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一种高通量自动化血浆 miRNA文库构建方法
及其跨批次性能评估

么欣彤 孙善月 刘雅晴 石乐明 郑媛婷△

（复旦大学生命科学学院人类遗传学与人类学系 上海 200438）

【【摘要】】 目的 建立一种适用于低起始量血浆样本的高通量（96样本/批次）、自动化miRNA文库构建方法，并系

统评估该方法的可靠性与跨批次一致性。方法 基于 PerkinElmer公司的 NEXTFLEX® small RNA-seq试剂盒和

Sciclone® NGSx液体工作站，建立自动化miRNA文库构建方法。制备 3类血浆参考物质（分别来自健康男性、健康

女性和糖尿病患者）模拟临床血浆样本，并使用自动化建库方法进行 4个批次文库构建实验。从miRNA检出种类、

绝对定量、不同样本间相对定量及差异表达分析等层面评估方法性能及跨批次一致性。结果 miRNA检出种类

一致性：批次内和批次间并交比（Jaccard index）分别为 0.61和 0.62；miRNA表达水平绝对定量一致性：批次内和批

次间 Pearson相关系数平均值均为 0.96；两个不同样本间相对定量水平在不同批次间的相关系数平均值为 0.74，且
超过 60%的差异表达miRNA可在多个批次中检出。结论 本研究建立了一种高通量自动化血浆miRNA文库构

建方法，具有良好的批次内性能和跨批次一致性，可用于大型队列血浆miRNA文库构建实验。

【【关键词】】 二代测序； miRNA测序技术（miRNA-seq）； 文库构建； 性能评估； 跨批次一致性

【【中图分类号】】 R-331 【【文献标志码】】 A doi：10.3969/j.issn.1672-8467.2022.03.016

A high-throughput and automated method for plasma microRNA

library preparation and evaluation of its cross-batch performance
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【【Abstract】】 Objective To establish a high-throughput（96 samples per batch）and automated miRNA
library construction method for the quantification of miRNAs in low-input plasma samples，and to
systematically assess the reliability and cross-batch concordance of the method. Methods Based on the
NEXTFLEX® small RNA-seq kit and Sciclone® NGSx workstation of PerkinElmer，we established an
automated miRNA library construction method. To mimic the clinical samples，three types of reference
plasma samples were collected separately from a healthy male，a healthy female and patients with type 2
diabetes. Four batches of miRNA libraries of the reference plasmas were constructed with the automated
method. We evaluated the cross-batch concordance from the aspects of miRNA detection， absolute
quantification，relative quantification and differentially expressed miRNAs between different samples.
Results The concordance of miRNA detection：the average Jaccard indexes of intra-batch and inter-batch
comparisons were 0.61 and 0.62，respectively；the concordance of miRNA absolute quantification：the
average Pearson correlation coefficient was 0.96 for both intra-batch and inter-batch comparisons；the
concordance of relative quantification：the inter-batch correlation coefficients were 0.74 on average. More
than 60% of differentially expressed miRNAs were detected reproducibly across batches. Conclusion
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We established a high-througput and automated plasma miRNA library construction method with high inter-
batch and cross-batch concordance，making it suitable for miRNA profiling of plasma samples from large
cohort studies.
【【Key words】】 next generation sequencing； microRNA sequencing （miRNA-seq） ； library
construction； performance evaluation； cross-batch concordance
* This work was supported by Shanghai Municipal Science and Technology Major Project (2017SHZDZX01).

生物标志物的发现为疾病早期诊断、预后评

估、治疗方案选择以及疗效监控［1-3］带来新的希望，

是实现精准医学的基石［4］。micro RNA（miRNA）是

一种长度为 21~23 个核苷酸的非编码小 RNA分

子，通过与 Argonaute（AGO）蛋白形成miRNA介导

的沉默复合物（miRNA induced silencing complex，
mISC）抑制基因表达［5］。血浆来源的 miRNA的表

达水平与疾病生理状态息息相关［5-9］，并具有易采

样、稳定性高、可快速定量等优点，已成为临床生物

标志物的重要候选来源。例如，肝癌分子诊断试剂

盒 miRNA7™使用 7 种血浆 miRNA作为标志物，实

现了肝癌的精确诊断［10］。

miRNA 测 序 技 术（microRNA sequencing，
miRNA-seq）是一种基于高通量测序技术的miRNA
序列分析方法，由于准确度高、检测范围广等优势

