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摘  要 

呼吸道感染是哮喘的主要诱发因素之一，病原体常见于外源性入侵致病菌和内源性定植菌机会感染，且

几乎所有的病原体都含有DNA或RNA。因此，测序成为病原体检测的一种理想方法。高通量靶向测序是

在高通量下一代测序技术基础上，通过特定片段库调取数十或数百种已知病原体核酸片段后，再去针对

性测序，其可以规避大量人源宿主核酸干扰，在检测范围广的同时大幅度提高病原体检出率。本文描述

靶向测序在哮喘患儿呼吸道病原体检测中的作用，并分析其前景。内容包括：(a) 靶向测序技术原理及

临床检测流程；(b) 靶向测序相较传统测序的优劣对比；(c) tNGS在临床应用层面的挑战与策略；(d) 病
原体分析对儿童哮喘的重要性。靶向测序是一项新兴技术，其随着近些年片段库的完善补充和手段成熟，

有望显著提升临床医师对于儿童呼吸道病原体检测和分析能力。 
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Abstract 
Respiratory infections are one of the main triggers of asthma, commonly caused by exogenous in-
vading pathogens or endogenous colonizing bacteria that lead to opportunistic infections. Nearly 
all such pathogens contain DNA or RNA, making sequencing an ideal method for pathogen detection. 
Targeted high-throughput sequencing builds upon next-generation sequencing technologies by se-
lectively amplifying and sequencing nucleic acid fragments from dozens or hundreds of known 
pathogens using specific gene panels. This approach effectively avoids interference from abundant 
human host nucleic acids, enabling broad detection coverage while significantly improving patho-
gen detection rates. This article discusses the role of targeted sequencing in detecting respiratory 
pathogens in asthmatic children and analyzes its future prospects. The content includes: (a) The 
principles of targeted sequencing technology and its clinical workflow; (b) A comparative analysis 
of advantages and limitations between targeted sequencing and conventional sequencing methods; 
(c) Challenges and Strategies of tNGS in Clinical Application; (d) The importance of pathogen analy-
sis in pediatric asthma. As a relatively new technology, targeted sequencing has seen continuous 
improvements in gene panel development and technical refinement in recent years, offering great 
potential to substantially enhance clinicians’ capabilities in detecting and analyzing respiratory 
pathogens in children. 
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1. 引言 

支气管哮喘是儿童时期最常见的慢性气道炎症性疾病，但其潜在的发病机制尚不明确，可能与感染、

环境及某些微量元素水平有关[1]-[3]。其中感染是儿童哮喘发作的关键因素，近些年针对儿童哮喘与呼吸

道病原体之间相关性的研究较多，尤其是对病毒的研究，但由于儿童呼吸道相关的病毒类型及其亚型种

类繁多，往往只能针对某种或某几种病毒进行研究[4] [5]。此外，有关细菌及支原体的相关研究也未有定

论[6]。传统的抗原、抗体、PCR 检测法及培养检测针对性强，能够满足临床医学的某些需求，但其各有

优劣，尤其是灵敏度、特异度及培养周期等问题，对研究的局限性也比较强，随着高通量测序(又称下一

代测序)的技术成熟和成本降低，其在临床和科研领域的应用也越来越广泛[7]。但高通量测序同样存在一

些问题，其理论上能够覆盖所有病原体的检测，但过于广泛的核酸数据加上无特定的指导或临床策略，

会对真正目标病原体的识别造成极大干扰，尤其是感染初期病原体尚未大量繁殖时，大量人源宿主核酸

会淹没微量的病原信号[8]。不可否认，高通量测序在罕见、疑难及新发病原体的检测中尤具巨大价值，

但面对目标明确的病原体谱分析时，则会因为测序范围过于广泛而难以排除干扰。因此，靶向高通量测

序(tNGS)的应用，无疑更适合于儿童哮喘病原学检测分析。 

2. 靶向测序技术原理及临床检测流程 

2.1. 技术原理  

tNGS 技术分为：(a) 超多重 PCR 法(mp-tNGS)，即基于多重 PCR 技术，在一个反应体系中加入几十
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到几百对特异性引物，指数级扩增目标病原体(如结核分枝杆菌、曲霉、特定病毒等)的保守基因片段。(b) 
液相探针杂交捕获法(hc-tNGS)，即设计一批生物素标记的特异性核酸探针，与标本中打断后的 DNA 文

