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1.一种检测个体的冠状病毒感染的方法，所述方法包括：

(a)提供来自所述个体的生物样品，其中所述生物样品包含冠状病毒合成RNA，其中所

述冠状病毒合成RNA的序列与天然存在的冠状病毒核酸序列不同；

(b)裂解所述生物样品，从而产生裂解的生物样品；

(c)对所述裂解的生物样品进行逆转录反应，以获得裂解的逆转录生物样品；

(d)对所述裂解的逆转录生物样品进行扩增反应，以获得扩增的生物样品，其中对所述

裂解的逆转录生物样品的所述扩增反应采用对冠状病毒核酸序列具有特异性的冠状病毒

引物集进行，其中所述冠状病毒引物集扩增所述冠状病毒核酸序列和所述冠状病毒合成

RNA；以及

(e)使用下一代测序对所述扩增的生物样品进行测序。

2.根据权利要求1所述的方法，其还包括如果检测到来自所述冠状病毒核酸序列的序

列读段，则提供针对冠状病毒感染的阳性诊断。

3.根据权利要求1或2所述的方法，其中所述冠状病毒感染是SARS‑Cov‑2感染。

4.根据权利要求2或3所述的方法，其中如果来自所述冠状病毒核酸序列的所述序列读

段与所述冠状病毒核酸RNA的序列读段的比率或其数学等同形式超过约0.1的比率，则提供

针对所述冠状病毒感染或SARS‑Cov‑2感染的所述阳性诊断。

5.根据权利要求2至4中任一项所述的方法，其中如果来自所述冠状病毒核酸的所述序

列读段和冠状病毒合成RNA的所述序列读段超过约100，则提供针对冠状病毒感染的所述阳

性诊断。

6.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其中在进行所述逆转录反应之前未对所述

裂解的生物样品进行分离和纯化。

7.根据权利要求1至5中任一项所述的方法，其中裂解所述生物样品和对所述裂解的生

物样品进行所述逆转录反应在同一孔、管或反应容器中发生。

8.根据权利要求1至7中任一项所述的方法，其中裂解所述生物样品包括热裂解。

9.根据权利要求8所述的方法，其中所述热裂解包括将所述生物样品加热至至少约50

℃的温度。

10.根据权利要求1至9中任一项所述的方法，其中来自所述个体的所述生物样品包含

多个冠状病毒合成RNA序列，其中所述多个冠状病毒合成RNA序列包含至少两个不同的合成

冠状病毒RNA序列。

11.根据权利要求10所述的方法，其中所述多个合成冠状病毒RNA序列包含至少四个不

同的合成冠状病毒RNA核酸序列。

12.根据权利要求1至11中任一项所述的方法，其中所述合成RNA核酸或所述多个合成

核酸包含约20％至约30％的量的鸟嘌呤核苷酸、约20％至约30％的量的腺嘌呤核苷酸、约

20％至约30％的量的胞嘧啶核苷酸、约20％至约30％的量的尿嘧啶核苷酸。

13.根据权利要求1至11中任一项所述的方法，其中所述合成冠状病毒RNA核酸或所述

多个合成冠状病毒RNA核酸包含大约等比率的鸟嘌呤：胞嘧啶：腺嘌呤：尿嘧啶。

14.根据权利要求1至13中任一项所述的方法，其中所述合成冠状病毒RNA核酸或所述

多个合成冠状病毒RNA核酸包含合成SARS‑Cov‑2  RNA核酸或多个合成SARS‑Cov‑2  RNA核

酸。
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15.根据权利要求1至14中任一项所述的方法，其中所述方法还包括检测甲型流感病毒

感染、乙型流感病毒感染或其组合。

16.根据权利要求1至15中任一项所述的方法，其中对所述裂解的生物样品的所述扩增

反应采用对甲型流感病毒核酸序列具有特异性的甲型流感病毒引物集或对乙型流感病毒

核酸序列具有特异性的乙型流感病毒引物集进行。

17.根据权利要求16所述的方法，其中对所述甲型流感病毒核酸序列具有特异性的所

述甲型流感病毒引物集包含SEQ  ID  NO:24或25和SEQ  ID  NO:26，或SEQ  ID  NO:27和SEQ  ID 

NO:28中所示的序列。

18.根据权利要求16所述的方法，其中对所述乙型流感病毒核酸序列具有特异性的所

述乙型流感病毒引物集包含SEQ  ID  NO:29或30中所示的序列。

19.根据权利要求1至18中任一项所述的方法，其中对所述裂解的生物样品的所述扩增

反应采用对甲型流感病毒核酸序列具有特异性的甲型流感病毒引物集和对乙型流感病毒

核酸序列具有特异性的乙型流感病毒引物集进行。

20.根据权利要求1至19中任一项所述的方法，其中来自所述个体的所述生物样品还包

含甲型流感病毒合成RNA、乙型流感病毒合成RNA或其组合，其中所述甲型流感病毒合成

RNA、所述乙型流感病毒合成RNA或所述其组合与天然存在的甲型流感病毒或乙型流感病毒

核酸序列不同。

21.根据权利要求1至20中任一项所述的方法，其还包括如果来自甲型流感病毒的序列

读段与所述甲型流感病毒合成RNA的序列读段的比率或其数学等同形式超过约0.1的比率，

则提供针对甲型流感感染的阳性诊断。

22.根据权利要求1至21中任一项所述的方法，其还包括如果来自甲型流感病毒的序列

读段与所述乙型流感病毒合成RNA的序列读段的比率或其数学等同形式超过约0.1的比率，

则提供针对乙型流感感染的阳性诊断。

23.根据权利要求1至22中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒核酸序列是N1序列、

S2序列或其组合。

24.根据权利要求1至23中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒核酸序列是SARS‑

Cov‑2  N1序列、SARS‑Cov‑2  S2序列或其组合。

25.根据权利要求1至24中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒引物集包含SEQ  ID 

NO:13和SEQ  ID  NO:14，或SEQ  ID  NO:18和SEQ  ID  NO:19中所示的序列。

26.根据权利要求1至24中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒引物集包含SEQ  ID 

NO:20和SEQ  ID  NO:21，或SEQ  ID  NO:22和SEQ  ID  NO:23中所示的序列。

27.根据权利要求1至26中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒引物集以约50纳摩尔

至约250纳摩尔的浓度存在。

28.根据权利要求1至26中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒引物集以约100纳摩

尔的浓度存在。

29.根据权利要求16至28中任一项所述的方法，其中所述甲型流感病毒核酸序列是甲

型流感病毒基质序列、甲型流感病毒非结构蛋白1序列、甲型流感病毒血凝素序列、甲型流

感病毒神经氨酸酶序列、甲型流感病毒核蛋白序列及其组合。

30.根据权利要求16至29中任一项所述的方法，其中所述乙型流感病毒核酸序列是乙
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型流感病毒基质序列、乙型流感病毒非结构蛋白1序列、乙型流感病毒血凝素序列、乙型流

感病毒神经氨酸酶序列、乙型流感病毒核蛋白序列及其组合。

31.根据权利要求1至30中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒引物集、所述甲型流

感病毒引物集或所述乙型流感病毒引物集中的任一种或多种包含允许样品复用的一个或

多个索引序列。

32.根据权利要求1至31中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒合成RNA包含与SEQ 

ID  NO:1至12的任一个中所示的序列中的任一个或多个具有至少约90％同源性的核酸序

列。

33.根据权利要求32所述的方法，其中所述冠状病毒合成RNA包含与SEQ  ID  NO:1至12

的任一个中所示的序列中的任一个或多个具有至少约90％同源性的多个不同核酸序列。

34.根据权利要求20至33中任一项所述的方法，其中所述甲型流感病毒合成RNA包含与

SEQ  ID  NO:31或32的任一个中所示的序列中的任一个或多个具有至少约90％同源性的RNA

序列。

35.根据权利要求20至34中任一项所述的方法，其中所述乙型流感病毒合成RNA包含与

SEQ  ID  NO:33中所示的序列具有至少约90％同源性的RNA序列。

36.根据权利要求1至35中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒合成RNA包含与SEQ 

ID  NO:1至4中所示的四个序列具有至少约90％同源性的多个四个不同核酸序列。

37.根据权利要求1至36中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒合成RNA、所述甲型流

感病毒合成RNA或所述乙型流感病毒合成RNA以约10个拷贝/反应至约500个拷贝/反应的浓

度存在。

38.根据权利要求37所述的方法，其中所述冠状病毒合成RNA以约10个拷贝/反应至约

500个拷贝/反应的浓度存在。

39.根据权利要求1至36中任一项所述的方法，其中所述冠状病毒合成RNA、所述甲型流

感病毒合成RNA或所述乙型流感病毒合成RNA以约200个拷贝/反应的浓度存在。

40.根据权利要求39所述的方法，其中所述冠状病毒合成RNA以约200个拷贝/反应的浓

度存在。

41.根据权利要求1至40中任一项所述的方法，其中所述生物样品包括鼻拭子或唾液样

品。

42.根据权利要求41所述的方法，其中所述生物样品包含所述个体的少于约10微升唾

液或已用所述个体的鼻拭子接种的少于约10微升缓冲液。

43.根据权利要求1至42中任一项所述的方法，其中所述生物样品包含已用鼻拭子接种

的少于约10微升缓冲液。

44.根据权利要求1至43中任一项所述的方法，其中对所述裂解的生物样品的所述扩增

反应采用对样品对照具有特异性的引物对进行。

45.根据权利要求44所述的方法，其中所述样品对照是持家基因。

46.根据权利要求44所述的方法，其中对所述样品对照具有特异性的所述引物对对

RPP30具有特异性。

47.根据权利要求46所述的方法，对所述样品对照具有特异性的所述引物对包含SEQ 

ID  NO:15或16和SEQ  ID  NO:17中所示的序列。
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48.一种合成核酸，其包含：

5'近端区，所述5'近端区包含来自病毒的第一核苷酸序列：

3'近端区，所述3'近端区包含来自所述病毒的第二核苷酸序列；和

间插核苷酸序列，其中所述间插核苷酸序列包含百分比为约20％至约30％的鸟嘌呤核

苷酸、量为约20％至约30％的腺嘌呤核苷酸、量为约20％至约30％的胞嘧啶核苷酸、量为约

20％至约30％的尿嘧啶或胸苷核苷酸，并且所述间插序列不同于所述病毒的天然存在的序

列。

49.根据权利要求48所述的合成核酸，其中所述合成核酸包含DNA。

50.根据权利要求49所述的合成核酸，其中所述合成核酸由DNA组成。

51.根据权利要求48所述的合成核酸，其中所述合成核酸包含RNA。

52.根据权利要求51所述的合成核酸，其中所述合成核酸由RNA组成。

53.根据权利要求48或52中任一项所述的方法，其中所述病毒是甲型流感病毒、乙型流

感病毒或冠状病毒。

54.根据权利要求48或52中任一项所述的合成核酸，其中所述病毒是冠状病毒。

55.根据权利要求54所述的合成核酸，其中所述冠状病毒是SARS‑Cov‑2。

56.根据权利要求48或55中任一项所述的合成核酸，其中所述间插核苷酸序列核酸包

含大约等比率的鸟嘌呤核苷酸：胞嘧啶核苷酸：腺嘌呤核苷酸：尿嘧啶或胸苷核苷酸。

57.根据权利要求48至56中任一项所述的合成核酸，其中所述3'近端区和所述5'近端

区包含与冠状病毒S2基因序列具有至少90％同源性的核苷酸序列。

58.根据权利要求48至56中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近端区和所述3'近端

区包含与冠状病毒S2基因序列具有至少95％同源性的核苷酸序列。

59.根据权利要求48至56中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近端区和所述3'近端

区包含与冠状病毒S2基因序列相同的核苷酸序列。

60.根据权利要求48至56中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近端区和所述3'近端

区包含与冠状病毒N1基因序列具有至少90％同源性的核苷酸序列。

61.根据权利要求48至56中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近端区和所述3'近端

区包含与冠状病毒N1基因序列具有至少95％同源性的核苷酸序列。

62.根据权利要求48至56中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近端区和所述3'近端

区包含与冠状病毒N1基因序列相同的核苷酸序列。

63.根据权利要求57至62中任一项所述的合成核酸，其中所述冠状病毒N1基因序列或

所述冠状病毒S2基因序列是SARS‑CoV‑2基因序列。

64.根据权利要求46至63中任一项所述的合成核酸，其中所述序列核酸包含与SEQ  ID 

NO:1至12的任一个中所示的任一个或多个序列具有至少90％同源性的序列。

65.根据权利要求46或63中任一项所述的合成核酸，其中所述序列核酸包含与SEQ  ID 

NO:1至12的任一个中所示的任一个或多个序列具有至少95％同源性的序列。

66.根据权利要求46或63中任一项所述的合成核酸，其中所述序列核酸包含与SEQ  ID 

NO:1至12的任一个中所示的任一个或多个序列相同的序列。

67.根据权利要求46至66中任一项所述的多个合成核酸，其中所述多个合成核酸包括

包含至少两个不同核苷酸序列的合成核酸。
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68.根据权利要求67中任一项所述的多个合成核酸，其中所述多个合成核酸包括包含

至少两个不同核苷酸序列的合成核酸。

69.根据权利要求67中任一项所述的多个合成核酸，其中所述多个合成核酸包括至少

四个不同核苷酸序列。

70.根据权利要求69所述的多个合成核酸，其中所述四个不同核苷酸序列是SEQ  ID 

NO:1至4中所示的那些。

71.根据权利要求69所述的多个合成核酸，其中所述四个不同核苷酸序列选自SEQ  ID 

NO:5至12中所示的那些。

72.一种反应混合物，其用于确定生物样品中是否存在病毒核酸，所述反应混合物包含

根据权利要求48至66中任一项所述的合成核酸或根据权利要求67至71中任一项所述的多

个合成核酸、所述生物样品的至少一部分和足以在所述病毒核酸存在时扩增所述生物样品

中的所述病毒核酸的一种或多种酶或试剂。

73.根据权利要求72所述的反应混合物，其中所述生物样品是人生物样品。

74.根据权利要求72或73所述的反应混合物，其中所述生物样品包括唾液、口腔拭子、

鼻咽拭子或中鼻甲拭子。

75.根据权利要求72或73所述的反应混合物，其中所述生物样品包括唾液或鼻咽拭子。

76.根据权利要求72至75中任一项所述的反应混合物，其中所述病毒核酸是甲型流感

病毒、乙型流感病毒或冠状病毒核酸。

77.根据权利要求76所述的反应混合物，其中所述冠状病毒核酸是Sars‑Cov‑2核酸。

78.根据权利要求72至77中任一项所述的反应混合物，其中所述一种或多种试剂选自

逆转录酶、dNTP、对所述病毒核苷酸序列具有特异性的引物对、对样品对照核苷酸序列具有

特异性的引物对、镁盐及其组合。

79.根据权利要求78所述的反应混合物，其中对所述样品对照核苷酸序列具有特异性

的所述引物对对人核苷酸序列具有特异性。

80.根据权利要求78或79所述的反应混合物，其中对所述样品对照核苷酸序列具有特

异性的所述引物对对持家基因具有特异性。

81.根据权利要求80所述的反应混合物，其中对所述样品对照具有特异性的所述引物

对对RPP30具有特异性。

82.根据权利要求81所述的反应混合物，其中对所述样品对照具有特异性的所述引物

对包含SEQ  ID  NO:15或16和SEQ  ID  NO:17中所示的序列。

83.根据权利要求78至82中任一项所述的反应混合物，其中对所述病毒核苷酸序列具

有特异性的所述引物对对甲型流感病毒核苷酸序列、乙型流感病毒核苷酸序列和冠状病毒

核苷酸序列具有特异性。

84.根据权利要求83所述的反应混合物，其中对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所

述引物对对冠状病毒S1或N2序列具有特异性。

85.根据权利要求78或84中任一项所述的反应混合物，其中所述冠状病毒S1或N2序列

是冠状病毒S1或N2核酸序列。

86.根据权利要求78至85中任一项所述的反应混合物，其中对所述病毒核苷酸序列具

有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ 
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ID  NO:13至30或100至605中的任一个中所示的序列。

87.根据权利要求78至85中任一项所述的反应混合物，其中对所述病毒核苷酸序列具

有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ 

ID  NO:13和SEQ  ID  NO:14；SEQ  ID  NO:18和SEQ  ID  NO:19；SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21；

SEQ  ID  NO:24或25和SEQ  ID  NO:26；SEQ  ID  NO:29和SEQ  IDNO:30中所示的序列。

88.根据权利要求78至87中任一项所述的反应混合物，其中对所述病毒核苷酸序列具

有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对以约50微

摩尔至约250微摩尔的浓度存在。

89.根据权利要求78至88中任一项所述的反应混合物，其中对所述病毒核苷酸序列具

有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对以约100微

摩尔的浓度存在。

90.根据权利要求78至88中任一项所述的反应混合物，其中对所述病毒核苷酸序列具

有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对以约200微

摩尔的浓度存在。

91.根据权利要求72至90中任一项所述的反应混合物，其中所述冠状病毒合成RNA以约

10个拷贝/反应至约500个拷贝/反应混合物的浓度存在。

92.根据权利要求72至90中任一项所述的反应混合物，其中所述冠状病毒合成RNA以约

200个拷贝/反应混合物的浓度存在。

93.根据权利要求72至92中任一项所述的反应混合物，其中所述反应混合物的体积为

约10微升至约100微升。

94.根据权利要求72至92中任一项所述的反应混合物，其中所述反应混合物的体积为

约20微升。

95.一种试剂盒，其用于确定生物样品中是否存在病毒核酸，所述试剂盒包括根据权利

要求46至66中任一项所述的合成核酸或根据权利要求67至71中任一项所述的多个合成核

酸和足以扩增来自所述生物样品的所述病毒核酸的一种或多种酶或试剂。

96.根据权利要求95所述的试剂盒，其中所述病毒核酸是甲型流感病毒、乙型流感病毒

或冠状病毒核酸。

97.根据权利要求95或96所述的试剂盒，其中所述冠状病毒核酸是冠状病毒核酸。

98.根据权利要求95至97中任一项所述的试剂盒，其中所述一种或多种试剂选自逆转

录酶、dNTP、对所述病毒核苷酸序列具有特异性的引物对、对样品对照核苷酸序列具有特异

性的引物对、镁盐及其组合。

99.根据权利要求98所述的试剂盒，其中对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所

述引物对对人核苷酸序列具有特异性。

100.根据权利要求98或99所述的试剂盒，其中对所述样品对照核苷酸序列具有特异性

的所述引物对对持家基因具有特异性。

101.根据权利要求100所述的试剂盒，其中对所述样品对照具有特异性的所述引物对

对RPP30具有特异性。

102.根据权利要求101所述的试剂盒，其中对所述样品对照具有特异性的所述引物对

包含SEQ  ID  NO:15或16和SEQ  ID  NO:17中所示的序列。
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103.根据权利要求98至102中任一项所述的试剂盒，其中对所述病毒核苷酸序列具有

特异性的所述引物对对甲型流感病毒核苷酸序列、乙型流感病毒核苷酸序列和冠状病毒核

苷酸序列具有特异性。

104.根据权利要求103所述的试剂盒，其中对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述

引物对对冠状病毒S1或N2序列具有特异性。

105.根据权利要求103或104中任一项所述的试剂盒，其中所述冠状病毒S1或N2序列是

冠状病毒S1或N2核酸序列。

106.根据权利要求98至105中任一项所述的试剂盒，其中对所述病毒核苷酸序列具有

特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID 

NO:13至30或100至605中的任一个中所示的序列。

107.根据权利要求98至105中任一项所述的试剂盒，其中对所述病毒核苷酸序列具有

特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID 

NO:13和SEQ  ID  NO:14；SEQ  ID  NO:18和SEQ  ID  NO:19；SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21；SEQ 

ID  NO:24或25和SEQ  ID  NO:26；SEQ  ID  NO:29和SEQ  IDNO:30中所示的序列。
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病原体诊断测试

相关申请的交叉引用

[0001] 本申请要求2020年4月6日提交的美国临时申请序列号63/005,996；2020年8月6日

提交的美国临时申请序列号63/062,406；2021年1月12日提交的美国临时申请序列号63/

136,449；2021年2月26日提交的美国临时申请序列号63/154,571的权益，所述临时申请以

引用的方式整体并入本文。

背景技术

[0002] 发明人和申请人期望按照2020年3月31日的Covid开放承诺书(Open  Covid 

Pledge)，将本文所述的某些主题免费许可给推进结束COVID‑19大流行的共同事业的实体。

[0003] 病毒性疾病及其爆发已经困扰了人类数千年。鉴定、监测和指导对病毒性疾病的

应答的一个重要部分是有效且准确地测试个体的病毒感染的能力。新型冠状病毒SARS‑

Cov‑2导致COVID‑19。存在对快速、灵敏且具有成本效益的测试的需求。

发明内容

[0004] 本文描述了一种诊断病原体感染的个体的方法。所述方法使用PCR和测序来实现

高度特异性且灵敏地检测生物样品的病毒基因组。本文所述的允许此类检测的方法的特征

包括：1)直接在裂解剂中或在裂解条件后进行逆转录和/或扩增，无需纯化或分离；2)存在

合成核酸，合成核酸能够通过靶向感兴趣的病毒序列但包含不同的可区分间插序列的寡核

苷酸引物来扩增，加标至逆转录扩增混合物中；并且允许更准确的定量和更低的检测阈值；

3)允许通过下一代测序来复用的索引。在某些实施方案中，病原体是病毒感染(例如，SARS‑

CoV‑2)。本文的方法还可以被复用，以允许检测多于一种病毒病原体(例如，SARS‑CoV‑2和

甲型流感病毒或乙型流感病毒或两者)。

[0005] 在一个方面中，本文描述了一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括：a)

提供来自所述个体的生物样品；a)将来自所述个体的所述生物样品与裂解剂接触，以获得

裂解的生物样品；b)对所述裂解的生物样品进行聚合酶链反应(PCR)，以获得PCR扩增的裂

解的生物样品，其中对所述裂解的生物样品的所述PCR反应用第一PCR引物集进行，其中所

述第一PCR引物集扩增病原体核酸序列；c)使用下一代测序对所述PCR扩增的裂解的生物样

品进行测序；以及d)如果通过所述PCR或通过所述测序检测到病原体序列，则提供针对所述

病原体感染的阳性诊断，或者如果通过所述PCR或通过所述测序未检测到病原体序列，则提

供针对所述个体的阴性诊断。在某些实施方案中，所述个体是人类个体。在某些实施方案

中，所述病原体感染包括细菌感染、病毒感染、真菌感染及其组合。在某些实施方案中，所述

细菌感染是链球菌属(Streptococcus)、假单胞菌属(Pseudomonas)、志贺氏菌属

(Shigella)、弯曲菌属(Campylobacter)、沙门氏菌属(Salmonella)、梭菌属(Clostridium)

或埃希氏菌属(Escherichia)及其组合的感染。在某些实施方案中，所述真菌感染是念珠菌

属(Candida)、芽生菌属(Blastomyces)、隐球菌属(Cryptococcus)、球孢子菌属

(Coccidoides)、组织胞浆菌属(Histoplasma)、副球孢子菌属(Paracoccidioides)、孢子丝
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菌属(Sporothrix)或肺囊虫属(Pneumocystis)及其组合的感染。在某些实施方案中，病毒

感染是DNA病毒的感染。在某些实施方案中，所述DNA病毒包括甲型肝炎病毒、乙型肝炎病

毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒(Epstein‑Barr  virus)、水痘病毒或天花病毒及其

组合。在某些实施方案中，所述病毒感染是RNA病毒的感染。在某些实施方案中，所述RNA病

毒包括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或正粘病

毒。在某些实施方案中，所述病毒感染是冠状病毒感染。在某些实施方案中，所述冠状病毒

感染是SARS‑COV‑2感染。在某些实施方案中，来自所述个体的所述生物样品来自血液样品、

血浆样品、血清样品、口腔拭子、尿液样品、精液样品、阴道拭子、粪便样品、鼻咽拭子、中鼻

甲拭子或其任何组合。在某些实施方案中，来自所述个体的所述生物样品来自鼻咽拭子、中

鼻甲拭子或其任何组合。在某些实施方案中，所述方法包括向所述裂解剂或所述裂解的生

物样品中添加合成核酸。在某些实施方案中，所述合成核酸是RNA。在某些实施方案中，所述

合成核酸是DNA。在某些实施方案中，所述合成核酸包含被配置成由所述第一PCR引物集结

合的序列集。在某些实施方案中，所述第一引物集扩增所述病原体核酸序列和所述合成核

酸。在某些实施方案中，所述合成核酸序列包含与所述病原体核酸序列不相同的核苷酸序

列。在某些实施方案中，所述方法包括对所述裂解的生物样品执行逆转录反应。在某些实施

方案中，所述逆转录反应在所述执行所述聚合酶链反应之前执行。在某些实施方案中，所述

逆转录反应在没有进一步纯化所述裂解的生物样品的情况下执行。在某些实施方案中，对

所述裂解的生物样品的所述逆转录反应产生病毒cDNA。在某些实施方案中，所述病毒cDNA

是冠状病毒cDNA。在某些实施方案中，所述冠状病毒cDNA是SARS‑COV‑2  cDNA。在某些实施

方案中，所述逆转录反应和所述PCR是单步骤反应。在某些实施方案中，所述PCR是终点分

析。在某些实施方案中，所述PCR不是实时PCR反应。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集

扩增冠状病毒核酸序列。在某些实施方案中，所述冠状病毒核酸序列是SARS‑COV‑2核酸序

列。在某些实施方案中，所述SARS‑COV‑2核酸序列包含N1或S2基因。在某些实施方案中，所

述方法包括第二引物集。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集扩增人核酸序列。在某些

实施方案中，所述第二PCR引物集扩增选自以下的人核酸序列：GAPDH、ACTB、RPP30及其组

合。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集扩增人RPP30。在某些实施方案中，所述第二PCR

引物集包含具有测序衔接子序列的引物和不具有测序衔接子序列的引物的混合物。在某些

实施方案中，具有测序衔接子序列的引物与不具有测序衔接子序列的引物的比率是约1:1、

约1:2、约1:3或约1:4。在某些实施方案中，所述PCR包括30至45个扩增循环。在某些实施方

案中，所述PCR包括35至45个扩增循环。在某些实施方案中，所述PCR包括39至42个扩增循

环。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集、所述第二PCR引物集或所述第一PCR引物集和

所述第二PCR引物集包含有包含可变核苷酸序列的核酸序列。在某些实施方案中，所述可变

核苷酸序列是所述个体唯一的样品ID。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集、所述第二

PCR引物集或所述第一PCR引物集和所述第二PCR引物集包含用于下一代测序反应的衔接子

序列。在某些实施方案中，所述方法可以检测少于10个病原体基因组拷贝。在某些实施方案

中，所述方法可以检测少于5个病原体基因组拷贝。在某些实施方案中，所述病原体基因组

是冠状病毒基因组。在某些实施方案中，所述冠状病毒基因组是SARS‑COV‑2基因组。在某些

实施方案中，当通过所述PCR检测到冠状病毒序列时的所述针对冠状病毒的阳性诊断是

SARS‑COV‑2诊断。在某些实施方案中，所述方法确定冠状病毒的毒株。在某些实施方案中，
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所述方法确定COVD‑19毒株。

[0006] 本文还描述了一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括：(a)提供来自所

述个体的生物样品；(c)对所述生物样品进行聚合酶链反应(PCR)，以获得PCR扩增的生物样

品，其中对所述生物样品的所述PCR反应用第一PCR引物集进行，其中所述第一PCR引物集扩

增病原体核酸序列；(d)使用下一代测序对所述PCR扩增的生物样品进行测序；以及(e)如果

通过所述PCR或通过所述测序检测到病原体序列，则提供针对所述病原体感染的阳性诊断，

或者如果通过所述PCR或通过所述测序未检测到病原体序列，则提供针对所述个体的阴性

诊断。在某些实施方案中，所述个体是人类个体。在某些实施方案中，所述病原体感染包括

细菌感染、病毒感染、真菌感染及其组合。在某些实施方案中，所述细菌感染是链球菌属、假

单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属或埃希氏菌属及其组合的感染。在某

些实施方案中，所述真菌感染是念珠菌属、芽生菌属、隐球菌属、球孢子菌属、组织胞浆菌

属、副球孢子菌属、孢子丝菌属或肺囊虫属及其组合的感染。在某些实施方案中，病毒感染

是DNA病毒的感染。在某些实施方案中，所述DNA病毒包括甲型肝炎病毒、乙型肝炎病毒、丙

型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒、水痘病毒或天花病毒及其组合。在某些实施方案中，所

述病毒感染是RNA病毒的感染。在某些实施方案中，所述RNA病毒包括流感病毒、冠状病毒、

脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或正粘病毒。在某些实施方案中，所述

病毒感染是冠状病毒感染。在某些实施方案中，所述冠状病毒感染是SARS‑COV‑2感染。在某

些实施方案中，来自所述个体的所述生物样品来自血液样品、血浆样品、血清样品、口腔拭

子、尿液样品、精液样品、阴道拭子、粪便样品、鼻咽拭子、中鼻甲拭子或其任何组合。在某些

实施方案中，来自所述个体的所述生物样品来自鼻咽拭子、中鼻甲拭子或其任何组合。在某

些实施方案中，所述方法包括向裂解剂或所述生物样品中添加合成核酸。在某些实施方案

中，所述合成核酸是RNA。在某些实施方案中，所述合成核酸是DNA。在某些实施方案中，所述

合成核酸包含被配置成由所述第一PCR引物集结合的序列集。在某些实施方案中，所述第一

引物集扩增所述病原体核酸序列和所述合成核酸。在某些实施方案中，所述合成核酸序列

包含与所述病原体核酸序列不相同的核苷酸序列。在某些实施方案中，所述方法包括对所

述生物样品执行逆转录反应。在某些实施方案中，所述逆转录反应在所述执行所述聚合酶

链反应之前执行。在某些实施方案中，所述逆转录反应在没有进一步纯化所述生物样品的

情况下执行。在某些实施方案中，对所述生物样品的所述逆转录反应产生病毒cDNA。在某些

实施方案中，所述病毒cDNA是冠状病毒cDNA。在某些实施方案中，所述冠状病毒cDNA是

SARS‑COV‑2  cDNA。在某些实施方案中，所述逆转录反应和所述PCR是单步骤反应。在某些实

施方案中，所述PCR是终点分析。在某些实施方案中，所述PCR不是实时PCR反应。在某些实施

方案中，所述第一PCR引物集扩增冠状病毒核酸序列。在某些实施方案中，所述冠状病毒核

酸序列是SARS‑COV‑2核酸序列。在某些实施方案中，所述SARS‑COV‑2核酸序列包含N1或S2

基因。在某些实施方案中，所述方法包括第二引物集。在某些实施方案中，所述第二PCR引物

集扩增人核酸序列。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集扩增选自以下的人核酸序列：

GAPDH、ACTB、RPP30及其组合。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集扩增人RPP30。在某些

实施方案中，所述第二PCR引物集包含具有测序衔接子序列的引物和不具有测序衔接子序

列的引物的混合物。在某些实施方案中，具有测序衔接子序列的引物与不具有测序衔接子

序列的引物的比率是约1:1、约1:2、约1:3或约1:4。在某些实施方案中，所述PCR包括30至45
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个扩增循环。在某些实施方案中，所述PCR包括35至45个扩增循环。在某些实施方案中，所述

PCR包括39至42个扩增循环。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集、所述第二PCR引物集

