
  |   1

Illumina 
Complete Long 
Read Prep with 
Enrichment, 
Human的定制
panel设计

针对人类基因组的高度灵活的
靶向长读长富集方案
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简介
在进行人类全基因组测序（WGS）时，部分基因区域仅使用
短读长可能难以绘制。长读长测序可以作为标准短读长WGS
数 据 的 补 充， 帮 助 解 析 这 些 具 有 挑 战 性 的 区 域。Illumina 
Complete Long Reads技术采用标准的新一代测序（NGS）
工作流程，通过单一分析流程在因美纳基因测序仪上生成连续
的长读长序列（图 1）1–3。Illumina Complete Long Read Prep 
with Enrichment, Human提供了一种靶向方法，可实现更经
济高效的长读长测序。* Illumina Complete Long Read富集化
学技术在目标和探针设计方面具有高度灵活性，有助于解析难
以绘制的区域或通过定相测序提供更多信息。

专为长读长设计的富集探针 Panel
与常用于捕获短片段（约 200-500 bp）的方法相比，Illumina 
Complete Long Read Prep with Enrichment, Human采用了
不同的探针设计策略来捕获更长的片段（约 7-10 kb）。 

* 需要来自同一样本的≥ 30×标准短读长WGS数据用于分析。可以使
用之前运行的样本中的 FASTQ文件。

Illumina DesignStudioTM 软件是一款用户友好的免费工具，可
用于设计富集探针 panel。DesignStudio算法考虑了GC含量、
目标特异性和探针间隔，比如目标区域中的探针数量。120mer
短读长探针富集 panel的标准间隔为 250-350 bp探针窗口。
对于长读长富集 panel设计，在多个长度下测试了探针间隔，
发现 1 kb窗口是实现经济高效捕获的理想选择。

杂交富集的有效性高度依赖于探针的特异性。靶向富集的百分
比直接影响实现目标覆盖深度所需的测序量。对于重复区域更
难实现高特异性。然而，使用更大的探针窗口可以更灵活地排
除性能较差的探针，避免重复区域（窗口大小可达 1 kb），并
以更少的探针保持富集效率（图 2）。DesignStudio算法可以
根据这些考虑因素来推荐探针位置。第三方 panel应使用类似
的指南以获得出色性能和成本效益。此外，标准富集探针间隔
也完全兼容。 

灵活的探针设计和靶向策略

Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human可以根据研究目标非常灵活地选择和设计定制探针
panel。单个目标区域的覆盖范围可从单个碱基到数百 kb。整
个定制 panel可从小至 2.5 Mb到＞ 95 Mb。对于已知短读长
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图 1： 集成工作流程的一部分——使用可扩展、经过优化的文库制备与富集方案、成熟的因美纳测序化学技术和 DRAGEN二级分析，获取经济有效的
靶向长读长WGS数据。需要来自同一样本的≥ 30×标准短读长WGS数据用于分析。可以使用之前运行的样本中的 FASTQ文件。

https://www.illumina.com/products/by-type/informatics-products/designstudio.html
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测序时绘制率较低的特定区域，研究人员可以使用靶向长读长
来提高覆盖度。也可以借助靶向长读长覆盖整个基因，乃至长
片段多基因区域，以实现变体定相和单倍型检出。

DesignStudio工 具 中 提 供 了 几 种 预 设 计 panel（ 表 1）。 这
些 panel靶向许多不同的区域，包括复杂区域医学相关基因

（CMRG）4、药物遗传学（PGx）试验检测通常靶向的基因 5–7、
美国医学遗传学和基因组学学会（ACMG）二级研究结果列表

（ACMG SF v3.1）基因 8，或整个主要组织相容性复合体（MHC）
区 域 9。Illumina Human Comprehensive Panel主 要 靶 向 蛋
白质编码基因内离散的低覆盖度区域，可作为预设计或即用型
panel提供（因美纳，货号 20113836）10,11。DesignStudio软
件支持根据 BED文件 † 设计定制 panel或修改现有的预设计。

