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产品及特点 基因组 DNA（gDNA）污染是逆转录（RT）反应最常见的难题，目前的去污染

方法主要是 UTP-UNG 法和 RNase-free DNase 法。前者简单，但成本高，主要用

于临床产品。后者必须把 gDNA 污染去除和 RT 反应两步分开进行，不但繁琐，还增

加了第二次污染的几率。为了克服上述方法的缺点，本公司开发出了本产品，它与

UTP-UNG 法和 RNase-free DNase 法比较如下： 

 UTP-UNG 法 DNase 法 本方法 

可跟 RT 反应同步进行 是 否 是 

可用常规 dNTP 否 是 是 

跟古细菌 DNA 聚合酶 
（如 Pfu）兼容 

否 是 是 

此外，本产品还有下列特点： 

1. 同步式，去除 gDNA 污染和 RT 同步完成，比两步法操作更简单，极大地减少了

操作误差。 

2. 方便，各种 RT 成分都整合进了 RT Mix，用户只需提供模板即可。 

3. 去污染效率高，对 ng 级 gDNA 污染（在 20uL 体系中），去除率达 99.9%。 

4. 跟 PCR 和荧光定量 PCR 兼容，且后续 PCR 可用 Pfu 等古细菌 DNA 聚合酶（多

为高保真酶），而 UTP-UNG 法则跟其不兼容。 

5. 本试剂盒所用的 MMLV 逆转录酶为 RNase H 缺失突变，故合成 cDNA 片段长

度可达 12 kb。还能用于 GC 含量高，二级结构复杂的 RNA 模板。 

6. 本产品规格足够 50 次 20uL 体系的 RT 反应。 

7. 本产品只用于科研。 

规格及成分 成份 编号 十孔盒包装 

2×抗污染 RT Mix 170403a 500 uL（白色盖） 

抗污染 MMLV-RI 混合液 170403b 100 uL（红色盖） 

RNase-free 水 80403 1 mL（本色盖） 

使用手册 170403sc 1 份 
 

运输及保存 低温运输，-20℃保存, 有效期一年。 

自备试剂 RNA 模板，PCR 试剂盒。 

注意事项 1. 实验过程中请注意避免RNase污染，防止RNA降解或实验中的交叉污染。 

2. 使用之前请充分轻柔混匀各成分，以防因盐离子浓度局部不均影响实验结果。 

3. 本产品使用后应尽快放回-20℃。 



4. RNA模板的完整性对cDNA合成效率起着决定性作用，因此请选择可靠的RNA提

取/纯化方法。 

5. 操作人员请带口罩和一次性手套，并经常更换手套。 

使用方法 1. 确认 RNA 样品中是否有 DNA 污染（本试剂盒不提供相关试剂）。 

一般来说，几乎所有总 RNA 提取样品中都有痕量的、电泳没法检测出来但 PCR

可以检测出来的 gDNA 污染。检测该类污染的方法是不经过 RT 反应、直接以

RNA 样品为模板进行 PCR。如果得到预期长度的条带，则表示 RNA 样品中有

gDNA 污染，必须使用抗 gDNA 污染的 RT 试剂或先去 gDNA 处理再进行 PCR。

如果用 PCR 没有检测出 gDNA 的污染，则没有必要使用本产品，可以选用常规

RT 试剂。 

2. 制备对照样品。建议在第一次使用本产品时设置对照以测试本产品的去污染效

果。如果测试成功，则用一批次总 RNA 进行更多 RT 实验时就不需要再设置对

照。制备对照步骤是：取 10uL 样品到一新塑料管，加入 1uL 自备的 DNase-free 

RNase A（2mg/mL）并常温放置 30 分钟以降解 RNA，得到的无 RNA gDNA，

下称对照样品。 

注意：如果用户有根据 PCR 扩增产物长度大小来判断扩增是来源于 RNA 还是

gDNA 的方法，则不需制备对照样品，而是直接在 RT 反应结束后用一部分样品

进行 gDNA 专一的 PCR 扩增，通过所得扩增产物大小来判断去污染效果。 

3. 按下表设置 RT 反应（20uL 体系）： 

成分 样品管 阳性对照 阴性对照 

自备的总 RNA 50 ng-2 ug -  

或自备的 mRNA 模板 5-200ng -  

对照样品（来于第 2 步） - 
（加入体积 

同样品管） 

（加入体积 

同样品管） 

抗污染 RT Mix，2× 10 uL 10 uL - 

抗污染 MMLV-RI 混合液 2 uL 2 uL - 

补 RNase-Free 水 到 20 uL 到 20 uL 到 20 uL 

注意：对于二级结构很复杂的 RNA 模板，推荐使用变性步骤，即在加入到上述

反应体系之前，将模板 RNA 在 65℃孵育 5 分钟后迅速转移到冰上放冷后再加

样。如果样品太稀以致其加入量超过 8uL，则需要浓缩样品。 

4. 轻轻混匀，短暂离心，上 PCR 机器，按下表参数进行 RT 反应： 

步骤 参数 



37℃逆转录 37℃孵育 60 分钟 

50℃逆转录 50℃孵育 30 分钟（见注） 

灭活逆转录酶 94℃加热 10 分钟 

保存 可-20℃长期保持或立即使用 

注意：对于二级结构复杂或者 GC 含量高的模板，可增加此步以增强逆转录效率。

对一般样品的 RT 反应，此步可以跳过。 

5. PCR 扩增（本试剂盒不提供相关试剂）：各取 5uL RT 产物作为模板用于 40uL

或以上的常规 PCR 或荧光定量 PCR。RT 反应液的使用量不要超过 PCR 反应体

积的 20%。 

6. 结果分析。阴性对照中的 gDNA 污染没有去除，故将有 gDNA 片段的扩增。阳

性对照中的 gDNA 将被去除，故不会有扩增。如果所得结果跟上述的结果不吻合，

则实验无效，需要跟厂家联系。如果相吻合，则无论样品管结果如何，实验结果

为有效。 

关联产品 抗污染 RT-PCR 试剂盒（两步法）（CAT#:180404） 
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