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【摘要】　宏基因组高通量测序（mNGS）技术因其非预设、广覆盖的优势，已成为感染性疾病诊断

和治疗中重要的实验室方法之一，尤其在疑难、危急重症感染中具有关键价值。同时，技术的复杂性

也给临床实验室质量保证提出了新的问题与挑战。为此，中国医学装备协会基因检测分会、医疗辅助

技术（医学检验）国家临床医学研究中心和中华医学会检验医学分会临床微生物学组联合领域内专

家，共同制订了《宏基因组高通量测序技术临床实验室规范化应用指南（2026版）》。本指南旨在为各

级临床实验室规范开展宏基因组高通量测序提供指导，从而保证检测结果的准确可靠。基于国内外

相关标准、指南及最新研究证据，指南共形成了围绕 15项关键问题的 15条推荐意见，系统涵盖了实验

室环境分区、人员、仪器设备、试剂耗材、软件、数据库、标准操作程序、标本采集、标本运输以及接收和

保存、“湿实验”流程、“干实验”流程、结果判读、参考物质、性能确认、室内质量控制、室间质量评价以

及结果报告和解释等关键环节，为临床实验室规范开展mNGS检测提供了全面指导。
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【Abstract】 Metagenomic next‑generation sequencing (mNGS) has become an important 
tool in the diagnosis and treatment of infectious diseases due to its non‑predefined and broad 
coverage, particularly in complex and critical infections. Meanwhile, its technical complexity also 
presents new challenges for quality assurance in clinical laboratories. Therefore, the China 
Association of Medical Equipment of Genetic Testing, the National Clinical Research Center for 
Medical Auxiliary Technology (Laboratory Medicine), and the Clinical Microbiology Group of the 
Laboratory Medicine Society of the Chinese Medical Association, in collaboration with experts in the 
field, have jointly developed the "Guidelines for standardized application of metagenomic 
high‑throughput sequencing in clinical laboratories (2026 edition)". These guidelines aim to provide 
guidance for clinical laboratories at all levels to standardize the implementation of mNGS, thereby 
ensuring the accuracy and reliability of test results. Based on relevant domestic and international 
standards, guidelines, and the latest research evidence, the guidelines formulate 15 
recommendations centered on 15 critical issues, systematically covering key aspects including 
laboratory zoning, personnel, instruments and equipment, reagents and consumables, software, 
databases, standard operating procedures, specimen collection, transportation, reception and 
storage, "wet lab" processes, "dry lab" processes, result interpretation, reference materials, 
performance validation, internal quality control, external quality assessment, as well as result 
reporting and interpretation, thereby providing comprehensive guidance for clinical laboratories to 
standardize their mNGS testing practices.

【Key words】 Metagenomics; High‑throughput sequencing; Standardization; Quality 
control
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宏 基 因 组 高 通 量 测 序 （metagenomic 
high‑throughput sequencing， mHTS）又称宏基因组

下 一 代 测 序 （metagenomic next‑generation 
sequencing， mNGS），对感染性疾病的诊断和治疗

具有重要价值［1‑4］。mNGS 涉及“湿实验”和“干实

验”两个阶段，湿实验操作步骤多，干实验即生物信

息学分析流程复杂。技术的复杂性对临床实验室

质量保证提出了新的问题与挑战，主要包括两个方

面：一是 mNGS 实验室人、机、料、法、环的要求，即

对实验室人员、仪器设备、试剂、耗材、软件、数据

库、标准操作程序（standard operating procedures， 
SOPs）以及环境分区的要求；二是如何通过分析

前、分析中和分析后的质量控制措施，保证 mNGS
检测及结果报告的准确可靠。为此，由中国医学装

备协会基因检测分会、医疗辅助技术（医学检验）国

家临床医学研究中心和中华医学会检验医学分会

临床微生物学组发起，邀请领域内专家联合制订本

指南。本指南强调 mNGS 实验室的首要责任是提

供准确的结果，实验室必须通过质量控制措施保证

结果的可靠性。本指南提供了实验室环境分区、人

员、仪器设备、试剂、耗材、软件、数据库、SOPs、标
本采集、运输、接收和保存、“湿实验”流程、“干实

验”流程、结果判读、参考物质、性能确认、室内质量

控制、室间质量评价以及结果报告和解释等方面的

建议，旨在更好地指导mNGS技术在临床实验室的

规范化应用。

第一部分 指南编写方法

一、指南设计及整体技术路线方法

指南设计与制订步骤依据 2014年和 2023年发

布的《世界卫生组织指南制订手册》以及《附录》［5］，
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2022 年中华医学会发布的《中国制订/修订临床诊

疗指南的指导原则（2022 版）》［6］，同时遵循国际指

南报告规范 RIGHT 工具［7］。本指南的整体技术路

线图见图1。
二、指南注册与计划书的撰写

本指南已在国际实践指南注册与透明化平台

（https：//www.guidelines‑registry.cn/）进行注册（注册

号：PREPARE‑2025CN2049），读者可联系指南发起

组织索要指南计划书。

三、指南工作组

本指南工作组由临床分子生物学检验、临床微

生物学检验、临床实验室管理、生物信息学、微生物

基因组数据库建设与管理、感染病学、呼吸内科学

和医疗器械监管等多领域、不同地域的专家共同组

成。工作组成员按照职能划分为：指南指导专家

组、指南专家组、指南执笔组和秘书组。

四、利益冲突声明

本指南工作组成员均填写了利益冲突声明表，

不存在与本指南撰写内容直接相关的利益冲突。

五、指南使用者与目标人群

本指南供开展 mNGS 的各级医院临床实验室

以及第三方医学检验实验室使用，涵盖从标本采集

到结果报告的全流程质量管理。

六、关键问题的遴选和确定

首先通过系统检索相关标准、指南和共识［8‑26］，

确定了 15个有关临床实验室 mNGS质量保证的关

键问题，具体包括：（1）实验室环境分区；（2）实验室

人员；（3）仪器设备；（4）试剂耗材；（5）软件和数据

库；（6）SOPs；（7）样本采集、运输、接收和保存；

（8）“湿实验”流程；（9）“干实验”流程；（10）结果

判读；（11）参考物质；（12）性能确认；（13）室内质量

控制；（14）室间质量评价；（15）结果报告和解释。

七、证据检索及筛选

针对基于最终纳入的关键问题形成的推荐意

见方向，系统检索支持实验室规范化指南的证据：

（1）以“metagenomic next‑generation sequencing”
“infection”“pathogen”“diagnosis”“validation”和

