitivities of the serum GM antigen test and NGS on bronchoalveolar 

lavage fluid alone and their combination for the diagnosis of severe pneumonia with fungal infection were 73.3% 

(95% CI: 0.538, 0.870), 93.3% (95% CI: 0.765, 0.988) and 93.3% (95% CI: 0.765, 0.988), with the specificities 

being 94.9% (95% CI: 0.888, 0.979), 94.9% (95% CI: 0.889, 0.979) and 98.3% (95% CI: 0.934, 0.997), and the areas 

under the curves (AUCs) being 0.841, 0.941 and 0.958.  Conclusions The combination of the serum GM antigen 

test and NGS on bronchoalveolar lavage fluid exhibits great diagnostic efficacy for fungal infections in severe 

pneumonia, especially for common fungal species such as Pneumocystis, Candida albicans, and Aspergillus.

Keywords:  severe pneumonia; fungal infection; serum galactomannan antigen test; gene sequencing; 

diagnosis

近年来，重症肺炎一直是医学界和公众关注的

焦点之一。重症肺炎作为一种严重的呼吸系统感

染，常见于重症监护病房患者，以呼吸困难、高热、

咳嗽及胸痛等临床症状为主，伴随病情迁延不愈，

可 导 致 多 器 官 功 能 衰 竭 ，病 死 率 达 20%～50%[1-2]。

此外，部分重症肺炎患者常合并真菌感染，加重肺

部炎症反应，诱导免疫系统失调及全身炎症反应综

合征病情进展，增加死亡风险[3-4]。

目前，临床上针对重症肺炎合并真菌感染的诊

断以临床症状、影像学检查及实验室检测为主。然

而，临床症状及影像学检查在敏感性和特异性方面

存在一定局限性，尤其对早期真菌感染的检测，无

法 及 时 准 确 地 确 定 感 染 的 存 在 及 病 原 菌 种 类[5-6]。

病原微生物培养作为临床诊断真菌感染的金标准，

诊断效能高，但培养时间长，时效性差，加之患者病

情多变，不利于患者的针对性治疗及预后改善[7]。

半乳甘露聚糖（Galactomannan, GM）可通过检测

血液中 GM 抗原水平鉴别真菌感染，具有快速、非侵

入性及定量化的优势[8]。二代基因测序技术（next-

generation sequencing, NGS）是一种新型的高通量测

序技术，可对样本中的全部基因组进行广泛测序，

不仅能够检测真菌的存在及种类，还可检测部分耐

药基因，确定相关致病机制，从而指导个体化治疗

决策[9]。目前，鲜有研究报道 GM 联合 NGS 诊断重症

肺炎合并真菌感染的效能分析，因此本研究尝试分

析 GM 联 合 NGS 诊 断 重 症 肺 炎 合 并 真 菌 感 染 的 价

值，为合并真菌感染患者的早期诊断、治疗决策及

预后改善提供参考。

1 资料与方法

1.1　研究对象

选取 2020 年 3 月—2023 年 3 月大庆龙南医院急

诊重症监护室收治的重症肺炎患者 148 例。其中，

女性 72 例，男性 76 例；年龄 41～77 岁，平均（63.01±

6.08）岁。诊断标准：参考《美国胸科学会及感染病

学会-成人社区获得性肺炎诊治标准 2019》[1]，符合

下述≥1 项主要诊断标准且≥ 3 项次要诊断标准确

诊，主要标准：①气管插管机械通气，②脓毒症患者

液 体 复 苏 后 维 持 血 管 活 性 药 物 治 疗 ；次 要 标 准 ：

①多 肺 叶 受 累 或 低 血 压 需 液 体 复 苏 或 意 识 障 碍 ，

②氧合指数≤ 250，③呼吸频率≥ 30 次/min，④血尿素

氮≥ 20 mg/dL，⑤血小板计数< 100×109/L，⑥白细胞

计数< 4×109/L。本研究经医院医学伦理委员会批

准，患者及家属均签署知情同意书。
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1.2　纳入与排除标准

