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基于测序的农作物基因分型检测
技术规程
[bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc97191423][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884218]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了农作物高通量基因测序样品要求、测序流程、测序数据质控及实验室质量评价。
本文件适用于基于测序的农作物基因型检测。
[bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97191424][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531]规范性引用文件
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，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 实验室生物安全通用要求
GB/T 29859-2013 生物信息学术语
GB/T 30989-2014 高通量基因测序技术规程
GB/T 33767.14-2023 信息技术 生物特征样本质量 第14部分：DNA数据
GB/T 35537-2017 高通量基因测序结果评价要求
GB/T 35890-2018 高通量测序数据序列格式规范
GB/T 37864-2019 生物样本库质量和能力通用要求
GB/T 40664-2021 用于高通量测序的核酸类样本质量控制通用要求
GB/T 42751-2023 信息技术 生物特征识别 高通量测序基因分型系统规范
SN/T 2497.21-2010 进出口危险化学品安全试验方法 第21部分：琼脂糖凝胶电泳试验
[bookmark: _Toc97191425]术语和定义
GB/T 29859-2013、GB/T 30989-2014及GB/T 42751-2023界定的以及下列术语和定义适用于本文件。为了便于使用，以下重复列出了GB/T 29859-2013、GB/T 30989-2014及GB/T 42751-2023中的某些术语和定义。

测序 sequencing
	测定氨基酸或核苷酸序列的过程。
[来源：GB/T 29859-2013，定义2.4.13]


高通量测序 high-throughput sequencing or next-generation sequencing
区别于传统Sanger（双脱氧法）测序，能够一次并行对大量核酸分子进行平行测定的技术，通过一次测序反应能产出不低于100Mb的测序数据。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.19]

基因型 genotype
个体一个或多个基因组座上等位基因的组成。
注：本文件中特指SNP或STR基因座的等位基因组成。
[来源：GB/T 42751-2023，定义3.7]

基因型分析 genotyp calling
利用数据分析和处理方法测定个体基因型的技术。
[来源：GB/T 42751-2023，定义3.7]

文库 library
	通过生物来源的、人工合成的或克隆技术等所得到的一个重建分子群，如基因组文库、互补DNA文库、噬菌体展示肽文库等。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.5]

碱基 base
	一类含氮原子的有机杂环化合物，是组成嘌呤和嘧啶的主要成分，是拼出遗传密码的“字母”。
	注：DNA中的碱基主要由腺嘌呤（Adenine，A）、鸟嘌呤（Guanine，G）、胞嘧啶（Cytosine，C）和胸腺嘧啶（Thymine，T）；RNA中的碱基主要由腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）、胞嘧啶（C）和尿嘧啶（Uracil，U）。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.16]

测序读长 read length of sequencing
	测序能测得的最长基因片段的长度，通常以碱基数表示。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.24]

测序准确率 accuracy of gene sequencing
	对已知序列的基因进行测序，获得的正确碱基数占可识别的碱基数比例。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.25]

碱基识别 base calling
	测序过程中从荧光信号或其他由于测序反应而产生的信号转换成序列信息的过程。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.26]

碱基识别正确率 accuracy of base calling
	单次测序正确碱基数占碱基总数的比例。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.27]

碱基识别错误率 inaccuracy of base calling
	单次测序错误碱基数占碱基总数的比例，与碱基识别正确率（3.9）相对。
[GB/T 30989-2014，定义3.28]

碱基识别质量 quality of base calling
	衡量碱基正确识别的概率。通常以字值直接表示。
	碱基识别质量与碱基识别错误率之间的关系可用式（1）表示：
Q=-10lg P                        ……（1）
	式中：
	Q--碱基识别质量；
	P--碱基识别错误率。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.29]

测序覆盖率 coverage rate of sequencing
	待测样本的核苷酸序列检测结果覆盖于参考序列上的比例（测序覆盖率=覆盖区域长度÷参考序列总长度）。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.30]

测序深度 depth of sequencing
	待测样本中某个制定的核苷酸被检测的次数。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.30]

平均覆盖深度 average depth of coverage
	测序深度的平均值。
[来源：GB/T 30989-2014，定义3.30]


夹板引物 splint oligo 
	夹板引物由两段特异序列组成，两段序列分别与线性单链DNA两端互补，在进行文库环化时，夹板引物分别与线性文库的3’-端和5’-端互补，线性单链DNA的3’-端和5’-端靠近。

