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【摘要】　目的　初步探索通过脑脊液宏基因组二代测序（mNGS）联合染色体拷贝数变异（CNV）
分析技术对脑膜癌病辅助诊断的意义。方法　连续入组北京协和医院神经科 2022年 3月至 2022年

6月确诊的 10例脑膜癌病患者。脑膜癌病的诊断依据中华医学会神经病学分会感染性疾病与脑脊液

细胞学学组《脑膜癌病诊断专家共识》的标准，经脑脊液细胞学确诊。采用脑脊液mNGS病原微生物

与CNV双组学检测。对照组为中枢神经系统炎性疾病患者，包括自身免疫性脑炎与病毒性脑炎，共

10例。结果　入组的 10例脑膜癌病患者中，肿瘤来源包括乳腺癌 4例、肺癌 6例。脑脊液mNGS联合

CNV检测结果 8例阳性，检测到非整倍体CNV，支持脑膜癌病的诊断；阳性率为 8/10，阳性患者的肿瘤

来源包括肺癌 4例、乳腺癌 4例。脑脊液CNV阴性患者 2例，均为肺癌。全部患者脑脊液mNGS病原

微生物分析结果均阴性；对照组CNV分析结果无阳性病例。结论　脑脊液CNV可作为脑膜癌病的诊

断标志物，mNGS联合 CNV对诊断脑膜癌病具有较高的阳性率，病原微生物与 CNV的双组学联合分

析的检测策略有助于拓宽脑脊液mNGS在临床辅助诊断的应用范围。

【关键词】　细胞学技术；　脑膜肿瘤；　脑脊液；　拷贝数变异

基金项目：中国医学科学院医学与健康科技创新工程（2021⁃I2M⁃1⁃003）

Detection of meningeal carcinomatosis by metagenomic next‑generation sequencing and 
copy number variation analysis of cerebrospinal fluid 
Ren Haitao1, Liu Shan1, Fang Kechi2, Fan Siyuan1, Guo Liyuan2, Bai Lin1, Wang Jing2, Guan Hongzhi1

1 Department of Neurology, Peking Union Medical College Hospital, Chinese Academy of Medical 
Sciences and Peking Union Medical College, Beijing 100730, China; 2 Key Laboratory of Mental Health, 
Chinese Academy of Sciences, Institute of Psychology, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, 
China
Liu Shan is now working in the Department of  Neurology, Shijiazhuang People's Hospital, Shijiazhuang 
050030, China
Corresponding authors: Wang Jing, Email: wangjing@psych.ac.cn; Guan Hongzhi, Email: pumchghz@
126.com

【Abstract】 Objective　 To evaluate the significance of copy number variation (CNV) and 
metagenomic next‑generation sequencing (mNGS) of cerebrospinal fluid (CSF) in the diagnosis of 
meningeal carcinomatosis (MC). Methods　Ten patients with MC diagnosed in the Department of 
Neurology of Peking Union Medical College Hospital from March 2022 to June 2022 were 
consecutively enrolled in this study. The patients were diagnosed according to the criteria of the 
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Chinese expert consensus on the diagnosis of MC by the Chinese Society of Infectious Diseases and 
Cerebrospinal Fluid Cytology, and the diagnosis of MC was confirmed by CSF cytology. The control 
group included 10 patients who were diagnosed as autoimmune encephalitis or viral encephalitis. 
CSF mNGS and CNV analysis were performed simultaneously in all the patients. Results　Of the 10 
patients with MC, 6 had lung adenocarcinoma, 4 had breast cancer. CSF mNGS and CNV analysis 
detected large CNV in 8 of 10 patients with MC, including 4 patients with breast cancer and 4 
patients with lung cancer. The results of pathogenic microorganism analysis of CSF mNGS in all the 
patients were negative. Meanwhile, large CNV was not detected in the control group. Conclusions　
CSF CNV can serve as a diagnostic marker for MC. The combination of mNGS and CNV analysis has 
demonstrated a high positive rate in the diagnosis of MC. The dual‑omics analysis of pathogenic 
microorganisms and CNV has been proposed as a potential strategy to further expand the clinical 
utility of CSF mNGS in the realm of auxiliary diagnosis.

