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咱摘 要暂 目的院建立一种较优的高通量测序 匀苑晕怨禽流感病毒基因组模板制备方法袁用于 匀苑晕怨禽流感病毒基因组监测遥 方
法院分别以 远碱基随机引物反转录生成单链 糟阅晕粤袁合成双链 糟阅晕粤曰流感病毒通用反转录引物 哉员圆反转录生成单链 糟阅晕粤袁远碱
基随机引物合成双链 糟阅晕粤曰哉员圆引物反转录生成单链 糟阅晕粤袁 通用流感病毒全基因扩增引物混合物生成双链 糟阅晕粤制备高通
量测序模板尧构建测序文库尧测序并分析数据袁比较 猿种方法对高通量测序效率的影响袁并与传统 杂葬灶早藻则测序方法比较其测序
的准确性袁选择其中较优的方法用于高通量测序遥结果院以 哉员圆引物反转录 糟阅晕粤袁通用流感病毒全基因扩增引物混合物生成双
链 糟阅晕粤制备的高通量测序模板袁在测序族生成数尧覆盖率尧单核苷酸多态性及读长等方面均优于另外两种方法遥 结论院本研究
建立的 匀苑晕怨禽流感病毒基因组模板制备方法用于高通量测序具有准确性高袁周期短袁成本相对较低袁可同时检测多个样本等
特点袁可用于大规模 匀苑晕怨禽流感病毒基因组监测遥
咱关键词暂 禽流感病毒曰匀苑晕怨曰模板制备曰高通量测序
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韵责贼蚤皂蚤扎葬贼蚤燥灶 葬灶凿 葬责责造蚤糟葬贼蚤燥灶 燥枣 皂藻贼澡燥凿泽 燥枣 贼藻皂责造葬贼藻 责则藻责葬则葬贼蚤燥灶 枣燥则 澡蚤早澡 贼澡则燥怎早澡责怎贼
泽藻择怎藻灶糟蚤灶早 葬增蚤葬灶 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽 渊匀苑晕怨冤 早藻灶燥皂藻
在澡葬燥 运葬灶早糟澡藻灶袁郧怎燥 载蚤造蚤灶早袁匝蚤 载蚤葬灶袁郧藻 再蚤赠怎藻袁在澡怎 在澡藻灶早袁悦澡藻灶 再蚤灶袁云葬灶 匀怎葬灶袁在澡怎 再藻枣藻蚤袁杂澡蚤 在澡蚤赠葬灶早袁宰葬灶早
匀怎葬袁悦怎蚤 蕴怎灶遭蚤葬燥鄢袁在澡燥怎 酝蚤灶早澡葬燥鄢
渊允蚤葬灶早泽怎 孕则燥增蚤灶糟蚤葬造 悦藻灶贼藻则 枣燥则 阅蚤泽藻葬泽藻 悦燥灶贼则燥造 葬灶凿 孕则藻增藻灶贼蚤燥灶袁运藻赠 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 燥枣 耘灶贼藻则蚤糟 孕葬贼澡燥早藻灶蚤糟
酝蚤糟则燥遭蚤燥造燥早赠袁酝蚤灶蚤泽贼则赠 燥枣 匀藻葬造贼澡袁晕葬灶躁蚤灶早 圆员园园园怨袁悦澡蚤灶葬冤
咱Abstract暂 Objective院栽燥 藻泽贼葬遭造蚤泽澡 葬灶 燥责贼蚤皂葬造 皂藻贼澡燥凿 燥枣 贼藻皂责造葬贼藻 责则藻责葬则葬贼蚤燥灶 枣燥则 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早 葬增蚤葬灶 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽 渊匀苑晕怨冤
早藻灶燥皂藻援 酝藻贼澡燥凿泽院杂藻择怎藻灶糟蚤灶早 贼藻皂责造葬贼藻泽 憎藻则藻 责则藻责葬则藻凿 遭赠 怎泽蚤灶早 则葬灶凿燥皂 澡藻曾葬皂藻则泽 责则蚤皂藻则泽 贼燥 泽赠灶贼澡藻泽蚤扎藻 泽蚤灶早造藻 泽贼则葬灶凿 糟阅晕粤 葬灶凿
凿燥怎遭造藻 泽贼则葬灶凿泽 糟阅晕粤曰遭赠 怎泽蚤灶早 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽 泽责藻糟蚤枣蚤糟鄄哉员圆 责则蚤皂藻则 贼燥 泽赠灶贼澡藻泽蚤扎藻 泽蚤灶早造藻 泽贼则葬灶凿 糟阅晕粤 葬灶凿 怎泽蚤灶早 则葬灶凿燥皂 澡藻曾葬皂藻则泽
责则蚤皂藻则泽 贼燥 燥遭贼葬蚤灶 凿燥怎遭造藻 泽贼则葬灶凿泽 糟阅晕粤曰燥则 遭赠 怎泽蚤灶早 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽 泽责藻糟蚤枣蚤糟鄄哉员圆 责则蚤皂藻则 贼燥 泽赠灶贼澡藻泽蚤扎藻 泽蚤灶早造藻 泽贼则葬灶凿 糟阅晕粤 葬灶凿 怎泽蚤灶早
蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽 早藻灶藻鄄泽责藻糟蚤枣蚤糟 责则蚤皂藻则 贼燥 燥遭贼葬蚤灶 凿燥怎遭造藻 泽贼则葬灶凿泽 糟阅晕粤援 杂藻择怎藻灶糟蚤灶早 造蚤遭则葬则赠 憎葬泽 糟燥灶泽贼则怎糟贼藻凿 遭赠 怎泽蚤灶早 葬遭燥增藻 贼藻皂责造葬贼藻 葬灶凿
泽藻择怎藻灶糟蚤灶早援 粤枣贼藻则 葬灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 贼澡藻 凿葬贼葬袁贼澡藻 则藻泽怎造贼泽 憎藻则藻 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 杂葬灶早藻则 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早援 栽澡藻 遭藻泽贼 皂藻贼澡燥凿 枣燥则 贼藻皂责造葬贼藻 责则藻责葬则葬贼蚤燥灶
憎葬泽 泽藻造藻糟贼藻凿 枣燥则 澡蚤早澡 贼澡则燥怎早澡责怎贼 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早援 砸藻泽怎造贼泽院栽澡藻 糟造怎泽贼藻则 责葬泽泽 枣蚤造贼藻则袁糟燥增藻则葬早藻袁泽蚤灶早造藻 灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻 责燥造赠皂燥则责澡蚤泽皂泽 渊杂晕孕泽冤袁葬灶凿
皂藻凿蚤葬灶 造藻灶早贼澡 憎藻则藻 贼澡藻 遭藻泽贼 蚤灶 怎泽蚤灶早 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽 泽责藻糟蚤枣蚤糟鄄哉员圆 责则蚤皂藻则 贼燥 泽赠灶贼澡藻泽蚤扎藻 泽蚤灶早造藻 泽贼则葬灶凿 糟阅晕粤 葬灶凿 怎泽蚤灶早 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽
早藻灶藻鄄泽责藻糟蚤枣蚤糟 责则蚤皂藻则 贼燥 燥遭贼葬蚤灶 凿燥怎遭造藻 泽贼则葬灶凿泽 糟阅晕粤 糟燥皂责葬则藻凿 憎蚤贼澡 燥贼澡藻则 贼憎燥 皂藻贼澡燥凿泽援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶院匀蚤早澡 葬糟糟怎则葬糟赠袁泽澡燥则贼 贼怎则灶葬则燥怎灶凿
贼蚤皂藻泽袁则藻造葬贼蚤增藻造赠 造燥憎 糟燥泽贼 葬灶凿 澡蚤早澡 贼澡则燥怎早澡责怎贼 皂葬噪藻 贼澡蚤泽 皂藻贼澡燥凿 遭藻糟燥皂蚤灶早 责燥泽泽蚤遭造藻 枣燥则 泽怎则增藻蚤造造葬灶糟藻 燥枣 匀苑晕怨 增蚤则怎泽藻泽 藻增燥造怎贼蚤燥灶援
咱Key words暂 葬增蚤葬灶 蚤灶枣造怎藻灶扎葬 增蚤则怎泽曰匀苑晕怨曰贼藻皂责造葬贼藻 责则藻责葬则葬贼蚤燥灶曰澡蚤早澡 贼澡则燥怎早澡责怎贼 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早
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圆园员猿年 圆月开始袁 一种新的 匀苑晕怨亚型禽流感
病毒感染人引起死亡的病例不断被报道咱员暂袁目前已
引起 员猿园例感染袁猿缘例死亡咱圆暂遥散发的人感染禽流感
病毒包括 匀缘尧匀苑及 匀怨亚型袁 除了高致病性 匀缘晕员
亚型病毒引起大约 远园豫的病例死亡之外咱猿暂袁荷兰曾
报道过 员例人感染高致病性 匀苑晕苑禽流感病毒引发
急性呼吸窘迫综合征导致的死亡遥 季节性流感及低
致病性禽流感病毒如 匀苑晕圆尧匀苑晕猿尧匀苑晕缘 及 匀怨晕圆
等可引起轻到中度的流感样症状尧 结膜炎及下呼吸
道感染咱员袁源暂遥 基因序列分析表明新的 匀苑晕怨亚型禽流
感病毒为 匀苑亚型与 匀怨晕圆亚型基因重配产生的新
病毒袁 病毒的一些关键位点发生改变导致该病毒可
感染人类咱缘暂遥 序列分析对于研究病毒的进化尧致病
力尧跨物种传播机制等十分重要遥高通量测序技术越
来越广泛用于病原基因的分析袁是大规模监测流感
病毒基因组进化的重要手段遥 高质量测序模板的制
备是成功测序的前提袁本文报道了基于美国 陨造造怎皂蚤鄄
灶葬公司 酝蚤杂藻择高通量测序仪检测 匀苑晕怨 禽流感病
毒基因组的模板制备方法袁并进行优化袁以期为利用
该技术分析 匀苑晕怨禽流感病毒基因组提供参考遥
员 材料和方法