已成为发现 miRNA生物标志物的重要手段［11-12］。

立足于大规模临床队列的血浆样本，研究者可使用

miRNA-seq 对 患 者 组 和 对 照 组 的 血 浆 样 本 中

miRNA进行全面的定量，寻找组间差异 miRNA作

为潜在的生物标志物。因此，高质量的 miRNA-seq
数据是生物标志物挖掘的必要前提［13-14］。miRNA-

seq质量控制研究基于人工合成的小 RNA序列或

单个生物样本对不同建库方法的检出灵敏度、定量

准确性与可重复性进行评估［13，15］。然而，目前尚缺

乏对于 miRNA-seq技术批次内性能的客观评估及

跨批次稳定性的质量控制研究。与 RNA-seq相

似［16］，miRNA-seq数据也面临着批次间存在系统性

差异的问题［11］，即批次效应。而生物标志物的研究

和验证往往依赖于超大型队列［5］，样本的文库构建

需要分为多批次进行，严重的批次效应可能导致生

物 信 号 被 覆 盖 ，因 此 跨 批 次 定 量 稳 定 性 对 于

miRNA-seq定量方法是十分必要的。但是miRNA-

seq文库构建实验流程复杂、文库质量极易受到操

作细节的影响，传统的人工操作由于通量低、易出

现操作错误等限制，难以满足大型队列文库构建的

需求。因此，亟需一种自动化建库方法实现高效、

跨批次稳定的文库构建实验。

本研究基于自动化工作站建立一种高通量、自

动化的血浆文库构建方法，并使用自制的 3 种血浆

参考物质，基于该自动化建库方法分 4 批次产生了

32 个 miRNAs-seq文库，从 miRNA检出种类、绝对

定量、相对定量、差异表达分析等层面评估方法性

能及跨批次稳定性。

资 料 和 方 法

Sciclone® NGSx 自动化液体工作站 Sciclone®

NGSx自动工作站（美国 PerkinElmer公司）是一台

可以实现温度控制与精确移液的液体工作站。该

工作站由样品操作台、机械工作臂、温度控制等功

能模块及一台计算机构成，可通过编写程序控制工

作站运行，模拟人工操作流程进行文库构建。该工

作站每批次可构建 96 个文库。除实验过程中涉及

的试剂配制、部分样品孵育环节需要在 PCR仪上进

行以外，其余步骤均可在 Sciclone®中自动完成。

血浆参考物质 本研究制备了 3类血浆参考物

质，分别命名为 P10、P11 和 PM。其中 P10、P11 分

别为 1 名健康男性志愿者和 1 名健康女性志愿者血

浆，均为本课题组成员；PM为 2 型糖尿病患者的血

浆样品混合物，来自于上海市市级重大专项“国际

人 类 表 型 组 计 划（一 期）”项 目（Grant No. 2017
SHZDZX01）——伴随西格列他钠Ⅲ期临床试验的

多组学研究［17］。本研究经复旦大学生命科学学院

伦理委员会批准（批件号：BE2050），所有研究对象

均志愿参加并签署知情同意书。血浆制备方法为：

使用真空采血管（EDTA-K2 抗凝）采集 2 名志愿者

静脉血约 50 mL。4 ℃下 2 000×g离心 10 min，收集

上清液至 50 mL离心管；上清液在 4 ℃下 3 000×g
离心 10 min，收集上清液至一个新的 50 mL离心管

中，获得血浆。为避免样本反复冻融，将血浆分装
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至 1.5 mL EP 管 中（200 μL/管）。 液 氮 速 冻 ，于

-80 ℃保存。

血浆 miRNA 抽提 取 200 μL血浆样本于 4℃
下解冻。使用 QIAcube 全自动核酸纯化系统（凯杰

生物科技有限公司）配合 miRNeasy Serum/Plasma
Advanced Kit试剂盒（凯杰生物科技有限公司），根

据标准实验流程完成 miRNA抽提。25 μL无酶水

洗脱，获得约 22 μL血浆小 RNA溶液。分装至 2 个

1.5 mL EP管中（11 μL/管），于-80 ℃保存。

自动化 miRNA 文库构建 使用铂金埃尔默股

份有限公司（PerkinElmer®）的 NEXTFLEX® small
RNA-seq试剂盒配合 Sciclone® NGSx自动工作站，

以 10.5 μL 抽提产物为起始物质，使用优化后小

RNA文库构建程序完成文库构建实验。该实验主

要 分 为 7 个 环 节 ：3′端 接 头 连 接（3′-adapter
ligation）、未 连 接 的 3′端 接 头 去 除（excess 3′-

adapter removel）、未连接的 3′端接头失活（excess
3′-adapter inactivation）、5′端接头连接（5′-adapter
ligation）、逆转录（reverse transcription）、磁珠纯化

