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[bookmark: BKQY]前  言
本文件参照GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由山东科技咨询协会提出并归口。
本文件起草单位：丽山健康（山东）集团有限公司、山东丽山生物科技有限公司、山东丽山细胞医学发展有限公司、槿椿康养发展（山东）有限公司、山东槿椿资产运营有限公司。
本文件主要起草人：高俊、闫礼德、房路、邱学良，秦立双、杨雅娟、苏彦鑫、胡跃严、徐文强、庞庆霄、祝天成、纪元、李丹青、李伟君、杨学文、闫军燕、张文丽、孙玉桃、李冉冉、王英宗、孙镇、刘洋、窦梅杰、满耕孝。
12

引  言
随着基因测序与合成技术的不断发展和广泛应用，其逐渐丰富和渗透至医学、健康、环境、农业等各个领域。随着我国基因测序与合成产业相关支持政策集中出台、公共卫生防控意识升级、国民卫生支出的持续提升，市场规模有巨大的潜力和发展空间。而目前市面上的测序技术、测序仪器及设备更新迭代，因此制定标准化的基因测序与合成工艺流程并加以推广应用，各生物企业乃至整个国内行业就能获得一个绝好的技术规范，有利于推动整个行业产业链的健康发展，提升整个行业的技术实力，同时确保基因测序与合成工艺流程的质量，获得可靠的测序数据，避免信息错误和信息丢失等情况的出现。
T/SDASTC ××××—××××
由于基因测序与合成技术并非单一技术，涉及到不同技术领域的结合，包括生物、化学、材料、机械、数据处理等，因此本标准仅对常规使用一代测序、二代测序、基因合成的术语、技术指标以及涉及到的技术设备、检验检测方法及常规流程进行说明和规定。
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[bookmark: StandardName]基因测序与合成工艺技术要求
[bookmark: _Toc160821106]范围
[bookmark: _Toc160821107]本文件规定了基因测序与合成工艺流程的总则、原理、样本处理Sanger测序工艺流程、二代测序（NGS）工艺流程、基因合成工艺流程。
本文件适用于对基因测序与合成工艺流程的指导。
规范性引用文件
[bookmark: _Toc160821108]下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 27025-2019 检测和校准实验室能力的通用要求
GB/T 30989-2014 高通量基因测序技术规程
GB/T 37873-2019 合成基因质量评价通则
GB/T 40664-2021 用于高通量测序的核酸类样本质量控制通用要求
术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
[bookmark: _Toc160821109]3.1 
细胞裂解 Cell lysis
指将细胞的结构破裂以释放其内部成分的过程。
3.2 
引物 Primer
在DNA复制过程中，结合于模板链上并作为复制延伸的起始位点和/或终止位点的，具有一定长度和顺序的寡核苷酸链。
[来源：GB/T 30989-2014]
3.3 
酶切 Enzyme cutting
用特定的限制性内切酶对DNA分子或载体分子在特定的位置进行切割，以获得特定的粘/平末端用于后续的连接反应。
3.4
桥式PCR  Bridge polymerase chain reaction
单链文库DNA一端序列与芯片表面固定的寡核苷酸特异性结合，当连接片段的另一端弯曲，与芯片表面固定的另一条互补寡核苷酸“形成桥”，以文库DNA为模板进行扩增的反应。
3.5
