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论著·临床微生物与感染监测专题

三家宏基因组测序平台的性能评估比较

杨　涵，郭巧梅，王薛庆，舒　文

（上海交通大学附属第一人民医院检验医学中心，上海　２０００８０）

［摘　要］　目的　对三家宏基因组测序（ｍＮＧＳ）平台开展性能评估。方法　三家平台（Ａ、Ｂ和Ｃ）对１８个参考品

和８个临床标本进行ｍＮＧＳ，分析检测灵敏度、特异度、阴性预测值和阳性预测值。结果　Ａ、Ｂ和Ｃ平台对于参考

品的灵敏度分别为９７．８％、１００％、４５．１％，特异度分别为５０．０％、１００％、１００％，阴性预测值分别为２５．０％、１００％、

３．８％，阳性预测值分别为８７．３％、７５．２％、９３．２％。对于临床标本的灵敏度分别为８７．０％、８２．６％、８７．０％，阳性

预测值分别为９０．９％、６５．５％、６０．６％。结论　本研究丰富了国内 ｍＮＧＳ平台数据，为感染性疾病的诊断新技术

的发展提供了一定的建议。
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　　感染性疾病作为全球十大死亡原因之一，病原

菌的早期诊断对其临床治疗的开展至关重要［１３］。

而及时准确的诊断病原菌现今仍具有很大的挑战

性。传统微生物培养、靶向核酸检测及抗原抗体检

测都存在一定的局限性［４６］。宏基因组测序（ｍｅｔａ

ｇｅｎｏｍｉｃｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）是基

于高通量测序平台，直接对标本中的ＤＮＡ或ＲＮＡ

进行无偏性测序，通过生物信息学分析，检测标本中

可能含有的病原微生物（包括病毒、细菌、真菌和寄

生虫）［７］。与传统基于培养学的病原检测技术相比，

ｍＮＧＳ具有检测速度快、种类多、灵敏度高等特点，

已逐渐成为临床疑难和未知病原微生物检验的重要

手段［８１１］。为规范 ｍＮＧＳ技术在感染性疾病诊断

中的应用，国内临床指南和专家共识也在不断发布

与更新［４，１２１４］。２０１６年以来，国内开展 ｍＮＧＳ的第

三方检验平台已达数十家，但各家平台 ｍＮＧＳ检测

产品的性能差异性较大，存在很多技术问题，且缺乏

质量管理控制和评价体系，为医疗机构实验室本地

化带来挑战［１５１６］。为便于医疗机构更有效地开展

ｍＮＧＳ本地化检测系统，丰富国内ｍＮＧＳ数据，本研
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究选取了国内临床应用较为成熟的三家ｍＮＧＳ检测

平台，对其规范开展不同产品性能评估。

１　材料与方法

１．１　ｍＮＧＳ厂家　研究选取３家ｍＮＧＳ临床应用

成熟的平台，分别命名为 Ａ、Ｂ、Ｃ。其中 Ａ和Ｂ来

自北京，Ｃ来自江苏。

１．２　测试样品　测试样品包括参考品和临床标本。

１．２．１　参考品　参考品主要由中国食品药品检定研

究院提供，主要有Ｄ系列和 Ｍ系列，规格为１ｍＬ／管，

见表１、２。

表１　Ｄ系列参考品
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马红球菌 犚犺狅犱狅犮狅犮犮狌狊犲狇狌犻 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００

藤黄微球菌 犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊犾狌狋犲狌狊 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５０

Ｄ１－１（１００） 格氏李斯特菌 犔犻狊狋犲狉犻犪犵狉犪狔犻 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ４０００

副流感嗜血杆菌 犎犪犲犿狅狆犺犻犾狌狊狆犪狉犪犻狀犳犾狌犲狀狕犪犲 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ３０００

琼氏不动杆菌 犃犮犻狀犲狋狅犫犪犮狋犲狉犼狌狀犻犻 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２０００

马红球菌 犚犺狅犱狅犮狅犮犮狌狊犲狇狌犻 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００

藤黄微球菌 犕犻犮狉狅犮狅犮犮狌狊犾狌狋犲狌狊 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５０

Ｄ２－１ 干燥奈瑟氏菌 犖犲犻狊狊犲狉犻犪狊犻犮犮犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００００