（beads cleanup）、文库扩增（library amplification）和

扩增后磁珠纯化（beads cleanup）。除以下操作外，

均按照说明书操作：在 3′端接头连接和 5′端接头连

接环节中，将 3′端接头与 5′端接头 4 倍稀释后加入

到反应体系中；在文库扩增环节进行 25 轮 PCR循

环；在扩增前后磁珠纯化的环节中，取消片段筛选

过程，使用磁珠法对逆转录或文库扩增产物中所有

cDNA分子进行全回收。最终共得到 12 μL文库产

物，装入 0.5 mL EP管中，于-20 ℃保存。

miRNA 文库质检与测序 使用赛默飞世尔科

技（中 国）有 限 公 司 的 Qubit 荧 光 计（Qubit® 3.0
Fluorometer）配合 Qubit® dsDNA HS Assay Kit试
剂盒测量文库浓度，并计算文库产量。文库测序由

明码（上海）生物科技有限公司完成，在 Illumina
Hiseq平台上进行双端 150 bp测序。测序结果为每

条读段的原始序列，以 fastq格式存储。

序列比对、计数与标准化 本研究使用 exceRpt
数据预处理流程［18］对每个文库的测序数据进行序

列比对与计数；该流程可根据给定序列切除 3’端接

头序列，过滤掉低质量的读段，去除样本中比对到

核糖体 RNA及外源污染物 RNA（NCBI UniVec）的

序列。然后将读段比对到人类参考基因组（Human
reference genome build GenomeReference Consortium

GRCh38，UCSC hg38）和 miRBase version 21，统计

每个测序文件中的miRNA读段数目。

在 原 始 读 段 计 数 基 础 上 ，本 研 究 使 用 CPM
（Count Per Million）法对每个文库的原始表达量进

行标准化：CPM=（计数+1）/（总 miRNA读段数），

并进行 log2 转化。得到用于后续分析的 log2 CPM
表达谱。

检出可重复性计算方法 使用并交比（Jaccard
Index）衡量两样本之间（差异检出）miRNA检出一

致性。并交比是指两个样本 miRNA检出集合的交

集与两样本 miRNA检出集合的并集大小之比，公

式如下：

Jaccard Index (AB) = || AÇB

|| AÈB
=

|| AÇB

|| A + || B - || AÇB

其中 A 和 B分别代表两样本 miRNA 检出集

合。并交比指数的取值范围是 0~1，越接近于 1，说

明两样本 miRNA检出一致性越高；反之，越接近于

0，则说明检出一致性越低。

结 果

血浆 miRNA 自动化文库构建方法的建立及其

性能 为了产生高质量的血浆 miRNA-seq测序数

据，便于评估跨批次稳定性，本研究对厂商提供的

原始商业化自动化建库方法进行了优化。

首 先 ，为 了 评 估 自 动 化 建 库 工 作 站 产 生 的

miRNA-seq文库质量，本研究使用人工操作和自动

化方法对 3 类血浆参考物质（P10、P11 和 PM）纯化

得到的小 RNA进行平行建库，共产生 87个miRNA-

seq文库。我们将自动化工作站操作产生的 74个文

库和人工操作产生的 13 个文库分别称为自动文库

和手动文库，并从文库产量（图 1）和对不同生物样

本区分程度（图 2）对两类文库进行质量评价。一方

面，自动文库的产量极低［（8.5±5.6）ng］，仅为手动

建库文库产量［（105.6±66.2）ng］的 8%。另一方面，

对 13个手动文库进行主成分分析，可以观察到来自

相同血浆样本的文库聚集在一起，而来自不同样本

的文库明显分开（图 2A）。然而，自动文库却不能区

分来自相同或不同血浆样本的文库（图 2B），这意味

着使用自动化工作站得到的文库测序数据噪音过

大，甚至超过了不同样本之间的固有生物学差异。

以上证据共同表明，厂商提供的原始商业化自动化
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建库程序不能很好地模拟miRNA-seq手动建库，所

