
stLFR技术准确检测染色体结构变异

建库起始量低至1.5ng

stLFR(single tube Long Fragment Read)是由华大智造研发的无分割共标签长片段读取技术（图1），搭配DNBSEQTM系列测序平台，可

通过短读长测序获取长片段DNA信息，从而实现一次测序获得高准确度的SNP/InDel/CNV/SV变异检测结果，以及单倍体分型结果。因为可精确断

点位置，不仅可确认断点位置是否有功能基因，而且可用于PGT-SR的检测，解决临床上的难点。基于stLFR的共标签长片段信息，利用特别为

stLFR数据特征开发的SV分析软件stLFRsv能识别co-barcoded reads之间的异常缺口，检测出复杂结构变异的断点。

图1   stLFR 文库构建流程示意图

案例介绍

背景

亮点

1．使用HG002样本对stLFR测序数据和stLFRsv软件检测SV的能力进行评估，确定stLFR在检测结构变异具有优势。

2．使用5例已知核型结果的平衡易位样本评估stLFR检测复杂SV的能力，确定stLFR可以准确检测平衡易位，并且能精确到断

点上下游10K以内的位置，sanger验证结果确定了stLFR检测断点位置的准确。

起始量低 变异检测全
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SNP/Indel/CNV/SV均可检测，
SV检测结果准，有效检出倒
位、异位等结构变异

单倍型分型准确率高

可分型，杂合位点分型比例
高达99.9%

染色体结构变异（Structural Variants，简称

SVs）指的是基因组中大于50 bp的变异，包括缺

失、插入、重复、倒位和易位。SV会比单核苷酸多

态性（SNP）或小的插入缺失（INDEL）带来更多

的基因组序列差异,某些SV还会造成某些特定的疾

病。尽管SV非常重要，但对其进行准确的检测仍是

很大的挑战。SV变异涉及的范围大，而且还存在非

常复杂的变异（倒位、平衡易位等），传统的短读

长的测序方法很难检测到相应的变异，更难以精确

断点位置。长读长测序技术也限于测序准确性和成

本，制约其在SV检测中的应用。为了弥补短读长测

序的长片段信息的不足以及平衡测序成本，开发出

的共标签长片段读取技术，有助于发现基因组中的

SV。

盲区覆盖度高

可分析常规WGS无法有效覆盖
的高同源/高重复区域

⸺精准确定染色体平衡易位断点位置



应用案例  |  华大智造stLFR 技术准确检测染色体结构变异

图2   平衡易位样本检测实验流程

1．使用stLFR技术对HG002细胞系样本进行建库测序，测序深度为100X。用stLFRsv进行SV的检测，并且将数据向下选取50X和30X的数据

进行检测。同时使用其他4种SV分析软件（LongRanger、NAIBR、smoove和GROC-SVs）对stLFR测序数据进行SV检测，stLFR数据分析得到

