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宏基因组高通量测序技术应用于感染性疾
病病原检测中国专家共识
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【摘要】 宏基因组高通量测序技术通过对临床样本中微生物和宿主核酸的测序分析，可以无偏

倚地检测多种病原微生物，正在逐渐应用于临床感染性疾病病原检测，然而业界对该技术的临床适应

证、实验流程、质量管理、性能验证和报告解读等方面仍有困惑。中华医学会检验医学分会临床微生

物学组、中华医学会微生物学与免疫学分会临床微生物学组、中国医疗保健国际交流促进会临床微生

物与感染分会组织专家对上述问题进行了讨论并撰写了专家共识，对一些关键问题给出了推荐意见

和处理方法，希望有益于业界的良性互动，促进该技术规范和发展，为临床抗感染诊治提供帮助。
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【Abstract】 Metagenomic next‐generation sequencing, the analysis of microbial and host
genetic material in samples from patients, can detect pathogens unbiasedly. The emerging approach
is rapidly moving to clinical laboratories for pathogen detection in infectious diseases. However,
there are some problems about the clinical indications, experimental procedures, quality
management, performance verification and report interpretation of the technology. Experts from the
Clinical Microbiology Group of Chinese Society of Laboratory Medicine, the Clinical Microbiology
Group of Chinese Society of Microbiology and Immunology, and the Society of Clinical Microbiology
and Infection of China International Exchange and Promotion Association for Medical and
Healthcare discussed the above problems, wrote the expert consensus, and gave recommendations
for some key issues. Hope to benefit the positive interaction of the industry, promote the technical
specifications and development, and provide help for clinical anti‐infection diagnosis and treatment.
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感染性疾病一直备受临床关注。新型冠状病

