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【摘要】呼吸道感染性疾病在临床中极为常见，病原体的快速检测和精准诊断是其有效治疗的前提。传统微生物
学及免疫学技术对呼吸道病原体检测的灵敏度偏低，核酸检测技术的发展和临床应用大幅提高了呼吸道病原体的诊

断能力。如何基于患者基础疾病、呼吸道感染类型及病原谱合理选择核酸检测技术并正确理解其临床应用价值，成
为重要的临床问题。为此，中华检验医学培训工程专家委员会联合中华医学会呼吸病学分会组织我国多学科专家共
同撰写了《成人呼吸道感染病原诊断核酸检测技术临床应用专家共识 ( 2023 ) 》。该共识参考国内外指南及文献，分
析了实时荧光聚合酶链反应 ( polymerase chain reaction，PCＲ) 技术、等温扩增技术、数字 PCＲ 技术、核酸即时检测
技术和病原体高通量测序技术的临床应用场景、技术特点和性能验证要求，以及该类技术在成人急性上呼吸道感染、
气管支气管炎、社区获得性肺炎、医院获得性肺炎 /呼吸机相关性肺炎、慢性阻塞性肺疾病急性加重、肺结核和免疫
功能受损人群呼吸道感染中的应用，以供临床参考借鉴。
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【Abstract】Ｒespiratory tract infection is one of the most prevalent medical conditions． Ｒapid and accurate
diagnosis of pathogens is crucial for precise and effective treatment． However，the sensitivity of traditional micro-
biological and immunological techniques for respiratory pathogens detection is low． The development and clinical
applications of nucleic acid testing technology have dramatically improved the ability to diagnose respiratory patho-
gens． The rational usage of appropriate nucleic acid testing techniques，based on the underlying diseases，the type
of respiratory tract infections，and pathogen spectrum，as well as the correct understanding of its diagnostic sig-
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nificance，has become an important clinical challenge． Therefore，the Committee of Chinese Laboratory Medical
Education and Chinese Thoracic Society initiated a multi-disciplinary Chinese expert consensus． Based on both
the domestic and international guidelines and literature，the expert consensus analyzes the clinical application
scenarios，technical characteristics，and performance validation requirements pertaining to real-time fluorescence
polymerase chain reaction ( PCＲ) ，isothermal amplification technology，digital PCＲ，nucleic acid point-of-care
testing，and metagenomics next generation sequencing． Furthermore，it also examines the wide-ranging applica-
tions of these techniques in diagnosing and managing respiratory tract infections，including acute upper respiratory
tract infections，tracheobronchitis，community-acquired pneumonia，hospital-acquired pneumonia /ventilator-asso-
ciated pneumonia，acute exacerbation of chronic obstructive pulmonary disease，tuberculosis，and respiratory in-
fections in immunocompromised adults． We hope the consensus will provide helpful reference for clinicians．
【Key words】 respiratory infection; adults; pathogenic diagnosis; nucleic acid test; expert consensus
Funding: National High Level Hospital Clinical Ｒesearch Funding ( 2022-PUMCH-B-074 ) ; China Primary Health Care

Foundation-Special Fund for“the Project of One Hundred Bases，One Thousand Hospitals，and Ten Thousand Trainers for Ｒespira-
tory Infectious Diseases Nucleic Acid Detection Capacity Improvement”
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呼吸道感染性疾病是临床常见疾病类型，可分为

上呼吸道感染和下呼吸道感染。上呼吸道感染主要累
及鼻腔、咽 /喉部等，而下呼吸道感染多为喉以下的
气管 /支气管感染及肺部感染［1］。世界卫生组织
( World Health Organization，WHO) 发布的 2019 年全
球前 10 位死亡原因中，下呼吸道感染居第 4 位，全
年导致 260 万人死亡; 且在低、中、中高和高收入国
家中，下呼吸道感染是唯一一类均位列前 10 位死亡
原因的感染性疾病［2］。病原体的快速检测和准确诊
断是感染性疾病有效治疗的重要前提，但仅依靠传统

微生物学及免疫学技术，近 70%的患者无法明确病
原学诊断［3］。近年来，随着病原体单靶标聚合酶链
反应 ( polymerase chain reaction，PCＲ) 、以症候群为
基础的病原体多重 PCＲ 技术、微流控芯片技术、数
字 PCＲ 技术、宏基因组高通量测序 ( metagenomic
next-generation sequencing，mNGS ) 技术以及多重病
原靶 向 测 序 ( targeted next-generation sequencing，
tNGS) 技术的应用，大幅提高了呼吸道感染性疾病
的病原诊断能力，在病原体致病因子、耐药基因检测
等方面也取得了重要进展［3-5］。
基于以上原因，中华检验医学培训工程专家委员

会联合中华医学会呼吸病学分会，邀请我国呼吸、感
染、临床微生物检验和分子检验等领域专家，共同制
定了《成人呼吸道感染病原诊断核酸检测技术临床
应用专家共识 ( 2023 ) 》。该共识对不同分子诊断技
术的特点和适用范围，以及该类技术在不同类型成人

呼吸道感染疾病中的应用策略给出了明确推荐意见，

以期更好地指导临床实践。

1 共识形成方法

共识专家组由中华检验医学培训工程专家委员

会和中华医学会呼吸病学分会委员推荐产生。2021
年 12 月召开共识启动会，就共识关键性问题拟定
提纲及任务分工，组建共识执笔组、撰写专家组、
评审专家组。共识执笔组以 “呼吸道感染 ( respira-
tory tract infection) ” “分子检测 ( molecular testing) ”
“分子诊断技术 ( molecular diagnostic tests) ”为关键
词，检索 PubMed、中国知网、万方数据知识服务平
台和维普数据库中的中、英文文献，经去重及阅读
文献摘要和 /或全文，共纳入 55 篇文献，形成共识
初稿。2022 年 9 月和 2023 年 2 月连续召开2 次会
议，由执笔人和撰写专家组成员围绕共识初稿展开

