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呼气分析在肺部感染病原体诊断应用的研究进展*
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  [摘要] 肺部感染病原体的诊断是临床棘手的问题,现有诊断方式仍有欠缺。呼气分析通过检测人体呼

出气体中成分的变化,进而寻找其特征性生物标志物,为临床诊断提供辅助信息,因其具有快捷、无创、取样简

便等优点,在肺部疾病中的应用受到广泛关注。尤其随着强大的高分辨率质谱法、多维分离技术及代谢组学等

不断发展,使其在疾病的早期诊断与筛查过程中具有较大潜力。该文通过介绍呼出气收集、检测及在肺部疾病

诊断中的应用等内容,总结近年来呼气分析在肺部感染领域的相关研究,对国内外呼吸分析诊断技术的应用做

一综述。
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  [Abstract] The
 

pathogens
 

diagnosis
 

of
 

pulmonary
 

infection
 

is
 

a
 

difficult
 

clinic
 

problem,and
 

the
 

current
 

diagnostic
 

methods
 

are
 

still
 

deficient.Breath
 

analysis,by
 

detecting
 

the
 

changes
 

of
 

the
 

components
 

in
 

human
 

exhaled
 

gas,and
 

then
 

looking
 

for
 

its
 

characteristic
 

biomarkers
 

to
 

provide
 

auxiliary
 

information
 

for
 

clinical
 

di-
agnosis,because

 

it
 

has
 

the
 

advantages
 

of
 

quick,non-invasive,simple
 

sampling
 

and
 

so
 

on,its
 

application
 

in
 

pul-
monary

 

diseases
 

has
 

been
 

widely
 

concerned.Especially
 

with
 

the
 

continuous
 

development
 

of
 

powerful
 

high-res-
olution

 

mass
 

spectrometry,multi-dimensional
 

separation
 

technology
 

and
 

metabolomics,it
 

has
 

great
 

potential
 

in
 

the
 

process
 

of
 

early
 

diagnosis
 

and
 

screening
 

of
 

diseases.By
 

introducing
 

the
 

methods
 

of
 

breath
 

collection,de-
tection

 

and
 

its
 

application
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

pulmonary
 

diseases,this
 

paper
 

summarizes
 

the
 

related
 

research
 

of
 

breath
 

analysis
 

in
 

the
 

field
 

of
 

pulmonary
 

infection
 

in
 

recent
 

years,the
 

development
 

and
 

application
 

of
 

breath
 

a-
nalysis

 

and
 

diagnosis
 

technology
 

at
 

home
 

and
 

abroad
 

are
 

reviewed.
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  肺部感染病原体诊断一直是临床关注的重点问

题,现有诊断方式如血清学检测、病原体分离培养、宏
基因组高通量基因测序等存在侵入性、耗时性、相对

昂贵等不足。呼气分析通过检测人体呼出气体内相

关成分的改变,反映组织细胞的代谢情况,从而对疾

病的情况作出判断,其在临床应用方面的优点是无

创、可重复、患者易接受,且标本容易获得。与血液和

尿液检测相比,呼气分析需要更短的时间。因此,呼
气分析与传统技术相比具有独特性,从而使其成为疾

病诊断领域的研究热点。呼出气中的生物标志物检

测作为诊断特定疾病的工具越来越受到关注,目前已

有大量呼气分析与肺部肿瘤[1]、感染性疾病[2]、肠道
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疾病[3]、代谢性疾病和肾脏疾病的临床各个方面相关

的研究。本文将重点关注肺部感染病原体诊断的相

关呼气分析方法,总结其诊断的应用前景和挑战。

1 呼出气的分类及收集

  人体呼出气由无机气体(如二氧化碳、一氧化碳

和一氧化氮等)、挥发性有机化合物(volatile
 

organic
 

compounds,VOCs,如丙酮、异戊二烯、乙烷、戊烷等)

