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　　摘要：为探究高压静电场对甘草生长过程中ＲＮＡ含量的影响，本试验以甘草幼叶、嫩茎和种子为研究材料，依次
采用十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＳ）法、十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法、异硫氰酸胍（Ｔｒｉｚｏｌ）法提取甘草幼叶、嫩茎、种子
的ＲＮＡ，并进行比较分析。并通过紫外分光光度法，分析检测经不同强度高压静电场（０、１２、１５、１８ｋＶ）处理之后生长
过程中甘草不同组织ＲＮＡ含量。结果表明，３种方法均能从甘草中提取出 ＲＮＡ。ＳＤＳ法是适用于甘草组织 ＲＮＡ提
取的最佳方法。经不同强度高压静电场处理，甘草ＲＮＡ含量增加，降解含量降低。高压静电场影响最明显的是处理
电场强度为１８ｋＶ时，甘草生长９ｄ时，ＲＮＡ含量最高。本研究初步探究了高压静电场对甘草生长过程中 ＲＮＡ含量
的影响，为甘草ＲＮＡ的研究和高压静电场与分子生物学的研究提供了基础参考。
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　　甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ．）作为我国传
统的大宗中药材，本身也是一种可综合利用的经济

型植物。但迄今为止，有关甘草不同组织总ＲＮＡ的
提取报道甚少。这主要是由于甘草叶片、茎干中蛋

白质、脂肪、多糖等含量均很高，刺毛状腺体中还含

有大量黏液质［１］。根和根茎中有甘草酸等丰富的

次生代谢产物，致使提取甘草的ＲＮＡ比一般的植物
要困难，通过这些方法提取的ＲＮＡ多适用于后期的
逆转录ＰＣＲ（ＰＴ－ＰＣＲ）等试验，很少用于转录组测
序［１－３］。针对这类植物，相关学者通过调整试验方

式，结合不同方法以及加入不同的物质来提高植物

ＲＮＡ的提取率，例如陈华等使用改良 Ｔｒｉｚｏｌ法结合
ＬｉＣｌ法提取了番茄叶片的ＲＮＡ［４］。

高压静电技术是近几十年兴起的一种重要的

处理种子的方法［５］。利用其能够击穿组织细胞壁

和细胞膜的特征，从而提高种子的活化能，调节内

部水分子、腺嘌呤核苷三磷酸（ＡＴＰ）含量、酶活性
等，优化原有性质，增强种子的生理生化反应［６－７］，

提高种子活力，与此同时降低植物的发病率并提高

其抗逆能力［８］。本试验以甘草幼叶、嫩茎、种子为

材料，选用十二烷基苯磺酸钠（ＳＤＳ）法、Ｔｒｉｚｏｌ法、十
六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法提取总 ＲＮＡ，期望
找到一种提取甘草ＲＮＡ的最佳方法，并能达到转录
测序要求，并探究高压静电场对甘草ＲＮＡ含量的影
响，以便为后续相关分子水平研究提供科学参考。

１　材料与方法

１．１　材料及处理采集
１．１．１　试剂材料　甘草种子，选用人工栽培的乌拉
尔甘草，购自内蒙古赤峰生态甘草种植基地；甘草

完整苗株取自笔者所在课题组实验室组织培养的

甘草苗。供试试剂：Ｔｒｉｚｏｌ［天根生化科技（北京）有
限公司］，ＣＴＡＢ、焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）、ＳＤＳ、酚 －
三氯甲烷、异戊醇、异丙醇、乙醇、无 ＲＮＡ酶水（内
蒙古鸿之惠商贸有限公司）。

１．１．２　材料处理　挑选饱满的甘草种子，于９８％
浓硫酸溶液中处理１０ｍｉｎ，用无菌水洗涤３～４次，
洗净种子表面残留酸液，晾干。将经浓硫酸处理过

的种子分成若干份，进行高压静电场处理。高压静

电场电压的选取是在笔者所在课题组研究基础上

进行筛选的，电压依次为０（ＣＫ）、１２、１５、１８ｋＶ，处
理时间为 ２５ｍｉｎ（ＣＫ处理为０ｍｉｎ）。高压静电场
处理完之后，置于１０％次氯酸钠溶液中１５ｍｉｎ，用
无菌水洗涤数次，晾干备用。播种于 ＭＳ培养基中，
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ＭＳ培养基生长条件为（２５±２）℃，光照黑暗比为
１２ｈ∶１２ｈ。取生长７ｄ的甘草苗进行处理，每种处
理重复３次，１次重复包含１０颗幼苗［９－１２］。