“guideline”及 对 应 中 文 检 索 词 为 关 键 词 ，在

Pubmed、Web of Science、中国知网、万方数据库和

维普数据库等检索中英文文献，证据检索截止日期

为 2025年 11月 1日；（2）通过追溯相关参考文献和

谷歌补充搜索，证据检索截止日期为 2025年 11月

1日。按照标题、摘要和全文的顺序逐级筛选文献

证据；（3）证据来源于国家或国际标准化组织等权

威机构发布的强制性法规、条例或标准；权威学术

组织发布的指南、共识，或研究方法严谨、能够充分

证明其结论的高质量原始研究。

八、推荐意见形成

本指南由执笔专家组撰写初稿，通过 3轮面对

面专家小组会，指南专家组基于国内外证据对推荐

意见进行讨论、评议和修改，再由执笔专家组进行

多轮修改，形成修改稿。第 4轮面对面专家小组会

后，采用改良德尔菲法请每位专家对每一条推荐意

见进行投票。本指南设定：针对单条推荐意见，

80% 及以上专家同意，则对该条推荐意见达成共

识；80% 以下专家同意，则不纳入指南。根据投票

的结果，对每条推荐意见分为两级，90% 及以上专

家同意，则该条推荐意见为建议；80%~<90% 专家

同意，则该条推荐意见为考虑。

九、指南的撰写和外审

执笔专家组撰写的各部分初稿

确定后，由秘书组进行指南初稿整

合，提交指南专家组进行审阅。根

据反馈意见对初稿进行修改。最后

确定的推荐意见交由指南指导专家

完善和审定通过。

十、指南更新

指南工作组计划在 3年左右时

间或必要时对本指南进行更新。更

新方法按照国际指南更新流程

进行［27］。

十一、传播与实施

指南发布后，指南工作组将主

要通过以下方式对指南进行传播与图1 本指南的整体技术路线
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推广：（1）在相关学术期刊发表；（2）在国内不同区

