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BZERRLEERREBRNG Z2HTIREEENGN, EMANENEREEFGUSEERNENFR. BRMEEEIRIE
HNRMN, HERFTHNF. ZTRABEXRENRERSERTRILMIARPIRARERE. R BEReNEE. seiclx
& 10-20 mol HUEEEEEE, £ 10-14 & 10-20 mol HESKESEEINE2RIFSHEXE,

EHKRENEEDTEL 61 kDa EH, £ ATP, M2+ 1 02 FESRHT, EHUHENRRENZENHENENZHARHEKZE
560 nm ZEAREYL. BEENEEES (Renilla Luciferase) 290FE2 36kDa EH, £ 02 FE R, BHEEMIZIFER (Coelenterazine)
SLX Coelenteramide FATHIKIS 480 nm ZAARIEDS. MMESCIBRBTHFAYS, AILABBIRMUAINERIGONRIIFITUE, el
FEERE 1,

DualFluo EXH/EEENAREBIUCIIAAI SR ANUREEEGUS R, EP—MiREEE (WBSECHEBIREER) "R
B, IIAEMHREINBRERESEINRE, NERHE, MRS, BRAR, MRRENESE, DISOIXLeHuREnEmit I &=,
FNAFEEETLNATESF. EEF. BEREFEUHAR, niRNA LREAR, SESEEAR, SEREEFERE.
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20°CEBERTE, BREANIMIEE, IKERIEH.

s R

fRIEERS: MPRZAEE 10~15 min RZSAY;
BEmE: TXZTEH, FRCNSRES;
RER: BRI 10-20 mol AYEIEEES;
SMEE: BRORELIEEETIX 8 MIER.
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| ERRBEETnRENEOEER, B TR0,

2EKRENERBECNEYRICHNRRIKRIKA 560 nm, BEENARBEMNEDLICHNERIKKA 480 nm, BRAKFEERN
(Luminescence) HEHIEITHEN,

3XRFERST PBS K, GREMHRNETEEMIR, Wk, WER, KA.

4 AP mRTRIE, NMERTIRRZEEGAT, AMERTRERZMm, MEFERTSBEER.

SATENZEMER, BFLRRAR REFERE.

B&tH
=2

BUOE
23571

(1) 1xPBS (2) LB I55E (3) 12 MS ExHE
3ANEE

(1) FEMRHRR (2) IR (3) ZINREEBIRY

BRMELR

1.AT4b R

(1) BHEZAR

1) BEANRSERMRTASFERR, A PBS BETR (WEHMEAERHTIURME, BZARERONEAR) . RORE
U TAZRMA 1 x Lysis Buffer (FBREKIR 4: 1 %5 A HY) , RAEBEFRENEE 2R L=ERS 15 min, ROXFME

1SRIRIET=.
HHRBIETRIR 96 AR 48 FLHR 24 FlAR 12 FAR 6 FLR
ZURRINTR 30 uL 60 uL 120 pL 250 uL 500 pL

iE: RBEYRIERFERF 6h, -70 °C TKIEN (RBEYRESRARESH) .

2) BRDFRFAIZETY), 10000~15000 rpm B 3~5 min, YW EE.

(2) HRER (LWREMRA6, ULtsE)

1) HEEMENAYEAR.

2) PEBESCEEAERMAIRTERER, #H8 2mL LB RINEFE (RINMBRINER) &, 28°C, 220 rpm BEFIR.

3) KAFEIEFRE 0D600 /3 1.0, 1700 x g B 5min WEEARE, A 12MS RIMEFEBRRK 2 )R, HEE 150 umol/L Zfk
TEERR 12 MS RIRMEFERRITEN 0D600 BZE 1.0,

4) BEACUNATRERITES, EEMERA 0D600 7 0.5,

5) ERAEKEEA | MAEARESHENEEREN R, BRESTFERA | mL jT5988 (XiEEk) NERMHSEHTIES., HFRIESLR
FERN—E, FESNREAINGFENEREANEREINER—FNARE L, DIREERNERESR.

6) [ERREERKSEMT, 2448 h BIEJEVHENIER,

7) B 3~4 RERA 6~8 mm UM, A 2mL B9 EP & (1RRIMA 3~4 MNIMRER) 1, IREBFQK, SEFRIEOHITIHEIRE (45
Hz, 30s), Hf%5c2/57E EP BN 100 uL 1 x Lysis Buffer (FRZCEIKIR 4: 1 R A H7) .

8) /K EMFE Smin £, FZTORMBEHA.

9) 10000~16000 rpm B> 1 min, BY LA,

2. TERECH)

(1) BIEESREEER.

(2) B B HAFERE C HSAL 0.2 mymL RIEK RECEEBEIIER.

it EXREATEBIFRAERE SR, FRAEEASRY, BURRRERESERIMUSERET 20°C,

(3) A D BnH E BHHEMESECREIIER, WEAEEA 1 uLE BHIIANE 49 0L D EHH,
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it BEEAERBIERTEIAME.

3ERET

(1) EFREREEPRPPABESIUINZ R CIIRERNEE, WSINEEENY, RESH, WEREA 10s, MEERAS 2.

(2) BN FEMUER, BUFm 20~100 uL (ANREFREREN, BN 100 uL; MNREZERBUELFLORE, ERNFLAEFRR
F—2) . 1 x Lysis Buffer AZSERIHR,

(3) BAN 100 pL FEKREICREETIFR, WE RLU (Relative Light Unit) B (EINESIRIRE Shaking BSJINEE) .

