第一章  核酸的分离纯化技术

实验一  细菌DNA的分离提取
一、原理和用途
用EDTA络合二价离子，SDS结合膜蛋白，溶菌酶破坏膜结构，使DNA溢出到膜外，经氯仿异戊醇沉淀蛋白，可获得较纯的DNA。用于克隆细菌染色体上的目的基因、细菌污染检测，绘制基因图谱等。
二、实验材料

大肠杆菌或沙门氏菌等。

三、溶液与缓冲液
1． LB液体培养基：

精解蛋白胨                    3.0 g

酵母浸出粉                    1.5 g

氯化钠                        3.0 g

葡萄糖                        0.6 g

按上述配方用馏蒸水溶解至300 mL。用10 mol/L NaOH调pH至7.2～7.4。分装150 mL三角烧瓶中，每瓶30 mL。然后置高压蒸汽消毒锅，以1.1 kg/cm2 灭菌20 min。
2． SE溶液：

0.15 mol/L NaCl
0.1 mol/L EDTA（pH 8.0）。
3． 20% SDS
4． 溶菌酶
5． 5 mol/L过氯酸钠
6． 氯仿/异戊(24:1)醇
7． 20倍SSC溶液：

0.3 mol/L 柠檬酸钠

3 mol/L NaCl
8． 10 mg/mL RNA酶：
称取10 mg核糖核酸酶A于灭菌的Ep管内，加1 mL 100 mmol/L pH 5.0的NaAc溶液，即为10 mg/mL RNA酶A，为了破坏脱氧核糖核酸酶，置80℃水浴中10 min或100℃水浴2 min，然后存-20。C保存。
四、仪器设备及耗材
超净工作台；电热恒温培养箱；台式高速冷冻离心机；高速离心机；稳压电泳仪；紫外检测仪；水平式电泳槽；水浴锅；水平仪；摄影设备；高压蒸汽消毒锅；20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器。玻璃棒，500 mL三角烧瓶，100 mL、250 mL烧杯，50 mL、10 mL量筒，50 mL塑料离心管，1.5 mL Ep管，20～200 (L、1000 (L吸头。
五、实验方法
１．将200 mL LB液体培养基中生长的菌液4000 r/min离心10 min，收集菌体。

２．用SE溶液洗涤菌体，重悬于20 mL SE溶液中。

３．加入2.0 mL 20% SDS、10 mg溶菌酶，混匀，37℃保温，不时振荡，菌体溶解（约30~60 min）后，置60℃水浴中10 min。

４．加入5 mol/L 过氯酸钠至终浓度为1 mol/L，再加入1倍体积的氯仿/异戊醇，缓振20 min，12000 r/min离心5 min。

5．转移水相到另一离心管中，加入2倍体积100%的乙醇，混匀，用玻棒轻轻缠出DNA细丝，加70% 冷乙醇300 (L清洗。

6．将玻璃棒置离心管中，用0.1×SSC冲洗，使DNA溶解，然后用20×SSC溶液调整浓度为1×SSC。

7．加入2倍体积100% 冷乙醇，室温混匀-20℃放置30 min。

8．4℃ 12000 r/min离心5 min，小心除去上清，除尽壁液。

9．加70% 冷乙醇300 (L，清洗沉淀。4℃ 12000 r/min 离心5 min，去上清。
10．加28 (L TE，2 (L RNA酶。

11．制取0.7% 的琼脂糖凝胶板（含0.5 (g/mL溴化乙锭），插好点样梳。

12．凝胶冷却，加缓冲液使平板微淹没，抽出点样梳。

13．加1 (L溴酚蓝，点样10 (L，接通电源，电压50 V/cm，约1～2 h，将点样胶在紫外灯下观察DNA谱带。
注意：

1．方法5加入2倍体积100% 的乙醇后，可以接方法8，结果纯度稍差。

2．DNA谱带在点样孔0.5 cm左右。
3．可以在方法1后，菌体重悬于10 mL SE溶液中，每人取1 mL菌液，以后按1/10量操作。
六．作业与思考题

1．用玻棒轻轻缠出的DNA细丝是什么样的？

2．为什么加70% 冷乙醇300 (L清洗？
实验二  质粒DNA的分离提取

方法一  碱变性法提取质粒DNA 

一、原理和用途

碱变性提取质粒DNA是基于染色体DNA和质粒DNA变性与复性的差异而达到分离目的。在pH高达12.6的碱性条件下，染色体DNA的氢键断裂，双螺旋结构解开而变性。质粒DNA的大部分氢键也断裂，但是共价闭合环状结构的两条互补链不会完全分离，当以pH 4.8的NaAc高盐缓冲液调节其pH到中性时，变性的质粒DNA又恢复到原来的构象，保存在溶液中，染色体DNA不能复性而形成单链的网状结构。通过离心，染色体DNA与不定的大分子RNA，蛋白质-SDS复合物等一起沉淀下来而被除去。碱变性提取质粒的DNA可以用于酶切、连接、重组鉴定、PCR扩增和建基因文库等。

二、实验材料
大肠杆菌JM109(或DH5a)含有pUC18(或pGEM )
三、溶液与缓冲液

1． LB液体培养基：

精解蛋白胨                    3.0 g
酵母浸出粉                    1.5 g
氯化钠                        3.0 g

葡萄糖                        0.6 g
按上述配方用馏蒸水溶解至300 mL。用10 mol/L NaOH调pH至7.2～7.4 。分装150 mL三角烧瓶中,每瓶30 mL。每组一瓶，然后置高压蒸汽消毒锅, 1.1 kg/cm2 灭菌20 min。
2．抗菌素：

(1) 氨苄青霉素（Amp）：用无菌水配制在灭菌有盖试管中，母液浓度为100 mg/mL。

(2) 氯霉素（Cm）：配制在无菌有盖试管中，先用少量乙醇助溶，再加无菌水至母液浓度为150 mg/mL。

3．溶液（I）：

50 mmol/L  葡萄糖

10 mmol/L  EDTA

25 mmol/L  Tris·HCl，pH 8.0
2 mg/ml    溶菌酶

配制方法：吸取母液 

200 mmol/L葡萄糖          25 mL

250 mmol/L EDTA           4 mL
1 mol/L   Tris·HCl，pH 8.0  2.5 mL
加       ddH2O         至100 mL
临用时再加200 mg溶菌酶

4．溶液（II）：

200 mmol/L NaOH    

1%       SDS

配制方法：吸取母液
10 mol/L  NaOH         4 mL
20%     SDS           10 mL
加      ddH2O      至200 mL
5．溶液（III）：3 mol/L NaAc（pH 4.8）溶液：

称取无水乙酸钠52.2 g，先加140 mL重蒸水，加热使溶解，再加冰乙酸约40 mL调至pH 4.8，加重蒸水定容至200 mL。

6．50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0，100 mmol/L NaAc溶液。

配制方法：吸取母液
1 mol/L Tris·HCl，pH 8.0  6 mL
3 mol/L NaAc            4 mL
加ddH2O           至120 mL

1.1 kg/cm2灭菌20 min

7．25 mmol/L Tris·HCl（pH 7.5），30 mmol/L EDTA缓冲液：
配制方法：吸取母液
1 mol/L Tris·HCl，pH 7.5   5 mL
250 mmol/L EDTA        24 mL
加ddH2O            至200 mL

