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人参总 ＲＮＡ提取方法及反转录酶的比较
张　涛，韩　梅，刘翠晶，胥苗苗
（吉林农业大学中药材学院，吉林长春１３０１１８）

　　摘要：为了探索人参根、叶片总ＲＮＡ的提取方法，以多年生人参根、叶片为材料，比较７种提取方法的总 ＲＮＡ质
量。结果表明：除改良ＣＴＡＢ法对人参根总ＲＮＡ的提取效果不明显，其余方法均能从人参根、叶片中提取、分离到总
ＲＮＡ，其中 ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总 ＲＮＡ快速提取试剂盒法能提取到完整性较好、纯度较高的总ＲＮＡ，琼脂糖凝胶电泳显示
的条带清晰完整，根中 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为 １．８７，ＲＮＡ浓度为 ３５１．８ｎｇ／μＬ；用 ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ
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总ＲＮＡ进行反转录，其中用ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒反转录后进行ＰＣＲ扩增，琼脂糖凝胶电泳条
带较亮，证明转录效果较好。经反转录、ＰＣＲ证明，提取的总ＲＮＡ适用于后续的分子试验研究。
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　　人参为五加科人参属植物，素有“东北三宝”的美誉，人
参皂苷为人参的主要药效成分，具有较好的抗肿瘤、提高机体

免疫力、改善心脑血管供血不足、抑制细胞凋亡等药理活

性［１－３］，目前人们已经从人参中分离到了约９０个人参皂苷单
体［４－５］。人参皂苷的含量是判断人参质量的主要标准，但是

目前对人参功能基因和次生代谢生物合成途径的研究相对较

少，人参皂苷的产率较低，次生代谢产物人参皂苷尚未实现人

工合成，对于一些含量甚微的单体皂苷的新药开发还较为困

难［６］。人参皂苷的生物合成途径与功能基因表达量之间的

关系仍处于探究阶段［７］，因此深入了解人参皂苷的生物合成

途径及其调控机理，并在分子水平上实现人参皂苷的人工合

成，这是利用生物技术手段大量生产人参皂苷的必要前提。

为了探究人参皂苷生物合成途径与功能基因表达量之间

的关系，首要的问题是提取完整性好、纯度高的总 ＲＮＡ。由

于植物细胞组成成分复杂多样，使得植物组织总ＲＮＡ的提取
难于其他生物材料。成熟的人参组织中含有大量的酚类、糖

类，人参组织的研磨过程破坏了酚类物质与多酚氧化酶的平

衡分布，酚类极易被氧化成醌，并易与 ＲＮＡ分子发生不可逆
结合，产生褐化反应［８］，从而影响 ＲＮＡ的提取，导致 ＲＮＡ的
产量、质量较差。本研究比较了 ７种提取人参根、叶片总
ＲＮＡ的方法，筛选出适合提取人参根、叶片总 ＲＮＡ的提取方
法，并用该方法提取出完整性好、纯度高的总 ＲＮＡ。反转录
可以检测提取的总ＲＮＡ质量，反转录酶的不同直接决定反转
录效果，本试验比较了３种反转录酶对总 ＲＮＡ的转录情况，
筛选出转录效果较好的方法，为人参皂苷合成途径中功能基

因的克隆与功能研究奠定了一定的理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
五年生人参取自吉林省抚松县抚南林场（４２°０３′０６″Ｎ，

