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  شرکت سیناژن RNAبا استفاده از کیت استخراج  RNAاستخراج  

CinnaPure RNA Purification Kit

  :پیش از شروع به کار

پیش از شروع کار، .نتریفوژ از  یخچال آن استفاده نکنیددر هنگام سا .درجه سانتی گراد باشد 25تا  18حرارت آزمایشگاه بین 

  .درجه سانتی گراد نگهداري کنید 37دقیقه در انکوباتور  10محلول لیز را 

  

  میلی لیتر RNAase free ،2,5آب -5

عدد 50ستون خالص سازي -6

  عدد 100میلی لیتري  2تیوب -7

  

سیناژن RNAمحتویات و مقادیر کیت استخراج 

  میلی لیتر 20محلول لیز -1

  میلی لیتر Precipitant ،15محلول -2

  میلی لیتر 20محلول شستشوي شماره یک، -3

  میلی لیتر  40محلول شستشوي شماره دو،  -4

  .نمونه طراحی شده است 50از   Total RNAاین کیت جهت استخراج 

شرایط نگهداري

دم استفاده و فواصل طولانی مصرف، کیت را می توان در یخچال هم در صورت ع. کیت را در حرارت اتاق نگهداري کنید 

این کیت در حرارت . نمایید را در یخچال نگهداري  RNAse freeجهت اجتناب از آلودگی تیوب حاوي آب .  نگهداري نمود

  .ماه پایدار خواهد بود 6اتاق حداقل تا 

  . بصورت خشک و یخ ژل نمی باشدجهت ارسال کیت نیاز به استفاده از یخ، : کیت نحوه ارسال

  محدودیت هاي استفاده

پلاسماي آلوده طراحی گردیده سرم یا  از  Viral RNAاز سوسپانسیون سلولی  و نیز     RNA totalاین کیت جهت استخراج 

در آزمایش پیش از استفاده از کیت . کاربرد اختصاصی جهت نمونه خاص و یا استفاده بالینی آن توصیه نمی گرددلیکن است

 مثبت PCRو یا یک نمونه  هاي تحقیقاتی و تشخیصی از کارآیی و عملکرد مطلوب آن با یک نمونه حاصل از کشت سلولی

  . اطمینان حاصل نمایید

  ایمنی محصول

 روپوش، دستکش و عینک استفاده: هنگام استفاده از این کیت و سایر مواد شیمیایی از پوشش هاي مناسب آزمایشگاهی مانند

محلول لیز و محلول شستشو شماره یک هر دو حاوي گوانیدین وسایر مواد . از هود لامینار و یا شیمیایی استفاده کنید. کنید

  .  از تنفس آن اجتناب کنید. می باشد DNAودناتوره کردن هم زمان پروتئین و  RNAشیمیایی جهت تثبیت 

نمک هاي .  ه یک را در ظرف حاوي سفید کننده اوت نکنیدنوك سمپلرهاي آغشته به محلول لیز و محلول شستشو شمار

از تنفس آن اجتناب .  و سمی خواهد گردیدار ري، موجب آزاد شدن گاز هاي فرّگوانیدین در مجاورت سفید کننده هاي تجا

و سپس با در صورت تراوش محلول هاي لیز و یا محلول شستشو شماره یک بر روي سطوح، موضع را به دترجنت آغشته .  کنید

در صورت  احتمال وجود عوامل عفونی در قطره تراوش شده، پس از پاك سازي با استفاده از دترجنت و آب، . آب پاك کنید

  .ضدعفونی کنید% 1موضع را با استفاده از هیپوکلریت 

هاي ، شستشو شماره یک و محلول شستشوي شماره دو  هریک حاوي غلظت   precipitantمحلول هاي رسوب دهنده 

  .متفاوت اتانول و ایزوپروپانول بوده لذا قابل اشتعال و مضر می باشند

  با استفاده از کیت سیناژن RNAاصول و روش استخراج 

غلظت اپتیمم نمک ها ي گوانیدین به همراه سایر عوامل دناتوره کننده پروتئینی در کنار شرایط مناسب یونی سبب لیز 

غشا سیلیکاي موجود در ستون و  دور بالا سانتریفوژ سبب تسریع در . لوئیک می گرددهمزمان سلول و تثبیت اسید ریبونوک

.استخراجی می گردد RNAزمان و نیز افزایش خلوص 
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  Extraction CinnaPure RNAبا استفاده از کیت RNAوسایل لازم براي استخراج 

