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摘  要 

目的：探讨真菌培养、G试验、GM试验、数字PCR (dPCR)检测与微生物快速现场评估(M-ROSE)技术联

合检测在侵袭性肺真菌病(IPFD)早期诊断的价值。方法：纳入2024年1月至2025年12月于内蒙古自治区

人民医院住院的可疑IPFD患者280例，最终临床诊断为IPFD的患者60例，280例患者均留取血清标本行

血清G试验、GM试验，留取深部痰液或支气管肺泡灌洗液(BALF)标本行M-ROSE及dPCR检测。对比三种

联合方式辅助临床诊断IPFD患者的准确性、特异度和敏感性，并进行ROC曲线分析。采用SPSS 29.0统计

软件进行数据分析。结果：真菌培养、G试验、GM试验三种技术联合灵敏度为43.33% (26/60例)，特异

度为86.82% (199/220例)，阳性预测值为47.27% (26/55例)，阴性预测值为84.89% (191/225例)；
真菌培养、G试验、GM试验、dPCR四种技术联合灵敏度为65% (39/60例)，特异度为78.64% (173/220
例)，阳性预测值为45.35% (39/86例)，阴性预测值为78.64% (173/194例)；真菌培养、G试验、GM试

验、dPCR检测与M-ROSE五种技术联合的灵敏度为80% (48/60例)，特异度为77.73% (171/220例)，
阳性预测值为49.48% (48/97例)，阴性预测值为93.44% (171/183例)。结论：IPFD的发病率逐年增高，

早期诊断困难，易出现漏诊和误诊，导致患者预后差。因此，为精准诊疗，多技术联合检测已成IPFD诊

断趋势，此研究证实了G试验、GM试验、真菌培养、M-rose及dPCR多技术联合明显通过优势互补实现病

原学精准检测，改善患者预后，具有重要临床推广价值。 
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Abstract 
Objective: To investigate the value of combined detection using fungal culture, G test, GM test, digital 
polymerase chain reaction (dPCR), and Microbiological Rapid On-Site Evaluation (M-ROSE) in the 
early diagnosis of invasive pulmonary fungal disease (IPFD). Methods: A total of 280 hospitalized 
patients with suspected IPFD at Inner Mongolia People’s Hospital from January 2024 to December 
2025 were enrolled, among whom 60 were finally clinically diagnosed with IPFD. Serum samples 
were collected from all 280 patients for G test and GM test. Deep sputum or bronchoalveolar lavage 
fluid (BALF) samples were obtained for M-ROSE and dPCR detection. The accuracy, specificity, and 
sensitivity of three combined diagnostic strategies for IPFD were compared, and ROC curve analysis 
was performed. Data was analyzed using SPSS 29.0 software. Results: The combination of fungal 
culture, G test, and GM test showed a sensitivity of 43.33% (26/60), specificity of 86.82% (199/220), 
positive predictive value of 47.27% (26/55), and negative predictive value of 84.89% (191/225). 
The four-method combination (fungal culture, G test, GM test, dPCR) yielded a sensitivity of 65% 
(39/60), specificity of 78.64% (173/220), positive predictive value of 45.35% (39/86), and negative 
predictive value of 78.64% (173/194). The five-method combination (fungal culture, G test, GM test, 
dPCR, M-ROSE) achieved a sensitivity of 80% (48/60), specificity of 77.73% (171/220), positive pre-
dictive value of 49.48% (48/97), and negative predictive value of 93.44% (171/183). Conclusion: 
The incidence of IPFD is increasing annually. Early diagnosis remains challenging, with high rates 
of missed diagnosis and misdiagnosis, leading to poor prognosis. Therefore, multi-technology com-
bined detection has become a trend in the diagnosis of IPFD to achieve precise diagnosis and treat-
ment. This study confirms that the combined application of G test, GM test, fungal culture, M-ROSE, 
and dPCR achieves accurate etiological detection through complementary advantages, improves pa-
tient prognosis, and has important clinical application value. 
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1. 引言 

据统计，全球每年侵袭性真菌病的发病率可达 650 万例，死亡人数超 380 万，其中约 250 万例与感

染直接相关[1]。然而，肺是真菌侵袭的最主要靶器官，约 78.7%的侵袭性真菌病累及肺脏[2]。随着实体
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器官移植、新型冠状病毒肺炎大流行、糖尿病等基础疾病人群扩大，侵袭性肺真菌病( Invasive Pulmonary 
Fungal Disease, IPFD)发病率呈上升趋势，另外，除存在易感因素的患者外，免疫功能正常人群也可患此

