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蒙古沙冬青总RNA提取与
mRNA分离方法的研究

林清芳，王存芳，赵欢欢，刘佳杰，王茅雁
(内蒙古农业大学生命科学学院，呼和浩特010018)

摘要：蒙古沙冬青是分布于我国西北荒漠区的常绿旱生阔叶灌木，因其富含多糖和多酚等次生代谢物．质，用常规RNA提

取方法难以从中获得高质量总RNA。本研究通过在热酚法的RNA提取液中加入高浓度的KAc和B-巯基乙醇，从该植物的不

同样品中提取到高质量总RNA，并用筛选到的合适试剂盒分离到高纯度的mRNA。所得到的总RNA和mRNA已被成功应用

于基因克隆和SMART全长eDNA文库的构建。
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Methods for Total RNA Extraction and nlRNA isolation from

Ammopiptanthus mongolicus

LIN Qing—fang，WANG Cun—fang，ZHAO Huan-huan，LIU Jia-jie，WANG Mao·yan

(College of啦Sciences，Inner Mongolia Agricultural University，Huhhot 010018)

Abstract：Ammopiptanthus mongolicus(Maxim．)is an evergreen broad·leaf shrub in the northwest desert of

China．Because of the high content in polysaccharides，polyphenols and other secondary metabolites，it is difficult to

extract high-quality total RNA from the plant with conventional methods．In this research，by adding high concentra·

tion of potassium acetate and B·mercaptoethanol into the extraction buffer of Hot Phenol Method，we successfully ex·

tracted high—quality total RNA from different samples of the plant．We also obtained high—purity mRNA with suitable

mRNA isolation kit．Both the total RNA and mRNA have been successfully applied to gene cloning and SMART

(Switching Mechanism At 5’end of RNA Transcript)eDNA library construction．
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获得完整、高纯度的总RNA和mRNA对于构

