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摘  要: 病原宏基因组高通量测序技术理论上能够检测几乎所有病原体基因组核酸，且适用于几乎所有类型的临

床样本，尤其适用于病原不明的疑难感染性疾病的诊断。因此该技术正逐渐成为实验室常规检测方法的重要补充

和不可替代的项目。然而，基于该技术的诊断试剂不仅检测流程繁琐复杂、技术更新迭代速度较快，同时相关质

·微生物组测序与分析专题·
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量控制与评价的方法和标准也有待明确，这些因素均给该技术的临床转化应用、行业发展以及监管带来挑战和不

确定性。文中简述了该技术的原理和优势，以及检测流程和关键质量控制环节，最后着重介绍了关于该技术的质

量评价方法和标准的相关思考。 

关键词: 病原宏基因组，高通量测序，质量控制与评价  

Challenges and considerations on quality control and 
evaluation of pathogen metagenomic next-generation 
sequencing 

Donglai Liu, Chuntao Zhang, Youchun Wang, and Sihong Xu 

National Institutes for Food and Drug Control, Beijing 100050, China 

Abstract:  Metagenomic next-generation sequencing (mNGS) could be used for pathogen detection from nearly all types of 

clinical samples. Especially, the unique diagnostic capability of pathogen mNGS detecting unknown causative agent of 

infectious diseases makes this method become an importation complement and irreplaceable component for conventional 

routine laboratory test. However, the complexity of the testing process, the rapid product update, and the insufficiency in 

quality control and evaluation methods that all make clinical transformation, industry development, and regulation of this 

technology full of challenge and uncertainty. This review briefly introduces the technical advantages and challenges, and 

describes the general workflow and quality control steps in details. Finally, it focuses on current considerations regarding 

quality evaluation methods and standards for pathogen mNGS. 
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感染性疾病作为全球十大死亡原因之一，时

刻威胁着患者的生命健康，其根本原因在于现有

的病原鉴定技术无法满足临床需求[1-5]。传统分子

诊断技术通常只能检测非常有限的数个靶标，一

定程度上限制了其临床应用[2,5-8]。目前，60%–70%

的中枢神经系统感染患者和 40%–50%的脓毒症、

重症肺炎患者的治疗缺乏病原学依据[9-11]。此外，

近年来 WHO 和国家卫生健康委员会多次强调控

制抗生素滥用的重要性，对临床病原诊断提出了

更高的要求 [12]。病原宏基因组高通量测序技术

(Metagenomic next-generation sequencing，mNGS)

通过对待测样本总核酸进行测序，理论上能“无偏

倚”地检出全部潜在病原体，包括病毒、细菌、真

菌和寄生虫等[13-14]，尤其适用不明病因感染的临

床诊断[15-19]。正是得益于 mNGS 技术，才能在新

型冠状病毒疫情初期迅速发现并鉴定出这一新发

病原体[20-21]。然而，由于该技术复杂程度高，更

新迭代速度快，且临床疑难感染的诊断极具风险，

因此对其转化应用的监管，即按照三类传染病体

外诊断试剂进行质量评价和审评审批，面临巨大

的技术和政策挑战[22]。 

为了促进 mNGS 技术的普及和规范发展，国

内外多家行业机构和政府监管部门均制定并发布

了相关学术共识和技术指南[22-28]。近两年，已有

多家国内外公司和科研机构公开发表该技术的分

析性能验证和临床研究 [16-18,28-30]。例如，美国

Karius 公司于 2019 年发表了病原体游离核酸检测

的相关研究结果[16]；同年，美国加州大学旧金山

分校发表了脑脊液中病原体核酸检测的相关研究

结果[18,28]。在我国，已有多家公司研发了适用于

多种临床适应症的 mNGS 检测方法，同时该技术

也被写入相关临床诊疗指南[25,27]。然而，目前国
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内外仍没有任何基于 mNGS 技术的体外诊断试剂

