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 .اطلاعات کلی 1

 . محتویات کیت:1.1

 مقدار نوع

 100 (Spin Columnستون )

 200 ( Collection Tubeکالکشن تیوب )

 RNA (RNA Carrier ) µg1250حامل 

 K (Proteinase K ) *2 mL ۲۵/۱پروتئناز 

   mL 20 ( LB Bufferبافر لایز )

 WB1بافر شستشو شماره یک )

Buffer ) 

mL 22   

 WB2بافر شستشو شماره دو )

Buffer ) 

mL 16   

 mL 10 ( EB Bufferبافر الوشن )

 

 

ها   ❖ محلول  و    شفافهمه  صورت هستند   لیتشک  در 

نبا محلولها   دیرسوبات  کرد.  استفاده  آنها  از 

در حمام   ایدرجه سانتی گراد    15-25ی  را در دما

تا رسوبات حل   دیگرم کن  گرادیدرجه سانت  37آب  

 شوند.

 تا حدودی زرد رنگ باشند که  ممکن استبافرها   ❖

 نخواهد داشت. هاآندر عملکرد  یریتاث چیه نیا

 نکات احتیاطی . 2.1

 شود یاز چرخه انجماد / ذوب خوددار •

 دیمخلوط کن کاملاقبل از استفاده بافرها را  •

حاوی نمک های گوانیدین می  WB1و  LBبافر  •

باشند، هنگام استفاده از آن ها احتیاط لازم را 

انجام دهید. نمک های گوانیدین با محلول های 

 شستشو واکنش نشان می دهد.



 نگهداری: طیشرا. 3.1

دما  دیبا  تیک  محتویات سانت  15-25  یدر   گراد یدرجه 

، . در صورت نگهداری در شرایط مناسبشوندنگهداری  

برچسب  یانقضا چاپ شده رو خیتا تار تیک یتمام اجزا

بود.داریپا دما   نگهداری  خواهند    8تا    2  یدر 

( به زری)فر  گرادیدرجه سانت  -25تا    -15  ای(  خچالی)

روی بر    یمنف  ریرسوب در محلول ها تأث  لیتشک  لیدل

 .خواهد گذاشت کینوکلئ دیاس تخلیص

 آماده سازی بافرها. 4.1

 RNA (RNA Carrier )حامل . ۱.۴.۱

اولاRNA حامل   دهد:  می  انجام  کار  اتصال دو   ،

 ش یرا افزا یکالیس یبه غشا یروسیو کینوکلئ یدهایاس

در  یکم اریبس مولکول های هدفاگر  ژهیبه و ؛دهد یم

باشد.  داشته  وجود  مقادثانیا  نمونه  افزودن    ری، 

حامل    یادیز احتمال    RNAاز  کاهش    RNA  تخریبباعث 

 می شود. یروسیو

 LBبه بافر   RNAافزودن حامل  .۲.۴.۱ 

به    VEBبافر    تریکرولیم  640   1250  یحاو  تیوب را 

کن  زهیلی وفیل  RNAحامل    کروگرمیم  کیتا    دیاضافه 

آ  µg/µl  2  محلول   حل    RNA  .دیبدست  کاملاً  را  حامل 

و   نمایید  میمناسب تقسهای  ، آن را به اندازه  دیکن

ز انگهداری کنید.    گرادیدرجه سانت   -20  یدر دما  سپس

 ی خوددار  RNAبار حامل    3بیش از  زدن و ذوب شدن    خی

های    .دیکن انجام    μl  64  الیکوت    10تخلیص    10برای 

 آماده شوند.  تایی

 