1.1 kg/cm2灭菌20 min

8．10 mg/mL RNA酶：
称取10 mg核糖核酸酶A，于灭菌的EP管内，加1 mL 100 mmol/L pH 5.0的NaAc溶液，即为10 mg/mL RNA酶，为了破坏脱氧核糖核酸酶，置80℃水浴中10 min或100℃水浴2 min，然后存-20℃保存。

9．20% SDS溶液
10．5 mol/L NaAc溶液：

称取乙酸钾或NaAc 24.5 g，加40 mL重蒸水，加热溶解，再加重蒸水置50 mL，1.1 kg/cm2灭菌20 min。

11．TE缓冲液：10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0，1 mmol/L EDTA

12．Tris·HCl（pH 8.0）溶液的饱和酚

13．氯仿/异戊醇（24:1）：

量取240 mL氯仿，加入10 mL异戊醇，充分混匀。

14．5 mol/L NaCl
15．预冷70% 乙醇和无水乙醇，保存在4℃冰箱中备用。

16．电泳缓冲液：

40 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0
20 mmol/L NaAc 

2 mmol/L EDTA 

配制方法：吸取母液
100倍的电泳缓冲液5 mL
加ddH2O至500 mL

17．溴酚蓝指示剂溶液：0.2% 溴酚盐，50% 蔗糖。
18．1 mg/mL的溴化乙锭溶液
19．琼脂糖
四、仪器设备及耗材
超净工作台，电热恒温培养箱，恒温振荡器，可见光分光光度计，高速冷冻离心机(30K)，TGL-16 离心机，旋涡混合器，电热恒温水浴锅，普通冰箱，低温冰箱(-40℃)，真空泵，稳压电泳仪 (500 V，300 mA)；紫外检测仪(254 nm )，微型水平电泳槽，20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器。150 mL三角烧瓶，100 mL、250 mL烧杯，50 mL量筒，1.5 mLＥP管，10 mL试管，1～20 (L、20～200 (L、1000 (L吸头。

五、实验方法
1．取含质粒的单一菌落一环，接在2 mL LB液体培养基（加入2 (L Amp）中，于10 mL试管中，37℃振荡过夜。

2．取200 (L母液，加入到30 mL含30 (L Amp的LB液体培养基，37ºC振荡培养，16 h后加入30 (L 150 U/(L氯霉素（Cm），37ºC振荡过夜。

3．取1.5 mL培养物吸入EP管，4℃，12000 r/min离心30 s，去上清。

4．再向管内加入1.5 mL培养物，重复步骤3。

5．取沉淀，重悬于100 (L预冷的溶液I，完全分散。

6．加入新配的溶液II 200 (L，立即反复倒置5次。

7．加入冰冷的溶液III 150 (L，倒置混匀。

8．4℃，12000 r/min 5 min离心，取上清，计算体积，不计算沉淀。

9．加入等体积的酚和氯仿/异戊醇（24:1），4℃，12000 r/min 2 min，取上清加入另一只EP管。

10．加入2倍体积100% 冷乙醇，室温混匀-20℃放置30 min。

11．4℃，12000 r/min离心5 min，小心除去上清，除尽壁液。

12． 加70% 冷乙醇300 (L，清洗沉淀。4℃，12000 r/min离心5 min。

13．取沉淀，充分干燥，除尽壁液。

14．加19 (L TE，1 (L RNA酶。冰箱保存备用。如要进行检测可继续做方法15～17。

15．制取1%的琼脂糖凝胶板（含0.5 (g/mL溴化乙锭），插好点样梳。

16．凝胶冷却，加缓冲液使微没平板，抽出点样梳。

17．加1 (L溴酚蓝，点样10 (l ，接通电源，电压50 V/cm，约1～2 h，将点样胶在紫外灯下观察DNA谱带。

注意：
1．抗菌素必须保存在-20℃冰箱中，青霉素一次性使用。

2．溶液II现用现配。

3．管壁残液必须除尽。
4．注意防止紫外光烧伤眼睛。
5．注意不要沾染上EB，它有致癌性。

六、作业与思考题
1．加上溶液II后出现什么现象，为什么？

2．提取的质粒DNA溶液中还可能有什么物质？

方法二  煮沸法提取质粒DNA

一、原理和用途
细菌悬浮于含有Triton X-100和能消化细胞壁的溶菌酶的缓冲液中，加热到100℃使其裂解。加热除了破坏细菌外壁，还有助于解开DNA链的碱基配对，并使蛋白质和染色体DNA变性。但是，闭环质粒DNA双链彼此不会彻底分离，因为它们的磷酸二酯骨架具有互相缠绕的拓扑结构。当温度下降后，闭环DNA的碱基又相互配对复位，形成超螺旋分子。离心除去变性的染色体DNA和蛋白质，就可从上清液中回收质粒DNA。

煮沸裂解提取细菌质粒DNA与碱变性法提取质粒DNA质量基本相同，均可用于酶切、连接、重组鉴定、PCR扩增和建基因文库等。
二、实验材料 

大肠杆菌JM109(或DH5a)含有pUC18(或pBR322)。

三、溶液与缓冲液  
1．主要溶液同碱裂解法
2． STET溶液：

8 % 蔗糖
10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0
50 mmol/L EDTA
0.5 % Triton X–100
3．溶菌酶溶液

4．异丙醇 
5．5 mol/L乙酸钠，pH 5.2
6．70% 乙醇
7．RNA酶（20 (g/mL）
8．TE缓冲液，pH 8.0
四、仪器设备及耗材
恒温培养箱，恒温振荡器，TGL-16离心机，旋涡混合器，普通冰箱，低温冰箱(-20℃)，真空泵，沸水浴，稳压电泳仪(500 V，300 mA)，紫外检测仪(254 nm)，微型水平电泳槽，20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器，50 mL三角烧瓶，100 mL烧杯，50 mL量筒，1.5 mLＥP管，1～20 (L、20～200 (L、1000 (L吸头，牙签。
五、实验方法

1．同碱法步骤1～4。

2．将细菌沉淀重悬于350 (L STET溶液中。加25 (L新配制的溶菌酶溶液，振荡3 s钟，混匀。

3．将离心管放入煮沸的水浴中，时间恰为40 s。

4．室温12000 g离心10 min。
5．用无菌牙签从离心管中去除细菌碎片。

6．在上清中加入40 (L 5 mol/L乙酸钠（pH 5.2）和420 (L异丙醇，振荡混匀，室温下放置5 min。

7．于4℃12000 g离心5 min，回收核酸沉淀。

8．小心吸去上清液，将离心管倒置于一张纸巾上，以使所有液体流出。再将附于管壁的液滴除尽；
9．加0.5 mL 70% 乙醇，于4℃以12 000 g离心2 min, 去上清液。

10．去除管壁上所有乙醇液滴，打开管口，放于室温直至乙醇挥发殆尽，管内无可见的液体为止或用真空泵干燥。
11．用20 (L含RNA酶（20 (g/mL）TE（pH 8.0）溶解核酸，稍加振荡，贮存于-20℃。

12．电泳观查结果。

注意：
1．煮沸的时间应准确掌握40 s，用镊子夹住，不要烫手。

2．异丙醇沉淀核酸放置冰箱中半小时效果更好。
六、作业与思考题
1．异丙醇和乙醇沉淀核酸有什么异同?

2．为什么要将附于管壁的液滴除尽？
3．残留的乙醇对质粒有什么影响?