得到的miRNA文库质量低下，无法满足需求。

为解决这一问题，我们对影响文库质量的关键

因素进行了优化（表 1），并使用优化后的自动化建

库方法构建了 4 个批次（编号为 a、b、c、d）的血浆参

考物质miRNA文库，每批次 8个样本（3个 P10、3个

P11 和 2 个 PM样本）。与原始自动化程序（vendor-
provided automated protocol）相比，优化后的自动化

程序（optimized automated protocol）文库产量提升

近 4 倍（表 2）；主成分分析和无监督聚类结果显示，

优化后来自相同血浆样本的不同批次的技术重复

优先聚在一起（图 2C、图 3），而来自不同血浆样本的

文库清晰地分开，说明优化后自动化方法对不同生

物样本的 miRNA表达差异具有良好的区分能力，

可用于跨批次稳定性质量评估。

图 1 优化前自动化文库与手动文库文库产量对比图

Fig 1 Comparsion of yields between libraries constructed

with manual protocol and vendor-provided

automated protocols

Principal component analysis of miRNA expression profiles from libraries constructed with manual protocol（A），vendor-provided automated
library construction protocol（B），and optimized automated library construction protocol（C）.

图 2 优化后自动化建库方法对不同生物样本具有更好的区分能力

Fig 2 Optimized automated library construction method demonstrated improved power in discriminating

biologically distinct groups of samples

表 1 自动化建库程序优化参数总结表

Tab 1 Parameter optimizations and their impacts on library quality

Step/Factors

Excess 3'-adapter removal
ADS
Isopropanol
Elution buffer

Excess 3'-adapter removal；5' Ligation；Reverse transcription
Incubation condition
Reagent storage condition

Bead cleanup
Bead selection

Total

Parameters

Vendor-provided

20 μL
45 μL
Water

Workstation
Workstation

Selected
-

Optimized

25 μL
60 μL

Resuspension buffer

Thermocycler
Freshly prepared

Unselected
-

Library yield
（optimized/vendor-

provided）
Fold-change

5.0

1.4
1.2

1.9
3.9

P

0.05

0.07
0.37

0.02
<0.01

Number of miRNA
detected（optimized/
vendor-provided）

Fold-change
1.4

1.1
1.0

1.1
1.4

P

0.05

<0.01
0.70

0.02
<0.01

Number of small RNA
detected（optimized/
vendor-provided）

Fold-change
1.5

1.1
1.0

1.3
1.7

P

0.06

0.06
0.80

0.01
<0.01

Student’s test（t-test）was used for comparisons of quality between libraries constructed using optimized parameters and vendor-provided parameters.
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评估自动化方法 miRNA 检出的跨批次稳定性

同类样本miRNA检出的稳定性是定量结果可靠的前

提。因此，我们从miRNA检出数目和检出种类两个

层面对miRNA检出的跨批次稳定性进行评估（图4A）。

3类血浆样本miRNA检出种类基本情况如（图4B）
所示。不同批次的文库中检出的miRNA数目基本稳

定，约为 300~400 种。 P10、P11、PM 样本检出的

miRNA种类分别为 337±44、380±54和 322± 25。

为评估 miRNA检出种类在批次间的一致性，

我们使用并交比（Jaccard Index）定量描述两次实验

中检出的 miRNA种类的相似度。通过计算所有样

本任意两两配对（C 2
32 次比较）检出种类的并交比，对

跨批次的技术重复之间的并交比与同批次的不同

技术重复之间的并交比进行比较（图 4A）。首先，同

表 2 优化后自动化文库质量基本情况

Tab 2 Quality overview of the libraries constructed with optimized automated protocol

