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改良CTAB法提取高质量香蕉叶片总RNA

淦国英，漆艳香，蒲金基，张欣，谢艺贤

(中国热带农业科学院环境与植物保护研究所。海南儋州571737)

摘要：以巴西香蕉叶片为试验材料．采用改良CTAB法提纯香蕉叶片总RNA。结果表明，改良CTAB法提取的香蕉叶

片总RNA的28S、18SrDNA条带清晰、整齐，A√A瑚值大于2．0，无需任何纯化处理即可用作香蕉MuACTIN基因的扩增模

板。经RT—PCR扩增获得了带型清晰的目的条带，说明利用此法分离的RNA纯度和浓度符合RT—PCR的要求；而CTAB

法提取的总RNA产量较低，且纯度不高。说明改良CTAB法能有效从富含多酚和多糖的香蕉叶片中提取高质量的总

RNA。
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Improved CTAB method for extracting high

quality total RNA from banana leaves

GAN Guo-ying,QI Yan-xiang，PU Jin-ji，ZHANG Xin，XIE Yi—xian

(Environment and Plant Protection[nsthute，Chinese Academy ofTropical Agriculturd Sciences，Danzhou 571737，China)

Abstract：In this study．improved CTAB method was applied to extract total RNA from banana Brazil leaves．The result

showed that two bands of 28S rllNA and 18S rRNA extracted by improved CTAB method were appeared orderly，as well A26I，A2的

value Was more than 2．0．And using RNA as amplificating template of RT-PCR without any purification treatment，clear

amplified band Was acquired，which showed that purity and concentration of RNA extracted by improved CTAB method suited to

apply to RT—PCR．But the total RNA extracted from CTAB method had lower yield and purity．Therefore．improved CTAB

method could extract high quality total RNA of banana leaves．
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香蕉是我国南方的五大名果之一．是国内消费和

出口创汇的重要资源111。香蕉组织RNA的提纯是进行

香蕉分子生物学研究的必要前提．在进行反转录

PCR、eDNA合成、Northern杂交、蛋白质体外翻译以及

eDNA文库构建、筛选相关基因过程中均需要有高质

量、高纯度、完整性好的RNA。目前关于香蕉总RNA

提取方法仅有少量报道．在国内仅有CTAB法提取香

蕉果实RNA的报道I撕l。但未见采用该方法成功提取香

蕉叶片RNA的相关报道。由于香蕉组织含有大量的脂

质、蛋白质、多糖和酶类物质161，使得高质量RNA的提

取较为困难，特别是多糖和多酚杂质对RNA的分离和

纯化有很大干扰。多糖的许多理化性质和RNA相似，
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抽提过程中易与RNA形成难溶的胶状物共沉淀。去除

多糖的同时RNA也被携带去除，造成RNA产量减少。

或者多糖溶解后形成粘稠的溶液污染RNA样品，阻碍

具有生物活性的RNA分离。使之无法用于后续的分子

生物学研究；而酚类化合物极易被氧化成多醌类物质

而褐化．然后与RNA不可逆结合．导致RNA产量减

少和活性丧失m。本试验在CTAB法提取香蕉果实

RNAl2-sl的基础上进行改良，拟摸索出一种既快捷又高

效的提取香蕉叶片RNA的方法．以期为深入开展香蕉

抗逆、高产等性状的分子生物学研究奠定良好的基础，

同时为其他富含多糖、多酚类植物的RNA提取提供借

鉴。
’

1材料与方法

1．1试验材料

供试香蕉品种为巴西蕉，蕉苗由中国热带农业科

学院环境与植物保护研究所提供。摘取已定植1个月

的蕉苗的中上部叶片，用0．1％多菌灵浸泡2 min，再用
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无菌水冲洗3次，置于25。C通风的恒温箱中晾干供

