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纳米孔靶向二代测序（tNGS）技术在临床肺结核实验诊断中
的价值研究

冯永忠，林 媛，吴碧彤，蔡智群（广州市胸科医院肺外结核科，广州 510095）

摘  要：目的  探讨纳米孔靶向二代测序（tNGS）技术在临床肺结核（PTB）实验诊断中的价值。方法 采集2023年6
月～2024年5月广州市胸科医院肺外结核科收治的210例疑似PTB患者的病例资料，以临床诊断为金标准确诊肺结核患

者132例为PTB组，78例为非PTB组。收集所有研究对象的支气管肺泡灌洗液（BALF）样本，进行纳米孔 tNGS、抗酸染色

涂片、结核分枝杆菌（TB）-RNA检测、X-pert和分枝杆菌培养。比较两组基本资料，及不同检测方法的诊断效能。结果 PTB
组与非PTB组相比，在年龄、吸烟史方面差异具有统计学意义（χ2=5.294、8.226，均P<0.05），PTB组更倾向于年轻或老年

人群，且吸烟者患PTB的风险显著高于非吸烟者；纳米孔 tNGS诊断灵敏度与其他四种检测技术相比（75.76% vs 30.30%、

31.82%、43.94%、45.45%）、特异度与抗酸染色涂片、分枝杆菌培养比较（100.00% vs 61.54%、83.33%）均较高，差异具有统

计学意义（Z=28.375、15.483，均P＜0.001）。经一致性检验发现，纳米孔 tNGS与抗酸染色、TB-RNA检测、X-pert检测、分枝

杆菌培养对PTB诊断的Kappa值分别为0.296、0.524、0.425、0.278。受试者操作特征（ROC）曲线下面积（AUC）结果显示，纳

米孔 tNGS的AUC高于其他各种检测技术，差异具有统计学意义（Z=18.426，P＜0.001）。结论 与传统病原学检测方法相

比，基于纳米孔 tNGS检测BALF样本诊断效能更好，与其他几种检测方法联合检测能够更精准的对PTB患者进行筛查。
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Analysis on the Value of Nanopore Targeted Next-Generation Sequencing 
Technology in Clinical Laboratory Diagnosis of Pulmonary Tuberculosis

FENG Yongzhong, LIN Yuan, WU Bitong, CAI Zhiqun (Department of Extrapulmonary Tuberculosis, Guangzhou 
Chest Hospital, Guangzhou 510095, China)

Abstract: Objective To explore the value of nanopore targeted next-generation sequencing (tNGS) technology in the laboratory 
diagnosis of clinical pulmonary tuberculosis (PTB). Methods A total of 210 suspected PTB patients admitted to the Department 
of Extrapulmonary Tuberculosis of Guangzhou Chest Hospital from June 2023 to May 2024 were collected. Based on clinical 
diagnostic criteria, 132 patients with confirmed PTB were classified as the PTB group, and 78 patients were classified as the 
non-PTB group. Bronchoalveolar lavage fluid (BALF) samples were collected from all subjects for nanopore tNGS, acid-fast 
staining smears, Mycobacterium tuberculosis (TB)-RNA detection, X-pert, and mycobacterium culture. Basic characteristics and 
diagnostic performance of different methods were compared between groups. Results There were significant differences in age 
and smoking history between the PTB group and the non-PTB group (χ2=5.294, 8.226, all P<0.05). The pulmonary tuberculosis 
group is more likely to be younger or older, and smokers had a significantly higher risk of PTB than non-smokers. The diagnostic 
sensitivity of nanopore tNGS was significantly higher than other detection technologies (75.76% vs 30.30%, 31.82%, 43.94%, 
45.45%), and the specificity compared favorably with acid-fast staining smears and mycobacterium culture (100.00% vs 61.54%, 
83.33%) with statistically significant differences (Z=28.375, 15.483, all P<0.001). Consistency testing revealed Kappa values for 
nanopore tNGS with acid-fast staining, TB-RNA detection, X-pert detection and mycobacterium culture in PTB diagnosis were 
0.296, 0.524, 0.425 and 0.278, respectively. The results of area under the receiver operating characteristic (ROC) curve (AUC) 
showed that the AUC of nanopore tNGS was higher than those of other detection techniques (Z=18.426, P<0.001). Conclusions 
Compared with traditional pathogen detection methods, nanopore tNGS-based detection of BALF samples demonstrates superior 
diagnostic performance. Combined use with other detection methods enables more precise screening of PTB patients.
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肺结核（pulmonary tuberculosis，PTB），作为一种
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由结核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，MTB）
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诱导的经呼吸道传播的感染性疾病，已构成我国公

