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纳米孔测序实时检测鼠传巴尔通体
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摘要：目的 以巴尔通体（Bartonella spp.）作为指示菌基于MinION纳米孔高通量测序平台评估一种针对鼠传病原

体的实时检测技术。方法 选取巴尔通体培养阳性的野外鼠脾和肺组织样品，提取全基因组核酸，应用 16S核糖体

RNA（16S ribosomal RNA，16S rRNA）基因的通用引物进行常规 PCR扩增后的桑格测序（Sanger sequencing）和纳米

孔测序，比较一代测序和三代纳米孔测序的结果，检验纳米孔测序技术对鼠传病原体检测的可行性和准确性。

结果 16S rRNA基因常规扩增后经桑格测序有 12份样品未鉴定出巴尔通体，纳米孔测序全部鉴定出巴尔通体。

每份样品用于分类分析的 reads数为 4～609 424个，reads长度以 1 500 bp为主，平均准确率为 79.2%～92.0%，以巴

尔通体检出为主，其 reads数为 1～77 833个。应用云端实时分析软件EPI2ME在测序开始后 30 min内即产生鉴定

结果。此外，多个样品还鉴定到布鲁氏菌。原始浓度大小对测序数据产出有影响，低浓度总数据量和 reads数量明

显减少。清洗步骤可明显降低测序芯片中残留核酸片段，但是不能完全去除，残留比平均值为 1.4%。结论 16S
扩增子纳米孔测序，可用于啮齿动物脏器组织病原体的直接、实时检出鉴定，纳米孔MinION测序便携、简单的操作

以及实时数据传输和分析将为现场检测和病原监测工作提供便利。
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Abstract: Objective To evaluate a real-time detection technology for rodent-borne pathogens based on the MinION

high-throughput nanopore sequencing platform with Bartonella spp. as an indicator. Methods The whole-genome DNA

was extracted from the spleen and lung tissues of wild rodents with positive Bartonella culture results. Sanger

sequencing following conventional PCR amplification (using universal primers of 16S ribosomal RNA [16S rRNA]

gene) and nanopore sequencing was performed and compared, and then evaluate the feasibility and accuracy of MinION

nanopore sequencing technology in the detection of rodent-borne pathogens. Results By using the first-generation

Sanger sequencing after the conventional 16S rRNA gene amplification, Bartonella was not identified in 12 samples. In

contrast by using the third-generation nanopore sequencing, Bartonella was identified in all samples. The number of

reads per sample used for taxonomic analysis ranged from 4 to 609 424, and the reads length was mainly 1 500 bp, with

the mean accuracies ranging from 79.2% to 92.0%. Bartonella was the main pathogen detected, and its number of reads

ranged from 1 to 77 833. By using cloud real-time analysis software EPI2ME, the identification results were generated

within 30 minutes after the sequencing was started. In addition, Brucella spp. was also identified in some samples. The

concentration of the original samples had an impact on the amount of sequencing data, with evidence showing that low-

concentration samples had significantly less total data volume and number of reads. The cleaning procedure significantly
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reduced the residual nucleic acid fragments in the sequencing chip, but could not completely remove them, with a 1.40%
residual ratio. Conclusion Nanopore sequencing of 16S rRNA gene amplicons can be used for direct and real-time

detection and identification of pathogens in organs and tissues from rodents. Nanopore MinION sequencing provides

convenience for on-site detection and pathogen monitoring with its portable and simple operation, and real-time data

transmission and analysis.
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在传染病诊断、病原体检测与监测过程中，检测

