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摘　 要: 单细胞测序技术目前虽已广泛应用于人类、动物、微生物等物种的研究ꎬ但由于细胞壁的存在ꎬ使
得该技术在植物上的应用举步维艰ꎮ 如果能先分离出植物单条染色体ꎬ然后再应用单细胞测序技术进行扩

增和测序ꎬ则可以避免细胞壁的干扰ꎬ从而具有重要的应用价值ꎮ 虽然科研人员一直尝试针对单条植物染

色体进行测序ꎬ但目前尚未见有成功的报道ꎬ也未见有文章对失败的原因进行讨论ꎮ 该研究以六倍体中国

春小麦为材料ꎬ针对使用单细胞测序技术进行单染色体扩增过程中出现的假阳性问题进行了探讨ꎬ分析了

单染色体扩增失败的主要原因ꎬ并通过高通量测序技术研究了外源污染的可能来源ꎮ 结果表明:在对实验

器具、耗材、环境污染严格防控的基础上ꎬ人体接触可能是造成污染的主要来源ꎻ同时ꎬ推测单染色体之所以

扩增失败可能是因为染色体自身超螺旋状态造成引物难以结合和复制ꎮ 该研究还针对存在的问题提出了

可行性建议ꎬ为将来成功进行单染色体测序提供了有益的借鉴ꎮ
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　 　 单细胞测序技术ꎬ是目前生命科学研究的热

点技术之一ꎮ 单细胞测序技术可以在单个细胞水

平上ꎬ使用极微量模板对基因组、转录组和表观组

等进行高通量测序分析ꎬ可以获得用常规组织样

本无法获得的单个细胞的异质性信息ꎬ从而被广

泛应用于人类的疾病诊断、癌症的早期检测以及

发育 生 物 学、 微 生 物 学 和 神 经 生 物 学 等 方 面

(Ｌａｓｋｅｎꎬ ２００７ꎻ Ｎａｖｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１ꎻ Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１５)ꎮ 目前ꎬ单细胞全基因组测序普遍使用的技

术ꎬ包括多重置换扩增技术 (ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬＭＤＡ)(Ｈｏｓｏｎｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)和基于多

次退火环状循环的扩增技术 ( ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ａｎｄ ｌｏｏｐｉｎｇ￣ｂａｓｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅｓꎬ ＭＡＬＢＡＣ )
(Ｚｏｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ 单细胞测序技术目前已广泛

