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5% 8 DNA #3743 H £(100T)

ARF & T A% S b R F 5K DNA AR 69 AT 4L 32, 240 52 A8 Ao 23 k0B i 7T VAN & A0 4F o £ A
PR K R E RIS Z DNA

ZIRF & AFe S 4 £ A 6 15 £ 490 DNA &% (qPCR ) AN XF| &Bc A1 H, €3 CHO 5 %
fit.5% % DNA 453X 7| € CH-D050T / CH-D100T, HEK293 73 £ 40 i1 7%, % #) 4K 7| & HK-D050T/ HK-D100T,
NSO 75 £ 0 et 5%, 8 DNA #9)X 7| & NS-D050T/ NS-D100T, Vero /& £ %@ 22 7% & DNA 4& )X 7] & VE-D050T/
VE-D100T, E.Coli 78 £ #m/25% ¥ DNA #0|iX 7| & EC-D050T/ EC-D100T, k84815 4005k % DNA &
MK 7] & PP-DO50T/ PP-D100T BL&-4% A o

— EFRanbtia N
KERE, FHETANEAMSRITHEE, FRELR, BERMEZOMHAEFHRA.

AT X AR IR 100 Ko

485 S 3 G54
gk 10mL/3#R*1
5% 40mL/3#* 1
LA 25mL/#R*1
kiR A F o 25mL LK CEE EiR
e ko 15mL/#*1
kiR B F Ao 45mL KK TEE A= 420uL 48 R
PRI IR 10mL/3#*1
Bk EER ImL/%& *2 4°Crk %4
/§ Q ﬁ& K[I] lmL/'SB: &9 20°C
H R (2 1.3mL/%& *1

Hix: [12]RMBRE AR A ZEN)THTHE, BRR AL AT EK T~ L,

=, B&HH

. A&EE&: BE,BE, ArkHE, £ 2mL HOF AT O REDH M,

2. B&FEH: KRR IR S 69 LEE LB A Sk 10pL-1000ul & A8 & 6945 i 4, 1.5mL 3% 2mL &9 LH# L
AR ER IR 09 308

3. BKIRF: LAKCEE(DAL), 1xPBS %4 (pH 7.4, & Mg2+4= Ca2+) . LEgK,

=, ERWMEEFR

L ARAEAT AT R AR, AR 4RI B R A
2. ATHENEE, RAEHEFEEBRES —REFE,
3. ARBRENELNELEIMAES PRIT,
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AR XTI, wHHkMKk, IR EEZ LA,
HERFERAFRETERANEERRATANE, LAELEZTREMKE, BRPAAE, T
T 37°CHRIBF T Rk B

BRAR A A kAR B EMTAKCEG, HAEMRSMIFIRIL, SAERERGIHITEME, A3
b, URCEEIELR.

M. DNA #EF &

1.

10.

11.

—RARRAT, H R E kAR Ao N 25mL K BRI, @ 2R B An A 45mL KK G A= 420pL
AERIRL), ARG BAFARIT,

FIRTAERT, BABRILE A 56°C(hn BRA —A KB, L4585 5% H 56°C. 4 BHHAK
AR, BRI A S6C, — AR R 65°C, HAE MR 65°CK S 4R TH).
A o FAE
3. AFMEA, S DNA GEILEZHOHER, SO REITE Y Bl B IR
32. FHSATar, EUALBKIA 1xPBS &t ik (pH7.4, £ Mg2+ds Ca2t) #Hiffak

10mg/mL #4T4RH,

33 WRHSERERLE, AIHRREED, AR SE TS HREL,
B 100pL #f =/ A 1.5mL % 2mL LEEAEH &9 F T, BUFMMH— K= A 10Ul & 485
Ki#&4,

: e RAF S KA A 0-100me/mL, & QG K EIUR 10 u Lo Jo RAFS KA 100-200me/mL, & &
B K 2 3A 20 uL.
56°CH#5 & 30min.

E: R R —AKEE, T ERBEHEKEEEEIXTH 65°C, F¥bBLigax 3t KIS H

WHLER, MMKELTRE, % MmN 100ul Zidik, SuL &R, Hieiki.
1 RBIRAT, Frob B HRAR R EREBFLR, HE 0 20uL #IK, Rkl

E: PERIRE, WA A EA, BN 4 R IFR D — R BRER D,

EH—NETE N 400uL 540k, H R, REEEHE LILRA,

E: R T ELIRIG H b BRI, &M TR F BT R IEK

## % 10min, &% 3min 7€ 10s.

AR B S AU B S AL 4000rpm F S Ss, A R EFHE 1-2min BB ERCARF, DOH
R4 AR EF .

