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1.1 EEiRA
iR iFURIR cat.No
PrimeSTAR® HS DNA Takara R010Q
Polymerase
MREEEYE DNA
KIREL DP304
TR
BM2000+ DNA Marker BIEELEY MD102-01
1.2 FENUERSEM
INEBBR Ve 3 cat. No.
PCR EEH 18X FALB TC1000-G
EEIREWG DT RS AN S5 57 Tanon 1600
ZINEe/KFRRKIE PAN: 1 Sk HE-120
SCIRS R

Primer Sequence (5°-3’)
HPV16-E6-F TTAGAACAGCAATACAACAA
HPV16-E6-R GCAACAAGACATACATCG
HPV16-E7-F ACAGAGCCCATTACAATA
HPV16-E7-R CATTAACAGGTCTTCCAA

2)  FFERSIE  (ERREEEUEFIENERE. L 250xg EER
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3) ARERARNSRIEECARERARDLN SHTERSA
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4) PCR¥IE

a. VRARECE :
R TRARIRA |, £ PCR EFHERIEEY
Reagents Volume
5% PrimeSTAR Buffer 10 pl
dNTP Mixture 4 ul
Primer Mix 20 pmol
Genomic DNA template (50 ng) 1wl
PrimeSTAR HS DNA Polymerase 0.5 ul
KEK up to 50 pl
Total 50 pl

b. PCR iBFIRE
BB EMAREIRMY A, REUTERHNSEFIT
PCR :
98°C 10>
98°C 10%
60°C 107> 35 1&IR

72°C 307
4°C  hold
c. BITEERFERIK DT 1EF4)
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	1.实验信息
	1.1 主要试剂
	试剂名称
	试剂来源
	cat.No
	PrimeSTAR® HS DNA Polymerase
	Takara
	R010Q
	细胞基因组 DNA 
	提取试剂盒
	天根生化
	DP304
	BM2000+ DNA Marker
	博迈德生物
	MD102-01
	1.2 主要仪器及器材
	仪器名称
	仪器来源
	cat. No.
	PCR基因扩增仪
	大龙兴创
	TC1000-G
	凝胶图像分析系统
	天能科技
	Tanon 1600
	多功能水平电泳槽
	天能科技
	HE-120
	2.实验步骤
	1）基因突变位点检测引物设计：
	Primer
	Sequence（5’-3’）
	HPV16-E6-F
	TTAGAACAGCAATACAACAA
	HPV16-E6-R
	GCAACAAGACATACATCG
	HPV16-E7-F
	ACAGAGCCCATTACAATA
	HPV16-E7-R
	CATTAACAGGTCTTCCAA
	2）待测样品制备：使用胰酶消化在养的待检测细胞。以 250xg 短暂离心样品，去除上清。用1xPBS清洗
	3）细胞基因组提取:参照天根生化细胞基因组提取试剂盒进行基因组提取操作。
	4）PCR扩增
	a.体系配置：
	按照下表所示的试剂，在PCR管中制备反应混合物：
	Reagents
	Volume
	5× PrimeSTAR Buffer
	10 μl
	dNTP Mixture
	4 μl
	Primer Mix
	20 pmol
	Genomic DNA template (50 ng)
	1 μl
	PrimeSTAR HS DNA Polymerase
	0.5 μl
	灭菌水
	up to 50 μl
	Total
	50 μl
	b.PCR程序设置
	将所有试管放入热循环仪中。设置以下条件的参数并执行PCR：
	98°C  10秒
	98°C  10秒
	60°C  10秒         35 循环
	72°C  30秒
	4°C   hold
	c.通过凝胶电泳分析扩增产物
	3.实验结果
	凝胶电泳检测：
	一代测序检测：
	HPV16-E6：
	HPV16-E7:
	4.鉴定结果
	样品编号
	样品名称
	检出结果
	结论
	1
	SCC-152
	已检出
	HPV16 阳性
	2
	SCC-154
	已检出
	HPV16 阳性