应用于人类、动物和微生物等方面的研究ꎬ但在植

物上的研究应用较少ꎬ主要原因是植物存在细胞

壁ꎬ使用普通方法难以进行分离和裂解ꎮ 严建兵

团队曾发现了一种简单可行的方法ꎬ成功分离出

玉米小孢子四分体ꎬ并使用单细胞测序技术成功

进行了全基因组测序ꎬ获得了多个创新性的科学

发现(Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 这是单细胞测序技术在植

物上的首次成功应用ꎮ 然而ꎬ单细胞测序技术在

染色体水平上的应用却尚未见有成功的报道ꎮ
植物染色体是植物细胞在有丝分裂或减数分

裂时的超螺旋存在形式ꎬ是染色质的高级结构ꎬ容
易分辨和分离ꎮ 那么ꎬ能否利用单细胞测序技术

来进行单条植物染色体的体外扩增和测序呢ꎮ 单

细胞测序技术可以对单个微生物细胞进行测序ꎬ
多数细菌基因组大小不足十兆ꎬ远低于很多植物

单条染色体的大小ꎬ因此利用单细胞测序技术进

行植物单染色体测序从理论上是可行的ꎮ 通过分

离染色体进行体外扩增ꎬ可以避免细胞壁的干扰ꎬ
目前虽然已有较多分离单条染色体并进行体外扩

增的成功案例ꎬ但使用的主要是基于 ＰＣＲ 的全基

因组扩增技术ꎬ如简并寡核苷酸引物扩增技术

(ＤＯＰ￣ＰＣＲ)(Ｔｅｌｅｎｉｕｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９２)和接头介导的

ＰＣＲ 扩 增 技 术 ( ＬＡ￣ＰＣＲ) ( Ｃｈｅｎ ＆ Ａｒｍｓｔｒｏｎｇꎬ
１９９５)ꎮ 这些技术存在非特异性扩增、扩增偏倚和

扩增结果基因组覆盖度低等问题ꎮ 如果能使用单

细胞测序技术进行植物单条染色体的扩增ꎬ则可

以从根本上解决这些问题ꎬ具有可预期的广阔应

用前景ꎮ 但是ꎬ目前关于这方面研究的报道较少ꎮ
殷卉等(２０１５)在巴西橡胶树上尝试应用单细胞测

序技术对橡胶树单条染色体进行体外扩增ꎬ但一

直未见后续的研究报道ꎮ
植物单条染色体的体外扩增除了对极微量模

板的考验以外ꎬ外源污染的防控还是该技术应用

的重要环节ꎬ如何有效防控外源污染是微量模板

能否正确扩增和保证后续测序质量的关键因素ꎮ
但是ꎬ基于 ＭＤＡ、ＭＡＬＢＡＣ 技术的扩增敏感性ꎬ即
使有极微量外源核苷酸模板的存在也可能造成污

染的扩增和放大ꎬ从而造成假阳性现象并导致扩

增失败ꎮ 扩增过程中外源污染可能来源于实验环

境ꎬ也可能来自实验试剂、水、各种缓冲液ꎬ扩增使

用的枪头、离心管等耗材器具以及染色体制备和

分离过程中使用的玻片、玻璃针等 (王发明等ꎬ
２０１０)ꎮ 此外ꎬ实验室环境下的气溶胶污染也不容

忽视(杜茜等ꎬ２０１５)ꎮ 因此ꎬ只有在植物单染色体

体外扩增的各个环节都应该对外源污染进行严格

防控ꎬ才能保证扩增的高质量ꎮ
目前ꎬ单染色体测序还未见有成功的报道ꎬ笔

者在同测序公司和其他单位相关领域人员交流

７１１ 期 王发明等: 探讨植物单染色体测序中的假阳性问题



时ꎬ发现普遍存在假阳性现象严重而目标染色体

却没有得到有效扩增的问题ꎮ 针对这种问题ꎬ尚
未见有人进行过系统研究和提出可行性建议ꎬ特
别是对假阳性现象形成的原因和污染的主要来源

还认识不足ꎬ这样不利于有针对性地提出外源污

染防控策略和改进实验方案ꎮ
本研究尝试使用单细胞测序的方式对小麦单

条染色体分离后进行体外扩增和测序ꎬ在严格防

控外源污染的前提下ꎬ针对实验过程中普遍遇到

的假阳性问题进行研究ꎬ旨在探讨其可能来源和

形成原因ꎬ并针对单染色体测序存在的主要问题

提出可行性建议ꎬ以期为植物单染色体测序的开

展提供经验和参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 植物材料

六倍体中国春小麦(２ｎ ＝ ６× ＝ ４２)种子ꎬ由中

国科学院遗传与发育生物学研究所王道文课题组

提供ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 小麦中期染色体制备和单条染色体分离　 将

六倍体中国春小麦种子用冷水于 ４ ℃冰箱浸泡１ ｄ
后ꎬ置于 ２５ ℃下避光培养ꎬ当其根尖长至 １.５ ~ ２.０
ｃｍ 时ꎬ用锋利的刀片将其切下ꎬ用 ０.１％秋水仙素

预处理 ３ ｈꎬ无菌水洗净后用卡诺固定液 (冰醋

酸 ∶ 纯酒精 ＝ １ ∶ ３) 于低温下固定 ５ ｍｉｎꎬ转入

７０％酒精中ꎬ４ ℃冰箱保存ꎮ 使用时用镊子取出所

需数量的根尖ꎬ用无菌水冲洗 ３ 遍ꎬ控干水分ꎮ 分

别加入体积比 ４％和 ３％的纤维素和果胶酶 ２０ μＬꎬ
３７ ℃ 酶解 ４５ ｍｉｎꎬ酶解完成后ꎬ用无菌水冲洗

３ 遍ꎬ控干水分ꎬ滴加 １０ μＬ 卡宝品红染液ꎬ用枪头

将根尖捣碎ꎬ略放置后进行压片ꎮ 先将压片完成

后的玻片置于－７０ ℃超低温冰箱中放置 ３０ ｍｉｎꎬ再
迅速揭掉盖玻片ꎬ置于倒置显微镜下观察和使用微

细玻璃针法进行显微分离(Ｎｉｋｏｎ Ｔｉ￣Ｓ 研究级倒置

显微操作系统)ꎮ 在分离单条染色体的同时ꎬ也分

离包含全部中期染色体的单个完整细胞作为对照ꎮ
１.２.２ 染色体 ＭＡＬＢＡＣ 扩增 　 分离后的包含全部

染色体的单个完整细胞和单条小麦染色体是使用

亿康公司的 ＭＡＬＢＡＣ 微量基因组快速扩增试剂盒

(ＫＴ１１０７００３２４)来进行扩增ꎮ 操作过程详情见使用

说 明 书 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｙｉｋｏｎｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｃｏｍ / ｕｐｌｏａｄ /

