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产品信息

产品名称 M-MLV (H-)逆转录酶

表达系统 E.coli大肠杆菌

性 质 重组蛋白

形 式 液体

分 子 量 74kDa

产品简介

Product Introduction

M-MLV逆转录酶是一种将单链RNA、DNA或RNA-DNA杂合体（利用引物）合成互补DNA链的

DNA聚合酶。M-MLV(H-)逆转录酶是缺少RNase H活性的M-MLV突变体。与常见的通过删除

RNase H结构域方法得到的突变体相比，本产品保留了完整的蛋白结构，保留了依赖于RNA的

DNA聚合酶活性；依赖于DNA的DNA聚合酶活性。可用于较长的cDNA合成。

储存

Storage

本产品于-20℃保存，有效期1年。

试剂盒组成

Materials supplied

货号 MV-RT-5000 MV-RT-10000

M-MLV(H-)逆转录酶* 5000U 10000U

5×反应缓冲液** 300μL 600μL

* 建议收到货或者第一次使用时分装各组分保存。避免反复冻融。


**5×反应缓冲液：250mM Tris-HCl，375mM KCl，15mM MgCl2，0.2% Tween 20，pH8.3

© Ezassay Biotechnology,Inc 01



模板类型

Template type

ssDNA, ssRNA, RNA-DNA hybrid

单位定义

Unit definition

以Poly (rA)·Oligo (dT)为模板/引物，在37℃， 10 min条件下，掺入1 nmol的dTTP为酸不溶

性物质所需要的酶量定义为1个活性单位 (U)

应用范围

Scope of application

·合成cDNA                       ·实时定量聚合酶链式反应(RT-qPCR)


·逆转录                              ·制备cDNA文库或合成第一条cDNA链


·2步法RT-PCR检测        · 合成克隆用cDNA

使用说明

Instructions for use

cDNA第一条链的合成(First-stand cDNA Synthesis)：



a. 参考如下表格中设置的20 μL反转录体系。推荐搭配易致生物RNase Inhibitor


（货号: MRI-10000）和dNTP mix（货号: dNTP-2000）：
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*如果用基因特异性引物或Oligo(dT)18反转录制备大于5kb的cDNA，则M-MLV反转录酶

(RNase H-)用量宜增加至2 μl，以增加产量。



b. 轻轻混匀(用移液器轻轻吹打混匀或用涡旋混合器在最低速度轻轻混匀)，随后离心沉淀液      

体。



c. 如果使用Oligo(dT)18或基因特异性引物，42ºC孵育60 min。如果使用random hexamer(随

机六聚体)作为引物，先在25ºC孵育10 min，随后在42ºC孵育60 min。注意：对于GC含量较

高或二级结构比较严重的模板RNA，可以50ºC孵育60 min，以充分利用本产品在50ºC时仍有

良好的反转录酶活性这一特点，在较高温度进行反转录可以有效减少二级结构的干扰。



d. 80ºC孵育10 min以失活M-MLV(H-)反转录酶并终止反转录反应。说明：对于5kb以上的长片

断cDNA不推荐采用加热的方法失活反转录酶，该方法易导致部分长片断DNA被剪切，此时可

考虑酚氯仿抽提或柱纯化方法。



e. 反转录产物可以直接用于后续的PCR反应等，也可以-20ºC冻存以备以后使用。用于后续

PCR反应时，如果PCR的反应体系为20和50微升，则推荐相应地使用0.8和2微升反转录产物。

引物延伸、探针标记等其它用途请自行参考M-MLV反转录酶(RNase H-)的相关文献资料进行
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