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［摘　要］　抗微生物药物耐药性对人类健康产生了严重威胁，是导致感染相关病死率升高的主要原因。合理、及

时地使用抗微生物药物对改善感染患者预后至关重要，但过度或不规范用药会加速病原微生物耐药性的获得，促

进新型耐药机制的产生，最终导致“超级耐药菌”的出现。因此，耐药性的早期识别对感染性疾病的快速诊断和精

准治疗至关重要。随着分子诊断技术的发展，第三代测序技术（ＴＧＳ）因其长读长、操作简便和检测快速等优势，为

微生物耐药性检测提供了创新解决方案，显著促进了耐药性的早期诊断和实时监测。本文系统综述了ＴＧＳ在微

生物耐药性检测中的研究进展，分析其在病毒、细菌和真菌耐药性快速检测中的应用优势与不足，为病原微生物感

染的早期诊治提供新的研究视角。
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　　抗微生物药物耐药（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＡＭＲ）是指细菌、真菌、病毒等病原微生物由于固有

耐药性或者通过水平基因转移等途径对抗微生物药

物产生高度耐受性的特性。近年来，ＡＭＲ发生率呈

逐年上升趋势，对人类健康造成严重危害。据统计，

２０１９年全球与ＡＭＲ相关的死亡人数约为４９５万，

其中１２７万例死亡归因于ＡＭＲ
［１］。世界卫生组织

（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）已将其列为全

球十大公共卫生威胁之一［２］。因此，ＡＭＲ的精准

防控亟需建立快速、准确、全面的耐药性检测技术

体系［３］。

抗菌药物敏感性试验（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｕｓｃｅｐｔｉ

ｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｉｎｇ，ＡＳＴ）是临床 ＡＭＲ检测的金标准，

包括纸片扩散法、琼脂稀释法、肉汤稀释法等方法。

虽然这些方法准确率高，但其依赖微生物培养的特

性导致检测周期较长（通常≥４８ｈ），且对难培养病

原体的检测及耐药机制解析能力有限。分子诊断技

术或基于物理学的检测技术［如聚合酶链式反应

（ＰＣＲ）、基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）］虽检测时间短、灵敏度高，却

无法获取最低抑菌浓度（ＭＩＣ）值，且仅能针对已知

耐药基因进行靶向检测。

随着测序技术和生物信息学的快速发展，高通

量测序技术已广泛应用于ＡＭＲ检测。基于二代测

序（ｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）平台的宏基

因组测序 （ｍｅｔａｇｅｎｏｍｉｃｎｅｘｔｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎ

ｃｉｎｇ，ｍＮＧＳ）可从临床标本中直接鉴定多种病原

体，并同时获得细菌耐药基因信息，基于ＮＧＳ平台

的 全 基 因 组 测 序 （ｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＷＧＳ）还能鉴定新型耐药基因及突变位点。但基

于二代测序平台的ｍＮＧＳ因其短读长特性（１５０～

３００ｂｐ），复杂基因组区域（如耐药基因串联重复序

列、质粒接合区）组装错误率升高，难以准确识别耐

药基因组织结构及水平转移路径［４］，在ＡＭＲ的检

测应用中存在缺陷，如无法检出全部耐药基因，无法

确定耐药基因的来源（尤其是来源于质粒上的耐药

基因）以及基因型和表型不符等问题；此外，基于

ＮＧＳ平台的 ＷＧＳ对标本纯培养的依赖及高昂成

本进一步限制其临床应用。

随着测序技术的迭代更新，第三代测序技术

（ｔｈｉｒｄｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＴＧＳ）：包括太平洋

生物科学公司（ＰａｃｉｆｉｃＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ，ＰａｃＢｉｏ）的单分

子实时测序（ｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｒｅａｌｔｉｍｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，

ＳＭＲＴ）
［５］和牛津纳米孔技术公司（ＯｘｆｏｒｄＮａｎｏ

ｐｏｒｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＯＮＴ）的纳米孔测序技术
［６］已

取得突破性进展。ＴＧＳ又称长读长测序（ｌｏｎｇｒｅａｄ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＬＲＳ），与ＮＧＳ相比具有通量高、速度