员援员 材料
员援员援员 试剂
匝陨粤葬皂责 灾蚤则葬造 砸晕粤 酝蚤灶蚤 运蚤贼 渊美国 匝蚤葬早藻灶 公

司冤袁杂怎责藻则杂糟则蚤责贼禄砸芋云蚤则泽贼鄄杂贼则葬灶凿 杂赠灶贼澡藻泽蚤泽 杂赠泽贼藻皂 渊美
国 陨灶增蚤贼则燥早藻灶公司冤袁粤月陨 月蚤早阅赠藻 栽藻则皂蚤灶葬贼燥则 增猿援员 糟赠鄄
糟造藻 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早 噪蚤贼尧粤月陨 猿员猿园 测序仪 渊美国 粤月陨 公
司冤袁运造藻灶燥憎 云则葬早皂藻灶贼 渊猿忆寅缘忆 藻曾燥鄄冤渊美国 晕耘月公
司冤袁晕藻曾贼藻则葬 载栽 阅晕粤 杂葬皂责造藻 孕则藻责葬则葬贼蚤燥灶 运蚤贼尧 酝蚤杂藻择
砸藻葬早藻灶贼 运蚤贼渊猿园园鄄糟赠糟造藻泽冤及 陨造造怎皂蚤灶葬 酝蚤杂藻择测序系统
渊美国 陨造造怎皂蚤灶葬公司冤袁匝怎遭蚤贼 圆援园荧光计 渊美国 陨灶增蚤贼鄄
则燥早藻灶公司冤遥
员援员援圆 样本来源与病毒分离

苑份 匀苑晕怨感染患者咽拭子尧 呼吸道分泌物袁员
份鸡笼拭子均采自 圆园员猿年 猿月耀源月本省患者及其
工作环境遥 所有样本提取总 砸晕粤袁经 匀苑晕怨特异的
则藻葬造鄄贼蚤皂藻 砸栽鄄孕悦砸检测袁引物探针由中国疾病预防控
制中心提供遥样本常规处理后 园援圆 皂造接种鸡胚袁猿缘益
孵化 源愿耀苑圆 澡袁收集尿囊液袁提取总 砸晕粤遥
员援圆 方法

