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第三代纳米孔宏基因组选择性测序病原体快速检测方法

1 [bookmark: _Toc16970]范围
本文件描述了使用第三代纳米孔技术进行宏基因组选择性测序快速富集、检测目标病原体（细菌）的检测方法，包括方法原理、检测模块分区等内容。
本文件适用于医疗机构、疾病预防控制机构、科研机构等使用第三代纳米孔测序技术进行病原体检测及院感防控中疑似暴发事件的快速病原筛查。
2 [bookmark: _Toc26929]规范性引用文件
[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: _Hlk146830852]下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，标注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括 所有的修改单）适用于本文件。
GB 19489—2008  实验室  生物安全通用要求
GB/T 35890—2018  高通量测序数据序列格式规范
T/SZAS 92-2024  基于高通量测序技术的污水来源新型冠状病毒变异监测通用技术要求
T/SZGIA 1.2-2018  基于高通量测序的环境微生物检测 第2部分：人粪便微生物宏基因组检测
方法
T/SZGIA 1.4-2017  基于高通量测序的环境微生物检测 第4部分：临床样本病原微生物检测
3 [bookmark: _Toc12813]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1 [bookmark: _Toc3570]
病原体 pathogen
能够引起人类疾病的微生物，包括细菌、病毒、真菌、寄生虫等。
3.2 [bookmark: _Toc18757]
高分子量微生物 DNA
从微生物细胞中提取的、具有较大物理片段长度的基因组DNA，其本质为保持天然长片段完整性的遗传物质，适用于长读长测序、单分子基因组学分析等高精度下游应用。
3.3 [bookmark: _Toc4853]
宏基因组 metagenomic DNA
直接从环境或宿主相关样本中获取的、未经培养的微生物群落全部遗传物质的总和。
3.4 [bookmark: _Toc18651]
第三代纳米孔测序技术 third-generation Nanopore sequencing technology
通过测量DNA或RNA分子穿过纳米尺寸生物蛋白孔道时引起的特征性电流变化，实现核酸序列的实时解析的，基于单分子实时电信号检测的第三代测序技术。
3.5 [bookmark: _Toc7287]
宏基因组选择性测序 metagenomic selective sequencing
基于实时数据动态比对和靶向富集策略的测序技术，旨在从复杂群落中去除非目标基因组或富集目标基因组，优先获取特定微生物（如病原体、功能基因携带者或低丰度物种）的基因组信息，以提升目标序列的覆盖深度与检测灵敏度。
3.6 [bookmark: _Toc30505] 
测序文库 sequencing library
将待测序的核酸样本经过一系列处理后，制备成适合测序平台使用的标准化片段集合。通常包含：接头和/或用于测序引物结合的特定序列、序列捕获和/或识别特定区域的标识。
[来源：T/SZAS 92-2024，3.9，有修改]
3.7 [bookmark: _Toc1590] 
测序序列 sequencing reads
通过测序技术生成的单条核酸片段序列数据单元，其本质为测序仪对文库中单个DNA/RNA分子或其扩增产物进行碱基识别后输出的原始信号转换结果。
[来源：GB/T 35890—2018，3.2，有修改]
3.8 [bookmark: _Toc23700] 
测序序列标签 barcode
通过化学连接嵌入文库制备的接头序列末端，在多重样本混合测序过程中实现数据来源区分与后续拆分，经合成设计、用于样本特异性标识的短寡核苷酸序列（长度通常为8bp～24 bp）。
3.9 [bookmark: _Toc27673]
FASTQ
用于存储原始reads的碱基序列及其对应的质量评分信息，基于测序技术生成的标准化文本格式文件。
3.10 [bookmark: _Toc28187]
碱基识别质量 quality of basecalling
