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　　摘要：以胀果甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｉｎｆｌａｔａＢａｔａｌｉｎ）种子为试验材料，通过实验室培养出甘草幼苗，利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂法来
获取甘草叶片的总ＲＮＡ，进一步通过琼脂糖凝胶电泳和测定吸光度（Ｄ值）以确定ＲＮＡ浓度及纯度。试验结果表明，
甘草种子的萌发率可达８５％以上，采用本研究的方法可得到较纯 ＲＮＡ，紫外灯下可以观察到明显的２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ的
ＲＮＡ条带，分光光度计测得的Ｄ值均为１．８５，由此可以看出本实验室条件下培养的甘草萌发率较高，所获取的 ＲＮＡ
完整且纯度较高。
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　　甘草是多年生单子叶植物，外表颜色呈红棕
色，广泛分布于新疆与内蒙古地区，除此之外，在我

国其他不少区域也有分布，是我国药品大词典记录

的药物之一，广泛应用于医疗、日常生活以及化工

等领域。甘草有３种，分别为具有抑制人类乳腺癌
细胞作用的乌拉甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ），多应用
于食品工程的胀果甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｉｎｆｌａｔａ），常用于
化工品的光果甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｇｌａｂｒａ）。甘草的根
和茎多作为医药品用，本试验仅利用甘草幼嫩叶片

为试验研究对象［１］。

甘草根部在土壤中的生长能力强，以纵横交错

的发达根系适应干旱地区的恶劣环境，具有较强的

抗旱、抗寒、耐盐碱及防御风沙能力［２］。

当前研究者对甘草的研究集中于其医疗上的

作用，以及其生理特性和无性生殖培育上的探究，

而对于甘草耐盐性的评价与利用以及甘草耐盐基

因挖掘分析等方面鲜有报道。盐碱性土壤不仅是

影响新疆维吾尔自治区农业生产的因素，而且是全

国农作物产量下降的主要因素。抗性资源基因的

克隆与转化，可以提高目标植物的抗性，把甘草耐

盐性基因转到其他农作物可以提高农作物产量，能

有效降低盐碱性土壤对农作物的影响［３］。

伴随着现代克隆技术、分子生物科学、基因工

程技术和基因组工程学等学科的发展，植物耐盐性

基因的研究已经逐步深入［４］。专家已经证明了甘

草体上存在耐盐基因并研究了耐盐性基因的功能，

分析了耐盐基因性状的复杂性。耐盐基因是植物

体本身具有的基因之一，大量研究证明，利用耐盐

基因可看成对盐碱区域农业生产中受损农作物的

有效救助方法［５］。

为充分利用我国盐碱地区的土地资源，合理增

加盐渍化地区的土壤利用效率，提高农作物产

量［６］，本试验开展胀果甘草发芽率测定及总ＲＮＡ的
提取技术研究，以期为甘草耐盐性基因的克隆奠定

基础，为后续的试验提供样品。

１　材料与方法

１．１　试验材料
胀果甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｉｎｆｌａｔａＢａｔａｌｉｎ）种子购于

新疆喀什地区喀什市两亚市场。由叶尔羌绿洲生

态与生物资源新疆维吾尔自治区教育厅重点实验

室鉴定。

１．２　试验仪器
营养钵，１００ｍＬ烧杯，５００ｍＬ烧杯，２５０ｍＬ锥

形瓶，研钵，ＣＴ１５Ｒ型高速冷冻离心机（Ｈｉｔａｃｈｉ公
司），Ｇ１３型紫分光光度计（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ），１５μＬＥＰ
管，眼罩，５００ｍＬ容量瓶，ＤＹＹ－６Ｃ型电泳仪（北京
市六一仪器厂），电泳槽，ＦＡ２２０４Ｎ型电子天平，
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ型 １０～１００μＬ移液器，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ型
１００～１０００μＬ移液枪，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ型２０～２００μＬ移
液枪，ＴＨＥＲＭＯ－ＳＨＡＫＥＲ型超速混均器（江苏金
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坛仪通电子有限公司），玻璃棒，Ｍ１－２２７０ＥＧＣ型微
波炉（海尔公司），ＴＹＡＢ０２４／１０型高压灭菌器（上海
博讯实业有限公司），ｊｙ０４Ｓ－３Ｃ凝胶成像系统
（ＪＵＮＹＩ），电子计时器，小型药勺，小刀片。
１．３　试验药品与试剂

营养土，沙土，浓硫酸，液态氮，Ｒ２１０８６型 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂（上海源叶生物科技有限公司），氯仿溶液，异