员援圆援员 模板制备

本研究采用 猿种方法制备测序模板遥
方法 员院参照 杂怎责藻则杂糟则蚤责贼禄砸芋云蚤则泽贼鄄杂贼则葬灶凿 杂赠灶贼澡藻鄄

泽蚤泽 杂赠泽贼藻皂推荐方法袁 在 圆园 滋造反应体系中以 缘园 灶早
的 远 碱基随机引物反转录生成单链 糟阅晕粤袁圆 哉
砸晕葬泽藻 匀 猿苑益消化 员缘 皂蚤灶后袁加入 园援缘 哉的 运造藻灶燥憎
云则葬早皂藻灶贼 渊猿忆寅缘忆 藻曾燥鄄冤袁猿苑益 员 澡合成双链 糟阅晕粤做
为高通量测序模板遥
方法 圆院 以 圆园 责皂燥造的流感病毒通用的反转录

引物 哉员圆咱远暂替代 远 碱基随机引物反转录生成单链
糟阅晕粤袁 然后以 缘园 灶早的 远碱基随机引物生成双链
糟阅晕粤做为高通量测序模板遥

方法 猿院 以 哉员圆反转录生成单链 糟阅晕粤袁 以 员
责皂燥造的通用流感病毒全基因扩增反向引物混合物
生成双链 糟阅晕粤做为高通量测序模板遥
员援圆援圆 文库构建与测序
将双链 糟阅晕粤准确定量后袁 稀释成 园援圆 灶早 辕 滋造袁

以 缘 滋造作为测序模板袁 按照 晕藻曾贼藻则葬 载栽 阅晕粤 杂葬皂鄄
责造藻 孕则藻责葬则葬贼蚤燥灶 运蚤贼说明构建测序文库遥 主要步骤包
括院阅晕粤的 栽葬早皂藻灶贼葬贼蚤燥灶尧孕悦砸扩增尧纯化尧文库标化
及混合遥取 远园园 滋造混合样加入 酝蚤杂藻择测序试剂样品
孔袁进行 圆 伊 员缘园 遭责配对末端测序遥
员援圆援猿 传统 杂葬灶早藻则测序

以 匀燥枣枣皂葬灶灶等咱远暂设计的流感病毒通用扩增引
物扩增病毒 愿个基因片段全长袁 回收 孕悦砸产物袁以
粤月陨 月蚤早阅赠藻 栽藻则皂蚤灶葬贼燥则 增猿援员 糟赠糟造藻 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早 噪蚤贼 标
记产物纯化后袁在 粤月陨 猿员猿园测序仪上进行测序遥
员援圆援源 序列分析
酝蚤杂藻择高通量测序产生的数据以 匀苑晕怨分离株

粤 辕粤灶澡怎蚤 辕 员 辕 圆园员猿渊匀苑晕怨冤作为参考基因组渊郧陨杂粤陨阅袁
粤糟糟藻泽泽蚤燥灶泽 晕怎皂遭藻则院耘孕陨源猿怨缘园猿鄄耘孕陨源猿怨缘员园冤 进行拼
接曰传统 杂葬灶早藻则测序产生的序列经 阅晕粤杂贼葬则软件进
行拼接遥
员援圆援缘 高通量测序 匀苑晕怨样本

对 愿株匀苑晕怨分离株袁按上述优化的最佳模板制
备方法进行模板制备尧文库构建尧测序及数据分析遥
圆 结 果

圆援员 样本检测与病毒分离
愿 份原始样本经 匀苑晕怨 特异的 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 砸栽鄄

孕悦砸检测均为阳性曰 接种鸡胚后收获的尿囊液经
匀苑晕怨特异的 则藻葬造鄄贼蚤皂藻 砸栽鄄孕悦砸检测也均为阳性袁尿
囊液血凝效价为 圆苑耀圆怨遥
圆援圆 模板制备方法的优化
为研究不同模板制备方法对高通量测序的影

响袁选择最优的制备方法袁将 匀苑晕怨病毒 砸晕粤稀释
成 员园源 拷贝 辕 滋造袁 取 缘 滋造为模板按上述 猿种方法分

赵康辰等院高通量测序 匀苑晕怨禽流感病毒基因组模板制备方法的优化及应用
第 猿猿卷第 苑期

20员猿年 苑月 员园园猿原 原



南 京 医 科 大 学 学 报
第 猿猿卷第 苑期

20员猿年 苑月南 京 医 科 大 学 学 报
第 猿猿卷第 苑期

20员猿年 苑月

别合成单尧双链 糟阅晕粤遥高通量测序结果显示袁方法 猿
无论是族生成数渊糟造怎泽贼藻则 责葬泽泽 枣蚤造贼藻则袁糟造怎泽贼藻则 孕云冤尧覆盖
率 渊糟燥增藻则葬早藻冤袁 还是单核苷酸多态性 渊泽蚤灶早造藻 灶怎鄄
糟造藻燥贼蚤凿藻 责燥造赠皂燥则责澡蚤泽皂泽袁杂晕孕泽冤 等测序指标都优于方
法 员和 圆 渊表 员袁图 员冤遥 虽然方法 圆的以上 猿个测序

