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构建细胞全转录本扩增产物的方法及其应

用

(57)摘要

本发明提出了一种构建细胞全转录本扩增

产物的方法。该方法包括：将细胞样品进行磁珠

捕获处理，以便获得待处理细胞；以及将所述待

处理细胞进行单细胞全转录本扩增，以便获得所

述待处理细胞的全转录本扩增产物，其中，进行

单细胞全转录本扩增之前，进一步包括将所述待

处理细胞进行裂解处理，所述裂解处理是通过向

所述待处理细胞中加入PBS和裂解液进行的，基

于1～100个待处理细胞，所述PBS的用量为7微

升，所述裂解液的用量为4微升，所述裂解液包括

100mM  Tris‑HCl、500mM  KCl、25mM  MgCl2、10％

NP40、0.1M  DTT、RNA酶抑制剂(40U/μl)、0.5μM 

UP1引物、2.5mM  dNTP以及无核酸酶水。该方法将

磁珠捕获技术与单细胞全转录本扩增技术巧妙

相结合，严格控制待处理细胞与裂解液和PBS的

加入量，可稳定获得微量细胞(如循环肿瘤细胞)

全转录本扩增产物。
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1.一种构建细胞全转录本扩增产物的方法，其特征在于，包括：

将细胞样品进行磁珠捕获处理，以便获得待处理细胞；以及

将所述待处理细胞进行单细胞全转录本扩增，以便获得所述待处理细胞的全转录本扩

增产物，其中，进行单细胞全转录本扩增之前，进一步包括将所述待处理细胞进行裂解处

理，所述裂解处理是通过向所述待处理细胞中加入PBS和裂解液进行的，基于1～100个待处

理细胞，所述PBS的用量为7微升，所述裂解液的用量为4微升，所述裂解液包括100mM  Tris‑

HCl、500mM  KCl、25mM  MgCl2、10％NP40、0.1M  DTT、40U/μl的RNA酶抑制剂、0.5μM  UP1引物、

2.5mM  dNTP以及无核酸酶水。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，所述细胞样品来源于外周血；

任选地，所述外周血为肿瘤患者外周血；

任选地，所述待处理细胞为循环肿瘤细胞；

任选地，所述裂解处理包括用移液器对所述待处理细胞进行吸打重悬处理至少5次。

3.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，所述磁珠捕获处理是通过如下方式进行

的：

1)将5mL外周血与100μL磁珠进行第一混合，所述磁珠预先利用PBS进行第一重悬处理，

所述第一混合是在5rpm的条件下进行30min；

2)将所述第一混合产物在磁力架上静置3min，以便除去第一上清；

3)将步骤2)所得沉淀进行第二重悬处理，所述第二重悬处理是在5ml  PBS中进行的；

4)将第二重悬处理产物在磁力架上静置1min，以便除去第二上清；

5)重复步骤3)和4)两次；

6)将步骤5)所得沉淀进行第三重悬处理，所述第三重悬处理是在1ml  PBS中进行的；

7)将第三重悬处理产物在磁力架上静置1分钟，以便获得所述循环肿瘤细胞；

其中，所述磁珠包被有识别所述循环肿瘤细胞的抗体；

任选地，所述抗体包括EpCAM、Her2的至少之一。

4.根据权利要求2所述的方法，其特征在于，所述单细胞全转录本扩增是通过如下方式

获得的：

1)将循环肿瘤细胞在24℃的条件下进行裂解5分钟，随后在95℃的条件下裂解3分钟，

冷却至4℃；

2)将步骤1)获得的裂解产物在磁力架上静置1分钟，吸取第三上清；

3)将步骤2)所获得第三上清与2μl  gDNA  Wipeout  Buffer进行混合，所述混合是在42

℃的条件下进行10分钟；

4)将步骤3)所获得产物与6μl  Quantiscript  RT  mix进行混合，所述混合是在42℃的

条件下进行60分钟；

5)将步骤4)所得产物在95℃的条件下孵育3分钟，放冰上冷置；

6)在步骤5)所得产物与10μl的ligation  mix混合，所述混合是在24℃条件下进行30分

钟；

7)将步骤6)所得产物在95℃条件下静置5分钟，放冰上冷置；

8)将步骤7)所得产物与30μl的REPLI‑g  SensiPhi  amplification  mix进行混合，所述

混合是在30℃条件下进行2h；
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9)将步骤8)所得产物在65℃的条件下孵育5分钟；

