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摘要

在生物、医学领域，靶向分型技术是检测已知变异位点的有效方法。然而，在非模式生物上，如何高效、低
成本地进行大规模靶向位点分型仍然是一大挑战。为了解决这一问题，本文提出了一种基于液相分子杂
交的超高通量HD-Marker技术，该方法可在单管内实现全基因库中86 000个位点的同时靶向分析。与以
往的 Illumina GoldenGate技术和低通量HD-Marker技术相比，单管内分析位点的数目分别提升了27倍和
6倍。本研究对多种量级的HD-Marker技术（30 k、56 k和86 k）进行了综合评价，结果显示所有量级均具
有较高的捕获率（约96%）和基因分型准确率（约96%）。因在成本（单位点分型成本低至0.0006美元）和
技术灵活性等方面的优势，超高通量的HD-Marker技术在非模式生物的遗传、生态和进化研究中具有广
阔的应用潜力。

©2021 THE AUTHORS. Published by Elsevier LTD on behalf of Chinese Academy of Engineering and Higher
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1. 引言

鉴定表型相关的遗传变异是现代遗传学研究的核心。

遗传多态性，特别是单核苷酸多态性（SNP），已被广泛

应用于生态、农业、医学等领域[1‒3]。近年来，随着高

通量测序平台的发展，全基因组 SNP位点的筛查和分型

得以实现，为基因组学研究提供了前所未有的契机[4]。

全基因组重测序，虽能获取最全面的基因组变异信息，但

若应用于具有较大基因组的物种或上百乃至上千样本量的

大规模分析时，成本仍然过高[5]。近年来，基于限制性

内切酶的简化基因组测序方法被广泛应用[6]，这一类技

术（如RAD [7]、GBS [8]、2b-RAD [9‒10]）通过酶切手

段降低基因组的复杂度，能够以较低成本获得全基因组范

围内的部分 SNP 位点。因其只能针对酶切位点附近的

SNP进行测序和分型，使得这些方法更适用于大规模标记

的开发。随着基因组学研究的深入，丰富的“功能性”标

记资源得以深度挖掘和积累，大量与表型性状相关的标记

定位于基因或基因附近区域，对这类遗传标记的开发和研

究在生态、农业和医学等领域具有重要的意义[11‒12]，

因此靶向基因分型是后基因组时代的必然需求[13‒14]。

基因芯片技术（如 Illumina Infinium 和 Axiom Affymetrix

平台）是一种高效的靶位点分型技术，已广泛应用于人和
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模式生物[15‒18]。但非模式生物仍缺乏成熟的标准化商

