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  宏 基 因 组 二 代 测 序

(mNGS)投入临床使用的时间

并不算长,但近些年随着诊断

分子 微 生 物 学 的 飞 速 发 展,

mNGS因具有耗时短、检测范

围广等优势受到 检 验 科 和 临

床的 广 泛 关 注。相 较 于 传 统

的临 床 微 生 物 的 检 测 方 法,

mNGS不仅有效提高了病原微生物的检出率,也弥补

了传统检测方法的不足,特别是在某些疑难重症感染

性疾病的精准诊疗中发挥着重要作用。随着近年来

mNGS相关应用规范及专家共识的相继出台[1-5],如

何利用现有的新兴检测手段完善目前的临床诊疗路

径,提高对疾病的诊断效率,是检验科和临床都亟待

思考的问题。比如 mNGS检测的基本流程和管理要

求有哪些? mNGS在鉴别菌种方面的准确性如何?

mNGS技术应用于感染性疾病的临床适应证有哪些?

mNGS报告如何解读,解读应注意哪些问题? 在什么

场景或时机下使用 mNGS可以最大化提高患者的预

后? 医院检验科可以依托 mNGS平台开展哪些临床

研究工作? 检验科和临床对 mNGS未来发展的期待

是什么?
关于mNGS有很多需要深入探讨的问题。本期

邀请国内多位检验与临床的一线专家对 mNGS的相

关问题进行了深度探讨,同时也对 mNGS未来的发

展提出了展望。

1
 序列数的影响因素有哪些?

卓超:mNGS是一种不

需 要 培 养,不 需 要 前 提 假

设,从 临 床 样 品 中 提 取 核

酸,利用基因组学的方法研

究样 品 中 所 有 微 生 物 的 种

类 和 含 量 的 技 术。mNGS
检测 中 的 Reads指 的 是 匹

配到该病原体的序列数目,

其多少与标本中病原体本身载量负荷、核酸提取量、

人源序列比例有关[1]。

2 mNGS技术应用于感染性疾病的临床适应证有哪

些? 微生物学适应证有哪些? 耐药学适应证有哪些?

流行病学和感染控制学适应证有哪些?

许建成:当 出 现 以 下 临

床适应证:(1)不明原因发热

或发热症候群;(2)急危重症

不除外感染;(3)免疫受损疑

似继发感染;(4)疑似局部感

染,病原学诊断未明确、不及

时处理则后果严重;(5)高度

疑似 感 染 性 疾 病,常 规 抗 感

染治疗无效;(6)慢性感染或慢性疾病不除外感染;
(7)食物中毒、溺水、旅游、特殊环境(不除外感染性疾

病),建议在行常规手段检测的同时开展 mNGS。但

mNGS不适用于评估抗感染治疗效果,以及常规微生
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物检查容易明确病原体的感染[2]。

当出现以下微生物学适应证:(1)出现疑似新发

病原体或某特殊病原体;(2)传统检测手段无法检出

微生物但确有微生物感染指征;(3)考虑多病原感染,

传统技术手段只能明确其中一部分,建议常规手段检

测的同时开展 mNGS。感染性疾病已明确病原体或

考虑某病原体,需知晓毒力因子相关信息时,可考虑

行mNGS物种鉴定联合mNGS检测毒力基因。

当正常有微生物部位疑似感染,或正常无微生物

部位疑似感染但标本有污染时,不建议采用 mNGS
进行耐药性检测;正常无微生物部位疑似感染且标本

采集过程污染概率低,考虑采用 mNGS进行物种鉴

定的同时检测耐药基因;有菌种特异性的耐药性基因

的检测考虑mNGS检测耐药基因,预测耐药表型。

当疑似出现聚集性事件或暴发事件时,考虑微生

物导致感染性疾病,或去过特殊区域或有特殊工作

史,病因未明的感染性疾病,建议常规手段检测的同

时开展mNGS。

3 mNGS检测的基本流程和管理要求有哪些?

