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　　摘要：果树多富含多酚、多糖等次生代谢物质。为了解决果树ＲＮＡ提取工作较为困难的现象，拟改良现有的十六
烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）方法，以将其用于提取多年生草本、藤本及木本
果树ＲＮＡ。经非变性琼脂糖凝胶电泳检测，表明应用该方法可以获得清晰明亮的 ＲＮＡ条带；经核酸分析发现，所提
取的ＲＮＡ的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值均在１．８０～１．９３之间，表明该方法可以去除果树中的蛋白质；Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值为２．０３～

２．２７，表明该方法可以去除果树中的多糖及小分子盐离子。结果表明，应用改良后的 ＣＴＢＡ方法提取果树不同组织
ＲＮＡ所得到的反转录ｃＤＮＡ可以直接用于后续的逆转录ＰＣＲ（ＲＴ－ＰＣＲ）试验。
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　　果树作为重要的园艺作物，在国民生产中占有重要地位。
分子生物学研究作为有效的试验工具，被广泛应用于果树研

究中［１－３］。同时，随着果树基因组数据的逐渐丰富，越来越多

的果树物种基因组信息得到了注释，因此，开展果树分子生物

学研究，对于挖掘功能基因以及通过基因工程等手段实现为

果树育种服务的目标被越来越多的果树育种工作者

接受［４－６］。

ＲＮＡ的提取作为分子生物学研究的基础步骤，其成熟度
较为重要。果树作为多年生木本或草本植物，因其多年生的

特点，多富含多糖、多酚等次生代谢物质，使其ＲＮＡ的提取及
纯化工作较为困难［７］。生物试剂盒对于分子生物学研究具

有快速、简便的优点，但当今市场上尚没有针对果树物种

ＲＮＡ提取的试剂盒，并且利用广谱的植物 ＲＮＡ提取试剂盒
提取果树物种ＲＮＡ具有不稳定的特点。常用的传统ＲＮＡ提
取方法有ＴＲＩｚｏｌ方法、苯酚法、氯化锂沉淀法、异硫氰酸胍法
及十二烷基硫酸钠（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ，简称ＳＤＳ）／酚抽提
方法［８－１１］，以上方法具有价格昂贵、费时费力的特点，且得到

的果树ＲＮＡ产量较少［１２］。此外，笔者通过试验对比发现，

ＴＲＩｚｏｌ方法多适用于草本植物，不适用于木本植物材料的
ＲＮＡ提取。本试验通过对十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅｃｙｌ
ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称ＣＴＡＢ）法的进一步改良，得
到通用于提取果树不同代表物种如草莓（草本）、苹果（木本）

以及葡萄（藤本）不同组织ＲＮＡ的方法。本研究以期通过对
比不同ＲＮＡ提取方法和进一步改进已有的ＣＴＡＢ提取方法，

为果树分子生物学研究提供基础、准确的 ＲＮＡ提取方法，从
而方便果树研究者进行后续研究。

１　材料与方法

１．１　试验材料
本试验所用材料草莓、葡萄均取自江苏省农业科学院园

艺研究所试验田，草莓（Ｆｒａｇａｒｉａ×ａｎａｎａｓｓａＤｕｃｈ．）品种为宁
玉［１３］，定植时期为２０１４年９月初；葡萄（ＶｉｔｉｓＬ．）的组培苗、
大田苗品种皆为红宝石无核，其中组培苗为胚挽救后代种苗，