业芯片 [17,19]，若要应用芯片技术，通常需要进行额外

定制。然而，固相芯片在定制后难以更新位点，若在有限

的群体资源中开发固定阵列易使芯片存在固有偏差[20]。

近年来，基于测序平台的液相杂交捕获技术逐渐兴

起，有望克服上述芯片平台的局限性。迄今为止，已发展

出多种基于测序平台的靶向分型技术，主要包括基于聚合

酶链反应（PCR）的方法和液相杂交捕获的方法 [21‒

22]。 其中，基于 PCR 的方法，如微滴 PCR [23]和 Ion

AmpliSeq [24]等易于自动化处理大量样品，但依赖于专业

仪器的检测（如 RainStorm 或者 Ion Proton systems），且

体系内可能存在引物间的竞争，导致非特异性扩增产物的

产生[21]。多重PCR中复杂的引物互作也给通量的进一步

提升带来难度[21,25]。液相分子杂交方法（如NimbleGen

和 SureSelect）可以捕获较长（250 Kb~5 Mb）的目标区

域，是一类有效的捕获分型技术[26‒28]。通量可超过

50 000个靶向位点[21,27,29]，并且可以应用于痕量DNA

（小于 10 ng）甚至是降解的DNA样品，这一特性使液相

捕获技术优于固相芯片平台[30‒31]。通常这类方法更适

合用于检测较长基因组区域内的变异，并不只针对单位点

的靶向检测[21‒22,30]。这类技术的靶向特异性为 40%~

60% [26]，较低的靶向特异性往往需要更高的测序深度来

实现目标位点的均匀覆盖；这也使得测序成本较高[15,27,

32‒35]。

目前，对于非模式生物，仍迫切需要开发以高效、低

成本和灵活的方式对全基因库位点靶向分型的技术。本文

作者团队在前期研究中开发了一种基于液相分子杂交的方

法HD-Marker，可以在单管内对12 472个位点同时进行靶

向基因分型，在通量级和标记类型[36]的选择上具有很高

的灵活性。该方法的原理是基于位点特异性探针（LSP）

与目标位点的侧翼序列进行杂交，通过延伸、连接和扩增

步骤，完成高通量文库的构建。HD-Marker技术有效结合

了GoldenGate技术的高特异性、灵活性和测序平台的成

本优势，可检测数百到12 472个位点，具有较高的捕获率

（超过98%）和分型准确率（超过97%），对于非模式生物

的大规模靶向基因分型是一种有前景和有吸引力的工具。

然而，HD-Marker的检测性能还没有被充分挖掘，以往的

12 000通量还不能满足全转录组基因覆盖的需求。因此在

本研究中，进一步提升了单管内容纳的检测位点通量，使

之超过 86 000 个位点，并且综合评估了三种通量级别

（30 k、56 k和86 k）的检测性能，结果表明各通量级别下

均具有较高的捕获率（约 96%）和基因分型准确率（约

96%），且单位点的分型成本可低至 0.0006美元。鉴于超

高通量级、高灵活性和高稳定性的检测性能，超高通量的

HD-Marker技术有望成为非模式生物大规模靶向基因分型

的理想工具。

2. 方法

2.1. 探针设计与制备

首先对取自辽宁省不同地理位置的 30 只虾夷扇贝

（Patinopecten yessoensis）样本进行全基因组重测序，这

些个体来自东港、庄河和大长山三个群体，以及海大金贝

和獐子红两个选育品种，每个群体选取6只个体。在获得

的高质量SNP位点中，选取最小等位基因频率为 0.2~0.5

的 SNP用于HD-Marker探针设计。针对每个 SNP位点分

别设计特异性探针LSP1和LSP2，探针包含SNP位点的侧

翼序列和通用引物。LSP1的侧翼序列来自SNP位点的上

游−22 ~ −1位置，LSP2序列来自SNP位点的下游+5 ~ +26

位置（SNP 坐标为 0） [36]。探针序列需满足 GC 含量为

40%~60%，退火温度为 55~65 ℃，并且探针序列在基因

组中无冗余的条件。附录A中的表S1提供了所有位点的

LSP1和LSP2序列。合成探针前需将LSP1和LSP2与通用

序列以及Nt.AlwI、Nb.BsrDI、Nt.BsmAI的特异性酶切位

点序列进行组合，形成长度为126 bp的寡核苷酸序列。寡

核苷酸池由美国CustomArray公司合成。随后，通过阵列

合成的寡核苷酸池，经过扩增、酶切和链霉亲和素磁珠分

离，得到LSP1和LSP2探针。详细步骤如下。

2.1.1. PCR扩增

将原始寡核苷酸池稀释200倍，然后扩增，反应体积

为 60 µL：包含 1.8 µmol∙L−1 的生物素引物（Oligo_F 和

Oligo_R）、0.6 mmol∙L−1脱氧核苷酸（dNTP）混合溶液、

1 × Phusion HF缓冲液和0.8 units Phusion高保真DNA聚合

酶（美国 NEB 公司）。PCR 反应条件为：98 ℃ 30 s；

98 ℃ 15 s、60 ℃ 10 s、72 ℃ 15 s、24 个循环；72 ℃、

5 min。两管PCR产物混合后使用QIAquick PCR纯化试剂

盒（德国Qiagen公司）纯化，并用32 µL纯水洗脱。

2.1.2. 酶切消化

纯化后的产物经限制性内切酶酶切后分离得到LSP1

和LSP2。约2 µg的产物（约20 µL）在60 µL体系内进行

酶切。首先加入 3 µL 的 Nt.AlwI（美国 NEB 公司）在

37 ℃下消化 3 h，然后 80 ℃热灭活 20 min；随后加入

3 µL BsrDI（美国NEB公司），65 ℃孵育 3 h，80 ℃热灭

活 20 min。最后在体系中加入 4 µL Nt.BsmAI（美国NEB
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公司），65 ℃孵育3 h，80 ℃热灭活20 min。