或所述第一PCR引物集和所述第二PCR引物集包含有包含可变核苷酸序列的核酸序列。在某

些实施方案中，所述可变核苷酸序列是所述个体唯一的样品ID。在某些实施方案中，所述第

一PCR引物集、所述第二PCR引物集或所述第一PCR引物集和所述第二PCR引物集包含用于下

一代测序反应的衔接子序列。在某些实施方案中，所述方法可以检测少于10个病原体基因

组拷贝。在某些实施方案中，所述方法可以检测少于5个病原体基因组拷贝。在某些实施方

案中，所述病原体基因组是冠状病毒基因组。在某些实施方案中，所述冠状病毒基因组是

SARS‑COV‑2基因组。在某些实施方案中，当通过所述PCR检测到冠状病毒序列时的所述针对

冠状病毒的阳性诊断是SARS‑COV‑2诊断。在某些实施方案中，所述方法确定冠状病毒的毒

株。在某些实施方案中，所述方法确定COVD‑19毒株。

[0007] 在另一方面中，本文描述了一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括使

用第一PCR引物集扩增来自所述个体的生物样品的核酸，从而获得扩增的核酸，其中所述第

一PCR引物集扩增所述生物样品的病原体核酸序列和合成核酸序列，其中所述合成核酸序

列与所述病原体核酸序列相差至少一个核苷酸。在某些实施方案中，所述个体是人类个体。

在某些实施方案中，所述病原体感染包括细菌感染、病毒感染或真菌感染。在某些实施方案

中，所述细菌感染是链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属或

埃希氏菌属及其组合的感染。在某些实施方案中，所述真菌感染是念珠菌属、芽生菌属、隐

球菌属、球孢子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢子丝菌属或肺囊虫属及其组合的感

染。在某些实施方案中，病毒感染是DNA病毒的感染。在某些实施方案中，所述DNA病毒包括

乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒、水痘病毒、天花病毒或它们的任何组

合。在某些实施方案中，所述病毒感染是RNA病毒的感染。在某些实施方案中，所述RNA病毒

包括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或正粘病

毒。在某些实施方案中，所述病毒感染是冠状病毒感染。在某些实施方案中，所述冠状病毒

感染是SARS‑COV‑2感染。在某些实施方案中，来自所述个体的所述生物样品来自血液样品、

血浆样品、血清样品、口腔拭子、尿液样品、精液样品、阴道拭子、粪便样品、鼻咽拭子、中鼻

甲拭子或其任何组合。在某些实施方案中，来自所述个体的所述生物样品来自鼻咽拭子、中

鼻甲拭子或其任何组合。在某些实施方案中，所述合成核酸是RNA。在某些实施方案中，所述

合成核酸是DNA。在某些实施方案中，所述合成核酸包含被配置成由所述第一PCR引物集结

合的序列集。在某些实施方案中，所述合成核酸序列与所述病原体核酸序列相差至少5个核

苷酸。在某些实施方案中，所述病原体感染是基于合成核酸序列与病原体核酸序列的比率

诊断的。在某些实施方案中，所述方法包括对所述生物样品的所述核酸执行逆转录反应。在

某些实施方案中，对所述生物样品的所述核酸的所述逆转录反应产生冠状病毒cDNA。在某

些实施方案中，所述冠状病毒cDNA是SARS‑COV‑2  cDNA。在某些实施方案中，所述扩增核酸

包括PCR反应。在某些实施方案中，所述PCR反应是终点分析。在某些实施方案中，所述PCR反

应不是实时PCR反应。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集扩增冠状病毒核酸序列。在某

些实施方案中，所述冠状病毒核酸序列是SARS‑COV‑2核酸序列。在某些实施方案中，所述

SARS‑COV‑2核酸序列包含N1或S2基因。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集包含有包含

可变核苷酸序列的核酸序列。在某些实施方案中，所述可变核苷酸序列是所述个体唯一的
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样品ID。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集包含用于下一代测序反应的衔接子序列。

在某些实施方案中，所述方法包括使用第二PCR引物集扩增所述生物样品的核酸，其中所述

第二PCR引物集扩增人核酸序列。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集扩增选自以下的

核酸序列：GAPDH、ACTB、RPP30及其组合。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集扩增人

RPP30。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集包含具有测序衔接子序列的引物和不具有

测序衔接子序列的引物的混合物。在某些实施方案中，具有测序衔接子序列的引物与不具

有测序衔接子序列的引物的比率是约1:1、约1:2、约1:3或约1:4。在某些实施方案中，所述

PCR包括30至45个扩增循环。在某些实施方案中，所述PCR包括35至45个扩增循环。在某些实

施方案中，所述PCR包括39至42个扩增循环。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集包含有

包含可变核苷酸序列的核酸序列。在某些实施方案中，所述可变核苷酸序列是所述个体唯

一的样品ID。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集包含用于下一代测序反应的衔接子序

列。在某些实施方案中，使用下一代测序技术对所述生物样品的所述扩增的核酸进行测序。

在某些实施方案中，所述方法可以检测少于10个病原体基因组拷贝。在某些实施方案中，所

述方法可以检测少于5个病原体基因组拷贝。在某些实施方案中，所述病原体基因组是冠状

病毒基因组。在某些实施方案中，所述病原体基因组是SARS‑COV‑2基因组。在某些实施方案

中，所述方法确定冠状病毒的毒株。在某些实施方案中，所述方法确定SARS‑COV‑2的毒株。

[0008] 在另一方面中，本文还描述了一种合成核酸，其包含5'近侧区、3'近侧区和间插核

酸序列。在某些实施方案中，所述合成核酸包含RNA。在某些实施方案中，所述合成核酸包含

DNA。在某些实施方案中，所述5'近侧区包含病毒核酸序列。在某些实施方案中，所述病毒核

酸序列包含冠状病毒序列。在某些实施方案中，所述病毒核酸序列包含SARS‑COV‑2序列。在

某些实施方案中，所述3'近侧区包含病毒核酸序列。在某些实施方案中，所述病毒核酸序列

包含冠状病毒序列。在某些实施方案中，所述病毒核酸序列包含SARS‑COV‑2序列。在某些实

施方案中，所述5'近侧区、所述3'近侧区或所述5'近侧区和所述3'近侧区的长度少于约30

个核苷酸。在某些实施方案中，所述5'近侧区、所述3'近侧区或所述5'近侧区和所述3'近侧

区的长度少于约25个核苷酸。在某些实施方案中，所述5'近侧区、所述3'近侧区或所述5'近

侧区和所述3'近侧区的长度少于约20个核苷酸。在某些实施方案中，所述5'近侧区在所述

合成核酸的5'末端。在某些实施方案中，所述3'近侧区在所述合成核酸的3'末端。在某些实

施方案中，所述间插核酸序列与病毒核酸序列具有少于约99％、98％、97％、95％、90％、

85％、80％或75％同一性。在某些实施方案中，所述合成核酸序列是冠状病毒序列。在某些

实施方案中，所述合成核酸序列是SARS‑COV‑2序列。在某些实施方案中，所述合成核酸用于

检测所述个体的病原体感染的方法中。在某些实施方案中，所述病原体感染是冠状病毒感

染。在某些实施方案中，所述病毒感染是SARS‑COV‑2感染。

[0009] 在另一方面中，本文描述了一种组合物，其包含有包含第一核酸序列和第二核酸

序列的合成核酸分子，其中(1)所述第一核酸序列与病原体核酸分子的序列相同，并且(2)

所述第二核酸序列与所述病原体核酸分子的序列不相同。在某些实施方案中，所述第一核

酸序列位于所述第二核酸序列的3'。在某些实施方案中，所述合成核酸分子还包含第三核

酸序列，其中所述第三核酸序列与所述病原体核酸分子的第二序列相同。在某些实施方案

中，所述第三核酸序列在所述第二核酸序列的5'。在某些实施方案中，所述第一核酸序列或

所述第三核酸序列少于5、10、15、20、25或30个核苷酸。在某些实施方案中，所述第二核酸序
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列所包含的核苷酸的总数少于25、50、100、150、200或500个核苷酸。在某些实施方案中，所

述第二核酸序列所包含的核苷酸的总数多于25、50、100、150、200或500个核苷酸。在某些实

施方案中，所述合成核酸分子是核糖核酸(RNA)分子、脱氧核糖核酸(DNA)分子或RNA‑DNA杂

交分子。在某些实施方案中，所述第一核酸序列、所述第三核酸序列或所述第一核酸劽和所

述第三核酸序列包含引物结合位点。在某些实施方案中，所述组合物还包含病原体核酸分

子。在某些实施方案中，所述病原体核酸分子来自病原体，其中所述病原体包括细菌、病毒、

真菌或其组合。在某些实施方案中，所述细菌来自链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲

菌属、沙门氏菌属、梭菌属或埃希氏菌属及其组合。在某些实施方案中，真菌是念珠菌属、芽

生菌属、隐球菌属、球孢子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢子丝菌属或肺囊虫属及其

组合。在某些实施方案中，病毒是DNA病毒。在某些实施方案中，DNA病毒包括乙型肝炎病毒、

丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒、水痘病毒或天花病毒及其组合。在某些实施方案中，

病毒是RNA病毒。在某些实施方案中，所述RNA病毒包括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病

毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或正粘病毒。在某些实施方案中，病毒是冠状病毒。

在某些实施方案中，冠状病毒是SARS‑COV‑2病毒。在某些实施方案中，组合物还包含多个引

物，其中多个引物中的引物被配置成与合成核酸分子的序列或病原体核酸分子的序列杂

交。在某些实施方案中，合成核酸分子的序列和病原体核酸分子的序列是相同的。在某些实

施方案中，合成核酸分子以与病原体核酸分子相同的效率扩增。在某些实施方案中，合成核

酸分子被配置成产生大小与所述病原体核酸分子的扩增产物的大小相同或在其10个碱基

对内的扩增产物。

[0010] 在另一方面中，本文描述了一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括：

(a)提供来自所述个体的生物样品；(b)将来自所述个体的所述生物样品与裂解剂接触，以

获得裂解的生物样品；(c)对所述裂解的生物样品进行聚合酶链反应(PCR)，以获得PCR扩增

的裂解的生物样品，其中对所述裂解的生物样品的所述PCR反应用第一PCR引物集进行，其

中所述第一PCR引物集扩增病原体核酸序列；(d)使用下一代测序对所述PCR扩增的裂解的

生物样品进行测序；以及(e)如果通过所述PCR或通过所述测序检测到病原体序列，则提供

针对所述病原体感染的阳性诊断，或者如果通过所述PCR或通过所述测序未检测到病原体

序列，则提供针对所述个体的阴性诊断。

[0011] 在另一方面中，本文描述了一种组合物，其包含多个具有不同核酸序列的合成核

酸，具有不同核酸序列的所述多个合成核酸包含与病原体核酸序列相同的共同5'序列、与

病原体核酸序列相同的共同3'序列和多个序列不同的间插序列。在某些实施方案中，具有

不同核酸序列的所述多个合成核酸是单链的。在某些实施方案中，具有不同核酸序列的所

述多个合成核酸是双链的。在某些实施方案中，具有不同核酸序列的所述多个合成核酸由

RNA组成或包含RNA。在某些实施方案中，具有不同核酸序列的所述多个合成核酸由DNA组成

或包含DNA。在某些实施方案中，与病原体核酸序列相同的所述共同5'序列是30个核苷酸或

更少。在某些实施方案中，与病原体核酸序列相同的所述共同3'序列是30个核苷酸或更少。

在某些实施方案中，所述间插序列是50个核苷酸或更少。在某些实施方案中，所述间插序列

是30个核苷酸或更少。在某些实施方案中，所述病原体核酸序列来自细菌病原体、真菌病原

体或病毒病原体。在某些实施方案中，所述细菌病原体是链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌

属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属或埃希氏菌属及其组合。在某些实施方案中，所述真菌病
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原体是念珠菌属、芽生菌属、隐球菌属、球孢子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢子丝

菌属或肺囊虫属及其组合。在某些实施方案中，所述病毒病原体是DNA病毒。在某些实施方

案中，所述DNA病毒包括乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒、水痘病毒或天

花病毒及其组合。在某些实施方案中，所述病毒病原体是RNA病毒。在某些实施方案中，所述

RNA病毒包括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒、正

粘病毒或其组合。在某些实施方案中，所述病毒病原体是冠状病毒。在某些实施方案中，所

述冠状病毒是SARS‑COV‑2。在某些实施方案中，所述病原体核酸序列是编码冠状病毒刺突

蛋白的核酸序列。在某些实施方案中，具有不同核酸序列的所述多个合成核酸包含选自S2_

001、S2_002、S2_003和S2_004中的任一种或多种的序列或由其组成。在某些实施方案中，所

述组合物在诊断或检测病原体感染的方法中使用。在某些实施方案中，所述组合物在归一

化病原体下一代序列读段(read)的方法中使用。

[0012] 本文描述了一种检测个体的冠状病毒感染的方法，所述方法包括：(a)提供来自所

述个体的生物样品，其中所述生物样品包含冠状病毒合成RNA，其中所述冠状病毒合成RNA

的序列与天然存在的冠状病毒核酸序列不同；(b)裂解所述生物样品，从而产生裂解的生物

样品；(c)对所述裂解的生物样品进行逆转录反应，以获得裂解的逆转录的生物样品；(d)对

所述裂解的逆转录的生物样品进行扩增反应，以获得扩增的生物样品，其中对所述裂解的

逆转录生物的样品的所述扩增反应用对冠状病毒核酸序列具有特异性的冠状病毒引物集

进行，其中所述冠状病毒引物集扩增所述冠状病毒核酸序列和所述冠状病毒合成RNA；以及

(e)使用下一代测序对所述扩增的生物样品进行测序。在某些实施方案中，所述方法还包括

如果检测到来自所述冠状病毒核酸序列的序列读段，则提供针对冠状病毒感染的阳性诊

断。

[0013] 在某些实施方案中，所述冠状病毒感染是SARS‑Cov‑2感染。在某些实施方案中，如

果来自所述冠状病毒核酸序列的所述序列读段与所述冠状病毒核酸RNA的序列读段的比率

或其数学等同形式超过约0.1的比率，则提供针对所述冠状病毒感染或SARS‑Cov‑2感染的

所述阳性诊断。在某些实施方案中，如果来自所述冠状病毒核酸的所述序列读段和冠状病

毒合成RNA的所述序列读段超过约100，则提供针对冠状病毒感染的所述阳性诊断。在某些

实施方案中，在进行所述逆转录反应之前未对所述裂解的生物样品进行分离和纯化。在某

些实施方案中，裂解所述生物样品和对所述裂解的生物样品进行所述逆转录反应在同一

孔、管或反应容器中发生。在某些实施方案中，裂解所述生物样品包括热裂解。在某些实施

方案中，所述热裂解包括将所述生物样品加热至至少约50℃的温度。在某些实施方案中，来

自所述个体的所述生物样品包含多个冠状病毒合成RNA序列，其中所述多个冠状病毒合成

RNA序列包含至少两个不同的合成冠状病毒RNA序列。在某些实施方案中，所述多个合成冠

状病毒RNA序列包含至少四个不同的合成冠状病毒RNA核酸序列。在某些实施方案中，所述

合成RNA核酸或所述多个合成核酸包含约20％至约30％的量的鸟嘌呤核苷酸、约20％至约

30％的量的腺嘌呤核苷酸、约20％至约30％的量的胞嘧啶核苷酸、约20％至约30％的量的

尿嘧啶核苷酸。在某些实施方案中，所述合成冠状病毒RNA核酸或所述多个合成冠状病毒

RNA核酸包含大约等比率的鸟嘌呤：胞嘧啶：腺嘌呤：尿嘧啶。在某些实施方案中，所述合成

冠状病毒RNA核酸或所述多个合成冠状病毒RNA核酸包含合成SARS‑Cov‑2  RNA核酸或多个

合成SARS‑Cov‑2  RNA核酸。在某些实施方案中，所述方法还包括检测甲型流感病毒感染、乙
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型流感病毒感染或其组合。在某些实施方案中，对所述裂解的生物样品的所述扩增反应采

用对甲型流感病毒核酸序列具有特异性的甲型流感病毒引物集或对乙型流感病毒核酸序

列具有特异性的乙型流感病毒引物集进行。在某些实施方案中，对所述甲型流感病毒核酸

序列具有特异性的所述甲型流感病毒引物集包含SEQ  ID  NO:24或25和SEQ  ID  NO:26，或

SEQ  ID  NO:27和SEQ  ID  NO:28中所示的序列。在某些实施方案中，对所述乙型流感病毒核

酸序列具有特异性的所述乙型流感病毒引物集包含SEQ  ID  NO:29或30中所示的序列。在某

些实施方案中，对所述裂解的生物样品的所述扩增反应采用对甲型流感病毒核酸序列具有

特异性的甲型流感病毒引物集和对乙型流感病毒核酸序列具有特异性的乙型流感病毒引

物集进行。在某些实施方案中，来自所述个体的所述生物样品还包含甲型流感病毒合成

RNA、乙型流感病毒合成RNA或其组合，其中所述甲型流感病毒合成RNA、所述乙型流感病毒

合成RNA或所述其组合与天然存在的甲型流感病毒或乙型流感病毒核酸序列不同。在某些

实施方案中，所述方法还包括如果来自甲型流感病毒的序列读段与所述甲型流感病毒合成

RNA的序列读段的比率或其数学等同形式超过约0.1的比率，则提供针对甲型流感病毒感染

的阳性诊断。在某些实施方案中，所述方法还包括如果来自甲型流感病毒的序列读段与所

述乙型流感病毒合成RNA的序列读段的比率或其数学等同形式超过约0.1的比率，则提供针

对乙型流感病毒感染的阳性诊断。在某些实施方案中，所述冠状病毒核酸序列是N1序列、S2

序列或其组合。在某些实施方案中，所述冠状病毒核酸序列是SARS‑Cov‑2  N1序列、SARS‑

Cov‑2  S2序列或其组合。在某些实施方案中，所述冠状病毒引物集包含SEQ  ID  NO:13和SEQ 

ID  NO:14，或SEQ  ID  NO:18和SEQ  ID  NO:19中所示的序列。在某些实施方案中，所述冠状病

毒引物集包含SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21，或SEQ  ID  NO:22和SEQ  ID  NO:23中所示的序

列。在某些实施方案中，所述冠状病毒引物集以约50纳摩尔至约250纳摩尔的浓度存在。在

某些实施方案中，所述冠状病毒引物集以约100纳摩尔的浓度存在。在某些实施方案中，所

述甲型流感病毒核酸序列是甲型流感病毒基质序列、甲型流感病毒非结构蛋白1序列、甲型

流感病毒血凝素序列、甲型流感病毒神经氨酸酶序列、甲型流感病毒核蛋白序列及其组合。

在某些实施方案中，所述乙型流感病毒核酸序列是乙型流感病毒基质序列、乙型流感病毒

非结构蛋白1序列、乙型流感病毒血凝素序列、乙型流感病毒神经氨酸酶序列、乙型流感病

毒核蛋白序列及其组合。在某些实施方案中，所述冠状病毒引物集、所述甲型流感病毒引物

集或所述乙型流感病毒引物集中的任一种或多种包含允许样品复用的一个或多个索引序

列。在某些实施方案中，所述冠状病毒合成RNA包含与SEQ  ID  NO:1至12的任一个中所示的

序列中的任一个或多个具有至少约90％同源性的核酸序列。在某些实施方案中，所述冠状

病毒合成RNA包含与SEQ  ID  NO:1至12的任一个中所示的序列中的任一个或多个具有至少

约90％同源性的多个不同核酸序列。在某些实施方案中，所述甲型流感病毒合成RNA包含与

SEQ  ID  NO:31或32的任一个中所示的序列中的任一个或多个具有至少约90％同源性的RNA

序列。在某些实施方案中，所述乙型流感病毒合成RNA包含与SEQ  ID  NO:33中所示的序列具

有至少约90％同源性的RNA序列。在某些实施方案中，所述冠状病毒合成RNA包含与SEQ  ID 

NO:1至4中所示四个序列具有至少约90％同源性的多个四个不同核酸序列。在某些实施方

案中，所述冠状病毒合成RNA、所述甲型流感病毒合成RNA或所述乙型流感病毒合成RNA以约

10个拷贝/反应至约500个拷贝/反应的浓度存在。在某些实施方案中，所述冠状病毒合成

RNA以约10个拷贝/反应至约500个拷贝/反应的浓度存在。在某些实施方案中，所述冠状病
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毒合成RNA、所述甲型流感病毒合成RNA或所述乙型流感病毒合成RNA以约200个拷贝/反应

的浓度存在。在某些实施方案中，所述冠状病毒合成RNA以约200个拷贝/反应的浓度存在。

在某些实施方案中，所述生物样品包括鼻拭子或唾液样品。在某些实施方案中，所述生物样

品包含所述个体的少于约10微升唾液或已用所述个体的鼻拭子接种的少于约10微升缓冲

液。在某些实施方案中，所述生物样品包含已用鼻拭子接种的少于约10微升缓冲液。在某些

实施方案中，对所述裂解的生物样品的所述扩增反应采用对样品对照具有特异性的引物对

进行。在某些实施方案中，所述样品对照是持家基因。在某些实施方案中，对所述样品对照

具有特异性的所述引物对对RPP30具有特异性。在某些实施方案中，对所述样品对照具有特

异性的所述引物对包含SEQ  ID  NO:15或16和SEQ  ID  NO:17中所示的序列。

[0014] 本文还描述了一种合成核酸，其包含：5'近端区，其包含来自病毒的第一核苷酸序

列；3'近端区，其包含来自所述病毒的第二核苷酸序列；和间插核苷酸序列，其中所述间插

核苷酸序列包含百分比为约20％至约30％的鸟嘌呤核苷酸、量为约20％至约30％的腺嘌呤

核苷酸、量为约20％至约30％的胞嘧啶核苷酸、量为约20％至约30％的尿嘧啶或胸苷核苷

酸，并且所述间插序列不同于所述病毒的天然存在的序列。在某些实施方案中，所述合成核

酸包含DNA。在某些实施方案中，所述合成核酸由DNA组成。在某些实施方案中，所述合成核

酸包含RNA。在某些实施方案中，所述合成核酸由RNA组成。在某些实施方案中，所述病毒是

甲型流感病毒、乙型流感病毒或冠状病毒。在某些实施方案中，所述病毒是冠状病毒。在某

些实施方案中，所述冠状病毒是SARS‑Cov‑2。在某些实施方案中，所述间插核苷酸序列核酸

包含大约等比率的鸟嘌呤核苷酸：胞嘧啶核苷酸：腺嘌呤核苷酸：尿嘧啶或胸苷核苷酸。在

某些实施方案中，所述3'近端区和所述5'近端区包含与冠状病毒S2基因序列具有至少90％

同源性的核苷酸序列。在某些实施方案中，所述5'近端区和所述3'近端区包含与冠状病毒

S2基因序列具有至少95％同源性的核苷酸序列。在某些实施方案中，所述5'近端区和所述

3'近端区包含与冠状病毒S2基因序列相同的核苷酸序列。在某些实施方案中，所述5'近端

区和所述3'近端区包含与冠状病毒N1基因序列具有至少90％同源性的核苷酸序列。在某些

实施方案中，所述5'近端区和所述3'近端区包含与冠状病毒N1基因序列具有至少95％同源

性的核苷酸序列。在某些实施方案中，所述5'近端区和所述3'近端区包含与冠状病毒N1基

因序列相同的核苷酸序列。在某些实施方案中，所述冠状病毒N1基因序列或所述冠状病毒

S2基因序列是SARS‑CoV‑2基因序列。在某些实施方案中，所述序列核酸包含与SEQ  ID  NO:1

至12的任一个中所示的任一个或多个序列具有至少90％同源性的序列。在某些实施方案

中，所述序列核酸包含与SEQ  ID  NO:1至12的任一个中所示的任一个或多个序列具有至少

95％同源性的序列。在某些实施方案中，所述序列核酸包含与SEQ  ID  NO:1至12的任一个中

所示的任一个或多个序列相同的序列。在某些实施方案中，本文描述了多个合成核酸，其中

所述多个合成核酸包括包含至少两个不同核苷酸序列的合成核酸。在某些实施方案中，所

述多个合成核酸包括包含至少两个不同核苷酸序列的合成核酸。在某些实施方案中，所述

多个合成核酸包括至少四个不同核苷酸序列。在某些实施方案中，所述四个不同核苷酸序

列是SEQ  ID  NO:1至4中所示的那些。在某些实施方案中，所述四个不同核苷酸序列选自SEQ 

ID  NO:5至12中所示的那些。

[0015] 本文还描述了一种反应混合物，其用于确定生物样品中是否存在病毒核酸，所述

反应混合物包含本文所述的合成核酸或本文所述的多个合成核酸、所述生物样品的至少一
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部分和足以在所述病毒核酸存在时扩增所述生物样品中的所述病毒核酸的一种或多种酶

或试剂。在某些实施方案中，所述生物样品是人生物样品。在某些实施方案中，所述生物样

品包括唾液、口腔拭子、鼻咽拭子或中鼻甲拭子。在某些实施方案中，所述生物样品包括唾

液或鼻咽拭子。在某些实施方案中，所述病毒核酸是甲型流感病毒、乙型流感病毒或冠状病

毒核酸。在某些实施方案中，所述冠状病毒核酸是Sars‑Cov‑2核酸。在某些实施方案中，在

某些实施方案中，所述一种或多种试剂选自逆转录酶、dNTP、对所述病毒核苷酸序列具有特

异性的引物对、对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物对、镁盐及其组合。在某些实施方

案中，对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对对人核苷酸序列具有特异性。

在某些实施方案中，对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对对持家基因具有

特异性。在某些实施方案中，对所述样品对照具有特异性的所述引物对对RPP30具有特异

性。在某些实施方案中，对所述样品对照具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID  NO:15或16

和SEQ  ID  NO:17中所示的序列。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的

所述引物对对甲型流感病毒核苷酸序列、乙型流感病毒核苷酸序列和冠状病毒核苷酸序列

具有特异性。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对对冠状

病毒S1或N2序列具有特异性。在某些实施方案中，所述冠状病毒S1或N2序列是冠状病毒S1

或N2核酸序列。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对或对

所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID  NO:13至30或100至605中

的任一个中所示的序列。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引

物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID  NO:13和SEQ  ID 

NO:14；SEQ  ID  NO:18和SEQ  ID  NO:19；SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21；SEQ  ID  NO:24或25

和SEQ  ID  NO:26；SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30中所示的序列。在某些实施方案中，对所述

病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所

述引物对以约50微摩尔至约250微摩尔的浓度存在。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸

序列具有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对以

约100微摩尔的浓度存在。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引

物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对以约200微摩尔的浓度存在。

在某些实施方案中，所述冠状病毒合成RNA以约10个拷贝/反应至约500个拷贝/反应混合物

的浓度存在。在某些实施方案中，所述冠状病毒合成RNA以约200个拷贝/反应混合物的浓度

存在。在某些实施方案中，所述反应混合物的体积为约10微升至约100微升。在某些实施方

案中，所述反应混合物的体积为约20微升。

[0016] 本文还描述了一种试剂盒，其用于确定生物样品中是否存在病毒核酸，所述试剂

盒包括本文所述的合成核酸或多个本文所述的合成核酸的和足以扩增来自所述生物样品

的所述病毒核酸的一种或多种酶或试剂。在某些实施方案中，所述病毒核酸是甲型流感病

毒、乙型流感病毒或冠状病毒核酸。在某些实施方案中，所述冠状病毒核酸是冠状病毒核

酸。在某些实施方案中，所述一种或多种试剂选自逆转录酶、dNTP、对所述病毒核苷酸序列

具有特异性的引物对、对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物对、镁盐及其组合。在某些

实施方案中，对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对对人核苷酸序列具有特

异性。在某些实施方案中，对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对对持家基

因具有特异性。在某些实施方案中，对所述样品对照具有特异性的所述引物对对RPP30具有
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特异性。在某些实施方案中，对所述样品对照具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID  NO:15

或16和SEQ  ID  NO:17中所示的序列。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异

性的所述引物对对甲型流感病毒核苷酸序列、乙型流感病毒核苷酸序列和冠状病毒核苷酸

序列具有特异性。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对对

冠状病毒S1或N2序列具有特异性。在某些实施方案中，所述冠状病毒S1或N2序列是冠状病

毒S1或N2核酸序列。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对

或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID  NO:13至30或100至

605中的任一个中所示的序列。在某些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所

述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对包含SEQ  ID  NO:13和SEQ 

ID  NO:14；SEQ  ID  NO:18和SEQ  ID  NO:19；SEQ  ID  NO:20和SEQ  ID  NO:21；SEQ  ID  NO:24或

25和SEQ  ID  NO:26；SEQ  ID  NO:29和SEQ  ID  NO:30中所示的序列。

附图说明

[0017] 本文所述的新颖特征在所附权利要求中具体阐述。通过参考阐述其中利用了本文

所述特征原理的说明性实例的以下具体实施方式和附图将更好地理解本文所述的特征和

特征优点，在所述附图中：

[0018] 图1示出了病毒感染的诊断的示例性示意图。

[0019] 图2A和2B示出了说明样品中SARS‑CoV‑2核酸的检测的数据。

[0020] 图3示出了根据本公开的示例性引发方案。

[0021] 图4示出了针对COVID19的SwabSeq诊断测试平台。

[0022] 图5显示了在临床样本中的验证并且说明了等同于灵敏的RT‑QPCR反应的检测限。

[0023] 图6显示了测序文库设计。

[0024] 图7显示了当扩增COVID‑19扩增子和合成S2标(spike)时，S2引物显示等同的PCR

效率。

[0025] 图8显示了在非常高的病毒浓度下，SwabSeq维持线性。

[0026] 图9显示了在MiSeq或NextSeq机器上进行的测序表现出相似的灵敏度。

[0027] 图10显示了使用NextSeq550的RNA纯化样品的初步和确证性检测线数据。

[0028] 图11显示了向传统收集介质和缓冲液中的无提取方案需要稀释以克服RT和PCR抑

制的影响。

[0029] 图12显示了实现每天对数千个样品进行可扩展测试的轻量级样品登记、收集和处

理系统的示例性开发。

[0030] 图13显示将唾液预加热至95C持续30分钟改进了RT‑PCR。

[0031] 图14显示PCR抑制对扩增产物有显著影响。

[0032] 图15显示观察到增加PCR循环数目并且用未纯化或抑制性样品类型(例如，唾液)

工作的tapestation使文库制备中非特异性峰的大小增加。

[0033] 图16显示了相对于NEB  Luna，TaqPath减少了SARS‑CoV2阴性样品中S2读段的数

目。

[0034] 图17显示了来自MiSeq的模板线的滞留(carryover)污染导致交叉污染。

[0035] 图18显示了扩增子读段中的测序错误和潜在的扩增子错误分配。
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[0036] 图19显示了不同索引策略的可视化。

[0037] 图20显示了使用混合模型对索引错误分配的计算校正。

[0038] 图21显示了对索引错误分配作为S2读段中的噪声源的作用进行定量。

[0039] 图22显示了降低的引物浓度对引物二聚体和非特异性扩增产物的影响。

[0040] 图23显示了多样化合成核酸加标序列。

[0041] 图24显示了以N1加标(上图)或S2加标(下图)和不同扩增子N1(上图)或S2(下图)

的检测所获得的数据。

[0042] 图25显示了与单个地相比，将N1和S2组合可以提高SARS‑CoV2检测的灵敏度。

[0043] 图26显示了使用不同体积的唾液样品进行检测的结果。

[0044] 图27显示了使用不同体积的鼻拭子样品进行检测的结果。

[0045] 图28显示了SwabSeq可以检测甲型流感病毒或乙型流感病毒。

[0046] 图29显示了用于检出阳性样品和阴性样品的示例性算法。

具体实施方式

[0047] 高传染性或高致病性疾病的爆发频率日益增加。全世界三分之一的死亡归因于感

染性疾病，这是全世界死亡和残疾的第二大原因。为了鉴别和诊断使人患病的感染性疾病

而获得快速、准确的读出以便是诊断医学，特别是在病毒感染的情况下的重要组成部分，以

便实施有效的公共卫生响应并改进人医疗保健的提供。出于临床诊断目的，已经开发了许

多用于检测病毒感染的方法，但是这些测试中的大多数未提供足够快速或高通量的读出并

且/或者由于与快速测试数目快速增加的受试者相关的资源负担而不可行。

[0048] 此外，本文提供了诊断病毒感染的个体的方法和系统。如本文所述的此类方法和

系统利用聚合酶链反应(PCR)、文库制备策略和下一代测序以产生准确鉴别病毒感染的读

出或信息，并且可以被有效扩展以满足与对有效测试数目快速增加的受试者的需要相关的

挑战。为了促进样品内病毒感染的鉴定和诊断，所述方法提供了在以下方面中的进步或针

对以下的解决方案：(1)有效且高效地从病毒分离出核酸序列；(2)有效且高效地处理对应

于或来源于病毒的核酸分子；以及(3)有效且高效地复用样品，其实现了平行测试多个样品

并且减少测试的总体资源负担。

[0049] 本文描述了一种检测样品中病原体基因组的方法，所述方法包括使用第一PCR引

物集扩增来自样品的核酸，获得扩增的核酸，其中所述第一PCR引物集扩增病毒核酸序列和

合成核酸序列。与没有合成核酸的扩增相比，合成核酸序列在测定中提供样品和扩增对照，

实现检测下限。可以将合成核酸添加(“加标(spiked)”)到已经与生物样品接触的裂解物

中，或者它可以在裂解缓冲液与生物样品接触之前存在于裂解缓冲液中。样品可以是生物

样品。生物样品可以来自个体。可以在此过程中的任何步骤添加合成核酸。在本文所述的方

法中可以使用多于一种合成核酸。例如，一种合成核酸可以用作一种或多种病毒核酸的对

照，并且一种合成核酸可以用作一种或多种人核酸的对照(例如，持家对照)，或者例如可以

添加多个合成核酸以用作多个病原体序列的对照。

[0050] 本文还描述了一种合成核酸，其包含5'近侧区、3'近侧区和间插核酸序列。合成核

酸可以在5'末端和3'末端包含允许病原体序列扩增的任何序列，前提是5'末端与3'末端之

间的序列可以通过测序进行区分。在某些实施方案中，除与病原体序列不同的1、2、3、4、5、
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6、7、8、9或10个核苷酸的序列之外，5'末端与3'末端之间的序列与病原体序列相同。

