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肺部感染是指终末气道、肺泡腔及肺间质的炎

症，常合并胸膜腔感染[1]，其可以由病原微生物、物理

化学因素、免疫功能损害、变态反应及使用药物所

致。临床上，按其致病微生物可分为细菌、病毒、真

菌、非典型病原体及其他病原微生物。近年来，由于

广谱抗生素的使用，耐药菌的日益增多，社会老龄化

愈发突出及免疫抑制、免疫缺陷人群的涌现，使肺部

感染的诊断及治疗难度越发增加[2]。目前，就全世界

范围内，肺部感染的发病率及死亡率均居第 2位[3]，每

年造成约 425万人死亡[4]。

精准掌握肺部感染的病原体可有效减缓病情发

展，传统的病原微生物培养和涂片往往是诊断的“金

标准”，但苦于标本采集困难、标本质量不高、培养基特

殊、培养环境要求高以及抗生素暴露等诸多原因，使通

过传统方法得到明确病原学的机会相当有限[5]。随着

医学检验技术的蓬勃发展，越来越多分子诊断技术

得到广泛应用，不仅可以区分肺部病灶的性质，还可

以明确病原学类型，为临床治疗争取宝贵时间。

1 核酸分子扩增技术（nucleic acid amplification

technologies，NAATs）

NAATs 是使用聚合酶链式反应（polymerase

chain reaction，PCR）将病原体的某一特异片段进行

快速扩增，进而定性或定量检测的一种手段，具有检

测速度快、诊断精确度高的优点[6]。由于该技术不依

赖于传统严格的病原体培养环境，也不基于病原体

的活性水平，早期的经验性抗感染治疗对其最终结

果亦无明显影响，这就很好地规避了目标病原体被

掩盖的风险[7]。

以往常规的NAATs对于实验设备、实验环境要

求比较苛刻，每次只可以对一种病原体进行一对一

检测，对于检测结果往往又无法准确区分致病菌或

是定植菌[8]。针对这些缺陷与不足，包括靶序列富集

多重核酸扩增技术（Tem-PCR）、定量核酸扩增技术、

逆转录核酸扩增技术 PCR（RT-PCR）及等温核酸扩

增 技 术（loop-mediated isothermal amplification，

LAMP）等NAATs新技术逐渐被提出，这其中应用较

为广泛的是 Tem-PCR和 RT-PCR[9]。

目前临床上常用的肺部感染病原体 NAATs 检

测主要涵盖了肺炎链球菌、流感病毒及肺炎支原体、

衣原体及军团菌等非典型病原体，其检测灵敏性和

特异性可达到 90%以上[10]。不仅在病原学的定性方

面发挥着显著优势，还可以提示样本中目标病原体

的量级情况[11]。

Tem-PCR可以同时检测包括细菌、真菌、病毒等

在内的多种病原微生物。但由于不同病原微生物的

引物不尽相同，其同时扩增的效率也不一致，所以如

何将多种病原微生物的检出效能发挥到最大是其应

用于临床的一大难点，也需要更多的科学研究对引

物及催化反应进行改进和优化[12]。Trm-PCR技术不

仅可以同时检测多种病原微生物，更可以同时对其

耐药基因进行检测，在欧美等发达国家使用较为普

遍，常见的平台如 Curetis Unvvero P50、eSensor、Fil-

mArray及Xpert等，其操作相对简便，检测过程时间

短（Xpert平台检测呼吸道病毒在 30 min内即可完

成，检测结核菌只需 2 h就能出结果[13]），缺陷是成本
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较高，且不能准确区分这些病原微生物是死亡亦或

