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摘要: 【目的】纳米孔测序技术是单分子实时测序技术的一种ꎬ正在被广泛应用于临床快速诊断及微生物

检测等领域ꎮ 本研究以实蝇这一类重要的检疫性有害生物为例ꎬ探究该技术在昆虫检疫鉴定中应用的可

行性ꎬ为昆虫检疫鉴定提供新方法ꎮ 【方法】分别采用一代测序技术和纳米孔测序技术ꎬ对 １４ 种经形态

学鉴定的实蝇成虫进行 ＤＮＡ 条形码测序ꎬ通过 ＢＯＬＤ 和 ＮＣＢＩ 数据库对测序结果进行比对分析ꎬ并比较

２ 种测序技术所得序列结果准确性的差异ꎮ 【结果】通过纳米孔测序ꎬ１４ 个实蝇样品在 ４４ ｍｉｎ 内获得 １８１
Ｍｂ ｂａｓｅｓꎬ每个样品平均得到 １１２８０ 条 ｒｅａｄｓꎬ单个 ｒｅａｄｓ 的准确度为 ９２.１０％~９４.５３％ꎻ经一致性序列校正ꎬ
所有实蝇样品均可得到与一代测序结果完全一致的序列ꎬ序列分析结果与形态学鉴定结果完全一致ꎮ 【结论】采用本研究

的实验流程和数据分析方法ꎬ纳米孔测序技术可以应用于实蝇类害虫的检疫鉴定ꎬ测序结果准确、高效ꎻ本研究提供的实验

方案同样适用于基于扩增子测序的物种鉴定ꎬ满足大规模样品的高通量精准鉴定需求ꎮ
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　 　 纳米孔测序技术是英国牛津纳米孔技术公司

(Ｏｘｆｏｒｄ Ｎａｎｏｐｏｒｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓꎬ ＯＮＴ)研发的一种

单分子测序技术ꎬ它依赖一个纳米级的蛋白质孔

(称为“纳米孔”)作为生物传感器ꎬ嵌入一个浸没

在电生理溶液的薄膜中ꎬ施加恒定的电压ꎬ通过纳

米孔产生离子电流ꎬ在马达蛋白的控制下使单个核

苷酸分子逐一通过纳米孔ꎬ根据不同类型核苷酸碱

基带电性质的不同ꎬ通过电信号的差异识别碱基类

别ꎬ从而实现测序(Ｄｅａｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎮ 与其他测

序平台相比ꎬ纳米孔测序具有超长读长、试验周期

短、实时测序、操作便捷等优势ꎬ正在被大量应用于

基因组测序组装、全长转录本测序、基因突变检测、
临床快速诊断以及疫情监测等领域(Ｗａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎮ ＭｉｎＩＯＮ 纳米孔测序仪是 ２０１４ 年 ＯＮＴ 提供

的第一个便携式纳米孔测序仪( Ｊａｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１６)ꎬ
只需连接一台电脑ꎬ使用者便可在任何时间、任何

地点给任何生物测序ꎮ 由于其小巧易携带、操作简

单ꎬ特别适用于在现场检测及病虫害监测ꎮ
目前ꎬ基于纳米孔测序技术的宏基因组测序在

植物病原微生物检测方面开展了一些初步研究(陈
大嵩等ꎬ２０２１ꎻ 卢慧林等ꎬ２０２１ꎻ Ｃｈａｌｕｐｏｗｉｃｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１９ꎻ Ｆｉｌｌｏｕｘ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１８ꎻ Ｎａｉｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１９)ꎬ而未