共卫生领域亟待解决的重大难题，同时也是全球范

围内成年人因传染病致死的关键因素之一 [1]。鉴于

该疾病初期症状不显，实现精确的早期诊断，无论是

对患者的个性化治疗还是对公共卫生层面的传染病

防控策略均具有重要意义。PTB 具有高隐蔽性、高

传播性及高危害性特征，早期诊断对 PTB 患者的疾

病控制、预后改善及公共卫生安全保障具有多重核

心价值，PTB 患者的早期诊断不仅对于遏制疾病蔓

延、削减死亡率具有关键作用，还在防止耐药 MTB
的播散及缓解公共卫生系统承受的压力方面发挥着

不可或缺的作用 [2-3]。传统的病原体检测途径主要建

立在微生物的培养与鉴别之上，然而，此方法难以全

面捕获样本中全部病原体，存在明显局限。在临床诊

断实践中，结核病诊断所采纳的常见样本包括痰液、

血液样本、肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid, 
BALF）、脑脊液、胸腹腔积液以及胸膜组织活检等多

种样本类型 [4]。近年来，随着新一代测序技术在临床

病原菌诊断领域的广泛应用与深化，纳米孔靶向二

代测序（targeted netx-generation sequencing, tNGS）技

术在结核病早期诊断及耐药性分析方面的优势逐渐

凸显 [5]。在此背景下，本研究通过对比分析疑似 PTB
患者接受涂片镜检、培养检测及纳米孔 tNGS 检测的

数据，旨在深入探索纳米孔 tNGS 技术在早期甄别疑

似 PTB 患者中的应用效能。

1 材料与方法

1.1 研究对象 收集 2023 年 6 月～2024 年 5 月在广

州市胸科医院肺外结核科收治的疑似 PTB 患者 210
例病例资料，疑似患者纳入标准：①影像学检查表

现与活动性肺结核相似，或有咳嗽、发热、咯血、盗

汗、体质量减轻等结核中毒症状；②临床资料完整无

缺失；③临床样本和检测过程通过纳米孔 tNGS 的质

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样本泄漏和污染；④检测依从性不

高者。参照《结核病病理学诊断规范》（T/CRHA 029-
2023）[5] 以最终临床诊断为金标准，确诊 PTB 患者

132 例 为 PTB 组（62.86%），非 PTB 组 78 例（37.14%）。

其中 PTB 组男性 83 例，女性 49 例；年龄 47.8（30.2，

71.5）岁，肺 部 并 发 症 45 例（34.09%），吸 烟 史 92 例

（69.70%）；非 PTB 组男性 44 例，女性 34 例；年龄 56.0
（48.5，69.0）岁，肺部并发症 10 例（12.82%），吸烟史 32

例（41.03%）；两组在年龄、吸烟史方面，差异具有统

计学意义（χ2/Z=5.294、8.226，均 P<0.05），PTB 组更倾

向于年轻或老年人群，且吸烟者患 PTB 的风险显著

高于非吸烟者。在性别、肺部并发症等方面比较差异

无统计学意义（χ2=0.863、1.047，均 P ＞ 0.05）。本研究

符合广州市胸科医院伦理规范，胸医伦理 [2023]24

号，所有患者均知情同意。

1.2 仪器与试剂 BD BACTEC MGIT 960 全自动

分枝杆菌检测系统（美国 BD 公司），无菌容器、核酸

扩增仪（上海仁度），实时荧光定量核酸扩增仪（苏州

澜沧生物科技），Qubit 4.0 荧光定量仪（赛默飞世尔）。

扩增检测液（广州建仑生物科技），丝氨酸乙酰转移酶

（SAT）（北京迈迪安生物），生理盐水（上海碧云天生物

技术）。

1.3 方法

1.3.1 临床数据收集：收集患者的临床数据，涵盖性

别、年龄、并发症、血液生化指标、组织病理学检查

发现以及治疗转归等信息。

1.3.2 BALF 的采集与送检流程：所有患者均接受支

气管镜检查，并遵循支气管镜 BALF 采集的标准操

作流程。将支气管镜的前端精确放置于目标支气管

节段或亚节段的开口位置，随后通过其操作通道分

批次迅速灌注室温下的生理盐水，每次 20～50ml，
总量控制在 60～120ml。注入后立即使用合适的负压

吸引来采集 BALF，确保总回收率不低于 30%。采集

的 BALF 使用无菌容器盛装，送检量不少于 5ml，且

在室温下 2h 内完成送检。

1.3.3 检测方法：收集所有研究对象的 BALF 样本，

进行纳米孔 tNGS、抗酸染色涂片、TB-RNA 检测、

X-pert 和分枝杆菌培养。BALF 标本经过采集后，通

常需要在 4℃以下 12 000～16 000×g 离心 10～15 分

