
不同方法提取银杏叶片总RNA 及RT-PCR

杨谷良, 刘世旺, 詹火元, 徐艳霞 ( 黄冈师范学院生命科学与工程学院,湖北黄冈438000)

摘要  以银杏叶片为材料 ,分别采用CTAB 法、SDS 法和TRIzol 法提取银杏叶片总RNA。结果表明 :CTAB 法、SDS 法所提取的RNA 经电
泳检测,28SrRNA、18S rRNA 和5SrRNA 3 条带清晰 ,RT- PCR 得到的条带与目的片断大小一致, 说明所提取的RNA 纯度高、质量好 ;TRIzol
法所得到的RNA 降解严重 ,没有得到完整的电泳条带。CTAB 法和SDS 法适于富含多糖和多酚等物质的植物总RNA 提取。
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Comparisonof RNA Extractionfrom Ginkgo biloba L .Leaf and RT- PCR
YANG Gu-liang et al  ( Huanggang Normal College , Huanggang , Hubei 438000)
Abstract  In order to obtain high quality RNAfrom Gi nkgo biloba L .leaf i n which polyphenols and polysaccharides are rich, the method of CTAB , SDS
and TRIzol were used to extract RNA and the effects of RNA extraction were studied with different methods . The results showed that three bands of 28S
rRNA, 18SrRNA and 5S rRNA were appeared after gel electrophoresis withthe method of CTAB and SDS. The RNAsamples were used to amplify cDNA
through RT-PCR and the amplifications were observed in agarose gel by electrophoresis . The experi mental results showed that the purity and concentration
of the extracted RNA can meet the demands of molecular biology analysis . The RNA samples extracted with the method of TRIzol were degraded gravely
and obtained without gel electrophoresis band . The method of CTAB and SDS are suited to extract the RNA of the plant tissues in which polyphenols and
polysaccharides are rich .
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  银杏( Gi nkgo biloba L .) 又名白果树、公孙树, 为雌雄异株

的裸子植物, 是重要的药用植物 , 其药用成分包括黄酮类、萜

内酯、聚戊烯醇类和多糖等, 具有抗结核、抗细菌、抗皮肤真

菌等功效[ 1] 。银杏叶片高质量总 RNA 的提取是进行银杏分

子生物学研究的基础。由于银杏叶片内含物质极其复杂, 含

有多糖、多酚及一些未能确定的次生代谢物, 这些物质的存

在大大增加了提取高质量 RNA 的难度[ 2] 。笔者分别采用

CTAB 法、SDS 法和TRIzol 法来提取银杏总RNA 。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试银杏叶片采自长江大学银杏科技园, 采集

的样品用0 .1 % 的 DEPC 处理后, 用干冰保存带回实验室保

存于- 70 ℃冰箱中备用。

1 .2 方法

1 .2 .1 预处理。普通玻璃器皿使用前于180 ℃干热灭菌8 h

后, 用锡箔纸包裹备用; 一次性使用的塑料制品用0 .1 % DE-

PC 溶液浸泡24 h 后湿热灭菌 ; 所有溶液用DEPC 处理过的水

配制; 所有化学药品为RNA 提取专用。

1 .2 .2 提取方法。

1 .2 .2 .1  CTAB 法[ 2 - 5] 。①提取液:2 %( W/ V) CTAB 、2 %

( W/ V) PVP、20 mmol/ L EDTA 、2 .0 mol/ L NaCl ,2 %( W/ V) 的

亚精氨和2 % 的β- 巯基乙醇( 使用前加入) 。②提取步骤: 取

0 .1 g 叶片于研钵中 , 加入液氮研磨成粉末状, 转入加有1 ml

65 ℃预热的提取液中 ,65 ℃温浴30 min。加入等体积的氯仿

∶异戊醇( 24∶1) , 充分混匀 , 冰浴10 min ,4 ℃、10 000 r/ min 离

心15 min。取上清至一新离心管中, 加入1/ 4 体积10 mol/ L

Li Cl , 混匀后于4 ℃过夜,4 ℃、10 000r/ min 离心10 min , 将沉

淀溶于100 μl 水中。加入1/ 10 体积3 mol/ L NaAc 和2 .5 倍

体积的无水乙醇, - 20 ℃沉淀30 min ,4 ℃、10 000 r/ min 离心 �
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10 min , 弃上清 ,75 % 乙醇洗沉淀2 次 , 于超净工作台中晾干后