 RNAحامل به یاد داشته باشید که : توجه ❖

در  باید ابتدا. بنابراین شود یحل نم  LBبافردر

 . اضافه شود LBبافرو سپس به ده حل ش   VEBبافر

  64 حاوی الیو کی، بار تخلیص 10 یبرا: توجه ❖

ذوب کرده و با  را RNAمحلول حامل  تریکرولیم

حتما . دیکاملاً مخلوط کن LBبافر تر یل یلیم 2/2

از ! در هنگام کار به صورت تازه تهیه گردد

 !نماییدکردن خودداری  رهیذخ

 WB1بافر . ۳.۴.۱

. شود  یم  هیته(  concentrate)  غلظت زیادبا    WB1بافر  

اتانول   ml  29   اول، مقدارربا  یقبل ازاستفاده برا

را  ٪100-96) به  (  را  حجم  و  کرده  اضافه  آن   51به 

  25-15)اتاق    یدما  در  WB1بافر    .میلی لیتر برسانید

سانت مدت  گرادیدرجه  به  تار  1(  تا  انقضاء   خیسال 

 خواهد بود. داریپا، تیک

 WB2بافر  . ۴.۴.۱

. شود  یم  هیته(  concentrate)  با غلظت زیاد  WB2بافر  

اتانول     ml  37   اول، مقدارربا  یقبل ازاستفاده برا

را  ٪100-96) به  (  را  حجم  و  کرده  اضافه  آن   53به 

  25-15اتاق )  یدما  در  WB2بافر    .میلی لیتر برسانید

سانت مدت  گرادیدرجه  به  تار  1(  تا  انقضاء   خیسال 

 خواهد بود.داریپا، تیک

 

 تجهیزات و محلول هایی که باید فراهم شود:. 2

 ( RNAase/DNAse free) سمپلر و سرسمپلر

 ( RNAase/DNAse free)1.5میکروتیوب 

   96-100٪اتانول 



 بلاک هات

 میکروسانتفیوژ

محلول سدیم کلراید  µl200برای نمونه های کمتر از  

 درصد  9

 

 نکات مهم . 3

 بهه وسیله پیپت بدقت با محلول را  اینمونه  •

، طوری که نمونه روی لبه نریزد، ستونفیلتر 

 اضافه کنید. 

 بار اضافه کردن مایع بعد از هررا  سمپلر سر •

  aerosol-barrier استفاده از سرسمپلر. عوض کنید

 شود. یم هیتوص

دقت شود که سرسمپلر با غشا ستون برخورد  •

 نداشته باشد.

ها  تیوبکروی، مpulse-vortexingمراحل  یتمامپس از  •

از داخل  اتتا قطر دیکن وژیفیسانتر اندکیرا 

 د.ندرب خارج شو

در صورت تماس  و دیدر تمام مراحل دستکش بپوش •

 .دیرا فوراً عوض کن آندستکش و نمونه ،  نیب

-15اتاق ) یدر دما وژیفیمراحل سانتر یتمام: توجه

 شود. ی( انجام مگرادی درجه سانت 25

 :قبل از شروع کار انجام شود دیکه با ییکارها

 برسانیداتاق  یدماه نمونه ها را ب •

 دیاتاق برسان یرا به دما VEBبافر  •

و    WB2و   WB1 بافرهای که دیحاصل کن نانیاطم •

RNA Carrier  شده  هیتهذکر شده طبق دستورالعمل

 .اند



طبق را  VEBشده در بافر  یبازساز RNAحامل  •

 دیاضافه کن  LB بافر به ذکر شدهدستورالعمل 

 

 فرآیند سانتریفیوژ کردن ستون 1.3

ستون را قبل از قراردادن در میکروسانتریفیوژ 

 ببندید و مطابق دستورالعمل سانتریفیوژ کنید. 

و   م  تیوب ستون  از  .  دیکن  خارج  یوژفیکروسانتریرا 

 به یاد . لطفاً  دیقرار ده  دیجد  تیوب  کیستون را در  

باش شدهکه    دیداشته  تصفیه  حاو  مایع  است   ی ممکن 

 ریخته  دور یبه درست دیخطرناک باشد و با پسماندهای

 شود.

که  دیو مراقب باش دیستون را باز کن کیهر بار فقط 

 شود. یریجلوگ آئروسل دیتول از

 

 فرآیند  . 4

 کیرا درون  K نازیپروتئ تریکرولیم 25میزان  .1

 بریزید.  تریل  یلیم 1.5 زیتم میکروتیوب

از نمونه )پلاسما ، سرم ،  تر یکرولیم 200 .2

اضافه  تیوبدرون  به( را رهیبدن و غ عاتیما

 نمایید.

