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摘要 :为提取高质量的坛紫菜叶状体总 RNA ,对常用的几种植物 RNA提取方法 ( C TAB 法、

SD S法、异硫氰酸胍法 )按照去除多糖、多酚的方法进行了改良 ,并对分离的总 RNA根据吸光

值、电泳图谱及 R T2PCR检测等结果与两种试剂盒 (离心柱试剂盒法 , RNA iso法 )的提取结果

进行了比较。结果表明 , SD S法、异硫氰酸胍法和 RNA iso法 3种方法提取的 RNA纯度低 ,质

量差 ,部分 RNA已经发生了降解。而改良 C TAB法和离心柱试剂盒法提取的总 RNA质量可

靠 ,完整性好 ,纯度高 ,并且成功去除了可能影响逆转录酶活性的物质 ,可以进一步应用于

cDNA文库构建 ,基因表达分析等后续实验 ,但这两种方法各有优缺点 ,应根据实际情况选用

合适方法进行坛紫菜叶状体总 RNA的分离。
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　　紫菜是目前世界上人工养殖经济价值最高的

一类海藻 ,全世界年总产值接近 20亿美元 ,约占

人工养殖海藻的 2 /3,而我国的紫菜产量位居世

界首位 [ 1 ]。坛紫菜 ( Porphyra ha itanensis)是我国

两个主要紫菜栽培品种之一 ,是我国特有的暖温

带性种类 ,原产于福建 ,在闽、浙、粤沿海地区被广

泛栽培 ,其产量约占全国紫菜总产量的 75%
[ 1 ]。

近年来 ,随着生物技术的发展与进步 ,从分子

水平理解或解释植物的各种生命现象已经成为生

命科学研究的热点 ,而从植物组织中分离得到纯

度高、完整性好的 RNA是进行 N orthe rn杂交分

析 ,纯化 m RNA以用于体外翻译或建立 cDNA文

库 ,基因表达调控分析及基因克隆等分子生物学

研究的关键 ,很多植物就是由于未能有效地分离

纯化其组织中的 RNA ,而阻碍了其分子生物学方

面研究的进展 [ 2 ]。坛紫菜叶状体细胞壁厚实且

成分复杂 ,富含多糖、多酚等次生代谢物质 ,在分

离 RNA时 ,这些次生代谢物质 ,尤其是多糖很容

易与 RNA发生共沉淀或造成 RNA的降解失活 ,

难以获得高质量的 RNA。因此能否有效去除多

糖、多酚是坛紫菜叶状体 RNA提取的关键所在。

当前国内外的报导大都局限于从紫菜丝状体

中提取 RNA ,如徐民俊等 [ 3 ]和杨官品等 [ 4 ]利用改

进的 TR Izo l法提取条斑紫菜丝状体总 RNA , 并

构建了条斑紫菜丝状体的 cDNA表达文库 ;庞国

兴等 [ 5 ]和 Fan等 [ 6 ]用改进的一步法提取了坛紫

菜丝状孢子体总 RNA ,构建了坛紫菜丝状孢子体

的 cDNA文库 ;胡晓静等 [ 7 ]比较了 5种常用 RNA

提取方法提取的条斑紫菜丝状体总 RNA的质量

和纯度 ,结果认为 RNA p lan t法更适于条斑紫菜丝

状体总 RNA 的提取 ;而对于叶状体 RNA 的分

离 ,目前大多采用 G E公司的 Q uickPrep 微量

m RNA分离试剂盒直接分离条斑紫菜叶状体的

m RNA
[ 8 - 9 ]。由于坛紫菜叶状体的多糖含量远高

于丝状体和条斑紫菜的叶状体 , RNA的分离更为

困难 ,目前只有王丽等 [ 10 ]通过先分离获得营养细

胞 ,再采用 T iangen公司的植物 RNA分离试剂提

取了坛紫菜叶状体的总 RNA。但很多分子生物

学研究必须直接以叶状体为起始材料提取总

RNA (如不同环境胁迫下叶状体中的基因表达情
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况分析等 ) ,因此本研究对常用的几种富含多糖、

