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摘要 ： 目的　分析靶向病原高通量测序（tNGS）对肺炎患者痰液/肺泡灌洗液标本病原体检测的影响及

其指导抗生素治疗的价值。方法　选取 2022 年 3 月—2024 年 3 月石家庄市第二医院收治的 125 例肺炎患者为

研究对象，采集痰液/肺泡灌洗液标本进行病原体培养检测和 tNGS 检测。比较 2 种方法的检测时间、检测结

果。分析病原体培养检测与 tNGS 检测结果的一致性。比较不同性别、不同年龄段、不同病情程度、有无肺部

基础疾病患者的 tNGS 检测结果。结果　tNGS 检测的检测时间短于病原体培养检测（P < 0.05）。病原体阳性

构成比高于病原体培养检测（P < 0.05）。病原体培养检测与 tNGS 检测的一致性 Kappa 指数为 0.510（P < 

0.05）。不同性别、不同年龄段、不同病情程度、有无肺部基础疾病患者的tNGS检测的阳性率比较，差异均无统

计学意义（P > 0.05）。结论　相较于病原体培养检测，tNGS检测肺炎患者痰液/肺泡灌洗液标本病原体阳性率

高，能缩短检测时间，为临床抗生素治疗提供参考方向，帮助临床医师制订干预措施，有助于患者病情恢复。
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Abstract:  Objective To analyze the impact of targeted next-generation sequencing (tNGS) on pathogen 

detection in sputum/bronchoalveolar lavage fluid (BALF) samples from pneumonia patients and its value in guiding 

antibiotic therapy.  Methods This study included 125 pneumonia patients admitted between March 2022 and March 

2024. Sputum/BALF samples were processed for microbiological culture and tNGS analysis. Turnaround time and 

detection rates were compared. Cohen's Kappa coefficient assessed agreement between methods, and subgroup 

analyses (gender, age, disease severity, underlying pulmonary diseases) were performed.  Results tNGS had a 
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shorter turnaround time (P < 0.05) and higher pathogen detection rate (P < 0.05) versus microbiological culture. 

Moderate agreement was observed (Kappa = 0.510, P < 0.05). No subgroup differences in tNGS positivity were 

found (P > 0.05).  Conclusion tNGS improves pathogen detection efficiency in pneumonia, enabling timely 

antibiotic optimization and enhanced clinical management.

Keywords:  pneumonia; targeted next-generation sequencing; pathology culture testing; alveolar lavage fluid; 

