
甲基化检测样本前处理试剂盒（I）
产品货号：26427
产品规格：50测试/盒；20测试/盒
预期用途：

用于核酸的亚硫酸氢盐转化修饰、提取、富集、纯化步骤。其处理后的产物用于临床基因检测。

检验原理：

DNA经亚硫酸氢盐处理后，可使未甲基化的胞嘧啶转变为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶不变。本试剂盒将DNA
变性和亚硫酸氢盐转化过程集为一步，极大的缩短了转化时间而不影响其转化效率，转化效率可达到99.5%以上。

本试剂盒通过转化产物与磁珠（型号Ⅰ）/纯化柱（型号Ⅱ）结合，从亚硫酸氢盐修饰的溶液中回收DNA，回

收的DNA纯度高，完整性好，可直接用于测序、甲基化PCR等下游实验。此外，型号Ⅰ可与高通量自动化仪器配

套使用，能极大减少实验人员的工作。

主要组成成分：

1. 试剂盒中包含的试剂组份

型号Ⅰ

试剂名称
50测试/盒 200测试/盒

规格 数量 规格 数量

转化液CR 1mL/支 5支 1mL/支 20支
缓冲液ND 250μL/支 1支 1mL/支 1支
缓冲液NP 1.5mL/支 1支 5mL/瓶 1瓶
缓冲液CL 30mL/瓶 1瓶 120mL/瓶 1瓶

漂洗液WB(浓缩液) 10mL/瓶 1瓶 40mL/瓶 1瓶
漂洗缓冲液1(浓缩液) 13mL/瓶 1瓶 52mL/瓶 1瓶

缓冲液DB 10mL/瓶 1瓶 40mL/瓶 1瓶
洗脱液 4mL/瓶 1瓶 15mL/瓶 1瓶
磁珠BQ 0.8mL/支 1支 3mL/瓶 1瓶

型号Ⅱ

试剂名称
50测试/盒 200测试/盒

规格 数量 规格 数量

转化液CR 1mL/支 5支 1mL/支 20支
缓冲液ND 250μL/支 1支 1mL/支 1支
缓冲液NP 1.5mL/支 1支 5mL/瓶 1瓶
缓冲液CL 30mL/瓶 1瓶 120mL/瓶 1瓶
柱平衡液PS 10mL/瓶 1瓶 40mL/瓶 1瓶

漂洗液WB(浓缩液) 10mL/瓶 1瓶 40mL/瓶 1瓶
漂洗缓冲液1(浓缩液) 13mL/瓶 1瓶 52mL/瓶 1瓶
漂洗缓冲液2(浓缩液) 15mL/瓶 1瓶 50mL/瓶 1瓶

缓冲液DB 10mL/瓶 1瓶 40mL/瓶 1瓶
洗脱液 4mL/瓶 1瓶 15mL/瓶 1瓶

吸附柱DF 50个/包 1包 50个/包 4包
收集管 50个/包 1包 50个/包 4包

2. 产品不包含，需自备的试剂和仪器

仪器类：恒温混匀仪、台式离心机、移液器（规格：10μL、100μL、200μL、1000μL）



试剂耗材类：实验需要但试剂盒中不包含的有无水乙醇、带滤芯枪头（规格：10μL、100μL、 200μL、1000μL）、
1.5mL离心管、2mL离心管，磁棒套，96深孔板。

储存条件及有效期：

1. 吸附柱 DF冰袋运输，其余试剂均可室温运输，运输时间建议不超过 7天。

2. 吸附柱 DF2-8℃保存，其余组分 15-30℃保存。试剂盒有效期 12个月。

3. 注：转化液对光敏感，需避光保存，减少暴露在光线下。

适用仪器：

手动：磁力架，建议使用磁力架DynaMagTM-2。
自动：可匹配多款全自动核酸提取仪。

样本要求：

本试剂盒适用于粪便、血液、组织、体液等提取纯化后的DNA，cfDNA溶液，单次转化的DNA。
投入量约为100pg-2μg之间，其中10ng-2μg效果更佳。

检验方法：

1. 使用前准备：新开封的试剂盒，按照试剂瓶标签的说明预先在漂洗液WB、漂洗缓冲液1及漂洗缓冲液2中加

入对应量的无水乙醇，并且使用前检查漂洗液是否加入了无水乙醇，加无水乙醇后需将瓶盖严格拧紧，防止

无水乙醇挥发。

2. 手动DNA转化：

1) 柱式法：

a. 根据需处理的DNA样本数量，计算需要的转化液CR、缓冲液ND、缓冲液NP体积，以下表为例，如果处理1
个样本，分别取100μL转化液CR、5μL缓冲液ND、25μL缓冲液NP，加到一个新的EP管中，颠倒混匀，瞬时

