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摘要  用50 mmol / L 磷酸缓冲液pH 值7 .8、去离子水、5 %三氯乙酸3 种提取液分别提取小苍兰叶片中的MDA,分别与5 %三氯乙酸+
0 .5 %TBA、1 mol/ L HCl + 0 .5 %TBA、30 %乙酸+0 .5 %TBA 3 种显色液进行交差显色试验。结果表明 :用去离子水提取植物体内的MDA 效
果较好,用30 %乙酸+0 .5 %TBA 与MDA 显色 ,反应产物在特定波长(532 nm) 处有明显吸收峰值。
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Comparisons on Reaction Conditions of Different Extraction Solvents for Plant Endogenous MDA and Chromogenic Reagent
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Abstract  Three extraction solvents of 50 mmol/ L phosphate butler at pH7 .8 , deionized water , 5 % TCA were used to extract MDAinleaves of Freesia
refracta respectively . The MDA extracted bythree extractionsolvents were reacted withthree chromogenic reagents of 5 %TCA+ 0 .5 %TBA, 1 mol/ L HCl
+ 0 .5 %TBA, 30 %HAC+ 0 .5 %TBA, respectively . The results showed that deionized water had better effect of extracting plant endogenous MDAandits

reactions products with chromogenic reagent of 30 %TCA +0 .5 %TBA had a remarkable absorption peak at the wavelength of 532 nm.
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  当植物器官衰老时 ,或在逆境条件下, 往往发生膜脂过

氧化作用。实验证明: 丙二醛( MDA) 是膜脂过氧化产物之

一, 它可以作为膜脂过氧化指标表示膜脂过氧化程度, 用以

反映植物 衰老和对逆境反应 强弱。MDA 与硫代 巴妥酸

( TBA) 在酸性条件下加热产生颜色反应, 反应产物在特定波

长( 532 nm) 下有明显吸收峰, 因此可以进行 MDA 定量测定。

检测植物体内MDA 含量的方法可行性关键在于提取的植物

体内MDA 的纯度以及反应条件的灵敏度和宽松度。笔者就

MDA 的测定条件进行了探索性试验。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试植物材料为趋于衰老的小苍兰叶片; 提取

溶剂为pH 值= 7 .8 的50 mmol/ L 磷酸缓冲液( 简称提取液

a) 、去离子水( 简称提取液b) 、5 % 三氯乙酸( 简称提取液 c) 。

显色溶剂为5 %三氯乙酸( TCA) + 0 .5 %TBA, 简称显色液1 ;1

mol/ LHCl + 0 .5 %TBA, 简称显色液2 ;30 %乙酸( HAC) + 0 .5 %

TBA, 简称显色液3。

1 .2 方法  取趋于衰老的小苍兰叶片, 用剪刀剪成0 .1 c m

左右长切段,混匀 ,分别称取1 g 用上述3 种提取液研磨并定

容至10 ml ,于4 000 r/ min 离心10 min , 取上清液2 .5 ml 与显

色液1 .5 ml 混合后煮沸10 min , 然后冷却至室温, 再于4 000

r/ min 离心10 min。取上清液测500～600 nm 吸光度, 每次调

分光光度计零点的溶剂都与显色溶剂相匹配。

2  结果与分析

2 .1  3 种提取溶液提取效果比较 试验表明 ,从 MDA - TBA

的吸收光谱上看( 图1) , 不同提取液的提取效果存在差异。

其中, 用提取液b 提取植物体内的 MDA 效果较好, 它与3 种

显色液反应后都表现出明显的特定吸收峰; 其次是提取液a ,

提取液c 提取效果最差。

2 .2  3 种显色液的显色效果比较  用3 种不同显色液分别

与从植物组织中提取的MDA 反应, 检测特定吸收峰, 结果表

明, 用显色液3 与植物提取液中 MDA 反应, 特定吸收峰明显
�
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清晰, 且峰值较高( 图1) ; 其次是显色液1 ,显色效果最差者为

图1 MDA与不同显色液反应的吸收光谱
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图1～4 所示,其中小叶杨的纯度最高, 其他几种样品28S 和