[0051] 本文还描述了一种合成核酸，其包含5'近侧区、3'近侧区和间插核酸序列。合成核

酸可以在5'末端和3'末端包含允许病原体序列扩增的任何序列，前提是5'末端与3'末端之

间的序列可以通过测序进行区分。在某些实施方案中，除与病原体序列不同的1、2、3、4、5、

6、7、8、9或10个核苷酸的序列之外，5'末端与3'末端之间的序列与病原体序列相同。

[0052] 本文还描述了一种检测个体的冠状病毒感染的方法，所述方法包括：(a)提供来自

所述个体的生物样品，其中所述生物样品包含冠状病毒合成RNA，其中所述冠状病毒合成

RNA的序列与天然存在的冠状病毒核酸序列不同；(b)裂解所述生物样品，从而产生裂解的

生物样品；(c)对所述裂解的生物样品进行逆转录反应，以获得裂解的逆转录的生物样品；

(d)对所述裂解的逆转录的生物样品进行扩增反应，以获得扩增的生物样品，其中对所述裂

解的逆转录生物的样品的所述扩增反应用对冠状病毒核酸序列具有特异性的冠状病毒引

物集进行，其中所述冠状病毒引物集扩增所述冠状病毒核酸序列和所述冠状病毒合成RNA；

以及(e)使用下一代测序对所述扩增的生物样品进行测序。在某些实施方案中，所述方法还

包括如果检测到来自所述冠状病毒核酸序列的序列读段，则提供针对冠状病毒感染的阳性

诊断。在某些实施方案中，所述冠状病毒感染是SARS‑Cov‑2感染。在某些实施方案中，如果

来自所述冠状病毒核酸序列的所述序列读段与所述冠状病毒核酸RNA的序列读段的比率或

其数学等同形式超过约0.1的比率，则提供针对所述冠状病毒感染或SARS‑Cov‑2感染的所

述阳性诊断。在某些实施方案中，如果来自所述冠状病毒核酸的所述序列读段和冠状病毒

合成RNA的所述序列读段超过约100，则提供针对冠状病毒感染的所述阳性诊断。

[0053] 本文还描述了一种检测个体的冠状病毒感染的方法，所述方法包括：(a)提供来自

所述个体的生物样品，其中所述生物样品包含冠状病毒合成RNA，其中所述冠状病毒合成

RNA的序列与天然存在的冠状病毒核酸序列不同；(b)裂解所述生物样品，从而产生裂解的

生物样品；(c)对所述裂解的生物样品进行逆转录反应，以获得裂解的逆转录的生物样品；

(d)对所述裂解的逆转录的生物样品进行扩增反应，以获得扩增的生物样品，其中对所述裂

解的逆转录的生物样品的所述扩增反应用对冠状病毒核酸序列具有特异性的冠状病毒引

物集进行，其中所述冠状病毒引物集扩增所述冠状病毒核酸序列和所述冠状病毒合成RNA。

在某些实施方案中，所述冠状病毒感染是SARS‑Cov‑2感染。

[0054] 本文还描述了一种检测个体的冠状病毒感染的方法，所述方法包括：(a)提供来自

所述个体的生物样品，其中所述生物样品包含冠状病毒合成RNA，其中所述冠状病毒合成

RNA的序列不同于天然存在的冠状病毒核酸序列；(b)裂解所述生物样品，从而产生裂解的

生物样品；(c)对所述裂解的生物样品进行逆转录反应，以获得裂解的逆转录生物样品。在

某些实施方案中，所述冠状病毒感染是SARS‑Cov‑2感染。

[0055] 还提供了包含合成核酸分子的组合物并且所述组合物可用于本文公开的方法。合

成核苷酸通常是体外转录或合成对照RNA，除允许区分对应于合成对照的测序读段和对应

于病原体序列的测序读段的短的、改变的链段(stretch)之外，它与目标用于扩增的病毒序

列相同。例如，公开了组合物，其包含有包含第一核酸序列和第二核酸序列的合成核酸分

子，其中第一核酸序列与病原体核酸分子的序列相同，并且第二核酸序列与病原体核酸分

子的序列不相同。在一些实施方案中，第一核酸序列位于合成核酸分子的3'区。在一些实施

方案中，合成核酸分子还包含第三核酸序列，其中第一核酸序列与来自病原体核酸分子的
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第一序列相同，并且其中第三核酸序列与来自病原体核酸分子的第二序列相同。在一些实

施方案中，第一核酸序列位于第二核酸分子的3'区，并且第三核酸序列位于第二核酸分子

的5'区。在一些实施方案中，第二核酸序列少于5、10、15、20、25或30个核苷酸。在一些实施

方案中，第二合成核酸分子包含总数少于25、50、100、150、200或500个核苷酸的核苷酸。在

一些实施方案中，第二合成核酸分子包含总数大于25、50、100、150、200或500个核苷酸的核

苷酸。在一些实施方案中，合成核酸分子是核糖核酸(RNA)分子、脱氧核糖核酸(DNA)分子或

RNA‑DNA杂交分子。在某些实施方案中，合成核酸分子以在对应病原体序列的约10％内的效

率进行PCR扩增。在某些实施方案中，合成核酸分子以在对应病原体序列的约5％内的效率

进行PCR扩增。在某些实施方案中，合成核酸分子以与对应病原体序列相同的效率进行PCR

扩增。

[0056] 根据本文所述的方法，可以使用多个合成核酸以进一步增加灵敏度，减少假阳性

或提高核酸序列的定量的准确度和/或精密度。所述多个可以包含2、3、4、5、6、7、8、9或更多

个不同序列，所述序列能够与对待检测的病原体序列具有特异性的引物集共同扩增。所述

多个可以具有所述多个所需的某些特征。在某些实施方案中，所述多个的不同序列的解链

温度可以实质上相同或在所述多个的平均解链温度的约0.5、1、2、3、4或5℃内。在某些实施

方案中，所述多个的核苷酸构成应为在约30％与约20％之间的A、在约30％与约20％之间的

G、在约30％与约20％之间的C、在约30％与约20％之间的T。在某些实施方案中，所述多个的

核苷酸构成应为约25％  A、约25％  G、约25％  C、约25％  T。在某些实施方案中，所述多个的

核苷酸构成应为在约30％与约20％之间的A、在约30％与约20％之间的G、在约30％与约

20％之间的C、在约30％与约20％之间的T中的一种或多种。在某些实施方案中，所述多个的

核苷酸构成应为约25％  A、约25％  G、约25％  C、约25％  T中的一种或多种。在某些实施方

案中，选择或设计多种合成核酸以最小化所述多个的不同序列之间的二级结构或二聚化。

[0057] 本文还描述了一种诊断病毒感染的个体的方法，所述方法包括：(a)提供来自所述

个体的生物样品；(b)将来自所述个体的所述生物样品与裂解剂接触，以获得裂解的生物样

品；(c)对所述裂解的生物样品进行逆转录反应；(d)对所述裂解的生物样品进行聚合酶链

反应(PCR)，以获得PCR扩增的裂解的生物样品，其中对所述裂解的生物样品的所述PCR反应

用第一PCR引物集和第二PCR引物集进行，其中所述第一PCR引物集扩增病毒核酸序列；其中

所述第二引物集扩增所述个体所属的物种的基因组序列；(e)使用下一代测序对所述PCR扩

增的裂解的生物样品进行测序；以及(f)任选地，如果通过所述PCR或通过所述测序检测到

病毒序列，则提供针对所述病毒感染的阳性诊断，或者如果通过所述PCR或通过所述测序未

检测到病毒序列，则提供针对所述人类个体的阴性诊断。在某些实施方案中，所述第一PCR

引物集可以扩增裂解的生物样品中存在的合成核酸序列。合成核酸序列包含与病毒核酸序

列相同的引物结合位点，除了间插核酸序列不同，使得可以通过测序进行区分。在某些实施

方案中，合成核酸序列是RNA。

[0058] 本文还描述了一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括：(a)提供来自所

述个体的生物样品；(b)将来自所述个体的所述生物样品与裂解剂接触，以获得裂解的生物

样品；(c)对所述裂解的生物样品进行聚合酶链反应(PCR)，以获得PCR扩增的裂解的生物样

品，其中对所述裂解的生物样品的所述PCR反应用第一PCR引物集和第二PCR引物集进行，其

中所述第一PCR引物集扩增病原体核酸序列，其中所述第二引物集扩增所述个体的核酸序
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列；(d)使用下一代测序对所述PCR扩增的裂解的生物样品进行测序；以及(d)任选地，如果

通过所述PCR或通过所述测序检测到病原体序列，则提供针对所述病原体感染的阳性诊断，

或者如果通过所述PCR或通过所述测序未检测到病原体序列，则提供针对所述人类个体的

阴性诊断。在某些实施方案中，所述第一PCR引物集可以扩增裂解的生物样品中存在的合成

核酸序列。合成核酸序列包含与病毒核酸序列相同的引物结合位点，除了间插核酸序列不

同，使得可以通过测序进行区分。在某些实施方案中，合成核酸序列是RNA。

[0059] 本文所述的方法可用于监测任何数目的样品中病原体的存在，包括非人样品。监

视可以包括监测一群驯养或野生动物、野生动物群体或围封的活体动物(例如，动物园、野

生动物公园或出售动物用作食物或作为宠物的活体动物市场)。

[0060] 本文还描述了一种监视样品中病原体的存在的方法，所述方法包括：(a)提供样

品；(b)将所述样品与提取剂接触，以获得提取的样品；(c)对所述提取的样品进行聚合酶链

反应(PCR)，以获得PCR扩增的提取的样品，其中对所述提取的样品的所述PCR反应用第一

PCR引物集进行；(d)使用下一代测序对所述PCR扩增的裂解的生物样品进行测序；以及(e)

任选地，如果通过所述PCR或通过所述测序检测到病原体序列，则提供针对所述病原体的阳

性读出，或者如果通过所述PCR或通过所述测序未检测到病原体序列，则提供阴性读出。在

某些实施方案中，所述第一PCR引物集可以扩增提取的生物样品中存在的合成核酸序列。合

成核酸序列包含与病原体核酸序列相同的引物结合位点，除了间插核酸序列不同，使得可

以通过测序进行区分。在某些实施方案中，合成核酸序列是RNA。在某些实施方案中，合成核

酸序列是DNA。

[0061] 为了实现对病毒感染的鉴定、检测和/或诊断，本文所公开的方法和系统包括：(a)

提供来自所述个体的生物样品；(b)将来自所述个体的所述生物样品与裂解剂接触，以获得

裂解的生物样品；(c)对所述裂解的生物样品进行初始核酸延伸反应；(d)对所述裂解的生

物样品进行聚合酶链反应(PCR)，以获得PCR扩增的裂解的生物样品，其中对所述裂解的生

物样品的所述PCR反应用第一PCR引物集和第二PCR引物集进行，其中所述第一PCR引物集扩

增病毒核酸序列；其中所述第二引物集扩增所述个体所属的物种的基因组序列；(e)使用下

一代测序对所述PCR扩增的裂解的生物样品进行测序；以及(f)如果通过所述PCR或通过所

述测序检测到病毒序列或其衍生物，则提供针对病毒感染的阳性诊断，或者如果通过所述

PCR或通过所述测序未检测到冠状病毒序列，则提供针对所述人类个体的阴性诊断。

[0062] 本文还公开了用于检测病毒感染的核酸处理方法。此类方法包括：(a)提供样品，

其包含病毒核酸分子和宿主核酸分子；(b)通过使用包含条形码序列的第一引物对所述病

毒核酸分子进行核酸延伸反应，生成条形码化病毒核酸分子；(c)通过使用包含所述条形码

序列的第二引物对所述宿主核酸分子进行核酸延伸反应，生成条形码化宿主核酸分子；(d)

对所述条形码化病毒核酸分子和所述条形码化宿主核酸分子进行测序，以鉴定(i)所述条

形码序列和(ii)对应于所述病毒核酸分子或其衍生物和所述宿主核酸分子的序列；以及

(e)如果在(d)中鉴定出对应于所述病毒核酸分子的所述序列，则提供针对病毒感染的阳性

诊断。

[0063] 如本文所用的术语“条形码”通常是指传达或能够传达关于分析物的信息的标记

或标识符。条形码可以是分析物的一部分。条形码可以与分析物无关。除了分析物的内源特

征(例如，分析物的大小或末端序列)之外，条形码可以是连接至分析物(例如，核酸分子)的

说　明　书 15/108 页

23

CN 115917002 A

23



标签或标签的组合。条形码可以是唯一的。条形码可以有多种不同的格式。例如，条形码可

包括：多核苷酸条形码；随机核酸和/或氨基酸序列；和合成核酸和/或氨基酸序列。条形码

可以以可逆或不可逆的方式连接至分析物。在对样品进行测序之前、期间和/或之后，可以

将条形码添加至例如脱氧核糖核酸(DNA)或核糖核酸(RNA)样品的片段。条形码可以允许鉴

定和/或定量各个测序读段。

[0064] 如本文所用的术语“实时”可以指小于约1秒、十分之一秒、百分之一秒、毫秒或更

小的响应时间。响应时间可能大于1秒。在一些情况下，实时可以指同时或实质上同时的处

理、检测或鉴定。

[0065] 如本文所用的术语“基因组”是指来自植物、动物、细菌、真菌或病毒的基因组信

息，其可以是例如受试者遗传信息的至少一部分或全部。基因组可以在DNA或RNA中编码。基

因组可包含编码区(例如，蛋白质的编码区)以及非编码区。基因组可以包括生物体中所有

染色体一起的序列。例如，人基因组普通具有总计46条染色体。所有这些染色体一起的序列

可以构成人基因组。

[0066] 术语“衔接子(adaptor)”、“衔接子(adapter)”和“标签”可以同义地使用。衔接子

或标签可以通过任何方法，包括连接、杂交或其他方法与待“加标签”的多核苷酸序列联接。

[0067] 如本文所用的术语“测序”通常是指用于确定一种或多种多核苷酸中核苷酸碱基

的序列的方法和技术。多核苷酸可以是例如核酸分子，诸如脱氧核糖核酸(DNA)或核糖核酸

(RNA)，包括其变体或衍生物(例如，单链DNA)。“下一代测序”是指不为桑格(Sanger)测序的

高通量测序方法。测序可以通过目前可用的各种系统执行，诸如但不限于通过

(例如，iSeq  100、MiniSeq、MiSeq或NextSeq系列机器)、Pacific  Biosciences

Oxford 或Life  Technologies(Ion )的测序系统。

替代地或另外，可以使用核酸扩增、聚合酶链反应(PCR)(例如，数字PCR、定量PCR或实时

PCR)或等温扩增来进行测序。此类系统可以提供对应于受试者(例如，人)的遗传信息的多

个原始遗传数据，如从受试者提供的样品由系统所生成。在一些实例中，此类系统提供测序

读段(本文中也称为“读段”)。读段可以包括一串核酸碱基，其对应于已经测序的核酸分子

的序列。在一些情况下，本文所提供的系统和方法可以与蛋白质组信息一起使用。

[0068] 如本文所用的术语“珠子”通常是指颗粒。珠子可以是固体或半固体颗粒。珠子可

以是凝胶珠子。凝胶珠子可以包括聚合物基体(例如，通过聚合或交联形成的基体)。聚合物

基体可以包括一种或多种聚合物(例如，具有不同官能团或重复单元的聚合物)。聚合物基

体中的聚合物可以随机排列，诸如在无规共聚物中，并且/或者具有有序结构，诸如在嵌段

共聚物中。交联可以通过共价、离子或诱导、相互作用或物理缠结。珠子可以是大分子。珠子

可以由结合在一起的核酸分子形成。珠子可以通过分子(例如，大分子)的共价或非共价组

装形成，诸如单体或聚合物。此类聚合物或单体可以是天然的或合成的。此类聚合物或单体

可以是或包括例如核酸分子(例如，DNA或RNA)。珠子可以由聚合物材料形成。珠子可以是磁

性的或非磁性的。珠子可以是刚性的。珠子可以是柔性的和/或可压缩的。珠子可以是可破

坏的或可溶解的。珠子可以是用包含一种或多种聚合物的涂层覆盖的固体颗粒(例如，包括

但不限于氧化铁、金或银的基于金属的颗粒)。此类涂层可以是可破坏的或可溶解的。

[0069] 如本文所用的术语“样品”被广泛使用并且可以指环境样品(例如，水样品、污水样

品)、生的或准备好的食物样品、从非人类个体群体(例如，野生或驯养动物)得到的样品或
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来自人或非人动物的生物样品。样品可以包含任何数目的大分子，例如细胞大分子。样品可

以是细胞样品。样品可以是细胞系或细胞培养物样品。样品可以包含一个或多个细胞。样品

可以包含一种或多种微生物。生物样品可以是核酸样品或蛋白质样品。生物样品还可以是

碳水化合物样品或脂质样品。生物样品可以来源于另一样品。样品可以是组织样品，例如活

检、核芯活检(core  biopsy)、针抽出物或细针抽出物。样品可以是流体样品，诸如血液样

品、尿液样品或唾液样品。样品可以是皮肤样品。样品可以是口腔拭子。样品可以是鼻咽拭

子。样品可以是血浆或血清样品。样品可以是无细胞(cell‑free或cell  free)样品。无细胞

样品可以包含细胞外多核苷酸。细胞外多核苷酸可以从身体样品中分离，所述身体样品可

以选自由血液、血浆、血清、尿液、唾液、粘膜分泌物、痰液、粪便和泪液组成的组。

[0070] 如本文所用的术语“生物颗粒”通常是指来源于生物样品的离散生物系统。生物颗

粒可以是大分子。生物颗粒可以是小分子。生物颗粒可以是病毒。生物颗粒可以是细胞或细

胞衍生物。生物颗粒可以是细胞器。生物颗粒可以是来自细胞群的稀有细胞。生物颗粒可以

是任何类型的细胞，包括但不限于原核细胞、宿主细胞、细菌、真菌、植物、哺乳动物或其他

动物细胞型、支原体、正常组织细胞、肿瘤细胞或任何其他细胞型，无论是来源于单细胞还

是多细胞生物。生物颗粒可以是细胞的成分。生物颗粒可以是或可以包括DNA、RNA、细胞器、

蛋白质或其任何组合。生物颗粒可以是或可以包括基体(例如，凝胶或聚合物基体)，其包含

细胞或来自细胞的一种或多种组分(例如，细胞珠子)，例如来自细胞的DNA、RNA、细胞器、蛋

白质或其任何组合。生物颗粒可以从受试者的组织获得。生物颗粒可以是硬化细胞。这种硬

化细胞可以包括或不包括细胞壁或细胞膜。生物颗粒可以包括细胞的一种或多种成分，但

可以不包括细胞的其他成分。这些成分的实例是细胞核或细胞器。细胞可以是活细胞。活细

胞可以能够被培养，例如，当被包封在凝胶或聚合物基体中时被培养，或者当包含凝胶或聚

合物基体时被培养。

[0071] 如本文所用的术语“病原体”包括能够引起个体群体的疾病的任何生物体或病毒，

此类群体可以包括动物或植物。这还涵盖携带个体或物种中存在的病原体，其中病原体不

引起携带个体或物种的疾病，但可以传播至另一个体或物种以引起疾病。如本文所用，病原

体包括但不限于细菌、原生动物、真菌、线虫、类病毒和病毒或其任何组合，其中每种病原体

本身或与另一病原体一起能够引发脊椎动物的疾病，脊椎动物包括但不限于哺乳动物，且

包括但不限于人。如本文所用，术语“宿主”是指可被病原体感染的生物体，并且包括植物、

动物、脊椎动物、哺乳动物、啮齿动物、母牛、马、猪、家禽、雏鸡、鹅、鸭、鱼、贝类等等。

[0072] 如本文所用，术语“细菌”或“真细菌”是指原核生物的领域。细菌包括如下至少11

个不同的组：(1)革兰氏阳性细菌，其中有两个主要细分：(i)高G+ C组 (放线菌

(Actinomycetes)、分枝杆菌(Mycobacteria)、微球菌(Micrococcus)等)；(ii)低G+C组(芽

孢杆菌(Bacillus)、梭菌(Clostridia)、乳杆菌(Lactobacillus)、葡萄球菌

(Staphylococci)、链球菌(Streptococci)、支原体(Mycoplasma))；(2)变形菌

(Proteobacteria)，例如紫色光合+非光合革兰氏阴性菌(包括最“常见”的革兰氏阴性细

菌)；(3)蓝细菌(Cyanobacteria)，例如产氧光合细菌(oxygenic  phototroph)；(4)螺旋体

(Spirochete)及相关物种；(5)浮霉菌属(Planctomyces)；(6)拟杆菌属(Bacteroides)、黄

杆菌属(Flavobacteria)；(7)衣原体(Chlamydia)；(8)绿色硫细菌(Green  sulfur 

bacteria)；(9)绿色非硫细菌(Green  non‑sulfur  bacteria)(还称为厌氧光合细菌)；(10)
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耐辐射微球菌及其亲属；(11)嗜热热袍菌(Thermotoga)和栖热腔菌(Thermosipho)。“革兰

氏阴性细菌”包括球菌、非肠道杆菌和肠杆菌。革兰氏阴性菌的属包括例如奈瑟氏菌属

(Neisseria)、螺菌属(Spirillum)、巴斯德菌属(Pasteurella)、布鲁菌属(Brucella)、耶尔

森菌属(Yersinia)、弗朗西斯氏菌属(Francisella)、嗜血杆菌属(Haemophilus)、博德特氏

菌属(Bordetella)、埃希氏菌属、沙门氏菌属、志贺氏菌属、克雷伯氏菌属(Klebsiella)、变

形杆菌属(Proteus)、弧菌属(Vibrio)、假单胞菌属、拟杆菌属(Bacteroides)、醋杆菌属

(Acetobacter)、气杆菌属(Aerobacter)、土壤杆菌属(Agrobacterium)、固氮菌属

(Azotobacter)、螺旋状菌属(Spirilla)、沙雷氏菌属(Serratia)、弧菌属(Vibrio)、根瘤菌

属(Rhizobium)、衣原体属(Chlamydia)、立克次体属(Rickettsia)、密螺旋体属

(Treponema)和梭杆菌属(Fusobacterium)。“革兰氏阳性细菌”包括球菌、非产孢子杆菌和

产孢子杆菌。革兰氏阳性细菌的属包括例如放线菌属(Actinomyces)、芽孢杆菌属

(Bacillus)、梭菌属、棒状杆菌属(Corynebacterium)、丹毒丝菌属(Erysipelothrix)、乳杆

菌属(Lactobacillus)、李斯特菌属(Listeria)、分枝杆菌属(Mycobacterium)、粘球菌属

(Myxococcus)、诺卡氏菌属(Nocardia)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、链球菌属和链霉菌

属(Streptomyces)。“致病性细菌(pathogenic  bacteria或pathogenic  bacterium)”是通

过直接感染另一生物体或通过产生在另一生物体中引起疾病的因子(例如，产生病原性毒

素等的细菌)来引起另一宿主生物体(例如，动物和植物)的疾病的细菌物种。

[0073] 如本文所用的术语“大分子成分”通常是指包含在生物颗粒内或来自生物颗粒的

大分子。大分子成分可以包含核酸。在一些情况下，生物颗粒可以是大分子。大分子成分可

以包含DNA。大分子成分可以包含RNA。RNA可以是编码的或非编码的。例如，RNA可以例如是

信使RNA(mRNA)、核糖体RNA(rRNA)或转移RNA(tRNA)。RNA可以是转录物。RNA可以是长度小

于200个核酸碱基的小RNA或者长度大于200个核酸碱基的大RNA。小RNA可以包括5.8S核糖

体RNA(rRNA)、5S  rRNA、转移RNA(tRNA)、微RNA(miRNA)、小干扰RNA(siRNA)、小核仁RNA

(snoRNA)、Piwi相互作用RNA(piRNA)、tRNA衍生的小RNA(tsRNA)和小rDNA衍生的RNA

(srRNA)。RNA可以是双链RNA或单链RNA。RNA可以是环状RNA。大分子成分可以包含蛋白质。

大分子成分可以包含肽。大分子成分可以包含多肽。

[0074] 如本文所用的术语“分子标签”通常是指能够结合大分子成分的分子。分子标签可

以以高亲和力结合大分子成分。分子标签可以以高特异性结合大分子成分。分子标签可以

包含核苷酸序列。分子标签可以包含核酸序列。核酸序列可以是分子标签的至少一部分或

全部。分子标签可以是核酸分子或者可以是核酸分子的一部分。分子标签可以是寡核苷酸

或多肽。分子标签可以包含DNA适体。分子标签可以是或包含引物。分子标签可以是或包含

蛋白质。分子标签可以包含多肽。分子标签可以是条形码。

[0075] 术语“持家基因”、“持家控制”或本文所用的类似术语通常是指在正常和病理生理

条件下在生物体中表达或者由不同组织和细胞类型表达的基因。在一些情况下，持家基因

是维持基本细胞功能所需的组成型基因。在大多数正常和病理生理条件下，持家基因通常

以相对恒定的速率表达。持家基因的具体实例包括但不限于RPP30、β肌动蛋白和/或GAPDH。

[0076] 如本文所用的术语“分区(partition)”通常是指可适合于包含一种或多种物质或

进行一个或多个反应的空间或体积。分区可以是物理隔室，例如液滴或孔。分区可以将空间

或体积与另一个空间或体积隔离。液滴可以是与第一相不混溶的第二相(例如，油)中的第
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一相(例如，水相)。液滴可以是不与第一相相分离的第二相中的第一相，例如像水相中的胶

囊或脂质体。分区可以包括一个或多个其他(内部)分区。在一些情况下，分区可以是虚拟隔

室，其可以由在多个和/或远程物理隔室上的索引(例如，索引库)来定义和鉴定。例如，物理

隔室可包括多个虚拟隔室。

[0077] 除非上下文另外明确规定，如本文所用的术语“一个”、“一种”和“所述”通常指单

数和复数指示物。

[0078] 每当术语“至少”、“大于”或“大于或等于”在一系列两个或更多个数值中的第一数

值之前时，术语“至少”、“大于”或“大于或等于”适用于此系列数值中的每个数值。例如，大

于或等于1、2或3等同于大于或等于1、大于或等于2或大于或等于3。

[0079] 每当术语“不大于”、“小于”或“小于或等于”在一系列两个或更多个数值中的第一

数值之前时，术语“不大于”、“小于”或“小于或等于”适用于此系列数值中的每个数值。例

如，小于或等于3、2或1等同于小于或等于3、小于或等于2或小于或等于1。

[0080] 以下描述中，阐述了某些具体细节以提供对各种实施方案的全面理解。然而，本领

域技术人员将理解，所提供的实施方案可以在没有这些细节的情况下实践。除非上下文另

外要求，否则在整个说明书和随后的权利要求中，词语“包含(comprise)”及其变体如“包含

(comprises)”和“包含(comprising)”应以开放、包含性的含义解释，即“包括但不限于”。除

非内容另外明确规定，否则如在本说明书和所附权利要求中所用的，单数形式“一个”、“一

种”和“所述”包括复数指示物。还应当注意，除非内容另外明确规定，否则术语“或”通常以

其包括“和/或”的含义使用。此外，本文提供的标题仅是为了方便，并且不解释所要求保护

的实施方案的范围或含义。

[0081] 如本文所用，术语“约”是指在所述量附近10％或更少的量。

[0082] 如本文所用，术语“同源的”、“同源性”或“同源性百分比”当在本文中用于相对于

参考序列描述氨基酸序列或核酸序列时可以使用由以下描述的公式来确定：Karlin和

Altschul(Proc.Natl.Acad .Sci.USA  87:2264‑2268,1990，如在Proc.Natl.Acad .Sci.USA 

90:5873‑5877,1993中那样修改)。这种公式被并入Altschul等人(J.Mol.Biol.215:403‑

410,1990)的基本局部比对搜索工具(BLAST)程序中。可以使用截至本申请提交日最新版本

的BLAST来确定序列的同源性百分比。

[0083] 如本文所用，术语“个体”、“患者”或“受试者”是指被诊断患有、怀疑患有或有风险

患上所述组合物和方法可用于检测的至少一种疾病的个体。在某些实施方案中，个体是哺

乳动物。在某些实施方案中，哺乳动物是小鼠、大鼠、兔、狗、猫、马、母牛、绵羊、猪、山羊、美

洲驼、羊驼或牦牛。在某些实施方案中，个体是人。

病原性感染

[0084] 本文所述的方法可以允许检测许多不同的病原体，包括细菌、病毒、真菌、原生生

物、线虫和类病毒。

[0085] 例如，可以检测或诊断的病原体包括但不限于炭疽杆菌(Bacillus  anthracis)

(炭疽病(anthrax))、肉毒杆菌(Clostridium  botulinum)毒素(肉毒杆菌中毒

(botulism))、鼠疫耶尔森氏菌(Yersinia  pestis)(鼠疫(plague))。主天花(Variola 

major)(天花(smallpox))和其他相关痘病毒(pox  virus)、土拉弗朗西斯菌(Francisella 

tularensis)(兔热病(tularemia))、病毒性出血热(Viral  hemorrhagic  fever)、沙粒病毒
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(Arenavirus) (例如，胡宁病毒(Junin)、马秋波病毒(Machupo)、瓜纳瑞托病毒

(Guanarito)、查帕雷病毒(Chapare)、拉萨病毒(Lassa)和/或卢约病毒(Lujo))、布尼亚病

毒(Bunyaviruses)(例如，引起汉坦病毒肺综合征(Hanta  Pulmonary  syndrome)、裂谷热

(Rift  Valley  Fever)和/或克里米雅–刚果出血热(Crimean  Congo  Hemorrhagic  Fever)

的汉坦病毒(Hantavirus))、黄病毒属(Flavivirus)、登革病毒(Dengue)、丝状病毒

(Filovirus)(例如，埃博拉(Ebola)病毒和马尔堡(Marburg)病毒)、假鼻疽伯克霍尔德菌

(Burkholderia  pseudomallei)(类鼻疽(melioidosis))、伯纳特柯克斯体(Coxiella 

burnetii)(Q热(Q  fever))、布鲁氏菌(Brucella)物种(布鲁氏菌病(brucellosis))、鼻疽

伯克霍尔德菌(Burkholderia  mallei)(鼻疽病(glanders))、鹦鹉热衣原体(Chlamydia 

psittaci)(鹦鹉热(Psittacosis))、蓖麻毒素(Ricin  toxin)(蓖麻(Ricinus  communis))、

ε毒素(Epsilon  toxin)(产气夹膜梭状芽胞杆菌(Clostridium  perfringens))、葡萄球菌

肠毒素B(Staphylococcus  enterotoxin  B，SEB)、斑疹伤寒(Typhus  fever)(普氏立克次体

(Ricke t ts ia  pro wa ze k i i) )、食物传播和水传播病原体、致腹泻性大肠杆菌

(Diarrheagenic  E.coli)、致病性弧菌(Pathogenic  Vibrios)、志贺氏菌属物种(Shigella 

species)、沙门氏菌属、单核细胞增多性李斯特菌(Listeria  monocytogenes)、空肠弯曲菌

(Campylobacter  jejuni)、耶尔森结肠炎菌(Yersinia  enterocolitica)、杯状病毒

(Caliciviruses)、甲型肝炎病毒、微小隐孢子虫(Cryptosporidium  parvum)、卡晏环孢子

虫(Cyclospora  cayatanensis)、蓝氏贾第鞭毛虫(Giardia  lamblia)、溶组织内阿米巴

(Entamoeba  histolytica)、刚地弓形虫(Toxoplasma  gondii)、福氏耐格里变形虫

(Naegleria  fowleri)、狒狒巴拉姆希阿米巴(Balamuthia  mandrillaris)、真菌、微孢子虫

(Microsporidia)、蚊媒病毒(Mosquito‑borne  virus)(例如，西尼罗河病毒(West  Nile 

virus，WNV)、LaCrosse脑炎(LACV)、加利福利亚脑炎(California  encephalitis)病毒、委

内瑞拉马脑炎(Venezuelan  equine  encephalitis，VEE)病毒、东方马脑炎(Eastern 

equine  encephalitis，EEE)病毒、西方马脑炎(Western  equine  encephalitis，WEE)病毒、

日本脑炎病毒(Japanese  encephalitis  virus，JE)、圣路易脑炎病毒(St .Louis 

encephalitis  virus，SLEV) ,黄热病病毒(Yellow  fever  virus，YFV)、基肯尼亚病毒

(Chikungunya  virus)、寨卡病毒(Zika  virus)、尼帕病毒和亨德拉病毒(Nipah  and 

Hendra  virus)、另外的汉坦病毒(hantavirus)、蜱传出血热病毒(Tickborne  hemorrhagic 

fever  virus)、布尼亚病毒(Bunyavirus)、发热伴血小板减少综合征病毒(Severe  Fever 

with  Thrombocytopenia  Syndrome  virus，SFTSV)、腹地病毒(Heartland  virus)、黄病毒

属(Flavivirus)(例如，鄂木斯克出血热病毒(Omsk  Hemorrhagic  Fever  virus)、阿科赫玛

病毒(Alkhurma  virus)、卡萨诺尔森林病病毒(Kyasanur  Forest  virus))、蜱传脑炎复合

黄病毒(Tickborne  encephalitis  complex  flavivirus)、蜱传脑炎病毒(Tickborne 

encephalitis  virus)、波瓦桑/鹿蜱虫病毒(Powassan/Deer  Tick  virus)、结核病

(Tuberculosis)病毒(包括耐药性TB)、流感病毒、狂犬病病毒(Rabies  virus)、朊病毒

(Prion)、链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属、埃希氏菌属、

乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒、水痘病毒、天花病毒、正粘病毒、严重

急性呼吸综合征相关冠状病毒(SARS‑CoV)、SARS‑CoV‑2(COVID‑19)、MERS‑CoV、其他高致病

性人冠状病毒或它们的任何组合。
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[0086] 本文所述的方法还可以用于检测诊断病毒。在某些实施方案中，病毒包括DNA病

