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摘 要:下一代测序(NGS),也被称为深度、高通量或大规模并行测序,可一次同时测定几十万到

几百万条核酸分子序列。在畜禽疫病中应用于复杂诊断和密集监测、病因学、基因组学、进化和流

行病学,以及宿主-病原体相互作用和感染生物学等方面。本综述首先简要介绍了深度测序技术,
并通过实例对深度测序在畜禽疫病诊断中的应用进展进行阐述,为今后的相关研究提供些许参考。
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Abstract:Next
 

generation
 

sequencing
 

(NGS),
 

which
 

is
 

also
 

known
 

as
 

deep,
 

high-throughput
 

or
 

massively
 

parallel
 

sequen-
cing.

 

It
 

can
 

simultaneously
 

determine
 

the
 

sequences
 

of
 

hundreds
 

of
 

thousands
 

to
 

millions
 

of
 

nucleic
 

acid
 

molecules
 

at
 

one
 

time.
 

Applications
 

in
 

livestock
 

and
 

poultry
 

diseases
 

include
 

complex
 

diagnosis
 

and
 

intensive
 

surveillance,
 

etiology,
 

genomics,
 

evolu-
tion

 

and
 

epidemiology,
 

as
 

well
 

as
 

host-pathogen
 

interactions
 

and
 

infection
 

biology.
 

This
 

review
 

first
 

briefly
 

introduces
 

deep
 

se-

quencing
 

technology,
 

and
 

explains
 

the
 

application
 

progress
 

of
 

deep
 

sequencing
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

livestock
 

and
 

poultry
 

diseases
 

through
 

examples.
 

This
 

provides
 

some
 

reference
 

for
 

future
 

related
 

research.
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  近几十年来,畜禽疫病的经典直接诊断方法,即
病毒分离或细菌培养后鉴定病原体特性,有逐渐被

一系列新的分子技术取代的趋势。后者可以在含有

病毒或细菌核酸或蛋白质等成分的临床样本中检测

到感染因子。测定核苷酸序列的方法被称为“测序

技术”。20世纪70年代电泳法用于DNA测序的引

入使获取基因序列信息成为可能,基于双脱氧链终

止技术的桑格测序迅速成 为 DNA 测 序 的 首 选

方法。

Sanger测序代表了测序技术的“第一代”,而由

于对哺乳动物大基因组测序更快、更便宜方法的需

求不断增长,2005年,以罗氏454、Illumina
 

Solex、

ABI
 

Solid
 

sequencer为代表的“第二代”高通量测序

发展起来,可以同时对几十万、上百万条DNA分子

进行测序。2019年开始,以实时单分子为特点的三

代测序技术兴起,如Pacbio
 

SMRT及牛津纳米孔单
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分子测序仪。第二、三代测序技术统称为深度测序

(deep
 

sequencing),又 称 高 通 量 测 序 (High-
Throughput

 

Sequencing)、下一代测序(Next
 

Gen-
eration

 

Sequencing,NGS)。上述的不同技术平台

均有其独特的测序方法,但大多数都有相同的总体

策略,即在固体支持基质上克隆扩增DNA模板,然
后通过大规模并行测序反应的循环过程进行测序。

1 深度测序技术

NGS在检测和发现新型病原体方面显示出了

巨大潜力,包括已知感染向新领域的传播和/或完全

新颖的“未知”病原体的出现。与之前的技术不同,

NGS不存在偏倚,能反馈出原始样本中存在的大多

数核苷酸序列。然而,与早期技术一样,其检测下限

最终仍取决于病原体相对于宿主背景物质的丰度。

NGS技术的持续发展,也在继续提高检测低拷贝数

病原体的可能性。此外,采样、样品制备和富集方案

都对基于NGS的诊断结果有显著影响。
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图1 使用高通量测序检测病原体的工作流程

  2005年 Margulies
 

M 等人发表在Nature上的

一篇文献中介绍了一种使用单个孔的新型光纤载玻

片,能够在一次四小时的运行中以99%甚至更高的

精度对2
 

500万个碱基进行测序的系统,下图是测

序系统样品制备流程。

图2 深度测序样品制备流程

(A)从左上角顺时针方向:(i)基因组DNA被

分离,片段化,连接到适配器并分离成单链;(ii)片
段与单个磁珠结合,珠子被捕获在油乳剂中的PCR
反应混合物的液滴中,然后在每个液滴中进行PCR
扩增,每个珠粒携带一千万份特异性的DNA模板;
(iii)乳液破裂,DNA链变性,携带单链DNA克隆的