衡量碱基正确识别的概率。
注：通常以数值直接表示，按公式（1）计算。
Q = ……………………………………………………（1）
式中：
Q——碱基识别质量；
P——碱基识别错误率，即单次测序错误碱基占碱基总数的比例，与碱基识别正确率相对。
[来源：T/SZGIA 1.2-2018，3.3，有修改]
3.11 [bookmark: _Toc23823]
Q30
测序总数据中，碱基识别质量值大于30的碱基占所有碱基的比例。
示例：碱基识别质量值为30，表示该碱基的准确率为99.9%以上。Q30 ≥ 85%，则表示测序总数据中85%以上的碱基质量值大于30。
[来源：T/SZGIA 1.2-2018，3.5，有修改]
3.12 [bookmark: _Toc23861]
重叠序列 contig
通过生物信息学算法对reads进行序列比对与重叠区域分析后，拼接形成的无间隙连续DNA片段，其本质为基因组组装过程中生成的中间产物。
3.13 [bookmark: _Toc12784]
宏基因组组装基因组 metagenomic assembly genome
基于宏基因组测序数据，通过生物信息学方法从复杂微生物群落中重建的单个微生物基因组草图，其本质为未培养微生物的近似完整基因组表征。
4 [bookmark: _Toc16299]缩略语
下列缩略语适用于本文件。
DNA：脱氧核糖核酸（deoxyribonucleic acid）
dsDNA：双链DNA（double-stranded DNA）
EB：洗脱缓冲液（elution buffer）
FB：冲洗缓冲液（flush buffer）
FLT：冲洗拴连液（flush tether）
Kbp：千碱基（kilobase pairs）
LB：测序加样珠（loading beads）
LFB：长片段缓冲液（long fragment buffer）
MAG：宏基因组组装基因组（metagenomic assembly genome）
Mbp：兆碱基对（megabase pairs）
mTGS：第三代宏基因组测序(metagenomic third generation sequencing)
RPM：序列微生物占比 (reads percent of microbe)
SQB：测序缓冲液（sequencing buffer）
5 [bookmark: _Toc4198]原理
通过实时数据动态比对、宿主基因组去除或病原体基因组靶向富集技术，优先捕获样本中疑似病原体的DNA分子，结合长读长测序优势与自动化生物信息学分析，精准识别感染病原体的物种信息，为院感防控提供快速病原学证据及暴发预警依据。
将检测流程划分为六个核心模块(见图1)，每个模块具备明确的输入物、输出物和质量控制标准，模块内的实验操作应符合附录A的实验分区和试验试剂要求。核心模块如下：
a) 临床样本采集和处理模块；
b) 宏基因组高分子量微生物DNA提取模块；
c) 宏基因组测序文库构建模块；
d) 三代纳米孔宏基因组选择性测序与病原体实时鉴定模块；
e) 非自动化病原体精准鉴定模块;
f) 病原体报告输出模块。
[bookmark: _Toc5982][bookmark: _Toc32049][image: ]注：模块化设计支持跨机构协作。
[bookmark: _Toc8749]图1 检测流程及模块分区简图
[bookmark: _Toc16657]6	临床样本采集和处理模块
6.1	输入要求（样本类型）
[bookmark: _Toc2847]适用于血液、粪便、肺泡灌洗液、痰液等病原菌载量较大的临床样本。
6.2	样本采集、保存、运输与验收标准
临床样品采集应经过伦理审查和生物安全评价审查。样本的采集操作应按GB 19489—2008中第12章的规定进行。血液、肺泡灌洗液和痰液样本的采集要求、样品保存、运输和验收标准应按T/SZGIA 1.4-2017的规定。粪便样本的采集要求、样品保存、运输和验收标准应按T/SZGIA 1.2-2018的规定。样本在处理时应避免高速和长时间的离心、避免剧烈震荡，以破坏微生物基因组DNA的完整性。
[bookmark: _Toc19122]6.3 输出规范
临床样本采集和处理模块输出数据应包含：
a) 操作时间及操作人员信息；
b) 样本信息表，包括样本采集时间、样本量、样本类型、样本预处理方式、样本保存条件。
7	宏基因组高分子量微生物DNA提取模块
7.1 输入要求
接收符合6.3要求的样本。
