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·药材与资源·

半夏叶片总RNA四种提取方法及效果的比较

昊林1’2，薛建平h¨，徐有明2，田振东2
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摘要：目的针对三叶半夏成熟叶片化学成分复杂，富含多糖、酚类及其他多种化学物质的特点．选择优化一种

简便、经济、高效的半夏成熟叶片高质量总RNA提取方法。方法用4种不同的RNA抽提方法如异硫氰酸胍法、皂

土法、CTAB—LiCI法和改进的sDs／酚法提取总RNA．通过电泳、紫外分光光度计检测以及RT—PCR验证等对提取

结果进行分析比较。结果 4种方法均能从半夏成熟叶片中提取到总RNA。其中皂土法的提取过程只需3～4 h，是

其他3种提取方法所用时间的一半。提取1 g叶片的成本只有其他3种方法的1／13～1／14。此法提取的总RNA 18S、

28S带型清晰无弥散，完整性好，无严重的蛋白质和其他杂质污染，A。／A：。。为1．8～2．0．A：。。／A：。。大于2．0，且总

RNA的产率高，为365．744弘g／g鲜重，提取的总RNA适用于RT—PCR试验。结论皂土法提取的RNA完全适用

于DDRT—PCR、Northern blotting、cDNA文库构建等分子生物学研究，是一种快速、经济，适于抽提半夏总RNA的

好方法。 一
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Comparison of four methods and their efficiency for total RNA extraction

from leaves of P跏ellia ternata
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Abstract：Objective To optimize a simple，economic．and efficient method for total RNA extraction

with high—quality from mature leaves of Pinellia ternata which has plenty of polysaccharides，phenols，and

many other chemical substances．Methods Four methods，i．e．guanidine isothiocyanate，bentonite，

CTAB—LiCl，and the modified SDS／phenol，were used to extract the total RNA．Then the results of the

extraction were compared and analyzed by electrophoresis，UV spectrophotometer detection，and RT—PCR

verification．Results Among all of the four methods，the bentonite method took only about 3—4 h，

which was half time of the other three methods，and the COSt of extracting 1 g lear was 1／13—1／14 of the

other three．The 1 8S and 28S bands of the total RNA extracted by bentonite method were clear and no

dispersion。the integrity of the RNA was well，and there was no obvious contamination with proteins and

other impurities in the RNA extracts．The ratios of A260／A280 were equal to 1．8—2．0 and A260／A230 over

2．0．the yield of total RNA was higher at 365．744 tLg／g fresh weight．The total RNA was applied to RT—

PCR test．Conclusion The bentonite method iS quick，economic，and efficient for the total RNA

extraction from the leaves of P．ternata．The RNA iS suitable for DDRT—PCR，Northern blotting，cDNA

library construction，and other molecular biology research．
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我国传统中药材半夏为天南星科半夏属多年生

