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TRI reagent® - RNA / DNA / Protein三效萃取試劑 
中文操作說明 

基本原理： TRI reagent 為 single-step RNA 萃取試劑創始者 Dr. P. Chomczynski 第三代配

方，可室溫保存，應用於動植物、細菌、真菌及病毒等樣品。內含酚類 (pheonol)
及異硫氰酸胍 (guanidine thiocyanate)，能迅速破碎細胞，抑制細胞釋放出的核

酸酶，並可從同一樣品中純化 RNA、DNA 及蛋白質。建議搭配層析試劑 BCP   
(BP 151)取代高毒性氯仿，並可降低 DNA 汙染。 
Note: TRI reagent 具腐蝕性，操作時務必戴手套及護目鏡。 

保存： 可室溫保存兩年 

實驗器材處理  塑膠製品： 

盡量使用一次性無菌塑膠製品。已標明 RNase-free 的塑膠製品，如未開封過通

常不需再處理。去除 RNase 處理方法如下： 

 在玻璃燒杯中以去離子水配製 DEPC (diethyl pyrocarbonate)使其終濃度為

1%。塑膠製品放入可高溫滅菌的容器中，以 DEPC 水覆蓋，在通風櫃中 37°C
或室溫下處理過夜。 

 處理後將 DEPC 水溶液小心倒入廢液瓶中，容器以鋁箔封口，高溫高壓蒸汽

滅菌至少 30 分鐘。 

 滅菌塑膠製品在 80°C 下烘烤乾燥。置潔淨處備用。 

 玻璃和金屬物品： 

以 DEPC 水處理或 250°C 烘烤 3 小時以上。 

Note：DEPC 為活性很強的劇毒物，須在通風櫃中小心使用。 

其他試劑準備  RNA 純化 (以 DEPC 水配製) 

層析：BCP 或 chloroform 
沈澱與清洗：100% isopropanol (-20°C), 75% ethanol 
回溶：FORMAzol 或 0.5% SDS 或 DEPC water 

 DNA 純化 
純化：100% ethanol 
清洗：0.1 M trisodium citrate in 10% ethanol, 75% ethanol 
回溶：8 mM NaOH 

 蛋白質純化 
純化：Acetone 或 isopropanol 
清洗：0.3 M guanidine hydrochloride in 95% ethanol with 2.5% glycerol 
回溶：1% SDS 或 10 M urea 或其他適用溶劑 
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RNA Isolation
軟組織 
 

硬組織 
 

細胞 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
其他樣品 

加入 1 ml TRI reagent，將組織先剪碎，於鐵氟龍研磨管或電動均質

機中研磨。Note: 組織體積不可超過試劑體積的 10%。 

在液態氮中將組織碾磨成粉末，趁液態氮未揮發光時移到 1.5 ml 微離

心管中，再加入 1 ml TRI reagent。 

貼附型細胞：10 cm2的培養皿吸除培養基後直接加入1ml TRI 
reagent，以pipette反覆抽吸。 

懸浮型細胞：離心去除上清液後計算細胞數，每 5~10 x 106細胞加入

1ml TRI reagent後以pipette反覆抽吸。 

Note: 加 TRI reagent 前勿清洗細胞，以免 mRNA 分解。 

各類樣品的用量參見下表。 

樣品 每 ml TRI reagent 加入樣品量 
培養細胞 5-10×106 cells 
動物組織 50 mg 

細菌 107 cells 
酵母菌 107 cells 

植物組織 100 mg 
絲狀真菌 100 mg 

全血或血漿請用 TB126 TRI Reagent BD    
液態樣品 (細胞、唾液或細菌培養液) 請用 TS120 TRI Reagent LS 

Optional 樣品量少時(組織<10mg；細胞數<106）可減少TRI reagent用量，並

加入polyacryl carrier (PC 152) 2~8 μl用tip反覆抽吸或劇烈振盪

(vortex)混勻以提高回收率。 

若為富含蛋白質或脂肪的肌肉組織，或含大量澱粉的植物塊莖或塊

根，均質化後可先以 12,000g 於 4°C 離心 10 分鐘。移除油脂 (浮在

上層的不透明物)，取透明上清液移至新的微離心管中再進行分層。沈

澱 pellet 含 DNA，依 DNA isolation 步驟 2, 3 將其回收。 

1. 均質化 

Note: 於 TRI reagent 中均質化後(加入層析劑前)可儲存於-70°C 一個月。 

2. 分層 均質化後於室溫靜置 5 分鐘。將混合液樣品移到微離心管。 

加入 100 μl BCP或 200 μl chloroform，蓋緊上蓋後震盪混勻 15秒後室溫靜置 2~15
分鐘。 

以 12,000g於4°C離心 15 分鐘。離心後會分成 (1)上層透明水層，RNA在此層    
(2)中間層，含DNA，及(3)下方紅色的有機層，含蛋白質。 

Note: 務必以低溫離心，否則 DNA 可能會混入水層中，使 RNA 產物不適於後續

進行 PCR 相關實驗！ 
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3. RNA 沈澱 將上清液小心移到新的微離心管。將中間層與有機層存放於 4°C可再純化DNA及蛋

