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4种榕树总 RNA提取方法的比较
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摘要:用 T r izol法、SDS- LiCl法、改良 CTAB 法分别对对叶榕( Ficus hisp ida)、聚果榕 ( F1 r acemosa)、高榕

( F1 altissi ma)、苹果榕( F1 oligadon ) 4 种榕树叶片提取总 RNA. 通过紫外吸光值及甲醛变性凝胶电泳检测, 结

果显示: T rizol法只适合于对叶榕总 RNA 的提取, 在其余 3 种榕树中不能提得; SDS- L iCl法可以从除苹果榕外

的其余 3种榕树中提取到总 RNA,但是质量和产量都不高, 有比较明显的降解; 改良 CTAB 法对 4 种榕树的总

RNA 提取效果都比较好,通过 northern 杂交检验, 杂交条带清晰, 说明 RNA 质量达到了后续杂交实验的要求.

另外, 改良 CTAB法在提取 RNA 的同时还可以得到较好质量的 DNA. 改良 CTAB 法简单、经济, 适合于榕树总

RNA 的大量提取,并可实现 RNA, DNA 的同时提取.
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  RNA分离技术是分子生物学的基本技术.基

因表达及功能研究, cDNA 文库的构建, 蛋白质的

体外翻译等方面的研究都首先需要提取出高质量

的RNA. 木本植物细胞壁较厚, 组织中影响 RNA

提取的物质如糖类、酚类、蛋白质等的含量普遍较

高, RNase的活性也比较高, 所以导致木本植物的

RNA 的提取比较困难,不容易把 RNA 从各种杂质

中分离出来,而且也容易发生降解[ 1] .

RNA的提取方法很多,比如 Trizol法、异硫氰

酸胍法、CTAB法、尿素法、SDS法、热硼酸盐法等,

这些方法各有优缺点,不同的方法适用于不同类型

的材料, 根据材料自身的物理化学特性而定.

CTAB法、T rizol法、SDS- LiCl法是植物 RNA 提

取的常用方法. 3种方法各有特点因而各有适用的

范围. CTAB法对于木本植物 RNA 的提取有较好

的效果.在前人的研究中,用 CTAB法或经过改良

的 CTAB法可以从内含物丰富的植物材料, 如苹

果属植物、银杏、草坪草、细毛樟、月季花瓣、茄属植

物、烟草、毛茛花、荔枝树皮当中提取到较高质量的

RNA
[ 2~ 7]

. SDS- LiCl法也能从内含物比较丰富的

材料中获得质量较好的 RNA, 比如橡胶树的乳

汁[ 8]等. T rizol法多用于动物组织细胞以及微生物

的 RNA提取, 对于植物材料, 一些内含物质较少

的草本植物, 比如草坪草、小麦、豌豆、水稻、以及一

些茄属植物的叶片,用 Trizol法可以得到较高质量

的 RNA [ 4, 9] , 对于少数木本植物如构树也可以用

Trizol法得到较好质量的 RNA[ 9] .

榕属( Ficus)植物是热带植物区系最大的木本

种属之一.在热带雨林植物群落中,占据着乔木层、

灌木层、藤本层等层次的一定空间,它们既是热带

雨林的重要组成部分, 也为其他生物提供着生态

位, 是热带雨林生态系统中的一类关键植物
[ 10]

. 提

取出高质量的 RNA 是对榕属植物进行深入的分

子生物学研究的基础,但是目前国内外均未见榕属

植物 RNA提取方法的相关报道. 我们基于分子生

物学实验的需要, 对榕树 RNA 提取方法进行了探

讨,为榕树的进一步的分子生物学研究打下了基

础, 也对木本植物的 RNA提取方法的选择提供了

一点提示.
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1  材料方法

111  材料试剂  以对叶榕( Ficus hisp ida)、聚果

榕( Ficus r acemosa)、高榕( Ficus al tissima )、苹果

榕( Ficus oligadon) 4种榕树为材料. 选用在西双版

纳热带植物园温室的防虫网下统一栽培的这 4种

榕树的第 1片完全展开叶,经 8 h持续人为损伤或

虫咬后用液氮冷冻后于- 80 e 保存.

研钵用氯仿润洗消毒后与枪头、离心管、移液

管等用具一起在高压灭菌锅里灭菌 2 h 以上, 烘

干,存于冰箱中冷冻备用.实验中所用的提取液、水

及各种液态试剂都加 1j的 DEPC于 37 e 放置过

夜以抑制其中的 RNA 酶的活性.

112  RNA提取方法  
11211  Trizol法  按照 Inv it rog en 公司使用说明

进行.