库进行液相杂交。再利用链霉亲和素磁珠，像“磁铁”一样把结合了探针的目标片段吸附出来，洗脱掉

非目标核酸[9]-[12]。 

2.1.1. mp-tNGS 
mp-tNGS 检测板涵盖了临床上常见的数百种病原体靶标，通过去除数据库中的相似冗余，并过滤噬

菌体及质粒等人工序列，再对数据库进行二次清理和注释以清除低质量序列，后通过大数据模型进行参

数对比，筛选出可用于精确鉴定物种和菌株的靶位点。 

2.1.2. hc-tNGS 
hc-tNGS 是一种基于常规 mNGS 文库构建的技术，其探针杂交捕获过程可特异性结合微生物，从而

增强病原微生物的检出能力。在操作过程中，通过探针对目标所需病原微生物的特异性基因、物种保守

基因、相关耐药基因和毒力基因进行杂交、捕获和洗涤，之后获取所需要的序列片段，从而鉴定目标病

原体种类、分型和毒力以及耐药性[13]-[15]。 

2.2. 临床检测流程  
 

 
Figure 1. tNGS testing procedure 
图 1. tNGS 检测步骤 
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从患儿处收集呼吸道样本(如痰液或鼻咽拭子)，鼻咽拭子应在无菌条件下由专业医护人员操作，避免

