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北京美莱博医学科技有限公司Mylab Corporation                             美莱博·我的实验室

地高辛杂交检测试剂盒 I使用说明书

目 录 号：DIGD-110 

规    格：10次化学显色检测反应

保 存 期：12个月

存储条件：

NBT/BCIP显色底物           –20℃

阻断液母液(10x)              –20℃

抗DIG-AP 酶结合物            4℃

其它组分                      室温

试剂盒组成：

1. 阻断液母液(10x)            50 ml

2. 抗DIG-AP 酶结合物         20 µl

3. NBT/BCIP显色底物       1 ml x 2
4. 检测缓冲液(5×)  　　　　   50 ml

5. 马来酸缓冲液(干粉)        可配1L

6. Tween-20               1.5 ml x2
7. 10% SDS                  20 ml

8. 20×SSC                  100 ml

准备工作：

将马来酸缓冲液(干粉)用800ml水溶解，反复冲洗干净瓶内干粉。检查pH是否为7.5。定溶至1L。灭菌。

使用前先用DEPC/无RNase水将5×检测缓冲液稀释成1×工作液。

操作步骤：

一．预杂交：

1. 将固定后的膜（可用干净的剪刀将膜溴酚蓝以下的部分剪去）放入杂交袋中，在封口机上将杂交袋三面封口。 

2. 加入65℃预热的Hyb高效杂交液5ml，排尽气泡，封口。放65℃水浴振荡杂交1~2小时。 

3. 如果使用杂交管杂交，则根据杂交管体积，加入适量的杂交液(5~10ml)。如果膜的大小适中，也可以用无菌的50ml离心管(BD公司)进行，5ml杂交液已足够。将杂交仪设定为65℃，8~15转/分钟预杂交1~2小时。 

二．杂交：

1. 探针的处理：将标记好的探针放100℃煮10分钟，立即放冰浴冷却10分钟。 

2. 将杂交袋从水浴中取出，剪去一角并尽可能的排尽袋中的预杂交液，取5ml Hyb高效杂交液，加入变性的探针(1~3μl/膜，5~20ng/ml Hyb杂交液)，混匀。加入到杂交袋中，小心排尽气泡，封口，65℃水浴振荡杂交过夜。 

3. 如果使用杂交管杂交，则倒出预杂交液，另取适量的Hyb高效杂交液(5~10ml)，加入变性过的探针(1~3μl/膜，或5~20ng/ml Hyb高效杂交液)，混匀。加入到杂交管中，杂交仪设定为65℃，8~15转/分钟，杂交过夜。 

三．洗膜：

1. 剪开杂交袋，用镊子取出膜，放入装有20ml的洗液Ⅰ的平皿中，在室温下振荡洗涤两次，每次5分钟。

2. 用镊子将膜转入洗液Ⅱ(先放50℃水浴预热)中，50℃水浴振荡洗涤两次，每次15分钟。

3. 用镊子将膜取出转入装有20ml洗涤缓冲液的平皿中振荡洗涤5分钟。

四．信号检测

1. 所需试剂：

请按下表组分准备所需试剂。

	溶液
	制备
	储存/

稳定性

	洗  涤

缓冲液
	马来酸缓冲液，Tween-20按1:0.3% 体积比制备                                                                                                                                                            
	15~25°C