大田苗为５年生植株；苹果材料采自山东省临沂市平邑县一
年生苹果（Ｍａｌｕｓｄｏｍｅｓｔｉｃａ）砧木Ｍ９。用于ＲＮＡ提取的草莓、
苹果和葡萄的组培苗材料均采集根、茎、叶（图１－Ａ、图１－
Ｂ、图１－Ｃ）３种组织；于葡萄大田苗上采集根、茎、叶、果皮和
果肉（图１－Ｄ）５种组织，所采集的样品应尽量呈幼嫩状态并
立即置于液氮中带回实验室，放置于－７０℃冰箱中待用。
１．２　试剂与仪器
１．２．１　改进后的 ＣＴＡＢ裂解液母液的配制成分　（１）
５ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ（使用浓度为１．４ｍｏｌ／Ｌ）。（２）０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ·
２Ｎａ（ｐＨ值为８．０，使用浓度为２０ｍｍｏｌ／Ｌ）。用磁力搅拌器
剧烈搅拌，加入ＮａＯＨ调节ｐＨ值到８．０时，ＥＤＴＡ·２Ｎａ方可
溶解。（３）１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为 ８．０，使用浓度为
０１ｍｏｌ／Ｌ），用ＨＣｌ调节 ｐＨ值至８．０。（４）２％（质量浓度）
ＣＴＡＢ。（５）２％ （质量浓度）聚乙烯吡咯烷酮 Ｋ－３０
（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｐｙｒｒｏｌｉｄｏｎｅＫ－３０，简称ＰＶＰＫ－３０）。以１００ｍＬ为
例，用适量体积的上述各组分母液配制 ＣＴＡＢ裂解液：２８ｍＬ
ＮａＣｌ，４ｍＬＥＤＴＡ·２Ｎａ，１ｍＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，２ｇＣＴＡＢ，２ｇＰＶＰ，
用ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄｄＨ２Ｏ定容。
１．２．２　其他组分及试剂　（１）１０ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ（ＬｉＣｌ易吸潮，需
快速操作，注意溶解放热烫）；（２）３ｍｏｌ／ＬＮａＡｃ（ｐＨ值５．２）；
（３）β－巯基乙醇，使用浓度为１％；（４）７０％（体积分数）乙
醇；（５）三氯甲烷＋异戊醇（体积比２４∶１）；（６）水饱和酚（ｐＨ
值４．５）；（７）无水乙醇；（８）ｄｄＨ２Ｏ（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）。
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　　配制各组分试剂均使用 ｄｄＨ２Ｏ，配制完毕后加入外源
ＲＮＡ酶清除剂处理２４ｈ后待用。
１．３　试验方法
１．３．１　果树ＲＮＡ提取的操作步骤　（１）取待提取ＲＮＡ试材
（除果实外的组织取材质量约为 ０．５～１．０ｇ，果实质量为
１．５～２．０ｇ），置于液氮中迅速研磨成粉末，将１０００μＬＣＴＡＢ
裂解液和２０μＬβ－巯基乙醇依次加入 ２ｍＬ离心管中，于
６５℃ 水浴３０ｍｉｎ（水浴过程中每隔１０ｍｉｎ将离心管上下颠
倒约３０次，以保证待提取试材与 ＣＴＡＢ裂解液充分接触）；
（２）加入等体积的三氯甲烷＋异戊醇（体积比２４∶１），旋涡混
匀，８０００ｇ、４℃离心１０ｍｉｎ；（３）取８００μＬ上清，加入１／２体
积的水饱和酚（ｐＨ值４．５），混匀，静置５ｍｉｎ，再加入１／２体
积的三氯甲烷＋异戊醇（体积比２４∶１），旋涡混匀；８０００ｇ、
４℃ 离心１０ｍｉｎ；（４）取６００μＬ上清（在１．５ｍＬ离心管中操
作），加入１／３０体积的ＮａＡｃ（３ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ值５．２）和１／１０体
积的无水乙醇，混匀后静置５ｍｉｎ，８０００ｇ、４℃离心１０ｍｉｎ；
（５）取 ４５０μＬ上清，加入 １／３体积的 ＬｉＣｌ（１０ｍｏｌ／Ｌ），
－２０℃ 静置２～３ｈ；８０００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ；（６）弃上清，用
７０％乙醇洗涤沉淀２次，再用无水乙醇洗涤沉淀１次，室温干
燥，将清洗后的沉淀溶于ｄｄＨ２Ｏ（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ）中，于－７０℃保
存备用；（７）取２μＬ总ＲＮＡ，用１％琼脂糖凝胶电泳进行检测

（电泳仪电压不宜设置过大，否则会因产热引起 ＲＮＡ样品降
解导致检测结果不准确）；（８）将 ＲＮＡ样品上 Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ
核酸仪检测，体系为 １μＬＲＮＡ样品加入 ４９μＬｄｄＨ２Ｏ
（ＲＮａｓｅｆｒｅｅ），ＲＮＡ浓度、Ｄ２８０ｎｍ／Ｄ２６０ｎｍ值和Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值直
接从仪器上读取。

１．３．２　基因组ＤＮＡ的消化及反转录　利用上述方法提取的
ＲＮＡ样品中，存在少许基因组 ＤＮＡ，其消化及 ｃＤＮＡ的合成
按照ＴａＫａＲａ公司的ＰｒｉｍｅｒＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（ＴａＫａＲａ，货
号：ＲＲ０４７Ａ）说明书进行。为确保试验结果的可靠性，消化
及反转录试验需在冰上进行。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ琼脂糖电泳检测
ＲＮＡ产物使用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测，图２结果显