试。

试验使用的试剂有：十六烷基三乙基溴化氨

(CTAB)、焦碳酸二乙酯(DEPC)，为Amresco产品；Puper

ScriptlM ReverseⅢTranscriptase、Rnasin，为Takara产

品；聚乙烯吡咯烷酮(PVP)、B一巯基乙醇为Sigma产品，

反转录引物、水饱和酚，为上海生工产品；其余试剂均

为国产分析纯。

试验使用的仪器有：Eppendorf高速冷冻离心机、

TC—XP型基因扩增仪、DYY—12型电泳仪、DYY一34型

琼脂糖水平电泳槽、紫外分析仪、紫外可见分光光度计

(BACK—MANDU800)、电子天平(1／1 OOOg)、PHS一3C酸

度计、电热恒温水浴锅、电热鼓风干燥箱、超净工作台

等。

1．2试验方法

1．2．1 试剂配制 参照文献【8-9】配制CTAB提取液

[3％CTAB，2．0 mol／L NaCI，20 nmol／L EDTA，100

mmol／L Tris一硼酸(pH8．0)，2％PVP，2％B一巯基乙醇，

B一巯基乙醇于使用前加入]、3 mol／L NaAC(pH5．2)、

12 mol／L LiCI。

1．2．2 RNA的提取RNA提取参照CTAB法并加

以改良，其具体步骤如下：(1)吸取5 mL提取液，移入

10 mL离心管中，置于冰上预冷；(2)称取2 g不带叶

脉、且经消毒处理的香蕉叶片．置于经液氮预冷的研钵

中，在液氮中充分研磨成粉末，待液氮挥发完后，将样

品移人预冷的提取液中，涡旋混匀，65℃水浴20 min，

每隔5 min左右涡旋混匀1次；(3)温育完毕后冷却

至室温，加入0．6倍体积(3 mL)氯仿，适当混匀，25℃

下12 000 r／min离心15 min；(4)取上层水相，加入等

体积氯仿，适当混匀，25℃下12 000 r／min离心15

min；(5)取上清液，置于10 mL离一0管中，加入12

mol／L LiCI至终浓度为3 tool／L(0．6倍体积1．一20℃下

放置4 h．4℃下12 000 r／rain离心20 min沉淀RNA；

(6)于沉淀物中加入5此B一巯基乙醇和3 mL LiCl(3

mol／L)．沉淀完全溶解后于一20℃下放置2 h，然后在

4℃下12 000 r／min离心20 min，再次沉淀RNA；(7)

沉淀物用1 mL DEPC处理水溶解，待沉淀完全溶解

后立即用RNase—free枪头移至2．0 mL离心管中。再

用等体积的水饱和酚、氯仿依次抽提；(8)于2．0 mL离

心管中加入3 mol／L NaAc(体积为上清液的1／10)和2

倍体积异丙醇．于一70℃下沉淀2 h，然后在40C下

14 000 r／rain离心20 min沉淀RNA，沉淀物用75％

乙醇洗涤2次，置于冰上干燥后，用TE复溶，待RNA

完全溶解后立即置于一70℃冰箱中保存备用。
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1．2．3 R_NA完整性及质量检测 在lxTAE中进行

RNA的非变性琼脂糖凝胶电泳。琼脂糖浓度为l％(每

100 mL凝胶中加入2．5斗L的核酸染料)。上样量为l

斗L，在180 V下恒压电泳15 min，然后在紫外凝胶成

像系统中观察分析RNA的质量。

1．2．4 P．NA纯度及产率分析用紫外分光光度计检

测CTAB法和改良CTAB法提取的香蕉叶片总RNA

的纯度及产率：吸取RNA样品1“L。稀释20倍，于

230、260、280 nm处测量紫外吸光值(A)，计算A√A280、

A√A230分析RNA纯度。RNA产率以A瑚值计算(1个

A枷单位=40 mg／mL)，计算公式为：RNA的质量浓度

(mg／mL)=(A260x40x300)／l 000。

1．2．5 KT—PCK 以提取的总RNA为模板。用

Invitrogen公司生产的Super ScriptTM m Reverse

Transcriptase(200 U／恤L)试剂盒进行扩增(操作按说明书

进行)，反转录合成cDNA第一链后．将产物稀释50倍

作为PCR反应的模板。PCR反应体系(25斗L)为：l斗L

cDNA、2“L 200“mo儿dNTP、l¨L 10 mmol／L上下

游引物、0．5 UTaq酶。以香蕉的MuACTIN基因序列

(GenBank登录号为AF246288)设计ACTIN引物，

ACTINl：57-TGT AGC AAT TCA GGC TGT TCT一37：

ACTIN2：57-TCA GAG ATG GCT GGA AGA GAA一

37。反应程序为：94℃预变性4 min：94℃40 s、500C 40

s、72℃90 s。35个循环；72℃保温10 min。反应结束后

取5斗L扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳检测。

2结果与分析

2．1总RNA质量

通过琼脂糖凝胶电泳检测制备的香蕉叶片RNA

质量。从CTAB法提取的香蕉叶片总RNA的非变性琼

脂糖凝胶电泳图(图1)可见，该法提取的香蕉叶片

RNA的28S和18S条带都有拖尾．且亮度相近，说明

RNA已有部分降解；此外，点样孔中有微弱白亮物质，

图1 CTAB法提取的香蕉叶片总RNA非变性

琼脂糖凝胶电泳结果
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说明样品RNA中残留有少量的蛋白质、多糖或其他杂

