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木麻黄小枝总 RNA 提取方法的比较与优化
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摘要 分别采用Trizol法、CTAB法、异硫氰酸胍法、SDS法和Omega试剂盒法从短枝木麻黄小枝中提取

总RNA。结果表明:用Trizol法和异硫氰酸胍法没有提取到木麻黄总RNA;用CTAB法提取的RNA发生了

降解;只有SDS法和Omega试剂盒法成功提取到木麻黄小枝RNA,但质量均没有达到试验要求。对提取效果

相对较好的SDS法进行改进,主要是加入去除次生代谢物质的步骤。经检测,改进后的SDS法提取的木麻黄小

枝总RNA纯度高、完整性好,能够满足RT-PCR分析等分子生物学研究的要求。
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  木麻黄(Casuarinaspp.)是世界上许多热带和

亚热带地区广泛引种栽培的防护林树种,其防护功

能与作用尚无别的树种可以代替。因木麻黄具有特

殊功能和实用价值,故与其相关的生物技术与应用

研究较多,但关于木麻黄小枝上基因表达的研究较

少[1]。目前,仅有Laurent等[2]研究了cgMT1基因

在粗枝木麻黄(Casuarinaglauca)地下部分的表达

时,同时测定了该基因在地上部小枝上的表达以作

为对照。
从木麻黄小枝中提取高质量的RNA是探索其

基因表达的前提。由于Laurent等[2]使用的Bugos
等[3]的方法时间较早,试验存在过夜沉淀等烦琐的

过程和全程低温离心等严谨的要求,且因为其主要

研究对象不是小枝,也没有讨论所提取总RNA的

质量,所以不能明确产物是否适合于进行今后的分

子生物学研究。
已知木麻黄含有极丰富的次生代谢物质[4],这

些次生代谢物质对 RNA 的提取和纯化有不利影

响。因此,笔者以含有几种提取植物RNA的主流

变性剂SDS法、CTAB法、异硫氰酸胍法和 Trizol
法为基础,参考近年来新研究的各种提取方法中去

除次生代谢物质的手段,探索了一种简便有效的提

取木麻黄小枝总RNA的方法,旨在为相关的分子

生物学研究提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试短枝木麻黄(C.equisetifolia)品系FJ-5由

福建省林业科学研究院赠送。取供试木麻黄小枝经

液氮速冻后置于-80℃ 保存备用。
1.2 主要试剂

试剂盒为 Omega公司的植物RNA提取试剂

盒,Trizol试剂购自Invitrogen公司。
1.3 RNA 提取方法

采用Omega试剂盒提取,具体操作按试剂盒说

明书进行,并根据试验情况和观察结果,在操作过程

中对提取方法不断加以改进和优化。

Trizol法:具体操作参考说明书进行。
异硫氰酸胍法:参考Piotr等[5]和李志能等[6]

的方法进行。

CTAB法:参考张燕梅等[7]和王蔚等[8]的方法

进行。

SDS法:参考Kam-Lock等[9]的方法进行。
1.4 RNA 检测

使用ImplenNanoPhotometer微量核酸蛋白分

析仪(德国Implen公司)测定供试RNA的质量浓

度值(μg/mL)及 光 密 度 比 值 D260/D280和 D260/

D230,以检测RNA的纯度,D260/D280低于1.7表示
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蛋白等杂质过量,D260/D230低于2.0表示酚和多糖

