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TRIpure Total RNA Extraction Reagent
RNA 提取试剂 TRIpure 使用说明

产品描述

TRIpure Total RNA Extraction Reagent 是一种用于各种动植物、细菌组织/细胞总

RNA 抽提的试剂，具有极强的裂解能力，可在短时间内裂解细胞和组织样本，保持样品中

RNA 的完整性，有效抑制 RNA 的降解。样品在该试剂中能够充分被裂解，在加入氯仿离

心后，溶液会形成上清层、中间层和有机层 (鲜红色Ѐ
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6) RNA 半衰期比较短，易降解，建议抽提后尽快进行后续实验。

参考用量

表 1 每 1 ml TRIpure 能够充分裂解的最大样本量如下：

贴壁细胞 10 cm2 培养面积

悬浮动植物细胞或酵母细胞 5 × 106-1×107 个

细菌 107 个

全血 200 μl

动物组织 30-100 mg

植物组织 (多糖和多酚含量不高的) 50-100 mg

*过多的样本量可能会导致裂解不充分，并使产物纯度降低。
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操作流程

1. 样品的处理

1.1 样品的匀浆

A.贴壁细胞

尽量弃去培养液，直接往直径 3.5cm 的培养板中加入 1ml TRIpure 覆盖并反复吹打裂解

细胞。

【注】：

1）依据培养板的面积而不是细胞的数量来决定所需的 TRIpure 量（每 10cm2 加 1ml）。

2）当加入 TRIpure 量不足时可导致抽提的 RNA 有 DNA 污染。

3）贴壁培养细胞往往不能完全从培养瓶（皿）脱落，这并不意味着裂解不完全，此时细胞膜实际已

经完全裂开，并已释放 RNA，继续后续实验即可。

B.悬浮细胞

离心收集细胞，每 5×106-1×107 个细胞加入 1 ml TRIpure，
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【注】:

1）离心后混合物可分 3 层：上层无色水样层，中间层，下层红色有机苯酚氯仿层。RNA 存在于

水样层中。

2）该部分容量大约为所加 TRIpure 总量的 50-60%。如用 1 ml TRIpure 提取，上层水相约为

500-600 μl。建议吸取 400-500 μl，不要吸的太完全，以防吸到中间层导致基因组污染。

3）有机相和中间层是蛋白和 DNA，如有需要，请予以保留，并进行相关纯化实验。

2.3 小心吸取上层水相至一个新的离心管中，加入等体积的异丙醇。颠倒混匀后-20℃放

置 20min。（RNA 沉淀在离心前通常不可见，提取量大时离心后在管侧和管底形成胶状

沉淀。）

2.4 12,000rpm 4°C 离心 10 分钟。

2.5 小心弃去上清，加入 1 ml 用 DEPC 水配制的 75%乙醇。充分洗涤管盖和管壁，并

轻弹管底，让沉淀悬浮起来。每使用 1ml TRIpure 用 1ml 75%乙醇对沉淀进行洗涤。

2.6 12,000 rpm 室温或 4°C 离心 5 分钟，弃去上清，注意不要丢失 RNA 沉淀。

【注】：剩余的少量液体可短暂离心，然后用枪头吸出，注意不要吸弃沉淀。

2.7 室温放置 2-3min，晾干。加入 30-100ul RNase free water（DEPC 水），待完全

溶解后，取少量检测，其余在-70°C 保存。

3. 产物检测

A.完整性检测

1）取 1 μl RNA 加入适当 10×DNA loading buffer，混匀。

2）进行 1% 琼脂糖凝胶电泳。若能看见清晰的三条带，证明 RNA 完整性较好。

【注】：如果是普通的琼脂糖凝胶电泳，28S 的位置大约在 2kb，18S 大约在 1kb 的位置，不同浓度

的凝胶位置变化较大。

B.纯度检测

检测 260 nm，280 nm 吸光度值，并计算 OD260/OD280。纯的 RNA 的比值应在 1.9-2.2

之间。
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