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摘  要 

新发传染病是指新近出现或重新抬头的感染性疾病，其流行受人口增长、气候变化、全球化旅行及宿主

免疫状态等多因素驱动。本文系统综述了新发传染病病原体检测与监控技术的研究进展，重点阐释了分

子诊断技术的革新及其在疫情防控中的关键作用。传统病原体鉴定方法(如培养分离、血清学检测)虽具

价值，但存在灵敏度低、耗时长等局限。聚合酶链反应(PCR)及新一代测序(NGS)技术的突破，显著提升

了病原体发现的效率与准确性：从基于序列非依赖性扩增的病毒发现(如HHV-8、MCPyV)，到宏基因组

学在无偏倚病原体筛查中的应用(如SARS-CoV-2的快速鉴定)。此外，生物信息学与“全健康”(One Health)
策略的整合，为跨物种传播风险预警提供了新范式。未来，高通量测序技术、人工智能辅助诊断及全球

化监测网络的协同发展，将进一步提升新发传染病的早期识别与应对能力。 
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Abstract 
Emerging infectious diseases (EIDs), defined as newly identified or re-emerging infections, are 
fueled by factors including population growth, climate change, global travel, and host immune sta-
tus. This review comprehensively summarizes advances in pathogen detection and surveillance 
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technologies, emphasizing the transformative role of molecular diagnostics. While conventional 
methods (e.g., culture isolation, serology) remain foundational, their limitations in sensitivity and 
turnaround time have been addressed by breakthroughs in polymerase chain reaction (PCR) and 
next-generation sequencing (NGS). Key milestones range from sequence-independent amplification 
techniques (e.g., discovery of HHV-8 and MCPyV) to metagenomics for unbiased pathogen screening 
(e.g., rapid identification of SARS-CoV-2). Integration of bioinformatics and the “One Health” frame-
work has further enabled early warning of cross-species transmission risks. Future directions in-
clude high-throughput sequencing, AI-assisted diagnostics, and global surveillance networks to en-
hance preparedness against EIDs. 
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1. 引言 

新发传染病被定义为新发现感染或者新被诊断的感染，在某些特定群体中越来越多地出现，如免疫

功能低下患者以及抑制患者或静脉注射吸毒者[1] [2]。在进行流行病学研究中，人们往往会发现很多已知

病原体(非人类疫源)在某些情况下会造成人类中感染传播[1]。近三十年来，全球范围内陆续确认了多种

新发或再发传染病，以及在低流行状态后重现或发病率显著攀升的感染性疾病。诊断技术的长足进展使

新型与新兴病原体的识别和流行病学监测成为可能，本文将对这一领域的核心进展进行综述。 

2. 研究方法 

表 1 展示了导致新型病原体出现或原有病原体再次出现的主要因素。人口增长促使人类活动向人兽

共患病高风险区域扩张，加剧了病原体暴露风险；气候变化引致节肢动物媒介分布范围扩大，提升了人

群潜在接触概率。全球旅行与贸易网络的延伸，持续强化病原体在人群中的动态传播连接，加速其定殖

后的播散进程。同时，人群易感性变化亦构成关键因素：人类免疫缺陷病毒(HIV)诱导的宿主免疫缺陷曾

促进多种机会性感染发生，而高效抗逆转录病毒治疗的临床普及显著降低了此类感染率；工业化国家人

口老龄化伴随的免疫衰老现象，可能增强其对特定病原体的易感性；器官移植术后、肿瘤放化疗及结缔

组织疾病治疗中广泛应用的免疫抑制方案，进一步重塑宿主防御状态。上述因素协同放大了易感人群对

常见病原体及条件致病微生物的感染风险[1]。此外，社会经济发展、长期趋势和疫苗接种行为可能会导

致感染风险或特定感染年龄的总体变化，这会影响个体是否出现有症状或无症状的感染[3]。在风疹的情

况下，感染年龄的变化会影响生育潜在和由此产生的先天性感染的妇女是否会发生感染[4]。尽管免疫规

划的实施显著减轻了多种传染病负担，但可能削弱人群对疫苗可预防疾病(Vaccine-Preventable Diseases, 
VPDs)风险的客观认知。这种防疫成效与风险感知的悖反现象表现为：疫苗接种的成功在降低目标疾病实