许建成:标本采集的基本要求:(1)标本应严格无

菌采集,避免污染;(2)标本应添加核酸稳定剂;(3)标

本运送过程须防污染、冷链快速运送;(4)标本不能及

时检测时,应保存于低于-80℃冰箱或液氮。不同类

型标本采集要求见图1[3]。

  注:A为一般类型、无菌标本标本采集要求,B为呼吸系统标本采集要求。

图1  标本采集要求

  标本长期保存的原则:(1)用于DNA测序的标本

在-20℃保存不超过7
 

d;(2)用于RNA测序的标本

应在-80℃保存;(3)避免标本反复冻融,一般不超过

3次;(4)理论上-80℃可长期保存;(5)怀疑高致病性

或新发、突发传染病,须遵循国际“通用生物安全标本

转运要求”包装及转运要求,尽可能在生物安全条件

下提取核酸后再运送标本。

核酸提取的基本要求:(1)建立经验证的标准化

核酸提取流程;(2)选择经验证的病原体核酸提取试

剂盒进行提取,应验证细菌、真菌、病毒、寄生虫等核
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酸提取效能,应保证病毒核酸提取完整性,胞壁较厚

病原体应采取常规法以外的破壁方法或以游离核酸

(cell
 

free核酸)为检测对象进行检测;(3)高宿主背景

标本提取时可采用经验证方法去除宿主细胞,如使用

去污剂、低渗溶液、抗甲基化DNA磁珠、基因编辑技

术剥离目标序列或在提升检测灵敏度基础上选择cell
 

free核酸进行病原检测,更大程度降低人源干扰,提

升检测准确性;(4)提取过程应有防污染措施,包括阴

性对照和阳性对照。

建库的基本要求:(1)采用经过验证的流程进行建

库;(2)建库慎用各种扩增方法,因扩增会使正常菌群或

污染病原体序列扩大,导致真正病原体判断困难。

建库的主要内容包括:(1)制备DNA文库:包括

末端修复、连接接头、PCR富集、纯化、克隆生成等过

程;(2)制备RNA文库:包括去除核糖体、反转录及杂

交、片 段 化、第 一/二 链 合 成、末 端 修 复、连 接 接 头、

PCR富集、纯化、克隆生成等环节;(3)明确核酸质量

(纯度、浓度)及文库产出标准(文库浓度、片段大小);
(4)评估外源核酸污染。

测序的基本要求:(1)采用经过验证的流程进行

测序;(2)测序原始数据应进行质控,并且过滤掉低复

杂度、低质量的序列,确保测序原始数据质量;(3)标

本允许情况下,优先进行宏转录组建库和测序。在测

序过程中,需要注意以下几点:①不同测序平台可能

会产生不同类型读长;②测序平台错误率不同,错误

读取碱基的概率不同;③测序仪在处理具有大的均聚

物重复序列、富含GC、结构重复以及基因组其他复杂

区域标本时,常会错误读取碱基;④不同标本测序深

度需求不同,主要由不同标本宿主背景比例、微生物

多样性决定,其次是不同测序平台和测序成本影响。

生物信息学分析流程应经性能确认和验证,包括

数据库优化、比对方法和比对参数的优化等,确保准

确报告致病病原体。

4 如何考虑 mNGS检出低序列的病毒、分枝杆菌

属、诺卡菌属、真菌?

