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一种人冠状病毒HCoV-HKU1的MNP标记组合、

引物对组合、试剂盒及其应用

(57)摘要

本发明属于分子生物学技术领域，本发明公

开了一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合、

引物对组合、试剂盒及其应用，所述MNP标记组合

包括参考基因组NC_006577.2的15个标记，具体

的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.15所

示。所述引物核苷酸序列如SEQ  ID  NO .16‑SEQ 

ID  NO .45所示。所述MNP标记组合能特异的鉴定

人冠状病毒HCoV‑HKU1；所述引物互不干扰，综合

多重扩增和测序技术，可一次性对多样本的所有

标记组合进行序列分析，具有高通量、多靶点、高

灵敏、高精准和免培养的检测优势，可应用于大

规模样本的人冠状病毒HCoV‑HKU1的鉴定和遗传

变异检测，对人冠状病毒HCoV‑HKU1的科研和防

疫监测均具有重要意义。
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1.一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合，其特征在于，所述MNP标记组合包括15个

标记，具体的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.15所示。

2.一种用于检测权利要求1所述人冠状病毒HCoV‑HKU1  MNP标记组合的多重PCR引物对

组合，其特征在于，所述多重PCR引物对组合包括15对引物，具体的引物核苷酸序列如SEQ 

ID  NO.16‑SEQ  ID  NO.45所示。

3.一种用于检测权利要求1所述人冠状病毒HCoV‑HKU1  MNP标记组合的检测试剂盒，其

特征在于，所述试剂盒包括权利要求2所述的引物对组合。

4.根据权利要求3所述的检测试剂盒，其特征在于，所述试剂盒还包括多重PCR预混液。

5.权利要求1所述的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合或权利要求2所述的引物对

组合或权利要求3‑4任一所述的检测试剂盒在非诊断目的的人冠状病毒HCoV‑HKU1定性检

测中的应用。

6.权利要求1所述的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合或权利要求2所述的引物对

组合或权利要求3‑4任一所述的检测试剂盒在制备人冠状病毒HCoV‑HKU1定性检测产品中

的应用。

7.权利要求1所述的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合或权利要求2所述的引物对

组合或权利要求3‑4任一所述的检测试剂盒在非诊断目的检测人冠状病毒HCoV‑HKU1感染

病例个体间和个体内部变异的应用。

8.权利要求1所述的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合或权利要求2所述的引物对

组合或权利要求3‑4任一所述的检测试剂盒在构建人冠状病毒HCoV‑HKU1数据库中的应用。

9.权利要求1所述的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合或权利要求2所述的引物对

组合或权利要求3‑4任一所述的检测试剂盒在非诊断目的人冠状病毒HCoV‑HKU1精细分型

检测中的应用。
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一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合、引物对组合、试剂

盒及其应用

技术领域

[0001] 本发明实施例涉及生物技术领域，特别涉及一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记