10)将步骤9)所得产物进行纯化处理，以便获得所述循环肿瘤细胞基因组全转录本扩

增产物。

5.一种检测细胞中预定因子的方法，所述方法用于非疾病诊断或治疗目的，其特征在

于，包括：

按照权利要求1～4任一项所述的方法构建细胞全转录本扩增产物；以及

基于所述全转录本扩增产物进行针对预定因子的PCR扩增，以便检测所述细胞中预定

因子。

6.根据权利要求5所述的方法，其特征在于，所述细胞为前列腺癌循环肿瘤细胞；

任选地，所述预定因子为AR‑V7。

7.根据权利要求6所述的方法，其特征在于，所述PCR扩增为ddPCR扩增，ddPCR引物的核

苷酸序列为SEQ  ID  NO:1～2所示。

8.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，ddPCR扩增的探针的核苷酸序列为SEQ  ID 

NO:3所示。

9.根据权利要求7所述的方法，其特征在于，ddPCR扩增的反应条件为

10.根据权利要求6所述的方法，其特征在于，所述PCR扩增的引物的核苷酸序列为SEQ 

ID  NO:1或4所示。

11.根据权利要求6所述的方法，其特征在于，PCR扩增的反应条件为

12.一种检测细胞中预定因子的系统，其特征在于，包括：

构建细胞全转录本扩增产物装置，所述构建细胞全转录本扩增产物装置用于构建细胞

全转录本扩增产物，以及

PCR扩增装置，所述PCR扩增装置与所述构建细胞全转录本扩增产物装置相连，用于基

于所述全转录本扩增产物进行针对预定因子的PCR扩增，以便检测细胞中预定因子；

其中，所述构建细胞全转录本扩增产物装置进一步包括：
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磁珠捕获单元，所述磁珠捕获单元用于捕获细胞样品中的待处理细胞；

裂解单元，所述裂解单元与所述磁珠捕获单元相连，用于将所述待处理细胞进行裂解

处理，所述裂解处理是通过向所述待处理细胞中加入PBS和裂解液进行的，基于1～100个待

处理细胞，所述PBS的用量为7微升，所述裂解液的用量为4微升，所述裂解液包括100mM 

Tris‑HCl、500mM  KCl、25mM  MgCl2、10％NP40、0.1M  DTT、40U/μl的RNA酶抑制剂、0.5μM  UP1

引物、2.5mM  dNTP以及无核酸酶水；

单细胞全转录本扩增单元，所述单细胞全转录本扩增单元与所述裂解单元相连，用于

对裂解处理产物进行单细胞全转录本扩增，以便获得待处理细胞全转录本扩增产物。

13.一种检测前列腺癌循环肿瘤细胞中AR‑V7的试剂盒，其特征在于，包括：试剂，所述

试剂包括核酸和裂解液，所述核酸的核苷酸序列为SEQ  ID  NO:1～3所示，所述裂解液包括

100mM  Tris‑HCl、500mM  KCl、25mM  MgCl2、10％NP40、0.1M  DTT、40U/μl的RNA酶抑制剂、0.5

μM  UP1引物、2.5mM  dNTP以及无核酸酶水；

任选地，所述试剂进一步包括具有SEQ  ID  NO:4所示的核苷酸序列的核酸。
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构建细胞全转录本扩增产物的方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物技术领域，具体地，本发明涉及构建细胞全转录本扩增产物的方