Batch/
Sample
a
P10
P11
PM

b
P10
P11
PM

c
P10
P11
PM

d
P10
P11
PM

Replicate

1/2/3
1/2/3
1/2

1/2
1/2/3/4

1/2

1/2/3
1/2/3
1/2

1/2/3
1/2
1/2

Yield（ng）

21.84/20.28/24.24
7.66/29.76/88.32

16.44/77.04

50.64/28.56
31.44/40.08/39.36/35.04

32.88/36.96

26.64/36.00/19.92
36.00/23.04/32.88

18.24/30.00

20.46/18.84/41.52
46.68/17.34/42.48

36.00/48.48

Total reads sequenced（M）

11.97/9.42/9.33
5.91/6.22/9.80
10.50/10.82

19.80/15.61
19.36/12.58/9.01/16.88

16.65/11.31

19.00/18.14/13.94
18.84/11.11/22.15

20.39/15.53

21.28/27.86/17.28
12.14/14.88/20.53

18.16/16.27

Number of miRNAs
detected

353/307/288
392/398/409

315/335

391/365
394/437/472/268

354/354

339/372/238
390/375/307

283/309

360/347/351
396/380/317

306/322

Number of small RNAs
detected

1 570/1 437/1 543
1 684/1 811/2 078

1 444/1 843

1 908/1 707
1 958/1 963/2 127/1 233

1 716/1 943

1 611/1 719/1 323
1 951/1 809/1 575

1 389/1 556

1 467/1 486/1 564
1 764/1 624/1 445

1 657/1 726

The heatmap shows expression levels for each of the 151 miRNAs expressed（CPM>1）across all libraries. Expression levels represent log2-

transformed CPM. The Euclidian distance is used as the distance metric and the ward.D method is used in the hierarchical clustering analysis.
图 3 采用优化后自动化建库方法在不同批次分析血浆参考物质的 miRNA表达矩阵热图

Fig 3 Heatmap of miRNA expression matrix of plasma reference materials profiled in multiple batches with the optimized

automated library construction protocol
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类血浆样本的不同技术重复之间的检出一致性显

著高于不同血浆样本之间检出一致性（图 4C），说明

不同血浆样本中表达的 miRNA种类具有一定差

异；对于同种血浆参考样本而言，跨批次技术重复

之间的并交比与同批次内技术重复之间并交比无

统计学差异（图 4D），表明本研究中产生的 4批文库

在miRNA检出层面无明显的批次效应。

评估 miRNA 绝对定量的跨批次稳定性 技术

重复间绝对表达水平的一致性是定量可靠性的前

提。为评估miRNA绝对定量的跨批次稳定性，我们

使用两样本 miRNA表达向量的皮尔森相关系数

（Pearson correlation coefficient）作为衡量两个样本之

间miRNA检出绝对定量一致性的指标，对于每种血

浆样本，我们对跨批次样本间与同批次样本间的绝对

定量相关系数进行 t检验（图 5A）。P10（P=0.26）和

P11（P=0.24）样本的批次间一致性与批次内一致性

差异无统计学意义，而对于 PM（P=0.02），批次内相

关系数略高于批次间，可能与 PM样本技术重复数目

少有关。同一批次不同技术重复之间的一致性与不

同批次技术重复之间的一致性差异无统计学意义

（P=0.80），

我们计算得到所有样本两两间相关系数矩阵，

并基于该相关系数矩阵进行无监督层次聚类。结

果显示：来自相同血浆的样本优先聚类（图 5B），而

来自相同批次的样本无明显聚集。这表明批次定量

差异具有随机性，且小于不同生物学样本间的固有差

异。本研究中产生的 4批文库在绝对定量层面具有

良好的跨批次稳定性。

评估两样本间相对定量的跨批次稳定性 绝

对定量一致性仅能表明一种方法对单类生物样本

具有良好的测量可重复性，而生物标志物的筛选往

往依赖于稳定、可靠地检测出不同生物样本组间

miRNA表达水平差异。因此，我们对两组生物样本

间miRNA相对定量的可重复性进行评估。

使用 limma软件包分别对 3 个批次文库的 P10

样本与 P11 样本（P10/P11）进行差异表达分析：每

个批次内 P10 样本和 P11 样本的 3 个技术重复进行

差异表达分析，共进行 3 次差异表达分析，得到的

log2FC向量表示该批次两样本间的相对表达水平。

我们仅使用了 a、c和 d 3 个批次的文库，批次 b只有

2 个 P10 样本而没有被纳入）。我们使用两个批次

A：Schematic overview of study design；B：Number of miRNAs detected in four batches；C：Inter- and intra-plasma concordance of miRNA
detection；D：Intra- and inter-batch concordance of miRNA detection for each reference plasma.

