
中枢神经系统感染病原体核酸宏基因组测序技术要求 

1 范围 

本文件提供了基于宏基因组测序技术检测中枢神经系统感染病原体的性能要求、检测流

程、质量控制和安全防护等方面的内容。 

本文件适用于医疗机构、疾病预防控制机构和第三方实验室对中枢神经系统感染病原体

诊断核酸高通量测序技术的应用。 

2 规范性引用文件 

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期

的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本(包括

所有的修改单)适用于本文件。 

GB 19489  实验室生物安全通用要求 

GB/T 30989-2014  高通量基因测序技术规程 

GB/T 27025  检测和校准实验室能力的通用要求 

WS/T640-2018 临床微生物学检验样本的采集和转运 

SN/T 2752.4  卫生检疫人员的自我防护规范 第 4部分:实验室人员 

3 术语及定义 

3.1 

中枢神经系统感染  central nervous system infection；CNS infection 

是指各种病原微生物侵犯中枢神经系统实质、被膜及血管等引起的急性或慢性炎症性疾

病，主要包括脑炎、脑膜炎、脑膜脑炎、脊髓炎和脑脓肿等。 

3.2 

病原体  pathogens 

指致人类或动植物感染性疾病的生物总称，包括细菌、病毒、寄生虫、真菌等微生物或

其他生物体。 

[来源：T/CPMA 010-2020，3.3] 

3.3 

脑脊液 cerebrospinal fluid；CSF 

指存在于脑室及蛛网膜下腔的一种无色透明的液体。脑脊液包围并支持着整个脑及脊髓，起

到保护作用。在清除代谢产物及炎性渗出物方面，起着身体其它部位淋巴液所起的作用。 

3.4  

核酸  nucleic acid 



由核苷酸或脱氧核苷酸通过 3',5'-磷酸二酯键连接而成的一类生物大分子。具有非常

重要的生物 

功能,主要是贮存遗产信息和传递遗传信息。包括核糖核酸（RNA）和脱氧核糖核酸（DNA）

两类。 

[来源：GB/T 40974-2021，3.2] 

3.5  

高通量测序  Next-generation sequencing ；NGS 

也被称为下一代测序技术，是一种能够快速、准确地测定 DNA或 RNA 序列的方法，能够

一次并行对大量核酸分子进行平行序列测定的技术,通常一次测序反应能产出不低于 100Mb

的测序数据。 

3.6  

宏基因组测序  Metagenomics next generation sequencing；mNGS 

是一种基于 NGS 技术的测序方法，以临床样本中所有微生物和宿主基因组为研究对象，

进行无偏倚测序分析。针对 CNS感染患者的病原检测，通常是对临床脑脊液样本中的细胞游

离 DNA进行 mNGS测序，也有研究利用临床样本的全细胞 DNA进行 mNGS测序。 
注：细胞游离 DNA、全细胞 DNA 的定义见 3.6、3.7。 

3.7  

细胞游离 DNA  cell-free DNA；cfDNA 

是指体液中游离于细胞外的 DNA片段，主要来源于宿主和病原微生物，在细胞凋亡，坏

死，和炎症反应等过程产生。 

3.8  

全细胞 DNA  wholecell DNA；wcDNA 

是指体液中全部的 DNA。无论 cfDNA 还是 wcDNA 中都包含了大量的宿主 DNA，这会大大

降低 mNGS 对病原微生物检测的敏感性。因此，针对 wcDNA，一般会通过差异裂解的方法，

在尽量去除临床样本中细胞裂解释放的宿主 DNA 情况下，获得样本中病原微生物的 DNA。有

研究表明，脑脊液 cfDNA对病原的检出能力要高于 wcDNA。 

3.9  

文库 library 

通过生物来源的、人工合成的或克隆技术等所得到的一个重建分子群,如基因组文库、

互补 DNA文库、噬菌体展示肽文库等。 

[来源：GB/T 30989-2014，3.5] 

3.10  

聚合酶链式反应 polymerasechain reaction；PCR 

模板 DNA先经高温变性为单链,在 DNA聚合酶和适宜的温度下,两条引物分别与模板 DNA

两条链上的一段互补序列发生退火,接着在 DNA 聚合酶的催化下以四种 dNTP 为底物,使退火

引物得以延伸,如此反复变性、退火和 DNA 合成这一循环,使位于两段已知序列之间的 DNA

片段呈几何倍数扩增。 

[来源：GB/T 30989-2014，3.14] 

