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一、组织送样量要求

组织类型 产品

类型
部位

二代转录

组

三代转录

组
LNC SRNA

RNA甲基

化-ONT

常规植物组织（禾本科
植物、十字花科、常见
作物、以及常见蔬菜和
花卉）

根 450mg 600mg 600mg 600mg 1.2g
茎 450mg 600mg 600mg 600mg 1.2g
叶 300mg 300mg 300mg 300mg 1g
花 450mg 600mg 600mg 600mg 1g
果实 1.2g 1.2g 1.2g 1.2g 2.0g
种子 300mg 300mg 300mg 300mg 1g

常规动物（哺乳动物、
鸟类、爬行动物）

心脏 300mg 300mg 450mg 450mg 600mg
肝脏 240mg 240mg 240mg 240mg 600mg
脾脏 240mg 240mg 240mg 240mg 600mg
肾脏 240mg 240mg 240mg 240mg 600mg
脑 240mg 240mg 240mg 240mg 600mg
肌肉 450mg 450mg 600mg 600mg 1g
肠道 300mg 300mg 450mg 450mg 600mg
骨骼 1g 1g 1.5g 1.5g 3g
毛发 1g 1g 1.5g 1.5g 3g
皮肤 1g 1g 1.5g 1.5g 3g

节肢动物（昆虫、甲壳
类）

昆虫（蚊
子、苍蝇、
蚂蚁）

6只 6只 9只 9只 12 只

节肢动物（昆虫、甲壳
类）

甲壳类（螃
蟹、虾）

300mg 300mg 450mg 450mg 1g

全血 / 1 管 1 管 2 管 2管 3管

细胞 /
3*10的 6
次方

3*10的 6
次方

3*10的 6
次方

3*10的 6
次方

10的7次
方

二、核酸送样量要求

注：如果您开展的实验项目为 miRNA的相关实验，并且提供的是总 RNA的样本，请务必
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确认您采用的总 RNA的提取方法保留了小 RNA（包括 miRNA）

项目类型
初检结果（浓度、体积、纯度）

样品状态
浓度（ng/ul） 总量（ug） 体积(ul)

全长转录组（PB） ≥120 ≥1.5 ≥10 正常
全长转录组（ONT) ≥100 ≥1.5 ≥10 正常

二代转录组 ≥20 ≥1 ≥10 正常
真核小 RNA ≥80 ≥1 ≥10 正常

长链非编码 RNA ≥100 ≥1 ≥10 正常

三、样品制备保存指南

（一）细胞

1．贴壁细胞

 一次 RNA提取反应所需细胞数≤1 X 10^7 个，以 3 X 10^6-1 X 10^7 个为宜，可

以将细胞经裂解液裂解后冻存运输。

1. 从培养箱中取出贴壁培养的细胞，显微镜下观察细胞，确定生长状态良好（正常细胞融

合度在 80 %左右）;
2. 弃去培养基，向细胞培养瓶或培养皿中加入 5 mL PBS（RNase free，室温）， 清洗

一次；

3. 弃尽 PBS，加入适量细胞裂解液，反复吸打数次；直至看不见成团的细胞块，使之充

分溶解于裂解液中形成清亮不粘稠的液体；

4. 将裂解好的细胞转移至 1.5 mL 旋盖尖底离心管（RNase free）中，置于-80 ℃或液氮

中长期保存；

运输方式：干冰运输。

*注：判断裂解液加入量是否合适的标准可以根据细胞溶解物的黏度来判断。在细胞刚溶解

时，可以发现有丝状物出现，若裂解液加入量合适，吹打几次后，丝状物会消失，液体黏稠

性下降；若裂解液的量过少，丝状物往往一直存在，液体黏稠性大，应继续补加裂解液。裂

解液加入量过少，会导致抽提的 RNA 降解。

TRIzol 裂解法：

离心收集的细胞迅速溶于 TRIzol 裂解，参考用量为每 5 X 10^6个细胞加 1 mL TRIzol；
细胞溶于 TRIzol 后，如出现成团，需用吸头将细胞团吹打散，或者激烈震荡混匀，使细胞
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完全溶于 TRIzol 中充分裂解，室温静置 5min，之后转移至-80℃低温保存，送样时选择干