珠子沉积到光纤载玻片的孔中;(iv)将携带焦磷酸

盐测序所需的固定化酶的较小珠子沉积到每个孔

中。(B)乳液的显微镜照片,显示含有珠子的液滴

和空液滴。细箭头指向28μm珠子,粗箭头指向约

100μm液滴。(C)光纤载玻片部分的扫描电子显微

镜图片,显示了磁珠沉积前的光纤包层和孔。

2 NGS在畜禽疫病诊断方面的具体应用

实例

  现阶段,畜禽疫病面临着老病多发、新病频发、
未病不能先知的复杂局面。病原检测需要快速、高
通量、精准、实际,才能满足高度工业化养殖模式下

的疫病防控需要。疫病的监测需要了解全病原谱的

感染与传播动态。NGS的应用和发展为畜禽疫病

诊断提供了巨大帮助,具体应用实例如下。

2.1 健康猪群的大规模精准监测

军事科学院涂长春团队通过病毒宏基因组以及

NGS技术建立了迄今为止最全面的猪病毒组数据

库Pigs_VIRES,涵 盖66个 科249个 病 毒 属 的

96
 

586个病毒基因,将全球猪病毒组基因库扩大近

三倍。并首次提出了病毒组的“精准监测”模式,用
于猪病毒病的精准监测与排查。

2.2 复杂疾病的各种感染因子排查

在针对多病原混合感染导致的疾病诊断方面,

NGS不需要了解可疑感染病原的特征,即可以检测

出样本中包含的大部分核酸。研究人员采集患有仔

猪多系统衰竭综合征(PMWS)的猪以及健康猪的

淋巴 结 进 行 病 毒 组 学 研 究。猪 圆 环 病 毒 2 型

(PCV2)是公认的PMWS主要病原因子,但研究结

果患有PMWS猪在PCV2高背景下也发现了其他

病毒,包括一种猪瘟病毒,与2015年在美国发现的

非典型猪瘟病毒高度相似,以及一些小核糖核酸病

毒,类圆环病毒、博卡病毒等,通过对患病猪和无症

状猪的分析,证实了PMWS也与这些病毒有关,并
且各种感染因子可能存在协同作用。

 

2.3 新病原体的发现

2011年,在德国施马伦贝格镇附近的一个农

场,对发热和产奶量降低的三份牛血浆样本的RNA
文库进行重复测序,获得了22个病毒的特异性序

列,通过Sanger测序和细胞培养分离物的 NGS来

填补一些序列空白。经序列比较分析和系统发育研

究,该病毒为正布尼亚病毒属的Shamonda样病毒,
将其 命 名 为 施 马 伦 伯 格 病 毒 (Schmallenberg,

SBV)。随后,SBV在西欧国家的反刍动物中大规

模流行,临床特征是流产和新生儿先天性畸形15。
可见,深度测序技术在鉴定未知病毒方面发挥了重

要作用。

2.4 研究宿主-病原体相互作用关系

猪繁殖和呼吸综合征(PRRS)一直是影响全球

养猪业的最重要的经济疾病之一,每年造成巨大的

经济损失,利用高通量测序技术可以帮助了解宿主

对病毒感染的反应机制,进一步了解感染病理学。

Xiao等人首次使用Illumina深度测序技术对经典

北美型PRRSV(N-PRRSV)毒株CH-1a感染的全

基因组宿主转录反应进行研究,并系统地分析了N-
PRRSV感染后肺基因表达谱与感染病理学之间的

关系。结果表明,N-PRRSV通过多种方式在感染

猪中复制和传播,包括破坏宿主先天免疫反应,诱导
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抗 凋 亡 和 抗 炎 状 态 以 及 发 展 抗 体 依 赖 性 增 强