实验三  动物组织样品DNA的分离提取

一、原理和用途

提取液中的SDS能溶解膜蛋白而破坏细胞膜，使蛋白质变性而沉淀下来。EDTA可抑制DNA酶的活性，同时用蛋白酶K消化细胞，降解蛋白质。然后用酚、氯仿抽提去除溶液中的蛋白质，得到含DNA的水溶液。由于DNA不溶于乙醇，然后用乙醇沉淀DNA。用此方法得到的DNA长度为100～150 kb，适用于Southern杂交分析、以噬菌体为载体构建基因组文库和DNA多态分析等。

二、实验材料

鲜或冷冻的动物组织，如脾脏，肝脏，心脏，肾脏等。

三、溶液与缓冲液

1． 匀浆缓冲液STE：

100 mmol/L NaCl

10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0

25 mmol/L EDTA，pH 8.0。

2． 消化缓冲液：

100 mmol/L NaCl

10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0

25 mmol/L EDTA，pH 8.0

0.5% SDS

0.1 mg/mL 蛋白酶K（临用前加）。

3． 无DNA酶的RNA酶(10 mg/L)：将胰RNA酶溶于10 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5，15 mmol/L NaCl溶液中，使浓度为10 mg/L，于100℃ 水浴处理15 min，以降解DNA酶，缓慢冷却到室温，－20℃保存。

4． TE缓冲液：

10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0

1 mmol/L EDTA，pH 8.0

5． 平衡酚:氯仿:异戊醇＝25:24:1（体积比）。

6． 3 mol/L NaAc，pH 5.2：称取408 g NaAc·3H2O溶于水，用3 mol/L乙酸调节至pH 5.2。

7． 无水乙醇。

8． 70％冷乙醇

四、仪器设备及耗材

台式离心机，组织匀浆器，高压灭菌锅，恒温水浴锅，微量取液器，一次性过滤器，1.5 mL离心管，20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器及吸头，
五、实验方法

1． 先将动物组织进行预处理：大的器官应该切成易处理的小块（1 cm3）以便冻存（用液氮）及处理。任何组织都可采用，但是，如需肝脏，在杀动物之前应该禁食24 h，可提高DNA的质量。收集的组织可以在－70℃下保存几年。

2． 取0.2 g组织块剪碎后，加入2.0 mL匀浆缓冲液，用组织匀浆器匀浆至无明显组织块存在（冰浴操作）。

3． 将组织细胞的匀浆液体转移至1.5 mL离心管中，4℃ 5000 r/min离心30～60 s。弃上清液，沉淀物中再加2倍体积的匀浆缓冲液，离心，收集沉淀。

4． 沉淀中加入0.4 mL消化缓冲液，轻轻反转混匀，50～55 ℃温育12～18 h。

5． 加入RNA酶至终浓度200 (g/mL，37℃水浴1 h。

6． 加入等体积酚／氯仿／异戊醇，缓慢颠倒离心管使两相均匀混合形成乳浊液，3500 r/min，4℃离心10 min。

7． 用扩口吸头小心吸出离心管中的上层液体，即为含DNA的水相，注意不要吸中间界面上一层厚的白色物质（蛋白质沉淀）。然后加入等体积氯仿／异戊醇，3500 r/min，4℃离心10 min。(如果界面或水相中含蛋白质沉淀较多，可重复操作6～7)

8． 用扩口吸头小心吸出上层含DNA的水相，加入1/10体积NaAc，充分混匀，然后加入2倍体积的无水乙醇，充分混匀，置－20℃2 h。

9． 12000 r/min，4℃离心15 min，弃上清液，得到的沉淀加入1 mL 70％冷乙醇洗涤，离心，获得沉淀，室温干燥。加入50 (L TE缓冲液溶解，即可得到基因组DNA。－20℃冰箱保存。

如果要对提取的DNA进行完整性鉴定，可通过琼脂糖凝胶。方法是取1 (l溶解的DNA样品，在0.8％的琼脂糖凝胶中进行电泳，用溴化乙锭染色观察结果。

六、作业与思考题

1． 从动物组织中分离总DNA时，应采取哪些措施获得高分子量的DNA？

2． 分离DNA时，使用的酚溶液应如何处理，为什么？

实验四  动物全血样品中DNA的分离提取

一、原理和用途

通过蛋白酶K和SDS消化破碎细胞，用酚/氯仿去除蛋白质，用乙醇或异丙醇沉淀出DNA。此法获得的DNA分子量较大，约为150～200 kb，纯度较高，可以用于构建以噬菌体为载体的基因组文库、PCR实验和DNA多态分析等。

二、实验材料

动物全血血样。

三、溶液与缓冲液

1．磷酸盐缓冲液（PBS）：

NaCl         4 g         

Na2HPO4   0.72 g

KCl         0.1 g         

KH2PO4       0.12 g 

依次溶解后，用HCl调pH 7.4，定容至500 mL，高压灭菌。

2．DNA提取缓冲液：

10 mmoll/L  Tris•HCl ，pH 7.8

0.1 mol/L    EDTA ，pH 8.0

20 (g/mL    胰RNA酶

0.5％       SDS 

3．蛋白酶K，20 mg/mL

4．饱和酚，pH 8.0

5．氯仿（Chloroform）

6．10 mol/L  NH4Ac

7．TE溶液：

10 mmol/L Tris•HCl，pH 7.8

1 mmol/L EDTA

8．70％、100％乙醇

9．透析液：

50 mmol/L Tris•HCl，pH8.0

10 mmol/L EDTA，pH8.0

10．ACD：

柠檬酸           0.48 g

柠檬酸钠         1.32 g

右旋葡萄糖       1.47 g

加水至           100 mL

四、仪器设备及耗材

制冰机，冰箱，冷冻离心机，恒温水浴锅，高压灭菌锅，旋涡振荡器，20 (L、100 (L、1000(L微量移液器，吸头，吸管，50 mL离心管，10mL离心管，EP管。

五、实验方法

1． 样品预处理：将20 mL新鲜血液与3.5 mL ACD抗凝液混匀，0℃下可保存数天或－70℃下长期冻贮，备用。

2． 新鲜血液：将10 mL血液1300 g离心15 min，弃上清液（血浆），将黄色下层小心吸出移至1个新离心管中，再离心1次，吸去上层白细胞于1个新的离心管。

冻贮血液：将10 mL ACD贮冻血液于室温水浴中解冻后移入1个离心管中，加入等体积PBS混匀后，3500 g离心15 min，弃去含裂解红细胞的上清。

3． 将白细胞沉淀物悬浮于3.5 mL DNA提取缓冲液中，37℃保温1 h后，加入20 mg/mL的蛋白酶K至终浓度为100 (g/mL，边加边用玻璃棒轻轻搅拌，使溶液至粘稠状。

4． 50～55℃保温3 h，裂解细胞，消化蛋白。保温过程中，应不时轻轻摇匀反应液。

5． 将反应液冷却至室温，加入等体积饱和酚溶液，温和地上下转动离心管混匀两相，反复该动作10 min，直至水相与酚相混匀成乳状液，若没有达到这种效果，可用多角度摇荡混匀器温和地混匀1 h。

6． 室温5000 g离心15 min，使用大口径（直径0.3 cm）吸管小心吸出上层粘稠水相，移至另一个干净离心管中，重复步骤5、6，用酚抽提2次，氯仿抽提1次。

