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在MiSeq™ i100系列测序仪上
执行HIV基因组测序

HIV-1的精确检测和表征

采用Illumina Microbial 
Amplicon Prep方案快速

探查HIV pol基因，用于
病毒检测和耐药性检测

采用Viral Surveillance Panel 
v2进行全面的HIV基因组测序，

用于追踪病毒进化并检测超过
200种其他病毒病原体

灵活的端到端分析流程，
在MiSeq™ i100系列测
序仪上完成测序并进行
DRAGEN™二级分析
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简介
获得性免疫缺陷综合征（AIDS）的症状于1981年首次被识
别，并在随后数年被归因于人类免疫缺陷病毒1型和2型（HIV-1
和HIV-2）感染1–4。HIV全球大流行已导致超过8800万人感
染，超过4200万人因此丧生。5 仅2023年一年，即报告了约
130万例新发感染和63万例死亡。6

疾病预防方面的进展和有效抗逆转录病毒药物的研发已在很大
程度上使HIV大流行转变为一种可管理的慢性疾病，显著降低
了HIV传播和进展为AIDS的风险7-9。然而，HIV在全球各地区
弱势人群中持续传播，凸显了对HIV监测的长期必要性。8 通
过新一代测序（NGS）进行分子监测可检测出导致抗逆转录
病毒药物耐药的变异，追踪HIV传播（包括耐药HIV传播），
检测与HIV嗜性相关的变异，并追踪宿主内病毒的进化10,11。
特别是，HIV pol基因的突变可导致对蛋白酶抑制剂（PI）、
核苷类逆转录酶抑制剂（NRTI）、非核苷类逆转录酶抑制剂

（NNRTI）以及整合酶链转移抑制剂（INSTI）的耐药性。12 因
此，HIV pol基因是抗逆转录病毒药物耐药基因型检测的重要
靶标。

本应用说明展示了采用集成因美纳文库制备、MiSeq™ i100系
列测序仪测序和DRAGEN二级分析的NGS工作流程，对HIV阳
性血浆和人工样本进行HIV检测和表征（图1）。

方法

样本

HIV阳性血浆样本获自BIOFLUIDS.com，使用QIAamp Viral 
RNA Mini Kit（QIAGEN，货号52904），通过Mini Spin程
序提取RNA，且未在AVL缓冲液中添加载体RNA。* 人工配制
样本用于测试：使用从外周血单个核细胞（PBMC）中培养
的病毒提取的纯化RNA进行制备，细胞由SeraCare公司提供 

（表1）。将代表四种主要HIV-1亚型的对照品掺入10 ng人通
用参考RNA（UHRR）背景中，最终总起始量分别为：用
于Illumina Microbial Amplicon Prep的690病毒拷贝/µL，
以及用于Illumina RNA Prep with Enrichment（搭配Viral 
Surveillance Panel v2）的1176病毒拷贝/µL，以评估不同
HIV-1亚型间的性能表现（表1）。13

*	充足的病毒核酸起始量对于获得良好性能至关重要。提取方法的考虑，例如使用蔗糖离心
（蔗糖梯度）或添加载体RNA，可提高检测灵敏度，尤其对于低滴度样本。14

图1： 用于HIV监测的全面NGS工作流程
将基于扩增子或靶向富集方法的因美纳文库制备与MiSeq™ i100系列测序仪测序及DRAGEN二级分析相结合，实现对HIV的精确基因组表征。

提取RNA Illumina Microbial 
Amplicon Prep，
Illumina RNA Prep with 
Enrichment搭配Viral 
Surveillance Panel v2

MiSeq™ i100系列测序仪 DRAGEN Microbial 
Amplicon，DRAGEN 
Microbial Enrichment Plus

样本制备 文库制备 测序 分析
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文库制备

HIV靶向测序通过两种方式进行：使用Illumina Microbial 
Amplicon Prep（因美纳，货号20097857）进行扩增子测
序，以及使用搭配Viral Surveillance Panel v2的Illumina RNA 
Prep with Enrichment（因美纳，货号20108081）进行靶向
富集。 

扩增子测序

对于Illumina Microbial Amplicon Prep，定制引物（包括
已发表的引物 15和由因美纳科学家设计以确保能扩增多种
HIV-1亚型HIV pol基因的互补引物）均购自Integrated DNA 
Technologies（IDT），并稀释至每混池10 µM（表2）。由于
靶向pol基因的扩增子在HIV-1基因组上的位置存在重叠，引物
被分装至两个独立管中，并在两个独立的反应中用于扩增子
PCR。此方法可避免小片段扩增子的产生，并支持ARTIC式扩
增子方案16（图2）。

