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宏基因组二代测序在恶性血液病并发感染患者中的
诊断价值

!"#

!$"

$%&

!

##

（()天津医科大学总医院呼吸内科，天津 *$$$'!；!)天津市职业病防治院综合内科，天津 *$$$((）

%& '(!!"#$%&'()*++,-.,-./0123456789:;<=>?)*+@ABC !/(0D (EF!/!/D

(!EG;HIJKLM9NOP01Q./012R8 (0/ STU0V +,-.W)X:Y2Z[\]^/_]W)`abcd

efW)gh:ijklBCm no .1..!!2/ fpqrskltuBCTvw!"#$%&' !

!

Wxy ()*"+#$ WxUz{|}k

l~�BCm ,-+0V +,-. ^/_� 332*34T���H0��+!

!

5(*2*6T,)/2/(,m �Z� +,-. W�_��:2��

+"*4,T���:������Z�����Z����Z�? +,-.���:`a�H0��+- 5!!2*3T,)/2/',? ��T+,-.

: 5/�0���+%/2!'4 .%2 %2/!4T !

!

5(/2%*T,)/2/(,T¡¢£/¤+"32/64 .%2 (//4T !

!

5%2!(T,)/2/(,m ¥u +,-. ijT

3'S+"62*/4,R8¦§¨56©ªg«¬T­=®¯_� "02*/4m ,.+0V +,-. °±ef:W)ghT²³´µ¶®¯·

¸�U./012345678:2�q;<²¹T%º»¼¨56©ªm

/01 +,-.½56½./012

23456 7'6*20 !789: *

!"#$%&'(") *#+,- &. /+0'10 1234 "% /0("-%(' 5"(6 6-10(&+&$")0+ 10+"$%0%)"-' )&1/+")0(-7 89 "%.-)("&%

89,- :;<=&><?@

(，!，AB,- C;?@

(

（()DEF<GH+E?H => 7EIF;G<H=GJ KEL;M;?E，-E?EG<N O=IF;H<N，P;<?Q;? KEL;M<N R?;SEGI;HJ，P;<?Q;? *///'!，TU;?<；!2DEF<GH+E?H => -E?EG<N

V?HEG?<N KEL;M;?E，P;<?Q;? WMMXF<H;=?<N D;IE<IE 1GESE?H;=? <?L T=?HG=N V?IH;HXHE，P;<?Q;? *///((，TU;?<）

:8'(;0)( <8=-)("*-：P= EYFN=GE HUE L;<@?=IH;M S<NXE => +EH<@E?=+;M ?EYH&@E?EG<H;=? IEZXE?M;?@（+,-.）;? F<H;E?HI [;HU UE+<H=N=@;M<N

+<N;@?<?M;EI M=+FN;M<HEL \J ;?>EMH;=?2 >-(6&7'：AG=+ C<?X<GJ !/(0 H= DEME+\EG !/!/，< H=H<N => (0/ F<H;E?HI [;HU UE+<H=N=@;M<N

+<N;@?<?M;EI [U= [EGE HGE<HEL ;? HUE DEF<GH+E?H => OE+<H=N=@J，P;<?Q;? A;GIH TE?HG<N O=IF;H<N [EGE GEHG=IFEMH;SENJ <?<NJ]EL2 PUE HJFEI =>

F<HU=@E?;M \<MHEG;< LEHEMHEL \J FN<I+< +,-.，F=I;H;SE G<HE，LEHEMH;=? H;+E <?L HUE GEIXNHI M=+F<GEL [;HU HG<L;H;=?<N LEHEMH;=? +EHU=LI

[EGE <?<NJ]EL2 .1..!!2/ IH<H;IH;M<N I=>H[<GE [<I XIEL >=G L<H< <?<NJI;I，<?L L;IMGEHE S<G;<\NEI [EGE M=+F<GEL \J ,"#$%&' !

!

HEIH =G

()/"+0$ HEIH2 ?-',+('：PUE F=I;H;SE G<HE => +,-. ;? FN<I+< [<I 332*34，[U;MU [<I I;@?;>;M<?HNJ U;@UEG HU<? HU<H ;? \N==L MXNHXGE

（!

!

