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　　摘要：探讨洋葱不同组织总ＲＮＡ提取的最优方法，以期为今后开展洋葱的分子生物学研究奠定基础。以洋葱品
种Ｗ４７０发育旺盛时期的叶片、根、鳞茎为材料，比较ＴａＫａＲａ试剂盒法、ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒法、ＴＲＩｚｏｌ法、ｐＢＩＯＺＯＬ法等
４种ＲＮＡ提取方法提取洋葱ＲＮＡ的效果。凝胶电泳结果显示，除了 ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒法不能提取洋葱根的总 ＲＮＡ，
其他方法在洋葱不同组织中均可提取到不同质量的ＲＮＡ。对不同方法提取洋葱ＲＮＡ浓度、纯度进行检测发现，ＴａＫａ
Ｒａ试剂盒法提取洋葱叶片的总 ＲＮＡ浓度为 ３４２．３１μｇ／ｇ，ｐＢｉｏｚｏｌ法提取洋葱鳞茎、根的总 ＲＮＡ浓度分别为
１１１９．３９、１７１．８５μｇ／ｍＬ。经ＲＴ－ＰＣＲ验证，ＴａＫａＲａ试剂盒法提取的洋葱叶片总ＲＮＡ、ｐＢＩｏｚｏｌ法提取洋葱鳞茎、根的
总ＲＮＡ均成功扩出洋葱β－ａｃｔｉｎ基因片段。由结果可知，ＴａＫａＲａ试剂盒适合提取洋葱叶片的总ＲＮＡ，ｐＢＩＯＺＯＬ法适
合提取洋葱鳞茎、根的总ＲＮＡ且质量能够满足后续试验要求。
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　　洋葱（ＡｌｌｉｕｍｃｅｐａＬ．）为百合科葱属２年生蔬菜，在我国
已广泛栽培，并作为主要的出口蔬菜品种之一［１］。洋葱不仅

可以作为蔬菜和调味品，而且因其糖类、硫化物含量丰富，从

而具有降“三高”、降低和预防血栓形成风险以及预防心肌梗

塞等功效。此外，洋葱还含有特殊的营养物质槲皮素，能抑制

癌细胞活性、阻止癌细胞生长、预防癌症［２］。

ＲＮＡ是一种重要的遗传信息分子，提取高质量 ＲＮＡ是
进行定量ＰＣＲ、ＲＴ－ＰＣＲ、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交和ｃＤＮＡ文库构建等
相关研究的前提条件［３－５］。目前有许多提取植物 ＲＮＡ的方
法，例如ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、Ｔｒｉｚｏｌ法等，但针对洋葱不同组织
的ＲＮＡ提取研究却鲜有报道。黄钰等对分蘖洋葱叶片 ＲＮＡ
提取方法进行比较和分析［３，６］。由于洋葱各种组织，尤其是

叶片、鳞茎中含有丰富的多糖等次生代谢物，而且多糖会抑制

酶的活性［７］，导致洋葱高质量 ＲＮＡ的提取受到制约。此外，
由于洋葱不同组织内含物成分不尽相同，在具体操作过程中

对ＲＮＡ提取方法的要求也不一样。本试验通过对 ＴａＫａＲａ
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试剂盒法、ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒法、Ｔｒｉｚｏｌ法以及ｐＢＩＯＺＯＬ法等４
种ＲＮＡ提取方法的比较研究，建立１套适于洋葱根、鳞茎、叶
片材料的ＲＮＡ提取方法，对于下一步开展洋葱相关功能基因
组学和分子生物学研究具有一定意义，同时也为从葱属植物

中提取高质量的ＲＮＡ提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
于２０１５年３月２５日选取洋葱品种 Ｗ４７０新鲜幼嫩的

