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　　摘要：针对铁皮石斛富含多糖、多酚等次生代谢物质的特点，以铁皮石斛叶片为材料，比较改良 ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法、
ＳＤＳ法以及试剂盒法提取总ＲＮＡ的质量，利用电泳检测、核酸蛋白仪浓度测定、ＲＴ－ＰＣＲ等进行验证分析。结果表
明，３种方法均能提取铁皮石斛叶片中总ＲＮＡ，但提取效果存在差异。改良 ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法提取总 ＲＮＡ的２８Ｓ和１８Ｓ
条带清晰、Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ与Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ分别为１．９６和２．０３，ＲＮＡ完整性好、纯度高，ＲＮＡ浓度在３种方法中最高，达

到５６０．６ｍｇ／Ｌ，ＲＴ－ＰＣＲ扩增出目的基因片段条带最明显，适用于后续的分子生物学研究。
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　　铁皮石斛（ＤｅｎｄｒｏｂｉｕｍｏｆｆｉｃｉｎａｌｅＫｉｍｕｒａｅｔＭｉｇｏ）为兰科
石斛属多年生草本植物，为 ２０１０年版《中华人民共和国药
典》收载的名贵中药材品种。其干燥鳞茎入药，具有滋阴清

热、益胃生津、增强免疫力、降血脂、降血糖、抗氧化、抗衰老等

多种药理和保健作用，是石斛属中最为珍稀名贵的种，位列

“中华九大仙草”之首［１－３］。对铁皮石斛的研究主要集中在

化学成分［４］、药理和临床作用［１，５－６］、分类鉴定［７－８］、诱变育

种［９－１０］、组织培养及栽培技术［１１－１３］等方面。随着研究的深

入，对铁皮石斛药用有效成分关键基因克隆和相关代谢调控

网络的分子机理解析越来越受到研究者的重视。高质量

ＲＮＡ提取是基因克隆及其功能分析等分子生物学研究的前
提，常用的 ＲＮＡ小量提取方法有 ＳＤＳ酚法［１４］、异硫氰酸胍

法［１５］、ＣＴＡＢ法［１６－１８］等。铁皮石斛茎叶中富含多糖、酚类及

生物碱等多种次生代谢产物［１９］。尤其多糖多酚不易与 ＲＮＡ
分离而共沉淀，影响ＲＮＡ的质量，不利于后续分子生物学试
验的开展。因此，本研究针对铁皮石斛多糖、多酚等次生代谢

物质含量高的特点，通过比较改良 ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法、ＳＤＳ法以
及试剂盒法等３种方法提取的总ＲＮＡ质量，建立１种简便高
效的铁皮石斛总ＲＮＡ提取方法，为铁皮石斛分子生物学研究
中ＲＮＡ高效获取提供一定的参考。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试铁皮石斛采自四川省高校特色农业资源研究与利用

重点实验室大棚，为组培苗移栽后的２年生叶片，分别在相应
部位剪取约１ｇ幼嫩叶片，液氮速冻后置于－８０℃备用。

主要试剂：ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒（Ｔａｋａｒａ公司），Ｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓＭ－ＭＬＶ反转录试剂盒（Ｔａｋａｒａ公司）；ＲＮａｓｅ固相
清除剂（华越洋公司）；异硫氰酸胍；ＤＥＰＣ；ＣＴＡＢ；ＤＬ２０００
Ｍａｒｋｅｒ（Ｔａｋａｒａ公司）；ＳＤＳ、饱和 Ｔｒｉｓ酚、三氯甲烷、β－巯基
乙醇、无水乙醇、异戊醇、ＰＶＰ等均为国产分析纯。