环化 cyclizing
	将带有接头序列的双链DNA（double-stranded DNA，dsDNA），通过高温变性形成单链DNA（single-stranded DNA，ssDNA），夹板引物与ssDNA的两端互补配对，在连接酶的催化下，ssDNA的首尾相连接，形成单链环状DNA文库。

滚环扩增 rolling circle amplification，RCA
	以环状单链寡核苷酸为模板，以dNTPs为原料，在DNA/RNA聚合酶作用下扩增产生一条重复单链DNA/RNA的扩增方法。该方法扩增始终以原始的环状单链寡核苷酸为模板，不会产生扩增随机错误累积。

DNB制备 making DNA nano ball
	以单链环状DNA文库为模板，在DNA聚合酶作用下进行滚环扩增（Rolling circle amplification，RCA），将单链环状DNA扩增到约500拷贝扩增产物成为DNB。
缩略语
	下列缩略语适用于本文件。
	DNA：脱氧核糖核酸（Deoxyribounucleic Acid）
	dNTP：脱氧核糖核苷三磷酸（Deoxy-ribonucleotide Triphosphate）
CTAB:溴代十六烷基三甲胺（Cetyltrimethyl Ammonium Bromide）
Tris:三羟甲基氨基甲烷[Tris (Hydroxymethyl) Aminomethane]
EDTA:二水乙二胺四乙酸二钠（Ethylene Diamine Tetraacetic Acid）
[bookmark: _Hlk150178606]	PCR：聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction）
	SNP：单核苷酸多态性（Single Nucleotide Polymorphisms）
	DNB：DNA纳米球（DNA Nano Ball）
	cPAS：联合探针锚定聚合技术（Combinatorial Probe-Anchor Synthesis）
	GATK: 基因组分析工具集（Genome Analysis Toolkit）
原理
5.1 碱基互补配对原理
	在DNA分子结构中，碱基之间的氢键具有固定的数目，且DNA两条链之间的距离保持不变。碱基配对必须遵循一定的规律，即A一定与T配对，G一定与C配对，反之亦然。腺嘌呤与胸腺嘧啶之间有两个氢键，鸟嘌呤与胞嘧啶之间有三个氢键，即A=T，G≡C。根据碱基互补配对的原则，一条链上的A的数量一定等于互补链上的T的数量；一条链上的G的数量一定等于互补链上的C的数量，反之亦然。
5.2 边合成边测序原理
	将农作物的根、茎、叶、花、果实、种子等生物样品制备成待测DNA样品，将待测DNA样品制备成特定结构的线性文库。将文库连接到固相载体上，通过PCR扩增技术将待测文库放大，然后进行平行循环测序。利用边合成边测序的策略，加入一种或多种带标记或不带标记的底物核苷酸，以及可逆的终止子，在聚合酶的作用下，按照碱基互补配对原理，进行DNA链的延伸，延伸一轮测取一轮底物与模板结合后发出的信号，收集该信号并确定所测位点的碱基；当上轮测序完成后，利用可逆技术，继续进行下一轮反应，重测序过程，即可实现高通量基因测序。
5.2 联合探针锚定测序原理
	将农作物的根、茎、叶、花、果实、种子等生物样品制备成待测DNA样品，将待测DNA样品制备成特定结构的线性文库。将线性文库的两端连接形成单链环化文库，然后通过滚环扩增（RCA）将单链环状文库扩增到约500拷贝扩增产物成为DNB，将DNB加载到PatternArray芯片上，与PatternArray芯片的硅片表面规则排布经采用半导体精密加工工艺形成结合位点阵列相结合固定，然后进行循环测序。在测序 过程中，末端特殊修饰的碱基分别被标记为不同的荧光探针，DNA分子锚和荧光探针在纳米球上进行聚合，随后高分辨率成像系统对光信号进行采集，光信号经过数字化处理后即可获得待测序列。
样品质量控制要求
6.1 通用要求
