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摘要

二代测序 (NGS) 是分子生物学实验室的必要工具，可在多种基础、转化和临床研
究环境中用于分析核酸样品。样品文库制备是 NGS 工作流程中的关键步骤，不仅
耗时费力且成本较高。对制备过程中间步骤的起始样品，以及对测序之前的最终
文库进行质量控制 (QC)，可识别质量较差或浓度不足的样品，确保获得成功的序
列数据，有助于节省时间和资源。样品质量信息还可帮助排除故障或优化文库制
备方案。安捷伦自动化电泳产品系列提供了多种用于核酸 QC 分析的仪器，包括
生物分析仪系统、片段分析仪系统、TapeStation 系统和 Femto Pulse 系统。自动
化电泳仪非常适合在整个 NGS 文库制备过程中测定样品的分子量大小、浓度和摩
尔浓度，已在科学文献中广为引用。
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前言
如今，NGS 平台通过使用多种基于不同化学方法的测序技术，
可实现对复杂样品的测序。这些技术按测序读长可分为短读长
和长读长。无论测序类型如何，所有 NGS 平台要确保成功的
测序结果，都需要创建高质量文库。通常，NGS 文库从特定大
小的 DNA 或 RNA 样品开始，然后使用针对特定文库制备方案
和测序平台的酶进行处理。一般而言，制备 NGS 文库所需的
步骤包括起始样品的片段化、平台特异性测序接头与样品的连
接以及扩增文库以产生足够的测序材料。由于最终测序结果的
质量高度依赖于文库的质量，因此在整个文库制备工作流程的
各个节点进行 QC 检查有很大帮助。建议在开始文库制备方案
之前以及片段化、接头连接、序列捕获后或得到最终文库之后
进行 QC 检查（图 1）。QC 检查可提供有关样品大小、浓度和
完整性的有价值的信息。高质量样品对于成功测序必不可少。
通过 QC 检查可以确认样品的质量是否足以进行下游分析，并

图 1. 在 NGS 文库制备过程中建议进行质量控制的步骤

识别质量较差，可能无法产生可靠结果的样品。因此，QC 检
查点是文库制备工作流程中的关键步骤，可为研究人员节省宝
贵的时间和资源。

安捷伦的自动化电泳产品系列提供了多种样品质量控制的专用
仪器，并且配备专门用于整个 NGS 文库制备工作流程中各种
样品类型的试剂盒。这些仪器包括生物分析仪系统、片段分析
仪系统、TapeStation 系统和 Femto Pulse 系统。每种仪器都
有相应的优势，可满足各个实验室的不同需求，例如不同的通
量、灵敏度、速度和分辨率。自动化电泳仪器可提供出色的核
酸定量、定性和分子量测定，确保在整个 NGS 工作流程中对
样品进行可靠的评估。通过电泳图和数字化胶图可实现对每个
样品的完整性、污染和降解情况的可视化。本综述讨论了在整
个 NGS 文库制备工作流程中可以轻松执行 QC 步骤的环节，并
提供了在每个特定 QC 检查点使用自动化电泳仪器的文献示例。 

序列

质量控制
步骤
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接头连接 捕获片段化起始原材料



3

NGS 文库制备中起始材料的质量控制
文库制备过程中最重要的 QC 步骤之一发生在 NGS 工作流程开
始之前。这一关键 QC 步骤就是分析要使用的起始材料，无论
是 DNA 还是 RNA。确保高质量的起始材料是制备高质量文库
并获得成功测序结果的第一步。大多数 NGS 文库制备试剂盒
建议使用特定的起始浓度和起始量，以获得最佳测序结果。如
果起始材料降解或质量较差，可能会难以甚至无法利用样品创
建文库。一些研究考察了样品质量和下游分析之间的相关性。

起始 DNA QC 

起始基因组 DNA (gDNA) 材料的储存条件可能会影响其完整
性。为了了解储存温度对 gDNA 的影响，Permenter 等[1] 比较
了室温和 4 °C 下，在不同类型的试管中储存 1–130 天的 gDNA 
样品的质量。为了分析降解情况，他们通过使用 TapeStation 
系统获得的电泳图实现了对样品完整性的可视化，并在  
150–10000 bp 范围内根据曲线下面积计算了降解程度。完整
的样品显示大部分为高分子量物质（超过 10000 bp），表明为
完整的 gDNA，而片段化或降解的样品则会在整个指定的降解
范围内出现弥散条带（示例参见文献）。在此示例中，质量最
高的样品是在 EDTA 试管中冷冻保存的样品。DNA 指纹图谱
和 SNP 分析等下游分析均表明 gDNA 的质量关系着数据的质
量。这为正确处理 gDNA 提供了有价值的信息，并表明了高质
量起始材料对于 NGS 等高灵敏度应用的重要性。 

