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【摘要】 近年来，随着宏基因组测序技术在分子生物学领域的快速发展，宏基因组测序为传染病致病病原体

尤其是未知病原的分型溯源和生物学特性研究提供了更加便捷、高效的手段。该技术相较于传统检测手段具有明

显的时效性、灵敏度高等优点。快速、准确、广谱鉴定出病原体，有助于采用针对性的防控措施，是各种传染病预防

控制的关键。本综述主要以高通量测序技术进展为基础，探讨宏基因组测序技术在细菌、病毒、真菌以及寄生虫等

传染性疾病中的实际运用情况，并讨论了该技术可能面临的挑战和应用前景。
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【Abstract】 In recent years, with the rapid development of metagenomic sequencing technology in the field of

molecular biology, metagenomic sequencing provides a more convenient and efficient means for the type tracing and bio-

logical characteristics research of pathogenic pathogens of infectious disease, especially unknown pathogens. Compared

with traditional detection methods, this technology has obvious advantages of timeliness and high sensitivity. Rapid, ac-

curate, and broad-spectrum identification of pathogens is conducive to the adoption of targetd prevention and control

measures and is the key to the prevention and control of various infectious diseases. Based on the progress of

high-throughput sequencing technology, this review mainly discusses the practical application of metagegene sequencing

technology in infectious diseases such as bacteria, viruses, fungi and parasites, and the possible challenges and applica-

tion prospects of this technology.
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宏基因组(metagenomics)也称元基因组，于 1998

年由Handelsman等[1]在一篇研究土壤微生物的文章中

首次提出，宏基因组学研究与传统微生物研究方式的

最大区别在于前者把微生物看成一个整体，摆脱了对

单个微生物培养和分离的步骤，直接对环境中所有的

微生物基因组进行研究，进而可以全面地对所有微生

物基因组进行分析[2]。与传统微生物研究方法相比，

宏基因组学研究克服了绝大部分微生物不能培养、痕

量菌无法检测的技术难点，因此近年来在环境微生物

学研究中得到了广泛应用。新一代测序技术的出现

又给宏基因组学的研究带来了新的机遇。

宏基因组测序技术现已成为临床诊断的重要辅

助手段，目前三个应用较多的主流平台中，Illumina的

HiSeq 2000能测 150 bp (单向)，其新推出的 MiSeq 平

台最长可测至 250 bp (单向)，该系列仪器成本低、灵活

性高、通量大，目前仍是二代测序平台中的主流测序

平台 [3]。SOLiD 5500xl 能测 75 bp (单向)，后推出的

Ion Proton 平台最长可测200 bp (单向)，Thermo Fisher

体系测序仪准确率高且操作较为简单。作为国内测

序的先驱，华大智造推出的 MGISEQ-2000 单端测序

最长可测400 bp，双端测序最长可测300 bp，其次在测

序质量和稳定性上表现出色[5]，深入并且快速的测序

过程也使它们得以成为现今应用最广泛的测序技

术。借助于宏基因组测序技术的发展，临床对传染病

的检测能力也进一步提高。

1 传染病的实验室检测现状

目前，传染病在全世界的发病率越来越高，而且

愈发频繁，致病源类型也变得多样化、复杂化。例如
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大家熟知的艾滋病、禽流感和新型冠状病毒(Corona