获得监管机构批准。 

本文通过对 mNGS 技术原理、检测流程及关

键环节 (图 1) 进行综述，着重阐述关于该技术质

量控制与评价方法的思考，以期尽可能完整、科学

和清晰地展现其技术特点，特别是其独特的、不同

于传统单重或多重病原核酸检测试剂的质量控制

与评价的策略和方法。本文所述的 mNGS 技术原

理不包括靶向扩增或 16S rRNA 基因高通量测序。 

1  技术原理  

mNGS 技术以高通量测序为工具，将临床感

染患者样本中的全部核酸片段化后进行测序，再

应用生物信息学分析 (以下简称“生信”) 软件将

测序结果与相关病原体数据库中的参考序列进行

比对、分析和鉴定[2]，如图 2 所示。 

与传统的病原体核酸诊断技术 大的不同在

于，mNGS 技术不需要提前针对一种或多种病原

体的基因组进行特异性核酸扩增，因此，该技术

原理上能够检测样本中的全部病原体[31]。然而，

该技术的实际检测范围可能受多个技术因素影

响，这些因素包括但不限于[13]：测序深度、不同

病原体核酸的提取效率、随机引物逆转录的效率

及偏倚，以及人源核酸去除不当导致的病原体丢

失等；生信流程的准确性和特异性，以及数据库

中病原体信息的全面性及其数据质量。 

 

 
 
图 1  mNGS 技术流程及关键质量控制节点 
Fig. 1  Metagenomic next-generation sequencing technical workflow and key quality control points. 
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图 2  mNGS 技术原理[2] 
Fig. 2  Metagenomic next-generation sequencing approaches technical principle[2]. 
 

2  检测流程与挑战  

mNGS 技术的检测周期一般约为 24 h，分为

湿实验 (Wet lab 或 wet bench) 和干实验 (Dry lab

或 dry bench)，流程大致分为 6 个步骤：样本前处

理、核酸提取、文库构建、上机测序、生信分析

和报告解读。针对多样化的临床样本，核酸提取

前需进行不同的前处理，比如液化、破壁、去宿

主等以提高病原体检出率[22]；核酸提取和文库构

建是对核酸进行纯化分离后，在片段化的核酸两

端加上已知序列信息的接头以便于测序。单样本

的文库构建完成后通常需要经历文库扩增，混合

(Polling) 后进行上机测序。测序完成后，下机数

据进入生信流程，完成数据质量控制及微生物比对

注释等步骤。 后，经报告解读完成报告的审核及

发放。一般地，测序平台的测序长度为 75–200 bp，

少数仪器可达 300–400 bp；测序数据量至少为  

10 兆 (Million，M) 条核酸片段 (Reads)，如湿实

验包含人源核酸去除，数据量低于 10 M reads 也

可能满足设计要求，但需充分验证[32-33]。 

2.1  湿实验 

在上述湿实验流程中，高通量测序技术应用

于临床病原感染诊断面临着四大技术挑战[34-35]： 

第一，如何克服样本中宿主核酸和样本病理

特性的影响。mNGS 技术是对样本的总核酸进行

检测，所有的人体样本，包括组织、血液、脑脊

液、痰液、肺泡灌洗液、关节腔积液以及粪便等，

均可作为待测样本。临床样本中微生物的含量和

基因组相对于宿主细胞来说占比低，样本测序数

据中宿主基因组信息占比常高达 90%–99%，影响

检测的灵敏度。再者，感染患者标本多为病理性

样本，各个样本的核酸总量、基因组大小、核酸

质量以及人源核酸占比存在显著多样性，因而对
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mNGS 技术的兼容性提出了更高的要求。比如，

