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技术说明

缩短传染性疾病鉴定
的报告周期

在MiSeq™ i100系列测序仪上对呼吸道病原体进行
测序的Turbo定制配方

全面覆盖呼吸道病毒、细菌、真菌和
抗菌药物耐药性基因

M-GL-04204 v1.0

优化后的测序配方可在保持高质量
和高产量的同时缩短运行时间

灵活且可扩展的工作流程，包含集成
的机载数据分析 

仅供研究使用，不得用于诊断。
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简介
准确且及时地识别呼吸道病原体具有挑战性，尤其是对于混
合感染或共感染1,2。新一代测序（NGS）提供了一种有效的
方法，可通过单次检测从各类样本类型（包括含有多种感染
病原体的样本）中检出已知及新出现呼吸道病原体。3 本技术
说明重点介绍了MiSeq™ i100系列测序仪上的定制测序配方 

（Turbo配方），该配方支持呼吸道病原体识别的加速工作流
程。MiSeq™ i100 Turbo配方可在2.5-3小时内完成单端、双条
形码100 bp read的测序，MiSeq™ i100系列测序仪的标准测序
配方（标准配方）需要4-5小时。4

使用Respiratory Pathogen ID/AMR Enrichment Panel对
Turbo定制配方进行评价，该探针可靶向超过280种呼吸道
病原体（包括病毒、细菌和真菌）以及相关抗菌药物耐药性 

（AMR）标志物。借助MiSeq™ i100系列测序仪的测序和
DRAGEN™ Microbial Enrichment Plus应用程序的分析，灵活
且可扩展的加速工作流程4（图1）在临床研究环境中可在一天
内完成与呼吸道感染相关的病原体识别。该Turbo配方与标准
配方性能相当，缩短测序时长并不会影响测序准确性。

方法

样本制备
使用的参考物质是以稳定、非感染状态提供的纯化病毒颗粒和
细菌细胞的定性复杂混合物。NATtrol Respiratory Panel 2.1

（RP2.1）Control（ZeptoMetrix，货号NATRPC2.1-BIO）由
两种不同的人工病原体混合物组成：RP2.1 Control 1（12种
靶向病原体）和RP2.1 Control 2（11种靶向病原体）。RP2.1 
Control 1按1:10稀释于1×PBS中，随后使用ZymoBIOMICS 
DNA/RNA Miniprep Kit（Zymo Research，货号R2002）进
行平行DNA/RNA提取。 

文库制备
使用Illumina RNA Prep with Enrichment（因美纳，货号
20040536）结合Respiratory Pathogen ID/AMR Enrichment 
Panel（RPIP）Kit（因美纳，货号20047050），以3重杂交方
式进行文库制备和靶向富集。

提取DNA和RNA Respiratory Pathogen 
ID/AMR Enrichment 
Panel Kit

在MiSeq™ i100系列测序仪
上采用Turbo定制配方

DRAGEN Microbial 
Enrichment Plus

样本制备 文库制备 测序 数据分析

图1： 呼吸道病原体检测的加速工作流程
MiSeq™ i100系列测序仪上的Turbo定制配方可加快NGS呼吸道病原体的识别。

仅供研究使用，不得用于诊断。
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测序 
制备好的文库在MiSeq™ i100 Plus测序仪（因美纳，目录号
20115695）上以1×101 bp读长进行测序，分别采用Turbo定
制配方和标准配方，搭配以下试剂盒：MiSeq™ i100 Series 
25M Reagent Kit（100循环）（因美纳，货号20126567）、
MiSeq™ i100 Plus 50M Reagent Kit（100循环）（因美纳，
货号20141595）以及MiSeq™ i100 Plus 100M Reagent Kit

（100循环）（因美纳，货号20141598）。所有运行均采用默认
的标签序列优先读取配置。 

数据分析
样本拆分后的FASTQ测序文件经FASTQ工具集下采样至
1M reads，并使用MiSeq™ i100系列测序仪机载的DRAGEN 
Microbial Enrichment Plus App（v1.1.1）进行分析。结果通
过DRAGEN Microbial Enrichment Plus云端软件进行核验，
以确认机载工作流程的一致性。

结果

运行时间更快，准确度和产量更高 
相较于标准配方，MiSeq™ i100 Turbo定制配方在25M、
50M和100M试剂盒的100循环版本测序中，可节省约40%的
时间。时间节省体现在边合成边测序（SBS）配方的各个环
节，包括测序化学、流体及成像步骤，旨在维持高准确度与
高产量。采用Turbo配方时，25M和100M试剂盒的测序分别
耗时约2.5小时和约3小时（图2）。机载DRAGEN Microbial 
Enrichment Plus应用对Respiratory Pathogen ID/AMR 
Enrichment Panel样本的分析在30分钟内完成。对于25M试
剂盒，从运行前检查到单端双条形码100 bp读长的Turbo配方
机载DRAGEN Microbial Enrichment Plus分析，全工作流程
可在3小时内完成（图2）。

