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下呼吸道感染患者咽拭子与肺泡灌洗液病原谱的 
病原靶向二代测序对比研究 

武  梦#, 任  芳#, 刘  潞, 刘姿杏, 蓝芳艳, 彭智慧, 周梅华, 邓振沣* 
(广西金域医学检验实验室, 南宁  530007) 

摘  要: 目的  应用病原靶向二代测序(targeted next-generation sequencing, tNGS)技术, 解析下呼吸道感染

(lower respiratory tract infections, LRIs)患者咽拭子与肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)的病原谱

特征, 并阐明其检测效能差异。方法  采用回顾性队列研究设计, 纳入 2022 年 4 月—2025 年 9 月同期送检咽

拭子和 BALF 的 1000 例 LRIs 患者, 应用 tNGS 技术对两类样本进行病原体检测, 其中咽拭子采用上呼吸道检

测通道(107 种病原体), BALF 采用下呼吸道检测通道(225 种病原体)。研究队列划分为儿童组与成人组, 重点

分析这两类样本病原谱的构成差异。结果  咽拭子与 BALF 的阳性检出率分别为 97.4%、99.0%。儿童组(n=843)

中, 咽拭子对流感嗜血杆菌(42.2% vs 28.4%, P<0.001)、肺炎链球菌(31.7% vs 28.7%, P=0.040)及鲍曼不动杆菌

(30.5% vs 2.3%, P<0.001)的检出率显著比 BALF 高, 而 BALF 则更易检测到鼻病毒(31.2% vs 27.1%, P=0.006)、

人呼吸道合胞病毒(20.9% vs 17.8%, P=0.006)、流感病毒(9.6% vs 7.0%, P=0.002)、人副流感病毒(15.3% vs 

13.3%, P=0.019)、偏肺病毒(8.1% vs 6.1%, P=0.005)等 RNA 病毒, 以及肺炎支原体(38.6% vs 28.6%, P<0.001)。

成人组(n=157)中, 咽峡炎链球菌群在咽拭子中的检出率高达 82.2% (vs BALF 28.0%, P<0.001), 而 BALF 对铜

绿假单胞菌(8.9% vs 3.8%, P=0.039)和巨细胞病毒(14.7% vs 2.6%, P<0.001)的检测更具优势。耐药基因分析显

示, 23S rRNA A2063G 突变位点在儿童 BALF 中检出率达 24.1%, 虽高于咽拭子(19.0%)但未达统计学差异

(P>0.05)。此外, tNGS 的下呼吸道检测通道在 BALF 中还额外检出结核分枝杆菌复合群、耶氏肺孢子菌、烟

曲霉等 31 种深部病原体或下呼吸道特异性病原体。结论  BALF 在反映下呼吸道真实病原谱方面优于咽拭子, 

尤其对深部感染病原体检测价值显著, 但咽拭子仍然是快速筛查的优先选择。儿童与成人的病原谱差异明显, 

提示结果解读需结合年龄因素。tNGS 具高灵敏度与广谱优势, 但仍需关注定植与条件致病菌的判读。 
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0  引  言 

下呼吸道感染(lower respiratory tract infections, LRIs)
包括肺炎、支气管炎、细支气管炎和气管炎。据报道, LRIs
是世界上最常见和最致命的传染病之一, 2021 年疾病负担

研究数据显示, 全球 LRIs 发病例数达 3.44 亿, 死亡人数达

218 万[1]。中国疾病预防控制中心的一项 11 年监测数据显

示, LRIs 主要由细菌、病毒、支原体和真菌等多种病原体 
引起, 临床中以混合型感染较为多见[2]。病原学诊断是 LRIs
临床治疗的关键。传统的病原学检测技术包括涂片镜检、微

生物培养、免疫学检测、聚合酶链式反应(polymerase chain 
reaction, PCR)等, 但存在耗时长、灵敏度低或存在“窗口期”
等诸多局限, 其中 PCR 检测虽然快速准确, 但需要对可疑病

