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Stereo-seq 定制化芯片转录组试剂套装( ≤ 2cm*3cm)  使用说明书

表格 3-6 各尺寸大芯片透化工作液加液量

表格 3-7 RT Mix

2 * 2 芯片芯片尺寸（cm）  1 * 2 芯片 

1X 透化工作液加液量 150 μL/一张芯片 300 μL/一张芯片 650 μL/一张芯片

2 * 3 芯片 

 a.  根据【实验前准备】，提前配制 0.01N HCl，准备好 1X 透化试剂工作液，各尺寸所需透化
工作液的量如表格 3-6；

b.  透化工作液使用前 37 ℃ 温箱孵育 10 min；
c.  提前解冻 RT Reagent，RT Additive 和 RT Oligo，RT Oligo 溶解后冰上放置；
d.  复温结束后，芯片置于 37 ℃ 温箱，芯片四角加入 1X 透化试剂工作液，用量参考表格 3-6；
e.  37 ℃ 下进行透化反应（透化时间根据实际情况调整）；

f.  在等待透化期间，参考表格 3-7 配制 RT Mix，放置于冰上；

g.  将芯片从 37 ℃ 温箱中取出；
h.  用移液器从芯片的一角吸掉透化试剂，可稍稍倾斜芯片吸液，尽量减少表面液体；
i.  加入 PR Rinse Buffer 溶液（含 5% RI，用量参考表格 3-8）；

3.7 组织透化

2 * 2 芯片
单个反应体积

组分 1 * 2 芯片
单个反应体积 

2 * 3 芯片
单个反应体积 

RT Reagent 

RT Additive

RI

ReverseT Enzyme

Total

加液量

136 μL

8.5 μL 

8.5 μL

8.5 μL

170 μL

150 μL  

256 μL

16 μL

16 μL

16 μL

320 μL

300 μL  

336 μL

21 μL

21 μL

21 μLRT Oligo  

8.5 μL 16 μL 21 μL

420 μL

400 μL 

2 * 2 芯片芯片尺寸（cm）  1 * 2 芯片 

PR Rinse Buffer 溶液（5% RI） 150 μL/一张芯片 300 μL/一张芯片 650 μL/一张芯片

表格 3-8 各尺寸大芯片透化后清洗溶液加液量

2 * 3 芯片 

3.操作流程
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最佳透化时间通过 STOmics® Stereo-seq 透化试剂套装预先确定。详情请参考 STOmics® Stereo seq 
透化试剂套装使用说明书。 





Stereo-seq 定制化芯片转录组试剂套装( ≤ 2cm*3cm)  使用说明书

2 * 2 芯片芯片尺寸（cm）  1 * 2 芯片 

TR Buffer

反应容器

1500 μL/一张芯片

六孔板

2000 μL/一张芯片

六孔板

3000 μL/一张芯片

6 cm 培养皿

表格 3-11 各尺寸大芯片 TR Buffer 加液量

2 * 3 芯片 

a.  按照表格 3-13 配制 cDNA Release Mix，室温放置；
b.  加入 cDNA Release Mix（用量参考表格 3-13）；
c.  用封板膜对六孔板进行封口（6 cm 培养皿用封口膜在外圈封口），六孔板 /6 cm 培养皿
外部再用保鲜膜包裹，防止挥发，放置 55 ℃ 温箱反应 3 hr 或以上，最长不超过 18 hr；

3.10 cDNA 释放与回收

表格 3-13 cDNA Release Mix

2 * 2 芯片
单个反应体积

组分 1 * 2 芯片
单个反应体积 

2 * 3 芯片
单个反应体积 

cDNA Release Enzyme

cDNA Release Buffer

Total

加液量

反应容器

55 μL

1045 μL 

1100 μL

1000 μL

六孔板  

55 μL

1045 μL 

1100 μL

1000 μL

六孔板  

155 μL

2945 μL

3100 μL

3000 μL

6 cm 培养皿

2 * 2 芯片芯片尺寸（cm）  1 * 2 芯片 

0.1X SSC 溶液 1500 μL/一张芯片 2000 μL/一张芯片 3000 μL/一张芯片

表格 3-12 各尺寸大芯片清洗溶液加液量

2 * 3 芯片 

f.  微微倾斜六孔板 /6 cm 培养皿，用移液器吸弃 TR Buffer。

3.操作流程
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停止点：DNA 收集步骤在此可反应过夜。如果反应过夜，应确保封板膜的密封性。

