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  [摘要] 目的 探讨靶基因二代测序(tNGS)在检测甲型流感病毒中的应用价值。方法 回顾性分析

2024
 

年10月至2025
 

年2月该院116例疑似甲型流感患者的临床资料。所有患者因发热及肺部感染进行痰液

tNGS及咽拭子流感核酸检测,比较两种检测方法的诊断效能。结果 在116例患者中确诊93例甲型流感患

者。在93例甲型流感患者中,tNGS的检出率高于流感核酸检测,差异有统计学意义(P<0.05)。tNGS、流感

核酸检测甲型流感结果与确诊结果有明显的一致性(P<0.05)。流感核酸阳性组和阴性组tNGS序列数差异

有统计学意义(P<0.05)。将23例被排除甲型流感诊断的患者设为对照组,流感核酸阳性组、阴性组、对照组

WBC比较差异有统计学意义(P<0.05),C反应蛋白(CRP)和血清淀粉样蛋白A(SSA)比较差异无统计学意

义(P>0.05)。结论 tNGS在检测甲型流感病毒方面具有明显优势,联合外周血感染相关指标进行综合诊

断,可能为流感病毒感染性疾病的早期诊断和治疗提供更有效的手段。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

application
 

value
 

of
 

targeted
 

next-generation
 

sequencing
 

(tNGS)
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

influenza
 

A
 

virus.Methods A
 

retrospective
 

analysis
 

was
 

conducted
 

on
 

the
 

clinical
 

data
 

of
 

116
 

patients
 

suspected
 

of
 

having
 

influenza
 

A
 

at
 

our
 

hospital
 

from
 

October
 

2024
 

to
 

February
 

2025.All
 

patients
 

underwent
 

sputum
 

tNGS
 

and
 

throat
 

swab
 

influenza
 

nucleic
 

acid
 

tests
 

due
 

to
 

fever
 

and
 

pulmonary
 

infection,and
 

the
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

the
 

two
 

methods
 

was
 

compared.Results Among
 

116
 

patients,93
 

were
 

diagnosed
 

with
 

influenza
 

A.Among
 

these
 

93
 

influenza
 

A
 

patients,the
 

detection
 

rate
 

of
 

tNGS
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

in-
fluenza

 

nucleic
 

acid
 

testing
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

tNGS
 

and
 

influenza
 

nucleic
 

acid
 

testing
 

for
 

influenza
 

A
 

showed
 

significant
 

consistency
 

with
 

the
 

confirmed
 

diagnosis
 

(P<0.05).There
 

was
 

a
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

tNGS
 

sequence
 

counts
 

between
 

the
 

influenza
 

nucleic
 

acid-positive
 

and
 

negative
 

groups
 

(P<
0.05).Twenty-three

 

patients
 

excluded
 

from
 

influenza
 

A
 

diagnosis
 

served
 

as
 

the
 

control
 

group.Comparisons
 

of
 

white
 

blood
 

cell
 

(WBC)
 

counts
 

among
 

the
 

influenza
 

nucleic
 

acid-positive
 

group,negative
 

group,and
 

control
 

group
 

showed
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P<0.05),whereas
 

comparisons
 

of
 

C-reactive
 

protein
 

(CRP)
 

and
 

serum
 

amyloid
 

A
 

(SAA)
 

showed
 

no
 

statistically
 

significant
 

differences
 

(P>0.05).Conclusion tNGS
 

demonstrates
 

significant
 

advantages
 

in
 

detecting
 

influenza
 

A
 

virus.Combined
 

with
 

peripheral
 

blood
 

infection-related
 

in-
dicators

 

for
 

comprehensive
 

diagnosis,it
 

may
 

provide
 

a
 

more
 

effective
 

approach
 

for
 

early
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

influenza
 

virus
 

infectious
 

diseases.
[Key

 

words] tNGS;influenza
 

nucleic
 

acid;influenza
 

A;pathogens;diagnosis

  甲型流感是一种高致病性的急性呼吸道传染病,
由甲型流感病毒引发,该病毒传播速度快、波及范围

广,对公众健康构成了严重的威胁[1]。在全球范围

内,甲型流感的周期性爆发常常导致大量人群感染患
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病,尤其在冬、春季节发病率明显上升,且有致死性,
给医疗卫生系统带来沉重负担[2]。及时且精准地检

