A384：基于 FACS 分选的板式单细胞 ATAC-seq（Plate-based scATAC-seq）中文版 SOP
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1. 目的与适用范围
本 SOP 用于将细胞/组织样本制备为细胞核悬液，进行 Omni-ATAC 条件下的批量转座反应（tagmentation），随后通过流式分选（FACS）将单核分选入预制备的 96 孔板（A384 体系），完成单细胞 ATAC-seq 文库扩增、合并纯化与片段回收。
2. 核心流程概览
a
Day 0：样本洗涤 → Omni-ATAC 裂解得核 → 批量 tagmentation（50 μl）
终止反应（TSB）→ PBS+BSA 稀释 + DAPI 染色 → FACS 单核入板
板内热释放 Tn5 → Tween-20 淬灭 SDS → KAPA PCR 扩增建库
Pooling（4 板合并）→ 柱纯化 → 琼脂糖胶回收 200–500 bp 片段
3. 试剂与耗材（建议清单）
PBS（无钙镁）
BSA（配制 0.5% BSA in PBS，作预涂与稀释用）
Proteinase K（20 mg/ml）
SDS（10%）
Tris-HCl（1 M，pH 8.0；1 M，pH 7.4）
NaCl（1 M）
MgCl₂（1 M）
EDTA（0.5 M，pH 8.0）
NP-40（10%）、Tween-20（10%）、Digitonin（5%）
4× THS-seq TD buffer（实验室储备）
Tn5 转座酶（按你们实验室/供应商规格）
DAPI
2× KAPA PCR Mix（或等效高保真 PCR Mix）
S5xx/N7xx Nextera index primers（10 μM 配对混合）
96 孔 PCR 板、封板膜/封板盖
1.5 ml EP 管、FACS 分选管（建议先 BSA 预涂）
Zymo 柱纯化试剂盒（或等效 PCR/NGS cleanup kit）
2% 琼脂糖胶回收试剂
4. 仪器设备
低温离心机（可 4℃，500 g）
Thermomixer（可 37℃、800 rpm）
PCR 仪（热盖可设 100℃）
流式分选仪（FACS，具备 DAPI 通道）
电泳系统（2% agarose）
5. 缓冲液与配方（可直接使用）
5.1 2× Lysis Buffer（每孔预装 2 μl）
终浓度目标：Tris-HCl 100 mM；NaCl 100 mM；Proteinase K 40 μg/ml；SDS 0.4%
以“每孔 2 μl”为单位的配方：
	组分
	储备液
	每孔体积（μl）
	备注

	Tris-HCl pH 8.0
	1 M
	0.200
	

	NaCl
	1 M
	0.200
	

	Proteinase K
	20 mg/ml
	0.004
	对应 40 μg/ml

	SDS
	10%
	0.080
	对应 0.4%

	ddH2O
	—
	1.516
	


建议按“孔数 × 2 μl × 1.1–1.2”配总量，避免移液损耗。
5.2 Index Primer Mix（每孔 2 μl）
每孔加入 2 μl 10 μM S5xx/N7xx Nextera Index Primer Mix（即 S5xx 与 N7xx 各 5 μM 的混合物）。可按板数提前配好并分装。
5.3 Omni-ATAC Lysis Buffer（1 ml）
用于温和裂解细胞膜以释放细胞核（冰上 3 min）。
	组分
	储备液
	体积（μl）
	终浓度

	NP-40
	10%
	10
	0.1%

	Tween-20
	10%
	10
	0.1%

	Tris-HCl pH 7.4
	1 M
	10
	10 mM

	NaCl
	1 M
	10
	10 mM

	MgCl₂
	1 M
	3
	3 mM

	Digitonin
	5%
	2
	0.01%

	ddH2O
	—
	955
	—


5.4 10× Digitonin（现配）
配制：1 μl 5% Digitonin + 49 μl ddH2O → 得到 50 μl 10× Digitonin。
5.5 Tagmentation mix（每个样本/核制备反应 50 μl）
用于批量转座反应：37℃，800 rpm，30 min。
	组分
	体积（μl）
	备注

