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UE 质粒小量制备试剂盒

本试剂盒采用改进的 SDS 碱裂解法，结合 DNA 制备膜选择性地吸附

DNA 的方法达到快速纯化质粒 DNA 的目的。适合于从 1-4 ml（OD600 为

1-1.5）过夜培养的大肠杆菌中提取多至 30 μg 高纯的质粒 DNA，用于

测序、体外转录与翻译、限制性内切酶消化、细菌转化等分子生物学实

验

一 、试剂盒组成、贮存、稳定性
Cat.No. UE-MN-P-10 UE-MN-P-50 UE-MN-P-250 UE-MN-P-500

Kit size 10 preps 50 preps 250 preps 500 preps

Miniprep column 10 50 250 500

2 ml Microfuge tube 10 50 250 500

1.5 ml Microfuge tube 10 50 250 ---

Buffer A 6 ml 28 ml 145 ml 280 ml

RNase A 6 μl 30 μl 150 μl 300 μl

Buffer S1 3 ml 15 ml 75 ml 150 ml

Buffer S2 3 ml 15 ml 75 ml 150 ml

Buffer S3 5 ml 21 ml 105 ml 210 ml

Buffer W1 6 ml 28 ml 145 ml 280 ml

Buffer W2 concentrate 5 ml 24 ml 2×72 ml 2×120 ml

Eluent 1 ml 5 ml 25 ml 50 ml

Protocol manual 1 1 1 1

RNase A：50 mg/ml，室温可贮存 6 个月，长期贮存于-20℃，使用前瞬时离心至管底。

Buffer A：制备管活化液，室温密闭贮存。

Buffer S1：细菌悬浮液。加入 RNase A 后，混合均匀，4℃贮存。

Buffer S2：细菌裂解液（含 SDS/NaOH），室温密闭贮存。

Buffer S3：中和液，室温密闭贮存。

Buffer W1：洗涤液，室温密闭贮存。

Buffer W2 concentrate：去盐液。使用前，按试剂瓶上指定的体积加入无水乙醇（可用 100%乙醇或 95%

乙醇）。混合均匀，室温密闭贮存。

Eluent：洗脱液，室温密闭贮存。

二 、实验准备及注意事项

1. 第一次使用前，RNase A 全部加入 Buffer S1 中，4℃贮存。
*对于体积较少的 RNase A，瞬时离心至管底，吸取一定体积 Buffer S1 至 RNase A 管中混

匀再加入 Buffer S1 中。

2. 使用前确认 Buffer S2 是否出现沉淀，如出现沉淀，应于 37℃温浴

加热溶解并冷却至室温后使用。

3. 第一次使用前，Buffer W2 concentrate 中加入指定体积的无水乙醇。

4. 加入 Buffer S2 和 Buffer S3 的两个步骤操作必须温和。剧烈摇晃将

导致基因组 DNA 的污染。

5. Buffer S2、Buffer S3 和 Buffer W1 含刺激性化合物，操作时要戴

乳胶手套和眼镜，避免沾染皮肤、眼睛和衣服，谨防吸入口鼻。

三、操作步骤

1. 制备管活化：向置于 2 ml 离心管中的制备管里添加 500 μl Buffer A，

12,000 rpm 离心 1 min，弃除滤液。
*制备管活化处理过程能够改善制备管的均一性和稳定性，减少批间差异，消除高温/潮湿或

者环境其它不良因素对制备管造成的影响。请使用当天处理过的制备管。

2. 取 1-4 ml 在 LB 培养基中培养过夜的菌液（若使用丰富培养基，菌

液体积应减半或更少）,12,000 rpm 离心 1 min，弃尽上清。

3. 加 250 μl Buffer S1 悬浮细菌沉淀，悬浮需均匀，不应留有小的菌

块。
*确认 Buffer S1 中已加入 RNase A。

4. 加 250 μl Buffer S2, 温和并充分地上下翻转 4-6 次混合均匀使菌

体充分裂解，直至形成透亮的溶液。此步骤不宜超过 5 min。
*Buffer S2 使用后立即盖紧瓶盖，以免空气中的 CO₂ 中和 Buffer S2 中的 NaOH，降低