7． 透析处理：为了提取200 kb左右的高分子量DNA，在酚、氯仿抽提后，将DNA溶液装入透析袋中（留出大于样品体积1.5～2倍的空间）于4℃透析，每次透析液1 L，换4次透析液，直至透析物OD270小于0.05。

8． 沉淀处理：对于100～150 kb大小的DNA提取，在3次酚、氯仿抽提后，将上层水相移入1个新离心管中，加入0.2倍容积的10 mol/L乙酸铵和2倍容积100％乙醇，室温下轻慢摇动摇匀，当即可看到乳白色丝状DNA沉淀出现，用1个自制前端为钩状的玻璃棒捞出DNA纤维，立刻放入70％乙醇中漂洗2次。室温5000 g离心，弃上清液，室温挥发痕量乙醇，不要使DNA沉淀完全干燥，按5×106个细胞DNA提取物加入1 mL TE（pH 8.0）溶解DNA，一般需要12～24 h后。

9． 在用之前，须测定DNA样品的浓度。测定DNA样品在260 nm和280 nm的OD值，计算DNA含量和A260／A280的比值，判断DNA的纯度，若有必要可用脉冲场电泳（PFGF）观察DNA片段的大小。－20℃冰箱保存

注意：

1． ACD抗凝液的配方由Gustafaon于1987年报道，对于高分子量DNA的分离，该溶液保贮血液的效果优于EDTA。用做抗凝剂时，每6 mL新鲜血液加1 mL ACD液。

2． 饱和酚的pH值应接近8.0，这样可以减少离心后水酚双相的交界面（主要是蛋白质）上有DNA滞留，有利于在下一步吸出水相时不带动界面中的蛋白质。酚的pH太低，DNA也会溶于有机相中。

六、作业与思考题

1． 用于构建基因组文库的DNA在质量上有什么要求？

2． 对于高分子量DNA的分离，哪种抗凝剂保贮血液的效果好？

实验五  从动物组织中提取线粒体DNA

一、原理和用途
动物的线粒体DNA是一个约为16.5 kb大小的环状DNA分子。在哺乳动物中，mtDNA的遗传过程严格遵守单性母性遗传方式。由于mtDNA的结构简单，一级结构的碱基替代率高，世代间没有重组。它以成为研究生物起源进化、探讨生物群体间遗传关系的一个重要研究对象。

动物线粒体DNA(mtDNA)的提取采用差速离心的方法。先将细胞破碎，使线粒体从细胞中释放出来，通过低速离心使大的细胞碎块和细胞核沉淀，含有线粒体的上清液再高速离心分离出线粒体，用碱性溶液作用破坏线粒体膜，用酚/氯仿去除蛋白质，用乙醇或异丙醇沉淀出DNA。此DNA可用于PCR分析、序列分析和限制酶切分析。

二、实验材料

动物各种内脏组织或血液。
三、溶液与缓冲液

1.  Homo缓冲液：
0.25 mol/L             Sucrose

0.01 mol/L             EDTA

0.03 mol/L             Tris

pH                   8.0  高压灭菌

2.  Lysis缓冲液：

0.01 mol/L             Tris

0.15 mol/L             NaCl

0.01 mol/L             EDTA

pH                   8.0 高压灭菌

3.  NaOH/SDS溶液：

0.18 N                 NaOH

0.1%                   SDS

(由2 N NaOH und 10% SDS新鲜配制)

4.  KAC溶液：

6.00 mL                5 mmol/L KAC

1.15 mL                冰乙酸

2.85 mL                H2O  deion.

5.  酚（Phenol）pH 8.0

6.  氯仿（Chloroform） 

7.  100％和70％ 乙醇

8.  TE缓冲液:

10 mmol/L              Tris

1  mmol/L              EDTA

pH                     8.0 高压灭菌

四、仪器设备及耗材

制冰机，冰箱，高压灭菌锅，冷冻高温超速离心机，常温高速离心机，旋涡振荡器，组织匀浆器，离心管架，真空干燥器，烧杯，试剂瓶，1.5 mL、15 mL离心管，20μL、200 μL、1000 μL微量移液器，20μL、200 μL、1000 μL吸头，吸头盒等。

五、实验方法

1. 0.5～1.0 g 的组织匀浆在5～10倍体积的Homo-缓冲液中，300 g离心 90 s。

2. 上清液转到一个新的离心管，18000 g 4℃离心15 min。

3. 上清液小心地到掉，给沉淀物中加入400 (L Lysis-缓冲液，用加样枪混匀。

4. 加入 800 (L NaOH/SDS-溶液，瞬时振荡混匀，冰上放置5 min。
5. 加入600 (L冰冷的KAC，瞬时振荡，冰上放置5 min，11750 g离心5 min。
6. 上清液转入一个新试管，向上清液中加入1 mL酚（pH﹥8.0）和1 mL氯仿，短时振荡。

7. 11750 g，离心 3 min，上清液转入一个新试管。

8. 为使mtDNA沉淀，加入2倍体积100％乙醇，多次口底摇动，－20℃或冰上放置15 min～1 h。

9. 11750 g，4℃离心30 min。

10. 弃去上清液。加500 (L 70％乙醇，勿摇动。

11. 11750 g，4℃离心10 min，上清液倾倒，7 min真空干燥。

12. mtDNA沉淀物溶解在20 (L TE－缓冲液中，4 ℃冰箱过夜保存。

注意： 

1． NaOH/SDS-溶液处理严格控制5min，时间过短或过长都会影响提取效果。

2． 加酚最好在抽风橱下操作！

六、作业与思考题
1． 为什么动物线粒体DNA常常用于动物亲缘关系与进化分析？

2． 在动物线粒体DNA提取中哪一步很重要的？

实验六  植物组织中DNA的分离提取

方法一  SDS法提取植物总DNA

一、原理和用途

该方法是利用高浓度的SDS在较高温度（55～65℃）条件下裂解细胞，使染色体离析，蛋白质变性，释放出核酸。然后，采用提高盐浓度及降低温度的做法使蛋白质及多糖杂质沉淀。离心除去沉淀后，上清液中的DNA用酚/氯仿抽提，反复抽提后用乙醇沉淀水相中的DNA。主要用于Southern杂交、PCR扩增、RFLP及RAPD分析以及基因组克隆，分离纯化目的基因等。

二、实验材料

植物的根、茎、叶。

三、溶液与缓冲液

1．提取缓冲液：

100 mmol/L   Tris·HCl (pH 8.0)

50 mmol/L    EDTA (pH 8.0) 

500 mmol/L   NaCl

10 mmol/L    β－巯基乙醇

2．10％或者20％SDS。

3．3 mol/L NaAc。

4．氯仿/异戊醇＝24：1

5．酚/氯仿＝1：1

6．异丙醇

7．70％的乙醇、无水乙醇

8．1(g/mL RNase

9．TE缓冲液

四、仪器设备及耗材

离心机，水浴锅，液氮罐，天平，20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器，研钵，EP管，1～20 (L、200 (L、1000 (L吸头，吸水纸。

