
Advances in Clinical Medicine 临床医学进展, 2024, 14(1), 727-735 
Published Online January 2024 in Hans. https://www.hanspub.org/journal/acm 
https://doi.org/10.12677/acm.2024.141101  

文章引用: 罗宁, 何泰瑜, 康娟, 张大志. 靶向第二代测序技术在病原体检测中的作用[J]. 临床医学进展, 2024, 14(1): 
727-735. DOI: 10.12677/acm.2024.141101 

 
 

靶向第二代测序技术在病原体检测中的作用 

罗  宁*，何泰瑜，康  娟，张大志# 

重庆医科大学附属第二医院感染科，重庆医科大学感染性疾病分子生物学教育部重点实验室，重庆医科

大学病毒性肝炎研究所，重庆 
 
收稿日期：2023年12月17日；录用日期：2024年1月10日；发布日期：2024年1月17日 

 
 

 
摘  要 

病原学的早期准确识别对于感染性疾病的诊治至关重要。随着基因检测技术的发展，第二代测序技术正

被逐步应用于临床病原体的检测。作为第二代测序技术的一个分类，靶向第二代测序技术能选择性地扩

增或富集感兴趣的基因组区域，再进行大规模测序，快速准确地检出目标病原体。本文对靶向第二代测

序技术在感染性病原体检测中的应用现状进行综述，讨论靶向第二代测序技术作为感染性疾病诊断工具

的应用前景。 
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Abstract 
The early and accurate identification of the etiology is crucial for the diagnosis and treatment of 
infectious diseases. With the development of genetic detection technology, the next-generation 
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sequencing technology (NGS) is gradually being applied to the detection of clinical pathogens. Tar-
geted next-generation sequencing (tNGS), as a classification of NGS, can selectively amplify or enrich 
genomic regions of interest, enabling rapid and accurate detection of the target pathogens through 
large-scale sequencing. This paper provides a comprehensive review of the application of tNGS in 
detecting infectious pathogens and explores its potential as a diagnostic tool for infectious diseas-
es. 
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1. 引言 

近年来，随着经济的发展、生活水平的提高以及医学的进步，全球感染性疾病的负担有所下降，但

感染性疾病仍是全球人口发病和死亡的主要原因之一[1]。准确、及时的病原学诊断对于指导感染性疾病

的治疗方案至关重要。目前临床常用的病原体检测方法主要有涂片镜检法、培养法、免疫学方法、分子

生物学技术等，但这些检测方法均存在一定局限性[2] [3]。涂片镜检法操作简单，用时短，但敏感性低，

且无法辨认形态相似的细菌。培养法是病原学诊断的金标准，但耗时长，不利于早期诊断，且阳性率较

低。免疫学抗原抗体检测及分子生物学技术可以快速、灵敏地鉴定病原微生物，但每次只能鉴定一种或

少数几种病原体，常常会出现检测方法未覆盖致病病原体的情况。目前亟需一种能够快速、准确、全面

地检测致病病原体的方法协助感染性疾病的预防及诊治。 
第二代测序(next-generation sequencing, NGS)能够大规模地检测样本中的核酸序列，已逐渐从一种研

究工具过渡为诊断方法[4]。常用于病原体检测的主要是宏基因组第二代测序(metagenomics next-generation 
sequencing, mNGS)和靶向第二代测序(targeted next-generation sequencing, tNGS)。mNGS 对标本中的所有

核酸序列进行无差别、无选择性的检测。mNGS 能检测已知及未知病原体，在感染性病原体的检测应用

中已有专家共识。但目前在临床应用中仍有一些不足之处需要改进，如不能明确检测到的病原体核酸序

列结果与感染的关系、测序深度不够、高成本等[5] [6]。tNGS 是对特定的目标片段进行富集或扩增后进

行测序。tNGS 主要检测已发现的致病病原体，敏感性和特异性更高，耗时更短，数据分析更简易，成本

更低[7]-[13]。tNGS 比培养法具有更高的敏感性(53% vs. 42%)，具有高特异性(98%)。相较于 mNGS，tNGS
的灵敏度可提高约 30%，诊断时间可缩短 9 个小时。针对某些特定病原体，tNGS 可以在不到 3.5 小时内