１２７°３３′２１″Ｅ，海拔９０３ｍ），用刀将根部切成小块，放入冻存管
迅速用液氮冷冻，于－８０℃保存待用，叶片进行同样处理，试
验所用部位为人参根、叶片。

１．２　试剂与仪器
１．２．１　试剂　ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴ总ＲＮＡ提取试剂盒（ＴａＫａ
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Ｒａ，大连）；多糖多酚植物总 ＲＮＡ快速提取试剂盒、ＲＮＡＰｕｒｅ
高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒（ＢｉｏＴｅｋｅ，长春）；ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔ
Ｍｉｎｉ试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ，德国）；ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物ＲＮＡ快速提
取试剂盒（艾德莱，北京）；ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ
（ＲＮａｓｅＨ－）、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ２个反转录试
剂盒（ＴａＫａＲａ，大连）；ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ
反转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，北京）；异硫氰酸胍；ＤＥＰＣ（焦磷酸
二乙酯）；ＣＴＡＢ（十六烷基三甲基溴化铵）；ＤＬ２０００ＤＮＡ
Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ，大连）；生化试剂酚、三氯甲烷、异戊醇等均
为国产分析纯。试验中所用的塑料制品如 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管、枪
头等均为ＲＮａｓｅｆｒｅｅ制品，玻璃器皿、研钵等于１８０℃干热灭
菌８ｈ。
１．２．２　仪器　ＮＤ２０００超微量核酸蛋白测定仪（德国 Ｋ＆Ａ
公司）；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｎｅｘｕｓＰＣＲ仪（西班牙 Ｃｅｎｅ
Ａｍｐ）；ＤＹＹ－８Ｃ琼脂糖凝胶电泳仪（北京市六一仪器厂）；
ＧＩＳ－２０１０凝胶成像系统（上海天能科技有限公司）；
ＨＣ－２５１８Ｒ高速冷冻离心机（安徽中科中佳科学仪器有限公
司）；ＭＤＦ－３８２Ｅ超低温冰箱（日本ＳＡＮＹＯ）等。
１．３　总ＲＮＡ提取
１．３．１　改良ＣＴＡＢ法［９］　取约１００ｍｇ材料，加液氮研磨成
粉后转移至预冷的１．５ｍＬ离心管中，加入１０×质量浓度的
ＣＴＡＢ（临用时加入１％ β－巯基乙醇），充分悬浮，于６５℃水
浴１０ｍｉｎ；加入等体积三氯甲烷 ∶异戊醇（体积比 ＝２４∶１），
轻轻混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，加入等体积三
氯甲烷 ∶异戊醇（体积比 ＝２４∶１），轻轻混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ；取上清，加入１／４体积３ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ，－８０℃ 放
置２ｈ；从冰箱中取出，待液体在冰上溶解，于 ４℃、
１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃上清，加入适量ＴＥ，沉淀溶解混匀
后，于４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；取上清，加入等体积饱和
酚，充分混匀，于室温、１４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ；取上清，加
入等体积酚 ∶三氯甲烷 ∶异戊醇（体积比＝２５∶２４∶１），充分
混匀，于室温、１４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ；取上清，加入等体
积三氯甲烷 ∶异戊醇（体积比 ＝２４∶１），充分混匀，于室温、
１４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ；取上清，加入１／４体积 ＬｉＣｌ，于
－８０℃放置２ｈ；从冰箱中取出，待液体在冰上溶解，于４℃、
１４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１５ｍｉｎ；弃上清，用７０％乙醇洗涤沉淀，
于４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ；弃上清，待乙醇挥发后加
入４０μＬ灭菌的 ＤＥＰＣ水溶解沉淀，将所得的 ＲＮＡ溶液于
－８０℃ 保存。
１．３．２　酸性－异硫氰酸胍 －三氯甲烷法　取１００ｍｇ材料，
加液氮研磨成粉，将粉末状组织转移至装有１ｍＬ变性溶液Ｄ
（在２９３ｍＬ水中加入２５０ｇ异硫氰酸胍、１７．６ｍＬ０．７５ｍｏｌ／Ｌ
柠檬酸钠、２６．４ｍＬ１０％十二烷基肌氨酸钠溶液，在可加热的
磁力搅拌器上于６５℃下搅拌，直到所有成分溶解后于室温存
放）的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，在１ｍＬ溶液 Ｄ中按顺序加入０．１ｍＬ
２ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠（ｐＨ值 ４．０）、１ｍＬ苯酚、０．２ｍＬ三氯甲
烷 ∶异戊醇＝４９∶１，盖紧离心管，颠倒数次，充分混匀；漩涡
振荡器上剧烈振荡１０ｓ，然后将离心管于冰上放置１５ｍｉｎ，于
４℃、９０００ｒ／ｍｉｎ下离心２０ｍｉｎ；取上清，加入等体积的异丙
醇，混匀后于－２０℃放置至少１ｈ，于４℃、９０００ｒ／ｍｉｎ下离
心 ３０ｍｉｎ；小心将异丙醇倒掉，第１步中每用１ｍＬ溶液Ｄ，就

用０．３ｍＬ溶液 Ｄ；将溶液转移到１个离心管中漩涡振荡，加
入等体积的异丙醇，于 －２０℃放置至少 １ｈ；于 ４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，用７５％乙醇洗涤沉淀２次，再次
离心，用移液器吸去残留的乙醇，将离心管敞口在工作台上放

置数分钟，使乙醇挥发；加入 ４０μＬＤＥＰＣ处理过的水，将
ＲＮＡ溶液于－８０℃保存。
１．３．３　相关试剂盒的操作　ＴａｋａｒａＭｉｎｉＢＥＳＴ总 ＲＮＡ提取
试剂盒、多糖多酚植物总 ＲＮＡ快速提取试剂盒、ＲＮＡＰｕｒｅ高
纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒、ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物ＲＮＡ快速提
取试剂盒、ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒的操作分别参照相应的
说明书进行。

