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　　[摘要]　目的:血液肿瘤患者化疗后常伴发各种感染,而临床上对于病原不明确的持续或反复发热患者处理

困难。本研究针对此类患者,探索进行支气管肺泡灌洗液(BALF)二代测序(NGS)病原学检测的时机及其对抗

感染治疗结果的影响。方法:选取2020年7月至2021年9月血液科住院的10例血液肿瘤化疗后感染性发热的

患者为研究对象,该类患者虽采取经验性抗感染治疗,但仍有反复或持续发热,并且病原微生物经传统病原检测

无法确定。胸部影像检查发现有肺部病灶进展,行纤维支气管镜下肺泡灌洗术(BAL)并获取 BALF,同时进行

NGS和传统病原学检查。根据病原学结果调整抗菌药物治疗,并评价治疗效果。结果:10例患者在进行BAL检

查前,中位发热时间8(2~19)d,中位最高体温39.6(38.8~40.7)℃,中位使用抗菌药物种类3(1~5)种,5例患

者在未吸氧情况下血氧饱和度<0.90,9例有咳嗽、咳痰症状,4例有胸水表现,且10例患者血液、痰液标本的常

规病原学检测均未发现明确的病原菌。在随诊胸部影像学检查中,新发肺部影像改变显示9例累及双侧,4例为

结节样或片状实变。BALF标本的 NGS病原学检查显示9例患者有明确的病原菌检出,其中5例检出细菌,5例

检出真菌,1例为病毒,1例为分枝杆菌,并有3例病原为混合性;而BALF标本的传统病原学检查仅有1例阳性

病原结果。对9例 NGS阳性病原的患者,根据病原结果调整抗菌药物,调整后3例患者抗菌药物总数减少,7例

患者抗菌药物类别变化,调整抗菌药物治疗后,8例患者体温正常,且咳嗽、咳痰等症状消失。结论:血液肿瘤患

者化疗后出现持续或反复发热,且在常规经验性抗感染治疗效果不佳时,需要密切随诊胸部影像学检查。如出现

肺部影像学改变,可在纤维支气管镜下取BALF进行 NGS检测,根据病原结果调整抗菌策略。
[关键词]　血液肿瘤;感染;支气管肺泡灌洗液;二代测序

DOI:10.13201/j.issn.1004-2806.2022.08.002
[中图分类号]　R552　　[文献标志码]　A

Significanceofpathogenicdetectionbynext-generationsequencingin
bronchoalveolarlavagefluidonanti-infectivetreatmentofpatients

withhematologicalmalignancies
LU Wenping1　FEIXiaoming1　DINGMing2　YUXianqiu1

WANGLixia1　LEIFang1　TANGYu3

(1DepartmentofHematology,AffiliatedHospitalofJiangsuUniversity,Zhenjiang,212001,
China;2DepartmentofRespiratoryMedicine,AffiliatedHospitalofJiangsuUniversity;3De-
partmentofRheumatologyandImmunology,AffiliatedHospitalofJiangsuUniversity)
Correspondingauthor:FEIXiaoming,E-mail:feixiaomingujs@aliyun.com