余方友:对于序列数的

多少才有意义的问题目前没

有统一的规定。从采集的标

本中获得的结核分枝杆菌,

无论序列数多少,应慎重对

待这些结果,结合临床表现

及影像学特征可考虑为病原

菌的可能,但也应考虑假阳

性的可能。而非结核分枝杆菌在环境中大量存在,因

此若检出非结核分枝杆菌,需要结合临床来判断其致

病性。对于分枝杆菌属、诺卡菌属、真菌等破壁困难的

微生物而言,可能提取出的DNA很少,因此即使序列

数很低,也应考虑为致病菌。但对于这类微生物的阴性

预测值则需要谨慎考虑,可能因破壁困难,DNA没有被

成功提取,从而导致假阴性的情况。因此需要进一步结

合临床,并寻找辅助实验来验证以确认其致病性。

5 mNGS在鉴别菌种方面的准确性如何,对于定植

和感染的区分是否有明确的依据。

许建成:mNGS能否准确鉴定定植或感染病原

体,目前难有定论。传统检测方式,比如痰标本培养,

根据行标或共识容易判断定植或感染病原体,但是

mNGS检测的病原体种类繁多,许多未知病原体,在

数据库或文献中很难查到相关信息,此时很难评估定

植菌或致病菌,只能不断积累数据,综合评估。

临床医生是感染性疾病诊治的执行者,经过临床

医生的诊疗实践,才能确认 mNGS报告的病原体是

否有价值、患者是否需要治疗、治疗是否有效等。所

以对来自呼吸道、消化道、生殖道等正常有微生物的

标本,准确判断定植或感染病原体还有很长的路要

走。工作中时常会遇到病原体检测报告与患者病情

不符的情况,如患者尚未出现明显感染的临床表现,

但mNGS检测却报告出很多病原体,这时需要评估

该检测报告。mNGS检测范围很广,对大部分病原体

检测准确,但临床医生应意识到有些病原体可能是标

本采 集、核 酸 提 取、建 库 引 入 的 污 染。总 体 来 讲,

mNGS是一项非常好的技术,但在区分定植菌和感染

菌方面还有待进一步探讨及评估。

6 mNGS报告应如何解读?

陈 茶:第 1 点,在 解 读

mNGS报告时应结合不同的标

本类型及检出病原微生物的种

类来分析,同时应关注该标本是

来源于无菌部位还是有菌部位,

即在确认致病微生物时应考虑

微生物是否真正来源于感染部

位,是否是 真 正 的 潜 在 病 原 菌。

第2点,从mNGS报告结果中时常会发现常见的、易

于培养的病原体,对于这些病原体,建议结合传统微

生物培养方法,将两种方法结合起来,有助于临床更

加准确地判断。第3点,需关注核酸提取过程中破壁

较困难的微生物,如分枝杆菌属、奴卡菌、真菌(尤其
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是丝状真菌)等。因为在常规情况下第三方公司或者

实验室采用的方法对这些破壁困难的微生物的破壁

效果可能不好,最后得出的结果可能是该类微生物序

列数较低,但我们仍需将其纳入可能的病原微生物,

并积极采用其他方法进行验证,如血清学实验等。虽

然mNGS阴性结果对排除感染有较好的预测价值,但

对于核酸提取难度大的微生物,则需要注意其漏检的情

况,即mNGS对此类病原微生物的阴性预测价值较低。

第4点,不能通过不同病原微生物检出序列数的多少来

判断其致病性的大小,即以序列数的多少来判断谁是致

病菌谁不是,需结合微生物种类的差异以及致病性的特

点来判断。最后,mNGS报告的解读不能仅凭结果简

单地判断,还需结合临床症状,以及临床微生物、分子生

物学、影像学及感染科医生等多学科的共同讨论,来综

合判断。

7 宏基因组阴性结果对排除感染性疾病的价值是什

么呢?

陈茶:关于宏基因组测序阴性结果对于排除感染

的价值问题是目前大家非常关注的问题。是不是宏

基因组测序阴性结果一定说明不存在感染的情况呢?

实际情况并没有那么简单。宏基因组测序阴性结果

在大多数情况下可以排除微生物感染的存在,但谨慎

来讲,其仅能说明存在感染的可能性较低,因为对于

病原微生物数量少或核酸提取困难的微生物,宏基因

组测序可能出现假阴性结果。想提高宏基因组测序

阴性结果的诊断价值,关键在于应注意整个过程中的

环节控制,使其避免出现假阴性结果的情况。

第1点,关注标本质量问题。正确的检验结果的

前提是选择合适的标本类型及采集合格的标本。注

意无菌操作,避免人为的污染。另外,标本保存、运输

条件都非常关键。

第2点,优化核酸提取流程。核酸提取过程中的

任何环节都可能会影响到检验结果,如果临床已提示

可能存在胞内菌、结核分枝杆菌、真菌等感染,则更应

当关注标本的前期处理等过程。每批样品都需做阴

性或者阳性质控,监控好每个质量环节,这有助于提

高病原微生物的检出。在工作中,若遇到宏基因组测

序呈阴性结果,但采用显微镜法等传统检测方法测出

病原体的情况,提示在宏基因组测序的实验流程,如

前期核酸提取等步骤需要优化。

第3点,完善数据库。若数据库 未 及 时 更 新 完

善,不包括新的或少见物种,也可能会出现假阴性结

果。因此不断更新和完善数据库的完整性,对于提高

病原菌的检出率非常重要。

综上,mNGS技术在微生物检测方面具有较高的

价值,但整个实验及应用过程,需要进一步去完善,同

时,要正确看待其阴性结果,不能盲目将得到的阴性

结果即认为是排除感染的依据。

8 mNGS用于感染性疾病的报告解读应注意哪些

问题?