域、不同学科组织指南推广专场，确保实验室人员

充分了解并正确应用本指南；（3）通过微信、网络和

其他媒体进行推广。

第二部分 推荐意见及说明

一、mNGS的预期用途

临床实验室开展的 mNGS 检测项目需有明确

的临床预期用途。预期用途应至少包括以下信息：

疾病类型或症候群、标本类型、适用人群、检测病原

体核酸类型（DNA、RNA 或两者皆有）以及临床意

义（如提供补充病原学证据以辅助诊断）［8］。

推荐意见 1：临床实验室开展的 mNGS 检测项

目需有明确的临床预期用途。预期用途应至少包

括以下信息：疾病类型或症候群、标本类型、适用人

群、检测病原体核酸类型（DNA、RNA 或两者皆有）

以及临床意义（如提供补充病原学证据以辅助诊

断）。（建议）

二、mNGS实验室建设要求

（一）基本要求

开展mNGS的临床实验室（以下简称“mNGS实

验室”）应依据《医疗机构临床基因扩增检验实验室

管理办法》获得相应资质［28］。mNGS 实验室应为

二级生物安全实验室，生物安全管理参照《病原微

生物实验室生物安全管理条例》（2024 年修订版）

进行［29］。

（二）实验室环境分区和工作原则

1.环境分区：实验室应根据开展的 mNGS项目

类型的数量、“湿实验”技术流程和工作量大小进行

分区设置，并保证充分有效通风，以降低环境微生

物和扩增产物污染风险［9， 30］。

“湿实验”过程的区域应设置试剂准备区、标本

制备区、文库制备区、文库扩增区（如适用）和测序

区。试剂准备区用于试剂、耗材的存放以及试剂配

制；标本制备区用于临床标本的去宿主核酸（如适

用）、核酸提取以及质控品的核酸提取。血液和脑

脊液等无菌标本和下呼吸道等有菌标本的提取应

在不同的区域或生物安全柜进行，如因条件限制需

在共用区域或同一生物安全柜操作，应在不同批次

（推荐先血液或脑脊液等浆膜腔无菌部位标本，再

下呼吸道等非无菌部位标本）进行，且在批次间对

该区域进行充分清洁；如“湿实验”流程需通过超声

打断进行基因组片段化，宜单独设置“打断区”；文

库制备区用于完成酶法核酸片段化（如适用）、逆转

录（如适用）、片段化核酸加 A 尾及接头和标签等；

文库扩增区用于文库的扩增、定量和混合。如实验

方法不涉及文库扩增则无需设置文库扩增区；测序

区用于完成文库的高通量测序。注意测序区应保

持温湿度稳定，符合区域内仪器设备的正常运行要

求，避免震动，以保证测序质量。如使用一体化仪

器，可在确认仪器无样本间交叉污染和扩增产物残

留污染风险后，根据仪器功能适当合并上述区域。

“干实验”过程（生物信息学分析）可设置于办公

区域。

2.工作原则：mNGS实验室工作按试剂准备区、

标本制备区、文库制备区、文库扩增区（如适用）和

测序区单一流向进行，各区物品专用，包括试剂及

相关耗材（如样本架、离心管、移液吸头等）、可移动

仪器设备（如加样器、小型离心机等）及其他相关物

品（如实验室工作服、实验记录本、记号笔、医用口

罩、一次性手套、清洁用具）等［30］。实验室应建立外

来人员的准入制度，避免外来人员对实验室内环境

微生物的影响。“湿实验”操作人员应穿着洁净工作

服、戴帽子、医用口罩和一次性手套等，以尽量避免

来自操作人员体表的外源微生物污染［31］。在实验

开始前和完成后，需采用季铵盐类或含氯消毒剂

（推荐10%次氯酸钠）对实验室进行清洁，实验室应

建立相应的清洁程序。应严格避免加接头前的实

验过程发生标本间交叉污染。不推荐 mNGS 实验

室与病原体常规分子检测（如实时荧光 PCR）共用

区域，如果特殊情况下确需共用区域（如共用试剂

准备区、标本制备区），各区域工作及管理均需参照

本指南mNGS实验室工作原则要求进行。

推荐意见 2：实验室应根据开展的 mNGS 项目

类型的数量、“湿实验”技术流程和工作量大小进行

分区设置，并保证有效通风，以降低环境微生物和

扩增产物污染风险。实验室工作应按照单一流向

进行，建立并执行物品专用、外来人员准入制度和

实验前后的清洁程序。不推荐 mNGS 实验室与病

原体常规分子检测（如实时荧光PCR）共用区域，如

果特殊情况下确需共用区域（如共用试剂准备区、

标本制备区），各区域工作及管理均需参照本指南

mNGS实验室工作原则要求进行。（建议）

（三）实验室人员

实验室人员组成应至少包括实验室负责人、

“湿实验”操作人员、“干实验”分析人员以及结果报

告人员等［13］。实验室人员应参加省级以上卫生行
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政部门指定机构，依据《医疗机构临床基因扩增检

验实验室管理办法》（卫办医政发〔2010〕194号）组

织的可满足mNGS检测人员上岗要求的技术培训，

以及mNGS检测相关制度化内部培训并考核通过，

确认能力满足要求后，方可从事mNGS临床检测工

作［28］。实验室应配备满足本指南各项要求能力的

人员。

推荐意见 3：实验室人员应参加省级以上卫生

行政部门指定机构，依据《医疗机构临床基因扩增

检验实验室管理办法》（卫办医政发〔2010〕194号）

组织的可满足 mNGS 检测人员上岗要求的技术培

训，以及mNGS检测相关制度化内部培训并考核通

过，确认能力满足要求后，方可从事 mNGS 临床检

测工作。（建议）

（四）仪器设备

实验室应配备满足 mNGS 检测项目所需的仪

器设备。在选择高通量测序仪时，宜综合考虑日常

检测样本量、测序通量、运行时间和成本效益等［9］。

新的测序仪安装完成后，应首先对测序仪进行安装

后的确认，确认通过后方可投入使用。实验室应建

立仪器使用、维护和校准程序，并在日常工作中按

照程序进行日常维护和定期校准，以保证仪器设备

的正常有效运行。仪器使用程序应包括每次实验

完成后仪器的清洁程序，从而最大程度降低因仪器

清洁不到位所致的污染风险。如更换新的测序仪

（相同或不同型号），除安装后的确认，实验室还需

采用之前已测序样本进行重测，或新旧测序仪对

已知结果样本进行平行检测，结果一致方可

使用［32］。

推荐意见 4：实验室应配备满足 mNGS 检测项

目所需的仪器设备。实验室应建立仪器使用、维护

和校准程序，并在日常工作中按照程序进行日常维

护和定期校准，以保证仪器设备的正常有效运行。

仪器使用程序应包括每次实验完成后仪器的清洁

程序，从而最大程度降低因仪器清洁不到位所致的

污染风险。（建议）

（五）试剂、耗材、软件和数据库

1.试剂：“湿实验”过程各种试剂如核酸提取、

去人源核酸、建库、扩增和测序试剂等的制备过程

应有严格的背景微生物（或其核酸片段）的控制措

施。每批次试剂均需进行背景微生物（或其核酸片

段）的确认［30‑33］。

2.耗材：标本采集和“湿实验”过程中涉及的各

种耗材（如标本采集管、离心管、吸头等）应有控制

背景微生物（或其核酸片段）的必要措施，如高压灭

菌或采用化学试剂处理等。样本吸取应使用带滤

芯吸头［30‑31］。

3.软件：实验室应建立“干实验”过程中生物信

息学分析软件更新程序。更新后的分析软件和流

程应经过验证，建议使用至少 3个更新前分析过的

数据来重新验证影响关键流程的参数（如碱基识

别、比对、物种分类等），且数据至少包括一种细菌、

真菌、DNA 病毒、RNA 病毒（如适用）和寄生虫（如

适用），以确保更新后的分析软件和流程至少具有

与更新前同等的性能［32］。

4.数据库：病原微生物参考数据库对结果有决

定性影响，数据库中微生物核酸序列信息的错误或

不完整、与人基因序列的同源性等，将导致假阳性

和（或）假阴性结果［10， 34］。实验室应明确数据库以

下方面的信息：（1）参考数据库来源，如公共数据

库、实验室测序数据；（2）公共数据库应有版本号或

日期；（3）涉及实验室测序数据应说明样本来源、

mNGS检测流程、测序数据的纳入标准等；（4）多种

来源的参考数据库，应说明基于多种来源数据建立

参考数据库的方法；（5）对来自公共数据库或实验

室测序数据进行筛选、优化的，应说明具体方法和

数据纳入标准，如物种代表性序列（不同型别、不同

亚型、不同代表株和近缘微生物等）的选择、冗余序

列的去除、低质量序列（如测序质量低、序列不完整

等）的过滤、人源序列的过滤、物种分类和微生物命

名信息错误的纠正等。

实验室应建立病原微生物参考数据库的更新

程序，原则上非必要不更新。实验室必须明确在何

种情况下更新参考数据库，评估更新对结果的可能

影响。更新后的数据库应经过验证，建议使用至少

10 个更新前分析过的数据来重新验证，数据需覆

盖细菌、真菌、DNA 病毒、RNA 病毒（如适用）和寄

生虫（如适用），以及数据库更新中涉及的代表性病

原体。

推荐意见 5：“湿实验”过程涉及的试剂、标本

采集和“湿实验”过程涉及的耗材应有严格的背景

微生物（或其核酸片段）的控制措施。每批次试剂

均需进行背景微生物（或其核酸片段）的确认。实

验室应建立“干实验”过程中生物信息学分析软件

更新程序。实验室应明确数据库的基本信息（如数

据来源、数据纳入标准、公共数据库版本等），原则

上非必要不更新。更新后的分析软件、流程和数据

库需验证通过后方可使用。（建议）
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（六）SOPs
实验室应根据预期用途在 SOPs中明确建议何

