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1 样本信息

样本类型：人弥漫性大B细胞淋巴瘤细胞
储存条件：-80度保存，加干冰寄样。

检测内容：RT-qPCR（mRNA）相对定量

样本数量：15
2 仪器与试剂
2.1 主要仪器

表1 实验所用主要仪器

	仪器名称
	仪器型号
	供应商

	Real Time PCR 仪
	ABI7500
	ABI

	台式高速大容量离心机
	5810R
	Eppendorf

	制冰机
	ZBE30-10
	ZIEGRA

	凝胶成像系统
	ChemiDoc XRS+
	Bio-RAD

	电泳仪
	POWER/PAC300
	Bio-RAD

	电泳槽
	JY-SPCT型
	北京君意东方

	低温高速离心机
	5417R
	Eppendorf

	高压蒸汽灭菌锅
	YM75
	上海三申

	超微量分光光度计
	Nanodrop 2000
	Thermo

	移液器
	2.5µL、10µL、200µL、1000µL
	Eppendorf

	PCR仪
	Veriti
	ABI

	电子天平
	BS-224S
	Sartorius

	离心管
	1.5mL、2.0mL、0.6mL、0.2mL
	Axygen

	微孔板离心机
	CF2800M
	LABGIC

	掌式离心机
	D1008E
	DLAB

	枪头
	10µL、200µL、1mL
	Axygen

	微波炉
	P70D20TL-D4
	Galanz

	高速低温组织研磨仪
	KZ-5F-3D
	武汉赛维尔生物科技


2.2 主要试剂

表2 实验所用主要试剂

	试剂名称
	货号
	供应商

	琼脂糖
	111935
	BioWest

	TRNzol Universal 总 RNA 提取试剂
	DP424
	天根生化科技

	6×Loading Buffer
	D1010
	索莱宝

	RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit
	K1622
	Thermo

	2x SYBR Green qPCR Master Mix
	B21203
	Selleck

	Applied Biosystems™ MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, 0.2 mL
	4306737
	ABI

	Applied Biosystems™ MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode & Optical Adhesive Films
	4314320
	ABI

	氯仿
	10006818
	国药集团

	异丙醇
	80109218
	国药集团

	无水乙醇
	10009218
	国药集团

	引物
	
	金唯智

	RNase/DNase-free ddH2O
	RT121-02
	天根生化科技


3 实验方法

3.1 样品处理：

a. 植物组织：以叶片RNA提取为例，取100 mg新鲜叶片在液氮中充分研磨，研磨后迅速将样本转移至预冷的离心管中，加入1 ml TRNzol试剂，充分混匀。 

b. 动物组织：以鼠肝脏RNA提取为例，取100 mg新鲜肝脏组织，研磨前尽量剪碎，加入1 ml TRNzol 试剂，使用高通量组织研磨仪快速充分匀浆 (6m/s，研磨20s，静置15s，研磨2个循环)。 

c. 单层培养细胞：单层贴壁细胞的收集（收集细胞数量请不要超过1×107）。

1) 直接裂解法： 直接在培养板中加入TRNzol试剂裂解细胞，每10 cm2 面积加入1 ml TRNzol 试剂。用取样器吹打几次。注意：TRNzol 试剂加量根据培养板面积决定，不是由细胞数决定。 

2) 胰蛋白酶处理法：吸除培养基，使用PBS洗涤细胞，加入含有0.25%胰蛋白酶的PBS（或培养基）处理细胞，当细胞脱离容器壁时，加入含有血清的培养基失活胰蛋白酶，将细胞溶液转移至RNase-free的离心管中，300×g离心5 min，收集细胞沉淀。 注意：收集细胞时一定要将细胞培养液去除干净，否则会导致裂解不完全，造成RNA的产量降低。 

d. 细胞和细菌悬液：每1×106 -1×107细胞或者菌体加入1ml TRNzol试剂。细菌在处理前需要加入溶菌酶进行裂解。 
e. 血液与病毒液处理：直接取新鲜的血液或病毒液，加入3倍体积TRNzol试剂 (推荐0.2 ml全血或病毒液加入0.6 ml TRNzol 试剂)，充分振荡混匀。

3.2 RNA提取：

3.2.1 将加入TRNzol后的样本室温反应10 min。

3.2.2  加入200µl氯仿，剧烈摇荡 15 s，不要使用涡旋振荡仪，室温放置 10min。

3.2.3  4℃ 12000rpm 离心 15min。离心后溶液分为三层，由下至上为：酚仿层、中间白色蛋白层和澄清的水层，RNA 存在于水层中。

3.2.4  取上层水相 400 µL 于新的离心管中，等体积加入异丙醇（4℃预冷），-20℃放置 15 min。

3.2.5  4 ℃ 12000rpm 离心 10 min。

3.2.6  弃上清，加入 1 mL 75%乙醇（4℃预冷）洗涤RNA沉淀。

3.2.7  轻轻上下翻转，充分洗涤。4 ℃ 12000 rpm 离心5 min。

3.2.8  弃上清，重复步骤3.2.6-3.2.7一次。

3.2.9  弃上清，用移液器小心将残留液体吸干净，晾干。加入 50 µL DEPC 水中，用枪轻轻吹打使其充分溶解。

3.2.10  RNA 的纯度与浓度检测：NanoDrop 2000测定提取RNA 的 OD 值和浓度。

3.2.11  RNA 的完整性检测：用 1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定 RNA 的完整性。

3.2.12  RNA 样品长期保存于-80 ℃冰箱。

3.3 体外反转录

3.3.1 将下列试剂按照下表加入RNase/DNase-free  PCR管中，冰上操作

	试剂
	用量

	5 × Reaction Buffer
	4 µL

	反转录引物
	1 µL

	RNA
	5µg

	Ribolock RNA酶抑制剂（20U/µL）
	1 µL

	Revertaid M-MuLV逆转录酶（200U/µL）
	1 µL

	10 mM dNTP Mix
	2 µL

	RNase/ DNase-free ddH2O
	Up to 20 µL


轻轻混匀，离心。

3.3.2 如果使用Oligo（dT）18或者基因特异性引物，42 ℃孵育60 min；如果使用随机六聚体引物，25 ℃孵育5 min，随后42 ℃孵育60 min。

3.3.3如果RNA模板GC含量高或者含有二级结构，将模板和引物的混合液轻轻混匀，短暂离心，65 ℃孵育5min，冰上冷却，离心，再置于冰上。
3.3.4 70 ℃加热5 min，终止反应。反应所得cDNA稀释后可直接用于PCR反应或者在-20℃短期保存，长时间保存，放入-80℃冰箱。

3.4  PCR扩增

将稀释后cDNA （约100ng/µl）作为 PCR反应模板。PCR反应体系如下：

	试剂
	用量

	cDNA
	100ng/1 µL

	引物F(10µM)
	0.5 µL

	引物R(10µM)
	0.5 µL

	SYBR mix
	10 µL

	ROX Reference Dye（50×）
	0.4 µL

	RNase/ DNase-free ddH2O
	Up to 20 µL


PCR反应程序：

94℃预变性 30s

94℃  5s

60℃  30s

95℃  15s

60℃  1min

每15s升温0.3℃

95℃  15s
4 数据分析

使用 ABI7500软件读取各PCR反应Ct值，使用目的基因的Ct值减去内参基因的 Ct 值，得到Δ Ct；用实验组 Δ Ct减去对照组的Δ Ct均值，得到 Δ Δ Ct 。使用 2-ΔΔCt计算相对于对照组，实验组目的基因的表达变化。

5 实验结果见附件
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