二代测序 Next-generation sequencing
区别于传统Sanger测序，能够一次并行对大量核酸分子进行平行序列测定的技术，通常一次测序反应能产出不低于100Mb的测序数据。
3.6
接头 Adapter
用于标记和固定待测序片段的一小段已知序列的DNA片段。
3.7
基因测序 Gene sequencing
对核酸分子的核苷酸排列顺序的测定，即测定组成核酸分子的腺嘌呤（A）、鸟嘌呤（G）、胞嘧啶（C）和胸腺嘧啶（T）或者是尿嘧啶（U）的排列顺序。
[来源：GB/T 30989-2014]
3.8
基因 Gene
位于染色体上编码一个特定功能产物（如蛋白质或RNA分子）的一段核苷酸序列，是遗传信息的基本单位。
[来源：GB/T 30989-2014]
3.9
合成基因 Synthesized gene
用生物化学的方法，按照设定的核苷酸序列人工合成的双链DNA。
[来源：GB/T 37873-2019]
3.10
文库 Library
通过生物来源的、人工合成的或克隆技术所得到的一个重建分子群。例如基因组文库、互补DNA文库、噬菌体展示肽文库等。
[来源：GB/T 43636]
3.11
寡核苷酸 Oligonucleotide
一类短链核苷酸的总称，常用作探针确定DNA或RNA的序列。
[来源：GB/T 30989-2014]
缩略语
下列缩略词适用于本文件。
ddNTP  双脱氧核苷核苷三磷酸（Double Deoxy-ribonucleoside Triphosphate）
DNA   脱氧核糖核酸（Deoxyribonucleic Acid）
    dNTP   脱氧核糖核苷三磷酸（Deoxy-ribonucleoside Triphosphate）
HPLC   高效液相色谱仪（High Performance Liquid Chromatography）
NGS    二代测序（Next Generation Sequencing）
OPC    寡核苷酸纯化柱（Oligonucleotide Purification Cartridge）
PCR    聚合酶链式反应（Polymerase Chain Reaction）
RNA    核糖核酸（Ribonucleic Acid）
总则
5.1  Sanger测序
    首先利用测序样品通过测序PCR反应获得待测序产物，然后对待测序产物进行纯化与变性后，将变性产物上样至基因测序仪中电泳，获得电泳图谱，经基因测序仪配套的数据分析系统对图谱进行分析后，获得所测序列信息，并形成碱基序列输出。
5.2   二代测序
5.2.1 形成测序文库：将生物样本处理形成待测样品，对待测序的核酸片段两端连上接头，通过测序扩增反应，形成测序核酸样品的测序文库。
5.2.2 进行测序反应，同步收集测序信号：加入底物核苷酸，在测序酶的作用下使底物核苷酸与测序文库中的待测样品进行结合，同时收集该过程中产生的信号，包括但不限于荧光信号、电信号或离子信号。
5.2.3 测序信号分析：对得到的测序信号进行处理分析，将信号图转变为核苷酸碱基序列信息。
5.3  基因合成
   合成基因的DNA序列，在符合国际基因合成联盟（IGSC）生物安全要求条件下，其质量要求，包括DNA纯度、总量、完整性与序列一致性。合成的基因应符合GB/T 37873-2019的质量评价要求。
5.4  实验人员操作要求
实验室的人员应按照GB/T 27025-2019的要求，实验操作人员应具备良好的分子生物学专业技术操作规范。
5.5  仪器设备要求
各实验区域应有专用的仪器设备，同一区域内的仪器设备、物品和工作服应有明显标记，避免与其他区域的物品混用。仪器设备的校准应符合GB/T 27025-2019的规定，主要仪器设备参见附录A。