此步反应时可提前配制 cDNA Release Mix

如组织移除不干净，加入表格3-12所示量的 0.1X SSC，用移液器轻轻吸打，除去芯片上组织，然后微
微倾斜六孔板/6 cm培养皿，用移液器吸弃0.1X SSC试剂。 
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Stereo-seq 定制化芯片转录组试剂套装( ≤ 2cm*3cm)  使用说明书

a.  按照表格 3-15 配制 PCR Mix，共 100 μL；

3.11.2 cDNA 扩增

表格 3-15 PCR Mix

组分 单个反应体积 

回收样本

cDNA Amplification Mix

cDNA Primer

Total

42 μL

50 μL 

8 μL

100 μL  

（可选磁力架）0.8X 磁珠 cDNA 纯化步骤（大磁力架 15 mL）
1）将上一步回收液与室温平衡好的磁珠按照 1：0.8 混合，震荡混匀（其中 2 cm * 3 cm 芯片
可分装 2 管于 15 mL 离心管中），再室温孵育 10 min；
2）瞬时离心后，将离心管放在磁力架上静置 3 min；
3）待液体澄清后，用移液器小心去除上清（如果管盖上有泡沫，吸弃泡沫）；
4）将离心管保持在磁力架上，加入 10 mL 80% 乙醇（使用新鲜配制并平衡至室温的 80% 乙
醇），旋转磁力架上的离心管，待磁珠全部吸附到靠磁力架一侧的管壁，再次旋离心管，让磁
珠重新吸附到另一侧来漂洗磁珠。静置 30 s，小心吸取并丢弃上清。移液器吸头应在远离磁
力架的管壁上操作，请勿吸打、搅动磁珠（如果管盖上有泡沫，建议用 80% 乙醇清洗干净）；
5） 重复一次步骤 4；
6） 将离心管保持在磁力架上，室温风干 5-8 min，直至磁珠表面无反光、无开裂；
7） 每管先加 88 μL Nuclease Free Water 回溶，震荡混匀后室温静置 5 min，瞬时离心，磁力
架静置 3-5 min，直至液体变澄清；
8） 将上清（~84 μL cDNA）分装转移到 4 个新的 0.2 mL PCR（~21 μL cDNA）管中；
9） 再将 88 μL Nuclease Free Water 加入 8）磁珠中，震荡混匀后室温静置 5 min，瞬时离心，
磁力架静置 3-5 min，直至液体变澄清；
10）将上清（~84 μL cDNA）转移至 8）所示的 4 个 PCR 中，合并总体积 42 μL；
如果上述回收样品不足 42 μL，用 Nuclease Free Water 补足。

3.操作流程
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纯化后，可用 160 μL Nuclease-free Water 在 4 ℃ 保存磁珠，直至 cDNA 最终产物 QC 通过。
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  Stereo-seq 建库试剂盒   货号：101KL114

   组分信息 货号   管盖颜色 规格与数量

  TME 1000028515         ( 白色 ) 4 µL × 1

1000028516         ( 白色 ) 40 µL × 1

  TMB 1000028517         ( 白色 ) 40 µL × 1

  PCR Barcode Primer
  Mix (Barcode 57-64) 1000028519  50 µL × 1

  PCR Barcode Primer
  Mix (Barcode 81-88) 1000029088 50 µL × 1

  PCR Barcode Primer
  Mix (Barcode 89-96) 1000029089   50 µL × 1

  PCR Barcode Primer
  Mix (Barcode 97-104) 1000029180 50 µL × 1

PCR Amplification Mix 1000029181 400 µL × 1

 储存温度:  -25 °C~-18 °C 干冰运输 有效期：见标签 

干冰运输时，收到产品后请检查干冰是否还有剩余。

当运输条件、储存条件及使用方式都正确时，所有组分在有
效期内均能保持完整活性。

后续步骤需要用到 Stereo-seq 建库试剂盒，请提前准备。试剂盒具体信息如下表所示：
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