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"技术应用于育种研究时面临的短时

间内快速完成大批量样品基因分型的挑战$本研究基于自动化移液工作站建立了
4)G78AP@A

文库自动化构建体系并评估

了此方法在文库构建中的可靠性%本研究基于自动化移液工作站建立了
4)G78AP@A

文库自动化构建流程$并评估了此方

法在文库构建中的可靠性%结果表明扩增产物具有较高均匀性$浓度范围在
"LY5
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L6YK=

F
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'

,

之间'

T#Y:L[

的文库可获

得清晰文库条带'文库位点捕获效率均在
TK[

以上$分型位点比例能达到
5##[

$与标准
Zd1

文库数据相比$位点分型准

确性也在
TK[

!

5##[

之间%此自动化文库构建流程可并行处理
T:

个样品的文库制备$整体运行时间仅为人工操作的

5

(

K

%本研究首次实现了标准化的自动化
4)G78AP@A

基因分型文库制备$为大规模育种群体的基因分型效率的提高提供

依据$并为全基因组选择育种的实施提供了具有实用价值的高效率技术平台%
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随着现代分子生物学技术的快速发展$分子育种

技术已成为遗传改良的重要手段)

5

*

%全基因组选择育

种)

"

*利用全基因组范围的遗传标记计算基因组育种

值$在分子水平对优良品质进行选育$大大加快了育种

进程$已成为动植物育种领域的一大研究热点%近年

来$作为动植物中开展全基因组选择育种工作的重要

技术支撑$高通量基因分型技术呈迅猛发展势头%随

着二代测序!
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"平台

的建立及测序成本的不断降低$全基因组重测序技术

已成为动植物群体遗传学及育种研究的有效方法$但

处理大量样品且物种基因组较大时费用仍然是非常昂

贵的)

L

*

%简化基因组测序技术)

NGK

*通过限制性内切酶

酶切基因组
).+

$降低基因组复杂度$实现基因组内

低成本大规模单核苷酸多态性!
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"标记的分型)
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%但此类技术仅限于

酶切标签上位点的检测$使其更适用于全基因组范围

的非靶向
1.$W

标记开发和应用%然而基因相关位点$

如位于候选基因或候选基因附近的
1.$

位点$可能与

表型性状变异有更大关联$在全基因组选择育种中具

有更为重要的价值%随着越来越多物种基因组信息的

获取及丰富的
1.$

标记资源的积累$对靶向位点分型

可以更好地实现全基因组选择育种的研究需求%

基因芯片技术是伴随着,人类基因组计划-发展而

来的技术$其最早应用于
).+

的测序%该技术基于核

酸杂交的基本原理$通过检测芯片中固定的已知探针

堆与待测样品的杂交谱重组出样品序列)

T

*

%基因芯片

技术广泛应用于农畜牧业的遗传育种研究中$如群体

进化分析)

5#

*

&优良性状基因的挖掘)

55

*

&育种值的估

算)

5"

*等%目前在牛&猪&鸡&山羊&绵羊等家畜以及水

稻&玉米&马铃薯&小麦等植物中$相应的基因芯片都已

被大量开发$这极大推动了相关育种工作%但对非模

式生物如扇贝等水产生物而言$芯片开发的研究相对
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较少$主要由于其缺乏商业化芯片$芯片的定制和生产

费用比较昂贵)
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%其次芯片技术位点固定)

5L

*

$位点选

择灵活性不高$无法满足个性化要求%最后芯片技术

所需的昂贵的专用仪器也是限制其推广应用的一大原

因)
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%液相分子杂交技术
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"可在单

个管内同时实现
5

万多个靶位点的基因分型)

5!

*

$近期

已提高其通量至
6:###

%该技术通过杂交
G

延伸
G

连接

等反应获取靶位点的碱基信息$后续通过
$*&

扩增将

捕获后的完整序列富集$然后进行高通量测序%

4)G
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将液相杂交技术的位点选择灵活性和高通量测

序技术通量高&成本低的优势有效结合$无需固化探

针$可自由选择覆盖基因组几百至几万个标记位点进

行靶向分型$为非模式生物的低成本靶位点基因分型

提供了一种兼容不同通量级别的理想技术手段)

5!

*

%但

育种工作者仍然面临着短期内需快速完成大批量样本

基因分型工作的挑战%自动化是解决大批量样本基因

分型过程中手工操作耗时耗力问题的有效途径%
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等几家主要的

工作站生产厂家不仅在核酸提取&药物筛选等应用上

提供全自动化的解决方案$还可以搭建自动化文库构

建平台$且它们的自动化移液工作站在法医学&临床以

及
.d1

服务平台等实验室获得了广泛的应用)

5:G56

*

%

本研究旨在建立标准化的&自动化的&高效高通量

的
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文库构建流程$以满足短时快速对大规

模样本并行基因分型的需求%本研究依托自动化移液

系统!