	4× THS-seq TD buffer
	12.5
	实验室储备

	10× Digitonin
	5
	现配

	ddH2O
	22.5
	

	Tn5
	10
	按酶活/供应商建议


Recipe for 4X THS-seq TD buffer:
	
	Stock
	Final con.
	Volume(μl)
	

	Tris-acetate, pH 7.8
	1M
	132 mM
	
	

	Potassium acetate
	2M
	264 mM
	
	

	Magnesium acetate
	0.5M
	40 mM
	
	

	Dimethylformamide (DMF)
	100%
	64%
	
	

	Total
	
	
	
	


Recipe for 10X Digitonin: 1μl Digitonin (5% stock) + 49μl H2O

5.6 Tagmentation Stop Buffer（TSB）
Recipe for TSB:
	
	Stock
	Final con.
	Volume(μl)
	

	Tris-HCI, pH 8.0
	
	10 mM
	
	

	EDTA, pH 8.0
	
	20 mM
	
	

	Total
	
	
	
	


用法：向 50 μl tagmentation 反应加入 50 μl TSB，冰上 10 min。
6. 96 孔板预制备（Day -1）
每孔：2 μl 2× Lysis Buffer + 2 μl Index Primer Mix。封板后 -80℃保存。
6.1 用量速查（按板数放大）
	项目
	每孔
	1 块 96 孔板（不含损耗）
	4 块板（不含损耗）

	2× Lysis Buffer
	2 μl
	192 μl
	768 μl

	Index Primer Mix
	2 μl
	192 μl
	768 μl


建议每项额外增加 10–20% 作为移液损耗。
7. 实验当天（Day 0）操作流程（可打印检查表）
7.1 时间轴（参考）
一、实验前一天：96孔板预制备（-80℃保存） 
· 取 96 孔板，每孔加入 2 μl 2× Lysis Buffer。
· 每孔再加入 2 μl 10 μM S5xx/N7xx Nextera Index Primer Mix（即 S5xx 与 N7xx 各 5 μM）。
· 封板，置 -80℃ 保存备用。

二、实验当天：样本处理与核分选入板
1）解冻板
· 将前一天制备好的板从 -80℃取出，室温解冻备用。
2）预涂管壁（减少细胞损失）
· 所有将要接触样本的管（1.5 ml EP 管、分选管等），先用 500 μl 0.5% BSA（溶于 1× PBS）润洗/预涂几分钟后倒掉。
· 计数或分选 5,000–50,000 cells 入 1.5 ml EP 管。
· 注意：不要用 DNA LoBind 管做离心沉淀（细胞数少时沉淀效果差）。
3）PBS 清洗（2 次）
1. 加入 100 μl 冰冷 PBS 重悬或轻轻吹打混匀。
2. 500 g，4℃，5 min 离心沉淀，尽量小心吸走上清。
3. 重复一次（共两次 PBS 洗涤）。
4）Omni-ATAC 裂解（制备细胞核）
1. 加入 300–500 μl 冰冷 Omni-ATAC Lysis Buffer，轻轻混匀后冰上放置 3 min。
2. 离心沉淀（原文写“pellet cells”，建议沿用你们实验室常规核制备离心条件；通常保持低温、温和离心以避免核破裂）。
三、Tagmentation（转座反应）
1）配制并重悬（总量 50 μl/样本）
将核沉淀重悬于 50 μl tagmentation mix
2）反应条件
· Thermomixer：37℃，800 rpm，30 min
四、终止反应与 DAPI 染色
1）终止
· 向 50 μl tagmentation 反应中加入 50 μl Tagmentation Stop Buffer（TSB），混匀。
TSB（终浓度要求）
· Tris-HCl pH 8.0：10 mM
· EDTA pH 8.0：20 mM
原文未给出配制体积表；若你告诉我想配制的总量（如 10 ml / 50 ml），我可以直接给出精确加样体积。
2）冰上孵育
· 冰上 10 min
3）上机分选前稀释与染色
1. 向已终止的 100 μl 反应液中加入 100–300 μl PBS + 0.5% BSA 稀释。
2. 转入 FACS 管。
3. 加入 DAPI 染核：1:1000–1:10000（根据仪器与背景优化）。

