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摘要：为促进茴香的分子生物学研究，以宁夏海原的茴香叶片为试验材料，分别采用ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ改良

法、ＣＴＡＢ水饱和酚法、Ｔｒｉｓ硼酸法、异硫酸氰胍法、异硫酸氰胍改良法、Ｔｒｉｚｏｌ法和Ｔｒｉｚｏｌ改良法共８种方法

提取茴香叶片 ＲＮＡ，比较其提取效果。结果表明：ＣＴＡＢ 改良法提取的 ＲＮＡ 质 量 最 好，浓 度 为

１４８１．９μｇ·μＬ
１，ＯＤ２６０／２８０为１．８２，ＯＤ２６０／２３０为２．１２，且得率较高，琼脂糖凝胶电泳显示条带清晰完整、无拖尾

现象；Ｔｒｉｚｏｌ法、Ｔｒｉｚｏｌ改良法及异硫酸氰胍法提取的ＲＮＡ质量较高，但完整性较差；ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ水饱

和酚法及异硫酸氰胍改良法提取ＲＮＡ的效果较差；Ｔｒｉｓ硼酸法提取的ＲＮＡ质量最差。
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　　茴香（犉狅犲狀犻犮狌犾狌犿狏狌犾犵犪狉犲Ｍｉｌｌ．），又名香丝

菜、茴香子，被广泛栽植于各地［１］，在我国已有

１０００多年的栽培历史，且分布于我国各省区。随

着其药用价值和食用价值被日益发现和重视［２］，

近年来，有关茴香的研究主要集中在对其生理活

性成分［３］、诱导植物种子萌发［４］、挥发油类成分提

取［５］等方面，而有关茴香抗寒、抗旱等基因的克隆

及分子调控机制等研究鲜有报道。从植物组织中

提取高质量的ＲＮＡ是进行相关基因克隆及表达

与调控、酵母双杂交等试验的前提［６７］，目前常用

的植物ＲＮＡ提取方法有ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、快速

ＳＤＳ法及改良热硼酸法等，且以上方法在红豆

杉［７］、草坪植物［８］、茶梅［９］、百合［１０］等植物上均已

被研究并报道，但由于植物本身存在差异，在生长

过程中产生的代谢物质，如糖和酚类等物质，可与

ＲＮＡ产生共沉淀，进而影响总ＲＮＡ的质量及后

续试验［３］。

因此，本研究以宁夏海原茴香的叶片为材料，

分别对ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ改良法、ＣＴＡＢ水饱和

酚法、Ｔｒｉｓ硼酸法、异硫酸氰胍法、异硫酸氰胍改

良法、Ｔｒｉｚｏｌ法以及Ｔｒｉｚｏｌ改良法共８种方法提

取茴香叶片的总ＲＮＡ，从ＲＮＡ浓度、纯度、得率

及完整性等方面进行比较，旨在筛选出最佳提取

方法，为开展茴香后续分子生物学研究提供理论

依据。

１　材料与方法

１．１　材料

供试材料为宁夏大学农学院园艺实验室收集

的海原地区的茴香种子，于２０１９年５月种植于宁

夏大学农科实训基地玻璃温室中，常规化管理，于

茴香生长至７片叶时采样。

１．２　方法

１．２．１　ＣＴＡＢ法　参照史宝胜等
［６］的操作方法。

１．２．２　ＣＴＡＢ改良法　与上文中 ＣＴＡＢ法在

第（４）步和第（５）步稍有差别：取上清液后加入同

等的氯仿∶异戊醇（体积比为２４∶１），充分混匀后

于４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ。吸取上清液

于新 的 离 心 管 后 加 入 上 清 液 １／２ 体 积 的

５ｍｏｌ·Ｌ１ ＮａＣｌ溶液，摇晃混匀，再加上清液１／２

体积的氯仿溶液，于涡旋仪上振荡混匀，于４℃、

１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＣＴＡＢ水饱和酚法　具体步骤按水饱和

酚（北京索莱宝科技有限公司）的说明书进行。

１．２．４　Ｔｒｉｓ硼酸法　参照望飞勇等
［８］的方法略

有改动：改变离心管中加入的缓冲液与β巯基乙

醇的量，第（４）步稍有不同，不同之处在于上清液

加入１／２体积的苯酚和１／２体积的异戊醇，于

４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ。

１．２．５　异硫酸氰胍法　与吴田等
［９］的方法稍有

不同。不同之处在于第一步加入异硫酸氰胍抽提
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液［４ｍｏｌ·Ｌ１异硫氰酸胍、０．０２５ｍｏｌ·Ｌ１柠檬酸