7.2	微生物高分子量DNA提取与质控
选择适用于血液、肺泡灌洗液、痰液等临床样本的高分子量微生物DNA提取试剂盒。
按照试剂盒说明，在生物安全柜中取适量样本进行微生物DNA提取(参考性步骤如附录B所示)。
核酸提取完成后应尽快用荧光定量分析仪对DNA产量进行检测，同时用微量分光光度计获得A260/280和A260/230吸收率，评估提取DNA的纯度。
最后通过琼脂糖凝胶电泳评估DNA的片段长度。当DNA产量大于1µg，A260/280在1.8～2.0，A260/230在2.0～2.2之间, 且DNA片段长度大于1 kbp时，即满足文库构建标准。剩余的临床样本和核酸样本应于-80℃条件下冻存。其他操作参照所用核酸提取试剂盒说明。
7.3 输出规范
宏基因组高分子量微生物DNA提取模块输出数据应包含：
a）微生物高分子量DNA提取时间及保存条件；
b) 微生物高分子量DNA浓度、体积、产量、质量和长度分布；
c) 阴性对照污染情况。
7.4 质量控制
微生物DNA提取应按照以下要求进行质量控制：
a) 荧光定量分析仪检测DNA产量大于1 µg；
b) 微量分光光度计测得A260/280的吸收率在1.8～2.0之间；
c) 微量分光光度计测得A260/230的吸收率在2.0～2.2之间；
d) 琼脂糖凝胶电泳评估DNA的片段长度大于1 kbp。
[bookmark: _Toc15602]8	宏基因组测序文库构建模块
8.1	输入要求
接收符合7.3和7.4要求的高分子量微生物DNA。
8.2 测序文库构建
按照纳米孔测序文库构建试剂盒说明书构建测序文库，参考性步骤如附录C所示。
[bookmark: _Toc29878]根据所使用的文库制备试剂盒说明书进行接头添加、文库产物纯化、定量及均一化混合。为了保留长片段的DNA片段，测序接头连接后的清洗步骤，选用长片段缓冲液。构建好的文库用DNA定量试剂盒进行定量检测，并用微量分光光度计进行质量检测，符合测序试剂盒说明书规定的测序要求后方可进行测序。
构建好的测序文库应在4℃条件下短期保存，长期保存（3个月以上）应在-80℃条件下。
8.3 输出规范
宏基因组测序文库构建模块输出数据应包含：
    a）构建测序文库时间及保存条件；
b) 构建测序文库所用试剂盒信息；
c) 测序文库DNA浓度和长度分布；
d) 阴性对照污染情况。
8.4 质量控制
测序文库的构建应从以下几方面对文库进行质量控制：
a) 清晰标记添加的标签接头，防止标签之间造成污染；
    b) 测序文库浓度宜采用荧光定量方法检验，必要时可采用生物分析仪检测文库片段大小；
    c) 符合质量要求的文库进行均一化和混合，均一化浓度以测序平台要求为准。
[bookmark: _Toc32143]9	三代纳米孔宏基因组选择性测序与病原体实时鉴定模块
9.1 输入要求
接收符合8.3和8.4要求的测序文库。
9.2	测序平台选择 
[bookmark: _Toc32641]选择本文件适用范围的第三代纳米孔测序平台，如牛津纳米孔（Oxford Nanopore Technologies，下文简称ONT）测序平台GridION和PromethION。
9.3	三代纳米孔宏基因组选择性测序与病原体实时鉴定
[bookmark: _Toc23911]按照纳米孔测序试剂盒说明书进行测序。以ONT GridION平台为例，使用最新版MinKNOW软件启动选择性测序功能，并在芯片的1～512个测序通道中同步启用该模式。选择性测序通过双机制分别实现实时数据优化。其一，通过Deplete模式实时比对人类参考基因组（如hg38），对匹配宿主序列的DNA片段即时终止测序，未匹配片段则持续测序，从而主动耗尽宿主干扰序列；其二，通过Enrich模式实时比对目标病原体参考基因组，对匹配病原体序列的DNA片段进行持续性测序，未匹配片段即时终止测序，最终实现目标病原体的特异性富集。全过程执行72h标准化运行脚本。
病原体的实时鉴定在本模块中可选择性的同时进行。RUARGpore[8]是一款专为自动化病原体实时鉴定而设计的工具包（主要适用于ONT的选择性测序），其参考使用步骤如附录D所示。它通过主动抓取数据、自动化处理和实时分析，在选择性测序过程中实现病原体的即时识别。该工具以预设的时间间隔（默认设置为30min）从测序平台获取数据，并在本地服务器上进行病原体物种的鉴定分析。RUARGpore仅针对最新30min内生成的序列数据进行抓取和鉴定，并将这一时间段内的分析结果与之前的数据相结合，从而提供所有处理间隔的累积鉴定结果，确保病原体监测的连续性和全面性。
