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  摘 要:免疫功能障碍患者是重症监护病房(ICU)
  

感染并发症的高危人群,其感染具有临床表现隐匿、病

原体谱复杂(含混合感染、罕见及苛养微生物)、传统诊断手段灵敏度低下等特点,显著增加了诊疗延误与死亡

率风险。下一代测序技术(NGS),尤其是宏基因组测序(mNGS),凭借无需预设病原体、高通量解析样本中所

有核酸序列的优势,为该人群感染诊断提供了突破性解决方案。该综述系统梳理了
 

mNGS
 

在
 

ICU
 

免疫功能障

碍患者感染诊断中的应用价值,在呼吸道感染中,其对耶氏肺孢子菌、曲霉等机会性病原体的检出率显著优于

传统培养与抗原检测;在血流感染及全身性感染中,可快速识别脓毒症相关罕见病原体(如假结核耶尔森菌),
并同步分析耐药基因谱;在中枢神经系统感染中,通过脑脊液测序成功确诊弓形虫脑炎、结核性脑膜炎等疑难

病例。此外,mNGS
 

还能通过全外显子测序(WES)辅助诊断遗传性免疫缺陷病(如
 

MHC
 

Ⅱ
 

类缺陷),为感染

易感机制解析与精准治疗奠定基础。尽管当前
 

mNGS
 

面临成本较高、数据分析复杂、结果标准化不足等挑战,
但其在提升诊断效率、优化抗菌治疗策略、缩短住院时间等方面的临床获益已得到多项研究证实。未来通过技

术革新(如纳米孔快速测序)、流程标准化及多学科协作,mNGS
 

有望成为
 

ICU
 

免疫功能障碍患者感染精准诊

断的核心工具,推动该人群感染诊疗模式的革新。
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Abstract:Immunocompromised

 

patients
 

are
 

at
 

high
 

risk
 

for
 

infectious
 

complications
 

in
 

the
 

Intensive
 

Care
 

Unit
 

(ICU).Their
 

infections
 

are
 

characterized
 

by
 

occult
 

clinical
 

manifestations,complex
 

pathogen
 

profiles
 

(in-
cluding

 

mixed
 

infections,rare
 

and
 

fastidious
 

microorganisms),and
 

low
 

sensitivity
 

of
 

traditional
 

diagnostic
 

methods,significantly
 

increasing
 

the
 

risk
 

of
 

delayed
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

and
 

mortality.Next-generation
 

sequencing
 

(NGS),particularly
 

metagenomic
 

sequencing
 

(mNGS),offers
 

a
 

breakthrough
 

solution
 

for
 

diagno-
sing

 

infections
 

in
 

this
 

population
 

by
 

eliminating
 

the
 

need
 

for
 

pre-specified
 

pathogens
 

and
 

enabling
 

high-
throughput

 

analysis
 

of
 

all
 

nucleic
 

acid
 

sequences
 

in
 

a
 

sample.This
 

review
 

systematically
 

summarizes
 

the
 

appli-
cation

 

value
 

of
 

mNGS
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

infections
 

in
 

ICU
 

patients
 

with
 

immunocompromised
 

patients.In
 

re-
spiratory

 

tract
 

infections,mNGS
 

significantly
 

outperforms
 

traditional
 

culture
 

and
 

antigen
 

testing
 

for
 

oppor-
tunistic

 

pathogens
 

such
 

as
 

Pneumocystis
 

jiroveci
 

and
 

Aspergillus
 

niger.In
 

bloodstream
 

and
 

systemic
 

infec-
tions,mNGS

 

can
 

rapidly
 

identify
 

rare
 

pathogens
 

associated
 

with
 

sepsis
 

(such
 

as
 

Yersinia
 

pseudotuberculosis)
 

and
 

simultaneously
 

analyze
 

their
 

drug
 

resistance
 

profiles.In
 

central
 

nervous
 

system
 

infections,cerebrospinal
 

fluid
 

sequencing
 

has
 

successfully
 

diagnosed
 

challenging
 

cases
 

such
 

as
 

toxoplasmic
 

encephalitis
 

and
 

tuberculous
 

meningitis.Furthermore,mNGS
 

can
 

aid
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

inherited
 

immunodeficiency
 

disorders
 

(such
 

as
 

MHC
 

class
 

II
 

deficiency)
 

