附录一 分子生物学实验中常用的溶液和缓冲液

1、 酸、碱和盐溶液的配制

盐酸（HCl，分子量36.5，重量百分比36%），1 mol/L
按以下顺序混合：912.5 mL H2O；87.5 mL浓盐酸。

盐酸（HCl，分子量36.5，重量百分比36%），0.25N/L
按以下顺序混合：978.4 mL H2O；21.6 mL浓盐酸。

硫酸（H2SO4，分子量98.07，重量百分比96%），1 mol/L
按以下顺序混合：944.8 mL H2O；55.6 mL浓硫酸。

硝酸（HNO3，分子量63.02，重量百分比71%），1 mol/L
按以下顺序混合：937.5 mL H2O；62.5 mL硝酸

冰醋酸（CH3COOH，分子量60.05，重量百分比99.5%），1 mol/L
按以下顺序混合：942.5 mL H2O；57.5 mL冰醋酸。

乙酸（CH3COOH，分子量60.5，重量百分比36%），1 mol/L
按以下顺序混合：840.5 mL H2O；159.5 mL 乙酸。

甲酸（HCOOH，分子量46.02，重量百分比90%），1 mol/L
按以下顺序混合：957.3 mL H2O；42.7 mL甲酸。

高氯酸（HClO4，分子量100.5，重量百分比70%），1 mol/L 

按以下顺序混合：914.5 mL H2O；85.5 mL 高氯酸。

氢氧化钾（KOH，分子量56.1），1 mol/L
56.0 g KOH溶解于1 L H2O中。

氢氧化钠（NaOH，分子量40.0），1 mol/L
将40.0 g  NaOH溶解于450 mL H2O中，补加H2O至1 L。

氢氧化钠(NaOH，分子量40.0)，10 mol/L
将400 g NaOH溶于450 mL水中，补加H2O至1 L。

氨水（NH4OH，分子量35.0，重量百分比25%），1 mol/L
按以下顺序混合：924.9 mL H2O；75.1 mL氨水。

尿素（CH4N2O，分子量60.06），8 mol/L

分批将480.5 g尿素溶解在600 mL蒸馏水中，加H2O定容只至1 L，过滤灭菌。

氯化钠（NaCl，分子量58.5），5 mol/L
将292.5 g  NaCl溶于450 mL H2O中，补加H2O至1 L。

氯化钾（KCl，分子量74.5），1 mol/L
将74.5 g KCl 溶于450 mL H2O中，补加H2O定容至1 L。

氯化镁（MgCl2，分子量203.3），1 mol/L
将203.3 g MgCl2·6H2O溶于450 mL H2O中，加H2O至1 L，高压灭菌。

硫酸镁（MgSO4，分子量246.5），1 mol/L
将246.5 g MgSO4·7H2O溶于450 mL H2O中，加H2O至1 L。 
氯化钙（CaCl2，分子量147.0或219.1），1 mol/L
将147.0 g CaCl2·2H2O溶于450 mL H2O中，加H2O至1 L，

或将219.1 g CaCl2·6H2O溶于450 mL H2O中，加H2O至1 L。

二、各种常见缓冲液和平衡盐的配制

10%SDS（十二烷基硫酸钠盐）： 

称取100 g SDS溶解在800 mL水中，置68℃水浴中溶解，加数滴浓盐酸调pH到7.2，定容到1 000 mL，不需要消毒。

禽血DNA提取裂解液：

2 mol/L尿素

100 mmol/L Tris·HCl（pH 8.0）

1% SDS
100 mmol/L EDTA
现配现用，无需灭菌。

配制方法：600 mL蒸馏水中，顺序加入120.12 g尿素，待溶解后加入100 mL 1 mol/L Tris（pH 8.0），溶解后加入37.2 g Na2EDTA·2H2O，溶解后缓缓加入20% SDS 50 mL，定容至1000 mL。

细菌DNA提取裂解液Ⅰ：

25 mmol/L Tris·HCl（pH 8.0），10 mmol/L EDTA（pH 8.0），50 mmol/L葡萄糖，使用前加溶菌酶（2 mg/mL）。

细菌DNA提取裂解液Ⅱ（碱-1% SDS）：

1%（W/V）SDS溶解在0.2 mol/L NaOH中。

酚(phenol)：

（1）现在有商品酚可直接购买，但是要注意酚的pH值。

（2）酚的纯化和配制（提取核酸用的酚溶液）：如果购的酚不纯，例如市售酚含有杂质，常呈粉色或淡黄色，需要重蒸二次：用前从冰箱中取出，在68℃水浴锅中溶解结晶酚，160℃左右蒸馏后，冷却至0℃，加入8-羟基喹啉（100 g酚加0.1g8-羟基喹啉），酚变为黄色，8-羟基喹啉是抗氧化剂，并能部分抑制核糖核酸酶，含8-羟基喹啉的酚用等体积0.5 mol/L Tris-Cl（pH 8.0）磁力搅拌器搅拌20 min，约半小时后两相完全分开，用真空抽液器尽可能吸去上层水相，再加入等体积的0.1 mol/L Tris（pH 8.0）至酚中，搅拌20 min，再吸去上层水相，反复数次，至酚相pH值大于7.8，加入0.2%β-巯基乙醇和0.1 mol/L Tris（pH 8.0）分装在棕色瓶中，此酚溶液在平衡缓冲液覆盖下4℃可保存1个月，纯化和配制酚溶液都要戴手套，以免损伤皮肤。

酚—氯仿—异戊醇：

酚、氯仿和异戊醇按25∶24∶1（V/V）混合而成，加终浓度为0.1%的8-羟基喹啉，上面覆盖一层1cm厚的0.1 mol/L Tris（pH 8.0），分成几份储存于-20℃，超过6个月则废弃。它用来除去核酸中的蛋白质，异戊醇能消泡沫，有利于水相和有机相分开，氯仿—异戊醇混合液密闭瓶中保存。

Tris-Cl  [Tris（三羟甲基氨基甲烷）]，1 mol/L
在800 mL水中溶解121.1g Tris，常温下用浓盐酸调至所需的pH值，常用pH 7.4，或pH 8.0，混匀后加水定容至1 L，高压灭菌。

要获得所需的某一特定pH的0.1 mol/L Tris·HCl缓冲液的配制，可通过将一定数量的0.1 mol/L HCl 和100 mL 0.1 mol/L Tris溶液混合，如下表 附－1所示：

