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小麦不同器官总RNA 含量及
提取方法的比较研究
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　　[摘　要 ]　采用4种方法分别对小麦幼叶、幼茎、幼根及乳熟期籽粒的总RNA 进行了提取和分析。结果表明,

4种方法所提取的总RNA 均能满足一般的下游操作,其中TR Izo l法提取的总RNA 产量最高,用该法提取的小麦叶

片总RNA 产量为其他方法的2～ 4倍;天为时代试剂盒提取时间短,可在常温下操作;而醋酸钠ö乙醇沉淀法具有提

取步骤少、操作时间短、可用于大量样品提取且价格便宜等优点,适于小麦不同器官的总RNA 提取; 经紫外分光光

度计检测,各样品总RNA 的A 260öA 280均在 1. 88～ 2. 09,表明所提取的总RNA 中没有蛋白质及其他有机溶剂的污

染,且A 260öA 230在1. 89～ 2. 41,表明盐类小分子的污染也较少,所提取的总RNA 质量较高。除了细胞质rRNA 外,小

麦中还存在叶绿体 rRNA ,且叶绿体 rRNA 占总 rRNA 的比例较高,在甲醛变性琼脂糖凝胶电泳时,幼叶、幼茎比幼

根明显多出 2条带。
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　　近年来,随着人类和各种模式生物基因组测序

的完成[1 ] ,以及遗传图谱、物理图谱、转录图谱的成

功构建,人们逐渐将研究重点转移到基因组较大的

生物上。由于小麦在人类生产和生活中占有重要地

位,人们已经开始对其基因组进行研究。但由于小麦

的基因组相对较大 (约是人类基因组的 5 倍) ,故对

其基因组进行研究工作量巨大。而在庞大的基因组

中,实际编码基因只占 2%～ 3% , 因此从转录水平

(即mRNA 水平)着手开展研究则相对经济快捷得

多[2 ]。从mRNA 水平开展研究,首先面临的就是总

RNA 提取问题。目前,总RNA 的提取技术已经比较

成熟, 有多种方法可供选择, 如胍盐法 [3, 4 ]、SD S

法[5 ]、CTAB 法[6 ]、苯酚法[7 ]和L iC l沉淀法[8 ]等, 每

种方法各有其优缺点,各实验室可根据试验材料及

下游操作的需要选择相应的方法。

为了寻找适合小麦总RNA 提取的方法,本研究

以小麦的幼叶、幼茎、幼根和乳熟期籽粒为试验材

料,选用 4 种不同的方法进行了小麦总RNA 的提

取,同时,为探明小麦不同部位组织中 rRNA 的差异

情况,还对不同器官 rRNA 的组成进行了比较分析。

现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　植物材料

　　以小麦品种辉县红的幼叶、幼茎、幼根和乳熟期

籽粒为试验材料。辉县红幼苗置于温室内,每日光照

16 h,取第一片叶展平时的叶片、茎、根及乳熟期的

籽粒在液氮中迅速冷冻后,保存于- 80 ℃的冰箱中

待用。

1. 2　试验方法

采用 4种方法分别对各材料的总RNA 进行提

取。4种方法依次为: (1)RNA pu re 植物总RNA 提

取试剂盒 (简称天为时代 k it) , 由天为时代公司生

产; (2) TR Izo l法,试剂盒购自 Invit rogen 公司; (3)

L iC l沉淀法: 参照于翠等[9 ]的方法进行; (4)N aA Cö
乙醇沉淀法: 用 3 mo löL N aA C 和无水乙醇沉淀总

RNA 20 m in (- 80 ℃) , N aA C 和无水乙醇的用量

分别为抽提液体积的0. 1和2. 5倍,其他操作与L iC l

沉淀法相同。

1. 3　总RNA 中基因组DNA 的去除

用RN ase2free的DN aseÉ (P rom ega 公司产品)

去除混杂在总RNA 中的基因组DNA ,具体操作按
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照说明书进行。

