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·诊疗方案·
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【摘要】 与普通病房及病情相对稳定的患者相比。ICU环境微生态更为复杂，标本采集和送检

污染机会多，危重症患者接受气管镜检查和支气管肺泡灌洗要求也更为苛刻，标本检测程序和结果解

读需要精细准确。因此，ICU危重症患者合格的BALF获取、及时送检、规范检测和结果的正确判读直

接影响到患者的诊治，直接决定患者预后。因而有必要制定针对 ICU危重症患者的BALF标本留取、送

检、检测及结果解读规范。由中华医学会呼吸病学分会呼吸危重症医学学组和中国医师协会呼吸医师

分会危重症医学工作委员会牵头撰写ICU中BALF的操作规范，对提高BALF的诊断价值有积极意义。
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支 气 管 肺 泡 灌 洗 液（bronchoalveolar lavage
fluid，BALF）的规范化采集和送检流程，是获得正

确BALF微生物学和细胞学结果的前提，而通过不

恰当的操作方式获得的结果易误导临床诊疗。

1999年欧洲呼吸学会颁布了“支气管肺泡灌洗技

术规范化操作和非细胞成分检测指南”［1］，2012年
美国胸科医师协会颁布了“BALF的细胞学分析在

肺间质性疾病中的临床应用”［2］，2017年中华医学

会呼吸病学分会颁布了“肺部感染性疾病支气管肺

泡灌洗病原体检测中国专家共识”［3］，均对支气管

肺泡灌洗规范化操作流程提出具体指导意见，但上

述指南或共识并不适用于重症监护病房（intensive
care unit，ICU）这一特殊医疗单元，亟需制定针对

ICU危重症患者的BALF标本留取、送检及临床应

用的操作规范。为此，中华医学会呼吸病学分会呼

吸危重症医学学组及中国医师协会呼吸医师分会

危重症医学工作委员会联合制定了本规范，以期为

ICU患者的BALF采集、送检及临床应用提供标准

化流程。

一、适应证与禁忌证

（一）适应证

1.危重症患者支气管‐肺疾病的诊断及鉴别诊断。

2.明确重症肺炎的病原学。

3.明确支气管‐肺部疾病的病因、发病机制等

需要获取标本者。

4.下呼吸道疾病的内镜治疗（气道阻塞，黏痰

或痰栓的清除等）［4‐5］。
（二）禁忌证

危重患者接受支气管镜下肺泡灌洗无绝对禁忌

证。相对禁忌证如下，并建议有经验的医师进行操作。

1.严重的低氧血症：鼻导管吸氧、面罩吸氧、经

鼻高流量氧疗及无创呼吸机的患者吸氧浓度

（FiO2）为 0.9~1.0不能维持脉搏氧饱和度>90%；经

气管插管机械通气患者呼气末正压>15 cmH2O
（1 cmH2O=0.098 kPa）；气 道 峰 压 >35 cmH2O 或

PaO2/ FiO2比值<80 mmHg（1 mmHg=0.133 kPa），气

管插管内径过小（<7 mm）［6‐10］。
2. 心血管病急重症：4周内急性冠脉综合征、

恶性心律失常、急性心力衰竭、血液动力学不稳定

（尽管应用血管活性药物仍表现为平均动脉压<
55 mmHg，和（或）去甲肾上腺素>0.15 μg·kg-1·min-1
或多巴酚丁胺>5 μg·kg-1·min-1）［6］。以上情况原则

上应推迟支气管镜操作。

3.凝血功能紊乱：血小板计数<20×109/L或国
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际标准化比值（INR）>3，凝血酶原时间（PT）或活化