根、鳞茎、叶片，用蒸馏水冲洗干净后，用液氮速冻后带回实验

室保存在－７０℃冰箱，备用。试验材料由南京农业大学洋葱
课题组提供，样本取自南京农业大学江浦园艺站。

主要试剂：ＴａＫａＲａ试剂盒、反转录试剂盒，宝生物工程
（大连）有限公司；ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒，ＴｉａｎｇｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；
ＴＲＩｚｏｌ试剂盒，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ｐＢＩＯＺＯＬ试剂盒，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公
司。试验所用引物由南京金斯瑞生物科技有限公司合成，其

他生化试剂均为进口及国产分析纯产品。

１．２　ＲＮＡ提取方法
试验所需塑料制品如 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管、吸头、ＰＣＲ管等均于

３７℃用０．１％ＤＥＰＣ水处理２４ｈ后，于１２１℃高压蒸汽灭菌
２０ｍｉｎ，８０℃烘干后备用。玻璃器皿、研钵于２００℃干热灭菌
２ｈ。每种洋葱组织均使用以下４种方法提取总 ＲＮＡ，并做３
次重复。

１．２．１　ＴａＫａＲａ试剂盒法　称取 ５０ｍｇ洋葱组织，参照
ＴａＫａＲａ试剂盒使用手册中提取富含多糖类组织的方法提
取ＲＮＡ。
１．２．２　ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒法　称取１００ｍｇ洋葱组织，参照
ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒使用手册中提取富含多糖类组织的方法提
取ＲＮＡ。
１．２．３　ＴＲＩｚｏｌ法　称取各洋葱组织１００ｍｇ，经液氮研磨后，
参照试剂盒说明的方法提取并增加２次三氯甲烷 －异戊醇
（体积比２４∶１）抽提，以去除蛋白质、多糖、多酚等大分子物
质；用异丙醇沉淀ＲＮＡ，于－２０℃沉淀６０ｍｉｎ。
１．２．４　ｐＢＩＯＺＯＬ法　具体方法如下：称取１００ｍｇ洋葱组织，
液氮下迅速将其研磨成粉末，将粉末转入１．５ｍＬ离心管中，
加１．３ｍＬ裂解液，短暂漩涡混匀，至样品完全重悬，室温放置
５ｍｉｎ（可将离心管水平放置，以增大裂解液与细胞接触的表
面积，有助于细胞破壁）。室温下于１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，转
移上层液体至新的１．５ｍＬ离心管中，加入１００μＬ５ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ，混匀后加入３００μＬ三氯甲烷，剧烈振荡以充分混匀，
４℃、１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，上层液全部转入１．５ｍＬ离心管
中，用水饱和酚－三氯甲烷（体积比５∶１）、三氯甲烷 －异戊
醇（体积比２４∶１）分别抽提１次，直至中间层较干净，加入
２／３体积异丙醇、１／３体积高盐溶液，颠倒混匀，－２０℃放置
１ｈ。４℃、１２０００ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上清，加入１．０ｍＬ７５％乙
醇，静置３ｍｉｎ，其间颠倒洗涤，４℃、１２０００ｇ离心３ｍｉｎ，弃掉
液体，吸干残留的乙醇，将沉淀置于超净工作台上吹干，用

３０μＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水溶解ＲＮＡ沉淀。
１．３　总ＲＮＡ的完整性及质量检测

取４μＬＲＮＡ样品在１．２％琼脂糖凝胶上进行电泳检测，
１２０Ｖ稳压，待溴酚蓝到达胶面１／２位置时，用紫外凝胶呈像

系统拍照记录。

采用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ核酸蛋白测定仪对纯化好的ＲＮＡ样品进
行浓度及吸光度测定，分别记录 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值、ＲＮＡ浓度，
并计算ＲＮＡ产率。ＲＮＡ产率（μｇ／ｇ）＝ＲＮＡ浓度（μｇ／ｍＬ）×
体积（ｍＬ）／样品质量（ｇ）［８］。
１．４　ＲＴ－ＰＣＲ检测

