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宏基因组二代测序技术在肾移植术后肺部感染中的应用价值

黄晨1,叶雨2,罗海凤1,聂峰1,孙煦勇2,秦科2,董建辉2,李壮江1,王洪良1
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2.广西医科大学第二附属医院,广西 南宁 530005)

摘 要:目的 探讨宏基因组二代测序技术(mNGS)在肾移植术后肺部感染中的应用价值。方法 回顾性分析2016年

1月—2020年1月在中国人民解放军联勤保障部队第九二三医院器官移植中心因肺部感染入院治疗的肾移植受者58
例的病史资料,分为传统病原体检测组(对照组)和 mNGS组。通过比较两种不同的病原学检测方法的结果以及治疗前

后各组的临床指标进行分析。结果 mNGS组检测需要时间和阳性检出率明显高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05);mNGS组抗菌药物使用强度明显少于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);在治疗后CD4、CD4/CD8和谷丙转

氨酶值明显少于对照组,差异有统计学意义(P<0.05);治疗后 mNGS组患者的住院时间明显短于对照组(P<0.05)。
两组的住院费用、治疗后两组CD4、CD8,血糖值3项指标间的差异无统计学意义(P>0.05)。结论 与传统检测方法

相比,mNGS可明显提高病原菌检出率和缩短检测时间,在肾移植术后肺部感染的治疗中应用价值高,值得在临床上推

广应用。
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Applicationofmetagenomicnext-generationsequencing
inpulmonaryinfectionafterrenaltransplantation

HuangChen1,YeYu2,LuoHaifeng1,NieFeng1,SunXuyong2,

QinKe2,DongJianhui2,LiZhuangjiang1,WangHongliang1

(1.The923rdHospitalofJointLogisticSupportForceofthePeople’sLiberationArmy,
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  Abstract: Objective Toexploretheapplicationvalueofmetagenomicnext-generationsequencing
(mNGS)inpulmonaryinfectionafterrenaltransplantation. Methods Thisstudycarriedoutaretrospective
analysisofthemedicalhistoryof58kidneytransplantrecipientswhowerehospitalizedforpulmonaryinfection
intheOrganTransplantCenterofThe923rdHospitaloftheJointLogisticSupportForceoftheChinesePeo-
ples’LiberationArmyfromJanuary2016toJanuary2020.Theyweredividedintoaconventionalpathogende-
tectiongroup(controlgroup)andamNGSgroup.Itmovedontocompareandanalyzetheresultsoftheabove
twopathogenicdetectionmethodsandtheclinicalindicatorsofeachgroupbeforeandaftertreatment. Results
 ThemNGSgroupneededshorterdetectiontimeandhadhigherpositivedetectionratethanthecontrol
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group,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(P <0.05).ThemNGSgroupusedlessantibiotics
thanthecontrolgroup,andthedifferencewasstatisticallysignificant(P<0.05).Aftertreatment,thevalues
ofCD4,CD4/CD8andglutamic-pyruvictransaminaseinthemNGSgroupweresignificantlylowerthanthosein
thecontrolgroup,indicatingsignificantstatisticaldifferences(P<0.05).Aftertreatment,thelengthofhos-
pitalizationinthemNGSgroupwassignificantlyshorterthanthatinthecontrolgroup(P <0.05).There
werenosignificantdifferencesinhospitalizationexpenses,CD4level,CD8levelandbloodglucosebetweentwo
groupsaftertreatment(P>0.05). Conclusion Comparedwithconventionaldetectionmethods,mNGScan
significantlyimprovethedetectionrateofpathogenicbacteriaandshortenthedetectiontime.Itisofhighappli-
cationvalueinthetreatmentofpulmonaryinfectionafterkidneytransplantationandworthyofclinicalapplica-
tion.
  Keywords: kidneytransplantation;pulmonaryinfection;metagenomics

  肾移植治疗是终末期肾病的有效治疗方法之

一[1]。肾移植术受者需要长期口服免疫抑制剂,术后

免疫功能低下,部分患者还常合并糖尿病、贫血、粒细

胞减少等并发症,因而感染成为肾移植术后的主要并

发症 之 一,尤 其 是 肺 部 感 染,其 发 病 率 在 5% ~
14.96%[2-4]。往往病势凶险,迅速进展为重症肺炎,并
可能继发排斥反应、胰腺炎、多器官功能不全,继而危