多酚植物组织 RNA的提取方法进行了优化和改

进 ,并同一些商业化的试剂盒进行比较 ,以期建立

一套适用于坛紫菜叶状体总 RNA提取的方法 ,

为后续坛紫菜的分子生物学研究奠定技术基础。

1　材料与方法

1. 1　材料

坛紫菜叶状体均为保存于福建省坛紫菜种质

资源库中的新鲜藻体 ,培养条件为 20 ℃,光照强

度 1 000～1 500 lx,光暗周期为 12 h∶12 h。

多糖多酚植物总 RNA快速提取试剂盒 (离

心柱型 )购于北京百泰克生物技术有限公司 ,

RNA iso富含多糖植物组织 RNA提取试剂以及

Prim escrip t
TM

RT2PCR 试剂盒购于大连宝生物

( Taka ra)工程有限公司 ,实验所用其余生化试剂

均购于上海生工生物工程有限公司。R T2PCR检

测第二步扩增引物依据坛紫菜 18S rRNA基因设

计 ,由大连宝生物 ( Takara )工程有限公司合成。

引 物 序 列 为 Phf: 5′2AA TG TCGA CA G 2
GGCAA G TC TGG TGAA 23′, Phr: 5′2TAA CCC 2
GGGCTCCA TTA GA G TC TC TGAA G 23′。
1. 2　方法

RNA酶活性的灭除　　用于 RNA提取的研

钵、药匙、镊子、试剂瓶、T ip头、eppondrof管等用

具均经 1. 1 M Pa (121 ℃) 高压灭菌 2. 5 h后 ,在

90 ℃烘干备用。实验用试剂均采用 D EPC水配

制。实验过程佩戴手套和口罩 ,并在超净工作台

中进行。

RNA提取方法 　　离心柱试剂盒法按照多

糖多酚植物总 RNA快速提取试剂盒 (离心柱型 )

的操作说明书进行。

RNA iso试剂法按照 RNA iso富含多糖植物

组织 RNA提取试剂的操作说明书进行。

改良 C TAB法 ,改良 SD S法和改良异硫氰酸

胍法除所使用的抽提缓冲液不同外 ,其余操作步

骤均相同 ,具体步骤如下 :

取 1 g新鲜幼嫩藻体于研钵中液氮研磨至粉

末状 ,转移至 50 mL离心管中 ,加入 - 70 ℃预冷

的丙酮 5 mL , 2%β2巯基乙醇 ,震荡 30 m in, 4 ℃

12 000 r /m in离心 10 m in;弃上清 ,离心管中再加

入 5 mL抽提缓冲液 ,微型匀浆机匀浆 ,并剧烈震

荡 15 m in后 ,缓慢加入 1 /4体积无水乙醇和 1 /9

体积 3 m ol /L醋酸钾 ( pH 4. 8 ) ,轻柔摇动 ;等体

积氯仿∶异戊醇 (24∶1)抽提 , 4 ℃ 12 000 r /m in离

心 15 m in;取上清液加入 0. 4倍体积乙二醇丁醚 ,

冰上放置 30 m in, 4 ℃ 12 000 r /m in离心 10 m in;

取上清 ,加入等体积异丙醇 , - 20 ℃沉淀 30 m in,

4 ℃ 12 000 r /m in离心 15 m in,沉淀用 75%酒精

洗涤 ,室温干燥后 ,加入 50μL D EPC水溶解备

用。各方法所采用的抽提缓冲液配方如下 :

