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大豆不同器官中的 R N A 的提取分析
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,
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摘要 从植物组织 中提取 高质童的 R N A 是进行基 因克隆和基 因表达分析的基础
。

同种植 物不 同

器官的组织 由于组成成分的差别
,

其 R N A 的提取有不 同的难
.

点
。

本文分别采用异硫氛酸孤 法
、

改

进的异硫氛酸孤法提取 了大豆的根
、

茎
、

叶
、

胚 芽等不 同器官的 RN A
,

结果发现异硫氛酸孤 法适合

根和茎的 R N A 提取
,

改进的异硫氛酸孤 法不仅适合根与茎的 R N A 提取
,

还适 于胚 芽 R N A 的提

取
。

而 两种方法对从叶中提取 R N A 则均不是很理想
。

关健词 大豆 ;不 同器官
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从植物组 织 中提取高质量 的 R N A 是 进行

N o r t h e r n 杂交分析
、

建立
。 D N A 库

,

R T 一 P C R 以及

示差分析等分子生物学研究的前提
。

植物组织中含

有的酚类化合物
、

多糖
、

某些 尚未确定的次级代谢

物
、

R N as e
等物质在破胞前彼此独立

,

在破胞后 则

与 R N A 相互作用导致 R N A 的丢失
、

降解或后续酶

促反应受到抑制 lj[
。

目前虽已建立 了许多较为成熟

的分离 R N A 的方法
。

但不同植物或同种植物不同

部位的组织的蛋 白质
、

多糖
、

酚类
、

脂类等成分的含

量有较大差异
,

不同部位的组织 的幼嫩程度也不一

样图
,

因此从不同的材料或相同材料不同部位提取

R N A 时难点各异
,

适宜的 R N A 提取方法也不尽相

同
。

我们采用了两种方法从大豆的根
、

茎
、

叶
、

胚芽

中提取 R N A
.

经比较发现
,

异硫氛酸肛法图较适于

大豆的根和茎的 R N A 提取
。

相 比之下
,

王芳等人

的改进的异硫佩酸皿法 [’3 不仅更适于大豆的根和茎

的 R N A 提取
,

而且还适于胚芽 R N A 的提取
。

两种

方法对大豆叶片的 RN A 提取则均有待于进一步改

进
。

本文通过系统分析为从大豆不同器官中提取

R N A 确立了适宜的方法
.

1 材料和方法

1
.

1 材料

黑农 40 号大豆的胚芽
、

根
、

茎
、

嫩叶

1
.

2 实验方法

1
.

2
.

1 异硫袱酸肛法提取 R N A a1[ (略有改进 )

( 1) 取 3 00 m g 大豆胚芽放人经液氮预冷的研

钵中
,

加人液氮
,

迅速研磨成粉末
。

(2 ) 在冰上预冷的 1
.

s m L 离心管中加人 l m L

R N A 提 取 液 ( 4 M 异 硫氛酸 脏
; 2 0m m o l / L N a A e

p H ~ 5
.

2 ; 0
.

2 m m
o l / L D T T ; 0

.

5% S a r k o s y l ; 用前

加 1肠 10 川p一 疏基 乙 醇 )
,

用烘烤过 的铁匙把研钵

中的粉末迅速转移人离心管中
,

充分振荡 s m in
。

( 3 ) 于 4℃ 1 2 0 0 0 r
/ m 离心 1 0m i n

,

取上清
。

( 4) 向上清液中加人等体积的酚 /氯仿 /异戊醇

( 2 5
:
2 4

:
l ) 并振荡混匀

,

于 4℃ 12 0 0 0 r /m 离 心

10m i n
,

取上清
.

( 5) 重复步骤 ( 4) 几次
,

直至两相间几乎无蛋 白

层
。

( 6 ) 吸取上清
,

加人等体积的抓仿
,

充分混匀
。

4℃ 12 0 0 o r /m 离心 l o m i n
,

取上清
。

(7 ) 在上清液中加人 23/ 体积 的 6m ol / L IL CI

和 1/ 2 体积 的 无水 乙 醉
,

冰浴 沉淀 10 m in
, 4℃

l 0 0 0 o r /m 离心 l o m i n
,

弃上清
。

( 8 )将沉淀再于 4℃ l 0 0 0 o r / m 离心 Z m i n 后弃

上清
,

干燥 后 将沉 淀溶于 适量 的 D E P C 处 理 的

d d H : O 中
,

贮存于一 70 ℃保存
。

1
.