１．２　试验方法
１．２．１　ＲＮＡ的提取　在 ＲＮＡ提取过程中，分别采
用ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法和 Ｔｒｉｚｏｌ法。ＣＴＡＢ法参照王杰
等的方法［１３－１４］，并在此基础上根据甘草的特性加以

调整；ＳＤＳ法参考尹慧等的方法［１５－１６］，在试验过程

中，为更好地适用于甘草，将个别试验试剂和步骤

进行更改；试验中采用的 Ｔｒｉｚｏｌ法以说明书步骤为
基础，具体操作步骤在试验中有略微改动。

１．２．２　总 ＲＮＡ检测及纯度分析　纯度检测：用超
微量分光光度计对 ＲＮＡ样品进行纯度和浓度的检
测。记录 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ、Ｄ２３０ｎｍ／Ｄ２６０ｎｍ，一般来说，
Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．８～２．１之间最佳。

质量检测：使用１％琼脂糖的非变性凝胶电泳
进行 ＲＮＡ质量检测，用凝胶成像系统拍照记录，观
察２８Ｓ和１８Ｓ条带的完整性以及亮度。
１．２．３　反转录－聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）分析
　引物设计：按照 ＧｅｎＢａｎｋ甘草 Ａｃｔｉｎ基因序列
ＧＱ４０４５１１设计内参引物，Ｆ：５′－ＧＴＴＧＣＣＴＴＧＧＡＴＴＡ
ＴＧＡＡ－３′，Ｒ：５′－ＴＣＧＡＧＴＴＧＴＡＧＧＴＧＧＴＣＴ－３′［１７］。

逆转录反应：取２μＬ甘草不同组织总 ＲＮＡ样
品于 ＰＣＲ管，加入 ２μＬ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ，用无ＲＮＡ酶水补足至１０μＬ。３７℃条件下孵
育 １５ｍｉｎ，８５℃条件下加热 １ｍｉｎ后终止反应。
４℃ 冷却１ｍｉｎ后，４５００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。合成的
第一链ｃＤＮＡ用于下一步ＰＣＲ反应，－２０℃条件下
保存备用。

ＰＣＲ反应：反应体系为Ｔａｑ酶０．２５μＬ，上下游
引物各 １．００μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液 ５μＬ，ｄＮＴＰ
Ｍｉｘｔｕｒｅ４μＬ，模板ｃＤＮＡ１．５μＬ，无ＲＮＡ酶水补足
至５０μＬ。反应程序为９５℃预变性３ｍｉｎ；９５℃变
性１ｍｉｎ，５６℃退火４０ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，３０个循
环；７２℃延伸５ｍｉｎ；４℃保存。扩增产物用１０％
琼脂糖凝胶电泳检测。

１．２．４　ＲＮＡ含量测定方法　通过紫外分光光度
法，使用紫外分光光度计［１８－２０］测量 Ｄ２６０ｎｍ，并根据
公式（１）计算上清液中的总ＲＮＡ含量：

ρＲＮＡ＝Ｄ２６０ｎｍ×ｋ×４０。 （１）
式中：ρＲＮＡ是总 ＲＮＡ的质量浓度，μｇ／ｍＬ；ｋ是 ＲＮＡ
的稀释倍数；４０是１μｇ／ｍＬ核苷酸的消光系数。每
次测定重复３次，求平均值。

１．２．５　降解ＲＮＡ含量测定方法　在２ｍＬ待测样
品溶液中加入相同体积的ＲＮＡ沉淀剂，置于４℃反
应１．２５ｈ，１０８００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，取上清液稀释
到预试验中找到的最适合倍数，测定该液在２６０ｎｍ
处的吸光度［２０－２１］，根据公式（２）计算上清液中ＲＮＡ
降解的含量

