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mRNA 体外转录（IVT）操作详细说明 
 

作为生物大分子，mRNA 可通过体外转录（IVT，in vitro transcription）的方法大

规模合成。体外合成 RNA（IVT）主要是以 DNA 为模板通过体外转录得到，常用的是以

线性化质粒 DNA 或 PCR 扩增产物为模板利用 RNA 聚合酶在体外转录合成。主要过程是

利用含有 T7 启动子序列的 DNA 为模板在含有 RNA 聚合酶的条件下，以 NTP 为底物合

成与模板 DNA 中一条链互补的 mRNA，简单快速获得大量的 mRNA 分子，并为其添加 5’

帽子结构，以加强 mRNA 的稳定性，模拟体内 mRNA 合成的过程。 

 

1. 模板制备 

以质粒模板为例： 

(1) 对模板质粒进行琼脂糖鉴定，根据质粒抗性，配置所需抗性液体 LB 培养基； 

(2) 将质粒转化到感受态细胞，涂板，37℃培养过夜； 

(3) 挑取 5-10 个单克隆，摇菌 6-8h，进行质粒提取，用琼脂糖电泳检测质粒大小，选择

超螺旋状态优势的菌株，过夜摇菌； 

(4) 抽提质粒； 

(5) 琼脂糖凝胶电泳，检测质粒大小和超螺旋状态，选择大小正确且超螺旋比例高的质粒

进行后续线性化步骤。 

 

 

2. 模板质粒线性化 

以 BsaⅠ为例： 



   生物智造，助力卓越 
                                               Each molecule promises accuracy 

武汉瀚海新酶生物科技有限公司                                    

地址：武汉市东湖新技术开发区豹澥街道高科园三路 9 号  电话：（027-65528952）www.hzymes.com 

第 2 页 共 14 

页 

1. 实验前将各组分取出解冻，Bsa Ⅰ酶置于冰上解冻，其余试剂室温解冻，加入各试剂

前震荡混匀瞬离后置于冰上备用（Bsa Ⅰ酶不能震荡直接瞬离后置于冰上备用） 

加样顺序 组分名称 体积 终浓度 

1 RNase free Water XμL  

2 10× Buffer  5μL 1× 

3 Plasmid DNA 20μg 0.4μg/μL 

4 Bsa I（20U/μL） 1μL 0.4U/μL 

Total reaction volume 50μL 

2. 先加入计算好量的 RNase free H2O，之后依次加入剩余试剂，用移液器或振荡混匀，

短暂离心 3-5S，将样品收集至管底。37℃孵育 30min，未酶切完全的情况下可适当

增加酶量及酶切时间。 

注： 

⚫ 不同品牌限制性内切酶或不同内切酶所需酶量以及反应时间可能不同，可适当调整酶

量及反应时间； 

⚫ 为保证下游实验质量，建议确保质粒模板完全线性化，且无 RNase 污染。 

⚫ 选择超螺旋比例高的线性化完全质粒用于后续实验，具体可以参考琼脂糖凝胶电泳结

果。如下图 1，酶切前的原始质粒超螺旋比例高，酶切后，条带单一，且明亮。如图 2，存在

多条带，超螺旋比例不高，IVT 会影响 mRNA 纯度。 
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图 1.超螺旋比例较高质粒酶切结果 

 

图 2.超螺旋比例较低质粒酶切结果

 

3. 质粒回收 

对线性化完成质粒进行回收，可选择 PCR clean up 试剂盒或沉淀等方法回收； 

以酚氯仿回收为例： 

(1) 向 1.5mL EP 管中加入等体积（500μL）酚氯仿异戊醇（酚：氯仿：异戊醇=25：24：

1）； 

(2) EP 管上下颠倒混匀，13500rpm 离心 1min； 

(3) 使用移液器将上层液体转移至新的 1.5mL EP 管； 

(4) 加入等体积氯仿，混匀，12000rpm 离心 1min； 

(5) 使用移液器将上层液体转移至新的 1.5mL EP 管； 

(6) 加入 2 倍体积无水乙醇和 0.1 倍体积的 NaAc 溶液（浓度 3M），-20℃冻存 30min； 

(7) 冻存结束后，放入离心机，12000rpm 离心 15min，去上清； 

(8) 沉淀中加入 600μL 70%乙醇，12000rpm 离心 5min，去上清； 

(9) 重复 8； 

(10)  EP 管室温放置，待乙醇完全挥发后，向沉淀中加入 100μL RNase free Water，溶
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解。 

