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提要  用改良的 Tris- 硼酸法和 3S 柱式细胞及组织总 RNA 抽提试剂盒 V2.0 提取 3 个荔枝品种胚中的总 RNA，经纯度和
甲醛变性胶分析，其 A260/A280 值在 1.91~2.02 之间，基本完整，未检出明显降解。
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植物组织中 RNA 常用的提取方法有胍法[1]、

苯酚法[2]和十六烷基溴化胺法[3]，但这些方法对

荔枝胚等富含多糖、多酚以及一些尚未确定的次

生代谢产物的植物组织来说，有一定的局限性。

虽然近年来也有成功地从芒果[4]、猕猴桃[5]、香

蕉[6]等果实中提取到高质量 RNA 的报道，但由于

不同植物组织的组成成分差异较大，对某种植物

能取得满意结果的 RNA 提取方法套用到其它植物

组织时，不一定就能取得较好的效果，荔枝便是

一个典型的例子。

荔枝属顽拗性种子的植物，其组织中含有大

量的多酚类物质。这些物质在 RNA 的提取过程中

容易被氧化而产生褐变，能有效去除酚类物质的

试剂聚乙烯吡咯烷酮(PVP)虽可在一定程度上防止

褐变，但也很难获得纯度高的 R N A 。因此，建

立一种简便的适合荔枝胚总 RNA 的提取方法，是

研究荔枝胚败育分子机制的关键，本文对 López

等[4]的方法进行改良，引入80%的乙醇 (pH 5.0)

对荔枝胚进行预处理，取得了满意的结果。另

外，我们还对一些植物 RNA 提取试剂盒进行了筛

选，用上海申能博彩生物科技有限公司生产的3S

柱式细胞及组织总RNA抽提试剂盒V2.0，提取荔

枝胚中总 R N A 的效果也较好。现将结果报道如

下。

材料与方法

1  材料

荔枝幼果取自广东省农业科学院果树研究所

大丰基地荔枝园，品种包括大核品种黑叶、焦核

品种妃子笑和桂味，均是七至九年生的正常挂果

果树。盛花期选择花量较大、花穗健壮的单株，

挂牌记录各花穗的雌花开放期，从谢花后20 d开

始，每隔 10 d 取幼果一批，置冰壶中带回实验

室，置于 - 2 0℃低温冰箱中保存备用。

2  试剂

3S 柱式细胞及组织总 RNA 抽提试剂盒V2.0

购自上海申能博彩生物科技有限公司，其余试剂

均为国产分析纯。

3  荔枝幼胚总RNA 的提取

3.1  改良的Tris-硼酸法  0.15 mol.L-1 Tris-硼酸缓冲

液 (pH 7.5) 内含0.05 mol.L-1 EDTA-Na、0.5 mol.L-1

NaCl、4%SDS、2% b- 巯基乙醇，用硼酸调 pH

至 7.5。TSSE溶液含40 mmol.L-1 Tris-HCl (pH

7.5)、20 mmol.L-1 NaAc、5 mmol.L-1 EDTA、

1% SDS。其它试剂：5 mol.L-1 KAc (pH 6.5); 8

mol.L-1 LiCl；酚∶氯仿∶异戊醇=25∶24∶1；

80%乙醇 (pH 5.0); 3 mol.L-1 NaAc(pH 5.2)。

称取 1 g荔枝幼胚，加入0.2 mL b-巯基乙

醇，液氮中充分研磨成粉状，然后加入 10 mL 于

-20℃下预冷过的80%乙醇(pH 5.0)，继续研磨匀

浆，分装于6~7 只 1.5 mL 干净离心管中，于4℃
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下以12 000 × g 离心 10 min；上清液弃去，每

管分别加入1 mL 于 -20℃下预冷过的80% 乙醇，

悬浮，4℃下以12 000× g离心 10 min；上清液

弃去，每管分别加入0.6 mL Tris- 硼酸缓冲液，

悬浮沉淀，再加入1/4体积的无水乙醇和0.11倍

体积的 KAc(5 mol.L-1, pH 6.5)，混匀后，每管

再分别加入等体积酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶

1)，冰上放置5 min，于4 ℃下以12 000× g离

心10 min;上清液转入1.5 mL Ependorf管中，加

入等体积酚∶氯仿∶异戊醇(25∶24∶1)，室

温下以 12 000 × g 离心 5 min；重复上述步骤，

直至无白色界面物质；取上清液，加入1/3体积的

8 mol.L-1 LiCl，置于 -20℃下过夜，次日于4℃下

以12 000× g离心 20 min；沉淀用100 mL TSSE

溶液溶解，室温下以12 000 × g离心 2 min；取

上清液，加入1/10 体积的NaAc (3 mol.L-1, pH 5.2)