际威胁的同时，可能诱发人群对感染真实风险的认知弱化，并放大对疫苗接种潜在风险的担忧，进而增

强对疫苗负面信息的易感性。此种认知偏差已导致麻疹等在已达消除标准的国家/地区再度暴发，尤见于

疫苗覆盖率低下的群体聚集区域[5] [6]。缺乏抗生素管理，包括使用广谱抗生素，虽然没有临床指征，但

导致了高度和广泛耐药细菌的出现[7]。因此，很明显，新发和再发传染病的威胁在不久的将来不太可能
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减少。幸运的是，传染病诊断和监测技术的发展可能使未来能够快速识别和应对这些新出现的健康威胁。 
 
Table 1. Factors contributing to the emergence of novel pathogens or re-emergence of existing pathogens 
表 1. 新型病原体出现或者原有病原体再次感染的因素 

原因 新出现的和再出现的病原体 

进入自然栖息地 暴露于蝙蝠传播的副粘病毒，如尼帕病毒，系统病毒， 
如埃博拉病毒和马尔堡病毒 

全球旅行 2009 年 H1N1 大流行(H1N1pdm09 病毒)的迅速传播； 
SARS-CoV-2 全球大流行 

宿主免疫抑制：艾滋病毒，器官移植， 
癌症或结缔组织疾病的免疫抑制疗法 机会性感染 

免疫抑制疗法 病媒传播的疾病(如虫媒病毒) 

气候变化 疫苗来源的脊髓灰质炎病毒 

口服脊髓灰质炎活疫苗接种，实现群体免疫疫苗接种 麻疹疫情 

野生动物贸易 西非啮齿类动物：猴痘病毒 

2.1. 识别病原体并证明其在疾病中的病因作用 

“科赫法则”作为确立感染性病原体病因关系的经典标准，要求：1) 疾病个体中必须存在该病原体；2) 
健康个体中不应存在；3) 病原体可被分离并实现体外纯培养。该标准在感染病病原学鉴定中曾具有里程碑

式的指导性意义，但其应用仍存在明确局限：1) 诸多微生物(如病毒、专性胞内寄生菌)难以满足体外培养条

件；2) 病原体与疾病的关联性并非单一的确定性因果关系，而常呈现复杂机制——病原体定殖可表现为无

症状携带状态，亦非疾病的必要或独立致病因素。疾病发生通常需宿主遗传易感性、免疫状态或环境暴露等

协同因素参与，形成多病因发病模式。在后一种情况下，传染源不是充分的原因[8] [9]。疾病并发症也可能

是慢性感染的结果，感染和疾病之间有很长的时间间隔[10]，这使得更难直接将传染源与疾病联系起来。 
因此，基于病原体序列鉴定的分子标准，提出了对科赫假设的改编[11]。然而，复杂的病因需要流行

病学证据表明，与没有感染的人相比，患有特定感染的人的风险增加。对于导致肿瘤等病理或其他感染

延迟并发症的生物体，通常需要结合分子和流行病学证据。宫颈癌几乎总是致癌型人乳头瘤病毒感染的

结果[12]，丙型肝炎病毒和乙型肝炎病毒感染与癌症密切相关。然而，其他感染，如人类疱疹病毒 8 型

(HHV8)和爱泼斯坦杆状病毒(EBV)，在可能发生肿瘤之前需要辅因子[13]。要证明慢性幽门螺杆菌胃感染

与十二指肠溃疡和胃癌的关联，除了确定患者的感染外，还需要进行流行病学和干预研究[14]。人类遗传

学研究进展与多组学技术(包括转录组学、蛋白质组学及代谢组学)的深度整合，通过对 mRNA 表达谱、

蛋白质结构与互作网络、代谢通路的系统性解析，累积了多维度的生物大数据。这些数据为阐释宿主遗

传背景、感染过程及环境暴露的互作机制提供了关键证据。未来，基于新型分析方法的跨组学数据挖掘

将深化对复杂疾病细胞通路调控网络的理解，加速潜在治疗靶标的识别[15]。 

2.2. 鉴定传染病病原体的传统方法 

生物化学与工程学技术的交叉融合，催生了传染病诊断体系的革新。经典诊断技术(详见表 2)虽具明

确价值与应用局限，其在新发病原体筛查与鉴定中的基石地位依然不可替代，并与现代分子检测技术形

成策略性互补。下文将系统解析二者的集成应用范式。 

2.2.1. 显微镜和基于培养技术的病原体分离方法 
自从通过光学显微镜发现微生物和巴斯德、科赫等人提出的细菌假说以来，已经开发出可以分离细
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菌的培养基[16] [17]。然而，导致大多数新发感染的病毒最初是难以捉摸的，因为它们需要活细胞(细胞

