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一 种简捷提取植物总 RNA的准备和操作方法 
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摘要 提取 RNA是分子生物学实验中的常用技术。而RNA酶抑制程度成为提取 RNA 

的主要 决定 因素。准备和操作不 当造成的 RNA酶 污染是 实验 失败的重要原 因 介绍一种简捷 

的“烧、烤”提取植物总 RNA的准备和操作方法，可以有效地抑制外源 RNA酶的污染，提取 

的 RNA成功率很 高 
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提取 RNA是分子生物学实验中的常用技 术 ， 

在各种文献和专著中均有论述．但并没有详尽准 

备和操作方法以防止 RNA酶的污染。RNA酶可 

来 自提取 的材料 ，也 可来 自外 源的污染 。RNA提 

取液中含有异硫氰酸胍等 RNA酶变性剂，内源的 

RNA酶 可 以高 效地被 抑 制 ．因此外 源 的 RNA 酶 

抑制程度成为提取 RNA的主要决定因素。本实验 

室在长期实践的基础上总结出一种简捷的“烧、烤” 

提取植物总 RNA的准备和操作方法，可以有效地 

抑制外源 RNA酶的污染 ，提取 的 RNA成 功率很 

高。 

1 方法 

以下操作均戴一次性手套和口罩。 

1．1 器皿和耗材 的处理 

1)首先把提取 RNA所用的研钵、不锈钢小铲、 

不锈钢盒 、500 mL烧 杯和 l L锥 形瓶洗净 ，并 用 

锡纸包好后在烘箱中 200oC烘烤至少 5 h。 

2)待烧杯冷却后 ，加入 300 mL重蒸水，在通 

风橱 中加入 300 L DEPC(焦炭酸二 乙酯 )，然后 

用在酒精灯火焰上烤过的玻璃棒搅拌，直到 DE． 

PC完全溶解。将离心管、枪头等浸入。特别注意的 

是离心管底部容易产生空气柱，应排除气泡以保 

证离心管充满 DEPC，这样处理效果好。处理过夜 

后 ，将烧杯中的 DEPC—H O倒人锥形瓶中(用于后 

续步骤中的材料冲洗和电泳)，然后将离心管 、枪 

头等转人不锈钢盒中，并摇动不锈钢盒将多余的 

水转入锥形瓶中。 

3)将上述材料于 121℃高压灭菌 1 h，灭菌前 

把灭菌锅 中的水换为新 的蒸馏水 。 

1．2 RNA提取 

1)提取 RNA所用 的植物材料需新鲜采取 ，之 

后用 DEPC—H2O冲洗 3次，在灭菌的滤纸上吸干 

水分，然后研磨。这样可以除去植物材料表面的细 

菌等微生物 。 

2)植物材料的研磨和后续操作均在超净台里 

操作，点上酒精灯。打开和关闭离心管以及取枪头 

时均用长柄镊子．镊子在使用前用酒精擦拭并在 

酒精灯上烧过消毒。研钵和研磨棒在使用前用酒 

精灯火焰烤一下，然后用液氮冷却。上述操作可以 

避免外源细菌等微生物的污染。 

3)移液器和离心机转头在使用之前用 75％酒 

精擦洗消毒。实验过程中最好采用商品化的冰盒， 

而不是直接放 在冰块上 ，这样 可以避免 冰融化后 

浸入离心管 中。 

1．3 RNA电泳检测 

1)电泳槽 的预处理 ：先 用洗涤灵清洗 电泳槽 ， 

之后用 自来水和双蒸水冲洗，加入 5％ SDS溶液 

浸泡过夜后用 DEPC—H：O淋洗数次。齿梳和托子 

用 0．1 mol NaOH浸泡 6 h，然后用 DEPC—H2O冲 

洗 3次。 

2)琼脂糖凝胶制备：称取 1．2 g琼脂糖加入 2 

mL 50xTAE，用 DEPC—H2O定 容至 100 mL，然后 

高压灭菌。在 1．5 mL离心管中加入适量 E．B(溴 

化 乙锭 )母 液 (1 mg／mL)，再加 入 200 IxL DEPC一 
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H，O处理过夜 ，将离心管放入小锥形瓶中高压灭 