定制探针 panel的推荐测序深度

Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human可提供高度稳定且可靠的性能。对于所测试的预设计
panel，每 1 Mb的目标 panel获得约 1.5 Gb的测序数据（约
5M双端 read）即可实现理想性能（图 3）。对于性能未知的
新设计 panel，建议以每 1 Mb目标 panel获取 3 Gb的序列数
据（约 10M双端 read）为起点，然后再逐步减少进一步优化。

高度准确地覆盖和定相复杂区域
长读长富集探针 panel专注于增强特定的低覆盖度区域的覆盖
深度，例如 Illumina Human Comprehensive Panel和 CMRG 
panel，可提高复杂的目标区域的变异检出准确度（图 4）。使
用 CMRG panel进行长读长富集还有助于提高对蛋白质编码区
域变异的覆盖度和检测的全面性（图 5、图 6）。

† BED，浏览器可扩展数据格式。
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图 2： 长片段杂交可提高富集效率——与短片段捕获相比，长片段杂交
更具优势，包括（A）将探针策略性地放置在难以设计探针的区域之外，
例如 GC含量过高、低复杂性或重复序列的区域，以及（B）捕获每个目
标区域所需的探针更少。DesignStudio算法以 1 kb为单位搜索目标区域，
寻找最佳 GC含量和特异性最高的区域来放置探针。
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图 3： 定制探针 panel的测序要求——对最大 N50所需的测序数据进行
逐步优化表明，每Mb目标区域获得 1.5 Gb（约 5M双端 read）数据可
有效解析目标区域，以生成 Illumina Complete Long Read数据。
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表 1：专为 Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human预设计的富集探针 panel

Panela CMRG panel PGx panel ACMG panel MHC panel

靶向基因
391个医学相关基因， 

已知这些基因难以用 
短读长解析 5

药物遗传学试验检测中 
常见的 98个靶向基因 6-8

来自 ACMG二级研究结果
列表（ACMG SF v3.1） 

的 78个独特基因 9

GRCh38.p14组装中的 
整个MHC区域 

（超过 140个基因）10

目标区域大小 b 22.5 Mb 8.1 Mb 7 Mb 4.9 Mb

每个样本的测序产出 c 约 67.5 Gb 约 24.3 Gb 约 21 Gb 约 14.7 Gb

探针数量 约 22.5K 约 8.2K 约 6.9K 约 5.0K

N50d 6.1 kb 7.3 kb 7.3 kb 7.3 kb

相区块 N50d,e 82.8 kb 94.4 kb 94.4 kb 357 kb

平均目标区域大小 e 58 kb 83 kb 88 kb 5000 kb

均一性 d,f 97.9% 99.0% 99.5% 97.8%

侧翼 read富集（PRE）d,f 80.1% 79.3% 66.3% 67.5%

定相的 SNV百分比 d 98.9% 98.9% 99.6% 98.6%

a.  CMRG，复杂区域医学相关基因；PGx，药物遗传学；ACMG，美国医学遗传学和基因组学学会；MHC，主要组织相容性复合体。 
b. 目标区域大小为填补探针位置长度的总和，在重叠处合并。
c.  需要 2×150 bp测序运行和每Mb目标区域的 5M-10M双端 read（约 1.5-3 Gb数据），从而产生约 30×的 Illumina Complete Long Reads最终覆盖度。每个样本的定制 panel数据要

求只是一个建议的起点。用户可根据 panel性能优化分配的数据。
d.  使用 50 ng HG002基因组 DNA（Corielle，货号 NA24385）生成的数据。性能可能因 DNA起始量和样本质量的不同而有所不同。 
e. 相区块大小受限于单个连续目标区域的大小。
f.  覆盖均一性按＞ 0.2*平均值的百分比来计算。PRE按 100*计算（填补目标匹配 reads/总匹配 reads）。
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图 4： 通过靶向长读长提高复杂区域的变异检出准确性——与标准短读长WGS（蓝色）相比，使用 Illumina Complete Long Read Prep with 
Enrichment（橙色）在（A）Human Comprehensive Panel或（B）CMRG panel靶向的HG002基因区域的单核苷酸位点变异（SNV）和插入缺失（indel）
的假阴性（FN）和假阳性（FP）变异检出情况。



