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番木瓜叶片总 ＲＮＡ 提取方法比较研究
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　　摘　要：采用了ＣＴＡＢ法和ＧＨＣＬ法及ＳＤＳ法３种方法分别对番木瓜的叶片进行ＲＮＡ的
提取。该试验采用ＳＤＳ法、ＧＨＣＬ法提取番木瓜总ＲＮＡ，并对提取的ＲＮＡ进行质量比较。结果
表明：ＧＨＣＬ法（方法２）提取的ＲＮＡ产率高，无明显降解，ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值较好，是有效提取总
ＲＮＡ的方法。
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　　番木瓜（Ｃａｒｉｃａ　Ｐａｐａｙａ）原产热带美洲及非洲，是番
木瓜科番木瓜属植物，通常不分枝，具乳汁，番木瓜味
甘、性平、无毒［１］，番木瓜果实内的维生素Ａ和ＶＣ的含
量比较丰富［２］，另外还含有木瓜蛋白酶［３］，具有较高的食
用、加工、医学、观赏价值。番木瓜病毒病是番木瓜生产
和发展的主要限制因素［４－５］，对番木瓜叶片总ＲＮＡ进行
快速、高效提取是番木瓜病毒病分子探针检测技术成功
的关键，也是相关基因组学、蛋白质学研究开展的前提。
该试验通过对３种不同方法提取的番木瓜叶片总

ＲＮＡ的效果进行较全面的比较，以寻求适合于提取高
质量番木瓜叶片总ＲＮＡ的有效方法，进而为以后的番
木瓜相关的分子生物研究打下良好基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试材料为番木瓜叶片（采自海南大学儋州校区园

艺园林学院果园）。提取试验开始前，分别剪取番木瓜
的不重于０．１ｇ的叶片各３份，分别放置于高温烘过的
干净研钵中。

１．１．１　试验试剂　采用巯基乙醇、氯仿、异戊醇、无水乙
醇、７５％和９５％无水乙醇３ＭＮａＡｃ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ　８．０）、１‰的ＤＥＰＣ水、１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ（ｐＨ
８．０）、ＴＥ缓冲液等。均为国产分析纯及以上纯度。提
取相关缓冲液：ＣＴＡＢ 提取液：２×ＣＴＡＢ 提取缓冲液
［１００ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．０），２０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，

１．４ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，２％ ＣＴＡＢ，５％ ＰＶＰ，β－巯基乙醇］；

１×ＣＴＡＢ提取液提取缓冲液［５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ
８．０），１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ，１％ＣＴＡＢ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ，β－巯基
乙醇］ⅡＧＨＣＬ　ｘ－ｔｒａｃｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ［５ＭＧｕａｎｉｄｉｕｍ　ｈｙｄｒｏ－
ｃｈｌｏｒｉｄｅ，１００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ　８．０，１００ｍＭ　ＮａＡｃ　ｐＨ
５．５，１００ｍＭ，β－乙醇，现用现加］；ＴＲＩ　ｒｅａｇｅｎｔｂｕｆｆｅｒ（１００
ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ　８．０，１５０ｍＭ　ＮａＣｌ，１％ＳＤＳ，２．５ｍＭ
ＥＤＴＡ）Ⅲ。ＴＥ缓冲液：１０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．０），

１ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ（ｐＨ　８．０）］，高压灭菌备用［６－８］。ⅢＳＯＳ
提取液：提取缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｃｐ－ｐＨ　８．０，１．
０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ　ｐＨ　８．０，１４０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ，１０％ＳＤＳ，

８％ＰＶＰ，５％的β－巯基乙醇（现加现用）。

１．１．２　试验仪器　Ｈ－８数显恒温水浴锅、ＵＮＩＶＥＲＳＡＬ－
３２Ｒ高速冷冻离心机、ＨＶＥ－５０全自动高压灭菌器、ＵＶ－
１６０１ＰＣ紫外可见分光光度计、ＧＡＳ７４０１Ｘ凝胶成像系
统、ＤＹＹ－Ⅲ－４型稳压稳流电泳仪、液氮罐、电子天平、手
持微量移液器、研钵、烧杯、－７０℃～４℃冰箱等。

１．２　试验方法
１．２．１　方法１（ＣＴＡＢ提取法）提取步骤（根据牛建新［６］

方法，有改动）　（１）取装有０．１ｇ叶片粉末１．５ｍＬ离心
管２个，加入６５０μＬ　２×ＣＴＡＢ 提取缓冲液，再加入
２０μＬ　１０％ＳＤＳ，３０μＬ　１０％ＰＶＰ，５μＬ巯基乙醇，轻轻
上下晃动，充分混合。（２）６５℃水浴３０ｍｉｎ。（３）放入离
心机内１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。取上清，加入等体积
的酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶２４∶１）溶液，４℃１２　０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ。（４）取上清转入新的离心管，加入等体积氯
仿∶异戊醇（２４∶１）１０　０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。（５）取上
清液加入等体积异丙醇，室温放置３０ｍｉｎ。（６）１０　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ，去上清，７０％乙醇洗１次。（７）弃上清液，风
干，加入２０μＬ　ＴＥ或ＤＥＰＣ处理水溶解，放入冰箱内
备用。

