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IVT 反应操作流程 

1) 将所需试剂从冰箱中取出，室温下解冻，涡旋混匀后简易离心，置于冰上。 

2) 在新的 EP 管中按照 1ug 进样量配置 DNA template： 

组分 20ul 体系 50ul 体系 

RNase-Free Water Variable Variable 

DNA template（1ug） Variable Variable 

Total： 10.3ul 25.75ul 

 

3) 按照如下表的顺序，在冰盒上配置 MIX，并吹打混匀（切勿涡旋混匀）： 

组分 20ul 体系 50ul 体系 

10×Reaction Buffer 2ul 5ul 

100mM ATP 1.3ul 3.25ul 

100mM GTP 1.3ul 3.25ul 

100mM Modified U 1ul 2.5ul 

100mM CTP 1.3ul 3.25ul 

100mM CleanCap AG 0.8ul 2ul 

T7 RNA Polymerase Mix 2ul 5ul 

Total： 9.7ul 24.25ul 

注：Modified U 是指 Pseudouridine 或 N1-Methyl-Pseudouridine 

4) 在冰盒上将指定体积的 MIX 加到样品中，吹打混匀，简易离心。 

5) 金属浴上 37℃孵育 2h。 

6) 反应结束后将样品简易离心 10s 让样品回到管底。 

7) 往样品中加入如下体积的 DNaseⅠ，轻弹样品混匀，简易离心 10s。 

8) 金属浴上 37℃孵育 15min。 

9) 反应结束后将样品简易离心 10s 让样品回到管底。 

10) 立即选择相应的 IVT 产物纯化方式进行纯化：NEB Monarch 柱纯化、RNAclean XP beads 纯化。 

 

 
 