图 4 评估 miRNA检出的跨批次稳定性

Fig 4 Cross-batch concordance of miRNA detection
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log2FC向量之间的皮尔森相关系数衡量批次间相

对定一致性。3个批次两两之间的相关系数的分别

为 0.69、0.75 和 0.79（图 6），表明 P10/P11 样本的批

次间相对定量一致性较好。

A：Intra- and inter-batch reproducibility of miRNA expressions for each reference plasma；B：Pairwise Pearson correlation coefficients between
miRNA expressions of 32 libraries.

图 5 评估 miRNA绝对定量的跨批次一致性

Fig 5 Cross-batch concordance of absolute-expression measurements

图 6 跨批次 P10/P11相对定量一致性

Fig 6 Cross-batch concordance of relative-expression between P10 and P11 samples

431



复旦学报（医学版） 2022 年 5 月，49（3）

评估两样本差异表达分析的跨批次稳定性

为评估检测组间差异表达 miRNA的可靠性，我们

评估了批次间差异表达结果的一致性。本研究使

用 limma包分别鉴定了每个批次 P10 样本和 P11 样

本之间的差异表达 miRNA［P<0.05，且 |log2FC|>
log2（1.5）］。

每个批次分别检测到 63、68 和 61 个差异表达

miRNA（图 7A），共检测到 44 个上调 miRNA，其中

27 个（61.3%）可以在至少两个批次中检出；共检出

49 个下调 miRNA，其中 33 个（67.3%）可以在至少

两个批次中被检出（图 7B），说明生物样本之间跨批

次差异表达分析结果具有较好的一致性。

讨 论

miRNA-seq技术可以不基于任何先验知识而

描绘样本中 miRNA组学全貌，且测序成本不断降

低，从而为 miRNA生物标志物的发现提供有力的

工具。产生上千例样本的大型队列 miRNA-seq数
据需要高效、性能可靠的文库构建方法。目前已有

多种自动化液体工作站，可适配小 RNA文库构建

试剂盒、实现自动化文库构建。但是，自动化建库

系统受到操作精细程度与灵活程度的限制，难以模

拟人工建库操作流程，而自动化平台所构建的文库

质量是否与人工建库可比又是自动化建库方法必

须回答的问题。综上，在将自动化文库构建方法应

用于大规模临床样本测试之前，需要建立系统的质

量评估方法对其进行性能验证。

跨批次性能评估方法的建立 目前对 miRNA
定量方法的质量评估主要基于合成 RNA片段与单

个生物样本的 miRNA定量可重复性、准确性、敏感

性和特异性［15，19］。miRQC研究［20］与 SEQC研究［13］

使用两类生物样本参考物质（sample A 和 sample
B），不仅评估了绝对定量的准确性和可重复性，而且

A：Volcano plots show the differential expression analysis between P10 and P11 samples in batches a，c and d；B and C：Venn diagrams
comparing up-regulated miRNAs and down-regulated miRNAs identified in batches a，c and d.

图 7 跨批次 P10/P11差异表达 miRNA一致性评估

Fig 7 Cross-batch concordance of differentially expressed miRNAs between P10 and P11 samples
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对样本间相对定量、差异表达的可靠性进行评估，表