5(*2*6，,)/2/(）2 ^<MHEG;< [EGE HUE F<HU=@E?I [;HU HUE U;@UEIH LEHEMH;=? G<HE ;? +,-.（"*4），<?L HUE +=IH M=++=? [EGE

.H<FUJN=M=MMXI，9M;?EH=\<MHEG，<?L B?HEG=M=MMXI) PUE H;+E GEZX;GEL >=G +,-. [<I NEII HU<? \N==L MXNHXGE（-5!!)*3，,_$)$'）) V? <LL;H;=?，

HUE IE?I;H;S;HJ => +,-. [<I U;@UEG HU<? HU<H => \N==L MXNHXGE（%$)!'4 .%1 %)$!4，!!5($)%*，,)$)$(），\XH HUE IFEM;>;M;HJ [<I N=[EG（"3)$64

.%) ($$4，!!5%)!(，,)$)$(）) 9MM=GL;?@ H= HUE +,-. GEIXNHI，<>HEG <LQXIH;?@ HUE <?H;`;?>EMH;SE HGE<H+E?H GE@;+E? ;? 3' F<H;E?HI（"62*/4），

HUE E>>EMH;SE G<HE [<I "02*42 @&%)+,'"&%：1N<I+< +,-. M=+\;?EL [;HU HG<L;H;=?<N LEHEMH;=? +EHU=LI M<? G<F;LNJ <?L E>>EMH;SENJ ;+FG=SE

HUE EH;= N=@;M<N L;<@?=I;I <\;N;HJ => F<H;E?HI [;HU UE+<H=N=@;M<N +<N;@?<?M;EI M=+FN;M<HEL \J ;?>EMH;=?，HUXI =FH;+;];?@ <?H; &;?>EMH;SE

HGE<H+E?H2

A-9 5&;7' +,-.a ;?>EMH;=?a UE+<H=N=@;M<N +<N;@?<?MJ

感染在恶性血液病患者治疗过程中较常见 b(c，

是免疫功能低下患者死亡的主要原因，合理地使用

抗菌药物能够改善患者预后b!c。恶性血液病患者由

于接受肿瘤放化疗、长期使用糖皮质激素或免疫抑

制剂导致免疫功能受到抑制，易同时感染多种病原

菌，临床往往仅表现为发热，多数患者感染部位不

明确。目前临床常用的检测方法包括病原体检测

（如血尿便、分泌物及肺泡灌洗液等标本的培养）、

炎症指标、影像学检查等，临床医师可结合这些常

用的检测方法经验性选择抗菌药物，但是这些传统

的检测方法检出阳性率低、特异性差，往往不能同

时检测出多种病原菌，特别是对于真菌、病毒以及

特殊病原体的检测，导致经验性抗感染治疗往往只

能覆盖部分致病菌甚至未能覆盖，延误诊治。且有

部分免疫功能低下患者，同时并发细菌、真菌和病

毒感染，增加了病原学诊断的难度。临床上急需一

项快速准确的诊断方法。
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!"#$ %&'(&)*+$,，-./0）是近年来快速发展的病原学

诊断方法，能够在单次实验中检测 122 万个以上碱

基对的核酸序列，序列数可以与基因组数据库比对，

从而识别病原体31456。能够快速识别病原体，78!89 :

内可获得结果386；并且可同时检测多种病原体，提供

病原菌物种、菌株、抗生素耐药性，甚至毒力等特

征。对于恶性血液病并发感染的患者而言，快速准

确地做出病原菌的诊断至关重要。因此本研究回顾

性分析了 ;./0 在恶性血液病并发感染患者中的

临床数据，提示 ;./0 检测联合传统的检测方法可

对临床医生合理应用抗菌药物提供帮助。

! !"#$%

1<1 !"#$ 收集 721= 年 1 月—7272 年 17 月

就诊于天津市第一中心医院血液科的恶性血液病

患者。纳入标准：（1）明确诊断为恶性血液病。（7）长

期服用激素或其他免疫抑制剂或多次经过肿瘤放

化疗导致免疫功能低下。（5）同时完善血培养和血

浆 -./0。（8）发热（体温"5><?#）考虑可能为感染。

排除标准：（1）病史资料不全的患者。（7）标本培养

结果考虑为污染的患者。本研究已获得天津市一中

心医院伦理委员会批准，符合伦理要求。所有受试

者均知情同意。

共纳入患者 1=2例，其中男性 157例，女性 ?9例，

中位年龄 8=（12!91）岁，常见基础疾病分别为：急性

髓系白血病 >> 例（82<?5@）、急性淋巴细胞白血病

89 例（7?<7A@）、淋巴瘤 78 例（17<A5@）、骨髓增生异

常综合征 11例（?<>=@）、多发性骨髓瘤 ?例（7<A5@）、

原发性骨髓纤维化 8 例（7<11@）、其他 71例（包括

华氏巨球蛋白血症、淀粉样变性、BC%!DE;C) 病等）。

1<7 !"%&

1<7<1 样本的收集及处理 于患者寒战时或体温

峰值前半小时，同时采集血浆 ;./0 和血培养。血

培养样本送往天津市第一中心医院微生物实验室

进行培养；;./0 样本在 7 F 内送往天津华大基因

实验室，完善 G.H 提取和文库制备，应 用

I/J0KL47222 基因测序仪完成样本中微生物核酸

片段的序列测定，与基因组数据库进行比对，用来

识别病原体。

1<7<7 -./0 阳性标准 所有 -./0 结果均在 89 :

