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不同 DNA聚合酶对运用 ARTIC工作流的新型冠状病毒
纳米孔测序的影响 *
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摘要 目的：为了验证不同高保真 DNA聚合酶是否会对运用 ARTIC工作流进行新型冠状病毒纳米孔测序产生影响。方法：使用

英国 Nanopore公司 MinION测序仪对 2份已获得全基因组序列的新冠肺炎确诊病例核酸样本分别采用 KAPA HiFi HotStart

ReadyMix，PrimeSTAR誖 GXL DNA Polymerase和 NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix进行 ARTIC工作流的多重 PCR扩

增，对扩增产物进行测序，并对测序质量进行分析。结果：不同高保真 DNA聚合酶在相同扩增条件下，扩增产物的质检结果和测

序质量均不相同，NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix 在覆盖度和测序深度上明显好于另外两种酶。结论：NEBNext

High-Fidelity 2X PCR Master Mix在纳米孔新型冠状病毒 ARTIC快速测序工作流中的应用效果较好。
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The Influence of Different DNA Polymerases on the Novel Coronavirus
Nanopore Sequencing with ARTIC Workflow*

To verify whether the selection of different high-fidelity DNA polymerases has an impact on the results of

nanopore sequencing of SARS-CoV-2 with ARTIC-nCoV network workflow. Multiplex PCR amplification of ARTIC-nCoV

network workflow were performed on nucleic acid samples of two confirmed COVID-19 patients with KAPA HiFi HotStart ReadyMix,

PrimeSTAR誖 GXL DNA Polymerase or NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix. The amplicons were sequenced on Nanopore

MinION platform, then were analyzed. Under same conditions, different high-fidelity DNA polymerases lead to different results

of quality inspection and sequencing quality. NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix is the best among the three enzymes in cover-

age and sequencing depth. NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix has better effect in nanopore sequencing with AR-

TIC-nCoV network workflow.
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前言

自 2020年 1月以来，新型冠状病毒肺炎（COVID-19）疫情

已迅速传播到世界各地，对国家安全、社会稳定和经济发展造

成重大影响 [1]。目前已经阐明该病系感染冠状病毒

SARS-CoV-2所致。冠状病毒（CoVs）是迄今为止被鉴定出的最

大的 RNA病毒，冠状病毒科分为 4个属，分别为 琢，茁，啄和酌冠
状病毒[2]。可以感染人类的七种冠状病毒（HCoV），SARS-CoV

和 SARS-CoV-2及MERS-CoV同属于 茁-冠状病毒谱[3-6]。

疫情发生以来，高通量测序技术的应用在疫情预警防控过

程中发挥了关键性作用。2020年 2月 5日，首个基于 ARTIC

快速测序方案获得的新型冠状病毒基因组序列在 GISAID数

据库发布，项目组开发了一组针对新型冠状病毒的实验室和生

物信息学工作流程，使用纳米孔测序仪，8小时内即可完成病

毒基因组的鉴定，国内及国际实验室正在使用该工作流进行针

对该病毒的更深入的研究[7,8]。该工作流是建立在对病毒全基因

组进行多重扩增的基础上，既往也有研究发现不同 DNA聚合

酶对模板的扩增具有偏好性，因此 DNA聚合酶就成了影响扩
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增准确性的关键因素之一[9,10]。ARTIC工作流推荐使用的高保

真 DNA聚合酶是 NEB Q5 Hot Start HF Polymerase, 本研究采

用了操作更为简便的 NEBNext High-Fidelity 2× PCR Master

Mix，以及高通量测序中经常使用的 KAPA HiFi HotStart

ReadyMix和 PrimeSTAR誖 GXL DNA Polymerase分别对两例

新冠肺炎确诊病例核酸样本进行多重 PCR扩增，并运用Min-

ION三代测序平台进行扩增子测序，进而分析了不同高保真

DNA聚合酶对运用 ARTIC工作流测序的影响，以期为新型冠

状病毒全基因组测序中的应用提供数据支撑。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 样本来源 本实验室获得 2份 COVID-19确诊病例的

