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病原体的临床应用专家共识
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　 　 【摘要】　 病原学的精准诊断对感染性疾病的诊断非常重要。宏基因组学第二代测序技术检测具
有无偏倚性、广覆盖、快速等优点，能覆盖更广范围的病原体。本专家共识就第二代测序技术的临床应
用范围、样本采集、分析解读和诊断效能等方面进行证据总结和意见推荐，建立中国感染病原体宏基因
组学检测的标准规范。
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　 　 病原学诊断始终是感染性疾病诊断中最重要的
环节。传统的病原学诊断是临床医师根据患者的临
床表现做出一系列鉴别诊断，然后针对这些进行检
测，通常一项检测只能对应一种病原体，而宏基因组
学第二代测序（ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
以下简称二代测序）技术检测能覆盖更广范围的病
原体。本专家共识就二代测序的临床应用范围、样
本采集、分析解读和诊断效能等方面进行证据总结
和意见推荐。

一、证据强度和证据质量的分级定义
证据强度：Ａ为强烈推荐；Ｂ为推荐，但其他替

代方案也可接受；Ｃ为推荐强度低，寻求替代方案；
Ｄ为从不推荐。证据质量：Ⅰ为证据来自随机对照
试验，Ⅱ为证据来自非随机对照试验，Ⅲ为证据仅来
自专家意见。

二、二代测序的临床需求与应用范围
（一）背景及概述

　 　 推荐意见１：若怀疑细菌、真菌、ＤＮＡ病毒、寄
生虫、不典型病原体感染且需进行二代测序检测
时，建议采用ＤＮＡ检测；若怀疑ＲＮＡ病毒感染
时，则建议采用ＲＮＡ检测（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见２：对于临床疑似感染的病重、病危
或免疫抑制、免疫缺陷患者，建议在完善传统实验
室及分子生物学检测的同时，采集疑似感染部位的
标本进行二代测序（Ｂ，Ⅱ）。
二代测序检测能覆盖较大范围的病原体，病毒、

细菌、真菌、寄生虫都能被同时检测，不论临床样本

培养成功与否，只要含有可检测到的ＤＮＡ或ＲＮＡ
即可［１６］。从接收样本至完成数据分析，二代测序
的周转时间根据测序技术、方法和生物信息学分析
方法的不同而不同，已有报道为６ ｈ至７ ｄ不等（平
均４８ ｈ）［７８］。

二代测序在感染性疾病诊断领域中的优势在于
其能检测到其他传统手段无法检测到的病原体。因
此，二代测序可能在应用于临床疑难杂症或免疫抑
制患者时有更大意义。另外，二代测序也被报道可
用于“排除”检测，即检测阴性有助于排除感染性疾
病的诊断，但前提条件是测序覆盖度足够高，能确保
样本中存在的病原微生物被检测出来［１］。二代测
序的其他潜在应用还包括病原体的耐药基因检测、
医院感染控制的监测，以及社区传染性疾病暴发的
监测，但这些应用通常需要极高的覆盖深度［９］。

从传统培养转向分子生物学诊断需要临床医师
及临床微生物学家的思维转变。传统的微生物学是
建立在体外分离培养的基础上，而实际上许多环境中
或人体的致病微生物难以被培养，或许只能通过二代
测序才能被发现［４］。所以临床医师及临床微生物学
家很有必要熟悉这个新工具，知晓其优势和局限性。

目前，尚鲜见针对二代测序结果解读的规范，包
括序列数阈值，以及灵敏性、特异性评估的统一临床
标准等。就像所有其他新技术，在解释数据和报告
数据方面仍有很大的困难与挑战［１０］。如能进一步
规范二代测序在临床感染性疾病中的应用，就可给
予临床实践非常重要的线索和信息，协助临床诊断。
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（二）二代测序的适用范围
１．二代测序在临床疑似中枢神经系统感染中的

适用范围
　 　 推荐意见３：对于怀疑中枢神经系统急性感染
的患者，如有条件，推荐在抽取脑脊液时同步留取
２ ｍＬ脑脊液标本保存于－ １６ ～ ２０ ℃冰箱。在完
成常规生物化学检查和培养之后，若３ ｄ内未获得
明确的病原学依据且经验性抗感染治疗无效，推荐
对留存的脑脊液标本进行二代测序检测。若未留
存标本，可重新采集标本（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见４：对于疑似中枢神经系统病毒感染
的患者，如有条件，推荐在抽取脑脊液时同步留取
２ ｍＬ脑脊液标本保存于－ １６ ～ ２０ ℃冰箱。在传
统ＰＣＲ分子检测（包括多重探针分子ＰＣＲ方法）
后若未能获得明确的病原学依据，推荐对留存的脑
脊液标本进行二代测序检测。若未留存标本，可重
新采集标本（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见５：对于慢性中枢神经系统感染及需
要随访病原学证据的患者，可首选二代测序进行检
测（Ａ，Ⅱ）。
中枢神经系统感染的临床表现和实验室检查包

括以下一种或多种：发热（体温＞ ３８ ℃）、头痛、脑膜
刺激征、呕吐、抽搐、局灶性神经功能障碍、意识改变
或嗜睡、脑脊液中白细胞数量增加、脑脊液中蛋白质
水平升高和（或）葡萄糖水平降低、脑成像显示感染
的改变。

目前，在常见病原体之外，二代测序在中枢神
经系统感染中已成功检测到多种新发及少见病原
体，如羊布鲁菌、星状病毒、热带假丝酵母、狒狒巴拉
姆希阿米巴等［８］。对于慢性中枢神经系统感染的
患者，二代测序检测罕见、少见病原体的能力可显著
提高患者病原学确诊的概率。在一项针对结核性脑
膜炎患者的队列研究中，二代测序被证实可提高患
者的病原体检出率［１１］。

对于中枢神经系统感染进展的临床动态监测，
主要以临床表现、脑脊液常规实验室检查结果和脑
脊液培养为指导。在某些情况下的特异性免疫试验
如隐球菌乳胶凝集试验，可间接监测病原体的载量
情况。由于二代测序可检测病原体及其匹配的序列
数，所以能直接并结合宿主内标背景值半定量地显
示病原菌载量的动态变化［１２］。

对于急性中枢神经系统感染的患者，在完成常
规生物化学检查和培养之后，若仍未获得明确的病
原学依据，建议将二代测序作为二线首选检测手段。
对于疑似中枢神经系统病毒感染的患者，在传统

