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　　摘要：以菊花Ｃ００８的叶片为试材，分别采用 ＣＴＡＢ法、Ｔｒｉｚｏｌ法、改良 Ｔｒｉｚｏｌ法和试剂盒法等进行总 ＲＮＡ提取试
验，并对提取质量进行分析比较。结果表明：ＣＴＡＢ法提取的总ＲＮＡ存在 ＤＮＡ污染。Ｔｒｉｚｏｌ法提取的总 ＲＮＡ条带复
杂，有蛋白等杂质污染。改良Ｔｒｉｚｏｌ法提取的总 ＲＮＡ条带清晰，但 ＲＮＡ存在降解。试剂盒法提取的总 ＲＮＡ条带清
晰，纯度更高，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．８８９，浓度为１４４．０００μｇ／ｍＬ，是适于菊花叶片总ＲＮＡ提取的简单、高效的方法。
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　　菊花（Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｕｍｍｏｒｉｆｏｌｉｕｍ）是中国十大传统名花和
世界四大切花之一，也是园林绿化中的重要观赏植物之一，在

现代花卉生产中占有重要地位，具有很高的观赏和经济价值。

菊花白色锈病是菊花首要病害之一，在多个国家被列为检疫

性病害［１］。寻找菊花中的抗病基因，对于防治该病具有重要

作用。获得纯度高、完整性好的 ＲＮＡ是后期进行转录组测
序、ＲＴ－ＰＣＲ、基因克隆等分子生物学研究的基础。菊花的
组织器官中含有大量的多糖、酚类、蛋白质等次生代谢物质，

严重干扰了菊花总ＲＮＡ的提取质量［２］。目前，针对菊花叶片

总ＲＮＡ的提取有一些报道［２－５］，但仍不能提取出质量好的总

ＲＮＡ。本试验对４种常用的总 ＲＮＡ提取方法进行系统分析
比较，发现试剂盒法对于菊花叶片总 ＲＮＡ的提取是一种简
单、高效的方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以沈阳农业大学花卉基地的菊花 Ｃ００８的叶片为试材，

采后立即用锡箔纸包好，用液氮速冻后，在 －８０℃的超低温
冰箱中保存备用。

主要试剂：ＣＴＡＢ缓冲液、１０％β－巯基乙醇、氯仿 ∶异戊
醇（ＣＩ，Ｖ∶Ｖ＝２４∶１）、Ｔｒｉｚｏｌ试剂、异丙醇、无水乙醇、ＤＥＣＰ
水、ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅＫｉｔ试剂盒等。

试验所需的移液枪枪头、枪头盒均用０．１％ＤＥＰＣ水浸泡
２４ｈ，然后１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ，５０℃烘干备用。三角瓶、
玻璃棒、量筒、研钵、研棒、钥匙用双蒸馏水清洗后１８０℃烘烤
过夜。研钵、研棒、药匙在使用前需放入－２０℃冰箱预冷。
１．２　试验方法
１．２．１　ＣＴＡＢ法　①取０．２ｇ菊花叶片于液氮中迅速冷却充
分研磨，将磨好的叶片迅速装入无 ＲＮａｓｅ的２ｍＬ离心管中，

加入６５℃预热的 ＣＴＡＢ缓冲液（含 １０％的 β－巯基乙醇）
１ｍＬ，立即在振荡器上剧烈振荡 ３０ｓ，６５℃水浴锅中孵育
１０ｍｉｎ，每３～５ｍｉｎ颠倒混匀１次，动作不要太剧烈。②加入
等体积的氯仿 ∶异戊醇（ＣＩ，Ｖ∶Ｖ＝２４∶１），用力颠倒混匀，
４℃ 下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。③取上清液于新的离心管
中，加入等体积的ＣＩ，轻轻颠倒混匀，４℃下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ。④取上清液于新离心管中，加入二倍体积的异丙
醇，轻轻颠倒混匀，－２０℃沉淀 ３０ｍｉｎ以上，４℃下
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，去上清。⑤用提前预冷的７５％乙
醇洗涤沉淀 １次，去上清，在超净工作台中吹干沉淀，加入
４０μＬｄｄＨ２Ｏ水溶解沉淀。
１．２．２　Ｔｒｉｚｏｌ法　参照吕晋慧等的方法［２］。

