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microRNA与Ago亚科蛋白
　　microRNA 是一种由约 22 个核苷酸组成的小分子非编码 RNA，它作为指导分子能在转录后水平上调节基因的表达，
承担各种生命机能（Ref.1）。人和小鼠体内编码了 1,000 种以上的 microRNA，近年来，全世界都在积极推进新 microRNA
的功能研究以及疾病相关 microRNA 的探索。另外，有研究发现，microRNA 不仅存在于细胞内，还存在于血液等体液中，
microRNA 作为癌症等疾病的临床诊断标记分子引起了各界的关注（Ref.2）。
　　细胞中经过多个步骤而成熟化的 microRNA，与被称为 RNA 诱导沉默复合体（RNA-induced silencing complex，
RISC）的蛋白复合体的主要组成因子⸺Ago 亚科蛋白结合后，又与靶标 mRNA 结合并降解靶标 mRNA，或者通过抑制
翻译来调控基因的表达（图 1）（Ref.3,4,5）。Ago 亚科是一组具有 PAZ 结构域和 PIWI 结构域的蛋白（图 2），人体内存在 4
种 Ago 蛋白（hAgo1-hAgo4），其表达量各不相同，但无处不在（图 3）（Ref.6）。其中表达量最多的是 Ago2，主要分布于细
胞质中（图 4），具有切断靶标 mRNA 的 Slicer 活性，因此在 microRNA 通路中担任主要角色（Ref.7, 8, 9,10,11,12,13）。通
过对应抗体的免疫沉淀法结合此类 Ago 蛋白，能回收被 RISC 捕获的 microRNA 和 microRNA 的靶标 mRNA，这种方法
是解释 microRNA 各项功能的必要手段（Ref.14,15,16,17,18,19, 20, 21）。
　　富士フイルム和光純薬株式会社（下文简称 FUJIFILM Wako）提供用于人和小鼠各种 Ago 亚科蛋白的单克隆抗体系
列产品，使用了上述抗体的免疫沉淀法 miRNA 提取试剂盒系列，以及 microRNA 和靶标 mRNA 的克隆试剂盒等。我们
可以利用这些工具综合地分析细胞或组织中 RISC 所含的 microRNA 和 mRNA，还可用以分析血液中的与 Ago 结合的
microRNA。

细胞核 细胞质

靶标mRNA

核糖核酸酶Drosha

图1. RNA沉默的分子机制
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Ago 亚科

催化结构域
图2. PAZ域与PIWI域

图3. hAgo1‒hAgo4的表达比较 图4. Ago2的分布
数据提供：慶応義塾大学　塩見春彦教授
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1. 产品系列概述

细胞、组织样本 细胞培养上清样本 血浆、血清样本

microRNA / 靶mRNA的提取

【Ago免疫沉淀法相关产品 P9】
抗Ago单抗系列
microRNA Isolation Kit系列

【Total RNA提取相关产品 P17】
microRNA Extractor® SP Kit
ISOGEN® Ⅱ
ISOGEN®
ISOGEN®-LS

提取microRNA/靶标mRNA的分析

【克隆试剂盒】
microRNA Cloning Kit
Target mRNA Cloning Kit

【电泳相关产品 P19】
SuperSep™ RNA
R-Mark™ small RNA Marker
CLEAR STAIN Ag

　　FUJIFILM Wako 提供适用于人和小鼠各种 Ago 亚科蛋白的单抗、以这些抗体的免疫沉淀法（Ago IP 法）为原理的
microRNA Isolation Kit 系列、从样本中简易提取 total RNA 的 ISOGEN® 以及 microRNA Extractor® SP Kit 等产品，
能按需从各种样本中提取含有 microRNA 的组分。
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2. Ago免疫沉淀法概述
FUJIFILM Wako（富士フイルム和光純薬株式会社） Ago亚科蛋白miRNA相关产品系列（物种：人，小鼠）：

Ago亚科蛋白单克隆抗体

免疫沉淀法miRNA提取试剂盒（磁珠型/硅胶珠型）

利用上述产品进行实验有以下3个优势（P6、P7、P8），这是一般的total RNA提取所不具备的。

特点１ 富集RISC中的成熟microRNA➡
利用Ago IP法获得的RNA组分中富集了被RISC捕获的成熟体microRNA，因此，在微阵列检测或新一代序列
分析中能提高microRNA的检测灵敏度，抑制其他RNA的非特异信号。

