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2种大豆总RNA 提取方法的改良
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　　[摘　要 ]　对大豆总RNA 的提取方法T rizo l法和异硫氰酸胍法进行了改良,比较了改良前后2种方法的提取

效果。结果表明, 2种改良方法提取的大豆总RNA 质量较高、完整性较好,完全可以满足后续研究要求, RNA 产率

均超过220 Λgög。改良T rizo l法适用于大豆根、茎、叶及生长点总RNA 的提取,而改良异硫氰酸胍法适用于大豆根、

茎及生长点总RNA 的提取。
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　　植物组织中总RNA 的提取是植物分子生物学

研究的基本技术之一,高质量RNA 的获得是进行

R T 2PCR、N o rthern b lo t、cDNA 文库构建等分子生

物学研究的前提条件。真核生物总RNA 的提取已有

许多较为成熟的方法[1 ] ,但对于不同的植物或同种

植物的不同器官或组织,由于其自身组分差异较大,

影响RNA 提取的因素也存在较大差异,常规提取方

法往往不能取得理想效果[2 ]。目前,专门针对大豆或

大豆不同器官总RNA 提取的有效方法报道较少,这

在很大程度上制约了相关研究的深入开展。

植物组织总RNA 的提取方法主要有热酚法[3 ]、

CTAB 法[425 ]、异硫氰酸胍法[1, 6 ]和T rizo l法等。其中

异硫氰酸胍法是从真核生物细胞中提取总RNA 的

通用方法之一,付畅等[7 ]应用该方法从大豆不同器

官中提取总RNA ,已经获得了较为理想的效果,但

对大豆主要器官——叶片的提取效果不佳,且提取

的根、茎、胚芽总RNA 中存在一定的酚类、多糖、胍

盐污染。本研究对异硫氰酸胍法和T rizo l法进行了

改良,并采用 2 种改良方法分别提取大豆根、茎、叶

及生长点的总RNA ,比较了改进前后2种方法的提

取效果,现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材料及试剂

　　大豆品种自贡冬豆 (G ly cine m ax [L. ] M err.

cv. Zigongdongdou)的根、茎、叶及生长点。

T rizo l试剂购自北京鼎国生物技术有限责任公

司,反转录试剂盒及PCR 用品购自T aKaR a公司,其

他试剂均为国产分析纯。试剂 (除ED TA 外)均用0.

1%焦碳酸二乙酯 (D EPC ) 水配制, 塑料耗材用

0. 1% D EPC 水处理 24 h 后高温灭菌; 研钵等器皿

在180 ℃烘烤6 h 以上,以避免RNA 酶污染。

1. 2　大豆总RNA 的提取

1. 2. 1　异硫氰酸胍法 (GT )　参见文献[ 6 ]。

1. 2. 2　T rizo l法 (T )　参见T rizo l试剂使用说明。

1. 2. 3　改良异硫氰酸胍法 ( IGT )　 (1)将 100 m g

经液氮充分研磨的大豆组织放入预冷的2 mL EP 管

中,加入0. 6 mL 提取缓冲液 (4 mo löL 异硫氰酸胍,

25 mmo löL 柠檬酸钠, 5 göL 月桂基黄酸钠, 0. 1

mo löL Β2巯基乙醇 (即用即加) ) ,涡旋振荡 10 m in;

加60 ΛL 2 mo löL N aA C (pH 4. 8) ,涡旋振荡5 m in;

4 ℃, 13 500 röm in 离心10 m in,取上清备用。

( 2) 向上清液中加入 15 ΛL 蛋白酶 K ( 20

m gömL ) , 55 ℃水浴 10 m in 后加入 0. 5 mL 水饱和

酚,涡旋振荡10 m in,再加入体积比1∶1酚2氯仿0. 5

mL ,涡旋振荡5 m in,然后4 ℃、13 500 röm in 离心10

m in,取上清。

(3)向上清液中加入0. 6 mL 氯仿,涡旋振荡 10

m in 后4 ℃、13 500 röm in 离心10 m in,取上清 (可重

复1次) ,加2倍体积的无水乙醇, - 20 ℃沉淀2 h; 4
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℃、12 000 röm in 离心 10 m in, 用 1 mL 体积分数