1.2.1 　 纳入标准 　①符合重症肺炎的临床诊断；

②影像学检查可见肺部存在病灶；③完成支气管

镜检及支气管肺泡灌洗液收集。

1.2.2 　 排除标准 　①合 并 多 器 官 衰 竭 综 合 征 ；

②合并红斑狼疮、类风湿等免疫性疾病；③精神病

史；④肺癌；⑤妊娠或哺乳期女性。

1.3　研究方法

所有患者行支气管镜检查并收集支气管肺泡

灌洗液，行病原微生物培养、血清 GM 及肺泡灌洗液

NGS 检测。以病原微生物培养为金标准，分析血清

GM 及肺泡灌洗液 NGS 诊断重症肺炎合并真菌感染

的敏感性、特异性，评估血清 GM 检测、肺泡灌洗液

NGS 检测单独及联合诊断重症肺炎合并真菌感染结

果与病原微生物培养结果的一致性。

1.3.1 　 肺泡灌洗液收集 　入院 72 h 内，咪达唑仑静

脉镇静，鼻腔进镜，采用 2% 利多卡因行气道黏膜表

面局部麻醉，将支气管镜顶端嵌顿在病变相对严重

段的支气管分支，注入 60～120 mL 生理盐水灌洗，

100 mmHg 负压抽吸，回收率为 40%～60%，灌洗液

培养量≥ 10 mL。

1.3.2 　 病原微生物培养 　灌洗液样本常规富集培

养、涂片，革兰染色镜检剔除假阳性菌。使用全自

动微生物检测系统（美国 Biolog 公司，型号：GEN Ⅲ 

Omnilog 型）检测病原微生物种类。

1.3.3 　 血清 GM 检测 　入院 72 h 内，采集患者肘静

脉血 4 mL，3 500 r/min 离心 10 min，离心半径 13 cm，

取上清液用酶联免疫吸附试验检测血清 GM 水平，

检测结果判定：I 值≥ 1 为阳性。

1.3.4 　 肺泡灌洗液 NGS 检测 　将肺泡灌洗液低温

4 ℃、4 000 r/min 离心 10 min、离心半径 13.5 cm，取上

清液。采用 DNA 提取试剂盒提取上清液中游离DNA。

DNA超声破碎至150 bp的片段，插入200～300 bp 的片

段，使用 DNA 质控试剂（美国 Thermo Fisher Scientific

公司，商品名：Qubit dsDNA HS Assay Kit）将线性的

DNA 转化为单链环形结构，后滚环复制生成 DNA 纳

米 球 。 使 用 高 通 量 测 序 平 台 BGISEQ-5/MGISEQ-

2000（深圳华大基因和 MGISEQ 公司）进行测序，筛

除长度< 35 bp 的低质量片段。采用 BEA 测序软件

对比人参考基因组序列，剔除人基因组序列；剩余

数据与细菌、真菌、病毒、寄生虫数据库进行自动对

比，获取匹配到病原体的序列数，判定病原体种类。

1.4　统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件。计数资料

以构成比或率（%）表示，比较用 χ2 检验；计量资料

以均数±标准差（x±s）表示，比较用 t 检验；一致性

检验用 Kappa 值，并进行 χ2 检验；绘制受试者工作特

征（receiver operating characteristic, ROC）曲 线 。 P <

0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　病原学培养结果

148 例重症肺炎中合并真菌感染患者 30 例，其

中肺孢子菌 10 例、白色念珠菌 8 例、曲霉菌 7 例、根

霉菌 1 例、肺孢子菌感染合并白色念珠菌 3 例、肺孢

子菌感染合并鲍曼不动杆菌 1 例。

2.2　两组患者临床资料比较

重症肺炎合并真菌感染 30 例，未合并真菌感染

患者 118 例。两组年龄、氧合指数、氧分压、中性粒

细胞比例、急性生理与慢性健康评分比较，经 t 检

验 ，差 异 均 无 统 计 学 意 义（P >0.05）。 两 组 性 别 构

成、糖尿病、高血压、慢性呼吸道疾病比较，经 χ2 检

验，差异均无统计学意义（P >0.05）。见表 1。

表 1　两组患者临床资料比较 

组别

合并真菌感染组

未合并真菌感染组

χ2 / t 值

P 值

n

30

118

男/女/

例

16/14

60/58

0.059

0.808

年龄/（岁，

x±s）

62.94±5.81

63.07±6.02

0.106

0.915

糖尿

病/例

4

16

0.001

0.974

高血

压/例

7

27

0.003

0.958

慢性呼吸

道疾病/例

11

44

0.004

0.950

氧合指数/

（mmHg， x±s）

199.64±12.05

198.15±13.19

0.562

0.575

氧分压/（mmHg，

x±s）

62.79±7.03

62.54±6.81

0.178

0.858

中性粒细胞比

例/（%， x±s）

86.53±7.15

87.02±7.23