应用特异性探针杂交捕获或特异性酶降解等方法

去除人核糖体或线粒体核酸，能提高病原体核酸

的相对占比，有利于提高检测性能；但是，去除

人源核酸的同时也降低了样本核酸总量，对建库

技术的兼容性提出了更高的要求[36]。 

第二，如何真正实现对病原微生物无偏倚地

检测。由于细菌、真菌、病毒和寄生虫各种微生

物特性不同，样本前处理和核酸提取的方法需要

兼容不同微生物的特征。例如，增加玻璃珠研磨

样本有利于提高难破壁细菌和真菌的核酸提取效

率，但可能损失病毒核酸；对样本进行离心或过

滤，有利于某一种类的病原体富集，但可能损失

其他种类的病原体 [34,37]。核酸提取的方法，如

DNA 和 RNA 分别或者同时提取，可能影响检测

灵敏度；核酸提取流程也需要适配不同的样本类

型，如不同的血浆游离核酸提取试剂对病原体游

离核酸的提取效率不同；应用机器自动化提取核

酸有利于缩短实验时间、提高操作便易性，但可

能降低核酸提取效率等等。样本前处理和核酸提

取在方法优化时会进行“样本处理到结果报告”的

全流程评价，当流程“固定”后，通常选择特定的

核酸浓度和体积参数用以保证检测的整体稳定

性。此外，在核酸提取前通常应加入内参或内部

质控品对检测流程进行质量控制。 

第三，如何针对不同种类的临床样本，包括

血液、痰液、肺泡灌洗液、脓液、脑脊液、新鲜

组织和组织切片等，选择合适的前处理程序，如

痰液液化、组织研磨和切片脱蜡[35]。充分了解并

根据不同样本的核酸特点设计样本前处理的具体

方法，对于保证检测的可靠性尤为重要。例如，

脑脊液样本核酸总量有时可能低于测序文库制备

所需的 低核酸起始量，需要考虑对样本中的核

酸进行富集，使用核酸回收率高的纯化试剂盒；

血浆样本中人源和病原体核酸均以短片段游离形

式存在，需要考虑使用可回收段片化核酸的纯化

试剂盒；甲醛固定石蜡包埋处理会使组织样本中

核酸发生断裂或降解，需要对原始样本进行脱蜡

和 DNA 修复后再进行提取；肠道样本中病原体

核酸占比远大于其他类型样本，在样本前处理时

需要特别注意防护对其他样本的污染。 

第四，如何克服检测背景的干扰。目前 mNGS

技术的检测流程中所用到的试剂，如核酸提取试

剂中包含常见环境微生物，这些微生物统称“试剂

背景菌”。在生信流程和报告解读过程中，应过滤

试剂背景菌及这些背景微生物带来的潜在的分析

干扰[38-39]。当然，尽可能的减少样本和环境来源

的背景菌的存在和干扰也正是 mNGS 技术面临的

挑战。 

2.2  干实验 

生信流程是 mNGS 技术不可或缺的一部分。

经过湿实验获得的原始测序数据，需要经过生信

流程分析处理才能 终得到检测结果。mNGS 技

术的生信流程与其他 NGS 技术的设计截然不同，

肿瘤或遗传缺陷相关基因检测的生信流程专门为

检测人类生殖或体细胞基因突变设计，而 mNGS

技术的生信流程则在分析的 初阶段就将人类基

因组数据全部过滤掉，然后从剩下的数据中挖掘

病原体基因组信息[40-41]。这也意味着独特的技术

性挑战，即其分析对象，不再是总长度约 3 Gb 的

人类基因组，而是复杂度高一两个数量级的复杂

微生物基因组。 

mNGS 技术的生信流程通常包括以下步骤[40]：

原始测序数据预处理，如低质量及低复杂性数据

过滤、接头和标签序列裁剪、标签分类等；人源

数据过滤；经处理的数据与病原体数据库中参考

序列进行比对分析；比对分析、统计及注释等；

根据预设的结果判断阈值或阈条件，明确并清晰

地完成结果报告和解释。其中，病原体数据库中

参考序列的数量、种类及数据质量，决定了 mNGS

技术的理论检测范围，同时也是影响检测结果准

确性的重要因素[42-43]。因此，应根据其技术特点
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和临床需要建立与之匹配的病原体数据库。一种方

