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摘 要 为提高危重症感染性疾病的诊断及救治水平，规范纳米孔测序的临床应用，促进该技术的良性发展，中国药理学会治疗

药物监测研究专业基层委员会和广东省药学会临床治疗精准用药专家委员会联合发起并组织多学科专家，采用名义群体法、德尔

菲法等，制订了《纳米孔测序在病原微生物检测中的应用专家共识》，对纳米孔测序（涵盖靶向测序、宏基因组测序和全基因组测序

等方向）的样本采集与运输保存、检测过程、生物信息学分析、报告解读等全流程进行了规范，并对其中的关键问题给出了推荐

意见。
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ABSTRACT To improve the diagnosis and treatment level of critically ill infectious diseases， standardize clinical application of 

nanopore sequencing， and promote the sound development of 

the technology， Division of Therapeutic Drug Monitoring of 

Chinese Pharmacological Society and Expert Committee of 

Precision Medicine for Clinical Treatment of Guangdong 

Pharmaceutical Association initiated and organized 

multidisciplinary experts to formulate Expert Consensuses on 

the Application of Nanopore Sequencing Technology in the 

Detection of Pathogenic Microorganisms by using the nominal 

group method and the Delphi method， etc. The whole process 

of nanopore sequencing （covering targeted next generation 

sequencing， metagenomic next generation sequencing and 
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whole genome sequencing） was standardized in terms of sample collection and storage， detection process， bioinformatics analysis 

and report interpretation； the recommendations were provided for the key issues.
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感染性疾病是由病原微生物引起的疾病的统称，目

