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摘要 　为了分离提取成熟小麦种子总 RNA ,去除多糖等杂质的严重干扰 ,本实验对尿素2氯化锂

分离 RNA 的方法做了三个方面的改进 :一、去除成熟种子的胚 (含大量麦胚凝集素等糖蛋白) ,发

现裂解物的黏稠度明显下降 ;二、在裂解粗提物中加入 CTAB 至终浓度为 012 % ,可去除大部分多

糖 ;三、异丙醇沉淀 RNA 之后 ,充分溶解 ,离心去除残留的不溶性多糖等杂质。结果表明 :所提取

的成熟小麦种子 RNA 的纯度和产率都有明显提高。
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　　为了对不同发育时期的小麦种子蛋白进行分

子生物学方面的研究 ,其前提是获得高质量的

RNA ,即需要 RNA 纯度高、完整性好。由于植物种

子中含有大量酚类化合物、多糖以及次生代谢产

物 ,而且在果实成熟时 RNase 的活性较高 ,严重干

扰了 RNA 的提取。另外 ,同种植物的不同组织 ,其

RNA 提取方法会有很大的差异[1 ]
;基因型不同的植

物同种组织材料 ,合适的 RNA 提取方法也可能不

一样[2 ] 。因植物组织材料不同 ,植物 RNA 提取方

法需要通过实验确证。

尿素2氯化锂沉淀 RNA 的方法具有简便、经济

和高效等优点 ,用此方法来提取小麦幼叶和早期发

育种子材料 RNA ,无论在产率还是纯度等方面均十

分理想。然而 ,该方法对植物接近成熟的种子 RNA

提取有一定难度 ,因为种子中多糖含量较高 ,此外

还有大量的次生代谢产物 ,使得 RNA 的提取受到

严重干扰。因此 ,在实验中将尿素2氯化锂法加以

改进 ,使之更适合于接近成熟小麦种子 RNA 的提

取 ,为以后进一步的工作创造了条件。

1 　材料和方法

111 　材料

(1)体细胞不对称杂种 9 号不到灌浆期的种子

(开花后 15～30 天)

(2)裂解缓冲液 :7molΠL 尿素 ,50mmolΠL Tris2Cl

pH 810 , 10mmolΠL
Na2 EDTA pH 810 , 0135molΠL NaCl , 6125 %饱和

酚 ,011 %SDS + 011 %LDS

(3) 3molΠL 醋酸钠 pH 513

氯仿Π异戊醇 :24∶1

十六烷基三甲基溴化铵 (CTAB) :2 %(wΠv)

70 %乙醇 (DEPC处理过的水配制)

112 　实验方法

(1)分别取 5～10g 去胚和不去胚材料放入研

钵中 ,加入液氮 ,迅速研磨成均匀的粉末 ,液氮挥发

干后转入冰上预冷的离心管 ,向离心管中加入 6～

8 倍体积的裂解缓冲液 ,轻轻搅拌使充分混匀后 ,

0 ℃冰浴 20min。

(2)于 4 ℃,12000rpm ,离心 15min ,将上清转入

另一离心管中 ,加入 CTAB 使终浓度至 012 % ,混

匀 ,0 ℃冰浴 1h ;加入 1Π3 体积的醋酸钠 ,1Π5 体积的

氯仿2异戊醇 ,轻轻混匀 ,0 ℃冰浴 20min。

(3)于 4 ℃,12000rpm ,离心 15min ,将上清转入

新的离心管中 ,加入等体积预冷的异丙醇 ,混匀且

冰浴 10min ;于 4 ℃,12000rmp 离心 10min ,弃上清 ,

沉淀溶于 5ml 含 011 % SDS 的 DEPC 水中 ; 4 ℃,

5000rpm , 离 心 10min , 小 心 转 移 上 清 于 115ml

eppendorf 管中 , 加入 8molΠL LiCl 使 终 浓 度 至

215molΠL ,冰浴 3h 或 4 ℃过夜。

(4)于 4 ℃,12000rpm ,离心 10min ,沉淀用 70 %

乙醇洗两遍 ,稍微晾干后 ,溶于 DEPC 处理水中 ,加

入 1Π10 体积 10 %SDS ;再加入 1Π3 体积醋酸钠 ,1Π5

体积氯仿Π异戊醇 ,轻轻混匀 ,0 ℃冰浴 20min ;于 4 ℃
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离心 15min ,小心转移上清于新的 eppendorf 管中 ,