法及其应用，更具体地，本发明涉及构建细胞全转录本扩增产物的方法、检测细胞中预定因

子的方法、检测细胞中预定因子的系统以及检测前列腺癌循环肿瘤细胞中AR‑V7的试剂盒。

背景技术

[0002] 前列腺癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一，在全球范围内其发病率居男性恶性

肿瘤的第2位，死亡率居第5位。近十年来，随着我国人口老龄化和生活方式的改变，前列腺

癌的发病率和死亡率呈明显的逐年上升趋势。

[0003] 雄激素受体(AR)在前列腺癌的发生、发展中起着重要作用，其通过调节下游基因

的表达，促进前列腺癌的进展和转移。晚期前列腺癌的治疗方法主要是内分泌治疗，即雄激

素剥夺治疗(ADT)。但在前列腺癌的治疗过程中，常常对其产生耐药，并发展成为去势抵抗

性前列腺癌(CRPC)。在CRPC中尽管雄激素水平被抑制，但AR信号通路在CRPC中仍起着至关

重要的作用。AR‑V7(androgen  receptor  splice  variant  7)是AR‑Vs(androgen  receptor 

splice  variants)中的一种，结构类似于AR，但缺乏配体结合域，可以不依赖雄激素而持续

地活化。

[0004] Antonarakis等人探讨了循环肿瘤细胞(CTC)中AR‑V7的表达和CRPC患者对AR靶向

疗法的药物恩杂鲁胺或阿比特龙治疗反应之间的相关性。研究结果显示，恩杂鲁胺治疗组

39％的患者和阿比特龙组19％的患者出现循环肿瘤细胞中AR‑V7阳性。恩杂鲁胺组AR‑V7阳

性患者与阴性患者相比，PSA(前列腺特异抗原)反应率明显降低(0％VS  53％，P＝0.004)，

PSA无进展生存时间(1.4个月VS  6个月，P＜0.001)，临床或影像学无进展生存时间(2.1个

月VS  6.1个月)和总体生存时间都明显缩短；阿比特龙组也出现相似的结果(Antonarakis 

ES,Lu  C,Wang  H,et  al.AR‑V7and  resistance  to  enzalutamide  and  abiraterone  in 

prostate  cancer[J].N  Engl  J  Med .2014,371(11):1028‑1038.)。这说明AR‑V7参与了恩

杂鲁胺和阿比特龙耐药性的发展。目前已有大量研究证明，对前列腺癌循环肿瘤细胞AR‑V7

的检测可以对CRPC患者中AR靶向疗法的耐药性进行评估。

[0005] 因此，如何快速、准确地检测前列腺癌患者中循环肿瘤细胞(CTC)中的AR‑V7，是指

导前列腺癌患者用药的关键问题。

发明内容

[0006] 本发明旨在至少在一定程度上解决相关技术中的技术问题之一。

[0007] 在本发明的第一方面，本发明提出了一种构建细胞全转录本扩增产物的方法。根

据本发明的实施例，所述方法包括：将细胞样品进行磁珠捕获处理，以便获得待处理细胞；

以及将所述待处理细胞进行单细胞全转录本扩增，以便获得所述待处理细胞的全转录本扩

增产物，其中，进行单细胞全转录本扩增之前，进一步包括将所述待处理细胞进行裂解处

理，所述裂解处理是通过向所述待处理细胞中加入PBS和裂解液进行的，基于1～100个待处
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理细胞，所述PBS的用量为7微升，所述裂解液的用量为4微升，所述裂解液包括100mM  Tris‑