1. 4　总RNA 浓度及其完整性检测

用紫外分光光度计 (Eppendo rf 公司生产)测定

总RNA 的浓度及纯度,以12 gökg 甲醛变性琼脂糖

凝胶电泳检测总RNA 的完整性,电泳条件为:电压5

V öcm ,时间1 h。

2　结果与分析

2. 1　4种方法提取的小麦总RNA 浓度及其纯度检

测

将各种方法提取的不同器官的总 RNA 用

DN aseÉ处理后,分别测定其浓度与纯度,结果见表

1。由表1可以看出,各样品总RNA 的A 260öA 280均在

1. 88～ 2. 09,表明所提取的总RNA 中没有蛋白质及

其他有机溶剂的污染; A 260öA 230在1. 89～ 2. 41,表明

盐类小分子的污染也较少,故所提取的总RNA 均能

满足一般下游操作的要求。由表1还可看出,不同提

取方法所获得的总RNA 产量差异较大,其中TR Izo l

法对小麦4种器官提取的总RNA 量最多,用该法提

取的小麦叶片总RNA 产量是其他提取方法的 2～ 4

倍; 不同提取方法对幼根的总RNA 产量影响最大,

TR Izo l法提取的总RNA 量最多,达到8. 473 Λgög,

而L iC l沉淀法提取的量最少,仅为0. 587 Λgög,说明

L iC l沉淀法不适于小麦幼根总RNA 提取。从小麦

的不同部位来看,乳熟期籽粒中的总RNA 含量最

高,用TR Izo l法提取的总RNA 量可达 21. 925 Λgö

g。

表 1　不同方法提取小麦不同器官的总RNA 的产量与纯度比较

T able 1　Comparison of to ta l RNA purity and quan tity among differen t o rgans by differen t m ethods

方法
M ethods

组织
O rgans

总RNA 产量ö
(Λg·g- 1)

RNA p roduct

纯度 Purity

A 260öA 280 A 260öA 230

天为时代k it法
T ianw eish idai k it

幼叶 Young leaf 1. 482 2. 00 2. 20

幼茎 Young stem 2. 647 2. 02 2. 24

幼根 Radicle 1. 938 2. 00 2. 15

籽粒 Imm ature seed 6. 933 1. 96 2. 20

TR Izo l法
TR Izo l

幼叶 Young leaf 6. 729 2. 00 2. 20

幼茎 Young stem 7. 243 1. 97 2. 21

幼根 Radicle 8. 473 1. 90 2. 10

籽粒 Imm ature seed 21. 925 1. 88 1. 89

L iC l沉淀法
L iC l p recip itation

幼叶 Young leaf 3. 009 2. 06 2. 23

幼茎 Young stem 1. 864 2. 09 2. 41

幼根 Radicle 0. 587 1. 98 2. 05

籽粒 Imm ature seed 7. 042 1. 99 2. 16

N aA Cö乙醇沉淀法
N aA Cöethano l

p recip itation

幼叶 Young leaf 3. 273 2. 05 2. 16

幼茎 Young stem 7. 483 2. 02 2. 32

幼根 Radicle 1. 387 1. 93 2. 19

籽粒 Imm ature seed 14. 423 2. 00 2. 24

2. 2　4种方法提取的小麦不同器官总RNA 完整性

检测

将提取的各器官的总RNA 样品进行 12 gökg

甲醛变性琼脂糖凝胶电泳,结果见图1和图2。由图

1 和图2可以看出,除了最下面的由5 S, 5. 8 S和其

他小分子量的 rRNA 组成的混合条带外,小麦幼叶

和幼茎提取的总RNA 明显可见 4 条带, 幼根的总

RNA 只有2条带,乳熟期籽粒中除典型的2条带外,

在18 S前面还存在一条模糊的条带。幼叶和幼茎的

总RNA 除了25 S和18 S 2条带外,在18 S前面还存

在2条边缘清晰的条带,且这2条带在叶片中的亮度

要明显高于茎中的亮度。商鸿生等[10 ]报道,小麦中

胞质的25 S rRNA 和叶绿体中的23 S rRNA 难以分

离,而胞质18 S rRNA 和叶绿体16 S rRNA 分离较

好,此外还存在 9 S rRNA 的弱带。由此可见,小麦

的 rRNA 组成比较复杂,共有6大类 rRNA。由于叶

片中叶绿素的含量高于茎中,即叶绿体 16 S rRNA

含量较高,所以16 S rRNA 条带较茎中的亮。在乳熟

期籽粒中,也模糊可见16 S rRNA 条带,而根中由于

不含有叶绿体,因此只存在胞质的 25 S, 18 S 和 5 S

rRNA 3条带。
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图 1　天为时代k it 和TR Izo l法提取小麦

