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  摘 要:目的 利用宏基因组二代测序(mNGS)分析寄生虫感染的病原谱构成,并探讨其与患者临床特征

的关系。方法 回顾性收集2022年1月至2024年12月经mNGS检出寄生虫患者的临床资料,分析病原谱特

征及实验室炎症指标[白细胞介素-6(IL-6)、C反应蛋白(CRP)、降钙素原(PCT)、白细胞计数(WBC)及各类细

胞百分比等],比较原虫与蠕虫感染的差异。结果 共检出29例寄生虫,其中原虫占55.2%(16/29),以刚地弓

形虫为主(31.3%);蠕虫占44.8%(13/29),以多房棘球绦虫为主(46.2%)。实验室指标分析结果显示,蠕虫组

嗜酸性粒细胞百分比和计数均显著高于原虫组(P<0.01),而CRP、PCT、IL-6其他炎症指标在两组间差异无

统计学意义(P>0.05)。结论 mNGS可揭示寄生虫感染的病原谱特征,伴有蠕虫感染时嗜酸性粒细胞明显

升高的特点。mNGS联合常规血清学检测可提升诊断准确性,为寄生虫感染的精准诊治提供重要依据。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

composition
 

of
 

the
 

pathogen
 

spectrum
 

of
 

parasitic
 

infections
 

using
 

metagenomic
 

next-generation
 

sequencing
 

(mNGS)
 

and
 

to
 

explore
 

its
 

relationship
 

with
 

the
 

clinical
 

characteris-
tics

 

of
 

patients.Methods Clinical
 

data
 

of
 

patients
 

with
 

parasitic
 

infections
 

detected
 

by
 

mNGS
 

from
 

January
 

2022
 

to
 

December
 

2024
 

were
 

retrospectively
 

collected.The
 

characteristics
 

of
 

the
 

pathogen
 

spectrum
 

and
 

labo-
ratory

 

inflammatory
 

indicators
 

[interleukin-6
 

(IL-6),C-reactive
 

protein
 

(CRP),procalcitonin
 

(PCT),white
 

blood
 

cell
 

count
 

(WBC),and
 

various
 

cell
 

percentages,etc.]
 

were
 

analyzed.The
 

differences
 

between
 

protozoan
 

and
 

helminth
 

infections
 

were
 

compared.Results Totally
 

29
 

cases
 

of
 

parasitic
 

infections
 

were
 

detected.Proto-
zoa

 

accounted
 

for
 

55.2%(16/29),predominantly
 

Toxoplasma
 

gondii
 

(31.3%),Helminths
 

accounted
 

for
 

44.8%
 

(13/29),predominantly
 

Echinococcus
 

multilocularis
 

(46.2%).The
 

analysis
 

of
 

laboratory
 

indicators
 

showed
 

that
 

the
 

percentage
 

and
 

count
 

of
 

eosinophils
 

in
 

the
 

helminth
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

protozoan
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.01),while
 

other
 

inflammatory
 

indicators
 

such
 

as
 

CRP,PCT,IL-6,showed
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P>
0.05).Conclusion mNGS

 

provides
 

a
 

comprehensive
 

characterization
 

of
 

the
 

pathogen
 

spectrum
 

in
 

parasitic
 

in-
fections,with

 

helminth
 

infections
 

exhibiting
 

a
 

marked
 

elevation
 

in
 

eosinophils.The
 

infection
 

by
 

helminth
 

shows
 

a
 

distinct
 

feature
 

of
 

elevated
 

eosinophils.The
 

combination
 

of
 

mNGS
 

and
 

conventional
 

serological
 

tests
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can
 

improve
 

the
 

diagnostic
 

accuracy
 

and
 

provide
 

an
 

important
 

basis
 

for
 

the
 

precise
 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

parasitic
 

infections.
Key

 