HCl、500mM  KCl、25mM  MgCl2、10％NP40、0.1M  DTT、RNA酶抑制剂(40U/μl)、0.5μM  UP1引物、

2.5mM  dNTP以及无核酸酶水。根据本发明实施例的方法，将磁珠捕获技术与单细胞全转录

本扩增技术巧妙相结合，严格控制待处理细胞与裂解液和PBS的加入量，可稳定获得微量细

胞(如循环肿瘤细胞)全转录本扩增产物。

[0008] 根据本发明的实施例，上述方法还可以进一步包括如下附加技术特征至少之一：

[0009] 根据本发明的实施例，所述细胞样品来源于外周血。

[0010] 根据本发明的实施例，所述外周血为肿瘤患者外周血。

[0011] 根据本发明的实施例，所述待处理细胞为循环肿瘤细胞。

[0012] 根据本发明的实施例，所述裂解处理包括用移液器对所述待处理细胞进行吸打重

悬处理至少5次。进而对待处理细胞的裂解处理更加彻底。

[0013] 根据本发明的实施例，所述磁珠捕获处理是通过如下方式进行的：1)将5mL外周血

与100μL磁珠进行第一混合，所述磁珠预先利用PBS进行第一重悬处理，所述第一混合是在

5rpm的条件下进行30min；2)将所述第一混合产物在磁力架上静置3min，以便除去第一上

清；3)将步骤2)所得沉淀进行第二重悬处理，所述第二重悬处理是在5ml  PBS中进行的；4)

将第二重悬处理产物在磁力架上静置1min，以便除去第二上清；5)重复步骤3)和4)两次；6)

将步骤5)所得沉淀进行第三重悬处理，所述第三重悬处理是在1ml  PBS中进行的；7)将第三

重悬处理产物在磁力架上静置1分钟，以便获得所述循环肿瘤细胞；其中，所述磁珠包被有

识别所述循环肿瘤细胞的抗体。根据本发明的具体实施例，所述抗体包括EpCAM、Her2的至

少之一。进而肿瘤患者外周血中的循环肿瘤细胞在上述操作顺序和操作条件下得到进一步

地高效富集。

[0014] 根据本发明的实施例，所述单细胞全转录本扩增是通过如下方式获得的：1)将循

环肿瘤细胞在24℃的条件下进行裂解5分钟，随后在95℃的条件下裂解3分钟，冷却至4℃；

2)将步骤1)获得的裂解产物在磁力架上静置1分钟，吸取第三上清；3)将步骤2)所获得第三

上清与2μl  gDNA  Wipeout  Buffer进行混合，所述混合是在42℃的条件下进行10分钟；4)将

步骤3)所获得产物与6μl  Quantiscript  RT  mix进行混合，所述混合是在42℃的条件下进

行60分钟；5)将步骤4)所得产物在95℃的条件下孵育3分钟，放冰上冷置；6)在步骤5)所得

产物与10μl的ligation  mix混合，所述混合是在24℃条件下进行30分钟；7)将步骤6)所得

产物在95℃条件下静置5分钟，放冰上冷置；8)将步骤7)所得产物与30μl的REPLI‑g 

SensiPhi  amplification  mix进行混合，所述混合是在30℃条件下进行2h；9)将步骤8)所

得产物在65℃的条件下孵育5分钟；10)将步骤9)所得产物进行纯化处理，以便获得所述循

环肿瘤细胞全转录本扩增产物。进而所富集的循环肿瘤细胞在上述裂解条件下得到彻底裂

解，循环肿瘤细胞中mRNA得到充分释放，进一步依据上述的RNA反转录条件和操作，对单个

细胞或有限的样本进行高度均一的全转录本扩增(WTA)，可均一的扩增单个细胞(1至100个

细胞)或纯化的总RNA，覆盖全转录组，确保所得的RNA真实反映了体内的基因表达谱。利用

上述操作方式下的单细胞转录组扩增技术对捕获的CTC进行全转录本扩增，可提高CTC预定

因子检测的敏感性。

[0015] 在本发明的第二方面，本发明提出了一种检测细胞中预定因子的方法。根据本发

明的实施例，所述方法包括：按照前面所述的方法构建细胞全转录本扩增产物；以及基于所
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述全转录本扩增产物进行针对预定因子的PCR扩增，以便检测所述细胞中预定因子。利用根

