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Buffer Al 125 ml

Buffer Bl 125ml

Buffer C1 50 ml

Buffer D1 250ml

Buffer PW S0ml

Buffer EB 30ml

RNase A(10mg/ml) 1.25ml
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2. B100-200 ml (HRHEE: IR WK IR LRGN E, (K DHEEH200mD o
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3. [ B A BT IO B0 HH N 10ml Buffer A1 G5 SE K7 2 75 £ ARNase
A, AR AR SRR S B F A B DI . TR — 0 B ET B A,
B SR, SESRMAEMmIT. X TR DURBRL, 0w A & i [ A
LB inBuffer A1 Bl. C1fIH &,

4. A1 BSOE I 10ml Buffer B1, 37 RIRFIRLE] 5508 6-8IK, fHRA 7R3
fi#, EIRTES

FER: RANES, AFRIZUEY, DT Wi FIZHDNA . b B AR A3 5
RiA, L SORSZ BIROR . R ORGSR T RAE 2, 2R
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5. A5 ml Buffer C1, SZRIEAIM FF#156-87C, 7R, M HILE®
FRVTTE . RJa BIBE107080 A, R R 08 2 il &0 HL10000x g #1077
B, A EYTIEROREEIR (ADE IR0, FIEEELE T4 1150 miff) &
AQEE- D

HE: IAERCUERALENRS], ##G A RETiE . QR B0 e oe A B
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B

6. ¥ MG RHMSomIEL L& R (B BiEE B EUE, ATERRED) o ER
&R, 2 HIIIN0.9-1.065% i Buffer D1 M2 AR T /K 2.0 (RI4E10ml L7
HIA9-10ml Buffer DIFI10mITE/K 482 , FHFHIBIHESIKELRS), WRHS EE
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7. SERNEERS RV A R20mI B AL A O BRAE BN SOmIEE R D, iR
5000xg 250253l (EIBISCERE T IR RR,  H R AT ST S B v

TER: WCHEE KA R UN20ml, AR BRI, T2 UM,
LA A R P

8. [ AL N 10 ml Buffer PW (i5 0 &2 B CIMATOK LEE), Eil
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10. IR FAE RIS mITEK 2.8, = i5000xg 20015081, Sl s h g
W W PR A EE T R S A

11 % B0 Rl Bl B 0L, = IRS000xg B0 10705, SR B IRBHAETF 35
BT = RSEB B, DAIREE TR R AR T AR (R -

TER: CREMR 220 Ja SRR )R L D) . PCRAS)SEEG .

12, B A BT — AN IR 50 mIWSCAR A rh, ) R PR ABE ) e ] 348 437 8 253 0.5
2 mlPE B HIREB, ZEIRES B, SR E IR >5000%gB5 0558, K50 mIgs L
PR A AN — DTS mIB O, -20°CIR AT

VERG: AT BEIBURLI IRISOReR, RDRAS BRI MBI, B
APR12, Ve pHAE X THe M R ARG o 45 F ddH2OM05% i Sz fRAiF HepH
{E7E7.5- 8.0V N, pHIER T7.02 MR AR . SR =M 2 D> FERAK
Y R D1E DA K SR BT 7 B R B R E - VR AR AN F-0.5 ml, AR
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VEREI: Gl 5 U e AR B2 A B e R . )
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2. fEHIATSCRAVA TR B1 A D1 215 HILEE fhaE UUE, A 45 S s UivE
PG, AHE3TCKIE IR L e, BN RE TS .

3. FEAZEBAEANSE B1 A D1, 5 NI 7 56 T

4. SREUC ORI SR G FRRIE . PRI DB R k. WER PR kL
DAEHE DRI T 10 kb FORIRL,  ROIIK A&, R Ho g nia i
Al. Bl. ClWHE; MK EB HEFETE 65-70°C/KIE T, 7T LAE ML K
W B ANBE AT ), AR s U
R DNA ¥R BE K A EEAS I -

1R DNA W] FH 3 I PRI 58 A0 20 S 6 BE e DA B8 5 4t
ODasofE AN 1 24T K2 50 pg/ml X5 DNA. 44k K] 5 R DNA ODaso/ODasod i
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FE1.8-2. 0/ Ay, I EHENH T4 e G bt 25 Wik N s 2550 DA 4f SRR
e S
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L ARG & T HiRiE, SETREMET, A RAFI2DH, BRI R AR
A E T2-8°C.
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3. 55—k AE F K R Nase AN Buffer A1, JRBA1 )5 B T2-8°CHRAE, A R0
N,
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	使用前请先在Buffer PW中加入无水乙醇，加入体积请参照瓶上的标签。
	1. 接种目标菌株于含合适抗生素的培养基中，37℃摇床振荡培养12-16 h。
	2. 取100-200 ml（根据培养菌体的浓度选择合适的量，低拷贝推荐用200ml）过夜培养的菌液
	3. 向留有菌体沉淀的离心管中加入10ml Buffer A1（请先检查是否已加入RNase A），
	4. 向离心管中加入10ml Buffer B1，立即温和颠倒离心管6-8次，使菌体充分裂解，室温放
	注意：温和混合，不可剧烈震荡，以免打断基因组DNA。此时菌液应变得清亮粘稠，以免质粒受到破坏。如果菌
	5. 加入5 ml Buffer C1，立即温和地上下翻转6-8次，充分混匀，此时将出现白色絮状沉淀
	注意：加入溶液C1后应立即混匀，避免产生局部沉淀。如果离心后溶液还有白色沉淀，可再次离心。如果菌体过
	6. 转移上清至新的50ml离心管中（若上清仍有白色沉淀，可再次离心）。请将上清均分2管，分别加入0
	7. 立即转移上述混合液20ml到吸附柱中（吸附柱放入50ml收集管中），室温5000×g离心2分钟
	注意：吸附柱的最大有效容积为20ml，如果裂解液较多，可多次加入裂解液，直至全部流过吸附柱。
	8. 向吸附柱中加入10 ml Buffer PW (请先检查是否已加入无水乙醇)，室温5000×g
	9. 重复操作步骤8一次。
	10. 向吸附柱中加入5 ml无水乙醇，室温5000×g离心1分钟，弃掉收集管中的废液，将吸附柱重新
	11. 将离心管放回高速离心机中，室温5000×g离心10分钟，然后将吸附柱开盖，置于室温放置数分钟
	注意：乙醇的残留会影响后续的酶促反应(酶切、PCR等)实验。
	12. 将吸附柱置于一个干净的50 ml收集管中，向吸附膜的中间部位悬空滴加0.5-2 ml洗脱缓冲
	注意：为了增加质粒的回收效率，可将得到的溶液重新加入到吸附柱中，重复步骤12。洗脱液的pH值对于洗脱

