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产品组成

* 5次样品中的 RNase A已加入到 Buffer I中。

质粒 DNA小量试剂盒

Cat. No.
5次样品

1001005
50次制备

1001050
250次制备

1001250
核酸纯化柱

2 ml离心管

RNase A
Buffer I
Buffer II
Buffer III
Buffer W1
Buffer W2（浓缩液）

Buffer E
说明书

5个
5个
*
1.5 ml
1.5 ml
2 ml
3 ml
2 ml
0.6 ml
1份

50个
50个
28 l
14 ml
14 ml
20 ml
28 ml
16 ml
6 ml
1份

250个
250个
140 μl
70 ml
70 ml
100 ml
130 ml
100 ml
30 ml
1份

* 5次样品中的 RNase A已加入到 Buffer I中。

质粒 DNA小提中量试剂盒

Cat. No.
4次样品

1007004
50次制备

1007050
核酸纯化柱

2 ml离心管

RNase A
Buffer I
Buffer II
Buffer III
Buffer W1
Buffer W2（浓缩液）

Buffer E
说明书

4个
4个
*
2.1 ml
2.1 ml
3 ml
3 ml
3 ml
1 ml
1份

50个
50个
56 l
28 ml
28 ml
40 ml
28 ml
24 ml
12 ml
1份

* 4次样品中的 RNase A已加入到 Buffer I中。

快速质粒 DNA小量试剂盒

Cat. No.
5次样品

1005005
50次制备

1005050
250次制备

1005250
核酸纯化柱

2 ml离心管

RNase A
Buffer I
Buffer II
Buffer N8
Buffer W2（浓缩液）

Buffer E
说明书

5个
5个
*
1.5 ml
1.5 ml
2 ml
2.5 ml
0.6 ml
1份

50个
50个
28 l
14 ml
14 ml
20 ml
25 ml
6 ml
1份

250个
250个
140 l
70 ml
70 ml
100 ml
65 ml×2
30 ml
1份



Simgen Rapid Plasmid DNA Mini & Plasmid DNA（Double）Mini Kit 10/20222

产品储存与有效期

1．RNase A可常温运输，收到产品后请将 RNase A置于 2-8℃储存。

2．加入 RNase A 的 Buffer I 请于 2~8℃储存。如果储存时间超过 6 个月，需在 Buffer I
中重新补加 RNase A。

3．其他试剂与物品如果储存于常温（0~30℃），可在两年内保持使用性能无明显变化；

如果将产品储存于 2~8℃，可延长产品的有效期至两年以上（2~8℃储存的产品使用

前应先使产品恢复到室温后再使用）。

用户需自备的试剂与物品

1. 无水乙醇

2. 1.5 ml离心管、2 ml离心管（质粒小提中量试剂盒）、移液器及吸头

3. 一次性乳胶手套等防护用品和纸巾

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

5. 旋涡振荡器

技术支持

杭州新景生物试剂开发有限公司研发部：微信公众号： Simgen, e-mail:
technical@simgen.cn，电话：400-0099-857。

质量保证

杭州新景生物试剂开发有限公司保证所提供的产品是通过质量检验的合格产品。如

果用户在使用中发现产品不能满足实验要求，请立即停止使用产品，并联络我公司技术

支持获取帮助；或者直接联络我公司当地经销商，提出产品更换要求。

注意事项

Buffer Ⅱ、Buffer N8、Buffer Ⅲ和Buffer W1均含刺激性化合物，操作时请戴乳胶手套

和防护眼镜，避免沾染皮肤、眼睛，谨防吸入口鼻。若沾染皮肤、眼睛时，须立即用大

量清水或生理盐水冲洗，必要时请寻求医疗帮助。

产品介绍

快速质粒DNA小量试剂盒采用了本公司最新发明的特殊中和液Buffer N8，可以让用

户在8分钟内从1~5 ml细菌培养物（LB培养基）中快速提取多至50 g高纯度的质粒DNA；
质粒DNA小量试剂盒和质粒小提中量试剂盒是针对不同类型质粒宿主菌及不同质粒拷贝

数而设计的试剂盒，可在20-30分钟内分离纯化多至50 µg高纯度质粒DNA。获得的质粒

mailto:technical@simgen.cn
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DNA均适用于限制性内切酶消化、测序、文库筛选、连接与转化、体外转录与翻译、强

壮细胞转染等分子生物学实验。如果纯化的质粒DNA需要用作较为敏感的细胞转染实验，

请选择无内毒素质粒DNA小量试剂盒（Cat. No.：1009050）、无内毒素质粒DNA小提中

量试剂盒（Cat. No.：1006050）、无内毒素质粒DNA中量试剂盒（Cat. No.：1016025）
或无内毒素质粒DNA大量试剂盒（Cat. No.：1017025）。

产品适用的样本范围

快速质粒 DNA小量试剂盒最适合在质粒构建、克隆鉴定、测序等实验中使用，这一

类实验通常使用高拷贝质粒，且宿主菌多为 DH5α等内切酶缺陷型（endA-），从大约 3 ml
左右的过夜细菌培养物（LB 培养基）中提取质粒 DNA，操作非常简便快速。

质粒 DNA小量试剂盒更适合从 3~5 ml过夜细菌培养物（LB培养基）中提取质粒

DNA，且对质粒宿主菌的基因型没有限制。特别设计的 Buffer W1可洗去纯化柱上残留

的极微量的核酸内切酶。

质粒小提中量试剂盒主要是为从 5～15 ml过夜细菌培养物（LB培养基）中提取质

粒 DNA而设计的。如果用户需要一次提取到更多的质粒 DNA，或者是由于质粒的拷贝

数太低，需要增大起始菌体用量的，最适合选择质粒小提中量试剂盒。

质粒试剂盒适合从革兰氏阴性细菌（如大肠杆菌）中分离纯化质粒 DNA。如果需要

从革兰氏阳性细菌中分离纯化质粒 DNA，请先用溶菌酶对细菌进行破壁处理，具体步骤

请参照第 16页“附录 1：革兰氏阳性细菌质粒 DNA提取方法”内容。

操作步骤分析与说明

1. 起始样本

从新鲜培养的平板中挑取一个单克隆菌落，接种到3-5 ml（小提中量可以提高到15
ml）含对应抗生素的LB培养基中，37℃，剧烈振荡培养12-16小时。注意事项如下：

