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　 　 【摘要】 传统微生物学检测方法难以满足临床复杂多变的病原体检测需求。 近年来， 新兴的宏基因组高通量测序

（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｍＮＧＳ） 技术被广泛应用于各种感染性疾病诊断、 新发及突发传染病病因分析、
耐药基因检测和宿主免疫应答分析等领域。 ｍＮＧＳ 检测流程十分复杂， 检测过程中每一步骤引入的变异均会影响检测结

果的准确性。 检测方法缺乏标准化、 人员认知和能力不足、 仪器试剂成本高昂是 ｍＮＧＳ 临床推广面临的主要障碍， 因此

亟需对检测方法进行标准化、 规范化， 快速提升检测人员的认知和综合能力。 未来， 整合 ｍＮＧＳ 病原体信息、 转录组信

息和耐药基因信息以提高对感染性疾病患者的临床管理水平是 ｍＮＧＳ 检测的重要发展方向。
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　 　 当前， 新型冠状病毒感染仍在全球流行， 猴痘、
埃博拉等一系列突发传染性疾病正在严重危害全球公

众健康［１］ 。 如何及时准确地实现对新发、 突发或罕

见病原体的检测是临床微生物学领域面临的严峻挑

战。 传统微生物学诊断技术主要包括分离培养、 免疫

学检测及微生物核酸 （ＤＮＡ 或 ＲＮＡ） 检测， 然而受

时效性、 准确性及有限病原体检测范围的限制， 传统

微生物学检测技术难以满足临床复杂多变的病原体检

测需求。 宏基因组高通量测序 （ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔ⁃
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｍＮＧＳ） 技术是对标本中全部

核酸进行高通量测序， 并通过生物信息学分析以识别

标本中病原体的检测方法［２］ 。 近年来， ｍＮＧＳ 技术凭

借不依赖传统微生物培养、 病原体覆盖广及无须预先

假设存在的病原体等优势， 已成功应用于多种类型临

床感染性疾病的病原体诊断， 新发、 突发传染病的调

查， 耐药基因检测以及宿主免疫应答分析等领域。 本

文将概述 ｍＮＧＳ 检测国内外临床应用现状， 并对该领

域未来发展所面临的挑战与前景进行论述。

１　 ｍＮＧＳ 临床应用现状

１ １　 诊断感染性疾病

在感染性疾病诊断领域， ｍＮＧＳ 侧重于对病原体

基因组的识别和分析［３］ 。 近年来， 众多独立医学实

验室已广泛开展基于高通量测序的病原体检测并应用

于不同类型感染性疾病 （神经系统感染、 呼吸系统

感染、 血流感染等） 的病原体诊断［４］ 。 广泛的病原

体谱和无菌脑脊液标本使 ｍＮＧＳ 最先用于临床神经系

统感染的诊断。 ｍＮＧＳ 诊断脑脊液标本中病原体的灵

敏度为 ７３％～９２％， 特异度为 ９６％ ～ ９９％ ［５］ 。 在诊断

神经系统感染时， ｍＮＧＳ 与常规微生物学检测 （即培

养、 免疫学检测等） 的阳性符合率为 ８０％， 阴性符

合率高达 ９８％ ［６］ 。 与脑脊液等无菌标本不同， 呼吸

道、 泌尿生殖道等表面存在大量正常菌群定植， 增加

了 ｍＮＧＳ 检测的挑战性。 ｍＮＧＳ 检测肺泡灌洗液标本

中病原体的灵敏度为 ９５ １８％， 特异度为 ９１ ３０％ ［７］ 。
由于方法学和比较 “金标准” 的不同， 各研究中

ｍＮＧＳ 诊断下呼吸道感染的性能存在较大差异， 灵敏

度为 ４７ ９％ ～ １００％， 特异度为 ４１ ７％ ～ １００％ ［８］ 。 因

血液流经全身， 不同感染部位也可将足量的病原体核

酸释放入血液用于感染性疾病的检测， 通过检测血液

中的微生物细胞游离 ＤＮＡ （ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｅｌｌ⁃ｆｒｅｅ ＤＮＡ，
ｍｃｆＤＮＡ） 不仅可诊断血流感染也可用于难以取样或

