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  [摘要] 目的 分析宏基因组二代测序(mNGS)在非人类免疫缺陷病毒(HIV)感染型肺孢子菌肺炎

(PJP)病原学诊断中的价值和特点。方法 选取2019年4月至2021年1月在该院收治的18例非HIV感染型

PJP患者,收集mNGS结果及临床资料,采用SPSS25.0进行统计分析,两组间比较采用
 

Mann-Whitney
 

U检

验,测序数据与部分临床指标进行Spearman相关分析。结果 18例PJP患者送检16例支气管肺泡灌洗液

(BALF)和2例血标本mNGS中均检出Pj序列,17例标本Pj序列相对丰度在85%以上,Pj序列数在所有微生

物种间排名1~14;未 发 现Pj序 列 数 与 发 病 时 间、氧 合 指 数、CD4+T 淋 巴 细 胞 计 数 相 关(rs=-0.131,
-0.129,-0.040,P>0.05),与是否经验性抗Pj治疗(P=0.158)及是否发生院内死亡(P=0.426)不相关。
所有BALF中均检出细菌序列并报告了可疑致病菌,血标本中未检出细菌序列;14例检出病毒序列,最常见为

人类β疱疹病毒5型(9例)。所用患者接受磺胺甲噁唑/甲氧苄啶或联用棘白菌素类药物抗Pj治疗,治疗后影

像学改善明显,3例发生院内死亡。结论 在非 HIV感染型PJP病例中 mNGS有良好的检测能力,条件允许

时尽量选择下呼吸道标本送检以获得更全面的病原学信息。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

value
 

and
 

characteristics
 

of
 

metagenomic
 

next-generation
 

sequen-
cing

 

(mNGS)
 

technology
 

in
 

the
 

pathogenic
 

diagnosis
 

of
 

non-HIV-infected
 

pneumocystis
 

jirovecii
 

pneumonia
 

(PJP).Methods Eighteen
 

cases
 

of
 

non-HIV
 

infected
 

PJP
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

April
 

2019
 

to
 

January
 

2021
 

were
 

selected.The
 

mNGS
 

results
 

and
 

clinical
 

data
 

were
 

collected
 

and
 

statistically
 

analyzed
 

by
 

SPSS
 

25.0.The
 

Mann-Whitney
 

U
 

test
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

data
 

between
 

the
 

two
 

groups.The
 

sequencing
 

data
 

and
 

some
 

clinical
 

indicators
 

conducted
 

the
 

Spearman
 

correlation
 

analysis.Results The
 

Pj
 

sequence
 

was
 

detec-
ted

 

in
 

16
 

cases
 

of
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

(BALF)
 

and
 

2
 

cases
 

of
 

blood
 

samples
 

submitted
 

from
 

18
 

cases
 

of
 

PJP.The
 

relative
 

abundance
 

of
 

Pj
 

sequence
 

in
 

17
 

samples
 

was
 

above
 

85%,the
 

number
 

of
 

Pj
 

sequences
 

ranked
 

1-14
 

among
 

all
 

microbial
 

species;
 

no
 

correlation
 

was
 

found
 

between
 

the
 

Pj
 

sequence
 

number
 

and
 

the
 

onset
 

time,oxygenation
 

index
 

or
 

CD4+T
 

lymphocyte
 

count
 

(rs=-0.131,-0.129,-0.040,P>0.05)
 

and
 

the
 

Pj
 

sequence
 

number
 

had
 

no
 

correlation
 

with
 

the
 

anti-Pj
 

empiric
 

treatment
 

(P=0.158)
 

and
 

whether
 

the
 

hospital
 

death
 

occurrence
 

(P=0.426).The
 

bacterial
 

sequences
 

were
 

detected
 

in
 

all
 

BALFs
 

and
 

the
 

suspected
 

pathogenic
 

bacteria
 

were
 

reported.No
 

bacterial
 

sequence
 

was
 

detected
 

in
 

blood
 

samples.The
 

viral
 

sequences
 

were
 

detected
 

in
 

14
 

cases,the
 

most
 

common
 

was
 

human
 

beta
 

herpesvirus
 

type
 

5
 

(9
 

cases).All
 

patients
 

re-
ceived

 