冰运输寄送。

液氮速冻法：

离心收集的细胞直接液氮速冻，速冻 2h后转移至-80℃低温保存，送样时选择干冰运输寄

送。

2．悬浮细胞

 一次 RNA提取反应所需细胞数≤1 X 10^7 个，以 3 X 10^6-1 X 10^7 个为宜，可

以将细胞经裂解液裂解后冻存运输。.
1. 确定细胞生长状态良好；离心得到细胞沉淀（依据客户实验室细胞离心步骤，注意细胞

离心要适度，不要使细胞离心过实而造成裂解液不能充分渗透，4度离心机，转速 3000g
为宜）；

2. 弃去培养基，加入 1 mlLPBS（RNase free，室温），轻轻将细胞沉淀悬起， 转移至 2
mL 旋盖尖底离心管（RNase free）中；

3. 离心（依据客户实验室细胞离心步骤，注意细胞离心要适度，不要使细胞离心过实而造

成裂解液不能充分渗透，4度离心机，转速 3000g为宜）得到细胞沉淀，弃去 PBS，
液氮速冻 2h之后转移至-80℃低温保存，送样时选择干冰运输寄送。

运输方式：干冰运输。

TRIzol 裂解法：

离心收集的细胞迅速溶于 TRIzol 裂解，参考用量为每 5 X 10^6个细胞加 1 mL TRIzol；
细胞溶于 TRIzol 后，如出现成团，需用吸头将细胞团吹打散，或者激烈震荡混匀，使细胞

完全溶于 TRIzol 中充分裂解，室温静置 5min，之后转移至-80℃低温保存，送样时选择干

冰运输寄送。

（二）全血
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1．PAXgene血液 RNA管：

用于从 PAXgene Blood RNA Tube中收集的 2.5 ml人全血中纯化总 RNA。该过程很简单，

可以使用手动或自动程序进行。PAXgene Blood RNA Tubes含有基于 RNA稳定技术的试

剂组合物。该试剂组合物最大程度的保护 RNA分子降低被 RNase的降解，并使基因表达的

离体变化最小化。如果 PAXgene血液 RNA管为唯一的抽血管，则将血液抽入 PAXgene血
液 RNA管之前应先抽血入“废弃管”内，使抽血过程中所用的采血器内能被预灌注；否则

PAXgene血液 RNA管应为抽血程序中的最后一只试管。确保血液已停止流入试管再从持针

器上取下试管（PAXgene血液 RNA管内的负压设计可向管内抽 2.5ml的血）采血后，立即

轻轻颠倒 PAXgene血液 RNA管 8-10次，使添加剂和血液充分混合均匀
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将 PAXgene血液 RNA管竖直置于室温（18-25℃）静置 2-24小时，之后可贮藏于-20℃或

