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·论著·

肺泡灌洗液宏基因二代测序

在儿童重症肺炎中的应用
孙芳 1  王军 2  孙钊宁 1  余宏川 1  杨婷婷 1  孙欣荣 1

【摘要】目的   分析重症肺炎患儿肺泡灌洗液宏基因组二代测序（mNGS）研究病原体及其在儿

童重症肺炎中的应用价值。方法   收集2019年5月至2022年6月于西安市儿童医院呼吸科确诊为重症肺

炎患儿的血液及呼吸道样本，将样本同时进行传统病原学和mNGS方法检测，比较两种方法的病原

检出率及与临床诊断的符合率，分析重症肺炎患儿肺泡灌洗液mNGS检出病原分布，计数资料（性

别、年龄、临床症状、影像学和临床结局，病原体检出阳性率、临床符合率和真阳性率）以构成比

或率表示，采用Pearson χ2检验进行分析。结果  共纳入79例重症肺炎患儿，其中男52例、女27例，年

龄为1月龄至14岁4月龄；其中肺泡灌洗液mNGS检出阳性率为84.8%（67/79），与临床诊断符合率为

73.4%（58/79），真阳性率为86.5%（58/67）；传统方法检测病原阳性率为40.5%（32/79），与临床

符合率为26.6%（21/79），真阳性率为65.6%（21/32）。mNGS检出阳性率、与临床诊断符合率以及

真阳性率均高于传统检测方法，差异具有统计学意义（χ2 = 33.14、P ＜ 0.001，χ2 = 34.66、P ＜ 0.001，
χ2 = 5.89、P = 0.015）。细菌为各年龄段（＜ 6个月、6个月～2岁、2～5岁和＞ 5岁）重症肺炎最常见

病原，差异具有统计学意义（χ2 = 22.05、42.71、37.79、22.77，P均＜ 0.001），其中以肺炎链球菌最

为多见，在5岁以上患儿中肺炎支原体在常见病原体中居第2位。春季和冬季是儿童重症肺炎的高发季

节，差异具有统计学意义（χ2 = 12.65、27.24，P均＜ 0.001）。结论   与常规检测方法相比，重症肺炎

患儿应用肺泡灌洗液mNGS检测病原体，可显著提高病原体检出率及临床诊断符合率。肺炎链球菌是

儿童各年龄段重症肺炎最常见病原，肺炎支原体是5岁以上儿童重症肺炎的主要病原；儿童重症肺炎

多出现在春季和冬季。
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【Abstract】Objective   To investigate the pathogen distribution of metagenomic next-generation 
sequencing (mNGS) for bronchoalveolar lavage fluid (BALF) in children with severe pneumonia and its 
application value in children with severe pneumonia. Methods   Blood samples and respiratory samples 
of children diagnosed with severe pneumonia in the respiratory department of Xi’an Children’s Hospital 
from May 2019 to June 2022 were collected, the pathogens were simultaneously tested by traditional 
microbiological assays and mNGS, and the pathogen detection rates and the coincidence rate with the clinical 
diagnosis of the two methods were compared. The pathogenic distribution of mNGS in BALF of children 
with severe pneumonia was analyzed. Enumeration data (gender, age, clinical symptoms, imaging, clinical 
outcome; positive rate of pathogen detection, clinical coincidence rate and true positive rate) were represented 
by rates or composition ratios, and were conducted by Pearson Chi-square test. Results   Total of 79 children 
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with severe pneumonia were enrolled. Among them, 52 were male and 27 were female, aged from 1 month to 
14 years and 4 months; the positive rate of pathogens detected by mNGS was 84.8% (67/79), 73.4% (58/79) 
were consistent with clinical diagnosis, the true positive rate was 86.5% (58/67). While, 32 cases (40.5%) 
were positive by traditional detection assays, 26.6% (21/79) cases were consistent with clinical diagnosis, and 
the true positive rate was 65.6% (21/32). These rates of mNGS were significantly higher than those of traditional 
detection, with significance differences (χ2 = 33.14, P < 0.001; χ2 = 34.66, P < 0.001; χ2 = 5.89, P = 0.015). 
Bacteria were the most common pathogens of severe pneumonia in all age groups (< 6 months, 6 months 
to 2 years, 2 to 5 years and > 5 years), with significance differences (χ2 = 22.05, 42.71, 37.79, 22.77; all P < 
0.001). Streptococcus pneumoniae (SP) was the most common pathogen, and mycoplasma pneumoniae (MP) 
was the second common pathogen in the patients over 5 years old. Spring and winter were the peak seasons for 
severe pneumonia in children, with significance differences (χ2 = 12.65, 27.24; both P < 0.001). Conclusions   
Compared with traditional detection assays, mNGS detection of pathogenic microorganisms in BALF in 
children with severe pneumonia can significantly improve the pathogen detection rate and clinical judgment 
coincidence rate. SP was the most common pathogen of severe pneumonia in children of all ages, and MP was 
the main pathogen of severe pneumonia in children over 5 years old. Severe pneumonia in children was more 
common in spring and winter.
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肺炎是婴幼儿时期发病率较高的疾病，全