５′－核苷酸含量（μｇ／ｍＬ）＝
Ｄ２６０ｎｍ×４×α

４０ 。（２）

式中：α为ＲＮＡ的稀释倍数。每次测定重复３次，
求平均值。

２　结果与讨论

２．１　ＲＮＡ完整性检测
２．１．１　纯度、浓度检测　纯度、浓度检测结果见表
１、图１、图２。

表１　不同方法提取ＲＮＡ纯度、浓度检测结果

方法 组织 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
ＲＮＡ质量浓度
（ｎｇ／μＬ）

ＳＤＳ法 幼叶 ２．０６６ １２５６
嫩茎 ２．０１２ １０４３
种子 １．９６７ ８７８

ＣＴＡＢ法 幼叶 ２．０３４ １０２７
嫩茎 ２．０１７ ９８８

种子 １．８９２ ３６７
Ｔｒｉｚｏｌ法 幼叶 ２．０３３ ８９９

嫩茎 １．８７８ ６５４

种子 １．７９８ 　７６９

２．１．２　质量检测　通过观察琼脂糖凝胶图谱判断
ＳＤＳ法、ＣＴＡＢ法、Ｔｒｉｚｏｌ法提取的甘草组织总 ＲＮＡ
的质量。从电泳结果（图３）可判断 ＲＮＡ有无降解
及降解程度、是否有ＤＮＡ污染及ＲＮＡ的完整性。
　　由图３可知，ＳＤＳ法提取的甘草幼叶、嫩茎和种
子总ＲＮＡ，２８Ｓ和１８Ｓ条带清晰明亮，５Ｓ条带较浅，
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表明提取的总 ＲＮＡ完整性好。ＣＴＡＢ法得到的凝
胶电泳图谱中，幼叶的整体效果不错，但嫩茎的条

带有些许弥散，可能是 ＤＮＡ污染造成的；种子的条
带完整但亮度偏暗，可能是沉降过程不完全所致，

或有其他物质轻微干扰所致。Ｔｒｉｚｏｌ法提取甘草幼
叶、嫩茎和种子总ＲＮＡ过程中，出现溶液褐化现象，
幼叶的最终提取产物中稍有影响，但整体影响不

大。而嫩茎和种子中ＲＮＡ存在量微乎其微，整体完
整性略低，质量差。因此，通过３种方法分析比较，
ＳＤＳ法是提取甘草ＲＮＡ的最佳方法。
２．２　ＳＤＳ法提取不同高压静电场处理甘草苗的
ＲＮＡ检测

采用ＳＤＳ法提取经由不同高压静电场处理的
甘草苗的 ＲＮＡ，电泳结果见图 ４，条带清晰、明亮。
１８ｋＶ和 ＣＫ条件下（泳道３和泳道４）条带孔位有
些明亮，考虑可能有沉淀未洗脱完全。经电场处理

的泳道条带比 ＣＫ清晰明亮，说明经高压静电场处
理对甘草ＲＮＡ的提取起到了一定的促进作用。
２．３　ＳＤＳ法的ＰＣＲ验证

采用ＳＤＳ法得到的不同高压静电场处理的甘
幼叶、嫩茎和种子 ＲＮＡ进行逆转录反应，以 ＲＴ－
ＰＣＲ得到的第一链ＣＤＮＡ作为模板，以甘草Ａｃｔｉｎ基
因设计引物对，进行ＰＣＲ扩增，结果见图５。不同高
压静电场处理的甘草的幼叶、嫩茎和种子都出现了

目的条带，扩增效果理想，条带清晰明显，没有一点

拖带，进一步说明 ＳＤＳ法是甘草 ＲＮＡ提取的最佳
方法，同时高压静电场的加入也优化了高质量 ＲＮＡ
的获得。

２．４　ＲＮＡ含量与电场强度的关系
使用ＳＤＳ法提取甘草种子经电场处理和对照

组分别生长１、３、５、７、９、１１ｄ的ＲＮＡ，检测不同高压
静电场对甘草ＲＮＡ的影响（图６）。

不同高压静电场处理在不同生长时间里，ＲＮＡ
含量呈现不同的变化趋势。随着生长时间的延长，

经高压静电场处理的 ＲＮＡ含量出现不同程度的波
动变化，在１５、１８ｋＶ条件下整体波动上升，１２ｋＶ
条件下，在一定范围之内波动下降，而ＣＫ组出现大
范围波动下降。随着电场强度增加，ＲＮＡ的含量也
出现波动变化，综合观察来看，当处理所用高压静

电场强度为１８ｋＶ时，甘草生长到９ｄ时，ＲＮＡ含量
最大，并且此时 ＲＮＡ降解量最少。因此，确定
１８ｋＶ为最佳电场强度。

３　讨论与结论

纯度高、完整性好的 ＲＮＡ是进行 ＲＴ－ＰＣＲ、荧
光定量Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ、转录组测序、基因表达分析
等的基础［２２－２３］。甘草是一种经济型综合利用的植

物，由于其本身有大量蛋白质、多糖，茎叶的刺毛状

腺体中还含有大量黏液质，根和根茎中又有丰富的
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次生代谢产物，提取甘草 ＲＮＡ面临一定的困难。
Ｔｒｉｚｏｌ法是一种简单快速提取 ＲＮＡ的方法，试验中
溶液褐化现象，可能与试剂中含有氧化性物质有