裂解效率。

*避免剧烈摇晃，否则将导致基因组 DNA 的污染。

5. 加 350 μl Buffer S3，温和并充分地上下翻转混合 6-8 次，12,000

rpm 离心 10 min。
*离心完成后如果上清液浑浊，考虑菌体过多或者杂菌污染。

*离心完成后，应出现白色紧致沉淀，如果出现白色沉淀凝胶状漂浮，表明菌体量过多，减

少菌体量或者按比例适当增加各 Buffer 体积。

步骤 6-9 可以选择离心法或负压法

A. 离心法

6A. 将制备管置于 2 ml 离心管（试剂盒内提供），吸取步骤 5 中的离心

上清并转移到制备管中，12,000 rpm 离心 1 min，弃滤液。

7A. （可选）将制备管置回离心管，加 500 μl Buffer W1，12,000 rpm

离心 1 min，弃滤液。
*宿主菌是 end A+(BL21，HB101，JM 系列等)会含有大量的核酸酶，易降解质粒 DNA，

建议采用此步骤。

*宿主菌是 end A-(DH5α，TOP10 等)此步可省略。

8A. 将制备管置回离心管，加 700 μl Buffer W2，12,000 rpm 离心 1

min，弃滤液；以同样的方法再用 700 μl Buffer W2 洗涤一次，弃

滤液。
*确认在 Buffer W2 concentrate 中已按试剂瓶上的指定体积加入无水乙醇。

*两次使用 Buffer W2 冲洗能确保盐盐分被完全清除，消除对酶切反应的影响。

9A. 将制备管置回 2 ml 离心管中，12,000 rpm 离心 1 min。

B. 负压法

6B. 将制备管插到负压装置的接口上。吸取步骤 5 中的离心上清并转移

到制备管中，开启负压装置，缓慢吸走管中溶液。

7B. （可选）加 500 μl Buffer W1，吸尽管中溶液。

8B. 加 700 μl Buffer W2，吸尽管中溶液；以同样的方法再用 700 μl

Buffer W2 洗涤一次。
*确认在 Buffer W2 concentrate 中已按试剂瓶上的指定体积加入无水乙醇。

*两次使用 Buffer W2 冲洗能确保盐份被完全清除，消除对酶切反应的影响。

9B. 将制备管置于 2 ml 离心管（试剂盒内提供）中，12,000 rpm 离心

1 min。

10. 将制备管移入新的 1.5 ml 离心管中（500T 规格自备），在制备管

膜中央加 60-80 μl Eluent 或去离子水，室温静置 1 min。12,000

rpm 离心 1 min。
*将 Eluent 或去离子水加热至 65℃将提高洗脱效率。

*如果需要较大的质粒 DNA 浓度，可以适当减少洗脱液的体积，2 次重复洗脱。

四、流程图

加500 μl Buffer A 活化

加60-80 μl Eluent或去离子水 洗脱

加250 μl Buffer S1

加250 μl Buffer S2 裂解中和

加350 μl Buffer S3

加500 μl Buffer W1（可选）

加700 μl Buffer W2 结合洗涤

加700 μl Buffer W2
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五、、常见问题分析

主要问题 原因 建议

得率低或纯化

不到质粒

1.质粒丢失 在含有新鲜抗生素的平板

上重新划甘油菌培养。若当

前使用的是氨苄青霉素，可

以考虑试用羧苄青霉素。如

果有必要，可重新转化质粒

或使用不同的宿主菌。

2.细菌裂解不完全

1）菌量过多

2）Buffer S2 过期

将菌量减少为原先的一半

（实际操作中可按实验情

况相应调整）。

Buffer S2 中的 NaOH 被空

气中的 CO2 中和。使用完

要立即拧紧瓶盖。

3.细菌重悬不完全 在加入 Buffer S1 后注意观