核酸样本 40 滋L，编号为 231和 235，核酸检测 Ct值分别为

27.39和 29.62。

1.1.2 仪器与试剂 Qubit3.0 荧光计、Qubit dsDNA HS Assay

Kit 购自美国 ThermoFisher 公司；NEBNext Ultra II RNA First

Strand Synthesis Module、NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master

Mix 购自英国 NEB 公司；KAPA HiFi HotStart ReadyMix 购自

德国 Roche 公司；PrimeSTAR誖 GXL DNA Polymerase 购自日

本 Takara 公司；Agencourt AMPure XP beads 购自美国 Beck-

man公司；Qsep100 全自动核酸蛋白分析系统购自中国台湾

BIOptic公司；快速测序试剂盒（SQK-RBK004）、MinION测序

仪及 R9.4.1 Flowcell芯片购自英国 Nanopore公司。

1.2 方法

1.2.1 多重 PCR扩增 使用 ARTIC Network开发的工作流推

荐的 98对扩增引物，按照奇偶数将引物进行等体积混样为两

个引物池，标记为 pool1(只包含奇数引物对)和 pool2（只包含偶

数引物对），将混好的引物池稀释到 10 滋M备用。核酸样本用
NEBNext Ultra II RNA First Strand Synthesis Module 反转录为

一链 cDNA并作为模板，使用三种不同 DNA聚合酶进行多重

PCR扩增，具体扩增体系如表 1所示。扩增条件为：98℃预变性

30 s，98℃变性 15 s，65℃退火和延伸 5 min，4℃保存。

表 1 多重扩增体系

Table1 Multiple amplification system

DNA polymerases Multiple amplification system（25 滋L/pool）

KAPA HiFi HotStart ReadyMix

Ready mix: 12.5 滋L

primer pool1/pool2: 3.6 滋L

Nuclease-Free Water: 6.4 滋L

5× GXL Buffer:5 滋L

dNTP: 2 滋L

cDNA: 2.5 滋L

NEBNext High-Fidelity 2× PCR Master Mix

Master mix: 12.5 滋L

primer pool1/pool2:3.6 滋L

Nuclease-Free Water: 6.4 滋L

cDNA: 2.5 滋L

PrimeSTAR誖 GXL DNA Polymerase

GXL DNA Polymerase: 1 滋L

primer pool1/pool2:3.6 滋L
Nuclease-Free Water: 10.9 滋L

cDNA: 2.5 滋L

1.2.2 纯化与质检 将 pool1 和 pool2 扩增后产物混合后用

Agencourt AMPure XP beads 等体积纯化，回收后产物用

Qubit3.0进行荧光定量，Qsep100检测片段大小。

1.2.3 MinION 平台测序 使用快速测序试剂盒 (Oxford

Nanopore，货号 SQK-RAD004)进行文库构建，采用 MinION测

序平台，上机芯片为 R9.4.1 Flowcell进行测序。

1.2.4 数据处理 MinION下机数据后，使用软件 pycoQC v2.

