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(57)摘要

本发明属于分子生物技术领域，公开了一种

引入标签序列的方法。本发明通过乳液PCR将不

同的UMI标签序列配置在不同的乳液液滴中，并

保证每个乳液液滴中有一个DNA分子做模板，使

每次特异性扩增过程中，向同一模板的扩增产物

引入的是同一种UMI标签序列，且通过第二次扩

增把样本标签序列Index引入到扩增产物中，使

最终的扩增产物同时带有UMI标签序列和样本标

签序列Index，避免出现多个扩增产物对应大量

UMI标签序列的情况，解决了相关技术中在测序

时的数据浪费问题。
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1.一种引入标签序列的方法，其特征在于，包括以下步骤：

S1：提供第一油相和第一水相，所述第一水相为制备包括UMI标签序列的核酸片段的乳

液PCR反应体系，混合所述第一油相和所述第一水相形成第一乳液液滴，将所述包括UMI标

签序列的核酸片段配置于不同的所述第一乳液液滴中，使每个所述第一乳液液滴中配置的

所述核酸片段包括不同的所述UMI标签序列；

S2：提供样本和第一引物对，将所述样本中的每个DNA分子、所述第一引物对和所述包

括UMI标签序列的核酸片段配置于不同的第二乳液液滴中，通过乳液PCR进行特异性扩增，

得第一扩增产物，使位于一个所述第二乳液液滴中的所述第一扩增产物携带有相同的所述

UMI标签序列，经所述乳液PCR扩增得到所述第一扩增产物后，需采用磁珠分离纯化法对所

述第一扩增产物进行纯化；

S3：提供包括样本标签序列Index的第二引物对，以步骤S2所述第一扩增产物为模板进

行PCR扩增，得第二扩增产物，使所述第二扩增产物携带所述样本标签序列Index和所述UMI

标签序列，所述PCR结束后，需采用磁珠分离纯化法对扩增产物进行纯化，得到干净的所述

第二扩增产物；

其中，所述包括UMI标签序列的核酸片段被配置在磁珠上，所述磁珠连接在所述核酸片

段的5’端；

所述第一乳液液滴是油包水乳液液滴，按第一油相和第一水相的体积比为（3～3.5）：1

配制而成；

所述第一油相按稳定剂1：稳定剂2：乳化剂=75：4：（800～1000）的体积比配制而成；所

述稳定剂1包括司盘80、吐温80、吐温60或吐温20中的至少一种；所述稳定剂2包括TritonX‑

100或TritonX‑114中的至少一种；所述乳化剂包括三聚甘油单硬脂酸酯或甘油硬脂酸酯中

的至少一种；

所述第二乳液液滴按第二油相和第二水相的体积比为（3～3.5）：1配制而成；

所述第二油相按稳定剂1：稳定剂2：乳化剂=75：4：（800～1000）的体积比配制而成；所

述稳定剂1包括司盘80、吐温80、吐温60或吐温20中的至少一种；所述稳定剂2包括TritonX‑

100或TritonX‑114中的至少一种；所述乳化剂包括三聚甘油单硬脂酸酯或甘油硬脂酸酯中

的至少一种；

所述第二水相为步骤S2中所述乳液PCR的反应液；

所述第一引物对包括上游引物和下游引物；

所述上游引物的5’端与所述包括UMI标签序列的核酸片段的3’端序列相同，所述上游

引物的3’端为用于扩增所述样本中的所述DNA分子所需的上游引物序列；

所述下游引物的3’端为用于扩增所述样本中的所述DNA分子所需的下游引物序列，连

接所述下游引物的3’端的一段序列与所述包括UMI标签序列的核酸片段的一段序列相同。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述UMI标签序列被配置为包括8～12个碱