  هیتر بلوك-

انکوباتور-

میکروسانتریفوژ با دور بالا-

متغیرسمپلر-

  فیوژ/ ورتکس-

  Extraction CinnaPure RNAبا استفاده از کیت  RNAمواد لازم براي استخراج 

.با استفاده از کیت فوق نیاز به مواد جداگانه نخواهد بود RNAجهت استخراج 

  RNAسایر وسایل و مواد مرتبط براي استخراج  

- Shredder: Cat. No. PR881615
- RNA later: Cat. No. R0901, R0901-20
- LiCl: Cat. No. PR891622

- 2X RNA Loading Dye: R0641
- RNA Ladders: SM1831,3 –SM1821,3
- DNaseI : EN0521, 523

  RNAنگهداري و ارسال نمونه جهت استخراج 

ت در پس از برداشت دستخوش تغییرات خواهد شد مگر آن که بلافاصله پس از برداش RNAدر سلول هاي جانوري و گیاهی 

.و یا در ازت مایع نگهداري گردد) RNA)RNA laterمجاورت محلول تثبیت کننده 

  تخریب سلول و هموژن نمودن نمونه 

RNA  بدست آمده نسبت مستقیم با میزان تخریب سلول مورد استفاده دارد و لیز ناقص سلول، کاهش چشمگیرRNA 

و کاهش ویسکوزیته بوجود آمده  Lysateیکنواخت سازي محلول  پس از تخریب سلول،.ستخراجی را به دنبال خواهد داشتا

       ژنومیک و سایر اجزاي سلولی خرد شده و محلول یک نواختی ایجاد   DNAطی مرحله یکنواخت سازي، . ضروري است

را در  استخراجی  RNAرا به غشاي سیلیکا و کاهش  RNAعدم یکنواخت سازي کامل در این مرحله اتصال ناقص . گرددمی

با استفاده از نمونه هاي )  Homogenization(علی رغم مراحل متفاوت لیز سلولی و  یک نواخت سازي .پی خواهد داشت

محلول لیز به تنهایی قادر .به غشا سیلیکا و شستشوي آن در همه موارد یکسان است RNAمختلف ، مرحله اتصال بیولوژیک

بافت جانوري و گیاهی و نیز سلول : ا در مورد سایر نمونه هاي مورد استفاده مانندبه تخریب سوسپانسیون سلولی می باشد ام

  .هاي مخمر جهت تسریع در تخریب سلول  نیاز به ابزار  و آنزیم می باشد

  هموژن کردن نمونه  تخریب سلول  نمونه

  Shredderنیدل یا  -ورتکس، سمپلر، سرنگ  محلول لیز  سوسپانسیون سلول جانوري

  باشد، از ورتکس استفاده کنید 105≥سلول که تعداددرصورتی 

  Shredderنیدل  یا   -سرنگ  یا  هاون  tissue Lyser  بافت جانوري

  Shredder  هاون  بافت گیاهی و قارچ رشته اي

  تخریب سلول با استفاده از هاون

در ازت مایع بلافاصله منجمد نمود و سپس  جهت تخریب بافت هاي جانوري و گیاهی با استفاده از هاون، ابتدا بایستی بافت را

سوسپانسیون بدست آمده از پودر بافت و ازت مایع را به یک تیوب از . با استفاده از هاون و تحت ازت مایع آن را کاملا خرد نمود

یز را اضافه اجازه دهید ازت تبخیر گردد و پیش از گرم شدن بافت ل. پیش سرد شده در ازت مایع با سایز مناسب منتقل کنید

  .کنید و بلافاصله مرحله یکنواخت سازي و یا هموژنیزاسیون را آغاز کنید

  هموژنیزاسیون

با استفاده از سرنگ و نیدل) الف

با گذراندن  . سوسپانسیون سلولی و نیز محلول حاصل از لیز بافت را می توان با استفاده از سرنگ و نیدل یکنواخت نمود

Lysate  می توان محلول ) بار 10حداقل (19- 20دو میلی لیتري استریل با نیدل شمارهبافتی از سرنگLysate راهموژن

  .استفاده کنید 20-23در مورد سوسپانسیون سلول هاي جانوري از سرنگ دو میلی لیتري استریل با نیدل شماره. نمود
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    Shredderبا استفاده از ) ب

.Shredder(Cat. Noبا استفاده از   PR881615)   نیز می توان به شکلی موثر و سریع ازLysate  ،حاصل از بافت و سلول

وارد کنید و سپس  Shredderرا در ستون مخصوص  Lysateاز محلول  700ulحداکثر تا . محلول هموژن شده بدست آورد

طی عبور محلول . کنید ستون را درون یک تیوب دو میلی لیتري قرار داده و به مدت دو دقیقه در حداکثر سرعت سانتریفوژ

Lysate از ستون، محلول هموژن شده بدست خواهد آمد.  

