
RACE操作注意事项
本RACE盒子得到的片段是带A尾，请用T载体（聚合美货号mf019）连接测序
5AP： 5'-GGTCTCAAGGGCTCTAAACATT-3'
3AP：5'-GTTTTCCCAGTCACGACAC-3'
MF670-V：只能做带A尾的病毒，不能做不带A尾的病毒
RNA提取：

1．提取前的准备工作，设置RNA提取的专用工作区域，使用专门用于RNA提取的移液器，最好使用无RNA酶和DNA酶的耗材。
注意：在SMART实验过程中不要使用DEPC处理过的水，这是因为即便是最少量的DEPC残留也可能抑制反转录酶和PCR聚合酶的活性。并且DEPC也可和腺嘌呤作用而破坏mRNA活性。此外，初学者或操作不严谨的人员对DEPC浸泡后的耗材进行装盒、湿热灭菌和干燥过程中将会极大增加引入外源性RNA酶的危险，可能造成在处理完成后，耗材的RNA酶含量甚至比未处理前还要高的情况（一般，甚至国产的商用的耗材在出厂时外源性RNA酶的含量不足以对cDNA合成和扩增等普通用途的RNA及其后续操作造成明显影响，如果用于普通表达丰度较高的基因开放阅读框克隆、3′ RACE扩增甚至无需使用无RNA酶和DNA酶的专用耗材）。 

 氯仿对于RNA酶的灭活作用非常显著，在可以用氯仿处理的区域尽可能地使用氯仿处理，剩余的区域则采用核酸酶清除剂（NUCLEASELIMINAT，E891-100ML，Amersco）进行处理。
2．RNA的质量是RACE成功的关键。因此，RNA的提取应尽可能使用新鲜的样品，其中（无RNA酶、 DNA酶的）双蒸水、70~80%无水乙醇最好使用无核酸酶的水配制。

建议：a）对要进行RACE操作的样品进行预试验，在预试验的过程中进行RNA的含量（普通的琼脂糖胶和甲醛变性胶均可）及纯度（分光光度计）的测定，并着重于RNA的质量控制（孵育试验）步骤。这些预试验的目的是为了熟悉RNA操作的流程，并对自身样品RNA在溶解后的浓度、纯度和质量有所了解。

b）在充分熟悉操作过程并完全了解自身样品RNA的情况下再使用试剂盒进行正式试验，操作过程中应尽量避免再对提取的RNA进行上述的含量和质量测定。这样可以大大降低RNA在繁多的检测和操作过程发生降解和水解的危险。
预试验：

1．在正式试验前充分熟悉反转录和扩增的体系对实验的进行至关重要，尤其是对那些不熟悉RNA操作的试验人员。
注意：不要期望能利用5′RACE和3 ′RACE一次性克隆得到全长基因，应该以普通试剂和oligo dT为反转录引物反转的样品cDNA为模板，用上、下游均为基因组特异性引物尽可能地扩增目的基因的片断。使3′RACE和5′RACE的未知序列所减至1Kb之内，以500bp为最佳，这样可以大大增加RACE的成功率。
2．使用本试剂盒进行RACE操作前需分别以上下游均为目的基因的特异性引物和看家基因引物进行扩增，并进行电泳检测。

目的：a）确定反转录的操作的正确性（尤其是还未进行过第一链cDNA合成的初学者）；

      b）检测目的基因在提取的样品中是否有表达及相对于看家基因的表达丰度。

现象：a）目的基因的扩增条带较淡，看家基因扩增条带较亮，说明目的基因的表达丰度较低并低于看家基因的表达，首先应该样品RNA溶解的时候使用尽可能小的体积进行溶解，在cDNA第一链的合成过程也尽可能增加RNA模板的含量，PCR时增加模板的体积和循环次数。
b）目的基因和看家基因的扩增条带均很淡， 说明PCR使用的cDNA模板浓度较低，PCR时增加cDNA模板的含量，或重复a）中的操作重新进行反转录和PCR扩增以分析目的基因相对于看家基因的表达丰度。