是存活状态，同时也不能准确判断其为致病或是定

植状态，且由于同时需检测多种病原体，存在碱基配

对错误的可能，使其特异性存在一定程度的偏差[14]。

此外，Tem-PCR技术由于设定检测的病原微生物在

出厂时已固定完毕，临床上往往无法根据需要选择

特定的病原检测，相信日后开发可自由组合的 Tem-

PCR技术是发展的一个重要方向[15]。

LAMP的核酸扩增技术主要是使具有链置换活

性的嗜热脂肪芽孢杆菌DNA聚合酶（Bst）与合适的

引物进行LAMP反应，而这些引物可以与PCR方法

的 6个不同区域进行结合，并在等温条件下完成，其

主要优势为检测效率高、操作简单及成本低廉，适合

于基层医疗机构推广[16]。

2 数字 PCR技术

PCR技术，经历了简单 PCR、实时荧光 PCR及

dPCR三个阶段，检测能力从定性到定量再到绝对定

量的飞跃。1999年，科学家提出了数字聚合酶链式

反应（digital polymerase chain reaction，dPCR），该技

术具有高通量、高灵敏性、低试剂损耗、低交叉污染

等优点，允许基于正、负信号量对核酸进行绝对定

量，且不需要外部校准曲线 [17]。根据单个微反应器

的生成，dPCR可分为两类，一种是基于室内的数字

PCR，即cdPCR；另一种是基于油中水液滴生成的液

滴 dPCR，也就是 ddPCR技术。

目前临床上最常使用的 ddPCR最早于 2011年

被报道，其随着微流控液滴技术的发展而取得很大

进步，通过在微流体通道中引入非混溶油相，可以快

速生成微尺度单分散水液滴（1 pl～ 10 nl），由此提

高分析的灵敏性[18]。目前在微生物检测方面，ddPCR

已被广泛用于细菌和病毒等病原体的检测。此外，

还有报道其用于疾病诊断和单细胞的生物学分析，包

括突变基因的分析、循环肿瘤细胞的检测等 [19]。虽然

ddPCR相较于前两代PCR存在很大的优势，但由于其

成本高昂，临床应用远没有实时荧光 PCR来的普遍。

3 第一代测序技术

核糖体内的 16S rRNA亚基基因存在于一切微

生物的基因组中，是各类微生物鉴定及检测中最常

见的标记分子。第一代测序技术（Sanger法）是基于

16S rRNA基因测序的一种方法，1977年利用该项技

术完成了对噬菌体 X174全长约 5 375个碱基的基

因组测序，使生命科学向基因组学时代迈进[20]。San-

ger法又称为双脱氧终止法，主要是在含有脱氧核苷

三磷酸（dNTP）的反应体系中加入一种具有荧光标

记的不同的双脱氧核苷三磷酸（ddNTP），由于加入

的ddNTP缺乏DNA延长所需要的 3-OH基团，DNA

合成便会随机在G、A、T、C中的某一处终止，继而通

过凝胶电泳对待测DNA分子的长度进行测定，以明

确微生物的种类。Sanger 法测序读取长度一般为

1 000～ 1 500 bp，一次只能完成一条序列的测定，

其缺点是成本较高、测序通量低，不能满足临床上

大规模应用的需求[21]。

4 基于高通量测序技术的病原体核酸检测（第二代

测序技术）

第二代测序技术主要是通过直接识别和提取已

知微生物的核酸完成文库构建，采用生物信息学算法

针对临床标本内的包含病原体序列的种类和耐药基

因进行分析，快速而准确地完成高通量测序过程，明

确目标病原体。相较于第一代测序技术而言，其耗时

更短、经济成本更低、检测数据量更大、检测结果不偏

倚，能在一次测序中同时测定包括细菌、真菌、病毒在

内的多种病原微生物的基因序列，检测量可达几万到

几百万条 DNA分子[22]。但随着临床上第二代测序技

术的广泛应用，也逐渐认识到这种技术的局限性，即

在高通量测序的结果中宿主核酸占比高，最终提供给

临床的数据应尽可能降低宿主因素的干扰；对于DNA

和RNA的检测序列需分开检测，全流程成本高；对于某

些厚壁病原体、苛养菌以及胞内菌的检查率还需提升[23]。

目前第二代测序技术平台包括 ABI公司的 So-

lid、Illumina公司的 Solexa、Hiseq和 Roche公司的

454等测序设备，其原理分别为连续测序技术、边合

成边测序和焦磷酸测序[24]。这种高通量病原微生物

测序主要包括 16S rRNA基因测序和鸟枪法宏基因

测序两种不同的技术。

4.1 16S rRNA 基因测序技术 采用 16S rRNA 基

因测序技术除了可以对呼吸系统感染性疾病的病原
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微生物进行鉴定外，其还常被用来半定量检测呼吸