2
.

2 王芳等的异硫氛酸皿法 [’j (略有改进 )

( 1) 取 3on m g 大豆胚芽放人经液氮预冷的研钵
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中
,

加人液氮
,

将材料研磨成细粉
。

( 2) 向在冰上 预冷的 1
.

s m L 离心 管中加 人

l m L R N A 缓冲液 I ( 2 5m m
o l / L T r i s 一 H C I p H =

8
.

0 ,

4mo l/ L 异硫氛酸皿 ;室温保存
,

用前加 10 川p

一琉基乙醇 l% )
,

用烘烤过的铁匙把研钵中的粉末

迅速转移人离心管中
,

振荡混匀后 冰浴 s m in
, 4℃

12 0 0 0 r/ m 离心 2 0m i n
。

(3 )取上清
,

向其 中加人 0
.

03 体积的 3m ol / L

N a A c
(P H = 5

.

0) 和 2
.

5 体积的无水 乙 醉
,

颠倒混

匀后于一 7。℃沉淀 0
.

s h
。

( 4 ) 4℃ 1 20 0 0 r / m 离心 Z o m i n 后弃上清
,

加人

l m L R N A 缓冲液 11 ( 4℃保存 1 0m m o l / L E D T A ;

1 0 0m m o l / L N a C I ; 0
.

2写 SD S ; T r i s 一 H C I s o m m o l /

L p H 二 8
.

0) 后振荡混匀
.

( 5 )加人等体积的酚 /抓仿 /异戊醉 ( 25
:

24
:

1) 后

振荡混匀 ; 于 4℃ 12 0 0 0 r
/m 离心 1 5m i n

。

(6 )取上清重复步骤 ( 5) 几次
,

直至两相间几乎

无蛋白层
。

( 7) 将水相转移至另一干净的离心管中
,

加人等

体积 的抓 仿 后 振 荡 混 匀
,

4℃ 1 2 0 0O r/ m 离 心

1 0m i n
。

(8 )将水相转移至另一干净 的离 心管中
,

加人

2/ 3 体积 的 6m ol / L iL cl 和 12/ 体积的无水 乙 醇
,

冰浴沉淀 1 0m i n
, 4℃ 1 0 0 0 o r / m 离心 l o m i n 后 弃上

清
。

( 9 )将沉淀再于 4℃ l o 0 0 0 r / m 离心 Zm i n
,

吸取

上清
,

干燥
。

( 10 )将沉淀溶于适量 的 D E P C 处理 的 d d H
Z
O

中
,

于一 70 ℃贮存
。

2 结果分析

2
.

1 采用异硫橄酸皿法从大豆的胚芽
、

根
、

茎
、

叶中提取 R N A 的分析

取 5拌L R N A 样品经非变性琼脂糖凝胶电泳检

测 RN A 的完整性 (见 图 1
、

图 2)
.

茎
、

根的 R N A 的

18 5
与 2 8 5

的条带较明晰完整
,

2 8 s R N A 的亮度是

18 s R N A 的 2 倍
,

R N A 基本无降解
。

胚芽的 1 8 5
与

28
5
条带不清晰

、

略有弥散
,

且 5 5
的条带明显

,

表明

胚芽的 R N A 稍有降解
,

叶部也稍有降解
。

各图中

的条带均有些拖尾
,

表明多搪杂质较多〔5〕 。

图 l 异硫佩酸抓法提取大豆的胚芽 R N A 的电泳检测 图 2 异硫氛酸孤法提取大豆的叶
、

茎
、

根的 R N A 的电泳检测

F ig
.

I IE忱
t or Pho r o i s de t e e it o n o f RN A e xt r a e t ed F论

.

