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·短篇论著·

基于宏基因组二代测序的肾移植术后长期患者并发耶氏
肺孢子菌肺炎的临床特征分析*

吴欣媛1,杨卫华1,李上根1,闵 敏2,周运恒1△

上海市静安区闸北中心医院:1.检验科;2.肾移植康复科,上海
 

200070

  摘 要:目的 探讨宏基因组二代测序(mNGS)对肾移植术后长期患者并发耶氏肺孢子菌肺炎(PJP)的诊

断价值,并分析mNGS确诊的PJP患者与非PJP患者的临床特征差异。方法 选取2022年10月1日至2025
年6月30日在该院确诊的32例肾移植术后长期并发PJP的患者作为PJP组,29例肾移植术后长期未发生

PJP的患者作为非PJP组。对两组样本均进行微生物学常规培养,采用 mNGS技术检测两组患者的外周血及

痰液样本。收集两组患者肾功能、炎症相关指标等常规实验室检测指标。结果 PJP组血尿素氮(BUN)、肌酐

(Cr)、胱抑素C(Cys-C)和尿微量白蛋白(U-mALB)水平高于非PJP组(P<0.05)。PJP组肾小球滤过率(EG-
FR)低于非PJP组(P<0.05)。PJP组患者中,混合感染多种病毒的占比较高。结论 mNGS可为肾移植术后

长期患者并发PJP的诊断及抗感染治疗提供有价值的信息。肾功能指标可为临床筛查PJP高危人群、制订个

性化监测策略提供参考。
关键词:耶氏肺孢子菌肺炎;

  

 肾移植;
  

 宏基因组二代测序; 肾功能
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  肾移植受者(KTRs)长期使用免疫抑制剂,会削 弱体液免疫和细胞免疫功能,因此感染是其常见的并
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发症之一。由于术后KTRs生理结构发生多种变化,
患者易发生呼吸系统和泌尿系统感染,常伴有细菌、
真菌和病毒等多种微生物感染[1-2],在众多感染中,耶
氏肺孢子菌肺炎(PJP)是一种严重甚至危及生命的机

会性感染,发病率较高,对 KTRs构成巨大威胁[3-4]。
PJP诊断延迟会增加移植物功能丧失及死亡风险[5-6]。
目前,临床上将肾移植术后6个月内发生的PJP定义

为早期PJP,得益于移植技术进步、免疫抑制剂优化

及围手术期规范管理与预防,其并发症发生率已有效

控制,相关研究与防治策略相对成熟[7-9]。而术后6
个月以上的迟发性PJP长期未获足够关注。相关研

究证实,迟发性PJP在 KTRs中并不少见,发病率及

致死风险不逊于早期PJP[10],但由于缺乏特征性的临

床症状和合适的实验室检测方法,PJP通常难以被及

时识别和诊断[11]。宏基因组二代测序(mNGS)是一

种高度敏感的微生物组分析方法[12]。作为一种一体

化的诊断工具,mNGS已成功应用于多种感染性疾病

的诊断,与传统方法相比,mNGS检出率更高[2,13-14]。
本研究拟探索肾移植术后6个月以上患者,mNGS能

否用于PJP的诊断,并评估PJP与非PJP肾移植长期

患者的临床和实验室特征差异。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究为单中心回顾性队列研究。
选择2022年10月1日至2025年6月30日在本院确

诊为肺部感染的61例肾移植术后6个月以上的患者

作为研究对象,根据诊断结果分为肾移植术后长期并

发PJP患者(PJP组)和非PJP患者(非PJP组)。所

有患者入院时均行胸部高分辨率计算机断层扫描,结
果显示肺部有网状和或磨玻璃样渗出影,无或有胸腔

积液,符合间质性肺炎的特征。取40份外周血样本

和40份支气管肺泡灌洗液(BALF)/痰液样本送至华

大基因进行检测。19例患者样本同时检测了血液和

BALF/痰液样本。为节省费用和时间,本研究仅通过

mNGS检测细菌、真菌、RNA病毒和DNA病毒。通

过mNGS方法,在40份外周血样本中成功诊断出20
例PJP,在40份痰液样本中诊断出23例PJP。其中,
11例血液和痰液样本均为PJP阳性,8例血液和痰液

样本均为PJP阴性。最终,将32例PJP患者纳入PJP
组,29例非PJP患者纳入非PJP组。本研究通过上海

市静安区闸北中心医院医学伦理会批准(批件号:
ZBLL2024090901001),符合《赫尔辛基宣言》的原则。
所有参与者自愿参与本研究,并签署知情同意书。
1.2 常规免疫抑制方案 所有患者初始均使用三联

