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摘要  [ 目的] 为分离中华芦荟次生代谢相关基因 ,构建成熟叶cDNA 文库 ,探索从适合富含多糖和凝胶植物组织中提取高质量 RNA 的
方法。[ 方法] 以中华芦荟成熟叶为材料 ,采用改进的CTAB 方法提取纯化芦荟叶总RNA。[ 结果] 所提取的叶总 RNA OD260/ OD280值为

1 .88 , 电泳显示28 S、18 S 条带完整清晰 ,以此RNA 为模板的RT- PCR 结果显示目标特异条带。[ 结论] 用该方法提取的RNA 可用于cDNA
合成、文库构建等后续分子生物学实验。
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Extraction of Total RNA in Aloe vera L .var .chinensis Leaf withImproved CTAB Method
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Abstract  Objective The cDNAli brary of cloning genes related to secondary metabolites was constructed . Method The total RNA was extracted from ma-
ture Aloe vera L.var . chinensis leaf with polysaccharides and gel withi mproved CTBA method . Result The electrophoresis pattern showed the bands of 18
S rRNA and 28 SrRNA were sharp and complete , OD260/ OD280value of the extracted RNA was 1 .88 . The result of RT- PCR withthe total RNA was posi-
tive . Concl usion These suggested the i mproved CTBA method could be suitable for the extraction of total RNA in Aloe vera L.var . chinensis with high
quality and used in the subsequent molecular biological experi ments such as reverse transcription and cDNAli brary construction .
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  RNA 提取是分子生物学研究的基本操作, 高质量 RNA

的获得是进行Northern 杂交分析、RT- PCR、c DNA 文库构建及

体外翻译等实验的必要前提。常用的提取植物 RNA 的方法

有异硫氰酸胍法[ 1] 、酚 - SDS 法[ 2] 、CTAB- Li Cl 法[ 3] 、TRIZOL

法及各种试剂盒法等。虽然这些方法在很多植物上都有成

功的报道,但由于不同植物及相同植物的不同组织间在物质

组成上千差万别, 因此一种方法仅适用于某种或某类材料 ,

对于特殊的植物材料, 理想的 RNA 提取方法是在探索中逐

渐完善的。

芦荟( Aloe) 属于单子叶植物百合科( Liliaceae) 多年生草

本肉质植物 ,富含多糖、凝胶、蒽醌等众多次生物质, 很多栽

培种被证明具有多种医疗和保健功效[ 4] 。为了构建芦荟叶

c DNA 文库, 分离次生代谢相关基因,笔者以中华芦荟[ A. ve-

ra L .var . chi nensis( Haw.) Berg] 成熟叶为材料, 重点改进 CTAB

法中除多糖的操作步骤,探索从适合富含多糖和凝胶植物组

织中提取高质量 RNA 的方法。

1  材料与方法

1 .1 植物材料 选用盆栽2 年的中华芦荟第3 叶,提取时剪

取鲜叶中段约0 .5 g ,随即进行提取操作。

1 .2  提取液与器具 提取缓冲液 :2 % CTAB ;0 .1 mol/ L Tris-

HCl ,pH 值8 .0 ;25 mol/ L EDTA ,pH 值8 .0 ;2 .0 mol/ L NaCl ;2 %

PVP ;2 %β- 巯基乙醇( 使用时加入) 。SSTE 缓冲液:0 .5 % SDS ;