表 附－1 特定pH的0.1 mol/L Tris·HCl缓冲液的配制所需的0.1 mol/L HCl的毫升数

	pH (25℃)
	0.1 mol/L 

HCl（mL）
	pH (25℃)
	0.1 mol/L
HCl（mL）
	pH (25℃)
	0.1 mol/L
HCl（mL）

	7.2
	89.4
	7.8
	69.0
	8.4
	34.4

	7.3
	86.8
	7.9
	64.0
	8.5
	29.4

	7.4
	84.0
	8.0
	58.4
	8.6
	24.8

	7.5
	80.6
	8.1
	52.4
	8.7
	20.6

	7.6
	77.0
	8.2
	45.8
	8.8
	17.0

	7.7
	73.2
	8.3
	39.8
	8.9
	14.0


注意：Tris缓冲液的pH值随温度变化较大，每1℃可引起大约0.028 pH单位的变化。Tris缓冲液的pH值应调校至待使用温度下的pH值。因为Tris的pKa值为8.08，因此Tris不应该在大约pH 7.2以下和pH 9.0以上用作缓冲液。

Tris·HCl，pH 6.8, 4×：
在40 mL H2O中溶解6.05 g Tris (0.5 mol/L)，用1 mol/L HCl调至pH 6.8，补加H2O至整体积100 mL，用0.45 µm滤膜过滤溶液后于4℃可保存1个月。
Tris•HCl，pH 8.8, 8×：
在300 mL H2O中溶解182 g Tris (3 mol/L)，用1 mol/L HCl调至pH 8.8，补加H2O至整体积500 mL，用0.45 µm滤膜过滤溶液后于4℃可保存1个月。
Tris•HCl/SDS，pH 8.8, 4×：
在300 mL H2O中溶解91 g Tris (1.5 mol/L)，用1 mol/L HCl调至pH 8.8，补加H2O至总体积500 mL，用0.45 µm滤膜过滤溶液，再加入2 g SDS [0.4%(W/V)]，于4℃可保存1个月。

Tris•HCl/SDS，pH 6.8, 8×：

在40 mL H2O中溶解6.05 g Tris (0.5 mol/L)，用1 mol/L HCl调至pH 6.8，补加H2O至总体积100 mL，用0.45 µm滤膜过滤溶液，再加入0.4 g SDS [0.4%(W/V)]，于4℃可保存1个月。
Tris•HCl/SDS，pH 8.45：

在300 mL H2O中溶解182 g Tris（3.0 mol/L），用1 mol/L HCl调至pH 8.45，补加H2O至总体积500 mL。用0.45 µm滤膜过滤溶液，再加入1.5 g SDS [0.3% (W/V)，于4℃可保存1个月。

MOPS（3-吗啉代丙磺酸，分子量209.3）电泳缓冲液，10×：

0.4 mol/L MOPS，pH 7.0

0.5 mol/L NaAc

0.01 mol/L EDTA 
HEPES（4-（2-羟乙基）哌嗪-1-乙磺酸），分子量238.3）缓冲盐水（HeBS）：
137 mmol/L NaCl

5 mmol/L KCl

0.7 mmol/L Na2HPO4
6 mmol/L 葡萄糖
21 mmol/L HEPES

调至pH 7.05；因为这是一个关键参数，因此应仔细检测。

HEPES缓冲盐水（ＨeBS），２×：

16.4 g NaCl (0.283 mol/L)，0.2 g Na2HPO4 (1.5 mmol/L)

11.9 g HEPES 酸（0.023 mol/L）加H2O至1 L

用5 mol/L NaOH调至pH 7.05 (精确的pH值对有效的转染特别重要)，过滤除菌。许多研究者常配制大量的2×HeBS，对溶液的转染效率进行检测后将其等量分装成50 mL一份冻存。

从两批2×HeBS溶液获得的转染效率可能有较大的差异。每一批新鲜配制的溶液都要检查其转染效率。通过将0.5 mL 2×HeBS与0.5 mL 250 mmol/L CaCl2溶液混合并旋涡振荡可快速检测2×HeBS溶液的转染效率。在显微镜下即可很快观测到微小的沉淀形成。溶液的转染效率必须一直检查，但如果在检查时溶液中不形成沉淀，这可能发生了某种错误。

Hanks 平衡盐溶液 (HBss)：

5.4 mmol/L KCl

0.3 mmol/L Na2HPO4

0.4 mmol/L KH2PO 4
4.2 mmol/L NaHCO3
1.3 mmol/L CaCl2
0.5 mmol/L MgCl2
0.6 mmol/L MgSO4
137 mmol/L NaCl

5.6 mmol/L D-葡萄糖

0.02%(W/V)酚红(可选)
加H2O至1 L并调pH至7.4

HBss可从Biofluids 或Whittaker公司购买。

不含CaCl2和MgCl2的HBss可配制或购买。其中可选用的成分通常对实验并无影响，但它们的出现可能对某一过程有损害。针对单个的方案，决定是否使用这些成分并在“材料”栏中进行了推荐。