2.1.3. 磁珠分离探针

链霉亲和素磁珠用于分离有生物素标记的探针互补

链。首先，用缓冲液（0.5 mol∙L−1 NaCl、20 mmol∙L−1

Tris-Cl、1 mmol∙L−1 EDTA）洗涤 50 µL的链霉亲和素磁

珠（美国 NEB 公司）。随后，将上一步的酶切产物

（67 μL）加入单管中，与磁珠混合20 min。将混合物置于

95 °C变性 5 min，迅速放置在冰上，保持 5 min。用磁铁

吸附磁珠，吸取上清液并将上清液转移至新管中，利用

Nucleotide Removal Kit（美国 Qiagen 公司）纯化，使用

30 µL的洗脱缓冲液（10 mmol∙L−1 Tris-Cl, pH = 8.5）洗脱

分离的探针池，用于下一步杂交。

2.2. 文库制备和测序

2.2.1. 生物素标记基因组DNA的制备

采用苯酚/氯仿提取法[37]从虾夷扇贝的闭壳肌组织抽

提基因组DNA。取 3 µg基因组DNA样本，按照PHOTO‐

PROBE生物素标记试剂盒（美国Vector Labs公司）的操

作说明，通过热偶联作用进行生物素标记。

2.2.2. 杂交

为保证超高通量的探针进行有效的杂交反应，本研究

对杂交步骤进行了优化。首先将5~10 μL生物素标记基因

组DNA加入含有 10 μL磁珠的体系中，用 50 μL的Ultra‐

HybOligo杂交缓冲液（美国Ambion公司）洗涤两次。室

温放置5 min后，用磁铁吸附，弃掉上清液。随后，在体

系内加入 15~30 μL的制备探针以及UltraHybOligo杂交缓

冲液（美国Ambion公司），杂交总体积为 100 μL。将杂

交反应体系置于 PCR 仪（美国 Bio-Rad 公司）中，设置

70~30 ºC的梯度降温条件，进行杂交，杂交时间约为8 h。

2.2.3. 延伸和连接

杂交完毕后，分别用缓冲液 1 [2 ×盐水柠檬酸钠

（SSC）缓冲液、0.5%十二烷基硫酸钠（SDS）缓冲液]和

缓冲液2（2 × SSC）洗涤两次，去除非特异性以及未结合

的探针。然后制备延伸连接体系（总体积为 25 μL），该

体系包含：0.4 ~ 0.8 units Phusion高保真DNA聚合酶（美

国NEB公司）、40 ~ 80 units Taq DNA连接酶（美国NEB

公司）、1 mmol∙L−1 NAD（β-烟酰胺腺嘌呤二核苷酸）

（美国NEB公司）、0.1 mmol∙L−1 dNTP和 1 × Phusion HF

缓冲液。将延伸连接反应液加入洗涤好的磁珠中，45 ºC

孵育 20 min，然后用洗脱缓冲液（10 mmol∙L−1 Tris-Cl,

pH = 8.5）洗涤磁珠，最后用洗脱缓冲液 35 µL 重悬磁

珠，在 95 ºC 下加热 1 min 后，磁分离吸取上清液作为

模板。

2.2.4. 文库制备和测序

参照HD-Marker测序文库的制备方法[36]，50 μL的扩

增体系包括：上一步的连接产物（约30 μL）、0.8 units Phu‐

sion高保真DNA聚合酶（美国NEB公司）、0.1 μmol∙L−1通
用 PCR引物、dNTP和 1 × Phusion HF缓冲液。PCR条件

为：98 °C 10 s、60 °C 20 s、72 °C 10 s扩增26个循环，最

后72 °C延伸5 min。用8%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测目标

产物并切胶，产物大小为 116 bp。切胶产物回收后进行

PCR扩增，程序与上一步相同，PCR循环数为 7个。用

QIAquick PCR产物纯化试剂盒（美国Qiagen公司）纯化

扩增产物，最后使用32 μL纯水洗脱。纯化后的产物利用

Qubit进行定量，利用Bioanalyzer（美国Agilent公司）检

查文库质量。文库质量合格后，在 Illumina HiSeq平台上

用PE150模式测序。

2.3. 数据处理与分析

对所有样品的 reads 1（R1）进行预处理，每条序列

截取第一个碱基到第 50个碱基进行后续分析。去除低质