部 分 凝 血 活 酶 时 间（APTT）大 于 1.5 倍 正 常

值［3，6‐7，11‐12］。以上情况建议输注血小板或血浆后行

支气管镜操作。

4.颅内高压>20 mmHg、癫痫、颈椎不稳、气道

痉挛、上腔静脉阻塞综合征、主动脉瘤等，应选择深

度镇静或全身麻醉下操作［13‐14］。
5.近期大咯血者若未行支气管动脉栓塞，有再

次大咯血风险者。

二、支气管肺泡灌洗围操作期工作

（一）消毒与防护

1.环境消毒：地面应用400~700 mg/L有效氯的

含氯消毒液擦拭，作用时间30 min。
2.物品消毒：物体表面使用400~700 mg/L有效

氯的含氯消毒液或1 000~2 000 mg/L季铵盐类消毒

液擦拭，有条件时可使用消毒湿巾擦拭，尤其是患

者和医务人员双手高频接触的环境表面如病床栏

杆、床边桌、呼叫按钮、监护仪、微量泵、床帘等。

3.针对如新型冠状病毒等具有高危传播风险

感染患者进行检查前一定要进行充分风险评估，如

需要操作建议在负压病房进行，按照三级防护级

别（佩戴 N95口罩，一次性防护服加防渗透隔离

衣，2层乳胶手套，2层鞋套，全面型呼吸防护器或

正压式头套）进行操作。

（二）物品准备

1.常规物品：无菌隔离衣、无菌手套、无菌治疗

巾；无菌石蜡油、灭菌注射用水 500 ml、酶洗液；注

射用盐酸丁卡因 50 mg、2%盐酸利多卡因或 2%盐

酸利多卡因凝胶、雾化器、麻醉喷壶、常用镇静药物

（如右美托咪定、丙泊酚等）；0.9%氯化钠 100 ml、
0.12%洗必泰（或无菌生理盐水、0.12%氯已定溶

液）、10 ml及 20 ml注射器、负压吸引器、一次性无

菌集痰器、一次性使用牙垫、一次性口腔护理包、紫

外线灯、500 mg/L或1000 mg/L含氯消毒剂（或消毒

湿巾）等。

2.抢救物品：监护室急救物品车（配备常规抢

救用药物器械等）。

（三）患者准备

1.基础准备：符合适应证患者由患者本人或授

权家属签署知情同意书，有相对禁忌证者根据病情

酌情进行预处理；镇静患者建立中心静脉通路。

2.围操作期准备：（1）消化道准备：自主进食者

需术前 4~6 h禁食，留置鼻胃管者术前 4 h停鼻饲，

留置空肠营养管者术前 0.5 h停鼻饲，深镇静

（richmond agitation‐sedation scale，RASS 评分 <- 3
分）者术前8 h禁食，均术前2 h禁水［15］；如存在胃排

空障碍或胃潴留，适当延长禁食水时间；如有活动

义齿，于检查前取下（RASS评分量表见附录一）。

（2）体位准备：经鼻高流量氧疗（high‐flow nasal
cannula，HFNC）及普通氧疗者选取仰卧位；无创、

有创正压通气者选取 30°~45°半卧位；高误吸风险

者选取至少 30°半卧位［16］。（3）检查结束后，浅镇静

（RASS评分≥-3分）2 h、深镇静6 h内患者不能进食

水或鼻饲，保持至少 30°半卧位 2 h以降低误吸风

险［17‐18］；应在检查中及结束后 2 h避免患者剧烈咳

嗽，以减少上气道水肿或黏膜出血。

3. 麻醉前预处理：（1）无人工气道：口鼻腔护

理，推荐使用0.12%洗必泰（或无菌生理盐水）；（2）
有 人 工 气 道 ：①检 查 气 囊 ，维 持 囊 压 在 25~
30 cmH2O；②吸痰管先清除气管导管内分泌物，再

清除口鼻腔分泌物；③口鼻腔护理，推荐使用

0.12%洗必泰［16］。
4. 麻醉、镇静镇痛：（1）HFNC及普通氧疗：雾

化+局部麻醉。①雾化：将2%的盐酸利多卡因5 ml
加入雾化面罩中雾化；②局部麻醉：首选盐酸利多

卡因和盐酸丁卡因，ICU中常用喷雾联合经鼻滴注

法。喷雾法：7.5 ml生理盐水配 50 mg注射用盐酸

丁卡因加入喉头喷雾器内，行分段黏膜表面喷雾麻

醉，先咽部后鼻腔，间隔 4~5 min，重复 3次。经鼻

滴注法：麻醉起效后，经鼻腔滴入2%盐酸利多卡因

（3~5 ml，可分次），借助患者深吸气将药物吸入气

管达到麻醉的效果。（2）无创正压通气：雾化+局部

麻醉/镇静。①雾化：将2%的盐酸利多卡因5 ml加
入 T管雾化器/震动筛孔雾化器中雾化；②局部麻

醉：同HFNC及普通氧疗；③镇静镇痛：无人工气道

患者行支气管镜检查时，应用镇静药物需进行评估

（RASS评分在0~-3分，警惕镇痛镇静药物对呼吸、

循环的抑制作用。镇静药物推荐短效类镇静剂（如

右美托咪定，丙泊酚等），个别患者可以联合应用阿

片类药物（如舒芬太尼、瑞芬太尼等），以提高患者

舒适度［19‐20］（镇静药物使用方法见附录二）。（3）有

创正压通气（气管插管/气管切开）：雾化+镇静镇

痛。①雾化：同无创正压通气的雾化，注意雾化器

应连接在呼吸机管路的吸气端，也可使用呼吸机雾

化功能进行雾化。②镇静镇痛：在保证患者血流动

力学稳定的情况下，首先给予镇痛，药效达到最大

后镇静，以避免镇静过量并提高患者耐受度；若患

者配合不佳，或者新型冠状病毒等具有高危传播风

··745



中华结核和呼吸杂志 2020年9月第 43卷第9期 Chin J Tuberc Respir Dis，September 2020, Vol. 43, No. 9