毒。在某些实施方案中，病毒包括RNA病毒。

[0087] 病毒核酸的检测是本文所述的检测和诊断病毒感染的方法的基础。对于病毒感染

的检测和诊断，病毒核酸分子是正测试的病毒的基因组的一部分。在一些实施方案中，所述

病毒是冠状病毒。在一些实施方案中，所述冠状病毒选自严重急性呼吸综合征冠状病毒2

(COVID‑19)、严重急性呼吸综合征冠状病毒(SARS‑CoV)和中东呼吸综合征冠状病毒(MERS‑

CoV)。在一些实施方案中，所述冠状病毒是COVID‑19。所公开的方法可用于其他RNA和DNA基

因组病毒的分类。在一些实施方案中，所述病毒是RNA病毒。在一些实施方案中，所述RNA病

毒包含双链RNA基因组。在一些实施方案中，所述RNA病毒包含单链RNA基因组。在一些实施

方案中，所述RNA病毒选自冠状病毒、流感病毒、人免疫缺陷病毒和埃博拉病毒。在一些实施

方案中，所述病毒是DNA病毒。在一些实施方案中，所述病毒感染是COVID‑19。

[0088] 例如，本文的方法可用于检测冠状病毒。用于诊断冠状病毒感染的方法适用于其

他病毒。冠状病毒是冠状病毒科(Coronaviridae)中的冠状病毒亚科(Coronavirinae)和网

巢病毒目(Nidovirales)的成员(国际病毒分类委员会(International  Committee  on 

Taxonomy  of  Viruses))。冠状病毒亚科由四个属组成：α冠状病毒、β冠状病毒、γ冠状病毒

和δ冠状病毒。这些属基于系统发育关系和基因组结构进行区分。通常，α冠状病毒和β冠状

病毒感染哺乳动物。另外，一般来说，γ冠状病毒和δ冠状病毒感染鸟类，也可以感染哺乳动

物。α冠状病毒和β冠状病毒可能与人呼吸道疾病和肠胃炎有关，并且是其病因。高致病性病

毒(例如，严重急性呼吸综合征冠状病毒(SARS‑CoV)和中东呼吸综合征冠状病毒(MERS‑

CoV))可导致人严重呼吸综合征。其他四种冠状病毒(例如HCoV‑NL63、HCoV‑229E、HCoV‑

OC43和HKU1)通常在免疫活性宿主、婴儿、幼儿和老年个体中诱导轻度上呼吸道疾病。α冠状

病毒和β冠状病毒不仅可能给人带来沉重的疾病负担，还可能给牲畜带来沉重的疾病负担；

这些病毒包括猪传染性胃肠炎病毒、猪肠道腹泻病毒(PEDV)和猪急性腹泻综合征冠状病毒

(SADS‑CoV)。基于目前的序列数据库，所有人冠状病毒都具有人畜共患病起源。例如，SARS‑

CoV、MERS‑CoV、HCoV‑NL63和HCoV‑229E被认为起源于蝙蝠。家畜可能作为中间宿主而发挥

重要作用，它们使病毒能够从自然宿主传播给人。此外，家畜本身也可能罹患冠状病毒引起

的疾病。

生物样品

[0089] 本文提供了使用和处理来自个体的生物样品以诊断病毒感染的方法。此类生物样

品可以来自先前暴露于病毒、先前被诊断为对病毒呈阳性的个体或被认为处于病毒暴露的

风险中的个体。本文所述的方法还可用于群体监视，即，使用由多个个体提供的样品，目的

是提供关于给定群体中病毒感染的量的信息。生物样品可以是口腔或鼻粘膜。样品可以是

血液、血清或血浆。在某些实施方案中，生物样品包括鼻拭子、鼻咽拭子、口腔拭子、口腔液

拭子、中鼻甲拭子或其任何组合，其中所述拭子已用于从个体收集样品。

[0090] 在实践中，使用大量的收集装置收集生物样品，其全部都可以与本发明的设备一

起使用。收集装置通常将是可商购获得的，但也可以是为给定应用专门设计和制造的。对于

临床样品，多种商业拭子类型可供使用，包括鼻拭子、鼻咽拭子、口腔拭子、口腔液、粪便拭

子、扁桃体拭子、阴道拭子、宫颈拭子和伤口拭子。样品收集装置的尺寸和材料各不相同，并

且所述装置可含有专门的手柄、盖子、便于和引导破坏的刻痕以及收集基体。
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[0091] 血液样品收集在多个体积不同的可商购获得的管中，其中一些含有添加剂(包括

抗凝剂，诸如肝素、柠檬酸盐和EDTA)、便于样品进入的真空、便于针插入的塞子和保护操作

者免于暴露于样品的覆盖物。组织和体液(例如，痰、脓性物质、吸出物)也收集在管中，通常

与采血管不同。这些临床样品收集装置通常被送到水平高超的医院或商业临床实验室进行

测试(但是某些测试可以在护理点进行，诸如评估咽喉/扁桃体拭子以进行快速链球菌测

试)。环境样品可能呈过滤器或滤筒(例如来自空气呼吸器、气溶胶或水过滤装置)、拭子、粉

末或流体而存在。

样品的处理

[0092] 收集后，将生物样品与裂解剂接触，以释放从样品获得的细胞中存在的病毒核酸。

此类裂解还释放测试个体的基因组DNA。此类基因组DNA可以用作样品/扩增对照。样品收集

和裂解可以在本文所述的用于病毒序列的扩增的方法之前进行，或者在病毒序列的扩增和

测序的场所进行。

[0093] 根据所公开的方法和系统，样品可以与裂解试剂一起被收集或分隔，以释放分区

内样品的内容物。分区包括小瓶、管和/或板中的孔。在此类实施方案中，裂解剂可以在添加

用于核酸分子的延伸和扩增的试剂的同时或之前与样品悬浮液接触。在一些实施方案中，

样品内核酸的处理(例如扩增、引物延伸、逆转录酶等)在用于细胞裂解的相同条件下发生。

离散的分区可以包括单个样品和/或一种或多种试剂。在一些实施方案中，产生的离散分区

可以包括用于核酸的扩增的引物和酶(例如逆转录酶和/或聚合酶)。在一些实施方案中，所

产生的离散分区可以包含条形码化寡核苷酸(例如包含条形码序列的引物)。在一些实施方

案中，所产生的离散分区可以包含携带珠子的条形码。在一些实施方案中，离散分区可能未

被占用(例如，没有试剂，没有样品)。

[0094] 有利地，当裂解试剂和样品共同分区时，裂解试剂可以促进分区内样品的内容物

的释放。分区中释放的内容物可能保持与其他分区的内容物离散。

[0095] 裂解剂的实例包括生物活性试剂，诸如用于裂解不同细胞类型(例如，革兰氏阳性

或阴性细菌、植物、酵母、哺乳动物等)的裂解酶，诸如溶菌酶、无色肽酶、溶葡萄球菌素、

labiase、kitalase、lytiembodiment和可从例如Sigma‑Aldrich公司(St  Louis,Mo.)购得

的多种其他裂解酶以及其他可商购获得的裂解酶。其他裂解剂可以另外地或替代地与样品

共同分区以引起细胞内容物向分区中的释放。例如，在一些实施方案中，基于表面活性剂的

裂解溶液可用于裂解细胞，但是这些可能不太适用于基于乳液的系统，在基于乳液的系统

中表面活性剂可干扰稳定的乳液。在一些实施方案中，裂解溶液可包括非离子表面活性剂，

例如像TritonX‑100和/或Tween  20。在一些实施方案中，裂解溶液可包括离子表面活性剂，

例如像十二烷基肌氨酸钠和十二烷基硫酸钠(SDS)。本文所述的裂解剂可以包括一种或多

种蛋白酶(例如，蛋白酶K)。在某些实施方案中也可以使用电穿孔、热、声学或机械细胞破

裂，例如，基于非乳液的分配，诸如可以补充或代替分区分配的样品的包封，其中包封物的

任何孔径足够小以在细胞破裂后保留给定大小的核酸片段。

[0096] 裂解剂还可以包括在添加样品之前或之后加热的高温水或反应缓冲液。例如，裂

解剂可以是加热至至少约50、55、60、65、70、75、80、85、90或95℃持续约1、2、3、4、5、6、7、8、

9、10分钟或更长的时间的加热的PCR或逆转录酶反应混合物。

[0097] 替代地或除了上文所述与样品共同分区的裂解剂之外，其他试剂也可以与样品共
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同分区，包括例如DNA酶和RNA酶灭活剂或抑制剂(诸如蛋白酶K)、螯合剂(诸如EDTA)和用于

消除或以其他方式降低不同细胞裂解物组分对后续核酸处理的负面活性或影响的其他试

剂。此外，在包封的样品的实施方案中，可以将样品暴露于适当的刺激以从共同分区的微胶

囊释放样品或其内容物。例如，在一些实施方案中，化学刺激可以连同包封的样品共同分

区，以允许微胶囊的降解和细胞或其内容物向更大分区中的释放。在一些实施方案中，此刺

激可以与本文其他地方描述的用于从其各自的微胶囊(例如珠子)中释放核酸分子(例如，

寡核苷酸)的刺激相同。在替代方面中，这可以是不同且不重叠的刺激，以允许包封的样品

在与核酸分子释放到相同分区中不同的时间释放到分区中。

[0098] 分区可以包含用于进行一个或多个反应的物质(例如试剂)。物质可以包括例如用

于核酸扩增反应的试剂(例如，引物、聚合酶、dNTP、辅因子(例如，离子辅因子)、缓冲液)，包

括本文所述的那些；用于酶促反应的试剂(例如，酶、辅因子、底物、缓冲液)；用于逆转录的

试剂(例如，逆转录酶)；用于核酸修饰反应(诸如聚合、连接或消化)的试剂；和/或用于模板

制备的试剂。在一些情况下，可以将引物连接至前体。引物可用于逆转录。引物可包含poly‑

T序列或对靶核酸分子具有特异性(即，与靶核酸的序列互补)。在一些实施方案中，引物与

特定靶核酸序列(例如病毒核酸序列)杂交。

[0099] 另外的试剂也可以与样品共同分区，例如用于扩增样品核酸片段并将条形码分子

标签连接至扩增的片段的片段化样品DNA的内切核酸酶、DNA聚合酶和dNTP。其他酶可以共

同分区，包括但不限于聚合酶、转座酶、连接酶、蛋白酶K、DNA酶等。如果裂解的样品包含基

于RNA的病毒，则另外的试剂也可以包括逆转录酶。

[0100] 本文所述方法的一个优点是能够使用唾液样品检测甲型/乙型流感病毒、冠状病

毒或其他病原体序列中的一种或多种。在本文所述的方法中使用的唾液样品可以包含少于

约100、50、25、10、9、8、7、6、5、4、3或2微升唾液。在某些实施方案中，唾液样品小于约20微

升。在某些实施方案中，唾液样品小于约10微升。在某些实施方案中，唾液样品小于约8微

升。在某些实施方案中，唾液样品小于约7微升。在某些实施方案中，唾液样品小于约6微升。

在某些实施方案中，唾液样品小于约5微升。

[0101] 本文所述方法的一个优点是能够使用少量鼻拭子样品检测甲型/乙型流感病毒、

冠状病毒或其他病原体序列中的一种或多种。可以将鼻拭子可以接种至约1毫升缓冲液中，

诸如PBS或盐水，然后可以使用少量所述样品来检测病毒感染。在本文所述的方法中使用的

鼻拭子样品可以包含少于约100、50、25、10、9、8、7、6、5、4、3或2微升接种的鼻拭子。在某些

实施方案中，接种的鼻拭子样品小于约20微升。在某些实施方案中，接种的鼻拭子样品小于

约10微升。在某些实施方案中，接种的鼻拭子样品小于约8微升。在某些实施方案中，接种的

鼻拭子样品小于约7微升。在某些实施方案中，接种的鼻拭子样品小于约6微升。在某些实施

方案中，接种的鼻拭子样品小于约5微升。

病原体序列的检测

[0102] 病毒通常包含有包含脱氧核糖核酸(DNA)或核糖核酸(RNA)的基因组结构。此类基

因组可以由单链或双链核酸组成。病毒的基因组通常还包含不同于它们感染的宿主的核酸

序列。因此，病毒基因组内的差异核酸序列为使用分子和基因扩增和测序技术进行检测提

供了靶标。此外，病毒之间遗传序列和结构的差异允许区分病毒相互之间的类别、亚类和单

个毒株。因此，鉴定对病毒具有特异性的核酸序列、元件、模板或基因座的引物(例如探针)
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可用于病毒感染的鉴定和检测。

[0103] 本文所述的病毒序列的检测包括使用PCR反应扩增病毒核酸以及对PCR扩增的结

果进行测序。在被检测的病毒是基于RNA的病毒的情况下，扩增还包括逆转录反应。逆转录

反应可以是PCT扩增之前的分立步骤，也可以是在PCR酶和引物的存在下发生的一步反应。

PCR扩增通过寡核苷酸引物对进行。除了包含靶特异性部分之外，此类病毒还可以包含索引

序列和/或测序衔接子序列，如图3中所示。

[0104] 病毒和宿主核酸分子的扩增可以通过使用延伸或扩增与病毒和宿主核酸分子杂

交的引物的酶来实现。特别地，逆转录酶用于生成对应于宿主和病毒核酸的cDNA。例如，对

于具有包含RNA的基因组的病毒，所述核酸延伸反应是逆转录反应。宿主细胞中DNA转录的

RNA核酸产物也可以使用逆转录酶进行处理。已知的逆转录酶很容易获得以供使用。禽成髓

细胞性白血病病毒(AMV)逆转录酶和莫洛尼鼠白血病病毒(M‑MuLV，MMLV)逆转录酶是分子

生物学工作流程中常用的RT。M‑MuLV逆转录酶缺乏3'→5 '核酸外切酶活性。ProtoScript 

II逆转录酶是一种重组M‑MuLV逆转录酶，具有RNA酶H活性降低并且热稳定性增加。它可用

于在比野生型M‑MuLV高的温度下合成第一链cDNA。所述酶在高达50℃下具有活性，提供更

高的特异性、更高的cDNA产量和更多全长cDNA产物，长度多达12kb。工程化RT的使用提高了

全长产物形成的效率，确保mRNA转录本5'末端的拷贝完成，并且实现RNA序列的忠实DNA拷

贝的繁殖和表征。在处理含有大量二级结构的RNA时，使用热稳定性更高的RT(反应在较高

温度下进行)可能有所帮助。在一些实施方案中，所述核酸延伸反应包括逆转录反酶反应、

聚合酶链反应或其组合。在某些实施方案中，所述核酸延伸反应包括(i)将引物与病毒核酸

分子杂交；以及(ii)使用逆转录酶；延伸所述引物。

[0105] 在逆转录(如果适用)之后或期间，对样品进行扩增反应。在某些实施方案中，扩增

反应是PCR反应。在某些实施方案中，PCR反应不是实时PCR反应。在某些实施方案中，PCR进

行一定数量的足以扩增病毒核酸序列的循环。裂解和逆转录的样品可以扩增N次循环。在某

些实施方案中，N大于30、35、40或45次循环。在某些实施方案中，N在30与50次循环之间、在

40与50次循环之间、在35与45次循环之间、在36与44次循环之间、在37与43次循环之间、在

38与42次循环之间、在39与41次循环之间或在40与45次循环之间。在某些实施方案中，裂解

和逆转录的样品可以扩增40次循环。

[0106] 可以以优化的浓度将引物对添加至扩增PCR反应。在某些实施方案中，扩增病毒核

酸/合成核酸和/或宿主对照的引物集的浓度是可以以低于1微摩尔的浓度将引物对添加至

PCR反应。在某些实施方案中，浓度为约800nM、400nM、200nM、100nM、150nM或50nM。

[0107] 聚合酶链反应扩增可用于进一步并入功能序列，诸如可变核苷酸序列(条形码)。

在一些实施方案中，所述聚合酶链反应将一个或多个额外序列掺入到所述条形码化病毒核

酸分子和所述条形码化宿主核酸分子中的一者或两者中，所述额外序列选自：样品索引序

列、衔接子序列、引物序列、引物结合序列、被配置成与测序仪的流式细胞联接的序列和额

外条形码序列。

[0108] 本文所述的方法包括与病毒核酸共同逆转录和/或扩增的合成核酸。在某个实施

方案中，扩增病毒序列的寡核苷酸引物集还扩增合成核酸。可以将样品“加标”合成核酸分

子，所述核酸分子提供关于样品中核酸的处理的信息。在某些实施方案中，在处理或扩增之

前将合成核酸分子添加至生物样品中。在某些实施方案中，以已知浓度或量将合成核酸加
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标至生物样品中。在某些实施方案中，抑制量为1x104、1x103、1x102、10、5、4、3、2或1个合成

核酸拷贝。在某些实施方案中，合成对照核酸是RNA。理想的是，合成核酸的扩增部分的长度

与待扩增的病毒核酸靶标的长度相匹配，并且产生长度与病毒核酸靶标相同或在约1、2、3、

4、5、6、7、8、9、10、15、20、30、40或50个核苷酸内的扩增子。另外，合成核酸的序列应与病毒

序列高度同源，但有至少一个核苷酸不同，使得可以通过测序来区分合成核酸。在某些实施

方案中，与待扩增的病毒核酸的序列相比，合成核酸有至少约1、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、

12、13、14或15个核苷酸不同。

[0109] 合成核酸序列可用于归一化序列读段并解释在样品制备期间的损失或在扩增或

测序期间引入的低效率/偏差。

[0110] 合成核酸可以包含多个具有不同序列的核酸，以进一步提高“加标”合成核酸用于

下游处理和分析的性能。所述多个可以包含2、3、4、5、6、7、8、9、10或更多不同序列。所述多

个可以包含2、3、4、5个不同序列。所述多个可以包含4个不同序列。所述多个可以用于与扩

增S2标序列、N1核蛋白序列或其组合的引物一起使用。示例性序列示出于下表中(因为合成

核酸是RNA，所以在RNA版本的序列中，所有T都是U)。合成核酸中的任一种或多种或者多个

合成核酸可以与下文所示的SEQ  ID  NO .1至12中的任一个具有至少约90％、95％、97％、

98％、99％或相同的同源性。
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[0111] 合成核酸包含5'和3'近端序列，所述序列可以被扩增测试的病毒核酸序列的相同

引物结合，但是包含可以通过测序与测试的病毒核酸序列区分开的不同间插序列。在一些

实施方案中，本文所述的方法还包括提供合成核酸分子。在一些实施方案中，本文所述的方

法还包括提供合成核酸分子，其包含可被扩增病毒核酸的相同引物结合的5'和3'近端序

列。在某些实施方案中，所述5'近侧区、所述3'近侧区或所述5'近侧区和所述3'近侧区的长

度少于约30个核苷酸。在某些实施方案中，所述5'近侧区、所述3'近侧区或所述5'近侧区和
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所述3'近侧区的长度少于约25个核苷酸。在某些实施方案中，所述5'近侧区、所述3'近侧区

或所述5'近侧区和所述3'近侧区的长度少于约20个核苷酸。在某些实施方案中，所述5'近

侧区在所述合成核酸的5'末端。在某些实施方案中，所述3'近侧区在所述合成核酸的3'末

端。在某些实施方案中，所述间插核酸序列与病毒核酸序列具有少于约99％、98％、97％、

95％、90％、85％、80％或75％同一性。在一些实施方案中，合成核酸分子包含与所述病毒核

酸分子和所述人核酸分子不同的合成序列。在一些实施方案中，合成核酸分子包含与宿主

和/或病毒序列的同一性不大于10％、25％、50％、75％、90％、95％或98％的核苷酸序列。

[0112] 在某些实施方案中，将合成核酸添加至裂解物中以在所述方法中实现约1个拷贝/

孔至约1,000,000拷贝/孔的浓度。在某些实施方案中，以约1个拷贝/孔至约50个拷贝/孔、

约1个拷贝/孔至约100个拷贝/孔、约1个拷贝/孔至约500个拷贝/孔、约1个拷贝/孔至约1,

000个拷贝/孔、约1个拷贝/孔至约5,000个拷贝/孔、约1个拷贝/孔至约10,000个拷贝/孔、

约1个拷贝/孔至约100,000个拷贝/孔、约1个拷贝/孔至约1,000,000个拷贝/孔、约50个拷

贝/孔至约100个拷贝/孔、约50个拷贝/孔至约500个拷贝/孔、约50个拷贝/孔至约1,000个

拷贝/孔、约50个拷贝/孔至约5,000个拷贝/孔、约50个拷贝/孔至约10,000个拷贝/孔、约50

个拷贝/孔至约100,000个拷贝/孔、约50个拷贝/孔至约1,000,000个拷贝/孔、约100个拷

贝/孔至约500个拷贝/孔、约100个拷贝/孔至约1,000个拷贝/孔、约100个拷贝/孔至约5,

000个拷贝/孔、约100个拷贝/孔至约10,000个拷贝/孔、约100个拷贝/孔至约100,000个拷

贝/孔、约100个拷贝/孔至约1,000,000个拷贝/孔、约500个拷贝/孔至约1,000个拷贝/孔、

约500个拷贝/孔至约5,000个拷贝/孔、约500个拷贝/孔至约10,000个拷贝/孔、约500个拷

贝/孔至约100,000个拷贝/孔、约500个拷贝/孔至约1,000,000个拷贝/孔、约1,000个拷贝/

孔至约5,000个拷贝/孔、约1,000个拷贝/孔至约10,000个拷贝/孔、约1,000个拷贝/孔至约

100,000个拷贝/孔、约1,000个拷贝/孔至约1,000,000个拷贝/孔、约5,000个拷贝/孔至约

10,000个拷贝/孔、约5,000个拷贝/孔至约100,000个拷贝/孔、约5,000个拷贝/孔至约1,

000,000个拷贝/孔、约10,000个拷贝/孔至约100,000个拷贝/孔、约10,000个拷贝/孔至约

1,000,000个拷贝/孔或约100,000个拷贝/孔至约1,000,000个拷贝/孔添加合成核酸。在某

些实施方案中，以约1个拷贝/孔、约50个拷贝/孔、约100个拷贝/孔、约500个拷贝/孔、约1,

000个拷贝/孔、约5,000个拷贝/孔、约10,000个拷贝/孔、约100,000个拷贝/孔或约1,000,

000个拷贝/孔添加合成核酸。在某些实施方案中，以至少约1个拷贝/孔、约50个拷贝/孔、约

100个拷贝/孔、约500个拷贝/孔、约1,000个拷贝/孔、约5,000个拷贝/孔、约10,000个拷贝/

孔或约100,000个拷贝/孔添加合成核酸。在某些实施方案中，以至多约50个拷贝/孔、约100

个拷贝/孔、约500个拷贝/孔、约1,000个拷贝/孔、约5,000个拷贝/孔、约10,000个拷贝/孔、

约100,000个拷贝/孔或约1,000,000个拷贝/孔添加合成核酸。

[0113] 在扩增和/或测序后，所得的检测到的病原体核酸分子和合成寡核苷酸的比率可

用于检测和诊断病原体感染。用于检测和诊断传染性病原体的比率的组分可以基于特定序

列或序列组的读段数目、特定序列或序列组的拷贝数(例如，与特定序列缔合的不同唯一分

子标识符序列的数目)、得自测序信息的数目或量或其任何组合。在一些实施方案中，病原

体核酸与合成核酸的比率大于1。在一些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率等于或

是约1。在一些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率小于1。

[0114] 在某些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是约0.00001:1至约0.5:1。在
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某些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是约0 .00001:1至约0 .00005:1、约

0.00001:1至约0.0001:1、约0.00001:1至约0.0002:1、约0.00001:1至约0.0003:1、约

0.00001:1至约0.0004:1、约0.00001:1至约0.0005:1、约0.00001:1至约0.001:1、约

0.00001:1至约0.005:1、约0.00001:1至约0.01:1、约0.00001:1至约0.1:1、约0.00001:1至

约0.5:1、约0.00005:1至约0.0001:1、约0.00005:1至约0.0002:1、约0.00005:1至约

0.0003:1、约0.00005:1至约0.0004:1、约0.00005:1至约0.0005:1、约0.00005:1至约

0.001:1、约0.00005:1至约0.005:1、约0.00005:1至约0.01:1、约0.00005:1至约0.1:1、约

0.00005:1至约0.5:1、约0.0001:1至约0.0002:1、约0.0001:1至约0.0003:1、约0.0001:1至

约0.0004:1、约0.0001:1至约0.0005:1、约0.0001:1至约0.001:1、约0.0001:1至约0.005:

1、约0.0001:1至约0.01:1、约0.0001:1至约0.1:1、约0.0001:1至约0.5:1、约0.0002:1至约

0.0003:1、约0.0002:1至约0.0004:1、约0.0002:1至约0.0005:1、约0.0002:1至约0.001:1、

约0.0002:1至约0.005:1、约0.0002:1至约0.01:1、约0.0002:1至约0.1:1、约0.0002:1至约

0.5:1、约0.0003:1至约0.0004:1、约0.0003:1至约0.0005:1、约0.0003:1至约0.001:1、约

0.0003:1至约0.005:1、约0.0003:1至约0.01:1、约0.0003:1至约0.1:1、约0.0003:1至约

0.5:1、约0.0004:1至约0.0005:1、约0.0004:1至约0.001:1、约0.0004:1至约0.005:1、约

0.0004:1至约0.01:1、约0.0004:1至约0.1:1、约0.0004:1至约0.5:1、约0.0005:1至约

0.001:1、约0.0005:1至约0.005:1、约0.0005:1至约0.01:1、约0.0005:1至约0.1:1、约

0.0005:1至约0.5:1、约0.001:1至约0.005:1、约0.001:1至约0.01:1、约0.001:1至约0.1:

1、约0.001:1至约0.5:1、约0.005:1至约0.01:1、约0.005:1至约0.1:1、约0.005:1至约0.5:

1、约0.01:1至约0.1:1、约0.01:1至约0.5:1或约0.1:1至约0.5:1。在某些实施方案中，病原

体核酸与合成核酸的比率是约0.00001:1、约0.00005:1、约0.0001:1、约0.0002:1、约

0.0003:1、约0.0004:1、约0.0005:1、约0.001:1、约0.005:1、约0.01:1、约0.1:1或约0.5:1。

在某些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是至少约0.00001:1、约0.00005:1、约

0.0001:1、约0.0002:1、约0.0003:1、约0.0004:1、约0.0005:1、约0.001:1、约0.005:1、约

0.01:1或约0.1:1。

[0115] 在某些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是约1:1至约1:100。在某些实

施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是约1:100至约1:50、约1:100至约1:25、约1:100

至约1:10、约1:100至约1:5、约1:100至约1:4、约1:100至约1:3、约1:100至约1:2、约1:100

至约1:1、约1:100至约1:1、约1:50至约1:25、约1:50至约1:10、约1:50至约1:5、约1:50至约

1:4、约1:50至约1:3、约1:50至约1:2、约1:50至约1:1、约1:50至约1:1、约1:25至约1:10、约

1:25至约1:5、约1:25至约1:4、约1:25至约1:3、约1:25至约1:2、约1:25至约1:1、约1:25至

约1:1、约1:10至约1:5、约1:10至约1:4、约1:10至约1:3、约1:10至约1:2、约1:10至约1:1、

约1:10至约1:1、约1:5至约1:4、约1:5至约1:3、约1:5至约1:2、约1:5至约1:1、约1:5至约1:

1、约1:4至约1:3、约1:4至约1:2、约1:4至约1:1、约1:4至约1:1、约1:3至约1:2、约1:3至约

1:1、约1:3至约1:1、约1:2至约1:1、约1:2至约1:1或约1:1至约1:1。在某些实施方案中，病

原体核酸与合成核酸的比率是约1:100、约1:50、约1:25、约1:10、约1:5、约1:4、约1:3、约1:

2、约1:1或约1:1。在某些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是至少约1:100、约1:

50、约1:25、约1:10、约1:5、约1:4、约1:3、约1:2或约1:1。在某些实施方案中，病原体核酸与

合成核酸的比率是至多约1:50、约1:25、约1:10、约1:5、约1:4、约1:3、约1:2、约1:1或约1:
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1。

[0116] 在某些实施方案中，合成核酸与病原体核酸的比率是约1:100至约1:50、约1:100

至约1:25、约1:100至约1:10、约1:100至约1:5、约1:100至约1:4、约1:100至约1:3、约1:100

至约1:2、约1:100至约1:1、约1:100至约1:1、约1:50至约1:25、约1:50至约1:10、约1:50至

约1:5、约1:50至约1:4、约1:50至约1:3、约1:50至约1:2、约1:50至约1:1、约1:50至约1:1、

约1:25至约1:10、约1:25至约1:5、约1:25至约1:4、约1:25至约1:3、约1:25至约1:2、约1:25

至约1:1、约1:25至约1:1、约1:10至约1:5、约1:10至约1:4、约1:10至约1:3、约1:10至约1:

2、约1:10至约1:1、约1:10至约1:1、约1:5至约1:4、约1:5至约1:3、约1:5至约1:2、约1:5至

约1:1、约1:5至约1:1、约1:4至约1:3、约1:4至约1:2、约1:4至约1:1、约1:4至约1:1、约1:3

至约1:2、约1:3至约1:1、约1:3至约1:1、约1:2至约1:1、约1:2至约1:1或约1:1至约1:1。在

某些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是约1:100、约1:50、约1:25、约1:10、约1:

5、约1:4、约1:3、约1:2、约1:1或约1:1。在某些实施方案中，病原体核酸与合成核酸的比率

是至少约1:100、约1:50、约1:25、约1:10、约1:5、约1:4、约1:3、约1:2或约1:1。在某些实施

方案中，病原体核酸与合成核酸的比率是至多约1:50、约1:25、约1:10、约1:5、约1:4、约1:

3、约1:2、约1:1或约1:1。

[0117] 病原体读段与病原体合成核酸(序列可与病原体读段区分)的比率可用于指示特

定病原体(例如冠状病毒、甲型流感病毒、乙型流感病毒)的阳性诊断。替代地，如果比率不

超过阳性阈值，则作出阴性诊断。在一些实施方案中，如果从病原体核酸到合成核酸的序列

读段超过约0.01至约0.5的比率，则作出针对病原体的阳性诊断。在一些实施方案中，如果

从病原体核酸至合成核酸的序列读段超过约0.01至约0.4、约0.01至约0.3、约0.01至约

0.2、约0.02至约0.5、约0.02至约0.2、约0.03至约0.5、约0.03至约0.2、约0.04至约0.5、约

0.03至约0.2、约0.05至约0.5、约0.05至约0.2、约0.06至约0.5、约0.06至约0.2、约0.07至

约0.5、约0.07至约0.2、约0.08至约0.5、约0.08至约0.2的比率，则作出针对病原体的阳性

诊断。在一些实施方案中，如果从病原体核酸至合成核酸的序列读段超过约0.01、约0.02、

约0.03、约0.04、约0.05、约0.06、约0.07、约0.08、约0.09或约0.1的比率，则作出针对病原

体的阳性诊断。

[0118] 病原体读段加病原体合成核酸(序列可与病原体读段区分)的总量可用于指示是

否存在足够的序列数据来尝试针对病原体(例如冠状病毒、甲型流感病毒、乙型流感病毒)

