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摘  要 

下呼吸道感染作为目前导致人类死亡的第三大原因，其发病率、死亡率高，是全世界认可的常见呼吸系

统疾病，危害性巨大。其病原微生物因地域、民族存在差异而不尽相同。在全球范围内，临床诊断病原

体有效率低、新发传染病及少见病频出、菌群耐药等问题。因此精确的病原体诊断成为解决上述问题的

关键。近年来，二代测序技术(NGS)作为一种新型检测病原体手段，在临床上被广泛应用，为我们明确

病原体、拓展对微生物的认知以及临床诊治提供了一条新途径。本文就二代测序技术在下呼吸道感染中

的研究现状及前景进行综述。 
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Abstract 
As the third leading cause of human death, lower respiratory tract infection (LRTIs) is a globally 
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recognized common respiratory disease with high morbidity and mortality. The pathogenic mi-
croorganisms are different when there are differences in regions and nationalities. In the world, 
there are some problems, such as low efficiency of clinical diagnosis of pathogens, frequent oc-
currence of new and rare diseases, drug resistance of bacteria and so on. Therefore, accurate di-
agnosis of pathogens is the key to solve the above problems. In recent years, the next-generation 
sequencing (NGS) technology, as a new method to detect pathogens, has been widely used in clinic, 
which provides a new way for us to identify pathogens, expand our understanding of microorgan-
isms and provide a new way for clinical diagnosis and treatment. This article reviews the research 
status and prospect of next-generation sequencing technology in lower respiratory tract infection. 
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1. 二代基因测序技术(Next-Generation Sequencing, NGS) 

二代测序技术(NGS)，又称为高通量测序技术，该技术通过简便的样本采集及核酸提取，将数量庞大的

基因片段进行测序后与已纳入系统的病原体进行对比，从而确定样本所含病原体。该技术测序流程主要包括

标本核酸提取建库、DNA 和(或)RNA 富集、上机测序、生物学信息分析等。NGS 大体上分为宏基因组测序

(metagenomic next generation sequencing, mNGS)和靶向扩增子测序(targeted amplicon sequencing, TAS)。 
mNGS 适用于各种病原体的检测，包括细菌、病毒及真菌[1] [2]。mNGS 无需培养、检测迅速便捷、

准确性高[3]，可检测未知新发病原体[1] [2] [4]，并可追溯源头进行分类，标本来源广泛[5]，因此被越来

越频繁地应用于医学研究及临床诊断领域[6]-[11]。但是，mNGS 检测敏感度依赖于数据库收录的病原体。

目前有关 mNGS 的研究中，虽纳入约 8000 多种病原体，但相对于整个自然界的病原体，其覆盖率仍较

低[3]。TAS 具有扩增检测标本中病原体序列数的优点。主要方法是使用引物进行 PCR 扩增，然后从中

检测与特定类型相匹配的所有微生物。目前许多医院及医疗机构已将该技术应用于样本检测中，特别是

感染性疾病的病原体检测[12]。相对于宏基因组测序，TAS 测序花费较少，但其受到检测范围的限制(如
只能检测细菌或真菌)及需对检测样本提前预估病原体类型。随着科技的发展，二代测序技术的缺陷将逐

渐被完善，在感染性疾病中的应用也将愈发成熟、广泛。 

2. 下呼吸道感染 

下呼吸道感染，包括急性支气管炎、急性加重慢性支气管炎或慢性阻塞性肺疾病(COPD)、纤维化支

气管扩张、社区获得性肺炎(CAP)等，是发病率高的传染病和一个长期的全球公共卫生问题。 
下呼吸道感染的病原体复杂、多样。在细菌中，如肺炎链球菌、流感嗜血杆菌、金黄色葡萄球菌、

铜绿假单胞菌和其他革兰氏阴性杆菌被广泛认为是下呼吸道感染的主要病原体[13]。尼日利亚大学教学医

院(UNTH)对 954 名疑似下呼吸道感染患者的痰样本的研究中[14]，微生物阳性率 45.2%，其中单一致病

菌以肺炎克雷伯菌 215 株(49.9%)居多，细菌组合以克雷伯菌和铜绿假单胞菌 6 株(1.4%)居多。病毒在下

呼吸道感染中也发挥重要作用，疾病控制和预防中心(CDC)关于社区肺炎的一项病原学研究中[15]，23%
的患者有病毒感染的证据，其中鼻病毒是最常见的病原体。在韩国一项对 198 名 ICU 的肺炎患者的研究
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中[16] [17] [18]，35%的患者发现了病毒病原体(其中 24%为鼻病毒)。其他关于 ICU 病人的研究报告病毒

感染率在 18%到 41%之间。此外，呼吸道病原体的联合感染很常见，特别是在欠发达国家如中国[19]。
在下呼吸道感染中，细菌、病毒等都可为其致病菌，患病率高，每年用于其治疗的金额巨大，如美国每