免疫抑制剂方案(一种钙调神经磷酸酶抑制剂,他克

莫司/环孢素A+霉酚酸酯+泼尼松),长期维持并根

据血药浓度及时调整剂量。
1.3 mNGS检测方法

1.3.1 核酸提取 分别针对不同样本类型采用优化

流程提取总核酸。对外周血样本(2
 

mL),使用 Mag-
MAXTM

 

Cell-Free
 

DNA
 

Isolation
 

Kit(华大基因),严
格遵循说明书通过磁珠法提取游离DNA。对BALF
及痰液样本,则采用 QIAamp

 

DNA
 

Mini
 

Kit(Qia-
gen,德国)并辅以华大基因改进方案。所有提取产物

均通过 Nanodrop
 

2000进行质控,要求产物质量浓

度≥10
 

ng/μL,纯度满足 A260/A280 在1.8~2.0,
A260/A230≥1.5。
1.3.2 文 库 构 建 使 用 MGIEasy

 

DNA
 

Library
 

Prep
 

Kit,以30
 

ng合格核酸为起始。依次进行末端

修复与加A尾、特异性接头连接(含样本标签),再经

磁珠筛选获取150~400
 

bp片段,最后通过扩增完成

文库制备。最终文库通过 Agilent
 

2100
 

Bioanalyzer
和Qubit

 

4.0进行质量验证。
1.3.3 测序参数 文库在Illumina

 

Hiseq
 

4000平台

(华大基因)上进行双末端测序(PE150)。插入片段为

350
 

bp,外周血与BALF/痰液样本分别要求产生不低

于500万条和1
 

000万条有效读长(reads)。
1.3.4 数据质控与宿主序列去除 (1)数据预处理:
使用fastp(V0.23.2)过滤原始数据,去除含接头、N
碱基含量高(≥10%)、低质量(Q≤20碱基占比≥
50%)及过短(<35

 

bp)的reads。随后,利用Picard
 

MarkDuplicates
 

V2.27.5去除PCR重复序列。(2)
宿主序列去除:将预处理后的clean

 

reads比对至人类

参考基因组(GRCh38/hg38,BWA-MEM 算法,一致

性≥99%),去除宿主来源序列。
1.3.5 病原体比对与阳性判定标准 (1)细菌、真
菌、病 毒 基 因 的 参 考 基 因 组。从 NCBI

 

RefSeq和

GenBank下载,构建本地化病原微生物数据库。采用

BWA-MEM算法将微生物候选reads与数据库进行

比对,设定严格比对条件。统计匹配到各病原体的序

列数,结合基因组覆盖分散度,计算相对丰度并生成

病原体谱[15]。(2)阳性判定标准如下。真菌和病毒:
比对读数≥3、置信度>99%、相对丰度>5%;细菌

(非结核分枝杆菌)和寄生虫:比对读数排名前5且不

在背景库中;由于结核分枝杆菌DNA提取困难且污

染可能性低,若在物种或属水平至少有1个比对读

数,则判定为阳性[13,16-17]。
1.4 其他指标检测 肾功能指标由迈瑞BS2000自

动生化 分 析 仪 检 测,包 括 血 尿 素 氮(BUN)、尿 酸

(UA)、肌酐(Cr)、胱 抑 素 C(Cys-C)、乳 酸 脱 氢 酶

(LDH)、预估肾小球滤过率(eGFR)。尿微量白蛋白

(U-mALB)由西门子BNII特定蛋白分析仪检测。血

清1,3-β-D-葡聚糖试验采用天津喜诺IGL-800全自

动真菌细菌动态检测仪检测(免疫比浊法);白细胞计

数采用电阻抗法,C反应蛋白(CRP)采用迈瑞全自动

血液分析仪检测。降钙素原(PCT)和白细胞介素-6
(IL-6)由南京仁迈全自动化学发光测定仪检测(化学
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发光法)。
1.5 统计学处理 采用SPSS27.0统计软件进行数