的存在作出阳性或阴性诊断。在一些实施方案中，如果病原体核酸与合成核酸的序列读段

的组合数目超过最小阈值，则仅作出阳性或阴性诊断，否则结果是不确定的。在一些实施方

案中，最小阈值是至少约10个读段、至少约20个读段、至少约30个读段、至少约40个读段、至

少约50个读段、至少约60个读段、至少约70个读段、至少约80个读段、至少约90个读段、至少

约100个读段、至少约150个读段、至少约200个读段或至少约250个读段。

[0119] 在某些情况下，样品对照可用于验证样品中是否存在足够的遗传物质，以可靠地

检出阳性或阴性诊断。可以对样品对照的读段的量进行计数。样品对照通常是进行测试的

个体物种的持家基因。在某些实施方案中，当测试的个体是人时，样品对照是β肌动蛋白、

GAPDH或RPP30。在某些实施方案中，当测试的个体是人时，样品对照是RPP30。在某些实施方

案中，来自存在以传递阳性或阴性诊断的样品对照的读段的量超过5、6、7、8、9、10、11、12、

13、14、15、16、17、128、19、20、25或30个读段。在某些实施方案中，来自存在以传递阳性或阴
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性诊断的样品对照的读段的量等于或超过10个读段。

[0120] 所公开的方法还可以与复用策略组合，以有效且高效地实现并行测试多个样品。

如本文所用，“复用”是指同时对一个或多个样品进行多个测定。复用还可以包括在多个单

独样品中的每一个中同时进行多个测定。例如，分析的反应混合物的数目可以基于分区的

数目，并且在每个分区中进行的测定的数目可以基于接触每个孔的内容物的探针的数目。

在所公开的方法的应用中可以有效地采用复用设计和策略。例如，可以将一个或多个唯一

条形码或衔接核酸分子与靶核酸分子联接，其中唯一条形码或衔接核酸分子鉴定或条形码

化靶核酸分子。一旦进行了条形码化，可以将样品组合或汇集至单个测序文库中，其中可以

将条形码化靶核酸(例如病原体核酸分子和/或合成核酸分子)与其他条形码化样品区分

开。因此，样品复用和核酸条形码的使用可用于鉴定一组或多个个体的第一个体的测序读

段。在一些实施方案中，样品在测序之前汇集。在某些实施方案中，大于10、25、50、75、100或

500个样品在单个测序文库中汇集和分析。

[0121] 此外，可以在单一测定中测试一种或多种病原体。例如，可以在一次测定中分析多

种呼吸道病毒(或病毒亚型)。因此，针对单一病原体所公开的方法可以组合用于在单一反

应中检测和分析多种病原体。(例如使用对多种病原体核酸分子具有特异性的多种引物，并

且可以将多种合成核酸分子添加至样品中)。以另一个实例的方式，在一些实施方案中，第

一种病原体是冠状病毒，并且第二种病原体是流感病毒。多种病原体的实例还包括不同的

病毒亚型或进化枝(例如甲型流感病毒H1N1和甲型流感病毒H3N2)。

[0122] 本文所述的方法和反应混合物可以利用多个冠状病毒序列的扩增和测序。在某些

实施方案中，被扩增和测序的多个冠状病毒序列包含S2序列。在某些实施方案中，被扩增和

测序的多个冠状病毒序列包含N1序列。在某些实施方案中，被扩增和测序的多个冠状病毒

序列包含S2和N1序列。对于每个病毒靶标，此类测试可以利用多个合成核酸加标对照。

[0123] 本文所述的方法、反应混合物和试剂盒可用于测试冠状病毒(例如，SARS‑CoV2)和

甲型流感病毒和/或乙型流感病毒。此类测试将可用于医疗保健提供者和卫生机构同时监

测不同常见呼吸道病原体的爆发。本文所述的方法可用于一式三份的测试以同时检测冠状

病毒和甲型流感病毒和乙型流感病毒。此类测试可以利用三种不同的合成核酸加标对照，

每种病毒靶标一种。

[0124] 本文所述的方法还可以包括第二寡核苷酸引物集，其靶向病毒宿主(例如，所测试

的个体)的核酸序列，这种引物集为样品和扩增提供了阳性对照。在某些实施方案中，所述

第二PCR引物集扩增选自以下的人核酸序列：GAPDH、ACTB、RPP30及其组合。在某些实施方案

中，所述第二PCR引物集扩增人RPP30序列。在某些实施方案中，所述第二PCR引物集包含具

有测序衔接子序列的引物和不具有测序衔接子序列的引物的混合物。在某些实施方案中，

具有测序衔接子序列的引物与不具有测序衔接子序列的引物的比率是约1:1、约1:2、约1:3

或约1:4。具有或不具有衔接子的引物的混合物允许检测病毒宿主核酸，但允许更多的测序

读段用于病毒序列。

[0125] 在一些实施方案中，如果未检测到最小预定数目的人核酸序列的读段，则病原体

感染的诊断结果是不确定的。在一些实施方案中，人核酸序列的读段的最小预定数目必须

超过至少约2、至少约3、至少约4、至少约5、至少约6、至少约7、至少约8、至少约9、至少约10、

至少约15、至少约20或至少约25个人核酸序列的读段。在一些实施方案中，人核酸序列的读
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段的最小预定数目必须超过至少约10个读段。

[0126] 冠状病毒形成直径为100‑160nm的有包膜的病毒颗粒。冠状病毒是单链核糖核酸

(ssRNA)病毒，其包含大小为27–32kb的正义RNA基因组。冠状病毒基因组的5'区编码多聚蛋

白pp1ab，其被进一步裂解成16个参与基因组转录和复制的非结构蛋白。3'区编码结构蛋

白，其包括包膜糖蛋白刺突(例如病毒刺突)、包膜、膜和核衣壳。编码结构蛋白的基因也可

以用作物种特异性的辅助基因，并且对于病毒复制来说可为可有可无的。

[0127] COVID‑19(还称为HCoV‑19或SARS‑CoV‑2)是β冠状病毒并且是是已知的第七种感

染人类的冠状病毒。COVID‑19冠状病毒可以造成严重疾病(在SARS‑CoV、MERS‑CoV的情况下

也观察到)。COVID‑19证明了对人受体ACE2的有效靶向。刺突蛋白中的受体结合结构域

(RBD)是冠状病毒基因组中变化最大的部分。六个受体结合结构域(RBD)氨基酸已显示对于

与ACE2受体结合以及确定SARS‑CoV样病毒的宿主范围来说至关重要。基于SARS‑CoV蛋白序

列，参与ACE2结合并且有助于受体靶向的残基是Y442、L472、N479、D480、T487和Y4911(这些

残基还对应于SARS‑CoV‑2中的L455、F486、Q493、S494、N501和Y505)。在COVID‑19中，这六个

残基中有五个在COVID‑19与SARS‑CoV之间存在差异，其对应于COVID‑19受体结合结构域

(RBD)蛋白的L455、F486、Q493、S494和N501。COVID‑19的此类序列特性可用于鉴定、检测和/

或诊断COVID‑19。例如，COVID‑19受体结合结构域(RBD)的序列的唯一序列可用于鉴定、检

测或诊断COVID‑19。

[0128] COVID‑19还通过插入12个核苷酸在病毒刺突蛋白边界的S1亚基和S2亚基内包含

功能性多碱基(弗林蛋白酶)裂解位点。插入的序列还加强了三个O‑连接聚糖的获取。多碱

基裂解位点和三个相邻的预测O‑连接聚糖是COVID‑19唯一的，并且先前未在α或β冠状病毒

中鉴定到。因此，COVID‑19的病毒刺突序列特性可用于鉴定、检测和/或诊断COVID‑19。例

如，COVID‑19病毒刺突插入的序列的唯一序列可用于鉴定、检测或诊断COVID‑19。

[0129] 本文所述的方法可用于检测和诊断个体的病毒感染。在某些实施方案中，病毒感

染是流感病毒感染。在某些实施方案中，病毒感染是冠状病毒感染。在某些实施方案中，病

毒感染是COVID‑19感染。在某些实施方案中，病毒感染是MERS‑CoV感染。在某些实施方案

中，病毒感染是SARS‑CoV‑2感染。

[0130] 原则上，任何合适的病毒核酸序列都可以被寡核苷酸引物对靶向。此类靶标包括

编码病毒核衣壳蛋白、病毒刺突蛋白、病毒包膜蛋白或病毒膜蛋白的核酸序列。此类靶标包

括非结构蛋白。

[0131] 如果待检测的病毒感染是SARS‑CoV‑2感染，则检测的病毒核酸可以是编码病毒核

衣壳蛋白(N1)、病毒刺突蛋白(S2)、病毒包膜蛋白或病毒膜蛋白中的一种或多种的核酸，在

某些实施方案中，检测的核酸是编码16种SARS‑CoV‑2非结构蛋白(NSP1、NSP2、NSP3、NSP4、

NSP5、NSP6、NSP7、NSP8、NSP9、NSP10、NSP111、NSP12、NSP13、NSP14、NSP15或NSP16)中任一种

或多种的核酸。

[0132] 可用于本文所述方法的示例性引物对可结合本公开之后的序列附录中所述的序

列。在某些实施方案中，附录中列出的任何引物可用于本文所述的方法中。

[0133] 包含条形码化寡核苷酸的引物可用于样品分析(例如样品鉴定、追踪、定量等)。例

如，包含条形码化寡核苷酸的分区内的引物还包含共同条形码序列和唯一分子标识符序

列，可用于(1)通过使用共同条形码鉴定属于分区的序列和(2)通过使用唯一分子标识符鉴
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定转录本拷贝数目。在一些实施方案中，所述第一引物集还包含一个或多个选自以下的额

外功能序列：引物序列、衔接子序列、引物退火序列、唯一分子标识符序列和捕获序列。在一

些实施方案中，所述第二引物还包含一个或多个选自以下的额外功能序列：引物序列、衔接

子序列、引物退火序列、唯一分子标识符序列和捕获序列。一般来说，引物对病毒、宿主或合

成核酸分子的靶序列具有特异性(即与靶序列互补或包含与靶序列互补的序列)。

[0134] 图4‑图21进一步展示和/或举例说明本文公开的方法和组合物以及它们的使用

和/或应用的优点。图4举例说明针对COVID19的SwabSeq诊断测试平台。在(A)中，Swab  Seq

的工作流程是一个五步过程，从开始到结束需要大约12个小时。在(B)每个孔中，对临床样

品进行RT‑PCR。每个孔具有两个索引引物集，从而生成SARS‑CoV‑2S2基因和人RPP30基因的

cDNA和扩增子。每个引物以用于Illumina测序的P5和P7衔接子、唯一i7和i5分子条形码以

及唯一引物对合成。重要的是，每个孔具有合成体外S2标准物，这是允许所述方法大规模工

作的关键。在(C)中，体外S2标准物(缩写为S2‑标)与病毒S2基因有6个互补的碱基对(以下

划线表示)不同。在(D)中，读取在各种病毒浓度下的计数。在(E)中，比率计量归一化允许对

每个扩增子进行孔内归一化。在(F)中，每个孔具有两个用于扩增的内部孔对照，体外S2标

准物和人RPP30。RPP30扩增子用作样本收集的对照。体外S2标准物对于SwabSeq区分真阴性

的能力来说是至关重要的。

[0135] 图5显示了在临床样本中的验证说明了等同于灵敏的RT‑QPCR反应的检测限。在

(A)中，汇集了不具有SARS‑CoV2的鼻拭子样品的检测限(LOD)，并以不同浓度添加ATCC灭活

病毒。将鼻拭子样品RNA纯化，并且使用SwabSeq，显示每毫升250个基因组拷贝当量(GCE)的

检测限。在(B)中，通过UCLA健康临床微生物学实验室获得的RNA纯化的临床鼻拭子样本使

用FDA授权平台基于临床协议进行测试，然后还使用SwabSeq进行测试。显示与测试为对

SARS‑CoV‑2呈阳性(n＝31)并且对SARS‑CoV‑2呈阴性(n＝35)的样品100％符合率。在测试

的(C)中，对来自无提取鼻咽拭子的RNA纯化的样品进行测试，并且显示检测限为558GCE/

mL，并且在(D)临床样品中，显示在UCLA健康临床微生物学实验室进行的测试之间的100％

符合率，阴性(n＝20)和阳性(n＝20)。在(E)中，唾液样本的无提取处理显示检测限降至每

毫升1000GCE。

[0136] 图6显示了测序文库设计。显示了S2(上图)和RPP30(下图)扩增子的扩增子设计。

扩增子被设计成使得i5和i7分子索引唯一鉴定每个样品。SwabSeq被设计成与所有

Illumina平台兼容。图7显示了当扩增COVID‑19扩增子和合成S2标时，S2引物显示等同的

PCR效率。用S2_标或SARS‑CoV‑2病毒(以绿色标记为C19gRNA)输入的引物的PCR效率斜率如

下：S2_标斜率＝‑6.68e‑6，并且C19gRNA(Twist对照)斜率＝‑6.74e‑6。如果引物未显示S2

标RNA与C19gRNA的优先扩增，则预计斜率相等(平行)。这表明，使用S2引物对，S2标和

C19gRNA具有相等的扩增效率。条带代表预测值的95％置信区间，由于截距不同而不重叠，

并且与此斜率分析无关。

[0137] 图8显示了在非常高的病毒浓度下，SwabSeq维持线性。包括了内部孔控制，S2标，

以即使在存在异质样品类型和PCR抑制的情况下，也能够检出阴性样品。在(A)中，随着病毒

浓度增加，观察到归因于S2的读段增加，并且在(B)中，观察到归因于S2标的读段降低。在

(C)中，S2与S2标之间的比率提供了额外水平的比率计量归一化，并且表现出高达至少200

万个拷贝/mL裂解物的线性。需注意，两个轴上的刻度以log10标度间隔。
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[0138] 图9显示了在MiSeq或NextSeq机器上进行的测序表现出相似的灵敏度。在MiSeq和

NextSeq上运行的复用文库在纯化的RNA背景中在广泛的SARS‑CoV2病毒拷贝中显示线性。

图10显示了使用NextSeq550的RNA纯化样品的初步和确证性检测线数据。在(A)中，初步LOD

数据确定了250个拷贝/mL的LOD，并且在(B)中，确证性研究显示了250个拷贝/mL的LOD。在

(C)中，显示了纯化的RNA的示例性结果解释指南。

[0139] 图11显示了向传统收集介质和缓冲液中的无提取方案需要稀释以克服RT和PCR抑

制的影响。在(A)中测试了用于放置在病毒运送培养基(VTM)中的鼻咽(NP)拭子的无提取方

案。以不同浓度将ATCC活灭活病毒加标至汇集的VTM中，然后用水1:4稀释样品，之后添加至

RT‑PCR反应。观察到每毫升5714个拷贝的检测限。在(B)中，测试的鼻咽(NP)拭子被收集在

生理盐水(NS)中，汇集然后以不同浓度加标ATCC活灭活病毒。人为的样品在水中1:4稀释。

在这里，早期研究显示每毫升2857与5714个拷贝之间的相似检测限。在(C)中，测试的自然

临床样品被收集至Amies缓冲液(ESwab)中。将阳性样品的S基因Ct计数(x轴)与SwabSeq  S2

与S2标的比率(y轴)进行比较。样品一式三份(颜色)运行。观察到Ct计数为27的高度一致性

以及Ct计数大于27的较低但更大的变异性，表明RT和PCR抑制正影响检测限。

[0140] 图12显示了实现每天对数千个样品进行可扩展测试的轻量级样品登记、收集和处

理的开发。在(A)中，为了解决样品收集的挑战，开发了轻量级收集方法，将样品直接收集到

可自动化的管中。在这里，对于个人使用漏斗以存放少量唾液样品(将0.25mL存放至漏斗和

管中)。此设置可以容纳多种样品类型。在(B)中，为了有利于样品登记和收集，开发了基于

网络的应用程序，供个人使用条形码阅读器注册他们的样品管，并将他们的识别信息发送

到Qualtrics的安全实例中。然后个人收集他们的样品，然后将管放在架子上。这种低接触

的预分析过程允许每天处理数千个样品，而没有繁重的管理负担。在(C)中，总体工作流程

使实验室中的处理简单化。首先，个人将样品收集到可自动化的管中，然后将它们放入96管

架中。样品以96架形式到达实验室，允许对样品进行高效灭活和处理，大大增加样品通过平

台的流量。

[0141] 图13显示将唾液预加热至95℃持续30分钟大大改进了RT‑PCR。检测病毒基因组并

且显示对对照的检测的稳健性提高。在(A)中，在没有预加热的情况下，S2标的检测是最小

的，并且对照扩增子的计数较低。在(B)中，在95℃预加热30分钟的步骤的情况下，观察到S2

扩增子和合成S2标的稳健检测。图14显示，PCR抑制对扩增产物有显著影响，对来自Rt‑PCR

反应的一小部分孔进行了2％琼脂糖基因测试。观察到与纯化的RNA(A9‑A12)相比，未纯化

的裂解物(A1‑A8)中拭子的RT‑PCR抑制。在表示S2或S2标(177bp)和RPP30(133bp)引物对的

2个扩增子的这一小部分孔中观察到两个条带。图15显示了看到增加PCR循环数目并且用未

纯化或抑制性样品类型(例如，唾液)工作的tapestation使文库制备中非特异性峰的大小

增加。来自Agilent  TapeStation的针对纯化的扩增子文库的代表性结果。观察到，在两个

文库迹线中有略高于100bp的非特异性峰(箭头)，但在未纯化的样品和数目增加的PCR循环

的情况下，此峰的大小增加。重要的是，观察到，此非特异性峰大小的增加导致文库定量不

准确。因此，为了优化Illumina测序仪上的簇密度，建议基于所需峰(RPP30和S2)的比例定

量最终文库的加载浓度。

[0142] 图16显示了相对于NEB  Luna，TaqPath减少了SARS‑CoV2阴性样品中S2读段的数

目。在(A)和(B)中，比较了Luna  One  Step  RT‑PCR  Mix(New  England  Biosciences)和
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aqPathTM1‑Step  RT‑qPCR  Master  Mix(Thermofisher  Scientific)。TaqPath  Mastermix中

UNG的存在可能显著减少SARS‑CoV‑2阴性样品中S2读段的数目，实现更准确的SARS‑CoV‑2

阳性和SARS‑CoV‑2阴性样品的诊断。

[0143] 图17显示了来自MiSeq的模板线的滞留污染导致交叉污染。在此实验中，对四个

384孔板进行RT‑PCR，但仅汇集了三个板。左侧是未包括在运行中的384孔板的每个样品的

每个扩增子的观察计数(但在前一次运行中使用了索引)。前一次运行中使用的索引的扩增

子读段以低水平(0‑150个读段)存在。在后续运行之前，除了常规洗涤外还进行了漂洗。在

此后续运行中，将三个不同的板汇集并且省略了第四个384孔板。右侧是对应于省略板的样

品索引的每个扩增子的观察计数(同样，在上一次运行中使用了索引)。观察到滞留污染的

量显著减少，每个样品的滞留读段＜10。替代地，在一些实施方案中，为了减少由此产生污

染和结果混淆，在同一仪器上对后续运行使用反向和正向引物的不同组合。旋转序列上的

引物允许确定读段是来自样品的真实读段还是来自前一次运行的交叉污染。图18显示了扩

增子读段中的测序错误和潜在的扩增子错误分配。在实验v18中，加载比平时(11％)少的

PhiX，并且读段的总体质量较低。这里注意到的趋势在其他运行中仍存在，但这次运行更清

楚地突出了由于测序错误和过度容忍的纠错而可能发生的问题。在(A)中，读段1中每个位

置碱基质量分数小于12的读段的百分比。需注意，读段1的前6个碱基将S2与S2标区分开，并

且具有最高百分比的低质量碱基检出(base  call)。在(B)中，每个读段1序列与预期S2序列

(行)或S2标序列(列)之间的汉明距离，黄色是完美匹配和编辑距离1序列，其可以被清楚地

鉴定为S2或S2标。红色是可能被错误分配的具有错误的序列(分配为S2的S2标对于此测定

来说是最有问题的。)

[0144] 图19显示了不同索引策略的可视化。这里i5索引被描绘为水平线，i7索引被描绘

为垂直线，并且颜色表示唯一索引。在组合(或完全组合)索引中，将i5和i7索引组合以得到

唯一组合，但每个i5和i7索引可以在一个板中多次使用，并且是所有可能的i5和i7。对于唯

一双重索引，每个i5和i7索引在每个板中仅使用1次。这需要合成更多寡核苷酸。对于半组

合索引，使用的组合更加有限，使得仅重复一小部分孔的索引并且许多可能的组合不被使

用。在实践中(此处未描述)，使用了一种设计，在所述设计中，i7索引是唯一的，但是i5索引

可以在384孔板中重复多达四次。对于大部分Swabseq开发，使用了允许1536个组合或样品

运行的半组合索引(384x96)或唯一双重索引(384UDI)。

[0145] 图20显示了使用混合模型对索引错误分配的计算校正。为了扩大能够测试的样品

的数目，可以使用组合索引策略。在此实验中，i5上的单个索引用于唯一鉴定板，并且96个

i7索引用于鉴定孔。在(A)中，基于RT‑qPCR是否检测到Covid(x轴)，绘制了临床样品的S2与

S2标的比率(y轴)。过滤SARS‑CoV‑2阳性样品，得到Ct＜32。可以观察到在各板内索引错误

分配的影响，因为在所有样品内具有高S2和S2标的总和的i7索引在各板中共享相同i7条形

码(颜色)。在(B)中，在通过将i7条形码的身份处理为随机效应来对log10(S2+1/S2_标+1)

比率进行计算校正后，为A中的数据绘制了最佳线性无变差预测残差(y轴)。

[0146] 图21显示了定量索引错误分配作为S2读段中的噪声源的作用。在(A)中，来自使用

唯一双重索引设计的运行v19的每对i5和i7索引对的病毒S2+S2标计数的匹配矩阵。沿对角

线的索引对对应于实验中存在的样品的预期索引对(预期匹配索引)，并且对角线以外的索

引对对应于索引错误分配事件。在(B)中，已知病毒RNA的量为零的样品的病毒S计数与标计
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数的比率分布。平均比率为0.00028。在(C)中，每个样品的i7错误分配事件的数目相对于病

毒S2+S2标计数的数目。在(D)中，每个样品的i5错误分配事件的数目相对于病毒S2+S2标计

数的数目。

条形码

[0147] 用作索引的可变核苷酸序列(条形码)可以被包括在本文所述的第一或第二PCR引

物集中的任一个上。此外，可以在单独的文库制备反应中添加条形码。本文所述的可变核苷

酸序列可用作样品索引，以将从本文使用的测序反应获得的结果去卷积。

[0148] 一旦细胞的内容物通过裂解剂被释放到它们各自的分区中，其中包含的大分子组

分(例如，样品的大分子成分，诸如RNA、DNA或蛋白质)可以在分区内被进一步处理。根据本

文所述的方法和系统，单独的样品的大分子组分内容物可以具有唯一标识符，使得在表征

那些大分子组分时，它们可以归属为来源于相同的样品或颗粒。通过将唯一标识符特定地

分配给单独的样品或样品组来提供将特征归属于单独的样品或样品组的能力。可以分配例

如以核酸条形码的形式的唯一标识符或将其与单独的样品或样品群组缔合，以便用唯一标

识符对样品的大分子组分(并且因此其特征)加标签或进行标记。然后，可以使用这些唯一

标识符将样品的组分和特征归属于单独的样品或样品组。

[0149] 在一些方面中，这通过将单独的样品或样品组与唯一标识符或包含唯一分子标识

符序列(UMI)的条形码共同分区来进行。在一些方面中，唯一标识符以核酸分子(例如，寡核

苷酸)的形式提供，所述核酸分子包含核酸条形码序列，所述核酸条形码序列可以连接至单

独的样品的核酸内容物或以其他方式与其缔合，或者连接至样品的其他组分，并且特别是

那些核酸的片段。核酸分子被分配，使得在给定分区中的核酸分子之间，其中包含的核酸条

形码序列是相同的，但是在不同分区之间，核酸分子可以并且确实具有不同的条形码序列，

或者至少表示在给定分析中所有分区中的大量不同条形码序列。在一些方面中，只有一个

核酸条形码序列可以与给定的分区缔合，但是在一些实施方案中，可以存在两个或更多个

不同的条形码序列。

[0150] 核酸条形码序列可以在核酸分子(例如，寡核苷酸)的序列内包括约6至约20个或

更多个核苷酸。核酸条形码序列可包括约6至约20、30、40、50、60、70、80、90、100或更多个核

苷酸。在一些实施方案中，条形码序列的长度可以是约6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、

17、18、19、20个核苷酸或更长。在一些实施方案中，条形码序列的长度可以是至少约6、7、8、

9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20个核苷酸或更长。在一些实施方案中，条形码序列

的长度可以是至多约6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20个核苷酸或更短。这些

核苷酸可以是完全连续的，即在相邻核苷酸的单个链段中，或者它们可以被分成两个或更

多个由1个或多个核苷酸分开的单独子序列。在一些实施方案中，分开的条形码子序列的长

度可为约4至约16个核苷酸。在一些实施方案中，条形码子序列可以是约4、5、6、7、8、9、10、

11、12、13、14、15、16个核苷酸或更长。在一些实施方案中，条形码子序列可以是至少约4、5、

6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16个核苷酸或更长。在一些实施方案中，条形码子序列可以

是至多约4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16个核苷酸或更短。

[0151] 共同分区的核酸分子还可以包含可用于处理来自共分配的样品的核酸的其他功

能序列。这些序列包括例如靶向或随机/通用扩增引物序列，其用于扩增分区内单独的样品

的基因组DNA，同时连接相关的条形码序列、测序引物或引物鉴定位点、杂交或探测序列，例
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如用于鉴定序列的存在或用于拉下条形码化核酸，或许多其他潜在的功能序列中任一种。

还可以使用共分区寡核苷酸的其他机制，包括例如两个或更多个分区的聚结，其中一个分

区包含寡核苷酸，或寡核苷酸微分配到分区中，例如微流体系统内的分区。在一些实施方案

中，引物包含条形码寡核苷酸。在一些实施方案中，引物序列是与模板核酸分子中的序列互

补的靶向引物序列。在一些实施方案中，第一核酸分子还包含一个或多个功能序列，并且其

中第二核酸分子包含一个或多个功能序列。在一些实施方案中，一个或多个功能序列选自

衔接子序列、附加引物序列、引物退火序列、测序引物序列、被配置为连接至测序仪的流动

池的序列和唯一分子标识符序列。

[0152] 例如，将上文所述的条形码化核酸分子(例如，条形码化寡核苷酸)添加至样品中。

在一些实施方案中，分区包含具有相同条形码序列的条形码化寡核苷酸。在一些实施方案

中，多个分区中的分区包含具有相同条形码序列的条形码化寡核苷酸，其中多个分区内的

每个分区包含唯一条形码序列。在一些实施方案中，条形码化寡核苷酸群体提供各种条形

码序列文库，其包括至少约1,000种不同的条形码序列、至少约5,000种不同的条形码序列、

至少约10,000种不同的条形码序列、至少约50,000种不同的条形码序列、至少约100,000种

不同的条形码序列、至少约1,000,000种不同的条形码序列、至少约5,000,000种不同的条

形码序列或至少约10,000,000种不同的条形码序列或更多。另外，每个条形码化寡核苷酸

可以具有大量连接的核酸(例如，寡核苷酸)分子。特别地，在单独的条形码化寡核苷酸上包

括条形码序列的核酸分子的分子数可以是至少约1,000个核酸分子、至少约5,000个核酸分

子、至少约10,000个核酸分子、至少约50,000个核酸分子、至少约100,000个核酸分子、至少

约500,000个核酸、至少约1,000,000个核酸分子、至少约5,000,000个核酸分子、至少约10,

000,000个核酸分子、至少约50,000,000个核酸分子、至少约100,000,000个核酸分子、至少

约250,000,000个核酸分子并且在一些实施方案中至少约10亿个核酸分子或更多。给定条

形码化寡核苷酸的核酸分子可包括相同(或共同)的条形码序列、不同条形码序列或两者的

组合。给定条形码化寡核苷酸的核酸分子可包括多个核酸分子组。给定组的核酸分子可以

包括相同的条形码序列。相同的条形码序列可以与另一组的核酸分子的条形码序列不同。

[0153] 此外，当分配条形码化寡核苷酸群体时，所得到的分区群体还可以包括各种条形

码文库，其包括至少约1,000种不同的条形码序列、至少约5,000种不同的条形码序列、至少

约10,000种不同的条形码序列、至少约50,000种不同的条形码序列、至少约100,000种不同

的条形码序列、至少约1,000,000种不同的条形码序列、至少约5,000,000种不同的条形码

序列、或至少约10,000,000种不同的条形码序列。另外，群体的每个分区可以包括至少约1,

000个核酸分子、至少约5,000个核酸分子、至少约10,000个核酸分子、至少约50,000个核酸

分子、至少约100,000个核酸分子、至少约500,000个核酸、至少约1,000,000个核酸分子、至

少约5,000,000个核酸分子、至少约10,000,000个核酸分子、至少约50,000,000个核酸分

子、至少约100,000,000个核酸分子、至少约250,000,000个核酸分子并且在一些实施方案

中至少约10亿个核酸分子。

[0154] 在一些实施例中，可能希望在给定分区内并入多个不同的条形码。例如，在一些实

施方案中，分区内的条形码化寡核苷酸可包含(1)在分区内所有条形码化寡核苷酸共享的

共同条形码序列和(2)在每个条形码化寡核苷酸内不同的唯一分子标识符或附加条形码序

列。共同条形码序列可以在后续处理提供较大鉴定保证，例如，通过向给定分区提供较强的
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条形码地址或归属，作为对给定分区的输出的重复或独立的确认。

[0155] 在一些实施方案中，条形码化寡核苷酸连接至珠子，其中连接至特定珠子的所有

核酸分子将包括相同的核酸条形码序列，但是在所使用的珠子群体中表示大量不同的条形

码序列。在一些实施方案中，水凝胶珠粒(例如包含聚丙烯酰胺聚合物基质)用作核酸分子

进入分区的固体支持物和递送载体，因为它们能够携带大量核酸分子，并且可以配置为在

暴露于特定刺激时释放那些核酸分子，如本文其他地方所述。

[0156] 核酸分子(例如，寡核苷酸)在对珠子施加特定刺激时可从珠子释放。在一些实施

方案中，刺激可以是光刺激，例如通过裂解光不稳定键联以释放核酸分子。在其他实施方案

中，可以使用热刺激，其中珠子环境的温度升高将导致键联裂解或核酸分子从珠子的其他

释放。在其他实施方案中，可以使用化学刺激，其裂解核酸分子与珠子的键联，或者以其他

方式导致核酸分子从珠子释放。在一个实施方案中，此类组合物包含上文所述的用于包封

样品的聚丙烯酰胺基体，并且可以通过暴露于还原剂诸如DTT而降解以释放连接的核酸分

子。

[0157] 可以考虑在本公开的方法中使用支持物，例如孔、基体、棒、容器或珠子。支持物可

以具有任何可用的特征部和特性，诸如任何可用的大小、表面化学、流动性、坚固性、密度、

孔隙率和组成。在一些实施方案中，支持物是板上孔的表面。在一些实施方案中，支持物可

以是珠子，诸如凝胶珠子。珠子可以是固体或半固体。珠子的其他细节在本文别处提供。

[0158] 支持物(例如，珠子)可以包含对其进行功能化的锚定序列(例如，如本文所述的)。

锚定序列可以通过例如二硫键连接至支持物。锚定序列可以包括部分读段序列和/或流动

池功能序列。这种序列可以允许通过测序仪(例如，Illumina测序仪)对连接到序列的核酸

分子进行测序。不同的锚定序列可能可用于不同的测序应用。锚定序列可以包括例如

TruSeq或Nextera序列。锚定序列可以具有任何可用的特征，诸如任何可用的长度和核苷酸

组成。例如，锚定序列可以包含2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、14、15、16、17、18、19、20或

更多个核苷酸。在一些实施方案中，锚定序列可以包含15个核苷酸。锚定序列的核苷酸可以

是天然存在的或非天然存在的(例如，如本文所述的)。珠子可以包含与其连接的多个锚定

序列。例如，珠子可以包含与其连接的多个第一锚定序列。在一些实施方案中，珠子可以包

含两个或更多个与其连接的不同锚定序列。例如，珠子可以包含与其连接的多个第一锚定

序列(例如，Nextera序列)和多个第二锚定序列(例如，TruSeq序列)。对于包含两个或更多

个与其连接的不同锚定序列的珠子，每个不同锚定序列的序列可以与在珠子远侧末端的每

个其他锚定序列的序列区分开。例如，不同锚定序列可以在离珠子最远的2、3、4、5、6、7、8、

9、10或更多个核苷酸中包含一个或多个核苷酸差异。

[0159] 在一些实施方案中，可以在同一支持物(例如，珠子)上生成多个不同条形码分子

(例如，核酸条形码分子)。例如，可以在同一支持物上生成两个不同条形码分子。替代地，可

以在同一支持物上生成三个或更多个不同条形码分子。连接至同一支持物的不同条形码分

子可以包含一个或多个不同序列。例如，不同条形码分子可以包含一个或多个不同条形码

序列和/或其他序列(例如，起始序列)。在一些实施方案中，连接至同一支持物的不同条形

码分子可以包含相同条形码序列。连接至同一支持物的不同条形码分子可以包含相同或不

同的条形码序列。类似地，不同条形码分子可以包含相同或不同的唯一分子标识符(UMI)。

下一代测序
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[0160] 如本文所公开的方法中所述，使用核酸分子的测序，并且其可用于检测和诊断病

