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经典三步法程序示例如下：

Stage Temperature Time Cycle
,QLWLDO GHQDWXUDWLRQ ��℃ � PLQ �

'HQDWXUDWLRQ ��℃ 15 sec
��$QQHDOLQJ �����℃>�@ 15 sec

([WHQVLRQ>�@ ��℃ 20 sec>�@

'LVVRFLDWLRQ�0HOWLQJ FXUYH DQDO\VLV（RSWLRQDO）>�@

本品可用极速三步法快速完成反应，程序示例如下：

Stage Temperature Time Cycle
,QLWLDO GHQDWXUDWLRQ ��℃ � PLQ �

'HQDWXUDWLRQ ��℃ 5 sec
��$QQHDOLQJ �����℃>�@ 5 sec

([WHQVLRQ>�@ ��℃ 5-10 sec>�@

'LVVRFLDWLRQ�0HOWLQJ FXUYH DQDO\VLV（RSWLRQDO）>�@

>�@ 最适退火温度需要摸索。退火温度一般设定为所用引物的 7P��℃，若低于 ��℃，则以 7P 值为退火温

度，一般不低于 ��℃。

>�@ 在此步设置信号采集。

>�@ 设置延伸时间时请考虑仪器类型，有些仪器需要设置 �� VHF以上。采用极速三步法时，��� ES以内的扩

增子可设置为 � VHF，������� ES的扩增子可设置为 �� VHF，��� ES以上的扩增子可适当延长时间。

>�@ 不同仪器熔解曲线采集程序不同，一般按仪器默认熔解曲线采集程序即可。

3. 分析结果

观察扩增曲线；调整基线，计算 &W值；观察熔解曲线检测特异性；进行相对或绝对定量。

注意事项

 使用前 0L[需要完全解冻，充分混匀。尽量避免多次反复冻融。短期使用可避光保存于

�℃。

 将（Q�[）份反应液混匀后再分注到 Q个单管中，可降低加样误差。（Q为重复次数，[

为损耗量，一般为 Q的 ����）

$%,的定量仪器大部分需要 52;校正管间差异，%LR�5DG的定量仪器不需要 52;校正。

具体仪器请参照其使用说明。

 轻轻混匀反应液，避免产生气泡，气泡会干扰荧光检测。可瞬时离心去除气泡。

 引物的特异性、用量以及退火温度是影响实验结果的重要因素。务必设计特异性好的引

物，随实验结果适当调整引物用量（�������� ȝ0）²²特异性较差时减少引物用量，或以

�℃为增量提高退火温度，扩增效率较低时增加引物用量。

 '1$模板的量应小于 ��� QJ�反应，过高的模板量会引起非特异性扩增。应根据模板类

型与基因表达量适当调整用量。

 熔解曲线的采集不是必须的，初次使用的引物建议进行熔解曲线采集。熔解曲线可以看

出产物的特异性。产物特异性不好的原因有：引物特异性低；退火温度设置偏低；引物�

模板浓度偏高；等。同时，建议通过琼脂糖凝胶电泳检测产物的特异性。

本品仅供科学研究使用。
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