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1. 产品描述

T7 RiboMAX™ Express RNAi System（a）是一种体外转录系统，用于在较短时间内产生毫克级别的双链RNA（dsRNA）。

该系统生产的 dsRNA 不含蛋白和其他成分的污染物，适用于 RNA 干扰（RNAi）实验。T7 RiboMAX™ Express 

RNAi System 专为合成约 200bp 及更长的 dsRNA 分子设计（参见图 1），且可与质粒或 PCR 模板联合使用。T7 

RiboMAX™ Express RNAi System 每毫升反应液的产量 > 2 mg dsRNA。对于大多数非哺乳动物系统的 RNAi 应用，通

常使用 400bp 或更长的 dsRNA（1,2）。

当用于哺乳动物系统时，T7 RiboMAX™ Express RNAi System还可用于合成 21bp的短干扰RNA（siRNA）（参见图 2）。

用于合成 siRNA 的 DNA 模板由包含 T7 RNA 聚合酶启动子的退火 DNA 寡核苷酸组成。一般可观察到每毫升反应液产量

等于或大于 500μg siRNA。

图 1. T7 RiboMAX™ Express RNAi System 生成的不同大小的 dsRNA 分子的非变性琼脂糖凝胶电泳分析。于 1.8％琼脂

糖 /1X TAE 凝胶上分离各种 dsRNA（每种约 4 x 1011 分子），并使用 0.5μg/ml 溴乙锭对凝胶染色并观察结果。泳道名称：

泳道 1，1kb DNA Ladder（目录号：G5711）；泳道 2，74 ng 180 bp dsRNA；泳道 3，200ng 500bp dsRNA；泳道 4，

400ng 1000bp dsRNA；泳道 5，100bp DNA Ladder（目录号：G2101）。注：dsRNA 迁移速度比 dsDNA 慢。

1. Description

The T7 RiboMAX™ Express RNAi System(a) is an in vitro transcription system
designed for producing milligram amounts of double-stranded RNA (dsRNA)
in a short amount of time. The dsRNA is free of protein and other contaminants
and is suitable for use in RNA interference (RNAi). The T7 RiboMAX™ Express
RNAi System is designed for the synthesis of dsRNA molecules approximately
200bp and larger (see Figure 1) and can be used with plasmid or PCR
templates. Yields of >2mg dsRNA per milliliter of reaction have been observed
with the T7 RiboMAX™ Express RNAi System. For most RNAi applications in
nonmammalian systems dsRNAs of 400bp or larger are used (1,2).

The T7 RiboMAX™ Express RNAi System can also be used to synthesize short
interfering RNAs (siRNAs) of 21bp (see Figure 2) for use in mammalian
systems. The DNA template for synthesis of siRNAs consists of annealed DNA
oligonucleotides containing a T7 RNA polymerase promoter. Yields equal to or
greater than 500µg siRNA per milliliter of reaction are generally observed.
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Figure 1. Native agarose gel analysis of different sized dsRNA molecules
generated using the T7 RiboMAX™ Express RNAi System. Approximately 4 × 1011

molecules of each dsRNA were separated on a 1.8% agarose/1X TAE gel and
visualized by staining the gel with 0.5µg/ml ethidium bromide. Lane designations:
lane 1, 1kb DNA Ladder (Cat.# G5711); lane 2, 74ng 180bp dsRNA; lane 3, 
200ng 500bp dsRNA; lane 4, 400ng 1,000bp dsRNA; lane 5, 100bp DNA Ladder
(Cat.# G2101). Note: dsRNA migrates more slowly than dsDNA.
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In Vitro Transcription.

Annealing to form dsRNA.

DNase and RNase Treatment.

Alcohol Precipitation.

Resuspend. Quantitate. Analyze dsRNA.

30 minutes at 37°C.

10 minutes at 70°C.

20 minutes at room temperature.

30 minutes at 37°C.

10 minute spin in microcentrifuge.

5 minutes on ice.

Figure 2. Native polyacrylamide gel analysis of different siRNA molecules
generated using the T7 RiboMAX™ Express RNAi System. Approximately 50ng of
each siRNA was analyzed on a 4–20% TBE PAGE gel with TBE running buffer.
Following electrophoresis, the gel was stained with 0.5µg/ml ethidium bromide.
Lane designations: lane 1, 10bp DNA Ladder (Cat.# G4470); lane 2, 21bp chemically
synthesized Renilla siRNA (Dharmacon); lane 3, 21bp Renilla siRNA synthesized
using the T7 RiboMAX™ Express RNAi System; lane 4, 21pb p53 siRNA synthesized
using the T7 RiboMAX™ Express RNAi System. Note: siRNA migrate more slowly
than double-stranded DNA.
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Figure 3. Outline of protocol for the production and purification of dsRNA using
the T7 RiboMAX™ Express RNAi System.

