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宏基因组下一代测序技术检测肺部感染病原体研究进展
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【摘要】 肺部感染发病率、死亡率高,是最常见和最重要的感染性疾病之一。细菌、病毒、真菌、寄生虫等一种或多种病

原体均可导致肺部感染,早期、精准识别引起肺部感染的病原体对于制定治疗方案、改善预后具有重要意义。目前,肺部

感染的主要诊断方法包括微生物培养法、血清学方法、抗原/抗体检测以及基于PCR的核酸检测技术等,但这些方法均

存在不足。宏基因组下一代测序技术(metagenomic
 

next
 

generation
 

sequencing,mNGS)可用于脑脊液、血浆、呼吸道分

泌物、尿液、粪便、组织等任何种类临床样本检测,现已被广泛用于检测感染性病原体,特别适用于识别罕见或新发病原

体。本文主要就 mNGS用于肺部病原体感染检测研究进展作一综述。
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【Abstract】 Pulmonary
 

infection
 

is
 

one
 

of
 

the
 

most
 

common
 

and
 

most
 

important
 

infectious
 

diseases
 

due
 

to
 

its
 

high
 

mor-

bidity
 

and
 

mortality.
 

Pulmonary
 

infection
 

may
 

be
 

caused
 

by
 

one
 

or
 

multiple
 

pathogens,including
 

bacterium,virus,fungus
 

and
 

parasite.
 

Early,precise
 

identification
 

of
 

pathogens
 

that
 

cause
 

pulmonary
 

infections
 

is
 

of
 

great
 

importance
 

to
 

formulate
 

the
 

treatment
 

regimen
 

and
 

improve
 

the
 

prognosis
 

among
 

patients
 

suffering
 

from
 

pulmonary
 

infections.
 

Currently,the
 

di-
agnosis

 

of
 

pulmonary
 

infections
 

mainly
 

includes
 

microbial
 

culture,serological
 

approaches,antigen/antibody
 

assays
 

and
 

PCR-based
 

nucleic
 

acid
 

assays;however,these
 

diagnostic
 

techniques
 

suffer
 

from
 

problems.
 

Metagenomic
 

next-generation
 

sequencing
 

(mNGS)
 

is
 

effective
 

for
 

detection
 

of
 

any
 

type
 

of
 

clinical
 

samples,including
 

cerebrospinal
 

fluid,plasma,respira-
tory

 

secretions,urine,stool
 

and
 

tissues,which
 

has
 

been
 

widely
 

used
 

for
 

identification
 

of
 

infectious
 

pathogens,notably
 

for
 

i-
dentification

 

of
 

rare
 

or
 

emerging
 

pathogens.
 

This
 

article
 

mainly
 

reviews
 

the
 

progress
 

of
 

researches
 

on
 

the
 

use
 

of
 

mNGS
 

for
 

detection
 

of
 

pulmonary
 

pathogens.
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* 肺部感染是最常见的感染性疾病之一,其作为一种呼吸道

感染可导致多种并发症,由于发病率、死亡率均较高,其作为全

球最重要的感染性疾病,尤其对高龄老人和免疫缺陷病人可造

成致命性临床结局[1]。细菌、病毒、真菌、寄生虫等一种或多种

病原体均可导致肺部感染[2]。因此,早期、精准识别引起肺部

感染的病因对于制定患者,特别是合并多重感染患者的治疗方

案、改善预后具有重要意义[3]。目前,肺部感染的主要诊断方

法包括微生物培养法、血清学方法、抗原/抗体检测、以及基于

PCR的核酸检测技术[4]。然而,这些方法的检测效能收到肺部

感染病原体高度多样性以及呼吸道共生菌群(commensal
 

mi-
crobiota)和致病共栖菌谱(pathobionts)等因素影响[5]。如微生

物培养法耗时较长且无法检测病毒和寄生虫,而抗原/抗体检

测敏感性较低[6]。虽然传统的基于PCR的核酸检测方法敏感

性、特异性均较高,但其检测的微生物谱较窄,无法检测全部可

引发肺部感染的病原体[7]。因此,亟需研发敏感、特异、快速、

简便、检测谱广的新型检测技术,已用于检测导致肺部感染的

病原体。

宏基因 组 下 一 代 测 序(metagenomic
 

next-generation
 

se-

quencing,mNGS)是一种鸟枪法(shotgun)测序技术,测序深度

高达1
 

000万~2
 

000万序列/样本,可用于检测脑脊液、血浆、

呼吸道分泌物、尿液、粪便、组织等任何种类临床样本[8]。作为

一种无偏检测技术,mNGS已被广泛用于检测感染性病原体,

特别适用于识别罕见或新发病原体[9],并显示出较传统方法更

高的诊断效能[10,11]。此外,mNGS可同时实现对多种临床样本

中的数 以 千 计 种 病 原 体 进 行 高 通 量 检 测[12]。本 文 主 要 就
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mNGS用于肺部病原体感染检测研究进展作一综述。