五、实验方法（微量提取及纯化）
1．取10 g新鲜叶片，置液氮中研磨成粉。

2．每人取冻粉0.5 g 置1.5 mL的离心管中，加入提取缓冲液900 (L，轻轻搅动，使粉末充分散开。

3．各加入100 (L 10％SDS，充分混匀，于65℃水浴中保温10～15 min（间隔晃动2～3次）。

4．4℃，12000 r/min离心5 min。

5．上清液转入新离心管中，加入等体积的氯仿/异戊醇，轻轻颠倒离心管数次，放置片刻。

6．4℃，12000 r/min离心5 min。

7．上清液转入另一离心管中，加入等体积、－20℃预冷的异丙醇，混匀，放置30 min，观察DNA生成。

8．4℃，12000 r/min离心5 min，倾去上清液，将离心管倒置于吸水纸上，控干上清液。

9． 用70％的乙醇洗涤沉淀，4℃，12000 r/min离心5 min，倾去上清，吹干10～15 min。

10．加入100 (L TE缓冲液充分溶解沉淀（若溶解不好，可置37℃水浴中保温，促进溶解）。

11．将溶液转入EP管中，加入1 (L RNase液，于37℃保温1 h。

12．加入等体积的酚/氯仿，混匀，室温放置10 min。

13．4℃，12000 r/min离心5 min。

14．上清转入新离心管中，加入等体积的氯仿/异戊醇，轻缓颠倒管混匀，室温放置几分钟后，12000 r/min离心5 min。

15．转移并量出上清液体积，置新离心管中，加入3 mol/L NaAC溶液，使其终浓度为0.3 mol/L（也可加终浓度为0.2 mol/L NaCl），混匀，加入2倍体积的无水乙醇，轻缓混匀，室温放置数分钟。

16．12000 r/min离心5 min，去尽上清液。

17．用70％乙醇洗涤沉淀1次，吹干。

18．加入50 (L TE或dH2O溶解DNA，备用。

注意：
1.  从步骤11起以后是纯化DNA，可以不作，只是提纯的DNA含有RNA和其它的物质。

2.  植物的任何组织均可，以鲜嫩组织为好。

六、思考题

1．植物总DNA都包括那些种类DNA?

2．为什么把鲜嫩组织在液氮中研磨成粉?

3．不能用玻璃研钵，为什么？

方法二  CTAB法提取植物总DNA 

一、原理和用途

CTAB(十六烷基三乙基溴化铵)是一种去污剂，可溶解细胞膜，它能与核酸形成复合物，在高盐溶液(0.7 mol/L NaCl)中是可溶的，当降低溶液的浓度到一定程度(0.3 mol/L NaCl)时,从溶液中沉淀，通过离心就可以将CTAB与核酸的复合物同蛋白质，多糖类物质分开，然后将CTAB与核酸的复合物沉淀溶解于高盐溶液，再加入乙醇沉淀DNA，CTAB能溶解于乙醇。

二、实验材料

植物的根、茎、叶。

三、溶液与缓冲液

1． 2×CTAB提取缓冲液：

100 mmol/L  Tris·HCl (pH 8.0)

20 mmol/L   EDTA

1.4 mol/L    NaCl

2% (W/V)   CTAB

40 mmol/L  β-巯基乙醇

2．10％CTAB： 10％CTAB，0.7 mol/L NaCl。

3．1×CTAB沉淀缓冲液：

50 mmol/L    Tris·HCl (pH 8.0)

10 mmol/L    EDTA

0.7 mol/L     NaCl

1% (W/V )     CTAB

20 mmol/L   β-巯基乙醇

4．氯仿/异戊醇（24:1）

5．1 mol/L乙酸铵。

6．7.5 mol/L乙酸铵。

7．异丙醇

8．70%乙醇

9．TE缓冲液

10．1 (g/mL RNase，

四、仪器设备及材料 

离心机，水浴锅，液氮罐，天平，微量移液器20 (L，200 (L，1000 (L各一只。
五、实验方法

1．取10 g新鲜叶片在液氮中研磨成粉末，每人取0.5 g样品。

2．将冻粉倒入EP管中，立即加入500 (L 65℃预热的2×CTAB提取缓冲液，充分的混匀，65℃水浴保温10～20 min，其间不断的摇动。

3．加入等体积的氯仿/异戊醇（24:1）轻缓颠倒混匀，室温12000 r/min，离心10 min。

4．上清转入另一离心管中，加入1/10体积的10％CTAB，混匀，加等体积氯仿/异戊醇（24:1）轻缓颠倒混匀，室温12000 r/min，离心10 min。

5．取上清液，重复步骤4操作一次。

6．将上清液转入新的经硅烷化处理的离心管中，加1倍体积的1×CTAB沉淀缓冲液，混匀，室温放置30 min，观察沉淀生成。转入物明显沉淀生成，延长放置时间，随放置时间延长，沉淀量增加。

7．4000 r/min离心5～10 min，弃上清液，沉淀吹干。

8．按0.5 mL/g材料的比例加1 mol/L乙酸铵溶液时，沉淀溶解完全，再加入7.5 mol/L乙酸铵溶液至终浓度为2.5 mol/L。

9．加入两倍体积的异丙醇，混匀，室温放置10 min。

10．用细玻璃棒缠出核酸沉淀或12000 r/min 离心5 min，弃去上清液。

11．用70%乙醇洗涤沉淀，干燥后溶于TE（50 (L）。

12．加1 (L浓度1(g/mL RNase，4℃放置，备用。

注意：
1．上述两种方法效果都很好，纯化的DNA均可用于PCR等实验。

2．新鲜叶片在液氮中研磨时，注意不要溅到手上，以免冻伤。

六、作业与思考题

1. 沉淀DNA时加入终浓度为2.5 mol/L乙酸铵有什么用途？

2. 样品加入新的经硅烷化处理的离心管，为什么？
实验七  植物线粒体DNA的分离提取
一、原理和用途
通过差速离心除去细胞核与叶绿体，再离心沉淀获线粒体，用核酸酶降解缠绕的部分染色体DNA，除去膜后即可获得线粒体DNA（mtDNA）。该方法获得的产物可用于遗传分析，雄性不育的研究，线粒体基因的获得和线粒体遗传转化等。

二、实验材料 

植物茎叶。
三、溶液与缓冲液

1．线粒体DNA提取液:

缓冲液A：

30 mmol/L甘露醇

50 mmol/L Tris·HCl
3 mmol/L EDTA
0.1% BSA
10 mmol/Lβ－巯基乙醇，pH 8.0

缓冲液B：

1.25 mol/L NaCl

50 mmol/L Tris·HCl

20 mmol/L EDTA，pH 8.0

缓冲液C：

50 mmol/L Tris·H Cl

10 mmol/LEDTA ，pH 8.0

缓冲液D：

100 mmol/L NaCl

100 mmol/L Tris·HCl

50 mmol/L EDTA

100 mmol/L β-巯基乙醇，pH 8.0

2． 裂解缓冲液：

4% Sarkosyl

0.1 mol/L Tris·HCl

10 mmol/L EDTA，pH 8.0

3．TE缓冲液：

10 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0
1 mmol/L EDTA

4．TAE电泳缓冲液：

50×TAE储存液：

每1 L含Tris  242.0 g

冰乙酸 57.1 mL

0.5 mol/L EDTA，pH 8.0， 100 mL
5．溴化乙锭：

1000×储存液： 0.5 mg/mL溴化乙锭溶液   

1×工作液：    0.5 µg/mL溴化乙锭溶液

6．琼脂糖凝胶加样缓冲液： 0.25%（W/V）溴酚蓝，40%（W/V）蔗糖。

7．1 mol/L MgCl2溶液

8．0.7% 琼脂糖凝胶

9．苯酚，苯酚/氯仿

10．异丙醇

四、仪器设备及耗材

恒温振荡器，高速冷冻离心机(30K)，TGL-16离心机，台式离心机（4 K），恒温水浴锅，普通冰箱( 4.C)，低温冰箱(－20.C )，稳压电泳仪(500 V，300 mA)，紫外检测仪( 254 nm )，微型水平电泳槽。100 mL烧杯，50 mL量筒，1.5 mLＥP管，20～200 (L、1000 (L吸头，10 mL吸头，刻度离心管，50 mL塑料离心管，乳钵，剪刀，纱布，吸水纸。

