
书书书

犐犆犛０７．０８０
犌００

! " # $ % & ' ' ( ) *

犌犅／犜３７８７５—２０１９

!"#$%&'()
*+,-./01

犜犲犮犺狀犻犮犪犾狊狆犲犮犻犳犻犮犪狋犻狅狀犳狅狉狇狌犪犾犻狋狔犲狏犪犾狌犪狋犻狅狀狅犳狀狌犮犾犲犻犮

犪犮犻犱犲狓狋狉犪犮狋犻狅狀犪狀犱狆狌狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀犽犻狋狊

２０１９０８３０23 ２０１９０８３０45

' ( + , - . / 0 1 2
!''()*3/0456 2 3



目　　次

前言 Ⅰ…………………………………………………………………………………………………………

１　范围 １………………………………………………………………………………………………………

２　规范性引用文件 １…………………………………………………………………………………………

３　术语和定义、缩略语 １………………………………………………………………………………………

　３．１　术语和定义 １…………………………………………………………………………………………

　３．２　缩略语 ２………………………………………………………………………………………………

４　评价指标 ３…………………………………………………………………………………………………

　４．１　产量 ３…………………………………………………………………………………………………

　４．２　纯度 ３…………………………………………………………………………………………………

　４．３　完整度 ３………………………………………………………………………………………………

　４．４　重复性 ３………………………………………………………………………………………………

　４．５　再现性 ３………………………………………………………………………………………………

　４．６　批间差异 ３……………………………………………………………………………………………

　４．７　细菌内毒素残留 ３……………………………………………………………………………………

５　评价方法 ３…………………………………………………………………………………………………

　５．１　总则 ３…………………………………………………………………………………………………

　５．２　产量 ３…………………………………………………………………………………………………

　５．３　纯度 ３…………………………………………………………………………………………………

　５．４　完整度 ４………………………………………………………………………………………………

　５．５　重复性 ４………………………………………………………………………………………………

　５．６　再现性 ４………………………………………………………………………………………………

　５．７　批间差异 ４……………………………………………………………………………………………

　５．８　细菌内毒素残留 ５……………………………………………………………………………………

６　质量评价报告 ５……………………………………………………………………………………………

附录Ａ（资料性附录）　核酸提取产量、纯度、完整度和细菌内毒素残留的测定方法 ６…………………

犌犅／犜３７８７５—２０１９



前　　言

　　本标准按照ＧＢ／Ｔ１．１—２００９给出的规则起草。

本标准由国家标准物质研究中心提出并归口。

本标准起草单位：中国计量科学研究院、北京康为世纪生物科技有限公司。

本标准主要起草人：傅博强、王晶、段佳丽、王春香、陈敏、唐治玉、牛春艳、董莲华、高运华。
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核酸提取纯化试剂盒

质量评价技术规范

１　范围

本标准规定了核酸提取纯化试剂盒质量评价的术语和定义、质量评价技术指标和评价方法。

本标准适用于细菌、质粒、真核细胞等的ＤＮＡ和ＲＮＡ提取纯化试剂盒的生产和服务。

２　规范性引用文件

下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文

件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５　标准编写规则　第４部分：试验方法标准

ＪＪＦ１００１—２０１１　通用计量术语及定义

ＪＪＦ１２６５—２０１０　生物计量术语及定义

３　术语和定义、缩略语

３．１　术语和定义

ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５、ＪＪＦ１００１—２０１１和ＪＪＦ１２６５—２０１０界定的以及下列术语和定义适用于本文

件。为了便于使用，以下重复列出了ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５、ＪＪＦ１００１—２０１１和ＪＪＦ１２６５—２０１０中的某

