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均值 1.025μl。进一步分析可以看到超

过 80％的分液器的不准确度界限是在

± 5% 之内。这表明设定 1μl 体积分液

时，分液器的真实分液误差不会超过

0.05μl（而一个微小液滴的直径在 0.2 

mm！）。这个准确度是非常高的。统计

结果表明 40 个分液器分液 1μl 液体的

平均精确度为 3%，平均的绝对变异在

1.055μl － 0.995μl（平均准确度为

1.025μl，± 3%）。

但是更具有实际应用意义的证据还是要

来自于生物应用方面，如 epMotion 

5070 应用于非常敏感的实时定量 PCR

反应。在图 3 中给出的例子是从人血样

中检测 HBV 病毒的定量 PCR 实验。

epMotion 5070 制备 PCR 反应体系得

到的 PCR 曲线非常一致，重复性很高，

图 2：图为 epMotion 工作站单道 50μl 分液器操作 1μl 液体的不准确度和不精确度。测

试中对 40 个不同生产批次的分液器的移液体积进行了重量测定，图中的点为每个分液

器进行 10 次测定的平均值，误差区域表示其精确度，不准确度的边界值± 10%，平均

值为 1.025μl，82% 的分液器的不准确度为± 5%。

图 3：人血样本中检测 HBV 特异的 PCR 产物，在 FAM 通道下直接检测。样品的

扩增结果可重复性高，与定量标准曲线高度一致，检测中无污染。

注：无对照模板。

相比手工移液制备 PCR 反应体系要具

有更高的可重复性。除了能给出最可靠

的实验结果以外，使用 epMotion 制备

反应体系还能减少重复样品的操作数

量、反应体积和试剂用量，尤其是对于

那些昂贵的探针法 RT-qPCR 反应，这

一点是非常有意义的。

我们对高通量的理解并不只是一味的追

求速度，更重要的是最佳的准确度和精

确度。

快固然不错，但精确更具有意义。

（Wyatt Earp, the old west legendary gunslinger）

 作者    Rafal Grzeskowiak,
Eppendorf AG,

Hamburg and Rainer Oltmanns,
Eppendorf Instrumente GmbH,

Hamburg 
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epMotion 5070/5075 自动移液工作站的污染测试