75%乙醇洗涤RNA 沉淀。

(4) 4 ℃、7 000 röm in 离心8 m in,弃乙醇,超净

台内风干沉淀, 加 25 ΛL D EPC 水溶解, - 70 ℃保

存。

1. 2. 4　改良T rizo l法 ( IT )　 (1)将 100 m g 经液氮

充分研磨的大豆组织放入预冷的 2 mL EP 管中,加

入1 mL T rizo l试剂,涡旋振荡15 m in, 4 ℃、12 000

g 离心10 m in,取上清。向上清中加入15 ΛL 蛋白酶

K (20 m gömL ) , 55 ℃水浴10 m in。加入0. 2 mL 氯

仿,再涡旋振荡10 m in, 4 ℃、12 000 g 离心10 m in,

取上层水相,重复1次。

(2)向水相中加入0. 25 mL 异丙醇, 0. 25 mL 高

盐缓冲液 (0. 8 mo löL 柠檬酸纳, 1. 2 mo löL N aC l) ,

振荡混匀2 m in,置冰上10 m in; 4 ℃、10 000 g 离心

10 m in,用1 mL 体积分数75%乙醇洗涤RNA 沉淀。

(3) 4 ℃、7 000 g 离心 8 m in,弃乙醇,超净台内

风干沉淀,加入25 ΛL D EPC 水溶解, - 70 ℃保存。

1. 3　总RNA 纯度和产量的测定

取1 ΛL RNA 样品稀释至 50 ΛL ,用Eppendo rf

生物分光光度计法[8 ]分析其纯度和产量。

1. 4　RNA 的完整性分析

1. 4. 1　电泳分析　取 1 ΛL RNA 溶液于 10 göL 非

变性琼脂糖上,进行凝胶电泳分析。

1. 4. 2　R T 2PCR 检测　验证基因选用大豆内源

A CT IN 基因[9 ] ,其特异性PCR 检测引物为:

5′2GGT GA T GGT GT G A GT CA C A CT

GTA CC23′和5′2GT G GA C AA T GGA T GG GCC

A GA CTC23′,退火温度为60 ℃, 25个循环[10 ]。同时

设阴性对照,模板为水。

2　结果与分析

2. 1　大豆不同器官总RNA 的分光光度计法检测结

果

　　用生物分光光度计法检测了改良前后2种方法

所提取大豆总RNA 的产量和纯度,结果见表1。由表

1 可知, 2种改良方法 (除改良异硫氰酸胍法提取叶

的总RNA 外) ,提取的大豆总RNA A 260öA 280值均大

于1. 80,说明2种改良方法所提取的大豆总RNA 样

品中蛋白质污染基本被去除; A 260öA 230为1. 03～ 2.

05,可见 2 种改良方法对酚类和多糖的去除效果优

于付畅等[7 ]的异硫氰酸胍法 (A 260öA 230< 0. 80)。2种

改良方法提取不同器官RNA 的产率均大于220 Λgö

g。改良异硫氰酸胍法对大豆叶总RNA 的提取效果

相对较差,可能是由于大豆叶片相对于其他器官来

说,含有更多的蛋白质和多糖类物质。

表 1　大豆不同器官提取的总RNA 产量和纯度检测结果

T able 1　Q uantity and purity of RNA from differen t o rgans of soybean iso la ted by the tw o imp roved m ethods

器官
O rgan

A 260öA 280 A 260öA 230 RNA 产率ö(Λg·g- 1) RNA p roductivity

T GT IT IGT T GT IT IGT T GT IT IGT

根 Roo t - - 1. 88 1. 82 - - 1. 96 1. 59 - - 250 234

茎 Stem - - 1. 97 1. 82 - - 1. 47 1. 88 - - 307 224

叶 L eaf 1. 53 1. 39 1. 93 1. 45 1. 29 0. 96 2. 05 1. 05 354 241 411 228

生长点 SAM 1. 61 1. 56 2. 04 1. 87 1. 56 0. 56 2. 01 1. 03 215 350 317 273

　　注: T. T rizo l法; GT. 异硫氰酸胍法; IT. 改良T rizo l法; IGT. 改良异硫氰酸胍法。

N o te: T. T rizo l m ethod; GT. Guan idin ium T h iocyanate m ethod; IT. Imp roved T rizo l m ethod; IGT. Imp roved Guan idin ium T h iocynan te

m ethod.

2. 2　大豆不同器官总RNA 琼脂糖凝胶电泳分析

　　改良前后 2 种方法提取的大豆总RNA 琼脂糖

凝胶电泳分析结果见图1～ 3。由图1可以看出,改良

前2种方法提取的大豆总RNA 完整性虽然较好,但

明显存在蛋白污染。由图2,图3可以看出,改良后2

种方法提取的大豆总RNA 的25 S和18 S条带均清

晰完整, 且 25 S 的亮度大约是 18 S 的 2 倍, 说明

RNA 的完整性较好,且无蛋白污染。

2. 3　R T 2PCR 检测结果

对2种改良方法所提取的大豆不同器官总RNA

进行R T 2PCR 检测,结果见图4。图4表明,所有目的

条带清晰,位置正确,说明2种改良方法所提取RNA

的质量和完整都较高,完全可以满足后续分子生物

学实验要求。

综合分析凝胶电泳和R T 2PCR 检测结果可知,

改良T rizo l法适用于大豆根、茎、叶及生长点总
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RNA 的提取,而改良异硫氰酸胍法适用于大豆根、 茎及生长点总RNA 的提取。