图 2. 使用不同的试剂和试剂盒纯化去交联染色质中的 DNA，然后使用安捷伦
片段分析仪系统进行分析。此图转载自 Zhong 等[2] 并经过修改。
缩写：Zy，ChIP DNA Clean & Concentrator (Zymo Research)；Pr，Wizard SV 
凝胶和  PCR 纯化系统  (Promega)；Th，GeneJET PCR 纯化试剂盒（赛默飞世
尔科技公司）； In，PureLink PCR 纯化试剂盒  (Invitrogen)；Ne，Monarch PCR 
和  DNA 纯化试剂盒  (New England Biolabs)；Am，染色质免疫沉淀  DNA 纯化试
剂盒  (Active Motif)；Qp，QIAquick PCR 纯化试剂盒  (Qiagen)；Qm，MinElute 
PCR 纯化试剂盒  (Qiagen)；Ba，Agencourt AMPure XP 试剂盒（Beckman，染
色质 :磁珠为  1:1.25 至  1:2）；Br，RNAClean XP 试剂盒（Beckman，染色质 :磁
珠为  1:1.25 至  1:2）；PC，苯酚/氯仿提取。

在开发新方法时，了解各种程度的条件变化如何影响样品十分
重要。例如，在 Zhong 等[2] 的研究中，用不同的方法和试剂
对免疫沉淀 DNA 进行纯化，然后考察了所得 DNA 用于 ChIP 
测序文库和测序时的质量。使用片段分析仪系统测定了不同
纯化方法得到的 DNA 样品的分子量（图 2）。结果表明，使用 
SPRI 磁珠类试剂进行纯化可消除 100 bp 以下的片段，而纯化
柱提取和苯酚氯仿 (PC) 方法则会回收 35 bp 以下的片段。由于 
ChIP 测序工作流程传统上会进行片段化并选择 100–300 bp 的 
DNA 进行测序，因此基于纯化柱和 SPRI 磁珠的纯化方法不会
影响其测序覆盖率。但是，作者指出，对于需要 100 bp 以下
片段的应用，在计划实验时应考虑样品纯化方法和所得样品分
子量。 
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成功的文库制备和测序结果需要高质量核酸。为了帮助鉴定合
格质量的样品，安捷伦开发了多种质量评分，专门针对不同的
自动化电泳平台。这些质量指标为用户提供了可靠的样品完整
性评估，通过减少人为错误和用户评估之间的差异，节省了时
间和成本，同时可轻松识别会导致不良结果的不合格样品。
例如，片段分析仪和 Femto Pulse 系统可以利用基因组质量值 
(GQN) 评估经过打断的 gDNA。对于这一评分，用户可以根据
具体应用设定阈值并应用于样品。然后，根据测得的高于指定
分子量阈值样品的总浓度分数计算 GQN 值。GQN 按 0 到 10 的
等级对样品进行评分，0 表示样品均未超过分子量阈值。10 表
示样品 100% 高于分子量阈值。此外，TapeStation 系统可提供
有关 gDNA 质量的 DNA 完整值 (DIN)，这是一个不受用户影响
的客观评分。DIN 按 1 到 10 对样品进行评分。高 DIN 代表高度
完整的 gDNA，而低 DIN 则代表高度降解的 gDNA 样品。

对福尔马林固定石蜡包埋 (FFPE) 组织的处理尤为困难，因为
为了长期保存，它们采用化学方法固定。可以从此类组织中提
取核酸，但由于保存技术导致的交联和降解，其质量通常低于
新鲜组织。低质量的核酸导致 FFPE 样品难以用于 NGS 等高

灵敏度的下游分析。但是，通过确定样品的质量，并对如何优
化文库制备方案做出明智决策，可以实现对 FFPE 样品的成功
测序。例如，Muscarella 等[3] 评估了通过不同提取方法获得的 
FFPE gDNA 的 TapeStation DIN 值，以帮助确定用于肿瘤学研
究的可靠 NGS 工作流程。作者指出：“DIN 值使电泳图解析更
容易，有利于样品间的比较，并为  NGS 技术提供了出色的实
验重现性和高质量基因组  DNA 的定量。”[3] 所有使用手动或自
动试剂盒提取的样品均显示 DIN > 4.4，试剂盒之间的质量没
有显著差异。苯酚-氯仿提取的样品质量明显偏低，其中一个
样品的 DIN 值为 1.9，还有两个样品严重降解，无法计算 DIN 
值。每种试剂盒的代表性示例以及每种方法的平均 DIN 值如
图 3 所示。每种提取方法得到的样品均用于 NGS 文库制备，
并使用 TapeStation 系统对所得文库的质量进行评估。每个文
库表现出相似的扩增子模式，浓度分布均匀。尽管所有样品均
提供了良好的测序结果，但作者指出，采用自动化方法提取 
FFPE gDNA 可以节省时间和昂贵的试剂，且质量优于手动方
法，并获得了更高质量的测序数据。
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图 3. 使用 5 种提取方法从同一样品中提取 FFPE DNA，并在 Agilent TapeStation 系统上进行分析。(A–E) 从同一样品 48T 中提取的 DNA 的代表性谱图，其中：(A) 
MM-KF，MagMAX FFPE 总核酸分离试剂盒（赛默飞世尔），使用 King Fisher Duo（赛默飞世尔）的自动化流程；(B) MM-O，MagMAX FFPE 总核酸分离试剂盒（赛
默飞世尔），使用 OMNIA Prima (MASMEC S.p.A) 的自动化流程；(C) MM-m，MagMAX FFPE 总核酸分离试剂盒（赛默飞世尔），手动流程；(D) GR，GeneRead 
DNA FFPE 试剂盒 (Qiagen)；(E) PC，苯酚-氯仿方法。(F) 从六个不同样品中提取的 FFPE DNA 的平均 DIN 值。** p < 0.001，t 检验。此图转载自 Muscarella 等[3] 并
经过修改
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近年来，长读长测序技术在基因组从头组装等应用中越来越常
见。因此，高分子量 (HMW) gDNA 的提取和处理对于避免样
品的意外片段化或降解至关重要。Femto Pulse 系统尤其适合
分析高分子量 DNA 的质量，并能在短短几个小时内分离高达 
165 kb 的样品。Klingström 等[4] 讨论了高分子量 gDNA 的正
确处理方法以及使用 Femto Pulse 系统分析大分子量样品以确
保其完整性。在该示例中，高质量 gDNA 在大于 120 kb 处表
现出一个尖锐的单峰。峰两侧出现小的弥散，表明一部分样品
略微降解（左侧）或受保护未被片段化（右侧）（图 4）。

