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  [摘 要] 全球每年侵袭性真菌感染人数高达约655万人,并导致约380万人死亡,其中曲霉菌属肺部感

染最常见。由于肺曲霉病在临床和影像学表现特异性不明显,传统实验室检测存在不同程度的检测周期长、灵

敏度相对较低等局限,下一代测序、曲霉菌聚合酶链反应等分子生物学检测技术较好地弥补了传统诊断技术的

不足,分子生物学技术势必会迎来更广泛的应用前景。
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[Abstract] The
 

number
 

of
 

invasive
 

fungal
 

infections
 

is
 

as
 

high
 

as
 

about
 

6.55
 

million
 

people
 

each
 

year
 

in
 

the
 

world,and
 

it
 

leads
 

to
 

about
 

3.8
 

million
 

deaths,among
 

which
 

aspergillus
 

pulmonary
 

infection
 

is
 

the
 

most
 

common.Because
 

the
 

specificity
 

of
 

clinical
 

and
 

imaging
 

manifestations
 

of
 

pulmonary
 

aspergillosis
 

is
 

not
 

obvi-

ous,traditional
 

laboratory
 

tests
 

have
 

different
 

degrees
 

of
 

limitations
 

such
 

as
 

long
 

detection
 

period
 

and
 

relative-

ly
 

low
 

sensitivity.Molecular
 

biology
 

detection
 

techniques
 

such
 

as
 

next
 

generation
 

sequencing
 

and
 

Aspergillus
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

have
 

made
 

up
 

for
 

the
 

shortcomings
 

of
 

traditional
 

diagnostic
 

techniques.Molecular
 

biology
 

technology
 

is
 

bound
 

to
 

usher
 

in
 

a
 

broader
 

application
 

prospect.
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  据报道,每年全球侵袭性真菌感染人数高达约

655万,并导致约380万人死亡,其中约210万侵袭性

曲霉病(IA)患者、180万慢性肺曲霉病(CPA)患者[1]。

曲霉是一种无处不在的腐生霉菌,常见于土壤、水和

建筑材料中,会引起一系列疾病,最常见的是在免疫

功能低下或有肺部基础疾病者发生的肺曲霉病[2]。

肺曲霉病的表现形式取决于宿主的免疫状态,哮喘或

囊性纤维化患者常引起支气管过敏反应,即变应性支

气管肺曲霉病(ABPA)[2]。如果发生在慢性阻塞性肺

疾病、肺结核后遗症、非结核分枝杆菌感染、肺癌、肺

纤维化等肺部基础疾病而免疫功能相对正常或轻度

抑制者,则常以CPA的形式存在。当机体免疫功能

进一步降低时,CPA可向邻近肺组织侵袭和坏死,发

展为亚急性IPA。基于上述理由,有学者提出轻、中

度免疫功能低下患者发生CPA时应按IA进行治疗。

IPA主要发生在血液系统恶性肿瘤、化疗引起的持续

性中性粒细胞减少或缺乏、自身免疫疾病或脏器移植

后接受大剂量长时间激素和免疫抑制剂治疗的患
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者[3-4]。近年来,有报道IPA也是重症流感和重症新

