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超声波破碎仪在高通量测序中的应用
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摘要：高通量测序技术中的数据质量控制足测序过程中的重要问题，样本文库的质量则是莪墩高质量的测

序数据的前提和基础。在各种样本文库的制备过程中，样本的片段化过程受到普遍关注，该文主要针对基

因组DNA样本的片段化技术中，涉及到的非接触式全自动超声破碎仪H1。ruI】L。r和自动聚焦声波样本处理

仪c。vam s220的使用技巧和仪器的优缺点进行了初步比较。
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1高通量测序

自2005年Nature报道了4 54 Iife science公司的

一种基于微乳液PcR技术的高通量测序技术以

来。，第2代高通量测序技术快速发展起来，已经在

许多领域得到r广泛的应用2。。多数高通量测序

技术都是将片段化的基因组DNA加上相应的通用

接头，进行引物杂交和酶的延伸反应。由于所有的

基因组DNA片段都在同一平面上，这些反应就能够

高通最地平行进行，实现1次对几十万到几百万条
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DNA分子进行序列测定。同理，每个延伸所掺人的

荧光标记的成像检测也能同时进行，获取数据后．经

过计算机软件分析获得DNA序列信息小i『。高通量

测序的最大优势就是1次可以平行做大量样本，得

到数据后，在多个样本之问进行比较。如果样本处

理参差不齐，文库构建不理想，将在很大程度E会影

响数据质量．从而导致分析结论上的偏差。困此在

高通量测序中，样本文库制备过程的平行性、可比

性、重复性显得尤其重要。在保证较好数据质量的

情况下，3大主流平台的Roche 4 54(；sFI．xTitanlum

能测450 bp、I¨umina HISeq 2000能}014 100 bp(单向)

和S()LiD 55()OxI能测75 bp(单向)。这3种主流的

第2代测序仪的平均读长基本在100～400 bp的范

围内，而基因组【)NA的长度从几十Kb到几百Mb，

甚至(；f)不等”州。因此，获得适当大小的DNA片段
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是测序前样本文库制备的必要步骤。如果片段太

长，会导致数据整理分析时拼接的困难；如果太短，

会导致数据量的降低、浪费以及增加测序成本。在

cHIP—seq和外显子捕获等测序中，片段的大小甚至

决定了文库构建的成功与否。太大、太小都无法获

得最终的理想数据。核酸片段化的技术主要分为3

大类：一类是化学法，主要应用于mRNA的样本制备

过程；一类是酶切，主要应用于数字基因表达谱(dig—

ital gene expression profiIing，DGE)的样本制备过程；

一类是物理法。主要应用于DNA，cHIP—seq．Mate

Pair的样本制备过程01‘”]。本文主要关注的是物理

法中应用最多的超声波破碎仪破碎样本的应用与

技巧。

2超声波破碎仪的选择

超声波破碎仪的基本原理是将电能转换为声能．

这种声能使水(或其他液体)形成密集的小气泡，随着

气泡震动和其猛烈的聚爆而产生机械剪切力，对基因

组DNA进行物理性打断。超声波破碎仪的种类和型

号都很多，为满足高通量测序样本文库构建的基本要

求，选择仪器时要关注：(1)样本之间不能有任何交叉

污染的可能，高通测序是灵敏的测试，只要有任何其他

DNA在其中都会被当作测序对象进行测序，会造成测

序数据的污染和不可信；(2)需要的样本量较少，一些

临床样本，稀有动植物的样本，或残存物质中不可再获

得的样本都是十分珍贵的．基因组DNA的提取量都

不是很高，基本是微克级别，所以有些需要大量样本才

能操作的仪器．在高通量测序文库构建中是不建议使

用的；(3)可重复性要高，高通量测序的一个特点就是

平行处理多个样本，如果破碎条件不稳定，那么意味着

各个样本的可比性、重复性和稳定性很差，会造成实验

不可重复。基于以上基本的3条，本文选择非接触式

全自动超声破碎仪Bioruptor和自动聚焦声波样本处

理仪covaris s220。根据不同的超声频率和强度可将

DNA打断成相应大小的DNA片段，从而达到满足高

通量测序的长度要求。本文主要的片段长短在100～

500 bp之间。

3仪器与主要试剂

仪器：非接触式全自动超声破碎仪Bioruptor(比

利时Diagenode公司)．自动聚焦声波样本处理仪co—

varis s220(美国covaris公司)，电泳仪PowerPac

Basic Power supply(美国Bi0_Rad公司)，凝胶成像

系统chemiDoc xRs+(美国Bio—Rad公司)，离心机

5424(德国Eeppendorf公司)，分光光度计Nano—

Drop2000(美国Thermo scientifjc公司)