量的序列，即包含N的序列、有 10个以上的相同连续碱

基以及超过 20%的碱基质量值小于 10的序列。提取目标

位点所在的50 bp的基因组区域作为参考序列，使用BWA

软件 （Burrows-Wheeler Alignment tool） [38] 将高质量

reads与参考序列进行比对。随后使用SAMtools [39]将输

出文件转换为 bam文件并排序。使用Varscan软件[40]对

位点进行分型，要求位点的测序深度大于或等于 8 条

reads，参数为“-- min-coverage 8 --min-reads2 2 --min-var-

freq 0.01 --min-freq-for-hom 0.99‒p-value 99e-2”。

为评估HD-Marker的分型准确性，对同一个个体进行

基因组重测序。使用 Next-Ultra DNA Library Prep Kit for

Illumina（美国 NEB 公司）构建技术重复文库。文库在

Illumina HiSeq X-Ten平台进行测序，测序深度约21 ×。使

用 BWA 软件将测序 reads 与虾夷扇贝参考基因组（Gen‐

Bank 登录号：GCA_002113885.2）进行比对 [38]。利用

Varscan软件[40]做位点分型，参数为“--min-coverage 3 --

min-reads2 1 --min-var-freq 0.01 --min-freq-for-hom 0.99 --p-

value 99e-2”。将两个重测序文库中分型一致的位点用于验

证HD-Marker位点分型的准确性。测序数据已提交美国国

家生物技术信息中心（NCBI） Sequence Read Archive

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra），登录号为PRJNA669118

和PRJNA669126。
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3. 结果

3.1. 位点通量及文库的设置

虾夷扇贝具有高质量的参考基因组和丰富的 SNP资

源[41‒45]，因此以虾夷扇贝为实验对象，对超高通量

HD-Marker进行技术验证。从 30个扇贝个体的重测序数

据中，获得满足探针设计标准的SNP位点共2 044 646个。

基于这些高质量的SNP，设计的位点均匀分布于基因组中

的三个通量探针池（30 k-plex、 56 k-plex、 86 k-plex）

（图 1）。大部分 SNP来源于基因区域，在 30 k-plex、56

k-plex 和 86 k-plex 中的占比分别为 65.78%、71.81% 和

70.08% [见附录A中的图S1（a）]。所设计的位点覆盖了

20 100个基因，覆盖了虾夷扇贝基因组[45]中87%的Swis‐

sprot注释基因和90%的GO注释基因。在30 k-plex、56 k-

plex和86 k-plex量级中每个基因对应的SNP数量为1~3个

（图 1）。在位于基因区的SNP位点中，有 52.30%~56.12%

来自外显子区域，有 8.17%~12.24%来自 3'-/5'-UTR区域，

其他 32.06%~39.53%的位点来自内含子区[见附录A中的

图S1（b）和表1]。为了比较不同通量级之间的捕获分型

结果，更高通量级的位点池需覆盖低通量池的所有位点。

即 86 k-plex 包含 30 k-plex 和 56k-plex 的所有位点，56 k-

plex包含30 k-plex中的所有位点。利用三个通量级探针池

分别制备两个技术重复文库，总共有6个HD-Marker文库

用于 Illumina测序。

原先12 k-plex量级的HD-Marker文库制备方案[36]并

不适用于超高通量的位点杂交（如 86 k plex）。本研究通

过在杂交前使用磁珠去除未标记的基因组DNA，以及调

整探针和生物素标记的基因组DNA配比等方式，优化了

杂交反应条件。凝胶电泳结果表明，经体系优化后制备的

文库质量显著提升（见附录A中的图S2）。