１．２．３　改良 Ｔｒｉｚｏｌ法　①向 １．５ｍＬ离心管中加入 １ｍＬ
Ｔｒｉｚｏｌ和２０μＬβ－巯基乙醇，混匀。称取０．２ｇ菊花叶片液
氮研磨成粉末，转移至离心管中，混匀后，静置１０ｍｉｎ，４℃下
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。②取上清，加入等体积的ＣＩ，混匀，
４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。③重复步骤②２次。④取上
清，加 入 等 体 积 异 丙 醇，混 匀，静 置 １０ｍｉｎ，４℃ 下
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。⑤弃上清，用７５％乙醇洗涤沉淀２
次，４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃上清，超净工作台吹
干，加入４０μＬｄｄＨ２Ｏ溶解沉淀。
１．２．４　试剂盒法　参照 ＲＮＡｐｒｅｐＰｕｒｅＫｉｔ试剂盒（天根生
化科技有限公司，北京）说明书。

１．２．５　总ＲＮＡ完整性和纯度检测　取４μＬ总ＲＮＡ样品在
１％的琼脂糖凝胶上进行电泳，电压１５０Ｖ电泳１０～１５ｍｉｎ，
电泳后用凝胶成像系统拍照记录。取１μＬ总 ＲＮＡ样品，用
紫外分光光度计测定波长在２６０ｎｍ和 ２８０ｎｍ下的吸光度
（以试验中溶解总ＲＮＡ的 ｄｄＨ２Ｏ作为空白对照进行调零），
计算总ＲＮＡ样品浓度及ＲＮＡ产量。

２　结果与分析

２．１　菊花叶片总ＲＮＡ的完整性分析
琼脂糖凝胶电泳是检测 ＲＮＡ质量的一种重要方法。用

１％的琼脂糖凝胶对４种不同方法提取的 ＲＮＡ进行电泳检
测，结果（图１）表明，采用 ＣＴＡＢ法提取的 ＲＮＡ条带弥散且
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亮度低，伴有 ＤＮＡ污染，说明提取的 ＲＮＡ质量不好。Ｔｒｉｚｏｌ
法提取的ＲＮＡ条带复杂并且带有轻微拖尾现象，５Ｓ条带荧
光亮度很大，说明 ＲＮＡ严重降解；点样孔有亮斑，说明 ＲＮＡ
样品中含有多糖或蛋白质污染。改良 Ｔｒｉｚｏｌ法相较于 Ｔｒｉｚｏｌ
法，条带少，拖尾现象不明显，点样孔杂质少，但该方法还是未

能完全去除多糖和酚类物质，８Ｓ比２８Ｓ亮度大，说明２８Ｓ有
部分降解。试剂盒法提取的ＲＮＡ，２８Ｓ和１８Ｓ条带清晰，其荧
光亮度接近２∶１，条带没有拖尾现象，点样孔无亮斑，说明
ＲＮＡ提取效果好。该方法最适用于菊花总 ＲＮＡ的提取，并
用于后续反转录、ＰＣＲ等试验。

２．２　菊花叶片总ＲＮＡ的纯度分析
利用紫外分光光度计对 ４种方法提取的菊花叶片总

ＲＮＡ的纯度进行检测。２６０ｎｍ和２８０ｎｍ下的吸光度代表了
核酸和蛋白质等有机物含量，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值直接反映出
ＲＮＡ中蛋白质等有机物的污染程度。由表１可知，Ｔｒｉｚｏｌ法
的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为２．１４７，产量为３９．２２４μｇ／ｇ，改良 Ｔｒｉｚｏｌ
法的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为２．１７１，产量为５７．４９９μｇ／ｇ，说明 ＲＮＡ
中有少量蛋白质等有机物污染，质量较好，对于 ＲＮＡ质量要
求不高的试验，不影响后续使用。虽然 ＣＴＡＢ法提取的 ＲＮＡ
浓度高产量大，但不排除是因为其有ＤＮＡ污染的影响。高纯
度ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值应介于１．８～２．０之间，试剂盒法中
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．８８９，浓度和产量分别为 １４４．０００μｇ／ｍＬ、
２８．０８０μｇ／ｇ。就试验所需时间来看，ＣＴＡＢ法所需要的时间
最长，后期还需要去除ＤＮＡ。Ｔｒｉｚｏｌ法和改良Ｔｒｉｚｏｌ法所需的
时间适中，分别为６０ｍｉｎ和７０ｍｉｎ。试剂盒法所需时间最
短，仅为４５ｍｉｎ。综上，试剂盒法是菊花Ｃ００８叶片总ＲＮＡ提
取质量最好、效率最高的方法。