ＰＣＲ检测后若未能获得明确的病原学依据，建议将
二代测序作为二线首选检测手段。对于慢性中枢神
经系统感染及需要随访病原学证据的患者，可首选
二代测序进行检测。

２．二代测序在临床疑似血流感染中的适用范围
　 　 推荐意见６：对于怀疑血流感染的患者，如有
条件，推荐在抽取血培养标本时同步留取２ ｍＬ血
标本，分离血浆后保存于－ １６ ～ ２０ ℃冰箱，血培养
３ ｄ未报阳且经验性抗感染治疗无效时，推荐对留
存血标本进行二代测序检测。若未留存标本，可重
新采集标本（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见７：对于怀疑继发性血流感染的患
者，在原发感染灶的病原学检测为阴性或因各种因
素无法送检合适标本的情况下，可考虑将血标本的
二代测序检测作为二线检测方法（Ｂ，Ⅲ）。
血流感染包括各种病原微生物（包括细菌、真

菌、病毒、寄生虫等）入侵血流所引起的感染。除单
纯性血流感染外，血流感染还包括感染性心内膜炎、
导管相关性血流感染等复杂性感染。血流感染可为
原发性，亦可继发于局灶性感染。应注意的是，只要
患者具有器官功能障碍且合并任何类型的感染均可
诊断为脓毒症，因而脓毒症患者并不一定存在血流
感染。血流感染的典型症状主要为畏寒、寒战、发热
和毒血症的症状，此外尚包括原发感染灶及迁徙性
感染灶的临床表现。部分血流感染患者还具有某些
危险因素，包括近期的有创操作史、血管内植入物和
吸毒史等。血流感染患者常有外周血白细胞及中性
粒细胞计数异常、ＣＲＰ及ＥＳＲ升高等实验室检查异
常现象，但此类异常缺乏特异性。细菌性血流感染
患者还常有降钙素原水平显著升高的现象。

血流感染的非选择性二代测序检测范围涵盖细
菌、真菌、病毒（鼻病毒、腺病毒、ＣＭＶ等）、不典型病
原体（柯克斯体、巴尔通体等）。由于大部分血流感
染的病原体［包括细菌、真菌、寄生虫（如疟原虫）、
部分病毒（如疱疹病毒）］均以ＤＮＡ作为遗传物质，
所以推荐将ＤＮＡ二代测序作为血流感染的首选检
测方法，仅在不能排除ＲＮＡ病毒感染（如肾综合征
出血热、登革热、病毒性肺炎等）时推荐进行ＲＮＡ
测序［１３］。

目前，由于缺乏抗感染治疗对二代测序诊断性
能影响的高等级研究，所以在血流感染中二代测序
检测的最佳时间窗仍未确定。研究提示，二代测序
在患者起病后１ ～ ２周的时间内仍可保持高于培养
的阳性率，但其仍可随时间推移下降［１３］。此外，血
培养与血二代测序存在优势互补的情况。故目前推
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荐在患者起病后尽快进行二代测序检测，如有条件，
可在采取血培养标本的同时留取血液标本保存于
－ １６ ～ ２０ ℃环境，以备后续的二代测序检测。在已
经接受治疗的患者中进行血二代测序作为补充检测
仍有较大价值。

３． 二代测序在临床疑似局灶性感染中的适用
范围
　 　 推荐意见８：对于怀疑局灶性感染的患者，在
对局灶部位完成常规的生物化学、培养或ＰＣＲ检
测后，若未能获取病原学诊断结果，推荐将二代测
序作为二线首选检测手段（Ｂ，Ⅱ）。
局灶性感染是除血流感染、中枢神经系统感染、

呼吸道感染外，以局部组织出现感染性症状如红、
肿、热、痛、扪及波动感、有脓液渗出为表现的一类疾
病。部分局灶性感染可通过辅助检查手段，如超声
检查、影像学检查、侵袭性检查（内镜、穿刺等），发
现疑似感染性病灶（组织或积液），伴或不伴炎症相
关指标升高等［１４］。

局灶性感染的主要特点为临床表现多样，可伴
有不典型的临床症状如疲劳、体质量减轻、胃肠道症
状等。特定感染可有其特征性的临床表现，如皮肤
软组织感染可表现为红、肿、热、痛，严重者可见脓液
渗出；关节腔感染可表现为局部疼痛、肿胀，关节腔
内积聚大量浆液性、纤维素性或脓性渗出液，关节囊
膨胀、按压有波动感、运动障碍等；尿路感染可有较
为明显的尿路刺激症状；眼部感染可表现为不同程
度的疼痛、畏光、流泪、视力下降、眼睑痉挛，结膜水
肿、充血，结膜囊的黄色分泌物增多、玻璃体混浊等。
严重者或伴全身毒血症的症状，如发热、寒战，甚至
休克等。

目前，已有多项研究报道二代测序可提高皮肤
软组织感染、骨关节感染、眼内感染、尿路感染、浆膜
腔感染、其他组织感染中的病原学检测能力［１５１７］，
二代测序在局灶性感染标本中的较高灵敏性可能与
局灶性感染标本中的致病病原体相对载量较高有
关。在组织感染方面，对创伤弧菌、非结核分枝杆
菌、结核分枝杆菌等均有较强的诊断价值［１８１９］。在
眼部感染中，除了对常见的病毒、细菌、真菌性眼内
炎有诊断价值以外，还对不常见的病原体如弓形虫、
棘阿米巴、风疹病毒、隐球菌等感染有较强的提示作
用［２０２２］。在尿路感染中，研究显示其可用于耐药细
菌的检测［２３］。

４． 二代测序在临床疑似呼吸道感染中的适用
范围
　 　 推荐意见９：对于呼吸道感染患者，若３ ｄ内未
通过传统实验室检查获得明确的病原学依据且经
验性抗感染治疗无效，推荐留取呼吸道标本进行二
代测序检测（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见１０：对于高度怀疑病毒性肺炎且病
情持续进展的患者，可先完善呼吸道病毒多重
ＰＣＲ检测，若为阴性，再行二代测序检测，并应同
时进行核酸ＲＮＡ反转录（Ａ，Ⅱ）。
临床上当患者出现典型的呼吸道感染症状：上

呼吸道症状，如鼻塞、流泪、流涕等鼻咽部卡他症状，
以及咽痛等；下呼吸道症状，如咳嗽、发热、咳痰、气
急、哮鸣、胸部不适、胸痛、咯血等；全身症状，如畏
寒、发热、寒战等；体征上存在氧饱和度下降、呼吸急
促、发绀、咽部黏膜红肿、口腔疱疹、溃疡、扁桃体肿
大、有肺实变体征或听诊发现双肺有干湿音等；实
验室检查见血白细胞计数偏高、炎性因子偏高；影像
学检查见肺部炎症表现。在排除其他疾病后，均需
考虑呼吸道感染。当免疫抑制人群或住院患者出现
相关症状时，更需考虑呼吸道感染，尤其是肺部感染
的可能。当有肺部慢性疾病如慢性阻塞性肺疾病
（ｃｈｒｏｎｉｃ ｏｂｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＯＰＤ）、支气
管扩张的患者出现病情急性加重时，也应考虑是否
存在感染诱发因素。

