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铁皮石斛RNA提取及RT—PCR检测
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摘要：目的有效地提取铁皮石斛高质量的RNA，为研究环境胁迫对铁皮石斛生长与代谢影响的分于表达机制

奠定基础。方法建立声波处理的刺激组与对照组．改良苯酚氯仿法制备的RNA，分光光度法检测其量．1．0％变

眭琼脂糖凝胶电泳检测其完整性；所得的总RNA经过RT PCR扩增，6％变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染检测显

示其差异cDNA片段。结果 提取的总RNA A：。。／A洲为3．1 6⋯A。／AⅢ为1．96，产量达0．27 I,g／rag，电泳条带清

晰．完整陛良好，可筛选出明显的差异eDNA片段，分于质量在240～600 bp。结论用该方法能高质高量地提取富

含多糖的药用植物总RNA。
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RNA Extraction and RT—PCR detection of Dendrobium candidum
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Abstract：Objective’Fhe high quality RNA from the plantlet of Dendrobium candidum was isolated

efficiently．It laid a foundation to study the mechanism of molecular expression on itS growth and

metabolism under environmental stress．Methods The groups stimulated by sound wave and the control

groups were established．’I'otal RNA was prepared by a modified phenol—chloroform method．The content

was determined by a spectrophotometer．The inlegrity of RNA was detected by electrophoresis with 1．0％

denatured agarose geI．The total RNA obtained was amplified bv RT PCR．The differential cI)NA bands

were displayed on 6％denatured polyacrylamide gel by electr。ph。resis and silver staining．Results The

ratios of total RNA n 26。／n2∞and A删／n2舯were 3．16 and 1．96，respectively，Tile yield was 0．27／19／mg

fresh weight．7I'he bands were clear on agarose gel and the integrity of RNA was good．The differential

cDNA bands were screened with molecular weight of 240 600 hp．Conclusion The method of modified

phenol chloroform can be used to isolate RNA from D．candidium with high quality and high yield．

Key words：，Ⅺndrobium Candid“，n WaIl，ex T．indl；RNA extraction；sound wave；RT—PCR

植物生长发育是一系列基因表达和内外环境因

子影响共同作用的结果。分离和提纯植物体内的总

RNA，逆转录成cDNA，进行差异基因筛选克隆、

Northern杂交和蛋白质体外翻译实验等，都需要高

质量的RNA。

铁皮石斛Dendrobium candidum Wail．ex

I．indl．是一种富含多糖的药用植物[1一，尚未见到铁

皮石斛总RNA提取的报道。利用适当的声波胁迫

铁皮石斛的特异基因表达，可以提高其多糖的量

3．42％。为r研究适当的声波胁迫对铁皮石斛次生

代谢产物表达的影响及其特异表达基因的筛选，必

须得到高质量的RNA。有关植物组成RNA的提取

方法已有不少报道”’“。由于植物组织中律往富含多

糖；而多糖的许多理化性质与RNA很相似，因此很

难将它们分开“]，致使污染多糖的RNA样品无法

用于进一步的分子生物学研究。
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本实验首先采用了RNeasy P[ant Mird试剂盒

