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摘要：采用改良的ＴＥ３Ｄ法提取大白菜根、茎、叶的ＲＮＡ，用ｐｈｅｎｏｌＴＥ３Ｄ溶液裂解细胞，用体积比２４∶１的

氯仿／异戊醇溶液萃取ＲＮＡ，６ｍｏｌ·Ｌ１氯化锂沉淀ＲＮＡ。提取的ＲＮＡ完整、无降解，成功地进行了反转录

和ＰＣＲ扩增试验。
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　　植物细胞壁不仅厚实且成分复杂，细胞内富

含单宁、萜烯、色素、酚等次生代谢物以及蛋白质、

多糖等生物大分子，这些物质不但影响提取ＲＮＡ

的效率，而且干扰其逆转录、ＰＣＲ扩增、酶切等试

验操作［１］。不同植物、不同组织或不同生理状态

下的植物材料细胞与组织的成分各不相同，因此，

必须针对不同植物组织的特点，对ＲＮＡ的提取

方法进行优化选择［２］。该试验采用改良的 ＴＥ

３Ｄ法提取了大白菜根茎叶的ＲＮＡ，并成功进行

了反转录和ＰＣＲ扩增。

１　材料与方法
１．１　材料

供试材料是东北农业大学育成的东白二号。

试验用的溶液均用 ＤＥＰＣＨ２Ｏ 来配制。

ＤＥＰＣＨ２Ｏ：浓度为 １‰，用 ｄｄ Ｈ２Ｏ 配制，于

３７℃温育过夜，灭菌 ２ 次。ＴＥ３Ｄ：用 ９５ ｍＬ

Ｈ２Ｏ、４８．４ｇＴｒｉｓ、１４．８ｇＮａ２ＥＤＴＡ、２０ｇＮｏｎ

ｉｄｅｔＰ４０（诺纳德Ｐ４０）、３０ｇＬＤＳ（十二烷基硫酸

锂盐）、２０ｇＳｏｄｉｕｍｄｅｏｘｙｃｈｏｌａｔｅ（脱氧胆酸钠，

Ａｌｄｒｉｃｈ），加水至２００ｍＬ，该溶液在室温下十分

稳定，可长期保存。其 它 药 品 有 饱 和 酚 水，

３ｍｏｌ·Ｌ１醋 酸 铵 （Ａｍｒｅｓｃｏ）（湿 热 灭 菌），

６ｍｏｌ·Ｌ１氯化锂（Ｓｉｇｍａ）（湿热灭菌），２巯基乙

醇（２Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏ），体积比为２４∶１的氯仿／

异戊醇。

提取ＲＮＡ所用的枪头、离心管等用品都采

用ＲｎａｓｅＦｒｅｅ产品，或将普通枪头、离心管用１‰

ＤＥＰＣＨ２Ｏ于３７℃温育过夜，晾干后灭菌。整个

试验在超净工作台中进行，严格使用无菌口罩、头

套和手套。

１．２　方法

１．２．１　ＲＮＡ提取　以Ｔｒｉｚｏｌ提取大白菜ＲＮＡ

为对 照，ＴＥ３Ｄ 法 提 取 大 白 菜 根、茎、叶 的

总ＲＮＡ。

（１）配制ｐｈｅｎｏｌＴＥ３Ｄ溶液：将１份ＴＥ３Ｄ

与２份饱和酚水溶液混合，加２巯基乙醇（Ｖ／Ｖ，

１％），备用。使用１．５ｍＬ·ｇ
１组织样品。

（２）取４００～５００ｍｇ的叶片组织，于研钵中

用液氮研磨成细粉，转入含５００μＬｐｈｅｎｏｌＴＥ

３Ｄ溶液的２ｍＬ离心管中，迅速混匀，涡旋。融

化后，轻轻摇晃５～１０ｍｉｎ。

（３）加５００μＬ氯仿／异戊醇（２４∶１），１００μＬ

醋酸铵，置于冰上轻摇混合１５ｍｉｎ。

（４）４℃１１０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ，取上清

液转到新的２ｍＬ管中。

（５）加入等体积的预冷氯仿／异戊醇（２４∶１），

摇匀，４℃１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心５ｍｉｎ，取上清液转

到１．５ｍＬ离心管中。

（６）加等体积预冷的６ｍｏｌ·Ｌ１氯化锂，混

匀，于－２０℃沉淀２０ｍｉｎ。

（７）４℃，１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ。

（８）７５％ 乙 醇 清 洗 沉 淀 ２ 次，４℃，

１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心５ｍｉｎ。

（９）超净工作台风干 ＲＮＡ沉淀，加入２０～

５０μＬＤＥＰＣＨ２Ｏ溶解，于－７０℃保存备用。

（１０）琼脂糖凝胶电泳检测其完整性：用ＲＮＡ
专用槽，凝胶浓度１．５％，电压１３０Ｖ。

ＲＮＡ反转录（ｃＤＮＡ的合成）：采用ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅢ反转录试剂盒。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ反应　选用大白菜看家基因