words:metagenomic
 

next-generation
 

sequencing; parasitic
 

infections; pathogen
 

spectrum; pro-
tozoa; helminths

  寄生虫感染是全球范围内重要的公共卫生问题,
其临床表现复杂多样且缺乏特异性,传统诊断方法如

病原体镜检、血清学抗体检测及靶向PCR技术存在

灵敏度低、依赖先验假设等局限性,尤其在混合感染

及罕见寄生虫感染中易导致漏诊或误诊[1]。病原宏

基因组二代测序(mNGS)是不基于培养,直接从环境

或临床样本中提取全部微生物核酸,利用基因组学的

研究策略研究样本中所包含的全部微生物的遗传组

成及其群落功能,可广泛分析临床样本微生物组(细
菌、真菌、病毒和寄生虫)的高通量测序方法。mNGS
的优点在于不需要培养,不需要前提假设,能够基本

达到对细菌、病毒、真菌和寄生虫等所有已知基因序

列的病原微生物全覆盖,且具有检测新发病原体和罕

见病原体的能力。近年来,mNGS凭借其无偏倚、广
覆盖和高通量的优势,逐渐成为感染性疾病病原学诊

断的重要工具,尤其在免疫抑制患者和危重症感染中

展现出显著价值[2-4]。多项研究证实,mNGS在脑囊

虫病、阿米巴脑炎及利什曼原虫感染等复杂寄生虫病

的诊断中具有突破性意义,检测灵敏度显著高于传统

方法[5-7]。然而,目前关于 mNGS在寄生虫感染中的

应用多局限于个案报道,缺乏系统性研究,尤其是原

虫与蠕虫感染在流行病学、宿主免疫反应及实验室指

标方面的差异尚未明确。因此,本研究旨在通过回顾

性分析mNGS检出的寄生虫病例,进一步探讨寄生

虫感染人群的人口学特征及炎症标志物变化规律。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2022年1月至2024年12月在

四川大学华西医院精准医学中心进行 mNGS检出寄

生虫的29例患者临床资料。根据mNGS检出的寄生

虫种类,将患者分为原虫感染组与蠕虫感染组。本研

究所用样本类型包括血液、脑脊液、肺泡灌洗液、肝脏

穿刺液、胆汁、肾脏脓液等,均为临床疑诊感染并行

mNGS检测的常规送检样本。收集患者基本信息,以
及白细胞介素-6(IL-6)、C反应蛋白(CRP)、降钙素原

(PCT)、白 细 胞 计 数 (WBC)、中 性 粒 细 胞 计 数

(NEU)、中性粒细胞百分比(NEU%)、淋巴细胞计数

(LYM)、淋巴细胞百分比(LYM%)、嗜酸性粒细胞计

数(EOS)、嗜酸性粒细胞百分比(EOS%)等指标。

1.2 mNGS检测分析 (1)样本处理与DNA提取:
临床样本经玻璃珠振荡混匀后,取0.5~3.0

 

mL样

本,加入7.2
 

μL溶菌酶(天根生化科技)进行细胞壁

酶解破碎。混匀振荡后取300
 

μL样本,按照TIANa-
mp微量DNA提取试剂盒(天根生化科技)说明书进

行DNA提取,用于后续文库构建。(2)文库构建与测

序:提取的核酸经酶切片段化、末端修复、接头连接及

PCR扩增完成文库构建。采用安捷伦2100生物分析

仪(Agilent
 

2100
 

Bioanalyzer)进行文库质控,文库片

段大小控制在200~300
 

bp。使用Qubit
 

dsDNA
 

HS
检测试剂盒(Thermo

 

Fisher
 

Scientific)测定DNA文

库浓度。根据检测浓度等量混合文库,经环化形成单

链环状结构,通过滚环扩增生成DNA纳米球后,加载

至测序芯片,采用 MGI2000测序平台进行高通量

mNGS测序。(3)质量控制:每个样本的数据量不低

于20兆序列数且内参检出,若未达到要求需重新进

行检测。每一批次均设置阳性对照和阴性对照,要求

阳性对照的序列能够成功检出,且其基因组覆盖度与

测序深度符合预期,否则该批次所有样本均需重新进

行检测。(4)数据分析:原始测序数据首先经质控过

滤去除低质量及接头污染序列,随后通过BWA软件

(http://biobwa.sourceforge.net/)与人类参考基因

组比对去除宿主序列。剩余数据经低复杂度序列过

滤后,比对至华大微生物参考数据库 PMDB(涵盖

6
 

350种细菌、1
 

064种真菌、4
 

945种病毒及234种寄

生虫),最终按细菌、真菌、病毒、寄生虫、支原体/衣原

体等分类输出mNGS检测结果。

1.3 统计学处理 采用SPSS26.0软件进行统计分

析。计量资料以频数或百分率描述,组间差异分析采用

χ2 或Fisher确切概率法,符合正态分布的连续变量以

x±s表示,组间比较采用独立样本t检验,非正态分布

的连续变量以M(P25,P75)表示,组间比较采用 Mann-
Whitney

 

