
嗡m¤变h 胝‰觐鬣觏‰巍魏巍寥腐霎￡霏
邮编:310o⒛ 电话:∞71-8zB81⒛ 5传真:Osz1司 ms1⒛ 7

cDNA第∵链合成试剂盒质检报告单
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20211148 cDNA第一链合成试剂盒(25次制备 )
填写说明:

内容须用数字填写;如果无法用数据填写,则打“V’’表示产品符合要求,打“×’’表示产品不符合
要求,如果不符合要求,在备注中注明不符合顼的详细内容。

本批次共生产⒛ 盒,随机抽取一盒送检。

审核意见
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cDNA第一链合成试剂盒检测方法
一、  目的
揖杜 cDNA第一链合成试剂盒对 RNA雄行逆转录,对获得的 cDNA进行荧光定量 PCR

的测试,判断送检的产品是否符合质量要求 :

二、  材料、试剂及仪器
(1) 材料:送检 cDNA第一链合成试剂盒、对照其他批次的试剂盒、PcR管若干 (RNase
Free)、 八联排管、大 鼠 RNA、 大 鼠β āctin引 物 (F:TACAAcCTCCΠGcAGCTCC/R:
∷  GGATCqΓ冂ΓCATGAGGT AGTCAGTC)。
@) 仪器:微量紫外分光光度计、移液染、台式离心机、PcR仪、苯光走量 pcR仪 (ABI
PRIs⒈汀Q70o0s0quence DoteCtion system) 。

三、  逆转录操作步骤                   `
l、 在微晕紫外分光光度计上用 RNas。-Free waoer调零,取 2uI大鼠RNA检测,确定 RNA
浓度。

2、 按 cDNA第一链合成试剂盒说明书操作,用待检试剂盒和对照试剂盒各自平行处理 50ng
和 21tg大鼠RNA,获得其 cDNA。

四、 ∷ RT~PCk操作步骤   ̄       ∷

1、 将 ⒉ 0YBR Green PCRMi火 (ζhgen)各试剂及引物置于冰上 ,按 2×sYBR Green PCR M&
(o血gen)说明书酡+ll大鼠Ⅱ加乩硷洳荧光定量PcR反应体系。依次在荧光走蔓P0R皮应
体系混合液中加入 5ulcDNA模板、od比o(阴性对照)、 大鼠cDNA阳性对照,充分混匀
后盖上管盖。然后放置于 ABI PRIsM⑧ 7000荧光PCR仪中进行荧光定量PCR,打开软件,
设葺好参数。实验条件如下;

stage Ⅱ:预变性(Reps:1)
95℃   1Ⅱlin

stage2: PCR￡ 乏丿立(RCps: 4o)

∷             95`3   5s          '

60℃   33s

qss。ciⅡ i。n莎age(Reps:1)

9513  15s

∷ 6o℃  2os

9513  15s

圹增完成后,观察标准曲线并记录各曲线的CT值。

五、  质鼻要求与判断方法:
D试剂盒外观必须无破损、污渍:试剂盒组成必须与说明书对应一致:试剂盒标签内容必
须与送检单相符。                          ∮

2)用送检试剂盒获得的cDNA作为模板的RTˉPcR扩增曲线正常,阴性对照无扩增。
3)送检试剂拿与对照试剂盒测得的各项指标的差异必须小于±10%。
以上任何一项不符合要求即判断为不合格产品。   i
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