(4) BAN 100 pL BEENRBIMFR, WE RLU (Relative Light Unit) B (FINESIR(IRE Shaking EBSIINEE) .

it PE] 3~ BEFRNPDFERELS, BERIABIRGHLBEFSHRE, BIXAHHEIASEXEBIER, HZANHTEN.

(5) HABEECREANSHER T, AERXREFBUESEN RLU ERLIESECEBIESEIN RLU B, RIFEEIRILL
ERCRARFREEREEREEE. NRUEKREERE RS, BalLUHTEMTE,

4 HFRIEEN
(1) sE¥ngit
RIELI AR, S MEFRPENIREXRE. LWANTEXNRA, AT RIECOERYE, e 8 LedE (BENRE) #n

SEEEEMRENEX RIS RN EE.

(2) =EXIRA

1) BR F: REEIYER + EXRECHESONNR.
2) BR R REMAR + EXRENRBIENLNT + SS5ERIalnz.
i EANRENERELASTHFREER, 8835TNHRERMEFE/NEAS, FilLTSERMER.

(3) KO BRI EYNE (ATIEHCEYMNTEERFRANRN) HELRENFHEERRF (BTEIFEHTE
EFERAFEMAAR) SAIRE, RIKRE F FCIeE R,

(4) MIRAE: AR ANSYIMENEER S FEERRET, BLRENER, RIXRA F MXERA R.

(5) HHELER:

1) SERAE = (LA FFER F) / (ERE RES R) .

2) XMRRAELLE = (WIRA F-ER F) / (WRE R-ER R) .
3) RAEE = LIELE / XIRRAELYE.
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	产品货号
	PR01058

	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
	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
	DualFluo 萤火虫/海肾萤光素酶双检测试剂盒利用双报告基因检测的方式，其中一种报告基因（如海肾
	图 1 检测原理图

	应用范围
	启动子、增强子、转录因子活性研究、miRNA 靶向研究、信号通路研究、蛋白质相互作用

	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：试剂易于配制，样品检测步骤简单；
	灵度高：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，海肾萤光素酶催化的生物发光的最强波长为 
	3.实验需要自备 PBS 试剂，若是植物样本还需自备磁珠，研钵，研磨棒，液氮。
	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）1 × PBS (2) LB培养基 (3) 1/2 MS 培养基
	3.仪器
	（1）微型振荡器 (2) 摇床 (3) 多功能酶标仪

	操作步骤
	1.前处理
	（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
	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）叶片组织（以烟草叶片为例，仅供参考）
	1）构建相应的载体。
	2）挑取转化有重组质粒的农杆菌单菌落，接种到 2 mL LB 液体培养基（添加相应抗生素）中，28 
	3）农杆菌培养至 OD600 为 1.0，1700 × g 离心 5 min 收集菌体后，用 1/2
	4）将待检测的农杆菌菌液进行混合，使每种菌液的 OD600 为 0.5。
	5）选取生长期为 1 个月左右完全伸展的烟草叶片，将混合好的菌液用 1 mL 注射器（去掉针头）从烟
	6）正常温室生长条件下，24~48 h 即可取样观察。
	7）取 3~4 片直径为 6~8 mm 的叶盘，放入 2 mL 的 EP 管（提前放入 3~4 个小
	8）冰上孵育 5 min 左右，充分裂解叶片。
	9）10000~16000 rpm 离心 1 min，取上清。
	2.工作液配制
	（1）将所有组分恢复至室温。
	（2）用 B 组分稀释 C 组分成 0.2 mg/mL 的萤火虫萤光素酶工作液。
	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保存于 -20
	（3）用 D 组分将 E 组分稀释成海肾萤光素酶工作液，稀释方法为 1 µL E 组分加入到 49 
	注：海肾萤光素酶工作液需现用现配。
	3.化学发光值检测
	（1）按照仪器操作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 
	（2）每个样品测定时，取样品 20~100 μL（如果样品量足够，请加入 100 μL；如果样品量不
	（3）加入 100 μL 萤火虫萤光素酶工作液，测定RLU（Relative Light Unit）
	（4）加入 100 μL 海肾萤光素酶工作液，测定 RLU（Relative Light Unit）
	注：步骤 3~4 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，
	（5）在以海肾萤光素酶为内参的情况下，用萤火虫萤光素酶测定得到的 RLU 值除以海肾萤光素酶测定得到
	4.化学发光值检测
	（1）实验设计
	根据实验目的，在每个培养板中都应设置对照组、实验组和空白对照组。为了保证实验准确性，理论上每个实验组
	（2）空白对照组
	1）背景 F：未转染细胞 + 萤火虫萤光素酶检测试剂。
	2）背景 R：未转染细胞 + 萤火虫萤光素酶检测试剂 + 海肾萤光素酶检测试剂。
	注：空白对照组的样品量必须与实验样品量相同，包含与实验样品相同的培养基/血清组合，并加上完全相同的检
	（3）实验组：转染细胞经实验化合物处理（用于验证化合物对于某基因表达的影响）或者实验启动子或者转录因
	（4）对照组：转染细胞不经任何化合物处理或者正常启动子或者转录因子，用以标准化结果，即对照组 F 和
	（5）计算结果：
	1）实验组比值 =（实验组 F-背景 F）/（实验组 R-背景 R）。
	2）对照组比值 =（对照组 F-背景 F）/（对照组 R-背景 R）。
	3）表达倍数 = 实验组比值 / 对照组比值。