3.11  



生物信息学分析 Bioinformatics analysis 

生物信息分析（以下简称“生信分析”）是对测序得到的原始序列进行数据分析和处理

的过程，以预定程序执行。该流程由多个软件组成，包括去除低质量序列和人源序列、处理

微生物序列及相关元数据、检测候选目标微生物，实现检测与数据的转换。分析中应考虑预

期用途、软硬件功能、数据存储位置、版本号及信息备份等。同时应确保患者信息安全，设

置读取规则、人员权限、预警警报，目前已经有商业化的自动分析系统可以选择，实验室选

择与国际同先的算法和软件，搭建实验室自己的分析流程，搭建过程中应选择已知阳性样本

与质控品进行生物信息学分析能力模拟测试。 

4 性能要求 

4.1 性能验证要求 

4.1.1 开展病原体高通量测序临床检测前应完成方法学建立和性能确认，结合预期临床用途

确立预期性能指标。 

4.1.2 应进行生信流程评估，至少需要包括准确率、召回率、精确率和 F1值等评估指标。 

ACC按照公式（1）计算： 

            ACC = (TP+TN)/(TP+FN+FP+TN)........................（1） 

R 按照公式（2）计算： 

            R = TP/(TP+FN).....................................（2） 

P 按照公式（3）计算： 

            P = TP/(TP+FP).....................................（3） 

F1 按照公式（4）计算： 

            F1 = 2PR(P+R)......................................（4） 

式中： 

ACC——准确率（Accuracy） 

R——召回率（Recall） 

P——精确率（Precision） 

F1——F1值（F1-Score） 

TP——真阳性（True Positive） 

FP——假阳性（False Positive） 

TN——真阴性（True Negative） 

FN——假阴性（False Negative） 

4.1.3 应根据检出种特异性序列数，相对丰度等信息，确立生物信息分析阳性检出阈值的标

准。 

4.1.4 收集一定数量的阳性临床样本，每份样本的上机测序数据量至少为 20兆（megabyte，

M）reads，随机抽取不同数据量梯度的数据重复多次分别进行生信分析流程分析，选择所有

临床样本阳性检出率 95%以上的数据量作为最低测序数据量。 

4.2 全流程性能确认 

4.2.1 设置质量控制点和风险控制点 



应测定构建文库的浓度，同时将测序数据量和测序质量值作为质量控制点。 

4.2.2 阳性判断阈值 

应根据产品特点对临床样本或模拟样本进行检测，采用受试者工作特征曲线（receiver 

operating characteristic curve,ROC 曲线）或其它合理的模型确定相对合理的报告规则

及阳性判断阈值。 

4.2.3 最低检出限 

根据产品预期用途和技术原理合理选择最低检出限参考品的稀释基质、投入靶标的形态

（如菌液、小片段核酸等）和代表性靶标范围，对代表性病原体检出限进行评估，以 95% 的

重复均能检测到某一病原体的最低浓度为该病原体的检出限。其中 mNGS 的检出限受宿主细

胞/核酸浓度、核酸提取效率、病原体种类等多种因素影响，mNGS产品检出限性能应至少在

高低不同宿主细胞/核酸浓度下进行评估。 

4.2.5 精密度确认 

根据产品特性对精密度指标做出合理要求，应考虑批次、时间、操作者等影响精密度的

条件，设计合理的精密度试验方案。精密度评价试验应为全流程试验，包含核酸提取步骤。

对阳性标本，分析结果是指通过生信流程得到的检出病原中包括该参考品中的病原体，则记

为正确结果，否则为错误结果。结果一致的实验数占全部实验数比例高于 95%，判断为可接

受。 

4.2.6 抗干扰确认 

应根据产品特性设置合适的质控系统以识别宿主核酸可能对结果造成干扰所引起的假

阴性。并以弱阳性标本混合不同浓度的宿主细胞/核酸进行验证。 

4.2.7 交叉干扰确认 