2 轮讨论、提出修订意见并形成共识草案。随后以
函审的形式发给评审专家组征求意见，共收到函审

意见 41 条，合并重复意见后采纳其中 30 条。最终
由撰写组和评审专家组成员共计 85 人对共识核心
意见进行共识度无记名投票，投票等级分为:

a) 完全同意; b) 基本同意; c) 不确定; d) 不太
同意; e) 完全不同意。若 a、b、c、d 中任一项票
数超过 50%，或 a + b、d + e 票数超过 70%，即视
为达成共识; 其余情况均视为未达成共识，相关意

见进入下一轮投票。以 a + b 或 d + e 得票数占回收
有效票数的百分比，作为共识意见的专家共识

度［6］。经过两轮德尔菲法，最终形成了 15 条核心
推荐意见，见表 1。
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表 1 《成人呼吸道感染病原诊断核酸检测技术临床应用专家共识 ( 2023) 》核心推荐意见

分类 具体推荐意见 共识度

基于核酸检测技术

实时荧光 PCＲ 实时荧光 PCＲ包括单靶标或多靶标呼吸道病原体核酸检测，可作为核酸即时检测的参考方
法，主要适用于门急诊、住院患者和大规模人群筛查

95. 2%

等温扩增 等温扩增耗时短、扩增效率高，通常以核酸即时检测的形式出现，适用于门急诊、发热门诊
呼吸道感染患者病原体核酸快速筛查

96. 4%

数字 PCＲ 数字 PCＲ可直接定量检测呼吸道标本中病原体数目，适用于低浓度样本、低丰度基因或突变
基因的检测，可作为其他核酸检测方法的检测限标定

94. 0%

核酸即时检测 核酸即时检测主要适用于检测场地有限或需要快速筛查的发热门诊、急诊、ICU 等呼吸道感
染患者的特定病原体检测

97. 6%

病原体高通量测序 病原体高通量测序在传统微生物检验未能明确病原或急需快速鉴别是否感染及其病原体时，

有选择地使用，主要适用于呼吸道重症感染、疑似特殊病原体感染、聚集性呼吸道传播性感
染患者

98. 8%

基于应用场景

急性上呼吸道感染高危人群 ( 老年

人、儿童、孕产妇、合并基础疾病的
患者) 和气管支气管炎患者

建议在流感病毒、新型冠状病毒等流行季节和高风险地区，进行病原体核酸即时检测，以鉴
别诊断、缩短患者就诊时间、降低病原体传播风险

100%

免疫功能正常、存在住院风险的气管
支气管炎成人患者

建议采用多靶标病原体核酸检测技术明确病原，以缩短抗生素使用时间和患者住院时间 98. 8%

社区获得性肺炎患者 建议对社区获得性肺炎重症患者同时行常规病原学检查和核酸检测，以提高病原体检出率 100%

医院获得性肺炎和呼吸机相关性肺炎

患者

病原学诊断应以传统培养方法为主，必要时联合采用多靶标病原体核酸检测，无需常规行

mNGS，仅在患者存在免疫缺陷、3 d内未通过传统微生物检验明确病原体且经验性抗感染治
疗无效时，考虑行以 DNA测序为主的 mNGS

96. 4%

慢性阻塞性肺疾病急性加重患者 不建议常规行流感病毒、新型冠状病毒等呼吸道病毒核酸筛查，仅对有流行病学史、流感样
症状或病情严重需住院治疗的患者进行核酸检测

86. 7%

肺结核患者 推荐常规行结核分枝杆菌涂片、培养和核酸检测，mNGS与结核特异性 PCＲ 对结核分枝杆菌
诊断能力相似

97. 6%

结核性胸膜炎患者 建议行胸水和胸膜组织的结核分枝杆菌培养和核酸检测 97. 6%

可疑活动性结核患者 对涂片抗酸染色阴性患者，至少行 1次呼吸道标本的结核分枝杆菌核酸检测; 对涂片抗酸染
色阳性患者，核酸扩增技术可鉴别结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌

94. 0%

免疫功能受损合并肺部感染患者 推荐同时行血和支气管肺泡灌洗液标本 mNGS，必要时行组织标本 mNGS 97. 6%

造血干细胞及实体器官移植后患者 推荐定期采用数字 PCＲ进行病毒 ( 包括巨细胞病毒和其他呼吸道病毒) 的定量、动态检测 94. 0%

PCＲ: 聚合酶链反应; mNGS: 宏基因组高通量测序

2 呼吸道病原体核酸检测方法

分子诊断技术在呼吸道感染性疾病，尤其是在全

球应对新型冠状病毒大流行中发挥了重要作用，高灵

敏度和高特异度的核酸扩增试验 ( nucleic acid ampli-
fication tests，NAATs) 已成为诊断新型冠状病毒感染
的参考标准。随着基因组学、工程学和纳米科学等前
沿学科的交叉融合快速发展，NAATs 呈现出多种多
样的检测方法和日新月异的技术手段，以 PCＲ 为基
础的实时荧光 PCＲ、多重 PCＲ、数字 PCＲ 和等温扩
增技术，以及高通量测序、基因芯片、核酸质谱、

生物传感器等检测技术，在大型实验室批量检测或

现场核酸即时检测 ( point-of-care testing，POCT) 中
得以广泛应用。除呼吸道病毒外，一些技术还能检
测细菌性肺炎的常见病原体及特定耐药基因。面对
诸多检测方法，临床医生和微生物实验室需审慎判

断何时选择何种方法或不同方法的组合，其决定因

素包括流行病学、实验室资源、工作流程和检测成
本等 ( 表 2 ) 。
2. 1 实时荧光 PCＲ 技术
实时荧光 PCＲ 技术是一种可对核酸进行定量检

测的试验方法，其原理主要是通过实时采集荧光信号

对核酸扩增进行监测。在 PCＲ扩增的指数时期，模
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表 2 呼吸道病原体核酸检测技术比较

