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　　摘要：以徐香猕猴桃成熟果实为材料，采用优化的十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取猕猴桃总 ＲＮＡ，同时对
猕猴桃成熟果实内参基因进行筛选。猕猴桃具有富含多糖、多酚等物质的特点，为了从猕猴桃果实中提取和分离出高

质量的ＲＮＡ，在ＣＴＡＢ方法的基础上，通过多次试验改进，对ＣＴＡＢ方法进行优化。结果表明，优化的ＣＴＡＢ法提取猕
猴桃总 ＲＮＡ含量及纯度均较高，条带整齐、清晰、完整。同时，通过实时荧光定量 ＰＣＲ对内参基因进行筛选，选择
ＡＣＴＢ作为徐香猕猴桃成熟果实的内参基因。
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　　高质量的 ＲＮＡ样品是分子生物学研究的基础，在总
ＲＮＡ提取时，能否有效地去除果实中的多糖、多酚等物质，并
抑制ＲＮＡ酶活性，是核酸提取效率及核酸质量的重要影响因
素［１］。猕猴桃果实含有较多的多糖、酚类物质，由于多糖、酚

类物质的干扰，使得猕猴桃 ＲＮＡ提取较其他植物 ＲＮＡ提取
的难度大［２］。目前国内外有关提取猕猴桃果实总 ＲＮＡ的方
法主要有改进的 Ｌｏｐｅｚ－Ｇｏｍｅｚ与 Ｇｏｍｅｚ－ｌｉｍ方法［３］、异硫

氢酸胍法［４］、ＨＡｃ－ＮａＡｃ法［５］、ＲＮＡ提取试剂盒法等，但是
异硫氢酸胍法、试剂盒法比较昂贵，ＨＡｃ－ＮａＡｃ法提取需要
分离ＤＮＡ、ＲＮＡ。本研究在十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）
法的基础上进行优化，拟建立 １种适于提取猕猴桃果实总
ＲＮＡ的经济简便的方法。另外，内参基因的表达量可以对目
标基因的表达量进行归一化和标准化，以减小样本之间的差

异，内参基因在实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴ－ＰＣＲ）中起重要作
用［６］。相同猕猴桃果实的不同品种、不同部位和不同发育阶

段等均会对同一基因的表达产生影响，因此，根据果实品种及

试验处理，优化和选择用于ｑＲＴ－ＰＣＲ的内参基因至关重要。
本研究以植物常用的内参基因（ＡＣＴＢ、ＴＵＢ、１８ＳｒＲＮＡ、
ＧＡＰＤＨ和Ａｃｔｉｎ）为基础［７］，拟选择最适合徐香猕猴桃果实基

因表达水平研究的内参基因。

１　材料与方法

１．１　材料
徐香猕猴桃，购自南京众彩物流批发市场，挑选大小相

近、无病虫害、无机械损伤、成熟度基本一致的果实进行处理。

在处理后的３、６、９ｄ进行样品采集，将果肉组织用液氮冷冻，
并在 －７０℃ 下储存。
１．２　方法
１．２．１　提取液配制　ＣＴＡＢ抽提液成分：２．５％（质量分数）
ＣＴＡＢ，２％（质量分数）聚乙烯吡咯烷酮（ＰＶＰ），１００ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ［ｐＨ值８．０，用焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）处理的水配
制］，２５ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ），２．０ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，
０．５ｇ／Ｌ亚精胺，充分混匀后于１２１℃灭菌３０ｍｉｎ。使用前加
入１００ｇ／Ｌ的 β－巯基乙醇、三氯甲烷 ＋异戊醇（体积比
２４∶１）、８ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ、７０％乙醇。以上试剂均用０．１％ＤＥＰＣ
处理的灭菌双蒸水配制。

１．２．２　提取方法
１．２．２．１　试剂盒法提取猕猴桃总ＲＮＡ　严格按照试剂盒的
要求提取总ＲＮＡ。
１．２．２．２　优化 ＣＴＡＢ法提取猕猴桃总 ＲＮＡ　在传统 ＣＴＡＢ
方法［８］的基础上，进行提取条件的优化。提取步骤：（１）在经
过ＤＥＰＣ水处理的无ＲＮＡ的２ｍＬ离心管中加入１ｍＬＣＴＡＢ
抽提液，再加入１００μＬβ－巯基乙醇，混匀备用。（２）取猕猴
桃冻样置于预冷的研钵中（研钵用乙醇燃烧灭菌后加液氮预