5.6  其他要求
所有实验使用的试剂等级应为不含DNA和DNase的分析纯或生化试剂。试剂的选购、验收、贮存应符合GB/T 27025-2019规定。实验用水应符合GB/T 6682-2008中一级水的规格。去离子水的电阻应达到18.2mΩ。商品试剂盒应注明到货日期，对所收到的试剂盒应按规定的贮存条件存放，主要试剂及溶液参见附录B。
原理
碱基互补配对原理
在DNA分子结构中，碱基之间的氢键具有固定的数目，且DNA两条链之间的距离保持不变。DNA分子结构的4种碱基之间的配对遵循一定的规律，即A仅与T配对，G仅与C配对，反之亦然。腺嘌呤与胸腺嘧啶之间有两个氢键，鸟嘌呤与胞嘧啶之间有三个氢键，即A=T、G≡C。根据碱基互补配对的原则，一条链上的A的数量等于互补链上的T的数量；一条链上的G的数量等于互补链上的C的数量，反之亦然。
亚磷酰胺三酯法原理
亚磷酰胺三酯法合成DNA片段，具有高效、快速的偶联以及起始反应物比较稳定的特点。亚磷酰胺三酯法是将DNA固定在固相载体上完成DNA链的合成，合成的方向是由待合成引物的3'端向5'端合成，相邻的核苷酸通过3'→5'磷酸二酯键连接。具体流程见附录C.1。
Sanger法测序原理
每一轮序列测定由一套四个单独的反应构成，每个反应含有所有的四种dNTP，并混入少量一种ddNTP。由于ddNTP缺乏延伸所需要的3′-OH基团，在DNA合成反应中不能形成磷酸二酯键，用来中端DNA合成反应，使延长的寡聚核苷酸选择性地在G、A、T或C处终止。在4个DNA合成反应体系中分别加入一定比例的带有荧光同位素标记的某种ddNTP，通过凝胶电泳和放射自显影，就可以根据电泳带的位置确定待测分子的DNA序列。具体流程见附录C.2。
一代测序仪
在强电场的作用下，荧光标记的DNA片段通过毛细管中的高分子聚合物从负极向正极移动；片段越短，移动速度越快，长度不同的DNA片段依次通过检测窗口；荧光分子在检测窗口被激光激发产生荧光信号，荧光信号被CCD相机扫描，传递给计算机测序数据实时收集软件并转换成原始数据信号，分析软件分析原始数据信号呈现出最终的测序峰图。
边合成边测序原理
将生物样本制备成待测样品，通过桥式PCR扩增技术，将待测样品量放大，并收集成文库，然后进行平行循环测序。利用边合成边测序的策略，加入一种或多种带标记的底物核苷酸，在聚合酶的作用下，按照碱基互补配对原则，进行DNA链的延伸，延伸一轮测取一轮底物与模板结合后发出的荧光信号，收集该信号并确定所测位点的碱基信息；当上轮测序完成后，利用可逆技术，继续进行下一轮反应，重复测序过程，即可实现高通量基因测序。
样本处理
[bookmark: _Toc451352091][bookmark: _Toc127457103][bookmark: _Toc473985409][bookmark: _Toc473985717][bookmark: _Toc473992028]7.1  样本提取
7.1.1 样本前处理
根据不同生物样本选择的不同处理方式，动植物组织使用液氮研磨；哺乳动物血液样本使用红细胞裂解液对红细胞去除；细胞样本/贴壁细胞经胰酶消化处理再做收集；细菌样本溶菌酶破壁处理；真菌样本经酶解破壁或液氮冻融或超声裂解；FFPE样本使用二甲苯或矿物油类的物质进行脱蜡处理方式。
7.1.2 样本裂解
根据生物样本的不同，参照附录D.1和附录D.2方法进行裂解。
7.1.3 核酸分离纯化
    根据实验室具体情况，选择附录D.3和附录D.4方法进行DNA和RNA的分离纯化。
7.2  样本质量检测评估
对常规样本的核酸提取纯化方法的一般性评价，具体见GB∕T 37874-2019和GB∕T 40664-2021。
Sanger测序工艺流程
核酸提取及质量评估
具体见第7章样本处理。
引物设计