五、实验方法

1．线粒体的分离

(1) 植物茎叶50 g剪碎，加入100 mL预冷的缓冲液A（按1：2比例），捣碎后，四层无菌纱布过滤。

(2) 液体1000 g离心10 min，弃沉淀。
(3) 上清液12000 g离心15 min，弃上清液。
(4) 加入10 mL缓冲液A悬浮沉淀，2000 g离心10 min，弃沉淀。

(5) 给上清液中加入1 mol/L MgCl2使终浓度为10 mmol/L，DNase至100 (g/mL，冰上放置1 h。

(6) 然后加入3倍体积的缓冲液B，轻轻混匀，12000 g离心15 min，弃上清液。

(7) 沉淀悬浮于50 mL缓冲液C中，12000 g离心15 min，弃上清液。

(8) 重复此步骤3次，沉淀用于mtDNA的提取。

2．线粒体DNA的分离

(1) 上述沉淀用600 (L缓冲液D，抽提一次，12000 g，离心15 min取上清液。

(2) 用600 (L苯酚、苯酚/氯仿各抽提一次，12000 g，离心15 min，取上清液。

(3) 然后加入2/3体积异丙醇，于-20℃放置大约20 min沉淀DNA。

(4) 12000 g离心15 min收集沉淀。

(5) 70%乙醇12000 g离心5 min洗涤沉淀。

(6) 去乙醇，干燥。

(7) 溶解于20 (L TE中。

(8) 0.7%琼脂糖凝胶电泳观察DNA谱带。
注意：
1．植物茎叶以鲜嫩为好，菠菜，洋葱较常用。

2．核酸酶降解缠绕的染色体DNA步骤是获得纯线粒体DNA的关键。

六、作业与思考题

1．为什么用0.7%琼脂糖凝胶电泳观察DNA谱带？
2．加入3倍体积的缓冲液B的作用是什么?
实验八  植物叶绿体DNA提取

一、原理和用途 

叶绿体是绿色植物特有的进行光合作用的细胞器，是核外相对独立的遗传体系，但又受到核基因组的控制。目前已用于高等植物叶绿体DNA提取的方法有DNase I法、蔗糖密度梯度离心法。研究叶绿体DNA（CpDNA）的结构和功能，对作物改良、提高光合效率、探索细胞器的起源、进化和基因组结构分析及细胞器遗传转化都具有重要的意义。提取植物叶绿体DNA用于细胞器基因组结构分析及细胞器遗传转化。

二、实验材料 

植物叶片、愈伤组织、原生质体等。
三、溶液与缓冲液

1. 细胞器分离缓冲液：

300 mmol/L山梨醇

50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0
5 mmol/L EDTA
0.1% BSA
0.1% α-巯基乙醇

2. DNase缓冲液：

细胞器分离缓冲液中含有13 mmol/L MgCl2，使用前加入DNase至250 (g/L。

3. 冲洗缓冲液：

150 mmol/L NaCl
50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0
25 mmol/L EDTA，pH 8.0。

4. 裂解缓冲液：

150 mmol/L Tris·HCl，pH 7.2
20 mmol/L EDTA。

5. 20% Sarkosyl溶液（溶解于裂解缓冲液中）。

6. 0.5 mol/L EDTA，pH 8.0
7. 52% 及30% 蔗糖液：

将蔗糖溶于50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0，20 mmol/L EDTA，0.1% BSA混合液中。

8. 1.6 mol/L、1.2 mol/L、0.6 mol/L蔗糖液：

将蔗糖溶解于50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0，20 mmol/L EDTA，0.1% BSA混合液中。

9. 1 mol/L CsCl/EB溶液：

1 mol/L CsCl

50 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0
10 mmol/L EDTA
0.2 mg/L EB。

10. 7 mol/L CsCl/EB溶液：

7 mol/L CsCl，

0.1% Sarkosyl
0.2 mg/L EB。

11. CsCl饱和的异丙醇：0.5 mol/L EDTA，pH 8.0，3 mol/L NaAc。

12. 二乙醚

13. 3 mol/L NaAc
14. 无水乙醇

四、仪器设备及耗材

高速冷冻离心机(30 K)，超速离心机，TGL-16 离心机(20 K)，旋涡混合器，匀浆器，电热恒温水浴锅，普通冰箱，低温冰箱(-80℃)，稳压电泳仪(500 V，300 mA)，微型水平电泳槽，真空抽干机，可见光分光光度计。150 mL烧杯，250 mL烧杯，1000 mL无菌烧杯，50 mL离心管，200 mL离心管，1000 (L吸头，超速离心管，透析袋，硅化离心管，4层无菌细布。
五．实验方法

1．材料预处理及匀浆

(1) 取100 g叶片或50～70 g愈伤组织，二乙醚处理，冷蒸馏水洗涤后切割成小块，置匀浆器中，加入400 mL 4℃预冷的细胞器分离缓冲液，中速匀浆1～2 min。

