SynplSeq DNA Library Prep MF Kit for illumina

SynplSeq DNA Library Prep MF Kit for illumina

SynplSeq DNA Library Prep MF Kit for illumina s&i& /L illumina /=38 &7 & 0 2 i
A, &R T HLBRET TS BDNA, 58 B K B 18 2 B PCR Y™ 1Y 1 SC R A R AR . AT e
1~500ng IR ERIHIITIT DNA FEA, M@ar s En] (It & 48, BAE illumina /&
WEF ST ATV A T COEMEEHTHRIP R, WHEEEEREES W
FAh A E T

il

ias) A RIF2AAE

10xERA Buffer
5xERA Enzyme Mix
DNA Ligation Mix
XS-L-025 o -20°C
DNA Ligation Buffer
Amplification Primers

Library Amp Mix (2x)

H & e
BEEREAL A G: SynplSeq DNA Clean Beads (Cat # XS-L-020)
BSLME Y. HEFEtwist Universal Adapter System, 5755 [ bt 5%
By IR RS
Bioptic Qsep14: H 3% IR & H 70T R 4t
Agilent 2100 Electrophoresis Bioanalyzer® system (Cat # G2939AA);
B A [R] T 7 5
PCRERY WAL : Applied Biosystems VeritiPro PCRAX (0.2mL,96FL) Al [FIZER 7= i 5

TR, MR- 2 I B BL-2XLS+, L-20XLS+, L-200XLS+, L-1000XLS+ak 3 fth 7281 5=

WSS BWHEYIPCRE RIS (Cat# QYMOTB) B ILAh RIS RE /748
WAB LB AR

VortexjrZ #5: K

SEERZ: Thermo Fisher Qubit™ 4 3¢5t (Cat # Q33238)

HAAE: KZEE (OH4E) o ddH20. P10 mM Tris-HCLpH 8.0 ). 0.2mL PCRE .

PRHEBRAE TR

1/6



SynplSeq DNA Library Prep MF Kit for illumina

1. FEAULHA

gDNA A 3k FAE AT HLARHT W7 152 & 30 AT v Befl, ORI Ve, 8 I 4 4 i 13
Agilent & R BT BALJE I v B oA, Bl R/ E200-250 bp: HEFFIR RIS DNA &
HEANS0ng (HEFERHA Qubit BR/HS WA GG EE) « HHILKREF/K. 10 mM Tris-HCL

(pH 8.0) X EB ZyiilifiFe £ 5 ng/ul, 8 A0 E i i 75 T 36 i L b —Fof;

2. KufeE. A BN
2.1 #08 NRAE VK & LS H] SOpL [ NAK R

5% AR MR/ L
DNA FEA 10
ddH>O 25
10xERA Buffer 5 Mix
5xERA Enzyme Mix 10

TR N IR IR I ) TRV 5
HEIRTTR B FPCRIAE T, &%#2.7;

2.2 FREJE ) Fr Beft DNA FEASHRER 10 pl 2 PCR & B, JFE TIK L

2.3 10xERA Buffer J®jieii€5]5 s, 5XERA Enzyme Mix Hif3lJR5IoF-1R&%# LR &5,
WIS B E A s SR A AGUTE, THIRRE SR RE .

2.4 fEUK ERCHIAFI BRI, MBS RREYAET, A6

2.5 X 40 pL BRI PRSI0 uL FEA T, IR A R T R ORI ST, 310, BRI 2
O, RERIE ST

2.6 JATIA I PCR A, JT46 PCR & R HIEE 2~4 o

2.7 WRIEFTHE A BOR/NEE PCR B2, #GEIRE: 70°C;

B inE|
4°C oo

20°C 30 min

65°C 30 min
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3. BEKEERN

4.
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5%y A RNAAR/pL
LB 50
Universal Adapter 5
DNA Ligation Buffer 20
. . Mix
DNA Ligation Mix 10
ddH>O 15

3.2 B R E T 0K ERtft, Universal Adapter. Ligation Buffer W iE#€ 2], DNA
Ligation Mix UfEVES] 5 IRS), B B J5 {8 s

3.3 1 BB BN 5 uL Universal Adapter, #2258 FT 2T

3.4 4P Universal Adapter #M{ 3 e 40 2 BE i B BURWE, 17 _F20 OB IIN 45uL
AT, B aWETIRE], B0, BN L, AR
35 N RIATIRG N, GRRE: JCH BRI ;