法是以开源的大型复杂型数据库，如美国国家生物

技术信息中心 (National Center for Biotechnology 

Information，NCBI) 的 GenBank 基因数据库为基

础，对其中序列信息进行人为调整，如过滤人源

基因、质粒基因、区分病原体全基因组或部分基

因组序列等。另一种方法是从头构建，汇总大量

高质量病原体序列信息组成数据库。例如美国食

品 药 品 监 督 管 理 局  (U.S. Food and Drug 

Administration，FDA) 与多部门联合建立的适用

于传染病 NGS 诊断试剂的开源数据库，即 FDA

参考级数据库 (FDA database for reference-grade 

microbial sequences，FDA-ARGOS)[44]。对于纳入

病原体数据库的序列，应建立明确的筛选标准并

尽可能注明其基因分类特征，如属、种和亚种等，

型和亚型等，以及标准株、流行株和分离株等。

此外，对于某些罕见的、基因组不完整或难以区

分基因型的病原体序列应予以特别注明。由于无

论采用哪种构建策略均无法避免病原体数据库的

偏倚性，因此对其进行充分验证并尽可能完整地

了解其对检测结果的影响，对保证检测结果的可

靠性尤为重要。特别需要注意的是，数据库的建

设不是一次性的，而是需要不断补充和完善的，

但每次“升级”均应重新进行验证。 

参考基因组数据库是生信流程的基石，在搭

建时要格外注重对参考基因组数据库的质量控

制。基因组参考数据库主要包括宿主 (人类) 参

考基因组数据库和微生物参考基因组数据库等。

宿主 (人类) 参考基因组数据库主要用于人源宿

主序列的过滤，由于人类参考基因组与部分微生

物存在一些同源序列，以及部分公共数据库来源

的部分微生物参考基因组可能污染了人类基因组

序列，如果人源序列过滤不完全则可能导致一些

病原体的假阳性检出。如人类参考基因组 Hg38

来源于欧美白种人，因此人源参考基因组也需要

考虑人种基因组的差异，面向中国人群检测的生

信流程应该需要包含黄种人的特异序列[45-46]。此

外，对于 RNA 检测流程，由于人的基因存在内含

子，信使 RNA (Messenger RNA，mRNA) 经过剪

接后生成，因此人的参考基因组也需要考虑纳入

mRNA 参考序列。 

微生物参考基因组数据用于比对和鉴定微生

物序列，数据库的质量直接影响检测结果。在进

行微生物基因组数据库构建时需要格外注意质量

控制，需要细致检查每一个物种参考基因组的完

整性 (完成图、精细图、草图等)、质量 (碱基质

量值、覆盖率、深度等) 以及可能存在的污染片

段。由于质粒是可以在不同的物种间穿梭的，所

以一个物种的参考基因组里面是否需要包含质粒

序列，一定需要事先评估该物种的质粒序列是否

有足够的物种特异性，否则不能轻易将质粒序列

包含于物种的参考基因组。数据库还应该进行周

期性的更新和维护，以尽可能地完善数据库的质

量，但每次更新后需要重新进行性能评估，因为

基因组的改变可能会导致检测结果的差异。 

微生物鉴定和注释的算法是生信流程另一个

极其重要的支柱，鉴定和注释的准确性也直接影

响了 后的检测结果。比对软件或算法如何选择、

比对结果如何注释都是需要质量控制的。目前已

经有多款针对宏基因组测序物种鉴定的软件，但

不同的软件性能表现不一[47]。分析时间的长短、

计算资源的需求、鉴定结果的准确性等方面需要

进行综合评估，选择 优的方案。如果采用了非

开源的第三方流程，自主优化的空间会大大降低，

在使用前应该充分评估检测能力的全面性，目前

的生信流程在相近物种和病毒分型方面都存在一

定的缺陷。在物种注释方面，如何划定比对阈值，

以及对于一条序列多物种比对时，如何鉴定出真

正的病原体是一个难点。在病毒分型方面，因为

病毒进化速率较快，特别是 RNA 病毒不同株之间

的差异都可能比较大，准确分型是对生信流程的

考验。根据临床需求，病毒的分型有时不能只分



 
ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  生物工程学报  Chin J Biotech 

 
 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

2604 

到“种”的层级 (几乎所有的第三方流程只能分到

种的层级)，还应考虑“型”甚至“亚型”的层级(如肠

道病毒物种下面的 71 型和 11 型导致的临床症状

有差异；此外分型在病毒的溯源和院内感染的发

现和控制也有重要价值)；甚至需要考虑到“株”的

层级，比如“野生株”和“疫苗株”，在海关对发热

患者检疫的时候可以区分是感染或者是刚打疫苗

的缘故。但这些详细的层级在 NCBI 的 taxonomy

上是没有足够的分类信息的，需要人工进行整理

加工。深层次的分型信息要求更多、更详细的基

因组纳入到数据库中，可以避免因为“型/亚型/株”

