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  [摘 要] 脓毒症患者存活率低、死亡率高、预后差,早期识别其病原体尤为关键。宏基因组二代测序

(mNGS)能实现无偏倚检测临床样本中的所有微生物,对早期发现脓毒症病原微生物较传统培养技术等更灵

敏、准确、高效。随着二代测序技术的不断发展,mNGS在诊断脓毒症方面的临床应用价值将进一步提高,该文

就mNGS在脓毒症早期诊断中的优势、临床应用及进展、挑战与展望进行综述。
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[Abstract] Sepsis

 

patients
 

have
 

low
 

survival
 

rates,high
 

mortality
 

rates,and
 

poor
 

prognosis,making
 

ear-
ly

 

identification
 

of
 

pathogens
 

particularly
 

crucial.Metagenomic
 

next-generation
 

sequencing
 

(mNGS)
 

enables
 

unbiased
 

detection
 

of
 

all
 

microorganisms
 

in
 

clinical
 

samples,providing
 

greater
 

sensitivity,accuracy,and
 

effi-
ciency

 

in
 

early
 

detection
 

of
 

sepsis
 

pathogenic
 

microorganism
 

compared
 

to
 

traditional
 

culture
 

techniques.With
 

the
 

continuous
 

development
 

of
 

next-generation
 

sequencing
 

technology,the
 

clinical
 

application
 

value
 

of
 

mNGS
 

in
 

sepsis
 

diagnosis
 

will
 

further
 

improve.This
 

article
 

reviews
 

the
 

advantages,clinical
 

applications,progress,

challenges,and
 

prospects
 

of
 

mNGS
 

in
 

the
 

early
 

diagnosis
 

of
 

sepsis.
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  脓毒症是一种主要由感染引起的全身炎症反应

综合征,因其高死亡率、高致残率及治疗成本极高且

预后差,而逐渐成为各界共同关注的公共卫生问

题[1]。脓毒症为目前感染致死的主要原因,确诊及疑

似患者往往需要持续的医疗监测、护理和治疗,及时

发现并确认致病菌对早期靶向抗菌治疗极其重要。
基于绝大部分的病原体均包含DNA或RNA,随着测

序技术的进步,目前宏基因组二代测序(mNGS)已成

为辅助检测病原微生物的有效技术手段。mNGS技

术不仅可以发现致病的病原微生物,还可以同时提供

相应病原体微生物的生物分型、流行病学特征、易感

性预测和毒力因子分型等信息,从而指导临床医生早

期优化抗菌药物的治疗方案,提高患者生存率、减少

并发症、减轻相关医疗负担[2]。

1 目前脓毒症病原体早期诊断的难点

  对于疑似脓毒症的患者,当脓毒症相关序贯器官

衰竭(SOFA)评分较基线上升大于或等于2分可以作

出诊断[3-4]。脓毒症患者即使早期仅表现出轻微的功

能障碍,后期也可能会进一步恶化,需要临床医生迅

速进行早期药物干预。脓毒症与感染性休克治疗国

际指南建议,在不显著延迟启动抗菌药物治疗的前提

下,可对怀疑脓毒症或脓毒性休克患者常规进行样本

的微生物培养[4-5]。然而,由于一些非传染性疾病与

脓毒症临床表现相似,即使在没有真正的细菌感染甚

至没有任何感染证据的情况下,也会经验性地使用广
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谱抗生素治疗,导致抗生素耐药率升高[6]。与此同