BE b 16
20°C 15 min

EREL

4.1 TEHELER N JE =Y NN 0.8x DNA Clean Beads (80 pL) #t474fifh;
R BEHREMATEETZRTE 30 min, ARG ESEHA;

4.2 IRHERY; 10 s SRS WAT 15 IRIEAT 78 /0 505

4.3 E THE S min, {f DNA 5Hi¥kE &

4.4 THCEAENL I 58 UK, BERWAREE, O BIEIEERS

4.5 (RFFE MR 128, I 200 uL 80% 2%, =IEFHE 60 s Ja/hOoWt BigIHE

9

4.6 EH 4.5 BB —IK;
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HEE IR
ER: BEREET RS FB0EMFE;

4.8 \WESI5E ERUTRE /MR, N 17 uL Seliik, PRFTIRE) 10 IRBGRBENR 10 s BE4T3E
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5.

6.

4.10 /158 L B H R IUATE, HR 15 uL RIS RF PCR B/, 4RERiiAT SO
IS 5

£
5.1 4% P RALVKE ERCH] 50 pL R A R
B4 AR BARTR/uL
B R AL ) 15
UDI Primer* 10*
Library Amp Mix (2x) 25

*UDI Primer [ 31/2 BFEF-HT 1), Lt 78 INHER LA, HiAT 5 552 5
ER: A AR AN K _Amplification Primers, EEAELRZTHEHEFEEERK!

5.2 R A E Tk Bk, UDI Primer W iER 5], Library Amp Mix (2x) Bif#]7E
515k, BIbIRFERA;

5.3 [4itk = n N 10 uL UDI Primer, R 28K TR 5T;
5.4 [A4ib = d inN 25 pL Library Amp Mix (2x), FESWITIR ]

5.5 ¥ FRIATIEE RN, AGIERE: 105C;

BE | PEEF 4

98°C 45 s 1

98°C 15s

60°C 30s 6-8%*

72°C 30s

72°C 60 s 1
4°C oo -

* 50 ng 1= 5 2 gDNA & UGHAT 6~8 IRFEFE;
PCR J5 4k

6.1 7£ PCR 7*#)+ N\ 1x DNA Clean Beads (50 pL) HEfT4li1k;
H: MEREFHIEE T 2R 74 30 min, RORHESERH;

6.2 IRHEIRY 10 s BRI ARKFT 15 AT 78 0 1R 5
6.3 EIE FEFE 5Smin, 1§ DNA S5RiEkE: &
6.4 B AERLIZR F U RIEER, B EBAEE, MO FiEFEFR,

6.5 RIFFEMAERE 12 £, N 200 pL 80%ZBF, =iEFHE 60 s jo /MO EEFE
Fs

6.6 5 6.5 BBk,
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6.7 fEF/NEFE 10 uL/20 pL B 2SR LR A1, =30 N HEER T8 2 min 8¢
HEH CEBER,
HR: BEREETRTRESIBTRRK;

6.8 MWHEFJZE EHURE /ML I 22 pL Peliil, WRITIRS) 10 IRBGiRiedk 10 s #EATiE

6.10 i /728 L B L2 WARIETE, #4820 uL _LiE 25 PCR & /iR
7. XFE QC

7.1 £ Qubit HS 7RI SCPE B =A< B, {87 Agilent 2100 B Qsep 55 B 41 HLIk
ASCRSE I SC 21 B B o0 AT
7.2 FTERAS =0 fe R BE T >80 ng/uls  SCFE A A B AV 150-1000 bp, “F3%)

Jr B A AL T 375-425 bp.

R T LAERERT 80 ng/wbf SESLHHT R, (BRI FTRER BRI AR 230K, FHA
T BEFBUR G KIS SRR
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Ffi%: UDI primer HEAffE B
16 Samples Kit (Cat# 101307)
3/4/5]617][8]09

112 10 11 {12
Al1]o
B2 |10
cl3
D| 4|12
E|5 |13
F|6|14
Gl7 15
H| 8 |16
96 Samples Kit A (Cat# 101308) 96 Samples Kit B (Cat# 101309)
11234 5(6 789 1071112 11234 56789 1071112
Al 119 117125;33]41;49|57]{65]7381]|89 A [971105{113{121{129}137{145{153{161{169{177{185
B2 ]10j18126{34]{42]50]58i66| 7418290 B | 98 1106/114122{130{138{146/154:162170{178{186
C| 3111119127 :3514315159:6775]83]91 C 1991107{1151123:131]139{147{155:163 1711179187
D[4 1121202813644 52160i68 7618492 D |100f108i116{124i132{140{148/156i164 172180188
E |5 132129 374553 61|69 77|85 93 E [101]109]117,125 133]141]149|157 165 173|181 189
F |6 114122130i38146}54162!170 7818694 F ]102/110/1181126i134{142}150/1581166/174}11821190
G| 7 11512313113914715516371 7987095 G |10311111197127:135{1431151{159i167175/1831191
H | 8 [ 16/2432,4048 566472 80} 88|96 H |104{112{120;128136{144{152{160i168176{184;192
96 Samples Kit C (Cat # 101310) 96 Samples Kit D (Cat # 101311)