使用Turbo配方和标准测序配方运行对照样本，在主要指标
方面表现出良好的一致性。Turbo配方保持了高质量和产量。

（图3）。根据DRAGEN Microbial Enrichment Plus分析，
Turbo配方与标准配方的质控后过滤read百分比高度一致，说
明保留用于二级分析的数据具有高保真度（图4）。
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图2： 使用MiSeq™ i100 Turbo定制配方加快测序工作流程
采用单端、双标签序列100 bp read及默认标签序列优先配置，比
较MiSeq™ i100 Turbo配方与标准配方在25M流动槽和100M流动
槽100循环试剂盒上的工作流程耗时。

仅供研究使用，不得用于诊断。
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呼吸道病原体检测的高分析性能 
Turbo定制配方大幅缩短时间，且不影响检测性能。Respiratory 
Pathogen ID/AMR Enrichment Panel Kit靶向RP2.1 Control 1 
12种病原体中的11种，Turbo配方与标准配方运行均可检出
上述11种靶向病原体（表1）。腺病毒31型虽然也包含在RP2.1 
Control 1混合物中，但并非Respiratory Pathogen ID/AMR 
Enrichment Panel Kit的靶标，因此预期不会报告。

通过DRAGEN Microbial Enrichment Plus应用程序报告的各
重复样本平均RPKM（每百万质控后read中，每千碱基靶标序
列的read数）针对每种靶向病毒和细菌进行了评估。RPKM通
过校正靶标序列长度和测序深度的差异，对不同病原体和样本
的靶标read读数进行了归一化处理。RP2.1 Control 1中各病原
体的RPKM报告值在Turbo配方和标准配方测序运行之间显示
出高度相关性（图5）。

图4： MiSeq™ i100 Turbo定制配方的高保真read
Turbo配方和标准配方各三次25M 100循环试剂盒运行中，
DRAGEN Microbial Enrichment Plus应用程序输出的质控后
read比例的比较。

图3： MiSeq™ i100 Turbo和标准配方之间主要指标的一致性 
汇总来自MiSeq™ i100 25M、50M和100M 100循环试剂盒的运行数
据，对两种测序配方的（A）read通过过滤的百分比和（B）≥ Q30的
read平均百分比进行比较。
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表1： Turbo定制配方与标准配方运行中的微生物检测汇总

NATtrol RP2.1 Control 1 Panel ID 报告的病原体名称
三次运行检测汇总

标准配方 Turbo配方

腺病毒1型 人腺病毒C型 3/3 3/3

腺病毒3型 人腺病毒B型 3/3 3/3

人腺病毒31型 （未靶向或未报告） - -

肺炎衣原体 CWL-029 肺炎衣原体 3/3 3/3

甲型流感病毒2009 H1N1 pdm A/NY/02/2009 甲型流感病毒（H1N1） 3/3 3/3

甲型流感病毒H3N2 A/布里斯班/10/07 甲型流感病毒（H3N2） 3/3 3/3

偏肺病毒B Peru6-2003 人类偏肺病毒（HMPV） 3/3 3/3

肺炎支原体 M129 肺炎支原体 3/3 3/3

副流感病毒1型 人副流感病毒1型（HPIV-1） 3/3 3/3

副流感病毒4型 人副流感病毒4型（HPIV-4） 3/3 3/3

鼻病毒1A 人鼻病毒A（HRV-A） 3/3 3/3

SARS-CoV-2 USA-WA 1/2020 SARS-CoV-2 3/3 3/3

a.	 腺病毒31型虽然包含在RP2.1 Control 1混合物中，但并非Respiratory Pathogen ID/AMR Enrichment Panel Kit的靶标，因此预期不会被检出。

图5：MiSeq™ i100 Turbo配方与标准配方在病原体检测方面的高度相关性
针对Respiratory Pathogen ID/AMR Enrichment Panel靶标的NATtrol RP2.1 Control 1中的11种病原体，比较Turbo定制配方与标准配方在25M 100循环试
剂套装中各三次运行的RPKM（每百万质控后read中每千碱基靶标序列的read数）平均值的相关性。
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总结
MiSeq™ i100系列测序仪上的Turbo定制配方能够实现呼吸道
病原体识别的加速测序，将测序时间缩短40%，同时保持高质
量的测序性能。启用Turbo配方的工作流程与MiSeq™ i100标
准测序流程在呼吸道病原体质控结果上高度一致。 

请联系因美纳技术支持（chinasupport@illumina.com）获取
MiSeq™ i100系列25M、50M和100M 100循环试剂盒的turbo
定制配方。
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