１．２．２　方法２（ＧＨＣＬ法）提取步骤（根据蔡文伟［７］方
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法，有改动）　（１）分别取０．１ｇ新鲜番木瓜叶片，于液氮
中研磨成粉末，向其中加入１．５ｍＬ　ＧＨＣＬ　ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ，研磨均匀后加入１００μＬ　２０％ＰＥＧ　２００００。（２）转
入１．５ｍＬ聚丙烯管，室温放置１０ｍｉｎ，４℃１３　０００ｒ／ｍｉｎ
１０ｍｉｎ，上清液转入另１个５０ｍＬ离心管，加入１ｍＬ
ＴＲＩ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｂｕｆｆｅｒ，涡旋混匀，室温５ｍｉｎ，加入１２５μＬ
氯仿并充分涡旋，４℃１３　０００ｒ／ｍｉｎ　１０ｍｉｎ。（３）上清转
入另１个５０ｍＬ离心管，加入１／１０Ｖ３ＭＮａＡｃ　ｐＨ
４．８，２．５Ｖ无水乙醇，涡旋混匀，－２０℃１ｈ，４℃１３　０００ｒ／ｍｉｎ
２０ｍｉｎ。（４）去上清，沉淀用７５％乙醇洗２次，吹干后溶
于２０μＬ　Ｒｎａｓｅ　ｆｒｅｅ　ｗａｔｅｒ，－２０℃保存备用。

１．２．３　方法３（ＳＤＳ法）提取步骤（参考侯义龙［８］的方法
有改动）　（１）取不多于０．１ｇ的新鲜叶片，加液氮研磨
成粉末状，迅速移入１．５ｍＬ　Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，加入
６００μＬ的ＳＯＳ提取缓冲液，２μＬ　２－巯基乙醇，３０μＬ
１０％ＰＶＰ，混匀。４℃１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。（２）取
上清，加入等体积的酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶２４∶１）溶
液，４℃１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。（３）取上清，加入等体
积的氯仿∶异戊醇，（２４∶１）溶液，混匀，４℃１２　０００
ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。（４）取水相，加２．５倍体积的无水乙
醇和１／１０体积３ｍｏｌ／Ｌ　ＮａＡｃ（ｐＨ　５．３），混离混匀，－
２０℃放置３ｈ。４℃１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。（５）弃上
清，用７０％无水乙醇洗沉淀４℃１２　０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃去乙醇。（６）重复上述步骤１次，重复弃去乙
醇，室温晾干２～３ｍｉｎ。加入２０μＬ　ＴＥ或ＤＥＰＣ处理
水溶解，放入冰箱内备用。

１．３　ＲＮＡ含量和纯度的测定
吸取３μＬ的ＲＮＡ溶液，加入３ｍＬ蒸馏水中，转入

分光光度计的石英比色杯中，用紫外分光光度计测量
２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处的ＯＤ值，根据公式ＲＮＡ浓度（ｎｇ／

μＬ）＝４０×（ＯＤ２６０）×稀释倍数，计算ＲＮＡ浓度，根据
ＯＤ２６０／ＯＤ２８０判断ＲＮＡ的大致浓度。一般Ａ２６０／Ａ２８０
比值在１．８～２．０之间，可以满足试验要求。

１．４　凝胶电脉分析
称取０．５ｇ左右的琼脂糖于三角瓶中，加入５０ｍＬ

０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液，配制成１％琼脂电泳凝胶，加热
使其完全熔化，稍冷却，加１μＬ核酸染料，小心倒入胶膜
内，室温放置０．５～１ｈ，待凝胶形成后，将提的ＲＮＡ分
别取５μＬ　ＲＮＡ与２μＬ溴酚蓝上样缓冲液混匀后，点
样，置于０．５×ＴＢＥ电极缓冲液中，１５０Ｖ恒压电泳约
２０ｍｉｎ。在凝胶成像系统上观察电泳结果，拍照。

２　结果与分析
２．１　３种方法提取的ＲＮＡ浓度及纯度
将上述３种方法制备的番木瓜叶片总ＲＮＡ经紫外

分光光度计检测其浓度及纯度，各种方法所提取的ＲＮＡ
样品在２６０、２８０ｎｍ波长的紫外吸收值结果见表１。从

表１可知，３种方法提取的ＲＮＡ其紫外吸收值有较明显
的差异，提取的番木瓜叶片总ＲＮＡ效果不同，从提取
ＲＮＡ纯度方面来看，方法２是较好的方法，该试验中方
法２的ＲＮＡ提取方法紫外吸收值ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值
在１．８～２．０之间，说明所提的总ＲＮＡ纯度较高，方法１
的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值约为２．３，说明使用该方法提取的
ＲＮＡ可能已经降解，方法３提取的ＲＮＡ的ＯＤ２６０／ＯＤ２８０
的比值约为１．６７，说明可能存在较多的蛋白质、酶类等
干扰。