球统计数据显示，每年患重症肺炎的儿童高达             
1.56亿，其中来自发展中国家约占96.8%，而在我

国，每年约有2 100万儿童患肺炎，其中重症肺炎占

15%[1]，也是造成患儿死亡的主要病因之一[2]。据世

界卫生组织统计，2019年全球约有74万例5岁以下

儿童死于下呼吸道感染[3-4]，而病毒、细菌、非典

型病原以及真菌均为引起儿童重症肺炎的主要病原

体[5-6]，由于不同年龄患儿感染的病原不同，其临

床症状和结局也有所不同，因此，病原微生物的检

测在临床经验性治疗向精准治疗过程中具有重要意

义[7-8]。

近年来，病原微生物宏基因组二代测序

（metagenomic next-generation sequencing，mNGS）
技术逐渐快速应用于临床[9-10]。由于该检测方法是一

种无需培养、无偏倚，并能从临床样本中快速检测

出细菌、真菌、病毒、寄生虫以及非典型病原等各

种类型病原的一种检测技术，具有较高的敏感性和

准确性，尤其适用于严重感染和（或）合并免疫功

能受损者、新发病原及特殊病原感染，临床怀疑感

染但多种传统检测方法仍不能明确病原，以及经验

治疗病情不能缓解的重症感染等[11]，目前已成为上

述情况下病原学检测的重要辅助手段之一[12-13]。本

研究针对儿童重症肺炎肺泡灌洗液mNGS结果进行

分析，旨在探讨mGNS在儿童重症肺炎中的临床应

用价值，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象和诊断标准

1. 研究对象：2019年5月至2022年6月西安市

儿童医院呼吸科确诊为重症肺炎并进行常规检测和

肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）
病原微生物mNGS检测的住院患儿。研究符合《世

界医学协会赫尔辛基宣言》的相关规定，获得本院

伦理委员会审核批准（审批号：0230057）。 
纳入标准：①年龄为1月龄至14岁的住院患

儿；②确诊为重症肺炎；③完善电子支气管镜术

前检查，无禁忌症者；④均签署住院患儿临床诊治

知情同意书并完成常规和BALF病原学检测。排除

标准：①病情严重无法实施支气管镜检查或家属不

同意检查者；②合并先天性气道或心血管发育畸形

以及支气管肺发育不良；③免疫功能缺陷性疾病患

儿；④合并其他重要脏器功能严重受损者。

儿童重症肺炎诊断标准：符合中华医学会儿

科分会呼吸学组制定的《儿童社区获得性肺炎管

理指南》中重症肺炎表现[14]：①婴儿：呼吸频率

（respiratory rate，RR）≥ 70次/min（除外发热、

哭吵等因素影响），鼻扇，胸壁吸气性凹陷，紫

绀，呼吸呻吟，间歇性呼吸暂停，拒食；腋温≥ 

38.5 ℃；②年长儿（＞ 1岁）：RR ≥ 50次/min
（除外发热、哭吵等因素影响），有脱水征、鼻

扇、呼吸呻吟、紫绀，腋温≥ 38.5 ℃。



·  29  ·   中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2024年2月 第18卷 第1期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), February 2024, Vol.18, No.1

