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DualFluo A H//5 EEmAREIENIAFE

s FEERERR PR
20T
DualFluo A H/EBENLER
D201 100T
B =
10x100T
fi#iz &t -20°C EBEEARTE; KEREH.
Famea s
&
20T 100 T 10x100T
ik
A. 5 x 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. 50 x Coelenterazine 40 pL 200 uL 10 x 200 uL

F: () E ESRARENERY, THERR, SLARTREET, AERAHD
RFEmE, gL, HMREARESR;
(2) YERA B H9E C ESEHRMIERE, BRRNHHAITREFRM. iH
HERERAERY, BBRSRE, BT -20°C BkEPHRE.

e
REEFER—MEREBE DB TFFIISETAHEENINEREX, EWIANGA
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R, ANEBITFEERE T AN E. SREEEEEEIRIEE, TRTEHEE
SMREREEZD, SEITHEEEBEMRIMIREEE RGN, #HMEMEREF
THARESHREERENTRASEXE. ENNREERLR, BTEALRELE,
EARAERL (40 GFP. RFP) FEFEME (40 B FIBEER) .

wmANRESNEE (Firefly Luciferase) £ ATP. Mg> MESEREFAER, S#EL
wHFE (Luciferin) i, EREMETEAR (Oxyluciferin) , EX—FREPFSELHK
K 560 nm MIEPES, LULSRAQME K REL R, S§BELRRUERSEE
FUHT, #EUIEBEERE (Coelenterazine) FLAIEMHELFZ (Coelenteramide) , FEALET
AL 480 nm MEYEN, ATFRESEARE. XBMEXABBETLEL
S, AR RS R L MR TIE, AN RIE R TE.

o
Luciferase

HO s N o ciferase 05 s N_°
I
\@ />_</ ‘ +ATP , />—</ j + HO + CO, + Luminescence
Mg, O, . / .
N s K € g K N S K

0N7 \:N B .o, - omlbluime
oy, Q*%
BN S RN RIEE
ARFISETFT EARRBME AR, LLEARHEY, RNEKRELRERS

ERpEN, £FRZEERNOER, BUEBRREARY, S8R RERE
EEHE M.

+ CO, + Lu

R FIsu

BEIF. #EEF. HFRETFEMEMR. miRNA HEHR. FSBERMAR. EEHKRE
EER. BEEMR. ELFISHIHFE S .
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FEEEER

1LERURIER: 10~15 min PITERAHREZLAER;
2IREERE: WAIESIES, HaQNLPRES;
3EBERHE: AHNE&R 102 mol KIEIEHRES;
4.2 MR BIRENGMSEERIL 8 MIER.

AR

I EFFRSLEAT, BN REITHRITE VRE, ERINEEER, BEITE
GHR.

2. BAKHEARBAAELEDLANRBERKLT 560 nm, BE=ENLFEELTY
Ky ERFEKZE 480 nm. tMET, BERMAUF LA (Luminescence) RIRFEIT
BAE,

3. BEELREON TEREHISERE, EWAZIER, UBHRSERMNNR. &
EHFRERATED LER, I EEF#T 20°C MRS, BERRFHARKA—E.
BEERFITCIEM, SN REEMERESEDIER, L, ABGRISERER~
EARFMEN, BEFEERSRIEREKAER.

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

5. ABEYERILE T, EEEREETBELIIR. BENELFIRBEBATE
1B, BES5AeTERIRMEL, ERARAHRNGHAALESRR.

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

7. KERRTRFREF B SERTEEEER.

8. ATEMZEMBER, FEEEMESALRERENE.
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BRIESR

1. B

(1) “HBEZLHR

1) BN S ERMETREFEBR. XTI, TEEMA PBS BEithik
%; MERMAE, NEEBRIBOCHARNKER, BMA PBS BREMITAMAM.

2) BT ECLL AR RER: 1§ A HYS5KEKEL 114 WELHIFHTHR, AWmE
2| 1xLysis Buffer. B/, AP MANBIFHRBER, BEFHEENERES
L, ERRIFRETHERT 15 N0 BEXHEMNRE, EAMRSGRITIEE,
SRERLHREBLRE P4

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) ;
WMRRARBPATEAK LR, TELHRVEBANERABRURSELRE.

3) BFES BB EZMEFY, 10000~15000 rpm By 3~5 min, BL_EEER MR .

(2) MEALE (UREMN R RH, iESE)

1) MR RIBUA .

2) AEREEHT, FEMTRRNCECEARNNRTEARE, EASXNIE
FH 2mL LB &IFEFEER. HEFEETER, 28°C. 220 pm EFHFIRE.

3) RIFFEFE ODeo EA 1.0, 1700 g il Smin WEEM, B 12 MS &S
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FEERER 2 0%, FEE, BE 150 umol/L ZEIT BHEIEN 12 MS &KL
HEEREME, T ODsw EEI 1.0.