-A@@BCI%0(5##G6

"$根据
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技术的

流程按照实验需求配置了工作台的桌面$测定和调节

了重要移液参数并且编写了自动化实验程序$并以虾夷

扇贝!
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个位点的探针池为原

料$从扩增效果均匀性&实验成功率&文库捕获率及分型

准确性等方面验证了自动化文库构建流程的可靠性%
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材料与方法
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实验材料

自动化移液系统
-A@@BCI%0(5##G6

'真空抽滤

模块$包括真空抽滤器主机&真空抽滤模块底座&真空

抽滤
T:

孔板适配器'

N

位加样针载架!可回放至深孔板

结构的吸头盒中"'

N

位微板载架%主要耗材包括
T:

孔

$*&

板!生工生物工程股份有限公司$货号
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##5#
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管!青岛赛尚科贸有限公司$货号

,Vd43G5!
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5##I,2QACE

F

Q

试剂槽!
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$货号
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"&

5"

通道试剂槽!生工生物工程股份有限公

司$货号
-:5TK5NG###5
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5M"

实验方法

5M"M5

自动化文库构建工作台的桌面配置
!!

桌面配置

主要涉及原料槽&枪头以及样品
$*&

管等的合理摆

放%应遵循的基本原则为#!

5

"使步骤之间板位的放置

协同性尽可能高$无需对桌面布局产生较大的更改'

!

"

"使加样机械臂的移液操作基本遵循最少路径$提高

移液的效率%图
5

所示根据
4)G78AP@A

实验流程确

立的几个主要实验步骤的桌面布局%桌面布局主要由

四大部分组成$从左到右依次为#第一部分!

+

"为

5##I,

试剂槽组$共有
L

个位置$由上而下标记为

+5

!

+L

$用于存放用量较大的原料'第二部分!

]

"为加

样针载架$共有
N

个位置$由上而下标记为
]5

!

]N

$用

于存放大中小三种规格的枪头盒'第三部分!

*

"为试剂

配制区域$共有
N

个位置$由上而下标记为
*5

!

*N

$用

于放置
%$

管原料&母液配置试剂槽以及
T:

孔
$*&

管

等'第四部分!

)

"为用于
$*&

产物纯化的组件$主要配

备真空抽滤
T:

孔板适配器%在自动化流程中$主要针

对第一部分!

+

"和第三部分!

*

"的桌面进行更改%

!

+

!

)

#分别代表桌面布局的第一至四部分'
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(
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#
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(
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'

,

的加样针载架'

!#G5

和
!#G"

#

!#

'

,

的加样针载架
5

和
"

'

"N_@<<%$

#

"N

孔离心

管架'

2ACE

F

Q

#母液试剂配置槽'

$*&

#

T:

孔
$*&

板'

T:_@<<)$

#

T:

深孔板'

7d

#磁力架'

-><;@A

#

$*&

产物纯化的组件"

图
5

!

主要实验步骤的桌面布局
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重要移液参数的测定和调节

!

5

"自动化液体处理系统吸放液针头的标准空间

定位%为了使
6

通道加样机械臂能够准确的探测到液

面的位置或者
$*&

管&

%$

管的底部$必须对使用的耗

材进行空间定位$确定位置参数
4

&

D

&

N

%需要进行定

位的耗材主要包括
T:

孔
$*&

板!规格#

"##

'

,

"&

5"

通

道试剂槽&

5##I,

试剂槽&磁力架上放置的
T:

孔
$*&

板!规格#

5##I,

"%主要步骤如下$加载枪头后将机械

臂移至
T:

孔
$*&

板的
5

号管上方$使用微调功能调节

针头至
T:

孔板
+

排
5

列空位的正中间$将针头下探到

管底上方
5

!

"II

的高度获得合适的
N

轴坐标后$单

击,

+

-使当前调节的值覆盖原来的
N

轴坐标值$与
4

&

D

轴的调节以及其他耗材的调节也遵循以上的方式%

!

"

"移液参数的调节%为了使移液操作精确$液体

处理的配置设置也需要反复进行优化和调节%其中主

要调节的部分包括#吸液速度和喷液速度&延迟时间及

浸入液面的高度等%

!

L

"容器吸液安全余量的确定%通常为了保证所

吸取的液体足量$吸液会设置在
N

I8R

位置
b"II

左右

的距离$用自动化液体处理系统吸取定量液体后$测定

管内剩余的
"II

安全距离内剩余的体积即为安全余

量$不同的耗材于
"II

距离处的安全余量分别进行测

定%

!

N

"移液准确度和精度的测定%采用去离子水作

为移液液体$并用天平称量的方式对自动化液体处理

系统的移液精准度进行测定%环境温度&水温均为

"#\

$电子天平内相对湿度
:#[

!

T#[

%测定从试剂

槽中吸取定量体积到
T:

孔板之间的移液精准度%利

用自动化液体处理系统进行
!

&

5#

&

5##

&

5###

'

,N

个

体积量的移液操作$并称重$重复
5!

