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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ НАНОПОРОВЫХ СЕКВЕНАТОРОВ MINION 
И НАНОПОРУС В ЗАДАЧЕ ИДЕНТИФИКАЦИИ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ ПАТОГЕНОВ

Д.А. Григорян, И.Ф. Стеценко, Б.С. Гуков, А.Д. Мацвай, Г.А. Шипулин

Центр стратегического планирования и управления медико-биологическими рисками здоровью Федерального медико-биологического агентства, 
Москва, Россия

Введение. Технологии нанопорового секвенирования стали рутинным инструментом в науке и медицине, широко применяются в исследовании 

разнообразия и распространения патогенов, играют ключевую роль в полевой эпидемиологии.

Цель. Проведение сравнительного анализа функциональных возможностей секвенаторов третьего поколения MinION и Нанопорус в задаче вы-

явления патогенов в биологическом материале, включая сопоставление таксономического состава, определенного с их использованием, с ре-

зультатами, полученными на референсной платформе второго поколения MiSeq (Illumina).

Материалы и методы. Проведено исследование 138 образцов архивной ДНК с известным таксономическим составом (исследованы 14 семейств, 

20 родов и 43 вида патогенов вирусной и бактериальной природы, суммарно 169 возбудителей инфекций). В исследовании использовались на-

нопоровые секвенаторы MinION и Нанопорус с оригинальными проточными ячейками R9.4.1 и R10.4.1 от ONT, а также высокопроизводительная 

платформа MiSeq от Illumina для предварительной идентификации состава исследуемых образцов, содержащих различные титры нуклеиновых 

кислот возбудителей инфекций ряда таксономических групп. Сравнительный анализ полученных данных (количество последовательностей, сред-

ние показатели качества прочтений (Qscore) для каждого нуклеотида, GC-состав последовательностей, распределение длин последовательно-

стей, уровень дупликаций прочтений) проводился биоинформатическим инструментом MultiQC (версия 1.20).

Результаты. В ходе проведенных исследований на приборах MinION и Нанопорус было идентифицировано 98,8 и 97,6% патогенов соответ-

ственно, включая малоизученные или новые вирусы. Применение последней версии проточной ячейки на обоих приборах значительно снизило 

долю низкокачественных прочтений. Полученные данные продемонстрировали высокую степень корреляции между результатами секвенаторов 

второго и третьего поколений, что подтверждает сопоставимость и взаимозаменяемость этих технологий в задаче идентификации нуклеиновых 

кислот патогенов.

Выводы. Результаты исследования демонстрируют потенциал нанопоровых секвенаторов MinION и Нанопорус для применения в эпидемиологи-

ческом надзоре. Приборы способны обеспечивать высокую точность идентификации патогенов различной природы и благодаря своей компакт-

ности и портативности могут существенно повысить скорость диагностики и мониторинга инфекционных заболеваний.
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COMPARATIVE EVALUATION OF MINION AND NANOPORUS NANOPORE SEQUENCERS IN 
IDENTIFICATION OF PATHOGEN NUCLEIC ACIDS

Diana A. Grigoryan, Ivan F. Stetsenko, Boris S. Gukov, Alina D. Matsvay, German A. Shipulin

Centre for Strategic Planning of the Federal Medical and Biological Agency, Moscow, Russia

Introduction. Nanopore sequencing technologies have become routine methods in science and medicine, being widely used in the study of pathogen diver-

sity and distribution and playing a key role in field epidemiology.

Objective. Comparative evaluation of the functional capabilities of third-generation MinION and Nanoporus sequencers in the detection of pathogens in 

biological material, including comparison of the as-determined taxonomic composition with the results obtained using the second-generation MiSeq (Illumina) 

reference platform.

Materials and methods. A total of 138 archival DNA samples with known taxonomic composition (14 families, 20 genus, and 43 species of viral and bacte-

rial pathogens; altogether 169 pathogens) were analyzed. MinION and Nanoporus nanopore sequencers with original R9.4.1 and R10.4.1 flow cells (ONT), 

as well as the high-performance MiSeq (Illumina) platform were used for preliminary identification of the composition of samples containing different titers 

of pathogen nucleic acids belonging to various taxonomic groups. Comparative evaluation of the obtained data (number of sequences, average read qual-

ity scores (Qscore) for each nucleotide, GC-content of sequences, sequence length distribution, read duplication level) was performed using the MultiQC 

bioinformatics tool (version 1.20).