(1) 不应吸取储存的甘油菌直接进行培养。长时间储存的甘油菌中的细菌可能已经出现

细菌个体间基因型的分化，并混有丢失质粒的细菌。甘油菌必须在含有抗生素的平

板上划线筛选，挑选生长良好的单菌落用于接种培养。

(2) 不要挑取多个单克隆菌落到一份液体培养基中培养。不同单克隆菌落间可能由于存

在基因型差异的原因，相互间有生存竞争关系，反而使收获的菌量减少。

(3) 2-8℃冰箱中存放超过2周的平板中的菌落已经开始死亡，不再适合接种培养。

(4) 细菌培养时间不应超过16小时。培养时间超过16小时的细菌开始出现溶解现象，可

能导致质粒DNA的得率降低。

(5) 用于细菌培养的培养基所占容器的体积不应大于1/4。
(6) 将LB培养基中的NaCl含量提高到10 g/L，每毫升LB细菌培养物的质粒DNA得率能

提高2 g左右。
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2. 菌体溶解

快速收集的菌体（12000 rpm离心 30秒）通常会堆积得比较紧密而不易悬浮，可以

改用 3000 rpm离心 5分钟收集菌体，以便于后续悬浮步骤的操作。

必须用 Buffer I充分悬浮细菌，未被悬浮分散的细菌不能被碱性的 Buffer II溶解。溶

解后的细菌中的质粒 DNA与基因组 DNA均泄漏出来，处于变性状态。

菌体溶解物应呈现粘稠的透明状，如果加入 Buffer II 后溶解物仍然呈现浑浊状，并

且未呈现粘稠的特征，应考虑培养物中有真菌污染的可能性。

3. 沉淀菌体碎片和基因组DNA
Buffer N8或 Buffer III会中和 Buffer II中的碱性物质，此时质粒 DNA将恢复至超螺

旋结构并保留在溶液中，大片段的基因组 DNA则在复性的过程中与菌体碎片缠绕在一起

形成沉淀。经过高速离心后基因组 DNA与菌体碎片聚集到离心管底部，达到与质粒 DNA
分离的目的。

4. 中和指示剂

由于细菌的生长条件或者细菌菌株间的差异，初次使用质粒纯化试剂盒的用户通常

难以把握最佳的中和效果。本公司的质粒试剂盒产品均已在Buffer Ⅰ中加入了中和指示剂，

加入 Buffer N8或 Buffer III后翻转离心管时，蓝色沉淀物会逐渐变色，直至完全转变成

淡黄色沉淀，此时即可判定是充分中和的效果。

5. 柱纯化技术

1）DNA结合

将离心获取的含有质粒 DNA的上清液倒入纯化柱中短时离心数秒，即可使 DNA吸

附到纯化柱的硅胶膜上，残留的蛋白或者抑制下游分子生物学反应的杂质则被过滤除去。

2）洗涤

纯化柱上通常会残留痕量的蛋白，Buffer W1能有效地洗去这些残留的蛋白。

如果从野生型的大肠杆菌或者是非限制性内切酶缺陷型（endA+）的宿主菌中纯化质

粒 DNA，Buffer W1 洗涤步骤不应省略，否则残留在纯化柱上的痕量蛋白（主要是内源

性的非特异性核酸内切酶Ⅰ）会严重影响后续的酶切反应。下表是常见宿主菌的 endA基

因型。
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如果从 DH5α、DH10B等限制性内切酶缺陷型（endA-）宿主菌中纯化质粒 DNA，
Buffer W1洗涤步骤可以省略。但如果从 5 ml LB 细菌培养物中分离纯化质粒 DNA，残留

