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使用 ProNex® Size-Selective Purification System 来纯化由 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System T7 产生的体外转

录（IVT）反应中的 RNA。

试剂盒：  ProNex® Size-Selective Purification System ( 目录号 NG2001)

分析方法： 吸光度、TapeStation 分析

样品类型： IVT 反应（使用 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System T7 生成，目录号 P1300）

样品输入量： 可变；本操作方案基于 20-100µl 的 IVT 反应输入量

所需材料： 

•  ProNex® Size-Selective Purification System ( 目录号 NG2001)

•  1.5ml 管磁分离器（例如，MagneSphere® Technology Magnetic Separation Stand，目录号 Z5332）

•  无核酸酶水 ( 目录号 MC1191)

操作步骤（根据 AN3361 进行修改调整）：

1.  在开始纯化前，将 ProNex® Size-Selective Purification System 置于室温下平衡 30 分钟到 1 小时。确保已向洗涤缓冲液中添

加乙醇。

2.  确保 ProNex® Size-Selective Chemistry 瓶盖拧紧。通过剧烈涡旋 10 秒或更长时间重悬内容物。

3.  将 ProNex® Size-Selective Chemistry 以 3:1 体积比（ProNex® Size-Selective Chemistry 体积：IVT 反应体积 = 3:1）加入

IVT 反应中，通过移液器吹打 10 次混合。不要涡旋。

4.  在室温下孵育样品 10-20 分钟（更长的孵育时间可能会增加产量）。

5.  将样本放在磁力架上静置 2 分钟。小心移除并丢弃上清液。

6.  保持样品在磁力架上，加入 4 倍起始 IVT 反应体积的重组洗涤缓冲液，并孵育 30-60 秒。移除并丢弃洗涤缓冲液。

7.  重复步骤 6，总共洗涤 2 次。

8.  让样品在空气中干燥 10 分钟。（注：干燥时间最长可达 1 小时）。

9.  将样本从磁力架上取下。

10.  加入 1 倍起始样品体积的无核酸酶水，通过移液器吹打或在板式混合器上摇动来重新悬浮树脂。在室温下孵育样品 5 分钟以

洗脱 RNA。

 （注：可以使用更多或更少的无核酸酶水，但洗脱体积小于起始样品体积的 25% 可能难以操作，并可能导致由于树脂空隙体

积导致的产率损失）。

11.  将样本放回磁力架上静置 1 分钟，然后小心地将洗脱的 RNA 转移到干净的试管或孔中。
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Results: 

The ProNex® Size-Selective Purification System can be used to clean-up RNA produced by in vitro transcription 
using the RiboMAX™ Large Scale RNA Production System T7 (Cat.# P1300).  
 

 
 
 
Figure 1. RNA purification using the ProNex® Size-Selective Purification System. The RiboMAX™ Large Scale 
RNA Production System T7 (Cat.# P1300) was used to produce mRNA from the T7 Linear Control DNA included in 
the kit, in a final volume reaction of 20µl for each reaction replicate (N = 2). Samples were then purified using the 
ProNex® Size-Selective Purification (Cat.# NG2001) as described above (60µl of ProNex® Size-Selective 
Chemistry, 80µl of Wash Buffer for each wash, elution in 100µl of Nuclease-Free Water). A. NanoDrop™ One: 
samples were analyzed using the NanoDrop™ One spectrophotometer, concentration (in ng/µl), absorbance 
ratios, and total yield are listed in the table. B. TapeStation analysis: RNA integrity and size were assessed using 
an RNA ScreenTape on the 4200 TapeStation System. The electrophoresis revealed one band corresponding to 
the expected product (⋍1900bp). 
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结果：

ProNex® Size-Selective Purification System 可用于纯化使用 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System T7（目录号 
P1300）生成的体外转录 RNA。

图 1. 使用 ProNex® Size-Selective Purification System 进行 RNA 纯化

使用 RiboMAX™ Large Scale RNA Production System T7（目录号 P1300）从试剂盒中包含的 T7 线性对照 DNA 生成
mRNA，每个反应重复组的最终反应体积为 20µl（N = 2）。然后使用 ProNex® Size-Selective Purification System（目录号 
NG2001）按照上述方法对样品进行纯化（每份样品使用 60µl ProNex® Size-Selective Chemistry，每次洗涤使用 80µl 洗涤缓冲
液，在 100µl 无核酸酶水中洗脱）。

A.  NanoDrop™ One 分析：

• 样品使用 NanoDrop™ One 分光光度计进行分析。浓度（以 ng/µl 表示）、吸光度比值和总产量列于表格中。

B.  TapeStation 分析：

• 使用 4200 TapeStation 系统上的 RNA ScreenTape 评估 RNA 完整性和大小。电泳结果显示一条对应于预期产物（约
1900bp）的条带。
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