6.1.1 用于高通量测序的核酸类样本应根据《GB/T 35537-2017 高通量基因测序结果评价要求》中的碱基测序准确率的要求进行质量控制。
6.1.2 生物样本及相关数据的使用应遵守区域、国家和国际的伦理规范。
6.1.3 生物样本的前处理过程、获取、保存、销毁、运输等操作应符合《GB/T 37864-2019 生物样本库质量和能力通用要求》。
6.1.4 样本质量要求应通过完整性和样本浓度确定。
6.1.5 本标准所使用的水均为一级水，符合GB/T 6682-2008的要求。除非另有说明，在分析中仅使用分析纯试剂，所有试剂溶液宜大体积配制、小体积分装后高压灭菌后使用，不宜高压灭菌的试剂应用0.22 μm膜过滤除菌；酶溶液应避免反复冻融。
6.2 植物新鲜组织样本取样质量要求与保存及运输要求
6.2.1 植物新鲜组织样本取样质量要求
	新鲜组织如叶片、花瓣、果实、块根等类型的组织。在田间采集无病虫斑、无发黄枯萎、无霉变、无污染物的新鲜组织后，将样品装入写好编号的EP管、塑料自封袋、牛皮纸袋或96孔深孔板中。其中EP管与自封袋要将口密封以防样品泄露或污染。其中牛皮纸袋口折叠3次进行封口以防样品泄露或污染，每10袋用橡皮筋进行缠绕打包。其中96孔深孔板用硬滤纸板覆盖，用橡皮筋扎紧以防样品泄露或污染。
6.2.2 植物组织样本保存及运输要求
6.2.2.1 简单处理法 
样品保存或运送时间＜1天，样品放入泡沫箱后加入蓝冰袋即可。 
6.2.2.2 干燥处理法 
样品保存或运送时间＜1周，且样品需要多天收集，采用样品加入二氧化硅硅胶的方法进行干燥或利用冷冻干燥机进行真空冷冻干燥（请勿采用烘箱高温干燥），叶片燥至比较脆后，密封保存或运送。 
6.2.2.3 冷冻处理法 
样品保存或运送时间＞1周，样品收集好后，放入-80度冰箱进行冻存保存。如需运送时，加入足量干冰用泡沫箱封装后进行运送。
6.3 种子样本取样质量要求与保存及运输要求
6.3.1 种子样本取样质量要求
	选取无病虫斑、无霉变、无污染的种子，去净泥土或灰尘后，将样品装入写好编号的塑料自封袋、牛皮纸袋、圆底PE管或96孔深孔板中。根据种子大小，千粒重小于 50g 的种质资源样品，至少分装 4g（不低于 60 粒）；千粒重大于 50g 的种质资源样品至少分装 10g 以上（不低于 20 粒）。
6.3.2 种子样本保存及运输要求
	干燥的种子打包后常温快递寄送即可。未经干燥的种子，需要打包后进行低温运输。
6.4 基因组DNA提取
6.4.1 CTAB-磁珠提取法
	该方法适合植物叶片、花瓣、非肉质根等组织的DNA提取。
选取30mg组织装入写好编号的EP管或96孔深孔板中，放入真空冷冻烘干机进行干燥12小时以上，加入钢珠，盖上硅胶膜，置于自动化研磨仪中进行研磨。用CTAB法进行组织裂解并离心获得上清溶液，然后加入磁珠进行DNA纯化，用ddH2O溶解，获得高质量的基因组DNA。
6.4.2 离心柱提取法
	该方法适合植物种子、肉质块根、高油高脂类组织的DNA提取。
选取新鲜组织100mg或干组织30mg装入写好编号的EP管或96孔深孔板中，放入真空冷冻烘干机进行干燥12小时以上，加入钢珠，盖上硅胶膜，置于自动化研磨仪中进行研磨。用含β-巯基乙醇和Rnase的裂解液37℃孵育30分钟，进行组织裂解。加入蛋白酶K后，水浴2-3小时。加入氯仿并混匀后离心，吸取上层水相至新的管孔中，并加入等体积缓冲液后，转入离心柱，进行2次漂洗后，用TE进行溶解，获得高质量的基因组DNA。
6.5 基因组DNA核酸类样本质量要求
6.5.1 基因组DNA完整性
	基因组DNA是组成生物基因组的所有DNA。其完整性应符合凝胶电泳主带单一，在23kb左右有清晰条带，且样本无严重降解。如主带不清晰，弥散现象严重则为严重降解。完整性检测图谱见附录A中A.1。
6.5.2 基因组DNA样本浓度
	单位体积的液体里含核酸的量，可使用质量浓度（ng/μL）表示。基因组DNA浓度低于20 ng/μL时仪器检测精度不够且影响文库构建的成功率，不同文库构建类型和不同高通量测序仪对样本浓度要求不同，样本浓度应大于20 ng/μL。