１．４　总ＲＮＡ质量的检测
１．４．１　总 ＲＮＡ完整性的检测　取５μＬ从上述方法中提取
的总ＲＮＡ样品，在１．５％琼脂糖凝胶上进行电泳检测，１８０Ｖ
恒压１０ｍｉｎ，于凝胶成像仪中成像，在紫外灯下观察 ＲＮＡ条
带，并照相记录。

１．４．２　总 ＲＮＡ纯度与产率检测　取２μＬ用以上方法提取
的总ＲＮＡ样品，于 ＮＤ２０００超微量核酸蛋白测定仪上检测，
记录总 ＲＮＡ浓度值、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ，并计算
产率。

１．５　ｃＤＮＡ的合成
ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ－）试剂盒、Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试 剂 盒、ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒的操作均参照相应的试剂盒说明
书进行。

１．６　ｃＤＮＡ的检测
用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒、ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ－）试剂盒、ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒对 ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总 ＲＮＡ快速提
取试剂盒提取的根总ＲＮＡ进行反转录，得到ｃＤＮＡ［１０］。以得
到的ｃＤＮＡ为模板进行 ＰＣＲ扩增，反应体系为：７．４μＬ去离
子水，１０μＬ２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ，各０．８μＬ上、下游引物，１μＬ
模板ＲＮＡ。反应程序：９４℃ 预变性３ｍｉｎ；９４℃ 变性３０ｓ，
５２℃ 退火 ３０ｓ，７２℃ 延伸 ２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸
１０ｍｉｎ。取４μＬ扩增产物在１．５％琼脂糖凝胶电泳上检测。

２　结果与分析

２．１　琼脂糖凝胶电泳总ＲＮＡ完整性检测
由图 １可见，用不同方法从人参根部、叶片提取的总

ＲＮＡ中，除改良 ＣＴＡＢ法、酸性 －异硫氰酸胍 －三氯甲烷法
没有清晰的条带，其余方法均可见２８Ｓ、１８Ｓ等２条电泳条带。
与其他几种方法相比，ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒
法提取的根部、叶片总ＲＮＡ条带清晰明亮、稳定，２８Ｓ条带的
宽度约为１８Ｓ的２倍，说明该方法提取的总 ＲＮＡ质量较高、
完整性较好。酸性 －异硫氰酸胍 －三氯甲烷法、改良 ＣＴＡＢ
法提取的根部总 ＲＮＡ电泳结果中基本上没有看到 ＲＮＡ条
带，而这２种方法提取的人参叶片总ＲＮＡ电泳图谱的亮度较
弱，获得率较低，有明显的 ＤＮＡ、蛋白污染；ＴａｋａｒａＭｉｎｉＢＥＳＴ
总ＲＮＡ提取试剂盒法图谱条带亮度较弱、获得率低，存在蛋
白污染，但是它对ＤＮＡ的消除较彻底；多糖多酚植物总 ＲＮＡ
快速提取试剂盒法图谱较为清晰、明显拖带，有明显的ＲＮＡ
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降解现象，对多酚多糖的消除效果较好；ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物
ＲＮＡ快速提取试剂盒法图谱模糊、明显拖带，存在ＤＮＡ、蛋白
污染，有明显的 ＲＮＡ降解现象；ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒法
图谱较为清晰、明显拖带，存在 ＤＮＡ污染，有明显的 ＲＮＡ降
解现象。

２．２　总ＲＮＡ纯度检测
将用ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴ总ＲＮＡ提取试剂盒、多糖多酚植

物总ＲＮＡ快速提取试剂盒、ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物ＲＮＡ快速提
取试剂盒、ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒、ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总 ＲＮＡ
快速提取试剂盒、酸性 －异硫氰酸胍 －三氯甲烷法、改良
ＣＴＡＢ法提取的总ＲＮＡ在超微量核酸蛋白检测仪上检测，结

果如表１所示。
　　当 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值在１．８～２．０时，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值接近
２．０，表明 ＲＮＡ样品较纯净。由表 １可见，用 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ总ＲＮＡ提取试剂盒、多糖多酚植物总 ＲＮＡ快速提
取试剂盒、ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物ＲＮＡ快速提取试剂盒、ＲＮｅａｓｙ
ＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒、酸性 －异硫氰酸胍 －三氯甲烷法、改良
ＣＴＡＢ法提取的根或叶片总 ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值都有接近
２０的。ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴ总 ＲＮＡ提取试剂盒、ＥＡＳＹｓｐｉｎ
Ｐｌｕｓ植物ＲＮＡ快速提取试剂盒提取的叶片以及改良ＣＴＡＢ法
提取的根总ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值≥２．２，说明有核苷酸降解。

