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  摘 要:结核性脑膜炎(TBM)是一种由结核分枝杆菌引起的中枢神经系统感染,具有高致死率和致残率,
早期诊断对改善预后至关重要。传统的诊断方法存在灵敏度低、耗时长等缺点,而宏基因组二代测序(mNGS)
作为一种新型分子诊断技术,为TBM的早期诊断提供了新的可能。该文总结了mNGS在TBM诊断中的应用

进展,重点从mNGS的检测优势和局限性2个方面叙述。与传统检测方法比较,mNGS在不同类型TBM患者

中均有较高的灵敏度;mNGS与TBM传统检测方法联合使用,可进一步提升TBM患者的检出率;mNGS具有

广谱无偏倚检测的优势;同时mNGS检出率受治疗影响较小。然而,mNGS在应用中仍面临假阴性、预测耐药

性能力有限、数据分析依赖专业人员、缺乏标准化流程与质控体系、成本高、周期长等局限性。尽管 mNGS在

TBM诊断中展现出巨大潜力,但其尚未成为一线诊断工具,主要受限于技术局限性和应用成本等因素。未来

需推动mNGS的标准化流程建设,完善耐药性预测能力,加强专业人员培训,降低检测成本,以促进 mNGS技

术在TBM诊断中的广泛应用,使其真正成为临床常规诊断手段。
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Abstract:Tuberculous

 

meningitis
 

(TBM)
 

is
 

a
 

central
 

nervous
 

system
 

infection
 

caused
 

by
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,with
 

high
 

mortality
 

and
 

disability
 

rates.Early
 

diagnosis
 

is
 

essential
 

to
 

improve
 

prognosis.Tradi-
tional

 

diagnostic
 

methods
 

have
 

the
 

disadvantages
 

of
 

low
 

sensitivity
 

and
 

long
 

time
 

consumption.As
 

a
 

new
 

mo-
lecular

 

diagnostic
 

technology,metagenomic
 

nextgeneration
 

sequencing
 

(mNGS)
 

provides
 

new
 

possibilities
 

for
 

the
 

early
 

diagnosis
 

of
 

TBM.This
 

article
 

summarizes
 

the
 

application
 

progress
 

of
 

mNGS
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

TBM,focusing
 

on
 

the
 

advantages
 

and
 

limitations
 

of
 

mNGS.Compared
 

with
 

traditional
 

detection
 

methods,

mNGS
 

has
 

high
 

sensitivity
 

in
 

patients
 

with
 

different
 

types
 

of
 

TBM.The
 

combination
 

of
 

mNGS
 

and
 

traditional
 

TBM
 

detection
 

methods
 

can
 

further
 

improve
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

TBM
 

patients.mNGS
 

has
 

the
 

advantage
 

of
 

broad-spectrum
 

and
 

unbiased
 

detection.The
 

detection
 

rate
 

of
 

mNGS
 

was
 

less
 

affected
 

by
 

treatment.However,

mNGS
 

still
 

faces
 

the
 

limitations
 

of
 

false
 

negatives,limited
 

ability
 

to
 

predict
 

drug
 

resistance,dependence
 

on
 

professionals
 

for
 

data
 

analysis,lack
 

of
 

standardized
 

process
 

and
 

quality
 

control
 

system,high
 

cost,and
 

long
 

cy-
cle

 

time.Although
 

mNGS
 

has
 

shown
 

great
 

potential
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

TBM,it
 

has
 

not
 

yet
 

become
 

a
 

first-line
 

diagnostic
 

tool,mainly
 

due
 

to
 

technical
 

limitations
 

and
 

application
 

cost.In
 

the
 

future,it
 

is
 

necessary
 

to
 

pro-
mote

 

the
 

construction
 

of
 

standardized
 

process
 

of
 

mNGS,improve
 

the
 

ability
 

of
 

drug
 

resistance
 

prediction,

strengthen
 

professional
 

training,and
 

reduce
 

the
 

detection
 

cost
 

to
 

promote
 

the
 

wide
 

application
 

of
 

mNGS
 

tech-
nology

 

