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　　【摘要】　呼吸道感染是儿童最常见的感染,严重威胁儿童生命健康,早期明确病原体对于该类疾病的

临床诊治有重要意义.宏基因组二代测序(mNGS)具备无偏倚、全覆盖、高效率等优势,正被应用于临床感

染性疾病诊断.本文通过一系列实例来介绍 mNGS在儿童呼吸道感染性疾病中的应用价值.
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【Abstract】　Respiratorytractinfectionisthe mostcommoninfectioninchildren,whichseriously
threatensthelifeandhealthofchildren．Earlyidentificationofpathogensisofgreatsignificancefortheclinical
diagnosisandtreatmentofsuchdiseases．Metagenomicnextgenerationsequencing(mNGS)hastheadvantagesof
unbiasedness,fullcoverageandhighefficiency,andisnowbeingappliedtoclinicaldiagnosisofinfectiousdiseases．
ThisarticleintroducestheapplicationvalueofmNGSinchildren′srespiratoryinfectiousdiseasesthrougha
seriesofexamples．
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　　呼吸道感染是儿童最常见的感染.其中,急性

下呼吸道感染如肺炎和细支气管炎是５岁以下儿童

住院和院内死亡的主要原因,给家庭以及医疗卫生

系统造成了沉重的负担[１].引起呼吸道感染的病原

种类繁多,常见的有病毒、细菌、肺炎支原体、真菌

等,不同病原体感染可有相似的临床表现,对于儿科

医生来说,快速精确识别呼吸道病原体对临床决策

至关重要.
呼吸道病原微生物常用检测方法包括分离培

养、抗原抗体检测、核酸检测等,各有各的优势和缺

点.培养虽作为微生物鉴定的金标准,但其存在耗

时长、灵敏度低的不足,且易受抗生素使用的干扰;
抗原、抗体检测快速准确,但可覆盖的病原数量有

限,且抗体检测存在窗口期;核酸检测则需要事先了

解或假设病原微生物的类型[２].上述检测方法虽已

在临床广泛应用,但在时效性、特异性、敏感性等方面

存在局限,尤其在评估多种病原体感染病人时,已无

法满足临床需求.宏基因组二代测序(metagenomic
nextgenerationsequencing,mNGS)作为一种新的

诊断技术,被认为可以解决这些问题.其主要优点

在于无需分离培养,无需经验预判,直接获取临床样

本(血液、痰液、脑脊液、肺泡灌洗液等),通过生物信

息分析,获得疑似致病微生物的种属信息,具有无偏

倚、全覆盖、高效率的特点[３],具有传统检测方法不

可比拟的优势.
本综述从mNGS的发展背景、检测流程以及在儿
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童呼吸道感染诊断的应用现状等几个方面进行阐述.

１　mNGS的发展背景

宏基因组这一概念最初是在１９９８年由美国威

斯康辛大学的JoHandelsman等提出,即生境中所

有微生物基因组的总和[４],后来加州大学伯克利分

校的研究人员 KevinChen和 LiorPachter将其定

义为“应用现代基因组学技术直接研究自然状态下

的微生物的有机群落,而不需要在实验室中分离单

一的菌株”的科学[５].由于样本量巨大,早期测序技

术存在低通量、高成本的缺点,限制了宏基因组学的

普遍应用.随着基因测序技术的迅猛发展,下一代

测序技术的出现推动了宏基因组学的进一步研究.
下一代测序又叫高通量或大规模并行测序,可

在单次运行中对数千至数十亿个单独的 DNA 片段

进行测序.下一代测序技术在临床微生物学中的应

用是多方面的,可以无差别地检测患者临床样本中

的病原微生物的 mNGS技术就是其中之一.２０１４
年新英格兰医学杂志报道了一则通过下一代测序协

助临床成功诊断钩端螺旋体脑膜炎的病例,并促使

患者进行敏感抗生素治疗后获得康复,首次证明了

mNGS可为临床提供可靠的病原体信息[６].由此,

mNGS从基础研究转向临床实验室.２０１６年,美国

食品药品监督管理局发布下一代测序可用于微生物

鉴定、抗菌药物耐药性及毒力分析[７].２０１８年,高通

量测序技术被写入我国成人医院获得性肺炎与呼吸

机相关性肺炎诊断和治疗指南[８].之后几年,我国先

后发布多部关于下一代测序临床应用的专家共识,为
宏基因组分析和诊断技术的应用指明方向[９Ｇ１２].

２　mNGS的检测流程

mNGS整个流程分为三部分:即采集有价值的

标本、湿实验(实验室检测)和干实验(生物信息学分

析)[１３].其中湿实验主要包括:核酸的提取,文库的

构建,及将构建好的文库放在仪器上进行自动化测

序的过程.干实验是将下机的测序数据进行质控,去
除宿主核酸序列,再与病原微生物数据库进行比对鉴

定物种,最后出具报告的过程.在检测流程中的每个

步骤均采取质量控制措施以确保结果的准确性.