更低温度；若试管要贮藏于低于-20℃的温度，先在-20℃冷冻 24小时，然后再将其转移到

-70℃或-80℃，可保存至少 50个月。大体积干冰运输。

2．EDTA 管采集

要求为全血样本，使用 EDTA 抗凝的采血管采集样品（由于会影响后续建库实验，禁止使

用肝素抗凝），采集血液时，必须经过抗凝，避免出现凝结成块。新鲜采集好的抗凝血液，

用移液器转移到 2mL 离心管中，液氮速冻 2h，干冰寄送。注意：由于 EDTA 抗凝采血管

大多为玻璃易碎材质，切勿使用采血管原管寄送，以防采血管在运输转移途中破裂，造成样

品污染、损失。（使用抗凝管采集好的抗凝血液用移液器吸取 500ul转移到 2mL 离心管中

加入 1000ulTRIzol，振荡仪振荡 30-60s，室温孵育 5min后转到-80冰箱保存），每个样本

建议送两管。
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（三）动物组织（不含水产类、昆虫类）

1．液氮速冻法详细流程：

1)提前准备好冷冻组织的足量液氮，预装样品的冻存管，并在做好标记（尽量不使用汉字命

名，命名字符控制在 5个以内）

2)活体取下新鲜组织，立即剔除结缔组织等非研究所需的组织类型。对肿瘤组织的取材，应

尽可能准确地判定肿瘤和正常组织，肿瘤组织应将周围的正常组织切除干净（正常组织也应

将周围的肿瘤组织切除干净），肠道组织一定要把内容物清洗干净；

3)迅速用预冷的 PBS溶液（RNase free）或 0.9%生理盐水将组织表面的残留血液冲洗干净

4)如果组织体积较大，将组织切成长宽高均≤0.5 mm 的小块（即黄豆大小）

5)将冻处理好的组织样本混合均匀后保存于 2 mL 或更大体积的螺口冻存管（RNase free）
中，标注编号。

5)立即（20s内）置于液氮中冷冻 3~4 h，然后转移至-80 °C长期保存

6)干冰运输。
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2．TRIzol法：

1) 如果使用 TRIzol裂解液保存送样，请务必先进行液氮研磨破碎，样品量取参考标准送样

量的 1/3，然后溶于 TRIzol 中，组织样品切勿过量；

2) 震荡混匀，常温裂解 5 min 后，使用低温离心机 12000g离心 10min，将上清液转至新

的 2.0ml离心管中（拍质控照片，方便核查），转移至-80℃低温保存，运输时选择干冰寄

送。

3．RNAlater® Tissue Collection保护液法：

1.用 RNAlater® Solution保存组织之前，需要将组织切割成长宽高均≤ 0.5 mm的小块。

2. 如果组织带血液或其他体液，需要过夜后更换一次 RNAlater® Solution；不要将刚浸入

RNAlater Solution中的样本立即冷冻，需将样本置于 4 °C 保存过夜（使 Solution充分浸

润组织样本），然后转移至-20 °C 或-80 °C 长期保存；

3.RNAlater® Solution 不会影响组织结构，可以把已保存的组织从 RNAlater® Solution中
取出，切下实验所需的用量，把剩余的组织再放入到原来的保存液中继续保存；

4.保存于 RNAlater® Solution中样本，-20 °C 存放时，样本不会结冻，但可能会有晶体

析出，这并不影响后续的 RNA 提取工作；-80 °C 存放时，样本会结冻，在进行 RNA 提

取前，需置于冰上融化再进行后续操作，解冻后的样本可再次放入-80 °C 保存；

5.一般来讲，生物样本保存于 RNAlater® Solution中，37 °C可存放 1天，25 °C（室温）
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可存放 1周，4 °C 可存放 1个月，-20 °C 或-80 °C 可长期保存。但鉴于生物样本的

特殊性及实验可重复性，建议所有保存于 RNAlater® Solution中样本，都要置于-20 °C 或

-80 °C 长期保存。

四、植物组织（不含藻类）

较老组织 RNA含量低，而且次生代谢物含量相对较高，用于 RNA 提取的成功率低。因此

在不影响实验设计的前提下，须选择健康、幼嫩的组织新鲜组织样采样流程如下：

1)提前准备好冷冻组织的足量液氮，预装样品的冻存管，并在做好标记（尽量不使用汉字命

名，命名字符控制在 5个以内）

2)植物材料取材后用清水将材料表面的灰尘及泥土冲洗干净，吸干表面水渍，再从植物体上

取下新鲜组织

注：如果是需要进行处理，请在活体上进行处理后再取样。

3)如果组织体积较大，将组织剪切成 50-100 mg小块,约黄豆大小的小块,放入提前准备好的

冻存管中；

5)立即（20s内）置于液氮中冷冻 3~4 h，然后将单个样本放于自封袋中，转移至-80 °C长

期保存；

运送方式：干冰运输。

注：植物组织不建议使用组织保护液保存。对于一些需要剥去种皮处理的，因样品速冻后无

法准确剔除，如有需要剥去种皮的老师须自行操作
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五、水产类