根据起始样品量，一些长读长测序方法能够对长片段进行测
序，而无需经过可能引入偏差的片段化和扩增步骤。Kingan 
等[5] 使用 Femto Pulse 系统对起始 gDNA 材料和所得的 NGS 
文库进行 QC 检查。对于长读长文库制备方案，重点在于起始
材料应大于 20 kb（通常约为 40 kb），并且不应含 5 kb 以下
片段，以避免剪切和分子量选择步骤。由于 Femto Pulse 系统
的分子量测定范围已扩展到 165 kb（图 5），因此可鉴定出满
足上述要求的样品，从而省去了这些步骤，并以低起始浓度进
行文库制备。 

起始 RNA QC 

RNA 测序需要高质量 RNA 作为起始材料。但是，RNA 属于易
降解的生物分子。储存温度、冻融操作、提取方法以及广泛
存在的 RNA 酶都会影响 RNA 的完整性，这使得起始 RNA 的 
QC 成为了高灵敏度下游应用之前的关键步骤。RNA 完整性可
通过生物分析仪系统中的 RNA 完整值 (RIN) 以及为其他自动
化电泳仪器开发的等效质量指标来评估：TapeStation 系统的 
RNA 完整值当量 (RINe)[6]，或片段分析仪和 Femto Pulse 系统
的 RNA 质量值 (RQN)[7]。每个 RNA 质量指标均考虑了 RNA 样
品的整个电泳分离过程，包括核糖体片段的比例以及是否存在
降解产物。

图 4. 在 Agilent Femto Pulse 系统上分析高分子量 DNA，确保样品的质量足
以用于长读长测序。(A) 主要片段显示分子量大于 120 kb，表明 DNA 质量
较高。(B) 主弥散峰左侧出现小片段表明样品仅发生轻微降解。此图转载自 
Klingström 等[4] 并经过修改

图 5. 从单个 coluzzii 按蚊中提取 gDNA，并使用经改良的 SMRTbell 文库制备方
案进行 PacBio 单分子实时 (SMRT) 测序。测序前在 Agilent Femto Pulse 系统上
评估了 (A) gDNA 和 (B) 最终文库的分子量和浓度。此图转载自 Klingström 等[5] 

并经过修改
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图 6. 为了评估片段化 RNA 的 BRB-seq 性能，有意将样品降解 1–2 分钟。使
用安捷伦片段分析仪系统评估 RNA，并比较完整样品（NT：绿色迹线）和降
解样品（1 分钟：蓝色迹线；2 分钟：红色迹线）的 RQN。T0：前脂肪细胞。
此图转载自 Alpern 等[9] 并经过修改

图 7. 使用不同的 Tn5 标记酶（实验室内部制备的 Tn5-A/B 和 Tn5-B/B，以及 
Illumina Nextera）制备 NGS 文库，并使用安捷伦片段分析仪系统分析文库谱
图和产量。此图转载自 Alpern 等[9] 并经过修改

许多测序实验室都认为高质量  RNA 的  RIN 评分不应低于 
7.0，或者自行研究以建立样品质量标准，并用于工作流程。
例如，Haller 等[8] 使用多种方法评估了几种 RNA 样品。将样
品分类为“通过”或“失败”，以表明样品是否能够用于下游
微阵列芯片和 qRT-PCR 实验。在这些分析方法中，采用 RIN 
评分作为“在不受用户影响的可靠自动化流程中，实现  RNA 
质量控制标准化的工具。RIN 考虑了两个核糖体条带信号强度
的降低，以及在两个峰之间和  18S 条带以下短片段数量的增
加。” [8] 每个“通过”等级的样品 RIN 均不低于 6.6，平均值
为 7.5（参见文献）。随着 NGS 技术的发展，较高的 RIN 通过
值也被用以确保成功的文库制备和测序结果。 