３　mNGS在呼吸道感染性疾病诊断中的应用

３􀆰１　病原微生物的鉴定　mNGS能够对所有潜在

病原体进行无偏倚检测,近年来,越来越多的研究报

道了该技术在病原诊断中的优势,但针对儿童病例

的文献相对较少,现我们将对 mNGS在儿科的应用

效能进行概述.

３􀆰１􀆰１　病毒感染　病毒是儿童急性呼吸道感染最

常见的病原体,种类繁多,易发生变异,可引起传染

病的暴发与流行.目前临床用于呼吸道病毒感染的

检测方法主要以核酸扩增试验、快速抗原检测以及

直接荧光抗体检测为主,其中核酸扩增试验以其高

灵敏度和特异性,且不需要校准,被视为临床病毒学

诊断的“参考标准”[１４].然而,上述方法存在一定的

缺陷,包括靶标数量有限可同时检测的病原数量不

多、靶向病毒序列的保守区域发生突变可致敏感性

下降或假阴性、仅测定包含的目标病原体,出现非典

型或未知病毒逃脱检测[１３].mNGS不需要已知核

酸序列,在检测常见病原体的同时,还能高效发现各

种罕见及未知的病原体类型[１５Ｇ１６].在新型冠状病毒

感染暴发初期,Zhu等[１７]运用 mNGS对不明原因肺

炎患者的支气管肺泡灌洗液进行分析,发现一种新

型β冠状病毒(２０１９ＧnCoV),并获得了三种新型冠状

病毒的完整基因组序列,大大缩短了识别未知病原体

的时间.在散发病毒感染时,同样体现了 mNGS作

为诊断工具的优越性.有报道显示,mNGS在重症无

应答肺炎患儿检测致病病原体的灵敏度显著提高,除
了证实直接荧光抗体检测到的９例腺病毒感染外,还
检测出１６例腺病毒感染病例,此外１例初诊为白血

病的患者被检测出巨细胞病毒感染,转为抗病毒治

疗后,发热等症状迅速改善[１８].

３􀆰１􀆰２　细菌感染　细菌是引起儿童呼吸道感染最

常见的病原体之一.培养被认为是细菌鉴定的“金
标准”,但某些病原体培养条件苛刻、体外生长缓慢、
抗生素经验性使用等因素限制了培养的检出率,无
法满足临床需求.研究证实,mNGS技术在分析多

种微生物感染的样本时比标准培养更为快捷、全面、
准确[１９].在对１１２例肺炎儿童的支气管肺泡灌洗

液样本进行mNGS评估时,阳性检出率为９１􀆰０７％,
而培养阳性率仅４０􀆰１８％,明显低于 mNGS(P＜
０􀆰０１),研究者将抗菌药物暴露同时纳入分析后发

现,抗菌药物使用对 mNGS的影响小于传统培养,
结果有助于临床对诊疗方案的调整,改善预后并降

低死亡率[２０].与传统微生物检测的对比中,mNGS
诊断细菌感染的敏感性、准确性、阳性预测值以及阴

性预测值均有明显优势,但在诊断常见细菌感染方

面,例如肺炎链球菌、金黄色葡萄球菌、流感嗜血杆

菌,与 传 统 微 生 物 检 测 没 有 显 著 差 异,体 现 出

mNGS更大的检测范围和检出率,可作为传统微生

物检测的有力补充[２１].在罕见菌的鉴定中,宏基因

组检测同样有其独有的价值.黄美霞等[２２]首次通

过支气管肺泡灌洗液宏基因测序协助确诊放线菌感

染,克服了放线菌培养难、阳性率极低,需通过穿刺、
手术等手段获得阳性病理标本确诊的难点,为肺放
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线菌病的临床诊断提供了更为安全快速的途径.

３􀆰１􀆰３　肺炎支原体感染　肺炎支原体广泛存在于

世界各地,每隔３~７年出现一次流行高峰,是儿童

呼吸道感染常见的病原体之一[２３Ｇ２４].肺炎支原体的

检测方法主要分病原学检测和血清学检测两大类,
方法众多,各有优势,但近来有研究发现,肺炎支原

体存在健康儿童呼吸道内携带现象,故尚无单一诊

断方法区分其携带或感染[２５].mNGS作为无偏、全
覆盖的检测手段,在肺炎支原体诊断中同样具有意

义.Wang等[１８]的研究中 mNGS诊断肺炎支原体

的敏感性与PCR相似;在另一项回顾性研究中,支
气管肺泡灌洗液 mNGS对肺炎支原体诊断的特异

性和准确性均较高,但敏感性低于传统病原学检测

(支气管肺泡灌洗液 PCR、血清抗体检测),但该研

究中入院前肺炎支原体血清学抗体阳性患者进行了

抗感染治疗,因此可能导致检出率下降[２１].虽然

mNGS不能作为确诊肺炎支原体感染的单一诊断

方法,但不失为常规检测方案的有力补充,尤其在复

杂呼吸道感染中有明显优势.