使用引物设计软件根据待测基因序列设计所需的引物。引物长度一般在17 bp ~ 25 bp；G+C含量在40% ~ 60%之间，45% ~ 55%最佳；引物所对应的模板序列的Tm值在55℃ ~ 80℃之间，最好为72℃左右；引物的延伸是从3'端开始的，不能进行任何修饰，且3'端的碱基一般不用A；碱基随机分布，尽量均匀，不能有连续4个碱基的互补。
测序PCR模板扩增 
在模板中加入设计引物，DNA聚合酶、dNTP，通过PCR仪的温度变化控制DNA的变性和复性，完成特定基因的体外扩增，得到充足的模板。
PCR产物纯化
去除PCR反应液残留的引物、dNTPs、盐成分、非特异PCR产物等，以防止后期测序PCR反应中出现多重测序，抑制测序酶活性，扩增出同源性区域。
测序PCR反应
使用Sanger测序试剂盒，加入PCR产物及引物进行测序PCR反应。
测序反应产物纯化
    对测序PCR产物进行纯化，过滤混合物，去除ddNTP等其他杂质，只留下长短不一的目的PCR片段。
上机测序
制备凝胶后，对一代测序仪仪器通道排除气泡后，开始测序，通过激光照射，读取荧光基团，得到一代测序结果。
二代测序工艺流程
样本制备和质量评估
样本制备和质量评估按照第7章样本处理要求执行。
9.2  构建文库
文库制备对于成功进行二代测序工作流程至关重要。该步骤会制备出兼容测序仪的DNA样本。本流程包括常用的DNA建库和mRNA建库流程，具体建库流程图参见附录C.3、C.4、C.5。
9.2.1 DNA文库构建
9.2.1.1  一般规定
根据待测目的基因性质，特定基因需设计所需的引物（见8.2），再经过目的片段DNA的扩增（见8.3），获得足够浓度和纯度的目标DNA片段；非特定基因按9.1的要求获得足够浓度和纯度的DNA。DNA文库使用建库试剂盒构建。
9.2.1.2 片段化
将目标DNA片段使用限制性内切酶或超声波打断进行片段化处理。
9.2.1.3 末端修复
将随机打断、末端不平的片段化DNA通过末端修复酶进行末端补齐和5’端磷酸修饰。
9.2.1.4 添加接头
经过末端修饰后的DNA片段3'末端具有突出的A尾，而接头具有突出的T尾，使用连接酶将接头添加到DNA片段两端，形成“Y”形接头。
9.2.1.5 PCR扩增纯化
添加了接头的DNA片段，可通过与接头互补的引物来扩增，富集文库，再通过磁珠法对文库纯化，以去除杂质和未连接的接头或接头二聚体。
9.2.2 常规mRNA文库构建
不论真核生物还是原核生物，其RNA中最多的是rRNA，其占比高达80%。如果直接对样本的总RNA进行测序，测序数据中绝大部分将为rRNA的相关数据，因此通过RNA富集的方法去除rRNA，得到纯化的mRNA。然后再进行文库构建。
9.2.2.1 mRNA纯化
9.2.2.1.1 poly(A)纯化：真核生物的mRNA的3'端具有poly(A)尾结构，用带有Poly(T)探针的磁珠与总RNA进行杂交。然后Poly(T)探针就和带Poly(A)尾巴的mRNA结合在一起，通过回收磁珠，去除其他RNA，见附录C.4。
9.2.2.1.2 去除rRNA：通过使用与 rRNA 互补的寡核苷酸探针与总RNA样品杂交去除16S和23S rRNA，见附录C.5。
9.2.2.2 片段化处理
将含有金属离子（Mg2+、Zn2+）的打断buffer，对RNA进行打断。根据需要的文库片段大小选择合适的打断温度和时间。
9.2.2.3 合成cDNA
被打断的这些mRNA片段，通过随机六聚体引物，逆转录酶以mRNA为模版合成cDNA。
9.2.2.4 合成双链DNA
加入dNTP、聚合酶以cDNA为模板在PCR仪中进行双链DNA合成，并加入RNaseH、磷酸化酶、外切酶将双链DNA末端补齐以及对双链DNA的5’端进行磷酸修饰和3’末端突出的A尾修饰。