荧光假单胞菌 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００００

嗜水气单胞菌 犃犲狉狅犿狅狀狅犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００００

嗜肺军团菌 犔犲犵犻狅狀犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １０００００

葡萄牙棒孢酵母 犆犪狀犱犻犱犪犾狌狊犻狋犪狀犻犪犲 Ｆｕｎｇｕｓ ４０００

Ｄ２－２ 干燥奈瑟氏菌 犖犲犻狊狊犲狉犻犪狊犻犮犮犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５０００

荧光假单胞菌 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５０００

嗜水气单胞菌 犃犲狉狅犿狅狀狅犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５０００

嗜肺军团菌 犔犲犵犻狅狀犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １００００

葡萄牙棒孢酵母 犆犪狀犱犻犱犪犾狌狊犻狋犪狀犻犪犲 Ｆｕｎｇｕｓ ４００

Ｄ２－３ 干燥奈瑟氏菌 犖犲犻狊狊犲狉犻犪狊犻犮犮犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００

荧光假单胞菌 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００

嗜水气单胞菌 犃犲狉狅犿狅狀狅犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １５００

嗜肺军团菌 犔犲犵犻狅狀犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １０００

葡萄牙棒孢酵母 犆犪狀犱犻犱犪犾狌狊犻狋犪狀犻犪犲 Ｆｕｎｇｕｓ ４０
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表２　Ｍ系列参考品

犜犪犫犾犲２　 ＲｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆＭｓｅｒｉｅｓ

编号 中文 拉丁名 类别
浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ或Ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ）

Ｍ２ 大肠埃希菌 犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２００００

肺炎链球菌 犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狆狀犲狌犿狅狀犻犪犲 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２００

格特隐球菌 犆狉狔狆狋狅犮狅犮犮狌狊犵犪狋狋犻犻犞犌犐 Ｆｕｎｇｕｓ １０００

巨细胞病毒 犆狔狋狅犿犲犵犪犾狅狏犻狉狌狊 犇犖犃犞犻狉狌狊 ２０００

人类疱疹病毒６型 犎狌犿犪狀犫犲狋犪犺犲狉狆犲狊狏犻狉狌狊６Ｂ ＤＮＡＶｉｒｕｓ ７００００

人类疱疹病毒１型 犎狌犿犪狀犪犾狆犺犪犺犲狉狆犲狊狏犻狉狌狊１ ＤＮＡＶｉｒｕｓ １１０００

埃可病毒１１型 犈犮犺狅狏犻狉狌狊１１ ＲＮＡＶｉｒｕｓ １４０

人免疫缺陷病毒Ｃ群１型 犎狌犿犪狀犻犿犿狌狀狅犱犲犳犻犮犻犲狀犮狔狏犻狉狌狊１ ＲＮＡＶｉｒｕｓ １７０００

Ｍ４ 脑膜炎奈瑟菌 犖犲犻狊狊犲狉犻犪犿犲狀犻狀犵犻狋犻犱犻狊 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ １０００

无乳链球菌 犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ４００００

流感嗜血杆菌 犎犪犲犿狅狆犺犻犾狌狊犻狀犳犾狌犲狀狕犪犲 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２０００

单核细胞增多性李斯特菌 犔犻狊狋犲狉犻犪犿狅狀狅犮狔狋狅犵犲狀犲狊 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２００００

人类疱疹病毒２型 犎狌犿犪狀犪犾狆犺犪犺犲狉狆犲狊狏犻狉狌狊２ ＤＮＡＶｉｒｕｓ ５２０００

副肠孤病毒 Ａ型／双埃可

病毒３型

犘犪狉犲犮犺狅狏犻狉狌狊３ ＲＮＡＶｉｒｕｓ ７０００００

水痘带状疱疹病毒 犞犪狉犻犮犲犾犾犪狕狅狊狋犲狉狏犻狉狌狊 ＤＮＡＶｉｒｕｓ ６６０

Ｍ６ 粪肠球菌 犈狀狋犲狉狅犮狅犮犮狌狊犳犪犲犮犪犾犻狊 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２００００