培养或活动物)来生长和实验室分离。病毒也太小，无法被细菌过滤器阻挡或通过光学显微镜鉴定[18]。
细胞培养系统的发展极大地帮助了从患者样本中鉴定病毒[19]。同样，细胞内细菌，如分枝杆菌、衣原体、

支原体和立克次体，很难生长，需要特殊的培养基，通常需要较长的潜伏期或实验室动物来分离它们[20]。
电子显微镜的分辨率比光学显微镜高得多，可以表征病毒结构，并根据鉴定的形态，指导进一步的研究

以鉴定特定的物种[21]。 

2.2.2. 免疫学诊断方法 
感染患者或感染康复者的血清被证明对诊断新型病原体非常有价值，最早的技术涉及免疫扩散、沉

淀和反免疫电泳反应，有助于鉴定病原体[22] [23]。血清学诊断基于抗原–抗体的特异性结合。该技术核

心在于：血清源抗体检测为宿主既往暴露于病原体提供溯源证据；已知抗体(经动物免疫或体外培养制备)
对抗原的检测则指示样本或分离培养物中存在目标抗原。免疫荧光法、酶联免疫吸附法及化学发光法等

技术已广泛应用于抗原抗体复合物鉴定。尽管系经典病原体诊断方法，血清学在新型传染病防控中仍具

现实价值——其通过定量群体特异性抗体水平，为病原体暴露评估提供关键依据。针对新冠肺炎的血清

学调查研究，即是运用该策略溯源无症状感染与未确诊病例传播程度的典型范例[24]。下文将更详细地讨

论人群中抗体存在的研究，称为血清流行病学。 
 
Table 2. Values and limitations of conventional infection identification and diagnostic methods 
表 2. 传统的感染识别和诊断方法的价值和局限性 

方法 病原体鉴定价值 限制 

细菌生长培养基 
(血清肉汤等) 快速生长的细菌的纯培养物 不能分离出病毒或挑剔的细菌 

细胞培养方法 特定病毒的分离 许多病毒不表现出细胞病变效应；而其他病毒 
则不能在可用的细胞培养系统中生长 

聚合酶链反应 低浓度剂的敏感性检测 设计引物需要一些序列的先验知识 

血清学 调查社区中是否存在抗体(血清流行率调查)； 
确定新发现的药剂以前是否在人群中流行过 

通过检测抗体作为免疫反应的一部分的间接证据， 
这是可变的，在感染后可能会减弱。 

  相关制剂之间的交叉反应性 
(例如，来自同一科，如黄病毒) 

2.2.3. 传统诊断方法的局限性 
尽管它们很有价值，但传统的实验室诊断方法存在局限性(表 2)。基于细胞培养的病毒分离和挑剔细

菌的培养既繁琐又缓慢，电子显微镜需要高浓度的病原体，因此缺乏敏感性[25]。此外，对于许多传染源，

培养隔离系统并不容易获得。因此，这些生物体的鉴定依赖于遗传鉴定，通常被称为分子诊断方法。 

2.3. 分子方法的快速发展 

2.3.1. 核酸扩增：聚合酶链反应及其替代方案 
在快速鉴定病毒和挑剔的生物体方面最重要的突破是 Kary Mullis 于 1985 年开发了聚合酶链式反应

(PCR) [26]，并因此于 1993 年获得诺贝尔奖。聚合酶链式反应(PCR)无需病原体预先分离培养，可直接扩

增生物样本中微量病原体 DNA。其衍生技术逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)通过 RNA 逆转录为 DNA 的

预处理步骤，实现对 RNA 病毒的特异性检测。 
等温核酸扩增技术作为 PCR的替代方案，包括：基于核酸序列的扩增(NASBA)与转录介导扩增(TMA)、
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环介导等温扩增(LAMP)及重组酶聚合酶扩增(RPA)。此类技术的核心优势在于规避热循环环节，显著简