之间的差异过大导致的漏检，从而保证了生信流

程分析的可靠性。 

mNGS 技术的生信流程还应该具备背景菌、

定植菌、致病菌等不同类型的微生物的训练和注

释能力，不同类型微生物的注释有助于更准确、

更高效地对检测结果进行解读。但这些不同类型

的病原体会受到湿实验条件的改变、不同样本类

型等因素的影响，因此在湿实验环节如果有条件

的改变，特别是试剂更换等，一定需要重新进行

背景的训练[38-39]。不同的样本类型也需要分别进

行背景菌和定植菌的训练，因为定植菌的致病性

是相对的，例如口腔有大量特异的定植菌，一般

不会引起疾病，但如果脑脊液或胸腹水等其他样

本类型检测出这些病原体，就可能是严重的致病

菌。此外，在数据库更新时也需要做背景菌的训

练，因为数据库的改变可能会影响到微生物检出

结果，背景菌的检出可能也会随着改变。 

结果判断阈值或阈条件的设置和结果报告与

解释的格式均没有统一标准或明确定。mNGS 技

术的检测结果报告格式一般分为正式报告和附

录：正式报告中的病原体均为满足阳性检测结果

判断阈值或阈条件的；附录中的病原体则是既不

能确定检出，也不能明确排除。导致附录中的病

原体的原因比较复杂，可能有：阈值或阈条件设

置不合理；生信流程难以区分基因型相似的病原

体；对试剂内源性、环境污染及定植或机会致病

病原体的验证不充分等等[34,38]。尽管目前 mNGS

技术的生信流程的质量控制没有标准方法，但为

了保证检测的稳定性和准确性，当生信流程发生

改变时，如调整分析流程顺序、升级软件算法、

增加病原体数据库容或修改结果报告格式等，应

制定相应验证方案和评价标准进行严格的版本控

制，详细地记录生信流程的版本演化历史以及各

版本之间的差异[24]。 

3  质量控制与评价的思考  

任何体外诊断试剂在临床应用前均应对其性

能指标进行严格的质量评价。上文详述了 mNGS

技术的湿实验和干实验两部分内容，且两者均可

直接影响基于该技术的三类体外诊断试剂的可靠

性和准确性，因此应进行优化和充分验证。目前

已了解到的mNGS技术的转化应用多为定性检测，

参考其他传染病体外诊断试剂的监管模式，其质量

控制与评价的指标包括检测范围、准确性、特异

性、 低检出限、精密度、干扰和稳定性等[24]，

且可以通过相应的标准品或参考品进行性能评

价。目前，相关监管机构暂未发布病原宏基因组

高通量测序技术适用的国家参考品，以下仅提出

对其质量评价的思考和建议。 

3.1  参考品配置  

对于 mNGS 技术的检测范围，理论上不会超

过其生信流程中所使用的数据库中病原体的种类

和数量，实际上还取决于湿实验和干实验各环节

的优化程度，如核酸提取效率、RNA 的逆转录效

率、结果判断阈值或阈条件的合理性等因素。然

而，严格验证理论检测范围的所有病原体不具有

可操性，目前国际公认的方法是选择具有“代表

性”的病原体用于验证，其“代表性”特征包括：不

同病原体种类，如细菌、真菌、寄生虫、DNA 病

毒及 RNA 病毒；不同基因组长度、核酸 GC 含量；

不同核酸提取难易程度与核酸稳定程度等[3]。当
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检测范围改变时，一般是病原体数据库发生调整，