改良 CTAB 法 : 100 mm ol /L T ris2HC l ( pH

8. 0) , 25 mm ol /L ED TA , 2 m ol /L N aC l, 2% (w /

v) C TAB , 2% (w / v) PV P, 2%β2巯基乙醇 ,使用

前须 65 ℃预热。

改良 SD S法 : 100 mm o l /L T ris, 25 mm o l /L

ED TA , 1% (w / v) SD S, 2% (w / v) PV P, 2%β2巯
基乙醇。

改良异硫氰酸胍法 : 4 m ol /L 异硫氰酸胍 , 25

m ol /L柠檬酸钠 ( pH 7. 0 ) , 0. 5% (w / v )十二烷

基肌氨酸钠 , 2% (w / v) PV P, 2%β2巯基乙醇。
总 RNA电泳分析　　取 5μL RNA样品加

3μL溴酚兰 ,在 1. 0%琼脂糖凝胶 ,电压 120 V的

条件下电泳 30 m in, EB染色 ,在凝胶成像仪上观

察 RNA条带的清晰度和完整性、并拍照。

总 RNA 含量和纯度的测定 　　取 5μL

RNA样品稀释 30倍 ,在 C ary50紫外分光光度计

上分别测定 OD 230 , OD 260和 OD 280值 ,并根据测定

结果计算 RNA的浓度 ,判断核酸和蛋白质的污

染情况。RNA浓度的计算公式 :

浓度 N ( ng /μL ) =OD 260 ×40 ×稀释倍数

RNA的逆转录检测 　　将检测合格的总

RNA先经 DNA酶消化 ,以避免微量 DNA对检测

结果的影响 ,再按照 Prim esc rip t
TM

R T2PCR试剂

盒的操作说明进行逆转录检测 ,以进一步确定所

提取总 RNA的质量。去除总 RNA溶液中微量

DNA污染的实验步骤如下 :

(1)在离心管中配制下列混合液 ,总 RNA 13

μL , DN aseⅠB uff te r 3μL , DN aseⅠ ( 1 U /μL ) 1

μL , RN ase Inh ib ito r 1μL , RN ase2f ree ddH2 O 3

μL , 37 ℃下消化 30 m in。

(2 )往上述溶液中加入 3μL 25 mm o l /L

ED TA , 37 ℃温浴 1 h终止反应 ,然后再在 65 ℃

下温浴 10 m in,使 DN ase失活。
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2　结果

2. 1　叶状体总 RNA不同提取方法结果比较

从提取的总 RNA 溶液的色泽和透明度上

看 :离心柱试剂盒法和改良 C TAB 法提取的总

RNA溶液澄清透明 ,说明杂质含量较少 ;改良

SD S法和改良异硫氰酸胍法提取的总 RNA溶液

呈乳白色粘稠状 ,说明可能还有一些多糖类的胶

状物未能彻底去除 ; RNA iso试剂法提取的总

RNA溶液则呈淡红色 ,说明还有一些色素等次级

代谢产物未能除净。

从总 RNA的电泳图谱上看 (图 1) , 5种方法

提取的总 RNA电泳图谱均有条带出现。图 12A
和图 12B分别为离心柱试剂盒法和改良 CTAB

法提取的总 RNA 电泳图 ,各泳道中在 28S, 18S

和 5S处均出现了清晰明亮条带 ,且没有拖尾现

象 ,只是在 28S和 18S所在的位置出现了多条带 ,

这可能与细胞质基因组转录而来的 RNA有关 ;

而且这两副图加样孔中没有出现明显亮斑 ,说明

这两种方法可以有效去除多糖或蛋白质。图 12
C,图 12D和图 12E分别为 RNA iso试剂法 ,改良

SD S法和改良异硫氰酸胍法提取的总 RNA电泳

图 ,从图中可以看出这些方法提取的总 RNA条

带不清晰 ,有明显拖尾现象 ,说明总 RNA已经发

生降解 ,而且加样孔中有明显亮斑 ,说明这 3种方

法提取的总 RNA溶液中残留有较高浓度的多糖

或蛋白质。

图 1　不同方法提取的坛紫菜叶状体总 RNA电泳图谱

A :离心柱试剂盒法 ; B :改良 CTAB法 ; C: RNA iso试剂法 ; D :改良 SDS法 ; E:改良异硫氰酸胍法 ; a, b, c分别指 28S, 18S和 5S RNA

所在位置。

F ig. 1　Agrose electrophoresis of tota l RNA of P. ha itanensis tha lli by d ifferen t m ethods

A : sp in colum n kit m ethod; B : CTAB m ethod; C: RNA iso m ethod; D : SD S m ethod; E: G uanidine th iocyante m ethod; a, b, c w as

show the location of 28S, 18S and 5S respectively.