U 检验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 寄生虫种类分布特征及实验室检查结果 共计

检出29例寄生虫,其中原虫16例(55.2%),蠕虫13
例(44.8%)。检出的原虫中,刚地弓形虫占比最高

[31.3%(5/16)];蠕虫中,多房棘球绦虫占比最高

[46.2%(6/13)]。蠕虫组与原虫组患者在性别及年

龄上比较差异无统计学意义(P>0.05)。在炎症反应

指标中,蠕虫组的 EOS%和 EOS显著高于原虫组

(P<0.05);两组PCT、CRP、IL-6、WBC、NEU%和

LYM%等炎症标志物比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。见表1。
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表1  蠕虫组与原虫组基线特征及实验室指标比较[n(%)或x±s或M(P25,P75)]

变量 总体(n=29) 蠕虫组(n=13) 原虫组(n=16) P

性别 0.688a

 男 20
 

(69.0) 8
 

(61.5) 12
 

(75)

 女 9
 

(31.0) 5
 

(38.5) 4
 

(25)

年龄 40.8±14.1 38.1±14.1 43.1±14.2 0.354b

序列数 565(183,3
 

088) 1
 

651(276,4
 

785) 529(143,1
 

721) 0.511d

T(℃) 37.6±1.5 37.6±1.6 37.6±1.4 0.971b

PCT(ng/mL) 0.3(0.1,0.6) 0.2(0.1,0.5) 0.5(0.2,1.4) 0.143d

CRP(mg/L) 30.3(14.1,104.0) 26.6(15.2,74.0) 30.3(16.0,115.5) 0.637d

IL-6(pg/mL) 42.8(13.1,81.3) 25.7(10.7,42.8) 53.3(15.9,94.4) 0.207d

WBC(×109/L) 7.9±5.2 9.1±4.1 6.9±5.8 0.264a

NEU% 69.7±18.7 72.6±13.2 67.4±22.4 0.461a

EOS% 1.5(0.1,4.7) 6.4(1.7,14.8) 0.3(0.0,1.6) 0.003d

EOS(×109/L) 0.1(0.0,0.3) 0.3(0.1,1.6) 0.0(0.0,0.1) 0.006d

LYM% 14.9(6.4,25.5) 10.9(7.4,17.7) 16.6(6.2,32.8) 0.430d

  注:T为体温;a表示Fisher精确检验,b表示t检验,c表示χ2 检验,d表示 Mann-Whitney
 

U 检验;-表示无数据。

2.2 原虫感染患者一般资料 16例原虫组感染患者

中,男12例,女4例,年龄16~72岁,中位年龄45岁。
原虫感染组合并基础疾病者占68.8%(11/16),其中

8例进行了病原学或免疫学检测,检测结果与 mNGS
检测结果一致。mNGS共检出6类原虫:刚地弓形虫

5例,主要分布于脑脊液(3例)、肺泡灌洗液(1例)及
血液(1例),序列数为47~24

 

217;杜氏利什曼原虫3
例,均通过血液样本检出,序列数为386~1

 

265;恶性

疟原虫2例,血液及脑脊液样本各1例,序列数为

81~13
 

252;溶组织内阿米巴3例,来源于血液(2例)
和肝脏穿刺液(1例),序列数为24~565;血液中检出

狒狒巴拉姆希阿米巴1例,序列数为729;肾脏脓液及

肺泡灌洗液样本各检出1例阴道毛滴虫,序列数分别

为298和673。见表2。

2.3 蠕虫感染患者一般资料 13例蠕虫组感染患者

中,男8例(61.5%),女5例(38.5%),年龄18~66
岁,中位年龄45岁。合并基础疾病者占23.1%(3/

13),其中9例完善了病原学或免疫学检测,8例结果

与mNGS相符。通过 mNGS共检出8种蠕虫:多房

棘球绦虫(6例),标本分布于脑脊液(2例)、血液(2
例)、肝脏穿刺液(1例)及胆汁(1例),序列数为78~
8

 