应重新进行验证。如果湿实验未发生改变，可以

仅重新验证干实验，使用基于上述病原体测序数

据，或 FDA-ARGOS 参考数据库中选择的完整干净

的病原体核酸数据制备的数字参考品进行验证[44]。

在检测范围验证的基础上，还应进一步根据具体

临床诊断需求、临床意义及检测局限性等因素进

一步缩小范围、验证并明确 mNGS 试剂的报告范

围，严格区分试剂内源性、环境污染以及定植或

机会致病病原体。在选择病原体验证报告范围时，

其“代表性”还应满足具有明确临床诊断价值，以

及基因相似的种或亚种、型或亚型等。 

病原 mNGS 参考品是指感染性临床样本的模

拟样品，其组成包括样本基质、宿主和目标病原

微生物[48]。针对技术的预期用途，不同的临床样

本，其中所含的基质，以及宿主和微生物的存在

形式和种类不同，因此参考品的设置不同。例如，

应用 mNGS 技术对血浆细胞游离 DNA (Cell free 

DNA，cfDNA) 进行检测，从而实现对血流感染

相关病原体的检测，在进行质量控制和性能评价

时，设置的参考品是以健康人捐献的血浆作为样

本基质，以健康人群血浆中的 cfDNA 长度和含量

的分布模拟了 3 个梯度的宿主基因组，以片段化

的病原微生物基因组模拟病原在血浆中的状态，

并选择基因组大小、GC 含量、病原体种类和临床

意义有代表性的物种作为模拟的病原体，同时考

虑基因组相似性可能带来的假阳性 [3,48]。血液和

尿液样本较容易收集，使用的参考品首选患者的

临床样本，对于脑脊液、肺泡灌洗液、深部痰以

及组织等可以使用分离培养的病原体和健康人的

样本混合制备而成的模拟参考品，或者也可以选择

分离培养的病原体和与临床样本特征相似的基质

混合制备而成的模拟参考品，例如脑脊液参考品可

选择人工脑脊液作为样本基质[49-50]。选择用于参考

品的病原体时应满足上文的“代表性”，病原体浓度

应与真实临床样本中的浓度相似。 

对干实验流程性能的独立验证可以使用虚拟

参考品进行，即使用数字模拟或真实的高通量测

序数据，单独对病原宏基因组学流程的干实验部

分进行测试[47,51-52]。虚拟参考品可以通过模拟程

序[51]，灵活地使用调整的错误模型参数和质量概

要文件以进行更全面的测试，但同时，虚拟参考

品应与真实产生的数据相似，模拟数据集应包含

与现实比例接近的宿主基因组、常见的病原微生

物和定植菌群以及环境菌群的基因组，对于相似

性较高的物种，应增加验证和分析工作。 

3.2  性能指标的制定 

对于 mNGS 技术，具有非靶向性检测所有种

类的病原体的技术特点和潜力，但对于其转化的

应用于临床诊断的三类体外诊断试剂，仍需要按

照现行的规定进行监管，需要有明确的预期用途

和临床意义，且经过严格的分析性能验证、临床

性能验证等审评审批。因此，申请注册审批的产

品必须有明确的检测范围，定义可报告的生物谱，

被确定为背景污染物或临床无关紧要的生物应加

以描述， 大程度地保证临床检测的可靠性和可

读性。 

在一定的检测范围内，在分析性能和临床性

能验证过程，使用已知微生物种类的标准参考品

和其他已上市的或默认的金标准方法进行对比，

对准确性进行验证，在 低检测限以上的阴阳性

符合率应该达到一定的要求。例如，根据免疫层

析、RT-PCR、PCR、细菌真菌培养以及 16S rRNA

和 ITS 测序等方法对 mNGS 检测脑脊液的结果进

行验证，确定方法学准确性[18]。进行准确性验证

时，首选来自感染患者的样本，这些样本包含待

检测的微生物，但如果很难获得代表性样本，则

可以阴性临床样本掺入微生物或者纯化后的核酸

作为模拟样本。由于感染性标本病理性、多样性的

特征，模拟样本和真实临床样本可能仍然存在差

别。如果检测试剂对样本有特殊处理步骤，如去宿

主或病原微生物富集等，需考虑其适用性[32,36]。 
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低检出限 (Limit of detection，LOD) 是指