不同器官总RNA 完整性的电泳检测结果

1～ 4. 分别为天为时代k it提取的小麦幼叶、幼茎、

幼根、乳熟期籽粒的总RNA ; 5～ 8. 分别为TR Izo l示提取

的小麦幼叶、幼茎、幼根、乳熟期籽粒的总RNA

F ig. 1　R esu lt of to ta l RNA in tegrity using

T ianw eish idai k it and TR Izo l

1- 4. To tal RNA extracted from young leaf, young stem ,

radicle and imm ature seed by T ianw eish idai k it;

5- 8. To tal RNA extracted from young leaf, young stem ,

radicle and imm ature seed by TR Izo l

图 2　L iC l沉淀法和N aA Cö乙醇沉淀法提取小麦

不同器官总RNA 完整性的电泳检测结果

1～ 4. 分别为L iC l沉淀法提取的小麦幼叶、幼茎、幼根、

乳熟期籽粒的总RNA ; 5～ 8. 分别为N aA Cö乙醇沉淀法

提取的小麦幼叶、幼茎、幼根、乳熟期籽粒的总RNA

F ig. 2　R esu lt of to ta l RNA in tegrity

using L iC l and N aA Cöethano l

1- 4. To tal RNA extracted from young leaf, young stem ,

radicle and imm ature seed by L iC l p recip itation;

5- 8. To tal RNA extracted from young leaf, young stem ,

radicle and imm ature seed by N aA Cöethano l p recip itation

3　讨　论

本试验采用了4种方法提取小麦不同器官的总

RNA ,由试验结果可知,天为时代公司生产的试剂

盒可在常温下操作,方法简便,花费时间短,价格比

进口试剂便宜,且从提取质量看,也能够满足大部分

下游操作的要求,但提取的总RNA 产量较其他几种

方法偏低; TR Izo l试剂是 Invit rogen 公司的产品,其

主要成分为酚和异硫氰酸胍,该方法的优点是提取

的RNA 产量高,约相当于其他方法的2～ 4倍,操作

步骤也不烦琐,试验结果稳定,但试剂的价格相对偏

高; L iC l沉淀法和N aA Cö乙醇沉淀法提取小麦总

RNA 效果也较好, N aA Cö乙醇沉淀法与L iC l沉淀

法相比,具有沉淀时间短、总RNA 产量高的优点, 2

种方法所用试剂均可自己配制,方法灵活,且价格适

宜。

从不同器官提取的总RNA 的产量看,小麦乳熟

期籽粒中总RNA 的含量最高,说明在种子成熟过程

中启动了大量的基因进行转录表达,从而完成了这

一重要的生命延续过程。

小麦是禾谷类作物中基因组最大的粮食作物,

其基因组大小为16. 55×109bp。小麦不但基因组大,

而且其 rRNA 的组成也很复杂, 由于叶绿体16 S

rRNA 和 9 S rRNA 的大量存在, 使得小麦的总

RNA 比动物及菌类多出 2条带。本研究中发现,小

麦幼叶的25 S rRNA 和23 S rRNA 的总亮度与18 S

rRNA 的亮度基本相等,而用同样方法所提取小麦

幼根的25 S rRNA 的亮度却能达到18 S rRNA 的1.

5～ 2 倍,说明小麦幼叶和幼茎总RNA 完整性评定

方法与传统方法存在一定差异,至于是否还有其他

提取方法能够使小麦幼叶和幼茎25 S rRNA 亮度是

18 S rRNA 的2倍,还有待于进一步研究。

姚红艳等[11 ]用尿素öL iC l沉淀法提取小麦叶片

及不同发育时期种子的总RNA ,效果较好,但该法

步骤烦琐,增加了总RNA 被RN ase降解的机会,而

本试验所选用的N aA Cö乙醇沉淀法具有提取步骤
少、操作时间短、总RNA 产量高等特点,因此是小麦

各种器官总RNA 提取较为理想的方法。

13第 10期 于秀梅等:小麦不同器官总RNA 含量及提取方法的比较研究



[参考文献 ]
[ 1 ]　景志忠,才学鹏. 模式生物基因组学研究进展[J ]. 生物医学工程学杂志, 2004, 21 (3) : 506- 511.