【Key words】 Cytological techniques; Meningeal neoplasms; Cerebrospinal fluid; Copy 
number variations
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脑膜癌病（meningeal carcinomatosis）是由于恶

性上皮肿瘤（癌）的软脑膜转移而导致的神经系统

并发症，脑脊液细胞学发现癌细胞是诊断脑膜癌病

的“金标准”［1⁃2］。脑膜癌病的早期诊断仍面临困

难， 主要是因为单次腰椎穿刺脑脊液细胞学的阳

性率有限，以及神经影像学检查的阳性率较低。脑

脊 液 宏 基 因 组 学 二 代 测 序（metagenome 
next⁃generation sequencing，mNGS）技术近年来在中

枢神经系统（central nervous system， CNS）感染性疾

病的诊断中得到广泛应用，可否基于脑脊液二代测

序技术对神经感染性疾病和神经肿瘤（包括脑膜癌

病）同时进行诊断呢？我们采用mNGS联合拷贝数

变异（copy number variation， CNV）的方法，分析脑

脊液中的病原微生物信息和肿瘤细胞染色体CNV，

旨在探索基于一次脑脊液mNGS流程，对神经感染

性疾病与神经肿瘤两类疾病进行一体化诊断的

路线。

资料和方法

一、研究对象

连续入组北京协和医院神经科 2022 年 3 月至

2022年 6月确诊的脑膜癌病患者 10例。患者既往

有明确乳腺癌和（或）肺癌病史，根据中华医学会神

经病学分会感染性疾病与脑脊液细胞学学组的《脑

膜癌病诊断专家共识》［2］，脑脊液自然沉淀法细胞

学检测中可见肿瘤细胞而确诊。建立染色体 CNV
分析的脑膜癌阴性样本基线数据集作为对照：CNS
炎性疾病患者，包括自身免疫性脑炎与病毒性脑炎

患者，共 10例，其中自身免疫性脑炎 4例、病毒性脑

炎 6例（单纯疱疹病毒脑炎 3例，水痘带状疱疹病毒

脑炎2例，巨细胞病毒脑炎 1例）。

本研究为描述性研究（病例系列研究），通过北

京 协 和 医 院 医 学 伦 理 委 员 会 审 批（批 件 号 ：

ZS⁃3588），并获得所有受试者书面知情同意。

二、脑脊液细胞学方法

采用自然沉淀法细胞学检测方法，通过腰椎穿

刺术收集脑脊液标本，标本量 2 ml，向侯熙德脑脊

液细胞学沉淀器中滴加 0.5 ml 脑脊液，静置于 4 ℃
冰箱中，采用 May⁃Grüwald⁃Giemsa （MGG）染色，光

镜下观察细胞形态。

三、mNGS⁃CNV分析

脑脊液宏基因组病原微生物检测采用商业化

试剂盒进行自动化核酸提取，通过末端修复、接头

连接等操作进行文库制备，并基于 Illumina Nextseq
平台（Illumina Nextseq CN550，Illumina 公司，美国）

进行DNA测序（由未一医学检验实验室检测）。首

先将测序所得数据通过数据质控处理，然后使用

BWA 软 件（版 本 ：0.7.17⁃r1188，Wellcome Trust 
Sanger Institute，英国）与人参考基因组（hg19）进行

序列比对，获得样本中的人源序列和非人源序列。

针对样本中的非人源序列，采用自建的宏基因组数

据分析软件MiTopia⁃PAI（未一医学检验实验室，中

国）进行病原微生物的物种鉴定，识别高置信度临

床致病微生物；针对比对上的人源序列进行染色体

CNV分析，首先根据筛选的脑膜癌阴性样本数据集

建立 CNV 分析的基线，基线样本采用自身免疫性

脑炎患者的脑脊液标本，通过设定适合的窗口大小
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以及过滤阈值，使用CNVkit工具（版本：0.9.9）进行