次%

5M"ML

!

自动化探针制备方法的建立

!

5

"探针扩增流程的建立%通过一次流程$实现

5T"

管
$*&

母液配置及分液操作$

5#I>=

内完成操作%

整个实验过程中涉及到的原料管板位放置及体系如下

!

6̂

代表
6

通道的枪头$

5̂"

代表循环
5"

次"%

)

$*&

反应所需要的
4

"

(

放置在
5##I,

试剂

槽!图
5

标记为试剂槽"'

(<>

F

C

模板&引物
-_BG$A>I@A

!

5#

'

IC<

(

,

"&引物
&@DG$A>I@A

!

5#

'

IC<

(

,

"分别放置

于
"N

微孔板
%$

的
5

!

L

位$

(=@28

k

I>R

!

.%]

"放置

!

!

6

位!见图
5

"%

*

在
5"

通道母液槽!

2ACE

F

Q

"的第一列和第二列

中进行母液的配置$用平行
6

根枪头从
5##I,

试剂槽

位置吸取
4

"

(

体积
!K:#

'

,

!

K"#

'

, 6̂

"$移液到第

一列$循环两次$第二次喷液设置在第二列$用平行
L

根枪头分别从
"N_@<<%$

的
5

&

"

&

L

位置分别吸取
(<>G

F

C

模板体积
6#

'

,

&引物
-_BG$A>I@A

体积
N6#

'

,

&引

物
&@DG$A>I@A

体积
N6#

'

,

$循环
"

次$步骤同上'用平行
N

根枪头从
"N_@<<%$

的
!

!

6

位置吸取体积
(=@28

k

I>R

体积
!K:#

'

,

!

T##

'

,̂ N

"$循环两次$步骤同上%

+

配置好母液后进行分液操作$每次调取
6

根枪头

从母液槽的第一列吸取母液体积
N6#

'

,

!

:#

'

,̂ 6

"$分

别加到
T:

孔
$*&

板!图
5

!

8

"标记为
$*&G5

"的第一列每

孔$循环
5"

次按列分配母液%母液槽第二列中的母液分

配至第二张
T:

孔
$*&

板!图
5

!

8

"标记为
$*&G"

"%

,

取出两个
T:

孔
$*&

板$共计
5T"

管$贴上
$*&

膜后随即放入
$*&

仪中$完成扩增反应%

!

"

"探针纯化流程的建立%待
$*&

反应结束后$

对
5T"

管
$*&

产物进行纯化操作$采用的是真空抽滤

法同时进行
T:

个样品的纯化%整个实验过程中涉及

到的原料管板位放置及体系如下!

6̂

代表
6

通道的枪

头$

5̂"

代表循环
5"

次"%

)

纯化操作所需要的
$7

缓冲液&

$%

缓冲液&

%]

洗脱液分别放置在
5##I,

试剂槽位置!见图
5

!

S

""$

用于样品与
$7

混合的收集版放置于
N

位微板载架的

W>;@"

!图
5

!

S

"标记为
T:_@<<)$

"$两份
T:

孔
$*&

产

物分别放置在
N

位微板载架的
W>;@L

和
W>;@N

!见图
5

!

S

"

标记为
$*&G5

及
$*&G"

"%真空抽滤
T:

孔板适配器放置

在真空抽滤模块底座的
W>;@5

!图
5

!

S

"标记为
$*&G$*

"%

*

产物与
$7

缓冲液的混匀在
T:_@<<%$

中进

行$首先用平行
6

根枪头将
$*&G5

中所有液体转移至

T:

孔深孔板$

$*&G5

及
$*&G"

的每两列转移至
T:_@<<

%$

的同一列%

+

用平行
6

根枪头转移
$7

缓冲液
!K:#

'

,

!

L:#

'

,̂ 6̂ 5"

"至
T:_@<<%$

进行混匀操作$然后平

行转移至
$*&$*

中$开启压力设置$施加压强至

L!#II$8

$计时
:I>=

'降压至
#

%再进行一次压强为

:##II$8

的加压$计时
LI>=

结束后释放掉压力$纯

化柱中的液体抽滤到废液桶中%

,

转移
$%

的步骤与步骤!

L

"类似$需要修改
$%

缓

冲液体积为
6:N##

'

,

!

T##

'

,̂ 6̂ 5"

"$

$%

加到收集管

以后$开启压力$压力值及时间设置同上$重复
"

次%

-

最后一遍
$%

抽滤后$静置
!I>=

$使滤膜充分干

燥$此时需要手动将收集管下方放置回收管%

.

转
%]

的步骤与步骤!

L

"类似$需要修改
%]

缓

冲液的体积为
!"6#

'

,

!

!!

'

,̂ 6̂ 5"

"%

%]

加到收集

管静置
5#I>=

$使
).+

充分的溶解以后$开启压力$压

力值及时间设置同上$重复
"

次%

5M"MN

自动化文库制备方法的建立

!

