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5X First Strand Buffer 384 uL
RT Reagent 192 uL
Radom Primers (N6) 192 ulL
1st Enzymes 192 uL
Second Strand & dA Buffer 768 uL
2nd Enzymes 384 uL
FS Enzymes 192 uL
Endprep Enzyme Mix 288 uL
Ligation Buffer 1584 uL
Ligase Mix 288 uL
2X PCR Mix 12mLx2
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1. i%f#H RNase-free [¥] PCR & .

2. RRFE AR S Index Y Primer 8¢ Adapter, & Index [¥] Primer £ QKGEN® NGS

UDI primers Kit (for illumina) "4,
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(1) First strand cDNA &%
(1.1) BH 5X First Strand Buffer. RT Reagent 1 Radom Primers (N6)JK Ll
fift, UK EFECHIIn R R

DNA/RNA (1~300ng) 28 uL
5X First Strand Buffer 4 uL
RT Reagent 2 uL
Radom Primers (N6) 2L
1st Enzymes 2L
AR 38 L

M1 HEREREARRINE Song LA L, W NE N 1-50ng, SCREALML IR EHEAT (0.6+0.2) fif
Bl by B itk .

71 2: Bk DNA/RNA FEASM AL 53 7T DA ATRCHI TI0R Mix, #5080 1.2 fAREASGIATRCH], 8% R
AITESSEN AN

(12) FEHBEASRATIRS], BN ESL, AR E T PCRAGSITIN TR (FA

FIEE 105°C)

25°C 5 min
42 °C 20 min
85 °C 5 min
4°C Hold

(2) Second strand cDNA &
(2.1) ¥ Second Strand & dA Buffer. 2nd Enzymes MUKFE-HECH vk - alfE, I
T IR N AR R AR TIN5«

1st cDNA 38 uL

Second Strand & dA Buffer 8 uL
2nd Enzymes 4 pL
SRR 50 UL

7E: Second Strand & dA Buffer. 2nd Enzymes 7] LAFE AT ECHI TR Mix, %00 1.2 f5PEARKGEATRC K,
ik G PR R I AR



(2.2) AR WATIRS), BRI, KAEAET PCR LUSITINTREF (H

FUREOCHD
20 °C 30 min
72 °C 5 min
4°C Hold

(3) X%k cDNA THT. KMHEHEF dA Tailing
(3.1) ¥ FS Enzymes I Endprep Enzyme Mix MUKFFECH B Fik b, Ifi%

HT AR AR A B
v R

XEE cDNA 50 uL
FS Enzymes 2 puL

Endprep Enzyme Mix 3ulL
Nuclease-Free Water SuL

SR 60 i

¥: FS Enzymes. Endprep Enzyme Mix Fil Nuclease-Free Water AJ AR RIFCHI TR Mix, %08 1.2 %

BEABOMATRC, G BRI S AU 65
(3.2) MEARMARITIRS], RSB0, BFEAET PCR SUSITUNFRER (H4

TR E R 75°C) -
32°C 30 min
65 °C 15 min
4°C Hold

4) BLEs
(4.1 ¥ Ligation Buffer. Ligase Mix 1 Adapter H{H VK FalfE, 7EoK AL

BEORIERR R
Y 7 I R
Ak cDNA 60 pL
Ligation Buffer 16.5 pL
Adapter 2.5 ul
Ligase Mix 3ulL
SRR ~ 80 uL




VE 1 FERCHEREA RIS, TEF Ligation Buffer Al Ligase Mix $2ATECHI TR Mix, #8812 kA
FOHATECH, 384 DN B 1T SUA RS .
7 2: Adapter AEEFCHITR Mix, LAGF7 433k — RORRmIE AR .

(4.2) AT, BERESL, FAEAET PCR A LHHTIER I (A I
KD
22°C 15 min
4°C Hold

(5) EEFWHL

(5.1) $RATHE UL ERR 20045 30 min.

(5.2) TEEH=WTIMAN 64ul (0.8 MALIZR, AR RFIRITIRS, =ik
HEFE 5 min,

(5.3) WEZME, ¥ PCREBETH AL, FREE Smin, HEBFRTELE
o

(5.4) /PNLIRFE FIEW, PREEHEER .