9.4 输出规范
三代纳米孔宏基因组选择性测序与病原体实时鉴定模块输出数据应包含：
a)  测序下机时间、测序芯片信息（芯片编码和型号）、测序信息（包括碱基识别模式、测序序列标签及接头剪切模式、质量最低值）;
b) 选择性测序模式（Deplete或Enrich）及参考基因组；
c) 选择性测序时长、数据产量分布、长度分布、质量分布；
d) 选择性测序原始数据、碱基识别数据；
e) 选择性测序弹出或富集报告;
f) 病原体实时鉴定（若有）$n_argpore.taxa.tab输出文件。
9.5	质量控制
宏基因组选择性测序应从以下几方面进行质量控制：
a) 选择性测序参考的基因组fasta文件应为从生物数据库（如NCBI）上下载的最新基因组，且大
  小不超过10Gb；
b）遵循选择性测序的Enrich模式和Deplete模式不可同时使用的原则。
10	非自动化病原体精准鉴定模块
[bookmark: _Toc1332]10.1	输入要求
接收符合9.3和9.4a）～e）要求的测序数据。
10.2	非自动化病原体精准鉴定流程
采用序列质控、目标序列提取、序列校正、组装、基因组分箱、物种注释等一系列生物信息学方法进行手动病原体的鉴定。流程如下（参考性使用命令行如附录E所示）：
a) 测序序列质控与目标序列提取：基于ONT平台的临床样本检测流程涵盖数据生成与深度处理两大阶段：首先通过Dorado加速碱基识别工具，实时将电信号转化为原始FASTQ文件并完成barcode拆分，随后依据质量评分阈值（10）将序列划分为通过（Pass）与未通过（Fail）两类，仅保留高质量序列用于后续分析。针对临床病原体检测需求，原始数据需经多级处理。首先使用Filtlong工具(https://github.com/rrwick/Filtlong）剔除平均质量值低于Q10及长度短于1000 bp的低置信度序列；其次，通过Minimap2[9]将过滤后数据分别与Deplete模式参考基因组或Enrich模式参考基因组进行比对，结合SAMtools[10]提取未匹配序列（Deplete模式）或匹配序列（Enrich模式），输出高特异性病原体序列集；
b) 序列校正、组装与基因组分箱：针对微生物序列数据集，首先采用Flye工具[11]生成初步组装草稿序列，并基于Medaka (https://github.com/nanoporetech/medaka)工具对草稿序列进行长读长自校正；随后将校正后序列输入Flye进行二次组装以优化连续序列（contigs）完整性。进一步利用Minimap2、SAMtools及BCFtools[10]构建多轮校正流程，通过比对、排序、变异检测及一致性序列生成获得高质量一致性序列。筛选长度1 Mbp的contigs作为潜在全染色体序列，其余长度介于100 kbp至1 Mbp的连续序列采用MetaBAT2工具[12]进行宏基因组分箱，生成初步宏基因组组装基因组（MAGs）；通过dRep工具[13]对基因组进行物种级去冗余处理，最终使用CheckM工具[14]评估基因组质量，要求单拷贝核心基因完整性70%且污染率5%；
c) [bookmark: _Toc24485]病原体注释与分类：在临床病原体手动鉴定过程中，采用Centrifuge工具[15]将contigs及MAGs与实验室自建微生物参考数据库进行特异性比对。参考数据库是基于NCBI基因组数据库（访问路径：ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/）下载RefSeq标准级别全基因组序列，通过剔除长度低于150 bp的低质量序列完成数据清洗，最终形成包含20,418个参考基因组的结构化数据库，涵盖细菌（12000+种）、病毒（7312种）、真菌（515种）及寄生虫（168种）四大类病原体。为提高物种注释特异性，设定三重过滤标准，即排除比对至多物种的歧义序列、长度不足100 bp的短片段序列以及参考基因组覆盖区域小于50 bp的低置信度比对结果，确保最终鉴定结果满足临床级病原体溯源分析的灵敏度和特异性要求。
10.3 输出规范
非自动化病原体精准鉴定模块输出报告应包含：
    a) 物种比对使用的生物信息学工具及参数；
b) 物种比对参考数据库类型及版本；
c) 病原体物种列表;
    d) 质控指标（覆盖度、深度等）。
10.4 质量控制