尽管 RIN 是 RNA QC 最为成熟的标准，但已有部分研究证明了 
RIN 与 RINe [6] 和 RQN[7] 的等效性。通过提供有关样品完整性的
信息，RNA 质量指标使用户能够就如何处理不理想的样品做
出明智的决策。这些决策包括如何针对略微降解的样品优化方
案。Alpern 等[9] 旨在改进一种独特 RNA 测序方法的现有方案：
批量 RNA 加标签和测序 (BRB-seq)。在对方法进行改进后，作
者使用片段分析仪系统评估了起始 RNA 完整性和得到的 NGS 
文库。将 RNA 样品进行不同程度的片段化，并使用 BRB-seq 进
行评估，以估计差异基因表达。如叠加图所示（图 6），RQN 
随着 RNA 片段化程度的增加而下降。对于另一项质量评估辅
助的方案更改，作者将市售试剂与实验室内部制备的试剂进行
了比较。在一个示例中，他们通过片段分析仪系统观察到使用
内部标记酶 (Tn5-A/B、Tn5-B/B) 时文库产量增加，这使他们
能够降低文库制备成本（图 7）。这些 QC 检查点为他们提供
了优化降解样品的 BRB-seq 方案所需的信息，使他们能够成
功生成 NGS 文库，并成功检测出完整样品中 75% 以上的差异
表达基因。总体而言，作者能够基于质量评估优化其 NGS 文
库制备工作流程，这样即使对于 RQN 值较低的样品也能获得
良好的测序结果。 
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FFPE RNA QC 

最近，越来越多的实验室开始对低质量样品或由于提取方法
或储存条件而导致轻微降解的样品进行测序。FFPE 可以保护
细胞结构和组织形态，是保存样品供后续使用的常见方法。
但是，该方法也会带来复杂性（例如对核酸的化学修饰），
使样品难以进行 NGS 分析。自动化电泳仪可通过 DV200 指标
对 FFPE RNA 进行质量评估，该指标专门用于检测样品中大
于 200 nt 的 RNA 百分比，以作为 RNA 降解程度的指标。根
据 DV200 评分，研究人员可以决定是否需要改良以及如何改良
其 NGS 工作流程。常见的调整包括增加或减少剪切时间以获
得理想的分子量，或排除质量不佳而可能无法使用的样品。例
如，Wimmer 等[10] 使用生物分析仪系统和 DV200 评估了来自大
鼠（图 8）、人和小鼠的几种新鲜冷冻 (FF) 和 FFPE RNA 样品
的质量，并使用微阵列芯片和 RNA 测序对样品进行了比较。
如电泳图所示，大鼠 FF 样品显示清晰的 18S 和 28S 峰，平均 
RIN 为 6.1。相反，来自 FFPE RNA 的 rRNA 峰无法区分，因
为样品表现为较大的平缓峰，RIN 为 2.3，表明 RNA 已降解。

图 8. 在安捷伦生物分析仪系统上分析了由大鼠 (r) 显微切割样品制备的 (A) 新鲜冷冻 (FF) 和 (B) FFPE RNA。(G) 报告了多个样品的 RIN 和 DV200 数值，以评估样品质
量。此图转载自 Wimmer 等[10] 并经过修改
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平缓峰范围较宽，覆盖 100–4000 bp，表明存在一些长 RNA 
片段。作为替代方法，使用 DV200 评分衡量样品质量。尽管 
FFPE 样品的平均 DV200 评分为 76%，远低于 FF 样品的 97%，
但此评分表明该材料仍然可用于 Illumina 测序 (DV200 > 70%)。
作者指出：“基于  RIN（或等效数值）的  RNA 完整性分析虽
然常用于新鲜样品和  FF 样品，但无法可靠地应用于  FFPE 材
料，因为福尔马林固定会导致所有  RNA 发生片段化。相反，
DV200（长度超过  200 个核苷酸的  RNA 片段百分比）可能成为
可行的替代方法。研究报告显示，DV200 大于  70% 表明为高质
量  RNA，介于  50%–70% 之间为中等质量  RNA 样品，需要使
用更高的起始量进行转录组分析。DV200 值低于  30% 表明  RNA 
样品已严重降解，无法用于进一步实验。在我们的研究中，
尽管组织起始量非常低，但  DV200 值仍然能够明显高于高质量  
RNA 的建议阈值。” [10] 生物分析仪系统提供的 DV200 评分使作
者能够从原本可能被丢弃的样品中识别出可用于测序的样品。 

A B C
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游离 DNA QC 

最近，游离 DNA (cfDNA) 越来越普遍地用作 NGS 的起始材
料，因为在临床研究中能够通过微创方法采集所需核酸材料。
每种自动化电泳仪器均可用于检查 cfDNA 谱图，包括分子量
测定和定量分析。cfDNA 的电泳分离通常显示带有三个峰的
谱图，表明存在核小体片段。Mendioroz 等[11] 通过提取肌萎
缩性侧索硬化症 (ALS) 患者的 cfDNA，研究了神经退行性疾病
潜在的表观遗传生物标志物。在测序之前，使用片段分析仪系
统（图 9）评估了 cfDNA 的浓度、质量和分子量分布。所有
样品均表现出典型的片段化 cfDNA 模式，并成功用于下游焦
磷酸测序和亚硫酸氢盐克隆测序，通过与对照组比较，鉴定出 
ALS 患者的基因出现差异甲基化的区域。