内回报，阳性标准如下：（1）细菌或病毒：覆盖率比

任何其他微生物高 12 倍。（7）真菌：覆盖率比任何

其他真菌高 ? 倍。（5）在该处M52@的相对丰度细

菌、病毒或真菌中的属水平。（8）结核分枝杆菌：由

于 G.H 提取困难和污染可能性低，至少有一个序

列数3?6。

1<7<5 临床诊断参考标准 根据医院感染诊断标

准（试行）3A6，依据患者临床症状、体征、传统的病原

菌检测结果以及对治疗的反应做出综合诊断。抗感

染有效定义为：患者使用抗菌药物 >7 : 后体温峰值

下降 2<?$或 > N 后无发热3>6。

1<5 '()*+ 对所有纳入的 1=2 例患者的检

测结果进行分析，建立 KO*ED 表格并分类录入数据。

频数资料采用例数及百分比（保留两位百分比）；应

用 0P0077<2 统计学软件进行数据分析，通过 !"#$!

%&' !

7 检验或 ()*"+#$ 检验对离散变量进行比较

分析，对符合正态分布的计量资料以 "#$表示，采用 ,

检验，对于不符合正态分布的计量资料，应用 -.''/

012,'"3 4检验。5%2<2?为差异有统计学意义。

" &'

7<1 -./0 ,-./ -./0 检测结果显示共检测

出 A9 种病原微生物，其中细菌 8?<?=@（51QA9）、病

毒 7A<8>@（19QA9）、真菌 72<?=@（18QA9），其他为非

典型病原体 ><5?@（?QA9）。最常见的细菌、真菌、病

毒分别为葡萄球菌、热带念珠菌和细环病毒。按照

种属分布，常见细菌、真菌、病毒的分布如图 1&5。此

外根据 -./0 结果，同时检出混合病原体的患者为

5?<>=@（A9Q1=2），分别为细菌R病毒、细菌R真菌、病

毒R真菌及细菌R病毒R真菌。
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!"! #$%& !"#$%&'() '() 例患者中

#$%& 阳性率为 **+,*-（'.*/0()），血培养阳性率为

1")!-（0,/0()），#$%& 阳性率显著高于血培养

（!

!

20,+,3，!!)+)0）。其中，#$%& 检出细菌的阳性率

为 .3+1)-（1(/0()），血培养检出细菌阳性率为 (!+,)-

（0!/0,），血培养检出细菌阳性率较 #$%&高（!

!

2.+3(，

!!)+)4）；#$%& 在真菌检测中阳性率为 !.+*.-

（.*/0()），血培养阳性率为 *+*)-（0/0,），#$%& 检

出真菌的阳性率高于血培养（!

!

2,+1.，!!)+)4）；病毒

均在 #$%& 中可检测到。

!+, #$%& !"#$*+,-./0 从实验室

获取标本开始直至结果的汇报，血培养所需要时间

平均为（0)!+,0"0!+,0）5，而 #$%& 为（!(+01",+!1）5，

两者之间存在显著差异（"2!!+,*，!!)+)0）。

!+. #$%& 12&345!"#$.67&8

9 根据临床医师的最终诊断，考虑为感染的患者数

为 03! 例（14+!3-），非感染患者数为 0* 例（1+(4-），

临床尚未确定的患者数为 00 例（4+*(-）。血培养检

测到的致病菌在血 #$%& 中均被检测到。根据最终

临床诊断，#$%& 的敏感性为 1)+!4-，特异性为

.*+)3-，阳性预测值为 (,+4,-，阴性预测值 !)-。

血培养的敏感性为 1+)!-，特异性为 0))-，阳性预

测值为 0))-，阴性预测值为 0)+!.-。#$%& 敏感性

高于血培养（!

!

20)+1,，!!)+)0），特异性低于血培养

（!

!