毒肺炎全球大流行，给世界经济和人类健康带来严

峻挑战，更让病原的精准快速检测成为关注的热

点。近年来，因物价、政策等方面的灵活性，独立实

验室已广泛开展基于高通量测序（也称新一代测序

技术，next‑generation sequencing，NGS）的病原学检

测实验［1］。NGS技术应用的成功案例，对部分感染

性疾病的病原学诊断起到决定性作用［2］。然而目

前，临床对NGS应用的适应证认识不足，送检存在

较大的盲目性和随意性；操作过程复杂，缺乏规范；

提供检验的主体多元而检测质量良莠不齐；结果解

释缺乏可信的标准，误导临床的案例屡见不鲜，限

制了该技术的临床应用和普及。为提高NGS技术

应用于感染性疾病病原诊断的质量，有效实施质量

管理，中华医学会检验医学分会临床微生物学组、

中华医学会微生物学与免疫学分会临床微生物学

组、中国医疗保健国际交流促进会临床微生物与感

染分会特组织专家编写制定本共识。希望本共识

有益于业界的良性互动，促进该技术规范和发展，

为临床抗感染诊治能力提升提供帮助。

一、共识制定过程

本共识由执笔小组撰写初稿。三个专科分会

专家对推荐意见进行讨论、修改和首轮评议，再由

执笔小组进行多轮修改，形成修改稿。修改稿再次

提交专家组进行第二轮评议，形成终稿。

第一轮评议专家共 34位，其中临床专业（包括

感染、呼吸、重症）6位，微生物学专业 28位。初稿

推荐共识条目共 38条。对争议比较大的共识条

目，不再推荐。细节建议讨论后纳入。

第二轮评议专家共 38位，其中临床专业（包括

感染、呼吸、重症等）20位，微生物学专业 18位。评

议选项明确包括：同意、不同意、弃权。规则：90%
以上一致同意，则该共识描述为“建议”。70%~
90%同意，则该共识描述为“考虑”。70%以下则不

纳入共识推荐。

二、分类和术语

（一）分类

宏 基 因 组 高 通 量 测 序 技 术（metagenomic
next‑generation sequencing，mNGS）通过对临床样本

的DNA或RNA进行鸟枪法测序，可以无偏倚地检

测多种病原微生物（包括病毒、细菌、真菌和寄生

虫）。二代和三代测序平台均可用于该项技术。按

从临床样本中提取的核酸类型可以分为宏基因组

测序和宏转录组测序。按照测序模式可以分为单

端测序和双端测序。

（二）术语和定义

NGS：也称高通量测序，是一种可以同时对数

十万到数百万条 DNA分子序列进行读取的测序

技术。

mNGS：m指宏基因组，也称元基因组，是标本

中全部生物（人、微生物）基因组的总称。mNGS指
对标本中的全部生物基因组进行NGS分析。在感

染性疾病诊断领域中，侧重于微生物基因组的识别

和分析。

诊断宏基因组学：指用于临床诊断目的的宏基

因组学。该词字面含义仅指诊断，但实际上包括临

床治疗、感染控制等［3］。

临床宏基因组学：含义与诊断宏基因组学类

似，但应用场景更为广泛。二者比较，专家建议用

“临床宏基因组学”，因为“诊断”一词无法包括治

疗、感控、流行病学等信息［4］。

微生物组：指某一个系统、生态环境或特定区

域中全部微生物的总和。生物医学领域常常是特

指存在于人体特定环境中全部微生物遗传物质的

总和。例如，人体的肠道微生物组是人体肠道全部

微生物遗传物质的总和。

试剂盒基因组：指来自核酸提取、文库制备等

步骤试剂的核酸，来源如工程菌残留等，也可泛指

检测过程中的核酸污染。

游离脱氧核糖核酸（cell‑free DNA，cfDNA）：循

环中的 cfDNA分子来源于濒死的人类细胞和定植

或侵入的微生物，它们在分解时将核酸释放到血

液中。

读长：测序仪单个测序反应所得到的碱基序

列。读长长度指该碱基序列的碱基数。读长数量

指测序获得的碱基序列的数量。检测报告中常列

出某微生物种属名下的读长数，即针对该微生物种

属特异性片段的数量，一般是原始序列数据经过过

滤，去除了接头和低质量读长后的净读长数量。

文库：在遗传学领域特指某分子生物学技术创

建/生成的若干基因片段的集合，本共识中主要指

测序文库。通过文库制备步骤，可以将基因组

DNA样本（或 cDNA样本）转换为测序文库，然后可

在测序仪器上进行测序。文库制备包括DNA样本

的随机片段化，和为每个 DNA片段连接 5′和 3′
接头。

比对：指将测序的读长与参考基因组进行匹配

的过程。
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深度：指比对到已知参考序列的碱基平均测序

次数。例如，30倍测序深度意味着基因组中的每

个碱基平均被测序了 30次。深度越高，检出碱基

的可信度越高。

覆盖率：指达到给定深度的测序碱基占整个基

因组或目标区域的百分比。没有达到给定深度的

部分称为盲隙（Gap）。通常同时使用覆盖率和深

度描述测序结果。

相对丰度：指除去宿主序列之后，某微生物物

种序列在相应大类物种（通常分成细菌、真菌、病

毒、寄生虫 4大类）中的分布比例。丰度越高，表示

该物种所占比例越高。它只能指示同一样本中某

个物种的相对的量，不能用于不同样本之间的

比较。

Q值：指质量分值，用于衡量测序准确度。Q=
-10log10P，其中 P代表该碱基被测序错误的概率。

如Q20表示该碱基检测错误的概率为1%。

标定对照：指检测体系中加入已知序列（一定

浓度、一定序列），用以判断检测结果可信度或作为

参比，是测序检测中一种特殊的阳性对照。

无模板对照：一般是以焦碳酸二乙酯（diethyl
pyrocarbonate，DEPC，一种 RNA抑制剂）处理后的

去离子水（DEPC‑ddH2O）为样本，理想情况下应没

有DNA或RNA模板，用以指示检测过程中的核酸

污染情况。

检出限（limit of detection，LOD）：指检测对象可

以被某特定方法可靠地检测到的最低浓度（严格意

义上是达到某概率的最低检测浓度）。

正常无菌部位：指传统微生物学观念中，正常

生理情况下没有细菌或其他有活性微生物存在的

人体部位，通常也称无菌部位。如血液、脑脊液、浆

膜腔积液、关节液、心包积液等正常无菌体液

（normally sterile body fluid，NSBF）和骨骼、肌肉、组

织等部位。膀胱尿液是NSBF，清洁中段尿、胆汁不

是 NSBF。通常情况下腹膜透析液、羊水归为

NSBF。mNGS检测时，NSBF可能会有低浓度微生

物核酸检出，但没有微生物活体存在。与之相应，

如体表和开放的腔道，正常情况下定植有不同种

类、不同数量的微生物，称为正常有菌部位。一般

来说，无菌部位标本的诊断价值优于正常有菌部位

标本。

三、mNGS技术应用于感染性疾病的适应证

目前没有国家和地区（包括中国国家药品监督

管理局、美国食品药品监督管理局、欧洲药品管理

局）正式批准 mNGS用于临床感染性疾病的病原

诊断［5］。

因为尚无官方机构正式批准的适应证或推荐

领域，所以所有mNGS结果原则上都需要其他方法

验证。从临床角度，mNGS结果不能单独作为病原

学确诊或排除的证据。

（一）临床适应证

共识 1 对常规微生物学检查容易明确病原

体的感染，如尿路感染通过尿培养手段，不建议

mNGS。
共识 2 患者表现为发热或发热症候群，病因

未明确（符合不明原因发热定义），考虑感染或不除

外感染，但规范性经验抗感染治疗无效，考虑应用

常规技术检测的同时，或在其基础上，开展mNGS。
发热症候群包括：发热+中枢症候群、发热+呼

吸道症候群、发热+腹痛和/或腹泻症候群、发热+黄
疸症候群、发热+肝脾症候群、发热+女性生殖系统

症候群、发热+骨关节症候群、发热+皮疹症候群和

发热伴多系统表现。

肠道、体表、女性生殖道等部位有正常微生物

群，检测、结果解释应慎重。

不明原因发热（fever of unknown origin，FUO）
诊断标准：四分类标准参见文献［6‑7］，其中经典

FUO参见文献［8］。

共识 3 各种原因导致患者急危重症表现，不

除外感染所致，或考虑继发或并发危及生命的严重

感染，建议常规检测的同时，或在常规检测基础上，

开展mNGS。
急危重症指重要脏器衰竭，甚至多器官功能衰

竭，也包括脓毒性休克［9‑11］、血流感染［12］、脑膜

炎［13‑14］、重症肺炎［15］、复杂性腹腔感染［16］、骨髓炎和

脓毒性关节炎［17‑18］、坏死性筋膜炎等皮肤软组织感

染［19‑20］等临床情况。

共识 4 免疫受损患者疑似继发感染，常规病

原学检查未能明确致病原或/和规范性经验抗感染

治疗无效，建议进一步完善常规病原学检测的同

时，或在其基础上，开展mNGS。
免疫受损标准参见文献［21‑23］。

共识 5 疑似局部感染，病原学诊断未明确、

不及时处理则后果严重（危及生命或会导致局部功

能不可逆性丧失）时，考虑常规检测的同时，或在其

基础上，开展mNGS。如眼部（角膜炎/溃疡、眼内

炎、急性视网膜坏死等）、鼻部、耳部、喉部感染、糖

尿病足、外伤累及深部组织等情况［24‑27］。
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共识 6 高度疑似感染性疾病，但病原学诊断

