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[bookmark: _Toc53991186]产品简介
该试剂盒是根据DLO Hi-C的原理，设计出来的一款方便实用的建库试剂盒，在原来实验的基础上进行了优化改良，使实用性更强，操作更加的简便。避免了page胶的使用，降低了操作难度，改进了接头引物，减少了二聚体的产生，大大提高了扩增效率，降低了回收纯化的复杂性。整个实验过程仅需要两天即可得到合格的测序文库，且使用范围广泛，该试剂盒已经成功应用于各种动物组织（脑，肝，肾等）和肿瘤组织（宫颈癌，膀胱癌，肝癌等）等等。
[bookmark: _Toc53991187]应用范围
1、 本产品可应用于动物组织（研磨后细胞量特别少的除外），肿瘤组织（不能匀浆的除外）。
2、 本试剂盒所建文库适用于华大MGI测序平台。
[bookmark: _Toc53991188]技术优势
1、 从组织样品到文库构建纯化，仅需要两天的时间，且操作简便，大大提高了效率。
2、 巧妙的引物设计，减少了文库扩增过程中引物二聚体的产生，可直接进行磁珠回收。避免低熔点胶回收纯化带来的繁琐，也提高了回收效率，降低了成本。
3、 得到文库后，可先进行酶切对文库质量进行初步评估，减少直接测序带来的损失。

[bookmark: _Toc53991189]产品组分
	[bookmark: _Hlk53128740]Component
	Volume
	Save

	Lysis buffer
	10ml/1ml
	4℃

	Nuclear washing buffer
	24ml/4ml
	4℃

	DNA washing buffer
	24ml/4ml
	4℃

	T-Binding buffer
	180ul/30ul
	4℃

	T-Mbeads
	150ul/30ul
	4℃

	T-Enzyme I
	150ul/30ul
	-20℃

	T-Buffer I
	360ul/60ul
	-20℃

	T- bio -linker
	210ul/35ul
	-20℃

	T-Enzyme II
	50ul/10ul
	-20℃

	T-Buffer II
	312ul/52ul
	-20℃

	T-Ligase
	250ul/50ul
	-20℃

	T-Enzyme III
	18ul/3ul
	-20℃

	T-Buffer III
	54ul/9ul
	-20℃

	T-adapter
	12ul/2ul
	-20℃

	T-Polymerase
	6ul/1ul
	-20℃

	MGI F
	6ul/1ul
	-20℃

	MGI X (1-5)
	6ul/1ul
	-20℃

	T-Polybuffer
	156ul/26ul
	-20℃


蓝色试剂全部包装在box I，绿色试剂全部包装在box II。
[bookmark: _Toc53991190]运输方式
所有组分-20~0℃运输。

[bookmark: _Toc53991191]实验原理及基本流程
[bookmark: _Toc53991192]实验原理
[image: ]
试剂盒流程原理图
[bookmark: _Toc53991193]基本流程

[bookmark: _Toc53991194]文库结构
[image: ]
80-bp DLO Hi-C 2.0 DNA 片段结构图
[bookmark: _Toc53991195]所需仪器
	水平离心机
	荧光显微镜