c）目的基因扩增条带很淡，看家基因扩增条带较亮，说明①目的基因表达量极低。类似这样的基因RACE的成功率大大降低，因此cDNA合成过程中设计并使用基因组特异性引物进行反转录可特异性提高目的基因的反转录效率和浓度，此外使用小体积无核酸酶的双蒸水溶解RNA，增加在cDNA第一链的合成过程也尽可能增加RNA模板的含量，PCR时增加模板的体积和循环次数也有助于得到较好的结果。②RNA存在降解，重新检测RNA的纯度。
d）目的基因无扩增条带，看家基因扩增条带较亮，在检测RNA纯度没有问题后，再通过文献查阅等方式确认所采用的样品是否表达目的基因。由于基因表达存在时空特异性，如果使用的样品中该目的基因并未表达时，需要重新选择待试样品。但是通过文献查阅可以确定该组织内存在该基因的表达的情况下，那么极有可能是由于上、下游基因组特异性引物的设计问题，重新设计基因组特异性引物进行扩增。
e）目的基因和看家基因无扩增条带，首先对使用的RNA进行质控分析，如果RNA质量没有问题则可能是cDNA合成过程中出现错误，重新进行第一链的cDNA合成并进行PCR扩增。

f）目的基因和看家基因的扩增条带均很亮，说明目的基因的表达丰度很高，这样的基因RACE的成功率较高，可顺利进行正式试验。
3．PCR过程中引物的设计和酶的选择对于目的产物扩增的效率和特异性影响很大。
a）引物设计：遵循引物设计的一般原则，长度最好在23~27bp之间，退火温度在55~68℃之间，最好在62~68℃之间。在扩增之前需要进行温度梯度扩增，以确认最佳的退火温度。
RACE引物设计应注意引物的方向，3′RACE的引物设计应与基因的mRNA序列一致，5′RACE引物设计与基因mRNA的反向互补序列一致。
b）最好使用热启动酶进行扩增，可以提高扩增的特异性和效率。
正式试验：
1．RNA的制备

由于RNA易被RNA酶降解和水解，在已经完全熟悉RNA提取的操作流程和自己提取的样品质量的前提之下，应该尽可能地减少对将要使用RNA的操作，如重复冻融、电泳或分光光度计检测含量及质量、去除DNA污染、mRNA纯化。在能够保证RNA质量和样品充足的时候，应该以尽可能的小体积溶解RNA，并加大后续试验的初始RNA量。为保证试验的有效性尽可能使用新鲜而非冰冻的样品（样品冻融过程将释放大量的内源性RNA酶，并且即使是-70℃保存的样品也不能100%抑制RNA酶的活性）。在RNA提取过程中2次或2次以上的氯仿洗涤将大大降低RNA样品中脂类和蛋白的污染，因此可以根据自身样品特点去适当增加氯仿的洗涤次数。此外，70%的无RNA酶的无水乙醇也能够可更好地溶解RNA中的水溶性杂质。
在RNA溶解后应该立即进行第一链cDNA的合成。