及患者生命。因此治疗上需要尽快采用敏感药物控制

感染,而明确病原体则是关键一环。近年来宏基因组

二 代 测 序 技 术 (metagenomicsnextgenerationse-
quencing,mNGS)逐渐发展成为检测病原体的新手

段,此方法快速精准,阳性率高,可准确客观且快速高

效地检测多种病原微生物 [5-6],本中心运用该法对肾

移植术后肺部感染患者进行病原学检测,治疗效果显

著提高,现报告如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1月—2020年1月在

中国人民解放军联勤保障部队第九二三医院器官移植

中心因肺部感染入院治疗的肾移植受者58例进行回

顾性对照研究。(1)病例纳入标准:胸部影像学检查可

见浸润影、实变影或磨玻璃影出现或进展,并兼含下列

3项中2项以上:①发热,体温>38℃;②脓性气道分

泌物;③白细胞>10×109/L或<4×109/L,并除外肺

水肿、结核、栓塞、肿瘤、间质非感染性疾病、肺不张、嗜
酸性粒细胞浸润症及肺血管炎等[7-8]。(2)排除标准:

①临床资料欠完整致影响研究评估的准确性;② 因死

亡或转院住院不足24h的患者及病情未愈出院或转

院者;③合并自身免疫性疾病、其他免疫功能缺陷疾病

的患者;④多器官联合移植受者。(3)分组:2016年1
月—2018年5月为对照组,共31例,年龄16~57岁;
男27例,女4例;感染发生时间距手术1个月~12
年,采用传统病原检测方法。2018年6月—2020年1
月为mNGS组,共27例,年龄18~62岁,均为男性,
感染发生时间距手术27d~9年,均采用 mNGS检测

