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　　摘要：为从青蒿中提取高质量的ＲＮＡ，以青蒿叶片、茎、根和花为材料，采用ＴＲＩｚｏｌ法、改良ＴＲＩｚｏｌ法、十六烷基三
甲基溴化铵－ＬｉＣｌ（ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ）法、ＣＴＡＢ－异丙醇法４种方法，比较不同材料不同方法分离 ＲＮＡ的效果。结果表
明，４种方法所提ＲＮＡ纯度均较高，其中改良ＴｒｉＺｏｌ法所提ＲＮＡ质量最好。
　　关键词：青蒿；ＲＮＡ提取；改良ＴＲＩｚｏｌ法；蛋白质
　　中图分类号：Ｑ５２２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１７）０３－００３１－０２

收稿日期：２０１５－０９－２９
基金项目：国家自然科学基金（编号：８１５６０６２３）；广西自然科学基金
（编号：２０１３ＧＸＮＳＦＡＡ０１９２２１、２０１３ＧＸＮＳＦＢＡ０１９１８０）。

作者简介：周　敏（１９９１—），女，江西赣州人，硕士研究生，主要从事
药用植物资源育种方面研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｚｍｌｗｗ１０２０＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：韦树根，硕士，副研究员，主要从事药用植物资源、繁殖、育

种等方面的研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｗｅｉｓｈｕｇｅｎ２＠１６３．ｃｏｍ。

　　２０１５版《中华人民共和国药典》规定，青蒿为菊科植物黄
花蒿（ＡｒｔｅｍｉｓｉａａｎｎｕａＬ．）的干燥地上部分［１］。青蒿苦、辛、

寒，具有清虚热、除骨蒸、解暑热、截疟、退黄的功效，多用于治

疗温邪伤阴、夜热早凉、阴虚发热、骨蒸劳热、暑邪发热、疟疾

寒热、湿热黄疸等疾病。随着青蒿素被发现是治疗疟疾的首

选药物，挽救了全球特别是发展中国家数百万人的生命，使得

青蒿一直以来是研究的热点。目前青蒿的研究不仅从资源、

栽培、育种等传统技术方面进行，还从分子生物学的角度阐明

青蒿生长和发育机制及其有效成分青蒿素合成和累积机制等

方面进行。因此，提取高质量、高纯度、完整性好的ＲＮＡ是分
子生物学研究的重要基础，对于进行逆转录 ＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ），ｃＤＮＡ合成、ＲＮＡ序列分析、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交等具有
重要意义。由于植物组织中化学成分复杂，并没有一种 ＲＮＡ
提取方法适用于所有的植物［２］。青蒿的化学成分主要有挥

发油类、香豆素类、萜类、黄酮类、苯丙酸类及其他类成分［３］，

复杂的化学成分增加了青蒿ＲＮＡ提取的难度，且前人也未系
统地对青蒿不同部位 ＲＮＡ提取进行研究。本研究通过比较
ＴＲＩｚｏｌ法、改良 ＴＲＩｚｏｌ法、十六烷基三甲基溴化铵 －ＬｉＣｌ
（ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ）法和ＣＴＡＢ－异丙醇４种方法提取青蒿不同部
位的ＲＮＡ，不仅进一步地为青蒿进行 ＲＴ－ＰＣＲ、ｃＤＮＡ合成、
ＲＮＡ序列分析、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹杂交等分子生物学试验提供基
础，还为近缘种植物ＲＮＡ的提取提供参考。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０１５年 ８月，采集广西药用植物园栽培基地的青蒿叶

片、茎、花、根等作为试验材料，立即用液氮速冻后置于

－８０℃ 冰箱保存备用。

１．２　试验试剂
ＴＲＩｚｏｌ试剂盒、三氯甲烷、异丙醇、三氯甲烷 ＋异戊醇

（２４∶１）、苯酚、７５％乙醇、焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水、ＣＴＡＢ、
８ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ、１％琼脂糖凝胶，１×ＴＡＥ缓冲液。
１．３　试验仪器

主要仪器：Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ移液枪，ＳｉｇｍａＳａｒｔｏｒｉｕｓ台式冷冻离
心机，涡旋振荡仪器，Ｂｉｏ－Ｒａｄ电泳仪，ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ凝胶
成像系统，ＭＩＬＩＰＯＲＥ超纯水机，制冰机（北京长流科学仪器
公司），恒温干燥箱（上海天恒医疗器械有限公司），微量分光