取１μｇＲＮＡ用于反转录，具体方法参照 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅｒ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＦｉｒｓｔＳｔａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ反转录说明书进行。
以洋葱 β－ａｃｔｉｎ基因（引物为 ５′－ＡＣＡＣＧＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧ
ＣＡＡＣＡＴ－３′、５′－ＡＧＡＧＣＡＧＴＡＴＴＣＣＣＡＡＧＣＡＴＴ－３′）为内
参基因［８］。ＰＣＲ扩增反应体系 （１０μＬ）：５μＬＰｒｅｍｉｘＴａｑ酶
（ＴａＫａＲａ），各 ０．５μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物，０．５μＬ
１０ｎｇ／μＬｃＤＮＡ，３．５μＬｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ反应热循环程序：９５℃
４ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ４５ｓ，３５次循环；７２℃
１０ｍｉｎ；４℃条件保存。ＰＣＲ产物在１．５％琼脂糖凝胶上进行
电泳检测，预期扩增产物大小为３３７ｂｐ。

２　结果与分析

２．１　不同方法提取的洋葱ＲＮＡ的凝胶电泳分析
以洋葱根、鳞茎、叶片为试验材料提取总 ＲＮＡ，由图１可

见，经琼脂糖凝胶电泳检测，除了 ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒不能提取
洋葱根的总ＲＮＡ，其他方法在洋葱不同组织处均可提取到不
同质量的 ＲＮＡ。对于洋葱叶来说，用 ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒法、
Ｔｒｉｚｏｌ法、ｐＢＩＯＺＯＬ法所提取的 ＲＮＡ在２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ
条带处较暗，２条条带的亮度相当，且有拖尾，说明 ＲＮＡ有降
解，存在蛋白质、多糖等杂质污染；ＴａＫａＲａ试剂盒所提总
ＲＮＡ较完整，且条带清晰。对于洋葱根来说，ＴＲＩｚｏｌ法、
ＴａＫａＲａ试剂盒法所提取的ＲＮＡ在２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ条带
处较暗，ｐＢＩＯＺＯＬ法所提总 ＲＮＡ较完整，且条带清晰。对于
洋葱鳞茎来说，ＴａＫａＲａ试剂盒与 ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒所提取的
ＲＮＡ１８ＳｒＲＮＡ比２８ＳｒＲＮＡ更亮，说明提取过程中发生降解
和多糖污染；Ｔｒｉｚｏｌ法条带弱，浓度低；ｐＢＩＯＺＯＬ法无拖尾现
象，ＲＮＡ完整性好，纯度高。通过对比得出，ＴａＫａＲａ试剂盒
法适合洋葱叶片，ｐＢＩＯＺＯＬ法适合洋葱鳞茎和根总 ＲＮＡ的
提取。

２．２　不同方法提取洋葱ＲＮＡ质量浓度和纯度的检测
由表１可知，用 ＴａＫａＲａ试剂盒提取的洋葱叶、鳞茎、根

总ＲＮＡ质量浓度分别为 ３４２．３１、２９５．０６、１２０．６４μｇ／ｍＬ，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均较大，表明有一定程度降解。ＴＩＡＮＧＥＮ试
剂盒法提取的洋葱叶、鳞茎、根总 ＲＮＡ质量浓度分别为
２４３０５、１６０．０４、４．９５μｇ／ｍＬ，其中由于鳞茎、根总 ＲＮＡ的浓
度太低，不能用于后续试验。在所有提取洋葱叶组织总 ＲＮＡ
的方法中，ＴａＫａＲａ试剂盒法最高，为 ３４２．３１μｇ／ｍＬ。ｐＢＩＯ
ＺＯＬ法提取洋葱鳞茎、根组织总 ＲＮＡ的质量浓度分别为
１１１９．３９、１７１．８５μｇ／ｍＬ。纯度高、完整性好的 ＲＮＡ是进行
后续分子生物分析的基础［９］。通过对各种参数进行比较后