加入等体积预冷的异丙醇 ,混匀且冰浴 10min。

(5)于 4 ℃,12000rpm ,离心 10min ,沉淀用 70 %

乙醇洗两遍 ,稍微晾干后 ,溶于适当体积的 DEPC

处理水中。检测后分装 ,置 - 70 ℃备用。

(6)用琼脂糖凝胶电泳检测 :采用 112 %的琼脂

糖 ,5VΠcm 电泳 45～60min EB 染色。照相。

RNA 纯度和定量 :使用 eppendorf Biophotometer

测定 260nm ,280nm ,230nm 的OD 值 ,按标准 1OD260

相当于 33ngRNA 计算其含量 ,计算 OD260ΠOD280 ,

D260ΠOD230。

图 1 　9 号成熟小麦种子总 RNA电泳结果

1. 用一步法提取的总 RNA ;2. 尿素2氯化锂法提取的总 RNA ;

3. 改进的尿素氯化锂法提取的总 RNA

2 　结果

使用改良的尿素2氯化锂沉淀法可从接近成熟

小麦种子中提取高质量的总 RNA (图 1) ,从图中可

以看出 ,提取的植物总 RNA 中 ,28S 和 18S 条带明

晰完整 ,可用于 Northern 杂交分析 , RT2PCR ,cDNA

文库构建及差异显示分析等分子生物学研究 ,而用

一步法和原尿素2氯化锂法不能从成熟种子中分离

出很好的 RNA。总 RNA 的制备得率及紫外吸收值

见表 1 (各取 3 组材料的平均值) ,从表 1 可知 ,体细

胞不对称杂种 9 号材料在方法改进前后的 OD260Π
OD280 比值均处于 210 附近 ,OD260ΠOD230 比值均

大于 210 ,表明用这两种方法提取的 RNA 无蛋白

质、酚和无机盐等杂质污染 ;就产率方面 ,用改进的

方法提取的 RNA 得率明显高于原方法 ,是原方法

的 4 倍左右。

表 1 　RNA的紫外吸收值及制备得率

材料 OD260ΠOD280 OD260ΠOD230
得率

(μg RNAΠg 材料)

9 号 (改进前) 1194 210 16195

9 号 (改进后) 2106 2102 72131

3 　讨论

对植物组织 RNA 的分离提取 ,目前常用的方

法有一步法、苯酚法和氯化锂沉淀法。本实验也用

一步法来提取小麦成熟种子 RNA ,但因种子材料中

富含大量多糖以及一些不明次生代谢产物 ,所得

RNA 与其它干扰物共沉淀 ,很难溶出 RNA ,严重干

扰了 RNA 的提取 ,所以最终不能有效地分离出

RNA ,从图 1 的 1 泳道中可以看出 5S 条带明显比

28S和 18S 条带亮 ,28S 和 18S 带有些扩散和模糊 ,

表明 RNA 部分降解。这样不管从产率还是完整性

来讲 ,都难以满足分子生物学研究的要求。用原尿

素2氯化锂方法来提取 RNA ,也因上述原因 , 很难

分离出高质量的 RNA (见图 1 的 2 泳道) 。究其原

因 ,可能是由于成熟种子内的多糖极其丰富 ,而种

子中多糖的理化性质与 RNA 很相似 ,在去除多糖

的同时使 RNA 也随之被带走 ,造成 RNA 产量的降

低 ;而在沉淀 RNA 时 ,多糖也随之沉淀 ,这样很难

将二者分开。这种含有多糖的 RNA 沉淀难溶于

水 ,或者溶解后的溶液很黏稠 ,而多糖又抑制许多

酶的活性[4 ]
,有多糖污染的 RNA 样品无法用于进

一步的分子生物学研究。因此 ,要获得高质量的

RNA ,多糖的去除成了很棘手的问题。

目前 ,常用去除多糖的方法有 :SDS2盐酸胍、高

Na
+ 或 Li

+ 离子存在下的苯酚2氯仿抽提、LiCl 沉淀

RNA
[5 ] 、终浓度至 10 %～30 %的无水乙醇沉淀[6 ]

