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质粒小提试剂盒（磁珠法）

货号：MBD08

【概述】

本试剂盒采用碱裂解法裂解细胞，再通过具有独特分离作用的磁珠和缓冲液系统在高盐状态下特异性地结合溶

液中的质粒 DNA。使用本试剂盒提取的质粒 DNA可适用于各种常规操作，包括酶切、PCR、测序、连接、转化、

文库筛选、体外翻译、转染一些常规的传代细胞等。

【试剂盒包装及组成】

试剂盒组成
规格

10T 50T 100T 200T
裂解液 R1 2.8 mL×1 14 mL×1 28 mL×1 56 mL×1
裂解液 R2 2.8 mL×1 14 mL×1 28 mL×1 56 mL×1
裂解液 R3 4 mL×1 20 mL×1 38.5 mL×1 77 mL×1

RNase A（10 mg/mL） 0.077 mL×1 0.35 mL×1 0.7 mL×1 1.4 mL×1

磁珠 0.55 mL×1 1.4 mL×2 5.6 mL×1 11 mL×1
洗涤液 RW 3.3 mL×1 16.5 mL×1 33 mL×1 66 mL×1

漂洗液 / 1（空瓶） 1（空瓶） 1（空瓶）

洗脱液 1.5 mL×1 7.5 mL×1 15 mL×1 30 mL×1
使用说明书 1份 1份 1份 1份

磁铁 1块 / / /

【储存条件】

 磁珠可以在室温下（15-25℃）运输，但请置于 2-8℃保存。

 本试剂盒其余试剂室温保存，有效期 12 个月，更长时间的保存可置于 2-8℃。2-8℃保存条件下，若溶液

产生沉淀，使用前应将试剂盒内的溶液在室温放置一段时间，必要时可在 37℃水浴中预热 10 min 溶解沉

淀，摇匀后使用。第一次使用前请将试剂盒中提供的 RNase A全部加入裂解液 R1中，混匀，置于 2-8℃

保存，保存时间 6个月。

【适用范围】

本试剂盒适用于提取大肠杆菌等（1-2 mL过夜培养，OD660= 1.7-2.0）的质粒 DNA。
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【注意事项】

