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彩色马铃薯试管苗总 RNA提取方法的改进与分析
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　　摘　要:以彩色马铃薯品系03-1的试管苗为材料 ,分别采用苯酚法和 Trizol 法提取马铃薯总

RNA ,通过对前人的操作和提取方法进行改进 ,旨在寻求一种低成本、操作简单 、省时 ,适宜彩色

马铃薯试管苗总 RNA提取 ,且 RNA质量能直接用于后续病毒检测研究的方法。结果表明:2种

方法在操作改进后依然均能得到马铃薯试管苗的总 RNA ,经琼脂糖凝胶电泳检测 ,都可获得

28S 、18S和5S rRNA 3条带 ,并对所得的总 RNA进行马铃薯 PVY病毒的检测 ,均可特异扩增出

目标片段;Trizol 法较苯酚法更简单省时 ,且所得总 RNA完整性更强 、纯度更高。

关键词:彩色马铃薯;试管苗;总 RNA提取

中图分类号:S 532　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2010)21-0161-03

　　天然色素在人们的饮食中起到抗氧化剂的作用 ,可

以防治疾病 ,是维护人体健康直接 、有效 、安全的自由基

清除剂。近几年彩色马铃薯因其含有丰富的天然色素

而在市场上慢慢占有一席之地 ,越来越受到消费者的欢

迎。但马铃薯常见的诸多病毒病也是影响其生产的重

要因子。近年来 RT-PCR分子技术在马铃薯病毒检测

上得到广泛应用 ,但进行这一分子技术的必要前提和关

键是从植物组织中提取高纯度 、高质量的 RNA 。分离

RNA的主要困难在于 RNA 分子自身存在 2-OH ,稳

定性差 ,很容易被广泛存在于植物组织的细胞及外部环

境中非常稳定的 RNA 酶降解[ 1] 。此外 ,植物组织中含

有的多酚 、多糖和蛋白质以及其它次生代谢物质也会严

重影响 RNA的提取[ 2] 。目前常用的 RNA提取方法有

多种
[ 3-11]

。该试验采用苯酚法和 Trizol 法 ,在参照前人

的研究基础上 ,经过不断摸索和方法改进 ,对这 2种方

法的提取效果进行比较 ,并通过马铃薯 Y病毒(PVY)

的检测 ,进一步验证提取所得的总 RNA质量 ,进而形成

一套低成本 、操作简单 、省时的方法 ,为更好地利用基因

工程手断检测马铃薯病毒病奠定基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试材料:彩色马铃薯品系“03-1”的新鲜试管苗。

由甘肃省农科院生物技术研究所提供。供试试剂:

Trizol 试剂购于 Invit rogen公司;所需的M-MLV反转录

酶 、RNA酶抑制剂(RNasin)购于Promege公司;Marker、

Taq酶等其它试剂购自 TaKaRa 公司;引物由 Invitrogen

公司合成;其余常用试剂均为国产分析纯。供试仪器:

琼脂糖凝胶电泳系统(JUNYI600
+
)、紫外凝胶成像系统

(FTI-500)、PCR扩增仪(MJ PTC-100)、台式高速离心机

(Heraeus)。

1.2　试验方法

1.2.1　RNase的灭除　常规方法:所用研钵 、研杵 、药

匙 、离心管 、移液枪头 、试剂瓶 、烧杯 、容量瓶等器具 ,均经

0.1%DEPC溶液浸泡 ,37℃过夜 ,次日高压灭菌烘干后

备用。所用试剂均用 0.1%DEPC 处理后的超纯水配

置 ,放置过夜后高压灭菌 ,常温保存备用。剪刀在研磨

前于酒精灯上烘烤 1 min ,液氮冷却。改进方法:研钵、

研杵 、药匙 、离心管 、各种移液枪头 、剪刀等无需 DEPC-
H2O浸泡 ,直接高压灭菌(121℃,20 min)烘干备用。所

需试剂均用超纯水配置 ,高压灭菌后备用。

1.2.2　总 RNA提取　苯酚法:取5 ～ 10 g材料 ,液氮研

磨至粉末状加入 65℃水浴预热的 RNA 抽提 buffer

13 mL(50 mmol Tris-HCl , pH 9.0 , 100 mmol NaCl ,

10 mmol EDTA ,pH 8.0 ,0.5%SDS ,0.2%β-巯基乙醇)

和水饱和酚7 mL ,剧烈振荡 10 min ,再加入氯仿 8 mL ,

混匀 ,冰浴10min ,10 000 r/min ,4℃离心20 min;取上清

液 ,氯仿抽提 ,加 1/3体积的 8 mol/ L LiCl , 4℃过夜;

