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Bacterial DNA Extraction kit

细菌 DNA 提取试剂盒说明书

货号 规格 储藏/有效期

EP021-50T 50T 室温/一年

EP021-200T 200T 室温/一年

产品介绍

本产品适合从 1-5 ml 细菌培养物中分离纯化总 DNA。细菌经溶菌酶破壁处理后，被 Buffer BL-1

溶解，再经 Buffer BL-2 沉淀去除蛋白和细胞碎片，离心上清中的基因组 DNA 可结合到纯化柱上。经

过 Buffer RP 和 Buffer WB 的洗涤，去除残留在膜上的蛋白与 PCR 抑制物后，基因组 DNA 用 Buffer TE

洗脱，并可立即用于扩增、酶切、测序、建库等各种分子生物学实验。

试剂盒组成

成分 EP021-50T EP021-200T Storage

Buffer BL-1 15 ml 60 ml RT

Buffer BL-2 15 ml 60 ml RT

Buffer TE 15 ml 60 ml RT

溶菌酶 550 mg 2200 mg -20℃

Buffer WB 40 ml 160 ml RT

Buffer RP 30 ml 120 ml RT

吸附柱 50 套 200 套 RT

说明书 1 份 1 份 RT

一、用户需自备的试剂与物品

1. 去离子纯水和无水乙醇。

2. 移液器及吸头（为避免样品间的污染，推荐选用含有滤芯的移液器吸头）

3. 一次性手套及防护用品和纸巾

4. 台式小量离心机（可配离心 1.5ml 离心管和 2ml 离心管的转子）

5. 水浴锅和旋涡震荡器
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二、使用前准备

1. 如果离心机有制冷功能，请将温度设置到 25℃。

2. 将水浴锅温度设置到 37℃，并将 Buffer TE 温育至 37℃。

3. 根据一次提取的细菌标本数（按每个标本需加 100 µl 溶菌酶溶液计算）配制适量的 100mg/ml 的

溶菌酶溶液：比如要提取 6 个标本的细菌基因组 DNA，则称取 65mg 溶菌酶干粉，加入 650 µl 去

离子纯水配制成 650 µl 溶菌酶溶液。

4. 注意：反复冻融溶菌酶溶液对其活性影响极大，如果一次配制了较多的溶菌酶溶液，应分装成小份

于-20℃储存，解冻使用后的溶菌酶溶液如有剩余，应予以丢弃，不可再次冻存。

5. 根据试剂瓶标签上的指示在 Buffer RP 和 Buffer WB 中加入无水乙醇，并在标签的方框中打勾作好

“乙醇已加”的标记。

三、操作步骤

1. 用1.5 ml离心管收集1-5 ml细菌培养物，加入200 µl Buffer TE，旋涡震荡充分悬浮细菌。

注意：

某些二价阳离子会抑制溶菌酶的活性，如果细菌培养基中含有二价阳离子（如MRS培养基等），应在离心收集细菌后增加一次洗涤步骤：加

入1ml蒸馏水，旋涡震荡悬浮细菌后12000 rpm离心30秒，弃蒸馏水上清，再加入200 µl Buffer TE，旋涡震荡充分悬浮细菌。

细菌收集方法：

悬浮培养的细菌：12000rpm离心30秒收集1~5 ml 细菌培养物中的细菌，弃培养基。

培养皿中的单菌落：在1.5ml离心管中加入200 µl Buffer TE, 用接种环刮取菌落，将细菌洗脱在

Buffer TE中。

2. 加入100 µl溶菌酶溶液，旋涡振荡约15秒混匀，37°C水浴30-60分钟。

注意：

大部分细菌水浴30分钟后已经充分破壁，但是某些细胞壁较厚的细菌（比如金黄色葡萄球菌）需要处理1-2小时才能完全破壁。请根据不同

类别的细菌适当调整水浴时间。

3. 加入225 µl Buffer BL-1，旋涡振荡30秒。

注意：

如果从新鲜培养的细菌中提取DNA，可能会将细菌中的部分RNA一起分离纯化出来，但是RNA的存在并不影响PCR相关的实验。如果要彻底

除去RNA，可在本步骤中按照1：200加入 RNase A 储存液（10 mg/ml，本试剂盒不提供）。

4. 加入225 µl Buffer BL-2，剧烈摇晃离心管3~5次，再旋涡振荡30秒混匀。

5. 13000 rpm 离心2分钟。

6. 将步骤5中的上清液倒入到核酸纯化柱中（核酸纯化柱置于2ml 离心管中），盖上管盖，12000 rpm

离心30秒。

7. 弃2ml 离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到2ml 离心管中，在核酸纯化柱中加入500 µl Buffer

RP, 盖上管盖，12000 rpm 离心30秒。
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E、溶解体积及时间的选择

建议：溶解体积将会影响最终的收获量，溶解体积越大，收获量越高，但是浓度将会降低。请使用

试剂盒推荐的溶解体积进行溶解，以保证最好的收获量和浓度。建议：加入 Buffer TE 后，室温放置 2~5

min，更有利于溶解。

F、有 RNA 污染

建议：在步骤 3 按 1:200 加入本公司的 RNaseA，以防止 RNA 污染。
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