
Seminář izolačních technologií na MZLU v Brně 

Izolace RNA ze svaloviny, tuku 

RNA Blue Kit 
 
 
Materiál: 
tkáň (60 mg),RNA Blue Kit, chloroform (bez doplňků), 
isopropylalkohol, 75% ethanol ve vodě, voda zbavená RNáz, chlazená 
centrifuga, mikrocentrifuga, 1,5 nebo 2,0 ml mikrocentrifugační 
zkumavky, pipety, špičky s filtrem, rukavice 
 
! Problémem při izolaci RNA je existence RNáz, které se vyskytují 
všude kolem nás a je obtížné je inhibovat. Z toho důvodu vyžaduje 
práce s RNA určitá opatření: 

a) je nutno používat jednoúčelové rukavice 
b) je nutno používat sterilní zkumavky a pipety určené výhradně 

na práci s RNA 
 
 

Pracovní postup: 
 
!Před začátkem izolace je třeba zahřát termostat na 60 °C a zapnout   
 a nachladit centrifugu. 
 

A) Příprava vzorku 
 
1.  Do zkumavky s kuličkami napipetujte 1 ml RNA Blue. 

 

2.  Rozkrájejte vzorek tkáně sterilním skalpelem na malé kousky a   

 vložte do zkumavky. 

 

3.  Homogenizujte v přístroji FastPrep při intenzitě 6 po dobu  

 40 sekund. 

 

4.  Odstřeďte zkumavku 5 minut při 12 000 × g. 

 

5.  Přeneste čistý lyzát (bez kuliček a usazených zbytků tkáně) do  

 nové 1,5 ml zkumavky. 
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B) Izolace RNA 
 

6.  Do čistého lyzátu přidejte (v digestoři) 200 µl chloroformu 

(pozor kape ze špičky – nechat odkápnout první kapku zpět do 

odběrné nádoby a pak rychle přenést špičku do zkumavky) a 

15 sekund vortexujte. 

7.   Směs inkubujte po dobu 5 minut při pokojové teplotě. 

8.   Odstřeďte zkumavku 10 minut při 12 000 × g a 4 °C. To rozdělí  

obsah zkumavky na horní bezbarvou fázi, interfázi a modrou  

organickou fázi. RNA se nachází výhradně v horní vodní fázi. 

9.   Přeneste horní fázi (opatrně – bez narušení mezifáze!) do nové  

1,5 ml zkumavky. Řídíme se pravidlem – méně (svrchní fáze) je 

více a čistější RNA! 

10. Přidejte 500 µl isopropylalkoholu.   

11. Inkubujte 10 minut při 4 °C. 

12. Odstřeďte zkumavku 10 minut při 12 000 × g a 4 °C. 

13. Opatrným pipetováním odstraňte supernatant (RNA se nachází na  

dně a po stranách zkumavky). 

14. Poté přidejte 1 ml 75% ethanolu a důkladně protřepte. 

15. Odstřeďte zkumavku 15 minut při 12 000 × g a 4 °C. 

16. Opět opatrným pipetováním odstraňte všechen supernatant a pak  

nechte otevřenou zkumavku 5 – 10 minut sušit na vzduchu. 

17. Po vysušení přidejte 70 µl na 55 – 60 °C předehřáté vody  

zbavené RNáz a špičkou lehce promíchejte. 

18. Ve zkumavce je nyní obsažena RNA. 

 

 
Poznámky 
 

1) RNA Blue obsahuje fenol a další toxické látky – zacházejte s ním 
opatrně a používejte ochrané pomůcky (rukavice, plášť, brýle). 
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