in
 

TBM
 

diagnosis,so
 

that
 

it
 

can
 

become
 

a
 

routine
 

clinical
 

diagnostic
 

method.
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  2023年全球有1
 

080万例新发结核病患者,中国

新诊断结核病患者71万例,其中2%~5%患结核性

脑膜炎(TBM)[1]。TBM是一种由结核分枝杆菌侵入

脑膜和脊髓膜引起的中枢神经系统感染[2]。TBM 的

真实发病率尚不清楚,会根据当地结核病流行率而变

化。TBM具有高的致死率和致残率,TBM 患儿的病

死率为20%,合并人类免疫缺陷病毒(HIV)感染的成

年TBM患者的病死率为50%[3],合并HIV感染的耐

药TBM患者的病死率可达100%[4]。早期、及时、准
确诊断和开始抗结核治疗是提高TBM患者生存率和

预后的 关 键。TBM 的 实 验 室 诊 断 中 脑 脊 液 抗 酸

(AF)染色灵敏度低、培养所需时间长、分子诊断学方

法差异性较大、脑脊液生化特征缺乏特异性,这些缺

点给TBM的早期诊断带来了极大的困难。相对于传

统检测方法,宏基因组二代测序(mNGS)具有无偏

倚、快速、可同时检测多种病原体的特点,在早期诊

断、鉴别诊断和复杂病例处理方面具有重要潜力[5-8]。

mNGS这种新型的分子生物学诊断方法可能对TBM
的早期诊断及改善患者的预后有极大的推动作用。

1 mNGS检测病原微生物具有广谱识别、快速检测

等优势

mNGS是一种无需分离培养病原体,直接从临床

标本中提取全部核酸并进行高通量测序,再通过生物

信息学分析实现病原体全面检测的技术。mNGS的

检测原理是通过对标本中所有DNA或RNA片段进

行随机测序,获得大量序列数据,与参考数据库比较,
从而实现对已知病原体的识别,并且可通过序列特征

提示未知或新型病原体[9-11]。mNGS检测流程包括

标本采集与核酸提取、文库构建与测序、数据质控与

宿主序列去除、病原体比对鉴定及结果解读。mNGS
在病原微生物检测中具有多方面的优势:它无需预设

检测靶标,具备广谱识别能力,可在一次检测中同时

发现病毒、细菌、真菌及寄生虫等多种病原体;检测过

程不依赖培养,能直接从多种临床标本中获取结果,
尤其适用于难培养或不可培养的病原体;检测速度

快,可在较短时间内完成测序与分析;同时可获得病

原体的耐药基因和毒力基因信息,为精准治疗提供依

据;此外,mNGS还能发现新发或罕见病原体,在侵袭

性和复杂感染的诊断中具有重要临床价值[11]。

2 mNGS诊断 TBM 具有高灵敏度、广谱无偏倚检

测、受治疗影响小等优势

2.1 mNGS在不同研究中检测TBM 患者灵敏度比

较 mNGS对“明确TBM”患者的检测灵敏度普遍较

高,但对“很可能”或“可能”TBM 患者的灵敏度明显

下降。表明mNGS检测效果受患者临床分型影响较

大。TBM通常是低菌量负荷疾病,而“明确”病例组

相对于其他病例组倾向于病原负荷更高,mNGS依赖

于标本中可提取并测序到的病原核酸量,因此那些病

原体负荷较高的患者则更容易被 mNGS检测到,导
致比较时“明确组”的检测灵敏度高于其他组。TBM
的不同临床病程(早期或晚期)、宿主免疫状态(如

HIV感染)也会影响脑脊液中的病原负荷,从而影响

mNGS的检出率。若很可能组或可能组多为早期或

已部分接受治疗的患者,则检出率自然下降。晚期患

者或HIV感染患者更易被纳入到明确TBM组中,其
血脑屏障破环严重或宿主免疫反应低下,导致脑脊液

病原负荷高,因此 mNGS检测阳性率更高。标本前

处理与取样时机也会影响阳性率在不同组中的分布,
大体积的脑脊液和用药前的取样对 mNGS的阳性率

提升有一定帮助,统一标本前处理与取样时机让不同

组的数据偏差减小。

mNGS在TBM 诊断中具有明显优势,灵敏度普

遍高于传统检测方法,如MGIT
 

960培养、改良AF染

色、聚合酶链反应(PCR)和 Xpert
 

MTB;在明确的

TBM患者中,改良AF染色和MGIT
 

960培养的灵敏

度明显偏低,而PCR和Xpert
 

MTB虽优于传统方法,
但仍不及 mNGS;mNGS在明确的TBM 患者中灵敏

度可 达 70.00% 以 上,部 分 研 究 中 甚 至 达 到

100.00%。总 体 来 看,mNGS 对 不 同 诊 断 等 级 的

TBM患者均有良好检测能力,是当前TBM诊断中最

具潜力的分子检测手段。mNGS可作为现有 TBM
诊断体系的重要补充,建议将 mNGS作为TBM 其他

检查为阴性或临床评分高度怀疑患者的补充诊断。
见表1。

2.2 mNGS联合传统的实验室检测方法可以覆盖更

多的TBM 患者 CHEN等[15]研究表明,在明确、很
可能和可能的 TBM 组中,改良 AF染色联合 Xpert

 