结合传统病原检测。

1.2 研究方法

1.2.1 检测方法 对照组于入院后尽早进行病原体

检测及培养,重症患者行纤维支气管镜收集肺泡灌洗

液送检,主要方法有:血清学反应、生化反应、直接涂片

显微镜、分离培养、核酸分子杂交、PCR等。mNGS组

在进行传统检测的同时,留取肺泡灌洗液及外周血送

深圳华大基因股份有限公司做宏基因二代基因检测,
灭活样本后,提取核酸并与已有基因数据库进行比较,
获得报告结果序列号,过程符合生物安全条例。

1.2.2 结果判读 根据检测结果,对照组如能发现明

确病原体,排除定植及污染的可能后,同时与临床特征

相符,综合考虑后则判定结果为阳性,并据此结果调整

抗感染方案,如不能明确病原微生物,则判定为阴性。

mNGS组则以结果中某类病原微生物序列数个数为

评价指标,检出序列号在100以上的病原体,同时与临

床特征相符,综合考虑后则判定检测结果为阳性;或如

果同时进行的任何传统试验为阳性,并且符合临床特

征,则试验结果为阳性;如果检测结果为阳性,且没有

临床相关感染或实验室细菌,则视为假阳性,如果检测

结果为阴性,并且患者在经过抗感染治疗后明确表明

感染有所改善,则定义为假阴性,需排除污染、定植等

可能。

1.2.3 观察指标 观察两组患者年龄、性别比例、移
植术后时间、免疫抑制剂方案、病原学检出率、检测结

果回报时间、住院时间、住院费用、抗生素强度、治疗前

后肝肾功能、空腹血糖、免疫抑制剂浓度、T细胞亚群

等指标。

1.3 统计学方法 采用SPSS20.0软件对数据进行

分析,计量资料呈正态分析以(췍x±s)表示,采用t检

验,明显偏态采用中位数[M(P25~P75)]表示,采用

秩和检验;计数资料采用频数(n)或者百分率(%)表
示,采用χ2 或校正χ2 检验,以P<0.05为差异有统

计学意义。
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2 结果

2.1 两组一般资料的对比 两组在年龄、性别、治疗

前CD4、CD8、D4/CD8、肌酐、ALT、血糖等基线资料

比较差异无统计学意义(P >0.05),具有可比性。

mNGS组住院时间明显短于对照组,治疗后mNGS组

CD4/CD8、ALT值明显少于对照组,两组比较差异有

统计学意义(P <0.05)。两组之间住院费用差异无

统计学意义(P >0.05)。治疗后两组CD8、血糖值、
血肌酐差异无统计学意义(P>0.05)。见表1。

表1 两组一般资料对比

项目 mNGS组(n=27) 对照组(n=31) t/χ2 P

年龄 40.30±11.94 36.10±9.01 1.523 0.133
性别(男/女) 27/0 27/4 2.002 0.157
住院时间/d 24.70±15.01 32.91±11.26 -2.372 0.021
住院费用/元 120651.56±101545.65 132527.49±62498.71 -0.544 0.589
治疗前CD4/(cells·μL-1) 317.07±269.19 344.29±219.58 -0.424 0.673
治疗前CD8/(cells·μL-1) 223.52±150.72 233.52±160.10 -0.244 0.808
治疗前CD4/CD8 1.38±0.76 1.62±0.94 -1.099 0.277
治疗后CD4/(cells·μL-1) 541.93±453.57a 841.74±558.28b -2.223 0.030
治疗后CD8/(cells·μL-1) 450.41±410.12b 434.90±294.12b 0.167 0.868
治疗后CD4/CD8 1.42±0.76 1.95±0.87a -2.456 0.017
治疗前肌酐/(μmol·L-1) 194.78±84.15 154.45±67.48 1.994 0.052
治疗后肌酐/(μmol·L-1) 188.42±62.42 153.74±81.37 1.799 0.077
治疗前ALT/(U·L-1) 17.00(11.00~23.00) 18.00(13.00~27.00) -0.656 0.512
治疗后ALT/(U·L-1) 18.00(11.00~32.00) 29.00(17.00~49.00)a -2.370 0.018
治疗前血糖/(mmol·L-1) 8.06±3.76 8.49±3.46 -0.446 0.657
治疗后血糖/(mmol·L-1) 5.06±0.97 5.58±2.16 -1.159 0.251
术后时间/月 4.00(10.00~14.00) 8.00(6.00~11.00) -0.485 0.628

 注:①表内正态分布计量资料数据以(췍x±s)表示,非正态分布计量资料数据以 M(P25~P75)表示;②组内治疗前后比较,a:P<
0.05,b:P<0.01。

2.2 两组病原菌检验需要时间及检出率结果对比 
mNGS组送检标本通过纤维支气管镜留取的肺部灌洗

液为24例,外周血3例。检测需要时间明显短于对照

组,阳性检出率明显高于对照组,两组比较差异有统计

学意义(P<0.05)。见表2。对于mNGS组的病例,
既采用宏基因二代测序法检测菌群和病毒,又采用传

统检验病原菌法,统计结果显示两种方法差异有统计

学意义(P<0.05),高通量测序法检测需要时间明显

减少,阳性检出率明显高于传统检验法。见表3。

表2 两组病原菌检验需要时间及检出率结果对比

组别 n
检测需要

时间/d

阳性检

出率/%
mNGS组 27 3.84±1.14 27(100.00)
对照组 31 8.61±5.97 9(29.03)

t/χ2 -4.363 30.871
P <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示,计数资料数据用[n
(%)]表示。

表3 mNGS组两种检测方法结果对比

检测方法 n
检测需要

时间/d

阳性检

出率/%
宏基因二代测序法 27 3.84±1.14 27(100.00)
传统检测法 27 6.85±0.53 6(22.22)

t/χ2 -11.680 -34.360
P <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示,计数资料数据用[n
(%)]表示。

2.3 mNGS组检测病原菌结果

2.3.1 mNGS组检测结果 检出的病原菌包括细菌、
病毒、真菌、放线菌,其中细菌包括:革兰阳性菌(副链

球菌、婴儿链球菌、假肺炎链球菌、口腔链球菌、人葡萄

球菌)、革兰阴性菌(浅黄奈瑟菌、长奈瑟菌、殊异韦荣

球菌、痰二氧化碳噬纤维菌、流感嗜血杆菌、埃及嗜血

杆菌、坦纳拟普雷沃菌、产黑色普雷沃菌、苍白普雷沃

菌、毗邻颗粒链菌)。病毒包括:人类疱疹病毒5型、人
类疱疹病毒4型、人类β疱疹病毒5型。真菌包括:耶
氏肺孢子虫、限制马拉色菌。放线菌包括:龋齿放线
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菌、黏液罗氏菌、奇异劳特罗普菌。该组病例按照传统