见该技术应用于害虫检疫鉴定的报道ꎮ 实蝇(双翅

目 Ｄｉｐｔｅｒａ 实蝇科 Ｔｅｐｈｒｉｔｉｄａｅ)是具有重要经济意义

的有害生物类群ꎬ在世界植物检疫中占有重要的地

位ꎬ其在我国的入侵危害也日益严重ꎬ多个种属均

被列为我国进境植物检疫对象和我国重点管理的

外来物种(李志红等ꎬ２０１３)ꎮ 基于线粒体 ＣＯⅠ基

因的 ＤＮＡ 条形码技术已被广泛应用于除复合体以

外的实蝇物种鉴定(Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ２０１４)ꎬ在以往的研

究中ꎬ研究人员通常将扩增产物送至测序公司ꎬ最
快也需 １ ｄ 时间得到测序结果ꎬ然后才能进行种类

鉴定分析ꎮ 本研究尝试利用 ＭｉｎＩＯＮ 纳米孔测序

仪ꎬ以实蝇类害虫为研究对象ꎬ探究纳米孔测序技

术在昆虫检疫鉴定中应用的可能性ꎻ特别是与一代

测序技术相比ꎬ评估纳米孔测序技术对扩增子的测

序效率和准确性ꎮ

１　 材料与方法
１.１　 供试样品

本研究所用实蝇成虫样品包括南美按实蝇

Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｆｒａｔｅｒｃｕｌｕｓ (Ｗｉｅｄｅｍａｎｎ)、墨西哥按实蝇

Ａ. ｌｕｄｅｎｓ (Ｌｏｅｗ)、西印度按实蝇 Ａ. ｏｂｌｉｑｕａ (Ｍａｃ￣

ｑｕａｒｔ)、番石榴实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｃｏｒｒｅｃｔａ (Ｂｅｚｚｉ)、橘小

实蝇 Ｂ. ｄｏｒｓａｌｉｓ Ｈｅｎｄｅｌ、橘大实蝇 Ｂ. ｍｉｎａｘ (Ｅｎｄｅｒ￣
ｌｅｉｎ)、蜜柑大实蝇 Ｂ. ｔｓｕｎｅｏｎｉｓ (Ｍｉｙａｋｅ)、昆士兰实

蝇 Ｂ. ｔｒｙｏｎｉ ( Ｆｒｏｇｇａｔｔ)、桃实蝇 Ｂ. ｚｏｎａｔａ ( Ｓａｕｎ￣
ｄｅｒｓ)、枣实蝇 Ｃａｒｐｏｍｙａ ｖｅｓｕｖｉａｎａ Ｃｏｓｔａ、地中海实

蝇 Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ ( Ｗｉｅｄｅｍａｎｎ )、 樱 桃 绕 实 蝇

Ｒｈａｇｏｌｅｔｉｓ ｃｅｒａｓｉ Ｌｏｅｗ、瓜实蝇 Ｚｅｕｇｏｄａｃｕｓ ｃｕｃｕｒｂｉｔａｅ
(Ｃｏｑｕｉｌｌｅｔｔ)和南亚果实蝇 Ｚ. ｔａｕ (Ｗａｌｋｅｒ)ꎬ共计 １４
种ꎮ 均来自田间采集、口岸截获以及国际原子能机

构赠予ꎮ 全部样品均经过形态学鉴定确认种类ꎮ
１.２　 ＤＮＡ 提取

采用天根生化科技(北京)有限公司“血液 /细
胞 /组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒”(ＤＰ３０４)对实蝇

样品进行 ＤＮＡ 提取ꎮ 取实蝇单足于 １.５ ｍＬ 离心管

中ꎬ向离心管中加入液氮充分研磨ꎬ再根据试剂盒

说明书对样品进行 ＤＮＡ 提取ꎬ得到的 ＤＮＡ 于￣２０
℃冰箱中保存备用ꎮ
１.３　 ＰＣＲ 扩增

采用 ＤＮＡ 条形码所用通用引物 ＬＣＯ１４９０ (５′￣
ＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＴＣＡＴＡＡＡＧＡＴＡＴＴＧＧ￣３′) / ＨＣＯ２１９８
(５′￣ ＴＡＡＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＣＣＡＡＡＡＡＡＴＣＡ￣３′)(Ｆｏｌ
ｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９４)对样品 ＤＮＡ 进行扩增ꎬ目的片段

为线粒体 ＤＮＡ 中序列长度为 ６５８ ｂｐ 的 ＣＯⅠ基因

片段ꎮ ＰＣＲ 反应的总体系为 ５０ μＬ:２ × Ｔａｑ ＰＣＲ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ [ 天 根 生 化 科 技 ( 北 京 ) 有 限 公 司ꎬ
ＫＴ２０１] ２５ μＬꎬ ＬＣＯ１４９０ / ＨＣＯ２１９８ ( １０ μｍｏｌ 
Ｌ－１)各 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １９ μＬꎬＤＮＡ 模板 ２ μＬꎮ ＰＣＲ
反应条件:９４ ℃ ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｍｉｎ、５０ ℃ ３０ ｓ、７２
℃ ３０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 取 ５ μＬ ＰＣＲ 产