虽然每种自动化电泳仪器均可用于  cfDNA 分析，但只有 
TapeStation 是唯一具有专用 cfDNA 分析和经验证的质量指标
的系统。%cfDNA 评分可应用于使用 cfDNA ScreenTape 分析
法进行分析的 cfDNA 样品，从而定性检测样品中 cfDNA 的相
对含量（相对于任何 gDNA 污染，其可能会阻碍下游的测序 
分析）。 

图 9. 在安捷伦片段分析仪系统上分析 cfDNA，在约 165、350 和 565 bp 处分
别出现了峰，表明核小体片段化。此图转载自 Mendioroz 等[11] 并经过修改
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整个 NGS 文库制备过程的质量控制
确定了用于 NGS 文库制备的合适样品后，需采取多个步骤将其
转变为用于测序的合适文库。为了获得良好可靠的测序数据，
强烈建议在工作流程中多个环节设置 QC 检查点，以确保创建
高质量文库。检查点中包括片段化和接头连接后的样品 QC。

片段化质量评估 

片段化可将大分子量样品打断为小片段，在文库制备中起着关
键作用。这些片段随后转换为可由特定测序技术读出的文库。
文库制备所需的分子量分布因每种文库制备试剂盒和测序类型
而异。因此，在进行文库制备之前，需要进行 QC 分析以确保
样品长度正确。任何一种自动化电泳仪器均非常适合此用途。
例如，对于 ChIP 测序文库，起始样品首先需片段化为 200–
500 bp。但是，片段化方法并非总是最优化的，导致样品中存
在过大或过小的片段。Blecher-Gonen 等[12] 讨论了这些较大的
片段如何干扰测序，并建议在文库混合后执行分子量选择步骤
以消除这些片段。在分子量选择步骤前后使用 TapeStation 系
统分析样品，确定了通过分子量选择可以排除较大的片段[12]。
测序结果表明，与未经过分子量选择的样品相比，进行分子量
选择可改善簇生成，从而增加测序获得的峰数量。

可以通过多种方法进行样品的片段化，包括剪切和酶解。超声
剪切采用声学探针，将高频短波长能量脉冲集中在样品上，以
随机打断 DNA。但是，这种超声处理过程是多变的，需要仔
细校准多个设置，包括声波的强度和频率，以产生一致的分
子量分布。Tramontano 等[13] 采用多种超声设置对样品进行剪
切，以优化其剪切方案。每个经片段化的样品均采用片段分
析仪分析并进行比较，目的是改进其用于扩增子测序的整体 
NGS 文库制备工作流程。“通过  PCR 产物的片段化可以提高扩
增子测序的灵活性和通量。可以对  PCR 产物中更多的碱基进
行分析，并且打断为小片段后可以使用多种不同的短读长测序
平台。” [13] 因此，他们在 PCR 扩增子上测试了多种不同的超
声处理参数，以确定产生最佳片段分布的方法（图 10）。随
后将优化后的参数应用于供测序的混合扩增子（图 11）。比
较片段化和未片段化的 PCR 扩增子的测序数据，片段化后覆
盖率和数据一致性均有所增加。
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图 10. 使用各种超声处理参数将 PCR 扩增子片段化为 350–500 bp，以获得合适测序的样品。使用安捷伦片段分析仪系统评估片段化程度。(A) 未片段化 PCR 扩增
子，长度为 964 bp。(B) 超声处理测试 1 获得的片段化模式。964 bp 处残留的大峰表明片段化不完全。（C 和 D）超声处理测试 13 的技术重复样品，显示出较宽的片
段化模式，在约 390 bp 处出现峰，非常适合下游测序。此图转载自 Tramontano 等[13] 并经过修改

图 11. 在安捷伦片段分析仪系统上分析由混合 PCR 扩增子制备的两个 NGS 文库 (A、B) 的代表性示例。此图转载自 Tramontano 等[13] 并经过修改
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另外可使用酶解片段化，利用酶在 DNA 中产生双链断裂。尽
管该方法易于放大为高通量实验，并且相对简便易用，但可能
因 DNA 上的酶识别位点而引起测序偏倚问题。酶解方案还必
须针对样品类型、缓冲液和浓度进行优化。例如，Aguirre 等[14] 
将 ddRADseq（双酶切限制性酶切位点相关 DNA 测序）应用
于非模式生物的基因分型。因为标准方案是针对模式生物开发
的，所以需要在数个步骤上对方案进行优化以获得最可靠的数
据。方案优化包括选择一对可为测序平台提供最佳分子量范围
的限制性内切酶。片段分析仪系统用于酶解片段化前后的样品 
QC，以及测序前的最终文库 QC。图 12 表明，用两组不同的
酶进行片段化后分子量分布差异较大。片段分析仪显示的均质
模式以及对 350–600 bp 弥散峰的分析有助于作者确定用于其
实验方案的酶组。在此示例中，与 PstI-MspI 对（图 12B）相
比，SphI-MboI 对（图 12A）产生的样品在测序所需的分子量
范围内具有更高百分比。