根据二代测序原理，可对包括呼吸道定植菌群
和引起感染的病原菌同时进行检测。可在２４ ～ ７２ ｈ
内鉴定标本中可能存在的常规方法无法鉴定的罕见
病原体、病毒等。并可对多重感染进行鉴定［１，２４］。

目前，二代测序成本仍较高，商业化的二代测序
检测产品基于成本的考虑，其相对固定的数据覆盖
度（如２０ Ｍ特异性序列）对不同类型呼吸道临床样
本的灵敏度低于荧光ＰＣＲ等传统分子检测方法。
因此，其不能替代传统检测方法（除非加大测序覆
盖度使其灵敏度大于传统分子检测方法），而是应
作为传统方法无法明确感染病原体时的补充。对于
普通呼吸道感染，先完善传统方法的检测；若无法明
确且患者病情迁延不愈时，可将二代测序作为首选
检测手段。对于高度怀疑病毒性肺炎的患者，如在
病毒高发季节急性起病、血白细胞计数正常或偏低、
病情进展快，可先完善呼吸道病毒多重ＰＣＲ检测以
及培养等；若为阴性，再行二代测序检测，并应同时
进行核酸ＲＮＡ反转录。对于免疫抑制患者出现呼
吸道感染或病情危重，在送检传统病原学检测方法
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的同时，应尽快行呼吸道标本（尽量靠近病灶）二代
测序检测，以尽早明确罕见病原体或混合感染。

三、二代测序的流程与质量控制
　 　 推荐意见１１：采集样本送检二代测序必须严
格遵守无菌原则（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见１２：样本应直接从患者感染部位的
体液或组织中进行采集（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见１３：当患者存在感染表现但病情危
重或不能耐受有创操作时，可考虑采集患者的血液
标本送检（Ｂ，Ⅱ）。

推荐意见１４：实验室在充分保障生物安全性
的前提下，应建立完整的核酸检测流程（样本采
集，样本前处理／核酸抽提及文库建立，质量控制及
生物信息分析，二代测序结果的实验室判读）（Ａ，Ⅲ）。

推荐意见１５：每批次实验中都应包括内参照、
阴性对照品和阳性对照品。每批次实验均需严格
评估是否存在操作或环境带来的污染。单个样本
测序数据量特异性序列片段数建议不低于２ × １０７ 条
（即２０ Ｍ特异性序列数），此外建议测序序列读长
不少于单端５０ ｂｐ（Ａ，Ⅲ）。

推荐意见１６：对数据进行分析时，建议采用临
床应用级别的数据库，审慎使用公共数据库（Ａ，Ⅲ）。

推荐意见１７：建议二代测序检测病原体的报
告应涵盖该批次实验中的内参照、阴性对照品和阳
性对照品结果，并记录相关质量控制标准，如单个
样本数据量、序列读长，以及相关的质控参数（Ａ，Ⅲ）。
（一）样本采集
针对患者感染部位的不同，采集的样本类型主

要包括静脉血、脑脊液、痰液、肺泡灌洗液、胸腔积
液、腹水、组织、咽拭子、局灶穿刺物等多种类型。不
同类型的样本采集需遵循以下原则：①对于无菌体
液，如静脉血、脑脊液、胸腔积液、腹水等，需按照严
格的无菌操作采集样本，采集前对局部或周围皮肤
进行消毒处理，消毒液需与皮肤作用一定时间，待皮
肤干燥后再取样，一般收集第２管标本送检。采集
的样本须置于无菌容器内。② 对于有菌部位的样
本，如痰液、肺泡灌洗液、咽拭子等，应标明样本的采
集部位，在样本采集过程中应尽量避免引入该部位
的正常菌群，以免干扰后续检测结果。

采集的样本应尽量选取感染部位的体液或组
织，可提高检测结果的可信度。若感染部位的样本
采集难度较大，可选择外周血液标本，但有可能会降
低检测结果的准确性［２５］。

所有采集的感染部位样本均应及时送检。标本
远距离运输需采用冷链运输，并保证无菌原则。应

严格遵守相应测序厂商的运输标准作业程序
（ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ，ＳＯＰ），尽可能避免冻
融环节。对于不能及时送检的样本，应按照前述各
个标本的相应要求进行保存［２６］。

（二）样本前处理／核酸抽提及文库建立
不同样本类型均来源于疑似感染部位，具有潜

在的感染性，在样本处理前需进行灭活处理。对于
痰液样本，由于本身黏性较高，为方便后续实验操
作，灭活后还需进行液化处理；对于血液样本，需根
据实际检测需求决定是否离心进行血浆分离；对于
组织样本，为提高核酸提取效率，需预先将其切碎后
进行操作。

所有的检测样本均来自人体的不同部位，因此
在样本中本身就包含了大量人源细胞（或人源基因
组／转录组成分），而且不同类型的样本中人源细胞
（或人源基因组／转录组成分）含量也不一致，为提
高检测结果的灵敏性，在不影响样本中病原体含量
的前提下，可通过差异离心法或过滤等选择性地去
除部分人源细胞（或人源基因组／转录组成分）。

不同部位的样本经过处理后都要进行核酸提
取，核酸的质量是决定二代测序成功的关键，因此不
同实验室应建立完整的核酸检测流程，通过测定核
酸的完整性或降解程度，制订合格样本的标准。此
外，文库制备流程对核酸样本有严格要求，需对每次
提取的核酸样本进行定量检测，以确保核酸量满足
后续实验要求。针对不同样本类型对提取的核酸进
行文库制备，文库制备流程一般包括核酸片段化、末
端修复、标签接头连接和ＰＣＲ文库等。

提取试剂盒及全流程中各种试剂的选择，都应
考虑生产过程中的工程菌和环境污染微生物的核酸
残留信息，以及对检测所造成的影响。在操作过程
中应严格采取无菌流程，污染防控对标本结果的质
量控制至关重要。每批次实验中都应包括内参照、
阴性对照品和阳性对照品，以评估每批次样本中是
否存在操作或环境带来的污染以及检测流程是否存
在异常。

（三）质量控制及生物信息分析
质量控制体系应包含多个质量控制点，依次为

样本运输温控、提取浓度与纯度、出库浓度、文库片
段分布、下机总数据量、测序质量（Ｑ２０、Ｑ３０比率）
等，分别监控运输温度、核酸提取、文库构建、下机数
据可靠性等方面，任何不符合质量控制标准的检测
都应及时终止，重新检测，或在无法重新检测的情况
下可提供预警，以供临床参考。