冷），加入液氮，迅速研磨成均匀的粉末，研磨得越细越好；称

取０．４ｇ磨碎的样品放入有ＣＴＡＢ抽提液的离心管中，立即混
匀，６５℃水浴３０ｍｉｎ（每隔５ｍｉｎ混匀１次）。（３）取出离心
管，冷却至室温，１００００ｒ／ｍｉｎ、１０℃离心１０ｍｉｎ，取上清放入
新的无ＲＮＡ的离心管中。（４）加入等体积三氯甲烷、异戊醇
（体积比为 ２４∶１），于室温条件下剧烈摇动 ５ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ，取上清液加入无 ＲＮＡ的新离
心管内，重复此步骤３次至蛋白层不再出现。（５）吸取上清
液至无ＲＮＡ的新离心管中，加入１／２体积８ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ（使其
终浓度为４ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ），于－２０℃放置过夜（即沉淀时间大
于８ｈ）。（６）将于 －２０℃放置 ８ｈ以上的离心管取出，
１３０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心 ３０ｍｉｎ。（７）去除上清，用 ６００μＬ
７５％乙醇洗涤沉淀，于 １３０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心５ｍｉｎ，重复此
步骤３次，最后一次倒掉乙醇后再空管离心１次，吸出残留的
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乙醇，之后在超净工作台上放置５ｍｉｎ，使残留乙醇挥发，以免
影响下游试验。（８）加２０μＬＤＥＰＣ处理的灭菌双蒸水溶解
沉淀，充分混匀，长期保存于－７０℃。
１．３　总ＲＮＡ的质量检测

（１）取 ２μＬ总 ＲＮＡ，用核酸定量分析仪测定并计算
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值及核酸的浓度，分析其质量与
浓度。（２）检测ＲＮＡ的琼脂糖凝胶电泳在１×ＴＡＥ缓冲液中
进行，在 ３μＬＲＮＡ加样缓冲液（６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）中加入
２μＬ总ＲＮＡ，混合均匀后点样于１％琼脂糖凝胶上进行电
泳，利用凝胶成像系统观察ＲＮＡ的完整性。
１．４　ｃＤＮＡ合成

ｃＤＮＡ的合成严格按照 ＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（由ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｖｅｒｔＡｉｄ提供）操作。总ＲＮＡ的纯化：
反应体系含有 ２μｇ／μＬＲＮＡ，１μＬ１０×反应缓冲液（含
ＭｇＣｌ２），１μＬ（１Ｕ）ＤＮａｓｅⅠ（ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ），加入无核酸酶的
双蒸水使总体积至１０μＬ。反应条件：３７℃温育３０ｍｉｎ后立
即冰浴，之后加入 １μＬ５０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ再于 ６５℃温育

１０ｍｉｎ，冰浴５ｍｉｎ后即可进行ｃＤＮＡ合成。
ｃＤＮＡ合成：在上述体系中加入ｒａｎｄｏｍｐｒｉｍｅｒ１μＬ，反应

总体积调至１２μＬ。６５℃加热５ｍｉｎ后立即置于冰上降温，
之后加入４μＬ５×反应缓冲液，１μＬＲｉｂｏＬｏｃｋＲＮａｓｅＩｎｈｉｂｉｔｏｒ
（２０Ｕ／μＬ），２μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰＭｉｘ，１μＬＲｅｖｅｒｔＡｉｄＭ－
ＭｕＬＶＲＴ（２００Ｕ／μＬ），总反应体系为２０μＬ。之后于２５℃孵
育５ｍｉｎ，４２℃孵育６０ｍｉｎ，７０℃孵育５ｍｉｎ。将合成产物于
－７０℃保存备用。
１．５　猕猴桃内参基因的筛选