(2) 用4层无菌细布将匀浆过滤到1 L无菌烧杯中。
2．差速离心分离细胞器

(1) 匀浆液转入无菌分离管中，4℃、700 g离心10 min。转移上清液至另一个离心管中。

(2) 上清液于4℃、2000 g离心10 min，去上清液，沉淀置冰浴中放置，准备进行叶绿体DNA提取。

3． DNase处理除核DNA污染

(1) 将上述沉淀悬浮于25 mL DNase缓冲液中，于冰上放置1 h，其间不时摇动。

(2) 加入EDTA溶液至终浓度为20 mmol/L，终止反应。

(3) 于4℃、2000 g离心15 min，收集叶绿体，沉淀悬浮于30 mL细胞器分离缓冲液中。

4． 不连续蔗糖密度梯度区带离心纯化叶绿体

(1) 制备蔗糖梯度：取4只50 mL离心管，于底部加入18 mL 52％蔗糖液，其上注入7 mL 30％蔗糖液。

(2) 离心分离：取7.5 mL叶绿体悬液上样于蔗糖梯度上，平衡后用水平转子于4℃、20 000 r/min离心20 min。

(3) 吸取52%与30％蔗糖界面上的叶绿体条带，置250 mL烧杯中。

5． 细胞器裂解

(1) 极缓慢地向收集地细胞器样品中加入3倍体积地细胞器分离缓冲液，使样品稀释。

(2) 将稀释的细胞器悬液转移到离心管中，2 000 g离心15 min，去上清液。

(3) 沉淀重悬浮于25 mL细胞器冲洗缓冲液中，于4℃、2 000 g离心15 min，去上清液。

(4) 沉淀悬浮于5 mL裂解缓冲液，置冰上，摇动中滴加20％ Sarkosyl溶液至终浓度为1％。

6． CsCl/EB密度梯度离心分离细胞器DNA

(1) 在超速离心管中加入适量的 1 mol/L CsCL/EB，55℃水浴保温5 min，再加入1.2倍体积的7 mol/L CsCL/EB。

(2) 将裂解液于4℃，500 g低速离心5 min。

(3) 取上清液，加入到超速离心管CsCL/EB介质中，封管，轻缓倒置离心管混匀。

(4) 40 000 r/min离心16 h，320 nm紫外光下观察DNA区带，穿针取出DNA条带。

(5) 加入等体积CsCl饱和的异丙醇抽提EB。

(6) 水相置透析袋中，于4℃dH2O中，磁力搅拌器条件下透析24 h以上，其间更换dH2O几次。

(7) 将透析袋内溶液转移至硅化离心管中，加入0.1体积的3 mol/L NaAc和2倍体积的无水乙醇，混匀，－20℃放置过夜。

(8) 10 000 r/min离心10 min，去上清液，沉淀真空抽干后溶于适量的dH2O中，检测。
注意：

1． 叶绿体DNA提取之前将试材于黑暗处培养，可以降低叶绿体中醣类含量，有利于提取。

2． 如果试材中酚类物质的存在影响了mtDNA的产量时，在分离缓冲液中加入1.0％PVP。酚类物质易使DNA变黄，但是不影响后面操作。

3． 该制备过程使用两次密度梯度离心，不仅操作十分复杂、费时，而且成本高，非必要时不必采用。可以在步骤3之后接步骤5，然后用0.1体积的3 mol/L NaAc和2倍体积的无水乙醇沉淀DNA。

六、作业与思考题

1. 细胞器裂解时，沉淀要充分悬浮后再慢慢加入Sarkosyl，目的是什么?

2. 为什么制备过程使用两次密度梯度离心? 

实验九  动物组织样品总RNA的分离提取 

RNA分离提取的最关键是尽量减少RNA酶（RNase）的污染。由于RNase无处不在，且活力强（活性的发挥不需要辅助离子，蛋白变性剂只能使之暂时变性）、稳定性好（耐酸、耐热、耐碱，煮沸也不能使之完全失活），只要存在有极微量的RNase就可能降解RNA，所以RNA提取比DNA提取更需小心。提取RNA中防止RNase污染的措施有：（1）所用器皿必须彻底灭菌消毒，塑料器皿用0.1％焦碳酸二乙酯（DEPC）的水溶液处理12 h以上，或在0.5 mol/L NaOH中浸泡10 min后用0.1％DEPC水溶液彻底清洗，高压灭菌后，置于80℃烘箱烘干；新的试管和吸头也需灭菌；耐高温的玻璃器皿、陶瓷器皿和金属器皿，在180℃烘箱烘烤6 h以上。（2）提取环境最好干净无菌，并给予低温条件。一般在超净工作台上操作，大部分操作应在冰浴中进行。（3）操作时带上—次性手套和口罩，并勤换手套。（4）提取缓冲液中加入RNase抑制剂。常用的RNase抑制剂有：①RNase的蛋白抑制剂（RNasin），是从人胎盘中分离的一种蛋白质，可与多种RNase紧密结合，形成非共价结合的等摩尔复合物，使RNase失活；②氧钒核糖核苷复合物，这是由氧钒（IV）离子和4种核糖核苷之中任一种形成的复合物，是一种过渡态类似物，它能与多种RNase结合，并能接近完全抑制RNase的活性；③硅藻土（macaloid）是一种粘土，能吸附RNase。（4）根据DNA与RNA在不同pH下稳定性不同，使提取环境保持酸性可以防止RNA被降解。

方法一  异硫氰酸胍一步法制备总RNA

一、原理和用途  

为了获取高质量的RNA，必须最大限度地抑制细胞破碎过程中所释放的RNA酶活性；异硫氰酸胍溶液为强烈变性剂，不但能够迅速溶解蛋白质导致细胞结构破坏，使核酸从二级结构被破坏的核蛋白上解离下来，而且能够有效灭活RNA酶。用异硫氰酸胍裂解动物培养细胞或者组织样品，操作较少，是从高内源性RNA酶组织或者细胞提取RNA的首选方法。提取的总RNA可以用于Northern杂交，进行基因表达调控方面的分析。

二、实验材料

动物组织样品。
三、溶液与缓冲液 

1． 变性溶液：

4 mol/L异硫氰酸胍

25 mmol/L柠檬酸钠pH 7.0

0.1 mol/L 2-ME(β-巯基乙醇)，

0.5%(w/v)N-十二烷基肌氨酸(Sarkosyl)。

配制方法：在含293 mL H2O，17.6 mL 0.75 mol/L柠檬酸钠pH 7.0和26.4 mL 10% Sarkosylde 的溶液中加入250 g异硫氰酸胍，加热至60~65℃，并持续搅拌配制贮存液；每50 mL贮存液中加入0.35 mL 2-ME即配制成工作液。

2． 2 mol/L乙酸钠，pH 4.0缓冲液
配制方法：将272 g NaAc•3H2O溶于水，用2 mol/L乙酸调校至pH 4.0，补加水至1 L。
3． 3 mol/L 乙酸钠，pH 5.2
配制方法：将408 g NaAc•3H2O溶于水，用3 mol/L乙酸调校至pH 5.2，补加水至1 L。
4． 水饱和酚。
5． 氯仿/异戊醇49:1(V/V)
6．DEPC(焦碳酸二乙酯)处理水

配制方法：将待处理100 mL超纯水中加入0.1 mL DEPC，室温下磁力搅拌过夜，再高压去除残留的DEPC。

7．100%异丙醇。

8．75%乙醇(用DEPC处理水配制)。

9．0.5%SDS(W/V)，DEPC处理

四、仪器设备及耗材

高速冷冻离心机，组织材料匀浆器(polytron)或者玻璃Telflon匀浆器，20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器，200 (L、1000 (L吸头，1.5 mL离心管等，5 mL聚丙烯管。
五、实验方法

1．每100 mg动物组织样(新鲜的或者-70℃保存的)加入1 mL冰预冷的变性液，在冰浴中迅速匀浆15~30 s，充分研碎组织。

2．将匀浆液移入5 mL聚丙烯管，加入2 mol/L乙酸钠缓冲液(pH 4.0)0.1 mL(0.1倍体积)，充分混匀；加入1 mL水饱和酚，混匀；再加入0.2 mL(0.2倍体积)的氯仿/异戊醇(49:1)，充分混匀后冰浴15 min。

3．在4℃，10 000 g离心20 min，将上层水相移入一干净试管中，加入1 mL(等体积)异丙醇－20℃放置至少30 min沉淀RNA，4℃，10 000 g离心10min。

(从高糖原含量的组织如肝分离RNA，需在异丙醇沉淀后，在4 mol/L LiCl中将沉淀震荡旋起以洗去糖原。5 000 g离心沉淀RNA，用变性液重溶RNA后接着后续操作)

4．弃上清液，再加0.3 mL变性液重悬RNA沉淀物，震荡直至RNA完全溶解，并移入1.5 mL微量离心管中，加0.3 mL异丙醇在－20℃放置30 min沉淀RNA，4℃，10 000 g离心10 min。
5．弃上清液，重悬RNA沉淀于75%乙醇，旋起沉淀，室温放置10～15 min，4℃，10 000 g离心5 min。

6．弃上清液，真空干燥5～10 min，避免沉淀完全干燥，加入100～200 (L DEPC处理过的水或者DEPC处理过的0.5% SDS重悬RNA。

7．取10 (L稀释至1 mL测A260和A280，计算RNA的浓度(1A260=40 (g/mL RNA)，纯化RNA 的A260/A280比值通常在1.7～2.0。