2．第一链cDNA的合成

a）第一链cDNA的合成的过程中比较重要的一步是RNA的变性。单链的RNA存在复杂的二级结构，不利于反转录的顺利进行。注意操作过程中“70℃变性5min，冰上放置10min”这一步骤，对破坏RNA的二级结构非常有帮助。
b）反转录引物的选择Oligo (dT )、随机引物和基因组特异性引物
对于很多表达丰度较高的基因来说，使用Oligo (dT )，或试剂盒提供的引物都可以顺利完成第一链的cDNA合成，但是在基因表达丰度较低，或是RNA有降解，且不能重新获得样品的情况下，使用随机引物、或是基因组特应性引物都可以进行反转录，并提高后续试验的效率。这是由于对于某些模板而言，当仅仅采用启动反转录反应时, 由于RNA的降解和RNA 序列中间可能具有的二级结构等往往使得反转录反应提前终止, 不能达到mRNA 的5′末端, 而采用随机引物，或基因组特异性引物启动反转录反应, 则可能跨越RNA降解位点和RNA 中间可能具有的二级结构，而使得反转录过程能够达到mRNA 的5′末端, 从而获得目的基因的全长序列。
但是需要注意的是基因组特异性引物虽然可以特异性地提高目的基因在第一链cDNA中的丰度，但是却需要对使用的反转录引物进行前期验证，即使用普通的反转录酶检测该基因组特异性引物合成的cDNA是否能以双基因组特异性引物扩增出目的片段。这是因为基因组特异引物与目的序列在反转录时的结合相比起Oligo（dT）和随机引物要困难。我们通常所用的反转录酶是M-MLV或AMV，虽然有些试剂盒有用70℃对RNA进行解链，解链时间通常在2~5min，但主体的反应即反转录温度是在42度左右1~1.5h。RNA解链时，引物与目的序列的结合效率将大大影响反转录的效率。相比起Oligo（dT）和随机引物，如果基因组特异引物处于RNA的某些发夹结构区域，在RNA并未有效的解链的情况下，引物将很难与目的序列结合，也就很难获得所需的反转录产物，自然也就难以获得理想的PCR结果。当PCR 引物定位于RNA 5'-末端时使用随机引物则更加合适。
c）5' RACE接头跳转效率问题
在很多情况下，目的基因表达丰度很高的样品在以SMART方法加5′端接头的时候会出现5'端接头与单基因组特异性引物扩增的效率远远低于相同模板浓度下双基因组特异性引物扩增的现象。调整体系可以改善这一现象，但是无论做怎样的调整都不可能彻底解决这一问题。
注意：mRNA 5'端接头的模板跳转效率取决于很多因素，RNA的完整性、反转录的效率、反转录体系个成份的均匀度、反转录酶末端转移酶的活性。这其中影响最大的是RNA的完整性和反转录酶末端转移酶的活性。
需要强调的SMART技术中5'mRNA帽子结构不是绝对必需的，但是真核生物的5'末端存在甲基化鸟嘌呤帽子结构时，可更有效地进行模板转换。因此，在所获得的5' RACE PCR扩增产物为全长与降解产物的混合体。除了这一点外，反转录酶虽然具有末端转移酶的活性，当反转录至cDNA 3'端时，反转录酶加C的个数并不是恒定的，具体个数从1个到6个不等，不同数量C所对应的cDNA含量也不同。带有能形成模板跳转的3~6个C的cDNA含量在未经优化的体系里尚不及全部cDNA的20%，优化过的体系中，这些cDNA的含量将增加到30~60%。具体的含量将由反转录的效率、反转录体系各个成份的均匀度所决定，因此，RNA的抽提与变性、反转体系各成分的混合均匀度都将决定最终第一链cDNA下游扩增的效率。

d）起始量为1 μg  poly A RNA，SMART方法获得的第一链cDNA浓度是100~200 ng/μl。在第一链cDNA合成完毕后应以3µL为一个单位分装cDNA，每次扩增时，直接解冻单管分装产物。反复冻融对单链的cDNA也有较为明显的降解作用
e）进行PCR扩增时，使用的Taq酶、引物、模板浓度和循环次数将决定于最终的扩增结果。推荐的反应体系，使用热启动酶以增加PCR反应的特异性；不要使用过高含量的cDNA作为模板，适宜的扩增情况应该是扩增无背景、无引物二聚体、产物条带清晰；引物设计保证高特异性和良好的扩增效率。
注意：cDNA扩增所使用的引物不应该完全依赖引物设计软件进行设计，引物的长度应保证在23~28bp，退火温度能达到60℃以上。25µl的体系中10µM引物的体积不应超过0.2µl。
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技巧：利用锚定嵌套PCR设计2条基因组特异性扩增引物（引物间的距离应至少距离在50bp以上，与末端的距离在500bp之内），进行2次PCR。第一次模板为cDNA，引物为基因组特异性引物1和接头引物；第二次模板为第一次PCR的产物适量，引物为基因组特异性引物2和接头引物。