白念珠菌 犆犪狀犱犻犱犪犪犾犫犻犮犪狀狊 Ｆｕｎｇｕｓ ４００

产酸克雷伯菌 犓犾犲犫狊犻犲犾犾犪狅狓狔狋狅犮犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ３００００

化脓链球菌 犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊狆狔狅犵犲狀犲狊 Ｇ＋Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ２００００

腺病毒Ｃ亚群 犎狌犿犪狀犿犪狊狋犪犱犲狀狅狏犻狉狌狊Ｃ ＤＮＡＶｉｒｕｓ １５００００

副流感病毒１型 犘犪狉犪犻狀犳犾狌犲狀狕犪狏犻狉狌狊１ ＲＮＡＶｉｒｕｓ ４０００００

呼吸道合胞病毒Ａ型 犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔狊狔狀犮狔狋犻犪犾狏犻狉狌狊Ａ ＲＮＡＶｉｒｕｓ １２０００

呼吸道合胞病毒Ｂ型 犚犲狊狆犻狉犪狋狅狉狔狊狔狀犮狔狋犻犪犾狏犻狉狌狊Ｂ ＲＮＡＶｉｒｕｓ １７０００

Ｍ８ 干燥奈瑟氏菌 犖犲犻狊狊犲狉犻犪狊犻犮犮犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ７００００

荧光假单胞菌 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀狊 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ７００００

嗜水气单胞菌 犃犲狉狅犿狅狀狅犪狊犺狔犱狉狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ６００００

葡萄牙棒孢酵母 犆犪狀犱犻犱犪犾狌狊犻狋犪狀犻犪犲 Ｆｕｎｇｕｓ ２０００

嗜肺军团菌 犔犲犵犻狅狀犲犾犾犪狆狀犲狌犿狅狆犺犻犾犪 Ｇ－Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ６００００