在纯化柱上的痕量蛋白会增多，此时也推荐增加 Buffer W1洗涤步骤。

Buffer W2会洗去残留在膜上的 Buffer W1，确保纯净的质粒 DNA吸附在纯化柱上。

质粒 DNA结合、洗涤的过程中只需要使溶液滤过纯化柱即可，因此对离心速度和离

心时间并无严格的要求。可以选用离心机中的“short run”或“quick”模式运行以节约操作时

间。

3）离心甩干

将洗净后的纯化柱放回到 2 ml离心管中，最高速空离 1分钟（如果离心机的离心速

度达不到 14000 rpm，我们建议至少使用 12000-13000 rpm离心 2分钟）的作用：

A. 使 Buffer W2 被充分地离心除去。

B. 在丢弃 Buffer W2 滤液的过程中，如果有滤液不慎沾染到纯化柱上，也可被离心除

去。

4）洗脱质粒 DNA
A. 我们推荐使用试剂盒中提供的 Buffer E（5 mM Tris-HCl, pH 7.5）洗脱质粒 DNA，

以便于质粒 DNA的长期稳定储存；也可以用去离子水洗脱 DNA，但是应确保去离

子水的 pH大于 7，否则将影响 DNA的洗脱效率。

B. 增加用于洗脱质粒DNA的 Buffer E或者去离子水的体积可以提高质粒DNA的回收

效率；减少洗脱体积可以增加获得的质粒 DNA的浓度。如果用于洗脱质粒 DNA的

Buffer E 或者去离子水的体积太小（比如 20 µl），虽然有可能再提高获得的质粒

DNA的浓度，但由于洗脱液不能有效润透纯化柱上的膜，会导致获得的质粒 DNA
的总量严重降低。

C. 预热的 Buffer E或者去离子水能提高质粒 DNA的洗脱效率。

D. 将 Buffer E或者去离子水加入纯化柱后延长静置的时间（延长至 3-5分钟）能提高

质粒 DNA的洗脱效率。

E. 离心甩干后的纯化柱可直接加入 Buffer E洗脱质粒 DNA，无需打开纯化柱盖子挥发

残留的乙醇，过度干燥的纯化柱不利于质粒 DNA的洗脱。

F. 为了产品使用的安全，如果离心机没有防泄漏的盖子，我们建议将洗脱质粒 DNA
的条件改为 8000 rpm离心 1分钟，以防止 1.5 ml离心管管盖脱落而损伤离心机。

6. 质粒 DNA的提取效率和纯度

从每毫升细菌中获取的质粒 DNA质量数主要取决于菌体中质粒 DNA的拷贝数，对

于高拷贝质粒，通常从 1.5 ml LB细菌培养物中能获得 5-15 µg质粒 DNA。如果是低拷贝

质粒或者希望一次性提取更大量的质粒 DNA，我们建议用质粒小提中量试剂盒从 15 ml
LB 细菌培养物中提取质粒 DNA。下表是常见质粒的拷贝数：



Simgen Rapid Plasmid DNA Mini & Plasmid DNA（Double）Mini Kit 10/20226

质粒 Origin of replication Copy number Classification

pUC vectors pMB1 500–700 high copy

pBluescript vectors ColE1 300–500 high copy

pGEM® vectors pMB1 300–400 high copy

pTZ vectors pMB1 >1000 high copy

pBR322 and derivatives pMB1 15–20 low copy

pACYC and derivatives p15A 10–12 low copy

pSC101 and derivatives pSC101 ~5 very low copy

当菌液中所含质粒 DNA充足的前提下，质粒 DNA提取的限制因素由纯化柱决定。

当菌液中的质粒 DNA小于 30 µg时，纯化柱可接近 100%的高效吸附质粒 DNA。当菌液

中质粒 DNA高于 30 µg时，纯化柱仍然能吸附更多的质粒 DNA，但有部分质粒 DNA会

丢失在滤液中。如果再持续地加载质粒 DNA，纯化柱的饱和负载量最高能达到 50 µg以
上（注意当质粒纯化柱吸附的 DNA达到饱和时，应使用 100 µl以上的 Buffer E洗脱质粒

DNA，否则纯化柱上会残留大量质粒 DNA未被充分洗脱）。

Simgen质粒纯化柱（Cat. No. 7001050，可单独订购）性能非常稳定，可在常温放置

2年仍维持原有的 DNA吸附能力，使用前无需加平衡液处理。

DNA的质量通常用测量 260 nm处的光吸收值进行估算，换算方式为 1OD光密度相

当于 50 ng/µl 双链 DNA 浓度。DNA 的纯度通常用 A260/A280 进行估算，纯净 DNA 的

A260/A280比值应该在 1.7–1.9之间；DNA 的盐分残留度通常用 A260/A230进行估算，纯净

DNA的 A260/A230比值应该在 1.8-2.5之间。

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. 向装有 RNase A的螺旋盖管中加入 1 ml Buffer I，混匀后再将溶液吸回到装有 Buffer
I 的瓶子中，并在标签的方框中打勾做好“RNase A已加”的标记，置于 2~8℃保存。

3. 根据试剂瓶标签上的指示在 Buffer W2 中加入无水乙醇，并在标签的方框中打勾做

好“乙醇已加”的标记。

4. 当室温低于 15℃时，使用 Buffer II前应先观察溶液是否有白色沉淀产生，如有沉淀

则应于 37℃水浴直至沉淀溶解后再使用。

5. 扫描以下二维码观看操作视频：

快速质粒 DNA小量试剂盒 质粒 DNA小量试剂盒 质粒小提中量试剂盒



Simgen Rapid Plasmid DNA Mini & Plasmid DNA（Double）Mini Kit 10/2022 7

操作流程图示

加入Buffer I， 加入Buffer II 加入Buffer N8 离心2(10)分钟

悬浮细菌 溶解细菌 （Buffer III），

中和Buffer II

沉淀菌体与 上清倒入纯化柱 离心结合DNA 丢弃滤液

基因组DNA

置回纯化柱 Buffer W1、W2 置回纯化柱 离心甩干

洗涤

放入1.5 ml离心管 加入Buffer E 丢弃纯化柱 纯净的DNA
离心洗脱 DNA
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用快速质粒 DNA小量试剂盒提取质粒

1. 12000 rpm 离心 30秒收集 1-5 ml 过夜培养的细菌，弃尽培养基。加入
250 μl已加入 RNase A的 Buffer I，充分悬浮沉淀的细菌。

* 可用旋涡振荡器振荡或用移液器反复吸注的方法悬浮沉淀的细菌块。充分悬浮的细菌呈均一的悬浊液，

不应留有可见的小菌块，否则将严重影响最后质粒 DNA的产量。

2. 加入 250 μl Buffer II，温和并充分地翻转离心管 4-6次。
* 使用 Buffer II 前确认溶液中没有可见沉淀存在；Buffer II使用完后应盖紧瓶盖，避免与空气长期接触。