不像 Na 和 K 元素，虽然在同一浓度下

能够被检测到，但很难作为污染程度的

测定判断。这样，如果在加入水的孔内

检测出 Li 元素信号，则必然是在 Li 溶

液转移到其他孔中的过程中带入了微小

的液滴污染。 

以上描述的这个 LiCl 测定方式从方法

学角度上来说是能够评估移液步骤中的

污染程度的。这个方法相比 PCR 反应

而言，更加稳定，不容易受到干扰，在

PCR 反应中，有很多因素会影响到最

终结果的准确性，如样品或试剂被污

染，不合适的热循环数等等。但在 LiCl

的测试方法中就不会出现这些因素的干

扰，也不会影响最终结果。

简介

严格来说，contamination这个词包含两种不同的含义：一种是真实意义上的污染，

另一种是交叉污染。交叉污染的定义为前一个样品 A 干扰了后一个样品 B，这种

污染的发生只存在于从 A 到 B 的液体转移过程中，而且会影响到整个所要接触到

的液体体系。交叉污染既可能发生在移液过程的局部，也可能影响到整个液体流

通的系统。相对交叉污染而言，真实意义上的污染是指外界物质进入了样品中，

比如液体的飞溅、固体颗粒的混入或气溶胶的污染。在这种污染过程中，样品 A

和样品 B 之间都有可能发生互相的污染。

我们可以用很多种定性或定量的方法来检测污染的程度。在分子生物学上，可以

用众所周知的 PCR 方法来测试，将 PCR 试剂加入 96 孔或 384 孔这种棋阵式布

局的反应板中，相邻两列之间分别加入水和 DNA 模板，PCR 反应结束后，进行

凝胶检测，然后评估孔间是否发生交叉污染。 

另外一种定量测试的方法是将去离子水和 LiCl 溶液（饱和的 LiCl 溶液）间隔加入

到 96 孔或 384 孔棋阵式布局的反应板中，然后用火焰分光光度计检测 Li 元素。

这个方法是用于测试移液吸头的质控方法。由于这个方法的检测灵敏度可以达到

0.1 nl（= 6.1 ng 的 Li），因此可以对污染的程度给出一个定量的测试。根据

Specker 和 Kaiser [1] 的结果表明，火焰分光光度计检测 Li 元素的灵敏度可以达到

1 ng Li/ml（=1 ppb Li），5 ng Li/ml 或以上浓度的 Li 的检测信号就已经十分稳定了。

图 1：工作台面的布置（图为 epMotion Editor 软件中进行台面设置的截取图）

           A1 位：50 μl 吸头；B1 位：7x30 ml 液槽；

           B2 位：384 孔 Eppendorf twin.tec PCR 板；

           W 位为废品盒

材料和方法

以 上 描 述 的 方 法 是 采 用 P C R 板 和  

epMotion 5070/5075 自动移液工作站

进行测试的。

如 果 要 测 试 含 有 甘 油 的 溶 液 的 污 染

可 能 性，可以选用接近饱和的 L iC l

溶液（375g LiCl/l）作为储藏液，这

对应于 Li 含量为 61 mg/ml（相当于

61,000,000 ng Li/ml=61 ng Li/nl）。 这

种接近饱和的 L iC l 溶液密度大约为

1.2 g/ml，它的液体流动特性与 40-

60% 的甘油非常相近。反而言之，如

果要测试含水量高的溶液的污染可能

性，可以将储藏浓度的 LiCl 溶液 1 份

加 9 份水进行 1:10 的比例稀释，这对

应于 Li 含量为 6,100,000 ng/ml（=6.1 

ng Li/nl）。稀释液为去离子水。
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5301 真空离心浓缩仪在测序实验室的应用