	旋转混匀器/转盘混匀器 360度/旋转
	37℃培养箱

	水浴锅
	电泳仪

	透射紫外观察仪
	移液枪

	涡旋混匀器
	低温离心机

	PCR热循环仪
	保温桶

	组织样品研磨仪
	组织匀浆器


[bookmark: _Toc53991196]自备材料
灭菌1×PBS；36%甲醛；2M甘氨酸；10%SDS；蛋白酶抑制剂；蛋白酶K；Dr. GenTLE Precipitation Carrier (Takara, cat. no. 9094); 3 M sodium acetate (pH 5.2); 琼脂糖；低熔点琼脂糖；50%甘油；氯仿异戊醇；1.5ml/200ul磁力架；Marker（DL500；15K）；乙醇（100%；80%）；1.5ml EP管、2ml 高速离心管、PCR管；VAHTS® DNA Clean Beads (Vazyme #N411)；NheI内切酶; 
[bookmark: _Toc53991197]详细操作
1 [bookmark: _Toc53991198]组织样品处理 
1.1 取动物组织块（尽可能多的取组织块，以保障后续充足的细胞核量）于1.5ml高速离心管中，1×PBS清洗一次；
1.2 根据不同的组织选择不同的匀浆方式，得到组织匀浆液； 
1.3 匀浆后的组织样品过40µm细胞筛，并用新的1×PBS冲洗，过滤后的细胞匀浆液补充1×PBS到10ml；
1.4 加入280ul 36%甲醛（终浓度为1%），固定10min；
注意：固定期间，颠倒混匀几次，但时间不能过长，以免影响后续酶切效果；
1.5 加入1.1 ml 2M甘氨酸中和甲醛，时间5min；
1.6 水平离心（16℃，2000rpm，5min）后去上清，用冷1×PBS清洗细胞一遍，水平离心（16℃，2000rpm，5min），去上清；
1.7 加入1ml Lysis buffer，吹打均匀后，转移到1.5ml离心管中；
1.8 根据细胞自身的情况，加入10% SDS（终浓度依次为0.1%，0.2%，0.3%，0.4%，0.5%，0.6%，每次均需要取1ul混匀悬液，镜检细胞膜裂解情况）。如果大部分细胞膜已经破裂，立即停止加入SDS，进行下步实验；
注：当SDS终浓度为0.6%时，细胞仍大部分没有裂解，可将样品冰上放置5-10 min后，55℃水浴3min；
1.9 细胞膜裂解后，水平离心（16℃，2000rpm，5min）去除上清；
1.10 用Nuclear washing buffer 重悬细胞核沉淀，水平离心（16℃，2000rpm，5min）后去上清；
1.11 用Nuclear washing buffer 重悬细胞核沉淀，加入20ul蛋白酶抑制剂，水平离心（16℃，2000rpm，5min）后去上清；
注：细胞核悬液中可加蛋白酶抑制剂后，离心去除上清后置于-80℃保存两周。
1.12 使用2 T-Enzyme I酶切体系重悬细胞核。
2 [bookmark: _Toc53991199]T-Enzyme I酶切
提前将T-Buffer I溶液拿出融化，取干净的1.5ml EP管配制酶切反应体系如下：
	Component
	Amount (ul)

	T-Enzyme I
	30

	T-Buffer I
	60

	ddH2O
	To 400


移液器吹打均匀后，用封口膜封口，将EP管置于旋转混匀器上，整个放置37℃培养箱，旋转酶切4h以上。
取5ul酶切样品，加入2ul蛋白酶K，60℃水浴15min后加入5ul ddH2O混匀，琼脂糖胶检测酶切效果（Marker=15K，点胶使用50%甘油代替loading buffer）。跑胶显示明显清晰的拖带，即可进行后续实验。胶图参考应用实例Fig1.。
3 [bookmark: _Toc53991200]生物素T-bio-linker连接及邻近连接
3.1 [bookmark: _Toc53991201]生物素T-bio-linker连接
T-Enzyme I反应产物中加35ul T-bio-linker，混匀后室温放在旋转混匀器上旋转孵育10min后加入20ul T-Ligase，再常温旋转混匀1h以上。
1) 连接后的样品水平离心（16℃，2000rpm，5min）后小心地吸去上清；
2) Nuclear washing buffer清洗沉淀两遍，水平离心（16℃，2000rpm，5min），用移液器尽可能小心地吸去上清（防止吸走沉淀），立即进行临近连接。
3.2 [bookmark: _Toc53991202]临近连接
提前将T-Buffer II拿出来室温融化，上步细胞核沉淀使用如下反应体系重悬：
	Component
	Amount (ul)

	T-Enzyme II
	10

	T-Buffer II
	20

	ddH2O
	To 200


用移液枪吹打混匀后，放在37℃水浴锅中30min。注：时间不能过长。
配制如下反应体系：

	Component
	Amount (ul)