图 2. T7 RiboMAX™ Express RNAi System 生成的不同大小的 siRNA 分子的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分析。各泳

道分别上样约 50ng 各种 siRNA，在 4–20% TBE 聚丙烯酰胺凝胶（电泳缓冲液为 TBE）中进行电泳分析。电泳后，使

用 0.5μg/ ml 溴乙锭对凝胶进行染色。泳道名称：泳道 1，10bp DNA Ladder（目录号：G4470）；泳道 2，21bp 化学

合成的 Renilla siRNA(Dharmacon)；泳道 3，使用 T7 RiboMAX™ Express RNAi 系统合成的 21 bp Renilla siRNA；泳

道 4，使用 T7 RiboMAX™ Express RNAi 系统合成的 21 bp p53 siRNA。注：siRNA 的迁移速度比双链 DNA 慢。

图 3. 使用 T7 RiboMAX™ Express RNAi 系统生成和纯化 dsRNA 的操作流程概述。

体外转录。

退火形成 dsRNA。

DNA 酶和 RNA 酶处理。

乙醇沉淀。

重悬。定量。分析 dsRNA。

于 37℃条件下放置 30 分钟。

于 37℃条件下放置 30 分钟。

于 70℃条件下放置 10 分钟。
于室温条件下放置 20 分钟。

置于冰上 5 分钟。
于微量离心机中离心10分钟。
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图 4. 使用 T7 RiboMAX™ Express RNAi 系统生成和纯化 siRNA 的操作流程概述。

使用本系统时，用户提供的 DNA 模板会引导合成两条互补的 RNA 链。转录反应后，将所得的 RNA 链进行退火形成

dsRNA 或 siRNA。对于 dsRNA 的制备，可退火后通过核酸酶消化这一步骤去除残存的单链 RNA 和 DNA 模板。对于

siRNA 的制备，应除去 DNA 模板并随后将 RNA 链退火形成 siRNA。然后通过异丙醇沉淀法纯化 dsRNA 或 siRNA（相

关操作流程概述，请参见图 3 和图 4），并可将纯化产物导入目标生物体进行 RNAi 实验。

RNA 干扰现象最初发现于秀丽隐杆线虫（C. elegans）（3）中，其机制是长 dsRNA 分子特异性抑制靶基因的表达。但

现在已在许多生物体中观察到此现象，果蝇（Drosophila）（4）、锥体虫（Trypanosomes）（5）、涡虫（Planaria）

（6）、水螅（Hydra）（7）以及斑马鱼（Zebrafish）（8）。RNAi 机制似乎是由更小的 dsRNA 中间体介导。较大的

亲本 dsRNA 在体内通过核糖核酸酶 III 样酶（即 Dicer）加工成较小的片段，产生的小干扰 RNA（siRNA）指导转录后

但翻译前阶段的靶 mRNA 的降解（1,9）。RNA 干扰过程似乎呈现非化学计量学特性，且已观察到其可在细胞之间进行

扩散（3）。

体外转录。

DNA 酶处理。

退火形成 siRNA 。

乙醇沉淀。

重悬、定量并分析 siRNA。

于 37℃条件下放置 30 分钟。

于 37℃条件下放置 30 分钟。

于 70℃条件下放置 10 分钟。
于室温条件下放置 20 分钟。

置于冰上 5 分钟。
于微量离心机中离心10分钟。
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将更长的 dsRNA 引入大多数哺乳动物系统会引发广泛且非特异性的 mRNA 降解及蛋白质合成抑制，此现象称为干扰素

反应（10）。Tuschl 和其同事以及 Fire 及其同事的研究表明，化学合成的 siRNA 可在许多哺乳动物细胞系中诱导特异

性基因沉默，而不会触发强效的抗病毒干扰素反应（11，12）。后续研究证实，体外合成的 siRNA 在哺乳动物系统中

诱导 RNA 干扰的效果与化学合成的 siRNA 相当（13）。长为 21 个核苷酸的 siRNA 双链体已被证明最为有效，其包含

19bp 的双链核心及两端各 2 个尿苷的 3' 端突出（1）。RNAi 是通过特定 mRNA 的特异性抑制以研究特定蛋白“基因敲

除 / 基因敲低” 表型进而研究基因功能的强有力工具。有关 RNA 干扰的研究进展，请参见参考文献 14。

本系统也可通过省略退火和 RNase A 消化步骤，用于合成大量单链 RNA（有关详细信息，请参见《T7 RiboMAX™ 

Express 大规模 RNA 生产系统技术手册》#TB298）。

T7 RiboMAX™ Express RNAi System 与标准 RiboMAX™ System 存在以下两点不同：

• 节省时间：T7 RiboMAX™ Express RNAi System可在短短 30分钟内产生毫克级别的RNA，而其他商业化系统（包

括原始的 RiboMAX™ 系统）则需要 2-4 小时。

• 提供便利：系统将 rNTP 混合物与转录缓冲液预混，最大限度减少移液误差并缩短操作准备时间。
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2. 产品组分和储存条件

产品 规格 目录号

T7 RiboMAX™ Express RNAi System 50 × 20μl reactions P1700

每个系统均包含足够的试剂，可进行 50 次标准的 20μl 反应，可合成 25-50 个 dsRNA 或 siRNA。包括：

•  100μl Enzyme Mix, T7 Express（T7 RNA 聚合酶，重组 RNasin® 核糖核酸酶抑制剂和重组无机焦磷酸酶）

•  500μl RiboMAX™ Express T7 2X Buffer
•  110units RQ1 RNase-Free DNase, 1u/μl

•  5μg GEM® Express Positive Control Template，1mg/ml
•  1ml 3M Sodium Acetate （pH 5.2）

•  1.25ml Nuclease-Free Water

•  200μl RNase A 溶液

储存和稳定性：将所有组分储存在 -20℃下。RNase A 溶液初次解冻后需于 25℃保存，若储存及操作得当，其稳定性可

维持 12 个月。

注：pGEM®Express 阳性对照模板仅用作转录反应的对照，不适用于操作流程后续步骤的对照。

3. 产生更长的双链 RNA（dsRNA）

用户需提供的材料

（溶液配方见第 7 节。）

• 氯仿：异戊醇 (24:1)

