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Lysis/Binding
10 mL 20 mL 5mL
Buffer
Wash Buffer 28 mL 56 mL 14 mL
Box 1 Elution Buffer 5mL 10 mL 2.5mL
Proteinase K
250 pL 500 pL 125 uL
Buffer
Magnetic Bead
. 250 pL 500 pL 125 uL
Solution
Proteinase K 500 pL 1mL 250 pL
Box 2 Yeast tRNA 10 uL 20 uL 5uL
Glycogen 450 uL 900 pL 225 uL

RIEFAE: Box | I E EIRIMFEAE, Box 2 T - 40 ~ - 18°CHR-1E.
B MR Rl A7 12 M H.
BH#IZ&AME: Box 1 H#iRizH, Box 2 TUKisHi.
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	200 µL Lysis/Binding Buffer + 9 µL Glycogen + 0.2 µL Yeast tRNA(提取酵母的残留DNA时不添加)，涡旋混匀，短暂离心，将溶液收集至管底。
	样本稀释（如果需要）：制药工艺早期的样本通常含有超过标准曲线线性检测范围的DNA含量，在使用本试剂盒抽提之前，需要进行产品适用性研究，将样本用1×PBS进行适当稀释。样本稀释后，以空白基质稀释液作为阴性样本。
	 平行处理：每个样本建议进行三次DNA提取处理；
	 阴性样本（NEG）：每次实验中需要设置一个阴性样本NEG，与其余样本一起处理，以检验样本处理过程中是否存在污染；
	 加标回收样本（ERC）：将宿主细胞DNA残留qPCR检测试剂盒中的标准品稀释到一定浓度，具体样品的DNA加标量设计参考产品适用性研究结果。
	1. 将100 µL待提取样本、阴性样本和加标回收样本加入1.5 mL的离心管中；
	2. 每管加入10 µL Proteinase K（适用于蛋白含量100 mg/mL以下样本，高于该浓度按比例添加,最高不超过50 µL），5 µL Proteinase K Buffer和10 µL 5M NaCl，颠倒或涡旋充分混匀；
	3. 70℃孵育15min，室温放置5分钟，短暂离心；
	4. 向上述管中加入新鲜配制的裂解/结合液（200 µL Lysis/Binding Buffer + 9 µL Glycogen + 0.2 µL Yeast tRNA (提取酵母残留DNA时不需要添加Yeast tRNA)），涡旋混匀，短暂离心；
	5. 加入200uL异丙醇，涡旋混匀，短暂离心；
	6. 将磁珠悬液Magnetic Bead Solution涡旋震荡30秒或颠倒混匀10次，每个样本中加入5 µL后，室温涡旋震荡混匀10分钟。
	注意：加入样本之前充分混匀磁珠悬液，以确保无磁珠沉淀，以免造成DNA得率不一致。
	7. 短暂离心收集悬液至管底，然后将离心管置于磁力架上，室温静置至溶液清澈（一般1分钟）；
	8. 保持离心管于磁力架上，避免震动，用1 mL移液器小心吸去管内溶液，注意不要触碰磁珠。
	1. 加入700 µL Wash Buffer（使用前检查是否加入无水乙醇）至上述样本管中，涡旋震荡30秒或颠倒混匀10次重悬磁珠；
	2. 短暂离心，将离心管盖上吸附的液体收集到底部后，将离心管静置磁力架上1分钟，使磁珠成团贴壁，液体变清澈；
	3. 保持离心管于磁力架上，避免震动，用1 mL移液器小心吸去管内溶液，注意不要触碰磁珠。
	1. 转移离心管至离心管架上并加入700 µL 70%乙醇。漩涡震荡30秒或颠倒混匀10次重悬磁珠；
	2. 短暂离心，将离心管盖上吸附的液体收集到底部后，将离心管置于磁力架上1分钟，使磁珠成团贴壁，液体变清澈；
	3. 保持离心管于磁力架上，避免震动，用1 mL移液器小心吸去管内溶液，注意不要触碰磁珠；
	4. 继续保持离心管于磁力架上1分钟，用200 µL移液器吸除剩余洗液；
	5.   保持离心管置于磁力架上，室温干燥2-3分钟（肉眼随时注意观察，磁珠不要干裂，以磁珠表面微微呈湿润状为宜）。
	1. 向离心管中加入100 µL Elution Buffer；
	2. 涡旋使管壁上的磁珠完全混匀于洗脱液中，置于70℃孵育15分钟，每3分钟涡旋混匀一次；
	3. 孵育完成后短暂离心，将离心管盖上吸附的液体收集到底部后，将离心管置于磁力架上2分钟，待样本温度恢复到室温水平，磁珠成团贴壁，液体变清澈。将溶液移至新1.5 mL离心管中，记录转移体积，随即进行样本检测。
	检验结果说明
	使用相应的DNA残留检测试剂盒（荧光探针qPCR法），在qPCR结果正常的情况下，计算回收率，应当在70% ~130%之间。
	 在磁力架上分离磁珠时，中途可适当左右旋转离心管，使磁珠吸附更加集中；
	 在磁珠洗涤或洗脱过程中，每次震荡混匀后都要用迷你离心机短暂离心，以保证没有磁珠液附着在离心管管盖和管壁上；
	 尽量在完成样品前处理纯化后就立即进行后续DNA检测，以保证检测结果的准确性。

