
Quick Reference Guide

BigDye ® Terminator v3.1/1.1 Cycle Sequencing Kit

2.�Thermal�cycling�2.�Thermal�cycling�2.�Thermal�cycling�2.�Thermal�cycling�2.�Thermal�cycling�(GeneAmp
®
�PCR�System�9700,2700,2400,9600)

1.�1.�1.�1.�1.�反応液調製反応液調製反応液調製反応液調製反応液調製

※�テンプレート使用量は以下を参考に加えて下さい。

Single-stranded�DNA 25-50�ng

Double-stranded�DNA 150-300�ng

PCR�Products(100-200�bp) 1-3�ng

(200-500�bp) 3-10�ng

(500-1000�bp) 5-20�ng

(1000-2000�bp) 10-40�ng

(>2000�bp) 20-50�ng

BigDye
®
�Terminator 8uL

Ready�Reaction�Mix

Template ※

Primer 3.2pmoL

Deionized�water����������������������������up�to�20uL

Total�Volume 20uL

Hold 96�℃ 1�min

Cycle 96�℃ 10�sec

50�℃ ��5�sec 25cycles

60�℃ 4�min

Hold 4�℃ store

3.�3.�3.�3.�3.�サンプルの精製サンプルの精製サンプルの精製サンプルの精製サンプルの精製

【エタノール /EDTA 精製】

反応済みサンプル�20uL

　　　+�125mM�EDTA�5�uL
　　　+�100%エタノール�60�uL

シールして 4 回転倒混和(e.g. アルミシール�P/N�JP-405)

15 分間�室温放置

遠心　��使用可能な最大遠心速度で行なう

　　　　遠心時間：1.4k-2k × g�の場合は 45 分間

　　　　　　　　　��2k-3k ×g�　〃　�　30 分間

　　　　遠心温度：4℃または室温

裏返して、最大 185 × g でフラッシュ

　　　+�70% エタノール�60uL

遠心　�1.4k-2k ×g,�15min,�4℃または室温

裏返して、最大 185 × g で 1 分間�遠心

Dry�up

【エタノール /EDTA/ 酢酸ナトリウム精製】

反応済みサンプル�20uL

　　　
+�125mM�EDTA�2uL

　　　+�3M 酢酸ナトリウム�2uL
　　　+�100%エタノール�50uL

シールして 4 回転倒混和

15 分間�室温放置

遠心　　使用可能な最大遠心速度で行なう

　　　　��遠心時間：1.4k-2k ×g�の場合は 45 分間

　　　　　　　　　�����2k-3k ×g�　〃　�　30 分間

　　　　��遠心温度：4℃または室温

裏返して、最大 185 × g でフラッシュ

　　　+�70% エタノール�70uL

遠心　�1.4k-2k ×g,�15min,�4℃または室温

裏返して、最大 185 × g で 1 分間�遠心

Dry�up
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A.��エタノール沈澱による精製

　��ここでは 96�Well�Plate�(P/N��N801-0560)での精製方法を示しています。マイクロチューブでの精製は、

　��次の遠心条件および操作法にて行なって下さい。　
�　����※ 1���15000rpm,�20min����※ 2　15000rpm,�10min����※ 3　15000rpm,�5min����※ 4　ピペッティングにより除去

遠心温度は 4℃、室温どちらでも可能ですが、4℃では低分子フラグメントの回収が若干改善します。

未使用の蛍光ターミネータが多量に残存することが予想される場合は、エタノール /EDTA 精製をお勧めします。
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