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丙醇简化ＬｉＣｌ沉淀总 ＲＮＡ过程。结果表明，获得了１种快速提取青香蕉果肉组织中总 ＲＮＡ的方法，经逆转录 ＰＣＲ
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　　香蕉是世界上贸易量很大的水果，被联合国粮农组织定
位为发展中国家的第４大粮食作物［１］，也是我国南方的五大

名果之一，是国内重要的消费和出口资源。由于香蕉重要的

经济价值，各国科学家关于香蕉功能基因的研究成为一个热

点。特别是２０１２年法国科学家领导的国际小组对二倍体香
蕉ＤＨ－Ｐａｈａｎｇ基因组序列进行了测定［２］，吸引了更多的研

究人员关注香蕉功能基因的研究。香蕉组织总 ＲＮＡ的提纯
是进行香蕉功能基因研究的必要前提，在进行 ＲＮＡ分析、逆
转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）、ｃＤＮＡ合成、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ杂交、ｃＤＮＡ文库
构建、功能基因筛选过程中都需要有高质量、高纯度、完整性

好的总ＲＮＡ。
目前已有多篇文献报道香蕉组织总ＲＮＡ的提取方法，这

些方法主要是十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）法［３－８］、十六烷基三甲

基溴化铵（ＣＴＡＢ）法［９－１２］、ＴＲＩｚｏｌ法［１３］。这些报道仅研究单

一提取方法或对几种提取方法的提取效果进行比较，并未对

影响香蕉组织总ＲＮＡ提取的关键因素进行分析。一旦提取
过程中出现ＲＮＡ纯度低、质量差的情况则很难分析其原因。
因此，有必要了解在提取过程中影响 ＲＮＡ质量的详细因素，
以便有针对性地解决提取总ＲＮＡ过程中的问题。

笔者所在课题组在进行香蕉多酚氧化酶基因克隆研究

中，须从青香蕉果肉中提取总ＲＮＡ用于研究。但是青香蕉果
肉的硬度、果胶含量、多酚含量均高于成熟香蕉［１４－１５］，采用

ＲＮＡ提取试剂盒和相关文献报道的方法，均不能获得合格的
ＲＮＡ。香蕉组织细胞内的多糖、多酚及色素等次生物质，在
ＲＮＡ提取过程中很难去除干净［１６］。多糖等杂质的存在不仅

会使ＲＮＡ的溶解度降低，还可以抑制许多工具酶的活性，且
多酚、色素等物质在提取过程中很容易被氧化而导致ＲＮＡ变

性，影响ＲＮＡ用于进一步的分子操作，因此，能否在提取过程
中尽可能多地去除这些干扰物质是获得高质量 ＲＮＡ的
关键［１７－１９］。

热硼酸法提取植物组织总ＲＮＡ已被多次改良，应用于富
含多酚的不同作物、组织总ＲＮＡ的提取［２０－２１］。但是目前，未

有关于热硼酸法提取青香蕉果肉组织总 ＲＮＡ过程中影响其
质量的因素研究。在本研究中，笔者对热硼酸法提取青香蕉

果肉总ＲＮＡ全过程中的各种影响因子进行了分析，拟摸索出
一种既快速又高效地提取青香蕉果肉总ＲＮＡ的方法，以期为
深入开展香蕉功能基因的研究奠定良好的基础，同时为其他

富含多糖、多酚类植物的总ＲＮＡ提取提供借鉴。

１　材料与方法

１．１　试验材料
巴西香蕉果实、花采摘于中国热带农业科学院海口实验

站实验基地（福山实验基地）。将采收的香蕉花、青香蕉、黄

香蕉的果肉、果皮分离后分别用液氮速冻，置于 －７０℃冰箱
保存。

１．２　试验仪器
ＳｕｐｅｒＲＴｃＤＮＡＫｉｔ（ＣＷ０７４１），北京康为世纪生物科技有

限公司；超微量分光光度计（Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００），美国 Ｔｈｅｒｍｏ公
司；ＰＣＲ仪（Ｔｐｅｒｓｏｎａｌ４８），德国Ｂｉｏｍｅｔｒａ公司；凝胶成像系统
（Ｇ：ＢＯＸ／ＥＦ２），美国 Ｓｙｎｇｅｎｅ公司；核酸电泳仪（ＤＹＣＰ－
３１Ｆ），北京市六一仪器厂。
１．３　香蕉果肉总ＲＮＡ提取条件优化
１．３．１　ＲＮＡ常规提取方法　参照 Ａｓｉｆ等的方法［１２］进行优