等次生代谢物类杂质过量。用1×TAE、1%琼脂糖

凝胶检测RNA的完整性。

RNA得率/(μg/g)=
浓度值×10-3×30μL

样品质量(g)
1.5 RT-PCR 分析

反转录使用大连TaKaRa公司RT-PCRKit试

剂盒,PCR体系按说明书配制。选用植物通用的

18SrDNA的引物对进行扩增,引物序列和PCR反

应条件参考Simona等[10]的方法。

2 结果与分析

2.1 不同提取方法的比较

试验结果表明,用Trizol法和异硫氰酸胍法未

能提取到木麻黄小枝总RNA,用CTAB法提取的

RNA发生了降解(图1-A),而用SDS法(图1-B)和

Omega(图1-C)试剂盒能成功地提取到RNA,但由

图1可知,SDS法和Omega试剂盒2种方法得到的

结果均不理想,28SrRNA和18SrRNA的亮度较

为接近,且条带中心比边缘“空虚”,说明其完整性较

差,可能丢失了部分信息。
不同方法提取到木麻黄小枝总RNA纯度的检

测结果见表1。由表1可知,Omega试剂盒提取到

木麻黄小枝总 RNA 纯度高于SDS法提取到的

RNA纯度,但仍然未达到后续试验如RT-PCR等

的要求,特别是代表盐、胍和多糖等杂质含量的光密

度D260/D230值,远低于参考值2.0。图1-D为用改

进的SDS法提取木麻黄小枝总RNA的电泳分析,
结果表明提取效果较好,操作方法与改进过程在后

文详述。

  A、B、C和D分别为CTAB法、SDS法、Omega试剂盒法

和改进的SDS法。A,B,CandDcorrespondtoCTABmeth-
od,SDSmethod,OmegaRNAisolationkitmethodandim-

provedSDSmethod,respectively.

图1 不同方法提取RNA的电泳分析

Fig.1 ElectrophoresisanalysisofRNAsextracted
bydifferentmethods

表1 不同方法提取木麻黄总RNA的光密度比值和得率

Table1 TheopticaldensityratiosandyieldsoftotalRNA

extractedbydifferentmethods

提取方法
Extractionmethods D260/D280 D260/D230

得率/(μg/g)
Yield

  SDS 1.082 0.289 61.8

Omega试剂盒
OmegaRNA
isolationkit

1.578 0.421 129.0

2.2 SDS 法的改进

因试剂盒提取RNA的步骤已经固定,故下一

步选择在SDS法的基础上进行改进。首先考虑在

加入提取缓冲液前先进行抽提,除去次生代谢物质

的主体部分,在提取后再进行纯化以清除残留的杂

质。已有的研究结果表明,丙酮作为一种高效的有

机溶剂可以实现这个目标[7]。
改进方法的第1步:用液氮研磨木麻黄小枝后,

先用70%的丙酮抽提2~3次(此方法用Ⅰ表示)。
经丙酮抽提后,RNA的2个光密度比值都有大幅上

升,证明了丙酮溶解和去除干扰物质的作用。试验

中观察发现,如不使用丙酮抽提而直接使用提取缓

冲液,之后使用酚/氯仿/异戊醇抽提到第3次时,仍
能在中间层观察到极少量白色物质,因此必须继续

增加抽提次数;而先使用丙酮后,酚/氯仿/异戊醇

抽提到第3次时肉眼观察中间层已经完全清澈,同
时RNA的得率较改进前的原始提取方法明显上

升,可能的原因也同样是因为使用丙酮抽提显著降

低了杂质对提取过程的干扰。
改进方法的第2步:在改进方法第1步的基础

上参考已有的提取RNA方法继续改进。原始提取

方法中已经包括了加入PVP、高体积比无水乙醇和

醋酸钠(NaAc)沉淀、高浓度氯化锂(LiCl)沉淀等去

除蛋白质和其他杂质的步骤[11],因此,考虑在2次

沉淀之间再加上纯化RNA的步骤,备选方案为按

顺序用酚/氯仿/异戊醇和氯仿/异戊醇各抽提1次

(此方法用Ⅱ表示)[7]或用低浓度LiCl(2mol/L)洗
涤沉淀、溶解杂质(此方法用Ⅲ表示)[10]。

试验观察结果显示:使用Ⅱ方法可进一步提高

RNA的光密度值,得率轻微降低,说明用酚/氯仿/
异戊醇和氯仿/异戊醇各抽提1次后提高了 RNA
的纯度,且不会导致RNA大量损失;使用Ⅲ方法后

RNA的光密度值略有提高,但得率显著下降,说明

用低浓度LiCl洗涤沉淀、溶解杂质可导致RNA的

大量损失。根据已有的研究结果[7],应该是低浓度
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表2 改进的SDS法提取木麻黄总RNA的