丙醇溶液，焦炭酸二乙酯粉（ＤＥＰＣ），乙二胺四乙酸
（ＥＤＴＡ），Ｎａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ，冰乙酸溶液，双蒸水溶
液（去离子），溴乙锭溶液（ＥＰ染液），电泳缓冲液，
７５％乙醇溶液，铝锭ｂｕｆｆｅｒ，琼脂粉，三羟甲基氨基甲
烷粉（Ｔｉｒｓ），１０％ ＴＡＥ母液，ＤＥＰＣ水溶液，１％琼脂
糖凝胶电泳液。

１．４　试验材料的培养及发芽率的测定
１．４．１　甘草种子的处理　把已经准备好的甘草种
子在室温条件下用适量的浓硫酸浸泡４０ｍｉｎ左右，
并每隔 ５ｍｉｎ用玻璃棒充分搅拌１次，然后快速把
浓硫酸倒掉，冲洗种子几遍，再把种子在蒸馏水中

浸泡１２ｈ。
１．４．２　甘草种子的萌发　把准备好的沙土与营养
土按１∶１比例混合装在营养钵里培育种子。每钵
播种５０粒，覆上细土，喷水。
１．４．３　甘草种子萌发过程的观察　观察种子的萌
发特征，如果营养沙土比较干要浇水，如果土壤比

较湿润则喷水即可以。幼苗培育１５～２０ｄ后长到
３～４ｃｍ时可以用作试验材料；并计算萌发率：
萌发率＝（萌发种子数÷供试种子数）×１００％。
１．５　试验试剂配制

（１）７５％乙醇溶液的配制：９５％的乙醇溶液中
按３．７∶１比例加入蒸馏水。

（２）１０％ ＴＡＥ母液的配制：把已经称好的
２４．２ｇＴｒｉｓ、３．２ｇＮａ２ＥＤＴＡ·２Ｈ２Ｏ装入５００ｍＬ烧
杯中，向烧杯中倒入４００ｍＬ去离子水，充分搅拌好，
用去离子水定容到５００ｍＬ后，室温保存备用，用的
时候稀释１０倍。

（３）ＤＥＰＣ水溶液的配制：按 １∶１的比例，每
５００ｍＬ蒸馏水中加入５００ｍＬＤＥＰＣ，配好后在室温下
超净工作台上放置十几个小时，１２１℃ 灭菌３０ｍｉｎ。

（４）１％琼脂糖凝胶电泳液的配制：称取琼脂糖
粉０．２４ｇ，加经过 ＤＥＰＣ处理的 ｄｄＨ２Ｏ１２．０４ｍＬ，
用微波炉加热，加热到沸腾，琼脂糖溶液颜色透明

为止，保存备用，用的时候加热熔化。

１．６　甘草叶片总ＲＮＡ的提取及检测
利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取植物总 ＲＮＡ是各种植物

提取ＲＮＡ使用最广泛的方法之一。
１．６．１　提取之前的准备工作　（１）首先把枪头、ＥＰ
管消毒灭菌，各个玻璃仪器和试验工具烘干，避免

裂解酶的污染。（２）使用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂和溴乙锭
（ＥＢ）、ＤＥＰＣ等毒性药品时要带手套和眼罩，要穿
防护服并且在通风的条件下进行取用，避免中毒。

（３）在进行每一步试验操作之前要换手套，其次在
试验过程操作人员和操作旁观者，避免多说话避免

外界环境中的 ＲＮＡ裂解酶的污染。（４）所有的试
剂盒必须要用ＤＥＰＣ水处理灭菌后再次放在烘干箱
内１２１℃进行灭菌。
１．６．２　使用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ　首先在研钵
内倒入少量无水乙醇，用打火机点燃消毒后，快速

加入液氮，取切好的甘草叶片１００～１５０ｍｇ置于研
钵内，再快速加入足够的液氮，研磨至粉末状态，将

研磨后的样品细心加入到 ２个离心管中，用 ２０～
２００μＬ移液枪再加入Ｔｒｉｚｏｌ试剂１ｍＬ，分别反复充
分混合后，室温放置１５ｍｉｎ让核蛋白混合物分离，
在４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液于新
离心管中再加入０．２ｍＬ的氯仿溶液盖好 ＥＰ管盖
子，用手剧烈摇荡离心管１５ｓ，室温下放置３ｍｉｎ，在
４℃下１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分３层再取上清液
移到新的离心管，加入０．５ｍＬ的异丙醇溶液，盖上
管子室温放置１０ｍｉｎ，在４℃下 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，倒掉上清液，加入７５％乙醇洗涤沉淀，再倒
掉上层液，然后在室温条件下插入冰片内静置