２０１７ / １１２４ / ＫＴ１１０７００３ ＿ ＭＡＬＢＡＣｗｅｉｌｉａｎｇｊｉｙｉｎｚｕｋｕ￣
ａｉｓｕｋｕｏｚｅｎｇｓｈｉｊｉｈｅｃｈａｎｐｉｎｓｈｕｏｍｉｎｇｓｈｕ ＿ ｚｈｏｎｇｗｅｎＰＭ￣
４０ｃ９ｅ.ｐｄｆ)ꎮ 根据说明书分别将扩增循环数设置

为适合单条染色体扩增的 ２１ 个循环和常规的 １７ 个

循环ꎮ 扩增完成后使用 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ
１.２.３ 染色体 ＭＤＡ 扩增 　 分离后的包含全部染色

体的单个完整细胞和单条小麦染色体是使用

Ｑｉａｇｅｎ 公司的 ＲＥＰＬＩ￣ｇ Ｓｉｎｇｌｅ Ｃｅｌｌ Ｋｉｔ(Ｃａｔ Ｎｏ. / ＩＤ:
１５０３４３)来进行扩增ꎬ操作过程详情见使用说明书

(ｈｔｔｐｓ:/ / ｗｗｗ. ｑｉａｇｅｎ. ｃｏｍ/ ｃｎ / ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ / ｒｅｓｏｕｒｃｅｄｅｔａｉｌ?
ｉｄ＝３８ｆａｃａ１ｃ￣６４ｂ０￣４２８１￣ａａｂ３￣ａａ８３２４ｂｂｄ１８１＆ｌａｎｇ ＝ｅｎ)ꎮ
扩增完成后ꎬ使用 １％琼脂糖凝胶电泳检测ꎮ 在使

用试剂盒自行体外扩增的同时ꎬ使用安诺优达基

因科技有限公司提供的解离液在分离部分单条染

色体后委托其进行体外扩增ꎮ
１.２.４ 污染源排除实验 　 为了研究染色体扩增过

程中的假阳性现象以及对外源污染的可能来源进

行排除ꎬ我们委托亿康基因公司使用 ＭＡＬＢＡＣ 技

术对实验使用的无菌水、ＰＢＳ 溶液、离心管和试剂

盒本身进行了检测ꎮ 实验设计如表 １ 所示ꎮ
１.２.５ ＳＣｏＴ 分子标记检测　 由于 ＳＣｏＴ 分子标记是

一种目标起始密码子多态性标记ꎬ因此可以用来

检测外源污染物是来自其他外源物种基因还是因

引物多聚体形成的ꎮ ＳＣｏＴ 引物是根据 Ｃｏｌｌａｒｄ ＆
Ｍａｃｋｉｌｌ (２００９)和 Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ. (２０１１)公布的引物序

列来合成ꎮ 本研究用于单染色体扩增产物的 ＰＣＲ
检测的 ＳＣｏＴ 引物如表 ２ 所示ꎮ

使用 ２０ μＬ 反应体系:２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ、
扩增产物(稀释 １ ０００ 倍ꎬ约 ３０ ｎｇ􀅰μＬ￣１) １.０ μＬ、
１０ μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１引物 ０.８ μＬ、超纯水 ８.２ μＬꎮ 反应程

序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ５０ ℃退火 １
ｍｉｎꎬ７２ ℃ 延伸 ２ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃ 延伸 １０
ｍｉｎꎮ 取 ８ μＬ 扩增产物ꎬ使用 ２％的琼脂糖电泳

检测ꎮ
１.２.６ Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交鉴定 　 将小麦全基因组 ＤＮＡ
酶切产物与染色体扩增产物及阴性对照一起进行

电泳ꎬ并通过印记杂交的方式转移至带正电荷的

Ｈｙｂｏｎｄ 尼龙膜上ꎬ小麦全基因组 ＤＮＡ 经酶切、标
记后作为探针进行杂交ꎮ 具体操作步骤参照罗氏

公司生产的“ＤＩＧ Ｈｉｇｈ Ｐｒｉｍｅ ＤＮＡ Ｌａｂｅｌｉｎｇ ａｎｄ Ｄｅ￣
ｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｔａｒｔｅｒ￣ＫｉｔⅠ(Ｒｏｃｈｅ)”试剂盒说明书进行ꎮ
１.２.７ 高通量测序 　 选择小麦染色体假阳性扩增