4) BHEEMNHNRTEERHTFLORE, EEMEEN ODso EHA 0.5,

5) BHiEEKY 1 A BR2EFRMBEM R, BEESKMN 1 mL JE5128, KB
REVSANER, NEEMHRESEZEZTH. AHRIEERBEERTSE, ¥XH
BAERSHRNBEFREAER, NAEHER—FEEMNTEEMM, EHE
AT HEENEKIME, ROMFRRFH.

6) EEREEKEHT, 24~48h BIFTEAFYER.

7) B 3~4 REREA 6~8 mm BIHE, A 2mL B EP & GRAIMA 3~4 i
) B, RATRE, ERMESCEITHEMR (45 Hz, 30s). WHFTERTHE EP
EhiNAN 100 uL 1 x Lysis Buffer (FATHEKI%Z 4:1 B A A9

8) JKEWFE Smin £H, RAHMEHE.

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

2. THERECHI

(1) ¥BESREZER.

(2) A B A% C AR 02 mgmL MEXHEXRIBITIER.

E: BAREARMLERTER SRR, HRAHAERD, BIURRRERE

FEBRDMIRRET -20°C.

(3) A D AnztLf1E E BoRBREBRARBIIER, HFHEA 1uLE A
DIANE] 499 LD A5,

: SEEARR IR,

3. ELSERN

(1) EZBNURRERBBABEBRMNUF LI, ML IR, ®E

2%, WERER 10s, NEBRA 2s, RATTH 20 min KL
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(2) BMMERNER, BUESR 20~100 L (GIRHEZREER, 1HMA 100 uL; INRHEF
MEREMELRLCARE, BRMNFLASFRF—BD . 1 x Lysis Buffer AZH
xR

(3) AN 100 uL TAHENREEITIER, ME RLU (Relative Light Unit) & (i
EEAR{IZE Shaking JEAIINEE) -

(4) A 100 uL 8 B=HRET/E&, MZE RLU (Relative Light Unit) {8 (GZiNES
FR{OUZE Shaking SEAITHEE)

E: PR 34 BUZERRARREN, BETABGRIGHEEFSEE, EAH

RMAERREITER, FHIzEPZTRN.

(5) ELUEBEARHMANSHERLT, AEAREXAREUESEN RLU ERL
BEEARINESEIRN RLU E. RIFBEIIMLLERLRAEFmE B NRE
BEEMHERRE. MRURARELREANS, BATLUHITEME.

4. EWRITEG) (XS E)

(1) EWIFT

RFELEH, EEMEFRPENREXRE, LWAMTEXRE. J 7 RIESE

WM, IBIL EENINE (BENBE) BN HREAT A BENENRIES

HARBIALNEE.

() =AxXRE

1) % F: KRELMM + HBXAERRERURT.

2) R R: RERMA + BAREAREONAT + GBERREHENIAT .

#F: 2ENBENERESASIREREERE, 885XBARERMNEFRE/ M
BEE, FMm EELERRRNIT.

(3) LI HRAEMASIRAEYLE (AFRIEHEYIXTRERRTIZNEM)

HEXWEHTFREXRRET (ATREIFELHEFEREFELMR) Fat
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IH4A, BDSCLG4H F FOSCLO4H R,
(4) XA ERMpAZEMUEMLIBREEERTHEERE T, BLURE
&R, BIXIEBLZE F FIXPEBLZHE R.

(5) HEL

1) SEEReHLEME = (SLIR4H F-B%) F) / (S2Ie4H R-B= R) .

2) XtERLHELEE = (XfBB4A F-B= F) / (XA R-E= R) -

3) FRIEFEH = KIALLE / HRALLE.

FAQ

1. |3):
: ARYIZRENAFBEERN, FRHREEEMBE, XREEUR.

: AftaRFIEFERRIRRE, £ E A AB?

: E ARATIRZELMBNET, ATHD B BAomiEL, EE8XERTE

C EPHHEERRLEERRER?

BERREZFHHNZE -20 °C R7F.

: BEAR AR B ?

: Luminescence, 350~700 nm, REHMETEIZA 2~10s. iEFERLHE (Lum)

RIRANZWMAE (Abs) HRER.

4. 18] NERBIRTFRIZEAERE?

Z: ARLLEFLETFH, BERBETERILIR. BRTEXFLRBAIER, B4

BRTRBARELTMNENELESR.
5. 8): MIREEEREHENZEARE?