未明确且常规抗感染治疗无效，建议进一步完善常

规病原学检测、处理原发感染灶（如拔去导管、外科

引流或拔去引流管、玻璃体切除）、调整经验抗微生

物治疗方案的同时开展mNGS。
如肺炎临床诊断成立，经验治疗无效仍然考虑

感染，或发热患者经验抗微生物药物治疗 72 h仍发

热，或明确菌血症使用敏感药物治疗 48 h仍持续性

菌血症等。

共识 7 慢性感染，或慢性疾病不除外感染，

尤其是二者临床表现相似、难以鉴别时，病情严重

或抗感染治疗疗效不佳需要明确病因，建议在完善

常规检测、调整经验治疗的同时开展mNGS。
如糖尿病患者足部慢性临床表现疑似感染；或

膝关节移植3个月后出现慢性症状不除外感染。

共识 8 除以上共识 2~7之外的患者人群，不

建议无条件普遍进行mNGS检测；进行mNGS检
测前请感染病学和/或临床微生物学专家会诊。

共识 9 不建议应用mNGS技术评估抗感染

治疗效果。

（二）微生物学适应证

传统微生物病原学诊断技术依然是临床微生

物学首选手段，可以进一步强化应用［28］。mNGS不
能替代传统病原学诊断技术，但可以作为传统手段

的有益补充和印证。

共识 10 针对微生物，考虑出现疑似新发病

原体，或某特殊病原体［29‑32］，缺乏传统技术或传统

技术手段不能确定种属时，建议常规检测的同时，

或在其基础上，开展mNGS。
特殊病原体指患者所在医疗机构或地区无法

检测，但其他临床证据考虑疑似相应病原体感染，

或不能除外该病原体，或实验室生物安全等级不允

许分离高致病病原体时。

共识 11 临床表现高度怀疑感染性疾病而多

种传统技术反复检测不能明确致病微生物，但仍高

度怀疑微生物所致［33］，建议继续完善更多检测技术

的同时或在其基础上，开展mNGS。
共识 12 传统病原学检测的结果不能解释临

床表现的全貌或/和抗感染治疗的反应，怀疑同时

存在其他病原感染时［34］，建议进一步完善更多检测

技术的同时或在其基础上，开展mNGS。
共识 13 感染性疾病的病原体已明确或高度

怀疑某病原体，临床表现提示该病原体可能具有特

殊的毒力表型，需要了解其毒力因子的相关信息

时，可以考虑对感染相应临床标本进行mNGS物
种鉴定的同时，采用mNGS检测毒力基因。

说明：mNGS检测细菌、真菌毒力存在较高的

假阳性和假阴性，毒力基因的解释有一定难度。采

用生物信息学方法应将毒力基因定位到具体的病

原体上；解释时应明确基因型和表型可能不一致。

不能定位、不具备解释能力时，不应进行检测。

（三）耐药学适应证

耐药性的分子生物学检测（指PCR方法为主的

核酸扩增技术）于 2019年正式写入 CLSI M100文
件。mNGS耐药性检测结果难以解释，尤其是标本

来自正常情况下有微生物定植或污染的部位。

共识 14 感染发生在正常有微生物定植的部

位，或检测标本采集有污染时（如支气管肺泡灌洗

液），不建议采用mNGS进行耐药性检测。

共识 15 感染发生在正常无微生物定植的部

位且标本采集过程污染概率低时，可以考虑采用

mNGS进行物种鉴定的同时检测耐药基因，并通过

耐药表型试验对耐药基因进行验证。对有菌种特

异性的耐药性基因，在测序深度足够时，可以考虑

应用 mNGS检测获得性的耐药基因，预测耐药

表型。

说明：mNGS检测细菌、真菌耐药性基因存在

较高的假阳性和假阴性，耐药基因的解释有一定难

度。基因型和表型可能不一致，耐药基因不能确定

来自的菌种、不具备结果解释能力时，不应进行

mNGS检测。

（四）流行病学和感染控制学适应证

共识 16 出现某种疾病的聚集性发病或暴

发［35］，怀疑是微生物导致的感染性疾病但病原不

明，且常规快速检测无结果时，建议完善常规检测

的同时或在其基础上开展 mNGS 明确致病微

生物。

感染性疾病的暴发是临床和疾控工作的焦点。

发现感染性疾病暴发时应该采取准确、快速、全面、

彻底的方法以明确导致暴发的致病微生物。尤其

是检出疑似烈性传染病病原体，实验室应立即汇报

临床和疾控部门，实现快速诊断和及时隔离。快速

诊断是患者处置、隔离和综合感控措施的基础、前

提和决定性因素。

共识 17 感染性疾病患者有特殊区域（如北

美地区有某些致病性真菌）旅居史，或有特殊职业

工作史（如畜牧业、屠宰业、水产业等［36］），感染病原

未明，建议常规手段检测的同时开展mNGS。
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四、mNGS的基本流程和管理要求