示，经过改进的ＣＴＡＢ法提取多年生草本、木本及藤本果树材
料均可获得清晰的 ３条 ＲＮＡ条带，如图 ２分别是 ２８．０Ｓ
ｒＲＮＡ、１８．０ＳｒＲＮＡ、５．８ＳｒＲＮＡ及少量ｇＤＮＡ（基因组ＤＮＡ）。
凝胶结果显示点样孔清晰、无污染。

２．２　ＲＮＡ纯度检测
利用Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ核酸仪对所提取样品 ＲＮＡ的吸光度

及产量进行检测。结果表明，ＲＮＡ样品的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值均
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高于２．０，具体为 ２．０３～２．２７（表 １）。说明利用改进后的
ＣＴＡＢ法抽提获得的ＲＮＡ所含多糖、酚类及其他小分子物质
较少。草莓、苹果大田苗及葡萄组培苗的根、茎、叶片ＲＮＡ的
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值范围为１．８０～１．９３，葡萄大田苗各组织 ＲＮＡ
的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１．８０～１．９１，表明利用本方法抽提获得
的果树ＲＮＡ中杂质蛋白质污染较少。不同组织的ＲＮＡ产量
情况如下：根器官 ＲＮＡ产量为 ６００．１５～７１２．７５ｎｇ／μＬ；茎
ＲＮＡ产量为 ５３０．６１～６９４．５４ｎｇ／μＬ；叶片 ＲＮＡ产量为
６１７５４～７７７．５３ｎｇ／μＬ；果皮 ＲＮＡ产量为５６１．２３ｎｇ／μＬ；果
肉ＲＮＡ产量为４０．２３ｎｇ／μＬ。

表１　分光光度法检测ＲＮＡ质量及产量

样品 部位 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值
产量

（ｎｇ／μＬ）

草莓大田苗 根 ２．１０ １．８３ ７１２．９５
茎 ２．０８ １．８０ ６９４．５４
叶 ２．１１ １．８４ ７４０．４３

葡萄组培苗 根 ２．０８ １．８３ ６６９．４５
茎 ２．０３ １．８９ ５３１．３２
叶 ２．２２ １．９３ ７３５．６２

葡萄大田苗 根 ２．０５ １．８１ ６００．１５
茎 ２．１４ １．８２ ５９０．０５
叶 ２．２６ １．９１ ６１７．５４
果皮 ２．０６ １．８１ ５６１．２３
果肉 ２．０４ １．８０ ４０．２３

苹果大田苗 根 ２．１３ １．８１ ７００．３２
茎 ２．０４ １．８０ ５３０．６１
叶 ２．２７ １．８６ ７７７．５３

　　注：吸光度比值为３个样品重复的平均值。

　　综合上述 ４种试材不同组织的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值及所得
ＲＮＡ产量情况，可以得出草莓、苹果以及葡萄 ＲＮＡ的提取在
根、茎、叶３种营养器官中出现一致的难易度趋势，即叶片较
根容易提取，两者皆较茎容易提取得到 ＲＮＡ；葡萄大田苗生
殖器官的ＲＮＡ提取难易程度表现为果皮较果肉容易。
２．３　ＲＮＡ提取后的质量检测

为检测ＲＮＡ质量是否满足 ＲＴ－ＰＣＲ试验，设计草莓的
内参基因ＦｖＭＳＩ１的引物如下：Ｆ，５′－ＴＣＣＣＣＡＣＡＣＣＴＴＴＧＡＴＴ
ＧＣＣＡ－３′；Ｒ，５′－ＡＣＡＣＣＡＴＣＡＧＴＣＴＣＣＴＧＣＣＡＡＧ－３′。苹
果内参基因１８ＳｒＲＮＡ引物如下：Ｆ，５′－ＧＴＴＡＣＴＴＴＴＡＧＧＡＣＴ
ＣＣＧＣＣ－３′；Ｒ，５′－ＴＴＣＣＴＴＴＡＡＧＴＴＴＣＡＧＣＣＴＴＧ－３′。葡萄
内参基因为 ＵＢＩ，Ｆ：５′－ＧＣＴＣＧＣＴＧＴＴＴＴＧＣＡＧＴＴＣＴＡＣ－３′；
Ｒ：５′－ＡＡＣＡＴＡＧＧＴＧＡＧＧＣＣＧＣＡＣＴＴ－３′。使用所提取的果
树ＲＮＡ进行反转录得到 ｃＤＮＡ，利用上述引物经 ＰＣＲ扩增
后，将产物进行琼脂糖电泳检测（图３），分析结果可知，利用
该方法获得的ＲＮＡ均可用于后续的ＲＴ－ＰＣＲ试验。