化。首先将玻璃器皿、铁勺、研钵等清洗干净，然后用锡箔纸

包裹，于１８０℃烘烤８ｈ以上，离心管等塑料制品均用０．１％
焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水浸泡过夜，并于 １２１℃高压灭菌
３０ｍｉｎ，６０℃烘干备用。具体操作如下：

（１）提取缓冲液［２％ ＣＴＡＢ，１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－硼酸（ｐＨ
值８．０），１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值８．０），２％
ＰＶＰ－Ｋ３０］用前加入β－巯基乙醇至终浓度为２％，将其预热
至６０℃；（２）果肉用液氮速冻后研磨成粉末，每０．２ｇ果肉加
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入１ｍＬ提取缓冲液，涡旋混匀，于６０℃放置 ３０ｍｉｎ，每隔
５～１０ｍｉｎ颠倒混匀１次；（３）将提取液冷却至室温，用等体
积的三氯甲烷 －异戊醇（２４∶１）抽提，混匀，静置分层，室温
下于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；（４）取上清液，加入等体积的
三氯甲烷 －异戊醇（２４∶１）抽提，混匀，静置分层，室温、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；（５）在上清液中加１０ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ至
终浓度为３ｍｏｌ／Ｌ，－２０℃放置４ｈ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ；（６）小心倒掉上清，沉淀用０．５ｍＬ３ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ洗涤
至少３次；（７）沉淀用０．３ｍＬＤＥＰＣ处理水溶解，再用等体积
的水饱和酚、三氯甲烷顺序抽提；（８）吸取上清液，加入１／１５
体积的３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ值５．２）、１／５体积无水乙醇，冰上
放置０．５ｈ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉淀多糖；（９）在
上清液中加入１／１０体积３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ值５．２）、３倍体积
无水乙醇，于－７０℃的冰箱沉淀２ｈ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，沉淀物用０．５ｍＬ７５％乙醇洗涤２次，０．５ｍＬ无水乙
醇洗涤１次，每次都于１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，室温干燥后
溶于ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水中。
１．３．２　ＲＮＡ提取条件优化　考察提取缓冲液ｐＨ值、离子浓
度、ＣａＣｌ２浓度、处理温度、处理时间、ＬｉＣｌ沉淀时间对总 ＲＮＡ
提取质量的影响，并用异丙醇简化ＲＮＡ沉淀过程。
１．３．３　ＲＮＡ质量检测　ＲＮＡ纯度及含量检测：取１μＬＲＮＡ
溶液，通过超微量分光光度计检测得到的 ＲＮＡ含量、
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值。纯 ＲＮＡＤ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值应为 １．８～
２．２，Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值应为２．０～２．４。ＲＮＡ回收率计算：ＲＮＡ回
收率（μｇ／ｇ）＝（Ｄ２６０ｎｍ×４０×原液体积）／提取样品质量（ｇ）。

ＲＮＡ完整性检测：用 １．８％琼脂糖凝胶检测。完整的
ＲＮＡ电泳结果应是 ２８ＳＲＮＡ与 １８ＳＲＮＡ亮度值比约为
２∶１，且这２条条带之间、条带上方和条带下方几乎没有弥散
现象。