TE缓冲液，pH 7.4，7.5，或8.0：

10 mmol/L  Tris·HCl，pH 7.4，7.5，或8.0

1 mmol/L EDTA，pH 8.0

TAE（Tris-乙酸）电泳缓冲液：

50×贮存液，pH约8.5：

242 g Tris碱

57.1 mL 冰醋酸

37.2 g Na2EDTA·2H2O

加H2O至1 L

1×工作液：

40 mmol/L Tris·Ac

2 mmol/L EDTA

1 mg/mL BSA（可选）

TBE（Tris-硼酸）电泳缓冲液：

10×贮存液：

108 g Tris

55 g 硼酸

40 mL  0.5 mol/L EDTA，pH 8.0

加H2O至1 L

1×工作液：

89 mmol/L Tris

89 mmol/L硼酸

2 mmol/L EDTA

TPE（Tris-磷酸）电泳缓冲液：

10×贮存液：

108 g Tris碱

15.5 mL 85%（1.679 g/mL）磷酸

40 mL  0.5 mol/L EDTA，pH 8.0

TM缓冲液，10×：

100 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0

100 mmol/L MgCl2
在150 mL H2O中溶解385.4 g NH4Ac，补加水至500 mL。

TES缓冲液：

10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0

10 mmol/L NaCl

1 mmol/L EDTA
碱性电泳加样缓冲液（Loading buffer），10×：

18%（W/V）Ficoll400

6 mmol/L Na2EDTA，pH 8.0

30 mmol/L NaOH

0.25%( W/V)溴甲酚蓝

0.25%( W/V)二甲苯青FF（可选；迁移速度只有溴酚蓝的约50%，而且可能干扰中等量分装子量蛋白带的显色，但它可对长时间的电泳提供有益的指示）。

于4℃保存

电泳加样缓冲液Ⅰ，6×：

0.25%( W/V)溴酚蓝，0.25%( W/V )二甲苯青FF，30%甘油水溶液，于4℃保存

电泳加样缓冲液Ⅱ, 6×：

0.25%( W/V)溴酚蓝，0.25%( W/V )二甲苯青FF，40%蔗糖水溶液，于4℃保存
电泳加样缓冲液Ⅲ，6×

0.25%(w/v)溴酚蓝，0.25%( W/V)二甲苯青FF，15%聚蔗糖（Ficoll400）水溶液，于4℃保存
溴化乙锭，10 mg/mL：

在20 mL H2O 中溶解0.2 g溴化乙锭，磁力搅拌数小时以确保其完全溶解，混匀后于4℃保存，溶液应避光。小心：溴化乙锭是一种诱变剂，必须小心操作

EDTA钠盐（乙二胺四乙酸二钠），0.5 mol/L：

在700 mL H2O 中溶解186.1 g Na2EDTA·2H2O，用10 mol/ L NaOH调至pH 8.0（约50 mL），补加H2O定容至1 L，高压灭菌。

二硫苏糖醇（DTT），1 mol/ L：
在100 mL H2O 中溶解15.45 g DTT，于－20℃保存

SSC，20×：

3 mol/L NaCl（175.5 g）

0.3 mol/L 柠檬酸三钠·2H2O（88.2 g/L）

用1mol/L HCl或10 mol/L NaOH溶液调校至pH 7.0

加水定容至1 L，分装后高压灭菌。

SSPE，20×：

174 g NaCl，

27.6 g NaH2PO4·2H2O，

7.4 g Na2EDTA·2H2O

溶解在800 mL水中，用10 mol/L NaOH调pH到7.4，再加水到1 L，高压灭菌。
乙酸氨（NH4Ac），10 mol/L：

将770.8 g NH4Ac溶解在800 mL蒸馏水中，加H2O定容至1 L，过滤灭菌。

乙酸钠（NaAc，pH5.2，pH8.0），3 mol/L：

将408.1 g Na Ac·3H2O溶于水， 用3 mol/L冰乙酸调校至pH 5.2，或稀释过的冰乙酸调pH值至7.0，补加水定容至1L。
乙酸钠缓冲液，0.1 mol/L：

溶液A：11.55 mL 冰醋酸 /L（0.2 mol/L）

溶液B：27.2 g Na Ac·3H2O/L（0.2 mol/L）

参照表2 找到所需的pH值，按表中给出的溶液体积分别将溶液A和溶液B混合，然后用H2O稀释至200 mL（详情请见乙酸钾缓冲液配方）。
乙酸钾溶液，pH 4.8，5 mol/L：

29.5 mL冰乙酸

KOH颗粒调校至pH 4.8（几粒）

H2O加至100 mL

室温保存（不可高压灭菌）

乙酸钾溶液，pH5.5，3 mol/L：

294 g KAc

50 mL90%甲酸（1.18 mol/L）

加水至1 L

乙酸钾盐缓冲液，0.1 mol/L：

溶液A：11.55 mL 冰醋酸（0.2 mol/L）溶于1000 mL水中

溶液B：19.6 g KAc（0.2 mol/L）溶于1000 mL水中

参照表附1－2 找到所需的pH值，混合一定体积的溶液A和溶液B，然后用H2O稀释至200 mL。

在一定体积内通过扩大乙酸钾的量可以把浓度提高5～10倍。乙酸缓冲液具有浓度依赖性的pH变化，所以把一份的量稀释至最终浓度后再检测浓缩液的pH值。如制备缓冲液的pH值在表2所列值之间，则先制备最接近的高pH值，再用溶液A调pH。