临床微生物实验室mNGS的基本流程包括标

本采集、运送、核酸提取和富集、建库测序和生物信

息分析来鉴定感染的病原体。

（一）标本采集

共识 18 从正常无菌部位采集mNGS检测标

本，应严格无菌操作，避免污染；从有菌定植或污染

部位采集的标本，应采取必要措施，尽量减少污染；

用于宏基因组RNA测序的标本，应添加核酸稳定

剂。mNGS标本的运送须防污染、防震荡、冷链快

速运送；标本如不能及时检测，应保存于低于-70 ℃
冰箱或液氮（血液标本应分离血浆后保存）。建议的

常用临床标本采集要求和相关说明见表1。
如果临床标本提取的DNA初始浓度低（尤其

是用去宿主核酸提取方法），建库时可能需要扩增，

这会造成污染被放大。因此用于mNGS检测的标

本一定要严格无菌操作。当mNGS检测应用于有

菌部位标本（如呼吸道标本、粪便等）时，微生物菌

群会使测序结果对病原体的解释更加困难。如果

标本中宿主细胞含量高，在测序数据量恒定（如

20M读长）的条件下，核酸提取如不去宿主，会造成

测序结果大部分来自人基因组，而病原微生物基因

组序列相对较少。

标本转运装置的类型、贮存时间和温度影响核

酸的数量和完整性。许多转运装置存在微生物

DNA，会导致mNGS检测假阳性和背景污染物的引

入。因此，应使用无菌、无核酸容器收集和运送标本，

同时尽可能冷链运送，缩短运送时间，送检新鲜标本。

（二）DNA/RNA提取

共识 19 建议实验室的核酸提取流程、病原

体核酸提取试剂盒应经过验证；高宿主背景标本提

取时应采用经过验证的方法去除宿主细胞或核酸；

整个提取过程必须有防污染措施，包括阴性对照和

阳性对照等。

DNA/RNA提取方法是导致mNGS结果差异的

一个重要因素。核酸提取方法中的一些细节会影

响mNGS结果，包括离心、纯化、DNA消化、核糖体

RNA（ribosomal ribonucleic acid，rRNA）去除、RNA
或DNA分离以及随机扩增等。

核酸提取试剂盒至关重要。不同试剂盒对不

同病原体的提取效能不同，例如有些试剂盒适合提

取病毒，但提取真菌的效能差。因此，必须对选取

的病原体核酸提取试剂盒进行验证，包括革兰阳性

菌、革兰阴性菌、真菌、病毒、寄生虫等核酸提取效

能的验证，避免病原体的漏检。

mNGS的局限之一是标本高背景导致检测灵

敏度降低。高背景主要来自人类宿主（例如，组织

活检标本）或微生物菌群（例如，呼吸道标本、粪便

等）。一些感染中的病原体载量可能非常低（<
103拷贝/ml），例如，腹泻患者粪便中的志贺菌载量

表1 mNGS常用临床标本的相关说明

标本类型

全血

正常无菌部位体液（胸腔积液、
腹腔积液、关节液、脑脊液等）

组织

脓肿

支气管肺泡灌洗液

痰

粪便

要求

成人 3~5 ml；婴幼儿 1 ml；专用采血管（进行检验的
微生物学实验室提供；即游离DNA样本保存管，
内由 EDTA和保护剂组成，可抑制血浆中核酸酶
及有核细胞中DNA的释放）

胸腹腔积液 10 ml以上；脑脊液 1 ml以上。房水200 μl以上。骨髓 0.5 ml以上。专用采血管（预
期标本可能凝集）或无菌冻存管

尽可能采集病灶边缘，病变与正常交界的组织

开放性：清创后采集深部或溃疡基底部分泌物；体积
尽量多。封闭性：彻底消毒后抽取脓液；体积 3 ml
以上

弃去前段可能污染的部分，收集后段 10 ml置塑料或
玻璃管

如果为自然咳痰，生理盐水漱口 2~3次，然后用力咳
深部痰3~5 ml

3~5 ml，新鲜

说明

采集后充分混匀。在运输过程中避免剧烈晃动

采集第 2管脑脊液。胸腹腔积液需富集后提核酸。
避免经引流管采集

污染程度比痰液低

一般而言须医护人员监督下完成

有大量正常菌群，结果解释有难度，须谨慎送检

注：临床对标本采集环节负责。所有类型标本，如果有不确定因素，采集前请和微生物学实验室沟通；采集时须注意无菌操作。须注意避

免采集标本导致感染扩散。有RNA测序需求时，须采集第 2管。所用标本容器须事先得到实验室确认。无渗漏、有螺纹盖可以拧紧、封口膜

密封、条码标记或编号。非血液标本：在 24 h内可以送达实验室并开始检测，可以用冰袋低温保存。24~72 h内送达，则应干冰保存运输，并立

刻进行标本前处理和核酸提取。长期保存原则：（1）DNA测序-20 ℃保存不超过 7 d；（2）RNA测序应置-80 ℃；（3）避免标本反复冻融，一般不

得超过 3次；（4）理论上-80 ℃可长期保存。怀疑高致病性或新发、突发传染病，须按国际“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
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或虫媒传播发热性疾病的患者血浆中寨卡病毒的

