
收稿日期：!"""#$"#$%
基金项目：人类基因组计划 $&基因组测序项目（’() 计划项目）（项目批准号：*$$$""$""$+’）

作者简介：甄志成（$+%’#），男，$+++ 年毕业于南京大学。

通讯联系人：姚志建，男，电话：（"$"）(%’’)))!#’"!，,#-./0：1.2345 -6 7 89/7 :2; 7 8<。
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摘要：根据 $" "’" 份基因组 =>? 测序的结果，讨论了毛细管阵列电泳测序方法的技术特点，并对影响测序结果的

一些因素进行了分析。在此基础上与平板凝胶电泳方法进行比较，显示了毛细管阵列电泳的优点。同时也对大规

模测序技术环节之间的协调进行了探讨。
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$ 前言

$+%% 年，C.<:9D 等［$］提出了用双脱氧链终止法

进行 =>? 测序，即利用双脱氧核苷三磷酸的渗入

阻断 =>? 聚合酶的作用，使合成链在双脱氧核苷

酸处中止，并采用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离长度各

差一个核苷酸的 =>? 单链，以读出序列。双脱氧

链终止法早期采用同位素标记（)!E，)A C）的方法，但

同位素的散射与衰变影响测序结果读取的准确性，

且操作步骤繁琐，不能满足大规模测序的需求。!"
世纪 ’" 年代末，荧光标记的测序技术逐渐取代同位

素标记，进而四色荧光标记的应用又使测序反应物

的分离能在一个泳道完成，从而降低了泳道间迁移

率的差异对精度的影响，为一块平板胶做 +( 个样品

的高密度电泳的发展奠定了基础。凝胶平板电泳

=>? 自动测序仪就是在此技术背景下发展起来的。

!" 世纪 +" 年代，基因组学的出现和发展对测

序数量的需要产生了数量级的跳跃，毛细管阵列电

泳 =>? 测序仪就应运而生了［!］。本文从规模化测

序的实际操作出发，探讨毛细管阵列电泳测序的运

行方式、操作中所遇到的问题、以及影响测序结果的

因素。并对凝胶平板电泳测序仪和毛细管阵列电泳

测序仪的操作过程作了比较。

% 材料与方法

% & $ 测序标本

测序标本来源于人 ) 号染色体短臂末端（)FG9D#
=)C)($"）的 H?* 克隆（含 $"" IJF K !"" IJF 的目

的片段）。首先对 H?* 进行亚克隆操作，待测序的

基因组片段插入在 EL* $’ 质粒中，形成可供测序

的亚克隆菌落，插入片段长约 ! IJF。将亚克隆后的

菌液在 MH 平皿上划线培养过夜。于次日随机挑取

平板上的单个菌落接种于 +( 孔方腔板中，在 ! N

OP 培养基中于 )% Q下培养，以 ))" D R -/< 的速率

摇菌过夜。采用碱裂解法提取质粒［)］，并经过 ST0#
G/U8D99< 滤板（S/00/F2D9 公司）过滤。异丙醇沉淀质

粒 =>?，乙醇洗沉淀，最后溶于去离子水中。此时

质粒 =>? 含有约 ! IJF 长的待测片段。然后进行

琼脂糖电泳操作，将模板定量为 $"" -: R M。

% & % 测序反应

采用末端终止法测序：+( 孔板中，每孔反应体

系含模板 !"" <:，测序混合物（=>? 聚合酶，脱氧核

苷酸 V>PE，荧光标记双脱氧核苷酸 VV>PE），引物

（S$) 正向或反向），去离子水（电阻大于 $’ 7 ! S!，

由 S/00/#W 纯水仪制得），缓冲液，总体积为 $""M。

将 +( 孔板放入 E*X 仪，采用循环测序法。热

循环式反应程序为：+( Q保持 ! -/<，+( Q保持 $"
U，A" Q保持 A U，(" Q保持 B -/<。步骤 ! 至 B 之间

循环 )A 次，最后在 B Q下保存。

反应产物用异丙醇沉淀，乙醇洗后，每孔质粒

=>? 溶于 !""M 去离子水中，等待上样。

% & ’ 电泳条件及数据处理

采用 E, 公司生产的 )%"" 毛细管阵列电泳仪，

测序胶为 E@E( 型。电泳电压 A !A" Y，电泳温度 A"
Q。电泳时间根据所拟的测序列长度而定，大约每

$A -/< 电泳相当于读取 $"" JF 的长度。上样时间

为 !" U，电压 $ A"" Y。

使用 C9ZT9<8/<: ?<.01U/U ) 7 ( 软件（E, 公司）对

原始数据进行初步分析，使用 E[D9V 软件（华盛顿大

学测序中心提供，经中科院生物物理所改进）进行质

量控制。

’ 结果与讨论

’ & $ 测序结果的统计分析

统计分析了得自 $"A 次电泳运行的 $" "’" 个
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样品的测序结果。方法是将每次电泳运行得到的符