* 此步骤不可用旋涡振荡器混匀，否则将导致最后制备的质粒中混有基因组 DNA。

* 当细菌裂解充分时，溶液应呈粘稠的透明状；如果达不到上述效果，可能是细菌用量过多所致，可增加

翻转的次数以达到粘稠的透明状。

* 此步骤不应超过 5分钟。

3. 加入 350 μl Buffer N8，温和并充分地翻转离心管直至溶液中残留的蓝
色沉淀全部转变为淡黄色沉淀。

* 此步骤不可用旋涡振荡器混匀，否则将导致最后制备的质粒中混有基因组 DNA。

* 当使用的细菌量大于 3 ml时，在蓝色沉淀完全转变为黄色沉淀后，应继续温和地翻转 4-6次。

4. 最高速（≧12000 rpm）离心 2分钟。
5. 将核酸纯化柱置于 2 ml离心管中，将步骤 4中的上清液倒入核酸纯化

柱中，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。
* 离心结束后应及时将上清倒入核酸纯化柱，长时间静置可能会导致管底的沉淀浮起，不利于后续的操作。

6. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，在核酸
纯化柱中加入 800 µl BufferW2，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。

* 如果质粒 DNA用于细胞转染等目的，重复步骤 6一次可确保获得实验效果更佳的质粒 DNA。

* 如果质粒的宿主菌是野生型大肠杆菌，或者是 BL21、HB101等 endA+宿主菌，则需要增加一次 Buffer W1

（需单独订购，Cat. No. B025-01）洗涤，以洗去残留的微量内切酶，否则可能会影响后续的酶切效果。

* 确认在 Buffer W2 中已经加入无水乙醇。

* 滤液无需彻底弃尽，如果要避免粘附在离心管管口的滤液对离心机的污染，可将 2 ml离心管在纸巾上倒

扣拍击一次。

7. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，最高速
（≧12000 rpm）离心 1分钟。

* 此步骤高速空离是为了去尽残留的乙醇，请勿省略，否则可能因所纯化的质粒中残留有乙醇而影响后续

的实验效果。

8. 弃 2 ml离心管，将核酸纯化柱置于一个洁净的 1.5 ml离心管中，在纯
化柱的膜中央加入 60~100 µl Buffer E，盖上管盖，室温静置 1分钟，
12000 rpm 离心 30秒。

* 如果离心机没有防泄漏的盖子，请将离心条件改为 8000 rpm离心 1分钟，以免管盖脱落而损伤离心机。

* 也可用去离子水洗脱 DNA，但应确保所使用的去离子水的 pH在 7.0-8.5，否则将影响 DNA的洗脱效率。

9. 弃纯化柱，洗脱的质粒 DNA可立即用于各种分子生物学实验；或者将
质粒 DNA储存于﹣20℃备用。
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Protocol: Plasmid DNA Purification Using the Rapid Plasmid Mini Kit

1．Harvest 1 - 5 ml overnight cultures of bacteria cells in LB (Luria-Bertani)
medium by centrifuging at 12,000 rpm for 30 s, discard the medium. Fully
suspend pelleted bacterial cells in 250 μl Buffer I with addition of RNase A.
* The pellet could be suspended completely by vortexing or pipetting up and down until no cell clumps left.
Otherwise it would seriously affect the final plasmid DNA yield.
2. Add 250 μl Buffer II and mix thoroughly by gently inverting the tube 4 - 6
times.
* Before using Buffer II, make sure that no visible precipitate exists in the solution. After applying Buffer II,
tighten the cap to avoid prolonged contact with air.
* Do not allow the lysis reaction to proceed for more than 5 minutes.
* Do not vortex, as this will result in shearing of genomic DNA.
* The solution should be viscous and slightly clear when the bacterial is lysed sufficiently；if too much bacteria
was used, continue inverting the tube until the solution becomes viscous and slightly clear.
* Do not allow this step to proceed for more than 5 minutes.
3. Add 350 μl Buffer N8, mix gently and thoroughly by inverting the tube
until the color of precipitate changes from blue to light yellow completely.
* Do not vortex, as this will result in shearing of genomic DNA.
* Continue to invert gently 4 - 6 times after the color of precipitate changes from blue to light yellow completely if
the bacteria culture medium used was more than 3 ml.
4. Centrifuge at full speed ( ≥12,000 rpm ) for 2 min.
5. Place a spin column in a 2 ml collection tube (provided), transfer the
supernatant into the spin column, close the lid and centrifuge at 12,000 rpm
for 30 s.
* Transfer the supernatant into the spin column immediately after centrifugation, stay for a long time may cause
the precipitate to float, which makes it hard to operate in following procedure.
6. Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube. Add
800 µl Buffer W2 to the spin column. Closed the lid and centrifuge at 12,000
rpm for 30 s.
* Repeat step 6 is recommend to ensure high quality of plasmid, if plasmid will be used for cell transfection.
* Ensure ethanol has been added into Buffer W2.
* For endA+ host bacteria (e.g. wild-type E.coli, HB101, BL21), washing the spin column by adding Buffer W1
(Order separately, Cat. No. B025-01) is necessary to remove trace nuclease activity. Buffer W1 is not provided,
can be purchased from Simgen separately.
7. Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube.
Centrifuge at full speed ( ≥ 12,000 rpm) for 1 min.
* Do not omit this step, as this will cause problems in downstream applications due to the residual ethanol in the
eluate.
8. Discard the collection tube and place the spin column in a new 1.5 ml
microcentrifuge tube. To elute DNA, add 60~100 μl Buffer E to the center of
the column, close the lid, let stand for 1 min, and centrifuge at 12,000 rpm
for 30 s.
* The deionized water can also be used to elute the DNA, but the pH should be ensured at 7.0 - 8.5, otherwise it
may affect the elution efficiency.
9. Discard the spin column. Eluted DNA can be used for a variety of
molecular biology experiments or store at -20℃ for later use.
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用质粒 DNA小量试剂盒提取质粒

1. 12000 rpm 离心 30秒收集 1-5 ml 过夜培养的细菌，弃尽培养基。加入
250 μl已加入 RNase A的 Buffer I，充分悬浮沉淀的细菌。

