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TTH Polymerase

■ 制品说明：

TTH DNA聚合酶是一种热稳定性酶，TTH DNA聚合酶在镁离子存在的条件下可催化核苷酸沿5‘→3 ’方向发生聚合反应，形成双链DNA，也可在锰离子存在的条件下，以RNA为模板沿5‘→3 ’方向发生核苷酸聚合反应。该酶也具有5‘→3 ’外切酶活性。可用于PCR，RT-PCR，逆转录和叫高温度条件下的引物延伸反应。

■ 产品组成：
	产品名称
	包装规格

	
	KTSM2105
	KTSM2106

	TTH DNA Polymerase（5U/ul）
	50 μl
	4×50 μl

	5×TTH RT PCR buffer
	1 ml
	4×1 ml

	5×TTH PCR buffer
	1 ml
	4×1 ml

	50 mM Mn(OAc)2
	250μl
	4×250μl


■ 贮存溶液：
	Tris-HCl（pH7.5）
	10 mM

	KCl
	300 mM

	EDTA
	0.1 mM

	DTT
	1 mM

	Glycerol
	50%


■ 保存：
-20 ℃长期保存,保质期2年

■ 用途：

PCR

RT-PCR

■ 活性定义：

在70℃条件下，30分钟内催化10 nmol dNTP掺入。

■ 反应液的制备：

PCR标准操作流程
推荐反应液组成：
	组分（共50 µl）
	50 µl 反应

	TTH DNA polymerase（5 U/μl）
	0.5 μl

	5×TTH PCR Buffe(含15 mM Mg2+)
	10 μl

	dNTP Mixture(2.5 mM each)
	4 μl

	Template DNA
	10 μl

	引物1(20 μM)
	1 μl

	引物2(20 μM)
	1 μl

	灭菌蒸馏水
	Up to 50 μl


注:溶解并混匀PCR反应所需的各种溶液，放置于冰浴上或冰盒内。

反应条件(以1 kb DNA 片段扩增为例)
	步骤
	温度
	时间

	Step1(热激时间)
	95℃
	2 min

	Step2(变性)
	94℃
	30 sec

	Step3(退火)
	55℃
	30 sec

	Step4(延伸)
	72℃
	1 min

	Step5(循环)
	Go To Step2 for 35 cycles
	

	Step6(最终延伸)
	72℃
	10 min

	Step7(临时保存)
	4℃
	forever


注：变性条件根据使用的 PCR 仪型号和反应管种类进行设定。

One-step RT-PCR操作流程

以20 µl反应体系的试剂制备为例

	组分
	使用量

	5×TTH RT PCR buffer
	4 μl

	2 mM dNTPs
	4 μl

	50 mM Mn(OAc)2
	1 μl

	PCR Forward Primer（10 μM）
	0.5 μl

	PCR Reverse Primer（10 μM）
	0.5 μl

	TaqMan Probe（10 μM）
	0.5 μl

	TTH（5 U/μl）
	0.25 μl

	RNA sample
	X μl

	RNase free water
	Up to 20 μl


Mn(OAc)2的添加量通常是终浓度2.5 mM，RNA样品的浓度及扩增目的片段序列不同时，通过增加或减少Mn(OAc)2浓度，可得到良好结果。

引物的添加量：各引物最终浓度为0.2~0.6 μM，TaqMan探针的添加量请以终浓度0.05~0.3 μM的标准进行优化。扩增效率低时，通过增加添加量来提高反应性能；反之，加之过多则可能会产生非特异性扩增，检测灵敏度下降。

反应条件

RT-qPCR的循环为例。请根据需要进行调整

	步骤
	温度
	时间

	Reverse Transcription
	60-70℃
	30 min

	Denature1
	95℃
	1 min

	Denature2
	95℃
	30 sec

	Annealing /extension
	55℃
	30 sec（40~50cycles）


Annealing /extension的温度可根据具体的引物探针进行优化。
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