些术语和定义。

３．１．１　

核酸的一级结构　狀狌犮犾犲犻犮犪犮犻犱狆狉犻犿犪狉狔狊狋狉狌犮狋狌狉犲

多核苷酸链中核苷酸的排列顺序（或碱基排列顺序）。

３．１．２　

标准物质　狉犲犳犲狉犲狀犮犲犿犪狋犲狉犻犪犾

具有足够均匀和稳定的特定特性的物质，其特性被证实适用于测量中或标称特性检查中的预期

用途。

［ＪＪＦ１００１—２０１１，定义８．１４］

３．１．３　

精密度　狆狉犲犮犻狊犻狅狀

在规定条件下，所获得的独立测试／测量结果间的一致程度。

注１：精密度仅依赖于随机误差的分布，与真值或规定值无关。

注２：精密度的度量通常以表示“不精密”的术语来表示，其值用测试结果或测量结果的标准差来表示。标准差越

大，精密度越低。

注３：精密度的定量度量严格依赖于所规定的条件，重复性条件和再现性条件为其中两种极端情况。

［ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５，定义３．３］

１
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３．１．４　

重复性　狉犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔

重复性条件下的精密度。

注：重复性可以用结果的离散特性来定量表示。

［ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５，定义３．５］

３．１．５　

重复性条件　狉犲狆犲犪狋犪犫犻犾犻狋狔犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

为获得独立测试／测量结果，由同一操作员按相同的方法、使用相同的测试／测量设施、在短时间间

隔内对同一测试／测量对象进行测试／测量的观测条件。

注：重复性条件包括：

———相同的测量程序或测试方法；

———同一操作员；

———在同一条件下使用同一测量或测试设施；

———同一地点；

———在短时间间隔内的重复。

［ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５，定义３．６］

３．１．６　

再现性　狉犲狆狉狅犱狌犮犻犫犻犾犻狋狔

再现性条件下的精密度。

注１：再现性可以用结果的离散特性来定量表示。

注２：结果通常理解为已修正的结果。

［ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５，定义３．８］

３．１．７　

再现性条件　狉犲狆狉狅犱狌犮犻犫犻犾犻狋狔犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

由不同的操作员按相同的方法、使用不同的测试／测量设施、对同一测试／测量对象进行观测以获得

独立测试／测量结果的观测条件。

［ＧＢ／Ｔ２０００１．４—２０１５，定义３．９］

３．１．８　

批间差异　犫犪狋犮犺狋狅犫犪狋犮犺狏犪狉犻犪狋犻狅狀

在重复性条件下，同一厂家不同批次提取纯化试剂盒的核酸提取产量、纯度和完整度等指标的精

密度。

３．２　缩略语

下列缩略语适用于本文件。

ＤＮＡ：脱氧核糖核酸（ＤｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ）

ｍＲＮＡ：信使核糖核酸（ｍｅｓｓｅｎｇｅｒＲｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ）

ＯＤ：光密度（ＯｐｔｉｃａｌＤｅｎｓｉｔｙ）

ＲＮＡ：核糖核酸（ＲｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ）

ｒＲＮＡ：核糖体核糖核酸（ｒｉｂｏｓｏｍａｌＲｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ）

ＴＡＥ：由三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓｂａｓｅ）、乙酸（Ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ）和乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）组成的缓

