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 百克赛斯生物科技(镇江)有限公司 /定州百克赛斯生物科技有限公司  电话：0511-88720209

M-MLV说明书
规格：200U/μl
保存条件:  -20℃保存，避免反复冻融。
产品说明：
南京巨禄生物生产的M-MLV是由 Moloney 鼠白血病病毒来源的 M-MLV基因经突变筛选，并通过大肠杆菌表达获得的反转录酶，该酶消减了RNase H 活性，具有更高的 cDNA 合成能力，能够有效实现对RNA复杂二级结构区域的扩增，适用于长片段的cDNA 合成和较高的反转录温度。
储存缓冲液：
20mM Tris-HCl（pH7.5），100mM NaCl，0.1mM EDTA，1mM DTT，Stabilizer，50% Glycerol.
试剂组成：
1、M-MLV
2、5×M-MLV  Buffer
3、10×Enhancer

活性定义:
以 poly(A)•oligo(dT) 25 为模板/引物，在 37℃条件下，10min 内掺入 1 nmol dTTP 所需的酶量为 1 个活性单位（U）。
质量控制:
1、SDS-PAGE 电泳纯度大于 98%；
2、扩增灵敏度、批间差异、稳定性；
3、无外源核酸酶活性，无外源内切、外切核酸酶污染。

第一链的合成：
一、反转录反应 关于逆转录引物的选择 : 

（1）如果模板为真核生物来源，建议用 Oligo(dT)16 ， Oligo(dT)16可以与真核生物 mRNA  
     的 3’ Poly A 尾配对，可获得高产量的全长 cDNA。

（2）模板为原核生物 RNA 的反转录请选用 Random 引物或者基因特异性引物。Random 引物适用于 mRNA、tRNA 和 rRNA 等所有 RNA 的反转录反应， 对物种没有限制，病毒、细菌、植物、动物等都可使用。 

1、在冰浴的无 RNase 的离心管中加入如下反应成分：

 1-5μg 总 RNA 或 50-500ng mRNA

 2μL  Oligo(dT)16或 2μL Random 或 2 pmole 基因特异性引物

 1μL  dNTPs(10mM)
 补 RNase-free ddH2O 至 10μL 

2、65℃保温 5min 后迅速在冰上冷却 2min，简短离心收集反应液后加入以下各组分：

  4μL 5×M-MLV Buffer 

  0.5μL RNasin 

  1μL M-MLV

  2ul 10×Enhancer

  补 RNase-free ddH2O 至20μL 
轻弹离心管，50℃保温30-60min，随机引物37℃ 60min，替它引物 42℃ 60min。80℃加热 15min，所得反应液可用于PCR扩增，建议反应液用量5-10ul。
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