实现明确诊断。tNGS 成本可以为 mNGS 的四分之一。因此，tNGS 在感染性疾病病原体检测中可能是一

种更优的检测手段。 
本文对 tNGS 在感染性病原体检测中的应用现状进行综述，讨论 tNGS 作为感染性疾病诊断工具的应

用前景。 

2. tNGS 在血流感染诊断中的应用 

在脓毒症或脓毒性休克患者中，血流感染约占 40%，重症监护室的感染患者中，血流感染占 20% [14]。
血培养是血流感染诊断的金标准，但获得结果往往需要几天甚至一周的时间，导致患者错过最佳的临床
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治疗时机，增加死亡风险。有研究显示在早期非适当药物治疗的情况下，重症监护室获得性血流感染患

者 30 天死亡风险增加 40% [15]。 
Madiha Fida 等[16]用 16S rRNA 基因靶向扩增联合 NGS 的方法(tNGS)对脓毒症患者的血浆标本进行

检测，在 47%的病例中鉴定出了潜在的致病病原体，而血液培养检出率为 32%，该团队认为由于 tNGS
一次可以检测到多种病原体，在某些情况下还能根据检测结果推测菌血症的来源。Flurin Laure [17]等进

行了一项关于感染性心内膜炎患者血液 tNGS 检测的前瞻性试点研究，其受试者为 28 名确诊患者及 7 名

可疑患者，结果显示 20 个全血(59%)和 16 个血浆(47%)样本检测呈阳性，当全血和血浆检测结果合并时，

在 23 名受试者中发现阳性 tNGS 结果(66%)，在 6 例培养阴性病例中有 5 例鉴定出潜在的病原体。tNGS
检测对血培养阴性疑似患者有较大的诊断价值，可作为感染性心内膜炎血培养阴性患者的有效辅助诊断

方法。 
李倩[18]等使用靶向序列富集与第二代测序相结合的 tNGS 方法对模拟血液样本进行检测，表现出了

较好的敏感度(95.38%)和特异性(95.45%)。与实际掺入菌量相比，该法检测结果 Kappa 值为 0.839~1.000 (P 
< 0.05)，一致性良好。该方法在 15 个小时内可给出准确结果，但仅能检测 4 种致病病原体，相比于某些

多重聚合酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)方法并没有明显优势[19]。该团队在后续研究中[20]，
使用扩增目标片段的 tNGS 方法扩大了致病病原体的检测范围，其选择的 16S rRNA 通用引物和 47 种常

见病原体的种级引物可以准确识别 47 种常见细菌和真菌，同时提供 68 个耐药基因资料。该方法仅能兼

容 Ion Torrent 测序平台，且使用的引物需经过特殊修饰。由于检测范围扩大，耗时较之前延长了 21 个小

时。Mathilde Gondard 等[21]对原有的针对血源性寄生虫检测的宏基因组学方法进行改进后产生的 tNGS
方法可使从 DNA 的提取到获得结果的时间减少两天，在不考虑人力成本的情况下，每个样本的平均成本

从 40 美元下降到 11 美元。 
Saskia Decuypere 等[22]进行的研究表明，基于 16S rRNA 基因扩增的 tNGS 方法是识别患者血液中细

菌的有效方法，检测的 75 例患者标本中有 18 例(24%)检测出具有临床意义的细菌，而血液培养为 12 例

(16%)；血液培养阳性的标本中也有 4 例 tNGS 检测为阴性，研究者认为这可能是血液中病原体数量少，

可供提取的 DNA 不足，导致了 tNGS 漏检。Melita A. Gordon 等[23]研究提示，在细菌血流感染过程中，

血液中的细菌载量可以低至每毫升血液中 1 个菌落形成单位。因此，当感病原体数量过少时，有可能出

现用于检测的标本中不含病原体核酸的情况，导致 tNGS 阴性。 
针对血流系统感染，tNGS 方法发现致病病原体的敏感性及所用时间均优于常规血培养。但多数研究

纳入的样本量较少[16] [17] [18]，还需要扩大样本数进一步研究验证结果。 

3. tNGS 在呼吸系统感染诊断中的应用 

在住院的成人非免疫缺陷患者中，多种微生物引起的社区获得性肺炎发生率为 6%~26% [24]。在大

多数下呼吸道感染的研究中，有很大比例的病例没有确定病原体。Jieming Qu 等[25]的研究显示，即使联

合 mNGS 方法，仍有高达 25%的重症社区获得性肺炎病例不能确定病原体，而仅使用常规培养时病原体

阳性率仅为 14.4%。S. Ewig 等[26]的研究显示有 40%社区获得性肺炎患者的病因不明。Brandon J. Webb
等[27]研究发现广谱抗生素的使用可能与肺炎患者较差的预后相关，需要准确的方法来更好地识别需要广