(5.5) A 200uL 80%ZEEIAW (BLECELA) , =iREE 30s, AMLIRFF G-
(5.6) HELE (55) —K.

(5.7 FgEOEHK PCR BEHURERIEE, H 10 uL A5 B s s+ .
(5.8) TRIFEOEEMIEL, TFBLEESR, TR TEUKREADROL (Y
1-3min) . GEREMERARKT, DRI, SUEmEE)

(5.9) A 22 uL Nuclease-Free Water, MFTVR%E], ZEiREE 2 min.

(5.10) ¥ PCR HE TR L, FE 5min BEBFRARER, NORIL 20 pL
LB —2% PCR EH&H.

(6) CEEY 3
(6.1) ECHISCHY 1k 5

FELER DNA 20 uL
2X PCR Mix 25uL
UDI primer XXX* SuL
SRR 50pL

i HAFEAIMAAF K UDI primer XXX, 1% 51#7E QKGEN® NGS UDI primers Kit (for illumina)
et



(6.2 MSKIRITIRA], WA B350, A E T PCR PB4 R R 74T PCR
Y (AEEEE 105°0)

98 °C 45s 1
98 °C 10s
60 °C 15s 7-15 cycles
72 °C 30s
72 °C 1 min 1
°C Hold

(6.3) PCR GBS

DNA/RNA FEA 1-10 ng 11-13 cycles
DNA/RNA FfEA 10-50 ng 10-11 cycles
DNA/RNA FEA 100-300 ng 7-9 cycles

L ART 1ng FEARIIN, FTEREIEHE 2-4 cycles.
T2 BT RFEIREA R A AR R 0 2 5, ] R B s 0 A T R AR A R

(7) PCR =¥zt
(7.1) $ERTHH A0 R Bk 23R P4 30 min.
(7.2) 7£ PCR PN 40 uL (0.8%) [Aifb iRk, FIRMASRIWRITIRG, =

IREFEE 5 min.
(7.3) WHZEME, K PCREETHIRLE, ZRHE 5 min, AEFREERTE
He

(7.4) /NOWRFE BT, IR B

(7.5) IO 200uL 80% LEEER COLECHLAD) , =IEFE 30s, MO FTE FIGWHR.
(7.6) BB (1.5 —K,

(71D Y EOEE PCR EHURE#IEE, F 10 uL MR B AR s+ .
(7.8) PRFFE OB, FITFEOEES, SERETEMKREAR O (&
1-3min) . GEBBERARAT, TREHILTR, BNHHEER)

(7.9) M 31 uL Nuclease-Free Water, "WFTVE%], =EiREE 2 min.

(7.10) ¥ PCR HE TR AL, 8 Smin SEBIHERAERE, ORI 30 uL
TEREF—HREOE , EAEH.

(8) THI¥E: PCRF=WH B4k



(8.1) HEFTHLH A ik = i T 30 min.

(8.2) # PCR =6 #2 2I%7H 1.5mL B5.0% 1, JIA 50 pL Nuclease-Free Water LA
J 60 uL (0.6x) HIZifLiER, FRMARHEZWITIRS, ZREHERE 10 min.
(83) WMHFEMRGE, HEOCEETH IR, SEHE S min, HEBRTETHEE.
(8.4) /Mg ISWERRFIELE T, B0k,

(8.5) Al FyEW IO 20 uL (0.2x) HIALIIER, FRRZHETRKITIRS], =iRF
HI¥E 5 min.

(8.6) WMHFTEMGE, HEOCEETH IR, SEHE S min, HEFRTELEE.
(8.7) /NUWRFE FIEW, PREHLER.

(8.8) M 200uL 80% LEEAR (CLECHLA) , =IFHE 30s, NORFTE FIGR.
(8.9) HELIK (8.8) —ik.

(8.10) FEEOEHELEREZAE, B 10 uL SRk BRI IR+
(8.11) REFEOEMEM AL L, FIHBLMEER, SR TEMEREAR RO (4
[-33min) o CEEBHKABRKT, PREBTR, SR

(8.12) B 21 pL Nuclease-Free Water, WITiR%), ZEFHE 2 min.