through
 

whole-exome
 

sequencing
 

(WES),laying
 

the
 

foundation
 

for
 

understanding
 

infection
 

susceptibility
 

mechanisms
 

and
 

providing
 

precise
 

treatment.Although
 

mNGS
 

currently
 

faces
 

challen-
ges

 

such
 

as
 

high
 

cost,complex
 

data
 

analysis,and
 

insufficient
 

standardization
 

of
 

results,its
 

clinical
 

benefits
 

in
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improving
 

diagnostic
 

efficiency,optimizing
 

antimicrobial
 

treatment
 

strategies,and
 

shortening
 

hospital
 

stays
 

have
 

been
 

demonstrated
 

in
 

numerous
 

studies.In
 

the
 

future,through
 

technological
 

innovations
 

(such
 

as
 

rapid
 

nanopore
 

sequencing),process
 

standardization,and
 

multidisciplinary
 

collaboration,mNGS
 

is
 

expected
 

to
 

be-
come

 

a
 

core
 

tool
 

for
 

the
 

precise
 

diagnosis
 

of
 

infections
 

in
 

ICU
 

patients
 

with
 

immune
 

dysfunction,driving
 

inno-
vation

 

in
 

infection
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

for
 

this
 

population.
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  重症监护病房(ICU)中的免疫功能障碍患者因其