ژنومیک  DNAحذف آلودگی با

DNA  باقیمانده را می توان با استفاده از آنزیمDeoxyribonucleaseI  و پس از استخراجRNA حذف نمود.  

  :پیش از شروع استخراج به یاد داشته باشید

پلت هاي سلولی را می توان در .محلول را وارد ستون نکنید 800ulبیش از .از هود  ضروري استتهویه مناسب و نیز استفاده 

-70oC 2- 1.5(به تعداد و در تیوب مناسب نگهداري کرد، منوط به آن که سلول هاml ( فریز گردند و مستقیما وارد پروتکل

  .دوم استخراج بهتر است کمی آن را گرم نمود جهت سهولت کنده شدن پلت سلولی فریز شده طی مراحل.استخراج شود

پیش از استفاده از این محلول آن را در بن ماري . نگهداري نمود 70oC-هموژن شده را می توان مدت ها در  Lysateمحلول 

37oC در صورت مشاهده مواد غیر محلول، . از انکوباسیون طولانی اجتناب کنید. ذوب نماییدLysate  ه در دقیق 5را به مدت

3000-5000g با توجه به غلظت نمک هاي به کار رفته، جهت .سانتریفوژ کنید و مایع رویی را به تیوب جدید منتقل کنید

محلول لیز .یا بالاتر قرار دهید  37oCاجتناب از تشکیل رسوب و یا کریستال هاي نمکی در محلول لیز مدتی آن  را در انکوباتور 

از تماس آن ها با سفید کننده هاي تجاري و مواد . ر یک حاوي نمک هاي گوانیدین می باشندو محلول شستشوي شماره یک  ه

. انجام دهید 25oC-20تمامی مراحل استخراج و سانتریفوژ را در حرارت اتاق .خودداري کنید bleachضدعفونی کننده حاوي 

بسته به میزان مورد نیاز به ازاي هر استخراج .ندهیدسانتریفوژ و محلول لیز را در معرض باد مستقیم وسایل خنک کننده قرار 

RNase free water  37را به یک تیوب منتقل کنید و در هیتر بلوك oC قرار دهید.  

  .را رعایت کنید RNAاستفاده کنید و شرایط عمومی کار با  Rnase freeاز تیوب و سر سمپلرهاي 

سرم یا پلاسمااز  RNAاستخراجپروتکل 

1-400ulکنیدثانیه ورتکس 10. اضافه کنید میکرولیتر نمونه سرم یا پلاسما 100لیز کننده را بر روي  ولمحل.  

2-300ul محلولPrecipitant مخلوط کنیدثانیه  5به مدت ورتکس  با استفاده از. اضافه کنید را به محلول فوق.  

3-800ul  حاوي  میلی لیتري 2تیوب  .یفوژ کنیدسانترمنتقل و )میلی لیتري 2درون یک تیوب (از محلول را به ستون

flow through را دور بریزید.  

از محلول واش شماره  400ulقرار داده و ) در کیت موجود است( میلی لیتري جدید  2ستون را درون یک تیوب -4

  .را دور بریزید flow through. کنیدسانتریفوژ و اضافه   ستونرا بهیک 

5-400ul کنید و سانتریفوژهمان ستون اضافه به رااز محلول واش شماره دو.flow through را دور بریزید.

6-400ulسانتریفوژ کنیدو  ن اضافههمان ستو مجددا بهاز محلول واش شماره دو را.flow through را دور بریزید.  

.فوژ کنیدجهت اطمینان از تبخیر مقادیر الکل باقیمانده ،ستون را درون یک تیوب جدید قرار داده و سانتری-7

ا بر روي مرکز را مستقیم Rnase freeمیکرولیتر آب  30جدید قرار داده   1.5mlستون را درون یک تیوب -8

       دقیقه با در بسته درون انکوباتور و یا 3تیوب را به مدت  ،جهت افزایش میزان حلالیت. ممبران اضافه کنید

  .سپس سانتریفوژ کنید قرا دهید و 37oCهیتر بلوك 

  

12000≤به مدت یک دقیقه در : زمان و دور سانتریفوژ x g (≥13000rpm)  
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CinnaPure RNA Extractionاز سلول هاي جانوري با استفاده از کیت RNAاستخراج 
استخراجی خواهد داشت و از سویی دیگر  RNAو خلوص غلظتمناسب سلول نقش اساسی در  تعدادتخمین و استفاده از 