9.2.2.5 添加接头
通过T4 DNA连接酶和含有高浓度盐离子及PEG的连接buffer，在双链的cDNA的两端接上“Y”型的接头（每个接头都有一个index，不同的文库构建可以使用不同的index）。
9.2.2.6 片段选择
利用磁珠对产物进行纯化与分选，去除杂质及接头二聚体，获得所需大小的目的片段。
9.2.2.7 PCR扩增、纯化   
针对核酸样本建库的不同起始量，选择合适的扩增循环数进行扩增来富集文库。
9.3  文库质检
对建好的文库进行文库浓度的定量和文库质量评价，良好的文库应有足够的浓度并在预计大小的位置有一个较窄的峰，而其他位置无峰。
9.4  上机测序
根据数据量及文库片段长度，采用多重分析法，将多个文库混合并在定量后进行变性处理。单链化的文库DNA片段通过二代测序仪进行边合成边测序得到测序数据。测序仪中的具体流程见附录E。
基因合成工艺流程
本标准所述基因合成的内容主要包含引物合成（短片段）和基因合成（长片段）的合成。具体流程图见附录C.6和附录C.7。
引物合成
10.1.1 单体溶解
取有效期内的A、T、C、G四种单体试剂，加入乙腈溶解固体粉末，待单体全部溶解，除气泡后备用。
10.1.2 寡核苷酸（Oligo）片段合成
根据目的寡核苷酸片段序列，在合成仪上合成特定的寡核苷酸（Oligo）片段，一般引物长度在20个碱基左右，最长一般不超过60个碱基，具体流程见附录F。
10.1.3 切割和脱保护基
10.1.3.1 切割
将合成好的寡核苷酸链从支持物上化学切割下来。常用新鲜的浓氨水来裂解 CPG 上连接化合物与初始核苷间的酯键。断裂下来的寡核苷酸带有自由的3'羟基，可以参与生化反应。 
10.1.3.2 脱保护基
胸腺嘧啶不需要保护基团，但腺嘌呤、胞嘧啶和鸟嘌呤需要，因为它们含有环外伯氨基。必须除去保护基团，以便可以形成寡核苷酸与靶核酸之间的适当氢键。须在此步前选好后续的纯化方法。用新鲜的浓氨水处理较长时间以脱掉腈乙基、苯甲酰基、异丙基，用三氟乙酸脱5'-DMT。
10.1.4 纯化/分装
通过DSL、OPC、PAGE、HPLC等方式纯化引物，测定OD260定量，根据要求干燥/分装。通常寡核甘酸的稳定性很好，-20℃可稳定保存一年以上。针对不同的需求，可选择不同的纯化方式，不同纯化方式的选择依据见附录G。
基因合成
10.2.1 序列分析和优化
分析订单方案与基因序列，以及方案目标与序列结构、GC含量特征，制定合适的构建方案并设计引物。
10.2.2 引物合成
根据设计好的引物序列，使用Oligo化学合成的方式，合成带有重叠区域的 40~200 nt的小片段引物，并进行后续的氨解、纯化，并对引物质量进行检测（见10.1）。
10.2.3 寡核苷酸拼接
使用重叠PCR的技术，将单链的引物拼装成双链的基因片段，对于3 Kb以内的且无复杂二级结构的基因，可直接进入全长组装；如果基因全长超过3 Kb，则需要进行分片段组装。
10.2.4 连接转化
将获取的目的基因连接到克隆载体（载体pUC57）或客户指定的目的载体上，转化到感受态细胞中，将细胞与连接产物和LB培养基混合，并在37℃摇床上以200 rpm恢复，均匀涂布在具有相应抗性或其他筛选平板上，37°C下过夜培养菌落。
10.2.5 阳性克隆筛选与测序
将挑取的阳性克隆单菌落扩大培养并进行一代测序，测序结果与目标序列完全匹配，即表明基因序列符合要求。
10.2.6 酶切质检
将测序正确的质粒提交质检部门，用于酶切实验验证，酶切产物经琼脂糖凝胶电泳检测为双条带，并且条带大小与载体、目的片段大小一致，即表明质粒形态、大小符合要求。
10.2.7 成品
将测序正确、酶切质检正确的高纯度冻干质粒，含有重组质粒的穿刺菌或甘油菌以及报告（含测序结果、COA报告、SQD文件、SEQ文件等）。