病，可见该疾病发病年龄已呈年轻化趋势[3]-[6]。因此，IPFD 已成为全球关注的重大感染性疾病之一[6]。 
由于 IPFD 临床表现缺乏特异性，临床症状易被其他感染病原菌掩盖，传统检测方法由于存在明显局

限，易导致疾病漏诊及误诊。当前传统技术检测效率无法满足 IPFD 精准性诊断的要求。因此，本研究将

对比多种技术联合检测真菌的诊断效能，以期实现提高 IPFD 的诊疗效率，实现 IPFD 的早诊断和早治疗，

改善患者预后。 

2. 研究对象与方法 

2.1. 研究对象 

纳入 2024 年 1 月至 2025 年 12 月于内蒙古自治区人民医院住院疑似 IPFD 的患者 280 例，所有疑似

IPFD 患者均按照《肺真菌病诊断和治疗专家共识(2007 年版)》进行诊断及治疗。 
纳入标准 1) 疑似 IPFD 患者(依据 2007 年《肺真菌病诊断与治疗专家共识》)；2) 年龄 ≥ 18 周岁；

3) 已获取患者或家属知情同意并签署知情同意书；4) 可配合此研究相关步骤及项目。 
排除标准：1) 不属于纳入标准条件范围内者；2) 未留取痰液或 BALF 标本及未送检标本检测者；3) 

住院时间 < 3 天，临床资料不完整者；4) 拒绝配合者。 
诊断标准：参照中华医学会呼吸病学分会制定的《肺真菌病诊断和治疗专家共识(2007 年版)》制定

的 IPFD 诊断标准，诊断分为确诊、临床诊断、拟诊及未诊断者，将研究对象分为 2 个级别：IPFD 诊断

组及 IPFD 未诊断组，其中诊断组以拟诊、临床诊断、确诊者为阳性病例，未诊断组作为阴性对照病例。 
未诊断 IPFD 的患者作为阴性对照病例。 

2.2. 研究方法 

2.2.1. 样本采集 
按 G 试验和 GM 试验要求分别采取血清和肝素抗凝的血浆标本各 2 ml，及时送检。患者的痰液或支

气管肺泡灌洗液(Bronchoalveolar Lavage Fluid, BALF)标本进行真菌培(Microbiological Rapid On-Site Eval-
uation, M-ROSE)及数字 PCR (digital polymerase chain reaction, dPCR)绝对定量检测。将 G 试验、GM 试验

及真菌培养样本、M-ROSE 检测样本、dPCR 检测标本分别送至我院临床检验室、咳嗽实验室和斯凯瑞医

学检验所，并根据标本形态、生理生化特性及分子生物学进行鉴定。 
所有入组患者均于入院 24 小时内采集标本[9]：1) 深部痰液：患者晨起生理盐水漱口后，用力咳出

深部痰液至无菌痰杯；2) BALF：对于无法有效咳痰或痰液质量不佳者，经支气管镜检查时采集，将支气

管镜送至病变肺段，注入无菌生理盐水 20 mL，反复抽吸 3 次，收集灌洗液至无菌容器。每份标本采集

量 ≥ 5 mL，立即分为三份，将每份(≥2 mL)分别用于 M-ROSE 检测、dPCR 及真菌培养。 

2.2.2. 主要试剂与仪器 
革兰氏染色液(包括结晶紫染色液、革兰氏碘液、脱色液、沙黄复染液；常德比克曼生物科技有限公

司)；真菌荧光免疫显色试剂(江苏诺鬲生物科技有限公司)；核酸提取试剂盒；dPCR 专用引物、探针等。

光学显微镜(包括荧光模块)；数字 PCR 仪(含微滴生成仪、PCR 扩增仪、芯片扫描仪)；离心机(热电实验

设备有限公司奥斯特罗德分公司，型号：Sorvall ST 8R)。 

2.2.3. 标本处理 
1) 真菌培养：取患者深部痰液或 BALF 标本，充分混匀后接种于沙堡弱琼脂培养基(SDA)及真菌显
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色培养基，采用分区划线法接种。将接种后培养基置于恒温恒湿培养箱，分别在 35℃需氧条件下连续培

养 7~14 d，每日观察菌落形态、颜色及生长速度。对可疑真菌菌落进行显微镜镜检，观察菌丝、孢子等

形态学特征，结合菌落特征与显色反应进行菌种鉴定，记录培养结果。 
2) G 试验检测：可疑 IPFD 患者 280 例的血清标本，采用动态浊度法/显色法检测血清 1,3-β-D-葡聚