离心。

样本数量 转化液CR（μL） 缓冲液ND（μL） 缓冲液NP（μL）
1 100 5 25
2 200 10 50
3 300 15 75
... ... ... ...
N 100N 5N 25N

注：转化液CR、缓冲液ND、缓冲液NP混合若呈乳白色的浑浊状态，为正常现象，不影响试剂效果。

b. 取20μL待测样本加入至新的PCR管中，加入130μL上述转化液混合物，混匀后放入PCR仪，开始转化。转化

程序如下：

90℃ 10min
54℃ 1h
4℃ hold

c. 向已装入收集管的吸附柱中加入200μL柱平衡液PS，12000rpm离心1min，弃掉废液，将吸附柱放回收集管。

d. 加入600μL缓冲液CL，将步骤b中反应得到的转化后产物转移到缓冲液CL中，上下颠倒3-5次，室温静置10min。
e. 12000rpm离心1min，弃掉收集管中的废液，将吸附柱放回收集管中。

f. 加入500μL漂洗缓冲液1（使用前检查是否已加入无水乙醇），12000rpm离心1min，不用弃废液。

g. 加入200μL的缓冲液DB，室温静置10-15min，然后12000rpm离心1min，弃掉收集管中的废液，将吸附柱放回

收集管中。

h. 加入500μL漂洗缓冲液2（使用前检查是否已加入无水乙醇），12000rpm离心1min，不用弃废液。

i. 加入200μL漂洗液WB（使用前检查是否已加入无水乙醇），12000rpm离心1min，弃掉收集管中的废液，将

吸附柱放回收集管中。

j. 将弃去废液的收集管连同吸附柱12000rpm离心2min。



k. 轻轻的将吸附柱转移（在转移的过程中不要碰到收集管内壁，防止粘上乙醇）到干净的收集管中，打开盖子，

晾干3min。
l. 加入20μL的洗脱液到吸附柱中间膜上（注意枪头不要戳到吸附柱的膜，加入不同样本要换枪头），盖紧冠

盖，室温放置2min。然后12000rpm离心1min，收集转化后的DNA，备用。

注：

1 如果要提高回收效率，洗脱液可在65-70℃预热。

2 亚硫酸氢盐修饰后的DNA建议立即检测，否则请于-20℃以下保存，保存时间不超过1个月，长期保存需

置于-70℃或以下，并应避免反复冻融。

2) 磁珠法：

a. 根据需处理的DNA样本数量，计算需要的转化液CR、缓冲液ND、缓冲液NP体积，以下表为例，如果处理1
个样本，分别取100μL转化液CR、5μL缓冲液ND、25μL缓冲液NP，加到一个新的EP管中，颠倒混匀，瞬时

离心。

样本数量 转化液CR（μL） 缓冲液ND（μL） 缓冲液NP（μL）
1 100 5 25
2 200 10 50
3 300 15 75
... ... ... ...
N 100N 5N 25N

注：转化液CR、缓冲液ND、缓冲液NP混合若呈乳白色的浑浊状态，为正常现象，不影响试剂效果。

b. 取20μL待测样本加入至新的PCR管中，加入130μL上述转化液混合物，混匀后放入PCR仪，开始转化。转化

程序如下：

90℃ 10min
54℃ 1h
4℃ hold

c. 取新的离心管，加入600μL缓冲液CL，将步骤b中反应得到的转化后产物转移到缓冲液CL中。

d. 将吹打混匀的磁珠BQ 15μL加入到步骤c中的混合液，涡旋震荡混匀后，在恒温混匀仪上1700rpm震荡10min。
注：使用磁珠前，一定要混匀，磁珠沉降速度较快，多个样本的加入磁珠的时候中间一定要经过几次摇匀，

