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摘 　要 　针对棉花组织总 RNA 难以提取、不同组织的提取方法难以统一的问题 ,借鉴 Jaakola 等的越橘果实总

RNA 提取方法 (即 CTAB2PVP 法) ,对棉花组织总 RNA 的提取效果进行了分析。实验结果表明 :得到的棉花纤维、

胚珠、叶片、胚根、花瓣、下胚轴和花药各组织的 RNA 完整性好 ,其 D260/ D280比值为 117～210 ,产率 30～180μg/ g

(鲜质量) ;用开花后 15 d 纤维的 RNA 为材料进行反转录 ,再利用 RT2PCR 和 3′RACE 技术进行克隆 ,各获得 1 个

大小为 542 和 712 bp 的 cDNA 克隆 ,经序列分析鉴定 ,这 2 个片段分别编码棉花微管结合蛋白和微丝结合蛋白。
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Extraction of total RNA from cotton ( Go ssypium hirsutum L. )

tissue s with CTAB2PVP method

Liu Yang , He Xinyao , Ma Hongbo , Wu Yongli , Yang Youming
(College of Agronomy and Biotechnology , China Agricultural University , Beijing 100094 , China)

Abstract 　A new improved CTAB (Hexadecetyltrimethyl ammonium bromide) method , the CTAB2PVP method , was de2
velop ed in order to is olate high2quality RNA from the most tis s ues of cotton ( Gossypium hirs utum L. ) . The total RNAs

were extracted from fiber , ovule , leaf , radicle , p etal , hypocotyls and anther using CTAB2PVP. The extracted total

RNA was of high integrality and the D260/ D280 ratio of each s ample was between 117 and 210. The average yield of

RNA was ranged from 30 to 180μg/ gfw (gram fresh weight) . The total RNA extracted with this method can be s uitably

us ed for most RNA2bas ed analys es , including revers e trans crip tion and RT2PCR , etc .
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　　以 RNA 为基础的植物分子生物学研究的必要