１．３．４　ＲＴ－ＰＣＲ分析　选用 ＮＣＢＩ上登录的香蕉 ＭａＡｃｔｉｎ１
（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＦ２８５１７６）片段为内参，设计上、下游引物
分别 为 ＭａＡｃｔｉｎ１（５′－ＣＧＡＧＧＣＴＣＡＡＴＣＡＡＡＧＡ －３′）、
ＭａＡｃｔｉｎ２（５′－ＡＣＣＡＧＣＡＡＧＧＴＣＣＡＡＡＣ－３′）［２２］。ＲＮＡ逆转
录合成ｃＤＮＡ第１链采用北京康为世纪生物科技有限公司的
ＳｕｐｅｒＲＴｃＤＮＡ第１链合成试剂盒。

ＰＣＲ反应体系：１２．５μＬ２×ＥＳＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１μＬ
ＭａＡｃｔｉｎ１（１０μｍｏｌ／Ｌ），１μＬＭａＡｃｔｉｎ２（１０μｍｏｌ／Ｌ），２μＬ
ｃＤＮＡ第１链，８．５μＬＲＮａｓｅ－ＦｒｅｅＷａｔｅｒ。反应程序：９５℃
５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５５℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ，３０个循环；７２℃
５ｍｉｎ。扩增结束后，取 ５μＬ产物，用 １％琼脂糖凝胶电泳
检测。

１．３．５　ＲＮＡ提取方法验证　将优化的 ＲＮＡ提取方法应用
于香蕉花、青香蕉果肉、青香蕉果皮、黄香蕉果肉、黄香蕉果皮

５种香蕉组织总ＲＮＡ的提取，并进行ＲＴ－ＰＣＲ分析。

２　结果与分析

２．１　缓冲液ｐＨ值、离子浓度对ＲＮＡ提取质量的影响
针对香蕉组织富含酚类物质的特点，采用硼酸缓冲体系

的ＲＮＡ提取液，有利于去除组织中的酚类物质。其中的硼酸
可以与酚类化合物依靠氢键形成复合物，从而抑制酚类物质

的氧化及它们与ＲＮＡ的结合［２３］。由表１可见，Ｔｒｉｓ－硼酸缓

冲液ｐＨ值对香蕉果肉ＲＮＡ质量、得率影响较大；Ｔｒｉｓ－硼酸
缓冲液ｐＨ值为６、７、８、９时，Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值均符合
纯ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值，但 ＲＮＡ的得率差异较
大；ｐＨ值为９时，得率最高，为１８．１４μｇ／ｇ。图１显示，Ｔｒｉｓ－
硼酸缓冲液ｐＨ值为８、９时，２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为
２∶１，完整性较好。因此，选择缓冲液最优ｐＨ值为９。

表１　提取缓冲液ｐＨ值对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

ｐＨ值 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值 得率（μｇ／ｇ）
５ １．６２±０．０３ １．３１±０．０４ ０．２８±０．００
６ ２．０３±０．０４ ２．１７±０．０１ ２．３２±０．０３
７ ２．０２±０．０２ ２．０６±０．０４ ２．６３±０．００
８ ２．０７±０．０１ ２．２６±０．０１ ８．４０±０．０４
９ ２．０９±０．００ ２．２９±０．０１ １８．１４±０．０１

　　由表 ２可见，Ｔｒｉｓ－硼酸缓冲液离子浓度为 １００、２００、
３００ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值均符合纯 ＲＮＡ的
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值；Ｔｒｉｓ－硼酸缓冲液离子浓度为
１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，得率最高，为２６．９７μｇ／ｇ。图２显示，Ｔｒｉｓ－
硼酸 缓 冲 液 离 子 浓 度 为 １００、２００、３００ ｍｍｏｌ／Ｌ时，
２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为２∶１，完整性较好。因此，选
择Ｔｒｉｓ－硼酸缓冲液离子浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ。

表２　提取缓冲液离子浓度对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

离子浓度

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值

得率

（μｇ／ｇ）

５０ ２．０３±０．０１ １．８７±０．０６ ５．２７±０．０９
１００ ２．０７±０．０４ ２．３５±０．０７ ２６．９７±１．７８
２００ ２．０４±０．００ ２．３４±０．０１ １２．４５±０．１３
３００ ２．０７±０．００ ２．２７±０．０３ １２．４９±０．２６
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２．２　ＣａＣｌ２浓度、处理温度、处理时间对 ＲＮＡ提取质量的
影响