载量［37‑38］。对于这些患者的感染性标本，如果存在

高背景，当测序深度不变时，会漏检致病病原。因

此，对于高宿主背景的标本，须在提取的过程中去

除宿主细胞或核酸。

部分污染可能来自核酸提取试剂盒，即“试剂

盒基因组”［39］。为了确保内部的有效性和可重复

性，并确定潜在污染，应将所有提取和测序过程的

室内质量控制作为标准操作程序的一部分。阳性

对照通常加入DNA或RNA，例如合成核酸标准品

如 Sequins［40］；阴性对照通常是空白样品（例如预期

不含微生物基因组的人源核酸），或者理想情况下

是相似或相同的基质（组织、体液等），根据患者因

素和测试结果，这些基质预期不含微生物基因组。

进行临床宏基因组学检测的实验室检测必须纳入

外部控制系统，如外部质量保证/能力验证。

（三）建库和测序

共识 20 建议采用经过验证的流程进行建库

和测序；建库慎用各种扩增方法，因为扩增会使正

常菌群或污染病原体的序列扩大，难以判断真正病

原体；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，确保测序原始数据的质量。

大部分mNGS建库过程需要进行扩增。不同

物种的克隆扩增效率不同，这会导致背景污染的物

种读长数变得很高，mNGS结果判断更加困难。

不同的宏基因组测序平台可能会产生不同类

型的读长，例如，单端和双端、短读长（50~300 bp）
和长读长（>1 000 bp）。测序平台的错误率不同，错

误读取碱基的概率不同，从 Illumina测序仪的小于

0.01%到 Oxford nanopore测序仪的 5%~10%（截至

2020年 2月）［41］。此外，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

复杂区域的样本时，往往会错误地读取碱基。因

此，报告物种组成时需考虑结果的假阳性和假

阴性。

RNA的文库制备比DNA更耗时，但在某些情

况下，RNA测序比DNA测序更有益。首先，如果仅

提取DNA，则RNA病毒无法检测到［42］。其次，进行

总RNA提取/测序可捕获DNA和RNA的表达，并且

mRNA序列可翻译成蛋白质。氨基酸序列比核苷

酸 序 列 更 保 守 ，因 此 可 产 生 更 明 确 的 分 类

信息［43‑44］。

（四）生物信息学分析

共识 21 建议生物信息学分析流程应进行性

能确认和验证，包括数据库的优化、比对方法和比

对参数的优化等，确保准确报告致病病原体。

不同实验室或商业公司会采用不同生物信息

学分析流程，应清楚描述所使用的生物信息学方

法，包括软件名称、版本、主要命令等。

典型的生物信息学流程从原始输入 fastq文件

开始，系列分析步骤包括低质量和低复杂度序列过

滤、去除接头、去除宿主序列、与参考数据库比对进

行微生物鉴定，可选做序列组装、耐药基因和毒力

基因鉴定等。仔细评估生物信息学分析流程中的

每个步骤，以确保数据处理的准确性和完整性。生

物信息学分析流程必须经过性能确认和验证，包括

将对照和患者数据集进行分析和比较，并通过常规

临床测试来确定最终结果的准确性［14］，目前尚缺乏

标准。

五、mNGS应用于感染性疾病病原诊断的质量

管理保证

目前，尚无国家药品监督管理局批准的用于感

染性疾病检测的mNGS试剂盒。因此，每个临床实

验室必须验证实验室开发的测试系统，包括核酸提

取、文库制备、测序和分析流程，各组件的任何更改

都须重新确认。

mNGS检测的质量控制对于确保性能准确至

关重要。由于mNGS是复杂的多步骤测试，因此需

要多个质量控制指标，包括样品对照、外部对照、内

部对照、文库质量指标、测序质量指标和污染对照。

实验室可以采用可接受的标准来定义每个参数，以

确保样品质量和运行质量，并保证在样品处理中不

发生错误。

mNGS污染、结果解释、用于分析的数据库及

根据测序数据预测药敏等问题，仍存在挑战。每个

样本添加已知序列和已知浓度的内部样本质控；每

一批包含两种外部样本质控：阴性质控或环境质控

（缓冲液）、阳性质控［已知浓度的革兰阳性菌、革兰

阴性菌、真菌、病毒（可选）、寄生虫（可选），如表皮

葡萄球菌、大肠埃希菌、铜绿假单胞菌和烟曲霉］。

（一）特殊病原体的DNA/RNA提取技术要求

共识 22 建议病毒核酸提取应保证病毒核酸

的完整性；对于细胞壁较厚的病原体应采取常规方

法以外的破壁方法。

病毒mNGS诊断的关键问题是在提取过程中

保持病毒核酸的完整性，并利用临床上有重要意义

的病毒提取方法。对于一些细胞壁比较厚的病原

（如分枝杆菌、真菌等）［15］，常规核酸提取方法难以
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保证核酸提取的质量，因此需要使用一些特殊的破