Results. The MinION and Nanoporus devices identified 98.8% and 97.6% of pathogens, respectively, including understudied or new viruses. The use of the 

latest-version flow cell on both devices significantly reduced the share of low-quality reads. The findings demonstrate a high degree of correlation between 

the results obtained by the second- and third-generation sequencers, which confirms the comparability and interchangeability of these technologies for the 

purposes of pathogen nucleic acid identification.

Conclusions. The study results demonstrate the potential of MinION and Nanoporus nanopore sequencers for epidemiologic surveillance. These devices 

are capable of identifying pathogens of different nature with high accuracy and, due to their compactness and portability, facilitating the diagnostics and 

monitoring of infectious diseases.
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ВВЕДЕНИЕ

На сегодняшний день технологии секвенирования вош-
ли в список рутинных методов, применяемых во многих 
областях молекулярной биологии, что позволяет опера-
тивно и достоверно выявлять мутации и генетические ва-
риации вирусов, идентифицировать новые патогены, про-
гнозировать их эволюционные изменения, отслеживать 
динамику распространения в популяциях и анализиро-
вать филогенетические связи [1–3]. Нанопоровое секве-
нирование было впервые представлено компанией Oxford 
Nanopore Technologies (ONT) в 2014 году с устройством 
MinION [4]. Данная технология обладает множеством уни-
кальных преимуществ, обусловливающих ее востребо-
ванность в современной медицине и науке [5]. Благодаря 
способности секвенировать длинные фрагменты ДНК 
и РНК стало возможным обнаружение структурных ва-
риаций и эпигенетических модификаций [6–8]. Однако 
ключевым достоинством данного метода секвенирова-
ния является компактность нанопоровых секвенаторов, 
их способность работать посредством подключения 
к USB-интерфейсу ноутбука, а также низкие требования 
к оснащенности лаборатории, что открывает возможно-
сти применения данных приборов в различных условиях, 
включая полевые исследования [9].

Технология нанопорового секвенирования уже оказа-
ла значительное влияние на различные области медици-
ны, включая диагностику и лечение генетических забо-
леваний [10, 11], персонализированную медицину [2, 12], 
исследование рака [6, 13, 14]. Благодаря своей скорости 
и мобильности нанопоровое секвенирование является 
значимым инструментом для эпидемиологического над-
зора и контроля за вспышками заболеваемости [9, 15–17]. 
В частности, в условиях пандемии COVID-19 нанопоровое 
секвенирование сыграло существенную роль в оператив-
ной идентификации штаммов вирусов и выявлении новых 
генетических вариаций патогенов [12, 17, 18]. Также данная 
технология зарекомендовала себя в качестве надежной 
альтернативы традиционным методам секвенирования 
полных геномов вирусов [15, 19]. Эти качества особенно 
значимы в условиях глобальных пандемий и вспышек но-
вых инфекций, поскольку оперативно полученные данные 
играют решающее значение в процессе принятия реше-
ний в области общественного здравоохранения.

Помимо оригинальных платформ третьего поколения 
от компании Oxford Nanopore Technologies, на рынке при-
сутствует аналогичное по функционалу устройство рос-
сийского производства  —  Нанопорус. Данный прибор 

предназначен для нанопорового секвенирования с ис-
пользованием оригинальных проточных ячеек от Oxford 
Nanopore Technologies.

Цель исследования  —  проведение сравнительного 
анализа функциональных возможностей секвенаторов 
третьего поколения MinION и Нанопорус в задаче выяв-
ления патогенов в биологическом материале, включая 
сопоставление таксономического состава, определен-
ного с их использованием, с результатами, полученными 
на референсной платформе второго поколения MiSeq 
(Illumina).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В рамках двух этапов исследования было проанализиро-
вано 138 образцов архивной ДНК из коллекции лабора-
тории с известным таксономическим составом и различ-
ным титром нуклеиновых кислот возбудителей инфекций 
ряда таксономических групп (исследованы 14 семейств, 
20 родов и 43 вида патогенов вирусной и бактериаль-
ной природы, суммарно 169 возбудителей инфекций). 
Идентификация патогенного состава исследуемого мате-
риала была предварительно проведена посредством вы-
сокопроизводительного секвенирования на платформе 
MiSeq (Illumina). На основании данных локального вырав-
нивания нуклеотидных и белковых последовательностей 
выполняли анализ показателей схожести с последова-
тельностями из базы данных, применяемых для таксоно-
мической идентификации.