（ｈｏｕｓｅｋｅｅｐｉｎｇｇｅｎｅ）６０ｓ核糖体蛋白基因，根据

它的ｃＤＮＡ序列设计引物，其序列为，上游引物：

５’ＣＴＴＣＡＣＣＧＧＡＧＡＴＴＴＣＡＧＡＧＧ３’；下

游引物：５’ＡＧＣ ＴＣＡ ＡＧＡ ＣＧＡ ＧＡＣＣＡＧ

ＣＴＴ ＡＧ３’。５０μＬ 体 系：１０×ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ
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５μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ·Ｌ
１）３μＬ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ

１

ｄＮＴＰＭｉｘ１μＬ，上游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
１）１μＬ，

下游引物（１０μｍｏｌ·Ｌ
１）１μＬ，ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅ（５Ｕ·μＬ
１）０．５μＬ，ｃＤＮＡ２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ

３８．５μＬ。循环参数：９４℃ ５ｍｉｎ，（９４℃ ３０ｓ，

５５℃３０ｓ，７２℃４５ｓ）３０个循环，７２℃１０ｍｉｎ，

１８℃至结束。

２　结果与分析
２．１　ＲＮＡ的质量检测

利用ＴＥ３Ｄ法分别提取了大白菜根、茎、叶

的 ＲＮＡ，通过紫外分光光度计测定 ＯＤ２６０、

ＯＤ２８０的值，检测 ＲＮＡ 的质量，其中 ＯＤ２６０／

ＯＤ２８０的值均在２．０左右，证明ＲＮＡ纯度较高。

利用Ｔｒｉｚｏｌ提取的ＲＮＡ的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值在

１．８左右，纯度达标。

从电泳图片可以看出，ＴＥ３Ｄ 法提取的

ＲＮＡ拥有完整的２８Ｓ和１８Ｓ条带，且２８ＳｒＲＮＡ

的亮度约为１８ＳｒＲＮＡ亮度的２倍，两条主带清

晰明亮，无降解，可以用于下一步的ＲＴＰＣＲ试

验。而Ｔｒｉｚｏｌ提取的ＲＮＡ也拥有２８Ｓ和１８Ｓ条

带，但条带模糊，不如 ＴＥ３Ｄ法提取的 ＲＮＡ清

晰明亮，有少许降解，而且根的ＲＮＡ量很少，但

ＴＥ３Ｄ 法提取的大白菜根 ＲＮＡ 量充足、无

降解（见图１）。

　图１　大白菜根、茎、叶的ＲＮＡ

　Ａ：ＴＥ３Ｄ法提取；Ｂ：Ｔｒｉｚｏｌ法提取

２．２　大白菜ＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ

由图２可以看出，２种方法提取ＲＮＡ的ＲＴ

ＰＣＲ电泳都有条带产生，说明２种方法提取的

ＲＮＡ都达到了试验标准，都能进行反转录和

ＰＣＲ扩增反应。ＴＥ３Ｄ法提取的ＲＮＡＲＴＰＣＲ

电泳条带清晰明亮，Ｔｒｉｚｏｌ提取ＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ

电泳条带稍暗，说明ＴＥ３Ｄ法提取出的ＲＮＡ量

更多、质量更好。

图２　６０Ｓ核糖体蛋白基因的ＲＴＰＣＲ

Ａ：ＴＥ３Ｄ法提取的 ＲＮＡ的 ＲＴＰＣＲ；Ｂ：Ｔｒｉｚｏｌ提取的

ＲＮＡ的ＲＴＰＣＲ

３　讨论
该方法的操作步骤与常规的ＴＥ３Ｄ提取法

基本相同，不同之处在于：减少了第２次提取液抽

提的过程，只用一次氯仿／异戊醇萃取 ＲＮＡ［第

（５）步］，降低了 ＲＮＡ降解的机会和 ＲＮＡ的损

失。在ＲＮＡ提取的过程中，保证ＲＮＡ质量的前

提下，步骤越简单，各种有害因素对核酸的破坏机

会也就越少，成功的概率就越高［３］。该试验的成

功还在于严格创造了无ＲＮａｓｅ的环境，大部分操

作在超净工作台上进行，枪头、离心管严格避免

ＲＮａｓｅ污染，使在人员较多、环境较差的开放实

验室成功地提取ＲＮＡ成为可能，为其它植物的

ＲＮＡ提取提供了借鉴。
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