菌 ．这样可以防止 RNA酶污染。将处理过的 E．B 

转入灭菌的琼脂糖凝胶 中 ，摇匀后倒胶 。 

2 结果与讨论 

按照以上实验准备和操作要点 ，首先采用植 

物总 RNA提取试剂盒(北京博大泰克生物技术公 

司)提取 了烟 草叶片总 RNA。为 了检测该 RNA的 

完整性 。按照上述 RNA电泳操作技术要点 ，获得 

的结果 如图 a所示 ，可 以看 出 RNA 28S和 18S条 

带清晰，表明RNA没有降解。选用 TaKaRa mRNA 

Selective PCR kit将 RNA反转 录成 为cDNA，并扩 

增看家基因 B一肌动蛋白(Actin)基因片段。为了区 

分来 自cDNA(206 bp)和基因组 DNA(501 bp)的 

PCR产物，采用了跨内含子的引物。扩增产物的琼 

脂糖凝胶电泳检测结果如图 lb所示 ，仅获得一条 

对应于 cDNA的 RT—PCR产物，说明反转录成功。 
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烟草叶片 RNA电泳(a)和 Actin基因 RT—PC 

需要说明的是按照这种策略在多次成功实践基础 

上可以不进行繁杂的 RNA电泳检测而直接进行 

反转录即可。 
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问 ：蚊子为什么不能传 播艾滋病 

答 ：艾滋病的医学全名为“获得性免疫缺陷综 

合症(AIDS)”，它是由人类免疫缺陷病毒(HIV)引 

起的，艾滋病感染者的血液、精液、阴道分泌物 、 

乳汁等都携带有病毒。艾滋病的传染性很强，它的 

传播途径主要有性接触、血液和母婴 3种，共用注 

射器吸毒和性滥交是传播艾滋病的主要危险行 

为。因此，预防艾滋病要拒绝毒品、洁身 自爱。众 

所周知 ，蚊子的叮咬会传染多种疾病 ，如疟疾 、丝 

虫病等。由于蚊子叮咬人时都要吸血 ，因此 ，有很 

多人担心它会传播艾滋病。那么蚊子能传播艾滋 

病吗?根据研究表明。艾滋病病毒在蚊子体内既不 

发育也不繁殖 ．所以，不可能通过生物性的方式进 

行传播。而机械的传播方式在蚊子身上也不可行。 

因为．蚊子吸食人的血液是单向的，即吸人血后便 

不会再吐出。另外，蚊子嘴上残留的血液，因其仅 

有 0．00004 mL，要反复叮咬 2 800次后 ，才能引起 

艾滋病病毒的感染。而且，即使蚊子吸入了带有艾 

滋病病毒的血液 ，艾滋病病毒在 2～3 d内即可被 

蚊子消化、破坏而完全消失。根据蚊子的生理特点 ， 

蚊子一旦吸饱血后 ，要待完全消化后才会再叮人 

的血。目前 ，世界范围内尚未发现因蚊子或昆虫叮 

咬而感染艾滋病的报道。 

南非是世界上艾滋病流行很严重的国家。也 

是热带蚊子活动非常猖獗的地方 ，蚊子在那里经 

常传播可怕的致命疾病，包括致命的埃波拉病毒， 

但从来没有报道因蚊子传播艾滋病。假如蚊子能 

传播艾滋病 ，南非到处都有蚊子，传染源(艾滋病 

人)又十分广泛 ，那么艾滋病的传播和流行就极为 

可怕 。足可以毁灭人类 。这是一个很简单而又非常 

现实的证据。所以，艾滋病只有性接触 、血液和母 

婴 3种传播途径，蚊子不会传播艾滋病。 
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