21+!0，!!)+)0）。

!+4 #$%& !"#$:;<=>89 0, 例

#$%& 和血培养均为阳性。分析两种检测方法的结

果：0 例患者结果完全一致，为单核细胞李斯特菌。

00 例患者结果部分一致，血培养及 #$%& 培养均检

测到的病原体为：大肠埃希菌、肺炎克雷伯杆菌、人

葡萄球菌、鲍曼不动杆菌、热带念珠菌。#$%& 检测

到而血培养未检测到的病原体主要涉及赤曲霉、人

类疱疹病毒 4 型（678）、96 多瘤病毒、鬼伞属、近平

滑念珠菌、轮生镰刀菌。0 例完全不一致，血 #$%&

为热带念珠菌，血培养为纹带棒状杆菌。

!+3 #$%& :;?@ABCDEFGHI 0() 例

患者在接受经验性抗感染治疗后完善 #$%& 结果，

抗菌药物覆盖情况如图 .，部分患者抗病毒和抗真

菌为预防用药。根据 #$%& 结果，*4 例（.3+,)-）患

者调整抗菌药物使用后，评价有效率为 .(+,)-。

值得注意的是，1* 例患者未根据血浆 #$%& 的结果

调整抗感染治疗方案，考虑并非所有检出病原体均

为致病菌，30 例（,*+34-）患者因经验性抗菌药物已

经覆盖所检测出的致病菌而未调整抗感染方案，

!3例（03+)4-）患者考虑检出病原体为非致病菌（如

细环病毒等定植微生物），因而未调整抗菌药物。

! !"

恶性血液病是骨髓、造血组织和淋巴组织发生

的恶性肿瘤，如各类白血病、骨髓增生异常综合征、

骨髓增殖性肿瘤、浆细胞疾病、霍奇金和非霍奇金

淋巴瘤等。此类疾病病情进展迅速，死亡率高。早期

规范放化疗或行造血干细胞移植可延缓疾病进展，

部分患者甚至可达到完全缓解状态。但与此同时，

放化疗出现骨髓抑制导致患者免疫功能低下增加

感染风险，导致死亡率升高。因此早期对恶性血液病

并发感染的患者进行病原学诊断至关重要，可降低

此类患者死亡率。因此本文对 0() 例恶性血液病患

者进行回顾性分析，血浆 #$%& 的病原菌检出率为

**+,*-。&5:; 等<1=在国家儿童健康临床研究中心儿

童医院血液科的发热住院患者中统计发现，传统微

生物检测在 *+0.-的患者中发现致病微生物，当常规

检测阴性时，#$%&报告病原体检测率为4*+.>-。笔

者结果似乎较既往研究高，这可能有免疫功能低

下患者容易受到感染及入组患者特征不同等因素

的影响。细菌是 0(> 例患者中检出率最高的病原菌

（.(+!-），最常见的细菌、真菌、病毒分别为人葡萄

球菌、热带念珠菌和细环病毒。
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传统的血培养阳性率通常在 !"#左右$%&，免疫

缺陷患者由于多种广谱抗生素的使用，使血培养检

出率更低。本研究表明，'()* 敏感性高于血培养

（!!"+""!），但是特异性低于血培养（!,"+""-），敏感

性与既往研究报告中结果基本一致$!"&。'()* 特异

性低，可能与其血浆样本检测的是游离核酸片段，

可能是活病原生物基因组纯化，也有可能是已经死

亡病原生物脱落的核酸碎片有关，因此导致检测结

果与临床预期不符。

传统的检测方法（包括血培养）很难同时检测

出多种病原体。而恶性血液病患者常常由于化疗等

原因导致免疫功能缺陷，极易导致机会致病菌感

染。本研究中，!./ 例考虑感染的患者中，有 !0 例血

培养与 '()* 检测结果均为阳性。其中 ! 例检测到

的病原体完全一致，为单核细胞李斯特菌。!/ 例部

分一致，其余 ! 例完全不一致。两种检测方法部分

一致匹配的病原体为大肠埃希菌、肺炎克雷伯杆

菌、人葡萄球菌、鲍曼不动杆菌、热带念珠菌。部分

不一致和完全不一致的主要涉及病毒和部分真菌。

结合患者病情特点考虑为混合病原体感染。根据药

敏结果加用抗生素的同时，依 '()* 检测结果分别

加用抗病毒和抗真菌治疗，1/ 2 后患者未再发热。

!%"例患者中 '()*结果为多种病原体（细菌3病毒、

病毒4真菌、细菌4真菌4病毒）的比例为 05+1%#。与

免疫功能正常的患者相比，免疫功能低下患者中易

发现更多的混合病原体$!!&。文献表明，'()* 在诊断

病毒方面的敏感性低于 678，但它能够检出常规方

法检测不到的病毒$!/&，且对细菌和真菌的阳性率显

著高于血培养（!!"+""!）。同时 '()* 在（/%+!9"