(Qiagen)提取铁皮石斛的总RNA，但收率不高，不

能满足后续研究。但采用改良酚一氯仿法提取适当声

波处理的铁皮石斛刺激组和对照组的总RNA，并通

过逆转录差异显示PCR扩增检测，发现此方法能够

得到良好的总RNA并能满足实验的要求。

l材料和方法

1．1 实验材料：铁皮石斛接种2个月的无菌试管苗。

1．2实验方法

1．2．1声波刺激处理：对生长2个月的铁皮石斛组

培苗，在频率1 000Hz、声强100 dB的声波刺激下，

每天8：30～9；30刺激1 h，连续刺激6 d，建立对

照组(c)和刺激组(s)，刺激方法参见文献[5]。

1．2．2总RNA提取：取500mg嫩叶片，加液氮研

磨．加入研磨缓冲液(1％SDS以HCI调节pH至

8．2．0．18 mol／I，Tris，0．09 mol／L LiCl，4．5

mmol／l。EDTA)1 5 mI．，再研磨。

将含样品的缓冲液移人试管中，加入等体积的

苯酚一氯仿混合液。剧烈震荡试管10 min，室温下，

3 000 r／min，离心15 min分离(可再用酚一氯抽提一

次)。取出上清液，加入0．1倍体积的(一20 C保存

的)异丙醇，放入一20 C保存1 h。

接着离心(10 000 r／min，30 min，4 C)，沉淀溶

解在0．75 mL SDW中(可再离心除去不溶物)。产生

的黏液包含RNA、DNA和碳水化合物，将其转移至灭

菌的离心管中，通过添加相同体积的8 mol／LiCl，并且

20 C保温至少1 h。再次按以上方法沉淀。

将沉淀溶解在500”I，SDW中，并再次离心。将

上清液移人新离心管中，加LiCI．并离心。沉淀溶解

在200ffL 250mmol／I。乙酸钾中，RNA用2．5倍体

积的冰乙醇沉淀，并在一20 C保温30 min，接着再

次沉淀。

用200,uI。80％乙醇洗沉淀，真空下干燥并且最

终溶解在lOo～500,ul。SDW中。对不溶解的物质再

次离心除去，最终的上清液转入一新的离心管中。将

RNA样品在一70 C下保存，备用。

1．2．3 RNA量的鉴定：RNA最用紫外分光光度计

(UV一756B)测定其质量浓度及A。／A：。。和A。／

A。。。的比值，用1．2％的变性琼脂糖电泳来检测总

RNA完整性。

1．2．4 DDRT—PCR和PAGE检测：所用的锚定引

物为￡HT．，M：5’一AAGCTTTTl、TTTTTTA／G／

C一3’(上海生工合成)，以制备的总RNA为模板进

行逆转录反应。每管20“I。反应体系，操作如下：2

”g的总RNA，4．96 m．20,umol／L的锚定引物，加

DEPC处理水到ll儿；充分混匀，70 C水浴5 min，

冰上骤冷；依次加入4 pL 5×M—MuLVRT逆转录

酶Buffer，2弘I。10 mmol／l，4×dNTP．0．5弘L 20 U

RNase抑制剂，加DEPC处理水定容至19 pI。；37

C水浴5 min，加1,ul。M—MuI，V逆转录酶(20 U／

止)42 C维持60min；后在70 C维持】0min，冰上

骤冷。逆转录产物可以立即PCR扩增，也可以放

置一20 C保存。

选用了8个随机引物H AP(HAPl，

AeCTTGATTGCC：HAP2，AAGCTTCGACT。