免疫防御机制受损,成为医院获得性感染及相关并发

症的高危人群。此类患者感染的临床表现常不典型,
病原体谱复杂多样,易出现混合感染、罕见病原体及

苛养微生物感染,而传统微生物学检测方法(如培养、
抗原检测及PCR等)在灵敏度、时效性和覆盖范围上

存在明显局限,常导致诊断延迟、误诊或漏诊,进而影

响抗感染治疗的及时性与精准性,增加患者病死率及

医疗负担。
近年来,下一代测序技术(NGS)的快速发展为感

染性疾病的病原学诊断带来了革命性突破。其中,宏
基因组测序(mNGS)无需预设病原体,可对临床样本

中的全部核酸进行高通量测序,实现对细菌、真菌、病
毒及寄生虫等微生物的无偏倚检测,显著提高了病原

体检出的灵敏度与广度。在免疫功能障碍这一特殊

群体中,mNGS不仅能快速识别传统方法难以检出的

机会致病菌(如耶氏肺孢子菌、曲霉菌),还在血流感

染、中枢神经系统感染及混合感染的诊断中展现出突

出优势。此外,结合全外显子测序(WES)等技术,

mNGS还有助于揭示患者潜在的遗传性免疫缺陷,为
感染易感机制提供分子层面的解释。

尽管 mNGS在感染诊断中具有显著潜力,但其

在临床推广应用仍面临成本较高、数据分析复杂、标
准化流程缺乏、结果解读需结合临床背景等诸多挑

战。为此,本文系统综述 mNGS在ICU免疫功能障

碍患者感染诊断中的最新应用进展,重点探讨其技术

优势、临床价值及现存问题,并对未来技术优化与多

学科协作方向进行展望,以期为提升该类患者的感染

诊疗水平提供参考。

1 ICU免疫功能障碍患者感染诊断中的挑战及需求

  ICU免疫功能障碍患者由于其免疫系统的特殊

性,在感染诊断方面面临着诸多独特的挑战,同时对

快速、准确的诊断方法也有着迫切的需求。免疫功能

障碍可能源于基础疾病(如恶性肿瘤、艾滋病)、治疗

措施(如化疗、放疗、免疫抑制剂使用)或ICU获得性

因素(如长期使用广谱抗菌药物、机械通气等)[1-3]。
这些患者感染后的临床表现往往不典型,发热、白细

胞升高等传统感染征象可能被免疫抑制状态所掩盖,

导致早期诊断困难。例如,在人类免疫缺陷病毒感染

患者中,弓形虫脑炎可能表现为弥漫性脑损伤,但常

规检查难以明确病原体。HU
 

等[4]的宏基因组学研

究中通过mNGS在脑脊液中检测到弓形虫序列才得

以确诊弓形虫脑炎。此外,免疫功能障碍患者易发生

混合感染和机会性感染,感染病原体种类复杂,包括

细菌、真菌、病毒和寄生虫等,传统培养方法难以全面

覆盖这些病原体,尤其是一些苛养菌、慢生长菌和非

培养微生物[5-7]。
传统诊断方法的弊端在免疫功能障碍的患者中

更为明显,细菌培养是诊断感染的可靠标准,但培养

的时间周期长,通常需要24~48
 

h以上,而且针对已

经接受抗菌药物治疗的患者,培养的阳性率显著降

低[7-8]。DUAN等[9]针对脓毒症患者实施的研究中,
血培养结果显示阳性率仅为15.25%,而 mNGS的阳

性率高达88.98%。针对真菌与病毒感染,如真菌培

养、抗原检测和PCR之类的传统检测手段,灵敏度和

特异度参差不齐、高低不等,而且检测的范围存在一

定局限。以侵袭性肺曲霉病为例,一般的真菌培养灵

敏度偏低,血清半乳甘露聚糖检测的特异度受多种因

素的制约,而 mNGS在诊断此类感染时展示出更高

的灵敏度[10],对于一些少见的病原体或新出现的病原

体而言,传统方法一般都缺少有效的检测手段,导致

诊断延误[11-12]。

ICU免疫功能障碍患者感染诊断的核心需求是

快速、正确、全面地鉴别病原体,以引导及时有效的抗

感染治疗,改善患者预后。延迟诊断和不恰当的经验

性疗法会显著增加患者死亡率与住院时长。研究表

明,基于mNGS结果调整治疗方案,可缩短免疫抑制

患者的ICU住院时间和机械通气时间,同时降低住院

成本[5,13]。免疫功能方面有障碍的患者,感染往往与

基础免疫缺陷有关,找出病原体不仅有助于对感染本

身的治疗,还可能为基础免疫缺陷病的诊断提供线

索。例如,通过 WES发现 CIITA 基因突变,能对

MHC
 

Ⅱ类缺陷这一原发性免疫缺陷病作出诊断,从
而为患者包含了干细胞移植的长期管理和治疗提供

依据[14],理想的诊断方法应当拥有高灵敏度、高特异

度、短周转时间、广泛的病原体覆盖能力,以及能够同
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时提供病原体和耐药基因信息的特征[15-17]。

2 mNGS基础及其在感染诊断中的优势

2.1 NGS技术概述与发展 NGS技术又叫高通量

测序技术,是与传统Sanger测序(第一代测序技术)
对照而言的新一代测序方法。其核心原理为同时开

展大量DNA片段的测序,实现高流量、同步化的序列

读取,从而在短时间内生成大量的测序数据。NGS技

术的发展经历了多个阶段,有454焦磷酸测序、SOL-
iD连接酶测序、Ion

 