光密度比值和得率

Table2 Theopticaldensity(OD)ratiosandyieldsof

totalRNAsextractedwithimprovedSDSmethod

提取方法1)

Extractionmethod D260/D280 D260/D230
得率/(μg/g)
Yield

    SDS 1.082 0.289 61.8

 SDS+Ⅰ
 SDS+Ⅰ 1.543 0.764 109.2

 SDS+Ⅰ+Ⅱ
 SDS+Ⅰ+Ⅱ 1.708 1.488 96.6

 SDS+Ⅰ+Ⅲ
 SDS+Ⅰ+Ⅲ 1.692 1.082 33.0

SDS+Ⅰ+Ⅱ+Ⅳ
SDS+Ⅰ+Ⅱ+Ⅳ 1.889 2.012 91.8

1)Ⅰ:液氮研磨后先用70%的丙酮抽提2~3次;Ⅱ:2次沉淀之

间按顺序用酚/氯仿/异戊醇和氯仿/异戊醇各抽提1次;

Ⅲ:2次沉淀之间用低浓度LiCl(2mol/L)洗涤沉淀、溶解杂

质;Ⅳ:在高体积比无水乙醇和NaAc沉淀RNA之前,用低体

积比无水乙醇和NaAc沉淀去除多糖。Ⅰ:Sampleswereex-

tractedwithacetone2~3timesafterbeinggroundinliquid

nitrogen;Ⅱ:Betweenthetwostepsofprecipitation,sam-

pleswereextractedwithphenol:chloroform:isoamylalcohol

andchloroform:isoamylalcohol,respectively;Ⅲ:Between

thetwostepsofprecipitation,sampleswerewashedandthe

impuritysubstancesweredissolvedwithlowconcentrationof

LiCl(2mol/L);Ⅳ:BeforeprecipitatingRNAwithhighvol-

umeratioabsoluteethylalcoholandNaAc,polysaccharide

wasprecipitatedbylowvolumeratioabsoluteethylalcohol

andNaAc.