mNGS 应选取同属内近源物种，将其分别按照一定浓度比例进行混合测序，统计近源物

种的检出情况相对丰度比例与预期是否一致。宜在医学相关水平验证交叉物种的假阳性。 

4.2.8 稳定性确认 

应根据产品特点对采集后各阶段的样本进行稳定性研究，研究内容包括冷藏保存时间、

冷冻保存时间、冻融次数等，评估样本的不同储存条件对检测结果的影响情况。所选择样本

宜包含弱阳性样本。 

4.2.9 临床评估 



宜收集明确既往检测结果的脑脊液剩余标本，包含阳性及阴性标本进行检测。对于阳性

标本，宜与既往培养结果或使用一代测序或者 ddPCR等复核，统计总符合率、阳性符合率和

阴性符合率。 

5 检测要求 

5.1 样本采集与处理 

000015.1.1 应按照 WS/T640-2018要求进行脑脊液的采集和处理。 

5.1.2 应选择符合预期用途并经过确认的脑脊液样本处理程序，每一操作程序的规定要求

（性能特征）应与该产品的预期用途和技术原理相关。 

5.2 企业参考盘的建立与验证 

5.2.1 应建立企业参考盘验证产品全流程检测性能，企业参考盘的组成应至少包含阳性参考

品、阴性参考品、最低检出限参考品和精密度参考品。 

5.2.2 应根据产品预期用途和技术原理合理选择参考品的稀释基质、投入靶标的形态（如菌

液、小片段核酸等）和代表性靶标范围。 

5.2.3 使用 mNGS 技术原理的产品宜根据产品临床样本类型特点合理选择宿主背景，并设置

至少高低两个宿主浓度的企业参考品。 

5.2.4 使用企业参考品对全流程进行性能验证，检测结果应符合产品的预期用途。 

5.3 生信参考盘的建立与验证 

5.3.1 应建立生信分析流程性能确认参考盘以验证产品产品生信分析流程的可靠性，内容应

包括但不限于： 

a)验证近缘物种的相互交叉干扰率评估； 

b)分析流程的灵敏度评估； 

c)数据库的完整性和代表性评估。 

5.3.2 确认指标主要包括准确率、召回率、精确率、F1-Score和最低测序数据量。 

5.4 mNGS分析流程 

生信分析应涵盖以下 4个模块： 

a)低质量序列过滤（接头序列，测序质量低的序列，含有 N的序列，低复杂度序列）； 

b)宿主序列过滤； 

c)物种注释，通过与微生物数据库比对确定物种检出信息； 

d)综合物种检出信息判定阳性检出。 

5.5 质控要求 

应根据产品特点在检测全流程特定的环节合理设置质量控制点。涉及的质控点包括但不

限于： 

a)文库核酸浓度； 

b)测序数据量； 

c)Q30值等。 

5.6 结果解读 

结果解读要求主要包括： 



a)阳性结果提示病原体存在，阴性结果不能完全排除感染的可能； 

b)宜根据对病原体及对应检测技术原理和性能的了解，对检测结果进行准确的分析

和解读，并对异常结果进行复核和处理； 

c)应结合临床病史和实验室检查结果，对核酸检测结果进行综合分析和解读。 

5.7 样本保存与记录 

提取出的核酸样本宜先进行分装，不宜反复冻融。做好样本来源、取样人员等文档的登

记、标记和存档。 

5.8 质量控制 

5.8.1 实验室宜按照 GB/T 27025相关规定，建立完善的质量管理体系并实施。 

5.8.2 实验室人员应经过培训，具备相应的检测技能，上岗前进行考核，确保其满足工作要

求。 

5.8.3 试剂和设备应符合相关要求，经过批准或注册。建立试剂和设备的管理制度，包括试

剂的采购、验收、储存、使用等。设备应当定期进行维护和校准。 

5.8.4 宜制定检测全流程的操作规程及制度，定期对检测结果进行分析和总结。 

5.9 安全防护 

5.9.1 实验室应具备相应的生物安全条件和实验设施设备，宜符合 GB 19489相关规定。 

5.9.2 实验室人员宜接受核酸检测技术相关培训和教育，了解并遵循安全规章制度，包括安

全防护措施、操作规程和应急处理等。 

5.9.3 实验室人员处理和检测样本时应穿戴适当的个人防护装备，具体防护要点宜参考

SN/T 2752.4执行。 

5.9.4 实验室宜定期进行清洁消毒和生物安全检查。消毒剂选择经批准的合格产品，并按照

说明书正确使用。 
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