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『注意事项』
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。

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污染而又必须去除，则可以用RNase-free的DNaseI处理样品。
RT-PCR Enzyme Mix在取用之前应短暂离心收集溶液后再吸取，吸取时动作要慢，使用后应尽快放回-20℃。
2x RT-PCR Mix在取用前应充分混匀并离心后使用。
本试剂盒必须用特异性引物。
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 
技术电话：010-82894339
邮箱：mylab_sales@163.com
网址：http://www.meilaibo.com

产品编号：MRT2015
One Step RT-qPCR Kit

一步法RT-qPCR扩增试剂盒（染料法）
使用说明书
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『规格』100T。
『产品简介』

      本试剂盒是采用一步法扩增使反转录和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3个组份。其中，RT-PCR Enzyme Mix以逆转录酶和RNase Inhibitor预混的形式提供；2xOne Step RT-qPCR Mix是含有热启动Taq DNA聚合酶的反应体系,，同时预混了荧光染料Eva green，并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。

本试剂盒不带有ROX成分，可直接用于Roche LightCycler 480，Roche LightCyler 96，Bio-rad iCyler iQ，iQ5，CFX96等；ABI Prism7500/7500 Fast，QuantStudio® 3 System，QuantStudio® 5 System，QuantStudio® 6 Flex System，QuantStudio® 7 Flex System，ViiA 7 system，Stratagene Mx3000/Mx3005P，Corbett Rotor Gene 3000，Eppendorf，ABI Prism7000/7300/7700/7900，ABI Step One/Step One Plus等（如下使用ROX通道请另行购买）。
『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-qPCR技术适用于检测RNA病毒等微量RNA。

『有效期』

12个月。
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『组份及保存条件』
	编号
	组份名称
	体积
	数量
	保存

	1
	2x RT-qPCR Mix
	650μl
	2
	-20℃

	2
	RT-PCR Enzyme Mix
	50μl
	1
	-20℃

	3
	RNase-free ddH2O
	1ml
	1
	-20℃


『操作步骤』

下列反应为常规的反应体系和反应条件，实际操作中应根据引物TM值、扩增长度进行延伸时间及延伸温度的优化。

模板RNA、特异性引物、2x RT-qPCR Mix和RNase-free ddH2O融化混匀，短暂离心后置于冰浴上。

2. 按以下在冰浴条件下配制反应液：

	RNA模板
	10ng ~ 1µg total RNA 

	上游特异性引物（10μM）
	1μl

	下游特异性引物（10μM）
	1μl

	2x RT-PCR Mix     
	12.5μl 

	RT-PCR Enzyme Mix

ROX（如需加入...）
	0.5μl 

Xμl 

	RNase-free ddH2O
	Up to 25μl


*当同时需要进行多次RT-PCR反应时，请将各组分加倍混合后再分装到每个反应管中，以减少实验操作产生的误差，使所取试剂的体积更准确，减少试剂损失。
3. 按以下设置PCR反应条件：

	反应温度
	反应时间
	反应循环数
	说明

	50℃   
	15min
	1
	逆转录

	95℃
	3min
	1
	预变性

	95℃
	15sec
	35-45
	变性

	60℃ 
	25sec（荧光检测）
	
	延伸

	60-95℃
	
	
	溶解曲线检测


*荧光通道请选择SyBr Green通道。
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