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!摘要" 病原学检测在呼吸道感染的诊疗中具有重要作用!但不同的病原学检测方法各有优缺点" 临床

医生需要根据患者的临床表现#相关流行病学等信息提示和疑似的病原体种类选择合适的检测方法" 不同病原

学实验室检测方法结果的临床意义存在差异!临床医师也需要结合疾病的季节性#患者的年龄#临床表现和病

程等方面信息综合分析检测结果的临床意义" 危重和疑难呼吸道感染疾病的病因复杂!单一的检测结果往往不

足以协助临床做出反映疾病病原体的准确判断" 临床医生需了解每种病原学检测方法的原理#适用的样本类型

及其优缺点!合理选择病原学检查方法!并结合临床综合分析!对呼吸道感染的病原体做出精准判断"

!关键词" 呼吸道感染$病原学检测$结果解读$判断
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呼吸道感染是指由病毒!细菌和真菌等微生物

引起的一类常见感染性疾病"可表现为上呼吸道感

染!支气管炎!肺炎等"其中社区获得性肺炎对人体

生命健康的危害较大 =$!!>

"全球每年有超过
!#?

万呼

吸道感染死亡病例 =#>

# 在引起呼吸道感染的病原体

中"细菌和病毒较常见=@!%>

$ 因此"明确呼吸道感染的

病原体有利于制定精准的治疗方案"改善疾病的预

后%细菌感染需要根据菌种选择敏感的抗菌药物进

行治疗&病毒感染除对症支持治疗外"某些病毒可

以选用特异性抗病毒药物或单克隆抗体进行抗病

毒治疗='A?>

$ 病原学检测是诊断呼吸道感染病原的重

要辅助手段"现有病原检测方法各具优缺点"合理

运用和正确解读检测结果有助于临床医生制定及

时!恰当!有效的治疗方案"避免抗生素滥用"同时

减少或防止重症病例的发生"具有重要的临床意义$

一!呼吸道感染的病原学检测方法及合理应用

呼吸道感染的病原学检测方法主要包括分离

培养!抗原检测!血清特异性抗体检测及核酸检测

等类型$

$;

分离培养

分离培养方法包括细菌培养!真菌培养和病毒

培养$ 细菌培养和真菌培养是将样本接种在适合的

培养基上"通过菌落形态观察!显微镜观察!生化实

验和药敏试验等进行鉴定$ 目前"传统的微生物培

养和涂片镜检依然是细菌'如肺炎链球菌!金黄色

葡萄球菌!流感嗜血杆菌和结核分枝杆菌(和真菌

'如念珠菌!曲霉菌!毛霉菌和隐球菌(感染诊断的

)金标准*

=B>

" 其优点是可确认病原体的种类及药敏

情况"指导临床选择最有效的抗生素或抗真菌药物

进行有针对性的治疗"广泛应用于临床实践$ 病毒

分离培养的方法主要包括动物培养+鸡胚培养和细

胞培养"其中细胞培养最常用"该方法为呼吸道病

毒感染诊断的)金标准*

=C>

$ 然而"由于呼吸道病毒分

离培养的周期长!敏感性低"且质控和对实验室环

境及生物安全级别要求较严格"需要熟练和精确的

操作技巧以避免污染"部分呼吸道病毒在体外培养

条件下不易生长" 导致分离培养的成功率较低"故

在临床病原学检测中已极少应用"不推荐用于呼吸

道病毒感染的诊断=C>

$

!;

抗原检测

常用的抗原检测方法包括快速抗原检测和免

疫荧光技术$ 抗原检测方法的优点是快速!简便!易

于操作"缺点是灵敏度不足"对样本质量要求较高"

且可能出现假阴性结果$

'

$

(快速抗原检测%常为免疫层析法"其中胶体

金免疫层析技术发展最为成熟"其原理是以胶体金

颗粒为免疫标记物"以硝酸纤维素为载体"滴加液

体样本后"通过层析作用实现对特异性抗原的快速

检测$

快速抗原检测由于特异性较强! 操作简便!耗

时短!重复性好"适于急诊和门诊呼吸道感染患者

的病原快速初筛"有助于及时做出处理和决策$ 尽

管抗原检测方法已广泛应用于新型冠状病毒!流感

病毒!呼吸道合胞病毒和百日咳杆菌等病原感染的

诊断"但相对于核酸检测"其灵敏度仍较低"故在某

些情况下"为了确诊或排除某种呼吸道感染"需要

使用灵敏度高的核酸检测方法$

'

!

