昕穎生物科技核酸定序委託需知
· 核酸定序樣品製備注意事項
A. 請下載定序委託單並填寫清楚，基本資料包括收件日期、實驗室主持人、學校/單位、聯絡人、以及最重要的連絡方式(e-mail....)等。樣品資料也請依格式註明清楚，如此方能用最有效率的方式為您服務。
B. 樣品要求：要得到良好的定序結果，高品質的模版(Template)是非常重要的。而為了節省您的時間及金錢，在此我們提出以下幾項說明，讓您參考。
· Colony (建議使用!)
· 您可以直接提供Single colony的菌液或Plate，由本公司代為培養並萃取Plasmid DNA，並註明Host cell名稱、使用抗生素及vector種類。
· 若為菌液時，請以Parafilm封好以避免污染，另外如果培養條件比較特殊請特別註明。

· 若為Plate時，請事先在無菌操作台中，回溫並風乾水氣，然後以Parafilm封好。

為了減低污染的可能，同一Plate上請儘量不要塗超過四個Clone。

· 我們一般使用的培養條件為：TB Broth (2-3ml) 37 °C，12-18 hrs。另外常用的Antibiotics包括Ampicillin、Kanamycin，以及Zeocin等，如果您的clone並不適用以上的條件，請特別註明。若您的菌使用的是比較特殊的Antibiotics(非上述所列)，請隨樣品提供(~1 mg)給我們，方能代為培養。

· 若您的樣品數量很大(ex. 超過30個clone)，單一Plate可能不易處理時，請先以電話連絡，我們會有專人處理您的需求。

· Plasmid DNA

· 依原廠的建議及我們的經驗，使用Commercial Kit純化所得到的Plasmid DNA通常會有比較好的純度。但無論您用的是那一種廠牌的Kit，都請您遵守Kit的說明書來操作。

· Plasmid 抽取完畢後，請務必溶於純水(ddH2O)中，切勿溶於TE Buffer 中！因為TE Buffer中所含的Salt會嚴重影響到後續的定序結果。

· 若由您自行提供己萃取的plasmid DNA，我們希望其濃度至少能高於100ng/μL而每個樣品至少10μL，如此樣品的定序成功機會較高。

· 如果可能的話，請附上其電泳圖並註明Insert 長度。

· PCR product

· 每個定序反應所需的DNA量，依PCR product長度而有不同。純化後濃度請高於20ng/μL而每個樣品至少10μL。一般來說，只要長度不是太長，PCR反應總體積有30μL就應該足夠達到這個需求。

· 無論您是否純化過，請務必附上電泳圖，並註明樣品的Loading Vol. 及所用marker之濃度。以利我們判定您的樣品的濃度，以及是否有干擾或是非專一性產物。

· 若是您的PCR產物未經純化但為Single Band，則只要附上電泳圖即可，我們可幫您純化，不另收費。

· 若非Single band請自行切下欲定序的band回收純化後，再交給我們定序(若希望我們幫您處理這部份的步驟，請與我們連絡，我們會有專人處理您的需求，但可能要另外向您收取額外的費用)。

· 與Plasmid DNA一樣，純化後請務必溶於純水(ddH2O)中，切勿溶於TE Buffer中!
C. Primer

· Universal Primer

· 我們目前提供M13 F/R、T3、T7、T7 Terminator、SP6、pGEX 3’/5’ 、pQEX F/R，α-factor、polyhedrin F、S-Tag、BGH-Rverse、RVprimer3、GLprimer2常用的定序引子。

· 如果您的Primer非以上幾種，請在送件時附上您定序反應所需的Primer至少5μL (10 μM)的體積，可能的話，請告訴我們primer的Tm值將有助於提高定序之成功率。

· 自行設計之primer，請注意以下事項：

· 長度介於18-25 bases。

· 避免重複相同的nucleotide，特別是”G”應避免連續3個以上。

· G-C content介於40-70%。

· Tm>45℃

· 避免secondary structure或dimer之形成。

· primer濃度10 pmol/μL (或0.1μg/μL)，每一反應請至少準備5μL。

D. 樣品之保存/退回

· 如果您的樣品在定序完後想繼續進行其他後續的實驗，請於表格中註明，我們將會在送上結果的同時，將定序完後所餘的sample 交還給您。

· 如果您沒有特別註明，除primer walking之樣品外，其餘的定序樣品，我們將會代為保存一星期，之後將逕行銷毀。

E. 收/送件方式

· 如果您的實驗室位於大台北地區(台北縣市)，可利用電話或電子郵件，我們會有專人為您服務。

· DNA、primer、菌液及Plate請標明名稱、濃度並包裝妥當，以防滲漏及擠壓。

· 如果您的實驗室在外縣市，請到附近最近的7-11便利商店，以一般宅急便快遞(僅需使用正常的運送方式即可，不需要用到低溫宅急便)交至”昕穎生物科技股份有限公司”(地址：台北市復興南路二段82號3F)收。

· 請註明採取“到付”方式，也就是貨到之後，由收件方付運費。這部份的金額，我們將會在寄送結果或帳單的同時註明，並在發票中開立相同金額。但若單次定序數量超過10支(含10支)時，該次運費由本公司負擔。

· 請您在週一到週四的時間寄送，以避免在週末時無人可收取您的樣品。