* 可用旋涡振荡器振荡或用移液器多次吹打的方法悬浮沉淀的细菌块。充分悬浮的细菌呈均一的悬浊液，不

应留有可见的小菌块，否则将严重影响最后质粒 DNA的产量。

2. 加入 250 μl Buffer II，温和并充分地翻转离心管 4-6次。
* 使用 Buffer II 前确认溶液中没有可见沉淀存在；Buffer II使用完后应盖紧瓶盖，避免与空气长期接触。

* 此步骤不可用旋涡振荡器混匀，否则将导致最后制备的质粒中混有基因组 DNA。

* 当细菌裂解充分时，溶液应呈粘稠的透明状；如果达不到上述效果，可能是细菌用量过多所致，可增加翻

转的次数以达到粘稠的透明状。

* 此步骤不应超过 5分钟。

3. 加入 350 μl Buffer III，温和并充分地翻转离心管直至溶液中的蓝色沉
淀全部转变为淡黄色的沉淀。

* 此步骤不可用旋涡振荡器混匀，否则将导致最后制备的质粒中混有基因组 DNA。

4. 最高速（≧12000 rpm）离心 10分钟。
5. 将核酸纯化柱置于 2 ml离心管中，将步骤 4中的上清液倒入到核酸纯

化柱中，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。
6. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，在核酸

纯化柱中加入 500 µl BufferW1，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。
* 滤液无需彻底弃尽，如果要避免粘附在离心管管口的滤液对离心机的污染，可将 2 ml离心管在纸巾上倒扣

拍击一次。

* 此步骤是为了洗去残留的微量核酸内切酶 I，如果质粒的宿主菌为 DH5α等 endA-菌株，可省略此步骤；如

果使用 HB101 或 BL21 等 endA+宿主菌，则不应省略此步骤。

7. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，在核酸
纯化柱中加入 700 µl BufferW2，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。

* 确认在 Buffer W2 中已经加入无水乙醇。

8. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，最高速
（≧12000 rpm）离心 1分钟。

* 此步骤高速空离是为了去尽残留的乙醇，请勿省略，否则可能因所纯化的质粒中残留有乙醇而影响后续的

实验效果。

9. 弃 2 ml离心管，将核酸纯化柱置于一个洁净的 1.5 ml离心管中，在纯
化柱的膜中央加入 60~100 µl Buffer E，盖上管盖，室温静置 1分钟，
12000 rpm 离心 30秒。

* 如果离心机没有防泄漏的盖子，请将离心条件改为 8000 rpm离心 1分钟，以免管盖脱落而损伤离心机。

* 也可用去离子水洗脱 DNA，但应确保所使用的去离子水的 pH在 7.0-8.5，否则将影响 DNA的洗脱效率。

10. 弃纯化柱，洗脱的质粒 DNA可立即用于各种分子生物学实验；或者将
质粒 DNA储存于﹣20℃备用。
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Protocol: Plasmid DNA Purification Using the Plasmid DNAMini Kit

1. Harvest 1 - 5 ml overnight cultures of bacteria cells in LB (Luria-Bertani)
medium by centrifuging at 12,000 rpm for 30 s, discard the medium. Fully
suspend pelleted bacterial cells in 250 μl Buffer I with addition of RNase A.
* The pellet could be suspended completely by vortexing or pipetting up and down until no cell clumps left.
Otherwise it would seriously affect the final plasmid DNA yield.
2．Add 250 μl Buffer II and mix thoroughly by gently inverting the tube 4 -
6 times.
* Before using Buffer II, make sure that no visible precipitate exists in the solution. After applying Buffer II,
tighten the cap to avoid prolonged contact with air.
* Do not allow the lysis reaction to proceed for more than 5 minutes.
* Do not vortex, as this will result in shearing of genomic DNA.
* The solution should be viscous and slightly clear when the bacterial is lysed sufficiently；if too much bacteria
was used, continue inverting the tube until the solution becomes viscous and slightly clear.
* Do not allow this step to proceed for more than 5 minutes.
3．Add 350 μl Buffer III, mix gently and thoroughly by inverting the tube
until the color of precipitate changes from blue to light yellow completely.
* Do not vortex, as this will result in shearing of genomic DNA.
4．Centrifuge at full speed ( ≥12,000 rpm ) for 10 min.
5．Place a spin column in a 2 ml collection tube (provided), transfer the
supernatant in step 4 into the spin column, close the lid and centrifuge at
12,000 rpm for 30 s.
* Transfer the supernatant into the spin column immediately after centrifugation, stay for a long time may cause
the precipitate to float, which makes it hard to operate in following procedure.
6．Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube.
Add 500 µl Buffer W1 to the spin column. Close the lid and centrifuge at
12,000 rpm for 30 s.
* This step is necessary to remove trace nuclease activity when using endA+ strains such as HB101, BL21. Host
strains such as DH5α do not require this additional wash step.
7．Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube.
Add 700 µl Buffer W2 to the spin column. Closed the lid and centrifuge at
12,000 rpm for 30 s.
* Ensure ethanol has been added into Buffer W2.
8．Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube.
Centrifuge at full speed ( ≥ 12,000 rpm) for 1 min.
* Do not omit this step, otherwise, it may cause problems in downstream applications due to the residual ethanol
in the eluate.
9．Discard the collection tube and place the spin column in a new 1.5 ml
microcentrifuge tube. To elute DNA, add 60~100 μl Buffer E to the center of
each column, close the lid, let stand for 1 min, and centrifuge at 12,000 rpm
for 30 s.
* The deionized water can also be used to elute the DNA, but the pH should be ensured at 7.0 - 8.5, otherwise it
may affect the elution efficiency.
10．Discard the spin column. Eluted DNA can be used for a variety of
molecular biology experiments or store at -20℃ for later use.
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用质粒小提中量试剂盒提取质粒