据分析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,采用t
检验进行组间比较,不呈正态分布时,以 M(P25,P75)
表示,采用非参数检验进行组间比较。计数资料以例

数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验或Fisher精

确法。将单因素分析中差异有统计学意义的因素重

新赋值并纳入多因素Logistic回归分析。取双侧检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 PJP组与非 PJP组临床结局及基线资料比

较 PJP组住院期间,8例发生急性肾衰竭,经血液透

析治疗后恢复;5例血液和痰液样本均为PJP阳性的

患者 死 亡,1 例 死 于 严 重 急 性 呼 吸 窘 迫 综 合 征

(ARDS),1例死于感染性休克(肺炎克雷伯菌败血

症)。非PJP组患者最终均康复。PJP组与非PJP组

年龄、性别、体重指数(BMI)、入院时肾移植术后时

间、合并高血压、合并糖尿病患者比例等基线资料比

较,差异无统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.2 PJP组与非PJP组实验室检测指标比较 PJP
组BUN、Cr、Cys-S和 U-ALB显著高于非 PJP组

(P<0.05),入院时eGFR显著低于非PJP组(P<
0.05)。将单因素分析与PJP感染相关的变量进行多

因素 Logistic回 归 分 析,结 果 显 示,BUN(OR=
1.291,95%CI:1.089~1.531,P=0.003)和 Cr
(OR=0.989,95%CI:0.978~1.000,P=0.041)均
是引起 PJP感染的独立危险因素(P<0.05)。见

表2。

表1  PJP组与非PJP组的临床基线特征比较[x±s或n(%)或M(P25,P75)]

项目 PJP组(n=32) 非PJP组(n=29) t/χ2/Z P

年龄(岁) 51.77±13.86 53.52±9.41 0.338 >0.05

性别 0.388 >0.05

 男 20(62.5) 16(55.2)

 女 12(37.5) 13(44.8)

BMI(kg/m2) 22.9±3.0 23.5±2.8 0.263 >0.05

移植后时间(年) 13.0(9.0,16.8) 13.0(8.5,21.5) 0.007 >0.05

免疫抑制剂 0.739 >0.05

 他克莫司+霉酚酸酯+泼尼松 17(53.1) 15(51.7)

 环孢霉素A+霉酚酸酯+泼尼松 8(25.0) 9(31.3)

 其他 7(21.9) 5(17.2)

合并高血压 26(81.2) 22(75.8) 0.263 >0.05

合并糖尿病 14(43.8) 12(41.4) 0.035 >0.05

肾移植后功能衰竭 8(25.0) 0(0.0)

死亡 5(15.6) 0(0.0)

表2  PJP组与非PJP组的实验室检测特征[M(P25,P75)或n(%)]

项目 PJP组(n=32) 非PJP组(n=29)
单因素分析

Z/χ2 P

多因素分析

OR(95%CI) P

白细胞计数(×109/L) 6.94(4.74,9.96) 8.05(5.87,10.05) 0.564 >0.05 - -

中性粒细胞计数(×109/L) 5.10(3.00,8.40) 5.50(4.43,8.11) 0.830 >0.05 - -

CRP(mg/L) 12.80(3.40,39.20) 18.3(1.80,32.45) 0.035 >0.05 - -

PCT(ng/mL) 0.21(0.09,0.61) 0.11(0.07,0.53) 1.303 >0.05 - -

LDH(U/L) 289.00(205.00,484.00) 241.00(198.50,322.00) 1.625 >0.05 - -

BUN(mmol/L) 19.85(13.87,28.25) 9.20(5.75,9.20) 10.140 <0.05 1.291(1.089~1.531)<0.05

