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六、操作步骤 

所有离心时间按使用台式快速离心机设定，通常 10 秒内可达最高转速/离心力；如使用慢升速离心机，离心时间需延长 30 秒。 

所有离心条件为室温，12,000-16,000×g；如离心机只能设定转速，设定为低于最高转速 1,000 rpm。 

1. 在酶反应液或其他含 DNA 的溶液中加入 2 倍体积的 Buffer SDB，混合均匀，离心 1 min。 

2. 将离心上清转入 DNA 吸附柱-A20(置于收集管)，离心 1 min，丢弃收集管。将 DNA 吸附柱-A4 放入另一个干净的收集管中。 

DNA 吸附柱-A20 最大柱体积为 750 μl，如溶液体积＞750 μl 应分次过柱； 

3. 加入 500 μl Buffer WB，离心 1 min，弃滤液，将 DNA 吸附柱-A20 放回收集管中。 

4. 重复步骤 3. 

5. 离心 2 min。 

6. 将 DNA 吸附柱-A20 转入试剂盒携带的 1.5 ml 离心管中，在硅胶膜中央加≥50 μl TE 或去离子水(pH≥7.0)， 

将 1.5 ml 离心管盖(A)扣在 DNA 吸附柱上，做好标记，去除 DNA 吸附柱的盖子(B)，离心 1 min。 

▲  55-60℃预热 TE 或去离子水(pH≥7.0)，可以提高洗脱效率。 

▲ 如使用去离子水洗脱，需用 NaOH 将去离子水 pH 调整至≥7.0。 

▲ 目的片段 DNA 长度≥3kb，建议重复洗脱，以提高洗脱效率。重复洗脱的两种方法： 

a. 洗脱的 DNA 溶液转入 DNA 吸附柱中进行洗脱，获得的 DNA 浓度高于方法 b； 

b. 重新加入洗脱液进行洗脱，洗脱效率高于方法 a。 
 
七、常见问题解答 

Q1  A260/230 比值不正常 

A1.1 未准确调零，A260/230 比值为负值或极高或极低。需要用与洗脱 DNA 一致的缓冲液调零，即用什么洗脱就用什么调零。 

A1.2  DNA 浓度低于 20 ng/μl，仪器偏差可能会出现 260/230 比值不正常。 
 

Q2 回收率很低或回收不到 DNA 

A2.1 漂洗液 Buffer WB3 中未加乙醇，或某次使用后未盖紧试剂瓶盖导致乙醇挥发。 

A2.2 起始 DNA 量极少。微量分光光度计检测 DNA 浓度下限为 20 ng/μl；琼脂糖凝胶电泳，EB 显色 dsDNA 下限为 10 ng。 
 

Q3 后续 DNA 连接或者酶切效率低 

A3 步骤5离心时间不足2 min，未彻底去除Buffer WB3(含乙醇，乙醇会抑制连接和酶切等酶反应)。 

 
八．回收率与估算方法： 

样品回收前应少量留样(以下简称回收前)，与回收后的 DNA 按比例平行电泳，估算回收率。 

比如，PCR 产物起始体积为 40 μl，最终用 30 μl TE 洗脱(以下简称回收后)，建议平行电泳体积为： 

    回收后  2 μl，回收前  100%*40*2/30=2.7 μl(相当于 100%回收率)，回收前  75%*40*2/30=2 μl(相当于 75%回收率) 
 

两种典型的回收产物分析 

PCR 产物：含有 dNTP、引物、非特异性扩增产物包括引物二聚体、降解的模板 DNA 在 260nm 都有吸收峰； 

因此 PCR 产物直接测浓度没有任何意义，也不能作为计算回收率的标准。 
 

质粒酶切产物：以下因素会影响酶切后目的条带的含量： 

     1、基因组 DNA 和 RNA 残留，尤其是 RNA 需短时间电泳才能明显观察到，而且 RNA 降解后 A260 升高(增色效应)； 

     2、质粒的构型：变性为单链的质粒不能被切开，已断裂为线性的质粒酶切后呈涂抹带。 

     3、酶切不完全或内切酶星号活性，使目的产物的量减少。 

 因此，质粒酶切产物的回收也要电泳验证，应以酶切产物作为标准进行电泳。       