5.0.21 1 对数据进行质控，分别以 231（SARS-CoV-2/human/

CHN/231/2020）和 235（SARS-CoV-2/human/CHN/235/2020）作

为参考序列，使用 SAMTools v1.3.1 2和 bwa v0.6.2 3将原始

reads和参考序列进行比对。并将比对结果使用 R语言的软件

包 ggplot2 v3.1.1 4进行可视化。

2 结果

2.1 多重 PCR产物定量质检结果

运用 Qubit3.0对多重扩增后产物进行浓度定量结果如表

2所示，两例样本中使用 NEBNext High-Fidelity 2× PCR Master

Mix进行多重扩增的产物浓度最高，分别为 61.2 ng/滋L和 21.6

ng/滋L，将扩增产物稀释成 500 pg/滋L用 Qsep100进行片段分

析结果如图 1所示，使用 NEBNext High-Fidelity 2X PCR Mas-

ter Mix的扩增产物相对杂片段更少，目的片段峰值更高。

2.2 测序质量分析

数据下机后，使用软件 pycoQC v2.5.0.21 1对数据进行质

控分析，分别以 231（SARS-CoV-2/human/CHN/231/2020）和

235（SARS-CoV-2/human/CHN/235/2020）作为参考序列进行比

对，结果如表 3。231、235 样本用 NEBNext High-Fidelity 2X

PCR Master Mix进行多重扩增测序的病毒序列比例为 98.17%

和 96.48%，基因组覆盖度分别为 99.68%和 98.71，测序深度为

459.51和 717.44，测序质量明显好于使用 KAPA HiFi HotStart

ReadyMix和 PrimeSTAR誖 GXL DNA Polymerase 进行多重扩

增的产物结果。我们用 ggplot2 v3.1.1 4将基因组覆盖度进行可

视化比较，如图 2所示，在基因组的各碱基位点上,用 NEBNext
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High-Fidelity 2× PCR Master Mix进行多重扩增的产物覆盖度

均高于另外两个超保真 DNA聚合酶，测序深度也较另外两组

聚合酶高，可见 NEBNext High-Fidelity 2× PCR Master Mix更

适合 ARTIC快速测序方案中多重扩增的引物对和扩增条件，

测序质量较优。

图 1 Qsep100进行片段分析结果

Fig.1 Results of segment analysis performed by Qsep100

Sample Ct value
KAPA HiFi HotStart

ReadyMix（ng/滋L）

NEBNext High-Fidelity 2×

PCR Master Mix（ng/滋L）

PrimeSTAR誖 GXL DNA

Polymerase（ng/滋L）
231 27.39 6.34 61.2 33.8

235 29.62 3.02 21.6 13.9

表 2 三种高保真 DNA聚合酶多重扩增产物定量结果

Table 2 Quantitative results of multiple amplification products of three high-fidelity DNA polymerases

表 3 多重扩增产物测序结果比较

Table 3 Comparison of sequencing results of multiple amplification products

Samples Total sequences
SARS-CoV-2

sequences
Host sequences

Sequences ratio

（%）
Coverage（%） Sequencing depth

231-KAPA 52957 48655 606 91.88 89.47 345.26

231-NEB 65477 64276 479 98.17 99.68 459.51

231-Takara 29913 27664 418 92.48 93.09 253.78

235-KAPA 10945 10050 294 91.82 73.63 78.42

235-NEB 104673 100990 850 96.48 98.71 717.44

235-Takara 8700 7861 207 90.36 71.69 58.56

3 讨论

高通量测序技术在此次疫情攻坚战中发挥了至关重要的

作用[11-13]，但在病原检测应用上一直存在着技术瓶颈，宏基因组

测序中病原含量极低，大量的宿主核酸浪费了大部分通量，测

序结果高度依赖核酸的质量[14]。因此如何在短时间内快速获得

病原全基因组序列信息以及时监控病原变异至关重要，前期实

验中我们也尝试了样本过滤、离心等方法，效果甚微，ARTIC

工作流的出现，解决了 SARS-CoV-2基因组测序的难题，通过

多重扩增富集，增加病毒全基因序列，再通过扩增子测序获得

病毒的基因组全序。该工作流自上线起，已在全世界广泛使用，

截至 2020年 8月 30日，ARTIC Network网站已将该工作流更

新至第三版[15,16]。

在建库过程中使用的三种超保真 DNA聚合酶，均属于经

过优化的工程酶，不同于来源于水生栖热菌的 Taq酶与嗜热古

细菌的 Pfu酶，从使用范围来说均具有非常高的保真性能和校

对功能，保真度大约是野生型 TaqDNA聚合酶的 50倍，大片断

的扩增能达到 20kb以上，并且对于高 GC含量（GC＞70%）的

模板也能达到很好的效果，这些聚合酶原则上都满足 ARTIC

工作流的实验要求。ARTIC工作流推荐的多重 PCR引物对具

有高 GC含量，大部分引物对的退火温度高于 65℃，因此，我们

在保持扩增条件不变的情况下，进行了三种高保真 DNA聚合
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图 2 三种高保真 DNA聚合酶多重扩增产物的测序深度分析