10 000 r/min ,4℃离心20 min;留沉淀 ,乙醇洗涤后 ,超净

工作台上晾干 ,加 DEPC-ddH2O溶解 RNA 沉淀。改进

的苯酚法:取 0.5 ～ 1 g 材料 ,液氮研磨至粉末状 ,加入

65℃水浴预热的 RNA 抽提 buffer 1.3 mL(50 mmol

Tris-HCl ,pH 9.0 , 100 mmol NaCl ,10 mmol EDTA ,pH
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8.0 ,0.5%SDS)和水饱和酚0.7 mL ,剧烈振荡10 min;再

加入氯仿 0.8 mL ,混匀 ,冰浴10 min;10 000 r/min ,室温

离心 10 min ,取上清液 ,加等体积氯仿抽提 ,混匀 ,冰浴

10 min;10 000 r/min ,室温离心10 min ,取上清 ,加 1/10

体积的 3 mol/ L NaAc和等体积的异丙醇 ,混匀 , -20℃

沉淀 4 h;室温12 000 r/min离心10 min ,留取沉淀 ,4℃

预冷的 70%乙醇洗涤沉淀 2次 ,在超净工作台上晾干 ,

用ddH2O溶解 RNA沉淀。Trizol 法:参照 TRIzol Rea-

gent(InvitrogenTM)说明书。改进的 Trizol 法:取 0.1 g

材料 ,液氮研磨至粉末状 ,加入1 mL Trizol试剂 ,充分混

匀后迅速转移到 1.5 mL离心管中 ,室温静置 5 min;以

每1 mL Trizol 液加入0.2 mL 的比例加入氯仿 ,加盖封

严 ,剧烈摇荡 15 ～ 30 s , 室温放置 2 ～ 3 min;常温

10 000 r/min离心10 min ,吸取上清液于一新的离心管 ,

按1 mL Trizol 液加入0.5 mL的比例加入异丙醇 ,室温放

置10 min;常温 10 000 r/min 离心10 min ,留取沉淀 ,按

每1 mL Trizol 液加入至少 1 mL的 75%乙醇(高压灭菌

的超纯水配制)的比例加入预冷的乙醇清洗沉淀 ,在超

净工作台上晾干 ,用ddH2O溶解 RNA沉淀。

1.2.3　总 RNA质量检测　琼脂糖凝胶电泳检测:取

3μL 总 RNA 母液 ,加入 2 μL Loading Bufer ,再加入

3μL 超纯水 ,混匀 ,稍作离心后加样于 1%的非变性琼

脂糖凝胶样品槽内 ,在 80 V电压下 ,1×TAE 缓冲液中

电泳约 20 min ,并在紫外凝胶电泳成像系统下检测与拍

照。马铃薯 PVY病毒的 PT-PCR检测:根据马铃薯 Y

病毒的外壳蛋白基因 ,利用 Primer 引物设计程序 ,设计

并合成了一对特异引物:5′端引物:5′GCAAACGATA-

CAATTGATGC 3′;3′端引物:5′AGTATTGCATACTTG-

GAGAAA 3′。参照 Promege 公司提供的反转录酶

(M-MLV)操作程序 ,合成 cDNA的第 1条链。在 20

μL的反应体系中 ,取反转录产物2 μL ,加 20 μmol/ L的

5′端和3′端引物各1μL ,Taq酶缓冲液2μL ,25 mmol/ L

MgCl2 2μL ,10mmol/ L dNTP 1μL ,1 U Taq 酶 ,加水至

总体积 20μL ,在 PCR仪上扩增 ,反应条件是 94℃预变

性 3 min ,94℃变性40 s ,45℃复性45 s ,72℃延伸1 min ,

35个循环。72℃后延伸 10 min ,取出扩增产物 3 μL进

行琼脂糖凝胶电泳检测。

2　结果与分析
2.1　改进方法提取彩色马铃薯试管苗总 RNA的完整

性检测

RNA样品的凝胶电泳分析是判断 RNA质量的一

种重要手段 ,从电泳胶上 18S 和28S的完整性可以判断

RNA有无降解及降解程度 ,也可以判断有无 DNA

污染
[ 12]
。

试验中分别采用改进的苯酚法和 Trizol 法提取彩

色马铃薯试管苗的总 RNA ,利用 1%普通琼脂糖凝胶电

泳对 2种方法获得的总 RNA样品的完整性进行检测 ,

电泳结果见图1。从图1a可看出 ,改进的苯酚法提取的

总 RNA的28S 、18S和5S rRNA条带清晰可见 ,稍有弥

散现象 ,有基因组 DNA的污染。从图 1b可看出 ,改进

的 Trizol 法提取的总 RNA的28S 、18S和5S rRNA条带

清晰可见 ,无弥散现象 ,也无基因组 DNA的污染。说明

Trizol法较苯酚法提取的总 RNA降解程度低 ,且在没有

DNA酶消化的情况下 , Trizol 法较苯酚法提取的总

RNA纯度高。2种方法提取的总 RNA ,28S条带的亮度

基本和18S的亮度一致 ,没有达到2倍的比例 ,只能说明

总 RNA样品基本完整。

(a)改进的苯酚法提取的总 RNA　　　　　　　　　(b)改进的 Trizol 法提取的总 RNA　　　　

图 1　改进方法提取彩色马铃薯试管苗总 RNA完整性的1%琼脂糖凝胶电泳检测

2.2　马铃薯 PVY病毒的 PT-PCR检测验证提取的总

RNA结果

为进一步验证总 RNA提取的质量。分别以上述改

进的 2种方法获得的彩色马铃薯试管苗总 RNA 为模

板 ,利用 PT-PCR技术进行了马铃薯 PVY病毒的检测 ,