白質。DNA或蛋白質如需純化，請當日或次日操作完成。 

加入 500 μl冰的isopropanol，混合均勻。 

Optional: 富含多醣類或醣蛋白的樣本(例如大多數的植物組織)，可改為加 250 μl 
isopropanol及 250 μl的高鹽純化液 (PS 161或 0.8 M sodium citrate + 
1.2 M NaCl)。可使多醣類或醣蛋白溶解。 

室溫靜置 5~10 分鐘後，以 12,000g 於 4°C 離心 8 分鐘。RNA 會呈現膠狀或白色

沈澱。 

Optional: 此步驟可放在-20°C 約 30 分鐘後再離心，可提高 RNA 回收率。 

4. RNA 清洗 移除上清液，加入 1 ml 的 75% ethanol 震盪混勻。 

Note: 此步驟可保存於 4°C 一週或-20°C 一年。 

以 7,500g 於 4°C 離心 5 分鐘。(若 RNA pellet 會浮起，則以 12,000g 離心) 

5. RNA 回溶 小心移除 ethanol，於室溫下風乾 3~5 分鐘 

Note: 勿使用抽氣離心機乾燥，乾燥過度會使 RNA 不易回溶 
若 RNA 將回溶於 FORMAzol (FO-121)中，則不需乾燥步驟。 

以適量的 FORMAzol 或 0.5% SDS 或 DEPC 水回溶，用 tip 輕輕吸放數次並置於

55~60°C 處理 10~15 分鐘。若以 FORMAzol 回溶，進行 RT-PCR 前需先以 ethanol
沈澱。 

6. RNA 定量 以分光光度計測量 260 與 280nm的吸光值，A260/A280的比率需在 1.6~1.9。 

[RNA] = OD260 x 40 (單位：ng/μl)。 
Note: 若RNA溶液pH<7.0 會降低A260/A280的讀值！ 

若之後要進行 RT-PCR，建議需以 DNase 處理。 

 
Troubleshooting 

RNA 產量低 - 確實完成均質化及打破細胞步驟。 
-  RNA 勿乾燥過久以免回溶效果不佳，回溶時可輔以 tip 吸放提高回溶效率。 

260/280 < 1.6 - 降低樣品用量或提高試劑用量。 
- 回溶的水偏酸性，建議使用 pH＞7.5 溶液回溶。(e.g. phosphate buffer, SP 130)
- 吸取水層時以 yellow tip 小心吸取，並留少量溶液以免吸到有機層。 

RNA 分解 - 務必使用新鮮冷凍材料，檢體應以-20°C 而非-70°C 冷凍保存。 
- 實驗務必帶手套，並保持離心管關閉好。注意要用 RNase-free 的器具。 
- 注意勿用 trypsin 處理細胞。 

DNA 汙染 - 降低樣品量或提高試劑量。 

- 分層時應於低溫離心。 

- 以 RNase-free 的 DNase I 處理。 
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DNA Isolation
DNA 可從 RNA 純化步驟中剩餘的中間層與有機層中分離。經過一連串的沈澱與清洗步驟，DNA 以   
8 mM NaOH 中和後進行後續分析。以 TRI reagent 純化的 DNA 可用於 PCR、限制酶處理、南方墨點

法等分析。 
 
以下步驟若無特別註明皆於室溫中進行。試劑的用量以開始時使用 1ml TRI reagent 進行均質化來計

算，若有更動請依比例調整。 

1. DNA 沈澱 小心地移除剩餘的水層。 

Note: 此步驟會影響純化的 DNA 品質。 

加入 300 μl 的 100% ethanol 到中間層與有機層，上下翻轉混合。 

室溫靜置 2~3 分鐘。 

以 2,000g 於 4°C 離心 5 分鐘。 

2. DNA 清洗 將上清液移到新的微離心管，儲存於 4°C 可進行後續的蛋白質純化。沈澱的 DNA
加入 1 ml 的清洗液 (0.1 M trisodium citrate in 10% ethanol)室溫低速搖動 30 分

鐘清洗。 

以 2,000g 室溫離心 5 分鐘。 

移除上清液，重覆上述清洗步驟一次。 

Note: 不可縮短清洗時間以免影響品質。若 DNA 量多時可重覆此清洗步驟。 

移除上清液，加入 1.5 ml 75% ethanol，於室溫低速搖動 10~20 分鐘。 

以 2,000g 室溫離心 5 分鐘。此步驟可去除粉紅色的殘餘試劑。 

Optional: 上述步驟 1 和 2 也可改以下列方式進行 

小心地移除剩餘的水層。 

加入 500 μl 萃取液 (4 M guanidine thiocyanate, 50 mM sodium citrate, 1 M Tris) 
到中間層與有機層，上下翻轉劇烈混合。 

室溫靜置 10 分鐘。 

以 12,000g 於 4°C 離心 15 分鐘。 

將含 DNA 的上清液移到新的微離心管。可加入 2-8 μl polyacryl carrier 提高 DNA
回收率。下層可置於 4°C 保存以進行後續蛋白質純化。 

