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使用 RiboMAX™ System 合成含有多种修饰核苷酸的转录本

Product Application

使用 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-T7 合成含有多种修饰核苷酸的转录本。

试剂盒： RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-T7（目录号 P1300）

分析： •   基于荧光染料的定量分析

•   TapeStation RNA ScreenTape 检测

•   翻译

所需材料： ■      含 T7 启动子和 GGG 启动序列的纯化线性 DNA
    模板

■      RiboMAX™ Large Scale RNA Production  
    System-T7 （Promega，目录号 P1300）
■      5- 甲基胞苷 -5'- 三磷酸（TriLink Biotechnologies，
    目录号 N-1014）

  

■      N1- 甲基假尿嘧啶 -5'- 三磷酸（TriLink Biotechnologies，目录号 N-1081）

■      将加热块或热循环仪设置为 37℃

该方案由 Promega Applications 

Scientists 开发，仅供研究使用。

用户有责任确定方案对其应用程

序的适用性。

如需更多信息，请参阅技术手册

TB166，可在以下网址获取手册：

www.promega.com/protocols

或联系技术服务：

chinatechserv@promega.com
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方案：

参考 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-T7 操作手册 TB166，制备用于转录的高质

量 / 高纯度的模板 DNA。避免产生 3' 端突出。

1. 解冻所有组件。冰上放置核苷酸和酶混合物（T7）。制备单次使用的等分试样。

2. 轻弹混匀含各组分的试管，短暂离心。

3. 根据表 1 准备转录反应体系，按指定顺序加入各组分。为方便起见，可制备与所需核苷酸等体 
 积的贮备混合物。

4. 使用移液器轻轻吹打 10 次或轻弹反应管 10 次混匀，然后短暂离心。

5. 37℃下孵育反应液 2~4 小时。

6. 如下所示，使用所需的纯化方法纯化转录本或消化 DNA 模板（可选）。

消化 DNA 模板（可选）：

1. 孵育后，直接向反应液加入 RQ1-RNase-Free DNase，至终浓度为 1U/µg 模板 DNA。

2. 37℃孵育 15 分钟。

3. 选择所需的方法纯化转录本。

表 1. 反应组分和加入顺序。根据这些参数放大或缩小反应。可能需要优化 DNA 模板浓度。

体积（微升） 最终浓度 / 输入 组份

4 1X T7 的 5X 转录缓冲液

1.5 7.5mM rATP（100mM）

1.5 7.5mM rGTP（100mM）

1.5 7.5mM N1- 甲基 - 假 UTP（100mM）

1.5 7.5mM 5- 甲基 -CTP（100mM）

8 1µg DNA 无核酸酶水溶解的 DNA 模板

2 1X 酶混合物（T7）
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Results: High-quality RNA transcripts containing N1-methylpseudo-UTP or both N1-methylpseudo-UTP 
and 5-methyl-CTP were synthesized using the RiboMAX™ Large Scale RNA Production System–T7. 
 
 

 

Figure 1. The RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-T7, HiScribe™ T7 High Yield RNA Synthesis Kit, and 
TranscriptAid™ T7 High Yield Transcription Kit were used to synthesize 1.8kb luciferase transcripts and 5kb run-off 
transcripts containing standard nucleotides (Std.), N1-methylpseudo-UTP (U), and N1-methylpseudo-UTP + 5-
methyl-CTP (U+C). Left: Transcription products were diluted 1:100 in Nuclease-Free Water and analyzed using the 
RNA ScreenTape Assay. The resulting gel images are displayed for transcripts synthesized using each kit. Bands are 
scaled to the highest peak in each lane (scaled to sample). Right: 1.8kb transcripts were purified using a column-
based RNA cleanup kit and quantified using the QuantiFluor® RNA System (Cat.# E3310). Resulting purified 1.8kb 
transcript concentrations and yields are displayed.  
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Product Application

结果：使用 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-T7 合成含有 N1- 甲基 - 假 UTP 或同

时含有 N1- 甲基 - 假 UTP 和 5- 甲基 -CTP 的高质量 RNA 转录本。

图 1. 使 用 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System-T7、HiScribe™ T7 High Yield RNA 

Synthesis Kit 和 TranscriptAid™ T7 High Yield Transcription Kit 合成含有标准核苷酸（Std.）、

N1- 甲基 - 假 UTP 和同时含 N1- 甲基 - 假 UTP ＋ 5- 甲基 -CTP（U ＋ C）的 1.8kb 表达萤光素

酶的转录本和 5kb 的径流转录本。左侧：用无核酸酶水按 1:100 比例稀释转录产物，并使用 RNA 

ScreenTape Assay 分析。显示每个试剂盒合成的转录本的凝胶图像。将泳道中的最高峰峰值作为内

参对条带进行归一化（标本归一化）。右侧：使用柱式 RNA 纯化试剂盒纯化 1.8kb 的转录本，并使

用 QuantiFluor® RNA System（目录号 E3310）对转录本定量。显示 1.8kb 纯化转录本的浓度和产量。