冲液

ｔＲＮＡ：转运核糖核酸（ｔｒａｎｓｆｅｒＲｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄ）

２
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４　评价指标

４．１　产量

核酸提取纯化试剂盒从一定质量或体积的样本中提取得到的ＤＮＡ或ＲＮＡ的总质量。应达到或

符合试剂盒说明书声称的提取产量要求。

４．２　纯度

核酸提取物中目标核酸的纯度，以核酸提取物中目标核酸与残留杂质的相对比值（如ＯＤ２６０／ＯＤ２８０

和ＯＤ２６０／ＯＤ２３０）或电泳图条带等表示核酸提取产物的纯度。

注：残留杂质包括来自于样本的蛋白质、多糖、多酚等，来自于提取溶剂的有机溶剂、异硫氰酸等，以及ＤＮＡ提取时

残留的ＲＮＡ、ＲＮＡ提取时残留的ＤＮＡ、ｍＲＮＡ提取时残留的ｒＲＮＡ等。

４．３　完整度

提取核酸时，防止物理因素（剪切力、高温）、化学因素（强酸、强碱）和生物因素（核酸酶）破坏，保持

核酸一级结构完整而不发生改变的程度。

４．４　重复性

重复性条件下，核酸提取产量、纯度和完整度的精密度。

４．５　再现性

再现性条件下，核酸提取产量、纯度和完整度的精密度。

４．６　批间差异

重复性条件下，同一厂家试剂盒，不同批次间的核酸提取产量、纯度和完整度的精密度。

４．７　细菌内毒素残留

核酸提取物中残留的来源于革兰氏阴性菌细胞壁的细菌内毒素脂多糖的含量。

注：对于用于转染的质粒或其他用于生物体内试验的核酸，需要检测细菌内毒素的残留量。

５　评价方法

５．１　总则

核酸提取纯化试剂盒的质量评价，应使用与试剂盒声称适用的样品一致或接近的标准物质（包括日

常用于评估测量程序精密度的标准物质／标准样品，即质量控制样品）。当没有标准物质时，可使用足够

均匀的、与试剂盒声称适用的样品一致或接近的样品。应使用经计量检定或校准的仪器。

５．２　产量

采用紫外分光光度法、荧光法等测定核酸提取液中的核酸浓度，经计算，得到提取核酸的产量。

测定方法参见附录Ａ中的Ａ．１。

５．３　纯度

对蛋白质、多糖、多酚、异硫氰酸等残留杂质，采用紫外分光光度法，测定２６０ｎｍ、２８０ｎｍ、２３０ｎｍ

３
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下的光密度ＯＤ２６０、ＯＤ２８０、ＯＤ２３０，计算ＯＤ２６０／ＯＤ２８０和ＯＤ２６０／ＯＤ２３０值，评估提取核酸的纯度。