全流程的质量控制标准应包含但不限于如下几
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项：①每批次实验中都应包括内参照、阴性对照品
和阳性对照品。② 在缺乏有效的人源宿主去除步
骤的情况下，建议单个标本测序数据量特异性序列
片段数不低于２ × １０７ 条（即２０ Ｍ特异性序列数）。
③为确保序列比对的准确性，避免因同源错配导致
的序列比对错误，建议测序序列单端读长不少于
５０ ｂｐ。目前，国际上采用的二代测序仪也可进行双
端测序，但双端测序所花费的经济成本及时间均高
于单端测序，所以不在临床标本感染病原体检测中
作为首要推荐。推荐采用临床应用级别的数据库，
对临床病原体的不同种、不同型别有满足需求的区
分度。生物信息分析流程应有统一标准，以自动化
为主，以人工纠错为辅，不应带有过多的人工判读成
分。建议二代测序检测报告应涵盖该批次实验中的
内参照、阴性对照品和阳性对照品结果，并记录相关
质量控制标准，如测序质量、单个样本数据量、序列
读长、检出病原微生物序列数、相对丰度等。

（四）二代测序结果的实验室判读推荐
目前，不同的测序平台其二代测序病原体检测

的判读阈值可能不同，但是应建议将下列标准用于
所有二代测序病原体检测流程。满足“（三）质量控
制及生物信息分析”中质量控制标准的下机数据，
在进入分析解读流程后应遵循以下原则：①剔除试
剂、环境、测序和生物信息分析流程中引入的假阳性
病原体信息，将样本中含有的病原体核酸信息真实
地呈现给临床。② 原则上报告病原体信息应准确
到种（检出序列数极少或极高相似度的病原体复合
群除外），同时应包含相应的属信息。③ 建议根据
病原体出现的频度和临床致病性等信息，将临床高
度关注、健康人样本中极少出现的病原体核酸信息
单独呈现（即高度致病可能性），同时将某些部位
（如呼吸道、皮肤、肠道等）的常见、低（或无）致病性
病原体（定植菌等）单独呈现。④建议对报告中呈
现的所有病原体引用权威文献进行关键信息的注
释，以便临床能快速做出判断。报告中应有适度的
微生物相关信息及相关文献帮助临床医师理解报告
结果。

四、二代测序结果的临床应用建议及其临床判
读、验证

已有的报道和研究均提示，二代测序对包括中
枢神经系统感染、血流感染和呼吸道感染在内的各
部位感染均有一定的临床应用价值。在某些临床场
景中，二代测序不仅有助于进行快速、精准的诊断，
而且也对制订抗感染治疗方案及后续疗效评估具有
指导作用。２０１６年，美国食品与药品监督管理局

（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，ＦＤＡ）发布了二代测
序体外诊断产品的指南草案；２０１８年，二代测序被
写入《中国成人医院获得性肺炎与呼吸机相关性肺
炎诊断和治疗指南（２０１８年版）》［２７］；２０１９年，关于
二代测序的《宏基因组分析和诊断技术在急危重症
感染应用的专家共识》发布［２５］。
　 　 推荐意见１８：二代测序结果应在与患者临床
表现及实验室检查密切结合的前提下进行解读和
验证（Ｂ，Ⅲ）。

推荐意见１９：对于疑似中枢神经系统、血流、
呼吸道感染或需排除感染性疾病的患者，根据推荐
意见１至１３采集合适的样本进行二代测序，根据
送检样本类型结合患者的临床表现及其他结果辅
助判断或排除诊断，同时应注意排除检出病原体定
植的情况（Ｂ，Ⅱ）。
２０１４年，有基于二代测序对１例中枢神经系统

钩端螺旋体感染病例进行临床诊断的报道［６］。随
后全球范围内陆续报道了通过对脑脊液及脑组织进
行二代测序检测而确诊的中枢神经系统感染病例，
其病原谱包括病毒、细菌、真菌、寄生虫等［２８３０］。一
项前瞻性研究纳入１０例中枢神经系统神经炎症患
者，对其脑组织进行二代测序检测，除了协助
３例明确病原学诊断外，还提示二代测序阴性结果
有助于排除感染性疾病的诊断［３１］。另一项系统综
述通过检索２５篇论文共对４４例以二代测序为诊断
方法的疑似脑炎患者进行综合分析，其中１６例同时
可通过ＰＣＲ等方式确诊，另外２８例则为其他检测
方法难以明确诊断的新发或少见／罕见病原菌感染
病例，提示二代测序可协助临床疑难感染的诊断［８］。

还有一项研究以健康志愿者为阴性对照，对
７８例脓毒症患者的血浆进行二代测序检测，检出病
毒阳性１５例，细菌及真菌阳性１７例；提示二代测序
联合血培养较单用血培养可显著提高病原体的检出
率［３２］。而对于呼吸道感染，相关研究主要集中在病
毒所致感染。２０１５年，研究发现低覆盖度（＜ １ Ｍ
特异性序列数）二代测序对鼻咽拭子的病毒检出率
虽然低于反转录ＰＣＲ，但其有助于确定病毒亚型和
血清型，也说明了测序数据覆盖度的重要性［３３］。二
代测序在缩短诊断周转时间方面也具有一定优
势［３４］。我国一项对１７８例重症肺炎患者的回顾性
研究结果提示，二代测序可帮助进行早期病原学诊
断，指导抗菌药物的应用，从而降低患者的病死率［３５］。
　 　 推荐意见２０：对于二代测序结果为阴性，但根
据其他辅助检查结果（如培养结果）高度提示感染
可能的尚不能排除感染的患者，建议必要时再次取
样重复二代测序检测（Ｂ，Ⅱ）。
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若二代测序结果符合患者的临床表现和其他实
验室检查，推荐根据二代测序结果指导临床决策。
若患者二代测序结果阳性且符合临床表现，但缺乏
除二代测序结果外的其他实验室支持证据，应进行
ＰＣＲ验证（在具有合适引物的条件下），并建议临床
进一步完善可获得的传统实验室检查加以验证。若
患者二代测序结果阳性，但临床表现或实验室检查
结果不支持该结果，则不能仅根据二代测序结果进
行诊断，而应以传统实验室检查结果为首要临床参
考依据。对于二代测序结果为阴性，但根据其他辅
助检查结果（如培养结果）高度提示感染可能的尚
不能排除感染的患者，建议必要时再次取样重复二
代测序检测。

五、二代测序在临床感染性疾病中针对不同病
原体类型的诊断效能
　 　 推荐意见２１：在中枢神经系统感染中，目前证
据提示二代测序检测细菌、寄生虫、病毒的效果较
好，而中枢神经系统真菌感染仍需更大样本量的临
床试验来检验其检测效能（Ｂ，Ⅱ）。
由于二代测序在中枢神经系统感染中的应用仍