产物ꎬ 构建单细胞基因组 ＭＤＡ 类型文库ꎬ 文库质

８１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 １　 污染源排除实验设计
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｄｅｓｉｇｎ ｆｏｒ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｓｏｕｒｃｅ

实验
Ｔｅｓｔ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

耗材
Ｍａｔｅｒｉａｌ

试剂
Ｋｉｔ

实验 １
Ｔｅｓｔ １

送检的 ＰＢＳ 和水以及空白各重复 ２ 次
Ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ＰＢＳꎬ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｅａｃｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅ

０.２ ｍＬ ＰＣＲ 管
０.２ ｍＬ ＰＣＲ ｔｕｂｅ

合格试剂(１８０６Ｂ)
Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｋｉｔ (１８０６Ｂ)

实验 ２
Ｔｅｓｔ ２

送检的 ＰＢＳ 和水以及空白各重复 ２ 次
Ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ＰＢＳꎬ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｅａｃｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅ

质量部 ０.２ ｍＬ ＰＣＲ 管
Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ０.２ ｍＬ ＰＣＲ ｔｕｂｅ

合格试剂(１８０６Ｂ)
Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｋｉｔ (１８０６Ｂ)

实验 ３
Ｔｅｓｔ ３

质量部的无核酸酶水和空白各重复 ２ 次
Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｅａｃｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅ

０.２ ｍＬ ＰＣＲ 管
Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ ０.２ ｍＬ ＰＣＲ ｔｕｂｅ

合格试剂(１８０６Ｂ)
Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｋｉｔ (１８０６Ｂ)

实验 ４
Ｔｅｓｔ ４

质量部的无核酸酶水和空白各重复 ２ 次
Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｎｕｃｌｅａｓｅ￣ｆｒｅｅ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌꎬ ｅａｃｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅ

质量部 ０.２ ｍＬ ＰＣＲ 管
Ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ０.２ ｍＬ ＰＣＲ ｔｕｂｅ

送检的 １７０２Ａ 试剂
Ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｋｉｔ (１７０２Ａ)

注: 由实验 １ 和实验 ２ 比对可得出是否是 ０.２ ｍＬ ＰＣＲ 管原因导致污染ꎻ由实验 １ 和实验 ３ 比对可得出是否是送检样本(水和 ＰＢＳ)
原因导致污染ꎻ由实验 ２ 中的空白对照和实验 ４ 中的空白对照得出是否是试剂原因导致污染ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｃｏｎｃｌｕｄｅｄ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ０.２ ｍＬ ＰＣＲ ｔｕｂｅ ｗａｓ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｅｄ ｏｒ ｎｏｔ ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ Ｔｅｓｔ １ ａｎｄ Ｔｅｓｔ ２ꎻ Ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ｃｏｎｃｌｕｄｅｄ
ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｐｏｌｌｕｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ (ｗａｔｅｒ ａｎｄ ＰＢＳ) ｂｙ ｃｏｍｐａｒｉｎｇ Ｔｅｓｔ １ ａｎｄ Ｔｅｓｔ ３ꎻ Ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ ｉｎ Ｔｅｓｔ ２ ａｎｄ Ｔｅｓｔ ４ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｗａｓ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｒｅａｇｅｎｔｓ.

表 ２　 用于检测单染色体扩增产物的 ＳＣｏＴ 引物
Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＣｏＴ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｃｈｅｃｋｉｎｇ ｓｉｎｇｌｅ￣

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＳＣｏＴ 引物
ＳＣｏＴ ｐｒｉｍｅ

序列 (５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

Ｐ１７ ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＡＧ

Ｐ２０ ＡＣＣＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＧ

Ｐ２１ ＡＣＧＡＣＡＴＧＧＣＧＡＣＣＣＡＣＡ

检合格后ꎬ使用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 测序平台进行高通量测

序ꎬ 测序读长 ＰＥ１５０ꎮ 对过滤后的高质量数据随

机抽取１０ ０００条 Ｒｅａｄｓ 数据ꎬ通过 Ｂｌａｓｔ 软件比对

ＮＴ 库ꎬ分析可能的污染源ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 小麦中期染色体制备和显微分离