Cr(μmol/L) 223.55(134.65,301.70) 112.90(88.80,181.15) 6.380 <0.05 0.989(0.978~1.000)<0.05

UA(μmol/L) 395.50(283.50,456.00) 354.00(294.50,436.50) 0.025 >0.05 - -

Cys-C(mg/L) 2.87(2.14,3.62) 1.88(1.24,2.62) 6.200 <0.05 1.111(0.677~1.822)>0.05

U-mALB(mg/L) 124.00(22.80,701.00) 23.20(10.80,89.70) 8.922 <0.05 1.001(0.999~1.003)>0.05

eGFR(mL/min) 26.48(17.15,37.08) 54.70(27.90,75.60) 7.061 <0.05 1.006(0.975~1.037)>0.05
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续表2  PJP组与非PJP组的实验室检测特征[M(P25,P75)或n(%)]

项目 PJP组(n=32) 非PJP组(n=29)
单因素分析

Z/χ2 P

多因素分析

OR(95%CI) P

IL-6(pg/mL) 7.11(2.94,15.05) 6.59(5.53,17.11) 0.107 >0.05 - -

真菌1,3-β-D葡聚糖(pg/mL) 10.00(10.00,143.42) 10.00(10.00,96.20) 1.106 >0.05 - -

真菌1,3-β-D葡聚糖试验>60
 

pg/mL(%) 12(37.5) 18(62.1) 0.405 >0.05 - -

自然杀伤细胞(/μL) 70.95(35.38,121.05) 93.76(24.10,123.84) 0.008 >0.05 - -

辅助诱导T淋巴细胞CD4+计数(/μL) 216.62(117.00,494.50) 291.00(129.60,582.10) 0.317 >0.05 - -

抑制细胞毒T淋巴细胞CD8+计数(/μL) 325.00(139.55,496.60) 234.4(105.80,357.30) 0.909 >0.05 - -

辅助诱导T淋巴细胞CD4+计数>200/μL(%) 18(56.2) 18(62.1) 0.213 >0.05 - -

  注:-表示无数据。

2.3 非PJP组病原学特征 非PJP组均排除耶氏肺

孢子 菌 感 染,病 原 学 以 单 一 种 类 感 染 为 主 (占
79.31%),主要类型为细菌和病毒。细菌感染最多的

为肺炎克雷伯菌(10例,占34.48%),病毒感染以流

感病毒为主(6例,占20.69%),真菌感染仅检出白念

珠菌(6例,占20.69%)。混合感染(占20.69%),主
要以细菌+病毒为主。见表3。
表3  非PJP组经 mNGS检出的各种病原微生物检测情况

微生物种类 例数(n) 阳性率(%)

细菌

 肺炎克雷伯菌 10 34.48

 大肠埃希菌 8 27.59

 铜绿假单胞菌 5 17.24

 金黄色葡萄球菌 3 10.34

 鲍曼不动杆菌复合群 3 10.34

病毒

 流感病毒 6 20.69

 呼吸道合胞病毒 4 13.79

 副流感病毒 3 10.34

 腺病毒 2 6.90

真菌

 白念珠菌 6 20.69

 光滑念珠菌 5 17.24

 黄曲霉 3 10.34

混合感染

 肺炎克雷伯+流感病毒 2 6.90

 金黄色葡萄球菌+呼吸道合胞病毒 2 6.90

 铜绿假单胞菌+副流感病毒 1 3.45

 大肠埃希菌+白念珠菌 1 3.45

2.4 PJP组病原学特征 在32例PJP组患者中,17
例(占53.13%)样本存在不同种类组合的病原体混合

感染(细菌+病毒、真菌+病毒),13例(占76.47%)
的临床结局相对较差,5例(占29.41%)死亡,8例(占
47.05%)并 发 急 性 肾 功 能 衰 竭。其 余 15 例(占

46.87%)仅合并单一种类病原体感染(非混合感染)
的PJP患者,其病情严重程度相对较低。见表4。
表4  PJP患者经 mNGS检出的各种病原微生物检查结果

微生物种类 例数(n) 阳性率(%)