３　讨论与结论

３．１　ＲＮＡ提取前的准备工作
ＲＮＡ提取的关键是抑制细胞中的ＲＮＡ分解和防止操作

环境中的ＲＮＡ酶污染。因此在试验中应采取以下措施：（１）
使用７０％乙醇清洁试验操作台；（２）使用ＲＮＡ操作专用试验
台，或者利用外源ＲＮＡ酶清除剂处理台面及操作用到的所有
器具（研钵、镊子、药匙等）；（３）水浴锅提前预热、离心机提

前预冷。通过上述方法主要防止外界环境、空气或者试验者

唾液中ＲＮＡ酶的污染。
３．２　改良ＣＴＡＢ法的优点
３．２．１　提取液改进 ＰＶＰ用量　本试验在 ＲＮＡ的提取过程
中改进了ＰＶＰ的用量，不仅能去除果树各组织中的酚类物质
和多糖，还能去除一些其他色素和脂类物质，同时可以消除泡

沫，保护胶体，可以提取得到更完整和纯度更高的ＲＮＡ产物。
同时与传统的ＣＴＡＢ法相比［１２，１４］，本方法改进了各组分的用

量，如ＣＴＡＢ提取液的用量（１ｍＬ）、β－巯基乙醇的使用浓度
（１％，体积分数）和ＮａＡｃ浓度（３ｍｏｌ／Ｌ），一方面可以节约成
本，另一方面可以减少如 β－巯基乙醇等物质在操作过程中
的毒害作用。进一步分析可知，所提取的ＲＮＡ与传统方法相
比，拥有高纯度（Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值＞２．０，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值＞１．８）
的特 点，同 时 ＲＮＡ 产 量 较 高 （除 果 肉 ＲＮＡ 产 量 为
４０．２３ｎｇ／μＬ外，其 余 材 料 的 产 量 范 围 为 ５３０．６１～
７７７．５３ｎｇ／μＬ），其质量及产量均满足后续的 ＲＴ－ＰＣＲ试验
要求。

３．２．２　高效稳定　相对于生物公司销售的成品ＲＮＡ提取试
剂盒，本方法具有操作简便、试验结果可靠性高及节本的特

点。笔者所在课题组曾尝试使用多种成品试剂盒提取果树不

同组织中的ＲＮＡ，发现效果均不理想。尤其是提取木质化程
度较高的果树材料及次生代谢物质含量较高的果树生殖器官

ＲＮＡ，如葡萄的果皮和果肉组织。分析其原因可能是在成品
试剂盒中，针对木本果树特有的多酚、多糖的去除技术尚未成

熟。同时考虑到果树物种的季节性较强，样品采集的重复性

较差，应用高效稳定的ＲＮＡ提取方法对于果树分子生物学研
究十分重要。笔者通过多次试验，发现经本研究改进的

ＣＴＡＢ法具有重复性好、可靠性高的特点，尤其适用于木本果
树的ＲＮＡ提取。本研究分别选取草本、木本及藤本果树的不
同营养器官及生殖器官开展研究，进一步验证了改进后的

ＣＴＡＢ法可用于不同类型果树各组织 ＲＮＡ的提取，从而为果
树分子生物学研究提供了高效稳定的ＲＮＡ提取方法。
３．２．３　ＣＴＡＢ法与 ＴＲＩｚｏｌ方法的比较　笔者曾利用灵敏且
快捷的ＴＲＩｚｏｌ方法对苹果材料不同组织的ＲＮＡ进行提取，结
果均不理想（只有幼嫩的叶片材料可获得少量的 ＲＮＡ，其他
木质化程度较高的材料均无法获得ＲＮＡ）。利用ＴＲＩｚｏｌ方法
提取拟南芥以及果树研究中的果实模式植物———番茄却可以