和非VOCs组成。VOCs又包括呼出气冷凝液(ex-

haled
 

breath
 

condensate,EBC),如过氧亚硝酸盐、细

胞因子和异前列腺素等物质。呼出气中的 VOCs可

能来自环境、内源性宿主代谢和人类相关微生物的代

谢,仅以痕量水平存在[4]。不同疾病产生VOCs的代

谢过程会以其独特的方式发生改变,其VOCs分布随

潜在病理状态的特征和特异性反应而改变,且这些

VOCs变 化 可 以 被 检 测、测 量 并 用 于 疾 病 诊 断 和

监测。

呼出气的收集主要依据检测目标性质的不同而

异,主要包括气袋收集、EBC收集和固相微萃取收集

等方式。为了保证检测气体的稳定和准确性,呼出的

气体通常被收集并储存在惰性袋或吸附管中。随后,

通 过 呼 气 标 本 的 预 浓 缩 以 实 现 检 测 极 低 浓 度 的

VOCs。通常与气相色谱联合质谱(gas
 

chromato-

graph-mass
 

spectrometer,GC-MS)结合使用的预浓

缩技术包括热解吸[5]、顶空固相微萃取(headspace-

solid
 

phase
 

micro-extraction,HS-SPME)[6]和针捕集

装置。

2 呼气分析检测方法

2.1 GC-MS

  由于呼吸基质极其稀薄的特性,呼吸生物标志物

分析需要精确的、高度灵敏的分析技术。GC-MS是

一种离线分析技术,VOCs基于其化学性质被连续电

离并通过其质荷比(m/z)分 离[7],可 实 现 以 μg/L
(ppb)到ng/L(ppt)的高灵敏度定量分析,并提供有

关疾病潜在代谢途径信息的定性分析,是分析呼出气

中VOCs模式的金标准方法[8]。

相比GC-MS离线分析,在线仪器具有连续分析

的优势,可在短时间内连续重复测量。气相色谱-离子

迁移谱(gas
 

chromatography-ion
 

mobility
 

spectrosco-

py,GC-IMS)、质子转移反应-质谱(proton
 

transfer
 

reaction-mass
 

spectrometry,PTR-MS)、质子转移反

应飞 行 时 间 质 谱(proton
 

transfer
 

reaction-time
 

of
 

flight-mass
 

spectrometer,PTR-TOF-MS)等是在线

呼气分析的常用技术。但因其需专业设备及专业技

术人员操作,一定程度上限制了其在临床的运用。

2.2 电子鼻及传感器

  电子鼻包含一系列电子化学传感器和适当的模

式识别系统,通过检测VOCs混合物的“呼吸印迹”来

模仿哺乳动物的嗅觉,能够识别简单或复杂的气味,

形成包含各种呼气图谱的数据库。目标物所产生的

指纹图谱,通过模式识别算法,比对数据库中的呼气

图谱,从而得到分析结果。在呼气分析和疾病诊断中

使用传感器必须满足重现性、高灵敏度和良好的分辨

率3个基本参数,这也是其诊断疾病的优势所在。气

体传感器设备体积小、便于携带、响应和恢复时间短、

可直接获取结果,使其对护理点和个性化筛查、诊断

和疾病随访具有吸引力[9]。检测呼出气中与疾病相

关的VOCs有两种化学传感策略:一是基于选择性机

制,其化学传感器相互作用检测呼出气中单一化合物

的存在[7];二是涉及一系列广泛交叉反应的传感器及

模式识别方法。传感器阵列有可能成为检验和监测

呼吸系统疾病的便捷设备。除了识别呼吸系统疾病

生物标志物外,传感器技术、机器学习方法、疾病特异

性参考库和数据库的建立及改进,都促进了基于呼出

气的诊断方法的进步[10]。

3 呼气分析在肺部感染病原体诊断中的应用

3.1 病毒

  呼吸道感染的病毒与人体微环境相互作用会产

生独特的VOCs,作为体内代谢过程降解产物释放的

气态分子,其成分会因病理过程不同而发生变化。在

感染的早期阶段存在典型的VOCs,且在不同疾病之

间存在差异[11]。既往研究证据表明,病毒感染会导致

脂肪酸、烷烃和烷烃相关产物的产生增加[12],丙酸、丙

酮和己醛被确定为甲型流感的示踪剂[13]。

近几年,由严重急性呼吸综合征冠状病毒2(se-

vere
 

acute
 

respiratory
 

syndrome
 

coronavirus
 

2,

SARS-CoV-2)感染导致的新型冠状病毒感染(coro-

navirus
 

disease-19,COVID-19)是一种传染性极强的

呼吸道疾病。特别是德尔塔及奥密克戎等变异病株

的出现,使其发病率居高不下,COVID-19大流行凸显

了对病毒感染进行快速、经济、准确和非侵入性检测

的重要性[14]。COVID-19筛查和诊断依赖于鼻咽或

口咽拭子的逆转录-聚合酶链式反应(reverse
 

tran-

scription-polymerase
 

chain
 

reaction,RT-PCR)作为金

标准。尽管RT-PCR具有高灵敏度和特异度,但其需

要复杂的设施、耗时的程序和训练有素 的 工 作 人

员[15]。此外,采样时的不舒适感、所取标本病毒含量
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误差[16]、感染早期假阴性[17]等原因,均提示需要一种