推荐先加缓冲液CL及转化后产物，最后再加磁珠BQ，以免磁珠沉降。

e. 将步骤d的离心管瞬时离心后置于磁力架上，待溶液澄清后吸弃废液。

f. 加入500μL漂洗液WB（使用前检查是否已加入无水乙醇），用移液枪吹打或震荡混匀。瞬时离心后置于磁

力架上，待溶液澄清后吸弃废液。

g. 加入200μL的缓冲液DB，在恒温混匀仪上1700rpm震荡混匀10-15min。瞬时离心后置于磁力架上，待溶液澄

清后吸弃废液。

h. 加入500μL漂洗缓冲液1（使用前检查是否已加入无水乙醇），用移液枪吹打或震荡混匀。瞬时离心后置于

磁力架上，待溶液澄清后吸弃废液。

i. 加入500μL漂洗液WB（使用前检查是否已加入无水乙醇），用移液枪吹打或震荡混匀。瞬时离心后置于磁

力架上，待溶液澄清后吸弃废液。

注：吸弃废液后可将离心管瞬时离心，并置于磁力架上，用10μL移液枪将残留的液体弃尽。

j. 室温干燥5-10min，肉眼观察磁珠表面变成哑光且磁珠无干裂时，加入20μL洗脱液，用移液枪吹打或震荡混

匀。瞬时离心后置于恒温混匀仪上65℃ 1700rpm震荡10min。
k. 将步骤j的离心管瞬时离心后置于磁力架上，待溶液澄清后转移洗脱液至新的离心管中，备用。

注：亚硫酸氢盐修饰后的DNA建议立即检测，否则请于-20℃以下保存，保存时间不超过1个月，长期保存需

置于-70℃或以下，并应避免反复冻融。



2. 自动化转化：

1) 根据需处理的DNA样本数量，计算需要的转化液CR、缓冲液ND、缓冲液NP体积，以下表为例，如果处理1
个样本，分别取100μL转化液CR、5μL缓冲液ND、25μL缓冲液NP，加到一个新的EP管中，颠倒混匀，瞬时

离心。

样本数量 转化液CR（μL） 缓冲液ND（μL） 缓冲液NP（μL）
1 100 5 25
2 200 10 50
3 300 15 75
... ... ... ...
N 100N 5N 25N

注：转化液CR、缓冲液ND、缓冲液NP混合若呈乳白色的浑浊状态，为正常现象，不影响试剂效果。

2) 取20μL待测样本加入至新的PCR管中，加入130μL上述转化液混合物，混匀后放入PCR仪，开始转化。转化

程序如下：

90℃ 10min
54℃ 1h
4℃ hold

3) 表向深孔板中加入相应试剂：

匹配 32通道提取仪 匹配 96通道提取仪

位置 试剂及用量

1&7列
缓冲液CL：600μL
转化后产物：150μL
磁珠BQ：15μL

2&8列 漂洗液WB：500μL
3&9列 缓冲液DB：200μL
4&10列 漂洗缓冲液1：500μL
5&11列 漂洗液WB：500μL
6&12列 洗 脱 液：40-80μL

位置 试剂及用量

样本板1
缓冲液CL：600μL
转化后产物：150μL
磁珠BQ：15μL

漂洗板2 漂洗液WB：500μL
脱磺基板3 缓冲液DB：200μL
漂洗板4 漂洗缓冲液1：500μL
漂洗板5 漂洗液WB：500μL
洗脱板6 洗 脱 液：40-80μL

4) 将加入样品的深孔板放入仪器中，运行程序。程序运行结束之后将洗脱后的产物转移到新的离心管中，备用

（最好立即检测，如不立即进行下游检测，请将洗脱后的产物放入-20℃以下保存）

注意事项：

1. 经甲基化修饰的DNA一般以单链或非特异性配对形式存在。当纯化后的基因组DNAOD260为1时，相当于约

40μg/mL的核酸浓度。

2. 基于处理后核酸状态的特殊性，其OD230会出现异常现象，可能导致OD260/OD230比值不稳定，实验表明

这种情况不影响后续的PCR反应。OD260/OD280比值应为1.7-1.9。如果洗脱时不使用洗脱缓冲液，而使用

ddH2O，比值会偏低，因为pH值和离子存在会影响光吸收值，但并不表示纯度低。

3. 甲基化转化过程中，转化时间过久会引起甲基化的C部分变成U，导致假阴性，请严格按照操作说明书进行

操作。

4. 缓冲液DB中含有挥发性有机试剂，使用后须拧紧，防止试剂挥发。

5. 本试剂盒仅用于体外诊断，使用前请详细阅读说明书并严格按照说明书进行操作。

6. 应由具备专业经验或经培训合格的人员进行操作。

7. 有关实验室管理规范请严格按照行业行政主管部门颁布的有关基因扩增检验实验室的管理规范执行。

8. 不要使用超过有效期的试剂，不同批次的产品不能混用。