草本植物半夏Pinellia ternata(Thunb．)Breit．的

块茎，其组织中化学成分复杂，富含多糖、酚类及多种

次生代谢物质，药用价值很高[1]。从分子生物学的角

度来研究我国传统中药材已引起人们的高度重视，但

半夏分子生物学领域的研究刚起步，eDNA文库构

建、RNA印迹、基因克隆和基因表达分析等是分子生

物学研究的重要内容，开展这些研究最基本的条件是

抽提出高质量的总RNA。关于植物总RNA抽提方法

已多有报道[2“]，但是植物材料细胞壁厚，细胞内富

含蛋白质、多糖及鞣质、萜烯、色素、酚类等物质，很不

利于总RNA的提取及其逆转录、酶切等实验操作[5]。

不同植物或同一植物的不同组织中内含物组分及量

也有较大差异，因此，没有一种适合于所有植物总

RNA的提取方法，必须针对不同植物材料的特点，对

总RNA的提取方法进行优化选择，才能达到高效提

取高质量总RNA的目的。目前，有关半夏总RNA的

抽提方法未见报道。由于半夏组织中化学成分复杂，

内含物丰富，为此，本研究尝试4种方法从其叶片中

提取总RNA，以期找到一种理想的抽提方法。

1材料和方法

1．1 实验材料：半夏块茎采自安徽省淮北市南湖开

发区高科技农业示范中心国家半夏人工种子中试基

地，由薛建平教授鉴定为天南星科植物半夏P．

ternata(Thunb．)Breit．，于25℃温室培养至成苗，

取其成熟叶片，清洁后吸干水分，于液氮中快速冷冻

并保存于一70℃或直接用于RNA的提取。

实验操作中使用的塑料制品如Eppendorf管、

吸头等用0．1％焦碳酸二乙酯(DEPC)水处理12 h，

然后高压灭菌后备用。玻璃器皿于280℃干热灭菌

3 h。电泳槽等用去污剂清洗后用3％H：O：处理10

min，再用DEPC处理灭菌水冲洗干净。

1．2主要试剂：异硫氰酸胍、DEPC为Amreseo产

品；RQ DNasel、RNasin、M—MLV反转录酶、ng酶
为Promega产品；dNTP、锚定引物、特异引物为上

海生工产品；其余生化试剂均为进口及国产分析纯。

用于总RNA提取的所有配制的溶液(Tris除

外)均需经0．1％DEPC处理12 h，高压灭菌后方可

使川；含Tris的溶液用经高压灭菌的0．1％DEPC

处理的水配制；其余试剂高压灭菌后使用。

1．3 总RNA抽提

1．3．1 异硫氰酸胍法：(1)在研钵中加入0．8 g(或贮

存于一70℃的)新鲜叶片，用液氮研磨；(2)将粉末移

入预冷的50 mL离心管中，加入2 mL．RNA抽提缓

冲液(4 mol／L异硫氰酸胍，25 mmol／L柠檬酸钠，

0．5％十二烷基肌氨酸，4％p巯基乙醇)；(3)依次加

入2 mol／L醋酸钠(pH 4．O)0．5 mL，水饱和苯酚

2 mL，水饱和氯仿0．5 mL，充分混匀，在冰上冷却至

少10 min；(4)10 000 r／rain、4℃离心20 min。将水

相移入一新鲜的50 mL离心管中，加入等体积异丙

醇，一20℃放置2 h以沉淀RNA；(5)10 000 r／rain、

4℃离,L‘,20 min。倾去上清液，用75％乙醇洗涤RNA；

(6)将RNA溶解于800 pL DEPC处理水中，再将其

转入2 mL4,离心管，然后加入500 pL的水饱和苯酚

和600弘L水饱和氯仿，振荡混匀。4℃下以12 000 r／

min离心15 min以便充分沉淀蛋白质；(7)收集上层

相，加入1／lO体积的2 mol／L醋酸钠(pH 4．o)和等

体积的异丙醇，一20℃沉淀总RNA 2 h；(8)4℃下

以12 000 r／rain离心15 min，倾去上清液，以1 mL

75％乙醇浸泡总RNA 30 min，倒出乙醇，凉干总

RNA至胶状，最后将沉淀溶解于适量DEPC处理水

中，一70℃深冷冰箱贮藏备用。

1．3．2皂土法：(1)取新鲜叶片0．8 g，在液氮中研磨

成粉末并快速转移到预冷的50 mL离心管中；(2)加

入2 mL皂土提取缓冲液I-z5 mmol／L柠檬酸钠(pH

7．0)，10 mmol／L EDTA，100 mmol／L NaCl，0．5％

SDS，4％p巯基乙醇，0．5％皂土]，剧烈振荡混匀。

加1倍提取缓冲液体积的水饱和酚，继续振荡混匀；

再加1倍提取缓冲液体积的氯仿，振荡混匀，4℃，

12 000Xg离心15 min；(3)取上清液到一新管，加入

1／2体积的5 mol／L KAc(pH 4．8)，冰上放置10

min；4℃，13 000×g离心10 min；(4)取液相到另一

新离心管，加人1／2体积的水饱和酚和1／2体积的氯

仿，振荡混匀，4℃，10 000×g离心5 min；(5)重复

抽提，直到界面清亮；(6)取上清液再加入等体积的氯

仿抽提1次。将上清液转到新管中，加入等体积的乙

二醇丁醚，一20 C放置1 h；4℃，14 000×g，离心15

min；(7)去液相，沉淀用75％乙醇洗2次。空气中干

燥，溶于适量DEPC处理水中，一70℃保存。

1．3．3 CTAB—LiCl法：(1)取0．8 g实验材料，在液

态氮中研碎后放入50 mL离心管，按固液比1：10

加入2×CTAB液[2％CTAB，0．1 mol／L Tris—HCl

(pH 8．O)，20 mmol／L EDTA(pH 8．O)，1．4 mol／

L NaCl，加入2．o 0A PVP、4．0％p巯基乙醇(用时再

加)]，65℃水浴中放置10 min；(2)加入等体积的氯

仿一异戊醇，搅拌后于室温下8 000 r／min离心10

min，回收上清液；(3)再一次加入等体积的氯仿一异

戊醇，轻轻搅拌后室温下8 000 r／min离心10 min，
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回收上清液并分装入2 mL离心管；(4)加入1／3体