指标均优于方法 员袁其平均读长渊皂藻凿蚤葬灶 造藻灶早贼澡冤圆愿远
遭责与方法 猿的 圆愿缘 遭责类似袁而且在个别区域如 孕月员
基因的 缘忆端覆盖率高于方法 猿袁 但方法 圆在基因节
段 匀粤及 晕粤均无覆盖袁 整体覆盖率低于方法 猿袁故
选择方法 猿为最优的模板制备方法遥

图 员 比较 猿种模板制备方法对高通量检测 匀苑晕怨禽流感病毒基因组覆盖率的影响
云蚤早怎则藻 员 悦燥皂责葬则蚤灶早 贼澡则藻藻 贼藻皂责造葬贼藻 责则藻责葬则葬贼蚤燥灶 皂藻贼澡燥凿泽 枣燥则 澡蚤早澡 贼澡则燥怎早澡责怎贼 凿藻贼藻糟贼蚤燥灶 燥灶 贼澡藻 匀苑晕怨 增蚤则怎泽 早藻灶燥皂藻 糟燥增藻则葬早藻

Method
1
2
3

Cluster PF
园55 113
842 608

1369 188园

Coverage
0.5
6.3
9.4

Heterogeneous SNPs
园2
10

103园

Homogeneous SNPs
园园9
175
179

Median Length渊bp冤
174
286
285

表 员 不同模板制备方法对高通量测序的影响

栽葬遭造藻 员 The influence of different template preparation method for high throughput sequencing

酝藻贼澡燥凿 员

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

孕月圆 基因

酝藻贼澡燥凿 员

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

孕月员 基因

酝藻贼澡燥凿 员

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

孕粤 基因
酝藻贼澡燥凿 员

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

匀粤 基因

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

酝藻贼澡燥凿 员

晕孕 基因

酝藻贼澡燥凿 员

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

晕粤 基因
酝藻贼澡燥凿 员

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

酝 基因

酝藻贼澡燥凿 员

酝藻贼澡燥凿 圆

酝藻贼澡燥凿 猿

晕杂 基因

圆援猿 高通量测序 匀苑晕怨禽流感病毒基因组
为验证模板制备方法 猿 高通量测序检测

匀苑晕怨禽流感病毒基因组的效果袁以该方法制备 愿

株 匀苑晕怨分离株的测序模板袁 用 酝蚤杂藻择高通量测序
仪进行测序遥 结果 愿个样本的 愿个基因节段均可成
功检测渊表 圆冤袁基因组覆盖率从 圆源远援员到 愿 圆缘员援远袁

员园园源原 原



其中一个代表性样本的基因组覆盖率如图 圆 所
示遥
为验证高通量测序结果的准确性袁 以传统

杂葬灶早藻则测序法对部分基因节段进行测序袁 结果与高
通量测序结果完全一致袁 证明了高通量测序 匀苑晕怨
禽流感病毒基因组的准确性遥

Sample
1
2
3
4
5
6
7
8

Cluster PF
1 427 191
1 978 852
3 073 295
园764 896

2 111 665
2 366 662
2 506 852
园968 299

Coverage
4 946.2
园 872.5
2 475.1
园 246.4
2 869.3
1 361.6
8 251.6
园 783.8

Heterogeneous SNPs
园7

270园
18
16
园5
园7
17
14

Homogeneous SNPs
16
25
57
10
16
园9
园6
园9

Median Length渊bp冤
220
296
247
214
245
254
241
219

表 2 高通量测序 8株 H7N9病毒基因组
栽葬遭造藻 2 High throughput sequencing 燥枣 eight H7N9 virus strains genome