1. 用有盖 2 ml离心管（用户自备）收集 5~15 ml过夜培养的细菌，弃尽
培养基。加入 500 μl已加入 RNase A的 Buffer I，充分悬浮沉淀的细菌。

* 推荐收集 10 ml以上的细菌培养物（2×YT等丰富培养基除外），以增加最终质粒 DNA的回收量。可以

用 15 ml或 50 ml离心管收集细菌后再用 Buffer I悬浮菌体并转移到有盖 2 ml离心管中。

* 请使用 2 ml离心管，1.5 ml离心管体积太小，无法进行后续步骤。

* 充分悬浮的细菌呈均一的悬浊液，不应留有可见的小菌块，否则将严重影响最后质粒 DNA的产量。

2. 加入 500 μl Buffer II，温和并充分地翻转离心管 4~6次。
* 使用 Buffer II 前确认溶液中没有可见沉淀存在；Buffer II使用完后应盖紧瓶盖，避免与空气长期接触。

* 此步骤不可用旋涡振荡器混匀，否则将导致最后制备的质粒中混有基因组 DNA。
* 当细菌裂解充分时，溶液应呈粘稠的透明状；如果达不到上述效果，可能是细菌用量过多所致，可增加

翻转的次数以达到粘稠的透明状。

* 此步骤不应超过 5分钟。

3. 加入 700 μl Buffer III，温和地翻转离心管直至溶液中的蓝色沉淀全部
转变为淡黄色沉淀。

* 此步骤不可用旋涡振荡器混匀，否则将导致最后制备的质粒中混有基因组 DNA。
4. 最高速（≧12000 rpm）离心 10分钟。
5. 将核酸纯化柱置于 2 ml离心管中，吸取 800 μl步骤 4中的上清液加入

到核酸纯化柱中，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。
* 注意不要吸入管底沉淀。如果有沉淀悬浮在上清中，重复步骤 4的操作使沉淀再次沉积到管底。

6. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，将步骤
4中剩余的上清液全部倒入核酸纯化柱中，盖上管盖，12000 rpm 离心
30秒。

* 滤液无需彻底弃尽，如果要避免粘附在离心管管口的滤液对离心机的污染，可将 2 ml离心管在纸巾上倒

扣拍击一次。

7. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，在核酸
纯化柱中加入 500 µl BufferW1，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。

8. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，在核酸
纯化柱中加入 700 µl BufferW2，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。

* 确认在 Buffer W2 中已经加入无水乙醇。

9. 重复步骤 8一次。
10. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，最高速

（≧12000 rpm）离心 1分钟。
* 此步骤高速空离是为了去尽残留的乙醇，请勿省略，否则可能因所纯化的质粒中残留有乙醇而影响后续

的实验效果。

11. 弃 2 ml离心管，将核酸纯化柱置于一个洁净的 1.5 ml离心管中，在纯
化柱的膜中央加入 60~200 µl Buffer E，盖上管盖，室温静置 1分钟，
12000 rpm 离心 30秒。

* 如果离心机没有防泄漏的盖子，请将离心条件改为 8000 rpm离心 1分钟，以免管盖脱落而损伤离心机。

* 也可用去离子水洗脱 DNA，但应确保所使用的去离子水的 pH在 7.0~8.5，否则将影响 DNA的洗脱效率。

12. 弃纯化柱，洗脱的质粒 DNA可立即用于各种分子生物学实验；或者将
质粒 DNA储存于﹣20 ℃备用。
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Protocol: Plasmid DNAPurification Using the Plasmid DNADouble Mini Kit

1．Harvest 5~15 ml overnight cultures of bacteria cells in LB (Luria-Bertani) in a 2 ml
microcentrifuge tube (not provided), discard the medium. Fully suspend pelleted
bacterial cells in 500 μl Buffer I with addition of RNase A.
* Recommended: Collect more than 10 ml of bacterial(except rich culture medium such as 2×YT) to increase the
recovery of the final plasmid DNA. Bacteria can be collected in 15 ml or 50 ml centrifuge tubes, then suspended
bacteria in Buffer I and transferred to 2 ml microcentrifuge tube.
* Please use a 2 ml microcentrifuge tube. The volume of the 1.5 ml microcentrifuge tube is too small to perform
the follow steps.
* The pellet could be suspended completely by vortexing or pipetting up and down until no cell clumps left.
Otherwise it would seriously affect the final plasmid DNA yield.
2．Add 500 μl Buffer II and mix thoroughly by gently inverting the tube 4 - 6 times.
* Before using Buffer II, make sure that no visible precipitate exists in the solution. After applying Buffer II,
tighten the cap to avoid prolonged contact with air.
* Do not allow the lysis reaction to proceed for more than 5 minutes.
* Do not vortex, as this will result in shearing of genomic DNA.
* The solution should be viscous and slightly clear when the bacterial is lysed sufficiently；if too much bacteria
was used, continue inverting the tube until the solution becomes viscous and slightly clear.
* Do not allow this step to proceed for more than 5 minutes.
3．Add 700 μl Buffer III, mix gently and thoroughly by inverting the tube until the color
of precipitate changes from blue to light yellow completely.
* Do not vortex, as this will result in shearing of genomic DNA.
4．Centrifuge at full speed ( ≥12,000 rpm ) for 10 min.
5．Place a spin column in a 2 ml collection tube (provided), transfer 800 μl supernatant
from step 4 into the spin column, close the lid and centrifuge at 12,000 rpm for 30 s.
* If precipitate was suspended in the supernatant, repeat step 4 once again.
6．Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube, and transfer
remaining supernatant into the spin column, close the lid and centrifuge at 12,000 rpm
for 30 s.
7．Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube. Add 500 µl
BufferW1 to the spin column. Close the lid and centrifuge at 12,000 rpm for 30 s.
8．Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube. Add 700 µl
BufferW2 to the spin column. Closed the lid and centrifuge at 12,000 rpm for 30 s.
* Ensure ethanol has been added into Buffer W2.
9．Repeat step 8 once.
10．Discard the filtrate. Place the spin column back to the collection tube. Centrifuge at
full speed ( ≥ 12,000 rpm) for 1 min.
* Do not omit this step, otherwise, it may cause problems in downstream applications due to the residual ethanol
in the eluate.
11．Discard the collection tube and place the spin column in a new 1.5 ml
microcentrifuge tube. To elute DNA, add 60~200 μl Buffer E to the center of each column,
close the lid, let stand for 1 min, and centrifuge at 12,000 rpm for 30 s.
* The deionized water can also be used to elute the DNA, but the pH should be ensured at 7.0 - 8.5, otherwise it
may affect the elution efficiency.
12．Discard the spin column. Eluted DNA can be used for a variety of molecular biology
experiments immediately or store at -20℃ for later use.
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常见问题分析