 第一次使用前请将试剂盒中提供的 RNase A全部加入裂解液 R1中，混匀，置于 2-8℃保存。

 使用前请注意检查裂解液 R2 是否出现混浊，如有混浊现象，可在 37℃水浴中加热几分钟，恢复澄清后再

使用。实验过程中不要直接接触裂解液 R2和 R3，并注意使用后，立即拧紧盖子。

 提取的质粒量与细菌培养浓度、质粒拷贝数等因素有关。

 整个裂解过程操作尽量温和，并在要求时间内完成。

 客户自备试剂：无水乙醇、离心管、水浴锅、离心机（最大离心力≥12000 rpm（~10010×g））。

 请于本实验开始前穿上实验服、佩戴手套及口罩、眼镜等防护用具，避免实验操作过程中试剂沾染皮肤、

眼睛等。如不慎发生以上情况，请立即用清水冲洗，必要时请及时就医。

 使用前请预先在漂洗液瓶或离心管中配制 75%乙醇，并提前将水浴锅调至 56℃备用。

 磁珠在使用前一定要充分混匀。磁珠加入后，请尽量减少用枪头吹打混匀，防止磁珠沾在枪头上，造成基因

组 DNA损失。

【操作步骤】

1. 从平板培养基上挑取单菌落接种至液体培养基中，过夜培养。

 有些细菌在培养到指数后期会在胞外分泌大量粘性多糖，影响裂解，这种情况下培养时间不宜过长，可以在

指数前中期多次收集保证菌量。

2. 取 1-2 mL 的菌液（OD660=1.7-2.0）于离心管中，12000 rpm（~10010×g ）离心 1 min，弃上清。

 菌液较多时可通过多次离心将菌体收集到一个 1.5 mL离心管中。

3. 向离心管中加入 250 μL 裂解液 R1（含 RNase A）充分悬浮细菌沉淀。

 裂解液 R1加入前，请检查是否已加入 RNase A。如未加入，会造成质粒 DNA制备物中混有 RNA。

 可使用移液器或涡旋振荡器彻底混匀菌体沉淀。如有未彻底混匀的菌块，会导致裂解不充分，影响提取量及

纯度。

4. 向离心管中轻柔加入 250 μL 裂解液 R2，温和地上下翻转离心管 5-6 次，使菌体充分裂解，形成透

明溶液。

 请温和地混匀，切勿剧烈震荡，以免打断基因组 DNA，造成质粒 DNA 制备物中混有基因组 DNA 的碎片。

 菌体完成裂解后，应变的清亮粘稠，打开离心管管盖时有拉丝。如菌液未变清亮，可能是菌体过多，裂解不

充分，请减少菌体用量。

 此步骤不宜超过 5 min，以免造成质粒 DNA损伤。

5. 向离心管中轻柔加入 350 μL 裂解液 R3，立即温和地上下翻转离心管 5-6 次，此时可见白色絮状沉

淀。12000 rpm（~10010×g ）离心 5 min。

 裂解液 R3 加入后，请立即混匀，避免产生局部沉淀。并请注意操作温和，以免造成基因组 DNA 断裂。

 如离心结束后，上清中还漂浮有白色絮状物，请再次离心后取上清，以免影响质粒 DNA 制备物的纯度。

6. 吸取 750 μL 上清于新的离心管（2 mL 离心管，客户自备）中，加入 1 mL 无水乙醇，颠倒混匀 10

sec，再向离心管中加入 50 μL 磁珠，轻柔振荡混匀，室温静置 3 min，期间颠倒混匀 2-3 次。
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 请注意尽量不要触及或吸出沉淀。