猿 讨 论

现有序列分析研究表明袁 新的 匀苑晕怨亚型禽流
感病毒 匀粤基因与 晕粤基因来自禽和候鸟的 匀苑亚
型流感病毒袁 而其他 远个节段来自 匀怨晕圆亚型禽流
感病毒咱员暂遥 该病毒的发现引起了广泛关注咱苑原员猿暂遥 目前
病毒的来源还不清楚袁 现有研究发现该病毒 匀粤基
因的受体结合位点如 匝圆圆远蕴突变提高了结合人受
体的能力袁孕月圆 基因 耘远圆苑运 突变增加了毒力袁而
阅苑园员晕突变也和哺乳动物适应性相关咱员源暂袁晕粤 基因
的 耘员圆园灾尧 匀圆苑远再尧砸圆怨源运 突变与奥司他韦耐药性
相关咱员缘暂袁上海 员例 匀苑晕怨分离株 粤 辕 杂澡葬灶早澡葬蚤 辕 员 辕 圆园员猿
已观察到 砸圆怨源运突变遥这些观察提示必须加强对该

病毒基因组进化的监测袁为控制疫情提供支撑遥
传统的方法监测病毒基因组进化通常采用

匀燥枣枣皂葬灶灶等设计的方法扩增流感病毒基因组全长袁
或者以基因特异引物扩增 愿个基因节段的片段袁进
行克隆袁选择阳性克隆进行 杂葬灶早藻则测序袁然后进行
序列的拼接袁构建病毒基因组袁该方法耗时长袁劳动
力成本高袁不适合大规模检测使用遥 自从 圆园园缘年高
通量测序仪问世以来袁 高通量测序技术经历了飞速
的发展袁从通量到读长袁从速度到测序成本都得到了
极大的改善袁 相信不久的将来高通量测序仪将进入
普通的分子生物学实验室遥月燥憎皂葬灶等咱员远暂建立了以流
感病毒通用及特异引物扩增匀猿晕圆基因组袁 并利用
了 陨燥灶栽燥则则藻灶贼高通量测序分析病毒基因组的方法遥

孕月圆

孕月员

孕粤

匀粤

晕孕

晕粤

酝

晕杂

图 圆 代表性样本方法 猿模板制备方法检测 匀苑晕怨禽流感病毒基因组 愿个基因节段的覆盖率
云蚤早怎则藻 圆 匀苑晕怨 增蚤则怎泽 早藻灶燥皂藻 愿 早藻灶藻 泽藻早皂藻灶贼泽 糟燥增藻则葬早藻 燥枣 燥灶藻 则藻责则藻泽藻灶贼葬贼蚤增藻 泽葬皂责造藻 遭赠 贼藻皂责造葬贼藻 责则藻责葬则葬贼蚤燥灶 皂藻贼澡燥凿 猿
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该方法以高通量测序替代传统的 杂葬灶早藻则测序袁仍然
需要 孕悦砸扩增袁 以 孕悦砸产物构建测序文库袁 如果
孕悦砸扩增失败将不能进行下游的测序遥 本研究方法
猿建立的模板制备技术袁 不需要进行 孕悦砸扩增袁直
接以病毒 砸晕粤制备测序模板袁 避免了 孕悦砸扩增失
败的可能遥而且测序模板用量极低袁只需要 员 灶早的双
链 糟阅晕粤袁 其他高通量测序技术一般需要至少 缘园 灶早
的核酸模板遥 以本研究建立的方法检测 愿份样本袁
从模板制备尧文库构建到测序及数据分析等过程在
圆 凿内即可完成袁 与传统的 杂葬灶早藻则测序方法相比极
大地节约了时间曰理论上袁根据试剂盒的测序通量袁
用本方法可以同时检测 圆源耀怨远个样本袁每个样本测
序成本平均在千元以内袁较传统方法大大地节约了
测序时间和成本遥
综上所述袁本研究建立优化了一种用于高通量

测序的 匀苑晕怨禽流感病毒基因组模板制备方法并利
用该方法检测新 匀苑晕怨禽流感病毒基因组遥 该方法
的准确性高袁全基因组测序时间短袁通量大袁成本相
对较低袁 可同时检测多个样本袁 适合大规模监测
匀苑晕怨禽流感病毒基因组袁 同时该方法对今后其他
禽流感病毒亚型或其他病毒的全基因组测序模板的

制备具有借鉴意义遥
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