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方法

样本
DNA 来自 GC 含量不同的三种细菌（表 1），购自美国模式培养物保藏
所（ATCC）：蜡样芽孢杆菌 971 菌株（ATCC，货号 14579D-5），大肠
埃希菌 MG1655 菌株（ATCC，货号 700926D-5）和球形红细菌 ATH  
2.4.1 菌株（ATCC，货号 17023D-5）。

表 1: 所测微生物基因组序列的 GC 含量

蜡样芽孢杆菌 大肠埃希菌 球形红细菌

基因组大小 ~5.4 Mb ~4.6 Mb ~4.1 Mb

GC 含量（%） ~35% ~51% ~69%

文库制备
采用 Illumina DNA PCR-Free 试剂和标准工作流程，以 200 ng 细菌基
因组 DNA（gDNA）作为起始材料制备文库。为了进行比较，将 600 ng
细菌 gDNA 用 Covaris 超声破碎仪打断，随后进行 TruSeq™ DNA PCR-
Free 工作流程。调整了超声处理和 TruSeq DNA PCR-Free 工作流程，
以选择平均大小为 450 bp 的插入片段。

测序
混合文库在 MiSeq™ 或 NextSeq™ 550 测序系统上测序，运行配置为 
2 × 150 bp。

采用 Illumina DNA PCR-Free Prep, 
Tagmentation 进行微生物全基因组测序
快速、灵活的文库制备，均匀覆盖微生物基因组。

简介
新一代测序（NGS）已成为分析小型基因组（≤ 5 Mb）的重要工具，
包括细菌、病毒等微生物。微生物 NGS，包括全基因组测序（WGS）
和靶向重测序，可对新生物进行基因组定位和从头组装，对已知生物
进行完整基因组组装，并且可比较不同样本的基因组。然而，进行微
生物 WGS 时，依赖于 PCR 的文库制备会产生偏向性，尤其是与溶液
中的接头标记和片段化反应相结合时，这会导致基因组区域覆盖不均，
特别是对于碱基组成极其不均匀的区域。

为 了 应 对 这 一 挑 战，Illumina DNA PCR-Free Prep, Tagmentation
（Illumina DNA PCR-Free） 提 供 了 磁 珠 固 化 转 座 酶（On-Bead 

Tagmentation）与 PCR-Free 工作流程相结合的创新解决方案（图 1）。
酶切法片段化是一种转座酶介导的反应，其将标记和 DNA 片段化整
合到了同一个快速反应中。Illumina DNA PCR-Free 化学技术省去了
PCR 扩增步骤，并采用基于磁珠的化学技术，可为微生物 WGS 等灵
敏应用提供高度准确的序列信息。

本应用白皮书展示了 Illumina DNA PCR-Free 作为微生物基因组组装
综合工作流程的一部分所具有的出色性能，并展示了三种 GC 含量不
同的细菌的测序结果。

测序 数据分析

MiSeq、NextSeq 550 测序系统

文库制备

Illumina DNA PCR-Free BaseSpace Sequence Hub
DRAGEN Germline App

图 1: Illumina DNA PCR-Free 工作流程——Illumina DNA PCR-Free 是全面且简化的微生物 WGS 工作流程的一部分，包括文库制备、测序和数据分析。
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均匀覆盖 GC 含量不同的基因组
为了评估低、中、高各种 GC 含量下对细菌基因组的覆盖性能，将来自 
Illumina DNA PCR-Free 和 TruSeq DNA PCR-Free 的归一化覆盖度数据
与参考基因组内容的 GC 百分比作图。无论 GC 含量如何，这两种试
剂盒在所有测试的微生物物种中，均显示出均一的覆盖度水平（图 3，
表 2）。为了进行比较，还采用 Illumina DNA Prep（包括 PCR）评估
了基因组覆盖度。结果显示性能相当，但在 GC 含量极高或极低的情
况下有一些偏差（图 3）。但是，Illumina DNA Prep 的性能优于在游
离状态下进行酶切法片段化的文库制备试剂盒。
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图 3: 不同 GC 含量下微生物基因组的 read 覆盖度比较——与 TruSeq PCR-Free
（灰线）和 Illumina DNA Prep（橙色线）相比，Illumina DNA PCR-Free（蓝线）