5

"磁珠平衡%通过一次流程$实现
T:

管平衡磁

珠的准备$磁珠的洗涤和平衡等操作在
5#I>=

内即可

完成%整个实验过程中涉及到的原料管&

T:

孔板的放

置及体系如下!

6̂

代表
6

通道的枪头$

5̂"

代表循环

6:



!
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5"

次"%

)

平衡磁珠的缓冲液!

#Y!^11*SEHH@A

"放置在

5##I,

试剂槽!图
5

!

?

"标记为试剂槽"$链霉素亲和磁

珠放置在
"N

孔
%$

的
5

!

L

位%

T:

孔
$*&

板分别放置

在
N

位微板载架的
W>;@L

!图
5

!

?

"标记为
$*&

"$磁力架

放置在
N

位微板载架的
W>;@N

!图
5

!

?

"标记为
7d

"%

*

调取
6

根枪头吸取磁珠混悬液$吸液操作之前

进行吹洗操作$使磁珠呈均匀悬浮状态$保证每一次的

吸取都等量$吸取磁珠体积为
"#

'

,̂ 6

$喷液在
T:

孔

$*&

板$循环
5"

次$完成
T:

孔的磁珠分配%

+

磁珠分配后$利用
&CI8

抓扳手将
T:

孔
$*&

板

移至磁力架上$静置
!I>=

$使磁液分离$分离后移除上

清%此处需要设置移液两次$使上清液充分移除%

,

&CI8

抓扳手将磁力架上的
T:

孔
$*&

板移回

至
N

位微板载架的
W>;@L

位置$进行二轮磁珠清洗$后续

操作步骤同上$平衡好的磁珠最终回位到
W>;@L

$继续进

行下一轮反应%

!

"

"杂交反应%杂交反应的体系主要在平衡好的

磁珠及杂交液中进行$整个实验过程中涉及到的原料

管&

T:

孔板的放置及体系如下!

6̂

代表
6

通道的枪

头$

5̂"

代表循环
5"

次"%

)

杂交液放置在
5##I,

试剂槽
W>;@"

!图
5

!

B

"标

记为试剂槽"$制备好探针放置于
N

位微板载架的
W>;@"

位!标记为
2ACE

F

Q

"$上一步平衡好的磁珠放置在
W>;@L

板位!图
5

!

B

"标记为
$*&

"$样品
).+

保存于
T:

孔

$*&

板中$放置在
N

位微板载架的
W>;@N

位!图
5

!

B

"标

记为
7d

"%

*

调取
6

根枪头吸取杂交液体积为
L#

'

,̂ 6̂ 5"

!

6̂

代表
6

通道的枪头$

5̂"

代表循环
5"

次"$移至

W>;@L

板位
T:

孔
$*&

板中%

+

调取
6

根枪头吸取探针体积为
5#

'

, 6̂̂ 5"

$

移至
W>;@L

板位
T:

孔
$*&

板中%

,

调取
6

根枪头吸取样品
).+

体积为
5#

'

,^

6̂ 5"

$移至
W>;@L

板位
T:

孔
$*&

板中$混匀%

-

将
T:

孔板进行封膜置于
$*&

仪中杂交过夜%

.

延伸反应%杂交反应完成后$涉及到一些上清

的移除和冲洗操作与平衡磁珠的过程类似$配置延伸

连接反应的母液可以参照探针扩增$其中涉及到需要

更改的体积变量!

6̂

代表
6

通道的枪头$

5̂"

代表循

环
5"

次"#连接缓冲液体积为
""5"Y6

'

,

!

"LY#!

'

,̂

6̂ 5"

"&连接酶体积为
5"#

'

,

!

5Y"!

'

,^6^5"

"&

B.2$

体积为
"N

'

,

!

#Y"!

'

,̂ 6̂ 5"

"%

!

N

"一轮&二轮
$*&

%对延伸连接后的模板进行两

轮
$*&

$可以参照探针扩增的程序编译模板$其中需要

对反应体系中所涉及到的移液体积及分液体积进行修

改$主要的体积变量为引物
J

A>I@A5

体积为
L6YN

'

,

!

#YN

'

,^6^5"

"&引物
J

A>I@A"

体积为
L6YN

'

,

!

#YN

'

,̂ 6̂ 5"

"&

B.2$

体积为
55!Y"

'

,

!

5Y"

'

,^

6̂ 5"

"&

$QEW>C=

酶体积为
L6YN

'

,

!

#YN

'

,̂ 6̂ 5"

"&

4

"

(

体积为
L6YN

'

,

!

#YN

'

, 6̂̂ 5"

"%完成母液分

配后$将
T:

孔板进行封膜置于
$*&

仪中进行扩增%富

集完成的产物参照探针纯化流程进行纯化$后随机选取

6

个文库根据
fES>;

定量结果将样品等量混合后使用
'<G

<EI>=84>W@

k

VG;@=

平台!

$%5!#

"进行高通量测序%

"

!