钠（ｐＨ７．０）、０．５％十二烷基肌氨酸钠、０．１ｍｏｌ·Ｌ
１

巯基乙醇］后置于冰上依次加入１／１０提取液体积

的２ｍｏｌ·Ｌ１ＫＡｃ摇晃混匀，等提取液体积的水饱

和酚，１／３提取液体积的氯仿∶异戊醇２４∶１混匀后

置冰上１５ｍｉｎ，于４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ。

１．２．６　异硫酸氰胍改良法　参照异硫酸氰胍法

略有改进：研磨完迅速转移至含１ｍＬ异硫氰酸

胍抽提液的２ｍＬ离心管摇匀后加６００μＬ水饱

和酚，５０μＬ２ｍｏｌ·Ｌ
１ＫＡｃ（ｐＨ５．２），１２０μＬ氯仿

摇匀。置于冰上５ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心

１０ｍｉｎ。吸取上清液于新的离心管，加入与上清

液相同体积的氯仿∶异戊醇（２４∶１），于４ ℃、

１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心１０ｍｉｎ。

１．２．７　Ｔｒｉｚｏｌ法　根据Ｔｒｉｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）试剂

说明书的方法操作。

１．２．８　Ｔｒｉｚｏｌ改良法　在尹慧等
［１０］的方法上略

有改进，取上清液于另一离心管，加入等体积的

Ｖ（酚）∶Ｖ（氯仿）∶Ｖ（异戊醇）为２５∶２４∶１的溶液，

充分混匀，于４℃、１２０００ｒ·ｍｉｎ１离心１５ｍｉｎ。

取上清液，再加入等体积的Ｖ（氯仿）∶Ｖ（异戊醇）

为２４∶１的溶液，充分混匀。

１．２．９　总ＲＮＡ质量检测　取２μＬＲＮＡ溶液，

用核酸蛋白检测仪测定 ＲＮＡ 浓度和 ＯＤ２６０／２８０

及ＯＤ２６０／２３０。

ＲＮＡ得率（μｇ·ｇ
１）＝浓度（μｇ·μＬ

１）×体

积（μＬ）／样品质量（ｇ）。

ＲＮＡ完整性的检测：取ＲＮＡ溶液３μＬ与

１μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ缓冲液混合均匀，１００Ｖ

下电泳２０ｍｉｎ后在凝胶成像仪下观察。

２　结果与分析

２．１　不同方法提取的总ＲＮＡ质量比较

由表１可知，ＣＴＡＢ法、异硫酸氰胍法和异硫

酸氰胍改良法提取ＲＮＡ的ＯＤ２６０／２８０分别为２．２４、

２．１３和２．１４，均大于２．０，表明提取的ＲＮＡ纯度

较低，不利于后续试验的进行。ＣＴＡＢ改良法、

ＣＴＡＢ水饱和酚法、Ｔｒｉｚｏｌ改良法、Ｔｒｉｚｏｌ法测得

的 ＯＤ２６０／２８０分别为１．８２、２．０１、１．９５和２．０７，

ＯＤ２６０／２３０分别为２．１２、１．９６、２．１１和２．１３，说明这

几种方法提取的 ＲＮＡ纯度较高。而 Ｔｒｉｓ硼酸

法测得的ＯＤ２６０／２８０为１．５３，ＯＤ２６０／２３０为１．５０，说明

ＲＮＡ已被其他杂质严重污染，该法不能用于茴香

叶片总 ＲＮＡ 的提取。此外，不同方法提取的

ＲＮＡ得率相差较大，ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ水饱和酚