表明，ＴａＫａＲａ试剂盒最适合提取洋葱叶片总 ＲＮＡ；ｐＢＩＯＺＯＬ
法适合提取洋葱鳞茎、根的总ＲＮＡ。
２．３　ＲＴ－ＰＣＲ检测ｍＲＮＡ的质量

将ＴａＫａＲａ试剂盒提取的洋葱叶组织 ＲＮＡ、ｐＢＩＯＺＯＬ法
提取的洋葱鳞茎和根总ＲＮＡ经反转录后，进行ＲＴ－ＰＣＲ，以
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表１　不同方法对提取的洋葱总ＲＮＡ质量浓度和产率的影响

提取方法

叶 鳞茎 根

Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ值

质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
产率

（μｇ／ｇ）
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ值

质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
产率

（μｇ／ｇ）
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ值

质量浓度

（μｇ／ｍＬ）
产率

（μｇ／ｇ）

ＴａＫａＲａ试剂盒 ２．１３５ ３４２．３１ ４１０．７７ ２．１６２ ２９５．０６ ４１３．０８ ２．０６６ １２０．６４ １６８．９
ＴＩＡＮＧＥＮ试剂盒 ２．１０４ ２４３．０５ １２１．５３ ２．０８９ １６０．０４ ８０．０２ １．４５４ ４．９５ ２４．７５
ＴＲＩｚｏｌ ２．０３３ １５２．０９ １９０．９０ ２．１１０ ５９３．０６ ２１５．６２ １．８７２ ８２．１２ ３２．８５
ｐＢＩＯＺＯＬ ２．１０５ １６４．９５ ４９．４９ ２．１７３ １１１９．３９ ３３５．８２ ２．０５９ １７１．８５ ５１．５６

验证所提ＲＮＡ能否满足后续试验要求。ＰＣＲ产物电泳结果
表明，２种提取方法对于洋葱不同组织提取的ＲＮＡ能够满足
后续分子试验对样品品质的需求详见图２。

３　讨论与结论

不同的植物ＲＮＡ提取方法各有优缺点，同一种提取方法
在不同植物或同种植物不同组织上的可利用性也有差异［１０］。

传统提取ＲＮＡ的方法有 ＣＡＴＢ法、ＳＤＳ法等，这些方法对微
生物和动物组织的ＲＮＡ提取效果良好，但是操作较为繁琐且
耗时长，同时对含有多糖类、酚类物质的高等植物效果不明

显，因此本研究未予以考虑。洋葱各种组织，尤其是叶片、鳞

茎中含有丰富的多糖及各类次生代谢物，由于相似的理化性

质，很难将多糖与ＲＮＡ分开，导致ＲＮＡ质量差、易降解，最终
会使反转录ＰＣＲ反应受到抑制［１１－１２］。因此，去除多糖、次生

代谢物质对于洋葱总ＲＮＡ提取至关重要。
本研究采用４种方法提取洋葱不同组织的总 ＲＮＡ，结果

表明：这４种ＲＮＡ提取方法对仪器设备的要求相同，均较为
简便，用时都约为 ２ｈ。在 ４种提取方法中，就提取同样量
ＲＮＡ而言，ＴａＫａＲａ试剂盒提取法最昂贵，其次是 ＴＩＡＮＧＥＮ
试剂盒法，而 ＴＲＩｚｏｌ、ｐＢＩＯＺＯＬ法则较为低廉。采用 ＴａＫａＲａ
试剂盒能够快速高效地提取洋葱叶片的总ＲＮＡ，ＲＮＡ回收效
率高；ｐＢＩＯＺＯＬ法适合提取洋葱鳞茎和根的总 ＲＮＡ，并且
ＲＮＡ纯度较高，能有效去组织中的多糖。ＲＴ－ＰＣＲ检测结果
表明，经试验筛选得到的最优方法所提取的洋葱各组织总

ＲＮＡ完全能够满足后续试验要求。本研究在结合相关研究

的基础上，筛选出适合洋葱叶片、鳞茎和根总 ＲＮＡ提取的最
佳方法，为后续的分子生物学研究提供了方法借鉴，同时也为

葱属其他植物提取ＲＮＡ提供了一定参考。
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