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RNA의 취급방법

분자생물학 실험에서 RNA는 DNA chip으로 유전자 발현해석, RT-PCR, cDNA library 제작, 
northern blotting 등 많은 분야에 광범위하게 사용된다. 그러나 RNA는 매우 불안정하고 실험자의 땀이
나 타액에 포함되어 있는 RNase나 다른 시약으로부터 RNase가 혼입하여 쉽게 분해되는 문제가 있어 
RNA를 취급할때 세심한 주의가 필요하다.    본 고에서는 RNA 취급시 주의사항 및 DNA chip 분석 등
에 이용하는 RNA 시료의 제조방법에 대하여 소개한다.  

■ RNA 취급시 준비 및 주의점    

1. RNA의 조제나 분석에 사용하는 시약은 다

른 시약과는 별도  로 보존해야 한다.

2. 작업 중에는 불필요한 이야기는 피하고, 마스

크와 청결한   일회용 플라스틱 장갑을 착용

하며 RNA 전용 실험대를 사용  하는 등 세심

한 배려가 필요하다.

3. RNA의 조제나 분석에 사용하는 시약 용액

은 모두 0.1%  DEPC 처리수*를 사용하여 조

제하고, autoclave 후 사용한다.Autoclave 

할 수 없는 시약이 함유된 경우에는 미리 멸

균조 작을 한 기구와 물을 사용하여 용액을 

조제하고 여과 멸균  (filtering)하여 사용해

야 한다.

* :0.1% DEPC 처리수의 조제방법 Diethyl 

pyrocarbonate(DEPC)를 증류수에 0.1%

(v/v) 첨가   하여 stirrer로 교반하면서 실온

에서 하룻밤(또는 37℃에   서 12시간)방치

한 후, 120℃에서 30분간 autoclave하여 

DEPC를 완전히 제거한다.

주의 : DEPC는 RNase 저해제 단백질의 화학수식

제로서 사용 되는 시약이지만 발암성이 있으

므로 취급시 주의한다.

hybridization시 비특이적인 signal이 생겨 

background가 높아질 가능성이 있다. 또 genome 

DNA의 혼입을 방지해야 한다.조직과 세포에서 

RNA는 시료채취 후 바로 추출해야 하며 불가능한 

경우는 사용시까지 ­80℃혹은 액체질소에 시료를 

보존해야 한다.조직보존용 시약 RNAlaterTM

(TaKaRa Code AB001)은 세포내의 RNA를 안정

하게 보존하기 위한 시약이다. 조직을 채취한 후 

이 용액에 보존하면 RNA의 질과 양의 손실 없이 

안정적으로 RNA를 보존할 수 있다. 서둘러 시료를 

처리하거나 동결 보존할 필요가 없어 매우 편리하

다.  

(1) Total RNA의 조제    

염화세슘 밀도 기울기 원심법이나 Guanidine 

thiocynate phenol chloroform법(AGPC법) 또는 

시판되는 RNA 분리 정제용 시약을 사용한

다. EASYPrep RNA(TaKaRa Code 9095)는 동

물과 식물 혹은 배양세포에서 고순도 Total RNA

를 추출하는 시약으로 변성제와 RNase 저해제가 

독자적인 비율로 혼합되어 있어 다당, 지방산, 단백

질, RNase가 많은 조직에서도 고효율로 RNA를 추

출할 수 있다(그림 1 참조).     

(2) Poly(A)+ RNA의 정제

Poly(A)+ RNA는 Oligo(dT) Cellulose 등을 사

용하여 Total RNA로부터 분리하는 방법이 일반적

이다. OligotexTM-dT30<Super>은 라텍스입자
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4. 시판되는 일회용 멸균 플라스틱 기구는 보통 

RNase free    로 실험에 그대로 사용해도 

무방하나, 일반적인 microcentrifuge    tube

와 micro pipet용 tip은 autoclave한 후에 사

용해야 한다.      유리기구, spatula 등을 사

용할 경우 180℃에서 최소 1시간 이상 건열 

멸균한다. 건열멸균할 수 없는 것은 0.1% 

DEPC   용액 중에 담가 실온에서 하룻밤 (또

는 37℃에서 12시간) 정        도 지난 후, 

autoclave하여 사용한다.