物在 １.５％的琼脂糖凝胶上进行电泳检测ꎬ将有目

的条带的 ２０ μＬ 扩增产物送至北京擎科生物科技

有限公司进行一代双向测序ꎮ
１.４　 纳米孔测序文库构建

使用 ＯＮＴ 公司 ＬＳＫ１０９ 连接及 ＥＸＰ￣ＮＢＤ１０４ /
１１４ 建库试剂盒ꎬ根据北京金果壳公司的纳米孔测

序 ＤＮＡ 多样本辅助建库试剂盒(ＪＣ￣ＥＸＰ０２４)及其

说明书进行测序文库构建ꎮ 首先ꎬ采用磁珠法对剩

余的 ＰＣＲ 产物进行纯化ꎬ并取 １ μＬ 纯化产物通过

Ｑｕｂｉｔ ２.０ 荧光定量仪(美国 Ｌｉｆｅ Ｑｕｂｉｔ)进行定量ꎮ
为使每个样品测序得到相对一致的 ｒｅａｄｓ 数ꎬ根据

ＰＣＲ 纯化产物定量结果和说明书推荐的 ３００ ｆｍｏｌ
ＰＣＲ 产物用量ꎬ分别对每个样品进行末端修复ꎻ每
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个样品配制 ５４.５ μＬ 的混合体系于 ＰＣＲ 管中进行

末端修复ꎬ反应体系为 ３.５ μＬ 末端修复缓冲液、３
μＬ 末端修复酶、ＰＣＲ 纯化产物、加无核酸酶水补足

至 ５４.５ μＬꎻ末端修复反应条件:２０ ℃ １０ ｍｉｎꎻ６５ ℃
５ ｍｉｎꎻ２０ ℃保存ꎻ对反应产物进行磁珠纯化并进行

Ｑｕｂｉｔ 定量ꎮ 向每个样本添加对应条形码并记录ꎬ
配制 ３０ μＬ 混合体系于 ＰＣＲ 管中ꎬ反应体系为 １２.５
μＬ 末端修复后产物、２.５ μＬ 条形码 Ｎａｔｉｖｅ Ｂａｒｃｏｄｅ、
１５ μＬ ＴＡ 连接预混液ꎻ反应条件:２５ ℃ １５ ｍｉｎꎻ６５
℃ １０ ｍｉｎꎻ２０ ℃保存ꎮ 混合所有已添加条形码的