光度计，水浴锅。

１．４　操作方法
１．４．１　ＴＲＩｚｏｌ试剂盒法　取０．２ｇ植物组织，在液氮中研磨
成细粉，转移至装有１ｍＬＴＲＩｚｏｌ的１．５ｍＬ离心管中，再加入
０．２ｍＬ三氯甲烷颠倒混匀 １５ｓ，室温静置 ３ｍｉｎ，４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清液转移至新的离心管中，加
入等体积异丙醇，涡旋混匀，室温静置 １０ｍｉｎ，４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，弃上清液，沿试管壁加入 １ｍＬ
７５％乙醇溶液，４℃、８１９０ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液，室温
干燥５ｍｉｎ，加５０μＬＤＥＰＣ水溶解。
１．４．２　改良ＴＲＩｚｏｌ法　取０．２ｇ植物组织，在液氮中研磨成
细粉，转移至装有１ｍＬＴＲＩｚｏｌ的１．５ｍＬ离心管中，涡旋振荡
１ｍｉｎ，４℃、２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清液转移至新的离
心管中，加入等体积苯酚 ＋三氯甲烷 ＋异戊醇（２５∶２４∶１）
溶液，涡旋振荡１ｍｉｎ，室温静置３～５ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ；取上清液转移至新的离心管中，加入等体积的三
氯甲烷＋异戊醇，室温静置３～５ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，加入等体积三氯甲烷，室温静置 ３～５ｍｉｎ，４℃、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清液２００μＬ转移至新的离心
管中，加入０．５ｍＬ预冷的异丙醇，颠倒混匀８～１０次，室温
静置８～１０ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，试
管壁加入１ｍＬ７５％乙醇溶液，４℃、８１９０ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
弃上清液，室温干燥５ｍｉｎ，加５０μＬＤＥＰＣ水溶解。
１．４．３　ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法　取０．２ｇ液氮研磨的样品迅速转移
至６０℃预热的含有 ６００μＬＣＴＡＢ的离心管中，涡旋振荡
３０ｓ，于６０℃水浴２ｍｉｎ，其间颠倒混匀２～３次，室温冷却
１ｍｉｎ后加入等体积三氯甲烷＋异戊醇溶液，涡旋振荡１ｍｉｎ
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后，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ；取上清液，加入等体积的
三氯甲烷 ＋异戊醇溶液，涡旋振荡１ｍｉｎ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ；将上清液转移至新的离心管中，加入１／３体积的
８ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ，４℃过夜沉淀，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
弃上清液，加 １ｍＬ７５％乙醇溶液，４℃、８１９０ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清液，室温干燥５ｍｉｎ，加５０μＬＤＥＰＣ水溶解。
１．４．４　ＣＴＡＢ－异丙醇法　步骤同ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法，用等体积
的异丙醇沉淀。

１．５　ＲＮＡ的质量检测
用１％琼脂糖凝胶检测ＲＮＡ的纯度和完整性，用微量分

光光度计检测 ＲＮＡ的浓度和纯度。Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为 １．８～
２０、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ为２．０～２．３，表明ＲＮＡ样品纯度高。

２　结果与分析

２．１　ＴＲＩｚｏｌ法提取ＲＮＡ效果
由图１、表１可见，电泳结果显示有３条条带，且条带清

晰；叶片和根的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值＜１．８０，图１中１８Ｓ条带有拖
尾，说明 ＲＮＡ已有部分降解。结果表明，用此方法提取的
ＲＮＡ浓度较低。

表１　不同部位ＲＮＡ的浓度和纯度

样品
浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

叶片 ６５ １．７８ ２．０２
茎 ９１ １．９５ ２．１２
根 ８７ １．７０ ２．０５
花 ４２ １．８０ ２．０１

２．２　改良ＴＲＩｚｏｌ法提取ＲＮＡ效果
由图２、表２可见，改良 ＴＲＩｚｏｌ法电泳可见 ３条清晰条

带，无拖尾，带与带之间无明显弥散现象；Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在
１．８～２．１间，说明ＲＮＡ在整个提取过程中结构完整，未发生
明显降解；Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值均在２．０～２．３间，说明去 ＤＮＡ和
蛋白质效果很好。改良后样品浓度较高，可用于进一步的分