许建成:解读报告应关注的参数包括测序丰度、

总序列数、特异序列数、阈值、微生物序列的数据量、

测序深度、测序质量、覆盖度等。

mNGS检测报告解读的基本原则之一是分级解

读。其中,高等级条件致病菌(如结核分枝杆菌等)在

大部分标本中均可能是病原体;中等级条件致病菌

(如念珠菌属)在无菌样本中可能为病原体,但在痰

液、肺泡灌洗液等标本中可能是共生菌;低等级条件

致病菌(如凝固酶阴性葡萄球菌)在大部分样本中为

共生菌,在少数情况为致病菌。

检测报告中的序列数通常为特异且唯一比对到

某病原体基因组上的序列条数,序列数越高说明该病

原体存在的可信度越高;而同一患者的多个样本中检

测出相同病原体,此病原体致病的可能性增加。

阴性预测值的报告解读分以下几类。第一种情

况是在正常菌群样本(如痰液、肺泡灌洗液等存在微

生物的样本)中,检测结果无病原体检出,但存在较多疑

似背景微生物,提示标本为合格标本,应着重关注患者

基本信息及跟进最新临床病情,综合判断,排除感染的

可能性。第二种情况是在采集的样本不能反映感染病

灶情况(如肺部感染,但采集标本为外周血)时,检测结

果和疑似背景微生物均无检出,对于脑脊液、外周血等

无菌样本可提示排除感染;而痰液、肺泡灌洗液等存在

微生物的样本必须重新回溯检测流程和质控,必要时从

样本核酸提取开始重新检测和复核。

对罕见病原体、胞内菌等特殊病原体的报告解读

困难的原因包括样本中含量低、胞内释放未完全、核

酸提取效率低、序列数低于报告阈值等。对罕见病原

体的报告解读,应了解比对数据库内容,明确是否涵

盖少见病原或新发病原;结合病史并进行临床沟通后

再报告。对胞内、破壁困难的微生物的报告解读,可

以调整报告阈值;有时即使序列数很低,也要考虑为

致病体;积 极 寻 找 辅 助 实 验 帮 助 验 证,如 特 异 引 物

PCR、一代测序、曲霉菌GM试验、IgG抗体等。

此外,DNA和RNA同时检出可提示致病的可能

性更高。对于重症疾病、复发感染、不明原因发热、长
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期使用免疫抑制剂等情况,推荐48~72
 

h内完成检测

并发出报告。对于常规易培养的病原微生物,如革兰

阳性菌中的葡萄球菌属、多数链球菌、肠球菌,革兰阴

性菌中的肠杆菌目等,传统培养手段能给出较好结

果,并非mNGS优势所在。血浆样本的游离DNA进

行mNGS检测时,应注意检出序列属于致病微生物、

样本污染、死亡微生物裂解,还是定植菌群所致的一

过性菌血症。

对于不同标本类型的报告解读,在确认致病微生

物时,应考虑检出微生物是否为感染部位的潜在病原

体,注意排除常见定植菌、污染菌与工程菌的影响,不

同标本类型的报告解读见图2[4]。

mNGS检测结果应由一定生物信息学知识,从事

临床感染或临床微生物等专业人员,结合患者临床背

景、影像学资料、其他实验室检查结果,综合判断。

9 如何逐渐完善目前的临床诊疗路径? 新型病原和

危重症患者的诊疗路径有何不同?

