
EnzyArtisan                            
2×Universal-Annealing Hot-Start PCR MasterMix(PurpleDye Plus)                                        

货       号：U300

保存条件：- 20 ℃

产品介绍：

本品含有U300 DNA Polymerase、dNTPs、Mg2+离子、紫色电泳指示剂和缓冲体系。U300 DNA Polymerase添加了在常温下能

够抑制其5'→3'聚合酶活性的化合物组合，可进行热启动PCR，可室温混样。此外U300 DNA Polymerase是基于AI蛋白质

突变平台Protein-Evo-Pro筛选出的新一代聚合酶，具有广泛引物Tm兼容性即60℃完成大部分引物的退火（60℃作为PCR退火

温度），展现出优异的成功率和特异性。使用过程中PCR体系里面只需加入模板、引物和水即可。本产品含有电泳指示剂，可

在PCR反应完成后直接点样进行电泳。

产品组成：

         

产品特点：

通用退火·使用60℃作为PCR退火温度可以实现优异的成功率和特异性，省去退火温度优化步骤，15秒实现高效退火；

多重PCR·标准体系和标准程序可以实现多重PCR

血液直扩·本品可以实现血液直接作为模板扩增

注意事项：

本品72℃延伸时间速度为60秒/kb，请不要降低；多种长度的片段在一个PCR仪里面运行，以最长的片段为准。

产品使用 

推荐体系

2×Universal-Annealing Hot-Start PCR MasterMix(PurpleDye Plus)在冰上或者室温依次加入以下组分（推荐使用50μL体系,

避免小体积移液器难以操作和PCR过程中小体积挥发,也可几份体系一起做预混液，避免单个组分小体积加样）：

DNase free H2O                           
2×Universal-Annealing Hot-Start PCR MasterMix(PurpleDye Plus)       
上游引物（10 μM）                                    
下游引物（10 μM）                                   
模板                       
Total    
※ 可以等比例降低体系体积，但不要小于20 μL。
* 加入模板量一般基因组10 - 100 ng，病毒或者质粒0.1 - 10 ng，cDNA  1-5μL (未稀释cDNA体积不要超过体系的1/10体积)；
  原则上加入的有效的模板摩尔数在10⁵个左右。

推荐程序

95 ℃       3 分钟

95 ℃      15 秒

60* ℃      15 秒        30-35 循环数

72 ℃           60 秒/kb#

72 ℃           5分钟彻底延伸

4 ℃      保存
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EnzyArtisan
PCR试剂找新贝生物

                              组分    

2×Universal-Annealing Hot-Start PCR MasterMix(PurpleDye Plus) 

U300-03            U300-04 

10 × 1 mL                        20 × 1 mL    

 补足至 50※ μL
25 μL
2 μL

 2 μL
  X* μL
50 μL

 补足至 20※ μL
10 μL

0.8 μL
 0.8 μL
  X* μL
20 μL

*退火温度设置：

1.一般情况下退火温度请使用60℃；

2.当上下游引物中的一条引物的Tm值≤50℃或两条引物的Tm均≤50℃，可以尝试

55℃作为退火温度（特别是已经尝试了60℃退火温度不满意情况）；

3.在退火温度需要额外优化的情况下，建议进行梯度PCR摸索最优退火温度。  

#循环内延伸时间设置：

请勿减少延伸时间，按照60秒/kb设置,多种长度的片段在一个PCR仪里面运行，以

最长的片段的延伸时间为准。 
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案例

1.不同Tm的引物引物扩增案例：

                                                                                                                          M1：1 kb DNA Marker
                                                                                                                                                                   
                                                                                                                          1：1982 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (19 nt , Tm 
                                                                                                                                    = 51℃），R Primer = (17 nt , Tm = 50℃）；
                                                                                                                          2：1906 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (20 nt , Tm 
                                                                                                                                    = 55℃），R Primer = (19 nt , Tm = 55℃）；
                                                                                                                          3：1991 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (20 nt , Tm 
                                                                                                                                    = 60℃），R Primer = (25 nt , Tm = 59℃）；
4：1968 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (32 nt , Tm = 70℃），R Primer = (41 nt , Tm = 71℃）；
5：2030 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (36 nt , Tm = 80℃），R Primer = (48 nt , Tm = 78℃）；