腺病毒Ｅ亚群 犎狌犿犪狀犿犪狊狋犪犱犲狀狅狏犻狉狌狊Ｅ ＤＮＡＶｉｒｕｓ ４０００００

甲型流感病毒（Ｈ１Ｎ１） 犐狀犳犾狌犲狀狕犪犃狏犻狉狌狊（２００９Ｈ１Ｎ１） ＲＮＡＶｉｒｕｓ ５５００００

乙型流感病毒 犐狀犳犾狌犲狀狕犪犅狏犻狉狌狊 ＲＮＡＶｉｒｕｓ １１００００

　　参考品覆盖革兰阳性菌、革兰阴性菌、真菌、

ＤＮＡ病毒和ＲＮＡ病毒等不同种属病原体，所选病

原体在病原种类、基因组大小、ＧＣ含量等方面覆盖

广泛，可代表实际临床标本中病原体的多样性。Ｄ

系列由人源背景１×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍＬ和不同病原体组

成，Ｍ系列由背景菌（人乳头瘤病毒１８型、吉拉尔

迪贪铜菌、猪鼻支原体）和不同病原体组成，其中Ｄ０

和 Ｍ９是阴性参考品。Ｄ１系列有３支（Ｄ１－１、Ｄ１

－２和Ｄ１－３），Ｄ２系列有３支（Ｄ２－１、Ｄ２－２和

Ｄ２－３），Ｍ 系类有４支（Ｍ２、Ｍ４、Ｍ６和 Ｍ８）。另

外，使用无菌无核酸酶水分别将Ｄ１－１和Ｄ１－２稀

释１００、１０倍，制备成Ｄ１－１（１００）和Ｄ１－２（１０）。

所有参考品进行随机编码，并随机分配给三家平台，

见表３。
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表３　参考品分配情况

犜犪犫犾犲３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓ

参考品 Ａ Ｂ Ｃ 体积（ｍＬ）

Ｄ０ Ｒ２２０４ Ｒ２２０５ Ｒ２２０６ １

Ｄ１－１ Ｒ２２０１ Ｒ２２０２ Ｒ２２０３ １

Ｄ１－２ Ｒ２２０７ Ｒ２２０８ Ｒ２２０９ １

Ｄ１－３ Ｒ２２１０ Ｒ２２１１ Ｒ２２１２ １

Ｄ１－２（１０） Ｒ２２２８ Ｒ２２２９ Ｒ２２３０ １

Ｄ１－２（１０） Ｒ２２２５ Ｒ２２２６ Ｒ２２２７ １

Ｄ１－２（１０） Ｒ２２２２ Ｒ２２２３ Ｒ２２２４ １

Ｄ１－１（１００） Ｒ２２１９ Ｒ２２２０ Ｒ２２２１ １

Ｄ１－１（１００） Ｒ２２１６ Ｒ２２１７ Ｒ２２１８ １

Ｄ１－１（１００） Ｒ２２１３ Ｒ２２１４ Ｒ２２１５ １

Ｄ２－１ Ｒ２２３１ Ｒ２２３２ Ｒ２２３３ １

Ｄ２－２ Ｒ２２３４ Ｒ２２３５ Ｒ２２３６ １

Ｄ２－３ Ｒ２２３７ Ｒ２２３８ Ｒ２２３９ １

Ｍ２ Ｒ２２４０ Ｒ２２４１ Ｒ２２４２ １

Ｍ４ Ｒ２２４３ Ｒ２２４４ Ｒ２２４５ １

Ｍ６ Ｒ２２４６ Ｒ２２４７ Ｒ２２４８ １

Ｍ８ Ｒ２２４９ Ｒ２２５０ Ｒ２２５１ １

Ｍ９ Ｒ２２５２ Ｒ２２５３ Ｒ２２５４ １

１．２．２　临床标本　前瞻性收集８份临床标本，主要

类型为胸／腹腔积液和肺泡灌洗液，其中４份培养检

出病原菌，剩余４份培养未检出病原菌。每份临床

标本分装成３管，５ｍＬ／管，及时冻存在－８０°冰箱。

所有标本进行随机编号，并随机分配给不同测试平

台。见表４。

１．３　研究内容　所有编号的参考品和临床标本分

别分配给平台Ａ、Ｂ、Ｃ，由不同平台工作人员取样，

干冰运输至各自实验室安排后续样本提取、检测和

出具报告。ｍＮＧＳ检测流程包括：首先对样本进行

前处理，提取样本核酸。利用随机引物建库，对构建

完成的文库进行质量评估，筛选出合格的ＤＮＡ文

库样本。将筛选后的 ＤＮＡ 文库样本上机扩增测

序，并对数据质量进行评估，去除低质量短片断的序

列及匹配到宿主基因组的序列，最后比对到包括已

知病毒、细菌、真菌和寄生虫的微生物参考基因组数

据库中，检索所有序列匹配基因组目标的种属信息、

匹配的序列数量、占总序列数比值等。

表４　临床标本及分配情况

犜犪犫犾犲４　Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

临床标本 Ａ Ｂ Ｃ 标本类型 体积（ｍＬ） 培养结果

２０２２０２０８ Ｓ２２６１ Ｓ２２６２ Ｓ２２６３ 肺泡灌洗液 ５ 鲍曼不动杆菌

２０２２０２０９－１ Ｓ２２６４ Ｓ２２６５ Ｓ２２６６ 腹腔积液 ５ 无菌

２０２２０２０９－２ Ｓ２２６７ Ｓ２２６８ Ｓ２２６９ 胸腔积液 ５ 无菌

２０２２０２１１－２ Ｓ２２７０ Ｓ２２７１ Ｓ２２７２ 腹腔积液 ５ 近平滑念珠菌、结核硬脂酸棒状杆菌

２０２２０２１１－３ Ｓ２２７３ Ｓ２２７４ Ｓ２２７５ 腹腔积液 ５ 热带念珠菌、屎肠球菌

２０２２０２１４－１ Ｓ２２７６ Ｓ２２７７ Ｓ２２７８ 腹腔积液 ５ 肺炎克雷伯菌

２０２２０２１７－１ Ｓ２２７９ Ｓ２２８０ Ｓ２２８１ 肺泡灌洗液 ５ 无可疑致病菌

２０２２０２１０－１ Ｓ２２８２ Ｓ２２８３ Ｓ２２８４ 肺泡灌洗液 ５ 无可疑致病菌

２　结果

２．１　检测周转时间（ｔｕｒｎａｒｏｕｎｄｔｉｍｅ，ＴＡＴ）　研

究汇总各家ＴＡＴ时间，其中Ａ平台在２４ｈ内汇报

结果，Ｂ和Ｃ平台的ＴＡＴ分别为４、７ｄ。其中，Ｂ平

台在样品ＤＮＡ测序中分别做了去人源和未去人源

化处理。

２．２　参考品检测性能　通过研究阴性参考品和阳

性参考品病原体的检出情况，评估各家 ｍＮＧＳ检出

灵敏度、特异度、阴性预测值和阳性预测值。参考品

ｍＮＧＳ检测性能分析结果见表５。
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表５　参考品ｍＮＧＳ检测结果汇总