的时效性和准确性同等重要。特别是在常规监测、

疫情暴发处理和追踪溯源时，快速的检测手段起着

至关重要的作用。测序技术经历了一代、二代至三

代的蓬勃发展后，病原宏基因组学概念应运而生，相

关技术方法已经在病原体识别中有所应用［1-2］。二

代测序（next-generation sequencing，NGS），是较早应

用于病原体检测与鉴定的测序技术，目前比较成熟，

以 Illumina测序为主。该技术对设备安装和运行环

境要求较高，读长较短，测序时间相对较长，测序文

库制备和数据处理与分析较复杂，对专业技术要求

较高［3-4］。近年来，三代纳米孔测序技术（nanopore
sequencing）凭借其读长长、操作简便、实时读取测序

数据和入门简单的特点脱颖而出，也在病原体检测

方面展露出良好的前景［5］。特别是“掌上”纳米孔

MinION测序仪具有小巧、操作便捷等优势，更加适

用于现场工作。目前已实现在太空站、北极冰川这

样的极端环境中成功测序［6］。

纳米孔测序的原理是在纳米孔两端施加一个外

加电场，当不同碱基进入蛋白纳米孔时，引起电流不

同程度变化，通过识别这种电流信号变化判断穿越

纳米孔的碱基类别，从而确定整条核苷酸序列组

成 。 Kilianski 等［7］用 MinION 测 序 仪 对 痘 病 毒

（Poxvirus）和大肠埃希菌（Escherichia coli）培养物进

行扩增子测序，证明该技术可以准确地识别和区分

病毒及细菌种类。近 2年纳米孔测序技术在水体、

动植物和其他环境样品宏基因组、病原体检测鉴定

方面已经有越来越多的实际应用。例如，在非洲埃

博拉［8］、拉沙热［9］和南美寨卡病毒病暴发疫情中快速

甄别病原体［10］，在畜牧业中对口蹄疫病毒进行分型

研究以及在临床上对各种人体组织和体液进行检测

以辅助诊断［11-12］。

测序技术用于临床感染性疾病病原体检测的优

势在于无偏、快速地非靶向检测。但是有时鸟枪式

宏基因组测序法对于一些低核酸丰度的组织或体液

样品适用较差。针对这种情况，基于扩增子的宏基

因组测序也许是一种更好的解决办法，特别是对于

细 菌 的 16S 核 糖 体 RNA（16S ribosomal RNA，
16S rRNA）扩增子测序既可以降低背景基因组干扰

又能够放大细菌存在的信号而提高检测效率［13-14］。

由于 16S扩增子纳米孔测序的种种优势和易操作

性，本研究测试了MinION 16S扩增子测序是否适合

直接从鼠类组织样品中快速检测细菌。我们选取巴

尔通体（Bartonella spp.）培养阳性的样品，提取脾和

肺组织 DNA基因组，应用 16S rRNA序列的通用引

物对其进行常规 PCR扩增和一代桑格测序（Sanger
sequencing），同时进行纳米孔测序，评估 16S扩增子

纳米孔测序技术在鼠传病原体检测中的可行性。

1 材料与方法

1.1 样品来源 选取 2018年 7月采集自青海省海

西蒙古族藏族自治州（海西州）乌兰县、格尔木市的

16只巴尔通体分离培养阳性的啮齿动物样品［15］，其

中 14只为长尾仓鼠（Cricetulus longicaudatus）、2只
为子午沙鼠（Meriones meridianus）。分别提取脾

（P）、肺（F）组 织 核 酸 16 份 ，组 织 在 核 酸 提 取

前-80 ℃保存，未曾冻融。样品信息及巴尔通体菌

株鉴定情况见表1。
1.2 脾、肺组织核酸提取 应用磁珠法提取动物

脾、肺组织核酸（组织基因组 DNA提取试剂盒

AU19014，北京百泰克生物技术有限公司），应用

Qubit 4 荧光计（Invitrogen）和配套试剂盒（Qubit
dsDNA HS Assay Kit）测定核酸浓度。

1.3 16S rRNA 基因常规 PCR 扩增和测序 应用

引物 fDl（5´-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3´）-rDl
（5´-AAG GAGGTGATCCAGCC-3´）［16］分别对脾和肺

组织核酸扩增。反应体系 50 µl，包括 2×EasyTaqTM
PCR SuperMix（北京全式金生物技术有限公司）

25 µl、正反向引物各 1 µl、基因组 DNA 10 µl、无核

酸酶水 13 µl。PCR反应条件为 95 ℃预变性 1 min；
95 ℃变性 20 s，55 ℃退火 30 s，65 ℃延伸 2 min，25个
循环；65 ℃延伸 5 min（SensoQuest Labcycler PCR仪，