组合、引物对组合、试剂盒及其应用。

背景技术

[0002] 冠状病毒在系统分类上属冠状病毒属(Coronavirus)，基因组为线性单股正链的

RNA病毒，是自然界广泛存在的一大类病毒。病毒有包膜，电子显微镜观察这些包膜上有形

状类似日冕的棘突，故命名这类病毒为冠状病毒。冠状病毒通过呼吸道分泌物排出体外，经

口液、喷嚏、接触传染，并通过空气飞沫传播。冠状病毒感染分布在全世界多个地区，并多次

引起大流行。2019爆发的新冠肺炎的病原菌新型冠状病毒(2019‑nCoV或SARS‑CoV‑2，引发

新型冠状病毒肺炎COVID‑19)是目前已知的第7种可以感染人的冠状病毒，其余6种分别是

HCoV‑229E、HCoV‑OC43、HCoV‑NL63、HCoV‑HKU1、SARS‑CoV(引发重症急性呼吸综合征)和

MERS‑CoV(引发中东呼吸综合征)。

[0003] HCoV‑HKU1通常会引起轻度或中度的上呼吸道疾病，如感冒。症状主要包括流鼻

涕、头痛、咳嗽、咽喉痛、发热等，有时会引起肺炎或支气管炎等下呼吸道疾病，心肺疾病患

者、免疫力低下人群、婴儿和老年人中较为常见。现有的人冠状病毒检测技术主要通过病毒

的分离鉴定，依赖于检测病原和抗体进行血清型鉴定、间接或直接免疫荧光法和检测遗传

物质的分子检测技术，包括PCR、核苷酸杂交和测序技术。这些技术各有优势，但在时长、操

作复杂度、检测通量、检测变异的准确性和灵敏度、成本等方面也存在一个或多个局限。比

如病毒分离鉴定操作复杂、耗时长；血清型鉴定、间接或直接免疫荧光法容易出现交叉反

应，导致检测不准确，且不能监测变异；PCR检测技术一次反应仅针对一种病毒的1到2个标

记进行检测，效率低下，且容易由于病毒的变异导致检测失败。宏基因组测序技术是另一种

检测人冠状病毒的技术，但其往往包括大量的宿主测序数据，对低病毒载量的样本进行检

测时，尤其需要超深度的测序，导致高的成本。因此，开发快速、准确的、一次性高通量的检

测分型多种人冠状病毒的人冠状病毒检测分析方法对于人冠状病毒的检测和防疫都具有

重要意义。

[0004] 本发明开发物种特异的新型分子标记‑MNP标记。MNP标记是指在基因组上一段区

域内由多个核苷酸引起的多态性标记。与SSR标记和SNP标记相比，MNP标记具有以下优势：

(1)等位基因型丰富，单个MNP标记上有2n种等位基因型，高于SSR和SNP；(2)物种区分能力

强，只需要少量的MNP标记就能实现物种鉴定，减少了检测错误率。基于超多重PCR结合二代

高通量测序技术检测MNP标记的MNP标记法具有以下优势：(1)输出的是碱基序列，无需平行

实验，可构建标准化的数据库进行共享共用；(2)高效率，利用样品DNA条形码，突破测序样

品数量的局限，可一次性对成百上千份样本的数万个MNP标记分型；(3)高灵敏度，利用多重

PCR一次检测多个靶标，避免单个靶标扩增失败导致高的假阴性和低的灵敏度；(4)高准确

性，利用二代高通量测序仪对扩增产物测序数百次。
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[0005] 鉴于以上优点和特性，MNP标记及其检测技术MNP标记法可实现群体生物多等位基

因型的分类与溯源，在病原微生物的鉴定、指纹数据库构建、遗传变异检测等方面都具有应

用潜力。目前在人冠状病毒HCoV‑HKU1的研究中，尚未有关于MNP标记的报道，也缺乏相应的

技术。

[0006] 因此，亟需开发病原微生物人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记和检测引物。本发明

所开发的标记和引物组合将用于制定病原体检测的国家标准(计划编号20201830‑T‑469)，

该国家标准将于2021年底发布。

发明内容

[0007] 本发明实施例目的是提供一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合、引物对组

合、试剂盒及其应用，可以对人冠状病毒HCoV‑HKU1进行鉴定和变异检测，具有多靶标、高通

量、高灵敏和精细分型的效果。

[0008] 为实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0009] 在本发明的第一方面，提供了一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合，所述MNP

标记组合是指在人冠状病毒HCoV‑HKU1基因组上筛选的物种特异的且在物种内部具有多个

核苷酸多态性的基因组区域，包括人冠状病毒HCoV‑HKU1参考基因组NC_006577.2上的15个

标记，具体的核苷酸序列如SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.15所示。说明书表1对其进行了进一步

的说明，表1中标注的所述MNP标记的起始和终止位置是基于表1中MNP同一行对应的参考序

列确定的。

[0010] 在本发明的第二方面，提供了一种用于检测所述MNP标记组合的多重PCR引物对组

合，所述多重PCR引物对组合包括15对引物，每个MNP标记的引物包括上引物和下引物，具体

的引物核苷酸序列如SEQ  ID  NO.16‑SEQ  ID  NO.45所示，其中ID  NO.16‑SEQ  ID  NO.30为上

引物，ID  NO.31‑SEQ  ID  NO.45为下引物。说明书表1对其进行了进一步的说明。

[0011] 在本发明的第三方面，提供了一种用于检测所述人冠状病毒HCoV‑HKU1MNP标记组

合的检测试剂盒，所述试剂盒包括所述的引物对组合。

[0012] 进一步地，所述试剂盒还包括多重PCR预混液。

[0013] 以及上述标记组合、引物对组合和试剂盒在非疹断目的的人冠状病毒HCoV‑HKU1

定性检测中的应用，在制备人冠状病毒HCoV‑HKU1定性检测产品中的应用。

[0014] 在本发明的第四方面，提供了所述的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合或者所

述的多重PCR引物对组合或者所述的检测试剂盒在人冠状病毒HCoV‑HKU1的鉴定、MNP指纹

数据库的构建、遗传变异检测中的应用。

[0015] 以上所述的应用中，首先是获取待测样本的病毒总RNA；利用商业化试剂盒对所述

总RNA进行cDNA合成；利用本发明的试剂盒对所述cDNA和空白对照进行第一轮多重PCR扩

增，循环数不高于25个；对扩增产物进行纯化后，进行基于第二轮PCR扩增的样本标签和二

代测序接头添加；对第二轮扩增产物纯化后定量；检测多个毒株时通过将第二轮扩增产物

等量混合后进行高通量测序；测序结果比对到所述的人冠状病毒HCoV‑HKU1的参考序列上，

获取在所述cDNA中的检测序列数目和基因型数据。根据在所述cDNA和所述空白对照获得的

人冠状病毒测序序列数量和检出MNP标记的数目，对所述cDNA的测序数据进行数据质量控

制和数据分析，获得在所述样本中检出的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记数目、覆盖每个
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所述MNP标记的测序序列数目和所述MNP标记基因型数据。

[0016] 当用于人冠状病毒HCoV‑HKU1鉴定时，，根据在待测样品和空白对照中检出的

HCoV‑HKU1的测序序列数量和检出MNP位点的数目，进行质控后判定待测样品中是否含有

HCoV‑HKU1的核酸。其中，所述的质控方案和判定方法是以拷贝数已知的HCoV‑HKU1的RNA为

检测样本，评估所述试剂盒检测HCoV‑HKU1的灵敏度、准确性和特异性，制定所述试剂盒检

测HCoV‑HKU1时的质控方案和判定方法。

[0017] 当用于人冠状病毒HCoV‑HKU1遗传变异检测时，包括HCoV‑HKU1感染病例个体间和

个体内部毒株的遗传变异检测。个体间毒株的遗传变异检测包括利用所述的试剂盒和方

法，获得待比较个体所感染毒株在15个MNP标记的基因型数据。通过基因型比对，分析毒株

间在所述15个MNP标记上的主基因型是否存在差异。若所比较毒株在至少一个MNP标记的主

基因型存在变异，则判定两者存在遗传变异。作为一种备选方案，也可以通过单重PCR对待

比较毒株的15个标记分别进行扩增，然后对扩增产物进行Sanger测序，获得序列后，对待比

较毒株每个MNP标记的基因型进行比对。如果存在主基因型不一致的MNP标记，则待比较毒

株之间存在变异。当检测个体所感染的毒株内部是否存在遗传变异时，则通过统计模型判

定在个体内部检测到的毒株在所述的MNP标记是否检出主基因型以外的次基因型。若在至

少一个MNP标记存在次基因型，则判定所测毒株内部存在遗传变异。

[0018] 当用于构建人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP指纹数据库时，将从样本中鉴定的人冠状