水产类包括淡水鱼类、海水鱼类、贝类、藻类。送样需要选择新鲜采集的样本，海水类物种

需要进行淡化处理

取样注意事项

优先选用新鲜采集的样品送样，稀有样本可酌情选取冻存组织。采集样品时应选取核酸含量

较多的部位。样品采集时建议活体取材后用预冷的 0.9%生理盐水进行漂洗，以去除血渍和

污物，将样品分割成 50 mg左右的小块（约黄豆大小，组织块越小，保存效果越好），样

品分割和处理时应尽量在冰上进行，防止样品降解。避免装样太满以至冻裂，造成样品污染。

藻类样本：大型藻类送样量（干重）不少于 3g，单细胞藻类（干重）不少于 1g。
注：水产类样品需尽量保证为新鲜个体。尽量避免寄送保存时间较长或经过反复冻融的组织

样品。针对软体动物可先使用 75%的乙醇进行漂洗，漂洗干净后液氮冷冻，干冰运输；针

对刺胞动物，可去除头部和肠道等部位，保留肌肉外壁用于提取。

口恩
这个规范送样的图换一个吧，这个体现不出来那里是规范的送样
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六、昆虫类

1）昆虫样本，需进行表面微生物的清洗，较大个体的选取不带肠道部分的组织，对于较小

个体只能用整个个体的，应进行适当的饥饿处理（注意保证昆虫的活性）。

2)提前准备好冷冻组织的足量液氮，预装样品的冻存管，并在做好标记（尽量不使用汉字命

名，命名字符控制在 5个以内）

3）个体大的，如毛毛虫，取得活体组织后，用清水清洗，以去除污物，吸干表面液体。将

组织样品分割成约 50 mg 的小块（约黄豆大小），液氮速冻后，放入干净的带螺纹旋盖保

存管中；

4) 转移至-80℃低温保存，送样时选择干冰运输寄送。

注：小型昆虫组织务必在信息单中备注微量样本需液氮交接防止降解。同时该类样本因只

满足一次或低于常规一次提取用量，我们无法保证 100%提取合格。
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七、微生物

（一）酵母菌

一次反应所需酵母菌的量需≤1 X 10^7 个，以 5 X 10^6-1 X 10^7 个为宜。单次送样量满

足 3次以上提取，建议分装送样，每管满足一次提取量，即 3 X 1 X 10^7 个。

显微镜下观察酵母菌生长状态，收集对数期生长旺盛的酵母菌

将适量体积的酵母菌液转移至将 2 mL 旋盖尖底离心管（无菌，无核酸酶）中，于室温下

14000 X g 离心 1 min,弃尽培养基，将酵母细胞沉淀迅速置于液氮中冷冻 3~4 h，然后转移

至-80 °C或液氮中长期保存

干冰运输

（二）真菌

显微镜下观察真菌生长状态，根据菌类的生长规律，收集生长旺盛的菌体。真菌样本在进行

RNA提取前，需要进行称重，一次反应所需的真菌量为 50 ~100mg（由于不同真菌得率差

异较大，所以建议送样量尽量多或根据客户经验得率送满足 3次的量）

真菌取样方式以客户实验室经验操作即可，要求取样后到速冻前时间短，菌处于快速生长的

活跃期

取样后的真菌置于预冷的离心管或冻存管中，迅速置于液氮中冷冻 3~4 h，-80 °C 长久保

存

干冰运输

注：请勿直接寄送培养平板，低温保鲜寄送的真菌培养平板，无法保证菌体的生长状态。为

了提高真菌菌体 RNA 的提取成功率，应将生长旺盛的菌体收集到 2 mL 旋盖尖底离心管

（无菌，无核酸酶）中，迅速置于液氮中冷冻 3~4 h，然后转移至-80℃或液氮中长期保存。

八、注意事项

 核酸提取质量与物种及组织部位、采集方法及保存状态、提取方法及操作、实验器材及

环境等因素均有密不可分的联系，尤其是三代超长提取对样本的质量、总量要求更高，

望知悉及理解，并做好样本备份。为了保障获得高质量的核酸，请务必按照送样手册所

规定的准备样本。对珍贵样本或者微量样本，建议自行提取
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1) 组织速冻时间：组织离体后，胞内核酸便开始降解，尤其是 RNA，故采集时，目的组

