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One-Step PCR Amplicon Library Construction (OSPALC ver. 1)

扩增子文库一步构建法
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文库构建

文库？ Library?

高通量测序上机前需要对DNA进行文库构建（Library construction）
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文库构建

高通量测序上机前需要对DNA进行文库构建（Library construction）

信息便于人类读取

书籍带有标签

包含信息

DNA文库
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文库构建

高通量测序上机前需要对DNA进行文库构建（Library construction）

文库让测序仪对DNA可读

文库让样品得以区分

文库包含DNA的所有/部分遗传信息

特定的序列结构：加接头
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扩增子文库

扩增子（amplicon）为DNA或RNA扩增后的一段核苷酸序列

经过扩增的子文库：不包含DNA的全部信息

扩增子文库同样必须满足特定结构要求：P5/P7 测序芯片连接序列
Barcode 测序反应引物
Index 样品条形码标签
Target primer 目标引物

常用的扩增子文库制备方法：1）一步法：长引物一步扩增
2）两步法：两段引物，分步扩增
3）连接酶法：接头直接连接
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成本高昂：每个样品￥150-￥200不等

￥200：Illumina PE250 1,000,000 reads （双端共2,000,000 reads；一百万tags）

一个扩增子样品的分析需求：50,000对 PE250 reads（双端共100,000 reads；50,000 tags）

￥200：可测序20个样品——单个样品测序费用￥10

成本高昂
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沟通不畅：销售回答技术问题

一个只想知道试剂盒货号的用户

一个连竞品公司材料方法都有的销售

8.19-8.22，耗时三天半

8月19日中午12: 24
8月22日下午17: 15
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技术黑箱：仅凭报告很难复制实验流程
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未知风险

OSPALC建库 测序公司建库

同一份模拟群落DNA
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其他可能限制

样品数量受限：最少n个样品起测

目标区域受限：非16S rDNA扩增子排机困难

核酸种类受限：不收RNA，反转录额外收费

计价未算分析：分析报告额外收费
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OSPALC引物结构

Barcode：与测序引物结合

Index：样品标签便于分样

P5/P7：与flow cell结合

针对RNA样品，可衔接cDNA使用

可自由选择target primer

针对低质量样品，可尝试稀释模板DNA拯救
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OSPALC引物结构 Index区域
可自行更改
目标区域引物
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P5/P7 Barcode
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OSPALC引物订购

为方便建库
引物名称需要清楚标记
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OSPALC引物结构
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OSPALC引物结构
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OSPALC一步扩增子文库构建

8×12双端indices

8+12共20条引物，可区分96个样品

8
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12 reverse long primers

Row master-mix in 8-strip PCR tubes A

Column master-mix in 12-strip PCR tubes B
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OSPALC反应体系

Components of the reaction system for each sample:

Vazyme 2× Phanta Flash Master Mix (Dye Plus) 5.0μl

Forward primer 0.2μl

Reverse primer 0.2μl

Sterilized ultrapure water 2.6μl

DNA 2.0μl (1ng/μl)

Total volume 10.0μl
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OMEGA E.Z.N.A. Gel Extraction Kit 

(Cat. No.: D2500-02)

OSPALC方法
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OSPALC文库质检与合并

VAHTS DNA Clean Beads

(Cat. No.: N411-01)
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OSPALC文库质检与合并

96孔板磁力架
（可自行3D打印或联系我们实验室）

Li et al. 2019 MLST—宏基因组/转录组自建库
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OSPALC文库合并&送测

根据Qubit测量的浓度合库至新PCR或EP管中

合并文库中每个子文库的含量应当相等

每个子文库的平均体积应约为1μl

将约20μl的合并文库邮寄给测序商进行PE250测序

每个样本应当有100,000个reads（50,000 forward reads和
50,000 reverse reads；测序公司有时将 reads = tags）的测序量
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OSPALC一步扩增子文库构建

构建模拟群落：ME、MG

OSPALC与外送建库测序结果比较

不同反应条件OSPALC群落结构略有波动

与外送建库样品结果基本一致
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嵌合体（chimera）过滤

嵌合体序列由来自两条或者多条模板链的序列组成，在16S rDNA扩增子中，嵌合体比例
甚至可达到20%。扩增子建库流程对嵌合体比例的影响非常大。
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嵌合体（chimera）过滤

嵌合体序列由来自两条或者多条模板链的序列组成，在16S rDNA扩增子中，嵌合体比例
甚至可达到20%。扩增子建库流程对嵌合体比例的影响非常大。

OSPALC 嵌合体占比：2.88%

外送对照嵌合体占比：7.95%

√
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OSPALC一步扩增子文库构建

一步操作

更少污染

价格极便宜

送测样品中务必增加已知对照
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OSPALC成本计算（不含人工或设备折损）

Illumina PE250 sequencing：￥200/M reads

单个样品测序费用：￥10.00

20条长引物（~90bp）：￥2880 —— 可供约200次96孔板建库

单个样品的引物费用：￥0.15 4管共480μl

PCR试剂：￥1350 ——可供1000次反应

单个样品的试剂费用：￥1.35

Vazyme 2× Phanta Flash Master Mix (Dye Plus) 

(Cat. No.: P520-02) 

￥1350: 5ml

每条引物约144元（90bp）
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OSPALC成本计算（不含人工或设备折损）

Illumina PE250 sequencing：￥200/M reads

单个样品测序费用：￥10.00

20条引物：￥2880 —— 可供约200次96孔板建库

单样品引物：￥0.15

试剂：￥1350 ——可供1000次反应

单样品试剂：￥1.35

单样品总费用：约￥20

96样品总费用：约￥1920

公司96样品总费用：约￥19200

96样品总费用节省：约￥17280
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海洋生物多样性与进化研究所 进化基因组学实验室
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