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Abstract
Objective: To	explore	the	diagnostic	efficacy	of	 targeted	Next-Generation	Sequencing	of	bronchoalveolar	 lavage	fluid	compared	
to traditional testing methods for pulmonary tuberculosis, as well as its diagnostic value for tuberculosis and tuberculous mixed 
infections. Methods: From	August	2023	to	August	2024,	93	bronchoalveolar	lavage	fluid	samples	from	patients	diagnosed	with	
pulmonary tuberculosis at Weifang Second People’s Hospital were analyzed. The samples were tested using targeted Next-Generation 
Sequencing, traditional molecular biology detection, and culture methods. The diagnostic efficacy of traditional testing methods 
and tNGS for Mycobacterium tuberculosis and tuberculous mixed infections was assessed. Results: The positive detection rates 
of	Mycobacterium	tuberculosis	in	bronchoalveolar	lavage	fluid	using	Xpert	MTB/RIF,	qRT-PCR,	and	tNGS	were	40.9%,	38.7%,	
and 54.8%, respectively. There was a statistically significant difference between qRT-PCR and tNGS (P<0.05). The sensitivity 
and specificity of traditional molecular biology methods and tNGS for detecting MTB were 92.1%, 85.2% and 97.4%, 74.5%, 
respectively,	with	a	statistically	significant	difference	(P<0.05). The positive detection rates of tuberculous mixed infections using 
traditional testing methods and tNGS were 33.3% and 51.0%, respectively, with a statistically significant difference (P<0.05). 
Conclusion: Pathogen-targeted	high-throughput	sequencing	has	higher	diagnostic	efficacy	for	Mycobacterium	tuberculosis	infections	
and tuberculous mixed infections compared to traditional testing methods.
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支气管肺泡灌洗液病原体靶向高通量测序对肺结核的诊断
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摘　要

目的：探讨支气管肺泡灌洗液病原体靶向高通量测序与传统检验方法诊断肺结核的效能及对肺结核及结核性混合感染的诊
断价值。方法：2023年8月—2024年8月潍坊市第二人民医院诊断为肺结核患者的93例肺泡灌洗液标本，分别采用病原体靶
向高通量测序、传统分子生物学检测及培养检测，分析传统检验方法与病原体靶向高通量测序法对结核分枝杆菌及结核性
混合感染的诊断效能。结果：支气管肺泡灌洗液中Xpert MTB/RIF、qRT-PCR法以及tNGS法检测结核分枝杆菌的阳性率分
别为：40.9%、38.7%、54.8%。qRT-PCR法与tNGS法比较，差异具有统计学意义（P＜0.05）。传统分子生物学法和tNGS
法在检测MTB的灵敏度、特异度分别为92.1%、85.2%和97.4%、74.5%，差异有统计学意义（P＜0.05）。传统检测法以及
tNGS法检测结核性混合性感染的阳性率分别为33.3%、51.0%，差异有统计学意义（P＜0.05）结论：病原体靶向高通量测
序诊断结核分枝感染及结核性混合感染的效能高于传统检验方法。
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1 引言

结 核 病 是 由 结 核 分 枝 杆 菌 复 合 体（Mycobacterium 

tuberculosis，MTB）引起的一种慢性传染病。其中，结核分

枝杆菌占肺结核病原菌的 90%，是最常见的一种疾病 [1]。结

核病是全球公共卫生和社会关注的问题，也是中国疾病控制

工作的重点。为了有效控制结核病的传播并降低死亡率，关

键在于早期诊断和及时治疗，以消除传染源。

在结核病患者的诊断和治疗中，快速准确地检测结核菌
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至关重要。但现有的传统细菌学、血清学等检测方法，因其