险感染患者，有创机械通气患者可联合肌肉松弛药

（详见附录二）。

（四）注意事项

1.支气管镜检查前高浓度氧疗：为预防检查过

程中出现严重低氧，在支气管镜检查期和恢复期应

给予最高浓度氧气15 min。
2.低氧血症高危风险患者建议在现有呼吸支

持条件下检查：未进行有创正压通气的严重低氧血

症或行支气管镜检查前持续无创机械通气的患者，

可在检查时使用HFNC或带有支气管镜插入口的

口鼻面罩/HE全脸罩（图1）进行无创正压通气保证

氧气供给［21］。

3. HFNC：初始参数设置：流速≥60 L/min、给予最

高浓度氧，并根据具体情况进行调节，维持 SpO2≥
90%［22‐23］。

4. 无创呼吸机设置：术中呼吸

机模式根据临床情况选择，参数设

置 ：FiO2 为 0.5~1.0，呼 气 末 正 压

（EPAP）为 5 cmH2O，吸 气 末 正 压

（IPAP）不超过30 cmH2O，呼气潮气量

为8~10 ml/kg，维持SpO2≥90%［24‐25］。
5. 有创呼吸机设置：进行支气

管镜检查时，需调整 FiO2 为 1.0，
PEEP为 0~2 cmH2O（ARDS患者可

适当增加），支持压/控制压可进行

适当调整以保证通气量，深镇静时

调整为控制通气模式［20］。检查结束

后，应调回原有参数设置，ARDS患
者可通过呼吸力学监测重新进行

PEEP滴定，以减少肺泡塌陷。

6. 支气管镜外径选择：有人工

气道患者应根据患者气管/支气管

病变情况、气管导管内径、气道支持

装置（ET或喉罩）的通道内径仔细

选择支气管镜的外径（详见附录三）［26］。
（五）通用流程见图2。
三、支气管肺泡灌洗的操作流程

（一）支气管镜进入流程进入方式分为经鼻、口

或人工气道进入

1.经鼻：润滑液擦拭支气管镜插入部分（推荐

使用利多卡因凝胶［27］），选择合适鼻道插入，使镜体

保持“中位”，鼻甲肥大者先滴入麻黄素或改经口进

入，避免损伤鼻黏膜。进入鼻腔后避免负压吸引，

当镜前端至声门时给予注入 2%盐酸利多卡因 1~
2 ml局部表面麻醉。当支气管镜镜前端至隆突上，

给予 2%盐酸利多卡因1~2 ml气道局部麻醉，到达

目标肺段后，注入 2%盐酸利多卡因1~2 ml局部麻

醉后，对目标肺段进行灌洗［28］（进入气道后避免使

用过多额外利多卡因，建议控制在5 mg/kg范围，总

剂量不超过512 mg［29］）。
2.经口：经口操作前带咬嘴或牙垫（有义齿应

取出），避免损坏支气管镜。

3.无创正压通气下经鼻、口：使用配备有插入

硅胶隔膜的口鼻面罩者经鼻或经口进入，使用鼻罩

者，经口进入（带咬嘴或牙垫）。必要时轻度镇静，

通气模式根据临床情况选择［25，30］，可选间歇正压通

气/双水平正压通气/持续气道正压通气，吸氧浓度

图1 带有支气管镜插入口的口鼻面罩（图A）和全脸罩（图B）

筛选患者

适应证
相对禁忌证

积极治疗

签署知情同意书（术前检查）

术前停饮食、鼻饲

准备物品

麻醉前处理

无人工气道 有创正压通气

气囊检查、吸痰、口鼻腔护理

雾化、镇痛/肌松、镇痛

口鼻腔护理

普通氧疗/HFNC 无创正压通气

雾化、局部麻醉 雾化、局部麻醉/镇静

手消、穿无菌隔离衣、戴无菌手套、铺无菌治疗巾

取气管镜、气管镜检查

图2 支气管镜操作前准备流程图
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（FiO2）为 0.5~1.0（BAL前 FiO2设为 1.0，预氧合 5~
15 min），调整呼吸机参数（参考第二部分），使SpO2
维持在90%以上［31‐32］。进入后操作同前。

4.气管插管：建议支气管镜外径与气管插管内

径有至少 1.5~2 mm差值［33］，支气管镜插入部分充

分润滑。患者给予镇静处理，必要时加用肌肉松弛

药物，需持续有创机械通气处理，呼吸机设为控制

模式（优先选择容量控制通气模式［34］），FiO2设定为

1.0（灌洗前FiO2设为1.0，预氧合5~15 min），慢呼吸

频率（10~12次/min），对于非重度ARDS或氧合较

好者，将PEEP设置为 0 cmH2O；对于重度 ARDS，
肺泡萎陷风险高者，PEEP设置为原有水平 50%
左右，以维持有效目标氧合，通过带硅胶隔膜的

T型接头经气管插管进入，余操作同前，操作结束

后 FiO2设为 1.0继续维持 10 min［24，35‐36］。经气切套

管时，支气管镜经气切套管进入，后续操作同前。

（二）灌洗操作

1.部位选择：通过胸部影像学检查确定病变部

位，选择病变最显著部位或进展最迅速部位进行灌

洗［36‐38］。（1）局限性病变：选择病变部位，新出现或

逐渐进展的浸润性病灶；（2）弥漫性病变：选择非下

垂部位，推荐最佳部位为右肺中叶或左肺上叶舌

段，BALF可获得最佳回收率。

2.灌洗液选择：支气管镜顶端嵌顿于目标肺段

或亚段支气管开口位置进行肺泡灌洗［39］，常用的灌

洗液选择 0.9%无菌生理盐水，操作前加热至 37 ℃
（也可使用室温无菌生理盐水），用注射器经支气管

镜操作孔分次快速注入，每次注入 20~50 ml，常规

灌洗3~5次，总量控制在60~120 ml［3，40］。
3.负压吸引：负压管连接回收容器，进入灌洗

部位前避免负压吸引，负压管连接回收容器，生理

盐水注入目标肺段后，立即给予适当负压 25~
100 mmHg吸引回收 BALF［41］，可采用“点吸”法吸

引，减少支气管管腔塌陷，增加回收量，总回收率

应>30%［2］，灌洗时间控制在5 min以内为宜［38］。
4. BALF收集：为避免灌洗液细胞黏附造成损

失，建议选用有机硅涂层玻璃或聚丙烯容器收

集［42］。第 1管BALF可能混有非病变处病原菌，影

响检测结果，建议单独处理作为临床参考依据，第

2管送检病原微生物检验，第 3管送检细胞计数及

分类，其余根据临床需要进行送检［3，42‐43］。
（三）注意事项

1.对于初次检查或病情稳定者，先对各主要叶

段支气管进行快速检查，再进入目标肺段进行灌洗

操作；而病变位置明确或病情危重者，直接进入目标

肺段进行灌洗［28］。尽量减少在未到达目标肺段前进

行吸引，避免非病变部位的气道分泌物造成污染。

2.支气管镜进入目标肺段灌洗时嵌顿要适度，

若嵌顿不佳，可造成灌洗液外溢至其他部位，BALF
回收量减少；若嵌顿过度，可造成气道黏膜损伤及

负压回收时气管塌陷不能顺利回收，影响回收率。

3.为避免口咽部和气管支气管非病变处病原

菌对BALF的污染［44］，有条件可行保护性肺泡灌洗

（图3）。保护性肺泡灌洗操作如下：当支气管镜送

达目标支气管段开口后，经操作孔道插入专用保护

性带气囊双管腔导管，导管前端予可溶性管塞封堵

（常用聚乙二醇，防污效果好，且易被肺部吸收），伸

入目标亚段，向气囊管腔注入1.5~2 ml的气体使其

充盈，封堵目标段或亚段支气管管腔，实现最佳闭

塞，再经保护性远端导管推注少量生理盐水，冲掉

导管头部的可溶性管塞，用 20 ml注射器每次注入

37 ℃生理盐水 10~20 ml进行保护性支气管肺泡灌

洗，用注射器手工回收BALF［45］。

4.操作过程严密监测患者生命体征、SpO2、呼
吸机参数指标；动作轻柔，充分麻醉，避免剧烈咳嗽

或负压过大损伤支气管引起黏膜出血，导致BALF
红细胞过多对检测结果产生影响。负压吸引保持在

100 mmHg以下，并避免出现明显的气道塌陷［41］。
四、支气管肺泡灌洗的并发症及处理

支气管肺泡灌洗并发症分为术中并发症和术

后并发症，术中并发症主要包括低氧血症、出血、气

道痉挛、喉头水肿、心脏及血流动力学并发症等，术

后并发症常见为发热。

（一）术中并发症

1.低氧血症：（1）面罩吸氧和高流量氧疗患者：

SpO2<90%时，保证 FiO2为 1.0，上调流速，以维持

图3 支气管镜及保护性远端导管（A），支气管镜前端在目标肺

段，带气囊的导管楔入灌洗肺段（B）
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SpO2>90%，30 s后仍未达到目标氧饱和度者应退镜