• TE 饱和 (pH 8.0) 苯酚：氯仿：异戊醇 (25:24:1)

• 70% 乙醇

• 基因特异性扩增引物或模板

• 异丙醇或 95% 乙醇

在非哺乳动物靶标的 RNAi 实验中，一般使用 400bp 或更大的 dsRNA（1，2，15）。建议用于 RNAi 的最小 dsRNA

约为 200bp。一般来说，用于 RNAi 实验的 dsRNA 的转录模板应与大多数或所有靶序列信息相对应。数据显示，较长

dsRNA 分子在等摩尔浓度基础上对蛋白质表达的沉默效果更优，但更高浓度的较小 dsRNA 分子也可能具有类似的沉默

作用，Promega的实验数据表明，较短dsRNA在非哺乳动物系统中诱导RNA干扰的效果与效率可媲美长链dsRNA（16）。

在本系统中，dsRNA 的合成要求 DNA 靶序列的两条链 5' 端均含有 T 聚合酶启动子。应使用两个单独的 DNA 模板，且

每个模板均包含相对于 T7 启动子方向不同的靶序列。转录完成后，将生成的 RNA 产物混合并进行转录后退火。
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3.A. 制备 PCR 模板

可通过在 PCR 扩增引物的 5' 端添加 T7 启动子序列，使任何 DNA 序列获得 T7 RNA 聚合酶启动子。

最小 T7 RNA 聚合酶启动子序列要求为：

        5'-TAATACGACTCACTATAGGN（17-22）-3'.

加粗的 +1 位碱基（G）是掺入 RNA 链的第一个碱基（RNA 链合成的起始位点），随后是第二个碱基 G，后续连接的应

该是 17-22 个基因特异性核苷酸。在最小 T7 RNA 聚合酶启动子序列（示例中粗体显示）上游引入额外的碱基后产量可

能会增加，因为聚合酶结合和启动更为有效（即 5'GGATCC-TAATACGACTCACTATAGGN（17-22）3'）。因此，建议使用

扩展后的 T7 启动子序列。

53
01

M
A

具有单个 T7 启动子的两个单独的 PCR 反应生成两个

独立的单个启动子模板

• 需 4 个 PCR 引物才能产生 2 个 PCR 产物

T7

T7

基因特异性

基因特异性

图 5. 通过 PCR 法将 T7 启动子引入至 DNA 模板的策略。

生成必要的两个 DNA 模板需四个 PCR 引物和两次 PCR 扩增（请参见图 5）使用含 T7 启动子序列的引物进行扩增时，

可采取以下策略：前 5–10 个循环的退火温度设定为比基因特异性序列解链温度高约 5℃，随后进行的 20–35 个循环的

退火温度设定为比包含 T7 启动子的完整引物解链温度高约 5℃。

转录前，应通过琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，以确认是否生成了单一的预期大小的 PCR 产物。我们建议使用

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System（目录号：A9281）对 PCR 产物进行纯化，然后通过其在 260nm 处的吸

光度进行定量。此系统既可用于纯化也可用于浓缩，而且必要时还可进行 PCR 产物的凝胶纯化。少量未纯化的 PCR 产

物可用作模板 DNA（每 20μl 反应 1-2μl），但一般来说，纯化后产物所得产量会更高。
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3.B. 线性化质粒模板

用质粒模板生成 dsRNA 需构建两个独立的克隆，二者含有相同靶序列，但靶序列以相反方向插入。两个克隆产物中，每

一个的靶序列应在其不同末端含有 T7 RNA 聚合酶启动子。可将 PCR 产物直接克隆至 pGEM®-T（目录号：A3600）或

pGEM®-T Easy（目录号：A1360）载体中。这些载体在多克隆位点上游含单一 T7 启动子序列。随后可通过以下方法筛

选克隆方向：使用载体特异性引物与内部引物进行 PCR 扩增（不同方向的克隆将产生不同大小的片段），或通过限制性

酶切选择不同方向的克隆。

最佳 RNA 产量依赖于使用高质量 DNA 模板开始实验。氯化铯纯化和 Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification 

System（目录号：A1330）均可制备适用于转录反应的 DNA。需确保 DNA 中不含 RNase。若怀疑存在 RNase 污染，

需将DNA与含 100μg/ml蛋白酶 K、0.5% SDS的 50mM Tris-HCl（pH 7.5）、5mM CaCl ₂混合，37℃孵育 30分钟（5），

随后用 TE 饱和（pH 8.0）酚 : 氯仿 : 异戊醇（25:24:1）抽提并通过乙醇沉淀进一步纯化。

体外转录之前，应将 DNA 模板线性化，以生成确定长度的 RNA 转录本。使用在靶序列下游切割的合适的限制性内切酶

消化 DNA 以实现 DNA 的线性化，随后进行适当纯化（如酚抽提后乙醇沉淀）。或者，也可使用 Wizard® DNA Clean-

Up System（目录号：A7280）纯化酶切后的 DNA。使用无核酸酶水溶解 DNA 模板，然后再将其添加至转录反应体系中。

建议线性化处理时的起始 DNA 量比转录反应所需 DNA 量多至少 30％，以补偿纯化过程中的 DNA 损失和可用于凝胶电

泳进行观察。

注意避免使用可产生 3' 突出端的限制性内切酶（请参见表 1）。当使用此类模板进行转录时，报告的不仅有预期转录产物，

还有其他无关的转录产物（17）。这些无关的转录产物包含与预期转录产物互补的序列以及与载体 DNA 相对应的序列。

如果必须使用此类酶，则可在转录之前使用 DNA 聚合酶 I 大（Klenow）片段或 T4 DNA 聚合酶将线性化模板的末端补平。
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表 1. 产生 3' 突出端的常用限制性内切酶。