质IlOl；而且在点样孔下方有微弱的DNA条带，说明样

品RNA中有轻微的基因组DNA污染。从改良CTAB

法提取的香蕉叶片总RNA的非变性琼脂糖凝胶电泳

图(图2)可见，香蕉叶片RNA的28S和18S条带清

晰．28S条带亮度是18S条带的2倍．说明获得的RNA

完整性好、未发生降解llol；此外，电泳图中没有DNA条

带出现，说明RNA seS2确-DNA污染，纯度较高，完全 M：DL 2000 marker：1：以CTAB法提取的RNA为模板的

可用于后续实验。 RT—PCR条带：2：以改良CTAB法提取的RNA为模板的RT—

PCR条带

图3香蕉叶片RNA的RT—PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果

图2改良CTAB法提取的香蕉叶片总RNA非变性

琼脂糖凝胶电泳结果

2．2 RNA纯度和产率

表1可以看出，CTAB法提取的香蕉RNA的A舭280
值为1．63，介于1．6～1．8之间，说明RNA样品中存在少

量的蛋白质、多糖或其他杂质污染191；而改良CTAB法

提取的RNA的A√A280值为2．05，超过2．0，说明改良

CTAB法提取的香蕉叶片总RNA的纯度较高，几乎无

蛋白质、多糖等杂质污染[91。此外，改良CTAB法提取的

RNA产率明显高于CTAB提取法(表1)。

表1不同方法提取的香蕉叶片RNA纯度及产率比较

2．3 RT—PCR扩增效果

本试验分别以CTAB法和改良CTAB法提取的香

蕉叶片RNA为模板，用香蕉MuACTIN基因特异引物

ACTINI、ACTIN2进行RT—PCR扩增，得到了大小为

380 bp的特异条带。从图3可见．以CTAB法提取的

RNA为模板得到的RT—PCR扩增产物条带模糊且亮

度弱，说明CTAB法提取的RNA质量不高；而以改良

CTAB法提取的RNA为模板得到的RT—PCR扩增产物

条带清晰、边缘整齐且亮度强，说明改良CTAB法提取

的RNA质量完好并具有很好的生物活性，完全可以满

足多数后续实验的要求。

3结论与讨论

香蕉植株不同部位含有不同种类的次生代谢物

质．尤其叶片中含有较多的酚类物质，这些酚类物质

在RNA提取过程中很容易与RNA结合形成极难溶

解的胶状物．从而大大降低RNA的得率|71。鉴于香蕉

叶片富含多糖、多酚的特性。本试验在总结香蕉果实

RNA提取方法的基础上加以改进，探索出一种适合

于香蕉叶片RNA提取的改良CTAB法。该法可以高

效、快速地从香蕉叶片中抽提出高质量的RNA，且可

以较彻底地去除多糖和酚类以及色素等次生代谢物

的干扰。．

改良CTAB法的改进之处有以下几方面：(1)改

良CTAB法对提取缓冲液冰浴后再加样，避免了样品

与缓冲液温差太大。温差过大时样品在缓冲液中结块

或结球，以致缓冲液不能充分与样品接触，从而增加

RNase作用的时问和机会．同时也使RNA与蛋白质、

多糖、多酚、色素及DNA等杂质分离不彻底。(2)改良

CTAB法在提取液中同时加入PVP和B一巯基乙醇。

PVP作为多酚化合物的鳌合剂．具有很强的结合酚能

力。使氮酚不能被氧化成醌类．并防止其与RNA的结

合，从而有效抑制酚的氧化。减少RNA的损失；B一巯

基乙醇不但可以作为强还原剂防止多酚氧化，还可以

打断多酚氧化酶的二硫键使之失活【71。通过两者的协

同作用，8一巯基乙醇提供还原条件，使得多酚类物质

不易被氧化．而与水溶性PVP充分结合，形成鳌合

物，在后续的抽提步骤即可较完全地沉淀出酚，有效

地避免了酚类物质对RNA提取的影响⋯。(3)针对香

蕉叶片中叶绿素含量高、抽提过程中粗提RNA液色
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素残留严重的问题。改良CTAB法将粗提RNA液用

LiCI于低温下分别沉淀2次．经LiCl 2次沉淀后的

RNA几乎无多糖和色素残留。从而可有效去除RNA

液中的色素和多糖I坨I；此外，在LiCl中加入少量的B一

巯基乙醇，可有效防止RNA在沉淀过程中的降解。

(4)改良CTAB法采用异丙醇和NaAc沉淀有机溶剂

抽提后的RNA。RNA提取过程中。一般用无水乙醇和

NaAc进行沉淀1131。但在多糖、蛋白含量较高时宜用

异丙醇沉淀。异丙醇的极性弱于乙醇，结合NaAc提

供的高盐环境。易将多糖及蛋白游离在溶液中，从而

较完全地去除残留在RNA中的多糖和蛋白I91。对于富

含多糖的香蕉叶片。用异丙醇沉淀RNA更易摆脱多

糖、杂蛋白的污染。
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C抗胃蛋白酶效果太差，植酸酶D的耐热稳定性较差、

且在pH值为5．5条件下迅速下降至40％左右，E在

pH值为5．5～6．5时活性只有50％左右。目前市场上商

品化植酸酶大多来源于曲霉的3一植酸酶，其中黑曲霉

NRRL 3135菌株phyA基因编码的植酸酶与烟曲霉

ATCC 13073的菌株phyA基因编码的植酸酶显著不

同且两者间具有强烈互补的酶学性质，可进一步通过

分子生物学技术(如蛋白质工程)改造以获得较理想的

植酸酶。可见．筛选“理想”的饲用商品植酸酶仍然是今

后的研发重点之一(7J。目前，Bei等18j通过蛋白质丁程已

获得较理想的植酸酶。此外。虽然国标条件下的动物体

外实验法是目前一种较为有效的评估饲料植酸酶活性

的方法。但由于其反应条件不能完全模拟动物体内消

化环境，因此仍具有相当的局限性。根据上述情况，我

们认为要全面评估～种商品植酸酶。还必需进行相关

的动物实验。
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