化设备配置要求[27]。 
基于 PCR 产物的核苷酸测序可实现病原体全面鉴定，并通过系统发育分析阐明其种属进化关联。然

而，PCR 扩增依赖引物与靶 DNA 序列的特异性结合，其应用前提需已知病原体部分基因序列。该技术

瓶颈导致两类病原体识别受限：与已知病原体遗传距离较远的种类；或存在意外进化关系的新发病原体。

突破此限制需优化 PCR 引物设计策略或开发替代性分子诊断技术[28]。 
生物化学和工程的改进，包括在部分或完全自动化的封闭系统中实现提取和扩增的自动化，导致核

酸扩增技术从专业研究实验室转向高通量诊断实验室。这在 HIV 和 HCV 的自动病毒载量监测以评估治

疗成功以及呼吸道疾病、脑膜炎和性传播疾病的多重分子综合征诊断中得到了明显证明[29]。此外，血库

利用分子方法对献血者进行筛查，以确保可能处于抗体阴性窗口期的献血者血液制品的安全[30]。最近，

高通量分子诊断的重要性变得最为明显，因为实验室需要快速扩大规模，通过 RT-PCR 检测数千个严重

急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型样本。这对于个人诊断和流行病控制是必要的[31] [32]。与大型高通量

自动化实验室仪器相比，技术发展还带来了更小的占地面积和易于使用的近患者分子诊断仪器，这些仪

器在床边或护理点(POC)诊断新发传染病方面变得越来越重要。当需要对感染者或未感染者进行临床诊断

或队列护理时，在野战医院环境中埃博拉病毒的诊断和严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型的快速诊

断中发挥了重要作用[33] [34]。 
利用核酸扩增(主要是 PCR)的方法克服了传统方法的一些局限性。然而，从临床样本中识别未知的

新型感染带来了一些挑战，需要寻找新的解决方案(表 3)。 
 
Table 3. Challenges in virus discovery from clinical specimens 
表 3. 从临床样本中发现病毒的挑战 

挑战 影响 解决方案 

宿主核酸浓度高 宿主材料的竞争导致了筛选过程的耗时 分析前的病毒：样品的超离心法和 DNAse 处理 
(病毒颗粒得到保护) 

未知序列 PCR 扩增需要特异性的引物结合位点 删减：代表性差异分析(RDA) 
序列独立(无偏性)扩增方法；随机 PCR；简并 PCR 

2.3.2. 人类细胞背景干扰的处理 
在更高浓度的正常人类细胞核酸(DNA 和 RNA)中识别病原体遗传物质是一项挑战。克服这一挑战的

方法之一是 1993 年开发的代表性差异分析(RDA)。这种方法有选择性地富集特定类型病变组织所特有的

DNA 序列[35]。长期以来，人们一直怀疑卡波西肉瘤(KS)的感染性病因，但直到将 RDA 应用于这些肿瘤

组织时，才发现一种以前未识别的人类疱疹病毒，称为人类疱疹病毒 8 型(HHV-8)或卡波西肉瘤相关病毒。

疱疹病毒在所有 KS 组织中都存在[36]。 
RDA 的秘密在于，它使用改良的 PCR 来选择性扩增存在于患病组织中但在健康组织中不存在或浓

度低得多的基因序列。它始于将来自患病组织的低浓度扩增产物(检测扩增子)与引物连接，与来自正常组

织的过量浓度(驱动扩增子)杂交。然后，患病组织特有的 DNA 链优先呈指数扩增[35]，这有助于识别疾

病特异性序列。在确定 HHV-8 是 KS 的病因后，发现它与多中心 Castleman 病[37]和原发性渗出性淋巴瘤

[38]有关。使用 RDA 鉴定的其他病毒是人类 GB 病毒(GBV) [39]，一种与 HCV 密切相关的病毒，但似乎

没有致病性，以及来自 Anelloviridae 家族的 TT 病毒(TTV) [40]，该病毒通常存在于血液中，其意义尚不

确定。尽管 RDA 具有价值，但它非常繁琐，而最近开发的一些生化方法更快、更实用。 
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2.4. 无偏放大方法 

