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SCIREAAT AR & (QPCR) Jf&— ik T 5O HREHE qPCR AL &, W@ A I A IEORE . A0 2
TREEANT . BRI RERE A AR T RE P AR SR ARTS SR dh o 1T &R W gPCR J5i, ik
MEPRFPFIMAZ 1C. WS ALHIB AR FE A 389 S5 B2 A7 AEIM,  B7 10 R A P45 L th T e i

BUSIMAIC, MR BUSCR .

ARG T A o 200 AR BRIEAR . ToiE B IRARRE PRI, BoA mRE R, 5SS

I it S EP2.6.7 ERIFATIOUE, W5 &AM R 10 CFU/mML.

ARG A A A RG] SO AR AT B Bl & (BRI sl B .
ARFIGE MM T dUTP/UDG Biis B 48, FIBTIEMBBAVES RIIL, PRUEZ RAEFE.

= EEF A RAE

1. 7EWEG-2045°C 4 T higfr, ARAH 12 MA.

2. MR EIFIINTUKEIK G isH, THlE8EE-20£5°Ch

3. Fmitts, A HEINAMIES.

=, WEIE KA

TRS0301-050 TRS0301-010S
A (50T) (10T) Rtz
2x(PCR Reaction Buffer 1mL 200pL -20£5°C
MyPri/Pro Mix 300uL 60uL -20+5°C,
FHAEFi$E (My PC) 100uL 50uL -20£5°C
W (My 1C) 100uLx3 50uL -205°C
DNA HiFeiK 1.5mLx2 1.5mL -20+5°C

. EHAME (BFEEART)

ABI 7500 Real-Time PCR System
SLAN-96P/S 4xHZzhEH PCR 7 &4t

Fi. MRBEFEM

— ML AFE. 1.5ml TEH KR 08 . gPCR & H T8 B L/ \ BcHEE 51 96 FLA . 1000uL. 100uL .

10pL FE B a8 A0 JC AR B s PGk . HOGE & PCR A, ZEaUB AL iR 591X

P
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v/
VAR 02, iR
SEIHE A (FRAERER)
1. FFUUREAS ) DNA #E%
11 AR A 7SR AR S AT A B R B (REBRD 7, $REUREA DNA.
1.2 B AIARE 2~8°CUKA B VK Laltk, TRIEIRST, BRRTE L,
2. gPCR KMk R HIHEA

2.1 RHEFTERI ISR, HEITTE RN, AR 2 N EE AL,
SN ALE= (1 ANFEPEF S PC+L AN TERRCT IR NTC+1 AMEELFHYERT IR PCS +1 ANFREL 4% NCS+N 4>

TR %2
2.2 R ulBCE UK ERAE, HRAE S BLAL BT T 5 S R A e B
[RBLR AR = ORMNALE+2) %20 (2 AHRALED
LU T R B R MR A
R 1 RMIRETHE

Moy HALHE/L
2x(PCR Reaction Buffer 15
MyPri/Pro Mix 4
IC* 1
SRR 20
* ERBE RN IC, W 1 LERMBEE®; HRREMA IC, WERNMEAETH DNABREERER IC.

3. okt
7600 BER IR S S SR AV, TR IS FLIN 20l J2 SR &9 8 10pl FRIZEREE i, I3 2 iR
F£ 2 IEERG

RIBAL InEE7RA1 RLALARFR
PR 5% PC 20pl SR BVREWA10pl B BT 30uL
ToAERRON HENTC 20uL S TR A +10ul DNA ks ik 30uL
PEELBHPE XTI PCS 20pl S MR A +10ul PCS 4k i 30uL
FEHU XTI NCS 20uL J TR AR +10pl NCS 24lifth ik 30uL
SR 20l [ IR A TR+10uL FREE S aifh i 30uL
VE: [IPCS 4Ly AT {# /] 10ul PC+190uL FE 5425 [ buffer (B0 1xPBS) EAFE ST RTACFESRTS, SR
& [
ZRSREEHEARLG ig:?ﬁiﬁlﬁimwmumn i i A e
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S T 25 17 7 R
[INCS 44k mT 3/ DNA F B JoRE i BE A7 BT AL B 3K 45
4. gQPCREFRE

LA ABI7500 i
4.1 Frasess, wPEAbsolute Quantification”;
4.2 ¥y NSZE 4 FR, #%#% Quantitation-Standard Curve, TagMan reagents A Standard f& 5, ;
4.3 G VORI, FIFAREIE I N FAM, BKIEFN None; IC BIiEYOEEEPIA VIC, H
KIEHH None; ZLLH A ROX;
4.4 'E qPCR R NAEIT NI
#& 3 gPCR KPifEF