测出甲型流感病毒,对于患者的有效治疗、疫情的防

控及降低疾病传播风险至关重要。传统的甲型流感

病毒检测方法在临床实践中应用已久,但各有优劣。
因此,本研究通过对比传统咽拭子流感核酸检测,探
讨靶基因二代测序(targeted

 

next
 

generation
 

sequen-
cing,tNGS)技术在甲型流感病毒检测中的应用价值,
评估其诊断准确性,旨在为临床诊疗提供科学依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

回顾性分析2024年10月至2025年2月本院

116例疑似甲型流感患者的临床资料,所有患者因发

热及肺部感染进行痰液tNGS及咽拭子流感核酸检

测。纳入标准:符合《流行性感冒诊疗方案(2019版)》
的诊断标准[2]。排除标准:(1)仅进行tNGS检测,未
行咽拭子流感核酸检测;(2)仅进行咽拭子流感核酸

检测,未行tNGS检测;(3)合并其他病毒感染。本研

究 已 通 过 本 院 伦 理 委 员 会 批 准 (审 批 号:
02AA024004),免除患者知情同意。
1.2 试剂与仪器

核酸纯化试剂盒(广州市金圻睿生物科技有限责

任公司,KS118-BYTQ-96),基因测序仪(广州市金圻

睿生物科技有限责任公司,km
 

miniseqdx-cn),自动核

酸-蛋 白 质 分 析 仪 (光 鼎 电 子 股 份 有 限 公 司,
Qsep100),病原微生物数据分析和管理系统1.0(广
州市金圻睿生物科技有限责任公司),全自动核酸检

测分析仪及配套试剂(北京尤卡迪生物科技股份有限

公司,Flash10)。
1.3 方法

1.3.1 标本采集

收集患者痰液和咽拭子,严格按标准采集流程操

作,将标本分别送检进行tNGS检测和流感核酸检

测。通过电子病历系统查询患者同期全血细胞计数、
C反应蛋白(C

 

reactive
 

protein,CRP)及血清淀粉样

蛋白A(serum
 

amyloid
 

A
 

protein,SSA)检测结果,这
些指标可以反映患者的感染状态及炎症反应程度,为
后续的综合分析提供重要依据[3]。
1.3.2 传统检测及其他相关检查

采用荧光
 

PCR
 

法进行3种呼吸道病原菌核酸检

测,包括新型冠状病毒、甲型流感病毒、乙型流感病

毒。荧光PCR法是成熟且广泛应用的核酸检测技

术,通过荧光信号实时监测PCR扩增,与标准品对比

实现病原体核酸定量检测[4-6]。同时,所有患者行流

感病毒抗原快速检测(胶体金法)作为参照;胸部DR
或CT资料由影像科2名高年资医师盲法复核。最终

确诊以荧光PCR阳性为参考标准;荧光PCR阴性但

tNGS阳性者,经2名高年资医师结合临床表现复核

后亦归入确诊。
1.3.3 tNGS检测

采集的标本使用tNGS技术对198种微生物进行

平行检测,通过生物信息技术鉴定样本中的可疑病原

体[7-9],并行DNA及RNA检测。
1.4 统计学处理

采用SPSS25.0软件进行数据分析。计量资料以

x±s表示,采用单因素方差分析,两两比较采用t检

验;计数资料以例数或百分比表示,组间比较采用χ2

检验。以P<0.05差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 基本特征

116例患者中确诊甲型流感93例,其中男51例,
女42例,平均年龄(47.40±0.72)岁;患者均表现为

发热、咳嗽、咽痛等典型流感症状,其中28%(26/93)
合并咳痰、呼 吸 困 难 等 肺 部 并 发 症。年 龄 分 布 显

示,>50岁患者占53%(49/93),≤50岁患者占47%
(44/93)。

在流感核酸阳性的54例患者中,男性占比明显

高于女性(70%
 

vs.
 