以病例报道为主，所以可参考的大型研究较少。脑
脊液通常含有较低的病原体量，故病原体检测更具
挑战性。在５项关于脑脊液的二代测序研究中，诊
断率分别为０（０ ／ ３６）、１． ６％ （２ ／ １２５）、６％ （４ ／ ６２）、
１９％（３ ／ １６）和３０％ （３ ／ １０）［３６４０］，在无细胞的脑脊
液上清液中只能检测到无细胞病毒或无细胞微生物
核酸，会导致较低的检出率，提示临床应采用脑脊液
而非上清液作为二代测序标本［８］。

国外一项研究显示，与传统临床实验室检查结
果比较，二代测序的灵敏度为７３％，特异度为９９％，
阳性预测值为８１％，阴性预测值为９９％ ［２］。另一项
前瞻性研究对脑膜炎、脑炎和（或）脊髓炎患儿中收
集到的２０份脑脊液阳性样本进行二代测序检测，与
传统的脑脊液微生物检测相比，二代测序检测诊断
致病病原体的灵敏度为９２％，特异度为９６％ ［９］。我
国患儿的脑脊液测序数据显示，５５． ５６％的二代测序
检测结果与临床传统方法学一致，其中主要的病原
体为细菌［３０］。另一项研究发现在疑似中枢神经系
统感染的初治患者中，与培养相比，二代测序具有
９０％的灵敏度，其检出率较培养提高了约２５％ ［４１］。
已有的研究结果提示二代测序检测细菌、寄生虫、病
毒的效果较好，而中枢神经系统真菌感染仍需更大
样本量的临床试验来验证其检测效能。
　 　 推荐意见２２：对于脓毒症患者，推荐联合采用
传统实验室培养和二代测序来提高病原学的检出
率（Ｂ，Ⅱ）。

血流感染的异质性较大，目前尚缺乏针对血流
感染者的大型二代测序诊断效能研究。现有的研究
结果提示，血液样本二代测序与血培养保持了高度
的一致性，是可靠的病原学检测方法。一项中国的
研究显示，以培养为金标准，二代测序的灵敏度和特
异度分别为７２． ７％和８９． ６％；此外，二代测序还表
现出了比血培养更高的额外检测效能，成为血培养
的有力补充［３２］。若以培养联合二代测序、桑格法测
序验证作为金标准，则二代测序的阳性率较单用血
培养有显著提升（２３． ０８％比１２． ８２％）［３２］。另一项
关于脓毒症休克的研究中，二代测序的阳性率在起
病前３周内波动于７１％左右，而血培养阳性率仅在
起病时达３３％，此后波动于１０％ ～ ２０％ ［４２］。
　 　 推荐意见２３：对于局灶脓肿或组织感染患者，
二代测序的总体灵敏性和特异性均较好，其中对细
菌检测的灵敏性优于真菌（Ａ，Ⅱ）。
在关于局灶性感染的病原体检测报道中，个案

报道较多。但已有研究证实，二代测序在包括局灶
脓液、感染部位组织、感染性的体液标本中的灵敏性
均优于传统实验室检测。在骨关节感染中，二代测
序与临床培养阳性标本的一致率可达８３％ ～９４． ８％，在
培养阴性的标本中可额外检出４９． ３％ ～ ９３％的病原
体［４３４４］。肺组织二代测序对细菌感染的灵敏度可
达１００％，特异度为７６． ５％；对真菌感染的灵敏度为
５７． １％，特异度为６１． ５％；对细菌和真菌的阳性预测
值分别为４２． ９％和４４． ４％，阴性预测值分别为
１００％和７２． ７％ ［４５］。
　 　 推荐意见２４：对于呼吸道感染，二代测序在病
毒及少见病原体的检测中体现出较好的检测效能；
但在细菌、真菌等病原体的检测中，二代测序尚不
能准确判断菌群定植或感染状态，仍需依赖临床医
师结合患者病情进行进一步分析（Ａ，Ⅱ）。

推荐意见２５：对于结核分枝杆菌、伤寒沙门
菌、布鲁菌等胞内菌，以及具有细胞壁的真菌，二代
测序的检测效能会相对降低，应对上述菌群设置特
定的序列数阈值（Ａ，Ⅲ）。
在二代测序检测呼吸道病原体的研究中，一项

研究对６７份儿科呼吸道感染患者的鼻咽拭子标本
同时进行了多重ＰＣＲ和二代测序检测，两者的一致
率为９３％；二代测序漏诊了其中３例，但多重ＰＣＲ
同样未检测到其中２例患者感染的病毒；同时，二代
测序检测到了ＰＣＲ靶向范围外的１１株病毒［４６］。
在成人上呼吸道感染领域，一项研究探索了二代测
序在８９份成人急性上呼吸道感染鼻咽拭子标本中
的应用，发现二代测序的灵敏度为７７． ５５％，特异度
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为８０． ４９％ ～ １００． ００％；在二代测序漏诊的标本中，
相应病原体的实时ＰＣＲ循环阈值显著更高，提示病
原体载量低，在低数据量覆盖度的情况下可能影响
二代测序的检出率［３３］。另一项研究评估了二代测
序在２４份流行性感冒病毒阳性的呼吸道标本（包
括肺泡灌洗液、痰液和咽拭子）中的检测性能；２４份
标本中，１８份的二代测序结果与ＰＣＲ完全一致，另
外６份不一致的标本中，病毒实时ＰＣＲ循环阈值均
高于３５［４７］。还有研究将二代测序应用于１６例急性
下呼吸道感染患者的鼻咽抽吸物标本，其中１５份标
本中都检出了病毒，结果与ＰＣＲ完全一致［４８］。在
重症肺炎患者中，培养和二代测序的一致性达
５５． ５％，且二代测序有更高的灵敏度［３５］。综上所
述，目前已发表的关于二代测序应用于临床标本的
检测效能研究发现，当样本中病原微生物含量较高
时，二代测序的总体检测效能与ＰＣＲ差距不大；但
当病毒载量较低时，当前二代测序（２０ Ｍ左右特异
性序列数）会出现假阴性，在灵敏度方面不如ＰＣＲ，
需要通过进一步增加数据量来提高检测灵敏度。