对不同 GC 含量的微生物基因组具有一致且相当的 read 覆盖度。钟形曲线（黑线）
显示了每种微生物的实际 GC 组成。

数据分析
测序完成后，数据从仪器直接传输到云端生态系统，使用 BaseSpace™ 
Sequence Hub 提供的 DRAGEN™ 应用程序进行一键式分析。DRAGEN 
Germline App v3.4.5 用于参考比对。

结果
为了评估 Illumina DNA PCR-Free 进行微生物 WGS 的性能，将结果与
使用 TruSeq DNA PCR-Free 获得的结果进行比较。

稳定的文库产量，更低的起始量要求
对于所测试的微生物物种，Illumina DNA PCR-Free 的总文库产量与
TruSeq DNA PCR-Free 相当或更高（图 2）。值得注意的是，使用蜡样
芽孢杆菌 gDNA（富含 AT 的基因组）进行文库制备时，采用 Illumina 
DNA PCR-Free 可显著提高产量。重要的是，与 TruSeq DNA PCR-Free
相比，Illumina DNA PCR-Free 能够在更低的 DNA 起始量下获得相近
的文库产量（表 2）。
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图 2: 比较具有不同 GC 含量的微生物基因组的文库产量——与 TruSeq DNA  
PCR-Free 相比，Illumina DNA PCR-Free 生成的测序文库具有相同或更高的产量。

表 2: 基因组构建指标

蜡样芽孢杆菌 大肠埃希菌 球形红细菌

文库制备 Illumina DNA 
PCR-Free

TruSeq DNA 
PCR-Free

Illumina DNA 
PCR-Free

TruSeq DNA 
PCR-Free

Illumina DNA 
PCR-Free

TruSeq DNA 
PCR-Free

起始量 200 ng 600 ng 200 ng 600 ng 200 ng 600 ng

双端（PE）read 下采样 1M 1M 1M 1M 1M 1M

产量 4.5 nM 0.35 nM 3.9 nM 3.1 nM 2.7 nM 2.4 nM

基因组的平均比对覆盖度 52.2 51.0 61.1 62.5 58.7 59.9

基因组覆盖度均一性（% > 0.2 平均值） 98.9% 99.0% 99.3% 99.4% 96.9% 96.9%

比对百分比 96.3% 93.1% 97.2% 97.8% 92.4% 93.0%
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磁珠固化转座酶和 PCR-Free 实验方案
Illumina DNA PCR-Free 提供了一种创新而强大的组合，可同时获得
磁珠固化转座酶和 PCR-Free 化学技术的优势。磁珠固化转座酶采用
连接在磁珠上的转座酶，与在游离状态下进行的酶切法片段化相比，
该技术可实现更均一的酶切法片段化反应。连接在磁珠上的转座酶与
DNA 结合达到饱和后，不会再进行额外的酶切法片段化反应，从而
能可靠地控制插入片段大小，并在 DNA 起始量超过 150 ng 时获得均
一化产量 1,2。这大大地减少了文库制备前后的定量步骤。均一化文库
可以按体积混合，从而避免对单个文库进行耗时的定量。与 TruSeq 
DNA PCR-Free 相比，Illumina DNA PCR-Free 省去了定量和 PCR 步骤，
可节省大量时间（图 4）。

总结
Illumina DNA PCR-Free 提供了一种创新组合，可同时获得磁珠固化
转座酶和 PCR-Free 化学步骤的优势。Illumina DNA PCR-Free 为微生
物 WGS 提供了出色的易用性、均一的覆盖度和高度准确的数据，即
使对于 GC 含量过高或过低的难测序基因组区域也是如此。

图 4: PCR-Free 工 作 流 程 比 较 ——Illumina DNA PCR-Free 从 酶 切 法 片 段 化 到 文 库 纯 化， 总 实 验 时 间 仅 需 90 分 钟， 非 常 快 速， 而 TruSeq DNA PCR-Free 的 总
实验时间超过 7 小时。
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手动文库定量和均一化使用接头连接和加标签进行文库制备 手动混合
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Illumina DNA PCR-Free，gDNA
使用PCR-Free 磁珠固化酶切
法片段化方法进行文库制备
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按体积
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了解更多
如需了解更多有关 Illumina DNA PCR-Free 的信息，请访问  
www.illumina.com/products/by-type/sequencing-kits/library-prep-
kits/dna-pcr-free-prep.html
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