方法检测,仅检测出革兰阴性菌:肺雷克雷伯菌、芳香

黄杆菌、居泉沙雷菌,检测出真菌:曲霉菌、热带念珠

菌、热带假丝酵母菌。

2.3.2 对照组检测结果 检出革兰阳性菌(表皮葡萄

球菌1例),检测出真菌(白色念珠菌、热带念珠菌、光
滑念珠菌、近平滑念珠菌、都柏林假丝酵母菌各1例),
肺炎支原体和Q热立克次体各1例。

2.3.3 两线检测病原体结果对比 mNGS组中用宏

基因二代测序检测了单个病原体排列最多的为耶氏肺

孢子虫,而mNGS组采用传统检验病原体方法及对照

组未能检测到耶氏肺孢子虫、人类疱疹病毒、奇异劳特

罗普菌、普雷沃菌、链球菌、放线菌属,见表4。

表4 两组检测病原体结果对比

组别 n
耶氏肺

孢子虫

人类疱

疹病毒

奇异劳

特罗普菌

普雷

沃菌

链

球菌

放线

菌属

mNGS组

 宏基因二代测序法 27 14 6 2 3 4 4
 传统检测法 27 0 0 0 0 0 0
对照组 31 0 0 0 0 0 0

2.4 两组抗菌药物使用强度对比 抗菌药物使用强

度计算公式,抗菌药物消耗量(累积DDD数)=抗菌药

物消耗量(g)÷DDD值,单个患者抗菌药物使用强度

=(抗菌药物消耗量×100)÷(1×住院天数),排除了

抗病毒药物及抗结核药物的使用强度。抗菌药物

DDD值见表5。mNGS组抗菌药物使用强度明显少

于对照组,mNGS组与对照组之间比较差异有统计学

意义(P<0.05),见表6。

表5 抗菌药物DDD值

抗菌药物 DDD值/g 抗菌药物 DDD值/g
舒普深 4 卡泊芬净 0.05
左氧氟沙星 0.5 复方磺胺甲噁唑 0.6(口服)
两性霉素B 0.035 替考拉宁 0.4
泰能 2 伏立康唑 0.4
特治星 14 莫西沙星 0.4
氟康唑 0.2 米卡芬净 0.1
利奈唑胺 1.2 比阿培南 1.2
美罗培南 2 阿奇霉素 0.5
哌拉西林 14 拉氧头孢 4
替加霉素 0.1 万古霉素 2