据本发明实施例的上述方法，可高效检测出微量细胞中的预定因子，检测效率显著提高。

[0016] 根据本发明的实施例，上述方法还可以进一步包括如下附加技术特征至少之一：

[0017] 根据本发明的实施例，所述细胞为前列腺癌循环肿瘤细胞。

[0018] 根据本发明的实施例，所述预定因子为AR‑V7。根据本发明的实施例的上述方法可

对5ml血液中含有2个及以上的AR‑V7阳性细胞进行检出。

[0019] 根据本发明的实施例，所述PCR扩增为ddPCR扩增，ddPCR引物具有SEQ  ID  NO:1～2

所示的核苷酸序列。

[0020] CAGCAGAAATGATTGCACTATTGAT(SEQ  ID  NO:1)。

[0021] CTGGTCATTTTGAGATGCTTGCAAT(SEQ  ID  NO:2)。

[0022] 根据本发明的实施例，ddPCR扩增的探针具有SEQ  ID  NO:3所示的核苷酸序列。

[0023] AATTCCGAAGGAAAAATTGTCCATCTT(SEQ  ID  NO:3)。

[0024] 根据本发明的实施例，ddPCR扩增的反应条件为

[0025]

[0026] 进而，在上述ddPCR扩增条件下，对AR‑V7的检测效率进一步提高，根据本发明实施

例的方法的准确度和可信度进一步提高。

[0027] 根据本发明的实施例，所述PCR扩增的引物具有SEQ  ID  NO:1或4所示的核苷酸序

列；

[0028] CAGCAGAAATGATTGCACTATTGAT(SEQ  ID  NO:1)。

[0029] CCAGGTTTCTCCAGACTATCCAC(SEQ  ID  NO:4)。

[0030] 根据本发明的实施例，PCR扩增的反应条件为

[0031]

[0032] 进而，在上述PCR扩增条件下，对AR‑V7的检测效率进一步提高，根据本发明实施例

的方法的准确度和可信度进一步提高。

[0033] 在本发明的第三方面，本发明提出了一种检测细胞中预定因子的系统。根据本发

明的实施例，所述系统包括：构建细胞全转录本扩增产物装置，所述构建细胞全转录本扩增

产物装置用于构建细胞全转录本扩增产物，以及PCR扩增装置，所述PCR扩增装置与所述构
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建细胞全转录本扩增产物装置相连，用于基于所述全转录本扩增产物进行针对预定因子的

