


ALFA-SEQ�DNA�Library�Prep�Kit�为�NGS�测序（Illumina�平台）提供了经济、稳定、简便的⽂库制

备⽅案。� 性能优异的缓冲液体系与酶混合液，搭配⼀体化的反应体系，能够⾼效地将各种样本类

型、不同起始量的�DNA�转化为适⽤于�Illumina�平台测序的⾼质量⽂库。�

ALFA-SEQ�通过简并多步酶促反应，采⽤缓冲液-酶预混液的形式，能够减少纯化步骤，最⼩化�DNA�

损� 失，节省操作时间，提⾼⽂库转化率。同时，⾏业领先的⾼保真聚合酶有效地最⼩化扩增过程中

带来的�GC�偏好，从⽽最⼤程度保证⽂库的准确度、覆盖率和均⼀性

产品应⽤
本产品适⽤于任何以双链�DNA�为起始材料，进⾏�NGS（Illumina�平台）⽂库制备，⽤⼾可根据

需求将试剂�盒⼯作流程整合到具体应⽤中，如�RNA-Seq。

样品类型：⽚段化�gDNA，cell-free�DNA，扩增⼦，ds_cDNA�等。

起始量：100�ng�- 500�ng。

应⽤类型：WGS，WES，靶向捕获测序，扩增⼦测序，ChIP-Seq，RNA-Seq�等。

产品组成
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Nuclease-free�Water

0.1X�TE�(1�mM�Tris-HCl,�pH�8.0,�0.1�mM�EDTA)

80%⼄醇（新鲜配制）

One�Pure�Magnetic�beads

磁⼒架/板（1.5�mL或200�μL）

Adapter(for�Illumina)

IPM(Indexed�Primer�Mix)

⼯作流程

使⽤须知
使⽤时必须确保ALFA-SEQ�DNA� Library�Prep�Kit� �所有试剂都彻底融解且充分混匀,瞬时离

⼼后再开盖使⽤。� AC� Buffer�在� 4℃解冻时�可能会出现少量沉淀，须室温充分溶解。Adapter�

需低温保存维持稳定，振荡不宜过于剧烈。Ligation� Xp含有⼤量抗冻剂，极为粘稠,须涡旋振

荡充分混匀。AC�Buffer�与�Hi-Fi�PCR�Mix�均含有表⾯活性剂，避免指弹混匀产⽣⼤量泡沫，建

议涡旋混匀试剂。配制好的反应液可能会⾮常粘稠�，吹打混匀后要尽量把吸头内的液体排尽，

减少损耗。所有试剂须置于冰上备⽤，且保持冰上操作。

�
1� .�����A-Tailed�Conversion

�

1.1�����在PCR管/板中按照以下体系配制A-Tailed�Conversion反应：

当同时准备多个反应时，可选择将�AC�Buffer�与�AC�Enzymes�配制成预混液，置于冰上待⽤。*

�

1.2 ���吹打（⾄少10次）或旋涡振荡混匀，短暂离⼼以收集管/孔壁上的液体。

�

1.3 ���将反应置于PCR仪上，设置热盖温度为80℃，并运⾏程序：

�

20℃,�30�min

65℃,�30�min

4℃,�Forever

�

1.4    反应结束后⽴即进⾏下⼀步。

�
�2.�������Adapter�Ligation

�

2.1�   准备连接反应前5min,根据下表配制Adapter⼯作液（稀释请使⽤  AD�Buffer).置于●

�����������冰上待⽤：

�DNA�input �Dilution

21 ng –500 ng �No�dilution

�5 ng – 20 ng �10-fold

�

2.2 ���向A-Tailed�Conversion反应中直接加⼊以下试剂：

�����Ligation�XP⾮常粘稠，⾸次使⽤前请充分振荡混匀，同时确保吸液时取⾜⽤量。*
�����注：切勿预混Adapter与Ligation�XP，避免形成接头⼆聚体！
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⽤⼾⾃备 操作⽅案
请⽤�Nuclease-free�Water�或�0.1x�TE�补⾜反应体积。若�DNA�需要机械打断，建议溶于�0.1x�TE�中，

减少�DNA�碱基损伤⽽造成的测序错误。

� ��
Fragmented ds_DNA (100 ng ~ 500 ng) 25

�
μL

● AC
�

Buffer
�

*
�

● AC� Enzymes �
Total

�

3 μL

2 μL

30 μL

�� � � � �

� �

� �

A-Tailed Conversion product from Step1.4 30 μL

● Adapter (for Illumina) 2.5 μL

● Ligation XP* 30 μL

Total 62.5 μL



�

2.3    吹打（⾄少20次）或旋涡振荡混匀，短暂离⼼以收集管/孔壁上的液体。

�

2.4 ���将反应置于PCR仪，取消热盖，20℃孵育15�min。

�

2.5 ���反应结束后⽴即进⾏下⼀步。�
��
3.�������Post-ligation�Cleanup

�

3.1�   �预先室温平衡One�Pure�Magnetic�beads�30�min，并充分振荡混匀，确保⽆明显磁珠

�����������沉淀。

�

3.2 ���向��Ligation�Product�(from�Step�2.5)��中加⼊��84�μL�One�Pure�Magnetic�beads�和�

�����������30�μL�Nuclease-free�Water，吹打（⾄少�20�次）或涡旋振荡混匀，短暂离⼼以收集反应

�����������管/孔壁上的液体，同时避免磁珠发⽣沉淀。

�

3.3 ���室温静置5�min，让DNA与磁珠充分结合。

�

3.4 ���将反应管/板置于磁⼒架上分离磁珠，直⾄液体变澄清。⼩⼼吸弃上清，同时避免吸头

�����������触及磁珠⽽造成损失。

�

3.5   �保持反应管/板置于磁⼒架上，向管/孔中加⼊�200 μL 新鲜配制的�80%⼄醇，前后翻转

         180°并清洗磁珠2次，再静置�30 s。

�

3.6 ���⼩⼼吸弃上清，同时避免吸头触及磁珠⽽造成损失。

�

3.7   �重复步骤3.5�‒�3.6。

原则上，起始量越⾼，⽂库多样性越⾼，任何⽚段筛选的操作都有可能不同程度地降低⽂

库多样性（尤其当起始量低于� 20� ng）。因此，为了保证⽂库质量，不建议进⾏⽚段筛选。若

需进⾏⽚段筛选，⽤⼾可根据实际情况优化⽅案，请参考附录� A.� Dual� Size� Selection�

Using�Magnetic�Beads。

�

3.8 ���使⽤10�μL吸头尽量去除管/孔底部和管/孔壁上残留的⼄醇，室温⻛⼲磁珠约3-5�min，

�����������直⾄磁珠表⾯不再有明显光泽。过分⼲燥会造成磁珠损失，应尽量避免磁珠⼲裂。

�

3.9 ���从磁⼒架上取下反应管/板，加⼊22�μL�Nuclease-free�Water或0.1X�TE重悬磁珠，吹

�����������打混匀。

�

3.10 �室温静置3�min，洗脱DNA。

�

��

3.11 �将反应管/板置于磁⼒架上分离磁珠，直⾄液体变澄清。⼩⼼吸取20�μL上清，移⾄新反

������������应管/板中，进⾏下⼀步。

�
��

4.������Library�Amplification

�

4.1�����按照以下体系配制PCR反应：

�

4.2����吹打（⾄少10次）或旋涡振荡混匀，短暂离⼼以收集管/孔壁上的液体。

�

4.3����将反应置于PCR仪上，设置热盖温度为105℃，并运⾏以下程序：

*

�

表�4.3��使⽤�5�~�500�ng�DNA�制备�1�μg�⽂库所需的�PCR�循环数

表中所⽰�PCR�循环数适合不进⾏⽚段筛选（连接反应后）时使⽤，如果经过⽚段筛选，需经实验

优化，适当增加循环数。

�

4.4����反应结束后⽴即进⾏下⼀步。

*
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� �

� �

Purified�Adapter-ligated�product�from�Step�3.11 20 μL

● IPM�(Indexed�Primer�Mix) 5 μL

● Hi-Fi�PCR�Mix 25μL

Total 50μL

 

 

98℃

98℃

30 s

10 s

1

6~13 *65℃ 30 s

68℃ 45 s

68℃

4℃

5 min

Forever

1

1

CyclesTemperature Duration

ALFA-SEQ Adapter 为提⾼连接效率采⽤了半完整型设计，缺失的�P5、P7�和�Index�序列需要通过

PCR（⾄少�3�个循环）来整合到⽂库分⼦中。PCR�循环数需要根据样品类型、起始量和下游应⽤⽽定，

合适的循环数应在满⾜测序或下游应⽤的前提下尽量减少，以免过度扩增带来偏倚和多样性下降。

表�4.3�推荐了基于不同�DNA�起始量的�PCR�循环数，以获得�1�μg�的⽂库产量�，�⽤⼾可根据实际情况

进⾏实验优化。

500 ng

80~150 ng

 

 

6

9

50~70 ng

20~40 ng

10

 