二代测序可对不明、少见、不典型病原体进行检
测。一项中国的研究对５６１例患者（其中呼吸道感
染２５５例）的各种标本行二代测序检测（其中肺泡
灌洗液＋痰标本共２９２份）；结果提示与培养相比，
二代测序对结核分枝杆菌、厌氧菌、真菌的检出率均
显著高于培养；以临床诊断为金标准，二代测序比培
养显著提高了灵敏度（５０． ７％比３５． ２％），而特异度
无显著区别［２４］。另一项研究对１３例诊断为社区获
得性肺炎的免疫抑制患者进行二代测序检测，结果
二代测序和培养都检测到５株阳性细菌；但是在真
菌检测方面，二代测序对肺孢子菌的灵敏度明显高
于培养［４９］。在临床应用中，对于结核分枝杆菌、伤
寒沙门菌、布鲁菌等胞内菌，以及具有细胞壁的真
菌，二代测序的检出效能会相对降低，应对上述菌群
设置特定的序列数阈值或结合捕获技术以提高测序
数据的覆盖度［２４，５０］。

综上，在呼吸道有菌环境下的二代测序结果的
判读尚无统一标准。关于二代测序应用于细菌、真
菌检验效能的研究尚不多。目前的数据提示与培养
相比，二代测序能显著提高灵敏度。但对于结核分
枝杆菌等病原体，与临床诊断相比，二代测序的诊断
还需更多探索。
　 　 推荐意见２６：对于新发、罕见、疑难感染性疾
病，以及免疫缺陷患者，二代测序能显著提高病原
体的检出率，可作为上述疾病的一线检测手段（Ａ，Ⅲ）。
虽然二代测序检测成本高，但其在免疫缺陷患

者和重症患者的病原学诊断中体现出较高的临床应
用价值［５１］。在使用糖皮质激素合并感染的人群中，
二代测序指导下的抗感染治疗方案的成功率为
８１． ８％，显著高于经验性抗感染治疗的５２． ６％ ［５２］。
对于新发、罕见或疑难感染性疾病，更具有传统培养
及其他靶标分子诊断技术所不具备的优势。如２０１５年
报道的首例杂色松鼠１ 博尔纳病毒（ｖａｒｉｅｇａｔｅｄ
ｓｑｕｉｒｒｅｌ Ｂｏｒｎａｖｉｒｕｓ１，ＶＳＢＶ１）所致的脑炎病例和
２０１８年报道的首例人感染猪疱疹病毒眼内炎病
例［５３５４］，二代测序均在诊断过程中起到了不可替代
的作用。因此建议对于上述疾病，二代测序可作为
一线检测手段。

六、二代测序在成本经济效益分析下的临床应
用推荐
　 　 推荐意见２７：目前，开展二代测序的成本仍较
高，尚不能作为轻症感染性疾病的一线检测手段
（Ａ，Ⅲ）。
自２０１４年二代测序首次被用于临床感染病例

的病原学诊断以来，其正越来越广泛地被应用于临
床实践。但目前二代测序检测的成本仍显著高于传
统实验室检测方法。在国内，完成１次二代测序检
测的费用仍较高；在美国，也需花费上千美元。与之
相比，完成１次血培养约４０元人民币，完成１次１６ Ｓ
ＰＣＲ检测则需约５０元人民币。高成本仍是制约二
代测序在国内广泛开展的主要因素之一。

随着技术的进一步成熟，未来二代测序病原体
检测应进一步在成本下降、诊断标准完善、质量控制
提升等方面进行完善。同时应进一步增加大样本量
的研究，以建立中国感染病原体宏基因组学检测的
标准规范。
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［ＥＢ ／ ＯＬ］． （２０１６０５１３）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ． ｆｄａ． ｇｏｖ ／
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ／ ｓｅａｒｃｈｆｄａｇｕｉｄａｎｃｅｄｏｃｕｍｅｎｔｓ ／ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅ

ｎｅｘｔ  ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ  ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ  ｂａｓｅｄ  ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ  ｄｅｖｉｃｅｓ  ｍｉｃｒｏｂｉａｌ 
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄ．

［２７］中华医学会呼吸病学分会感染学组． 中国成人医院获得性肺
炎与呼吸机相关性肺炎诊断和治疗指南（２０１８ 年版）［Ｊ］．
中华结核和呼吸杂志，２０１８，４１（４）：２５５２８０． ＤＯＩ：１０． ３７６０ ／
ｃｍａ． ｊ． ｉｓｓｎ． １００１０９３９． ２０１８． ０４． ００６．

［２８］Ｗｉｌｓｏｎ ＭＲ，Ｓｕａｎ Ｄ，Ｄｕｇｇｉｎｓ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｎｏｖｅｌ ｃａｕｓｅ ｏｆ ｃｈｒｏｎｉｃ
ｖｉｒａｌ ｍｅｎｉｎｇｏｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ：Ｃａｃｈｅ Ｖａｌｌｅｙ ｖｉｒｕｓ［Ｊ］． Ａｎｎ Ｎｅｕｒｏｌ，

—８８６— 中华传染病杂志２０２０年１１月第３８卷第１１期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２０，Ｖｏｌ． ３８，Ｎｏ． １１

Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?



２０１７，８２（１）：１０５１１４． ＤＯＩ：１０． １００２ ／ ａｎａ． ２４９８２．
［２９］Ｇｕ Ｗ，Ｍｉｌｌｅｒ Ｓ，Ｃｈｉｕ ＣＹ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］． Ａｎｎｕ Ｒｅｖ Ｐａｔｈｏｌ，２０１９，
１４：３１９３３８． ＤＯＩ：１０． １１４６ ／ ａｎｎｕｒｅｖｐａｔｈｍｅｃｈｄｉｓ０１２４１８０１２７５１．

［３０］Ｇｕｏ ＬＹ，Ｌｉ ＹＪ，Ｌｉｕ ＬＬ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｆｒｏｍ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｂｙ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ，２０１９，７８（４）：３２３３３７． ＤＯＩ：
１０． １０１６ ／ ｊ． ｊｉｎｆ． ２０１８． １２． ００１．

［３１］Ｓａｌｚｂｅｒｇ ＳＬ，Ｂｒｅｉｔｗｉｅｓｅｒ ＦＰ，Ｋｕｍａｒ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｒｖｏｕｓ
ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｎｅｕｒｏｌ Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍ， ２０１６，
３（４）：ｅ２５１ （２０１６０６１３）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥ｎｎ． ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ．
ｏｒｇ ／ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ３ ／ ４ ／ ｅ２５１． ＤＯＩ：１０． １２１２ ／ ＮＸＩ． ０００００００００００００２５１．

［３２］Ｌｏｎｇ Ｙ，Ｚｈａｎｇ Ｙ，Ｇｏｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｓｅｐｓｉｓ ｗｉｔｈ ｃｅｌｌｆｒｅｅ
ＤＮＡ ｂｙ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｉｎ ＩＣＵ ｐａｔｉｅｎｔｓ

［Ｊ］． Ａｒｃｈ Ｍｅｄ Ｒｅｓ，２０１６，４７（５）：３６５３７１． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ．
ａｒｃｍｅｄ． ２０１６． ０８． ００４．