前仍然是全球公共卫生的重大威胁。实现病原微生物

的快速精准检测对于感染性疾病的诊治具有非常重要

的临床价值。目前，临床实验室针对病原微生物的检测

主要有三类方法：（1）基于病原分离培养的方法。该方

法是目前感染性疾病诊断的“金标准”，但因培养周期较

长、阳性率低，许多病原微生物培养困难甚至无法培养，

难以实现有效的病原体检测，从而导致诊断延误或漏

诊；同时，延迟的病原学诊断也导致了广谱抗菌药物的

不当使用和过度使用，使得病原菌耐药性增强、高耐药

病原微生物在临床流行。（2）基于免疫学的检测方法，如

抗原、抗体检测。该方法操作简便、成本低，但结果易受

干扰，容易出现假阳性/假阴性。（3）基于分子生物学的检

测方法，如荧光聚合酶链反应（polymerase chain reac‐

tion，PCR）、杂交芯片等。这些方法具有快速、灵敏、特

异等优点，但属于靶向性检测，不能检测未知病原体，且

单次检测的靶标数量有限。

随着基因组学技术的发展，高通量测序技术为病原

微生物的鉴定提供了新的技术手段。该技术通过对样

本核酸序列的测定可以实现传染病病原微生物的快速

准确鉴定，而且检测通量高、耗时短，正越来越多地应用

于临床感染性疾病的诊断和疫情防控之中。目前，高通

量测序技术（也称“新一代测序技术”），泛指第二代测序

技术（next generation sequencing technique，NGS）和第三

代 测 序 技 术（third-generation sequencing technique，

TGS）。其中，NGS测序通量高，但其测序读长较短，导

致后续在进行生物信息学分析时基因组拼接困难，且测

序时存在高GC偏好性，上述缺点使其应用受限，也因此

推动了TGS的发展[1]。TGS因其超长的测序读长弥补了

NGS的不足，逐渐被应用于临床各个领域。依据检测目

的和方法的不同，TGS主要分为靶向测序（targeted next 

generation sequencing，tNGS）、宏基因组测序（metage‐

nomics next generation sequencing，mNGS）和全基因组

测序（whole genome sequencing，WGS）等方向；依据测

序原理的不同，则可分为纳米孔电信号测序[以纳米孔

单分子测序（以下简称“纳米孔测序”）为代表]和单分子

荧光信号测序[以单分子实时测序（single molecule real‐

time，SMRT）技术为代表]。其中，相较于单分子荧光信

号测序，纳米孔测序具有设备小型化、便携的特点，可以

在床旁、野外开展样本检测，符合临床上即时检测的需

求，可缩短临床病原微生物的诊断时间，改善抗生素滥

用问题。近年来纳米孔测序已经在病原微生物检测、感

染性疾病甚至重大公共卫生问题流行期间的诊断与防

治等领域发挥了重要作用[2―3]，也有多项基于纳米孔测

序病原微生物检测的多中心研究开展[4―5]，由此可见，纳

米孔测序在临床病原微生物检测领域具有独特的优势

及广阔的应用前景。

现有的病原微生物高通量测序规范共识主要针对

NGS[6―8]，纳米孔测序因其独有的特点，在建库流程、数

据分析等方面与NGS存在较大差异，临床急需适用于纳

米孔测序的技术规范。为此，中国药理学会治疗药物监

测研究专业基层委员会和广东省药学会临床治疗精准

用药专家委员会联合发起制订了《纳米孔测序在病原微

生物检测中的应用专家共识》，对纳米孔测序的原理和

特点，纳米孔测序（包括 tNGS、mNGS和WGS）的全流程

（包括样本采集与运输保存、检测过程、生物信息学分

析、报告解读等环节）进行了规范，并对其中的关键问题

给出了推荐意见，以期为纳米孔测序的规范化流程管

理，临床危重症感染患者及肿瘤患者的合理、精准用药，

医院药学服务水平的提升提供助益；此外，还可为计划

开展纳米孔测序的医院和检测机构提供参考依据，以共

同促进该技术的进一步发展。

1　共识制定方法

本共识由中国药理学会治疗药物监测研究专业基

层委员会和广东省药学会临床治疗精准用药专家委员

会联合发起，暨南大学附属广州红十字会医院、华中科

技大学协和深圳医院（南山医院）、中山大学附属第六医

院、广东省人民医院、中山大学孙逸仙纪念医院以及中

山大学附属第一医院作为共同牵头单位，组织国内多学

