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A7 R Mlumina = 38 S0 & TF R 19 % F T30 B8R = M sl s =
PEEE S SRR & SRS A 0.1ng-100ng 4L FEJ5 ) RNA (4 mRNA BEERAl
FRIFFNH mRNA B4 (RNA ZHFRE/FEIH) RNA) #4850 R &= T S0, 133
WISCPEr=Em . S EEE. ARFE - SRm o a . KRBES5m A KM, +
AR B IR, W KR TR AERAR, 405 T @ ERS (], WIE 3 /N P SE R
5 S AL

N
RNA Frag Buffer 18l 2x900 pL
1st-Strand Buffer 7 uL 672 ul
1st-Strand Enzyme Mix 2uL 192l
SEA Buffer(dUTP) 25uL 4x600 uL
SEA Buffer(dNTP) 25uL 4x600 uL
SEA Enzyme Mix 15uL 2x720 pL
Dilution Buffer - S5mL
Ligation Buffer 25 uL 4x600 pL
DNA Ligase SuL 480 uL
2 x PCR SuperMix 25 uL 4x600 pL
RNase-free Water 2mL 3x5mL
=, RETTE
30 ~ -15°CHRAE: FUkiski. AR 1 F.
M. EEADE

DNA #ifbigEk. oK OEE KPSk, RNase-free PCR & . T4 /148, PCR X%,
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1.

BUFEIER: Total RNA EEAEE M2 T45 IR0 RNA IISOEARHE, I
Qubit %5, NLRIFEFEThZ, @A RIN =8 K Total RNA /T mRNA
3% (HE#HEH QKGEN® mRNA Capture Beads, 55 : QMR0096) 8314
RIN {f>7 [J Total RNA i 47 rRNA Depletion (# ## f#i FI QKGEN® rRNA
Depletion Kit (Bacteria) , 725 : QRR0096; QKGEN® rRNA Depletion Kit

(Human/Mouse/Rat) , 115 : QRR1096; QKGEN® rRNA Depletion Kit (Plant),
1725: QRR2096).

1% 1# Fl RNase-free [f] PCR %

ARF AL HEE Index 1 Primer 5% Adapter, £ QKGEN® NGS UDI Primers Kit
for Illumina (£%5: QJI1096) FRHR{L,

RN XF 2 N REAREAT PRI, AR FE i 2% 22 BRI SN, £ 1.5mL B0 e
ZIRREARR+0.5 NGradtATBCH], H R BIRREAE T, WA Ao e i TR
ZERS T PR AR IR o

M ARA G AT, ER S A0 B T K EE, BEFERY, EomE Tk
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RNA F Bt

£ mRNA i 3k8E rRNA 22535, ¥ 18uL RNA Frag Buffer %% _LiE IR =

TN, RIS :

*mRNA 2 3AE Ve B Total RNA 4 rRNA Depletion 45 4iAkye i,
B 18uL RNA Frag Buffer KM RNA, SR (2) HiHBALE

7T B B

# N BT PCR X, #EATLLF RNA FBALIEFGAKIRE 1057C), &
1951 250-450 bp HIFHN F B

85°C 6 min

4°C Hold
WRAAF AR AT B, B AT I R

150-250bp 94°C 8 min

450-550bp 85°C 5 min

FERIEE R 4°C)E rBPUERE S, STEIHEIT S — 5% cDNA SRR, REW
g,

*ET S REER I BALIIRAE, FRRE IR RS & 4°CIa LRI e, B T E )
B5 5%, NOIREL 16pL L iE 2 — N RNase-free PCR & H, FE32BI3ET
H—HE cDNA &S, AEWEE.

