
Blood RNA Isolation Kit

معرفی و کاربردها:
این کیت برای استخراج RNA توتال)Total RNA( از خون کامل )سیتراته، هپارینه، دارای EDTA( کاربرد دارد. در حین استخراج توسط این کیت، انواع 
RNA از جمله انواع ویروسی و micro RNA  استخراج می شوند. میزان و کیفیت بالای RNA استخراج شده توسط این کیت برای انواع کاربردهای بیولوژی 

مولکولی مورد آزمون کیفی و کمی قرارگرفته است. 

پروتکل استخراج RNA تام از خون کامل:

مطمئن شوید که به محلول BR2 قبل از اولین استفاده مقادیر مناسب اتانول 
اضافه شده است.

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

از . 1 میلی لیتر   6 میزان  به  استریل  میلی لیتری   15 فالکون  تیوب  یک  به 
محلول BR1 اضافه کنید.

2 میلی لیتر خون کامل )تازه یا نگهداری شده به طور مناسب( به فالکون . 2
اضافه کنید. ورتکس نکنید.

نکته مهم : برای استخراج RNA با کیفیت بالا، لازم است خون تازه دارای 
شده اند  ذخیره  مناسب  شرایط  در  که  خونی  نمونه های  یا  انعقاد  ضد  ماده 
نگهداری شده اند(  درجه   80 منفی  فریزر  در  نمونه گیری  از  بعد  )بلافاصله 

استفاده شود.

هر چند . 3 کنید.  انکوبه  آزمایشگاه  دمای  در  دقیقه  به مدت 15  را  تیوب 
دقیقه تیوب را سر و ته کنید.

این  کنید.  متوقف  مدتی  برای  را  آزمایش  می توانید  مرحله  این  در  توجه: 
مخلوط خون و بافر می تواند در داخل یخچال تا 6 ساعت نگهداری شود.

تیوب را به مدت 10 دقیقه با سرعت 4.000rpm سانتریفیوژ کنید. در . 4
این مرحله باقی مانده های سلول های خونی در ته تیوب جمع می شوند.

مایع رویی را به تیوب فالکون جدید منتقل کنید. و به آن 1/6 میلی لیتر . 5
کلروفرم اضافه کنید. تیوب را به شدت تکان دهید و سپس به مدت 3 

دقیقه در دمای آزمایشگاه انکوبه کنید. 

تیوب را به مدت 15 دقیقه  با سرعت 4.000rpm سانتریفیوژ کنید. سه . 6
فاز تشکیل خواهد شد. فاز بالایی را با دقت به یک تیوب جدید منتقل 
کنید و فاز میانی و پایینی را دوربریزید. فاز میانی ممکن است به زحمت 

دیده شود.

به اندازه نصف حجم فاز بالایی، اتانول اضافه کنید و با سر و ته کردن به . 7
خوبی مخلوط نمایید.

-------RNA BINDING TO THE COLUMN------  

8 . )spin column( 800 میکرولیتر از محلول حاصله را به ستون جداسازی
که در داخل تیوب جمع کننده قرار دارد )هر دو در کیت موجود است( 
منتقل کنید. ستون را با سرعت 10.000rpm به مدت 1 دقیقه سانتریفیوژ 

از سانتریفیوژ، مایع جمع شده در تیوب جمع کننده را دور  کنید. پس 
بریزید و ستون را مجددا در تیوب جمع کننده قرار دهید. 

باقی مانده مخلوط اتانول و مایع رویی را به دفعات و در مقادیر 800 . 9
میکرولیتری به همین ستون اضافه کنید و مرحله 8 را تکرار کنید تا 

تمامی مخلوط از ستون عبور کرده باشد.

-------WASHING------
از محلول BR2 به میزان 500 میکرولیتر به ستون اضافه کنید و آن . 10

از  را به مدت 1 دقیقه با سرعت 10.000rpm سانتریفیوژ کنید. پس 
سانتریفیوژ، مایع جمع شده درون تیوب جمع کننده را دور بریزید.

از محلول BR2 به میزان 250 میکرولیتر به ستون اضافه کنید و آن . 11
مایع  کنید.  سانتریفیوژ   10.000rpm سرعت  با  دقیقه   1 مدت  به  را 
جمع شده درون تیوب جمع کننده را دور بریزید و ستون را مجددا در 

تیوب جمع کننده قرار دهید.

 بدون اضافه نمودن هیچ گونه محلولی، آن را با سرعت 13.000rpm به . 12
مدت 3 دقیقه سانتریفیوژ کنید.

-------ELUTION-------
دهید.50  . 13 انتقال  میلی لیتری   1/5 میکروتیوب  یک  داخل  به  را  ستون 

میکرولیتر از محلول BR3 به مرکز ستون اضافه کنید. پس از گذشت 2 
 8.000rpm دقیقه در دمای اتاق، تیوب را به مدت 2 دقیقه با سرعت

سانتریفیوژ کنید. 

مایع جمع شده در تیوب 1/5 میلی لیتری را به داخل . 14
ستون برگردانید و پس از گذشت 2 دقیقه در دمای 
 13.000rpm اتاق، تیوب را به مدت 2 دقیقه با سرعت
سانتریفیوژ کنید.  محلول حاصل حاوی RNA است.

با . 15 را   RNA کیفیت  و  غلظت  نیاز  صورت  در 
در  و  کنید  تعیین  ژل  الکتروفورز  و  اسپکتروفتومتری 
y.دمای منفی 80 درجه سانتیگراد نگهداری کنید
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Kit components: 
Buffers: BR1, BR2, BR3
Spin Columns

Store BR1 at 4 °C, and BR2 and BR3 buffers  at 
room temperature. 

Cat. No.: S-1021-5;  5 applications
Cat. No.: S-1021;               25 applications
Cat. No.: S-1021-1;           50 applications

قبل از اولین استفاده: 
در کیت های 5، 25، و50 عددی به محلول BR2 به ترتیب میزان 2.4، 12 و 24 میلی لیتر اتانول 96 تا 100 درصد اضافه کنید. مطمئن شوید که ظرف حاوی 

BR2 که دارای اتانول می باشد به طرز مناسبی علامت گذاری و مشخص شود. 