质量检测方法
7.1 主要设备和仪器
7.1.1 凝胶电泳仪：琼脂糖凝胶电泳相关设备。
7.1.2 琼脂糖凝胶成像仪。
7.1.3 毛细管电泳仪。
7.1.4 荧光定量仪：可配合荧光染料检测试剂快速完成核酸浓度的读取，最低应能检测0.1 ng/μL的DNA样本。

7.2 基因组DNA样本质量检测方法
7.2.1 基因组DNA样本片段大小检测
	采用凝胶电泳发检测DNA核酸样本的片段大小（DNA完整性），宜使用1%浓度的琼脂糖凝胶进行电泳，电压120 V，电泳时间30 min。
7.2.2 基因组DNA样本浓度检测
	采用荧光染料法进行核酸浓度的检测，按照对应的荧光染料检测试剂流程进行操作。

7.3 测序文库质量检测方法
7.3.1 测序文库片段大小检测
	采用毛细管电泳仪进行文库片段大小检测，按照对应的毛细管电泳仪设备和试剂流程进行操作。
7.3.2 测序文库浓度检测方法
	采用荧光染料法进行测序文库的检测，按照对应的荧光染料检测试剂流程进行操作。其中双链DNA文库采用适配dsDNA的荧光染料进行检测，单链DNA状态的文库（如环化产物、DNB等）采用ssDNA荧光染料进行检测。

高通量基因测序过程
8.1 通则
	本标准的高通量基因测序方法涉及如下步骤：
1） 对待测样品进行DNA提取和质控检测，得到合格的DNA样品；
2） 对合格的DNA样品进行文库构建：将待测的DNA进行片段化，将片段两端连上接头，通过PCR扩增后，进行文库片段选择，形成待测序文库。如果是进行目标区域的靶向测序，还需要用制备好的探针将待测序文库进行杂交捕获，得到靶向区域的文库，再进行一轮PCR扩增获得最终待测序文库。
3） 测序反应，同步收集测序信号：以测序文库为模板，四种带有荧光基团的游离核苷酸dNTP作为底物，在测序酶的作用下，底物核苷酸与文库模板进行配对与结合，核苷酸结合的荧光基团发出荧光，通过高清摄像头拍摄照片，收集荧光信号。
4） 测序信号的分析：对拍摄的照片进行处理分析，将信号照片转变为核苷酸碱基序列信息，得到测序原始数据数据（raw data），输出为FASTQ格式的数据文件。
5） 基因型检测：对得到的测序原始数据（raw data）进行数据质控及过滤，得到质控数据(clean data)。将质控数据(clean data)比对到参考基因组上，进行SNP calling，可获得变异序列SNP数据集。
6） 以联合探针锚定测序法实现农作物基因型检测为例，过程按附录A中图A.2所述方法进行。
8.2 联合探针锚定测序法测序
8.2.1 测序文库的制备及质控
	将质控合格的待测序的DNA片段化（机械打断或酶切打断）后制备成两端连有接头（含有与扩增及测序引物互补的序列）、接头中间有短序列标签结构的标签文库，并经过适当的PCR扩增得到含有待测核酸样品的测序文库。对测序文库分别进行浓度、片段大小的检测，文库浓度≥10ng/μL，文库片段大小主峰在300-500bp为合格文库。
8.2.2 测序文库的环化及DNB制备
	将双链的DNA测序文库进行95℃高温变性解链成单链，加入夹板引物（splint oligo）及T4连接酶反应体系进行环化反应。环化反应结束后加入核酸外切酶I（exo I）和核酸外切酶Ⅲ（exo Ⅲ）进行消化，去除未环化的DNA文库，再经纯化后得到文库环化产物。
	利用DNB制备试剂盒进行将环化产物制备成DNB。
8.2.2 DNB加载
	将准备好的DNB加载到测序载片中。
8.2.3 碱基循环测序
8.2．3.1 测序引物与DNB中测序引物结合位核酸序列的结合
	测序引物与待测核酸样品上携带的接头序列中的目标核酸测序片段引物结合位互补配对。
8.2.3.2 测序反应及荧光信号采集
	依次加入带特定荧光标记的脱氧核糖核苷酸（A、T、C、G），通过DNA聚合酶的作用，使得结合在待测核酸序列上的测序引物进行进行单碱基延伸反应。利用CCD照相机对测序载片进行拍照，采集单次延伸过程中发生了单碱基延伸的DNB中的荧光信号。信号采集完后，加入下一种带特定荧光标记的脱氧核糖核苷酸，进行单碱基延伸反应和荧光信号采集。四种脱氧核糖核苷酸的单碱基延伸反应和信号采集结束后，完成一轮（cycle）测序。
8.2.3.2 循环测序
	重复8.2.3.2的步骤，直至将所有信号采集完成。
8.2.3.3 双端（Paired-end）测序
	进行双端测序时，待read1端测序完成后，通过MDA聚合酶进行链置换反应，进行read2端测序。单端（single-end）测序不需要进行此步骤。
8.2.3.4 标签序列（barcode）测序
	标签序列测序引物与待测核酸样品上携带的接头序列中的barcode测序引物结合位互补配对。重复8.2.3.2步骤，直至将标签序列的信号采集完成。
8.2．3.5 分析采集的信号，输出碱基序列
	通过信号分析软件， 对采集得到的荧光信号图片进行处理和分析，得载片数据产出率、产出reads数、数据质量值、测序读长等高通量基因测序仪运行参数，并根据标签（barcode）序列将混合测序样品的数据进行拆分。