CNV分析以及结果的可视化，将检出片段长度大于

10 Mb的CNV区段作为判定样本CNV阳性的标准。

结 果

一、临床资料

共入组脑膜癌病患者 10例，其中男性 2例、女

性 8例，年龄 36~72岁。均经脑脊液细胞学检查可

见肿瘤细胞。10例患者的临床表现包括头痛（8/10）、

头晕/恶心/呕吐（7/10）、视力下降（2/10）、意识障碍

（1/10）、认知障碍（1/10）等（表 1）。辅助检查：脑脊

液压力升高 7 例，蛋白升高 6 例，葡萄糖减低

（<2.5 mmol/L） 7例，脑脊液细胞学均可见肿瘤细胞

（图 1）。头颅磁共振检查 8 例异常，其中 6 例可见

脑膜强化（图2）。

二、脑脊液mNGS⁃CNV
对 10 例脑膜癌病患者全部进行脑脊液 mNGS

病原微生物分析与 CNV 检测。结果 8例患者 CNV
阳性（包括肺癌患者 4 例、乳腺癌 4 例），2 例患者

CNV 阴性，脑脊液 CNV 阳性率为 8/10。脑脊液

CNV阴性患者 2例，均为肺癌患者。8例 CNV阳性

患者的CNV区段数为 2~49条，中位数 24条。同时

全部患者脑脊液 mNGS 病原微生物分析结果均阴

性。对照组CNV分析结果均为阴性（图3）。

讨 论

脑膜癌病是指各种恶性上皮源性肿瘤转移至

软脑脊膜与蛛网膜下腔而引起的疾病；1%~5% 的

实体癌患者可发生软脑膜转移，其中肺癌是引起脑

膜癌病最主要的恶性肿瘤。脑膜癌病主要表现为

亚急性起病的头痛与脑膜刺激症状，常伴有进行性

颅内压升高的表现，其神经系统症状及体征常缺少

特异性，临床上与感染性脑膜炎（例如结核性脑膜

炎等）的鉴别诊断比较困难，脑脊液细胞学是确诊

脑膜癌病的主要方法［2⁃3］。

脑脊液细胞学发现肿瘤细胞目前被作为诊断

脑膜癌病的“金标准”。脑脊液细胞学是对脑脊液

中的细胞进行形态学分类和性质判断的检查方法，

国内主要采用自然沉淀法与细胞玻片离心法收集

细胞，经 MGG 染色后在显微镜下观察。脑脊液细

胞学所见肿瘤细胞的形态学特征包括：细胞的形

态，胞质，细胞核；胞质是否存在色素颗粒或空泡，

细胞与细胞排列是否规则、呈簇出现；不同来源的

肿瘤细胞形态不同。脑脊液细胞学检测对于脑膜

转移诊断的敏感度及特异度高于神经影像学及神

经系统症状的提示［4］。虽然脑脊液细胞学发现癌

细胞是诊断脑膜癌病的“金标准”，但目前脑膜癌病

的及时确诊仍面临困难，例如某些中心或者神经科

尚未开展标准方法的脑脊液细胞学检测、脑脊液细

胞学诊断需要依赖检测者的经验性诊断能力、腰椎

穿刺脑脊液细胞学的阳性率有限。因此探索更敏

感的诊断技术是脑膜癌病的重要研究方向。

脑脊液 mNGS 是 CNS 感染性疾病重要的病原

体鉴定方法［5］。2015 年以来脑脊液 mNGS 在国内

逐渐应用于神经系统感染性疾病的病因诊断［6］。

新近有研究者提出，脑脊液mNGS联合染色体CNV
分析有助于鉴定 CNS恶性肿瘤。染色体不稳定性

是恶性肿瘤的特征之一，CNV是染色体不稳定性的

表1 10例脑膜癌病患者临床表现及辅助检查结果

Table 1 Clinical manifestations and auxiliary examinations of 10 patients with meningeal carcinomatosis
例序