DNase 序列无关性单引物扩增(DNase SISPA)用于允许从血清中非特异性扩增病毒 RNA 或 DNA，从

而能够鉴定人类细小病毒 4 [41]。简而言之，过滤后的血浆样本用 DNA 酶处理以去除人类 DNA，然后

提取病毒 RNA 和 DNA。此后，用随机引物逆转录 RNA 并合成互补 DNA (cDNA)，然后用限制性内切酶

消化病毒 DNA 或双链 DNA，从 RNA 逆转录，并连接接头以进行非特异性扩增、克隆和测序。类似的方

法：2004年，基于 cDNA-AFLP(扩增片段长度多态性) (VIDISCA)的病毒发现被用于发现冠状病毒NL-63。
该方法从血浆、血清或培养上清液开始。首先通过离心去除细胞物质和线粒体，然后进行 DNA 酶处理以

消化细胞片段中存在的线粒体或细胞 DNA，而病毒颗粒中的核酸仍然受到保护。然后分离病毒核酸，将

病毒 RNA 逆转录为 cDNA，然后进行第二链合成。双链 DNA (直接来自病毒 DNA 或逆转录 RNA)用限

制性内切酶消化，连接锚，锚含有引物结合序列。随后进行 PCR 扩增，最后进行核苷酸测序，提供未知

试剂的核苷酸序列，不需要任何先前的序列知识[42]。 

2.5. 测序技术的改进 

2.5.1. 第一代测序 
第一种广泛应用的测序方法是 Maxam 和 Gilbert 技术，该技术依靠化学处理在一小部分 DNA 链中产

生断裂，分别针对四个核苷酸中的每一个产生断裂。然后用聚丙烯酰胺凝胶电泳将这些单独切割的产物

中的每一个分离成单独的片段[43]。Fred Sanger 开发了一种方法，后来在很大程度上取代了 Maxam 和

Gilbert 方法。这依赖于 DNA 聚合酶在引物延伸和互补 DNA 合成过程中掺入正常和链终止核苷酸的混合

物。当引入链终止核苷酸时，会产生不同长度的片段，每个片段都以各自的链终止核苷酸结束[44]。最初，

三联核苷酸被放射性标记，但一旦被四种不同的荧光标记所取代[45]，它为自动毛细管电泳开辟了道路，

这是今天仍在使用的桑格测序版本。每个毛细管都有一个单独的读数，称为电泳图，它以颜色显示了每

个位置结合的相应核苷酸。扩大自动化桑格测序依赖于增加并行运行的毛细血管数量。不幸的是，这增

加了仪器的占地面积，尽管桑格测序的优雅暴露了其有限的可扩展性：本质上，每个测序反应和电泳发

生的毛细管都旨在提供一个共识序列读取。因此，人类基因组计划所需的大量自动化测序仪突显了自动

化桑格测序的局限性。因此，要使测序更具可扩展性，需要一种方法，允许在一个反应中同时对多个不

同的模板进行测序。已经开发了几种不同的解决方案，并被称为下一代测序(NGS)或大规模并行测序 
(MPS) [46] [47]。 

2.5.2. 下一代测序技术的发展 
上述测序策略虽原理各异，均通过物理隔离反应体系实现大规模并行化独立检测(表 4)。新一代测序

(NGS)技术迭代中，PacBio 单分子实时测序(SMRT)与牛津纳米孔技术(ONT)等突破性方法可获取长读长

单基因组序列，被统称为第三代测序或单分子测序(SMS)，以此区别于短读长 NGS 技术。 
应用于病原体发现时存在两种策略： 
1) 靶向富集策略：基于 PCR 等扩增技术，采用跨物种/属保守序列引物对目标病原体特异性富集，

经测序完成鉴定； 
2) 非靶向宏基因组策略：通过非特异性扩增或核酸直接测序，系统性检测样本中潜在感染源，经生

物信息学数据库比对确定病原体，该路径定义为宏基因组学分析。 

2.5.3. 下一代测序的应用 
NGS 的发展和人类基因组计划的数据为发现新的药物提供了一种新的途径：默克尔细胞癌(MCC)是一

种罕见但具有攻击性的皮肤癌症病因，影响免疫功能低下或老年人，通过数字转录组减法(DTS)确定[48]。 
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Table 4. Overview of next-generation and third-generation sequencing methods 
表 4. 下一代和第三代测序方法概述 