the
 

anti-Pj
 

treatment
 

of
 

sulfamethoxazole/trimethoprim
 

or
 

its
 

combination
 

medication
 

with
 

echinocan-
din.The

 

imaging
 

improvement
 

was
 

obvious
 

after
 

treatment.Three
 

cases
 

died
 

in
 

hospital.Conclusion mNGS
 

has
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good
 

detection
 

capability
 

in
 

non-HIV
 

infected
 

PJP
 

cases.When
 

the
 

conditions
 

permit,the
 

specimens
 

of
 

lower
 

respiratory
 

tract
 

should
 

be
 

selected
 

for
 

examination
 

to
 

obtain
 

more
 

comprehensive
 

etiological
 

information.
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  肺孢子菌肺炎(PJP)是由耶氏肺孢子菌(Pj)感染

引起的疾病,常见于艾滋病患者和其他免疫机能低下

宿主。近年来随着免疫抑制药物的使用,非 HIV感

染者的PJP越来越引发关注。既往经验来看,非HIV
感染PJP患者往往比 HIV感染者发病更急、疾病进

展更快、重症化概率和死亡率更高[1-2],因此早期诊断

尤为重要。在现有临床Pj检测手段中,特殊染色镜

检的病原检出率低,免疫组织化学和PCR等[3]在多

数临床机构中应用有限。近年来,随着基因测序技术

的发展,宏基因组二代测序(mNGS)在病原学诊断中

有越来越多的实践,多用于特殊、罕见感染的鉴定和新

发病原体的解析。本研究报道mNGS辅助诊断非HIV
感染型PJP患者情况,结合既往研究阐述 mNGS在非

HIV感染型PJP病原学诊断中的价值和特点。
1 资料与方法

1.1 一般资料

回顾性分析2019年4月至2021年1月在本院住

院并通过 mNGS结合临床资料诊断PJP的18例患

者。入组标准:>18岁;具有免疫受损疾病基础[4](3
个月内有血液系统或实体恶性肿瘤化疗史,自身免疫

性疾病、器官移植等疾病史及接受糖皮质激素或其他

免疫抑制药物治疗>30
 

d的用药史,其他免疫功能低

下状态);肺炎伴呼吸困难、低氧血症或呼吸衰竭表

现;胸部CT提示弥漫型或斑片状融合型磨玻璃影

(GGO)、小叶间隔增厚网格影等间质性病变征象;伴
或不伴G试验、乳酸脱氢酶(LDH)等血清学检测结

果支持;外周血或呼吸道标本mNGS检出Pj序列;排
除HIV 感 染。本 研 究 通 过 本 院 伦 理 委 员 会 批 准

(KHLL2022-KY013)。
1.2 方法

1.2.1 临床资料收集

从住院电子病历系统中收集入选病例的一般资

料,包括性别、年龄、入院时间等,以及发病时间、临床

表现、实验室检查、影像学检查、合并症、传统呼吸道

标本病原检测结果(涂片+培养等)、二代测序结果、
治疗及转归等临床资料。抗Pj治疗2周以上进行疗

效判断,好转表现为临床症状及生化指标改善,肺CT
病灶较前吸收好转;记录患者院内死亡情况。
1.2.2 mNGS检测

按照 采 样 标 准 流 程 采 集 支 气 管 肺 泡 灌 洗 液

(BALF)
 

5
 

mL或血标本3
 

mL放置
 

4
 

℃冷藏,并于

24
 

h内专人低温运送至第三方测序中心(华大基因科

技有限公司)。测序平台使用 BGISEQ-500进行测

序。数据分析:测序数据下机后去除低质量和长度<
35

 

bp的数据。通过BWA(http://bio-bwa.source-
forge.net/)比对,将人源基因组序列数据去除,再去

除低复杂度序列数后与专用微生物大数据库(ftp://
ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/)比对,按照细菌、真
菌、病毒、分枝杆菌和寄生虫等进行分类和排列。
1.3 统计学处理