犜犪犫犾犲５　ｍＮＧＳｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

编号 Ａ Ｂ Ｃ

Ｄ１－１ 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌

Ｄ１－２ 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌

Ｄ１－３ 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌

Ｄ１－２（１０） 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、干

燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气单

胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

呼吸道合胞病毒Ｂ型

Ｄ１－２（１０） 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌，马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、干

燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气单

胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

呼吸道合胞病毒Ｂ型

Ｄ１－２（１０） 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、干

燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气单

胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

呼吸道合胞病毒Ｂ型

Ｄ１－１（１００） 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌，马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、干

燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气单

胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

呼吸道合胞病毒Ｂ型

Ｄ１－１（１００） 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、干

燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气单

胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

呼吸道合胞病毒Ｂ型

Ｄ１－１（１００） 格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、长

臂猿白血病病毒

格氏李斯特菌、副流感嗜血杆菌、琼氏

不动杆菌、马红球菌、藤黄微球菌、干

燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气单

胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

呼吸道合胞病毒Ｂ型

Ｄ２－１ 干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵

母、长臂猿白血病病毒

干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

荧光假单胞菌、嗜水气单胞菌、嗜肺军

团菌、葡萄牙棒孢酵母

Ｄ２－２ 干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵

母、长臂猿白血病病毒

干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

荧光假单胞菌、嗜水气单胞菌、嗜肺军

团菌、葡萄牙棒孢酵母

Ｄ２－３ 干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵

母、长臂猿白血病病毒

干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、嗜肺军团菌、葡萄牙棒孢酵母