检测技术 性能特征 应用场景 有无商品化试剂

实时荧光 PCＲ 病原体: 单一

通量: 批测试，高

检出限: 100 ～ 1000拷贝 /mL
TAT: 约 1. 5 ～ 3 h

门急诊检查，大规模人

群筛查

有

多重 PCＲ 病原体: 数个至数十个

通量: 批测试，中等

检出限: 1000 拷贝 /mL
TAT: 约 1. 5 ～ 3 h

流行病学调查，医院获

得性重症肺炎 /社区获得
性肺炎 /混合感染诊断

有

等温扩增 病原体: 1个至数个
通量: 不确定

检出限: 100 ～ 1000拷贝 /mL
TAT: 约 0. 5 ～ 1. 5 h

发热门诊，急诊，即时

检测

有

数字 PCＲ 病原体: 1个至数十个
通量: 4 ～ 7个标本
检出限: 1拷贝 /mL
TAT: 约 3 ～ 4 h

定量检测，疗效评估，

环境检测，参考品或标

准品定标

有

核酸即时检测 病原体: 1个至数个
通量: 不确定

检出限: 100 ～ 1000拷贝 /mL
TAT: 约 0. 5 ～ 1. 5 h

发热门诊，急诊，床旁

检测

有

mNGS 病原体: 未知、不限
通量: 10 ～ 16 /芯片
检出限: 约 1000 拷贝 /mL
TAT: 约 18 ～ 24 h

传统病原学检测无法诊

断的疑难重症病例

暂无

tNGS 病原体: 数十至数百个已知病原微生物及其毒力和 /或耐药基因
通量: 不确定

检出限: 25 ～ 500拷贝 /mL
TAT: 约 18 ～ 24 h

门急诊，发热门诊，普

通病房，ICU，反复呼吸
系统感染查因

暂无

PCＲ、mNGS: 同表 1; TAT: 检验结果回报时间; tNGS: 多重病原体靶向测序

板的阈值循环 ( threshold cycle，Ct) 值与其起始拷贝
数存在线性关系，可实现对未知样本的定量检测。
2. 1. 1 临床应用场景
主要适用于门急诊、住院患者和大规模人群筛

查，基于分子检验平台进行病原体 ( 包括病毒、细
菌、真菌、非典型病原体) 的核酸检测，检测标本
类型以鼻咽拭子、痰和支气管肺泡灌洗液 ( bron-
choalveolar lavage fluid，BALF) 为主。现有的商品化
单靶标核酸检测病原体包括: 新型冠状病毒、鼻病
毒、嗜肺军团菌、耶氏肺孢子菌等; 多靶标核酸检测
病原体包括: 呼吸道合胞病毒、甲型流感病毒、乙型
流感病毒、腺病毒、副流感病毒、肺炎支原体、肺炎
衣原体、结核分枝杆菌等［7］。
2. 1. 2 技术特点
作为传统的经典定量分析方法，荧光探针法的灵

敏度和特异度明显优于底物发光法，但特异性引物探

针的成本和对仪器的要求较高。其结果判读较为复

杂，需要对扩增曲线和熔解曲线进行分析。
2. 1. 3 性能验证要求
定量检测需验证的性能指标应包括: 正确度、精

密度 ( 包括测量重复性和测量中间精密度) 、不确定
性、特异度 ( 包括抗干扰能力) 、灵敏度、检出限、
定量限、线性区间 ( 可报告区间) 等。定性检测需
验证的性能指标包括: 方法符合率、检出限、抗干扰
能力、交叉反应等［8］，具体性能指标以产品说明书
要求为准。
2. 2 等温扩增技术
相较传统 PCＲ 变温技术，等温扩增技术通常无

需改变反应温度，该技术方案多、技术原理差异较大
且各具优势，但基本原理仍是以特异性酶和引物进行

扩增。等温扩增技术大多为指数扩增，目前多为定性
检测［9］。
2. 2. 1 应用场景
主要适用于发热门诊、急诊患者上呼吸道感染病
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毒 ( 如新型冠状病毒、流感病毒等) 及下呼吸道感
染细菌 ( 如肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、肺炎克
雷伯菌等) 的快速筛查。
2. 2. 2 技术特点
等温扩增反应通常耗时短，扩增效率高，不需要

PCＲ循环仪［10］且操作简单，但由于其技术的复杂性，
尚难以全部直接用于临床。
技术局限性: ( 1 ) 在引物设计上，环介导等温

扩增技术、交叉引物扩增技术、链置换扩增、重组
酶聚合酶等温扩增技术等较为复杂，且引物数量通

常 ＞ 4 条，而滚环核酸扩增技术和解旋酶依赖性扩
增技术则相对容易。( 2 ) 需额外进行核酸提取。
2. 2. 3 性能验证要求
通常等温扩增为定性实验，需满足中国合格评定

国家认可委员会 GL039［11］定性实验的验证要求: 符
合率≥90% ; 阴性和弱阳性样本精密度检测结果完全
一致; 参照厂家说明进行靶基因检测，5 次重复检测
均应检出，20 次重复检测应检出至少 18 次。
2. 3 数字 PCＲ技术
数字 PCＲ是一种不依赖于核酸外标的核酸绝对

定量技术［12］。其原理是通过微流控技术，将目标核
酸和 PCＲ反应液分布在多个反应单元内进行 PCＲ 扩
增，以液滴形式进行检测的方式也被称为微滴数字

PCＲ。该技术通过检测扩增后每个反应单元的荧光信
号强度，判断含有目标核酸的反应单元个数，基于泊

松分布计算起始样本中的目标核酸分子数，实现对核

酸浓度的绝对定量。
2. 3. 1 应用场景
可直接定量检测样本中病原体数目，尤其适用于

低浓度样本、低丰度基因或突变基因的检测，也可作
为质控方法评估其他分子检测产品的扩增效率。
2. 3. 2 技术特点
无需标准曲线和标准品，可有效减少临床样本复

杂本底对扩增的干扰，具有良好的重现性和准确度。
其主要影响因素是 PCＲ 扩增和荧光信号分析，前者
与 PCＲ扩增效率、扩增体系的配置有关; 后者与检
测器的灵敏度、核酸拷贝数、被分割成的物理单元数
以及反应单元数有关，反应单元数越多，灵敏度