前提是获得足够量、高质量的 RNA。但由于棉花组

织中富含复合蛋白、多糖和酚类等次生代谢产物 ,得

到总 RNA 的完整性、产率和质量均不十分理想。

前人的工作还表明棉花植株不同组织之间差异较

大 ,目前还难以找到一种适合于棉花植株各组织中

提取高质量的总 RNA 的方法。

前人曾利用热硼酸盐法 [1 ] 、冷酚法[2 ] 、热酚

法[3 ] 、高盐法[4 ] 、异硫氰酸胍法 [5 ] 、SDS[6 ] 法和

CTAB2酸酚法[7 ]等方法成功地从棉花组织提取了总

RNA。最近 ,又出现了改良的热硼酸盐法[8 ]和热酚

法[9 ] 。但这些方法中仍然存在许多问题 ,如热硼酸

盐法和改良热酚法虽然可以从棉花大多数组织提取

到合格的总 RNA ,但不能提取胚珠的总 RNA[8 ] ;高

盐法、异硫氰酸胍法、SDS 法虽然操作简单 ,但是总

RNA 的完整性较差 ,且试剂昂贵。另外 ,实验表明

常用的试剂盒也不适合于棉花总 RNA 的提取。

Jaakola 等[10 ]发展了 CTAB2PVP 法并成功用于

越桔果实总 DNA 的提取 ,其步骤简单 ,得到的总

RNA 完整性好。因越橘果实和棉花组织都富含富

合蛋白、多糖和酚类等次生代谢产物 ,所以本课题组

借鉴上述方法对棉花进行各种组织总 RNA 提取的

研究。
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1 　材料与方法

111 　材料和取样

采用陆地棉品种 ( Gossypi um hi rsut um L . ) 徐

州 142 及其无纤维无短绒突变体 ,于 2004 05 01在

本校科学园区种植 ,常规管理。从 7 月 15 日起 ,每

天用棉线系住开花前 1 d (记为 1 DPA) 花的花冠使

其自交 ,挂牌并注明挂牌日期。采集开花当天 ( 0

DPA)的花和开花后 15 d (15 DPA) 的棉铃 , 迅速剥

取出 0 DPA 的胚珠和 15 DPA 的种子 ,置于液氮中

迅速冷冻 , - 80 ℃保存。于 2004 07 20 采集徐州

142 的幼嫩叶片、胚根、花瓣、下胚轴和花药 (均在大

田自然条件下生长) ,在液氮中迅速冷冻 ,于 - 80 ℃

保存。

112 　试剂、器皿

实验用的十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB) 购自

北京化学试剂公司 ;聚乙烯基吡咯烷酮 ( PVP - 40 ,

分子量 40 000) 和十二烷基硫酸钠 ( SDS) 购自 AM2
RESCO 公司 ; 焦碳酸二乙脂 (DEPC) 和苯酚 ( p H

410)购自上海生工生物技术服务有限公司。

研钵、玻璃器皿在使用之前 180 ℃烘 8 h ,离心

管、枪头等塑料器材使用前用 011 % (体积分数) 的

DEPC 37 ℃处理 12 h ,然后高压灭菌 ,80 ℃烘干 ,避

免 RNase 的污染。

113 　操作步骤

从 - 80 ℃冰箱中取出材料放入研钵中 ,加液

氮 ,研磨样品 ,在 7 mL 离心管中加入 012～015 g 材

料 ,置于冰上。加入 3 mL 65 ℃预热的提取缓冲液

2 % (质量分数) CTAB、2 % (质量分数) PVP- 40、100

mmol/ L Tris2HCl (p H810) 、25 mmol/ L ED TA、210

mol/ L NaCl、015 g/ L 亚精胺 ( spermide) ,65 ℃溶解

10 min ,011 % (体积分数) 的 DEPC 37 ℃处理 12 h ,

然后高压灭菌 ,使用前加入 2 % (体积分数)β- 巯基

乙醇) ,充分震荡离心管 ,65 ℃温浴 10 min ,其间震

荡离心管 2～3 次。4 ℃12 000 g 离心 10 min。取上

清液转移至新的 7 mL 离心管中 ,用等体积的 V (氯

仿)∶V (异戊醇) = 24∶1 抽提 2 次 ,每次充分震荡 ,

放置 10 min ,4 ℃12 000 g 离心 10 min。将上清液分

装到 115 mL 离心管中 ,每管 900μL ,共 5 管。然后

加入 1/ 3 体积 8 mol/ L LiCl ,轻轻混匀 ,4 ℃冰上 6～

8 h 沉降 RNA ;4 ℃18 000 g 离心 20 min ;弃去上清

液 ,加 500μL 70 %(体积分数) 冰冷乙醇洗涤沉淀 2

次 ,弃掉乙醇 ,将离心管倒扣在吸水纸上数分钟 ;每

管中加入 100μL SSTE (110 mol/ L NaCl ,015 % (质

量分数 ) SDS , 10 mmol/ L Tris2HCl ( p H 810 ) , 1

mmol/ L ED TA (p H 810) ) ,011 % (体积分数) 的 DE2
PC 37 ℃处理 12 h 后高压灭菌)溶解沉淀 ,将 5 个离

心管中的溶液合并成 1 管。用等体积的 V (苯酚) ∶

V (氯仿) ∶V (异戊醇) 为 25∶24∶1 ,及等体积的 V

(氯仿)∶V (异戊醇) = 24∶1 各抽提 1 次 ,每次充分

震荡 ,放置 10 min ,4 ℃12 000 g 离心 10 min。取上

清液 ,加入 2 倍体积的冰冷无水乙醇 ,在 - 20 ℃沉

降 2 h。4 ℃ 18 000 g 离心 20 min。弃掉乙醇 ,加

500μL 70 %(体积分数)冰冷乙醇洗涤沉淀 2 次 ,弃

掉乙醇 ,将离心管倒扣在吸水纸上数分钟。加入适