子试验。

２．３　ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法提取ＲＮＡ效果
由图３、表３可见，电泳结果有１８Ｓ、２８Ｓ条带，５Ｓ条带模

糊，不清晰，不适合用于小ＲＮＡ的分析，此方法沉淀ＲＮＡ时，
沉淀有颜色，可能是有些物质未去除干净；其中叶片提取的

ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 ＜１．８，ＲＮＡ有所降解，说明此方法不适
合叶的提取。

表２　不同部位ＲＮＡ的浓度和纯度

样品
浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ

叶片 １６５ １．８９ ２．０８
茎 １７８ １．９６ ２．０１
根 ２２７ ２．０５ ２．１４
花 １９６ １．８２ ２．１３

表３　不同部位ＲＮＡ的浓度和纯度

样品
浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

叶片 １０９ １．７６ ２．０４
茎 １６４ １．８１ ２．０５
根 １３２ １．９３ ２．０６
花 １１０ １．９４ ２．０９

２．４　ＣＴＡＢ－异丙醇法提取ＲＮＡ效果
由图４、表４可见，电泳结果与ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法相同，５Ｓ条

带模糊，不清晰；但用此方法提取的ＲＮＡ浓度比ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ
高，其中花的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值 ＜２．０，可能有蛋白质残留或者
次生代谢物没有抽提完全。
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表４　不同部位ＲＮＡ的浓度和纯度

样品
浓度

（ｎｇ／μＬ）
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

叶片 １９３ １．９９ ２．００
茎 ２１３ ２．０８ ２．１１
根 １８５ ２．１６ ２．０３
花 ２５８ １．８９ １．９８

３　讨论

组织的破碎程度、ＲＮａｓｅ的活性、多糖和蛋白质等大分子
物质的存在［４］都会影响ＲＮＡ提取的质量。ＴＲＩｚｏｌ试剂盒法比
较简单方便，耗时也较短，但是可能由于步骤比较简单，对杂质

的去除不够彻底［５－６］。改良后的 ＴＲＩｚｏｌ，加了苯酚，能更好去
除蛋白质、多酚、多糖等物质，通过电泳图、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值可
知，浓度和纯度也较高，符合转录组、基因克隆等高通量试验的

要求。５Ｓ条带缺失或不清晰是 ＣＴＡＢ法提取 ＲＮＡ的不足之
处，此方法提取的ＲＮＡ不能用于小ＲＮＡ的分析。ＬｉＣｌ本身沉
淀大片段ＲＮＡ效果好的特点使得到的ＲＮＡ大片段损失很少，
更适于进行后续的分子生物学试验；而异丙醇沉淀获得的沉淀

体积大，导致多糖和酚类物质的共沉淀作用，因而ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ
比ＣＴＡＢ－异丙醇更适合青蒿ＲＮＡ的提取。因此，青蒿不同部
位ＲＮＡ用ＴＲＩｚｏｌ法提取的比用ＣＴＡＢ法质量更好，条带清晰、
完整，且ＴＲＩｚｏｌ法比ＣＴＡＢ法用时更短，效率更高。

参考文献：

［１］国家药典委员会．中华人民共和国药典：一部［Ｍ］．北京：化学
工业出版社，２０１０．

［２］ＬｏｏｍｉｓＷＤ．Ｏｖｅｒｃｏｍｉｎｇｐｒｏｂｌｅｍｓｏｆｐｈｅｎｏｌｉｃｓａｎｄｑｕｉｎｏｎｅｓｉｎｔｈｅ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔｅｎｚｙｍｅｓａｎｄｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ［Ｊ］．ＭｅｔｈＥｎｚｙｍｏｌ，１９７４，
３１（Ａ）：５２８－５４５．

［３］张秋红，朱子徽，李　晋，等．中药青蒿化学成分与种植研究现状
［Ｊ］．中国医药导报，２０１１，８（１９）：１０－１２．

［４］Ｓａｍｂｒｏｏｌ，Ｊ，ＦｒｉｔｓｃｌｉＥＦ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｃｌｏｎｉｎｇ：ａｌａｂｏｒａｔｏｒｙｍａｎｕ
ａｌｓ［Ｍ］．２ｎｄｅｄ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＣｏｌｄＳｐｒｉｎｇＨａｒｂｏｒＬａｂｏｒａｔｏｒｙＰｒｅｓｓ，
１９８９：３４３－３６１．