越高。
技术局限性: ( 1) 不同数字 PCＲ 采用的微流控

单元分割技术和耗材试剂具有封闭性，不同厂家试剂

和平台的检测结果存在差异，尚无可评估其定量结果

准确性的跨平台质控技术及非数字 PCＲ方法学质控;
( 2) 依托荧光探针进行定量检测的方法受限于靶标

通量; ( 3 ) 由于该技术检测灵敏度为单分子水平，
不适用于检测浓度相对较高的样本; ( 4 ) 数字 PCＲ
报告审核规则，尤其是低丰度检测结果的报告原则，

尚无定论。
2. 3. 3 性能验证要求
定量检测性能验证指标应包括: 反应单元体积

精密度、准确度、有效率; 样本检测重复性、线
性、动态范围、灵敏度。应使用泊松分布计算靶标
分子拷贝数，不同荧光通道之间应不存在相互干

扰。基于芯片的数字 PCＲ芯片内应无气泡，阳性和
阴性的随机分布应得到视觉确认。微滴数字 PCＲ 单
次反应生成的最小液滴数应符合厂商建议或用户自

定义值［13］。
2. 4 核酸 POCT技术
核酸 POCT为 POCT技术中涉及核酸检测的一大

类技术的总称，是核酸提取技术和分子扩增技术

( 包括实时荧光 PCＲ、巢式 PCＲ、等温扩增、数字
PCＲ等技术) 的融合。其最大特点是将核酸的提取、
扩增、检测均置于一个反应装置中，通过特定设备对
扩增信号检测，完成对靶标核酸的筛查。目前核酸
POCT主要以全自动封闭管理系统为主。
2. 4. 1 应用场景
主要适用于发热门诊、急诊、ICU和某些特定病

区感染患者的病原体快速检测。与传统 POCT 不同，
呼吸道病原体核酸 POCT需对检测病原体的生物安全
进行评估［14］。流感病毒、肺炎衣原体、肺炎支原体、
百日咳杆菌等呼吸道病原体核酸 POCT产品，已作为
该类型代表产品问世。
2. 4. 2 技术特点
核酸 POCT的灵敏度和特异度高于免疫学 POCT，

但其成本较高。虽然大部分核酸 POCT产品为封闭体
系，但仍需注意 PCＲ 污染的可能性。此外，其检测
设备一般较小，便于携带，但也导致其通量较低，不

适用于大规模人群筛查，满足大型医院临床检测需求

往往需要配备多组设备。
2. 4. 3 性能验证要求
定性检测性能验证指标应包括: 符合率≥90% ;

阴性和弱阳性样本精密度检测结果完全一致; 靶基因

5 次重复检测均应检出，20 次检测应至少检出 18 次。
定量检测性能验证指标应包括: 至少 80% 的样

本结果偏倚在 ± 7. 5%区间内; 批内和批间精密度满
足说明书范围; 线性区间满足说明书范围; 20 次检
测中≥18 个检测结果与参考值之间的偏倚在 ± 7. 5%
区间内［8，11］。
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2. 5 病原体高通量测序技术
病原体高通量测序技术通过对临床标本中的核酸

进行测序，并通过与微生物参考基因组比对获取标本

中的微生物物种组成、丰度等信息［15］。目前该技术
主要分为 3 类: 无偏倚检测的 mNGS、检测多重病原
体及其耐药基因或毒力基因的 tNGS 和获取某一种或
多种病原体全基因组数据的全基因组测序技术

( whole-genome sequencing，WGS) 。
2. 5. 1 应用场景
由于病原体高通量测序技术复杂、结果解读难度

大且价格昂贵，建议根据临床需求在传统微生物检测

的基础上选择性使用［16-18］，例如，在需尽快明确病

原学诊断时、目前可及的微生物检验手段无法明确诊
断时、出现聚集性呼吸道传染性病例需进行病原体溯
源时使用。
2. 5. 2 技术特点
病原体高通量测序技术可对标本中的核酸片段进

行物种鉴定，但其物种、耐药基因和毒力基因鉴定的
准确性受标本采样、实验操作流程、病原体参考基因
组数据库和生物信息学分析等多种因素影响［19］。在
临床报告的解读过程中，除深入分析测序数据外，结

合患者临床信息及其他实验室数据综合判断和鉴别定

植菌与责任病原体亦十分关键［20-21］。
2. 5. 3 性能验证要求
实验室在开展病原体高通量测序临床检测前，需

参考实验室自建方法的相关要求完成方法学建立和性

能确认，结合预期临床用途确立预期性能指标，应包

括: ( 1) 生信流程评估: 最低测序数据量、准确率、
召回率、精确率和 F1 值等; ( 2 ) 全流程性能确认:
背景核酸数据模型、阳性阈值、重复性、最低检测
限、抗干扰力、稳定性等; ( 3 ) 临床评估: 对一定
数量的真实临床标本进行检测，确定阴性预测值和阳

性预测值［22-23］。

3 成人呼吸道感染病原体诊断

3. 1 急性上呼吸道感染
急性上呼吸道感染是由各种病毒和 /或细菌引起

的，主要侵犯鼻、咽或喉部的一组急性感染性疾病，
以病毒感染多见，如鼻病毒、呼吸道合胞病毒、流感
病毒、冠状病毒等，少数为细菌感染，其中以链球菌
最常见。临床症状不具有特异性，多以上呼吸道卡他
症状、咽部不适为临床表现，可伴发热、头痛、咳嗽
等其他症状。

3. 1. 1 是否推荐急性上呼吸道感染患者常规病原学
检查?