钟，去除细胞沉淀后取上清液用于后续核酸提取。

抗酸染色涂片：对 BALF 标本进行涂片、干燥、制片

后，进行荧光染色。对玻片进行镜检，在暗背景下抗

酸菌发出黄色荧光，呈杆状略弯曲，可判定为抗酸菌

阳性；TB-RNA 检测：BALF 标本离心提取 RNA 加入

核酸扩增仪体系中，通过实时核酸恒温扩增技术检

测 MTB 的 16sRNA，取 2µl 处理物加入含 30μl 扩增

检测液的反应管中，再向管内悬空加入 10μl SAT，

放入核酸扩增仪中，运行设置好的程序，得出结果；

X-pert 检测：利用利福平耐药实时荧光定量核酸扩

增仪进行 X-pert 检测；快速分枝杆菌培养（液体法）：

处理后的 BALF 标本接种于 MGIT 培养管内，放入

BD BACTEC MGIT 960 全自动分枝杆菌检测系统，

检测有荧光产生，可判断为阳性，随后进行抗酸染

色，确认抗酸杆菌。

纳米孔tNGS：处理后的BALF样本在测序前需经历

蛋白酶K及溶菌酶处理，并使用质粒等相关试剂进行前

处理。向BALF样本中加入蛋白酶K（终浓度50～200µg/
ml）和溶菌酶（针对细菌样本，1mg/ml），在37℃～55℃孵

育15分钟至2小时，以裂解细胞并释放核酸；同时降解

与核酸结合的蛋白质及细胞壁。核酸提取阶段，样本与

特定试剂反应后，利用无水乙醇进行清洗，随后再进行
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磁珠处理和洗涤步骤。处理完毕后，利用Qubit 4.0对

核酸质量进行检测。之后进行PCR反应，反应完成后

对DNA文库进行纯化与提取，并对多重PCR产物进

行标记。再次进行PCR扩增与纯化，将不同标记的产

物混合以制备最终的测序文库。文库制备完成后，采

用GridION测序仪进行测序并收集数据，执行质量过

滤与比对分析，最终输出病原体种类及耐药基因的分

析结果。

1.4 统计学分析 采用SPSS 28.0统计软件包对实

验数据进行分析。计量资料用均数±标准差（x±s）表

示，组间比较采用 t检验，对于计数资料采用n（%）表

示，组间比较采用卡方检验。两两比较采用LSD针对

数据是否处于正态分布，采用Z检验。利用受试者操

作特征（ROC）曲线评估各诊断指标的效能，并衡量各

诊断指标的真实性；同时，采用Kappa系数评价诊断

结果与实际状况之间的一致性程度。以P＜0.05表示

差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各种检测技术诊断效果对比 见表 1。经比较

分析，纳米孔 tNGS 诊断灵敏度明显高于抗酸染色涂

片、TB-RNA、X-pert 和分枝杆菌培养，差异具有统

计学意义（Z=28.375，P ＜ 0.001）；纳米孔 tNGS 诊断

特异度明显高于抗酸染色涂片、分枝杆菌培养，差

异具有统计学意义（Z=15.483，P ＜ 0.001）。经一致性

检验发现，纳米孔 tNGS 与抗酸染色、TB-RNA 检测、

X-pert 检测、分枝杆菌培养对 PTB 诊断的 Kappa 值

分别为 0.296、0.524、0.425 和 0.278。

表 1 各种检测技术诊断效果对比

检测方法 结果
临床病理诊断

灵敏度（%） 特异度（%）
非 PTB PTB

纳米孔 tNGS 阴性 78 32
75.76 100.0

阳性 0 100

抗酸染色涂片 阴性 48 90
31.82 61.54

阳性 30 42

TB-RNA 阴性 78 74
43.94 100.0

阳性 0 58

X-pert 阴性 78 72
45.45 100.0

阳性 0 60

分枝杆菌培养 阴性 65 92
30.30 83.33

阳性 13 40

2.2 各种检测技术诊断效能对比 见表 2。ROC 曲
线下面积对比结果显示，纳米孔 tNGS 的 AUC 最高，

高于抗酸染色、TB-RNA 检测、X-pert 和分枝杆菌培

养，差异具有统计学意义（Z=18.426，P ＜ 0.001）。

表 2 各种检测技术诊断效能对比

检测方法 AUC 95% CI

纳米孔 tNGS 0.795 0.624 ～ 0.903

抗酸染色涂片 0.408 0.216 ～ 0.649

TB-RNA 0.667 0.483 ～ 0.852

X-pert 0.672 0.491 ～ 0.864

分枝杆菌培养 0.538 0.368 ～ 0.792

3 讨论

PTB 早期诊断通过“早发现 - 早治疗 - 早阻断”