主要试剂：血液，组织+细胞基因组提取试剂盒

(DP304天根生化科技(北京)有限公司)。

4实验方法

4．1基因组DNA的提取

将适量新鲜的人的血液用血液、组织、细胞基因组

提取试剂盒提取基因组DNA，用分光光度计检测

定量。

4．2超声波破碎基因组DNA

4．2．1 使用非接触式全自动超声破碎仪Bioruptor

破碎基因组DNA

(1)在5 mI。离心管管中．加入loo nL溶液(内含

2肚g基因组DNA)，封口膜封口，备用；

(2)调整相应参数：强度钮置“H”，时间钮置?30

s”，见图1；

(3)添加适量碎冰于槽内。水添加到水位线．每5

min重新添加1次碎冰，以保证全过程在O℃进行；

(4)持续时间段分别为o、3、7、10、14、24、28、32、

34、38、40 min；

(5)仪器停止2 h后．每次1个样本，8个样本连

续做．每个样本持续时间为20 min。

图1 Bioruptor操作面板图

4．2．2 自动聚焦声波样本处理议covaris s220破碎

基因组DNA

(1)将loo pL、2 Pg基因组DNA放人Cova“s

s220专用小玻璃管(520045)中，盖好盖子，备用；

(2)由于超声波主要是依赖时间和功率控制破

碎强度，所以根据目的片段的大小调整参数，各参数

见表1，在如图2所示的软件编辑界面分别进行

调整。
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围2 covaris s220操作软件界面围

4．3 超声波破碎后基因组DNA电泳检测

将以上2种方法制备的样品，用质量浓度为

209／L的琼脂糖凝胶电泳进行检测，电泳后凝胶用EB

染色，用凝胶成像系统chemiDoc XRs+进行拍照、观

察和分析。

4．4 2100生物分析仪检测

将2种超声波破碎的峰值在300 bp左右的基因

组DNA，用2100生物分析仪DNA chips 1000进行

检测。

5结果与分析

5．1超声波破碎仪仪器比较

2台超声波破碎仪的性能、价格以及优缺点比较

见表2。可以看出非接触式全咱动超声破碎仪Bi—

oruptor的仪器价格相对低廉，不需要专门特殊的实验

耗材，实验样本体积最低可达50“L，但是操作相对繁

琐、噪音大；自动聚焦声波样本处理仪covaris s220的

仪器价格昂贵，需要专门的实验耗材配合使用，样本所

需最小体积为100“L，但是操作简单、噪音小。

表2超声波破碎仪性能价格比较表

5．2超声波破碎仪破碎效果比较

Bioruptor破碎凝胶成像电泳检测结果如图3中

(a)和(b)所示：Bioruptor破碎效率并不随时间的延长

而成正比增加，在14 min以后，破碎效果变化不显著。

考虑是仪器不能连续工作时间太长，导致超声效率下

降，设计了新的超声破碎实验过程，每次1个样本，每

个样本20 min，连续做3个样本。电泳检测结果如图

3中(c)所示，同样的样本，同样的浓度，同样的超声条

件，只是先后不同，发现随着时间的延长，破碎效率在

下降，样本之间的片段差异在200 bp左右。

从图4中可以看出：covaris s220的超声效率很

高，且连续工作效率很好。同样浓度的样本在不同的

作用时间下，依然可获得相应大小的片段，其中7 min

即可获得峰值150 bp的片段。
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图3 Biorup|or破碎凝胶电泳图

图4 covaris s220超声破碎凝胶电泳图

2100生物分析仪分析结果如图5所示，(a)为Bi—

oruptor破碎的300 bp峰值的DNA片段；(b)为co—

va“s S220破碎的300 bp峰值的DNA片段。经过比

较，可以看出二者的波峰跨度和面积基本一致，也就是

说破碎效果基本一样。
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围5生物分析仪2100分析结果图

2种仪器的破碎效率比较见表3。从表3可以看

出，要得到300 bp的目的片段，Covaris S220只需要

耗时1．3 min，而Bioruptor却需要14 min。由于过短

的片段对于高通量测序没有太大意义，所以未做c6一

varis s220在14 mln和20 min破碎效果对比实验。

表3破碎效果对照表

6结论

本文涉及的实验主要是样本文库制备过程中样本

片段化的处理。从以上实验结果分析得出的结论是：

(1)Covaris S220可以在较短的时间里获得比较

理想的片段，重复性很好，操作简单，就高通量测序方

向上的应用来说，covaris s220有很大优势。但是仪

器和耗材比较昂贵，而且这台仪器占实验台的面积比

较大，还需另配电脑配合操作；

(2)Bioruptor价格相对低廉，没有特殊耗材，所

占面积有限，不需电脑操作，在摸索好仪器的使用规律

的前提下，可以得到理想片段，但是操作相对繁琐。总

之，2台仪器在不同的实验室背景下，各有所长。
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后的峰面积和含水质量分数就成正比关系，而且y轴

截距应该为O。数据处理后得到的结果见表2．表2中

处理后的峰圆积为在原始峰面积的基础上减去N H

收缩振动峰的面积。根据该结果作图(见图3)并应用

线性回归方程得到水质量分数和理论中的只有氢氧键

贡献的峰面积关系为：_=0．402 39·z+O．。09 8，谋

莘为0．009 8％。通过进一步的数据校正处理得H；y

=o．4【)2 39·』+o．005 71，截距接近o。与前面拟合

得到的方程比较，可以认为在一定的误差和精度范围

内该方法可行。

表2不同水含量标准样品盘}理后的红外光诰数据

4结束语

应用数学方法对红外光谱法测得的花生油含水质

量分数建立了模型和方法。该方法简单易行，操作简

便，并且开发了400～4 000 cm范围的红外光谱定量

检测水分的应用，能够在一定的误差、精度范同内测量

花生油含水质量分数。该方法可以快速科学地对部分

较难测量的物质进行有效测量．也同时也为食用油的

成分及杂质含量测评提供一定的技术支持。
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