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DualFluo™ Firefly/Renilla Luciferase Dual Assay
Kits

amtis FEERBF P AE

20T

DualFluo™ Firefly/Renilla
D201 100T

Luciferase Dual Assay Kits

10x100T
fi#iz &t -20°C EBEREARTE; KEREH.
Famea s
&
20T 100 T 10x100T
ik

A. 5x Passive Luciferase Lysis Buffer 2 x 1 mL 10 mL 10 x 10 mL
B. Firefly Luciferase Assay Buffer 2mL 10 mL 10 x 10 mL
C. D-Luciferin 0.4 mg 2 mg 10 X 2 mg
D. Renilla Luciferase Assay Buffer 2 x 1 mL 10 mL 10 x 10 mL
E. 50x Coelenterazine 40 pL 200 uL 10 x 200 uL

F: (1) E 8% (50x Coelenterazine) RARSEMHER M, FHERRE, SLRE
ITRETF, HEAHOETEEH, UBHERR, BREFHR;
(2) HfEH B 424 (Firefly Luciferase Assay Buffer) 3§ C £H4 (D-Luciferin)
ERRIERE, B T TREFRM. MELAERAERD, BIUEHES
£5, T -20°C BkEHRE.
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FERiTaE

& EER—MEREE AP B FFIRTHRENINERDX, EHSAH
R, ANERTFEMRETHENS . AREEREAEPRIERE, ATRTER
CMIREEREFEER, HE TG EEEMY R REEE RGN, EMHEME BT
THREESREERNRESEIL XK. SRREERELR, RTELREZE,
BEARAXERL (40 GFP. RFP) FEFEME (40 B FIBEER) .

wmANHESNEE (Firefly Luciferase) £ ATP. Mg> MESEREAER, S#EL
wWHE (Luciferin) Fi, EHEMEALE (Oxyluciferin) , AX—IEPLLHK
K% 560 nm BYEESE, LULKRENE X HELRE. S EELRBNERSEE
FHT, EWUEMBE (Coelenterazine) FEWAIEMELL (Coelenteramide) , FALAS
AZHFKY) 480 nm MUEIESE, ATRINEEELRE. XAMELHETHEL
¥, AR ABRMUHELARNERFITNE, BEQNERERTE.

o
Luciferase

HO. S N o ciferas o S N
P
\@ />_</ ‘ +ATP - />—</ | + HO + CO, + Luminescence
Mg, O, . / .
N s K € g K N S K

0N7 \:N B .o, - omlbluime
oy, s %
BN S RN RIEE
ARFIESETFT EARARBME AR, LLEARHEY, RNEAKRELRERSE

ERpEN, AFRZEERNOER, BUEBRREARY, RS8R RERE
EERE M.

+ CO, + Lu

RAER

BEIF. #EEF. HRETFEMEMR. miRNA HEHR. ESBEAR. EEHKRE
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EER BEEMR. ELFISHIEFR RS .

FERFFR

1LERURIE: 10~15 min PITERAHREZLAER;
2IREERE: WAIESIES, HmQNLPRES;
JEBERHE: ANE&HE 102 mol KIEILEES;

4.2 MEE: BIRENGMSEERIL 8 MIER.

EREW
I EFFRSLEAT, BN REITHITE VRE, ERFNEEER, BEITE
GHR.

2. BRKHEARBAELEDLANRBERKLT 560 nm, BE=ENAFEHEELTY
ZXBIRIBFKNMZ 480 nm. #MES, FERMAUF % (Luminescence) FRIRIFIT
#BAE,

3. B BEARMANTIEREHIERE, BIAZIER, URRRERNNR. &
EHFRERATED LER, I EEF#T 20°C MRS, BERRFHARKA—E.
BEERFITCIEM, SN REEMERESEDIER, L, HBGRISELER~
EARMEN, BEFEESRIEREKAER.

4. BBRRNZEEFZMRK, AMEQNE, SURRAEAFKEZERE (20-
25°C) , FHEEFEEBEN.

5. ABEYERILE T, EEEREETBELIIR. BENELFIRBEBHTE
B, BE5ReTERIRMEL, ERAREHRMNSHAAESRR.

6. AXWFBIT/HESE PBS WFl, HERLEEMER, THIRATERZ TS, HERS.
HAER AR R R

7. AERRTRFREF B SERTEEEER.
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8. ATEMZREMBR, HEEECMEENALREREINE.

BRIESR

1. ATALEE

(1) “paZfE

1) FEEANREER MDA EBR. TR, AEEMAN PBS RFHk
%; MEIRMAE, NEEBIBLCHARNKER, BMA PBS BEMITAMAM.