MTB,改良 AF染色联合 mNGS,Xpert
 

MTB联合

mNGS,改良AF染色联合Xpert
 

MTB和 mNGS诊

断的 灵 敏 度 分 别 为 67.52%、71.79%、70.09%、

75.21%;在明确和很可能的TBM分组中这几种方法

组合的灵敏度分别为84.95%、90.32%、88.17%、

94.62%;在明确的TBM 分组中,这几种方法的灵敏

度分别为92.05%、95.45%、93.18%、100.00%。改

良AF染色、Xpert
 

MTB和 mNGS这3种方法的联

合应用能明显提高 TBM 的诊断灵敏度。在明确的

TBM分 组 中,改 良 AF 染 色 联 合 Xpert
 

MTB 和

mNGS组合的灵敏度高达100.00%;在明确和很可

能的TBM分组中为94.62%;在明确、很可能和可能

的TBM组中为75.21%。相比之下,任意2种方法
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的联合灵敏度较低。因此,将 mNGS与TBM实验室

诊断联合使用,在高度疑似或明确TBM患者中,具有

重要的临床应用价值。

表1  mNGS在不同研究中检测TBM患者灵敏度比较(%)

文献 诊断分类 mNGS Xpert
 

MTB PCR MGIT
 

960 改良AF染色

WANG等[12] 明确TBM 66.67 - 25.00 8.33 33.33

LIN等[13] 明确TBM 78.57 6.67 28.13 0.00 0.00

XING等[14] 明确+很可能TBM 27.27 16.13 - 0.00 0.00

CHEN等[15] 明确TBM 84.90 73.90 - 25.00 76.10

明确+很可能TBM 79.50 69.90 - 23.70 72.00

明确+很可能+可能TBM 63.20 55.50 - 18.80 57.30

YAN等[16] 明确TBM 100.00 47.37 28.95 26.32 0.00

明确+很可能+可能TBM 84.44 40.00 24.44 22.22 0.00

LIN等[17] 明确TBM 70.00 66.70 70.00 40.00 10.00

明确+很可能TBM 39.30 36.80 33.30 13.30 3.70

明确+很可能+可能TBM 7.60 8.80 6.10 5.00 0.60

  注:Xpert
 

MTB为结核分枝杆菌和利福平耐药基因检测;MGIT
 

960为BACTE
 

MGIT
 

960培养;-为该项研究中数据不足。

2.3 mNGS具有广谱无偏 倚 检 测 的 优 势 QIN
等[18]报道1例疑似TBM 患者,抗结核治疗无效,经

mNGS确诊为阿米巴脑炎。MA等[19]报道1例泌尿

系结核患者误诊为间质性膀胱炎及复杂性尿路感染,
膀胱穿刺活检后发生神经系统感染,经 mNGS确诊

为TBM。mNGS可以为临床诊断提供快速、准确的

检测方法,对不明原因感染病例的诊断具有决定性作

用。RAMACHANDRAN等[20]在1例非TBM 组的

隐球菌性脑膜炎患者中,mNGS检出结核共感染。

WANG等[21]报道1例由结核分枝杆菌与EB病毒共

同感染致严重成人脑膜脑炎病例,mNGS在脑脊液中

检出二者,确诊为 TBM 合并EB病毒感染性脑炎。

LIU等[22]报道1例 mNGS确诊的TBM 患者伴铜绿

假单胞菌感染。RAMACHANDRAN 等[20]在明确

TBM病例中,mNGS发现1例弓形虫共感染;很可能

TBM组中检测到1例新型隐球菌、1例弓形虫、1例

弓形虫与水痘带状疱疹病毒共感染及1例弓形虫与

新型隐球菌共感染;可能TBM 患者中检测到6例弓

形虫和1例巴西诺卡菌感染。LIN等[17]研究表明,

mNGS在151例患者的脑脊液中发现250种病原菌,
其中前5位分别是EB病毒32例、结核分枝杆菌20
例、单纯疱疹病毒1型17例、肺炎克雷伯菌13例、近
平滑念珠菌12例;传统微生物检测方法仅在280份