中止操作［22‐23］，待SpO2上升至90%或更换为无创正

压通气条件下再行肺泡灌洗。（2）无创正压通气患

者：SpO2<90% 时 FiO2 上调至 1.0、EPAP 上调 2~
4 cmH2O［30］；若 SpO2<80%超过 1 min，退镜中止操

作［46］。SpO2持续<85%需气管插管机械通气［25］。
（3）有创机械通气患者：SpO2<90%时，保证 FiO2为
1.0，增加 PEEP［47］；SpO2<80%超过 1 min，退镜中止

操作［46］，但非绝对禁忌证。

2. 出血：（1）无人工气道患者：①少量出血（<
30 ml）：减小回抽负压（<100 mmHg，以调整到在吸

引时管腔不塌陷为宜［2‐3］），并调整支气管镜位置至

管腔中央，减少黏膜损伤，出血多可自行停止；仍有

出血可经支气管镜注入肾上腺素（浓度1∶10 000或
1∶20 000，总剂量不超过 0.6 mg［48］）。②中等量出

血（30~100 ml）：经支气管镜局部注入 4 ℃冰盐水

（50 ml/次［49］）+肾上腺素，必要时局部注入凝血酶

（1 000 U/ml，5~10 ml）［50］。③大量出血（>100 ml）：

头低位并出血侧卧位，经支气管镜注入冰盐水、肾

上腺素或凝血酶，快速吸引，清除血凝块，垂体后叶

素雾化或静滴。若活动性出血未能停止或出现低

氧血症，立即予双腔气管插管或健侧气管插管单

侧肺通气。必要时球囊填塞止血、支气管动脉栓塞

或外科手术治疗［50］。（2）有人工气道患者［51］：①少量

或中等量出血：处理同无人工气道患者。②大量出

血：头低位，调整气管插管位置，行健侧肺通气。

快速抽吸，清除凝血块，药物止血。出血仍未停止

者球囊填塞止血、支气管肺动脉栓塞或手术治疗。

3.支气管痉挛：（1）非有创机械通气患者：立即

退镜，FiO2调至1.0，药物救治［39，52］：雾化吸入沙丁胺

醇 2.5 mg、异丙托溴铵 0.5 mg、布地奈德 1~2 mg等
药物；未缓解者静脉给予甲泼尼龙 40~80 mg，极重

度哮喘发作患者甲泼尼龙剂量可增加至 160~
320 mg/d［53］。持续未缓解或SpO2持续<85%者需气

管插管有创正压通气。（2）有创机械通气患者：首选

P‐SIMV+PSV模式，参数［39，52］：FiO2为 1.0，吸呼比≥
1∶3，慢呼吸频率6~12次/min，小潮气量为6~10 ml/
kg，PEEP为 0 cmH2O，维持 SpO2为 90%~95%；支气

管舒张剂用法同无人工气道患者。气道痉挛仍未

缓解者给予适当镇静、肌肉松弛［39］。
4.喉痉挛及喉头水肿：非有创机械通气患者：

立即退镜中止操作，雾化吸入布地奈德或复方异丙

托溴铵，未缓解者静脉给予糖皮质激素。若持续加

重或出现低氧血症，予气管插管机械通气。气管插

管困难者紧急行环甲膜穿刺或气管切开。

5.心血管并发症：（1）非有创机械通气患者：退

镜中止操作。心律失常（常见窦性心动过速、室上

性心动过速、房颤、心动过缓）：FiO2上调至 1.0，
3 min仍未好转者复查心电图针对性处理。低血

压：补液，静脉予去甲肾上腺素（起始剂量 <
0.15 μg·kg-1·min-1）、多巴胺救治（起始剂量<5 μg·
kg-1·min-1）［54］，正在使用血管活性药物患者适当增

加剂量。存在缺血性心脏病（如心肌梗死）基础疾

病患者，适度镇静［47］。心跳骤停（极其罕见）：心肺复

苏，紧急气管插管。紧急呼叫专科处理。（2）有创机械

通气患者：退镜中止操作，心律失常处理同非有

创机械通气患者。低血压：停用镇静剂，降低

PEEP，补液、静脉给予去甲肾上腺素或多巴

胺［24-25］。心肌缺血加重者，降低平均气道压和

PEEP［24‐25］，应用硝酸酯类药物扩张冠状动脉。

（二）术后并发症

主要为发热，常见原因为肺炎和血流感染［47］，
亦可见于吸收热。完善床旁X线胸片、血细菌真菌

培养、血常规、CRP、PCT检查。如X线胸片发现灌

洗部位新发炎症改变或原有感染范围扩大，提示可

能有新的感染，根据BALF快速病原学检查结果调

整抗感染方案。血培养阳性提示为血流感染，根据

BALF病原学及血培养结果调整抗感染方案。

五、支气管肺泡灌洗液的标本评价

（一）BALF离心和涂片

标本获取后需立即观察灌洗液的性状和量，如

含有黏液成分的标本，可用无菌纱布过滤或使用

0.1%二硫苏糖醇进行溶解［2］。溶解方法：一般选择

0.5 ml的 0.1%二硫苏糖醇与 2 ml的BALF混合（配

制比例约为1∶4），灌洗液黏液成分较多，可适当提

高比例。溶液混合后，于 37 ℃放置 5~10 min，一般

可以完全溶解。溶解液30 min内完成离心及制片。

灌洗液标本中细胞及微生物含量少，如需观察细

胞、细菌形态及含量可应用离心机进行 1 600 g离
心 10 min（g=r×11.18×10-6×rpm2）后弃上清液，留取

0.3 ml的BALF，用移液枪混匀。选取 20 μl滴注在

载玻片的中央，以画圈的方式涂出面积大小约

1 cm2的标本涂片2张。标本涂完后宜放置于室温，

自然干燥［55］。涂片应在生物安全柜内操作［56］。涂

膜要厚薄适宜，且分布均匀（图4）。
（二）染色

1. 常 用 染 色 方 法 包 括 迪 夫 快 速 染 色

（Diff‐quick stain），革兰染色（Gram stain）；特殊染色
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包括六胺银染色（Hexamine silver staining）、墨汁染