需根据疾病流行情况、患者病情严重程度、症状
持续时间、合并症情况、免疫抑制状态评估结果、其
他辅助检查结果的可参考性以及对预后的初步评判，

决定是否对疑似急性上呼吸道感染的上述患者进行

检测。
例如，在新型冠状病毒或流感病毒大流行期间，

快速分子检测有助于预检分诊、缩短就诊时间、减少
传染病传播风险; 又如，当患者免疫功能严重受损，

同时疑似流感样症状时，或呼吸道病毒检测可能影响

医生抗病毒药物或停用抗生素的决定时，需对呼吸道

病毒进行检测［24］。
3. 1. 2 急性上呼吸道感染病原诊断有哪些推荐?
在流行风险高的季节，高危人群 ( 老年人、儿

童、孕产妇、合并基础疾病患者) 进行流感病毒检
测可能比经验性抗流感治疗更经济［25］。此外，快速
的结果反馈 ( 如 2 h内即出结果的快速分子检测) 能
够缩短患者门急诊就诊时间，降低流感传播风险，有

利于传染病控制［26］。
3. 2 气管支气管炎
气管支气管炎指气管、支气管黏膜及其周围组

织的慢性非特异性炎症，常因病毒或细菌感染导致

该疾病加重。主要表现为长期咳嗽咳痰，伴 /不伴
呼吸困难等表现。该病临床特征特异性不强，常需
与慢性阻塞性肺疾病、支气管哮喘、支气管扩张症
等疾病鉴别，此时需结合肺功能、胸部 CT 等检查
协助诊断。
对于反复急性加重、发热伴有脓痰、病情评估需

要住院诊治的患者，可考虑细菌涂片或培养尽快明确

病原学以指导抗生素应用。
在流感病毒、新型冠状病毒等大流行期间，门急

诊针对上述两种病毒的抗原检测或分子诊断技术有助

于快速分诊并指导隔离防控，避免院内传播，但前者

敏感性低于后者。
对于免疫功能正常且存在住院风险的成人患者而

言，尽快采用多重 PCＲ 技术明确病原，可能缩短抗
生素使用时间和住院时间［27］，但儿童毛细支气管炎

患者并不推荐常规病毒检测［28］。
3. 3 肺炎
3. 3. 1 社区获得性肺炎
我国成人社区获得性肺炎 ( community-acquired

pneumonia，CAP) 常见病原体为肺炎链球菌、肺炎
支原体、流感嗜血杆菌、肺炎衣原体、肺炎克雷伯
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菌、金黄色葡萄球菌等，近年研究显示，病毒性肺炎
在成人 CAP中占比高达 15. 0% ～ 34. 9%［29］，同一患
者可同时合并细菌、病毒、真菌等病原体感染［1］。
( 1) CAP患者需要侵入性病原学标本采集吗?
重症 CAP接受机械通气治疗的患者，若经验性

治疗无效，怀疑有特殊病原体感染，或经积极抗感染

治疗病情无好转，需与非感染性肺部病变鉴别，可经

支气管镜留取下呼吸道标本进行病原学检测。肺炎合
并胸腔积液，尤其是肺炎病灶同侧的胸腔积液可行胸

腔穿刺进行胸水病原体检测。
( 2) 核酸检测技术在 CAP 病原体诊断中的价值

大吗?

CAP的致病菌培养往往耗时长，而苛养菌感染
培养阳性率较低，因此核酸检测在诊断 CAP 病原学
方面具有较大优势。若怀疑为支原体、衣原体、军团
菌、病毒等感染时，可采用血清特异性抗原、抗体检
测联合核酸检测和分离培养; 实时荧光 PCＲ、等温扩
增、数字 PCＲ、高通量测序技术可同时检测多种病原
体，提供病原体分型、毒力基因和耐药基因等深入分
析［1］，若临床倾向于 ＲNA 病毒感染，建议选择 ＲNA
高通量测序。
建议危重症患者同时开展常规病原学检查辅以病

原体核酸检测［18］，二者可相互补充，有利于快速准

确确定致病原，更好地服务于临床。
3. 3. 2 医院获得性肺炎 /呼吸机相关性肺炎
医院获得性肺炎 ( hospital-acquired pneumonia，

HAP) /呼吸机相关性肺炎 ( ventilator-associated pneu-
monia，VAP) 是我国常见的医院获得性感染［30］。发
生 HAP /VAP后平均住院时间、抗感染治疗疗程均延
长，且住院医疗费用增加［31］。我国 HAP /VAP 常见
病原菌包括鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷
伯菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌等，耐药菌较为
常见［30］。
( 1) 是否推荐 HAP /VAP患者常规留取标本行微

生物学检查?

临床诊断 HAP /VAP 后，应积极留取呼吸道、血
液、胸腔积液标本行微生物学检查。呼吸道标本应尽
可能先进行涂片镜检，再进行病原体培养、抗原及核
酸检测等。
( 2) HAP /VAP患者应通过非侵入性方法还是侵

入性方法获得呼吸道标本?

非侵入性方法指经咳痰、鼻咽拭子、鼻咽吸取
物或气管导管内吸引收集标本。侵入性方法指经支
气管镜留取下呼吸道标本、经支气管镜或经皮肺穿

刺活检留取组织标本等。对于 HAP患者，应先通过
非侵入性方法留取呼吸道分泌物行涂片及半定量培

养，经验性治疗无效、疑似特殊病原菌感染或采用
非侵入性方法获得的呼吸道标本无法明确病原体

时，再通过侵入性方法采集标本行微生物学检查。
VAP患者由于存在人工气道，除常规经气管导管吸
取呼吸道分泌物进行涂片、培养外，还可通过侵入
性方法采集标本 ( 如 BALF、支气管毛刷等) 进行定
量培养。
( 3) 如何理解 mNGS在临床诊断 HAP /VAP患者

中的价值?

HAP /VAP 患者常见病原体为细菌，病原学诊
断以传统培养为主，必要时可联合多重 PCＲ、微
流控芯片等多靶标病原体核酸检测，无需常规行

mNGS。仅在患者存在免疫缺陷、3 d 内未通过传
统微生物学检测获得明确病原学依据，且经验性

抗感染治疗无效时，考虑行以 DNA 检测为主的
mNGS［17］。
3. 4 慢性阻塞性肺疾病急性加重
慢性阻塞性肺疾病急性加重 ( acute exacerbation

of chronic obstructive pulmonary disease，AECOPD) 是
慢性阻塞性肺疾病患者的常见和重要事件，通常被描

述为有慢性阻塞性肺疾病基础的患者出现呼吸道症状

的急性恶化而导致额外治疗。其主要症状是气促加
重，常伴有咳嗽加剧、痰液分泌增加和 /或痰液性状
改变，部分患者可伴有心悸、疲乏等不适，严重者可
出现呼吸衰竭和 /或心功能不全的临床表现［32］。这些
症状均缺乏特异性，因此需与其他肺内疾病 ( 如肺

炎、肺栓塞、气胸等) 和肺外疾病 ( 如心源性肺水
肿、心律失常等) 相鉴别。下呼吸道细菌感染是
AECOPD的常见原因，常见致病菌包括流感嗜血杆
菌、卡他莫拉菌、肺炎链球菌、铜绿假单胞菌和肠杆
菌目; 相对少见的病原体包括肺炎衣原体、肺炎支原
体、军团菌、金黄色葡萄球菌等，鼻病毒等呼吸道病
毒也是 AECOPD的常见诱因［33-36］。
3. 4. 1 是否推荐 AECOPD 患者常规送检痰涂片和 /
或痰培养?