五、FACS 分选单核入板（单细胞/单核）
1. 将 DAPI 阳性单核（single nuclei） 分选到前一天制备好的 96 孔板中（每孔一个）。
2. 分选后快速离心（spin down），封板。
3. 此时板可 -80℃保存数周（如需暂停）。
六、Tn5 释放、SDS 淬灭与 PCR 扩增建库
1）Tn5 释放
· 将板置于 PCR 仪，热盖温度 100℃。
· 65℃孵育 15 min（释放 Tn5）。
2）淬灭 SDS
· 每孔加入 4 μl 10% Tween-20（与孔内液体等体积），短暂涡旋/充分混匀。
3）加入 PCR 体系
· 每孔加入：2 μl ddH2O + 10 μl 2× KAPA PCR Mix。
· 此时每孔总体积约 20 μl PCR 反应体系。
4）PCR 程序
· 72℃ 10 min
· 98℃ 5 min
· 循环 20 次：
· 98℃ 10 s
· 63℃ 30 s
· 72℃ 20 s
· 4℃ 保温
扩增后抽测浓度：参考范围 5–13 ng/μl。
七、Pooling、纯化与片段回收
1. Pooling：4 块板，每孔取 5 μl 混合。
2. Zymo 柱纯化，25 μl 洗脱。
3. 跑 2% 琼脂糖胶，回收 200–500 bp 片段（总体要求 <700 bp）。

7.2 逐步检查表（关键参数）
所有接触样本的管先用 0.5% BSA in PBS 预涂，减少吸附损失（尤其低细胞数）。
PBS 洗涤 2 次：100 μl 冰冷 PBS 重悬 → 500 g，4℃，5 min → 小心弃上清。
裂解：300–500 μl 冰冷 Omni-ATAC Lysis Buffer，冰上 3 min（避免过度吹打导致核破裂）。
转座：核沉淀重悬于 50 μl tagmentation mix；37℃、800 rpm、30 min。
终止：加入 50 μl TSB；冰上 10 min。
上机：加入 100–300 μl PBS+0.5% BSA 稀释；DAPI 终浓度按 1:1000–1:10000 优化。
FACS：门控 DAPI+、singlet nuclei；每孔分 1 个核到预制板。
板内释放：PCR 仪热盖 100℃；65℃ 15 min。
SDS 淬灭：每孔加 4 μl 10% Tween-20 混匀。
PCR 体系：每孔加 2 μl ddH2O + 10 μl 2× KAPA PCR Mix；按程序扩增 20 cycles。
Pooling：4 块板每孔取 5 μl 合并；柱纯化洗脱 25 μl；2% 胶回收 200–500 bp（总体 <700 bp）。
8. 板内建库用量速查（按板数）
	项目
	每孔
	1 块板（96 孔）
	4 块板（384 孔）

	10% Tween-20（淬灭）
	4 μl
	384 μl
	1536 μl

	ddH2O（PCR 加入）
	2 μl
	192 μl
	768 μl

	2× KAPA PCR Mix
	10 μl
	960 μl
	3840 μl

	Pooling 体积（取样）
	5 μl/孔
	480 μl
	1920 μl


以上不含移液损耗；建议额外准备 10–20%。
9. 质量控制与常见问题（简要）
分选门控：优先确保 singlet nuclei（FSC/SSC + 宽度门控）与稳定 DAPI 阳性群；排除碎片与双ts。
低细胞数样本：BSA 预涂与温和操作是文库成功的关键之一。
片段选择：回收 200–500 bp 往往对应较理想的 scATAC 文库片段区间；尽量避免 >700 bp 的尾部。
若背景高/核破裂：缩短裂解时间、降低吹打强度、确保所有缓冲液预冷。
