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摘  要 

肺部感染是ICU中常见疾病，诊治过程中最重要的一环为确认肺部感染的病原微生物，针对该病原微生

物对症使用抗生素，目前肺泡灌洗液传统微生物培养仍为确定病原微生物的金标准。重症肺炎患者病情

变化快、病原微生物种类复杂，而传统微生物检测耗时长，对罕见微生物的检测有所欠缺，所以宏基因

组二代测序技术(mNGS)逐渐应用于临床检测。mNGS运用于我科重症肺炎病原学检测后，发现了一些从

前传统检测方法未检出的微生物，而这类病原体的及时、快速确定为治疗病情变化快的重症患者赢得了

宝贵的时间。 
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Abstract 
Pulmonary infection is a common disease in ICU. The most important part of the diagnosis and 
treatment process is to identify the pathogenic microorganisms of pulmonary infection, and anti-
biotics are used for the pathogenic microorganisms. At present, the traditional microbial culture 
of alveolar lavage fluid is still the gold standard for identifying pathogenic microorganisms. The 
condition of patients with severe pneumonia changes rapidly and the types of pathogenic micro-
organisms are complex. Traditional microbial detection takes a long time, and the detection of 
rare microorganisms is lacking. Therefore, metagenomic next-generation sequencing (mNGS) 
technology is gradually applied in clinical detection. After mNGS was applied to the etiological de-
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tection of severe pneumonia in our department, some microorganisms that were not detected by 
traditional detection methods were found, and the timely and rapid identification of such patho-
gens has won precious time for the treatment of critically ill patients whose conditions change 
rapidly. 
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1. mNGS 技术概况 

1.1. mNGS 技术背景及临床应用 

肺部感染在世界范围内广泛存在，根据世界卫生组织 2020 年统计，全球每年大约有 3000 万人死于

肺部感染。CAP (community-acquired pneumonia)社区获得性肺炎是肺部感染的主要病因之一，也是世界

上主要传染病死亡原因和世界第三大死因。ICU 重症 CAP 住院患者相关死亡率高达 30%。及时、准确的

病原微生物检测对于制定合理治疗方案、缩短住院时间、提高存活率具有重要意义。 
基因组学方面的进展有助于开发更有效、更个性化的传染病预防和治疗方法。基因测序技术正在进

一步加深我们对人类和病原体基因组因子及其相互作用的理解[1]。病原学诊断是感染性疾病诊断中最重

要的一环，对于提升中重症感染性疾病的诊疗质量至关重要，其中分子诊断是病原学诊断中的一个重要

方向。随着现代分子生物学技术的发展，出现了很多分子诊断方法，如 DNA 限制性内切酶分析技术(DNA 
restriction endonuclease technology)、核酸探针杂交技术(nucleic acid probe hybridization technology)、聚合

酶链反应(polymerase chain reaction, PCR)技术和环介导等温扩增(loop-mediated isothermal amplification, 
LAMP)技术等[2]，因此，由于病原体的多样性，传统检测手段的局限性，以及临床医生对目标病原体的

判断水平参差不齐，在临床上超过 2/3 的感染性疾病最终仍无法鉴定其病原体，导致临床不能针对性地

用药，经验试错情况时有发生。传统的微生物培养目前仍是 CAP 病原学诊断的主要方法，具有可及性高、

花费少的优势，并常作为评价其他 CAP 病原学检查的金标准[3]。但传统病原学培养主要为 BALF 微生物

涂片与培养，微生物培养通常培养时间较长，等待结果的同时患者病情加重，可能错过最佳治疗时机，

而另一个重要问题是检测到的病原体有限，传统病原学培养对非常见病原体的检测结果常常令人失望[4]。
为了提高临床病原学诊断的准确性以及缩短诊断时间，宏基因技术应运而生。 

宏基因组二代测序(metagenome next-generation sequencing, mNGS)技术：指采用 NGS 技术对特定标

本中所有核酸序列进行测序，相对于一代可以同时测定几百万甚至上亿条核酸序列。与传统检测技术相

比，mNGS 能无偏倚性直接分析出标本中的病原体谱、丰度和分布情况，能够广泛识别已知和意外的病

原体，甚至发现新生物数量，改变传统病原学诊断模式。并且与有针对性的方法相结合，例如使用保存

的 16S 核糖核素 RNA(rRNA)和内部转录间隔序列的引物，分别用于通用细菌和真菌检测，这可以允许这

些生物的物种水平识别。mNGS 可以提供定量或半定量。通过测序读数计数获得的样本中有机物浓度数

据，这对于多微生物样本或已感染一种以上病原体的情况非常有用。而且 mNGS 周转时间快，能够从研

究工作过渡到作为临床微生物学实验室诊断方法，具有良好应用前景。总之，mNGS 是一项革命性技术，
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在多个传统领域打破了传统诊断。来自澳大利亚接受单一供体器官移植的 3 名患者在移植 4~6 周后死于