测序数据应按照T/SZAS 92-2024的要求、并做相应的修改进行质量控制，测序数据质量控制包括但不限于去除重复序列、低质量序列、接头序列等。合格数据应满足以下要求：
a) 根据数据分析需求选择合适的数据量。若以20选择性测序深度为标准纳入监测数据，通常
   5G/样本的数据量即可满足基本的监测需求；
b) 过滤低质量序列（Q10以下）、接头序列后的剩余序列长度大于1 kbp；
c) 接头序列污染比例不超过1%；
d) 测序读长在1 kbp以上时，经校正后的序列Q20的碱基比例需90%，Q30的碱基比例80%。
11	病原体报告输出模块
11.1	输入要求
接收符合9.4f）、10.3、10.4要求的输出报告。
11.2	病原体阳性阈值确定
临床样本中病原体阳性判定需同时满足双重阈值标准：基于第三代宏基因组测序（mTGS）数据，将序列微生物占比（RPM）定义为目标病原菌有效序列数（经接头与条形码去除后）占剩余总序列数的百分比，阳性判定应满足总病原菌序列数10且RPM值达到预设最佳阈值（具体阈值需根据测序深度与病原体类型动态校准）。对于符合阳性标准的细菌类病原体，应通过PubMed数据库检索其是否为已报道的益生菌或共生菌，经文献证据验证后将该类微生物从潜在致病菌列表中剔除。
[bookmark: _Toc19493]11.3	输出规范
病原体报告输出模块的输出数据应包含：
a) 病原体物种列表（含RPM值）;
b) 阳性判定结果（序列数≥10且RPM达阈值）。
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附 录 A
（规范性）
实验分区和试验试剂要求
A.1 实验分区要求
实验条件、实验室分区的标准应按照T/SZAS 92-2024的要求。
A.1.1  实验条件
实验室仪器设备要求应符合GB 19489-2008的规定。未培养的感染性临床样本的操作，如感染性临床样本在可靠方法灭活前核酸提取、灭活等操作应在生物安全二级实验室（BSL-2）或生物安全三级（BSL-3）实验室内进行；感染性临床样本在可靠方法灭活后的核酸检测操作应在BSL-2内进行。临床样本核酸提取后的相关操作可在生物安全一级实验室（BSL-1）内进行。实验室应根据不同的工作内容划分为独立的区域，并有明显的标志，如试剂储存及制备区、样本及文库制备区、测序区等，应避免区域间交叉污染。实验过程中产生的医疗废弃物需经高压灭菌后按照实验室规范处理后丢弃。实验结束后需对实验环境进行紫外线照射、75%酒精或含氯消毒剂、核酸酶去除等消毒。
A.1.2  实验室分区
a) 试剂储存区和准备区:用于分装、储存试剂，以及储存和准备实验耗材。该区应配备冰箱或冰柜、离心机、试验台、涡旋振荡器、微量加样器等。为防止污染，该区宜保持正压状态。
[bookmark: _Toc12342]b) 样本与文库制备区：标本的分装以及核酸提取应在独立的生物安全二级（BSL-2）或生物安全三级（BSL-3）实验室进行，提取后的核酸可以转运至该区加至反应液中。该区应配备冰箱或冰柜、离心机、试验台、涡旋振荡器、微量加样器、磁力架等。为防止污染，该区宜保持正压状态。
A.2	试验试剂、材料、仪器和设备要求
A.2.1	试验试剂清单
试验操作中需要的试验试剂清单如下：
a) 微生物高分子量DNA提取试剂盒；
b) 测序文库构建试剂，用于DNA样品的测序文库构建，试剂盒内至少应包含：接头、标签、纯化磁珠、DNA修复混合液、DNA连接酶或DNA聚合酶、缓冲液；
c) 测序试剂盒，用于对测序文库的上机测序，试剂盒内至少应包含高效测序反应酶及缓冲液；
d) 荧光定量分析试剂盒，包括可用于定量dsDNA的荧光染料试剂；
e) 无核酸酶水：分子生物学级。
注：其他仪器和设备参照所使用的试剂盒。
A.2.2	试剂材料清单
试验操作中需要的试剂材料清单如下：
a) 无菌带盖离心管：50 mL，1.5 mL无核酸酶；
b) 无菌移液器吸头：2 µL、10 µL、100 µL、200 µL、1 mL，带滤芯，无核酸酶；
c) 适配荧光定量分析仪的0.5 mL检测管，无核酸酶。
注：其他材料参照所使用的试剂盒。
A.2.3	仪器与设备清单
试验操作中需要的仪器与设备清单如下：
a) 三代纳米孔测序仪与测序芯片；
b) 多功能恒温器（干浴器）；
c) 生物安全柜：II级或II级以上；
d) 荧光定量分析仪，可用于定量dsDNA的浓度；
e) 微量分光光度计，可用于检测dsDNA的质量；
f) 磁力架,可用于纯化DNA；
g) 涡旋混匀仪；