耗时长、低灵敏度等原因，越来越不能满足临床诊疗需要 [2]。 
分子生物学检测方法的发展能够提供更快速、更准确的检测

结果，有助于提高结核病的诊断效率和治疗效果。靶向高通

量测序（targeted Next-Generation Sequencing，tNGS）是一

种新兴的病原体检测技术。它通过靶向扩增或捕获特定的

DNA 区域，并结合超多重 PCR 和二代测序技术，实现对病

原体的精确识别 [3-5]。这种方法不仅能鉴定病原微生物的种

类，还能深入分析特定的耐药基因和毒力因子基因，为临床

提供精准的诊断信息。在本研究中，我们对 198 例疑似肺结

核患者的支气管肺泡灌洗液（bronchoalveolar	lavage	fluid，
BALF）进行了传统病原体检测方法与 tNGS 的对比分析，

以评估 tNGS 在肺结核诊断中的临床价值。

2 对象与方法

2.1 研究对象 
回顾性分析 2023 年 8 月—2024 年 8 月，潍坊市第二人

民医院诊治 198 例疑似肺结核患者，且符合纳入标准：①临

床症状及影像学检查怀疑继发性肺结核，可进行纤维支气管

镜检测的患者；②临床资料完整无缺；③临床样本和资料通

过 tNGS 质量控制。

排除标准：①临床和实验室资料不完整；②诊断不明

确；③临床样本未通过 tNGS 质量控制。根据中华人民共和

国卫生行业标准 WS 288-2017[6] 对 198 例疑似肺结核患者进

行临床确诊诊断，最终确诊肺结核 93 例。本研究为回顾性

分析，已通过潍坊市第二人民医院伦理委员会批准（意见号：

ky2022-0036-01）。

2.2 研究方法
2.2.1 临床资料收集

收集患者临床资料收集患者临床资料，包括性别、年龄、

合并症、BALF tNGS、Xpert 及培养结果等。支气管肺泡灌

洗液标本采集具备支气管镜专业资质的医师严格按照操作

流程行支气管镜检查及肺泡灌洗术，并留取 BALF。

2.2.2 实验方法
Xpert MTB/RIF 则按照美国 Cepheid 公司提供的利福平

耐药实时荧光定量核酸扩增检测系统的使用说明书进行操

作，其检测结果通过仪器自动判读得出。实时聚合酶链反应

检测法（qRT-PCR）采用达安基因公司股份有限公司的实时

聚合酶链反应检测试剂盒进行呼吸道病毒核酸检测。传统分

子生物学方法包括 Xpert MTB/RIF 和（qRT-PCR）。传统检

测法包括常规细菌、真菌培养及 BALF 呼吸道病原学核酸

（包括腺病毒、甲型流感病毒、乙型流感病毒、巨细胞病毒、

EB 病毒、副流感病毒、呼吸道合胞病毒、鼻病毒、肺炎支

原体、新型冠状病毒）检测。上述传统检测法检测或培养出

病原体，则结果判定为阳性。病原体分类为细菌、病毒、真菌、

非典型病原体。

2.2.3 tNGS 检测
根据标准程序采集纳入患者的 BALF 3 mL，储存无菌

冻存管中，24 小时内进行检测。样本按照核酸提取或纯化

试剂盒和 PTseqTM 呼吸道感染病原微生物靶向高通量基因

检测试剂盒步骤提取 DNA，然后经过逆转录、一链合成、

靶向扩增、扩增后纯化、PCR 扩增、PCR 后纯化进行文库

构建，文库≥ 1ng/μL 为合格，通过 BGIG99 平台对质量确

认的文库进行测序，排除人源序列后的其余数据与华大建立

的基于 NCBI（GenBank /RefSeq /NT）的微生物参考数据库

对比进行高级数据分析。

2.3 统计学分析
患者资料录入 Excel 整理成数据库，采用 SPSS 26.0 软

件对数据进行统计分析。计数资料用［n（%）］表示，组

间比较采用 χ2 检验。以临床最终诊断为参考标准，建立

2×2 列联表以确定敏感度、特异度，结果以 % 表示。P ＜ 0.05

表示差异显著。

3 结果

3.1 Xpert MTB/RIF、qRT-PCR 法以及 tNGS 法在

灌洗液标准中检测 MTB 的结果分析
灌洗液中 Xpert MTB/RIF、qRT-PCR 法以及 tNGS 法

MTB 的阳性率分别为：40.9%、38.7%、54.8%。qRT-PCR

法与 tNGS 法比较，差异具有统计学意义（P ＜ 0.05），见

表 1。

表 1 三种分子生物学方法在灌洗液样本中检测结核分枝杆

菌的阳性率比较

检测方法

灌洗液（n=93） 
χ2 P 值阳性 

（例）

阴性 
（例）

阳性率

（%）

Xpert MTB/RIF 38 55 40.9 0.090a 0.764

qRT-PCR 法 36 57 38.7 4.859b 0.028

tNGS 法 51 42 54.8 3.641c 0.056

a Xpert MTB/RIF 与 qRT-PCR 法比较，b qRT-PCR 法与

tNGS 法比较，c Xpert MTB/RIF 与 tNGS 法比较。

3.2 灌洗液样本中传统检测法和 tNGS 法检测 MTB

的效能
以 MGIT960 培养法为金标准，传统分子生物学法和

tNGS 法在检测 MTB 的灵敏度、特异度分别为 92.1%、85.2% 

和 97.4%、74.5%，差异有统计学意义（P ＜ 0.05），见表 2。

表 2 灌洗液样本中传统检测法和 tNGS 法检测 MTB 的效能

培养法
传统分子生物学法 tNGS 法

阳性 阴性 阳性 阴性

阳性（例） 35 3 37 1

阴性（例） 9 46 14 41

灵敏度（%） 92.1 97.4

特异度（%） 85.2 74.5

χ2 51.798 46.928

P 值 < 0.001 < 0.001
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3.3 灌洗液样本中传统检测法和 tNGS 法检测 MTB