Virus Disease 2019，COVID-19)等病毒性传染病；多重

或广谱耐药的结核分枝杆菌、脑膜炎双球菌引起的化

脓性脑膜炎等经典细菌性传染病[6]；以及由疟原虫引

起的疟疾等寄生虫传染病[7]、由新型隐球菌引起的隐

球菌病[8]等等，各种新发和再发传染病均对人类健康

造成极大威胁，所以，临床对传染病致病病原体诊断

的时效性和准确性要求越来越高。

就传染病而言，传统检测手段主要有以下几种：

(1)病原体的分离培养，这是最经典也是最常见的检测

手段，但是病原体的体外培养费时费力，且绝大多数

病原体是不可培养的[9]。由于有些病毒缺乏体外敏感

细胞，病毒的分离比较困难，因而病毒分离培养一直

以来都是病原微生物研究的一个难题。(2)免疫学方

法，如酶联免疫吸附试验、补体结合试验、酶标斑点免

疫法和免疫荧光法等，操作相对简单，可以特异性地

识别病原体的抗原或者对应的抗体，具有重要辅助诊

断价值。但因其病原体多种多样，研究开发出的抗

原、抗体的数量远没有达到市场的需求。(3) PCR 检

测，该方法灵敏度高，特异性强，是当前病原体检测的

主要技术手段之一。但该方法依赖于已知病原体的

基因序列,设计扩增引物，由于引物相对于病毒基因组

覆盖区域低，这意味着假如引物靶位序列被降解，则

会造成假阴性结果。

传统的检测方法有其局限性，检测时间一般需要

数日或几周时间，耗时长，容易漏检潜在的病原体，即

便辅以免疫学和分子生物学手段，也不能准确发现及

诊断病因，已经不能满足临床需求[10]。高通量测序技

术可以直接对样本进行不偏倚高通量测序，实现传染

病病原体的检测、分型溯源和耐药监测等多个方面的

研究，这为快速、准确、全面地诊断病原体带来了新

的契机。

2 宏基因组测序在传染性病原体检测中的应用

宏基因组测序是对样本中所有生物体的核酸进

行测序和表征的过程，理论上可以检测样本中所有具

有感染性的病原体(阮病毒除外)。病原体的复制都离

不开核酸的复制，核酸序列是生物体的“指纹谱”，也

是决定其表型和毒性的基础。通过宏基因组高通量

测序，获得序列信息，与已知生物的序列进行比对，从

而找到最接近的进行匹配。当一个生物体不能被识

别时，宿主RNA测序可以从宿主基因表达特征推断该

生物体是病毒、细菌、真菌还是寄生虫[11]。

近年来，新的病原菌不断产生和快速传播，再加

上抗生素的滥用，病原菌耐药性提高，从而导致了机

会性感染的比例不断上升，因此疾病的诊断与处理就

显得更加复杂。宏基因组测序技术凭借其特异性和

敏感性的优势，为临床病原体诊断提供一种新的方

法，该技术在呼吸道[12]、消化系统[13]、神经系统[14]、泌尿

生殖系统[15]等方面有着广阔的应用前景。尤其在新冠

疫情中，基于宏基因组测序的SARS-CoV-2基因测序

方法的快速发展，为宏基因组测序在其他传染病中的

应用提供了宝贵经验。

2.1 宏基因组测序在细菌性传染病诊断中的应

用 细菌是传染性疾病中最常见的病原体之一，传统

的细菌培养法周期较长，而且很多细菌难以进行培

养，导致多重感染容易被忽略。利用宏基因组测序技

术可以对样品直接进行序列分析，快速识别出已知的

病原体，并能有效地识别出各类不明病原体。Lin等[16]

对 42 例疑似传染性胰脏坏死病 (infectious pancreatic

necrosis，IPN) 患者在发热期间[体温(T)≥ 38.5℃]采集

血液样本进行宏基因组测序和微生物培养，在诊断

IPN 方面，宏基因组测序的敏感性显著高于血培养

(95.2% vs 23.8%，P<0.001)，宏基因组测序的阴性预测

值为 90.0%，同时宏基因组测序的时间明显短于微生

物培养[(37.70±1.44) h和(115.23±8.79) h，P<0.01]。凭

借着更准确的诊断性能和更短的检测周期，临床宏基

因组测序对细菌性疾病早期诊断有着很大贡献。

Kamau等[17]对一例 55岁结肠穿孔患者的血培养液直

接进行宏基因组测序，发现了一种在临床样本中很难

被发现的细菌—红孔裂解杆菌，这是美国首例红孔氏

杆菌感染病例报告，这说明宏基因组测序技术在罕见

病原导致的传染病诊断中具有独特的优势。Sun等[18]