表１　７种方法提取的人参总ＲＮＡ的产率及质量

提取方法

根 叶片

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
ＲＮＡ浓度
（ｎｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
ＲＮＡ浓度
（ｎｇ／μＬ）

ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴ总ＲＮＡ提取试剂盒 ２．０７ ０．５４ ３０．９ ２．２０ ０．４１ ４８
多糖多酚植物总ＲＮＡ快速提取试剂盒 ２．１２ ０．８４ ４８．５ ２．１８ ０．８１ １１２．３
ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物ＲＮＡ快速提取试剂盒 ２．０６ ０．９１ ７０．１ ２．２１ ０．１４ １０３．７
ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒 ２．０５ ０．８９ １１７．８ ２．１３ ２．１２ １７０．４
ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒 １．８７ ２．０６ ３５１．８ ２．０２ １．８８ ２８７．４
酸性－异硫氰酸胍－三氯甲烷法 ２．０３ ０．３３ ７２．９ ２．０１ ０．３０ ７０．５
改良ＣＴＡＢ法 ２．２２ ０．１２ １１．０ １．９８ ０．２９ １３４．３

　　ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒提取的根、叶片总
ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ分别为１８７、２．０２，在１．８～２．０之间，说明
可以去除蛋白质和酚类物质的干扰。用 ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总
ＲＮＡ快速提取试剂盒提取的根、叶片总 ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ分
别为２．０６、１．８８，用 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒提取的叶片总
ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ为２１２，接近２．０，说明 ＲＮＡ纯度高，不存
在多糖、蛋白质、酚类物质等杂质。而其余方法提取的根、叶

片总ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ均低于２．０，说明受到基因组 ＤＮＡ的
干扰，不能有效地去除其中的萜类化合物等次生代谢物，这与

电泳结果相符。

ＴａＫａＲａＭｉｎｉＢＥＳＴ总ＲＮＡ提取试剂盒、多糖多酚植物总
ＲＮＡ快速提取试剂盒、ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物ＲＮＡ快速提取试
剂盒、酸性－异硫氰酸胍－三氯甲烷法、改良ＣＴＡＢ法５种方
法获得的根、叶片总 ＲＮＡ浓度都较低（表 １），ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔ
Ｍｉｎｉ试剂盒、ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总 ＲＮＡ快速提取试剂盒获得的
根、叶片总ＲＮＡ浓度相对较高，用 ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂盒
提取，获得根、叶片的浓度分别为 １１７．８、１７０．４ｎｇ／μＬ，而

ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒获得的根、叶片产率分
别为３５１．８、２８７．４ｎｇ／μＬ（表１）。后者浓度之所以相对较高
是因为它独有的裂解液可以有效地消除基因组污染、稳定性

好，而且没有异丙醇、乙醇洗涤过程，ＲＮＡ可以直接从离心柱
上洗脱，避免了过去干燥不易溶解的问题，因此其 ＲＮＡ产率
相对较高。

２．３　不同反转录酶合成ｃＤＮＡ的检测
以ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒、ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ－）试剂盒、ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒对 ＲＮＡＰｕｒｅ高纯总 ＲＮＡ快速提
取试剂盒提取的人参根总 ＲＮＡ进行反转录得到的 ｃＤＮＡ为
模板，采用ＰｇＳＳ１基因的引物进行 ＰＣＲ扩增，扩增产物经琼
脂糖凝胶电泳检测，结果如图２所示。
　　经ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒、ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ－）试剂盒、ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒对人参根总ＲＮＡ进行反转录得到
ｃＤＮＡ，根据已报道的人参ＰｇＳＳ１基因设计引物：ＰｇＳＳ１Ｆ，５′－
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ＡＡＡＴＧＧＧＡＡＧＴＴＴＧＧＧＧＧＣ－３′；ＰｇＳＳ１Ｒ，５′－ＧＧＧＴＴＣＴ
ＣＡＣＴＧＴＴＴＧＴＴＣＡＧ－３′；在ＰｇＳＳ１基因的引物下进行的 ＰＣＲ
均能得到１条碱基数在１０００～２０００ｂｐ之间的片段，且条带
清晰；而经ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒反转
录的ｃＤＮＡ扩增出的片段亮度明显高于 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒、ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅ
Ｈ－）试剂盒，而且没有拖带现象，证明其专一性比较强，反转
录效率较高，但是３种方法得到的 ｃＤＮＡ均可用于后续的分
子研究。