糖。使用无热原采血管采集静脉血，室温静置后以低温高速离心机分离血清。取血清加入处理液进行恒

温水浴箱孵育灭活，中和处理后离心取上清。将标准品、质控品及待测样本加入无热原反应板，加入鲎

试剂工作液，置于全自动真菌毒素检测仪或酶标仪中动态检测吸光度/浊度变化，通过标准曲线定量计算

样本中 1,3-β-D-葡聚糖浓度，判定结果。操作严格按照试剂盒说明书进行。参照试剂盒说明书标准范围，

G 试验阳性定义为血清中 BG 浓度 ≥ 70.0 pg/mL [7]。 
3) GM 试验检测：疑似 IPFD 的患者 280 例血清标本，采用酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测血清中

曲霉菌半乳甘露聚糖。使用无菌采血管采集静脉血，经低温高速离心机分离血清。按试剂盒说明书加样，

将标准品、质控品及待测血清加入包被单抗的酶标板中孵育，洗板后加入酶结合物，再次恒温孵育。以

洗板机洗涤去除未结合物，加入显色液避光显色，终止反应后用酶标仪读取 450 nm 吸光度，计算 GM 指

数，判定结果参照美国 FDA 建议将阈值Ｉ大于 0.5 定义为阳性[8]。 
4) dPCR 检测：① 核酸提取：取 1 mL 标本，按照核酸提取试剂盒说明书操作，提取病原微生物基

因组 DNA，洗脱体积为 50 μL，−20℃保存备用；② 微滴生成：取 10 μL 核酸模板与 10 μL dPCR 反应混

合液、1 μL 引物探针混合液(终浓度 0.5 μmol/L)混合，加入微滴生成仪生成微滴；③ PCR 扩增：反应条

件为 95℃预变性 10 min；95℃变性 30 s，60℃退火延伸 1 min，共 40 个循环；98℃终延伸 10 min；④ 结
果分析：芯片扫描仪扫描微滴信号，软件自动计算靶标核酸拷贝数，拷贝数大于零判定为阳性。为防止

实验中出现假阳性结果，实验中设立对照，分别是标准品系列，空白和阴性对照。 
5) M-ROSE 检测：按照《重症患者侵袭性真菌感染诊断与治疗指南(2021 版)》[16]规范操作：取 10 

μL 标本均匀涂片(直径 1 cm)，自然干燥后经真菌荧光染色免疫显色试剂染 1 分钟盖玻片盖片，荧光(蓝光 
波长为 435~480 nm)显微镜下读片，30 min 内完成显微镜下观察并出具报告。同时取标本行革兰染色(结
晶紫初染 1 min、碘液媒染 1 min、95%乙醇脱色 30 s、沙黄复染 30 s)，判定标本是否合格，合格 BALF
标本为低倍镜下鳞状上皮细胞占全部细胞(不包括红细胞)的比例 < 1%，柱状上皮细胞 < 5%，红细胞 < 
10% (除外创伤/出血因素)，良好标本为低倍镜下鳞状上皮 < 5%，柱状上皮 < 20%，红细胞 < 10% (除外

创伤/出血因素)，由 2 名资深检验医师双盲阅片。将合格标本送至实验室后续 dPCR 检测。同时收集患者

的其他实验室检查结果等病例资料。 

2.3. 统计学方法 

应用 SPSS 29.0 软件进行数据处理，评价真菌培养、G 试验、GM 试验、dPCR、M-ROSE 检测技术

中三种技术联合、四种技术联合及五种技术联合的诊断价值并进行 ROC 曲线分析。评价 3 种联合诊断方

法的相关性、一致性及敏感性和特异性。P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 基本情况 

280 例患者中男性 170 例，女性 110 例，年龄 18~94 (66.32 ± 12.53)岁，身体质量指数(Body Mass Index, 
BMI)为 22.79 ± 3.85 kg/m2。IPFD 诊断组情况：共有 60 例诊断为 IPFD，男女比例 2:1，年龄为 47~86 (69.82 
± 8.84)岁，BMI 为 22.79 ± 3.85 kg/m2。IPFD 诊断组与排除组的年龄平均值 P 值 < 0.05，具有统计学意义

(见表 1)。 
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Table 1. Basic characteristics of the study subjects 
表 1. 研究对象的基本情况 

 总量 
(n) 