GT{HAP3，AAGCTTTGGTCGA；HAP4，AA—

GCTTCTCAACC：HAP5，AAGCTTAGTAGGC；

HAP6，AAGCTTCGACCAT；HAP7，AAGCTT—

AACGAGG；HAP8，AAGCTTTTACC—GC)(上

海生工合成)，以逆转录产物为模板进行PCR扩增。

反应体系包括：9 gI。无菌双蒸水，2 p1．10×PCR缓

冲液(pH 8．4)，1．2 pL 25mmol／I。MgCl。，1．6 PI。

25 ffmol／I。4×dNTP混合物，2 pI。2 Pmol／I．H～

AP，2 pL 2 pmol／L HT。M(与逆转录同)，2 pI。逆

转录产物，0．2 pL 5 U／UI，Taq DNA聚合酶，总反

应体系20止。

PCR反应条件：95 C、2 min；94 C、30 s，42

C、2 min，72 C、30 s，40个循环；72 C延伸5 min。

配制6％变性聚丙烯酰胺凝胶，250 V恒压电泳9

h，银染干胶后扫描。

2结果

2．1 RNA产率和纯度：分别提取了铁皮石斛刺激

组和对照组新鲜材料各500 mg左右，每组各提了3

管，结果见表l。不论是对照组还是刺激组，从500

mg铁皮石斛新鲜材料中均可得到120～140／xg的

总RNA，平均得率0．27 pg／mg。其AⅢ／A。乎均为

1．96，4。／A。。。平均为3．16，显示RNA很纯，没有

被蛋白质或酚等污染；同时，也显示经声波处理的刺

激组均比其对照组所含的总RNA要高，刺激组平

均产率为0．274 btg／mg，对照组平均产率为0．266

bLg／mg。

2．2 RNA完整性：对铁皮石斛每一刺激组和对照

组的总RNA进行了1．0％琼脂糖电泳检测，如图1

所示。28S和18S的两条带都比较清晰，且28S的带

亮大约是18s的两倍，说明提取的总RNA完整性

很好。声波刺激组均比对照组的带亮。

2．3 RT—PCR检测：将铁皮石斛响应声波刺激的

处理组和对照组总RNA进行逆转录，再以此为模
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裹1 刺激组与对照组总RNA质量比较

Table 1 Comparison of total RNA quantity between

stimulated groups and control groups

泳遭S·-C-．s2一c2．srB分别为相对应的声渡刺撒组

和对照组的总RNA电泳垤1

Lanes Sl CI—S C2，and Sa-Cx simuhaneous isolation RNA

e】ectroph。roEram of relative sound stimulation and control

groups respectively

图1铁皮石斛总RNA(I嚷)1．0％琼脂糖凝胶电泳图

Fig．1 Agarose gel(1．O％)electrophorogram of total

RNA(1嵋)isolated from callus of D-candidum

板进行差异显示PCR扩增，经6％变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳，银染干胶后扫描，结果如图2所示。