sputum; antibiotic

肺 炎 主 要 是 由 细 菌 、病 毒 等 病 原 体 所 致 的 肺

部 感 染 ，是 一 种 常 见 的 呼 吸 系 统 疾 病 。 多 数 患 者

积 极 治 疗 后 病 情 转 归 良 好 ，但 部 分 患 者 病 情 呈 进

行性进展，发展为重症肺炎，增加患者病死风险[1]。

抗 感 染 治 疗 是 肺 炎 治 疗 的 有 效 手 段 ，但 近 年 来 随

着抗生素滥用、多重耐药菌出现等因素的影响，导

致患者抗菌药物选择难度增大[2]。可见早期识别、

诊断肺炎病原体类型，对提高疗效、改善预后具有

积 极 作 用 。 针 对 呼 吸 系 统 感 染 病 原 体 检 测 ，主 要

依 靠 病 原 学 培 养 、聚 合 酶 链 反 应（polymerase chain 

reaction, PCR）检测等，但传统培养检测时间长、检

出率低，PCR 检测需明确已知病原体基因序列，但

不 能 进 行 高 通 量 测 序[3]。 靶 向 病 原 高 通 量 测 序

（targeted next-generation sequencing, tNGS）是 可 鉴 定

病原体和区分病原体耐药基因的一种新型高通量

测 序 方 法 ，利 用 多 重 PCR 与 高 通 量 测 序 技 术 相 结

合，相较于宏基因组检测方法，tNGS 可缩短检测时

间，降低检测成本，同时还能提升数据处理结果的

稳 定 性 和 可 重 复 性 ，对 呼 吸 道 疾 病 病 原 体 的 诊 断

具 有 重 要 作 用[4-5]。 本 研 究 探 讨 tNGS 对 肺 炎 患 者

肺泡灌洗液/痰液标本病原体检测的影响，通过不

同角度分析 tNGS 检测阳性结果，为指导抗生素治

疗提供依据。

1 资料与方法

1.1　研究对象

采 用 前 瞻 性 横 断 面 进 行 观 察 。 选 取 2022 年

3 月—2024 年 3 月石家庄市第二医院收治的 125 例

肺炎患者为研究对象，其中，男性 71 例，女性 54 例；

年 龄 18～75 岁 ，平 均（53.42±14.58）岁 ；体 质 量 指

数 18.5～27.4 kg/m2，平 均（22.89±2.12）kg/m2；吸 烟

史 35 例，饮酒史 42 例；合并症：高脂血症 21 例，高

血 压 25 例 ，糖 尿 病 34 例 ；病 情 程 度[6]：轻 度 80 例 ，

重度 45 例；机械通气 27 例；合并肺部基础疾病：哮

喘 8 例，慢性阻塞性肺疾病 15 例，支气管扩张 7 例，

支气管炎 2 例 ，肺结核 1 例。纳入标准 ：①肺炎符

合《成人社区获得性肺炎基层合理用药指南》[6] 的

诊 断 标 准 ；② 所 有 患 者 对 本 研 究 知 情 同 意 。 排 除

标准 ：①入组 72 h 内死亡 ；②合并恶性肿瘤 ；③新

型 冠 状 病 毒 感 染 ；④ 出 血 性 休 克 、心 源 性 休 克 ；

⑤ 妊 娠 或 哺 乳 期 女 性 ；⑥ 近 3 个 月 内 接 受 免 疫 抑

制、激素、抗生素等药物治疗 ；⑦合并免疫系统疾

病、血液系统疾病、器质性心脏病、肝肾功能不全；

⑧近 6 个月内存在手术外伤史。

1.2　方法　

1.2.1 　 标本收集 　痰 液 标 本 ：取 痰 液 前 先 行 口 腔

护理，用清水漱口 3 次，之后用力咳出呼吸道深部

痰液，置于痰盒内（至少 1 mL）；机械通气患者采用

一 次 性 痰 液 收 集 器 吸 痰 ；咳 痰 困 难 者 可 接 受 生 理

雾 化 吸 入 后 再 尝 试 咳 痰 ，采 集 标 本 后 立 即 送 检 。

肺 泡 灌 洗 液 ：患 者 取 仰 卧 位 ，经 纤 维 支 气 管 镜 检

测，确定病变位置后行支气管肺泡灌洗，收集灌洗

液细胞。用电子支气管镜插入灌洗支气管镜顶端

嵌 顿 在 目 标 支 气 管 段 开 口 后 ，经 操 作 孔 道 快 速 注

入室温灭菌生理盐水，总量 60～120 mL，分次注入

（每次 20～40 mL），注入生理盐水后，立即用合适

的 负 压 吸 引 获 取 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液 ，总 回 收 率 ≥ 

30% 为宜。

1.2.2 　 病原体培养检测 　肺泡灌洗液/痰液标本接

种在血平板和篮培养基上，在 37 ℃、5% 二氧化碳

恒温培养箱中培养 24～48 h，分离出阳性菌株，用

全自动微生物分析仪（美国 BD 公司）鉴定菌种，严

格按照《全国临床检验操作规程》[7]中的步骤操作。

1.2.3 　 tNGS 检测 　取肺泡灌洗液/痰液标本用移

液枪转移至 2 mL 离心管内，用磁珠法提取总核酸

（DNA+RNA），取 DNA+RNA 产物加入 Qubit 染料，使

用 Qubit 荧 光 计（美 国 赛 默 飞 世 尔 科 技 公 司）测 定

核 酸 浓 度 ，将 核 酸 产 物 直 接 用 于 构 建 下 游 PCR 文

库。将 RNA 逆转录合成 cDNA，对目标序列靶向扩