钙离子在ＲＮＡ提取过程中可以有效去除组织中的高分
子果胶［２４］。由表 ３可见，ＣａＣｌ２ 浓度为 ０、５０、１００、１５０、
２００ｍｍｏｌ／Ｌ时，提 取 的 香 蕉 果 肉 ＲＮＡ 的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、
Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值均符合纯ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值；不同
ＣａＣｌ２ 浓度所提取的 ＲＮＡ得率相差很小，当浓度为
１５０ｍｍｏｌ／Ｌ，得率最大，为３２．４４μｇ／ｇ；当不加ＣａＣｌ２时，得率
最低，为 ２１．９４μｇ／ｇ。图 ３显示，ＣａＣｌ２ 浓度为 ０、１００、
２００ｍｍｏｌ／Ｌ时，２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为２∶１，完整性
最好；ＣａＣｌ２浓度为５０、１５０ｍｏｌ／Ｌ时，２８ＳＲＮＡ∶１８ＳＲＮＡ小
于 ２∶１，完 整 性 不 好。综 合 考 虑，选 取 ＣａＣｌ２ 浓 度
为１００ｍｍｏｌ／Ｌ。

表３　ＣａＣｌ２浓度对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

ＣａＣｌ２浓度
（ｍｍｏｌ／Ｌ）

Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值
得率

（μｇ／ｇ）

０ ２．０７±０．００ ２．２９±０．００ ２１．９４±０．１７
５０ ２．１２±０．００ ２．３６±０．０１ ２７．０７±０．０７
１００ ２．１４±０．０２ ２．３７±０．０１ ２６．３６±１．１１
１５０ ２．１２±０．０２ ２．３６±０．０１ ３２．４４±０．５３
２００ ２．１３±０．０１ ２．３７±０．０１ ２４．６２±１．５６

　　由表 ４可见，ＣａＣｌ２加入后放置在 ０、２５、６０℃，所提取
ＲＮＡ 的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ 值 均 符 合 纯 ＲＮＡ 的
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值；不同放置温度所提取的 ＲＮＡ得率
相差很大，当放置在２５℃时，得率最大，为２０．５７μｇ／ｇ。图４
显示，ＣａＣｌ２加入后放置在 ２５、６０℃，所提取 ＲＮＡ的 ２８Ｓ
ＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为２∶１，完整性较好。所以，选择
ＣａＣｌ２加入后的放置温度为２５℃。
表４　ＣａＣｌ２加入后放置温度对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

ＣａＣｌ２加入后放置
温度（℃）

Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值
得率

（μｇ／ｇ）

２５ ２．１０±０．０１ ２．３０±０．０１ ２０．５７±１．７９
０ ２．１０±０．００ ２．２６±０．０１ ４．７５±０．０５
６０ ２．１２±０．０１ ２．３３±０．０３ １４．５２±０．０１

　　由表 ５可见，ＣａＣｌ２加入后放置 １０、２０、３０ｍｉｎ，所提取
ＲＮＡ 的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ 值 均 符 合 纯 ＲＮＡ 的
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值；当放置 ２０ｍｉｎ时，得率最大，为
３７．２５μｇ／ｇ。图５显示，ＣａＣｌ２加入后放置１０、２０ｍｉｎ，所提取

ＲＮＡ的２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为２∶１，完整性较好；放
置３０ｍｉｎ，所提取ＲＮＡ的２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ的亮度比，比放
置１０、２０ｍｉｎ时的低。所以，选择ＣａＣｌ２加入后的放置时间为
２０ｍｉｎ。
表５　ＣａＣｌ２加入后放置时间对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