Abstract　Objective:Themanagementofpersistent/recurrentfebrileinfectioninpatientswithhematological
malignanciesischallenging,especiallyforthosewithunidentifiedpathogen.Inthisstudy,weexploretheclinical
settingandtimingofincorporatingofmetagenomicsnextgenerationsequencing(NGS)todetectpossiblepatho-
gen.Methods:FromJuly2020toSeptember2021,tenpatientshadfebrileepisodespostchemotherapy.Even
withatleasttwolinesofempiricalanti-microbialtreatment,allpatientswerestillhadpersistent/recurrentfever.
WhenaprogressiononthoracicCTorX-rayswasnotedduringaroutinefollow-up,bronchoalveolarlavagefluid
(BALF)wasobtainedforNGSandconventionassaysforpossiblepathogens.Results:Alltenpatientshadpersis-
tent/recurrentfeverwhenincludedinthisstudy.AtthetimeofBALFcollection,themediantimeoffeverwas8
(2-19)days,medianhighesttemperaturerecordedwas39.6(38.8-40.7)℃,mediannumberofanti-microbiala-
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gentswas3(1-5),Fiveofpatientshadsomedegreeofhypoxia,9ofpatientshadcomplaintsofcough,10patients
hadpluraleffusion.NinepatientshadpositivepathogenicfindingbyNGSassay,whileonlyonepatienthadposi-
tivefindingbyconventionalassays.TheclassificationofNGSfindingsincludedbacteria(5/9),fungi(5/9),virus
(1/9)andMycobacterium(1/9).Besides3/9caseshadamixedpathogenicfindingbyNGSassay.Anti-microbial
agentswereemployedaccordingtothepathogenicfindingsfortheninepatientswithpositiveNGSresults,andall
patientshadalterationofanti-microbialagents.Ninepatientshadaresolvedfeverasaresultofmoretargetedanti-
microbialmanagement.Conclusion:Inthesettingofpatientswithhematologicalmalignancies,ourresultssugges-
tedthataclosemonitoringofthoracicimagingmaybenecessaryforthosepersistent/recurrentfebrilepatientswho
weretreatedempirically.AmetagenomicsNGSassaywashighlyeffectiveinthedetectionofthepossiblepathogen
ofthepulmonaryinfection,especiallywhenBALFwassampledatthetimeofaprogressionwasnotedatthetho-
racicimaging.

Keywords　hematologicalmalignancy;infection;bronchoalveolarlavagefluid;next-generationsequencing

　　血液系统肿瘤如急性白血病、骨髓增生异常综

合征等,由于肿瘤本身累及造血和免疫系统,而且

相应治疗不可避免地伴随有骨髓抑制等毒性作用,
因此伴发各种感染的机会很高[1-2]。血液肿瘤患者

伴发感染后,不但影响患者的抗肿瘤治疗,而且是

导致死亡的一个重要原因[3-5]。对于血液系统肿瘤

患者的感染,临床上通常在积极寻找感染部位和病

原微生物的同时,根据相应指南进行经验性治疗,
如果有病原和药敏结果则针对性抗菌治疗。虽然

部分感染患者经过上述处理后可以得到控制,但是

仍有一部分感染患者治疗效果不佳。导致出现这

种难治(反复)感染患者的部分原因,是致病微生物

难以确定和(或)病原菌的动态变化[6-7]。
肺是血液系统肿瘤患者治疗过程经常发生感

染的器官[8-9],导致肺部感染的病原微生物种类多,
而临床上痰液、支气管肺泡灌洗液(bronchoalveo-
larlavagefluid,BALF)等标本传统病原学阳性检

出率低,另一方面从影像学上讲,不同病原引起的

肺部感染往往缺乏特异性表现[10]。上述原因是导

致部分患者成为难治或反复肺部感染的因素之一,
不但延长治疗时间,还可能导致呼吸衰竭、休克等

严重 后 果[3-5,9]。二 代 测 序 (next-generationse-
quencing,NGS)有高通量、快速等特点,特别适合

对少见、非预期病原微生物等情况的检测,近年来

在临床病原检测中越来越得到重视[7,11-12]。但什么

样的患者人群,选用什么标本,在什么时机进行

NGS检测病原微生物这一个问题,目前尚无明确

答案,本研究即对上述几个问题进行初步的临

床研究。
1　资料与方法

1.1　资料

2020年7月至2021年9月我院血液科收治的

血液肿瘤住院患者10例,于化疗后伴发感染性

发热。
纳入标准:①年龄≥18岁;②血液恶性肿瘤患

者化疗后出现感染性发热;③参照相应指南给予经

验性抗感染治疗(至少二线的抗感染药物),患者发

热等感染症状经前期治疗后,无缓解或缓解后再次

出现发热;④在肺部影像学上有新的异常表现;
⑤常规病原学检测未发现明确病原微生物;⑥患者

签署纤支镜下肺泡灌洗术知情同意书及 NGS检测

知情同意书。
排除标准:①重度通气和(或)换气功能障碍;