色（India ink staining）等。（1）迪夫快速染色：①迪夫

A（Diff quik A）溶液，主要成分为曙红、甲醇；②迪

夫B（Diff quik B）溶液，主要成分为亚甲蓝；③磷酸

盐缓冲液，主要成分为磷酸盐。分别把迪夫A溶

液、迪夫B溶液、磷酸盐缓冲溶液适量倒于带盖的

染缸中；把干燥后的玻片浸泡在迪夫A溶液中 20~
30 s；于磷酸盐缓冲溶液中洗掉迪夫A溶液，稍甩干

缓冲液；再把涂片浸泡于迪夫B溶液中20~30 s；水
洗、干燥、镜检。（2）革兰染色：革兰染色一般包括初

染、媒染、脱色、复染等4个步骤，具体操作方法是：

①涂片、干燥同上，固定方法：常用高温进行固定。

即手持载玻片一端，标本面朝上，将涂有标本的载

玻片快速来回通过酒精灯外焰 3~4次，共约 3~4 s，
冷却后进行染色。要求玻片温度不超过 60 ℃，以

玻片背面触及手背皮肤不觉过烫为宜；也可选择丙

酮固定。②草酸铵结晶紫染 1 min后自来水冲洗；

③加碘液覆盖涂面染约 1 min后自来水冲洗；④加

95%酒精数滴，并轻轻摇动进行脱色，30 s后自来

水冲洗；⑤蕃红染色液（稀）染30 s后，自来水冲洗。

干燥，镜检。

（三）标本评价

1. 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%时，红细胞<10%（除外创伤/出血因素）；

若标本质量不合格，需在报告单中注明［3，55］。鳞状

上皮细胞比例大于 5%，表明标本包含上呼吸道成

分，不建议送检二代测序，常规培养仍可送检（结果

仅供参考）。

2.健康非吸烟者的 BALF细胞构成的参考值

范围为：巨噬细胞>85%，淋巴细胞 10%~15%，中

性粒细胞≤3%，嗜酸粒细胞≤1%，鳞状上皮细胞或

纤毛柱状上皮细胞均 ≤5%［2］。健康吸烟者的

BALF中细胞总数明显增高，一般为不吸烟者的

3~5倍，增多的细胞主要为肺泡巨噬细胞和中性

粒细胞［42，57］。

（四）标本快速现场评价

1.细胞学评价可使用迪夫快速染色，优点包括

不需要立即固定，细胞损失少。染色过程简单、快

速，且更容易识别细胞质和内含物［58］（图1）。（1）淋

巴细胞>15%：提示结节病、非特异性间质性肺炎、

过敏性肺炎、药物性肺炎、胶原血管病、放射性肺

炎、隐源性机化性肺炎、淋巴增殖性病变等。其中

当淋巴细胞计数>25%时提示肉芽肿性疾病（结节

病、过敏性肺炎或慢性铍病）、非特异性间质性肺

炎、药物反应、淋巴间质性肺炎、隐源性机化性肺炎

或淋巴瘤，当淋巴细胞计数>50%时强烈提示过敏

性肺炎或富细胞型非特异性间质性肺炎。（2）中性

粒细胞>3%：提示胶原血管病、特发性肺纤维化、吸

入性肺炎、细菌或真菌感染、支气管炎、石棉肺、急

性呼吸窘迫综合征（ARDS）、弥漫性肺泡损伤等。

其中当中性粒细胞计数>50%时常强烈提示急性肺

损伤、吸入性肺炎或化脓性感染。（3）嗜酸粒细胞>
1%：提示嗜酸粒细胞肺炎、药物性肺炎、骨髓移植、

哮喘、支气管炎、变应性肉芽肿性血管炎、过敏性支

气管肺曲霉菌病、感染（细菌、真菌、蠕虫、肺孢子

虫）、霍奇金病。另外，嗜酸粒细胞计数是否>25%
可鉴别急性或慢性嗜酸粒细胞肺炎。（4）当肥大细

胞>1%、淋巴细胞>50%和中性粒细胞>3%时，强烈

提示急性过敏性肺炎［3］。（5）如见中性粒细胞或巨

噬细胞吞噬病原微生物现象，需报告吞噬细胞所占

同种细胞百分比，吞噬比例大于5%提示感染，吞噬

病原菌为致病菌。

2.微生物学评价可使用革兰染色或迪夫快速染

色（图5）。有经验的医师可辨别出常见的真菌和部

分细菌。如念珠菌，曲霉，毛霉，隐球菌，金黄色葡萄

球菌，肺炎链球菌，肺炎克雷伯菌，铜绿假单胞菌和

鲍曼不动杆菌等，若结合特殊染色识别率更高。

3. 采用二步法观察涂片：先用低倍镜（40或
100倍）扫描全片，观察是否存在可疑细胞、粗大菌

丝，再用高倍镜（400或1 000倍）作细胞分类、鉴定

细胞性质、观察微生物形态、判断微生物数量及有

无中性粒细胞吞噬现象（图5A和5D）。
（五）BALF淀粉酶

BALF淀粉酶浓度随误吸危险因素的数量增加

而增加，BALF淀粉酶浓度超过125.9 U/L可以高度

怀疑发生误吸，且浓度高于 125 U/L患者的细菌性

肺炎患病率明显增加。BAL淀粉酶有一个相对较

长的检测窗口，即误吸后72 h以内仍可检测到升高

的淀粉酶［59］。

图4 BALF标本载玻片示意图
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六、BALF的保存及送检