141;肺泡灌洗液检出加拿大棘球绦虫1例,序列数

为276;脑脊液检出链状带绦虫1例,序列数为183;
脑脊液检出曼氏迭宫绦虫1例,序列数为14

 

265;肝
脏穿刺液检出细粒棘球绦虫1例,序列数为5;肝脏穿

刺液检出肝片吸虫1例,序列数为1
 

659;肾脏灌注液

检出华支睾吸虫1例,序列数为4
 

785;血液检出旋毛

虫1例,序列数为691。见表3。

表2  原虫组患者一般资料

患者

ID
性别

年龄

(岁)
基础疾病

mNGS检测

样本类型
寄生虫种类 序列数

病原学和

免疫学检查

基于宏基因组

测序的诊断

抗寄生虫

治疗药物
预后  

P1 男 57 高血压 血液
杜氏利什曼原

虫
509 -

黑热病(重

症)

葡萄糖酸

锑钠
自动出院

P2 男 33 肺结核 血液
杜氏利什曼原

虫
1

 

265 黑热病rk抗体:阳性 黑热病
葡萄糖酸

锑钠
好转

P3 男 49 慢性乙型肝炎 血液
杜氏利什曼原

虫
386 黑热病rk抗体:阳性 黑热病 - 好转

P4 男 31 - 脑脊液 恶性疟原虫 81
恶性疟原虫抗原T1:阳

性

脑型疟疾

(恶性疟)
青蒿琥酯 好转

P5 男 24 - 血液 恶性疟原虫 13
 

252

恶性疟原虫抗原T1:阳

性;血液疟原虫涂片:

阳性

恶性疟疾 青蒿琥酯 好转
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续表2  原虫组患者一般资料

患者

ID
性别

年龄

(岁)
基础疾病

mNGS检测

样本类型
寄生虫种类 序列数

病原学和

免疫学检查

基于宏基因组

测序的诊断

抗寄生虫

治疗药物
预后  

P6 女 55 急性白血病 脑脊液 刚地弓形虫 3
 

088
弓形虫IgG:0.5;弓形

虫抗体IgM:0.4

颅内感染

(弓形虫)

磺胺、克

林霉素
自动出院

P7 男 49
高血压、获得性免疫缺陷

综合征
脑脊液 刚地弓形虫 24

 