关鸿志:临床诊疗路径的选

择需要根据不同的疾病采取不

同的策 略。以 神 经 感 染 性 疾 病

为例,新英格兰杂志一篇实验室

学者发表的多中心脑脊液第二

代测序研究中,从患者发病到使

用脑脊液第二代测序的平均时

间为40
 

d,而我们国内神经科医

生做了一项多中心研究,从患者发病到采用第二代测

序的平均时间为10
 

d。我们当时研究的入组标准为

首次腰穿之后无法确诊,若经验治疗无效,在第二次

腰穿时取脑脊液送检行第二代测序,或是将第一次腰

穿冻存的脑脊液送检行第二代测序,最后统计平均送

检时间为10
 

d左右,这一入组标准在当时可以作为脑

脊液第二代测序的临床适应证或者推荐检测时机。

而目前临床上从发病到进行第二代测序的时间可能

已不到一周,或者只有3~4
 

d。

第二代测序技术真正改变了神经感染性疾病的

诊断策略。以往的PCR检测方法对单纯疱疹性脑膜

炎的确诊率较低,可及性不高。尽管我们推测疱疹性

脑炎是国内成人最常见的病毒性脑炎类型,但在以前

的临床上却难以通过检测证实。脑脊液第二代测序

临床应用,使中国人群的病毒性脑炎病原谱得以逐渐

清晰,且随着第二代测序地广泛应用,单中心、多中心

乃至全国的神经感染病原体谱相关研究也越来越多。

脑脊液第二代测序作为一项单一病原体检测方

法,阳性率可达到30%~40%,这是目前其他技术检

测无法匹及的。在未来,第二代测序技术随着其可及

性及成本的降低会被越来越广泛应用,而成为一种一

线检测方法。目前,对于病因不明的脑炎患者,我们

首先选择可及性更高的一线检测方法,但如果一线检

测方法无法得出有效的鉴别诊断结果,则需进行第二

代测序,或者对于特殊类型的脑炎,或重症脑炎,采用

传统检测技术可能无法得出可靠结果时,可采用第二

代测序。第二代测序对低载量病毒灵敏度较高,覆盖

度很广,因此其正在发展成为一项一线神经性感染疾

病的诊断技术。但我认为它不会替代传统的诊断技

术,对于黄病毒脑炎等,血清学的检测,包括IgM抗体

检测仍然主要的确诊实验。第二代测序对RNA病毒

的检测,其灵敏度目前还达不到临床期待的水平。在

未来,如果第二代测序成本进一步降低,可及性进一

步提高,其可能成为一项一线检测手段,更多的脑炎

病例会在首次腰穿脑脊液检查时采用第二代测序。

有必要探索以第二代测序为核心的神经感染病原体

诊断策略,第二代测序与传统检测手段联合应用,传

统检测方法(如血清学检测、PCR、培养法等)可作为

第二代测序结果的验证实验或补充试验。

10 在什么场景或时机下使用 mNGS可以最大化地

提高患者的预后?

关鸿志:对于疾病而言,精准的诊断是有效治疗

的基础。如果以神经性感染疾病为例,神经性感染疾

病患者种类非常多,病情多较危急,现实情况下不允

许进行多次经验性治疗,我们医院目前在进行的脑炎

一体化诊断项目,项目入组标准为脑脊液白细胞计

数>5×106L,即根据国际卫生组织标准,存在脑炎的

症状,且脑脊液白细胞升高可确认为脑炎综合征。脑

炎的病因总体上分为有感染性和自身免疫性两大类,

因此确诊脑炎的患者会进行第二代测序和自身免疫

性脑炎相关抗体检测。如果二者结果均呈阴性,会追

加肿瘤相关检测,综合应用以上技术可达到60%~

70%的确诊率,这样可在首次腰穿后达到一个较高的

确诊率。若在三、五年前是无法实现这样高的确诊

率。我们也希望通过提高确诊率,来提高治疗的及时

性和效果,从而改善患者预后。

11 检验科可以依托 mNGS平台开展哪些临床研究

工作?

许建成:第1点,最重要的一点,无论是临床还是

检验科都希望做一项工作,就是根据不同部位或不同

类型标本,绘制出致病菌谱。目前在解读报告时,最
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常见的问题是需要评估检测到的病原体是致病菌还

是定植菌。因此未来可以设计实验,分析各种标本的

致病菌及定植菌。第2点,感染性疾病不同部位、不

同类型标本mNGS检测的相关性值得探讨。对于同

一种感染,我们可以采集不同部位标本,如肺炎患者

除了采集痰液,也可以采集血液标本或其他类型标

本,因此分析不同部位标本 mNGS检测的价值及相

关性是未来临床研究工作之一。第3点,虽然目前

mNGS检测主要关注的是病原体的检测,对致病菌的

耐药分析还较少关注,但未来我们可以将 mNGS与

传统检测方法(纸片法、MIC法、PCR法等)比较,探

究不同方法之间的相关性。

12 目前,mNGS检测临床应用面临哪些挑战?