壁方法，并标准化。

（二）标本采集、DNA/RNA提取、建库引入的实

验室污染问题

共识 23 污染既包括标本采集、核酸提取、建

库测序引入的污染，也包括生物信息学分析引入的

污染；建议实验室自建有效的防污染策略，包括使

用背景微生物库的方法。

采用mNGS进行感染性疾病诊断最大的瓶颈

是污染导致假阳性。“污染”来源包括实验室试剂或

环境中检测到的背景微生物和正常人体菌群，以及

生物信息分析或数据库错误（例如错误注释），这些

错误均可能导致物种识别错误。在样品收集、核酸

提取、文库制备和混样过程中引入的少量外源

DNA或RNA都能从污染的读长中产生可检测的信

号。此外，实验室物品表面、耗材和试剂可能均含

DNA。因此，mNGS检测的复杂性要求人员训练有

素，样品处理过程格外小心，以避免操作错误和交

叉污染。

对于任何进行分子分析的实验室而言，污染的

风险始终存在。实验室应通过合理的布局、环境洁

净度控制、质量控制、单向工作流程和严格的去污

染方案来减少风险。实验室可能需要mNGS的专

用空间，以最大程度减少污染。但许多临床实验室

因空间狭小而无法建立mNGS检测专区。

可有效避免因污染而误读mNGS结果的策略

包括：（1）根据临床微生物专家和临床医生的指导

添加解释性注释；（2）使用替代方法确认由mNGS
新鉴定的物种；（3）实施污染监测策略，例如专用的

污染参考数据库；（4）由经验丰富的实验室主任和

专科医师主持的实时电话会议（临床微生物测序委

员会），结合临床实际与主管医师讨论检测结果［13］。

（三）测序深度对结果的影响

共识 24 建议实验室验证不同标本、不同感

染类型病原体检测所需的测序深度。

实验过程中测序深度不同主要是测序平台的

通量不同和上机的均一性决定。不同标本的测序

深度需求，主要是由不同的标本的宿主背景比例、

微生物多样性决定，其次是不同测序平台和测序成

本的影响［45‑47］。测序深度对低丰度物种鉴定、对测

序数据可信度均有影响［45］。测序深度影响mNGS
的敏感性。尽管mNGS比涂片或培养更敏感，但大

多数情况下，它不如靶向核酸扩增灵敏，部分原因

是因为检测过程中对大量人类DNA/RNA进行测序

和去除。分析灵敏性也可能因病原体而异［48］。影

响mNGS敏感性的其他因素包括标本采集的时机、

标本稳定性和来源及方法学变量，如提取方法、文

库制备和数据分析［48‑49］。去除宿主核酸有利于提

高用于感染性疾病病原体检测的mNGS灵敏度［50］，

但去除宿主核酸同时，也会损失一部分病原体

核酸。

（四）生物信息学分析结果中疑似背景微生物

对病原诊断结果的影响

共识 25 建议实验室建立自己的背景微生物

数据库以控制假阳性结果。

分析前、分析中和分析后的每个阶段，mNGS
检测的特异性都会受到影响。在mNGS的技术性

能中，阴性对照和基因组覆盖对照能帮助从试剂或

实验室中鉴定外源 DNA。在某些平台上，一些序

列可能会被错误拆分（即索引跳变，index hopping），

如在分析过程中不加以控制和过滤，会导致假阳性

结果［51］。在数据分析和序列比对期间还会出现其

他问题，包括分类错误、数据库错误以及鉴定非源

自患者样品的DNA。
尽管在验证过程中可以通过适当的控制来解

决分析特异性问题，但更大的关注点在于mNGS测
试的临床特异性，如检测的序列与患者当前的疾病

过程符合程度，不同宿主间病原体核酸的半衰期或

潜伏期，报告阳性结果的阈值及不同的疾病过程或

宿主的阈值差异等。

检测中需建立背景数据库，包含mNGS数据中

可检测到的正常菌群或实验室污染引起的背景微

生物［4］。如背景库中微生物具有临床意义，报告时

需更高的报告阈值，而这个阈值需要通过验证

获得。

（五）病原诊断阈值的设定

共识 26 考虑建立mNGS的诊断阈值以排除

背景微生物的干扰、改善检测结果的准确性。

实验室应基于自己的mNGS流程，针对不同感

染类型，设定不同病原体的诊断阈值来发放报告。

建立阈值区分真阳性与实验过程中污染的微

生物，且这些阈值包含度量标准，例如与检测到的

微生物比对上的读长数、标准化为百万分之一的读

长数、外部无模板对照样本或内部添加物质的读长

数、覆盖非重叠基因组区域的数量及相对于阴性对

照样本的临床样本中的读长丰度（以避免报告污染

物种）。ROC曲线分析是确定已知结果的临床样本

训练集的最佳阈值的有用工具，并使用独立的验证
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集验证预先设定的阈值［14］。大多数验证研究使用

残留冷冻样本，而不是前瞻性采集的新鲜样本，这

限制了对样本稳定性和时间变异性的评估。不同

标本类型、不同病原体的诊断阈值可能不同，实验

室应建立常见标本类型、常见病原体的诊断阈值。

（六）数据库对病原学诊断结果的影响

共识 27 建议实验室验证自建的数据库中物

种的准确性，过滤数据库错误和不正确的序列，并

定期更新数据库。实验室应尽最大可能完善病毒、

真菌和寄生虫数据库，提高鉴定的敏感性和准

确性。

小型精简数据库或严格标准数据库可能不包

括新的或少见物种，从而导致假阴性结果。未精简

数据库或宽松标准数据库也可能会错误鉴定物种。

目前，各实验室或商业公司的数据库都是自建，缺

乏标准化。标本污染或不完整（如基因组中包含重

要突变的不完整区域）产生的序列是参考数据库的

常见错误特征，尤其是包括基因组草图时。如超过

1 000个已发表的微生物基因组序列已鉴定为被

phiX174污染——phiX174是一种在 Illumina测序

中用作对照的噬菌体［52］；2 250个NCBI GenBank细
菌和古细菌草图基因组含有虚假的人类序列［53］。

假阴性也可能是数据库中缺少某物种所致。

真菌和寄生虫拥有庞大基因组，可与人类宿主

序列相混淆，并且可能低滴度存在于临床标本中，

给mNGS带来挑战。目前临床上重要的真菌和寄

生虫物种的数据库有限，这更给 mNGS分析带来

困难。

微生物参考基因组的公共数据库不断更新，实

验室除处理潜在的错误注释和其他数据库错误外，

还需定期更新数据库。尽管公共数据库（如NCBI
的核苷酸数据库）更多、更完整，但是它比经过精选

的序列有限的数据库［例如 FDA‑ARGOS［54］或 FDA
参考病毒数据库（RVDB）［55］］包含的错误也更多。

整合多个数据库的注释序列可提高微生物鉴定的

敏感性和特异性。

六、mNGS应用于感染性疾病病原诊断的性能

验证和标准化

mNGS检测微生物的性能、有效性和临床意义

是亟待解决的问题。可采用“代表性物种”方法，使

用单个物种作为检测该类别中其他病原体（如

DNA病毒、RNA病毒、革兰阴性菌、革兰阳性菌、酵

母菌和丝状真菌）的代表［14］，以期对相似病原体具

有指示作用。实验室应不断扩大所检测物种的清

单，建立能可靠进行 mNGS分析测试和报告的病

原谱。

共识 28 对mNGS整个检测和分析流程进行

性能验证是其应用于临床的瓶颈，建议对感染性疾

病常见的“代表性”物种进行检出限、包容性、抗干

扰、精密度、携带和交叉污染、稳定性等的验证。

检出限提供对特定靶标分析灵敏度的度量，是

指可以准确测序并与阴性样品区分开的最低浓度

靶标，且在≥95%的重复样品中具有一致的检测

能力。

包容性或分析反应性：指验证能够特异性检测

病原体之间潜在的遗传变异以及耐药性和毒力标

记的能力。包容性验证应使用培养的微生物。在

某些情况下，可以使用预先提取和已知浓度的核

酸，如稀有物种、不可培养物种、BSL3和BSL4物种

等。评估中使用的靶标浓度应在设备的 LOD处或

附近。如mNGS检测并鉴定了肠沙门菌，建议在特

定 LOD或临界值附近进行检测，证明该方法可检

测到所有常规报告的血清型。当菌株不可获得时，

可通过对靶序列进行计算机分析来完成验证。

干扰物质验证：应该对临床标本中可能影响测

序的干扰物质进行评估。临床标本的潜在干扰来

源包括外源性物质（即药物、抗凝剂等）和内源性物

质（即蛋白质、脂质、血红蛋白、胆红素等）。同时，

应全面评估由测序仪引入的潜在干扰，包括预处理

或洗涤过程中残留的化学物质。对未知序列应该

验证：宿主背景的干扰；存在靶标污染物或其他微

生物的干扰；不存在靶标时发生的交叉反应（非致

病菌群，邻近物种）；PCR抑制剂的干扰。

精密度：当重复测试同一样本并引入多个变量

时，应评估设备的可重复性。如可在多个地点使用

仪器，并由不同的操作人员在不同的日期运行仪

器，以评估可重复性。评估还应确定多种试剂批次

对设备性能变化的影响以及对最终结果可能产生

的影响。同样，在固定条件下多次分析标准物质

时，应评估可重复性。

应评估残留污染的影响，包括样品制备和文库

制备，其中将已知的阳性样本（目标浓度高）和阴性

样本交替使用。应计算并报告以前运行的携带污

染率。

其他验证：根据设备的预期用途、标本类型和

研究设计，可能需要进行下列内容验证，包括矩阵

等效性、新鲜和冷冻试剂稳定性、混合感染中评估

含多个物种的标本。
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七、mNGS应用于感染性疾病的报告解读