В ходе подготовки ампликонных ДНК-библиотек при-
меняли следующие наборы реагентов: восстановление 
концов двуцепочечных фрагментов ДНК и безматричное 
аденилирование проведено набором реагентов NEBNext 
Ultra II End Repair/dA-Tailing Module (New England Biolabs), 
лигирование адаптерной последовательности из соста-
ва набора PCR Barcoding Expansion 1-96 (EXP-PBC096) 
(ONT) проводили с применением реагента Blunt/TA Ligase 
Master Mix (New England Biolabs), баркодирование библи-
отек осуществлялось набором баркодов PCR Barcoding 
Expansion 1-96 (EXP-PBC096) (ONT). Все наборы исполь-
зовались согласно инструкции производителя.

Подготовку ДНК-библиотек для секвенирования 
на проточной ячейке R9.4.1 проводили с применением на-
бора реагентов Ligation Sequencing Kit (SQK-LSK109) (ONT) 
с последующей загрузкой в проточную ячейку. Подготовку 
ДНК-библиотек для секвенирования на проточной ячейке 
R10.4.1 проводили набором реагентов Ligation Sequencing 
Kit V14 (SQK-NBD114) (ONT) с последующей загрузкой 
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в проточную ячейку. Последовательность применения 
секвенаторов определяли с учетом технических и мето-
дологических соображений. На первом этапе исследо-
вания, при первичном использовании проточной ячейки 
R9.4.1, секвенирование сначала проводили на секвенаторе 
MinION, который обеспечивал заведомо стабильную рабо-
ту ячейки. Этот порядок был выбран для минимизации по-
тенциальных рисков, связанных с возможным снижением 
стабильности или функциональности ячейки после ее при-
менения на секвенаторе Нанопорус. На втором этапе с це-
лью тестирования секвенатора Нанопорус на воздействие 
на функциональные характеристики ячейки для последу-
ющего использования в приборе MinION секвенирование 
проводили сначала на Нанопорусе, а затем на MinION.

Запись детектируемого сигнала с приборов осущест-
вляли программным обеспечением MinKNOW версии 
23.11.4; бейсколинг данных в формате pod5 проводили 
программой Dorado версии 7.2.13 (ONT). С целью обеспе-
чения корректности сравнения качества секвенирования 
и таксономической идентификации тестируемыми при-
борами для каждого образца отбирали одинаковое коли-
чество прочтений, представляющих случайную выборку, 
сформированную посредством биоинформатического 
инструмента SeqKit (версия v2.8.0). Оценку качества про-
чтений в формате fastq осуществляли с применением 
биоинформатических инструментов Trimmomatic (вер-
сия 0.32), FastQC (версия v0.12.0). Сравнительный ана-
лиз полученных данных (количество последовательно-
стей, средние показатели качества прочтений (Qscore) 
для каждого нуклеотида, GC-состав последовательно-
стей, распределение длин последовательностей, уровень 
дупликаций прочтений) проводили биоинформатическим 
инструментом MultiQC (версия 1.20). Таксономическую 
идентификацию вирусного состава образцов проводили 
с использованием программного обеспечения PathogenID 
(ФМБА, Россия). В качестве референсного инструмента 

для сопоставления результатов определения таксономи-
ческого состава образцов использовались данные, полу-
ченные на платформе второго поколения (MiSeq, Illumina).