合质量要求的结果累加，得出每一次电泳的样品总

读长，以此数值作为衡量电泳运行质量高低的参数。

将上述 !"# 次电泳样品的每板总读长划分为几个档

位进行统计分析，则测序样品每板总读长在 #" $%&
以上的高质量样品约占 ’’(，其中又有超过半数达

到 )" $%& 以上，而每板总读长低于 *" $%& 的只占

*(。由此可知，毛细管阵列电泳的测序结果是高质

量和稳定的。而产生部分低质量测序结果的原因在

于质粒提取及规模化操作中的一些失误，例如模板

的纯度不高，模板量不足或过量等，并非毛细管电泳

过程中的问题。

由于测序操作每批测 +) 个样品，即 +) 个样

品 ,板，所以当每板累积总读长达到 )" $%& 以上时，

平均每个成功样品的读长在 )"" %& 以上。-./01 软

件对色谱峰形要求比较高，对峰高亦有一定的要求。

如果以目测观察是否出现 2（无法读出的碱基）来作

为标准，则成功样品的读长可达到 3"" %&。图 ! 是

456 编号为 ’!7897 的一个次级克隆片段测序结

果。由图 ! 可见在 3"" %& 左右，色谱峰的峰形依然

较为尖锐，峰与峰的间距并没有随着电泳的进行而

拉开；且由峰高可看出荧光信号在电泳接近尾声时

仍保持很好的检测强度。良好的色谱峰峰形避免了

测序软件的误读，从而得到较长的读长。

图 ! 测序电泳图尾部图例

"#$% ! &’( )*#+ ,-.)#-/ -0 1(23(/4#/$ (+(4).-,’-.()-$.*5
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6 % 7 89: 测序模板的质量与浓度

模板的质量对测序有极重要的影响，因此测序

模板的纯度要求很高。首先，不能有过多杂蛋白，因

为毛细管壁上的硅醇基团易通过疏水作用与杂蛋白

结合，从而降低毛细管的使用寿命，这一点在模板

I25 提取过程中应格外注意。其次，模板中不能含

有过多的盐，因为盐的存在会产生“歧视效应”（在电

动上样过程中，盐会消耗大部分电功），从而造成上

样量减少，进而影响信号强度。另外，在模板的规模

化提取中有时会出现模板间的交叉污染，从而导致

色谱峰信噪比下降，读长缩短。如果交叉污染是在

挑取次级克隆时发生的（由于克隆密集，所挑并非单

克隆），就会在测序反应体系中存在两种同样浓度的

模板，最终得到如图 9 所示的色谱峰；如果在挑取克

隆之后发生污染，在反应体系中将出现两种不同浓

度的模板，最终得到如图 7 所示的色谱峰，其污染峰

高根据污染模板在反应体系中所占的比例决定［*］。

模板提取后的琼脂糖电泳定量操作有利于提早

确定模板的污染。图 * 中箭头所示两条亮度相近条

带，即表示提纯的模板有交叉污染。

图 7 克隆挑取时引入的模板交叉污染

"#$% 7 ;.-11<4-/)*5#/*)#-/ #/=34(= >? #/-43+*)#-/
6>81@=@>8? B? @8 J@C H ! H

图 6 克隆挑取后引入的模板交叉污染

"#$% 6 ;.-11<4-/)*5#/*)#-/ #/=34(= *0)(. #/-43+*)#-/
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图 ! 琼脂糖电泳检定克隆挑取时引入的模板交叉污染
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!"# $%&’’($&)*+,-)+*#. *#,/0+*# -’ /&-)*#. 12 +) +%%&3，’##
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图 8 测序中的外源性污染
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除了模板之间的交叉性污染以外，还可能在模