1 mNGS用于肺部细菌感染诊断价值

孟现林等[13]收集46例器官移植后肺炎及疑似肺炎患者

支气管肺泡灌洗液,同时采用 mNGS和常规微生物综合试验

(CMT)检测,在35例 mNGS阳性患者支气管肺泡灌洗液中检

出31种病原体,其中细菌16种,以铜绿假单胞菌(51.4%)、鲍

曼不动杆菌(42.9%)和肺炎克雷伯菌检出率(31.4%)较高;此

外,mNGS对患者支气管肺泡灌洗液中细菌检测敏感度、特异

度、阳性预测值和阴性预测值分别为93.3%、50.0%、58.3%和

91.1%。韩心远等[14]收集重症肺部感染患者痰液标本同时进

行 mNGS检测和微生物培养,发现 mNGS技术对细菌的检出

率(77.3%)高于培养法(63.6%)。陆思芬等[15]采用 mNGS技

术检测840例疑似肺部感染患者肺泡灌洗液,743例 mNGS阳

性患者中,检出的病原体以细菌为主(35.13%),细菌种类以鲍

曼不动杆菌(18.98%)、肺炎链球菌(14.13%)、肺炎克雷伯菌

(13.46%)、屎肠球菌(12.11%)和结核分枝杆菌复合群(11.

98%)为主。肖雄等[16]采用 mNGS技术检测67慢性阻塞性肺

疾病合并肺部感染患者肺泡灌洗液,其中65例阳性患者,检出

的病原体以细菌为主,其中以链球菌属(27例)、普雷沃菌属(14
例)、嗜血杆菌属(13例)、假单胞菌属(10例)较为多见。Yang
等[17]采用 mNGS技术在71例下呼吸道感染病例支气管肺泡

灌洗液中检出阳性60例,其中细菌种类以分枝杆菌(12例)、肺

炎链球菌(5例)、肺炎克莱伯菌(3例)、绿脓杆菌(3例)、流感嗜

血杆菌(3例)和金黄色葡萄球菌(3例)为主。采用mNGS检测

重症成年社区获得性肺炎住院患者支气管肺泡灌洗液,发现免

疫功能正常患者中最常见的病原体为肺炎链球菌(14.8%)、流

感嗜血杆菌(14.8%)和金黄色葡萄球菌(8.7%),而免疫缺陷

患者中最常见的病原体为肺炎克莱伯菌(18.5%)、肺炎链球菌

(15.4%)、流感嗜血杆菌(13.8%)和绿脓杆菌(13.8%)[18]。为

评估支气管肺泡灌洗液 mNGS检测用于从非结核性社区获得

性肺炎中鉴别肺结核患者的价值,Shi等[19]收集110例肺结核

疑似患者支气管肺泡灌洗液进行 mNGS检测,并与传统微生

物学检测方法进行比较,发现 mNGS用于结核检测的敏感性

(47.92%)与Xpert检测(45.83%)和培养法(46.81%)相仿,但

显著高于抗酸杆菌检测(29.17%);mNGS还可以检出63.63%
的非结核性分枝杆菌,并在3

 

