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ATP Solution(100mM) BP-AS-01 20uL
GTP Solution(100mM) BP-AS-02 20uL
CTP Solution(100mM) BP-AS-03 20uL
UTP Solution(100mM) BP-AS-04 20uL
N1-Me-pUTP Solution(100mM) BP-AS-07 20uL
T7 RNA BEHs BP-EO01 20pL
RNase Inhibitor (40U/uL) BP-E02 20pL
THERSERES (0.1U/uL) BP-E03 20uL
DNase | (2U/pL) BP-E04 20uL
Cap AG(3'Acm)(100mM) BP-AS-30 20uL
10X Co-transcription Buffer BP-AS-31 20uL
Precipitation Reagent BP-AS-10 ImL
RNase-free ddH,0 BP-AS-11 1mL
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#E41: TAZERES PCR &, TIXEESHBRISK. RNA WLEWHITE (MELE) %o
BiR: W T7 BEHFH AG RIAFFINEEHRIIER. PCR FHIEIR,

it FKZE,

LIREE
1. BiRHIE

1.1 BRhitRiR

BHURIRFEEFRZEB R RNA B55H. KSHEWLHIEH TR IGREFI BT mRNA HEREMIR
HERRIUR.

1.2 Frtus it

[EHI DNA #EENERTHARGMREBE YT ERER. IEREELENFERNESTEIESK
HEFHEYE RNA #RE , EEFTEARR LT T HEENMEIR DNA BEHTE2TIR,

1.3 &M= Eil

REBLUTRMHEREMHIRE:

1/20 {#%2 0.5M EDTA

1/10 {473 3M BEESfWEN 5M BEESSR 2 XAFATKZES

BEYS, E-20°CE 1h, A3 &R , BEESONPLUATF 12000rpm BIERIEE DNA ki
15min, £LE&, BXRBED 1min, AEA 10uL BRB&EE/NOMIBRRIZE &I, TEFTEEHPRATERTFIE
BRiE, FZETLIEL, BRNTHEEE~EMFER. &E#HA RNase-free ddH,0 AR , IEHIR
B4 1ug/ul.

2. KM ER

2.1 BEXH T7RNA E&E. RNase Inhibitor. THIEBHEEREIZENKRET KL, BXH Cap AG(3'Acm). ATP
Solution. GTP Solution. CTP Solution. UTP Solution 8{ N1-Me-pUTP Solution E;B T &2ZGILEN5%T5
FEokLt; BXH 10X Co-transcription Buffer EZ 'R Ti#/F, FAPEHRIBBLEER, EERFMHG TEH
HRRE,

2.2 BTIFRERIMAZHS:

A5 A%
RNase-free ddH,0 Up to 20uL
ATP Solution(100mM) 2uL
CTP Solution(100mM) 2uL
GTP Solution(100mM) 2uL
UTP Solution 3¢ N1-Me-pUTP Solution(100mM) 2uL
Cap AG(3'Acm)(100mM) 2uL
10 X Co-transcription Buffer 2uL
RNase Inhibitor luL
TR FAERES luL
T7RNA EB&E 2pL
DNA Template lpg
2.3 BY
BREERMNAESABRRIEE RS LTRIT , BEREREESMEXERKE.
# 2w
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2.4 %R
ERATERENIRE, 37T°CELRE 2h, WFNFEBE RNA (<300bp) A5MER, ATHRERENTE, &
WREKAIMEREBEIE 3h, E—EEE (16h) RIEKAEIMEREIEE, HASWF=YRREERM,

