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2×96  HLA-ABDR  SSP Morgan™ 试剂盒

使 用 指 南

    由德州生物基因有限公司（Texas BioGene,Inc）生产的新型HLA- ABDR SSP Morgan™试剂盒用于HLA I类A,B位点和Ⅱ类DR位点等位基因中、低分辨分型检测。试剂采用96套引物扩增所有含概A，B，DR等位基因。每块板为2个ABDR测试，此试剂盒具有可靠、简便、快速、重复性高等显著特点。

试剂盒的组成。

1、2×96孔热循环板（含2套96组个抽干引物）

2、8M 缓冲液 2支：612 ul/支（注意：用前保存在-20℃）

3、耐热封口纸

4、引物特异性列表和判读表

没有提供的原材料、试剂及仪器。

Taq聚合酶（5 U/ul）       2、无菌双蒸水

96孔V型板用热循环仪      4、0.5×TBE电泳缓冲液

电泳系统                   6、DNA分子量标准

电泳用电源                 8、琼脂糖

紫外透射仪和可打印滤光片的相机

扩增程序

本试剂盒推荐使用PE9600和PE9700扩增仪，总反应时间约为1小时20分钟左右。标准的扩增程序为

	
	循环次数
	温度
	时间

	1
	1
	96℃
	2.5min

	2
	10
	96℃
	15s

	
	
	65℃
	60s

	3
	22
	95℃
	15s

	
	
	62℃
	50s

	
	
	72℃
	30s

	4
	
	4℃
	取出


DNA样品的准备

DNA分离可用任何有效方法制备质量上佳的DNA样品。德州生物基因公司的DNA分离试剂（商品名ExpuzeTM）也能达到此目的。

1．血样收集在含EDTA或ACD 的抗凝试管中，使用肝素抗凝血，不会抑制扩增。

2．样品A260/280比值应介于1.65～1.8之间。

3．当利用琼脂胶电泳检查时，DNA将出现一条带。它的尺寸比10 kb略大。

4. 样品DNA的加样后质量（PCR时）

	样品DNA的加样量
	反应管（孔）数

	10-30 ng
	1个反应

	1.0-3.0 ug
	96个反应


PCR的准备

从冰箱中拿出相关试剂：8M 缓冲液、样品DNA、Taq酶、ddH2O。

按如下量准备PCR混合母液。1个ABDR反应的加样量为：
	
	容量（ul/孔）
	总数（ul）

	DNA(10-30 ng/ul)
	2.0
	204

	8M 缓冲液
	6.0
	612

	Taq酶(5 U/ul)
	0.04
	4.5

	总数
	8.0
	820.5


每孔用连续加样器加8 ul混合母液
用耐热封口纸封好试剂板
压上热垫，进行PCR扩增
电泳

用DNA级琼脂糖和0.5×TBE缓冲的制备2.0% 琼脂糖凝胶。用德州生物基因公司的制胶系统，1块96孔胶需要70 ml 2.0%琼脂糖。

用八道加样器按顺序加6ul扩增产物。

按8-10 volts/cm跑胶（约5—7分钟）。

紫外透射仪上照相。

琼脂糖凝胶照片的解释

每条泳道应显示一条内质控带，分子量600 bp。第一个泳道除外，它是污染控制泳道。

最下方为引物带。

比照阳性孔与分型特异性列表可以获知样品DNA的HLA型别。

污染监测孔（第1孔）中出现阳性特异带，结果无效。

缺乏内部质控带，同时没有特异性扩增带表示实验失败。需要重新进行PCR扩增。

