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高通量技术在重症肺炎患者呼吸道病原体快速检测中的应用
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要"目的
!

探讨不依赖序列的单引物扩增技术结合
!;E:;IICEA

高通量测序平台对重症肺炎患儿呼吸

道肺泡灌洗液进行病毒病原体宏基因组检测的效果%方法
!

取临床重症肺炎患者肺泡灌洗液标本!进行病毒

基因组核酸
YS,

)

8S,

的提取!随机引物扩增建库后!进行
!;E:;IICEA

高通量测序分析!测序结果进行本地

HDF>A

分析筛选病毒序列!运用
QCAFR=I

数据库进行病毒归类分析%结果
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一共获得
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逆转录病毒
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$#呼吸

道病原体荧光定量聚合酶链反应结果为腺病毒
+

型!提示患者腺病毒
+

型感染%结论
!

该研究初步建立的病

毒宏基因组分析技术平台可用于呼吸道相关已知和未知病毒病原体鉴定%

关键词"重症肺炎#

!

病原体#

!

高通量测序#

!

宏基因组

中图法分类号"

8((.

文献标志码"

,

文章编号"

$.+%94(**

"

%'$3

$

$.9%()49')

H9

D

+AA6?67?+=-=;5+

:

50?5@=>

:

5

D

>??675-+

X

>6,;=@@6,

D

+@9?=@

KD

9?5=

:

6-,+-

D

9?+6-?,L+?5,6F6@F6

D

-6>B=-+9

91$%&'()4(

$

#

O=%&R(;)

*

%

#

$

$?<,

@

;!A>,)A3

B

/4()(C;46;D3!;A3!

E

#

/,)A!;413F

@

(A;43

B

T;(

B

,)

*

/(A

E

#

T;(

B

,)

*

#

1,);)(+*'''

#

/0();

%

%?<,

@

;!A>,)A3

B

/4()(C;46;D3!;A3!

E

#

1,);)/0(4G!,)UF13F

@

(A;4

#

90,)

*

K038

#

1,);)(*''$3

#

/0();

&

E<,?@97?

!

"<

*

67?+F6

!

:;=ELC>A=

"

FACABCCGGC?A;G>C

a

@CE?C9=E<C

K

CE<CEA>=E

"

DC9

K

I=JCIFJ

K

D=G=?FA=;EAC?BE;D9

;

"M

?;JH=EC<N=AB!;E:;IICEAB=

"

B9ABI;@

"

B

K

@A>C

a

@CE?=E

"K

DFAG;IJ;EL=IFD

K

FAB;

"

CEJF?I;

"

CE;J=?<CAC?9

A=;E=EIC>

K

=IFA;I

M

HI;E?B;FDLC;DFIDFLF

"

CGD@=<

$

T,P_

&

=E?B=D<ICEN=AB>CLCIC

K

EC@J;E=F&G6?5=A,

!

:;AFDL=9

I@>YS,

"

8S, NF>CVAIF?AC<GI;J T,P_>

K

C?=JCE;GF?B=D<N=AB>CLCIC

K

EC@J;E=F

#

FD=HIFI

M

?;EAF=EC<

YS,

"

8S,L=I@>NF>?;E>AI@?AC<N=ABABC1!1-, JCAB;<FE<>@H

e

C?AC<A;>C

a

@C?=E

"

N=ABABC!;E:;IICEA

-/Q&,>AFE<9FD;ECHDF>ANF>FEFD

M

cC<A;G=DACIABCICF<>HCD;E

"

A;<=GGCICEA>

K

C?=C>&X>=E

"

ABCQCAFR=I<FAF9

HF>CG;IL=I@>?DF>>=G=?FA=;EFEFD

M

>=>&H6,>8?,

!

,A;AFD;G*4$*4)ICF<>NF>;HAF=EC<

#

;GNB=?B)*(*

$

'&.2

&

ICF<>HCD;E

"

A;L=I@>&,<CE;L=I@>

#

D

M

J

K

B;?

M

>A=><=>CF>CL=I@>

#

:FACIF

K

;VL=I@>

#

5B=D=CE>=>JC

"

FL=I@>

#

/D

MK

AF

G@J=GCIFEFC=?BE;L=I@>

#

GCD=ECDC@OCJ=FL=I@>

#

ICA=?@D;CE<;ABCD=;>=>L=I@>FE<8Y$$(ICAI;L=I@>F??;@EAG;I

(4&.2

#

('&$2

#

$&32

#

$&'2

#

'&42

#

'&42

#

'&32FE<'&*2;GABCA;AFDL=I@>ICF<>

#

IC>

K

C?A=LCD

M

&_@ABCIFEFD9

M

>=>T,P_N=ABICFDA=JC-58<CJ;E>AIFAC<ABFAF<CE;L=I@>A

MK

C+NF>ABC

K

FAB;

"

CE;GAB=>>CLCIC

K

EC@J;E=9

F

#

>@

""

C>A=E

"

F<CE;L=I@>A

MK

C+=EGC?A=;E&I=-78>,+=-

!