1E'S W i [1] PEIAEL
TOAR 95°C 5min 1
95°C 5s
BN 45
60°C 30s

SRR 30uL, TFIRIZAT
B S S A ARG P P AL AT 10 B R NIRRT o
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%
SLIGIAE B (PR
1. FrRUREAH) DNA #E%
A, BB AN J RGN, 3R DNA; B DAIRREA NS, fESLIbRT LR, 4ifRTRqE
24 FLE IR L, HRPUAERMEFRERAT IS, FARAEKE 80%LL EITG L .
11 FERAYK (RIEFTF)
L1 EFEFR N 40 ks TR dk
112/ 1xPBS B AR ERKYE 2 R4,
LLIMNEZ IR BEGN (Lh 24 SLBCAH], &AL 100pl) 2L, =iE 5 /b,
LLAWCERAR BRI, BN L.
1.1.57E B 0oL | 13000rpm B0 5 Z04d, BIEEEN— SO
1.1.6 8L 2pL EBIEVEAEMRGEEAT PCR XV,
12 BERONEESE EE (REFR)
121 HU 1~15mL #fssFs b3l (A , NELE .
1.2.2 7EE.OHLE 13000rpm B0 5 434
1.23 75 L3l A 1xPBS mi# A H HKPebiE —IK.
124 0N 100 pL RAEBAMERER, L TNOENRAE, SEBE 5 5.
1.25 {EE.LHLL 13000rpm B> 5 4l LiEEAN—SCH O
126 H2pL biEEABHRGEST PCR .
2. QPCR RPBifk RHIHE%
2.1 ARIEATEA M REARCE, HETRRNMALE, —REAREAR 2 A EE AL,
RALH= (L ABAYETE PCH+L AN TEAAUN HE NTC +N AMFIIFE &) x2
2.2 T RECE K LR, R SR AL B ST R I S SR A R
R BLIR AU E= ORNFLE+2) %20 (2 AHRALED

%R A E RNVIR S
R4 RPRETHILE
Hoy BFLFHE/nL
2x(PCR Reaction Buffer 15
MyPri/Pro Mix 4
IC 1
ISYUNA 20
M
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(‘” Gene Universal Ijl
.
3. fnkE
o5 eIV S ST A W TR S FLIIN 20uL By A M 10uL Rl R FE b, 3R 5 BT .
R 5 JIkERpG

RBZFL pilI e B L FAETR
FHE: 545 PC 20uL R SR A VR+10pL FHPE BT 30uL
OB NTC | 20uL BVR & +10ul DNA FBR 30pL
FEIRF: i 20pL [ BV A A2l FRIURE 8l DNA Rkl 30uL
M BRGNS RER DNA FER, AFRT 2uL FIRES: 74 PCR 4 34 .
4. gQPCRERF®RE

L ABI7500 A3
4.1 Friseue, EFE“Absolute Quantification”;
4.2 HyNSZER A FR, 3% Quantitation-Standard Curve, TagMan reagents A1 Standard 24
4.3 PG VOCIE, LIEAEEVOLIEN FAM, BKIEEAN None; IC JBIEHEHHN VIC,
KFEH A None; 2 EHEFOE N ROX;
4.4 ¥ E qPCR AR AWM AL, WTR 6 Fim.
&6 QPCR KPiFET

1E'S W i [1] PEIAEL
THAR P4 95°C 5min 1
95°C 5s
PEIA 45
60°C 30s

S SARRRIESE 30uL, TFAGIEAT

sz s R AL B i A7 vt 8 R

.
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. SR

PL ABI7500, HAFERRA 2.4 Al
1. e

11 HEFFRME (Threshold=0.2) , JRARM HZNBRME. W7 FanE%E, BMEZE S TRV i LA
B, R EANAER IR MR BRI R, AFREIERERE S B, SERREL.

12 JRLER R BEhEL . WG T, BAGRIGMEA ok FAE B BUE K2 AT, B R REITRGTOL
REEMIPEBNIX, & mIEFAE DR B B REAS [ CUE AT 1~2 ME.

2. GERAE

2.1 PC. NTC. PCS. NCS ZEHHesEinskE 7.

R T OEESRH

JR AR i FAM {55 VIC 5%

PC Ct<<35, HA YISy 1 ihzk Ct<<37, HA YRy 1Y ih2k
NTC Ct>40, HTCHIRy 12 Ct<<37, HAWHEMY Wil
PCS Ct<<35, HATWIMP 1 ih £ Ct<<37, HA UL 1 ih 2k
NCS Ct>40, HICHIRY 12 Ct<<37, HAYIERY H 2k

¥ OPEBIR ISR AR L EI PCS. NCS, BIZHER T L E#AT PCS. NCS 4M#7 .