Aat II  Bsp1286 I Hha I  Sac I  Sph I

Apa I  BstX I  Kpn I  Sac II 

Ban II  Cfo I  Pst I  Sfi  I 

Bgl I  Hae II  Pvu I  Sgf I 

3.C. 合成大量的 dsRNA

系统提供的线性对照 DNA 可产生长度为 1.1kb 和 2.3kb 的单链转录产物。pGEM®Express 阳性对照模板产生的转录产

物不为互补，因此不会形成双链 RNA。这些转录产物仅作为系统转录活性及转录后 RNA 完整性的阳性对照使用。

1. 于室温条件下设置适当规格的反应体系。可以根据需要调整 20μl 反应体系的大小（总体积最大为 500μl；对于大于

500μl 的反应体积，请使用多个离心管）。按如下所示顺序添加组分。

T7 反应组分 样品反应 对照反应

RiboMAX™ Express T7 2X Buffer* 10.0μl 10.0μl

线性DNA模板（共约 1μg；参见说明 1） 1–8μl —

pGEM® Express 阳性对照模板 — 1.0μl

无核酸酶水 0–7μl 7.0μl

酶混合物，T7 Express 2.0μl 2.0μl

最终体积 20.0μl 20.0μl

* 冷冻后的 RiboMAX™ Express T7 2X 缓冲液中可能会出现沉淀物，但可通过将缓冲液加热至 37℃并充分混匀使

其溶解。请注意，该缓冲液中含亚精胺，在低于室温的条件下可能导致 DNA 沉淀。

2. 轻柔混匀后于 37℃条件下孵育 30 分钟（请参见说明 1-3）。

说明：

1. 对于质粒模板，每 20μl 反应体系中最多可含 3μg 纯化后模板。

2. 为实现产量的最大化，37℃孵育时间可延长至 2–6 小时。但是一般来说，孵育 30 分钟后，除较小的转录产物（约

200 个碱基）外，产量并不会显著增加。可进行时程实验以确定最大 RNA 合成量的最佳孵育时间。

3. 在 42℃条件下进行孵育可提高包含二级结构转录产物的 dsRNA 产量。如果在 37℃条件下产量不佳，且模板的 GC

含量较高，则可于 42℃条件下孵育反应。
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3.D. 去除 DNA 模板、退火 dsRNA 及去除 ssRNA