［３３］Ｔｈｏｒｂｕｒｎ Ｆ，Ｂｅｎｎｅｔｔ Ｓ，Ｍｏｄｈａ Ｓ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ［Ｊ］．
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｖｉｒｏｌ，２０１５，６９：９６１００． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｊｃｖ． ２０１５． ０６． ０８２．

［３４］Ｐｅｎｄｌｅｔｏｎ ＫＭ，ＥｒｂＤｏｗｎｗａｒｄ ＪＲ，Ｂａｏ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｒａｐｉｄ ｐａｔｈｏｇｅｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｕｓｉｎｇ ｒｅａｌｔｉｍｅ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ

［Ｊ］． Ａｍ Ｊ Ｒｅｓｐｉｒ Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ，２０１７，１９６（１２）：１６１０１６１２．
ＤＯＩ：１０． １１６４ ／ ｒｃｃｍ． ２０１７０３０５３７ＬＥ．

［３５］Ｘｉｅ Ｙ，Ｄｕ Ｊ， Ｊｉｎ Ｗ， ｅｔ ａｌ． Ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｆｏｒ
ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｓｅｖｅｒｅ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ：Ｃｈｉｎａ，２０１０２０１８ ［Ｊ］． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ，
２０１９，７８（２）：１５８１６９． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｊｉｎｆ． ２０１８． ０９． ００４．

［３６］Ａｍｂｒｏｓｅ ＨＥ，Ｇｒａｎｅｒｏｄ Ｊ，Ｃｌｅｗｌｅｙ ＪＰ，ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｓｔｒａｔｅｇｙ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ｅｔｉｏｌｏｇｉｅｓ ｏｆ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ｉｎ ａ ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｃｏｈｏｒｔ ｏｆ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｉｎ Ｅｎｇｌａｎｄ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１１，４９（１０）：３５７６
３５８３． ＤＯＩ：１０． １１２８ ／ ＪＣＭ． ００８６２１１．

［３７］Ｔａｎ ｌｅ Ｖ，ｖａｎ Ｄｏｏｒｎ ＨＲ，Ｎｇｈｉａ ＨＤ，ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｎｅｗ
ｃｙｃｌｏｖｉｒｕｓ ｉｎ ｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ａｃｕｔｅ ｃｅｎｔｒａｌ

ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ［Ｊ ／ ＯＬ］． ｍＢｉｏ，２０１３，４（３）：ｅ００２３１１３
（２０１３０６１８）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥ｍｂｉｏ． ａｓｍ． ｏｒｇ ／ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ４ ／
３ ／ ｅ００２３１１３． ｌｏｎｇ． ＤＯＩ：１０． １１２８ ／ ｍＢｉｏ． ００２３１１３．

［３８］Ｐｈａｎ ＴＧ，Ｍｏｒｉ Ｄ，Ｄｅｎｇ Ｘ，ｅｔ ａｌ． Ｓｍａｌｌ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｓｉｎｇｌｅ ｓｔｒａｎｄｅｄ
ＤＮＡ ｖｉｒａｌ ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎ ｕｎｅｘｐｌａｉｎｅｄ ｃａｓｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，
ｄｉａｒｒｈｅａ，ａｎｄ ｉｎ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ｓｅｗａｇｅ ［Ｊ］． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，２０１５，４８２：９８
１０４． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｖｉｒｏｌ． ２０１５． ０３． ０１１．

［３９］Ｋａｗａｄａ Ｊ，Ｏｋｕｎｏ Ｙ，Ｔｏｒｉｉ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒｕｓｅｓ ｉｎ
ｃａｓｅｓ ｏｆ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ａｃｕｔｅ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ ａｎｄ ｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ ｕｓｉｎｇ ｎｅｘｔ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｓｃｉ Ｒｅｐ，２０１６，６：３３４５２ （２０１６
０９１４）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ． ｎａｔｕｒｅ． ｃｏｍ ／ ａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ｓｒｅｐ ３３４５２．
ＤＯＩ：１０． １０３８ ／ ｓｒｅｐ３３４５２．

［４０］Ｓａｌｚｂｅｒｇ ＳＬ，Ｂｒｅｉｔｗｉｅｓｅｒ ＦＰ，Ｋｕｍａｒ Ａ，ｅｔ ａｌ． Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｅｒｖｏｕｓ

ｓｙｓｔｅｍ ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｎｅｕｒｏｌ Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ Ｎｅｕｒｏｉｎｆｌａｍｍ， ２０１６，
３（４）：ｅ２５１ （２０１６０６１３）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥ｎｎ． ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ．
ｏｒｇ ／ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ３ ／ ４ ／ ｅ２５１． ＤＯＩ：１０． １２１２ ／ ＮＸＩ． ０００００００００００００２５１．

［４１］Ｚｈａｎｇ Ｙ，Ｃｕｉ Ｐ， Ｚｈａｎｇ ＨＣ， ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｉｎ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ

ａｄｕｌｔ ｃｅｎｔｒａｌ ｎｅｒｖｏｕｓ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｊ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ，
２０２０，１８（１）：１９９ （２０２００５１３）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥ｄｏｉ． ｏｒｇ ／
１０． １１８６ ／ ｓ１２９６７０２００２３６０６．

［４２］Ｇｒｕｍａｚ Ｓ，Ｇｒｕｍａｚ Ｃ，Ｖａｉｎｓｈｔｅｉｎ Ｙ，ｅｔ ａｌ． Ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｏｆ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ

ｃａｒｅ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｓｕｆｆｅｒｉｎｇ ｆｒｏｍ ｓｅｐｔｉｃ

ｓｈｏｃｋ ［Ｊ］． Ｃｒｉｔ Ｃａｒｅ Ｍｅｄ，２０１９，４７（５）：ｅ３９４ｅ４０２． ＤＯＩ：１０．
１０９７ ／ ＣＣＭ． ００００００００００００３６５８．

［４３］Ｉｖｙ ＭＩ，Ｔｈｏｅｎｄｅｌ ＭＪ，Ｊｅｒａｌｄｏ ＰＲ，ｅｔ ａｌ． Ｄｉｒｅｃｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ ｊｏｉｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ ｓｙｎｏｖｉａｌ ｆｌｕｉｄ

ｂｙ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｓｈｏｔｇｕｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，
２０１８，５６（９）：ｅ００４０２１８（２０１８０８２７）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥
ｊｃｍ． ａｓｍ． ｏｒｇ ／ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ５６ ／ ９ ／ ｅ００４０２１８． ｌｏｎｇ． ＤＯＩ：１０． １１２８ ／ ＪＣＭ．
００４０２１８．