共识 29 解读报告考虑如下参数：测序质量

（是否去除低复杂度、低质量序列，Q20、Q30等）、

读长、特异性读长、覆盖率、深度、丰度、微生物序列

的数据量、阈值等。

共识 30 mNGS检测报告中，建议结合不同

标本类型与检出病原微生物的种类进行解读，区分

无菌部位（血、无菌体液、组织、骨髓等）与正常有菌

部位（如呼吸道、尿液、开放性伤口）。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。如脑脊液检出新型隐球菌，呼吸道标本检出

结核分枝杆菌、腺病毒、流感病毒，关节液或血液标

本检出布鲁菌属，均可认为是致病微生物。注意排

除常见定植菌、污染菌与工程菌的影响。

共识 31 血浆样本对 cfDNA进行mNGS检测

时，建议从临床的角度鉴别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。

mNGS检测中，来自环境、检测试剂的细菌、病

毒、真菌的序列也将混杂其中，深度测序时会将其

信息放大。对于检测结果中出现的罕见致病报道

的环境中微生物，应首先考虑污染所致［56］。注意识

别检测报告给出的常见定植菌、污染菌与检测试剂

中工程菌［48，50］。

实际工作中，mNGS报告常见定植菌或污染

菌，与检测标本类型、采集方式、检测环境有关，可

依据传统微生物学中基础知识初步判断。工程菌

则与检测环节所用的试剂有关，如果某一批检测样

本的报告出现少见的微生物，应注意检测过程中空

白对照的检出情况。mNGS检测的目标是核酸，而

并非存活的病原微生物。DNA在体内需要一定时

间降解，可能存在病原微生物已死亡而mNGS给出

阳性结果，应注意甄别［57］。

共识 32 mNGS报告中常规容易培养的病原

菌，建议临床医师结合传统方法，综合判断其临床

价值。

对于常规容易培养的病原菌，如革兰阳性菌中

的葡萄球菌属、肠球菌，革兰阴性菌中的肠杆菌目、

非发酵菌等，传统的培养方法能给出较好的结果，

并非mNGS的优势所在［1，58］。

共识 33 建议对于在核酸提取过程中破壁困

难的微生物，如分枝杆菌属、诺卡菌属、真菌（主要

包括曲霉菌、毛霉菌、隐球菌属与双相真菌）等，即

使在检测报告中读长数较低，也要考虑其为致病微

生物的可能，并采用其他方法验证，如特异引物的

PCR或一代测序等分子生物学检测，G试验，GM
试验，曲霉菌 IgG抗体或隐球菌荚膜多糖抗原等血

清学试验。

对于上述核酸提取较为困难的微生物，应注意

mNGS提供的线索，进一步确认与排除［14，29，48，56，59］。

共识 34 采用mNGS进行病原微生物鉴定的

同时，可以考虑检测耐药基因，但需要将耐药基因

准确定位到具体的病原体上以明确其临床价值。

即通过对mNGS测得序列进行具体病原体基因组

组装之后，确定耐药基因位于哪个病原体上，位于

质粒上还是位于染色体上。

目前，对原始样本直接检测耐药基因指导临床

使用抗微生物药物，还存在很多疑问，对于正常有

菌部位样本，将耐药基因与特定病原微生物准确匹

配存在较多困难。对于生长缓慢，而其耐药基因型

与表型有良好相关性的病原菌，可对纯菌落进行全

基因组测序（whole genome sequencing，WGS），推测

耐药情况。如克拉霉素是治疗脓肿分枝杆菌重要

的抗微生物药物，但是表型药敏实验非常复杂耗

时，WGS检测脓肿分枝杆菌 erm（41）与 rrl基因点突

变，可准确预测耐药情况［60］。对于结核分枝杆菌，

WGS可以预测异烟肼、利福平、乙胺丁醇、吡嗪酰

胺、乙胺丁醇、氧氟沙星的耐药状况，具有很好的特

异性［60‑63］。如果待检样本仅有单一病原微生物检

出，且读长较多，或者多种微生物存在，但是测序长

度较长（如采用 nanopore测序），耐药基因与微生物

之间匹配，也可间接推测其耐药情况。

共识 35 mNGS对于新发或少见病原微生物

的检出具有重要价值。建议解读报告单前应了解

比对数据库的内容，明确其是否涵盖少见病原或新

发病原。检出高致病性病原微生物，应及时与临床

联系。

mNGS的优点之一是能够诊断出少见的感染

微生物。从公共卫生的角度来看，mNGS检测可以

提供新出现或重新出现的高致病病原体的证据，检

出不常见病原体可以报告给公共卫生机构，公共卫

生机构可以协助进行后续的确认测试。

对于新发病原，如新型冠状病毒，mNGS以较

快速度明确了病原，为下一步的检测、诊断、治疗、

疫苗制备提供了条件［64］。对于少见病原，如鼠疫耶

尔森菌、双相真菌（如马尔尼菲蓝状菌、荚膜组织胞

浆菌、球孢子菌等）、耶氏肺孢子菌、钩端螺旋体、以

及各种寄生虫（如阿米巴原虫、疟原虫）引起的感
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染；或原始样本中数量较少的病原，如脑脊液中的