建全长cDNA文库，进行基因克隆和体外翻译等分

子生物学实验至关重要。蒙古沙冬青[Ammopiptan—

thus mongolicus(Maxim．)Cheng f．]是主要分布于

内蒙古西部、宁夏和甘肃荒漠区的唯一常绿阔叶灌

木，具有很强的抗寒、抗旱和耐盐碱特性¨。1。近几

年来，随着基因克隆技术的日趋成熟和广泛应用，对

其抗逆基因的克隆和研究已成为不少研究者关注的

课题，但因该植物属于旱生灌木，体内多糖、酚类和

其他次生代谢物质含量较高，使RNA的提取和纯化

较为困难，有时甚至得不到RNA。针对这一问题，

有人将常规RNA提取方法做了改进，使所提RNA

在得率和质量上有了明显改善’4。1。但经实践发

现，这些方法对于来自冬季植株样品RNA的提取效

果较好，而对于夏季植株的样品仍存在多糖等干扰

严重、RNA纯度不高和得率低的问题。本研究在参

照前人方法H刮和反复试验的基础上，将热酚法旧1

加以改进，建立了一种适合于蒙古沙冬青不同样品

总RNA提取的方法。用该方法提取的总RNA具有

完整性好、纯度高及可进行大量提取等优点。此外，

还筛选到纯度和得率都比较理想的mRNA分离试

剂盒。
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1材料与方法

1．1植物材料

为夏、秋、冬季采自塑料大棚内栽培1．5—2

年的蒙古沙冬青幼叶及其室内培养4个月、在25。C

干燥48h和4。C低温处理48h的幼苗。采样后立即

投入液氮中速冻，然后在一76℃保存备用。

1．2方法

1．2．1 总RNA的提取与纯化 器皿和用具的处

理及试剂的配制均按照分子克隆实验指南(第三

版)¨引方法进行。

总RNA的提取采用周春娥等H1从木本植物老

根老叶中提取总RNA的方法、朱昀等哺1从富含多糖

的玉米幼穗中提取总RNA的方法以及本研究改进

的热酚法和Trizol法(在Trizol试剂中加2％3-巯基

乙醇)。

改进的热酚法以经典热酚法一1为基础，在10ml

RNA抽提液中含DEPC处理水2．01ml、lmol／L

Tris·HCI(pH9．0)0．33ml、4moL／L NaCl 0．16ml、

10％SDS 1．30ral、5 mol／L KAe(pH6．5)2．5ml、水

饱和酚(pH5．2)3．50ml、B-巯基乙醇0．2ml，在研样

前由母液或原液现配现用，65℃水浴预热。具体操

作步骤是：(1)取一76。C保存的蒙古沙冬青叶片29，

置研钵中加液氮研磨成粉末并转入50ral离心管中；

(2)加入已预热到65℃的RNA提取液10ml，剧烈摇

动10min，置冰上10min；(3)加入氯仿4ml，摇动

10rain，在4℃、4500 r／min离心20min；(4)取上清液

于新的50ml离心管中，加入等体积氯仿，摇动

lOmin，于4℃、4500r／min离心15rain，此步骤重复2

次；(5)取上清液于新的50ml离心管中，加入1／3

体积的8 moL／L LiCI，混匀，于4℃放置8h左右沉淀

RNA；(6)在4。C、12000r／rain离心20min，／bd："倒掉

上清液；(7)将RNA沉淀转移到1．5ml离心管中，

用1ml 75％乙醇和无水乙醇各漂洗1次，每次在

4℃、12000r!min离心5min，弃上清液，留沉淀；(8)

吹干沉淀，加lOOp,l DEPC处理水溶解。取0．5ILl

RNA溶液在l％琼脂糖凝胶上电泳检测。

其他3种方法除Trizol法将体积和所用样品量

缩小为改进热酚法的1／4外，其余2种方法所用样

品量、RNA抽提液及溶解RNA沉淀所用DEPC处理

水的量和电泳检测的上样量都与改进的热酚

法相同。

总RNA的纯化：(I)在RNA溶液中加RNasin

l“l、10×RNase．free DNase buffer 15 Ixl、RQI RNase．

Free DNase(Promega)2一、DEPC处理水32．5斗l，

混匀，置37℃水浴中30min，去除DNA污染；(2)用

等体积的水饱和酚与氯仿(1：1)和氯仿各抽提1

次，每次摇动10min，在40C、12000 r／min离心

lOmin，取上清液于新的1．5ml离心管中；(3)加入

1／10体积的3 mol／L NaAe(pH5．2)和3倍体积的

无水乙醇，混匀，于一76。C过夜沉淀RNA；(4)在

4cc、12000 r／min离心20min，弃上清液，留沉淀；

(5)用75％乙醇和无水乙醇漂洗沉淀各1次，每次

在4℃、12000 r／min离心5 rain，弃上清液，留沉淀；

(6)吹干沉淀，加30—50斗l DEPC处理水溶解。用

紫外分光光度法检测样品纯度。RNA溶液于

一76℃保存。

1．2．2 mRNA的分离 将总RNA用QIAGEN公

司Oligotex mRNA Mini Kit(12)(Cat no．70022)和

Promega公司PolyATtraet固mRNA Isolation System III

(15)(Cat no．Z5300)分离mRNA，具体操作按照试

剂盒说明进行。

1．2．3总RNA质量的验证 以总RNA作模板，用

Promega公司M—MLV逆转录酶催化合成cDNA。根

据GenBank数据库中已公布的沙冬青脱水素基因

编码区两侧非翻译区序列设计引物。

正向弓I物为5’一TATCTAGATACATAATGGCA-

CACATTCAGAGT-3’，反向引物为5，_TACCCGGGTC—

TATACGTCGCGGTG一3’，进行RT—PCR。25斗l PCR

体系中含10×PCR buffer 2．5仙l、10mmol／L dNTP

mix 0．75trl、正向与反向引物(101zmol／L)各

0．75斗l、eDNA模板1trl、Taq酶(5U／斗I)0．25斗l、

ddH20 19斗l。PCR扩增程序为940C 3min；94。C

30s、60。C 30s、720C 45s，30个循环；72。C 7min；4℃

保温。将扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳和回收，然

后与pMDl9一T载体连接并转化大肠杆菌，挑选阳性

克隆由北京三博公司测序。

2结果与分析

2．1用不同方法对总RNA的提取效果

电泳结果(图1)显示，用改进的热酚法所提总

RNA(泳道I)条带清晰明亮，表明其完整性好、得

率高；用改进的Trizol法所提RNA(泳道3)条带清

晰但亮度中等，表明其完整性好但得率不高；用其他

2种方法提取的RNA(泳道2和4)完整性尚可，但

得率较低，其中泳道4还可见明显的基因组DNA条

带，其RNA沉淀在溶解时略呈胶质状，表明也有多

糖污染。纯化后泳道1、2、3、4所对应的RNA样品
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次为2 03、I 98、2 25和2 46，击叫荩纯度均比较

