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摘  要: 面对无法预测、爆发突然及传播迅速的疫情, 快速获知病原信息并真实地反映样品及环境中病原的多

样性资料是各国卫生部门及口岸预警的核心工作之一。应用高通量测序技术全面监控研究复杂病原样品, 是协

助寻找传染溯源、防控动物疫病可行性的一条重要思路。目前, 高通量测序在动物检疫上的应用与传统的病原

研究方式最大的区别在于把病原微生物看成一个整体, 摆脱了对单一病原分离培养的步骤, 直接对样品基质中

所有病原进行研究。随着测序技术和数据处理分析能力的飞速发展, 以高通量测序为基础的宏基因组学研究已

渗透到各个领域, 在畜产品、养殖环境等样本检测方面显示了重要价值。本文对高通量测序的研究方法及在检

验检疫上的应用趋势进行了综述。 
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ABSTRACT: In the face of unpredictable, suddenly broken, rapidly spread epidemic, learning agent information 

quickly and reflecting the pathogens diversity of samples is one of the core work for the national health authorities 

and the port early warning. With the application of high-throughput sequencing technologies, monitoring complex 

samples comprehensively is a good idea to trace or prevent animal epidemic. At present, the biggest difference 

between the traditional way and the method of high-throughput sequencing in animal quarantine is that the 

pathogenic microorganisms is regarded as a whole, which gets rid of the cultivation of a single pathogen, and all 

pathogen in the matrix of the sample are directly studied. With the development of sequencing technology and the 

data processing analysis, metagenomics research has been applied in all fields and shows very important value, such 

as animal by-products, farming environment samples. This article briefly summarised the methods and application 

trends of high-throughput sequencing technologies in inspection and quarantine. 

KEY WORDS: metagenomics; high-throughput sequencing; animal quarantine 
 
 

1  引  言 

目前, 高通量测序技术以其通量高、速度快、测序深

度灵活等优势广泛用于样品检验研究工作。同时高通量测

序具有读长短、数据量大的特点, 对于数据的处理也迎来

了一个挑战, 催生出许多针对样品宏基因组特有的算法和
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工具[1]。随着测序读长的增加和数据处理能力的飞速发展, 

可以通过各种手段将某一环境中所有病原同其他微生物区

分开来, 然后将测得的基因组的核酸文库同现有的数据库

进行比对, 从而获得样本及环境中病原的构成[2], 这里的

环境可以是水体、土壤等无机环境, 也可以是各种生物体

组织等有机环境。该研究手段不仅可以避开传统的分离培

养法、血清法和 PCR 法, 迅速鉴定出存在的已知病毒, 还

可以有效地发现各种未知病毒[3-5], 并可以直观地描绘出

各种样本中的病原谱和丰度, 有助于了解病毒的分布动态, 

实时监测一些致病性病原和潜在致病性病原的变化情况, 

有助于诊断一些新发或不明病原体引发的疾病。 

2  动物检疫工作中病原样本检测的主要问题 

2.1  送检样本的基质及新发疫病日趋复杂化 

目前在检验检疫实际工作当中, 所接收的突发疫情

样本呈日趋复杂态势, 如进境船舶中死亡的禽类尸体、发

病的炎症组织样本、粪便样本、疫苗样本以及水、土壤样

本等, 已经不仅仅局限于出口法检的拭子样品, 所有送检

样本均具有环境背景复杂、可疑病原含量丰度低、未知亚

型病原不确定性大大增加等特点, 使得口岸检测及国际贸

易中确证新发及未知亚型病原的能力受到极大挑战。原有

的常规检测技术主要局限在于: 一是新病毒适宜的培养细

胞未知, 很难通过细胞培养方法进行分离; 二是与宿主细

胞相比, 病毒及其核酸的含量低, 而且病毒基因组序列改

变或完全未知 , 不能通过反转录酶 -聚合酶链锁反应

(reverse transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)
方法进行检测。2006 年我国发生的“猪高热综合征”和