10 mol/ L Tris- HCl ,pH 值8 .0 ;1 .25 mol/ L EDTA ,pH 值8 .0 ;1 .0

mol/ L NaCl 。

以上RNA 提取液均用0 .1 %DEPC 水处理并高压灭菌 ,

含Tris 的溶液用经高压灭菌的 DEPC 水直接配制 , 玻璃器皿

于180 ℃烘烤6 h 以上, 塑料制品等用0 .1 %DEPC 水37 ℃浸

泡过夜后高压灭菌。各种试剂配制参考文献[ 5] 进行。

1 .3 RNA 提取 在参考相关文献[ 3 ,6] 的基础上, 进行了改良

和优化, 具体步骤如下:①称取芦荟鲜叶0 .5 g 置于180 ℃烘

烤过的研钵中; ②向研钵中加入1 ml 经60 ℃预热的CTAB 提

取缓冲液,充分研磨至糊状; ③用尖端剪除0 .5 cm 的蓝色吸

头将糊状物全部转移到2 ml 的离心管中,充分振摇, 于60 ℃

水浴加热约20 min ,其间剧烈振荡2 次; ④将离心管于4 ℃、

2 000 r/ min 离心10 min , 吸取上清液于新离心管中,每管加入

等体积水饱和酚∶氯仿∶异戊醇( 25∶24∶1) , 轻轻颠倒混匀, 冰

上放置10 min ; ⑤4 ℃、12 000 r/ min 离心10 min ,吸取上清液

于新离心管中,加入1/ 10 体积4 mol/ L KAc ( pH 值4 .8) 、1/ 10

体积无水乙醇,轻轻颠倒混匀 ,然后加入等体积氯仿∶异戊醇

( 24∶1) ,混匀, 冰上放置10 min ; ⑥4 ℃、12 000 r/ min 离心10

min , 取上 清 液 于新 离 心管 中, 加 入 1/ 3 体 积 的 Li C1 ( 8

mol/ L) , 使Li C1 终浓度为 2 mol/ L ; ⑦4 ℃放置 6 h ,12 000

r/ min离心10 min , 弃上清液, 接着进行二次LiC1 沉淀操作; ⑧

于离心管中加入500 μl SSTE 缓冲液溶解沉淀, 加入1/ 3 体积

的LiC1( 8 mol/ L) , 使 LiC1 终浓度为2 mol/ L ,4 ℃放置6 h ,

12 000 r/ min离心10 min ,弃上清液; ⑨沉淀用70 %乙醇漂洗2

次, 晾干RNA ,加50 μl 的 DEPC 水溶解。

1 .4 总 RNA 的质量检测及浓度测定  对获得的芦荟总

RNA 取5μl 进行1 .0 %琼脂糖凝胶电泳检测;取10 μl 总RNA

溶液, 加DEPC 水稀释至l ml ,分别在260 和280 nm处测吸光

值, 并计算 A260/ A280的比值。RNA 浓度(μg/ ml) = A260×样品

稀释倍数×40 μg/ ml ;RNA 产量( μg) = RNA 浓度( μg/ ml ) ×V

( ml) ;RNA 产率[ μg/ g( 鲜质量) ] = RNA 浓度(μg/ ml ) ×RNA

溶液的体积( m1) / 样品鲜质量( g) 。

1 .5  RT- PCR  根据 GenBank 中 木立芦荟( A. arborescens

Mill) NADP- 苹果酸酶基因序列( AY179511) 设计1 对引物:5′-

AGTGGCTACTCTTTGTTGC-3′;5′- CTCACCGTCAGTAACCACT-3′,

以所得总 RNA 反转录产物为模板,50 ℃条件下退火进行

PCR 扩增。

2  结果与分析

2 .1  RNA 纯度及产率  利用紫外分光光度计分析 RNA 纯

度, 测得取样0 .5 g 时的RNA 吸收值 : OD260 = 0 .134 , OD280 =

0 .071 , OD260/ OD280 = 1 .88 , 平均得率为53 .60 μg/ g。说明所
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提取的总 RNA 中蛋白、多糖等杂质含量较少, 产品的纯度较