Для проведения сравнительного анализа тестируе-
мых секвенаторов исследуемые инфекционные агенты 
разделяли на 5 групп в соответствии с показателем так-
сономической идентификации (% Identity), полученным 
в результате высокопроизводительного секвенирования. 
Группам вирусов присваивали следующие идентификато-
ры: Группа № 1 — 30 патогенов, 100–97% Identity, Группа 
№ 2 — 29 патогенов, 96–94 % Identity, Группа № 3 — 39 па-
тогенов, 93–90 % Identity, Группа № 4 — 35 патогенов, 89–
80 % Identity, Группа №5 — 24 патогена, 79–71 % Identity. 
Представленные группы патогенов моделируют анализ 
дивергентных групп патогенов, в частности новых штам-
мов, видов. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Сравнение стабильности передачи данных 
и качества секвенирования

С использованием программного обеспечения MinKNOW 
выполнена оценка стабильности передачи данных с при-
бора на управляющий компьютер. В ходе анализа гра-
фиков, полученных с приборов MinION и Нанопорус с ис-
пользованием проточной ячейки R10.4.1, значительных 
флуктуаций и сбоев в передаче сигнала, а также откло-
нений от равномерного распределения скорости транс-
локации ДНК через пору не зарегистрировано (рис. 1 
А2, Б2). Графики поддержания температурного режима 
на протяжении всего процесса секвенирования указыва-
ли на отсутствие нарушений в работе секвенаторов, коле-
бания температуры были незначительными и оставались 
в пределах допустимых значений, соответствующие дан-
ные представлены на рисунке 1 А1, Б1.

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 1. Графическое представление ключевых параметров работы секвенаторов MinION и Нанопорус
Примечание: A1, Б1 — поддержание температурного режима в ходе секвенирования; A2, Б2 — скорость транслокации ДНК через пору. Графики полу-
чены с использованием программного обеспечения MinKNOW версии 23.11.4.
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Рисунок подготовлен авторами

Рис. 2. Сравнение показателей качества прочтений, полученных с секвенаторов MinION и Нанопорус
Примечание: график A.1 — общее количество последовательностей, полученных с каждого прибора; график A.2 — распределение ридов по длине 
прочтений; график A.3 — средние значения качества прочтений (Qscore) для каждого нуклеотида; график A.4 — количество прочтений в зависимости 
от показателя качества (Qscore); график A.5 — содержание GC в последовательностях, выраженное в процентах; график A.6 — уровень дупликаций 
прочтений; график A.7 — нуклеотидный состав прочтений, полученных секвенатором MinION; график A.8 — нуклеотидный состав прочтений, получен-
ных секвенатором Нанопорус.
Соответствующие данные для проточной ячейки R10.4.1 показаны на графиках Б.1–Б.8.
Графики соответствуют данным, зарегистрированным при использовании проточных ячеек R9.4.1 и R10.4.1.
Показатели качества прочтений получены биоинформатическим инструментом MultiQC (версия 1.20).

Проведено сравнение показателей качества прочте-
ний, полученных с проточных ячеек как старого, так и но-
вого типа для секвенаторов MinION и Нанопорус (рис. 2). 
Анализ представленных графиков установил увеличе-
ние значения параметра Qscore, отражающего точность 
идентификации оснований в прочтениях, и снижение 
уровня дупликаций при использовании проточной ячейки 
последней версии R10.4.1, также установлено соответ-
ствие всех представленных метрик оценки качества про-
чтений, полученных с двух сравниваемых нанопоровых 
секвенаторов.

Рассчитаны дополнительные показатели качества сек-
венирования, а именно метрики N50, N95, N5, а также про-
цент ридов с качеством выше Q20 и Q30, соответствующие 
данные представлены в таблице 1. В ходе сравнительного 
анализа процента последовательностей с качеством выше 
Q20 и Q30 установлено, что при использовании проточной 
ячейки более ранней версии (R9.4.1) около 70% данных 

имеют качество ниже Q20 и примерно 97,3% — ниже Q30 
на обоих секвенаторах. В то время как при применении 
проточной ячейки последней версии R10.4.1, доля дан-
ных с качеством ниже Q20 составляет менее 55%, а ниже 
Q30 — менее 76%. Существенных различий в показателях 
N50, N95, N5, а также в проценте последовательностей 
с качеством выше Q20 и Q30 между двумя различными 
приборами третьего поколения не выявлено.