30%,χ2=9.24,P=0.002),且
吸烟者的阳性率为46%(25/54),略低于非吸烟者

54%(29/54)。合 并 基 础 疾 病 的 患 者 中,高 血 压

(67%,36/54)、冠心病(41%,22/54)、糖尿病(35%,
19/54)及慢性阻塞性肺疾病(44%,24/54)的流感核

酸阳性率比较差异有统计学意义(χ2=12.37,P=
0.006)。tNGS检测在93例患者中均成功检出甲型

流感病毒。

2.2 流感核酸和tNGS检测对甲型流感的准确性

在93例甲型流感患者中,tNGS的检出率明显高

于流感核酸(P<0.05),见表1。tNGS与流感核酸检

测结果均与确诊结果存在明显一致性,见表2、3。
表1  两种检测方式诊断甲型流感比较(%)

项目 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值

tNGS检测 100 100 100 100

流感核酸检测 58 100 100 37

表2  tNGS检测结果与确诊结果的一致性(n)

项目 确诊甲型流感阳性 确诊甲型流感阴性 总计

tNGS阳性 93 0 93

tNGS阴性 0 23 23

χ2 124.580

P 0.001

2.3 流感核酸阳性组和阴性组tNGS序列数比较

流感 核 酸 阳 性 组tNGS 序 列 数(18
 

816.9±
3

 

447.7)多于阴性组(12
 

348.8±3
 

278.9),差异有统

计学意义(P<0.05)。

3162重庆医学2025年11月第54卷第11期



2.4 外周血感染相关指标比较

将23例被排除甲型流感诊断的患者设为对照

组,流感阳性组、阴性组、对照组 WBC比较差异有统

计学意义(F=10.960,P=0.032),CRP
 

和
 

SAA
 

比

较差异无统计学意义(F=6.300,P=0.067;F=
32.880,P=0.059),见表4。

表3  流感核酸检测结果与确诊结果的一致性(n)

项目 确诊甲型流感阳性 确诊甲型流感阴性 总计

流感核酸阳性 54 0 54

流感核酸阴性 39 23 62

χ2 24.090

P
 

0.001

表4  外周血感染相关指标比较(x±s)

项目
 

n WBC(×109/L) CRP(mg/L) SSA(mg/L)

流感阳性组 54 5.30±1.11 26.90±7.23 224.50±30.88

流感阴性组 39 4.60±1.63 24.90±8.11 189.70±47.41

对照组 23 6.89±3.22 20.40±6.21 145.50±44.08

P 0.032 0.067 0.059

F 10.960 6.300 32.880

3 讨  论

  本研究结果表明,痰液tNGS在甲型流感检出率

明显高于咽拭子流感核酸检测,证实了其在流感病毒

诊断方面的重要价值[10]。tNGS技术的突出优势在

于其高通量检测能力,能够同时对多种微生物进行平

行检测,突破了传统检测方法仅针对已知病毒核酸序

列设计引物和探针的限制[11]。在甲型流感病毒发生

抗原漂移或抗原转变时,传统核酸检测可能因引物和

探针的不匹配而出现漏检,但tNGS凭借其全面的检

测范围和对未知序列的检测能力,能及时发现变异的

病毒株[11]。此外,tNGS不仅可以检测到病毒,还能

对病毒的基因序列进行深度分析[12]。通过对病毒基

因序列的解读,可以获取病毒的亚型信息、溯源病毒

的传播路径,为流感防控提供关键线索,有助于及时

采取防控措施,阻断病毒的传播链条,降低疫情的传

播风险[13-20]。
尽管tNGS在甲型流感病毒的检测中展现出诸

多优势,但其局限性也不容忽视。tNGS
 

检测所需时

间相对较长,从标本采集到最终得到检测结果,一般

需要
 

1~2
 

d。对于那些急需快速诊断并及时治疗的

患者来说,这一不足可能会延误病情[19]。tNGS的检

测成本较高,这是限制tNGS广泛应用的重要因素之

一。在医疗资源相对匮乏的地区或基层医疗机构,难
以大规模开展tNGS检测[21]。tNGS

 