10~20 ng

5~10 ng

12

13

11

Total DNA Input Recommended PCR Cycles



�
��

5.������Post-PCR�Cleanup

�

5.1�����预先室温平衡�One�Pure�Magnetic�beads�30�min，并充分振荡混匀，确保⽆明显磁珠

�����������沉淀。

�

�

5.2����向�PCR�Product�(from�Step�4.4)�中加⼊�40�μL�One�Pure�Magnetic�beads，吹打（⾄

�����������少�20�次）或涡旋振荡混匀，短暂离⼼以收集反应管/孔壁上的液体，同时避免磁珠发⽣

�����������沉淀。

�

5.3����室温静置5�min，让DNA与磁珠充分结合。

�

5.4����将反应管/板置于磁⼒架上分离磁珠，直⾄液体变澄清。⼩⼼吸弃上清，同时避免吸头

����������触及磁珠⽽造成损失。

�

5.5����保持反应管/板置于磁⼒架上，向管/孔中加⼊200�μL新鲜配制的�80%⼄醇�，�前后翻转

�����������180°并清洗磁珠2次，再静置30�s。

�

5.6����⼩⼼吸弃上清，同时避免吸头触及磁珠⽽造成损失。

�

5.7����重复步骤5.5�‒�5.6。

�

5.8����使⽤10�μL吸头尽量去除管/孔底部和管/孔壁上残留的⼄醇，室温⻛⼲磁珠约3-5�min，

�����������直⾄磁珠表⾯不再有明显光泽。过分⼲燥会造成磁珠损失，应尽量避免磁珠⼲裂。

�

5.9����从磁⼒架上取下反应管/板，加⼊30μL�Nuclease-free�Water或0.1X�TE重悬磁珠，吹打

�����������混匀。

�

5.10��室温静置3�min，洗脱DNA。

�

5.11��将反应管/板置于磁⼒架上分离磁珠，直⾄液体变澄清。⼩⼼吸取28�μL上清，移⾄新反

�����������应管/板中，继续进⾏⽂库质检、靶向捕获、NGS测序或-20℃保存。

�
��

�附录A.���Dual�Size�Selection�Using�Magnetic�Beads

�

表�A.1���筛选不同⽂库插⼊的参考条件

�

以下操作⽅案中的磁珠⽤量适⽤于选择插⼊⽚段约200�bp的⽂库（如需选择其他⼤⼩，请参考表

�A.1，根据实际情况进⾏优化）：

�

3.1�����预先室温平衡�One�Pure�Magnetic�beads�30�min�，�并充分振荡混匀，确保⽆明显磁

�����������珠沉淀。

�

3.2����向�Ligation�Product�(from�Step�2.5)�中加⼊�40�μL�One�Pure�Magnetic�beads�和�

�����������30�μL�Nuclease-free�Water，吹打（⾄少�20�次）或涡旋振荡混匀，短暂离⼼以收集反

�����������应管/孔壁上的液体，同时避免磁珠发⽣沉淀。

�

3.3����室温静置5�min，让DNA与磁珠充分结合。

�

3.4����将反应管/板置于磁⼒架上分离磁珠，直⾄液体变澄清。⼩⼼转移上清⾄新反应管/板

�����������中，弃磁珠（保留上清）。

此⽅案只适⽤于�ALFA-SEQ�DNA�Library�Prep�Kit�连接反应后�(Post-ligation)�的⽚段筛选操作，不适⽤于�流

程中的其他步骤，如⽚段化后纯化、扩增后纯化等。� ⽚段筛选会不可避免地导致更多的� DNA� 损失，从⽽需要相

应提⾼⽂库扩增循环数。尤其当⽚段化�DNA⻓�度的分布范围与筛选区间相差甚远时，回收率会急剧下降。因此，

⽤⼾需要优化�DNA�⽚段化的条件以尽�量使主峰落⼊⽬标区间，⽽⾮仅通过⽚段筛选来获得特定⼤⼩。

�

3.5����向上清中加⼊�20�μL�One�Pure�Magnetic�beads，吹打（⾄少�20�次）或涡旋振荡混匀，

�����������短暂离⼼以收集反应管/孔壁上的液体，同时避免磁珠发⽣沉淀。

�

3.6���室温静置5�min，让DNA与磁珠充分结合。

�

3.7���将反应管/板置于磁⼒架上分离磁珠，直⾄液体变澄清。⼩⼼吸弃上清（保留磁珠），同

����������时避免吸头触及磁珠⽽造成损失。

�

3.8����保持反应管/板置于磁⼒架上，向管/孔中加⼊200�μL�新鲜配制的�80%⼄醇，前后翻转

����������180°并清洗磁珠2次，再静置30�s。

�

3.9����⼩⼼吸弃上清，同时避免吸头触及磁珠⽽造成损失。

�

�

3.10��重复步骤3.8�‒�3.9。
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Insert Size (bp) ~150
� � � �

550~

1st Bead Vol. (μL) 50

~200
40 1

~250
25

400 ~ 500300 ~ 400
25 20 5

2nd Bead Vol. (μL) 25 20 20 120 10 0



�

3.11��使⽤10�μL吸头尽量去除管/孔底部和管/孔壁上残留的⼄醇，室温⻛⼲磁珠约3-5�min，

�����������直⾄磁珠表⾯不再有明显光泽。过分⼲燥会造成磁珠损失，应尽量避免磁珠⼲裂。

�

3.12��从磁⼒架上取下反应管/板，加⼊22�μL�Nuclease-free�Water或0.1X�TE重悬磁珠，吹

�����������打混匀。

�

3.13�室温静置3�min，洗脱DNA。

�

3.14��将反应管/板置于磁⼒架上分离磁珠，直⾄液体变澄清。⼩⼼吸取20�μL上清，移⾄新反

�����������应管/板中，进⾏下⼀步。
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