　　离心柱试剂盒法和改良 C TAB法提取的总

RNA ,其溶液 OD 260 /OD 280值均在 1. 9～2. 1,且

OD 260 /OD 230值大于 2. 0 (表 1 ) ,说明这两种方法

提取的总 RNA纯度高 ,质量较好。改良 SD S法

和改良异硫氰酸胍法提取的总 RNA ,其溶液

OD 260 /OD 280值均在 2. 2以上 ,且 OD 260 /OD 230值

小于 2. 0,说明大部分 RNA已经降解成了单核苷

酸 ,且纯度较差 ,溶液中含有较高浓度的多糖、盐

离子等杂质。RNA iso试剂法提取的总 RNA ,其

溶液的 OD 260 /OD 280值均小于 1. 65,且 OD 260 /

OD 230也都小于 2. 0,说明该方法提取的 RNA纯

度较低 ,溶液中同样含有较高浓度的多糖、盐离子

等杂质。

再从提取的 RNA溶液的浓度上看 (表 1) ,改

良 CTAB法提取的总 RNA溶液浓度最高 ,分别

达到了 455 ng /μL和 429 ng /μL ,而离心柱试剂

盒法提取的总 RNA溶液浓度最低 ,分别为 205

ng /μL和 196 ng /μL ,得率不到改良 C TAB法的

1 /2。其余 3种方法提取的 RNA浓度均在 315～

453 ng /μL。
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表 1　不同方法提取的坛紫菜叶状体总 RNA紫外吸光值测定结果
Tab. 1 　Spectrophotom etr ic eva lua tion results of tota l RNA of P. ha itanensis tha lli by d ifferen t m ethods

提取方法
isolation m ethods

样品
samp les

OD 230 OD 260 OD 280 OD 260 /OD 230 OD 260 /OD 280
RNA浓度 ( ng /μL )

RNA concentration

离心柱试剂盒法
sp in colum n kit m ethod

1 0. 083 5 0. 170 8 0. 088 1 2. 045 5 1. 938 7 205

2 0. 079 8 0. 163 5 0. 079 4 2. 048 9 2. 059 2 196

改良 CTAB法
CTAB m ethod

1 0. 182 6 0. 379 5 0. 193 6 2. 078 3 1. 960 2 455

2 0. 168 2 0. 357 3 0. 185 7 2. 124 3 1. 924 0 429

RNA iso试剂法
RNA iso m ethod

1 0. 283 1 0. 293 8 0. 190 3 1. 037 8 1. 543 9 353

2 0. 207 7 0. 268 9 0. 160 8 1. 294 7 1. 672 3 323

3 0. 280 8 0. 262 5 0. 160 6 0. 934 8 1. 634 5 315

4 0. 253 5 0. 272 1 0. 171 0 1. 073 4 1. 591 2 327

改良 SDS法
SDS m ethod

1 0. 382 2 0. 377 3 0. 140 1 0. 987 2 2. 693 1 453

2 0. 425 6 0. 325 2 0. 108 7 0. 764 1 2. 991 7 390

改良异硫氰酸胍法
guanid ine th iocyante m ethod

1 0. 292 0 0. 336 5 0. 128 8 1. 152 4 2. 612 5 404

2 0. 321 0 0. 310 7 0. 138 1 0. 967 9 2. 249 8 373

2. 2　RNA的逆转录检测

为进一步确定所提取的 RNA能否满足后续

相关分子生物学实验的要求 ,对离心柱试剂盒法

和改良 C TAB法提取的坛紫菜叶状体总 RNA进

行了逆转录检测 ,结果如图 2所示。从图中可以

看出两种提取方法获得的 RNA均能成功进行逆

转录反应 ,并扩增出一条与预期片段大小 (约 500

bp )相符的清晰亮带。

图 2　坛紫菜叶状体总 RNA的逆转录检测结果
1, 2.离心柱试剂盒法提取的总 RNA;

3, 4.改良 CTAB法提取的总 RNA。

F ig. 2　RT2PCR results of tota l RNA of
P. ha itanensis tha lli

1, 2. to tal RNA w as iso lated by sp in colum n kit m ethod;

3, 4. to tal RNA w as isolated by CTAB m ethod.