对ＤＮＡ提取时残留的ＲＮＡ、ＲＮＡ提取时残留的ＤＮＡ、ｍＲＮＡ提取时残留的ｒＲＮＡ，采用琼脂糖

凝胶电泳法，检测非目标核酸残留的电泳条带，评估提取核酸的纯度。

测定方法参见Ａ．２。

５．４　完整度

采用琼脂糖凝胶平板电泳法、芯片电泳法等方法进行核酸完整度的测定。分析不同相对分子质量

大小核酸片段的荧光亮度或峰高，评估提取核酸的完整度。

测定方法参见Ａ．３。

５．５　重复性

在同一实验室，由同一操作员使用相同的设备，采用同一批次的提取纯化试剂盒，对标准物质或足

够均匀的样品，进行提取纯化。在１ｄ内重复提取不少于６个平行样品。以重复性条件下提取核酸的

产量、纯度和完整度的精密度为指标评价重复性，计算见式（１）。

ＲＳＤｒ＝
∑
狀

犻＝１

狓犻－狓（ ）２

狀－１槡 ×
１

狓
×１００％ ……………………（１）

　　式中：

ＲＳＤｒ———重复性测量结果的相对标准偏差，％；

狀 ———平行测定样品的数量，个；

狓犻 ———第犻个样品的测量结果；

珚狓 ———狀个样品的测量结果的平均值。

５．６　再现性

在不少于５家不同的实验室，由不同的操作员使用不同的设备，采用同一批次的核酸提取纯化试剂

盒，对同一标准物质或足够均匀的样品，进行提取纯化。各重复提取３个平行样品。以再现性条件下提

取核酸的产量、纯度和完整度的精密度为指标评价再现性，计算见式（２）。

ＲＳＤＲ＝
∑
犿

犻＝１

狔犻－狔（ ）２

犿－１槡 ×
１

狔
×１００％ ……………………（２）

　　式中：

ＲＳＤＲ ———再现性测量结果的相对标准偏差，％；

犿 ———参加再现性评价的实验室的数量，家；

狔犻 ———第犻家实验室的３个平行样品测量结果的平均值；

珔狔 ———犿 家实验室测量结果的总平均值。

５．７　批间差异

在同一实验室，由同一操作员，使用相同的设备，采用同一核酸提取纯化试剂盒的３个不同批次，对

同一标准物质或足够均匀的样品，进行提取纯化。各批次试剂盒分别重复提取３个平行样品。以上述

条件下试剂盒批次间提取产量、纯度和完整度的精密度为指标评价批间差异，计算见式（３）。

ＲＳＤｂ＝
∑
犫

犻＝１

狕犻－狕（ ）２

犫－１槡 ×
１

狕
×１００％ ……………………（３）

４
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　　式中：

ＲＳＤｂ———批间差异测量结果的相对标准偏差，％；

犫 ———样品不同批次的数量，个；

狕犻 ———第犻个批次的３个平行样品测量结果的平均值；

珔狕 ———犫个批次样品的测量结果的总平均值。

５．８　细菌内毒素残留

对于提取用于转染的质粒或其他用于生物体内试验的核酸试剂盒，对提取核酸中的细菌内毒素残

留进行定量。

测定方法参见Ａ．４。

６　质量评价报告

应包括试剂盒所提取核酸的产量、纯度、完整度，及其重复性、再现性和批间差异。如有必要，还应

包括细菌内毒素残留。

５
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附　录　犃

（资料性附录）

核酸提取产量、纯度、完整度和细菌内毒素残留的测定方法

犃．１　核酸提取产量测定方法

犃．１．１　紫外分光光度法

犃．１．１．１　试剂和仪器

去离子水，１８．２ＭΩ；

核酸样品溶解缓冲液；

微量紫外分光光度计；

微量移液器。

犃．１．１．２　操作步骤

用去离子水将检测池清洗三次，每次２μＬ，用无尘纸擦拭干净。加入２μＬ核酸样品溶解液作为空

白对照，在２６０ｎｍ波长下校零。取核酸提取溶液２μＬ，在２６０ｎｍ波长下测定，每测一次，用去离子水

清洗检测池三次。

注：利用微量紫外分光光度计测定核酸提取溶液的ＯＤ２６０，ＯＤ２６０测量值的范围在０．０５～１．０之间才能保证测量值的

有效性。如果不在此范围，可进行适当的稀释或浓缩。

犃．１．１．３　结果计算

核酸提取产量计算方法：按照式（Ａ．１）计算核酸提取原溶液中的核酸质量浓度ρ，按照式（Ａ．２）计算

提取核酸产量犿。

ρ＝ＯＤ２６０×犖×ε／犫 ……………………（Ａ．１）

　　式中：

ρ　　———核酸提取原溶液中的核酸质量浓度，单位为纳克每微升（ｎｇ／μＬ）；

ＯＤ２６０———核酸在２６０ｎｍ下的光密度；

犖 ———样品稀释倍数；

ε ———消光系数，依赖于波长（双链 ＤＮＡ 为５０ｎｇ·ｃｍ／μＬ，单链 ＤＮＡ 为３３ｎｇ·ｃｍ／μＬ，

ＲＮＡ为４０ｎｇ·ｃｍ／μＬ）；

犫 ———光程，单位为厘米（ｃｍ）。

犿＝ρ×犞 ……………………（Ａ．２）

　　式中：

犿 ———提取核酸产量，单位为纳克（ｎｇ）；

ρ ———核酸提取原溶液中的核酸质量浓度，单位为纳克每微升（ｎｇ／μＬ）；

犞 ———核酸提取原溶液的体积，单位为微升（μＬ）。

犃．１．２　荧光法

采用荧光计测量，荧光染料标记核酸的荧光强度与核酸含量成正比。此方法可以排除核糖核酸、脱

氧核糖核酸以及蛋白质三者之间的相互干扰。