冠感染较为常见的并发症[4]。

由于肺曲霉病的表现形式多样,并且多数存在基

础疾病,无法耐受经支气管或经皮的支气管或肺活检

术,下呼吸道标本的质量不高,传统的肺曲霉病诊断

方式面临敏感性和特异性较低的严重挑战[5]。肺曲

霉病快速诊断已引起全球的重点关注,近年来多种分

子诊断技术的蓬勃发展为此提供了契机。

1 肺曲霉病传统诊断方法和挑战

1.1 临床表现评估 肺曲霉病临床类型多,临床表

现常缺乏明显的特异性。ABPA主要表现为反复多

次阵发性喘息、呼吸困难、咳嗽,常常与支气管炎、哮

喘、慢性阻塞性肺疾病等混淆;CPA主要表现为低热、

体重减轻、夜间盗汗、胸痛、咳棕色痰栓和咯血,部分

患者可无明显临床症状,如单发曲霉球、曲霉结节患

者。有研究报道大约50%的CPA会出现咯血[5],若

侵及血管,可引起大咯血甚至威胁生命。IPA的临床

表现也缺乏特异性,通常表现干咳、气促、胸膜性胸痛

和咯血,发热可有可无。但IPA有起病急的特点,病

情可能在几天内迅速进展恶化,出现急性呼吸衰竭。

尽管上述临床表现缺乏特异性,但详细的病史收

集、病情演变和分析有助于确定患者是否存在肺曲霉

病的可能,如呼吸困难的发作规律是否频繁加重,痰

液性状、颜色和液量的变化,胸痛特点、咯血情况、规

律等。

1.2 影像学特征与价值 影像学检查是临床判断肺

曲霉病的重要辅助手段,胸部高分辨率计算机断层扫

描在肺曲霉病的诊断效能上优于普通胸部X射线。

一些影像学表现具有一定的特征性,比如:新月征是

CPA的特异性表现;晕征是提示存在IPA可能[5-6];

中心性支气管扩张伴黏液栓形成对ABPA的诊断有

益,尤其是在视觉上比骨骼肌更密实的支气管高密度黏

液栓有助于鉴别ABPA与其他原因引起的支气管扩

张[7]。在影像学上,CPA的几种类型可存在重叠或者

部分重叠,如曲霉结节、曲菌球、空洞、纤维化可同时或

部分发生于同一患者。此外,CPA可发展为亚急性

IPA,出现新增实变影,在数天或数周发展为薄壁空洞。

1.3 传统实验室检测 由于肺曲霉病的临床特异性

表现不明显,且影像学检查无法明确具体的感染源,

实验室检测是目前肺曲霉病诊断的核心。传统的实

验室检测包括痰和下呼吸道分泌物涂片和培养、血液

或支气管肺泡灌洗的曲霉菌抗原检测、组织病理学检

查等检测方法。

1.3.1 呼吸道分泌物培养 呼吸道分泌物培养是一

种诊断肺曲霉病最常用和传统的方法。但不同类型

的肺曲霉病的曲霉培养阳性率存在较大差异,呼吸道

分泌物培养在IPA、CPA和 ABPA中的阳性率均低

于30%,在曲霉结节中的阳性率甚至低于10%[6]。

曲霉在呼吸道标本的培养时间为48~96
 

h。因此,曲

霉培养的低阳性率和长检测周期降低了其在肺曲霉

病快速诊断中的价值。

1.3.2 显微镜检查呼吸道分泌物 与呼吸道分泌物

培养相比,直接显微镜检查呼吸道分泌物的检测时间

更短,但镜检曲霉的阳性率很低,IPA、CPA中镜检阳

性率均低于10%[6]。

1.3.2.1 血清曲霉特异性IgG、IgM 和IgE抗体 
曲霉特异性IgG和IgM 抗体是机体在感染曲霉菌后

产生的特异性抗体。IgG抗体通常在感染后期产生,

参与长期免疫。IgM抗体在感染的早期产生,参与初

始免疫反应。检测这些抗体可以协助诊断肺曲霉病,

并监测机体对感染的免疫反应。血液中曲霉菌IgG
和IgM抗体水平均升高表明可能存在活跃的或近期

曲霉菌感染。曲霉特异性IgG诊断CPA的敏感性为

70%~90%,当IgM水平高而IgG处于正常范围时,

提示机体新近感染了曲霉,可能有助于IPA 的诊

断[5,8]。曲霉特异性IgE被认为是诊断ABPA的关键

标准,尤其是烟曲霉特异性IgE水平升高被认为是诊

断ABPA最敏感的方法[9]。一项 meta分析显示,曲

霉特异性IgE诊断ABPA的总体敏感性和特异性分

别为0.83和0.89,诊断效能高于其他检测方式[10]。

1.3.2.2 曲霉抗原检测 曲霉半乳甘露聚糖(GM)

抗原检测是检测曲霉感染的经典血清学方法之一。

血清GM检测诊断IPA的敏感性约为20%~80%,

在CPA中约为10%~65%
 [6,11],GM 检测诊断IPA

的 特 异 性 约 为 78% ~90%[12],在 CPA 中 约 为

58%[13]。有研究显示,支气管肺泡灌洗液(BALF)中

的GM检测比培养和显微镜检测更敏感,诊断效能更

好[14]。但BALF的获取需行气管镜侵入性检查,因

此与血清相比标本获取更不易。在抗真菌治疗前,

BALF
 

GM 检测的敏感性和特异性在IPA 中约为

80%~90%,在CPA中约为75%。对于痰液GM 检

测,由于痰液中GM 值远高于血清或BALF,因此需

要单独确定截断值。一项队列研究显示,痰GM最佳

截断 值 为 0.71,敏 感 性 和 特 异 性 分 别 为 77%、
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78%[15],而血清和BALF的GM 截断值普遍确定为