	上步反应溶液
	200

	T-Ligase
	25

	T-Buffer II
	30

	ddH2O
	To500


[bookmark: _Hlk52789353]用移液枪吹打混匀后，放在20℃保温桶中反应过夜（8-16h），次日早上置于旋转混匀器上常温旋转1h。
3.3 [bookmark: _Toc53991203]提取连接产物DNA
1) 连接过夜的样品溶液中加入50ul 10% SDS（终浓度为1%），25ul蛋白酶K，65℃水浴2-3h进行消化；
2) 将消化后的样品DNA全部提出，加入等体积氯仿异戊醇，涡旋混匀至白色。
3) 室温离心（12250rpm，10min），小心地吸出上层清液到2ml高速离心管。注：不要吸到中间蛋白层，蛋白较多时，可再加入等量的氯仿异戊醇抽提一次，直到蛋白层不明显为止； 
4) 吸取上层清液大概500ul，加入1/10体积3 M sodium acetate，1/100体积Dr. GenTLE Precipitation Carrier，加入1.4ml无水乙醇，上下颠倒混匀；
5) 离心（4℃，15000rpm，10min），去上清，保留底部白色沉淀；
6) 用80%酒精清洗沉淀两次，用小枪头吸干净残留的酒精，开盖室温晾干3-5min；
7) 用42ul ddH2O溶解沉淀DNA；
注：40ul用于后续实验，2ul用于4.1酶切后跑胶检测。

4 [bookmark: _Toc53991204]T-Enzyme III酶切
4.1 [bookmark: _Toc53991205]配制酶切体系
提前将T-Buffer III拿出室温融化，配制如下酶切反应体系：
	[bookmark: _Hlk52805422]Component 
	Amount (ul)

	纯化后 DNA
	40

	  T-Enzyme III    
	3

	T-Buffer III
	9

	ddH2O
	To 60


用移液枪吹打混匀后，放置37℃水浴锅中酶切1-1.5h；
取2ul酶切后的样品，进行琼脂糖胶检测（Marker=15k，2ul酶切之前样品做对照，点胶使用50%甘油代替Loading buffer）。胶图显示 (Fig.2)酶切后样品拖带明显比酶切前片段小即可进行下步实验。
4.2 [bookmark: _Toc53991206]目的片段纯化
1) [bookmark: _Hlk52805637]取出链亲和性生物素磁珠T-Mbeads恢复至室温，颠倒震荡混匀，吸取20ul到新的1.5ml EP管中，置于磁力架吸附，去除清液；
2) 加入600ul DNA washing buffer清洗磁珠，用移液枪吹打均匀，放置磁力架吸附，待溶液澄清后，小心移除上清，重复一遍；
3) 用20ul T-Binding buffer重悬磁珠，加30ul酶切样品（剩余30ul留存，也可以分成两份同时进行操作），充分吹打混匀；
4) 室温静置20min，期间轻弹管底几次，防止磁珠沉底；
5) 反应结束后，将反应溶液放在磁力架上，待溶液澄清后，小心移除上清；
6) [bookmark: _Hlk53247130]加入600ul DNA washing buffer重悬磁珠，旋转洗5min后放置磁力架吸附，待溶液澄清后，小心移除上清，重复操作一次；
7) 加入600ul ddH2O重悬磁珠，旋转洗5min后放置磁力架吸附，待溶液澄清后，小心移除上清。
5 [bookmark: _Toc53991207]文库扩增
5.1 [bookmark: _Toc53991208]接头连接
提前将T-Buffer II和接头拿出室温融化，纯化后的磁珠使用如下反应体系重悬（提前配制反应体系，以免磁珠过分干燥）：
	[bookmark: _Hlk52805873]Component
	Amount (ul)

	T-Ligase
	2

	T-Buffer II
	2

	T-adapter
	2

	ddH2O
	To 20


用移液器吹打混匀，室温反应20min（期间轻弹管底几次，防止磁珠沉底）。
1) 反应结束后，将反应溶液放在磁力架上，待溶液澄清后，小心移除上清；
2) 加入600ul DNA washing buffer重悬磁珠，旋转洗5min后放置磁力架吸附，待溶液澄清后，小心移除上清，重复操作一次；
3) 加入600ul ddH2O重悬磁珠，旋转洗5min后放置磁力架吸附，待溶液澄清后，小心移除上清。
5.2 [bookmark: _Toc53991209]PCR扩增
上述纯化后的磁珠使用如下反应体系重悬（提前配制反应体系，以免磁珠过分干燥），转移至PCR管中：
	Component
	Amount (ul)