8.3 边合成边测序法测序
8.3.1 测序文库的制备及质控
	将质控合格的待测序的DNA片段化（机械打断或酶切打断）后制备成两端连有接头（含有与扩增及测序引物互补的序列）、接头中间有短序列标签结构的标签文库，并经过适当的PCR扩增得到含有待测核酸样品的测序文库。对测序文库分别进行浓度、片段大小的检测，文库浓度≥10ng/μL，文库片段大小主峰在300-500bp为合格文库。
8.3.2 测序文库加载到测序载片
	将符合质量要求的测序文库加载固定到测序载片上，通过桥式PCR技术（bridge-PCR），将测序文库在测序载片上进行大规模平行扩增（cluster generation）。
8.3.3 碱基循环测序
8.3.3.1 测序引物与DNB中测序引物结合位核酸序列的结合
	测序引物与待测核酸样品上携带的接头序列中的目标核酸测序片段引物结合位互补配对。
8.3.3.2 测序反应及荧光信号采集
	依次加入带特定荧光标记的脱氧核糖核苷酸（A、T、C、G），通过DNA聚合酶的作用，使得结合在待测核酸序列上的测序引物进行进行单碱基延伸反应。利用CCD照相机对测序载片进行拍照，采集单次延伸过程中发生了单碱基延伸的DNB中的荧光信号。信号采集完后，加入下一种带特定荧光标记的脱氧核糖核苷酸，进行单碱基延伸反应和荧光信号采集。四种脱氧核糖核苷酸的单碱基延伸反应和信号采集结束后，完成一轮（cycle）测序。
8.3.3.2 循环测序
	重复8.3.3.2的步骤，直至将所有信号采集完成。
8.3.3.3 双端（paired-end）测序
	进行双端测序时，待read1端测序完成，将read1测序产生的新序列洗脱，。
8.3.3.4 标签序列（barcode）测序
	标签序列测序引物与待测核酸样品上携带的接头序列中的barcode测序引物结合位互补配对。重复8.3.3.2步骤，直至将标签序列的信号采集完成。
8.3．3.5 分析采集的信号，输出碱基序列
	高通量测序得到的原始图像数据文件经碱基识别（base calling）分析转化为测序序列（reads），结果以FASTQ（简称为 fq）格式的文件进行存储，FASTQ格式中每一条测序序列用4行信息表示，应符合GB/T 35890-2018中6.1的要求，FASTQ格式文件示例如图A.3。

