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呼吸道病原靶向二代测序在肺部感染病原体 
诊断中的应用进展

王  亮，韩英花 *，金渊花，崔松日

（和龙市人民医院呼吸内科，和龙 133500）

摘 要：肺部感染作为临床常见的感染性疾病之一，其病原体种类繁多。呼吸道病原靶向二代测序技术在肺部

感染病原体诊断中的应用近年来取得了显著进展，能够针对样本中的已知病原微生物及其耐药基因进行高效、

精准的检测。现阶段，随着该技术的不断进步，有望在临床诊断中发挥更大的作用。本文将既往呼吸道病原靶

向二代测序（targeted next-generation sequencing，tNGS）技术诊断肺部感染病原体的研究进行整合综述，以期

为肺部感染病原体的快速、准确诊断提供有力支持。
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0  引  言

肺部感染主要是指终末气道、肺泡及肺间质部位发生

的严重病变，属于临床极为常见的疾病。随着耐药病原体

的出现，肺部感染的治疗难度也在不断增加。由于不同病

原体对抗生素和其他治疗药物的敏感性存在差异，肺部感

染病原体的精确诊断有助于精准治疗。目前，临床诊断鉴

别肺部感染病原体主要手段包括痰培养、支气管镜肺泡灌

洗、血清学检测、核酸检测等方式，虽然上述检测方式均

能够发挥不同的优势和作用，但其检测效果仍存在一定局

限性。呼吸道病原靶向二代测序（tNGS）诊断是一种先进的

分子诊断技术，通过生物信息学分析，实现对病原体的精

准鉴定和分型，具有广谱性、高灵敏度、高特异性、快速

性等特点 [1]。本文将既往有关“tNGS 在肺部感染病原体

诊断”中的应用研究进行汇总，以进一步分析 tNGS 的综

合应用价值。

1  tNGS 应用概况

tNGS，即靶向高通量测序技术，是一种结合多重聚

合酶链式反应（multiplex PCR）和二代测序技术的新型病

原微生物检测方法。在 tNGS 的检测过程中，需要根据目

标基因序列设计特异性引物。这些引物能够识别并扩增目

标病原体的特定核酸片段。随后利用设计的特异性引物同

时作用于待测样品中的核酸，并通过 PCR 反应扩增出大

量的目标核酸片段，这一过程主要基于超多重 PCR 扩增

技术的多种引物同时扩增机制，提高了检测效率和通量。

当扩增后的目标核酸片段被送入高通量测序平台进行测

序时，高通量测序技术能够同时对数百万甚至数十亿个

DNA 片段进行测序，测序仪会逐个读取 DNA 片段上的碱

基序列，并生成测序数据。测序完成后，将预处理的测序

数据与参考基因组或数据库进行比对，以确定测序片段的

来源和种类，并以此解析出目标病原体的种类、数量、变

异情况等信息 [2]。

2  tNGS 在不同病原体中的诊断效能

2.1  在细菌中的诊断应用

肺部感染中常见的细菌类型包括革兰氏阳性菌（如肺

炎链球菌、金黄色葡萄球菌）和革兰氏阴性菌（如肺炎克

雷伯杆菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌）等，其中肺炎

链球菌是细菌性肺炎的主要病原体，占到肺部感染菌的

50%~70%。tNGS 能够检测到多种常见的肺部感染细菌，

如肺炎链球菌、流感嗜血杆菌和金黄色葡萄球菌等。

相较于常规微生物学培养检测，tNGS 能够显著提高

病原体的检出率。在一项纳入 70 名确诊为下呼吸道感染

重症患者的研究中，tNGS 的总体检出率高达 55.71%，而

传统病原学培养的检出率仅为 21.43%[3]。tNGS 技术可以
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覆盖多种细菌，一次检测即可覆盖 95% 以上的常见病原

