
MGISEQ-2000适配ATOPlex多重PCR技术
在新冠研究方面的应用

利用多重PCR技术靶向测序进行病毒

检测，获取病毒全长基因组，适用于

病毒检测、变异监测和病毒进化研

究。具有高灵敏度、病毒浓度定量准

确、变异检出率高和方便经济的优势

MGISEQ-2000测序仪采用

双载片平台，在双载片独立

运行的基础上，支持不同通

量规格的载片，提供更全面

更灵活的测序体验

亮点

背景

基于多重PCR的MPS 测序数据质量高 测序方法选择灵活
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仅供研究使用

华大智造MGISEQ-2000应用案例

ATOPlex 多重 PCR 技术

搭配MGISEQ-2000测序

平台，结合DNBSEQ测序

技术可进行新型冠状病毒

的基因分型

ATOPlex 多重 PCR 技术利用锁定引物实现在一管中完成病毒全部基因片段的扩增，该技术结合了双唯一标签技术和外参相对定量技术，不仅

能够获得病毒的全基因组，还能通过掺入的已知外参准确定量样本的病毒浓度，测序灵敏度更高，适用范围广，对不同起始量的多种类型样本均适

用。双唯一标签技术结合DNBSEQ测序，能够最大程度降低样本之间的污染，快速、准确地获取病毒的全基因组序列。

例：如需要构建病毒的全长基因组，在MGISEQ -2000平台测序，假设 FCL中1 条 lane 产出 400M reads ，除去 100M 的平衡文库，FCL

中300 M reads 可进行 16-64 个样本的组装；假设FCS中1条lane产出270M reads，除去70M的平衡文库，FCS中200M reads可进行8-40个

样本的组装。

应用案例 ATOPlex多重PCR测序揭示新冠病毒复阳与中和抗体水平相关1

SARS-CoV-2病毒感染导致的新冠肺炎的特殊临床症状之一，是部分新冠感染患者在出院后出现复阳的现象。导致病毒复阳的因素，以及复阳

病毒的来源和传染性等一系列问题引发了社会的广泛关注，也成为了新冠防治科研工作的重点。2020年10月9日，Cellular & Molecular Immunol-

ogy在线发表了题为“A compromised specific humoral immune response against the SARS-CoV-2 receptor-binding domain is related 

to viral persistence and periodic shedding in the gastrointestinal tract”的论文，该研究成果由广州市第八人民医院、深圳华大基因和广东省

CDC课题组共同完成。研究通过临床样本的病毒全基因组测序，揭示了病毒复阳与患者的中和抗体水平低下相关，进一步研究了导致体液免疫应答

受损的基本机制，对探索SARS-CoV-2在人群中的反弹机制及防止病毒传播和开发适用于全人群的高效保护疫苗至关重要。
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图1   在复检阳性患者的肛试子中检出活跃增殖的SARS-CoV-2

实验方法

结果
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广州第八人民医院收治的中国COVID-19患者。根据中国国家卫生健康委员会发布的《新型冠状病毒肺炎诊疗方案(试行第七版)》，对所有患者

进行临床表现诊断。

使用随机六聚体引物和Superscript II reverse transcriptase 试剂盒（Invitrogen）逆转录RNA得到cDNA的一链。使用华大智造ATOPlex 