转录反应后，可用 DNA 酶进行消化以去除 DNA 模板。经测试验证，RQ1 RNase-Free DNase（目录号：M6101）可在

降解 DNA 的同时保持 RNA 完整性。如果需要测定 RNA 的精确浓度，则应使用 DNA 酶对 RNA 进行处理，并纯化以去

除可能的抑制性或干扰性成分。

1. 对 RNA 链进行退火时，先将等体积的互补 RNA 反应液混合，然后于 70℃条件下孵育 10 分钟，并缓慢冷却至室温

（约 20 分钟）。这可实现双链 RNA 的退火。

2. 向 199μl 无核酸酶水中添加 1μl RNA 酶，以对提供的 RNA 酶溶液进行稀释（1：200）。对于每 20μl 的反应体积，

加入 1μl 新鲜稀释的 RNA 酶溶液和 1μl RQ1 RNase-Free DNase，并于 37℃条件下孵育 30 分钟。这可去除所有

残存的单链 RNA 和 DNA 模板，只留下双链 RNA。请勿保存或重复使用稀释后的 RNA 酶溶液。

3.E. 纯化双链 RNA

1. 添加 0.1 体积的 3M 醋酸钠（pH5.2）和 1 体积的异丙醇或 2.5 体积的 95％乙醇。混匀并置于冰上 5 分钟。此阶段

反应体系会变得浑浊。置于微量离心机中并按最高转速离心 10 分钟。

2. 离心管底部应可见白色沉淀。小心倒出或抽提上清液，并使用 0.5ml 的预冷的 70％乙醇对沉淀进行洗涤，并在洗涤

后移除所有乙醇。将沉淀置于室温条件下风干 15 分钟，然后将 RNA 样品重悬于无核酸酶水中，其体积应为原始反

应体积的 2-5 倍（充分重悬至少需要 2 倍体积）。于 -20℃或 -70℃条件下储存。

 不可过度干燥 RNA 沉淀，因为过度干燥可能会不利于完全重悬。

3. 沉淀后可使用 G25 微量离心柱对 dsRNA 进行进一步纯化，根据生产商的说明书指导操作（Amersham 

Biosciences，目录号：27-5325-01）。此操作可除去所有残存的 rNTP，可实现通过 260nm处吸光度进行准确定量。

每个离心柱的处理量不应超过 40μl 初始反应体积。G25 纯化后，预计产量会有所下降（回收率约为 66％）。

!
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3.F. 测定 RNA 浓度及凝胶电泳分析

用户需提供的材料

（溶液配方见第 7 节）

• Blue/Orange Loading Dye，6X（目录号：G1881）

• RNA 样品缓冲液

• RNA 上样缓冲液

除去 DNA 模板、未并入的核苷酸（通过 G25 色谱法）和任何残存的单链 RNA 后，可通过紫外吸光度对 dsRNA 的浓度

进行定量。制备稀释比例为 1：100 至 1：300 的 RNA 稀释液，并读取 260nm 波长时的吸光度。一个 A260 单位等于约

40μg/ml 的 dsRNA。

经 DNase 处理的 dsRNA 转录产物可通过非变性凝胶电泳法（并使用 1X Blue/Orange Loading Dye）检测，用于验证

A260 定量法的准确性，并评估全长 dsRNA 转录本的完整性。将 1kb DNA Ladder（目录号：G5711）添加至凝胶上可

更好地确定 dsRNA 样品的大小。请注意，双链 RNA 的迁移速度可能比双链 DNA 更慢。每个泳道均使用 1-5μl 稀释后

的 dsRNA（使用无核酸酶的水稀释至少 50 倍）或每个泳道使用 50-500ng。通过与已知量的双链 DNA 进行对比，实现

dsRNA 的凝胶定量。

根据所涉及转录产物的长度，使用 1X TAE 制备琼脂糖凝胶或丙烯酰胺微型凝胶（对于长度在 200 至数千个核苷酸之间

的转录产物，琼脂糖浓度应在0.7-2.0％之间）。用0.5mg/ml溴乙锭或1：10000稀释的 SYBR® Green II染色剂（Molecular 

Probes）对凝胶染色以观察分离后 dsRNA。我们不建议将染色剂掺入凝胶中，因为其会改变 dsRNA 的迁移速率，从而

增加准确测定 dsRNA 大小的难度。

评估单链 RNA 的完整性时，可使用 RNA 样品缓冲液和 RNA 上样缓冲液进行变性凝胶电泳实验。将 RNA Marker（目录

号：G3191）添加至凝胶上可帮助确定 RNA 样品的大小和完整性。

虽然使用变性凝胶（含有甲醛、乙二醛或 8M 尿素）可实现变性 RNA 的最高分辨率，但我们发现使用载有变性 RNA 的

非变性凝胶通常情况下也可获得可接受的结果。将 1-5μl 稀释后 RNA（使用无核酸酶水至少稀释 50 倍）添加至 10-20μl

的 RNA 样品缓冲液中。再加入 2–5μl RNA 上样缓冲液，然后于 65-70℃条件下加热样品 5-10 分钟，然后上样至凝胶。

于进行 DNA 样品分析的标准条件下进行电泳实验，并在电泳后使用溴乙锭或 SYBR® Green II 染色剂观察 RNA。通过与

已知量的 ssRNA 进行比对，实现对变性 dsRNA 的凝胶定量。

线性对照 DNA 产生两个单链 RNA 转录产物，其长度分别约为 2.3kb 和 1.1kb。这些链并不互补，也不会退火形成

dsRNA。它们在非变性凝胶中将呈现较为弥散的条带。
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4. 生成短干扰 RNA（siRNA）

用户需提供的材料

（溶液配方见第 7 节。）

• 2X 寡核苷酸退火缓冲液（Oligo Annealing Buffer）

• 无核酸酶水

• 基因特异性 DNA 寡核苷酸

• 异丙醇

• 70% 乙醇

4.A. 设计 DNA 寡核苷酸

用于体外转录 siRNA 的 DNA 模板为短双链寡核苷酸，包含正义或反义靶 mRNA 序列且任一条序列上游包含一个 T7 

RNA 聚合酶启动子。将两条 DNA 寡核苷酸退火以生成用于合成 siRNA 每条链的单独模板。单链短 RNA 分别合成后，

经退火处理形成双链 siRNA。

为实现 siRNA 的体外合成（使用 T7 RNA 聚合酶合成），必须筛选靶标 mRNA 序列中是否存在 5´-GN17C-3´ 序列。建

议针对特定靶标生成 3-5 个不同 siRNA 序列以筛选最佳靶点，因为 siRNA 在同一靶标中的不同位点之间的沉默效率的差

异可能很大。目前，无法预测 siRNA 的有效性，因此为实现最佳抑制效果需针对特定靶 mRNA 筛选出多个 siRNA。

寡核苷酸由靶序列、T7 RNA 聚合酶启动子序列以及最小启动子序列上游的 6 个额外核苷酸（以提高 T7 RNA 聚合酶结

合效率）组成。寡核苷酸结构如下：（带下划线的是 T7 启动子序列）：

mRNA 序列：

 5´-XXXXXG1N2-18C19XXXXX-3´

互补序列：

 3´-XXXXXC1N2-18G19XXXXX-5´

寡核苷酸 1（正义链顶链）：

 5´-GGATCCTAATACGACTCACTATA-G1N2-18C19-3´

 （G1N2-18C19= 正义 mRNA 序列）

寡核苷酸 2（正义链底链）：

 3´-CCTAGGATTATGCTGAGTGATAT-C1N2-18G19-AA-5´

    要订购的寡核苷酸 2：

 5´-AA-G19N18-2C1-TATAGTGAGTCGTATTAGGATCC-3´
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寡核苷酸 3（反义链顶链）：

 5´-GGATCCTAATACGACTCACTATA-G19N18-2C1-3´

 （G19N18-2C1= 反义 mRNA 序列）

寡核苷酸 4（反义链底链）：

 3´-CCTAGGATTATGCTGAGTGATAT-C19N18-2G1-AA-5´

    要订购的寡核苷酸 4：

 5'-AA-G1N2-18C19-TATAGTGAGTCGTATTAGGATCC-3'