样本进行磁珠纯化ꎬ用 ５０ μＬ 无核酸酶水洗脱ꎮ 最

后ꎬ配制 ７１ μＬ 混合体系于 ＰＣＲ 管中ꎬ反应体系为

４５ μＬ 混合样本、５ μＬ 测序接头 ＩＩ (ＡＭＩＩ)、１４ μＬ
快速连接缓冲液、７ μＬ Ｔ４ 快速连接酶ꎻ连接反应条

件:２０ ℃ １５ ｍｉｎꎻ２１ ℃保存ꎻ对连接产物进行磁珠

纯化ꎬ１５ μＬ ＥＢ 洗脱ꎬ取 １ μＬ 纯化产物进行 Ｑｕｂｉｔ
定量ꎬ其余制备好的文库用于上机测序ꎮ
１.５　 纳米孔测序与分析

使用 Ｆｌｏｗ Ｃｅｌｌ Ｒ９.４.１ 的测序芯片ꎮ 首先ꎬ将测

序芯片放入 ＭｉｎＩＯＮ 纳米孔测序仪并连接电脑ꎬ对测

序仪和芯片进行质检ꎬ保证测序芯片有 ８００ 个以上的

可用纳米孔ꎮ 然后ꎬ准备将构建好的测序文库滴入

芯片用来测序:从芯片的 Ｐｒｉｍｉｎｇ 孔吸出 ２０ ~ ３０ μＬ
缓冲液除去气泡ꎻ吸取 ３０ μＬ Ｆｌｕｓｈ Ｔｅｔｈｅｒ 加入到一

管 Ｆｌｕｓｈ Ｂｕｆｆｅｒ 中混匀配制成 Ｐｒｉｍｉｎｇ Ｍｉｘꎬ向 Ｐｒｉｍｉｎｇ
孔中匀速加入 ８００ μＬ 混匀的 Ｐｒｉｍｉｎｇ Ｍｉｘꎬ静置 ５
ｍｉｎꎻ按如下体系配制总体积为 ７５ μＬ 的 Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｍｉｘ:３７. ５ μＬ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ、 ２５. ５ μＬ Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｅａｄｓ、１２ μＬ 测序文库ꎻ再由 Ｐｒｉｍｉｎｇ 孔匀速推入 ２００
μＬ 混匀的 Ｐｒｉｍｉｎｇ Ｍｉｘꎬ此时需看到 Ｓａｍｐｌｅ 孔有大

液滴向上涌出ꎻ向 Ｓａｍｐｌｅ 孔滴加混好的 ７５ μＬ 待测

文库 Ｌｏａｄｉｎｇ Ｍｉｘꎬ控制好滴加速度以保证文库充满

芯片区域ꎻ关闭 Ｐｒｉｍｉｎｇ 孔和 Ｓａｍｐｌｅ 孔ꎬ开始测序ꎮ
ＭｉｎＩＯＮ 纳米孔测序仪运行 ４４ ｍｉｎꎮ 用 ｓｅｑｔｋ

软件将测序所得的 ｆａｓｔｑ 文件转换为 ｆａｓｔａ 文件ꎬ下
载 ＢＯＬＤ 数据库中实蝇科物种的基因序列作为候

选比对数据库ꎬ用 ｂｌａｓｔ 将 ｆａｓｔａ 数据与候选比对数

据库进行比对ꎬ过滤掉相似度低于 ９０％且覆盖度低

于 ９０％的比对结果ꎬ统计比对到候选序列上的 ｆａｓｔａ
条数ꎬ挑选比对数量最多的序列作为参考序列ꎻ使
用 ｍｉｎｉｍａｐ２ 将原始 ｆａｓｔｑ 比对到挑选出的参考序列

上ꎬ过滤掉比对质量值小于 ６０ 的序列ꎬ并对 ｂａｍ 文

件排序ꎬ使用 ｍｅｄａｋａ 软件检测突变ꎬ获得变异 ｖｃｆ
文件ꎬ使用 ｓａｍｔｏｏｌｓ 软件统计每个位点上的深度ꎬ
使用自定义脚本将深度低于 １００ 的位点标记为 Ｎꎬ
使用 ｂｃｆｔｏｏｌｓ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ 获得一致性序列ꎮ 利用

ＤＮＡＭＡＮ 软件ꎬ将获得的每个样品的一致性序列与

一代测序数据进行差异比较分析ꎮ

２　 结果与分析
２.１　 一代测序结果

电泳结果显示ꎬ经 ＰＣＲ 扩增所有样品均产生

目的扩增条带(图 １)ꎬＰＣＲ 产物的一代测序结果经

与 ＢＯＬＤ 和 ＮＣＢＩ 数据库比对ꎬ也显示与形态学鉴

定结果一致ꎮ

图 １　 ＰＣＲ 产物电泳检测结果图
Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２.２　 纳米孔测序结果

纳米孔测序文库构建过程中ꎬＰＣＲ 产物纯化后

浓度如表 １ 所示ꎮ 为使后续每个样品测序得到相

对一致的 ｒｅａｄｓ 数ꎬ本研究在末端修复的步骤对每

个样品浓度进行了均一化处理ꎬ从末端修复后的产

物浓度可知ꎬ后续建库过程中每个样品的浓度相差

不大ꎮ 经 Ｑｕｂｉｔ 检测ꎬ最终用于上级测序的文库浓

度为 １３.９ ｎｇμＬ－１ꎮ
ＭｉｎＩＯＮ 纳米孔测序仪运行 ４４ ｍｉｎ 后ꎬ共有

３.７７ ＧＢ 数据产出ꎬ获得 １８１ Ｍｂ ｂａｓｅｓꎮ 序列长度分

布如图 ２ 所示ꎬ序列长度集中分布在 ７００ ~ ８００ ｂｐꎬ
与目的片段的长度较一致ꎮ 每个样品产生的 ｒｅａｄｓ
情况如图 ３ 所示ꎬ１４ 个样品的 ｒｅａｄｓ 数分布在 ８８６３
~１３７５８ꎬ每个样品的平均 ｒｅａｄｓ 数为 １１２８０ꎮ