PCR扩增，以便检测细胞中预定因子。

[0034] 根据本发明的具体实施例，所述构建细胞全转录本扩增产物装置进一步包括：

[0035] 磁珠捕获单元，所述磁珠捕获单元用于捕获细胞样品中的待处理细胞；

[0036] 裂解单元，所述裂解单元与所述磁珠捕获单元相连，用于将所述待处理细胞进行

裂解处理，所述裂解处理是通过向所述待处理细胞中加入PBS和裂解液进行的，基于1～100

个待处理细胞，所述PBS的用量为7微升，所述裂解液的用量为4微升，所述裂解液包括100mM 

Tris‑HCl、500mM  KCl、25mM  MgCl2、10％NP40、0.1M  DTT、RNA酶抑制剂(40U/μl)、0.5μM  UP1

引物、2.5mM  dNTP以及无核酸酶水；

[0037] 单细胞全转录本扩增单元，所述单细胞全转录本扩增单元与所述裂解单元相连，

用于对裂解处理产物进行单细胞全转录本扩增，以便获得细胞全转录本扩增产物。

[0038] 利用根据本发明实施例的上述系统，可高效检测出微量细胞中的预定因子，检测

效率显著提高。

[0039] 在本发明的第四方面，本发明提出了一种检测前列腺癌循环肿瘤细胞中AR‑V7的

试剂盒。根据本发明的实施例，所述试剂盒包括：试剂，所述试剂包括核酸，所述核酸具有

SEQ  ID  NO:1～3所示的核苷酸序列。利用根据本发明实施例的试剂盒，可在微量样品中实

现AR‑V7的高效检测。

[0040] 根据本发明的实施例，上述试剂盒还可以进一步包括如下附加技术特征至少之

一：

[0041] 根据本发明的实施例，所述试剂进一步具有SEQ  ID  NO:4所示的核苷酸序列的核

酸。利用根据本发明实施例的试剂盒，可在微量样品中实现AR‑V7的高效检测。

附图说明

[0042] 图1是根据本发明实施例的检测细胞中预定因子的方法中CTC捕获的流程示意图；

[0043] 图2是根据本发明实施例的检测细胞中预定因子的方法中对捕获的CTC进行全转

录本扩增以及AR‑V7检测的流程示意图。

具体实施方式

[0044] 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，旨在用于解释本发明，而不能理解为对本发明的限制。

[0045] 下面描述的实施例利用AdnaTest  ProstateCancerSelect  kit(Qiagen,395032)

对前列腺癌患者血液进行CTC捕获，利用单细胞RNA扩增的试剂盒REPLI‑g  WTASingle  Cell 

Kit(Qiagen,150063)对捕获的CTC进行裂解，得到的RNA进行反转录及cDNA扩增，设计AR‑V7

的ddPCR引物进行AR‑V7检测。实现了对5ml血液中含有2个及以上的AR‑V7阳性细胞进行检

出。具体流程可参考图1和图2。

[0046] 实施例

[0047] 1、CTC捕获

[0048] 利用AdnaTest  ProstateCancerSelect  kit(Qiagen,395032)进行CTC捕获。

[0049] 1)用移液器重悬ProstateSelect  Beads  1，不要涡旋振荡。
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[0050] 2)将磁珠(每个样本100μL)加入1 .5ml离心管中。超过10个样本需要增加一个

1.5ml离心管。

[0051] 3)将离心管置于磁力架上1分钟，用移液器去除上清。

[0052] 4)加入1ml  PBS反复吸打重悬磁珠。

[0053] 5)将离心管置于磁力架上1分钟，用移液器去除上清。

[0054] 6)重复步骤4)‑5)两次(共三次)。

[0055] 7)将Beads悬浮于PBS中至原始体积(每个样本100μl)。

[0056] 8)吸取5ml血液至15ml反应管中，加入100μL磁珠。

[0057] 9)在室温下缓慢离心(混匀仪约5rpm)30分钟。

[0058] 10)将反应管置于磁力架上3分钟，用移液器去除上清，不要接触到磁珠。

[0059] 11)加入5ml  PBS，轻轻摇晃以重新悬浮Bead/Cell复合物。

[0060] 12)将反应管置于磁力架上1分钟，用移液器去除上清，不要接触到磁珠。

[0061] 13)重复步骤11)‑12)(共三次)。

[0062] 14)加入1ml  PBS重悬磁珠(轻摇混匀)，转移到1.5ml离心管中。

[0063] 15)将离心管置于磁力架上1分钟，用移液器彻底去除上清。

[0064] 2、RNA反转录及扩增

[0065] 利用REPLI‑g  WTA  Single  Cell  Kit(Qiagen,150063)进行RNA反转录及扩增。

[0066] 1)在离心管加入7μl  PBS和4μl的Lysis  Buffer，用移液器吸打重悬至少5次。

[0067] 2)24℃孵育5分钟，随后95℃孵育3分钟，冷却至4℃。

[0068] 3)将离心管置于磁力架上1分钟，用移液器转移上清至新的离心管中。

[0069] 4)加入2μl  gDNA  Wipeout  Buffer，混匀离心，42℃孵育10分钟。

[0070] 5)按照表1配置Quantiscript  RT  mix。

[0071] 表1：Quantiscript  RT  mix

[0072] 成分 体积

RT/Polymerase  Buffer 4μl

Oligo  dT  Primer 1μl

Quantiscript  RT  Enzyme  Mix 1μl

Total  volume 6μl

[0073] 6)每个裂解的细胞样本中加入新鲜配置的6μl的Quantiscript  RT  mix，轻轻混匀

后离心，42℃孵育60分钟。

[0074] 7)95℃孵育3分钟，放冰上冷置。

[0075] 8)按照表2配置ligation  mix。

[0076] 表2：ligation  mix

[0077] 成分 体积

Ligase  Buffer 8μl

Ligase  Mix 2μl

Total  volume 10μl

[0078] 9)在第7)步的反应液中每个样本加入新鲜配置的10μl的ligation  mix，轻轻混匀

后离心，24℃孵育30分钟。
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[0079] 10)95℃孵育5分钟，放冰上冷置。