随着专用测序类型的出现，一个常见的问题是选用哪种片段
化方法。Lan 等[15] 利用 NGS 进行高通量 HLA 分型。为了优化
方案，他们将传统的 TruSeq Nano（采用 Covaris 超声剪切）
与基于转座酶（将酶解片段化和接头连接合并为单个反应的
步骤）的 Nextera 文库制备方法进行了比较，并考察了测序覆
盖范围的偏倚和基因分型检测的准确性。覆盖率或读出序列
深度是基因分型中非常重要的指标，因为其表示了核苷酸在
比对读出序列中出现的次数。因此，覆盖率与变异检测的特
异性直接相关，从而影响基因分型的检测。通过 TapeStation 
系统对使用两种技术准备的文库进行了验证和定量分析[15]。 
Nextera 文库的分布比 TruSeq 文库更分散，导致电泳图上的
分子量略宽。但是，在测序和剪切后，所有文库制备的比对读
出序列的插入片段大小中值均很相近。总体而言，转座酶方法
存在更大的覆盖偏倚，并且考察不同等位基因的覆盖率发现，

图 12. 使用安捷伦片段分析仪系统分析邓恩桉  gDNA 在不同酶对下的体外酶解
产物：(A) SphI-MboI 和 (B) PstI-MspI。SphI-Mbo 酶解产生了大量的小分子量
片段，处于分子量选择和测序所需的分子量范围内。此图转载自 Aguirre 等[14] 
并经过修改
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图 13. 使用安捷伦片段分析仪系统对各种单细胞 RNA 测序文库的制备步骤进
行 QC 检查。图中所示为代表性步骤的电泳图：(A) 单个细胞的 cDNA 扩增；
(B) 大量样品的 cDNA 扩增，作为阳性对照；(C) 不含细胞的阴性对照；(D) 最
终 NGS 文库。此图转载自 Misra 等[16] 并经过修改

所有测试的文库制备方案之间存在较大差异，表明所有方法均
存在一定的覆盖偏倚。本文说明了为什么不同的测序类型需
要使用不同的片段化方法，并强调了方法优化对于高灵敏度 
NGS 应用的重要性。

用于 RNA 测序文库的 cDNA 制备 

在 RNA 测序文库的制备过程中，一个重要步骤是从总 RNA 中
分离出 mRNA，并通过逆转录将其转化为 cDNA（互补 DNA），
以用于后续的文库制备步骤和测序。由于 cDNA 是由 mRNA 
转录而来，文库仅包含收集 RNA 的生物体或组织的表达基因
的编码区。因此，该过程中常见的 QC 步骤包括在逆转录前检
查总 RNA 的质量，以及在进行剩余文库制备步骤之前检查得
到的 cDNA 的质量。Misra 等[16] 详细介绍了使用 FACS（荧光激
活细胞分选）分离拟南芥精细胞的单细胞 RNA 测序 (scRNA-
seq) 方案。简单而言，将单细胞分选的精细胞 RNA 进行逆转
录、预扩增和 cDNA 纯化。除其他确认样品质量的测试外，还
在进行后续文库制备步骤和测序之前，使用高灵敏度 NGS 试
剂盒在片段分析仪系统上确认了 cDNA 的分子量分布。cDNA 
的电泳图显示两个底部较宽的峰，平均长度为 1500–2000 bp
（图 13A，13B）。在测序之前，在片段分析仪系统上使用相同
的试剂盒来确认最终的单细胞文库质量（图 13D）。由于从植
物中获得单个细胞并从极少的细胞内容物中分离 cDNA 非常困
难，因此这些 QC 步骤有助于选择最佳 cDNA 样品和文库用于
测序。

A
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接头连接

样品前处理后，NGS 文库制备的下一步通常包括末端修复、
腺苷酸化和接头连接。接头为平台特异性序列，可在测序过程
中识别各个片段。接头连接后进行 QC 可确保接头与样品成功
连接。当使用自动化电泳仪进行分析时，连接成功表现为分子
量分布与片段化样品相比有轻微偏移，连接接头后文库的平
均分子量更大。如果连接效率低，则会导致样品损失，这对
于起始材料有限（例如 cfDNA）的高灵敏度测序实验非常不
利。因此，已经对 NGS 文库制备过程中的接头连接步骤进行
了多种优化尝试。Nix 等[17] 在一项研究中考察了 cfDNA 与单
链和双链接头的连接效率，以优化文库制备方案，减少样品损
失。图 14 展示了 TapeStation 系统如何应用于工作流程中的
所有 QC 检查点：接头 (B)、起始材料 (C)、连接后 (D) 和 PCR 
后的样品 (E)。如电泳图所示，TapeStation 的灵敏度可观察到
连接后样品中的多个峰。经鉴定，这些峰分别为游离接头、未
连接的产物、单端连接产物和双端连接产物。通过定量每个
峰区域内的摩尔浓度来确定连接后的连接效率。然后计算所
有连接产物中双端连接产物的百分比，作为连接效率。将 PCR 
后的样品与起始 DNA 进行比较，结果显示分子量略有偏移，
接头成功连接使 PCR 后的峰分子量增加。总体而言，作者利用 
TapeStation 测得其方案中双链接头的连接效率高于单链接头。 