表1： 用于亚型对照的纯化RNA来源

SeraCare产品名称 物料编号 分离株ID

HIV-1纯化RNA亚型C 0400-0079 DJ259

HIV-1纯化RNA亚型B 0400-0078 US1

HIV-1纯化RNA亚型CRF01-AE 0400-0084 POC30506

HIV-1纯化RNA亚型CRF02-AG 0400-0076 POC44951

表2： 用于Illumina Microbial Amplicon Prep扩增HIV-1
的定制引物

引物名称 引物序列5'–3'

P1-F v2 AAGGGYTGYTGGAAATGYGG

P1-R v2 CTGTADTTCTGCTAYTAAMTCTTTTGATGG

P1-F TTGGAAATGTGGAAAGGAAGGAC

P1-R CTGTATTTCTGCTATTAAGTCTTTTGATGGG

P5-F GGAATCATTCAAGCACAACCAGA

P5-F v2 TATGCAYTAGGAATYATTCARGCACA

P5-R TCTCCTGTATGCAGACCCCAATAT

P5-R v2 TCTCCTGTATGCAGACCCCAATATG

引物名称 引物序列5'–3'

YL1 AGAACCYCCATTCCTTYGGATGGG

YL1 v2 AAGCATCAAAAGGAACCTCCCTT

YL4 CCTTTGTGTGCTGGTACCCATG

YL4 v2 CCACATGGACAGCAACTATTATG

由因美纳科学家为提高分类覆盖度而设计的互补引物在引物名称中以“v2”表示，
由Integrated DNA Technologies提供。

图2： Illumina Microbial Amplicon Prep针对HIV-1 pol基因的引物设计
p1和p5扩增子引物（绿色）用于一个PCR反应，而YL1-YL4扩增子引物（黄色）用于第二个PCR反应，以覆盖pol基因（黑色）。

pol
RNase
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即用型测序文库的制备对Illumina Microbial Amplicon Prep方
案进行了轻微调整，包括减少随机六聚体起始量（2.5 µL而非
8.5 µL）、RNA起始量（14.5 µL而非8.5 µL），以及酶切法片
段化扩增子起始量（p1和p5扩增反应各10 µL、YL1-YL4扩增
反应5 µL，DEPC H2O为5 µL）。

靶向富集

搭配Viral Surveillance Panel v2的Illumina RNA Prep with 
Enrichment靶向HIV-1和HIV-2的全基因组，可对HIV及约200种
其他病毒进行全基因组测序（WGS）。即用型测序文库按照生
产商方案制备。

测序

在MiSeq™ i100 Plus测序仪上使用25M流动槽对制备的文库进
行测序，运行配置为2×150 bp。

数据分析

测序完成后，使用FASTQ Toolkit App将数据归一化为：0.5M
簇/1M双端（PE）read（对于Illumina Microbial Amplicon 
Prep）；1M簇/2M PE read（对于搭配Viral Surveillance 
Panel v2的Illumina RNA Prep with Enrichment）。归一化数
据使用BaseSpace™ Sequence Hub云端平台中的DRAGEN 
Microbial Amplicon和DRAGEN Microbial Enrichment Plus
应用程序进行分析。这些应用程序也可以通过MiSeq™ i100 
Plus测序仪访问。为确定耐药信息，将归一化的FASTQ文件作
为公开可用的Stanford数据库的输入。17

DRAGEN Microbial Enrichment Plus应用程序执行参考引导
的组装；因此，需要选择正确的panel及其相关的由该panel
靶向的病毒基因组参考序列集。因此，必须从应用程序的富
集panel下拉菜单中选择Viral Surveillance Panel v2。尽管
所选应用程序工作流程中使用了一组庞大且多样化的HIV-1参
考基因组进行检测和比对，但对于特定样本，可能存在更具
代表性的参考基因组，更适合用于分析。因此，我们采用了
迭代方法，重新运行DRAGEN Microbial Enrichment Plus或
DRAGEN Microbial Amplicon工作流程（图3）。

图3： DRAGEN Microbial Enrichment Plus/DRAGEN Microbial Amplicon迭代分析工作流程
除覆盖度指标外，DRAGEN Microbial Amplicon（DMA）和DRAGEN Microbial Enrichment Plus（DME plus）工作流程还可输出变异检出和共有序列
生成结果。

BCL Convert FASTQ HIV-1共有基因组FASTA

BLAST共有基因组FASTA

Illumina Microbial 
Amplicon Prep

HIV-1基因组
覆盖度指标

Pol基因
覆盖度指标

下载具有最高总比对分数
（最高同一性百分比）的
基因组的FASTA

Illumina RNA Prep 
with Enrichment

上传新的基因组FASTA至
BaseSpace Sequence Hub

确定pol基因坐标

上传pol FASTA和引物序列文件至
BaseSpace Sequence Hub

使用坐标下载/生成pol基因的FASTA

DME Plus

DME Plus DMA
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结果

Illumina Microbial Amplicon Prep的HIV-1 pol
基因覆盖度

使用DRAGEN Microbial Enrichment Plus应用程序对来自血
浆样本的Illumina Microbial Amplicon Prep测序数据进行分
析，检测到HIV-1并生成了一致性HIV-1 FASTA文件，随后将
该文件用于BLAST分析以确定代表性的参考序列FASTA文件。
为获得pol基因–特异性指标，使用Los Alamos国家实验室HIV
序列数据库的Gene Cutter工具将HIV-1基因组序列截取至仅含
pol基因区域。使用DRAGEN Microbial Amplicon应用程序将
pol输出与参考序列进行比对，结果显示整个pol基因的覆盖度
为100%（图4）。