112134 56 789 10j11;12 112134 516 789 10j11;12
193{201209/217]225[2331241{249{257/265[273|281 289{2971305/313(321{329{337{345{353/361{369{377
194{202210(218i226]2341242{250{258/266]274}282 2901298{3061314:32213301338{346:354/3621370/378
195120312111219:227]235i243{2511259 /267275283 291129913071315:32313311339347:355/3631371{379
1961204{2121220:228123612442521260 2681276284 2921300{3081316:32413321340,348:356 /3641372380
197120512131221i22912371245/2531261 2691277285 2931301{3091317:325/3331341,349:357 365373381
198120612141222123012381246:2541262:270,2781286 294130213101318:326/3341342 350358 366,374!382
19912071215:223:23112391247:255:263 271279287 29513031311:319:3271335/343351:359367,375/383
200{208216(224,232{240{248{256i264272{280;288 296{3041312{320;328{3361344{352;360/368{376;384

TiQm =S aw >
TiQm =g aw >

*I7F{5 B 2 [ Protocol NGS_ReferenceDoc UDISequences Spreadsheet 22MAR21 Rev2.0
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	SynplSeq DNA Library Prep MF Kit for illumina
	产品描述
	产品组分
	自备材料
	标准操作流程
	1. 样本说明
	2. 末端修复、加 A 尾反应
	2.1 按照下表在冰盒上配制 50μL 反应体系；
	2.2  从稀释后的片段化 DNA 样本中取 10 μL 到 PCR 管或板中，并置于冰上；
	2.3  10×ERA Buffer 涡旋混匀5 s，5×ERA Enzyme Mix 颠倒混匀或手指轻弹以混合均匀，瞬时离心后使用；若缓冲液中有白色沉淀，需涡旋至完全溶解后使用。
	2.3  10×ERA Buffer 涡旋混匀5 s，5×ERA Enzyme Mix 颠倒混匀或手指轻弹以混合均匀，瞬时离心后使用；若缓冲液中有白色沉淀，需涡旋至完全溶解后使用。
	2.4  在冰上配制试剂预混液，用移液器轻轻吹打，混匀试剂；
	2.5  取 40 μL 试剂预混液到10 μL 样本中，用移液器轻轻吹打确保混匀，封口，瞬时离心，检查液面齐平；
	2.5  取 40 μL 试剂预混液到10 μL 样本中，用移液器轻轻吹打确保混匀，封口，瞬时离心，检查液面齐平；
	2.6  放入预冷的 PCR 仪，开始 PCR 温育反应的第 2~4 步。
	2.7  根据所需片段大小设定 PCR 程序，热盖温度：70℃；
	2.8  程序结束且模块降温至 4℃时，取出样本并置于冰上，立即进行接头连接反应；

	注意：反应期间请提前准备接头连接步骤的试剂和纯化磁珠；
	3. 接头连接反应
	3.1  按下表在冰盒上配制 100 μL 连接试剂体系；
	3.2  取出表中试剂置于冰上融化，Universal Adapter、Ligation Buffer 涡旋混匀，DNA Ligation Mix颠倒混匀 5 次混匀，瞬时离心后使用；
	3.3  向上步反应液中加入 5 μL Universal Adapter，移液器吹打混匀；
	3.4  将除 Universal Adapter 外的其它组分配制成试剂预混液，向上步反应液中加入 45μL 试剂预混液，移液器吹打混匀，封口，瞬时离心，检查液面齐平；
	3.5  按下表进行温育反应，热盖温度：关闭或最低温度；

	4. 连接后纯化
	4.1  在接头连接反应后产物中加入 0.8× DNA Clean Beads（80 μL）进行纯化；

	注意：磁珠在使用前请置于室温平衡 30 min，充分振荡混匀后取用；
	4.2  涡旋振荡 10 s 或移液器吹打 15 次进行充分混匀；
	4.3  室温下静置 5 min，使 DNA 与磁珠结合；
	4.4  放置在磁力架上以捕获磁珠，直至液体澄清，小心吸出上清并丢弃；
	4.5  保持管/板在磁力架上，加入 200 μL 80%乙醇，室温静置 60 s 后小心吸出上清并丢弃；
	4.5  保持管/板在磁力架上，加入 200 μL 80%乙醇，室温静置 60 s 后小心吸出上清并丢弃；
	4.6  重复 4.5 步骤一次；
	4.7  使用小量程 10 μL/20 μL 移液器彻底去除残留的乙醇，室温下将磁珠干燥 2 min 或直至所有乙醇挥发；
	4.7  使用小量程 10 μL/20 μL 移液器彻底去除残留的乙醇，室温下将磁珠干燥 2 min 或直至所有乙醇挥发；