１０ｍｉｎ干燥多余的乙醇后，加入ＤＥＰＣ水溶解沉淀。
把样品标好号码在－２０℃保存待用。
１．７　ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳

１．０％的琼脂糖在微波炉熔化，注入到已备好的
电泳槽里，再用 １×ＴＡＥ电泳缓冲液制作琼脂糖凝
胶电泳水，加１×ＴＡＥ电泳缓冲液至液面覆盖凝胶，
用１０～１００μＬ移液枪吸取含总 ＲＮＡ样品４μＬ的
铝锭ｂｕｆｅｅｒ缓冲液，混匀后，小心加入点样孔，然后
打开电泳仪电泳开关，电压调节到 １００Ｖ后，让
ＲＮＡ样品从负极走向正极电泳方向，大约３０ｍｉｎ后
把凝胶放入 ＥＰ染液中染色 ５ｍｉｎ，用水冲洗１次，
在紫外检测灯下观察ＲＮＡ电泳条带，然后用照相仪
器记录好条带相，分析结果。

１．８　总ＲＮＡ的Ｄ值测定及ＲＮＡ得率的计算
Ｄ值测定具体步骤如下：取 ＥＰ管里用 １０～

１００μＬ的移液枪取少量待测的ＲＮＡ样品，用ＤＥＰＣ
水稀释１００倍，在２６０ｎｍ、２８０ｎｍ处调节紫外分光
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光度计的读数为零，再加入待测ＲＮＡ样品在波长处
读取Ｄ值。
　　ＲＮＡ得率（μｇ／ｇ）＝Ｄ２６０ｎｍ ×稀释倍数 ×４０／
１０００。

２　结果与分析

２．１　种子处理和萌发过程数据处理结果
通过９８％浓硫酸处理，在提供充足的光照、水、

营养成分、氧气时甘草种子的萌发率可达 ８５％以
上。胀果甘草萌发率数据和萌发情况见表１。

表１　胀果甘草种子萌发率测定结果

标号
种子数

（粒／钵）
萌发数

（株）

萌发率

（％）

１ ５０ ４０ ８４．０
２ ５０ ４５ ９０．０
３ ５０ ５０ ９０．０
４ ５０ ４２ ８４．０
５ ５０ ４０ ８０．０
６ ５０ ４２ ８０．０
７ ５５ ４５ ８１．８
８ ５５ ５０ ９０．０
９ ５５ ４８ ８７．３
１０ ５５ ４４ ８５．０

２．２　琼脂糖凝胶电泳条带结果与分析
琼脂糖凝胶电泳法是检测植物总ＲＮＡ的一种主

要检测方法，从凝胶成像系统所观察的条带不仅可以

判断ＲＮＡ的完整性与裂解程度，也能判断出所得
ＲＮＡ内有没有含蛋白质、多糖，以及 ＤＮＡ等污染杂
质成分。所获得的ＲＮＡ凝胶电泳结果如图１所示。
　　由图１可以看到，琼脂糖平面上的３个条带，分
别为２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ，各个条带之间分层明显且无缺，
没有发现拖尾现象，点样孔干净，说明获取的ＲＮＡ比
较完整，基本没有蛋白质、多糖、ＤＮＡ等杂质污染。

２．３　总ＲＮＡ吸光度（Ｄ值）检测结果与分析
ＲＮＡ样品的 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的比值为 １．８～２．０

时，获得的ＲＮＡ较纯。如比值比较低，说明有残余
ＤＮＡ或蛋白质存在或其中发生酚污染，如果比值太
高说明ＲＮＡ有降解。本试验中所获得的ＲＮＡ的Ｄ
值（表２）显示，３次所得到的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ平均值为
１８５，得率平均值为３．２６３μｇ／ｍＬ，此值表明所获得
的ＲＮＡ纯度较高。

表２　ＲＮＡ纯度Ｄ值检测

次数 Ｄ２６０ｎｍ Ｄ２８０ｎｍ Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
得率

（μｇ／ｍＬ）

１ １．６３４ ０．８７８ １．８６ ３．２６８

２ １．６２７ ０．８８４ １．８４ ３．２５４

３ １．６３３ ０．８８５ １．８５ ３．２６６

平均 １．６３１ ０．８８２ １．８５ ３．２６３

３　结论与讨论

本试验以胀果甘草种子为试验材料，在实验室

条件下培养出甘草幼苗，测定甘草萌发率，利用

Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取甘草幼苗叶片茎总ＲＮＡ的提取方法。
从萌发率测定结果和总ＲＮＡ提取结果可以得出，经
过９８％浓硫酸处理，并提供充足的光照、水、营养成
分、氧气时甘草种子的萌发率为可达８０％以上。