( 1) 适于门诊治疗的轻症患者，不建议常规送
检痰培养。
( 2) 对于反复急性加重、初始抗菌治疗疗效欠

佳、需住院治疗的重度急性加重 ( 尤其伴有脓性痰)
以及存在铜绿假单胞菌感染危险因素的患者，推荐常

规送检痰涂片镜检和培养; 应尽可能在启动抗菌治疗

或改变治疗方案前送检合格的下呼吸道标本［32］。
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( 3) 对于经充分解痉、抗炎以及合理抗菌治疗
但仍治疗失败的患者以及住院患者继发感染，推荐积

极排查耐药菌以及真菌、分枝杆菌等特殊病原体，进
行常规痰涂片镜检和培养、血清学以及结核分枝杆菌
分子生物学检测。
3. 4. 2 是否推荐 AECOPD 患者常规行流感病毒、新
型冠状病毒抗原和 /或核酸检测?
( 1) 对于 AECOPD 患者，不建议常规行流感病

毒抗原和核酸检测。
( 2) 对于有流行病学史、流感样症状或病情严

重需要住院治疗的 AECOPD 患者，推荐尽早行流感
病毒、新型冠状病毒等呼吸道病毒的抗原和 /或核酸
检测，核酸检测的敏感性高于抗原检测［32，37］。
3. 5 肺结核及结核胸膜炎
肺是结核分枝杆菌进入人体的主要通道，结核

分枝杆菌通过吸入引起肺部感染。肺结核往往发展
缓慢，临床表现多样。肺结核的诊断并不简单，常
规实验室检查对其诊断帮助有限，胸部影像学具有

重要价值，胸部 CT 比 X 线能提供更多有价值的细
节。肺结核的确诊依靠细菌学检查，抗酸染色对诊
断结核分枝杆菌非常重要，但其缺乏特异性; 结核

分枝杆菌培养是确诊方法。
3. 5. 1 肺结核患者病原学检查的首选标本是什么?
新鲜咳出的痰或诱导痰是结核分枝杆菌抗酸染色

和培养的重要标本。
3. 5. 2 是否需对肺结核患者行气管镜检查?
对于无法获取合格痰标本的患者，气管镜检查获

取 BALF和防污染毛刷标本尤为重要。
3. 5. 3 是否需进行结核分枝杆菌核酸检测?
核酸扩增技术可作为结核分枝杆菌快速诊断方

法［38］。美国疾病预防控制中心建议对可疑活动性结
核涂片抗酸染色阴性的患者，至少行 1 次呼吸道标本
的结核分枝杆菌核酸检测［39］。对涂片抗酸染色阳性
患者，核酸扩增技术则可辅助鉴别结核分枝杆菌和非

结核分枝杆菌［40］。
3. 5. 4 结核分枝杆菌核酸检测阴性可以排除肺结
核吗?

对于涂片阴性、培养阳性的结核患者，痰标本结
核分枝杆菌核酸检测的灵敏度和特异度分别为 68%
和 96%［41］。因此，1 次核酸检测阴性结果不足以排
除肺结核。
3. 5. 5 在目前临床环境下是否仍可进行诊断性抗结
核治疗?

实际工作中仍有 16%的病例，在缺少病原学结

果的情况下临床诊断肺结核并接受诊断性抗结核

治疗［42］。
3. 5. 6 结核性胸膜炎患者是否需进行胸膜活检?
胸腔积液是结核分枝杆菌感染的一种表现，结核

性胸腔积液通常为渗出液并以淋巴细胞为主。其胸水
抗酸染色常呈阴性，胸水结核分枝杆菌培养阳性率约

为 50%左右［43］，胸水的结核分枝杆菌核酸检测具有
高特异度和低灵敏度。
强烈推荐怀疑结核性胸膜炎的患者接受胸膜活检

和胸水分枝杆菌培养。胸膜活检标本病理检查和分枝
杆菌培养联合诊断率可达 80%。50% ～ 97%的病例
胸膜活检显示为肉芽肿，40% ～ 80%的病例分枝杆菌
培养阳性［38］。
3. 5. 7 如何选择结核特异性 PCＲ 或 tNGS /mNGS 行
结核分枝杆菌检测?

结核特异性 PCＲ与 tNGS /mNGS对结核分枝杆菌
的诊断能力相似。与传统方法相比，tNGS /mNGS 比
结核特异性 PCＲ 联合检测更具优势，能显著改善结
核和其他病原体的病原学诊断［44］，tNGS 检测能够提
供结核耐药基因的支持。
3. 6 免疫功能受损人群的呼吸道感染
免疫功能受损包括原发和继发的免疫功能受损，

如人类免疫缺陷病毒 ( human immunodeficiency virus，
HIV) 感染属于原发性免疫功能受损，肿瘤、干细胞
及实体器官移植和自身免疫性疾病长期使用糖皮质激

素、免疫抑制剂等属于继发免疫功能受损。除常见病
原体外，结核分枝杆菌、诺卡氏菌、巨细胞病毒、耶
氏肺孢子菌、曲霉和隐球菌等机会性感染的几率更
高［45］，机会性病原体感染后症状与体征隐匿，尤其

HIV感染、器官移植患者发生下呼吸道感染时病原体
构成更加复杂，条件致病菌、少见病原体、混合感染
发生的比例更高，此时患者病情更重、进展更迅速。
可考虑多种方法并行送检，临床常需积极开展涵盖目

标病原体的多靶标核酸检测或 mNGS以尽早诊断致病
病原体［46］。
3. 6. 1 对免疫功能受损宿主是否推荐行 BALF 核酸
检测?