3.2. 特异性、捕获率和均匀性

首先，分析HD-Marker的靶向特异性，统计比对到目

标区域的 reads占比（这一指标将直接影响测序的成本）。

分别在30 k-plex、56 k-plex和86 k-plex的文库中获得了超

过 20 M、30 M和 49 M的 reads，其中高质量 reads占比为

98.53%~99.80%（表 2）。30 k-plex、56 k-plex和 86 k-plex

中分别有 81.24%、79.98% 和 79.72% 的高质量 reads 可以

比对到目标区域（表2）。尽管与30 k-plex相比，56 k-plex

和86 k-plex的特异性略低（约1%），但总体三个通量级别

均具有较高的特异性。其次，对HD-Marker的捕获率进行

分析，绝大多数目标位点（96.65% ~ 96.94%）在三个量

级文库中都被检出（表3和图2），并且在两个技术重复文

库中检测到的位点重复性较高，均超过 97.57%和 97.64%

（表3）。此外，位点在不同量级之间的重现性也很高，在

30 k-plex和56 k-plex中有99.65% ~ 99.71%（表4）的位点

都能在更高的通量中被检出。最后，评估了位点测序深度

的均匀性，位点在不同量级之间的测序深度具有较高的一

致性（技术重复之间的Pearson相关系数为 0.92，通量级

之间为 0.91~0.92）。目标位点的测序深度倍数变化为 2~

4 个数量级，三个量级下分别有 94.63%、 93.49% 和

93.24%的位点位于 100倍深度变化范围内（图 4），并且

捕获位点的均匀度不受GC含量的影响，Pearson r的范围

为0.060~0.098（见附录A中的图S3）。

3.3. 基因分型率和分型准确率

本文进一步评估了位点的覆盖深度，发现超过 98%

的检出位点的测序深度大于 8（30 k-plex、56 k-plex 和

86 k-plex 分别为 98.44%、98.43% 和 98.44%）（表 3）。所

有量级下都有较高的分型率（97.94%~98.94%）（表 3）。

从三个方面对分型的准确率进行评价。首先，技术重复之

间的分型结果比较显示，在三个量级中，有 95.57%~

95.73%的位点具有一致的分型结果（表 3）。其次，在不

同量级之间的比较中，基因型的一致性为95.87%~96.31%

（表4）。最后，与重测序结果相比较，三个量级中的分型

准确率均大于 96%（表 5），表明HD-Marker在所有量级

表1 靶位点的基因区分布

Genic regions

Exon

Intron

5'_UTR

3'_UTR

Total

HD-Marker SNP genotypes

30 k-plex

No. of target SNPs

11 075

6375

1339

1095

19 884

Percentage (%)

55.70

32.06

6.73

5.51

100

56 k-plex

No. of target SNPs

22 748

13 806

2203

1778

40 535

Percentage (%)

56.12

34.06

5.43

4.39

100

86 k-plex

No. of target SNPs

31 636

23 915

2624

2317

60 492

Percentage (%)

52.30

39.53

4.34

3.83

100

No.: number.
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图1. 三个通量级的SNP位点的基因组分布。（a）30 k-plex；（b）56 k-plex；（c）86 k-plex。
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图2. 三个量级下SNP位点的测序深度分布图。在所有量级下都具有较高的捕获率（96%~98%）和均匀的测序覆盖度。（a）30 k-plex、（b）56 k-plex、
（c）86 k-plex。