0.332

0.740

急性生理与慢性

健康评分  （x±s）

16.04±3.31

16.12±2.79

0.135

0.893

·· 27



中国现代医学杂志 第 34 卷 

2.3　血清GM诊断重症肺炎合并真菌感染

血清GM试验结果显示，阳性28例，阴性120例；病

原 学 培 养 ，感 染 30 例 ，非 感 染 118 例 ，Kappa 值 为

0.700，经一致性检验，两者具有一致性（χ2=39.981，

P =0.001）。见表 2。

2.4　肺泡灌洗液NGS诊断重症肺炎合并真菌感染

肺泡灌洗液 NGS 诊断结果显示，阳性 34 例，阴

性114例；病原学培养，感染30例，非感染118例，Kappa

值 为 0.841，经 一 致 性 检 验 ，两 者 具 有 一 致 性（χ2=

54.716，P =0.001）。见表 3。

2.5　血清 GM 联合肺泡灌洗液 NGS 诊断重症肺炎

合并真菌感染

血清 GM 联合肺泡灌洗液 NGS 诊断结果显示，

阳性 30 例，阴性 118 例；病原学培养，感染 30 例，非

感染 118 例，Kappa 值为 0.916，经一致性检验，两者

具有一致性（χ2=66.293，P =0.001）。见表 4。

2.6　血清 GM 联合肺泡灌洗液 NGS 诊断重症肺炎

合并真菌感染的价值

ROC 曲 线 结 果 分 析 显 示 ，血 清 GM、肺 泡 灌 洗

液 NGS 单 独 及 联 合 诊 断 重 症 肺 炎 合 并 真 菌 感 染

的 敏 感 性 分 别 为 73.3%（95% CI：0.538，0.870）、

93.3%（95% CI：0.765，0.988）、93.3%（95% CI：0.765，

0.988），特 异 性 分 别 为 94.9%（95% CI：0.888，

0.979）、94.9%（95% CI：0.889，0.979）、98.3%（95% CI：

0.934，0.997），曲线下面积（area under curve, AUC）分

别为 0.841、0.941 和 0.958。见表 5。

3 讨论

近年来，抗菌药物在临床滥用现象增多，以及

糖皮质激素应用增加，导致住院患者真菌感染率明

显升高，尤其是重症肺炎患者，真菌感染可导致临

床症状加重，甚至危及生命[10-11]。抗生素的延迟使

用是引起病原菌感染患者死亡的危险因素[12]。因此

临床上针对重症肺炎疑似合并真菌感染的患者，在

寻找病原学证据的同时，经验性抗感染治疗仍为现

阶段治疗中的应急方案，但易增加药物耐药性，不

利于抗生素的合理应用。目前，侵袭性肺曲霉是肺

部真菌感染中检出率偏高的一类病原菌，可导致肺

泡 壁 的 破 裂 及 组 织 坏 死 ，并 形 成 炎 症 灶 及 坏 死 区

域，严重损伤患者肺功能[13-14]。此外，近些年研究报

道，肺念珠菌、肺隐球菌等病原菌在肺部真菌感染

中检出率不断升高，同样是威胁肺部真菌感染患者

预后的高危病原菌[15-16]。目前，病原菌培养作为临

床诊断真菌感染的金标准，诊断效能良好，然而因

病原菌培养耗时较长，患者无法及时实施早期干预

治疗，导致病情进展，增加后期治疗难度，不利于患

表2　血清诊断重症肺炎合并真菌感染的结果 例

血清 GM 试验

阳性

阴性

合计

病原学培养

感染

22

8

30

非感染

6

112

118

合计

28

120

148

表3　泡灌洗液NGS诊断重症肺炎合并真菌感染的结果 例

肺泡灌洗液 NGS

阳性

阴性

合计

病原学培养

感染

28

2

30

非感染

6

112

118

合计

34

114

148

表4　血清GM联合肺泡灌洗液NGS诊断重症肺炎

合并真菌感染的结果 例

联合诊断

阳性

阴性

合计

病原学培养

感染

28

2

30

非感染

2

116

118

合计

30

118

148

表5　血清GM联合肺泡灌洗液NGS诊断重症肺炎合并真菌感染的效能分析 

指标

血清 GM

肺泡灌洗液 NGS

联合

敏感性/

%

73.3

93.3

93.3

95% CI

下限

0.538

0.765

0.765

上限

0.870

0.988

0.988

特异性/

%

94.9

94.9

98.3

95% CI

下限

0.888

0.889

0.934

上限

0.979

0.979

0.997

AUC

0.841

0.941

0.958

95% CI

下限

0.744

0.885

0.904

上限

0.939

0.998

0.999
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者预后[17-18]。目前，G 试验和 GM 试验是诊断肺炎患