内参基因参照张慧琴等的研究［９－１０］，详见表１。引物由
苏州金唯智生物科技有限公司合成，对５个基因序列进行常
规ＰＣＲ扩增，反应体系：１０μＬ２×ＰＣＲ－Ｍｉｘ，各０．８μＬ上、
下游引物，０．５μＬｃＤＮＡ，７．９μＬ灭菌双蒸水，总反应体系
２０μＬ。反应步骤：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５８℃ ３０ｓ，７２℃
１ｍｉｎ，此步骤３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。通过半定量 ＰＣＲ和
ｑＲＴ－ＰＣＲ检测内参基因 ＡＣＴＢ、ＴＵＢ、Ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、１８Ｓ
ｒＲＮＡ，挑选适合徐香猕猴桃成熟果实检测的内参基因。

表１　内参基因引物序列

基因全称 基因简称 引物序列（５′→３′）
ａｃｔｉｎｉｓｏｆｏｒｍＢ ＡＣＴＢ Ｆ：ＧＴＧＣＴＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＴＣＡＡ；Ｒ：ＧＡＣＧＣＴＧＴＡＴＴＴＣＣＴＣＴＣＡＧ
ｐｒｏｔｅｉｎＴｕｂｕｌｉｎｂｅｔａ４ｃｈａｉｎ ＴＵＢ Ｆ：ＴＧＡＧＣＡＣＴＡＡＡＧＡＧＧＴＧＧＡＴＧＡ；Ｒ：ＴＧＧＧＡＴＧＴＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴＧＧ
ｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡ１８Ｓ １８ＳｒＲＮＡ Ｆ：ＡＡＣＧＡＧＡＣＣＴＣＡＧＣＣＴＧＣＴ；Ｒ：ＣＣＣＡＧＡＡＣＡＴＣＴＡＡＧＧＧＣＡ
ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅｓ３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＣＡＣＴＣＣＡＴＣＡＣＴＧＣＧＡＣＡ；Ｒ：ＣＡＣＣＴＴＧＣＣＡＡＣＡＧＣＣＴＴＡ
β－Ａｃｔｉｎ Ａｃｔｉｎ Ｆ：ＴＧＣＡＧＡＴＡＴＴＡＧＴＧＡＡＡＡＣＣ；Ｒ：ＣＣＡＣＣＡＣＧＧＡＧＡＣＧＧＡＧＣＡＣ

２　结果与分析

２．１　猕猴桃总ＲＮＡ提取结果
２．１．１　用试剂盒提取猕猴桃贮藏０ｄ样品ＲＮＡ结果　在波
长２８０、２３０、２６０ｎｍ下的吸光度依次代表核酸、盐、蛋白等有
机物的含量。高纯度 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值应介于１．８～
２０之间，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值大于２．０

［１１］。从表２可以看出，使
用试剂盒提取猕猴桃ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值
整体上分别低于１．８、２．０，这说明 ＲＮＡ中蛋白、多糖等杂质
污染严重。第３次提取猕猴桃总 ＲＮＡ质量有所提高，但是
ＲＮＡ含量低，不利于进行下游试验。从图１可以看出，试剂
盒提取猕猴桃总ＲＮＡ条带不清晰且弥散，说明 ＲＮＡ有所降
解。由图２可以看出，猕猴桃总 ＲＮＡ条带清晰但亮度不高，
说明ＲＮＡ含量及纯度均较低。因此可知，试剂盒不适合用来
提取徐香猕猴桃总ＲＮＡ。

表２　试剂盒提取猕猴桃ＲＮＡ的相应结果

提取次数
ＲＮＡ含量
（ｎｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

１ ２０９ １．７６ １．７１
２ ３７０ １．７９ １．７９
３ ３９０ １．８４ １．８９

２．１．２　ＣＴＡＢ法提取猕猴桃总ＲＮＡ结果
２．１．２．１　传统ＣＴＡＢ法第１次提取猕猴桃总ＲＮＡ结果　以
贮藏０ｄ猕猴桃样品为基础设置不同起始质量，进行总 ＲＮＡ
的提取。从表３可看出，随着猕猴桃样质量的增加，提取的猕
猴桃总ＲＮＡ含量会相应提高，但Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ
值也随之下降，说明提取的总ＲＮＡ含有多糖、多酚等物质，总