增富集，形成短片段核酸。产物纯化后加接头，开

·· 8



第 11 期 许圣慧， 等： tNGS 对肺炎患者痰液/肺泡灌洗液标本病原体检测的影响及指导抗生素治疗的价值

始第 2 轮 PCR 扩增构建文库，将剩余文库用 1% 琼

脂凝胶电泳 ，正常文库片段为 250～350 bp。文库

洗脱后加 Qubit 染料，充分混匀后避光孵育 2 min，

使用 Qubit 染料计准确定量文库浓度，浓度 <1 ng/μL

视为建库失败。从-20 ℃冰箱中取测序试剂盒对

文库进行稀释变性，使用 NextSeq 550Dx 测序仪（美

国 Illumina 公 司）进 行 测 序 。 然 后 识 别 原 始 数 据 ，

确定序列样本来源 ，去掉接头、后续序列 ，筛出短

序列核酸片段，仅保留双端长度 >60 bp，过滤低质

量 序 列 。 经 用 bowtie 2 软 件 过 滤 获 取 高 质 量 序 列

与 病 原 体 基 因 组 数 据 库 进 行 对 比 ，鉴 定 病 原 体 。

所 用 试 剂 、试 剂 盒 等 均 购 自 上 海 冰 缘 生 物 科 技 有

限公司。

1.3　观察指标

①病原体培养检测与 tNGS 检测的检测时间、

病原体阳性构成比。②病原体培养检测与 tNGS 检

测的一致性。③不同性别、不同年龄段、不同病情

程 度 、有 无 肺 部 基 础 疾 病 患 者 的 tNGS 检 测 阳 性

结果。

1.4　统计学方法

数据分析采用 SPSS 28.0 统计软件。计量资料

以 均 数 ± 标 准 差（x±s）表 示 ，比 较 用 t 检 验 ；计 数

资料以构成比或率（%）表示，比较用 χ2 检验；采用

Kappa 值检验病原体培养检测与 tNGS 检测的一致

性 ，Kappa 值 <0.40 为 一 致 性 差 ，0.41～0.60 为 中 等

一致性，0.61～0.80 为高度一致性，0.81～1.00 为几

乎一致。P <0.05 为差异有统计意义。

2 结果

2.1　病原体培养检测与 tNGS 检测的检测时间、检

测结果比较

本研究共纳入的 125 例肺炎患者中，肺泡灌洗

液/痰液标本的病原体培养检出病原体阳性 65 例，

检出率为 52%（65/125），tNGS 检测检出病原体阳性

95 例，检出率为 76%（95/125）。tNGS 检测与病原体

培养检测的检测结果比较，经 χ2 检验，差异有统计

学意义（χ2 =15.625，P =0.000）；tNGS 检测的病原体

阳 性 构 成 比 高 于 病 原 体 培 养 检 测 的 阳 性 构 成 比 。

tNGS 检测与病原体培养检测的检测时间比较，经 t 

检 验 ，差 异 有 统 计 学 意 义（t =57.145，P =0.000）；

tNGS 检测的检测时间短于病原体培养检测的检测

时间。见表 1。

2.2　病原体培养检测与tNGS检测结果的一致性

肺炎患者肺泡灌洗液/痰液标本的病原体培养

检 测 与 tNGS 检 测 结 果 的 一 致 性 Kappa 值 为 0.510

（χ2 =40.066，P <0.05）（见表 2）。2 种方法病原学检

测结果的一致性为中度。

2.3　不同性别肺炎患者的tNGS检测结果比较

男性肺炎患者与女性肺炎患者的 tNGS 检测结

果比较，经 χ2 检验，差异无统计学意义（χ2 =0.000，

P =0.987）。见表 3。

2.4　不同年龄段肺炎患者tNGS检测结果比较

不同年龄段肺炎患者的 tNGS 检测结果比较，经 χ2

检 验 ，差 异 无 统 计 学 意 义（χ2 =1.333，P =0.514）。

见表 4。

表1　tNGS检测与病原体培养检测的检测时间和检测结果比较　

组别

tNGS 检测

病原体培养检测

n

95

65

检测时间/（h， x±s）

18.79±5.32

81.36±10.75

病原体培养   例（%）

革兰阴性菌

55（57.89）

39（60.00）

革兰阳性菌

30（31.58）

22（33.85）

真菌

5（5.26）

4（6.15）

病毒

3（3.16）

0（0.00）

其他

2（2.11）

0（0.00）

表2　病原体培养检测与tNGS检测结果的一致性  例

检测方法

病原体培养检测

合计

阳性

阴性

tNGS 检测

阳性

65

30

95

阴性

0

30

30

合计

65

60

125

表 3　不同性别肺炎患者的tNGS检测结果　例（%）

组别

男性

女性

n

71

54

革兰阴性菌

31（43.66）

24（44.44）

革兰阳性菌

17（23.94）

13（24.07）

真菌

3（4.23）

2（3.70）

病毒

2（2.82）

1（1.85）

其他

1（1.41）

1（1.85）

合计

54（76.06）

41（75.93）
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2.5　不同病情严重程度肺炎患者的 tNGS 检测结