［５］赖　茜，余迪求．４种榕树总 ＲＮＡ提取方法的比较［Ｊ］．云南大
学学报（自然科学版），２００８，３０（６）：６３６－６４０．

［６］印　华，周兆德，吴志祥．２种荔枝ＲＮＡ提取方法的比较［Ｊ］．热
带农业工程，２００９，３３（２）：１－４．

张晓波，翟晓朦，许沛东，等．野牛草ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的优化与建立［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（３）：３３－３５．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．０３．００９

野牛草 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的优化与建立
张晓波１，２，翟晓朦３，许沛东３，赵　艳３

（１．热带作物种质资源保护与开发利用教育部重点实验室／海南大学，海南海口 ５７０２２８；
２．海南大学旅游学院，海南海口５７０２２８；３．海南大学农学院，海南海口５７０２２８）

　　摘要：根据正交试验设计原理探索野牛草［Ｂｕｃｈｌｏｅｄａｃｔｙｌｏｉｄｅｓ（Ｎｕｔｔ．）Ｅｎｇｅｌｍ．］ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系中各主要成
分的最优化用量，对影响野牛草ＩＳＳＲ－ＰＣＲ反应体系的主要因素［ｄＮＴＰ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、引物（Ｐｒｉｍｅｒｓ）、Ｍｇ２＋的用
量］进行优化，获得野牛草的ＩＳＳＲ－ＰＣＲ最适反应体系为２０μＬ的反应体系，包括引物（２．０μｍｏｌ／Ｌ）４．０μＬ、ＴａｑＤＮＡ
聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ、ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．６μＬ、ｄＮＴＰ（２ｍｍｏｌ／Ｌ）２．０μＬ和模板 ＤＮＡ（２０ｎｇ／μＬ）３．０μＬ。该优

化体系的建立为利用ＩＳＳＲ分子标记进行野牛草种质资源遗传多样性研究、种质资源鉴定等奠定了基础。
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　　野牛草［Ｂｕｃｈｌｏｅｄａｃｔｙｌｏｉｄｅｓ（Ｎｕｔｔ．）Ｅｎｇｅｌｍ．］为禾本科
（Ｇｒａｍｉｎｅａｅ）画眉草亚科（Ｅｒａｇｒｏｓｔｏｉｄｅａｅ）野牛草属（Ｂｕｃｈｌｏｅ）
多年生草本植物，由于植株低矮、易繁殖、蔓延快且具有极强

的抗旱性，是国内外公认的典型环保型草坪草，广泛用于园

林、庭院、运动场和固土护坡的优良暖季型草坪［１］。目前，关

于野牛草的形态特性［２］、坪用性状［３］、引种繁殖［４］、生态功

能［５］、抗逆性［６－１０］等方面研究较多，而对于野牛草种质资源

遗传多样性评价、鉴定等分子水平方面研究报道较少。

ＩＳＳＲ（ｉｎｔｅｒ－ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ）是在微卫星标记
（ｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）基础上发展起来的分子标记，具
有揭示的多态性高、精确度高、检测方便的优点［１１］。目前，广

泛应用于植物品种鉴定、保护、遗传多样性、进化及其他分子

水平的研究中，如在紫花苜蓿（Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａ）、高羊茅
（Ｆｅｓｔｕｃａｏｖｉｎａ）、冰草［Ａｇｒｏｐｙｒｏｎｃｒｓｔａｔｕｍ（Ｌ．）Ｇａｅｒｔｎ．］、黑
麦草（ＳｅｃａｌｅｃｅｒｅａｌｅＬ．）等牧草及草坪草的研究中 ＩＳＳＲ分子
标记得到了广泛应用［１２］。

尽管ＩＳＳＲ具有许多优点，但由于其本质还是基于 ＰＣＲ
反应的一种分子标记，不同类型植物的ＰＣＲ反应体系会具有
一定的差异，所以为了 ＩＳＳＲ分析结果的可靠性及可重复性，
在进行遗传多样性分析等研究之前预先对 ＰＣＲ反应体系进
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