20例前列腺癌单细胞转录组测序需求参数

单细胞转录组检测参数

1、组织提核 

新鲜的组织或是液氮速冻组织，取约100mg组织进行下一步。

将组织研磨器插于冰上，并加入2 mL预冷的Homogeniza Buffer。

转移组织块至研磨器中，静置3-5 min，待组织充分浸润。

用研磨棒研磨组织块，直到阻力消失（约10-15次），镜检观察细胞核是否充分释放以及悬液背景。使用70 µm和40 µm滤器过滤组织匀浆，收集滤出液至15 mL离心管。

4℃，500g离心5分钟，弃上清，用1 mL Wash Buffer洗两次。

用适当体积Blocking Buffer重悬沉淀，混匀后镜检观察细胞核悬液中的背景。
如果悬液背景干净，可以直接计数；否则需要进行流式分选去除悬液中的背景。

2、文库制备实验流程

1）细胞（核）镜检

将细胞（核）悬液用0.4%台盼蓝或AOPI染色，在显微镜下镜检并统计活率、结团率，背景碎片率、细胞核完整性等，质控合格即可进入建库环节。

2）液滴生成

依次将准备好的单细胞悬液、油、beads加入载片，通过DNBelab C-TaiM装置制备成油包水液滴，在液滴中完成细胞裂解及磁珠捕获mRNA的过程。

3）反转录

反转录生成cDNA。

4）破乳

向cDNA中加入破乳试剂，室温反应后离心，吸出产物，通过磁珠筛选区分oligo和cDNA产物。

5）cDNA扩增

配制反应体系，适温反应一定时间，进行cDNA的扩增，并纯化。

6） oligo文库构建

配制反应体系，适温反应一定时间，对oligo产物进行扩增、加index并纯化，待环化。

7）cDNA产物片段化、末端修复及加“A”

配制反应体系，适温反应一定时间，进行片段化、末端修复及加“A”。然后对产物进行纯化。

8） cDNA产物接头连接

配制反应体系，适温反应一定时间，进行接头连接，然后对产物进行纯化。

9）cDNA产物PCR扩增

配制PCR反应体系，适温反应一定时间，进行PCR扩增，然后对产物进行纯化。

10）文库检测

根据产品要求选择相应的检测方法对文库进行质检。

11） cDNA产物和oligo产物环化

分别将cDNA产物和oligo产物变性为单链后，分别配制环化反应体系，并设置反应程序，得到单链环形产物，并消化掉未被环化的线性DNA分子。

单链环状DNA分子通过滚环复制，形成一个包含多个拷贝的DNA纳米球（DNB）。将得到的DNBs采用高密度DNA 纳米芯片技术，加到芯片上的网状小孔内，通过联合探针锚定聚合技术（cPAS）进行测序。
3、上机测序

质控合格的文库，采用 DNBSEQ-T7/Gene+Seq-2000 平台进行测序。将制备好的 DNB 加载到微阵列芯片（Patterned Array）上，使用联合探针锚定聚合技术（cPAS, Combi-natorial Probe Anchor Synthesis）进行测序，将测序引物锚定分子和荧光探针在 DNA 纳米球上进行聚合反应之后，利用高分辨成像系统对光信号进行采集、读取和识别，获得单个碱基序列信息，然后进行下一个循环获得下一个碱基序列信息，最终经过多次循环获得原始测序数据。

测序策略：

双端PE100测序，产生的 Read 对（Read Pair）中 Read1 和 Read2 各长 100bp。

4、质控标准

组织解离/抽核细胞总量≥5万, 结团率≤20%、碎片率≤20%
质控合格的文库，Q20≥90%、Q30≥85%，目标数据量≥100Gb（500M reads，PE100，DNBSEQT7）。
细胞数>3000，中位基因数>1000。

5、分析要求

数据个性化交互平台，满足数据深度挖掘需求。高通量单细胞转录组数据交互分析平台，用户无需生信代码基础，通过鼠标点击即可完成数据分析和图形绘制。平台性能：
可视化| 所有分析可视化，直观易用

交互式 | 交互式绘图，灵活可调节

个性化| 分析模块自主选择，满足不同项目需求

易用性| 使用文档、视频教程、结果说明简单易懂

扩展性 | 连通单细胞数据库，可进行数据挖掘
专属AI大模型细胞注释工具，依托国产单细胞平台，涵盖人体多组织细胞类型注释数据库的CellType大模型细胞注释工具，支持单细胞数据细胞类型标注自动化，支持百万级细胞快速分析。
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