LiCl溶解部分沉淀(RNA中的杂质),只会使沉淀

的量部分减少,但实际操作中加入低浓度LiCl后,
沉淀全部溶解,在4℃、12000r/min下离心20min
后也无肉眼可见的沉淀,使最后得到的RNA的量

减少,因此,下一步试验将继续使用Ⅱ方法。
根据以上试验结果,光密度D260/D280值已经超

过了1.7的参考值,但光密度D260/D230值仍未达到

2.0的参考值,即仍有多糖类物质的干扰,因此在高

体积比无水乙醇和 NaAc沉淀RNA之前,再增加

一步低体积比无水乙醇和NaAc沉淀去除多糖的步

骤(用Ⅳ表示)[12]。2个光密度比值分别为1.889和

2.012,均超过参考值,RNA得率(91.8μg/g)只有

轻微降低。
电泳检测结果显示每次提取均存在不同程度的

DNA污染,因此,为保证后续试验的顺利进行,需
用DNaseⅠ处理以消除DNA。

综合原始与传统方法,改进后木麻黄小枝总

RNA的提取方法:预先混合750μL提取缓冲液和

750μL氯仿/异戊醇;液氮研磨100mg组织1mL
70%丙酮抽提3次;倒掉丙酮,加入混合液,涡旋振

荡;12000r/min室温离心2min,取其上清液,加
入等体积酚/氯仿/异戊醇,混匀后12000r/min室

温离心2min,重复该步骤直至中间层清晰;取其上

清液,加入1/10体积的无水乙醇和1/10体积的

NaAc(3mol/L,pH5.2),混匀后12000r/min室

温离心10min;取其上清液,加入2.5倍体积的无

水乙醇和1/10体积的 NaAc(3mol/L,pH5.2),
混匀后4℃ 沉淀30min;12000r/min、4℃ 离心

20min;加入DNaseⅠ、DNaseⅠBuffer和 RNA 酶

抑制剂,37℃ 温浴15min,用 DEPC水补足400

μL,依次加入等体积酚/氯仿/异戊醇和氯仿/异戊

醇各抽提1次;取其上清液,加入10mol/LLiCl至

终浓 度 2 mol/L,-20℃ 沉 淀60 min;12000
r/min、4℃ 离心20min;70%乙醇和无水乙醇各洗

涤沉淀1次,风干后用30μLDEPC水溶解沉淀,

-80℃保存备用。提取缓冲液 的 成 分 为:0.25
mol/LNaCl,0.05mol/LTris-HCl(pH7.5),

20mmol/LEDTA,1% (质量/体积)SDS和4%
(质量/体积)PVP。

重复2次使用最终确定的方法提取木麻黄小枝

总RNA,并测定光密度D260/D280、D260/D230值和得

率,2次测定结果的所得值分别为1.812、1.982、84

μg/g和1.857、2.067、82μg/g。测定结果中几项

指标的数值略有下降,这可能与加入DNaseⅠ处理

的步骤有关,但仍能达到参考指标,对后续试验没有

负面影响。对使用改进后方法提取的木麻黄小枝总

RNA进行电泳检测的结果见图1-D。28SrRNA的

亮度约为18SrRNA的2倍,表明RNA的完整性

较好。
2.3 RT-PCR 分析

用本试验建立的改进的SDS法提取的木麻黄

小枝总RNA,经反转录后,用植物通用18SrDNA
的上下游引物进行扩增,能够扩增出预期长度约为

430bp的条带(图2泳道4)。以未经反转录的PCR
和不加模板的RT-PCR产物为对照(图2泳道2和

3),结果没有产生条带,说明已经去除了DNA的污

染。用试剂盒法提取的RNA进行RT-PCR,也没

有产生条带(图2泳道5)。说明本试验建立的改进

SDS法提取效果比试剂盒提取的效果好。
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  泳道1、2、3、4和5分别为 Marker、改进的SDS法提取的

RNA直接进行PCR、不加模板RNA的RT-PCR、改进的SDS
法提取 的 RNA 进 行 RT-PCR 和 Omega试 剂 盒 法 提 取 的

RNA进行RT-PCR。Lane1,2,3,4and5areMarker,control

PCRusingthetotalRNAextractedwithimprovedSDSmeth-
od,RT-PCRwithoutanytemplateRNA,RT-PCRusingthe

totalRNAextractedwithimprovedSDSmethod,RT-PCRu-
singthetotalRNAextractedwithRNAextractionkit,respec-
tively.

