
QL229

GO-Lyo U+ One Step RT-qPCR 
Probe Kit

产品组分

组   分

a.
b.
c.
d.

包含dNTP/dUTP Mix、Mg2+等。

包含Reverse Transcriptase、RNase Inhibitor、Heat-labile UDG以及Taq DNA Polymerase。

冻干赋形剂，在冻干过程中保护酶的活性，维持冻干产品形态及长期保存稳定性。

用以校正孔与孔之间产生的荧光信号误差。使用ABI 7900HT/7300 Real-Time PCR System和StepOnePlus时使用50 × ROX Reference Dye 1；ABI 7500，

7500 Fast Real-Time PCR System，Stratagene Mx3000P使用50 × ROX Reference Dye 2；Roche，Bio-Rad的Real Time PCR仪不必使用ROX。

RNase-free ddH2O
5 × One Step U+ Mixa

One Step Lyo-Enzyme Mixb

3 × Excipientc

50 × ROX Reference Dye 1d

50 × ROX Reference Dye 2d

QL229-01
(200 rxns)
3 × 1 ml

800 μl
200 μl
1.2 ml
80 μl
80 μl

QL229-02
(1,000 rxns)

15 ml
4 ml
1 ml
6 ml

400 μl
400 μl

QL229-03
(5,000 rxns)

75 ml
20 ml

5 ml
30 ml

2 × 1 ml
2 × 1 ml

GO-Lyo U+ One Step RT-qPCR Probe Kit是一款含有冻干赋形剂，适用于检测RNA模板的无甘油一步法RT-qPCR试剂，可搭配合适的冻干

工艺进行冻干。冻干产品开发的难点包括三个方面：1. 液体试剂去除影响冻干的组分后，稳定性差；2. 冻干成型困难，良品率较低；3. 冻
干成品的长期储存稳定性差。通过对功能蛋白的优化、赋形剂和冻干工艺的匹配筛选，本产品成功解决了上述三个问题。通过筛选具有高

稳定性的酶和赋形剂，本产品的存储稳定性与含甘油产品一致；通过选择合适的冻干赋形剂和匹配冻干工艺，提高了冻干产品的良品率及

稳定性，使冻干产品能够在室温保存一年以上。此外，本产品还具备常规有甘油试剂的优点，包括良好的多重扩增性能、高特异性和高灵

敏度。试剂中引入了dUTP/UDG防污染系统，可在室温下发挥作用，消除扩增产物污染对qPCR结果的影响，确保结果的准确性。

产品概述

-30 ~ -15℃保存，≤0℃运输。

保存条件

适用于动物、植物、微生物(病毒等)的各种RNA类核酸检测。

适用范围

本产品仅供科学研究使用，不得用于临床医学诊断及其他非合理用途。

1. 若发现试剂解冻后存在离子析出，请室温下放置片刻或振荡混匀，溶解后使用。

2. 反应液的配制请使用RNase-free枪头，EP管等，尽量避免污染。

注意事项

反应体系中各成分的量可根据以下原则自行调整：

  *
▲
▲
▲

冻干体积可根据需求进行调整，确保冻干赋形剂在冻干体积的终浓度为1 ×。

一般来说反应体系中引物终浓度为0.2 μM，即可得到较好的扩增效果。当反应性能比较差时，可以在0.1 - 1.0 μM范围内调整引物浓度。

探针终浓度可以在50 - 250 nM之间调整。

扩增产物长度请选择在80 - 200 bp范围内。

实验流程

冻干体积

5 × One Step U+ Mix
One Step Lyo-Enzyme Mix
3 × Excipient
Primer Forward (10 μM)
Primer Reverse (10 µM)
TaqMan Probe (10 µM)
RNase-free ddH2O

20 μl
4 μl
1 μl

6.7 μl
0.4 μl
0.4 μl
0.2 μl

to 20 μl

12 μl
4 μl
1 μl
4 μl

0.4 μl
0.4 μl
0.2 μl

to 12 μl

扩增反应体积 20 μl

1. 配制冻干反应体系

*

*

*

*
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a. 对于具有复杂二级结构或高GC区域的模板，将逆转录温度提高至55℃，有助于提高扩增效率和灵敏度。

b. 快速程序中各阶段反应时间、升降温速度可根据实际使用的Real Time PCR仪及自身需求进行调整。

Stage 1
Stage 2
Stage 3

逆转录

预变性

循环反应

Rep: 1
Rep: 1
Reps: 45

50℃a

95℃

95℃

60℃

15 min
30 sec
10 sec
30 sec

4. 反应程序

标准程序(可获得最高的扩增灵敏度)

3. 冻干样品复溶

在冻干品中加入模板，并加入RNase-free ddH2O补足至20 μl充分混匀离心，进行上机扩增。

Stage 1
Stage 2
Stage 3

逆转录

预变性

循环反应

Rep: 1
Rep: 1
Reps: 40

50℃a

95℃

95℃

60℃

  5 min
30 sec
  5 sec
15 sec

快速程序(可满足大部分应用)b

▲
▲

此程序适用于12 - 20 μl冻干体积的八连排在位冻干，如需冻干微球形式或更大体积的冻干，需对冻干程序进行调整。

不同厂商不同型号的冻干机会存在差异，可能需要对冻干程序进行优化。

进仓

冷冻

一次升华

解析干燥

30
120
600
360
360

/
/
/

10
10

0(极限真空)

4
4

-40
-30
25
40

步骤 温度(℃) 持续时间(min) 真空度(Pa)

2. 冻干程序

常见问题及解决方案

诺唯赞生物     网址 /www.vazyme.com     咨询热线 /400-600-9335     销售 /sales@vazyme.com     技术支持 /support@vazyme.com     
Nanjing Vazyme Biotech Co.,Ltd.   Web/www.vazyme.com   Tel/400-600-9335   Sales/sales@vazyme.com   Support/support@vazyme.com  

常见问题 原因 解决方案

冻干品塌陷或无固定形态

冻干成品长期存储稳定性差

冻干品成型率低

1. 试剂与冻干程序不匹配 使用匹配的冻干赋形剂和推荐的冻干程序

2. 升华过程中产品温度超过塌陷温度 降低一次升华温度

1. 

1.

2.

冻干机的不同位置存在温度差异，

样品与冻干机板层接触不充分

样品出仓后暴露于高湿度环境中，

导致产品吸湿

冻干成品密封性较差，在长期保

存过程中缓慢吸湿

在出仓前填充惰性气体，在仓内压盖，控制样品出仓后的环境湿度

加入干燥剂，密封避光保存

2. 样品残留在管壁

一次升华不充分 增加一次升华时间或降低真空度，确保冻干设备升华效率≥1 mm/h；减少冻干体积

保证样品与板层充分接触，降低冷冻温度并增加冷冻时间；对冻干机进行性能验证

将试剂分装于八联排底部，分装后进行短暂离心

冻干品底部中空