6：4963 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (19 nt , Tm = 52℃），R Primer = (20 nt , Tm = 49℃）；
7：4967 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (21 nt , Tm = 56℃），R Primer = (22 nt , Tm = 55℃）；
8：4973 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (24 nt , Tm = 61℃），R Primer = (25 nt , Tm = 60℃）；
9：4979 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (28 nt , Tm = 66℃），R Primer = (27 nt , Tm = 67℃）；
10：4994 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (37 nt , Tm = 78℃），R Primer = (33 nt , Tm = 80℃）；

11：5597 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (20 nt , Tm = 54℃），R Primer = (27 nt , Tm = 67℃）；
12：4976 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (19 nt , Tm = 52℃），R Primer = (33 nt , Tm = 80℃）；
13：2833 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (19 nt , Tm = 49℃），R Primer = (45 nt , Tm = 77℃）；
14：3756 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (19 nt , Tm = 49℃），R Primer = (24 nt , Tm = 66℃）；

    1       2       3      4      5      M1        6       7       8       9      10     M1     M1    11     12     13     14 以人的基因组为模板，使用Universal-Annealing Hot-Start 

PCR MasterMix，不同长度引物扩增不同长度的片段，使

用标准体系配置，72℃延伸时间为5分钟

2.粗品扩增案例:

3.单重和多重PCR案例:   

M1      1       2       3      4 以血、叶片等粗品为模板，使用

Universal-Annealing Hot-Start PCR 

MasterMix扩增不同长度的片段，使用标

准体系配置，72℃延伸时间为2分钟

1： 1991bp，EDTA采血管采集的人全血(0.5μL)，F Primer = (20 nt 
, Tm = 60℃），R Primer = (25 nt , Tm = 59℃）；

2： 999bp，水稻叶片(直径0.5-1毫米)，F Primer = (20 nt , Tm = 58
℃），R Primer = (20 nt , Tm = 63℃）；

3： 1270bp，酵母(0.5μL)，F Primer = (21 nt , Tm = 65℃），R 
Primer = (35 nt , Tm = 66℃）；

4： 1375bp，番茄叶(直径0.5毫米)，F Primer = (26nt , Tm = 61℃
），R Primer = (25 nt , Tm = 73℃）；

  1       2       3      4      5       6       7        8       M2            9       10     11     12    13     14     15     16     17    M2 以人的基因组为模板，使用Universal-Annealing 

Hot-Start PCR MasterMix，扩增单重和多重片段

，使用标准体系配置，72℃延伸时间为1分钟

                                                                                                                                          M2：100bp DNA Marker

                                                                                                                                         1. 70 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , 
                                                                                                                                              Tm = 70℃），R Primer = (22 nt , Tm = 67℃）；    
                                                                                                                                          2. 124 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , 
                                                                                                                                               Tm= 66℃），R Primer = (22 nt , Tm = 66℃）；    
                                                                                                                                          3. 149 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , 
                                                                                                                                               Tm= 66℃），R Primer = (22 nt , Tm = 69℃）；    
                                                                                                                                          4. 177 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , 
                                                                                                                                               Tm= 69℃），R Primer = (22 nt , Tm = 64℃）；    
                                                                                                                                          5. 217 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , 
                                                                                                                                               Tm= 69℃），R Primer = (22 nt , Tm = 69℃）；    
                                                                                                                                          6. 270 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , 
                                                                                                                                               Tm  = 67℃），R Primer = (22 nt , Tm = 65℃）；
7. 301 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , Tm  = 67℃），R Primer = (22 nt , Tm = 65℃）；     
8.  1~7引物混一起，7重PCR，每条引物终浓度为0.4μM

9. 113 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , Tm  = 59℃），R Primer = (21 nt , Tm = 61℃）；
10. 213 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (21 nt , Tm  = 61℃），R Primer = (21 nt , Tm = 60℃）；
11. 313 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (21 nt , Tm  = 60℃），R Primer = (19 nt , Tm = 60℃）；
12. 405 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (21 nt , Tm  = 58℃），R Primer = (20 nt , Tm = 60℃）；
13. 485 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (21 nt , Tm  = 61℃），R Primer = (21 nt , Tm = 59℃）；
14. 595 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (20 nt , Tm  = 61℃），R Primer = (22 nt , Tm = 60℃）；
15. 744 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (20 nt , Tm  = 59℃），R Primer = (22 nt , Tm = 59℃）；
16. 998 bp，Human Genomic DNA，F Primer = (22 nt , Tm  = 60℃），R Primer = (21 nt , Tm = 61℃）；
17.  9~16引物混合一起，8重PCR，每条引物终浓度为0.4μM