HE N S00uUL kg A B, TRl AR R A EF, B Ss, AN R LHE 1-2min,
HABREF, M RABRERF LF,

E: B —okAE R E AR RIR A P AN 25mL BK LB,
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12.

13.

14.

15.

16.

HE MmN S00uL Fikik B, WAR O ARk AN EF, B Ss, KAE#HHE EHE 1-2min,
BB, DO RSRARF EF, FARE P RAETIRIAEY

iEr kAR R E AR LR B P e A 45ml KoK LEE A 420 uL 4R

IFEF, FIRKE3-5min, BRI #KET, FHEARDREIRAE, WA KGR
& 100uL, iRk, ARk AIE T,

E: T S AT Rk, ARCE T AER LR TadE TR, RGN CE2THELEN
qPCR 5232, i & F %M 2 2 DNA =L FTE 1K,

65°CH§# 6min, 4 2min B AR i) —k, HhEkLIREF.

E: 5CHRE, FNAHCEFLELEMRE LI B, BARZSELRBRESH W LT A
MHLERMMKELTER, BOMERS 5-10s BAALRN R EFHE 1-2min. A AR HBLIR
HAD — AN LB LA IRA MBS E .

H o ¥ LA 2B #E4T J6 45 qPCR A2 /7, R 4°CHR A 6h, -20°CHRA 24h.
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	1.第一次使用前，请先向洗涤液A加入25mL无水乙醇混匀，向洗涤液B加入45mL无水乙醇和420μL糖原
	2.实验开始前，将水浴锅设定为56℃(如果只有一个水浴锅，先将温度设定为56℃。如果有两个水浴锅，一个温
	3.样品预处理
	3.1.纯化早期的样本，或DNA含量比较高的样品，建议对样品进行适当比例稀释后提取。
	3.2.若样品为干粉，建议用无酶水或者1×PBS缓冲液（pH 7.4，无 Mg2+和 Ca2+）稀释成10m
	3.3.如果样品溶液背景复杂，建议进行加标回收实验，以确定合适的样品稀释倍数。

	4.取100μL样品加入1.5mL或2mL无酶无菌离心管中，建议每个样品一式三份。加入10μL蛋白酶K混
	注：如果样品浓度在0-100mg/mL，蛋白酶K建议用10μL。如果样品浓度在100-200mg/m
	5.56℃孵育30min。
	注：如果只有一个水浴锅，此步结束后将水浴锅温度设定为65℃，并将洗脱液放进水浴锅预热。
	6.孵育结束，稍微恢复室温后，每管加入100μL裂解液，8μL糖原，涡旋混匀。
	7.使用磁珠前，务必震荡彻底确保磁珠全部悬浮起来，每管加20μL磁珠，涡旋混匀。
	注：添加磁珠时，请确保磁珠全部悬起，建议每加4次磁珠就涡旋混匀一次再继续添加。
	8.在第一个管子中加入400μL结合液，并立即混匀，其余各管均重复此操作。
	注：添加了结合液后务必立即涡旋混匀，否则可能导致产率降低。
	9.静置10min，并每隔3min涡旋10s。
	10.迷你离心机或普通离心机4000rpm离心5s，放在磁力架上静置1-2min直到溶液完全澄清，小心地用
	11.每管加入500μL洗涤液A后，涡旋混匀并确保磁珠全部悬浮，离心5s，放在磁力架上静置1-2min，直
	注：第一次使用时请确保洗涤液A中加入25mL无水乙醇。
	12.每管加入500μL清洗液B，涡旋混匀并确保磁珠全部悬浮，离心5s，放在磁力架上静置1-2min，直到
	注：第一次使用时请确保洗涤液B中加入45mL无水乙醇和420μL糖原。
	13.打开盖子，室温放置3-5min，期间观察磁珠表面，待磁珠表面失去反光后，立即加入预热的洗脱液100μ
	注：此步务必仔细观察磁珠，确保乙醇完全挥发且磁珠不会过度干燥，残留的乙醇会干扰后续的qPCR实验，过
	14.65℃孵育6min，每2min取出涡旋混匀一次，帮助磁珠全部悬浮。
	注：65℃孵育时，建议在离心管上压上重物或缠上封口膜，因为离心管受热后很容易将盖子崩开。
	15.孵育结束稍微恢复下室温，离心机上离心5-10s后放在磁力架上静置1-2min。用移液枪将洗脱液转移到
	16.样品可以立即进行后续qPCR程序，或4℃保存6h，-20℃保存24h。