@I BELVEETH AL, HE 5min BB BRI, NOIEL 20 uL X
FEES—HEOEY, BMaAEH.

9) XXERE

(9.1) WREHIN: HEFEE ] Qubit dSDNA HS 43 Hisk 7l G Bl 55 S I DR 4 (k1 S e o
TR B AT SRR G I o

(9.2) B At G Agilent 2100 Bioanalyzer #E4T Fr BEK 0 A kG il o



	（1）First strand cDNA 合成
	（1.1）取出5X First Strand Buffer、RT Reagent 和 Radom Primer
	解，冰上配制如下体系：
	组分
	体积
	DNA/RNA（1~300ng）
	28 μL
	5X First Strand Buffer
	4 μL
	RT Reagent
	2 μL
	Radom Primers (N6)
	2 μL
	1st Enzymes
	2 μL
	总体积
	38 μL
	注1：推荐样本核酸投入量50ng及以上，如投入量为1-50ng，文库纯化步骤需要进行（0.6+0.2
	注2：除DNA/RNA样本外其他组分可以提前配制预混Mix，按照1.2倍样本数进行配制，避免因损耗而
	（1.2）使用移液器吹打混匀，瞬时离心，将体系置于PCR仪运行如下程序（热盖温度105℃）：
	温度
	时间
	25 ℃
	5 min
	42 ℃
	20 min
	85 ℃
	5 min
	4 ℃
	Hold
	（2）Second strand cDNA合成
	（2.1）将 Second Strand & dA Buffer、2nd Enzymes 从冰箱中取
	组分
	体积
	1st cDNA
	38 μL
	Second Strand & dA Buffer
	8 μL
	2nd Enzymes
	4 μL
	50 μL
	注：Second Strand & dA Buffer、2nd Enzymes可以提前配制预混Mix
	（2.2）使用移液器吹打混匀，瞬时离心，将样本置于 PCR 仪运行如下程序（热盖温度关闭）：
	温度
	时间
	20 ℃
	30 min
	72 ℃
	5 min
	4 ℃
	Hold
	（3）双链cDNA 打断、末端修复和 dA Tailing
	（3.1）将 FS Enzymes 和 Endprep Enzyme Mix 从冰箱中取出置于冰上，
	组分
	体积
	双链 cDNA
	50 μL
	FS Enzymes
	2 μL
	Endprep Enzyme Mix
	3 μL
	Nuclease-Free Water
	5 μL
	总体积
	60 μL
	注：FS Enzymes、Endprep Enzyme Mix 和 Nuclease-Free Wa
	（3.2）使用移液器吹打混匀，瞬时离心，将样本置于 PCR 仪运行如下程序（热盖温度设置为75℃）：
	温度
	时间
	32 ℃
	30 min
	65 ℃
	15 min
	4 ℃
	Hold
	（4）接头连接
	（4.1）将 Ligation Buffer、Ligase Mix 和 Adapter 取出冰上融解
	组分
	体积
	双链 cDNA
	60 μL
	Ligation Buffer
	16.5 μL
	Adapter
	2.5 μL
	Ligase Mix
	3 μL
	总体积
	≈ 80 μL
	注1：在配连接体系时，可将 Ligation Buffer 和 Ligase Mix 提前配制预混 
	注2：Adapter 不要配制预混 Mix，以免产生接头二聚体影响连接效率。
	（4.2）吹打混匀，瞬时离心，将样本置于 PCR 仪上进行连接反应（热盖温度关闭）：
	温度
	时间
	22 ℃
	15 min
	4 ℃
	Hold
	（5）连接产物纯化
	（5.1）提前取出纯化磁珠室温平衡30 min。
	（5.2）在连接产物中加入64μL（0.8×）的纯化磁珠，用移液器轻柔吹打混匀，室温静置孵育5 mi
	（5.3）孵育完成后，将PCR管置于磁力架上，室温静置5 min，直至溶液完全变澄清。