法、Ｔｒｉｓ硼酸法的得率分别为２．２５６、４．５９２和

２．３３２μｇ·ｇ
１，这 ３ 种方法的得率 很 低，而 用

ＣＴＡＢ改良法、异硫酸氰胍法、异硫酸氰胍改良

法、Ｔｒｉｚｏｌ法、Ｔｒｉｚｏｌ改良法的提取ＲＮＡ的得率

都较高，均在５５～９０μｇ·ｇ
１，其中以Ｔｒｉｚｏｌ改良

法的得率最高（８７．７２８μｇ·ｇ
１）。比较８种方法

提取茴香叶片总 ＲＮＡ的浓度可知：ＣＴＡＢ法和

Ｔｒｉｓ硼酸法均在１００μｇ·μＬ
１以下，Ｔｒｉｚｏｌ改良法

的浓度最高，为２１９３．２μｇ·μＬ
１。综合来看，

ＣＴＡＢ改良法提取的茴香叶片ＲＮＡ质量最佳。

表１　茴香叶片总ＲＮＡ不同提取方法的纯度

及得率比较

提取方法　 ＯＤ２６０／２８０ＯＤ２６０／２３０
浓度／

（μｇ·μＬ
１）

得率／

（μｇ·ｇ
１）

ＣＴＡＢ法 ２．２４ ２．１２ ５４．６ ２．２５６

ＣＴＡＢ改良法 １．８２ ２．１２ １４８１．９ ５９．２７６

ＣＴＡＢ水饱和酚法 ２．０１ １．９６ １１４．８ ４．５９２

Ｔｒｉｓ硼酸法 １．５３ １．５０ ５８．３ ２．３３２

异硫酸氰胍法 ２．１３ ２．３１ １８４３．５ ７３．７４０

异硫酸氰胍改良法 ２．１４ ２．３４ １５６２．７ ６２．５０８

Ｔｒｉｚｏｌ法 ２．０７ ２．１３ １７２８．２ ６９．１２８

Ｔｒｉｚｏｌ改良法 １．９５ ２．１１ ２１９３．２ ８７．７２８

２．２　不同方法提取的总ＲＮＡ完整性比较

由图１可知，ＣＴＡＢ改良法、ＣＴＡＢ水饱和

酚法提取的ＲＮＡ的２８Ｓ条带亮度是１８Ｓ的２倍，

表明这几种方法提取的茴香总 ＲＮＡ 完整性较

好。ＣＴＡＢ水饱和酚法条带显示有２∶１的比例，

说明提取的ＲＮＡ纯度较高，完整性较好，但其浓

度和得率很低，不适合茴香 ＲＮＡ 的提取；而

ＣＴＡＢ改良法条带中１８Ｓ∶２８Ｓ为２∶１的比例，并

且无拖带现象，说明ＲＮＡ完整性好，可用于后续

的分子试验。异硫酸氰胍法的点样槽内有基因组

的荧光亮度，表明这种方法提取的ＲＮＡ中有部

分ＤＮＡ的污染；Ｔｒｉｓ硼酸法提取的 ＲＮＡ 泳道

里无电泳条带，说明该方法提取的ＲＮＡ完整性

最差。Ｔｒｉｚｏｌ法、Ｔｒｉｚｏｌ改良法、异硫酸氰胍改良

法提取的ＲＮＡ的１８Ｓ荧光亮度和２８Ｓ的几乎一

致，甚至略高，表明这几种方法提取的ＲＮＡ存在

部分降解，完整性较差。整体而言，提取茴香叶片

ＲＮＡ的完整性最好的方法是ＣＴＡＢ改良法。

９４
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图１　不同方法提取茴香叶片总ＲＮＡ电泳图

３　讨论与结论
ＲＮＡ的提取质量对相关分子生物学试验研

究至关重要［１１１２］。现有关植物总ＲＮＡ提取方法

的研究及报道很多，但植物的组成成分相差甚

高［１３１５］，为确保获得高质量的ＲＮＡ，对某些方法

有针对性地进行改良显得尤为重要。

本研究通过对８种提取茴香叶片 ＲＮＡ 的

不同方法的效果进行比较，得出最适方法。在

试验中，ＣＴＡＢ 改良法提取 ＲＮＡ 效果最佳，

得到的ＲＮＡ 浓度为１４８１．９μｇ·μＬ