 ■ RNA 시료의 조제방법  
많은 실험에서 고순도 RNA 시료를 요구한다. 특히 

DNA chip 해석에 사용하는 경우에는 다당이나 단

백질 등 불순물이 존재하면 표식반응이 저해되거나 

에 Oligo(dT) 30의 5′말단을 공유 결합하여 고정

한 시약으로, Poly(A)+ RNA와 고효율로 결합하

여 원심분리 조작으로 입자를 회수하여 신속하게 

고순도의 Poly(A)+ RNA를 회수할 수 있다.   

 

■ RNA의 순도와 농도 검정       
대부분의 경우 실험결과는 사용하는 RNA의 순도

에 의해 크게 좌우하므로 사용 전에 반드시 RNA

의 순도검정을 해야한다.   

◀ 전화면           1  2           찾아보기(목차) ▶
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(1) 전기영동에 의한 Total RNA의 순도검정

 Total RNA 1∼2 ㎍를 열변성(65℃, 10분)하여 

1% agarose gel(TBE buffer)에 전기 영동한다. 

분해가 되지 않은 total RNA는 2개의 ribosomal 

RNA(진핵세포 : 28S와 18S, 원핵세포 : 23S와 

16S)의 선명 band가 약 2:1의 비율로 보이며 

ribosomal RNA의 band가 퍼져있는 경우에는 

RNase의 혼입으로 RNA가 분해되었을 가능성이 

크다. 또 28S(또는 23S) band보다 분자량이 큰 

band가 있는 경우는 genome DNA의 혼입을 생각

할 수 있으므로 DNase I(RNase-free)(TaKaRa 

Code 2215A/B)을 처리하여 genome DNA를 제

거해야 한다.

(2) 흡광도에 의한 Total RNA 및 Poly(A)+ RNA

의 순도검정과   정량       

Total RNA(혹은 Poly(A)+ RNA)의 순도와 농도 

계산을 위해 260 nm 및 280 nm의 흡광도를 측정

한다.

A260/A280의 비가 1.8∼2.1이면 단백질의 혼입이 

적고 고순도의 RNA 시료이며 A260/A280의 비

가 1.7 이하인 경우는 DNA chip 실험에 사용할 수 

없다. RNA 농도는 A260=1 을 40 ㎍/㎖으로 계산

한다.     

예) RNA 시료 양 : 100 ㎕

 
50배 희석한 시료(10 ㎕ RNA 시료 + 

490 ㎕ TE Buffer)의 흡광도 : 

A260=0.65일 경우

 RNA 농도 =
40 ㎍/㎖ × A260 × 희석

율

  = 40 × 0.65 × 50

  = 1300 ㎍/㎖    

 
TotalRNA 

양
= 농도 × 시료량(㎖)

  = 1300 × 0.1

  = 130 ㎍

Total RNA나 mRNA의 검정은 핵산 전기영동과 

해석을 전자동 검출장치를 이용하면 보다 정확하

게 산출할 수 있다.
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그림 1 EASYPrep RNA를 사용한 Total RNA의 분리조작

TaKaRa RNA 관련 신제품ㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍㆍ

■ RNase Remover (TaKaRa Code 9038 250 ml)
RNase Remover는 glass기구를 건열살균이나, DEPC를 사용하지 않고 RNase를 제거할 수 있는 시약
이다.

*특
징 

- Glass기구 및 플라스틱 표면, 피펫, Gel 전기영동기구 등 RNase 제거에 유용하다

 - Spray타입으로 사용할 수 있다

 - 고농도 RNase의 제거에 유용하다

■ RNA Preparation Water (TaKaRa Code 
9011 1 L)
DEPC 처리를 하지 않은 RNase-free water이다. 
 
RNA시료의 용해와 RNA 정제용 시약의 조제 등에 
그대로 사용할 수 있다.

◀ 전화면           1  2           찾아보기(목차) ▶
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