方法 分离 化学原理 检测 

454 测序 与在皮滴度孔上分离的珠子

相连的 DNA 

随着引物的延伸，焦磷酸盐被释放；

ATP 产生，荧光素酶介导荧光素转化

为氧荧光素 
光被释放 

离子激流 DNA 在微加工孔中的珠子上

分离 
随着引物的延伸，氢(质子)被释放出

来。 半导体芯片检测电压的变化 

Illumina 纳米细胞上的寡核苷酸捕获

DNA(与适配器结合) 
桥接放大产生集群。测序的扩展是可

逆的终止 dNTP 

四个 dNTP 用不同的荧光团标

记；激光激发荧光团，荧光灯

由数码相机记录。 

PacBio 单分子实

时(SMRT)测序 
带有数千个透明底皮滴定井

的流槽：零模式波导(ZMW) 
聚合酶被固定在 ZMD 的底部，并通

过引物延伸添加荧光核苷酸 
通过固定化聚合酶添加顺序碱

基，检测光信号的电影 

牛津纳米孔技术 单个 DNA 分子通过纳米孔连

接合成电阻聚合物膜 
核苷酸碱基在通过时占据一个纳米

孔，导致电流的变化 

目前与连续一系列碱基通过纳

米孔相关的变化被生物信息学

地分解成一个核苷酸序列。 
 
简而言之，来自下一代焦磷酸测序的 RNA 文库与预期的转录组(代表来自国家生物技术信息中心(NCBI)
数据库的转录人类基因的预期 mRNA 序列的转录组)进行了比对。在剩余的(减去的)mRNA 转录物中，发

现一个与多瘤病毒序列相匹配。进一步的研究发现，这种默克尔细胞多瘤病毒(MCPyV)整合在绝大多数

MCC 组织中[48]。 
NGS 为诊断和病原体发现提供了一种新的宏基因组方法。涉及转座酶的非特异性 DNA 扩增用作文

库制备，然后是 Illumina 的 NGS，其使用固相桥扩增，允许对低浓度 DNA 文库进行直接测序[49]。这种

无偏倚的方法用于在接受同一供体实体器官移植后死亡的三名患者中鉴定一种新型沙粒病毒[50]。它还

允许对归国旅行者的感染进行无偏见地诊断[51]。这些宏基因组学方法已被证明与多重 PCR 等常规诊断

方法具有良好的相关性[52] [53]，但如果病毒载量足够高，效果最好[53] [54]。在下一代文库制备之前，

可以通过首先用探针捕获富集病毒序列来提高灵敏度[55]-[57]。 
在一项外国科学团队的研究中，开发了两种快速且低成本的病毒RNA宏基因组学检测方法，SMART-

9N 和 Rapid SMART-9N。这项技术以改造 SMART (Switch Mechanism at 5' End of RNA Template)技术为

基础，采用随机引物代替 oligo-dT，兼容纳米孔测序。其中 SMART-9N 方法需单独制备文库，使用 Q5 聚

合酶，而 Rapid SMART-9N 方法则是集成条形码 PCR，使用 LongAmp Taq 聚合酶。实验采用塞卡病毒

(ZIKV)、黄热病毒(YFV)和严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型(SARS-CoV-2)作为模型病毒。首先提

取病毒的 RNA，采用金标准多重 PCR 作为对照组，SMART-9N 和 Rapid SMART-9N 作为实验组对病毒

RNA 进行测序分析。在原始数据处理中，使用 Guppy (v2.2.7 GPU)对 MinION 生成的 FAST5 文件进行实

时碱基识别，通过 Porechop (v0.3.2)去除测序接头(adapters)，按条形码拆分样本，并过滤低质量读段(默认

Q ≥ 7)。初步处理后进行序列比对，使用 Minimap2 (v2.28.0)将纯净读段比对至目标病毒参考基因组，使

用 SAMtools (v1.9)将 SAM 文件转为排序 BAM 文件，优化存储与检索效率。通过 SAMtools depth 计算全

基因组覆盖百分比(≥1 × /20 × 深度的比例)，平板(Tablet v1.19.05.28)可视化覆盖均匀性，评估扩增偏好

性，NanoStat (v1.1.2)统计 N50(半数以上组装 contigs 的最短长度)及平均读长，查看读长质量。随后进行

变异检测，对照组多重 PCR 样本采用 ARTIC 流程(artic minion + Nanopolish)进行引物修剪和变异调用，

实验组宏基因组样本通过 Medka (medaka_variant)检测 SNP/InDel 并生成共识序列。使用 Kraken2 (v2.0.8-
beta)及 MiniKraken2_v1 数据库(8GB)，对未比对的读段进行病毒分类，对分类为病毒的读段二次比对至
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NCBI 病毒库(如 Siphoviridae dsDNA 病毒)，验证共存病原体。最后输出结果：覆盖率、深度分布、最长