在 ４０ 倍镜下ꎬ寻找到分散良好、视野清晰的

小麦中期染色体分裂相ꎬ制备微细玻璃针ꎬ使用显

微操作仪准确挑出单条小麦染色体(图 １)ꎮ 染色

体通过静电作用吸附在针尖上ꎬ迅速转移至放有

裂解液的 ２００ μＬ 离心管中ꎬ８ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ￣１简短离

心 ２０ ｓꎬ进行后续扩增实验ꎮ
２.２ ＭＡＬＢＡＣ 和 ＭＤＡ 方法对小麦染色体进行扩

增出现假阳性现象

分别使用基于 ＭＡＬＢＡＣ 技术的 ＭＡＬＢＡＣ 微

量基因组快速扩增试剂盒(ＫＴ１１０７００３２４)和基于

ＭＤＡ 技术的 ＲＥＰＬＩ￣ｇ Ｓｉｎｇｌｅ Ｃｅｌｌ Ｋｉｔ( Ｃａｔ Ｎｏ. / ＩＤ:
１５０３４３)进行扩增的结果显示(图 ２)ꎬ包含全部染

色体的完整细胞的扩增条带(１ 号泳道)跟单个染

色体的扩增条带( ２ 号泳道) 带型基本一致ꎮ 但

是ꎬ两种方法中无菌水阴性对照(３ 号泳道)和 ＰＢＳ
阴性对照(４ 号泳道)也分别扩增出了与目标样品

明显类似的条带ꎮ 两种使用单细胞测序试剂盒进

行扩增的方法均出现假阳性现象ꎬ说明扩增过程

中可能存在外源 ＤＮＡ 污染ꎮ
２.３ 可能污染源的排除

为了排除假阳性现象出现的可能原因ꎬ我们

委托亿康基因公司使用 ＭＡＬＢＡＣ 单细胞扩增试剂

盒ꎬ针对扩增过程中使用的无菌水、ＰＢＳ 溶液、离
心管以及试剂盒本身分别进行了排除ꎮ 研究结果

表明ꎬ体外扩增使用的水及各种试剂、耗材均未检

测到明显扩增ꎬ没有扩增条带出现(图 ３:Ａ)ꎬ而阳

性对照却扩增出了明显条带(图 ３:Ｂ)ꎬ说明污染

在可控范围之内ꎮ 经咨询公司得知ꎬ其检测时在

第二轮扩增使用的是 １７ 个循环ꎬ不是本实验进行

单染色体扩增使用的 ２１ 个循环ꎮ 当我们改为 １７
个循环进行扩增时ꎬ染色体及阴性对照均没有扩

增出条带ꎮ 这说明在较高的循环数下ꎬＢＡＬＢＡＣ
单细胞技术容易产生非特异性假阳性扩增ꎮ
２.４ 使用 ＳＣｏＴ 分子标记对扩增结果进行初步验证

既然试剂耗材没有产生明显的外源污染ꎬ那
么为什么使用 ＭＡＬＢＡＣ 技术扩增时增加循环数

或者使用ＭＤＡ技术扩增时却均出现了较明显的假
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图 １　 单条小麦染色体的分离过程
Ｆｉｇ. １　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ ｗｈｅａｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

Ａ. 使用 ＭＡＬＢＡＣ 技术对分离的染色体进行扩增(循环数

２１)ꎻ Ｂ. 使用 ＭＤＡ 技术对分离的染色体进行扩增ꎮ １. 一

个完整细胞的全部染色体ꎻ ２. 单条染色体ꎻ ３. 无菌水阴性

对照ꎻ ４. ＰＢＳ 阴性对照ꎻ Ｍ. ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ￣Ｑꎬ 分子量大小分

别为 ２００、４００、６００、８００、１ ０００、１ ５００、２ ０００、２ ５００、３ ０００、
４ ０００、５ ０００、６ ０００、８ ０００、１０ ０００ (ｂｐ)ꎮ
Ａ. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＭＡＬＢＡＣ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ (２１ ｃｙｃｌｅｓ)ꎻ Ｂ. Ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＭＤＡ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ. １. Ｗｈｏｌｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ
ｗｈｅａｔ ｃｅｌｌꎻ ２. Ａ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｏｆ ｗｈｅａｔꎻ ３. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
(ｓｔｅｒｉｌｅ ｗａｔｅｒ)ꎻ ４. Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ( ＰＢＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ)ꎻ Ｍ. ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ￣Ｑꎬ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｗｅｉｇｈｔ ａｒｅ ２００ꎬ ４００ꎬ ６００ꎬ ８００ꎬ １ ０００ꎬ
１ ５００ꎬ ２ ０００ꎬ ２ ５００ꎬ ３ ０００ꎬ ４ ０００ꎬ ５ ０００ꎬ ６ ０００ꎬ ８ ０００ꎬ １０ ０００
(ｂｐ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