荧光假单胞菌、嗜水气单胞菌、嗜肺军

团菌、葡萄牙棒孢酵母

Ｍ２ 大肠埃希菌、肺炎链球菌、格特隐球

菌、巨细胞病毒、人类疱疹病毒６型、

人类疱疹病毒１型

大肠埃希菌、肺炎链球菌、格特隐球

菌、巨细胞病毒、人类疱疹病毒６型、

人类疱疹病毒１型、埃可病毒１１型、

人免疫缺陷病毒Ｃ群１型

格特隐球菌、巨细胞病毒、人类疱疹病

毒１型

Ｍ４ 脑膜炎奈瑟菌、无乳链球菌、流感嗜血

杆菌、单核细胞增多性李斯特菌、人类

疱疹病毒２型、副肠孤病毒 Ａ型／双

埃可病毒３型、水痘带状疱疹病毒

脑膜炎奈瑟菌、无乳链球菌、流感嗜血

杆菌、单核细胞增多性李斯特菌、人类

疱疹病毒２型、副肠孤病毒 Ａ型／双

埃可病毒３型、水痘带状疱疹病毒

脑膜炎奈瑟菌、无乳链球菌、流感嗜血

杆菌、单核细胞增多性李斯特菌、人类

疱疹病毒２型、副肠孤病毒 Ａ型／双

埃可病毒３型

Ｍ６ 粪肠球菌、白念珠菌、产酸克雷伯菌、

化脓链球菌、腺病毒 Ｃ亚群、副流感

病毒１型、呼吸道合胞病毒 Ａ型、呼

吸道合胞病毒Ｂ型

粪肠球菌、白念珠菌、产酸克雷伯菌、

化脓链球菌、腺病毒 Ｃ亚群，副流感

病毒１型、呼吸道合胞病毒 Ａ型、呼

吸道合胞病毒Ｂ型

粪肠球菌、白念珠菌，产酸克雷伯菌、

化脓链球菌、腺病毒 Ｃ亚群、副流感

病毒１型、呼吸道合胞病毒Ｂ型

Ｍ８ 干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、葡萄牙棒孢酵母、嗜肺军团菌、

腺病毒Ｅ亚群、甲型流感病毒（Ｈ１Ｎ１）、

乙型流感病毒、腺病毒Ｂ亚群

干燥奈瑟氏菌、荧光假单胞菌、嗜水气

单胞菌、葡萄牙棒孢酵母、嗜肺军团

菌、腺病毒 Ｅ 亚群、甲型流感病毒

（Ｈ１Ｎ１）、乙型流感病毒

荧光假单胞菌、嗜水气单胞菌、葡萄牙

棒孢酵母、嗜肺军团菌、腺病毒 Ｅ亚

群、甲型流感病毒（Ｈ１Ｎ１）、乙型流感

病毒、黏液奈瑟菌
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２．２．１　检出灵敏度　研究采用不同阳性参考品的

不同病原体作为阳性金标准，计算不同ｍＮＧＳ平台

对阳性参考品中不同病原体的阳性检出率（即检出

灵敏度）。研究统计了９１份参考品病原体，结果显

示Ｂ（１００％，９１份）和Ａ（９７．８％，８９份）的检出灵敏

度远优于Ｃ（４５．１％，４１份）。结果见图１。
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图１　三家ｍＮＧＳ平台参考品的性能分析
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２．２．２　检测特异性　研究计算阴性参考品（Ｄ０和

Ｍ９）病原体各家ｍＮＧＳ平台的检测情况，结果显示

Ｂ和Ｃ平台无多报现象，特异度为１００％，而Ａ平台

对Ｄ０多报了长臂猿白血病病毒，特异度为５０％（１／

２），见图１。

２．２．３　阴性预测值　在阴性参考品检测中，Ｂ和Ｃ

平台都报告了Ｄ０和 Ｍ９两个阴性结果，而Ａ平台对

Ｄ０多报了长臂猿白血病病毒。在阳性参考品中，Ａ

和Ｃ平台分别报了２个和５０个阳性病原体为阴性。

三家ｍＮＧＳ阴性预测值分别为Ｂ平台１００％（２／２）、Ａ

平台２５．０％（１／４）、Ｃ平台３．８％（２／５２）。

２．２．４　阳性预测值　在９１个阳性参考品病原体检

测中，Ｂ平台报告９１个阳性和多报了３０个结果（三

次Ｄ１－２（１０）和三次Ｄ１－１（１００）重复均多报了５

个病原菌），Ａ平台报告８９个阳性和多报１３个阳性

（Ｍ８多报了腺病毒Ｂ亚群，Ｄ系列均多报了长臂猿

白血病病毒），Ｃ平台报告了４１个阳性和多报３个

病原体［Ｄ１－２（１０）和Ｄ１－１（１００）多报了呼吸道合

胞病毒Ｂ型，Ｍ８多报了黏液奈瑟菌］。三家ｍＮＧＳ

阳性预测值分别为Ｂ平台７５．２％（９１／１２１）、Ａ平台

８７．３％（８９／１０２）、Ｃ平台９３．２％（４１／４４）。

２．３　临床标本检测性能　研究以培养或２家

ｍＮＧＳ平台同时检出的病原体为阳性金标准，分析

诊断灵敏度和阳性预测值。鉴于本次研究未提供完

全无菌临床体液标本，无法评估诊断特异性和阴性预

测值。临床标本ｍＮＧＳ检测性能分析结果见表６。

表６　培养和ｍＮＧＳ临床标本病原体检测结果汇总

犜犪犫犾犲６　ＰａｔｈｏｇｅｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅｄａｎｄｍＮＧＳｃｌｉｎｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