道样本中所有病原微生物的 16S rRNA基因，用于了

解和分析气道菌落的组成及多样性。传统观念认为，

人在健康状态下呼吸道是无菌的，这一观点也正随

着基因测序的发展，而被认为是不正确的。人类呼

吸系统内存在着多种微生物，随着其中微生物成分、数

量及分布的改变，预示着肺部感染、慢性阻塞性肺疾病

及支气管哮喘等部分呼吸系统疾病的发生与发展[25]。

4.2 鸟枪法宏基因组测序 基于鸟枪法对病原微生物

进行全基因组测序，可以覆盖 16SrRNA基因区域外的

序列，其可以有效避免 PCR技术带来的结果偏倚[26-27]。

近年来，其被广泛用于肺部感染患者的呼吸道病原体

检测，尤其在危重症患者中的优势尤为明显。

第二代测序技术最大的优势在于其不依赖于传

统微生物的培养技术，可以提供更加全面、丰富的微

生物数据，对于某些不容易培养，亦或需特殊培养技

术才能得到的病原体均有较高的检出能力，是肺部

感染病原体检测诊断中有效的帮手。此外，通过第

二代测序技术，将样本检测得到的结果与已知病原

微生物耐药基因进行对比分析，以筛选出其存在的

耐药基因也是近年来研究的热门领域之一，受制于

临床情况的复杂性、技术以及目前对检测出的耐药

基因解读的局限性，我国于 2021年发表的《宏基因

组高通量测序技术应用于感染性疾病原检测中国专

家共识》中建议：宏基因组高通量测序（mNGS）检测

耐药基因仅用于无背景菌存在且采样过程中未受污

染的样本[28]。

5 第三代测序技术

第三代测序技术主要以纳米孔测序为基础，基于

电信号的特征性改变，确定通过纳米孔的 DNA 或

RNA的碱基序列。其相较于第二代测序技术，优点有

设备小型化、方便携带，可读取超长的基因序列且耗

时更短，可实现单分子边解链边测序，无 GC碱基偏

好，并可根据临床情况，在实时获取所需数据后随时

停止后续测序，缺点是读取错误率较高，相比mNGS

没有明显的成本优势。第三代测序技术目前主要的

平台有OxfordNanopore公司的NanoporeTechnologies

（ONT）和 Pacific Biosciences公司的 SMART（Single

Molecule，Real-Time Sequencing）技术。

5.1 ONT ONT主要由纳米孔、马达蛋白以及薄膜

构成 [29]。测序工作时，马达蛋白和引导接头一起加

在待测的 DNA分子上，马达蛋白会使双链 DNA解

螺旋为单链，并让其以一定速度从纳米孔中通过，从

而收集到相应信号进行测序。

5.2 SMART 技术 SMART 技术的关键优势是能

够对单个 DNA 分子的实时测序并予以监控，其由

Pacific Biosciences 公司于 2013年推出并应用于市

场，主要由 SMARTCell、DNA聚合酶以及零模波导

孔（ZMW）组成[30]。当测序开始时，DNA分子进入纳

米孔，由于从纳米孔底发出的激光不能经传统纳米

孔进入到上方的溶液区，只能被限制在底部区域，该

区域被检测到 DNA序列并被收集，从而产生信号，

进而对其进行测序。

第三代测序技术使现场实时测序成为了可能，

其能够实现短时间完成从采样到病原微生物的鉴

定，在呼吸系统感染性疾病，尤其是不明病因的呼吸

道危重症以及新型输入性传染病的诊断中具备巨大

潜力。但因为第三代测序技术存在读取错误率较高

的缺陷，目前在临床上会同时进行第二代测序技术，

以对第三代测序技术的数据进行部分校正。相信随

着第三代测序技术的不断改良与发展，该项技术的

准确性和数据通量也会得到更好地平衡与进步。

6 靶向高通量测序技术

靶向高通量测序（targeted next-generation se-

quencing，tNGS）是一种针对特定基因或基因组的测

序技术。tNGS 只针对特定基因序列进行高通量测

序，正因为如此，其不适用新发病原体的检测，临床

上往往应用于免疫功能正常患者的严重感染。tNGS

具备了PCR和mNGS的优势，能解决 95%以上肺部

感染性疾病的临床需求[34]。相比 mNGS技术，tNGS

对于病原体的灵敏性不受宿主基因的影响，整体检

测时间更短，经济成本更低[32]。

当今，虽然新型病原检测技术在肺部感染病原

学诊断中的优势不断凸显，但作为“金标准”的传统

检测手段仍处在不可忽视和取代的地位。传统检测

方法存在技术耗时长、样本质量要求高、对混合感染

及未知病原学检测能力不足等缺陷，正因为如此，呼

吸道病原学的检测需要更多地从分子水平进行诊断
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加持，多重 PCR和宏基因组测序等新技术可以较好

地弥补传统检测方法上的短板，其在鉴定病原学的

种类和检测时效性方面具有先天优势，在临床工作

中与传统检测手段结合可以起到互补作用。
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