种情况下使用mNGS检测，并与临床进行必要的沟

通［8］。强烈推荐实验室建立与常规方法（培养、常

规分子检测、核酸快速检测［35］和血清学检测等）相

结合的临床检验路径，即先采用或同时采用常规方

法（培养、常规分子检测、核酸快速检测和血清学检

测等），在特定情况下（例如，怀疑中枢神经系统急

性感染、危重血流感染，在完成常规实验室检查、微

生物培养、传统分子检测或核酸快速检测的同时或

之后，未获得明确病原学证据且经验性抗感染治疗

无效的患者）采用mNGS检测［11］。

实验室应具有固定的检测流程，包括但不限于

分析前（检验申请、标本采集、运输、接收和保存）、

分析中［标本处理、核酸提取、文库构建、测序、生物

信息学分析，特别是不同类别病原体的阳性判断值

（cut‑off值）建立］和分析后（结果报告与解释、检测

后标本的保存与销毁、数据存储）各环节程序及质

量值要求（如适用）。实验室应建立涵盖 mNGS 全

流程的质量控制程序，包括但不限于外源微生物

（包括核酸）污染控制、室内质量控制和室间质量评

价等［8］。

针对不同的 mNGS 项目，应分别制定相应的

SOPs。同一mNGS项目如涉及不同标本类型，应至

少分别制定相应的标本采集、运输、接收和保存的

SOPs。日常检测工作中，实验室人员应严格遵循

SOPs，并对检测全流程进行记录（特别是各环节的

质量值），以保证检测的性能和结果的可追溯性。如

需对SOPs修改，应在一定的程序下进行，如实验室负

责人召集相关人员进行讨论，并进行必要的验证。

推荐意见 6：实验室应根据预期用途在 SOPs中
明确建议何种情况下使用mNGS检测，并与临床进

行必要的沟通。推荐实验室建立与常规方法相结

合的临床检验路径。实验室应具有固定的检测流

程，包括但不限于分析前（检验申请、标本采集、运

输、接收和保存）、分析中（标本处理、核酸提取、文

库构建、测序、生物信息学分析，特别是不同类别病

原体的 cut‑off值建立）和分析后（结果报告与解释、

检测后标本的保存与销毁、数据存储）各环节程序

及质量值要求（如适用），并建立涵盖mNGS检测全

流程的质量控制程序。（建议）

三、标本采集、运输、接收和保存

（一）概述

实验室可通过比较标本在采集后不同时间点

（至少包括标本采集后、标本经过一定条件保存后

和运输过程后）的检测结果，明确标本采集管、保存

条件、运输条件和标本送达实验室后至检测前的保

存条件对标本质量是否存在影响。如无明显差异，

则说明标本质量符合要求。

不同类型标本应分别规定其采集、运输、接收

和保存要求。同时用于DNA和RNA病原体检测的

标本应分别规定其采集、运输、接收和保存要求。

（二）标本采集

应尽可能在洁净的区域采集标本［30‑31］。标本

采集人员（如医师、护士、技师等）应尽可能不暴露

体表（如穿着洁净工作服、戴帽子、医用口罩、一次

性手套等），使用无菌、去核酸处理的标本采集管和

采集工具，采集过程中应无菌操作，采集后应立即

密封，减少标本暴露于空气中的时间，以避免来自

采样环境、标本采集人员或患者体表的外源微生物

污染。

（三）标本运输

实验室应规定标本运输要求。标本运输应由

经过培训的人员负责，运输包装、标识和过程应符

合国家生物安全要求。每个标本管外应采用一次

性密封袋封装，以避免标本泄漏导致标本间交叉污

染。实验室应根据标本可稳定保存的条件，规定可

允许的运输温度范围和最长时间限。

（四）标本接收

实验室应规定标本接收的质量要求，特别注意

标本采集的质量，必要时建立标本的质检程序，确

认标本（如肺泡灌洗液、痰等）是否合格。对不符合

质量要求的标本，如未采集到合格标本、标本量不

足、标本泄露、污染、超过运输要求时限、运输温度

过高、严重溶血等，应制定相应的处理程序，如拒

收、重新采样和让步检测等。如涉及标本预处理，

实验室还应建立预处理程序。

（五）标本保存

保存条件（温度、时间、保存液等）对标本中微

生物组成有较大影响，不当的保存可能导致致病微

生物的降解和某些微生物（如背景菌、需氧菌等）的

生长。实验室应根据标本可稳定保存的条件，建立

标本采集后、标本送达实验室后至检测前的保存温

度和最长时间。如涉及采集后的预处理，还应建立

预处理后的标本保存条件。例如，对于血浆标本，

实验室应明确采集后至血浆分离前的全血标本保

存温度和时间，以及分离后血浆保存温度和时间。

实验室还应建立检测后标本留存和销毁程序。
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推荐意见 7：实验室应特别注意控制标本采