３􀆰１􀆰４　其他病原体感染　除上述病原体外,儿童呼

吸道病原体还包括真菌、寄生虫等.真菌侵袭性感

染常见于免疫功能受损时,尤其是接受免疫抑制剂、
抗肿瘤药物、长期使用广谱抗生素以及留置各种导

管的儿童.及时准确地确定真菌感染并鉴定种属,
是侵袭性真菌病诊断和治疗的关键.Tsang等[２６]

对３１９例通过下一代测序诊断的真菌感染病例进行

分析,仅不足三分之一的真菌培养结果为阳性,其中

经 mNGS诊断的耶氏疟原虫感染者中只有不到

２０％的病例在染色和显微镜检查中呈阳性,展示了

mNGS在真菌诊断领域的巨大潜力,尤其那些培养

困难的真菌以及真菌载量低的病例.近年来,有关

mNGS诊断罕见病原体的报告逐渐增多,例如:什
曼原虫[２７]、肺诺卡菌[２８]、鹦鹉热支原体[２９]、羌虫

病[３０]等.杜彦强等[２８]通过 mNGS确诊了３例肺诺

卡菌病,仅１例痰培养呈阳性,确诊后给予利奈唑胺

联合复方磺胺甲口恶唑抗感染治疗,最终２例好转

出院,证实了检测结果的准确性,另１例死亡可能与

该患儿存在肺部感染重、抗生素耐药等因素有关.
综上所述,mNGS在单次检测中具有更广泛的

病原体检测范围,与传统检测相比,在诊断新型或罕

见病原体中具有独特的优势.

３􀆰２　耐药性检测　原则上,mNGS可通过获取致

病微生物耐药基因来预测抗微生物药物耐药性,且
已有研究报道展示了其在临床应用的潜力.Wang
等[３１]对免疫功能低下的重症肺炎患者进行 mNGS

分析,通过结合 MinION和BGISEQＧ５００测序平台的

优势,在培养阴性的肺组织样本中快速鉴定了肺炎克

雷伯菌,并提供了blaSHVＧ１２,blaKPCＧ２,blaTEMＧ１,

blaCTXＧMＧ６５等抗性基因,此外还检测到了铜绿假

单胞菌等其他细菌序列,结合临床后及时调整了抗

感染策略,患者治疗好转后出院,mNGS对抗生素

耐药基因的分析为指导精准抗感染治疗提供了有价

值的数据.另外,有研究者使用 mNGS分析６３份

呼吸道标本,在鉴定病原体的同时,证实了耐药基因

的存在与药敏试验结果一致,同时发现某些细菌的

耐药基因型与某些特定抗菌药物间存在密切相关

性,为我们提供了一种推断抗菌药物敏感性的新方

法[３２].尽管 mNGS检测耐药基因的发展前景美

好,但目前依旧属于探索研究阶段,仍有很多障碍需

要克服.例如:大多数 mNGS诊断平台存在读长偏

短,难以获取耐药基因的全长序列信息;mNGS无

偏倚、全覆盖的特点,结果易受标本质量、背景基因

组等影响,无法准确定位耐药基因的来源[３３].

４　小结

mNGS可在单次检测中对临床样本中所有遗

传物质进行测序,可作为病原体鉴定的重要工具,尤
其在急危重呼吸道感染时,能快速获得疑似感染微

生物的基因信息,检出罕见的、新发的和混合感染的

病原体,协助指导抗微生物药物的选择.但是,在实

际应用中仍存在一定的局限性.首先,mNGS尚缺

乏统一的检测标准,不同的实验室和检测平台可导

致检测结果的不确定[３４Ｇ３５].其次,采样标本的高背

景导致检测敏感性降低,主要受人类宿主背景序列

或者采样标本中的微生物菌群影响,尤其是低载量

病原体[３].第三,如何区分 mNGS所提供的微生物

属于定植还是感染,对于报道的解读需要检测人员、
临床医生等共同参与.最后,mNGS复杂的检测程

序和高昂的检测成本尚无法在临床普及.
总之,mNGS在感染性疾病的应用价值获得了

更多研究者以及临床医生的肯定,随着技术平台的

完善和临床研究的增加,mNGS将在临床实践中发

挥更加重要的作用.
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