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『注意事项』
1. 严防操作环境、使用的容器耗材和试剂的RNase污染。所用器具与耗材进行无RNase处理。操作过程中勤换手套。

2. 实验前应检测模板RNA的纯度和完整性，避免降解和杂质污染。如果有DNA污染，需用DNase I处理样品。
3. RT-PCR Enzyme Mix使用之前应短暂离心后再吸取，吸取时动作要慢，使用后应尽快放回-20℃。
4. 2xOne Step RT-PCR Mix在使用前应充分混匀并瞬时离心后使用。
5. 本试剂盒必须用特异性引物。
6. 本产品仅供科研使用。请勿用于医药、临床治疗、食品等用途。
『技术支持信息』
如有任何问题或欲索取更多产品信息，请Email至mylab_sales@163.com或拨打电话：010-82893546。

北京美莱博医学科技有限公司
地址：北京市丰台区海鹰路8号金伟凯大厦1号楼103
销售电话：010-82893546 010-82894339
技术电话：010-83682978
邮箱：mylab_sales@163.com
网址：http://www.meilaibo.com

产品编号：MRT1012

『有效期』12个月
MyLab®通用型一步法RT-PCR扩增试剂盒
使用说明书
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『规格』100T
『产品简介』

      本试剂盒可一步法使RNA的反转录和PCR在同一反应体系中进行。反应过程中不需要添加试剂，无需打开管盖，避免了样品间交叉污染的同时也提高了检测灵敏度。

试剂盒中包含4个组份。其中RT-PCR Enzyme Mix含有逆转录酶和RNA酶抑制；2xOne Step RT-PCR Mix是含有热启动Taq DNA聚合酶的反应体系，其中包含必要的离子组份、dNTPs以及PCR稳定剂和增强剂，可以保证酶在整个一步法反应中发挥最大功效；RT-PCR反应结束后，将6xloading buffer和反应液预混后在凝胶中点样电泳，检测扩增结果。
『产品特点』

操作简单快捷：预混的Mix使得操作变得简单快捷；

解决复杂模板：通读GC含量高，二级结构复杂的RNA模板；

样品通用性好：对众多物种来源及杂质较多的RNA模板的通用性高。

『适用范围』

RT-PCR技术可用于检测细胞或组织中基因表达水平；克隆特定基因、cDNA序列和检测RNA病毒等。

『组份及保存条件』

	编号
	组份名称
	体积
	数量
	保存

	1
	2xOne Step RT-PCR Mix
	650μl
	2
	-20℃

	2
	RT-PCR Enzyme Mix
	50μl
	1
	-20℃

	3
	RNase-free ddH2O
	1ml
	1
	-20℃

	4
	6xloading buffer
	200μl
	1
	RT
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『操作步骤』

注：下列为常规反应体系和反应条件，实际操作中应根据RNA模板浓度不同调节RNA模板上样量；根据引物TM值高低调节退火温度；根据扩增片段长度的不同增加延伸时间（扩增片段每增加1000bp，延伸时间增加1分钟）；根据初始模板量及扩增效率不同增减反应循环数。
1. 室温融化2xOne Step RT-PCR Mix、特异性引物、模板RNA和RNase-free ddH2O，震荡混匀后瞬时离心，置于冰浴上。

2. 按以下在冰浴条件下配制反应液（25μl体系）：

	2xOne Step RT-PCR Mix
	12.5μl

	RT-PCR Enzyme Mix
	0.5μl

	上游特异性引物（10μM）
	1μl

	下游特异性引物（10μM）
	1μl

	RNA模板
	5μl

	RNase-free ddH2O
	补足至25μl


3. 按以下设置PCR反应条件：

	反应温度
	反应时间
	说明
	反应循环数

	50℃   
	15min
	逆转录
	1

	95℃
	3min
	预变性
	1

	95℃
	15sec
	解链
	40

	58℃ 
	20sec
	退火
	

	72℃
	1min
	延伸
	

	72℃
	5min
	延伸完全
	1

	4℃
	∞
	反应结束
	


4. 将PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳检测分析。
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