对植物材料进行 ｃＤＮＡ扩增及后续研究工作，
需提取高质量、高反转录活性的总 ＲＮＡ［７－８］。前人
已经对盐生植物材料如梭梭［９］、沙棘［１０］、骆驼

蓬［１１］、盐芥［１２］等叶片的总 ＲＮＡ提取研究，但是由
于植物总ＲＮＡ的提取具有很强的种属和组织的特
异性，因此，需要根据不同物种及不同组织的特性

选择或改良相应的方法。本研究采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取
甘草叶片ＲＮＡ，与已经报道的部分盐生植物的ＲＮＡ
提取方法不同。本试验用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取的总 ＲＮＡ
的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ的值为１．８５，表明提取的总ＲＮＡ纯
度较高。植物 ＲＮＡ的主要成分是 ２８Ｓ、１８Ｓ和 ５Ｓ
ｒＲＮＡ，ＲＮＡ有无降解及降解的程度，以及是否存在
ＤＮＡ、蛋白质和多糖的污染都可以从电泳胶上２８Ｓ
和１８ＳｒＲＮＡ的完整性来判断。本试验所提取的
ＲＮＡ在１．０％的非变性凝胶电泳结果显示，２８Ｓ和
１８Ｓ的比值接近２∶１，说明 ＲＮＡ没有降解，可用于
后续的试验。
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　　摘要：研究旨在比较分析不同发育阶段绵羊背最长肌中ＴＭＯＤ４基因的表达水平。采用 ｑＲＴ－ＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ－
Ｂｌｏｔ技术检测绵羊１、７、１３月龄３个阶段背最长肌中ＴＭＯＤ４基因 ｍＲＮＡ和蛋白质的相对表达量。结果表明，ＴＭＯＤ４
的ｍＲＮＡ在１月龄绵羊背最长肌组织中表达量最高，１３月龄次之，７月龄较低于１３月龄，其中１月龄与７月龄、１３月
龄之间差异极显著（Ｐ＜０．０１），７月龄与１３月龄之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。ＴＭＯＤ４蛋白水平在１月龄中最高，７月龄
次之，１３月龄中最低，１月龄与７月龄和１３月龄之间差异极显著（Ｐ＜０．０１），７月龄与１３月龄之间差异显著（Ｐ＜
００５）。结果表明，ＴＭＯＤ４基因与绵羊背最长肌组织发育相关。
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　　原肌球调节蛋白 ４（ｔｒｏｐｏｍｏｄｕｌｉｎ４，ＴＭＯＤ４）基
因编码修饰蛋白———ＴＭＯＤ４蛋白在骨骼肌细胞中
与肌动蛋白慢速生长末端结合，阻止其延展或聚

合，维持肌动蛋白丝的稳定，在原肌球蛋白与肌动

蛋白的相互作用中发挥了重要作用［１］。

　　 ＴＭＯＤ基因家族共有 ４个亚型，分别是

ＴＭＯＤ１、ＴＭＯＤ２、ＴＭＯＤ３和 ＴＭＯＤ４［２］。ＴＭＯＤ１主
要表达于终分化细胞［３］，ＴＭＯＤ２主要在神经元表
达［４］，ＴＭＯＤ３普遍表达［５］，ＴＭＯＤ４在骨骼肌和心脏
中高度表达［６］。已有研究表明，ＴＭＯＤ４与 ＴＭＯＤ１
高度相同，功能相似。ＴＭＯＤ１的过度表达会导致心
肌细胞的收缩功能减弱，小鼠上 ＴＭＯＤ１的超表达
或抑制表达会造成心肌功能异常，转基因小鼠试验

发现超表达 ＴＭＯＤ１会造成小鼠胚胎的发育异
常［７］。有研究显示，在成纤维细胞和成肌细胞中的

ＴＭＯＤ１通过减少肌特异性基因的表达而抑制了肌
源性分化［８］，表明 ＴＭＯＤ１可能在肌源性细胞的分
化中起到抑制作用。ＴＭＯＤ４和ＴＭＯＤ１的序列相似
并且蛋白功能可相互替换［９］，并且 ＴＭＯＤ１大量存
在于有纤维分裂后的终末分化细胞中，包括横纹

肌、红细胞、晶状体纤维细胞和神经元［４］。

　　ＴＭＯＤ４是哺乳动物骨骼肌中主要的 ＴＭＯＤ亚
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