[ 2 ]　骆　蒙,贾继增. 国际麦类基因组EST 计划研究进展[J ]. 中国农业科学, 2000, 33 (6) : 110- 112.

[ 3 ]　Chom czynsk i P, Sacch i N. Single step m ethod of RNA iso lation by acid guan idin ium th iocyanate2pheno l2 ch lo rofo rm ex traction [J ]. A nal

B iochem , 1987, 162: 156- 159.

[ 4 ]　L ogem ann J , Schell J ,W illm itzer L. Imp roved m ethod fo r the iso lation of RNA from p lan t tissues[J ]. A nal B iochem , 1987, 163: 16- 20.

[ 5 ]　Schneiderbauer A , Sanderm ann H J r, E rnst D. Iso lation of functional RNA from p lan t tissues rich in pheno lic compounds [J ]. A nal

B iochem , 1991, 197: 91- 95.

[ 6 ]　Chang S, Puryear J , Cairney J. A simp le and efficien t m ethod fo r iso lation RNA from p ine trees[J ]. P lan t M o l B io l Rep , 1993, 11: 113-

116.

[ 7 ]　顾红雅,瞿礼嘉,明小天,等. 植物基因与分子操作[M ]. 北京:北京大学出版社, 1995. 77- 83.

[ 8 ]　卢圣栋. 现代分子生物学实验技术[M ]. 北京:高等教育出版社, 1993.

[ 9 ]　于　翠,胡东维,董家红. 烟草花叶病毒和番茄花叶病毒在含N 基因烟草上的症状差异是由运动蛋白基因决定的[J ]. 中国科学 (C 辑,生

命科学) , 2004, 34 (3) : 210- 215.

[ 10 ]　商鸿生,张　慧,李振歧. 条锈菌侵染早期小麦叶片RNA 和 rRNA 的合成[J ]. 植物病理学报, 1995, 25 (3) : 215- 220.

[ 11 ]　姚红艳,赵双宜,夏光敏. 改良尿素2氯化锂方法提取成熟小麦种子总RNA [J ]. 中国生物工程杂志, 2003, 23 (4) : 86- 88.

Com parison of to ta l RNA con ten t in d ifferen t o rgan s

of w hea t by d ifferen t m ethods

Y U X iu-m e ia , KANG Zhen - shengb, CU I Su-p inga , ZHAO J ieb

(a Colleg e of P lan t P rotection, b Colleg e of L if e S ciences,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: To ta l RNA w as ex tracted from young leaf, young stem , rad icle, and imm atu re seed of w heat

by fou r d ifferen t m ethods respect ively. T he resu lts show ed that a ll of the pu rif ied to ta l RNA w ere up to

standard and genera l dow n stream app lica t ion s th rough pu rity and quan t ity analysis. Among these m eth2
ods, TR Izo l cou ld get the h ighest p roduct ion of to ta l RNA ,w h ich w as as m uch as 2- 4 t im es that of o ther

m ethods. T ianw eish idai k it needed less t im e, and cou ld opera te a t room temperatu re. D ue to few er step s,

less t im e, low er p rice and su itab le fo r large quan t ity samp les,N aA Cöethano l w as a desirab le m ethod to ex2
t ract to ta l RNA from differen t o rgan s in w heat. D etected by U ltravio let spectropho tom eter,A 260öA 280w as 1.

88- 2. 09 and A 260öA 230 w as 1. 89- 2. 41, w h ich show ed the pu rity of to ta l RNA w as bet ter. A nalyzed by

fo rm aldehyde denatu ra lized gel electropho resis, to ta l w heat RNA con ta ined large percen tage of ch lo rop last

rRNA o ther than cytop lasm rRNA ,w h ich resu lted in tw o mo re rRNA bands in young leaf and young stem

than tho se in radicle.

Key words: w heat; to ta l RNA con ten t; ex tract ion m ethods
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