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基于微量 ＤＮＡ 样本的简化甲基化文库构建方法研究
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摘　 要：ＲＲＢＳ（简化甲基化测序）是一种有效研究 ＤＮＡ 甲基化状态的测序方案。 文库构建是该方案中最关键的实验步骤之

一，ＲＲＢＳ 文库构建往往因为酶切产物少，文库构建步骤繁多等因素，导致 ＤＮＡ 起始量需要 １ ｕｇ 以上。 然而很多来源于人的

样本，如冰冻组织穿刺、石蜡切片、显微微切割等，都往往只能获得 １００ ｎｇ 以下的 ＤＮＡ，无法满足常规 ＲＲＢＳ 文库构建的起始

ＤＮＡ 总量要求，从而大大限制 ＲＲＢＳ 技术的应用范围。 本研究主要探讨并设计了基于微量 ＤＮＡ 样本（＜１００ ｎｇ）的 ＲＲＢＳ 文库

构建策略，主要通过优化 ＭｓｐＩ 酶切条件、ＤＮＡ 片段大小筛选、缩减反应步骤及减少 ＤＮＡ 转移次数等技术手段，大大提高了

ＤＮＡ 回收率，进而建立了 ２ 种有效使用微量 ＤＮＡ 样品的 ＲＲＢＳ 文库构建方案（即 ＥＡ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 和 ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 方案）。 ＥＡ⁃Ｍｅｔｈ⁃
ｏｄ 方案在处理 １００ ｎｇ 左右的 ＤＮＡ 时，有经济、快速、高效的特点，但文库质量略差于 ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 方案；ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 方案可将

ＤＮＡ 起始量降低至 １０ ｎｇ，并且文库质量高。 为验证 ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 方法的可靠性，研究人员选取了 ３ 种志愿者样本（全血和口拭

子），采用 ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 同时进行常量和微量 ＲＲＢＳ 文库构建，并进行 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ 平台测序，数据通过生物信息分析得到微量

ＲＲＢＳ 检测的 ＣｐＧ，ＣＨＧ，ＣＨＨ 中 Ｃ 碱基的甲基化比例与常量 ＲＲＢＳ 结果一致。 同时，该方法可以大大降低 ＤＮＡ 损耗及损伤，
因而该方法可将 ＲＲＢＳ 技术应用到更广泛的样本类型中去，有效拓展 ＲＲＢＳ 的研究领域。
关键词：二代测序；ＲＲＢＳ；简化甲基化；ＥＡ⁃Ｍ；ＷＢ⁃Ｍ
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　 　 表观遗传学是指在不改变 ＤＮＡ 序列的条件下

所发生的可遗传基因表达的变化［１］ ．表观遗传学主

要包括 ＤＮＡ 甲基化、组蛋白修饰和染色质结构．脊
椎动物中，ＤＮＡ 甲基化表现为在 ＤＮＡ 甲基化转移

酶（ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮＭＴ）作用下，甲基基团

合成到 ５′－ＣｐＧ－３′中胞嘧啶的第五位碳原子上［２］ ．
正常情况下，人类基因组“垃圾”序列的 ＣｐＧ 二核苷

酸相对稀少，并且总是处于甲基化状态。 非甲基化

的 ＣｐＧ 不是均匀分布，而是呈现局部聚集倾向，形
成一些 ＧＣ 含量较高、ＣｐＧ 双核苷酸相对聚集的区

域，即 ＣｐＧ 岛［３］ ．与之相反，人类基因组中大小为

１００～１０００ ｂｐ 左右且富含 ＣｐＧ 二核苷酸的 ＣｐＧ 岛

则总是处于未甲基化状态，并且与 ５６％的人类基因

组编码基因相关［４］。 在正常人的基因组 ＤＮＡ 中，约
有 ３％～６％的胞嘧啶是甲基化的［５］ ． 根据 Ｇａｒｄｉｎｅｒ⁃
Ｇａｒｄｅｎ 等［６］ 的定义， ＣｐＧ 岛是一段长度不小于

２００ ｂｐ、ＧＣ 含量不小于 ５０％、ＣｐＧ 含量与期望含量

之比不小于 ０．６ 的区域．由于该定义将一些重复片

段也包含其中，Ｔａｋａｉ 和 Ｊｏｎｅｓ［７］将 ＣｐＧ 岛重新定义

为长度不小于 ５００ ｂｐ、ＧＣ 含量不小于 ５５％、ＣｐＧ 含

量与期望含量之比不小于 ０．６５ 的区域．据统计，多
于 ５０％的基因的启动子区含有 ＣｐＧ 岛［８ － ９］ ．在早期

的认识中，ＣｐＧ 岛都是非甲基化的，但是随着研究

的不断深入，人们发现在印迹基因、失活的 Ｘ 染色

体［１０］甚至是正常的体细胞中都存在甲基化的 ＣｐＧ
岛［１１］ ．部分 ＣｐＧ 岛的异常甲基化常常伴随着癌症等

疾病的发生［１２］。 高通量测序技术堪称测序技术发

展历程的一个里程碑，该技术可以对数百万个 ＤＮＡ
分子同时进行测序。 这使得对一个物种的转录组和

基因组进行全景式分析成为可能，因此也称其为深

度测序 （ Ｄｅｅｐ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ） ［１３］ 或下一代测序技术

（Ｎｅｘｔ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ） ［１４］。 新一代高通

量测序技术使得基因组整体水平高精度的甲基化检

测成为现实。 目前，高通量测序技术已经广泛应用

于拟南芥、人、水稻和家蚕等生物 ＤＮＡ 甲基化的研

究，并取得了广泛的研究成果［１５ － １８］。
研究 ＤＮＡ 甲基化的高通量测序技术方法主要

包括： 全 基 因 组 重 亚 硫 酸 盐 测 序 （ Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，Ｂｉ⁃ｓｅｑ） 和简化表达重亚硫酸盐测序

（ Ｒｅｄｕｃｅｄ Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，
ＲＲＢＳ）、甲基化 ＤＮＡ 免疫共沉淀测序（Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ
ＤＮＡ ｉｍｍｕｎｏ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＭｅＤＩＰ⁃ｓｅｑ）、
甲基化 ＤＮＡ 富集结合高通量测序（Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ＤＮＡ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ＭＢＤ⁃Ｓｅｑ）等。 目前，重
亚硫酸盐修饰被公认为 ＤＮＡ 甲基化检测的“金标

准”。 Ｂｉ⁃ｓｅｑ和 ＲＲＢＳ 技术均是基于上述修饰。 全

基因组 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 测序技术可以得到单碱基分辨率的

全基因组甲基化图谱。 这一技术最初被 Ｃｏｋｕｓ
等［ １５ ］应用在植物拟南芥的全基因甲基化图谱分析

上（借助了 Ｓｏｌｅｘａ 测序技术）。 ２００９ 年 Ｌｉｓｔｅｒ 等［ １９ ］

利用全基因组 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 测序发表了第一篇人类的全

基因组甲基化图谱（ 利用了 Ｓｏｌｅｘａ 测序），随后该技

术开始在人类疾病，如肥胖症的研究中得以应

用［ ２ ０ ］。 基于对黄种人的外周血单核细胞 ＤＮＡ 样

品进行 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 处理后，结合 Ｓｏｌｅｘａ 测序技术进行

深度测序，２０１０ 年 Ｌｉ 等［２１］ 成功绘制出了“炎黄一

号”高精确度的全基因组甲基化图谱。 然而，重亚

硫酸盐转化全基因组法高昂的测序成本，在一定程

度上限制了该技术的广泛应用。
简化表达亚硫酸盐测序（ＲＲＢＳ），又称基于酶

切消化的重亚硫酸盐测序， 是一种简便、高效、经济

的 ＤＮＡ 甲基化研究方法，通过酶切富集启动子及

ＣｐＧ 岛区域，并进行 Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 测序，同时实现 ＤＮＡ
甲基化状态检测的高分辨率和测序数据的高利用