科专家编写和审定。

本共识采用名义群体法，由多学科（药学、检验、临

床）专家组成编写组，采用线上和线下相结合的会议形

式共同讨论确定共识编写大纲，内容包括纳米孔测序的

原理和特点、纳米孔测序的基本流程和要求以及生物信

息学分析和报告解读等。编写组针对大纲涉及的内容

进行了系统检索、分析、归纳，并根据我国现状、临床需

求和研究证据展开讨论，形成共识初稿。之后，采用德

尔菲法，邀请临床实践经验丰富的多学科专家组成外审

专家组，就共识初稿进行专家咨询，开放收集专家的外

审意见，并由执笔专家对专家意见进行整理、归纳、分

析、反馈、修订，最后经牵头单位牵头专家组召开定稿会

进行讨论，确立本共识。
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2　纳米孔测序

2.1　纳米孔测序的原理

纳米孔测序是将单分子检测和电流信号传导相结

合的测序方法，测序原理上摆脱了 NGS 的洗脱和 PCR

扩增（边合成边测序）过程，通过连接接头的马达蛋白将

双链核酸解开，在电场力的驱动下使单链核酸分子穿过

纳米蛋白孔道，由于不同的碱基通过纳米孔道时会产生

不同阻断程度的电流信号，测序仪通过记录电流信号的

变化，就可推导出碱基信息，从而实现对核酸分子的测

序[1，9]。相较于NGS，该技术实现了从短测序读长到超长

测序读长、从光学检测到电子传导检测的双重跨越。

2.2　纳米孔测序的特点

纳米孔测序具有以下特点：（1）可检测到的最长序

列达 4.2 Mb[9]，超长读长测序使得其在对同源性强的同

属水平下的种水平鉴定特异性更高。由于可以跨过基

因组的一些复杂区域，该技术可实现对复杂基因组的组

装和用于发现更多病原微生物的未知结构变异[10―11]。

（2）单孔测序平均速度可达 450 bp/s[9]，通过多通道纳米

孔并行测序，可以快速获得高通量待测序列。（3）建库过

程无需片段化，可直接连接接头对核酸序列进行测序，

简单便捷。（4）测序过程不依赖PCR扩增，避免了扩增给

测序带来的偏好性，可无偏倚地直接对原始 DNA 或

RNA进行测序，保留了原始碱基的修饰信息[12―13]。（5）可

实时进行碱基识别与分析，并能按需终止测序，显著缩

短了测序流程及分析时间，可满足动态检测需求。（6）纳

米孔芯片经清洗后可反复使用，直至纳米孔蛋白失活，

因此上样更加灵活，有效提高了芯片利用率。（7）纳米孔

测序仪体积小巧、便携，不受电力、实验室空间和服务器

等外部资源的限制，适合床旁、野外或疫情暴发地的实

时测序[14―15]。

推荐意见推荐意见1：：病原样本具有一定的生物安全隐患病原样本具有一定的生物安全隐患，，推推

荐本地化开展病原微生物检测项目荐本地化开展病原微生物检测项目，，避免不当运输避免不当运输；；由由

于纳米孔测序的灵活性于纳米孔测序的灵活性，，取样后可即刻完成样本前处理取样后可即刻完成样本前处理

及上机测序及上机测序。。

推荐意见推荐意见 2：：临床表现高度怀疑感染性疾病但病原临床表现高度怀疑感染性疾病但病原

不明不明，，需要快速识别感染性病原微生物需要快速识别感染性病原微生物，，但样本量较少但样本量较少

使用使用NGS开机成本高时开机成本高时，，推荐使用纳米孔测序推荐使用纳米孔测序。。纳米纳米

孔测序上样更加灵活且可进行实时碱基识别与分析孔测序上样更加灵活且可进行实时碱基识别与分析，，能能

够实现感染性病原微生物检测时效性与成本的平衡够实现感染性病原微生物检测时效性与成本的平衡。。

推荐意见推荐意见3：：针对新发突发传染病疫情防控针对新发突发传染病疫情防控，，需要基需要基

于全长基因组进行病原微生物演化和变异分析时于全长基因组进行病原微生物演化和变异分析时，，推荐推荐

使用较长读长的纳米孔测序进行病原微生物全长基因使用较长读长的纳米孔测序进行病原微生物全长基因

组检测和分子溯源组检测和分子溯源。。

推荐意见推荐意见 4：：对于需要区分高同源性的病原微生物对于需要区分高同源性的病原微生物

亚型亚型（（例如结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌例如结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌））时时，，推荐使推荐使