病毒HCoV‑HKU1的所述MNP标记的基因型数据，录入数据库文件，构成人冠状病毒HCoV‑HKU1

的MNP指纹数据库；每次鉴定不同的样本时，通过和所述人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP指纹数

据库比对，鉴定样本中的人冠状病毒HCoV‑HKU1是否和数据库中的毒株在所述MNP标记存在

主基因型(在一个MNP标记具有超过50％测序片段支持的基因型)的差异，在至少1个MNP标

记存在主基因型差异的人冠状病毒HCoV‑HKU1即为新的变异类型，收录进MNP指纹数据库。

[0019] 以上所述的应用中，当用于人冠状病毒HCoV‑HKU1分型时是对待测样本中的HCoV‑

HKU1进行鉴定，获得每个所述MNP位点的基因型；收集网上公开的HCoV‑HKU1的基因组序列

和已构建的HCoV‑HKU1的指纹数据库组成HCoV‑HKU1参考序列库；将待测样本中HCoV‑HKU1

的基因型和所述HCoV‑HKU1的参考序列库进行比对，筛选遗传上一致或最接近的菌株，获得

待测样本中HCoV‑HKU1的分型。根据同所述参考序列库的比对结果，鉴定样品中的HCoV‑

HKU1是已有的毒株还是新的变异株，实现对HCoV‑HKU1的精细分型。

[0020] 本发明在人冠状病毒HCoV‑HKU1领域属于首创，并未见相关文献报道；MNP标记主

要基于参考序列开发，根据已报道的人冠状病毒HCoV‑HKU1代表株的重测序数据可以挖掘

大规模的区分于其他物种、在人冠状病毒HCoV‑HKU1物种内部多态、两侧序列保守的MNP标

记；通过MNP标记两侧的保守序列可以设计适用于于多重PCR扩增的MNP标记检测引物；再根

据标准品的测试结果，可筛选出一套多态性最大、特异性高的一套MNP标记、兼容性最好的

引物组合以及检测试剂盒，并用于人冠状病毒HCoV‑HKU1的检测、MNP指纹图谱构建，毒株内

和毒株间遗传变异检测以及其他相关应用中，为人冠状病毒HCoV‑HKU1的科学研究、科学监

测和防治提供技术支撑。

[0021] 与现有技术相比，本发明具有以下优点：

[0022] 本发明提供了一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合、引物对组合、试剂盒及

其应用。所提供的人冠状病毒HCoV‑HKU1的15个MNP标记和其引物组合，可进行多重PCR扩
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增，融合二代测序平台进行扩增产物的测序，满足对人冠状病毒HCoV‑HKU1进行高通量、高

效率、高准确性、高灵敏度和免培养的检测需求，满足人冠状病毒HCoV‑HKU1标准的、可共享

的指纹数据构建的要求；满足准确检测人冠状病毒HCoV‑HKU1感染病例个体间和个体内部

毒株的遗传变异的需求。

附图说明

[0023] 图1为MNP标记多态性原理图；

[0024] 图2为人冠状病毒HCoV‑HKU1  MNP标记的筛选和引物设计流程图；

[0025] 图3为MNP标记的检测流程图；

具体实施方式

[0026] 为了便于理解本发明，下面结合附图和具体实施例，对本发明进行更详细的说明。

附图中给出了本发明的较佳的实施例。但是，本发明可以以许多不同的形式来实现，并不限

于本说明书所描述的实施例。相反地，提供这些实施例的目的是使对本发明的公开内容的

理解更加透彻全面。

[0027] 需要说明的是，除非另有定义，本说明书所使用的所有的技术和科学术语与属于

本发明的技术领域的技术人员通常理解的含义相同。在本发明的说明书中所使用的术语只

是为了描述具体的实施例的目的，不是用于限制本发明。

[0028] 除非另有特别说明，本发明实施例中用到的各种原材料、试剂、仪器和设备等，均

可通过市场购买得到或者可通过现有方法制备得到。

[0029] 实施例1人冠状病毒HCoV‑HKU1  MNP标记组合的筛选和多重PCR扩增引物的设计

[0030] S1、人冠状病毒HCoV‑HKU1  MNP标记组合的筛选

[0031] 基于网上公开的HCoV‑229E的547个、HCoV‑HKU1的518个、HCoV‑NL63的913个、

HCoV‑OC43的1426个、MERS‑CoV的1438、SARS‑CoV‑2的40855和SARS‑CoV的44326个基因组为

参考序列，通过序列比对，和与NCBI数据库对比，获得15个HCoV‑HKU1特异的MNP标记。对于

网上不存在基因组数据的物种，也可以通过高通量测序获得待检测微生物物种代表分离株

的基因组序列信息，其中高通量测序可以是全基因组或简化基因组测序。为了保证所筛选

标记的多态性，一般使用至少10个分离株的基因组序列作为参考。

[0032] 筛选的15个MNP标记如表1及如SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.15所示：

[0033] 表1所述MNP标记以及检测引物在参考序列上的起始位置
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[0034]

[0035]