１，得率为

５９．２７６μｇ·ｇ
１，ＯＤ２６０／２８０为１．８２，ＯＤ２６０／２３０为２．１２，

不论是得率、纯度还是完整性都最佳，有利于后续

试验的进行。ＣＴＡＢ法、ＣＴＡＢ改良法及ＣＴＡＢ

水饱和酚法的电泳结果显示其完整性较高，说明

ＣＴＡＢ抽提液有利于保护茴香叶片的ＲＮＡ。异

硫酸氰胍法、异硫氰酸胍改良法、Ｔｒｉｚｏｌ法、Ｔｒｉｚｏｌ

法改良法提取ＲＮＡ的浓度较高，但电泳条带中

２８Ｓ和１８Ｓ的亮度没有明显的２∶１比例，存在降解

和污染等问题。这可能与异硫酸氰胍裂解液有

关，因为提取流程与ＣＴＡＢ法相差不大，表明这

些方法不适合茴香叶片 ＲＮＡ的提取；Ｔｒｉｚｏｌ改

良法提取 ＲＮＡ 的纯度、得率及完整性都优于

Ｔｒｉｚｏｌ法，但均无明显的２８Ｓ和１８Ｓ条带２∶１比

例，说明提取的 ＲＮＡ质量也不高。Ｔｒｉｚｏｌ试剂

提取榕树和葡萄等其他植物ＲＮＡ的效果较好，

但对于茴香ＲＮＡ的提取效果不理想，推测试验

操作可能不规范，导致杂质未去除完全，或是在电

泳时由于电泳仪散热导致其降解等原因。而

Ｔｒｉｓ硼酸法未提取到 ＲＮＡ，且该方法在试验中

出现些许白色物质，推断是由于在研磨时叶片的

组成成分与ＲＮＡ没有充分分离，也可能是茴香

叶片ＲＮａｓｅ活性较高，在ＲＮＡ得率少的基础上

又逐渐降解，最终导致无法提取到 ＲＮＡ，所以

Ｔｒｉｓ硼酸法不适合茴香叶片的ＲＮＡ提取。综合

来看，ＣＴＡＢ改良法是提取茴香叶片 ＲＮＡ的最

适宜方法。
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摘要：为筛选适宜豫东地区种植的优良冬枣品种，促进当地冬枣产业发展，研究对引进冬枣品种（沾化冬枣、

沾化冬枣２号、沧冬１号、大荔冬枣）的物候期、生长结果特性、果实经济性状及品质进行测定，对其在豫东地

区的适应性进行评价。结果表明：４个引进的冬枣品种在豫东地区均能正常生长结果，完成正常的生长周期。

沾化冬枣及大荔冬枣果实平均单果重较小，丰产、适应性强；沾化冬枣２号、沧冬１号均为短枝型，果实大，肉

质脆甜，易管理，丰产性好；综合物候期、结果生长特性、果实经济性状及部分外观、内在品质指标，初步筛选

出沾化冬枣２号和沧冬１号为适宜豫东地区立地条件下的冬枣品种。

关键词：冬枣品种；豫东地区；引种栽培

　　冬枣（犣犻狕犻狆犺狌狊犼狌犼狌犫犪）是无刺枣晚熟鲜食

栽培品种，皮薄而脆、肉质细嫩，富含各种维生素

及钾、钠、铁、铜等多种微量元素，特别是ＶＣ的含

量，鲜果含ＶＣ３３３ｍｇ·１００ｇ
１［１］，营养价值极高，
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是落叶果树中的高档鲜食水果品种，市场发展前

景广阔，具有重要的栽培推广价值。

豫东地区是中原农耕文化的发源地，枣的栽

培历史由来已久，气候特点适宜枣树栽培，太康县

域内现存有百年以上树龄的散生古枣树１８株，古

枣树群２处
［２４］。冬枣是一种喜光性强的树种，对
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