积的8 mol／L氯化锂，在一20℃放置2 h以上，4℃

条件13 000 r／min离心10 min，待沉淀物风干(或真

空干燥)后溶于适量DEPC处理水；(5)然后再分别

用等体积的苯酚一氯仿、氯仿一异戊醇各抽提1次后，

回收水溶液加入1／3体积的8 mol／L氯化锂，一20

℃放置2 h以上；(6)于4℃条件下13 000 r／min离

心10 min，回收沉淀，用75％乙醇洗净，真空干燥后，

溶于适量的DEPC处理水中，一70℃保存。

1．3．4改进的SDS／酚法：(1)称取约0．8 g叶片，液

氮研磨粉碎；(2)加入80℃预热的提取缓冲液3．4

mL(100 mmol／L LiCl，100 mmol／L Tris，50

mmol／L EDTA，1％SDS，使用前加入2％PVP和

4％p巯基乙醇)，充分混匀，冰浴15 min；(3)4℃，

12 000 r／min离心15 min，移上清液至一新离心管

中，加入1／3体积5 mol／L KAc(pH 4．8)，充分混

匀，冰浴10 min，移上清液至一新的离心管中；(4)4

℃，12 000 r／min离心15 min，移上清液至一新离心

管中。加入等体积氯仿一异戊醇(24：1)，充分混匀，冰

浴15 min；(5)4℃，12 000 r／min离心15 min，移上

清液至一新离心管中，加入等体积的预冷异丙醇，

一20℃放置2 h；(6)4℃，12 000 r／min离心15

min，弃上清液12 000 r／rain离心15 min，弃上清液，

用600弘L重悬缓冲液(2 mol／L LiCI；50 mmol／L

EDTA)重悬沉淀；(7)4℃，12 000 r／min离心15

min，弃上清液，75％乙醇清洗沉淀两次，室温下干

燥；(8)沉淀溶于适量DEPC处理水中，一70℃保存。

1．4 总RNA检测

1．4．1总RNA的纯度及完整性检测：分别取不同

方法提取的半夏总RNA样品，在1．0％的非变性琼

脂糖凝胶上电泳检测完整性；RNA样品用灭菌的

DEPC处理水稀释80倍，用紫外分光光度计测定吸

光度(A)，计算样品A。。。／A。。。、A。。。／A：。。的值，并计算

得率[得率(P．g／g)=A260×40(pg·弘L_1)×稀释倍

数xRNA原液体积(弘L)／所取叶片质量]。

1．4．2 RT—PCR检测：(1)总RNA中的DNA去除

及纯化：取20～40 Pg总RNA用Dnase I去除基因

组DNA，纯化后溶于适量(40弘L)DEPC处理水中。

(2)逆转录反应：取5弘L上述除去DNA的总RNA

分别加入2肛L 10／_￡mol／L锚定引物(AAGCT，。G或

AAGCT。。A)，用DEPC处理的无菌水将终体积调整

为11 pL，70℃保温10 min，迅速置于冰上急冷2 min

以上，离心数秒，依次加入4 pL 5×M—MLV Buffer，

2 ttL dNTPs(各10 mmol／L)，1肛L RNase抑制剂

(40 U／t生L)，加RNase free dH20至19 ttL，混匀后置

于37℃水浴平衡2 min，加入1弘L RTase M—MLV

(RNase H一)(200 U肛L)，然后在37℃水浴反应

1 h，最后70℃保温15 min灭活逆转录酶。逆转录产

物进行琼脂糖电泳检测。(3)PCR反应：20弘L PCR

反应体系：逆转录产物1 pL、2 pL 10×PCR Buffer、

2 pL MgCl2(25 mmol／L)、2弘L dNTPs(2 mmol／

L)、0．2 pL ng聚合酶(5 U／t_tL)与逆转录时对应

的锚定引物1 pL，10 umol／L 10 met的随机引物1

弘L，补加无菌水至终体积为20 pL。在PCR仪上以如

下反应条件进行扩增：94℃、2．5 rain；94℃、30 s，

38‘C、l min，72℃、1．5 min，35个循环；72℃延伸5

min，4℃保存。扩增产物进行琼脂糖电泳检测。

2结果与分析

2．1不同方法提取总RNA的完整性、纯度与产率：

不同方法提取总RNA经1．0％的非变性琼脂糖凝胶

电泳检测，结果见图1。异硫氰酸胍法、皂土法和

CTAB—LiCI法提取出的总RNA 18S、28S带型清晰

无弥散，完整性好，加样孔内干净，说明无蛋白质和

其他杂质污染，但在加样孔附近有微弱条带，有轻微

DNA污染。异硫氰酸胍法提取的总RNA有较高的

5S条带，皂土法提取的5S条带较弱，CTAB—LiCI法

提取的5S条带最弱。紫外分光光度计检测结果显

示，这3种方法的A。。。／A：。。的值均在1．8～2．0，A：。。／

A啪的值均大于2．0，得率均较高(表1)，说明这3种

方法所提的半夏叶片总RNA纯度高，质量好。而改

进的SDS／酚法提取出的总RNA没有明显的18S、

28S条带，条带弥散，总RNA不完整，降解较严重，

另外，在加样孔里有荧光，加样孔附近有明显的条

带，说明蛋白质和DNA污染严重，其A：。。／A：。。大于

2．3(表1)。
’

2．2不同提取方法所用时间及成本比较：从上述分

析结果与多次重复试验表明异硫氰酸胍法、皂土法

和CTAB—LiCI法均能提取出完整的半夏叶片的总

RNA。但提取时问和成本各不相同，比较结果见表

1。皂土法最经济方便，提取过程只需3"--4 h，是其他

3种提取方法所用时间的一半，提取叶片的成本[成

本=(提取液成本+纯化液成本)／所用叶片质量]只

有其他方法的1／13～1／14。所以，皂土法是提取半夏

成熟叶片总RNA的最经济、有效方法。

2．3 RT—PCR：为了验证皂土法提取的总RNA完

全可以用于RT—PCR、差异显示等分子生物学方面
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A一异硫氰酸胍法融皂土法C—CTAB-LiCI法n改进的SDS／酚法

A·-guanidine isothiocyanate method B—-bentonite method C—-CTAB--LiCI method D--modified SDS／phenol method

图1 4种不同方法提取的半夏叶片总RNA电泳检测结果

Fig．1 Electrophorogram of extracted total RNA from leaves of p．ternata by four different methods