方法

通常，测序反应所使用的都为 0.2 ml 的小管，为了使这些

小管能更有效地插入 5301 真空离心浓缩仪专配的转子，我

们可以选用 Eppendorf 离心机用于 0.2 ml PCR 管相配的适

配器。

Eppendorf 生产的 5301 真空离心浓缩仪有两个版本：作为配有抗腐蚀化学隔膜泵的完整系统的一部分或是作为一个便于升级

的基本配置，确保高效、平缓地对您的样品（如 DNA/RNA，蛋白质）进行真空浓缩。对于许多提供商业化高通量测序服务的

实验室，由于必须浓缩处理大量低浓度 DNA 样品，是该款真空离心浓缩仪最佳的“用武之地”。也许有人会考虑通过应用不同

方法（如乙醇沉淀）反复浓缩以达到浓

缩核酸的目的，但是这种操作既耗时且

损失大量样品，无法保障精确测序的要

求而被此类实验室摈弃。另外，浓缩干

燥 DNA 样品也要把握适度原则，否则

样品中湿度过低，DNA 不易重溶，一

样会影响后续实验的效果。

本文总结了 5301 真空离心浓缩仪在测

序实验室的多方面应用，不仅展示出其

在浓缩核酸方面的独特优势，并且在去

除醇残留、分装酶、冻干样品及干燥大

量样品等方面均有上佳表现。

许多时候，当完成循环测序通过聚丙烯酰胺凝胶分离后，却

发现结果不尽如人意，我们首先需要考虑 DNA 样品是否浓

缩不足？除了通过比色分析浓度、通过将样品溶入少量溶剂

浓缩样品外，推荐您使用 5301 真空离心浓缩仪再浓缩 DNA

样品，通过加热 60℃与“功能 1”命令，仅需 30 分钟就可

将 150μl DNA 水溶液浓缩至 10μl，而且不影响 DNA 之后

在测序中的反应。相同的参数条件也可用于测序中使用的引

物浓缩。

对于比较敏感的样品，我们不必机械地选择温度参数，可以

适当地选择相对低的温度，只要相应延长离心浓缩的时间即

可。

1. 再浓缩 DNA 样品

无法对重溶的 DNA 样品进行标准的测序反应，可能是由于 

DNA 样品中存在醇污染，通过 5301 真空离心浓缩仪加热

60℃与“功能 1”命令，4 分钟内就可将 DNA 样品中的醇

残留去除。

2. 去除 DNA 样品中的醇残留

通过分别称量分装小量酶如 RNase 至微量检测管，想来就

是件费时费力的工作。为了在每个微量检测管中加入 1 mg

酶，先将 100 mg 酶溶入 1 ml 水中，在 Eppendorf 多道移

液器的帮助下在每个微量检测管中加入 10μl 酶溶液，接下

来就是 5301 真空离心浓缩仪的强项，45℃与“功能 1”命

令，5 分钟内就可将酶溶液中的水份完全蒸发。

3. 分装酶 

实用技巧创        新

图 2：384 孔 Eppendorf twin.tec PCR 反应板的棋阵式加液模式

污染测试中使用了 epMotion 5070/5075 自动移液工作站、

一个 384 孔 PCR 反应板、单道 50μl 量程的分液器或 8 道

50μl 量程的分液器和配套的 epTIPS 50μl 吸头。测试中运

行了 Li384_1 和 Li384_8 两个程序，这两个程序存储在 ep

－ node 的“Routine”文件夹下。这个文件夹里面存储的

都是一些预编程序，可以直接调用。

每一孔中先加入 30μl 去离子水，然后按照黑白棋盘的模式

分别间隔加入 4μl 水或 4μl LiCl 储藏液。由于 ELEX 检测需

要至少 1 ml 的液体量，这样检测的液体可以有 1,030μl。假

设来自于 LiCl 溶液污染的液滴有 0.1 nl（=6.1 ng Li）进入

到只有 30μl 水的样品孔里（在后续的检测中是在 1,030μl

的体积），这样的浓度，火焰分光光度计就可以得到很稳定

的信号，即对应的检测浓度约为 6 ng Li/ml。如果是用 1+9

稀释的溶液测试的，则污染液滴约 0.2 nl（=1.2 ng Li）时

的检测信号正好在分光光度计检测灵敏度范围之内。

图 3：扩增人β- globin 基因的 1/4 块 384 孔 PCR 板的结果
[2]

ELEX 6361 测定参数

在 384 孔板中只有 2 个孔内的信号显示出含有 2 ng Li/ml

（2 ppb），表明污染程度只有约 30 pl，污染样品比例只有

0.52% 。

这种微小液滴的污染程度不会对样品产生影响也可以从

PCR 的结果中很明显的看到。在同样条件下进行 PCR 反

应，凝胶电泳图的分析表明（图 3）没有污染条带。 

从以上结果，我们可以看到在没有真实污染的情况下用

epMotion 5070/5075 自动移液工作站进行移液操作是可以

有效避免交叉污染的。

结果
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Eppendorf 的 ELEX 火焰分光光度计分析 Li 元素时采用去离子水作为零点的空白对照，100、250 和 500 ng/ml 的 Li 溶液作为

标准品，500 ng/ml 的 Li 溶液是用于信号放大的检测。本实验中采用乙炔作为消耗燃气，671 nm 标准 Li 滤光片，0、2、5 和

10 ng Li/ml 的溶液作为对照。火焰分光光度计为 ELEX 6361。测定 Li 元素的其他方法也可采用同检测灵敏度的原子吸收或

ICP 等仪器。在临床化学上用火焰分光光度计应用的所谓“Li 药物监测”的方法不适用于这里的污染测试。

 作者    Renate Frondt, Eppendorf AG, Hamburg