织离体后，需立即速冻，建议 3min 内完成，越快越好。

2) 组织送样量：建议送样量适用于 95%的物种组织，少部分组织因胞内核酸量较低，需

适当增加送样量，比如动物皮肤、毛发，植物果实、根等。请严格按照上方组织送样量

要求送样，送样量过少或过多均不利于提取实验。采样量较少会导致提取的 RNA总量、

浓度不合格，采样量过多反而会造成速冻不彻底、提取取样困难、冻融降解等危险。

3) 组织保存管的选择：所有组织样品务必使用离心管或螺纹管保存，切勿直接装入密封袋

（低温冻脆易破裂，导致样品泄露，交叉污染）保存。

4) 组织样品保存方法选择：首选液氮速冻；没有液氮条件的，可直接放入-80℃冰箱冻存；

环境条件限制的，可使用商组织保护液保存（这试剂对动物组织可起到一定的效果，植

物、菌类、细胞，微量样品不可以使用），并严格按相应试剂说明操作。

5) 冻融组织： 组织冻存后，一旦冻融，RNA 降解概率大于 80%，几乎不可能提取成功，

此类组织不建议送样。请各位老师送样前注意组织保存状态， 确保组织未发生过冻融

情况。

6) 长年保存的组织：保存时间超过一年的组织不建议送样。

7) 组织分离要求：正常组织样本中不能含有病变组织，而病变组织样本中也不可以夹带有

正常组织（如目的部位为叶片，就不能含有茎），提取实验时无法精确取样，无法称重。

组织量过多的不能全部取样，只随机选取适量组织提取。

8) 对于同一个组织样品需要同时提取 DNA和 RNA 的，请务必分成两管分批次送样。

9) 样本的特殊处理:样本的特殊处理包括：盐处理、温度处理、药物处理、病毒侵染、伤

害处理、干旱处理等胁迫处理方式，不同程度的处理对样本的 RNA 质量会造成不同程

度的影响，常见的会导致 RNA 的降解或者得率降低。因此，经过特殊处理的样本，在

送样时，务必请在样本信息单中进行详细的备注，以便尽量提高提取的成功率和避免样

本的浪费。

口恩
这个组织送样建议是哪一个文件？
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九、核酸质量判定标准

常规 RNA 质量判定标准
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口恩
这里二代转录组的建库起始量没有调整么

洋小妞
最新的还没有正式实施
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备注：1、对于昆虫、软体动物等特殊物种，完整性检测已基线为准

2、以上均是单个文库的总量要求，如果样品做多个文库按(小 RNA>LNCRNA>转录组 RNA)
判。总量不足的文库有样品判 C不通过，无不合格原因，根据二次提取的总量判定。无样

品根据剩余总量判判定下一文库

十、样本不足、降解可能存在的风险

（一）总量不足或浓度过低存在风险

1) 文库构建失败

2) 文库产量低不能上机测序或测序数据量不足

3) 导致 RNA-seq数据随机性异常

（二）降解样本

1) 建库失败

2) 导致 RNA-seq数据 duplication比例高、随机性差

3) 导致 Small RNA rRNA比例高，影响有效数据，文库片段异常

（三）目标 RNA含量低

1) 总 RNA达到要求，但由于样本特异性，small RNA含量低于正常样本，导致建库失败

2) 总 RNA达到要求，但由于处理或组织部位的特异性，mRNA降解或含量低，导致建库

失败或者测序数据中 rRNA 数据比例高

（四）蛋白或其他杂质污染

1) 可能影响 Small RNA电泳分离，造成切胶不准，影响问题质量
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2) 可能影响 RNA-seq磁珠分离导致建库失败，或即使达到上机要求也可能导致文库随机

性差等问题
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