2 IE 曰比 or Pho esr i s de ect
t i o n o f R N A e xt r a ct ed g ua in id en

b y g
u a n id ien t h io e y a n a t m e t ho d f r o m s o y b ea n e m b r扣 t h io e y a an t m e tho d f r o m s o y b e a n le a f

, s t e m a dn
r

oo t

①一③
:

胚芽 ①一 ②
:

叶 ;③一④
:

茎 ,⑤一⑥
:

根

对从不同器官提取的 R N A 样品进一步侧定了 26 O n m
,
2 8 o n m

,

2 3 o n m 的紫外吸收值 (见表 1 )
。

表 1 采用异硫氛酸服法提取大豆不同器官 R N A 的产盆和纯度的比较
,

几目e l 伪哪崩 so
n
of q回 iyt a浏 q

aun it yt of RN A f印m 面1份 en t o招此 of 歇叹比an 已吐 ar e t目 妙 g au 田山
n e
创 iOC y aan

t
眼

t h阂

波长 W a ve len 乎 h 胚芽 E m b yr 。
叶部 eL af 茎部 st e m 根部 Roo t

2 3 0 0
.

6 9 1 0
.

5 2 5 0
.

6 9 0 0
.

3 0 3 0
.

2 4 6 0
.

2 7 3 0
.

3 22 0
.

1 9 0
.

3 3 1 0
.

1 9 0
.

4 6 5 0
.

3 9 7

2 60 0
。

1 78 0
.

2 0 8 0
.

1 8 6 0
.

0 68 0
.

0 5 3 0
.

0 5 9 0
.

0 7 3 0
.

0 5 0
.

1 1 3 0
.

1 65 0
.

1 78 0
.

16

2 80 0
.

10 3 0
.

1 0 4 0
.

1 1 3 0
.

0 3 5 0
.

0 2 9 0
。

0 3 2 0
.

0 4 6 0
.

0 2 0
.

0 5 9 0
.

0 37 0
.

0 9 5 0
.

0 8

0 D 2 6 0 / 0 D 2 8 0 1
.

7 8 5 1
.

8 7 5 1
.

90 5 2
.

3 5 2

0 D 2 6 0 /O D 2 30 0
.

3 0 1 0
.

2 1 9 0
.

28 5 0
.

4 7 6

产率 (卜“ /产L ) 7
.

6 4 0 2
.

4 0 3
.

2 0 6
.

6 8

注
. a :

所侧 R N A 均未去除 DN A 杂质

纯的 R N A 的 O D 2 6 o / O D Zs o = 2
.

0
,

D 26 o / 存在蛋白质污染
,

若 D 2 6 o /O D 2 3 o < 2
.

0 表明存在酚

0 0 2 3 0 > 2
.

0 ,

若 o n z 6 o / O n Zs o < 2
.

0 表明 R N A 中 类
、

多糖
、

孤盐的污染 [`
, “〕 。

表 z 中的结果表明
,

采用
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异硫氛酸皿法从大豆的根部所提 R N A 样品中的蛋

白质杂质基本去除
,

而大豆的胚芽
、

茎
、

叶的 R N A 中

蛋 白质 杂质 较多
.

大豆 胚芽
、

茎
、

叶 的 R N A 的

D 2 6 o / O D 23 。 均 < 2
.

0 ,

且 相应 的电泳条带模糊
、

有

拖尾现象
,

表明异硫佩酸肌法总体上对多糖 的去除

效果不理想 l0[ 〕 。

该法可从大豆的根和茎中提取出完

整性好的 R N A
,

但是所提 R N A 中的蛋白质杂质和

多糖杂质都较多
。 - 一 一

2
.

2 用王芳等 的方 法 (略有改进 )从 大豆的胚芽
、

根
、

茎
、

叶中提取 R N A 的分析

加 5拌L R N A 样品经非变性琼脂糖凝胶 电泳检

测完整性 (见图 3
、

图 4)
。

胚芽
、

茎
、

根 18 5 与 28 5 的

条带 明晰完整
,

2 s8 R N A 的亮度是 18 s R N A 的 2 倍
,

R N A 基本无降解
。

叶的 R N A 样 品稍有降解
。

根
、

茎
、

胚芽的条带无拖尾现象
,

表明多糖 个质较少
。

图 3 王芳等人的方法提取的大豆胚芽 R N A 的电泳检测 图 4 王芳等人的方法提取的大豆根
、

茎
、

叶 RN A 的电泳检测

F ig
.

