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摘要:
 

感染性疾病是临床常见的疾病,精确检测病原体在疾病治疗过程中至关重要。尽管感染性

疾病的诊断已取得一定进展,但仍有大量患者因病原体未被及时准确检测出而未能得到有效治

疗,严重威胁患者生命。传统的病原体检测方法耗时长、检出率低,难以满足临床需求。宏基因组

二代测序(mNGS)作为一种新型病原体检测方法,可检测细菌、病毒、真菌、寄生虫、罕见病原体及

未知病原体。虽然mNGS检测范围广,但其敏感性及特异性不高,且检测成本较高,因此 mNGS
技术在感染性疾病病原体检测中的应用存在一定局限性。本文旨在阐述 mNGS在感染性疾病病

原体检测中的应用现状及面临的挑战。
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Abstract Infectious
 

diseases
 

are
 

common
 

clinical
 

conditions,
 

and
 

precise
 

detection
 

of
 

pathogens
 

is
 

crucial
 

in
 

the
 

treatment
 

process.
 

Although
 

progress
 

has
 

been
 

made
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

infectious
 

diseases,
 

a
 

large
 

number
 

of
 

patients
 

still
 

fail
 

to
 

receive
 

effective
 

treatment
 

due
 

to
 

the
 

lack
 

of
 

timely
 

and
 

accurate
 

detection
 

of
 

pathogens,
 

posing
 

a
 

serious
 

threat
 

to
 

their
 

lives.
 

Traditional
 

pathogen
 

detection
 

methods
 

are
 

time-consuming
 

and
 

have
 

low
 

detection
 

rates,
 

making
 

it
 

difficult
 

to
 

meet
 

clinical
 

needs.
 

Metagenomic
 

next-generation
 

sequencing
 

(mNGS)
 

is
 

a
 

novel
 

pathogen
 

detection
 

method
 

that
 

can
 

detect
 

bacteria,
 

viruses,
 

fungi,
 

parasites,
 

rare
 

pathogens,
 

and
 

unknown
 

pathogens.
 

Although
 

mNGS
 

has
 

a
 

wide
 

detection
 

range,
 

its
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

are
 

not
 

high,
 

and
 

the
 

detection
 

cost
 

is
 

relatively
 

high,
 

thus
 

there
 

are
 

certain
 

limitations
 

to
 

the
 

application
 

of
 

mNGS
 

technology
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

pathogens
 

in
 

infectious
 

diseases.
 

This
 

article
 

aims
 

to
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elaborate
 

on
 

the
 

current
 

application
 

status
 

and
 

challenges
 

of
 

mNGS
 

in
 

the
 

detection
 

of
 

pathogens
 

in
 

infectious
 

diseases.
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  感染性疾病是全球重要的公共卫生问题,准确的

病原体检测在疾病治疗中起着至关重要的作用[1]。
感染性疾病不仅涵盖了法定的40种传染病,还包含

新发传染病以及一些非传染性感染疾病[2]。尽管医

学领域在传染病的诊断技术上取得了显著进展,但每

年全球仍有约1
 

500万人死于感染性疾病。因此,感
染性疾病病原体相关研究还有待进一步完善。传统

的病原体检测方法(如涂片、培养、抗原抗体检测及核

酸检测)虽应用广泛,但往往面临检测时间长、阳性率

低的问题,难以满足临床快速和准确诊断的需求[1],
因此迫切需要开发更为精准和高效的检测方法。

宏基因组二代测序(metagenomic
 

next
 

genera-
tion

 

sequencing,
 

mNGS)技术作为一种前沿的病原

体检测方法,能够全面准确地获取样本中的所有核酸

信息,并与已知微生物核酸序列数据库进行比对分

析,从而准确识别样本中的病原微生物。通过这一技

术,医生能够更有效地诊断感染性疾病类型,指导临

床治疗,并防止病情恶化,尤其在疑难、罕见感染性疾

病的诊断中发挥着重要作用。与传统病原体检测方

法相比,mNGS无需依赖微生物培养,也不需要特异

性扩增,检测范围广泛,可识别细菌、病毒、真菌、寄生

虫及罕见或未知的病原体[3]。

mNGS技术在感染性疾病诊断中的有效性较

高,但其敏感性及特异性不高,且受检测成本及生物

信息学管道标准化等方面的影响,限制了 mNGS在

临床实践中的广泛应用[4]。本文综述了 mNGS技术

在感染性疾病病原体检测中的应用现状、效果及存在

的局限性,旨在为临床提供更全面的参考。

1 mNGS在感染性疾病中的应用现状

近年来,mNGS技术在全球范围内迅速发展,并
受到广泛关注。该技术在提升感染性疾病的诊断水

平方面,尤其在处理急危重症和疑难病例时,发挥了

至关重要的作用。目前,mNGS技术已应用于呼吸

系统感染、中枢神经系统感染及血流感染(blood-
stream

 

infection,
 

BSI)等多种疾病的病原体检测[5]。

1.1 mNGS在呼吸系统感染性疾病中的应用

细菌、病毒、真菌及肺炎支原体等均可引起呼吸

道感染[6-11],见表1。由于这些病原体引起的呼吸系

统疾病临床表现相似,因此快速准确地鉴别病原体种

类,对临床决策至关重要。
表1 呼吸道感染常见病原体

种类 代表性病原体

细菌[6-8]

