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实验材料 � 

01 RNA模板：Total RNA, miRNA 03 
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02 仪器：PCR仪 



对RNA � 模板的要求 � 
逆转录酶以RNA为模板合成第⼀一链cDNA，模板RNA的质量和数量直接影响
逆转录的结果。 

1. 模板的完整性：模板RNA的完整性对逆转录⾮非常重要,若RNA模板中
含有RNase酶将降解模板RNA,最后导致cDNA产物的量少甚⾄至⽆无
cDNA产物。 

2. 模板的纯度：若RNA模板中含有蛋⽩白、盐离⼦子、EDTA、⼄乙醇、酚等
杂质,将影响逆转录酶的活性,最后影响逆转录结果。 

3. 模板量：⼀一般模板RNA量为50ng-2µg。（若模板RNA的量⼤大于2µg,

则需按⽐比例扩⼤大反应体系。） 



实验操作（简易流程） � 
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1.  将模板RNA在冰上解冻;5×gDNA Buffer、FQ-RT 

Primer Mix、10×Fast RT Buffer、 RNase-Free 

ddH2O在室温(15-25°C)解冻,解冻后迅速置于冰
上。使⽤用前将每种溶液 涡旋振荡混匀,简短离⼼心
以收集残留在管壁的液体。  

实验步骤 � （在冰上操作） � 



2.  按照表1的基因组DNA的去除体系配制混合液,彻底混匀。简
短离⼼心,并置于42°C,孵育 3 min。然后置于冰上放置。  

实验步骤 � （在冰上操作） � 



3.  按照表2的反转录反应体系配制混合液。  

实验步骤 � （在冰上操作） � 



4.  将反转录反应中的Mix,加到gDNA去除步骤的反
应液中,充分混匀。 

5.  42°C,孵育15 min。 

6.  95°C,孵育3 min之后放于冰上,得到的cDNA可⽤用
于后续实验,或低温保存。  

实验步骤 � （在冰上操作） � 



在进⾏行RT-PCR时，必须仔细的选择逆转录的酶和引物。
引物要能逆转录所有感兴趣的，并且逆转录酶所得到的cDNA

的量必须能精确的反映原始RNA量，以便能精确定量检测。
除此之外，逆转录反应的成分对于后续的real-time PCR反应
的影响要达到最⼩小。 

RT-PCR � ——注意事项 � 
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实验材料 � 

01 
Template: cDNA (1pg -100ng),  

Primer: control vs target (0.2 µM),  

SYBR Green Mix: DNA polymerase, dNTP 

05 06 
02 仪器： 

ABI 7500 Real-Time PCR Systems, 
Roche LightCycler 480 II 



实验操作 � 
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1.  按照表3配制PCR反应体系。(注：配制多个反应孔时，请为
各组分预留10%的余量，以免移液损失) 

实验步骤 � （在冰上操作） � 

•  正、反向引物的终浓度为200 nM 

•  每个反应孔使⽤用cDNA 1-10ng 



2.  反应体系配好后，盖上反应盖，充分涡旋混匀，
离⼼心。 

3.  将反应液分装到每个反应孔中。封上贴膜，离
⼼心，避免产⽣生⽓气泡。 

4.  运⾏行qPCR反应程序。 

实验步骤 � （在冰上操作） � 



实验步骤 � （反应程序设置） � 



反应程序设置——实验特性 � 



反应程序设置——Target/Sample � 



反应程序设置——Target/Sample � 



反应程序设置——Plate � 



反应程序设置——反应方法 � 



反应程序设置——反应方法 � 
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实验结果——溶解曲线 � 
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03 

05 06 



感谢观看 � 