用2%普通琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测 ,电泳

结果见图 2。以改进的 Trizol法提取的总 RNA为模板 ,

通过 PT-PCR获得一条清晰的大小为 680 bp的特异性

条带 ,与所需目的片段大小一致 ,同时有微弱的杂带扩
增出(图 2中 2 ～ 5泳道);以改进的苯酚法提取的总

RNA为模板 ,也扩增得到了大小为 680 bp目的片段(图

2中6 ～ 9泳道),扩增出的杂带较多 ,且泳道出现轻微的

拖尾现象。总体来看 ,2种方法提取的总RNA均能够满

足 PT-PCR法检测马铃薯PVY病毒的要求。
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图2　马铃薯 PVY病毒的 PT-PCR检测

　　注:1:MarkerⅡ;2～ 5:模板为改进的 Trizol 法提取的总 RNA;6～

9:模板为改进的苯酚法提取的总 RNA 。改进的苯酚法提取的总 RNA

用 DNA酶处理之后,才进行 PT-PCR马铃薯PVY病毒检测。

3　结论与讨论
试验中所采用的改进法省去了对器皿、水的 DEPC

处理 ,只要高温灭菌即可。提取过程均在常温下进行 ,

用普通高速离心机代替了冷冻高速离心机。对提取出

的总 RNA使用高温灭菌的 ddH2O直接溶解 ,进行质量

检测 ,序列完整 ,不影响后续 PT-PCR分子生物学实验。

试验中用普通琼脂糖凝胶代替甲醛变性胶 ,加大电泳的

电压 ,短时间内完成电泳检测 ,完全可以满足 RNA完整

性鉴定的要求。利用改进法提取 RNA ,能降低成本、节

约时间 、方便操作 ,也避免了使用 DEPC和甲醛等有害

试剂
[ 13]
。

RNA提取和鉴定过程中 ,操作细节是预防外源性

RNase的关键。前人研究过程中也证实了这一点[ 14-15] 。

在 RNA提取过程中 ,植物材料的研磨和后续操作均在

超净台里操作。RNA电泳装置用无水乙醇清洗晾干后

使用。整个操作过程均戴一次性 PE手套 ,尽量避免接

触其它物件 ,操作者还需戴口罩。试验结果表明 ,通过

采用上述预防措施可以在一定程度上有效防止由外源

性 RNase污染引起的 RNA降解。

通过对改进的苯酚法和 Trizol 法 2种方法提取的

彩色马铃薯试管苗总 RNA 进行验证比较 ,可以得出 2

种方法在操作改进后依然均能得到基本完整的总RNA ,

并能满足PT-PCR法检测马铃薯PVY病毒的要求 ,扩增

出特异目标片段;改进的 2种方法 ,苯酚法所得的总

RNA中有基因组 DNA干扰 ,DNA 虽可以利用 DNase

去除 ,但这样增加了试验步骤 ,并使 RNA 降解增加。

Trizol法所得总 RNA 完整性更强 、纯度更高 ,相比较起

来就简单省时些 ,实用性更强。不过实验者可根据实际

情况选择提取的方法。
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Modified andAnalysis of theMethods of Total RNA Extracted for Colour-potato Plantlets

ZHANG Yan-ping , CHEN Yu-liang ,XIE Zhi-jun ,HOU Yi-qing ,WANG Hong-mei

(Institute of Biotechnology , Gansu Academy of Agricultural Science , Lanzhou , Gansu 730070)

Abstract:The plantlets of colour-potato strain 03-1 w ere used as materials.Tw o methods(phenol method and Trizol

method)were used to extract the total RNA from potato.Through modifying the predecessorswork ,we want to seek a

low-cost , simple , time-saving method suitable for potato total RNA extraction , and RNA quality can be directly used for

virus detection.The results showed that both methods , af ter being modified , can be used to get integrity potato total

RNA , and the total RNA for the detection of potato viruses PVY , can be amplified specific fragment;Trizol method was

more simple than the phenol method ,and can get more integri ty total RNA with higher purity

Keywords:colour-potato;plantlets;total RNA extracted
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