量无 RNase 的水溶解 RNA ,置于 - 80 ℃保存备用。

114 　RNA质量和含量检测

称取 015 g 琼脂糖加入 50 mL 015 ×TBE ( Tris

514 g、硼酸 2175 g、015 mol/ L ED TA (p H810) ,加蒸

馏水定容至 1 L ) ,加热熔化琼脂 ,加入溴化乙锭

( EB)使其质量浓度达 015 g/ L ,在电泳槽中加入 015

×TBE ,加 RNA 样品 , 180 伏稳压电泳 15 min ,在

Alpha Multi2image Light Cabinet 凝胶成像系统下观

察、照相。

取 2μL 棉花组织总 RNA (所加 RNA 的量 ,根

据所提 RNA 的大致含量而定 ,保证 D260在 011～

019)加水至 500μL 。比色杯 Joseph 和 David[10 ]的

方法处理 ,用 Perkin Elmerd Lamboda Bio 20 紫外分

光光度计检测各样品在 260 与 280 nm 波长下的光

密度 D ,计算二者之比 (即 D260/ D280) 、RNA 质量浓

度ρ(RNA)和产率。ρ( RNA) = D260 ×40 ×稀释倍

数。RNA 产率 (μg/ g 鲜质量) = RNA 含量 ×RNA

溶液的体积/ 样品鲜质量。

115 　RT- PCR和 RACE

根据已知的 EST 设计简并引物 TF 5′- TG2
GA GGAAA ( G) TAC ( T) GGA ( TC) CAA ( G) AAA

( G) - P3′,根据已知信息设计基因特异引物 TT 5′-

AA GCAA GGA GGGA GCA GA TGT- 3′。通用引物采

用 Q T 5′- GACTCGA GTCGACA TCGA ( T) 17 - 3′;

QO 5′- GACTCGA GTCGACA TC G- 3′,引物由上海

生工生物工程公司合成。RT- PCR、RACE 方法见

文献[ 11、12 ]。

2 　结果与分析

211 　RNA完整性及适用组织类型

利用 CTAB - PVP 法从棉花叶片、纤维、胚根、
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花瓣、胚珠、下胚轴和花药等组织成功提取到总

RNA ,其中 ,胚珠、下胚轴和花药等组织的总 RNA

难以用常规的方法提取。经电泳检测 ,均可以观察

到 28 s、18srRNA 条带 , 条带清晰 ,且 28srRNA 的条

带较亮 , 亮度基本为 18srRNA 的两倍 , 没有拖带现

象 (图 1) ,表明所提取的 RNA 基本无降解 ,完整性

好 ,可用于以 RNA 为对象的分子生物学研究。值

得指出的是 ,从徐州 142 无纤维无短绒突变体的

0DPA 胚珠提取的 RNA 不仅纯度高、完整性好 ,而

且产率较高 (表 1) 。这说明此方法适合于从较广泛

　　

1 为 0 DPA 胚珠 ; 　2 为叶片 ; 　3 为 15 DPA 纤维 ;

4 为胚根 ; 　5 为花瓣 ; 　6 为下胚轴 ; 　7 为花药

图 1 　1 %琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA

Fig. 1 　Total RNA on 1 % agarose gel

表 1 　CTAB- PVP法所获得的 RNA的产率和 D260/ D280

Table 1 　Yield and A 260/ A 280 of RNA extracted by CTAB- PVP method

材料
胚珠

(0DPA)

突变体胚珠 3

(0DPA)
叶片

纤维

(15DPA)
胚根 花瓣 下胚轴 花药

RNA 产率/ (μg·g - 1) 168136 180163 120111 32135 63175 71191 46172 83175

D260 / D280 1176 1182 1193 1198 1191 1174 1175 1184

　　注 : 3 指徐州 142 无纤维无短绒突变体胚珠 ,其他材料为徐州 142。

The ratio of D260/ D280 nm of all samples was 117 - 210. The yield of total RNA is 30 - 180μg/ g , 32135μg/ g from 15DPA fiber tissues and

180163μg/ g from 0DPA ovule tissues of cotton.

的棉花组织中提取 RNA。

212 　RNA纯度及产率

经检测 , 所有样品即 D260/ D280值均在 117～

210 (表 1) , 表明 RNA 样品含酚类物质和蛋白质等

杂质少 ,该方法所提取的 RNA 样品纯度较好。

从不同棉花组织提取的 RNA ,其产率在 30～

180μg/ g (表 1) ,表明从不同组织提取 RNA 的产率

差异较大 , 0 DPA 突变体胚珠的产率最大 ,达到

180163μg/ g , 15 DPA 纤维的产率最少 ,为 32135

μg/ g。

213 　RNA反转录后的 PCR扩增结果

以 CTAB - PVP 法所提取的 15 DPA 纤维的

RNA 为材料 ,利用 RT- PCR 技术获得了一个大小

为 542 bp 的 cDNA 克隆 (编号 : GhMA P- L C3 , Gen2
Bank 登陆号 : A Y311346 ) (图 2 ) , 经过 NCB I 的