Анализ корреляции данных идентификации 
патогенов между приборами

Исследуемый материал содержал фрагменты геномов 
патогенов следующих семейств: Pseudomonadaceae, 
Circoviridae, Adenoviridae, Coronaviridae, Orthomyxoviridae, 
Parvoviridae, Polyomaviridae, Astroviridae, Caliciviridae, 
Picornaviridae, Solemoviridae, Hepeviridae, Partitiviridae, 
Tymoviridae.
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Семейство Adenoviridae насчитывало 12 образцов и 5 
видов патогенов с вирусной нагрузкой от 7,22 до 0,33% 
прочтений на образец по данным высокопроизводитель-
ного секвенирования. В результате обработки данных, 
полученных приборами MinION и Нанопорус, таксоно-
мический состав был подтвержден у 11 (92%) и 10 (83%) 
образцов соответственно. Семейство Circoviridae насчи-
тывало 35 образцов и 11 различных видов патогенов с ви-
русной нагрузкой от 57,27 до 0,04% прочтений по данным 
секвенирования на платформе Illumina. В результате об-
работки данных с секвенаторов MinION и Нанопорус так-
сономический состав был подтвержден у 34 (97%) и 33 
(94%) образцов соответственно. Несмотря на то что иден-
тификация целевого патогена нанопоровыми секвенато-
рами была проведена не для 100% образцов, содержа-
щих вирусы данных семейств (Adenoviridae и Circoviridae), 
в ходе выравнивания нуклеотидных последовательностей 
на референсные базы данных для ряда образцов было 
получено более детальное типирование вирусов нанопо-
ровыми данными.

Согласно данным высокопроизводительного секве-
нирования на платформе Illumina семейство Coronaviridae 
насчитывало 70 образцов и 9 различных видов патогенов 
с вирусной нагрузкой от 49,52 до 0,15% прочтений; выбор-
ка образцов семейства Orthomyxoviridae насчитывала 6 об-
разцов и 1 вид с вирусной нагрузкой от 28,97 до 1,32% про-
чтений; выборка образцов семейства Pseudomonadaceae 
насчитывала 12 образцов и 1 вид; тестируемая группа се-
мейства Parvoviridae насчитывала 15 образцов и 11 видов 
патогенов с вирусной нагрузкой от 28,12 до 0,22% прочте-
ний; семейство Picornaviridae насчитывало 4 образца и 4 
вида патогенов с вирусной нагрузкой от 11,53 до 0,3% про-
чтений. И так же, как и у семейств Astroviridae, Caliciviridae, 
Polyomaviridae, Solemoviridae, Tymoviridae, Partitiviridae 
и Hepeviridae, насчитывающих единичные образцы, 
идентификация таксономического состава семейств 
Coronaviridae, Parvoviridae, Picornaviridae и Orthomyxoviridae 
проведена у 100% образцов в ходе секвенирования третье-
го поколения на приборах MinION и Нанопорус. Суммарно 
нанопоровыми секвенаторами MinION и Нанопорус было 
идентифицировано 167 (98,8%) и 165 (97,6%) патогенов со-
ответственно.

Для наиболее представленных семейств вирусов про-
водили сравнение процента прочтений, приходящихся 
на целевой возбудитель инфекций. Для более доступной 
визуализации сопоставления данные взяты в логарифми-
ческой шкале и проанализированы для трех пар секвена-
торов: MiSeq и MinION (A), MiSeq и Нанопорус (Б), а также 
MinION и Нанопорус (В) (рис. 3). На графиках отмечали 
возрастание уровня корреляции между результатами 
секвенирования по мере увеличения вирусной нагрузки 

в образцах, в особенности между данными нанопорово-
го секвенирования при уровне нагрузки более двух ло-
гарифмических единиц. При низкой вирусной нагрузке 
выявлены отклонения, в частности между данными, полу-
ченными на платформе Illumina, и данными секвенаторов 
третьего поколения.

Для оценки взаимосвязи показателей процентной ви-
русной нагрузки на трех приборах рассчитывали коэффи-
циент корреляции Пирсона. Анализ данных, собранных 
с обеих проточных ячеек, показал следующие результа-
ты: коэффициент корреляции между платформами MiSeq 
и MinION составлял r = 0,567 (p ≤ 0,05), что указывало 
на умеренную положительную зависимость. Между MiSeq 
и Нанопорус зафиксирован коэффициент r = 0,544 (p ≤ 
0,05), также свидетельствующий об умеренной положи-
тельной связи. Наивысшее значение корреляции наблюда-
лось между секвенаторами Нанопорус и MinION, равное r 
= 0,993 (p ≤ 0,05), что указывало на практически полное 
совпадение результатов между этими двумя приборами.