例 HeLa细胞的Ago IP RNA组分与total RNA组分的组群比较

　　在HeLa细胞中使用特异性识别Ago亚科蛋白（Ago1, 2, 3, 4）的单抗，利用微阵列检测分析，比较进行免疫沉淀后的
RNA（Ago IP RNA组分）和使用ISOGEN®（AGPC法）制备的total RNA组分中含有的microRNA组群（图1）。结果发现，富集
于各种Ago IP RNA比total RNA组分中的microRNA组分更多（Ago4 IP RNA组分除外），检测到的信号也更强（图2）。另外，
total RNA中未被RISC捕获的microRNA在total RNA中信号强烈，但在Ago IP RNA组分中几乎检测不到。

Ago IP RNA组分
mRNA
tRNA
rRNA

microRNA
其他非编码RNA

Ago IP RNA vs. Total RNA

图1. 实验步骤

图2. 不同Ago IP RNA与total RNA组分中的microRNA信号强度比较
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特点2 富集与RISC结合的靶标mRNA➡
利用Ago IP法获得的RNA组分中富集了microRNA的靶标mRNA，所以能在分析靶标mRNA时可采用cDNA
克隆、qPCR、微阵列检测和NGS（二代测序）等方法。

例 富集肝脏特异性microRNA（miR-122）的靶标mRNA

　　向miR-122低表达的肝癌细胞株HepG2细胞导入人工合成的miR-122或对照的荧光素酶siRNA（Luc siRNA），从各组
细胞中以抗人Ago2单抗（4G8）制备得到Ago2 IP RNA，同时以ISOGEN制备total RNA。以qPCR比较各个细胞所含的Ago2 
IP RNA和total RNA中miR-122的靶标mRNA（Aldo A mRNA是miR-122靶标之一，以GAPDH内参作校正）表达量（图1）。
　　结果表明，在miR-122转染细胞中，total RNA组分中的Aldo A mRNA表达量会因RISC分解的影响而减少，但在Ago2 
IP RNA组分中它又会富集并增加（图2）。

Anti Ago2 MAb(4G8)
Anti Ago2 MAb(4G8)

miR-22导入细胞 调控siRNA导入细胞

qPCR
图1. 实验流程

Luc siRNA导入细胞

Al
do

 A
 m

RN
A相

对
量

（
(以

Lu
c 

si
RN

A导
入

细
胞

为
1.

0）
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图2. qPCR比较Aldo A mRNA表达量
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特点3 富集与血液中游离Ago蛋白结合的microRNA➡
血液中含有外泌体内含型microRNA、HDL结合型microRNA和Ago蛋白结合型microRNA。通过Ago免疫沉
淀法，能特异性分离Ago蛋白结合型microRNA，并能运用于开发新的生物标记物。

例1 从人血浆中分离Ago2蛋白结合型microRNA

　　运用qPCR（Ct值），比较用抗Ago2单抗（4G8）从健康人的混合血浆中免疫沉淀的Ago2 IP RNA和用microRNA 
Extractor® SP Kit提取total RNA中所含的microRNA（任意12种）（图1）。
　　结果显示，大部分total RNA中的microRNA也存在于Ago2 IP RNA组分中。其中，miR-22和miR-92a高度富集于Ago2 
IP RNA组分中（Ago2 IP RNA相对于total RNA的Ct值较低）（图2）。

图1. 实验流程

图2. qPCR比较microRNA量（Ct值）

Anti Ago2 MAb(4G8)

人血浆

qPCR

Ago2 IP RNA

Total RNA
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例2 从健康人混合血浆中分离各种Ago结合型microRNA

　　运用qPCR进行绝对定量，比较用抗Ago1单抗
（2A7）、抗Ago2单抗（4G8）、抗Ago3单抗（1C12）和抗

Ago4单抗（2G7）从健康人pool血浆中免疫沉淀得到的
各种RNA（Ago1, 2, 3, 4 IP RNA）所含的microRNA

（miR-92a、miR-122）（图1）。结果发现，血浆中的Ago2 
IP RNA组分和其他Ago IP RNA组分都含有microRNA，
肝脏特异性miR-122高度富集于Ago3 IP RNA组分中

（图2）。

图1. 实验流程

Anti Ago1,2,3,4 MAb

Ago1, 2, 3, 4 IP RNA

人血浆

qPCR
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图2. qPCR比较各个Ago IP RNA组分中的microRNA量

３. 抗Ago单抗系列
　　FUJIFILM Wako有识别人和小鼠各种Ago亚科蛋白的小鼠源单抗，供免疫沉淀与免疫印迹检测（Western Blotting）
实验用。免疫沉淀用抗体能与人和小鼠样本中各种Ago亚科蛋白产生特异性免疫共沉淀，从而提取结合了各种Ago蛋白
的microRNA。另外，可以通过免疫印迹用抗体检测出免疫沉淀所提取的蛋白。