二、标本采集

1. 常规检测：入院后患儿完善咽拭子13种呼

吸道病原体检测，其中包含肺炎支原体DNA、

肺炎衣原体及沙眼衣原体DNA、B/C/E 3个亚

群腺病毒DNA、博卡病毒1、2、3、4-DNA、

人感染的所有甲流 - R N A、国内流行性甲流亚

型-RNA（HIN1）、国内流行性甲流亚型-RNA
（H3N2）、副流感亚型1、2、3、4-RNA、偏

肺病毒A1、A2、B1、B2-RNA、乙型流感病毒

Yamagata和Victoria谱系-RNA、呼吸道合胞病毒

A、B-RNA、冠状病毒229E、NL63、HKU1、
0C43-RNA、鼻病毒A、B、C-RNA，静脉血肺炎

支原体抗体IgM（胶体金法）。同时无发热患儿行

咽拭子病原培养，有发热患儿进行不同部位双份血

培养、BALF涂片及培养，怀疑结核分枝杆菌感染

患儿行结核菌素皮肤试验（PPD试验）和结核分枝

杆菌感染T细胞斑点试验（T-SPOT.TB）。

2. 肺泡灌洗术mNGS检测：通常选择胸部CT显
示病变肺段进行支气管镜肺泡灌洗，灌洗液为生理

盐水，负压吸引灌洗液后及时送检进行病原DNA检

测（此检测方案中，因经济原因未能同时进行RNA
病毒检测，但本院呼吸道病原13项检测中包含文献

报道的儿童常见下呼吸道感染的RNA病毒，检测准

确率也较高）。病原检测包括：DNA病毒、细菌、

真菌、肺炎支原体和寄生虫等。

三、临床资料收集

收集患儿的一般信息（年龄、性别、临床症

状和体征），血常规和生化指标，传统病原学检测

及病原微生物高通量测序（mNGS）结果，临床治

疗和转归等。分别按照年龄（＜ 6个月、6个月～                  
2岁、2～5岁和＞ 5岁）和入院季节[春季组（3～           
5月份）、夏季（6～8月份）、秋季（9～11月份）

和冬季（12～2月份）]分为不同亚组。

四、mNGS报告解读标准

目前mNGS的报告结果分析尚缺乏统一标准，

本研究mNGS报告解读参考相关文献资料[15]，判定

感染的标准如下：①mNGS与传统检测方法检测结

果均为同一种病原体（排除定植和可能污染的原

因）；②当mNGS与传统的病原检测方法检测结果

为不同的病原体，或mNGS提示多种混合病原体感

染时，结合患儿的病史特点及所测到病原体序列数

及相对丰度进行综合判断；③依据所检测到病原体

的结果，给予相对应的治疗措施后，患儿的临床症

状得到了显著的改善。当满足上述标准种至少1条
时，判定为致病菌。

五、统计学处理

数据处理使用Excel软件和SPSS 27.0统计软件。年

龄为不符合正态分布的计量资料，以中位数（四分位

数）[M（P25，P75）]表示；计数资料（性别、年龄分

布、临床症状、影像学、临床结局，病原体检测阳性

率、临床符合率和真阳性率）以率/构成比表示，两组

比较采用Pearson χ2检验，多组率的比较采用χ2检验（似

然比），以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、79例重症肺炎患儿的一般资料和临床特征

本研究共纳入79例患儿，其中男52例、女         
27例，男女比例为（1.92︰1）。年龄为1月龄至         
14岁4月龄，中位年龄3.7岁。入组患儿的临床症

状、影像学表现和临床结局详见表1。

表 1    79 例重症肺炎患儿的一般资料和临床特征  
指标 数值

性别 [例（%）]

男 52（65.8）

女 27（34.2）

年龄 [M（P25，P75），岁] 3.7（0.9，7.5）

年龄分布 [例（%）]

＜ 6个月 11（13.9）

6个月～2岁 18（22.8）

2～5岁 19（24.1）

＞ 5岁 31（39.2）

症状 [例（%）]

咳嗽 68（86.1）

高热 35（44.3）

喘息 10（12.7）

气促     3（3.8）

咯血     2（2.5）

胸痛     1（1.3）

影像学表现 [例（%）]

大叶性肺炎 30（38.0）

支气管肺炎 22（27.8）

胸腔积液 10（12.7）

间质性肺炎   8（10.1）

脓胸     6（7.6）

肺不张     4（5.1）

临床结局 [例（%）]

治愈 67（84.8）

好转 11（13.9）

死亡     1（1.3）
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表 2    传统检测和 mNGS 检测方法检出率（%）