表３　ＣＴＡＢ法提取猕猴桃贮藏０ｄ样品ＲＮＡ的结果

提取样品质量

（ｇ）
ＲＮＡ含量
（ｎｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

０．２ ２６２ １．８１ １．８５
０．４ ４８９ １．７３ １．６６
０．６ ６２６ １．７１ １．６５

ＲＮＡ质量不高，不适合用于下游分子生物学试验。
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２．１．２．２　第１次优化条件提取猕猴桃总ＲＮＡ结果　优化条
件：猕猴桃样质量选择 ０．５ｇ，ＣＴＡＢ含量由 ２．０％提高至
２５％，β－巯基乙醇含量由２％提高到１０％，三氯甲烷－异戊
醇抽提次数增加至３次。利用优化后的ＣＴＡＢ法提取猕猴桃
果实总ＲＮＡ，用核酸定量分析仪进行检测。由表４可知，猕
猴桃总 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值基本在 １．８～１．９，而
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值介于１．８～２．０，说明总 ＲＮＡ纯度提高了，但
是仍存在少量多糖、多酚和蛋白质等物质。由图３的１％琼
脂糖凝胶电泳结果看出，总 ＲＮＡ电泳结果呈现 ２条带，且
２８Ｓ的亮度比１８Ｓ的亮度大，但是１８Ｓ条带出现了降解，需要
进一步优化提取条件。

表４　第１次优化ＣＴＡＢ法提取猕猴桃总ＲＮＡ结果

贮藏时间

（ｄ） 组别
ＲＮＡ含量
（ｎｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

０ ０ ５０７ １．９０ １．９７
３ ＣＫ ３８２ １．７６ １．８０
３ 处理 ３５４ １．８２ １．８２
６ ＣＫ ４８１ １．８６ １．８７
６ 处理 ４７１ １．８５ １．８７
９ ＣＫ ３９３ １．８０ １．７９
９ 处理 ５３３ １．８６ １．８４

２．１．２．３　第２次优化条件提取猕猴桃总ＲＮＡ结果　优化条
件：样品质量由０．５ｇ减少至０．３ｇ，７０％乙醇洗涤次数增加
至３次。从表５可以看出，减少猕猴桃提取时的样品质量，增
加乙醇洗涤次数，可以提高总 ＲＮＡ的纯度及质量，但
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值仍小于２．０。由图４可知，猕猴桃总 ＲＮＡ条
带整齐、清晰，但ＲＮＡ条带亮度不高，说明 ＲＮＡ样品含量较
低，因此需要进一步优化方法，从而提高猕猴桃总 ＲＮＡ的浓
度及纯度。

表５　优化ＣＴＡＢ法提取猕猴桃总ＲＮＡ结果

贮藏时间

（ｄ） 组别
ＲＮＡ含量
（ｎｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

０ ０ ６２０ １．９０ ２．００
３ ＣＫ ３４９ １．８４ １．８３
３ 处理 ６１８ １．９１ １．９０
６ ＣＫ ３６８ １．８０ １．７８
６ 处理 ４６８ １．８８ １．９４
９ ＣＫ ４００ １．８０ １．８０
９ 处理 ６６７ １．８９ １．８９

２．１．２．４　第３次优化条件提取猕猴桃总ＲＮＡ结果　优化条
件：样品质量０．４ｇ，ＬｉＣｌ由１／３体积增加至１／２体积，同时
ＬｉＣｌ沉淀时间为过夜。通过提高样品质量至０．４ｇ，以及ＬｉＣｌ

沉淀过夜提取总 ＲＮＡ，由表 ６可知，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值介于
１．８～２．０之间，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值基本为２．０左右，表明提取的
猕猴桃总ＲＮＡ质量较高。从图５可以看出，ＲＮＡ条带整齐、
清晰完整，２８Ｓ条带亮度约是 １８Ｓ条带亮度的 ２倍，表明总
ＲＮＡ的纯度、完整性和产率均较高，蛋白质、多糖及多酚等去
除得较彻底，可作为反转录的模板。