11212 SDS- LiCl法  在预冷的研钵中加入材

料,加液氮充分研磨后加入 10 mL 提取缓冲液

( 011 mol/ L Tris- HCl pH 810, 011 mol/ L NaCl,

0102 mol/ L EDTA pH 810, 1% SDS) , 使提取液充

分覆盖材料,加 5 mL T ris饱和酚和 5 mL V (氯仿)

BV (异戊醇) = 24B1 的混合液, 待融化后转入 50

mL 离心管中静置,自然分层后 4 e 8 000 r/ min离

心20 min,弃上清,用 5 mL DEPC- SDS- H2O充

分溶解后加 5 mL 4 mol的 LiCl, 冰上放置 4 h以

上, 4 e 8 000 r/ m in 离心 25 m in,弃上清, 加入 10

mL DEPC- SDS- H2O 溶解沉淀, 加 20 mL 无水

乙醇和 1 mL 5mol的 NaCl, - 20 e 沉淀过夜. 4 e

8 000 r/ min 离心 20 min, 弃上清, 加 75% 乙醇 5

mL,再离心, 弃上清, 冰上晾干, 加适量 DEPC-

SDS- H2O溶解, - 20 e 保存[ 11] .

11213 改良 CTAB法  在灭过菌的大离心管中
加入 10 mL CTAB 提取缓冲液( 2% CTAB, 01125
mol/ L 硼酸, 2 mol/ L NaCl, 011 mol/ L Tris- HCl

pH 810, 01025 mol/ L EDTA pH 810, 使用前加入
2%B一巯基乙醇) ,置 65 e 水浴预热.放适量材料

在预冷研钵中, 加入少量 PVP 加液氮充分研磨成

粉,将粉末转入到预热的离心管中,充分振荡混匀,

65 e 温浴 7~ 8 min, 迅速取出离心管置于冰上,待

完全冷却后加入 5 mL T ris饱和酚和 5 mL V (氯

仿) B V (异戊醇) = 24B1 的混合液, 混匀后 4 e

10 000 r/ min离心 25 min,取上清, 加入等体积的 4

mol/L 的 LiCl, 轻轻颠倒混匀, 冰上过夜, 4 e

10 000 r/ m in离心 25 min, 倒出上清, 沉淀加 75%

的酒精洗过晾干后, 加适量的 DEPC- SDS- H 2O

溶解得 RNA, - 20 e 保存[ 12]
. 往上清中加入等体

积的异丙醇混匀后置 4 e 沉淀 1 h 以上,

10 000 r/ m in离心 20 m in, 弃上清, 用 75%的酒精

洗过晾干后加 Rnase- H2O溶解后得 DNA.

113  Northern杂交方法  参照文献合成一对 r b-

cL 基因的引物
[ 13]

, 通过 PCR 在榕树中得到一段

DNA 片段,经过测序以及 blast 分析确定其为 rbcL

基因的片段,以此片段为探针,对 CTAB法提得的

4种榕树 RNA 做 northern 杂交. 杂交参照 Sam-

brook 等 1989 的方法进行[ 15] . 上游引物: 5c -

ACGTAGCT TATCCT TTAGACC- 3c; 下游引物:

5c- TGGCATAGAGACCCAATCTT- 3c.

114  RNA纯度和产量的检验  把所得 RNA稀释

40倍后用紫外分光光度计测量吸光度, 再把测得

的吸光度换算成浓度以计算 RNA产量.用 OD260/

OD280来表示 RNA 的纯度. OD260/ OD280的值接近

于 2说明 RNA纯度比较高,当 OD260/ OD280小于 2

时说明有蛋白质或其它有机物的污染, 当 OD260/

OD280大于 2时说明 RNA 有降解.

115  RNA完整性检测  用甲醛变性的琼脂糖凝

胶电泳来检验 RNA的完整性.取大约 10 Lg 经 EB

染色的 RNA 样品, 点样于 115%的甲醛变性的琼
脂糖凝胶上, 90 V 恒压电泳约 1 h, 18S 和 28S

RNA比较清晰明亮且 28S的亮度是 18S的 2倍,

则认为 RNA的完整性较好,没有降解.

2  结果

211  3 种提取方法对 4种榕树 RNA的产量和质

量的影响  通过紫外分光光度计的检测可以看出

(见表1) ,在3种提取方法中: CTAB法的产量相对

比较高 ( 170 ~ 550 Lg / g ) , 纯度也相对较好

( OD 260/ OD 280为 2122~ 2139) . SDS- LiCl法的产

量明显低于改良 CTAB 法及 T rizol 法, OD260/

OD 280也偏离 210 较多, 说明所得 RNA 的质量不

好. T rizol法得到的 RNA 虽然用紫外分光光度计

测得的产量较高,但是通过电泳检测可以看出在除

了对叶榕外, 其它 3 种榕树中检测不到 RNA 的存

在,并且有大量杂质残留点样孔,说明测得的浓度

并非 RNA的真实浓度, 而是其中的杂质干扰吸光

值的结果. 而对于 4 种榕树来说, 对叶榕的 RNA

产量最高且纯度最好,而苹果榕和高榕产量相对低
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且纯度也不好.