表 附1－2 制备0.1 mol/L乙酸钠和乙酸钾缓冲液
	pH值
	溶液A（mL）
	溶液B（mL）

	3.6
	46.3
	3.7

	3.8
	44.0
	6.0

	4.0
	41.0
	9.0

	4.2
	36.8
	13.2

	4.4
	30.5
	19.5

	4.6
	25.5
	24.5

	4.8
	20.0
	30.0

	5.0
	14.8
	35.2

	5.2
	10.5
	39.5

	5.4
	8.8
	41.2

	5.6
	4.8
	45.2


a得到惠许选自CRC，1975。

磷酸缓冲盐溶液（PBS），10×和1×：

10×贮存液，1000 mL：                1×工作液，pH约为7.3：

80 g        NaCl                      137 mmol/L   NaCl       

2 g         KCl                       2.7 mmol/L   KCl

11.5 g      Na2HPO4·7H2O            4.3 mmol/L   Na2HPO4·7H2O

2 g         KH2PO4                             1.4 mmol/L   KH2PO4

磷酸钾缓冲液，1 mol/L，pH 8.0：

A：1 mol/L K2HPO4 

B：1 mol/L KH2PO4

将A液加到B液中至pH 8.0
磷酸钠缓冲液，0.1 mol/L：

溶液A：27.8 g NaH2PO4·2H2O（0.2 mol/L）溶于100 mL水中。

溶液B：53.65 g Na2HPO4·7H2O或71.7g（0.2 mol/L）Na2HPO4·12H2O溶于1000 mL水中。

参照表3 找到所需的pH值，按所给出的溶液A和溶液B体积混合，然后补加H2O至200 mL（详情见磷酸钾缓冲液配方）。

磷酸钾缓冲液，0.1 mol/L：

溶液A：27.2 g KH2PO4（0.2 mol/L）溶于1000 mL水中

溶液B：45.6 g K2HPO4（0.2 mol/L）溶于1000 mL水中

参照表附－3所列pH值，混合一定体积的溶液A和溶液B，然后用H2O稀释至200 mL。

可扩大磷酸钾的量制备5～10倍的浓缩液。磷酸盐缓冲液具有浓度依赖性的pH变化，稀释至最终浓度后再检测浓缩液的pH值。

表 附－3 制备0.1 mol/L磷酸钠和磷酸钾缓冲液a
	pH值
	溶液A（mL）
	溶液B（mL）
	pH值
	溶液A（mL）
	溶液B（mL）

	5.7
	93.5
	6.5
	6.9
	45.0
	55.0

	5.8
	92.0
	8.0
	7.0
	39.0
	61.0

	5.9
	90.0
	10.0
	7.1
	33.0
	67.0

	6.0
	87.7
	12.3
	7.2
	28.0
	72.0

	6.1
	85.0
	15.0
	7.3
	23.0
	77.0

	6.2
	81.0
	18.5
	7.4
	19.0
	81.0

	6.3
	77.5
	22.5
	7.5
	16.0
	84.0

	6.4
	73.5
	26.5
	7.6
	13.0
	87.0

	6.5
	68.5
	31.5
	7.7
	10.5
	90.0

	6.6
	62.5
	37.5
	7.8
	8.5
	91.5

	6.7
	56.5
	43.5
	7.9
	7.0
	93.0

	6.8
	51.0
	49.0
	8.0
	5.3
	94.7 


a. 得到惠许选自CRC，1975。

溴化乙锭检测液：

将10 mL 10×TNE缓冲液加入89.5 mL H2O中，用0.45 (m滤膜过滤，然后补加0.5 mL 1 mg/mL溴化乙锭。

之所以要过滤后补加染料，是因为过滤时溴化乙锭可与绝大多数滤膜结合。

小心：溴化乙锭具有毒性，在进行操作、贮存和处理时应戴手套并十分小心。

葡萄糖/Tris/EDTA（GTE）溶液：
50 mmol/L葡萄糖

25 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0

10 mmol/L  EDTA，pH 8.0

NaOH/SDS 溶液：

0.2 mol/L NaOH

1%（W/V）SDS

用10 mol/L NaOH和10%SDS新鲜配制

CaCl2溶液：

60 mmol/L CaCl2
15%（V/V）甘油

10 mmol/L PIPES，pH 7.0

使用一次性过滤除菌，或高压灭菌。

β-巯基乙醇（BME）：

一般得到的是14.4 mol/L溶液，应装在棕色瓶中保存4℃保存。
Ｘ-gal（5-溴-4-氯-3-吲哚-β-D-半乳糖苷）溶液：

Ｘ-gal用二甲基甲酰胺溶解配制成20 mg/mL的储存液。
用PBS制备：

5～35 mmol/L K3Fe(CN)6 (铁氰化钾)
5～35 mmol/L K3Fe(CN)6•3H2O (亚铁氰化钾)
1～2 mmol/L MgCl2或MgSO4
临用前，加入溶于二甲基甲酰胺中的40×X-gal至终浓度1 mg/mL

小心：应避免接触和吸入氰化物，按实验室操作指南丢弃废物。

使用的铁和亚铁氰化物的量对获得最佳结果十分关键。量越多引起吲哚的沉淀越快，这样可减少扩散。然而，尽管至细胞系中不经常出现，但在某些组织中延长温育时间（过夜或更长时间）可能会产生绿色背景。

前三个成分（包括X-gal）在室温至少可保存几个月，40×X-gal可在玻璃容器或聚丙烯管中用锡箔纸包裹好于—20℃保存。

碘化钠（NaI）溶液，6 mol/L：

将0.75 g Na2SO3溶于40 mL水中，加入45 g NaI（Sigma）并搅拌直至完全溶解（约30 min）。用Whatman滤纸或硝酸纤维素膜过滤，在暗处可贮存3~4个月（用锡箔纸严密包裹）。如果出现可见的沉淀应该丢弃。

消化缓冲液：

100 mmol/L NaCl
10 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0

25 mmol/L  EDTA ，pH 8.0

0.5%（W/V）SDS

0.1 mg/mL 蛋白酶K

蛋白酶K不稳定，应在每次临用前加入。

高盐TE缓冲液：

10 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0

0.1 mmol/L  EDTA，pH 8.0

1 mol/L NaCl
于室温保存（可以在几年内保持稳定）

CTAB抽提液：

2%（W/V）CTAB（十六烷基三乙酸溴化铵）

100 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0

20 mmol/L  EDTA，pH 8.0

1.4 mol/L NaCl
于室温保存（可以在几年内保持稳定）

CTAB/ NaCl溶液（10%CTAB/0.7 mol/L NaCl）：

在80 mL水中溶解4.1 g NaCl，缓慢加入10 g CTAB（十六烷基三乙酸溴化铵），同时加热并搅拌。如果需要，可以加热至65℃溶解。定容终体积至100 mL。

CTAB沉淀液：

1%（W/V）CTAB

50 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0

10 mmol/L  EDTA，pH 8.0

于室温保存（可以在几年内保持稳定）

抽提缓冲液：

100 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0

100 mmol/L  EDTA

250 mmol/L  NaCl
100 (g/mL   蛋白酶K
琼脂糖凝胶：

典型情况下是在1×TAE或TBE中配制成含有1%的琼脂糖凝胶。将电泳级琼脂糖粉加入1×凝胶缓冲液并煮沸熔化琼脂糖几分钟。要确保所有琼脂糖颗粒均完全熔化。在进行电泳时为了方便地看到DNA片段，在凝胶中加入终浓度为0.5 (g/mL溴化乙锭。

在进行噬菌斑分析时SeaKem琼脂糖被认为要比SeaKem琼脂糖好，因为这种琼脂糖只在较低浓度时可用，而在高浓度时会使噬菌斑难于辨认。

丙烯酰胺/亚甲双丙烯酰胺溶液：

表附－4 不同浓度丙烯酰胺/亚甲双丙烯酰胺溶液的配制

	  比例（w/w）
	丙烯酰胺
	亚甲双丙烯酰胺
	H2O

	29%/1%
	29 g
	1 g
	100 mL

	30%/0.8%
	300 g
	8 g
	1000 mL

	30%/1.8%
	30 g
	1.8 g
	100 mL

	40%/2%
	100 g
	2 g
	250 mL


在装有丙烯酰胺的容器中加入约终体积一半的水（可用丙烯酰胺的原装容器配制和保存配制好的溶液）；加入N′N′-甲叉双丙烯酰胺（Bio-Rad）并混匀直至溶解。如果需要，加入安伯利特（一种离子交换树脂的商品名）MB-1至约2%，搅拌混匀。有一带刻度的量筒定容至终体积。   