时,传统微生物培养技术因培养条件所限只能检出部

分病原体,且结果易受前期使用药物的影响,对重症、
慢性、疑难感染的脓毒症患者病原体的早期诊断仍较

困难[4]。因此,对脓毒症病原体准确、快速地早期诊

断仍面临巨大挑战。

2 mNGS临床应用进展

  mNGS是在一代测序技术上发展而来的一项高

通量、高敏感性的新兴测序技术。2019年对不明原因

肺炎患者支气管肺泡灌洗液样本测序发现新型冠状

病毒后,mNGS技术逐渐被临床重视。相对于传统检

测方法,mNGS因其无偏倚、覆盖广、快速且精准的特

点,在感染性疾病病原体的辅助诊断方面显示出不可

估量的临床应用价值[7-8]。同时,mNGS能与血培养

结果保持高度一致,尤其在合并免疫性疾病、高血压

等基础疾病的危重患者病原菌检测中具有快速、阳性

率高的优点[9-10]。

2.1 mNGS在感染性疾病诊断中的应用 mNGS作

为一种不依赖于培养,独立、无偏倚、无假设的技术,
理论上可以实现分析临床样本中的所有微生物,而逐

渐成为一种辅助诊断感染性疾病的重要技术手段。

2014年mNGS第一次被报道用于临床病原体检测,

1例反复发烧合并免疫缺陷症的14岁男性患儿在发

病后4个月内进行了包括脑组织活检等在内的各项检

查,均未发现病原体,进而发展为脑积水及癫痫。医生

后续通过mNGS技术对其脑脊液(CSF)进行测序,最终

确诊为钩端螺旋体感染,在有针对性地应用抗菌药物后

好转出院[11]。RAMACHANDRAN等[12]从368例伴

亚急性脑膜炎的艾滋病患者中抽取CSF样本,通过

mNGS收集到的人类宿主基因表达数据汇总建立了

一种分类器。当对可疑并发结核性脑膜炎患者的

CSF样本进行 mNGS测序,可经该分类器过滤宿主

信息并与样本中提取到的病原体数据相比较,以便减

少宿主转录组对样本中病原体诊断的影响,提高结核

性脑膜炎患者的诊断准确性,这对于改善结核性脑膜

炎的诊断和治疗具有重要的临床意义。

mNGS还可对多重耐药菌进行菌属测定并分析

其可能存在的耐药基因。多重耐药鲍曼不动杆菌已

被世界卫生组织认定为全球人类健康的一大威胁,该
菌耐药机制多样且毒力因子复杂,感染后致死率较

高。HU
 

等[13]开发并验证了一种基于 mNGS的抗生

素敏感试验(AST)模型,该模型通过测序所得序列与

数据库比对,可用于鲍曼不动杆菌的诊断及耐药性预

测,且与基于传统病原学的AST结果相比,其预测准

确性在95%以上,并能在24
 

h内预测其耐药表型。
在临床医生等待传统培养抗生素敏感性试验明确其

耐药表型前,该模型可实现病原体快速预测,指导早

期用药。
 

2.2 mNGS在其他疾病诊断中的应用 除在感染性

疾病中的应用外,mNGS在肿瘤疾病的诊断中也有巨

大潜力。癌症患者也会出现类似感染性疾病的发热

等症状,目前病理组织活检作为确诊癌症的“金标

准”,不但有创而且耗时较长。QIN等[14]通过整合宿

主mNGS拷贝数进行变异分析,在单次测序中实现

同时检测病原体和肿瘤细胞,提供及时的鉴别诊断线

索,改善患者治疗效果的同时降低时间管理成本。

GUO等[15]收集了133例疑似肺部感染或影像学异常

患者的肺活检样本,通过Illumina和 Nanopore测序

对肺活检组织进行分析,全面检测肺活检组织中的病

原体并明确是否有肺癌等恶性肿瘤的存在,从而实现

同时鉴定病原体和癌症,提高了肺癌的诊断准确性和

检测效率。
 

通过对不同病原体感染的死亡患者进行相

关的体液测序,也可以识别到有无新发的病原体,早
期识别新型感染性疾病,从而指导实验人员开发例如

核酸扩增实验等检测项目,有助于早期控制感染的

暴发[16]。

3 mNGS在脓毒症病原体早期诊断中的优势

3.1 mNGS与非分子诊断技术对比 传统培养作为

病原体微生物鉴定的“金标准”,不仅耗时长,灵敏度

低,还对罕见的病原体难以诊断[17]。mNGS能够通

过对患者体液样本中的微生物进行快速检测,特别是

实现了对无法通过传统方法有效分离的致病微生物

的检测。通过早期识别病原体,临床医生可下调经验

性抗感染药物或添加靶向抗感染药物,避免广谱抗生

素的滥用,实现精准治疗,促进患者的最终康复[18]。
脓毒性休克定义为脓毒症合并严重的循环、细胞

和代 谢 紊 乱,其 死 亡 风 险 较 单 纯 脓 毒 症 更 高[3-4]。

GRUMAZ等[19]通过利用 mNGS技术,分析脓毒症

休克患者血浆样本中的循环游离DNA,并与传统的

血液培养结果进行比较,为脓毒症休克患者的治疗提

供了有价值的数据支持。有研究结果显示,mNGS的

阳性率为72%,而血液培养的阳性率仅为11%。此

外,该研究还评估了血液培养和 mNGS结果的可信

度及抗生素治疗的适当性,表明 mNGS在血液感染

的分析中具有较高的准确性和可靠性[19]。多个研究

团队的研究结论均证实了 mNGS诊断脓毒症的整体

敏感性较传统培养技术更高,在微生物检测方面具有

明显优势[19-23]。

mNGS在诊断合并真菌感染的脓毒症患者中较

血清学检测技术也具有较高准确性。例如,在血清半

乳甘露聚糖(GM)试验中,年龄、基础疾病、治疗药物、
营养支持等多种因素均可能影响血清曲霉特异性抗

原检测试验的结果,因此,在等待传统培养结果的过

程中临床医生往往会基于GM 试验的假阳性结果而
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出现过早甚至滥用抗生素。mNGS则可通过全面无

