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　　摘要：以成熟蓖麻种子为材料，分别用ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法、ＴＲＩｑｕｉｃｋ醋酸钠改进法、ＴＲＩｑｕｉｃｋ高盐改进
法提取总ＲＮＡ，经琼脂糖凝胶电泳，采用紫外分光光度法测定总ＲＮＡ纯度并进行ＲＴ－ＰＣＲ检测。结果表明，采用高
盐缓冲液改良法能提取出质量高、完整性好而且无胶状不溶物的ＲＮＡ，该方法简便快速，是一种经济高效的蓖麻种子
总ＲＮＡ提取方法。
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　　蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．）为大戟科（Ｅｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｅ）油
料作物，蓖麻种子中的蓖麻油含有蓖麻油酸，是生产高品质润

滑油的良好材料［１］。从植物组织中提取纯度高、完整性好的

ＲＮＡ是进行分子生物学试验的前提［２］。ＲＴ－ＰＣＲ、ｃＤＮＡ合
成、ＲＮＡ序列分析、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交、构建 ｃＤＮＡ文库等分子生
物学研究均需要质量高、纯度高且完整性好的ＲＮＡ［３］。关于
从植物组织中提取ＲＮＡ方法的研究很多，试剂盒也有多种。
因此，设计针对某种植物或不同组织的适宜的ＲＮＡ提取方法
至关重要［４］。蓖麻种子含有大量脂肪、多糖、蛋白质化合物，

ＲＮＡ提取过程中蛋白质、多糖、脂肪等去除不干净，往往造成
污染。多糖能与ＲＮＡ共沉淀形成难溶的胶状物［５］，还能抑制

许多酶的活性［６］。笔者经过反复探索和比较，筛选出提取高

质量蓖麻种子ＲＮＡ的有效方法———高盐法。

１　材料与方法

１．１　材料
通蓖５号成熟种子，去种皮，置于 －８０℃冰箱中备用。

试剂：Ｓｏｌａｒｂｉｏ的ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ总 ＲＮＡ提取试剂；高盐缓
冲液：０．８ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸钠溶液（高压灭菌）；１．２ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＣｌ［７］溶液（高压灭菌）；５．０ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠溶液；７５％乙醇溶
液；０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液；４℃预冷的氯仿、异丙醇。高盐缓
冲液、５．０ｍｏｌ／Ｌ醋酸钠溶液、７５％乙醇溶液均需用 ＤＥＰＣ水
配制。仪器：ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（７０２）超低温冰箱、生物安全柜
（北京东联哈尔仪器）、ＣＨＫ２０１型 Ｈｅｍａ冷冻离心机、ＡＬ１０４
型ＭｏｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ电子天平、ＸＨＨ１５０Ｆ型 Ｈｅｍａ基因扩增仪、
ＺＦ－９０暗箱紫外投射仪、ＤＹＣＰ－３１ＤＮ型电泳槽、ＤＹＹ－６Ｃ
型电泳仪、ＴＵ－１９０１双光束紫外可见分光光度计等。
１．２　方法

参照 Ｓｏｌａｒｂｉｏ的 ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ使用说明书预处理器

皿、容器。

１．２．１　ＲＮＡ提取
１．２．１．１　ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法　参照 Ｓｏｌａｒｂｉｏ的
ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ使用说明书进行：（１）取２粒－８０℃预冻去
皮的蓖麻种子置于－８０℃预冻研钵内迅速充分研磨；（２）取
０．２ｇ粉末放入１．５ｍＬ离心管中，加入１ｍＬＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａ
ｇｅｎｔ试剂，剧烈振荡，涡旋混匀，室温放置 ５ｍｉｎ；（３）４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清（最上层为大量油脂，应去
除）；（４）在上清中加入２００μＬ氯仿，剧烈振荡１５ｓ，室温放
置５ｍｉｎ，使其自然分相；（５）４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
取上层水相转移至新管；（６）在上清中加入等体积氯仿，涡旋
混匀，静置５ｍｉｎ，１１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；（７）取上清转移
至新管，加入等体积冰冷的异丙醇，轻轻混匀，室温放置