用较长读长的纳米孔测序以增加其特异性用较长读长的纳米孔测序以增加其特异性。。

3　纳米孔测序的样本采集与运输保存
3.1　样本采集

针对临床疑似感染性疾病的患者，可采集患者样本

进行纳米孔测序。目前，该技术的灵敏度主要受样本中

人源核酸占比、微生物含量以及微生物核酸提取效率的

影响。为了保证检测效果，对感染性疾病的样本采集应

遵循以下基本原则：（1）尽量在患者入院当日或抗菌药

物使用前采集样本；（2）尽量采集原发病灶部位的样本；

（3）样本采集过程中应严格执行无菌操作；（4）从正常无

菌部位采集检测样本，应严格无菌操作，避免污染；（5）

从有菌定植或污染部位采集样本，应采取必要措施，尽

量减少污染。不同样本的采集方法如下[16―17]：

3.1.1　血液、骨髓及其他高凝样本

（1）血液样本通常于肘静脉采集3～5 mL血液至乙

二胺四乙酸（EDTA）抗凝管或游离DNA保存管中。采

血时皮肤需彻底消毒，切忌在静脉滴注抗菌药物的静脉

处采血，除非怀疑有导管相关的血流感染。

（2）骨髓样本一般通过骨髓穿刺取得，临床医师需

要在严格无菌操作下，抽取患者 1～2 mL 骨髓样本至

EDTA抗凝管或游离DNA保存管中。

（3）其他高凝样本视样本类型规范采集，且采样管

需含有抗凝剂以避免发生血液凝固导致样本质量不合

格。样本采集后应立即将采样管上下颠倒混匀 8～10

次，以充分混匀血样与保护剂，避免样本凝固，混匀时应

动作轻柔，以免发生溶血。

样本采集完成应立即拧紧管盖，标记条码后立即

送检。

3.1.2　呼吸道样本

（1）咽拭子样本通常仅用于诊断上呼吸道感染。采

集时嘱患者张口发“啊”音，以暴露咽喉部，必要时用压

舌板；取出拭子管中的无菌长棉签，快速擦拭两侧腭弓

和咽、扁桃体的分泌物，扁桃体有脓点时最好挤破脓点

并采集脓性物，将2～3根咽拭子存放在含有保存液的保

存管中，盖紧管盖，标记条码后立即送检。

（2）肺泡灌洗液是疑似肺炎或下呼吸道感染的最佳

送检样本。患者咽喉局部麻醉后，导入纤维支气管镜，

通过支气管镜对病灶所在支气管以下肺段或亚肺段进

行多次灌洗，每次注入20～60 mL 37 ℃或室温无菌生理

盐水，通常灌洗4～5次，负压吸引回收，回收液中一般会

包含约10 mL支气管末梢和肺泡中的分泌物；弃去首管

可能被污染的样本，收集第二管，标记条码后立即送检。

（3）痰样本主要用于下呼吸道感染的辅助诊断。在

医护人员的指导下，患者需用清水或生理盐水漱口2～3

次，有假牙者应先取下假牙，再用力咳出深部痰液 3～5 

mL于无菌杯内，勿留取唾液和鼻咽腔分泌物；若无法自

行咳痰，可通过吸痰器从气道采集，盖好并拧紧杯盖，标

记条码后立即送检。
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3.1.3　脑脊液样本

脑脊液是诊断中枢神经系统感染最主要的样本。

采集部位皮肤消毒后，通常在第 3、4腰椎或第 4、5腰椎

间隙插入带有管芯针的空针，进针至蛛网膜间隙，拔去

管芯针，收集脑脊液。为防止污染，建议取第二管以后

的脑脊液，约3～5 mL，标记条码后立即送检。

3.1.4　胸腔积液、腹水、关节积液和尿液样本

（1）胸腔积液/腹水/关节积液一般由临床医师经皮

穿刺或外科方式获得。通过影像学、超声等技术定位穿

刺部位后，消毒穿刺部位皮肤，麻醉穿刺部位，用中空孔

针穿刺至目标部位，抽取胸腔积液/腹水/关节积液样本

5 mL于无菌管中，标记条码后立即送检。

（2）尿液一般由受检者自行采集。受检者清晨采集

中段尿样本 5 mL 于无菌采样管中，标记条码后立即

送检。

3.1.5　脓肿样本

对于开放性脓腔，先用无菌生理盐水清洁创面，再

用拭子采集深部伤口或溃疡基底部的分泌物，或剪取深

部病损边缘的组织；对于封闭的脓肿，先对病灶局部的

皮肤或黏膜表面彻底消毒，再用注射器抽取脓液3 mL，

或将脓肿切开引流后，取脓肿壁的一部分送检；对于瘘

管或窦道脓肿，最好在外科探查时采集最深处组织。样

本采集完放入无菌采样管内，标记条码后立即送检。

3.1.6　深部组织样本

深部组织样本一般在手术探查时才可获得，应采集

足够量的组织样本，一般以≥5 mm3为宜，至少约绿豆大

小。小块组织宜用1～2 mL无菌水或生理盐水保湿，大

块组织应剪碎后取适量分装到无菌采样管内，标记条码

后立即送检。

3.1.7　房水/玻璃体液样本

房水/玻璃体液样本的采集一般由培训过的眼科医

师在手术室内完成。房水样本，需麻醉患者并进行常规

结膜囊清洁后，用1 mL无菌注射器，于角巩膜缘平行虹

膜平面穿刺入前房，抽取房水约0.1 mL；玻璃体液样本，