　　表１　不同方法提取ＲＮＡ　ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值比较

方法 ＯＤ２６０ ＯＤ２８０ ＯＤ２６０／ＯＤ２８０
ＲＮＡ含量

／ｎｇ·μＬ－１
提取时间

／ｈ
方法１　 ０．０２３　 ０．０１０　 ２．３０　 ９２０．９３ 约１．６

方法２　 ０．０２１　 ０．０１１　 １．９１　 ８４０．８４ 约１．４

方法３　 ０．０１５　 ０．００９　 １．６７　 ６００．６０ 约４．２

２．２　ＲＮＡ的电泳检测结果
由图１可见，３种方法均可提出ＲＮＡ。从ＲＮＡ的

电泳检测结果来看，相对来说利用方法２（ＧＨＣＬ法）所
提取番木瓜的叶片无拖尾和模糊现像，且２８Ｓ与１８Ｓ的
比值接近２∶１，表明用方法２提取ＲＮＡ的完整性较好。
在方法１中，可以看到２８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ的ＲＮＡ谱

带，但是１８Ｓ亮度大于２８Ｓ，而且有拖尾现象，说明ＲＮＡ
提取过程中可能被降解或被污染。
在方法３中，可以也看到８Ｓ、１８Ｓ和５Ｓ的ＲＮＡ谱

带，但ＲＮＡ的图像存在较明显的通道现象，图像不够清
晰，成像效果差于方法２提取法。
综上３种方法的ＯＤ值和电泳成像分析，可以对比

看出，方法２提取番木瓜叶片总ＲＮＡ的纯度接近１．９，
纯度较高，总ＲＮＡ成像效果最佳，是该次番木瓜叶片总
ＲＮＡ提取中的最佳方法。

图１　３种不同方法提取的番木瓜叶片总ＲＮＡ的电泳检测图

３　结论与讨论
３．１　结论
通过该次试验可知几种方法都可以提取出番木瓜

叶片ＲＮＡ，但在纯度和完整性上存在较大差别，经紫外
检测及电泳分析后，方法２提取的ＲＮＡ是番木瓜叶片
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ＲＮＡ提取并开展分子生物学研究的较好方法。

３．２　讨论
目前ＲＮＡ提取应用较多的方法主要有试剂盒法、

ＣＴＡＢ法、ＳＤＳ法、热硼酸盐法和异硫氰酸酸胍法［９］。
在该试验中主要采用了ＣＴＡＢ法和ＧＨＣＬ法及

ＳＤＳ法３种方法分别对番木瓜的叶片进行ＲＮＡ的提
取。在ＲＮＡ分离提取后，可以通过紫外吸收值和琼脂
糖电泳来检测其浓度和质量。在分光光度计上测ＲＮＡ
的紫外吸收值ＯＤ２６０和ＯＤ２８０，对于纯净的ＲＮＡ样品，

ＯＤ２６０／ＯＤ２８０的比值应介于１．８～２．０之间。
在试验中，因为ＲＮＡ是极易降解的核酸物质，防止

ＲＮＡ降解，是影响番木瓜的叶片ＲＮＡ提取成功的关
键，通过该次对ＲＮＡ的提取进行总结得出，如下试验操
作中的如下经验，对防止ＲＮＡ的降解有很大作用。一
是植物组织的称取。材料过多会使所加试剂与所加材
料反应不充分，造成其间没有反应的部分可能会携带很
多的ＲＮＡ降解酶使ＲＮＡ降解，影响试验结果。反之如
果材料过少，又使提取的 ＲＮＡ量减少，得不到高的
ＲＮＡ产量和质量，所以对材料的用量要准确。二是试
验前的处理。ＲＮＡ的提取是相当精密细致的试验，在
进行ＲＮＡ提取试验之前，要预先做好对试验前的准备
工作，充分消除各种所用器材上所带有的ＲＮａｓｅ酶，如
塑料材料要用ＤＥＰＣ水浸泡１２ｈ，玻璃器皿用烘箱在
１８０℃下烘烤１５ｈ，最好在超净工作台中进行试验操作，
避免在试验操作过程中有新的ＲＮａｓｅ酶侵入。在操作

过程中要戴好手套和口罩，各种药品（除酒精、巯基乙
醇、氯仿和异戊醇等）用高压灭菌器灭菌２ｈ左右。三是
尽量快速提取。因为在外界环境空气中存在大量的
ＲＮａｓｅ酶，而ＲＮＡ又是极易降解的，所以，在进行ＲＮＡ
提取时要严格按照步骤、试剂剂量和加入次数快速、准
确地进行，并在短期内完成提取工作。四是提取的ＲＮＡ
应及时地保存于－７０℃低温下，避免频繁冻融影响其质
量和避免ＲＮＡ的降解。
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