得到理想结果（图４），但成品 ＴＲＩｚｏｌ试剂价格昂贵。笔者分
析其原因，可能是木本果树中的多酚等次生代谢物质阻碍了

ＴＲＩｚｏｌ试剂对果树组织内ＲＮＡ的分离，但是应用ＴＲＩｚｏｌ方法
提取其他草本植物ＲＮＡ仍不失为一种优良方法。基于此，笔
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者提出，本研究中改进的ＣＴＡＢ法适用于木本果树材料，同时
对于珍稀材料或者采集重复性较差的试验样品使用该方法可

提高稳定性，减少材料损失。

３．２．４　外源 ＲＮＡ酶清除剂替代焦碳酸二乙酯（ｄｉｅｔｈｙ
ｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，简称ＤＥＰＣ）处理　利用上述外源 ＲＮＡ酶清除
剂可以较快速地去除所用试剂、器具及 ＲＮＡ提取环境中的
ＲＮＡ酶，与传统的ＤＥＰＣ处理方法［１５］相比，可以省去繁琐的

高温灭菌步骤，且外源ＲＮＡ酶清除剂的使用，具有快速、操作
简便及无毒的特点。

３．３　果树ＲＮＡ提取过程中可能出现的问题及对策
３．３．１　琼脂糖凝胶点样孔模糊或 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值非正常范
围　正常提取所得 ＲＮＡ的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值≥２，若该值偏小
或琼脂糖凝胶点样孔模糊，说明所提取的ＲＮＡ样品中有杂质
多糖、多酚或其他盐类小分子物质。本试验材料的 Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２３０ｎｍ值范围为２．０３～２．２７。可见利用该方法在提取液中加
入较高质量浓度的ＰＶＰ，能够有效地去除果树组织中的酚类、
多糖等次生代谢物质，同时提高ＲＮＡ的完整性和纯度。
３．３．２　提取样品 ＲＮＡ呈现褐色　本研究提取的试材不新
鲜，存在褐化，或由于研磨过程中未能保持样品处于液氮中，

抑或由于研磨所得的样品在装入离心管之前未在管中及时添

加β－巯基乙醇，导致研磨样品与空气中的氧气接触，从而使
试材中的酚类物质氧化成醌类物质而呈现褐色。解决对策有

以下２个：一是保证提取试材新鲜并处于超低温环境；二是保
证研磨所得样品在装入离心管前加入 β－巯基乙醇，以防止
样品褐化。此外，整个研磨及装管过程需要操作迅速。

３．３．３　Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值及产量　Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值正常范围为
１．８～２．０，其值偏小说明 ＲＮＡ样品中有杂质蛋白质污染；其
值偏大说明ＲＮＡ降解严重。苯酚在低 ｐＨ值的情况下可促
进水相中的蛋白质和ＤＮＡ向有机相分配，从而最大限度地去
除总ＲＮＡ中的蛋白质和 ＤＮＡ，因此在抽提过程中需要加入
水饱和酚（ｐＨ值 ４．５）。本试验中葡萄大田苗生殖器官的
ＲＮＡ提取难易程度为果肉远难于果皮，分析其原因，可能是
果肉中的水分含量较高。操作者在研磨时为降低杂质出现的

概率，会加入较少量的葡萄果肉材料，导致最终 ＲＮＡ产量较
少。因此，对于葡萄果实的提取，可以适当增加试材的研磨量

（１．５～２．０ｇ），以提高果实的 ＲＮＡ产量，从而满足后续试验

要求。

３．３．４　ＬｉＣｌ选择性地沉淀 ＲＮＡ　利用该法可以充分去除
ＲＮＡ中的ＤＮＡ污染。若样品量允许，可以进行２次 ＬｉＣｌ沉
淀。注意使用７０％（体积分数）乙醇至少洗涤２次，避免ＲＮＡ
中因含有ＬｉＣｌ（金属Ｌｉ＋）而影响反转录的效果。本研究通过
反复试验，比较经典草本植物ＲＮＡ提取的ＴＲＩｚｏｌ方法以及改
进的ＣＴＡＢ方法，摸索出更加成熟的可通用于草本、木本果树
不同组织ＲＮＡ提取的新方法，经检测，所提取得到的ＲＮＡ可
以直接用于后续研究。

参考文献：

［１］ＱｉａｎｇＸＵ，ＬｉｕＣＹ，ＢｉｓｗａｓＭＫ，ｅｔａｌ．Ｒｅｃｅｎｔａｄｖａｎｃｅｓｉｎｆｒｕｉｔｃｒｏｐ
ｇｅｎｏｍｉｃｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔｉｅｒｓｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，
２０１４，１（１）：２１－２７．