回顾性分析 2017—2019年上海肺科医院收治的疑似

肺外结核(extra pulmonary tuberculosis，EPTB)症状、

肺外标本涂片阴性的患者，其中利用宏基因组测序对

所有活动性 EPTB 病例检测的敏感性最高(56.11%)，

这一敏感性显著高于液体培养(13.89%)和Xpert分子

生物学检测(36.11%)，同时宏基因组测序还在样本中

检测出其他病原体。这些结果表明，宏基因组测序诊

断 EPTB 具有较高的敏感性、特异性，特别是对结核

性脑膜炎和结核性淋巴结炎有很高的诊断价值，可准

确检测肺外标本中有效病原体，而且同时具有识别其

他感染和合并感染的潜力，因此，对于临床比较困难

或复杂的感染病例，宏基因组测序可作为一种高效的

诊断方法。

2.2 宏基因组测序在病毒性传染病诊断中的应

用 宏基因组测序技术已经成为病毒变异监测、分型

鉴定及进化溯源分析的重要技术手段，利用宏基因组

测序检测病原体时，无须预判病原体的范围，也不存

在靶向测序法中的偏倚性[6]，故而在病毒共感染和未

知病原体检测中发挥重要作用。Pin等[19]研究发现了

一例通过宏基因组测序诊断的人类狂犬病病例。目
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前狂犬病的诊断方法主要有直接免疫荧光检测(Di-