新冠RNA多重PCR建库套装进行HCoV-19基因组的两步扩增，生成137X ~400bp扩增子或299X ~200bp扩增子。样本经过两轮PCR扩增，每轮

PCR产物均使用华大智造MGIEasy DNA Clean beads进行纯化。将最终得到的纯化产物转换为单连环文库并进行滚环扩增制备DNB，在MGIS-

EQ-2000平台上进行测序。

病毒RNA测序与分析

基于多重PCR的富集和测序（amplicon-based）2：

使用2019-nCoVirus DNA/RNA捕获Panel（BOKE）从双链DNA文库中富集HCoV-19特异性内容。为适配MGISEQ-2000平台，使用华

大智造MGIEasy外显子组捕获辅助试剂盒替代原试剂盒中的封闭试剂序列和PCR引物。文库构建完成后制备DNB并在MGISEQ-2000平台完成测

序。

基于杂交捕获的富集和测序（hybrid capture-based）2：

样本来源

使用核酸分离试剂盒（达安基因，货号: DA0630）在Smart 32核酸提取仪（达安基因）上进行病毒RNA的提取。采用实时逆转录聚合酶链反

应（RT-PCR）试剂（达安基因，货号：DA0930）针对N和orf1ab基因进行病毒检测。Ct值<40视为阳性结果。参考病毒DNA标准计算病毒RNA

浓度。

病毒RNA的RT-PCR检测

对测序数据进行分析，使用nCoV Finder pipeline进行基因组组装；杂交捕获测序数据和多重PCR测序数据分别使用nCoV Variant detection 

pipeline和SARS-CoV-2 Multi-PCR v1.0进行变异检测分析。

数据分析

复阳阶段病毒复制可能在胃肠道进行

首先实验证实病毒参与了初始感染，而不是继发感染。在阳

性复检患者中，病毒通常在肛试子中被发现（21例中有15例，占

71.4%）。对细胞内病毒亚基因组信使RNA（sgmRNA）的分

析证实，复检阳性患者在胃肠道（16例中有3例，占18.7%）有

活跃的病毒增殖，但在呼吸道没有发现。研究人员推测，在复检

阳性阶段胃肠道可能是病毒复制的主要部位之一。
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表1    部分复检阳性患者样本SARS-CoV-2 测序结果

图2    SARS-CoV-2 rna阳性患者的临床特征 图3    抗RBD特异性IgM、IgA和IgG的特征
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接着，该研究进一步分析了可能导致病毒复阳的因素。研究发现病毒持久性与高病毒滴度、延迟的病毒清除、患者年龄或在第一次住院期间更严

重的临床症状无关。相反，病毒反弹与病毒受体结合域（RBD）特异性IgA和IgG抗体水平显著降低和抗体生成速度减慢有关。研究表明，复检呈阳

性的患者未能产生强大的保护性体液免疫反应，无法及时产生保护性抗体，这可能导致迟发性病毒清除，SARS-CoV-2在胃肠道持续存在，并可能

引发活跃的病毒脱落。

病毒复阳与中和抗体水平低下相关

研究对16例患者咽拭子和肛拭子中提取的病毒基因组进行了测序。由于病毒浓度极低，采用基于多重聚合酶链反应扩增（PCR）的测序方法来提

高检测灵敏度。最终成功获得了3例（16例中占18.8%）患者的全长SARS-CoV-2基因组（>99%基因组覆盖率，深度≥100倍）。结果表明，大多

数的复阳性病毒是片段性的，且浓度很低（低Ct value），因此研究人员推测大多数的复阳性患者样本感染性是较低的。

多数复阳病毒为片段且浓度很低
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结论

华大智造ATOPlex多重PCR技术在MGISEQ-2000平台可以产出高质量的新冠病毒序列数据，能够完成病毒基因组的准确组装和变异检测，

揭示SARS-CoV-2病毒复阳与患者的中和抗体产生水平低下相关，协助SARS-CoV-2病毒在人群中反弹机制的进一步探索，助力病毒预防和有效

疫苗的研发。
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1000012554

1000012555

1000013155

1000011718

货号产品

MGISEQ-2000RS 高通量测序试剂套装（PE100）

MGISEQ-2000RS 高通量测序试剂套装（PE150）

MGISEQ-2000RS 高通量快速测序试剂套装 (FCS PE100) 

MGISEQ-2000RS 高通量快速测序试剂套装（FCS PE150）

* 该建库套装即文章中提到的“ATOPlex SARS-CoV-2 full length genome panel”试剂盒

测序试剂

900-000035-00

产品 货号

基因测序仪MGISEQ-2000RS

测序仪

220 Cycles

320 Cycles

220 Cycles

320 Cycles
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台

规格

1000023555
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ATOPlex 新冠RNA多重PCR建库套装*

建库试剂盒

96 RXN
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