的结果会与GIAB v0.6.2结构变异集（GIAB v0.6.2结构变异集是使用HG002细胞系样本建立的一个结构变异标准集，包括7,172个插入和缺失）进

行比较。此外，stLFR数据分析的SV结果会与100X Nanopore长读长数据的SV检测结果进行比较。

2．筛选并收集已进行核型检测的5例平衡易位血液样本，使用透析法提取长度大于40kb的长片段DNA，使用stLFR技术进行建库，然后使用

MGISEQ-2000测序仪进行测序，得到的测序数据使用stLFRsv分析软件进行分析，再将检测的平衡易位的结果与核型结果进行比较之后，确定检

测出的平衡易位的断点位置，根据断点位置进行PCR引物的设计，设计的引物的正反向引物分别位于发生易位的2条染色体上，可以扩增出衍生染色

体的断点附近的序列。PCR扩增产物进行sanger测序，得到的序列信息与检测到的断点信息进行验证，确定检测到断点位置的附近的序列与

sanger测序得到的序列是否一致。（图2）。

方法

1.    100X stLFR数据与Nanopore 数据的SV分析结果和GIAB结构变异集的比较

在缺失片段长度在50-1K, 1K-10K和 >30K时，长读长的召回率都高于stLFR，但精确率要低于stLFR。但是在10K-30K时，stLFR测序数据

加上stLFRsv软件的召回率和精确率都高于长读长，stLFRsv软件的召回率也高于其他SV分析软件。当缺失片段长度>30K时，stLFR数据使用

stLFRsv可以保证较高的召回率和一定的精确率。但是stLFR测序数据和stLFRsv的组合在 50-10K的片段范围表现不好。总的来说，stLFR数据加

上stLFRsv可以最大可能的准确检测出10K以上的缺失（数据见表1）。

结果
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应用案例  |  华大智造stLFR 技术准确检测染色体结构变异

表1   不同大小缺失与GIAB结构变异集的比较评估结果

使用stLFRsv检测出的部分与变异集不一致的缺失，可以与长读长测序结果可以相互验证（图3A，3E，3C，3F，3G），只有三个大于10kbp

的缺失没有检测到。说明stLFR检测大片段缺失具有优势。

除缺失以外，还检测出55个倒位，重复和易位，其中的大多数存在多个基因组中，可能是由于参考序列问题或重复区域造成的结果。部分倒位可

能由于参考序列人群的差异，这部分结果可以与长读长测序相互验证（图3B，3D，3H）。
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表2   不同深度stLFR数据检测到的缺失与GIAB结构变异集评估结果

图3   未能与GIAB结构变异集匹配的大片段变异

（A）3号染色体上缺失位置的barcode热图。

（B）12号染色体上倒位的barcode热图。

（C）12号染色体上缺失位置的barcode热图。

（D）长读长测序数据比对结果支持（B）图中12号染

色体上的倒位。

（E）长读长测序数据比对结果支持（A）图中3号染色体上的缺失。

（F）（C）图中12号染色体上缺失位置组装比对到参考基因组。

（G）19号染色体上缺失位置的barcode热图与长读长测序数据比对结果IGV展示图。

（H）11号染色体上倒位的barcode热图及组装比对结果。

向下取不同深度的数据（30X，50X）进行分析比较结果显示10K-30K结构变异检测的召回率和精确率会随深度降低而降低，30K以上在50X

深度数据量时与100X基本没有差别。
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表3   5例样本的测序数据基本统计结果

2.    5例平衡易位样本stLFR检测结果

5例平衡易位样本血液样本经过长片段DNA提取、stLFR建库和测序之后，得到stLFR测序数据的深度在23X~33X。为确定stLFR平衡易位染

色体断点检测的准确性，针对断点设计引物进行sanger测序验证，确定断点位置处于stLFR检测到的范围内。

通过以上的比较结果，我们确定stLFR在检测结构变异，尤其是在比较大的的结构变异方面具有优势，并且还能检测复杂的结构变异，更进一步

可以检测出复杂结构变异的断点位置。平衡易位作为一种复杂结构变异，会导致子代染色体异常，会引起复发性自然流产，在人群中的发生率是

0.1%~0.2%，反复流产患者中的发生率3%~5%。为验证stLFR检测复杂结构变异断点位置的能力，我们收集平衡易位样本进行实验。
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表4   stLFR平衡易位检测结果与sanger测序验证结果

使用stLFRsv软件进行分析，能检测到相应的平衡易位，分析得到的断点范围在4K-10K以内。分析得到的平衡易位的断点位置转换成染色体区

带信息后，与核型位置有1个带的差别。

样品名称
sample name

sanger测序结果



设计PCR引物，扩增出衍生染色体的断点上下游的片段，进行sanger测序后得到的序列，确定了精确的断点位置，并且发现断点附近存在不同

大小的缺失（表4，图5）。验证到的断点位置都在stLFR检测结果的范围内，说明stLFR能精准确定染色体平衡易位断点位置。
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图4   5例样本的平衡易位位置的barcode的热图



图5   M6样本sanger验证结果与对应的断点位置IGV展示图
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分类

建库

测序

分析流程

推荐方案

stLFR文库

DNBSEQ PE100 30X( 有效数据，不含duplication)

MGI-tech-bioinformatics/stLFR_V1.3

总结

应用方案推荐：
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