附录A
（资料性）
主要仪器设备

A.1 离心机
实验室通用离心机，应符合YY/T 0657-2008的要求。
A.2 低温离心机
  应符合YY/T 0657-2008的要求。
A.3 PCR仪
  应符合YY/T 1173-2010的要求。
A.4 紫外分光光度计
  应符合JB/T 6777的要求。
A.5 电泳装置
  应符合YY/T 0087-2004的要求。
A.6 通风橱
  应符合YY 0569的要求。
A.7 引物合成仪
A.8 引物纯化仪
A.9 电泳凝胶成像系统
A.10 一代测序仪
A.11 可调移液器
应符合JJG 646的要求。
A.12 二代测序仪
    行业内不同的二代测序仪采用不同的大规模扩增方法，较为常见的有EPCR扩增、桥式PCR扩增，可根据具体的扩增方法选择符合国家或行业内现行有效标准的大规模扩增仪器设备。二代测序技术中，基因测序仪应至少达到下表的要求：
	序号
	基本参数
	说明

	1
	测序通量
	≥100 M bp

	2
	碱基识别质量
	>20

	3
	测序准确率
	Q值过滤之后的准确率≥99.9%

	4
	Fluid cell 升降温速度
	室温25℃条件下，Fluid cell温度从25℃升到65℃的时间≤50s
室温25℃条件下，Fluid cell温度从65℃升到25℃的时间≤250s

	注1：Q值过滤，即去除低质量的测序结果，保留较为可信的测序结果。



附录B
（资料性）
主要试剂及溶液

B.1  CTAB裂解液
Tris-HCl (PH8.0) 提供一个缓冲环境，防止核酸被破坏；EDTA螯合Mg2+或Mn2+离子，抑制DNase活性；NaCl提供一个高盐环境，使DNA充分溶解于液相中。
B.2  Trizol溶液
异硫氰酸/硫氰酸胍(GITC)：属于解偶剂，将RNA释放到溶液中。
酚和8-羟基喹啉；
β-巯基乙醇：主要破坏RNase蛋白质中的二硫键。
B.3  DNA提取试剂盒
用于从生物样本中提取待测样本，进行Sanger测序或者二代测序，试剂盒内至少应包含：细胞裂解液、洗脱液、TE buffer。
B.4  Sanger测序试剂盒
用于对待测序样本进行上机前的扩增，得到差一个碱基的多条扩增产物。试剂盒应至少包含：测序酶、dNTPs、荧光标记的ddNTPs、Buffer。
B.5  建库试剂盒
用于核酸样品的基因文库构建，试剂盒内至少应包含：接头、T4 DNA连接酶、DNA聚合酶、缓冲液。 
B.6  二代测序试剂盒 
用于对测序文库进行高通量基因测序，试剂盒应至少包含测序引物、测序酶、缓冲液。
B.7 基因合成涉及试剂
三氯乙酸 C2HCl3O2 Trichloroacetic acid（TCA）
亚磷酰胺 C52H62N3O7P 
四氮唑 CH2N4 Tetrazole
乙酸酐 C4H6O3 Acetic anhydride
碘 I2  Iodine
氨水 NH3·H2O aqueous ammonia 含氨25%～28%的水溶液
乙腈 C2H3N Acetonitrile
   



附录C
（资料性）
工艺流程示意图

C.1 亚磷酰胺三酯合成法示意图
[image: 图示

描述已自动生成]
C.2 Sanger测序工艺流程
[image: 图示

中度可信度描述已自动生成]

C.3 传统DNA建库工艺流程
[image: a899a28ef45b96879698d9d88bb52c59]

C.4 基于oligo-dT富集的mRNA建库流程
[image: 45687fb31260ade99458ef1c5d3eac38]
C.5 基于酶法的rRNA去除的mRNA建库流程
[image: IMG_256]

C.6 引物合成工艺流程示意图
[image: 图示

描述已自动生成]

C.7 基因合成工艺流程示意图
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附录D
（资料性）
 主要实验方法