稳定

	马来酸缓冲液
	马来酸干粉溶于800ml双蒸水中

用NaOH调节到pH 7.5(20°C)定容至1L并高压灭菌
	15~25°C

稳定

	检  测

缓冲液
	用双蒸水稀释检测缓冲液(5×)至1×备用
	15~25°C

稳定

	洗液Ⅰ
	用20×SSC，10% SDS，双蒸水制备，终浓度为 2×SSC，0.1% SDS
	15~25°C

稳定

	洗液Ⅱ
	用20×SSC，10% SDS，双蒸水制备，终浓度为0.1×SSC，0.1%SDS
	15~25°C

稳定



	溶液
	组分/制备
	储  藏稳定性
	用途

	阻

断

液
	用马来酸缓冲液按1:10稀释10×阻断液，制备成1×工作液。
	每次新鲜制备
	阻断非特异性结合位点

	抗

体

溶

液
	每次使用前，需10,000rpm离心抗Dig-AP 5分钟，从表面小心吸取所需的量。用阻断液按1:5000稀释抗体。
	2~8°C

12小时
	结合DIG标记的探针

	显色底物液
	加200µl NBT/BCIP到10 ml检测缓冲液中。注意: 避光存放!
	每次新鲜制备
	显现抗体结合


2. 流程：在75~100cm2的上进行信号检测。

注意: 所有孵育过程应在15~25°C下搅动进行。

如果膜要用于再杂交，则不要让膜在任何时候变干。

	步骤
	操　作

	1
	在杂交和严谨洗涤后，在洗涤缓冲液中浸润1-5分钟。

	2
	在20ml阻断液中孵育30分钟。

	3
	在10ml抗体液中孵育30分钟。

	4
	用20ml洗涤液洗涤2(15分钟。

	5
	在15ml检测缓冲液中平衡2~5分钟。

	6
	在避光条件下，于10ml新鲜制备的显色底物液中反应显色。在显色过程中勿摇动。

注意: 在几分钟内即有颜色开始沉淀，并在16 h 后完成反应。为检测显色程度，膜可以短时间暴露于光线下。

	7
	当达到所需的点或带强度后，用50ml双蒸水或TE-缓冲液将膜漂洗5分钟终止反应。结果可照相或复印备存。


3. 膜的存放：

	如果欲将膜再杂交
	则在塑料袋中密封保存，任何时候膜都不能干。

注意：如欲保持颜色，可用TE缓冲液保存。

	不再杂交
	在15~25°C干膜，存放。

注意：干膜过程中颜色会减淡，为再生颜色，可在TE缓冲液中湿润。


4. 膜重杂交前处理：

	步骤
	操　作

	1
	烧杯中盛装适量Dimethylformamid （DMF），通风橱内50~60°C水浴。 注意：DMF is volatile and can be ignited >67° C

	2
	将膜置于烧杯中，温育至褪色。

	3
	用双蒸水彻底淋洗膜。

	4
	用20~30ml 0.2 N NaOH, SDS, 0.1% (w/v) 37°C 振荡洗涤2(20分钟。

	5
	2 × SSC平衡数分钟。

	6
	空气干燥，或立即用于杂交。


5.问题解答：

	问题
	可能的原因
	推荐改进方法

	灵

敏

度

低
	探针非有效标记
	检查标记效率。标记反应可放大，并延长反应时间至过夜。

酚抽提清洁模板DNA。

仅使用≤5kb或用限制性内切酶预消化的片段。

确认模板标记前已有效变性。
使用PCR法标记探针。

	
	杂交中探针浓度低
	增加探针浓度，但DNA探针不要超过25ng/ml。

检查杂交和洗涤条件。

延长杂交时间。

延长显色时间至16小时。

	背

景

高
	非有效杂交
	重新计算杂交温度。

在预杂交和杂交间，避免膜变干。

如使用杂交袋，密封前赶尽所有气泡。

	
	错误类型的尼龙膜
	某些类型的尼龙膜可能导致高背景，请使用美莱博公司特别验证过的尼龙膜。

	
	信号检测前未有效封闭
	延长封闭和洗涤步骤

	
	未有效进行严谨洗涤
	预热溶液到所需温度，并检查洗涤时的温度。


*本检测试剂盒不包含杂交用高效杂交液，如需订购，请拨打销售部电话。
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北京美莱博医学科技有限公司

北京市丰台区科学城海鹰路8号

销售部电话：010-82893546  010-82894339

公司网页：www.meilaibo.com                            电子邮件：mylab_sales@163.com

010-82893546/82894339        Email: mylab_sales@163.com    http://www.meilaibo.com
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