快、读长长、成本低、实时测序等多种优点［７］。长读

长是ＴＧＳ最显著的技术特征，凭借读长优势，其可

跨越复杂基因组区域实现耐药基因的精准定位，同

时无需ＰＣＲ扩增即可检测表观遗传修饰。临床研

究表明，ＴＧＳ在耐药基因水平转移追踪
［８９］，低频突

变检出［１０］及新发耐药机制解析［１１１２］方面具有独特

价值，为感染性疾病的精准诊疗提供了重要分子

依据［１３１４］。

近年来，ＴＧＳ在检测通量和准确性方面的持续

提升［１５］，为其在临床微生物检测领域的应用拓展了

广阔前景。本综述将系统介绍当前具有代表性的

ＴＧＳ，并着重阐述其在病原微生物耐药性分析中的

临床应用进展。

１　犜犌犛

１．１　纳米孔测序技术　纳米孔测序技术是基于纳

米孔对ＲＮＡ／ＤＮＡ进行测序，与以往基于光信号的

“边合成边测序”策略不同，其采用的是利用电信号

进行“边解旋边测序”［１６］，工作原理为：在马达蛋白

的作用下，双链ＤＮＡ解螺旋成为单链ＤＮＡ，并被

马达蛋白切割为单碱基逐个通过纳米孔通道，碱基

通过时会使电荷发生变化，从而影响通过纳米孔的

电流强度，由于碱基具有化学结构差异，所以不同碱

基会产生不同的电流强度，最终通过电子设备对电

流强度进行检测进而获得碱基序列信息，完成测序

（见图１）。纳米孔测序技术具有鲜明的特点，（１）超

长读长：纳米孔测序技术是根据待测核酸分子通过

纳米孔引起的电流信号波动进行测序，因此原则上

其测序长度不受技术本身的限制，取决于核酸分子

长度，最大读长可达２．２Ｍｂ
［１７］；（２）直接核酸分析：

纳米孔可对 ＤＮＡ／ＲＮＡ直接测序
［１８１９］，无需ＰＣＲ

扩增和逆转录，不仅节约了操作时间和测序成本，还

可实现核苷酸修饰的直接检测；（３）便携性与实时

性：纳米孔测序设备简单便携，如 ＭｉｎＩＯＮ测序仪

重量约１００ｇ，ＵＳＢ连接电脑后就可开始测序工作，

该设备可在实验室外的野外、极地、海洋、太空等各

种复杂环境进行实时测序；（４）单分子分辨率：可检

测低频突变（＜１％）、结构变异及融合基因。

然而，早期纳米孔测序存在总体测序错误率高

的缺点，错误率高达３０％～４０％
［２０］，但其测序错误
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随机发生，可通过增加覆盖度降低错误率。随着设