rect Fluorescence Antibody Test，DFA)，这是检测狂犬

病的金标准。还有小鼠接种试验(Mouse Inoculation

Test，MIT)和聚合酶链式反应(PCR)，然而这些常规的

检测手段仍有相当高的假阴性率和低病毒载量导致

的检测困难的问题。在一些研究中，DFA检测阳性率

为 14%，MIT 检出率为 35%，PCR 检出率为 96%。与

PCR不同，宏基因组测序不需要引物和特异性扩增，

这意味着与传统技术相比具有更高的灵敏度和特异

性[20-21]，这为狂犬病病毒的检测提供了另一种选择方

法。Van Boheemen等[23]研究了宏基因组测序在病毒

性呼吸道感染常规诊断中的性能，设计并优化了测序

方案，随后，使用25个临床样本对该方案进行了验证，

与PCR相比，宏基因组测序的敏感性高达 83%，特异

性为94%，该宏基因组测序方案的灵敏度和特异性结

果与PCR相当，并且使用宏基因组测序可以在一次测

试中检测到所有潜在的病原体，同时获得有关病毒的

其他详细信息。Li等[24]对 70例疑似埃博拉出血热患

者进行全血样本检测时，患者的血液样本经RT-PCR

检测呈阴性，但经宏基因组测序检测到了埃博拉病毒

的基因序列，这说明，使用宏基因组测序可以在疫情

暴发时及时地对病原体进行鉴别诊断和对患者实行

早期分流，避免造成更大危害。Wu等[25] 对武汉市中

心医院收治的一例出现急性发热、咳嗽和胸闷症状的

患者采集支气管肺泡灌洗液样本，并对患者的样本进

行宏基因组RNA测序，确定了一种来自冠状病毒科的

新RNA病毒株，并在全球范围内首次公开了新型冠状

病毒的序列，这不但支持临床医师在最短的时间内发

现了病原体，同时也为新冠肺炎的诊断和疫苗的研制

奠定了坚实的基础。

2.3 宏基因组测序在真菌性传染病诊断中的应

用 真菌生长的营养需求较低，可以在一般培养基上

生长，目前常用的真菌检测方法有直接镜检、培养法、

分子生物学检测等。Greenwald等[26]研究了一例在手

术21年后出现难治性角膜炎累及LASIK皮瓣的56岁

女性患者：共焦显微镜显示丝状真菌阳性，患者立即

进行皮瓣截肢，随后进行局部抗真菌治疗，最终通过

宏基因组测序证实为顶头孢霉菌感染，同时还可能混

合感染了镰刀菌。 这个病例证明宏基因组测序除了

能鉴定非典型生物的培养结果外，还能鉴定可能发生

继发性感染的病原体。He等[27]研究了8例由宏基因组

测序辅助诊断的真菌性人工关节感染(PJI)病例，重点

探讨宏基因组测序在真菌性人工关节感染治疗中的

应用价值。与传统微生物培养相比，宏基因组测序能

准确地提高人工关节感染中真菌的检出率，尤其是在

术前检测方面，可以更快选择合适的靶向抗菌药物和

手术治疗方案，从而提高真菌性感染治疗的成功率。

Kumaraswamy 等 [28]发现了一株 MDR CA 分离株，导

致 HIV 患者脑脓肿无法药物控制，其对该分离株进

行了全基因组测序，并做全面详细的基因组分析，涉

及抗真菌耐药性，最终结果显示菌株表现出氟康唑敏

感性降低，这表明宏基因组测序对临床耐药监测具有

重要意义。

2.4 宏基因组测序在寄生虫传染病诊断中的应

用 与原核生物相比，宏基因组学在真核生物尤其是

寄生虫上的应用相对较少[29]，主要起到辅助常规检测手

段的作用。临床上常见的寄生虫检测方法有形态学、

免疫学、分子生物学等。Wylezich等[30]收集了41份感

染了猪流行性腹泻病毒的猪的腹泻样本，并对样本进

行宏基因组测序，从宏基因组测序中提取的41个数据

中，有34个数据共检测到11种不同的寄生虫、肠道原

生生物。研究表明，宏基因组测序不仅适用于病毒和

细菌，而且也适用于原生和后生内生生物(寄生虫、共

生或互生生物)的检测。Hu等[31]采用常规的方法对患

有人体免疫缺陷的患者进行脑脊液检查，一直都不能

确定病因，最后利用宏基因组测序却意外地发现了弓

形虫的基因序列，这说明宏基因组测序对寄生虫病的

诊断是一种有效的手段。

3 宏基因组测序的局限性及展望

目前，宏基因组测序技术已经取得了长足的发

展，但是它还不能在短时间内替代传统的检测手段，

主要原因包括：(1)目前我国的宏基因组测序技术缺

乏规范化管理以及技术标准。(2)目前已有大量的原

始样品在利用宏基因组测序时未能检出致病源，经

培养扩增后发现为阳性，说明目前对宏基因组测序

的灵敏度还不够，有待进一步改进 [32]。(3)虽然宏基

因组测序会测出样本中每个 DNA 或 RNA 片段的序

列，但仅能鉴定数据库中已知具有同源性的病原体，

如果微生物不在数据库中，或者引起感染的病原体

是与已知微生物无同源性的新型病原体，则将不会

对其进行鉴定。因此，宏基因组测序获得的阴性结

果仅可以说明感染的可能性降低，不能明确排除感

染 [33]。(4)临床标本应用于宏基因组测序，测试的大

量序列属于宿主，这可能导致病原体的比例很低，浪

费测序成本，同时会影响病原体检测的灵敏度，去除

宿主核酸和富集标本核酸是一大难点。(5)宏基因组

测序设备昂贵，实验程序复杂，无法满足快速现场测

试的需求[34]。

总体而言，虽然目前宏基因组测序在临床上应用

有限，但相比于传统方法，宏基因组测序依靠高通量、

高时效性的优点，在传染病溯源分型、变异监测等领

域仍有重要作用。随着该技术的不断发展，检测费用
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不断下降，测序时间不断缩短，在未来，它将在临床

上得到广泛的应用：(1)传染病暴发的流行病学调查

与监测中，宏基因组测序可快速准确地检测各类新发

传染病，例如新型冠状病毒[35]、埃博拉病毒[36]、SARS冠

状病毒[37]等具有重大传染性的病原体。同时还可用于

对各类传染病的监测，英国公共卫生部和美国疾病控

制和预防中心都使用宏基因组测序来监测传染病，如

结核病、季节性流感、寄生虫病、埃博拉病毒等[38]，并

据此构建其系统进化树，追溯其来源，监测病原体的

变异。(2)临床病原微生物检测中，例如儿童肺放线

菌感染在临床上很罕见，且症状不典型，仅凭影像学

结果很容易被误诊为真菌、结核、肿瘤等。通过对肺

泡灌洗液宏基因组测序有助于儿童肺放线菌感染的

早期诊断[39]。除了对罕见病的诊断，宏基因组测序在

普通传染病方面也有很大的帮助。很多传染病利用

传统的检测方法很难确定其病因，而宏基因组测序可

以为这类疾病的准确诊断提供基础。(3)其他方面，

宏基因组测序也适用于非病原体的生物[40]，分析其群

体的结构、物种识别、种群分化和位点变异。随着其

技术平台的不断完善和临床研究的不断深入，其在临

床上的应用将日益广泛。

4 结语

宏基因组测序技术突破了常规方法的限制，对于

难以培养的病原体以及未知的病原体，采用高通量宏

基因组测序技术和专业的病原体数据库可以直接检

测病原体的 DNA、RNA，并对病原体进行分析，得出

完整、准确的病原体基因信息。如果未来宏基因组测

序能避免宿主自身DNA和RNA的干扰、缩短测序和

生物信息学分析的周期、进一步规范测序流程，有望

成为识别、预测和预防传染病的主要手段。
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