察细菌是否完全悬浮、是否

有菌块残留。

4.质粒过早的被洗脱 确保 Buffer W2 中已经加

入正确体积的 95-100%无

水乙醇。

5.洗脱效率低

1）膜过干

制备管在负压装置上抽干

时间不宜过长。

洗脱液或者去离子水 65℃

预热以及增加洗脱时间至

5 min 都可提高洗脱效率。

DNA 纯度低

高纯度的质粒

A260/280 比值

通常在

1.7-1.9 之间。

低于 1.7 考虑

蛋白质污染，

高于 1.9 考虑

RNA 污染。

1.A260/280 比值过低

表现为琼脂糖凝胶电泳的背景底色亮和酶切效率低

1）菌量过多

2）加入 Buffer S1 后菌体未完全悬起

3）加入 Buffer S2 后裂解不完全

4）加入 Buffer S3 后中和不完全

2.A260/280 比值过高

表现为电泳时会出现 RNA 条带

1）Buffer S1 中未加入 RNase A

2）Buffer S1 保存不当，或者已经过期，RNase A 活性下降

3）菌量过多

4）加入 Buffer S1 后菌体没有完全悬起

5）加入 Buffer S2 后裂解不完全

琼脂糖凝胶中

质粒条带模糊

通常质粒条带

模糊是由于降

解影响，而此

降解可能是宿

主菌自身引起

的，也可能是

纯化过程中造

成

1.使用 endA+宿主菌

endA+是宿主菌中含有 endA 基

因型，表达 Endonuclease I 内源

核酸酶

部分 endA+宿主菌列表见下

2.菌培养时间过长

尽量使用 endA-宿主菌。

确保 Buffer W1 洗涤 1 次

。

不要超过 16 小时

3.存放/处理收集菌时间过长

4.存放收集菌的方式不对

5.加入 Buffer S2 后裂解不完全

6.加入 Buffer S3 后中和不完全

存放 3 个月以内

请于-20℃以下存放

琼脂糖凝胶电

泳出现多个条

带

正常质粒电泳会出现多条带。清

晰的主带是质粒的超螺旋结构。

在超螺旋主带的上方通常有 1-3

条电泳更慢的条带，一般认为是

开环质粒和质粒二聚体（或者不

同的交联形式）。偶尔也会有在

超螺旋条带前面出现微弱的称为

“不可逆变性质粒”条带，这个

是碱裂解的副产品。大多数酶对

这种质粒不起作用，包括限制性

和测序的酶。如果在 S2 环境中时

间过长，会使得不可逆变性的质

粒含量增加。

Buffer S2 裂解不要超过

5 min.

琼脂糖凝胶电

泳背景底色亮

细菌碎片、基

因组和 RNA

污染都显现高

亮电泳背景

1.培养时间过长，大量细菌死亡和产生大量菌体碎片

2.收集的细菌保存/处理时间过长

3.保存收集细菌的方法不对

4.菌量过多

5.加入 Buffer S2 后裂解不完全

6.加入 Buffer S3 后中和不完全

基因 DNA 污

染

1.培养时间过长，大量细菌死亡和产生大量菌体碎片

2.菌量过多

3.加入 Buffer S2 后震荡剧烈/裂解不完全/作用时间太长

4.加入 Buffer S3 后剧烈震荡/中和不完全

RNA 污染

少量 RNA 污

染对于一般实

验来说是没有

影响的。

参见“A260/280 比值过高”

DNA 酶切效

果不好

酶切效果不好

可能是有抑制

剂的污染（比

如盐和乙醇）

或者质粒修饰

。偶尔，质粒

在传代几次后

会产生缺失。

在排除其他原

因的情况下，

要通过测序才

能确定。

1.盐污染

2.乙醇污染

3.Buffer S2 作用时间过长

4.核酸酶污染引起的质粒降解

5.质粒序列缺失

确保用 Buffer W2 洗涤 2

次。

在最后一次 Buffer W2 洗

涤后可将制备管离心时间

由原来1 min 增加至2 min

。