将一组额外的两个腺嘌呤核苷酸添加至寡核苷酸 2 和寡核苷酸 4 的 5' 末端，以实现在 siRNA 链中形成两个尿苷的 3' 突

出端。

使用通用型的仅含最小 T7 RNA 聚合酶启动子的顶链寡核苷酸（即，顶链 oligo 全序列为：5'-GGATCCTAATAGC-

ACTCACTATAG-3'），从而将制备 DNA 模板所需的寡核苷酸数量降至最低。但是，我们观察到使用完全型的双链寡核

苷酸所得 siRNA 产量最佳（如上图所示）。然而，部分模板使用最小顶链寡核苷酸或全长顶链寡核苷酸时，其 RNA 产

量相近，该效应似乎具有模板依赖性。

表 2. 使用通用型的最小 T7 RNA 聚合酶启动子顶链寡核苷酸或更长的 T7 顶链寡核苷酸生成 6 个不同短 RNA 的 6 种不

同 DNA 模板的 RNA 产量比较。

产生的 RNA
通用的最小寡核苷酸
( 任意设定为 100%） 更长的顶链寡核苷酸

模板 1 100% 86%

模板 2 100% 132%

模板 3 100% 20%

模板 4 100% 90%

模板 5 100% 258%

模板 6 100% 147%
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4.B. 退火 DNA 寡核苷酸

将合成的 DNA 寡核苷酸单链重悬于无核酸酶水中，并使其终浓度为 100pmol/μl。

按下述方式组合每对 DNA 寡核苷酸，以生成用于合成正义链 RNA 或反义链 RNA 的模板：

 寡核苷酸＃ 1（100pmol/μl）  10µl

 寡核苷酸＃ 2（100pmol/μl）  10µl

 2X Oligo 退火缓冲液   50µl

 无核酸酶水    30µl

 最终体积              100µl

将寡核苷酸混合物于 90-95℃条件下加热 3-5 分钟，然后使混合物缓慢冷却至室温。退火后寡核苷酸的终浓度为 10pmol/
μl。将退火的寡核苷酸 DNA 模板存储于 4℃或 -20℃条件下。

注：将寡核苷酸混合物置于装有 90–95℃水的烧杯中孵育 3–5 分钟，随后将此烧杯转移至室温水浴中缓慢冷却，此方法

已被 Promega 的科学家验证有效。此过程大约需要 2 小时。或者，可将加热后的装有水的烧杯静置缓慢冷却至室温（过

夜）。
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4.C. 合成大量的 siRNA

系统提供的线性对照 DNA 可产生长度为 1.1kb 和 2.3kb 的单链转录产物。pGEM® Express 阳性对照模板产生的转录产

物不互补，因此不会形成双链 RNA 或 siRNA。它们仅用作系统转录活性和转录后 RNA 完整性的阳性对照。

1. 于室温条件下设置适当规格的反应液体系。20μl 反应体系可按需调整规格（总体积最大为 500μl；对于大于 500μl

的反应体积，请使用多个离心管）。按如下所示顺序添加组分。每种 siRNA 均需组装两个独立的反应体系，因为

每条短 RNA 链均是单独合成的，然后在转录后进行混合。

T7 反应组分 样品反应 对照反应

RiboMAX™ Express T7 2X Buffer* 退火后寡核苷酸模板 DNA 10.0μl 10.0μl

（上述所得；10pmol/μl；参见说明 1） 2.0μl

pGEM® Express Positive Control Template — 1.0μl

无核酸酶水 6.0μl 7.0μl

酶混合物，T7 Express 2.0μl 2.0μl

最终体积 20.0μl 20.0μl

*冷冻后的RiboMAX™ Express T7 2X缓冲液中可能会出现沉淀物，但可通过将缓冲液加热至 37℃并充分混匀使其溶解。

请注意，该缓冲液中含亚精胺，在低于室温的条件下可能导致 DNA 沉淀。

2. 于 37℃条件下孵育 30 分钟（请参见说明 2-3）。

说明：

1. 最多可将 6μl 退火后的 DNA 寡核苷酸模板添加至单个 20μl 体外转录反应中，否则会因退火缓冲液产生抑制作用。

经验证，每 20μl 体外转录反应使用约 20pmol 退火后的 DNA 寡核苷酸模板可获得最佳 RNA 产量。

2. 为最大化产物得率，37℃孵育时间可延长至 2 小时。一般来说，孵育超过 30 分钟后，产量不会显著增加。但是，

有时可观察到取决于模板的时间依赖性产量增加。可进行时程实验以确定最大 RNA 合成量的最佳孵育时间。

3. 在 42℃条件下进行孵育可提高包含二级结构转录产物的 siRNA 产量。如果在 37℃条件下产量不佳，且模板的 GC

含量较高，则可于 42℃条件下孵育反应。
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4.D. 去除 DNA 模板并退火 siRNA