年有数十亿美元用于下呼吸道感染的诊断和治疗[20] [21]。因此，明确患者下呼吸道病原体对于治疗患者

疾病、减轻国家经济负担有着重要作用。 
下呼吸道感染患病率和死亡率依民族、地域、气候而有较大差异。依民族、地域不同的原因可能与

其日常生活、家庭经济状况、当地空气污染程度、遗传因素等有关。在细菌性肺炎呼吸道细菌微生态研

究中发现存在种族/民族的差异性，推测上述原因可能也是下呼吸道感染患病率具有民族差异性的原因。

Burton 等[22]通过研究发现美国成年人中黑种人患肺炎链球菌引起的社区获得性肺炎的几率比白种人明

显升高，提示呼吸道内细菌微生态分布可能有种族/民族差异性。气候因素是下呼吸道感染的一个独立危

险因素，对患者的发病率及死亡率皆有重要的影响。如下呼吸道感染患者在秋冬季节明显高发且容易急

性加重，住院次数也往往较夏季有所增多，其原因可能与在寒冷、潮湿环境中呼吸道病毒感染增加有关。 

3. NGS 在下呼吸道感染诊断中的应用 

随着 NGS 的出现，人们对肺部微生物组及其在肺部疾病中的作用了解的越来越详细，比如当肺部微

生物组多样性降低或部分微生物丰度异常增高时可能导致肺炎[23]。自 Wilson 等[24]利用该技术诊断一

例中枢神经系统钩体病后，该技术在感染性疾病诊断中逐渐应用。其中，mNGS 对于下呼吸道感染病原

体的明确更为有效。mNGS 对于病原体鉴定具有独到优势，能够检测出一些传统方法未能检出的微生物，

而且相比于传统检测方法，其准确率更高，如 Zou 等[25]在不明原因肺炎患者进行传统病原体检测无效

后通过 mNGS 技术检测出麻疹病毒；Xie 等[26]对 IUC 病房 178 例重症肺炎进行病原体检测，其中 48 例

行宏基因组测序(观察组)，其余使用传统检测方法(对照组)，根据检测结果调整抗生素方案，结果显示观

察组病死率在 28 d 和 90 d 均明显低于对照组，分别是 16.7% vs 37.7%、16.7% vs 42.3%。 
宏基因组检测致病菌阳性率明显高于传统检测方法，有助于更加迅速找到病原体、调整抗生素方案

及降低病死率。胡必杰等[4]对感染性疾病患者同时进行 mNGS 与传统培养检测发现，mNGS 对于感染性

疾病诊断敏感性高于传统检测方法(50.7% vs 35.2%; P< 0.01)，此外，mNGS 不易受到接触抗生素的影响。

对于免疫缺陷儿童的下呼吸道感染，Zinter 等[27]针对既往传统检测结果阴性患者进行 mNGS，结果显示

约 50%检测出潜在病原体，这说明 mNGS 相对于传统检测具有更高精准性及敏感性。Leo 等[28]对一名

白血病造血干细胞移植后出现肺部感染的成人患者的肺泡灌洗液进行 mNGS，结果显示该技术明显提高

了细菌、真菌检出率，甚至检测出病毒、厌氧菌。 
mNGS 对于目前在全球流行的新型冠状病毒肺炎病毒检测及其他相关研究也起到了重要作用，为全

世界人民的生命及财产安全做出了重要贡献。HLA 在对病原体的免疫应答中起着关键作用，针对目前在

全球流行的新型冠状病毒肺炎(COVID-19)，Wei Wang 等[29]利用 mNGS，对 82 例 COVID-19 患者进行

HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DRB3/4/5、-DQA1、-DQB1、-DPA1 和-DPB1 位点基因分型，结果显示部分

HLA 等位基因可能与 COVID-19 的发生有关。NGS 作为检测病原体的新型技术，在 COVID-19 相关检测

中起到了重要作用，为全球抗疫做出了重要贡献。 
综上所述，mNGS 在下呼吸道感染诊断上有着显著的敏感性，更加容易发现罕见菌群，提高人们对

新发病、少见病的认识。在原因不明、接触抗生素、免疫功能低下等患者的病原体检测有更高指导价值。

在应用 NGS 的过程中，人们也发现了其许多不足之处，比如：病原体覆盖率仍较低、测序收费偏高、检

测回报时间长、外源微生物的污染、采样过程样本可能受到污染、DNA/ RNA 流程不能合并检测等问题

在一定程度上阻碍了 mNGS 的临床应用。 
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4. 未来临床应用及研究热点展望 

目前临床感染性疾病使用 mNGS 确定病因的研究越来越多，与此同时，将该技术应用于呼吸道疾病

也逐渐成为热门研究方向。新技术的发展为解决 mNGS 检测耗时较长的技术难题带来希望，比如：Yatera 
Kazuhiro 等[30]利用细菌 16S 核糖体 RNA 基因序列，NGS 可在很短的时间内快速估算出大量细菌在门、

属水平上的序列，甚至部分细菌在种水平上的序列。此外，宏基因组未来发展还需关注如下几个方面：

微生物耐药基因检测、DNAseq 与 RNAseq 测序流程合并、利用 RNAseq 检测宿主转录组评估感染相关性

等。相信在不久之后由于相关技术的发展，随着宏基因组技术不断应用于临床感染性疾病诊断中，在形

成一系列规范操作流程和评判标准后，mNGS 将会成为临床广泛普及的病原体检测方法，帮助临床工作

者确定病原体及指导用药，帮助解决抗感染治疗领域的世界性难题。 
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