图 14. 使用安捷伦 TapeStation 系统对接头连接进行 QC。(A) 插入片段（红
色）和双链接头（蓝色）的示意图；(B) 由单链 DNA 组成的双链接头的电泳
图，在 75 bp 处显示有一个峰；(C) 165 bp 为起始 DNA；(D) 使用 B 和 C 作为
参照，连接后 QC 中显示的四个峰经鉴定为未连接接头、未连接的插入片段，
单端连接产物和双端连接产物。PCR 后带有双端接头的 165 bp 插入片段的样
品谱图 (E) 和 (F) 示意图。此图转载自 Nix 等[17] 并经过修改
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最终 NGS 文库的质量控制
文库制备的最后一步是 PCR 扩增，可捕获连接接头的片段，
并生成足够的文库拷贝用于测序。此步骤还可以用于添加标
签，以在单次测序运行中对多个样品进行多重检测。尽管最终
文库的分子量和形状取决于所使用的文库制备试剂盒，但使用
任何一种自动化电泳平台均可对所有类型的文库进行可视化和
分析。除文库弥散峰以外的任何其他峰均表明存在过量的引物
或接头二聚体。此阶段的分析还有助于确定文库扩增是否过度
或不足，并利于混合文库以进行测序。最终文库的 QC 可确保
高质量的制备，并可确定文库的分子量、浓度和摩尔浓度。

文库扩增 

在 NGS 文库制备的最后步骤中，通过 PCR 将第一步制备的接
头连接片段扩增。在靶向扩增子测序中，进行了两个 PCR 反
应。第一个反应是仅扩增目标片段，第二个捕获反应是向扩增
子添加标签。在测序过程中，仅包含标签的片段会退火至流通
池。因此，整个扩增子测序的成功与否取决于 PCR 反应性能。

每个单独的扩增子必须得到充分扩增，使单独的标签连接到每
个扩增子，以便在生物信息学过程中进行区分。在处理复杂样
品（例如低浓度或受污染物的样品）时，必须优化 PCR 过程
以确保最佳反应，以获得良好的测序结果。Sidstedt 等[18] 利用
靶向 MPS（大规模并行测序）技术考察了两种已知的 PCR 抑
制剂对法医学 STR（短串联重复序列）分析的影响。法医学
样品中可能包含这类抑制剂等阻碍 DNA 聚合的分子，导致下
游分析中模板的可用性降低。因此，优化 PCR 方案对于这类
样品的成功测序至关重要。通过使用片段分析仪系统分析扩增
子的分子量、浓度以及生成的 NGS 文库，作者发现抑制剂会
降低起始 PCR 的效率。这导致测序时的读出序列计数降低。
但是，通过添加 BSA 可以改善 PCR 化学反应，从而抵消效率
的下降。使用自动化电泳仪分析复杂样品有助于改善 NGS 文
库制备工作流程，帮助研究人员节省时间、成本和珍贵样品。 
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二聚体

二聚体是 PCR 反应的不良产物，即引物或接头与自身的拷贝
而非模板发生退火。发生这种情况的原因很多，例如模板浓
度低、引物过多、反应温度不理想或扩增过度。当使用自动化
电泳仪分析包含二聚体的样品时，得到的电泳图会在主文库弥
散峰的左侧显示一个峰。该峰的大小取决于引物的长度，但通
常接近或小于 100 bp。仪器提供的高灵敏度可轻松检测到很少
量的二聚体，并且可轻松计算出样品中所含二聚体百分比。二
聚体是一个常见问题，如果其出现在电泳图中，则表明在测序
之前应进行额外的净化步骤以消除二聚体。核心实验室的建议
指出，除非文库所含接头二聚体低于 0.5%，否则不适合进行测
序。这是因为引物二聚体等较短的片段与流通池结合的效率要
高于文库的较大片段。即使文库只含有 5% 的二聚体，也可能会
消耗 50%–60% 以上的测序读出序列，导致测序运行失败[19,20]。

Marchal 等[21] 提出了一种用于新合成 DNA 的测序方案。他
们在方案中强调了 PCR 不良产物对测序结果的影响，并指出
“引物耗尽导致的过度扩增会产生  PCR 不良产物，应避免此
情况的发生。”作者认为，如果浓度太低，必须重新扩增，但
应当避免这种情况，因为这会增加 PCR 偏倚的风险。在生物
分析仪系统上分析了几个“优质和不良文库”。通常，如果文
库在要求的分子量范围内显示为钟型且分布紧密的弥散峰时，
则认为是“优质”文库（图 15A）。而“不良”文库在文库弥
散峰之外还会存在其他峰（图 15B），表明存在接头二聚体。
如果发生过度扩增，主文库的峰高会加倍，并且在文库后会出
现多余弥散峰[22]（图 15C）。由于二聚体会消耗大部分的测序
读出序列，因此从文库中尽可能将其去除非常重要。这可以通
过净化步骤和方案改进来实现，可以降低所用接头和引物的浓
度，或优化用于后续文库制备的扩增循环数。