偏倚地检出样本中所有微生物的种类及丰度,为曲霉

菌的临床诊断提供可靠依据并指导用药[24]。

mNGS还可作为一种高效的方法来区分感染更

严重和死亡风险更高的脓毒症患者。YIN
 

等[20]对比

62例 重 症 监 护 室 脓 毒 症 患 者 mNGS 样 本 发 现,

mNGS阳性患者90
 

d死亡率为
 

70.6%,比 mNGS阴

性患者升高近2倍,而在传统培养阳性和阴性患者之

间差异则不明显。该研究表明,mNGS阳性患者的感

染指标更高,严重程度评分更高,90
 

d死亡率也更高,

mNGS在脓毒症致病微生物的检测方面优于传统病

原学检测[20]。

mNGS技术不仅为临床样本的细菌检测和定量

提供了一种新的方法,还可以提高微生物丰度较低样

本的检出率。LAZAREVIC等[25]提出了一种新的通

过添加特定的富集试剂来富集细菌DNA的方法,并
评估了其对细菌检测和定量的影响,有助于改善检测

的准确度和灵敏度。有研究团队开发了便携式机械

裂解、基于磁珠的DNA纯化和自动化测序文库制备

等优化方案用于纳米孔测序,使用该便携式设备即可

进行实时、现场测序[26]。综上所述,与传统病原学检

测方法相比,mNGS在脓毒症病原体早期诊断中更高

效且实时。

3.2 mNGS与其他分子诊断技术对比 尽管其他分

子诊断技术,如聚合酶链式反应(PCR)的核酸检测等

是相对快速和准确的,但其需要预先了解或假设致病

微生物的类型[17]。一些病毒合并细菌感染脓毒症患

者即使借助于这些检测方法也不能明确所有病原体,
临床诊断受到一定程度的限制[27]。

在病毒感染早期,样本中病原体数量及所扩增靶

基因拷贝数的数量较少,常见病毒的实时荧光定量

PCR(RT-PCR)探针准确性会因此下降,而PCR的过

度扩增也会导致结果假阳性。LIU等[28]利用 mNGS
及病毒RT-PCR对24例脓毒症患者的体液样本进行

检测对比,结果发现,通过 mNGS检测出7例巨细胞

病毒患者,而经过RT-PCR仅检测出3例,mNGS在

检测病毒感染的脓毒症患者中较RT-PCR敏感度及

准确度更高。mNGS作为一种新的技术手段可以克

服这些非传统培养技术的缺点,在无偏倚采样的同时

识别样本中所有潜在的感染微生物。

4 mNGS在脓毒症病原体早期诊断中的应用进展

4.1 mNGS在脓毒症病原体早期诊断中的发展 从

临床医生的角度,快速检测病原体对脓毒症的治疗至

关重要,早期敏感药物干预才能获得良好的结果。基

于宏基因测序的脓毒症定量诊断概念于2014年首次

被提 出,GRUMAZ 等[29]引 入 脓 毒 症 指 示 量 化 器

(SIQ)评分,通过定量评分建立了一个完整的诊断工

作流程,为鉴别感染相关微生物提供了依据。SIQ评

分对脓毒症患者体液样本中每一种被检测的微生物

进行定量和概率评估,在生物信息学分析中可过滤掉

污染序列,将病原体丰度与脓毒症的诊断联系起来,
为mNGS诊断脓毒症病原体提高可信度[19]。该小组

建立了一个血浆中的细胞游离DNA实时高通量测序

诊断流程,该工作流程在较短时间内就可以确定与抗

生素耐药性相关的微生物种类和基因,且可通过SIQ
评分统计计算区分相关病原体与污染物。小组通过

该流程对239例脓毒症患者样本进行实时测序,结果

表明该工作流程敏感度较高,为脓毒症早期诊断提供

新方法[30]。
有学者借助于mNGS对2010-2018年2家美国

医院急诊科重症监护室患者的全血和血浆核酸进行

了检测,通过临床表现、生化、传统培养或其他病原学

结果等对患者是否有脓毒症进行分类。该研究将样

本中宿主和病原体的血浆核酸数据结合成一个计算

机可运行的云计算集成模型,开发了一种可以整合患

者相关临床数据及 mNGS数据的脓毒症诊断工具。
疑似脓毒症患者的相关信息经该诊断工具进行分类

处理,可提高脓毒症诊断敏感度[2,6]。

HADDOCK等[31]通过 mNGS分析血浆样本中

细菌噬菌体的数量及多样性,发现在细菌感染引起的

脓毒血症中,噬菌体的多样性有所增加,并且噬菌体

的存在可以用于区分细菌感染的种类及是否为定植

菌感染。例如,在大肠杆菌感染脓毒症患者样本中,
大肠杆菌噬菌体会显著富集,不同菌属的大肠杆菌感

染也会呈现不同的序列。mNGS监测样本中噬菌体