基的随机序列。
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一种引入标签序列的方法

技术领域

[0001] 本发明属于分子生物技术领域，具体涉及一种引入标签序列的方法。

背景技术

[0002] 下一代测序(NGS)可以同时对数百万个DNA片段进行测序，在分析测序结果时，常

需要区分多个目的片段是否来源于同一模板，常用的扩增法需要在目的片段上引入用于区

分文库的样本标签序列Index外，还需引入用于区分模板的UMI标签序列。

[0003] 在具体操作时需要进行两轮扩增，首先在第一轮特异性扩增中引入UMI标签序列，

然后在第二轮通用引物扩增中引入样本标签序列Index，从而完成对样本标签的引入，以区

分来自不同样本的片段。但上述方法存在一定的缺陷：由于第一轮扩增的目的是特异性扩

增，扩增循环数不能太少(一般为15轮左右)，但是每轮特异性扩增都会在扩增产物中随机

引入UMI标签序列，如果扩增效率为2，扩增15个循环就会出现来源于同一模板的扩增产物

与约215个UMI标签序列对应的情况，使得在后续的聚类分析中，同一种扩增产物对应大量聚

类，造成数据的大量浪费。因此，有必要提供一种每次特异性扩增向同一模板的扩增产物中

引入同一种UMI标签序列的方法，以减少数据的浪费。

发明内容

[0004] 本发明旨在至少解决上述现有技术中存在的技术问题之一。为此，本发明提出一

种引入标签序列的方法，能够保证在每次特异性扩增过程中，向同一模板的扩增产物引入

的是同一种UMI标签序列。

[0005] 在说明书中提到的核酸序列都为5’‑3’的方向。

[0006] 根据本发明的一个方面，提出了一种引入标签序列的方法，包括以下步骤：

[0007] S1：提供第一油相和第一水相，所述第一水相为制备包括UMI标签序列的核酸片段

的反应体系，混合所述第一油相和所述第一水相形成第一乳液液滴，将所述包括UMI标签序

列的核酸片段配置于不同的所述第一乳液液滴中，使每个所述第一乳液液滴中配置的所述

核酸片段包括不同的所述UMI标签序列；

[0008] S2：提供样本和第一引物对，将所述样本中的每个DNA分子、所述第一引物对和所

述包括UMI标签序列的核酸片段配置于不同的第二乳液液滴中，通过乳液PCR进行特异性扩

增，得第一扩增产物，使位于一个所述第二乳液液滴中的所述第一扩增产物携带有相同的

所述UMI标签序列；

[0009] S3：提供包括样本标签序列Index的第二引物对，以步骤S2所述第一扩增产物为模

板进行扩增，得第二扩增产物，使所述第二扩增产物携带所述样本标签序列Index和所述

UMI标签序列。

[0010] 根据本发明的一种优选的实施方式，至少具有以下有益效果：

[0011] 本发明通过乳液PCR将不同的UMI标签序列配置在不同的乳液液滴中，并保证每个

乳液液滴中有一个DNA分子做模板，使每次特异性扩增过程中，向同一模板的扩增产物引入
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的是同一种UMI标签序列，且通过第二次扩增把样本标签序列Index引入到扩增产物中，使