变性丙烯酰胺凝胶溶液：

表附－5不同浓度变性丙烯酰胺凝胶溶液的配制
	试剂
	丙烯酰胺浓度（％）

４         ６             ８

	尿素（超纯，g）
	25.2
	25.2
	25.2

	38%g丙烯酰胺/2%双丙烯酰胺（mL）
	6.0
	9.0
	12.0

	10×TBE电泳缓冲液(mL)
	6.0
	6.0
	6.0

	H2O (mL)
	27
	24
	21

	总体积（mL）
	60
	60
	60


溶液用Whatman1号滤纸过滤，表中的量是针对单块测序凝胶的。如果每天制胶，要注意配制凝胶的量如通过以上给出的量乘以16.7。配制1升凝胶溶液。于4℃可保存2～4周。丙烯酰胺溶液易变性，特别是暴露在光线下或置于室温。

扩增缓冲液，10×，无MgCl2：
500 mmol/L  KCl
100 mmol/L  Tris·HCl，pH 9.0（25℃）

0.1%（V/V）Trtion X-100

于-20℃可无限期保存。

对用于这种反应中的引物必须加入最佳浓度的MgCl2，见下一个配方。

这种缓冲液可从Promega获得，它随Taq DNA聚合酶一起供应。

4 dNTP混合物：
2 mmol/L 4 dNTP混合物：用TE缓冲液，pH 7.5配制，每种dNTP各为2 mmol/L。等量分装成每份1 mL，于-20℃可保存1年。

25 mmol/L 4 dNTP混合物：用TE缓冲液，pH 7.5配制，每种dNTP各为2 mmol/L。等量分装成每份1 mL，于-20℃可保存1年。

25 mmol/L 4 dNTP混合物：将100 mmol/L的4种dNTP（Promega）等量混合配制而成，等量分装成每份1 mL，于-20℃可无限期保存。

扩增缓冲液，10×：

500 mmol/L KCl

100 mmol/L Tris·HCl，pH 8.4
高压灭菌（对某些扩增并不需要）

1 mg/mL明胶

于-20℃保存

MgCl2的浓度（×）依据目的引物和序列而定。首先，采用10×无MgCl2的PCR扩增缓冲液依据经验确定最佳的浓度。基于这些结果，就可配制含最佳MgCl2浓度的10×扩增缓冲液。

退火缓冲液，5×：

200 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5
100 mmol/L MgCl2
250 mmol/L NaCl
蛋白酶消化缓冲液：

20 mmol/L Tris·HCl，pH 7.4（用高压灭菌的1 mol/L贮存液配制）

20 mmol/L EDTA，pH 8.0（用高压灭菌的0.5 mol/L贮存液配制）

0.5%（W/V）SDS

室温保存

DMS终止缓冲液

1.5 mol/L NaAc，pH 7.0
1.0 mol/L 2-ME

过滤除菌，然后加入tRNA至终浓度100 (g/mL

于-20℃可无限期保存。

扩增和杂交的寡核苷酸引物：

用于扩增的一对引物和用于检测每一靶序列的单个引物。用无菌蒸馏水制备浓度为50 pmol/(L的引物。

逆转录酶缓冲液：

每个样品：

2.5 (L 400 mmol/L Tris·HCl，pH 8.3
5 (L 100 mmol/L DTT

2.5 (L 400 mmol/L KCl 
5 (L 5 mmol/L 4dNTP混合物

1 (L 300 mmol/L MgCl2 
2 (L放线菌素D

可选：10 U RNasin（Promega；相应减少水的体积）

裂解缓冲液Ⅰ：

300 mmol/L NaCl

50 mmol/L Tris·HCl l，pH 8.0，室温

25 mmol/L EDTA，pH 8.0
0.2%（V/V）SDS（新鲜配制，临用前加入）

0.2 mg/mL蛋白酶K（新鲜配制，临用前加入）

无SDS和蛋白酶K的裂解溶液可于室温无限期保存。临用前，在每mL裂解溶液中加入10 (L 20% SDS和10 (L 20 mg/mL蛋白酶K。

裂解缓冲液Ⅱ：

140 mmol/L NaCl
10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0
15 mmol/L MgCl2
0.5%（V/V）NP-40

DEPC溶液

用100%乙醇按1∶10稀释DEPC。临用前按1∶100将DEPC进一步稀释，在裂解液最终比例为1∶1000。

末端标记混合物，5 (L：

1.0 (L 5×扩增缓冲液

2.3 (L 1 pmol/ (L末端标记引物30.4 (L 25 mmol/L 4dNTP混合物，pH 7.0
0.8 (L H2O
0.5 (L 2 U/Μl Thermococcus litoralis DNA聚合酶（Vent；New England Biolabs）

临用前制备，先将前4种成分混合并置冰上冷却，然后加入聚合酶。

第一链缓冲液，5×：

200 mmol/L NaCl

50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.9

25 mmol/L MgSO4
0.05%（W/V）明胶（Sigma）
于-20℃保存

第一链合成混合物，25 (L：

6.0 (L 5×第一链缓冲液

0.3 (L 1 pmol/(L寡聚核苷酸引物1

0.24 (L 25 mmol/L 4 dNTP混合物，pH 7.0
18.21 (L H2O
0.25 (L 2 U/Μl Thermococcus litoralis DNA聚合酶（Vent；New England Biolabs）

临用前配制，先将除Vent DNA聚合酶之外的所有成分混合并置冰上冷却，然后加入聚合酶，保持冰浴状态。

引物1应以大于10 pmol/L浓度保存硅化的试管中，然后在临用前用TE缓冲液（pH 7.5）稀释，这样可减少因引物沾在试管壁上而造成的损失。

G+A终止液：
360 mmol/L NaAc，pH 7.5
0.14 mmol/L EDTA，pH 8.0
临用前配制并置冰浴冷却

连接酶稀释液：

每个反应（20 (L）

2.2 (L 1 mol/L Tris·HCl，pH 7.5（110 mmol/L）
0.35 (L 1 mol/L MgCl2（17.5mmol/L）
1.0 (L 1 mol/L DTT（50 mmol/L）
0.25 (L 10 mg/mL BSA（无DNase；Pharmacia LKB；125 (g/mL）
16.2 (L H2O
临用前配制并置冰上冷却

连接酶混合物：

每个反应，（25.0 (L）

0.25 (L 1 mol/L MgCl2（10 mmol/L）
0.50 (L 1 mol/L DTT（20 mmol/L）
0.75 (L 100 mmol/L ATP，pH 7.0（Pharmacia LKB；3 mmol/L）