谱抗生素治疗的小比例肺炎患者。 
郑凯文等[28]建立了多重 PCR 联合 tNGS 方法，用于检测临床肺泡灌洗液标本，该方法包括肺炎克

雷伯菌、鲍曼不动杆菌等 20 种下呼吸道感染常见病原体。该法检测灵敏度为 100%，检测阳性率为 79.41%，

明显高于培养法(32.25%)，与培养法的一致率为 50%。该方法检测耗时较培养法缩短，覆盖病原体范围

更广。Ruihong Lin 等[29]评估了 tNGS 在检测儿童支气管肺泡灌洗液标本中呼吸道病原体的性能，与培

https://doi.org/10.12677/acm.2024.141101


罗宁 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2024.141101 730 临床医学进展 
 

养结果相比，tNGS 的敏感性和特异性分别为 84.4%和 97.7%，tNGS 在检测包括肺炎支原体在内的培养

困难的细菌方面显示出了优势。Li Shiying 等[11]使用 tNGS 靶向检测 153 种病原体(覆盖了 95%以上的呼

吸道感染病原体)，tNGS 和 mNGS 的总体微生物检出率分别为 82.17% (106/129)和 86.51% (109/126)，两

者之间无显著性差异(P = 0.41)，但 tNGS 成本为 mNGS 的四分之一。Ana Domazetovska 等[30]使用对嗜

肺军团菌的 57 个基因进行靶向测序的 tNGS 方法可直接从人呼吸道样本中准确地进行嗜肺军团菌的系统

发育分析。 
Priti Kambli 等[31]研究发现 tNGS 检测未经培养的痰标本中的耐药结核分枝杆菌相较于药敏试验表

型检测用时更短(中位数 3 天 vs. 21 天，P = 0.0068)；与药敏试验表型检测相比，tNGS 的一致性为 93.6%，

对所有药物的总体敏感性为 83.5%，特异性为 100%。Wang Qiao 等[32]评估发现接受一线抗结核药物治

疗的患者痰液 tNGS 检测结果与药敏试验表型检测结果相比，tNGS 对于异烟肼检测的敏感性和特异性分

别达到了 80%和 100%。Doctor B. Sibandze 等[33]采用 tNGS 对 56 名结核患者的粪便标本进行结核分枝

杆菌复合物 DNA 检测，其中有 38 名患者的样本(68%)为阳性。阳性样本中有 28 个(74%)获得了完整的结

核分枝杆菌复合耐药预测报告，结果与痰液标本药敏试验表型检测结果高度一致(κ = 0.82)。随后，验证

队列(n = 21)也表明粪便 tNGS 和痰液标本药敏试验表型检测结果之间具有高度一致性(κ = 0.84)。tNGS 在

对于结核分支杆菌检测优于传统方法，可同时检测耐药性[34] [35] [36] [37]。 
Li Fei 等[38]使用 tNGS 对 47 名重症社区获得性肺炎患儿的 48 份肺泡灌洗液标本进行病原微生物检

测，以多重PCR结果为标准，tNGS的总病原体检出率为 83.3% (P = 0.003)，其敏感性和阳性预测值(positive 
predictive value, PPV)分别为 83.3%和 100.0%。而以传统检测方法(培养、直接荧光抗体法、单重 PCR)为
标准，两种方法检出率相似(P = 0.232)，tNGS 的敏感性和特异性分别为 87.1%和 100.0%，PPV 和阴性预

测值(negative predictive value, NPV)分别为 100.0%和 64.2%。该研究 tNGS 检出率低于多重 PCR 并且和传

统检测方法无明显差别的情况，可能是由于 tNGS 靶向引物涵盖的病原体范围较窄。 
针对呼吸系统感染，tNGS 的灵敏度、用时均优于培养法。对于结核分枝杆菌的检测也优于传统检测