از در صورتی که اطلاع دقیقی .، بسیار متفاوت می باشدو نیز طی مراحل سلولی بین سلول هاي مختلفنیز   RNAمیزان 

آمده می  بدست RNAبسته به میزان . سلول خود ندارید استخراج خود را با سه تا چهار میلیون سلول آغاز کنید  RNAمیزان  

  .د استفاده داشتتوان در آزمون هاي بعدي، برآورد مناسبی از میزان سلول مور

  :پروتکل استخراج

با  .استفاده نکنید سلول   10x106بیش تر از  . پلت سلولی را تهیه کنید1500RPMیا در 300xgدقیقه و در  5طی  -1

حضور اندك محیط  .بشویید استریل PBSپلت سلولی را با استفاده از  .استفاده از سمپلر باقیمانده محیط کشت را خارج کنید

 RNAبه غشا ستون و نهایتا کاهش   RNAاقص ، اتصال نکننده لیزغلظت محلول تیوب استخراج سبب کاهش کشت در 
.استخراج شده را به دنبال خواهد داشت

 10.به تیوب اضافه کنید لیزاز محلول  ul 400ابتدا با ضربات آهسته انگشت بر انتهاي تیوب پلت سلولی را سست کنید    -2

کم  اگر تعداد سلول ها. )بار 10حداقل ( با استفاده از سمپلر محلول را کاملا یکنواخت کنیدسپس س کنیدثانیه به شدت ورتک

ونیز براي تخریب   Lysateجهت افزایش هموژنیسیته محلول .باشد به مدت یک دقیقه از ورتکس استفاده کنید1x105از  تر

DNA  ،لیتري استریل میلی  2استفاده از سرنگ  با بار 10حداقل ژنومیک(Gauge no. 20-23) پر و محتویات تیوب را

 و نیز عدم یکنواختی سلول عدم رهایی پلت.استفاده نمودShredderجهت سهولت کار در این مرحله می توان از . خالی کنید

.استخراج شده را به دنبال خواهد داشتRNAو نهایتا کاهش  در این مرحله لیز ناقص سلولی 

به یا با وارونه کردن تیوب با استفاده از سمپلر  تیوب اضافه کنید به  300ulموجود در کیت،  precipitationاز محلول -3

  .خوبی مخلوط کنید

4-700ul  که ممکن است داراي رسوب باشد  به یک ستون استخراج از محتویات تیوب راRNA  که درون یک تیوب دو

ستون را به آرامی از تیوب سپس .و سانتریفوژ نمایید در ستون را به آرامی ببندید .میلی لیتري قرار گرفته است منتقل کنید

  .میلی لیتري را  دور  بیاندازید 2تماس نداشته باشد تیوب  flow-throughخارج کنید بطوري که با 

ستشو شماره یک را از محلول ش 400ul) در کیت موجود است( میلی لیتري جدید قرار دهید  2ستون را درون یک تیوب   -5

ستون را به آرامی از تیوب خارج کنید بطوري که با سپس. و سانتریفوژ نمایید وارد ستون کنید، در ستون را به آرامی ببندید

flow-through  میلی لیتري در مرحله بعدي نیز  2تیوب . ( میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب

  .)استفاده خواهد شد

6-  400ul  از محلول شستشو شماره دو را به همان ستون استخراجRNA  که درون همان تیوب دو میلی لیتري قرار گرفته

ستون را به آرامی از تیوب خارج کنید بطوري که با سپس .است منتقل کنید، در ستون را به آرامی ببندید و سانتریفوژ نمایید

flow-through میلی لیتري در مرحله بعدي نیز  2تیوب . ( میلی لیتري را خالی کنید 2ات تیوب تماس نداشته باشد محتوی

  ).استفاده خواهد شد

7-400 ul   از محلول شستشو شماره دو را مجددا به همان ستون استخراجRNA  که درون همان تیوب دو میلی لیتري قرار

ستون را به آرامی از تیوب خارج کنید بطوري سپس. فوژ نماییدگرفته است منتقل کنید، در ستون را به آرامی ببندید  و سانتری

  . میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب  flow-throughکه با 

جهت اجتناب از آلودگی ستون با مقادیر اندك اتانل باقیمانده در محلول شستشو شماره دو در این مرحله بهتر است ستون  -8

ستون را . را با در بسته درون یک تیوب دو یا یک و نیم میلی لیتري جدید قرار داد و مجددا سانتریفوژ نمایید RNAاستخراج 

  . میلی لیتري جدید قرار دهید 5/1به آرامی از درون تیوب خارج کنید و درون یک تیوب 

9-30ul   از محلولRNase free water  37را که تاکنون در هیتر بلوكoC ه بود را درست در مرکز غشا درون قرار گرفت

