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环境样品中微生物研究的策略及方法 

纯培养技术 

分子生物学方法 

 rRNA基因序列测定 、lab-on-a-chip、核酸探针杂交、Metagenomics 

 RFLP、T-RFLP、SSCP、DGGE、TGGE 

 qPCR、RAPD、AFLP、FISH 

  传统的微生物研究方法。难以正确反映环境中微生物的实际状况。 

        平板纯培养、Biolog分析、PLFA 
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CGMCC编号 文库名称 库大小（万克隆） 保藏人 委托单位或部门 

001M20090424A718 云南洱源热泉元基因组质粒文库   5.00  

002M20090701A718 云南洱源热泉元基因组BAC文库 8.80  

003M20090701A526  荷斯坦奶牛瘤胃元基因组BAC文库 1.50  

004M20090701A526  西藏牦牛瘤胃元基因组BAC文库   6.10  

005M20090715A718 蒙古热泉微生物元基因组质粒文库 2.00  

006M20090715A718 西藏塔克架热泉微生物元基因组质粒文库  6.00  

007M20090715A718 云南腾冲热泉微生物元基因组质粒文库 2.50  

008M20090715A718 西藏古堆热泉微生物元基因组质粒文库 1.00  

009M20090715A718 荷斯坦奶牛瘤胃元基因组质粒文库  2.00  

010M20091215B404 碱性土壤元基因组文库 32.00  

011G20101126A527 江西链霉菌基因组文库 0.46  

012G20101126A527 海洋链霉菌基因组文库 0.44  

013G20101208B413 大肠杆菌基因敲除文库 0.4  

014G20110121B307 Drechslerella stenobrocha 菌丝体基因组文库 

015G20110121B307 青海Neocallimatix sp.游动孢子 

016G20110525A527 江西农大土壤链霉菌基因组文库 

017M20111209A718 腾冲热海体验区元基因组文库 

 保藏中心现有基因文库 
应用实例 1 



应用实例 2 
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开放共享仪器 

Destination plates 

Picking trays 

Wash area 

Qpix2 工作区 



Why  automated picking?? 

传统人工筛选 仪器自动筛选 

筛选标准 人工主观判断 仪器自动筛选 

挑选时间 

      (10000个克隆) 
2 man weeks < 3 hours 

位置精度 人工操作 ≤10μm 

重复性 低 >99.5% 



Qpix2 主要应用 

高通量菌落挑选（Colony Picking） 

蓝白斑筛选(White and blue screen) 

文库管理-复制（Replicating）/重排（Rearraying） 

通量点膜（Gridding） 

 



自动化的挑克隆过程 

克隆生长在22cm 

QTray或9cm 培养
皿 

 

培养结束后，培
养皿进行白光成
像 



目标克隆可以根据下
面的参数进行自动选择 

 Size 大小 

 Shape 形状 

 Colour 颜色 

 Roundness  圆度 

 proximity to   neighbours 

    与相邻克隆的距离 

 

自动化的挑克隆过程(1) 



96针头移动至培养基 

每根针挑取一个目标菌落 

96根针全部挑完后，一起
移动至96孔板或384孔板 

 

自动化的挑克隆过程(2) 



2轮之间的清洗  

 使用酒精和无菌水进
行清洗 

 干燥及灭菌 

自动化的挑克隆过程(3) 



蓝白斑筛选 

提供X-Gal and IPTG 使
得蓝白斑容易区分 

 

成像以及克隆选择软件
可以使得蓝白斑挑选非常
容易 

 



文库管理-Re-arraying 



文库管理-复制（Replicating） 



通量点膜（gridding） 

96或384点样针 

55,926 克隆/22cm膜 

 



Thermo Scientific  ALPS 

25 手动热封仪 

QFill 3 分液仪及微孔板孵育震荡器 

HydroShear DNA 片段化仪 

 standard 1kb to 9kb shearing 

assembly； 

 650bp to 5,000bp shearing 

assembly； 

  4kb to 40kb shearing 

assembly ；      



仪器预约及使用 

使用前，所有管道系统、加液头、试剂瓶及PURGE盒等高压灭菌8磅，15分； 

配制80%乙醇溶液、无菌水、培养基。 

注意：微孔板一定要与仪器匹配（Genetix 原装或按此规格仿制的） 

B404 

64807850 

http://online.sccnn.com/html/cion/png/20120228012803(3).htm


开放共享仪器 

变性高效液相层析DHPLC 

WAVE Microbial Analysis System  



n 双链 DNA 片段大小 

n 寡核苷酸纯化和质控  

n 突变检测 

n RNA 分析和纯化 

n 基因分型  

n 微生物鉴定 

 DNASep 分离柱是WAVE系统的“心脏”  



三种工作模式  

 

  1、非变性条件: 50 C (大小依赖，序列不依赖) 

        双链DNA大小分析 (最大到 2000bp) 

         微卫星不稳定分析，杂合性缺失分析 

         PCR 产物的检测和纯化 

         结合多重PCR扩增对大片段的缺失和重复进行基因剂量分析 

     

  2、部分变性条件: 52-78 C (大小和序列依赖) 

         整个基因的突变筛查 

           单核苷酸多态（SNP）发现  

 

  3、完全变性条件: 78-80 C (大小和序列依赖) 

        通过单引物延伸进行基因分型 

          寡核苷酸的质控和纯化 

          



非变性条件 DNA 片段分离 

质粒 pUC18 由限制性内切酶 HaeIII切割，9个片段经WAVE® 系统分离。在 

0.8% 琼脂糖胶上， 257 和 267 bp 片段分离不开。 

 bp 

587 

458 

434 

298 

257+267 

174 

 

102 

80 



Mutation Detection by dHPLC 

dHPLC 



Why DHPLC? ?  

 
Requirement for Routine Lab Testing method：  

 Accuracy 

 Reproducibility 

 Automation  

 Low Running Cost  

 Rapidity 

 Sufficient Throughput 

 Known and Unknown Species 



DHPLC技术进行细菌鉴定的原理 

       利用DHPLC灵敏检测DNA序列差异

的特性结合细菌16s rDNA基因分型的原

理在属和种的水平上进行细菌鉴定，在部

分难以鉴定的菌种间，辅以其它细菌DNA

靶点进行进一步的分析，不同的细菌显示

特异的DHPLC峰型。 



Software screen capture 
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Thank You Very Much! 