	（5.4）小心吸弃上清液，保留磁珠。
	（5.5）加入200μL  80%乙醇溶液（现配现用），室温静置30s，小心吸弃上清液。
	（5.6）重复步骤（5.5）一次。
	（5.7）短暂离心后将 PCR 管放回至磁力架，用 10 μL 枪头将残留液体彻底吸干。
	（5.8）保持离心管在磁力架上，打开离心管管盖，室温晾干至磁珠看不到反光（约1-3 min）。（注意
	（5.9）加入 22 μL Nuclease-Free Water，吹打混匀，室温静置 2 min。
	（5.10）将PCR 管置于磁力架上，静置 5 min 或直到溶液变澄清，小心吸取 20 μL 上清
	（6）文库扩增
	（6.1）配制文库扩增体系
	组分
	体积
	接头连接的 DNA
	20 μL
	2X PCR Mix
	25μL
	UDI primer XXX*
	5μL
	总体积
	50μL
	*注：每个样本加入不同的UDI primer XXX，该引物在QKGEN® NGS UDI prim
	（6.2）枪头吹打混匀，瞬时离心，将样本置于 PCR 仪中按照如下程序进行 PCR 扩增（热盖温度 
	温度
	时间
	循环数
	98 ℃
	45 s
	1
	98 ℃
	10 s
	7-15 cycles
	60 ℃
	15 s
	72 ℃
	30 s
	72 ℃
	1 min
	1
	℃
	Hold
	（6.3）PCR循环数推荐
	样本类型
	样本投入量
	PCR循环数
	DNA/RNA 样本
	1-10 ng
	11-13 cycles
	DNA/RNA 样本
	10-50 ng
	10-11 cycles
	DNA/RNA 样本
	100-300 ng
	7-9 cycles
	注1：低于 1 ng 样本投入，需要提高循环数 2-4 cycles。
	注2：由于不同样本质量和降解程度的差异，可按照实际情况适当调整循环数。
	（7）PCR产物纯化
	（7.1）提前取出纯化磁珠室温平衡30 min。
	（7.2）在PCR产物中加入40 μL（0.8×）的纯化磁珠，用移液器轻柔吹打混匀，室温静置孵育5 
	（7.3）孵育完成后，将PCR管置于磁力架上，室温静置5 min，直至溶液完全变澄清。
	（7.4）小心吸弃上清液，保留磁珠。
	（7.5）加入200μL 80%乙醇溶液（现配现用），室温静置30s，小心吸弃上清液。
	（7.6）重复步骤（7.5）一次。
	（7.7）短暂离心后将 PCR 管放回至磁力架，用 10 μL 枪头将残留液体彻底吸干。
	（7.8）保持离心管在磁力架上，打开离心管管盖，室温晾干至磁珠看不到反光（约1-3 min）。（注意
	（7.9）加入 31 μL Nuclease-Free Water，吹打混匀，室温静置 2 min。
	（7.10）将PCR 管置于磁力架上，静置 5 min 或直到溶液变澄清，小心吸取 30 μL 文库
	（8）可选：PCR产物片段分选
	（8.1）提前取出纯化磁珠室温平衡30 min。
	（8.2）将PCR产物转移到新的1.5mL离心管中，加入50 μL Nuclease-Free Wa
	（8.3）孵育完成后，将离心管置于磁力架上，室温静置5 min，直至溶液完全变澄清。
	（8.4）小心将上清液转移到新的离心管中，丢弃磁珠。
	（8.5）向上清液中加入20 μL（0.2×）的纯化磁珠，用移液器轻柔吹打混匀，室温静置孵育5 mi
	（8.6）孵育完成后，将离心管置于磁力架上，室温静置5 min，直至溶液完全变澄清。
	（8.7）小心吸弃上清液，保留磁珠。
	（8.8）加入200μL 80%乙醇溶液（现配现用），室温静置30s，小心吸弃上清液。
	（8.9）重复步骤（8.8）一次。
	（8.10）短暂离心后将离心管放回至磁力架，用 10 μL 枪头将残留液体彻底吸干。
	（8.11）保持离心管在磁力架上，打开离心管管盖，室温晾干至磁珠看不到反光（约1-3 min）。（注
	（8.12）加入 21 μL Nuclease-Free Water，吹打混匀，室温静置 2 min
	（8.13）将离心管置于磁力架上，静置 5 min 或直到溶液变澄清，小心吸取 20 μL 文库至另
	（9）文库质控

