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一. 试剂盒组成、贮存、稳定性 

名称 体积（10 次） 

PCRmix1 90μL 

PCRmix2 90μL 

储存条件：-20 度，避免反复冻融； 

 

PCRmix1：从 pET 质粒上扩增目的基因。 

PCRmix2：构建完整的线性表达模板。 

二. 注意事项 

操作时要带乳胶手套和眼镜，避免沾染皮肤、眼睛和衣服，谨防吸入

口鼻。若沾染皮肤、眼睛时，要立即用大量清水或生理盐水冲洗，必

要时寻求医疗咨询。 

 

三. 实验准备 

1、准备无核酸和核酸酶污染的 Tip 头、离心管。 

2、将作为模板的 pET 质粒稀释至 1~10ng/uL 备用。 
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四. 实验操作步骤 

 

A. 第一轮 PCR 

第一轮 PCR，取 9μL PCRmix1，添加 1uL 含目的基因的 pET 质粒模板，按标准

程序进行 PCR 扩增（延伸时间按目的基因大小加 100bp 计算）,扩增后的产物作

为第二轮 PCR 的模板备用； 

体系配制： 

试剂 添加量 

PCRMix1 9uL 

模板质粒 1ng（1uL） 

• 注：PCR 的模板添加量为 2pg~2ng 质粒每 10uLPCR 体系；  

PCR 扩增程序： 

温度 时间  

98℃ 10s  

98℃ 10s 

30 cycles 55℃ 15s 

72℃ （1kb/min） 

72℃ 1min  

4℃ forever  
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B. 第二轮 PCR 

第二轮 PCR，取 9μL PCRmix2，添加 1uL 第一轮 PCR 扩增后的产物（不用纯

化），按标准程序进行 PCR 扩增（延伸时间按目的基因大小加 700bp 计算），

扩增后的产物可直接作为 CFPS 反应的模板（加入量为无细胞蛋白表达反应终

体积的 1/10），不需要额外纯化； 

体系配制：  

试剂 添加量 

PCRMix2 9uL 

第一轮 PCR 产物 1uL 

 

 PCR 扩增程序： 

温度 时间  

98℃ 10s  

98℃ 10s 

30 cycles 55℃ 15s 

72℃ （1kb/min） 

72℃ 1min  

4℃ forever  
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五. 实验可能出现的问题及解决方案 

问题 可能原因 解决方式 

没有条带或条带很

弱 

扩增时间不够； 

模板添加量不合适 

按 1kb1 分钟设置延伸时间； 

添加合适的模板浓度； 
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