	T-Polybuffer
	26

	T-Polymerase
	1

	MGI F
	1

	MGI X（1-5）
	1

	ddH2O
	To 50


*X有5种，一个文库使用一种；
用移液枪吹打均匀后进行扩增。




设置PCR程序：
	温度 (°C)
	时间
	循环数

	105℃
	热盖
	

	72℃
	10min
	

	98℃
	1min
	

	98℃
	10s
	15

	65℃
	30s
	

	72℃
	30s
	

	72℃
	3min
	

	4℃
	Hold
	


扩增结束后将样品置于磁力架，将清液转至新的PCR管中。
5.3 [bookmark: _Toc53991210]文库产物纯化
1) 将DNA Clean Beads 提前30 min从2-8℃取出，震荡使其充分混匀；
2) 取混合均匀的DNA Clean Beads 50ul（1×）加到PCR产物中，用移液器轻轻吹打均匀，室温孵育10 min；
注：请保证比较精确的磁珠与回收溶液的配比，否则可能会造成回收产物引物二聚体的残留。
3) 将样品置于磁力架上，等溶液澄清后，小心移除上清；
4) 保持样品置于磁力架上，向离心管中加入200ul 85%乙醇溶液漂洗磁珠，室温30s后，小心移除上清；重复步骤一次。
5) 将离心管置于磁力架上，直到磁珠完全吸附，小心去掉上清；可短暂离心后，用小枪头吸去残余溶液；
6) 室温3 min，使磁珠干燥；
注意：磁珠不可过分干燥（龟裂），以免降低纯化效率。
7) 向离心管中加入20ul ddH2O重悬磁珠，室温静置2 min；
8) 将离心管置于磁力架上静置3 min，转移上层清液DNA到新的离心管中；
9) 检测文库浓度，低熔点琼脂糖胶鉴定回收产物特异性。
取3ul样品，低熔点琼脂糖胶检测（Marker=DL500，点胶使用50%甘油代替loading buffer），目的条带大小为150bp左右 (应用实例Fig3.)。
注：若磁珠回收无法去除引物二聚体，可以采取低熔点胶回收的方法进行文库纯化。
可以取2ul文库，用NheI酶切检测准确性，正确的文库可被切成两个片段。
5.4 [bookmark: _Toc53991211]送测序
推荐使用华大MGI2000测序平台。
[bookmark: _Toc53065881][bookmark: _Toc53991212]应用实例
以脑组织为例，使用该试剂盒进行文库构建
[image: ]
Fig.1 细胞核经T-Enzyme I消化后的电泳图，较为均匀的拖带现象。

[image: ]
Fig.2 临近连接DNA经过T-Enzyme III作用前后的对比胶图。
[image: ]
Fig.3 文库构建完成后检测胶图，正确条带大小为150bp左右。

[image: ]
Fig.4 DLO Hi-C 2.0试剂盒文库数据的Raw reads 和 Linker reads 展示。


[bookmark: _Toc53991213]常见问题及解决
· 怎样选择组织匀浆方式？
答：对于比较匀浆的组织，比如脑组织等，可选用手持匀浆器匀浆几次即可得到悬液；对于癌组织等比较硬的组织块，可加入小钢珠，用组织研磨仪破碎匀浆。
· 有些细胞，细胞膜不容易裂解？
答：有些细胞膜比较难破裂，可以在每次加入SDS时，放在冰上5min，55度水浴3min，反复几次，注意每次均需要镜检，防止细胞核被破坏。
· 怎么确定生物素bio-linker已经连上？
答：可以在生物素连接后，取2ul溶液，1ul未连接的©bio-linker，低熔点琼脂糖胶检测；连接后的条带大小为40bp左右，未连接的条带20bp左右，表示连接反应已经完成，可以继续实验。
· 文库扩增最多可以使用多少循环？
答：经多次实验验证，15个循环数为最佳条件，一般不建议更改；如需调整，建议先取2ul扩增后的样品进行低熔点琼脂糖胶检测，如果条带较淡，可酌情再补1-2个循环，最多不超过17个循环。
· 没有低熔点琼脂糖胶可以用普通胶替代吗？
答：最好不要，因为最后的文库片段比较小，只有150bp左右，普通胶检测条带清晰度没有低熔点琼脂糖胶好，而且低熔点琼脂糖胶可以检测出是否有大片段和引物二聚体的污染。
· 文库跑胶检测时，片段不在150bp？
答：因为检测胶的浓度，电压，marker等因素差别，跑胶时片段可能不完全在150bp，为验证文库片段是否正确，可以用NheI进行酶切检测，NheI可以将正确的文库切成两个片段，使用低熔点胶检测。
[bookmark: _Toc53991214]附录
相关数据分析软件及流程：
链接：[image: ]https://pan.baidu.com/s/1N81QxjCg2Yf2uVT7IXSYbQ
[image: ]
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