关，在去除杂质的同时也会造成 ＲＮＡ的损失，所以
Ｔｒｉｚｏｌ法不适合甘草这类植物 ＲＮＡ的提取。ＣＴＡＢ
法能够摒弃试验过程中的部分氧化还原情况，但是

其操作复杂，操作过程温度区间涉及广，容易造成

降解。因此，并不是提取甘草 ＲＮＡ的最佳方法。
ＳＤＳ法既能克服Ｔｒｉｚｏｌ法的一些弊端，又比ＣＴＡＢ法
操作简单，且成本不高，能够获得高质量的 ＲＮＡ。
因此，ＳＤＳ法是甘草不同组织 ＲＮＡ提取的最佳选
择。高压静电场是近几十年来兴起的且用途广泛

的一门技术［５］，本试验通过加入高压静电场的处

理，结果表明，甘草组织中ＲＮＡ的获得率确有提高，
说明高压静电场处理促进了 ＲＮＡ的提取。目前为
止，有关电场对植物的处理效应详尽的机制尚未有

明确的定论，可能的分析方向类型有细胞膜电穿孔

模型、电崩解模型、影响酶的活性［２４－２７］、影响遗传物

质［２８－２９］等。本研究结果表明，高压静电场处理甘草

之后，组织中 ＲＮＡ发生了明显的变化，这也验证了
高压静电场影响遗传物质的说法。

本试验研究了不同ＲＮＡ提取方法对甘草的适用
性，并以此为基础探究高压静电场处理对甘草生长过

程中ＲＮＡ含量的影响。存在于自然界的所有生物体
都拥有特异的生理特性和电磁效应，试验证明，高压

静电场处理对甘草ＲＮＡ的提取有促进作用，这可能
也为高质量ＲＮＡ的获得提供一种可能。想要全面、
深层次地探究高压静电场对甘草ＲＮＡ的影响机制，
未来学者可以以此为切入点从不同层次进行探究。
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白芨工厂化育苗组培快繁技术体系的构建
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　　摘要：白芨的野生资源濒临匮乏，其种子自然萌发比较困难，因此传统的白芨种植方法已不适于市场需求。以白
芨种子为材料，探究白芨种子萌发、生根及组培苗移栽驯化的最佳方法。白芨种子萌发最佳培养基为 ＭＳ＋蔗糖
３０ｇ／Ｌ＋琼脂８ｇ／Ｌ＋马铃薯１０ｇ／Ｌ，增殖培养基为ＭＳ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂９ｇ／Ｌ＋ＫＴ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ，最
佳生根培养基为ＭＳ＋ＮＡＡ０．２ｍｇ／Ｌ＋ＩＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂９ｇ／Ｌ＋马铃薯２５ｇ／Ｌ，马铃薯可促进白芨
组培苗根的生长，组培苗驯化的最佳处理为预先将培养瓶开瓶进行适应性锻炼，２～３ｄ后把组培苗移至炼苗基质中，
这样可提高白芨组培苗的成活率。白芨工厂化育苗体系的建立可有效地扩大白芨的种植规模，缩短育苗时间，从而更

好地利用和保护白芨野生资源。
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　　白芨［Ｂｌｅｔｉｌｌａｓｔｒｉａｔａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｒｅｉｃｈｂ．ｆ．］为兰
科多年生草本植物，其干燥块茎入药，具有收敛止

血、消肿生肌的功效，可用于治疗吐血、外伤出血、

皮肤皲裂等症［１］，还具有很高的园林观赏价值［２］。

现代药理研究表明，白芨具有抗菌［３］、止血［４－５］、促

进创伤愈合［６］、抗肿瘤［７－８］等作用。研究表明，白芨

的主要化学成分是多糖、三萜及皂苷等［９－１０］。白芨

在我国分布较为广泛，在云南、广西、甘肃、贵州等

地均有发现［１１］。近年来市场对白芨的需求量不断

加大，导致野生白芨遭到过度的开采，野生资源急

剧减少，现已是国家重点保护的野生药用植物［１２］。

但白芨的常规种植却受到很大的限制，每个白芨蒴

果内大约有几万颗种子，种子细小且无胚乳，自然

条件下出苗率只有万分之一［１３］。目前主要是依靠

人工栽培的方法来增加白芨的产量，但这种方法不

仅周期长，且白芨苗易染病害，不能满足大规模栽

培的需要［１４］。利用组织培养技术对白芨外植体进

行离体培养，不仅可实现工厂化育苗选育白芨优良

品种，而且可保护白芨野生资源［１５］。

１　材料与方法

１．１　材料处理
选取未开裂的白芨成熟蒴果，用７５％乙醇棉球

擦拭表面后，在超净工作台内，用 ７５％乙醇浸泡
３０ｓ后取出，用０．１％的氯化汞溶液浸泡６ｍｉｎ后，
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