0+/9）2 内可诊断出病原体，而普通血培养往往长达

（!"/+0!"!/+0!）2，检测速度快是 '()* 的优势之

一。对于恶性血液病并发感染患者，尤其化疗后粒

细胞缺乏感染部位不明确的人群，及早快速准确的

获得病原体类型，对于降低患者死亡率至关重要。

因此 '()* 可作为传统检测的一种有效补充手段，

结合病原体检测结果指导抗病原微生物药物的选

择，从而优化抗感染治疗。

值得注意的是，根据血浆 '()* 结果，15 例

（-.+0":）患者的经验性抗感染治疗未覆盖或未完

全覆盖病原菌，经过调整后，评价有效率为 -%+0"#。

其中 5!;!"!（5"+5"#）例根据血浆 '()* 结果调整

抗菌药物的使用，/.;5! 例患者经过调整后评价有

效率为 5"+%%#。此外，恶性血液病并发感染患者由

于免疫功能缺陷，经常使用大量抗生素，不仅易导

致耐药，甚至可能影响患者的预后$!0&。笔者根据'()*

结果对使用不恰当的抗生素降级或停止，并且未产

生不良预后。该结果与既往的研究一致$!-&。因此，在

经验性使用抗菌药物后，传统的病原学诊断方法受

限制时，'()* 可以帮助临床医生调整抗感染方案。

目前有文献表明，肺泡灌洗液、肺组织、脑脊

液、皮肤和软组织等感染部位的 '()* 可用于病原

菌的诊断，病原菌检出率可达 9"#以上$!-</"&。然而对

于恶性血液病患者，部分不能耐受或者不能接受肺

泡灌洗或者肺组织活检等有创操作，血浆标本相比

而言更易获得。恶性血液病并发感染患者临床可能

仅表现为发热，多数没有明确的感染灶，血浆 '()*

与传统的检测方法如胸部 7=、培养、678 等相结

合，可使得病因学诊断更准确。然而，尚不能确定血

浆 '()* 阳性是否可直接诊断为菌血症或明确感

染部位。

总之，本研究表明，'()* 与传统的检测方法相

比，能够及时、准确的帮助临床医师进行病原学诊

断，及时调整抗生素的使用，这对恶性血液肿瘤并

发感染的患者至关重要。

但是本研究是有一定的局限性的，如样本量较

少，患者基础疾病诊断种类较多。尽管 ()* 在感染

患者中已被广泛接受和应用，但敏感性较高，其结

果易受到污染等因素的干扰，尚无统一的标准来修

改或指导临床治疗策略，特别是对于一些疑难杂症，

限制了其在临床研究中的应用。尽管存在一些局

限性，但本研究表明，'()* 可以帮助临床医生迅速

调整抗菌药物，具有一定的临床意义。
!"#$%
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8?统计学符号：按 Ldf] RDDF?8N677S《统计学词汇及符号》的有关规定，统计学符号一律采用斜体。

6?研究设计：应告知研究设计的名称和主要方法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性还是横断面调查研究），实验设计（应告

知具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、析因设计、正交设计等），临床试验设计（应告知属于第几期临床试

验，采用了何种盲法措施等）；主要做法应围绕 C 个基本原则（重复、随机、对照、均衡）概要说明，尤其要告知如何控制重要非试

验因素的干扰和影响。

R?资料的表达与描述：用 !"# 表达近似服从正态分布的定量资料，用 !（"#）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，要合

理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值的标法符

合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 67，要注意区分百分率与百分比。

C?统计学分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选择合适的统计学分

析方法，不应盲目套用 $ 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备的条

件及分析目的，选用合适的统计学分析方法，不应盲目套用 !

6 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回归

类型，不应盲目套用简单直线回归分析；对具有重复实验数据检验回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资料，要

在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、合理的

解释和评价。

D?统计结果的解释和表达：应写明所用统计学方法的具体名称（如：成组设计资料的 $ 检验、两因素析因设计资料的方差分

析、多个均数之间两两比较的 $ 检验等），统计量的具体值（如 $gR?CD，!6gC?EF，%gE?[S 等）；在用不等式表示 & 值的情况下，一般

情况下选用 &h7?7D、&i7?7D 和 &i7?78 R 种表达方式，无须再细分为 &'7?778 或 &i7?777 8。当涉及总体参数（如总体均数、总体率

等）时，在给出显著性检验结果的同时，应再给出 SDj可信区间。
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