抗原 交叉性 产品编号 产品名称 克隆号 亚型 用途
015-22411 抗Ago1，单抗(2A7) 2A7 IgG2a･k IP，ICC，RIP
018-22401 抗Ago1，单抗（1F2） 1F2 IgG2a･k WB
011-22033
015-22031
014-22023
018-22021
018-23241 抗人Ago3，单抗（1C12） 1C12 IgG1 IP，RIP
010-23821 抗Ago3，单抗（6-107） 6-107 IgG1･k WB
012-25503 抗小鼠Ago3，单抗（S09） S09 IgG1･k IP，RIP
013-25491
019-25493
019-24751 抗Ago4，单抗（2G7） 2G7 IgG2b IP，RIP
012-24741 抗Ago4，单抗（2B2） 2B2 IgG1 WB
012-25581
018-25583
016-25584

IP，WB，ICC，RIP
Ago2

IP，WB，ICC，RIP抗小鼠Ago2，单抗 2D4 IgG1

人 抗人Ago2，单抗 4G8 IgG1

Ago3
小鼠

Ago1 人、小鼠

小鼠

1G3 IgG1 IP，WB

人

抗小鼠Ago3，单抗（S011） S011 IgG1･k WB

Ago4 人、小鼠

Ago1‒4 人、小鼠 抗Ago1‒ 4，单抗（1G3）
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重组Ago蛋白的免疫沉淀

　　用人和小鼠的重组Ago蛋白（C端与DYKDDDDK标签融合）评估抗体的免疫沉淀能力。抗Ago1、Ago2、Ago3、Ago4抗
体分别能特异性免疫沉淀对应的重组Ago蛋白，而抗Ago1-4抗体能免疫沉淀所有Ago亚科蛋白。

重组人Ago蛋白 重组小鼠Ago蛋白

【检测】一抗：抗DYKDDDDK抗体（1E6)　二抗：抗小鼠IgG、过氧化物酶结合

重组Ago蛋白的免疫印迹检测

 用人和小鼠的重组Ago蛋白（C端与DYKDDDDK标签融合）评估抗体的免疫印迹检测能力。结果显示，抗Ago1、Ago2、
Ago3、Ago4抗体分别能特异性检测出对应的重组Ago蛋白，而抗Ago1-4抗体能检测所有Ago亚科蛋白。

重组人Ago蛋白 重组小鼠Ago蛋白

内源性Ago蛋白的免疫沉淀与免疫印迹检测

【检测】一抗：各种抗Ago单抗　二抗：抗小鼠IgG、过氧化物酶结合

正常小鼠
正常小鼠

【检测】一抗：各种抗Ago单抗　二抗：抗小鼠IgG、过氧化物酶结合

内源性人Ago蛋白 内源性小鼠Ago蛋白

製　品　名

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Human Ago2

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Mouse Ago2

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Ago 1-4

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Protein G
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4. microRNA Isolation Kit系列
　　FUJIFILM Wako提供能使从Ago 免疫沉淀到RNA 提取等一系列实验操作简化的microRNA Isolation Kit系列。使用
本系列试剂盒能简便地从人和小鼠的细胞或组织中提取Ago蛋白结合的microRNA以及靶mRNA，还能从培养上清、血
清、血浆中提取游离Ago蛋白结合的microRNA。所提取到的RNA可以应用于qPCR、微阵列检测、NGS等下游实验。本系列
包括采用磁珠的MagCapture™ microRNA Isolation Kit，以及采用了硅胶珠法的microRNA Isolation Kit。

Ago IP
RNA

purification

细胞、组织
培养上清、血清、血浆

qPCR
克隆

微阵列检测
NGS

<应用>

磁珠
或

硅胶珠

4-1. MagCapture™ microRNA Isolation Kit（磁珠法）

　　本产品包括含抗人Ago2抗体（4G8）、抗小鼠Ago2抗体（2D4）、抗Ago1-4抗体（1G3）固相化磁珠这三种试剂盒，以及
第四种⸺能结合任意抗体的Protein G磁珠。上述试剂盒全部采用磁珠法，可进行简易的免疫沉淀操作并获得良好的重
复性。免疫沉淀后提取的RNA可进一步使用离心柱纯化，获得高纯度的RNA；若使用含有抗Ago抗体固定化磁珠的3种试
剂盒，也可使用一步法更加简便地提取RNA（备注：RNA与磁珠不分离）。

试剂盒组成（例：Human Ago2, 10次用）

Anti-Human Ago2 Magnetic Beads Solution

Cell Lysis Solution

Washing Solution for IP

Elution Solution I for IP

Elution Solution II for IP

Binding Solution for Spin Column

Binding Enhancer for Spin Column

Washing Solution I for Spin Column

Washing Solution II for Spin Column

Elution Solution for Spin Column

Spin Column/Collection Tube

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

9.