对于 ICU患者的BALF标本，建议使用有机硅

涂层玻璃或聚丙烯或其他用于悬浮组织培养的塑

料无菌容器收集。送检量一般需要≥5 ml，建议10~
20 ml［2］。新冠肺炎等烈性呼吸道传染病患者BALF
标本要严格按照生物安全有关要求对样品进行包

装盒运送，需要时，运送箱的表面可用有效氯500~
1 000 mg/L的含氯消毒剂擦拭或者喷洒至表面湿

润进行消毒，消毒15 min。
（一）涂片及培养

1. 普通细菌、真菌涂片及培养的 BALF标本：

无菌容器，标本>1 ml，室温保存≤2 h，超过 2 h，4 ℃
保存≤24 h。如转运时间≥2 h，宜使用转运培养基

或在冷藏条件下转运［60］。
2.对周围环境或对低温敏感的细菌（如流感嗜

血杆菌和肺炎链球菌等）的标本：采集后不宜冷藏，

应立即送检。

3.如怀疑厌氧菌感染，可以考虑床旁采样。如

不能床旁采样可常温下转运，宜在采集后30 min内
送至实验室，转运过程中标本尽可能与空气隔绝。

4.病毒培养：室温保存≤2 h，4 ℃保存≤5 d。超

过5 d，需-70 ℃保存［61］。
5.寄生虫：镜检虫卵，新鲜标本4 ℃保存≤1 h［61］。
（二）抗原抗体检验［61］

1.病毒快速抗原及直接荧光抗体检验：室温保

存≤2 h，4 ℃保存≤5 d。超过5 d，需-70 ℃保存。

2.真菌（1‐3）‐β‐D‐葡聚糖（G试验）：室温保存≤
2 h，4 ℃保存≤5 d。超过5 d，需-70 ℃保存。

3. 曲霉半乳甘露聚糖抗原（galactomannan，

GM）检测：室温保存≤4 h，4 ℃保存≤24 h。超过

24 h，宜在-20 ℃条件下，可存放11个月［3，61‐62］。
4.组织胞浆菌抗原室温保存≤2 h，4℃保存≤72 h。
5.皮炎芽生菌抗原4 ℃保存≤2~14 d。
6.肺孢子菌直接荧光抗体检测室温保存≤2 h，

4 ℃保存≤7 d。
（三）分子诊断［如核酸扩增检测、聚合酶链反

应技术、宏基因组新一代测序技术（metagenomics
next‐generation sequencing，mNGS）等］

1. 标本采集：无需任何预处理、新鲜合格的

BALF收集于干燥无菌、无DNA/RNA酶的冻存管

中，送检量不少于3 ml。
2.标本保存：细菌真菌等分子诊断检测，若不

能及时进行冻存，4 ℃保存≤24 h。如进行核糖核苷

酸（RNA）建库测序，样本需在-70 ℃以下保存，且

不应超过6个月；如进行脱氧核糖核苷酸（DNA）建

库测序，样本在-20 ℃保存≤1周，-70 ℃以下可长期

保存。病毒核酸检验，室温保存≤30 min，4 ℃保存≤
4 h，超过4 h需-70℃保存。

3. 标本转运：宜在-70 ℃或更低温度下转运。

标本需采用干冰（干冰温度为-78.5 ℃）在医用冷藏

加厚泡沫箱里进行密封运输，且需保证标本在送至

检测单位时仍有干冰覆盖（防止优势菌群的生长或

者RNA病毒的降解）。在运送过程中宜保存在适

当的病毒转运液或其他相应的缓冲液中［63］。
4.储存样本必须避免反复冻融。

（四）BALF细胞计数和分类、T淋巴细胞亚群、

细胞学检测

室温保存≤30 min。如果标本在 30~60 min后
到达实验室，建议4 ℃（冰上）保存运输。如果标本

超过 60 min后到达实验室，建议先 250~300 g离心

10 min（保持细胞完整性），然后悬浮于营养液，4 ℃
保存≤24 h。BALF标本不应冷冻或干冰运输。超

过24 h的标本不再适合细胞计数及分类［2］。
七、BALF分类计数

（一）送检的量

用无菌容器收集 BALF标本，送检量为 10~
20 ml（至少5 ml）［2‐3］，贴好标本信息。

（二）操作流程

1.标本送至实验室后，需立即处理。先观察灌

洗液的性状、颜色和总量，并记录。如果含有黏液

成分的标本，可用无菌纱布过滤或使用 0.1%的二

硫苏糖醇进行溶解，并记录处理后的总量［2］。
2. 将上述回收灌洗液在 4 ℃下，以 250~300 g

图5 BALF标本快速现场评价方法。图A和图C为迪夫快速染

色（低倍放大），图B和图D为革兰染色（高倍放大），箭头为中性

粒细胞吞噬现象
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离心 10 min，细胞沉淀重悬于 3~5 ml细胞培养基，