3 E l e e t or Ph o er s is d e t e e t io n o f R N A
e x t r a e t e d iF g

.

4 E l e e tor Ph o

esr is d e t e e t io
n o f R N A e x t r a e r e

d

b y W A N G
s m e t h o d f r o m s o y b e a n m e b r

yo b y W A N G s m e t ho d f r o m s o y b e a n le a f
, s t e m a n d r o o t

①一④
:

胚芽 ①一② :

叶 ③一④
:

茎 ⑤一⑥ :

根

对从不 同器官提取 的 R N A 样品进一步测定 了 2 6 0 n m
,

2 8 o n m
,

2 3 O n m 的紫外吸收值 (见表 2)
。

表 2 以王芳等的方法从大豆的不同器官的产量和纯度的比较
.

T
a b l e 2 oC m p a r

is o n o f q u a li t y a n d q u a n t it y o f R N A f r o m d if f e r e n t o r g a n s o f s o y b e a n e x t r a e t e d by W A N G s m e t h o d

波长 W
a v e l e n g t h 胚芽 E m b r

yo 叶部 L e a f 茎部 S t e m 根部 OR
o t

2 3 0 0
.

0 6 6 0
.

06 5 0
.

0 7 3 0
.

0 7 3 0
.

0 8 2 0
.

0 9 6 0
.

0 5 8 0
.

0 7 0
.

0 9 5 0
.

0 7 0
.

0 7 9 0
.

0 7 5

2 6 0 0
.

0 4 0 0
.

04 5 0
.

0 6 1 0
.

0 5 7 0
.

0 6 3 0
.

0 7 7 0
.

0 4 0
.

0 6 4 0
.

0 5 4 0
.

0 4 0
.

0 6 2 0
.

0 4 5

2 8 0 0
.

0 2 2 0
.

0 22 0
.

0 3 0 0
.

0 3 2 0
.

0 2 8 0
.

0 4 3 0
.

0 1 8 0
.

0 3 0
.

0 2 6 0
.

0 2 2 0
.

0 2 0
.

0 2 5

0 D 2 6 0 / 0 D 2 8 0 1
.

9 6 1
.

9 4 1 2
.

0 2
.

1 7 4

0 D 2 6 0 / 0 D 2 3 0 0
.

72 1 0
.

7 8 6 0
.

69 3 0
.

6 7 6

产率年g加 L ) 1
.

9 6 2
.

6 4 2
.

0 8 2
.

0

注 a :

所侧 R N A 均未去除 D N A 杂质

从大豆胚芽
、

根
、

茎 中提取的 R N A 的 O D 2 6 o /

0 D 28 0 比值均在 2
.

0 左右
,

表明蛋白质杂质的去除

较为干净
,

而从大豆叶中提取的 R N A 的蛋 白质杂质

较多
.

从胚芽
、

根
、

茎
、

叶 中提取 的 R N A 的 D 2 6 0 /

0 D 23 0 的比值均大于异硫佩酸肌法的比值
,

且相应

的电泳条带清晰无拖尾现象
,

表明该法对去除多糖

等杂质比异硫氛酸肛法效果好
。

用王芳等的方法所

提的 R N A 的完整性和纯度都很好
,

该法很适合根
、

茎
、

胚芽的 R N A 提取
。

2
.

3 两种方法提取的 R N A 的完整性
、

纯度
、

产率的

比较

采用异硫氛酸肛法从大豆根
、

茎 中提取的 R N A

的完整性好
,

但蛋白质和多糖杂质较多
; 用王芳等改

进的异硫氛酸皿法从大豆的胚芽
、

茎
、

根 中提取的

R N A 的完整性好
,

去除多糖和蛋 白的效果比较好
;

但产率低于异硫氰酸脏法所提的 R N A
。

3 讨论

大豆是一类重要 的经济作物
,

随着分子生物学

的发展
,

在大豆 中进行基 因克隆和基 因表达分析的

研究需要从大豆的不同器官中分离高质量的 R N A
。

3
.