许建成:mNGS检测面临挑战,包括费用偏高、报

告时间偏长、测序深度偏低、目前检测流程尚未标准

化(阈值、背景菌等)、质量保证体系尚不完善、报告尚

不规范、报告解读常与临床脱节、与传统方法的结合

有待加强等。mNGS技术是一个非常有前景的技术,

但在临床研究和科研方面,仍需继续研究和评估,使

其能为临床提供更有价值的服务。

  注:A为无菌标本脑脊液标本类型,B、C为有菌标本呼吸道标本类型。

图2  不同标本类型的报告解读
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13 临床对 mNGS未来发展的期待都是怎样的,比
如需要mNGS有哪些性能上的升级呢?

卓超:目前,在中国,mNGS正处于高速发展的阶

段,也帮助临床解决了很多问题。未来可以优化的有

以下几个方面,第1点是DNA/RNA双流程检测的

问题,在mNGS检测中,若临床医生默认送检程序为

DNA流程,则可能存在部分重要的RNA病毒(如流

感病毒、新型布尼亚病毒等)漏检的情况。第2点是

前处理优化问题,mNGS检测关键的两个点是核酸富

集及去除人源宿主核酸。目前大部分公司采用的是

反向富集的方式,采用正向富集的较少,未来可通过

正向富集和反向富集结合的方式来优化。此外,可通

过定量PCR法检测人源宿主核酸占比的方式在前处

理阶段进行优化。第3点是数据库优化问题,目前很

多测序公司直接下载现有数据库,但应用于临床时会

出现错误,因此在未来可通过临床建立数据库,为病

原体的检出和疾病诊断提供更精准的数据。第4点

是被靶向加靶向的问题,目前 mNGS检测价格昂贵,

新开发的靶向二代测序(tNGS),可靶向检测常见的

引起感染性疾病的病原体,因此降低了检测费用,同

时还有助于重要的独立基因和耐药基因的检出,从而

指导临床用药。第5点,也是最难的一点是实现人工

智能的解读,大家公认检测结果的解读需结合临床,

但是临床医生的认知水平参差不齐,因此,建立人工

智能分析,可为基层医生或者更多受众面进行准确地

分析提供帮助。第6点是测序公司本土化,本土化对

于送检流程及标本质量控制非常重要,目前大部分标

本是由临床医生采集后,由第三方公司派人送检,整

个过程均可能造成标本污染,而降低最终报告的可信

度和价值。因此在未来,希望 mNGS检测实现本土

化,同时与传统检测技术进行比对,最终得到一个准

确、可信的报告。

14 检验科对 mNGS未来发展的期待都是怎样的,

比如需要mNGS有哪些性能上的升级呢?

李维:第1点是目前收费和检测成本太高,而国

内不少医院检验科都跃跃欲试,希望通过自建平台或

分子实验室自己做 mNGS,首先需要把价格和成本降

下来,把实惠留给患者;另外还必须有足够的标本量

才能支撑昂贵的仪器和芯片费用,能否开得起机,这

可能是目前医院检验科想要自建平台和已经开始做

mNGS面临的最大“瓶颈”和最现实的问题。第2点

是mNGS报告时间相对较长,离临床需要的时间有

一定的差距。前面专家谈到实验室平台的本地化,都

一致认为本地化检测是医院招标或找第三方平台的

重要衡量标准之一。本地化检测可明显缩短报告时

间,且可减少因运输产生的标本交叉污染的问题。第

3点是测序深度不够高的问题,各家平台和公司的测

序深度参差不齐,但没有相关法规做出明确的规范。

当然测序深度的把控需要与检测成本结合起来,从中

找到既能满足检测需求,又能控制检测成本的平衡

点。第4点是标准化问题,2022年国家卫生健康委临

床检验中心公布的 mNGS室 间 质 评 结 果 依 然 不 理

想,所以各实验室和第三方平台的实验操作还需进一

步规范,比对数据库的选择需要进一步的标准化,各

方面均有待提高。最后一点,检验人可在未来将更多

的精力投入到耐药基因的相关研究上,这可能是下一

个值得关注的“风口”。
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