h) 移液枪：2 µL、10 µL、100 µL、200 µL、1 mL、50 mL。
注：其他仪器和设备参照所使用的试剂盒。


[bookmark: _Toc5013]

附 录 B
[bookmark: _Toc21006]（资料性）
[bookmark: _Toc7509]高分子量微生物DNA提取步骤
以Quick-DNA™ HMW MagBead Kit试剂盒为例：
a) 向500μL 样品中加入500μL（等体积）Biofluid & Solid Tissue Buffer，涡旋混合均匀。加入20μL 蛋白酶K并用移液枪混合5 次。室温(20-30 ℃)下孵育20分钟；
b) 添加500 µL（等体积）Quick DNA™ MagBinding 缓冲液至1 mL 样品中，用移液枪混合均匀。将33 µL MagBinding beads 添加到样品中（MagBinding beads 很快沉淀下来，确保使用前通过彻底摇动和/或涡旋瓶子重新悬浮）。用移液枪吹打混合5次，将样品放置在小型加热震荡仪上，1100～1500 rpm 震荡10分钟；
c) 3将样品转移到磁力架上，直到珠子从溶液中分离出来，然后吸出并丢弃上清液。将样品移离磁力架；
d) 4添加500 µL Quick DNA™ MagBinding 缓冲液，用移液枪混合以重新悬浮珠粒（吹打约5 次），然后将样品放置在小型加热震荡仪上1100～1500 rpm 震荡5分钟；
e) 5将样品转移到磁力架上，直到珠子从溶液中分离出来，然后取出并丢弃上清液。将样品移离磁力架，加入500 µL DNA Pre-Wash Buffer。用移液枪混合，重新悬浮珠子（吹打约10次）；
f) 6将样品转移到磁力架上，直到珠子从溶液中分离出来，然后取出并丢弃上清液。将样品移离磁力架。加入900 µL gDNA Wash Buffer，移液枪混匀混合物，重新悬浮珠子（吹打约10次）；
g) 7将所有液体转移到新的离心管中。将样品转移到磁力架上，直到珠子从溶液中分离出来，然后取出并丢弃上清液。将样品移离磁力架；
h) 8重复步骤6-7；
i) 9为了干燥珠粒，将样品转移到金属浴中，55 ℃ 孵育10分钟；
j) 10向样品中加入100 µL DNA EB。用移液枪混合20 次，并在55 ℃ 孵育5分钟。将样品转移到磁力架上，直到珠子与溶液分离，然后将洗脱的DNA溶液转移到新的EP 管中，在4 ℃保存备用。


[bookmark: _Toc9759]附 录 C
[bookmark: _Toc4048]（资料性）
[bookmark: _Toc15040]纳米孔测序文库构建及上样步骤
C.1 样本DNA的文库构建
建库方法建议使用成熟纳米孔技术公司的试剂盒以及建库步骤，接下来以ONT公司的SQK-LSK109建库试剂盒和EXPNBD104扩展标签试剂盒举例[16]。按照Nanopore多样本加Barcode标准建库方法，对多种DNA样本进行了文库混合制备与测序。在建库过程中，要尽量避免枪头吹打，以防长片段DNA受损。可以延长每一个步骤的反应时间，以求反应完全，提升DNA文本库的质量。
本操作流程主要包括以下几个步骤：
a) DNA样本准备与末端修复（每个样本单独操作）：
1) DNA样本与试剂准备：准备符合质控条件的DNA样本、NEBNext FFPE DNA修复混合物、NEBNext Ultra II末端修复/加尾模块和AMPure XP珠，根据试剂盒说明进行冷却备用。同时，准备10 mL 70%乙醇以清洗样本；
2) 反应液的配置：取1～2 µg基因组DNA（以样本DNA量为主，不超过2µg），将其转移到1.5 mL EP管中，用无核酸酶水将体积调整至48 µL，快速轻弹EP管混合。将其转移到0.2 mL薄壁PCR管中，加入3.5 µLNEBNext FFPE DNA修复缓冲液，3.5 µL Ultra II末端修复反应缓冲液，3 µL Ultra II末端修复酶混合物和2 µL NEBNext FFPE DNA修复混合物，用100 µL枪头轻轻吹打以混合，或用手指轻弹PCR管以确保均匀混合。稍微离心；
3) DNA修复反应与纯化：将混合溶液放入PCR仪中进行20 ℃孵育5分钟，接着65 ℃孵育5分钟。然后将DNA样本转移至1.5 mL EP管中，加入60 µL涡旋混合的AMPure XP磁珠，室温孵育5分钟。在磁力架上吸附磁珠，移除溶液，用70%乙醇清洗磁珠，去除残余液体。重复此清洗步骤一次。取下EP管并稍微离心，保持磁力架上的EP管，移除所有残留乙醇轻轻晾干30秒。使用25 µL无核酸酶水重新悬浮磁珠，轻微离心并室温孵育2分钟。再次在磁力架上吸附磁珠，取出清澈溶液并保留在干净的EP管中；