集、运输过程中的微生物污染。推荐尽可能在洁净

区域采集标本，使用无菌、去核酸处理的标本采集

管，采集过程中无菌操作，采集后应立即密封并采

用一次性密封袋封装标本采集管等。实验室应规

定标本的运输要求和质量要求，并建立标本的质检

程序，对不符合质量要求的标本，应制定相应的处

理程序。实验室应根据标本可稳定保存的条件，规

定标本采集后、预处理后（如适用）、标本送达实验

室后至检测前的保存温度和最长时间等。（建议）

四、“湿实验”流程

实验室应建立“湿实验”流程的 SOPs，至少包

括去宿主核酸（如适用）、核酸提取、文库制备（含文

库扩增）和测序等环节［36］。实验室应建立各环节的

质量值要求，包括但不限于核酸提取、文库制备（含

文库扩增）和测序。建议至少需监测的质量值有：

（1）核酸提取：DNA或RNA提取浓度。血浆标本可

考虑包括核酸片段大小；（2）文库制备：文库浓度。

推荐包括文库片段大小；（3）测序：测序数据量和

Q30（即测序数据中质量值>30的碱基比例）。实验

室应建立各环节质量标准的测定方法，如荧光法测

定核酸浓度、毛细管电泳法测定片段大小等。

实验室应建立各环节标本保存温度和时间的

要求，包括但不限于已提取核酸的保存、已建立文

库的保存等。原则上应尽快进行后续检测，避免反

复冻融。

推荐意见 8：实验室应建立“湿实验”流程的

SOPs，至少包括去宿主核酸（如适用）、核酸提取、

文库制备（含文库扩增）和测序等环节。实验室应

建立各环节的质量值要求和测定方法，并在日常检

测中对质量值进行监测。（建议）

五、“干实验”流程

实验室应建立覆盖原始数据质控、宿主序列过

滤和物种注释等环节的“干实验”SOPs［10］。SOPs中
应至少包括分析软件、软件版本、软件参数设置、数

据库等以及原始数据质控、宿主序列过滤和物种注

释各环节的质量值要求。如软件版本、数据库更新

应记录软件或数据库的版本号或数据库的使用日

期。根据“干实验”各环节建议如下。

1.原始数据质控：包括样本拆分、去除接头序

列和数据过滤等。可使用 FastQC评估原始数据质

量，利用 fastp、Trimmomatic 或 Cutadapt 等开源软件

进行接头去除和数据过滤。实验室应明确过滤的

数据类型，如低质量数据、特定长度的数据、重复序

列和低复杂度序列等，并建立下机数据的质量值要

求，如测序数据量、有效测序数据量、簇密度和碱基

质量值等。

2.宿主序列过滤：指去除测序数据中的人源序

列，可采用 Bowtie2、BWA 或 Kraken2 等软件，将测

序数据与人类基因组参考数据库进行比对，并去除

可比对至人类基因组参考数据库的序列。实验室

应明确使用的人基因组参考数据库及版本号，并建

立宿主序列过滤的质量值要求，如过滤后有效数据

量、非宿主数据量占比等［37］。

3.物种注释：指通过数据质控的非宿主序列与

微生物参考数据库比对，在特定的序列相似性阈值

下进行微生物物种分类。可采用基于启发式算法

（如 BLAST 和 diamond）、k‑mer 算法（如 Kraken2）、

BWT 算法（如 Kaiju）或 marker 基因比对算法（如

MetaPhlAn4）的软件。实验室应建立物种注释的质

量值要求，如有效序列中可注释比例、测序序列与

参考基因组的最小比对相似度等。

推荐意见 9：实验室应建立覆盖原始数据质

控、宿主序列过滤和物种注释等环节的“干实验”

SOPs。SOPs至少包括分析软件、软件版本、软件参

数设置、数据库以及原始数据质控、宿主序列过滤

和物种注释各环节的质量值要求。（建议）

六、结果判读

（一）阳性判断值

cut‑off 值用于区分定性检测的阴阳性结果。

实验室应使用具有阳性判断值的mNGS方法，以用

于判定病原体核酸的定性结果［8］。基于阳性判断

值进行mNGS结果判读，才能形成固定检测流程并

用于临床诊疗。

阳性判断值可基于一定数量的临床标本，通过

受试者工作特征（receiver operating characteristic， 
ROC）曲线等方法来建立。对于同一mNGS检测项

目，实验室可根据不同类型的病原体（如 DNA 病

毒、RNA病毒、革兰阳性菌、革兰阴性菌、真菌和寄

生虫等）、不同病原体特征（如有无细胞壁、是否为

胞内菌等）、不同标本类型（如血液、脑脊液、痰液和

肺泡灌洗液等）分别设定阳性判断值。常用的阳性

判断值建立规则有［38‑39］：（1）病原体特异性 reads数；

（2）每百万测序 reads中匹配到该病原体的 reads数
量（reads per million， RPM）；（3）覆盖到参考基因组

上非重叠区域的 reads 数；（4）RPM‑r 值，即临床标

本相对于无模板对照每百万测序 reads中匹配到该

病原体的 reads数的比值（RPMsample/RPMNTC）。
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如某病原体的检测值高于阳性判断值，说明该