深部部位的感染 （如心内膜炎、 侵袭性真菌感染

等）， 扩大了 ｍＮＧＳ 的检测范围［９］ 。 第一个商业化的

定量 ｍＮＧＳ 方法 （Ｋａｒｉｕｓ 实验） 检测 ３５０ 例疑似脓毒

症患者的灵敏度为 ９２ ９％， 特异度为 ６２ ７％ ［１０］ 。 能

够检测来自全身的 ｍｃｆＤＮＡ 是 ｍＮＧＳ 的优势， 但鉴定

出病原体后如何结合临床特征判断病灶位置是实际应

用中面临的难题。 血液中也常会检测到来自皮肤、 口

腔、 肠道等部位的微生物， 且载量较低， 需设置合理

的阈值过滤掉低载量的微生物［１１］ 。
１ ２　 发现未知病原体

ｍＮＧＳ 广泛的病原体检测谱和发现未知病原体的

能力使其成为新发、 突发传染病的有效检测工具。
２０１９ 年 １２ 月初， 湖北武汉出现了一种不明原因的重

症肺炎， 宏基因组 ＲＮＡ 测序在 ５ ｄ 内就鉴定并分析

出了新型冠状病毒的基因组， 而 ２００３ 年 ＳＡＲＳ 的鉴

定耗时 ５ 月余， ２０１３ 年 Ｈ７Ｎ９ 的鉴定耗时 １ 月余［１２］ 。
宏基因组 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 测序已成功应用于埃博拉病毒、
寨卡病毒和新型冠状病毒等新发、 突发疾病病原体的

实时分析， 可监测流行病学信息、 识别病毒突变类

型等［１３］ 。
１ ３　 检测耐药基因

ｍＮＧＳ 检测获得的微生物基因组信息不仅可用

于物种鉴定， 还可进一步分析其耐药基因。 在临床

实践中， 为快速从物种组成复杂的临床标本中获得

耐药基因信息， 通常不进行基因组的从头组装， 而

直接使用 Ｂｏｗｔｉｅ２ 或 ＢＷＡ 等比对软件将 ｒｅａｄｓ 比对

到耐药基因参考数据库， 或将 ｒｅａｄｓ 拆分为 ｋ⁃ｍｅｒｓ
后比对到参考数据库［１４］ 。 ｍＮＧＳ 检测耐药基因的性

能受多方面因素的影响， 如病原体种类、 抗生素类

型、 测序类型 （ ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 测序） 等。 ｍＮＧＳ 预

测下呼吸感染患者耐药基因的准确度为 ７８％ ～ ８７％，
通过结合 ＣＲＩＳＰＲ ／ Ｃａｓ９ 靶向富集策略可将低丰度的

耐药基因富集 ２５００ 倍［１５⁃１６］ 。 ｍＮＧＳ 预测耐药基因

的准确度尚需进一步评估， 但随着靶向富集技术的

发展和生物信息学分析流程的完善， 准确检出耐药
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基因将不再是限制 ｍＮＧＳ 的主要瓶颈， 而耐药基因

的结果解读将是面临的重要挑战。 在临床应用中，
当标本来源于正常菌群定植或污染的部位时， 耐药

基因需从复杂多样的物种组成中明确来源菌种， 此

外检测到的耐药基因型与表型可能不一致［１７］ ， 因

此， 当 ｍＮＧＳ 检测到可能存在相应的耐药基因时，
需通过相应的抗生素敏感试验确认后， 指导临床选

择相应的治疗药物。
１ ４　 分析宿主转录组

最新的 ｍＮＧＳ 研究结合微生物物种鉴定和宿主转

录组信息建立机器分类模型， 进一步提高了 ｍＮＧＳ 诊

断感染性疾病的性能。 通过整合 ｍＮＧＳ 检测到的病原

体信息、 微生物组多样性和宿主转录组等多方位信息

诊断下呼吸道感染患者的阴性预测值高达 １００％ ［１８］ 。
诊断由人体免疫失调引起的脓毒症感染是整合宿主⁃
微生物 ｍＮＧＳ 分析的另一重要应用场景。 利用 ｍＮＧＳ
检测血浆标本获得的宿主和微生物信息开发的集成脓