球菌
G+:肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、化脓性链球菌

G-:脑膜炎奈瑟菌

杆菌

G+:结核分枝杆菌、白喉棒状杆菌、厌氧菌炭疽芽孢杆菌

G-:肺炎克雷伯菌、大肠埃希菌、流感嗜血杆菌、军团菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆

菌、百日咳杆菌

病毒[9]
RNA病毒

正粘病毒:流感病毒

副粘病毒:副流感病毒、呼吸道合胞病毒、麻疹病毒

其他病毒:冠状病毒、风疹病毒、鼻病毒

DNA病毒 腺病毒

真菌[10] 曲霉菌、酵母菌、毛霉

其他[11] 肺炎支原体、肺炎衣原体、立克次体等

  注:G+:革兰氏阳性菌;
 

G-:革兰氏阴性菌。

1.1.1 mNGS与细菌检测

引起呼吸系统感染的原因众多,其中细菌是最常

见的病原体[6]。Miao等[7]发现,mNGS在肺部感染

性疾病诊断中的敏感性和特异性分别为50.7%和

85.7%,均优于传统检测方法。此外,该研究还分析

了抗菌药物使用的影响,发现在接受过抗生素治疗的

呼吸系统感染患者中,mNGS对病原体检测结果的

敏感性优于传统检测,因此还可根据 mNGS检测结

果调整抗菌药物的使用[7-8]。在呼吸系统疾病病原体

检测方面,mNGS技术较传统方法具有明显优势,尤
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其是对结核分枝杆菌的检测[12]。基于Karius的血浆