②新发的急性冠状动脉综合征、严重高血压及恶性

心律失常、低血压等;③主动脉瘤和食管静脉曲张

有破裂风险;④严重的凝血功能障碍、大咯血等;
⑤多发性肺大疱有破裂风险;⑥严重消耗性疾病;
⑦患者不能良好配合。
1.2　方法

留取标本:当患者在化疗后出现感染性发热

时,留取血液、痰液等标本进行血培养、血清 GM 试

验、痰培养、痰找抗酸杆菌、T-SPOT等常规病原学

检查,同时行胸部影像检查。当患者在经验性抗菌

治疗后仍持续或反复发热,复查胸部影像检查发现

新的肺部影像学变化,进行 BALF,具体步骤参照

《肺部感染性疾病支气管肺泡灌洗病原体检测中国

专家共识(2017年版)》,操作结束后使用无菌管回

收BALF,使用40mL无菌管分装约5mLBALF
标本,立即4℃保存并于24h内送杰毅生物技术有

限公司进行 NGS检测,同时留取BALF标本在本

院检验科进行培养、GM 试验、找抗酸杆菌等常规

检查。
NGS采用 Q-mNGSTM 定量方法进行宏基因

组 检 测。 具 体 步 骤:取 BALF 样 本 加 入 到

NGSmasterTM 自动化工作站中进行自动化的核酸

提取、核酸片段化、末端补平、末端腺苷化(3’端加

单碱基 A)、测序接头连接、纯化后形成测序文库。
将文库通过荧光定量 PCR仪进行文库定量后,使
用IlluminaNextseqTM 高通量测序平台对文库进

行鸟枪法测序。每个文库预期读取产生2000万条

单端75bp序列数据。对读取的文库序列数据进

行生物信息学分析,过滤其中的人类基因组序列数

据(GRCh38.p13),将其余序列数据与微生物参考

数据库(NCBIGenBank和内部策划的微生物基因
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组数据)进行比对,以确定微生物物种和相对丰度。
送检标本后24h内接收到BALF的 NGS病