图 ２　 小麦染色体的体外扩增
Ｆｉｇ. ２　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ

阳性现象呢? 其可能形成的原因是什么? 为此ꎬ
我们使用 ＳＣｏＴ 分子标记来检测外源污染是来自

其他外源物种基因还是由于引物多聚体形成ꎮ 扩

增结果显示(图 ４)ꎬ阴性对照和 ＭＡＬＢＡＣ 技术扩

增的样品均没有明显的多态性条带出现ꎬ而使用

ＭＤＡ 技术扩增的样品使用引物 Ｐ１７ 和引物 Ｐ２１
时ꎬ包含全部染色体的单个细胞(３ 号)和单条染

色体(５ 号)却有两个样品出现了较明显的扩增条

带ꎬ说明这两个样品可能是真实外源基因的扩增ꎮ
２.５ 使用 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 印迹对扩增结果进行验证

为了进一步验证上述 ３ 号和 ５ 号样品是否为

小麦染色体的真实扩增还是外源物种基因的扩

增ꎬ我们对其进行了 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂交验证ꎬ使用小麦

基因组 ＤＮＡ 标记的探针对这两个样品的 ＭＤＡ 扩

增产物进行杂交ꎬ结果显示除基因组阳性对照外ꎬ
这两个样品及阴性对照均没有杂交信号出现(图

５)ꎮ 因此ꎬ证明该扩增产物可能是外源物种 ＤＮＡ
污染造成ꎮ
２.６ 高通量测序和序列比对验证污染类型及可能来源

为了进一步证明该污染源的可能来源及其类

型ꎬ我们对 ３ 号和 ５ 号样品的扩增产物进行了全基

因组测序ꎬ并随机挑选委托安诺优达基因科技有

限公司扩增的 ２ 个样品(ＭＤＡ０１ 和 ＭＤＡ０２)进行

建库测序ꎮ 将以上 ４ 个样品的测序结果进行比对

后显示ꎬ其均未比对到小麦基因组上ꎬ而比对到了

人(Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ)、微生物(Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｎｅｓ、
Ｃｕｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｎｅｓ)、黑猩猩(Ｐａｎ ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ)等物

种上(表 ３)ꎮ 其中ꎬＣｕｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｎｅｓ (Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃ￣
ｔｅｒｉｕｍ ａｃｎｅｓ)和 Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐｈａｇｅ 两种微生物

均可以栖息在人的皮肤上( Ｌｏｏｄ ＆ Ｃｏｌｌｉｎꎬ ２０１１ꎻ
Ｂｒｉｇｉｔｔｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ

３　 讨论

首先分离单条染色体ꎬ然后再进行体外扩增ꎬ

０２ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



Ａ　 １－６. 实验 １ 中的 ＰＢＳ、水、空白各 ２ 次ꎻ ７－８. 实验 ３ 中的水各 ２ 次ꎻ ９－１４. 实验 ２ 中的 ＰＢＳ、水、空白各 ２ 次ꎻ １５－１８. 实验 ４
中的水、空白各 ２ 次ꎮ Ｂ　 １７０２Ａ 试剂 １７ 个循环扩增效果ꎮ １. 阳性样本(５０ ｐｇ 小麦基因组 ＤＮＡ)ꎻ ２－３. 空白对照ꎮ
Ａ　 １－６. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＢＳꎬ ｗａｔｅｒꎬ ｂｌａｎｋ ｉｎ Ｔｅｓｔ １ꎬ ｅａｃｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅꎻ ７－８. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｉｎ Ｔｅｓｔ ３ꎬ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅꎻ ９－１４. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ＰＢＳꎬ ｗａｔｅｒꎬ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｉｎ Ｔｅｓｔ ２ꎬ ｅａｃｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅꎻ １５－１８. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｉｎ Ｔｅｓｔ ４ꎬ ｅａｃｈ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｗｉｃｅ. Ｂ　 Ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙ ＭＡＬＢＡＣ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗｉｔｈ １７ ｃｙｃｌｅｓ. １. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ (５０ ｐｇ ｗｈｅａｔ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ)ꎻ ２－３. Ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ３　 使用ＭＡＬＢＡＣ 技术对不同试剂、耗材外源 ＤＮＡ 的检测结果
Ｆｉｇ. ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ＤＮＡ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｏｒ ｏｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｗｉｔｈ ＭＡＬＢＡＣ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

１－２. 空白对照扩增产物(ＭＤＡ 扩增产生的假阳性产物)ꎻ ３. 使用 ＭＤＡ 技术扩增的一个细胞的全部染色体(４２ 条)ꎻ ４－５. 使用

ＭＤＡ 技术扩增的单条小麦染色体ꎻ ６－７. 使用 ＭＡＬＢＡＣ 技术扩增的单条小麦染色体ꎮ
１－２. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｉｔｈ ＭＤＡ)ꎻ ３. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ４２ ｃｈｒｏ￣
ｍｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ａ ｃｅｌｌ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｗｉｔｈ ＭＤＡ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅꎻ ４－５. Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｗｉｔｈ ＭＤＡ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅꎻ ６－７. Ａｍ￣
ｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｗｉｔｈ ＭＡＬＢＡＣ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ.