体感染，尤其在复杂的肺部感染中具有显著优势 [4]。除了

上述病原菌外，张静等人也通过 tNGS 也在肺部感染患者

中检测到化脓性链球菌、炭疽杆菌、军团菌等的存在 [5]。

宁宁等人在研究中对 454 例患者进行 tNGS 检测，结果发

现，单一感染患者 95 例、混合感染患者 97 例，并据此对

治疗方案进行调整，其中直接改变了 92 例患者的抗生素

治疗决策，84 例患者经治疗后出现明显好转。进一步证明

了 tNGS 在肺部感染细菌中的诊断优势 [6]。此外，tNGS 的

平均实验周转时间较短，通常为数小时左右，最多不超过

一天，明显短于常规微生物学检测所需的 2~5 天时间，并

且快速检测有助于尽早明确病原体情况，减少了患者的用

药成本。然而，tNGS 在肺部细菌感染检测中也并非处于

绝对优势。研究发现，当细菌浓度介于 103~104 CFU/mL 

时，tNGS 的阳性预测值可能会降低。这意味着在细菌载

量较低的情况下，tNGS 无法准确检测出这些细菌情况，

从而限制了其在低丰度病原体检测中的应用 [7]。此外，

tNGS 的结果解释尚缺乏统一的标准。这意味着不同的实

验室或研究人员可能会得出不同的结论，从而影响诊断的

准确性和一致性。在结核杆菌的诊断中，传统方式如抗酸

杆菌涂片和培养的检出率较低，尤其是在涂片阴性和培养

阴性的病例中，漏诊率较高。报道指出，抗酸杆菌涂片无

法区分结核分枝杆菌、麻风杆菌和其他非结核分枝杆菌，

而 tNGS 通过对目标基因区域的高效富集和深度测序，能

够精准识别结核分枝杆菌并与其他抗酸杆菌进行区分。

tNGS 在耐药性检测方面的表现同样出色，能够覆盖与耐

药相关的多个基因区域，并提供高深度的全长序列信息。

与表型药敏试验相比，tNGS 检测利福平耐药性的灵敏度

和特异度均达到 100%，异烟肼耐药性的检测也表现出较

高的准确性（95%）。此外，tNGS 与全基因组测序的一致

性较高，且明显优于传统的双脱氧链终止法测序，能为临

床提供可靠的用药指导 [8]。笔者认为，将 tNGS 技术引入

肺部细菌感染的检测，不仅显著提高了病原体的检出率，

还极大缩短了检测时间，且 tNGS 技术能够覆盖多种细

菌，包括常见的革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌，尤在混合

感染中的应用优势显著。

2.2  在病毒中的诊断应用

近年来，病毒性肺炎的传播风险不断上升，如呼吸道合

胞病毒、流感病毒、副流感病毒、腺病毒等引起的病毒性肺

炎极为复杂，在临床症状、影像学特征上的表现差异较小，

且具有快速传播和变异的特点，新的病毒株出现时现有诊断

方法无法及时识别。在此背景下，tNGS 技术应运而生。

报道指出，目前已出现一种基于 tNGS 的检测技术，

即ViroCap检测技术。该技术通过使用高特异度的DNA探

针捕获病毒基因组序列，能够检测到低浓度的病毒，且具

有高度的特异性，减少了假阳性和假阴性的风险。与传统

的 PCR 技术相比，ViroCap 能够在一次检测中同时识别多

种病毒，提供更全面的病毒诊断信息，尤其是在多种病毒

共感染的情况下，诊断信息仍较为准确。另有研究指出，

tNGS 能够同时检测 DNA 和 RNA 病毒，而宏基因组下一

代测序（mNGS）通常只能检测 DNA 或 RNA 中的一种 [9]。 

这使得 tNGS 在检测 RNA 病毒（如鼻病毒）时具有明显优

势。Li S 等人的研究结果显示，tNGS 能够成功检测出鼻

病毒 A、B、C 的三种亚型，但 mNGS 却无法对鼻病毒的

亚型进行分类，这是由于 mNGS 仅能采取 DNA 测序 [10]。

另外一项研究中发现，mNGS 中的例患者检出了人疱疹病

毒，但 tNGS 却未能检测到。在接下来的治疗中，虽然多

数患者未接受治疗但仍出现好转，这意味着这些病毒可能

是定植而非致病 [11]。

此外，还有研究发现，tNGS 可以通过捕获富集技

术，能够检测到传统方法难以发现的病毒，甚至是一