转录反应后，可用 DNA 酶进行消化以去除 DNA 模板。经测试验证，RQ1 RNase-Free DNase（目录号：M6101）可在

降解 DNA 的同时保持 RNA 完整性。如果需要测定 RNA 的精确浓度，则应使用 DNA 酶对 RNA 进行处理，并纯化以去

除可能的抑制性或干扰性成分。

 切勿在 siRNA制备反应中加入稀释的RNase A溶液。RNase A会切割转录产物的 3'端 2个尿嘧啶构成的突出结构，

该结构对于siRNA诱导的RNAi是必需的。对于非哺乳动物系统中较长RNA分子诱导的RNAi而言，则不需要突出端。

1. 向每 20μl 转录反应液中加入 1μl RQ1 RNase-Free DNase，37℃孵育 30 分钟。

2. 将正义和反义反应液混合，并于 70℃条件下孵育 10 分钟，然后使试管冷却至室温（约 20 分钟）。此步骤可使独

立的正义链与反义链 RNA 退火形成 siRNA。

4.E. 纯化 siRNA

1. 加入 0.1 体积的 3M 醋酸钠（pH5.2）和 1 体积的异丙醇（请参见说明）。混匀并置于冰上 5 分钟。此阶段反应体

系会变得浑浊。置于微量离心机中并按最高转速离心 10 分钟。

2. 离心管底部应可见白色沉淀。小心吸弃上清，用 0.5ml 预冷的 70% 乙醇洗涤沉淀，洗涤后彻底去除乙醇。将沉淀

置于室温条件下风干 15 分钟，然后将 RNA 样品重悬于无核酸酶水中，其体积应为原始反应体积的 2-5 倍（充分重

悬至少需要 2 倍的体积）。不可过度干燥 RNA 沉淀，因为过度干燥可能会不利于完全重悬。于 -20℃或 -70℃条件

下储存。

 注：在异丙醇沉淀步骤中添加糖原可提高产量。我们建议每微升转录反应使用 50ng 糖原（购自 Roche Applied 

Science，目录号：901-393）。纯化后 siRNA 中残留的糖原不会干扰后续定量或功能实验。

4.F. 测定 siRNA 浓度及凝胶电泳分析

用户需提供的材料

（溶液配方见第 7 节。）

• 蓝色 / 橙色上样染料，6X（目录号：G1881）

DNA 酶处理的 siRNA 转录产物可通过非变性凝胶电泳进行检测，以确定全长 siRNA 转录产物的完整性。将 10bp DNA 

Ladder（目录号：G4471）添加至凝胶上可更好地确定 siRNA 样品的大小。请注意，siRNA 的迁移速度比双链 DNA 慢。

每个泳道均使用 1-5μl 稀释后的 siRNA（使用无核酸酶水稀释至少 20 倍）或每个泳道使用 50-500ng。通过与已知量的

用于产生 siRNA 链的退火 DNA 寡核苷酸模板进行对比，实现 siRNA 的凝胶定量。对于绝对定量，则应使用和荧光扫描

仪对纯化后的化学合成的 siRNA 进行凝胶分析。需进行绝对定量时，应使用 SYBR® Green II 染色剂，通过与纯化的化

学合成 siRNA 标准品进行对比，并结合荧光扫描仪，进行凝胶分析。

!
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4.F. 测定 siRNA 浓度及凝胶电泳分析（续）

根据目标转录产物长度选择制备 2-3% 琼脂糖凝胶或聚丙烯酰胺微型凝胶（siRNA 建议使用 10-20% 聚丙烯酰胺凝

胶）。用 0.5mg/ml 溴乙锭或 1：10000 稀释的 SYBR® Green II 染色剂（Molecular Probes）对凝胶染色以观察分离后

siRNA。我们不建议将染色剂掺入凝胶中，因为其会改变 siRNA 的迁移速率，从而增加准确测定 siRNA 大小的难度。

另外，纯化后的 siRNA 可使用 RiboGreen® 染料和 RiboGreen® 试剂盒中提供的核糖体 RNA 标准品进行定量，按高浓度

标准曲线建立方法，并将 siRNA 样本进行连续 1:10 梯度稀释后测定（Molecular Probes；目录号：R-11490）。

我们不建议使用 260nm 处的吸光度进行定量。残留的核糖核苷酸会干扰该方法的准确性，而 G-25 柱纯化会导致 siRNA

产量显著下降。

5. RNAi 和 siRNA 的应用

以下参考文献作为技术指南提供。针对非哺乳动物与哺乳动物系统的 RNA 干扰实验方案持续更新优化，建议查阅最新文

献获取前沿技术方法。

用于秀丽隐杆线虫（C. elegans）

• 注射线虫：参考文献 1 和 18 包含了使用 dsRNA 注射完整线虫的指南。

• 浸泡线虫：参考文献 19 中介绍了将线虫浸泡在含有 dsRNA 的溶液中的方法。

• 喂食线虫：参考文献 20-22 中介绍了通过喂食携带饲喂载体（可表达双链 RNA）的细菌向线虫递送双链 RNA 的实

验方案。

用于昆虫细胞培养物

• 已经使用培养的果蝇 S2 细胞进行了多项 RNAi 研究。参考文献 16 所述的实验方案已通过 Promega 科学家验证，

可与 T7 RiboMAX™ Express RNAi 系统合成的双链 RNA 兼容使用。

• 参考文献 24 中介绍了使用转染试剂将 dsRNA 引入昆虫细胞的方法。还介绍了在培养的蚊子细胞（25）或培养的

果蝇器官（26）中进行 RNAi 实验的流程。

用于哺乳动物细胞系统

• 可以使用多种不同的方法将体外合成的 siRNA 或发夹结构 siRNA 转染至哺乳动物细胞系中（12，13，27）。
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6. 疑难解答