217

弓 形 虫 抗 体IgG>

650↑;弓 形 虫 抗 体

IgM:1.69↑

弓形虫感染 磺胺 自动出院

P8 男 45 慢性乙型肝炎、肺腺瘤 肺泡灌洗液 刚地弓形虫 47 - 肺部感染 - 自动出院

P9 男 31
获得性免疫缺陷综合征、

梅毒
脑脊液 刚地弓形虫 386

弓形虫IgG:206↑;弓

形虫抗体IgM:0.345
颅内感染 - 自动出院

P10 男 56 异体心脏移植术后 血液 刚地弓形虫 549
弓形虫IgG:23.0↑;弓

形虫抗体IgM:44.4↑
弓形虫病

克林霉素、

磺胺
好转

P11 女 72 甲状腺功能减退 血液
狒狒巴拉姆希

阿米巴
729 - 颅内感染 - 自动出院

P12 男 41 - 肝脏穿刺液
溶组织内阿米

巴
565 - 阿米巴肝脓肿 甲硝唑 好转

P13 男 34 - 血液
溶组织内阿米

巴
35 - 颅内感染待查 - 自动出院

P14 女 16 - 血液
溶组织内阿米

巴
24 - 阿米巴肝脓肿 甲硝唑 好转

P15 女 49 高血压、糖尿病 肾脓液 阴道毛滴虫 71
 

170 - - 甲硝唑 好转

P16 男 47 慢性乙型肝炎 肺泡灌洗液 阴道毛滴虫 406 - - - 自动出院

  注:弓形虫抗体IgG单位为IU/mL,参考范围为0~1.0
 

IU/mL,弓形虫抗体IgM单位COI,参考范围为0~0.8;-表示无数据。

表3  蠕虫组一般资料

患者

ID
性别

年龄

(岁)
基础疾病

mNGS检测

样本类型
寄生虫种类 序列数

病原学和

免疫学检查

基于宏基因组

测序的诊断

抗寄生虫

治疗药物
预后  

H1 男 45 腰椎结核 胆汁 多房棘球绦虫 436 包虫抗体IgG:2.32↑
 

肝包虫病 阿苯达唑 自动出院

H2 女 41 - 脑脊液 多房棘球绦虫 1
 

651 包虫抗体IgG:2.74↑
 

肝包虫病 阿苯达唑 好转

H3 男 26 - 脑脊液 多房棘球绦虫 5
 

846 包虫抗体:1.86↑
 颅内感染(多房

棘球绦虫)
阿苯达唑 好转

H4 女 22 - 血液 多房棘球绦虫 78 包虫抗体IgG:3.5↑
 

- - 自动出院

H5 男 18 - 肝脏穿刺液 多房棘球绦虫 3
 

021 -
左肝占位:寄生

虫感染
阿苯达唑 自动出院

H6 男 66 - 血液 多房棘球绦虫 8
 

141 - 肝包虫 阿苯达唑 好转

H7 女 52 - 肺泡灌洗液
加拿大棘球绦

虫
276 包虫抗体IgG:6.69↑

 

肺包虫病 阿苯达唑 好转

H8 男 24 - 脑脊液 链状带绦虫 183 包虫抗体IgG:1.10↑
 

脑囊虫病 阿苯达唑 好转

H9 男 48 - 脑脊液 曼氏迭宫绦虫 14
 

265 - 寄生虫感染 吡喹酮 好转

H10 女 45 慢性乙型肝炎 肝脏穿刺液 细粒棘球绦虫 5
包虫抗体IgG:7.18↑;

病理诊断:包虫病
肝包虫 阿苯达唑 自动出院

H11 男 47 - 肝脏穿刺液 肝片吸虫 1
 

659 包虫抗体IgG:1.64↑ 肝吸虫病 三氯苯达唑 自动出院

H12 女 31 高血压、慢性肾脏病5期 肾脏灌注液 华支睾吸虫 4
 

785 - - - 好转

H13 男 30 - 血液 旋毛虫 691 旋毛虫抗体IgG:阳性 旋毛虫感染 阿苯达唑 好转

  注:包虫抗体IgG单位为S/CO,参考范围为0~1.0;-表示无数据。

3 讨  论

  寄生虫病的诊断是病原学、免疫学和分子生物学

诊断技术相结合的诊断[8]。目前,寄生虫感染的确诊

主要依靠患者的体液、分泌物、排泄物的镜检或临床
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免疫学检查,但是这些方法都对样本类型、收集时间

等有严格要求,检验者的经验也对检验结果有较大影

响[9]。分子生物学检查有更高的灵敏度和特异性,且
操作相对简便、易行,结果客观、准确,重复性好,结合

病原学检查结果,可以极大地提高寄生虫的检测效

率[10]。mNGS是对临床样本中提取的所有核酸进行

高通量测序,根据检出的序列信息与生物数据库进行

比对,鉴定样品中所含的病原微生物,从而实现对病

毒、细菌、真菌、寄生虫及非典型病原体等的识别和检

测。mNGS主要检测细胞外的游离核酸,游离核酸可

存在于血液、尿液或其他体液中。mNGS也被用于寄

生虫的检测,寄生虫在宿主体内的代谢活动及宿主的

自身免疫反应,会导致寄生虫的核酸释放至血液中,
其可能的机制包括主动分泌和被动释放。mNGS

 