更方便适用的筛查和诊断方法[18]。

RUSZKIEWICZ等[19]使用GC-IMS收集和分析

COVID-19成年患者呼气标本,并利用多变量分析确

定了将COVID-19与其他条件区分开来的醛(乙醛、

辛醛)、酮(丙酮、丁酮)和甲醇。在一项针对儿童的类

似队列研究中,BERNA等[20]发现感染SARS-CoV-2
的儿童呼出气中6种呼吸生物标志物明显升高,包括

辛醛、壬醛、庚醛、癸烷、十三烷和2-戊基呋喃。BAR-

BERIS等[21]使用二维气相色谱质谱仪(comprehen-

sive
 

two-dimensional
 

gas
 

chromatography-time
 

of
 

flight
 

mass
 

spectrometry,GCxGC-TOFMS)对来自

COVID-19患者和阴性健康受试者的EBC进行非靶

向代谢组学方法分析,结果表明,26种代谢物在健康

受试者和COVID-19患者之间存在明显差异,其中有

8个是脂肪酸的甘油单酯。中链脂肪酸、长链脂肪酸

和脂肪酸的单酸甘油酯具有抗病毒活性并提供抗病

毒保护,其表明EBC中脂肪酸可用于区分COVID-19
患者,且它们可能具有保护作用。MANISCALCO
等[22]改良的Inflammacheck 设备能够识别EBC中

的SARS-CoV-2,灵敏度和特异度分别为92.3%和

98.9%。WINTJENS等[23]使用电子手持便携式电子

鼻,根据呼出气中特定的VOCs模式区分COVID-19
阳性和阴性参与者用于术前筛查,阴性预测值高达

0.92,通过多元逻辑回归分析将临床变量添加到机器

学习分类器中,阴性预测值提升至0.96。通过集成呼

出气体采样、GC-IMS分析及机器学习,CHEN等[24]

研发出了COVID-19的无创 VOCs组合指纹筛查系

统,该系统识别了12种关键内源性VOCs作为COV-

ID-19标志物。检测的灵敏度和特异度达到了95%
以上,检测时间短,可实现COVID-19患者快速筛查。

3.2 细菌

  结核病由结核分枝杆菌感染引起,是仅次于CO-

VID-19的第二大致死性传染病,位列全球死因第13
位,2021年有160万例死于结核病[25]。诊断活动性

结核病的金标准(细菌培养)、核酸扩增(nucleic
 

acid
 

amplification,NAA)和涂片显微镜检查都依赖于痰

液。然而,多达1/3的结核病例不能可靠地产生足够

的生物痰标本,且培养时间长。这就需要更多的侵入

性采样方法,从而给诊断和治疗带来挑战。因此,非
侵入性标本如呼出气[26]可能是结核病诊断辅助手段

的有用替代方法。

在既往的一些研究中,BECCARIA等[27]使用综

合气相色谱-飞行时间质谱法在确诊结核分枝杆菌感

染的受试者中通过呼吸诊断活动性结核病。在训练

和测试数据中,鉴别VOCs的灵敏度分别为0.82和

1.00,特 异 度 分 别 为 0.92 和 0.60。GUZMÁN-

BELTRÁN等[28]比较了活动性肺结核患者和健康受

试者 EBC及血清中氧化应激和炎症介质水平,在

EBC中,结核病患者的谷胱甘肽水平降低了36%,而

8-异前列烷、核小体、白细胞介素-6和白三烯B4的水

平分别提高了2.0、1.4、1.1和50.0倍。该研究表明

EBC中局部炎症分子和氧化还原状态的定量将有助

于找到可用于肺结核药理学和后续研究的生物标志

物。WOOD等[29]开发的一种气溶胶采样系统,即呼

吸气溶胶采样室,
 

已成功用于分离和收集呼吸气溶胶

颗粒。在进一步的研究中,CHEN等[30]通过高分辨

率质谱法来检测结核病患者和对照组外周肺液标本

中的脂质标记物,证明了在呼出气溶胶中检测到的脂

质可以用作活动性结核病的标志物。在此基础上,再

次优化分析平台,使用双相提取方法处理活动性肺结

核及健康受试者呼出气溶胶标本[31],并通过质谱数据

库匹配鉴定代谢物和脂质。13种代谢物和9种脂质

标记物在诊断为活动性结核病的个体和健康对照之

间差异有统计学意义(P<0.05)。这些结果支持使用

该方法从活动性结核病例的呼出气溶胶标本中确定

一致的非VOCs特征用于疾病诊断。

铜绿假单胞菌是囊性纤维化患者的重要呼吸道

病原体。SCOTT-THOMAS等[32]通过GC-MS测量

了囊性纤维化患者的2-氨基苯乙酮(2-AA),作为由

铜绿假单胞菌直接产生的 VOCs。最近,KOS等[33]