10.

11.

600μL×1瓶

20mL×1瓶

40mL×1瓶

500μL×1瓶

500μL×1瓶

2mL×1瓶

100μL×1瓶

3mL×1瓶

4mL×1瓶

1mL×1瓶

10瓶

操作示意图

使用抗体
クローン No.

対応動物種 対応サンプル 回収 RNA IP B/F 分離法 RNA精製法

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Human Ago2 4G8 ヒト、サル、イヌ

細胞 / 組織
血清 / 血漿

microRNA
標的 mRNA

磁気分離

スピンカラム法
ワンステップ法

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Mouse Ago2 2D4 マウス、ラット、イヌ

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Ago 1-4 1G3
ヒト、サル、イヌ
マウス、ラット

microRNA

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Protein G 任意に選択 使用抗体に依存 細胞 / 組織 使用抗体による スピンカラム法

样本制备

RNA提取

提取完成

细胞、组织 培养上清、血清、血

细胞裂解液

一步法 离心柱法

加热洗脱

提取

免疫沉淀反应

产品编号 产品名称
使用抗体

克隆号
对应物种 对应样本 提取RNA IP B/F分离法 RNA提取法

295-74001 MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Human Ago2 4G8 人、猴、狗
297-74201 MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Mouse Ago2 2D4 小鼠、大鼠、狗
293-74801 MagCapture™ microRNA Isolation Kit，Ago 1-4 1G3 人、猴、狗、小鼠、大鼠 microRNA
299-74401 MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Protein G 随意选择 根据使用的抗体而定 细胞/组织 根据使用的抗体而定 一步法

细胞/组织
血清/血浆 磁力分离

离心柱法
一步法

microRNA
靶标mRNA
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MagCapture™ microRNA Isolation Kit，Human Ago2 使用例子（人）

提取人细胞株中的microRNA

　　通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（银染），检测使用本品（MagCapture™ microRNA Isolation Kit，Human Ago2）从人
K562细胞（1×107 cells）中提取的microRNA（图1）。结果显示，本系列试剂盒可提取得到高纯度的microRNA。通过qPCR
对miR-92a进行定量，比较使用本品和硅胶珠型产品（microRNA Isolation Kit，Human Ago2）提取的microRNA量（图2）。
本系列试剂盒的离心柱法具有几乎与硅胶珠法相同的microRNA提取能力，而且一步法的microRNA提取能力比硅胶珠
法更好。

LaneM：Marker
Lane1 :合成RNA oligo（23 nt）1ng
Lane2 :磁珠型（离心柱法）
Lane3 :磁珠型（一步法）

图1. 对从人K562细胞中提取的microRNA的进行银染检测
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5.0×109

0.0
本品（离心柱法） 本品（一步法） 硅胶珠型

图2. 比较从人K562细胞中提取的microRNA量

提取人血浆中的游离Ago2蛋白结合microRNA

　　以qPCR对miR-92a进行定量，比较使用磁珠型MagCap-
ture™ microRNA Isolation Kit，Human Ago2和硅胶珠型产品
从200μL健康人混合血浆中提取的microRNA量。结果发现，
本试剂盒中的离心柱法具有几乎与硅胶珠型产品相同的
microRNA提取能力，而且一步法的microRNA提取量比硅胶
珠型高（图3）。
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图3. 比较从人血浆中提取的microRNA量
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提取microRNA的靶标mRNA

　　向miR-122低表达的肝癌细胞株HepG2细胞（5×105　cells）导入人工合成的miR-122或调控的荧光素酶siRNA（Luc 
siRNA），提取了分别用磁珠型MagCapture™ microRNA Isolation Kit，Human Ago2和硅胶珠型产品制备的Ago2 IP RNA，
以及用ISOGEN® 制备的total RNA。运用qPCR法比较各种RNA中含有的miR-122量（图4）与其靶标mRNA（Aldo A mRNA
是miR-122靶标之一，以GAPDH内参作校正）量（图5）。与硅胶珠型产品一样，本品提取的RNA中富集了miR-122和Aldo A 
mRNA，因此，可以利用本品提取microRNA的靶标mRNA。另一方面，用ISOGEN® 制备的total RNA中的Aldo A mRNA会随
着miR-122的增加而分解并减少。

图4.  miR-122提取量的比较 图5. 靶标mRNA提取量的比较
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MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Mouse Ago2 使用例子（小鼠）