采用SPSS25.0统计软件进行分析。计数资料以

例数或率表示。计量资料以 M(P25,P75)表示,两两

比较采用
 

Mann-Whitney
 

U 检验;测序参数与临床数

据进行Spearman秩相关分析。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 基本信息

18例患者中男15例,女3例,中位年龄46岁。
所有患者均有肿瘤、肾病或自身免疫性疾病背景,见
表1。其中16例患者使用激素+免疫抑制剂治疗基

础疾病,使用时间10.5(4.0,24.0)个月,另外2例为

正在接受化疗的恶性肿瘤患者。

表1  18例患者入院时的一般情况及实验室检查

序号 性别
年龄

(岁)
基础

疾病

肺炎发病时间

(d)#

1,3-β-
D葡聚糖

(pg/mL)

CD4+T淋巴

细胞计数

(个/μL)

氧合指数

(校正)
痰涂片+痰培养

测序采样前

使用抗生素/
抗Pj药物

 

1 女 27 成人Still病 15 249.4 230 220 阴性 是/否

2 男 78 系统性红斑狼疮 20 569.8 624 302 痰培养:嗜麦芽窄食单胞菌 是/否

3 女 54 肺恶性肿瘤 15 328.9 102 281 阴性 是/否

4 男 62 多肌炎 30 178.9 443 312 阴性 是/否

5* 男 39 IgA肾病 20 163.4 58 186 阴性 是/是

6 女 59 肾病综合征 30 未测 229 232 阴性 是/是

7 男 36 肾病综合征 60 680.0 536 271 痰涂片:真菌菌丝 是/是

8 男 21 肾病综合征 16 148.2 422 338 阴性 是/是
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续表1  18例患者入院时的一般情况及实验室检查

序号 性别
年龄

(岁)
基础

疾病

肺炎发病时间

(d)#

1,3-β-
D葡聚糖

(pg/mL)

CD4+T淋巴

细胞计数

(个/μL)

氧合指数

(校正)
痰涂片+痰培养

测序采样前

使用抗生素/
抗Pj药物

 

