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产品简介： 

GF-1 细菌 DNA 提取试剂盒可以快速，有效提取高达 20ug 来自于

革兰氏阴性菌或革兰氏阳性菌的高分子量基因组 DNA。本试剂盒

采用一个经特殊处理的玻璃纤维滤膜固定到柱子中，在高盐下有

效地结合 DNA。试剂盒应用核酸纯化柱技术，使用最佳缓冲液，

以确保只有 DNA 被分离，在随后的洗涤步骤中除去细胞蛋白、代

谢物、盐和其他低分子量杂质。高纯度的基因组 DNA 在水或低盐

缓冲液中被洗脱，其 A260/280 比值 1.7-1.9，可用于许多常规的

分子生物学应用实验，如酶切、Southern 印迹杂交、PCR、DNA

指纹分析和其他操作。 

试剂盒组成成份 

 

产品目录号 

5 次 

样品             

25 次 

CN/GF-

BA-025 

100 次 

CN/GF- 

BA-100 

200 次 

CN/GF- 

BA-200 

组份     

GF-1 亲和柱(GF-1 columns) 5 25 100 200 

收集管（Collection tubes） 5 25 100 200 

悬浮液 1（缓冲液 R1） 

Resuspension Buffer 1 

(Buffer R1) 

1ml 4ml 15ml 30ml 

悬浮液 2（缓冲液 R2） 

Resuspension Buffer 2 

 (Buffer R2) 

1.5ml 6ml 24ml 45ml 

缓冲液 BG（Buffer BG） 4ml 14ml 56ml 100ml 

洗涤液（浓缩液）*  

Wash Buffer(concentrate)* 

2.4ml 9ml 34ml 2 x 34ml 

洗脱液（Elution Buffer） 1.5ml 5ml 20ml 40ml 

蛋白酶 K*（Proteinase K*） 0.11ml 0.55ml 2×1.05ml 4 x1.05ml 
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注意：标*的请参照配制方案以及其储存条件和稳定性。 

GF-1 细菌 DNA 提取试剂盒有 25 次、100 次、200 次包装。本试

剂盒仅供研究使用。 

注：GF-1 细菌DNA提取试剂盒可以从推荐的细胞培养物体积中分

离高达 20ug DNA 。细菌培养细胞数不尽相同，取决于菌种、生

长条件以及细胞的生存能力。处理样本时，起始样本体积不要超

过所推荐的体积，会导致细胞数量过多，使柱子超载，这将导致

得率和纯度的降低。对于革兰氏阴性菌和阳性菌，推荐细胞培养

物体积为 1-3ml，以确保获得最佳的产量和纯度。 

自备材料 

无水乙醇（＞95%） 

溶菌酶（50mg/ml） 

RNase A（无 DNA 酶）(20mg/ml) 

配制方案 

贴有洗涤液标签的浓缩液，在使用前需用无水乙醇（＞95%）稀

释。 

样品（5 次）： 

在洗涤液中加入 5.6ml无水乙醇。 

CN/GF-BA-025（25 次） 

在洗涤液中加入 21ml无水乙醇。 

CN/GF-BA-100(100 次) 