原检测结果,以病原结果为参考依据调整抗感染治

疗方案,观察患者体温、临床表现及肺部影像学的

变化,评估疗效。
2　结果

2.1　患者情况

本研究纳入住院治疗的血液肿瘤患者10例,
男女各5例;中位年龄47(34~64)岁;包括急性白

血病5例,淋巴瘤2例,多发性骨髓瘤2例,骨髓增

生异常综合征1例。患者在发热前均接受抗肿瘤

治疗,在给予抗肿瘤治疗前均无发热等感染迹象。
易感因素:合并基础疾病5例,既往激素使用7例,
深静脉置管6例,粒细胞缺乏4例。进行BALF检

查前10例患者均有发热,其中包括经二线以上抗

菌药物治疗后仍持续发热的患者,也有部分患者抗

感染治疗后体温一度正常,但随后又再次出现发

热,并经抗菌药物治疗后无改善。所有10例患者

在进行BALF前均正在接受一种以上的抗菌药物

治疗。10例患者在进行 BALF检查前,中位发热

时间8(2~19)d,中位最高体温 39.6(38.8~
40.7)℃,中位使用抗菌药物种类3(1~5)种,5例

患者在未吸氧情况下血氧饱和度<0.90,9例有咳

嗽、咳痰症状,4例有胸水表现,且10例患者血液、
痰液标 本 的 常 规 病 原 学 检 测 均 未 发 现 明 确 的

病原菌。
2.2　患者BALF检查前胸部影像学及病原学检查

结果

所有患者抗感染治疗过程中均按照我院血液

科抗感染处理流程进行,一方面行血液、痰液标本

的常规病原学检查(血培养、血清 GM 试验、痰培

养、痰找抗酸杆菌、T-SPOT 等)寻找病原,另一方

面随诊胸片或胸部CT检查,并与患者之前的胸部

影像学资料比较。对于持续或反复发热的患者,一
旦发现肺部影像学出现新发进展,则及早进行

BALF检查。BALF检查距离最后一次影像学检

查的中位时间为1(0~9)d,10例患者的影像学特

点见表1。

表1　患者治疗后肺部影像学变化比较

序号 BALF前影像学表现 治疗后复查影像学表现

病例1 双侧多发浸润影 左侧病灶基本吸收,右侧病灶面积吸收1/2以上

病例2 右侧单发空洞影 右侧病灶面积吸收1/2以上

病例3 左侧单发浸润伴部分实变影 实变影基本吸收,左侧病灶面积吸收1/2以上

病例4 双侧多发结节样影 双侧病灶面积均吸收1/2以上

病例5 双侧多发浸润影 双侧病灶面积均吸收1/2以上

病例6 双侧多发结节样伴左侧部分实变影 未复查

病例7 双侧多发浸润影 右侧病灶面积吸收1/2以上,左侧病灶基本吸收

病例8 双侧多发浸润伴部分磨玻璃样影 双侧病灶基本吸收,磨玻璃样影明显变淡

病例9 双侧多发浸润伴左侧部分实变影 实变影基本吸收,双侧病灶面积均吸收1/2以上

病例10 双侧多发浸润伴右侧部分实变影 实变影基本吸收,双侧病灶面积均吸收1/2以上

　　NGS检测均在送检后24h内进行,而血培养、
痰培养、血清 GM 试验等病原检查需要3~5d检

测时间。10例患者中除1例 NGS检测为阴性外,
另外9例患者 NGS检测均有阳性病原发现,其

中6例 NGS检测结果提示为单一病原,3例患者

为混合病原。10例患者的BALF、痰液和血液标本

进行常规方法病原学检测,仅1例为阳性(病例5),
提示为BALF标本 GM 试验阳性。对于本研究中

的患者人群,BALF的 NGS检测阳性率远高于常

规病原学检测,两者间的不一致率高。并且 NGS
检测发现耶氏肺孢子菌、单纯疱疹病毒等少见或非

预期病原。
2.3　患者抗菌药物的调整及抗感染治疗结果

9例 NGS检测有阳性病原的患者,根据 NGS、
常规病原和影像综合结果来调整抗菌药物。抗菌

药物调整后 3 例患者抗菌药物总数减少,且其

中1例有抗菌药物类别变化;3患者抗菌药物总数

不变,而这3例均有抗菌药物类别变化;3例患者

抗菌药物总数增加,但均有抗菌药物类别变化。其

中有3例患者加用复方磺胺甲噁唑等药物治疗耶

氏肺孢子菌,3例患者加用伏立康唑抗真菌,1例患

者加用抗病毒药物阿昔洛韦治疗疱疹病毒,2例患

者加用抗结核药物。9例患者经调整抗菌药物治

疗后,8例患者的体温完全正常,中位体温正常时

间为8.5(4.0~23.0)d,并且咳嗽、咳痰、气促等症

状也逐渐消失,胸部影像学复查较治疗前好转。仅

1例患者的抗菌治疗无效。
对于持续发热,但 NGS检测阴性的1例患者,

行BALF操作前胸部 CT 提示两肺影像上有病灶

进展,但患者其他常规病原学检测也为阴性,并且

患者的铁蛋白检测值高(3424.64ng/mL,参考值

范围21.81~274.6ng/mL),考虑该患者发热为非
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感染原因,不排除噬血细胞综合征可能。给予短程

糖皮质激素治疗后,患者体温迅速恢复正常,同时

停用所有抗菌药物。
3　讨论

血液肿瘤患者发生的肺部感染原因复杂、多
变,并且病原微生物不易在抗感染治疗早期确

定[3,7,9,12]。相对于痰液和血液标本,BALF标本是

更好的病原学检测标本[13]。由于下呼吸道正常情

况下是无菌状态,对于局灶性分布的肺部病变,纤
维支气管镜可以到达病灶处取样,与传统病原学比

较,NGS可以同时检测成千上万种不同病原体,尤
其适合少见、不易培养或临床上未常规开展的病原

检测[7,11-12]。在肺部感染患者中 NGS方法对细菌、
真菌和病毒检出率分别为 42% ~85%、17% ~
93%和35%~88%,而传统病原检测方法对三者