溶于适量水中, - 70 ℃保存备用。

1 .2 .2 .2 SDS 法[ 6 - 8] 。①提取液 : 0 .2 mol/ L Tris- HCl ( pH 值

9 .0) ,0 .2 mol/ L NaCl ,20 mmol/ L EDTA ,4 %( W/ V) SDS ,2 %β-

巯基乙醇,2 %( W/ V) PVP。②提取步骤 : 取0 .1 g 叶片于研钵

中, 加入液氮研磨成粉末状, 转入加有1 ml 65 ℃预热的提取

液中, 同时加入1 ml 酚∶氯仿∶异戊醇( 25∶24∶1) , 涡旋振荡混

匀后于4 ℃、12 000 r/ min 离心5 min 。取上清, 加入等体积的

氯仿∶异戊醇( 24∶1) , 充分混匀后于4 ℃、12 000 r/ min 离心5

min。取上清 , 加入1/ 10 体积3 mol/ L NaAc ,2 .5 倍体积的无

水乙醇 , - 20 ℃沉淀30 min ,4 ℃、10 000 r/ min 离心10 min , 弃

上清,75 % 乙醇洗沉淀2 次, 于通风橱中干燥后溶于适量水

中, - 70 ℃保存备用。

1 .2 .2 .3 TRIzol 法[ 9] 。取0 .1 g 银杏叶片, 液氮研磨成粉末

状后, 加入1 ml TRIzol(Invitrogen) , 按试剂盒说明书进行操作。

1 .2 .3 RT- PCR 。根据 GeneBank 上登陆的苯丙氨酸解氨酶

基因( Phenylalanine ammonialyase , PAL , GeneBank 接 收 号 为

AY578145) 序 列 , 合 成 PCR 引 物, UP: 5′- CCTAAGGAAG-

GATTGGCC-3′和DOWN:5′- AGTGACTGGGTTGGCAAG-3′。

PCR 扩增反应体系为每管20μl , 模板c DNA1 μl , 引物UP

和DOWN 各17 pmol ,10×PCR Buffer 2 .0 μl ,dNTPs 0 .012 μmol ,

MgCl 2 0 .05 μmol ,Taq DNA 聚合酶1 U。

PCR 扩增程序为 :94 ℃3 min ;94 ℃1 min ;55 ℃1 min ;72

℃1 min ,30 个循环;72 ℃10 min ,4 ℃保存。

2  结果与分析

分别取上述3 种方法提取的总 RNA 1 μl 和10 μl 变性加

样Buffer 混和, 在1 .2 % 非变性凝胶上电泳分析, 发现使用

CTAB 法和SDS 法所提取的总RNA 有28S、18S 和5S 3 条清晰

的条带 , 且28S 比18S 的亮度要亮, 说明所提取的 RNA 样品

完整、未降解, 而使用TRIzol 法没有形成完整的条带,RNA 降

解严重( 图1) , 可能是因为TRIzol 不能充分裂解银杏叶片组

织的细胞。
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真皮乳头于Trizol 中研磨, 提取足量总 RNA 用于构建文库。

2 .2  总 RNA 纯度及完整性检测与 mRNA 的纯化  RNA 的

质和量是文库构建的基础, 笔者用 ND-1000 核酸蛋白检测仪

测定总 RNA 样品 OD260/ OD280 的值 , 平均为1 .83 , 纯度较高 ,

甲醛变性凝胶电泳检测其完整性 , 如图1 所示,RNA 几乎未

被降解 ; 用Qiagen 公司的迷你型 Oligo( dT) 纤维柱纯化试剂盒

纯化 mRNA , 并用 ND-1000 核酸蛋白检测仪测定其纯度和含

量, OD260/ OD280 的值为2 .0 , 含量为3 .5 μg 。上述说明 RNA

的含量和纯度均已达到cDNA 合成和文库构建的要求。

2 .3 cDNA 的分级分离  用梯度离心法对c DNA 离心分离 ,

并进行电泳检测, 电泳结果见图2 , 最小片断约为300 kb。

  图1 总RNA 的提取    图2 cDNA 分级分离

2 .4  初级文库重组率与扩增文库滴度的测定  此实验步骤

难点在于文库扩增时对噬菌斑大小的掌握。根据说明书要

求噬菌斑生长时间为6 ～8 h , 研究发现, 将噬菌斑生长时间

延长2 ～3 h 效

( 直径1～2 mm) 。经计算, 初级文库的库容量为6 .07 ×105 ,

重组率高达93 % , 扩增后, 文库滴度为4 ×107 pfu/ ml 。根据美

国Clontech 公司的质量标准, 笔者所构建的文库质量良好, 理

论上可以涵盖与重要功能蛋白相对应的稀有 mRNA 的克隆。

3  讨论

构建c DNA 表达文库是克隆已知基因特别是发现新基

因的主要手段和途径 , 这对研究器官发育过程中细胞基因组

的转录表达特征有重要意义。该文库的构建对研究牦牛角

形态发生及生长的分子机理而言是一项基础而重要的工作 ,

有利于进一步研究、筛选和克隆控制其生长发育相关基因。
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  取2 μl RNA 样品, 加入98 μl DEPC 处理的水后 , 在核酸

蛋白分析仪上测定 , 发现 CTAB 法和 SDS 法提取 RNA 的

OD260/ OD280 分别为1 .926 4 和1 .903 1 , 说明提取的 RNA 无

杂质污染, 提取过程中加入的 CTAB、SDS 、β- 巯基乙醇、PVP

等物质能有效地去除多糖、蛋白质、酚类物质等的干扰。

图1  银杏叶片总RNA 图谱

分别以CTAB 法和SDS 法提取的银杏叶片RNA 为模板

进行逆转录, 以逆转录得到的c DNA 为模板 , 利用引物对 UP

和DOWN 进行PCR 扩增, 扩增结果如图2 所示 , 均得到了一

条大小为670 bp 左右的扩增条带。

3  结论

由于所选择的材料为银杏的老叶, 多糖、酚类等物质含

量较高[ 2] , 提取高纯度的RNA 有一定的难度。在提取过程

中, 使用了亚精氨、β- 巯基乙醇和PVP 等物质, 同时 , 增加了

NaAc 等的纯化步骤 , 降低了多糖、酚类等的干扰[ 10] , 所获得

的 RNA 质量较高 ,RT- PCR 后获得了目的片断, 为后续分子

生物学的研究打下了基础。

图2 银杏PAL 基因的RT-PCR 图谱
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