高, 但该方法的产率相对偏低。

2 .2 RNA 的完整性电泳检测  取提取的5 μl 总 RNA, 经

1 %琼脂糖凝胶电泳, 结果如图1 所示, 总 RNA 28S、18S 的

RNA 条带清晰完整, 其亮度比在2∶1 左右, 无明显前脱尾现

象,说明提取的RNA 完整性较好 ,无明显降解。在上样孔处

看不到亮斑, 且条带基本无后脱尾, 显示所提 RNA 较为纯

净, 多糖类物质除去较彻底。

图1 中华芦荟成熟叶总RNA 提取电泳图

Fig .1 Electrophoresis patternof total RNA extractionfrom mature

leaves of A. vera L .var .chinensis

2 .3 RNA 反转录后的 PCR 扩增结果  以所得总 RNA 反转

录产物为模板扩增中华芦荟 NADP 苹果酸酶 cDNA 的片段 ,

结果如图2 所示, 所得产物片段大小430 bp 左右 , 与预期结

果一致。上述结果表明,获得的芦荟总 RNA 质量较好, 能够

满足如 RT- PCR 等以 RNA 为基础的分子生物学研究。

注 :M为DL2000 marker ; 1 为Amplified ai mfragment 。

Note : M.DL2000 marker ; 1 .Amplified ai mfragment .

图2 RT- PCR扩增NADP- 苹果酸酶基因片段

Fig .2 Fragment of NADP- malic enzyme gene amplification by RT-

PCR

3  讨论

高质量的RNA 是进行分子生物学研究的基础和关键 ,

但淀粉、多糖、多酚等次生物质的存在使植物 RNA 的提取变

得棘手。植物成熟组织常富含多糖, 由于它的许多理化性质

与RNA 相似, 因此很难将它们分开。多糖的污染使 RNA 溶

解困难 ,定量不准 ,甚至抑制下游反应酶的活性[ 7] , 因此污染

了较多多糖的RNA 样品不适于进一步的分子生物学研究。

通常除去多糖的方法有:①在高浓度Na + 或K + 条件下 ,

通过苯酚、氯仿等有机溶剂抽提;②通过Li Cl 选择沉淀 RNA ,

使部分多糖留在上清液中; ③用低浓度乙醇选择沉淀多糖

(10 % ～30 %) , 而 RNA 仍保留于溶液中 ; ④无水乙醇和 5

mol/ L 醋酸钾溶液配合以去除多糖杂质。实践经验表明, 采

用任何单一的方法都不能彻底除去 RNA 中的多糖, 综合应

用多种方法才可达到理想的效果。

芦荟是多年生肉质草本植物, 成熟芦荟叶60 %～70 % 属

透明凝胶部分, 凝胶中含大量多糖和多种次生物质, 是较难

提取RNA 的植物之一。此前笔者曾用 Trizol 一步法和试剂

盒法提取芦荟总RNA, 结果显示前者产物中多糖含量较高 ,

电泳时样品出孔困难, 后者对芦荟 RNA 的提取存在 DNA 污

染问题。基于LiCl 对RNA 的选择沉淀特性 ,笔者用CTAB 法

提取芦荟叶总RNA ,同时对操作步骤进行了优化 : 根据芦荟

叶的特点, 将预热的提取缓冲液直接加到研钵 ,与材料一起

研磨, 这样不仅研磨充分 ,而且能迅速使溶出的蛋白变性, 抑

制了RNA 酶活性;将水浴温度调整为60 ℃, 避免了材料中淀

粉的糊化, 使之更易于分离除去; 综合应用多种措施及 LiCl

二次沉淀等方法尽可能地除去多糖杂质。结果表明, 用改进

CTAB 法所提取的芦荟总 RNA 完整、无 DNA 污染、纯度较高 ,

能满足反转录、PCR、构建c DNA 文库等分子操作的要求。
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有明显的脱色效果。

3  小结

获得较好质量的壳聚糖实验条件 , 即碱处理方式1 + 1

+ 1 , 碱液浓度50 % , 温度110 ℃ , 甲壳素粒度20 , 甲壳素的

品种东海小虾壳。
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