若您遇到的问题在此没有列出，请联系普洛麦格（北京）生物技术有限公司或当地经销商。

联系信息见：www.promega.com。电子邮箱：techserv@promega.com

问题 原因和意见

使用标准转录方案合成的 RNA 量少 转录 2X 缓冲液中含有的亚精胺沉淀 DNA 模板。确保反应组分均于室
温条件下并按所列顺序配制。

模板 DNA 中存在抑制剂。常见的抑制剂包括残留的 SDS、盐、EDTA
和 RNA 酶。用于沉淀模板 DNA 的残留 NaCl 可能会抑制 RNA 聚合酶
活性（最高可达 50％）。模板 DNA 可通过柱层析法进行脱盐并使用
另一种盐进行沉淀。使用 70% 乙醇洗涤所得沉淀 1-2 次。

模板 DNA 中存在核酸酶。建议在所有体外转录反应中均使用重组
RNasin® 核糖核酸酶抑制剂。酶混合物中包含 RNasin® 核糖核酸酶抑
制剂。任何未提供的溶液均应使用 0.1％ DEPC 处理后的水制备。

如果存在核酸酶，则可使用蛋白酶 K 进行处理以提高模板质量。于
50℃条件下，使用蛋白酶 K（100-200ug/ml）和 SDS（0.5％）处理
模板 DNA 30 分钟，然后进行苯酚 / 氯仿抽提和乙醇沉淀。进行乙醇沉
淀前，可将核酸稀释多倍以最大程度地减少 SDS 残留。重悬前，使用
70％乙醇充分洗涤沉淀。

模板效率较低或存在二级结构。
克隆 DNA 模板以使插入片段的不同区域邻近转录起始位点。调整 T7
启动子相对于转录序列的转录起始点位置可解决转录问题。

在 42℃条件下而非 37℃条件下孵育可能会增加包含二级结构模板的转
录。

RNA 聚合酶失活。RNA 聚合酶的活性可通过对照模板的体外转录进行
评估。
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6. 疑难解答（续）

问题 原因和意见

存在 RNA 合成提前终止。将孵育温度从 37℃降至 30℃。在某些情况下，
这会增加全长转录产物的占比（28）

存在比不完全转录产物预期
更大的转录产物

DNA 模板上存在突出 3' 末端。如果 DNA 模板已用可产生突出 3' 端的
限制性内切酶进行了线性化，则转录会导致大量长 RNA 分子的合成，
这些长 RNA 分子在模板末端开始形成（17）。若必须使用此类限制性
内切酶，需在转录反应前用 DNA 聚合酶 I 大片段（Klenow 片段）将
线性 DNA 末端补平。

样本中存在未线性化的质粒。通过凝胶电泳法分析样品。如果发现未
消化的载体，则使用适量的限制性内切酶进行重新消化。

2X Oligo 退火缓冲液

  20mM Tris-HCl（pH7.5）

100mM 氯化钠

使用无核酸酶水制备缓冲液。置于室温条件下储
存。

RNA 上样缓冲液

 50% 甘油

1mM EDTA

0.4% 溴酚蓝

使用高级别甘油（低级别甘油含核糖核酸酶活性）。
分装后储存于 -20℃。

RNA 样品缓冲液

10.0ml 去离子甲酰胺

  3.5ml 37% 甲醛

  2.0ml MOPS 缓冲液

按等体积进行分装，并于 -20℃条件下储存（最长
6 个月）。冻融次数不得超过两次。

TE 缓冲液

10mM Tris-HCl（pH8.0）

  1mM EDTA

TE 饱和苯酚：氯仿：异戊醇 (25:24:1)

将等体积的TE缓冲液和苯酚混合，静置使相分离。
取下层酚相与氯仿 : 异戊醇（24:1）按体积比 1:1
混合。

注：如用于在转录后除去 DNA 模板，请使用 pH 
为 4.5 的 TE 缓冲液，而不是 pH 为 8.0 的 TE 缓
冲液制备上述溶液。

MOPS 缓冲液（10X）

  0.2M MOPS（pH7.0）

50mM 醋酸钠

  5mM EDTA（pH8.0）

7. 缓冲液和溶液组成
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9. 相关产品

RNA 生产

产品 目录号

Riboprobe® System—SP6 P1420

Riboprobe® System—T3 P1430

Riboprobe® System—T7 P1440

Riboprobe® System Buffers P1121

RiboMAX™ Large Scale RNA Production System—SP6 P1280

RiboMAX™ Large Scale RNA Production System—T7 P1300

T7 RiboMAX™ Express Large Scale RNA Production Systems P1320

仅供实验室使用。

DNA 纯化

产品 规格 目录号

Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System
50 preps A1330

250 preps A1460

Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System

50 preps A7100

100 preps A7500

250 preps A7510

Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System 25 preps A7640

Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System 10 preps A7270

Wizard® Plus Midipreps DNA Purification System 5 preps A7300

Wizard® DNA Clean-Up System 100 preps A7280

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
50 preps A9281

250 preps A9282

仅供实验室使用。
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9. 相关产品（续）

单链 RNA 分子量标记

产品 规格 目录号

RNA Markers 50μl G3191

仅供实验室使用。

扩增产品

产品 规格 目录号

PCR Master Mix

10 reactions M7501

100 reactions M7501

1,000 reactions M7505

仅供实验室使用。

PCR 克隆产品

产品 规格 目录号

pGEM®-T Vector System I 20 reactions A3600

pGEM®-T Vector System II 20 reactions A3610

pGEM®-T Easy Vector System I 20 reactions A1360

pGEM®-T Easy Vector System II 20 reactions A1380

仅供实验室使用。

10. 内容变更总结

本文件的 9/16 修订版对以下内容进行了变更：

1. 删除了 siRNA Target Designer 软件（无法再用）参考文件。

2. 更新了相关产品。
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