样本mNGS检测,在60%的成人和50%的儿童结核

疑似病例中检测出了结核分枝杆菌,而传统检测方法

(涂片)则只在40%的成人和25%的儿童中检测出了

结核分枝杆菌[13]。结核分枝杆菌的检测存在一定挑

战性,而mNGS有望成为结核病的首选诊断工具。

1.1.2 mNGS与病毒检测

病毒在呼吸系统感染性疾病中也占据重要地位,
约占呼吸系统感染病原体的47%[9],因其种类繁多

且变异性强,极易引发传染性疾病的爆发,如重症急

性呼吸综合征(severe
 

acute
 

respiratory
 

syndrome,
 

SARS)、中东呼吸综合征(middle
 

east
 

respiratory
 

syndrome,
 

MERS)等[14]。COVID-19大流行期间,

Ren等[15]采用mNGS技术检测肺炎患者的支气管肺

泡灌洗液样本[16],结果发现,所有患者均感染了一种

未知 的 β-CoV 毒 株,分 离 株 的 核 苷 酸 同 一 性 为

99.8%~99.9%。且 该 病 毒 与 SARS 冠 状 病 毒

(SARS-CoV)(GenBankNC_004718)和 MERS冠状

病毒(MERS-CoV)(GenBank
 

NC_019843)在核苷酸

序列上具有79.0%和51.8%的同源性,其在系统发

育 上 与 蝙 蝠 SARS 样 冠 状 病 毒 (GenBank
 

MG772933)最为接近,具有87.6%~87.7%的同源

性,但位于一个单独的分支[15]。在呼吸系统疾病病

毒检测中,mNGS能够检测出许多传统检测方法不

能识别的病毒[17],且可能用于后续疾病复发监测[18]。

1.2 mNGS在中枢神经系统感染性疾病中的应用

中枢神经系统感染性疾病(infection
 

of
 

central
 

nervous
 

system,
 

ICNS)是由多种微生物病原体引起

的疾病[19],包括脑炎、脑膜炎及脑脓肿等,是神经内

科常见的临床疾病之一。ICNS病原体的种类多样,
包括病毒、细菌、真菌、寄生虫、螺旋体及其他罕见病

原体。ICNS患者年发病率超过500万例,相关感染

的致残率较高,且死亡率超过15%[20]。因此,ICNS
的早期诊断和准确诊断在临床上具有重要意义。采

用mNGS技术检测ICNS病原体,在一定程度上缓

解了临床诊断的压力[21]。

Palacios等[22]在新英格兰医学杂志首次报道,高
通量测序能够从脑脊液中检测出沙粒病毒。随后,

mNGS诊 断 钩 端 螺 旋 体 脑 炎 也 被 相 继 报 道[21]。

mNGS能够检测多种中枢神经系统感染的病原体,
包括星状病毒[23]、嗜冷杆菌[24]、卡奇谷病毒[25]、尼罗

河病毒[26]及痤疮丙酸杆菌[27]等。此外,mNGS还可

用于诊 断 由 其 他 病 原 体 引 起 的 中 枢 神 经 系 统 感

染[28-29],如弓形虫、阿米巴原虫等。这表明 mNGS在

ICNS的临床诊断中具有重要的应用价值。

1.3 mNGS
 

在血流感染中的应用

BSI是病原微生物侵入血液循环系统并在体内

繁殖的一种全身感染性疾病,近年来因其高发病率及

高致死率受到广泛关注。BSI的年发病率可高达

2.04%,患者的死亡率为20.6%,约占重症监护病房

(intensive
 

care
 

unit,
 

ICU)患者的10%[30-32]。延误诊

断和无效治疗可导致感染性休克、多器官衰竭、弥散

性血管内凝血,甚至死亡。快速且准确的病原体检测

对BSI患者的治疗和预后至关重要。血培养作为目

前BSI诊断的金标准,其敏感性并不理想[33]。
近年来,mNGS在疑似BSI患者的病原体检测

中展现出巨大潜力。Liu等[32]研究发现,mNGS在诊

断BSI方面表现出较高的灵敏度,且可检测到更广泛

的病原体种类。Wu等[34]采用 mNGS技术,在严重

烧伤BSI患者中,检测出真菌感染和合并感染。此

外,Qin等[33]研究发现,mNGS可快速检测脓毒症和

BSI患者体内的病原体,且阳性率高,常规血培养联

合mNGS技术可显著降低脓毒症和BSI患者的死亡

率。并且,采用 mNGS技术还可缩短脓毒症和BSI
患者的总住院时间和ICU住院时间。

2 mNGS在感染性疾病中面临的挑战

鉴于目前 mNGS技术涉及到实验环境、样本制

备、核酸测序及生物信息学管道标准化等方面,任何

步骤失误都有可能影响检测结果。因此,临床采用

mNGS技术还需综合考虑检测通量(包括患者数量

与样本量)、靶点数量、仪器试剂成本、检测周期及患

者个体情况等多重因素。只有在适宜的场景下采用

最优化的检测方法,才可最大程度地惠及患者。此

外,正确解读 mNGS报告也是该技术在临床应用中

面临的挑战之一。这要求临床医生不仅具备扎实的

理论基础,还需具备一定的生物信息学分析能力。

2.1 mNGS技术检测价格较高

尽管mNGS的检测成本已大幅降低,但与临床

常规检测方法相比,仍处于较高水平[35],mNGS的检

测价格高达两三千元。相比之下,传统的病原体培养

检测和抗原抗体检测费用则较低,通常在几十到几百

元之 间,涂 片 和 核 酸 检 测 的 费 用 也 仅 在 百 元 之

内[36-37]。此外,送检时应严格遵守标准流程,避免不

必要的检测,以免增加患者的经济负担。

2.2 mNGS技术检测时间较长

mNGS技术与普通聚合酶链式反应相比,两个

体系截然不同,前者耗时较长,仅前期样本处理就需

要4~6
 

h。此外,测序前的核酸提取和建库过程进一
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步延长了整体检测时间[38-39]。这一系列复杂的过程

取决于数据量、自动化程度及能否有效检测到耐药基

因等。

2.3 mNGS临床解读面临的挑战

mNGS结果的解释目前缺乏明确的“阳性或阴

性”标准,同时缺少统一的解读规范,包括序列数阈

值、敏感性及特异性评估[39-40]。mNGS的解读需要

考虑其准确性和复杂性。准确性方面,基于 mNGS
无偏性和高敏感性的特点,检测报告中可能会出现假

阳性结 果,基 于 临 床 因 素 和 实 验 室 因 素 的 影 响,

mNGS也存在假阴性结果[39]。复杂性方面,mNGS
结果解释受背景信号、生物信息学分析测序平台、实
验室环境、获得样本前患者是否接触抗生素等影

响[39]。所以 mNGS报告的解读不能仅凭结果简单

判断,还需结合患者临床症状、微生物种类、分子生物

学及影像学、临床医生等综合评估。

3 小结与展望

mNGS技术在感染性疾病病原体检测方面发挥

着重要作用,然而mNGS技术仍面临诸多挑战,亟需

进一步改进和优化。随着 mNGS技术的不断进步,
相信这些问题将逐步得到解决,未来该技术能够更为

广泛地应用于感染性疾病病原体检测中,有助于感染

性疾病的早期诊断,提高患者临床疗效。
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