通过文献分析,共获得包含了25例儿童和28例成人

囊性纤维化患者的13种VOCs,3种VOCs在儿童铜

绿假单胞菌组间有明显差异。基于5种或1种VOCs
的复合模型显示成人和儿童的受试者操作特征曲线

下面 积 分 别 为0.86(0.71,1.00)和0.87(0.72,

1.00)。说明有针对性的VOCs分析似乎可以区分具

有和不具有铜绿假单胞菌阳性培养物的儿童和成人,

具有临床可接受的灵敏度。

GAO等[34]通过GC-MS方法检测鲍曼不动杆菌

来源的气体代谢物及其浓度值,推测有创通气患者下

呼吸道内是否存在该菌,以及进一步判断其感染或定

植状态。通过偏最小二乘回归(PLS回归)分析法,体

内试验中推测有8种靶物质可能构成鲍曼不动杆菌

呼吸机相关性肺炎患者的呼气图谱,其区分鲍曼不动

杆菌存在与否的曲线下面积为0.89,区分定植和感染
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状态的曲线下面积为0.88。

ZHENG等[35]使用集成EBC收集和环路介导等

温 放 大 (loop-mediated
 

isothermal
 

amplification,

LAMP)核酸扩增法的开发协议,可以直接在呼出的

气体中检测到人类细菌病原体,如流感嗜血杆菌、铜

绿假单胞菌、大肠杆菌、金黄色葡萄球菌和耐甲氧西

林金黄色葡萄球菌(Methicillin-resistant
 

Stphylococ-

cus
 

aureus,MRSA)等13种病原菌。通过 RT-PCR
对来自同一患者的咽拭子和EBC结果进行比较和验

证,发现二者一致性为35%~65%,整个过程只需

20~60
 

min即可完成呼吸道感染诊断,表现了其在对

床边病原体快速筛查的应用潜力。

3.3 真菌

  侵袭性曲霉菌病是免疫功能低下患者死亡的主

要原因,其感染难以诊断。KOO等[36]使用热解吸-气

相色谱/质谱法,对烟曲霉(侵袭性曲霉菌病的最常见

原因)和其他致病性曲霉的 VOCs特征进行了表征,

结果表明单萜莰烯、α-和β-蒎烯、柠檬烯及倍半萜化合

物、α-和β-反 式 佛 手 柑 烯 是 烟 曲 霉 在 体 外 的 独 特

VOCs,可将其与其他致病性曲霉区分开来,灵敏度为

94%(81%,98%)、特异度为93%(79%,98%)。

王彤等[37]采用GC-IMS在线检测人体呼出气,采

用主成分分析发现肺隐球病患者呼气中 VOCs与健

康对照人群存在明显差异。异丙苯、2-戊酮、2-甲基-1-
丙醛和4-甲基-2-戊酮为肺隐球病和肺曲霉病筛选出

的相同特征性VOCs,而丁醛和己醛在肺隐球病患者

相对特异性更高。这些结果表明,直接检测呼吸中的

外源性真菌代谢物,可以作为一种新颖的、非侵入性

的方法,以确定特异病原体肺炎的精确微生物原因。

半乳甘 露 聚 糖 是 曲 霉 菌 细 胞 壁 的 一 种 成 分,

BHIMJI等[38]进行了一项前瞻性横断面研究,使用

ELISA对比检测肺移植受者和血液系统恶性肿瘤患

者的EBC与支气管肺泡灌洗液,无论临床症状如何,

所有患者的稀释和未处理EBC光密度值均明显高于

健康对照人群,说明EBC中曲霉半乳甘露聚糖检测

可用于诊断免疫功能低下患者的侵袭性曲霉病。

4 总结和展望

  呼气分析已成为一种有吸引力的非侵入性策略,

用于探索人类健康和疾病期间的代谢变化。现代分

析仪器可以轻松且可重复地检测呼出气中的低水平

分析物,促进了生物标志物的发现。但呼出气中生物

标志物的检测受多种因素的影响,如饮食和口腔健康

会改变呼气成分[39],吸烟也会导致呼吸模式的进一步

变化[40]。在呼气分析成为临床常规使用之前,从呼吸

采样、分析方法到数据分析的标准化及呼出气生物标

志物的确定等方面仍然面临许多挑战。多项研究表

明,特定VOCs与肺部不同病原体感染之间存在明显

的相关性,将可靠、高灵敏度和成本效益高的传感器

用于疾病诊断,是便携式和非侵入性即时诊断开发的

突破。呼气分析是肺部疾病诊断预筛选的潜在方法,

具有很好的应用前景,但仍需更多探索性研究,以进

一步验证及挖掘其诊断效能。
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