 

4. 模板制备 

准备好线性化的质粒模板，并根据需求计算产量及用量，以下为根据经验值推荐的模

板及体系用量，仅供参考，由于不同质粒模板的产量会有较大差异，具体产量以实验结果

为准。 

模板量 mRNA 产量 反应体系体系用量 单位体积产量 

1μg 120-220μg 20μL 6-11mg/mL 

注： 

⚫ 不同模板产量之间可能存在序列、长度、纯度或者结构方面的差异，对于某些模板可

通过适当提高模板量来提高产量。 

⚫ 整个实验流程对 RNase 高度敏感，反应体系须严格注意不要混入 RNase，实验器材

如枪头、EP 管严格使用 RNase-free 用品；实验操作需要注意环境的清洁度，实验人员需要佩

戴好口罩与手套，避免人源污染造成反应过程产物降解的风险。 

⚫ 实验前后都需要进行实验台面的消杀，保持实验环境的清洁度。 

 

 

 

 

 

酶法（两步法）加帽 
1. 体外转录（IVT） 
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实验前将各组分取出解冻，Enzyme Mix 置于冰上解冻，其余试剂室温解冻。加入各

试剂前震荡混匀瞬离后置于冰上备用（Enzyme Mix 酶不能震荡直接瞬离后置于冰上备

用）。 

1.1 反应体系，可根据实验需要放大： 

加样顺序 组分名称 体积 终浓度 

1 RNase free Water XμL  

2 10× Transcription Buffer A* 2μL 1× 

3 腺嘌呤核苷三磷酸 (ATP)（100mM） 2μL 10mM 

4 胞嘧啶核苷三磷酸 (CTP)（100mM） 2μL 10mM 

5 鸟嘌呤核苷三磷酸 (GTP)（100mM） 2μL 10mM 

6 尿嘧啶核苷三磷酸 (UTP) /Modified UTP

（100mM） 

2μL 10mM 

7 Enzyme Mix 1.0 2μL / 

8 

DNA 模板 1μg 

500ng/μ

L 

Total reaction volume 20μL 

Modified UTP 如：pUTP，N1-Me-pUTP，5-OMe-UTP 等。 

计算好 RNase free H2O 的量，依次加入各个组分，用移液器或振荡混匀，短暂离心

3-5S，将样品收集至管底。 

1.2 37°孵育 2 小时，建议在 PCR 仪上操作，如果无 PCR 仪器，使用温度准确的培养

箱或金属浴也可。 

注： 
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⚫ 在使用高产 T7 体外转录试剂盒 HBP001505 或 HBP001506 进行 IVT 时，IVT 反应

推荐首选使用 buffer10 × Transcription Buffer A，若转录产量较低，可以改用 10 × 

Transcription Buffer B，具体效果以小试结果为准； 

⚫ 由于 buffer 中含有亚精胺成分，请勿将模板直接加入未稀释的 buffer 体系中，否则

可能导致沉淀； 

⚫ 加样时，如将模板先加入体系中，可能导致加样过程中提前启动转录，可能造成最终

产物产量与纯度的下降，因此建议模板最后加入。 

⚫ 先冰上解冻，看 buffer 有无沉淀，如有先振荡混匀，如沉淀未消失，37°水浴加热，

如仍未能解决，建议使用新 buffer； 

⚫ 室温快速操作，反应结束后可放置在冰浴或 2-8℃中暂存，长时间存放请置于-80℃； 

⚫ 所有试剂解冻后振荡 3 秒，使其充分混匀后短暂离心 3s 收集于管底；如有气泡，用

手轻弹使气泡消失。 

⚫ 加入试剂后请勿反复吹打； 

 

 

 

2. 模板消化（以 20μL 反应为例） 

在 1.2 反应后，加入 DNase I 2μL（5U/μL），振荡混合 3s，37℃孵育 30min，以

消化转录的 DNA 模板。 

注： 

移液器枪头不要伸到管底，接触液面即可，防止倒吸。 
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3. 纯化 