结果与分析

"M54)G78AP@A

文库自动化构建流程的搭建

"M5M5

吸放液针标准空间定位校准及移液参数的调节
!

!

通过细致定位和微调$样品容器的水平位置及
N

轴

相关参数都已建立!见表
5

"$确保了枪头能够在
N

;A8D@<

的参数范围内平稳无障碍的移动%对
N

参数的设置除

了包括
N

;A8D@<

!

N

移动"$还包括
N

;A8D@<

和
N

W;8A;

的调节%其

中
N

)>W

J

@=W@

定位校准的作用是保证喷液时液体能够准确

的打入目标孔位$但又不会使液体溅入到相邻孔位$通

常在该位置管边缘向下
L

!

!II

处%另外
N

W;8A;

的位置

是配合页面探测功能使用的$即从该位置启用页面探

针功能$吸液时根据页面的高度同步下降$有效的避免

枪头外壁挂载液体造成浪费$此类吸液模式适用于内

切酶&聚合酶等黏稠并且成本较高的试剂%其他的吸

液操作多采用
N

I8R

位置吸液$这样能够有效的保证吸

取的液体足量$并且减少由于探测模式产生的误报情

况%

每次移液所涉及到的吸液和喷液参数基本都有其

特定的标准$该参数的设置与移液体积&液体质地&吸

液喷液的位置等都息息相关%总体原则是#!

5

"基本
5W

内完成吸液$对于体积较小的试剂$一般不宜太快'经

测试对于
5#

'

,

!最小吸液体积"体积来说$吸液速度一

般不宜超过
N#

'

,

(

W

'!

"

"吸入液体后需要有一定的等

待延迟时间$通常为
L##

!

5###IW

$如果吸取黏稠的

液体需要适当的延长等待时间$保证吸取的液体足量'

!

L

"喷液速度的设置通常在
N##

!

:##

'

,

(

W

$平稳有效

的喷液速度的调试非常重要$如果喷液速度过慢$产生

的压力不足以释放掉枪头内所有液体会造成移液的不

精准$但如果喷液速度过快容易产生液体的喷溅造成

污染'!

N

"不同液体质地其吸液和喷液需要根据具体情

况采取合适的吸液高度%

"M5M"

各容器液体吸液的安全余量测定
!!

尽管
2@?8=

自动化液体处理系统在吸液时可以选择页面探测模式

或者吸液页面跟随的模式$但实际操作中面对如酶&

1)1

等黏稠或者容易起泡的液体时并不灵敏$容易产

生报错%因此在吸取液体时$多数情况会选择在最低

下探高度!

N

I8R

"的位置进行吸液$而此时若液体不足会

T:



中
!

国
!

海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
"#""

年

影响反应体系的准确性%为保证吸取液体足量准确$

对不同液体装载容器进行安全余量的测定是至关重要

的%经测试$

5Y!I,%$

管$最低安全余量
"!

'

,

'

5"

孔母液槽中$单槽最低安全余量为
L##

'

,

'母液试剂配

置槽
5##I,

$最低安全余量
LI,

'

T:

深孔板等用于液

体全部转移时$无需测量吸液安全余量%

表
5

!

自动化液体处理系统针头位置定位校准结果

28S<@5

!

.@@B<@

J

CW>;>C=?CAA@?;>C=A@WE<;CH8E;CI8;@B<>

k

E>BQ8=B<>=

F

W

9

W;@I

样品容器

*C=WEI8S<@W

生产厂家

78=EH8?;EA@A

货号

+A;>?<@=EIS@A

4 D

N

;A8D@<

N

W;8A;

N

I8R

5"

通道试剂槽

5"*Q8==@<WGA@8

F

@=;A@W@ADC>AW

生工生物工程

股份有限公司
-:5TK5NG###5 LN! "LN N!: K## 5#T#

5##I,

试剂槽

5##I,&@8

F

@=;;ACE

F

QW

2@?8= 5#:5L#NT NL! LN: "L6 L## 555#

T:

孔
$*&

板

T:_@<<G$*&

J

<8;@

生工生物工程

股份有限公司
-:##T:#G##5# LN! !K6 LN# N## 5#T6

磁力架

78

F

=@;>?HA8I@

深圳市博尔熙科技

发展有限公司
7+dGT:G55 "LN T6K !N: :## 5#6K

磁力架
`$*&

板 + +

:!N N:! !NL !## 55##

"M5ML

移液精准度测定
!!

为了评价移液操作的可靠

性$本文作者对
!

&

5#

&

5##

和
5###

'

,

的移液体积进行

了准确度和精度的检测%其中移液体积为
5###

'

,

时$各加样针组间相对误差范围在
#Y5[

!

#YT[

之间$

变异系数平均为
#Y6:[

'移液体积为
5##

'

,

时$各加

样针组间相对误差范围在
"Y#[

!

!Y:[

之间$变异系

数平均为
NY5T[

'移液体积为
5#

'

,

时$各加样针组间

相对误差范围在
"Y"[

!