则于角巩膜缘后平坦部垂直巩膜向眼球中心方向穿刺

入玻璃体腔 10 mm，抽取尽可能多的玻璃体样品（不少

于 0.2 mL）。样本采集完放入无菌采样管内，标记条码

后立即送检。

3.1.8　粪便样本

粪便样本一般由受检者自行采集，通常根据项目检

测需求选择自然排便法或直肠拭子法。自然排便法采

集时需注意，应弃去前段容易污染的部分，选择中段粪

便0.5～1 g（约黄豆粒大小）；直肠拭子法采集时需注意，

先用肥皂水将肛门周围洗净，将沾有无菌生理盐水的棉

拭子插入肛门4～5 cm（儿童为2～3 cm），将棉拭子与直

肠黏膜表面接触，轻轻旋转拭子，拭子上可明显见到粪

便即可，最好采集2个或以上拭子。样本采集完，将拭子

放入无菌采样管内，标记条码后立即送检。

3.1.9　菌液样本

用于靶向WGS的菌液样本，通常需要培养获得，因

此需要测试合适的分离纯化及培养条件，从临床样本中

得到纯培养物；用于非靶向PCR-Free WGS的菌液样本，

应保证采集的样本所提核酸＞1 μg，菌液采集后置于 5 

mL无菌管中，标记条码后送检。

3.2　样本运输及保存

（1）样本应根据实际送检情况选择合适的运输方

式：若样本可在 24 h内送达实验室并开始检测，可考虑

用冰袋低温运输；若运输时间在 24～72 h内，应使用干

冰运输，送达实验室后应立即进行样本前处理和核酸提

取，以防止核酸降解影响检测效果[16―17]。运输过程中应

尽量避免剧烈颠簸，以规避漏液导致的污染风险。若怀

疑高致病性或新发突发传染病，运输中应严格按照《传

染病防治法（2013修正）》等相关法规要求及实验室安全

管理要求[18]进行包装及转运。若外送至第三方测序公

司测序，应尽可能在生物安全防护条件下抽提核酸，然

后用干冰运输。

（2）样本采集完成后应立即送检，若无法立即送检，

可暂存于4 ℃的环境中（不超过7 h），且需当天送检；若

短期内不送检，样本应立即置于－20 ℃以下冰箱暂存

（不得超过7 d）；长期保存应立即置于－80 ℃冰箱保存。

RNA测序样本应直接置于－80 ℃冰箱保存[16―17]。保存

过程中应尽量避免反复冻融（一般不超过3次）。

4　检测过程

4.1　样本前处理

按照前述各个样本的相应要求进行样本的采集及

运输保存，防止污染和核酸降解，并及时做好样本初始

状态的记录。

各实验室应建立样本前处理的标准操作流程，包括

样本液化、样本浓缩及去除宿主等前处理方法。对于不

同类型的临床样本，应建立针对性的前处理程序。例

如，对于痰液等黏性较高的样本，需进行液化处理，且各

实验室应针对液化过程建立样本黏稠程度分级、液化液

使用体积、液化时间等标准化程序，以保证微生物核酸

的完整性；对于血液样本，需根据实际检测需求决定是

否离心进行血浆分离；对于组织样本，为提高核酸提取

效率，需先将其切碎后再进行操作[7]。样本提取前是否

需要去除宿主细胞或核酸，应结合样本类型及应用方向

综合考虑。例如，tNGS可靶向捕获特异性病原微生物

的核酸，人源核酸对检测结果的干扰较小。而对于

mNGS而言，如果样本中宿主细胞含量较高，在测序数

据量恒定的条件下，会导致病原微生物检测的灵敏度降

低，因此，高宿主背景样本提取前可考虑采用经过验证

的方法去除宿主细胞或核酸[6]。
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4.2　核酸提取

完整的核酸提取方法需经重复性和耐受量验证，保

证提取核酸的完整性和纯度。应根据临床样本类型和

微生物种类建立有针对性的标准化提取程序，以保证不

同类型病原微生物的提取效果。例如，针对真菌、分枝

杆菌等特殊微生物，应保证其破壁效果；针对 RNA 病

毒、游离核酸，则应保证其提取效果。每次试验，都应包

括内参、阴性对照和阳性对照，以评估每批次样本中是

否存在操作或环境带来的污染等异常[7]。若使用自动提

取仪，应避免交叉污染，且提取时间应控制在合适范

围内。

提取核酸时，对于DNA、RNA是否需要分开提取，

应结合应用方向和检测靶标综合考虑。若检测范围包

括新发或未知病原（包括RNA病毒），进行mNGS检测

时应将DNA和RNA分开提取，以提高各类病原微生物

的无差别检出率。

4.3　核酸质量验证

各实验室应建立合格核酸样本的标准，包括纯度、

完整性及核酸含量。高纯度DNA的A260/A280（260 nm与

280 nm波长处的吸光度比值）应在1.7～1.9范围内，A260/

A230（260 nm 与 230 nm 波长处的吸光度比值）应＞2.0。

