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产品简介 

本试剂盒可从动物细胞或组织中快速提取总 RNA。本产品采用了一种新型的吸附材料，新吸附柱拥有良好

的流速、超强的 RNA 结合能力和优秀的洗脱效率，操作过程快速、方便，无需使用有毒的酚/氯仿抽提，

同时配以优化后的 Buffer 溶液，使得到的总 RNA 纯度高，无蛋白和其他杂质污染，产物可用于 RT-PCR、

Real-Time PCR、芯片分析等多种下游实验。 

 

产品组成 

组分 R303 (50 rxns) R303 (250 rxns) 

纯化套件 (吸附柱+收集管) 50 套 250 套 

Buffer AVL 31 ml 155 ml 

Buffer W1 19 ml 95 ml 

Buffer W2 13 ml 65 ml 

Buffer AVE 5 ml 25 ml 

Carrier RNA 310 μg × 2 1350 μg × 2 

Proteinase K 24 mg 120 mg 

 

储存条件 

❖ 试剂盒常温运输，未开启的试剂盒可以于室温 (15-25℃) 保存，有效期见包装。 

❖ Carrier RNA 干粉可在室温下保存一年，但溶解的 Carrier RNA 溶液，将其分成大小合适的小份，须保

存于-30℃至-15℃的温度下，有效期一年。 

❖ Proteinase K 干粉可在室温下保存一年，但溶解的 Proteinase K 须分装保存于-20℃至 8℃。 

❖ 其他组分可于室温存放一年，长期存放请置于 2-8℃。 

❖ Buffer AVL 中含有刺激性的化合物，操作过程中应穿上实验服，戴好乳胶手套，避免沾染皮肤、眼睛

和衣服，防止吸入口鼻。沾染皮肤或眼睛后，请立即用清水或生理盐水冲洗，必要时寻求医生的帮助。 
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准备事项 

自备材料： 

小型高速离心机 (最大离心力≥20,000 rpm) 

匀浆器 (组织样品) 

点动涡旋仪 

1.5 ml 离心管 

无水乙醇 (96 ~ 100%) 

Buffer PBS (可选) 

 

试剂准备: 

1. Buffer W1 使用前必须用无水乙醇稀释，无水乙醇添加量参见瓶身标签，并于室温保存。 

 

2. Buffer W2 使用前必须用无水乙醇稀释，无水乙醇添加量参见瓶身标签，并于室温保存。 

 

3. Proteinase K 溶液 (20 mg/ml)：加入适量的 Buffer AVE 溶解 Proteinase K 至终浓度为 20 mg/ml，轻轻颠

倒让蛋白酶 K 充分溶解。 

❖ Proteinase K 干粉可在室温下保存一年，但溶解的 Proteinase K 须分装保存于-20℃至 8℃。 

 

4. Carrier RNA 溶液 (1 µg/µl)：加入适量的 Buffer AVE 溶解 Carrier RNA 至终浓度为 1 µg/µl，(即：向 

310 µg Carrier RNA 添加 310 µl Buffer AVE，或向 1350 µg Carrier RNA 中添加 1350 µl Buffer AVE；检

查试管标签上的含量)。彻底溶解 Carrier RNA，将其分成大小合适的小份，并将其储存在-30℃至-15℃

的温度下。 

❖ 勿将 Carrier RNA 的等分试样反复冻融超过 3 次。 

 

5. 向 Buffer AVL 中添加已溶解的 Carrier RNA：每 560 µl Buffer AVL 中加入 10 µl Carrier RNA (1 µg/µl)，

将试管倒置 10 次，轻轻搅拌。为避免起泡，请勿涡流。 

❖ Buffer AVL-Carrier RNA 应新鲜制备，并在 2-8℃下稳定长达 48 h。该溶液在 2-8℃下储存时会产生沉淀，使用前必须在 80℃下

加热重新溶解。不要在 80℃下孵育超过 5 min。AVL-Carrier RNA 溶液的加热重溶不得超过 6 次，频繁升温和长时间孵育会导致 Carrier 

RNA 降解，导致 RNA 回收率降低，最终导致 RT-PCR 结果假阴性。 
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实验步骤： 

本方案用于使用离心法从 140 µl 血浆、血清、尿液、细胞培养基或无细胞体液中纯化 RNA。 

1. 转移 570 µl 含有 Carrier RNA 的 Buffer AVL 至 1.5 ml 的离心管中。 

 

2. 转移 20 µl Proteinase K 至 1.5 ml 离心管中。(可选) 

 