4) 纯化后DNA定量：取1 µL洗脱液，通过Qubit荧光计定量DNA浓度。
b) Barcode连接（每个样本单独操作）： 
1) Barcode准备：准从EXP-NBD104试剂盒中取出7个Barcode试剂，在室温下解冻，确保每个样本配备单独的Barcode；
2) Barcode连接反应：取至少700 ng样本，在1.5 mL EP管中，使用无核酸酶水调整至22.5 µL。依次加入22.5 µL DNA样本，2.5 µL Native Barcode（选择对应Barcode号码），和25 µL Blunt/TA Master Mix。混合后，室温孵育10分钟； 
3) DNA纯化：加入50 µL涡旋混合的AMPure XP磁珠，混合后室温孵育5分钟。通过磁力架吸附磁珠，清除溶液并用70%乙醇清洗磁珠，重复洗涤操作两次。取下EP管稍微离心，确保去除残留的乙醇，晾干30秒。将磁珠悬浮在26 µL无核酸酶水中，孵育2分钟。吸附磁珠并取出26 µL澄清液，保留在干净的EP管中。各样本取1 µL洗脱液，通过Qubit荧光计定量DNA浓度；
4) 样本混合：将相同DNA量的各样本混合，最终总DNA量为1～2 µg。再用Qubit定量浓度，并调整至65 µL。
c) 测序接头连接：  
1) 试剂准备：在进行接头连接反应前，首先需要准备并解冻相关试剂。将EB和NEBNext快速连接反应缓冲液（通常通过涡旋混合来确保试剂均匀，并轻微离心以将试剂沉淀集中于管底），然后将这些试剂放置在冰上进行冷藏备用。此外，检查T4 DNA连接酶与Adapter Mix II试剂，确保这些试剂没有沉淀。所有试剂在使用前必须保持均匀混合，以确保反应的顺利进行；
2) 接头连接反应：连接反应的核心是将DNA样本与连接接头（Adapters）进行结合。将65 µL DNA样本添加到试管中，并依次加入5 µL Adapter Mix II、20 µL NEBNext快速连接反应缓冲液和10 µL T4 DNA连接酶。所有试剂混合后，通过轻轻的涡旋混合，确保均匀分布。此混合物应在室温下孵育10分钟，以便连接反应完全进行。在孵育过程中，反应液中DNA和接头将通过T4 DNA连接酶连接，形成可用于后续测序的文库；
3) DNA纯化：完成接头连接后，下一步是利用AMPure XP磁珠进行样品的纯化。首先，将反应混合物添加50 µL涡旋混合的AMPure XP磁珠，确保与样品混合均匀。然后，将混合物在Hula混合器上进行室温孵育5分钟，确保磁珠与DNA文库的接头部分充分结合。孵育后，将样品置于磁力架上，磁珠会迅速被吸附到管壁，清澈的溶液则可以被移除。接着，用长片段缓冲液（LFB）清洗磁珠，去除非特异性结合物和杂质。为确保彻底清洗，重复清洗操作一次。此时，样本中的所有杂质已经被磁珠去除，只剩下纯化后的DNA文库。将清洗后的磁珠稍微离心，去除剩余溶液，并晾干30秒，同时避免干燥过度导致磁珠的损坏。最后，将磁珠重新悬浮在15 µL洗脱缓冲液中，孵育10分钟，帮助磁珠完全洗脱出DNA文库。通过这一过程，我们成功地去除了不必要的杂质，确保了高质量的DNA文库； 
4) DNA文库的提取：完成洗脱后，再次将磁珠放置在磁力架上，确保磁珠吸附。取出15 µL澄清的洗脱液，这就是最终的DNA文库。此DNA文库可以保存在一个干净的1.5 mL EP管中，准备进行定量测量，使用Qubit荧光计进行DNA浓度的测定。通过测定浓度，可以确保文库的质量，并为后续的样品加载和测序步骤提供准确的信息。
C.2 样本DNA文库的上机与程序设置
C.2.1 芯片和试剂准备
在样本准备过程中，测序芯片和相关试剂也需要提前准备。首先，连接测序仪并进行功能检查，确保仪器状态良好。在此过程中，检查测序芯片的外观，确保没有损坏。然后，将SQB、LB、FLT和FB分别解冻，并通过涡旋混合确保试剂均匀分布。混合后，轻微离心，并将这些试剂存放在冰上保存，准备进行下一步操作.
C.2.2 芯片流动池冲洗
在上样之前，必须对流动池进行预冲洗，以去除可能存在的气泡或杂质。首先，对Priming port进行冲洗，确保缓冲液平稳地流入流动池并且没有气泡残留。冲洗缓冲液时，应缓慢而稳定，避免空气被引入到系统中。在冲洗完成后，静置流动池5分钟，确保所有的气泡都被去除，液体均匀分布在流动池内. 