最终的扩增产物同时带有UMI标签序列和样本标签序列Index，避免出现多个扩增产物对应

大量UMI标签序列的情况，解决了相关技术中在测序时的数据浪费问题。

[0012] 在本发明的一些实施方式中，所述第一乳液液滴是油包水乳液液滴，按第一油相

和第一水相的体积比为(3～3.5)：1配制而成。

[0013] 在本发明的一些实施方式中，所述第一油相按稳定剂1：稳定剂2：乳化剂＝75：4：

(800～1000)的体积比配制而成；所述稳定剂1包括司盘80、吐温80、吐温60或吐温20中的至

少一种；所述稳定剂2包括TritonX‑100或TritonX‑114中的至少一种；所述乳化剂包括三聚

甘油单硬脂酸酯或甘油硬脂酸酯中的至少一种。

[0014] 在本发明的一些实施方式中，所述UMI标签序列被配置为包括8～12个碱基的随机

序列。

[0015] 在本发明的一些优选的实施方式中，所述UMI标签序列被配置为包括8个碱基的随

机序列。

[0016] 在本发明的一些实施方式中，所述包括UMI标签序列的核酸片段被配置在载体上，

所述载体连接在所述核酸片段的5’端。

[0017] 在本发明的一些实施方式中，所述载体被配置为磁珠。

[0018] 在本发明的一些实施方式中，经所述乳液PCR扩增得到所述第一扩增产物后，需采

用磁珠分离纯化法对所述第一扩增产物进行纯化。

[0019] 在本发明的一些实施方式中，所述第一引物对包括上游引物和下游引物。

[0020] 在本发明的一些实施方式中，所述上游引物的5’端与所述包括UMI标签序列的核

酸片段的3’端序列相同，所述上游引物的3’端为用于扩增所述样本中的所述DNA分子所需

的上游引物序列。

[0021] 在本发明的一些实施方式中，所述下游引物的3’端为用于扩增所述样本中的所述

DNA分子所需的下游引物序列，连接所述下游引物的3’端的一段序列与所述包括UMI标签序

列的核酸片段的一段序列相同。

[0022] 在本发明的一些实施方式中，所述第二乳液液滴按第二油相和第二水相的体积比

为(3～3.5)：1配制而成。

[0023] 在本发明的一些实施方式中，所述第二油相按稳定剂1：稳定剂2：乳化剂＝75：4：

(800～1000)的体积比配制而成；所述稳定剂1包括司盘80、吐温80、吐温60或吐温20中的至

少一种；所述稳定剂2包括TritonX‑100或TritonX‑114中的至少一种；所述乳化剂包括三聚

甘油单硬脂酸酯或甘油硬脂酸酯中的至少一种。

[0024] 在本发明的一些实施方式中，所述第二水相为步骤S2中所述乳液PCR的反应液。

[0025] 在本发明的一些实施方式中，所述第二扩增产物经PCR扩增得到。

[0026] 在本发明的一些实施方式中，所述PCR结束后，需采用磁珠分离纯化法对扩增产物

进行纯化，得到干净的所述第二扩增产物。

附图说明

[0027] 下面结合附图和实施例对本发明做进一步的说明，其中：

[0028] 图1为本发明实施例制备的磁珠‑N1‑N2‑UMI‑N3的结构示意图；
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[0029] 图2为本发明实施例第一引物对的结构示意图；

[0030] 图3为本发明实施例形成的第二乳液液滴的示意图；

[0031] 图4为本发明实施例引入UMI标签序列的乳液PCR过程示意图；

[0032] 图5为本发明实施例第一扩增产物结构示意图；

[0033] 图6为本发明实施例第二引物对的结构示意图；

[0034] 图7为本发明实施例以第二引物对进行PCR扩增的示意图；

[0035] 图8为本发明实施例第二扩增产物结构示意图。

[0036] 附图标记：

[0037] 11‑磁珠；12‑N1‑N2‑UMI‑N3核酸片段；13‑DNA样本；14‑第一上游引物；15‑第一下

游引物；16‑第二乳液液滴；21‑N1‑N2‑UMI‑N3‑Insert‑N2’‑N4’核酸片段；31‑第二上游引

物；32‑第二下游引物。

具体实施方式

[0038] 下面详细描述本发明的实施例，所述实施例的示例在附图中示出，下面通过参考

附图描述的实施例是示例性的，仅用于解释本发明，而不能理解为对本发明的限制。

[0039] 如果有描述到第一、第二只是用于区分技术特征为目的，而不能理解为指示或暗

示相对重要性或者隐含指明所指示的技术特征的数量或者隐含指明所指示的技术特征的

先后关系。

[0040] 本发明的描述中，除非另有明确的限定，扩增、连接等词语应做广义理解，所属技

术领域技术人员可以结合技术方案的具体内容合理确定上述词语在本发明中的具体含义。

[0041] 本发明的描述中，参考术语“一个实施例”、“一些实施例”等的描述意指结合该实

施例描述的具体特征或材料包含于本发明的至少一个实施例中。在本说明书中，对上述术

语的示意性表述不一定指的是相同的实施例。而且，描述的具体特征或材料可以在任何的

一个或多个实施例中以合适的方式结合。

[0042] 实施例中所使用的试验方法如无特殊说明，均为常规方法；所使用的材料、试剂

等，如无特殊说明，均可从商业途径得到的试剂和材料。

[0043] 实施例1

[0044] 本实施例对待测样本引入了标签序列，具体过程为：

[0045] (1)第一油相配制：按吐温80：TritonX‑100：三聚甘油单硬脂酸酯＝75：4：920的体

积比配制；

[0046] 第一水相配制：按表1进行配制；

[0047] 表1
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[0048]