率。 ２００５ 年 Ｍｅｉｓｓｎｅｒ 等［２ ２ ］最初结合 Ｓａｎｇｅｒ 测序发

明了该项技术，并将其成功应用于鼠胚胎干细胞去

甲基转移酶前后的甲基化谱的检测。 接着 Ｍｅｉｓｓｎｅｒ
领导的研究小组通过改用 ＭｓｐＩ 酶切来富集小鼠全

基因组近 ９０％的 ＣｐＧ 岛片段，结合 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司的

高通量测序技术，建立并完善了适用于哺乳动物全

基因组甲基化测序分析的方法［ ２ ３ ］。 ２０１０ 年该课题

组又发表了一篇关于 ＲＲＢＳ 的文章，在其先前的工

作基础上进一步优化 ＲＲＢＳ 技术并挖掘其在临床应

用上的潜力［ ２ ４ ］。 ２０１２ 年华大基因研究院与深圳大
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学、中山大学及华南科技大学合作发表了 ＲＲＢＳ 与

Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ 测序的比较方法学文章［２ ５ ］。 Ｗａｎｇ 等［２６］发

现双酶切（ＭｓｐＩ，ＡｐｅＫＩ）可以提高 ＲＲＢＳ 建库成功

率，并且提高覆盖率。
目前 ＲＲＢＳ 构建测序文库时所需 ＤＮＡ 出发量

一般大于 １００ ｎｇ［２ ７ ］，某些样本甚至需要到达１ μｇ以
上［２ ８ － ２９ ］。 然而很多情况下实验样本很珍贵，如

ＦＦＰＥ 样本或者单细胞样本，这样对 ＲＲＢＳ 建库的要

求和难度都大幅度提高，目前对于少于 １００ ｎｇ 的样

本进行 ＲＲＢＳ 建库缺乏有效的技术方法，本实验对

从微量 ＤＮＡ 样品出发构建 ＲＲＢＳ 文库进行了较为

细致的研究，并试图找出并建立一种更简便高效的

方法。 这对于拓宽简化甲基化测序的应用领域有着

重大意义。

１　 材料与方法

１．１　 材料

本实验所使用的 ｇＤＮＡ 来源为实验室自传代人

类红白血病细胞系 Ｋ５６２ 细胞，细胞采用悬浮培养

至密度 ８０％（Ｋ５６２ 细胞作为一种常见的研究用细

胞系，具有一定代表性，并为保证细胞状态最佳，所
以将细胞培养至密度 ８０％ 左右。），培养皿大小

１００ ｍｍ，培养基选用 ＤＭＥＭ＋１０％ＦＢＳ（胎牛血清），
为保证 ｇＤＮＡ 来源保持一致，本实验所用 ＤＮＡ 采用

一次性提取 ３ 个培养皿的混合 Ｋ５６２ 细胞所得。
本实验中，用于验证 ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 可靠性的人源

样本来源于 ３ 位志愿者，常量样本采用静脉血

２００ μＬ，微量样本采用少量口腔上皮细胞（为验证

ＷＢ⁃Ｍ 方案应用至真实人源样本的可靠性，所以验

证实验采用志愿者自采集样本。）。
１．２　 ｇＤＮＡ 提取

ｇＤＮＡ 提取方法采用蛋白酶 Ｋ 消化法，将细胞

收集至 １５ ｍＬ 离心管中，加入 ３ ｍＬ ＰＢＳ 缓冲液重悬

细胞后，依次加入 ５００ μＬ 蛋白酶 Ｋ（２０ ｍｇ ／ ｍＬ）、
７ ｍＬ 裂解液（ＳＤＳ、ＥＤＴＡ、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ），放置 ５６ ℃孵

育 ４ ｈ 后，１ ∶ １（Ｖ ／ Ｖ）加入酚氯仿异戊醇（２５ ∶ ２４ ∶
１）溶液，充分混匀后离心取上清，再按 １ ∶ １ 加入氯

仿异戊醇（２４ ∶ １）溶液，充分混匀后离心取上清，加
入 ０．８ 倍体积异丙醇（ －２０ ℃预冷）充分混匀后，可
见白色团状沉淀，使用枪头将沉淀捞出，并使用

７０％乙醇漂洗沉淀 ２ 次，干燥挥发乙醇３ ｍｉｎ后，使
用 Ｑｉａｇｅｎ ＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ 溶解沉淀。 提取的 ＤＮＡ 采用

Ｑｕｂｉｔ，ＮａｎｏＤｒｏｐ 和电泳进行质检。
静脉血 ｇＤＮＡ 提取方法使用 ＱｉａＡｍｐ Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ

Ｋｉｔ，按照操作手册进行 ＤＮＡ 提取，大致方法如下：

将２００ μＬ静脉血置于冰水混合物中融化后加入

２０ μＬ蛋白酶 Ｋ 和６００ μＬ ＡＬ缓冲液，混匀后置于

５６ ℃水浴１５～３０ ｍｉｎ，裂解产物加入 １ 倍体积乙醇

充分混匀后过离心柱，所有产物过离心柱后依次加

入 ＡＷ１、ＡＷ２ 缓冲液洗涤离心柱 ２ 次，空气干燥

２～３ ｍｉｎ，加入 ＡＥ 缓冲液洗脱 ＤＮＡ，提取的 ＤＮＡ 采

用 Ｑｕｂｉｔ，ＮａｎｏＤｒｏｐ 和电泳进行质检。
１．３　 ＭｓｐＩ 酶切条件优化

本实验使用 ＭｓｐＩ 限制性内切酶（ＮＥＢ，２０ Ｕ ／
μＬ）对 ｇＤＮＡ 进行酶切处理 （因 ＭｓｐＩ 酶切位点

ＣＣＧＧ 与人类 ＣｐＧ Ｉｓｌａｎｄ 序列相似，并且该酶对甲

基化区域不敏感，可以最大限度的富集 ＣｐＧ Ｉｓｌａｎｄ
区域。），得到有效的简化末端。 因 ＭｓｐＩ 酶对温度

不敏感，所以工作中只对 ＭｓｐＩ 酶的用量和酶切时间

进行条件优化实验。 优化实验材料使用 ８ μｇ ｇＤＮＡ
均分为 ７ 份，保证每份 ｇＤＮＡ＞ １ μｇ，分别对每份

ｇＤＮＡ，在 ３７ ℃下采用不同时间和不同酶用量进行

酶切，酶切体积 ５０ μＬ，酶切完成后， ６５ ℃ 变性

２０ ｍｉｎ，取 ２５ μＬ 酶切产物加入 ６Ｘ Ｌｏａｄｉｎｇ Ｄｙｅ
５ μＬ，点 ２％ 琼脂糖凝胶 １００ Ｖ 电泳 ２ ｈ 检测酶切

效率并回收相应片段。
１．４　 片段大小筛选方法优化

片段大小筛选采用 ２ 种方法进行，分别是琼脂

糖凝胶电泳（加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ） （本实验中所用的

Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 为完全未甲基化的大肠杆菌 ＤＮＡ，
ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ＤＮＡ，Ｐｒｏｍｅｇａ）和磁珠两步法筛选。