１５ｍｉｎ；（８）４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清；（９）加入
１ｍＬ７５％乙醇，洗涤沉淀，４℃７０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，
重复洗涤１次；（１０）室温放置１～２ｍｉｎ晾干（或在生物安全柜中
吹干），加入３０μＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水（也可按试验需要加入３０～
１００μＬＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水），充分溶解ＲＮＡ；（１１）－８０℃保存。
１．２．１．２　改良 ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法———醋酸钠溶
液法　此法在ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法基础上进行了改
进，将第（２）步改为：取０．２ｇ粉末放入１．５ｍＬ离心管中，加
入１ｍＬＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂，同时加入４００μＬ醋酸钠溶
液，剧烈振荡，涡旋混匀，室温放置５ｍｉｎ。其余步骤均不变。
１．２．１．３　改良 ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法———高盐缓冲
液法　此法在ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法基础上进行了改
进，将第（２）步改为：取０．２ｇ粉末放入１．５ｍＬ离心管中，加
入１ｍＬＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂，同时加入２００μＬ柠檬酸三钠
溶液及２００μＬ氯化钠溶液，剧烈振荡，涡旋混匀，室温放置
５ｍｉｎ。其余步骤均不变。
１．２．２　总 ＲＮＡ浓度及纯度测定　参照 Ｓｏｌａｒｂｉｏ的 ＴＲＩｑｕｉｃｋ
Ｒｅａｇｅｎｔ说明书检测ＲＮＡ浓度及纯度。
１．２．３　琼脂糖凝胶电泳　以 ＤＥＰＣ水配制的１×ＴＡＥ作为
电泳缓冲液，用０．５ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液浸泡电泳槽６ｈ以上，
琼脂糖凝胶浓度为０．８％，电压为１００Ｖ。分别以总 ＲＮＡ原
液的５倍、１０倍稀释液进行琼脂糖凝胶电泳。
１．２．４　ＲＴ－ＰＣＲ检测　分别用以上３种方法提取的４μＬ
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总ＲＮＡ为模板，用ＴＥＲ０１０－２试剂盒（北京鼎国昌盛生物技
术有限责任公司）的溶液 Ａ１μＬ、Ｂ１μＬ、Ｄ４μＬ、Ｅ１μＬ、Ｇ
９μＬ经ＲＴ－ＰＣＲ合成ｃＤＮＡ第一条链，取３μＬＲＴ产物作为
ＰＣＲ模板。ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）包括３μＬＲＴ产物、上下
游引物各０．５μＬ、１μＬＴａＫａＲａＬＡＴａｑ酶。引物序列分别
为：上游引物 ｐＣ１，ＡＧＣＴＴＡＡＧＡＡＴＧＧＧＡＧＧＴＧＧＴ；下游引物
ｐＣ２，ＣＴＴＡＡＡＧＡＡＡＣＡＧＧＣＴＡＣＡＴＧＡＣ。ＰＣＲ 反 应 程 序：
９４℃２ｍｉｎ；９４℃ ４５ｓ，５９℃ ４５ｓ，７２℃ ６０ｓ，３０个循环；
７２℃ 延伸２ｍｉｎ。用０．８％琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物。

２　结果与分析

２．１　总ＲＮＡ浓度及纯度测定结果
将３种方法提取得到的总ＲＮＡ分别溶解在３０μＬＤＥＰＣ

水中，发现利用 ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法和 ＴＲＩｑｕｉｃｋ醋
酸钠改进法提取得到的总 ＲＮＡ溶液中有不溶的胶状物。总
ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．８～２．１之间纯度较好，其中以２．０为
最好。由表１、表２可知，３种方法提取的总 ＲＮＡ纯度都较
好，其中 ＴＲＩｑｕｉｃｋ提取法 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值最接近 ２．０。
ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法浓度最高。

表１　３种方法提取蓖麻成熟种子总ＲＮＡ纯度（３５倍稀释）

方法 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
ＴＲＩｑｕｉｃｋ提取法 ０．８９１ ０．４４０ ２．０２５
高盐改良法 ０．６２８ ０．３０２ ２．０７９
醋酸钠改良法 ０．５５３ ０．２９７ １．８６２

表２　３种方法提取蓖麻成熟种子总ＲＮＡ浓度（３５倍稀释）

方法 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ

最终浓度

（ｎｇ／μＬ）

ＴＲＩｑｕｉｃｋ提取法 ０．７１１ ０．３５１ ２．０２９ １２４７．４
高盐改良法 ０．７０４ ０．３２２ ２．１８６ ８７９．２
醋酸钠改良法 ０．５１７ ０．２６１ １．９８１ ７７４．２

２．２　琼脂糖凝胶电泳结果
由图１可知，用３种不同方法提取总 ＲＮＡ，在凝胶上可

见２８Ｓ、１８Ｓ、５ＳｒＲＮＡ的清晰条带，其中高盐改良法条带最亮。

２．３　ＲＴ－ＰＣＲ检测
３种方法提取到的总ＲＮＡ经反转录及ＰＣＲ扩增后，进行

琼脂糖凝胶电泳，结果如图２。由图２可知，高盐改良法提取
的总ＲＮＡ经扩增后条带最亮。

３　结论与讨论

本研究表明，３种方法获得的 ＲＮＡ纯度和浓度都较好，
虽然ＴＲＩｑｕｉｃｋＲｅａｇｅｎｔ试剂提取法浓度和纯度最高，但用
ＤＥＰＣ水溶解时有不溶性的胶状物存在，经 ＲＴ－ＰＣＲ检测，
扩增条带较弱，这可能是因为多糖、油脂或蛋白质等组分在某

些方面影响了 ＲＴ－ＰＣＲ，这也是该方法提取蓖麻总 ＲＮＡ需
要进一步优化的原因。蓖麻总 ＲＮＡ提取过程中添加醋酸钠
盐溶液，也未能有效去除胶状不溶物。经过高盐缓冲液处理

的样品得到了透明的ＲＮＡ溶液，经琼脂糖凝胶电泳显示条带
最亮，通过ＲＴ－ＰＣＲ得到的条带也最亮，效果理想，可用于后
续分子生物学试验。ＲＮＡ分子稳定性远不如ＤＮＡ，提取步骤
多、耗时长，大大影响提取 ＲＮＡ的回收率和质量。３种方法
可同步进行。同一植物不同组织有机物成分差别很大，ＲＮＡ
提取方法也不一样。笔者采用高盐缓冲液法从多油多脂的蓖

麻种子中成功提取到高质量的总ＲＮＡ，表明此方法具有一定
适用性。
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