 向离心管中加入磁珠之前，请确保磁珠彻底重悬，可在使用前振荡混匀。

 确保磁珠在结合过程中呈悬浮状态。

7. 将离心管置于磁力架或磁铁上进行磁分离，用移液器小心去除上清。

 若离心管管口及管壁上沾有少量磁珠，请将磁珠重悬至离心管，可参考如下步骤：将离心管置于磁力架上， 待

磁珠完全吸附于管壁后，上下颠倒磁力架，使沾在管口的磁珠重悬至溶液中，避免磁珠损失。

 吸弃废液时，尽量吸净管盖及管底残液，请勿吸入磁珠。

 本公司有多功能磁力架（MB11），无需使用移液器吸净废液，直接倾斜磁力架将废液倒出即可，可根据

需要购买。

8. 向离心管中加入 1 mL 无水乙醇，轻柔混匀 1 min，将离心管置于磁力架或磁铁上进行磁分离，弃
上清。

 若离心管管口及管壁上粘有少量磁珠，请将磁珠重悬至离心管。

 吸弃废液时，尽量吸净管盖及管底残液，请勿吸入磁珠。

9. 向离心管中加入 300 μL 洗涤液 RW，轻柔混匀 1 min，将离心管置于磁力架或磁铁上进行磁分离，

弃上清。

 若离心管管口及管壁上粘有少量磁珠，请将磁珠重悬至离心管。

 吸弃废液时，尽量吸净管盖及管底残液，请勿吸入磁珠。

10. 从磁力架或磁铁上取下离心管，加入 600 μL 漂洗液（使用前请预先配制 75%乙醇），轻柔混匀 1

min，将离心管置于磁力架或磁铁上进行磁分离，弃上清。

 若离心管管口及管壁上粘有少量磁珠，请将磁珠重悬至离心管。

 吸弃废液时，尽量吸净管盖及管底残液，请勿吸入磁珠。

11. 重复步骤 10 一次。

 若离心管管口及管壁上粘有少量磁珠，请将磁珠重悬至离心管。

 吸弃废液时，尽量吸净管盖及管底残液，请勿吸入磁珠。

 为缩短后续晾干时间，可将离心管 10000 rpm离心 1 min，再置于磁力架或磁铁上进行磁分离，再次吸弃

废液。

12. 室温开盖晾干 5-10 min（可将离心管开盖置于超净工作台或吹风机冷风口），至乙醇完全挥发（侧

面观察磁珠无反光；反面观察磁珠颜色由棕黑色变为深褐色，边缘龟裂；无液体挂壁）。

 室温晾干前，请先尽量吸净残液。乙醇残留会抑制后续的酶反应（如酶切、PCR 等）实验，应确保乙醇完

全挥发后再进行下一步操作。但也不能干燥太久（磁珠不能完全龟裂），以免质粒难以洗脱。

13. 从磁力架或磁铁上取下离心管，加入 100 μL 洗脱液，振荡混匀，56℃水浴 10 min，每隔 2-3 min
轻摇离心管混匀 3-5 次。
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 为缩短洗脱时间，可将洗脱液提前预热至 56℃，再加入离心管中，水浴 5-10 min，但请注意水浴时间低于

10 min可能会影响质粒的得率。

 水浴前请先用洗脱液将离心管壁上的所有磁珠冲洗至离心管内，可参考如下步骤：向离心管中加入 100 μL
洗脱液，倾斜离心管，使洗脱液没过吸附在管壁上的磁珠，轻轻晃动离心管至磁珠完全重悬至洗脱液中。

 如有特殊需要，可使用等量的经高压灭菌的去离子水作为洗脱液。但应保证去离子水的 pH 值在 7.0-8.5 之

间，若 pH值不在此范围内，会影响洗脱效率。

14. 将离心管置于磁力架或磁铁上进行磁分离，小心吸取上清至新的离心管中，所得上清即目的质粒

DNA，可直接进行下游实验或于适当条件保存。

 可先将离心管 10000 rpm离心 1 min，再进行磁分离，以确保所有磁珠完全吸附至管壁。

 尽量吸净上清，但请勿吸入磁珠，以免影响质粒 DNA的纯度及 DNA溶液的颜色。

【常见问题及参考意见】

1.得率低

 菌液状态对质粒 DNA得率非常关键，请用不超过容器容量 25%体积的培养基培养细菌；

 处于细菌生长平台期的菌体用于质粒 DNA提取得率最高；

 裂解时间与菌量有关，菌量多则适当延长裂解时间，最长不能超过 5 min（如果同时操作多组样本，每加

一管则混匀一管，不可采用加完所有样本再混匀的方法，计时从第一个管样本混匀开始）；

 结合不充分：结合过程中要使磁珠一直处于悬浮状态，并且充分颠倒混匀；

 取样量大于说明书给出量：取样量请严格按照说明书操作。

2. 质粒 DNA样品不纯，干扰后续实验

 质粒 DNA 样品有乙醇残留：吸弃废液时，请尽量吸净管盖及管底残液。为缩短后续晾干时间，可将离心

管 10000 rpm（~6953×g）离心 1 min，再置于磁力架或磁铁上进行磁分离，再次吸弃废液。室温晾干至磁

珠表面无反光、无液体挂壁；

 磁珠洗涤不充分：加入 75%乙醇时，请确保所有磁珠均重悬于液体中，并充分振荡混匀；

 质粒 DNA 液中吸入磁珠：如果不小心吸入磁珠，请将上清液返回原管，待磁珠完全吸附至管壁后重新吸

取上清。或者将吸取的上清液 10000 rpm（~6953×g）离心 1 min，再取上清；

 质粒 DNA 液中含有轻微盐离子等杂质，此为洗脱液正常现象，不影响下游实验。如有特殊需要，可使用

等量的经高压灭菌的去离子水作为洗脱液。为方便实验，可将获得的质粒 DNA液置于-20℃环境分装保存。