[0080] 11)按照表3准备REPLI‑g  SensiPhi  amplification  mix。

[0081] 表3：REPLI‑g  SensiPhi  amplification  mix

[0082] 成分 体积

REPLI‑g  sc  Reaction  Buffer 29μl

REPLI‑g  SensiPhi  DNA  Polymerase 1μl

Total  volume 30μl

[0083] 12)在第10)步的反应液中每个样本加入新鲜配置的30μl的REPLI‑g  SensiPhi 

amplification  mix，轻轻混匀后离心，30℃孵育2h。

[0084] 13)65℃孵育5分钟。

[0085] 14)纯化cDNA与纯化大概70kb的gDNA方法相同，用Qubit进行定量。

[0086] 3、AR‑V7检测

[0087] 利用微滴式PCR(ddPCR)仪器(QX200TM  Droplet  DigitalTM  PCR系统，Bio‑Rad，

1864001)对AR‑V7进行检测，检测引物见表4。

[0088] 表4：AR‑V7ddPCR检测引物

[0089]

[0090] 1)按照表5配置20μl  ddPCR探针法定量反应体系。

[0091] 表5：ddPCR反应体系

[0092] 成分 体积/量

ddPCRTMSupermix  for  Probes 10μl

引物 按照表4反应浓度加入体系

步骤2第14步获得的cDNA产物 30ng

H2O 补足

总体积 20μl

[0093] 2)将一个新的DG8cartridge放入holder中，注意缺口方向；将20ul反应液加入到

DG8  cartridge的中间一排。

[0094] 3)在DG8cartridge最底下一排8个孔中各加入70μl微滴生成油(DG  Oil)。

[0095] 4)用胶垫封口。

[0096] 5)将以上holder轻轻地平稳放置于微滴生成仪(QX200TMDroplet  Generator)中，

开始生成微滴，注意仪器上指示灯状态，一般约2分钟。

[0097] 6)生产的微滴(40ul)全部转移到96孔板。

[0098] 7)将膜有红线标记的一面(反光亮面)朝上置于96孔板上并固定好，用预热好的

PX1热封仪对其进行封膜，推荐的运行程序为：180℃，10s，无需颠倒方向进行二次封膜；
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[0099] 8)利用PCR仪按照如下反应条件进行扩增。

[0100]

[0101] 9)利用ddPCR  Reader(QX200TM  Droplet  Reader)读取AR‑V7阳性微滴数据，1μl反

应液可检测10个以上阳性微滴。

[0102] 利用普通PCR仪器对AR‑V7进行检测，检测引物见表6。

[0103] 表6：

[0104]

[0105] 按照表7配置20μl  ddPCR反应体系。

[0106] 表7：PCR反应体系

[0107] 成分 体积/量

2xKAPA  Fast  Multiplex  Mix 2μl

引物 按照表6反应浓度加入体系

步骤2第14步获得的cDNA产物 30ng

H2O 补足

总体积 20μl

[0108] 利用PCR仪按照如下反应条件进行扩增。

[0109]

[0110] 利用Agilent  2100Bioanalyzer  system对扩增产物进行检测。

[0111] 对比例1

[0112] 操作方法同实施例，只是RNA反转录及扩增中只加入了4μl的Lysis  Buffer。

[0113] 发现，细胞裂解不充分，不能充分悬浮磁珠，所获得的cDNA无法用于AR‑V7检测。

[0114] 对比例2

[0115] 操作方法同实施例，只是RNA反转录及扩增中加入了2μl  PBS和4μl的Lysis 
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Buffer。