[0036] 所述步骤S1具体包括：

[0037] 选择所述人冠状病毒HCoV‑HKU1的一个或多个代表株的基因组序列作为参考基因

组，将所述基因组序列和所述参考基因组进行序列比对，获得所述人冠状病毒HCoV‑HKU1各

毒株的单核苷酸多态性标记；

[0038] 在所述参考基因组上，以100‑300bp为窗口，以1bp为步长进行窗口平移，筛选获得

多个候选MNP标记区域，其中，所述候选MNP标记区域含有≥2个所述单核苷酸变异标记，且

两端各30bp的序列上均不存在所述单核苷酸多态性标记；

[0039] 在所述候选多核苷酸多态性标记区域中筛选区分度DP≥0.2的区域作为MNP标记；

其中，DP＝d/t，t是在所述候选多核苷酸多态性标记区域中所有小种两两比较时的比较对

数，d是在所述候选多核苷酸多态性标记区域中至少两个单核苷酸多态性差异的样品对数。

[0040] 作为一种可选的实施方式，在所述参考基因组上，以100‑300bp为窗口进行筛选

时，也可选用其他步长，本实施方式采用步长为1bp，有利于全面的筛选。

[0041] S2、多重PCR扩增引物的设计

[0042] 通过引物设计软件设计所述MNP标记的多重PCR扩增引物，引物设计遵循引物间互
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不干扰，所有引物可以组合成引物池进行多重PCR扩增，即所有设计的引物可以在一个扩增

反应中均正常扩增。

[0043] S3、引物组合的检测效率评估

[0044] 使用湖北省疾控预防控制中心提供的经数字PCR定量的人冠状病毒HCoV‑HKU1 

RNA，经商业化试剂盒反转录成cDNA，加入到2ng/反应的人基因组DNA中，制备成1000拷贝/

反应的模板。使用所设计的引物组合，通过多重PCR结合二代测序的检测方法进行检测，构

建4个重复的检测文库。根据4个重复检测文库的测试结果，最终获得本发明提供的兼容性

最好的15个MNP标记及其检测引物对组合，具体如表1以及SEQ  ID  NO.1‑SEQ  ID  NO.45所示

所示。

[0045] 实施例2所述MNP标记组合和引物鉴定人冠状病毒HCoV‑HKU1的性能评估和阈值设

置

[0046] 本实施例中，将拷贝数已知的人冠状病毒HCoV‑HKU1核苷酸标准品经商业化试剂

盒反转录成cDNA后，加入到人基因组DNA中，制备成1拷贝/反应、10拷贝/反应和100拷贝/反

应的人冠状病毒HCoV‑HKU1模拟样本，同时设置的等体积的无菌水作为空白对照。本实施例

共计上述4个样本，每个样本每天构建3个重复文库，连续检测4天，即每个样本获得12组测

序数据，具体如表2所示。根据在12次重复实验中，在空白对照和人冠状病毒HCoV‑HKU1核苷

酸标准品中检出的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记的测序片段数和标记数，评估检测方法

的重现性、准确性、灵敏度，制定质控体系污染和目标病原体检出的阈值和判定标准。

[0047] MNP标记的检测流程如图3所示。

[0048] 表2人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记法的检测灵敏度、稳定性分析

[0049]

[0050] 如表2所示，在1拷贝/反应的12组数据中，能检出2‑3个MNP位点，而在空白对照中

部分也能检出1‑2个位点；在10拷贝/反应的12组数据中，能稳定的检出至少8个MNP标记，远

远的高于空白对照中检出的MNP位点数目，表明所述试剂盒能够稳定、灵敏地检测低至10拷

贝/反应的HCoV‑HKU1。

[0051] 2、MNP标记检测试剂盒检测人冠状病毒HCoV‑HKU1的重现性和准确性评估

[0052] 基于两次重复中，共同检出标记的基因型是否可重现，评估MNP标记检测方法检测

人冠状病毒HCoV‑HKU1的重现性和准确性。具体地，对100拷贝样品的12组数据分别进行两
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两比较，结果如表3所示，主基因型存在差异的MNP标记数目都为0；依据2次重复实验间可重

现的基因型认为是准确的原则，准确率a＝1‑(1‑r)/2＝0.5+0.5r，r代表重现率，即主基因

型可重现的标记数目占共有标记数目的比率。本项目重现性试验中每个样品不同文库间、

不同建库批次间MNP标记主基因型的差异对数为0，重现率r＝100％，准确率a＝100％。

[0053] 表3人冠状病毒HCoV‑HKU1MNP标记检出方法的重现性和准确率评估

[0054]