备硬件的迭代更新，纳米孔和建库方案的改进［２１２２］

以及数据处理算法的优化［２３］，使用纳米孔测序的准

确率可达９９％
［２４］。

马达蛋白

!"#

双链

纳米孔

多聚物薄膜

　　注：在ＯＮＴ测序中，任意长度的ＤＮＡ（紫色表示正向链，蓝色

表示反向链），一端或两端预装马达蛋白。将ＤＮＡ与马达蛋白结合

并加载到流通池中进行测序。流通池包含嵌入合成膜中的数千个蛋

白质纳米孔，马达蛋白将ＤＮＡ分子带向这些纳米孔。然后，测序接

头插入纳米孔的开口，马达蛋白开始解开双链ＤＮＡ。施加电流，该

电流与运动蛋白协同作用，以每秒约４５０个碱基的速率驱动带负电

荷的ＤＮＡ通过孔。当ＤＮＡ穿过孔隙时，不同的碱基引起的电流变

化不同，通过测量电流变化来实时分析不同分子穿过纳米孔，即可绘

制测序结果。

图１　纳米孔测序原理示意图

１．２　ＰａｃｂｉｏＳＭＲＴ测序技术　ＰａｃｂｉｏＳＭＲＴ测序

技术采用的是基于光信号的“边合成边测序”测序手

段，关键部分是零模波导（ｚｅｒｏｍｏｄｅｗａｖｅｇｕｉｄｅ，

ＺＭＷ）孔，该孔直径１０ｎｍ，仅能容纳一个ＤＮＡ聚

合酶分子和一个ＳＭＲＴｂｅｌｌ分子，并且从ＺＭＷ 孔

底部射出的激发光无法穿过小孔进入上方的溶液中

激发游离碱基产生荧光，从而实现检测单个核苷酸

信号而不受背景干扰（见图２）。Ｐａｃｂｉｏ测序有其优

点，（１）长读长：Ｐａｃｂｉｏ测序读长较长，最大读长可

达６４．５ｋｂ
［５］，但是与纳米孔测序不同，Ｐａｃｂｉｏ的读

长取决于聚合酶的活性，随着ＤＮＡ聚合酶的活性

在激光照射下逐渐减弱，合成反应会终止，所以

ＤＮＡ链的测序长度是有限的
［２５］；（２）碱基修饰检

测：当ＤＮＡ序列中存在甲基化等修饰时，相邻碱基

之间的测序时间会延长，所以可以通过２个碱基之

间的测序时间判断碱基修饰的数量和位置。但是也

有其技术局限性：（１）与 ＮＧＳ相比，Ｐａｃｂｉｏ测序在

测序通量方面具有明显不足，但随着设备不断改进，

２０２２年底，Ｐａｃｂｉｏ最新测序仪Ｒｅｖｉｏ的ＳＭＲＴｃｅｌｌ

中ＺＭＷ 孔从最初的１５万个增加到８００万个，测序

通量增加的同时，测序成本大幅降低；（２）Ｐａｃｂｉｏ测

序与纳米孔测序类似，早期存在高错误率（可达

１５％）问题。为控制错误率，Ｐａｃｂｉｏ测序通过环状一

致性测序（ｃｉｒｃｕｌａｒｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＣＣＳ）策

略生成高精度读长（ＨｉＦｉｒｅａｄｓ），在覆盖度达３０×

时，准确率可达９９．９９％
［５，２６］，但成本也同步上升。

!
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　　注：（１）为Ｐａｃｂｉｏ原理示意图（Ｈｉｆｉ模式）。在ＳＭＲＴ测序时，片段化的ＤＮＡ两端连接上发卡接头（浅蓝色），形成哑铃状

分子，此时ＳＭＲＴｂｅｌｌ文库构建完成。文库构建完成后，测序引物与发卡适配接头发生互补配对，同时，ＳＭＲＴｂｅｌｌ分子与

ＤＮＡ聚合酶结合，并加载到ＳＭＲＴ芯片上进行测序。每个ＳＭＲＴ芯片上可以包含８００万个ＺＭＷ 孔。测序时，一个ＺＭＷ

孔底部只能容纳一条ＳＭＲＴｂｅｌｌ分子和一个ＤＮＡ聚合酶，ＺＭＷ孔直径只有１０～５０ｎｍ，当一束光从孔底部穿透时，只能照

亮很小的一部分区域，所以在这个区域内，与ＤＮＡ链结合的碱基所携带的荧光会被激活而检测到，而背景荧光可以大大降低。

然后，磷酸盐连接的荧光团从碱基上裂解，而碱基作为新ＤＮＡ链的一部分不会因发生脱落而释放到缓冲液中，从而防止在随后

的光脉冲期间受到荧光干扰。每个ＤＮＡ碱基对应不同的颜色（Ｔ：绿色；Ｃ：蓝色；Ｇ：黄色；Ａ：红色）；（２）为Ｉｌｌｕｍｉｎａ原理示意图。

图２　Ｐａｃｂｉｏ（Ｈｉｆｉ模式）与Ｉｌｌｕｍｉｎａ原理示意图
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２　犜犌犛在病原体耐药基因检测中的应用

