Script III Two Step 

SybrGreen RT-qPCR Kit  
使 用 说 明 书

包 装 量：

	组成
	P316-100
	P316-500

	Script III RT Kit With gDNA Eraser
	P514-100
	P514-500

	2 x SYBR Green qPCR Mix
	P519-500
	P519-2500


	目录编号
	包装单位

	P316-100
	100次

	P316-500
	500次




储存：－20 ℃
产品说明：先用Script III RT Kit With gDNA Eraser进行反转录，合成cDNA，然后以cDNA做模板，用2 x SYBR Green qPCR Mix进行荧光定量PCR扩增。
使用说明：请按照下面两个试剂盒详细步骤进行。
P514-100  Script III RT Kit With gDNA Eraser
	Components
	P514-50
	P514-100

	gDNA Eraser
	50 μl
	100 μl

	10×gDNA Eraser Buffer
	100 μl
	100 μl

	5 × RT MasterMix
	200 μl
	400 μl

	RNase free H2O
	1 ml
	2 ml


操作步骤：

1. 在RNAse free管里面加入以下成分:(建议使用PCR管并在PCR仪器上进行)
	Components
	Volume

	Total RNA/mRNA
	≤ 8μl *

	10×gDNA Eraser Buffer
	1 μl

	gDNA Eraser
	0.8-1μl (见注意事项3)

	RNase free H2O
	to 10 μl


*Total RNA不超过1 μg，mRNA不超过100 ng (10μl体系)
2. 轻轻混匀，37℃孵育2-5分钟。
3. 瞬间离心收集反应液至管底，置冰上，继续加入下列成分：

	Components
	Volume

	5 × TRUE RT MasterMix
	3.8-4μl(见注意事项3)

	RNase free H2O  
	6 μl


4. 轻轻混匀

如使用mRNA模板是来源于真核细胞（如人、小鼠的组织细胞）含有Poly(A)尾结构，42℃孵育15-20min。

如使用mRNA模板是来源于原核细胞（细菌）或者病毒等不含Poly(A)尾结构，25℃孵育10 min，42℃孵育15-20min。
5. 85℃加热 5 sec 失活Hˉ RTase和gDNA Eraser
6. 置冰上，合成的cDNA可以用于下一步荧光定量PCR。需较长时间保存时，请于-70℃保存，避免反复冻融。
RT-qPCR

取1/10-1/5 体积(2-4 μl)的反转录产物作为PCR模板或者根据需求调节使用量。若后续实验为实时荧光定量PCR，逆转录产物的加量应不超过PCR体系终体积的1/10，例如50 μl 的PCR反应体系，逆转录产物的加量应不超过5 μl。按照厂家荧光定量PCR试剂说明书进行下一步荧光定量PCR。

P519-500  2x SYBR Green qPCR Mix
建议PCR条件(以20，50 μl反应体系为例，反应液配制请在冰上进行)
	Components
	Volume（20 μl）
	Volume（50 μl）
	Final Concentration

	2 x SYBR qPCR Mix
	10μl
	25 μl
	1×

	DNA Template 
	0.8μl
	2 μl
	as required

	Forward Primer (10 μM) 
	0.4μl
	1 μl
	0.2 μM each

	Reverse Primer (10 μM) 
	0.4 μl
	1 μl
	0.2 μM each

	ddH2O to final volume 
	20 μl
	50 μl
	Not applicable
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NOT FOR HUMAN OR DRUG USE









地  址：北京市海淀区农大南路100号


电  话：010 – 82796566


网  址：� HYPERLINK "http://www.gene-better.cn" �www.gene-better.cn�
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