的动态变化,可有助于提高细菌感染引起的脓毒症患

者诊断的可靠性和准确性。

CHANDRAKUMAR等[32]建立了一个名为Bug-
Split的工作流程,通过基因组比对和序列同源性分析

技术,将样本所得序列与参考数据库进行比对,对微

生物序列进行鉴定分析,再在云端自动化处理测序所

得数据,实现对质粒序列的纠正,从而避免了质粒序

列与其宿主细菌之间的分类混淆。该技术进一步融

合发展后可保障mNGS在脓毒症早期诊断中的准确

性和高效性。

4.2 mNGS在脓毒症早期诊断中的难点及挑战 对

新发、罕见、疑难及免疫缺陷患者,mNGS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[33]。病原体感染为脓毒症的主要原因,但感染作为

脓毒症的诱发事件,并不是每例患者均能明确致病的

感染微生物。当检测到多种微生物时,mNGS可能无

法区分定植微生物和感染微生物[34]。
提高mNGS准确度的最重要步骤是样本的前处

理过程,从技术层面将临床样本中的病原微生物基因
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组与宿主基因组进行完全分离目前还难以实现,提取

试剂盒的工程背景菌污染、运输及操作过程造成的污

染及实验室环境的污染,均可能增加测序结果的分析

困难进而导致测序结果的准确度下降。由于 mNGS
非常灵敏,在检测过程中需要严格的无菌操作,否则

有可能导致临床误诊[27]。目前,许多医疗机构因技

术、成本、时间和基础设施等问题无法开展 mNGS测

序,所以目前该技术仍不能在疑似脓毒症患者中及时

采用[21]。

mNGS对 胞 内 寄 生 菌 和 真 菌 等 细 胞 壁 较 厚、

DNA难以提取的细菌和真菌的敏感度较低,在一定

程度上限制了其应用范围[35]。mNGS在隐球菌检测

方面没有明显的诊断优势,传统检测方法对白念珠菌

和热带念珠菌的检出率也要高于 mNGS[36]。mNGS
目前不能完全替代传统培养,为了提高病原体检测的

阳性率,二者需联合应用,才能最大限度地检测血液

感染中的致病微生物[37]。此外,mNGS需要专业的

生物信息学分析团队对测序结果进行处理,周转时间

相对较长。与液滴数字技术(ddPCR)相比,mNGS虽

可以获取大量的病原体信息,但无法通过直接定量监

测病原菌载量来反映疾病进展,且经济及时间成本均

相对较高[38]。
现阶段在临床诊断中常规实施 mNGS仍需面对

以下问题:去除宿主DNA以增加病原体对宿主的信

号比,检测病原体的绝对定量,区分病原体种群特征

的可变性,识别来自实验室环境的污染物,为数据提

供具有生物学和临床意义的解释[25]。

5 mNGS在脓毒症早期诊断中的发展前景

  了解脓毒症的异质性和不同阶段的动态变化,应
用精确、个性化的治疗是未来脓毒症研究的目标。临

床研究发现,一些抗炎药物和免疫治疗可以改善部分

脓毒症患者的预后,然而,治疗成功的关键是明确患

者致病微生物并进行靶向抗感染治疗[1]。目前,对于

脓毒症患者推荐联合采用传统实验室培养和 mNGS
来提高病原体的检出率已成为广泛的临床专家共识。
结合快速发展的 mNGS与临床表现、生化、分子、影
像学等特征参数进行计算分析,临床医生再根据所得

报告快速指导有效的临床干预,对患者进行有针对性

的个性化治疗,为脓毒症的早期诊断提供了新的方

向[2,33]。随着mNGS在感染性疾病中得到更广泛的

应用,通过开放获取数据库快速交换病原体基因组信

息可以加快相关病原体的识别,加强对脓毒症感染的

控制。

6 小  结

  mNGS在脓毒症早期病原学诊断中具有重要价

值及应用前景,其较传统培养及非培养技术更高效敏

感,能无偏倚地测出样本中所有病原微生物组成,指

导临床医生早期精准抗感染治疗。但由于其成本高、
需要专业分析团队,以及样本中目标丰度低、宿主的

背景DNA不可能完全去除等特点,使得其在脓毒症

早期诊断中仍未得到广泛应用。随着基于 mNGS技

术的各类模型和临床应用的评分系统 日 益 增 多,

mNGS在诊断脓毒症方面的临床应用价值将得到进

一步提升。
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