从小鼠细胞株中提取microRNA

　　通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳（银染），检测用本试剂盒（MagCapture™ microRNA Isolation Kit，Mouse Ago2）从小
鼠P388D1细胞（2×107 cells）中提取的microRNA（图1）。结果显示，本品能提取出高纯度的microRNA。 另外，以qPCR法
对miR-92a进行定量，比较使用硅胶珠型产品（microRNA Isolation Kit，Mouse Ago2）提取到的microRNA量（图2）。结果
发现，本品的离心柱法具有与硅胶珠型产品几乎同样的microRNA提取能力，而一步法的microRNA提取能力比硅胶珠型
产品更好。

mRNA：标记物
Lane1 :合成RNA oligo（23base）1ng
Lane2 :本品（离心柱法）
Lane3 :本品（一步法）

7.0×109

6.0×109

5.0×109

4.0×109

3.0×109

2.0×109

1.0×109

0.0
本品（离心柱法） 本品（一步法） 硅胶珠型

图1. 对从小鼠P388D1细胞中提取的microRNA的进行银染检测 图2. 比较从小鼠P388D1细胞中提取的microRNA量

从大鼠血浆中提取游离Ago2蛋白结合microRNA

　　通过qPCR对miR-92a进行定量，比较使用本品以
及 硅 胶 珠 型 产 品 从 2 0 0 μ L 大 鼠 血 浆 中 提 取 到 的
microRNA量。本品的离心柱法具有与硅胶珠型产品
几乎同样的microRNA提取能力，而一步法的microR-
NA提取能力比硅胶珠型产品更好（图3）。

1.8×106

1.6×106

1.4×106

1.2×106

1.0×106

8.0×105

6.0×105

4.0×105

2.0×105

0.0
本品（离心柱法） 本品（一步法） 硅胶珠型

图3. 比较从大鼠血浆中提取的microRNA量

MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Ago 1‒4 使用例子（人）

提取Ago1‒4结合microRNA

信号强度 信号比
Name Ago1 IP Ago2 IP Ago3 IP Ago4 IP Ago2/Ago1 Ago2/Ago3 Ago2/Ago4
hsa-miR-22 3521.4 21696.5 3771.2 292.4 6.16 5.75 74.20
hsa-miR-16 6886.3 28527.2 5013.4 582.5 4.14 5.69 48.97
hsa-miR-1260b 2060.3 540.9 1270.6 1977.9 0.26 0.43 0.27
hsa-miR-4286 678.8 202.4 2019.2 471.2 0.30 0.10 0.43

表1. 微阵列检测分析结果

m
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RN

A 
水

平（
硅

胶
珠

型
=1

）

硅胶珠型（人Ago2）
本品

图1. 比较从HeLa细胞中提取的各种microRNA量

　　用各种Ago1、Ago2、Ago3、Ago4特异性抗体进行微阵列检测分析免疫沉淀后HeLa中的各个RNA组分，结果显示，
Ago2中捕获了大量miR-22和miR-16，而Ago1、Ago3、Ago4中则捕获了大量的miR-1260b和miR-4286（表1）。分析结果验
证了我们可以利用MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Ago1-4，从Ago1、Ago3、Ago4中提取硅胶珠型产品难以提取的
大量microRNA。使用本品和硅胶珠型产品提取HeLa细胞（1×107cells）中的microRNA，以miR-92a作为内部标准，通过
qPCR检测miR-22、miR-1、miR-1260b、miR-4286的提取量。结果发现，Ago1、Ago3、Ago4中miR-1260b、miR-4286的提取
量比硅胶珠型产品更高（图1）。因此，本品不仅能提取Ago2中的microRNA，还能从Ago1、Ago3、Ago4中提取硅胶珠型产
品难以提取的大量microRNA。
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提取人和小鼠细胞株中的microRNA

　　以qPCR对miR-92a进行定量，比较用本品和硅胶珠型产品（microRNA Isolation Kit, Human Ago2或Mouse Ago2）从
人K562细胞（1×107 cells）及小鼠P388D1细胞（2×107 cells）中提取的microRNA量。结果显示，本品可提取和硅胶珠型产
品相同甚至更多的microRNA（图2，3）。
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图2. 比较从人K562细胞中提取的microRNA量 图3. 比较从小鼠P388D1细胞中提取的microRNA量

提取人和大鼠血浆中的游离Ago结合microRNA

　　以qPCR对miR-92a进行定量，比较用本品和第一代产品（microRNA Isolation Kit, Human Ago2或Mouse Ago2）从
200μL人以及大鼠血浆中提取的microRNA量。结果显示，本品可提取和硅胶珠型产品相同甚至更多的microRNA（图4，
5）。 2.0×106
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图4. 比较从人血浆中提取的microRNA量 图5. 比较从大鼠血浆中提取的microRNA量