在经验治疗的同时，应尽早开展支气管镜检查

及支气管肺泡灌洗进行包括 PCＲ 或 mNGS 等在内的
病原体检测，减少初始经验性治疗对病原学检测结

果的影响。对 BALF 样本进行的其他微生物检查项
目取决于患者临床表现、影像学特征以及特定病原
体感染的危险因素，进行包括细菌涂片和培养、真
菌涂片和培养、细胞学分析、组织病理学等在内的
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病原学检查［47］。
3. 6. 2 怀疑免疫功能受损宿主肺真菌感染时采用什
么检测技术?

对侵袭性真菌感染的高危患者，建议行真菌荧光

染色、真菌培养、血清学、分子生物学甚至组织病理
学检测。尤其真菌荧光染色、1，3-β-D-葡聚糖试验
( G试验) 、隐球菌荚膜多糖抗原、血及 BALF标本曲
霉半乳甘露聚糖试验 ( GM试验) 联合核酸检测，可
提高真菌检出率; 对于可以获得组织病理学标本的患

者也可行 mNGS; 如临床倾向肺孢子菌感染，可采用
呼吸道标本六胺银染色或 PCＲ，联合血清 G 试验，
以明确诊断［48］，BALF 及血标本 mNGS 也有助于诊
断，但 PCＲ或 mNGS 肺孢子菌阳性不能区分定植和
感染，需结合临床综合判断。
3. 6. 3 对免疫受损合并肺部感染宿主，有必要开展
血标本 mNGS吗?
免疫受损宿主肺部感染伴发菌血症的机会为 5%

～10%，明显高于免疫功能正常宿主，此类患者出现
重症 CAP时，可同时行 BALF及血标本 mNGS，以协
助明确可能的致病菌; 血标本 mNGS检测特异度略高
于 BALF，灵敏度低于 BALF［49］。

3. 6. 4 是否推荐免疫低下宿主行 PCＲ 检测病毒
感染?

PCＲ技术具有较高的灵敏度及特异度，对发展
为有症状感染的诊断也有很高的阴性符合率，已成为

检测病毒感染的标准方法。尤其推荐在造血干细胞及
实体器官移植后定期采用 PCＲ 方法进行病毒 ( 包括
巨细胞病毒、EB 病毒和其他季节性流行呼吸道病
毒) 的动态检测［50-51］。

4 小结

成人呼吸道感染类型多样，不同感染类型及不同

基础疾病患者病原谱各具特点，在临床常规诊疗过程

中，应以患者临床症状体征为基础，联合应用影像

学、传统微生物学、免疫学和分子生物学等检测技术
( 表 3) ，依据相应检测标准作出快速、精准诊断。分
子生物学诊断技术在临床的应用目前仍有较多问题亟

待解决，尤其是对临床结果的正确解读。不同检测技
术所提供的结果具有不同临床意义，联合应用可进一

步提高病原学检测的灵敏度和特异度，更好地解释患

者的病程发展并进行治疗监测。

表 3 成人呼吸道感染病原体核酸检测技术应用建议［52-54］

感染类型 /人群 病原体 核酸检测技术 标本 送检条件

急性上呼吸道感染 病毒为主: 鼻病毒、呼吸道合胞病毒、流
感病毒、冠状病毒等; 细菌少见: 化脓链
球菌、白喉棒状杆菌、溶血隐秘杆菌、淋
病奈瑟菌等; 化脓性感染考虑厌氧菌

单靶标实时 PCＲ、多
重实时 PCＲ、微流控
芯片、mNGS、tNGS

口腔拭子、口咽拭子、

鼻咽拭子、鼻咽抽吸液、

鼻咽洗液、上颌窦穿刺
及抽吸液

病毒检测: 病毒转运

培养基，2 ～ 8 ℃转运;

细菌检测: 常温，转

运时间≤2 h

气管支气管炎 呼吸道合胞病毒、副流感病毒、人偏肺病
毒、腺病毒、肺炎支原体、肺炎衣原体等

单靶标实时 PCＲ、多
重实时 PCＲ、微流控
芯片

鼻咽拭子、鼻咽抽吸液、

鼻咽洗液

病毒转运培养基，2 ～
8 ℃转运

社区获得性肺炎 肺炎链球菌、肺炎支原体、流感嗜血杆菌、

卡他莫拉菌、金黄色葡萄球菌、呼吸道病
毒、军团菌、诺卡菌、放线菌等

多重实时 PCＲ、微流
控芯片、tNGS、mNGS

痰、诱导吸痰、气管支
气管吸取物、BALF、肺
活检组织、胸水

细菌检测: 常温，转

运时间≤2 h; 病毒检
测: 病毒转运培养基，

2 ～ 8 ℃转运

医院获得性肺炎 /呼吸
机相关性肺炎

多重耐药革兰阴性菌: 肺炎克雷伯菌、大
肠埃希菌、鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、

其他肠杆菌目细菌、嗜麦芽窄食单胞菌、

洋葱伯克霍尔德菌等; 甲氧西林耐药金黄

色葡萄球菌等

多重实时 PCＲ、微流
控芯片; 必要时 tNGS、
mNGS

同上 常温，转运时间≤2 h

慢性阻塞性肺疾病急性

加重

常见: 流感嗜血杆菌、卡他莫拉菌、肺炎
链球菌、铜绿假单胞菌、肠杆菌目细菌等;

少见: 肺炎衣原体、肺炎支原体、军团菌、

金黄色葡萄球菌等

多重实时 PCＲ、微流
控芯片、tNGS、mNGS

痰、诱导吸痰、气管支
气管吸取物、BALF

常温，转运时间≤2 h

肺结核 结核分枝杆菌; 与非结核分枝杆菌鉴别 实时 PCＲ; 微流控芯
片、tNGS、mNGS

痰、诱导吸痰、气管支
气管吸取物、BALF、肺
活检组织、胸水

常温，转运时间≤2 h
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( 续表) 表 3 成人呼吸道感染病原体核酸检测技术应用建议［52-54］