[0055] 于此，所述试剂盒能够准确灵敏地地检出低至10拷贝/反应的人冠状病毒HCoV‑

HKU1。

[0056] 1、MNP标记检测试剂盒检出人冠状病毒HCoV‑HKU1的阈值判定

[0057] 如表2所示，在1个拷贝/反应的样本中能检出比对到人冠状病毒HCoV‑HKU1的序

列，至少覆盖2个MNP标记。而在部分空白对照中也检出了人冠状病毒HCoV‑HKU1的序列。由

于MNP标记检测方法的极度灵敏，因此检测过中的数据污染容易导致假阳性的产生。因此本

实例中制定如下质控方案。

[0058] 质控方案具体如下：

[0059] 1)测序数据量大于4.5百万碱基。测算依据是每个样品检测MNP标记的数目是15

个，一条测序片段的长度是300个碱基，所以当数据量大于4.5百万碱基时，大部分样品一次

实验可以保证覆盖每个标记的测序片段数量达到1000倍，保证对每个MNP标记碱基序列的

精准分析。

[0060] 2)根据测试样品中的人冠状病毒HCoV‑HKU1的信号指数S和空白对照中人冠状病

毒HCoV‑HKU1的噪音指数P判定污染是否可接受，其中：

[0061] 空白对照噪音指数P＝nc/Nc，其中nc和Nc分别代表空白对照中，人冠状病毒HCoV‑

HKU1的测序片段的数量和总测序片段数量。

[0062] 测试样品的信号指数S＝nt/Nt，其中nt和Nt分别代表测试样品中，人冠状病毒

HCoV‑HKU1的测序片段的数量和总测序片段数量。

[0063] 3)计算测试样品中MNP标记的检出率，指的是检出标记数和总设计标记数的比值。

[0064] 如表4所示，人冠状病毒HCoV‑HKU1在空白对照中的噪音指数平均值是0.04％，而
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在1个拷贝的样品中的信号指数平均值是0.21％，1个拷贝的样品和空白对照的信噪比的平

均值是4.8，因此，本发明规定当信噪比大于5倍时，可判定检测体系中的污染是可接受的。

[0065] 如表4所示，在10个拷贝的样品和空白对照的信噪比的平均值是51.7，在10拷贝/

反应的12组数据中，能稳定的检出至少8个MNP标记，占总标记的53.3％。因此，在保证准确

性的情况下，本标准规定人冠状病毒HCoV‑HKU1的信噪比判定阈值是10，即当样品中人冠状

病毒HCoV‑HKU1的信噪比大于10，且标记检出率大于等于26.5％时，判定样本中检出了人冠

状病毒HCoV‑HKU1的核苷酸。

[0066] 表4待测样品中人冠状病毒HCoV‑HKU1的信噪比

[0067]

[0068]

[0069] 基于所设置判定阈值，本发明所提供的试剂盒能准确、灵敏的检测到低至10copy/

反应的人冠状病毒HCoV‑HKU1。

[0070] 4、MNP标记检测方法检测人冠状病毒HCoV‑HKU1的特异性评估

[0071] 人为的将人冠状病毒HCoV‑HKU1和人冠状病毒HCoV‑229E、HCoV‑NL63、HCoV‑OC43 

SARS‑CoV‑2、以及人副流感病毒、偏肺病毒、人鼻病毒、流行性腮腺炎病毒、麻疹病毒、呼吸

道合胞病毒、冠状病毒、甲型流感病毒、乙型流感病毒、丙型流感病毒、禽流感病毒和寨卡病

毒的RNA混在一起，制备混合模板，以空白模板作为对照，采用本发明所提供的试剂盒对混

合模板中的病原体进行检测，进行3个重复实验。结果在3次重复中，在混合模板中获得的测

序序列都仅能特异的比对到HCoV‑HKU1的MNP位点上，检出的MNP位点数目分别是14,14和15

个。按照所述的质控方案和阈值进行判定后，在3个重复实验中都仅能特异的检出混合模板

中的人冠状病毒，表明MNP标记和所述试剂盒在复杂模板中检测目标微生物的高特异性。

[0072] 实施例3、人冠状病毒HCoV‑HKU1感染病例个体间毒株的遗传变异检测

[0073] 利用所述的试剂盒和MNP标记组合检测方法对对收集到的一个人冠状病毒HCoV‑

HKU1毒株的6份拷贝毒株进行检测，样本依次命名为S1‑S6，每个MNP标记的测序平均覆盖倍

数达3000倍，每个毒株均可以检出全部15个MNP标记(表5)。将6个毒株的指纹图谱进行两两

比对，结果如表5所示，有1份(S‑2)和同批次一起检测的5份人冠状病毒HCoV‑HKU1均存在部

分标记的主基因型差异(表5)，存在毒株间变异。

[0074] 所述的试剂盒通过检测MNP标记鉴定毒株间遗传变异的应用可以用于监测病毒的

遗传变异，可以用于保证不同实验室相同命名人冠状病毒HCoV‑HKU1毒株的遗传一致性，从

而保证研究结果的可比较性，这对于人冠状病毒HCoV‑HKU1的防疫监测、精准治疗和科学研

究都具有重要意义。

[0075] 表5.1个冠状病毒HCoV‑HKU1毒株的6份拷贝样本的检测分析
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[0076]

[0077] 实施例4、人冠状病毒HCoV‑HKU1感染病例内部毒株的遗传变异检测

[0078] 人感染冠状病毒后，作为群体生物，人冠状病毒HCoV‑HKU1内部部分个体发生变

异，导致复合感染。当变异的个体还未累积时，只占群体的极少部分，在对群体进行分子标

记检测时，表现为低频率的主基因型外的次等位基因型。低频率的次等位基因型往往和技

术错误混在一起，导致现有技术难以区分。本发明检测的是高多态性的MNP标记，基于多个

错误同时发生的几率低于一个错误发生的几率，MNP标记的技术错误率显著低于现有的标

记，比如SNP标记。对复合感染检测的关键是判定在感染个体检测到的MNP位点的次等位基

因型的真实性。

[0079] 本实施例次等位基因型的真实性评估按如下进行：首先按照以下规则排除具有链

偏好性(在DNA双链上覆盖的测序序列数的比值)的等位基因型：链偏好性大于10倍，或者与

主等位基因型的链偏好性之差大于5倍。

[0080] 不存在链偏好性的基因型基于表6测序序列数目和比例判定其真实性。表6列出了

基于BINOM .INV函数计算在α＝99.9999％的概率保障下，emax(n＝1)和emax(n≥2)分别为

1.03％和0.0994％时，在各个标记中次等位基因型测序序列数目的临界值，只有次等位基

因型的测序序列数目超过临界值时判定为真实的次等位基因型。当存在多个候选次等位基

因时，对各候选等位基因型的P值进行多重校正，FDR<0.5％的候选等位基因判定是真实的

次等位基因型。

[0081] 表6涉及到的参数emax(n＝1)和emax(n≥2)指的是携带n个SNP的错误等位基因的测

序序列数占该标记总测序序列数的最高比例。emax(n＝1)和emax(n≥2)分别为1.03％和

0.0994％是根据在930个纯合MNP标记检测到的所有次等位基因型的频率获得。

[0082] 表6部分测序深度下进行判定次等位基因型的临界值
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[0083]