德国圣欧）。1%的琼脂糖凝胶电泳 100 V、30 min观
察 PCR产物，约 1 500 bp扩增带阳性产物双向测序

（北京奥科鼎盛生物科技有限公司）。应用BLASTn
在线（www. ncbi. nlm. nih.gov）进行核酸序列同源性

搜索比较。

1.4 Nanopore文库构建、测序和数据处理

1.4.1 文库构建 Nanopore测序文库构建包括PCR
扩增步骤，全部应用 16S条码试剂盒（16S Barcoding
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Kit SQK-RAB204，牛 津 纳 米 孔 技 术 公 司 Oxford
Nanopore Technologies，ONT），使用含有条形码和 5´
末端标签的特异性 16S引物（27F：5´-AGAGTTTGA
TCMTGGCTCAG-3´［17］和1492R：5´-GGTTACCTTGT⁃
TACGACTT-3´［18］），对组织核酸 DNA进行 PCR扩

增，实验操作参考操作手册（RAB_9053_v1_revC_
19Dec2017），略作修改。PCR反应体系 50 µl，包括

LongAmp Taq 2×Master Mix（NEB）25 µl、基 因 组

DNA 10 µl、16S barcode primer 1 µl和无核酸酶水

14 µl。PCR反应条件同上述 16S rRNA基因常规

PCR扩增。取 1 µl PCR产物定量浓度，将剩余产物

全部转入 1.5 ml低吸附离心管，加入 30 µl磁珠

（Agencourt AMPure XP Reagent，Beckman），室温混

匀孵育后用 70%乙醇溶液清洗，晾干残余乙醇后加

入3～10 µl 10 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0，含50 mmol/L
NaCl）重悬磁珠，上清液即为纯化后的核酸。等体积

吸取所有样品管中核酸，总体积 15.5 µl，混匀后取

1 µl定量浓度，依浓度值相应加入 1.0～1.4 µl RAP，
室 温 孵 育 5 min 后 加 入 34 µl Sequencing Buffer
（SQB）、25.5 µl Loading Beads（LB），制备成总体积

75 µl测序文库。

1.4.2 测序和数据处理 按照操作手册将 30 µl
Flush Tether（FLT，Flow Cell Priming Kit，ONT）和 1
管Flush Buffer（FLB，Flow Cell Priming Kit，ONT）混

匀，制备成测序缓冲液（priming mix），从priming port
加入到测序芯片（Flow Cells R.9.4）中，然后将 75 µl
DNA文库从 SpotON sample port加入到芯片中，关闭

SpotON sample portpriming port，将芯片装载到Min⁃
ION测序仪上进行测序。

测 序 软 件 为 MinKNOW（MinION Release
19.06.7），应 用 Albacore 软 件 实 时 识 别 碱 基

（Basecalling），运行 14～20 h，起始电压 180 mV，输
出 fast5和 fastq文件。运行EPI2ME客户端（epi2 me-
agent-v. 2019.7.9-2549693），选择 16S流程（FASTQ
16S v3.2.1）用于数据质控（Basecalling 1D-v2.2.8）和

分类（16S Classification-v2.2.13），最小质量值（Min
qscore）为 7，选择检测 barcode 16S RAB204，检测文

件为*. fastq格式。进入 EPI2ME网站（https：//epi2
me.nanoporetech. com）实时查看结果报告。

1.5 测序芯片flowcell清洗 应用芯片清洗试剂盒

（Washing kit，EXP-WSH002，ONT）按照操作说明对

测序后的芯片进行清洗。应用溶液A（Solution A）清

洗芯片后可以加入溶液B（Solution B）立即进行文库

加载测序，也可以加入储存缓冲液（Storage Buffer）
置于4～8 ℃保存备用。

2 结 果

2.1 16S rRNA 基因常规 PCR 扩增、测序及鉴定

应用引物 fDl-rDl分别扩增鼠脾和肺组织核酸，均出

现约 1 500 bp扩增带；该扩增带产物切胶纯化后测

序，BLAST搜库（nt/nr）显示，在肺和脾组织样品中

鉴定出巴尔通体的样品数量分别为 11和 9份，检出

率分别为 68.8%和 56.2%；其中 5份样品的脾和肺组

织均鉴定出巴尔通体；4份肺和 7份脾样品鉴定出根

表1 啮齿动物及其分离菌株信息
Table 1 Information of rodents and their isolates

样品
编号

19
27
29
32
34
43
45
46
50
65
67
68
70
74
82

85

P/F DNA浓度（ng/µl）
122.0/103.0
58.0/308.0
77.8/240.0
732.0/269.0
64.9/69.4
170.0/121.0
144.0/39.2
343.0/21.3
277.0/29.5
38.3/58.1
48.6/151.0
50.4/132.0
378.0/161.0
70.7/134.0
164.0/269.0