试验中所使用的塑料制品均在 ＲＮａｓｅ固相清除剂为
１／１０００的溶液中浸泡４ｈ，高温高压灭菌３０ｍｉｎ，烘干备用；
非塑料制品１８０℃烘烤８ｈ后使用。所有配制的提取溶液经
０．１％ ＤＥＰＣ水处理１２ｈ以上，高压灭菌后使用。
１．２　方法
１．２．１　ＳＤＳ法提取总ＲＮＡ　取铁皮石斛组培苗叶片在液氮
中快速研磨至粉末状，加入８０℃预热的ＳＤＳ提取液，具体操
作过程参考刘波等文献［１４］提取百蕊草根系总 ＲＮＡ方法，获
得的ＲＮＡ沉淀自然干燥后加入３０μＬ０．１％ ＤＥＰＣ水溶解，
－８０℃保存备用。
１．２．２　改良 ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法提取总 ＲＮＡ　取铁皮石斛组培
苗叶片在液氮中快速研磨至粉末状，在２ｍＬ离心管中加入
７００μＬ６５℃预热的ＣＴＡＢ提取液和６０μＬβ－巯基乙醇，剧
烈振荡混匀后置６５℃水浴１０ｍｉｎ，其间摇动４～５次；加入等
体积的酚 ∶氯仿 ∶异戊醇（２５∶２４∶１），振荡混匀，冰浴
１０ｍｉｎ；４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液至另一新的
２ｍＬ离心管，用等体积的酚 ∶氯仿 ∶异戊醇（２５∶２４∶１）重
复抽提１次；取上清液，加入 １／２体积无水乙醇和 １／３体积
１０ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ，混匀后－２０℃静置过夜；４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，弃上清；用ＤＥＰＣ处理的７５％乙醇漂洗沉淀２次；
４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，ＲＮＡ沉淀自然干燥后
用３０μＬ０．１％ ＤＥＰＣ处理水溶解沉淀，－８０℃保存备用。
１．２．３　ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒法提取总ＲＮＡ　将铁皮石斛叶片
在液氮中快速研磨成粉末，使用宝生物（大连）有限公司的

ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒，相关操作参照使用说明进行，提取的
ＲＮＡ沉淀用３０μＬ０．１％ ＤＥＰＣ水溶解，－８０℃保存备用。
１．２．４　总ＲＮＡ质量检测　３种方法提取的总 ＲＮＡ样品浓
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度和纯度均使用核酸蛋白仪检测，分别记录 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、
Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值及其浓度，并分别取２μＬＲＮＡ溶液在１．０％琼
脂糖凝胶上以１０Ｖ／ｃｍ电泳１５ｍｉｎ，检测ＲＮＡ的完整性。
１．２．５　ＲＴ－ＰＣＲ检测　分别以上述３种方法提取的总ＲＮＡ
为模板，使用Ｔａｋａｒａ公司的 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅｇｅａｎｔＫｉｔ试剂
盒，ｏｌｉｇｏｄＴｐｒｉｍｅｒ和Ｒａｎｄｏｍ６ｍｅｒｓ为反转录引物，按说明书
配制１０μＬ反应体系，３７℃保温 １５ｍｉｎ反转录成 ｃＤＮＡ，
８５℃ 下５ｓ使反转录酶失活。再以获得的ｃＤＮＡ为模板，根
据已知的铁皮石斛尿苷二磷酸葡萄糖焦磷酸化酶基因序列

（ＧｅｎＢａｎｋ：ＫＦ７１１９８２．１）设计一对特异引物（上游引物：５′－
ＴＧＡＴＧＧＣＴＴＣＧＴＡＧＴＣＣＧＴＡＡＴ－３′，下游引物：５′－ＧＧＡＣ
ＴＡＣＴＣＣＣＧＴＧＣＣＡＡＡＣＣＡＴ－３′）进行ＲＴ－ＰＣＲ扩增，目的片
段大小１７９ｂｐ。反应条件为９４℃预变性４ｍｉｎ，（９４℃３０ｓ，
６０℃３０ｓ，７２℃ ３０ｓ）×３０次，７２℃ ５ｍｉｎ，扩增产物经２％
琼脂糖凝胶电泳检测。