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

性别/年
龄（岁）

男/63
女/49
女/69
女/41
女/72
女/36
女/59
女/44
女/50
男/66

肿瘤

肺癌

乳腺癌

肺癌

乳腺癌

肺癌

乳腺癌

肺癌

乳腺癌

肺癌

肺癌

头痛

+
+
+
+
+
+
+
+

视力
下降

+

+

认知
障碍

+

+
+

意识
障碍

+

脑脊液压力
（mmH2O）

320
330
205
330

无资料

250
175
330
320
120

脑脊液葡萄糖
（mmol/L）

0.7
0.6
9.7
3.6
1.8
1.4
2.3
1.8
1.1
2.7

脑脊液蛋白
（g/L）

0.35
2.37
1.04
0.17
3.70
0.46
0.46
0.32
1.30
7.30

脑脊液细
胞学检查

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

肿瘤细胞

头颅磁共振成像

软脑膜局部强化

软脑膜强化

软脑膜广泛强化

未见明显异常

未见明显异常

左额叶点状异常信号

右顶叶斑片状强化

右侧额叶线状强化

软脑膜局部强化

软脑膜强化

注：+：表示有这些临床表现；1 mmH2O=0.009 8 kPa
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表现，不仅包括整条染色体拷贝数的变化，还包括

了染色体片段的扩增或缺失［7］。肿瘤细胞通常不

是二倍体，其染色体数目呈单个或几个的增添或减

少，称为非整倍体［8］。2021年 Gu等［9］研究发现：用

于诊断神经系统感染性疾病的脑脊液 mNGS 联合

CNV分析，可在脑脊液流式细胞术或细胞学检查结

果为阴性的情况下，提示 CNS恶性肿瘤；对脑脊液

细胞学与流式细胞分析结果阴性的脑肿瘤患者，脑

脊液 mNGS⁃CNV 技术检测到恶性肿瘤的敏感度为 
75%，特异度为 100%。mNGS⁃CNV 对样本量要求

较 低 ，具 有 辅 助 诊 断 神 经 系 统 肿 瘤 的 潜 力 。

2022年初我们开始研究应用脑脊液 mNGS⁃CNV诊

断脑膜恶性肿瘤，报告了 1例肺癌继发脑膜癌病病

例，脑脊液 mNGS⁃CNV 结果阳性［10］，之后进行了本

项初步研究，分析脑膜癌病病例组检测结果。

本研究采用 mNGS⁃CNV 分析技术在 8 例脑膜

癌病患者中检出大于 10 Mb的CNV区段，同时脑脊

液mNGS病原微生物分析未检出可疑阳性微生物，

可排除感染性脑膜炎。在阴性对照中未检出CNV。

通过与脑脊液细胞学进行比对验证，可见脑脊液

mNGS⁃CNV 对于脑脊液肿瘤非整倍体的检出存在

一定的敏感度和特异度。mNGS⁃CNV 分析技术对

于脑脊液样本量要求少，不需要保存细胞的完整

性，同时兼顾脑脊液病原体的分析，可以对患者一

次腰椎穿刺脑脊液收集更多生物信息、提供更多诊

断参考依据。本研究结果初步说明：这一脑脊液技

术在脑膜癌病的辅助诊断中具有可行性。

本研究有以下局限性：作为初步研究，本研究

的样本量较小，需要更大样本量的研究以确定

mNGS⁃CNV 对诊断脑膜癌病的敏感度和特异度。

另外，本研究仅入组了由实体癌脑膜转移引起的脑

膜癌病，对于其他脑膜恶性肿瘤，包括脑膜淋巴瘤、

胶质瘤的脑膜播散等疾病，mNGS⁃CNV的诊断价值

仍有待研究确认。此外，对于脑脊液细胞学肿瘤细

胞阳性，而 mNGS⁃CNV 结果阴性的原因，仍有待通

过更大样本量的研究进行分析和明确。

总之，脑脊液mNGS⁃CNV分析可以为脑膜癌病

提供分子诊断证据，有助于在感染病原体鉴定的临

床适应证之外，进一步扩展脑脊液宏基因组技术的

临床应用范围。病原微生物分析联合CNV分析的

双组学研究策略，可能会成为实现对神经系统感染

与神经系统肿瘤一体化诊断的技术路径之一。
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