Fig.2 Sequencing depth analysis of multiple amplification products by three high-fidelity DNA polymerases

酶的尝试，结果发现，不同高保真 DNA聚合酶的使用对测序结

果产生一定的影响，虽然病毒序列比例均达到 90%以上，但在

覆盖度和测序深度上差异较大，覆盖度可视化比较后可看出虽

然扩增子之间丰度差异较大，但在相同扩增子上，NEBNext

High-Fidelity 2X PCR Master Mix的多重扩增效果明显高于其

他两种酶。

在本研究的扩增体系中，cDNA占体系的 10%，ARTIC工

作流所使用引物池每条引物的浓度为 15 nM，每个引物池 49

对，原则上引物对数越多，扩增产物的产率就越低，特别是当引

物对数大于 8对时，非特异性的扩增产物就会增加；而在本实

验的扩增体系中，由于引物对数过多，体系中引物浓度稍偏高

就会引起错配从而导致非特异扩增反而降低了目的片段的产

率[17]。从扩增产物的片段分析结果就能看出，在本研究中的多

重扩增体系下，Q5超保真聚合酶的扩增产物相对稳定。

由于多重 PCR本质上是不同靶序列之间的竞争扩增，在

PCR的早期阶段，随机效应会导致扩增效率的差异，特别是当

模板 DNA浓度很低的时候，优先扩增同样可以由靶序列本身具

有的差异造成。因此，影响多重 PCR的效率和特异性存在多种

因素，成功的关键是反应中每个步骤、每种成分的系统优化[18-20]。

既往已有报道使用 ARTIC工作流进行新型冠状病毒基因组测

序的研究，杭州市疾病预防控制中心运用该工作流完成了杭州

市首例新型冠状病毒基因组组装，其研究选择了采用多重 PCR

扩增试剂盒（Qiagen Multiplex PCR Kit，德国 Qiagen公司，货

号：206143）进行多重 PCR扩增，PCR反应程序为三段式扩增，

但也存在扩增子之间丰度差异大的问题，在 23277～23415区

域出现超过 1M深度的高覆盖，在 6869～7041区域和 29687～

29835区域的深度低于 100× ，分析存在核酸 Ct值较高的问题

并需要增加测序深度[21]。在北京市 12例境外输入新冠肺炎病

例病毒基因组特征分析的研究中，使用了 Thermo Fisher公司

Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity 试剂盒进行多重

PCR扩增并获得 12条病毒全基因组序列，但文章没有就测序

数据质量进行比较[22]。

由于研究样本数量的限制，本研究是在获得了全基因组序

列的基础上进行实验条件的再摸索，但工作流在应用中仍有更

多迭代和优化的空间。随着 ARTIC工作流在新型冠状病毒基

因组测序中的应用不断深入，国内外亦在成功应用该方法的基

础上进行着进一步的优化和探索 [23-26]，香港大学 Kelvin

Kai-Wang To团队利用纳米孔测序平台，结合并优化 ARTIC和

Medaka工作流程分析，发现全球首例 COVID-19康复者二次

感染病例，基因组学分析显示两次感染病毒不同[27]。当前，新冠

肺炎疫情形势依然严峻，外防输入、内防反弹的压力巨大，因此

建立并完善高通量测序技术在监控病毒变异中的应用十分重

要[28]，虽然本研究存在着样本含量少的现实局限性，但对纳米

孔测序结合 ARTIC工作流在实际应用中提供了一定的数据支

撑，也为防范病例发生以及监控新冠病毒变异提供了一定的

参考。
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