和2倍体积的无水乙醇，-70℃下放置30 min，后

于 4℃下以12 000× g离心 20 min；沉淀分别用

70% 乙醇和无水乙醇1 mL 洗涤，凉干，用20~30

mL 无菌水溶解，样品贮藏于 - 7 0℃下备用。

3.2  试剂盒法  用上海博彩生物科技有限公司生产

的3S 柱式细胞及组织总 RNA 抽提试剂盒 V2.0 直

接提取荔枝幼胚中的总 RNA 也能获得比较满意的

效果。具体操作步骤和注意事项可参照说明书进

行。

4 RNA 含量、纯度和完整性检测

将上述两种方法提取的 3 个荔枝品种胚的

RNA 产品适当稀释后，用 Pharmacia 紫外分光光

度计检测，记录 A260/A280 比值，并按 Davey 等[7]

的方法对 RNA 进行甲醛变性胶电泳分析。

结果与讨论

从实验结果看，改良后的Tris-硼酸法和3S

柱式细胞及组织总 RNA 抽提试剂盒 V2.0 法均能

从黑叶、妃子笑、桂味等荔枝的胚中提取出高

质量的 RNA。所提 RNA 样品的 A260/A280 在 1.91~

2.02之间 (表1)，表明用这两种方法提取的样品可

成功地去除多酚类物质、多糖、蛋白质及 D N A

的污染。提取的总 RNA 以 1% 甲醛变性琼脂糖凝

胶进行电泳的结果显示，两种方法提取的总 RNA

完整性好，无降解 (图 1)。我们用这两种方法提

取的桂味和黑叶 RNA 进行抑制性消减杂交实验，

已成功克隆了S-腺苷甲硫氨酸合成酶基因等几个

与荔枝胚败育相关基因的 cDNA 片段，并以其序

列设计3′及 5′引物，利用GeneRacerTM Kit 对两

种方法提取的桂味 RNA 进行反转录，又成功扩增

了该基因的全长cDNA 序列 (另文发表)。这说明

用这两种方法提取得到的荔枝胚 RNA 完全适用于

分子生物学研究。

表1  荔枝胚中提取的总RNA样品的A260/A280值

          荔枝品种           3S Kit              改良的Tris-硼酸法

桂味   1.97  1.95

妃子笑   2.02  1.91

黑叶   19.8  1.93

图1  荔枝幼胚中提取的总RNA的甲醛变性琼脂糖凝胶电泳

A: 用3S试剂盒法; B: 用改良的Tris-硼酸法。
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在荔枝胚RNA 提取过程中，多酚类物质不仅

易被氧化产生褐变，而且氧化后的酚类化合物会

与 R N A 不可逆结合，从而导致 R N A 活性丧失，

以及用苯酚、氯仿抽提时 RNA 的丢失[8]，或形成

不溶性复合物[9]。常规的去除多酚类物质的方法

是在提取 RNA 时加入一定量的 PVP，但 PV P 在

有效去除多酚类物质的同时，亦携带走大量的

RNA，以致 RNA 含量低于 LiCl 沉淀所必需的 RNA

浓度的下限，而不能沉淀出 RNA [10 ]。改良后的

Tris-硼酸法用80%的乙醇 (pH 5.0)对荔枝胚进行

预处理，可去除大部分多酚类物质; 基于硼酸可以

与酚类化合物依靠氢键形成复合物，从而抑制酚

类物质的氧化及其与 RNA 结合的特性，成功地排

除了荔枝胚RNA提取过程中多酚类物质的干扰; 再

通过 KAc 与无水乙醇的联用沉淀去多糖。这样，

在提取过程中不加PVP，即可取得很好的效果。用

3S柱式细胞及组织总RNA抽提试剂盒V2.0 法提取

荔枝胚的总RNA有几点值得注意：(1)荔枝幼胚的

质量不能超过150 mg。过量的材料将会破坏系统

的缓冲能力，无法获得高质量的 R N A ，甚至无

RNA。(2)将样品转移到无菌的Eppendorf 管中后，

要保证样品未融化。这主要是降低各种酶的活

性，防止多酚类物质被氧化及与 R N A 不可逆结

合。(3)加入 RLT 溶液到样品后，不能按说明书中

要求的在 56℃水浴中保温的程序去操作，放置在

室温下 3~5 min 即可。56℃水浴中保温可导致荔

枝胚中的淀粉糊化，离心时堵塞柱子。
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