2) IRBINTELLERZ SRR 15 A B9 (5x Passive Luciferase Lysis Buffer) 5T &
JKBL 14 BOLEBISEITHERE, MITSE] 1x Lysis Buffer. BiJE, E4RBEMAELF
MRER, MEFRNEEREESSHEL, EXENETHERES 15 min. Bl
XHRBRME, EMRSEITORME, REMAERE~Y.

LRREIE RN R
96 FLIR 30 uL
48 FLIR 60 pL
24 FLIR 120 uL
12 LR 250 uL
6 FLIR 500 uL

E: BRESYRIERARE 6h, -70°C AIKHER (RBEYTRESRREFH) ;
WMRRARBATEAK LR, TELHRVEBANERABRURSEDRE.

3) RS HEMBTHEEETY, 10000~15000 rpm B> 3~5 min, BLEEEAFURESR.

(2) MEALE (HREMN R RF, ESE)

1) HEER AR,

2) EREEKHT, FEMTRNEHUEERNNRTERES, EASHRNRE
FH 2mL LB &IFEFER. BEFEETER, 28°C. 220 pm EFHFIRE.
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3) KIFEEFE ODoo EA 1.0, 1700 g Bl 5Smin WEREE, A 12 MS j&iFE
FEERERE 2 0k, FLEE, BE 150 umol/L ZEXT FEIEY 12 MS i&ifkiEs
EHFEEK, AT ODsoo EE 1.0,

4) BEHFENHRTEERETFLORE, ESMEIRDN ODw EMHA 0.5,

5) HHEEKYA 1 NA. BEXL2FREENF, BEAESEH 1 mL JF5T88, WA
BRAEBSANER, NEEMARBEEEEIH. IHERIEEREETE, BXR
BAFRRSHFENEREAER, SHEHER—FEEMNREERMT, FHE
WFEEERMNEKTE, ROMRERTFHR.

6) EEREEKEHT, 2448 h BIATEURENEE.

7) B 3~4 RERA 6~8mm BIMHE, A 2mL B EP & GREIMAN 3~4 1R
) R, RERFAKR, ERREMHITIHERE 45 Hz, 30s). WETEEE EP
EFMA 100 pL 1x  Lysis Buffer (AALEKIZ 411 #HE A 4H45 (5x Passive
Luciferase Lysis Buffer) ) .

8) JKLEWEE Smin £h, ROREHF.

9) 10000~16000 rpm &> 1 min, Bl L&

2. TAERECH

() BFRBEEPHEEER.

(2) B B 484> (Firefly Luciferase Assay Buffer) ##% C 44 (D-Luciferin) A 0.2
mg/mL AYE A BEN R TIER.

: BAAEERBITERTEREFM, FRXIKARED, BIlURERERE

SERBPMARRET -20°C.

(3) A D %H4%) (Renilla Luciferase Assay Buffer) $ZEE 54§ E 2B43 (50x Coelenterazine)
WRREBEARBIIER, HRBAEA LuLE ASMAE 49uLD BHH.

F: BEEARRLIERIANE.
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3. LFERSAERN

(1) IRBIRBRIERB BB AR FELLINEERNEE, NS IR, &E
S, MWEREN 10s, MEBFRA 2s, RETFAHA 20 min KL L,

(2) SMHERUER, BAEMA 20~100 uL GIRHZBEEH, EMAN 100 pL; IR

mEAEFESRLAE, BRNFLAEFRF—H) o 1x Lysis Buffer AF
xR

(3) AN 100 L TR HEXRREET{EiR, ME RLU (Relative Light Unit) 1B (FiL
EEAR{I%E Shaking JESIINEE) .

(4) fAAN 100 uL EETENEEBII/ER, ME RLU (Relative Light Unit) {8 (GZiNES
FRULE Shaking JESITHAE

X BB 34 MUEREHRITRE, EEITHABGROGHEBEFSHE, BIURH
RMABEREBITER, FHIZEPHTERN.

(5) ELUEBEXARMANSHERLT, AEAXRERZIEUEHBEN RLU AR
BEEAZREUESIN RLU E. RIBEIIMELERLRA R mEBNRE
ERRBUERE. MRUEXAFTARBAIANS, BATLHITEE.

4. ZIEIHES) (REE)

(1) EHigit

RIBIWER, EEMEFRPE I EIEE, LEMEAXEBE. J T HRIESE
WERE, it FECINE (BIEMERE) BN YREAT A BENE A RIS
BAREHLALNEE.

(2) =EXTRA

1) BR F: RERMER + =ARELREOMIK.
2) BR R: RERMME + BMAREAREEMAT + 5B REHENIAF
F: ZAMRENERELASIREREER, 855SRMRERDIESRE/ M
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BEE, FinEELHERBRNR.

(3) W HRAPETRUAYLE BTRIEL SN TEEEREHTI)
FEXWLBNTFREEREAF (ATRaFEMSREBEREFEENHAR) Fa
IE4H, BOSKIO4E F AISCIO4E R

(4) B HRMMAZEMLEVNIERE EERHTRERRETF, ALURE
heER, BEDxERZE F AIxtBRLE R.