提取各种动物细胞株中的microRNA

　　以qPCR对miR-92a进行定量，检测用MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Human Ago2、Mouse Ago2、Ago1-4从
2×106 cells的K562细胞（人）、COS-7细胞（猴）、MDCK细胞（狗）、P388D1细胞（小鼠）、SCC-131细胞（大鼠）中提取的免疫
沉淀组分中的microRNA量，和用ISOGEN® 从各种细胞中提取的total RNA组分中的microRNA量。通过比较各种免疫沉淀
所得到的RNA组分中的miR-92a量和total RNA组分中的miR-92a量的相对值，表明本品适合提取上述全部细胞中的
microRNA（图6）。

(人) (猴) (狗) (小鼠) (大鼠)

图6. 比较从各种动物细胞中提取的microRNA量
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MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Protein G使用例子

提取人和小鼠细胞株中的microRNA（与硅胶珠型产品的比较）

　　以 qPCR 法对 miR-92a 进行定量，比较用本
品（MagCapture™ microRNA Isolation Kit, Pro-
tein G）和抗 Ago1 抗体（2A7）、抗人 Ago2 抗体

（4G8）、抗人 Ago3 抗体（1C12）从人 K562 细胞
（1×107 cells）提取的 microRNA 量，和用硅胶珠

型产品（microRNA Isolation Kit, Human/Mouse 
Ago1、Human Ago2、Human Ago3）提 取 的
micro RNA 量（图 1,2,3,）。另 外，以 qPCR 对
miR-92a 进行定量，比较用本品和抗小鼠 Ago2
抗体（2D4）从小鼠 P388D1 细胞（2×107 cells）中
提 取 的 microRNA 量，和 用 硅 胶 珠 型 产 品

（microRNA Isolation Kit, Mouse Ago2）提 取 的
microRNA 量（图 4）。结果发现，本品与任意抗
Ago 抗体结合使用，能比硅胶珠型产品提取到更
多的 microRNA。
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本品：配合抗 Ago1 抗体使用
硅胶珠型产品：microRNA Isolation Kit, Human/Mouse Ago1

本品 硅胶珠型 本品 硅胶珠型

本品 硅胶珠型 本品 硅胶珠型

图1. 比较结合了抗Ago1抗体时的
microRNA提取量

本品：配合抗人 Ago2 抗体使用
硅胶珠型产品：microRNA Isolation Kit, Human Ago2（292-66701）

图2. 比较结合了抗人Ago2抗体时的
microRNA提取量

本品：配合抗人 Ago3 抗体（1C12）使用
传统产品：microRNA Isolation Kit, Human Ago3（297-70301）

图3. 比较结合了抗人Ago3抗体时的
microRNA提取量

图4. 比较结合了抗小鼠Ago2抗体时的
microRNA提取量

本品：抗小鼠 Ago2 抗体（2D4）用
传统产品：microRNA Isolation Kit, Mouse Ago2（292-67301）

　　通过变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和 qPCR，对
用本品和抗 Ago1 抗体（2A7）、抗人 Ago2 抗体

（4G8）、抗人 Ago3 抗体（1C12）、抗 Ago4 抗体
（2G7) 从人 K562 细胞（1×107 cells）中提取的

miR-92a 表达量进行检测（图 5）。另外，通过变性
聚丙烯酰胺凝胶电泳和 qPCR（miR-92a 量），检
测用本品和抗 Ago1 抗体（2A7）、抗小鼠 Ago2 抗
体（2D4）、抗小鼠 Ago3 抗体（S09）、抗 Ago4 抗体

（2G7) 从小鼠 P388D1 细胞（2×107 cells）中提取
的 microRNA 量（图 6）。结果表明，本品与任意的
抗 Ago 抗体组合使用，能提取与各种 Ago 结合
的 microRNA。
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图5. 从人K562细胞中提取的microRNA量的比较与银染检测
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图6. 从小鼠P388D1细胞中提取的microRNA量的比较与银染检测
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提取人与小鼠细胞株中各种Ago蛋白结合microRNA
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4-2. microRNA Isolation Kit（硅胶珠型）

　　microRNA Isolation Kit 抗 Ago 抗体固定珠子具有非特异吸附性低的特征，它采用二氧化硅基聚合物珠粒，以离心
为基础进行免疫沉淀操作。在从免疫沉淀后的硅胶珠中提取 RNA 的步骤时，采用苯酚 / 氯仿提取（P/C 法）及乙醇沉淀来
提取 RNA。FUJIFILM Wako 推出含有固定了抗 Ago1 抗体（2A7）、抗人 Ago2 抗体（4G8）、抗小鼠 Ago2 抗体（2D4）、抗人
Ago3 抗体（1C12）的硅胶珠的 4 种试剂盒。