毒症诊断模型可鉴定出 ９９％临床诊断为脓毒症的患

者［１９］ 。 联合 ｍＮＧＳ 检测结核分枝杆菌的高特异性和

宿主转录组分类模型的高敏感性， 诊断结核性脑膜炎

的灵敏度高达 ８８ ９％， 特异度高达 ８６ ７％ ［２０］ 。 充分

挖掘单一 ｍＮＧＳ 检测获得的病原体、 微生物组和宿主

转录组信息以提高 ｍＮＧＳ 诊断感染性疾病的准确性是

重要的发展方向。

２　 ｍＮＧＳ 面临的挑战

ｍＮＧＳ 检测流程复杂， 包括核酸提取、 文库制

备、 上机测序、 生物信息学分析和结果报告等， 检

测过程中每一步骤引入的变异均会影响检测结果的

准确性。 ｍＮＧＳ 检测的影响因素众多且在不断变化

中， 需随时更新调整， 因此 ｍＮＧＳ 不适用于体外诊

断产品， 现有的 ｍＮＧＳ 方法均属于实验室自建检测

（ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ⁃ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｔｅｓｔｓ， ＬＤＴｓ） ［２１］ 。
２ １　 核酸提取

核酸提取方法的选择依赖于待检样本类型。 不

同试剂盒对不同类型病原体的提取效率差异较大。
例如， 某些试剂盒对革兰阳性细菌或真菌等厚壁微

生物的提取效率较差， 采用 ＤＮＡ＋ＲＮＡ 共同提取方

法较单独提取 ＲＮＡ 通常会产生较低的 ＲＮＡ 病毒基

因组覆盖率等［２２⁃２３］ 。 珠磨法破壁能够提高厚壁微生

物的提取效率， 但随着珠磨频率的增加或时间的延

长， 存在基因组过度碎片化的风险［２４］ 。 因此， 必

须对选取的病原体核酸提取试剂盒进行充分的性能

确认或验证， 以明确所选试剂盒对不同类型微生物

的提取效率。
２ ２　 去除宿主 ＤＮＡ

感染性标本 （如痰液、 肺泡灌洗液等） 往往含

有大量人类白细胞， 导致测序结果中绝大部分核酸

（９０％， 甚至＞９９％） 为人源序列， 从而降低了样本中

低浓度病原体的检测敏感性［２５］ 。 为增加 ｍＮＧＳ 的检

测敏感性， 节约测序资源， 实验室通常采用去除宿主

核酸策略以富集微生物核酸， 如采用渗透裂解或表面

活性剂 （如皂苷） 等选择性裂解宿主细胞， 然后用

核酸酶分解宿主 ＤＮＡ［２５］ 。 然而， 增加去除宿主 ＤＮＡ
步骤延长了样本周转时间， 增加了引入试剂中假阳性

微生物的风险， 可能导致检测偏倚。 用于裂解细胞的

化学试剂 （如皂苷等）， 不仅可破坏宿主细胞， 还可

在一定程度上溶解微生物的细胞壁， 特别是细胞壁较

薄或无细胞壁的微生物， 如病毒、 革兰阴性菌等［４］ 。
当用核酸酶处理宿主 ＤＮＡ 时， 这些释放出的微生物

ＤＮＡ 也会不可避免地被分解， 若该微生物浓度较低

则易产生假阴性结果。 无论采用何种方式去除宿主

ＤＮＡ， 在考虑微生物富集效率的同时不应忽视造成的

特定种类微生物漏检或引入外源性假阳性微生物的风

险， 因此， 实验室在选择应用去宿主环节时需对所选

方法进行充分的性能确认。
２ ３　 文库制备和测序

ｍＮＧＳ 文库制备包括 ＤＮＡ 片段化、 末端修复、
添加 Ａ 尾、 接头连接和 ＰＣＲ 扩增富集 （适用时）。
对于低微生物量 ／ 浓度的临床标本， 在接头连接后需

进行文库扩增， 一般 １２ ～ １６ 个循环［２６］ 。 文库扩增时

会引入扩增偏倚， 建议尽量不增加接头连接后扩增循

环的次数［２６］ 。 我国各实验室在 ｍＮＧＳ 检测中应用最

广泛的是 ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台和华大测序平台， 其中

ＳＥ５０ 是最常用的测序模式［４］ 。 ｉｌｌｕｍｉｎａ 和华大等短

读长测序平台具有测序通量高且错误率低的优势，
是目前临床 ｍＮＧＳ 检测的首选测序平台， 但其存在

操作繁琐、 测序时间长且测序价格高等缺点［２７］ 。
长读长测序平台 （如 Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ ＭｉｎＩＯＮ） 的长

读长、 实时分析优势提供了 ｍＮＧＳ 用于耐药基因检

测和病原体快速诊断的重要方向， 但其具有较高的

错误率 （１％ ～ １０％） 且测序通量较低［１３］ 。 测序深

度的选择取决于 ｍＮＧＳ 检测的预期用途和成本预

算。 例如， 若 ｍＮＧＳ 检测目的为耐药基因分析， 则

需比鉴定病原体更高的测序深度 （１０ ～ １００ 倍） ［２８］ 。
因组织标本比体液标本中存在更多的人源核酸， 相

应微生物占比较少， 在检测组织标本时实验室可通
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过增加测序深度提高微生物数据量［２９］ 。 由于临床

标本中病毒载量普遍较低， 用于诊断病毒感染的测

序深度不应低于１０ Ｍ［２６］ 。 在临床标本常见的人源

细胞背景下 （１０５ ｃｅｌｌｓ ／ ｍＬ）， ２０ Ｍ ｒｅａｄｓ 是推荐的测

序数据量［３０］ 。
２ ４　 生物信息学分析

ｍＮＧＳ 的生物信息学分析流程主要包括数据质

控、 去除低质量的序列、 去除人源序列和微生物序列

注释等［３］ 。 下机数据经拆分后可首先采用 ＦＡＳＴＱＣ 或

ＭｕｌｔｉＱＣ 进行样本测序数据的质量评估， 然后使用

Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ、 ｆａｓｔｐ、 Ｃｕｔａｄａｐｔ 等软件进行数据质量过

滤， 包括过滤测序接头、 低质量序列、 低复杂度序

列、 重复序列等［３１］ 。 质控后的测序数据常采用 ＢＷＡ
（Ｂｕｒｒｏｗｓ⁃Ｗｈｅｅｌｅｒ Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）、 Ｂｏｗｔｉｅ、 ＳＮＡＰ 等工具，
与人源参考基因组数据库 （包括人基因组、 转录组、
线粒体、 核糖体等） 比对过滤人源核酸序列从而获