如MEM 125 mmol/L HEPES或RPMI1640 125 mmol/
L HEPES，制成细胞悬液（也可用生理盐水或不含

Ca2+离子和Mg2+离子的Hank′s液重悬）［2，55，64］。上

清液在-70 ℃储存，用做可溶性成分的检测。

3.在计数板上计数BALF中细胞总数，一般以

1×106/ml表示。如果细胞数过高时，再用细胞重悬

液稀释，调整细胞数为 5×106/ml，并同时将试管浸

入碎冰块中备用［55］。
4.采用细胞离心涂片装置，加入备用细胞悬液

（细胞浓度为 5×106/ml）100 μl，在 4 ℃下以（250~
300）×g离心 10 min，通过离心作用将一定数量的

BALF细胞直接平铺于载玻片上。取下载玻片立即

冷 风 吹 干 ，一 般 用 瑞 氏‐姬 姆 萨 复 合 染 色 法

（Wright‐Giemsa staining）或苏木精‐伊红染色法

（hematoxylin‐eosin staining，HE）染色［2，41，55，64‐65］。
5. 先在低倍光学显微镜（<40倍）下观察整张

片子的情况，然后在高倍光学显微镜下（≥40倍）计

数至少400个细胞，进行细胞分类计数［2‐3］。支气管

灌洗液中常见细胞形态见图6。
（三）注意事项

1.标本采集后，需立即送检。室温1 h内送至实

验室，如超1 h，需（250~300）×g离心10 min后，在细胞

培养基中重新悬浮，并在 4 ℃下保存，可保留 24 h。
如没有离心机，可将细胞培养基直接添加到灌洗样

本中，在4 ℃下可保留12 h。标本不能冻存［2］。
2.第1管回吸收液不建议做常规细胞学分析。

八、BALF的微生物检验

（一）显微镜检查

1.革兰染色：用于分辨革兰阳性和阴性细菌，

阳性菌染色为蓝紫色，阴性细菌染色为红色。同时

观察白细胞情况，如果见到吞噬菌现象，须报告吞

噬细菌的种类及吞噬细菌的中性粒细胞占或全部

中性粒细胞的比例。

2. 抗酸染色和弱抗酸染色：用于检测分枝杆

菌，弱抗酸染色主要用于检测奴卡菌。两者染色均

为红色，背景及非抗酸菌染为蓝色。

3.荧光染色：利用荧光染料及荧光标记抗体特

异性结合不同种类病原体的特性来检测病原微生

物，如真菌、军团菌、肺孢子菌及呼吸道感染病毒，

特异度强、敏感度高。

4.瑞氏染色：细菌染成蓝色，组织细胞的细胞

质呈红色，细胞核呈蓝色，嗜酸颗粒染成橘红色。

5.六胺银染色：常用于肺孢子菌的检测，也可

用于隐球菌，念珠菌和丝状真菌的检测。真菌孢子

和菌丝被染成黑褐色。

6.墨汁染色：主要用于隐球菌的检测。低倍镜

下观察，黑色背景中可见隐球菌宽厚透亮的荚膜。

7.异染颗粒染色：用于白喉棒状杆菌染色，异

染颗粒可明显地被显示出来。

8.芽孢染色石碳酸复红染色：芽孢呈红色，菌

体呈蓝色。

（二）培养

1.一般培养：涡旋震荡BALF标本1 min，BALF
标本（1 500~1 800）×g离心15~20 min。细菌培养接

种于血平板及麦康凯（或中国蓝）平板，置普通培

养箱 35~37 ℃培养，巧克力平板，置于 5% CO2培
养箱 35~37 ℃培养。真菌培养接种于沙保弱培养

图6 常见支气管灌洗液中各类细胞的形态（HE 高倍放大）。图A~G分别为肺泡巨噬细胞、中性粒细胞、淋巴细胞、嗜酸粒细胞、不合格

标本、尘细胞、肺泡蛋白沉积症患者灌洗液
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基（或显色培养基）于 25 ℃培养。普通细菌培养

至少 2 d，念珠菌培养 5 d，对于慢生长细菌及双

相真菌或部分丝状真菌需适当延长培养时间。

2. 结核分枝杆菌培养：灌洗液 3 000 g离心

15 min，灌洗液离心后取适量沉渣，加入溴化麝香

草酚蓝指示剂（bromthymol blue indicator，BTB）1~2
滴，用2%~4%氢氧化钠中和，接种于改良罗氏培养

基，或 BD公司结核分枝杆菌液体培养基。置于

35~37 ℃培养，第1周观察2次，以后每周1次，直至

6周，方可出阴性报告。阳性者观察菌落出现时间

与形态，并进一步鉴定。

3.军团菌培养：灌洗液离心，经加热或酸处理

后，接种于缓冲炭酵母提取物琼脂基础（buffered
charcoal yeast extract agar，BCYE）培养基、血平板和

巧克力平板，置于5% CO2孵箱培养。若BCYE培养

基 24 h内有细菌生长，此菌不是军团菌，若 48 h后
生长，而血平板和巧克力平板不生长，此菌可能是

军团菌，应进一步鉴定。

（三）核酸检测及抗原检测

1.核酸检测（包括全基因组测序等方法）：可用

于几乎所有病原菌的检测。

2.抗原检测半乳甘露聚糖试验（GM试验）主要

用于曲霉的检测［66］。军团菌、肺炎链球菌、新型隐

球菌、肺孢子菌、病毒、寄生虫等多种致病因子均可

使用特异抗原检测方法［61，67‐70］。
九、BALF的核酸检测

（一）宏基因组下一代测序技术（metagenomics
next‐generation sequencing，mNGS）

1.基本要求：根据患者的临床特征，在样本送

检时医生需选择出相应的测序模式（表 1）。为保

证检测的准确性及时效性，临床医生应尽量将样本

送往通量高、运行快速、测序准确性高的测序平台。

ICU送检的每个测试的有效测序数据量要求：建议

不低于10 mol/L检出序列数（reads），检出序列数越

大，敏感度可能越高。

2.测序报告临床解读：（1）报告数据的基本解

读：测序报告中需含有表 2中所列的 8个主要关键

数据，在解读报告时，临床医生需了解报告中这8个
关键名词含义并充分掌握这些概念，除了上述8个

主要关键数据，推荐在测序报告中列出检出病原微

生物的种属情况。在检测平台的背景数据库扣除

表1 BALF样本测序模式选择

临床诊断

疑似细菌、真菌、寄生
虫、结核、支原体、
衣原体

无法给出疑似方向时

疑似病毒，病毒核酸类
型不确定

疑似RNA病毒

测序模式

只DNA测序

DNA与RNA
都测序

DNA与RNA
都测序

只RNA测序

核酸提取时注意事项

需对样本进行较高强度
的破壁处理才能使病
原核酸更好地释放，具
体可采用生物酶法、物
理研磨（溶壁酶、玻璃
珠碰撞法研磨）等［71‐74］

无需特殊处理

表2 测序报告关键名词释义

中文名

测序产出数据总量

微生物类型

物种名称

特异序列数

覆盖度

深度

离散度

置信度

英文名

Total reads

Pathogen type

Species name
UniqueReads
Coverage
Depth
Distribution
Confidence

阐释及意义

测序实际产出的总序列数，其直接决定测试与检测敏感度相关，理论计算提示数据量越
高敏感度越高

检测到的微生物的关键特征类型，如细菌（G+、G-、acid‐fast），真菌（Fungi），寄生虫，病毒
（dsDNA、ssDNA、ssRNA）

检测到的微生物物种水平的名称，包括中文名和拉丁名

只比对到当前物种而不能比对到其他物种的序列数

该微生物被检测到的核酸序列长度占覆盖到该微生物整个基因组序列长度的比值

检测到的该微生物基因组上某段序列被检测到的次数

指检测到某病原微生物的序列在该病原微生物基因组上分布的随机性

置信度为高时，建议送检医生结合临床优先甄别该微生物是否为现症感染的病原微生
物；置信度为中时，建议送检医生结合临床优先甄别该微生物是否为定植或污染

附录一 RASS评分量表

得分

4
3
2
1
0
-1
-2
-3
-4
-5

名称

有攻击性

非常躁动

躁动焦虑

不安焦虑

清醒平静

昏昏欲睡

轻度镇静

中度镇静

重度镇静

昏迷

描述

有暴力行为

试着拔除气管插管、胃管或静脉点滴

身体激烈移动，无法配合呼吸机

焦虑紧张但身体只有轻微的移动

清醒自然状态

没有完全清醒，但可保持清醒超过10 s
无法维持清醒超过10 s
对声音有反应

对身体刺激有反应

对声音及身体刺激都无反应
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背景菌、定植菌、污染菌后，某一/某些病原体的检