[0049] N1为固定序列，序列信息如SEQ  ID  NO:1所示,具体为acactctttccctacacgac；N2

为固定序列，序列信息如SEQ  ID  NO:2所示，具体为gctcttccgatct；N3为固定序列，序列信

息如SEQ  ID  NO:3所示，具体为ggtcttaggaagacaa；UMI为8碱基的随机序列，表示为

N N N N N N N N；N 3’与 N 3反 向 互 补 配 对 ，序 列信 息 如 S E Q  I D  N O : 4所 示 ，具 体 为

ttgtcttcctaagacc，N3’的5’端进行了生物素修饰；

[0050] 第一乳液液滴形成及扩增：在每100μL第一水相体系中加入320μL第一油相，涡旋

混匀仪最大转速振荡5min，制成第一乳液液滴体系；每50μL一管进行乳液PCR，PCR结束后即

得到包括UMI标签序列的核酸片段，其中每个第一乳液液滴中包括一种UMI标签序列，各第

一乳液液滴包含的UMI标签序列不同。扩增程序如表2所示；

[0051] 表2

[0052]

[0053] 扩增产物纯化：取乳液PCR扩增产物，加入洗涤后的M270磁珠(为修饰有链霉亲和

素的磁珠，可与带有生物素的扩增产物结合)，室温孵育45min，上磁力架，去除反应液和未

吸附的磁珠，采用1×Beads  Wash  Buffer清洗两次，ddH2O清洗一次，回溶至ddH2O中，得到磁

珠‑N1‑N2‑UMI‑N3‑M270磁珠(其中磁珠与N1的5’端相连，M270磁珠与互补链中N3’的5’端相

连)；取纯化产物，90℃变性5min，迅速转移至磁力架上，将液体和未吸附的磁珠转至新的离
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心管中，离心，去除上清，用ddH2O清洗两次，回溶至ddH2O中，得到核酸片段磁珠‑N1‑N2‑UMI‑

N3，如图1所示，N1‑N2‑UMI‑N3核酸片段12为单链DNA，通过N1的5’端与磁珠11相连，每个第

一乳液液滴中含有一种磁珠‑N1‑N2‑UMI‑N3，各第一乳液液滴中的这一核酸片段因UMI标签

序列不同而不同。

[0054] (2)基因组DNA的提取：取200μL人源全血，使用磁珠法通用型基因组DNA提取试剂

盒(TIANGEN，DP705)，提取全血DNA，取提取产物用ddH2O稀释至DNA样本浓度为0.88ng/μL。
[0055] (3)第二油相配制：按吐温80：TritonX‑100：三聚甘油单硬脂酸酯＝75：4：920的体

积比配制；

[0056] 第二水相配制：按表3进行配制；

[0057] 表3

[0058]

[0059] 上游引物F1和下游引物R1的结构示意图如图2所示，其中A为扩增DNA样本所需的

上游引物，B为扩增DNA样本所需的下游引物；N1、N2和N3的序列信息如(1)所述，N4为固定序

列，序列信息如SEQ  ID  NO:5所示，具体为gtgactggagttcagacgtgt；磁珠‑N1‑N2‑UMI‑N3用

于在扩增时引入UMI标签序列；

[0060] 第二乳液液滴形成及扩增：在每100μL第二水相体系中加入320μL第二油相，涡旋

混匀仪最大转速振荡5min，制成第二乳液液滴16(如图3和图4所示)，包括磁珠11，N1‑N2‑

UMI‑N3核酸片段12，DNA样本13，第一上游引物14和第一下游引物15；每100μL一管进行乳液

PCR，PCR结束后即完成对DNA样本的扩增，且给扩增产物中引入了UMI标签序列。扩增程序如

表4所示；

[0061] 表4
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[0062]

[0063] 扩增产物纯化：取扩增产物，离心，去除反应液，用80％乙醇清洗两次，室温晾干1

～2min至表面无光泽，回溶至20μL  ddH2O中，得到第一扩增产物(如图5所示)：磁珠‑N1‑N2‑

UMI‑N3‑Insert‑N2’‑N4’(5’‑3’)，由磁珠11和N1‑N2‑UMI‑N3‑Insert‑N2’‑N4’核酸片段21

构成；其中Insert为扩增引入的插入片段，来源于DNA样本，N2’与N2反向互补配对，N4’与N4

反向互补配对，此时第一扩增产物上带有UMI标签序列，且位于同一第二乳液液滴中的第一

扩增产物携带的UMI标签序列相同，位于不同第二乳液液滴中的第一扩增产物携带的UMI标

签序列不同，这样就可根据UMI标签序列来判断扩增产物是否来源于同一模板，即携带有相

同UMI标签序列的第一扩增产物是由同一DNA模板扩增得到的。

[0064] (4)按表5配制PCR反应体系；

[0065] 表5

[0066] 模板：纯化的第一扩增产物 20μL
2×Kapa  Hifi  Mix 25μL
上游引物F2：P1‑Index1‑N1(5μM) 2.5μL
下游引物R2：P2‑Index2‑N4(5μM) 2.5μL
总体积 50μL