D.1 基因组DNA裂解
D.1.1 CTAB法
CTAB（十六烷基三甲基溴化铵）是一种阳离子去污剂，可以溶解细胞膜，与核酸结合形成在高盐环境下可溶的复合物。
D.1.2 SDS法
SDS法（十二烷基硫酸钠）是一种阴离子去垢剂，高温（55-60℃）裂解细胞，蛋白变性，染色体离析，在高盐环境下或降低温度后蛋白、多糖等结合形成的复合物沉淀，释放核酸。
D.2 质粒DNA裂解
D.2.1 碱裂解-SDS法
在氢氧化钠（PH12-12.6碱性环境）和去污剂SDS的作用下细胞破裂，细菌蛋白质和染色体DNA变性，双链DNA氢键断裂，DNA变性。加入酸性高盐缓冲液后PH恢复中性，共价闭合环状质粒DNA复性速度快于线性的染色体DNA。细菌蛋白质、破裂的细胞壁和变性的染色体DNA会相互缠绕成大型复合物被SDS包盖。之后复合物沉淀下来，质粒DNA留在上清中。
D.2.2 煮沸法
含有Triton X-100和溶菌酶的缓冲液中加热至100℃使细菌裂解。通过加热破坏细菌外壁的同时有助于解开DNA链的碱基配对，并使蛋白质和染色体DNA变性。温度下降后，闭环DNA形成超螺旋分子，离心时留在上清中。
D.3  DNA分离纯化
D.3.1 酚氯仿抽提法
该方法包括两个步骤：1）利用酚氯仿对裂解体系进行反复抽提，使蛋白质变性，以去除蛋白质，实现DNA与蛋白质的分离；2）再用醇将DNA沉淀下来，实现核酸与盐的分离。
D.3.2 离心柱法
独特的结合液/蛋白酶K迅速裂解细胞和灭活细胞内核酸酶，然后基因组DNA在高盐状态下选择性吸附于离心柱内硅基质膜，再通过一系列快速的漂洗－离心的步骤,抑制物去除液和漂洗液将细胞代谢物，蛋白等杂质去除，最后低盐的洗脱缓冲液将纯净基因组DNA从硅基质膜上洗脱。
D.3.3 磁珠法
将纯化介质包被在纳米级的磁珠表面，通过介质对DNA的吸附，在外加磁场的作用下使DNA附着于磁珠并定向移动，从而达到核酸与其它物质分离的目的。
D.4  RNA提取
     Trizol溶液使蛋白质和RNase变性并分离，释放RNA至溶液中。加入氯仿后进行离心，样品分层为无色的水样层和黄色的有机层，在酸性条件下总RNA保留在上层水相中。大部分DNA和蛋白质保留在中间相或下层有机相。收集上述水样层，通过异丙醇沉淀回收RNA。



附录E
（资料性） 
二代测序仪测序步骤

E.1  吸附和互补链合成
制备好的单链DNA文库P5序列与Flowcell的P5'互补，吸附在芯片上。以寡核苷酸为引物、文库片段为模板，在DNA聚合酶的作用下，从杂交点的3'端到5'端延伸合成互补链，形成双链DNA。解链后原始文库中的DNA链，留下新合成的单链DNA。
E.2 “桥”式扩增
单链DNA另一端的接头序列与相邻的另一种寡核苷酸互补结合，进行“桥”式扩增，形成DNA簇，通过特定的酶切除与flowcell上P7序列不结合的DNA链（即反链），只保留与P7结合的DNA链。
E.3  Reads读取
流通池中加入测序引物、DNA聚合酶、不同颜色的可逆终止荧光基团dNTP。一个循环延长一个碱基，洗脱游离的dNTP，激光扫描判断碱基种类。一个循环结束后加入化学试剂将叠氮基团和标记的荧光基团切掉，再加入新的dNTP和聚合酶进入下一个碱基的测序反应。
E.4  Index读取
Read读取完成，洗去前面的产物，加入index的测序引物，读取每个样本特定的index(又称barcode)，用于标记样本来源。