表3 位点检出率、分型率以及技术重复性

Multiplex

level

30 230

56 445

86 025

Replicate

Rep1

Rep2

Rep1

Rep2

Rep1

Rep2

Loci detection

No. of loci

28 950

29 582

54 694

54 411

84 260

82 523

Rate

(%)

95.77

97.86

96.90

96.40

97.95

95.93

Ave. rate

(%)

96.81

96.65

96.94

Genotype calling

No. of loci

28 354

29 269

53 879

53 517

83 354

80 841

Rate

(%)

97.94

98.94

98.51

98.36

98.92

97.96

Ave. rate

(%)

98.44

98.43

98.44

Concordance between replicates

Common

detected

28 864

53 712

82 272

Common

calling

28 172

52 434

80 347

Consistent

genotyping

26 923

50 195

76 894

Consistent rate

(%)

95.57

95.73

95.70

表2 测序 reads与目标区域的比对情况

Multiplex level

30 230

56 445

86 025

Technical

replicate

Replicate 1

Replicate 2

Replicate 1

Replicate 2

Replicate 1

Replicate 2

Read processing

Raw reads (M)

20,31

20,57

33.58

33.40

49.93

49.52

HQ reads (M)

20.01

20.28

33.36

32.91

49.83

49.40

Efficiency (%)

98.53

98.63

99.34

98.53

99.80

99.77

Ave. efficiency (%)

98.58

98.94

99.79

Aligned to target regions

Aligned reads (M)

16.05

16.68

26.89

26.11

39.93

39.18

Efficiency a (%)

80.24

82.24

80.62

79.34

80.13

79.31

Ave. efficiency (%)

81.24

79.98

79.72

a Mapping efficiency was calculated by the number of aligned reads divided by the total number of HQ reads.

Ave.: average; M: millions; Rep: replicate.
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水平都具有较高的基因分型准确率。通常杂合位点要比纯