发热性疾病。提取患者肝脏及肾脏 RNA，通过 mNGS 技术发现与新型沙粒病毒与淋巴细胞性脉络丛脑膜

炎病毒有关，这是 mNGS 技术首次应用于临床病原学诊断[5]。我国 mNGS 技术的临床应用的开端是关

于新型布尼亚病毒，布尼亚病毒被确定为中国其他地区的中国患者 FTLS 的病因[6]。总之，mNGS 是一

项革命性技术，在多个传统领域打破了传统诊断。 

1.2. mNGS 标本 

纤维支气管镜在肺泡灌洗过程中可直达病变部位，可以吸出支气管内的痰液，经气管镜获得标本一

般包括肺泡灌洗液(bronchoalveolar lavage fluid, BALF)、经支气管镜肺活检组织(transbronchil lung biopsy, 
TBLB)、支气管针刷标本(bronchial specimen brush, BB)，这些标本可最大程度降低口腔及上呼吸道定植菌

的干扰的可能性，且防污染支气管肺泡灌洗也减少了污染的机会，因此这些经纤维支气管镜获取的标本

均可提高检测结果的准确性。但支气管镜为有创检查，患者的氧饱和度低或肺部情况差，不能耐受支气

管镜检查时应选择其他标本进行检测。根据 Wang 等人[7]的一项研究比较了通过 mNGS 诊断周围肺部感

染在经支气管肺活检组织(TBLB)、支气管肺泡灌洗液(BALF)、支气管针刷标本(BB)、以及 TBLB + BALF 
+ BB 联合等四种不同标本的诊断效能，结果发现在诊断细菌感染方面，TBLB、BALF、BB 以及 TBLB + 
BALF + BB 四者敏感性无明显差异；而在诊断真菌感染及未分类病原体感染方面，敏感性 TBLB + BALF 
+ BB > BB > BALF > TBLB；TBLB 特异性最高，其次是 BB、BALF。因此当临床怀疑真菌及不明原因

的病原体感染时，可通过支气管镜获取 TBLB、BALF、BB 进行联合检测，提高病原体检出率。目前研

究中 mNGS 检测肺部感染绝大多数采用肺泡灌洗液，肺泡灌洗液人源性核酸含量最低，对结果干扰最小，

而且样本来自深部肺组织，对深部肺部感染有较好的代表性。大量研究也证实肺泡灌洗液检测效率优于

血液和痰液。Chen X 等人[8]的研究采用配对设计比较了血液和肺部灌洗液在肺部感染中的诊断效能，结

果显示肺泡灌洗液检测灵敏度高于血液(81.3% > 25.0%, P = 0.003)；而特异度血液略高于肺泡灌洗液

(84.6% > 76.9%, P = 0.317)，但差异无统计学意义。综上所述，BALF 是肺部感染 mNGS 检测的最佳标本。

另外可在病变部位注入抗生素，治疗具有靶向性，明显提高临床疗效。且在肺泡灌洗液反复冲洗下可以

稀释粘稠分泌物，更有利于痰液排出，有效抑制病原体的毒素作用，明显缓解肺部感染情况[9]。 

1.3. mNGS 与传统病原学比较 

将 mNGS 与传统病原菌检测方法的敏感性和特异性进行比较，mNGS 的敏感性(88.30%)高于传统病原

菌检测方法(25.73%)，差异为 62.57% (P < 0.001)，mNGS 的特异性(81.16%)低于传统方法(88.41%)，差异为

7.25% (P = 0.639)。mNGS的阳性预测值和阴性预测值分别为 92.07%和 73.68%。mNGS的准确性为 86.25%，

而传统检测方法的准确性为 43.75%。传统病原菌检测的阳性预测值和阴性预测值分别为 84.62%和 32.45%。 
关于 mNGS 对支气管镜检查获得的介入标本的诊断率，根据 Huang, J.等人[10]的研究结果，mNGS

在几乎 89%的肺部感染患者中鉴定出至少一种微生物，在 94.49%的肺部感染患者样本中检测到与人类疾

病相关的微生物，这些患者的传统病原体检测结果为阴性。钮月英等人[11]对比肺泡灌洗液 mNGS 与传

统培养的研究，灌洗液 mNGS 阳性率与传统培养阳性率的比较灌洗液 mNGS 检测阳性患者 39 例，阴性

患者 17 例，阳性率 69.6%；传统培养检测阳性患者 14 例，阴性患者 42 例，阳性率 25.0%；灌洗液 mNGS
检测阳性率明显高于传统培养，差异有统计学意义(χ2 = 8.137, P < 0.05)。但临床医生在诊断过程中应结合