استخراجی در این مرحله در ستون را به آرامی ببندید و به مدت سه دقیقه در   RNAجهت افزایش غلظت . ستون اضافه کنید

  .سانتریفوژ نماییدانکوبه و سپس  37oCانکوباتور 
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 Rnase freeمیکرولیتر آب  20میکرو گرم باشد، مرحله قبل را با استفاده از  30مورد انتظار بیش از  RNAاگر میزان  -10

ابتدایی را مجددا جمع آوري و مستقیما eluateمورد نیاز است  همان محلول  RNAدیگر تکرار کنید و اگر غلظت بالاتري از 

  .نماییدسانتریفوژ بر روي همان ممبران اضافه کنید و بلافاصله 

x g 12000≤به مدت یک دقیقه در : زمان و دور سانتریفوژ (≥13000rpm)  

CinnaPure RNA Extractionاز بافت جانوري با استفاده از کیت RNAاستخراج 
استخراجی خواهد داشت و از سویی دیگر  RNAنقش اساسی در غلظت و خلوص  برآورد صحیح از میزان بافت مورد استفاده

خود ندارید  بافت RNAدر صورتی که اطلاع دقیقی از میزان  .بسیار متفاوت می باشدمختلف بافت هاينیز بین   RNAمیزان 

.آغاز کنید بافتمیلی گرم 20تا  10استخراج خود را با 

بافت هاي  در مورد. میلی گرم نباشد 30حداکثر میزان بافت مورد استفاده بیش از :پیش از شروع استخراج به یاد داشته باشید

حداکثر میزان بافت در شروع کار قدري کم   RNAو نیز تثبیت شده درون محلول هاي حفظ کننده  RNA active،دهیدراته

 . بهترین روش جهت برآورد میزان بافت مورد نیاز وزن کردن آن می باشد .میلی گرم در نظر گرفته شود 20تا  15تر و در حدود 

جهت دست یابی به نتایج . اي جانوري تمایل به ایجاد رسوب و افزایش ویسکوزیته دارندبرخی بافت ه RNAحین استخراج 

 70oC-و یا در برودت  RNAمناسب، بافت جانوري را بلافاصله پس از برداشت به میزان مناسب درون محلول هاي تثبیت کننده 

میلی گرم از بافت مورد نظر  30حداکثر میزان .کنیدنگهداري   70oC-و یا با استفاده از ازت مایع بلافاصله منجمد و سپس در

ودر درآمده است به بافت را که بصورت پ. ون هاون به همراه ازت مایع قرار داده و کاملا خورد کنیددر )از پیش وزن شده(را

.وارد کنید ایعدر ازت م از پیش سرد شده )یا تیوب با سایز مناسب(میلی لیتري 2یا  5/1درون یک تیوب همراه ازت مایع

با استفاده از سمپلر محلول  ثانیه ورتکس کنید و سپس 20تیوب اضافه کنید،به  لیزاز محلول  400ulپس از تبخیر ازت،  -1

جهت .ببرید و از آن استفاده کنیدسمپلر را  سر انتهاي نوك Lysateدرصورت افزایش ویسکوزیته .ا کاملا یکنواخت کنیدر

میلی لیتري  2بار با استفاده از سرنگ  10ژنومیک، حداقل  DNAونیز براي تخریب   Lysateلول افزایش هموژنیسیته مح

در صورتی که هنوز بقایاي بافتی و مواد جامد در محلول . محتویات تیوب را پر و خالی کنید (Gauge no. 19)استریل 

Lysate  5000-3000دقیقه در  5وجود دارد به مدتg عدم .ع رویی را به تیوب جدید منتقل کنیدسانتریفوژ کنید و مای

 جهت سهولت.استخراج شده را به دنبال خواهد داشتRNAیکنواختی سلول در این مرحله لیز ناقص سلولی و نهایتا کاهش  

  .استفاده نمود Shredderازدر این مرحله می توان کار

  .فه کنید با استفاده از سمپلر به خوبی مخلوط کنیدبه تیوب اضا  300ulموجود در کیت،  precipitationاز محلول  - 3

4-700ul  که ممکن است داراي رسوب باشد  به یک ستون استخراج از محتویات تیوب راRNA  که درون یک تیوب دو میلی

خارج کنید ستون را به آرامی از تیوب .سانتریفوژ کنیدو  در ستون را به آرامی ببندید. لیتري قرار گرفته است منتقل کنید