图2 18SrDNA的RT-PCR扩增

Fig.2 RT-PCRamplificationofthe18SrDNA

3 讨 论

变性剂的选择是核酸提取成功的关键,但其他

步骤也对最终获得核酸的质量有很大影响,特别是

提取极易降解的RNA,需要根据各步骤的作用原理

进行更谨慎的选择。木麻黄小枝的特点是含有极为

丰富的次生代谢物,包括单宁、黄酮和多糖等,再加

上蛋白质的作用,可能对提取RNA的过程产生干

扰,使RNA产物纯度降低。因为这些次生物质易

与RNA发生不可逆的共沉淀,如果在使用提取缓

冲液提取后再进行纯化就为时已晚,很难比较彻底

地分离这些物质。这一特点不同于低等的微生物和

一些草本植物,因此,本试验选择在加入关键的提取

缓冲液前先用丙酮进行抽提,除去次生代谢物质的

主体部分,在提取后再进行纯化以清除残留的杂质,
而不是先变性分离RNA后再进行纯化。加入这一

步骤后代表RNA质量的D 值和产量的得率均有较

大幅度上升,表明该步骤是可行的。

Bugos等[3]建立的从植物中提取 RNA 的方

法,使用了十二烷基肌酸钠(sarkosyl)作为变性剂,
这主要是针对一些用胍类变性剂提取RNA效果较

差的植物,且具有无需使用超速离心的优点。本试

验建立的针对木麻黄小枝特点提取RNA的方法与

该方法相比具有以下优势:一是使用SDS为变性

剂,SDS的价格仅为sarkosyl的1/8左右;二是试验

时间大大缩短,无需过夜沉淀,提取过程可在5h内

完成;三是除两处沉淀RNA的步骤需4℃ 冷冻离

心外,其他离心均可在常温下完成。
本试验使用的各种提取方法都是经过验证在其

他植物上有效的,但在本试验中仅有SDS法和

Omega试剂盒法能成功提取到木麻黄小枝总RNA,
说明任何一种方法都没有普遍的适用性,必须进行

尝试与验证。Trizol法主要适用于微生物和内含物

较少的植物,通常不适用于次生代谢物丰富的木本

植物[13-14]。异硫氰酸胍法没有提取到木麻黄小枝总

RNA,这与Bugos等[3]建立的方法提取结果相近,
该方法适用于胍类变性剂较难提取RNA的植物种

类。Trizol法中的Trizol因含有异硫氰酸胍,结果

提取失败;异硫氰酸胍法的变性剂中既有sarkosyl,
也有异硫氰酸胍,结果也提取失败;Bugos等的方法

变性剂中只有sarkosyl,不含异硫氰酸胍,结果提取

成功。据此推测异硫氰酸胍可能不适用于提取木麻

黄小枝总RNA。使用CTAB已经成功地从包括木

麻黄 小 枝 在 内 的 多 种 木 本 植 物 中 提 取 到 了

DNA[15-16],本试验中CTAB法除变性剂外,提取过

程与SDS法相近,但只有降解的条带,说明CTAB
可能仅适用于提取木麻黄小枝DNA,而不适用于提

取RNA。试剂盒法的适用性虽较为普遍,但提取的

RNA纯度有不确定性,如纯度过低(杂质过多)则可

能对下游试验产生不利影响(如本研究的RT-PCR
试验未能取得预期的结果),这可能也是试剂盒的普

遍适用性带来的负面结果。
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ComparisonandoptimizationoftotalRNAextractionmethods
fromtwigsofCasuarinaspp.

SUNSi1,2 CHENJie-ling1 SHUCan-wei1 WANGJun2 WANGXin-rong1 ZHOUEr-xun1

1.CollegeofNaturalResourcesandEnvironment,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642,China;

2.CollegeofForestry,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China

Abstract High-qualityRNAextractedfromthetwigsofCasuarinaequisetifoliaisusedastheba-
sisforthestudyofitsgeneexpression.FiveRNAextractionmethods,i.e.Trizolmethod,CTAB
method,guanidinethiocyanatemethod,SDSmethodandOmegaRNAisolationkit,wereusedtoex-
tracttotalRNAfromthetwigsofC.equisetifolia.TheresultsshowedthatRNAwasunabletobeex-
tractedwithTrizolandguanidinethiocyanatemethods,andtheRNAextractedwithCTABmethodwas
degraded;onlySDSandOmegaRNAisolationkitmethodscouldsucceessfullytoextractRNAfromthe
twigsofC.equisetifolia,however,theRNAqualitydidn′tmeettherequirementoffurtherexperiment.
SDSmethod,themostfavourablemethodsinthisstudy,wasimprovedtogetbetterresults,andthe
majorimprovementwastheadditionofstepsforremovingsecondarymetabolites.Evaluationexperi-
mentindicatedthatRNAwithhighqualityandyieldwasobtainedfromtheimprovedSDSmethod,and
couldbeusedforfurtherstudyofmolecularbiologysuchasRT-PCR.

Keywords Casuarinaspp.;twigs;totalRNA;extractionmethod
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