(ADE)。

2.5 监测疾病暴发和传播途径

NGS可以作为研究畜禽疾病暴发的重要工具,
通过确定和跟踪传播途径,提高感染源的可追溯性。

2020年10月至2021年6月期间,H5Nx亚型高致

病性禽流感(HPAI)病毒在荷兰的家禽、圈养鸟类

和野生鸟类中引起疫情。基于NGS的全基因组比

较分析,研究人员在33种死亡野生鸟类中分析143
种病毒的全基因组序列,结果表明高致病性禽流感

病毒主要为H5N8亚型。遗传分析表明,在荷兰发

生了多次独立引入 HPAI
 

H5N8病毒,随后可能在

当地传播,而家禽中的暴发可能是由野鸟的迁徙引

入的。

2.6 病毒种群内和种群间遗传多样性的特征评估

NGS为描述病毒准种的突变谱开辟了新的可

能性,而下一代测序和复杂的生物信息学工具的进

步已经能够检测到低频变异。Andino和Domingo
的综述回顾了通过NGS了解病毒种群动态,特别是

“突变谱内的相互作用,以及适应度景观对病毒适应

和去适应的影响”18。共存的病毒亚群对疾病发展

的影响也进行了评估,根据Lu等人的研究,基于

NGS的病毒变异全基因组比较已经确定了PRRSV
的功能重要区域,此外,从不同基因型毒株中获得的

进化变异为病毒发育组学提供了有用信息。

2.7 
 

新发传染病防控关口前移

有研究团队在2017年至2021年期间,对中国

20个省份野味动物病毒病原体进行了原转录组学

分析。完整的样本收集涉及5个哺乳动物类群,包
括果子狸、穿山甲、豪猪、刺猬在内的18

 

个物种的1
 

941只动物,采集呼吸道和粪便样本。在鉴定到的

102种脊椎动物相关病毒中,21种病毒被认定为“高
危”病毒。其中果子狸携带的潜在高风险病毒数量

最多,且这些“高危”病毒在不同野味动物中存在频

繁的跨物种传播现象。研究人员在果子狸和亚洲獾

中发现了甲型禽流感病毒 H9N2,后者表现出呼吸

道症状,并可能存在人向野生动物传播的情况。基

于深度测序技术的研究强调了野味动物作为人畜共

患病潜在驱动因素的重要性,为那些可能导致下一

次大流行或动物流行病的野味动物及其病毒提供了

重要的见解。
 

3 深度测序和在疾病诊断的前景

  传统诊断方法和深度测序技术各有优缺点,传
统诊断方法如病毒分离可以获得有价值的毒株,对

于感染生物学研究,开发新疫苗和免疫治疗产品至

关重要,但缺点是无法分离、检测在现有细胞培养系

统中不能增殖的病毒,且耗时相对长。NGS技术的

检测范围广,不需要对病原体进行分离培养,不需要

设计目的序列的针对性引物,不依赖病原体遗传背

景,但其也有一定局限性,即不能获得分离毒株,且
其运行设备及试剂耗材的价格高昂,后期数据分析

要求有丰富的生物信息学经验,以及NGS研究方法

的标准与序列数据生成、分析、注释和报告流程规范

的缺失和不完善,极大地限制了NGS在兽医临床的

广泛应用22。在未来,需要研制成本更低的设备,
开发价格更低的配套试剂和耗材,同时提高用户友

好性和诊断实验室的可访问性,使非专业用户更方

便对测序结果进行分析23。
无可置疑,NGS已经给兽医临床工作带来了巨

大的变革。相信随着成本的降低和技术的改进,

NGS技术在兽医临床中会成为必不可少的诊断工

具并发挥举足轻重的作用,提高疾病诊断效率,促进

养殖行业的健康发展。
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律法规、执业道德等培训,确保宠物诊疗机构在诊疗

活动中,更加健康、更加专业,为宠物医疗提供更高

服务水平。

4.3.2 建议建立宠物诊疗行业标准 基于本地实

际情况出台确实可行的宠物诊疗收费、药价标准或

者用药指导价格(应由物价部门核准),让广大宠物

饲养者能够做到“明白消费”、“清楚消费”,避免出现

收费高、乱收费的现象,切实满足宠物医疗的需要。

5 加强对宠物诊疗的监管是宠物经济健康

发展的保证

  总之,十分必要采取有利措施加强对宠物诊疗

行业的监管,积极规范宠物诊疗秩序,不仅有助于动

物疫病防控,充分保障宠物主的合法权益,更有利于

本地区宠物经济的健康发展。
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