的链式干预，可显著降低患者病死率、致残率及耐药

风险，同时控制传染源、节约医疗资源并减轻社会经

济负担。本研究通过对研究对象的调查分析，PTB 组

更倾向于年轻或老年人群，且吸烟者患 PTB 的风险

显著高于非吸烟者 , 尤其是免疫功能相对较弱或暴

露于 MTB 风险较高的群体。年轻人群可能因学习、

工作、社交活动频繁，在通风不良的密闭环境中长时

间停留，增加了感染风险；而老年人群则可能因免疫

力下降，更容易在感染后发病。同时，吸烟史较为普

遍，吸烟会损害呼吸道黏膜，降低呼吸道局部抵抗

力，使 MTB 更易侵入并繁殖。

当前时期，结核病病原体的诊断方式主要包括

MTB的培养、抗酸染色显微镜检查，以及近年来愈

发广泛采用的分子诊断技术，诸如TB-RNA检测和

X-pert 系统等。尽管抗酸染色显微镜检查具有操作

简便快捷的优点，但其灵敏度较低，且不具备区分

MTB与其他非MTB的能力 [6-7]。相比之下，培养法虽

特异度较高，但MTB生长周期长，对疾病的早期确

诊构成障碍。尽管传统的病原微生物检测技术仍在

临床PTB诊断中占据一席之地，然而，它们在灵敏度、

特异度、时效性以及信息全面性等方面存在局限，特

别是在面对未知或罕见病原体时，难以实现迅速鉴

别 [8]。其中，抗酸染色涂片技术仅能提供分枝杆菌感

染的线索，本研究数据显示其灵敏度仅为31.82%，且

无法将 MTB 与非 MTB 加以区分。近年来，tNGS 技

术在PTB诊断领域的应用逐渐凸显其重要性。该技



8 现代检验医学杂志　第 41 卷　第 2 期　2026 年 3 月　J Mod Lab Med, Vol. 41, No. 2, Mar. 2026

术结合了纳米孔测序的高读长优势与靶向测序的高

特异度，为PTB的早期诊断及耐药性分析开辟了新

的道路。与早期的测序技术相比，纳米孔 tNGS展现

出更高的测序通量、更长的读取长度以及实时检测

的功能，从而显著加快了样本分析的速度，该技术有

望成为结核病诊断领域的一次革新 [9-10]。tNGS通过

多重PCR技术富集特定病原体的核酸，随后进行高

通量测序，以提升检测的灵敏度和简化生物信息学

分析 [11]。纳米孔 tNGS结合了这两种技术的优势，既

提高了检测的特异度，又保留了长读长的特点 [12-13]。

该技术能够富集MTB的核酸，进而提高检测的灵敏

度。多项研究已证实，与传统培养方法相比，纳米孔

tNGS在PTB诊断中的灵敏度有了显著提升。本研究

结果，纳米孔 tNGS的灵敏度75.76%，显著高于传统

培养方法。纳米孔 tNGS技术可以在较短时间内完成

从样本处理到结果输出的全过程 [14]。相比传统培养

方法需要数周甚至数月的时间，纳米孔 tNGS能够在

几天甚至几小时内得出诊断结果，有助于实现PTB
的早期诊断。此外，纳米孔 tNGS不仅能够检测MTB
的存在，还能同时分析其对多种抗结核药物的耐药

性 [15]。因此，借助对MTB基因组中耐药基因变异的

检测，纳米孔 tNGS技术能够为临床医生提供定制化

的药物治疗指导，从而提升治疗效果。

通过研究表明，纳米孔 tNGS 技术在 PTB 诊断中

展现出显著优势，如高灵敏度、快速检测耐药基因

等，但其局限性仍不可忽视。纳米孔 tNGS 对真菌等

微生物的检测敏感度较低，可能漏诊混合感染中的

低丰度病原体。临床研究显示，该技术虽能缩短检测

时间至 16～17h，但存在假阴性问题，尤其在样本质

量不佳或病原体载量低时，检测可靠性可能下降。耐

药基因检测的临床意义存在局限性，例如部分突变

位点与耐药表型的关联性尚未完全明确，导致检测

结果与实际耐药情况存在偏差。因此，未来需通过优

化技术流程、建立标准化操作规范、降低检测成本等

措施，提升纳米孔 tNGS 在 PTB 诊断中的实用性和可

靠性。综上，纳米孔 tNGS 技术为 PTB 的早期诊断及

耐药性分析带来了创新的解决方案。随着该技术的

持续发展与完善，其在 PTB 防控领域的应用潜力有

望得到进一步释放。展望未来，随着样本处理流程、

测序平台及数据分析技术的不断优化，纳米孔 tNGS
技术有望成为 PTB 诊断的主流手段之一。同时，加大

对相关技术培训和推广的力度，提升临床医生和实

验室工作人员对纳米孔 tNGS 技术的认知与应用技

能，也是当前的重要任务。
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