Torrent半导体测序,到目前广泛

采用的Illumina边合成边测序技术,加之新兴的牛津

纳米孔单分子实时测序技术[15,18-19]。这些技术在测

序原理、读长、通量、准确性及成本等方面各有特点,
符合了不同的临床及科研需求。

NGS技术基本流程由样本制备、文库构建、测序

反应和数据分析4个步骤构成。样本制备阶段需要

从临床标本(如血液、脑脊液、肺泡灌洗液等)中提取

微生物的核酸(DNA或RNA)。文库构建就是把提

取的核酸进行片段化处理,连接上特定的接头序列,
随后进行PCR扩增以富集目标序列[20]。测序反应阶

段,各NGS平台采用的测序化学原理并非一致。例

如,Illumina平台基于可逆终止子的边合成边测序,依
靠荧光信号读取碱基内容;而ONT平台则利用纳米

孔,通过检测DNA链通过时引起的电流变化来识别

碱基[18-19]。数据分析于NGS技术而言是极其关键的

一环,涉及原始数据处理、序列比对、物种注释、变异

检测及耐药基因分析等操作,此过程需要强有力的生

物信息学工具与数据库给予支持,以能从海量数据中

筛选出有临床重要性的病原体信息[15-16,20]。临床诊

断时,NGS技术的应用不断拓展且深化,最初是全基

因组测序(WGS)、WES,到针对特定基因簇的靶向测

序,如病原微生物panel、免疫缺陷病相关基因panel,
还有 mNGS、宏转录组测序等[19,21]。mNGS技术无

需预设病原体,可直接对临床样本中的所有核酸进行

测序,从而无偏倚地检测样本里存在的各类微生物,
含有细菌、真菌、病毒、寄生虫等,已成为感染性疾病

诊断里的重要手段[4-6]此外,单细胞测序技术的发展

也为研究免疫细胞异质性与免疫应答开辟了新视角,
如免疫组库测序可对T细胞受体(TCR)和B细胞受

体(BCR)的多样性进行分析,用来评估抗肿瘤的免疫

应答及免疫重建情况[22-23]。

NGS技术的发展趋势朝着更快、精度更准、成本

更低廉、自动化程度更高的方向迈进。例如,超快速

WGS可在13.5
 

h把从样本到初步诊断的过程,可用

于为危重症患者紧急诊断[16]。ONT纳米孔测序技术

具备实时测序、有便携式设备(如 MinION)及长读长

这些优势,其检测所需时间能缩短至9.6
 

h左右,为床

旁快速检测提供了可能[18-19]。同时,随着测序成本逐

步降低和数据分析流程的优化升级,NGS技术正缓缓

从科研迈向临床常规应用阶段,变成精准医疗时代不

可或缺的手段[15-17]。

2.2 mNGS在免疫功能障碍感染患者中的优势 
mNGS技术在免疫功能障碍患者感染诊断中展现出

多方面的显著优势,使其成为解决这类患者诊断难题

的关键工具。首先,mNGS具有更高的灵敏度和特异

度,能够检测到传统方法难以发现的病原体。免疫功

能障碍患者由于免疫力低下,感染后病原体载量可能

较低,或存在于难以采样的部位,传统培养方法容易

漏检。而 mNGS通过直接对样本中的核酸进行测

序,可显著提高病原体的检出率。DENG等[3]针对免

疫功能低下癌症患者的研究中,纳米孔扩增子测序的

病原体检出率为83.9%,远高于传统培养的44.6%,
尤其是在血样本中,测序的灵敏度(38.5%)显著高于

培养(0.0%)。对于苛养菌如军团菌、鹦鹉热衣原体,
以及真菌如耶氏肺孢子菌、隐球菌等,mNGS的检出

优势更为明显。段智梅等[24]在比较 mNGS和传统方

法诊断免疫功能障碍患者肺部感染的研究中,mNGS
对耶 氏 肺 孢 子 菌 和 巨 细 胞 病 毒 的 检 出 率 分 别 为

41.0%和37.2%,而传统方法仅为1.3%和7.7%。
其次,mNGS能够实现快速诊断,为免疫功能障

碍患者争取宝贵的治疗时间。免疫功能障碍患者感

染进展迅速,延迟治疗会显著增加死亡率。传统培养

方法通常需要数天时间,而 mNGS的周转时间可缩

短至24~48
 

h,新兴的纳米孔测序技术甚至可在10
 

h
内完成检测[18-19]。例如,在重症医院获得性肺炎患者

中,ONT测序的平均检测时间为9.6
 

h,显著短于

mNGS的24.7
 

h和传统培养的132
 

h[18]。快速的诊

断结果有助于临床医生及时调整抗感染治疗方案,避
免经验性广谱抗菌药物的过度使用,减少耐药菌的产

生。有研究表明,基于 mNGS结果调整治疗方案可

减少免疫功能障碍患者的28
 

d死亡率、ICU住院时间

和机械通气时间[13,25]。
第三,mNGS能够全面检测多种病原体,包括混

合感染和罕见病原体,为复杂感染的诊断提供了有力

支持。免疫功能障碍患者易发生多种病原体的混合

感染,传统方法难以同时检测多种病原体,而 mNGS
可以无偏倚地检测样本中所有微生物的核酸序列,从
而全面揭示感染的病原体谱。ZHAO等[26]在一项针

对重症肺炎患者的研究中,mNGS检测到的混合感染

率在免疫功能障碍组为58.82%,显著高于传统方法

的17.96%。此外,对于一些罕见病原体感染,如猫抓

病病原 体 汉 赛 巴 尔 通 体、隐 孢 子 虫、耶 尔 森 菌 等,

mNGS能够快速准确地识别,避免了误诊[27-28]。
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第四,NGS不仅可实现病原体的检测,还可以同