[0067] 上游引物F2和下游引物R2的结构示意图如图6所示，P1为固定序列，序列信息如

SEQ  ID  NO:6所示，具体为aatgatacggcgaccaccgagatctacac；Index1为区分样本的标签序

列1；P2为固定序列，序列信息如SEQ  ID  NO:7所示，具体为caagcagaagacggcatacgagat，

Index2为区分样本的标签序列2；

[0068] 进行PCR(如图7所示)，其中以磁珠11连接的N1‑N2‑UMI‑N3‑Insert‑N2’‑N4’核酸

片段21为模板，以第二上游引物31和第二下游引物32为引物对进行扩增，扩增结束后即在

扩增产物的两端各引入一个样本标签序列；按表6扩增程序进行；

[0069] 表6
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[0070]

[0071] 扩增产物纯化：取扩增产物50μL，加入60μL  XP  Beads，室温孵育5min，上磁力架，

去除反应液及未吸附的磁珠，用80％乙醇清洗两次，室温晾干1～2min至表面无光泽，回溶

至20μL  ddH2O中，重新上磁力架，得到第二扩增产物(如图8所示)：P1‑Index1‑N1‑N2‑UMI‑

N3‑Insert‑N2’‑N4’‑Index2’‑P2’(5’‑3’)，其中Index2’与Index2反向互补配对，P2’与P2

反向互补配对。

[0072] 此时即在扩增产物中同时携带有样本标签序列Index和UMI标签序列，这样就可以

给扩增产物加上样本标签，每个扩增产物就带上属于它的“专属号码牌”，在多样本混合测

序后就能通过这个号码牌来获取来源于各样本的测序数据；且扩增于同一模板的扩增产物

中携带有同一种UMI标签，通过这一标签既可以判断扩增产物的来源，又可以使得在后续的

测序和聚类分析中，同一种扩增产物不需要对应大量聚类，大大减少了数据浪费。

[0073] 上面结合附图对本发明实施例作了详细说明，但是本发明不限于上述实施例，在

所属技术领域普通技术人员所具备的知识范围内，还可以在不脱离本发明宗旨的前提下作

出各种变化。此外，在不冲突的情况下，本发明的实施例及实施例中的特征可以相互组合。
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110>  深圳市核子基因科技有限公司

[0003] <120>  一种引入标签序列的方法

[0004] <130>  1

[0005] <160>  7

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5

[0007] <210>  1

[0008] <211>  20

[0009] <212>  DNA

[0010] <213>  人工序列

[0011] <400>  1

[0012] acactctttc  cctacacgac  20

[0013] <210>  2

[0014] <211>  13

[0015] <212>  DNA

[0016] <213>  人工序列

[0017] <400>  2

[0018] gctcttccga  tct  13

[0019] <210>  3

[0020] <211>  16

[0021] <212>  DNA

[0022] <213>  人工序列

[0023] <400>  3

[0024] ggtcttagga  agacaa  16

[0025] <210>  4

[0026] <211>  16

[0027] <212>  DNA

[0028] <213>  人工序列

[0029] <400>  4

[0030] ttgtcttcct  aagacc  16

[0031] <210>  5

[0032] <211>  21

[0033] <212>  DNA

[0034] <213>  人工序列

[0035] <400>  5

[0036] gtgactggag  ttcagacgtg  t  21

[0037] <210>  6

[0038] <211>  29
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[0039] <212>  DNA

[0040] <213>  人工序列

[0041] <400>  6

[0042] aatgatacgg  cgaccaccga  gatctacac  29

[0043] <210>  7

[0044] <211>  24

[0045] <212>  DNA

[0046] <213>  人工序列

[0047] <400>  7

[0048] caagcagaag  acggcatacg  agat  24
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图1

图2

图3
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图4

图5

图6

图7
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图8
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