在洗涤液中加入 80ml无水乙醇。 

CN/GF-BA-200（200 次） 

在其中一瓶洗涤液中加入 80ml 无水乙醇。使用完后再以同方式

稀释第二瓶洗涤液。 

洗涤液使用后拧紧瓶盖，室温保存。 

储存及稳定性 

● 溶液 20°C-30°C 保存。 

● 蛋白酶 K -20°C 保存。 

● 试剂盒各组份自生产之日起可稳定保存个月。缓冲液 BG 在

室温过低时易出现结晶，使用前请置于 55°C-65°C 环境中至晶体

完全溶解。 

化学危害 

缓冲液 BG 含有胍盐，当接触皮肤或吞服时可能造成危害。使用

时一定要戴上手套并做好安全防护措施。不能将含有漂白剂或任

何形式的酸性溶液加入到含有胍盐的提取废料中来进行消毒。清

洁沾染试剂的物品，不需要用漂白剂和酸性溶液清洗，只需浸泡

在洗涤剂和水中来即可除去胍盐。 

操作步骤 

提示 

 所有操作均在室温下进行，除非另有说明。 

 洗涤液（浓缩液）在使用前务必用无水乙醇稀释，请参

照配制方案。 

 如果缓冲液 BG 出现沉淀或结晶，请置于 55°C-65°C 环

境中至晶体完全溶解。 

 预先设定 37°C 和 65°C 水浴锅。 

 65°C 预热洗脱液（可选）。 

1、离心 

取 1-3ml培养生长过夜或培养生长到对数期的细菌，室温下，6,000 

x g（8,500rpm）离心 2 分钟，倒出全部上清。 

注：务必去除全部上清 ，因为残留的培养液可能会影响得率和

纯度。 

2、重新悬浮沉淀 

在沉淀中加入 100μl缓冲液R1，上下吹打至细胞完全重新悬浮。  

注：确保细胞完全悬浮。不完全悬浮易导致菌体裂解不完全。 

3、溶菌酶处理 

对于革兰氏阴性菌，加入 10μl溶菌酶（50mg/ml）到细胞悬浮液 

中。 

对于革兰氏阳性菌，加入 20μl溶菌酶（50mg/ml）到细胞悬浮液 

中。 

充分混匀，37℃温育 20 分钟。 

注：有些菌株在溶菌酶中可能需要更长的温育时间。 

4、离心 

被消化的细胞 10,000 x g（11,000 rpm）离心 3 分钟，倒出全部上

清。 



5、蛋白质变性 

在沉淀中加入 180μl缓冲液R2 使细胞重新悬浮，再加入 20μl蛋

白酶K，充分混匀，放入摇床 65℃温育 20 分钟，或温育过程中每

5 分钟混匀一次。 

注：裂解产物在温育结束或温育 30 分钟后应变得清澈。 

RNA的去除（可选）： 

如果要求 DNA 中无 RNA 存在，则加入 20μl RNA 酶 A（无 DNA

酶，20mg/ml），混匀并 37℃温育 5 分钟。 

注：柱子洗涤过程中，会除去残留的RNA片段。 

6、均质化 

加入 2 倍体积的缓冲液BG（若无RNA酶A处理，则加入 400μl，

若经RNA酶处理，则加入 440μl），颠倒混匀数次，直到获得一份

清亮均匀溶液。65°C温育 10 分钟。 

7、加入乙醇 

加入 200μl无水乙醇，立即充分混匀。 

注：立即混匀以防止因局部高浓度乙醇引起的任何不均匀核酸沉

淀。 

8、装载到亲和柱 

将最大不超过650μl的上述样品转移到一个干净的带有收集管的

柱子中，10,000 x g（11,000rpm）离心 1 分钟，丢弃废液。 

重复操作步骤 7 中剩余样本。 

注：如果柱子堵塞，加入 200μl缓冲液BG，按上述方法离心。 

9、柱子洗涤 

加入 650μl 洗涤液于亲和柱中，10,000 x g（11,000rpm）离心 1

分钟，丢弃废液。 

注：使用前确保洗涤液已用无水乙醇稀释（参照配制方案）。 

10、柱子干燥 

10,000 x g（11,000rpm）离心柱子 1 分钟，除去残留乙醇。 

注：这个步骤是为了完全除去所有残留乙醇，因为残留乙醇会影 

响DNA质量，还可能抑制后续的酶反应。 

11、DNA洗脱 

将亲和柱放入一干净的微量离心管中，取50-100μl预热洗脱液，

TE 缓冲液或无菌水直接加到亲和柱的膜中央，室温静置 2 分钟，

10,000 x g (11,000 rpm) 离心 1 分钟，以洗脱 DNA。 

DNA 4℃或-20℃保存。 

注：确保洗脱液被直接加入到膜中央以完全洗脱DNA。TE缓冲液 

中的EDTA可能抑制后续的酶反应，但仍可洗脱DNA。如果用水洗 

脱DNA，PH7.0-8.5 时洗脱效果最好。当缺乏缓冲剂时，DNA可能 

降解，此时DNA -20℃保存。 

故障排除 

不按照给定的说明进行操作将会出现不符合标准的结果，将影响

DNA 的得率和质量，如果出现此类问题，请参照以下内容处理： 

问题 可能的原因 建议 

 

 

 

DNA 得率低 

 

细胞悬浮不

完全 

确保在溶菌酶和蛋白酶 K 

中温育前，细胞在缓冲液 

R1 和 R2 中已完全重新悬 

浮。 

洗脱效果差 65℃-70℃预热洗脱液。 

柱子堵塞 参照问题“柱子堵塞” 

问题 可能的原因 建议 

 

 

 

 

纯度低 

 

 

蛋白质变性 

不完全 

确保在溶菌酶和蛋白酶K中

温育前细胞在缓冲液R1 和

R2 中已完全重新悬浮。 

延长温育时间直到裂解产

物变得清澈。 

 

RNA污染 

将RNase A加入指定步骤的

样品中，确保RNase A没有

反复冻融。如有必要准备新

的RNase A。 

在缓冲液 R1 和 R2

中很难重新悬浮细

胞 

 
 

长时间高速 

离心 

确保细胞培养物在推荐的

速度和时间下离心。 

使用移液器吸头上下吹打

裂解产物直到完全均匀。 

 

DNA没有被洗脱 

 

洗脱液不正 

确 

确保所用洗脱液为低盐缓

冲液或pH为 7.0-8.5 的水。 

在缓冲液R2 中温 

浴后裂解产物不清 

澈 

溶菌酶的活 

性可能会随 

时间降低 

确保溶菌酶是现配制的，并

且没有反复冻融。 

 

 

 

柱子堵塞 

 

裂解产物不 

清澈是由于 

消化或裂解 

不充分 

确保将样品转移到柱子之

前，裂解产物是清澈的。如

有必要，延长在溶菌酶和蛋

白酶K中的温育时间。 

柱子装量超 

载或样品材 

料过多 

使用推荐的培养物体积

1-3ml。 

 
 
 
 

DNA 降解或污染 

纯化过程中，

DNA碎裂 

加入蛋白酶K后，避免剧烈

混匀和吹打，应轻轻的颠倒

混匀。 

 

核酸酶污染 

使用经消毒的玻璃器皿和

塑料制品并戴手套。 

确保在缓冲液R2 中细胞完

全悬浮。 

洗脱的DNA在下游

应用中性能差 

洗脱下来的 

DNA含有残留 

乙醇 

确保在洗脱之前柱子已进

行离心干燥。 
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