表６　优化ＣＴＡＢ法提取猕猴桃总ＲＮＡ结果

贮藏时间

（ｄ） 组别
ＲＮＡ含量
（ｎｇ／μＬ）

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

０ ０ ７４０ １．９５ ２．０６
３ ＣＫ ５５９ １．９２ １．９６
３ 处理 ７１６ １．８８ １．９２
６ ＣＫ ７３５ １．９３ ２．０５
６ 处理 ７４１ １．９５ ２．０６
９ ＣＫ ６６０ １．９６ ２．１３
９ 处理 ７２５ １．９２ １．９３

２．２　猕猴桃果实内参基因的筛选
２．２．１　半定量ＰＣＲ筛选猕猴桃果实内参基因　ＰＣＲ产物用
溴化乙锭染色的１．５％琼脂糖凝胶电泳检测，并用ＧｅｌＤｏｃＸＲ
（Ｂｉｏ－Ｒａｄ，美国）照相记录。对ＡＣＴＢ、ＴＵＢ、Ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、１８Ｓ
ｒＲＮＡ５个内参基因进行初步筛选。从图６看出，将猕猴桃贮藏
０ｄ的ｃＤＮＡ分别加入５对内参引物进行ＰＣＲ扩增，电泳结果为
ＡＣＴＢ和１８ＳｒＲＮＡ亮度最高，Ａｃｔｉｎ有二聚体，ＧＡＰＤＨ没有表达，
ＴＵＢ亮度相对较低，因此内参初步筛选结果为ＡＣＴＢ、１８ＳｒＲＮＡ。
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　　由图７可知，将猕猴桃不同时间和不同处理的 ｃＤＮＡ通
过分别加入 ＡＣＴＢ、１８ＳｒＲＮＡ、ＴＵＢ和 ＧＡＰＤＨ这４对内参引
物进行 ＰＣＲ扩增，电泳结果为 ＡＣＴＢ、１８ＳｒＲＮＡ亮度最高且
表达较稳定，ＴＵＢ亮度相对较低，而 ＧＡＰＤＨ亮度高但表达稳
定性不高。

　　从图８可以看出，将贮藏０、３ｄ的 ＣＫ组、贮藏３ｄ的处
理组、贮藏６ｄ的 ＣＫ组、贮藏６ｄ的处理组、贮藏９ｄ的 ＣＫ
组、贮藏９ｄ的处理组的ｃＤＮＡ通过分别加入 Ａｃｔｉｎ内参引物
进行ＰＣＲ扩增，电泳结果显示Ａｃｔｉｎ引物均有二聚体，不适合
作为徐香猕猴桃的内参基因。

２．２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测 ＡＣＴＢ、ＴＵＢ和１８ＳｒＲＮＡ　
由表７可知，ＴＵＢ的ＣＴ值基本在３２以上，说明 ＴＵＢ基因基
本不表达，１８ＳｒＲＮＡ的ＣＴ值介于８．０～１１．０之间，值相对偏
低，不适宜作为徐香猕猴桃果肉的内参基因，而 ＡＣＴＢ的 ＣＴ
值介于１９．０～２４．０之间，表达稳定性相对较高，因此选择
ＡＣＴＢ作为荧光定量ＰＣＲ的内参基因。

３　讨论

３．１　优化ＣＴＡＢ法提取徐香猕猴桃总ＲＮＡ
优化后的ＣＴＡＢ法所用试剂均是常规试剂，可有效降低

试验成本［１２－１３］。本研究中优化 ＣＴＡＢ法的关键：（１）提取猕
猴桃总ＲＮＡ时样起始量不能太大，否则提取液不能完全消化
猕猴桃内的物质，优化后选取的样品质量为０．４ｇ。（２）ＣＴＡＢ
含量由２．０％提高到２．５％，ＣＴＡＢ是蛋白质的变性剂，提高
ＣＴＡＢ含量可以有效去除果实中的蛋白质。（３）提取液中
β－巯基乙醇含量由２％提高到１０％，可以变性蛋白，有效抑
制ＲＮＡ酶的活性［１４］，同时，β－巯基乙醇作为有效还原剂，能
有效抑制酚类物质及内源酚的氧化，防止褐化效应发生，提高