(葡萄浆果组织中 RNA 的提取) 、醋酸钾沉淀[7 ] (用

于云杉组织 RNA 提取) 、CTAB 法等。这些方法在

相应的材料中可去除大部分多糖 ,不过不同植物组

织中多糖的成分复杂多样 ,很难找到一种通用的多

糖去除方法 ,所以其相应多糖的去除方法需要摸索

和实践。

作者在实验中 ,将 Chomczynsky 建立的 RNA 一

步分离法[8 ]和尿素2氯化锂分离 RNA 的方法[3 ]加以

比较 ,并稍加改进 ,从图 1 和表 1 中可以看出 ,后者

改进之后的方法更适合于小麦成熟种子 RNA 的提
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取 ,最终得到了高质量的 RNA ,尤其是产率提高了

4 倍左右。这样 ,经上述三个方面的改进 ,在一定

程度上解决了成熟小麦种子 RNA 提取中多糖干扰

的问题 ,获得了高质量的 RNA ,为进行小麦成熟种

子蛋白分子生物学方面的研究提供了有效的方法。
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Improved Urea2LiCl Method for Extracting Total RNA
from Wheat Mature Seeds

Yao Hongyan 　Zhao Shuangyi 　Xia Guangmin
(School of Life Science Shandong University Jinan 　250100)

Abstract 　This experiment has used an improved urea2LiCl total extraction method to eliminate most of the
polysaccharide in wheat mature seeds. There are three modifications compared with original method : (1) to eliminate
the embryo (containing much agglutinin) of the seeds , which make the viscosity of the supernatant fluid drop down
distinctly; ( 2) add CTAB in the lysis crude extracts to the final concentration 2 ‰, to eliminate most of the
polysaccharide ; (3) completely dissolving RNA in PEPC2treated water after RNA deposited , discard un2dissolved
polysaccharide precipitate. The results showed that the purity and yield of extracted RNA of wheat mature seeds
increase significantly with the improved method.

Key words 　Wheat mature seeds 　RNA extraction 　Urea2LiCl 　CTAB
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　　在过去 40 年中 ,我已见过许多令人振奋的生物学事件的发生。但是 ,当我第一次读到这篇描述我们基因组概貌的草图
时 ,我仍然感到震撼。⋯⋯这是一篇启蒙后基因组时代的种子论文。 ———诺贝尔奖得主 David Baltimore

　　本书源于国际著名科学家的手笔 ,涉及人类基因组计划的方方面面 ,引人入胜。本书图文并茂 ,雅俗共赏 ,是一部意义
非凡的好书 ,也是对这一堪称我们这个时代最具突破性的科学事件的最好纪念。

———杨焕明 (国际人类基因组计划中国协调人)

　　人类基因组计划是这个时代最具突破性的科学事件。该书全面记录了这一划时代工作的方方面面。自 Crick 和 Watson

发现 DNA 结构以来 ,还没有一部科学出版物受到如此的赞许和期望。《自然》杂志 ( NATURE) 的两位生物学主编 Carina

Dennis 和 Richard Gallagher 编著的这本书引人入胜、装帧精美 ,使人类基因组计划得以接近普通读者。本书从对生物学和技
术的基础简介开始 ,以发表于 2001 年 2 月的由国际人类基因组测序协作组合写的历史性研究论文“人类基因组测序和初步
分析”( Initial Sequencing and Analysis of the Human Genome)全文结尾。自始至终 ,书中描述了主要参与者和事件 ,论及该项工
作的影响的各种观点 ,囊括全世界媒体报道 ,及对人类基因组测序的伦理、法律和社会意义的评估。

本书将作为理解人类基因组必不可少的资源和参考指南 ,以纪念人类最伟大的成就之一。
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