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摩尔比指的是其他来源的 摩尔数和 摩尔数的比值，可参照以下公式粗略计

算 摩尔数：

摩尔数 ≈ 质量 × 平均长度

的质量和浓度很大程度上影响了文库的产出，尤其是低投入量的建库。应选用优质来源的 ，

连接前用 × 提前稀释成合适浓度，现配现用，保证每次加样量为固定的 μ，避免加样错误，并尽量避

免反复冻融。

用的酶是一种 家族 聚合酶，具有 聚合酶和

核酸外切酶活性，但缺乏 核酸外切酶活性，具有极高的保真度和均一性， 持续合成能力

强。严格控制扩增循环数对文库产出尤为重要，下表为不同的 投入量对应的推荐扩增循

环数：

表 不同样品投入量对应的推荐扩增循环数

推荐的扩增循环数

文库 文库

备注： 上表为使用 标准 测试结果，仅供参考。

如使用不完整接头，则应扩增最少循环数（ ）才能得到完整文库。

如投入 质量较差，或建库过程中进行过长度分选，则应适当提高扩增循环数。

【标准建库流程】

末端修复

注意：此步前若片段化 超过 ，或缓冲液与末端修复缓冲液不兼容，应先进行一

次磁珠纯化。

在 管中配制如下反应：

试剂 体积

适量

用移液枪小心吹打 次混匀，短暂离心将所有液体移至管底。

在热循环仪中进行如下反应：

温度 时间

℃

℃

℃

接头连接

末端修复后尽快进行连接反应。

根据表 对接头进行稀释。

配制如下反应：

试剂 体积

末端修复产物

用移液枪小心吹打 次混匀，短暂离心将所有液体移至管底。

在热循环仪中进行如下反应：

温度 时间
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℃

℃

磁珠纯化/长度分选推荐方案（具体磁珠体积应根据实际样品长度调整）

取 连接产物加入合适的离心管中。

涡旋磁珠使磁珠混匀，加入 磁珠悬液，用移液器轻轻吹打 次（或涡旋 ），室温静置

。

将离心管置于磁力架上至溶液变得澄清，用移液器吸去上清，弃上清。注意不要吸到磁

珠。

保持离心管在磁力架上，加入 新鲜配制的乙醇溶液，请勿吹打磁珠。室温静置

，用移液器吸去上清，弃上清。

重复步骤 一次，最后一次洗涤完成时应尽量吸取干净洗涤液。

保持离心管在磁力架上，自然风干至磁珠表面无明显光泽。

注意：该步骤应避免磁珠干燥过度而影响洗脱效率，磁珠表面有裂痕即代表干燥过度。

将离心管从磁力架上取下，向管中加入 洗脱缓冲液（ ），反复吹

打至少 次（或涡旋 ），使磁珠和溶液充分混合均匀，室温静置 。

将离心管置于磁力架上至溶液变得澄清，将 上清液转移到新的离心管中，产物尽快

进行后续实验或放在 ℃长期保存。

文库扩增

在 管中配制如下反应：

试剂 体积

纯化或分选后的连接产物

用移液枪小心吹打 次混匀，短暂离心将所有液体移至管底。

在热循环仪中进行如下反应：

温度 时间 循环数

℃

℃

根据表 选择适当循环数℃

℃

℃

℃

磁珠纯化/长度分选推荐方案（具体磁珠体积应根据实际样品长度调整）

取 连接产物加入合适的离心管中。

涡旋磁珠使磁珠混匀，加入 磁珠悬液，用移液器轻轻吹打 次（或涡旋 ），室温

静置 。

将离心管置于磁力架上至溶液变得澄清，用移液器吸去上清，弃上清。注意不要吸到磁

珠。

保持离心管在磁力架上，加入 新鲜配制的乙醇溶液，请勿吹打磁珠。室温静置

，用移液器吸去上清，弃上清。

重复步骤 一次，最后一次洗涤完成时应尽量吸取干净洗涤液。

保持离心管在磁力架上，自然风干至磁珠表面无明显光泽。

注意：该步骤应避免磁珠干燥过度而影响洗脱效率，磁珠表面有裂痕即代表干燥过度。

将离心管从磁力架上取下，向管中加入 洗脱缓冲液（ ），反复吹

打至少 次（或涡旋 ），使磁珠和溶液充分混合均匀，室温静置 。

将离心管置于磁力架上至溶液变得澄清，将 上清液转移到新的离心管中，产物可在

℃保存 周，于 ℃长期保存。

【附录】双侧磁珠分选操作及比例推荐方案

如需进行双轮长度分选，我们提供如下磁珠分选比例方案，可根据预期文库长度来选择适当的磁珠

体积，长度分选可以选择在末端修复前或扩增之后，两次或两次以上的双轮分选将会大大降低文

库产出率。

下表中文库体积补全至 ，根据预期文库大小选择两轮分别加入的磁珠体积， 并根据下

述说明进行分选操作。

表 双轮磁珠分选推荐加入量

预期文库大小

磁珠体

积

一轮

二轮

将文库补全至 ，加入至 管中，标上编号 ，按表 加入特定体积的磁珠
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（一轮），用移液器吹打 ，室温静置 。

将 管置于磁性分离器上至溶液变得澄清，用移液器将上清转移到一个新的 管中，

标上编号 ，弃磁珠。

在管 中按表 加入特定体积的磁珠（二轮），用移液器吹打 ，室温静置 ，将

管置于磁性分离器上至溶液变得澄清，用移液器吸去上清。

保持 管在磁性分离器上，加入 新鲜配制的乙醇溶液，室温静置 ，用

移液器吸去上清，弃上清。

重复步骤 一次，最后一次洗涤应尽量吸去干净洗涤液。

保持管 在磁性分离器上，风干至磁珠表面无明显光泽。应避免磁珠干燥过度而影响洗

脱效率，磁珠表面有裂痕即代表干燥过度。

将管 从磁力架上取下，向管中加入 洗脱液，反复吹打至少 次（或涡旋 ），使磁

珠和溶液充分混合均匀，室温静置 。

备注：如不进行靶向捕获，则加洗脱缓冲液（ ）；如进行靶向捕获，

则用灭菌超纯水进行洗脱。

将管 置于磁力架上至溶液变得澄清，将 上清液转移到新的离心管中。

本品仅供科学研究使用

图 标准建库流程图
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