cDNA SE—8 R
¥ BB RNETRE PCR BB T UK b, KM BL R R

Jr Bk RNA 16 pL
1st-Strand Buffer 7 uL
1st-Strand Enzyme Mix 2L
R LA 25 uL




(2) BBFRRIRSIBOR, BRI,
(3) FRMEET PCR A, HEATLA TR A AER (Al E>85°C) -

25°C 10 min
42°C 15 min
70°C 15 min
4°C Hold

3. cDNA B HEAR. KRB A KM
(D F BB RNEER) PCR B E T UK b, ARTIMALL TR A

—HEE B 25 ul 25 L
SEA Buffer(dUTP) 25 UL .
SEA Buffer(dNTP) . 25l
SEA Enzyme Mix 15 uL 15uL

SRR 65 uL 65 uL

(2) BWFRRIRSIBOR, BRI O,
(3) K RMERT PCRALE, #ATUTE HEERES (AFKiRE285C) -

16°C 30 min
65°C 15 min
4°C Hold

4. BLEE

(1) VK LK T-adapter (£ QKGEN® NGS UDI Primers Kit for [llumina (%5 :
QII1096) H#fl) , H5H FRUEE GIGIR R Adapter, {1/ Dilution Buffer
HEATHRE o

1pg-5ug AHRE




200ng-999ng Tk 3 1
50ng-199ng ke 10 fi

(2) F LW RMEERA) PCR A E T ok b, RN LU R &

B R 65 UL
EIEWEEH) Adapter 5uL
Ligation Buffer 25 uL
DNA Ligase SuL

RARFR 100 pL

SR Adapter 5 FAP IR HIRS], BRI Ligation Buffer 5 DNA Ligase
HIR G . AA4e¥ Adapter 5 Ligation Buffer. DNA Ligase &RV mix, 75
JUPS -2 npesssr ) & 38

(3) BWARRIIRSIBR, BEES L.
(4) BMNEETF PCRACE, 20°C WE 15 0%h GG o &=yl L
HATAIL, BT -20°CIRAE

5. BLEESMLML

(1) HERTHCH A0 R BR 2 35 P4 30 min.

(2) # 100uL FEZFYIEBRHH 1.5mL B0, A 80uL (0.8%) 4tk
Bk, FBMRASHIWATIRS], ERHEMNE 5 min.

(3 WHEEME, BROEETH IR L, SRHE 2 min, HEBRTETEE.

(4> AINCIRFE FIEWR, ORE k.

(5) M 200pL 80% ZBHAT (BURCHLAD) , ZiRFRE 30s, N0 LiFR.

(6) EHEDES —K.

(7 RATREHERE 1 Z R, R A ER R RS OEEM 2 L, T
BOEES, SRETEMKREAZSOE (L 13min) « GERBERARKT,
AREHILTR, &N

(8) HE OB MNHIEE LIUT, #E& B
a) WPMITEFTREAT A By ik, I 21l oA EREE K B Rk, EIEME 5 min,

BEOE B TR b, FREmse 7R, /ANOBI 20uL 2371 PCR &
L



b) WP TEEAT KB ik, N 101 pL TCAXFRRE K B B gk, =R A S min,
BELEBTHIRL, SRR, NOBER100 uL FER AR
L5mL B0, Qe T i Berik, BAERENSHEMR—1 R B ik #
TELBRIAT .
6. CEYH

(D R i BRI A R, 448 H Index 1) Adapter I, 1% FRINA:

A 20 L
2xPCR SuperMix 25 ulL
UDI Primer XX* SuL

EY LA 50 uL

* BEAFEA IR [F K UDI Primer, QKGEN® NGS UDI Primers Kit for
Nlumina (%5 : QIN1096) X7 & HEALZ P& index primer, I T 2 AT
frikz N

(2) BRARIRS], BB
(3) ¥ E T PCRAX AT UL N o 6787

98°C 45 sec 1
98°C 15 sec

60°C 30 sec 10-16%*
72°C 30 sec

72°C 3 min 1
4°C o0 1

IR SRE RNA BB RBEATA R AR, TS5 N R IT:

1000 ng 11-12 10-11
200 ng 13-14 12-13
50 ng 15-16 14-15
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8.