2.5 JHEIEIR DNA
RRMAEZFIN 1uL B DNase |, 37°C4k4E/RE 15min, SHIE DNA iR,
3. difkEUR

3.1 MO\ 2X RI{FFIH RNase-free ddH,0 (Fgd) , REMAERIEES.

3.2 MNAN 2XRR{AFIEY Precipitation Reagent (-20°C1R7F) , RREMABRILES,

3.3 -20°CELE 1he

3.4 4°C,15000rpm B 20min,

3.5 uihigkk BB, B 500Ul BY T0%ZEEEETE , 4°C, 15000rpm Zily 15min,

3.6 /NDERR T0%ZEE, RIBTFHRIEMNEE, 1§ RNA EFRSFENMAARIE FRD, JE RNA KE,
-80°C:2 &R 1Fo

EEEm

1. 5/ PCR YIS LM W RRIEIRET, BFEFRIERPRSZERE, Aitt, £75# DNA JUEs , &
EAEFCETSELR, KPEEEETESHHT,

2. (FIVERMIREIXY RNase BESHRE , REFRN ™ EIZREEN RNase, LHBMIMNBHRIEX , EP B
=1&{EH RNase-free Bf. ARMEFIRATREELEIFIRHESH , AEREIENEEIIESHITIHRME,
BHA RNA L RATEEE RITERTIESMUIMIRKIEFE, LIS RNase BI/55,

3. (RREHIEHE™IgIRIRH AP R AN IRF #1704, 10X Co-transcription Buffer & ETERR, FEHE
MEEERGER, DNAZMETASZSLBIRAERTRE, EMERTE, FARERHIED, DNA RIREY
EREMANAS.

4, {ERARIRIRES, # 5% RE TR,
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	产品概述
	试剂盒组成
	保存条件
	-20±5℃存储。
	自备材料
	耗材：无核酸酶 PCR 管、无核酸酶移液枪头、RNA 纯化回收磁珠（如有必要）等。
	模板：带 T7 启动子和AG起始序列的线性化质粒模板、PCR 产物模板。
	试剂：无水乙醇。
	实验流程
	1. 模板制备
	1.1 质粒模板
	质粒模板需要不受蛋白质和RNA的污染。大多数商业化制备的工业级别或临床级别质粒在mRNA共转录合成试
	1.2 质粒线性化
	质粒 DNA 必须在目的基因下游用限制性内切酶线性化才能被转录。即使只存在少量的环形质粒也会产生非常
	1.3 线性化产物回收
	按照以下条件结束线性化过程：
	1/20 体积 0.5M EDTA
	1/10 体积 3M 醋酸钠或 5M 醋酸铵 2×体积无水乙醇
	混合均匀，在-20℃沉淀 1h，也可过夜沉淀 ，随后在离心机中以大于 12000rpm 的转速将 D
	2. 体外转录
	2.1 取出 T7 RNA 聚合酶、RNase Inhibitor、无机焦磷酸酶立即放置在冰上；取出
	2.2 按下表依次加入各组分：
	组分
	体积
	RNase-free ddH2O
	Up to 20μL
	ATP Solution(100mM)
	2μL
	CTP Solution(100mM)
	2μL
	GTP Solution(100mM)
	2μL
	UTP Solution或N1-Me-pUTP Solution(100mM)
	2μL
	Cap AG(3'Acm)(100mM)
	2μL
	10×Co-transcription Buffer
	2μL
	RNase Inhibitor
	1μL
	无机焦磷酸酶
	1μL
	T7 RNA 聚合酶
	2μL
	DNA Template
	1μg
	2.3 混匀
	轻轻拨动试管或用移液枪将混合物上下吹打 ，瞬离收集反应混合物至试管底部。
	2.4 转录
	使用带热盖的设备，37℃至少反应 2h，对于小片段的 RNA  (≤300bp）体外转录，为了确保充
	2.5 消化模板 DNA
	向反应体系中加入1μL的DNase I，37℃继续反应 15min，消化 DNA 模板。
	3. 纯化回收
	3.1 加入 2×反应体积的RNase-free ddH2O（预冷），轻轻地用移液枪混匀。
	3.2  加入 2×反应体积的 Precipitation Reagent（-20℃保存），轻轻地用
	3.3  -20℃至少沉淀1h。
	3.4  4℃, 15000rpm离心20min。
	3.5  小心地移除上清，用 500μL的70%乙醇清洗沉淀 ，4℃, 15000rpm离心15mi
	3.6  小心地去除70%乙醇，根据下游实验的需要，将RNA重新悬浮在对应的溶液或缓冲液中。测定RN
	注意事项