混合性感染的效能分析
93 例患者中，传统检测法检出 44 例 MTB 感染，tNGS

法检出 51 例 MTB 感染。支气管肺泡灌洗液中传统检测法

以及 tNGS 法检测 MTB 与细菌 / 病毒 / 真菌混合性感染的阳

性率分别为 33.3%、51.0%，差异有统计学意义（P ＜ 0.05），

见表 3。

表 3 灌洗液样本中传统检测法和 tNGS 法检测 MTB 混合性

感染的效能

检测方法
MTB 混合性感染 阳性率

（%）
χ2 P 值

是（例） 否（例）

传统检测法 11 33 33.3
6.705 0.01

tNGS 法 26 25 51.0

4 讨论

在全球范围内，结核病仍然是单一传染源所致个人死

亡的主要原因（世界卫生组织，2020 年）[7]。自 2000 年以来，

结核病死亡率以每年约 3% 的速度下降。虽然这一成就令人

鼓舞，但在实现到 2035 年将结核病相关死亡减少 95%，从

而终结结核病的目标方面仍有差距 [8]。临床实践中采用了多

种方法来及时确认结核病感染。传统的病原微生物检测技术

在临床肺结核诊断中仍然被广泛使用，但它们在灵敏度、特

异性、检测速度和信息量方面存在一些限制。近年来随着新

一代基因组测序技术应用，tNGS 已成为辅助结核病患者临

床诊断的快速而全面的工具 [9]。该技术针对百余种与呼吸道

感染相关的致病基因和耐药基因 / 基因变异。它采用超多重

PCR 文库制备系统选择性扩增目标序列进行富集，然后利

用第二代测序技术实现高通量、有针对性的测序，以精确检

测病原体 [10]。本研究探讨 tNGS 对肺结核的诊断价值 , 可为

临床早期诊断肺结核提供依据。tNGS 检出细菌、病毒、真菌、

非典型病原体的阳性检出率均明显高于常规方法。

tNGS 联合 Xpert 诊断肺结核的灵敏度高于 Xpert，表

明 tNGS 对肺结核患者有良好的筛选能力，tNGS 联合 Xpert

可进一步提高诊断肺结核的灵敏度。整体而言，在肺结核的

早期诊断中 tNGS 较传统病原学检测方法具有一定优势。

对于出现特征性肺部影像学改变、伴有或不伴有肺结

核症状的疑似肺结核患者，常规的痰标本酸性耐药杆菌涂

片、培养和基因 Xpert 等分子生物学检测可能都会得出阴性

结果。此外，在某些病例中，支气管肺泡灌洗液的传统微生

物学检查（如抗酸染色和培养）也无法得出结论，因此需要

进一步的辅助诊断。因此，对于这些具有挑战性的病例，尤

其是当传统检测无法提供明确诊断时，应考虑将 tNGS 作为

辅助诊断工具。

基于培养的分枝杆菌菌种鉴定被认为是“金标准”。

然而，这种方法耗时较长。相比之下，tNGS 可直接检测呼

吸道分泌物标本（包括痰和支气管肺泡灌洗液）以及脓液和

脑脊液等其他标本中的核酸。然而，在去除人类背景核酸的

过程中，细胞内细菌（如结核分枝杆菌）的检测会受到影响，

从而导致较高的假阴性率，这也是 tNGS 技术的局限性。此

外，tNGS 无法区分活的和死的结核分枝杆菌。因此，它需

要与结核分枝杆菌序列数量、临床症状、放射学检查结果和

其他标准等因素紧密结合，才能做出更明确的诊断。

综上所述，tNGS 在肺结核早期诊断及肺结核混合其他

细菌、真菌、病毒等混合性感染时敏感度和特异性优于传

统检验方法。因这是一项在结核病专科医院进行的单中心研

究，最终入组样本量较少，仍需要在更大规模的前瞻性研究

中进一步研究论证。但本研究的主要发现仍对潍坊地区疑似

肺结核患者防控、诊疗有一定意义，tNGS 可能成为结核诊

断领域有较高应用价值的工具。
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