快速、准确的病原微生物耐药性检测可以有效

指导临床制定正确的治疗方案，从而改善患者预后。

传统检测方法和 ＮＧＳ技术由于存在培养依赖性、

读长短（１５０～３００ｂｐ）等局限性，难以满足复杂耐药

机制的解析需求。ＴＧＳ技术凭借长读长、实时分析

和无需ＰＣＲ扩增等优势，可获取完整病原微生物基

因组，这对明确病原微生物基因组特征、识别耐药基

因、毒力基因及其所在的基因环境具有重要意义，随

着ＴＧＳ的迅速发展，其在保持测序速度优势的同

时，测序准确性也不断提升。下文将系统阐述ＴＧＳ

在病原微生物耐药基因检测中的临床应用及未来发

展前景。

２．１　细菌耐药基因检测　近年来，越来越多的研究

者致力于探索ＴＧＳ在细菌耐药性研究中的应用，发

现与ＮＧＳ相比，ＴＧＳ在细菌 ＡＭＲ检测方面具有

多项优势。

２．１．１　耐药基因的全面检测　ＮＧＳ在耐药基因检

测中存在基因覆盖度低，难以获得完整耐药基因序

列的局限性。ＴＧＳ凭借其长读长特性，能够有效克

服这些技术限制。Ｚｈａｎｇ等
［２７］采用 ＭｉｎＩＯＮ测序

仪，通过多重ＰＣＲ扩增和测序获取淋球菌１３个耐药

基因的全长序列，其耐药位点鉴定准确率达９９．２％，

该研究证实，ＴＧＳ可通过降低序列组装复杂度，显

著提高抗菌药物抗性基因（ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｇｅｎｅ，ＡＲＧ）的注释精度。

ＴＧＳ的应用价值不仅体现在已知耐药基因检

测方面，在新发耐药机制研究领域更展现出突破性

潜力。Ｚａｒｓｋｅ等
［１１］采用纳米孔测序技术，首次鉴定

弯曲杆菌狋犲狋（Ｏ）嵌合基因及多拷贝耐药基因簇，发

现其定位与 ＮＧＳ的 ＷＧＳ预测结果存在系统性偏

差。Ｌｉｕ等
［１２］运用ＴＧＳ技术，解析头孢地尔异质性

耐药肺炎克雷伯菌（ＳＴ１１型）基因组特征，证实

犫犾犪ＳＨＶ１２基因拷贝数扩增可能驱动耐药表型演化，为

碳青霉烯类抗生素耐药机制研究提供了新证据。

另一方面，当病原体载量较低时，ＮＧＳ较大概

率无法检出耐药基因，ＴＧＳ通过技术创新可能突破

ＮＧＳ技术瓶颈，（１）灵敏度优势验证：２０２２年，

Ｚｈａｎｇ等
［２８］对Ｉｌｌｕｍｉｎａ和ＯＮＴ两个平台在肺炎患

者支气管肺泡灌洗液中的检测性能进行评估（与传

统培养技术相比），结果表明，三种方法（Ｉｌｌｕｍｉｎａ、

ＯＮＴ和培养）与临床病因学诊断的符合率分别为

５６．１％、５７．６％、２４．２％；在诊断性能方面，ＯＮＴ的