ＣａＣｌ２加入后的
放置时间（ｍｉｎ）

Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值
得率

（μｇ／ｇ）

１０ ２．１２±０．０１ ２．３１±０．０５ ２６．３３±０．０８
２０ ２．１４±０．０１ ２．３６±０．０２ ３７．２５±０．４０
３０ ２．１１±０．０１ ２．２７±０．０１ ２０．９８±０．０２

２．３　ＬｉＣｌ沉淀时间对ＲＮＡ提取质量的影响
由表６可见，ＬｉＣｌ加入后沉淀４、８、１２ｈ，所提取 ＲＮＡ的

Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ 值 均 符 合 纯 ＲＮＡ 的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、
Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值；随着沉淀时间的延长，所提取ＲＮＡ的得率逐渐
增大，ＬｉＣｌ沉淀１２ｈ，得率最大，为 ３７．２１μｇ／ｇ。图６显示，
ＬｉＣｌ加入后沉淀４、８、１２ｈ，所提取ＲＮＡ的２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ
亮度比约为２∶１，完整性较好。所以，选择加入 ＬｉＣｌ后的沉
淀时间为１２ｈ。

表６　ＬｉＣｌ沉淀时间对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

ＬｉＣｌ沉淀时间
（ｈ）

Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值
得率

（μｇ／ｇ）

４ ２．１２±０．０１ ２．３１±０．０５ ２６．３３±０．０８
８ ２．１４±０．０１ ２．３５±０．０１ ３５．１９±０．７９
１２ ２．１７±０．０１ ２．３６±０．０１ ３７．２１±０．４９

２．４　异丙醇简化ＲＮＡ沉淀
尽管ＬｉＣｌ沉淀１２ｈ可以达到较好的提取效果，但耗费时

—１５—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第１５期



间长。缩短ＲＮＡ提取时间对于下一步的分子生物学试验是
非常重要的。由表７可见，在香蕉果肉 ＲＮＡ提取过程中，用
异丙醇替代ＬｉＣｌ沉淀ＲＮＡ是可行的，但是必须用低浓度ＬｉＣｌ
洗涤ＲＮＡ沉淀；当未用３ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ洗涤时，所提取 ＲＮＡ的
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值非常低，分别为１．３９、１．６５，均低于纯
ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值；当用３ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ洗涤３次
时，所提取 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值分别为 ２．１５、
２．２５，均符合纯ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值。

表７　ＬｉＣｌ洗涤方式对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

ＬｉＣｌ洗涤
方式

Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值
得率

（μｇ／ｇ）

不洗 １．３９±０．０３ １．６５±０．０３ １１．６０±０．３３
洗３次 ２．１５±０．０１ ２．２５±０．０１ ９．６５±０．０２

　　由表８可见，异丙醇加入后沉淀１０、２０、３０ｍｉｎ，所提取
ＲＮＡ 的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ 值 均 符 合 纯 ＲＮＡ 的
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值；随着沉淀时间的延长，所提取 ＲＮＡ
的得率并未有明显的变化。图 ７显示，异丙醇加入后沉淀
１０、２０、３０ｍｉｎ，只有异丙醇沉淀 ２０ｍｉｎ所提取 ＲＮＡ的 ２８Ｓ
ＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为２∶１，完整性较好。所以，选择加
入异丙醇后沉淀时间为２０ｍｉｎ。

表８　异丙醇沉淀时间对ＲＮＡ提取纯度、得率的影响

异丙醇沉淀时间

（ｍｉｎ）
Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值

得率

（μｇ／ｇ）

１０ ２．１５±０．０１ ２．２５±０．０５ ９．６５±０．０２
２０ ２．１５±０．０１ ２．２７±０．００ ８．４０±０．０４
３０ ２．１４±０．００ ２．２７±０．００ ８．８２±０．１９

２．５　青香蕉果肉ＲＮＡ优化提取方法验证
由表９可见，异丙醇沉淀法提取的黄香蕉果肉、黄香蕉果

皮、香蕉花、青香蕉果肉、青香蕉果皮 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、
Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值均符合纯 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ、Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值。图
８显示，香蕉花ＲＮＡ的２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为１∶１，
完整性较差；青香蕉果肉、青香蕉果皮、黄香蕉果皮和黄香蕉