E: (1) ZEFEABRBREEERRAN, BitE, JEREF Luc EENRAEREE
EREANBREREE N . BARLENBANEREEES, MRITXBIT
gk, NBEERIHARREBBINTFH, & pGL3 Basic, XF#ER T
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FEBRITRABS T, TRBREEESRIL.
(2) EPEREEREEERRAN, REAATETFFRERNTH, i 7K
BEhF. TREERFSR CMV. SV40 XEBREF. BEEENREELERES
FERA, FANFENEXAREARBREEERNRIESETH, IHELER
IR R A ER MR R S 1 .
(3) MEEERABHMAFIRFRIES AT, WEAHLELR: ATEESS
RN REARBREEENEEEARBIREEENAN R FHITHE
HE. BRESEARBEANT RRGENRBEE, BrmARENREEN
YEASCINAMBLINH k. TEHERAT, LIRS ITREEMELHIZE 10 1
E| 100 : 1 ziE) (EZEKAEEHGIBEATIT) , BEARLLHIRTRIBSLIERIE IS FsLis
SRHATE .
BEARERE: BRLURE—MIFRIFRIERRL, ZFR B E I RIAE N RE
REMIEEERRE, THZENRESFIBTRINBRIFE. XMIER
T, BEREEENRBOEAANE, URFEHIBRAR, EIRERSE
BUtRRA .

6. iB]: BEARIERBEESMMEFLIRE?

=

X

(1) AMEHREMNEHLR, EEREBUFLNNEINREN S IR HIR
(B, EABHEREIME, AREAHHCSE—MAR X BRI FEENIR5;
R BERNAFELASCNER, HmFLlERFIRE S RN ERTHIE BN R 245
Hl—%

(2) HRRMEZENECEEBEEITEN, HRERINE—Y.
(3) AT REXNEER NEWER ARE, FFLUNER, HaMidfELs=

BEBEITUE.

7. i8): ZAREITERMAAREERR? ZEARR?

P«
HRFA -
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Z: () AEITSTUERSBHMEENERE, NAmENrEE.
(2) WL RREERE
(3) R EMEE, 20N BRI RE~MEITREREN.
(4) AEIWBIR D RIERERTOLE, FERIERIIBFMEK KRR LR
BEEIMFRAEKTE, BUKERENEREMKARE.

8. [8]: WAREIRKTKNERTARREER? ZEARR?

Z: (1) RARBHRZKESEFEMEEX, EEREKETERUBGIRE
BENE 100 BEREH, HERVNBPTLELLBIRITRAE, ATARILHE
FEF R UMERE R FIREF A EEITER.

1) BREHEIEFERSREES B FIERY;
2) MUCAREINIEF &M, RERARBIRIEE;
3) BIRBEETF (W0 SV40. CMV)
4) BB RBEEEARNNE, BEREANAZEHE, 8. RN, &
ERERBERIER TK B3
(2) FEFRBER
D) RUERIEFY, RRSERORAMAMEX R (iR RERE

BERRAD ;
2) FfREE# DNA BIRE, BB IEEVERISE K AE%T DNA &
EHITEE;

3) EFERMRS, AT o HEANMBatITIE .
(3) HEMBEMYERIR.
1) {ApEIEFEETE AT, 12~36 h AFEEF, KEEIEHRE, @RS

BUE;
2) MAMEBRETE, RIEMEEBTIHE.
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(4) RN IEHRETATE,
1) EFSBERNLEE, EBNEELREEME L FERER T

ISMU

2) FMAEERY, RIERYEMN, BUSERENEREMBRRBE;
3) BRRN. RNFENAS (WRRME~Y, KROTERS) HEERE

B=E;
4) WHEEBHEFEH—RY 30 min, MRS AIZENEN, REFE 30 min

(5) RMEMKE.
1) RMEERRE, HARELERKY 20 °C &F; BE=EAREEK

IR 20 °C 1RTF;
2) RET{ERENI A,
9. 18]: HEHEHEALLA DEPC KGR ?

Z: FEWUER DEPC K#%FEM, DEPC /KHE&%E RNA BHIFIFIATaE ST Hih

AT, RFERARNENNFKEERBR.

10. |‘ET,| ﬁMEI‘aliljﬁﬁg;"‘;gﬁ%g%%%?

Z: (1) WRABANELEE, BIKKEE | 5XWE 2 Lue REBANTEZE

L=
(2) BERIFE, BRAMABIRARINGERNMAE;
(3) Luc ¥MMEFE{NEEENLMETEEA .

11. [a):anfa] I B 4% S AR T 2

Z: (1) MREAH miRNA FIEFRICU GFP, MW EIRAERRE. MARAE

B, BRERTURMMAER;
(2) WE—NTRNAFRRERSRA, FEHER— I ENMEM, EERBREHRDR
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SRR RIER
12. (o) 4RAEZEE RS X S UG B T 520 ?
%: MREERHISSBERANET—H, ¥WEARBEREE. HRNERIE
MW TE, REFSENERBEHITER, —R 40%80% LAEAR
13. ja): B L AR AT B 2 ?
E: BARBASEEHALGTBS IR MHE, a1 10,0 1120,
1:500 13100 LG, EFRARBERRBRMNELAEXATEEEARBL
SEAERILE R, RIEAN A ERME STREM.
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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 组分与无菌水以 1︰4 的比例进行稀释，从而得到 1×Lysis B
	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 组分稀释 C 组分成 0.2 mg/mL 的萤火虫萤光素酶工作液。
	(3)用 D 组分按比例将 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 

	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?