,L=I@>JF?I;

"

CE;J=?FEFD

M

>=>AC?BE;D;

"M

HF>C<;E

B=

"

BABI;@

"

B

K

@A>C

a

@CE?=E

"K

DFAG;IJ=>=E=A=FDD

M

C>AFHD=>BC<NB=?B?FEHC@>C<G;I=<CEA=G=?FA=;E;GOE;NEFE<

@EOE;NEL=IFD>

K

FAB;

"

CE>=EABCIC>

K

=IFA;I

M

AIF?A&

J6

K

L=@A,

!

>CLCIC

K

EC@J;E=F

%

!K

FAB;

"

CE>

%

!

B=

"

B9ABI;@

"

B

K

@A>C

a

@CE?=E

"

%

!

JF?I;

"

CE;J=?

!!

近年来#病毒引起的新发传染病逐渐增多#对人

类影响也越来越大#迅速准确的病原体诊断是治疗和

防止暴发流行的最重要的步骤之一*

$

+

)目前#病原体

的诊断所用到的技术越来越多#基于不依赖序列扩增

技术结合宏基因组的方法已成功用于检测和发现新

病毒#即使在病毒数量很低的情况下#融合以上技术

优势的高通量测序技术具备检测所有病毒的能

力*
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)本文应用
!;EA;IICEA

高通量测序平台对儿科

$

例重症肺炎患者进行病毒宏基因组分析#初步探讨

其在临床病原体诊断中的应用#现将结果报道如下)
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资料与方法
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一般资料
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肺泡灌洗夜标本$

T,P_

&来源于开

封市中心医院儿科
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例重症肺炎患儿#临床诊断为右

肺肺炎#实验室诊断为肺炎支原体感染)给予红霉

素'哌拉西林钠他唑巴坦'阿奇霉素抗感染治疗#效果

不明显#临床医生怀疑其合并病毒感染)
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试剂购自于宝生物工程有限公司%腺病毒荧光定

量试剂盒购自达安基因公司%所用聚合酶链反应
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&引物由上海英潍捷基公司合成%
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产物纯化
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验证
!

使用达安腺病

毒荧光定量检测试剂盒#进行腺病毒验证)

/
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结
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果
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高通量测序初步结果
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芯片有效区域达到

3%2

#其中连接有文库的有
442

#除去
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多克隆'

(2

低质量和
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测试片段#最终有效的文库占
*42

#

共
*4$*4)

个读取片段#测序平均读长为
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#最长
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#产生的测序原始数据总量为
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#

b%'
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本地
TDF>A

及相关病毒分析结果
!
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格式数

据文件转换为
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格式#选择一致性大于
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#
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LFD@C
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$'

7*的序列作为有意义的序列#经本地
TDF>A

进行序列分类#一共获得
*4$*4)

条读长#其中人类序

列
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条#占
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%细菌序列
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真菌序列
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)*(*
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&#云杉卷蛾雕背姬蜂病毒
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&#猫白

血病病毒
)%
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&#网状内皮组织增生证病毒
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逆转录病毒
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&#其他
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腺病毒荧光定量
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结果
!

呼吸道病原体荧

光定量
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结果为腺病毒
+

型#

5:

值为
%+&'(

)提

示患者腺病毒
+

型感染)

'

!

讨
!!

论

!!

本研究通过采用不依赖序列的单引物扩增技术

的病毒宏基因组方法结合
!;E:;IICEA

高通量测序平

台对儿科重症肺炎患儿呼吸道肺泡灌洗液进行病毒

病原体宏基因组分析#快速筛选出了标本中含有的腺

病毒及其他病毒基因序列#整个试验只需
%

!

)<

就能

完成#测序成本也低至几千元#提示这种不依赖序列

的病原体鉴定技术由于不需要预先知道病原体基因

组信息#也不用专门针对病原体设计多对引物#特别

适合于医院'疾病预防控制中心等机构在某种突发传

染病的早期采用这种技术手段进行病毒性病原体鉴

定#这种技术已成功用于病毒的鉴定'病毒基因组测

序'输血制品病原体的筛选等*

(

+

)

腺病毒
+

型是临床常见的病原体类型#主要引起

上呼吸道急性感染#是社区获得性肺炎及重症肺炎的

重要病原体*

*
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#患者肺泡灌洗液标本中也发现其他病

毒种类序列的存在#淋巴囊肿病毒
9

中国株是引起上百

种淡'海水鱼产生囊肿的主要病原体#暂无人感染病

例的报道#其他如
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病毒'智利巨型病毒'云

杉卷蛾雕背姬蜂病毒等也暂时无人感染病例*
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)

本次测序数据中人类基因组序列所占比例较大#

病毒序列只占很少一部分#与国内研究相似*

+

+

#分析

原因可能因为肺泡灌洗液中含有大量的宿主细胞#标

本提取前未经使用过滤系统去除宿主细胞等体积较

大的物质#也未加入
YS,

酶和
8S,

酶去除标本提

取前存在的裸
YS,

和
8S,

有关)另外也可能与标

本中腺病毒浓度有关#标本荧光定量
-58

结果显示

腺病毒
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值为
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#腺病毒序列拼接基因组覆盖

度
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#测序品均深度
3i

)有研究者发现#如果标

本中病毒粒子的浓度大于
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+ 个"
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#则较容易获得

相关病毒的全基因组序列及较高的测序深度*
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)相对
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