418.0/476.0

菌株名称

CL19QHWL
CL27QHWL
CL29QHWL
CL32QHWL
CL34QHWL
CL43QHWL
CL45QHWL
CL46QHWL
CL50QHWL
CL65QHWL
CL67QHWL
CL68QHWL
CL70QHWL
CL74QHWL
MM82QHGEM

MM85QHGEM

巴尔通体种类〔BLAST相似性（%）〕
格拉汉姆巴尔通体（Bartonella grahamii）（97.4）
格拉汉姆巴尔通体（97.1）
格拉汉姆巴尔通体（98.1）
格拉汉姆巴尔通体（99.2）
格拉汉姆巴尔通体（97.4）
格拉汉姆巴尔通体（97.4）
格拉汉姆巴尔通体（97.1）
格拉汉姆巴尔通体（97.6）
格拉汉姆巴尔通体（98.1）
格拉汉姆巴尔通体（97.8）
格拉汉姆巴尔通体（97.1）
格拉汉姆巴尔通体（96.8）
格拉汉姆巴尔通体（97.4）
格拉汉姆巴尔通体（97.6）
沙鼠巴尔通体候选种
Candidatus B. gerbillinarum（92.1）
沙鼠巴尔通体候选种
Candidatus B. gerbillinarum（96.1）

宿主种类

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

长尾仓鼠

子午沙鼠

子午沙鼠

采样点

乌兰县哈里哈图

乌兰县铜普镇

乌兰县铜普镇

乌兰县铜普镇

乌兰县铜普镇

乌兰县可可镇新乐村

乌兰县可可镇新乐村

乌兰县可可镇新乐村

乌兰县可可镇新乐村

乌兰县哈里哈图

乌兰县哈里哈图

乌兰县哈里哈图

乌兰县哈里哈图

茶卡盐湖

格尔木

格尔木

生境

天然林

麦田

麦田

麦田

麦田

麦田、林地

麦田、林地

麦田、林地

麦田、林地

高原草地

高原草地

高原草地

高原草地

半荒漠草滩

高原荒漠

高原荒漠

注：P 代表脾组织；F 代表肺组织。
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瘤菌和苍白杆菌等其他种属的细菌，有 1份肺组织

样品扩增产物测序无信号。见表2。

2.2 16S 扩增子 Nanopore 测序结果 全部样品核

酸浓度在 5.8～732.0 ng/µl，16S测序试剂盒含有 12
个测序样品标识（Barcode，BC01～12），每次最多操

作 12份样品。全部测序样品总数据量〔total yield
（bases）〕为 22.2～988 400 K，reads 数 量 为 38～
647 576个，平均质量得分（average quality score）为

6.4～9.9，数据产出主要在12 h以内（图1），最早30 min
即可在线（https：//epi2 me.nanoporetech. Com）观察到

分类数据。序列长度集中在1 200～1 600 bp，以1 500
bp的 reads为主，数量明显多于其他长度。见图2。

每 份 样 品 用 于 分 类 分 析 的 reads 数 为 4～
609 424个不等，以巴尔通体检出为主，reads数为

1～77 833个，其中脾组织平均为 7 835个，肺组织平

均为 4 203个；巴尔通体鉴定的平均准确率（average
accuracy）为79.2%～92.0%。见表3。

除巴尔通体外还鉴定出布鲁氏菌（Brucella
sp.）和其他一些细菌。Reads数量较多的为支原体

（Mycoplasma sp.）、苍白杆菌（Ochrobactrum sp.）、戴

尔福特菌（Delftia sp.）、食酸菌（Acidovorax sp.）、假

单 胞 菌 （Pseudomonas sp.） 和 短 波 单 胞 菌

（Brevundimonas sp.）等。见图3。
2.2.1 样品核酸浓度对测序结果的影响 选择 2个
样品的核酸稀释 10倍后扩增，纯化后用于制备测序

文库的产物浓度较原始样品降低 4～8倍。2个样品

成功用于分析的 reads差别较大，总数据量和 reads
数量明显降低 1个数量级以上；样品核酸稀释前后

所测序列平均长度基本一致；在稀释后的样品中用

表2 16S扩增子常规测序鉴定结果
Table 2 Identification results of 16S amplicons using Sanger

sequencing
样品
编号

19
27
29
32
34
43
45
46
50
65
67
68
70
74
82
85

肺组织

测序无信号

文森巴尔通体
（Bartonella vinsonii）
苍白杆菌（Ochrobactrum sp.）
格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