[0084]

[0085] 按照上述参数，将表5中展示的基因型存在差异的两个毒株的核苷酸按照以下8个

比例1/1000，3/1000，5/1000，7/1000，1/100，3/100，5/100，7/100混合，制备人工杂合样本，

每个样本检测3次重复，获得共计24个测序数据。通过和所述两个毒株的MNP标记的基因型

进行精准比对，在24个人工杂合样本中均检测到了存在杂合基因型的标记，说明了所开发

的人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记检测方法在检测毒株群体内部低频遗传变异的适用性。

[0086] 实施例5人冠状病毒HCoV‑HKU1  MNP指纹数据库的构建
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[0087] 利用常规CTAB法、商业化试剂盒等方法提取用于构建人冠状病毒HCoV‑HKU1DNA指

纹数据库的所有毒株或是样本的DNA，采用琼脂糖凝胶和紫外分光光度计检测DNA的质量。

[0088] 将上述6个毒株的测序数据进行序列比对后获得每个毒株每个标记的主基因型，

形成每个毒株的MNP指纹图谱，两两比对后，将和其他毒株存在至少1个主基因型差异的指

纹图谱录入数据库文件，形成人冠状病毒HCoV‑HKU1DNA指纹数据库。通过将每次新的样本

中检测获得的毒株的MNP指纹图谱同已构建的MNP指纹数据库进行比对，将主基因型存在差

异的毒株的MNP指纹图谱所构建的MNP指纹数据库，实现数据库的共建共享和随时更新。所

构建的MNP指纹数据库基于检测的毒株的基因序列，因此和所有的高通量测序数据兼容。

[0089] 实施例6、在人冠状病毒HCoV‑HKU1精细分型中的应用

[0090] 利用所述的引物组合和MNP标记组合检测方法对上述6份人冠状病毒HCoV‑HKU1毒

株进行检测，获得了每个毒株MNP指纹图谱。将每个毒株的MNP指纹图谱进行两两比对和与

构建的HCoV‑HKU1的参考序列库进行比对；HCoV‑HKU1的参考序列库由已公开的HCoV‑HKU1

的基因组序列和已构建的MNP指纹数据库构成；和参考序列库相同的，为已有的毒株，在至

少一个MNP标记存在主基因型差异的，为新的变异株，实现对人冠状病毒HCoV‑HKU1的精细

分型。对6份人冠状病毒HCoV‑HKU1样本的检测如表5所示，所检测的6份人冠状病毒HCoV‑

HKU1有1份和其他5份在5个MNP标记的主基因型存在差异。由于病毒的快速变异，可能已为

不同的变异株。因此，所述的方法对人冠状病毒HCoV‑HKU1的分辨率达到了单碱基的水平，

可以实现对样本中人冠状病毒HCoV‑HKU1的精细分型。

[0091] 最后，还需要说明的是，术语“包括”、“包含”或者其任何其他变体意在涵盖非排他

性的包含，从而使得包括一系列要素的过程、方法、物品或者设备不仅包括那些要素，而且

还包括没有明确列出的其他要素，或者是还包括为这种过程、方法、物品或者设备所固有的

要素。

[0092] 尽管已描述了本发明实施例的优选实施例，但本领域内的技术人员一旦得知了基

本创造性概念，则可对这些实施例作出另外的变更和修改。所以，所附权利要求意欲解释为

包括优选实施例以及落入本发明实施例范围的所有变更和修改。

[0093] 显然，本领域的技术人员可以对本发明实施例进行各种改动和变型而不脱离本发

明实施例的精神和范围。这样，倘若本发明实施例的这些修改和变型属于本发明实施例权

利要求及其等同技术的范围之内，则本发明实施例也意图包含这些改动和变型在内。
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[0003] <120> 一种人冠状病毒HCoV‑HKU1的MNP标记组合、引物对组合、试剂盒及应用

[0004] <130>  20210925

[0005] <160>  45

[0006] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>  1

[0008] <211>  145

[0009] <212>  DNA

[0010] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0011] <400>  1

[0012] ccaatcctgc  tgcagttgat  actaagtgtc  ttgcaagtat  agatgaagtt  agcgatgatt  60

[0013] atgttcaaga  tagtaccgtt  ttgcaggctt  tgcaaagtga  gtttgtaaat  atggctagtt  120

[0014] ttgttgaata  tgaagtcgca  aagaa  145

[0015] <210>  2

[0016] <211>  134

[0017] <212>  DNA

[0018] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0019] <400>  2

[0020] cgtttgtaat  gcacctaact  gtgatgtgag  tgatgtcacc  aaattatatt  tgggcggtat  60

[0021] gtcttactat  tgtgaaaacc  ataaacccca  ttattcattt  aagttagtta  tgaatggtat  120