9 男 45 重症肌无力 4 276.0 213 253 阴性 是/否

10 男 33 肾病综合征 16 378.5 145 208 阴性 是/否

11 男
 

47 肾病综合征 16 197.5 111 198 痰涂片:真菌孢子及菌丝 是/否

12 男 49 类风湿关节炎 15 418.7 357 286 阴性 是/否

13 男 51 膜性肾病 13 未测 179 200 痰涂片:真菌孢子 是/否

14* 男 66 非霍奇金淋巴瘤 15 未测 669 296 阴性 是/否

15* 男 38 天疱疮 10 871.5 159 218 阴性 是/否

16 男 42 皮肌炎 30 600.0 150 247 阴性 是/否

17 男 26 自身免疫性溶血 14 228.4 40 291 阴性 是/否

18 男 54 红斑脱屑性皮炎 56 122.5 485 360 阴性 是/否

  #
 

:首次出现发热、咳嗽等症状至mNGS标本采集时间;*:院内死亡病例。

2.2 临床资料

患者以急性、亚急性起病,从起病至 mNGS标本

采集的中位时间为16
 

d,最短4
 

d。起病症状以发热

(77.8%)、咳 嗽 (100.0%)、干 咳 (50.0%)、气 促

(77.8%)为主。所有患者入院时均有不同程度的低

氧血症,氧合指数(校正大气压后)262(215,297),
LDH水平473.0(303.5,581.3)U/L。15例患者的

血清1,3-β-D葡聚糖276.0(178.9,569.8)pg/mL,15
例患者的诱导痰细胞中性粒细胞比例明显升高达

73.08%~97.02%,提示肺炎症损伤重。所有患者入

院72
 

h内均进行了细胞免疫功能评估并记录
 

CD4+T
淋巴细胞计数,其中8例<200个/μL。18例患者均

采集呼吸道标本送院内涂片及培养,2号病例痰培养出

敏感嗜麦芽窄食单胞菌,7、11、13号病例痰涂片查见真

菌孢子和(或)菌丝,但因实验室条件有限未进一步鉴

定,其余均为阴性。影像学上病例均呈现双肺弥漫性或

斑片融合型磨玻璃征,部分可见小叶间隔增厚、网格影、
铺路石征等。
2.3 mNGS结果

测序标本在入院后7~10
 

d采集,测序结果均于

第三方测序中心收到标本约48
 

h后回报,标本检出

Pj菌种严格比对的序列数为14~10
 

579个,除1例外

其余标本的Pj序列相对丰度在85%以上(图1),Pj
序列数在所有检出微生物种间排名1~14名(图2)。
不同个体之间的Pj序列数差异较大,与

 

PJP
 

的发病

时间、氧合指数、CD4+T淋巴细胞计数无明显相关性

(rs=-0.131、-0.129、-0.040,P>0.05),见表2。
Pj序列数在采样前是否经验性抗Pj治疗(P=0.158)
及是否发生院内死亡(P=0.426)的组间比较中也无

明显差异。其他微生物检出情况:14例患者标本检出

病毒 序 列,其 中,9 例 检 出 人 类 β疱 疹 病 毒 5 型

(CMV)序列,6例检出人类γ疱疹病毒4型(EBV)序
列,2例检出了单纯疱疹病毒(HSV1)序列,1例血标

本检出了细环病毒属序列。所有BALF标本都检出

大量细菌序列并报告了可疑致病菌,其中2号病例检

出军团菌属,3号病例检出李斯特菌、铜绿假单胞菌;2
例血标本并未检出细菌序列。

图1  18例标本Pj序列数及相对丰度
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图2  18例标本Pj序列数在微生物序列中的种间排名

2.4 治疗反应及预后

所有患者在采样前均接受抗菌药物治疗,其中4

例患者经验性使用磺胺甲噁唑/甲氧苄啶或棘白菌素

类抗Pj治疗,其余患者在 mNGS结果回报后加用上

述药物抗Pj治疗,部分患者胸部CT特征见图3。最

终3例患者因脓毒症多器官衰竭而发生院内死亡,其
余患者均好转出院随访。

表2  Pj序列数与部分临床指标的相关性分析

Pj序列数
CD4+T淋巴

细胞计数

氧合指数
 

(校正)
发病时间

Spearman相关性(rs) -0.040 -0.129 -0.131

Sig.(双尾) 0.874 0.610 0.603

  A:2号、4号、12号、15号、16号、18号病例PJP特征表现主要为双肺弥漫性磨玻璃影,可见网格影和铺路石征(箭头)等;B:20号病例抗Pj治

疗后病灶吸收;C:8号病例从起病局部磨玻璃影(2020-01-23)进展为双肺弥漫性病变(2020-02-22),最后抗Pj治疗好转(2020-03-06)。

图3  部分PJP患者的胸部CT特征

3 讨  论

PJP是免疫抑制宿主常见的严重机会性感染疾

病,在国内外的报道中,PJP的发病率在侵袭性真菌

感染疾病中排名前4[5-6]。早期诊断对PJP患者的预

后有重要意义[7],然而既往临床实践中直接获得PJP
病原学证据较为困难,新兴的 mNGS技术具有高灵

敏度、覆盖广、无偏倚的特点,给感染病诊断带来更多

的病原信息,且抗菌药物使用对 mNGS的影响小于

传统培养[8],因此临床上得以实践应用。
本研究中主要检测PJP患者的下呼吸道标本,尽

管Pj也可以在人类Ⅰ型肺泡上皮细胞表面定植生

长[9],但免疫正常和免疫抑制人群中的呼吸道病原谱

仍有明显差异。WU等[10]分析了多中心329例重症

肺炎BALF标本的 mNGS,Pj序列均在免疫受损的

肺炎病例中检出,而免疫功能正常的264例病例中并

未检出,既往大样本呼吸道标本 mNGS研究中Pj序

列检出率也并不高[8],提示免疫受损人群的Pj阳性结

果有较大意义。此外,有研究观察到非 HIV型PJP
 

BALF中的Pj载量明显低于 HIV型PJP[11],因此虽

然部分标本仅检出少量Pj序列,本研究仍然将此作

为支持诊断的重要依据。
除呼吸道标本外,血液

 