食酸戴尔福特菌

格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

根瘤菌（Rhizobium lentis）
巴尔通体

食酸戴尔福特菌

脾组织

澳洲家鼠巴尔通体（B. rattaustraliani）

格拉汉姆巴尔通体（B. grahamii）

格拉汉姆巴尔通体

格拉汉姆巴尔通体

食酸戴尔福特菌（Delftia acidovorans）
格拉汉姆巴尔通体

食酸戴尔福特菌

食酸戴尔福特菌

速生食酸菌（Acidovorax facilis）
格拉汉姆巴尔通体

特利波契巴尔通体（B. tribocorum）
食酸戴尔福特菌

巴尔通体

根瘤菌

食酸戴尔福特菌

伊丽莎白巴尔通体（B. elizabethae）

注：数据结果由 EPI2ME中 QC and Barcoding［rev.3.10.2］分析
而得。

图1 测序数据产出的时间分布
Figure 1 Temporal distribution of sequencing data output

注：不同颜色代表不同批次测序。

图2 16S扩增子Nanopore测序片段大小分布
Figure 2 Distribution of fragment size of 16S amplicon using

nanopore sequencing

表3 16S扩增子Nanopore测序结果
Table 3 Sequencing results of 16S amplicon using nanopore

sequencing

样品
编号

19
27
29
32
34
43
45
46
50
65
67
68
70
74
82
85

巴尔通体

Reads数量
（个）

肺

5
1 420
32
8

251
3 316

4
3

1 626
4 978
94
33
521
237

28 840
25 886

脾

1
5 470
88
10
235
1 673
1 967

5
308
76
189
257

11 362
3

25 879
77 833

平均准确率
（%）

肺

83.9
89.5
84.5
87.8
87.4
87.3
87.9
88.1
88.9
89.1
88.9
89.3
85.4
89.0
89.2
89.2

脾

79.2
89.5
87.0
85.9
87.4
87.3
89.5
86.4
89.2
88.6
92.0
88.9
89.3
89.4
89.1
89.2

布鲁氏菌

Reads数量
（个）

肺

0
1
1
0
0
69
0
0

137
2
0
0
2
0
38
36

脾

0
48
0
0
0
5
2
0
0
0
0
0
17
0
30
100

平均准确率
（%）

肺

-
86.8
80.0
-
-
85.9
-
-
87.1
84.5
-
-
85.4
-
86.1
85.6

脾

-
87.0
80.0
-
-
84.6
86.1
-
87.1
84.5
-
-
84.5
-
85.6
85.9

注：-表示无值。
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于分类的 reads数明显减少 1个数量级以上，鉴定精

确度>85.0%（表 4）。样品稀释前后的测序质量和分

类精确度值分别>8和>80.0%。

2.2.2 测序芯片残留（carryover） 芯片清洗前后总

reads的平均值分别为 105 336和 1 411个，残留比为

0.9%～3.0%，平均值为 1.4%；检出巴尔通体的 reads
平均值分别是 16 541和 218，残留比为 0～1.4%，平

均值为1.0%。见表5。
3 讨 论

啮齿动物是巴尔通体的主要宿主动物之一，目

前从其体内分离到 20余种巴尔通体，在鼠群中感染

率相当高［19］，有些鼠传巴尔通体具有致病性，如格拉

汉姆巴尔通体［20-21］和伊丽莎白巴尔通体［22-23］，是啮

齿动物中常见的鼠传巴尔通体。我们选择巴尔通体

作为指示菌检验纳米孔测序效果，较之于人工模拟

样品能更好地反应样品检测的实际情况［24］，是较为

理想的自然样品。啮齿动物是很多致病菌的自然宿

主，能传播包括鼠疫、钩端螺旋体病、恙虫病、地方性

斑疹伤寒、野兔热和巴尔通体病在内的多种疾病［25］，

检测和监测相关病原体在鼠群中的流行动态是预防

注：分类数据结果由EPI2ME中16S Classification［rev.3.0.0］分析而得。

图3 MinION纳米孔测序结果分类
Figure 3 Taxonomic tree based on nanopore MinION sequencing results