%/ x s±  
IPFD 
诊断组 

(n) 
%/ x s±  

IPFD 
排除组 

(n) 
%/ x s±  t/X2 值 p 值 

年龄(岁) 280 66.32 ± 12.53 60 69.82 ± 8.84 220 65.37 ± 13.22 −3.074 0.003 

性别       −1.086 0.280 

男性 170 60.71 40 66.67 130 59.10   

女性 110 39.29 20 33.33 90 40.91   

BMI (kg/m2) 280 22.79 ± 3.85 60 22.08 ± 3.59 220 22.45 ± 4.32 0.553 0.553 

3.2. 检测结果 

3.2.1. 真菌培养结果 
60 例诊断为院内 IPFD 的患者，真菌培养阳性 9 例，标本来自痰液 48 例，BALF 12 例。其中曲霉菌

56 例(46 例为痰液，10 例为 BLAF)，占 93%；毛霉 2 例(1 例为痰液，1 例为 BLAF)，占 3%；念珠菌 2 例

(1 例痰液，1 例 BLAF)，占 3%。 

3.2.2. 三联检测、四联检测及五联检测检出阳性率 
结果显示，G 试验、GM 试验、真菌培养三种技术联合检测(三联检)；G 试验、GM 试验、真菌培养、

dPCR 检测四种技术联合检测(四联检)；G 试验、GM 试验、真菌培养、M-ROSE、dPCR 五种技术联合检

测(五联检)的灵敏度、特异度、阳性预测、阴性预测值、符合度结果见表 2。采用 SPSS 29.0 进行 ROC 曲

线分析(见图 1)，结果显示 G 试验、GM 试验、真菌培养、M-ROSE、dPCR 检测五种检测方式中，四联

检、五联检在 IPFD 中均有较高的临床价值(P 均 < 0.01) (见表 3)。 
 
Table 2. Value analysis of combined detection with multiple technologies in the diagnosis of IPFD 
表 2. 多技术联合检测诊断 IPFD 的价值分析 

  临床诊断 灵敏度
[%] 

特异度 
[%] 

阳性 
预测值[%] 

阴性 
预测值[%] 

准确性
[%]  检测结果 (+) (-) 

真菌培养 + G + GM 
(+) 26 29 

43.33 86.82 47.27 84.89 77.50 
(-) 34 191 

合计  60 220      

真菌培养 + G + GM + 
dPCR 

(+) 39 47 65.00 78.64 45.35 89.18 75.71 

(-) 21 173      

合计  60 220      

真菌培养 + G + GM + 
dPCR + MROSE 

(+) 48 49 80.00 77.73 49.48 93.44 78.21 

(-) 12 171      

合计  60 220      
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Figure 1. Clinical value of multi-technology combined diagnosis 
in pulmonary fungal infections: A ROC curve analysis 
图 1. 多技术联合诊断肺部真菌感染临床价值 ROC 曲线 

 
Table 3. ROC curve analysis of the clinical value of multiple combined detection technologies in the diagnosis of pulmonary 
fungal infection 
表 3. 多技术联合诊断肺部真菌感染临床价值 ROC 曲线分析 

检测结果 区域 标准误 P 值 
95%置信区间 

下限上限 

真菌培养 + G + GM 0.651 0.043 0.001 0.566~0.736 

真菌培养 + G + GM + PCR 0.718 0.039 0.000 0.641~0.796 

真菌培养 + G + GM + PCR + M-ROSE 0.789 0.034 0.000 0.722~0.855 

4. 讨论 

以往由于危险因素的影响，临床医生更易关注免疫抑制群体的真菌易感性，但随着流行病学调查发

现真菌疾病的易感逐渐趋向年轻化及非免疫抑制宿主化。一方面，临床医生对正常人群的真菌易感的关

注度较低；另一方面 IPFD 的临床表现和影像学特征相对缺乏特异性，而真菌培养与组织病理学检测作为

诊断金标准各有缺陷，前者灵敏性不足，后者由于属于侵入性操作导致患者耐受性差[10]，二者均使 IPFD
早期诊断困难。虽然，作为血清学检查的 G 试验与 GM 试验可提高真菌检出率，可辅助 IPFD 的诊疗，

但也有研究表示两种检测方式存在一定假阳性[11]。因此，寻求更为高效、精准的真菌病原学检测方法将

对 IPFD 的早期诊疗及改善患者预后至关重要，IPFD 的发病率逐渐升高而早期诊断困难，多项研究表明

真菌的检测逐渐趋向多技术联合以便提高其检测效率。 
本研究中的 M-ROSE 技术不仅可快速判断标本是否合格和定植外，该检测方式还通过将传统显微镜

下真菌检测技术进行改良，将荧光染色技术应用其中，特异性标记真菌细胞壁中的几丁质，使真菌在荧

光显微镜下呈现明亮荧光，赵琳[12]等人的研究表明该技术的真菌检测灵敏度可达 85.19%~87.43%，其中

痰标本的检测灵敏度甚至可达 94.67%，较常规氢氧化钾湿片、直接涂片、革兰染色明显增高，并可在 30 
min 内完成制片、读片及出报告，可见荧光染色真菌检测具有高特异性和灵敏度且操作简便，在真菌快速
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检测中具有显著优势[13]，本研究中发现联合该技术可提高真菌检测的特异性，与上述研究结果一致。另