琼脂糖凝胶电泳（加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ）方案，采用

１ μｇ ｇＤＮＡ ＭｓｐＩ 酶切后并进行补平和连接测序接

头所 得 的 连 接 产 物 为 材 料， Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 采 用

ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ＤＮＡ （Ｐｒｏｍｅｇａ） ｃｏｖａｒｉｓ 打断至 １５０ ～
３００ ｂｐ，在连接产物中加入 ２００ ｎｇ，不加入 Ｃａｒｒｉｅｒ
ＤＮＡ 的做为对照， 进 行 ２％ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳，
１００ Ｖ ２ｈ检测加入 ＣａｒｒｉｅｒＤＮＡ 的效果。

磁珠两步法筛选大小方案， 方案原理基于

ＡＭｐｕｒｅＸＰ Ｂｅａｄｓ 对 ＰＥＧ（ＭＷ ６ ０００）的终浓度敏

感，从而影响结合 ＤＮＡ 片段大小。 本实验采用 １ μｇ
ｇＤＮＡ ｃｏｖａｒｉｓ 打断至 １００ ～ ７００ ｂｐ 作为材料，不同

ＰＥＧ 浓度进行片段大小筛选，并采用 ２％琼脂糖凝

胶电泳和 ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ ２１００（毛细管电泳）进行片段

大小检测。
１．５　 常规 ＲＲＢＳ 建库方法

常规 ＲＲＢＳ 建库方法 （ Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ Ｍｅｔｈｏｄ，
ＣＯ⁃Ｍ）（见图 １（ａ）），采用 １ μｇ，１００ ｎｇ，５０ ｎｇ，１０ ｎｇ
ｇＤＮＡ，加 １ μＬ （２０ Ｕ ／ μＬ）ＭｓｐＩ（以下所有使用酶试

剂及酶反应 ｂｕｆｆｅｒ，均使用 ＮＥＢ 来源，除特殊标注

外）酶切 ３７ ℃ ０．５ ｈ，加入末端修复反应试剂（１０×
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Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬ， １０ ｎＭ ｄＮＴＰｓ ４ μＬ， １０ ｍＭ
ＡＴＰ ２．５ μＬ， Ｔ４ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（３ Ｕ ／ μＬ） ５ μＬ，
Ｔ４ ＰＮＫ （ １０ Ｕ ／ μＬ） ５ μＬ， Ｋｌｅｎｏｗ Ｌａｒｇｅ Ｆｒａｇｍｅｎｔ
（５ Ｕ／ μＬ） １ μＬ，并补水至 １００ μＬ，２０ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎ，
产物用 ＱｉａＡｍｐ ＭｉｎＥｌｕｔｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）进行纯化

并洗脱至 ３０ μＬ，加入末端加 Ａ 反应试剂（１０ｍｍｏｌ ／
Ｌ ｄＡＴＰ ５ μＬ，Ｋｌｅｎｏｗ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，５ Ｕ ／ μＬ Ｋｌｅｎｏｗ
ｅｘｏ⁃３ μＬ），补水至 ５０ μＬ，３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎ，产物用

ＱｉａＡｍｐ ＭｉｎＥｌｕｔｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）进行纯化并洗脱

至 ３０ μＬ，加入测序接头连接反应试剂（甲基化处理

的测序接头（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ） １ μＬ，Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ （１０ Ｕ ／ μＬ）
３ μＬ，１０×Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ），加水补充至 ５０ μＬ，
２２ ℃孵育 １５ ｍｉｎ，连接产物使用 ＱｉａＡｍｐ ＭｉｎＥｌｕｔｅ
ＰＣＲ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）进行纯化并洗脱至 ７５ μＬ，重亚硫

酸盐 ＣＴ 转化采用 Ｚｙｍｏ Ｇｏｌｄ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （Ｚｙｍｏ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ），操作根据试剂盒说明书并将产物纯化至

２０ μＬ，加入 ６× ｌｏａｄｉｎｇ ｄｙｅ （Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）４ μＬ，
２％琼脂糖凝胶电泳回收 １５０ ～ ３５０ ｂｐ 片段，胶回收

采用 ＱｉａＡｍｐ ＭｉｎＥｌｕｔｅ Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ），
回收至 ２０ μＬ。 加入文库扩增试剂（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｐｒｉｍｅｒ
Ｍｉｘ ５ μＬ，２× ＫＡＰＡ ｕｒａｃｉｌ＋ ＰＣＲ Ｒｅａｄｙ Ｍｉｘ （ＫＡＰＡ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ） ２０ μＬ，反应程序 ９５ ℃ １０ ｍｉｎ，扩增循环

（９５ ℃ ３０ ｓ，６２ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ）（１ μｇ ＤＮＡ 起始

采用 １０ 个循环，１００ ｎｇ ＤＮＡ 及以下采用 １５ 个循

环），７２ ℃ ４ ｍｉｎ），得到的 ＰＣＲ 产物采用 ＱｉａＡｍｐ
ＭｉｎＥｌｕｔｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）进行纯化至２０ μＬ，Ｑｕｂｉｔ
测定文库浓度，ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ ２１００（Ａｇｉｌｅｎｔ）检测文库

片段分布。
１．６　 ＥＡ一步 ＲＲＢＳ建库方法

ＥＡ 一 步 建 库 方 法 （ ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ， ＥＡ⁃Ｍ ）
（见图 １（ｂ）），采用 １００ ｎｇ，５０ ｎｇ，１０ ｎｇ ｇＤＮＡ，加
ＭｓｐＩ（以下所有使用酶试剂及酶反应 ｂｕｆｆｅｒ，均使用

ＮＥＢ 来源，除特殊标注外）１ μＬ 酶切 ３７ ℃ ０．５ ｈ，加
入末端修复反应试剂 （１０ × Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ ２． ５ μＬ，
１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ １ μＬ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ ２．５ μＬ， Ｔ４
ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （３ Ｕ ／ μＬ）２．５ μＬ，Ｔ４ ＰＮＫ（１０ Ｕ ／
μＬ） ２．５ μＬ， Ｔａｑ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （１０ Ｕ ／ μＬ） １ μＬ），补
水 至 ２５ μＬ， １２ ℃ １５ ｍｉｎ， ３７ ℃ １５ ｍｉｎ，
７２ ℃ ２０ ｍｉｎ，产物不纯化，直接加入测序接头连接

反应试剂 （甲基化处理后的测序接头 （ Ｉｌｌｕｍｉｎａ）
１ μＬ，Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ ３ μＬ，Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ １ μＬ，加水补充

至 ３５ μＬ），２２ ℃孵育 １５ ｍｉｎ，连接产物使用 ＱｉａＡｍｐ
ＭｉｎＥｌｕｔｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ （ Ｑｉａｇｅｎ ） 进 行 纯 化 并 洗 脱 至