图 ４　 使用 ＳＣｏＴ 引物对不同扩增样本进行检测
Ｆｉｇ. ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ＳＣｏＴ ｐｒｉｍｅｒｓ

建立单条染色体 ＤＮＡ 文库ꎬ对于构建高密度分子

标记连锁图谱和分离重要基因、基因物理作图和

染色体进化等研究具有重要应用价值ꎮ 在高通量

全基因组测序中ꎬ一些物种基因组比较复杂ꎬ由于

多倍体、杂合程度高或重复序列多等问题而导致

后续数列的组装和拼接困难ꎬ且质量和效率低ꎮ
如果能分离出单条染色体ꎬ针对单条染色体进行

扩增和测序ꎬ则会大大降低物理图谱构建的难度ꎮ

近些年来ꎬ虽然国内外多家单位尝试使用单

细胞测序的技术进行单染色体测序研究ꎬ但目前

还没有成功的报道ꎬ主要原因是外源污染的假阳

性扩增严重ꎮ 本研究在严格防控外源污染的基础

上ꎬ针对单染色体测序过程中出现的假阳性问题

进行研究ꎬ探讨其可能的污染途径和来源ꎬ并提出

个人观点:(一)假阳性现象难以完全避免ꎮ 首先ꎬ
单染色体的分离和体外扩增涉及较多步骤ꎬ 每个步
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Ｐ. 阳性对照(小麦基因组酶切产物)ꎻ ３. 图 ４ 中 ３ 号(一个

完整小麦细胞的全部 ４２ 条染色体)扩增产物ꎻ ５. 图 ４ 中 ５
号(单条小麦染色体)扩增产物ꎻ Ｎ. 假阳性扩增产物ꎮ
Ｐ. Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ (ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ ｗｈｅａｔ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ)ꎻ ３. Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｓ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ. ３ ｉｎ Ｆｉｇ. ４ ( ｔｈｅ
ｗｈｏｌｅ ４２ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｉｎ ａ ｗｈｅａｔ ｃｅｌｌ)ꎻ ５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｓ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ. ５ ｉｎ Ｆｉｇ. ４ (ａ ｓｉｎｇｌｅ ｗｈｅａｔ ｃｈｒｏ￣
ｍｏｓｏｍｅ)ꎻ Ｎ. Ｆａｌｓｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ.

图 ５　 染色体ＭＤＡ 扩增产物的 ｓｏｕｔｈｅｒｎ 印记杂交
Ｆｉｇ. ５　 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ￣ｂｌｏｔｔｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ

ｗｈｅａｔ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＭＤＡ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ

表 ３　 染色体测序比对结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｌａｓｔｅｄ ｔｏ ＮＴ ｄａｔａｂａｓｅ

样品名称
Ｓａｍｐｌｅ

比对第一物种
Ｈｉｔ １

比对第二物种
Ｈｉｔ ２

Ｎｏ. ３ Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ Ｕｎｋｎｏｗｎ

Ｎｏ. ５ Ｈ. ｓａｐｉｅｎｓ Ｃｕｔｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｃｎｅｓ

ＭＤＡ０１ Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｐｈａｇｅ Ｏｕｒｏｂｏｒｏｓ

Ｐｒｏｐｉｏｎｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｐｈａｇｅ Ｌａｕｃｈｅｌｌｙ

ＭＤＡ０２ Ｈｏｍｏ ｓａｐｉｅｎｓ Ｐａｎ ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ

骤涉及使用较多试剂、耗材和不同操作空间ꎬ绝对

控制外源污染困难较大ꎮ 其次ꎬ在使用 ＭＡＬＢＡＣ
技术进行扩增时ꎬ在第二轮使用较多的循环数会

增加假阳性现象发生的几率ꎻ而使用 ＭＤＡ 技术进

行扩增时ꎬ阴性对照也往往产生假阳性现象 (
Ｍａｒｃｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻ Ｙｉｌｍａｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎮ 两种单