方法 检出阳性率（检出阳性数/病例数） 临床符合率（符合临床数/病例总数） 真阳性率（真阳性数/阳性数）

mNGS检测 84.8（67/79） 73.4（58/79） 86.5（58/67）

传统检测 40.5（32/79） 26.6（21/79） 65.6（21/32）

χ2值  33.14  34.66 5.89

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001   0.015

二、传统检测与mNGS检测方法检出率

经临床综合判断，79例重症肺炎患儿行BALF
病原mNGS检测，报告阳性患儿67例，依据mNGS
检测结果判定感染的标准，经综合分析与临床相符

者58例。传统检测方法在同批患儿中报告阳性结果

者32例，经综合分析与临床相符者21例，其中有19例
与mNGS检出病原一致。其中mNGS检出结核分枝

杆菌2例，而传统检测方法并未检出。两种检测方

法的阳性检出率、临床符合率及真阳性率差异均有

统计学意义（P均＜ 0.05），见表2。
三、不同年龄阶段和不同季节重症肺炎患儿

BALF-mNGS检出病原体检出构成比

从mNGS检出病原中可见不同年龄重症肺炎患

儿其病原分布有所不同，细菌为最常见的病原。＜ 
6个月组患儿中最常见细菌为肺炎链球菌及金黄色

葡萄球菌，6个月～2岁患儿中最常见细菌为流感嗜

血杆菌及金黄色葡萄球菌，2～5岁患儿中最常见细

菌为肺炎链球菌，＞ 5岁患者中非典型病原，即肺

炎支原体为最常见病原。其中，在传统方法检测阴

性患儿中由mNGS检出2例结核分枝杆菌，年龄均＞         
5岁。部分患儿为多重感染，其中双重细菌混合感染者

5例，细菌合并病毒感染者7例，病毒合并肺炎支原体

感染者2例，真菌合并细菌感染者4例（表3和图1）。

不同季节病原检出情况亦存在差异，春季和

冬季是儿童重症肺炎的高发季节，差异具有统计学

意义（χ2 = 12.65、27.24，P 均＜ 0.001），春季最

表 3    重症肺炎患儿 mNGS检出病原不同年龄段的分布
病原体 例数 ＜ 6个月（11例） 6个月～2岁（22例） 2～5岁（20例） ＞ 5岁（23例）

病毒 9 1（9.1）   5（22.7）   2（10.0）     1（4.3）

细菌 47               8（72.7） 15（68.3） 14（70.0） 10（43.5）

支/衣原体 14 1（9.1）     1（4.5）   3（15.0）   9（39.2）

真菌 4 1（9.1）     1（4.5）     1（5.0）     1（4.3）

结核分枝杆菌 2 0（0.0）     0（0.0）     0（0.0）     2（8.7）

χ2值  22.05  42.71  37.79  22.77

P值 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001 ＜ 0.001

表 4    重症肺炎患儿不同季节 mNGS 检出主要病原体分布 [ 株（%）]

病原体 株数 春季（23株） 夏季（23株） 秋季（14株） 冬季（16株）

肺炎支原体 13   1（4.3） 3（13.0）   1（7.1） 8（50.0）

肺炎链球菌 12 6（26.1）   2（8.7） 3（21.4）   1（6.2）

金黄色葡萄球菌 9   2（8.7） 4（17.1）   1（7.1） 2（12.5）

流感嗜血杆菌 8   1（4.3） 4（17.1）   0（0.0） 3（18.8）

铜绿假单胞菌 4 3（13.0）   1（4.3）   0（0.0）   0（0.0）

鲍曼不动杆菌 4   0（0.0） 3（13.0）   1（7.1）   0（0.0）

人博卡病毒 3   1（4.3）   0（0.0） 2（14.3）   0（0.0）

χ2值 12.650 8.630 7.770    27.240

P值   0.049 0.196 0.255 ＜ 0.001
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图1    58例重症肺炎患儿mNGS检测结果在不同年龄段的病原学分布

重要的病原为肺炎链球菌，冬季最主要的病原为肺 炎支原体，具体分布见图2和表4。
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图2    58例重症肺炎患儿mNGS检测病原的季节分布
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讨    论