对于人工样本，DRAGEN Microbial Enrichment Plus分析在
所有Illumina Microbial Amplicon Prep文库技术重复中均检测
到HIV-1。使用迭代分析工作流程，对所有样本进行DRAGEN 
Microbial Amplicon重新分析。DRAGEN Microbial Amplicon
分析显示，每个测试的人工样本均获得了完整的pol基因覆盖
度（图5）。

图4： 使用Illumina Microbial Amplicon Prep的HIV-1 pol区域基因组覆盖度
使用DRAGEN Microbial Enrichment Plus应用程序分析代表性血浆样本的基因组覆盖度图。结果显示pol基因区域实现全覆盖（100%）。

(base pairs)

Consensus coverage

图5： 使用Illumina Microbial Amplicon Prep的HIV-1亚型
覆盖度指标
pol基因的可检出碱基百分比和覆盖中位深度。结果显示，所选
的引物混池可扩增代表多种亚型的HIV-1毒株。
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使用Illumina RNA Prep with Enrichment的HIV-1
基因组覆盖度

DRAGEN Microbial Enrichment Plus分析在不同病毒拷贝起
始量下，于部分未富集和所有Viral Surveillance Panel v2–
富集的文库中检测到HIV-1（图6）。初始DRAGEN Microbial 
Enrichment Plus分析为HIV-1检出样本生成了覆盖度图。对
于一份代表性血浆样本，HIV-1基因组95.27%的区域被覆盖

（≥ 1× 深度），中位深度为757.5×，比对read为114,150条
（图7A）。使用BLAST和核苷酸数据库对该分析产生的一致

性基因组序列进行分析。评分最高的HIV-1基因组被用作迭
代DRAGEN Microbial Enrichment Plus分析工作流程的起
始量。这使得覆盖度指标更高，基因组覆盖度达到99.11%

（≥ 1×深度）（图7B）。 图6： Illumina RNA Prep with Enrichment相比未富集文
库的覆盖度提升
HIV-1亚型B人工样本的基因组覆盖度。未富集文库中检测到的
低病毒read表明使用了扩增或富集方法。
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图7： 使用Illumina RNA Prep with Enrichment的HIV-1基因组覆盖度
代表性血液血浆样本的基因组覆盖度图：（A）使用DRAGEN Microbial Enrichment Plus应用程序分析，（B）使用DRAGEN Microbial Enrichment Plus迭
代工作流程分析。结果表明，迭代工作流程将HIV-1基因组覆盖度从95.27%提升到99.11%。

A. 参考序列覆盖度—初始分析

B. 参考序列覆盖度—迭代分析工作流程
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耐药突变检测

使用斯坦福HIV药物耐药性数据库分析来自Illumina Microbial 
Amplicon Prep和Illumina RNA Prep with Enrichment两种方
法（针对B亚型，10K病毒拷贝数起始量）的归一化FASTQ文
件，使用默认参数（最低read深度阈值≥ 50，核苷酸混合阈
值≤ 2%，突变检测阈值≥ 10%）评估DRM的存在。在这两
种分析方法生成的数据中均未检测到主要或次要的PI、NRTI/
NNRTI或INSTI突变。两种分析方法均检测到了由SeraCare提
供的HIV-1基因组序列的其他预测突变（n = 24）（图8）。

总结
MiSeq™ i100系列测序仪结合Illumina Microbial Amplicon 
Prep与搭配Viral Surveillance Panel v2的Illumina RNA Prep 
with Enrichment进行高质量文库制备，展现了其在HIV-1检测
和耐药分析中的靶向测序能力。Illumina Microbial Amplicon 
Prep以更简单的工作流程提供了HIV pol基因的更深覆盖度，
而搭配Viral Surveillance Panel v2的Illumina RNA Prep with 
Enrichment的富集方法则实现了HIV毒株的全基因组覆盖。
本应用说明表明，MiSeq™ i100系列测序仪是一个灵活、端到
端的HIV表征NGS工作流程的组成部分，可根据用户需求进行
定制。

图8： 使用Illumina Microbial Amplicon Prep和Illumina RNA Prep with Enrichment进行DRM检测
含亚型B的人工样本pol基因中检测到的突变及其相关相对频率与read读数。X轴标注指代基因：参考氨基酸：突变氨基酸。
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