诺卡菌属、曲霉菌属、结核分枝杆菌，临床实验室常

缺乏有效的检测手段，需要mNGS的结果提供线索

作为参考。当然也必须与临床症候有明确相关性，

方可考虑为致病微生物［13，50，56，64］。

共识 36 mNGS结果为阴性，对于排除感染

常具有较好的阴性预测值。但对于某些病原微生

物，如结核分枝杆菌等，原始样本中含量较少，或核

酸提取困难的病原微生物，应考虑mNGS检测灵

敏度较低，阴性预测性差，并不一定优于PCR等常

规检测方案。

准确的mNGS阴性结果可能表明感染的可能

性较低，因此有可能作为“排除”实验（虽然也可能

需要其他检测，例如血清学检测）。未检测到病原

体核酸序列，多数情况下可以排除感染微生物的存

在，但是对于感染病原微生物数量少或核酸提取困

难的微生物，判断应谨慎［9，57，65‑66］。对于呼吸道样

本，mNGS对于结核分枝杆菌的检出率并不优于

GeneXpert，而对于脑脊液等无菌部位样本，mNGS
常有较好的表现［29，67‑68］。例如：对于脑脊液模拟样

本，mNGS对不同的病原微生物 LOD：巨细胞病毒

（9.4拷贝数/ml），HIV‑1（100.8拷贝数/ml），肺炎克

雷伯菌（8.7 CFU/ml），无乳链球菌（8.9 CFU/ml），新

型隐球菌（0.01 CFU/ml），黑曲霉菌（130 CFU/ml），

弓形虫（55个/ml）［48］。各检测实验室可以确定自己

检测的 LOD。mNGS依然需要与传统方法（包括培

养、PCR、血清学实验）结合才能更准确地诊断［48］，

Wilson等［13］研究表明mNGS对脑脊液检测阴性的

脑膜炎或脑炎患者，有 18例是通过血清学实验明

确诊断。

共识 37 建立mNGS病原诊断的阈值影响因

素较多，包括测序平台、测序流程、标本类型、病原

种类、患者状况，目前尚无统一公认的阈值，建议各

实验室建立自已的阈值，并在临床工作中加以

验证。

对于无菌部位样本，检出微生物核酸序列可能

有较大临床价值，但应排除污染菌、工程菌、

cfDNA、检测流程等干扰［69］。对于正常有菌部位的

样本，情况要复杂得多，除了病原微生物的种类外，

还要综合考虑宿主的因素。实验室可根据自己条

件建立阈值。如：Wilson等［13］对脑脊液的mNGS研
究中，对于病毒（DNA或RNA病毒），检出读长应至

少覆盖全基因组的 3个非重叠区域，判断为阳性；

对于细菌、真菌与寄生虫，RPM（指每百万序列的特

异性读长比率，RPM=RPM脑脊液/RPM非模板对

照）≥10，判断为阳性。Miao等［1］将mNGS检出真菌

（种水平）的读长数是其余真菌的 5倍以上，判断为

阳性；mNGS只要检测到 1条属水平的结核分枝杆

菌复合群读长，即判断为阳性［70］。

共识 38 不同病原微生物读长对结果判断的

影响：同等条件下（相同微生物，相同标本），如某一

微生物检出的读长数量多，为致病微生物的可能性

大。但是，不同病原微生物基因组大小不同（寄生

虫>真菌>细菌>病毒），核酸提取效率存在差异［难

易程度：病毒<革兰阴性菌<革兰阳性菌（不包括分

枝杆菌、需氧放线菌等）<真菌］，致病力也相去甚远，

因此不能仅仅依靠读长多少来判断是否感染，建议

同时考虑病原微生物种类差异与致病特性［71‑72］。

共识 39 mNGS病原微生物检测结果，建议

由具有一定生物信息学知识，并从事临床感染或临

床微生物等专业人员，结合患者临床背景、影像学

资料、其他的实验室检查结果，综合判断。不加以

正确解读与甄别，盲目依据mNGS报告开展治疗，

必将导致抗微生物药物的滥用［71‑73］。

临床感染病原学诊断是具有挑战性的工

作［56‑57，65］。mNGS仅检测样本中的核酸（包括DNA
与 RNA），是否反映患者真实感染状况，需要将检

测结果与临床情况结合，核对甄别。mNGS技术检

测的是核酸，不能简单将核酸等同于病原微生物。

血浆 cfDNA的 mNGS检出结果，仅有 50%与临床

相关［57］。

综上，本文对mNGS技术应用于感染性疾病病

原检测的质量管理进行了推荐，并给出了推荐强

度。因为该技术可对部分病例的病原诊断产生决

定性影响，现实中又存在种种问题［74‑75］，所以需要

确保该技术的检验质量，并需要进行持续性评估。

在评估结果明朗、中国国家药品监督管理局正式批

准应用之前，理性、有节制、可信地应用该技术始终

是一个挑战。既有的专家共识［71‑73］和本专家共识

将有益于业界对该技术的恰当应用。
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附：2021年继续教育单项选择题（三）

1.下列关于mNGS的描述，错误的是（ ）

A.宏基因组高通量测序技术的英文是 metagenomic
next-generation sequencing，缩写是mNGS

B.其中m指宏基因组，也称元基因组，是标本中全部生

物（人、微生物）基因组的总称

C.mNGS指对标本中的部分生物基因组进行NGS分析

D.在感染性疾病诊断领域中，mNGS侧重于微生物基

因组的识别和分析。

2.关于mNGS适应证，耐药性检测描述正确的是（ ）

A.感染发生在正常有微生物定植的部位，不建议采用

mNGS进行耐药性检测。

B.一律进行mNGS，和表型检测互相印证

C.任何情况下都不能进行耐药性检测，因为结果无法

解释

D.对有菌种特异性的耐药性基因，在测序深度足够时，

也不能考虑应用 mNGS检测获得性耐药基因

3.关于mNGS下列表述错误的是（ ）

A.mNGS整个实验流程需要防污染

B.mNGS敏感性高于qPCR
C.测序深度影响病原鉴定的敏感性

D.对于高宿主背景的样本应去除宿主核酸后测序

4.关于mNGS检测临床样本，下列说法正确的是（ ）

A.测序报告中最多读长数的微生物，为致病微生物

B.下呼吸道感染时，mNGS在肺泡灌洗液中未检出结核

分枝杆菌序列，可以排除肺结核

C.怀疑血流感染时，采用血浆进行mNGS，若检出多种

微生物的序列，应考虑样本在采集过程中污染所致

D.肺组织样本经mNGS检出新型隐球菌的序列，可考

虑其为致病菌，必要时采用隐球菌荚膜多糖抗原实验验证

5.深部咳痰样本，mNGS检出下列哪一种病原的读长

时，应高度怀疑为致病微生物（ ）

A.巨细胞病毒

B.马尔尼菲篮状菌

C.白念珠菌

D.鲍曼不动杆菌
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