读长、N50 值和病原体分类比例，生成共识序列。最后实验结果显示，与对照组多重 PCR 相比，宏基因

组学检测方法具有高灵敏度、长度长、成本低和检测效率高的优点，尤其是 Rapid SMART-9N 方法。且

宏基因组学更适用于低病毒载量的标本；覆盖原始数据到变体检测，支持病原体鉴定与进化分析；兼容

靶向(扩增子)与非靶向(宏基因组)策略，满足新病毒发现需求，为新发病毒检测提供更高效且低成本检测

方法[58]。 
宏基因组学 NGS 在临床中是一个非常强大的工具，其为我们提供了检测标本中所有的 DNA 开放视

图，与经典的特异性分析相比能更好地检测出被遗漏的未被发现的病原体。在 2018 年尼日利亚的拉沙热

疫情中，使用了宏基因组测序技术检测拉沙热病毒(LASV)，使用 MinON 对遗传多样性 RNA 病毒进行便

携式宏基因组测序，无需寄送标本和特异性富集病原体，加快了疫情中对病原体的基因组的测序[59]。 
然而，宏基因组 NGS 仍面临一些挑战，阻碍了其广泛采用。NGS 的一个挑战是计算和生物信息学需

要组装序列读取并将其与现有数据库进行匹配，以识别已知和可能的新型病原体[60]。宏基因组 NGS 也会

产生信息，包括具有未知临床意义的病毒基因组序列，这些序列可能是非致病性的，如无核病毒。然而，

anellovirus 病毒载量已被用于监测器官移植受者的免疫抑制程度[57]。Marius Zeeb 团队为了解决 NGS 数据

的关键问题，建立了瑞士 HIV 队列研究病毒 NGS 数据库(SHCND)，该数据库用于储存和处理 HIV 基因组

学数据，还可用于 HIV 的耐药突变检测，为 HIV 发病机制、治疗、耐药性和分子流行病学方面的多个研究

项目做出了贡献[61]。在 Benjamin Voigt 等人的研究中，采用 AI 对 NGS 进行读长分类[62]。他们使用并证

明了 transformer 神经网络可以不依赖参考数据库在结构域水平上基于生物体蛋白质氨基酸序列的短段进行

分类，且支持在分类中对未知的细菌和病毒蛋白进行无参考检测，以此促进了潜在的新病原体检测。 
宏基因组学 NGS 在“同一健康”(One Health)框架下可扩展应用于非人类宿主及节肢动物载体病原

体筛查。蝙蝠等自然宿主携带的丝状病毒科(埃博拉病毒、马尔堡病毒)、副粘病毒科(亨德拉病毒、尼帕

病毒)、冠状病毒科(严重急性呼吸综合征冠状病毒、中东呼吸综合征冠状病毒、严重急性呼吸综合征冠状

病毒 2 型)等新兴人类病原体表明，其宏基因组学分析能预警潜在人畜共患病毒，为跨物种传播风险提供

早期识别依据[63]。 

3. 结论：识别和监测现在和未来的新发感染 

宏基因组学技术的演进实现了对人类、环境、人畜共患宿主及媒介中病原体的无预设性发现，为病

原体鉴定带来变革性突破。二代测序与三代长读长测序技术的迭代，大幅缩短新发传染源基因组从鉴定

至全特征分析周期。此效能凸显于严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2 型(SARS-CoV-2)疫情：其基因组

在发现数周内即完成国际共享与全面解析。若无该快速表征体系，诊断试剂的年内开发及新冠疫苗创纪

录的快速研发与获批均不可实现。 
分子流行病学及分子钟模型证实，新发感染多源自非人哺乳动物宿主。人类免疫缺陷病毒(HIV)溯源

灵长类，蝙蝠携带的高致病性病毒已多次突破种间屏障并具大流行潜力。因此，流行病监测亟须采用全

健康(One Health)策略，整合兽医与人类健康监测体系，纳入节肢动物媒介研究。 
全球化进程增强国际联通性，高人口密度与城市化则提升呼吸道病原体传播风险。大陆性暴发感染

可迅即蔓延全球，然亦为跨国协作创造机遇。基于信息共享与技术协同的全球联防机制，对当前及未来

新发传染病的快速识别与应对具有关键作用。 
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