原体进行病因假设, 且检测范围窄[3]。因此, 传统检测技术难
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以同时满足临床早期、快速诊断以及广谱检测的需求。 
病原靶向二代测序(targeted next generation sequencing, 

tNGS)技术通过超多重 PCR 扩增与高通量测序两种技术的

结合, 能够对待测样本中几十种至几百种已知病原微生物

及其耐药基因进行检测, 具有高灵敏度、实验周期短、检

测范围广、测序成本低的优势[4]。尽管 tNGS 已在 LRIs 病

原学诊断中得到广泛应用[5-6], 但检测效能高度依赖样本

类型, 合理选择样本对提升诊断准确性至关重要, 这也成

为 优 化 临 床 病 原 学 检 测 的 关 键 环 节 。 肺 泡 灌 洗 液

(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)和咽拭子分别是从下

呼吸道和上呼吸道采集的常见样本类型, 用于不同场景

LRIs 的病原学检测, 但两者在病原体检出率、种类和临床

价值上存在差异。咽拭子的采集简便易行, 适用于门诊和急

诊患者的快速筛查, 而肺泡灌洗液采集为侵入性操作, 流程

相对复杂, 有严格适应证与禁忌证, 但对于病原学诊断具有

更高的准确性[7]。鉴于两种样本各有优劣且临床应用场景不

一, 本研究选取同一患者的肺泡灌洗液和咽拭子样本, 采用

tNGS 进行病原体鉴定, 系统分析两种样本在病原微生物检

出谱、检出率等方面的差异, 以此为临床合理选择检测样

本、优化下呼吸道感染精准诊疗策略提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

本研究回顾性纳入 2022 年 4 月至 2025 年 9 月期间, 同
期送检咽拭子和BALF至广西金域医学检验实验室进行 tNGS
检测的 LRIs 患者。纳入标准: (1)临床诊断为 LRIs; (2)同期送

检咽拭子和 BALF 行 tNGS 检测; (3)样本采集、保存环节

以及质量控制符合 tNGS 的标准。排除标准: (1)关键基本信

息(年龄、性别)缺失; (2)非 LRIs 或诊断不明确病例; (3)咽
拭子和 BALF 的送检间隔时间超过 72 h。 

RM603-C9/96T 病原核酸提取试剂盒(南京诺唯赞生物

科技股份有限公司); KS608-50SHXD96 上呼吸道病原体检

测试剂盒、KS608-100HXD96 下呼吸道病原体检测试剂盒、

KS107-CXR 测序反应通用试剂盒(广州市金圻睿生物科技

有限责任公司)。 

1.2  仪器与设备 

Qsep100 全自动核酸蛋白分析系统(光鼎生物科技股

份 有 限 公 司 ); Qubit 4.0 荧 光 定 量 仪 ( 美 国 Applied 
Biosystems-赛默飞世尔公司); KM MiniSeqDx-CN 基因测

序仪(广州市金圻睿生物科技有限公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  样本前处理和核酸提取 
取 1.3 mL 咽拭子或 BALF 样本, 加入 13 μL 外源性内