污染，采集后立即对样本进行处理，包括但不限于离心分离、DNA 提取等步骤，并迅速存储于−80℃冰

箱中，以保持核酸完整性，使用专门设计的引物对目标微生物核酸进行吸引后纯化富集文库，在测序仪

进行高深度测序，产出原始数据，将数据与病原参考数据库对比后鉴定种属及耐药基因，后续由临床检

验师及医师综合数据结果及患者临床表现进行进一步判断[9]-[12] (见图 1)。 

3. 靶向测序相较传统测序的优劣对比 

哮喘的发作及严重程度与呼吸道病原体有着紧密联系，常常和病毒、细菌、真菌及支原体有关，但

其中进一步的关系仍有待被挖掘[16]-[18]。其根本原因是既往研究中的病原体获取手段常常为抗原抗体、

培养或 PCR 等，这些方法各有其优劣，受各种条件限制，同一研究群体往往只采用 1 到 2 种采样手段，

无法获取较为全面的病原体谱[7] [19] [20]。 
在 mNGS (宏基因测序)发展成熟的基础上，tNGS 目前已具有广谱、快速、准确且成本效益高的优势，

其不仅可以用于对感染诱发的儿童哮喘急性发作进行病原学诊断，还能够对哮喘患儿各病程时期的呼吸

道病原学生态进行分析从而挖掘更深层规律[21]。 
同样的，tNGS 仍有一些不足之处：(a) 特定数据库筛选后的结果注定其会遗漏一些真正的病原体微

生物，这些微生物可能是无意义的，也可能是导致哮喘致病的罕见病原体，这需要 mNGS 去进一步补足

[22] [23]。(b) mNGS 会受到大量人源性宿主片段的干扰，tNGS 身为其同源手段，仍然有一定的干扰情况。

首先 tNGS 会生成一份包含多种病原微生物的报告，其中包括致病菌、条件致病菌和定植微生物，若是进

行哮喘患儿的呼吸道病原生态学分析则不受其影响，但如果要对哮喘诱发因素进行精确诊断，从多种微

生物中寻找出真正致病菌，则需要临床医师结合患儿的病情进行诊断，这不仅受医师的经验影响，也需

要患儿家属对病史的准确描述[24]。(c) 尽管测序前的 PCR 步骤增加了低丰度微生物的检出灵敏度，但也

增加了污染风险，此前任何环节不慎造成的细微污染，都将在 PCR 中被扩大，使干扰极大增加，但这是

所有采样类检查不可避免的情况，其有赖于人员培训后的精细操作，以及科技发展后提纯手段的成熟[25]。 

4. tNGS 在临床应用层面的挑战与策略 

tNGS 在哮喘儿童呼吸道病原检测层面有巨大潜力，但作为一项新兴技术，其在临床转化方面仍面临

诸多挑战，需要我们谨慎对待。 
(1) tNGS过于依赖其核心病原体 panel的设计质量，panel需覆盖临床常见以及区域流行性的病原体，

但本身“封闭性”的设计决定其无法检测出 panel 之外的病原体，尤其是一些新发或者罕见病原体，这极

大可能造成临床上的“阴性漏检”情况[22] [23]。这对试剂盒自身及其背后供应链有着极高的要求，整个

体系需要对病原数据的变化进行及时更新迭代。同时，由于每次测序过程中多重 PCR 的扩增步骤，在提

高灵敏度的同时也成倍放大了任何实验操作环节中引入的微量污染，导致污染序列主导测序结果，因此，

建立严格的实验室区、标准化操作流程是 tNGS 临床转化不可或缺的前提[25]。 
(2) tNGS 报告中通常包含明确致病菌、条件致病菌及正常定植菌，本身分析具有一定难度，且哮喘

患儿本身气道微生态可能存在失衡，更加剧了从众多微生物中精准识别诱发“元凶”的难度[24]。这一困

难单从生物信息学角度恐难以解决，需结合临床双方面。一方面需结合序列丰度等指标进行初筛；另一

方面，临床医生需结合患儿的具体情况、当地病原体流行病学特征等进行多方面综合分析判断。这一过

程高度依赖临床经验，是目前制约 tNGS 临床转化的瓶颈。 
(3) 综上两点造成了 tNGS 的成本较高，无论是对实验室的设备条件等要求，还是临床医师的经验要

求都是目前存在的问题。且该技术成本效益是否优于传统检测技术，仍缺乏高质量前瞻性医学、经济学
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研究证据。此外，tNGS 在不同临床场景下的应用价值存在差异：对于危重、疑难等感染情况，mNGS 的

全方面筛查更具有优势，而对于目标明确，同时检测多种病原体及耐药基因，或者进行无关“定植、致

病”的微生物生态分析，tNGS 的高灵敏度、高深度测序则更为适用[21] [22]。因此，合理区分各种检测

技术的应用场景，准确其适用性与不足，是推动技术发展与临床实用性的关键。 

5. 病原体分析对儿童哮喘的重要性 

(1) 儿童气道由于其独特的生理结构特点，在哮喘的气道高反应性及慢性炎症下，易发生粘液阻塞导

致肺功能及生活质量下降，严重者有肺结构不可逆性损伤[26]。而病原体是造成气道高分泌的最常见原因，

不同病原体所引发机制不同，但都可使气道内的粘液分泌量增加数十至数百倍，同时感染也是诱发哮喘

急性发展的常见因素[27] [28]。作为一个慢性呼吸系统疾病，哮喘往往难以被治愈，其主要手段是控制治

疗及过敏原的规避，而病原体微生物作为儿童哮喘中的一个重要环节，了解其中的规律对临床哮喘患儿

的早发现、早预防有着难以替代的重要性[29] [30]。目前临床中有关病毒与哮喘急性发作的研究较多，尤

其是鼻病毒、呼吸道合胞病毒等常见病毒。但细菌，尤其是机会致病菌、定植菌等对哮喘患儿发病的频

率、严重度等有无影响等研究较少。关于呼吸道微生物的生态群分析与儿童哮喘之间的关系相关研究几

乎空白，目前仍缺少临床数据研究以作支撑，其原因可能与以往缺乏适合哮喘患儿这一特定人群的广谱

病原学检测手段有关，而 tNGS 的出现，在往后的研究中具有很大前景。 
(2) 综上，tNGS 作为一项具有前景的新兴项目，有待于诸多研究验证其可行性： 
(a) 对于临床效用的验证，可以设计多中心大数据的前瞻性研究，直接比较 tNGS 指导下的哮喘患儿

急性发作期抗生素合理使用率、住院时长，症状缓解时间及再入院率等临床指标，提供较高级的循证医

学证据。 
(b) 对于致病菌与定植菌的鉴别分析，可以进行大样本的临床数据分析，利用机器学习方法，通过人

工智能辅助临床医师更精准地分析与解读微生物在哮喘患儿呼吸道中的价值与意义。 
(c) 可以利用 tNGS 技术对各季节(月份)、各病程时期(急性发作期、慢性持续期、临床缓解期)或者初

发、治疗后、复发等不同阶段的哮喘患儿呼吸道微生物进行生态分析，探索其动态变化规律与哮喘深层

关联，为哮喘的长期管理和个体化治疗提供新策略。 
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