７５ μＬ， 重 亚 硫 酸 盐 ＣＴ 转 化 采 用 Ｚｙｍｏ Ｇｏｌｄ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ｚｙｍｏ Ｒｅｓｅａｒｃｈ） ，操作根据试剂盒

说明书并将产物纯化至 ２０ μＬ，加入 ６× ｌｏａｄｉｎｇ ｄｙｅ

（Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ） ４ μＬ，２％琼脂糖凝胶电泳回收

１５０～３５０ ｂｐ 片段，胶回收采用 ＱｉａＡｍｐ ＭｉｎＥｌｕｔｅ Ｇｅｌ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ），回收至２０ μＬ。 加入文库扩

增试剂（Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ ５ μＬ，２× ＫＡＰＡ ｕｒａｃｉｌ＋
ＰＣＲ Ｒｅａｄｙ Ｍｉｘ （ＫＡＰＡ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ） ２０ μＬ，反应程序

９５ ℃ １０ ｍｉｎ，扩增循环 （９５ ℃ ３０ ｓ，６２ ℃ ３０ ｓ，
７２ ℃ ３０ ｓ）（１ μｇ ＤＮＡ 起始采用 １０ 个循环，１００ ｎｇ
ＤＮＡ 及以下采用 １５ 个循环），７２ ℃ ４ ｍｉｎ），得到的

ＰＣＲ 产物采用 ＱｉａＡｍｐ ＭｉｎＥｌｕｔｅ ＰＣＲ Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ）进
行纯化至 ２０ μＬ，Ｑｕｂｉｔ 测定文库浓度，ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ
２１００（Ａｇｉｌｅｎｔ）检测文库片段分布。
１．７　 磁珠包被ＲＲＢＳ建库方法

磁珠包被 ＲＲＢＳ 建库方法 （ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ， ＷＢ⁃
Ｍ）（见图 １（ｃ）），采用 １００ ｎｇ，５０ ｎｇ，１０ ｎｇ ｇＤＮＡ，加
１ μＬ ＭｓｐＩ 酶 （以下所有使用酶试剂及酶反应

ｂｕｆｆｅｒ，均使用 ＮＥＢ 来源，除特殊标注外） ３７ ℃ 酶

切过夜，加入末端修复试剂（１０× Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬ，
１０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰｓ ４ μＬ， １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ ２．５ μＬ，
Ｔ４ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ （ ３ Ｕ ／ μＬ ） ５ μＬ， Ｔ４ ＰＮＫ
（１０ Ｕ ／ μＬ） ５ μＬ， Ｋｌｅｎｏｗ Ｌａｒｇｅ Ｆｒａｇｍｅｎｔ （５ Ｕ ／ μＬ）
１ μＬ），补水至 １００ μＬ，２０ ℃ 孵育３０ ｍｉｎ，产物用

１５０ μＬ Ａｍｐｕｒｅ ＸＰ Ｂｅａｄｓ（Ｂｅｃｋｍａｎ）纯化，纯化步骤

按照 ＡｍｐｕｒｅＸＰ Ｂｅａｄｓ 说明书进行至挥发晾干残留乙

醇，加 ＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｑｉａｇｅｎ）３７ μＬ，室温放置 １ ｍｉｎ，无需

去除磁珠，直接加入末端加 Ａ 反应试剂（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＡＴＰ ５ μＬ，Ｋｌｅｎｏｗ Ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ，５ Ｕ ／ μＬ Ｋｌｅｎｏｗ ｅｘｏ⁃
３ μＬ），３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ，产物加入 ＰＥＧ ／ ＮａＣｌ（２０％
ＰＥＧ８０００（Ｓｉｇｍａ）， ９％ ＮａＣｌ（Ｓｉｇｍａ））溶液 ５０ μＬ，
重悬磁珠，并按照 ＡｍＰｕｒｅＸＰ Ｂｅａｄｓ 说明书进行至

挥发晾干残留乙醇，加 ＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｑｉａｇｅｎ）４１ μＬ，室
温放置１ ｍｉｎ，无需去除磁珠，加入测序接头连接反

应试剂（甲基化处理后的测序接头（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ）１ μＬ，
Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ（１０ Ｕ ／ μＬ） ３ μＬ，Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ ５ μＬ），加
水补充至 ５０ μＬ，２２ ℃孵育１５ ｍｉｎ，产物加入 ＰＥＧ ／
ＮａＣｌ（２０％ ＰＥＧ８０００， ９％ ＮａＣｌ）溶液 ５０ μＬ，重悬磁

珠，并按照 ＡｍＰｕｒｅＸＰ Ｂｅａｄｓ 说明书进行至挥发晾

干残留乙醇，加 ＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｑｉａｇｅｎ）７５ μＬ，室温放置

１ ｍｉｎ，无需去除磁珠，重亚硫酸盐 ＣＴ 转化采用

Ｚｙｍｏ Ｇｏｌｄ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ Ｋｉｔ 并纯化至 ２０ μＬ（本步骤

使用 Ｚｙｍｏ 试剂盒自带纯化柱，将磁珠去除），产物

采用 ＡｍｐｕｒｅＸＰ Ｂｅａｄｓ 二步筛选法筛选片段大小至

１５０～３５０ ｂｐ 之间，采用 ＥＢ Ｂｕｆｆｅｒ 洗脱至２０ μＬ，加
入文库扩增反应试剂（ Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｐｒｉｍｅｒ Ｍｉｘ ５μＬ，２×
ＫＡＰＡ ｕｒａｃｉｌ＋ ＰＣＲ Ｒｅａｄｙ Ｍｉｘ （ＫＡＰＡ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ） ２０ μＬ，
反应 程 序 ９５ ℃ １０ ｍｉｎ， 扩 增 循 环 （ ９５ ℃ ３０ ｓ，
６２ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ） （１μｇ ＤＮＡ 起始采用 １０ 个
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循环，１００ ｎｇ ＤＮＡ 及以下采用 １５ 个循环），７２ ℃
４ ｍｉｎ），得到的 ＰＣＲ 产物采用 ＡｍｐｕｒｅＸＰ Ｂｅａｄｓ 进行

纯化至 ２０ μＬ，Ｑｕｂｉｔ 测定文库浓度，ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ ２１００
检测文库片段分布。

图 １　 三种 ＲＲＢＳ 文库构建方法流程图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｒｅｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ＲＲＢＳ ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ

１．８　 ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ 验证实验

本实验使用人来源样本 ３ 例，采用 ＷＢ⁃Ｍｅｔｈｏｄ
分别进行微量（１０ ｎｇ）ＲＲＢＳ 和常量（１ μｇ）ＲＲＢＳ 文

库构建，并使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ ３０００ 平台进行高通

量测序，每个样本测序 ２０ ｍｏｌ ／ Ｌ ｒｅａｄｓ 以上。 生物

信息分析使用 Ｔｒｉｍ＿ｇａｌｏｒｅ 进行低质量（Ｑ＜２０）数据

过滤和去重，ｂｉｓｍａｒｋ 进行序列比对，参考基因组选

用人类基因组 ｈｇ１９，并对甲基化频率分布、甲基化

覆盖度、３ 种 ｃｏｎｔｅｘｔ（ＣｐＧ、ＣＨＧ、ＣＨＨ）下 Ｃ 碱基甲

基化比例进行统计。

２　 结果

２．１　 ｇＤＮＡ 提取及质量测定

ｇＤＮＡ 提取方法采用经典 ＰＫ 法（细胞和组织样

本），全血采用 ＱｉａＡｍｐ 使用 Ｂｌｏｏｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ，Ｑｕｂｉｔ 测
定浓度并计算 Ｋ５６２ ｇＤＮＡ 总量为３８６ μｇ（Ｑｕｂｉｔ ２．０
ＨＳＤＮＡ Ａｓｓａｙ）， Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 检测 ｇＤＮＡ 纯度

（ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ ＝ １．９１，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０ ＝ ２．１２ ），０．６％ 琼

脂糖凝胶检测 ｇＤＮＡ 纯度，电泳条带清晰单一，无降
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解拖尾条带，片段均在４０ ｋｂ以上（见图 ２）。 人来源

的每个常量样本均获得 ２ μｇ 以上 ＤＮＡ （ ＯＤ２６０ ／
ＯＤ２８０ ＝ １． ９４，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０ ＝ ２． ０８），微量样本获得

１００ ｎｇ以上 ＤＮＡ（ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０ ＝ １．９０，ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０ ＝
２．１６），纯度均符合质检标准（１．８＜ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２８０＜２．０，
ＯＤ２６０ ／ ＯＤ２３０＞２．０）。

图 ２　 基因组 ＤＮＡ 电泳质量检测

Ｆｉｇ．２　 ｇＤＮＡ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．２　 ＭｓｐＩ 酶切条件优化

本实验提及的 ３ 种 ＲＲＢＳ 文库构建方法都需要

使用 ＭｓｐＩ 酶切富集 ＣｐＧ Ｉｓｌａｎｄ 位点，所以需要优化

ＭｓｐＩ 酶切条件，酶切条件选用 ３７ ℃做为酶切温度，
选择酶切时间 １ ｈ 设置酶用量 １０ Ｕ，２０ Ｕ，４０ Ｕ，再根

据 ＭｓｐＩ 的酶切特性，选择 １０ Ｕ 的酶活设置酶切时间

条件为 ０．５ ｈ，１．０ ｈ，２．０ ｈ，４．０ ｈ，Ｏ ／ Ｎ（１６ ｈ）。 通过电

泳图（见图 ３）可以看到，酶用量加大和酶切时间延长

并不能让 ＭｓｐＩ 的酶切效率提高，所以从时间和成本

的角度出发，酶切条件使用 １０ Ｕ，０．５ ｈ，酶切温度

３７ ℃，这里需要说明，１０ Ｕ 的酶切用量已经可以将

１ μｇ ＤＮＡ酶切完整，所以本课题所用１００ ｎｇ ＤＮＡ使

用 １０ Ｕ，０．５ ｈ，３７ ℃的酶切条件完全可以消化完全。

图 ３　 ＭｓｐＩ 酶切条件优化电泳检测
Ｆｉｇ．３　 ＭｓｐＩ ｄｉｇｅｓｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

２．３　 片段大小筛选方法优化

二代测序仪在测序时需要进行成 簇 反 应

（Ｃｌｕｓｔｅｒ Ｇｅｎｅｒａｒｉｏｎ），成簇反应对 ＤＮＡ 片段长度有

一定要求，根据 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 官方解释，正常情况下，成
簇反应需求 ＤＮＡ 片段长度在 ２００ ～ ５００ ｂｐ 之间，所
以文库片段过大或过小都会影响成簇反应进行，这
也使得筛选合适的 ＤＮＡ 片段大小成为文库构建中

不可缺少的一步。 另外，片段筛选的另一个作用是

去除接头二聚体，接头二聚体对测序质量会造成极

大影响，据统计，５％的测序接头二聚体含量会导致

最终数据 ５０％的损失。 片段筛选最常见的方法是

琼脂糖凝胶电泳，本课题因起始 ＤＮＡ 量很少，导致

连接反应的产物在琼脂糖凝胶上基本不能显现，
导致切胶时容易误判并且胶回收效率降低，所以

本文采用了加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 的方式提高辨识度

和胶回收效率，由于在片段大小筛选前，已经使用

重亚硫酸盐处理过连接产物，Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 因不含

测序扩增接头序列，在最终的 ＰＣＲ 扩增中不会被

扩增，所以不会影响最终的测序结果。 本实验采

用加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 和未加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 进行对

照实验，主要比较在琼脂糖凝胶（见图 ４（ ａ））上的

可辨识度，图上可以很清楚的加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 的

目的电泳片段区域（１５０ ～ ３５０ ｂｐ）较未加入 Ｃａｒｒｉｅｒ
ＤＮＡ 的目的电泳片段区域清晰，切胶时可以明显

的将接头二聚体与目的序列分开，有效提高辨识

度并且在胶回收过程中，提高了回收效率，且
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Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 可以填补硅胶柱中的死体积，从而达

到提高回收效率的目的。
使用加入 Ｃａｒｒｉｅｒ ＤＮＡ 的方法可以提高胶回收

的得率，但微量 ＤＮＡ 通过琼脂糖凝胶后的损失率仍

然可达到 ５０％以上，为了进一步减少损失，采用了

羧基磁珠（Ａｍｐｕｒｅ ＸＰ Ｂｅａｄｓ）进行文库大小筛选，筛
选原理是因羧基磁珠在 ＰＥＧ 的影响下，结合 ＤＮＡ
的能力会产生变化，ＰＥＧ 含量越高，磁珠可结合的片

段就越多，从片段大小上来看，能结合的小片段就越

多，使用不同浓度的 ＰＥＧ 对打断后的 ＤＮＡ 进行筛

选，并使用琼脂糖凝胶电泳检测分布（见图 ４（ｂ）），由
图中可以看到，１２％ ～ １５％的 ＰＥＧ 浓度已经可以满

足 ＲＲＢＳ 文库构建的需要，为验证该方案的可重复

性，继续设计优化实验如下：取 １μｇ Ｆｒａｇｍｅｎｔ ＤＮＡ
（２００～６００ ｂｐ），分别用 １２％ ／ １５％筛选和 １０％ ／ １２％
筛选，并采用 ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ 进行片段大小分析，做１ 个

重复（见图 ４（ ｃ）），从 ２ １００ 检测图种可以看到，
１２％ ／ １５％可用于 ＲＲＢＳ 文库构建中的片段大小筛

选，与琼脂糖凝胶分离切胶方法相比，得率和稳定性

有较大提高（见图 ４（ｃ））。

图 ４　 片段大小筛选方法优化

Ｆｉｇ．４　 Ｓｉｚｅ Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ

２．４　 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 与 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ Ｍｅｔｈｏｄ 比较

　 　 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ（ＥＡ⁃Ｍ）方案主要是将 ＣＯ⁃Ｍ 中的末

端修复及 ３’端加 ｄＡ 合并成一步，并且在做完末端

修复和 ３’端加 ｄＡ 之后，直接加入 Ｔ４ ｌｉｇａｓｅ，减少了

其中 ２ 步纯化步骤，从而减少 ＤＮＡ 损失。 该方法可

以将末端修复及 ３’端加 ｄＡ 步骤合并使用了 Ｔａｑ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 在 ７２ ℃下可以在 ３’端加 ｄＡ 的特性，将
Ｔａｑ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ 加入到末端修复的体系中即可实现