患者临床流行病学、病史、体征、实验室检查、胸部影像学等其他方面综合判断。 

1.4. mNGS 局限性和未来发展 

目前对于 mNGS 也存在局限性，主要有 4 点：1) mNGS 检测要求技术水平较高，存在去人源化难度
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大，对 RNA 病毒检出率低，真菌和结核菌提取 DNA 相对困难等问题；2) 缺乏统一、完善的检测流程和

质量控制标准，结果无法区分定植菌和致病菌；3) 暂时还无法同时得到抗菌药物药敏结果；4) 检测费用

较高[12]。但 mNGS 技术目前还有许多可以发展的方向，例如耐药和突变的鉴定、完成样本宏转录组的

检测、优化时长等[2]。目前，mNGS 耐药性预测的发展对临床治疗各类感染具有重大意义，根据 Teresa L. 
Street 等人[13]对人工关节置换术后引流液微生物物种耐药性研究，将样本与 8 种抗菌药物(环丙沙星、克

林霉素/红霉素、夫西地酸、甲氧林、庆大霉素、利福平、四环素和甲氧苄啶)的表型结果进行了比较，正

确预测 57%的敏感性，由于数据不足而无法确定 39%的敏感性；正确预测了 87%的抗性表型以及 100%
易感表型。 

2. 重症肺炎致病病原体 

目前社区获得性肺炎病原体检出率约 50%左右，目前国内多项成人 CAP 流行病学调查结果显示：肺

炎支原体和肺炎链球菌是我国成人 CAP 的重要致病原。其他常见病原体包括流感嗜血杆菌、肺炎衣原体、

肺炎克雷伯菌及金黄色葡萄球菌；但铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌少见。我国社区获得性耐甲氧西林金

黄色葡萄球菌(MRSA)肺炎仅有儿童及青少年的少量病例报道。随着病毒检测技术的发展与应用，呼吸道

病毒在我国成人 CAP 病原学中的地位逐渐受到重视我国成人 CAP 患者中病毒检出率为 15.0%~34.9%，

流感病毒占首位，其他病毒包括副流感病毒、鼻病毒、腺病毒及呼吸道合胞病毒等[14]。非免疫缺陷患者

的 HAP/VAP 通常由细菌感染引起，由病毒或真菌引起者较少，常见病原菌的分布及其耐药性特点随地

区、医院等级、患者人群及暴露于抗菌药物的情况不同而异，并且随时间而改变。我国 HAP/VAP 常见

的病原菌包括鲍曼不动杆菌、铜绿假单胞菌、肺炎克雷伯菌、金黄色葡萄球菌及大肠埃希菌等。但需要

强调的是，了解当地医院的病原学监测数据更为重要，在经验性治疗时应根据及时更新的本地区、本医

院甚至特定科室的细菌耐药特点针对性选择抗菌药物。我国 VAP 患者主要见于 ICU，其中鲍曼不动杆菌

分离率高达 35.7%~50.0%，其次为铜绿假单胞菌和金黄色葡萄球菌[15]。 
根据 Fuxun Yang [16]等人对中国西南地区鹦鹉热的研究，结果表明，宏基因组新一代测序可以提供

早期诊断。mNGS 技术运用于青海地区后，青海大学附属医院重症医学科于 2021 年首次在 BALF 液中检

出鹦鹉热衣原体，由此我们思考一个问题：难道 2021 年前就没有人感染鹦鹉热吗？答案当然是否定的。

由于传统病原学检测的局限性，很多病原体还未诊断清楚，患者就已经好转或者死亡。2021 年青海大学

附属医院重症医学科行 mNGS 的 34 例患者，其中 32 例患者为 CAP 引起的重症肺炎，这也说明了社区

获得性肺炎致病菌的复杂性以及 mNGS 对社区获得性肺炎所致的重症肺炎病原学诊断的重要性。其中罕

见病原微生物包括耶氏肺孢子菌 4 例，鹦鹉热衣原体 4 例，嗜肺军团菌 2 例。传统病原学检测结果中并

不包含耶氏肺孢子菌、鹦鹉热衣原体、嗜肺军团菌等罕见病原体。而这类病原体的及时、快速确定为治

疗病情变化快的重症患者赢得了宝贵的时间，节约了用药成本，改善了患者愈后。 
综上所述，宏基因二代测序技术应用于临床病原学诊断，有效提高病原体的检出阳性率，缩短了诊

断时间，能早期准确的识别出致病微生物。对于混合性肺部感染，可将 mNGS 与常规检测方法联合，从

而提高诊断的精准度。 
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