２　结果与分析

２．１　不同方法提取的总ＲＮＡ质量比较
２．１．１　ＲＮＡ的完整性　经１．０％琼脂糖凝胶电泳检测表明，
３种方法提取的总 ＲＮＡ均有较整齐、清楚的２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ条
带，点样孔附近无明显亮斑，说明无蛋白质、糖类等杂质残留，

但电泳结果存在较大差异（图 １）。其中 ＳＤＳ法提取的总
ＲＮＡ虽有３条完整条带，但ＲＮＡ浓度较低，改良ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ
法提取的总ＲＮＡ条带清晰，亮度高、无明显拖带降解现象，其
２８Ｓ、１８Ｓ条带与ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒法提取 ＲＮＡ的２８Ｓ、１８Ｓ
条带亮度相当，这表明该方法提取的ＲＮＡ完整性很好。

２．１．２　浓度与纯度　Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ和 Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ常用于分
析提取的ＲＮＡ纯度，高纯度的ＲＮＡ溶液Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ应介于

１．８～２．０之间，Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ应大于 ２．０
［１４］。由表 １可见，

ＳＤＳ法提取的ＲＮＡＤ６００ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比值为１．８３，但Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
仅为１．６２，说明可能有盐离子等杂质存在。改良 ＣＴＡＢ－
ＬｉＣｌ法和 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒法提取的 ＲＮＡＤ６００ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ比
值分别为１．９６和２．０２，Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ分别为２．０３和１．９２，表
明所提ＲＮＡ纯度高，蛋白质、酚类、糖类等杂质去除效果较
好。改良 ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法和 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂盒法提取的
ＲＮＡ浓度均超过５００ｍｇ／Ｌ，远远大于ＳＤＳ法的９７．４ｍｇ／Ｌ。
２．２　ＲＴ－ＰＣＲ扩增结果

由图２可知，琼脂糖凝胶电泳结果，３种方法提取总ＲＮＡ
反转录的ｃＤＮＡ均通过ＲＴ－ＰＣＲ扩增获得大小约为１８０ｂｐ

表１　３种方法提取的铁皮石斛总ＲＮＡ平均浓度和纯度

方法 Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ Ｄ６００ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
ＲＮＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＳＤＳ法 １．８３ １．６２ ９７．４
改良ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法 １．９６ ２．０３ ５６０．６
试剂盒法 ２．０２ １．９２ ５４８．７

的目的片段，与预期结果相符。其中，改良 ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法扩
增的条带亮度最高，ＳＤＳ法条带亮度最弱，可见改良 ＣＴＡＢ－
ＬｉＣｌ法提取的总ＲＮＡ产物能满足基因克隆、表达等后续分子
生物学研究。

３　讨论

获取纯度高、浓度大、完整性好的ＲＮＡ是进行基因克隆、
基因表达分析、转录组测序等分子生物学操作的前提［１４，１７，２０］。

近年来，有关植物ＲＮＡ的提取方法有很多报道，但不同植物
内含物组分及含量有很大差别，导致相关方法不能通用。铁

皮石斛中富含多糖、多酚、生物碱等次生代谢产物，因多糖与

ＲＮＡ间的理化性质很相似，不易分开，在去除多糖的同时容
易将大量ＲＮＡ同时去除，影响后续试验。而多酚物质易氧化
为醌，与ＲＮＡ发生不可逆的结合，进行抽提时同样会带走部
分ＲＮＡ，因此，从富含多糖、多酚的铁皮石斛中提取高质量
ＲＮＡ的关键在于有效去除多糖和多酚等次生代谢物质［２１］。