[0022] ggtctttggt  ttgt  134

[0023] <210>  3

[0024] <211>  149

[0025] <212>  DNA

[0026] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0027] <400>  3

[0028] tgagttacct  caattgtatg  gtttgtgtat  aacacctaat  gtatgttttg  ttaaaggtga  60

[0029] tattataaat  gttgctagac  ttgttaaagc  tgatgttatt  gttaatcctg  ctaatgggca  120

[0030] tatgctccat  ggtggtggag  ttgcaaaag  149

[0031] <210>  4

[0032] <211>  147

[0033] <212>  DNA

[0034] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0035] <400>  4

[0036] tacagaatgg  tgctaagcat  gtacagggta  atgttgctaa  ggcagctaat  atttcttgta  60

[0037] tatggtttat  tgatgctttt  aatcaactta  ctgctgattt  acagcataaa  ttaaaaaaag  120

[0038] catgtgttaa  aactggcttg  aagttaa  147
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[0039] <210>  5

[0040] <211>  143

[0041] <212>  DNA

[0042] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0043] <400>  5

[0044] cctcctacag  catctgtttc  tacatctttt  ttgcaatcag  gtattgtaaa  gatggtatct  60

[0045] cctacgtcaa  aaattgaacc  ttgtattgtt  agtgttactt  atggtagtat  gactttgaat  120

[0046] ggtttatggt  tagatgacaa  agt  143

[0047] <210>  6

[0048] <211>  150

[0049] <212>  DNA

[0050] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0051] <400>  6

[0052] atttatggac  gtttggagac  ctagctacac  acattctctt  gttattagag  aatttggtgt  60

[0053] tacaaacctt  gaagatttgt  gtctaaagta  taattactgt  caacctattg  ttggttactg  120

[0054] tattgtacct  ttaaatgttt  ggtgtcgcaa  150

[0055] <210>  7

[0056] <211>  145

[0057] <212>  DNA

[0058] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0059] <400>  7

[0060] aggtcatttt  aaatttgatg  aaccatcaga  tgctactgat  tttattcgtg  ttgttttgaa  60

[0061] acaagctgat  ttatcaggtg  caatttgtga  attagaactt  atttgtgatt  gtggtattaa  120

[0062] acaagaaagt  cgtgttggtg  ttgat  145

[0063] <210>  8

[0064] <211>  149

[0065] <212>  DNA

[0066] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0067] <400>  8

[0068] ggcttattaa  tggtcgttta  actgctttaa  atgcttatgt  ctctcaacag  cttagtgata  60

[0069] tttctcttgt  aaaatttggt  gctgctttag  ctatggagaa  ggttaatgag  tgtgttaaaa  120

[0070] gtcaatctcc  tcgtattaat  ttttgtggt  149

[0071] <210>  9

[0072] <211>  150

[0073] <212>  DNA

[0074] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0075] <400>  9

[0076] caccacagtt  cctcgcataa  gtgagtatgt  tgtggatgtt  tcttatggtt  tgggtacata  60

[0077] ttatatactt  gatcgtgttt  atttaaatac  tactatatta  tttactggtt  atttccctaa  120
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[0078] atctggtgcc  aattttaggg  atctatcttt  150

[0079] <210>  10

[0080] <211>  149

[0081] <212>  DNA

[0082] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0083] <400>  10

[0084] ggcaagtatg  atattaacca  cggtgatagt  ggttttattt  ctattttatc  tggtctttta  60

[0085] tataatgttt  cttgtatttc  atattatggt  gtatttttat  atgataattt  tacatccatt  120

[0086] tggccctatt  attcttttgg  taggtgtcc  149

[0087] <210>  11

[0088] <211>  149

[0089] <212>  DNA

[0090] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0091] <400>  11

[0092] tggataaagg  ctacttttgg  tttggttaca  atttgtgatt  tttattctaa  gttaggtgta  60

[0093] ggttttacaa  gtcatttttg  taatggtagt  tttatatgtg  aattgtgtca  ttctggtttt  120

[0094] gatatgttgg  atacatatgc  agctataga  149

[0095] <210>  12

[0096] <211>  132

[0097] <212>  DNA

[0098] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0099] <400>  12

[0100] agtgttttgt  ctgttgattc  tgtatctgag  gagtcacaag  gtaatgtggt  tacttctgtt  60

[0101] atggaatcgc  agattagtac  taaagaggtt  aagttaaagg  gtgttagaaa  gactgttaaa  120

[0102] atagaagatg  ct  132

[0103] <210>  13

[0104] <211>  149

[0105] <212>  DNA

[0106] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0107] <400>  13

[0108] agatgattat  tctttggctt  atgtggccat  tgactatcac  cttgactata  tttaattgtt  60

[0109] tttatgcttt  gaataatgct  tttcttgcat  tttctatagt  gtttactatt  atttctattg  120

[0110] ttatatggat  tctttatttt  gttaatagt  149

[0111] <210>  14

[0112] <211>  150

[0113] <212>  DNA

[0114] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0115] <400>  14

[0116] gcagattgtc  ttcaagctta  tggtcattat  tctttgcaag  atatgagaca  aaagcagtct  60
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[0117] gtatggcttg  ccaattgtga  ctttgatatt  gtagtggctt  ggcatgtagt  tcgtgattca  120

[0118] cgatttgtta  tgcgcctgca  gactatagct  150

[0119] <210>  15

[0120] <211>  136

[0121] <212>  DNA

[0122] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0123] <400>  15

[0124] ttctgacgtt  tatcaacaat  tggctggtgt  taaattgcaa  tctaaaacaa  aaagatttat  60