合位点的检测分析更困难，进一步将两类位点分开统计，

发现在所有量级下杂合位点的一致性均超过 96.29%

（表5），并且在不同量级的重复样品中杂合子位点的等位

基因深度比例趋近于 0.5，纯合位点的等位基因深度比例

趋近于1（图5）。

3.4. 成本分析

为获得具有成本效益的最佳测序量，本研究合并了每

个量级水平的技术重复数据，然后进行抽样分析。三个量

级水平下，随着测序数据量的增加，位点检出率、分型率

以及分型准确性最开始急剧上升，随后进入平台期。在平

台期随着测序数据的增加，各个指标提升的幅度均较低

（图6）。当30 k-plex、56 k-plex和86 k-plex的测序 reads分

别达到 5 M（M代表million，下同）、10 M和 13.5 M时，

位点检出率达到饱和，有 95.8% ~ 96.5%的位点可以被检

出（图 6）。在最佳测序量下，30 k-plex、56 k-plex 和

86 k-plex的基因分型准确率分别可达到 96.40%、96.01%

和 96.15%。通过抽样分析可以计算在既定测序量下位点

的检出率和分型准确性等，从而估算出对目标位点进行基

因分型所需的最小测序深度，进而平衡位点检出率、准确

性以及检测成本。进一步估算各量级下不同样本规模的基

因分型成本（包括探针合成、文库制备和测序成本）。在

基于饱和度曲线估算的最适宜测序量下，30 k-plex、56 k-

plex和86 k-plex的每个样本的成本分别为29.4~92.1美元、

44.1~106.7美元和 58.5~121.2美元（表 6）。此外，由于较

大的样本量可以分担每个样本使用的探针成本，因此随着

样本数量的增加，单样本和单位点的成本随之降低。如在

86 k-plex 下，对于 100 个样本规模，单样本的成本为

121.20美元，当样本量扩大到 1000个样本规模时，单样

本的成本为 64.23 美元（表 6），而在 10 000 个样本规模

时，86 000量级下单位点的基因分型成本可以低至0.0006

美元。

4. 讨论

靶向基因分型技术是检测目标遗传变异的有效工具。

然而对于非模式生物，以较低的成本实现大规模靶位点

（如数万到数十万个位点）的分型仍然具有挑战性。目前

已有的靶向基因分型技术存在一定局限性，例如，基于

PCR的方法（如微滴PCR和AmpliSeq）只能对数千个位

图3. Pearson相关性热图。在技术重复和多量级水平之间检出位点的测

序深度一致性较高（技术重复之间的 r为0.92，多量级之间的 r为0.91或
0.92）。

表4 不同量级之间共有SNP的基因分型评价

Detected

Calling

For 30k common loci

30 k-plex

29 582

29 269

56 k-plex

29 072

28 597

86 k-plex

29 533

29 159

Common

(percentage a)

28 970 (99.65%)

28 396 (99.30%)

Consistent

(percentage b)

—

27 222 (95.87%)

For 56k common loci

56 k-plex

54 694

53 879

86 k-plex

55 439

54 825

Common

(percentage a)

54 537 (99.71%)

53 549 (99.39%)

Consistent

(percentage b)

—

51 574 (96.31%)

a Percentage was calculated by dividing the number of loci that were commonly detected or called across multiplex levels by the number of loci that were detected

or called in the lowest multiplex levels (30 230 or 56 445).
b Percentage was calculated by dividing the number of consistently genotyped loci by the number of commonly called loci across multiplex levels.

表5 基于基因组重测序的基因分型结果验证

Resequencing-

based genotype

Homozygote

Heterozygote

Total

HD-Marker SNP genotypes

30 k-plex

Same

13 652

11 379

25 031

Different

510

406

916

Validation rate (%)

96.40

96.55

96.47

56 k-plex

Same

24 735

22 034

46 769

Different

1021

849

1870

Validation rate (%)

96.04

96.29

96.16

86 k-plex

Same

36 413

34 926

71 339

Different

1755

1039

2794

Validation rate (%)

95.40

97.11

96.23
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图4. 不同量级下的捕获均匀性。30 k-plex、56 k-plex和86 k-plex的捕获均匀度在2~4个数量级之间变化，且93.24%~94.63%的位点深度在100倍范围

内变化。

图5. 三个量级水平等位基因深度抽样分析。等位基因抽样分布对于杂合位点[（b）、（d）、（f）]基本收敛于0.5，纯合位点[（a）、（c）、（e）]收敛于1。
（a）、（b）30 k-plex；（c）、（d）56 k-plex；（e）、（f）86 k-plex。
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点进行分型[21,25]；基于固相芯片的分型方法（如 Af‐