时对该病原体的耐药基因进行分析,为精准抗感染治

疗提供依据。存在免疫功能障碍的患者长期处在抗

菌药物环境里,易感染耐药菌株,mNGS可利用对测

序数据实施生物信息学分析,预测病原体耐药基因的

图谱,辅助临床选择敏感抗菌药物。ZHANG等[19]的

临床回顾分析表明,tNGS进行耐药基因检测的结果

和培养药敏结果的符合率约为65.0%。mNGS也能

用来监测ICU环境中耐药基因的分布及传播情况,为
感染控制提供参考[29]。

mNGS在ICU免疫功能障碍患者感染诊断中的

工作流程与临床整合路径需遵循严谨且连贯。首先

采集患者临床样本(如支气管肺泡灌洗液、血液、脑脊

液等),对样本进行预处理后提取其中的微生物核酸

(DNA或RNA),接着通过文库构建将核酸片段连接

特定接头并完成PCR扩增,再利用测序平台进行高

通量测序以获取原始下机数据;随后进入生物信息分

析阶段,先去除宿主基因组序列等背景干扰,再将有

效序列与微生物数据库进行比对,结合质量控制标准

筛选出具有临床意义的信息,生成包含病原体种类、
丰度及耐药基因的初步列表;最后临床医生需整合该

列表与患者的宿主免疫状态(如免疫缺陷类型、免疫

抑制程度)、影像学检查结果(如肺部CT病灶特征)及
常规实验室指标(如血常规、炎症标志物),综合判断

样本中检出的微生物是确诊感染、疑似感染还是定植

或污染,最终依据此判断指导抗感染治疗方案的制订

与调整,实现精准诊疗。

3 mNGS技术在ICU免疫功能障碍感染诊断的临

床意义与挑战

3.1 临床意义 针对ICU免疫功能障碍患者感染进

行诊断时,mNGS技术的临床价值主要表现为可大幅

提升诊断效率与准确性,尤其是对于传统检测手段不

易鉴定的病原体和复杂感染情况。有免疫功能障碍

的患者,自身免疫防御机制遭到了破坏,感染所显示

出的临床症状往往不典型,而且病原体的种类十分繁

多,涵盖细菌、真菌、病毒及寄生虫等类别,传统培养

方法一般用时比较长,而且检测呈现出的阳性结果概

率低,不能契合ICU患者对快速诊断的期望。在重症

肺炎诊断这个阶段,传统培养方法阳性率一般仅能达

到60.0%左右,而 mNGS技术的实际检出率能达到

95.0%以上,明显强化了病原体的检测效果[30-31]。这

种高灵敏度让临床医生在更早阶段明确感染源,进而

及时改变治疗方案,防止经验性广谱抗菌药物陷入滥

用困境,减缓耐药性的形成。

mNGS技术的另一个重要临床价值是它能有效

检测罕见及难培养的病原体,免疫功能出现故障的患

者易遭受罕见病原体侵害如耶氏肺孢子菌、烟曲霉

菌、米根霉等,用传统培养方法难以检测到这些病原

体,而NGS技术通过对样本中微生物核酸的直接测

序,能快速鉴定出这些病原体[32-34]。例如,一位61岁