仅供研究使用，不得用于诊断。   |   5M-GL-02189 v1.0

ILLUMINA COMPLETE LONG READS ENRICHMENT的PANEL设计

标准短读长
WGS

Illumina 
Complete Long 
Read Prep with 
Enrichment

Illumina 
Complete Long 
Read Prep WGS

图 5： 靶向长读长可增强低覆盖度区域的覆盖深度——与标准短读长WGS（下）相比，使用 Illumina Complete Long Read Prep, Human WGS（上）
和 lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human和CMRG panel（中）对HBG1进行长读长测序的 Integrative Genomics Viewer（IGV）
图谱。

标准短读长
WGS

Illumina 
Complete Long 
Read Prep with 
Enrichment

Illumina 
Complete Long 
Read Prep WGS

图 6： 通过靶向长读长清晰分辨缺失片段的边界——与标准短读长WGS（下）相比，使用 Illumina Complete Long Read Prep, Human WGS（上）
和 lllumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human和 CMRG panel（中）对 CYP4F3进行长读长测序和定相的 IGV图谱。蓝色表示等
位基因 1，粉红色表示等位基因 2。



仅供研究使用，不得用于诊断。6   |  M-GL-02189 v1.0

ILLUMINA COMPLETE LONG READS ENRICHMENT的PANEL设计

相
区
块
N
50
的
长
度
（
kb
）

400

350

300

250

200

150

100

50

0
CMRG PGx ACMG

相区块 N50

MHC

图 7： 相 区 块 N50取 决 于 连 续 目 标 区 域 的 长 度 ——CMRG、PGX和
ACMG panel靶 向 全 长 目 标 基 因， 并 产 生 约 80-95 kb的 平 均 相 区 块
N50。MHC panel靶向整个主要组织相容性复合体基因区域，并产生超过
350 kb的平均相区块N50。CMRG panel的平均目标区域大小为 58 kb，
PGx panel为 83 kb，ACMG panel为 88 kb，MHC panel为 5000 kb。

用于解析单倍型的长相区块

每个 panel的相区块 N50‡ 与目标区域的连续长度有关（图 7、
表 1）。CMRG、PGx和 ACMG panel旨在靶向全长目标基因，
并产生约 80-95 kb的平均相区块 N50，以实现杂合等位基因
的完全定相（图 8）。MHC panel靶向单个约 4.9 Mb的连续区 
域，并产生超过 350 kb的平均相区块 N50，从而解析全长基
因区域（图 9）。

‡ 相区块 N50反映了占目标区域总组装长度 50%的连续序列的最短区
块长度。

等位基因 2

等位基因 1

图 8： 靶向长读长能够对具有杂合 SNV的区域进行定相——长读长测序的 IGV图显示了使用 Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human和 ACMG panel在单相区块中对 TMEM17（一种长度为 21 kb的基因）完全定相。黄色表示等位基因 1。蓝色表示等位基因 2。



仅供研究使用，不得用于诊断。   |   7M-GL-02189 v1.0

ILLUMINA COMPLETE LONG READS ENRICHMENT的PANEL设计

580 kb

图 9： 靶向长读长有助于解析多态性基因中的单倍型——使用 Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, Human进行长读长测序的 IGV
图谱。MHC基因位点 722 kb区域的定相。一个相区块中包含 580 kb的区域（粉红色）。

总结
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human是经过验证的因美纳短读长WGS的补充，专注于长
读长测序，可通过长读长提供更高的价值。研究人员可以灵
活地选择预设计 panel，或使用 DesignStudio算法设计定制
panel，以实现长读长靶向富集。靶向富集探针 panel可以增
强覆盖或通过完整的工作流程解决方案对整个基因进行定相来
获得更多信息，从而实现经济高效、高度准确的WGS。

了解更多 
Illumina Complete Long Read Prep with Enrichment, 
Human

DesignStudio实验分析设计工具

长读长测序技术
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