高．被此州无州娃差对综合RNA的完档性褂车

和纯度祈言．4种疗法“改进的热酚法较造干蒙l’，

沙冬肯站叶总RNA的提取、

多次试验发现分扁产物tlt均卉叫挂的rIINA祭带

(闱3)^叫儿纯度不高．故义选掸11丌Ⅲ咻a公rd曲
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电泳检测(罔2)表明，5种样品舯总RNA条带
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2．3 mRNA韵分离

将Ⅲ政进的热醑法所提盘RNA，阿瓷川QI^-

GEN公司的mR、A舒离试州盎竹掰tuRN’,．结粜经
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2 4息RNA质■的验证

用改进的热册洼所摊总RNA作模板台威eDNA．

用沙冬青脱水索耩罔特异性引物进行Rf-PGR扩增．

获得预期700bp的扩增H断(图4)。将谈片断进行

克隆和测序．证明其确变为日的基因的缩码框cDNA，

也逊一班证明刷政进的热所诸提取的总RNA序列完

髓无降解．可用于后续的分了乍物学试验。

I-3·*Ⅲ*l#々}∞4I#g∞RT PCR，自lM-100l·P
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3讨论

沙冬青属于早生豆科小灌术．根据文献报道其

耐娄、多糖和黄酮类等狄生代谢物质含盈较

高”“．会影响其RNA的提取。所以，奉研究最初

尝试JH木本植物老根老叶RNA提取方法“和高古

多精的K米幼糟总RNA挺取靠法“对其总RNA进

一曼篓渊■
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行了提取。结果用第1种方法提取的部分样品(尤

其夏季嫩叶)总RNA沉淀呈透明浅黄色凝胶状，虽

然沉淀量较多但水溶性较差，导致RNA得率不高且

在电泳图谱中可见明显的基因组DNA污染(如图l

泳道4)。推测可能与夏季嫩叶生长旺盛，多糖和次

生代谢物质含量高而不易去除有关。第2种方法是

在经典热酚法的RNA提取液中增加了KAc以去除

多糖，用此方法得到的RNA提取液及其沉淀呈浅褐

色且得率低(如图l泳道2)，表明有酚类物质干

扰№J 31。这2种方法都不适用于蒙古沙冬青嫩叶、

尤其是夏季嫩叶总RNA的提取。

Trizol法因操作简单而得到广泛应用。本研究

通过在Trizol试剂中增加B．巯基乙醇而抑制了酚类

物质的干扰∞’”1，但可能因为多糖等物质未能有效

去除，使得RNA提取量依然不高(如图l泳道3)，

故该方法也不能满足对高质量蒙古沙冬青总RNA

提取的要求。

热酚法的优点是适用于大量提取且RNA纯度

较高，可在乙醇中长期保存而不降解。本研究针对

蒙古沙冬青的特点对其主要加以2点改进：一是在

提取液中增加了2％的8一巯基乙醇，以抑制多酚氧

化酶的活性而排除酚类物质干扰¨’1副；二是在提取

液中加入1．25 mol／L KAc，以去除多糖污染∞’1孓141。

对于B．巯基乙醇的用量和KAc的浓度及pH值无

需十分精确，如果是冬季嫩叶和低温驯化的幼苗，二

者浓度均可减少，KAc母液的pH值可调在4．8—

6．5。此方法适用于蒙古沙冬青不同季节嫩叶和不

同胁迫处理幼苗总RNA的提取，不仅得率高、完整

性好，而且多糖、酚类和蛋白质等基本去除干净，已

成功应用于蒙古沙冬青SMART全长eDNA文库的

(上接第459页)
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构建(另有全文发表)和基因扩增。

在构建全长eDNA文库时需要高质量的mRNA

作模板。本试验所用Promega公司的mRNA分离试

剂盒(磁珠法)比QIAGEN公司的mRNA分离试剂

盒(纤维素柱)更能有效地去除rRNA，使mRNA纯

度更高。另外，前者价格也较便宜，至少在分离沙冬

青mRNA时不失为一种较理想的选择。
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