d内即可检出67.23%的感染病

例。Liu等[20]研究发现,mNGS、Xpert、培养法和涂片法检测治

疗前肺结核患者结核分枝杆菌复合群的敏感性分别为59.9%、

69.0%、59.9%和24.6%,而 mNGS用于Xpert和培养法阴性

样本的结核分枝杆菌复合群检出率为33.2%。这些研究结果

提示,mNGS技术可用于肺部感染病原体鉴别,且联合应用传

统微生物学方法可提升肺部细菌感染检出率[21]。

2 mNGS用于肺部真菌感染诊断价值

肖雄等[16]收集慢性阻塞性肺疾病合并肺部感染患者肺泡

灌洗液,同时采用 mNGS法和培养法进行检测,发现 mNGS法

检测效果显著优于培养法(χ2=48.11,P<0.01),且 mNGS法

检出培养法未检出的5例念珠菌感染和1例土曲霉菌感染。

任靖宜等[22]收集43例管扩张症合并肺部感染患者支气管肺

泡灌洗液,采用mNGS技术在43例患者中检出184株病原体,

且多重病原体感染患病率为76.74%,其中真菌感染患病率为

8.15%。李江蕾等[23]收集19例肺部感染者痰液、肺泡灌洗液

和外周 血 样 本 同 时 进 行 mNGS检 测 和 微 生 物 培 养,发 现

mNGS法检测阳性率显著高于培养法(P<0.01),且检出的常

见病原体包括白色念珠菌。对100份采自肺部感染患者的呼

吸道样 本(鼻 咽 拭 子、痰 液、支 气 管 肺 泡 灌 洗 液)同 时 采 用

mNGS和传统方法检测,发现 mNGS法检测致病性细菌和真

菌敏感性显著高于传统法(95%
 

vs.
 

54%;P<0.01),检出的常

见真菌包括念珠菌、曲霉菌、马尔尼菲篮状菌等[24]。对502例

疑似肺炎患者同时采用支气管肺泡灌洗液 mNGS和传统微生

物学方法进行检测,发现mNGS法诊断准确率(74.9%
 

vs.
 

36.

9%)和敏感性(72.5%
 

vs.
 