3. 转移 140 µl 液体样品 (如血清、血浆、细胞培养液、组织匀浆液上清等) 至装有 Buffer AVL-Carrier RNA

的离心管中，涡旋混匀 15 sec。 

❖ 样品制备参考方案： 

培养细胞：悬浮培养的细胞或经消化脱落的贴壁细胞离心收集。细胞数量<2 × 106/ml 留下细胞团块和少量上清，震荡混匀至无团块；

细胞数量>2 × 106/ml，离心后仅留下团块，充分振荡松散细胞，加入配好的 Buffer AVL-Carrier RNA 140 µl，立即提取。 

咽拭子、口腔拭子或肛拭子：取拭子样品放置于 1.5 ml 离心管，加入适量的 0.3-0.6 ml Buffer PBS，充分涡旋混匀后，取 100-250 µl

重悬液进行操作。 

动植物组织等固体样品：取 50-100 mg 样品，加入 1 ml Buffer PBS，用匀浆器匀浆打散样品后， 

13,000 rpm 离心 3 min，取 100-250 µl 上清进行操作。 

哺乳动物抗凝血液：动物血液含有大量的蛋白质和核酸，建议样品用量为 100-200 µl，过量的样品可能会引起吸附柱的堵塞。禽类血

液核酸含量非常高，只能使用血清或血浆样品。 

如果样品体积大于 140 µl，则按比例增加 Buffer AVL-Carrier RNA 的量 (例如，280 µl 样品需要 1140 µl Buffer AVL-Carrier RNA)。 

 

4. 室温孵育 10 min。 

❖ 病毒颗粒在室温下裂解 10 min 后即完成裂解。较长的孵育时间对纯化 RNA 的产量和质量没有影响。 

 

5. 转移 560 µl 无水乙醇至含有以上混合液的 1.5 ml 离心管中，涡旋混匀 15 sec，短暂离心 (将 1.5 ml 离

心管盖子内的液滴甩到管内)。 

 

6. 把吸附柱装在 2 ml 收集管中，转移 630 µl 混合液至吸附柱中。室温静置 2 min，12,000 rpm 离心 1 min。 

 

7. 弃滤液把吸附柱装回收集管中，转移剩余混合液至吸附柱中。重复步骤 6：室温静置 2 min，12,000 rpm

离心 1 min。 

 

8. 弃滤液把吸附柱装回收集管中，加入 500 µl Buffer W1 (用乙醇稀释) 至吸附柱中，12,000 rpm 离心 

1 min。 
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9. 弃滤液把吸附柱装回收集管中，加入 500 µl Buffer W2 (用乙醇稀释) 至吸附柱中，12,000 ~ 14,000 rpm

离心 3 min。 

 

10. 弃滤液把吸附柱装回收集管，12,000 ~ 14,000 rpm 离心 2 min，以甩干吸附柱。 

❖ 为避免反流污染，可将步骤 6 至 8 的旧收集管与滤液一起丢弃，每次将吸附柱装入新的收集管中。 

 

11. 将吸附柱转移至新的 1.5 ml 离心管。加入 30-50 µl Buffer AVE 至吸附柱的膜中央。室温静置 2 min。

12,000 rpm 离心 1 min。 

❖ 体积小于 30 µl 的洗脱将导致产量降低，并且不会增加洗脱液中 RNA 的最终浓度。 

 

12. 弃去吸附柱，RNA 保存于-80℃。 

❖ RNA 在-90℃至-65℃下储存可稳定长达 1 年。 

 

常见问题与解决方案 

1. 实验操作问题 

试剂准备有误：按瓶子标签所示，加入合适体积的无水乙醇至 Buffer W1 和 Buffer W2 中。 

样品多次冻融：应避免反复冻融。始终使用新鲜样品或仅解冻一次的样品。 

Buffer AVL 准备不正确：检查 Buffer AVL 是否有沉淀物。在 80℃下孵育溶解沉淀物。 

样本中病毒浓度低：使用微浓缩仪将样品体积浓缩至 140 µl。 

 

2. 下游应用结果不理想 

Carrier RNA 降解：用 Buffer AVE 溶解的 Carrier RNA 未在-30℃至-15℃下储存或经历多次冻融循环。

或者，在 2-8℃下将 Buffer AVL-Carrier RNA 混合物储存 48 h 以上。 

Proteinase K 活性下降：重新制备 Proteinase K。使用后 Proteinase K 必须立即保存于-20℃。分装保存

Proteinase K，避免反复冻融。 

Buffer AVE 被污染：更换新的 Buffer AVE 或者使用 DEPC 水。 

乙醇残留：吸附柱在洗脱前，需要空甩去除乙醇。对于敏感的应用，吸附柱在洗脱后，打开吸附柱的

盖子，放置 10-15 min 让乙醇彻底挥发。 

盐分残留：重复用 500 µl Buffer W2 洗涤吸附柱一次。 
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