将 2 得到的 IVT 反应溶液进行纯化，去除 NTPs、酶、蛋白及盐离子等杂质后进行加

帽；纯化方式可自行选择柱纯化、磁珠纯化、酚/氯仿纯化、氯化锂沉淀纯化或其他纯化方

式。 

以氯化锂沉淀纯化为例（20μL 体系反应为例）： 

(1) 将 2 得到的 IVT 反应溶液和 5M 氯化锂溶液按 1：1 的体积比混合； 

(2) -20℃静置至少 30min； 

(3) 12000rpm 离心 15min（体积小于 200μL 样品可选择转速可达 7000rpm 的桌面离

心机），观察到底部出现白色沉淀，去上清； 

(4) 加入 100-150μL 倍体积冰上预冷或者 4℃预冷的 70%乙醇，将沉淀吹打悬浮，注意

不要打散，12000rpm 离心 5min，去上清； 

(5) 重复步骤（4），再进行瞬时离心，用移液器吸除管底剩余溶液； 

(6) 在不干扰沉淀物的情况下，尽可能多地去除残留的洗涤液 ，开盖 37℃晾干 5min，

待沉淀干燥后加入 50-200μL RNase Free Water 或其他缓冲液溶解 RNA 沉淀；溶

解液加入后，建议在冰上放置 15-30min 后，用移液器进行轻柔吹打混匀至沉淀完全

溶解然后进行定量及其他检测。 

注： 

⚫ 不要让管底沉淀过度干燥，过度干燥则不容易溶解，通常干燥时间为 3 到 5min（该

时间以 20μL 体系为例，若体系放大则需根据沉淀大小，进行干燥时间的加长调整）。 

⚫ 如果反应体系较大，冰上溶解 30min，沉淀仍未完全溶解，可在 4°C 孵育过夜，然

后再进行吹打混匀使 IVT 产物完全溶解。 
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4. 加帽反应 

本实验步骤适用于 20μL 反应体系中 10μg RNA 的加帽反应，可根据实验需要放大。

实验前将各组分取出解冻，牛痘病毒加帽酶和 mRNA 2'-O-甲基转移酶置于冰上解冻，其

它试剂室温解冻。加入各试剂前震荡混匀瞬离后置于冰上备用（牛痘病毒加帽酶和 mRNA 

2'-O-甲基转移酶不能震荡直接瞬离后置于冰上备用） 

4.1 反应体系： 

加样顺序 组分名称 体积 终浓度 

1 mRNA 10μg  

2 RNase free Water X μL  

3 10×Capping Reaction buffer 2μL 1× 

4 S-腺苷甲硫氨酸（4mM） 1μL 0.2mM 

5 鸟嘌呤核苷三磷酸 (GTP)（100mM） 0.2μL 10mM 

6 牛痘病毒加帽酶（10U/μL） 1μL 0.5U/μL 

7 mRNA 2'-O-甲基转移酶（50U/μL） 1μL 2.5U/μL 

8 RNase 抑制剂（40U/μL） 0.5μL 1U/μL 

Total reaction volume 20μL 

计算好RNase free H2O的量，依次加入各个组分，用移液器或振荡混匀，短暂离心3-5S，

将样品收集至管底。 

 

4.2 用移液器混匀，37℃孵育 1h，RNA 加帽完成。 

注： 

⚫ 加样时请勿反复吹打，直接加在液面即可，所有试剂加完后振荡 3 秒混匀，离心 3s 收集

https://e.so.com/search/eclk?p=cf556-LaERusezLmf-HB8ZgEtSCSTfxVP-lD0KdCkojYAL6GOo5AwL-dR4wfqXnnY5O0Lzp5NDa3IvaSDc-2Igtd4ENgsH9wI8Z-lGd15TD06C0mlei28WeWY5jCji5bGpRVd0o5JO5QNj-bRRW2UheqrpTcrwjb1JmDDOQ3o64_7mo5zTxjB7VYIzRLZmnc31I4vBGdgkDXh-VpuJ2VXUAELh_sHYGhOCvNt69ZlJFQULygkWfYknNVMhBi1h-tZ69Q-WUuDRJGVgQvONhQdRNq5AfB4QE38MTX2mph70aBT8poHsQC85g9azu_TAsZabUrIlUTGvCk6T93jK4VVkK0ic4mB9VAowvkttRQETygFOFJ6-xhvEgk7JQMiq6kBVRXCHcvDtquf_OccD3N_jsmC3Xc4px37dIQuwPvZyJCRrX268RZ2AT_H3L7DHTB1aLCuQlFkTNcehIjuVZ2rugxd3B2sZ6BlQmu9TZpRhQwTqNlVu8ZB7pFrQ7nYGSZPteZA5w0CaHVehr69-5IaQNb11NC5_NaJTM3fSHgYHZhxMtzZNqLxqha5MxHD0f52cWZ6a12mGjLSaFw0Hb2xuMw_uOlOU6uBhFlW0QmJIKtwFydMJ37s5qub3oPyIdwaRMk_kKUwJLCdz9aerz3MECbfqjGieW4p4wpfxnE8vIz-tvAysRR0uKz15wwZS5K6wOFjxvnH0Tn9Y26GF-1xyw&ns=0&v=2&at=Uy1hZGVub3N5bG1ldGhpb25pbmUgKAFTQU0CKSABUy3ohbroi7fnlLLnoavmsKjphbgC&aurl=aHR0cHM6Ly93d3cueWVhc2VuLmNvbS9uZXdzL2RldGFpbC80MzQ_MzYwcGM9a3c&sig=2128&bt=1
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于管底，如有气泡，用手轻弹使气泡消失。 