优

于传统的检测方法,具有快速、准确的优点[11]。利用

mNGS已成功诊断多种寄生虫病,包括弓形虫引起的

脑炎[12],阴道毛滴虫引起的肾周围脓肿[13]等。

mNGS检出寄生虫的报道大多为个案报道,本研

究纳入了较大样本进行统计分析。研究结果显示,蠕
虫和原虫是检出的主要寄生虫病类型。原虫组中弓

形虫的检出率最高,在免疫功能正常人群中,弓形虫

感染者常无明显症状,器官移植、人类免疫缺陷病毒

感染/获得性免疫缺陷综合征、恶性肿瘤等免疫功能

低下者弓形虫感染率增加,感染者常出现相应临床症

状,严重者甚至死亡[14]。本研究的检出的5例弓形虫

中,其中4例合并了基础疾病,也证实了弓形虫感染

易发生在免疫功能低下的患者。原虫组患者中8例

进行了病原学检测或者抗体检测,与 mNGS结果一

致。病原学和免疫学检测在寄生虫诊断中,由于其方

便快速及价格低廉,常作为首选的寄生虫检测方法,
但病原学检测对样本类型、收集部位、收集时间、样本

储存运输都有严格的要求,同时由于检验者经验等因

素对结果影响较大。由于病原学检测存在局限性,

mNGS可辅助诊断寄生虫感染,提高诊断阳性率,及
时准确地为临床早期诊治提供病原体感染证据。

蠕虫组中,棘球绦虫检出率高达61.5%(8/13)。
棘球绦虫感染导致的疾病棘球蚴病又称包虫病,主要

由多房棘球绦虫和细粒棘球绦虫引起,四川省总患病

率约0.328%[15],患病早期无症状,不易被发现,患病

病程长,药物治疗作用有限,多房棘球绦虫病死率

高[16]。人类棘球绦虫感染主要发生在肝脏和肺,但也

会影响到腹腔、心脏、骨骼、肌肉、神经系统或其他部

位[17-18]。mNGS检出的8例棘球绦虫中,6例进行了

血清学抗体检测,并结果均为包虫抗体阳性。从侧面

证实了两种检测方法的一致性,由于抗体检测操作简

便,价格便宜,可在短时间内出具报告,因此在临床怀

疑包虫病时,可优先考虑血清学抗体检测,结合临床

症状,决定是否进一步进行mNGS检测。
在蠕虫组和原虫组的实验室检查结果中,本研究

发现,蠕虫感染组的嗜酸性粒细胞水平显著高于原虫

组(P<0.05),其机制在于蠕虫特异性激活的Th2免

疫应答通过关键细胞因子IL-5驱动了嗜酸性粒细胞

的升高[19]。同时有体外实验观察到棘球绦虫微囊、虫
体分泌抗原丝氨酸蛋白酶(SP)、SP与补体活性片段

C5a相互作用后对巨噬细胞和嗜酸性粒细胞等炎症细

胞具有趋化作用[20]。寄生虫感染患者的临床特征多

样,体温、PCT、CRP和IL-6等炎症指标在不同类型

寄生虫感染中均有升高,但升高程度不同。
本研究存在一定的局限性。首先,作为一项回顾

性研究,其分析依赖于既有的临床病历资料,部分病

例的实验室检查或临床随访数据存在缺失,这可能对

结果的全面性造成影响。其次,纳入分析的病例数量

相对较少,这主要源于在临床实践中,寄生虫感染总

体发病率较低,且并非所有疑似患者均会接受 mNGS
检测。尽管如此,本研究聚焦于经 mNGS确诊的寄

生虫感染病例进行系统分析,在当前相关领域仍以个

案报告为主的背景下,其发现仍为理解 mNGS在寄

生虫诊断中的价值,以及不同类别寄生虫感染的临床

特征差异提供了有益的初步证据。未来需要开展更

大样本量、多中心的前瞻性研究,并结合病原学、血清

学等多重诊断方法进行联合验证,以进一步巩固本研

究结论。
综上所述,寄生虫感染的诊断和治疗需要综合考

虑患者的临床特征、实验室指标、寄生虫抗体检测结

果以及mNGS检测结果。对于诊断不明,临床怀疑

寄生虫感染时,可以通过 mNGS检测提高寄生虫感

染的检出率,为临床治疗提供更有力的支持。
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