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PLASMID-EZ简介
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测序验证是关键质控步骤，在进行下游应用前，跳过测序质控可能会导致后续的异常排查成本增加，包括时间成本和生产成本。

质粒--生命科学研究和生物医药研发的必需品
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目前质粒测序质控所遇到的难点
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Plasmid-EZ产品介绍

Plasmid-EZ 是一种经济高效，高通量，快速的从质粒到结果可交互式结构验证解决方案。

✓ 测序不受质粒大小限制；

✓ 测序不受结构复杂、多聚体样本的限制；

✓ 高准确度。

✓ 最快1天可出结果，快速高效；

✓ 不需要提供已知序列信息或测序引物；

✓ 样本通量可灵活调整；
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Plasmid-EZ测序反应流程

1. 带有barcode DNA序列的转座酶与
质粒结合

2. 质粒被转座酶打断，同时在打断的
位置连接上barcode DNA

3. 混合连有不同barcode DNA的质粒，
连接测序接头（每个样品有不同的
barcode 序列）

4. 纯化后上机测序
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Plasmid-EZ与Sanger测序的比较

质粒测序验证过去一直以传统的Sanger测序技术为主导，但Plasmid-EZ流程简便快速，可以为质粒鉴定提供更全面完整的信息。
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Plasmid-EZ送样要求

环状质粒

质粒单一，无基因组污染或降解（推荐使用Qubit定量，避免浓度虚高）

片段≤10Kb：浓度 ≥20ng/μl，体积≥20μl；                                                                                                                             

片段10Kb-20Kb之间：浓度 ≥30ng/μl，体积≥20μl；                                                                                       

片段≥20Kb：浓度 ≥40ng/μl，体积≥20μl；                                                                                          

纯度要求：OD260/280为1.8-2.0，OD260/230≥2.0 。

菌液：提供体积≥200μl新鲜菌液（ OD＞0.8 ） ，装于1.5ml离心管中封口保存；

直抽菌液：过夜培养的新鲜大肠杆菌菌液2ml或2ml菌液沉淀 ；

平板菌落：单菌落，无明显卫星菌落，需将待测的菌落圈选标注并编号。

注：＞20kb的样品建议直接寄送质粒样品测序

菌液/平板菌落（片段≤20KB）
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Plasmid-EZ测序结果可以直接在金唯智账户中查看/下载。点击“查看结果”，界面中会显示每个样品的组装状态，您可以点击右上角的“下载”

进行结果下载。（结果保存1个月，建议及时下载与保存）。

Plasmid-EZ结果下载
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结果下载后，点击80-xxxxxxxxx 文件夹，订单结果按照文件格式分类。

点击对应格式的文件夹，可查看到所有样品该类型的结果，以“genome”文件夹为例。

Plasmid-EZ结果展示

模拟峰图（.ab1文件）

测序比对 BAM 文件（.bam文件）

组装结果（.fa 文件）

碱基组成 Excel 文件（Base-composition.xls）

原始数据（.fq文件）

交互式报告（Report.html）
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AB1模拟峰图可在“ab1”文件夹查看，.ab1格式结果可用ABI Scanner、Chromas、SnapGene等软件打开。

注：为保证模拟生成的 ab1 峰图质量，单个峰图的最大长度上限为 16kb。当样品序列长度超过 16kb 时，输出的序列会被拆分为多段独立文件，每段均不超过该上限。

原始.fastq格式结果可在“rawdata” 文件夹查看。未经处理的测序原始数据包含在raw.fastq.gz中，如需查看，可用系统自带解压软件或7zip

等软件解压获得.fastq文件，再用文本编辑器（如记事本）等软件打开。

Plasmid-EZ结果展示
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Plasmid-EZ结果展示
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质粒基因组注释
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首先，打开Report.html报告。在样本报告中，您可以先点击“质粒基因组注释”查看已组装序列（又称重叠群，contig）的带注释质粒图谱。

将鼠标悬停于图谱上时，会弹出对应区域的信息，该信息也会列于图谱下方的表格中。

质粒注释图谱
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如何打开FASTA文件

在样品对应文件夹和 “genome” 文件夹内均提供了 genome.fa 文件，其中包含该重叠群的序列。此文件可使用 SnapGene Viewer、Geneious 