患皮肌炎且正在接受皮质类固醇治疗的男性患者,在
经验性广谱抗菌和抗真菌药物治疗却没有起效后,通
过NGS检测发现其支气管肺泡灌洗液中存在耶氏肺

孢子菌、烟曲霉、米根霉3种真菌,据此调整治疗方案

后患者病情明显好转[32]。这一案例充分说明 mNGS
在罕见病原体检测中的关键作用,可为临床提供精准

可靠的病原学证据,引导实施针对性治疗。

mNGS技术在检测混合感染时展现出独特优势,
免疫功能出现障碍的患者时常有多种病原体的混合

感染,传统的检测途径往往只能检测出一种或几种相

关病原体,容易遗漏次要病原体,引起治疗不彻底。
而mNGS技术可同时对样本里的多种微生物加以检

测,涵盖细菌、真菌、病毒等类,全面反映感染情况。
在ZHANG等[35]有关儿童重症肺炎的研究里,NGS
检测发现,患者支气管肺泡灌洗液中存在细菌合并病

毒或真菌感染的情况,病毒感染中巨细胞病毒(CMV)
最为常见,真菌感染涉及耶氏肺孢子菌、烟曲霉等真

菌种类,这些混合感染与疾病严重程度、死亡率有显

著的相关性。通过明确混合感染的病原体组成,临床

医生可拿出更全面的治疗方案,增强治疗成功实现的

概率。

mNGS技术还可为免疫功能障碍患者的遗传背

景剖析提供重要资料,协助开展原发性免疫缺陷病

(PID)的诊断,部分免疫功能障碍的患者感染易感性

是由于遗传基因突变引起,如 MHC
 

Ⅱ类分子缺陷

等,用传统方法对这些疾病进行确诊较难,而所谓的

NGS技术,特别是全外显子测序与靶向基因panel测

序,可快速辨认出相关基因突变,明确诊断[14,36]。一

例出生117
 

d的男婴因反复感染入院,采用 WES检

测,发 现 其 CIITA 基 因 有 杂 合 突 变,诊 断 其 患 有

MHC
 

Ⅱ类分子缺陷病,给后续的干细胞移植治疗提

供了关键支撑[14]。这说明mNGS技术不光能诊断感

染,还可揭示出感染背后隐藏的遗传免疫缺陷,为患

者的长期管理及遗传咨询提供帮助。
借助mNGS技术能优化ICU患者治疗策略,提

升预后效果,通过快速准确的病原学诊断,临床医生

可及时调整抗菌药物的具体使用方案,减少不必要的

广谱抗菌药物的运用,降低住院天数,节省医疗开支,

YANG等[31]针对重症医院获得性肺炎(HAP)患者实

施的研究显示,与传统检测方法相比,使用NGS技术

的患者抗菌药物调整率更高(70.0%
 

vs.43.9%),7
 

d
内肺部感染相关症状的改善概率也更高(60.6%

 

vs.

·1211·国际检验医学杂志2026年5月第47卷第9期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,May
 