212  3种方法提取的 RNA的完整性的比较  用

CTAB法从这 4 种榕树中都提取出了 RNA, 电泳

条带清晰, 28S 的亮度大约是 18S 的 2 倍, 说明

RNA 质量良好(图 1) . SDS- LiCl法从对叶榕、聚

果榕、高榕中都提到了 RNA,但是电泳条带比较模

糊,只能看见 28sRNA 1 条带, 说明已经发生了降

解,并且从苹果榕中没能提出 RNA来(图 2) . Tr-i

zol法在对叶榕中提取到了条带清晰、完整性较好

的 RNA,但是在聚果榕、高榕和苹果榕中都没有能

够提取出 RNA 来, 而且多数点样孔很亮, 可能是

由于含有较多的多糖等杂质(图 3) .

213  改变 CTAB法提得 DNA的电泳检测  改良

CTAB法在提取 RNA的同时还得到了 4种榕树的

DNA,经过 018% 的琼脂糖凝胶电泳检测, 所得 4

种榕树的 DNA完整性均较好(图 4) .

表 1  不同提取方法对不同样品提得的 RNA的产量和纯度的比较

Tab1 l The y ield and quality of different RNA samples by different ex traction methods

提取方法

对叶榕( Ficus1 hispida) 聚果榕( F1 r acemosa) 高榕( F1 altissima) 苹果榕( F1 oligadon)

产量/

(Lg1g- 1 )

OD260/

OD280

产量/

(Lg1 g- 1)

OD260 /

OD280

产量/

(Lg1g - 1)

OD260/

OD280

产量/

(Lg1 g- 1 )

OD260/

OD280

改良 CTAB法 550 21 22 290 2128 330 21 33 170 2139

SDS- LiCl法 440 2. 37 270 1152 150 21 96 110 0193

T rizol法 720 21 1 280 1181 240 11 49 290 21 5

1, 2:苹果榕 ; 3, 4: 高榕; 5, 6:聚果榕; 7, 8: 对叶榕

图 1 改良 CTAB法提得4 种榕树 RNA的甲醛变性凝胶电泳

Fig1 l  Gel electr ophoresis of RNA isolated by improved

CTAB method

1, 2:苹果榕; 3, 4: 高榕; 5, 6: 聚果榕; 7, 8: 对叶榕. 箭头所指

为点样孔位置.

图 2 SDS- LiCl法提得 4种榕树 RNA的甲醛变性凝胶电泳

F ig1 2 Gel electr ophoresis of RNA isolated by SDS- L-i

Cl method

1, 2:苹果榕 ; 3, 4: 高榕; 5, 6: 聚果榕; 7, 8: 对叶榕. 箭头所指

为点样孔位置.

图 3 Trizol法提得 4种榕树 RNA的甲醛变性凝胶电泳图

Fig1 3  Gel electrophoresis of RNA isolated by tr izol

method

1, 2:苹果榕; 3, 4: 高榕; 5, 6:聚果榕; 7, 8:对叶榕

图 4  CTAB法提得的 DNA的琼脂糖凝胶电泳图

F ig1 4 Gel electrophor esis of DNA isolated by improved

CTAB method

214  CTAB法提得 RNA的 northern 杂交检验  

为检验所提 RNA 的完整性, 用一个编码 1, 5- 二

磷酸核酮糖羧化酶大亚基的基因( r bcL )的片断作

探针, 和 CTAB 法提得的 4 种榕树的总 RNA 做

northern杂交. 得到的的杂交条带比较清晰明显

(图 5) , 说明提取的 RNA 的完整性较好,质量达到

了northern杂交的要求, 可以用于后续的杂交实

验.

1~ 3:苹果榕; 4~ 6:高榕; 7~ 9:聚果榕; 10~ 12:对叶榕

图 5  CTAB法提得的 4 种榕树的总 RNA 的 rbcL 基

因 norther杂交结果图

Fig15  Northern results of r bcL gene of different Ficus

species RNA iso lated by improved CTAB method
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3  讨  论

提取 RNA的方法很多,基本原理都是把细胞

破碎以后,把 RNA和糖、蛋白质、DNA 等杂质分离

开来. 根据材料自身的物理化学性质, 不同的提取

方法适合于不同的材料.