测序数据质控及基因分型检测
9.1 测序数据质量分析及过滤
9.1.1 测序数据质量分析
9.1.1.1 DNA测序数据包括基于高通量测序的光学或其他信号生成的碱基序列和每个碱基对应的质量值。高通量测序产生的DNA测序数据文件宜以FASTQ格式存放。FAATQ格式文件如附图B.2所示。FASTQ格式中每一条测序片段用4行信息表示，应符合GB/T 35890-2018中6.1的要求。
9.1.1.2 利用生物信息软件对产生的FASTQ格式文件进行数据量、数据质量和完备性进行统计分析，常用的生信软件有FASTP、FASTQC。
9.1.1.3 应根据GB/T 33767.14-2023中6.1.1的要求对DNA测序数据的准确性进行判断，满足要求则判定为符合质量要求，否则判定为不符合质量要求。

9.1.2 测序数据过滤
9.1.2.1 应能将符合质量要求的原始数据转化为纯净数据（clean data）。
9.1.2.2 纯净数据的文件仍是FASTQ格式，应符合GB/T 35890-2018中6.1的要求，且不应包含测序建库接头序列。
	注：接头序列是一段已知的短核苷酸序列，用于连接未知的目标测序片段。

9.2 基因型分型
	基因型分型是利用高质量测序数据确定受检测的农作物植株的基因型，分为序列比对、变异检测及基因型鉴定等步骤。
9.2.1 序列比对
将经过过滤的纯净数据与目标参考序列进行比对，确定相对位置关系的比对文件。比对过程中每个短序列应分配一个比对质量值表示映射质量分数，已表明比对过程的可信度；测序深度和覆盖度通过参考序列的参考基因组位置次数和范围来计算，比对数据准确率应不低于95%。DNA比对数据的格式宜为SAM/BAM格式。
注1：SAM/BAM格式：基于文本的储存核算序列及其测序质量和序列比对相关的信息，其头部为注释信息，主体部分以每一行表示一条序列且每行以制表符分隔的标准格式，BAM格式是SAM格式的二进制压缩格式。
注2：比对质量值：比对到错误位置的概率的整数映射，用来衡量比对正确的概率，通常以数字值直接表示。
[GB/T 33767.14-2023，5.1，6.1.2，略有修改]

9.2.2 个体变异检测
	基于序列比对结果，利用生信分析工具确定个体基因组中的SNPs、InDel和SVs等变异，输出GVCF文件。常用的生信分析工具有GATK、FreeBayes等。
9.2.3 群体变异检测
	在群体研究中，利用生信分析工具整合突变群体的变异信息，主要是SNPs信息，输出VCF文件。常用的生信分析工具有GATK、samtools、vcftools等。

9.2.4 基因型鉴定
9.2.4.1 基因型鉴定是对vcf文件由适用的分型软件进行SNP分型得到的数据。
9.2.4.2 SNP分型数据应包含但不限于样本编号、SNP名称和基因型；基因型以ACGT表示，未得到基因型或无法明确判定基因型的记为“NA”。
9.2.4.3 对基因型数据的准确性、完备性和可溯性等指标进行统计分析。基因分型数据准确率应不低于98%。
9.2.4.4 根据GB/T 33767.14-2023中6.1、6.2、6.3的要求对序列比对结果分析产生的基因型数据进行判断，满足全部要求则判定为符合质量要求，否则判定为不符合质量要求。


附录A
（资料性）
核酸类样本完整性检测示例图

A.1核酸类样本完整性检测示例图
凝胶电泳检测基因组DNA样本完整性结果见图A.1。泳道1-15为合格DNA样本，泳道16为maker。
[image: ]
图A.1 凝胶电泳检测结果
说明：
M--marker，参照标准，用于指示核算分子大小的一系列核酸分子；
bp--base pair，碱基对，用于表示DNA核酸类样本分子大小的单位。
注1：泳道1-15，样本DNA在15kb左右主带清晰，无严重降解现象。

A.2 联合探针锚定测序法进行基因型检测流程图
[image: ]
附图A.2 联合探针锚定测序法进行基因型检测流程图



A.3 FASTQ格式文件示例图
[image: ]
附图A.3 FASTQ格式文件示例图
说明：
(1) 第一行以“@”开头，随后为测序仪测序识别符和描述文字； 
(2) 第二行是碱基序列； 
(3) 第三行以“+”开头，随后为测序仪测序标识别符，一般省略； 
(4) 第四行是对应碱基的测序质量，该行中每个字符对应的 ASCII 值减去 33，即为对应第二行碱基的测序质量值。
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