3　讨论

3. 1　叶状体 RNA不同分离方法的比较分析

一般用于判断 RNA质量高低的方法主要有

两种 [ 11 ]
:一是根据 RNA 电泳图谱来判断 ,如果

28S和 18S条带明亮、清晰、锐利 (指条带的边缘

清晰 ,没有拖尾现象 ) ,并且 28S条带亮度在 18S

条带的两倍以上 ,就认为 RNA质量较好 ;二是通

过检测 RNA溶液的吸光值来判断 , RNA溶液在

280、320、230、260 nm的吸光值分别代表了核酸、

背景 (溶液浑浊度 )、盐浓度和蛋白等有机物的

值。一般 ,如果 OD 260 /OD 280值为 1. 9～2. 1,且

OD 260 /OD 230值 > 2. 0,就可以认为 RNA 质量较

好 ,溶液中蛋白、小分子杂质或其他有机物的污染

是可以接受 ;如果 OD 260 /OD 280值 < 1. 8时 ,就说

明溶液中蛋白或者其他有机物的污染比较严重 ,

杂质含量较高 ;如果 OD 260 /OD 280值 > 2. 2时 ,说

明 RNA已经水解成单核酸了 ;如果 OD 260 /OD 230

值 < 2. 0,则表明溶液中有残存的盐和小分子杂

质 ,如核苷酸、氨基酸、酚等。

实验采取 5种方法提取坛紫菜叶状体总

RNA时 ,离心柱试剂盒法和改良 CTAB法提取的

总 RNA ,电泳条带明亮、清晰 ,没有拖尾现象 ,加

样孔中没有出现明显亮斑 ,而且 1. 9 < OD 260 /

OD 280 < 2. 1, OD 260 /OD 230 > 2. 0,表明这两种方法

提取的总 RNA完整性好、纯度高 ,成功去除了多

糖等次生代谢物和小分子杂质。而其它 3种方法

提取的 RNA电泳图谱均出现了条带不清晰、拖

尾、加样孔有亮斑等现象 , OD 260 /OD 280 < 1. 8或 >

2. 2, OD 260 /OD 230 < 2. 0,说明这些方法尽管已经

进行了优化 ,但对多糖、多酚等次生代谢物及小分

子杂质的去除效果仍不理想 ,不适用于坛紫菜叶

状体总 RNA的分离。

此外在离心柱试剂盒法和改良 CTAB法提

取的总 RNA电泳图谱中也发现了在 28S和 18S
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所在的位置都分离成了几条带 ,而且 28S与 18S