[0116] 发现细胞裂解不充分，不能充分悬浮磁珠，所获得的cDNA无法用于AR‑V7检测。

[0117] 对比例3

[0118] 操作方法同实施例，只是RNA反转录及扩增中加入了13μl  PBS和4μl的Lysis 

Buffer。

[0119] 发现细胞裂解不充分，所获得的cDNA无法用于AR‑V7检测。

[0120] 对比例4

[0121] 操作方法同实施例，只是AR‑V7  ddPCR检测引物的反应浓度调整为900nM，如表8所

示。

[0122] 表8：

[0123]

[0124] 发现，改变反应浓度，ddPCR阳性微滴数量比实施例减少一半。

[0125] 对比例5

[0126] 操作方法同实施例，只是调整AR‑V7ddPCR检测引物和探针序列，调整后的序列如

表9所示。

[0127] 表9：

[0128] 名称 序列(5’‑3’) 反应浓度

AR‑V7‑F1 CGGAAATGTTATGAAGCAGGGATGA 500nM

AR‑V7‑R1 CCAGGTTTCTCCAGACTATCCAC 500nM

探针1 [6FAM]TCTGGGAGAAAAATTCCG[BHQ1] 250nM

[0129] 发现，改变引物和探针序列，ddPCR阳性微滴数量比实施例减少1/4。

[0130] 对比例6

[0131] 操作方法同实施例，只是调整AR‑V7ddPCR检测的扩增反应的退火温度，调整后的

反应条件如下所述：

[0132]

[0133] 发现，改变退火温度，ddPCR阳性微滴数量比实施例减少一半。

[0134] 在本说明书的描述中，参考术语“一个实施例”、“一些实施例”、“示例”、“具体示

例”、或“一些示例”等的描述意指结合该实施例或示例描述的具体特征、结构、材料或者特
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点包含于本发明的至少一个实施例或示例中。在本说明书中，对上述术语的示意性表述不

必须针对的是相同的实施例或示例。而且，描述的具体特征、结构、材料或者特点可以在任

一个或多个实施例或示例中以合适的方式结合。此外，在不相互矛盾的情况下，本领域的技

术人员可以将本说明书中描述的不同实施例或示例以及不同实施例或示例的特征进行结

合和组合。

[0135] 尽管上面已经示出和描述了本发明的实施例，可以理解的是，上述实施例是示例

性的，不能理解为对本发明的限制，本领域的普通技术人员在本发明的范围内可以对上述

实施例进行变化、修改、替换和变型。
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110> 北京莲和医学检验所有限公司

[0003] <120>  构建细胞全转录本扩增产物的方法及其应用

[0004] <130>  PIDC3176275

[0005] <160>  4

[0006] <170>  PatentIn  version  3.3

[0007] <210>  1

[0008] <211>  25

[0009] <212>  DNA

[0010] <213>  Artificial

[0011] <220>

[0012] <223>  ddPCR引物

[0013] <400>  1

[0014] cagcagaaat  gattgcacta  ttgat  25

[0015] <210>  2

[0016] <211>  25

[0017] <212>  DNA

[0018] <213>  Artificial

[0019] <220>

[0020] <223>  ddPCR引物

[0021] <400>  2

[0022] ctggtcattt  tgagatgctt  gcaat  25

[0023] <210>  3

[0024] <211>  27

[0025] <212>  DNA

[0026] <213>  Artificial

[0027] <220>

[0028] <223>  ddPCR扩增的探针

[0029] <400>  3

[0030] aattccgaag  gaaaaattgt  ccatctt  27

[0031] <210>  4

[0032] <211>  23

[0033] <212>  DNA

[0034] <213>  Artificial

[0035] <220>

[0036] <223>  PCR扩增的引物

[0037] <400>  4

[0038] ccaggtttct  ccagactatc  cac  23
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图1
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图2
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