脑脊液标本中识别出32种病原菌。mNGS不仅在

TBM的早期诊断中表现出良好的敏感性,而且在识

别TBM 合并其他病原体(如病毒、真菌、原虫、细菌)
感染方面也展现出无可比拟的优势[23-25]。以上多项

研究报道了mNGS在脑脊液中识别多种混合感染病

例,这些感染可能在临床中被传统方法漏诊或误判为

单一病原体。mNGS对病因复杂、常规检测阴性、治
疗失败的中枢神经系统感染病例或免疫抑制患者提

供了广谱、快速且精准的病原学依据[26],为临床制订

个体化治疗策略提供了强有力的保障。

2.4 mNGS检测受治疗的影响较小 SUN等[27]研

究表明,在129例治疗前的肺外结核(EPTB)病例中,

MGIT
 

960检测到25例阳性,阳性率为19.38%,在

51例治疗后的EPTB病例中,MGIT
 

960未检测到阳

性病例,阳性率为0.00%,治疗前后的 MGIT
 

960检

测结果存在明显差异,治疗后阳性率明显降低。SUN
等[27]在129例治疗前的EPTB病例中,Xpert

 

MTB
检测到54例阳性,阳性率为41.86%,在51例治疗后

的EPTB病例中,Xpert
 

MTB检测到12例阳性,阳性

率为23.53%,治疗前后的Xpert
 

MTB检测结果存在

明显差异,治疗后阳性率下降。SUN等[27]研究表明,
在51例已治疗的 EPTB患者中,mNGS检出率为

52.94%,而在129例未治疗的EPTB患者中,检出率

为62.79%,二者之间无差异。YUAN等[28]研究表

明,在接受或未接受经验性治疗的中枢神经系统感染

患者中,脑脊液采样前 mNGS对潜在病原体的检出

率分别为70.73%、65.22%,无论是在经验性治疗组还

是未经验性治疗组,mNGS的检出率均明显高于培养

方法(分别为70.73%、36.59%,P=0.0016;65.22%、

8.70%,P<0.001)。抗结核治疗明显降低了 MGIT
 

960和Xpert
 

MTB等传统检测手段的阳性率,但对

mNGS的检出率影响相对较小[29]。以上多项研究显

示,在抗感染治疗前后,mNGS在EPTB及中枢神经
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系统感染中的检出率维持在中、高水平,且明显高于