受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线下面积高于Ｉｌｌｕｍｉｎａ

（０．８１ＶＳ０．７３）；（２）靶向富集策略：Ｓｅｒｐａ等
［２９］对

下呼吸道感染危重患者的下呼吸道标本进行检测，

发现利用Ｃａｓ９靶向测序技术，实现低丰度ＡＭＲ基

因富集效率提升２５００倍，但需关注灵敏度提升伴随

的假阳性率升高；（３）全基因组检测效能：Ｌｏｗ等
［３０］

证实纳米孔 ＷＧＳ在眼内炎病原检测中灵敏度达

１００％，显著优于１６ＳｒＲＮＡ测序（７５％）及Ｉｌｌｕｍｉｎａ

ＷＧＳ（７８％）。上述研究为ＴＧＳ技术在耐药基因检

测中的应用提供了关键试验依据，但其临床应用仍需

优化靶向富集策略以平衡灵敏度与特异度。

２．１．２　耐药基因来源的确定（尤其是来源于质粒上

的耐药基因）　质粒作为ＡＲＧ的重要载体，通过水

平基因转移驱动多重耐药菌的进化与传播。ＮＧＳ

因短读长限制，难以解析复杂质粒结构（如嵌合质粒

或巨型质粒），导致耐药基因宿主溯源及传播路径追

踪效能受限。ＴＧＳ凭借长读长和单分子分辨率的

优势，能够对高重复，高ＣＧ含量的序列进行检测，

实现质粒全序列的无偏倚组装，为耐药基因定位及

流行病学研究提供关键技术支撑［３１］。

Ｂｏｔｅｌｈｏ等
［３２］利用纳米孔 ＷＧＳ技术，在假单胞

菌中鉴定出新型巨质粒ｐＪＢＣＬ４１（约４００ｋｂ），该质

粒编码ＮＤＭ１型碳青霉烯酶并携带多重耐药基因

岛，揭示了质粒介导的碳青霉烯耐药跨种传播风险。

Ｌｉｕ等
［８］基于ＴＧＳ技术，解析耐碳青霉烯类高毒力

肺炎克雷伯菌（ＣＲｈｖＫＰ）中犫犾犪ＫＰＣ２狉犿狆Ａ的融合

质粒，发现其通过启动子变异（Ｐ９ＴＰ１３Ｔ）实现毒力

与耐药表型协同进化。此外，Ｖｉｎｕé等
［９］通过纳米

孔测序技术证实，单个质粒可携带β内酰胺酶基因

（犫犾犪ＣＴＸＭ１５）和氨基糖苷类耐药基因［犪犪犮（６’）Ｉｂ

犮狉］，并通过基因剂量累积效应导致广谱耐药表型。

上述研究表明，ＴＧＳ可精准定位耐药基因的遗传背

景（染色体或质粒），为耐药菌的分子流行病学研究

及疾病防控提供关键证据。Ｃｈｅ等
［３３］创新性地应

用纳米孔ｍＮＧＳ解析污水处理厂中的耐药基因特

征，首次实现环境标本中ＡＲＧ与宿主的关联分析，

突破了传统纯培养技术的局限性。

２．１．３　耐药基因型与表型一致性的确定　通过耐

药基因检测预测耐药表型，可解决传统药敏试验耗
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时长、检测药物种类有限及耐药机制不明等问题，对