(免疫荧光检测%包括直接免疫荧光法和间

接免疫荧光法$ 直接免疫荧光法使用单一抗体"抗

体偶联荧光素"并靶向病原体抗原"特异性好"但灵

敏度偏低$ 间接免疫荧光法使用两个抗体"一抗靶

向病原体抗原"二抗偶联荧光素并靶向一抗"该方

法较直接免疫荧光法更为敏感"但存在非特异性荧

光的可能$ 需要强调的是"用于免疫荧光法检测的

呼吸道样本中需含有一定数量的呼吸道上皮细胞"

以保证检出的真阳性率 =C>

$ 由于免疫荧光法检测耗

时相对于免疫层析法更长'需要
$D! E

("且对样本

质量要求较高"多适用于临床住院病例$

!"#$ %&'(&)*F <G*03)G4 H60+)6+ G)1 I+6E)343JK LGM3, N,3M+6* O!"P?QRP"P"#""@!""@ST UVLH ())3WG*03)

XY)1 53, L+106G4 H60+)6+8 O!"PC!(!L!%!"!'S

7Z(FP";#?'"[62G;M;6)##$#@&!!&!#$&!%!&&&'?
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血清特异性抗体检测

血清特异性抗体检测主要用于检测呼吸道感

染患者血清中特定病原体抗体! 以
.=(>?

法和化

学发光法较常用" 由于机体在病原感染后一般需
@

周或更长时间后产生的抗体才可被检测到!而呼吸

道感染!特别是呼吸道病毒感染!其潜伏期很短!在

感染初期!人体尚未产生足够的抗体!在此阶段进

行血清特异性抗体检测的阳性率很低!故该方法不

适用于急性呼吸道感染的早期诊断#其次!机体产

生的抗体存在时间较长!其结果无法精准反映与临

床疾病的相关性#另外!免疫功能低下的患者可能

无法产生足够的抗体!因此血清特异性抗体检测在

急性呼吸道感染的病原学诊断中的应用价值较低"

由于抗体产生后可以长期存在于体内!即便病原体

已被清除!抗体水平仍能持续一段时间!进行抗体

检测可明确感染史" 因此!血清特异性抗体检测主

要适用于回顾性诊断和流行病学调查"

A;

核酸检测

核酸检测用于检测病原体的核酸序列!包括病

原体基因组依赖性核酸检测和基因组非依赖性核

酸检测"

$

@

%基因组依赖性核酸检测&基于已知病原体

的基因组序列设计特异性引物!进行病原体靶向性

核酸扩增检测!主要包括
BCD

'实时定量
BCD

'环介

导等温扩增等!其特异性好'灵敏度高!是目前呼吸

道感染病原体检测的主要方法E@"F

(需指出的是!正确

的样本采集和储存是确保核酸检测结果准确的重

要因素) 近年来!基于多重
BCD

技术的多重核酸检

测技术得到了较快发展" 多重核酸检测可覆盖常见

细菌'病毒和支原体等多种呼吸道感染相关的病原

体!技术方法成熟!有效提高了检测效率和准确性!

常用于临床诊断和疫情监测E@@!@!F

"

基因组依赖的核酸检测方法在不同疾病时期

都具有较高的灵敏度和特异性!特别是在感染初期

就能检测到病原体核酸!适用于细菌'病毒'支原体

和寄生虫等多种呼吸道病原体的早期感染诊断!是

呼吸道感染病原检测的主要方法" 多重核酸检测技

术成熟!可同时检测多种病原体!节省样本及检测

时间" 对呼吸道感染出现急诊适应证者!所有因急

性呼吸道感染性疾病住院!住院期间新出现呼吸道

感染症状*伴或不伴发热%!或出现不明原因的呼吸

窘迫慢性心肺疾病急性恶化等患者!均可利用多重

核酸检测进行鉴别诊断!及早确定病原E@&F

)

*

!