果比较

重度肺炎患者与轻度肺炎患者的 tNGS 检测结

果比较，经 χ2 检验，差异无统计学意义（χ2 =0.008，

P =0.930）。见表 5。

2.6　有无肺部基础疾病患者tNGS检测结果比较

有 肺 部 基 础 疾 病 与 无 肺 部 基 础 疾 病 患 者 的

tNGS 检测结果比较，经 χ2 检验，差异无统计学意义

（χ2 =0.001，P =0.970）。见表 6。

3 讨论

肺 炎 是 常 见 的 呼 吸 系 统 疾 病 ，主 要 是 一 些 病

原体侵犯肺实质，在肺实质中过度生长，超过了宿

主 本 身 的 防 御 能 力 ，引 起 局 部 肺 组 织 和 气 道 组 织

损伤，从而影响患者气体交换，重症肺炎患者还可

能伴有意识障碍、呼吸衰竭等，严重者危及生命[8]。

抗 菌 药 物 是 治 疗 肺 炎 的 关 键 ，由 于 患 者 发 病 时 病

原体不明确，临床通常采用广谱抗菌药物治疗，部

分 患 者 未 获 得 有 效 临 床 控 制 可 能 与 抗 菌 药 物 滥

用、耐药菌株增加有关 ，导致病原体呈现复杂化、

多样化，致病菌鉴定不准确，进一步增加疾病治疗

难 度[9-10]。 因 此 ，早 期 识 别 肺 炎 病 原 体 类 型 ，是 提

高临床疗效的关键。

当 前 病 原 体 鉴 别 方 法 有 多 种 ，其 中 标 本 培 养

是诊断病原体的金标准，但需要提供适宜条件，耗

时长、操作过程繁琐，易受多种因素（如温度、湿度

等）影响，导致检出率较低[11]。PCR 法需要预测可

能病原体，不能完成高通量测序[12]；基因芯片技术

只能对已知病原体筛查，不能检测新的病原体，而

血清学方法因当前抗原、抗体数量限制，不能满足

多样化病原体检测[13]。传统病原体检测局限性影

响 疾 病 的 快 速 检 测 和 鉴 定 ，延 误 疾 病 的 最 佳 治 疗

时 间 ，而 临 床 对 感 染 类 疾 病 诊 断 的 准 确 性 和 时 效

性 有 较 高 的 要 求[14]。 随 着 生 物 学 研 究 技 术 的 发

展，病原体检测由宏观领域发展至微观领域，检测

方法从最初的组织学形态深入到分子、基因水平，

高通量测序技术在病原体检测中显现出独特的优

势[15]。本研究结果显示，125 例肺炎患者肺泡灌洗

液/痰 液 标 本 中 病 原 体 培 养 检 测 的 阳 性 率 为

52.00%，tNGS 检测的阳性率为 76.00%，且 tNGS 检测

的 检 测 时 间 明 显 短 于 病 原 体 培 养 检 测 ，这 与 陈 华

等[16] 研 究 的 观 点 相 符 ，提 示 tNGS 在 肺 炎 肺 泡 灌 洗

液/痰液标本病原体检测方面具有一定优势。tNGS

是 近 年 来 新 发 现 的 一 项 测 序 技 术 ，利 用 PCR 扩 增

预 测 病 原 体 靶 基 因 ，将 多 重 病 原 体 靶 向 PCR 扩 增

与 高 通 量 测 序 结 合 ，在 24 h 内 快 速 鉴 定 出 病 原 体

表 4　不同年龄段肺炎患者的tNGS检测结果　例（%）

组别

18～35 岁

36～59 岁

≥ 60 岁

n

32

40

53

革兰阴性菌

14（43.75）

17（42.50）

24（45.28）

革兰阳性菌

8（25.00）

9（22.50）

13（24.53）

真菌

1（3.13）

1（2.50）

3（5.66）

病毒

0（0.00）

1（2.50）

2（3.77）

其他

0（0.00）

1（2.50）

1（1.89）

合计

23（71.88）

29（72.50）

43（81.13）

表 5　不同病情严重程度肺炎患者的tNGS检测结果比较　例（%）

组别

轻度肺炎

重度肺炎

n

80

45

革兰阴性菌

35（43.75）

20（44.44）

革兰阳性菌

19（23.75）

11（24.44）

真菌

3（3.75）

2（4.44）

病毒

2（2.50）

1（2.22）

其他