［４４］Ｔｈｏｅｎｄｅｌ ＭＪ， Ｊｅｒａｌｄｏ ＰＲ， ＧｒｅｅｎｗｏｏｄＱｕａｉｎｔａｎｃｅ ＫＥ， ｅｔ ａｌ．
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｓｔｈｅｔｉｃ ｊｏｉｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｕｓｉｎｇ ａ ｓｈｏｔｇｕｎ

ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ ａｐｐｒｏａｃｈ ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ，２０１８，６７（９）：１３３３
１３３８． ＤＯＩ：１０． １０９３ ／ ｃｉｄ ／ ｃｉｙ３０３．

［４５］Ｌｉ Ｈ，Ｇａｏ Ｈ，Ｍｅｎｇ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｆｒｏｍ ｌｕｎｇ ｂｉｏｐｓｙ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ［Ｊ ／ ＯＬ］． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｉｎｆｅｃｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１８，８：２０５
（２０１８０６２５）［２０２００７３１］． ｈｔｔｐｓ：∥ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ｐｍｃ ／ ａｒｔｉｃｌｅｓ ／ ＰＭＣ６０２６６３７ ／ ． ＤＯＩ：１０． ３３８９ ／ ｆｃｉｍｂ． ２０１８． ００２０５．

［４６］Ｇｒａｆ ＥＨ，Ｓｉｍｍｏｎ ＫＥ，Ｔａｒｄｉｆ ＫＤ，ｅｔ ａｌ． Ｕｎｂｉａｓｅｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｖｉｒｕｓｅｓ ｂｙ ｕｓｅ ｏｆ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂａｓｅｄ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｓ：
ａ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｔｏ ａ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ＰＣＲ ｐａｎｅｌ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１６，５４（４）：１０００１００７． ＤＯＩ：１０． １１２８ ／ ＪＣＭ． ０３０６０１５．

［４７］Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｎ，Ｉｎｄｅｎｂｉｒｋｅｎ Ｄ，Ｍｅｙｅｒ Ｔ，ｅｔ ａｌ． Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｎｂｉａｓｅｄ
ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ＲＮＡ （ＲＮＡｓｅｑ） ａｓ ａ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｖｉｒｕｓｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓａｍｐｌｅｓ ［Ｊ］． Ｊ Ｃｌｉｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１５，５３（７）：２２３８２２５０． ＤＯＩ：１０． １１２８ ／ ＪＣＭ． ０２４９５１４．

［４８］Ｙａｎｇ Ｊ，Ｙａｎｇ Ｆ，Ｒｅｎ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｕｎｂｉａｓｅｄ ｐａｒａｌｌｅｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｉｒａｌ
ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｕｓｅ ｏｆ ａ ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈ

［Ｊ］． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１１，４９（１０）：３４６３３４６９． ＤＯＩ：１０． １１２８ ／
ＪＣＭ． ００２７３１１．

［４９］Ｐａｎ Ｔ，Ｔａｎ Ｒ，Ｑｕ Ｈ，ｅｔ ａｌ． Ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ
ＢＡＬＦ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｃｑｕｉｒｅｄ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｉｎ

ｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ［Ｊ］． Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ，２０１９，７９（１）：６１７４．
ＤＯＩ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｊｉｎｆ． ２０１８． １１． ００５．

［５０］Ｚｈｏｕ Ｘ，Ｗｕ Ｈ，Ｒｕａｎ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ
ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆ ａｃｔｉｖｅ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｃｏｍｐｌｅｘ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｖｉａ

ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ ｄｉｒｅｃｔ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

［Ｊ］． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｉｎｆｅｃｔ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１９，９：３５１ （２０１９１０１８）
［２０２００７３１］． ＤＯＩ：１０． ３３８９ ／ ｆｃｉｍｂ． ２０１９． ００３５１．

［５１］Ｐａｒｉｚｅ Ｐ，Ｍｕｔｈ Ｅ，Ｒｉｃｈａｕｄ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｂａｓｅｄ ｆｉｒｓｔｌｉｎｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｉｍｍｕｎｏｃｏｍｐｒｏｍｉｓｅｄ

ａｄｕｌｔｓ：ａ ｍｕｌｔｉｃｅｎｔｒｅ， ｂｌｉｎｄｅｄ， ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ［Ｊ］． Ｃｌｉｎ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ Ｉｎｆｅｃｔ，２０１７，２３（８）：５７４． ｅ１５７４． ｅ６． ＤＯＩ：１０． １０１６ ／
ｊ． ｃｍｉ． ２０１７． ０２． ００６．

［５２］Ｗａｎｇ Ｓ，Ａｉ Ｊ， Ｃｕｉ Ｐ，ｅｔ ａｌ． Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｆｏｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ

ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄ ｔｈｅｒａｐｙ ［Ｊ ／ ＯＬ］．
Ａｎｎ Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄ，２０２０，８（５）：２２７（２０１９１２２４）［２０２００７３１］．
ｈｔｔｐ：∥ ａｔｍ． ａｍｅｇｒｏｕｐｓ． ｃｏｍ ／ ａｒｔｉｃｌｅ ／ ｖｉｅｗ ／ ３７４０５ ／ ｈｔｍｌ． ＤＯＩ：１０．
２１０３７ ／ ａｔｍ． ２０２０． ０１． ３０．

［５３］Ｈｏｆｆｍａｎｎ Ｂ，Ｔａｐｐｅ Ｄ，Ｈｐｅｒ Ｄ，ｅｔ ａｌ． Ａ ｖａｒｉｅｇａｔｅｄ ｓｑｕｉｒｒｅｌ
ｂｏｒｎａｖｉｒｕｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆａｔａｌ ｈｕｍａｎ ｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ［Ｊ］． Ｎ Ｅｎｇｌ Ｊ
Ｍｅｄ，２０１５，３７３（２）：１５４１６２． ＤＯＩ：１０． １０５６ ／ ＮＥＪＭｏａ１４１５６２７．

［５４］Ａｉ ＪＷ，Ｗｅｎｇ ＳＳ，Ｃｈｅｎｇ Ｑ，ｅｔ ａｌ． Ｈｕｍａｎ ｅｎｄｏｐｈｔｈａｌｍｉｔｉｓ ｃａｕｓｅｄ
ｂｙ ｐｓｅｕｄｏｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，Ｃｈｉｎａ，２０１７［Ｊ］． Ｅｍｅｒｇ Ｉｎｆｅｃｔ
Ｄｉｓ，２０１８，２４（６）：１０８７１０９０． ＤＯＩ：１０． ３２０１ ／ ｅｉｄ２４０６． １７１６１２．

（收稿日期：２０２００７３１）
（本文编辑：沈漱瑜）

—９８６—中华传染病杂志２０２０年１１月第３８卷第１１期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｉｎｆｅｃｔ Ｄｉｓ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ ２０２０，Ｖｏｌ． ３８，Ｎｏ． １１
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