明：（1）检测不同生物样本间差异的能力是评估一种

定量方法的重要指标［13，19］；（2）使用不同类型的参考样

本或从不同的评估角度出发，方法评估的结果与结论

可能完全不同，因此需要基于与待测样本种类相同的

参考样本，建立适合的质量评估方法［13，20］。

本研究建立了一套基于 3类真实的血浆参考物

质的性能评估方法，以参考物质之间 miRNA表达

水平的相对差异作为主要质控指标来评估定量方

法的性能。3 类样本分别来自于一名健康男性、一

名健康女性志愿者和糖尿病患者混合血浆，以模拟

临床队列中不同性别和健康状态的群体。基于该

套参考样本集，不仅可以考察单一样本绝对定量可

重复性、两样本之间相对定量和差异表达的可靠

性，还可以考察定量方法对不同种类生物学差异的

区分能力。图 2C主成分分析结果显示，PC1可以区

分不同性别的样本，PC2 可以区分糖尿病和健康人

的样本，提示优化后自动化建库方法可能对miRNA
表达的性别差异及疾病状态差异具有良好的区分

度。该思路对于miRNA质控领域具有参考价值。

此外，当前 miRNA质控研究主要关注跨平台、

跨实验室的性能比较［15，19］，对跨批次稳定性却鲜有

研究。本研究使用相同的参考样本集连续进行 4个

批次的文库构建实验，每个批次内同类血浆样本设

计 2~3 个技术重复。通过设计批次内和批次间技

术重复，并以批次内技术重复一致性为基准，从而

客观、有效地评估该定量方法的跨批次一致性。本

研究提供了一种跨批次稳定性的评估方法，对于大

型队列数据产生平台的质量评估具有参考价值。

感兴趣的读者可以从作者处免费获取基于三类参

考物质的miRNA表达谱数据。

血浆 miRNA 自动化文库构建方法的建立 本

研究通过上述基于 3类真实血浆参考物质的跨批次

一致性评估方法，以参考物质之间 miRNA表达水

平的相对差异作为主要质控指标和优化目标，有效

地发现出商业产品中所存在的且之前不为厂商所

认识到的严重问题：在 200 μL血浆 miRNA文库构

建实验中，使用厂商提供的自动化程序建库与人工

操作的文库质量具有很大的差距（仅为手动建库文

库产量的 8%）；更为严重的是，由此导致该方法不

能全面地刻画出每种生物学样本独特的 miRNA表

达特征，因而无法捕捉到不同类样本间内在的生物

学差异。因此需要确定厂商提供的自动化流程中

导致文库质量降低的关键因素并加以修正。

为此，本研究设计了一系列探索试验，发现并

确证了自动化建库流程中影响文库质量的关键因

素，主要涉及 3个方面：（1）在磁珠纯化环节中，取消

去除长片段的磁珠筛选步骤，可以使得文库产量提

高 1.9 倍（表 1）。这意味着对于缺乏长片段核酸分

子的血浆样本而言，多余的磁珠筛选环节不但不能

通过弃掉长片段富集目标产物（插入 miRNA序列

的短片段），反而引起目标产物（短片段）的丢失。

然而，对于细胞样本等富含长片段分子的样本而

言，磁珠筛选环节对于富集目标产物又是非常必要

的。因此针对特定样本的特征动态调整实验方案

非常必要；（2）在未连接的 3’端接头去除环节，通过

调整 ADS、Isopropanol试剂体积及 Elution buffer种
类，使之与人工建库实验条件保持一致，可以使得

文库产量提升 5 倍（表 1）。表明在自动化方法的开

发过程中，对于任何操作细节的变动都需要非常谨

慎，一些细微的差异即有可能引起产物的随机丢

失，导致自动化文库质量大大降低，无法捕捉到样

本miRNA转录组中的全面信息；（3）在未连接的 3’

端接头失活、5’接头连接及逆转录环节，将原自动

化流程中的孵育条件（在工作站内温控模块孵育）

与人工实验中的孵育条件（在 PCR仪中孵育）保持

一致，可以使得文库产量提高 1.4倍，RNA检出种类

提高 1.1 倍（表 1）。表明建库实验中孵育过程的温

度控制对于反应效率非常重要，在仪器开发过程中

需要特别关注温控装置的性能验证。本研究揭示

了自动化建库中影响文库质量的关键因素，对于自

动化建库方法的开发具有借鉴意义。尽管优化后

方法信噪比可以达到手动文库的水平，但自动建库

文库产量与手动文库仍有约 3 倍差距，说明该自动

化操作方法的细节还有优化的空间。

综上所述，本研究以重要实际需求为导向，针

对商业化的自动化血浆 miRNA-seq文库构建过程

中所存在的严重质量问题而展开。通过采用多类

血浆参考物质，并以参考物质之间 miRNA表达水

平的相对差异作为主要质控指标和优化目标，发现

出商业产品中所存在的严重问题。为解决该问题，

我们建立了一种高通量、自动化 miRNA文库构建

方法 ，可跨批次稳定地产生大批量血浆样本的

miRNA数据，适用于大型临床队列血浆 miRNA文
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库构建试验。目前复旦大学生科院人类表型组研

究院已将本方法应用于国际人类表型组计划，产生

了多个队列共 5 000 多个血浆样本的 miRNA表达

谱数据，为生物学和基础医学研究提供了有力的技

术支持。
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