细胞测序技术对模板的扩增均具有较高灵敏度ꎬ
假阳性的存在可能是因为极微量外源 ＤＮＡ 在目标

样品缺乏时被扩增或引物自身形成的引物多聚体

现象ꎬ如果在目标样品存在并获得优先扩增的情

况下ꎬ外源污染的扩增或多聚物的形成则会被抑

制ꎮ 本研究在对假阳性产物进行测序分析时发

现ꎬ污染物的来源与人体密切相关ꎬ其他来源的污

染相对较少ꎬ说明对环境、试剂、耗材等的污染较

易防控ꎮ 但是ꎬ人体无法使用常规方式对外源

ＤＮＡ 进行降解和破坏ꎮ 因此ꎬ在实验过程中ꎬ要严

格避免人体任何部位与实验试剂、耗材甚至操作

环境的直接接触ꎬ要全程穿戴一次性鞋套、口罩、
帽子、实验服等ꎬ最大限度的减少外源污染ꎮ (二)
单染色体扩增失败可能并不是因为模板量太小ꎬ
而是由于染色体本身没有得到有效扩增ꎮ 本研究

中ꎬ使用一个完整细胞的全部 ４２ 条染色体进行扩

增ꎬ同样没有获得目标样本的基因组扩增信息ꎬ而
小麦基因组大小为 １５.４ ~ １５.８ Ｇｂ(Ａｐｐｅｌｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎬ却大于已经成功进行单细胞测序的绝大多

数物种ꎮ 因此ꎬ推测本实验使用单细胞技术进行

小麦单染色体扩增失败的主要原因可能在于染色

体的形态ꎮ 染色体的高度浓缩超螺旋状态会影响

组蛋白的去除及 ＤＮＡ 变性ꎬ一般的裂解条件可能

无法使 ＤＮＡ 从这种超螺旋状态转变为线性且可以

与引物有效结合的状态ꎬ无法有效启动复制ꎮ 此

外ꎬ染色体制备过程中残留的固定剂、染色剂等成

分可能会对组蛋白消化和 ＤＮＡ 聚合酶反应等造成

影响ꎮ
为成功使用单细胞测序技术进行单条染色体

的体外扩增ꎬ建议从以下几个方面进行尝试:(１)
整个操作过程必须保证完全的无菌环境ꎬ所使用

的仪器、器皿等工具应严格高压灭菌和紫外线灭

菌ꎻ体外扩增试剂应选用经过严格无菌化处理的

商品化试剂盒ꎻ实验用水和其他试剂必须进行严

格的灭菌和质量检测ꎬ确保无外源 ＤＮＡ 污染后方

可使用ꎻ严格做好自身防护ꎬ减少人体裸露部位暴

露在环境中的机会ꎻ全程设无菌水阴性对照ꎻ最好

使用新建实验室和新的超净工作台等进行操作ꎬ
且需将染色体分离和扩增两个环节在不同实验室

分开进行ꎬ避免气溶胶的污染ꎮ (２)通过高盐缓冲

液、使用蛋白酶 Ｋ 消化、延长消化时间等措施尽量

去除组蛋白ꎬ同时综合运用生物酶(如拓扑异构酶

等)、离心机械力等方法ꎬ尽可能地使染色体变为

松散的线性状态ꎮ (３)评估染色体制备过程中不

同药剂对后续实验的影响ꎬ选择最合适的染色体

制备和染色方法ꎬ并争取在前处理过程中通过减

少操作时间、中和反应和溶剂冲洗等措施降低或

去除这种影响ꎮ 建议使用较温和的方法获得染色

２２ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



体悬浮液后不经染色直接使用微细玻璃针(管)吸
取分离ꎬ进行后续裂解和扩增反应ꎮ 本研究团队

在总结和深入解析单染色体测序失败原因的基础

上ꎬ通过改进染色体悬浮液制备和分离方法ꎬ增加

蛋白酶 Ｋ 消化等步骤ꎬ目前已成功分离和体外扩

增了小麦的单条植物染色体ꎬ并经过了 Ｓｏｕｔｈｅｒｎ 杂

交验证ꎬ但显示杂交信号不是很强ꎬ目前正在进行

质量评估ꎬ相关研究结果将在后续文章中进行报道ꎮ
本研究针对使用单细胞测序技术进行单染色

体体外扩增和测序过程中普遍遇到的扩增失败和

假阳性问题ꎬ进行了具体地分析和探讨ꎬ并提出了

可行性建议ꎬ为进一步改进植物单染色体扩增技

术提供借鉴ꎮ
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