0.125 (L 10 mg/ml BSA（无DNase；Pharmacia LKB；50 (g/mL）

17.375 (L H2O

5.0 (L 50 (mol/L单向连接头混合物（4 (mol/L连接头和50 mmol/L Tris·HCl）

1.0 (L 3“Weiss”U/(L T4 DNA连接酶（3 U）
临用前配制。首先，混合MgCl2、DTT、ATP、BSA和H2O，并置冰上冷却；接着，加入冰冷的单向连接头混合物和T4 DNA连接酶。

Tris·HCl与连接头混合物一起加入后，终浓度为50 mmol/L，pH 7.7。

沉淀用盐混合液：

每次沉淀反应加入（9.4 (L）：

8.4 (L 3 mol/L NaAc，pH 7.0（2.7 mol/L）

1.0 (L 10 mg/mL酵母tRNA（约1 mg/mL）

制备后立即使用。

扩增缓冲液，5×：

200 mmol/L NaCl

100 mmol/L Tris·HCl，pH 8.9
25 mmol/L MgSO4
0.05%（W/V）明胶（Singma#1393）
0.5%（V/V）Triton X-100

于-20℃保存。

扩增混合物：

每个反应体系（30 (L）

20.0 (L 5×扩增缓冲液

1.0 (L 10 pmol/(L 寡聚核苷酸LMPCR.1（接头引物）

1.0 (L 10 pmol/(L 寡聚核苷酸引物2

0.8 (L 25 mmol/L 4 dNTP混合物，pH 7.0
7.2 (L H2O

临用前配制，冰浴冷却。

4 dNTP混合物，25 mmol/L，pH 7.0
可从Pharmacia LKB购买每种dNTP浓度为100 mmol/L贮存液，然后将dATP、dCTP、dGTP和dTTP贮存液等量混合，从而获得25 mmol/L dNTP混合物，于-20℃保存。
Vent DNA聚合酶混合物，3 (L：

将0.6 (L 5×扩增缓冲液与1.9 (L H2O混合，冰浴冷却几分钟，加入0.5 (L（10 U）Thermococcus litoralis DNA聚合酶（Vent，New English Biolabs），轻轻混匀后置冰浴。临用前配制。

Vent DNA聚合酶终止液，295 (L：

25 (L 3 mol/L 乙酸钠，pH 7.0（260 mmol/L）

266 (L TE缓冲液，pH 7.5（10 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5）

2 (L 0.5 mol/L EDTA，pH 8.0（约4 mmol/L）
2 (L 10 mg/mL酵母菌tRNA（68 (g/mL）
临用前配制

单向连接头混合物，20 (mol/L：

20 (mol/L 寡聚核苷酸LMPCR.1
20 (mol/L寡聚核苷酸LMPCR.2
250 mmol/L Tris·HCl，pH 7.7
在制备这些混合物之前，应按完成工作：①在变性聚丙烯酰胺凝胶上纯化寡聚核苷酸，②将两种寡聚核苷酸与Tris·Cl混合后加热到95℃ 5 min，③转移至70℃并逐渐冷却约1 h至室温，④置室温约1 h，然后逐渐冷却至4℃约1 h，⑤置4℃约12 h，然后于-20℃保存。如果需要使用，应置冰上解冻。

C+T/C终止液：

400 mmol/L NaAc，pH 7.5
0.14 mmol/L EDTA，pH 8.0
临用前新鲜制备并冰浴冷却

PCR缓冲液，10×：

500 mmol/L KCl                    
30 mmol/L DTT

100 mmol/L Tris·HCl，pH 8.8         

1 mg/mL BSA

15 mmol/L MgCl2
于-20℃保存不得超过3个月。

末端双脱氧转移酶（TdT）缓冲液，5×：

1 mol/L 卡可酸钾

125 mmol/L Tris·HCl l，pH 7.4
1.25 (g/mL BSA

于-20℃最多保存6周

MoMuLV反转录酶缓冲液，5×：

250 mmol/L Tris·HCl，pH 8.3
375 mmol/L KCl

50 mmol/L DTT

15 mmol/L MgCl2
于-20℃最多可保存3个月

三、酶缓冲液

蛋白酶K贮存液：

1 mL双蒸水中溶解50 mg蛋白酶K，－20℃保存

溶菌酶储存液：

取50 mg溶菌酶溶解在1 mL双蒸馏水中，－20℃保存

RNaseA，热灭活：

将RNase A按10 mg/mL溶解在10 mmol/L Tris·HCl (pH 7.5)/15 mmol/L NaCl溶液中，于80℃加热10 min，缓慢冷却至室温，等量分装后于—20℃贮存。根据需要稀释至1 mg/mL或10 µL/mL。

无RNA酶的DNA酶溶液：
40 mmol/L Tris·HCl，pH 7.4
6 mmol/L MgCl2
2 mmol/L CaCl2
1 U/µL无RNA酶的DNA酶（如，ROI，Promega）

新鲜配制

用于RNA酶特别丰富的细胞时，在以上溶液中加入1000 U/mL胎盘核酸酶抑制剂（如RNasin，Promega）和1 mmol/L DTT。

DNA转移变性液：

1.5 mol/L NaCl，0.5 mol/L NaOH

DNA转移中和液：

1.5 mol/L NaCl，0.5 mol/L Tris（pH 7.4）

牛血清白蛋白（BSA），0.5 mg/mL：

BSA的浓度可通过在１cm内径的样品池中测定的值与已知浓度的1 mg/mL BSA的A280=6.6比较后获得（如0.5 mg/mL BSA溶液的A280的值是3.3）。
无RNA酶的DNA酶Ⅰ：

商品化制备的酶如Worthington级DPRF的效果十分令人满意，如果供应的是干粉，应用含50%（V/V）甘油的TE缓冲液重溶，并于－20℃保存。

甲基化酶缓冲液，10×：

NaCl
Tris·HCl，pH 7.5

EDTA

2-ME或DTT（二硫苏糖醇）

S-腺苷甲硫氨酸（SAM）

缓冲液中各成分的浓度依据甲基化酶而定。
限制性内切酶缓冲液：

10×NaCl基本缓冲液

100 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5

100 mmol/L MgCl2
10 mmol/L DTT（二硫苏糖醇）
1 mg/mL BSA（牛血清蛋白）

0、0.5、1.0或1.5 mol/L NaCl
NaCl浓度随限制性内切酶不同而不同。除在缓冲液中用KCl而非NaCl的限制性内切酶外，以上所列的四种NaCl浓度足以满足所有市售酶的需要。高压灭菌的明胶（1 mg/mL）可用来取代BSA。