В ходе исследования сравнивали группы инфекци-
онных агентов, сформированные согласно диапазону 
таксономической идентичности (% Identity), по средним 
значениям показателей таксономической идентификации 
(e-value, % Identity, длина выравнивания (пары нуклеотид-
ных оснований п.о.), процент прочтений целевого вируса), 
полученным на тестируемых приборах (рис. 4).

Для всех представленных групп патогенов показате-
ли % Identity и e-value, полученные на платформе MiSeq, 
незначительно превышали аналогичные показатели, по-
лученные на нанопоровых секвенаторах. В то же время 
показатель длины выравнивания последовательностей де-
монстрировали обратную зависимость. Гистограммы ука-
зывали на высокую степень соответствия показателей вы-
явления инфекционных агентов между тремя приборами.

Для визуализации различий в достоверности таксоно-
мической идентификации, обеспечиваемой тестируемыми 
секвенаторами, проводили моделирование вариационно-
го распределения вирусной нагрузки и процента идентич-
ности на основании данных, полученных с трех приборов 
(рис. 5). По результатам первого этапа исследования (95 
образцов) (A) наблюдали следующую модель распределе-
ния показателей: на платформе MiSeq основное скопление 
данных располагалось в диапазоне высокой идентичности 
(90–100%) и средней вирусной нагрузки (2–3 логарифмиче-
ские единицы); при использовании проточной ячейки R9.4.1 
платформа MinION демонстрировала плотное скопление 
данных в области с высокой идентичностью (более 90%) 
и относительно высокой вирусной нагрузкой (2–3 логариф-
мические единицы); данные с секвенатора Нанопорус рас-
пределялись шире по оси идентичности, однако основное 
дисперсионное скопление также находилось в пределах 

Таблица 1. Показатели качества секвенирования на оригинальных проточных ячейках R10.4.1 и R9.4.1 на секвенаторах третьего поколения Нанопорус 
и MinION

Параметры оценки качества прочтений
Проточная ячейка 

R10.4.1, секвенатор 
MinION

Проточная ячейка 
R10.4.1, секвенатор 

Нанопорус

Проточная ячейка 
R9.4.1, секвенатор 

MinION

Проточная ячейка 
R9.4.1, секвенатор 

Нанопорус

Средняя длина прочтения, ед. нуклеотидов 407,8 417,1 447 435

Максимальная длина прочтения, ед. нуклеотидов 1500 1500 1399 1388

N50 411 425 454 446

N5 250 256 289 275

N95 900 904 871 860

Таблица подготовлена авторами по собственным данным
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Рис. 3. Сравнение процентного содержания прочтений целевых патоге-
нов наиболее представленных семейств
Примечание: график А — секвенаторы MiSeq и MinION; график Б — сек-
венаторы MiSeq и Нанопорус; график В  —  секвенаторы MinION и На-
нопорус.
Точка на графиках — один исследуемый вирус.
Значения вирусной нагрузки представлены в логарифмической шкале.
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Рис. 4. Сравнение средних значений параметров таксономической идентификации (патогенная нагрузка, % Identity, длина выравнивания, e-value), 
полученных в результате секвенирования на приборах MiSeq, MinION и Нанопорус
Примечание: анализ выполнен на основании данных, полученных с проточных ячеек двух последних версий.
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90% идентичности. По результатам второго этапа исследо-
вания (43 образца, предположительно содержащих нукле-
иновые кислоты малоизученных патогенов) (Б) получили 
следующий профиль данных: на платформе MiSeq наблю-
далось смещение плотности данных в сторону более низ-
кой идентичности и вирусной нагрузки, что объясняется 
особенностями исследуемого материала; при использова-
нии проточной ячейки R10.4.1 данные с MinION концентри-
ровались в узком диапазоне 85% идентичности и относи-
тельно высокой вирусной нагрузки (2–3 логарифмические 
единицы); секвенатор Нанопорус демонстрировал менее 
плотное распределение данных относительно показателей 
своего аналога, но сопоставимую вирусную нагрузку.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Долгое время компания Oxford Nanopore Technologies 
(ONT) оставалась единственным разработчиком, предла-
гающим решения в области нанопорового секвенирова-
ния. Однако за последний год на рынок вышли несколь-
ко аналогичных платформ. В частности, сравнительно 
недавно были анонсированы китайские секвенаторы: 
QNome-3841 и QNome-3841hex от компании QitanTech, 
которые уже нашли применение в задачах судебно-меди-