表4 核酸样品稀释前后的测序结果比较
Table 4 Comparison of sequencing results before and after the dilution of the nucleic acid samples

样品
名称

F19
F19-1
F70
F70-1

产物纯化后
浓度（ng/µl）

8.6
1.1
2.0
0.5

总数据量
（kb）
23 400.0
298.5
1 200.0
101.3

测序质
量评分

9.8
9.7
8.2
8.3

平均测序长度
（bp）
1 479
1 470
1 247
1 101

用于分类的 reads
数量（个）

15 107
187
736
56

巴尔通体 reads
数量（个）

3 267
20
521
39

巴尔通体 reads
构成比（%）

21.6
10.7
70.8
69.6

平均精确度
（%）
89.4
89.1
85.4
85.3

注：F 代表肺组织；-1 代表稀释10倍。
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和控制这些传染病发生和流行的关键一环，高效的

检测和监测手段是这一环节中应该具备的基本

条件。

目前，对于很多病原体已具备较为高效的检测

技术，如常规 PCR和荧光定量 PCR、多种等温扩增

技术、多重检测技术、芯片和微流控技术［26］，这些方

法均是针对特异性核酸的靶标性检测方法，无法针

对未知病原体进行筛检。二和三代高通量 16S扩增

子和鸟枪法宏基因组测序已广泛应用于环境样品的

物种丰度和组成结构研究。近年关于病原体检测识

别的报道和研究日渐增多，对于应用于临床诊断和

实验室研究的宏基因组（病原）测序在国内外已形成

了系统的操作标准并得到专家的广泛认同［27-28］，逐

渐呈现推广普及的趋势。因为三代测序发展较晚，

所以目前应用于病原体检测的二代测序更多，但是

三代测序仪MinION因测序片段长读长、方便携带和

检测时间短而具有其独特的优势［29-31］。为评价该技

术用于鼠传病原体检测的可行性，本研究选择了巴

尔通体感染阳性的鼠类样品进行检测。

MinION测序后 30 min内开始产生数据，同时进

行碱基识别和分类分析。序列长度以 1 500 bp的
reads为主，数量明显多于其他长度，说明扩增、测序

文库制备、上样和实时芯片测序步骤没有问题，产生

了预期长度片段。全部脾和肺组织样品在纳米孔测

序中均检测巴尔通体，不同样品的巴尔通体 reads数
差别比较大，平均准确率为 79.2%～92.0%。此外，

纳米孔测序不但检出巴尔通体，数个样品中脾和肺

组织中还检测到布鲁氏菌，该菌是布鲁氏菌病的致

病菌，动物宿主多为牛、羊、猪和犬，啮齿动物带菌虽

不多见，但也有报道［32-33］。除巴尔通体和布鲁氏菌

这 2类致病菌外，还鉴定到一些环境微生物。宏基

因组测序分析比对出大量菌群，包括很多环境微生

物也是常见的现象，如何判断其与样品的关系问题，

包括对一些不明原因的、新发病原体的确认，众多背

景细菌会干扰对结果的判断，特别是与疾病的关联，

要结合综合判断。应该结合样品的背景信息、临床、

流行病学调查信息、病理学以及研究的目的。在宏

基因组测序中大量数据的产生与测序技术和生物信

息分析相关，但不是关键问题，对结果意义的判断主

要取决于对研究目标的认知和相关知识库中的

储备。

一般来说，待测样品带菌与否和带菌量多少直

接影响最后的检测结果。16S扩增子测序的优势就

在于可以放大检测样品全基因组中细菌的成分，易

于检出和识别，即便如此，样品中靶核酸起始浓度也

会影响测序结果。本研究中所用 16S扩增子纳米孔

测序 16S条码试剂盒推荐起始核酸用量为 10 ng，但
是实际样品情况复杂，含有大量宿主动物的背景核

酸，病原体核酸含量未知，如果盲目参照试剂盒操作

手册稀释样品或许影响检出效果。本研究选择 2个
样品进行稀释，测试实验结果发现稀释原始样品浓

度可降低测序数据量，特别是用于分类的 reads明显

减少，说明起始样品浓度是影响测序结果的直接因

素，对序列长度分布和分类分析影响不大。样品经

稀释后平均 reads长度基本没有变化，不影响每个

reads搜库分类鉴定，但会影响丰度较低的靶标，导

致在样品中低丰度的病原体不能被检出，因此我们

建议这类样品在第一步PCR扩增前不需要稀释。

测序芯片可以重复使用，这样可以增加芯片的

使用效率和最大数据产出，ONT公司为此提供了芯

片清洗方法和相应试剂盒，说明这一步骤可以去除

大部分前次文库中的核酸片段。此外，在少量研究

表5 测序芯片清洗前后 reads数量的比较
Table 5 Comparison of the number of reads before and after cleaning the sequencing chips