25.4%)均显著高于传统微生物学

方法,mNGS检测发现念珠菌是免疫缺陷患者中最常见的病原

体之一(17.2%)[25]。对采自疑似肺部感染患者的20份CT引

导下肺部穿刺活检组织同时采用 mNGS法和培养法检测,

mNGS法和培养法检测肺部穿刺活检组织中真菌的敏感性和

特异性分别为57.1%和61.5%、阳性预测值和阴性预测值分

别为44.4%和72.7%[26]。这些研究结果表明,mNGS法可提

高传统方法用于检测肺部真菌感染的诊断效能[27]。

3 mNGS用于肺部寄生虫感染诊断价值

陆思芬等[15]采用 mNGS技术分析2020年8月至2021年

10月四川大学华西医院收治的840例疑似肺部感染患者肺泡

灌洗液,检测2例多房棘球绦虫感染、2例广州管圆线虫感染、2
例屋尘螨感染和1例粉尘螨感染。1例反复咳嗽咳痰、痰培养

及血培养阴性、胸部CT示两肺多发团片影及渗出的78岁男性

患者按肺部感染给予抗生物治疗效果不佳,随后采集肺泡灌洗

液行 mNGS检测,检出嗜肺军团菌序列587条、粪类圆线虫序

列155条,因而诊断为肺部粪类圆线虫病并嗜肺军团菌肺炎,

给予阿苯达唑、左旋咪唑和阿奇霉素治疗45
 

d后患者病情好

转,1个月后复查未见复发[28]。随着“一带一路”倡议的深入推

进和国际交流的愈加频繁,各种罕见寄生虫病输入到我国的风

险较高[29-30]。鉴于国内寄生虫病逐渐消除,临床医务人员缺乏

对输入性寄生虫或罕见寄生虫的认识[31-32];因此,对于一些诊

断不明确的肺部感染患者,尽早采取 mNGS检测以明确诊断,

对于改善患者预后、提高生活质量具有重要意义[33]。

4 mNGS用于肺部衣原体感染诊断价值

陆思芬等[15]采用 mNGS技术分析840例疑似肺部感染患

者肺泡灌洗液,除检出细菌外,还检出9例鹦鹉热衣原体感染。

刘孝荣等[34]采集76例重症肺炎患者肺泡灌洗液标本进行

mNGS检测,在66份 mNGS检测阳性肺泡灌洗液标本中检测

到13种病原体,以肺炎衣原体为主要病原体。陈欣等[35]采用

mNGS技术对101例肺部感染患者呼吸道标本进行高通量测

序,其中4例患者呼吸道标本种检出鹦鹉热衣原体序列。陈涔

等[36]采用 mNGS技术检测3例初始治疗失败的急危重症社区

获得性肺炎患者支气管肺泡灌洗液,其中1例检出鹦鹉热衣原

体感染。此外,亦有多例采用 mNGS技术诊断鹦鹉热衣原体

感染 的 不 明 原 因 肺 炎 病 例[37-39]。Chen 等[40]回 顾 性 分 析

mNGS诊断的重症鹦鹉热衣原体感染肺炎病例临床资料,发现

mNGS检测可提高鹦鹉热诊断准确性、降低延迟诊断率。一项

旨在评价支气管肺泡灌洗液 mNGS检测用于识别重症成年社

区获得性肺炎住院患者病原菌的多中心前瞻性研究结果显示,
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鹦鹉热衣原体是免疫功能正常患者中最常见的病原体之一(8.
0%)[41]。此外,mNGS在71例下呼吸道感染病例支气管肺泡

灌洗液中检出2例衣原体感染病例[17]。这些研究显示,mNGS
技术已成为患者肺部鹦鹉热衣原体感染的主要临床诊断方法

之一。

5 mNGS用于肺部病毒感染诊断价值

自2019年底新型冠状病毒肺炎(COVID-19)暴发以来,该

新型传染病在全球已感染7.6亿人、导致680万人死亡[42]。作

为史上最致命的传染病疫情之一,COVID-19全球大流行对人

类社会经济发展造成了巨大破坏,而 mNGS技术在鉴定和检

测COVID-19病原体中发挥了重要作用[43]。Gauthier等[44]报

道,mNGS用于检测RT-PCR
 

CT 值小于30的临床样本中新冠

病毒的总体敏感性为95.2%、总体特异性为100%。Babiker
等[45]对新冠病毒核酸阳性和阴性样本进行 mNGS检测,发现

mNGS不仅可以检出常规方法检出的全部病毒(甲型流感病

毒、人偏肺病毒、人冠状病毒 OC43、人冠状病毒 HKU1),还可

以检出 常 规 方 法 未 检 出 的 呼 吸 道 合 胞 病 毒 和 人 冠 状 病 毒

NL63。Shi等[46]采用 mNGS技术在1例重症COVID-19患者

中检出潜伏的人疱疹病毒1型再激活,从而导致患者病情加

重。

此外,mNGS在其他常见肺部病毒检测亦显示较高价值。

陆思芬等[15]采用 mNGS技术在840例疑似肺部感染患者肺泡

灌洗液病中检出多例病毒感染病例,其中以人类β疱疹病毒5
型(17.90%)、人类γ疱疹病毒4型(17.36%)、人类β疱疹病毒

7型(16.15%)和人类α疱疹病毒1型(13.59%)较为多见。任

靖宜等[22]收集43例管扩张症合并肺部感染患者支气管肺泡

灌洗液,检出8株病毒感染。李江蕾等[23]收集19例肺部感染

者痰液、肺泡灌洗液和外周血样本进行 mNGS检测,其中检出

的病毒以人类疱疹病毒4型、人类疱疹病毒7型、细环病毒为

主。Qian等[24]检测发现,虽然 mNGS用于肺部病毒感染检测

敏感性低于PCR技术,但该技术检出了传统技术未能检出的

14种病毒,包括人类疱疹病毒的多种亚型。Qu等[47]报道,联

合应用 mNGS和常规方法可显著提升重症社区获得性肺炎患

者肺部感染病原体检出率,其中检出的病原体以流感病毒为

主。Wang等[48]对55例合并肺部感染的血液系统恶性肿瘤儿

童患者支气管肺泡灌洗液进行 mNGS检测,其中病毒感染检

出率为45.5%,检出的病毒种类以巨细胞病毒最常见。这些研

究提示,mNGS技术是一种鉴定肺部感染患者中病毒种类的有

效工具。

6 结语

肺部感染呈全球广泛发病、且死亡率高,造成了极大疾病

负担,是全球公共卫生优先关注的一种问题[49]。早期诊断引

发肺部感染的病原体对于早期治疗、避免病情延误和改善预后

具有重要意义。mNGS技术的出现为临床早期、精准识别导致

肺部感染的病原体提供了一种有价值的工具,其不仅可以检出

细菌、病毒、寄生虫、真菌、衣原体,对造成肺部感染的支原体、

立克次体等其他病原菌亦具有诊断价值[8]。随着数据库中病

原体基因序列的愈加丰富,mNGS检测敏感度也将愈加提升,

而联合应用常规检测技术将进一步提升肺部感染病原体的检

出效能。
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