裘1 4种不同方法提取的半夏叶片总RNA质■、

效率及成本比较

Table 1 Comparison of quality，efficiency，and cost

of extracted total RNA from leaves of P．

ternataby four different methods

的研究，以皂土法提取的总RNA为模板进行RT—

PCR试验。

2．3．1 总RNA中的DNA去除及纯化：去除了

DNA后的总RNA经1．0％的非变性琼脂糖凝胶电

泳检测(图2一A)显示：18S和28S条带带型清晰，无

弥散，点样孔内干净，说明总RNA完整性好，无蛋白

质及DNA等杂质，可进行后续试验。

2．3．2 逆转录反应：以皂土法提取消化DNA后的

总RNA为模板，选取AAGCTl。G和AAGCT。。A为

引物，分别进行逆转录反应。逆转录产物经非变性琼

脂糖凝胶电泳检测(图2一B)。结果显示cDNA片段大

小主要集中分布在250～2 500 bp，由于植物RNA相

对较短，因此在这个范围内的cDNA是很完整的，反

映出提取的总RNA质量较高，降解轻微。

2．3．3 PCR反应：随机挑取4个随机引物(GAT—

CTCAGAC、GATCATAGCC、GATCAA—TCGC和

GATCTAACCG)分别与逆转录时的锚定引物

(AAGCT。。G、AAGCT。。A)随机组合进行PCR扩增

反应，扩增结果(图2一C)表明：片段介于100"-2 000

bp，带型清晰，多态性好。

3讨论

植物总RNA可用多种方法提取，在保证质量的

前提下，选择一种简便、经济、快速的方法对于后续

的分子生物学研究十分必要。本研究根据半夏成熟

叶片中多糖和酚类等物质量较多的特点，选择4种

抽提方法进行了系统比较，异硫氰酸胍法和CTAB—

LiCl法能够提取出完整的、较高产率的半夏叶片总

RNA，但操作步骤繁琐，提取时间长(多于7 h)，成

本高。LiCl只能选择性地沉淀高相对分子质量的

RNA，会导致低相对分子质量RNA的丢失，同时样

品中残余的LiCI可能会干扰后续研究。而改进的

SDS／酚法，虽然作了严格操作和相应的调整，但提

取时间较长，抽提出的总RNA质量很差。皂土具有

吸附蛋白质及有效抑制RNase的特性[6]，将一定量

的皂土加人到RNA提取缓冲液中可以在早期抑制

及吸附样品中的RNase等蛋白质，从而减少了后期

用苯酚一氯仿抽提去蛋白的次数，降低了因苯酚一氯

仿抽提造成的RNA损耗，提高了产率，节省了时间，

整个提取过程3～4 h完成，大大减少了RNA被内

外源RNA酶降解的机会。半夏叶片中含有较多糖类

和酚类物质，多糖的许多理化性质与RNA相似，在

提取过程中能与RNA共沉淀，很难将它们分开，酚

类化合物在匀浆时极易被氧化成醌类物质，与RNA

不可逆地结合，从而影响总RNA的分离纯化[7]。而

在皂土提取液中加入的较高浓度的p巯基乙醇，可

有效防止酚的氧化，打断多酚氧化酶的二硫键而使

之失活[8J。在沉淀RNA之前加入1／2体积的

5 mol／L KAc(pH 4．8)，能有效去除样品中的多

糖，从而提高了RNA抽提质量‰引。用50％乙二醇丁

醚来沉淀RNA，可使混于RNA中的多酚溶于其中
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A一消化DNA后的半夏叶片总RNA／3-反转录产物eDNA(泳道：M一2 000 DL Maker·1一以AAGCTloG为引物，2-以AAGCTt0A为

引物)C—PCR扩增产物(泳道1～4一锚定引物为AAGCTloG，随机引物分别为GATCTCAGAC、GATCATAGCC，GATCAATCGC