对于多糖物质的去除方法主要有高盐沉淀法、低浓度乙

醇沉淀法、ＬｉＣｌ沉淀法、ＫＡｃ沉淀法等［１６］。本研究中，改良

ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法使用 ＣＴＡＢ作为裂解提取液的效果优于 ＳＤＳ
法。ＣＴＡＢ作为强变性剂，能够有效除去蛋白质等杂质，使用
较高浓度的ＬｉＣｌ进行沉淀过夜，能有效去除多糖，同时提取
液中加入的ＰＶＰ也能和多糖结合，去除部分多糖。

ＲＮＡ提取时去除酚类化合物主要包括加入强还原剂与
加入络合物２种途径［１６］。在提取缓冲液中加入的强还原剂

有巯基乙醇、二硫苏糖醇或半胱氨酸等，其中巯基乙醇使用最

广泛。本试验中改良ＣＴＡＢ－ＬｉＣｌ法使用的 β－巯基乙醇的
浓度提高至４％，同时，加入的络合物ＰＶＰ有很强的结合多酚
化合物的能力，可以减少酚类物质的影响。
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漆子钰，陈俊晖，林志刚，等．蝴蝶兰小麻雀的组培快繁技术［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（４）：３５－３８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．０４．０１０

蝴蝶兰小麻雀的组培快繁技术

漆子钰１，陈俊晖１，林志刚２，许丽秋３，杨毅燕３，吴沙沙１，翟俊文１，彭东辉１

（１．福建农林大学园林学院，福建福州３５０００２；２．福建漳浦台湾农民创业园科技服务中心，福建漳州 ３６３２０４；
３．福建漳州钜宝生物科技有限公司，福建漳州３６３２０４）

　　摘要：以蝴蝶兰小麻雀花梗为外植体培养成的原球茎为材料，研究不同培养基、生长调节剂和外源添加物对其增
殖、分化和壮苗生根的影响。结果表明，原球茎增殖的最佳配方为１／２ＭＳ＋８．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／Ｌ蛋白胨 ＋
２５ｇ／Ｌ蔗糖＋５．２ｇ／Ｌ琼脂，增殖系数最高（２．６２）；原球茎分化的最佳配方为２．０ｇ／Ｌ花宝１号＋０．２ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋
０１ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１００ｍＬ／Ｌ椰汁 ＋２５ｇ／Ｌ蔗糖 ＋５．２ｇ／Ｌ琼脂，分化率１００％，平均叶片数为３．５４张／株，平均株高
４．０４ｃｍ；最适合蝴蝶兰根诱导的培养基配方为２．０ｇ／Ｌ花宝１号＋１．５ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．０５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１００ｍｇ／Ｌ香
蕉＋２５ｇ／Ｌ蔗糖＋５．２ｇ／Ｌ琼脂，在该培养基上生根率１００％，生根数最多（３．５２条），平均根长最长（３５．３７ｍｍ）。
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　　蝴蝶兰属兰科（Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ）蝴蝶兰属（Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ）的
附生兰，于１７５０年被发现，原产于热带和亚热带［１］，因花朵的

形状酷似蝴蝶而得其名，别称蝶兰［２］。蝴蝶兰花大色艳，可

连续观赏２～３个月，因此很容易吸引大众的眼球。它与卡特

兰、万代兰、石斛兰并称为四大观赏兰，素有“兰花皇后”之美

称［３］，具有极高的观赏价值和经济价值。

小麻雀是福建漳州钜宝生物科技有限公司培育的蝴蝶兰

新品种，花径５．５ｃｍ，花葶高３５ｃｍ，花朵数在１２朵／枝以上，
属黄色系品种。其唇瓣为胭脂红，分枝多，与传统蝴蝶兰品种

相比，花期长，达３～５个月，更加娇小，并且具香味，观赏性
强，非常适合办公桌摆放。本试验以蝴蝶兰小麻雀的原球茎

为试验材料，选用ＭＳ或花宝１号基本培养基，加入少量激素
和外源添加物，对其增殖、分化、生根培养等方面进行研究，探

索出蝴蝶兰小麻雀组培苗繁殖的最佳生长条件，以期提高生

—５３—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第４期