XY Bt

(1) FERTHCH SR BR 538 T4 30 min.

(2) 4 100uL - YIEBRHH 1.5mL 08, WA 450 (0.9%) 4tk
Tk, HABMSERVATIRS, ERHFEMNT S min.

(3) WEERG, BEOEETHAEL, SREHE 2 min, BEEFERTSEEG.

(4) /NOIRFTE IEW, (R B ek .

(5) I 200uL 80% L BEAWR (BABECHLAD , =ik E 30s, /NMOWRSTE FiETR.

(6) HEHIES —Ik.

(7 RATREHERE 1 LR, AT B RS OEER 2 L, 41T
BOEE S, SRETEMKEARROL (A 1-3min) « GERMEIRAREKT,
ARG, &m0

(8) HEOE M IEE LIUT, #E& B

a) WP FREAT A BOrik, I 21uL TERERE K BB RER, EIEMNE 5 min,
BEOEE TR L, PR EE, MBI 20uL 2% 1.5mL
BOEH: PR T-20CRTE

b) WP FTREAT Bk, NN 101 pL ORISR K B 2Rk, =R E 5 min,
BEOEE TR L, fRRREATEE, NOBI 100 uL HiEREHTH
L5mL BLOE T, GRERET R Bk, BARIREN S E R — 0 B ki
VELIRIEAT o

XEEREE

(1) VREERGIN: HEFEEH Qubit dsDNA HS 43 B i 71 & 55 Bl R B AL Y S 2 5 ==
WA AT SRR A I o

(2) FBOAR: HEFEHF Agilent 2100 Bioanalyzer 3T Fr BE A BE /- Akl -
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Mx— FBROGERELER
1 $EHT 30min FAlL R E T =14, BiH) 80% ZBF.
2. SEEIARERAERL = 100 pL, ASE 100pL, FEINTCHBREEKAMNE .
3. MR DNA FrBOKEESR, S5 DUR A% R i N SE — S ik ek, MR
ARRTRATIRS), ZIREH 10min,
# 1 DNA AR BOR/AMRETEREER T &

FEF 25K JEE (bp) ~380 ~430 ~480 ~530
i Fr B K (bp) ~250 ~300 ~350 ~400
45— Bk (DNA Beads:DNA) 0.70x 0.65x 0.60x 0.55x
55 5 HETR (DNA Beads:DNA) 0.15% 0.15% 0.15% 0.15x
L meeRwsERE |
FEYT 25K J¥ (bp) ~310 ~360 ~410 ~460
N B JE (bp) ~250 ~300 ~350 ~400
5 —HHEFR (DNA Beads:DNA) 0.75x% 0.70x 0.65% 0.60x%
5 B HERR(DNA Beads:DNA) 0.15% 0.15x 0.15% 0.15%

R IRV EFER QKGEN® NGS UDI Primers Kit for Illumina (£85: QJI1096)

[oE: DS (ke

4. WMERERE, KEOEBE TR E, FiRHE 2min, HRBRTELEE.

5. AOKE RIEBEBRE LSmL BOE T QEEARBE BRI , RIuizk.

6. 1A BIEE PGS RSk izk, RS EHEWITIRSY, iR E Smin.

7. ANORFE EIEWR, DR R .

8. M 200pL 80% ZEFFR (RECHLAD , =iREE 30s, MOF BB,

9. HELIES —Ik.

10. JRATRRHER B 1 QRN S, TR AR B SR. RIFEOEEROIEE L, TS
ODEEE, BRIETEMKREADSOE (A 13 min) . GEEBZRARRKT,
AHH IR, B FZmE )

11, I 21pL TR K EER PR, =i E 5 min, KELOEE THIE L, fHE
W EAEE, INOBEL 20uL EHH PCR &Ik 1.5mL 5508 .