цинской генетики и исследованиях полных бактериальных 
геномов [27, 28]; CycloneSEQ от компании MGI, показавший 
существенные результаты в сборке геномов de novo, а так-
же в метагеномном и single-cell секвенировании согласно 
опубликованному разработчиками платформы исследо-
ванию [20]. На момент проведения исследования сравни-
тельный анализ CycloneSEQ и Gnome с системами, такими 
как MinION, был невозможен ввиду недавнего анонса плат-
форм. Нанопоровый секвенатор Нанопорус, представляю-
щий собой аналог широко известного устройства MinION, 
был анонсирован в конце 2023 года и введен в коммер-
ческое использование в начале 2024 года. На момент на-
писания исследования авторам не удалось обнаружить 
в открытом доступе исследований, посвященных прямому 
сопоставлению характеристик данных приборов, в связи 
с чем наши выводы основаны исключительно на собствен-
ных экспериментальных данных.

В ходе тестирования секвенатора Нанопорус на-
рушений или отклонений в работе выявлено не было. 
Подтверждена совместимость прибора с оригинальными 
проточными ячейками двух последних версий, наборами 
для подготовки библиотек и программным обеспечением 
от компании Oxford Nanopore Technologies. Данные о ско-
рости транслокации ДНК через нанопоры не выявили 

Рисунок подготовлен авторами

Рис. 5. Дисперсионное распределение патогенной нагрузки и процента идентичности для данных, полученных секвенаторами MiSeq, MinION 
и Нанопорус
Примечание: графики соответствуют данным, зарегистрированным при использовании проточных ячеек R9.4.1(A) и R10.4.1(Б).
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искажений сигнала, что указывает на отсутствие суще-
ственных отклонений от ожидаемых показателей каче-
ства передачи информации на управляющий компьютер. 
Показатели устойчивости поддержания температурного 
режима нанопоровыми секвенаторами свидетельству-
ют о минимальных колебаниях температуры, что важно 
для стабильной работы нанопор, обеспечения точности 
секвенирования, предотвращения деградации библиоте-
ки и поддержания оптимальных условий функционирова-
ния ферментов, участвующих в процессе секвенирова-
ния. В рамках данного анализа установлено соответствие 
оборудования заявленным характеристикам и функцио-
нальным требованиям.

Обновленная проточная ячейка R10.4.1 значитель-
но улучшает точность и стабильность секвенирования, 
что подтверждается увеличением средних значений 
параметра Qscore на обеих нанопоровых платформах 
по сравнению с предыдущей версией проточной ячейки. 
Существующие исследования в данной области подтверж-
дают, что последняя версия проточных ячеек от компании 
ONT обеспечивает значительное улучшение точности и ка-
чества прочтений [21]. Согласно предоставленным авто-
рами данным процент пар оснований с качеством прочте-
ний Q15 для проточной ячейки R10.4.1 в шесть раз выше, 
чем для версии R9.4.1; в случае проведения бактериаль-
ной сборки генома авторам удалось собрать 97% гено-
ма посредством более ранней версии проточной ячейки, 
а в случае R10.4.1 это значение увеличилось до 98%. В на-
шем исследовании наблюдается аналогичное улучшение: 
доля прочтений с качеством ниже Q20 и Q30 значительно 
уменьшается; количество низкокачественных прочтений 
ниже Q20 снижается с 70 до 55%, а ниже Q30 — с 97,3 
до 76%. Это указывает на повышение точности и надеж-
ности секвенирования с использованием новой химии V14 
и проточных ячеек R10.4.1 от ONT.

Секвенирование второго поколения признано высо-
коточным и достоверным методом детекции нуклеино-
вых кислот инфекционных агентов благодаря высокому 
качеству чтения нуклеотидов, что позволяет классифи-
цировать его как ведущую технологию среди альтерна-
тивных методов молекулярной диагностики [22]. Однако 
технология нанопорового секвенирования (ONT) пред-
лагает ряд уникальных преимуществ, таких как компакт-
ность и мобильность, что особенно выделяется на фоне 
сложных оптических систем, необходимых для секвени-
рования второго поколения. Эти характеристики ONT 
позволяют эффективно использовать технологию в ус-
ловиях ограниченных ресурсов и оперативных полевых 
исследований, что является важным фактором для вне-
дрения данного метода в процессы эпидемиологическо-
го надзора.