等软件打开，也可通过包括 Microsoft Word 在内的任意文本查看器打开。
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数据质量评估
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点击网页报告左侧“测序数据统计”和“质粒基因组组装”，您可以查看到测序质量指标，包括原始测序读长（又称

reads）的长度分布图（红色图表）、reads质量分布图（蓝色图表）和比对读长百分比（第 3 部分）等信息。

3

1. 出现与组装长度匹配的清晰质粒峰

2. 大多数reads Q＞10

3. 大多数reads能比对至组装数据，通常为90%以上
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变异检测
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基于碱基的变异分析

在 “position”文件夹中提供了一个碱基组成 Excel 文件（Base-composition.xls），其中包含每个碱基位置处的reads数量。



21GENEWIZ from Azenta Life Sciences | Proprietary and confidential.

基于碱基的变异分析

该文件还为您提供了在该碱基处存在插入或突变的reads数量，若为高频突变，对应的模拟ab1峰图中也会显示为套峰。由于纳米孔测序原始测

序读长存在一定比例的随机突变，此为参考值，具体变异建议以Sanger或NGS验证结果为准。

ID：组装结果编号

Site：组装结果中该位点的碱基坐标

Ref：组装结果在该位置对应的参考碱基

Depth：该位点的有效测序深度

A / T / C / G：该位点A、T、C、G的reads数

Indel：该位点检测到的插入/缺失的reads总数

Mutation_Rate：测序数据中该位点的突变百分比（此为参考值）

Other_Variant：具体变异类型及频次

ID Site Ref Depth A T C G Indel Mutation_RateOther_Variant
contig1 2030 A 238 234 0 0 3 1 1.6807 -
contig1 2031 G 238 11 1 0 220 6 7.563 +A(3)|+GA(1)
contig1 2032 A 238 235 0 0 2 1 1.2605 #NAME?
contig1 2033 G 238 3 2 2 231 0 2.9412 +T(2)|+TTA(1)
contig1 2034 T 238 0 234 2 2 0 1.6807 +C(1)|+G(2)|+GA(1)|+AA(1)
contig1 2035 C 238 2 9 171 48 8 28.1513 -GA(1)|+G(2)|+GGCG(1)|+CTG(1)
contig1 2036 G 238 32 2 1 202 1 15.1261 +A(1)|+TT(1)|+GA(1)
contig1 2037 A 238 233 1 0 0 4 2.1008
contig1 2038 A 238 236 2 0 0 0 0.8403 -
contig1 2039 A 238 232 3 1 2 0 2.521
contig1 2040 C 238 0 1 237 0 0 0.4202
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多重叠群分析与注释生成

组装结果也有可能包含多个序列，如果出现这种情况，在“genome”文件夹中的 genome.fa 文件将包含所有组装好的重叠群。
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多重叠群分析与注释生成

在SnapGene Viewer中打开此文件，您将看到所有重叠群的列表，以及来自组装程序的一些详细信息。

例如，若组装得到了两个重叠群：一个是完整的环状质粒，另一个并非完整环状序列。那么，第二个重叠群很可能是组装过程中

产生的组装伪像，而非真正的变异。

相反，如果看到多个环状重叠群，且用于生成重叠群的reads数量较多（e.g., > 30），则这可能代表样本中存在多个质粒变体。

如果想查看任何其他重叠群的注释，只需将序列复制粘贴到Plannotate中。这将生成带有 GenBank 文件的注释以及包含注释部分

的 CSV 文件。

如果所有重叠群都只有少量reads，则可能表明样本的组装质量较低或样品本身数据量较少。
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为什么我的样品组装
失败了？
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若样本组装失败，结果文件夹中将仅包含“rawdata”文件夹，其中包含该样品的原始数据。

组装失败的最常见原因是样本浓度未达到所需的送样要求，或存在样品浓度虚高问题。浓度过低可能导致建库过程中片段化加剧及 / 或样本

测序读长（reads）数量不足。我们强烈建议您在送样前使用 Qubit 或等效仪器检测样本浓度，以降低失败风险。



Thank you!
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