样本编号 标本类型 临床诊断 培养 Ａ Ｂ Ｃ

２０２２０２０８ 肺泡灌洗液 多发伤 鲍曼不动杆菌 白念珠菌、鲍曼不动

杆菌、人类疱疹病毒

１型、嗜麦芽窄食单

胞菌

白念珠菌、鲍曼不动

杆菌、人类疱疹病毒

１型、嗜麦芽窄食单

胞菌

白念珠菌、鲍曼不动

杆菌、人类疱疹病毒

１型、肺炎克雷伯菌、

嗜麦芽窄食单胞菌

２０２２０２１１－２ 腹腔积液 急性胰腺炎 近平滑念珠菌、结核

硬脂酸棒状杆菌

近平滑念珠菌、黏金

黄棒状杆菌

巨细胞病毒 近平滑念珠菌、纹带

棒杆菌

２０２２０２１１－３ 腹腔积液 胃肿瘤 热带念珠菌、屎肠球

菌

热带念珠菌、人类疱

疹病毒１型、人类疱

疹病毒２型、屎肠球

菌、纹带棒杆菌

丁酸梭菌、热带念珠

菌、人类疱疹病毒１

型、人类疱疹病毒４型

（ＥＢＶ）、人类疱疹病毒

７型、屎肠球菌、细环

病毒２２型、细环病毒

２４型、长双歧杆菌

人类疱疹病毒４型

（ＥＢＶ）、人类疱疹病

毒１型、化脓储珀菌、

热带念珠菌、屎肠球

菌、唾液支原体、纹带

棒杆菌

２０２２０２１４－１ 腹腔积液 腹腔感染 肺炎克雷伯菌 肺炎克雷伯菌、庚型

肝炎病毒

肺炎克雷伯菌、肝炎

病毒Ｃ型、庚型肝炎

病毒

肺炎克雷伯菌

２０２２０２０９－１ 腹腔积液 自发性腹膜炎 无菌 艰难梭菌 艰难梭菌、乙型肝炎

病毒

艰难梭菌

２０２２０２０９－２ 胸腔积液 胸腔积液 无菌 具核梭杆菌 具核梭杆菌 具核梭杆菌
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续表６　（犜犪犫犾犲６，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

样本编号 标本类型 临床诊断 培养 Ａ Ｂ Ｃ

２０２２０２１０－１ 肺泡灌洗液 肺癌、２ 型糖

尿病

无可疑致病菌 肺炎链球菌、流感嗜

血杆菌

流感嗜血杆菌、人类

疱疹病毒７型

产黑色普雷沃菌、肺

炎链球菌、流感嗜血

杆菌、缓症链球菌、人

类疱疹病毒７型、殊

异韦荣球菌、微黄奈

瑟菌、韦德纤毛菌、血

孪生球菌、牙龈卟啉

单胞菌、牙周梭杆菌、

黏滑口腔球菌

２０２２０２１７－１ 肺泡灌洗液 急性髓系白血

病、重症肺炎、

脓毒性休克

无可疑致病菌 巨细胞病毒、呼吸道

合胞病毒、铜绿假单

胞菌、微小根毛霉、烟

曲霉

呼吸道合胞病毒、人

类疱疹病毒１型、巨

细胞病毒、人类疱疹

病毒６型、铜绿假单

胞菌、微小根毛霉、烟

曲霉

巨细胞病毒、呼吸道

合胞病毒、铜绿假单

胞菌、烟曲霉

２．３．１　检出灵敏度　临床标本共检出２３种病原体，

不同ｍＮＧＳ平台的检出灵敏度分别为Ａ平台８７．０％

（２０种），Ｂ平台８２．６％（１９种）、Ｃ平台８７．０％（２０

种），见图２。

２．３．２　阳性预测值　ｍＮＧＳ相比于培养方法会发

现更多的阳性病原体，本次评估研究发现不同

ｍＮＧＳ平台在临床标本中分别报告了２２个（Ａ）、２９

个（Ｂ）、３３个（Ｃ）阳性病原体，其中真阳性病原体分

别为２０个（Ａ）、１９个（Ｂ）和２０个（Ｃ）。试验计算不

同ｍＮＧＳ平台阳性预测值分别为 Ａ平台９０．９％

（２０／２２）、Ｂ平台６５．５％（１９／２９）、Ｃ平台６０．６％

（２０／３３）。
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图２　三家ｍＮＧＳ平台临床标本的性能分析
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３　讨论