%基因组非依赖性核酸检测&该检测主要包

括宏基因组测序 *

2+*GH+)32068 )+I* H+)+,G*03)

8+JK+)60)HL 2<M>

% 技术和病原微生物靶向测序

*

*G,H+*+1 )+I* H+)+,G*03) 8+JK+)60)HL *<M>

% 技术)

2<M>

技术是对样本进行高通量测序! 将获得的核

酸序列与数据库中的序列进行比对分析!分析样本

中的整个微生物组!获得包含病毒+细菌'真菌和寄

生虫等多种病原微生物信息"

*<M>

技术将超多重

BCD

与高通量测序技术相结合!同时可检测样本中

几十至几百种常见病原微生物及耐药基因的高通

量检测方法! 但
*<M>

技术无法检测新发突发病原

体"

2<M>

技术的检测不依赖于特异性引物和探针!

对病原微生物基因组的无差别检测!避免了基因组

依赖性核酸检测可能导致的病原体漏检问题!有助

于发现新发突发传染病和临床未知病原体E@"F

"然而!

2<M>

技术和
*<M>

技术检测需要复杂的生物信息

学分析!对于数据的处理和解读需要专业的技术支

持!且费用较高!普及存在难度"

当病情危重且病因不明!传统病原体检测多次

阴性且治疗效果不佳!或疑似新发或特殊病原体感

染时!可在常规病原体检测的同时或在其基础上行

2<M>

检测!助力早期确定病原体!指导临床治疗E@"F

"

此外!纳米孔测序技术在呼吸道病原检测中也

具有一定的应用价值" 三代纳米孔测序技术近年来

发展迅速! 其通过纳米孔测序仪实现对
7<?

和

D<?

单分子的测序!具有实时快速'长片段读长等

优点" 同时!纳米孔测序所需设备较其他高通量测

序平台小巧便携! 在检测过程中可实时分析数据!

在未知病原鉴定及新发突发呼吸道病原体应急检

测中具有突出的优势" 然而!由于纳米孔测序准确

率较二代测序低!且对于同一物种的多个菌株难以

区分!应用时需结合临床!必要时采用传统实验方

法如荧光
BCD

进行验证E@#F

"

#N%

" "
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尽管核酸检测是重要的呼吸道感染病原学检

测方法!但仍面临一些挑战!如部分较贫困地区的

实验室设备和专业人员匮乏! 技术可及性有待提

高!以及病毒突变可能导致的假阴性结果等" 此外!

由于核酸检测获得的只是病原体核酸片段信息!无

法确定是否存在感染性的病原体!需要结合临床表

现#病原体分离培养等结果综合判定"

二!呼吸道感染病原学检测结果的解读

呼吸道病原检测结果的合理解读对明确感染

原因!指导治疗决策!避免药物滥用和减少耐药性

具有重要意义" 呼吸道病原检测结果的判读须结合

临床特征#病程和样本来源综合分析"

$;

呼吸道样本的分离培养检测结果

呼吸道样本病毒培养阳性提示产毒性感染!诊

断特异性为
$&&=

! 可作为病毒感染诊断的 $金标

准%" 下呼吸道和无菌体液样本中细菌#真菌培养阳

性也具有一定诊断价值" 但由于上呼吸道存在大量

正常菌群!因此上呼吸道来源样本中细菌#真菌培

养阳性的诊断价值有限!需根据细菌种类结合临床

综合判断" 尽管分离培养可作为病毒#细菌和真菌

感染诊断的金标准! 但由于分离培养灵敏度偏低!

阴性结果不能排除病原感染!必要时可选择灵敏度

较高的核酸检测"

!;

呼吸道感染的抗原检测结果

呼吸道样本中病毒抗原检测结果阳性提示活

动性感染!表明患者具有传染性!较适合于疾病早

期的诊断" 同样由于抗原检测灵敏度偏低!检测结

果阴性不能排除病原感染!需结合临床!必要时选

择灵敏度较高的核酸检测"

肺炎链球菌抗原阳性应根据样本来源及样本

类型综合分析" 上呼吸道样本&如咽拭子'的阳性结

果可能会受咽部正常菌群的干扰!因而并不能提示

肺炎链球菌感染" 尿液样本肺炎链球菌抗原阳性不

推荐用于儿童肺炎链球菌感染的诊断" 若呼吸道感

染患儿脑脊液样本肺炎链球菌抗原阳性!则应考虑

合并中枢神经系统感染的可能" 尿液肺军团菌
>

型

抗原阳性可用于肺军团菌早期快速诊断!特异性接

近
$&&=

! 但不推荐下呼吸道样本用于军团菌抗原

检测" 此外!咽拭子
?