注意绝大多数限制性内切酶均带有制造商提供的适当的缓冲液。

10×KCl基本缓冲液：                
60 mmol/L   Tris·HCl，pH 8.0           

60 mmol/L   MgCl2                                
200 mmol/L  KCl                      
60 mmol/L   2-ME                      

1 mg/mL   BSA 

2×谷氨酸钾基本缓冲液：

200 mmol/L 谷氨酸钾
50 mmol/L  Tris·Ac，pH 7.5

100 (g/mL  BSA

1 mmol/L   2-ME
10×KAc基本缓冲液：

660 mmol/L KAc

330 mmol/L Tris·Ac，pH 7.9

100 mmol/L MgAc 2
5 mmol/L （二硫苏糖醇）DTT

1mg/mL BSA（可选）
T4噬菌体DNA连接酶缓冲液，10×：

200 mmol/L Tris·HCl，pH 7.6

50 mmol/L MgCl2
50 mmol/L DTT（二硫苏糖醇）

500 (g/mL牛血清白蛋白（可加可不加）

这一缓冲液应分装成小份，储藏于-20℃，建立反应时应加入ATP至终浓度为0.5～1 mmol/L。

连接酶缓冲液，2×：

100 mmol/L Tris·HCl，pH 7.8

20 mmol/L MgCl2
20 mmol/L DTT（过滤灭菌）

4 mmol/L ATP（过滤灭菌）

将上述溶液独立分装在Eppendorf管中，储藏于-20℃，使用前混合。

多核苷酸激酶缓冲液，10×：

700 mmol/L Tris·HCl，pH7.5

100 mmol/L MgCl2

50 mmol/L DTT

1 mmol/L 氯化亚精胺

1 mmol/L EDTA
Klenow酶缓冲液，10×：
70 mmol/L Tris·HCl, pH 7.5

70 mmol/L MgCl2

500 mmol/L NaCl

大肠杆菌DNA聚合酶I Klenow片段也能使用多种其它缓冲液，如限制酶缓冲液、T4噬菌体DNA聚合酶缓冲液等等。

S1核酸酶缓冲液，10×：

2 mol/L NaCl

0.5 mol/L NaAc（乙酸钠）， pH 4.5

10 mmlo/L ZnSO4
5%甘油

过滤除菌，并于4℃贮存。

测序酶缓冲液，10×：

400 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5

200 mmol/L MgCl2
500 mmol/L NaCl

50 mmol/L DTT

测序酶稀释缓冲液：

10 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5
5 mmol/L DTT

0.5mg/mL BSA

测序酶末端终止混合物：

下面表 附－6所列的是dNTP和 ddNTP的浓度（µmol/L），所有混合物采用核苷酸贮存液稀释到TE (10 mmol/L Tris·HCl (pH 7.5)/ 0.1 mmol/L EDTA)中配制而成。

表 附－6  A、C、G、和T混合物中dNTP和 ddNTP的浓度（µmol/L）

	
	A
	C
	G
	T

	dATP
	80
	80
	80
	80

	dCTP
	80
	80
	80
	80

	dGTP
	80
	80
	80
	80

	dTTP
	80
	80
	80
	80

	ddATP
	8
	-
	-
	-

	ddCTP
	-
	8
	-
	-

	ddGTP
	-
	-
	8
	-

	ddTTP
	-
	-
	-
	8

	NaCl (mmol/L)
	50
	50
	50
	50


为了用dITP替代dGTP，在每个反应中用160 µmol/L dITP取代dGTP，并在G终止混合物中使用1.6 µmol/L ddGTP。无机焦磷酸酶应用在含dITP的反应中。

为了用7-脱氮-dGTP，在每个终止反应中用80 µmol/L 7-脱氮-dGTP；在G混合物中不要改变ddGTP浓度。
Taq  Sanger 混合物：

下表附－7列出了A、C、G、T混合液中dNTP和ddNTP的浓度，单位为µmol/L。配制所有混合物时均采用核苷酸贮存液用0.1 mmol/L EDTA 稀释。

表附－7  A、C、G、T混合液中dNTP和ddNTP的浓度(µmol/L)

	
	A
	C
	G
	T

	dATP
	2
	2
	2
	2

	dCTP
	20
	20
	20
	20

	dGTP
	20
	20
	20
	20

	dTTP
	20
	20
	20
	20

	ddATP
	150
	-
	-
	-

	ddCTP
	-
	560
	-
	-

	ddGTP
	-
	-
	222
	-

	ddTTP
	-
	-
	-
	520


若要用7-脱氮-dGTP替代dGTP，应在每个终止混合物中使用等摩尔浓度的7-脱氮-dGTP替代dGTP；切忌改变G混合物中ddGTP的浓度。

Taq 测序缓冲液，10×：

500 mmol/L Tris·HCl，pH 9.0

150 mmol/L MgCl2
DNA测序反应终止/加样染料液：

用去离子甲酰胺制备：

95%甲酰胺

10 mmol/L NaOH

0.1(W/V) 溴酚蓝

0.1(W/V ) 二甲苯青

高质量的甲酰胺不需要作去离子处理，这种甲酰胺可从Fluka得到。

10×VentR(exo-)测序缓冲液：

100 mmol/L KCl

100 mmol/L (NH4)2SO4
200 mmol/L Tris·HCl，pH 8.8

50 mmol/L MgSO4
VentR(exo-)测序混合物：

下表附－8列出了A、C、G、T混合液中dNTP和ddNTP的浓度，单位为µmol/L。配制所有混合物时均采用核苷酸贮存液，并用1×VentR(exo-)测序缓冲液稀释。

表附－8  A、C、G、T混合液中dNTP和ddNTP的浓度（µmol/L）

	
	A
	C
	G
	T

	dATP
	30
	30
	30
	30

	dCTP
	100
	37
	100
	100

	dGTP
	100
	100
	37
	100

	dTTP
	100
	100
	100
	33

	ddATP
	900
	-
	-
	-

	ddCTP
	-
	480
	-
	-

	ddGTP
	-
	-
	400
	-

	ddTTP
	-
	-
	-
	720


若要用7-脱氮-dGTP替代dGTP，应在每个VentR(exo-)测序混合液中使用等摩尔浓度的7-脱氮-dGTP替代dGTP（Sears et al ,1992）；切忌改变G混合物中ddGTP的浓度。使用VentR(exo-)DNA聚合酶时不推荐使用dITP。