病原体检出，可能来自临床标本，也可能来自于从

标本采集至“湿实验”全过程引入的外源微生物（即

背景微生物），实验室可通过建立背景微生物数据

库（或外源微生物列表）来排除来自外源引入而非

临床标本中的微生物（或核酸）的结果。如某病原

体的检测值低于阳性判断值，提示该病原体未检

出，可能该病原体（或核酸）不存在或有病原体（或

核酸），但检测值低于阳性判断值。检测值大小不

能作为定植或致病的依据，需紧密结合临床进行

解读［40］。

（二）背景微生物数据库的建立

mNGS 从标本采集至“湿实验”全过程均可能

引入外源微生物（包括核酸），因此背景微生物的主

要来源为试剂、环境（标本采集处和各实验室区域）

和耗材。实验室应关注季节、试剂批次更换和耗材

更换等对背景微生物数据库（或外源微生物列表）

的影响。

实验室可通过一段时间采用空白对照，建立覆

盖标本采集至检测全过程的背景微生物数据库（或

外源微生物列表），以用于排除来自外源引入而非

临床标本中的微生物（或核酸）的结果［30］。空白对

照可为包含一定浓度的核酸（如人基因组 DNA、

carrier DNA），并经过无菌处理。实验室在采集临

床标本时，可在相同环境、使用相同批次的标本采

集所需物品（如采样管、采血管、灌洗盐水等），作为

标本采集环节的空白对照，并完成相同的mNGS实

验室检测过程。推荐在临床检测开展前的一段时

间内进行，以建立初始背景微生物数据库；临床检

测开展后，应定期监测以进行背景微生物数据库的

补充更新。如标本采集至“湿实验”过程中的试剂、

耗材更换或出现可能影响背景微生物的因素，实验

室应重新进行空白对照检测，以监测背景微生物数

据库的变化并及时更新。

（三）结果判读

实验室进行mNGS结果判读应遵循以下原则：

首先根据阳性判断值判定病原体核酸的定性结果，

然后排除其中来自外源引入而非临床标本中的病

原体（或核酸）的结果后，给出最终的检测结果。

推荐意见 10：实验室应使用具有阳性判断值

的 mNGS，以用于判定病原体核酸的定性结果。实

验室可根据不同类型的病原体、不同病原体特征和

不同标本类型分别设定阳性判断值。实验室应建

立覆盖标本采集至检测全过程的背景微生物数据

库（或外源微生物列表），从而用其排除来自外源引

入而非临床标本中的微生物（或核酸）的结果。实

验室进行mNGS结果判读应遵循的原则为：首先根

据阳性判断值判定病原体核酸的定性结果，然后排

除其中来自外源引入而非临床标本中的病原体（或

核酸）的结果后，给出最终的检测结果。（建议）

七、参考物质

参考物质是实验室开展方法性能确认、试剂

（或批次）更换时性能验证、室内质量控制和室间质

量评价的前提［41‑44］。理想的参考物质为病原微生

物成分明确的临床标本。但由于患者临床标本难

以大量获得，病原微生物组成复杂，因此 mNGS 参

考物质可使用模拟样本，特别适用于方法分析性能

确认、室内质量控制和室间质量评价。mNGS参考

物质建议满足以下要求：（1）具有良好的均匀性、稳

定性和互通性；（2）含有人源核酸和病原体核酸，或

含有人源细胞和灭活病原体，并有相应的浓度值；

（3）血浆mNGS参考物质应考虑与游离DNA片段特

征的一致性，宜采用经酶切等片段化处理的游离

DNA 模拟样本；（4）用于监测检测全过程（含核酸

提取）的参考物质，应具有与临床标本相同或相近

的基质（如模拟血浆、模拟脑脊液等）；（5）“干实验”

生物信息学分析的性能确认和方法优化，可采用计

算机模拟数据或经过充分验证的数据集作为参考

物质。例如通过建立包含不同浓度水平的目标病

原体计算机模拟测序数据，来评估分析流程的最低

检出限。实验室宜根据参考物质使用的目的，选择

含有的病原体（或核酸）及浓度。

推荐意见 11：临床标本难以大量获得时，可使

用基于模拟样本的mNGS参考物质，特别适用于方

法的分析性能确认、室内质量控制和室间质量评

价。参考物质应具有良好的均匀性、稳定性和互通

性，可监测检测全过程（含核酸提取），具有与临床

标本相同或相近的基质和特征，具有明确的病原体

（或核酸）及浓度。推荐采用计算机模拟数据或经

过充分验证的数据集作为“干实验”参考物质。

（建议）

八、性能确认

（一）性能确认原则

实验室可根据预期用途中涵盖的病原体（如

DNA病毒、RNA病毒、革兰阳性菌、革兰阴性菌、真

菌、寄生虫）和耐药基因（如适用），对每一种类型的

病原体选择代表性的菌株/病毒株进行性能确认。

分析性能指标主要包括精密度（重复性和重现性）、
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分 析 灵 敏 度 、分 析 特 异 性 、准 确 度 和 交 叉 污