NYK[

之间$变异系数平均为

!YNL[

'移液体积为
!

'

,

时$各加样针组间相对误差

范围在
5Y"[

!

:Y"[

之间$变异系数平均为
6Y#T[

%

结果显示$

-A@@BCI%0(5##G6

自动化液体处理系统

对于
5#

'

,

以上的移液体积的处理$其准确度及精密

度都较为理想%但在
!

'

,

体积下$其整体准确度及精

密度稍显不足%因此在后续进行实验步骤设置时$会

充分考虑到精准移液的体积限制$尽可能使移液体积

均控制在
5#

'

,

以上%表
"

所示的是自动化液体处理

系统的
6

个加样针的移液相对误差和变异系数%

表
"

!

自动化液体处理系统移液准确度和精密度

28S<@"

!

+??EA8?

9

8=B

J

A@?>W>C=CHH<E>B;A8=WH@AEW>=

F

8E;CI8;@B<>

k

E>BQ8=B<>=

F

W

9

W;@I [

加样针

18I

J

<>=

F

=@@B<@

!

'

,

!

>c5"

"

相对误差

&@<8;>D@@AACA

变异系数

*C@HH>?>@=;

CHD8A>8;>C=

5#

'

,

!

>c5"

"

相对误差

&@<8;>D@@AACA

变异系数

*C@HH>?>@=;

CHD8A>8;>C=

5##

'

,

!

>c5"

"

相对误差

&@<8;>D@@AACA

变异系数

*C@HH>?>@=;

CHD8A>8;>C=

5###

'

,

!

>c5"

"

相对误差

&@<8;>D@@AACA

变异系数

*C@HH>?>@=;

CHD8A>8;>C=

2>

J

5 NM5 !MK LM6 !ML "MK LML #MK #MT

2>

J

" "M! TM5 LMT NM! NMN NM" #M5 #M6

2>

J

L NM# 55M! LML !M5 LM6 LM6 #M: #MT

2>

J

N NM" KM! "M! !ML LM5 NM: #MT 5M#

2>

J

! 5M" KM: NMK !M6 !M5 NM5 #M" #M6

2>

J

: :M" :M: "M" !M: !M: NM6 #M! #MT

2>

J

K 5M6 TM" LM5 !M! "M# NM! #M! #MT

2>

J

6 NM! KM! NM" :ML "M" NM" #ML #MK

#K



!

期 杨志辉$等#高效自动化
4)G78AP@A

文库构建流程的建立及评估

"M"4)G78AP@A

文库自动化构建流程的评估

"M"M5

探针扩增及纯化结果
!!

利用自动移液工作站同

步进行
T:

管探针的扩增$将母液分配至单管$且液面

的高度均匀一致$并在
5#I>=

内完成了所有样品的

$*&

体系制备%待
$*&

反应结束后$利用工作站真空

抽滤法同时进行了
T:

管
$*&

产物的纯化%电泳图检

测结果显示所有管内均没有非特异性扩增!见图
"

"$并

且纯化后的产物具有均匀一致的亮度!见图
L

"'浓度检

测结果显示$所有管内的浓度范围在
"LY5

!

L6YK=

F

(

'

,

之间%

T:

管
$*&

纯化产物按照列或行分析时$单因素

方差分析结果表明行或列间无显著差异$浓度分布基

本均匀一致!见图
N

"$表明自动化
$*&

扩增以及纯化

的均匀性%

图
"

!

探针扩增检测电泳图

->

F

M"

!

$C<

9

8?A

9

<8I>B@

F

@<@<@?;AC

J

QCA@W>WA@WE<;W

CH$*&

J

ACBE?;CHC<>

F

C

J

CC<W

图
L

!

纯化产物
$+d%

检测图

->

F

ML

!

$C<

9

8?A

9

<8I>B@

F

@<@<@?;AC

J

QCA@W>W

A@WE<;WCH

J

EA>H>@B

J

ACBE?;

!!

8

"

5"

列之间的浓度分布箱型图'!

S

"

6

行之间的浓度分布箱型图%!

8

"

]CR

J

<C;CHI@8=

J

ACBE?;?C=?@=;A8;>C=

J

@A?C<EI=

'!

S

"

]CR

J

<C;CH

J

ACBE?;

?C=?@=;A8;>C=

J

@AAC_M

"

图
N

!

探针纯化后列之间和行之间的浓度箱型图

->

F

MN

!

]CRB>8

F

A8IWS@;_@@=?C<EI=W8=BAC_W8H;@A

J

EA>H>?8;>C=

"M"M"

自动化文库制备结果
!!

利用调试好的自动化分

型流程$制备了
L"

个虾夷扇贝!

CH

!

=AAF=>A6A

"

).+

样

品的
4)G78AP@A

文库%其中成功建库的样品
"T

个$

剩下的
L

个样品的文库无法满足高通量测序的要求$

自动化的建库成功率为
T#Y:L[

%最终获得的
"T

个文

库浓度分布在
6YT

!