2（2.50）

0（0.00）

合计

61（76.25）

34（75.56）

表 6　有无肺部基础疾病肺炎患者的tNGS检测结果比较　例（%）

组别

无肺部基础疾病

有肺部基础疾病

n

92

33

革兰阴性菌

40（43.48）

15（45.45）

革兰阳性菌

22（23.91）

8（24.24）

真菌

4（4.35）

1（3.03）

病毒

2（2.17）

1（3.03）

其他

2（2.17）

0（0.00）

合计

70（76.09）

25（75.76）
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和 毒 力 基 因[17]。 相 较 于 宏 基 因 组 测 序 ，tNGS 可 以

在 检 测 中 兼 顾 DNA、RNA，分 析 难 度 、整 体 成 本 较

低 ，对数据结果处理更加稳定、可重复性高 ，实现

快 速 精 准 诊 断 ，解 决 感 染 性 疾 病 95% 以 上 的 临 床

需求[18]。本研究结果显示，与传统方法相比，tNGS

对 病 原 体 检 测 显 现 出 独 特 的 优 势 ，传 统 病 原 学 检

测容易受多种因素（反应温度、反应时间、操作者

技 术 水 平 等）的 影 响 ，影 响 检 测 结 果[19]。 HONG

等[12] 研究报道，在全节肢动脉穿刺、全膝关节穿刺

检测中，tNGS 致病菌检出率为 72.60%，传统培养法

检 出 率 为 52.90%，与 本 研 究 致 病 菌 检 出 率 相 似 。

张 彩 霞 等[20] 研 究 报 道 ，tNGS 检 测 病 原 体 阳 性 率 为

85.00%，常规方法检查出阳性率为 51.30%，本研究

tNGS 致病菌检出率低于该研究。分析原因 ：样本

来源不同、研究对象基础疾病、个体免疫状态存在

不同，实验室检测环境等存在差异。

本研究通过分析病原体培养检测与 tNGS 检测

一致性显示，肺炎患者肺泡灌洗液/痰液标本的病

原 体 培 养 检 测 与 tNGS 检 测 的 一 致 性 Kappa 值 为

0.510，表明 2 种方法检测结果一致性为中等，说明

tNGS 能检测出更多病原体。可能是因为 tNGS 利用

PCR 技 术 和 高 通 量 测 序 技 术 ，从 微 观 角 度 上 可 识

别 更 多 的 DNA、RNA，从 而 检 测 出 多 种 病 原 体 ，具

有覆盖广、敏感性高等优势[21-22]。本研究还从多种

角 度 对 tNGS 检 测 结 果 分 析 发 现 ，不 同 性 别 、年 龄

段、病情严重程度、有无肺部基础疾病肺炎患者的

tNGS 检测阳性率比较无差异，上述说明 tNGS 检测

结 果 不 受 这 些 因 素 的 影 响 。 既 往 研 究 显 示 ，tNGS

一般不受基因组、背景病原体影响，检测样本仅为

预 先 设 定 致 病 病 原 体 ，PCR 产 物 无 人 源 和 背 景 病

原体基因片段，故不会受到干扰，能直接对毒力基

因扩增，满足针对病原体特定基因的监测要求[23]。

tNGS 一次性能检测多种样本 ，可为患者抗生素药

物 选 择 提 供 全 面 的 耐 药 谱 信 息[24]，有 助 于 患 者 选

择 适 合 的 抗 生 素 药 物 ，避 免 经 验 性 使 用 广 谱 抗 生

素 或 长 期 使 用 多 种 抗 生 素 药 物 治 疗 ，从 而 减 少 耐

药菌株出现。同时还可结合抗菌药物的抗菌谱和

药代动力学等，不断优化患者治疗方案，从而提高

治疗措施的准确性，有助于患者病情恢复。

综上所述，相较于病原体培养检测，tNGS 检测

肺 炎 患 者 肺 泡 灌 洗 液/痰 液 标 本 病 原 体 阳 性 率 较

高 ，还 能 缩 短 检 测 时 间 ，满 足 疾 病 快 速 诊 断 的 需

求，为选择抗生素药物治疗提供参考，帮助临床医

师制订干预措施。
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