原体感染。一般来讲，测序是指用于确定一种或多种多核苷酸中核苷酸碱基的序列的方法

和技术。多核苷酸可以是例如脱氧核糖核酸(DNA)或核糖核酸(RNA)，包括其变体或衍生物

(例如，单链DNA)。测序可以通过目前可用的各种系统进行，诸如但不限于通过Illumina、

Pacific  Biosciences、Oxford  Nanopore或Life  Technologies(Ion  Torrent)的测序系

统。此类装置可以提供对应于受试者(例如，人)的遗传信息的多个原始遗传数据，如从受试

者提供的样品由装置所生成。在一些情况下，本文所提供的系统和方法可以与蛋白质组信

息一起使用。替代地或另外，可以使用核酸扩增、聚合酶链反应(PCR)(例如，数字PCR、定量

PCR或实时PCR)或等温扩增来进行测序。此类系统可以提供对应于受试者(例如，人)的遗传

信息的多个原始遗传数据，如从受试者提供的样品由系统所生成。在一些实例中，此类系统

提供测序读段(本文中也称为“读段”)。读段可以包括一串核酸碱基，其对应于已经测序的

核酸分子的序列。在一些情况下，本文所提供的系统和方法可以与蛋白质组信息一起使用。

[0161] 下一代测序包括许多能够生成大量序列信息的技术，但不包括桑格测序或克萨

姆‑吉尔伯特测序。一般来讲，下一代测序涵盖单分子实时测序、边合成边测序、离子半导体

测序等等。示例性下一代测序的机器可以包括来自Illumina ,Inc的MiniSeq、iSeq100、

NextSeq  1000、NextSeq  2000、NovaSeq  6000、NextSeq  550系列等等；来自Thermo  Fisher 

Scientific的Ion  Torrent机器；或来自Pacific  Biosciences的Sequel系统。

[0162] 与本文方法一起使用的下一代测序机器可以在24小时的时期内从单个机器生成

至少1、5、10、15、25、50、75、100、200、300千兆碱基的数据或更多。

[0163] 与本文方法一起使用的下一代测序机器可以在24小时的时期内从单个机器生成

至少100、100、400、1,000、1,500、2,500、5,000、7,500、10,000、20,000、30,000、50,000或

100,000万个序列读段的数据或更多。

[0164] 还包括计算机程序、计算装置或分析平台/系统，其接收和分析测序数据并输出一

个或多个报告，所述报告可以通过服务器、分析门户或电子邮件以电子方式传输或访问。计

算装置或分析平台可以根据本文所述的算法和方法进行操作。

反应混合物

[0165] 本文还提供了用于确定生物样品中是否存在病毒核酸的反应混合物。在一些实施

方案中，反应混合物包含本文提供的合成核酸、所述生物样品的至少一部分和足以扩增所

述生物样品中的所述病毒核酸(如果存在)的一种或多种酶或试剂。

[0166] 生物样品可以是本文提供的任何生物样品。在一些实施方案中，生物样品是人生

物样品。在一些实施方案中，生物样品包括唾液、口腔拭子、鼻咽拭子或中鼻甲拭子。在一些

实施方案中，所述生物样品包括唾液或鼻咽拭子。在一些实施方案中，所述生物样品包括唾

液。在一些实施方案中，所述生物样品包括鼻咽拭子。

[0167] 合成核酸可以是本文提供的任何合成核酸。在一些实施方案中，合成核酸是本文

提供的SARS‑CoV‑2合成RNA核酸。在一些实施方案中，所述SARS‑CoV‑2合成RNA核酸以约10

个拷贝/反应混合物至约500个拷贝/反应混合物的浓度存在。在一些实施方案中，所述

SARS‑CoV‑2合成RNA核酸以约10、20、30、40、50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、

160、170、180、190、200、210、220、230、240、250、260、270、280、290、300、320、340、360、380、

400、420、440、460、480或500个拷贝/反应混合物的浓度存在。
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[0168] 病毒核酸可以是本文提供的任何病毒核酸。在一些实施方案中，所述病毒核酸是

甲型流感病毒、乙型流感病毒或冠状病毒核酸。在一些实施方案中，所述冠状病毒核酸是

SARS‑COV‑2核酸。

[0169] 在一些实施方案中，酶或试剂包括逆转录酶、dNTP、对所述病毒核苷酸序列具有特

异性的引物对、对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物对、镁盐或其组合。

[0170] 在一些实施方案中，反应混合物包含一种或多种可用于扩增病毒核酸的酶。在一

些实施方案中，酶是逆转录酶。逆转录酶的非限制性实例包括禽成髓细胞性白血病病毒

(AMV)逆转录酶和莫洛尼鼠白血病病毒(M‑MuLV，MMLV)逆转录酶及其变体。

[0171] 在一些实施方案中，反应包括脱氧核苷酸三磷酸(dNTP)。在一些实施方案中，试剂

盒包含扩增病毒核酸所必需的dNTP中的每一种以及任何其他所需核酸(例如，dATG、dCTP、

dTTP、dGTP)的混合物。

[0172] 在一些实施方案中，反应混合物包含对病毒核苷酸序列具有特异性的引物对。对

病毒核苷酸序列具有特异性的引物对可以是本文提供的任何引物对。对所述病毒核苷酸序

列具有特异性的所述引物对对甲型流感病毒核苷酸序列、乙型流感病毒核苷酸序列和冠状

病毒核苷酸序列具有特异性。在一些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所

述引物对对冠状病毒S1或N2序列具有特异性。

[0173] 在一些实施方案中，反应混合物包含对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物

对。在一些实施方案中，对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物对生物样品所来源的生

物体所表达的内源核苷酸序列具有特异性。在一些实施方案中，对样品对照核苷酸具有特

异性的引物对对持家基因具有特异性。在一些实施方案中，对样品对照核苷酸序列具有特

异性的引物对对GAPDH、RPP30或ACTB具有特异性。在一些实施方案中，对样品对照核苷酸具

有特异性的引物对对RPP30具有特异性。

[0174] 在一些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对或对所述样

品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对以约50微摩尔至约250微摩尔的浓度存在。在

一些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷

酸序列具有特异性的所述引物对以约50、60、70、80、90、100、110、120、130、140、150、160、

170、180、190、200、210、220、230、240或250微摩尔的浓度存在。在一些实施方案中，对所述

病毒核苷酸序列具有特异性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所

述引物对以约100微摩尔的浓度存在。在一些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异

性的所述引物对或对所述样品对照核苷酸序列具有特异性的所述引物对以约200微摩尔的

浓度存在。

[0175] 在一些实施方案中，反应混合物包含镁盐。在一些实施方案中，镁盐的含量足以使

反应的酶(例如，逆转录酶)发挥作用并扩增靶核酸。在一些实施方案中，镁盐是氯化镁。在

一些实施方案中，反应混合物包含浓度约0.1mM至约50mM的镁离子。在一些实施方案中，镁

离子的浓度为约1mM至约10mM。

[0176] 在一些实施方案中，所述反应混合物的体积为约10微升至约100微升。在一些实施

方案中，所述反应混合物的体积为约20微升至约90微升、约30微升至约80微升或约40微升

至约60微升。在一些实施方案中，所述反应混合物的体积为约10、20、30、40、50、60、70、80、

90或100微升。
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试剂盒

[0177] 本文还描述了一种试剂盒，其包括本文所述的寡核苷酸引物对。在某些实施方案

中，是一种试剂盒，其包括本文所述的寡核苷酸引物对和根据本公开的合成核酸。合成核酸

可用于S1、N2扩增。试剂盒还可以包括足以用于扩增的试剂：诸如用于逆转录、PCR扩增和/

或测序反应的缓冲液(以10x、5x、2x、或1x浓度提供)、dNTP、逆转录酶、PCR扩增酶(例如，Taq

聚合酶和/或其变体)。这些组分可以适当时单独地或以组合方式包装在小瓶或容器中。

[0178] 本文还描述了一种试剂盒，其用于确定生物样品中是否存在病毒核酸。在一些实

施方案中，试剂盒包括本文所提供的合成核酸和足以扩增来自生物样品的病毒核酸的一种

或多种酶或试剂。

[0179] 在一些实施方案中，酶或试剂包括逆转录酶、dNTP、对所述病毒核苷酸序列具有特

异性的引物对、对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物对、镁盐或其组合。

[0180] 在一些实施方案中，试剂盒包括一种或多种可用于扩增病毒核酸的酶。在一些实

施方案中，酶是逆转录酶。逆转录酶的非限制性实例包括禽成髓细胞性白血病病毒(AMV)逆

转录酶和莫洛尼鼠白血病病毒(M‑MuLV，MMLV)逆转录酶及其变体。

[0181] 在一些实施方案中，试剂盒包括脱氧核苷酸三磷酸(dNTP)。在一些实施方案中，试

剂盒包含扩增病毒核酸所必需的dNTP中的每一种以及任何其他所需核酸(例如，dATG、

dCTP、dTTP、dGTP)的混合物。

[0182] 在一些实施方案中，试剂盒包括对病毒核苷酸序列具有特异性的引物对。对病毒

核苷酸序列具有特异性的引物对可以是本文提供的任何引物对。对所述病毒核苷酸序列具

有特异性的所述引物对对甲型流感病毒核苷酸序列、乙型流感病毒核苷酸序列和冠状病毒

核苷酸序列具有特异性。在一些实施方案中，对所述病毒核苷酸序列具有特异性的所述引

物对对冠状病毒S1或N2序列具有特异性。

[0183] 在一些实施方案中，试剂盒包括对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物对。在

一些实施方案中，对样品对照核苷酸序列具有特异性的引物对生物样品所来源的生物体所

表达的内源核苷酸序列具有特异性。在一些实施方案中，对样品对照核苷酸具有特异性的

引物对对持家基因具有特异性。在一些实施方案中，对样品对照核苷酸序列具有特异性的

引物对对GAPDH、RPP30或ACTB具有特异性。在一些实施方案中，对样品对照核苷酸具有特异

性的引物对对RPP30具有特异性。

[0184] 在一些实施方案中，试剂盒包括镁盐。在一些实施方案中，镁盐的含量足以使试剂

盒的酶(例如，逆转录酶)发挥作用。在一些实施方案中，镁盐是氯化镁。

[0185] 以下实施方案列举了本文所公开的特征组合的非限制性排列。还设想了特征组合

的其他排列。特别地，这些编号的实施方案中的每一个都被设想为依赖于每个先前或后续

编号的实施方案或与其相关，与它们列出的顺序无关。

[0186] 1.一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括：(a)提供来自所述个体的生

物样品；(b)将来自所述个体的所述生物样品与裂解剂接触，以获得裂解的生物样品；(c)对

所述裂解的生物样品进行聚合酶链反应(PCR)，以获得PCR扩增的裂解的生物样品，其中对

所述裂解的生物样品的所述PCR反应用第一PCR引物集进行，其中所述第一PCR引物集扩增

病原体核酸序列；(d)使用下一代测序对所述PCR扩增的裂解的生物样品进行测序；以及(e)

如果通过所述PCR或通过所述测序检测到病原体序列，则提供针对所述病原体感染的阳性
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诊断，或者如果通过所述PCR或通过所述测序未检测到病原体序列，则提供针对所述个体的

阴性诊断。2.根据实施方案1所述的方法，其中所述个体是人类个体。3.根据实施方案1或2

所述的方法，其中所述病原体感染包括细菌感染、病毒感染或真菌感染及其组合。4.根据实

施方案1至3中任一项所述的方法，其中所述裂解剂包括加热到至少50℃的水或PCR反应缓

冲液。5.根据实施方案1至3中任一项所述的方法，其中所述裂解剂包括加热到至少90℃的

水或PCR反应缓冲液。6.根据实施方案1至5中任一项所述的方法，其中所述细菌感染是链球

菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属或埃希氏菌属及其组合的感

染。7.根据实施方案1至5中任一项所述的方法，其中所述感染是念珠菌属、芽生菌属、隐球

菌属、球孢子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢子丝菌属或肺囊虫属及其组合的感染。

8.根据实施方案1至5中任一项所述的方法，其中所述病毒感染是DNA病毒的感染。9.根据实

施方案8所述的方法，其中所述DNA病毒包括乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B

病毒、水痘病毒或天花病毒及其组合。10.根据实施方案1至5中任一项所述的方法，其中所

述病毒感染是RNA病毒的感染。11.根据实施方案10所述的方法，其中所述RNA病毒包括流感

病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或正粘病毒。12.根据

实施方案11所述的方法，其中所述病毒感染是冠状病毒感染。13.根据实施方案12所述的方

法，其中所述冠状病毒感染是SARS‑COV‑2感染。14.根据实施方案1至13中任一项所述的方

法，其中来自所述个体的所述生物样品来自血液样品、血浆样品、血清样品、口腔拭子、尿液

样品、精液样品、阴道拭子、粪便样品、鼻咽拭子、中鼻甲拭子或其任何组合。15.根据实施方

案14所述的方法，其中来自所述个体的所述生物样品来自鼻咽拭子、中鼻甲拭子或其任何

组合。16.根据实施方案1至15中任一项所述的方法，其包括向所述裂解剂或所述裂解的生

物样品中添加合成核酸。17.根据实施方案1至15中任一项所述的方法，其包括所述裂解剂

或所述裂解的生物样品中添加多个合成核酸，所述多个包括具有不同序列的合成核酸。18.

根据实施方案17所述的方法，其中所述多个包括四种。19.根据实施方案1至18中任一项所

述的方法，其包括向所述方法中添加合成核酸。20.根据实施方案1至18中任一项所述的方

法，其包括向所述方法中添加多个合成核酸，所述多个包括具有不同序列的合成核酸。21.

根据实施方案20所述的方法，其中所述多个包括四种。22.根据实施方案19所述的方法，其

中所述合成核酸是RNA。23.根据实施方案19所述的方法，其中所述合成核酸是DNA。24.根据

实施方案19或23中任一项所述的方法，其中所述合成核酸包含被配置成由所述第一PCR引

物集结合的序列集。25.根据实施方案19至24中任一项所述的方法，其中所述第一引物集扩

增所述病原体核酸序列和所述合成核酸。26.根据实施方案19至24中任一项所述的方法，其

中所述合成核酸序列包含与所述病原体核酸序列不相同的核苷酸序列。27.根据实施方案1

至26中任一项所述的方法，其包括对所述裂解的生物样品执行逆转录反应。28.根据实施方

案27所述的方法，其中所述逆转录反应在所述执行所述聚合酶链反应之前执行。29.根据实

施方案1至26中任一项所述的方法，其中所述逆转录反应在没有进一步纯化所述裂解的生

物样品的情况下执行。30.根据实施方案1至26中任一项所述的方法，其中对所述裂解的生

物样品的所述逆转录反应产生病毒cDNA。31 .根据实施方案30所述的方法，其中所述病毒

cDNA是冠状病毒cDNA。32.根据实施方案31所述的方法，其中所述冠状病毒cDNA是SARS‑

COV‑2  cDNA。33.根据实施方案1至31中任一项所述的方法，其中所述逆转录反应和所述PCR

是单步骤反应。34.根据实施方案1至33中任一项所述的方法，其中所述PCR是终点分析。35.
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根据实施方案1至34中任一项所述的方法，其中所述PCR不是实时PCR反应。36.根据实施方

案1至35中任一项所述的方法，其中所述第一PCR引物集扩增冠状病毒核酸序列。37.根据实

施方案36所述的方法，其中所述冠状病毒核酸序列是SARS‑COV‑2核酸序列。38.根据实施方

案37所述的方法，其中所述SARS‑COV‑2核酸序列包含N1或S2基因。39.根据实施方案1至38

中任一项所述的方法，其包含第二PCR引物集，其中所述第二引物集扩增所述个体的核酸序

列。40.根据实施方案39所述的方法，其中所述第二PCR引物集扩增人核酸序列。41.根据实

施方案40所述的方法，其中所述第二PCR引物集扩增选自以下的人核酸序列：GAPDH、ACTB、

RPP30及其组合。42.根据实施方案41所述的方法，其中所述第二PCR引物集扩增人RPP30。

43.根据实施方案40至42中任一项所述的方法，其中所述第二PCR引物集包含具有测序衔接

子序列的引物和不具有测序衔接子序列的引物的混合物。44.根据实施方案43所述的方法，

其中具有测序衔接子序列的引物与不具有测序衔接子序列的引物的比率是约1:1、约1:2、

约1:3或约1:4。45.根据实施方案1至44中任一项所述的方法，其中所述PCR包括30至45个扩

增循环。46.根据实施方案45所述的方法，其中所述PCR包括35至45个扩增循环。47.根据实

施方案45所述的方法，其中所述PCR包括39至42个扩增循环。48.根据实施方案1至47中任一

项所述的方法，其中所述第一PCR引物集、所述第二PCR引物集或所述第一PCR引物集和所述

第二PCR引物集包含有包含可变核苷酸序列的核酸序列。49.根据实施方案48所述的方法，

其中所述可变核苷酸序列是所述个体唯一的样品ID。50.根据实施方案1至49中任一项所述

的方法，其中所述第一PCR引物集、所述第二PCR引物集或所述第一PCR引物集和所述第二

PCR引物集包含用于下一代测序反应的衔接子序列。51.根据实施方案39至50中任一项所述

的方法，其包括向所述方法中添加第二合成核酸。52.根据实施方案51所述的方法，其中所

述第二合成核酸是RNA。53.根据实施方案51所述的方法，其中所述第二合成核酸是DNA。54.

根据实施方案51至53中任一项所述的方法，其中所述第二合成核酸包含被配置成由所述第

二PCR引物集结合的序列集。55.根据实施方案51至54中任一项所述的方法，其中所述第二

引物集扩增所述人核酸和所述合成核酸。56.根据实施方案51至54中任一项所述的方法，其

中所述合成核酸序列包含与所述人核酸序列不相同的核苷酸序列。57.根据实施方案1至56

中任一项所述的方法，其中所述方法可以检测少于10个病原体基因组拷贝。58.根据实施方

案1至56中任一项所述的方法，其中所述方法可以检测少于5个病原体基因组拷贝。59.根据

实施方案57或58所述的方法，其中所述病原体基因组是冠状病毒基因组。60.根据实施方案

57或58所述的方法，其中所述冠状病毒基因组是SARS‑COV‑2基因组。61.根据实施方案1至

60中任一项所述的方法，其中所述对冠状病毒呈阳性的诊断，如果通过所述PCR检测到冠状

病毒序列，则是SARS‑COV‑2诊断。62.根据实施方案1至61中任一项所述的方法，其中所述方

法确定冠状病毒的毒株。63.根据实施方案1至61中任一项所述的方法，其中所述方法确定

COVD‑19的毒株。

[0187] 64.一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括使用第一PCR引物集扩增来

自所述个体的生物样品的核酸，从而获得扩增的核酸，其中所述第一PCR引物集扩增所述生

物样品的病原体核酸序列和合成核酸序列，其中所述合成核酸序列与所述病原体核酸序列

相差至少一个核苷酸。65.根据实施方案64所述的方法，其中所述个体是人类个体。66.根据

实施方案64或65所述的方法，其中所述病原体感染包括细菌感染、病毒感染或真菌感染。

67.根据实施方案64至66中任一项所述的方法，其中所述细菌感染是链球菌属、假单胞菌
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属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属或埃希氏菌属及其组合的感染。68.根据实

施方案64至66中任一项所述的方法，其中所述感染是念珠菌属、芽生菌属、隐球菌属、球孢

子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢子丝菌属或肺囊虫属及其组合的感染。69.根据实

施方案64至66中任一项所述的方法，其中所述病毒感染是DNA病毒的感染。70.根据实施方

案69所述的方法，其中所述DNA病毒包括乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病

毒、水痘病毒、天花病毒或它们的任何组合。71.根据实施方案64至66中任一项所述的方法，

其中所述病毒感染是RNA病毒的感染。72.根据实施方案71所述的方法，其中所述RNA病毒包

括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或正粘病毒。

73.根据实施方案71所述的方法，其中所述病毒感染是冠状病毒感染。74.根据实施方案73

所述的方法，其中所述冠状病毒感染是SARS‑COV‑2感染。75.根据实施方案64至74中任一项

所述的方法，其中来自所述个体的所述生物样品来自血液样品、血浆样品、血清样品、口腔

拭子、尿液样品、精液样品、阴道拭子、粪便样品、鼻咽拭子、中鼻甲拭子或其任何组合。76.

根据实施方案75所述的方法，其中来自所述个体的所述生物样品来自鼻咽拭子、中鼻甲拭

子或其任何组合。77.根据实施方案64至76中任一项所述的方法，其中所述合成核酸是RNA。

78.根据实施方案64至76中任一项所述的方法，其中所述合成核酸是DNA。79.根据实施方案

64至78中任一项所述的方法，其中所述合成核酸包含被配置成由所述第一PCR引物集结合

的序列集。80.根据实施方案64至79中任一项所述的方法，其中所述合成核酸序列与所述病

原体核酸序列相差至少5个核苷酸。81.根据实施方案64至79中任一项所述的方法，其中所

述病原体感染是基于合成核酸序列与病原体核酸序列的比率诊断的。82.根据实施方案64

至81中任一项所述的方法，其包括对所述生物样品的所述核酸执行逆转录反应。83.根据实

施方案64至81中任一项所述的方法，其中对所述生物样品的所述核酸的所述逆转录反应产

生冠状病毒cDNA。84.根据实施方案83所述的方法，其中所述冠状病毒cDNA是SARS‑COV‑2 

cDNA。85.根据实施方案64至84中任一项所述的方法，其中所述扩增核酸构成PCR反应。86.

根据实施方案85所述的方法，其中所述PCR反应是终点分析。87.根据实施方案64至86中任

一项所述的方法，其中所述PCR反应不是实时PCR反应。88.根据实施方案64至87中任一项所

述的方法，其中所述第一PCR引物集扩增冠状病毒核酸序列。89.根据实施方案88所述的方

法，其中所述冠状病毒核酸序列是SARS‑COV‑2核酸序列。90.根据实施方案89所述的方法，

其中所述SARS‑COV‑2核酸序列包含N1或S2基因。91.根据实施方案64至90中任一项所述的

方法，其中所述第一PCR引物集包含有包含可变核苷酸序列的核酸序列。92.根据实施方案

91所述的方法，其中所述可变核苷酸序列是所述个体唯一的样品ID。93.根据实施方案64至

92中任一项所述的方法，其中所述第一PCR引物集包含用于下一代测序反应的衔接子序列。

94.根据实施方案64至92中任一项所述的方法，其包括使用第二PCR引物集扩增所述生物样

品的核酸，其中所述第二PCR引物集扩增人核酸序列。95.根据实施方案94所述的方法，其中

所述第二PCR引物集扩增选自以下的核酸序列：GAPDH、ACTB、RPP30及其组合。96.根据实施

方案95所述的方法，其中所述第二PCR引物集扩增人RPP30。97.根据实施方案94至96中任一

项所述的方法，其中所述第二PCR引物集包含具有测序衔接子序列的引物和不具有测序衔

接子序列的引物的混合物。98.根据实施方案97所述的方法，其中具有测序衔接子序列的引

物与不具有测序衔接子序列的引物的比率是约1:1、约1:2、约1:3或约1:4。99.根据实施方

案64至98中任一项所述的方法，其中所述PCR包括30至45个扩增循环。100.根据实施方案99
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所述的方法，其中所述PCR包括35至45个扩增循环。101.根据实施方案99所述的方法，其中

所述PCR包括39至42个扩增循环。102.根据实施方案94至101中任一项所述的方法，其中所

述第二PCR引物集包含有包含可变核苷酸序列的核酸序列。103.根据实施方案102所述的方

法，其中所述可变核苷酸序列是所述个体唯一的样品ID。104.根据实施方案94至103中任一

项所述的方法，其中所述第二PCR引物集包含用于下一代测序反应的衔接子序列。105.根据

实施方案64至104中任一项所述的方法，其包括使用下一代测序技术，对所述生物样品的所

述扩增的核酸进行测序。106.根据实施方案64至105中任一项所述的方法，其中所述方法可

以检测少于10个病原体基因组拷贝。107.根据实施方案64至104中任一项所述的方法，其中

所述方法可以检测少于5个病原体基因组拷贝。108.根据实施方案106或107所述的方法，其

中所述病原体基因组是冠状病毒基因组。109.根据实施方案106或107所述的方法，其中所

述病原体基因组是SARS‑COV‑2基因组。110.根据实施方案64至109中任一项所述的方法，其

中所述方法确定冠状病毒的毒株。111 .根据实施方案110所述的方法，其中所述方法确定

SARS‑COV‑2的毒株。

[0188] 112.一种合成核酸，其包含5'近侧区、3'近侧区和间插核酸序列。113.根据实施方

案112所述的合成核酸，其中所述合成核酸包含RNA。114.根据实施方案112所述的合成核

酸，其中所述合成核酸包含DNA。115.根据实施方案112至114中任一项所述的合成核酸，其

中所述5'近侧区包含病毒核酸序列。116.根据实施方案115所述的方法，其中所述病毒核酸

序列包含冠状病毒序列。117.根据实施方案116所述的方法，其中所述病毒核酸序列包含

SARS‑COV‑2序列。118.根据实施方案112至114中任一项所述的合成核酸，其中所述3'近侧

区包含病毒核酸序列。119.根据实施方案118所述的方法，其中所述病毒核酸序列包含冠状

病毒序列。120.根据实施方案119所述的方法，其中所述病毒核酸序列包含SARS‑COV‑2序

列。121.根据实施方案112至120中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近侧区、所述3'近侧

区或所述5'近侧区和所述3'近侧区的长度少于约30个核苷酸。122.根据实施方案112至120

中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近侧区、所述3'近侧区或所述5'近侧区和所述3'近

侧区的长度少于约25个核苷酸。123.根据实施方案112至120中任一项所述的合成核酸，其

中所述5'近侧区、所述3'近侧区或所述5'近侧区和所述3'近侧区的长度少于约20个核苷

酸。124.根据实施方案112至123中任一项所述的合成核酸，其中所述5'近侧区在所述合成

核酸的5'末端处。125.根据实施方案112至123中任一项所述的合成核酸，其中所述3'近侧

区在所述合成核酸的3'末端处。126.根据实施方案112至125中任一项所述的合成核酸，其

中所述间插核酸序列与病毒核酸序列具有少于约99％、98％、97％、95％、90％、85％、80％

或75％同一性。127.根据实施方案126所述的合成核酸，其中所述合成核酸序列是冠状病毒

序列。128.根据实施方案126所述的合成核酸，其中所述合成核酸序列是SARS‑COV‑2序列。

129.根据实施方案112至128中任一项所述的合成核酸在检测所述个体的病原体感染的方

法中的用途。130 .根据实施方案129所述的用途，其中所述病原体感染是冠状病毒感染。

131.根据实施方案130所述的用途其中所述病毒感染是SARS‑COV‑2感染。

[0189] 132.一种用于检测病毒感染的核酸处理的方法，所述方法包括：(a)提供样品，其

包含病毒核酸分子和宿主核酸分子；(b)通过使用包含第一条形码序列的第一引物对所述

病毒核酸分子进行核酸延伸反应，生成条形码化病毒核酸分子；(c)通过使用包含第二条形

码序列的第二引物对所述宿主核酸分子进行核酸衍生反应，生成条形码化宿主核酸分子；
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(d)对所述条形码化病毒核酸分子和所述条形码化宿主核酸分子进行测序，以鉴定(i)所述

条形码序列和(ii)对应于所述病毒核酸分子或其衍生物和所述宿主核酸分子的序列；以及

(e)如果在(d)中鉴定出对应于所述病毒核酸分子的所述序列，则提供针对病毒感染的阳性

诊断。133.根据实施方案132所述的方法，且其中(b)和(c)同时进行。134.根据实施方案132

至133中任一项所述的方法，其中所述第一引物还包含一个或多个选自以下的额外功能序

列：引物序列、衔接子序列、引物退火序列、唯一分子标识符序列和捕获序列。135.根据实施

方案132至134中任一项所述的方法，其中所述第二引物还包含一个或多个选自以下的额外

功能序列：引物序列、衔接子序列、引物退火序列、唯一分子标识符序列和捕获序列。136.根

据实施方案132至135中任一项所述的方法，其中(a)还包括合成核酸分子。137.根据实施方

案136所述的方法，其中所述合成核酸分子包含与所述病毒核酸分子和所述人核酸分子不

同的合成序列。138.根据实施方案137所述的方法，其中(b)通过使用所述第一引物进行所

述核酸延伸，生成条形码化合成核酸分子。139.根据实施方案137所述的方法，其中(c)通过

使用所述第二引物进行所述核酸延伸，生成条形码化合成核酸分子。140.根据实施方案132

至139中任一项所述的方法，其中所述核酸延伸反应是逆转录反应。141.根据实施方案132

至139中任一项所述的方法，其中所述核酸延伸反应是聚合酶链反应。142.根据实施方案

132至139中任一项所述的方法，其中所述核酸延伸反应包括逆转录反酶反应、聚合酶链反

应或其组合。143.根据实施方案142所述的方法，其中(b)，所述核酸延伸反应包括：(i)将所

述第一引物与所述病毒核酸分子杂交；以及(ii)使用逆转录酶以延伸所述引物。144.根据

实施方案142所述的方法，其中(b)，所述核酸延伸反应包括：(i)将所述第一引物与所述病

毒核酸分子杂交；以及(ii)使用逆转录酶以延伸所述引物。145.根据实施方案142所述的方

法，其中(b)，所述核酸延伸反应包括：(i)将所述第一引物与所述病毒核酸分子杂交；以及

(ii)使用聚合酶以延伸所述引物。146.根据实施方案142所述的方法，其中所述聚合酶链反

应是终点聚合物链反应。147.根据实施方案132至146中任一项所述的方法，其中所述方法

还包括在(d)之前，扩增所述条形码化病毒核酸分子和所述条形码化宿主核酸分子。148.根

据实施方案132至147中任一项所述的方法，其中所述方法还包括在(d)之前，对所述条形码

化病毒核酸分子和所述条形码化宿主核酸分子进行N次循环的聚合酶链反应。149.根据实

施方案148所述的方法，其中N大于35次循环。150.根据实施方案148所述的方法，其中N大于

40次循环。151.根据实施方案148所述的方法，其中N大于45次循环。152.根据实施方案148

所述的方法，其中所述聚合酶链反应将一个或多个额外序列掺入到所述条形码化病毒核酸

分子和所述条形码化宿主核酸分子中的一者或两者中，所述额外序列选自：样品索引序列、

衔接子序列、引物序列、引物结合序列、被配置成与测序仪的流式细胞联接的序列和额外条

形码序列。153.根据实施方案132至152中任一项所述的方法，其中在(b)和(c)之后，将所述

样品与在(b)和(c)中进行至少一个核酸延伸反应之后的一种或多种样品组合。154.根据实

施方案153所述的方法，其中将所述样品与在(b)和(c)中进行单轮所述核酸延伸反应之后

的一种或多种样品组合。155.根据实施方案132至154中任一项所述的方法，其中所述样品

包含一个或多个细胞。156.根据实施方案155所述的方法，其还包括在(b)之前，从所述一个

或多个细胞释放所述病毒核酸分子和所述宿主核酸分子。157.根据实施方案155所述的方

法，其还包括在(b)之前，使所述样品经历足以从所述一个或多个细胞释放所述病毒核酸分

子和所述宿主核酸分子的条件。158.根据实施方案157所述的方法，其中在足以从所述一个
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或多个细胞释放所述病毒核酸分子和所述宿主核酸分子的所述条件下进行(b)和(c)。159.