Ранее проведенные исследования продемонстри-
ровали потенциал ONT в качестве альтернативы высо-
копроизводительным платформам второго поколения. 
В частности, в рамках исследования, оценивающего воз-
можности идентификации патогенов бактериальной при-
роды с использованием секвенаторов MinION и Illumina 
(тип прибора второго поколения не уточняется), на обоих 
приборах успешно выполнена идентификация вида, се-
ротипов, MLST профилей и подтипов шига-токсина в изо-
лятах Escherichia coli (STEC) [23]. В ходе другого иссле-
дования, посвященного идентификации бактериального 
состава эталонного образца, содержащего 8 различных 
патогенов, установлено, что производительность клас-
сификации на уровне семейства и рода преобладала 

при использовании MinION. Тем не менее на уровне 
вида идентификация патогенов оказалась более точной 
на платформе MiSeq. Важно отметить, что для MinION 
использовалась проточная ячейка версии R9.4.1 [24]. Ряд 
других исследований, посвященных оценке эффектив-
ности применения разных поколений секвенирования 
для выявления вирусных патогенов, в частности пред-
ставителей родов Alphavirus [25] и Adenovirus [26], также 
демонстрируют лишь незначительное преимущество 
платформ второго поколения по качеству идентификации 
в сравнении с результатами, полученными на нанопоро-
вых секвенаторах. Наши данные подтверждают выводы, 
сделанные в вышеописанных исследованиях, демонстри-
руя высокую корреляцию между результатами детекции 
патогенов секвенаторами разных поколений. На прибо-
рах MinION и Нанопорус было идентифицировано 98,8 
и 97,6% патогенов соответственно из числа инфекцион-
ных агентов, детектированных платформой MiSeq. Также 
установлено, что с увеличением патогенной нагрузки 
в образце наблюдается повышение уровня сходимости 
результатов секвенирования второго и третьего поколе-
ния. Особенно высокое соответствие отмечается между 
данными, полученными с платформ MinION и Нанопорус 
по мере превышения среднего значения титра нуклеино-
вых кислот патогенов в исследуемых образцах. В связи 
с этим ct MinION и Нанопорус можно считать взаимоза-
меняемыми в контексте задач по идентификации и коли-
чественной оценке патогенов.

В ходе исследования проведена оценка способности 
нанопоровых секвенаторов выявлять новые или мало-
изученные вирусные вариации. В выборке исследуемо-
го контрольного материала присутствовали образцы, 
для которых предварительная идентификация патоген-
ного состава с использованием платформы MiSeq выпол-
нена с низкими показателями качества выравнивания, 
что может свидетельствовать об ограниченной пред-
ставленности данных вариаций патогенов в существую-
щих базах данных или на полное отсутствие информации 
о них. Анализ дисперсионного распределения и параме-
тров качества таксономической идентификации демон-
стрировал значительное соответствие данных второго 
и третьего поколения. Это свидетельствует о способно-
сти нанопоровых секвенаторов MinION и Нанопорус вы-
являть ранее неизвестные или малоизученные вирусы 
на уровне, сопоставимом с высокопроизводительными 
платформами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Устройство Нанопорус продемонстрировало совмести-
мость с проточными ячейками последних двух версий, 
наборами для подготовки библиотек и программным 
обеспечением компании Oxford Nanopore Technologies, 
что позволяет его интегрировать в существующие ла-
бораторные процессы без необходимости значительных 
модификаций рабочих протоколов. Результаты сравни-
тельного анализа подтвердили высокий уровень согла-
сованности данных таксономической идентификации 
патогенного состава, полученных с использованием 
секвенаторов третьего поколения MinION и Нанопорус, 
с результатами, обеспечиваемыми платформой второ-
го поколения MiSeq. На основании полученных данных 
ограничений для применения нанопоровых секвенаторов 
MinION и Нанопорус в лабораторных исследованиях по об-
наружению патогенных микроорганизмов не выявлено.
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