BLASTX检索 ,其与拟南芥的微管结合蛋白基因序

列有 85 %的相似性 ,可能为棉花微管结合蛋白基因

家族成员。该基因具有完整的开放读码框 ,编码含

119 个氨基酸的蛋白质。

以 CTAB - PVP 法所提取的 15 DPA 纤维的

RNA 为材料 ,利用 3′RAC 技术克隆了一个大小为

712 bp 的片段 (编号 : GhM FA P - 1 , GenBank 登陆

号 :CV794678) (图 2) ,经过 NCB I 的 BLASTX 检

索 ,其与桃树的 profilin (微丝结合蛋白基因) 有 96 %

1 为 GhMA P- L C3 基因产物 ,2 为 GhM FA P- 1 基因产物 ,

3 为 DNA 检测分子标准。

图 2 　GhMA P - L C3 基因和 GhM FA P - 1 基因

PCR产物 1 %琼脂糖凝胶电泳
Fig. 2 　PCR products of GhMA P- L C3 and

GhM FA P- 1 gene on 1 % agarose gel
Fig. 1 and 2 are major products with approximate molecular

weights of 550 and 700 bp respectively. cDNA synthesized form total
RNA prepared from 15DPA fiber tissues by CTAB2PVPmethod was
used as PCR templates , indicating the total RNA extracted with this
method is suitable for the analysis based on RNA , including reverse
transcription and RT2PCR.
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的相似性 ,可能为其成员之一。此基因序列含有完

整的开放读码框 ,编码含 131 个氨基酸的蛋白质 ,具

有完整的 3′末端和 poly (A)的尾。

上述结果表明 ,获得的 RNA 可以应用于反转

录和 RT- PCR 等以 RNA 为基础的分析研究 ,且完

整性好。

3 　结论与讨论

利用 CTAB - PVP 方法提取的棉花各组织总

RNA 完整性好、产率高。得到的总 RNA 可以直接

用于 CDNA 分成及 RT- PCR、RACE 等分子生物学

技术。

此前 ,本实验室主要利用热硼酸盐法和热酚法

提取棉花组织的总 RNA ,但在研究棉花纤维细胞起

始过程时 ,未能提取到徐州 142 无纤维无短绒突变

体 0 DPA 胚珠的 RNA。而利用 CTAB - PVP 法不

仅得到了棉花的纤维、叶片、下胚轴和花药的 RNA ,

也得到了质量较好的胚珠、根、花瓣等组织的总

RNA ,说明 CTAB - PVP 法适合于从较广泛的棉花

组织提取 RNA。

与常规 RNA 提取方法 ,如高盐法、SDS 法、热

酚法不同 ,本实验方法最大的改进是使用 CTAB 作

为提取液。CTAB 是一种强变性剂 ,变性效果优于

SDS ,能够有效除去蛋白 (含复合蛋白) 等杂质。此

外 ,与常规的 CTAB 法比较 ,本方法还有如下改进 :

1)在提取液中加入较高质量浓度的 PVP。这不仅

能有效地去除棉花组织中的酚类物质和多糖 ,还能

去除一些其他色素物质和脂类 ,提高 RNA 的完整

性和纯度。2)在提取液中加入β- 巯基乙醇。棉花

中含有大量的酚类物质 ,在细胞破碎时其自动氧化

而与 RNA 不可逆地结合 ,从而影响 RNA 的产率和

纯度 ,这也是棉花 RNA 难以提取的重要原因。在

提取液中加入β- 巯基乙醇 ,这不仅避免了酚类物质

的氧化还提高了 RNA 的产率和纯度[13 ] 。3)在用苯

酚- 氯仿抽提时 ,使用低 p H 的苯酚 (p H410) 。苯酚

在低 p H 的情况下能促进水相中的蛋白和 DNA 向

有机相分配 ,从而最大限度的除去总 RNA 中的蛋

白和 DNA。4)用 LiCl 选择性的沉淀 RNA。这可以

充分除去 RNA 中的 DNA 污染。如果必要 ,可以进

行 2 次 LiCl 沉淀 ,但是 ,最后一步必须用 70 % (体积

分数)乙醇洗涤 2 次 ,避免 RNA 中因含有 LiCl 而影

响反转录的效果。

用本实验方法提取的 RNA 能满足大多数分子

生物学的研究 ,但有些实验 ,如 Northern 杂交、构建

cDNA 文库等对 RNA 的质量要求更高 ,因此 ,在得

到 RNA 后 ,用 DNase I(RNaes Free)处理 ,即可得到

纯度更高的 RNA。
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