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Taq Hot-Start DNA Polymerase
货号：EH001           规格：500U/1000U/5000U          保存：-20℃保存
产品简介：
本产品是抗体封闭型热启动酶，可抑制低温条件下由引物的非特异性退火或引物二聚体引起的非特异性扩增，适用于Hot Start PCR。由于抗体在PCR反应最初的DNA变性步骤已失活，因此无需特殊灭活处理，在常规PCR反应条件下即可使用。使用本产品扩增得到的PCR产物3’端附有一个“A”碱基，因此可直接克隆于T-Vector中；也可以在末端平滑化和磷酸化后克隆到平滑末端载体中。
产品组成：
	组分
	EH001-01（500U）
	EH001-02（1000U）
	EH001-03（5000U）

	Taq Hot-Start DNA Polymerase（5U/µL）
	100µL
	200µL
	1mL

	dNTP Mixture (10mM each)
	100µL
	200µL
	1mL

	10× PCR Buffer (Mg2+ plus)
	1mL
	2× 1mL
	10× 1mL


储存条件：
-20℃条件下保存，有效期至少12个月。
活性定义：
用活性化的大马哈鱼精子DNA作为模板/引物，在74℃，30分钟内，摄入10nmol的全核苷酸为酸性不溶物的活性定义为1个活性单位（U）。
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：
Hot Start PCR；DNA序列测定。 
使用方法：
1. 将实验所需试剂室温平衡至完全溶解，充分温和混匀（请勿涡旋振荡），瞬时离心后使用，避免产生大量气泡，避免反复多次冻融，若经常使用请保存在4℃。按下列组分配制PCR反应液（反应液配制请在冰盒上进行）：
推荐反应体系：
	试剂
	25µL体系用量
	终浓度

	Taq Hot-Start DNA Polymerase
	0.5µL
	0.1U

	10× PCR Buffer (Mg2+ plus)
	2.5µL
	1×

	dNTP Mixture (10mM each)
	1µL
	0.2mM each

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

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

	Template DNA
	1-5μL
	—

	ddH2O
	To 25µL
	—


注：反应体系中各组分用量可根据实际需求进行调整。
2. 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。
	方法/步骤
	两步法real-time PCR
	三步法real-time PCR
	循环数

	95℃（预变性）
	2-5min
	2-5min
	1

	95℃（变性）
	10-20sec
	10-20sec
	35-45Cycles

	55℃-65℃（退火）
	20sec - 1min（采集荧光）
	10-20sec
	

	72℃（延伸）
	—
	20sec - 1min（采集荧光）
	


注：反应条件可以根据实际需求进行适当调整和优化。
3. 反应结束后，对实验结果进行分析。详细分析方法参见PCR 扩增仪操作手册。 
注意事项：
1. 请根据引物选择合适的退火（延伸）温度。通常引物的Tm值设计在60℃左右。对于退火温度较低的引物或超过200bp的长片段扩增，建议采用三步法。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。



image1.png
] =
SRR - [EEEIMA ke