18S 也非常明显, 足以用于后续工作。其中小叶杨的 RNA 已

用于基因分离和c DNA 文库的构建, 并获得成功。其他几种

已用于c DNA 文库的构建,并经测定文库的滴度在108 左右。

这些后续工作很成功, 也证实了用这种方法提取的 RNA 质

量比较高。

图1 麻黄老根DNA       图2 沙冬青老叶RNA

图3 梭梭老根RNA       图4 小叶杨老根RNA

2 .2 抑制核糖核酸酶的活性 提取RNA 的关键之一是有效

抑制核糖核酸酶的活性, 试验所用提取缓冲液加入巯基乙醇,

可创造一个还原环境,阻止二硫键的形成, 从而有效地抑制核

酸酶的活性[ 3] 。在提取 RNA 时, 酚类化合物在细胞破碎时被

释放出来,极易被氧化而成褐色, 即褐化现象。Schneiderbauer

等认为,这些氧化物可以与核酸不可逆地结合,导致RNA 的活

性丧失及在用苯酚、氯仿抽提时的丢失。发生褐化后, 提取的

RNA 量很低,甚至提不出来,因此,去除酚类物质是提取RNA

中的又一重要环节。去除酚类化合物可以用螯合剂法[ 4] 和还

原剂法,在提取 RNA 过程中, 加入 PVP( 聚乙烯吡咯烷酮) 或

PVPP( 聚乙烯聚吡咯烷酮) 等螯合剂抑制褐化,但对褐化严重的

则不可以。试验所用的是还原剂法,即通过巯基乙醇提供还原

环境,抑制氧化反应,避免褐化。

2 .3  KAc 法去除多糖  RNA 样品在含有多糖, 这不仅会降

低沉淀 RNA 的溶解性, 干扰RNA 的分光光度定量测定,而且

多糖在水中的理化性质与核酸相似, 尤其与 RNA 相似( 如酸

酚DNA 变性而沉淀,但对于多糖和 RNA 不起作用) 故不易除

去 , 多糖可抑制许多酶反应[ 5] 。用乙醇或异丙醇沉淀核酸

时, 多糖亦可形成类似 DNA 的絮状沉淀, 但这种沉淀溶于

水,而且密度较 DNA 轻 ,在电泳上样时很难进入到点样孔中

而产生“漂样”( 样品上不到点样孔漂出) 现象。同时, 由于多

糖与核糖的粘连, 电泳时导致核酸的条带不清晰, 严重时核

酸在泳道上连成片, 无法进行分析, 因此去除多糖显得更重

要。去除多糖可采用 CTAB 沉淀法、溴化乙淀抽提法、KAc

法[ 6] 等方法, 试验就是用 KAc 法去除多糖, 高浓度 KAc 在低

温的情况下可以沉淀多糖, 向提取液中加入1/ 3 体积的5

mol/ L KAc , 冰浴20 min ,即可沉淀多糖。

2 .4  去除 DNA 的污染  采用 NaAc 选择沉淀法[ 7] 来去除

DNA 的污染,用3 mol/ L NaAc 可以选择性地沉淀RNA ,使DNA

留在溶液中,在排除蛋白质的干扰。可以从两方面考虑: 一是

分离核蛋白与核酸;二是去除蛋白质干扰常用蛋白质变性剂。

变性剂有两种类型,即蛋白质变性后形成沉淀, 如笨酚、氯仿

等[ 3] 。试验用SDS 使蛋白质沉淀来去除蛋白质的干扰,最后对

于其他水溶性的非目的产物, 加入2 倍体积的无水乙醇, - 20

℃保温后离心的方法,将大部分杂质沉淀下来。

3  讨论

试验所用方法的创新之处在于: 一是提取液里加入了巯

基乙醇, 它既可以提供一个还原环境阻止核酸酶的活性, 又

可以抑制氧化反应避免褐化; 二是用KAc 低温处理来去除多

糖,从而可以得到比较纯的 RNA。试验结果表明 , 用此法提

取几种木本植物中的 RNA 均能成功 ,且质量比较好, 说明该

法在木本植物老叶老根中具有一定的应用价值, 另外, 该法

也适合草本植物中老组织的总 RNA 的提取。
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显色液2。

3  讨论

MDA 是细胞内脂质过氧化产物, 可溶于水, 因此, 用水

提取植物体内的MDA , 不会严重降解植物体内的其他组分 ,

所得提取物较纯。MDA 与 TBA 在酸性条件下加热产生颜

色反应 ,酸性只是一种反应条件 , 只要酸度能引起反应即

可, 不一定需要更强的酸。若使用过强的酸 , 在满足反应的

同时 ,也酸解了提取液中的其他易酸解组分 , 从而影响测定

结果。试验结果表明 , 用去离子水或蒸馏水效果较好 , 提取

植物体内的MDA; 将提取液中的MDA 与用30 % 乙酸溶解的

TBA 进行加热反应测定 MDA 含量, 效果较好。该方法优于

文献[ 1] 中的测定方法。
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