６

犌犅／犜３７８７５—２０１９



犃．１．２．１　试剂和仪器

荧光法核酸定量试剂盒：含核酸荧光染料、核酸样品溶解缓冲液、标准品溶液；

去离子水，１８．２ＭΩ；

微量荧光计；

微量移液器；

涡旋仪。

犃．１．２．２　操作步骤

配制检测工作液：将试剂盒中的各组分恢复至室温。在０．５ｍＬＰＣＲ薄壁管中，使用核酸样品溶解

缓冲液，按比例将适量核酸荧光染料试剂稀释至１×（如：取１μＬ荧光染料试剂，加入１９９μＬ核酸样品

溶解缓冲液），现用现配。工作液配制好后，３ｈ内使用。

配制待检标准品溶液：取１９０μＬ检测工作液至２个０．５ｍＬＰＣＲ薄壁管中，分别加入１０μＬ标准

品１溶液和标准品２溶液，轻轻涡旋振荡２ｓ～３ｓ，尽量避免气泡产生。

配制待检核酸样品溶液：取１８０μＬ～１９９μＬ检测工作液至样本的ＰＣＲ管中，分别加入１μＬ～

２０μＬ待检样本，使ＰＣＲ管中每个样本终体积为２００μＬ，轻轻涡旋振荡２ｓ～３ｓ，尽量避免气泡产生。

将所有待检ＰＣＲ管置于室温避光孵育２ｍｉｎ。

按照荧光计的操作说明，测定荧光信号值。

为保证结果的准确性，标准曲线上的每个浓度应做２个平行。每个样品应重复检测三次，从与荧光

染料的混合开始。

犃．１．２．３　结果计算

使用核酸标准品溶液绘制标准曲线，通过标准曲线线性回归方程计算核酸提取原溶液中核酸浓度。

然后根据式（Ａ．２）计算提取核酸产量。

犃．２　纯度测定方法

犃．２．１　紫外分光光度法

犃．２．１．１　试剂和仪器

去离子水，１８．２ＭΩ；

核酸样品溶解缓冲液；

微量紫外分光光度计；

微量移液器。

犃．２．１．２　操作步骤

用去离子水将检测池清洗三次，每次２μＬ，用无尘纸擦拭干净。

加入２μＬｐＨ７．０～８．５的核酸样品溶解液作为空白对照，在２３０ｎｍ、２６０ｎｍ和２８０ｎｍ波长下

校零。

取核酸样品溶液２μＬ核酸样品溶液，在２３０ｎｍ、２６０ｎｍ和２８０ｎｍ波长下测定，每测一个样品，用

去离子水清洗基座三次。

注１：利用紫外分光光度计测定核酸样品溶液的ＯＤ２６０、ＯＤ２８０、ＯＤ２３０，ＯＤ测量值的范围在０．０５～１．０之间才能保证

测量值的有效性。如果不在此范围，可对核酸样品溶液进行适当的稀释或浓缩。
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注２：ＯＤ２６０／ＯＤ２８０和ＯＤ２６０／ＯＤ２３０比率是依赖于用于空白和样品测量的缓冲ｐＨ值和离子强度。对照及样品稀释

液需使用１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ·ＨＣｌ，ｐＨ值７．５，用水作为稀释液将导致比值偏低，此时可尝试将ｐＨ值调到８．０

左右再检测。

犃．２．１．３　结果计算

计算ＯＤ２６０／ＯＤ２８０、ＯＤ２６０／ＯＤ２３０的比值。每个样品重复测定３次，计算求得平均比值。

犃．２．１．４　纯度判断

理论上核酸在２６０ｎｍ处达到最大的吸收峰，蛋白质在２８０ｎｍ处达到最大的吸收峰，多糖和有机

溶剂在２３０ｎｍ处达到最大的吸收峰。通过计算ＯＤ２６０／ＯＤ２８０和ＯＤ２６０／ＯＤ２３０判断提取产物的纯度。

纯ＤＮＡ：ＯＤ２６０／ＯＤ２８０≈１．８（１．８～２．０）（＞２．０，表明有ＲＮＡ污染；＜１．８，表明有蛋白质、多酚等污

染）。ＯＤ２６０／ＯＤ２３０＞２．０（２．０～２．５）（＜２．０，表明有残存的多糖、盐或其他有机溶剂）。

纯ＲＮＡ：ＯＤ２６０／ＯＤ２８０≈２．０（１．８～２．０）（＜１．８时表明有蛋白质污染；＞２．０时表明可能有异硫氰酸

残存）。ＯＤ２６０／ＯＤ２３０＞２．０（２．０～２．５）（＜２．０，表明有残存的多糖、盐或其他有机溶剂）。

犃．２．２　琼脂糖凝胶平板电泳法

采用琼脂糖凝胶平板电泳法检测非目标核酸残留的电泳条带。方法可参考 Ａ．３中的琼脂糖凝胶

平板电泳法。

对ＤＮＡ提取时残留的ＲＮＡ，ＤＮＡ中的ＲＮＡ污染为较小片段的电泳条带。

对ＲＮＡ提取时残留的ＤＮＡ，ＤＮＡ污染为较大片段的基因组ＤＮＡ残留电泳条带。

对ＲＮＡ，包括真核样品的２８Ｓ和１８Ｓ的ｒＲＮＡ条带，原核样品２３Ｓ和１６Ｓ的ｒＲＮＡ条带，以及细

胞内ｍＲＮＡ和ｔＲＮＡ的非常明亮的连续条带。

犃．３　完整度测定方法

犃．３．１　犇犖犃琼脂糖凝胶平板电泳法

根据核酸本身携带的电荷和相对分子质量的差异，经琼脂糖凝胶平板电泳实现分离。核酸分子经

染色剂染色，在凝胶成像系统的紫外光激发下，发出荧光。根据电泳条带的位置，与ＤＮＡ分子量标准

进行对比，判断核酸片段的相对分子质量，分析核酸完整度。

犃．３．１．１　试剂和仪器

灭菌双蒸水；

ＴＡＥ缓冲液：羟基甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）２４２ｇ，冰乙酸５７．１ｍＬ，０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ溶液１００ｍＬ