从每个样品的测序结果中随机挑选 １０ 条单条

序列ꎬ经比对分析可知ꎬ与该物种的一代测序结果

相比ꎬ纳米孔测序的单条序列与一代测序的序列相

似度为 ９２.１０％￣９４.５３％ꎮ 经一致性序列校正后ꎬ每
个样品的一致性序列与一代测序结果完全一致ꎮ
以本研究中产生 ｒｅａｄｓ 数最少的枣实蝇为例ꎬ展示
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单条序列和一致性校正后序列与一代测序所得序 列的比对结果(图 ４)ꎮ

表 １　 纳米孔测序文库构建各阶段结果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

序号
Ｎｕｍｂｅｒ

样品种类
Ｓｐｅｃｉｅｓ

ＰＣＲ 产物纯化后浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＰＣＲ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ / (ｎｇμＬ－１)

末端修复用 ＰＣＲ
纯化产物体积

Ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｏｒ ｔｅｒｍｉｎａｌ

ｒｅｐａｉｒ / μＬ

末端修复后产物
浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｅｒｍｉｎａｌ ｒｅｐａｉｒ

ｐｒｏｄｕｃｔｓ / (ｎｇμＬ－１)

文库浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

ｏｆ ｌｉｂｒａｒｙ
/ (ｎｇμＬ－１)

１ 南美按实蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｆｒａｔｅｒｃｕｌｕｓ ２５.６ ４.６９ ４.８８ １３.９
２ 墨西哥按实蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｌｕｄｅｎｓ １４.５ ８.２８ ４.４４
３ 西印度按实蝇 Ａｎａｓｔｒｅｐｈａ ｏｂｌｉｑｕａ ２９.４ ４.０８ ４.８６
４ 番石榴实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｃｏｒｒｅｃｔａ １４.５ ８.２８ ４.９２
５ 橘小实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｄｏｒｓａｌｉｓ １４.７ ８.１６ ４.８８
６ 橘大实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｍｉｎａｘ ３.７ ３２.２６ ４.８２
７ 蜜柑大实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｔｓｕｎｅｏｎｉｓ １９.４ ６.１９ ５.２０
８ 昆士兰实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｔｒｙｏｎｉ １８.１ ６.６３ ５.１４
９ 桃实蝇 Ｂａｃｔｒｏｃｅｒａ ｚｏｎａｔａ ２１.６ ５.５６ ４.３８

１０ 枣实蝇 Ｃａｒｐｏｍｙａ ｖｅｓｕｖｉａｎａ １４.７ ８.１６ ５.００
１１ 地中海实蝇 Ｃｅｒａｔｉｔｉｓ ｃａｐｉｔａｔａ １１.３ １０.６２ ５.３８
１２ 樱桃绕实蝇 Ｒｈａｇｏｌｅｔｉｓ ｃｅｒａｓｉ １３.５ ８.８９ ４.７４
１３ 瓜实蝇 Ｚｅｕｇｏｄａｃｕｓ ｃｕｃｕｒｂｉｔａｅ ２０.８ ５.７７ ４.５２
１４ 南亚果实蝇 Ｚｅｕｇｏｄａｃｕｓ ｔａｕ ３.７ ３２.４３ ４.６７

图 ２　 ＭｉｎＩＯＮ 纳米孔测序序列长度分布图
Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ＭｉｎＩＯＮ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

图 ３　 各样品序列数量统计图
Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅａｄｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｓａｍｐｌｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ＭｉｎＩＯＮ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
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图 ４　 纳米孔测序与一代测序比对结果图(以枣实蝇为例)
Ｆｉｇ.４　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｎａｎｏｐｏｒｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｓａｎｇｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ (ｅｘａｍｐｌｅ ｏｆ Ｃ. ｖｅｓｕｖｉａｎａ) 　 　
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３　 讨论
本研究利用纳米孔测序技术ꎬ对 １４ 个实蝇样