参, 经高速离心(12000 r/min, 5 min)后去除上清液。然后取

500 μL 样本, 采用磁珠法病原核酸提取试剂盒提取总核酸

并纯化。根据样本类型选择检测方案: 咽拭子采用上呼吸

道 tNGS 检测通道, 包含 107 种病原体; BALF 采用下呼吸

道 tNGS 检测通道, 包含 225 种病原体。其中下呼吸道 225
种病原体检测中涵盖上呼吸道 107 种病原体。实验同时设

置阴性和阳性对照监测整个实验流程。 
1.3.2  文库构建和测序 

采用呼吸道病原体检测试剂盒进行文库构建, 具体

流程包括: (1)目标序列富集。以提取的核酸及逆转录 cDNA
为模板, 使用 107/225 种病原体的特异性引物(对应上/下呼

吸道通道)进行超多重 PCR 扩增; (2)文库纯化与扩增。通过

磁珠纯化 PCR 扩增产物, 随后连接含有独特标识序列的测

序接头, 再次PCR扩增文库并且磁珠纯化; (3)文库质量评估。

使用全自动核酸蛋白分析系统进行片段分析(合格标准为

250~350 bp), 荧光定量仪进行浓度测定(合格标准大于等于

0.5 ng/μL)。同时设置无模板对照监测文库构建流程; (4)上机

测序。根据测序通量需求进行文库等物质的量浓度混合, 稀
释至 1 nmol/L 工作浓度, 取 5 μL 稀释文库与 5 μL 新鲜配制

的 0.1 mol/L NaOH 溶液混合。短暂涡旋和离心后, 文库在室

温下孵育 5 min。随后加载至 tNGS 专用测序试剂盒中并在

Illumina MiniSeq 平台进行单端 100 bp (SE100)测序。 
1.3.3  生物信息分析 

原始测序数据经 fastp v0.20.1 进行质控处理(去除接头

序列、过滤低质量序列), 保留读长≥60 bp且Q30>50% (Q30
表示该碱基检测错误的概率为 0.1%)的高质量序列; 随后

通过 Bowtie2 v2.4.1 比对至整合 GenBank、RefSeq 及 NCBI 
NT 数据库构建的病原体参考基因组库; 阳性判定采用标

准化比对读长指数(reads per hundred thousand, RPhK), 当
特定病原体 RPhK≥10 时判定为阳性。 
1.3.4  tNGS 结果解读 

数据质量要求: Q30≥75%, 最低原始序列数≥50 k, 
内参扩增标准化序列数≥200 或目标区域病原标准化序列

数≥3000。根据使用特定引物进行靶向扩增的实验原则, 
以样本中检测到的病原微生物的扩增子覆盖率和标准化读

数为主要解读指标。为将微生物归类为潜在病原体, 设定

以下标准: (1)细菌(不包括结核分枝杆菌复合群)、真菌和非

典型病原体。扩增子覆盖率≥50%且标准化读数≥10; (2)病
毒。扩增子覆盖率≥50%且标准化读数≥3; (3)结核分枝杆

菌复合群。标准化读数≥1。由临床医学、微生物学和检验

医学背景组成的专业技术团队负责分析解读, 经过初审和

复审后发布结果。 

1.4  数据处理 

本研究采用 WPS Ofiice 2026 中内置的统计学模块进

行数据分析。计数资料表示为检出频次/例数和百分比(%), 
用均数±标准差表示计量资料符合正态分布或者近似正态
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分布。不同病原检出率比较时用 χ2 检验, 当 P<0.05 表示差