（ｐＨ８．０），灭菌双蒸水加至１０００ｍＬ，１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ。得到５０×ＴＡＥ电泳缓冲液。用灭菌双

蒸水稀释至１×ＴＡＥ；

６×核酸上样缓冲液：含０．２５％溴酚蓝，０．２５％二甲苯青ＦＦ，３０％甘油的水溶液；

琼脂糖，生化级；

溴化乙锭，生化级；

溴酚蓝，生化级；

ＤＮＡ分子量标准，分析纯；

平板电泳仪；

凝胶成像系统；

微量移液器。
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犃．３．１．２　操作步骤

犃．３．１．２．１　制胶

按表Ａ．１选择合适的凝胶浓度，以２０ｍＬ胶体为例，称取０．２ｇ琼脂糖凝胶，按比例加入２０ｍＬ１×

ＴＡＥ缓冲液，放入锥形瓶中。摇匀，微波炉加热煮沸至琼脂糖完全溶解，稍冷却加入适量的溴化乙锭至

浓度为０．５μｇ／ｍＬ。水平放置胶槽，在一端插好梳子，在槽内缓慢倒入已冷至６０℃左右的胶液，室温冷

却凝固３０ｍｉｎ～４５ｍｉｎ，待完全凝固后，使之形成均匀水平的胶面。缓慢拔起梳子，确保点样孔完好。

使加样孔端置阴极端放进电泳槽内。在槽内加入１×ＴＡＥ电泳缓冲液直至液面覆盖过胶面。

表犃．１　琼脂糖凝胶电泳分离范围

琼脂糖凝胶浓度／％ 可分辨的线性ＤＮＡ大小范围／ｋｂ

０．４ ５～６０

０．７ ０．８～１０

１．０ ０．４～６

１．５ ０．２～４

１．７５ ０．２～３

２．０ ０．１～３

犃．３．１．２．２　点样

取１μＬ上样缓冲液（６×），加入５μＬ待测ＤＮＡ提取溶液，混合均匀，以微量移液器加入点样孔下

部。上样的 ＤＮＡ 提取溶液浓度不低于１ｎｇ／μＬ。本条件下，宜使用１５０００ＤＮＡ 分子量标准或

λＤＮＡ／ＨｉｎｄⅢ标准，上样量４μＬ。

犃．３．１．２．３　电泳

接通电泳仪和电泳槽并接通电源，调节电压至１００Ｖ（３Ｖ／ｃｍ～５Ｖ／ｃｍ），开始电泳。可见染色条

带由负极向正极移动，当溴酚蓝移动至距胶板前沿约１ｃｍ处，可停止电泳。根据实际情况对电压和时

间进行调整。

犃．３．１．２．４　观察

经琼脂糖凝胶平板电泳后使用凝胶成像系统与ＤＮＡ分子量标准进行对比，分析ＤＮＡ完整度。根

据条带位置判断ＤＮＡ链的长度，根据条带的荧光强度大致判断ＤＮＡ量。

犃．３．１．３　完整度判断

若琼脂糖凝胶电泳主带单一，为一条清晰明亮的条带，无拖尾和弥散，说明ＤＮＡ的完整性好。若

条带拖尾或者弥散，均为完整度差，说明提取的ＤＮＡ发生了较严重的降解。

犃．３．２　犚犖犃琼脂糖凝胶平板电泳法

犃．３．２．１　试剂和仪器

灭菌双蒸水；
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ＭＯＰＳ缓冲液（１０×）：０．４ｍｏｌ／Ｌ吗啉代丙烷磺酸（ＭＯＰＳ）（ｐＨ７．０），０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠（ＮａＡｃ）

溶液，１０ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ；

上样染料：５０％甘油，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，０．４％溴酚蓝，０．４％二甲苯蓝；