图 1　T rizo l法和异硫氰酸胍法提取

大豆总RNA 的电泳结果

a, b和c, d分别为T rizo l和GT 法提取的叶、生长点结果

F ig. 1　E lectropho resis detection of RNA iso lated

by T rizo l m ethod and Guanidin ium T h iocyanate m ethod

a, b and c, d. Iso lated by T rizo l and Guan idin ium T h iocyanate m ethod

图 2　改良T rizo l法提取大豆不同器官

总RNA 的电泳结果

a. 根; b. 茎; c. 叶; d. 生长点

F ig. 2　E lectropho resis detection of RNA iso lated

by imp roved T rizo l m ethod from differen t o rgans

a. Roo t; b. Stem; c. L eaf; d. SAM

图 3　改良异硫氰酸胍法提取大豆不同器官

总RNA 的电泳结果

a. 根; b. 茎; c. 生长点

F ig. 3　Electropho resis detection of RNA iso lated by

imp roved Guanidin ium Th iocyanate m ethod

from differen t o rgans

a. Roo t; b. Stem; c. SAM

图 4　2种改良方法提取大豆不同器官
总RNA 的R T 2PCR 检测结果

M. DNA M arker; 1. 阴性对照; 2～ 4, 5～ 8. 模板分别为 IGT 法提取的
根、茎、生长点和 IT 法提取的根、茎、叶、生长点RNA

F ig. 4　Electropho resis detection of RT 2PCR from differen t

o rgans RNA iso lated w ith the two imp roved m ethods
M. M arker; 1. N egative CK; 2. Roo t ( IGT ) ; 3. Stem ( IGT ) ; 4. SAM

( IGT ) ; 5. Roo t ( IT ) ; 6. Stem ( IT ) ; 7. L eaf ( IT ) ; 8. SAM ( IT )

3　讨　论

不同植物或同种植物不同组织所含化学物质的

成分有很大差别,因此其RNA 提取的方法也不尽相

同[11212 ]。相对于其他植物来说,大豆组织内含有较多

的蛋白质,因而 2 种改良方法均在原方法的基础上

增加了蛋白酶K 消化的步骤。通过比较分析发现,加

入蛋白酶K 后可使A 260öA 280平均提高0. 2左右。蛋白

酶K 的加入不仅对消除蛋白质污染有重要作用,而

且通过酶解还可以在一定程度上去除R nase和酚类

氧化酶[13 ]。为了尽可能使蛋白质等杂质抽提干净, 2

种改良方法都采取了较长时间的涡旋振荡,结果表

明取得了较好的效果。

在高浓度N a+ 离子存在条件下,通过苯酚、氯仿

抽提可以除去一些多糖[14 ] ,改良异硫氰酸胍法在加

入异硫氰酸胍提取液并经充分涡旋振荡后, 加入

N aA C (pH 为 4. 8) ,对去除多糖起到了很好的效果。

用异丙醇沉淀RNA 时,高浓度盐的存在可以使大量

多糖留存于上清液中从而将其去除[10 ]。因此,在改

良T rizo l法中,将单纯异丙醇沉淀RNA 改为利用异

丙醇和高盐混合液沉淀RNA ,从而降低了多糖等的

污染。同时为防止盐影响后续实验,采用体积分数

75%乙醇多次洗涤RNA 沉淀使其脱盐。

2种改良方法各有优缺点。改良T rizo l法方便

省时,同时RNA 产出率也较高,但成本高;改良异硫

氰酸胍法较费时, RNA 产出率相对较低,同时对叶

片的提取效果不很理想,但价格相对便宜。因此,在

材料比较充足 (叶除外)、样品提取量较大时,可以考
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虑用改良异硫氰酸胍法,其他情况则可优先考虑用 改良T rizo l法。
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Tw o efficien t im p roved m ethods fo r iso la t ion of
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Abstract: Tw o m ethods of iso la t ing RNA w ere imp roved in th is paper. T he effects of ex tract ing to ta l

soybean RNA w ith the imp roved m ethods w ere compared w ith tho se o rig inal ones. T he resu lt show s the

imp roved T rizo l m ethod fits fo r ex tract ing RNA from soybean roo t, stem , leaf and shoo t ap ica l m er,w here2
as the imp roved Guan id in ium T h iocyanate m ethod fits fo r roo t, stem and shoo t ap ica l m eristem (SAM ).

M o re than 22 Λg RNA w as ob ta ined from each 100 m g p lan t t issue w ith h igh pu rity and in tegrity. T here2
fo re, these m ethods deserve fu rther studies.

Key words: soybean; RNA iso la t ion; imp roved Guan id in ium T h iocyanate m ethod; imp roved T rizo l

m ethod
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