的检出率分别为 8% ~47%、8% ~35% 和 0~
41%[12]。Wang等[14]对接受免疫抑制治疗的患

者,应用血液、痰液、BALF和脑脊液等标本,分别

采用传统方法和 NGS方法进行病原学检查,NGS
方法不但对病原的检出率明显高于传统方法,而且

NGS结果指导治疗的成功率高于经验性治疗。上

述结果均提示对于肺部感染患者,应用BALF标本

的 NGS方法进行病原检测,可以提高临床抗感染

处理水平和效率。
本研究中9例患者经 NGS检测为阳性病原结

果,而传统病原学检测仅有1例患者为阳性结果。
与既往其他类似的研究比较,本研究中 NGS检测

的病原阳性率较高,而传统病原学方法阳性率相对

较低。这主要与本研究入选的人群与其他研究有

差异,以及主要统计 BALF操作期间标本结果有

关[7,12,15-18]。本研究入选者均为血液肿瘤化疗后,
虽然经过多线抗菌药物治疗,仍然难治性或反复发

热的患者,所有患者在之前传统病原学检测中均未

发现明确的病原菌,是在胸部影像学随诊中发现有

肺部影像进展,才进行BALF和 NGS检测。相信

这是 NGS阳性率远高于传统检测方法的重要原

因。另外,该研究结果也提示对于这部分患者人

群,NGS方法在明确肺部感染病原菌方面的作用

尤其重要。既往大部分有关肺部感染患者 NGS病

原检测的研究,大多集中在其与传统检测方法的比

较上,而少有涉及 NGS病原检测结果对肺部感染

患者 随 后 抗 感 染 处 理 的 影 响[7,11,15,18]。本 研 究

除1例患者 NGS和传统病原检测结果均阴性外,
另外9例患者在 NGS病原结果回报后,均对后续

的抗菌药物做出调整,其中包括部分患者增加针对

耶氏肺孢子菌的复方磺胺甲噁唑,针对疱疹病毒的

阿昔洛韦等,这也提示对于以往抗菌治疗中未考虑

到或不常见的病原微生物,NGS检测有突出的优

势[11-12,19-20]。值得注意的是,有患者在药物调整后

停用了既往使用的部分抗菌药物,说明明确肺部感

染病原后的抗菌治疗更加有针对性,不但可以减少

不必要抗菌药物的无效使用,也可以避免药物使用

产生毒副作用和降低相关用药成本。
对于唯一的1例 NGS病原阴性患者,在短程

激素和停用抗菌药物后,患者体温很快恢复正常,
可见BALF的阴性病原结果对这一类患者群发热

和鉴别诊断,同样有重要的临床参考价值。
综上所述,对于血液肿瘤患者化疗后的难治

性、复发性发热,在经验性抗菌药物治疗无效,并且

传统病原学检查阴性时,即使咳嗽、气喘等呼吸病

症状不明显,也需要进行胸部影像学检查。一旦发

现肺部影像有明显变化,尽早行BALF的 NGS病

原检测,不但有利于明确病原,且对后续抗菌药物

的调整、治疗结果均有重要的临床意义。对于这部

分患者群,出现新的肺部影像学改变时是行BALF
的 NGS病原检测的关键时间节点。
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据Probit分析算得试剂 A和D的最低检测限分别

为356.9和252.9copies/mL,试剂 A和D的分析

灵敏度明显高于B和C。有研究应用数字PCR发

现试剂 A、B和 D 的 LoD 分别为484、968和484
copies/mL[5],而FIND研究发现试剂 D每反应体

系灵敏度为10~50copies/mL[6],这与本研究发现

的相应试剂分析灵敏度有差异,可能是由于所用试

剂的批号、定值的溯源性以及梯度稀释的基质不同

等因素所致。
综上所述,4种新型冠状病毒核酸检测试剂的

分析 性 能 存 在 差 异,D 最 优,A 次 之,明 显 优

于B和C。
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