mNGS在PJP诊断中也

有良好的敏感性,且一般不受呼吸道定植菌的干扰。
在顾鹏等[12]研究中,外周血 mNGS对肾脏病合并

PJP的诊断灵敏度和特异度达到了94.59%和100%。
另一项研究分析了14例肾移植术后的PJP患者,92.
8%的患者均通过外周血或呼吸道标本 mNGS发现

Pj序列,且与PCR验证结果一致[13],值得注意的是,
在该研究中呼吸道标本匹配到的Pj序列数(488~29

 

751)明显高于血标本(6~260),并且在2例患者的4
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份同源同期标本中得到验证,提示呼吸道标本可能有

更高的检测效能。
此外,非HIV型PJP患者常为免疫机能受损的

重症患者,往往非单一病原体感染。在本研究中,

BALF测序都报告了可疑致病菌序列,部分检测出非

典型细菌病原体,如军团菌属、李斯特菌等,给治疗用

药提供了参考。而2例血标本测序虽然没有报告细

菌序列,但患者的临床资料均有细菌性肺炎的表现,
如咳黄痰、中性粒细胞升高及影像学实变征等,入院

后给予经验性抗菌药物治疗。既往PJP研究中血

mNGS的细菌检出率也仅有21.6%[12],在另一项重

症肺炎(SCAP)的诊断研究中,以血培养为金标准,外
周血 mNGS的 敏 感 性 和 一 致 率 均 不 如 呼 吸 道 标

本[14],提示呼吸道标本对非 HIV型PJP的诊疗更有

优势。
目前对于判断mNGS检出序列为致病菌尚无定

量标准,有研究提出Pj序列的相对丰度>85%或序

列数排名前15名可能提供较满意的诊断阈值[15]。在

本研究中,17例标本中Pj序列相对丰度>85%,包括

2例血标本。也有研究观察到血标本中Pj序列相对

丰度差异较大分布离散[12],由于均为小样本观察性研

究,还需要更多前瞻性研究来进一步验证。此外,测
序结果不能单一解读,共识建议[16]若 mNGS结果符

合患者的临床表现和其他实验室检查,可以根据结果

指导临床决策。
本组病例的诱导痰细胞分类发现中性粒细胞明

显升高,且入院时均有不同程度的低氧血症或呼吸衰

竭,提示患者肺炎症损伤重。有研究对比了 HIV型

PJP患者的BALF细胞分类,在非 HIV患者中观察

到更高的中性粒细胞计数,间接提示非
 

HIV型PJP
有更严重的肺损伤[11]。影像学上,PJP典型的CT特

征为双肺散在斑片样或弥漫性磨玻璃影、小叶间隔增

厚,但不具有特异性。血清 G 试验可以辅助诊断

PJP,但需要和其他真菌如念珠菌属、镰刀菌属、曲霉

菌属等感染相鉴别。有研究认为下呼吸道标本PCR
结合G试验可以有效地区分PJP定植和感染[17-18],但

G试验最佳诊断阈值各不相同,需要进一步验证。此

外,mNGS指导抗菌药物调整后的治疗反应也可以作

为依据。本研究不足之处在于缺乏特殊染色等验证

试验,还有部分患者随访不足,未能观察到疾病的远

期变化,未来需要前瞻性研究设计来改进。
综上所 述,在 非 HIV 感 染 型 PJP 的 诊 断 中,

BALF和血标本 mNGS均有较好的灵敏度。非 HIV
型PJP往往呈现重症化和混合感染的趋势,条件允许

时仍建议优选下呼吸道标本如BALF送检,以获得更

全面的病原学信息。此外,Pj序列的相对丰度对致病

菌的判定可能有提示作用,Pj序列数与临床指标及预

后无明显相关,但需要前瞻性更大样本研究来验证。

mNGS的结果需要综合其他临床资料综合判断。
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