
Animal Tissue RNA Isolation Kit

معرفی و کاربردها:
این کیت حاوی ستون‌های سانتریفیوژ و بافرهای لازم برای استخراج سریع و ساده RNA از انواع زیادی از بافت‌های جانوری است. ترکیب خاص محلول‌های 
به کار برده‌شده در این کیت باعث استخراج انتخابی RNA می‌گردد.  این کیت برای استخراج مولکول های  با بیان کم نیز کاربرد دارد، برای مثال استخراج 
انواع lincRNA و antisense lncRNA. میزان و کیفیت بالای RNA استخراج‌شده توسط اين يكت برای انواع کاربردهای بیولوژی مولکولی از جمله 

RT-PCR و  RT-qPCR مورد آزمون کیفی و کمی قرار گرفته است. 

پروتکل استخراج RNA از سلول و بافت جانوری:
مقادیر  استفاده  اولین  از  قبل   AR3 محلول  به  که  شوید  مطمئن 
مناسب اتانول اضافه شده است. بافر AR2  را در بن ماری 70 درجه 

سانتی‌گراد گرم کنید.

را دنبال  الف- ب  و 1-8  از سلول/بافت حیوانی مراحل  برای استخراج  توجه: 
کنید. برای استخراج از بافت های حیوانی مراحل III-I و 8-1 را دنبال کنید. 

تمامی مراحل لازم است در شرایط RNase-free انجام گیرد.

PREPARATION OF 
------CULTURED ANIMAL CELLS------ 

الف. به یک لوله هموژنایزر به تعداد 5 تا 10 میلیون سلول یا پلت سلولی 
معادل 30 میکرولیتر حجم اضافه کنید. از محلول AR1 به میزان 175 
میکرولیتر اضافه کنید. به آن 2 میکرولیتر دومرکاپتواتانول اضافه و مخلوط 

کنید.
ب. سلول ها را به مدت 15 تا 30 ثانیه هموژنایز کنید. تیوب را به مدت 
5 دقیقه در دمای اتاق انکوبه کنید. مایع هموژن‌شده را به یک تیوب 1/5 

میلی‌لیتری منتقل کنید. 
پروتکل را از مرحله “RNA BINDING TO COLUMN” دنبال کنید. 

PREPARATION OF 
------ANIMAL TISSUE------

I. اگر بافت متراکم می باشد، 100 میلی‌گرم آن را در یک هاون چینی و با 
اضافه کردن ازت مایع پس از فریز شدن خرد کنید. اگر بافت نرم می‌باشد، 

نیازی به این کار نیست و مرحله بعد را انجام دهید.
لوله  به  را  نرم  بافت  یا  بافت سخت خرد‌شده  میلی‌گرم  میزان 30  به   .II

هموژنایزر اضافه کنید. 
میکرولیتر   2 و   AR1 بافر  میکرولیتر   175 میزان  به  آن  به   .III
ثانیه  تا 30  به مدت 15  را  بافت  اضافه و مخلوط کنید.  دومرکاپتواتانول 
هموژنیزه کنید. تیوب را به مدت 5 دقیقه در دمای آزمایشگاه انکوبه کنید. 

محلول حاصله را به یک تیوب 1/5 میلی لیتری منتقل کنید.
پروتکل را از مرحله “RNA BINDING TO COLUMN” دنبال کنید. 

-------RNA BINDING TO COLUMN-------
11 از . میکرولیتر   350 میزان  به  هموژنیزه  بافت  یا  سلول  حاوی  تیوب  به 

محلول AR2 گرم‌شده )تا 70 درجه( اضافه کنید. تیوب را 2 تا 3 بار با 
سر وته کردن نکان دهید.

22 کنید. . سانتریفیوژ  دقیقه   5 مدت  به   13.000rpm سرعت  با  را  تیوب 

کنید.   منتقل  جدید  تیوب  به  میکرولیتر(   500 )تقریبا  را  رویی  مایع 
235 میکرولیتر اتانول 95 درصد اضافه کنید. تیوب را 2 تا 3 بار سر 

و ته کنید. 

33  محلول را به داخل ستون قرار گرفته روی لوله جمع‌کننده‌اش منتقل .
در  دقیقه  دو  مدت  به  سپس  است(.  موجود  کیت  در  دو  )هر  کنید 
10.000rpm در دمای آزمایشگاه سانتریفیوژ کنید. مایع جمع‌شده در 

درون لوله جمع‌کننده را دور بریزید. 

-------WASHING------
44 اضافه کنید. ستون .  AR3 از محلول  به داخل ستون 550 میکرولیتر 

و  لوله جمع‌کننده‌اش را به مدت دو دقیقه در 10.000rpm در دمای 
آزمایشگاه سانتریفیوژ کنید. مایع جمع شده در درون لوله جمع‌کننده 

را دور بریزید. 

55 به داخل ستون 200 میکرولیتر از محلول AR3 اضافه کنید. ستون و  .
لوله جمع‌کننده‌اش را به مدت سه دقیقه در 13.000rpm در دمای 
آزمایشگاه سانتریفیوژ کنید. مایع جمع‌شده در درون لوله جمع‌کننده 

را دور بریزید.
-------ELUTION-------

66 ستون را به یک تیوب 1/5 میلی‌لیتری )اپندورف( جدید منتقل کنید. .
از محلول AR4، به میزان 50 تا 100 میکرولیتر به مرکز ستون اضافه 
کنید. لوله را به مدت 2 دقیقه در دمای آزمایشگاه انکوبه کنید. ستون و  
لوله اپندورف را به مدت 2 دقیقه در  10.000rpm در دمای آزمایشگاه 

سانتریفیوژ کنید. 

77 مایع جمع‌شده در تیوب 1/5 میلی لیتری را به داخل ستون برگردانید .
و پس از گذشت 2 دقیقه در 13.000rpm به مدت 3 
 RNA دقیقه سانتریفیوژ کنید. محلول حاصل حاوی

تام )توتال( است.

88 و . اسپکتروفتومتری  با  را   RNA کیفیت  و  غلظت 
 80- دمای  در  را  آن  و  کنید  تعیین  ژل  الکتروفورز 

y .درجه سانتیگراد نگهداری کنید
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Kit components: 
Buffers: AR1, AR2, AR3, AR4
Spin Columns

Store AR1 and AR4 at 4 °C, and AR2 and AR3 
buffers  at room temperature. 

Cat. No.: S-1023-5; 	 5 applications
Cat. No.: S-1023;               25 applications
Cat. No.: S-1023-1;           50 applications

قبل از اولین استفاده: 
در کیت‌های 5، 25، و50 عددی به محلول AR3 به ترتیب میزان 2.4، 12 و 24 میلی‌لیتر اتانول 96 تا 100 درصد اضافه کنید. مطمئن شوید که ظرف حاوی 

AR3 که دارای اتانول می باشد به طرز مناسبی علامت گذاری و مشخص شود. 