附录F
（资料性）
 寡核苷酸（oligo）片段合成步骤

F.1 脱保护
将预先连接在固相载体可控孔度玻璃（CPG）上的活性基团被保护的核苷酸与三氯乙酸（TCA）反应，脱去其5'-羟基的保护基团二甲氧基三苯甲基（DMT），获得游离的5'-羟基；
F.2 耦连
合成DNA的原料—亚磷酰胺保护核苷酸单体，与活化剂四氮唑混合，得到核苷亚磷酸活化中间体，其3'端被活化，5'-羟基仍然被DMT保护，亚磷酰胺四唑活性中间体与CPG上核苷酸的游离5'-羟基发生亲和反应，缩合并脱去四唑，此时合成的寡核苷酸链延长一个碱基。
F.3 盖帽
缩合反应中可能有极少数5'-羟基没有参加反应（少于2%)，如果没有被封闭，这些羟基基团将在下一个循环中反应，从而导致缺失碱基。因此用乙酸酐和1-甲基咪唑终止其继续发生反应，这种短片段可以在纯化时分离掉。
F.4 氧化
由于亚磷酸三酯不稳定，在水和吡啶存在下用碘实现亚磷酸三酯的氧化，生成磷酸三酯。
F.5 循环
经过以上四个步骤，一个脱氧核苷酸被连接到固相载体的核苷酸上。再以TCA脱去它的5'-羟基上的保护基团DMT，重复以上步骤，直到所有要求合成的碱基被接上去。合成过程中可以观察TCA处理阶段的颜色判定合成效率。



附录G 
（资料性）
引物纯化方式
[bookmark: _GoBack]
针对不同的需求，选择不同的纯化方式。如下表所示：
表G.1 引物不同用途不同纯化方式选择
	应用方向
	纯化方式及纯度

	
	DSL
	OPC
	PAGE
	HPLC

	纯化效率
	>75%
	>95%
	>95%
	>99%

	普通PCR/RT-PCR
	√
	√
	√
	√

	荧光定量PCR
	
	√
	√
	√

	全基因合成
	
	√
	√
	√

	一代测序（sanger)
	√
	√
	√
	√

	点突变及载体构建
	
	
	√
	√

	分子诊断PCR类
	
	
	√
	√

	飞行质谱引物
	
	
	√
	

	NGS接头
	
	
	√
	√

	NGS捕获探针
	√
	√
	
	√

	扩增子及引物池
	√
	√
	√
	√


G.1  DSL纯化
DSL纯化，又称为脱盐纯化或简易反相柱纯化，是通过高纯氨气水蒸汽混合物的气相氨解环境，将连接在CPG（Controlled Pore Glass，控制孔径玻璃）上的引物切割洗脱下来，同时有效地去除盐分。DSL纯化适用于大多数分子生物学实验需求，它常用于PCR扩增、亚克隆、点突变、全基因合成及Sanger测序等实验。DSL纯化的速度较快，价格相对优惠，通量大。然而，它不能有效去除比目的片段略短的引物小片段，因此在合成效果很好时才能选用此法。
G.2  OPC纯化
OPC纯化，全称为Oligonucleotide Purification Cartridge（寡核苷酸纯化柱）纯化，其原理是基于DNA保护基（DMTr基）和Cartridge柱中树脂间的亲合力作用。在洗脱过程中吸附带有DMT的片段并洗脱不带DMT的片段。OPC纯化适用于40mer以下引物的纯化。OPC纯化的DNA纯度通常大于95%，具有较高的纯化效率。需要注意的是，OPC法纯化的专一性吸附DMT能力有限，仍然有短片段带入的可能，且负载量相对较小。
G.3  PAGE纯化
PAGE纯化法是使用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，对DNA片段进行分离，然后从凝胶中回收目的DNA的方法。PAGE纯化法也是一种非常有效的DNA纯化方法，纯化后的DNA纯度大于95%，对长链Oligo DNA（大于50 mer）的纯化特别有效。
G.4  HPLC纯化
HPLC纯化是使用高效液相色谱的原理，对DNA片段进行纯化。纯度可以大于99%。主要用于短链和修饰引物的纯化。该法的弱点是成本较高，批量生产效率不高。
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