C.2.3 样本文库混合与上样
将准备好的DNA文库与其他必要的试剂（如SQB和LB）混合，制作成最终的上机样本混合物。确保混合均匀后，通过SpotON加样口将75 µL样品添加到测序芯片的流动池中。在加样过程中，确保每次样品滴落后，下一滴样品能够顺利进入流动池，避免样品外溢或加样不均。完成加样后，轻轻盖上SpotON加样端口盖，确保端口完全封闭，避免样品外泄。
C.2.4 测序启动与程序设置
测序仪准备好后，通过ONT MinKNOW软件启动测序过程。使用R9.4.1芯片和GridON测序仪开始进行DNA测序。在测序过程  中，确保芯片处于稳定状态，并且测序过程中能够实时获取数据。可选择对样本使用正常测序或者选择性测序，如选择选择性测序，则需自行上传参考基因组。在选择性技术中，测序过程中实时比对人类参考基因组，匹配到参考基因组的序列片段会被自动终止测序，而未匹配到的序列则会继续完整测序，从而有效消除宿主序列的影响。整个测序过程按72小时的运行脚本进行，关注测序数据的质量与产出，按需停止测序。测序过程种要全程避光，避免芯片孔道蛋白因为强光而失活。
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[bookmark: _Toc665]RUARGpore安装与使用步骤
D.1 RUARGpore所需的安装和使用环境：
a) python2.7
b) GNU parallel
c) sshpass
d) git lfs
e) R and library: plyr, data.table, doParallel, foreach
D.2 RUARGpore安装步骤：
a) git clone https://github.com/sustc-xylab/RUARGpore
b) cd RUARGpore
c) bash ./setup.sh
D.3 下载Centrifuge所需的数据库：
a) 移动到数据库目录；
cd database/
b) 将NCBI分类法下载到当前目录中的 taxonomy/；
centrifuge-download -o taxonomy taxonomy
c) 将所有完整的真菌+细菌+病毒参考基因组下载到library/； 
centrifuge-download -o library -m -d “bacteria,fungi,viral" refseq > seqid2taxid.map
d) 下载人类参考基因组；
centrifuge-download -o library -d "vertebrate_mammalian" –a "Chromosome" -t 9606 -c 'reference genome' > seqid2taxid.map
e) 将所有下载的参考序列合并成一个文件；
cat library/*/*.fna > input-sequences.fna；
f) 使用4个线程构建Centrifuge的索引。
centrifuge-build -p 4 --conversion-table seqid2taxid.map\--taxonomy-tree taxonomy/nodes.dmp \--name-table taxonomy/names.dmp \input-sequences.fna h+b+f+v
D.4 使用RUARGpore，开始前需在三代纳米孔测序仪上启动选择性测序，一旦启动纳米孔选择性测序，可以使用以下命令启动 RUARGpore：
a) bash $PATH_to_RUARGpore/RUargpore.sh > RUargpore.log；
b) 按照提示输入以下信息：
Enter your sequencing time(h): 
72 Enter GridION IP and the $PATH_to_your_$fastq_pass 
Directory ：grid@14.35.34.156:/data/usr/20220616_0415_X2_FAT17403_aacfbc92/fastq_pass Enter your GridION password: (e.g. admin) admin Enter No. of threads you intended to use for ARG identification:(e.g. 20). 20
c) 在运行 RUARGpore 之前，将 GridION/MinION 的 ECDSA 密钥指纹添加到已知的本地服务器主机中：
scp -r grid@14.35.34.156:/data/usr/20220616_0415_X2_FAT17403_aacf bc92 ./
D.5 RUARGpore输出文件都存储在工作目录中名为$out_RUARGpore_$NOWTIME 的文件夹中。在 $out_RUARGpore_$NOWTIME 目录中的前$n个30 分钟分析的累积结果存储在 $n_ARGpore_output.tab 中。本文件所需的病原体鉴定的结果文件为$n_argpore.taxa.tab。
注：RUARGpore[1]的相关信息可以在https://github.com/sustc-xylab/RUARGpore 获得。该软件在鉴定病原体的同时可以识别其携带的抗生素耐药基因。本文件只需纳入病原体鉴定的结果。

附 录 E
[bookmark: _Toc23364]（资料性）
[bookmark: _Toc26482]非自动化病原体精准鉴定示例
E.1 序列质控、目标序列筛选
E.1.1 序列质控:
filtlong --min_length 1000 input.fastq.gz   --min_mean_q 7 | gzip 
E.1.2 目标序列筛选:
1) minimap2 -x map-ont ref.fa ont-reads.fq -t 8；
2) samtools view -bf 4 bam（适用于Deplete模式;Enrich 模式直接执行下一步）；
3) samtools fastq bam。
E.2 序列校正、组装与基因组分箱
E.2.1 生成初步组装的草稿序列：
flye --nano-raw raw_reads.fastq
E.2.2 序列自我校正：
medaka_consensus -i input_reads.fastq -d draft_assembly.fasta -o corrected.fastq
E.2.3 校正序列的组装：
flye --nano-raw corrected.fastq
E.2.4 组装序列校正和一致性序列生成；
1) minimap2 -ax map-ont assembly_corrected.fasta corrected.fastq > alignment.sam
2) samtools sort alignment.sam -o alignment.bam;
3) samtools index alignment.bam
4) bcftools mpileup -f assembly_corrected.fasta alignment.bam | bcftools call -mv -Oz -o calls.vcf.gz
5) bcftools index calls.vcf.gz
6) bcftools consensus -f assembly_corrected.fasta calls.vcf.gz > consensus.fasta
E.2.5 基因组分箱：
1) runMetaBat.sh assembly.fasta sample1.bam
2) dRep dereplicate output_directory -g bin.fasta
3) heckm tree <bin folder> <output folder>
E.3 物种注释
根据E.3建立的Centrifuge索引，使用以下命令进行物种分类注释：
centrifuge -f -x index input.fa
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