重组质粒的提取
Plasmid Mini Kit I（OMEGA）中Hibind DNA结合柱使用前处理：
⑴ 取一个新的Hibind DNA结合柱装在收集管中，吸取200 μl的Buffer GPS平衡缓冲液至柱子中；
⑵ 室温放置3-5 min，12 000 × g室温离心2 min；
⑶ 弃废液，将Hibind DNA结合柱重新装入收集管中，即为平衡后的柱子，按试剂盒说明书进行后续操作。
将筛选得到的含有阳性重组克隆质粒的菌株扩大培养，用Plasmid Mini Kit I（OMEGA）试剂盒提取其质粒，具体操作步骤如下所示：
⑴ 将扩大培养后的含有阳性重组克隆质粒的菌株3 ml菌液10 000 × g室温离心30 s，并弃尽培养基；
⑵ 在沉淀中加入250 μl Solution I，吹打均匀，彻底重悬浮菌体，室温静置2 min；
⑶ 加入250 μl Solution II，立即上下颠倒5-10次温和混匀，室温放置2 min，使菌体细胞充分裂解；
⑷ 加入350 μl Solution III，立即温和颠倒离心管5-10次混匀，13 000 × g室温离心10 min；
⑸ 将上清的80 %小心地移转移至吸附柱中，应避免吸取到沉淀，10 000 × g室温离心1 min，弃去收集管中液体；
⑹ 将HiBind DNA结合柱放入同一收集管中，加入500 μl Buffer HB至吸附柱中，室温放置2 min，10 000 × g室温离心1 min，弃去收集管中的液体；
⑺ 加入700 μl DNA Wash Buffer至吸附柱中，室温放置2 min，10 000 × g室温离心1 min，弃去收集管中的液体；
⑻ 重复步骤⑺一次；
⑼ 13 000 × g室温离心2 min，以甩干残留的DNA Wash Buffer；
⑽ 将HiBind DNA吸附柱放入一个洁净的1.5 ml EP管中，室温放置干燥5 min，在吸附膜中央处加入30-40 μl DEPC-water（60 ℃预热），室温放置2 min，13 000 × g室温离心1-2 min，EP管中的溶液即为所抽提的阳性重组克隆质粒pEGM-T-LITAF (300 bp)、pEGM-T-IL-1β (804 bp)、pEGM-T-IL-6 (558 bp)、pEGM-T-IL-10 (468 bp)和pEGM-T-IL -12 (423 bp)。
⑾ 用全自动超微量分光光度计和1.0 %琼脂糖凝胶电泳分别检测提取质粒的浓度和纯度。