传统培养方法。mNGS无需活菌即可识别病原遗传

物质。因此,在经验性治疗后依然具有良好的应用价

值,尤其适合于治疗中或治疗后仍需明确病因的疑难

病例。

3 mNGS诊断TBM的局限性

3.1 mNGS的假阴性问题 YU 等[30]研究表明,

mNGS对TBM诊断的灵敏度为27%~84%,该灵敏

度区间提示低菌量病例容易漏检即假阴性。结核分

枝杆菌是细胞内病原体,在脑脊液中的丰度极低,因
此,建议≥1条比对至结核分枝杆菌的reads即被视

为阳性[12]。QIAN等[31]研究表明,mNGS检测的假

阴性标本数为118份,占总阴性标本的38.3%,其假

阴性结果主要出现在血液和组织标本中。因此,对于

血液标本和组织标本的 mNGS测序结果应该谨慎对

待。WANG等[32]研究表明,mNGS在70份阳性标

本中有12份标本是假阴性,假阴性率为17.14%。

YUAN等[33]研究表明,mNGS检测阴性但培养阳性

的标本数为6份,假阴性率为4.2%。这些假阴性结

果表明,尽管 mNGS在病原体检测方面具有明显优

势,但仍存在一定的局限性。由于 mNGS在一般实

验室难以开展,标本在运输时保存不当就可能会产生

病原体核酸的降解导致假阴性[34]。若未做有效去宿

主核酸、测序深度不足或生物信息学过滤阈值过严,
都会导致丢失真正的低丰度病原信号,导致假阴

性[8,35]。不同研究采用的DNA提取与文库构建方法

不同,导致对胞内或胞外病原体DNA的回收差异,进
而造成灵敏度偏差,甚至出现假阴性[36]。取样体积小

或治疗后再采样同样会使 mNGS检出率下降,造成

假阴性[13]。

3.2 mNGS预测耐药性能力有限 mNGS虽然是

“全面无偏”捕获所有微生物DNA或RNA片段,但
是抗菌药物耐药性数据库的更新周期较长和缺乏标

准化、耐药机制复杂、耐药基因与实际耐药表型并不

完全一致、微生物表达未知的抗菌药物耐药性基因等

因素[37-38],导致目前还不能使用 mNGS进行常规抗

菌药物敏感性测试。

3.3 mNGS数据分析与解读依赖专业人员 mNGS
检测流程复杂,涉及湿实验、测序、生信分析、结果解

读等多个环节,对实验条件与人员素质要求极高,需
要具备专业生物信息学知识的人员进行数据分析,这
限制 了 其 在 一 般 临 床 实 验 室 中 的 广 泛 应 用[39]。

mNGS结果解读存在主观性,对于罕见病原体或新出

现的菌株,参考数据库基因组质量可能参差不齐,对
于低丰度序列是否具有临床意义往往需要结合临床

来判断[40]。

3.4 mNGS缺乏标准化流程与质控体系 目前尚无

统一的解释 mNGS结果的标准方法,不同实验室检

测平台、流程和分析策略差异较大,影响结果的一致

性[41-42]。此外,mNGS缺乏通用的阳性、阴性、内参标

准物质,难以跨实验室比对与验证[39]。尽管 mNGS
灵敏度较高,但mNGS尚未被纳入TBM诊断指南中

的一线推荐。

SALTER等[43]研究表明,在没有实际标本的情

况下,DNA提取试剂盒和实验室环境中的污染DNA
也有可能被 mNGS检测出来,导致假阳性。WANG
等[35]研究表明,同批次处理的强阳性标本,操作不当

或重复使用试剂均可以造成交叉污染,导致其他标本

出现低丰度但可比对的假阳性。WILSON等[44]研究

表明,腰椎穿刺时可能引入外周血或皮肤菌群,这些

菌的核酸可在 mNGS中检出,但与TBM 无关,应视

为假阳性。mNGS检测过程中“感染”与“污染”的区

分,需要结合临床表现和其他实验室指标判断其是否

为真正的致病因子。

3.5 mNGS成本高、周期长 mNGS目前仍属高成

本检测手段,单次检测费用远远高于AF染色、Xpert
 

MTB及培养;mNGS检测周期通常为48~72
 

h,不利

于急性TBM的即时决策。在资源有限地区,应该优

先采用Xpert
 

MTB联合培养作为替代策略。

4 展  望

mNGS以其无偏、广谱、快速的病原检测能力,已
成为TBM早期诊断的重要补充手段,尤其是在传统

方法阴性、临床高度怀疑、合并感染或免疫抑制等复

杂场景中,mNGS展现出不可替代的临床价值。然

而,mNGS尚未成为 TBM 的一线诊断工具,主要受

制于缺乏标准化流程与质控体系、假阴性风险并存、
预测耐药性能力有限等因素。此外,数据分析与解读

依赖于专业人员及成本高、周期长也限制了其在基层

的广泛应用。
未来应推动《高通量测序技术在分枝杆菌病诊断

中的应用专家共识》[45]与《病原宏基因组高通量测序

临床本地化检测规范专家共识》[46]的政策衔接。《高
通量测序技术在分枝杆菌病诊断中的应用专家共

识》[45]明确了mNGS对疑似TBM 的适应证及阈值,
同时给出了标本采集、运输、前处理、质控、数据库更

新和结果解读的全流程标准化要求。
参照《病原宏基因组高通量测序临床本地化检测

规范专家共识》[46]要求,实验室需完成全流程性能确

认,建立双人复核+多学科会诊的报告机制,每季度

参与室间质评,确保物种准确率≥90%,减少假阴性
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和假阳性。
考虑到 mNGS预测耐药性的能力有限,以及数

据分析和解读对专业人员要求高、成本较高、周期较

长等问题,建议在菌量充足的情况下,使用靶向测序

进行耐药突变筛查。此外,还应开发用户友好的分析

软件,并将mNGS纳入医保支付范围。
总之,只有将“共识条文”固化为“路径流程”,将

“技术标准”转化为“临床常规”,mNGS才能真正做到

对TBM诊断的准确、可靠。
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