0.5即可获得较高的特异性和敏感性[13]。GM 检测

较传统的微生物学检测手段敏感性更高、耗时更短,

但仍然存在敏感性和特异性不够高的问题,比如使用

β-内酰胺类抗生素、肠内营养、使用含有 GM 成分的

药物、合并其他重症感染均可出现GM 检测假阳性,

从而影响临床医生对IA的诊断,导致抗真菌药物应

用不规范。因此,必须认识到GM 试验假阳性的影响

因素,从而指导临床工作。

1.3.2.3 组织病理学检查 明确肺部被曲霉病感染

的“金标准”是对感染组织样本进行组织学检查[16],经

支气管或经皮肺穿刺活检,进行苏木精-伊红(HE)染

色,或采用吉姆萨染色或六胺银染,曲霉病理特征是

具有二分枝的隔膜菌丝和长分生孢子,其尖端携带许

多孢子。在组织学标本中,曲霉球表现为发炎、膨胀

的隔膜菌丝伴有纤维蛋白、血凝块、细胞碎片和黏液

残留物的网状物,中央核心经常出现坏死组织。根据

炎症的严重程度和进展时间,可能有慢性肉芽肿性炎

症、淋巴滤泡、脓肿、溃疡和纤维化的证据[17]。

2 
 

曲霉菌分子诊断技术

2.1 曲霉菌聚合酶链反应(PCR)

2.1.1 PCR检测血液标本筛查IA高危患者 由于

PCR方法学、样本类型和体积、DNA提取方案、基因

靶标、阳性结果判读标准及排除感染的参考标准等存

在差异,基于PCR诊断IA的价值在很长一段时间内

并未得到真正的体现。随着近年来分子生物学技术

的规范发展,曲霉菌PCR在IA早期诊断的价值得到

开发,尤其是筛查存在血液病的IA高危人群。一些

学者对曲霉菌PCR的诊断性能进行了荟萃分析,其

中一项检索了1
 

618例
 

IA风险患者共10
 

000多个血

液样本数据[18],结果显示,无论是采用连续2次还是

单次阳性来定义阳性,确诊病例和疑似病例的PCR
平均诊断比值比相似,连续2次阳性样本的敏感性和

特异性分别为0.75和0.87,单次阳性的特异性显著

低于2次阳性(0.87
 

vs.
 

