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高通量测序技术及应用 



高通量测序可以做什么 

第二代测序仪与第一代测序仪的不同 

高通量测序如何做 



第二代测序仪与sanger法的比较 

Nature Biotechnology 2008 

   Roche: 454 

       ABI : SOLID 

  Illumina: GA IIx 

                 Hiseq2000 

无需再单独设计引物 

通量可持续增长,潜力无限 

已经不仅用于单独的测序, 

能够对未知基因组的生物
样本进行基因表达研究 

GA 测序技术平台的优点:高准确性 

                                    高通量                           

                                    高灵敏度 

                                    运行成本低 



功能基因组学:  
                RNA-seq   
                        (mRNA, Non-Coding RNA, small RNA)        
                CHIP-seq 
                   …… 

基因组学研究: 
                         DNA-seq 
             （全基因组测序、外显子测序）  

高通量测序可以做什么 



文章发表情况 

临床上的应用-----产前检查等 



第二代测序仪中，illumina公司的测序仪应用的最为广泛。 



第二代高通量测序仪的实验流程 



测序室 

该测序仪已经在 

北京生命科学仪器区域中心 

入网,实现共享 



样品制备 

生成 

分子簇 

测序 

数据分析 



样品制备 

DNA  样品制备 

mRNA 样品制备 

Small RNA样品制备 

CHIP-seq  样品制备 

Mate  Pair 样品制备 …
…

 



分子库构建关键步骤 



100ng/ μl 

DNA样本制备 

  样品总量>10μg 

260/280值：1.8~2.0之间 

非常重要,实验成败的关键 



Illumina :  

    TruSeq DNA Sample Preparation Kit 
     试剂，Adapter (含有index) 

NEB : NEBNext™ DNA 样品准备试剂 

    试剂 

非常重要,实验成败的关键 

超声破碎仪 

Cycle数：10~12   最大不能超过15个 

...... 



RNA样本制备 

全转录组测序  （EP100bp） 

检测表达量      （SR36bp） Oligo dT 

Random primer 

纯化mRNA 

mRNA片段化  

反转录 

选择mRNA 

去除核糖体RNA 

与DNA建库 

方法相同 

Total RNA 的质量：260/280   1.8-2.2          

                                    28S:18S ≥ 1        

                                     RIN >8 



分子库的质控 



分子簇(Cluster)生成 



样品制备 

生成 

分子簇 

测序 

数据分析 































测序 



样品制备 

生成 

分子簇 

测序 

数据分析 









数据分析 



  测序公司 研究所 

测序仪 √ 

超算（大型计算机）              √ 

试剂费用 √ 

人员费用 √ 

税费 √    

自己测序的好处 

6000元/Gb 

价格优势 

时间优势 

人员优势   
（可以共同讨论实验结果及分析方法） 





测序片段长度有待增加 

前期对样本的要求比较高，分子库构建程序比较复杂 

1. 可扩展的超高通量      

量还有望上升到95 GB，相当于人类基因组的30 倍覆盖度。 

2. 需要样品量少 

Genome Analyzer 系统需要的样品量低至100ng，能应用在很多样品有限的
实验 

3. 简单、快速、自动化 

4. 新颖的测序化学技术 

Genome Analyzer 通过合成测序来支持大规模并行测序。 

利用新颖的可逆荧光标记终止子,可以在DNA 链延伸的过程中检测单个
碱基掺入。 

由于四个可逆终止子dNTP 在每个测序循环都存在，自然的竞争减少了
掺入的误差。 

5. 单个或配对末端支持 

6. 相对于其它高通量测序仪它的成本更低 



KAPA  Library Quant Kits 

KAPA SYBR FAST qPCR试剂盒优点： 

1、反应效率高； 

2、可扩增AT/GC含量高的模板； 

3、高灵敏度和线性特征； 

4、动态范围宽 

5、重复性强； 

6、速度快，且灵敏度与效率高。 

不用自备标准品 

适用平台： 

1、Illumina Genome Analyzer 
2、Roche 454 GS Titanium and FLX 

3、ABI SOLiD 