临床抗菌药物的精准、快速和有效使用具有重要意

义。耐药基因型与表型的精准关联是指导临床精准

用药的关键挑战。ＮＧＳ在耐药基因型与表型一致

性分析中存在局限性，主要表现为：同一耐药基因型

在不同细菌中可调控不同表型，而同一耐药表型可

能由多种耐药基因共同调控。

ＴＧＳ通过单分子表观标记检测能力，为耐药表

型与基因型一致性研究提供了新的研究维度。（１）

适应性耐药盲区：研究［３４］表明，亚抑制浓度的抗菌

药物暴露可诱导ＤＮＡ修饰的动态变化，从而导致

暂时性耐药表型，此类现象可通过ＴＧＳ实时监测；

（２）表观遗传调控耐药表型：研究
［３５］表明，ＳＭＲＴ技

术可系统检测ＤＮＡ甲基化位点（如ｍ６Ａ和ｍ４Ｃ），

从而揭示表观遗传修饰对β内酰胺酶表达的调控

机制。

虽然ＴＧＳ相较于ＮＧＳ在细菌基因型与表型一

致性检测方面有了一定突破，但ＴＧＳ在确定耐药基

因型与表型一致性方面仍需开展大标本观察性研

究，以提供更多证据评估其诊断效能。

２．１．４　病原体及其耐药基因的快速检测　有研究

比较了基于Ｉｌｌｕｍｉｎａ和纳米孔测序平台的 ＷＧＳ在

结核分枝杆菌耐药基因突变检测和耐药表型预测中

的表现。结果显示，两种测序平台在耐药基因检测

和耐药表型预测方面具有高度一致性。然而，纳米

孔测序在时效性方面具有显著优势，纳米孔 ＷＧＳ

的测序时间可缩短至５～７２ｈ（通量足够时可随时终

止测序），而ＩｌｌｕｍｉｎａＷＧＳ则需要固定的４８ｈ
［３６３８］。

这一优势使其更适用于临床急危重症感染的快速

诊断。

此外，纳米孔ｍＮＧＳ在病原体快速鉴定方面展

现出显著优势，Ｃｈｅｎ等
［３９］开发了一种基于纳米孔

ｍＮＧＳ的检测流程，可在５ｈ内准确检测呼吸机相

关肺炎的病原体及其ＡＲＧ。Ｓｅｒｐａ等
［２９］采用ＣＡＳ９

系统靶向富集病原体基因，Ｃｈａｒａｌａｍｐｏｕｓ等
［４０］利

用皂角法实现＞９９．９９％的宿主ＤＮＡ去除率，两项

研究均成功将纳米孔测序技术应用于细菌性下呼吸

道感染病原体快速鉴定，并准确检测到相关 ＡＲＧ。

此外，Ｃｈａｒａｌａｍｐｏｕｓ等
［４０］的研究将分析周期缩短

至６ｈ（快速模式）或８ｈ（常规模式），显著提高检测

时效性。

上述研究表明，ＴＧＳ无论是在ｍＮＧＳ还是

ＷＧＳ检测策略中的应用，均能实现耐药基因的准确

快速鉴定，不仅有助于临床减少广谱抗菌药物的使

用，更展现出广阔的应用前景。

尽管ＴＧＳ可快速鉴定耐药基因，但其无法直接

获取 ＭＩＣ值仍是临床转化的主要瓶颈。最新研究通

过技术联用策略成功突破了这一限制。Ｚｈａｎｇ等
［４１］

报道了１例高毒力肺炎克雷伯菌（ｈｖＫＰ）所致肝脓

肿病例，通过联合纳米孔测序与微流控药敏芯片技

术，将诊断－治疗周期缩短了７２ｈ。在该案例中，

ＴＧＳ检测到氨基糖苷类［犪犪犮（３）犐犐犪］和头孢菌素类

（犫犾犪ＳＨＶ１２）耐药基因，而表型分析仅显示β内酰胺酶

活性，提示可能存在转录沉默或翻译后修饰等调控

机制。此外，２０２４年一项多中心研究显示，基于

ＯＮＴ的靶向测序（ｔＮＧＳ）在结核分枝杆菌检测中，

可检测到贝达喹啉耐药相关狉狆狅ＢＨｉｓ４４５Ｔｙｒ突变

和利奈唑胺耐药相关狉狉犾Ａ２８１９Ｃ突变，这些耐药位

点未被 ＷＨＯ推荐的任何快速分子诊断技术（包括

ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＸＤＲ）覆盖
［４２］。

２．２　真菌耐药基因检测　随着耐药机制研究的深

入，已证实耐药表型的产生常涉及多重分子机制协

同作用及新型基因突变，这一规律在真菌耐药性演

化中亦得到充分体现。近期临床研究显示，纳米孔

测序技术已成功应用于耳念珠菌耐药机制解析及流

行病学溯源［４３］。该研究通过纳米孔 ＷＧＳ对临床分

离菌株进行分析，基于测序数据构建了院内菌株与

全球流行株的遗传进化图谱。值得注意的是，研究

者鉴定出１株对棘白菌素类和５－氟胞嘧啶同时耐

药的多重耐药菌株。通过纳米孔测序首次证实其耐

药表型分别与ＦＫＳ１基因（Ｓ６３９Ｆ）和ＦＵＲ１基因

（Ｔ２２５Ｃ）的特异性点突变相关，而短读长测序技术

未能有效识别上述突变位点。此外，ＴＧＳ凭借其跨

越复杂重复序列的技术优势，可精准解析真菌基因

组中的串联重复区域真菌［４４］，为耐药相关基因簇的

结构变异研究提供了关键技术支撑。上述研究结果

表明，ＴＧＳ在真菌耐药性分子机制研究中具有独特

的应用价值。随着测序技术的不断发展，ＷＧＳ在真

菌耐药性监测中的应用日益广泛，而便携式测序设

备（如纳米孔测序仪）的临床推广，将显著提高抗真

菌耐药性的实时检测效能。

然而，目前ＴＧＳ在真菌耐药基因检测中的应用

仍存在明显局限性。主要技术瓶颈包括：真菌基因

组结构复杂性（如大基因组容量、高频有性重组），耐
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药基因数据库不完善，以及缺乏标准化分析流程。