0.75,P=0.027),但敏感性

没有差异。因此,作者认为单一PCR
 

阴性结果足以

排除IA 的诊断,但需要2次阳性检测才能确认诊

断[18]。另一项荟萃分析结果显示,单次阳性PCR的

敏感性和特异性分别为80.5%(95%CI
 

72.9%~

86.3%)和78.5%(95%CI
 

67.8%~86.4%),2次阳

性PCR的敏感性和特异性分别为57.9%(95%CI
 

36.5%~76.8%)和 96.2% (95%CI
 

89.6%~

98.6%)[19]。此研究结果显示,当特定患者群体中IA
的平均患病率为13%时,若使用2次阳性结果来定义

PCR阳性事件时,曲霉菌PCR的阳性预测值从36%
增加到70%,阴性预测值则稳定保持在94%~96%,

这意味着2次PCR阴性结果基本可排除IA,无需经

验性抗真菌治疗[19]。一项前瞻性研究也证实,PCR
进行IA筛查的价值[20],该研究共筛查213例接受造

血干细胞移植和化疗的急性白血病高危患者,在未使

用抗真菌药物患者中,PCR的敏感性、特异性、阳性预

测值和阴性预测值分别为71.4%、92.3%、62.5%和

98.3%,在接受抗曲霉菌药物预防或治疗的患者中,

阳性预测值降至5.4%,阴性预测值上升到100.0%,

研究认为PCR进行曲霉菌早期筛查适用于未接受抗

曲霉菌治疗或预防的患者[20]。

2.1.2 曲霉菌PCR的标准化 为了总体协调和提

高PCR在曲霉菌感染中的诊断性能和临床有效性,

国际医学真菌学会的欧洲曲霉菌PCR倡议工作组

(EAPCRI)已将曲霉菌PCR方法标准化,曲霉菌PCR
实验室在对全血、血清和血浆进行PCR检测时应按

照这些标准实施检测[21],BARNES等[22]也正在使用

BALF验证类似的标准化流程。
 

关于应使用全血还是血清或血浆标本进行筛查

或诊断IA的争论仍在继续。与全血相比,血清或血

浆的处理在技术上要求较低,更有助于自动化处理,

需要较少的标准化,并且降低了污染风险[23]。一项研

究根据 EAPCRI标准化方法比较了3种血液组分

(423份全血、583份血浆和
 

419份血清)的诊断效能,

结果显示所有样本的PCR阳性均与IA相关,在灵敏

度方面,血浆最高(91%),依次为血清(80%)、全血

(55%);在特异性方面全血最高(96%),明显高于血

清(69%)和血浆(53%)[24]。此研究还进一步评价了

不同血液组分的PCR检测的诊断效能,结果显示血

浆PCR测试与全血PCR测试的诊断性能相似。因

此,在临床工作中,使用PCR技术检测一种血液成分

中的曲霉菌而不是2种血液成分是合理的。基于血

浆更容易自动提取DNA,因此使用血浆进行曲霉菌

PCR检测更适用于繁忙的临床实验室。

2.1.3 PCR检测BALF标本诊断IPA 除了使用血

液筛查早期IA外,使用PCR检测BALF中的曲霉
 

DNA也被认为是一种非常有前途的方法[25]。然而,

BALF-PCR目前无法区分定植和感染,总阳性预测值

相对较低(约72%),在非血液病患者中甚至更低[26]。
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因此,欧洲临床微生物学和传染病学会、欧洲医学真

菌学联合会和欧洲呼吸学会联合指南仅适度推荐使

用PCR诊断IPA[17]。然而,阴性PCR结果有助于排

除IPA[27]。一 项 研 究 结 果 显 示,通 过 PCR 确 定

BALF中的真菌载量可以区分曲霉菌感染和污染,但

不能区分侵袭性和非侵袭性[28]。有2项荟萃分析显

示,使用BALF进行曲霉菌PCR诊断IPA的总体敏

感性和特异性超过90%,如果严格采用 EORTC/

MSG有关IPA的诊断标准,BALF
 

PCR的敏感性和

特异性也可以达到77%和94%[29-30]。当BALF
 

PCR
与BALF

 

GM 试验结合使用时,诊断效能将大大提

高[31]。2021年我国国家呼吸临床研究中心FENG
等[5]的一项前瞻性研究也证实,BALF中曲霉DNA
的实时PCR检测比血液样本更有价值,BALF

 

PCR
检测对CPA有很好的诊断价值,与BALF

 