(5) HEER:

1) SCIGeAtL{E = (SLI84A F-5= F) / (£I§4A R-BH= R) o

2) xJERLALL{E = (XfBE4E F-5= F) / (XA R-F= R) .
3) RILAEH = LWLALLE / XTEBLALL(E.
FAQ

1. [@: C 484 (D-Luciferin) HHBIIREEXELRAZE?
Z: ARMRRMNATBEAMMN, TEAREFEMEE, XREENR.
2. [8: AttaRFIEERBRE, XM E A% (50x Coelenterazine) 5% ?
%: E HNBANIRSELNBIET, ATHD E HNrIEL, BEBRERTE
ERREZEHHME -20°C *T%F,
3. 18): ERAR(UAVIENIRE?
% : Luminescence, 350~700 nm, EIAQMEIEIZA 2~10s. IHEFERL A (Lum)
R RMAE (Abs) k.
4. i8] #MERMNRTFRIZEAEE?
Z: ARBLLFLETFR, BRERBBTBELTR. BEETBELAREAEM, B8
RTAETERRUSHELESR.
5. 08 FIRERFRIEBAIZEALE?
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Z: (D EEFEARREERRNA, BitE, RESE Luc EEMRKEREE
EREABIREEERRN. BRRLENHANEREFEES, MRITBIT
WEHE, NEERIBERREBFH, & pGL3 Basic, XMIFER T
FERTMAB T, THRBREEREERE.

(2) EPNEEBIREEERKAN, REEATEREFRERNTH, 5 7K
BEiF. NaeiiE G cMy. Sv40 XEBRF. BEEENRIEELERES
FHERE, ANFENENREARBREEFORIESETFIR, XHEL R
IESEI 45 RAVER MR AT S 14
(3) MEBEREBAFNEFRED HEM. MBS R: TTLUEED 5
EHEARERREREERE SR REREEENE N RIEBFFHITHE
R, BEEEEARBIEARTRRMETBEE, BLENRER RN
TERKRIR B ST . AR, TWHASHRBIAILLEIZE 101
2100 : 1 28 (BZEEALEHIBATIT) , BAEEHIRTRIELIGIELET LI
RIBTE -
BEMEE: BALUERE—MIRNRIERN, ZRAAREBRREEARE
RREFESEARE, TEZENRENFARERBIHFIER. XHIER
T, EFEREEENRBOEARNE, PULRFERREHR, ERURERE
BiiRD -

6. 18): EARIERIEESHMEFLIRE?

Z: (1) ARBHENENR, EEAREFLRELRNENRERN S IR AEER
BT, ESCEHREMMET, RERAHHREE— MK BB REEMIAT;
RRENLRELRICNER, #RFNERTIR SRR ERTHEER 15

Hl—E
(2) WREHBEENE O EFHITEN, RERERNH—E,
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(3) AT REXMERRNEWEARE, FLUNER, HRFRFHEL=E
REBHITIE.
7. 08): FREITSRMHTAREREMN? ZEARR?
Z: (1) RETSTRLSBHUSFENTEE, MMmENFENE,
(2) B BRKEERE.
(3) HEMRERRE, BOREERERNSI R HITREEEN.
(4) FEWBTR D RYEREMEAE, FERERDIOMRRMLER
BEESTRRIAKT, TUSKERENERBIANRE.
8. 18]: WHRELEKLRAERTAREER? ZEARBR?
Z: () WARBHRILKTESEHFEMHERX, EFEREKFETRNBMRK
ENE 10° BEREAH, BRVBIRRAELBRITZNE, ATMRLHE
AtE Fr B IR B B TR M A EEHITE R,
1) BEENAIERERFRMEESEINTFIEYE;
2) RUCHEBRIEFREYE, RERARBNRIELE;
3) BIRBETF (W0 SV40. CMV)
4) BERARBEEEANNE, BRERTZE. FAL. FEZME, F
ERERBERIER TK B3,
(2) BERYER.
1) MR EE, RRIELRNFAMPAMIR (ERTRERAE

BERALD ;
2) MiREEE DNA BIRE, B UESYISIEEVERTE KR A% DNA &
EHITEE;

3) EEEMES, ATHRES RNMEMRIEITER.

(3) HmRMMERI.
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1) ERIEFEEIAEEK, 12~36h AHEF, KEHEEHRG, MATES%E
EAY ¥
2) MAKMHEBRETE, RIEEMEEBITI R,
(4) KNFFERIETHTE.
D) EFRAERRMINEE, SEBRNLELNREEDEINURBERTZ
SN
2) EMARERY, RIEEMIIEMN, ZTUSEFRANERENBARE;
3) BRRMN. REMEMNMAS (EREESY, KROTERS) SEEEE

2|=8;
4) WA EEEHERE—ARZ 30 min, MTEERPEFIENEN, REFE 30 min
e

(5) RYIEMRI.
D) REAFERRE, BARBELRERY 20 °C *7%F; SEENAREE
MR 20 °C 1R7F;
2) RETEREWIAIA.