当前临床实践中，真菌耐药基因检测仍主要依赖于

实时荧光定量ＰＣＲ或靶向药物作用位点的Ｓａｎｇｅｒ

测序技术。

２．３　病毒耐药基因检测　乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ

Ｂｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）、丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，

ＨＣＶ）和人类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）等病毒与多种疾病进展密切相

关，在抗病毒治疗过程中易产生耐药突变，导致临床

疗效下降。由于病毒体外培养技术要求严苛且周期

长，传统耐药性研究方法存在明显局限性。现有分

子诊断技术（如ＰＣＲ、ＮＧＳ）虽可检测部分已知耐药

突变，但其靶向区域多局限于常见病原体的有限基

因位点，对高变异ＲＮＡ病毒的耐药突变谱解析能

力明显不足。ＴＧＳ的出现，使得无需培养即可实现

病毒全基因组耐药突变的高灵敏度检测，同时支持耐

药突变的动态追踪与分子溯源研究。Ｔａｋｅｄａ等
［４５］采

用ＳＭＲＴ测序技术对６例未获得持续病毒学应答

的ＨＣＶ感染者血清标本进行分析，首次证实ＴＧＳ

可通过解析 ＨＣＶ单倍型连锁突变模式，精准评估

耐药相关变异的协同进化特征，并追踪多重耐药克

隆的起源与演化路径。该研究表明，与ＮＧＳ相比，

ＴＧＳ在耐药突变连锁分析和病毒进化树构建方面

具有明显优势。

此外，Ｘｕ等
［４６］２０２１年的研究进一步验证了

ＴＧＳ的临床应用潜力，该研究对１８０份呼吸道标本

进行纳米孔 ｍＮＧＳ，结果显示对甲型流感病毒（ｉｎ

ｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓ，ＩＡＶ）的检测灵敏度和特异度分别

达８３％、９３％，并证实 Ｈ３Ｎ２亚型对奥司他韦的耐

药性与神经氨酸酶基因 Ｓ３３１Ｒ 突变显著相关。

２０２３年，Ｗｉｌｌｉａｍｓ等
［４７］采用２４ｈ快速纳米孔 ＷＧＳ，

成功完成１２８份ＩＡＶ阳性标本的基因组组装，其中

７５．８％ 标本获得了完整的８节段基因组数据。值

得注意的是，该研究通过对１例免疫功能低下患者

的连续标本监测，发现奥司他韦耐药突变的动态累

积过程，并修正了ＰＣＲ分型失败的标本结果，有效

排除了禽流感病毒交叉感染的风险。上述研究结果

表明，ＴＧＳ技术能够实时识别新发变异和耐药突

变，为抗病毒药物的精准调控和疫苗靶点的优化提

供了关键分子证据［４６］。

在 ＨＩＶ耐药性研究中，有病例联合抗逆转录病

毒治疗后病毒载量急剧升高，通过ＴＧＳ技术证实其

耐药性反弹源于优势耐药单倍型的动态更替［４８４９］。

类似地，Ｓｎｅｌｌ等
［１０］和Ｓｊａａｒｄａ等

［５０］利用纳米孔测序

技术，在新型冠状病毒（ＳＡＲＳＣｏＶ２）持续感染患

者中检测到传统测序方法无法识别的低频耐药变异

（如瑞德西韦耐药相关突变），证实ＴＧＳ在低频耐药

突变检测中的技术优势。

ＴＧＳ的另一核心优势在于其可直接解析ＲＮＡ

病毒转录组特征。２０２０年，Ｋｉｍ 等