高纯度 RNA 的 A260/A280 应在 1.8～2.0 范围内，A260/A230

应＞2.0[19]。应采用合适的方法检测核酸完整性，若核酸

降解严重则需要重新提取。每次提取的核酸样本应使

用Qubit荧光染料进行定量测定，以确保核酸含量满足

后续实验要求。

4.4　文库制备

纳米孔测序的文库制备是将提取到的核酸进行修

复后连接测序接头的过程，如需同时测序多个样本，可

在连接标签接头后再连接测序接头。不同连接方式使

用的试剂、时间、初始投入量均有所不同，需明确不同连

接方式的标准化操作步骤。不同应用方向的测序技术，

其建库方式不同，例如，tNGS要保证病原微生物的特异

性扩增或捕获效率；mNGS更注重无偏倚扩增；WGS则

可在不打断核酸的情况下测序，纯菌液样本只需1 μg即

可直接进行WGS，而低起始量的样本可在扩增后进行，

例如COVID-19在循环数阈值（Ct值）仅为 35时也可在

扩增后进行WGS。

是否进行PCR扩增和片段化处理可根据起始核酸

含量和应用方向决定，以提高数据产出效率。扩增可能

会导致菌群或污染序列不成比例地扩大，对分析提出了

更高的要求。建库完成后，应及时上机检测。因测序接

头含有蛋白成分，不宜用乙醇处理，也不宜长时间保存。

4.5　文库质量验证

各实验室应明确核酸质量及文库产出标准，不同建

库方式应有不同的质量标准。可采用Qubit荧光染料法

检测文库浓度，高质量的文库需达到一定浓度。具体浓

度要求及文库用量与实际应用方向和文库中核酸序列

的长度有关。各实验室需要明确文库中核酸序列的长

度，以确定文库用量，例如用WGS检测 5 000 bp左右的

序列时，在上样量 50 fmol 情况下，需要 170 ng 的核酸

（https：//nanoporetech.com/support）。

4.6　上机测序

由于纳米孔测序芯片是生物蛋白孔，其保存、使用、

质控标准都要符合测序设备标注的标准流程。纳米孔

测序芯片虽可多次使用，但“可用芯片”的标准也有具体

的要求。例如，初次使用的MinION/GridION芯片的可

用孔数应＞800，随着使用次数的增加，芯片可用孔数会

有所减少，其数据产出速度和孔状态都会有不同程度的

下降。芯片是否可以继续使用应根据需要的数据量及

实验要求进行评估，根据MinION/GridION芯片的质控

标准及测试报告，其最低应用标准为50孔。

测序数据量与预期用途（病原鉴定、耐药检测、全基

因测序等）、样本中人源核酸占比、芯片质量等有关。纳

米孔测序仪可实时输出核酸序列信息，包括长度、质量、

接头连接效果、孔状态、芯片稳定性、序列过孔速度等，

应根据应用目的的不同确定相应的测序标准。用户在

使用过程中应关注接头连接率及纳米孔利用率等指标，

一般接头连接率应不低于90%，纳米孔利用率应不低于

75%，序列过孔速度要求在 300 bp/s 以上，测序质量值

应＞Q9，不满足要求的应及时停止测序，予以补救。

推荐意见推荐意见 5：：纳米孔芯片清洗纳米孔芯片清洗、、使用应有标准化流使用应有标准化流

程程，，应明确使用前的质控标准应明确使用前的质控标准，，依据样本类型及应用方依据样本类型及应用方

向选择适合的数据量及测序时间等参数向选择适合的数据量及测序时间等参数，，测序过程中应测序过程中应

监控测序指标监控测序指标，，如过孔速度如过孔速度、、测序质量测序质量、、孔状态等孔状态等。。

5　生物信息学分析
生物信息学分析包括以下几个步骤：序列拆分、接

头及低质量序列过滤、数据统计、参考数据库比对及物

种鉴定、背景微生物过滤、交叉污染判定、物种注释（物

种分类、致病性、临床意义）等。

5.1　序列拆分

在构建测序文库时，每个样本会加上一个测序标签

（也称 barcode，一般为 24 bp左右，属人工合成的序列片

段），然后将多个样本批量混合上机（多份样本混合后加

入一张芯片），在测序后需通过识别测序标签以区分不

同样本。

5.2　接头及低质量序列过滤

下机数据经拆分后即可得到每个样本的测序数据，

但得到的测序数据需过滤掉测序接头和低质量序列（长

度较短或平均测序质量较低的序列），然后将获得的高

质量读长序列作为微生物鉴定的输入数据。一般可使

用 Porechop 软件[20]过滤测序接头，使用 NanoFilt[21]、Filt‐

long（https：//github.com/rrwick/Filtlong）等工具过滤测序

序列。可根据不同检测产品的片段读长特点选择合适
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的最短读长阈值，平均测序质量值＜Q7的序列将被整