条带亮度的比例并非大多数生物的 2∶1等异常现

象。总 RNA电泳图谱出现多条亮带的情况在植

物中比较常见 ,因为植物叶绿体和线粒体中的基

因转录而来的 RNA ( 23S, 16S )也可以随基因组

转录而来的 RNA一起被分离出来 [ 11 ]。此外 ,还

有研究认为一种 L 2rRNA大亚基的体内缺口现象

( n ick)也会造成 18S位置处出现多条亮带 ,即核

糖体大亚基合成完成后 ,在特定位点产生缺口 ,使

大亚基呈现大小 2条片段 ,其中大片段与 18S小

亚基的大小相近 ,电泳时共同迁移 [ 12 ]。也正因为

分离成了多条亮带 , 28S与 18S条带亮度的比例

无法表现为大多数生物的 2∶1。这些现象都不会

影响 RNA质量 [ 11 ]。

尽管从以上两种常用方法可以判断所提取的

RNA纯度和质量 ,但这两种方法都无法检测

RNA溶液中是否残留有可能影响逆转录酶等酶

活性的物质 ,还无法判断所提取的总 RNA是否

适用于后续的 cDNA 文库构建 ,基因表达分析

等。因此我们进一步将离心柱试剂盒法和改良

C TAB法两种方法提取的总 RNA 进行了 R T2
PCR检测 ,结果发现这两种方法提取的总 RNA

均逆转录扩增出了一条与预期片段大小 (约 500

bp )相符的清晰亮带 ,说明这两种方法分离的总

RNA质量可靠 ,完整性好 ,纯度高 ,并且成功去除

了可能影响逆转录酶等酶活性的物质 ,可以进一

步应用于后续的各项分子生物学实验。

综上所述 ,离心柱试剂盒法和改良 CTAB法

两种方法均可从坛紫菜叶状体中分离得到纯度

高 ,完整性好 ,质量可靠的总 RNA ,但两种方法各

有优缺点 :离心柱试剂盒法操作简单、方便 ,在 2 h

内即可完成整个操作流程 ,但得率低 ;而改良

C TAB法得率较高 ,是离心柱试剂盒法的两倍以

上 ,但操作过程较为繁琐 ,耗时长。因此 ,在具体

实验时应根据实际需要选用合适的方法。

3. 2　多糖等次生代谢物对坛紫菜叶状体总 RNA

提取的影响

多糖类物质的干扰是植物总 RNA提取中的

棘手问题 ,在完整的植物细胞中 ,多糖与核酸在空

间上是分离的 ,当组织被研磨 ,细胞被破碎后 ,它

们就会释放出来与 RNA相互作用 [ 13 ]。坛紫菜叶

状体中多糖的含量尤其丰富 ,这些多糖的密度和

离子结合性质与核酸相似 ,很难将二者分开 ,在去

除多糖的同时 RNA也被裹携走 ,造成 RNA 产量

的减少 ;或在沉淀 RNA 时 ,产生含多糖的凝胶状

沉淀 ,难以再溶于水 ;或残余的多糖抑制各种酶的

活性 ,使提取的 RNA无法进一步用于相关分子

生物学研究 [ 11, 13 ]
,因此如何去除多糖 ,是坛紫菜

叶状体 RNA提取的关键。国内外已经有很多报

导针对富含多糖植物材料 RNA的提取提出了一

些对策 ,常见的有 : ( 1 )用 SD S 2盐酸胍、高浓度
N a

+或 K
+离子改变多糖的溶解特性 ,使其主要分

配在有机相中 ,再通过苯酚和氯仿抽提去掉部分

多糖 [ 14 ]。 ( 2 )选择性沉淀多糖或 RNA
[ 13 ]

,如

L iC l沉淀 RNA ,多糖则留在上清液中 ;低浓度乙

醇 ( 10%～30% )沉淀多糖 ,而 RNA则要在 75%

乙醇中才能沉淀下来 ;醋酸钾溶液沉淀多糖 ;低浓

度乙醇和醋酸钾溶液共同沉淀多糖 ;在高浓度

N a
+条件下 ,用低浓度乙醇或 22丁氧乙醇沉淀多
糖等。 (3)在沉淀 RNA之前 ,再采用乙二醇丁醚

分相把多糖去掉 [ 15 ]。

多酚和色素等次生代谢物质是 RNA提取的

另一个棘手问题 ,它们极易被氧化成红褐色物质 ,

然后与核酸不可逆的结合。目前常用的对策有 :

(1)加入巯基乙醇或二硫苏糖醇 (D TT )等 ,防止

酚类物质被氧化 [ 16 ]。 ( 2 )加螯合剂 PV P 或

PV PP,其 CO - N =基有很强的结合多酚化合物

的能力 ,两者形成稳定的复合物 ,使之不能成为多

酚氧化酶的底物而被氧化 [ 17 ]。 ( 3 )加 T ris2硼酸
(pH 7. 5) ,硼酸可以与酚类化合物依靠氢键形成

复合物 ,从而抑制了酚类物质的氧化及其与 RNA

的结合 [ 18 ]。 ( 4 ) - 70 ℃丙酮抽提冷冻研磨后的

植物材料 [ 19 ]。 (5)低 pH值 (pH 5. 5)的提取缓冲

液可以防止酚类化合物的氧化 [ 20 ]。

因此本研究就根据以上这些常用的去除多

糖、多酚和色素干扰的对策 ,对常用的 RNA提取

方法进行了改良和优化 : - 70 ℃丙酮抽提去除色

素 ,抽提缓冲液中加入巯基乙醇和 PV P防止多酚

氧化 ,低浓度乙醇和醋酸钾溶液共同沉淀多糖 ,在

沉淀 RNA 之前再采用乙二醇丁醚分相去掉多

糖。通过这些措施 ,结果表明改良的 C TAB法可

以很好地去除坛紫菜叶状体中的多糖、多酚和色

素等杂质 ,分离得到纯度高、完整性好的总 RNA。

而改良异硫氰酸胍法和改良 SD S法的提取效果

较差 ,仍无法分离得到符合要求的总 RNA。这主

要是因为 C TAB是一种阳离子去污剂 ,在高离子
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强度的溶液中 ( > 0. 7 m ol /L N aC l) ,能与蛋白质