ｍＮＧＳ对于不明原因感染、混合及复杂病原体

感染的诊断优势显著。２０２１年７月１５日，国务院

发布《关于支持浦东新区高水平改革开放打造社会

主义现代化建设引领区的意见》［１５］中提出，允许有

条件的医疗机构按照相关要求开展自行研制体外诊

断试剂试点。政策支持推动了 ｍＮＧＳ实验室本地

化的发展，建立完整的质量管理控制体系是重点更

是难点［１６］。

目前，采用ｍＮＧＳ进行感染性疾病诊断最大的

瓶颈为污染引起的假阳性［１２］。污染来源包括实验

室试剂或环境中检测到的背景微生物和正常人体菌

群，以及生信分析或数据库错误（例如错误注释），这

些均可能导致假阳性［２，１２］。本研究在结果汇总时发

现，各家在参考品检测中均出现了污染。Ａ平台在

对Ｄ系列参考品进行 ＲＮＡ 测序时，多报了一种

ＲＮＡ病毒———长臂猿白血病病毒，这可能来自标本

运输、核酸提取及实验室污染等过程［２，１７］。Ｂ平台

在Ｄ１－１（１００）和Ｄ１－２（１０）重复检测样品中报告

了Ｄ２系列全部的病原体，可能是实验室检测过程

中污染导致。Ｃ平台在除了Ｄ１－１（１００）和Ｄ１－２

（１０）外的其他参考品都报告了人乳头瘤病毒１８型

（Ｍ系列参考品的背景菌），怀疑存在标本交叉污

染。因此，如何减少污染是ｍＮＧＳ检测技术在未来

急需攻克的问题。

本研究结果显示，三家平台对细菌、真菌和病毒

的检测效能也存在一定差异，可能与不同微生物种类

本身结构的差异，核酸释放效率差异明显有关［４，１８］。

另外，病毒的准确分型也十分考验宏基因组的生信

流程［２］。对于临床标本２０２２０２１１－３，Ｂ和Ｃ平台

检出了人类疱疹病毒４型，也就是ＥＢ病毒，而Ａ平

台检出的是人类疱疹病毒２型。临床上这两种病毒
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引起的临床症状大相径庭。因此，提高病毒检测的灵

敏度及特异度，仍是宏基因组临床应用的挑战之一。

本次研究评估比较了三家 ｍＮＧＳ平台对于参

考品和临床标本的检测性能。结果显示，在参考品

评估中，Ｂ平台 ｍＮＧＳ的灵敏度、特异度和阴性预

测值最高，Ｃ平台ｍＮＧＳ的阳性预测值最高。而在

临床标本评估中，Ａ平台的灵敏度和阳性预测值的

性能明显优于Ｂ和Ｃ。ＴＡＴ显示Ａ平台报告回报

速度最快。三家平台均存在定植菌及背景菌被多报

的现象，造成该现象可能的原因是：由于不同类型微

生物基因组长度和测序平台等存在差异，无法建立

统一的致病菌判断标准，导致某些背景菌被误判为

致病菌。因此，在 ｍＮＧＳ结果解读方面，实验室需

综合测序目的、标本类型、技术特点等建立并验证阳

性阈值及判断标准，根据微生物序列数目、基因组覆

盖度、相对丰度和病原体的临床相关性等形成一套

内部的结果解读规则［１５］，并与临床保持良好的沟

通，才能得到一份合理的检测报告。

本研究也存在一定的局限性。首先，由于前瞻

性收集病原菌阳性的临床血液和脑脊液标本的难度

较大，本研究未开展血液和脑脊液临床标本的宏基

因组评估。其次，由于临床标本的病原菌检测缺少

金标准，单纯培养只能检出常见细菌和真菌，病毒和

难培养的细菌无法检出，因此本研究选择了以培养

或２家ｍＮＧＳ平台同时检出的病原体作为金标准，

进而分析诊断灵敏度和阳性预测值。该方法的准确

性尚缺乏定论。

感染性疾病的诊断是现今医学上的难点和重

点，本研究丰富了国内宏基因组平台资料，为感染性

疾病诊断新技术的进步和完善提供了一定的建议。

另外，ｍＮＧＳ对于已知以及未知病原体都具有强大

的检测能力，面对检出的大量病原体，如何正确地去

看待及解读，使其更好地指导临床感染性疾病的诊

治，这需要临床实验室工作人员加强相关知识的学

习，联合强大的生物信息学团队，并与临床保持良好

的沟通才能实现。
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