３　结论与讨论

提取完整性好、纯度高的 ＲＮＡ是进行 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交分
析、基因克隆、逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、建立 ｃＤＮＡ文库、基
因功能分析等分子生物学研究的关键。本试验通过对几种不

同提取人参根、叶片总 ＲＮＡ的方法进行比较，以期找出１种
高效、快速且适合提取人参总 ＲＮＡ的方法，为后续的研究提
供一定的理论基础和技术经验。

由于人参中含有多糖、酚类的影响，采用改良ＣＴＡＢ法和
酸性－异硫氰酸胍 －三氯甲烷法从人参中提取的总 ＲＮＡ质
量不好。随着人参的生长和成熟，多糖、多酚的含量也随之提

高，这些都会给人参总ＲＮＡ的提取及后续试验造成很大的障
碍，成熟的人参中含有大量的酚类物质，在有氧的条件下，酚

类极易被氧化成醌并易与ＲＮＡ分子产生不可逆的结合，进而
干扰ＲＮＡ的提取过程［１１－１２］。ＲＮａｓｅ是一种核酸内切酶，对
ＲＮＡ有水解作用，但对ＤＮＡ不起作用，ＲＮａｓｅ非常稳定，在试
验中研磨破碎细胞的过程中，内源 ＲＮａｓｅ会造成 ＲＮＡ的酶
解；试验过程中操作的速度、手法对 ＲＮＡ的降解也较严重。
因此，无论是内源ＲＮａｓｅ还是外源ＲＮａｓｅ都会使提取的ＲＮＡ
发生降解，它是导致ＲＮＡ降解最主要的物质，给试验带来很
大的困难［１３］。人参中还含有较多的多糖、蛋白质，而多糖的

结构与 ＲＮＡ相近，很难将它们分离开，所以在去除多糖的同
时ＲＮＡ也会被带走，造成 ＲＮＡ产量下降［１４］，而在沉淀 ＲＮＡ
时，可能形成多糖的凝胶状沉淀，这种含有多糖的 ＲＮＡ很难
溶于水，或溶解后产生黏稠状溶液，而且多糖抑制了许多酶的

活性，因此人参根的含糖量比叶片高，所以同种方法提取的叶

片ＲＮＡ明显好于根［１５］。蛋白质对 ＲＮＡ的污染也是一个重
要因素，因而要获得高质量的 ＲＮＡ就要尽可能地去除蛋白
质，在沉淀蛋白质环节中尽量不要吸附到沉淀，因为污染了多

糖、蛋白质的ＲＮＡ样品很难用于进一步的分子生物学研究。

本试验采用酸性 －异硫氰酸胍 －三氯甲烷法、改良
ＣＴＡＢ法提取人参根、叶片的总 ＲＮＡ质量较差，而 ＴａＫａＲａ
ＭｉｎｉＢＥＳＴ总ＲＮＡ提取试剂盒的提取过程中加有 ＤＮａｓｅ１消
化，有效地去除了基因组ＤＮＡ的干扰，多糖多酚植物总 ＲＮＡ
快速提取试剂盒可有效地去除多糖多酚对 ＲＮＡ的影响，
ＥＡＳＹｓｐｉｎＰｌｕｓ植物 ＲＮＡ快速提取试剂盒独有的 ＤＮＡ消除
柱可有效地去除基因组ＤＮＡ的干扰，ＲＮｅａｓｙＰｌａｎｔＭｉｎｉ试剂
盒使用了硅基质膜，以增强对ＲＮＡ的吸附能力。以上方法虽
然能得到完整性较好的 ＲＮＡ，但含有的杂质较多，并且降解
较多，说明其不适用于人参材料总ＲＮＡ的提取。而 ＲＮＡＰｕｒｅ
高纯总ＲＮＡ快速提取试剂盒简单、便捷，其独有的裂解液可
有效地裂解组织液，使其得到纯度高、完整性好、产率高的总

ＲＮＡ，是提取人参材料总ＲＮＡ比较理想的方法。本试验比较
了 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ试剂盒、ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅＭ－ＭＬＶ（ＲＮａｓｅＨ－）试剂盒、ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ Ｒｅｖｅｒｓｅ
ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试剂盒对人参根总 ＲＮＡ反转录得到
ｃＤＮＡ的效果，结果表明，ＧｏＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｙｓ
ｔｅｍ试剂盒对ＲＮＡ的反转录效果较好，比较适用于人参根部
材料，为后续分子试验奠定了一定的理论基础。
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