３’端加 ｄＡ 的目的，并且将这一步的 ｂｕｆｆｅｒ 替换成

Ｔ４ ＤＮＡ Ｌｉｇａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ，这就使得在进行下一步连接

操作时，不需进行纯化。 本实验使用 １００ ｎｇ，５０ ｎｇ，
１０ ｎｇ ｇＤＮＡ，每个实验组设置 ３ 个重复，共 ９ 个样

本，分别使用 ＣＯ⁃Ｍ 和 ＥＡ⁃Ｍ 进行 ＲＲＢＳ 文库构建，
本实验中 ＰＣＲ 控制 １２ 个循环数，并使用 Ｑｕｂｉｔ 测定

并统计比较 ２ 种方法的文库总量（见图 ５（ ａ）） ，
ＣＯ⁃Ｍ法在处理 １０ ｎｇ，５０ ｎｇ ｇＤＮＡ 时文库构建失败，
在处理 １００ ｎｇ ＤＮＡ 时 ３ 个样本的其中 １ 个失败，
２ 个样本得率很低，ＥＡ⁃Ｍ法在处理 １０ ｎｇ ＤＮＡ 时得

率很低，文库质量差，处理 ５０ ｎｇ，１００ ｎｇ ＤＮＡ 时已

能得到很好的结果。
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本实验使用 １ μｇ ｇＤＮＡ 起始ＣＯ⁃Ｍ进行 ＲＲＢＳ
文库构建作为文库合格的阳性参照，该阳性参照使

用 Ｑｕｂｉｔ 测定文库浓度并计算总量为 １５１．２ ｎｇ，并使

用 ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 分 别 测 定 阳 性 文 库

（见图 ５（ｂ））和 ＥＡ⁃Ｍ 构建的文库（见图 ５（ｃ）），使
用ＥＡ⁃Ｍ法构建的 ＲＲＢＳ 文库与阳性对照文库相比，

大小均分布在 ２００ ～ ５５０ 之间，没有接头二聚体

（ Ａｄａｐｔｅｒ ｄｉｍｅｒ ）， 图 中 看 到 ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ２１００
（Ａｇｉｌｅｎｔ）检测出的峰不呈现良好的正态分布，是因

ＲＲＢＳ 文库构建中 ＤＮＡ 片段化使用 ＭｓｐＩ 酶切产生

的酶切末端导致，不会对后续测序结果产生任何

影响。

图 ５　 ＥＡ⁃Ｍ 与 ＣＯ⁃Ｍ 构建 ＲＲＢＳ 文库比较∗

Ｆｉｇ．５　 ＥＡ⁃Ｍ ｖｓ ＣＯ⁃Ｍ

∗注：（ａ） ∶ ＥＡ⁃Ｍ 和 ＣＯ⁃Ｍ 构建 ＲＲＢＳ 文库，ＤＮＡ 起始分别使用 １０ ｎｇ，５０ ｎｇ，１００ ｎｇ，蓝色∗标注使用 ＣＯ⁃Ｍ 建库，红色∗标注使用 ＥＡ⁃Ｍ 建

库；（ｂ） ∶ ＣＯ⁃Ｍ 文库大小分布；（ｃ） ∶ ＥＡ⁃Ｍ 文库大小分布。
彩图见电子版（ｈｔｔｐ ∶ ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ．ｃｈ ／ ｌｏｇｉｎ．ａｓｐｘ）（２０１７ 年第 １ 期 ｄｏｉ ∶ １０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１７．０１．２０１６０９００１）。

２．５　 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 稳定性测试

根据 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 与 Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌ Ｍｅｔｈｏｄ 比较试

验的结果，发现 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 在处理 ５０ ｎｇ ＤＮＡ 起始

量时，已经有很好的效果。 为了进一步测试 ＥＡ
Ｍｅｔｈｏｄ 的稳定性，将 ６００ ｎｇ ｇＤＮＡ 平均分成 １２ 份

（每份 ５０ ｎｇ），采用 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 进行 ＲＲＢＳ 文库构

建，使用 Ｑｕｂｉｔ 测定文库得率并统计 ＣＶ（见图 ６），发
现 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 在处理 ５０ ｎｇ ＤＮＡ 进行 ＲＲＢＳ 文库构

建时，成功率高，文库产出也很稳定（ＣＶ＜０．０５）。

２．６　 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ 与 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 比较

由上述研究可以看出，ＥＡ⁃Ｍ 法对于微量样本的

处理已初具优势，但因为需要进行切胶和多次 ＤＮＡ
转移导致处理 ５０ ｎｇ 以下的样本仍比较困难，为了能

进一步降低 ＤＮＡ 出发量和优化文库质量，在磁珠筛

选文库大小方案的启发下，建立了全程将 ＤＮＡ 与磁

珠包被的文库构建方案，该方案的优势在于，ＤＮＡ 全

程与磁珠结合，大大减少 ＤＮＡ 转移的次数，提高最

终有效文库得率。 该方案与 ＣＯ⁃Ｍ 法的步骤基本相
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同，但在所有的酶反应中，ＤＮＡ 都与磁珠结合在一起

进行孵育，纯化方案中，采用 ＰＥＧ Ｂｕｆｆｅｒ 进行结合和

洗脱，在连接反应前，使用的 ＰＥＧ 浓度均为 ２０％，连接

反应中采用 １２％ ／ １５％进行洗脱，本实验采用了 ＥＡ⁃Ｍ
法作为对照，分别取 １０ ｎｇ，５０ ｎｇ，１００ ｎｇ 做 ２ 组重复，
ＲＲＢＳ 文库构建完成后，Ｑｕｂｉｔ 进行测定并统计比较 ２

种方法的文库得率（见图 ７（ａ）），ＢｉｏＡｎａｌｙｚｅｒ ２１００ 分

别随机抽取 ２ 种方法中的 １ 个文库进行文库片段大小

测定（见图 ７（ｂ），７（ｃ）），发现 ＷＢ⁃Ｍ 法在处理更微量

ＤＮＡ 样本上比 ＥＡ 有更大的改善，基本可以达到 ３ 倍

左右的文库总量，并且得到的文库范围与 ＥＡ 法有高

度一致性（见图 ７（ａ） ～图 ７（ｃ））。

图 ６　 ＥＡ 方案稳定性测试

Ｆｉｇ．６　 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

图 ７　 ＷＢ⁃Ｍ 与 ＥＡ⁃Ｍ 构建 ＲＲＢＳ 文库比较∗

Ｆｉｇ．７　 ＷＢ⁃Ｍ ｖｓ ＥＡ⁃Ｍ
∗注：（ａ） ∶ ＥＡ⁃Ｍ 和 ＣＯ⁃Ｍ 构建 ＲＲＢＳ 文库，ＤＮＡ 起始分别使用 １０ ｎｇ，５０ ｎｇ，１００ ｎｇ，蓝色∗标注使用 ＣＯ⁃Ｍ 建库，红色∗标注使用 ＥＡ⁃Ｍ 建

库；（ｂ） ∶ ＣＯ⁃Ｍ 文库大小分布；（ｃ） ∶ ＥＡ⁃Ｍ 文库大小分布。
彩图见电子版（ｈｔｔｐ ∶ ／ ／ ｓｗｘｘｘ．ａｌｌｊｏｕｒｎａｌｓ．ｃｎ．ｃｈ ／ ｌｏｇｉｎ．ａｓｐｘ）（２０１７ 年第 １ 期 ｄｏｉ ∶ １０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１６７２－５５６５．２０１７．０１．２０１６０９００１）。
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２．７　 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ 稳定性测试

