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组织总 RNA 快速提取试剂盒

货号：HKR06

【产品信息】

【产品简介】

本试剂盒是用于从动物组织和细胞样本中经柱式法提取纯化 RNA 的广谱型试剂盒。试剂

盒采用了特别的裂解缓冲系统，无需氯仿等有机试剂抽提，并分别经过 gDNA EraserSpin Column

（去除基因组 DNA）以及 RNA Spin Column（结合 RNA），可从 5-20 mg 的动物组织、106-107

新鲜培养的细胞中快速提取高纯度的 RNA，整个提取过程仅需 30 min 即可完成。获得的 RNA

可以直接用于 Northern 杂交、斑点杂交、mRNA 纯化、体外翻译、RNA 分解酶的保护分析、RT-PCR

、Real Time RT-PCR 和构建 cDNA 文库等各种分子生物学实验。

【产品组成 】

【储存与运输】

冰袋（wet ice）运输；4℃避光保存，有效期 18 个月。

【使用方法】

第一次使用前请先向漂洗液中加入75mL无水乙醇。

1.样本匀浆

( 1) 细胞

300g离心 5min收集悬浮细胞一个无RNA酶离心管，完全吸弃上清，留下细胞沉淀，加1 m L

裂解液,剧烈荡 20 ,混，充分解.贴壁细胞可以直接加入 1 m裂解液 ，用细胞刮刮取细胞，将

产品名称 产品货号 规格 有效期

组织总RNA快速提取试剂盒 HKR06 50T 18个月

货号 名称 规格

HKR06A 裂解液 50mL

HKR06B 漂洗液 25mL

HKR06C 无 RNA酶水 10mL

HKR06D 萃取液 12mL

HKR06E RNA吸附柱收集管套装 50套
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解液收集至无RNA酶 EP管中，剧烈荡 20 s,，充分裂解。加裂解液之前不要洗涤细胞以免mRNA

降解。

2)动物组织

1.将新鲜组织( 20 ~50 mg )剪切成小碎块,放入无RNA酶EP管中，加入3-5颗无RNA的氧化错

珠，加入 1 mL 解液，用预冷4°的组织研磨仪震荡研磨，直至无肉眼可见的组织沉淀。

2.液氮研磨:在液氮中研磨组织成细粉后，收集至无RNA酶EP管中，加1 mL 裂解液，剧烈荡

20 s混，充分裂解。2.将匀浆样品在室温 (15-30) 放置5分钟，使核酸蛋白复合物完全分离。

3.可选步骤:如样品中含有较多蛋白质，脂肪，多或胞外物质(肌肉，植物结节部分等)可于

2-8C10000x离心10分钟，取上清。离心得到的沉淀中包括细胞外膜，多糖，高分子量DNA，上清

中含有RNA。处理脂肪组织时，上层有大量油脂应去除。取澄清的匀浆液进行下一步操作。

4.每使用1ml裂解液加入0.2ml萃取剂，剧烈振荡15秒，室温放置3分钟。

5.2-8°C12000rom离心15分钟。样品分为三层:底层为有机相，上层为无色水相和一个中间

层。RNA主要在水相中。

6.把水相转移到RNA上层吸附管中( 如要分离DNA和蛋白质可保留有机相)12000rpm离心

2min，弃下层收集管中的液体。

7.上层吸附管中加入600u漂洗液(已加入75 mL 无水醇)，12000rpm离心2min，弃下层收集

管中的液体

8.重复一次步骤7。

9.将 RNA 吸附柱放回空收集管中，12,000 rom 离心 3 min,尽量除去漂洗液以免漂洗液中

残留乙醇抑制下游反应。

10.将上层吸附管转移至新的无RNA酶EP管中，打开上层吸附管管盖，室温放置干燥RNA沉淀

，不要晾得过千，否则不易溶解，大约晾5-10分钟。加入30-100yl无RNA酶水，放置3min使RNA

溶解，12000rpm离心5min，下层的EP管中的液体便是提取好的RNA。

11.如果提取的RNA浓度较低，将步骤10中的RNA洗脱液回到上层吸附管中，放置3min使RNA

溶解，12000rpm离心5min。

DNA分离

准备试剂 : 乙醇0.1M柠檬酸钠(含10%乙醇)75%乙醇8mMNaOH操作步骤:

1.样品加萃取剂分层后,移去上层水相,用乙醇沉淀中间层和有机相中的DNA。每使用1ml总

RNA提取试剂加0.3m无水乙醇混匀，室温放置3分钟，2-8°C不超过2000xg离心5分钟。

2.移去上清，(如需要分离蛋自质，可保留，进一步操作见后)用含10%乙醇的0.1M柠檬酸钠

洗涤DNA沉淀。每用1ml总RNA提取试剂加入1ml柠檬酸钠，室温放置30分钟，2-8°C2000xg 离心

5分钟，弃上清，重复一次。
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3.用75%乙醇再洗一遍DNA沉淀，每使用1ml总RNA提取试剂加入1.5-2ml75%醇,室温放置

10-20分钟(不时颠倒混合)2-8℃，2000×g离心5分钟,弃上清。

4.室温放置晾FDNA 5-15分钟，用8mMNa0H溶解DNA。从50-70mg组织或107细胞中分离的DNA

溶于300-600ul8mMNa0HDNA的浓度通常为0.2-0.3ug。提取的DNA沉淀不易溶于水和Ts缓冲液中,

建议用弱碱溶解，8mMNaOH的pH值为9，溶解DNA后可用TE，HEPES 调节pH。从某些样品(尤其是

组织 )中提取的DNA中可能包含一些胶状不溶物可>12000xg 离心10分钟除去.DNA的定量: 取一

份溶于8mMNa0H的DNA加水测A260值。一单位A260值相当于50uo/m双DNA。根据DNA产量可估计细

胞数，人，大鼠，小鼠1x106二倍体细胞含DNA的量分别为7.1ug,6.5ug,5.8ug。预期产量: 1mg

组织或1x106细胞提取DNA分别为:肝和肾3-4ug,骨骼肌，脑组织，胎盘2-3ug人，大鼠，小鼠培

养细胞 ( 1x106) 5-7ug，成纤维细胞5-7ug。

实验注意:

1. DNA在中间层和有机相中时可在2-8C保存过夜

2. DNA沉淀在75%乙醇中2-8°C可保存几个月。

3. DNA在8mMNa0H溶液中4C可放置过夜，如长期保存需用HEPES调节pH至7-8并且加EDTA至

1mM可置于-20C长期保存。

蛋白质的提取

准备试剂 : 异丙醇含0.3M盐酸瓜的95%乙醇无水乙醇1%SDS操作步骤 :

1.取沉淀DNA后剩余的上清，用异丙醇沉淀蛋自质。每使用1m总RNA提取试剂加1.5ml异丙醇

，室温放置10分钟，2-8C12000xg离心10分钟弃上清。

2.用含0.3M盐酸狐的95%乙醇洗涤蛋白质沉淀。每使用1ml总RNA提取试剂加2ml洗涤液，室

温放置20分钟，2-8C7500xg离心5分钟，弃上清，重复两次。用2ml无水乙醇同样方法再洗一次

3.真空抽干蛋白质沉淀5-10分钟，用1%SDS溶解蛋白质，反复吸打，50C温浴使其完全溶解

，不溶物2-8°C10000xg离心10分钟除去。分离得到的蛋白质样品可用于Westernblot 或-5--20C

保存备用。实验注意 :

4.蛋白质沉淀可保存在含0.3M盐酸肌的95%乙醇或无水乙醇中2-8°C一个月以上或-5--20C

一年以上。

5.用0.1%SDS在2-8°C透析三次，10000xg离心10分钟取上清即可用于Westernblot。
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【注意事项】

1. 本产品中含有苯酚，具有毒性和腐蚀性。如果吸入体内、接触皮肤、吞食等会引起中毒、

灼伤及其他身体伤害。使用时应穿戴防护物，如防护服装、手套、眼罩、面罩等。如果不小

心接触到眼睛时，应立即用大量的水冲洗并前往医院治疗。

2. 请穿实验服并佩戴一次性手套操作，避免RNase污染。3.需自备75%醇(DEPC处理水配制 )

DEPC处理水。

3. 样品用裂解液匀浆后，如果不加入萃取剂进行下游实验，可先-80°C 冻存，可保存一个

月以上。

4. RNA沉淀在 75%乙醇中，4C可保存1周，-20°C可保存1年。

5. RNA半衰期比较短，易降解，建议抽提后尽快进行后续实验。

6. 敬告本产品仅作科研用途，勿用于其他用途。
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