蔗糖／Ｔris/EDTA溶液：

25%( W/V)蔗糖

50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0

40 mmol/L EDTA ，pH 8.0

四、其他溶液

中途脱除液：

200 mmol/L  Tris•Cl，pH 7.0

0.1×SSC

0.1%（W/V）SDS

温和脱除液：

5 mmol/L  Tris·HCl l，pH 8.0

2 mmol/L EDTA

0.1×Denhardt 溶液
核苷酸混合物：

2.5 mmol/L ATP

2.5 mmol/L GTP

2.5 mmol/L CTP

20 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5

于－20℃保存
变性的鲑鱼精DNA：

在1mL水中溶解10 mg Sigma Ⅲ型变性的鲑鱼精DNA（钠盐），用17-G针头快速抽吸20次以剪切DNA。然后置沸水浴中10 min，迅速冷却。立即使用或小量等量分装后于－20℃保存。对于冻存的鲑鱼精DNA，在临用前应将其加热至100℃，5 min；并置冰浴中迅速冷却。

Denhardt溶液，100×  （使用液为5×或10×）：

10 g  Ficoll 400 [2%（W/V）]

10 g聚乙烯吡咯烷酮 [2%（W/V）最好能过滤除菌]

10 g BSA（Pentaⅹ组分ⅴ；20 mg/mL）

加水至500 mL

过滤后分装成每份25 mL，于－20℃保存

水性预杂交/杂交（APH）溶液：

5×SSC

5×Denhardt 溶液

1%（W/V）SDS

使用前补加100 (g/mL变性的鲑鱼精DNA）

甲酰胺预杂交/杂交（FPH）溶液：

6×SSC

5×Denhardt 溶液

1%（W/V）SDS

临用前加热100 (g/mL变性鲑鱼精DNA

通常使用商品化的甲酰胺即可获得满意的效果。如果甲酰胺溶液呈黄色，应该按下列步骤去离子：每100 mL甲酰胺加入5 g混合床树脂[如Bio-Rad AG501-X8（D）]，于室温搅拌1 h，然后用Whatman 1号滤纸过滤。

小心：甲酰胺是致畸剂，操作时小心

标记缓冲液：

200 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5

30 mmol/L MgCl2
10 mmol/L 亚精胺

标记混合物：

为了获得相当短（小于350碱基）的测序反应产物，就使用短的混合物。当期望获得相当长（大于150）的碱基测序产物，应制备长的混合物。在10 mmol/L Tris·HCl（pH 7.5）/0.1 mmol/L EDTA中采用核苷酸贮存液配制测序和Klenow片段标记混合物。在0.1 mmol/L EDTA 中配制Taq DNA聚合物标记混合物。于—20℃保存混合物。

短的混合物：dCTP，dGTP和dTTP各为1.5 µmol/L

长的混合物：dCTP，dGTP和 dTTP各为7.5 µmol/L

为了用7-脱氮-dGTP替代dGTP，在每个反应中用等摩尔浓度的7-脱氮-dGTP，长的混合物中用15 µmol/L dITP取代dGTP。当使用Taq DNA聚合酶时不推荐使用dITP取代dGTP。

核苷酸贮存液：

制备测序级dNTP (包括dNTP和7-脱氮-dNTP)和ddNTP时，配制成含0.1 mmol/L EDTA 的20 mmol/L储存液。用分光光度计方法根据消光系数确定其实际浓度；每种ddNTP的消光系数和其对应的dNTP相同。贮存液于—20℃可保存1年。
提取质粒的溶液Ⅰ：

50 mmol/L葡萄，25 mmol/L Tris·HCl（pH 8.0），10 mmol/L EDTA（pH 8.0）、高压灭菌4℃保存。

提取质粒的溶液Ⅱ：

0.2 mol/L NaOH（用1 mol/L NaOH现用稀释），1% SDS。一般现用现配。

提取质粒的溶液Ⅲ：

3 mol/L KAc（用5 mol/L KAc 60 mL），冰乙酸11.5 mL，加水至100 mL，使用前冰水预冷。

辣根过氧化物酶酶标杂交预杂交液：

称取NaCl 1.17 g，溶解于40 mL杂交（egent）溶液中，加热至50℃，称酪蛋白2 g溶解于溶液中，一般现配现用。

辣根过氧化物酶酶标杂交洗膜液Ⅰ：

6 mol/L尿素（用8 mol/L尿素4500 mL），0.5×SSC（用20×SSC 150 mL），0.4% SDS（用10% SDS 240 mL）定容至5000 mL。

辣根过氧化物酶标杂交洗膜液Ⅱ：2×SSC。

同位素标记预杂交液Ⅰ：

0.9 mol/L NaCl，0.06 mol/L磷酸缓冲液（pH 7.0），0.006 mol/L EDTA（pH 8.0），0.1% (W/V)聚蔗糖（Ficoll），0.1%（W/V）聚乙烯吡略烷酮（Polyvinlpyrrolidone），0.1%（W/V）牛血清蛋白（BSA），2.0%（W/V）SDS，剪接变性的鲑鱼精子DNA 400 (g/mL，标记探针。

同位素标记预杂交液Ⅱ：

50%（V/V）甲酰胺，6×SSC 0.1%（W/V），聚蔗糖（Ficoll），0.1%（W/V）聚乙烯吡略烷酮（Pelyrinylprrolidone），0.1（W/V）牛血清蛋白（BSA），2.0% SDS，10%大分子，400 (g/mL剪接并经变性的鲑鱼精子DNA、标记探针。

同位素标记杂交洗膜液Ⅰ：2×SSC，0.5% SDS。

同位素标记杂交洗膜液Ⅱ：1×SSC，0.5% SDS。

洗去探针变性液：0.4 mol/L NaOH。

洗去探针平衡液：

0.1×SSC，0.1%（W/V）SDS，0.2 mol/L Tris（pH 7.5）。

显影液：

在800 mL蒸馏水（加热至50℃）中分别溶解下列试剂：米吐尔3.5 g，无水硫酸钠60 g，对苯二酚9 g，无水碳酸钠40 g，溴化钾3.5 g，定容至100 mL，避光保存。

定影液：

在700 mL蒸馏水（加热至50℃）中分别溶解下列试剂，硫代硫酸钠40 g，无水亚硫酸钠15 g，36%乙酸35.2 mL，硼酸7.5 g，硫酸铝钾15 g，定容至1000 mL。

EB贮备液 (10 mg/mL)：在1 mL双蒸水中溶解10 mg EB。
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