病毒

 EB病毒(EBV) 26 81.25

 人类疱疹病毒(HSV) 18 56.25

 巨细胞病毒(CMV) 2 6.20

 甲型流感病毒 2 6.20

 腺病毒 2 6.20

真菌

 耶氏肺孢子菌 32 100.00

 白念珠菌 5 15.62

 黄曲霉 4 12.50

 光滑念珠菌 4 12.50

 热带念珠菌 3 9.37

 米曲霉 3 9.37

细菌

 流感嗜血杆菌 14 47.38

 副流感嗜血杆菌 11 34.37

 肺炎链球菌 10 31.25

 铜绿假单胞菌 6 18.75

 粪肠球菌 6 18.75

 鲍曼不动杆菌复合群 6 18.75

混合感染

 流感嗜血杆菌+EBV 8 25.00

 肺炎链球菌+EBV+HSV 6 18.75

 白念珠菌+EBV+CMV 3 9.37

3 讨  论

KTRs作为免疫力低下的人群,对各类机会性感

染的易感性增加[18-19]。在众多病原体感染的并发症

中,PJP病情严重,不仅会干扰移植术后整体治疗进

程,还对患者疾病预后产生显著负面影响[6]。然而,
由于PJP的临床表现缺乏特异性,且传统诊断方法
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(如痰涂片、BALF样本的显微镜染色检查、荧光染色

等)在灵敏度和特异度上均存在明显不足,其诊断往

往具有挑战性[4]。目前其他检测方法,如分子检测技

术(PCR)等,虽具有快速、敏感的特点[20],但PCR检

测需 要 预 先 知 晓 或 怀 疑 特 定 病 原 体 感 染[13]。但

KTRs患者常发生多种病原体的混合感染,无论是

PJP患者还是非PJP患者在感染初期都难以被预先

识别并逐一排查[13-14,21]。这极大限制了PCR技术在

KTRs感染诊断中的应用价值。
本研究结果发现,经 mNGS确诊为PJP组患者

BUN、Cr、Cys-S、U-mALB及eGFR与非 PJP组比

较,差异有统计学意义(<0.05)。这一结果提示,上
述肾功能相关指标不仅可反映肾移植术后长期患者

的基础肾功能状态,还能为评估PJP所致肾损伤程

度、预测疾病预后提供额外的临床参考依据,具有重

要的实践意义。
值得注意的是,本研究结果与部分既往研究存在

差异。有研究指出,CD8+
 

T细胞百分比升高和低清

蛋白血症是PJP的潜在危险因素[3],但本研究中,PJP
组和非PJP组的免疫细胞因子(IL-6、自然杀伤细胞、
CD4+和CD8+)差异无统计学意义。推测可能与以下