［５１］应用纳米孔

直接 ＲＮＡ 测序技术，率先绘制了 ＳＡＲＳＣｏＶ２

ＲＮＡ的全长转录组图谱，并鉴定出４１个保守的

ＲＮＡ修饰位点，为阐明ＳＡＲＳＣｏＶ２复制机制和

宿主互作模式提供了重要线索。然而，临床标本中

病毒ＲＮＡ丰度低且降解率高的问题，严重限制了

直接ＲＮＡ测序的基因组解析深度
［５１５３］。目前研

究主要集中于ＲＮＡ转录后修饰（如 ｍ６Ａ）的功能

解析［５４５６］，ＴＧＳ在耐药性检测中的临床应用仍需进

一步优化。

３　总结与展望

ＴＧＳ凭借其长读长、实时测序和直接ＲＮＡ测

序等核心优势，正在重塑病原微生物耐药性研究的

范式。在细菌耐药性研究中，ＴＧＳ可精准识别移动

遗传元件（如质粒、整合性接合元件）介导的耐药基

因水平转移，并解析多重耐药基因簇的共定位特征；

对于真菌耐药性研究，该技术跨越复杂重复序列的

能力为阐明唑类耐药相关基因（如ＣＹＰ５１Ａ）的串联

扩增机制提供了关键技术支撑；而在病毒耐药性研

究中，ＴＧＳ不仅能追踪高变异ＲＮＡ病毒（如 ＨＩＶ、

ＨＣＶ）的低频耐药突变动态，还能直接解析ＲＮＡ修

饰对耐药表型的调控机制。这些突破性进展表明，

ＴＧＳ在耐药基因检测、分子流行病学溯源和新型耐

药机制研究中具有独特价值，为临床精准用药和感

染防控策略的制定提供了分子水平的决策依据。

然而，ＴＧＳ的临床转化仍面临多重技术挑战：

（１）核酸质量依赖性。呼吸道拭子（病毒）、组织活检

标本（真菌）及脓液标本（细菌）中核酸的高降解率导

致读长分布偏倚，影响耐药突变检测灵敏度。（２）数

据分析复杂性。细菌移动遗传元件定位、真菌大基

因组组装和病毒准种重建均需要专用算法支持，现

有分析工具（如Ｆｌｙｅ、Ｍｅｄａｋａ）在混合感染情况下假

阳性率较高。（３）成本－效益问题。虽然测序成本
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持续降低，但临床验证所需的深度测序和生物信息

学分析资源仍限制其规模化应用。

针对上述挑战，最新研究提出了多维解决方案：

（１）技术联用策略。通过结合靶向富集技术（如多重

ＰＣＲ、ＣＲＩＳＰＲＣａｓ９探针）与 ＮＧＳ验证，可提高低

丰度耐药突变的检测特异性。（２）算法创新。基于

机器学习的自适应组装工具（如Ｃａｎｕ）及耐药数据

库（ＣＡＲＤ、ＭＥＧＡＲｅｓ）的持续更新，将提升复杂基

因组的注释准确性。（３）临床路径优化。建立ＴＧＳ

与表型药敏试验（如 ＭＩＣ）的联合判读标准，结合便

携式测序仪（如 ＭｉｎＩＯＮ）开发，有望实现从标本到

报告的床旁快速检测。

未来研究应重点关注以下方向：（１）开发针对低

质量临床标本的核酸稳定技术（如微流控单细胞封

装方法）；（２）构建多组学驱动的 ＡＩ预测模型（如

ＡｌｐｈａＦｏｌｄＤｒｕｇ），解码未知耐药机制的结构基础；

（３）推动ＴＧＳ技术纳入国际抗微生物耐药性监测体

系（如ＧＬＡＳＳ、ＣＤＣＡＲＬａｂＮｅｔｗｏｒｋ），促进其临

床转化应用。通过多学科协作与技术创新，ＴＧＳ有

望重塑耐药性研究范式，为全球 ＡＭＲ防控提供关

键技术支撑。
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