T rizol法比较简单方便, 耗时也比较短, 但是

可能由于步骤比较简单,对杂质的去除不够彻底,

对细胞壁较厚的组织裂解可能不够完全,所以只适

用于内含物相对比较少细胞壁薄一些的植物组织,

比如对叶榕叶片.而高榕、苹果榕等胞壁较厚、内含

物较多的材料用 Trizol法提取的效果不好. 另外,

T rizol试剂价格昂贵、成本较高, 所以不适用于这

几种榕树总 RNA 的大量提取.

SDS- LiCl法在对内含物质比较丰富的苹果

榕和高榕进行 RNA 提取时容易产生不溶物质和

有色物质,导致产量和质量降低. 而且这种方法步

骤比较繁琐,耗时也较长, 1次提取要 2~ 4 d 才能

完成,增加了 Rnase污染的机会,容易使 RNA发生

降解. 所以不太适用于内含物质比较丰富的植物,

但是对内含物较少的植物如拟南芥的提取效果很

好.

改良的CTAB法步骤比较简单, 耗时相对 SDS

- LiCl法也更短, 成本也相对较低, 对于本实验用

到的 4种榕树均有较好的提取效果,并且对于内含

物较丰富的苏铁、银杏等植物的提取效果也很

好
[ 14]

.提取步骤的简化可以减少 Rnase 污染的机

会,减少 RNA 的降解.并且在提取 RNA的同时可

以得到较好质量的 DNA, 提高了效率.

对叶榕、聚果榕、高榕、苹果榕同属榕属却处于

不同的演替阶段, 具有不同的生长特性, 叶片的物

理化学性质也有所不同, 所以 RNA提取的难易程

度也有所不同. 对叶榕属先锋性树种
[ 15]

,光合速率

较高,生长速度也较快[ 16] , 叶片里积累的糖、酚等

次生物质相对较少,所以 RNA 的提取相对容易,

T rizol, SDS- LiCl法,改良 CTAB 法都可以提得较

好质量的 RNA. 高榕属于顶级树种, 生长比较缓

慢, 叶片中积累的次生代谢物质相对较多, 造成

RNA 的提取相对困难, T rizol法不能提得. 苹果榕

属于演替中间类型,叶片内含物也相对较多, RNA

的提取也较困难,在本实验中 Trizol, SDS- LiCl法

都不能从中提取到 RNA. 在本实验中, 只有改良

CTAB法在 4 种榕树中都提到了较好质量的

RNA.说明不同的植物生长特性决定了植物材料

的理化性质,由此决定了其适用的提取方法. 即使

是同科同属的植物,因为生长特性不同其适用的方

法也有所不同,所以在进行 RNA 提取的时候要根

据材料的特点选用适宜的方法.
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Comparison of different total RNA isolation methods for four Ficus species

LAI Han
1, 2

, YU D-i qiu
1

( 11 Xishuangbanna T ropical Botanical Garden, Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China;

21Guaduate University of Chinese Academy o f Sciences, Beijing 100039, China)

Abstract: U sing T rizol, SDS- LiCl and improved CTAB methods, total RNA were isolated f rom four

Ficus species that they are F1 hisp ida, F1 racemosa , F1 al tissima and F . oligadon . Via OD value and Gel

elect rophoresis test , the results show ed that T rizol method is applicable for total RNA isolat ion only for

F1 hisp ida in the four species, w hile the SDS- LiCl method failed to ex tract total RNA from F1 ol igadon
and the yield and the quality for the other three species w ere low , the improved CTAB method can isolate

high quality total RNA from all the four species, and further Northern blot analysis testified the integrality of

RNA isolatied by the improved CTAB method. It w as also found that the improved CTAB method could get

high quality total DNA during RNA isolat ion. In all, the improved CTAB method is simple, economical and

suitable for isolat ing total RNA from the Ficus species.

Key words: total RNA isolation method; four species of Ficus ; improved CTAB method; Trizol

method; SDS- LiCl method
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Abstract: Ut ilizing bagasse as substrate the culture condit ions for therma reesei QM 9414 w as studied

through single factor experiments and orthogonal test . The results show ed that the opt imal culture conditions

w ere as follow s: medium prepared from 1g bagasse, 2. 5 g w heat bran and 14mL Mandels nutritional liquid

containing 7. 5 g/ L( NH4) 2SO4, adjustment of init ial pH to 4. 0, at 30 e for 120h. Under these optimal fer-

mentat ion conditions, cellulase act ivity reached 8. 26 U/ g dry medium.

Key words: bag asse; Tr ichoderma reesei QM9414; orthogonal test; solid-state fermentation; opt im ization

of culture condit ion
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