  .میلی لیتري را  دور  بیاندازید 2تیوب . تماس نداشته باشد flow-throughبطوري که با 

5-  400ul  از محلول شستشو شماره یک را مجددا به همان ستون استخراجRNA  جدید  تیوب دو میلی لیتريیک که درون

ستون را به آرامی از .سانتریفوژ کنیدو  آرامی ببندیدقرار گرفته است منتقل کنید، در ستون را به  ) در کیت موجود است( 

 2تیوب . ( میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب  flow-throughتیوب خارج کنید بطوري که با 

  ).میلی لیتري در مرحله بعدي نیز استفاده خواهد شد

7-  400ul  ستون استخراج از محلول شستشو شماره دو را مجددا به همانRNA  که درون همان تیوب دو میلی لیتري قرار

ستون را به آرامی از تیوب خارج کنید بطوري که با . سانتریفوژ کنیدو  گرفته است منتقل کنید، در ستون را به آرامی ببندید

flow-through  ي در مرحله بعدي نیز میلی لیتر 2تیوب . ( میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب

  ).استفاده خواهد شد

8-400 ul   از محلول شستشو شماره دو را مجددا به همان ستون استخراجRNA  که درون همان تیوب دو میلی لیتري قرار

با ستون را به آرامی از تیوب خارج کنید بطوري که . سانتریفوژ کنیدو  بندیدگرفته است منتقل کنید، در ستون را به آرامی ب

flow-through  میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب .  
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جهت اجتناب از آلودگی ستون با مقادیر اندك اتانل باقیمانده در محلول شستشو شماره دو در این مرحله بهتر است ستون  -9

ستون را .سانتریفوژ کنید  ورار داد و مجددا را با در بسته درون یک تیوب دو یا یک و نیم میلی لیتري جدید ق RNAاستخراج 

  . میلی لیتري جدید قرار دهید 5/1به آرامی از درون تیوب خارج کنید و درون یک تیوب 

10-30ul   از محلولRNase free water  37را که تاکنون در هیتر بلوكoC  قرار گرفته بود را درست در مرکز غشا درون

استخراجی در این مرحله در ستون را به آرامی ببندید و به مدت سه دقیقه در  RNAغلظت  جهت افزایش. ستون اضافه کنید

  .به مدت یک دقیقه  سانتریفوژ کنیدو انکوبه نمایید  37oCحرارت اتاق و یا انکوباتور 

 Rnase freeآب میکرولیتر  20میکرو گرم باشد، مرحله قبل را با استفاده از  30مورد انتظار بیش از  RNAاگر میزان  -11

ابتدایی را مجددا جمع آوري و مستقیما eluateمورد نیاز است  همان محلول  RNAدیگر تکرار کنید و اگر غلظت بالاتري از 

  .بر روي همان ممبران اضافه کنید و بلافاصله سانتریفوژکنید

12000≤به مدت یک دقیقه در : زمان و دور سانتریفوژ x g (≥13000rpm)  

  

CinnaPure RNA Extractionاز بافت گیاهی با استفاده از کیت RNAاستخراج 
استخراجی خواهد داشت و از سویی دیگر  RNAبرآورد صحیح از میزان بافت مورد استفاده نقش اساسی در غلظت و خلوص 

بافت گیاه خود  RNAدر صورتی که اطلاع دقیقی از میزان  .نیز بین بافت هاي مختلف گیاهی متفاوت می باشد  RNAمیزان 

. سلول گیاهی آغاز کنید x 10 6 4-3میلی گرم بافت یا  50ندارید استخراج خود را با حداکثر 

  :پیش از شروع استخراج به یاد داشته باشید

را بلافاصله پس از برداشت به میزان مناسب درون محلول هاي تثبیت کننده  گیاهیجهت دست یابی به نتایج مناسب، بافت 

RNA 70-و یا در برودتoC  70-و یا با استفاده از ازت مایع بلافاصله منجمد و سپس درoC  نگهداري کنید.  

مورد نظر را  درون هاون به همراه ازت مایع سلول گیاهی 1x107یا ) از پیش وزن شده(میلی گرم از بافت 100حداکثر میزان 

یا (میلی لیتري  2یا  5/1درآمده است به همراه ازت مایع درون یک تیوب بافت را که بصورت پودر . قرار داده و کاملا خورد کنید

  .وارد کنید در ازت مایع از پیش سرد شده) تیوب با سایز مناسب

محلول را کاملا یکنواخت  ورتکس شدید،از محلول لیز به تیوب اضافه کنید، با استفاده  400ulپس از تبخیر ازت بلافاصله -1

  .کنید

  .بافت گردد ممکن است سبب تسریع تخریب درجه سانتی گراد56مدت  یک تا سه دقیقه در حرارت انکوباسیون به 

