
SynplSeq DNA Library Prep Kit v1 plus

SynplSeq DNA Library Prep Kit v1 plus for Illumina

产品概述

SynplSeq DNA Library Prep Kit v1 plus for illumina 是针对 illumina 高通量

测序平台定向开发的 DNA 文库构建试剂盒。试剂盒可以从经过提取或纯

化的基因组 DNA、片段化的 DNA、聚合酶扩增产物 DNA等多种双链 DNA
起始，经过 DNA片段化（可选），DNA 末端平齐化修复，DNA加 A尾

与连接等程序处理，让 DNA加上 illumina 测序接头并适用于 PCR扩增，

快速高效的获得适合 illumina测序平台使用的 NGS文库。试剂盒适用投入

量范围在 0.1ng~600ng，可用于全基因组测序、靶向捕获测序、转录组 cDNA
测序等研究项目的高效文库制备。

产品组分

组分 24rxn 96rxn
Fragmentase 200μL 750μL
End Prep Mix 200μL 750μL
End Prep Buffer 1 100μL 400μL
Enhancer 50μL 188μL
DNALigase 40μL 150μL
3xLigation Buffer 1 1.05mL 4 × 1.05mL
PCR Mix 780μL 4 × 780μL
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自备材料

磁珠纯化试剂盒：SynplSeq DNA Clean Beads（Cat # XS-L-020）；

接头与扩增引物：推荐 Twist Universal Adapter System，货号参阅附录；

数字电泳分析系统：Bioptic Qsep1全自动核酸蛋白分析系统，Agilent 2100
Electrophoresis Bioanalyzer® system (Cat # G2939AA)或其他同类型产品；

PCR基因扩增仪：Applied Biosystems VeritiPro PCR 仪（0.2mL,96 孔）或

其他同类型产品；

移液器：梅特勒-特勒多单道移液器 L-2XLS+，L-20XLS+，L-200XLS+，
L-1000XLS+或其他同类型产品；

磁力架：启研生物 PCR管磁力架（Cat # QYM07B）或其他同类型磁力架；

微型离心机：不限

Vortex振荡器：不限

定量系统：Thermo Fisher Qubit™ 4 荧光计（Cat # Q33238）

其他材料：无水乙醇（分析纯）、ddH2O、洗脱液(10 mM Tris-HCl,pH 8.0 )、
0.2mL PCR管。
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实验流程概述

图 1. 实验流程概述
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标准实验方案

1. 片段化、末端修复、加 A 尾反应

1.1 一般基因组/单细胞全长 cDNA 扩增产物按照下表在冰盒上配制 60μL
的反应体系

成份 体积/μL

DNA X

Fragmentase* 2~4.5 (参考表 1)

End Prep Mix 6

End Prep Buffer 1 3

ddH2O to 60

*表 1 不同文库插入片段大小的酶用量

预期插入片段大小 Fragmentase用量

150bp 4μL
200bp 3μL
350bp 2.5μL

*在投入范围 0.1ng~600ng内，相同酶量处理的文库片段分布基本一致，差异不显著。

投入的 DNA纯度及完整度会影响 DNA的片段化后的分子量分布，实际使用建议在推

荐的体积基础上加减 0.2~0.4μL Fragmentase用量进行最适片段化条件摸索。
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1.1 机械打断后的 DNA按照下表在冰盒上配制 60μL的反应体系

成份 体积/μL

DNA X
Enhancer 1.5
End Prep Mix 6
End Prep Buffer 1 3
ddH2O to 60

1.1 游离 DNA按照下表在冰盒上配制 60μL的反应体系

成份 体积/μL

DNA X

End Prep Mix 6

End Prep Buffer 1 3

ddH2O to 60

1.2 吹打混匀 6次或者轻轻涡旋混匀 5s并短暂离心，将 PCR管放入 PCR
仪进行孵育；

1.3 反应程序：37℃,10min；65℃,20min；4℃, ∞；（热盖设置 105℃）

1.4 立即继续进行接头连接（步骤 2）。

2. 接头连接反应

2.1 根据建库起始量的不同，加入不同的接头使用量，接头使用量请参考

表 2；
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表 2. 0.1ng~600ng起始 DNA进行文库构建的推荐接头用量

起始 DNA量 推荐接头使用量//μL
400g~600ng 5.8
10ng~400ng 5
1ng~10ng 1.5
0.1ng~1ng 0.5

2.2 按照下表在冰盒上配制 100μL的反应体系

成份 体积/μL
上步反应产物 60
DNA Ligase 1.2
3xLigation Buffer 1 33
Universal Adapter X（参考表 2）
ddH2O 5.8-X

