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实验流程

1． 在冰上解冻实验所需的组分。

2． 参考以下反应体系室温配置转录体系。

组分 体积（μL） 终浓度

RNase Free Water 补足至 20μL /

ATP(100mM) 2 10mM

UTP(100mM) 2 10mM

CTP(100mM) 2 10mM

GTP(100mM) 2 10mM

LZCap®AG(3'Acm) (100mM) 1.6 8mM

10×Transcription Buffer 2 1×

Linear DNA 1μg 50ng/μL

Recombinant RNase Inhibitor(40U/μL) 0.5 1U/μL

Pyrophosphatase(0.1U/μL) 0.4 0.002U/μL

T7 RNA polymers(250U/μL) 0.64 8U/μL

终体积 20μL

为了进一步降低 mRNA 的免疫原性，恒诺康还可以为您提供修饰核苷酸 N1-Me-pUTP（N1-

甲基假尿苷三磷酸）（货号：HN1002）用来代替 UTP 参与转录反应。

备注：

1) LZCap®AG(3'Acm)适用于以 5’AG 3’起始序列的 T7 启动子转录载体，在载体构建时需要加以考虑。

2) 实验所用的试剂耗材和容器等无 RNase 污染。

3) 建议使用线性化的 DNA 模板进行转录。

4) 使用修饰核苷酸代替野生型核苷酸时，反应终浓度不变。

5) 若使用 PCR 产物作为转录起始模板，DNA 模板量可以减少一半。

6) 由于 10×Transcription Buffer 浓度偏高，高盐环境会导致聚合酶失活，同时 buffer 中含有成分，会与模

板 DNA 形成沉淀，配制反应液时需调整组分加样顺序，计算好体系，先加水，然后加 buffer，NTP，最

后加模板和酶，以防止 10×的高浓度盐离子对酶造成影响。

3． 将配置好的反应液混匀，短暂离心后，置于 37℃孵育 2-3 小时。若转录本长度小于 100nt，增

加反应时间至 4-8 h。
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