ＲＮＡ提取质量。（４）三氯甲烷 －异戊醇抽提次数增加至 ３
次，三氯甲烷和异戊醇混合液使蛋白质变性、分层，且可以去

除脂类，还可使有机相和无机相迅速分离，从而有效回收

ＲＮＡ。（５）ＬｉＣｌ由１／３体积增加至１／２体积，高浓度ＬｉＣｌ在选

表７　ＡＣＴＢ、ＴＵＢ和１８ＳｒＲＮＡｑＲＴ－ＰＣＲ结果

基因 贮藏时间（ｄ） 组别 ＣＴ平均值
ＡＣＴＢ ０ ０ ２１．９６

３ ＣＫ １９．３０
３ 处理 ２３．３７
６ ＣＫ ２０．４０
６ 处理 ２０．９３
９ ＣＫ ２３．７７
９ 处理 ２２．７９

ＴＵＢ ０ ０ ３５．０９
３ ＣＫ ３６．００
３ 处理 ３２．５０
６ ＣＫ ３２．４７
６ 处理 ３２．７４
９ ＣＫ ３２．９２
９ 处理 ３３．２１

１８ＳｒＲＮＡ ０ ０ ８．７０
３ ＣＫ ９．３３
３ 处理 ９．８４
６ ＣＫ ９．７９
６ 处理 １０．３１
９ ＣＫ １０．０５
９ 处理 １０．８６

　　注：ＣＴ表示从基线到指数增长拐点所对应的循环数。

择性沉淀ＲＮＡ的同时，可使多糖留在溶液中而不随 ＲＮＡ沉
淀下来［１５］。ＬｉＣｌ沉淀需要在 ４℃放置过夜，时间长，但是
ＲＮＡ的产率高，且 ＲＮＡ纯度高，从而降低了 ＲＮＡ降解的概
率。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［１６］。

（６）７０％乙醇洗涤增加至３次。多次乙醇洗涤可有效去除多
糖，同时高浓度的 ＮａＣｌ也有助于去除多糖［１７］。（７）加入
０．５ｇ／Ｌ亚精胺可以有效抑制 ＲＮＡ酶活性。基于以上优化
后的 ＣＴＡＢ法提取的猕猴桃总 ＲＮＡ，完全可以满足
ＲＴ－ＰＣＲ、ＮｏｒｔｈｅｒｎＢｌｏｔｔｉｎｇ等分子生物学试验的要求。
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３．２　徐香猕猴桃内参基因的优化
选择一种或多种参考基因作为内参基因用来分析ｑＲＴ－

ＰＣＲ基因的表达，同时参考基因需要不受试验条件的影
响［１８］。ｑＲＴ－ＰＣＲ分析最常用的参考基因包括 Ａｃｔｉｎ、１８Ｓ
ＲＮＡ、ＧＡＤＰＨ、ＴＵＢ等［１９］。有研究表明，相同植物的不同品

种、不同组织器官以及相同组织器官在不同发育阶段，同一基

因的表达均会出现差异［２０－２１］。因此，根据猕猴桃的品种及不

同的处理方式，选用合适的内参基因对其他基因的表达水平

进行归一化，才能对试验结果进行正确判断与比对。随着分

子生物学研究的广泛开展和不断深入，基因表达分析已经广

泛应用于猕猴桃基因代谢调控机制的研究中，因此筛选稳定

的内参基因在基因表达分析中起着关键作用［２２］。

张慧琴等发现，ＴＵＢ和 ＡＣＴＢ在华特猕猴桃６种不同组
织中表达均稳定，适合作为华特猕猴桃不同组织基因表达的

内参基因［９］。本试验通过半定量 ＰＣＲ检测 ＡＣＴＢ、ＴＵＢ、
Ａｃｔｉｎ、ＧＡＰＤＨ、１８ＳｒＲＮＡ这５个内参基因可知，ＡＣＴＢ在徐香
猕猴桃果实中表达最稳定。由本研究结果可知，通过荧光定

量ＰＣＲ进一步确定ＡＣＴＢ适合作为徐香猕猴桃果实的内参基
因。因此，通过半定量 ＰＣＲ、ｑＲＴ－ＰＣＲ最终选择 ＡＣＴＢ作为
徐香猕猴桃果肉的内参基因，用于实时荧光定量 ＰＣＲ分析。
这些研究结果可为下一步揭示徐香猕猴桃衰老机制研究提供

有力的试验方法。
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