1. 回收不到质粒DNA或者质粒DNA的回收效率低

可能的原因：

1） Buffer W2中未加入无水乙醇，应按比例补加无水乙醇。如果是错误地加入了其

他试剂，请向我公司技术部寻求帮助。

2） Buffer W2中错误地加入了70%乙醇。请向我公司技术部寻求帮助。

3） 细菌培养物中污染有真菌或其他杂菌（注意：只针对原核生物起作用的抗生素

对真菌无效）。确保从新鲜制备的含抗生素的平板中挑取单克隆菌落接种培养。

4） 质粒未转化到宿主菌中。确保从新鲜制备的含抗生素的平板中挑取单克隆菌落

接种培养，并确保在培养基中加入对应的抗生素。

5） 不要吸取储存的甘油菌直接进行细菌培养。具体参考第3页“起始样本”内容。

6） 分离纯化的是低拷贝质粒。请选择质粒小提中量试剂盒，加大菌液用量提取质

粒DNA。
7） Buffer II有白色沉淀产生。如有沉淀则应将Buffer II置于37℃水浴直至沉淀溶解

后再使用。

8） Buffer II使用完后未盖紧瓶盖，与空气长期接触导致溶菌效率下降。请制备新

鲜的Buffer II：1% SDS，0.2 M NaOH。
9） 菌体未悬浮充分。菌体未悬浮充分前勿加入Buffer II。
10）错误地使用了Buffer W1和Buffer W2的洗涤顺序。确保按正确的顺序洗涤纯化

柱。

11）DNA的洗脱效率差。参考第5页柱纯化技术中的第4点“洗脱质粒DNA”内容优化

DNA的洗脱方案。

12）质粒上插入的基因的表达产物对细菌有毒性，影响了细菌的正常生长。

2. 操作步骤中的异常现象：

1） 细菌沉积在管底，难以用旋涡振荡充分悬浮。如果要收集超过5 ml细菌培养物，

却仍然使用快速收集菌体（12000 rpm离心30秒）的方法，可能会导致收集的菌

体难以悬浮，此时可尝试用移液器吸头吹打菌体沉淀的方法悬浮细菌；或者改

为3000 rpm离心5分钟收集菌体。

2） 加入Buffer II后，溶液变得非常粘稠，无法流动。通常造成上述现象的原因是

细菌用量过多，请适当减少细菌用量。

3） 加入Buffer II后，溶液未呈现粘稠的透明状，而是维持细菌在Buffer I中的浑浊

状，无粘滞感。上述现象通常是因为细菌培养物中污染了大量的真菌或者革兰

氏阳性细菌等不能被Buffer II所溶解的微生物。应确保从新鲜制备的含抗生素

的平板中挑取单克隆菌落接种培养，而非用甘油菌接种。

4） 离心后沉淀不能沉积到管底，呈膨胀物的形式悬浮在液体中。通常是由于加入

Buffer N8(III)后未充分中和所致，请翻转离心管10次后再次离心。

5） 质粒DNA上样电泳时，加入上样孔的DNA溶液不能下沉，反而上浮飘散开来。

通常是因为高速空离步骤没有操作，洗脱的质粒中乙醇含量过多所致。
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3. 酶切失败

1） 限制性酶切后电泳质粒消失，没有条带，或者电泳条带出现严重的拖尾现象。

A.可能是选用了野生型的或者是end A+的宿主菌所致，并且未用Buffer W1洗涤纯

化柱。请确保用Buffer W1洗涤纯化柱，或者按附录2中的方法对质粒DNA作进

一步的纯化。

B.电泳槽中的电泳缓冲液多次使用未更换，导致缓冲能力降低，容易激活酶切后

残留的限制性内切酶的星活性。请按时更换新配制的电泳缓冲液。

C.酶切产物应选用含SDS的Loading Buffer（一般限制性内切酶产品中有配套提

供），SDS可灭活残留的限制性内切酶活性，确保上样、电泳过程中DNA带型

不发生改变。

2） 酶切不能完全切开。本试剂盒纯化得到的质粒DNA不存在酶切抑制物，可直接

用于酶切（比如20 µl酶切体系中，除去2 µl 10×酶切缓冲液和1 µl限制性内切酶

的体积后，可直接加入17 µl洗脱的质粒DNA用于酶切）。

A.可能是质粒DNA浓度过高，应尝试减少质粒DNA的用量，或者增加限制性内

切酶的用量，并适当延长酶切时间。

B.可能是没有操作高速空离步骤，导致洗脱的质粒中含有过多乙醇，可尝试减少

质粒DNA加入量以减少乙醇的抑制效应。若还是不能完全切开，可按附录2中
的方法对质粒DNA重新纯化。

4. 质粒DNA电泳带型异常

图1 图2 图3

1) 正常的质粒DNA带型，见图1:
C泳道：空载体pUC19电泳效果。顶部条带1：二聚体质粒DNA；中间条带2：
含切口的质粒DNA；下部条带3：超螺旋质粒DNA。
A泳道：空载体pUC19单酶切效果。