染等［45‑47］。

（二）样本类型和数量

性能确认宜采用与预期用途一致的样本类型。

如采用模拟样本，应尽可能包含与预期用途相同的

基质类型。宜充分考虑模拟样本与真实样本的差

异，以及对性能确认结果可能造成的影响，通常在

模拟样本评价的基础上补充一定数量的临床标本。

如实验室检测不同类型样本，应分别对每种类型样

本进行性能确认。

当存在以下三种情况时，性能确认采用的样本

数量可适当简化。（1）mNGS 仅作为补充检测。实

验室先采用常规方法（如培养、常规分子检测、核酸

快速检测和血清学检测等，且为国家药品监督管理

局批准试剂）进行检测，并在 SOPs中明确规定在何

种情况下补充mNGS检测；（2）mNGS检测流程曾进

行过完整的性能确认。完整的性能确认需至少包

括精密度（重复性和重现性）、分析灵敏度、分析特

异性、抗干扰能力（人源核酸等干扰物质）、准确度、

交叉污染、稳定性和生物信息学分析流程的性能确

认。如实验室修改了 cut‑off 值，需基于新的 cut‑off
值重新进行性能确认；（3）mNGS 检测阳性结果均

采用另一种方法确认：实验室 SOPs 中明确规定阳

性结果采用何种方法确认以及确认流程，确认方法

应优先选择国家药品监督管理局批准试剂或采用

经过性能确认的自建方法（如常规分子检测或核酸

快速检测）。实验室进行性能确认过程中，注意检

测人员及数据分析人员应为盲样检测。

（三）性能确认的方案设计

本共识仅对简化的性能确认方案进行建议。

1.精密度：指一定条件下获得病原体检测结果

的一致性程度，包括重复性和重现性［32， 48］。

重复性指在相同条件下（相同操作人员、相同

检测流程、相同仪器、相同检测批次和相同地点）重

复检测同一样本，结果的一致性程度。具体做法：

每种类型的病原体选择一个代表性的菌株/病毒

株，由同一批操作人员，采用相同检测流程、相同仪

器，在同一批次对其低浓度水平（检出限的 1.5~
3.0 倍）重复检测 3 次，如目标病原体均检出，且其

他病原体均未检出，说明重复性确认通过。

重现性指在不同条件下，如不同操作人员（如

适用）、不同仪器（如适用）、不同批次，重复检测同

一样本，结果的一致性程度。具体做法：每种类型

的病原体选择一个代表性的菌株/病毒株，在至少

3 个不同批次，对其低浓度水平（检出限的 1.5~
3.0 倍）重复检测 3 次，如果涉及不同操作人员、不

同仪器，应在不同批纳入，如目标病原体均检出，且

其他病原体均未检出，说明重现性确认通过。

2.分析灵敏度：指能够可靠检出的目标病原体

最 低 浓 度 水 平［8］，也 称 最 低 检 出 限（limit of 
detection， LoD）。具体做法：向样本基质中添加每

一种类型病原体的代表性菌株/病毒株，制备至少

5 个梯度稀释系列，每个梯度重复检测至少 3 次。

以100%检出的最低病原体浓度水平为目标病原体

的分析灵敏度。

实验室还需验证混合感染对目标病原体分析

灵敏度的影响。具体做法：在样本基质中添加至少

4 种病原体（临床较常见的混合感染）的菌株/病毒

株，其中目标病原体制备至少 5 个梯度稀释系列，

每个梯度重复检测至少 3次，其他病原体为临床常

见浓度水平。以100%检出的最低病原体浓度水平

为目标病原体的分析灵敏度，并与单独感染相比

较，从而验证混合感染对目标病原体分析灵敏度的

影响。

3.分析特异性：指仅检出目标病原体的能力。

具体做法：每种类型的目标病原体选择一个代表性

的菌株/病毒株，实验室可检测与其基因组相似性

高的近缘微生物以及能够引发相似症状或疾病的

微生物（至少 3种），未检出目标病原体说明分析特

异性良好［32］。

4.准确度：指病原体检测结果与预期结果之间

的一致性程度。预期结果可为基于对比方法（如培

养和实时荧光PCR法等，且为药品监督管理局批准

试剂或经过性能确认的自建方法）对临床标本检出

的病原体结果。具体做法：使用mNGS和对比方法

检测至少 30 份临床标本，应覆盖预期用途中的病

原体（如DNA病毒、RNA病毒、革兰阳性菌、革兰阴

性菌、真菌、寄生虫），并涵盖当前代表性的流行病

毒株/菌株，每一份临床标本应包括一种以上的病

原体［32］。mNGS与对比方法不一致的，可采用第三

种方法检测，如没有可用的第三种方法，可采用临

床专家判定结果作为第三种结果（综合症状、影像

学等其他临床证据）。对于无对比方法可用的病原

体，可在样本基质中添加特定病原体（若适用，应涵

盖当前代表性的流行菌株、基因型或亚型），并尽可

能保证至少 10 份样本中包含弱阳性病原体（检出

限的 1.5~3.0倍），以验证 mNGS结果与预期结果的

一致性［32］。
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5.交叉污染：指不同样本间核酸分子或扩增子

等成分发生转移，从而导致检测结果出现假阳性的

现象［30‑31］。如实验室使用提取仪、建库仪、一体化

仪器等，开展检测前，应先对拟采用的检测系统是

否存在交叉污染风险进行确认。具体做法：采用强

阳性样本和阴性样本交叉放置的模式，至少连续检

测 5批［49］。如阴性样本结果均为阴性，说明无样本

间交叉污染。强阳性样本中应包含至少 2 种高浓

度病原体（推荐细菌、病毒），理想情况下，高浓度应

为超过目标适用人群中 95% 感染患者的病原体浓

度水平。强阳性样本和阴性样本数量取决于自动

化仪器的通量，推荐阳性阴性样本数量分别为仪器

通量的50%。

推荐意见 12：实验室可根据预期用途中涵盖

的病原体（如DNA病毒、RNA病毒、革兰阳性菌、革

兰阴性菌、真菌、寄生虫）和耐药基因（如适用），对

每一种类型的病原体选择代表性的菌株/病毒株进

行性能确认。分析性能指标主要包括精密度（重复

性和重现性）、分析灵敏度、分析特异性、准确度和

交叉污染等。当存在以下 3种情况时，性能确认采

用的样本数量可适当简化：（1）mNGS 仅作为补充

检测；（2）mNGS 检测流程曾进行过完整的性能确

认；（3）mNGS 检测阳性结果均采用另一种方法确

认。（建议）

九、室内质量控制

（一）采用质控品进行室内质量控制

室内质量控制可采用设置阳性质控品、阴性质

控品、在标本中加入内参和标签等方式进行。

1.阳性质控品：每一批实验应同时检测阳性质

控品，以监测对阳性微生物，特别是弱阳性微生物

的检测能力［8， 30， 32， 50］。阳性质控品可采用含有人源

核酸和病原体核酸，或含有人源细胞和灭活病原

体，并有相应的浓度值（应为弱阳性，推荐浓度水平

为最低检出限的 1.5~3.0 倍）的样本。建议尽量采

用含有人源细胞和灭活病原体的阳性质控品，以监

测核酸提取环节。阳性质控品应尽可能涵盖不同

类型的微生物（如 DNA 病毒、RNA 病毒、细菌、真

菌、寄生虫等）或实验室关注的特定病原体（如结核

分枝杆菌）。

实验室应根据阳性质控品预期结果，建立日常

检测中判断阳性质控在控或失控的方法（或统计学

算法）。如失控，需分析原因并采取相应的纠正措

施和预防措施。去宿主核酸、核酸提取、文库构建、

测序和生物信息学分析环节均可能为失控的来源，

可通过在不同环节分别设置适当的阳性质控（核

酸、文库或测序数据）来分析失控原因。

2.阴性质控品：每一批实验应同时检测阴性质

控品，以监测试剂（如去宿主核酸、核酸提取、建库

和测序试剂等）、环境、耗材引入的微生物、气溶胶

污染以及交叉污染［8， 30， 32］。阴性质控品可为空白对

照，其包含一定浓度的核酸（如人基因组 DNA、

carrier DNA）且未掺入微生物（或微生物核酸）的样

本。需要注意的是，由于环境、耗材、核酸样本中均

可外源引入微生物或微生物核酸，mNGS的阴性质

控品并非不含有微生物（或微生物核酸）。实验室

污染风险较高时（如标本量大、高浓度病原体感

染），宜增加阴性质控品设置数量。

实验室应建立阴性对照的mNGS预期结果，包

括阴性对照中含有的背景微生物（或微生物核酸），

并根据预期结果，建立日常检测中判断阴性质控在

控或失控的方法（或统计学算法）。如失控，需分析

原因并采取相应的纠正措施和预防措施。试剂（如

去宿主核酸、核酸提取、建库和测序试剂等）、环境、

耗材引入的微生物，气溶胶污染、交叉污染以及生

物信息学分析环节均可能为失控的来源。可通过

在不同环节分别设置阴性质控来分析假阳性来源。

3.内参：实验室可在每个标本中加入外源性内

参，以监测每个标本检测过程的有效性［8］。外源性

内参可为包含自然界不存在核酸序列的噬菌体或

假病毒，也可以是人源标本中不包含的微生物，如

植物或极端环境下的微生物。在选择外源性内参

时，实验室需确保其与人源序列、人标本中存在的

病原体无交叉干扰。由于标本中核酸有可能影响

内参的结果，实验室应建立内参结果合格的判定标

准。去宿主核酸、核酸提取、文库构建、测序和生物

信息学分析环节异常以及标本中存在干扰物质等

因素均可能导致内参结果不合格。实验室应明确

内参结果不合格时应采取的措施（如重新采样、重

新提取等）。

4.标签：实验室可在每个标本中添加标签，如

唯一双端标签（unique dual index， UDI），以监测标

本间交叉污染［30］。实验室应建立交叉污染判定规

则，以及发生交叉污染时需采取的措施。

（二）外源微生物污染的监测

mNGS检测中外源微生物污染是绝对存在的，

实验室应建立定期监测外源微生物污染水平变化

的方法［30‑31］，包括但不限于以下方面：（1）将空白对

照结果与背景微生物数据库（或外源微生物列表）
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进行比较；（2）定期（如每月或每周）使用浸泡在无

