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产品概述
Robustart Multi Premix (D)是适用于各种来源的核酸提取纯化模板的 DNA 多重扩增检测专用试剂。本品具有更高的特异性

和灵敏度，能够在多引物对存在的条件下，实现对多重模板的有效扩增。另外，本品经过特殊优化，对含有高GC片段等复杂
结构的模板，也能够实现有效扩增。本产品含有电泳指示染料，可在反应结束后直接进行电泳，使用方便。

试剂组成
2×Robustart Multi Premix (D)

*本试剂已含有 Robustart Taq、PCR Buffer、dNTPs、MgCl2、稳定剂、电泳染料等成分。

保存条件
-20℃长期保存，4℃可保存 3个月。使用前应混匀，避免反复冻融。

PCR反应体系配制
试 剂 25 µL 体系 50 µL 体系 终浓度

2×Robustart Multi Premix (D) 12.5 µL 25 µL 1×

10×Primer Mix（1 µM）1 2.5 µL 5 µL 1×

Template DNA 2, 3, 4 —— —— ——

Nuclease-free water To 25 µL To 50 µL ——

1. 多重引物 10×Primer Mix：预先混合所有扩增引物，使其中每条引物的浓度为 1 μM。引物终浓度可在 0.05~0.5 μM之间

调整。
2. 反应中模板 DNA 加入量：一般人基因组≤100 ng 或适量。

3. 本品推荐用于扩增 1 kb 以内长度的片段。

4. 反应结束后，对于 1 kb 以内的扩增产物，可采用 3%～4%的琼脂糖凝胶电泳分析。

反应条件
步骤 温度 时长 循环数
热启动 95℃ 2~5 min 1

变性 95℃ 30 s

25~40退火 55~65℃ 45~90 s

延伸 72℃ X sec/kb *

延伸 72℃ 7min 1

—— 4℃ Hold ——

*X 为按照最大片段 60 sec/kb 计算。

质量控制
1. 功能检测：PCR的敏感性、特异性、可重复性。

2. 无外源核酸酶活性，无外源内切、外切核酸酶污染。

常见问题及解答
1. 扩增产物少或没有扩增。
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(1) 建议使用高质量的引物。
(2) 增加 PCR循环数。

(3) 降低退火温度，必要时进行退火温度梯度尝试。延长延伸时间至 120 sec/kb（按照最大片段算）可增加扩增产物量。

(4) 检查单对引物的扩增性能和特异性。
(5) 产物过长时建议重新设计引物，产物长度不应超过 1 kb。

(6) 延长循环内延伸时间。

(7) 提高低产或缺失扩增子引物使用量。

(8) 当多重扩增中含有高GC片段时，应设计各引物的 Tm相近，优选在 65~72℃；反应退火温度在 60~68℃调整。
2. 存在非特异性扩增。

(1) 减少循环数。

(2) 提高退火温度。

(3) 减少引物使用量。
(4) 优化引物设计。
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