不同的锚定引物和随机引物的PCR产物，经过

6％聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染，声波刺激组和对照

组比较，具有较为清晰的差异条带，相对分子质量在

240～600 bp。而且，多次重复逆转录和RT—PCR产

物，具有稳定的重现率。说明所提的总RNA活性很

好，质量稳定，能够进行后续研究。

3讨论

利用RT—PCR进行分离克隆特定条件下差异显

示的基因，最重要的一点就是必须首先获得完整性良

好的纯化总RNA“。在常规的方法中，通过SDS一盐

酸胍处理可以部分去除一些多糖；在高浓度Na+或

K。离子存在条件下，通过苯酚、氯仿抽提可以除去一

些多糖；透过LiCl沉淀RNA也可以将部分多糖留

在上清液中，但即使通过这些步骤仍会发现有相当多

的多糖与RNA混杂在一起”]。所以针对不同的植

物，都需要有一套有效的方法来解决其RNA分离纯

化时多糖的污染，而多糖的污染是提取植物RNA时

SA7和CA7、SC2和CC2、SG3和CG3分别为刺激组与对蹦组

币同的锚定引物和随机引物对。差异最示的条带用箭头标小，M

为已知的分子量标记

SA7 and CA7，SC2 and CC2．SG3 and(1(，3 differetu u⋯州r

cn“pl⋯f arL anchored primer and an arbitrary primer of

Ktimulated and control grouDs·respeelively．Band indicated by

an Hrrow is a differentially displayed band M is known

molecular size marker

图2铁皮石斛总RNA的RT—PCR产物6％PAGE

电泳银染图

Fig·2 Sliver-stained electrophorogram 6％PAGE

analysis of RT—PCR product from total RNA

extracted from callUS of D．carldidum

常遇到的一个棘手问题。在完整的细胞内这些物质在

空间上与核酸是分离的，但当组织被研磨，细胞破碎

后，这些物质就会与RNA相互作用，会形成难溶的

胶状物与RNA共沉淀下来1]；而且多糖可以抑制许

多酶的活性“]，因此如何除去多糖便成为富含多糖植

物进行分子生物学操作中常见的难题。

本实验中，首先采用SDS一盐酸胍处理可以部分

去除一磐多糖；但是由于铁皮石斛中多糖的量太大，

仅通过此法完全去掉RNA中的多糖是不可能的。

因此，采用在K+离子存在的情况下，用预冷的(一

20 C)无水乙醇沉淀RNA，可以进一步地除去

RNA中的多糖。在实验中首先采用I。iCl除去多糖．

因此避免了在高浓度K离子存在时会因多糖沉淀

而使RNA和多糖共同沉淀，而达不到去掉多糖的

目的n]。本方法可从大量材料中分离提取高质量的

植物总RNA(图1)，如用酚／氯仿重复抽提一次，其

RNA的纯度会更佳。本方法也适用于微量材料(100

mg左右)。用此方法能够提取到高质量的铁皮石斛

总RNA，并能顺利地进行逆转录和PCR扩增，已筛

选出多条响应声波胁迫的特异裘达的eDNA片段。

对其后续的Northern杂交、克隆测序和全cDNA

的合成等工作正在进行中。
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利用RAPD分析13种石斛属植物的遗传多样性和亲缘关系

王慧中，卢江杰，施农农，应奇才

(杭州师范学院生物化学与分子生物学杭州市重点实验室。浙江杭州 310036)

摘要：目的通过对18种石斛属植物进行遗传多样性和亲缘关系分析．为更好地开发利用石斛资源奠定基础。

方涪随机扩增多态性DNA(RAPD)技术分析遗传多样性，UPGMA类平均法进行聚类分析。结果 利用筛选出

的lO个随机引物对供试材料DNA进行随机扩增，共得到188条带．其中多态性带有180条，多态性百分率为

95．74％。采用uPGMA类平均法对扩增出的谱带进行遗传聚类分析，得出反映各种间亲缘关系的树状图。在遗传

距离(D)一0．63处，可将供试材料分为3类，RAPD对基因组的分析结果与传统分类学的结果差异不大。结论该

标记技术对石斛属植物的遗传多样性和分类研究是可行的。

关键词：石斛属；RAPD；遗传多样性；亲缘关系
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Analysis of genetic diversity and affinity relationships among 13 species

of Dendrobium Sw．by RAPD

WANG Hui—zhong，LU Jiang—jie，SHI Nong—nong．YING Qi—eai

(Key Laboratory of Hangzhou City for Biochemistry and Molecular Biology，Hangzhou Normal College，

Hangzhou 310036，China)

Abstract：Objective Genetic diversity and affinity relationships among 13 species of Dendrobium Sw．

were analyzed．the result 1aid a solid foundation for the better use of this resources．Methods Random

amplified polymorphie DNA(RAPD)technique was used to analyze genetic diversity，and the dendrogram

was constructed by UPGMA．Results Ten RAPD primers were applied to do random amplification．A

total of 188 DNA bands was detected，180 among which were polymorphic，the average rate of

polymorphie bands was 95．74％．The result of cluster analysis by using UPGMA method showed that 13

genotypes could be classified into three types in genetic distance 0．63．This outcome was corresponding to

the result by using traditional classification．Conclusion It is concluded that RAPD markers can be used

on the studies of genetic relationships and classification of species of Dendrobium Sw．sensiti'vely．

Key words：Dendrohium Sw．；RAPD；genetic diversity；genetic relationships

兰科(Orchidaeeae)石斛属(Dendrobium Sw．)

植物除了观赏之外，不少还是珍贵的药用植物。国内

外学者已对石斛属37种植物进行了化学成分分析，

从中分离鉴定出生物碱类、多糖类、倍半萜类、菲醌

类、联苄类、芴酮类、香豆素类以及挥发油等多种化

学成分，并对其药理活性进行了研究⋯。目前有关石
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