肺炎是儿童期常见的呼吸道疾病，是儿童住

院最常见的原因，也是导致全球5岁以下儿童死亡

最主要的病因。2019年全球因肺炎死亡的5岁以下

儿童约有74万例，其中我国有18.1万例，占1～5岁
儿童死亡病因的22%。肺炎对儿童的威胁巨大，部

分原因在于临床治疗上受传统病原学检测方法的局

限，更多采用经验性治疗，未能达到针对感染病

原的精确目标治疗这一高度。因此，早期识别重症

肺炎的危险因素并及时进行精准治疗，能够有效

降低其病死率[16]。随着生物医学技术的迅速发展，

mNGS为临床提供了一种新的辅助诊断方法，此技

术耗时短，可提取相关基因组的遗传物质，并对微

生物种群进行分析，使细菌群落的检测结果更准

确，更可靠[17-18]。儿童重症肺炎的肺泡灌洗液病原

检测，其准确性更高于痰液、血液等样本[19-21]。因

此，目前临床上应用肺泡灌洗液标本进行病原学检

测，对重症肺炎的诊治具有更大的实用价值。

本研究收集了79例重症肺炎患儿的肺泡灌洗

液，应用mNGS与传统方法同步检测病原体，并根

据检测结果、综合临床特点及时明确病原，做到目

标治疗，最终治愈67例，病情好转11例，死亡1例。

本组患儿的病死率为1.3%，显著低于文献报道[22]中

重症肺炎患儿13.5%的病死率，提示有明确病原诊

断的目标治疗对患儿的获益更大。与常规病原培养

需要3～7 d相比，mNGS一般12～24 h即能得到结

果，且本研究中mNGS检测阳性率及与临床符合率

均高于常规检测方法，表明mNGS可作为儿童重症

肺炎的一种更灵敏高效的辅助诊断方法，有助于早

期识别重症肺炎的病原体，做到精准治疗，改善患

儿预后。

在病原分布方面，本研究发现儿童各年龄组重

症肺炎的主要病原均为细菌感染，＜ 6个月及2～        
5岁患儿中最常见细菌为肺炎链球菌，与以往研究结

果一致[23]；此外2岁及以上儿童第2位感染病原为肺

炎支原体，尤其是5岁以上儿童，与黄璐等[24]报道的

儿童重症肺炎主要感染病原体为肺炎支原体、肺炎

链球菌相同，而在2～5岁患儿中，铜绿假单胞菌也

较多见，与黎耀文等[25]报道的儿童重症肺炎主要病

原菌为铜绿假单胞菌相同。既往研究显示，肺炎链

球菌是所有年龄患儿中最常见细菌感染的病原，其

次为流感嗜血杆菌、化脓性链球菌、金黄色葡萄球

菌和卡他莫拉菌[26]，本研究中所有年龄组患儿均有

金黄色葡萄球菌和流感嗜血杆菌感染；另外，本研

究发现，冬季和春季是儿童重症肺炎的高发季节，

冬季最主要的病原是肺炎支原体，其次在夏季亦多

见，与刘怀彬等[27]研究结果所示徐州地区儿童肺炎

支原体感染以夏秋季为高峰有所差异，可能存在选

择样本群及地区差异因素可能。难治性肺炎支原体

肺炎多见于5岁以上儿童，其胸部CT多表现为大叶

性肺炎合并胸腔积液，肺脓肿、多发结节样改变，

与既往报道相似[28]，且在冬季出现高流行，其次为

夏季，与相关研究结果一致[29]；春季最主要的病原

是肺炎链球菌，而金黄色葡萄球菌和流感嗜血杆菌

无明显季节性差异，春秋季节病毒感染如巨细胞病

毒、人博卡病毒则较为多见。

呼吸道的微生物群落复杂，许多定植或机会

性病原体均可能引起感染，特别是当患者免疫功

能减弱时[28]。本研究中mNGS检测到多种定植微生

物，如白色念珠菌和曲霉菌，导致病原的确定有一

定困难，这就要结合患儿的流行病学、临床特点、

实验室指标、影像学以及既往史等因素进行综合分

析，鉴别出真正的致病原和背景菌。在重症肺炎患

儿混合感染中，细菌合并病毒感染最常见，推测可

能是病毒感染破坏了呼吸道黏膜，从而引起继发性

细菌感染[30]。

儿童重症肺炎具有病情进展快，病死率高的

特点，尽早明确病原体至关重要，可选择针对性药

物予以精准治疗。虽然mNGS检测可对病原体行基

因测序，不受抗菌药物的影响，具有高效准确的特

点，非常适用于重症肺炎病原体的检测，但其仍具

有一定局限性，比如人源背景和背景菌污染等，不

易区分定植和感染，需要临床充分了解其优势及局

限性，以便更好地应用mNGS技术。

综上，mNGS在儿童重症肺炎的诊治上，有助

于及时明确病原，做到精准治疗，能改善患者预

后，降低病死率。但本研究也存在一定的局限性，

如纳入病例数尚少，未行肺泡灌洗液mNGS的RNA
病毒检测，虽然也有传统检测方法作为补充，但也

可能会影响部分RNA病毒的检出；另一方面，由

于目前mNGS检测成本较高，希望通过技术优化降

低成本，让更多重症患儿能够借助该检测方法得到

更明确的精准治疗，提高临床治愈率，减少医疗资

源不合理使用等；此外，mNGS检测儿童重症肺炎

的病原谱特征也需要扩大样本量进行多中心研究，
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对于经验性治疗提升为目标治疗，再由目标治疗指

导经验性治疗具有更重要的意义。
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