族乙型溶血性链球菌抗原阳

性提示
?

族乙型溶血性链球菌感染!可为临床早期

治疗提供重要的参考" 肺炎支原体抗原检测结果受

采集的细胞数量#其他病原及自身交叉抗体的干扰

等多种因素的影响!诊断价值有限!应选择核酸检

测和血清特异性抗体检测"

#;

呼吸道感染的血清特异性抗体检测结果

血清特异性抗体检测结果多用于回顾性诊断!

可提示是否存在感染从而推测感染的大致时相" 由

于多数呼吸道病原感染的潜伏期短!血清特异性抗

体检测在呼吸道病原诊断中很少单独应用!单份血

清特异性
(@A

阳性结果一般不作为诊断标准" 然

而!对于非典型病原体!如支原体感染!由于其
(@A

抗体一般在感染后
BC% 1

出现! 故可作为早期感染

的诊断指标!但感染早期抗体滴度较低!检测结果

易出现假阴性"

B!

呼吸道样本的核酸检测结果D$&E

应根据样本获得的部位及病原体的类型 &病

毒#细菌#非典型病原体及真菌'综合考虑呼吸道样

本病原体核酸检测阳性结果的临床意义" 若实验室

检测结果与患者的临床表现严重不符!需分析是否

存在实验室污染# 引物特异性差等方面的问题"

&

$

'病毒(急性期上#下呼吸道样本核酸检测阳性!

可提供病原学参考" 由于部分病毒无症状感染率较

高!故上呼吸道样本核酸检测阳性结果需结合临床

表现综合分析!而下呼吸道样本的病原学阳性则具

有较高的诊断价值" &

!

'细菌(对于多数细菌!下呼

吸道及无菌体液样本核酸检测阳性具有诊断价值"

由于百日咳鲍特菌主要感染鼻咽部!其在上呼吸道

样本中核酸阳性也具有诊断价值" &

#

'非典型病原

体(对肺炎支原体#衣原体和军团菌等非典型病原

体而言! 下呼吸道样本核酸阳性更具有诊断价值"

&

B

'真菌(下呼吸道样本#鼻窦分泌物#无菌体液#活

检组织等检测样本中显示真菌核酸阳性!则提示真

菌感染"

需要强调的是!核酸检测结果阴性!不能完全

除外病原体感染! 需结合患者临床表现综合分析"

若核酸检测阴性! 而临床高度怀疑某种病原体感

#F'

" "
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染!应及时与实验室反馈沟通!分析可能原因!如样

本是否合格!病原体可能存在变异!试剂的检测阈

值和质量!以及实验室检测等方面的问题"

此外!由于
2<=>

的操作流程和结果判读等尚

无统一标准!建议由临床医师#临床病原体感染专

业人员和生物信息学人员等共同讨论!结合患者临

床表现# 影像资料及其他实验室检查结果对
2<=>

的结果进行综合分析!避免盲目根据
2<=>

报告开

展治疗!从而导致抗微生物药物的滥用?@AB

"

三!结语

综上所述!不同的病原学检测方法有各自的优

缺点!临床医生需要根据患者的临床表现#相关流

行病学等信息提示和怀疑的病原体种类选择合适

的检测方法" 由于不同病原学实验室检测方法结果

的临床意义存在差异!临床医师也需要结合疾病的

季节#患者的年龄和临床特征#疾病病程等信息综

合分析检测结果" 危重和疑难呼吸道感染疾病的病

因复杂! 单一检测结果可能不足以准确判断病原

体" 临床医生需了解每种病原学检测方法的原理#

适用的样本类型及其方法的优缺点!合理选择病原

学检查方法!并结合临床综合分析其检查结果的临

床意义!对呼吸道感染的病原体做出精准诊断"
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