  )نشاسته زیاد در حرارت فوق، تورم بافت را به دنبال خواهد داشتبه یاد داشته باشید؛ نگهداري بافت هاي کیاهی حاوي (

یه مدت . لیتري قرار گرفته است منتقل کنید میلی 2که خود درون یک تیوب    shredderرا به درون  Lysateمحلول  -2

  .دو دقیقه در حداکثر سرعت سانتریفوژ کنید

  .می توانید انتهاي نوك سر سمپلر را ببرید و از آن استفاده کنید Shredderبه درون  Lysateجهت تسهیل در حمل 

  .  گر وارد کنیدبدون برهم زدن رسوب، مایع رویی بدست آمده را به آرامی به درون یک تیوب دی-3

  .به تیوب اضافه کنید با استفاده از سمپلر  به خوبی مخلوط کنید  300ulموجود در کیت،  precipitationاز محلول  - 4
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5-700ul  که ممکن است داراي رسوب باشد  به یک ستون استخراج از محتویات تیوب راRNA  که درون یک تیوب دو میلی

ستون را به آرامی از تیوب خارج کنید .سانتریفوژ کنید و. در ستون را به آرامی ببندید. کنیدلیتري قرار گرفته است منتقل 

  .میلی لیتري را دور بیاندازید 2تیوب تماس نداشته باشد  flow-throughبطوري که با 

از محلول  400ulقرار داده و ) در کیت موجود است( میلی لیتري جدید  2را درون یک تیوب  RNAستون استخراج  -6

ستون را به آرامی از تیوب .سانتریفوژ کنیدو . را به آرامی ببندید  آن اضافه کنید درب ستونرا مجددا به  یکشستشو شماره 

میلی  2تیوب . ( میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب  flow-throughخارج کنید بطوري که با 

  ).استفاده خواهد شد لیتري در مرحله بعدي نیز

7-400 ul   از محلول شستشو شماره دو را به همان ستون استخراجRNA  که درون همان تیوب دو میلی لیتري قرار گرفته

اــــــــــستون را به آرامی از تیوب خارج کنید بطوري که ب .سانتریفوژ کنید.است منتقل کنید، در ستون را به آرامی ببندید

    flow-through  میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب .  

8-400 ul   از محلول شستشو شماره دو را مجددا به همان ستون استخراجRNA  که درون همان تیوب دو میلی لیتري قرار

تیوب خارج کنید بطوري که با ستون را به آرامی از .سانتریفوژ کنید وید، در ستون را به آرامی ببندیدگرفته است منتقل کن

flow-through  میلی لیتري را خالی کنید 2تماس نداشته باشد محتویات تیوب.  

جهت اجتناب از آلودگی ستون با مقادیر اندك اتانل باقیمانده در محلول شستشو شماره دو در این مرحله بهتر است ستون  -9

ستون را  .کنیدسانتریفوژ   وو نیم میلی لیتري جدید قرار داد و مجددا  را با در بسته درون یک تیوب دو یا یک RNAاستخراج 

  . میلی لیتري جدید قرار دهید 5/1به آرامی از درون تیوب خارج کنید و درون یک تیوب 

10-30ul   از محلولRNase free water  37را که تاکنون در هیتر بلوك-oC  قرار گرفته بود را درست در مرکز غشا درون

استخراجی در این مرحله در ستون را به آرامی ببندید و به مدت سه دقیقه در  RNAجهت افزایش غلظت . ون اضافه کنیدست

x g 12100≤به مدت یک دقیقه در و انکوبه نمایید  37oCحرارت اتاق و یا انکوباتور  (≥13000 rpm)  سانتریفوژ کنید.  

 Rnase freeمیکرولیتر آب  20و گرم باشد، مرحله قبل را با استفاده از میکر 30مورد انتظار بیش از  RNAاگر میزان  -11

ابتدایی را مجددا جمع آوري و مستقیما eluateمورد نیاز است  همان محلول  RNAدیگر تکرار کنید و اگر غلظت بالاتري از 

  .بر روي همان ممبران اضافه کنید و بلافاصله سانتریفوژکنید

x g 12000≤به مدت یک دقیقه در: زمان و دور سانتریفوژ (≥13000rpm)  

  استخراجی RNAکیفیت نگهداري، تعیین

 20oC-در      و در غیر این صورت 70oC-نگهداري و ترجیحا در   RNAse freeبدست آمده را در آب    RNA: نگهداري 

ی توان از آنزیم بدست آمده م RNAجهت جلوگیري از تخریب  Downstreamدر واکنش هاي . نگهداري کنید

RibolockTM RNase Inhibitor (Eo0381)  1عموما با غلظتu/ul استفاده نمود  .  