2011 年出现的“新生仔猪腹泻”疫情, 就是因为缺乏快速

有效的未知病原分析鉴定技术, 在很长一段时间里对病

因众说纷纭, 莫衷一是, 疫情得不到及时有效的控制, 造

成疫情蔓延和巨大经济损失, 影响到食品安全和国民经

济健康发展。 

2.2  样本前处理流程的复杂化 

依靠目前现有的技术条件, 全面确证送检样品中是

否含有病原体成分还有很多技术瓶颈。如样品前处理环节, 

可疑病原粒子的析出与富集是否足够达到检测底线要求。

面对背景复杂的样品, 宿主自身庞大的基因组及环境中无

关的微生物基因还会将低丰度的病原体核酸淹没。因此, 

为高效检测病原, 前处理步骤就显得十分关键。但在以往

应用各类分子生物学检测方法处理样品时, 都必须先过滤

掉杂质, 而这些过滤技术都是基于一些固定的参数, 每一

次处理都会损失掉很多病原体粒子, 这都会造成检出率的

下降。因此在宏基因组学研究中, 存在的最主要问题是样

本中病原核酸的浓缩纯化。同时, 为了排除游离核酸的干

扰 , 通常添加核酸酶进行消化 , 但是这种消化不能达到

100%的效果, 这也会导致测序结果中出现无关序列, 大量

的无关序列不仅增加了测序成本, 也使后续的数据分析增

加了难度。这是高通量测序存在的最主要问题, 但同时又

是牵涉到测序结果多样性的关键问题。目前, 在病毒生态

学研究方面, 采用低速离心、过滤和核酸酶处理对于病毒

病原体的富集已有较好的方法报道[6-8], 但这种方法对于

用作高通量测序的诊断样品中目的病原的富集效果却不明

显[9], 要慎重选择使用。 

2.3  现有检疫技术的瓶颈 

以常用的荧光 PCR 技术为例, 早在 2004 年, 我国就

认可应用荧光 PCR等国家标准检测流感病毒等, 其检疫试

剂因具有快速、灵敏、易于在基层推广的优点在阻断病原

传播中发挥了巨大作用。但在不可培养病毒的实验条件下, 

由于病毒之间缺少保守的基因标记, 特异性 PCR检测难以

系统研究样品中的所有病原信息, 传统的分子诊断方法在

应对流感病毒的复杂亚型变异时, 仅有钓鱼的技能(特异

性的探针或抗体), 而无撒网的手段(全部序列信息的快速

获知), 不可避免地造成相关的诊疗一直滞后于流行时的

防控或其可能的爆发。目前WHO已不再认可将荧光 PCR

方法作为最终确诊的诊断方法, 而推荐具有特异、准确优

势的高通量基因测序技术作为诊断病原的确诊方法。典型

事例即是在 2009年国外甲型 H1N1流感疫情爆发时, 因国

内标准的序列和探针特异性低造成与当时流行的甲型

H1N1流感病毒难以明确区分, 导致假阳性。且每当新型流

感病毒出现时, 其基因组散在多处变异, 造成现有的荧光

PCR 方法不能扩增出引物及探针位置出现变异的情况, 这

也导致了假阴性结果的出现。 

3  高通量测序在动物检疫样本分析上的应用

现状 

3.1  应用高通量测序解析动物检疫样本的现状 

针对上述漏检问题, 动物检疫样本的分析正越来越

依赖于以高通量测序技术为基础的宏基因组学分析的发展
[10]。由于第一代 Sanger 测序法, 通量较低, 速度较慢, 渐

渐不能满足日益增多的数据需求。第二代高通量测序则避

免了 Sanger 测序中所需的繁琐克隆过程, 减小了工作量, 

费用也大幅降低。因此, 自 2005年底 454公司推出革命性

的高通量焦磷酸测序系统[11,12]以来, 大量类似的二代深度

测序方法在未知基因组信息的情况下用于直接、无偏的病

原检测[13-15]。有些应用范围已延伸到深湖[16]、温泉[17]等无

机环境和组织病料[18,19]、内脏[20]、动物排泄物[21,22]等有机

环境。高通量测序在宏基因组学上的拓展, 大大提高了掌

握致病性病原复合构成的能力, 尽管在一些新病原的发现

中没有已知公共卫生意义的病原出现, 但宏基因组测序的

研究无疑增加了对环境及中间宿主携带病毒多样性的了解, 

一旦有新发病出现, 通过宏基因组学研究, 其生物预警的
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意义也将极大体现。 