QERFEEERHERRHE, AT %5 S5 = AR PR IR R 8
2.2 FrIAEa NS R AT, %K 8,

®8 FFIFER S R

FAM 55

VIC %5

L E SV

Ct<<40 HA W By 1zt

Ct<<40, HAWHEMY 182k

PR

Ct>40, EJCH Sy 3 M2k

FHYE, A0

Ct>40, DNJCHA B4 4 i 2k

Ct<<40, HAWHEMY 182k

5RES

Ct>40, BYIJCHHE P 18 fh 2k

TEiEFIr, A ]

w H BRSO, R EETIREORRE AT Al A B BRI T

P
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A ERT

1 ARFIEEREHE, AHTImRSH .

2. WG T AR BB BE A, DURIE B R AR T 45

3. REUHMXTEE PCS, H LU 10pL PC+190uL £ 525 [ buffer (33 1xPBS) {EANFEAIEEL, X
AR S50 = 1 DL

4. FAESEHURIOAIC, T RAZERF AR BRI TOuL IC, SOuL Peffi, 10uL LFf.

5. 1C I 5 T UARAE 51206 2 45 10 e 4 75 SUBE I JE S A

6. BB RIS FEA DNA KER,  PCR 4 BN /N T 2.

7. BURIE A B AR AR SR .

8. AU A Sk

L. RIFEH

RSP TR, AR T IR SR BN ARSI R —UE R, s R, RAF
BEATT AR R, Seie i R PR, 5 R s R

A
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	二、 储存条件及有效期
	三、 试剂盒规格及组分
	四、 适用机型（包括但不限于）
	五、 相关设备耗材
	六、 检测方法
	实验流程A（标准模式）
	1.1 建议配套使用本公司“支原体样品前处理试剂盒（磁珠法）”，提取样本DNA。
	1.2 将试剂盒放置2~8℃冰箱或冰上融化，涡旋混匀，瞬时离心。
	＊若提取时未加入IC，则按表1配置反应混合液；若提取时加入IC，则在反应混合液中用DNA稀释液替代IC。
	A、建议配套使用本公司“核酸释放剂”，获得样本DNA；B、以细胞样本为例，在实验前几天，细胞需在 24 孔培养板上，用无抗生素的培养基进行培养，待细胞生长至 80%以上开始试验。
	1.1 样品为细胞（优选方案）
	1.2 样品为培养上清（代替方案）
	1.2.1 取 1~1.5m L 细胞培养上清（含有细胞或细胞碎片），放入离心管中。
	1.2.2 在离心机上13000rpm 离心 5 分钟。
	1.2.3 弃上清，用 1×PBS 或者生理盐水洗沉淀一次。
	1.2.4 加入 100 μL 裂解液裂解样品，上下颠倒混匀后，室温放置 5 分钟。
	1.2.5 在离心机上13000rpm 离心 5 分钟，上清转入一支新离心管。
	1.2.6 取2 μL 上清作为模板进行 PCR 反应。
	七、 结果分析
	以ABI7500，软件版本2.4为例：
	1. 分析设定
	1.1 推荐阈值（Threshold=0.2），亦可采用自动阈值。如需手动调整，阈值线要高于阴性对照或者基线噪音，通常设置在样本重复性较好的指数增长期的后期，不同通道需要设置各自独立、合适的阈值线。
	1.2 基线通常采用自动基线。如需手动调整，基线起始循环数选择在指数增长期之前，起点需避开起始荧光采集的波动区，终点选择在最早出现指数扩增样本的Ct值的前1~2个循环。
	2. 结果判定
	2.1 PC、NTC、PCS、NCS结果判定参考如表7。
	2.2 待测样品检测结果判断，参考表8。
	八、 注意事项
	1. 本试剂盒仅供科研使用，不用于临床诊断。
	2. 本试剂盒需严格按照说明书操作步骤使用，以保证最佳的检测结果。
	3. 提取阳性对照PCS，可以加入10μL PC+190μL样品空白buffer（或者1×PBS）作为样本提取，或根据实验室情况调整。
	4. 若在提取时加入IC，可以在待测样品中加入10μL IC，50μL洗脱，10μL上样。
	5. IC通道荧光可以根据实验室情况选择是否收集及后期数据处理。
	6. 由“核酸释放剂”获得样本DNA样品， PCR扩增体积应小于2μL。
	7. 试剂盒组分建议在低温下融化使用。
	8. 建议使用带滤芯吸头。
	九、 免责声明