［２］乔　鑫，李　梦，殷　豪，等．果树全基因组测序研究进展［Ｊ］．
园艺学报，２０１４，４１（１）：１６５－１７７．

［３］王云生，聂　飞，林顺权．果树高通量测序的最新研究进展［Ｊ］．
基因组学与应用生物学，２０１５，３４（９）：２０３４－２０４３．

［４］田　鹏，苏艳丽，康保珊，等．两个红梨品种花色苷合成相关基因
及转录因子ＭＹＢ１０表达模式分析［Ｊ］．江苏农业学报，２０１５，３１
（１）：１６６－１７１．

［５］王西成，吴伟民，巫建华，等．葡萄 β－１，３－葡聚糖酶基因的克
隆、序列分析及表达［Ｊ］．江苏农业学报，２０１５，３１（４）：８９９－９０５．

［６］许园园，李晓刚，李　慧，等．梨ＣＤＰＫ基因家族全基因组序列鉴
定分析［Ｊ］．江苏农业学报，２０１５，３１（３）：６５９－６６６．

［７］ＧｕｄｅｎｓｃｈｗａｇｅｒＯ，Ｇｏｎｚáｌｅｚ－ＡｇüｅｒｏＭ，ＤｅｆｉｌｉｐｐｉＢＧ．Ａｇｅｎｅｒａｌ
ｍｅｔｈｏｄｆｏｒｈｉｇｈ－ｑｕａｌｉｔｙＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎｆｒｏｍｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ－ｒｉｃｈｆｒｕｉｔｓ
［Ｊ］．ＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，２０１２，８３（４）：１８６－１９２．

［８］ＣｏｕｔｏＤ，ＳｔｒａｎｓｆｅｌｄＬ，ＡｒｒｕａｂａｒｒｅｎａＡ，ｅｔａｌ．Ｂｒｏａｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆａ
ｓｉｍｐｌｅａｎｄａｆｆｏｒｄａｂｌｅｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒｉｓｏｌａｔｉｎｇｐｌａｎｔＲＮＡ［Ｊ］．ＢＭＣ
ＲｅｓｅａｒｃｈＮｏｔｅｓ，２０１５，８（１）：１５４．

［９］ＥｌｄｈＭ，ＬｔｖａｌｌＪ，ＭａｌｍｈｌｌＣ，ｅｔａｌ．ＩｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｅｘｏｓｏｍａｌＲＮＡ：ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔｈｏｄｓ
［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＩｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，２０１２，５０（４）：２７８－２８６．

［１０］ＬａｃｒｏｉｘＣ，ＲｅｎｎｅｒＫ，ＣｏｌｅＥ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓｆｏｒ
ａｃｃｕｒａｔｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｓｅｓｉｎｗｉｌｄｐｌａｎｔｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．Ａｐｐｌｉｅｄａｎｄ
ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１６，８２（６）：１９６６－１９７５．

［１１］王颖芳，陈艳琳，王文娟．适用于转录组测序的人参根总 ＲＮＡ
提取方法的筛选［Ｊ］．广东药科大学学报，２０１７，３３（１）：１８－
２２．　

［１２］ＨｕＣＧ，ＨｏｎｄａＣ，ＫｉｔａＭ，ｅｔａｌ．ＡｓｉｍｐｌｅｐｒｏｔｏｃｏｌｆｏｒＲＮＡｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ｆｒｕｉｔｔｒｅｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｈｉｇｈｌｅｖｅｌｓｏｆｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓａｎｄ
ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌｃｏｍｐｏｕｎｄｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙＲｅｐｏｒｔｅｒ，
２０１２，２０（１）：６９．

［１３］赵密珍，庞夫花，袁华招，等．不同栽培条件下草莓品种宁玉花
序分化进程［Ｊ］．江苏农业学报，２０１６，３２（１）：１９６－２００．

［１４］李晓颖，曹　雪，房经贵，等．杏叶片与果实总ＲＮＡ提取方法研
究［Ｊ］．中国农学通报，２０１０，２６（２）：１５２－１５６．

［１５］曹建斌．ＲＮＡ的提取及３种ＲＮＡ提取试剂盒的比较［Ｊ］．科技
情报开发与经济，２００８，１８（１０）：２０６－２０７．

—２２— 江苏农业科学　２０１８年第４６卷第１５期