图 15. 使用安捷伦生物分析仪系统对 NGS 文库进行 QC 检查。(A) 优质文库示例；(B) 存在接头二聚体的文库示例，二聚体约 150 bp；(C) 有意过度扩增 NGS 文库，
在主文库峰的两倍长度处产生了一个多余的小峰。此图转载自 Marchal 等[21] 并经过修改
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分子量测定、定量和摩尔浓度

摩尔浓度测定是最终文库 QC 的重要组成部分，因为在测序仪
上样前，需要将样品稀释至适当的摩尔浓度，并尽可能与其他
文库混合。分子量和浓度均用于计算摩尔浓度，以确保准确的
定量和分子量测定，并对文库进行质量检查，是成功测序的关
键。通过自动化电泳仪可轻松准确地测得样品分子量，样品分
布表明了文库质量。样品的浓度也可以使用与每种仪器对应的
分析软件进行计算。在一项旨在改善文库制备方案的研究中，
Quail 等[23] 表示，与传统的分光光度法相比，使用生物分析仪
定量文库时获得了更好的簇密度。作者指出，准确的流通池载
样对测序结果至关重要：“进入流通池的  DNA 浓度决定了产
生的簇数量……存在一个最佳  DNA 浓度范围，以在最佳的密
度范围内产生簇，从而获得尽可能多的数据。” [23] 高估文库

浓度会导致簇过少，增加测序成本。低估文库浓度则会使簇密
度过高，导致簇重叠，减少了从测序中获得的数据量。例如，
Quail 等[23] 表明，使用分光光度法进行定量分析会导致簇密度
不一致，这可能是由于存在接头二聚体和无法与文库区分的未
扩展二聚体。由于自动化电泳仪可根据分子量分离样品，因此
使用生物分析仪 DNA 1000 试剂盒进行分析可区分预期的扩增
子和二聚体，从而更准确地定量文库。借助分子量分析的额外
优势，作者能够在单个 QC 检查点计算文库的摩尔浓度，并在
流通池载样时产生更一致的簇密度。每种自动化电泳仪及相应
的分析试剂盒均可提供准确而可靠的分子量测定、定量和摩尔
浓度，使它们成为 NGS 文库 QC 分析的理想选择。
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整个 NGS 文库制备过程的自动化电泳分析
安捷伦提供的自动化电泳仪包括生物分析仪、片段分析仪、
TapeStation 和 Femto Pulse 系统，是整个 NGS 文库制备工作
流程中质量控制的理想选择。它们可通过分析起始样品、在整
个过程中的多个检查点进行分析以及分析最终文库，从而确保
良好的样品质量，实现成功测序。 

自动化电泳仪在整个 NGS 工作流程的应用具有充分的文献依
据。例如，Marosy 等[24] 在其用于从 FFPE 样品生成外显子组
富集文库的整个实验方案过程中，在三个检查点使用了生物分
析仪系统。第一个检查点在片段化后，以便在进行后续的文库
制备步骤前确保分子量分布和样品浓度。第二个检查点在捕获
前扩增反应，以确认浓度和由接头连接导致的分子量偏移。最
后，作者在捕获后扩增步骤之后使用生物分析仪测定了最终文
库的摩尔浓度，以便适当稀释样品用于流通池载样。这些关键
步骤的 QC 检查使作者能够决定如何进行后续的文库制备工作
流程，避免损失珍贵样品、试剂和时间。 

每种自动化电泳仪均为各种类型样品提供了不同的试剂盒，以
确保准确可靠的分子量测定、定量和摩尔浓度，并利用质量指
标对样品完整性进行客观评估。这些仪器的优势在于可根据样
品的类型和分子量，使用不同的试剂盒在应用之间轻松切换。
例如，如前所述，Muscarella 等[3] 在进行文库制备之前，使
用 TapeStation 与基因组 DNA ScreenTape 来确定样品的 DIN 
值。然后在测序前使用高灵敏度 D5000 ScreenTape 分析对最
终文库进行 QC。通过在不同步骤执行质量检查，可以确保只
有最佳样品和文库用于测序。 

自动化电泳仪还可以用作帮助研究人员优化工作流程的工具，
或为无法使用通用试剂盒处理的样品制定定制方案。Aguirre 
等[14] 对数种方案进行多方面整合，并进行了优化，从而实现
了一种独特物种的成功测序。为了优化方案，他们利用片段分
析仪系统对起始样品进行 QC 分析，并在整个文库制备工作流
程中对样品质量、分子量和浓度进行了 QC（图 12）。 

总结
整个文库制备工作流程中的质量控制步骤对于 NGS 文库制备
至关重要，并能确保成功的测序结果。安捷伦自动化电泳仪提
供了一系列试剂盒，可兼容多种样品类型和分子量，可提供准
确可靠的分子量测定、定量和摩尔浓度。此外，每种仪器均采
用专为平台优化的特定质量指标，可对样品完整性进行客观评
估。尽管不同类型的仪器质量指标的计算有所不同，但最终的
质量评分在不同平台间具有很高的可比性。多篇文献均证明自
动化电泳仪非常适合这类重要的 QC 步骤，不仅适用于传统的 
NGS 文库制备，还可用于故障排除和方案优化，以及为复杂
或独特样品开发定制工作流程。 
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