fymetrix阵列）需要较高的定制成本[5,46]；还有一类区域

捕获技术（如Agilent SureSelect）针对较大的基因组区域

捕获而不针对单个位点[21‒22]。Illumina的GoldenGate技

术由于具备多重通量级以及较高的灵活性，被认为是一种

具有潜力的靶位点分型工具[47‒50]。但最初的 Golden‐

Gate检测技术需要使用荧光标记引物以及特殊的仪器检测

荧光。在前期研究中，将该技术与高通量测序平台相结

合，可以实现单管内超过 12 000 个位点的同时靶向分

型[36]。

本研究提出了一种超高通量的HD-Marker方法，通过

在杂交前使用磁珠去除未标记的基因组DNA，以及调整

探针和生物素标记的基因组DNA配比等方式，优化了杂

交反应条件，实现单管内86 000个位点的靶向分型，进而

实现全基因库的覆盖。通量较 Illumina GoldenGate技术和

原有的HD-Marker技术分别提升了27倍和6倍。本研究从

特异性、捕获率、均一性、基因型重现性以及准确性等方

面充分验证了 HD-Marker 在不同量级水平（30 k-plex、

56 k-plex和86 k-plex）下的稳健性和检测性能。与目前主

流的捕获分析技术的特异性（约 52%~57%）相比，HD-

Marker表现出更高的靶标特异性（79.72%~81.24%）[26]。

成本方面，30 k-plex到 86 k-plex的每个样本为 29~121美

元，与传统的靶向基因分型方法相比，成本降低了40%~

60% [53]。此外，与基因组重测序的金标准相比，HD-

Marker表现出较高的基因分型准确率（所有量级的基因

分型一致性均大于 96%）。全基因组关联分析表明，高密

度的SNP将有助于覆盖群体范围的连锁不平衡[51]，也可

提高基因组选择的预测准确性[52]，因此更高的通量以及

对稀有变异的有效检测是未来技术发展的重要需求。后续

检测通量的提升可以考虑通过混合多个 86 k-plex探针组

来实现，使之达到与固相芯片相当的检测通量。本研究

中，86 000个SNP位点的探针设计主要针对群体中的常见

遗传变异进行检测（即基于具有不同地理位置背景的

30个个体重测序数据），而若要实现对常见变异和稀有变

图6. 不同测序量下的检出率、分型率及准确率的饱和度曲线。对于

30 k-plex（a）、56 k-plex（b）、86 k-plex（c），位点检出率分别在 5 M、

10 M和13.5 M reads时达到饱和，最优测序深度下基因分型准确率分别

为96.40%、96.01%和96.15%。

表6 各量级下不同样本规模的基因分型成本

No. of samples

100

1000

10 000

No. of targeted loci

30 k-plex

per sample

(USD)

92.07

(81.28/10.79)

35.10

(24.31/10.79)

29.40

(18.61/10.79)

per genotype

(USD)

0.0031

(0.0027/0.0004)

0.0012

(0.0008/0.0004)

0.0010

(0.0006/0.0004)

56 k-plex

per sample

(USD)

106.74

(85.16/21.58)

49.78

(28.20/21.58)

44.08

(22.50/21.58)

per genotype

(USD)

0.0019

(0.0015/0.0004)

0.0009

(0.0005/0.0004)

0.0008

(0.0004/0.0004)

86 k-plex

per sample

(USD)

121.20

(92.07/29.13)

64.23

(35.10/29.13)

58.53

(29.40/29.13)

per genotype

(USD)

0.0014

(0.0011/0.0003)

0.0007

(0.0004/0.0003)

0.0006

(0.0003/0.0003)

The estimated costs (USD) include both library preparation and NGS sequencing (optimal sequencing determined by rarefaction analysis; see Fig. 6; separate

costs are shown in brackets (library preparation/Illumina sequencing); probe costs are calculated based on array-synthesized probes).
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异位点的同时靶向分析，则需对大量个体进行重测序以获

取可靠的稀有变异位点。

HD-Marker技术提供了一种高通量、灵活可扩展的多

量级的靶向分析方法。HD-Marker的建库涉及常规分子生

物学实验操作，无需任何昂贵的专业仪器，而且易于开

展。该技术在标记数量和标记类型方面提供了较大的灵活

性，研究人员可以根据需要选择不同量级的探针池以满足

不同的研究需求。通常，中低通量的芯片是家系鉴定等育

种应用中的首选，在构建高密度连锁图谱、估计性状遗传

力、全基因组关联分析以及基因组选择应用时，研究人员

倾向于选择更高通量的位点[54]，以提高标记分析的精

度。此外，可以考虑将液相芯片技术与基因型填充技术结

合[55‒56]，这样可以在不增加成本的情况下显著提高位

点数目，更具成本效益。近期也有研究表明，当使用

500~2000个与性状显著关联的SNP位点做基因组预测时，

预测准确性与使用全部位点相当，甚至具有更好的预测准

确性[57]。在这个量级水平，HD-Marker方法的单样本成

本低于10美元。作为一种高效、经济的靶位点分型技术，

超高通量的HD-Marker技术有望成为非模式生物遗传、生

态和进化研究的重要支撑工具。
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