5#Y:=

F

(

'

,

之间$且文库浓度均

匀$质量符合测序要求%

随机选取
6

个成功建库的样品进行
$%5!#

测序$

从特异性&捕获率及分型准确率等几个指标评价自动

化制备
4)G78AP@A

文库测序结果的可靠性%结果显

示$在所有样品中特异性均在
6#Y#[

以上$位点捕获率

均在
TK[

以上$分型位点比例能达到
5##[

%与标准

Zd1

文库数据相比$位点分型准确性也在
TK[

!

5##[

之间!见表
L

"%

"ML

自动化制备文库与人工手动建库的比较

与人工构建文库的测序结果相比较$自动化文库

与人工构建的文库在位点测序深度!覆盖某位点的

A@8BW

数目"上具有较高的一致性$

6

个自动化文库的

$@8AWC=

系数)

5T

*均能达到
#YT:

!见图
!

"%综上所述$利

用自动化移液工作站制备的
4)G78AP@A

基因分型文

库能够获得较为稳定可靠的测序结果%
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表
L

!

自动化分型文库的测序结果

28S<@L

!

1@

k

E@=?>=

F

A@WE<;CH8E;CI8;@B

F

@=C;

9J

>=

F

<>SA8A

9

文库
,>SA8A

9

测序
A@8BW

&8_A@8BW

比对率5

78

JJ

>=

F

A8;@

(

[

位点捕获率"

*8

J

;EA@A8;@

(

[

分型准确性L

d@=C;

9J

>=

F

8??EA8?

9

(

[

,]5 N!66#: 6#M: TK TKM#

,]" !L6:N: 6#M# 5## T6M#

,]L !6"#NK 6:M: TT TTM#

,]N !5LK#6 6TMT T6 TKM#

,]! NT!!T! 6TM6 5## 5##M#

,]: N:5#"! 6!MK 5## T6M#

,]K !!#NL" 6KMT TT TTM#

,]6 !L:"NT 6!M# T6 5##M#

注#

5M

比对至靶位点处的
A@8BW

与测序总
A@8BW

的比例'

"M

捕获位点与总位点比例'

LM

与全基因组重测序技术分型一致的位点数与总位点数的比例%

.C;@

#

5M&8;>CCHI8

JJ

@BA@8BW;C;C;8<A@8BW

'

"M&8;>CCH?8

J

;EA@B<C?>;C;C;8<<C?>

'

LM&8;>CCH<>?>?C=W>W@=;_>;Q;Q@_QC<@

F

@=CI@A@W@

k

E@=?>=

F

;C;Q@;CG

;8<<C?>M

!

78=E8<

2

,]G<C

F

!

B@

J

;Q

"#人工制备文库测序深度的
<C

F

值'

,]5G,]6

#

6

个自动化制备的文库%

78=E8<

2

,]G<C

F

!

B@

J

;Q

"#

,C

F

D8<E@CHW@

k

E@=?>=

F

B@

J

;QCH

I8=E8<<>SA8A

9

'

,]5G,]6

#

68E;CI8;@B<>SA8A>@WM

"

图
!

!

自动化制备的文库与人工建库相比测序深度的一致性

->

F

M!

!

2Q@?CAA@<8;>C=CHW@

k

E@=?>=

F

B@

J

;QS@;_@@=8E;CI8;@B<>SA8A

9

8=BI8=E8<<>SA8A

9

!!

当样品数量较大!

,

T:

个样品"时基于自动化工作

站的自动化文库制备所需时间仅为手动的
5

(

K

!见表

N

"$尽管分步之间的衔接仍需人工干预$但对人工需求

相比全人工手动建库大大降低%其次$机器预编译的

程序原则上不会存在漏加&错加和少加等情况$构建的

文库具有较高的均匀性$特别适用于大批量样品的基

因分型文库的构建%但相对于人工手动建库$自动化

文库制备所需成本较高$约为手动建库的
5Y5

倍$但总

体而言$自动化文库的构建能够有效的减少人力$并且

获得均一稳定的建库结果$在短时间内快速实现大量

样品的高通量测序文库构建%

"K



!

期 杨志辉$等#高效自动化
4)G78AP@A

文库构建流程的建立及评估

表
N

!

自动化制备文库与手动建库的比较

28S<@N

!

2Q@?CI

J

8A>WC=S@;_@@=8E;CI8;@B8=BI8=E8<?C=W;AE?;>C=CH4)G78AP@A<>SA8A

9

步骤
1;@

J

自动化制备文库

+E;CI8;@B<>SA8A

9

?C=W;AE?;>C=

(

I>=

人工手动制备文库

78=E8<<>SA8A

9

?C=W;AE?;>C=

(

I>=

扩增!样品
5T"

"

+I

J

<>H>?8;>C=

!

W8I

J

<@5T"

"

6 5!#

纯化!样品
T:

"

$EA>H>?8;>C=

!