於上清液加入 400 μl isopropanol 上下翻轉混合。 

室溫靜置 5 分鐘。 

以 12,000g 室溫離心 5 分鐘。 
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3. DNA 回溶 移除上清液並打開瓶蓋室溫風乾 3-5 分鐘。 

加 300~600 μl 8 mM NaOH 回溶 DNA，用 tip 輕輕的混合。 
Note: 建議調整體積使濃度為 200~300 ng/μl DNA，以確保 DNA 完全回溶。 

Optional: 此時 DNA 中可能含有不溶性的雜質，可用 12,000g 離心 10 分鐘，將

上層溶解的 DNA 移到新管中。 
 

4. DNA 定量 定量 DNA 最好以純水或 pH>7.5 的緩衝液稀釋 (e.g. phosphate buffer, SP130)。
若 pH<7.0 會低估 DNA 的量。 

[DNA] = OD260 x 50 (單位：ng/μl) 

若分離的 DNA 中無 RNA 與蛋白質，其 260/280 比值應大於 1.7。 
 

注意事項：  檢體儲存 
中間層及有機層：4°C overnight  
75% ethanol：4°C 可保存數月 
8 mM NaOH：4°C overnight。 
長期保存可用 1 mM EDTA 調至 pH 7-8。 

 檢體均質化的過程會影響 DNA 的完整性，建議均質化勿過度。若檢體量甚少(<10 
μg DNA)建議可添加 polyacryl carrier (PC152)。 

 

 

Troubleshooting 

DNA 產量低 - 應確實均質化。使用均質機前可先以剪刀剪碎以提高均質化效率。 
- 建議以鹼性緩衝液回溶效果較佳，並可於 50°C 水浴 10 分鐘提高回溶效率。 

260/280 < 1.7 - 增加 DNA 清洗的步驟及時間，以去除殘餘有機溶液。 
- 以 phosphate buffer 或 HEPES 調整 pH 值。 

DNA 降解 - 組織採檢後應立即處理並冷凍，且用新鮮材料最好。 
- 降低均質化的力道。 

RNA 汙染 - 水層應移除乾淨，建議使用 200 μl 吸管尖吸除水層。 
- 增加 DNA 清洗的步驟及時間，或以 RNase 處理。 
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Protein Isolation
更新的 protocol 可節省時間提高回收率!! 
 
用 DNA 萃取步驟時預留的 phenol-ethanol 上層液純化蛋白質。若無特別註所有步驟皆可在室溫下操

作，使用體積依起始時用 1 ml TRI reagent 計算。以下提供兩種純化方法： 
 
方法一 

1. 蛋白質沈澱 取 350 μl 溶液加入 1 ml acetone，上下翻轉 10-15 秒混勻。 

Note: 可用 isopropanol 取代 acetone，但產量會減少 5-10%。 

室溫靜置 10 分鐘。 

以 12,000g 於 4°C 離心 10 分鐘使蛋白質沈澱。 

2. 蛋白質清洗 倒掉上清液，加入500 μl清洗液(0.3 M guanidine hydrochloride in 95% ethanol 
with 2.5% glycerol)並以 pipet 反覆吸放使 pellet 均勻分散 

再加 500 μl 清洗液於室溫放置 10 分鐘 

離心 8,000g 5 分鐘 

倒掉上清液，加入 1ml 清洗液並震盪使 pellet 均勻分散，置於室溫 10 分鐘。

重覆此清洗步驟兩次。 

最後以含 2.5% glycerol 的 ethanol 清洗 10 分鐘 

以 8,000g 離心 5 分鐘 

倒掉上清液，將微離心管倒放於室溫風乾 7-10 分鐘 

3. 蛋白質回溶 加 200 μl 溶劑 (1% SDS, 10M urea 或其他相容的溶劑) 回溶 pellet 15-20 分

鐘，可拍彈管壁或以 pipetting 幫助回溶。回溶後以-20°C 保存。 

Note: 蛋白質的穩定性和溶解度依溶劑而有差異，應依狀況選用溶劑並適當調

整體積。加入還原劑 (e.g. tributylphosphine)一般可提高產量。 

若要馬上進行實驗，則回溶後於 100°C 加熱 5 分鐘。 

於室溫以 10,000g 離心 5 分鐘。 

將上清液移到新的管子，即可進行後續分析。 

Note: 儲存於-20℃會降低蛋白質溶解度，故使用前應先在 25°C 解凍 10-15 分

鐘，再依上述加熱離心步驟以進行後續實驗。 
 

方法二 直接將 DNA 沈澱後的 phenol-ethanol 的上清液以 regenerated cellulose 透析

管於 4°C 透析。透析液用 1% SDS，需更換 3 次透析液。 

將透析後溶液於 4°C 以 10,000g 離心 10 分鐘。取上清液進行後續實驗。 
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Troubleshooting 

產量低 - 確實做好均質化及打破細胞的步驟。 
- 選用適當的溶劑並拍彈管壁或以 pipetting 幫助回溶。 

蛋白質分解 - 應使用新鮮並以冷凍適當保存的檢體以避免蛋白質在萃取前就分解。 

PAGE 上條帶變形 - 依說明確實做好清洗的步驟。 

 