和GATCTAACCGI泳道5～8一锚定引物为AAGCTloA。随机引物与泳道1～4相同：泳道M·2 000 DL Maker)

A—total RNA from P．ternata leaves was removed DNA B-reveres transcripted eDNA(Lanes：M·2 000 DL Maker，1一a prime for

AAGCTloG，2-a prime for AAGCTIoA)C—products of PCR amplification(Lanes 1—4一anchored primer is AAGCTIoG，arbitrary

primer is GATCTCAGAC，GATCATAGCC．GATCAATCGC，and GATCTAACCG，respectively；Lanes 5—8-anchored primer

is AAGCTl0A，arbitrary primer is same lanes 1—4f Lane M一2 000 DL Maker)

圈2皂土抽提半夏叶片总RNA RT—PCR电泳检测结果

Fig．2 EIectrophorogram of RT—PCR for extracted total RNA from leaves of P．ternata by bentonite method

而被除去[1州。皂土法提取的半夏叶片总RNA纯度 [4]Li Y Y，Wang z H，Zhang z·An effective method for

较高，完整性好，排除了多糖、酚类等杂质的污染，能 Bex池tr枷acti蒯ng。gt，ot，8：。翟0。怒?。竺：?⋯““”衄”m·
成功地用于RT—PCR的研究。该方法所用试剂价格 [53李宏，王新力．植物组织RNA提取的难点及对策[J]．生

低，用量少，耗材使用量少，大大降低了抽提成本，并 物技术通报，1999·15(1)：36—39·

且操作简便，花费时间短，重复性好。所以，优化后的 口3：嚣乏0i等竺：。二慧：：：亲；，呈’篾．AdT出ranRs。f，e：
皂土法是一种抽提半夏叶片总RNA的好方法。同 2002．30(14)：3026—3033．

时，本研究结果也可为其他草本植物总RNA的提取 [7]Loomis W D·o”ercoming problems of phenolics and quinines

提供参考和借鉴。曼：裂a。t。io，n。，of。p。l：an。t：三霉””。“8““k8们·砌6耐
参考文献： E8]Chang S．Puryear J．Caimey J．A simple and efficient

V1]毛子成，彭正松．半夏研究进展[J]．江西科学．2002，20 method for isolating RNA from pine trees口]·Plant Mol

(1)：42—46． Biol Rep·1993，11(2)：113-116·

[2]顾红雅，瞿礼嘉．明小天，等．植物基因与分子操作[M3． [93杜中军·徐兵强，黄俊生，等·一种改进的富含多糖的芒果

北京：北京大学出版社，1995． 组织中完整总RNA提取方法[J]．植物生理学通讯·2005，

E3-1 Chang S J，Puryear J，Cainey J．A simple and efficient 41(2)：202—204-

method for RNA isolating from pine trees[J]．PI∞t Mol [10]何振艳。徐文忠，杨学习．提取蕨类植物蜈蚣草总RNA的一

Biol Rep，1993，11(2)：113． 种有效方法[J]．植物学通报，2005，22(2)：198—202．

1

山药微型块茎诱导形成的影响因子研究
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