 

 

5. 二次纯化 

同步骤 3。 

 

6. RNA 定量，详细步骤请参考所用仪器说明书 

(1) 紫外吸收法：蛋白及游离核苷酸等杂质会影响定量的准确性，采用此方法前请先进行 

RNA 纯化。  

(2) 染料法：用 RiboGreen 染料进行 RNA 定量，游离核苷酸不会影响定量，可以对纯

化或者未纯化的反应产物中的 RNA 进行准确定量。 

按染料说明书进行 RNA 定量。 

(3) 毛细管电泳法：可以检测 mRNA 纯度以及完整性，具体参考仪器，如 Agilent5200，

Qsep100 等。 
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共转录法加帽 

1. 体外转录（IVT） 

实验前将各组分取出解冻，Enzyme Mix 酶置于冰上解冻，其它试剂室温解冻。加入

各试剂前震荡混匀瞬离后置于冰上备用（Enzyme Mix 酶不能震荡直接瞬离后置于冰上备

用）。  

1.1 反应体系，可根据实验需要放大： 

加样顺序 组分名称 体积 终浓度 

1 RNase free Water XμL  

2 10×Co-Capping IVT Buffer* 2μL 1× 

3 腺嘌呤核苷三磷酸 (ATP)（100mM） 2μL 10mM 

4 胞嘧啶核苷三磷酸 (CTP)（100mM） 2μL 10mM 

5 鸟嘌呤核苷三磷酸 (GTP)（100mM） 2μL 10mM 

6 尿嘧啶核苷三磷酸 (UTP) /Modified UTP（100mM） 2μL 10mM 

7 Cap analog（100mM） 1.6μL 8mM 

8 Enzyme Mix* 2μL  

9 DNA 模板 1μg 500 ng/μL 

Total reaction volume 20μL 

Modified UTP 如：pUTP，N1-Me-pUTP，5-OMe-UTP 等。 

计算好RNase free H2O的量，依次加入各个组分，用移液器或振荡混匀，短暂离心3-5S，

将样品收集至管底。 

 

1.2 用移液器混匀，37℃孵育 2h，建议在 PCR 仪上操作，如果无 PCR 仪器，使用温度
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准确的培养箱或金属浴也可。 

注： 

⚫ 若使用高产 T7 体外转录试剂盒 HBP001505 或 HBP001506 产品搭配帽子类似物进行共

转录使用共转录共转录体系在使用 10 × Transcription Buffer A 时，若转录产量较低，

可以改用 10 × Transcription Buffer B。共转录帽类似物可选用 cap1(3’OH AG) 