异有统计学意义。 

2  结果与分析 

2.1  一般情况 

研究初期共纳入 1248 例病例, 有 63 例因样本类型不

符、158 例因送检间隔超过 72 h、27 例因不符合 tNGS 质

控而被排除, 最终确立 1000 例纳入研究队列。人口学特征

显示: 男性 628 例(62.8%), 女性 372 例(37.2%), 年龄跨度

30 d~94 岁(中位年龄 47 岁)。本研究重点分析 LRIs 患者上

呼吸道(咽拭子)与下呼吸道(BALF)来源样本的病原谱差

异。鉴于儿童与成人 LRTIs 病原谱存在显著差异, 进一步

将队列划分为儿童组(<18 岁, n=843)与成人亚组(≥18 岁, 
n=157)进行分层分析。其中上呼吸道 tNGS 的阳性检出率

是 97.4%, 下呼吸道 tNGS 的阳性检出率是 99.0%。 

2.2  基于 tNGS 检测结果的病原体分布分析 

2.2.1  儿童组病原体分布特征 
儿童组病原体分布数据见图 1, 以下从细菌、病毒、

非典型病原体、耐药基因 4 个维度展开具体分析。 
(1)细菌。咽拭子以流感嗜血杆菌(42.2%)、肺炎链球

菌(31.7%)、鲍曼不动杆菌(30.5%)为优势菌, BALF 则以肺

炎链球菌(28.7%)与流感嗜血杆菌(28.4%)为优势菌。其中

流感嗜血杆菌(P<0.001)、肺炎链球菌(P=0.040)、鲍曼不动

杆菌(P<0.001)、卡他莫拉菌(P<0.001)、咽峡炎链球菌群

(P<0.001)、金黄色葡萄球菌 (P=0.019)、肺炎克雷伯菌

(P<0.001)、嗜麦芽窄食单胞菌(P<0.001)在咽拭子中检出率

显著高于 BALF; 而肺炎支原体(P<0.001)、百日咳鲍特菌

(P<0.001)在 BALF 中检出率显著高于咽拭子。 
(2)病毒。鼻病毒检出率在咽拭子和 BALF 中均居首位

(27.1% vs 31.2%), 其次为巨细胞病毒(22.1% vs 21.2%)及
呼吸道合胞病毒(17.8% vs 20.9%)。其中新型冠状病毒在咽

拭子中检出率显著高于 BALF (P=0.049); 而鼻病毒

(P=0.006)、呼吸道合胞病毒(P=0.006)、流感病毒(P=0.002)、
副流感病毒 (P=0.019)、偏肺病毒 (P=0.005)、EB 病毒

(P<0.001)、博卡病毒 1 型(P<0.001)、人类疱疹病毒 7 型

(P=0.002)、人类疱疹病毒 6 型(P<0.001)在 BALF 中检出率

显著高于咽拭子。 
(3)非典型病原体。肺炎支原体检出率在咽拭子和

BALF 中均为最高(28.6% vs. 38.6%), 其在 BALF 中检出率

显著高于咽拭子(P<0.001)。肺炎衣原体、沙眼衣原体、细

小脲原体的检出率均小于 1%。 
(4)耐药基因。共检出 5 类大环内酯耐药突变, 其中

23S rRNA A2063G 突变检出率在咽拭子和 BALF 中均为最

高(19.0% vs 24.1%), 只有 BALF 检出 1 例 C2617G 突变。 

 
 

图 1  儿童组病原体分布 
 

2.2.2  成人组病原体分布特征 
成人组病原体分布数据见图 2, 以下从细菌、病毒、

非典型病原体、耐药基因 4 个维度展开具体分析。 
(1)细菌。咽峡炎链球菌群在咽拭子中的检出率高达

82.2%, 在 BALF 中为 28.0%, 均居首位; 鲍曼不动杆菌在

咽拭子中检出率为 35.7%, 而 BALF 中只有 7.0%; 其次为

流感嗜血杆菌(21.0% vs 21.7%)和肺炎克雷伯菌(16.6% vs 
14.7%)。其中咽峡炎链球菌群(P<0.001)、鲍曼不动杆菌

(P<0.001)在咽拭子中检出率显著高于 BALF (82.2% vs 
28.0%、35.7% vs 7.0%); 而铜绿假单胞菌在 BALF 中检出

率显著高于咽拭子(8.9% vs 3.8%, P=0.039)。 
(2)病毒。EB 病毒在咽拭子和 BALF 中均占主导

(30.6% vs 39.5%), 其次为单纯疱疹病毒 1 型(12.1 vs 7.0%)
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和鼻病毒(5.7% vs 6.4%)。其中巨细胞病毒在 BALF 中的检

出率达 14.7%, 显著高于咽拭子的 2.6% (P<0.001)。 
(3)非典型病原体。肺炎支原体检出率在咽拭子和

BALF 中均为最高(3.8% vs 6.4%)。只有 BALF 检出 1 例鹦

鹉热衣原体。 
(4)耐药基因。仅 BALF 检出 2 例 23S rRNA A2063G

大环内酯耐药突变。 
 

 
 