2.3 移液器吹打 15次或涡旋振荡 10s充分混匀并短暂离心;

2.4 PCR仪中反应 20℃,10~30min; 4℃,∞；（热盖关闭）

3．连接后纯化

3.1 在接头连接反应后产物中加入 0.6× DNA Clean Beads（60μL）进行纯

化；注意：磁珠在使用前请置于室温平衡 30min，充分振荡混匀后取用；

3.2 涡旋振荡 10s或移液器吹打 15次进行充分混匀；

3.3 室温下静置 5min，使 DNA与磁珠结合；
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3.4 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；

3.5 保持管/板在磁力架上，加入 200μL 80%乙醇，室温静置 30s后小心吸

出上清并丢弃；

3.6 重复 3.5步骤一次；

3.7 使用小量程 10μL/20μL移液器彻底去除残留的乙醇，室温下将磁珠干

燥 2min，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；

3.8 从磁力架上取下管/板，加入 17μL洗脱液（10 mM Tris-HCl,pH 8.0），

吹打混匀 10次或涡旋振荡 10s进行洗脱；

3.9 室温孵育 2min从磁珠上洗脱 DNA；

3.10磁力架上静置直至液体澄清，转移 15μL上清至新的 PCR管/板中，继

续进行文库扩增；

注意：如果连接后或扩增后的分析显示，在第一次纯化后存在接头二聚体残留，则可

以进行第二次纯化（使用 1×DNAClean Beads纯化），能有效去除接头二聚体的残留。

在起始投入 DNA量低于 1ng建库时，我们推荐接头连接后使用 2次纯化流程，可以有

效去除接头二聚体残留。

4．扩增反应

4.1 按照下表配制 50μL的反应体系

成份 体积/μL

接头连接文库 15

UDI Primer* 10

PCR Mix 25
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*确保每个样本使用 UDI Primer不尽相同，UDI Primer 的各列是碱基平衡的，当进行 8混 1时推荐按列

使用，UDI排布序号请参考附录。

4.2涡旋振荡 5s或移液器吹打 5次混匀并短暂离心；

4.3 使用以下扩增程序进行扩增，热盖温度：105℃；

温度 时间 循环数

98℃ 45s 1

98℃ 15s 最佳扩增循环数

见下表**60℃ 30s

72℃ 30s

72℃ 1min 1

4℃ ∞ 1

**循环数与模板投入量有关，具体建议可参考如下表建议：

建库起始量 循环数 参考产量

0.1ng 15～17

1μg

1ng 11～13
10ng 7～9
50ng 5～7
200ng 4～6
400ng 3～5
600ng 2～3
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5．扩增后纯化

5.1 在扩增产物中加入 0.9×DNA Clean Beads（45μL）进行纯化；注意：磁

珠在使用前请置于室温平衡 30min，充分振荡混匀后取用；

5.2 涡旋振荡 10s或移液器吹打 15次进行充分混匀；

5.5 室温下静置 5min，使 DNA与磁珠结合；

5.4 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；

5.5 保持管/板在磁力架上，加入 200μL 80%乙醇，室温静置 30s后小心吸

出上清并丢弃；

5.6 重复 5.5步骤一次；

5.6 使用小量程 10μL/20μL移液器彻底去除残留的乙醇，室温下将磁珠干

燥 2min，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。

5.7 从磁力架上取下管/板，进行洗脱：

5.8 加入 10μL~100μL的洗脱液***，涡旋振荡 10s或移液器吹打 15次彻底

重悬磁珠；

5.9 室温孵育 2min从磁珠上洗脱 DNA；

5.10 磁力架上静置直至液体澄清，转移上清至新的管/板中，并根据需要

进行片段选择、文库 QC、靶向捕获或测序；文库请放置-15℃~-25℃保存。

***洗脱液可用 10 mM Tris-HCl（pH 8.0~8.5）或根据下游应用使用所推荐的缓冲液。



操作手册

9

附录：Twist Universal Adapter System 的 UDI primer 排布信息
16 Samples Kit (Cat # 101307)

96 Samples -Plate A (Cat # 101308) 96 Samples-Plate B (Cat # 101309)

96 Samples-Plate C (Cat # 101310) 96 Samples-Plate D (Cat # 101311)

*序列信息请联系供应商获取。
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