板提取中引入外源性污染。外源性污染和交叉污染

可表现出不同的色谱图，因为交叉污染时虽然有两

种模板，但它们的载体区相同，所以色谱图的前一部

分显示相同的谱形，而外源性污染则会表现出自始

至终的高噪声，如图 A 所示。

测序反应体系中，模板 DEF 的含量必须控制

在一定范围内，@:!? 反应体系所用的模板量约为

7:: )5。若模板过量，而体系中测序混合物和其他

成分所占的比例不变，则会在循环早期过多消耗

.E!G 和 ..E!G，使后反应体系中两者浓度降低，不

能合成长链，从而出现色谱峰到某一区域迅速下降

的现象。若模板 DEF 含量偏低，则表现为色谱峰

高降低、信噪比下降。

如果模板中 HC 重复序列偏长，则会在测序反

应时影响聚合反应，使之难以进行下去，从而导致电

泳图中色谱峰突然丢失的现象。此问题是目前测序

技术的主要难题之一。

? % ? 进样量

毛细管阵列电泳采用电迁移进样，进样量对测

序结果的影响明显，可以通过改变上样电压和时间

来调整进样量。当进样量不足时，增大进样电压和

延长进样时间一方面会使进样量增加，另一方面，随

着进样电压的升高，柱效将下降，且下降趋势随进样

时间的增加而加剧。因此，只要保证检测器能接受

到足够强的信号，进样区带越小越好，即进样电压和

时间的调整必须限制在一定范围内。同时，上样时

间过长还会引起样品的区带扩散，导致分辨率下降。

故而倾向于在上样时间较短的前提下，适当提高上

样电压，借以找到最适值。目前采用的上样电压为

@ A:: B，时间为 7: ’。

? % ! 毛细管阵列电泳仪与平板凝胶电泳仪的比较

如果以达到读长 I:: 1/ 作为目标，将平板凝胶

电泳测序仪与毛细管阵列电泳测序仪的运行情况进

行比较，结果见表 @。

表 @ 毛细管阵列电泳仪与凝胶平板电泳仪的比较

9(5). @ A24/(0#72, 5.+B.., 6(/#))(01 (00(1 .).6+02/-20.7#7
(,: $.) 7)(5 .).6+02/-20.7#7

J*#, C+/-00+%2 +%%+2 H#0 ’0+1
K>))-)5 *-,# L " I "
G%#(’*#/’ 1#8&%# %>))-)5 )& 3+’"-)5 /0+*#，,+M-)5 5#0
N+,/0# *%#+*,#)* 1#8&%# 0&+.-)5 )& .#)+*>%-)5
?&+.-)5 /%&$#.>%# +>*&,+*-$+0 ,+)>+0
F)+02’-’ &8 $"%&,+*&5%+, )& *%+$M-)5 ’*#/ *%+$M-)5 1#8&%# +)+02’-’

由表 @ 可知，采用平板凝胶电泳测序仪需要 I "
的电泳时间，若将电泳前的洗板、铺胶、进样等辅助

工作所需时间计算在内，则总共约需 @: "。而采用

毛细管电泳测序仪耗时较少，仅需 L "，其原因在于

此仪器的高度自动化，使用时只要将样品板放在操

作平台上，测序仪就会自动清洗毛细管，灌胶，加样，

直至结束电泳。电泳结束后，平板凝胶电泳测序仪

要通过人工进行泳道校正以减少误差，确定泳道，一

般每板样品约耗时 O: ,-) P Q: ,-)，而且这一步人

工操作极易出现差错，造成样品序列之间混淆。由

于毛细管阵列电泳使每个样品都独享一个泳道，因

此也就避免了繁琐的泳道校正，降低了出错几率。

在规模化测序过程中，为了尽可能发挥仪器的

作用，一般都使仪器 7L " 连续工作。一台凝胶平板

电泳至少需要 7 人轮换，才能每天运行 O 次；而毛细

管阵列电泳只需 @ 人工作 Q "，即可达到上述工作量
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的 ! 倍，完成测序反应、反应产物纯化、仪器操作到

结果分析等工作。通过分析 "# #$# 份样品的测序

结果，证明毛细管阵列电泳测序仪与较早时期广泛

应用的平板凝胶电泳仪相比有明显的优点，适于承

担大量测序任务及研究基因组学的实验室使用［%］。

大规模测序目前已发展到工业化阶段。由于测

序量增大及必然伴随而来的高额成本，更加突出了

对测序质量及成功率的要求。测序质量的提高除仪

器因素以外，主要取决于样品准备，电泳参数设置等

质控和管理的因素。希望上述内容对规模化 &’(
测序操作者有所助益。
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