根据实施方案157所述的方法，其中所述病毒核酸分子和所述宿主核酸分子在(b)和(c)之

前未从所述样品纯化。160.根据实施方案132至159中任一项所述的方法，其还包括在(d)

中，在与所述样品缔合时，使用所述条形码序列以缔合所述病毒核酸分子或其衍生物或所

述宿主核酸分子或其衍生物。161.根据实施方案132至160中任一项所述的方法，其还包括

在(e)中，使用所述条形码化病毒核酸分子和所述条形码化宿主核酸分子的所述条形码序

列来鉴定所述样品，其中所述样品对应于测试所述病毒感染的受试者。162.根据实施方案

132至161中任一项所述的方法，其中所述样品获自受试者。163.根据实施方案162所述的方

法，其中所述受试者是人类。164.根据实施方案162所述的方法，其中所述受试者是动物。

165.根据实施方案162所述的方法，其中所述宿主核酸分子是所述受试者的基因组的一部

分。166.根据实施方案162所述的方法，其中所述宿主核酸分子是所述受试者的转录组的一

部分。167.根据实施方案132至166中任一项所述的方法，其中所述宿主核酸分子编码遍在

表达的蛋白质。168.根据实施方案132至166中任一项所述的方法，其中所述宿主核酸分子

是基因组DNA分子。169.根据实施方案132至166中任一项所述的方法，其中所述宿主核酸分

子是遍在转录的RNA分子。170.根据实施方案132至169中任一项所述的方法，其中所述宿主

核酸是GAPDH、ACTB、RPP30、及其组合。171.根据实施方案132至170中任一项所述的方法，其

中所述病毒核酸分子是病毒基因组的一部分。172.根据实施方案171所述的方法，其中所述

病毒是冠状病毒。173.根据实施方案172所述的方法，其中所述冠状病毒选自严重急性呼吸

综合征冠状病毒2(SARS‑COV‑2)、严重急性呼吸综合征冠状病毒(SARS‑CoV)和中东呼吸综

合征冠状病毒(MERS‑CoV)。174.根据实施方案173所述的方法，其中所述冠状病毒是SARS‑

COV‑2。175.根据实施方案174所述的方法，其中所述病毒是RNA病毒。176.根据实施方案175

所述的方法，其中所述RNA病毒包含双链RNA基因组。177.根据实施方案175所述的方法，其

中所述RNA病毒包含单链RNA基因组。178.根据实施方案175所述的方法，其中所述RNA病毒

选自冠状病毒、流感病毒、人免疫缺陷病毒和埃博拉病毒。179.根据实施方案170所述的方

法，其中所述病毒是DNA病毒。180.根据实施方案34至169中任一项所述的方法，其还包括在

(a)之前，分配所述样品。181.根据实施方案180所述的方法，其中所述分区是孔。182.根据

实施方案180所述的方法，其中所述分区是多个孔中的孔。183.根据实施方案182所述的方

法，其中所述条形码序列是所述多个孔中的所述孔唯一的。184.根据实施方案132至183中

任一项所述的方法，其中(b)和(c)同时进行。185.根据实施方案132至184中任一项所述的

方法，其中所述病毒感染是SARS‑COV‑2。186.根据实施方案132至183中任一项所述的方法，

其中所述样品通过鼻咽拭子或中鼻甲拭子获自受试者。

[0190] 187.一种组合物，其包含有包含第一核酸序列和第二核酸序列的合成核酸分子，

其中(1)所述第一核酸序列与病原体核酸分子的序列相同，并且(2)所述第二核酸序列与所

述病原体核酸分子的序列不相同。188.根据实施方案187所述的组合物，其中所述第一核酸

序列位于所述第二核酸序列的3'。189.根据实施方案187至188中任一项所述的组合物，其

中所述合成核酸分子还包含第三核酸序列，其中所述第三核酸序列与所述病原体核酸分子

的第二序列相同。190.根据实施方案176所述的组合物，其中所述第三核酸序列在所述第二

核酸序列的5'。191.根据实施方案187至190中任一项所述的组合物，其中所述第一核酸序

列或所述第三核酸序列少于5、10、15、20、25或30个核苷酸。192.根据实施方案187至191中
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任一项所述的组合物，其中所述第二核酸序列所包含的核苷酸的总数少于25、50、100、150、

200或500个核苷酸。193.根据实施方案187至191中任一项所述的组合物，其中所述第二核

酸序列所包含的核苷酸的总数少于25、50、100、150、200或500个核苷酸。194.根据实施方案

187至193中任一项所述的组合物，其中所述合成核酸分子是核糖核酸(RNA)分子、脱氧核糖

核酸(DNA)分子或RNA‑DNA杂交分子。195.根据实施方案187至194中任一项所述的组合物，

其中所述第一核酸序列、所述第三核酸序列或所述第一核酸劽和所述第三核酸序列包含引

物结合位点。196.根据实施方案187至194中任一项所述的组合物，其中所述组合物还包含

病原体核酸分子。197.根据实施方案196所述的组合物，其中所述病原体核酸分子来自病原

体，其中所述病原体包括细菌、病毒、真菌或其组合。198.根据实施方案197所述的组合物，

其中所述细菌来自链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属或埃

希氏菌属及其组合。199.根据实施方案197所述的组合物，其中真菌是念珠菌属、芽生菌属、

隐球菌属、球孢子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢子丝菌属或肺囊虫属及其组合。

200.根据实施方案197所述的组合物，其中所述病毒是DNA病毒。201.根据实施方案200所述

的组合物，其中所述DNA病毒包括乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒、水痘

病毒或天花病毒及其组合。202.根据实施方案197所述的组合物，其中所述病毒是RNA病毒。

203.根据实施方案202所述的组合物，其中所述RNA病毒包括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质

炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或正粘病毒。204.根据实施方案189所述的组合

物，其中所述病毒是冠状病毒。205.根据实施方案190所述的组合物，其中所述冠状病毒是

SARS‑COV‑2病毒。206.根据实施方案196至205中任一项所述的组合物，其中所述组合物还

包含多个引物，其中所述多个引物中的引物被配置成与所述合成核酸分子的序列或所述病

原体核酸分子的序列杂交。207.根据实施方案206所述的组合物，其中所述合成核酸分子的

序列和所述病原体核酸分子的所述序列是相同的。208.根据实施方案187至207中任一项所

述的组合物，其中所述合成核酸以与所述病原体核酸分子相同的效率扩增。209.根据实施

方案187至207中任一项所述的组合物，其中所述合成核酸分子被配置成产生大小与所述病

原体核酸分子的扩增产物的大小相同或在其10个碱基对内的扩增产物。

[0191] 210.一种诊断病原体感染的个体的方法，所述方法包括：(a)提供来自所述个体的

生物样品；(c)对所述生物样品进行聚合酶链反应(PCR)，以获得PCR扩增的生物样品，其中

对所述生物样品的所述PCR反应用第一PCR引物集进行，其中所述第一PCR引物集扩增病原

体核酸序列；(d)使用下一代测序对所述PCR扩增的裂解的生物样品进行测序；以及(e)如果

通过所述PCR或通过所述测序检测到病原体序列，则提供针对所述病原体感染的阳性诊断，

或者如果通过所述PCR或通过所述测序未检测到病原体序列，则提供针对所述个体的阴性

诊断。211.根据实施方案210所述的方法，其中所述个体是人类个体。212.根据实施方案210

或211所述的方法，其中所述病原体感染包括细菌感染、病毒感染或真菌感染及其组合。

213.根据实施方案210至212中任一项所述的方法，其中所述细菌感染是链球菌属、假单胞

菌属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门氏菌属、梭菌属或埃希氏菌属及其组合的感染。214.根据

实施方案210至212中任一项所述的方法，其中所述感染是念珠菌属、芽生菌属、隐球菌属、

球孢子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢子丝菌属或肺囊虫属及其组合的感染。215.

根据实施方案210至212中任一项所述的方法，其中所述病毒感染是DNA病毒的感染。216.根

据实施方案215所述的方法，其中所述DNA病毒包括乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒、乳头瘤病
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毒、E‑B病毒、水痘病毒或天花病毒及其组合。217.根据实施方案210至216中任一项所述的

方法，其中所述病毒感染是RNA病毒的感染。218.根据实施方案217所述的方法，其中所述

RNA病毒包括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、反转录病毒或

正粘病毒。219.根据实施方案218所述的方法，其中所述病毒感染是冠状病毒感染。220.根

据实施方案219所述的方法，其中所述冠状病毒感染是SARS‑COV‑2感染。221.根据实施方案

210至220中任一项所述的方法，其中来自所述个体的所述生物样品来自血液样品、血浆样

品、血清样品、口腔拭子、尿液样品、精液样品、阴道拭子、粪便样品、鼻咽拭子、中鼻甲拭子

或其任何组合。222.根据实施方案221所述的方法，其中来自所述个体的所述生物样品来自

鼻咽拭子、中鼻甲拭子或其任何组合。223.根据实施方案210至222中任一项所述的方法，其

包括向所述裂解剂或所述裂解的生物样品中添加合成核酸。224.根据实施方案210至222中

任一项所述的方法，其包括向所述方法中添加合成核酸。225.根据实施方案224所述的方

法，其中所述合成核酸是RNA。226.根据实施方案224所述的方法，其中所述合成核酸是DNA。

227.根据实施方案224至226中任一项所述的方法，其中所述合成核酸包含被配置成由所述

第一PCR引物集结合的序列集。228.根据实施方案224至227中任一项所述的方法，其中所述

第一引物集扩增所述病原体核酸序列和所述合成核酸。229.根据实施方案224至228中任一

项所述的方法，其中所述合成核酸序列包含与所述病原体核酸序列不相同的核苷酸序列。

230.根据实施方案210至229中任一项所述的方法，其包括对所述裂解的生物样品执行逆转

录反应。231.根据实施方案230所述的方法，其中所述逆转录反应在所述执行所述聚合酶链

反应之前执行。232.根据实施方案210至231中任一项所述的方法，其中所述逆转录反应在

没有进一步纯化所述裂解的生物样品的情况下执行。233.根据实施方案210至231中任一项

所述的方法，其中对所述裂解的生物样品的所述逆转录反应产生病毒cDNA。234.根据实施

方案233所述的方法，其中所述病毒cDNA是冠状病毒cDNA。235.根据实施方案233所述的方

法，其中所述冠状病毒cDNA是SARS‑COV‑2  cDNA。236.根据实施方案210至235中任一项所述

的方法，其中所述逆转录反应和所述PCR是单步骤反应。237.根据实施方案210至236中任一

项所述的方法，其中所述PCR是终点分析。238.根据实施方案210至237中任一项所述的方

法，其中所述PCR不是实时PCR反应。239.根据实施方案210至238中任一项所述的方法，其中

所述第一PCR引物集扩增冠状病毒核酸序列。240.根据实施方案239所述的方法，其中所述

冠状病毒核酸序列是SARS‑COV‑2核酸序列。241.根据实施方案240所述的方法，其中所述

SARS‑COV‑2核酸序列包含N1或S2基因。242.根据实施方案210至241中任一项所述的方法，

其包含第二PCR引物集，其中所述第二引物集扩增所述个体的核酸序列。243.根据实施方案

242所述的方法，其中所述第二PCR引物集扩增人核酸序列。244.根据实施方案243所述的方

法，其中所述第二PCR引物集扩增选自以下的人核酸序列：GAPDH、ACTB、RPP30及其组合。

245.根据实施方案244所述的方法，其中所述第二PCR引物集扩增人RPP30。246.根据实施方

案242至245中任一项所述的方法，其中所述第二PCR引物集包含具有测序衔接子序列的引

物和不具有测序衔接子序列的引物的混合物。247.根据实施方案246所述的方法，其中具有

测序衔接子序列的引物与不具有测序衔接子序列的引物的比率是约1:1、约1:2、约1:3或约

1:4。248.根据实施方案210至247中任一项所述的方法，其中所述PCR包括30至45个扩增循

环。249.根据实施方案248所述的方法，其中所述PCR包括35至45个扩增循环。250.根据实施

方案248所述的方法，其中所述PCR包括39至42个扩增循环。251.根据实施方案210至250中
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任一项所述的方法，其中所述第一PCR引物集、所述第二PCR引物集或所述第一PCR引物集和

所述第二PCR引物集包含有包含可变核苷酸序列的核酸序列。252.根据实施方案251所述的

方法，其中所述可变核苷酸序列是所述个体唯一的样品ID。253.根据实施方案210至252中

任一项所述的方法，其中所述第一PCR引物集、所述第二PCR引物集或所述第一PCR引物集和

所述第二PCR引物集包含用于下一代测序反应的衔接子序列。254.根据实施方案210至253

中任一项所述的方法，其中所述方法可以检测少于10个病原体基因组拷贝。255.根据实施

方案210至253中任一项所述的方法，其中所述方法可以检测少于5个病原体基因组拷贝。

256.根据实施方案254或255所述的方法，其中所述病原体基因组是冠状病毒基因组。257.

根据实施方案254或255所述的方法，其中所述冠状病毒基因组是SARS‑COV‑2基因组。258.

根据实施方案210至257中任一项所述的方法，其中所述对冠状病毒呈阳性的诊断，如果通

过所述PCR检测到冠状病毒序列，则是SARS‑COV‑2诊断。259.根据实施方案210至258中任一

项所述的方法，其中所述方法确定冠状病毒的毒株。260.根据实施方案210至258中任一项

所述的方法，其中所述方法确定COVD‑19的毒株。261.一种组合物，其包含多个具有不同核

酸序列的合成核酸，所述多个具有不同核酸序列的合成核酸包含与病原体核酸序列相同的

共同5'序列、与病原体核酸序列相同的共同3'序列和在所述多个序列中不同的间插序列。

262.根据实施方案261所述的组合物，其中所述多个具有不同核酸序列的合成核酸是单链

的。263.根据实施方案261所述的组合物，其中所述多个具有不同核酸序列的合成核酸是双

链的。264.根据实施方案261至263中任一项所述的组合物，其中所述多个具有不同核酸序

列的合成核酸由RNA组成或包含RNA。265.根据实施方案261至263中任一项所述的组合物，

其中具有不同核酸序列的所述多个合成核酸由DNA组成或包含DNA。266.根据实施方案261

至265中任一项所述的组合物，其中与病原体核酸序列相同的所述共同5'序列是30个核苷

酸或更少。267.根据实施方案261至266中任一项所述的组合物，其中与病原体核酸序列相

同的所述共同3'序列是30个核苷酸或更少。268.根据实施方案261至267中任一项所述的组

合物，其中所述间插序列是50个核苷酸或更少。269.根据实施方案268所述的组合物，其中

所述间插序列30个核苷酸或更少。270.根据实施方案261至269中任一项所述的组合物，其

中所述病原体核酸序列来自细菌病原体、真菌病原体或病毒病原体。271.根据实施方案270

所述的组合物，其中所述细菌病原体是链球菌属、假单胞菌属、志贺氏菌属、弯曲菌属、沙门

氏菌属、梭菌属或埃希氏菌属及其组合。272.根据实施方案270所述的组合物，其中所述真

菌病原体是念珠菌属、芽生菌属、隐球菌属、球孢子菌属、组织胞浆菌属、副球孢子菌属、孢

子丝菌属或肺囊虫属及其组合。273.根据实施方案270所述的组合物，其中所述病毒病原体

是DNA病毒。274.根据实施方案273所述的组合物，其中所述DNA病毒包括乙型肝炎病毒、丙

型肝炎病毒、乳头瘤病毒、E‑B病毒、水痘病毒或天花病毒及其组合。275.根据实施方案1至3

中任一项所述的组合物，其中所述病毒病原体是RNA病毒。276.根据实施方案270所述的组

合物，其中所述RNA病毒包括流感病毒、冠状病毒、脊髓灰质炎病毒、麻疹病毒、埃博拉病毒、

反转录病毒、正粘病毒或其组合。277.根据实施方案276所述的组合物，其中所述病毒病原

体是冠状病毒。278.根据实施方案277所述的组合物，其中所述冠状病毒是SARS‑COV‑2。

279.根据实施方案277或278所述的组合物，其中所述病原体核酸序列是编码冠状病毒刺突

蛋白的核酸序列。280.根据实施方案277至279中任一项所述的组合物，其中具有不同核酸

序列的所述多个合成核酸包含选自S2_001、S2_002、S2_003和S2_004中任一种或多种的序
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列或由其组成。281.根据实施方案261至280中任一项所述的组合物，其在诊断或检测病原

体感染的方法中使用。282.根据实施方案261至280中任一项所述的组合物，其在归一化病

原体下一代序列读段的方法中使用。

实施例

[0192] 以下说明性实施例代表本文所述的组合物和方法的实施方案，并且不意味着以任

何方式进行限制。

实施例1‑病毒感染的SwabSeq诊断

[0193] 图1显示了用于收集和处理样品的示例工作流程。样品可以使用拭子(例如，唾液、

鼻咽或中鼻甲)从人类受试者获得，如102中所例示。可将拭子直接放置于足以裂解样品内

的细胞的条件中，如106中所例示。不需要RNA分离，因此(1)减少了进行测定所需的时间，

(2)提高了灵敏度，并且(3)降低了测定材料的成本。样品可以可选地储存在缓冲液(例如，

TE缓冲液)中，并且稍后在获得样品的数天内进行裂解，如步骤126，128中。为了便于准确并

且灵敏地鉴定病毒核酸，可以在裂解的样品中加标合成核酸，从而可以对后续核酸处理和

所得序列信息进行基准测试(108中所例示)。合成核酸包含能够通过病毒特异性引物扩增

的序列，但具有可以在序列输出中容易地鉴定为与病毒靶标不同的已知序列。将样品在微

量滴定板中分区和处理，其实现了在1与32个384孔板之间的缩放，从而使得能够测试至少

384‑12,288个样品。

[0194] 然后在分区/孔内，通过逆转录和PCR进行核酸处理和文库制备，如110中所例示。

用于检测的引物包含与以下互补的序列：(a)感兴趣的靶标(例如来自冠状病毒或流感病毒

的小区)；(b)人靶标(确保有一定人序列的对照物；例如，RPP30(RNA酶P)，CDC在其基于标准

qPCR的测试中使用它)；和(c)内部合成RNA分子(如上文所说明)，确保靶标测定放大并且定

量靶标，例如允许对来自病原体序列的读段进行归一化。使通过PCR的扩增进行至终点，然

后进行测序。端点PCR和合成模板添加了归一化水平，以避免昂贵的归一化步骤。用于靶标

扩增的引物的设计允许添加允许样品去卷积的索引以及鉴定哪个样品包含病毒序列的阳

性测序读段。

[0195] 随后对样品进行测序以鉴定条形码化序列和病毒靶标读段的存在。对读段进行生

物信息处理，以衡量对病毒载体和病毒负载呈阳性或阴性的测序数据。有可能进一步开发

对多态性区进行测序并确定病原体菌株的测定。这可以通过比较靶病原体扩增子与人靶扩

增子与扩增子中的标的比率来实现。

实施例2‑样品中SARS‑CoV  RNA的检测

[0196] 使用本文所公开的方法分析了包含SARS‑CoV‑2  RNA的样品。样品包含确定拷贝数

的SARS‑CoV‑2  RNA分子。将靶向N1区(核衣壳)和亚基S2区的引物用于检测SARS‑CoV‑2  RNA

分子。将所得测序产物与人RRP30  RNA进行比较。分析每个靶区206，216的随拷贝数变化的

SARS‑CoV:RRP30(图2A‑B)。令人惊讶的是，在包含3个SARS‑CoV‑2  RNA分子拷贝的样品内，

靶向亚基S2得到可区分检测。靶向N1在是S2的2‑5倍的拷贝数下显示可区分检测，但灵敏度

可接受。图2B展示了对与N1基因座和S2基因座互补的不同引物序列210的分析。检测依赖于

N1和S2靶标的引物序列。在测试的所有引物中，靶向S2在是N1的1/2‑1/5的拷贝数下显示可

区分检测，表明对于样品中SARS‑CoV  RNA的检测，靶向S2提供了更高分辨率的分析。

实施例3‑通过扩增和测序的病毒诊断
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[0197] 本文所述的与本文所述的方法一起使用的扩增和测序方案的一个实施例。在添加

QRT‑PCR反应之前，可以加热裂解缓冲液中的样品(例如，75℃持续10分钟)。

[0198] QRT‑PCR反应设置，单独的反应在下列中运行：20μL总体积；7μL样品裂解物；10μL 

通用一步反应混合物；1μL酶混合物；400nM病毒核酸靶标引物；持家引物(例如，

RPP3  100nM无衔接子，50nM有衔接子)；100个合成核酸拷贝(与病毒靶标相同的启动区)。通

过用测序衔接子降低RPP3引物的浓度，同时保持总体RPP3引物浓度高，仍然检测到少量

RPP3，同时限制专用于宿主RNA的测序读段的数目。此外，这也减弱了引物二聚体形成。

[0199] 循环方案55℃持续30min(逆转录反应)；95℃持续1min，然后是40次循环(95℃持

续10秒和60℃持续30秒)。

[0200] 每个孔汇集5μL以便使用[AxyPrep  PCR纯化试剂盒(Clean‑up  Kit) ]

(www .fishersci .com/shop/products/axygen‑axyprep‑mag‑pcr‑clean‑up‑kits/

1 4 2 2 3 1 5 2)进行测序和纯化。用[d e N o v i x  d s D N A高灵敏度荧光测定试剂盒]

(www.denovix.com/denovix‑dsdna‑assays/)定量文库。可添加至多50％  PhiX对照文库

DNA。在NextSeq和MiSeq上使用Illumina双重索引单读测序对库进行测序。

[0201] 下表(表1)描述了可用于本文所述的检测病毒感染的方法中的引物对。引物公开

为例如o325_octN1_F和o326_octN1_R，描述了被设计成产生病毒核酸的扩增的引物对。下

文所述的序列也可以包含测序衔接子和/或索引序列。

表1
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实施例4‑SwabSeq：用于大规模SARS‑CoV‑2测试的高通量平台

[0202] 在不存在有效疫苗的情况下，公共卫生策略仍然是控制造成COVID‑19的SARS‑

CoV‑2蔓延的唯一工具。与传染性与症状相关联的SARS‑CoV‑1相比，SARS‑CoV‑2在无症状/

症状前期中的传染性很高。因此，仅仅基于症状来限制传播是不可能的，这使得对SARS‑

CoV‑2的筛查对于控制大流行来说至关重要。

[0203] 随着区域封锁解除，人们重返工作岗位并恢复其他活动，感染率再次开始上升。在

美国的许多地区，病例的升高已经超出了定量RT‑PCR测试的容量，所述测试构成了FDA批准

针对COVID‑19的测试的大部分。即使在美国的那些地区中已经扩大了测试容量，但是每次

检测的成本为大约$100，妨碍了针对群体筛查的临床测试的部署。此外，返回结果的长时间

延迟是由于测试容量不足，而不是因为测定时间要数小时，这使得测试在防止病毒传播和

抑制局部爆发方面毫无用处。频繁、廉价的大规模测试，以及接触者追踪和感染个体的隔

离，提供了阻止病毒蔓延的最佳机会。本文描述了SARS‑CoV‑2测试平台SwabSeq，其利用下

一代测序以大规模扩大测试容量。

[0204] SwabSeq在几个关键领域中改进了一步逆转录和聚合酶链反应(RT‑PCR)方法。

SwabSeq使用分子条形码，其被嵌入在RT和PCR引物中以唯一标记每个样品。在RT‑PCR步骤

之后，将条形码化样品合并至单个测序文库中，实现在Illumina测序仪上多达成千上万个

样品的复用。测试的读出不是荧光(因此不需要昂贵的qPCR机器)，而是病毒测序读段的计

数。短读段长度(26个碱基对)足以鉴定靶序列，并将总测序时间缩短至大约5小时。

[0205] SwabSeq鉴定SARS‑CoV‑2的稳健能力的关键是包括体外RNA内标，其允许每个孔内

的病毒读段计数的归一化。此内标将基于计数的测定转变为比率计量测定。这很重要，因为

尽管临床样品中的RT和PCR抑制存在异质性，它仍实现准确检出阳性和阴性样品的能力。依

靠测序作为读出，连同体外RNA标准一起，使SwabSeq使用进行多达50次循环的扩增，直到引

物耗尽。这种终点PCR克服了无提取样品中存在的酶抑制，使得进一步简化了工作流程，同

时使分析灵敏度的损失降至最低。与目前的RT‑定量PCR(RT‑qPCR)诊断测试相比，这些特征

实现了以高得多的通量进行测试，目前的诊断测试需要RNA纯化和RT‑qPCR，成本高、劳动和

试剂密集型步骤，受必要仪器的可用性的限制.相比之下，SwabSeq仅依赖于易得且未充分

利用的热循环仪和DNA测序仪。SwabSeq可以在每天成千上万个样品的规模上进行，而无需

进行超过每天数百个样品规模通常需要的广泛自动化。

[0206] 如本文所证明，SwabSeq对于检测纯化样品中的病毒RNA具有极高的灵敏度和特异
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性。本文的公开内容和实施例进一步证明了来自中鼻拭子和口腔液的无提取裂解物的检测

限低。这些结果证明了SwabSeq用于以前所未有的规模进行的SARS‑CoV‑2测试的潜力。

结果

[0207] SwabSeq是一个简单且可扩展的方案，由5个步骤组成(图4，A图)：(1)样品收集，

(2)使用在i7和i5位置包含唯一分子索引的引物进行逆转录和PCR(图4，B图，图6)，(3)汇集

唯一条形码化样品以用于文库制备，(4)对汇集文库进行测序，以及(5)将条形码化测序读

段计算分配至每个样品以用于计数和病毒检测。

[0208] 测定由两个引物集组成，所述引物集扩增两种基因：SARS‑CoV‑2的S2基因和人核

糖核酸酶P/MRP亚基P30(RPP30)。测定包括合成体外转录对照RNA，其与目标用于扩增的病

毒序列相同，除了允许区分对应于合成对照的测序读段和对应于天然安序列的测序读段的

短改变链段(图4，C图)。引物以相等的效率扩增天然序列和合成序列(图7)。

[0209] S2内部对照提供两个目的。首先，PCR和逆转录的抑制剂以及其他孔间变异的来源

可能以相同方式影响对照和样品的扩增。与单独天然读段计数相比，天然读段的数目与对

照读段的数目的比率提供了更准确且定量的病毒负载的量度(图4，E和D图)。其次，尽管使

用了终点PCR，内部对照仍允许在大范围的病毒输入中保持线性(图8)。使用这种方法，每个

孔中的最终DNA量在很大程度上由总引物浓度而不是由病毒负载限定，预期阴性样品的S2

读段总数与阳性样品相似。不同之处在于，在阴性样品中，所有S2扩增子读段都映射至对照

合成序列。除了病毒S2之外，所述测定/方法还包括逆转录和扩增人持家基因以控制样本质

量和收集效率(图4，F图)。

[0210] 在RT‑PCR之后，将样品等体积合并、纯化并用于生成一个测序文库。Illumina 

MiSeq和/或Illumina  NextSeq均可用于对这些文库进行测序(图9)。通过仅对扩增子的26

个碱基对进行测序(方法)，可以最大限度地缩短仪器测序时间。每个读段都基于其序列被

分类为源自天然还是对照S2或RPP30，并且基于相关索引序列(条形码)分配给样品。为了最

大限度地提高特异性并避免因不正确的分类或分配而产生的假阳性信号，保守的编辑距离

阈值用于此匹配操作(方法和补充结果)。如果与预期序列中的一个不匹配，则丢弃测序读

段。获得每个样品的天然和对照S2和RPP30读段的计数，并将其用于下游分析(方法，下文)。

[0211] 据观察，几千个读段足以检测并定量样品中病毒RNA的存在(保守地，10,000个)。

这意味着在MiSeq  v3流动池上每次运行1,500个样品，在NextSeq上每次运行20,000个样

品，并且在NovaSeq  S2流动池上每次运行至多150,000个样品。计算分析每次运行只需几分

钟。SwabSeq是一种用于COVID‑19测试的简化且可扩展的方案。SwabSeq方案通过鉴定并消

除多个噪声源来进一步优化(图21，A、B、C和D图)。

作为诊断平台的SwabSeq的验证

[0212] SwabSeq首次在纯化的RNA样品上进行了验证，所述样品先前由UCLA临床实验室用

标准RT‑qPCR分析进行了测试。为了确定分析检测限，用汇集的残留临床鼻咽拭子样本稀释

灭活病毒。残留样品全部被证实对SARS‑CoV‑2呈阴性。在这些残留样品中，对热灭活的

SARS‑CoV‑2( VR‑1986HK)进行了2倍连续稀释，范围为每毫升8000至125个基因组

拷贝当量(GCE)。在低至250GCE/mL的所有样品中检测到SARS‑CoV‑2，并且在125GCE/mL的大

多数样品中检测到(图2A)。这些结果表明，SwabSeq具有高灵敏度，分析检测限(LOD)为

250GCE/mL。此检测限低于许多目前已批准且高度灵敏的RT‑qPCR测定。这种比较证明
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SwabSeq作为临床诊断测试可能非常有效。

[0213] SwabSeq以高灵敏度和特异性检测病毒。对来自UCLA临床微生物学实验室的确认

阳性(n＝31)和阴性(n＝33)样品进行了重新测试。观察到所有样品与RT‑qPCR结果100％符

合率(图5)。在MiSeq和NextSeq  550上对文库进行测序(图9)，不同测序仪器之间具有100％

的一致性。

[0214] 扩大RT‑qPCR诊断测试的主要瓶颈之一是RNA纯化步骤。RNA提取难以自动化，并且

供应链不能满足大流行过程中对必要试剂的需求。SwabSeq检测直接来自多种无提取样品

类型的SARS‑CoV‑2的能力被探索为一种规避RNA纯化瓶颈的方式。

[0215] CDC针对鼻拭子收集推荐了几种类型的培养基：病毒运送培养基(VTM)、Amies运送

培养基和生理盐水。主要的技术挑战起因于收集缓冲液中成分对RT或PCR的抑制。用水稀释

样本克服了RT和PCR抑制，并且使得能够检测人为和阳性临床患者样品中的病毒RNA(图

11)。对直接收集至Tris‑EDTA(TE)缓冲液中并用水1:1稀释的鼻拭子进行了测试。这种方法

得到检测限558GCE/mL(图5，C图)。对收集至生理盐水中的鼻咽样品的无提取方案与UCLA临

床微生物学实验室进行的RT‑qPCR之间的比较显示，所有样品100％符合率(图2D)。

[0216] 还测试了无提取唾液方案，在所述方案中，使用漏斗样收集装置，将唾液直接收集

至基体管中(图12)。主要的技术挑战是防止唾液中的各种组分降解病毒RNA以及确保准确

移取这种异质且粘性的样品类型。与不预加热相比，将唾液样品加热至95℃持续30分钟减

少了PCR抑制并改善了S2扩增子的检测(图13)。在加热步骤之后，将样品以1:1体积的2xTBE

与0.1％  Tween‑20稀释。使用此方法，获得LoD  2000GCE/mL(图5，E图)。

讨论

[0217] Swabseq有可能缓解诊断临床测试中的现有瓶颈。此外，SwabSeq具有更大的潜力，

能够通过群体监视实现大流行抑制所需的规模的测试。所述技术代表了大规模并行下一代

测序用于感染性疾病监视和诊断的新用途。SwabSeq可以检测来自纯化的RNA和无提取裂解

物的临床样本中的SARS‑CoV‑2RNA，并且维持与临床诊断实验室中进行的RT‑qPCR相当的高

临床和分析灵敏度以及特异性。还对SwabSeq进行了进一步优化，以优先规模和低成本，因

为这些是当前COVID‑19诊断测试缺少的关键因素。

[0218] SwabSeq应该被评估为监视测试的工具，而不是临床测试的工具。临床测试为临床

决策提供信息，因此需要高灵敏度和特异性，而对于监视测试来说，最重要的因素是测试的

广度和频率以及周转时间。返回结果快速的足够广泛且频繁的测试可以通过对感染个体的

选择性隔离而不是全面的居家命令来有效地抑制病毒爆发。对大学校园的监视测试的流行

病学模型显示，即使诊断测试具有70％的灵敏度，但频繁仅此和且周转时间短，也可以抑制

传播。频繁测试的实际实施的主要挑战包括测试成本以及每天收集和处理成百上千个样品

的后勤。

[0219] 在诊断测试中使用Illumina测序已引起在周转时间和成本方面的担忧。SwabSeq

使用短测序运行，在5小时内读出靶序列的分子索引和26个碱基对，然后在5分钟内在台式

计算机上进行计算分析。当在一次MiSeq运行中分析1,000个样品时，测序试剂的成本低于

每个样品$1。在NextSeq550上运行10,000个样品，每个流动池产生13倍以上的读段，可以将

此成本降低大约10倍。减少反应体积和使用更便宜的RT‑PCR试剂的进一步优化可以进一步

降低每次测试的总成本。
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[0220] 最后，扩大对SARS‑CoV‑2的测试需要高通量样品收集和处理工作流程。大多数学