　 　 根据 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ 与 ＥＡ Ｍｅｔｈｏｄ 比较试验的结

果，发现 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ 在处理 １０ ｎｇ ｇＤＮＡ 起始量时，
也有较为满意的结果。 为了进一步测试 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ
的稳定性，将 １２０ ｎｇ ｇＤＮＡ 均分成 １２ 份样本（每份

１０ ｎｇ），采用 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ 进行 ＲＲＢＳ 文库构建，使用

Ｑｕｂｉｔ 测定文库得率并统计 ＣＶ，发现 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ 在

处理 １０ｎｇ ＤＮＡ 进行 ＲＲＢＳ 文库构建时，成功率高，
文库产出也很稳定（ＣＶ＜０．０５）（见图 ８）。

图 ８　 ＷＢ 方案稳定性测试

Ｆｉｇ．８　 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

２．８　 ＷＢ⁃Ｍ 验证实验

　 　 使用 ＷＢ⁃Ｍ 对 ３ 个人来源样本分别进行常量

（１ μｇ）ＲＲＢＳ 和微量（１０ ｎｇ）ＲＲＢＳ 文库构建，并在

Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｈｉｓｅｑ３０００ 平台上进行 ＰＥ１５０ 测序，每个样

本至少获得 ２０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｒｅａｄｓ 数据。 数据使用 Ｔｒｉｍ＿
ｇａｌｏｒｅ 进行数据质量 ＱＣ（见表 １），可见 ３ 个常量样本

和 ３ 个对应微量样本的 ＱＣ 结果一致，得到高质量

（Ｑ Ｓｃｏｒｅ＞２０）数据后，再使用 Ｂｉｓｍａｒｋ 将数据比对至人

类参考基因组（ｈｇ１９ 版本），可看到常量与微量对应样

本数据 Ｕｎｉｑｕｅ Ｒｅａｄｓ 均可达 ６５％（见表 １），再将得到

的 ｂａｍ 文件统计各个位点甲基化位点的甲基化比例及

覆盖度，并比较常量和微量样本的差异，可见从不同甲

基化水平碱基分布来看，微量和常量样本均符合 ＲＲＢＳ
文库的特点，甲基化区域均富集在 Ｒｅａｄｓ 的两头

（见图 ９（ｃ），９（ｄ）），并且覆盖 ＣｐＧ 区域 ２Ｘ 以上的

ｒｅａｄｓ 占比 ８０％以上（见图 ９（ａ），图 ９（ｂ）），两者保持

了高度一致。 最后统计了甲基化通常发生的 ＣｐＧ，
ＣＨＧ，ＣＨＨ 三种不同的 ｃｏｎｔｅｘｔ 下 Ｃ 碱基的甲基化比

例，其中 ＣｐＧ ｃｏｎｔｅｘｔ 最常见（见表 ２），可以看到常量

和微量样本的甲基化水平也保持一致。

表 １　 ＷＢ 方案实验数据 ＱＣ
Ｔａｂｌｅ １　 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ Ｄａｔａ ＱＣ Ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ
Ｔｏｔａｌ Ｒｅａｄｓ
（Ｎｕｍ．）

Ｆｉｌｔｅｒｅｄ Ｒｅａｄｓ
（Ｑ Ｓｃｏｒｅ＜３０）（Ｎｕｍ．）

Ｒｅｍａｉｎ ／
％

Ｔｏｔａｌ Ｒｅａｄｓ
Ｐａｉｒ（Ｎｕｍ．）

Ｕｎｉｑｕｅ Ｍａｐｐｅｄ
Ｒｅａｄｓ Ｐａｉｒ （Ｎｕｍ．）

Ｍａｐｐｉｎｇ
Ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ／ ％

Ｈｍ１⁃１０ ｎｇ ３４ ２５６ ５１６ １１０ ０４７ ９９．６８ １７ ０１８ ２１１ １１ ６５１ ９３０ ６８．４７
Ｈｍ２⁃１０ ｎｇ ２３ ５５５ ４５２ ８７ ６２３ ９９．６３ １１ ６９０ １０３ ７ ４９９ ２６３ ６４．１５
Ｈｍ３⁃１０ ｎｇ ３１ ８６８ １７０ ７１ １４９ ９９．７８ １５ ８６２ ９３６ １０ ８２０ ５５７ ６８．２１
Ｈｍ１⁃１ μｇ ３９ ００４ ０３２ ８２ ５２５ ９９．７９ １９ ４１９ ４９１ １４ １３４ ８０８ ７２．７９
Ｈｍ２⁃１ μｇ ２７ ４３１ ９４８ ４４ ９６７ ９９．８４ １３ ６７１ ００７ ９ １５０ ８１４ ６６．９４
Ｈｍ３⁃１ μｇ ２６ ９８０ ０１０ ４８ ７７９ ９９．８２ １３ ４４１ ２２６ ９ １９４ ９８２ ６８．４１

表 ２　 ＷＢ 方案 ＣｐＧ，ＣＨＧ，ＣＨＨ 中 Ｃ 碱基甲基化比例

Ｔａｂｌｅ ２　 ＷＢ Ｍｅｔｈｏｄ ＭｅｔｈｙＣ Ｃｏｎｔｅｎｔ Ｉｎ ＣｐＧ，ＣＨＧ，ＣＨＨ ％

Ｓａｍｐｌｅ ＩＤ
ＣｐＧ ｃｏｎｔｅｘｔ

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ Ｒａｔｅ
ＣＨＧ ｃｏｎｔｅｘｔ

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ Ｒａｔｅ
ＣＨＨ ｃｏｎｔｅｘｔ

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ Ｒａｔｅ
Ｈｍ１－１０ ｎｇ ６６．４０ ３．４０ ３．２０
Ｈｍ２⁃１０ ｎｇ ６９．６０ ４．１０ ３．８０
Ｈｍ３⁃１０ ｎｇ ６９．８０ ３．６０ ３．２０
Ｈｍ１⁃１ μｇ ７２．２０ ５．３０ ５．６０
Ｈｍ２⁃１ μｇ ７０．６０ ４．６０ ４．２０
Ｈｍ３⁃１ μｇ ７１．００ ３．７０ ３．３０
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图 ９　 ＷＢ 方案甲基化覆盖度

Ｆｉｇ．９　 ＷＢ ｍｅｔｈｏｄ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｂａｓｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ

３　 讨论

　 　 随着表观遗传学研究的深入，二代测序在甲基

化测序中的研究方法也大幅增多，ＲＲＢＳ（简化甲基

化）测序以经济，分辨度高的优点在人、小鼠、大鼠

的甲基化研究中被高频使用。 ＲＲＢＳ 文库是测序前

样本处理的关键步骤，其中的核心问题包括：（１）
ＲＲＢＳ 文库需要符合 ＭｓｐＩ 酶切的特性；（２）ＲＲＢＳ 文

库必须没有接头二聚体存在（约 １２５ ～ １２８ ｂｐ）；（３）
文库总量必须满足二代测序基本需求 （ ２０ ｎｇ 以

上）；（４）实验方法的稳定性（可重复性）高。 本研究

中使用的 ２ 种改进后的基于微量 ＤＮＡ 样品的 ＲＲＢＳ
文库构建方法，可以很好的解决以上 ４ 个问题，从而

满足 ＲＲＢＳ 文库用于后续测序的需求。 首先，经过

ＭｓｐＩ 酶切优化实验，确定了 ＭｓｐＩ 酶的最优酶切条

件，并且在最终文库中也可以明显的看到人 ｇＤＮＡ
被 ＭｓｐＩ 酶完整酶切的特征序列，并且文库分布在

２００ ～ ６００ ｂｐ，有利于在测序仪上进行成簇反应

（ｃｌｕｓｔｅｒ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ）；其次，通过片段大小筛选优化

方案，切胶纯化通过加入 ｃａｒｒｉｅｒＤＮＡ 提高胶的辨识

度，从而将接头二聚体与目的片段间有效分离，磁珠

筛选通过不同比例 ＰＥＧ 浓度将小片段完整去除，两
种方案都可以有效的将接头二聚体去除，保证后期

测序数据的高质量；第三，ＥＡ⁃Ｍ 法通过末端修复以

及加“Ａ”反应，连接合并成一步，大大缩短了步骤，
从而提高 ＤＮＡ 回收效率，实现提高最终文库得率的

目的，ＷＢ⁃Ｍ 法通过将 ＤＮＡ 固定在磁珠上的方法减

少 ＤＮＡ 的被转移次数，从而提高最终文库总量，两
种方法分别从减少步骤和减少 ＤＮＡ 转移次数的角

度提高了文库得率，从而实现 １０ ～ ５０ ｎｇ 微量 ＤＮＡ
起始样品的 ＲＲＢＳ 文库构建；最后，分别通过 ２ 种方

法的稳定性实验，可以看到 ２ 种方法的可重复性很

高，成功率基本达到 １００％，并且针对同一个 ＤＮＡ 样

本的重复性可以达到 ＣＶ＜０．０５ 的要求，表明这 ２ 种

方法构建 ＲＲＢＳ 文库稳定性较好，并且 ＷＢ⁃Ｍ 因全
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程使用磁珠纯化，适用于液体工作站上使用，在有效

提高建库规模化的同时，有效减少人工参与带来的

建库误差。
本研究中最关键的因素在于 ＤＮＡ 起始量低，所

以根据不同的 ＤＮＡ 起始量，研发了 ２ 种方案，其中

ＥＡ⁃Ｍ 可以针对 ５０ ～ １００ ｎｇ 的微量 ＤＮＡ 样品的

ＲＲＢＳ 文库构建，ＷＢ⁃Ｍ 可以针对 １０ ～ ５０ ｎｇ 的微量

ＤＮＡ 样品的 ＲＲＢＳ 文库构建，然而 ＷＢ⁃Ｍ 方案针对

５０～１００ ｎｇ ＤＮＡ 出发量时会有更好的效果。 原因如

下：（１）经过 ２ 个方案的比较发现，减少 ＤＮＡ 转移

次数可以大大降低 ＤＮＡ 在建库中的损耗及损伤，
ＤＮＡ 被固定在磁珠上对 ＤＮＡ 自身也具有一定保护

作用，所以 ＷＢ⁃Ｍ 方案可以有效保证酶切末端，减
少在建库过程中酶切末端的损伤。 （ ２） Ｕｎｉｑｕｅ
Ｒｅａｄｓ Ｒａｔｉｏ（唯一不重复 Ｒｅａｄｓ 比例）是二代测序数

据质控中的一个重要指标，而影响该指标的因素主

要是 ＤＮＡ 起始量和文库构建中 ＰＣＲ 的循环数。 本

课题研究的微量 ＤＮＡ ＲＲＢＳ 文库构建方案，起始

ＤＮＡ 样本量少成为影响该指标的制约因素，因此如

何有效减少文库构建中 ＰＣＲ 循环数，成为本研究中

的关键因素。 ＷＢ⁃Ｍ 可以有效减少 ＤＮＡ 损耗，使最

终减少 ＰＣＲ 循环数变成可能，在后续实验中，发现

５０ ｎｇ ＤＮＡ 起始样本量可以将最终 ＰＣＲ 循环次数

降低至 １０ 次，１０ ｎｇ ＤＮＡ 起始可有效降低 ＰＣＲ 循环

数至 １４ 次，大大提高测序数据的有效性。 经过 ２ 种

方案的比较发现， ＷＢ⁃Ｍ 方法在构建微量 ＤＮＡ
ＲＲＢＳ 文库时，比 ＣＯ⁃Ｍ 和 ＥＡ⁃Ｍ 更加适合，但 ＥＡ⁃Ｍ
在文库构建时间上有一定优势，因为减少了纯化和

反应程序，所以 ＥＡ⁃Ｍ 法构建 ＲＲＢＳ 文库比其他 ２
种方法减少约 １ ／ ３ 时间。 另一方面，从经济角度来

看，ＥＡ⁃Ｍ 的成本是 ＣＯ⁃Ｍ 的 ７０％左右，ＷＢ⁃Ｍ 的成

本是 ＣＯ⁃Ｍ 的 ７７％左右，所以在进行 １００ ｎｇ 左右

ＤＮＡ 起始 ＲＲＢＳ 文库时，从时间和经济的角度上，
推荐使用 ＥＡ⁃Ｍ 法进行文库构建，但从质量上来看，
ＷＢ⁃Ｍ 法则更为优秀。

本研究中因偏重于人来源的微量样本研究（例
如：石蜡切片，显微微切割等），所以只使用了人来

源的 ｇＤＮＡ 样本，后期验证 ＷＢ⁃Ｍ（因 ＷＢ⁃Ｍ 方案制

备的文库质量更优于 ＥＡ⁃Ｍ 方案，且在实际应用中

ＷＢ⁃Ｍ 方案更适合检测技术发展方向，所以本验证

实验只验证了 ＷＢ⁃Ｍ 方案。）也只使用了人来源样

本，并通过信息学分析可看到 ＷＢ⁃Ｍ 在同时处理常

量样本和微量样本时，Ｕｎｉｑｕｅ Ｒｅａｄｓ 均可达到 ６５％
以上，并且可发现的 ＣｐＧ ｃｏｎｔｅｘｔ 中 Ｃ 碱基甲基化比

例也保持高度一致。 本研究中提及的 ＷＢ⁃Ｍ 已成

功应用于显微微切割样本的处理。 目前还未应用于

ＦＦＰＥ 样本的处理，从 ＷＢ⁃Ｍ 方案来看，可以适用于

ＦＦＰＥ 样本的处理，但在进行 ＭｓｐＩ 酶切之后，应使用

ＵＤＧ 和 ＦｐＧ 酶对 ＦＦＰＥ 来源 ＤＮＡ 进行 ＤＮＡ 修复，
从而提高文库构建的成功率。 随着二代测序技术的

发展，单细胞测序也广泛应用到医疗及诊断领域，如
ＰＧＤ，ＣＴＣｓ 等，本课题研究中推荐的 ＷＢ⁃Ｍ 方案也

可应用于单细胞领域，通过单细胞扩增技术将单个

细胞 ＤＮＡ 少量扩增后，使用 ＷＢ⁃Ｍ 方案进行微量

ＤＮＡ 样品的 ＲＲＢＳ 文库构建，可以获得高质量的

ＲＲＢＳ 文库，为后续测序及生物信息分析打下坚实

基础。
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