果肉ＲＮＡ的２８ＳＲＮＡ、１８ＳＲＮＡ亮度比约为２∶１，完整性较
好。图９ＲＴ－ＰＣＲ试验结果显示，用异丙醇沉淀法从香蕉
花、黄香蕉果肉、黄香蕉果皮、青香蕉果肉和青香蕉果皮中提

取的 ＲＮＡ进行 ＲＴ－ＰＣＲ，均能扩增出 ３８０ｂｐ的 ＭａＡｃｔｉｎ
片段。

表９　异丙醇沉淀法对香蕉组织ＲＮＡ提取纯度和得率的影响

香蕉组织 Ｄ２６０ｎｍ／２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／２３０ｎｍ值
得率

（μｇ／ｇ）

黄香蕉果肉 ２．１０±０．０１ ２．２８±０．０２ ８．６２±０．０９
黄香蕉果皮 ２．１０±０．０１ ２．１０±０．０１ １９．００±０．０２
香蕉花　　 ２．１３±０．００ ２．２２±０．０４ １３．６１±０．２７
青香蕉果肉 ２．１６±０．０２ ２．３２±０．０２ ２４．９３±０．３９
青香蕉果皮 ２．１３±０．００ ２．２６±０．０３ ２５．１４±０．４２

３　讨论与结论

针对青香蕉果肉组织富含果胶、多酚等次生物质，详细考

察各因素对总ＲＮＡ提取质量的影响，得出１种快速提取青香
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蕉果肉总ＲＮＡ的方法，耗时约４ｈ，相比于传统氯化锂沉淀法
（－２０℃放置４ｈ或过夜放置），具有快速、操作简单、总ＲＮＡ
质量高等优点，该方法可用于黄香蕉果肉、黄香蕉果皮、香蕉

花、青香蕉果肉、青香蕉果皮中总 ＲＮＡ的提取。从青香蕉果
肉组织中提取的总ＲＮＡ，可应用于香蕉多酚氧化酶的基因克
隆研究中，笔者所在课题组已成功获得香蕉多酚氧化酶的

基因［２５］。

改良热硼酸法提取青香蕉果肉总ＲＮＡ的优化提取方法：
提取缓冲液内含 ２％ ＣＴＡＢ、１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－硼酸（ｐＨ值
９．０）、１．４ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ、２０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ值 ８．０）、２％
ＰＶＰ－Ｋ３０，用前加入β－巯基乙醇至终浓度为２％，将其预热
至６０℃；组织用液氮速冻后研磨成粉末，每０．２ｇ果肉加入
１ｍＬ提取缓冲液，涡旋混匀，于６０℃放置３０ｍｉｎ，每隔５～
１０ｍｉｎ颠倒混匀１次；向提取混合液中添加０．５ｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２，
使其浓度为１００ｍｍｏｌ／Ｌ，２５℃放置２０ｍｉｎ；冷至室温，用等体
积的三氯甲烷、异戊醇（２４∶１）抽提，混匀，静置分层，室温、
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；取上清液，加入等体积的三氯甲烷、
异戊醇（２４∶１）抽提，混匀，静置分层，室温、１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ；上清液加入等体积的异丙醇，－２０℃沉淀２０ｍｉｎ，
４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；小心倒掉上清，沉淀用０．５ｍＬ
３ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ洗涤至少３次；沉淀用０．３ｍＬＤＥＰＣ水溶解，再
用等体积的水饱和酚、三氯甲烷顺序抽提；吸取上清液，加入

１／１５体积的３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ值５．２）、１／５体积无水乙醇，
冰上放置０．５ｈ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ；在上清液中
加１／１０体积３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ值５．２）、３倍体积无水乙醇，
在－７０℃冰箱中沉淀２ｈ，４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，沉
淀物用０．５ｍＬ７５％乙醇洗涤２次、０．５ｍＬ无水乙醇洗涤１
次，每次都于 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，室温干燥后将沉淀溶
于ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ水中。
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