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Product Manual
产品说明书

产品货号
PR01059
产品介绍
真核基因表达调控研究常用的方法是进行报告基因的检测，生物发光法又是报告基因检测最常用的有效手段。萤光素酶能催化底物萤光素的转化并发射出光子。该产品为萤火虫萤光素酶报告基因在哺乳动物细胞中的表达提供快速、灵敏、稳定的检测方法，萤火虫萤光素酶 分子量约 61 kDa 的蛋白，在 ATP、Mg2+ 和 O2 存在条件下，催化其底物甲虫萤光素氧化成氧化萤光素并发出波长是 560 nm 左右的萤光，能够检测最低 10-20 mol 的萤光素酶，在 10-14 至 10-20 mol 的酶浓度范围内呈很好的线性关系。检测结果可以用酶标仪的化学发光检测模块进行测定。检测原理见图 1


[bookmark: _GoBack]图 1 检测原理图
应用范围
真核基因表达调控
储运条件
-20 ℃ 避光保存，有效期见外包装；冰袋运输。
产品特点
快速省时：细胞裂解在 10~15 min 内完成；
操作简便捷：试剂易于配制，样品检测步骤简单；
灵敏度高：能够检测最低 10-20 mol 的萤光素酶；
线性范围广：酶的浓度线性范围可达 8 个数量级。
注意事项
1.使用前请将产品瞬时离心至管底，再进行后续实验。
2.萤火虫萤光素酶催化的生物发光的最强波长为 560 nm。请用化学发光 (Luminescence) 模块进行检测。
3.如果单管萤光测定仪测定，每个样品与测定试剂混合后到测定前的时间应保持一致。
4.本产品仅限于科研，不得用于临床诊断或治疗，不得用于食品和药品，不得存放于普通住宅内。
5.为了您的安全和健康，请穿实验服并戴一次性手套操作。




自备材料
1.耗材
离心管
2.试剂
1 × PBS
3.仪器
（1）微型振荡器 (2) 摇床 (3) 多功能酶标仪
操作步骤
1.细胞裂解
（1）将转入报告基因的细胞中的培养基移除，加入 PBS 轻轻洗涤（贴壁细胞可直接进行此操作，悬浮细胞要离心收集细胞）。充分裂解按如下方案加入 1 × Lysis Buffer （用无菌水按 4：1 稀释 A 组分），然后将培养板放在微型震荡器上室温震荡 15 min，充分裂解细胞得到裂解产物。
	细胞培养板
	96 孔板
	48 孔板
	24 孔板
	12 孔板
	6 孔板

	裂解液体积
	30 µL
	60 µL
	120 µL
	250 µL
	500 µL



注：裂解产物可室温保存 6 h，-70 ℃ 可长期存放（裂解产物不能多次反复冻融）。
（2）将充分裂解后的裂解产物，10000~15000 rpm 离心 3~5 min，收上清。
2.工作液配制
（1）将所有组分恢复至室温。
（2）用 B 组分充分稀释 C 组分（储液），配制成 0.2 mg/mL 的萤火虫萤光素酶工作液，涡旋震荡，确保充分混匀。
注：萤火虫萤光素酶工作液不能反复冻融，若单次实验用量较少，建议按单次使用量分装成小规格。
3.化学发光值检测
（1）按仪器说明书开启具有检测化学发光功能的仪器，如多功能酶标仪。设定参数，测定时间为 10 s，测定间隔为 2 s。
（2）将细胞裂解产物按照 20~100 µL 的体积加入测量管中（保持每次样品量一致）。1 × Lysis Buffer 为空白对照。
（3）加入 100 µL 萤火虫萤光素酶检测液，测定 RLU (Relative light unit)（建议酶标仪设置 Shaking 混匀功能）。
注：步骤 3 的化学发光为瞬时发光，请先打开酶标仪并设置好参数后，建议用排枪加入萤光素酶工作液，并立即进行检测。
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