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虎杖不同组织总 RNA提取方法探索
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摘要:介绍了一种适合虎杖根 、茎 、叶 、花等不同组织总 RNA 提取的方法(CTAB法结合酸酚 、高盐

溶液以及 Trizol),该方法较原来的 CTAB法耗时短 , DNA 去除干净 ,所提取的总 RNA 可直接用

于 RT - PCR ,GeneRacer ,Northern等操作 。
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　　虎杖(Polygonum cuspidatum)为蓼科蓼属植

物。药用部位为根及根茎 ,具有活血镇痛 、清热利

湿 、止咳化痰 、入肺经等功效[ 1] 。虎杖中的虎杖苷 ,

又名白藜芦醇糖苷 ,具有抗菌 、抗氧化 、保护心血管

系统 、抗癌等多种作用
[ 2 ～ 4]

。虎杖的化学成分非常

复杂 ,基本可分为 4类:二苯乙烯类 、酚类 、萘醌类和

多糖类 ,其中酚类化合物包括蒽醌和黄酮类[ 1] 。虎

杖中植物次生代谢产物非常丰富 ,这给 RNA 的提

取造成了一定的困难 ,也就给科研工作者通过 RNA

途径克隆次生代谢相关基因造成一定困难 ,而虎杖

中的次生代谢物对于人类健康有着极其重要的意

义。笔者对虎杖总 RNA 的提取方法进行了探索 ,

获得了很好的效果。

1　材料和方法

1. 1　材料

供试虎杖的根 、茎 、叶 、花采自野外生长的虎杖

植株(选择较幼嫩部位)。

1. 2　试剂
除特别说明外 ,所有化学试剂均为 Ameresc 公

司生产 , Trizo l为天根生物试剂有限公司生产 , RT

- PCR和 GeneRace r试剂盒购自 Invi t rogen公司。

1. 3　传统 CTAB法提取 RNA

取700μL RNA 提取液[ 2%CTAB(w /v),2 %

PVP K25(w /v),100mmol /L Tris - HCl(pH 8. 0),

25mmo l /L Na2 - EDTA (pH8. 0), 2. 0mol /L

NaCl] ,加入终浓度为 2%(v /v)的 β - 巯基乙醇混

匀 ,65℃温浴;新鲜组织经液氮研磨后约取 100mg

置于 65℃抽提液中 ,剧烈振荡;加入等体积的氯仿

抽提 2 ～ 3次 ,离心(10 000 r /min , 4℃, 10min);取上

清 ,加 1 /4 体积的 10mol /L LiCl ,颠倒混匀 , 放入

- 20℃冰箱沉淀 3 ～ 6 h , 离心(10 000 r /min , 4℃,

15min),弃上清;70%乙醇洗涤沉淀 ,室温干燥几分

钟 ,加 DEPC 处理水溶解沉淀;

1. 4　改进的 CTAB 法提取 RNA(结合酸酚 、高盐

溶液与 Trizol)

取 700μL RNA 提取液[ 2%CTAB(w /v), 2%

PVP K25(w /v), 100mmo l /L Tris - HCl (pH8. 0)

25mmol /L Na2 - EDTA (pH8. 0), 2. 0mo l /L

NaCl),加入终浓度为 2%(v /v)的 β - 巯基乙醇混

匀 ,65℃温浴;新鲜组织经液氮研磨后约取 100mg

置于 65℃抽提液中 ,剧烈振荡;加入等体积酸性酚 /

氯仿抽提(蛋白少的组织直接用氯仿抽提), 离心

(10000 r /min ,4℃, 10min);再用氯仿抽提 1次;取

上清加入 1 ～ 2倍体积的异丙醇[可以考虑用 1 /2体

积的高盐溶液(1. 2mo l /L N aAc ,0. 8mo l /L 柠檬酸

钠)加 1 /2 体积的异丙醇去除多糖] ;室温沉淀

30min ,离心(10 000 r /min , 4℃, 10m in), 弃上清;

加 100μL 水溶解沉淀 , 加 400μL T rizol混匀静置

3min ,加 200μL 氯仿摇匀静置分层 , 离心(10 000

r /m in ,4℃, 10min);取上清 ,加 2. 5倍体积的无水

乙醇 , 1 /10 体积的 3mol /L NaAc , pH 5. 2 , 混匀 ,

- 70℃沉 淀 30min , 离 心 (10 000 r /min , 4℃,

15min);70%乙醇洗涤沉淀 ,室温干燥几分钟 ,加

DEPC 处理水溶解沉淀。在电泳检测 RNA 质量

时 ,不需用DEPC处理电泳缓冲液 TBE ,将普通的6
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倍核酸电泳上样缓冲液中加入 30%的甲醛点样即

可有效防止 RNA 在电泳过程中降解 。

2　结果与分析

用传统 CTAB法(LiCl沉淀)所提取的总 RNA

存在明显的基因组 DNA 污染(图 1)。而用改进的
CTAB 法结合 T rizol 溶液所提取的虎杖组织总

RNA 样品 ,经稀释后在紫外光下检测.所有样品的

OD 260 /OD280均在 1. 8 ～ 2. 0 之间 , OD 260 /OD230的比

值均大于 2. 0。表明所提取的 RNA 样品酚类物质

和蛋白质等杂质少 ,质量较好 。1%琼脂糖凝胶电泳
检测 ,可观测到 28S rRNA , 18S rRNA ,5S rRNA 3

条带(图 2),且 28S rRNA 条带的亮度基本为 18S

rRNA 条带亮度的 2倍 ,无拖带现象 。表明所提取
的 RNA 样品较为完整 ,基本无降解。

1为天根公司的 DNA MA RKER Ⅲ;2 , 3 , 4分别为虎杖根 、茎 、叶总

RNA

图 1　传统 CTAB法提取的虎杖根 、茎 、叶总 RNA

3　结论与讨论

本方法操作过程中不适合采用多次酸性酚氯仿

进行抽提 ,因为这样会把所有的核酸卷走 ,最后得不

到 RNA 沉淀 。我们已经利用 CTAB法结合酸酚 、

1 , 2 , , 4 , 5 分别为根 、茎 、叶花总 RNA;3 为天根公司的 DNA

MA RKER Ⅲ

图 2　改进 CTAB法提取的虎杖根 、茎 、叶 、花总 RNA

高盐溶液以及 Trizol从虎杖茎中提取 RNA ,克隆到

了白藜芦醇形成型的芪合酶基因 PCRS(登录号为

DQ900615)。当虎杖的根偏老时 , RNA 沉淀常常呈

褐色 ,且不易溶解 ,可以使用过柱的 RNA 提取方

法 ,硅胶膜柱子能去除大部分蛋白和色素 。
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