表１　不同方法提取菊花叶片总ＲＮＡ的纯度比较

提取方法 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
浓度

（μｇ／ｍＬ）
产量

（μｇ／ｇ）
时间

（ｍｉｎ）

ＣＴＡＢ法 ２．１４７ ６５４．１５９ １３０．８３２ ８５
Ｔｒｉｚｏｌ法 ２．１１３ １９６．１１９ ３９．２２４ ６０

改良Ｔｒｉｚｏｌ法 ２．１７１ ２８７．４９６ ５７．４９９ ７０
试剂盒法 １．８８９ １４４．０００ ２８．０８０ ４５

３　结论与讨论

获得高质量无污染的 ＲＮＡ是进行基因表达分析等后续
分子试验的关键环节，但是从植物组织中提取出高质量的

ＲＮＡ是有一定难度的。由于植物组织中含有多糖、多酚、蛋
白质和其他次生代谢物质，给高纯度ＲＮＡ的提取带来一定难
度。并且 ＲＮａｓｅ广泛存在且稳定，使 ＲＮＡ的提取相较于
ＤＮＡ变得更加困难。不同植物采用的提取方法不同，同种植
物的不同组织或相同组织在不同生长阶段所用的提取方法也

不同［６－１２］。所以，合适的总ＲＮＡ提取方法的选择，是转录组
测序、ＲＴ－ＰＣＲ、基因克隆等分子生物学方面研究的根本
保证。

菊花为多年生草本植物，其组织或器官中含有大量的多

糖和酚类物质，较多的次生代谢物质经常会对总ＲＮＡ的产量
和纯度造成影响［２］。多糖的理化性质和 ＲＮＡ相似，容易与
ＲＮＡ形成难溶的胶状物［１３－１４］，然而在去除多糖干扰的过程

中，也会去除一些ＲＮＡ，使ＲＮＡ产量减少。酚类物质在材料
匀浆时释放出来被氧化，使其与 ＲＮＡ产生不可逆的褐化反
应，导致匀浆呈褐色［１５－１６］。ＣＴＡＢ法、改良Ｔｒｉｚｏｌ法和试剂盒
法均使用β－巯基乙醇作为强还原剂，目的是防止酚类物质
被氧化［１７］。ＣＴＡＢ法是一种传统的总ＲＮＡ提取方法，但其提
取的总ＲＮＡ中有ＤＮＡ污染，需要进一步用ＤＮａｓｅⅠ消除，由
于ＤＮａｓｅⅠ价格较贵，不适用于大量提取ＲＮＡ。本试验Ｔｒｉｚｏｌ
法和改良Ｔｒｉｚｏｌ法所提取的总ＲＮＡ条带均不只有５Ｓ、１８Ｓ和
２８Ｓ这３条带，在 ５Ｓ和 １８Ｓ之间还有条带，可能是叶绿体
ＲＮＡ。改良 Ｔｒｉｚｏｌ法相较于 Ｔｒｉｚｏｌ法，用氯仿 －异戊醇
（Ｖ∶Ｖ＝２４∶１）代替氯仿并进行多次抽提，更加充分地沉淀
多糖、酚类物质等，这与王舒藜等的结论［１８］相一致。试剂盒