早在 2013年, Ge等[23]与杨凡力等[24]就曾在研究中国

蝙蝠带毒的自然本底时, 应用宏基因组学分析技术注释到

了 36 个病毒科, 建立了野生动物源人兽共患病的监测方

法。韩文等[25]利用宏基因组学理念, 通过大规模测序及序

列分析获取了猪群样本中未知的 6 种病毒基因序列。

Minakshi 等[26]则从印度山羊体内测得了 19185 bp 的病毒

宏基因组序列, 鉴定到了 16种血清型的蓝舌病毒。在当前

病毒性人兽共患病频发的情况下, 病毒宏基因组学的推广

大大满足了对环境及中间宿主病毒组系统研究的要求, 为

预防新疾病出现和已知病毒的变异提供了重要的警示。 

3.2  高通量测序数据的生物信息学分析 

对第二代测序平台产生的高通量序列片段进行比对

的方法一般分为两步: ①预处理; ②序列比对。预处理方法

有 2 类 , 即基于哈希表的方法和基于后缀 trie 的

Burrows-Wheeler转换思想[27-29]。序列比对方法也可分为 2

类, 一是空位种子片段索引, 二是 Smith-Waterman 动态规

划算法。杨烨等[30]使用 Illumina和 SOLiD 2种平台产生的

数据对常用的比对软件 SHRiMP、MAQ、BFAST、BWA、

BOWTIE 等进行了单机测试, 结果显示 BOW-TIE 在对

Illumina平台数据进行比对时, 在内存使用、比对速度以及

准确性等方面表现比其他几种好, BWA比较适合用于比对

SOLiD平台产生的数据。在处理第二代以及以纳米孔技术

为标志的第三代测序平台高通量数据时, 第二代比对技术

仍不能完全满足要求。以云计算为基础的新序列比对方法

将是未来研究和发展的一个重要方向。 

但总而言之, 高通量测序的数据分析都要取决于应

用的类型、测序样本的类型以及要解决的生物问题[31,32]。

但目前仍然还有很多技术瓶颈, 譬如其读长普遍较短, 虽

然它们的测序深度可以在一定程度上弥补读长较短所带来

的问题, 但在测序后得到的信息往往是海量的, 如何从这

些海量数据中挖掘有效信息, 成为宏基因组学研究的一大

难题。通常宏基因组数据在运算组装时, 越是短的读长用

它们进行拼接就需要越高的覆盖率, 但过高的覆盖率则会

使拼接的复杂性大大增加, 同时也加大了运算量。针对这

些问题, Illumina, Applied Biosystem 等公司对全基因组

“shotgun”(又称鸟枪法)测序数据进行了拼接算法和软件开

发的研究。主要过程就是把读长分组为重叠群(contigs), 把

重叠群又分组为支架(scaf-folds, 即超级重叠群或巨型重

叠群), 使重叠群以读长形式进行多重排列, 并且形成共同

序列, 而支架则规定了重叠群的顺序和方向以及它们之间

缺口的大小。这其中充分运用了各种参数如适度的覆盖率、

paired-end数据等, 大大提高了拼接效率。以上这些改进在

快速查检2011年 5月德国北部志贺毒素诱发的大肠杆菌疫

情方面发挥了关键作用[33], 仅耗时 7.3 h, 研究人员就对这

一严重的公共健康风险做出了快速响应。 

此外, 实验样本的 meta 信息也需要与序列数据整合, 

高效率的数据存储、提取乃至共享也成为高通量测序分析

必不可少的环节。在美国国立生物信息中心 (National 

Center for Biotechnology Information, NCBI)的诸多数据库

中, 传统测序数据(如毛细管电泳产生的测序数据)的存储

有 Trace Archives数据库, 但不适合存储高通量测序数据; 

为此, NCBI在 2007年底推出了 SRA(sequence read archive)