一新型检测技术——dPCR 作为目前 PCR 技术当中最新的检测方式，具有高灵敏度和特异性，可从更高

浓度背景核酸中检出病原微生物，广泛应用于微量 DNA 检测及拷贝数变异分析[14]-[16]。但 dPCR 技术

也存在一定局限，如该技术无法判断送检标本是否合格、不能区分感染与定植、检测费用高等[17]。但 M-
ROSE 与 dPCR 二者技术上可以形成优势互补。 

本研究构建多技术联合检测体系发现，真菌培养 + G 试验 + GM 试验 + dPCR 四联检测的灵敏度

65%、特异度 78.64%、阳性预测值 45.35%、阴性预测值 78.64%；在此基础上联合 M-ROSE 的五联检测

灵敏度 80%、特异度 77.73%、阳性预测值 49.48%、阴性预测值 93.44%。ROC 曲线分析显示，四联检

(AUC = 0.718)、五联检(AUC = 0.789)在 IPFD 诊断中均具较高临床价值，二者较传统联合检测显著提升

灵敏度与阴性预测值，弥补了传统检测的漏诊不足，可实现 IPFD“快速筛查-精准定量-早期诊断”的连

续诊断流程，为疾病早期精准治疗提供技术支撑，能提升抗感染治疗精准度、改善患者预后，具有重要

临床推广价值，也为临床诊断指南更新提供了循证医学证据。 
本研究首次系统分析 IPFD 多技术检测结果不一致的病例特征与临床意义，发现该类病例占总研究

病例的 40.00%，且不同类型不一致结果的 IPFD 确诊率差异显著、具有明确临床指向性：M-ROSE 或 dPCR
阳性但真菌培养阴性的确诊率均 69%，高度提示 IPFD 早期或微量真菌感染，需及时启动经验性抗真菌

治疗；GM 阳性但 dPCR 阴性的确诊率仅 12.50%，多为假阳性，与患者合并其他感染、使用广谱抗生素

相关，临床需避免仅凭该结果盲目用药；G 试验阳性但 GM 试验阴性的确诊率 45.45%，提示可能为非曲

霉菌真菌感染，需结合真菌种类检测调整治疗方案。这表明多技术联合检测并非简单的结果叠加，需分

析各检测结果的一致性，结合不一致类型的临床指向性综合判断，才能充分发挥其临床价值，避免诊断

偏差。 
本研究还发现，表现最优的五联检测阳性预测值仅 49.48%，假阳性率达 50.52%，该结果具有重要临

床警示意义。其阳性预测值偏低的原因主要为：G 试验、GM 试验本身易受细菌感染、自身免疫病、广谱

抗生素使用等因素影响而出现假阳性；联合检测纳入技术越多，单一技术的假阳性越易导致整体结果阳

性；分子及快速检测技术可检出真菌定植，易造成检测阳性但临床非 IPFD 的情况。五联检测低阳性预测

值易引发过度治疗，不仅增加患者医疗费用、加重肝肾代谢负担，还可能诱导真菌耐药、导致肠道菌群

紊乱引发二次感染。因此，临床应用五联检测时，不可仅凭检测阳性诊断 IPFD 并启动治疗，需结合患者

基础疾病、临床症状、影像学特征及炎症指标动态变化综合判定，对高度怀疑假阳性的病例可采取动态

观察策略，以降低过度治疗风险。 
综上所述，四种技术联合和五种技术联合检测在 IPFD 诊断中均具有较高的临床应用价值，能够明显

提高 IPFD 的临床诊断敏感性及准确性，在临床中对 IPFD 进行诊疗时也要结合患者基础疾病、影像学和

血清学检查。 
本研究仍存在不足之处，本研究为单中心研究，样本量有限，可能存在选择偏倚；研究对象均来自

同一医院，结果外推性可能受地域医疗水平、患者人群特征等因素影响。其次，本研究随访时间仅限于

住院期间，未评估患者长期预后及复发率。未来可开展多中心、大样本研究，纳入不同地区、不同级别

医院的患者，进一步验证联合检测技术的临床价值并延长随访时间，评估联合检测技术对患者长期预后

的影响。最后，未来可以深入探索 M-ROSE 联合 dPCR 技术在基层医院的应用可行性，并优化检测流程，

降低检测成本，促进技术普及，实现 IPFD 的精准诊断与治疗。 
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