操作示意图

Cell Lysis Solution

细胞裂解液

抗Ago抗体珠溶液 清洗液 Elution Solution

苯酚/氯仿
氯仿

细胞回收 细胞裂解 免疫沉淀反应 Ago2蛋白洗脱 去除蛋白质
（苯酚/氯仿抽提） 乙醇沉淀 microRNA

提取完成

乙醇

3mol/L Sodium Acetate

Ethachinmate

离心

试剂盒组成（以Human Ago2为例，10次用）

1.　Anti-Human Ago2 Antibody Beads Solution

2.　Cell Lysis Solution

3.　Elution Solution

500 μL×1瓶

50 mL×1瓶

500 μL×1瓶

4.　Ethachinmate

5.　3 mol/L Sodium Acetate

30 μL×1瓶

400 μL×1瓶

产品编号 产品名称
使用抗体

克隆号
对应物种 对应样本 提取RNA IP B/F分离法 RNA提取法

291-70201 microRNA Isolation Kit, Human/Mouse Ago1 2A7 人、小鼠
292-66701 microRNA Isolation Kit, Human Ago2 4G8 人、猴、狗
292-67301 microRNA Isolation Kit, Mouse Ago2 2D4 小鼠、大鼠
297-70301 microRNA Isolation Kit, Human Ago3 1C12 人

细胞/组织
microRNA
靶标mRNA

离心
P/C 法

（苯酚/氯
仿法）

试剂盒使用实例

　　用 microRNA Isolation Kit, Human Ago2 通过 Urea-PAGE 分离从三种 5×106 cells 的人培养细胞株（HeLa、
HepG2、HEK293），和小鼠培养细胞株（P388D1）中提取的 microRNA 组分，再进行银染（311-03961、CLEAR STAINAg、20 
tests）检测。结果表明能从人培养细胞中特异性提取 microRNA（图 1）。以同样的银染试剂，检测用 microRNA Isolation 
Kit, Mouse Ago2 从 5×106 cells 的人培养细胞（HeLa）和啮齿动物培养细胞株（P388D1、CHO、PC-12）中提取的
microRNA 组分。结果表明，能从三种啮齿动物培养细胞株中特异性提取 microRNA 而不能从人细胞株中提取（图 2）。

（base） （base）

LaneM：分子量标记
Lane1：合成单链RNA（22nt）1ng
Lane2：HeLa
Lane3：HepG2⸺人
Lane4：HEK295
Lane5：P388D1⸺小鼠

LaneM：分子量标记
Lane1：合成单链RNA（22nt）1ng
Lane2：HeLa⸺人
Lane3：P388D1⸺小鼠
Lane4：CHO-K1⸺中国仓鼠
Lane5：PC-12⸺大鼠

图1. 通过用Human Ago2提取的microRNA的进行银染检测 图2. 对Mouse Ago2提取的microRNA的进行银染检测
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5. Total RNA提取
5-1. microRNA Extractor® SP Kit

本试剂盒能从人或动物的血清、血浆中提取含有 microRNA 的 total RNA。
无需使用传统提取法所需的苯酚、氯仿等剧毒物质即可获得高收率。

实验流程

血浆/血清样品（200μL）

上清

蛋白酶溶液
裂解液（含还原剂）
37℃孵育

正丁醇

上清

2-丙酮

Load（×2）

去除上清

清洗液Ⅰ（含2-丙酮）

去除上清
清洗液Ⅱ（含乙醇）

去除上清
洗脱液

样品（microRNA）

本试剂盒提取出的microRNA
组分可用于qPCR。

试剂盒组成（产品编号：295-71701，50 次用）

1）溶解液
2）还原剂
3）蛋白酶
4）促进剂
5）清洗液 1
6）清洗液 2
7）洗脱液
8）离心柱 /2mL 试管

20 mL×1
60 μL×1
600 μL×1
600 μL×1
12 mL×1
22.5 mL×1
4 mL×1
50 set

另外还需要用到以下试剂 :
正丁醇（产品编号 022-16035）
2- 丙酮（产品编号 168-21675）
乙醇（产品编号 054-07225）

请使用 EDTA 或琥珀酸作为血浆的抗凝剂。肝素可能会抑制后
续的 PCR 反应。
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6.0×10 6