术临床实验室中常见的手动过程不容易与简单的自动化兼容。当前将鼻咽拭子放入VTM、

Amies或NS中的方案是追溯到前分子遗传学时代的收集方法，在那时使用活病毒培养物来

鉴定对细胞系的细胞病变影响并且测试以低通量手动进行。对可扩展的收集方法的全新视

角将对测试社区有巨大益处。

[0221] 几个小组已经试行了“轻量级”样本收集方法，通过智能电话应用程序将样品登记

和患者信息收集直接推送到测试的个体。样品申请的大部分工作是由于电子健康系统之间

缺乏互操作性，实验室专业人员手动输入每个样品的信息。通过开发符合HIPAA的注册过

程，可以简化劳动密集型的样品申请。为了提高可扩展性，可以使用这样的样品收集方法，

其使用与简单自动化(诸如自动化加盖器和96头液体处理器)兼容的小体积管。这些方法减

少了实验室处理和进行测试所需的动手工作的量。

[0222] 通过提高满足诊断和广泛监视测试的需求的测试容量，SwabSeq诊断平台补充了

传统的临床诊断测试，以及越来越多的针对COVID‑19新兴的即时诊断平台。展望未来，

SwabSeq可容易扩展以适应其他病原体和病毒靶标。这可以进一步增加测试的有用性，特别

是在冬季感冒和流感季节期间，当多种呼吸道病原体在人群中传播并且不能单独基于症状

而轻易区分时。随着社会计划安全地重新开放社会的教育、商业和娱乐行业，监视测试可能

会成为新常态的一部分。

方法

[0223] 样品收集：研究中使用的所有患者样品均去鉴定化。所有样品均在UCLA  IRB批准

的情况下获得。健康护理提供者在疑似COVID19的患者中收集鼻咽样品。

[0224] 人为样本的创建：对于检测实验的临床限制，汇集了UCLA临床微生物学实验室收

集的确认的COVID‑19阴性残留鼻咽拭子样本。然后将汇集的临床样品加标指定浓度的ATCC

灭活病毒(ATCC1986‑HK)，并如下所述进行提取。对于临床纯化的RNA样品，将它们以鼻咽拭

子的形式收集，并使用KingFisherFlex(Thermofisher  Scientific)仪器，使用MagMax珠子

提取进行纯化。所有提取均根据制造商的方案进行。对于无提取样品，首先将样品以指定浓

度制备成汇集的、确认为阴性的临床样品，并且在TE缓冲液或水中稀释样品，之后添加至

RT‑PCR主混合物中。

[0225] 无提取唾液样本的处理：使用小漏斗(来自Amazon的零件编号)将直接唾液收集到

基体管中。将唾液样品收集到基体管中并加热至95℃持续30分钟。然后将样品冷冻或用2X 

TBE和1％  Tween‑20稀释处理，最终浓度为1x  TBE和0.5％  Tween‑2。测试了具有Qiagen蛋

白酶和RNA  Secure(ThermoFisher)的1xTween，这也有效但导致更多的样品间变异性，并且

需要额外的孵育步骤。

[0226] 无提取鼻拭子裂解物的处理：使用在56C下持续30分钟的加热灭活将所有无提取

裂解物灭活。然后将样品以1:4的比率用水稀释，然后直接添加至主混合物中。稀释量根据

所使用的液体培养基而变化。在CDC推荐的培养基中，生理盐水表现得最稳健。病毒运送培

养基和Amies缓冲液显示了显著的PCR抑制，即使在水中稀释也难以克服。在一个实施方案

中，将拭子直接放入稀释的TE缓冲液中，这对PCR抑制没有影响。

[0227] 条形码引物设计：从1,536个唯一10bp  i5条形码的组和1,536个唯一10bp  i7条形

码的组选择条形码引物。这些10bp条形码满足以下标准，即任何两个索引(在i5和i7组内)
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之间的最小莱文斯坦距离为3，并且条形码不含有大于2个核苷酸的均聚物重复。此外，将

python  API中的辅助函数用于Primer3，对条形码进行选择以使同二聚化和异二聚化最小。

[0228] S2和RPP30合成标的构建：使用表2中的引物对SARS‑CoV‑2的gRNA(Twist 

BioSciences，#1)进行RT‑PCR，以构建S2加标DNA模板。对HEK293T裂解物进行RT  PCR(FP_1，

R)和第二轮PCR(FP_2，R)，以构建RPP30加标DNA模板。产品在凝胶上运行以鉴定约150bp的

特定产物。使用Ampure珠子(Axygen)，使用1.8的珠子:样品体积比，纯化DNA。将混合物涡旋

并在室温下孵育5分钟。使用磁体结合珠子1分钟，用70％  EtOH洗涤两次，将珠子风干5分

钟，然后从磁体除去并在100uL  IDTE缓冲液中洗脱。将珠子溶液放回磁体上，并且1分钟后

除去洗脱液。通过nanodrop(Denovix)对DNA进行定量。

[0229] 此制备的DNA模板用于标准HiScribe  T7体外转录(NEB)。根据制造商的说明，使用

每20uL反应物300ng模板DNA，在37℃下孵育16小时，制备IVT反应物。根据制造商的说明，用

DNA酶I处理IVT反应物。根据制造商的说明，用RNA  Clean&Concentrator‑25试剂盒(Zymo 

Research)纯化RNA，并洗脱到水中。通过nanodrop并且根据制造商的说明(Agilent)，使用

针对TapeStation的RNA  screen  tape试剂盒对RNA加标进行定量，以验证RNA的大小正确

(约133nt)。

表2

[0230] 一步RT‑PCR：使用 Universal  One‑Step  RT‑qPCR试剂盒(New  England 

BioSciences  E3005)或TaqPathTM1‑Step  RT‑qPCR主混合物(Thermofisher  Scientific,

A15300)进行RT‑PCR，反应体积为20μL。两种试剂盒均根据制造商的方案使用。主混合物中

引物的最终浓度对于RPP30  F和R引物为50nM，并且对于S2  F和R引物为400nM。以每个反应

500个拷贝的拷贝数，将合成S2  RNA直接添加至主混合物中。将样品加载至20μL反应中。所

有反应均在96或384孔形式上运行，并且热循环仪条件根据制造商的方案运行。对于纯化的

RNA样品，进行了40次循环的PCR。对于未纯化的样品，进行了50次循环的终点PCR。

[0231] 多元文库制备：在RT‑PCR反应后，使用多通道移液器或Integra  Viaflow 

Benchtop液体处理器汇集样品。将每孔6μL合并到无菌贮存器中，并将整个体积转移到15mL

锥形管中并涡旋。将100uL总体积转移到1.7mL  eppendorf管中进行双侧SPRI清洗。简而言

之，将50μL  AmpureXP珠子(A63880)添加至100μL汇集的PCR体积中并涡旋。5分钟后，用磁体

说　明　书 94/108 页

102

CN 115917002 A

102



收集珠子持续1分钟，并且将上清液转移至新的eppendorf管中。将额外的130uL  Ampure  XP

珠子添加至150uL上清液中并涡旋。再过5分钟后，使用磁体收集珠子持续1分钟，并用新鲜

的70％  EtOH洗涤珠子两次。在40uL  qiagen  EB缓冲液中将DNA从珠子上洗脱下来。用磁体

收集珠子持续1分钟，并且将33uL上清液转移至新的管中。

[0232] 测序方案：在Illumina  MiSeq(2012)或Nextseq550上对文库进行测序。在每次运

行MiSeq之前，根据Illumina方案使用次氯酸钠溶液(Sigma  Aldrich，239305)进行漂洗。将

汇集且定量的文库稀释至6nM的浓度(基于Qubit  4荧光计和Illumina的ng/ul与nM之间的

转换公式)，并且以25pM(MiSeq)或1.5pM(NextSeq)加载至测序仪上。将PhiX  Control  v3

(Illumina，FC‑110‑3001)以文库的估计30‑40％加标至文库中。PhiX为读段1提供额外的序

列多样性，这有助于模板注册并提高运行和碱基质量。

[0233] 对于此应用，MiSeq需要2种定制测序引物混合物，读段1引物混合物和i7引物混合

物。两种混合物具有最终浓度为20uM的引物(每种扩增子测序引物10uM)。NextSeq需要额外

的测序引物混合物，i5引物混合物，其最终浓度也为20uM。将MiSeq试剂盒v3(150次循环；

MS‑102‑3001)加载在贮存器12中的30uL读段1测序引物混合物和在贮存器13中的30uL  i7

测序引物引物混合物。将NextSeq500/550中等产量试剂盒加载在储存器20中的52ul读段1

测序引物混合物、在储存器22中的85ul  i7测序引物混合物和在储存器22中的85ul  i5测序

引物混合物。索引1和2各为10bp，并且读段1为26bp。

[0234] 分析：生物信息学分析由使用Illumina的bcl2fastq软件(v2.20.0.422)将BCL文

件标准转换为FASTQ测序文件组成。使用定制软件进行每个样品的解复用和读段计数。这里

读段1与三个预期的扩增子中的一个匹配，允许扩增子序列中的单核苷酸错误的可能性。汉

明距离是对应的序列彼此不同的位置的数目并且是常用的序列间距离的度量。使用两个索

引读段对样品进行解复用，以鉴定读段来自哪个样品。观察到的索引读段与预期的索引序

列匹配，允许两个索引序列中的一个或两个中单核苷酸错误的可能性。如果索引1和索引2

与预期索引序列的汉明距离大于1，则丢弃三个读段的组。计算每个扩增子和每个样品的读

段的计数。在此分析中，一些定制脚本是以R写的，它们依赖于ShortRead和stringdist包来

处理fastq文件并计算观察到的和预期的扩增子和索引之间的汉明距离。这种方法非常保

守并且对测序分析的控制水平非常低。然而，kallisto和bustools  SwabSeq分析工具的持

续开发可以为其他实施SwabSeq的小组提供更加用户友好且计算效率更高的解决方案。

[0235] 纯化的患者样品的分类标准：对于分析链(pipeline)，开发了针对每种类型的样

本的QC量度。对于纯化的RNA，每个样品要求针对RPP30检测至少10个读段并且S2和S2合成

加标读段的总和超过2,000个读段。如果不满足这些条件，样品将重新运行一次，并且如果

第二次未通过，则需要重新取样。为了确定SARS‑CoV‑2是否存在，计算S2与S2标的比率超过

0.003。(在计算此比率之前将1个计数添加到S2和S2标有助于在对数标度上绘制结果。)如

果比率大于0.003，则得出结论，所述样品检测到SARS‑CoV‑2，并且如果比率小于或等于

0.003，则得出结论，未检测到SARS‑CoV‑2(图10，A、B和C图)。

[0236] 同一对引物将同时扩增S和S标扩增子两者。因为运行是终点测定，所以引物将是

继续扩增的限制试剂。在开发此测定时，观察到，随着样品的S2计数增加，S2标计数将减少

(图8)。在非常高的病毒负载下，S2标读段减少至小于1000个读段。因此，将S2和S2标一起考

虑使得即使在极高的病毒滴度下，QC也可以检出SARS‑CoV‑2。因此，考虑到因为S2扩增子计
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数非常高并且样品含有大量SARS‑CoV‑2RNA而导致S2标计数较低的情况也很重要(图8)。

[0237] 因此，由于S2和S2标来源于同一引物对，所以QC中要求S2和S2标计数的总和超过

2000。例如，检测大于2000个S2计数和0个S2标计数，这肯定是SARS‑CoV‑2阳性样品，并会导

致：检测到SARS‑CoV‑2。

[0238] 索引错误分配的分析：唯一双重指数和扩增子特异性索引用于研究索引错误分

配。在此方案中，为每个样品分配了S或标扩增子的两个唯一索引和RPP30扩增子的两个唯

一索引，每个样品总计四个唯一索引。具有每个索引对(一个i7和一个i5)的所有可能的成

对组合的计数矩阵用于生成匹配矩阵。匹配矩阵对角线上的计数对应于真实样品，而对角

线以外的计数对应于索引交换事件。i7和i5索引的索引错误分配的程度是通过分别获取匹

配矩阵的非对角元的行和列和来确定的。通过取各孔的病毒S计数与标的比率的平均值来

计算在已知零病毒RNA量的情况下那些孔的观察到的索引交换率。

补充结果

[0239] 提高检测限需要最大限度地减少噪声源：运行高灵敏度分子诊断测定中的主要挑

战之一是，即使是单一污染物或噪声源也会降低测试的分析灵敏度。在开发SwabSeq的过程

中，从不存在SARS‑CoV‑2RNA的对照样品中观察到S2读段(图4，D图)。这些读段被称为“无模

板对照”(NTC)读段。SwabSeq优化的关键部分是了解和最小化NTC读段的来源，以提高测定

的检测限(LoD)。鉴定了NTC读段的两种来源：分子污染和错误分配测序读段。

[0240] 为了使分子污染最少，遵循了分子遗传诊断实验室常用的方案和程序。为了限制

分子污染，使用了用于稀释合成RNA对照和主混合物的专用罩。在每次新运行开始时，将移

液器、稀释溶液和PCR板用10％漂白剂，然后通过UV光处理15分钟来灭菌。

[0241] 为了防止高浓度的PCR后产物污染PCR前过程，将PCR前和PCR后步骤在物理上分为

两个单独的房间，其中在PCR前实验室空间内从未打开任何扩增的板。为了进一步防止PCR

后污染，比较了具有或不具有尿嘧啶‑N‑糖基化酶(UNG)的RT‑PCR主混合物。TaqPathTM1‑

Step  RT‑qPCR主混合物(Thermofisher  Scientific)中UNG的存在显示与Luna一步RT‑PCR

混合物(New  England  Biosciences)相比，减少阴性患者样品中存在的S2读段的PCR后污染

的显著改良(图14)。RT‑PCR主混合物含有dTTP和dUTP的混合物，使得PCR后扩增子是含有尿

嘧啶的DNA。因此，作为先前运行的SwabSeq实验的残余物的这些PCR后可以通过UNG选择性

地消除。

[0242] 分子污染的第三种来源是在Illumina  MiSeq的测序仪模板线上的滞留污染。在没

有维护漂洗的情况下，在不包括前一次测序运行中运行的索引的实验中检测到索引。虽然

一些索引的多个读段以多个S2读段存在，但滞留污染的存在影响测定的灵敏度和特异性。

在额外的维护和漂洗后，存在的滞留读段的量显著减少至小于10个读段(图15)。

[0243] NTC读段的另一种来源是扩增子的错误分配。当测序(可能以较低速率，寡核苷酸

合成)错误得到来源于S2标但被错误分配至给定样品内的S2序列的扩增子序列时，发生扩

增子的错误分配。在读段1的开始，仅6bp将S2与S2标区分开。测序错误可能使得S2标读段被

错误分类为S2读段，因为在读段开始时错误率似乎更高(图16，A图)。如果扩增子读段的计

算错误校正太过宽容，这些读段可能被不注意地计入错误的类别。为了减少这种S2读段错

误分配的来源，使用了更保守的编辑距离阈值(图16，B图)。未来对其他病毒扩增子的重新

设计或延伸应考虑在此处工程化更长的序列多样性区。
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[0244] NTC读段的另一种来源是S2扩增子读段基于索引策略被错误分配至错误的样品的

时候。在测定中，单独的样品通过数对索引读数进行鉴定(图4，B图)。由于索引引物序列的

污染、索引序列中的合成错误、索引序列中的测序错误或“索引跳跃”，可能发生将样品错误

分配至错误的索引。

[0245] 在SwabSeq的开发中利用了多种索引策略，从完全组合索引(其中i5和i7索引中的

每个可能的组合用于对测定中的样品加标签)到唯一双重索引(UDI)，其中每个样品具有不

同且不相关的i7和i5索引(图17)。然而，由于开发许多唯一引物的前期成本很高，因此扩展

能力可能受到限制。完全组合索引方法显著扩大了唯一引物集合的数目。还可以使用在完

全组合索引与UDI之间的折衷策略，其中各索引组仅在小部分样品之间共享。此类设计减少

了样品错误分配的影响，并且有助于扩展到数万个患者样品(图17)。使用完全组合索引(图

17)，NTC读段深度与跨所有共享同一i7序列的样品求和的S2读段的总数相关(图18，A图)。

这与从具有高S2病毒读段的样品到共享相同索引的样品的索引跳跃的效果一致。当阳性样

品在索引中随机化时，有可能计算校正这种影响，例如使用线性混合模型。

[0246] 最后，与组合和半组合索引策略相关联的挑战可以通过使用唯一双重索引(UDI)

来缓和，这是一种将索引跳跃的读段的数目减少两个数量级的策略。观察到阴性对照样品

UDI的S2病毒读段始终较低。它还通过计数不应在测定中出现的索引组合的读段来实现索

引错误分配的定量(图21，A和B图)。索引跳跃事件的数目与S2+S2标读段的总数相关(图21，

C和D图)，指示跳跃读段更有可能来自预期索引具有强病毒信号的孔。在MiSeq上定量了总

体条约率为1‑2％，已知其在图案化流动池仪器上更高。

[0247] 在基于扩增子的测序中有许多噪声源，从RT‑PCR和测序步骤中的环境污染到基于

Illumina流动池上的计算校正和“索引跳跃”的读段的错误分配。防止和校正这些错误来源

可大大提高SwabSeq测定的检测限。

实施例5‑引物浓度对SARS‑CoV‑2测试的影响

[0248] 对S2和N1扩增子测试了降低的引物浓度的影响。使用唾液(1:1稀释)或鼻拭子，在

20uL反应中将引物浓度从400nM降低至100nM。RPP30扩增子引物浓度相同，为50nM。降低引

物浓度允许保留定量能力。较低的引物浓度还导致较少的引物二聚体和占用测序读段的非

特异性扩增产物。在图22中所示的凝胶中，此引物二聚体条带在无模板对照(NTC)泳道中约

120bp处。每个凝胶都加载相同量的DNA。在显示用400nM引物进行的RT‑PCR的凝胶中，可以

看到，在NTC泳道中的120bp处的此引物二聚体在显示以100nM引物进行的RT‑PCR的凝胶中

亮得多。在扩增反应中使用200nM浓度的引物还显示引物二聚体和非特异性产物的显著改

善和减少。

实施例6‑多样化的合成序列

[0249] 本文所述的方法因合成核酸序列的存在而得到改进，所述序列充当与样品共同提

取、转录和扩增的内部对照序列。

S2合成核酸序列

[0250] 设计了四种合成RNA  S2寡核苷酸以增加测序期间的核苷酸碱基密度，从而实现足

够的碱基多样性，以确保测序期间无需PhiX即可进行稳健的碱基检出。合成RNA寡核苷酸以

等摩尔方式汇集在一起，并且以每个反应250个RNA拷贝的总浓度加标至RT‑PCR主混合物

中。有几种组合，但发现第1组最好。这些序列来源于野生型S2序列，具有特定碱基对变化，
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以等同地表示每个位置处的四个碱基中的每一个(靶向25％  A、25％  T、25％  G、25％  C)。

实现核苷酸的均匀分布需要序列随机化，导致最终多样化的S2标序列与26bp读段区中的原

始模板不同。这些序列经过优化以减少二级结构，并且全部都具有相似的解链温度。侧翼序

列与S2扩增子共享同源性。使用此标的LoD一样好，序列如图23所示。用于此分析的引物是

正向引物G C T G G T G C T G C A G C T T A T T A T G T G G G T (S E Q  I D  N O : 1 8) 和反向引物

AGGGTCAAGTGCACAGTCTA(SEQ  ID  NO:19)。

N1合成核酸序列

[0251] 这在使用可以使用N1特异性引物进行扩增的多样化合成序列时也很明显。这些N1

序列用2019‑nCoV_N1‑F，GACCCCAAAATCAGCGAAAT(SEQ  ID  NO:20)和2019‑nCoV_N1‑R，

TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG(SEQ  ID  NO:21)扩增。

[0252] 初步检测线实验用加标至阴性唾液中并连续稀释的人为样品(使用ATCC热灭活的

SARS‑CoV‑2标准物)进行。这使用三种引物条件进行：N1和S2、仅N1和仅S2。RPP30以最终反

应浓度50nM存在，S2为100nM并且N1为100nM。我们仅使用S2的测定的灵敏度被确定为

8000GCE/mL。此实验的N1的初步LoD是6000GCE/mL，并且N1+S2的初步LoD是4000GCE/mL，指

示添加N1提高了SwabSEQ测定的灵敏度，如图25所示。

[0253] 包含多样化的合成序列使得提高SwabSEQ测试的灵敏度和准确性，同时减少测序

过程期间对PhiX的依赖。参见以下表3中的示例性合成序列。
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实施例7‑SwabSeq可以检测多个不同的SARS‑CoV‑2扩增子

[0254] SwabSeq能够检测两种SARS‑CoV‑2基因：N1和S2以及合成N1和S2对照，提高了检出

阳性样品的能力。每个扩增子的数据示出于图24中。

N1  F：CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT  XXXXXXXXXX  ACCCCAAAATCAGCGAAAT(SEQ  ID 

NO:22)；N1  R：AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC  XXXXXXXXXX  TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG

(SEQ  ID  NO:23)；X表示每个引物的唯一双重索引(UDI)。

实施例8‑使用不同样品的SwabSeq性能

[0255] 从最少或少量样品开始工作的能力对于测试很重要，尤其是在可以使用侵入性较

小的唾液样本的情况下。图26显示了在文库制备期间可以使用多达10uL唾液样品而不必抑

制RT或PCR，并且图27显示在文库制备期间可以使用多达6uL鼻拭子样品(鼻拭子接种到1mL 

1X  PBS中)而不必抑制RT或PCR。

实施例9‑SwabSeq可用于检测流感病毒和SARS‑CoV‑2病毒

[0256] 可以同时检测多种病毒的测序和检测系统和平台具有优势。进行了共同检测

SARS‑CoV‑2以及甲型流感病毒和乙型流感病毒的实验。

[0257] 具体而言，SwabSeq能够鉴定FluA  MP、FluA  NS和FluB  NS的靶标扩增子。基因组序
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列是从NCBI流感数据库下载的。然后将初步引物与这些序列比对，并提取这些基因组中每

一个的靶标扩增区。然后使用此信息进一步优化引物以尽可能多地靶向这些扩增子。然后

导出所有唯一扩增区并添加到靶标列表中。图28中示出的结果指示SwabSeq可以检测人为

样品中的甲型流感病毒或乙型流感病毒。

[0258] 为了对其他呼吸道病原体实施Swabseq，设计了通用的甲型流感病毒和乙型流感

病毒Swabseq引物。对于甲型流感病毒，测试了2个靶向甲型流感病毒的引物对，M1(FluA_5_

f1GACCAATCYTGTCACCTCTGAC(SEQ  ID  NO:24)、FluA_5_f2GACCAATYCTGTCACCTYTGAC(SEQ  ID 

NO:25)、FluA_5_rAGGGCATTTTGGAYAAAGCGTCTA(SEQ  ID  NO:26))0和NS1(FluA_12_f 

TTGGGGTCCTCATCGGAG(SEQ  ID  NO:27)、FluA_12_rTTCTCCAAGCGAATCTCTGTA(SEQ  ID  NO:

28))基因。

对于乙型流感病毒，对NS1(FluB_11_f  AAGATGGCCATCGGATCC(SEQ  ID  NO:29)

FluB_11_r  GTCTCCCTCTTCTGGTGATAATC(SEQ  ID  NO:30))基因具有特异性的引物对。

合成核酸标序列如下所示：

FluA_5_标_004

GACCGATCCTGTCACCTCTGACTAAGGGTGGCACAACGCAGTGTGTTGAGCTCCCTTAGTAGGGTGAC

TAGCACCGGCAGCGTAGACGCTTTGTCCAAAATGCCCT(SEQ  ID  NO:31)

FluA_12_标_002

TTGGGGTCCTCATCGGAGGACGCTTAAATAATAGTAGGAACGTTCGAGTCTCTAAAAATATACAGAGA

TTCGCTTGGAGAA(SEQ  ID  NO:32)

FluB_11_标_004

AAGATGGCCATCGGATCCTCAACTCACTCCTGTAATGAGTCGTAGACAAGGATAAGAGGCCCGATCGG

CAGTATTTCGCCCTTTCTAAAAATAATGTGACCTGGGACGCACTGCACCGATTATCACCAGAAGAGGGAGAC(SEQ 

ID  NO:33)

实施例10‑S2引物的包容性和交叉反应性

[0259] 鉴于SARS‑CoV‑2的突变率高，重要的是用于测序测试的引物能够扩增许多不同的

变体。对S2引物集和S2扩增子序列进行计算机分析，以评估SwabSeq测试的包容性。对于引

物分析，评估了在GISAID上可用的SARS‑CoV‑2序列。我们首先过滤掉低质量基因组，我们将

它们定义为具有大于或等于1％的未鉴定核苷酸(N)。对剩余的324,355个高质量基因组进

行了BLASTn(NCBI)分析，以通过针对下载的SARS‑CoV‑2序列查询两个SARS‑CoV‑2引物序列

中的每一个来定量这些序列中引物同源性的水平。分析表明，所有分析毒株的91.24％与引

物序列具有100％的同源性，并且324,355个完整基因组中的28,398个毒株(或8.76％)与引

物具有低于100％的同源性。对于正向S2引物，303 ,840个(93 .67％)GISAID基因组具有

100％同源性。对于反向S2引物，305,019个(94.04％)GISAID基因组具有100％同源性。S2扩

增子是26个碱基对，并且303,934(93.70％)GISAID基因组具有100％同源性。

[0260] 进行了计算机分析以评估SwabSeq引物与代表性常见呼吸道病原体的交叉反应

性。对于引物分析，从NCBI下载了38个非SARS‑CoV‑2共有基因组作为阴性样品队列。然后进

行BLASTn(NCBI)分析以定量与队列中的每个基因组具有多于80％同源性的引物对的数目。

没有病原体表现出与任何引物大于80％的同源性。

实施例11‑测序数据的分析
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[0261] 本文呈现了确定病原体感染的分析平台的实施例，所述平台可以与SwabSeq的提

取、扩增和测序步骤组合。

[0262] 首先，生成了所有靶向扩增子和条形码索引的所有单核苷酸取代、缺失和插入。然

后将它们用作嵌套数据结构中的键，所述嵌套数据结构包含原始序列、靶标名称和匹配类

型(精确匹配、错配、缺失、插入)。由于此数据结构中的键是索引的，因此可以对测序数据进

行精确的字符串匹配，并在预定的匹配容差(单碱基取代、缺失和插入)内快速检索靶标信

息。所有重复的序列都被删除，并且将剩余的唯一序列的匹配类型重新分类为“未确定”。

[0263] 然后从FASTQ文件中提取测序数据，并与其对应的词典(索引1、索引2或扩增子)进

行匹配。在匹配之前，读入仪器和试剂盒信息以确定哪些序列需要在匹配之前进行反向互

补。

[0264] 匹配函数返回原始靶标序列(用于索引)或靶标名称(用于扩增子)。这是关键的一

步，因为许多靶标，包括多样化的标和流感病毒靶标都有几个需要聚集在一起的序列。还可

以返回其他数据，诸如匹配类型。

[0265] 然后将匹配的序列按其索引和扩增子靶标聚集，并返回每个索引对的总读段的

表。在下游使用此信息以实现质量控制(可用于确定残留污染、索引跳跃、扩增失败等)以及

是否存在COVID‑19和甲型流感病毒/乙型流感病毒。

[0266] 此信息以自动生成的PDF的形式返回，其含有质量控制曲线图以及具有关于每个

样品的信息的表格，所述信息诸如QC通过/未通过、COVID‑19阳性/阴性、甲型流感病毒/乙

型流感病毒阳性/阴性。

[0267] 基于词典的扩增子和条形码的精确匹配在不依赖现有生物信息学分析库的情况

下实现快速分析，同时考虑所有单碱基缺失、插入和错配。

[0268] 用于在使用S2引物、S2合成核酸和RPP30引物时检出阳性样品的算法的实例显示

在以下表4和图29中并且需要RPP30扩增子的读段的绝对数目、S2+S2标的绝对数目以及大

于0.1的S2/S2标的比率。
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实施例12‑检测限

[0269] 通过使用稀释系列在阴性唾液样本中加标热灭活的SARS‑CoV‑2病毒(ATCC，VR‑

1986)来进行检测限(LoD)研究。每个浓度进行十一次提取重复。初步LoD定义为11次重复中

的11次测试为阳性的最低浓度。LoD确定针对具有UDG的 探针一步RT‑qPCR  4X混合

物以及TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物独立进行。对于两种RT‑qPCR主混合物，初步LoD确定

为8,000GCE/ml。结果在表5中示出。
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表5.初步LoD确定结果

病毒浓度(GCE/ml) 检测率(％)Luna 检测率(％)Taqpath

24,000 11/11(100％) 11/11(100％)

20,000 11/11(100％) 11/11(100％)

16,000 11/11(100％) 11/11(100％)

12,000 11/11(100％) 11/11(100％)

8,000 11/11(100％) 11/11(100％)

6,000 11/11(100％) 10/11(90.9％)

4,000 6/11(54.5％) 6/11(54.5％)

2,000 1/11(9.1％) 1/11(9.1％)

[0270] 具有UDG的 探针一步RT‑qPCR  4X混合物和TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物

的检测限确认研究通过对应于1.5X和1X确定的检测限以12,000GCE/mL和8,000GCE/mL的最

终浓度在阴性唾液样本中加标热灭活的SARS‑CoV‑2病毒(ATCC，VR‑1986)来进行。每个浓度

进行十(10)次提取重复。在这两个浓度下的LoD确认针对具有UDG的 探针一步RT‑

qPCR  4X混合物以及TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物独立进行。对于具有UDG的 探针

一步RT‑qPCR  4X混合物和TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物，两种RT‑qPCR主混合物的最小LoD

确认为8,000GCE/mL。

实施例13‑临床评估

[0271] 进行了一项研究，以评估SwabSeq的性能，比较了先前使用实验室开发的测试

(LDT)分析并确认为阳性或阴性的唾液临床样品。

[0272] 使用MiniSeq  Illumina测序仪收集并运行唾液样品。表6汇总了使用具有UDG的

Luna探针一步RT‑qPCR  4x混合物的结果。使用具有UDG的Luna探针一步RT‑qPCR  4x混合物，

阳性符合率(25/25)为100％，并且阴性符合率(93/93)为100％。使用Taqpath  1步RT‑qPCR

主混合物的结果汇总在表7中。阳性符合率(25/25)为100％，并且阴性符合率(93/93)为

100％。

表6.使用具有UDG的 探针一步RT‑qPCR  4X混合物以临床样本的评估
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1双边95％分数置信区间

表7.使用TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物以临床样本的评估
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1双边95％分数置信区间

[0273] 第二天，使用相同的临床样品进行了中间精密度研究，以评估SwabSeq的可靠性。

第二天使用的进行测试的人员和测试中使用的仪器(Viaflo‑96、手动移液器组、MiniSeq测

序仪、热循环仪)全部都与第一天不同。然后比较先前使用实验室开发的测试(LDT)分析并

确认为阳性或阴性的唾液临床样品。

[0274] 使用SwabSeq的结果汇总在表8和表9中。表8汇总了使用具有UDG的Luna探针一步

RT‑qPCR  4x混合物的临床样品。阳性符合率(25/25)为100％，并且阴性符合率(93/93)为

100％，并且两个中间精密度运行的一致性为100％。使用Taqpath  1步RT‑qPCR主混合物的

临床样品汇总在表9中。阳性符合率(25/25)为100％，并且阴性符合率(93/93)为100％，并

且两个中间精密度运行的一致性为100％。

表8.使用具有UDG的 探针一步RT‑qPCR  4X混合物以临床样本的评估
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1双边95％分数置信区间

表9.使用TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物以临床样本的评估
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1双边95％分数置信区间

[0275] 使用SwabSeq进行的两次中间精密度运行比较了先前分析并确认为阳性或阴性的

唾液临床样本，显示100％一致性。

实施例14‑精密度

[0276] 为了评估运行内和运行之间的精密度，在MiniSeq测序仪上的3次运行中以两个人

为浓度病毒/mL进行复制：12,000个拷贝/mL和24,000个拷贝/mL。重复此过程，使得同时使

用具有UDG的 探针一步RT‑qPCR  4X混合物(表10)和TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物

(表11)。这些浓度表示我们的测定的检测限的1.5X和3X。据观察，我们使用Taqpath主混合

物进行的第三次精密度运行的符合率不为100％(参见表11)。有时观察到，如果不快速处

理，由加标至阴性对照唾液的病毒RNA  SARS‑CoV‑2标准物组成的人为样品可能降解。Luna

和Taqpath的第四次精密度运行，其中使用人为样品的运行没有在室温下静置这么长时间，

并且发现在第四次运行中有100％符合率。

表10.使用具有UDG的 探针一步RT‑qPCR  4X混合物的人为样品的精密度
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表11.使用TaqPathTM1步RT‑qPCR主混合物的人为样品的精密度

[0277] 尽管已经在本文中示出和描述了本发明的优选实施方案，但是对本领域技术人员

显而易见的是，此类实施方案仅通过举例方式提供。在不脱离本发明的情况下，本领域技术

人员现在将想到许多变化、改变和替换。应理解，本文所述的本发明的实施方案的各种替代

方案可以用于实践本发明。

[0278] 本说明书中提及的所有出版物、专利申请、授权专利和其他文件都以引用的方式

并入本文，如同具体且单独地指示每个单独的出版物、专利申请、授权专利或其他文件以引

用的方式整体并入一样。若以引用的方式并入的文本中所包含的定义与本公开中的定义相

抵触，则将其排除。
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