
cDNA Synthesis Kit 
(One-Step RT-PCR)

موارد مورد نیاز :
RNase/DNase Free سر سمپلر فیلتردار و 

Vortexو  Spin 
PCR میکروتیوب مخصوص 

 دستگاه ترموسایکلر

باتوجه به جدول زیر، میکس واکنش به میزان μl 20 تهیه گردد:

برنامه دمایی:
 

پـس از آمـاده‌سـازی، میکس واکنـش را بـا برنامـۀ دمایـی زیـر در دسـتگاه ترمـال سـایکلر قــرار دهید.

مرحلـۀ سـنتز cDNA از  RNA بـه اتمـام رسـیده و کاربـر مـی‌تواند بـرای واکنش‌های  PCR , Real-Time PCR و   qPCR بـه میـزان  μl 5 - 1  از  cDNA را اسـتفاده کنـد.

DEPC - Treated Water
Primer Mix

مواد و اجزا

500 μl
80 μl

تعداد/حجم

-20 oC

دمای نگهداری

RNA از )Single strand cDNA( تــک‌رشــته‌ای cDNA  ویــراژن بــا دارا بــودن تمــام مــواد و اجــزای مــورد نیــاز در سه میکروتیــوب، ســنتز cDNA کیــت ســنتز
 RNA از غلظـت‌هـای پاییـن cDNA  را در کوتـاه‌تریـن زمـان و بـا آسـان‌تریـن روش و کمتریـن آلودگی امکان‌پذیـر مـی‌کنـد. کیـت حاضـر بـا دارا بـودن قـدرت سـنتز

امـکان انجـام واکنـش‌هـای پاییـن‌دسـتی از جملـه PCR و Real Time PCR را بـرای کاربـر فراهـم مـی‌کنـد.

ویژگی‌های متمایز کنندۀ کیت :
 سنتز cDNA در کمترین زمان ممکن و آلودگی

)Ready to use( بـا کیفیـت بـالا و آمـادۀ مصرف cDNA دارای تمـام اجـزای مـورد نیـاز بـرای سـنتز 
 سنتز رشته‌های cDNA با غلظت بالا

کاربرد:
سـنتز cDNA بـا اسـتفاده از انـواع مختلـف RNAهـا )mRNA , Total RNA، in-vitro transcribed RNA , Viral RNA( توسط این کیت امکان‌پذیـر مـی‌باشـد.
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  cDNA Synthesis Master Mix                        400 μl

cDNA Synthesis Kit 

Primer Mix
Template RNA
DEPC - Treated Water

Components

1.5 μl
5 ng - 1 μg
Up to 20 μl

Volume

  cDNA Synthesis Master Mix                        8 μl

Step 1
Step 2
Step 3

Step

60 min
5 min

Time

25  oC
50  oC
80  oC

Temperature

10 min



هشدارها و محدودیت‌ها:
 

 برنامـۀ دمایـی دسـتگاه حتمـا طبـق پروتـکل کیـت تنظیـم شـود. قبـل از شـروع واکنـش سـنتز  cDNAبهتـر اسـت برنامـۀ دمایـی دسـتگاه ترموسایکلر  را تنظیـم نماییـد و بـه دمـای مـورد 
نظـر برسـانید.

 قبــل از شــروع ســنتز  cDNAهمیشــه از دســتکش اســتفاده نماییــد و پــس از پوشــیدن دســتکش هیــچ یــک از ســطوح و وســایل غیرضــروری را لمـس نکنیـد تـا بتـوان در حـد امـکان 
از آلودگـی  RNaseدر وسـایل و ســطوح جلوگیــری نمــود. همچنیــن تمامــی ســطوح کار و ظــروف شیشــه ای خـود را بـا محلـول هـای غیرفعـال کننـدۀ  RNaseپاکسـازی نمـوده و میـز کار 

خـود را بـا اتانـول % 70تمیـز کنیـد.
 اجـزای کیـت در دمـای  20oC- نگهـداری شـوند و در حیـن انجـام کار نیـز آن هـا را روی یـخ قـرار دهیـد. از فریـز و دفریـز شـدن میکروتیـوب هـای حـاوی مسـترمیکس و پرایمرهـا جلوگیــری 

نماییــد و جهــت حفــظ پایــداری بیشــتر، بــه میــزان واکنــش هــای مــورد نیــاز الیکــوت نماییــد.
  RNAاسـتخراج شـده از نمونـه هـای بیولوژیـک را فـورًا اسـتفاده نماییـد.

 بـرای بـه دسـت آوردن بهتریـن نتایـج، از نمونـه‌هـای تـازه اسـتفاده کنیـد و در صـورت نیـاز بـه نگهـداری نمونـه‌هـا بـرای مـدت کمتـر از یـک هفتـه در دمــای   20oC- و مــدت زمــان 
طولانــی‌تــر در دمــای    70oC- نگهــداری نماییـد.

 در صورتی که میزان نمونۀ  RNAاسـتخراج شـده دارای غلظت پایینی باشـد، بـرای دریافـت نتیجـۀ مطلـوب‌تـر حجـم بیشـتری از نمونـۀ مـورد نظـر برای سـنتز  cDNAدر فرآیند های 
پایین‌دسـتی مانند PCR/Real-Time PCR مـورد اسـتفاده قـرار گیرد.
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راهنمای عیب یابی:

الگوی  RNAتخریب شده است.

مهارکنندۀ RNA در واکنش وجود دارد.

DNA ژنومی همراه با  RNA استخراج شده 
وجود دارد

عدم مشاهده
سیگنال در

واکنش های
پایین دستی

از  cDNA است. پیش  برای سنتز  کلیدی  RNAاستخراج شده عامل  کیفیت  
انجام واکنش، کیفیت RNA را روی ژل الکتروفورز بررسی کنید و سپس سنتز 

cDNA خود را شروع کنید.

شیمیایی  پودرهای  و  گوانیدین  نمک‌های  مانند  بازدارنده‌ها  از  کمی  مقادیر 
 RNA .را مهار کنند cDNA استخراج شده می‌توانند سنتز RNA در SDS مانند
استخراج شده را با اتانول %96 رسوب داده و رسوب را با اتانول 75% شستشو 
دهید و پس از سانتریفیوژ، مایع‌رویی را دور بریزید. سپس رسوب را خشک 

کرده و در حجم مناسبی )μl 50( از DEPC Treated Water حل نمایید.

exone- هضم کنید و یا از DNase I را با آنزیم RNA ،قبل از مرحلۀ انجام واکنش
exone junction پرایمرها استفاده کرده تا از تکثیر DNAژنومی جلوگیری کنید.

پیشنهادات دلایل احتمالی ایرادات