[0125] taaagaaaca  atttattgga  ttttgatatc  tacatttttg  tttagttgta  taatttctgc  120

[0126] atttgttaaa  tggact  136

[0127] <210>  16

[0128] <211>  25

[0129] <212>  DNA

[0130] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0131] <400>  16

[0132] ccaatcctgc  tgcagttgat  actaa  25

[0133] <210>  17

[0134] <211>  25

[0135] <212>  DNA

[0136] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0137] <400>  17

[0138] cgtttgtaat  gcacctaact  gtgat  25

[0139] <210>  18

[0140] <211>  25

[0141] <212>  DNA

[0142] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0143] <400>  18

[0144] tgagttacct  caattgtatg  gtttg  25

[0145] <210>  19

[0146] <211>  25

[0147] <212>  DNA

[0148] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0149] <400>  19

[0150] tacagaatgg  tgctaagcat  gtaca  25

[0151] <210>  20

[0152] <211>  25

[0153] <212>  DNA

[0154] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0155] <400>  20
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[0156] cctcctacag  catctgtttc  tacat  25

[0157] <210>  21

[0158] <211>  25

[0159] <212>  DNA

[0160] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0161] <400>  21

[0162] atttatggac  gtttggagac  ctagc  25

[0163] <210>  22

[0164] <211>  27

[0165] <212>  DNA

[0166] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0167] <400>  22

[0168] aggtcatttt  aaatttgatg  aaccatc  27

[0169] <210>  23

[0170] <211>  25

[0171] <212>  DNA

[0172] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0173] <400>  23

[0174] ggcttattaa  tggtcgttta  actgc  25

[0175] <210>  24

[0176] <211>  21

[0177] <212>  DNA

[0178] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0179] <400>  24

[0180] caccacagtt  cctcgcataa  g  21

[0181] <210>  25

[0182] <211>  25

[0183] <212>  DNA

[0184] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0185] <400>  25

[0186] ggcaagtatg  atattaacca  cggtg  25

[0187] <210>  26

[0188] <211>  25

[0189] <212>  DNA

[0190] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0191] <400>  26

[0192] tggataaagg  ctacttttgg  tttgg  25

[0193] <210>  27

[0194] <211>  25
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[0195] <212>  DNA

[0196] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0197] <400>  27

[0198] agtgttttgt  ctgttgattc  tgtat  25

[0199] <210>  28

[0200] <211>  26

[0201] <212>  DNA

[0202] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0203] <400>  28

[0204] agatgattat  tctttggctt  atgtgg  26

[0205] <210>  29

[0206] <211>  25

[0207] <212>  DNA

[0208] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0209] <400>  29

[0210] gcagattgtc  ttcaagctta  tggtc  25

[0211] <210>  30

[0212] <211>  25

[0213] <212>  DNA

[0214] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0215] <400>  30

[0216] ttctgacgtt  tatcaacaat  tggct  25

[0217] <210>  31

[0218] <211>  26

[0219] <212>  DNA

[0220] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0221] <400>  31

[0222] ttctttgcga  cttcatattc  aacaaa  26

[0223] <210>  32

[0224] <211>  25

[0225] <212>  DNA

[0226] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0227] <400>  32

[0228] acaaaccaaa  gaccatacca  ttcat  25

[0229] <210>  33

[0230] <211>  22

[0231] <212>  DNA

[0232] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0233] <400>  33
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[0234] cttttgcaac  tccaccacca  tg  22

[0235] <210>  34

[0236] <211>  25

[0237] <212>  DNA

[0238] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0239] <400>  34

[0240] ttaacttcaa  gccagtttta  acaca  25

[0241] <210>  35

[0242] <211>  28

[0243] <212>  DNA

[0244] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0245] <400>  35

[0246] actttgtcat  ctaaccataa  accattca  28

[0247] <210>  36

[0248] <211>  24

[0249] <212>  DNA

[0250] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0251] <400>  36

[0252] ttgcgacacc  aaacatttaa  aggt  24

[0253] <210>  37

[0254] <211>  24

[0255] <212>  DNA

[0256] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0257] <400>  37

[0258] atcaacacca  acacgacttt  cttg  24

[0259] <210>  38

[0260] <211>  26

[0261] <212>  DNA

[0262] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0263] <400>  38

[0264] ccacaaaaat  taatacgagg  agattg  26

[0265] <210>  39

[0266] <211>  25

[0267] <212>  DNA

[0268] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0269] <400>  39

[0270] aaagatagat  ccctaaaatt  ggcac  25

[0271] <210>  40

[0272] <211>  26
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[0273] <212>  DNA

[0274] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0275] <400>  40

[0276] ggacacctac  caaaagaata  ataggg  26

[0277] <210>  41

[0278] <211>  25

[0279] <212>  DNA

[0280] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0281] <400>  41

[0282] tctatagctg  catatgtatc  caaca  25

[0283] <210>  42

[0284] <211>  27

[0285] <212>  DNA

[0286] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0287] <400>  42

[0288] agcatcttct  attttaacag  tctttct  27

[0289] <210>  43

[0290] <211>  36

[0291] <212>  DNA

[0292] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0293] <400>  43

[0294] actattaaca  aaataaagaa  tccatataac  aataga  36

[0295] <210>  44

[0296] <211>  19

[0297] <212>  DNA

[0298] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0299] <400>  44

[0300] agctatagtc  tgcaggcgc  19

[0301] <210>  45

[0302] <211>  29

[0303] <212>  DNA

[0304] <213> 人工序列(Artificial  Sequence)

[0305] <400>  45

[0306] agtccattta  acaaatgcag  aaattatac  29
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