1 从大豆中提取 R N A 的两种方法的比较

采用异硫氛酸皿法从大豆根
、

茎
、

叶
、

胚 芽提取

的 R N A 的 电泳条带均有 拖尾 现象
,

而且 O D 2 6O /

O D 23 0 比值均远小于 2
.

0 ,

表明此方法对 去除大豆

各器官中所含的杂质多糖效果不理想
。

采用王芳等

改进的异硫氛酸肌法提取 了大豆 的根
、

茎
、

叶
、

胚芽

的 R N A
。

由于经过两步抑制 (异硫氛酸肌
,

S D )S 明

显抑制了 R N as e ,

所提 R N A 的完整性优于异硫佩酸

肛法
,

R N A 条带均明晰完整
,

只有叶的 RN A 略有降

解
。

该方法去糖的效果也 明显优于异硫氛酸肌法
,
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0 D 2 6。 / 0 D 23 。 的比值明显 比异硫氛酸肛法的 比值

大
,

所提 R N A 的条带均比较清晰基本没有拖尾
。

3
.

2 大豆不同器官 R N A 提取的难点与方法的选择

茎中含大量纤维素及少量蛋白质和无机盐
,

而

且组织相对老
。

根位于形态学上端
,

是吸收矿物质

的主要器官
,

根中含有水
、

无机盐
、

纤维素及少量植

物激素川
,

纤 维素含童较茎中少
。

可能是这两器官

中代谢物的组成相对 比较简单提供了先决条件使得

从根
、

茎中提取 R N A 比较容易
,

用两种方法均能从

大豆的根
、

茎中提取出完整性很好的 R N A
,

但在去

除杂质多搪方面
,

采用王芳等的方法效果则更好
。

从大豆叶片所提 R N A 的条带模糊且拖尾
,

表明

多搪杂质较多闭
。

多糖在水中的理化性质与 R N A

相似
,

会形成难溶的胶状物与 R N A 共沉淀下来
,

多

糖的存在会抑制许多酶反应 l[J
。

两种方法对大豆叶

片 R N A 的提取效果均不够理想
。

因此在提取大豆

叶片中的 R N A 时对多糖的去除应尤为重视
,

并采取

更有效的去除多糖的方法
。

随着大豆的萌发
,

蛋白
、

糖以及其它代谢物会源

源不断的运往胚芽
,

使胚芽中积累大量的蛋白质
、

糖

及大 t 次生代谢物;t]
,

因而从胚芽中提取 R N A 难度

较大
,

王芳等的改进的异硫氛酸肛法较适合胚芽
,

经

过异硫佩酸肌和 S D S 两步抑制有效抑制了 R N as e ,

并有利于蛋白质的去除
。

此外在实验中加人还原剂

p一琉墓乙醇
,

有效减小了酚类物质的影响 l[J
,

避免

了揭化现象发生
。

而 0
.

03 体积 的 3m ol / L N a A c

(P H = 5
.

0) 和 2
.

5体积的无水乙醉沉淀
、

2 3/ 体积的

6m ol / L IL C I和 1/ 2 体积的无水 乙醉沉淀也有助于

去除多搪
。

4 结论

从大豆这种高蛋 白质的植物的各器官中提取

R N A 的方法不尽相同
,

我们所采用的两种方法均可

以从大豆的根
、

茎中提取出完整性好
、

纯度相对较高

的 R N A
,

但相 比之下
,

采用王芳等的方法效果更佳
。

从大豆的胚芽中提取 R N A 时
,

王芳等的方法比较适

合
,

所提 R N A 的完整性明显好于异硫氛酸肛法
,

但

蛋白质杂质较多
,

应更注重去除
。

对于从大豆 叶片

中提取 R N A
,

两种方法的效果均不够理想
。

王芳等

的方法提取的 RN A 完整性好
,

对多糖的去除比较有

效
。
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