  .مشاهده آن بر روي ژلتعیین غلظت، تعیین خلوص و : استخراجی وجود دارد RNAسه راه براي کنترل کیفیت 

  .تروفتومتري استاستخراجی با استفاده از روش اسپک RNAخلوص و کیفیت برآوردساده ترین راه براي 

نانومتر  260در  ODایت یک قراست و به عنوان یک قاعده کلی،  260در طول موج  RNAحداکثر میزان جذب : تعیین غلظت 

  . می باشد RNAمیکروگرم در میلی لیتر  40معادل 

در نظر RNAبه عنوان شاخص خلوص   280و  260استخراج شده را در طول موج هاي  RNAنسبت جذب : تعیین خلوص

  .می باشد RNAبه معنی خلوص بالاي   2.0-1.8 :260/280میزان در بسیاري از پروتکل ها . گرفته می شود

و املاح باقیمانده از نیز به عنوان معیاري  جهت برآورد میزان آلودگی به پروتئین   OD A260/230علاوه بر نسبت فوق،

بدست آمده به پروتئین و  RNAبه معنی عدم آلودگی )  به بالا 1,6( 2,0  تمایل این نسبت به سمت. پروتکل استخراج می باشد

  .می باشدیا سایر املاح 
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بدست  RNAفوق در محدوده قابل قبول خواهد بود و هاي نسبت غالبا  CinnPure RNA Extractionبا استفاده از کیت  

فع مقادیر بسیار اندك ر غیر این صورت و جهت رد. قابل استفاده خواهد بود Down streamپروتکل هاي  تمامیآمده  در

  .استفاده نمایید LiClباقیمانده از  ناخالصی 

  .استخراجی در آن حل شده است  به عنوان بلانک استفاده کنیدRNAکه RNase free  به یاد داشته باشید که از همان آب

  : بر روي ژل RNAبررسی کیفیت 

مزیت . هاي معمولی و یا دناتوره و نیز با استفاده از ژل هاي آکریل آمید بررسی نمودرا می توان بر روي ژل  RNAملکول هاي 

پیوند هاي قوي درون در آن می باشد اما با توجه به   Formamideاستفاده از ژل هاي معمولی عدم کاربرد مواد مضري مانند 

لذا جهت بررسی دقیق تر ملکول نخواهد بود ل معمولی چندان دقیقبر روي ژ RNAملکولی تعیین دقیق اندازه ملکول هاي 

  . پیشنهاد می گرددحاوي فورم آمید لودینگ  و یا بافر  ژل هاي دناتوره استفاده از RNA  هاي 

و همچنین جهت تعیین   2x RNA Loading Dye(R0641)می توان از nativeدر ژل  سهولت در کاربرد فورم آمید براي

  :ویا دناتوره می توان از  nativeروي ژل بر  RNAسایز  و برآورد غلظت 

RiboRulerTM High Range RNA Ladder, SM1821/3   استفاده نمود.  

ل قابل تحت نور فرابنفش سه ناحیه بر روي ژ ، رنگ آمیزي با استفاده از اتیدیوم بروماید و RNAپس از الکتروفورز نمونه حاوي 

علاوه بر دو .  کاملا بر ژل متمایز خواهند بود 18Sو  28Sاي استخراج شده، نواحی با توجه به میزان سلول ه. بررسی خواهد بود

  .نیز قابل مشاهد خواهند بود 5.0Sو  5.8Sانتهاي ژل نیز باندهاي سبک تر ناحیه فوق در قسمت 

نسبت  و    باز  قرار خواهد گرفت  1900تقریبا در  18Sباز  و  5000در  تقریبا   RNA28Sلازم به یادآوري است

28S/18S  28باند ضعیف و بالاتر از  . خواهد بود2/1تقریباS  متعلق بهDNA در اغلب پروتکل هاي . باقیمانده می باشد

Down Stream  وجود مقادیر اندكDNA  موثر نخواهد بود در غیر این صورت از آنزیمدر نتیجه واکنشEN0521,3,5
DNase  براي رفع آن استفاده کنید.  

، qRTPCRطی واکنش  HCV  ،HIVاز نمونه هاي سرمی آلوده به ویروس هاي  بررسی و  کنترل کیفیت این کیت جهت

استفاده شده   NanoDrop1000از  ODو جهت قرایت  CHOاز سه تا چهار میلیون سلول  و همچنین cDNAمتعاقب سنتز 
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