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SP6 RNA R4 i

%S S10123

f&i 1
SP6 RNA Polymerase, RBISP6 RNAK &, & & ke miRnlSP6)ash T

Y FIDNAMKCH 15'—3" RNAKE A5 1. SP6 RNA Polymerase ] DA A4 B % Bl X%
DNA SP6 Ja 27 FIFNTPIIIB N, &5 SPOJH 31T T i AR DNA AN HRNA

FER: SP6 RNA Polymerase ] LIRBIMEMINTP, Bl =bric HimEix
it RGHEARCHINTP, AU T &R ICRNA 6. RN T-SP6JH 30 74 &
JE RS S

Fi&: HTRNAGH, AR AIRNAR DU T e E: A iket, £ H4IDNAFY
BT, HHERZ IR ORI 2 (RNase protection assay), & XRNAG %, 1E RN
FHERIRNABIN, RNABIIEWIFTHIEY), RNA A5 ARNA-H F 5UH AR,
Iy W01, siRNA. miRNA%/NRNA.

RIF: HRMAFHEKIE, FILFEFNEFEASP6 RNA Polymerasef: A .

WX 37°C 607051, {441 nmol AMP 5 N3 2 AL IR H B 75 1y 2
5E SCRTANIETE AL

PRI %44 : 40mM Tris-HCI (pHS8.0), 6mM MgC12, 10mM DTT, 2mM
spermidine, 0.5mM NTP, 0.6MBg/ml [ H]-ATP, 20ug/ml plasmid DNA containing
the specific SP6 RNA Polymerase promoter sequence .

SEEE: A DNARNDIEGFISMINE, NS RNAKE.

FEAEFEYAW: 50mM Tris-HCI (pH8.0), 150mM NaCl, 5mM DTT, 0.lmg/ml
BSA, 0.5mM Elugent, 50% glycerol.

Transcription Buffer (5X): 200mM Tris-Cl (pH7.9 at 25°C), 30mM MgCl2,
50mM DTT, 50mM NaCl, 10mM spermidine.
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HIEEAH]: 70°CH#A 104040 7] {iSP6 RNA Polymerase2kif. HNA&ERHEDTA
AT LL#ESP6 RNA Polymerase ki B E7f. WEERT150mM AN el £h ]
PLIE 2 40 SP6 RNA Polymerase 7514 o

SP6[consensus promotersequencell] T :

-15-10-5+1 +5
ATTTAGGTGACACTATAGAAGNG
GEICLE
e ) EL %k
S10123-1 SP6 RNA Polymerase(20U/ul) 500U
S10123-2 Transcription Buffer(5X) 0.2ml
— RE 1473
CENLE
1. RNAA

a. DNARSHR £ PR A% IR N D) B g D) 2 EAL

b. B/ Vi iHEDNA, H OEEvE e, W aEERLE LB 7K. AR
DL T3 4 FODNAZEAL A&, I IDNAZIAL 5GRI &, ERAT4lME, AT
T TR CREU T IR L IR

c. ZH U RIS B A -

Transcription Buffer(5X) 10ul
NTP Mixture(10mM each) 10ul
L2 PEDNABER lpg
Ribonuclease Inhibitor 50U
SP6 RNA Polymerase 30U
N FE L DEPCAR B 1) 25 85 T 7K #50ul

d % ERBEBIFRNAARIE, BRI U RITIR SIS Vortex £ 5
R B RARIRS)), Bl S B O UTTE A .

e. 37°C ¥ H 1~2 M/,

£ N 2u1 0.5M EDTA (pH 8.0)£1nyim¢%i HYE 5) 87-20°C YA E1 2 1B N

g. BVK TG =1, BRI FAMIE 7 VR S e B SR AR
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a) % TAETC RNA B4 T ikAT

b) RNARRTFEZRZAF THCE, 4°C A W (spermidine)f7-7ERT DNA A K4
YLVE -

) # LA BRI ZEAE, &F Ipg iR DNA R4 B 10pg [ RNA.

d) WA DNA IRIEUARTE A, 22 S0 H B TIOHHK B K 1) RNA,
[F I A5 TSR B PR e s A L A1) e

e) T AR SRR A DL i IR LU B HOR Bl /s b0 I A R

2. FBURPRICRNARIA

a. DNASHR 28 FRIPEAZ IR ] DI RG R D) 26 PEAL.