品进行了一次性高通量测序ꎬ测序结果显示ꎬ经一

致性序列校正ꎬ所有实蝇样品均可得到与一代测序

结果一致的序列ꎮ 说明采用本研究的试验流程和

数据分析方法ꎬ纳米孔测序技术可以应用于基于

ＤＮＡ 条形码技术的实蝇类害虫的检疫鉴定ꎮ 与一

代测序相比ꎬ本研究只需 ４４ ｍｉｎ 即可获得 １８１ Ｍｂ
ｂａｓｅｓꎬ每个样品可得到平均 １１２８０ 条 ｒｅａｄｓꎬ且测序

结果足以保证了序列的准确性ꎬ大大提高了基因序

列测定的效率ꎬ缩短了基于序列分析进行检疫鉴定

所需的时间ꎮ
纳米孔测序技术自问世以来ꎬ其本身的测序精

度一直是限制其应用的一个主要因素ꎮ 本研究结

果显示ꎬ采用 Ｒ９.４.１ 单个 ｒｅａｄｓ 的准确度为 ９２.１０％
~９４.５３％ꎬ但通过一致性序列校正ꎬ测序结果可达

到与一代测序结果完全一致ꎮ 迄今为止ꎬＯＮＴ 发布

了 ８ 个系统版本ꎬ２０２２ 年发布的最新版 Ｒ１０.４.１ 官

方公布的准确度可达 ９９.６％ꎬ且双链数据的准确度

达到 ９９.９２％ꎮ Ｒ１０.４.１ 的穿孔速度有 ２６０、４００ 及

５２０ ｂｐｓ－１３ 种模式ꎬ可根据准确度及测序通量要

求ꎬ选择最合适的模式(Ｏｘｆｏｒｄꎬ２０２２)ꎮ 除了测序精

度ꎬ测序通量也是检测应用特别是大规模检测中考

虑的另一个重要因素ꎮ 本研究采用的 ＭｉｎＩＯＮ 测序

平台ꎬ数据通量取决于活性纳米孔数量以及核苷酸

分子通过纳米孔的速度和测序运行时间ꎮ 本研究

采用的 Ｒ９.４.１ 测序芯片纳米孔每秒通过 ４００ 个碱

基ꎬ在今后的应用中可进一步缩短测序时间ꎬ即可

得到准确的测序结果ꎮ
除纳米孔测序本身的技术优势外ꎬ合理的检测

方案的制定也是提高检测准确性和时效性、大幅降

低检测成本的重要手段ꎮ 基于核酸序列分析的检

测方法是除形态学鉴定外唯一有效的非靶向分子

检测方法ꎮ 在病原微生物高通量非靶向检测中ꎬ宏
基因组测序是目前较为常用的手段 (路惠馨等ꎬ
２０２１)ꎮ 但与微生物相比ꎬ昆虫基因组较大ꎬ若采用

检测样品基因组作为物种鉴定的依据ꎬ无论从测序

成本还是检测效率来说ꎬ都不是一个切实可行的方

案ꎮ 此外ꎬ对于昆虫来说ꎬＤＮＡ 条形码对于大部分

类群具有较好的鉴定效果(Ｈｅｂｅｒｔ ｅｔ ａｌ.ꎬ２００３)ꎮ 因

此ꎬ扩增子测序更适用于昆虫的物种鉴定ꎮ 本研究

提供了一种基于纳米孔测序技术适用于扩增子测

序进行物种鉴定的实验流程和数据分析方法ꎬ且能

够满足大规模样品的高通量精准鉴定需求ꎮ
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纳米孔测序技术以其长读长、通量高、测序精

度高、测序成本低的优势ꎬ在检疫鉴定领域中有着

广泛的应用前景ꎬ特别是对于一代和二代测序无法

一次性测通的长片段扩增子ꎬ纳米孔测序技术显示

出了独一无二的优势ꎮ 在今后的研究中ꎬ仍需进一

步测试完善可以满足检疫鉴定工作需求的样品浓

度、测序时间和数据量ꎻ特别是低浓度样品和混合

样品中可实现有效检测鉴定的数据量ꎻ对于不同类

群生物、不同检测目的制定不同的测序检测方案ꎬ
使纳米孔测序技术在检疫鉴定领域应用中发挥实

质性作用ꎮ
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