条过滤掉[22―23]。

5.3　数据统计

可使用 NanoStats 软件进行测序数据量的统计，包

括测序序列数（reads）、碱基数（bases）、序列长度分布、平

均测序质量值等[21]。不同样本类型、不同应用方向的检

测性能特点对数据量等统计指标有不同的要求，需进行

相关的测试实验以获得统计指标要求。

测序数据量指标的确定，一般与应用方向、产品检

测限及样本类型等几个因素有关。（1）应用方向：相较于

tNGS，mNGS检测的微生物靶标更多，且受人源宿主核

酸的影响更大，因此mNGS一般比 tNGS需要的数据量

更大。（2）产品检测限：检测限越低，需要的数据量越高。

（3）样本类型：一般情况下，肺泡灌洗液样本的病原微生

物含量、丰度均较高，可能在数据量较低的情况下就能

检出；而对于血液样本，病原微生物的丰度相对较低，且

人源细胞含量较高，往往需要更高的数据量才能检出。

对于序列读长分布，mNGS的序列片段是由微生物

基因组随机断裂而来，长度分布一般较随机。而 tNGS

的片段长度取决于待测微生物引物设计时的引物扩增

子长度。例如，病毒等基因组较小的微生物，在测序过

程中更容易碎裂成短的片段（100 bp左右）[24]，所以引物

扩增子需要设计得更短一些，进而导致测序片段也较

短。因此，扩增子长度会直接影响序列长度，通常序列

长度要求不小于最短扩增子长度。

5.4　参考数据库比对及物种鉴定

纳米孔测序因其较长的测序读长及直接测序的优

势，对于病原微生物检测可不进行组装拼接而直接进行

比对分析，且序列比对特异性更高，分析流程更为简单。

可使用minimap2[25]等软件将纳米孔测序的 reads跟参考

序列数据库进行比对，获得物种鉴定分类信息。参考数

据库应选择质量较高的数据库，如美国 FDA 的 FDA-

ARGOS[26]、美国国家生物技术信息中心（National Center 

for Biotechnology Information，NCBI）的RefSeq[27]等。另

外，病原微生物的样本可能会带有宿主序列，因此，比对

序列数据库也应包含人源参考基因组数据库，如Human 

GRCh37/hg19 和 Human GRCh38/hg38 基因组数据库

（http：//genome.ucsc.edu/）。比对序列数据库应定期更

新，过滤删除冗余、不正确或组装质量较差的参考序列，

吸纳新发现的病原微生物基因组信息充实数据库。各

实验室应按照样本类型构建病原谱，每一微生物应含有

足够代表种及属水平的序列特征。

5.5　背景微生物过滤

病原检测流程中存在试剂工程菌、环境微生物及实

验室残留微生物，可造成测序污染，导致假阳性结果。

因此，各实验室需要构建背景数据库用于过滤污染序

列。另外，对实验样本应设置无模板对照（no template 

control，NTC）样本，以监控背景微生物，并进行过滤[28]。

5.6　交叉污染判定

标签合成错误、样本间标签污染、实验过程中需要

开盖而产生气溶胶污染等，均可造成同批次样本间的交

叉污染，一些强阳性样本也容易污染其他样本[29]。可通

过设计相关测试实验或加入内参序列等方式估算样本

交叉污染的比例，从而为后续结果解读提供参考。

5.7　物种注释

实验室需建立临床病原微生物的注释数据库，包括

每种微生物的相关信息：比如物种分类（细菌、真菌、病

毒、支原体/衣原体/螺旋体/立克次体、寄生虫等）、致病

性（致病、条件致病）、定植信息、临床意义等，以据此进

行后续的报告解读。

6　报告解读
报告解读是一个排除干扰并确定感染病原微生物

的过程，临床送检的样本多种多样，其定植菌、微生物比

例、空间异质性等的差异，会给临床解读报告造成困惑。

临床医师需密切结合患者的病史、感染指标、影像学、临

床表现、并发症、流行病学史、接触史等情况，同时结合

检测数据的质控要求，判断检出的病原微生物是否符合

临床诊断[19]，如条件允许可进一步通过其他技术进行交

叉验证。

病原微生物的确认须遵循Koch法则[30]：（1）该微生

物存在于同类疾病患者中，健康个体无此微生物；（2）该

微生物必须能够被分离、培养、纯化；（3）该微生物接种

于易感动物可引起相同疾病，并可从被接种的动物体内

分离到该微生物；（4）该微生物可引起每一个个体发病。

但是，作为一种临床检验方法，利用纳米孔测序检测到

的病原微生物可能并不能够完全满足传统Koch法则，

作为该法则的补充，纳米孔测序的检测结果解读应满足

如下要求：

6.1　数据质控要求

不同应用方向的检测范围有较大差异。由于检测

目标中可能包含不同数量的病原微生物、耐药基因、毒

力基因，因此不同的测序方向对于评估测序质量的要求

自然也会有所不同。例如，mNGS由于检测的病原微生

物数量多且易受宿主核酸的影响，往往要求更大的数据

量；而 tNGS检测的目标限定在少量特定病原微生物上，

少量数据即可满足检测要求。解读时应先根据不同产

品的技术要求确定是否满足样本质控要求，比如数据

量、片段长度、测序质量、内参含量等。若有样本不满足

质控条件，应尽快对检测步骤和样本状态进行溯源排

查，确定原因，并采取进一步措施。

6.2　阳性阈值及判读标准

理论上，凡存在于样本中的微生物均可检出，但因

微生物基因组长度和样本类型等的差异，无法针对所有

微生物建立统一的阴性、阳性判读标准。各实验室应根
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据预期用途、样本类型、检测目标和技术特点，建立并验