	注意：磁珠过度干燥可能会导致产量降低；
	4.8  从磁力架上取下管/板，加入 17 μL 洗脱液，吹打混匀 10 次或涡旋振荡 10 s 进行洗脱；
	4.8  从磁力架上取下管/板，加入 17 μL 洗脱液，吹打混匀 10 次或涡旋振荡 10 s 进行洗脱；
	4.9  室温孵育 2 min ;
	4.10  磁力架上静置直至液体澄清，转移 15 μL 上清至新的 PCR 管/板中，继续进行文库扩增反应；
	4.10  磁力架上静置直至液体澄清，转移 15 μL 上清至新的 PCR 管/板中，继续进行文库扩增反应；

	5. 扩增反应
	5.1  按下表在冰盒上配制 50 μL 连接试剂体系；
	5.2  取出表中试剂置于冰上融化，UDI Primer 涡旋混匀，Library Amp Mix (2×) 颠倒混匀 5 次，禁止涡旋混匀；
	5.2  取出表中试剂置于冰上融化，UDI Primer 涡旋混匀，Library Amp Mix (2×) 颠倒混匀 5 次，禁止涡旋混匀；
	5.3  向纯化产物中加入 10 μL UDI Primer，移液器吹打混匀；
	5.4  向纯化产物中加入 25 μL Library Amp Mix (2×)，移液器吹打混匀；
	5.5  按下表进行温育反应，热盖温度：105℃；

	6. PCR 后纯化
	6.1  在 PCR 产物中加入 1× DNA Clean Beads（50 μL）进行纯化；

	注：磁珠在使用前请置于室温平衡 30 min，充分振荡混匀后取用；
	6.2  涡旋振荡 10 s 或移液器吹打 15 次进行充分混匀；
	6.3  室温下静置 5 min，使 DNA 与磁珠结合；
	6.4  放置在磁力架上以捕获磁珠，直至液体澄清，小心吸出上清并丢弃；
	6.5  保持管/板在磁力架上，加入 200 μL 80%乙醇，室温静置 60 s 后小心吸出上清并丢弃；
	6.5  保持管/板在磁力架上，加入 200 μL 80%乙醇，室温静置 60 s 后小心吸出上清并丢弃；
	6.6  重复 6.5 步骤一次；
	6.7  使用小量程 10 μL/20 μL 移液器彻底去除残留的乙醇，室温下将磁珠干燥 2 min 或直至所有乙醇挥发；
	6.7  使用小量程 10 μL/20 μL 移液器彻底去除残留的乙醇，室温下将磁珠干燥 2 min 或直至所有乙醇挥发；

	注意：磁珠过度干燥可能会导致产量降低；
	6.8  从磁力架上取下管/板，加入 22 μL 洗脱液，吹打混匀 10 次或涡旋振荡 10 s 进行洗脱；
	6.8  从磁力架上取下管/板，加入 22 μL 洗脱液，吹打混匀 10 次或涡旋振荡 10 s 进行洗脱；
	6.9  室温孵育 2 min；
	6.10  磁力架上静置直至液体澄清，转移 20 μL 上清至新的 PCR 管/板中；

	7. 文库 QC
	7.1  使用 Qubit HS 试剂检测文库的质量浓度，使用 Agilent 2100 或 Qsep 等毛细管电泳仪检测文库的片段分布；
	7.1  使用 Qubit HS 试剂检测文库的质量浓度，使用 Agilent 2100 或 Qsep 等毛细管电泳仪检测文库的片段分布；
	7.2  所获得产物的最终浓度预期＞80 ng/μL；文库的片段分布范围为 150-1000 bp，平均片段分布位于 375-425 bp。
	7.2  所获得产物的最终浓度预期＞80 ng/μL；文库的片段分布范围为 150-1000 bp，平均片段分布位于 375-425 bp。

	注意：可以在浓度低于 80 ng/µl时继续进行流程，但低浓度可能反映出样本制备效率低，并且可能导致杂交后的文库多样性低。

	附录： UDI primer 排布信息