 تریکرولیم 200اگر حجم نمونه کمتر از  توجه:

را   %0.9 میسد دیمناسب از محلول کلرمقدار است، 

 برسد.  تر یکرولیم 225 بهتا حجم کل  دیاضافه کن

در  کروگرمیم ۲۸ ی)حاو  LBبافر  تر یکرولیم 200 .3

  15به مدت  اضافه کنید و حامل(RNA  تریل یلیم

 وورتکس کنید تا کاملا میکس شود.  هیثان

کاملاً مخلوط   LBبافر است که نمونه و توجه: لازم

 محلول همگن حاصل شود. کیشوند تا 



درجه  56دقیقه در دمای  10به مدت تیوب را  .4

 انکوبه کنید.

 اتقطر کنید تا وژیفیسانترسپس آنرا مقداری  .5

 از بین بروندداخل درب 

)   تریکرولیم  250 .6  نمونه  به%(  100–96اتانول 

. وورتکس نمایید  هیثان  15به مدت  و    دکنی  اضافه

 3را به مدت    (lysateمواد حاصل از تجزیه سلول )

( اتاق  دماي  در  اتانول  با  درجه    25-15دقیقه 

 .كنید انکوبهسانتیگراد( 

 

دماتوجه:   سانت  25از    شی ب  طیمح  یاگر   گراد یدرجه 

خنک  خی یرو قبل از اضافه کردن لیز ، اتانول راودب

 .دیکن

را   .7 قطرات   دیکن  وژیفیسانتر  یمقدارتیوب  تا 

 .بروند نیداخل درب از ب

  ی بر رو   را  7از مرحله  حاصل  زیتمام ل  اطیبا احت .8

خ بدون  لبه    سیستون  اضافه  کردن  و   دیکنها  

دقیقه سانتریفیوژ   1به مدت    rpm8000  آنرا در  

 .نمایید

را   وژیفی، سانتر  نکردستون عبور    اززیاگر لتوجه:  

سرعتبا   زمان  حداکثر  کند،   یتا  عبور  ستون  از  که 

 دیانجام ده

  rpm    درواضافه کرده    WB1بافر    تر یکرولیم  500 .9

مدت    8000  یعما.  دیکن  وژیفیسانتر  قهیدق  1به 

جدیدی را در تیوب  و ستون    ختهیدور ر  عبوری را

 قرار دهید.

افزا  نیاتوجه:   باعث  ک  شیمرحله   ت یعملکرد 

 شود. یبازدارنده م ینمونه ها کار باهنگام 

 



کرده    WB2بافر    تریکرولیم  500 .10    در واضافه 

rpm  8000    مدت . دیکن  وژیفیسانتر  قهیدق  1به 

 در تیوب   راو ستون    ختهیدور ر  ماده عبوری را

 قرار دهید. جدید

 

و  ستون   .11 دهید  قرار  تیوب  در  دوباره  با را 

سرعت مدت  rpm  14000   )  حداکثر  به    قه یدق  3( 

شود.کنید    وژیفیسانتر خشک  کاملاً  غشاء   تا 

 بریزید. را دور  تیوب و ماده عبوریسپس 

 

در   .12 را   یتری ل  یلیم  1.5  تیوب کرویم  کیستون 

 .دیقرار ده تمیز

 

مرکز را به     VEBبافر  میکرولیتر از    20-150 .13

در   قهیدق  5و    دی. درب را ببنددیکن  اضافهغشاء  

کن  یدما انکوبه  سپس  دیاتاق  سرعت با  .   حداکثر 

(rpm  14000 به مدت )کنید وژیفیسانتر قهیدق 1 

 

 توجه: 

 برسد. اتاق  یدماه ب VEB که دیحاصل کن نانیاطم •

ها • حجم  در  شستشو  انجام    یاگر  شود می  کوچک 

از) براتریکرولیم  50کمتر   ، کامل   یشستشو   ی( 

RNA    وDNA  ،متصل شده  VEB  مرکز غشاء   در  باید

 قرار گیرد. 

دما  انکوباسیون • مدت    یدر  به  پس   قهیدق  5اتاق 

افزودن   کل،  VEBاز  طور  افزا  یبه   شیباعث 

  شود. یم وژیفیقبل از سانتر RNA و DNA استخراج

 