证阳性阈值及判读标准[19]。受试者工作特征曲线（re‐

ceiver operating characteristic curve，ROC）分析是一种可

用于确定已知结果的临床样本训练集最佳阈值的有用

工具，并能使用独立的验证集验证预先设定的阈值。由

于病毒极少存活于环境中，因此，检出少量的病毒特异

序列即可判为阳性（如少于 3条特异序列）[31]。可通过

NTC 样本监控背景菌，避免报出与临床不相关的环境

菌、共生菌及条件致病菌等。一般 reads越多，病原微生

物的可能性越大（如，数十条特异序列）。对于结核分枝

杆菌、鼠疫耶尔森菌、布鲁菌等临床关注度高且较难检

测的病原菌可采用独立的判读标准，检出1条特异序列

即可判为阳性[32]。寄生虫基因组因较为复杂，且与人源

基因组相似，应在严格确认序列特异性之后再行判

读[33]。如果检出序列为新发物种，则可不受阈值限制，

但需给出同源性比对结果。

对于耐药基因的分析判读，可考虑综合抗生素耐药

性 数 据 库（Comprehensive Antibiotic Resistance Data‐

base，CARD）[34]等抗性基因数据库，数据库会给出耐药

基因在不同物种中的分布情况；另外，应充分结合病原

微生物检出的丰度及比对情况进行物种推断，必要时进

行进一步的比对验证或结合药敏测试结果判断。对于

mNGS，由于受人源核酸影响较大，并且检测病原靶标更

多，往往需要更大的数据量才能检测到耐药基因，病原

微生物丰度越高，耐药基因被检测到的几率越大。对于

tNGS，由于受人源影响较小，并且该技术会针对耐药基

因设计特异性引物或探针进行捕获，较小的数据量即可

满足检测要求。相比于NGS，纳米孔测序的读长更长，

其对耐药基因的比对定位更精确，因此在耐药检测方面

的准确度更高。

6.3　检测结果验证

如果检出的微生物符合疾病特征，则可能是引起感

染的病原微生物，但不能只根据 reads的多少进行确认，

还应考虑序列在基因组上的覆盖度、特异性等因素，并

通过交叉污染系数考察同一批样本的交叉污染情况。

另外，还可通过PCR等方法对病原微生物进行验证，如

呼吸道样本中的流感病毒、腺病毒及COVID-19等，粪便

样本中的志贺菌、沙门菌及诺如病毒等，脑脊液中的肠

道病毒、单纯疱疹病毒及西尼罗病毒等，血液中的布鲁

菌、巴尔通体及人类免疫缺陷病毒等。如果检出 reads

多的某种未命名微生物，应高度警惕新物种的出现[19]。

6.4　无菌部位样本检出微生物种群的解读

无菌部位脓肿样本可见多种病原微生物共检出现

象。如，脑脓肿、颈间隙脓肿、咽旁脓肿、口腔脓肿等部

位样本所检出的微生物 reads均可能达到阳性阈值，且

多数为严格厌氧菌与兼性厌氧菌共生。此类疾病由一

个种群的微生物或一个微生物生态系统引起，与 Koch

法则一种病原菌引起一种疾病不同。尽管这种种群致

病理论还需进行深入探讨，但随着深度测序技术的广泛

应用，这种现象可能将在临床上得到更多的验证[35]。在

一份无菌部位来源的临床样本（尤其脓肿）中检出微生

物种群（包括不同类别或同类不同种属）不应轻易视为

污染。如果这些微生物的存在符合临床诊断，应给予抗

菌药物全覆盖。

6.5　不可培养或难培养微生物的结果验证

mNGS 的检测范围为样本中所有病原微生物的核

酸序列，包括不可培养或难培养微生物，这类病原微生

物不能通过传统培养方法再现，且同样缺乏血清学或抗

原检测方法。除病毒、螺旋体、立克次体、寄生虫外，这

些微生物可通过核酸检测方法进行验证，例如一代测序

技术[19]。

6.6　致病菌、定植菌和污染菌的判读

当确定条件致病菌为病原菌时，应结合患者的免疫

状态、基础疾病及样本来源综合考虑。若出现大量背景

菌或杂菌序列而无主导微生物时，应首先考虑样本污

染，其次考虑条件致病菌[19]。如果是外科手术或其他有

创操作后的无菌部位样本，菌种单一，reads可能不多时，

应结合临床考虑院内感染，此时应与背景菌区分，不可

一味认为样本受到污染。对于不同的样本类型，同样的

reads 可能有截然不同的解读方式[36]。mNGS 检测结果

为阴性，虽对排除感染有意义，但也应结合临床表现作

出正确的解读[37]。

6.7　高度传染性微生物的处理要求

针对具有高度传染性的特殊病原微生物，实验室应

根据卫生行政部门的相关规定制定特殊报告程序，检测

结果应上报疾病预防控制中心，如出现疑似 O1群或

O139群霍乱弧菌、鼠疫耶尔森菌、埃博拉病毒或新型病

原微生物等，应尽快采用其他方法验证，如PCR、血清学

方法等，如果验证结果与测序结果一致，应迅速报告给

临床和疾病预防控制中心[19]。

推荐意见推荐意见 6：：由于纳米孔测序读长较长由于纳米孔测序读长较长，，且采用且采用

PCR-free的测序过程的测序过程，，提高了原始样本的序列保真度提高了原始样本的序列保真度，，

少数序列所反映的病原检测结果的准确性相比短读长少数序列所反映的病原检测结果的准确性相比短读长

的的NGS更高更高。。因此因此，，对于纳米孔测序检出对于纳米孔测序检出 reads较少的较少的

病原微生物病原微生物，，也应结合患者临床表现也应结合患者临床表现、、病原微生物特性病原微生物特性、、

样本类型及实验室环境等情况综合评估样本类型及实验室环境等情况综合评估。。

7　小结
本共识对于纳米孔测序应用于感染性疾病病原微

生物检测的各个流程进行了规范建议，希望能促进该技

术的临床应用和良性发展。目前，纳米孔测序历经多代

更迭，性能也趋于优化与稳定，但进一步提升准确度、降

低测序成本仍然是其主要挑战。相信随着纳米孔测序

平台的不断完善与测序成本的不断下降，纳米孔测序利

用平台自身灵活便携、适合院内外检测的独特优势，将
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在现场病原微生物检测、临床感染微生物学诊断以及实

时病原微生物监测等领域中具有日益广阔的应用前景。
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