出序列数占测序实际产出序列总数的比例越高，且

病原体的测序深度、覆盖度、离散度越大，则该病原

体被检出的可信度越高，最后还要结合临床特征综

合判断［75‐77］。（2）对于报告中所列病原体的临床考

虑，临床医生需合理的参照以下原则对测序报告进

行临床判读：①如果检测报告中所示的检出序列数

较高、基因组覆盖度高的某一（或某些）微生物是呼

吸系统社区感染的常见病原体或者其他不常见的

致病病原体，则应优先考虑这类病原体为致病病

原。②如果检测报告中所示的检出序列数较高、基

因组覆盖度高的某一（或某些）微生物是呼吸科

ICU常见的条件致病病原体或者是呼吸道常见的

定植菌（需要医生通过临床病原数据的积累进行判

断），则应先不考虑此类病原体为致病病原。③如

果检测报告中所示的病原体特异序列数较低，但属

于罕见病原体（如诺卡菌）或者胞内菌（如结核）等

类型的病原体时，也应考虑其为致病病原，可结合

临床症状来进行判读。④如果医生高度怀疑的病

原体未在检测报告中显示时，医生可要求对测序平

台的原始数据库进行重新分析和溯源查询，所以要

求测序平台对临床样本检测的原始数据及信息分

析数据的保存时间不少于2个月。

（二）其他核酸检测

现行主要的核酸检测方法有5种：实时荧光定

量聚合酶链式反应（荧光定量PCR）、环介导等温扩

增（LAMP）、微流控技术、基因芯片、核酸质谱

（PCR‐Massarray）。医生可基于临床诊断，并依据

上述 5种主要方法在临床应用上的区别（表 3），选

择合适的核酸检测方法，对BALF样本进行呼吸道

表3 5种主要的核酸检测方法的区别

方法

荧光PCR

LAMP

微流控

基因芯片

核酸质谱

单管检测通量

1~16个靶标

1~4个靶标

通量可低可高，靶
标数从一个到几
十个

高通量，可检测数
十 到 数 百 个 靶
标，甚至上千种

中通量，靶标数从
一个到三十几个

检测时长（h）
2~2.5

0.5~1

≤2.5

3~6

10~12

送检周期（d）
2~3

1~2，也可即时出
结果

1~2，也可即时出
结果

2~3

3~5

检测特点与适用检测类型

特异度、敏感度高，可定量。适用于快速检
测一种或者十几种临床高度怀疑的呼吸
道高频感染的病原体 a与常见耐药基因 b

特异度、敏感度高，不可定量。样本可提取
核酸也可简易裂解后直接上样。可快速
或即时检测一种或者十几种临床高度怀
疑的呼吸道高频感染的病原体 a

核酸扩增方式有等温扩增与变温扩增两种，
结果特异，但敏感度偏低。样本可提取核
酸也可简易裂解后直接上样。适用于检
测呼吸道高频感染的病原体 a及其他常见
病原体

敏感度偏低，不能定量。适用于临床难以给
出疑似病原体时，对症候群感染的可能种
类病原体进行盲筛

特异度、敏感度高，不能定量。适用于临床
对症候群里疑似某一类病原体（如细菌
类、病毒类、真菌类），或者常见多种病原
体进行初筛

是否适合床旁POCT
否

是

等温扩增方式的微流
控可适用于床旁即
时快检

否

否

注：a呼吸道高频感染病原体主要有：金黄色葡萄球菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、鲍曼不动杆菌、大肠埃希菌、粪肠球菌、屎肠球菌、肺

炎支原体、肺炎衣原体、肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、嗜肺军团菌、嗜麦芽窄食单胞菌、百日咳杆菌、卡他莫拉菌、结核分枝杆菌、甲型/乙型流感

病毒、副流感病毒、呼吸道合胞病毒、鼻病毒、人偏肺病毒、巨细胞病毒、腺病毒、白色念珠菌、热带念珠菌、光滑念珠菌、克柔念珠菌、耶氏肺孢

子菌、烟曲霉、黄曲霉；b常见导致细菌耐药的相关蛋白酶基因主要为：引起甲氧西林耐药的mecA基因，引起万古霉素耐药的 vanA与 vanB基

因，引起碳青霉烯类药物耐药的KPC、IMP、VIM、NDM、SIM、DIM、OXA等基因，使产超广谱β‐内酰胺酶菌株耐药的CTX‐M系列基因

附录二 镇静镇痛药物用法用量[78-80]

药物

丙泊酚

右美托咪定

阿片类药物（如舒芬太尼、瑞芬太
尼等）

用法用量

丙泊酚用于（支）气管镜诊疗的深度镇静或静脉麻醉，建议在术前静脉注射丙泊酚 1~1.5 mg/kg，维持剂量
为 1.5~4.5 mg·kg-1·h-1，随后逐渐调整剂量至 0.25 μg·kg-1·h-1

开始前10~15 min静脉泵注右美托咪定0.5~1 μg/kg，维持速度为0.2~ 0.7 μg·kg-1·h-1，单药或联合阿片类
药物应用可取得良好的镇静效果，但存在苏醒时间延长、血流动力学不稳定等风险

单次注射芬太尼 1~2 μg/kg或舒芬太尼0.1 μg/kg复合丙泊酚靶输注（浓度：3~5 mg/L）；或选择丙泊酚（浓
度：3~5 mg/L）与瑞芬太尼（浓度：1.5~3 mg/L）双靶控输注，一般要求靶控输注启始浓度较高，随后逐渐
降低。患者入睡、睫毛反射消失、呼吸平稳后可开始（支）气管镜检查，并根据患者反应适当调整镇静或
麻醉深度
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病原体的核酸检测。
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