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的检测主要依赖

于荧光定量聚合酶链反应#

0̀;

$技术及常规
,JC

4

GH

测序技术(

/!'

)

'然而%随着
7+2

微进化造成的突变%

尤其是大量低频突变的出现%增大了传统检测技术的

难度'此外%对低拷贝
7+2

降低了核酸
[\:

浓度%

同样增加了常规检测的局限性%使一些潜在的
7+2

感染患者错过了最佳治疗时机(

(

)
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巢式
0̀;

扩增法建库高通量测序结果

样品编号 数据 匹配度#
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$ 深度
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#' (&## ..%$' '.%) $
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"

宿主内
A,\2

分析
"

(

个样本中共识别出
#)

个

A,\2

'见表
#

'

(

个样本所有
A,\2

中突变频率最低

为
&%&#

%最高为
&%)$

%且存在
"'

个突变频率
$

#&6

的
A,\2B

'

D

"

讨
""

论
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7+2

是一种常见嗜肝性
[\:

病毒%也是一种逆

转录病毒'人体在感染
7+2

病毒后受机体本身免疫

情况及病毒特性不同%大多数
7+2

感染患者的临床

表现也不同(

"&!"#

)

'

[\:

复制是导致
7+2

感染患者病情发展的关

键因素%病毒被大量激活后潜在的
7+2

携带者会转

变为慢性
7+2

感染%甚至急性
7+2

感染(

"$

)

'然而%

临床诊断中部分
7+2

感染阳性患者所携带的
7+2

拷贝数低%传统
7+2

检测诊断方法%如荧光定量

0̀;

技术及常规
,JC

4

GH

测序技术无法进行准确的检

测(

/!'

)

'这些检测技术对全长基因组分析具有局限

性%只能检测到宿主体内优势病毒株序列%大量低频

突变不能被检出%不能真实反映病毒在体内的情况'

本研对低拷贝的
7+2

病毒进行高通量测序%建立了

一种未来临床中潜在
7+2

感染患者的诊断方法'

早前研究发现%

7+2

基因组结构特异%基因组中

存在
#

处缺口%且存在单链
[\:

结构%同时%还存在

部分双链
[\:

结构(

"/

)

'目前%

7+2

全基因组扩增

有
#

种方式'一种是基于缺口区引物进行的
7+2

全

长基因组一步法扩增%另一种是基于巢式
0̀;

的多

片段多步法扩增'随着高通量测序技术的迅猛发展%

其应用领域已深入到临床诊断中(

"'

)

%为分析
7+2

基

因组全貌和致病机制的深入研究提供了可能性'

高通量测序技术依赖于文库的构建%文库构建方

式通常有核酸直接建库及扩增子建库'本研究结果

显示%低拷贝
7+2

基于巢式
0̀;

扩增后的扩增子建

库%无论从数据产量还是测序质量方面均优于
7+2

全基因组一步法建库'这是由于
7+2

病毒核酸提取

时会携带大量宿主信息%这些信息在随着高通量测序

的数据产生%并映射到人类基因组上'然而%在比对

7+2

基因组时测序产生的原始数据会过滤到除病毒

基因组外的其他冗余信息%使大量宿主有效读段信息

被过滤掉%从而导致匹配到
7+2

基因组上的信息很

少%无法进行后续数据分析'巢式
0̀;

扩增子建库

大大排除了宿主信息的干扰%以
7+2[\:

为模板进

行扩增%增加了
7+2

拷贝数%从而增加了测序的有效

读数量'此外%本研究针对低拷贝
7+2

样本同样获

得较好的数量产量*匹配度及覆盖度%该方法在方法

学建立上已成功'

本研究通过对
A,\2

进行分析共发现
#)

个
A,!

\2

%且存在
"'

个突变频率
$

#&6

的
A,\2B

'这些低

频突变是传统检测方法无法检出的'有关低拷贝

7+2

突变的研究较少%但低拷贝病毒样本的低频突

变在人类免疫缺陷病毒#

732

$中也存在'

;̀>,!

9̀;3

等(

"(

)发现%

$

"&

$

MD

UR

"

SZ

的
732

样本基因组

中存在较多的抗性突变'表明低拷贝
7+2

样本的检

测在临床中应当被重视%低频突变可能与患者
7+2

潜在感染相关'
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本研究基于巢式
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扩增方法进行低拷贝

7+2

样本的全基因组扩增%并结合高通量测序技术%

实现了低拷贝
7+2

低频突变的检测%为未来常规检

测方式无法判断的潜在
7+2

感染患者的诊断提供了

丰富的理论和技术支持'
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