标识码
（Barcode，BC）a

BC01
BC02
BC03
BC04
BC05
BC06
BC07
BC08
BC09
BC10
BC11
平均值

清洗后 reads
数量（个）

8 539
937
756
4 552
99
84
23
116
195
6

218
1 411

前次测序 reads
数量（个）

647 576
75 548
60 854
312 742
8 048
9 395
1 764
9 597
15 793
203

17 178
105 336

残留比
（%）
1.3
1.2
1.2
1.5
1.2
0.9
1.3
1.2
1.2
3.0
1.3
1.4

清洗后巴尔通体 reads
数量（个）

372
325
316
1 117

0
20
19
67
33
0

131
218

前次测序巴尔通体 reads
数量（个）

28 840
25 879
25 886
77 833

4
1 967
1 420
5 470
3 267
20

11 362
16 541

残留比
（%）
1.3
1.3
1.2
1.4
0.0
1.0
1.3
1.2
1.0
0.0
1.2
1.0

注：a 表示一个样品对应1个标识码Barcode。
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报道中也提到了关于测序芯片重复使用会产生残留

的问题［34-35］，也有研究者在 ONT 公司网站上的

Community中讨论关于残留问题，但这方面的详细

数据较少。在本研究中，我们提供了较为详细的数

据，发现经过清洗的芯片再次应用时，可见上次测序

实 验 产 生 的 少 量 reads，在 分 析 过 程 中 可 通 过

Barcode将其排除，但是如果 2次实验均使用同样的

Barcode，则无法鉴别 Barcode相同的样品而产生数

据混淆。这种情况出现时，如果用于分析样品细菌

群落结构，对于丰度较高的细菌物种影响不大，但低

丰度物种则可产生明显干扰。如果用于样品中病原

体的检测则可能会出现假阳性结果，直接导致错误

判断。

在测序过程中发现，上样操作非常重要，如果将

气泡引入测序芯片，导致纳米孔堵塞，测序“活孔

（active pores）”数量显著减少，测序质量明显下降。

MinION测序成功与否的一个关键决定因素是在测

序启动后执行MUX（Multiplexer）扫描时识别的有效

纳米孔数目［6］。每个测序芯片包含 2 048个纳米孔，

由于生产、储存、运输和操作等因素会导致实际“活

孔”数量减少，因此，在使用前需要进行质检，观察

“活孔”数量，低于 800个，为不合格芯片。我们在使

用过程中没有遇到过>2 000个“活孔”的芯片，通常

在1 000～2 000个范围内，是可以正常测序的。

16S rRNA，是原核生物核糖体中 30S亚基的组

成部分，因其结构与功能的高度保守性，可反映物种

间的亲缘关系，常被用作细菌系统分类研究中的分

子钟，有“细菌化石”之称。16S扩增子测序相较鸟

枪法宏基因组测序操作简单、快速、数据量少和分析

方便，既可以规避对仪器设备和操作人员的高要求，

又可以一次性扩大病原体检测范围。本研究应用小

量样本尝试评估此技术在鼠传细菌性病原检测中的

应用，初步认为具有可行性。下一步，有必要进行更

多大样本感染样品的宏基因组测序，加快对这一新

检测手段进行客观评判，标准化地应用于传染病病

原体检测和监测工作中。MinION的便携式测序使

得临床的即时检验（point-of-care testing，POCT）、野

外现场样品实时微生物检测以及环境样品微生物组

成的实时监控等需求成为现实。当然，在实验过程

中试剂冷藏、网络畅通和电力供应充足等需求必须

得到满足。总之，随着基因组测序技术和高通量测

序数据处理方法的发展，实用性的要求将越来越高，

更便捷、快速和经济的测序平台势必会更加适应基

层卫生疾病控制人员和科研人员的需求。
志谢 中国疾病预防控制中心传染病预防控制所张雯博士在实验

过程中给予帮助，特此志谢
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