方法。tNGS 靶向引物的设计需要包括所有常见的致病病原体。 

4. tNGS 在其他系统感染诊断中的应用 

除了常见的血流及呼吸系统感染病原体外，还有研究将 tNGS 用于粪便、脑脊液、滑膜液、腹膜透

析液、肺组织等标本的病原体检测。Song Jing 等[39]对福尔马林固定和石蜡包埋组织(骨与关节、肺、胸

膜和淋巴结)进行 tNGS 检测，研究表明 tNGS 是一种能快速、准确地提高耐药结核病诊断能力的方法。

以药敏试验表型检测结果为标准，利福平、异烟肼和乙胺丁醇的敏感性[95%置信区间]分别为 96% 
(79.65%~99.90%)、93.55% (78.58%~99.21%)和 71.43% (35.24%~92.44%)，研究评估了 6 种二线药物，其

敏感性范围为卷曲霉素的 23.53% (9.05%~47.77%)至链霉素为 86.84% (72.20%~94.72%)，所有药物的特异

性均>94.51%。对于无法取得呼吸道标本的结核病患者，使用其他标本进行 tNGS 检测是一种新的、可靠

的诊断方式。Guang Zhang 等[40]采用 tNGS 检测结核分枝杆菌及其耐药基因和耐药相关突变，对脊柱结

核的检出率为 100%，显著高于培养法，且检测到多种耐药基因和耐药相关突变。 
Flurin Laure 等[7]使用 tNGS (针对 16S rRNA 基因的 V1-V3 区域进行 PCR 扩增)对 2146 个样本(肺组

织、伤口活检组织、腹水、脑脊液等)进行了检测，发现 tNGS 比培养法具有更高的敏感性(53% vs. 42%, P 
< 0.001)，具有高特异性(98%)，其 PPV 和 NPV 分别为 97%和 60%。Zhou 等[41]采用 tNGS (选择性扩增

16S rRNA 基因 V3~V5 区域)检测艰难梭菌阳性标本(定量 PCR 检测为阳性)中的艰难梭菌，检出率为

90.9%。Luke Kingry 等[42]利用 tNGS (扩增 16S rRNA 基因 V1~V2 区域)对疑似蜱传疾病患者的血液、脑

脊液、新鲜组织等样本进行检测，检出能力与实时 PCR 相当，可准确检测标本中的蜱传细菌病原体，在
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属水平分类预测立克次体等病原体的准确率为 100%，有助于明确临床症状与蜱传疾病相似的其他感染性

疾病的诊断。 
Stebner A 等[43]采用 tNGS (基于 16S rDNA 基因)对颅内脓肿形成患者的脓液及脑膜炎患者的脑脊液

进行检测，发现 tNGS 所测得的细菌组成比微生物培养和 Sanger 测序更加多样化。该研究采用的 tNGS
耗时约 2 天，考虑到颅内感染的严重性和治疗不当导致抗生素使用时间的延长，将 tNGS 用于该类患者

是有价值的。Gao Daiquan 等[9]使用 tNGS (包括 544 种脑膜炎相关病原体)检测了 24 例脑膜炎患者的脑脊

液，发现 tNGS 的 PPV 为 77.3%，NPV 为 56.3%，而 mNGS 的 PPV 和 NPV 分别为 76.9%和 44.0%。相

较于 mNGS，tNGS 的灵敏度提高了约 30%，诊断时间更短(15 小时 vs. 24 小时)，且成本更低。 
Flurin Laure 等[44]利用 tNGS (扩增 16S rRNA 基因的 V1~V3 区域)检测肘关节周围滑膜液，结果显示

tNGS 敏感性为 85%，培养的敏感性为 77% (P = 0.045)。该团队后又利用 tNGS 检测了多处关节(髋关节、

膝关节、肩关节、肘关节)滑膜液，发现滑膜液培养的敏感性为 72%，而 tNGS 为 69% (P = 0.74)，滑膜液

培养联合 tNGS 时的敏感性为 83%，高于单独培养(P = 0.04)，滑膜液培养、tNGS 和两者联合的 NPV 分

别为 92%、91%和 95% [45]。Ponraj Diana Salomi 等[46]将 SLST (single-locus sequence typing)片段作为痤

疮杆菌的扩增子靶点，发现该方法有助于区分骨科植入物的感染与污染，但还需进一步的研究验证。

Wesley G van Hougenhouck-Tulleken 等[47]使用 tNGS (基于 16S rRNA)检测腹膜透析腹膜炎的病原体，与

基于培养检测的病原体达到 80%的一致性，在对真菌和不易培养细菌进行盲法检测时一致性提高到 100% 
(2 个样本)。Alexis Trecourt 等[48]使用 tNGS 对诊断为真菌感染的福尔马林固定的组织样本(皮肤、脑组