图 2  成人组病原体分布 

2.3  仅下呼吸道通道 tNGS 检出的病原体分布 

除 107 种共检病原体外, 采用下呼吸道 tNGS 检测的

BALF 样本中, 在儿童组和成人组中分别额外检出 30 种、

31 种下呼吸道特异性病原体, 均未在咽拭子中检出。儿童

组检出病原体以细菌多样性为特征, 涵盖惠普尔养障体、

大肠埃希菌、阴沟肠杆菌复合群等 18 种条件致病菌或侵袭

性细菌, 同时检出 11 种真菌(包括耶氏肺孢子菌、烟曲霉

等)及人多瘤病毒; 耐药基因方面发现 mecA(耐甲氧西林葡

萄球菌耐药基因)和 blaNDM(碳青霉烯酶基因)。成人组则

以慢性感染病原体为主, 包括 16 种细菌(如结核分枝杆菌

复合群、诺卡菌属、纹带棒杆菌)及 15 种真菌(含烟曲霉、

新型隐球菌、马尔尼菲篮状菌), 耐药基因仅检出 mecA。

值得注意的是, 结核分枝杆菌复合群、新型隐球菌、马尔

尼菲篮状菌等均为具有重要临床意义的下呼吸道病原体, 
这一结果充分凸显下呼吸道样本检测对深部感染病原体的

独特诊断价值。 

3  讨论与结论 

本研究通过大量样本队列分析 , 揭示了咽拭子与

BALF 在 LRIs 病原谱检测中的显著差异。从解剖学角度分

析, BALF 直接来源于 LRIs 灶, 可有效规避上呼吸道定植

菌干扰, 而咽拭子因采集部位位于口咽部, 易受口腔菌群

污染。这种解剖位置的差异直接导致两类样本的病原谱特

征呈现显著分化。 
在细菌检测方面, 儿童组中咽拭子对流感嗜血杆菌、

咽峡炎链球菌群、卡他莫拉菌等上呼吸道常见定植菌的检

出率较 BALF 显著更高, 提示其检测结果更多反映口咽部

菌群定植状态, 而非下呼吸道的真实感染。此外, 咽拭子

对肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌等条件致

病菌的检出率较 BALF 也显著偏高。这一发现与王小军等[8]

的研究结论相似, 其报道鼻咽拭子中肺炎链球菌检出率较

BALF 高 1.74 倍。咽拭子采样时易受口咽部固有菌群污染, 
部分条件致病菌本身可在上呼吸道定植, 且可能存在只引

起上呼吸道感染, 而未发展为 LRIs 的情况。值得注意的是, 
鲍曼不动杆菌在儿童组咽拭子中的检出率高达 30.5%, 而
BALF 中仅 2.3%; 成人组咽拭子中亦高达 35.7%, 但 BALF
中仅 7.0%。咽拭子 tNGS 鲍曼不动杆菌的高检出率, 并非

因为它是上呼吸道的常见定植菌, 而是由于 tNGS 技术本

身的高度敏感性, 以及难以避免的环境污染和患者其他部

位定植菌的干扰。提示上呼吸道样本可能高估细菌的感染

风险。临床实践中需特别注意, 当咽拭子检测到细菌时, 
应结合患者症状、体征及影像学特征等临床信息综合判断, 
避免将定植或上呼吸道感染误判为 LRIs 导致抗菌药物滥

用。相反, 成人组 BALF 对铜绿假单胞菌等常见下呼吸道

病原体的检出优势, 提示当咽拭子检测为阴性时仍不能排

除细菌感染的可能。以上分析也印证了以往共识观点, 即
不推荐咽拭子作为细菌性感染诊断依据的结论[9]。 

病毒检测差异在儿童组尤为显著, BALF 对鼻病毒、

呼吸道合胞病毒、流感病毒、副流感病毒、偏肺病毒等 RNA
病毒以及博卡病毒 1 型有检出优势, 这种现象可能源于 3 方
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面的原因: (1)下呼吸道样本中病毒载量更高; (2)病毒感染导