甲醛，分析纯；

乙醇，分析纯；

Ｈ２Ｏ２，分析纯；

去离子甲酰胺，生化级；

琼脂糖，生化级；

溴化乙锭，生化级；

０．１％ＤＥＰＣ水（焦碳酸二乙酯处理的水）；

ＲＮＡ分子量标准，分析纯；

平板电泳仪；

凝胶成像系统；

微量移液器。

犃．３．２．２　操作步骤

犃．３．２．２．１　制胶和灌胶

称取０．５ｇ琼脂糖，置干净的１００ｍＬ锥形瓶中，加入４０ｍＬ蒸馏水，微波炉内加热使琼脂糖彻底溶

化均匀。待胶凉至６０℃～７０℃，依次向其中加入９ｍＬ甲醛、５ｍＬ１０× ＭＯＰＳ缓冲液和０．５μＬ溴化

乙锭，混合均匀。经去污剂洗干净（一般浸泡过夜）—水冲洗—乙醇干燥—３％Ｈ２Ｏ２ 灌满—室温放置

１０ｍｉｎ—０．１％ＤＥＰＣ水清洗电泳槽，烘干后，灌制琼脂糖凝胶。

犃．３．２．２．２　上样

取 ＤＥＰＣ处理过的５００μＬ离心管，依次加入如下试剂：１０×ＭＯＰＳ缓冲液２μＬ，甲醛３．５μＬ，甲

酰胺（去离子）１０μＬ，ＲＮＡ样品４．５μＬ，混匀。

将离心管置于６０℃水浴中保１０ｍｉｎ，再置冰浴上２ｍｉｎ。

向管中加入３μＬ上样染料，混匀。

以微量移液器加入点样孔下部，上样量４μＬ。

犃．３．２．２．３　电泳

电泳槽内加入１×ＭＯＰＳ缓冲液，７．５Ｖ／ｍＬ的电压条件下电泳。

犃．３．２．２．４　观察

使用凝胶成像系统与ＲＮＡ分子量标准进行对比，分析ＲＮＡ完整度。根据荧光位置判断ＲＮＡ链

的长度，根据荧光强度大致判断ＲＮＡ量。

完整总ＲＮＡ的电泳谱图为清晰的两条条带，真核样品为２８Ｓ和１８Ｓ的ｒＲＮＡ条带，原核样品为

２３Ｓ和１６Ｓ的ｒＲＮＡ条带。

犃．３．３　犇犖犃和犚犖犃的芯片电泳法

将试剂盒提取所得的核酸提取液，依据芯片电泳仪的操作指南，在核酸芯片电泳装置下由微流体芯

片进行分离，测定不同片段大小核酸的荧光信号强度。

对ＤＮＡ提取物，测定ＤＮＡ样本中不同片段长度ＤＮＡ的分布和丰度大小，综合计算后评价ＤＮＡ
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完整性。

对真核生物总ＲＮＡ，测定真核生物核糖体小亚基２８ＳｒＲＮＡ与１８ＳｒＲＮＡ的丰度比，计算后评价

真核生物总ＲＮＡ完整性，比值＞１．５为高质量，１．３～１．５为尚可使用，＜１．３为较差。

对原核生物总ＲＮＡ，测定原核生物核糖体小亚基２３ＳｒＲＮＡ与１６ＳｒＲＮＡ的丰度比，计算后评价

原核生物总ＲＮＡ完整性，比值＞１．５为高质量，１．３～１．５尚可使用，＜１．３为较差。数值越大表明核酸

完整度越高，质量越好。

对总ＲＮＡ提取物，电泳时会产生清晰的两条条带（真核样品为２８Ｓ和１８Ｓ的ｒＲＮＡ条带，原核样

品为２３Ｓ和１６Ｓ的ｒＲＮＡ条带）。２８ＳｒＲＮＡ条带的强度应当大致为１８ＳｒＲＮＡ条带的两倍。２∶１的

比率（２８Ｓ∶１８Ｓ）是判断ＲＮＡ完整性的重要指标。部分降解的ＲＮＡ样品电泳条带会弥散，没有清晰的

ｒＲＮＡ条带，或者不会出现２∶１比率（２８Ｓ∶１８Ｓ）。完全降解的ＲＮＡ会表现为在极低相对分子质量处

的弥散状。如果２８Ｓ和１８ＳｒＲＮＡ条带清晰，且（２８Ｓ∶１８Ｓ）＞１，该完整性可以满足绝大部分后续试验

的要求。

完整的ｍＲＮＡ的电泳谱图无明显的ｒＲＮＡ条带，为０．５ｋｂ～６ｋｂ大小范围的弥散。

犃．４　细菌内毒素残留测定方法

测定方法参考《中华人民共和国药典》（２０１５年版）四部的“１１４３细菌内毒素检查法”中的方法２“光

度测定法”。
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