（HBP002805），cap1(3'OMe AG)（HBP003700）等，底物中的 UTP 可以用等量的

修饰核苷进行替换。 

⚫ 使用共转录加帽 T7 体外转录试剂盒 HBP001507、HBP001508、HBP001509、

HBP001510 产品时请参照产品说明书使用 Enzyme Mix 和 buffer，具体搭配为： 

⚫ HBP001507 使用 pUTP 作为修饰碱基，CAP GAG（3'OMe）作为帽子类似物，使用

Enzyme Mix 2.1 及 10×Co-Capping IVT Buffer 1.1，若转录产量较低，10×

Co-Capping IVT Buffer 1.2； 

⚫ HBP001508 使用 pUTP 作为修饰碱基，CAP GAG 作为帽子类似物，使用 Enzyme Mix 

2.2 及 10×Co-Capping IVT Buffer 2.1，若转录产量较低，10×Co-Capping IVT 

Buffer 2.2； 

⚫ HBP001509 使用 N1-Me-pUTP 作为修饰碱基，CAP GAG（3'OMe）作为帽子类似物，

使用 Enzyme Mix 2.3 及 10×Co-Capping IVT Buffer 3.1，若转录产量较低，10×

Co-Capping IVT Buffer 3.2； 

⚫ HBP0015010 使用 N1-Me-pUTP 作为修饰碱基，CAP GAG（3'OMe）作为帽子类似

物，使用 Enzyme Mix 2.4 及 10×Co-Capping IVT Buffer 4.1，若转录产量较低，10

×Co-Capping IVT Buffer 4.2； 

⚫ 由于 buffer 中含有亚精胺成分，请勿将模板直接加入未稀释的 buffer 体系中，否则可能
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导致沉淀； 

⚫ 加样时，如将模板先加入体系中，可能导致加样过程中提前启动转录，造成最终加帽率的

下降，因此建议模板最后加入。 

⚫ 先冰上解冻，看 buffer 有无沉淀，如有先振荡混匀，如沉淀未消失，37°水浴加热，

如仍未能解决，建议使用新 buffer； 

⚫ 室温快速操作,反应结束后可放置在冰浴或 2-8℃中暂存，长时间存放请置于-80℃； 

⚫ 所有试剂解冻后振荡 3 秒，使其充分混匀后，短暂离心 3s 收集于管底； 

⚫ 加入试剂后请勿反复吹打； 

 

2. 模板消化（以 20μL 体系为例） 

在 1.2 反应后，加入 DNase I 2μL（5U/μL），短暂混合，37℃孵育 30min，以消化

转录的 DNA 模板。 

注： 

移液器枪头不要伸到管底，接触液面即可，防止倒吸。 

 

 

3. 纯化 

将 2 得到的 IVT 反应溶液进行纯化，去除 NTPs、酶、蛋白及盐离子等杂质；纯化方

式可自行选择柱纯化、磁珠纯化、酚/氯仿纯化、氯化锂沉淀纯化或其他纯化方式。 

以氯化锂沉淀纯化为例（20μL 体系反应为例）： 

(1) 将 2 得到的 IVT 反应溶液和 5M 氯化锂溶液按 1：1 的体积比混合； 

(2) -20℃静置至少 30min； 
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(3) 12000rpm 离心 15min（体积小于 200μL 样品可选择转速可达 7000rpm 的桌面离

心机），观察到底部出现白色沉淀，去上清； 

(4) 加入 100-150μL 预冷的 70%乙醇，将沉淀吹打悬浮，注意不要打散，12000rpm 离

心 5min，去上清； 

(5) 重复上一步； 

(7) 在不干扰沉淀物的情况下，尽可能多地去除残留的洗涤液 ，开盖 37℃晾干 5min，

待沉淀干燥后加入 50-200μL RNase Free Water 或其他缓冲液溶解 RNA 沉淀；溶

解液加入后，建议在冰上放置 15-30min 后，用移液器进行轻柔吹打混匀至沉淀完全

溶解然后进行定量及其他检测。 

 

注： 

⚫ 不要让管底沉淀过度干燥，过度干燥则不容易溶解，通常干燥时间为 3 到 5min（该时间

以 20μL 体系为例，若体系放大则需根据沉淀大小，进行干燥时间的加长调整）。 

⚫ 如果反应体系较大，冰上溶解 30min，沉淀仍未完全溶解，可在 4°C 孵育过夜，然后再

进行吹打混匀使 IVT 产物完全溶解。 

 

 

4. RNA 定量，详细步骤请参考所用仪器说明书 

(1) 紫外吸收法：蛋白及游离核苷酸等杂质会影响定量的准确性，采用此方法前请先进行 

RNA 纯化。  

(2) 染料法：用 RiboGreen 染料进行 RNA 定量，游离核苷酸不会影响定量，可以对纯

化或者未纯化的反应产物中的 RNA 进行准确定量。 
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按染料说明书进行 RNA 定量。 

(3) 毛细管电泳法：可以检测 mRNA 纯度以及完整性，具体参考仪器，如 Agilent5200，

Qsep100 等。 

 