得高质量的微生物序列。 临床宏基因组物种分类通

常基于 ｒｅａｄｓ 比对的方式直接将微生物序列与参考

基因组数据库中的序列进行比对分析， 通过比对获

得已知物种或功能基因序列的丰度， 常用软件包括

ＢＷＡ、 Ｋｒａｋｅｎ ／ Ｋｒａｋｅｎ ２ 等。 数据库的选择对物种分

类结果具有显著影响。 全面的公共数据库 “大而

全”， 但其存在大量错误注释、 物种信息完整度差

异大等问题， 当比对到错误注释的序列后会产生假

阳性结果； 而精简的数据库可能遗漏新发现或罕见

的微生物， 导致假阴性结果［３１］ 。 因此， 实验室需

从公开数据库中挑选、 整理、 分类基因组序列， 并

进一步整理成本实验室微生物及人源序列比对数据

库。 理想的微生物参考数据库应涵盖相关微生物的

全部遗传多样性信息， 并避免含人源序列、 低质量

或错误注释的基因组序列［３２］ 。
２ ５　 阈值的建立和结果解读

ｍＮＧＳ 检测需在开展方法学性能确认阶段建立阳

性阈值， 以从测序结果中排除 “湿实验” 过程中各

种来源的污染微生物和 “干实验” 中由于基因组同

源导致错误比对的假阳性微生物等。 在设置阳性阈值

时可考虑如下度量标准： 检测到的微生物特异性

ｒｅａｄｓ 数、 标准化的每百万条 ｒｅａｄｓ 中比对到该微生物

的 ｒｅａｄｓ 数 （ＲＰＭ 值）、 覆盖非重叠基因组区域的数

目、 以及外部无模板对照样本或内参的 ｒｅａｄｓ 数

等［２１］ 。 将 ｍＮＧＳ 用于感染性疾病诊断的主要挑战是

区别上述判断为阳性的微生物是来自正常菌群、 污染

微生物或病原体。 实验室应减少假阳性微生物核酸的

引入， 通过设置规范的工作分区、 严格无菌操作、 进

行频繁且广泛的清洁、 使用无菌处理的耗材等方式避

免污染的引入［２６］ 。 另一方面， 实验室应监测污染来

源， 通过日常设置阴性质控品 （如健康人血浆、 人

工模拟体液等） 及无模板对照 （如样本收集 ／ 储存介

质、 核酸提取、 文库构建试剂的缓冲液、 无菌水等）
长期监测实验室污染微生物的种类、 丰度等信息， 建

立实验室环境及试剂常见背景微生物数据库， 并保持

动态监测与定期更新［３３］ 。 目前尚无统一的 ｍＮＧＳ 结

果报告标准， 在结果解读前， 首先需对 ｍＮＧＳ 的测

序质量、 内参的回收量、 阴性质控和无模板对照等

情况进行评估［３２］ 。 对超过阈值的微生物需进一步

判断为定植微生物、 条件致病微生物还是致病微生

物。 ｍＮＧＳ 结果解读时需要具有分子生物学、 临床

医学、 临床微生物学和生物信息学等专业人员组成

的跨学科团队， 结合标本的类型及来源、 患者的临

床表现、 抗生素治疗史及治疗反应、 其他微生物学

检测结果等综合分析该微生物的致病性， 作出合理

的病原学诊断决策［２１］ 。 必要时， 可采用培养、 血

清学检测、 荧光 ＰＣＲ、 ＰＣＲ⁃Ｓａｎｇｅｒ 测序等传统技术

确认 ｍＮＧＳ 的结果。 如怀疑存在物种错误注释时，
可使用 ＢＬＡＳＴ 软件手动复核［３２］ 。
２ ６　 质量控制

在开展临床服务前， 需对 ｍＮＧＳ 检测系统 （包含

人、 机、 料、 法、 环 等 ） 进 行 充 分 的 性 能 确 认。
ｍＮＧＳ 分析性能指标应包括但不限于精密度、 准确

度、 灵敏度、 特异度 （包括抗干扰能力） 和稳定性

等［２６］ 。 实验室应建立室内质量控制的标准作业程序，
设置弱阳性质控品、 阴性质控品和无模板对照样本

等［２６］ ， 建立日常检测质量控制标准及关键点， 明确

该方法的分析性能指标以及检测的局限性。 此外， 实

验室应定期参加室间质量评价 ／ 能力验证或实验室间

比对， 发现检测过程中存在的问题并积极完善， 以保

证检测结果的准确性［４］ 。

３　 小结与展望

近年来 ｍＮＧＳ 技术在国内外高速发展， 并受到广

泛关注。 其在提高感染性疾病 （特别是急危重症和

疑难病例） 诊断水平方面发挥了重要作用， 但检测

方法缺乏标准化、 人员认知和能力不足以及仪器试剂

成本高昂是临床推广面临的主要障碍［１］ 。 首先， 标

准化检测是推广 ｍＮＧＳ 用于临床诊断的基石， 随着各

种新技术、 新方法的出现， 迫切需要更多的方法学标

准化研究以规范从临床适应证、 样本采集、 检测至结
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果报告的 ｍＮＧＳ 全流程。 其次， 培养熟练掌握标准操

作流程、 具备一定生信分析技能、 拥有临床微生物学

和临床医学背景知识的复合型人才， 提高人员的知识

储备和综合能力是目前临床开展 ｍＮＧＳ 检测的迫切需

求。 此外， 各实验室开展宏基因组 ＤＮＡ 或 ＲＮＡ 测序

的价格较高， 一定程度上限制了 ｍＮＧＳ 的广泛应

用［３４］ 。 然而， ｍＮＧＳ 能够在一次测试中鉴定出所有潜

在的病原体， 可能比一系列的传统微生物学检测更具

成本效益。 因此， 迫切需要大规模、 前瞻性临床研究

和经济学数据评估 ｍＮＧＳ 在改善感染性疾病患者临床

管理方面的具体价值［８］ 。
充分整合 ｍＮＧＳ 获得的病原体信息、 转录组信息

和耐药基因信息等有助于综合提高对感染性疾病患者

的临床管理水平， 是 ｍＮＧＳ 的重要发展方向。 相信未

来大规模、 前瞻性临床研究可更好地回答 ｍＮＧＳ 是否

能以更低的费用改善感染性疾病患者临床管理这一

问题。
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