法所提取的总ＲＮＡ虽然由于洗脱柱和过滤柱的作用导致浓
度及产量不高［７］，但还是能够满足试验需要，而且试剂盒法

所提取的总ＲＮＡ完整性好、操作简单、所用时间短。综上，试
剂盒法是一种简单、高效的提取菊花叶片总ＲＮＡ的方法。

对于植物总ＲＮＡ的提取还应该注意以下几个方面：（１）
试验材料尽量采用新鲜样品，长时间冷冻的样品对植物总

ＲＮＡ的提取有一定影响。（２）采集新鲜样品后应立即用液氮
速冻，如采集地距离实验室较远，应在采集后立即放入冰盒，

防止离体组织的 ＲＮＡ降解。（３）试验前将研钵和研棒于
－２０℃ 冰箱内预冷。如天气炎热，应在磨样前向研钵中先
加入液氮再一次快速预冷。药匙在液氮中快速预冷后可防止

药匙上有样品残留，减少样品损失。（４）在抽提吸取上清液
过程中，采用小量程多次吸取的方法，缓慢吸取上清，可减少

多糖、酚类物质等大分子与ＲＮＡ作用一起沉淀。
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药食兼用植物白苞蒿茎段的组培快繁途径
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　　摘要：为缩短白苞蒿的繁殖周期、提高增殖系数，以白苞蒿带芽茎段为外植体，运用组织培养技术，从培养基的配
方、生根方法、移栽等环节进行优化，建立周期短、繁殖系数高的２条快速繁殖途径：途径一，在 ＭＳ＋６－ＢＡ２ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．５ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ０．５ｍｇ／Ｌ上初代培养２０ｄ，在ＭＳ＋６－ＢＡ１ｍｇ／Ｌ上继代培养１０ｄ，在ＭＳ＋ＮＡＡ１ｍｇ／Ｌ或ＭＳ＋
６－ＢＡ１ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ１ｍｇ／Ｌ＋ＧＡ０．５ｍｇ／Ｌ上生根培养７ｄ，将生根组培苗移栽到湿沙中在培养箱内培养２ｄ后，移
栽到大田荫棚中７ｄ的成活率为１００％；途径二，继代培养后的茎段用诱导生根的试剂处理，扦插到湿沙中，在培养箱
内培养１０ｄ，生根率为９０％，移栽到大田中，成活率为１００％。２条快繁途径的繁殖周期为１．５～２．０个月，茎段增殖系
数为６，成活率为１００％。
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　　白苞蒿（ＡｒｔｅｍｉｓｉａｌａｃｔｉｆｌｏｒａＷａｌｌ）别称明日叶、白花苞、四
季菜等，系菊科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）蒿属多年生草本植物［１］，主要分

布于我国秦岭以南各省区的中、低海拔地区的山坡、路旁、林

缘等地［２］，收载于《中国药典》２０１０年版一部附录中，是刘寄
奴的基原药材之一［３］，以全草入药，具有清热、解毒、止咳、消

炎、活血、健胃等功效，可用于慢性肝炎、肝硬化、肾炎等肝、肾

疾病的治疗，也有用于血丝虫病的治疗［４］。明日叶中还含有

一种挥发油，对喘息型慢性气管炎有治疗效果［５］。在当今竞

争激烈、生物多样性等环境下植物内生真菌能更好地产生次

生代谢物［６］。钱一鑫等发现，白苞蒿内生真菌次生提取物对

人前列腺癌细胞系（ＰＣ－３）、人骨髓白血病细胞系（ＨＬ－６０）
和人乳腺癌细胞系（ＭＣＦ－７）生长可能具有抑制活性作用［７］。

在温度适宜，土壤润湿时，明日叶生长迅速、产量高、叶片肥厚

嫩绿、质量好，并且明日叶能耐５～７ｄ的土壤积水［８］。植物的

无性繁殖方式包括组织培养［５］、扦插［９－１２］、嫁接［１３］等，能实现

植物的快速繁殖，且子代保持母本的优良性状。本研究以白苞

蒿带芽茎段为外植体，运用组织培养技术，优化培养基配方和

炼苗方法，使茎段不经过愈伤组织而直接增殖，建立利用白苞

蒿茎段直接高效快繁的途径，为生产提供技术。
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