5.0×10 6

4.0×10 6

3.0×10 6

2.0×10 6

1.0×10 6

0

内源hsa-miR-16 定量结果

从
正
常
人
血
浆
中
提
取·
定
量

样品1
样品2
样品3

样品1
样品2
样品3

内源hsa-miR-451 定量结果

提取效率比以往
的提取方法更高。

从
大
鼠
血
浆·

血
清
中
提
取·

定
量

内源rno-miR-16 提取、定量结果

Wako A公司 B公司 C公司 Wako A公司 B公司 C公司

回
收
率
的
重
复
性
评
估

回收·定量加入正常人血浆中的cel-miR-238

添
加

回
收

率

样品①：104 copy/test(=5×104 copy/mL 血浆)
样品②：105 copy/test(=5×105 copy/mL 血浆)
样品③：106 copy/test(=5×106 copy/mL 血浆)
样品④：107 copy/test(=5×107 copy/mL 血浆)
样品⑤：108 copy/test(=5×108 copy/mL 血浆)

样品① 样品② 样品③ 样品④ 样品⑤
重复性高。

也可从实验
动物样本中
提取。
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5-2. ISOGENⓇ Ⅱ

　　ISOGENⓇ Ⅱ是从动物组织和培养细胞中提取 total RNA 和 small RNA 的试剂。
　　本品是含有苯酚和胍的均一液体，通过与细胞成分的相互作用，一步分离出 RNA。不必像以往方法的试剂（ISOGENⓇ 
或 ISOGENⓇ-LS）一样，使用氯仿进行液相分离。

ISOGENⓇ ISOGENⓇ Ⅱ

有效 spot 数：638 microRNA 有效 spot 数：688 microRNA

用 3D-Gene® Human miRNA Oligochip（東レ株
式会社）来分析 ISOGEN® 和 ISOGEN® Ⅱ提取的
Total RNA。
结果显示，ISOGEN® Ⅱ能有效提取 small RNA。

上清

沉淀

产品编号 产品名称 包装
317-07363 10 mL
311-07361 100 mL

ISOGEN® Ⅱ
总RNA及小RNA提取试剂

5-3. ISOGEN® 和 ISOGEN®-LS

　　ISOGEN® 和 ISOGEN®-LS 能在 1 小时左右高收率提取无损的 RNA。提取的 RNA 几乎不含 DNA 或蛋白等杂质，无需
经过 DNase 处理能直接进行 Northern 分析，还能应用于斑点杂交。（图 1）

试剂

ISOGEN®
or

ISOGEN®-LS
均
质︵
溶
解
︶

氯仿 含 RNA

含 RNA
含蛋白质

异丙醇

沉
淀

清
洗

乙醇

异丙醇

RNA

DNA

蛋白质

沉
淀

清
洗

沉
淀

清
洗

水相

中间相

有机相

试剂 回收量

组织
小鼠

6～10µg RNA/mg tissue
6～10µg RNA/mg tissue
3～4µg RNA/mg tissue
1～1.5µg RNA/mg tissue
1～1.5µg RNA/mg tissue
1～4µg RNA/mg tissue

大鼠、脑垂体或人肝穿刺活检样品 4～8µg RNA/mg tissue

植物 拟南芥或烟草 150～200µg RNA/0.5～1g weight tissue

培养细胞 上皮
成纤维细胞

8～15µg RNA/106 cell
5～7µg RNA/106 cell

血液 （人或动物） 7～15µg RNA/ml blood

肝
脾
肾

骨骼
脑

胎盘

产品编号 产品名称 包装
315-02504 10 mL
317-02503 50 mL
311-02501 100 mL

ISOGEN®
ISOGEN RNA快速提取试剂

产品编号 产品名称 包装

317-02623 10 mL

311-02621 100 mL

ISOGEN®-LS
ISOGEN-LS 液体样本RNA抽提试剂

（血液、血清等液体样品）
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6. miRNA电泳分析相关试剂

用途 产品编号 产品名称 包装

电泳用RNA预制胶 194-15881 
SuperSep™ RNA, 15%, 17well
RNA电泳预制胶，15%，17孔

5 EA

电泳用RNA Marker 182-02711 R-Mark™ Small RNA Marker (20-50nt) 50 μL

聚丙烯酰胺凝胶电泳用银染试剂盒（DNA,RNA适用） 311-03961
CLEAR STAIN Ag
CLEAR银染试剂盒

20 tests

电泳buffer 318-90041
5×TBE
5×TBE缓冲液

1000 mL

microRNA克隆 290-66501 
microRNA Cloning Kit Wako
microRNA克隆试剂盒

8 tests

靶标mRNA克隆 298-68001 
Target mRNA Cloning Kit Wako
靶标mRNA克隆试剂盒

10 tests
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上述试剂仅供实验研究用，不可用作“医药品”、“食品”、“临床诊断”等。
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