W8I

J

<@T:

"

"6 N6#

酶切!样品
T:

"

)>

F

@W;>C=

!

W8I

J

<@T:

"

! L#

平衡磁珠!样品
T:

"

78

F

=@;>?S@8BWS8<8=?>=

F

!

W8I

J

<@T:

"

N# 5"#

杂交!样品
T:

"

4

9

SA>B>e8;>C=

!

W8I

J

<@T:

"

5" 5"#

延伸!样品
T:

"

%R;@=W>C=

!

W8I

J

<@T:

"

N# 56#

一轮及二轮
$*&

!样品
T:

"

->AW;8=BW@?C=B$*&8I

J

<>H>?8;>C=

!

W8I

J

<@T:

"

L# 5!#

总计
2C;8< 5:L 5"L#

稳定性
1;8S><>;

9

相对稳定&不同样品间差异较小$

几乎不存在错加&多加等情况

存在误差&或者错加&

多加&少加等情况

成本
*CW;

较高$约为人工

手动建库的
5M5

倍

相对自动化低

!可参考
,D

等)

5!

*

"

L

!

讨论

短时高效获取大量样品的
1.$

分型信息是实现动

植物全基因组选择育种的关键要素%除模式生物&人

及畜牧动物等可依靠基因芯片快速获取分型信息)

TG5"

*

$

大量生物尤其非模式生物主要通过二代测序平台的检

测分析获取分型结果%但其首要的步骤就是构建高质

量的测序文库$而测序文库的构建涉及大量手工操作$

尤其处理大规模样品是一项十分耗时耗力的工作%本

研究首次建立了基于自动化移液工作站的自动化高通

量
4)G78AP@A

基因分型文库构建流程$并对其进行了

评估%

本研究建立的自动化文库构建流程一次反应可以

同时运行
T:

个样品的文库构建$整体运行时间仅为人

工操作的
5

(

K

%为解决大量样品纯化效率低的问题$本

研究建立了基于
T:

孔真空抽滤法的
$*&

产物纯化方

式$加样和纯化步骤全程可自动化完成$改变以往单个

离心柱回收进行纯化的方式$能够大幅度提高探针制

备的效率%通过电泳图和浓度纯度的结果$判断出不

同管之间产物的得率无显著差异$说明依托自动化移

液工作站建立的真空抽滤法适用于
4)G78AP@A

的探

针制备环节%另外$文库制备的全部流程反应中均包

含链霉素磁珠$因此磁珠的平衡&磁珠与液体的混匀以

及磁液分离等操作都是影响实验的关键步骤%因此$

本文作者对涉及到磁珠操作时的吸喷液速度及次数进

行了优化调整$既能保证磁珠充分悬浮于液体中$又能

得到较好的磁液分离效果%

本研究还比较了使用自动化移液工作站构建基因

分型文库与人工手动建库的优缺点$发现自动化移液

工作站构建基因分型文库有诸多优点#!

5

"准确#自动

化工作站按照设定好的程序自动进行实验$不会出现

漏加或者错加等实验错误%!

"

"稳定#重复进行多次实

验$结果均一性程度高%!

L

"高效#自动化工作站设定

好程序$可以无人值守工作$提高实验室工作效率%

!

N

"实验多元化#全自动化移液工作站通常都整合丰富

多样的实验设备$如振荡器
2@G1Q8P@

$磁珠提取模块

2@G78

F

1

$真空提取模块
2@G08?

等$在药物和抗体筛

选)

"#G"5

*

&核酸蛋白提取)

""

*

&免疫组化)

"L

*

&酶免实验)

"N

*等

方向应用广泛%但自动化移液工作站的使用也存在一

定的不足$针对性的建议如下#!

5

"原装进口枪头的成

本较高$后续可在某些可循环利用的实验环节将枪头

丢弃操作优化为放回枪头盒中$或者通过一些不与样

品
).+

直接接触的方式进一步降低耗材使用的成本'

!

"

"机械吸液无法像人工充分吸取试剂槽底部的试剂$

因此在原料的损耗上相比人工要多$但可以通过试剂

的回收再利用降低试剂的损耗%!

L

"本研究中使用的

2@?8=-A@@BCI%0(

自动化液体处理系统配备
5I,

注射器$但从本研究结果中可看出在低于
5#

'

,

体积

的定量中$准确性及精密度不够理想$因此流程建立时

需尽可能规避这部分误差%

总体来说$基于
2%*+.

工作站建立的自动化

4)G78AP@A

文库构建流程$可依托预编译的控制程序

LK



中
!

国
!

海
!

洋
!

大
!

学
!

学
!

报
"#""

年

实现标准化自动化地
4)G78AP@A

基因分型文库构建$

并且能够获得均匀稳定的建库质量$保证整体测序的

质量%可以有效地代替人工操作$避免和减少人为操

作导致的实验误差$并提高批量样品并行处理的效率$

在动植物的遗传育种研究中具有重要的应用价值%
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