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2× Taq PCR Master Mix（without dye）
货号：E003                 规格：1mL                  保存：-20℃保存
产品简介：
2× Taq PCR Master Mix是DNA Polymerase、PCR Buffer及dNTP Mix等的2倍浓度的预混溶液。使用本产品时，只需向预混溶液中加入模板和引物，以ddH2O补足体积便可进行PCR反应，简化了操作步骤，降低了PCR操作过程中的污染风险。本产品灵敏度高，特异性强，线性范围广，对目的基因定量更准确。使用本产品扩增得到的PCR产物3’端带A碱基，可克隆至T载体。 
产品组成：
	组分
	E003

	2× Taq PCR Master Mix（without dye）
	1mL


储存条件：
-20℃条件下保存，有效期至少12个月。
质量控制： 
本产品经质量检测，不含脱氧核糖核酸内切酶活性、脱氧核糖核酸外切酶活性和核糖核酸酶污染。宿主基因组残留低于10拷贝。 
产品用途：
PCR法扩增DNA；DNA序列测定。 
使用方法：
1． 将PCR反应所需的各种溶液室温平衡至完全溶解，充分混匀后于冰上进行PCR反应体系的配置。
2． 建议PCR反应体系的配置在冰浴或冰盒上进行，可参考推荐反应体系进行设置。
3． 配置好的反应体系用移液器充分吹吸混匀，盖好PCR管盖，做好标记，室温离心数秒。
4． 将准备好的PCR管放入PCR仪进行上机，设置反应条件，开始PCR反应。



推荐反应体系：
	试剂
	25µL体系用量
	终浓度

	2× Taq PCR Master Mix（without dye）
	12.5μL
	1×

	Primer I (10µM)
	0.5-2.5μL
	0.2-1.0μM

	Primer II (10µM)
	0.5-2.5μL
	0.2-1.0μM

	Template DNA
	1μL as required
	—

	ddH2O
	Up to 25μL
	—


反应条件：
通常情况下，可以采用两步法进行反应；如果两步法扩增不理想，可以采用三步法设置PCR反应程序。鉴于cDNA模板中目标基因丰度的不确定性，建议初次扩增时使用35-38个循环，根据扩增结果再调整扩增循环数。
	方法/步骤
	时间设置
	循环数

	95℃（预变性）
	2-5min
	1

	95℃（变性）
	10sec
	28-40Cycles
（质粒或基因组模板：28-35cycles；
cDNA模板：30-40cycles）

	55℃-60℃（退火）
	30sec
	

	72℃（延伸）
	1min / 1-3kb
	

	72℃（最终延伸）
	5-10min
	1

	4℃/16℃（保温）
	∞
	—


注：反应条件可以根据实际需求进行适当调整和优化。
注意事项：
1. 延伸时间可根据PCR产物的长度、GC含量等实际情况进行调整，每kb产物的延伸时间与模板复杂程度密切相关，简单模板为20s，一般模板为30s，复杂模板为1min。
2. PCR反应的设置需根据模板、引物、PCR产物的长度和GC含量等条件的不同设定不同的PCR反应条件，通常使用的引物终浓度可在0.2-1.0μM范围内调整，DNA模板可根据浓度进行调整，模板复杂或GC含量建议延长预变性/变性或延伸时间，提高变性/退火温度等。
3. 扩增前后要使用专用的区域和移液器，戴手套操作并经常更换，PCR反应完成后切勿直接打开反应管，可放于4℃或者-20℃充分冷却后再进行开盖操作，以最大限度的减少PCR产物可能对实验环境产生污染的风险。
4. 由于本产品不含染料，反应完成后需加DNA上样缓冲液再进行电泳。
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