织、肺组织等)进行检测，与 Sanger 测序相比，敏感性提高了 36.5% (P = 0.00001)。 
J.Lippert 等[49]的研究显示 tNGS 能够检测宫颈癌相关的人乳头瘤病毒并对其进行基因分型，且使用

的成本较低。Andersen Karoline 等[50]使用 tNGS 来检测所有 25 种致癌、可能致癌和可能致癌的人乳头

瘤病毒类型以及低风险类型 HPV6 和 HPV11 的基因型，结果显示该 tNGS 方法与商用的 HPV 检测方法

具有相似的敏感性和特异性，且检测范围更大，可减少假阴性的结果。Karolina M. Andralojc 等[51]使用

tNGS 方法对宫颈刮片脱落细胞进行 HPV 基因型检测，同时对与宫颈上皮内瘤变相关的人类宿主基因进

行基因分型和表达水平的检测，识别高危 HPV 阳性妇女发生或发展为高级别宫颈上皮内瘤变的风险。 
除了常见的血液、痰液等标本，tNGS 对其他标本如脑脊液、腹水、人体组织等进行检测的敏感性及

用时等也优于传统的检测方法。 

5. tNGS 在感染性疾病诊断中的局限性与优势 

tNGS 只能检测已知病原体，若检测标本中包括靶向富集或扩增的方法未覆盖的已知病原体，则 tNGS
的结果将产生偏差。某些特异性不强的通用型引物，不能区分基因序列相似性高的病原微生物，例如靶

向 16S rRNA 基因测序不能区分产毒艰难梭菌和非产毒艰难梭菌[41]。当引物特异性不够高时，人源背景

核酸序列对检测结果也会有干扰。有研究在扩增 16S rRNA 基因片段的时候采用了两阶段扩增策略，减

少了非模板对照的扩增量，从而降低了背景核酸序列的干扰[52]。根据现有研究来看，设计的引物和测序

平台也有适配要求，相同的引物在不同的测序平台使用，其检测结果会有不同[53] [54] [55]。在选择、设

计 tNGS 引物时，应做到病原体覆盖面广、引物特异性强，以提高检测的准确性。 
总体来看，tNGS 在血流感染、呼吸系统、神经系统及其他系统感染性疾病病原体检测中均显示出良

好的临床应用价值。tNGS 较常规培养具有更高的敏感性[7] [16] [17] [22] [28] [44]，且能同时检测耐药基

因[20] [31] [32]，这有利于治疗方案的选择和优化。NGS 在检测病原体方面也比血培养具有更高的敏感

性，但对于 NGS 检测结果的临床意义仍存在问题[56]。与 mNGS 相比，tNGS 检测更敏感、所用时间更

短、成本更低[9]。Zhao Na 等[57]发现 tNGS 在微生物分析方面比 mNGS 更高效(tNGS 比 mNGS 的微生
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物检出序列数更高，可高达 250 倍；在所有样本中检出的病毒种类更多，tNGS 检出 1161 种，而 mNGS
仅检出 694 种)。与单独 sanger 测序相比，tNGS 的阳性率更高、能检测到的病原体种类更多[7] [43]。此

外，tNGS 还能弥补传统检测方法因无法获得理想标本而不能检测的缺陷[33]。总之，相较于传统检测手

段和 mNGS，tNGS 具有检出率高、检测时间短、覆盖病原体广、成本较低等优势。 

6. 展望 

从现有研究来看，tNGS 在检出率、检测时间、病原体覆盖范围等方面均优于目前临床常用的检测手

段，在检测成本、后续数据分析等方面又优于 mNGS。tNGS 可在一次测试中全面、快速、准确地检测现

已知的病原体，为感染性疾病的诊断，特别是临床表现相对隐匿/非特异性的患者的感染病原体识别提供

有力帮助。在未来，我们还需结合 mNGS 等方法检测报道的病原体及其核酸序列，增加 tNGS 技术的病

原体检测种类、扩大耐药基因检测范围，进行更精确的病原体分型，提高检测特异性。随着生物信息学、

分子生物学等学科的不断发展，tNGS 有望为临床感染性疾病的诊治带来新的突破。 
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