某个病原体在 95%置信度下的 低可检出的浓度

或滴度 (或核酸浓度)，通常可以通过重复检测一

定浓度梯度的系列稀释样本进行验证。例如，实

验室性能验证表明 mNGS 检测脑脊液样本中巨细

胞病毒 (CMV)、人免疫缺陷病毒 (HIV)、无乳链

球菌、肺炎克雷伯菌、黑曲霉、新型隐球菌和弓

形虫的 LOD 分别是 14 copies/mL、313 copies/mL、

10 CFU/mL 、 8 CFU/mL 、 0.2 CFU/mL 和       

81 reads/mL[18]。即当脑脊液样本中含有上述微生

物的浓度为以上浓度时，mNGS 有 95%的概率可

以检测到该微生物，也可以理解为对含检测限浓

度样本独立进行 20 次实验，应该是少于等于 1 次

未能检测到目标微生物。对于单个病原体，mNGS

技术对病原体的检测性能取决于病原体的核酸总

量在整个样本中的占比，即病原体与宿主核酸的

比例。简单来讲，可以将临床样本中的人源核酸

比作草垛、病原体核酸比作针。基于核酸扩增的

分子诊断技术先特异性地屏蔽了草垛，仅需考虑

针的数量即可；而 mNGS 技术则是“草垛寻针”，

既要考虑草垛的数量，也要考虑针的数量，即草垛

和针的比例。此外，微生物的多样性，一方面体现

在基因组跨度较大，真菌的基因组可达几十 Mb，

病毒的基因组小至几 kb，另一方面体现在微生物

的细胞结构差异导致潜在的核酸提取效率差异，

这些都可能对 低检测限产生影响。因此，对于

不同的微生物，其 低检测限均需要经过独立的

实验验证。 

对于不同的临床样本，需要确定临床样本中

宿主含量的分布，从而确定不同宿主含量条件下

的 低检出限。由于实际检测过程中，无法对宿

主含量进行定量，因此应考虑以不同宿主含量和

95%置信度的 低可检测滴度为 低检测限，从

两个维度，即人源核酸不变、病原体核酸梯度改

变或反之，分别进行验证及评价。此外，还应充

分评价干实验对 低检出限的影响。例如，当病

原体的滴度较低时，仅能测到病原体基因组的部

分核酸序列，进行序列比对时可能会错误地比对

到与之基因组相似的病原体参考序列上，降低试

剂 低检出限，同时增加假阳性和假阴性。 

精密度通常是指在规定条件下相互独立的测

试结果之间的一致程度，用偏差、标准偏差和变

异系数 (Coefficient of variation，CV) 表示，可以

通过对同一个样本多次重复检测进行验证及评

价。例如，对于可定量方法学，通过批内和批间

结果确定 mNGS 对血液中病原微生物的游离核酸

分子定量结果的批内 CV 为 16.7%–18.9%，批间

CV 为 17.9%–22.2%[3]。对于定性方法学，制备微

生物含量接近 (高于) LOD 的样本，称为精密度

参考品。其批内和批间检测结果的阳性率应符合

一定的要求[18]，并可通过批内和批间微生物检测

结果，如微生物 reads 数/M 数据量 (Reads per 

million，RPM)，大概确定方法学的精密度。mNGS

技术的湿实验周期长，操作步骤多，流程复杂，

实验过程中的破壁、文库构建和上机测序等步骤

均可能产生结果偏差，也是与其他方法学的差别之

处；干实验流程相对固定，变量较少，因此不能通

过重复对一个文库多次上机来评估变异系数，其精

密度指标的制定也可能与其他定性方法不同。监管

部门在制定精密度指标之前应该组织大规模的试

剂质量评价联合研究，对 mNGS 技术特征，以及

根据具体预期用途设计开发的试剂的性能进行综

合评估，随着实验流程的优化和方法学的日趋成

熟，精密度的指标也需要不断作出修改。此外，由

于计算变异系数用到的质量控制参数可能并不会

体现在常规的结果报告中，因此可能需要对生信流

程进行特殊设计并进行验证及版本控制。 

干扰的验证及评价方法与传统分子诊断技术

既有相似之处又有不同之处。相似的是，mNGS

技术可以根据样本类型的特点将已知的核酸提取

或酶反应抑制物质，一般包括血红素、高浓度蛋

白质和胆红素等，添加到病原体参考品中，验证

是否可能产生假阴性结果。不同的是，能够干扰

检测结果的因素还包括人源核酸，试剂内源性、
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环境污染及定植或机会致病病原体，数据库中病

原体基因组信息广泛性、完整性及准确性等，上

述因素对检测结果的干扰均应充分验证并建立质

量评价标准。例如，内源性病原体的源头，可能

是湿实验流程中使用的试剂或耗材携带的[39]。此

外，高同源性物种之间的干扰应引起关注，物种

间的基因组可能相似，但致病能力和临床意义可

能完全不同。例如，脑膜炎奈瑟菌与延长奈瑟菌

等奈瑟菌属物种的临床意义完全不同，脑膜炎奈

瑟菌是引起流行性脑脊髓膜炎的病原体，高发于

青少年和青壮年。因此在研发过程中需要明确内

源性病原体以及对检测结果的干扰，并建立有效

的原材料质量评价方法和标准。 

4  总结 

对于不明病因感染的临床诊断，mNGS 技术

具有无法替代的优势，因此其应用转化的速度远

超人们想象。现阶段，制约其发展的主要瓶颈，

逐渐由技术本身的局限和挑战转变为相关质量控

制与评价方法以及质量标准等的缺失。这些缺失

不同程度地阻碍了 mNGS 技术转化为可受监管的

三类体外诊断试剂，也限制了行业的发展。相比

基于靶向扩增的传统分子诊断技术，mNGS 技术

具有完全不同的技术原理和更为复杂的检测流

程，因此需要更严谨的质量控制方案来保证稳定

的质量，以及更科学的质量评价方案来保证技术

性能可以满足临床需求。然而，目前国内外仍然

缺少系统的、详细的质量控制与评价的指南或质

量标准。本文阐述了关于 mNGS 技术质量控制与

评价方面的思考，总结了 mNGS 全技术流程中的

关键质量控制节点，以期为行业从业者和监管部

门提供详实准确的参考信息。 
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