致黏膜屏障功能减弱、免疫功能异常、气道分泌物增多与排

出障碍、气道高反应, 从而延长病毒在下呼吸道的滞留时间; 
(3)支气管镜灌洗过程对深部感染灶的充分采样[10-13]。而咽

拭子中新型冠状病毒检出率更高, 可能反映其在上呼吸道

复制活跃期的特征。在成人组中, 只有巨细胞病毒在 BALF
的检出率比咽拭子更高, 其他病毒均未在两类样本之间呈

现检测差异。这种相对均一的分布模式源于成人免疫系统

更成熟, 屏障功能更完善, 病毒扩散受限, 上下呼吸道病

毒载量差异缩小[14-15]。这种年龄相关的病毒检测差异提示, 
RNA 病毒感染在儿童中更常见[2]。 

非典型病原体方面, 儿童组以肺炎支原体为主要非

典型病原体, BALF 检出率(38.6%)显著高于咽拭子(28.6%), 
P<0.001。肺炎衣原体、沙眼衣原体及细小脲原体检出率均

低于 1%, 提示肺炎支原体为儿童呼吸道感染的重要病原, 
且 BALF 检测敏感性更高。成人组非典型病原体总体检出

率较低, 仍以肺炎支原体为主, 咽拭子和 BALF 检出率分

别为 3.8%和 6.4%, 仅在 BALF 中检出 1 例鹦鹉热衣原体, 
表明成人肺炎支原体感染远少于儿童, 且深部呼吸道标本

更利于少见病原体的检出。 
耐药基因检测方面, 儿童组 BALF 中 23S rRNA A2063G

突变检出率显著高于咽拭子, 其与下呼吸道肺炎支原体检

出率更高相关。但当前 tNGS 耐药检测仍局限于已知突变位

点, 无法完全替代表型药敏试验[16]。在深部感染病原体检测

方面, BALF 展现出不可替代的优势。本研究数据显示, 下呼

吸道通道额外检出的 31种病原体中, 结核分枝杆菌复合群、

耶氏肺孢子菌等均为传统检测方法易漏诊的病原体。此外, 
BALF 对烟曲霉、新型隐球菌、马尔尼菲篮状菌等侵袭性真

菌的检出, 为 LRIs 的精准治疗提供了关键依据。 
然而, 本研究存在以下局限性: (1)检测通道差异(上

呼吸道 107 种 vs 下呼吸道 225 种)导致部分病原体无法进

行检出率对比; (2)定植菌、条件致病菌的临床意义需谨慎

解读, 检出不代表引起感染; (3)本研究采用回顾性设计, 
仅纳入同期送检两种样本的病例, 可能遗漏无法耐受支气

管镜检查的重症病例。此外, 成人组样本量较小, 可能影

响亚组的结果分析。 
本研究证实, BALF 因可规避上呼吸道定植菌与环境

污染干扰, 在揭示 LRIs 真实病原谱方面显著优于咽拭子, 
对细菌、RNA 病毒及深部感染病原体检测更具临床价值。

咽拭子则易高估细菌感染风险, 不宜单独作为细菌性 LRIs
的确诊依据, 仅对部分在上呼吸道复制活跃的病毒具有筛

查意义。但咽拭子凭借其采样便捷、无创性特点, 仍可作

为快速筛查的首选方案。儿童与成人病原谱差异显著, 儿
童下呼吸道更易富集病毒及肺炎支原体, 而成人则以条件

致病菌和潜伏病毒为主。临床可根据患者耐受性分层选择

样本, 以咽拭子作为儿童、轻症及无法耐受支气管镜患者 

的快速无创初筛手段, 以 BALF 作为重症、疑难病例的确

诊依据, 结合临床信息综合判读 tNGS 结果, 平衡检测精

度与临床可及性。未来可开展大样本前瞻性研究, 建立定

植菌与致病菌的精准区分标准, 优化 tNGS 耐药检测体系, 
并探索更适宜危重患者的替代标本检测方案, 进一步提升

下呼吸道感染病原学诊断的规范化与精准化水平。 
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