些未被临床实验室常规检测的病毒 [12]。Wylie KM 等对

ViroCap 技术和宏基因组鸟枪测序技术进行比较 [13]，发现

相较于宏基因组鸟枪测序技术，ViroCap 技术不仅诊断出

了所有预期的病毒，还额外发现了其他的 20 多种病毒。

然而，有研究发现，新病毒的基因组与现有捕获探针的序

列差异较大，导致新病毒基因组无法被有效富集，这也限

制了其在新发突发传染病检测中的应用范围 [14]。笔者认

为，对于肺部感染病毒的诊断，除推动病毒诊断技术的发

展外，有效的防控方案仍为加强对病毒检测和加快建立预

警系统，以便及时发现和应对新的病毒威胁。

2.3  在真菌中的诊断应用

肺部真菌感染主要是由真菌感染侵袭人体肺部从而导

致支气管 – 肺部疾病。常见的肺部真菌感染主要包括肺念

珠菌感染、肺曲霉菌感染、肺隐球菌感染、肺孢子菌感染

等。其中，条件致病菌占大多数，主要有念珠菌、曲霉

菌、隐球菌等。正常情况下，真菌广泛存在于上呼吸道，

并不会致病，但当患者长期应用免疫抑制药或机体抵抗力

下降，真菌就会侵袭肺部导致感染。研究指出，真菌细胞

壁较厚，传统核酸提取方法效率较低，tNGS 在样本处理

阶段通常结合珠磨法、酶解法等破壁技术来充分释放真菌

核酸。廖毓香等通过优化破壁条件，成功提高了屎肠球菌

等检出率，但其在研究中同样指出，白色念珠菌的检测仍

需进一步优化 [15]。姚璐等在低丰度真菌中采用 tNGS 技术

进行检测，成功确诊 1 例暗色丝孢霉感染病例 [16]。此外，

在张玉林等的成人肺炎诊断中发现，tNGS 的真菌检出率

https://xueshu.baidu.com/usercenter/data/author?cmd=authoruri&wd=authoruri:(492b51c9e384b803)%20author:(%E5%AE%81%E5%AE%81)%20
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（15.05%）明显高于 mNGS（13.12%）。这意味着 tNGS 在真

菌检测方面更优于宏基因组测序 [17]。

2.4  在衣原体、支原体中的应用

Dunlap 等在报告中强调，tNGS 所检测出 1 例的肺炎支

原体感染与血培养检测出的坏死梭形杆菌不一致，这说明

tNGS 为诊断肺部支原体提供了新的可能 [18]。然而，目前有

关 tNGS 在肺炎支原体感染中的研究较少，且部分研究表

示，tNGS 在肺炎支原体中的检出率较低，虽然这可能与样

本来源有关，但仍需要未来的研究进一步去验证 [19]。

衣原体作为一类细胞内寄生的微生物，同样可以引起

下呼吸道感染。近年来鹦鹉热衣原体感染的趋势有所增

加。传统的衣原体检测方法如 PCR 等，虽然具有较高的

灵敏度，但往往只能针对特定的衣原体类型进行检测。虽

然 tNGS 在衣原体感染中的应用尚处于起步阶段，但荣蓉

等人在研究中提及了 mNGS 在鹦鹉热衣原体感染中诊断效

能较高，可作为接下来的研究重点 [20]。

3  总  结

tNGS 技术作为一种新兴的高通量测序方法，在肺部

感染病原体的诊断中展现出了独特的优势。通过精确的靶

向设计，tNGS 技术能够实现对多种呼吸道病原体的快速

检测，为临床诊治提供了更为全面的病原体诊断信息。

此外，tNGS 技术还具有样本需求量少、检测周期短等优

点，进一步提升了其在肺部感染病原体诊断中的实用性，

然而，尽管 tNGS 技术取得了显著的进展，但仍存在一些

限制。如样本采集和处理对检测结果具有较大影响，且

tNGS 检测技术的成本相对较高。此外，目前 tNGS 技术

大多应用于细菌、真菌及病毒检测中，在衣原体和支原体

检测中的应用较少，因此还需要进一步验证其适用范围。

随着 tNGS 技术的不断进步和应用成本的降低，该技术仍

有望在肺部感染病原体诊断中发挥更重要的作用。
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