9. [8): BFHEHTEFLUA DEPC 7KiHHEND?

%: FEWER DEPC KiEFREM, DEPC /kh&7E RNA EEHIFIFIATRES wt Hth

AT, |IFERKNENNZEKEE SRR,

10. [8): Qa3 LI A R RE?

Z: (1) WEBHOMmASE, BISNKAE | 5KE 2 Lue REABRANETEEE

(2) BRIEE, FRAMBRBINGERNMEAE;
(3) Luc MBI EMESTTEA .

11. 8] : Gnfarsi BraE S pl Ih ?
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Z: (1) MRFEANE miRNA FIEFRIEM GFP, M EIEER LG, MR
B, EMRTUEMEIIL;
(2) WE—NRNARKERSRA, EHER—NMENMEMR, EERRERDR

LI R RIE SR .
12. [8): #ARAZERE T LI AR ?
Z: MABETHILSHERYES—H, FWELRBRILE. HIRFTERIE
M5, EEFESBENMEERAITESR, —MR 40%-80% LEEAR.
13. ia]: FURIEL BIanaT A E 2
Z: mARBFSESHAEHITTBEMEEHE, MmaR=R 1100 1120,
1:500 1:100 3L, EFTNHELREBONAL HEXTESEALRIBL
FAERELS], RIERNAERMESIRE .
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	产品货号
	产品名称
	产品规格
	产品组分
	产品介绍
	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、核受体研究、活
	产品特点
	注意事项
	1.在开展实验前，请先对产品进行瞬时离心操作，使内容物沉降至管底，再进行后续步骤。
	2.萤火虫萤光素酶所催化生物发光的最强波长处于 560 nm，海肾萤光素酶催化生物发光的最强波长则是 4
	3.海肾萤光素酶检测工作液配制完成后，建议即刻使用，以确保最佳检测效果。若因特殊情况无法马上使用，可将其
	4.酶促反应受温度影响较大，在加样检测前，务必将所有试剂放置室温环境（20 - 25℃），待其温度平衡后
	5.为有效避免孔间干扰，推荐使用白色不透光孔板。黑色不透光孔板也能够用于实验，但与白色不透光板相比，使用
	6.本实验需自行准备 PBS 试剂，若是处理植物样本，还需提前准备好研钵、研磨棒、磁珠以及液氮。
	7.本产品仅限于科研用途并且不得存放于普通住宅内。
	8.为了您的安全和健康，请遵循您所在常规实验室安全规定。

	操作步骤
	1.前处理
	(1)细胞裂解
	1)将转入报告基因细胞中的培养基移除。对于贴壁细胞，可直接加入 PBS 轻柔地洗涤；而悬浮细胞，则需要通
	2)按照如下配比准备裂解液：将 A 组分（5× Passive Luciferase Lysis Buf
	3)将充分裂解后的裂解产物，10000~15000 rpm 离心 3~5 min，取上清作为待测样品。

	(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)在无菌条件下，用接种环挑取已转化重组质粒的农杆菌单菌落，接入含对应抗生素的 2 mL LB 液体培养
	3)农杆菌培养至 OD600  值为 1.0，1700 g 离心 5 min 收集菌体，用 1/2 MS
	4)将待检测的农杆菌菌液进行等比例混合，使每种菌液的 OD600 值均为 0.5。
	5)挑选生长约 1 个月、已完全舒展的烟草叶片，取去掉针头的 1 mL 注射器，吸取混合均匀的菌液，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 个小钢珠
	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（Firefly Luciferase Assay Buffer）稀释 C 组分（D-L
	(3)用 D 组分（Renilla Luciferase Assay Buffer）按比例将 E 组分（5

	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 s，测
	(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；如果样品量不足可适
	(3)加入 100 μL 萤火虫萤光素酶工作液，测定 RLU（Relative Light Unit）值（
	(4)加入 100 μL 海肾萤光素酶工作液，测定 RLU（Relative Light Unit）值（建
	(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的 R

	4.实验设计举例（仅供参考）
	(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。

	(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子（用
	(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 和对照组
	(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。



	FAQ
	1.问：C 组分（D-Luciferin）的颜色到底是无色还是黄绿色？
	2.问：为什么试剂盒使用到最后，发现 E 组分（50× Coelenterazine）不够？
	10.问：如何判断实验体系无异常？
	11.问：如何判断转染成功？
	12.问：细胞密度对实验有何影响？
	13.问：质粒比例如何确定?