b. B/ HHEDNA, F CBETNE G, W TIERM O X8 K. AP
DA & 2 FIDNAZEAL R &, B i FODNAZEAL BGR) &,  BELRestAT 4k, A
o2 Ty E DR LB DT X E AP IR

c. ZEUTR LM E VAR R

Transcription Buffer(5X) 4ul
3NTP Mixture(10mM each,without CTP) lul
100uM CTP 2.4ul
[a-PI-CTP,~30TBg/mmol(800Ci/mmol) 1.85MBq(50uCi)
ZMEDNARRR 0.2~1pg
Ribonuclease Inhibitor 20U
SP6 RNA Polymerase 20U
N FELEDEPCAL P 1) 25 85 T K %20pl

d.37°C 15 & 1~2 A~/

e. -20°C A1 1k [ i

£ TR RNA BIFRCRER

R

a) 1% UL 575G i RNA JEPE— 8N 3-5 x108 dpm/ug.

b) biRbric s el BUEEHIP2P] [PS]ER[BHIFRC A A NTP. i FH HiAth %
SHERRIC ) NTP I, AR NTP FEAEAH SR B . 20l [ A4 52 % 1o HERE A FH 77
E=5 N 1.85MBq (50uCi) 5'-[0-*2P]-CTP, ~30TBq/mmol(800Ci/mmol); 11.1MBq
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(300uCi) 5'-[a-*3S]-UTP, >37TBg/mmol (>1000Ci/mmol); 0.925MBq (25uCi) 5,6-[*H]-
UTP, 1.1-2.2TBg/mmol (30-60Ci/mmol) »

o) B HERFENTPIR IR T 12uM, ArKpesfo & AR s T .
EREMR:
1o A R BAE AR UK R I BRUKTA b, A 55 6 B BB TF-20°C A7

2« AR TN RIREERT ], A T IRKIZWEGETT, A
MT R dhsigilt, AT EEEEN.

3. N TR, 155 LIRS — R TFERE.
B¥H: 20CHE . 20,

FiEH R R IR AR
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	1. RNA合成：
	a. DNA模板经限制性核酸内切酶酶切线性化。
	b. 酚/氯仿抽提DNA，用乙醇沉淀后，溶于适量的无菌去离子水中。本步骤也可以使用适当的DNA纯化试
	c. 参考如下表格设置反应体系：
	d. 按上表设置好反应体系后，轻轻混匀(可以用移液器吹打混匀或用 Vortex 在最低速度轻轻混匀)
	e. 37ºC 孵育 1~2 个小时。
	f. 加入 2µl 0.5M EDTA (pH 8.0)到反应体系中混匀或-20ºC 冷却终止反应。
	g. 电泳分析转录产物，或通过其他适当方法鉴定转录的效率。
	注意：
	a) 转录需在无 RNA 酶条件下进行。
	b) 反应体系需在室温条件下配置，4ºC 有亚精胺(spermidine)存在时 DNA 可发生沉淀
	c) 按以上反应条件，每 1µg 模板 DNA 可合成超过 10µg 的 RNA。
	d) 如果模板 DNA 的线形化不太完全，会导致转录出比预期长度更长的 RNA，同时使预期长度的转录
	e) 可根据实际情况按照比例放大或缩小上述反应体系。
	2. 放射标记RNA的合成：
	a. DNA模板经限制性核酸内切酶酶切线性化。
	b. 酚/氯仿抽提DNA，用乙醇沉淀后，溶于适量的无菌去离子水中。本步骤也可以使用适当的DNA纯化试
	c. 参考如下表格设置反应体系：
	d. 37ºC 孵育 1~2 个小时。
	e. -20ºC 冷却终止反应。
	f. 分析和检测 RNA 的标记效率。
	注意： 
	a) 按以上方法合成的 RNA 活性一般为 3-5 x108 dpm/µg。
	b) 上述标记反应中也可以使用[32P]、[35S]或[3H]标记的其他 NTP。使用其他放射性标记
	c) 放射性标记NTP浓度低于12µM时，全长转录本合成效率也会下降。