者合并真菌感染的常用方法，其中 G 试验在识别免

疫球蛋白 G 抗体中具有较高的特异性，但感染初期

可能无法检测到特异性的免疫球蛋白 G 抗体，往往

需要进行免疫球蛋白 M 试验或核酸检测等补充测

试，同时 G 检验无法区分活动感染和既往感染，只能

检测是否存在特定病原体的免疫球蛋白 G 抗体，临

床实践中局限性明显。GM 试验是筛查侵袭性曲霉

菌感染的方法，在侵袭性曲霉菌感染中的辅助诊断

价值良好，但血清 GM 试验存在一定的局限性。有

研究发现，血清 GM 试验可能受时间窗口效应的影

响，在病原菌感染早期，部分患者的抗原水平上升

幅度并不显著，局限性明显[19-20]。因此，寻求更具特

异性、敏感性及高效、快捷的辅助诊断方法，提高重

症肺炎合并真菌感染的诊断价值，成为近几年临床

医学者不断探索的关键。

近年来，NGS 技术不断发展，已逐步从实验室

研究应用于临床，早期实践阶段在肿瘤基因检测、

遗传性疾病筛查等领域发挥作用，近年来已拓展至

感染性疾病病原学诊断及监测，并展现了巨大的临

床实用价值及应用前景。NGS 是通过对宏基因组的

样本开展大规模测序，以获得基因组核酸序列，进

而借助生物信息工具进行定量分析，获得详细的病

原基因信息，与基因库基因型对比，从而获得该病

原微生物的分型、耐药性及毒力等信息[21]。YANG

等[22]研究表明，宏基因组学用于重症肺炎合并诊断

真菌感染的诊断中，与阳性微生物培养物及从培养

物阴性样本中测序获得的临床可操作信息一致，有

潜力成为指导重症肺癌抗菌决策的重要医疗技术。

此外，肺泡灌洗液 NGS 技术具有高效、病原体覆盖

广等优点，弥补了传统微生物检测的耗时问题，可

尽早地由经验治疗转为目标治疗，减轻患者痛苦，

缩短治疗时间，降低细菌耐药率，节约医疗资源，为

临床疾病诊治提供新的可靠依据。本研究结果显

示，30 例重症肺炎中合并真菌感染中肺孢子菌、白

色念珠菌及曲霉菌的检出率最高，表明重症肺炎中

合并真菌感染患者的真菌感染种类仍以肺孢子菌、

白色念珠菌及曲霉菌为主，与张安兵等[23]报道结果

一致。本研究结果显示，血清 GM 诊断重症肺炎合

并真菌感染的敏感性、特异性、AUC 及 Kappa 值分别

为 73.3%、94.9%、0.841 及 0.700，提示血清 GM 诊断重

症肺炎合并真菌感染的效能良好。与毛伍兵等[24]研

究结果相近。但仍有 8 例合并真菌感染的患者未检

出，血清 GM 试验鉴别真菌感染的效能取决于真菌

细胞壁中的抗体成分 GM，当重症肺炎患者合并真

菌感染时，活体或死亡的真菌细胞可分解释放 GM

至体液中，从而显示抗体阳性，但其含量及释放同

样取决于菌种的种类，分析是导致血清 GM 试验误

诊、漏诊的原因。此外，SADAQAT 等[25]研究报道，部

分细菌基因对半乳甘露聚糖及羧基同样表现出生

物活性，可能会通过释放与血清 GM 结构或抗原性

相似的活性物质或代谢产物，导致免疫系统对其产

生交叉反应，导致血清 GM 试验显示为假阳性，增加

误诊、漏诊率。本研究结果显示，肺泡灌洗液 NGS

诊断重症肺炎合并真菌感染的敏感性、特异性、AUC

及 Kappa 值分别为 93.3%、94.9%、0.941 及 0.841，提示

肺泡灌洗液 NGS 诊断重症肺炎合并真菌感染的效

能良好。但其中 2 例 NGS 诊断阴性患者经病原学培

养后检出霉菌菌丝，提示肺泡灌洗液 NGS 诊断重症

肺炎合并真菌感染同样存在误诊、漏诊风险。肺泡

灌洗液 NGS 诊断通过 DNA 纯化后与数据库对比分

析得出真菌感染种类，而对于低丰度感染的真菌，

DNA 或 RNA 可能被掩盖，在早期感染、局部感染或

低病原体负荷的情况下导致 NGS 无法准确检测到

真菌感染。

本研究样本量有限，而重症肺炎合并真菌感染

的种类丰富。何德华等[26]研究认为，NGS 对于罕见

菌、不典型菌的检出率低。因此，后续研究仍需完

善多中心、大样本研究，明确血清 GM、NGS 诊断重

症肺炎合并真菌感染的缺陷，不断完善临床诊断方

案，改善患者预后。

综上所述，血清 GM 联合肺泡灌洗液 NGS 诊断

重症肺炎合并真菌感染，在肺孢子菌、白色念珠菌

及曲霉菌等常见菌种中的诊断效能良好。
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