因素相关:第一,免疫抑制剂的持续抑制作用。本研

究纳入的均为肾移植术后6个月以上的长期患者,均
长期维持多联免疫抑制方案。这类药物可长期影响

T淋巴细胞活化、增殖及细胞因子分泌,同时对自然

杀 伤 细 胞 的 杀 伤 功 能 和 数 量 也 具 有 显 著 调 控 作

用[8-9]。无论患者是否合并PJP感染,其免疫系统均

处于持续的“低反应状态”,使得感染相关的免疫细胞

数量波动和细胞因子释放被显著压制,难以形成可检

测的统计学差异。第二,疾病阶段与合并感染的干

扰。本研究中PJP组患者普遍存在EBV、流感嗜血

杆菌等多种病原体混合感染,不同病原体对免疫指标

的影响可能相互拮抗或叠加,例如EBV可诱导CD8+

T细胞增殖,而细菌感染可能促进IL-6释放,但混合

感染状态下,这种单一病原体的特异性免疫反应被稀

释,导致与非PJP组(同样可能存在其他感染)的免疫

指标差异缩小。
此外,作为临床常用的真菌感染血清学检测指标

1,3-β-D葡聚糖虽被部分研究用于辅助提高PJP诊断

率[22-23],但其诊断有效性始终存在争议[24]。本研究结

果显示,PJP组与非PJP组患者1,3-β-D葡聚糖水平

差异无统计学意义,这与Del
 

Corpo等[24]的研究结论

一致。原因可能是:一方面,1,3-β-D葡聚糖本质是广

谱真菌标志物,其升高仅提示机体存在真菌细胞壁代

谢活动,无法区分真菌种类,本研究中,PJP组除耶氏

肺孢子菌感染外,还普遍合并非PJP真菌感染,包括

白念珠菌、黄曲霉等多种条件致病性真菌,这类真菌

感染会导致1,3-β-D葡聚糖释放增加;另一方面,非

PJP组也存在多类真菌感染,同样会引发1,3-β-D葡

聚糖水平上升,两组均存在的非特异性真菌感染,使
得PJP感染本身所致的1,3-β-D葡聚糖升高被“掩
盖”。本研究结果提示,1,3-β-D葡聚糖试验或仅可作

为筛查而非确认手段。
除诊断价值外,本研究通过 mNGS分析PJP组

与非PJP组病原学特征存在显著差异,PJP组混合感

染率达53.13%,普遍性明显,非PJP组以单一种类感

染为主,混合感染仅占20.68%。这一差异原因可能

是PJP对KTRs免疫系统的破坏。耶氏肺孢子菌作

为机会性真菌,其感染本身即标志免疫功能严重受

损,叠加长期免疫抑制,进一步打破机体对条件致病

菌的防御平衡,为其他病原体侵袭创造更多条件,最
终形成多病种协同感染[18-19]。

病原体构成来看,PJP组混合感染以EB病毒、人
类疱疹病毒等与流感嗜血杆菌、副流感嗜血杆菌等细

菌联合感染为主,白念珠菌等真菌为辅;非PJP组病

原体更具专属性,细菌以肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌

为主,病毒以流感病毒、呼吸道合胞病毒为主。原因

在于,PJP组混合感染是“免疫功能严重缺陷下的机

会性感染叠加”,病原体多为体内定植或环境中低致

病性微生物,其致病依赖于“免疫抑制—原发感染—
继发感染”的恶性循环;而非PJP组多为社区或医院

获得性特异性病原体感染,对免疫抑制患者的侵袭性

较弱,较少引发多病原体协同感染。
更重要的是,PJP组混合感染类型与临床结局明

确关联,急性肾衰竭和病死率明显增高;非PJP组无

论单感染还是混合感染患者,最终均全部康复,无急

性肾衰竭或死亡病例。这提示混合感染复杂性是

PJP患者预后不佳的关键———多种病原体协同作用

会放大炎症反应,既加重肺损伤,又累及肾脏导致肾

功能恶化,同时增加抗感染治疗难度,易因治疗不及

时或靶向不足升高不良风险。
mNGS是一种综合性检测技术,其核心优势在于

可基于核酸序列无偏倚识别临床样本中所有潜在的

致病微生物,且检测周转时间可缩短至48
 

h以内[21]。
这一优势不仅能大幅提升肾移植术后长期患者并发

PJP的诊断速度,为临床尽早制订精准抗感染治疗方

案争取时间,还能全面揭示混合感染情况,避免因漏

诊合并病原体导致的治疗失败。尤其对于长期接受

免疫抑制治疗、机会性真菌感染高发的 KTRs而言,
mNGS可有效弥补1,3-β-D葡聚糖指标特异性不足

的缺陷,为PJP的精准诊断提供有力支持。
总之,本研究通过回顾性分析证实,mNGS可为

肾移植术后长期患者发生PJP的诊断提供精准、全面

的病原学信息,有助于识别潜在病原体及合并感染情

况。同时,明确了PJP在肾移植术后不同时期均可能

发生且危害严重。此外,BUN和Cr等传统肾功能指
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标是肾移植术后长期患者发生PJP的独立危险因素,
提示当这类患者肾功能指标异常升高时,发生PJP的

风险显著增加,可为临床筛查PJP高危人群、制订个

性化监测策略提供参考。
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