	六、文库构建流程图
	链特异性文库构建流程图
	（非链特异性文库二链合成时无dUTP掺入，无UDG酶消化的步骤）
	备注：流程图中虚线部分不包含在本试剂盒流程内。
	七、实验流程
	1.RNA片段化
	（1）在mRNA捕获或rRNA去除后，将18μL RNA Frag Buffer加到去上清的磁珠富集产物内
	*mRNA经捕获在洗脱时或者Total RNA 经rRNA Depletion处理后纯化洗脱时，直接
	（2）将反应管置于PCR 仪中，进行以下RNA 片段化程序(热盖温度105℃)，最终得到250-450 b
	温度
	时间
	85℃
	6 min
	4℃
	Hold
	如果想获得其他长度的插入片段，片段化条件如下表：
	插入片段长度
	温度
	时间
	150-250bp
	94℃
	8 min
	450-550bp
	85℃
	5 min
	（3）样品温度降至4℃后立即取出样品，立即进行第一链cDNA合成反应，不建议暂停。
	*针对含磁珠的片段化的操作，待样品温度降至4℃后立即取出样品，置于磁力架5分钟，小心吸取16μL上清
	2.cDNA第一链合成
	（1）将上步反应结束的PCR管置于冰上，依次加入以下体系：
	（2）移液器吹吸混匀数次，瞬时离心。
	（3）将反应管置于PCR仪中，进行以下第一链合成程序（热盖温度≥85℃）：
	温度
	时间
	25℃
	10 min
	42℃
	15 min
	70℃
	15 min
	4℃
	Hold
	3.cDNA第二链合成、末端修复和加A反应
	（1）将上步反应结束的PCR管置于冰上，依次加入以下体系：
	（2）移液器吹吸混匀数次，瞬时离心。
	（3）将反应管置于PCR仪上，进行以下第二链合成程序（热盖温度≥85℃）：
	温度
	时间
	16℃
	30 min
	65℃
	15 min
	4℃
	Hold
	4.接头连接
	（1）冰上溶化I-adapter（在QKGEN® NGS UDI Primers Kit for Illu
	Total RNA输入量
	Adapter稀释倍数
	1μg-5μg
	不稀释
	200ng-999ng
	稀释3倍
	50ng-199ng
	稀释10倍
	（2）将上步反应结束的PCR管置于冰上，依次加入以下体系：
	组分
	体积
	上步反应产物
	65 μL
	合适浓度的Adapter
	5 μL
	Ligation Buffer
	25 μL
	DNA Ligase
	5 μL
	总体积
	100 μL
	*建议先将Adapter与上步反应产物混匀，再加入Ligation Buffer与DNA Ligas
	（3）移液器吹吸混匀数次，瞬时离心。
	（4）将反应管置于PCR仪上，20℃ 孵育15分钟（关闭热盖）。连接产物可立即进行纯化，或于-20℃保存。
	5.接头连接产物纯化
	6.文库扩增
	（1）请根据需要配制文库扩增体系，当使用Index的Adapter时，按下表加入：
	* 每个样本加入不同的UDI Primer，QKGEN® NGS UDI Primers Kit f
	（2）移液器吹吸混匀，瞬时离心。
	（3）将反应管置于PCR仪上进行以下扩增程序：
	温度
	时间
	循环数
	98℃
	45 sec
	1
	98℃
	15 sec
	10-16**
	60℃
	30 sec
	72℃
	30 sec
	72℃
	3 min
	1
	4℃
	∞
	1
	**扩增循环数根据RNA的投入量来进行相应的调整，可参考下表执行：
	Total RNA起始量
	推荐扩增循环数
	链特异性文库
	非链特异性文库
	1000 ng
	11-12
	10-11
	200 ng
	13-14
	12-13
	50 ng
	15-16
	14-15
	7.文库扩增产物纯化
	8.文库质控
	附    录
	附录一 片段分选操作步骤