2026,Vol.47,No.9



37.9%)。虽然该研究中,两组患者28
 

d与90
 

d的死

亡率无明显差异,但已证实 NGS技术在指导精准治

疗、减少抗菌药物滥用上有优势,长期进行应用有望

进一步提高患者的预后水平。

3.2 面临的技术和应用挑战 尽管 mNGS技术在

ICU免疫功能障碍感染诊断里呈现出突出优势,但它

在技术与应用层面依然面临众多挑战,这些问题在一

定程度上限制了它在临床实际应用中的普及,技术方

面面临的挑战主要有测序成本高、数据分析繁琐及检

测灵敏度与特异度的平衡难题。前沿测序技术,尤其

是全基因组测序加上宏基因组测序,需用到价格昂贵

的仪器及试剂,单次检测所需成本偏高,这在资源有

限的医疗机构之中是个不小的负担[37-38]。mNGS所

产生的海量数据需专业生物信息学人员进行处理与

解读,含有序列比对、变异甄别、病原体注释内容等,
这既要求实验室具备强大的计算能力,还需要专业的

数据分析人才,而当前许多临床实验室在这方面有不

足[38-39]。数据分析的复杂性尤为突出,当前缺乏统一

的生物信息学分析标准和规范的数据库,不同实验室

在物种注释算法、报告阈值设定上各不相同,直接影

响结果的一致性和可比性。国家临检中心2022年的

下呼吸道感染mNGS室间质评结果显示,在122家实

验室中,合格率仅为41.8%,反映出各实验室检测水

平参差不齐,流程复杂多样且在不断变动。
就检测灵敏度和特异度相关情况而言,mNGS技

术面临着如何有效辨别感染病原体与背景微生物的

难题,临床样本多数含有大量的宿主DNA及正常菌

群,这些背景信号有概率对目标病原体的检测产生干

扰,引发检测结果呈现假阳性。不同品牌甚至不同批

次的DNA提取试剂中都存在独特的背景微生物群

落,其中可能包含常见的致病菌
 

species,这构成了假

阳性的潜在来源。在血液采集样本中,宿主DNA的

浓度往往大幅度超过微生物DNA,这会引起 mNGS
检测的灵敏度下降,提高检测效率,需通过富集微生

物DNA或者去除宿主DNA的途径,但这些前期处

理步骤或许会引入新的偏差[40-41]。由 mNGS检测到

的病原体DNA或许是来自定植而非感染,评判检测

结果的临床意义是个复杂的问题,应结合患者临床症

状、影像学检测及别的实验室指标一起判断,这造成

结果解读的难度增加[42-43]。在上述室间质评中,即便

检测到了真实病原体,仍有高达36.8%的实验室未能

依据病例信息做出准确的临床诊断,这暴露出在区分

“定植”与“感染”方面的临床解读能力存在显著不足。
应用领域的挑战主要包含检测周转时间过长、结

果标准化及质量控制不易,以及临床医生对 mNGS
结果的理解及应用能力欠佳,传统培养方法虽然耗

时,但对某些病原体(如细菌)的检测结果一般在24~
48

  

h内可获取,而 mNGS技术从采集样本起至结果

报告出来往往需24~72
 

h,这对于病情极为危急的

ICU患者而言,或许耽误最佳治疗时机[8,37]。尽管已

有研究采用优化实验流程和数据分析手段来缩短周

转时间,如nanopore靶向测序技术可以把检测时间

缩短到数小时,但这项技术的灵敏度和特异度还需要

进一步验证[44]。
 

结果标准化及质量控制成为 mNGS技术临床应

用的又一重要挑战,不同实验室采用的测序平台、文
库制备方法和数据分析流程并非一致,导致检测结果

在一致性、可比性上不佳,一项多中心研究探究了不

同mNGS方法在肺炎病原体诊断中的表现差异,发
现不同方法的灵敏度跟特异度存在显著差异,这说明

建立统一的标准化操作流程和质量控制标准十分关

键[44-45]。具体的标准化难题体现在,目前国内 mNGS
检测多为实验室自建方法,国家临检中心的质评报告

指出,参与实验室中26.2%未使用阳性质控,27.0%
未使用内参,仅76.2%的实验室全面验证过分析灵敏

度等基本性能指标,这表明质量控制体系尚不完善。

mNGS检测结果报告格式同样缺乏统一规范,如何把

复杂的测序数据转换为临床医生容易掌握的信息,是
确保NGS技术有效应用的关键[39,42]。

伦理与法规的问题也不容忽视,mNGS技术在检

测病原体的同时,大概会意外探知患者的遗传信息,
诸如基因变异或遗传疾病风险,这引发了关于隐私保

护和知情同意的伦理矛盾[38,46]。mNGS技术临床应

用缺少完善的法规监管体系,检测项目审批、质量把

控及结果报告等方面的规范未完善,这也对其推广应

用形成了一定的阻碍[38-39]。

3.3 未来发展方向 为了应对 mNGS技术在ICU
免疫功能障碍感染诊断中面临的挑战,未来的发展方

向应聚焦于技术创新、流程优化、结果解读标准化及

多学科协作等多个方面,首先,在技术创新方面,开发

更高通量、速度更快、成本更低的测序平台是核心要

点。目前,nanopore测序技术因其实时测序能力和便

携性受到普遍关注,该技术能在数小时内完成从样本

处理直至得到结果的全流程,预期能显著缩短检测周

转时间[44,47]。LIN等[44]的一项多中心研究对nano-
pore靶向测序在肺炎病原体诊断里的应用做了评估,
结果显示它的灵敏度与 mNGS较为相当,但检测所

占用的时间更短,且成本更低。随着nanopore测序

技术逐步改良,其读长和准确水平将进一步提升,有
望作为ICU快速诊断的重要法宝。
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