表6 两组抗菌药物使用强度对比

组别 n 抗菌药物使用强度

mNGS组 27 348.90(263.40~657.00)
对照组 31 594.91(298.40~951.58)
Z -2.065
P 0.039

 注:表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示。

3 讨论

临床肾移植中心在肾移植围手术期会使用生物制

剂的免疫诱导治疗,使受者免疫力短期内显著下降。
另外,他克莫司等强效免疫抑制剂的广泛使用,也使得

围手术期后的受者机体免疫缺陷状况持续维持,与正

常人相比更易发生各种严重的细菌、真菌、病毒、结核

等感染,且多为复合性感染。另一方面,供者来源性感

染也不少见,文献报道发生率为0.2%~1.7%,多数

发生在移植术后1个月内[9]352。同时由于抗生素的不

合理使用,耐药病原微生物感染病例逐渐增多。在此

背景下肾移植术后感染往往起病急、进展快、病死率

高。一 旦 发 生 多 重 耐 药 细 菌 感 染,病 死 率 高 达

40.4%[9]352。因此,尽快明确感染源有效指导治疗是

治愈感染、降低受者死亡率并尽可能避免移植肾失功

能的关键。
本研究通过比较分析发现,与传统的微生物培养

检测手段不同,mNGS直接从临床标本(肺组织、支气

管肺泡灌洗液、血清、深痰等)中提取核酸并进行序列

分析。根据与现有基因文库比较的序列信息,可以快

速、客观地获得样本的结果。本研究中,mNGS组检测

报告时间明显低于对照组,最短的从送检到获取报告

仅2d;总体病原体检出率达到100%,不仅明显高于

对照组,而且检出比较罕见病原体如:灰黄色普氏菌1
例、人类β疱疹病毒5型1例和坦纳拟普雷沃菌1例

等,而常规培养方法不仅耗费时间长,且只检出有限种

类的常见微生物。在时效性比较方面,mNGS法优势

明显,为及时调整抗感染方案赢得了时间。尽早明确

病原微生物,可避免传统的“大包围”抗感染策略,降低

了抗生素使用强度,减少药物不良反应和耐药菌的产

生,同时减少住院天数;相对对照组,mNGS组在器官

功能保护上具有较大的优势,临床数据对比显示肝功

能损害明显减少,且mNGS组CD4/CD8比值更低,意
味着急性排斥反应发生的风险比对照组更低,不需要

大幅调整免疫抑制剂方案,从而保证受者的肾功能稳

定和长期生存。本研究两组资料中的移植肾功能方面

差异不大,考虑与本中心在器官功能的维护方面有丰

富的经验且尽量控制或减少具有肾功能损害副作用的

抗生素有关[10]。
在灵敏度高,阳性病原种类多的情况下,检测结果

的特异性如何是临床医生进行针对性治疗关切的问

题。在本研究中mNGS组27例同时进行了mNGS和

传统检测,其中21例传统检测阴性的病例 mNGS检

测呈阳性,充分表明了mNGS在灵敏度上具有巨大的

优势,与文献报告结果相符[11]。文献报道肾移植术后

重症肺炎受者行 mNGS检测在提高病原学检测阳性

率的同时,其结果也更容易被临床医生采信[12]。检出

序列数是指与该病原体序列相匹配的序列数目,其数
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目与标本所含病原体载量、核酸提取量等有关。检出

序列数值与标本中含有该病原体的可信度成正比,一
般而言,某病原体检测深度、离散度越高,检出其序列

数、基因组覆盖度越高,则检测到该病原体可靠性越

高[13]。文献报道[14]通过 mNGS辅助诊断非 HIV相

关耶氏肺孢子菌合并巨细胞病毒肺炎1例,该病例提

示在 免 疫 功 能 不 全 的 重 症 肺 炎 患 者 中,通 过 进 行

mNGS病原体检测可及时指导临床医生选择正确的抗

感染治疗方案,改善患者预后。本研究考虑序列数在

100以上的病原体,在解读报告时,要充分掌握以上概

念,结合临床特征综合判断,mNGS检测报告中提示某

种/某些微生物检出序列数较高、基因组覆盖度高,表
示检测到该病原微生物;在排除背景菌、污染菌和定植

菌的情况下,可以考虑该微生物是致病病原体。本研

究两组病例对照中,mNGS组根据结果判读后采取的

抗感染治疗,在抗菌药物强度低的同时,缩短了住院时

间,也证明mNGS检测结果具有较好的特异性。
本研究中,mNGS组阳性率最高的病原体为耶氏

肺孢子虫(14/27,51.85%),而传统检测手段则无论在

mNGS组还是对照组均未能检测出肺孢子菌。事实

上,肺孢子菌肺炎是一种机会性真菌感染,主要发生在

器官移植受者,包括获得性免疫缺陷综合征等免疫缺

陷患者,文献报道其在危险人群中发病率并不低[15]。
但目前国内肺孢子菌肺炎获得的病原学证据较少,以
经验性诊断为主,缺乏精准有效的治疗手段,常常导致

病情延误,有报道称肺孢子菌肺炎早期如果得不到及

时有效的治疗,其病死率可达90%~100%[16]。本研

究在病情允许下入院3d内进行肺泡灌洗液的 mNGS
检测,结果表明对耶氏肺孢子虫的检测具有较高的敏

感度,结合临床表现、影像和实验室检测等资料,进行

精准治疗,从而获得良好疗效。
综上所述,本研究发现 mNGS作为一种病原微生

物的新型检测方法,可提高病原体的检出率,从而提高

治疗效率,包括减少抗感染药物使用强度,治疗更加合

理、有针对性,减少药物不良反应,缩短住院天数。尽

管该技术在临床应用中仍有不足之处,如费用较高、无
法提供药敏结果、无法区分阳性病原体究竟是定植菌

还是病原体等。但应用 mNGS技术可为疾病的治疗

提供“快、精且准”的指向,与传统病原学诊断方法相辅

相成,为肾移植术后肺部感染的能够早期检测感染源,
指导临床用药提供了科学依据,值得在临床上推广应

用。
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