数据库, 专门用于存储、显示、提取和分析高通量测序数

据。现在随着序列数据的迅速累积、涉及多平台、多物种、

多种应用、分层次的 SRA数据库已初具规模。其中仅甲型

流感病毒一项信息数据已达 5868 条, 但相对于传统核酸

信息数据的 312152条来说, 还有很大潜力可挖。 

3.3  在解析病原亚型上的应用 

以甲型流感为例, 全基因组测序对了解流感病毒的

分子生物学特性、基因重配机制、准种分析等发挥了十分

重要的作用。传统的方法在监测病毒基因组进化时依然采

用 Hoffmann 等[34]设计的引物, 扩增流感病毒基因组全长, 

或者以每个基因的特异引物扩增 8 个基因节段的片段, 进

行克隆并实施 Sanger 测序, 然后进行序列的拼接, 构建病

毒基因组。该方法耗时长, 劳动力成本高, 不适合大规模

检测使用。Greninger等[35]率先应用新一代高通量测序法从

一个北美患者的样品中测得了覆盖 97%的甲型流感病毒的

全基因组序列, 证实了该病原为甲型 H1N1样本。此后, 陆

续有学者应用二代测序方法侦测到了不同亚型的A型流感

病毒[36-41]。Lin 等[42]改进了针对流感病毒的测序方法, 没

有应用特异性的 PCR引物进行扩增, 而是直接应用采自感

染流感病毒的雪貂肺部 RNA样本进行测序, 结合 Bowtie2

比对程序, 解决了病毒分型的问题。 

3.4  在样本功能基因注释中的应用 

目前为止, 从一些有价值的样本宏基因组文库中已

经注释到了相当多的新编码基因, 如生物催化剂基因、抗

生素抗性基因以及编码转运蛋白基因等[43-45]。其基本方法

均以活性测定为基础, 通过建立和优化合适的筛选方法, 

从基因库中获得所需特征的克隆。例如对具有特殊功能的

克隆子进行直接检测, 利用其在选择性培养基上(如含有

化学染料和不可溶的或发光的酶反应底物)的表型特征进

行筛选, 这种方法具有较高的灵敏度, 使得较少的克隆子

都能被检测到。另一种方法是基于异源基因的宿主菌株与

其突变体在选择性条件下功能互补生长的特性进行的。通

过功能性筛选的方法可以快速地从多个克隆子中鉴定出全

长基因, 并由此获得这些功能基因的产物, 为工业、医药

和农业提供了一些具有潜在活性的天然产物或蛋白质。

Courtois等[46]就曾利用柯斯载体构建了含 5000个克隆子的

环境基因组文库, 并采用 PCR 序列分析的方法, 筛选出编

码聚酮合成酶的新基因; Yun等[47]选用 pUC19为克隆载体
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构建大肠杆菌基因组文库, 利用活性筛选方法从 30000 个

重组子中筛选出一个含淀粉酶基因(amyM)的克隆子。然而

随着方法和技术的改进, 现在只需构建少量克隆子就能得

到新基因, 如 Voget 等[48]利用培养和直接筛选相结合的方

法快速地鉴定出 4个克隆子中含有 12个可能编码琼脂水解

酶的基因。 

3.5  在解析样本群落进化特征上的应用 

梅运军[49]通过对环境样本提取总DNA构建PCR扩增

子真菌 ITS文库, 并利用 Illuminate Miseq双末端测序以及

生物信息学软件分析样本的 α-、β-生物多样性。样本经

Illuminate Miseq平台获得了 153363条 Filter reads, 506个

OTUs。样本中包含子囊菌门、罗兹菌门(Rozellomycota)、

担子菌门、球囊菌门、结合菌门、壶菌门和未分类的真菌, 

取得了恩施富硒区真菌群落结构与硒含量相关的结论, 并

判定炭角菌属、拟青霉属、叉四枝孢属、杯梗孢属和明梭

孢属为该富硒区的优势真菌属。2016年, Ma等[50]对秦皇岛

水产养殖基地的超微型浮游生物各个类群进行了多样性研

究, 发现海水生态系统中超微型浮游生物的丰度和多样性

对褐潮的发生具有较高敏感性, 为消解褐潮的机制提供了

新的角度和思路。 

4  总结与展望 

近几年高通量测序技术的应用拓展并深化了科学研

究领域的视野。(1)通过基因的核酸序列, 已经鉴定出了大

量的目标病原基因, 为相应的蛋白序列及基因功能研究提

供了捷径。(2)基因多态性等信息的获得对遗传图谱的绘

制、基因克隆、进化关系的理解更为透彻, 从而促进了对

病原群落中生物多样性的研究。(3)高通量测序技术提高了

实验技术的准确性, 尤其是对低丰度病原的复杂样本, 通

过大量数据的解析可有效发现未知病原, 防止漏检。(4)高

通量测序技术在灵敏性、可操作性方面的优势将会拓宽动

物检疫研究领域的发展, 其对数据处理的轻便性也会大大

促进病原演变的基础研究和比较基因组学研究。 

因此, 应用高通量测序辅以宏基因组学的数据解析

可有效获知病原信息, 真实地反映样品及环境中病原的多

样性资料, 是将来全面监控研究饲养、屠宰、运输、加工

等环节的复杂病毒样品并协助寻找传染溯源的有效手段。

作为防控动物疫病传播可行性的一条重要思路, 深化宏基

因组学解析的研究将是我们下一步亟待解决的工作难点。 
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