和多糖等次生代谢物形成复合物 ,产生沉淀 ,但不

会沉淀核酸 ,通过有机溶剂抽提 ,进一步去除蛋

白、多糖和酚类等杂质后加入乙醇沉淀即可分离

得到高纯度的核酸 [ 2 ]。而异硫氰酸胍和 SD S都

是蛋白质变性剂 ,只能使核酸 2蛋白结构发生改
变 ,对多糖、多酚等次生代谢物没有作用 ,只能通

过其它有机试剂抽提来达到去除这些次生代谢物

质的目的 [ 11 ]
,因此在本实验中对多糖、多酚的去

除效果较差。

3. 3　叶状体的生长状态对总 RNA提取的影响

由于 RNA是 DNA经过转录后形成的 ,转录

后的 RNA还需要经过加工 ,因此它们在空间上

是分离的。而且 RNA的寿命一般都很短 ,几乎

在表达后就会自动降解。除此之外 ,在幼嫩的植

株或生长旺盛的生命体中其 RNA的含量会异常

的多 ,因为在此期间 ,生物需要大量合成所需的物

质以满足生长 ,而 RNA是合成这些物质的模版。

由此在分离坛紫菜叶状体总 RNA时 ,首先要选

择生长性状良好 ,而且比较幼嫩的植株 ,这样分离

得到纯度高、质量好的 RNA的机会就会大大增

加。而如果选用了生长状态较差 ,已经开始衰老

或者发生了病烂的植株 ,其 RNA已经开始降解 ,

不仅如此 ,很多次级代谢产物也会增多 ,这些都会

影响到总 RNA提取的结果。
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Im provem en t and com par ison of extraction m ethods of

tota l RNA from tha lli in Porphyra ha itanensis

X IE C hao2tian, M E I G ao2shang, CH EN C hang2sheng
3

, J I D e2hua

(College of F isheries, J im ei U niversity, X iam en　361021, China)

Abstract: In order to deve lop a sim p le and effic ien t p ro toco l fo r iso la ting to ta l RNA from tha lli of Porphyra

ha itanensis, th ree m ethods ( C TAB m ethod, SD S m ethod, G uan id ine th iocyan te m ethod ) w hich w ere

comm only used to iso la te and p urify to ta l RNA w ere im p roved based on the m ethods of w ip ing off

p o lysaccharides and po lypheno l, and absorbency m ethod, e lec trophoresis m ethod and R T2PCR m ethod w ere

em p loyed to de term ine the qua lity and quan tity of RNA. RNA iso la ted by sp in co lum n kit m e thod and

RNA iso m ethod w as a lso com pared w ith the RNA by the th ree m ethods. The resu lts show the to ta l RNA

iso la ted by SD S m ethod, guan id ine th iocyan te m ethod and RNA iso m ethod w as of p oor pu rity, re ta ined

som e p ro te in and po lysaccharide and som e RNA have d isso lved in to sing le nucleo tide ac id. B u t the to ta l

RNA w hich iso la ted by C TAB m ethod and sp in co lum n kit m ethod w as of good quality and h igh purity, the

substance w hich can restra in the ac tive of reve rse transcrip tion enzym e also w as c lea red. These resu lts

suggest tha t C TAB m ethod and sp in co lum n k it m ethod a re fit fo r the iso la tion of to ta l RNA from the tha lli

of P. ha itanensis, bu t each of the tw o m ethods has its advan tages and d isadvan tages, w e shou ld choose the

app rop ria te m e thod based on the situa tion.
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