B泳道：含插入片段的pUC19双酶切效果。

2) 异常的质粒DNA带型，见图2：
获得的质粒DNA二聚体含量很高，或者纯化的质粒DNA于﹣20℃储存一段时

间后二聚体增多（见图2泳道1）。质粒二聚体或者多聚体含量的增多与质粒

DNA本身的结构，以及选择的宿主菌都有关系，但是质粒二聚体或者多聚体

的存在并不影响质粒DNA酶切的电泳带型（见图2泳道2）。用TE溶液（10 mM
Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0）替代Buffer E或去离子水洗脱质粒DNA后储存

于﹣20℃有助于减少质粒二聚体的产生。
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5. 质粒DNA中含有RNA污染

可能的原因：

1) Buffer I中所含的RNase A活性降低。如果加入RNase A的Buffer I在2~8℃保存的

时间超过6个月的，应重新补加RNase A。
2) 菌液量过多或者细菌本身特性导致RNA含量过多，不能完全被RNase A降解。

可以增加Buffer I中RNase A的浓度。

3) 冬季环境温度低，会导致RNase A活性降低，可在中和步骤后将中和产物放置

到37℃水浴5-15分钟后再进入下一步操作，以提高RNase A的消化效率。

6. 质粒DNA中含有细菌基因组DNA的污染

可能的原因：

1） 溶解步骤操作太剧烈：加入Buffer II后应温和地翻转离心管使细菌溶解。

2） 溶解步骤停留时间过长：加入Buffer II后静置时间不应超过5分钟。

3） 中和步骤操作太剧烈：加入Buffer N8(III)后应温和地翻转离心管使溶液中和。

4） 细菌的培养时间超过16小时，导致部分细菌出现了溶菌现象。

5） 细菌不是新鲜收集的或者收集好后在冰箱放置时间过久。

附录 1：革兰氏阳性细菌质粒 DNA提取方法

1. 12000 rpm 离心 30秒收集 1-5 ml 过夜培养的细菌，弃尽培养基。加入
50 μl无菌水，充分悬浮沉淀的细菌。

* 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 1 ml无菌水，旋涡振荡悬浮细菌后 12000 rpm 离心 30秒，弃

上清，再加入 50 μl无菌水，旋涡振荡充分悬浮细菌。

* 某些特殊细菌培养后会改变培养基 pH值（如乳酸杆菌），会抑制溶菌酶的活性，在离心收集细菌后也

需要洗涤一次，方法同上。

2. 加入 50 μl溶菌酶溶液（100 mg/ml，Simgen Cat. No. 8009100），旋涡
振荡约 15秒混匀，37℃温育 30-60分钟。

* 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. 补加 150 μl已加入RNase A的Buffer I（质粒小提中量试剂盒需补加 400
μl），温和地翻转离心管 4-6次。后续操作接各试剂盒的质粒提取步骤
2即可。

附录 2：质粒 DNA的浓缩与纯化

注意：用于浓缩或纯化的质粒DNA的质量不应超过30 µg！
本方法适用的质粒DNA样本：
a) 传统碱裂解酚氯仿法收获的质粒 DNA的进一步纯化。可去除残留的蛋

白（图 3中 1指示部分）和降解的 RNA（图 3中 2指示部分）
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b) 浓度低的质粒 DNA（如低拷贝质粒）溶液的浓缩。
c ) 怀疑含有非限制性内切酶污染的质粒 DNA溶液。
d) 怀疑提取的质粒 DNA中含有酶切抑制物（醇、酚、盐分等），需要做

进一步纯化的质粒 DNA溶液。

1. 向质粒 DNA 溶液中加入 5倍体积的 Buffer W1，勿弃吸头，直接吸打
几次混匀，并将混合液转移到核酸纯化柱中（核酸纯化柱置于 2 ml 离
心管中），盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。

* 比如需要纯化 100 µl质粒 DNA，则需要加入 500 µl Buffer W1（Simgen Cat. No. B025-01）。

2. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，在核酸
纯化柱中加入 700 µl BufferW2，盖上管盖，12000 rpm离心 30秒。

* 滤液无须彻底弃尽，如果要避免粘附在离心管管口的滤液对离心机的污染，可将 2 ml离心管在纸巾上倒

扣拍击一次。

* 确认在 Buffer W2（Simgen Cat. No. B026-01）中已经加入无水乙醇。

3. 弃 2 ml离心管中的滤液，将核酸纯化柱置回到 2 ml离心管中，最高速
（≧12000 rpm）离心 1分钟。

* 此步骤高速空离是为了去尽残留的乙醇，请勿省略，否则可能因所纯化的质粒中残留有乙醇而影响后续

的实验效果。

4. 弃 2 ml离心管，将核酸纯化柱置于一个洁净的 1.5 ml 离心管中，在纯
化柱的膜中央加入 50-100 µl Buffer E，盖上管盖，室温静置 1 分钟，
12000 rpm 离心 30秒。

* 如果离心机没有防泄漏的盖子，请将离心条件改为 8000 rpm离心 1分钟，以免 1.5 ml离心管管盖脱落而

损伤离心机。

* 也可用去离子水洗脱 DNA，但应确保所使用的去离子水的 pH在 7.0-8.5，否则将影响 DNA的洗脱效率。

5. 弃纯化柱，洗脱的质粒 DNA可立即用于各种分子生物学实验；或者将
质粒 DNA储存于﹣20℃备用。
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