菌水中的无菌棉签对实验室表面进行采样检测亦

即擦拭实验（Swipe tests）；（3）新批次的试剂或耗材

使用前采用空白对照进行检测，以评价其是否存在

外源微生物污染。记录试剂或耗材的批号，以便追

溯外源微生物污染来源。

通过比较标本采集、核酸提取、文库制备和扩

增环节空白对照结果，有助于查找外源微生物污染

的来源。空白对照可为包含一定浓度的核酸（如人

基因组DNA、carrier DNA）且未掺入微生物（或微生

物核酸）的样本。核酸提取、文库制备和扩增环节

设置空白对照的做法如下［30］：（1）核酸提取环节：实

验室在对临床标本进行核酸提取时，在相同检测区

域（如同一生物安全柜）、同一提取批次设置核酸提

取环节的空白对照，并与同批次的提取样本完成后

续相同的 mNGS 检测过程。核酸提取环节的空白

对照可用于监测从核酸提取至测序的“湿实验”过

程中引入的外源微生物；（2）文库制备和扩增环节：

实验室在日常检测的文库制备环节，在相同检测区

域、同一制备批次设置文库制备环节的空白对照，

并与同批次的样本完成后续相同的 mNGS 检测过

程。文库制备和扩增环节的空白对照可用于监测

文库制备、文库扩增至测序的“湿实验”过程中引入

的外源微生物。如实验室检出背景微生物数据库

以外的致病病原体时，必须明确污染来源，并通过

相应措施（如清洁采样环境、实验室、加强无菌操

作、更换试剂等）消除病原体污染。

推荐意见 13：实验室应通过阳性质控品、阴性

质控品、设置内参和标签的方式进行室内质量控

制。实验室应定期监测外源微生物污染水平。特

别是实验室检出背景微生物数据库以外的致病病

原体时，必须明确污染来源，并通过相应措施（如清

洁采样环境、清洁实验室、加强无菌操作、更换试剂

等）消除病原体污染。（建议）

十、室间质量评价（external quality assessment， 
EQA）

实 验 室 应 通 过 定 期 参 加 EQA/能 力 验 证

（proficiency testing， PT）来评价实验室检测能力、

发现问题，并采取措施加以改进［9］。如该项目未开

展 EQA/PT，可与外部实验室（不少于两家）进行实

验室间比对。EQA/PT结果不合格或实验室间比对

结果不符合的，应分析原因并提出有效的纠正措

施，防止同样的问题再次发生。

推荐意见 14：实验室应通过定期参加 EQA/PT或外

部实验室室间比对来评价实验室检测能力、发现问

题，并采取措施加以改进。（建议）

十一、结果报告和解释

（一）结果报告

结果报告内容推荐至少包含以下信息：（1）患

者基本信息：如患者姓名、性别、年龄、临床信息等；

（2）标本信息：如标本类型、唯一编号、采集时间、送

检时间、报告时间等；（3）检测信息：如检测方法、检

出限等；（4）实验室信息：如实验室名称、联系方式、

检测人、报告审核人等；（5）结果信息：包括：①病原

体检出情况，即检出的病原体名称。如临床确有需

求，实验室可根据标本类型（无菌、有菌）等，对检出

的病原体提供必要的微生物学信息（如常见定植菌

等）；②可代表病原体丰度水平的参数（如每百万测

序 reads 中匹配到该微生物的 reads 数量）；③耐药

基因（如适用）；（6）不推荐常规报告检测过程的参

数（如测序深度等）。如临床确有需求，建议实验室

在与临床医师充分沟通后，作为报告的补充信息

提供。

（二）结果解释

mNGS 检出的病原体结果不代表临床致病病

原体，致病病原体的判断需结合临床，综合病原体

致病特征（致病性、条件致病和定植等），病原体丰

度、标本类型（采样部位）、患者病史、临床表现、影

像学结果和其他实验室结果等方面进行［40］。同时

需考虑方法的局限性，必要时可进一步检测。

1.方法的局限性：由于 mNGS方法分析灵敏度

的局限性，阴性结果不能排除感染；定植和致病的

解读需结合临床进行；耐药基因结果不一定与表型

相关，mNGS 检出的耐药基因结果需谨慎解读，并

尽可能采用培养方法验证。

2.进一步检测的建议：（1）mNGS结果无病原体

检出，但临床症状、影像学和其他实验室检查高度

怀疑感染，常规方法（培养、常规分子检测、核酸快

速检测和血清学检测等）未检出致病病原体，可查

看低于阳性判断值的原始微生物列表，查找可能的

致病病原体，并与临床沟通；（2）mNGS结果中有病

原体检出，但与临床表现不符，应首先明确临床标

本中是否确实存在该病原体。可检查阳性结果是

否为背景微生物、检查是否存在实验室残留产物污

染或交叉污染等可能，必要时可采用自建的实时荧

光 PCR方法（包括核酸快速检测）进行验证。如为

假阳性结果，应及时分析原因并纠正；如为真阳性

结果，即标本中存在该病原体，可与临床沟通，如分
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析来自采样部位污染（如患者皮肤）或定植等因素

来进行综合解读。

推荐意见 15：结果报告内容至少包括患者基

本信息、标本信息、检测信息、实验室信息和结果信

息。结果信息包括：①病原体检出情况，即检出的

病原体名称。如临床确有需求，实验室可根据标本

类型（无菌、有菌）等，对检出的病原体提供必要的

微生物学信息（如常见定植菌等）；②可代表病原体

丰度水平的参数（如每百万测序 reads 中匹配到该

微生物的 reads数量）；③耐药基因（如适用）。不推

荐常规报告检测过程的参数（如测序深度等）。如

临床确有需求，建议实验室在与临床医师充分沟通

后，作为报告的补充信息提供。mNGS检出的病原

体结果不代表临床致病病原体，需进行结果解释。

结果解释需结合临床并考虑方法的局限性，必要时

可进一步检测。（建议）
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