GM 检测

相结合可进一步提高诊断的敏感性和特异性。尽管

BALF
 

PCR仍存在一些重大问题,例如检测方式流程

多样、缺乏标准化,并且制定标准需要更大规模的研

究,但使用BALF标本进行PCR诊断无疑是一种很

有前途的诊断方法。

2.1.4 PCR在真菌诊断中的地位 EAPCRI建议,

曲霉PCR测定是检测烟曲霉的首选,但对其他曲霉

菌属的检测较差。与病毒和细菌相比,烟曲霉细胞不

循环,DNA 的起源和来源仍然不确定。必须确定

DNA是否来自囊泡(外泌体),才能证明DNA的释放

与真菌的活跃生长有关,或者其是否由真菌营养阶段

降解导致的结果。尽管已尽可能标准化用于检测血

液样本中曲霉菌DNA的PCR方案,但PCR也仅被

列为修订后的EORTC/MSG定义中疑似IA的真菌

学标准,尚未包含在EORTC共识IPA的诊断标准

中[5]。曲霉PCR检测在筛查高危患者的早期感染及

实时诊断确诊感染方面具有实用性。在不久的将来,

可能会有越来越多的用于检测临床标本中曲霉DNA
的商业PCR试剂盒,并提供标准化的方法进行质量

控制。

2.2 下一代测序(NGS) NGS技术已越来越多地

应用于临床微生物学诊断,目前主要有3个应用:全

基因组测序(WGS)、靶向基因组测序(tNGS)、宏基因

组测序(mNGS)。这些应用正被用于病原体的初步

鉴定、微生物耐药性机制检测及医院系统内外生物体

的流行病学追踪。

2.2.1 WGS WGS是对目标生物体的微生物基因

组进行测序和组装的过程,在公共卫生实验室中正变

得越来越普遍,可以快速识别和跟踪传染病暴发,同

时检测和监测新出现的耐药性菌株。WGS在临床诊

断中用于真菌鉴定的用途不如用于细菌鉴定成熟,但

与目前真菌学中可能存在主观因素的形态学鉴定方

法相比,WGS可能更有利[32]。有学者利用 WGS鉴

定烟曲霉分离株,并研究编码三唑类抗真菌药物靶向

蛋白基因突变中的耐药机制,发现TR34/L98H突变

是唑类耐药的唯一机制[33]。还有学者利用 WGS技

术对来自英国和爱尔兰的218种烟曲霉分离株进行

分子流行病学研究,结果显示三唑类耐药分离株可在

环境中传播,还揭示了与伊曲康唑耐药相关的耐药机

制[34]。由此可见,WGS在研究烟曲霉耐药性和机制、

分子流行病学方面具有独特的优势,在临床中可使用

WGS技术对一些特殊的真菌感染人群进行耐药性检

测以科学指导药物选择。

2.2.2 tNGS tNGS是一种靶向捕获基因的测序技

术,首先通过多重PCR富集特定病原微生物的基因

组,再进行高通量测序,将获得的数据与参考数据库

进行比较,以确定样品中是否存在致病微生物。此

外,tNGS可直接扩增与耐药性和毒力相关的基因,从

而促进表型基因的检测。与 mNGS相比,tNGS在病

原体检测中表现出更高的准确性和灵敏度,并且具有

成本优势,耗时更少[35]。在目前市场上,mNGS的检

测成本约为2
 

000~4
 

000元不等,而tNGS仅为

800元左右。tNGS技术也存在一些局限性,目前仍

是一个相对较新的临床应用,临床数据尚不充足。此

外,该技术在识别新病原体或稀有病原体方面可能存

在不足[36]。但tNGS同时兼具病原体检测的广泛性、

灵敏性及低成本检测,在未来可能成为临床应用更广

泛的检查方法。

2.2.3 mNGS mNGS是使用高通量宏基因组方法

对DNA、RNA进行测序,理论上具有全面、高效、无

需预设等优势。近年来,mNGS在肺曲霉菌病的诊断

中也发挥了重要作用。有研究报道[37],mNGS诊断

IPA的 敏 感 性、特 异 性 和 准 确 性 分 别 为 82.6%、

97.7%和92.5%,与涂片(8.7%,P<0.001)、培养

(39.1%,P<0.001)、血清 GM(23.9%,P<0.001)

和BALF
 

GM(69.6%,P=0.031)相比,mNGS的敏

感性优于任何单一常规微生物检测方法;mNGS能够

准确区分曲霉属菌株,与培养的一致性为77.8%;此

外,mNGS具有更高的检出敏感性,在一些阴性培养
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病例中鉴定出烟曲霉、黄曲霉、蒺曲霉、米曲霉和毛霉

菌,序列从11~1
 

702不等。此研究还发现,BALF
 

GM的光密度指数与mNGS的读数呈正相关,这也提

示mNGS兼具定性和定量功能,是一种可行且非常

灵敏的诊断肺曲霉病的方法[37]。mNGS检测曲霉菌

仍存在以下问题:(1)由于曲霉菌细胞壁较厚,若临床

样本处理不完全,曲霉菌的DNA提取困难,容易漏

检。(2)高宿主DNA背景下进行去人源化分析可能

会降低 mNGS检测的灵敏度。(3)环境或健康人类

菌群的样本随时可能被污染,引起 mNGS假阳性,无

法区分污染、定植和致病菌,在一定程度上可能会混

淆临床医生的视角。(4)缺乏不同病原菌阳性判断标

准或阈值,以及微生物检出丰度高低与致病菌判断之

间的关系尚不明确[37]。

3 结语与展望

  肺曲霉病临床类型和表现相差巨大,发病率严重

被低估,提高临床关注、恰当的取样、及时的实验室检

测、结合影像学等手段可以明确减少致命真菌疾病的

发生和过早的死亡。快速准确的真菌病原学检测,是

有效提高肺曲霉病临床诊断率、及时制定治疗方案、

改善患者预后的重要措施。NGS、PCR等分子生物学

检测技术较好地弥补了传统诊断技术的不足,但同时

也具有局限性,尚不能区分定植、污染与感染,并且这些

技术的操作、判断标准与解读还尚未完全规范。随着相

关技术和环节的进一步自动化和规范化,分子生物学技

术势必会在将来迎来更大的前景与更广的应用。
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