检测结果的解

读需要专业的生物信息学知识和技术支持,对实验室

人员的专业素养要求较高。若缺乏专业的解读能力,

会导致对检测结果的误判,影响临床诊断和治疗决

策[22]。此外,tNGS检测还面临着假阳性和假阴性结

果的问题。因此,tNGS在甲型流感病毒检测中虽有

巨大潜力,但要得到广泛应用,必须克服检测时间长、
成本高、结果解读困难等问题。

本研究发现流感核酸阳性和阴性患者的
 

tNGS
 

序列有差异,这一现象可能由多种因素共同导致。标

本采集环节是影响检测结果的重要因素之一,不同的

采集位置,如痰液和咽拭子,其病毒的含量和分布可

能会存在明显差异。此外,采集人员的操作差异,如
采集的深度、力度、采集量等不一致,也会导致标本中

病毒的含量不同,影响tNGS检测到的病毒序列数。
标本的运输和保存条件同样对检测结果有着重要影

响。此外,在实验室检测过程中,实验操作的规范性、
仪器设备的稳定性及数据分析算法的准确性等因素,
都可能对tNGS的检测结果造成干扰,影响病毒序列

数的准确性和可靠性。因此,tNGS序列数高的患者

甲型流感核酸阳性率可能更高,这与病毒载量可能有

一定相关性,需要进一步的研究。
本研究也表明,分子检测手段联合外周血感染相

关指标,对于流感病毒感染性疾病的早期诊断具有重

要意义。在临床实践中,单一的检测方法往往存在局

限性,难以全面、准确地诊断疾病。流感核酸检测虽

然具有较高的特异性,但存在一定的假阴性率;tNGS
检测虽然灵敏度高,但存在检测时间长、成本高的问

题[23-24]。将二者联合使用,并结合外周血感染相关指

标,如 WBC、CRP和SSA等,可以从不同角度综合评

估患者的感染情况[25-28]。对于甲型流感核酸检测阴

性但临床症状高度怀疑为甲型流感的 患 者,结 合
 

tNGS
 

检测结果及外周血 WBC等指标,可以更准确

地判断患者是否感染甲型流感病毒,避免漏诊。同

时,外周血感染相关指标的变化还可以反映患者的炎

症反应程度及病情严重程度[29-32],为临床治疗方案的

制订提供重要参考依据,从而实现精准治疗,提高治

疗效果。
虽然tNGS在甲型流感病毒检测方面具有优势,

但单一检测技术往往存在局限性。为提升检测效能,
探索tNGS与其他检测技术的联合应用具有重要意

义。例如,tNGS与免疫检测技术联用可快速初筛并

精准诊断流感,提高检测效率、减少成本;tNGS
 

与即

时检验(point-of-care
 

testing,POCT)技术联用能构

建多层次检测体系,满足不同临床需求。但实现有效

联用需建立标准化方案、考虑成本效益并加强人员培

训。未来可将tNGS技术与其他新兴技术,如人工智

能、大数据分析等相结合,打造更加智能化、精准化的

诊断体系,为临床医生提供更全面、准确的诊断信息,
推动临床诊断水平不断提高,更好地应对甲型流感等

感染性疾病的挑战[23]。
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综上所述,tNGS在检测甲型流感病毒方面展现

出明显优势,为临床诊断和流感防控提供了有力的技

术支持。尽管目前仍面临一些挑战,但随着技术的不

断发展和完善,tNGS有望在流感的诊断和防控中发

挥更加重要的作用。联合外周血感染相关指标进行

综合诊断,也将为流感病毒感染性疾病的早期诊断和

治疗提供更有效的手段。
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