感染类型 /人群 病原体 核酸检测技术 标本 送检条件

恶性肿瘤患者 免疫正常人群常见的呼吸道病原体; 产

ESBL菌、诺卡菌、结核分枝杆菌、非结核
分枝杆菌、巨细胞病毒、曲霉和隐球菌、
耶氏肺孢子菌等感染几率更高

单靶标实时 PCＲ、多
重实时 PCＲ、微流控
芯片、tNGS、mNGS

痰、诱导吸痰、气管支
气管吸取物、BALF、肺
活检组织、胸水

常温，转运时间≤2 h

干细胞及器官移植患者 免疫正常人群常见的呼吸道病原体; 结核

分枝杆菌、巨细胞病毒、曲霉和隐球菌、
耶氏肺孢子菌等感染几率更高

同上 同上 同上

免疫相关性疾病患者 可能合并多种条件致病菌或序贯出现不同

病原体感染，包括曲霉菌、念珠菌、巨细
胞病毒、耶氏肺孢子菌等

同上 同上 同上

HIV感染者 CD4 + T淋巴细胞 ＜ 200 /mL 或临床诊断艾
滋病者更易感染肺孢子菌、结核分枝杆菌、

隐球菌等; CD4 + T淋巴细胞计数正常者更
易感染肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、需氧
革兰阴性杆菌、结核分枝杆菌等

同上 同上 同上

PCＲ、mNGS: 同表 1; tNGS: 多重病原靶向测序; BALF: 支气管肺泡灌洗液; ESBL: 超广谱 β-内酰胺酶; HIV: 人类免疫缺陷病毒
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( 苏州大学附属儿童医院) ，沈瀚 ( 南京大学医学院

附属鼓楼医院) ，孙磊 ( 长治市人民医院) ，孙世珺

( 中山市人民医院) ，邰文琳 ( 昆明医科大学第二附

属医院) ，谭黎明 ( 湖南省人民医院) ，唐石伏

( 柳州市人民医院) ，唐翌姝 ( 重庆医科大学附属第

一医院) ，陶志华 ( 浙江大学医学院附属第二医院) ，

王万俊 ( 安庆市第一人民医院) ，王彦 ( 河北大学附



成人呼吸道感染病原诊断核酸检测技术临床应用专家共识 ( 2023)

Vol. 14 No. 5 969

属医院) ，王艳海 ( 呼和浩特市第一医院) ，王颖君

( 内蒙古医科大学附属医院) ，吴永彬 ( 广西壮族自

治区南溪山医院) ，肖美芳 ( 海南省妇女儿童医学中

心) ，肖敏敏 ( 芜湖市第二人民医院) ，阳文辉

( 广西壮族自治区人民医院) ，杨天赐 ( 厦门大学附

属中山医院) ，易斌 ( 中南大学湘雅医院) ，应斌武

( 四川大学华西医院) ，尤崇革 ( 兰州大学第二医

院) ，张华 ( 贵州省人民医院) ，张丽娜 ( 大庆油田

总医院) ，张晓丽 ( 重庆医科大学附属永川医院) ，

张新 ( 新疆生产建设兵团医院) ，赵笑梅 ( 吉林市中

心医院) ，郑磊 ( 南方医科大学南方医院) ，郑秀霞

( 商丘市第一人民医院) ，朱鹏飞 ( 郑州大学第一附

属医院) ，朱召芹 ( 上海市公共卫生临床中心)

执笔人 ( 按姓名首字母排序) : 陈新飞 ( 中国医学科学

院北京协和医院) ，沈宁 ( 北京大学第三医院) ，

苏欣 ( 南京大学医学院附属鼓楼医院) ，吴文娟

( 上海市东方医院 同济大学附属东方医院) ，王瑶

( 中国医学科学院北京协和医院) ，王一民 ( 中日友

好医院 武汉市金银潭医院) ，奕巧莲 ( 中国医学科学

院北京协和医院) ，张栋 ( 中国医学科学院北京协和

医院) ，张静 ( 复旦大学附属中山医院) ，周华 ( 浙

江大学医学院附属第一医院) ，周敏 ( 上海交通大学

医学院附属瑞金医院)
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·封面故事·

微生物与疾病背后的检验医学

中国医学科学院北京协和医院检验科 王 瞳

近年来，微生物与疾病的关系研究备受关注，

而与之相关的各种检测技术亦成为前沿热点。微
生物感染及其产生的免疫反应在全身均可出现，

其中肺部感染较为常见，故围绕 “微生物与疾病”
这一重点选题方向，本期封面将创作的焦点定位

于肺部感染。
主体画面以人的左右肺叶呈现，其中右肺下

叶显示多种显微镜下可见微生物感染，包括烟曲

霉菌、结核分枝杆菌、肺炎链球菌、肺吸虫虫卵
等; 左肺上叶可见新型冠状病毒、肺炎支原体、
衣原体感染，而采用前沿检测技术———宏基因组
高通量测序可快速、准确判定是哪种或哪几种病
原体混合感染。在病原体感染的同时，机体会产
生一些常见的免疫反应，故左肺下叶将 COVID-19
患者出现的多种高滴度抗磷脂抗体作为构图元素，

右肺上叶展示因感染导致的炎症反应机制，右肺

中叶展示常见的免疫检测技术———酶联免疫吸附
试验 ( Elisa) 。在肺叶外围，三名检验人员正全力
以赴地采用多种技术手段 ( 如药敏检测纸片扩散

法) 进行病原体药敏检测，以尽快确定使用何种

抗生素或其他控制感染所需的药物等。而灰色背
景中的绿叶则寓意着患者在经受疾患苦痛的至暗

时刻后重获健康与新生。
在微生物感染与各类传染病频发的今天，检

验人默默与时间赛跑并不负众望，实现了各种检

测新技术的推陈出新，为精准快速诊疗提供了更

多可能。相信随着检测技术的进一步完善，检验
医学不仅可在疾病诊疗中发挥重要作用，还可更

好地解释病程发展并进行治疗监测，为更多患者

带来福音。