8．再取10 (L进行1%非变性琼脂糖凝胶电泳快速分析(5～10 min)，28S rRNA和18S rRNA的带应该呈比较集中的分布，而且前后缘界限明显，而且前者与后者比值约为2:1，表明RNA无降解。

9．剩余RNA溶液中加入3倍体积的乙醇，-70℃贮存备用。

注意：

1． 进行RNA的操作包括RNA的提取、mRNA的制备以及RT-PCR时，所用的一切实验器材和溶液都要进行无RNase处理(烘烤或者用DEPC处理)，应该专门配备进行RNA的操作的超净工作台以及其它设备。

2． DEPC是一种致癌剂，。使用DEPC时操作人员应戴上手套和口罩并在通风橱中操作。

六、作业与思考题

1． 通过异硫氰酸胍一步法从小鼠肌肉组织中提取总RNA，测A260/A280计算RNA的浓度，并进行甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测RNA的质量。

2． 实验过程中应该采取怎样的措施才能尽可能避免RNase的污染？

3． 如何检测提取RNA的质量？

方法二  用TRIzol试剂制备总RNA

一、原理和用途

TRIzol RNA提取试剂盒是由GIBCO BRL公司推出的产品，其中含有强烈的RNase抑制剂，对动物培养细胞或者组织RNA提取都适合，而且操作方法简便快捷，1 h之内即可完成，所制备的RNA可用于cDNA合成以及Northern Blot等。

二、实验材料

动物培养细胞或者组织。
三、溶液与缓冲液

1． TRIzol试剂

2． 氯仿

3． 异丙醇

4． 75%乙醇

5． DEPC处理过的水或者0.5%(W/V)SDS溶液。

四、仪器设备及耗材

研钵或者组织材料匀浆器(polytron)，高速冷冻离心机，20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器及吸头，1.5 mL EP管等。
五、实验方法

1．将50~100 mg动物组织样(新鲜的或者-70℃保存的)放入盛有液氮的研钵中充分研碎，研磨过程中要不断加入液氮。研成粉末后等研钵内温度稍上升后加入1 mL的TRIzol试剂，充分混匀后移入1.5 mL的EP管中，置室温10 min。

2．加入氯仿0.2 mL，摇振15 s，置室温2～3 min。

3．4℃，10 000 g离心5 min。

4．仔细吸取上层水相，移至另一EP管。

5．加0.5 mL异丙醇，置室温10 min。

6．4℃，10 000 g离心10 min，弃上清液。

7．加75%乙醇1 mL，摇振，充分洗涤沉淀，4℃，10 000 g离心5 min。

7． 弃上清液，真空干燥后，沉淀重悬于无RNase的水中，取10 (L稀释至1 mL测A260和A280；后加入3倍体积的70%乙醇，－70℃贮存备用。

附：RNA甲醛变性电泳

一、原理和用途 

RNA经过变性琼脂糖凝胶电泳分离，可以检测提取的RNA质量；也可以转移到硝酸纤维素滤膜上，然后通过Northern Blot分析RNA的数量以及大小。
二、溶液与缓冲液

1．DEPC

2．琼脂糖

3．10×甲醛凝胶电泳缓冲液：

0.2 mol/L MOPS[3-(N-玛琳代)丙磺酸]，pH 7.0

0.05 mol/L 乙酸钠

0.01 mol/L EDTA，pH 8.0。

配制方法：在 800 mL经用DEPC处理的水中加入41.8 g MOPS，用2 mol/L氢氧化钠将溶液的pH值调至7.0，加16.6 mL 3 mol/L乙酸钠溶液，20 mL 0.5 mol/L的EDTA，pH 8.0，用DEPC处理的水定容至1 L，0.2 (m微孔滤膜过滤除菌，室温避光保存。

4．37%甲醛 (12.3 mol/L)

5．甲醛上样缓冲液：

50%甘油

1 mmol/L EDTA，pH 8.0

0.25%溴酚蓝

0.25%二甲苯青FF。

6．EB (10 mg/mL)

三、仪器设备及耗材

电泳仪和水平电泳槽，20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器及吸头，1.5 mL EP管等。
四、实验方法

1． 配制1%琼脂糖变性胶：10 mL 10×甲醛凝胶电泳缓冲液，90 mL 0.1% DEPC水，1.0 g琼脂糖；加热至胶完全融化后，在室温放置直至冷却到60℃，依次加入6 (L EB (10 mg/mL)，5.4 mL 37%甲醛，混匀并置通风橱中15 min后倒入制胶器中制胶。

2． 加样及电泳：加样前先将凝胶放入装有1×甲醛凝胶电泳缓冲液的电泳槽中预电泳10 min；然后将制备好的RNA样品取10～20 (g，真空干燥后加入20 (L甲醛上样缓冲液，95℃水浴变性2 min，然后加至凝胶加样孔。可以用已知大小的RNA作为分子量标准参照物，如18S或者28S rRNA或者9S兔β-珠蛋白mRNA。在100 V电压下电泳1～2 h，直到溴酚蓝染料迁移到胶下游3/4处。

3． 电泳结束后将凝胶照相，可以检测提取的RNA质量。 

可以通过转膜进行后续的Northern Blot。
实验十  动物组织样品mRNA的分离提取 

—mRNA的寡聚(dT)纤维素纯化法

一、原理和用途 

该方法利用mRNA 3′末端含有Poly(A)尾的特点，在RNA流经含有寡聚(dT)纤维素的柱时，在高盐缓冲液的作用下，mRNA被特异地结合在寡聚(dT)纤维素上，当逐渐降低盐的浓度洗脱时或者在盐溶液和蒸馏水的情况下，mRNA被洗脱下，经过两次寡聚(dT)纤维素柱后，可以得到较高纯度的mRNA。所制备的mRNA在用于构建cDNA文库、Northern Blot以及S1核酸酶作图分析时，与总RNA相比，能够获得更为满意的结果。

二、实验材料

动物组织样品总RNA。
三、溶液与缓冲液

1．DEPC处理的水

2．5 mol/L NaOH

3．0.1 mol/L NaOH

4． Poly(A)上样缓冲液：

0.5 mol/L LiCl

10 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5

1 mmol/L EDTA，pH 8.0，

0.1%(W/V) SDS

5．10 mol/L LiCl (DEPC处理)

6．洗脱缓冲液：

0.15 mol/L LiCl

10 mmol/L Tris·HCl，pH 7.5

1 mmol/L EDTA，pH 8.0

0.1%(W/V) SDS
7．2 mmol/L EDTA，pH 8.0和0.1% (W/V ) SDS

8．3 mol/L乙酸钠，pH 5.2 (DEPC处理)

9．无RNase的TE缓冲液：

用DEPC处理的水配制TE缓冲液：

10 mmol/L Tris·HCl (pH 8.0)

1 mmol/L EDTA (pH 8.0)。

四、仪器设备及耗材

已硅烷化的柱子，已硅烷化的SW-55离心管，寡聚(dT)纤维素。20 (L、200 (L、1000 (L微量移液器及吸头，1.5 mL EP管等。
五、实验方法

1． 先用10 mL 5 mol/L NaOH清洗已硅化的层析柱，然后用水冲洗。取0.5 g寡聚(dT)纤维素干粉加于1 mL 0.1 mol/L NaOH中，倒入柱内，用约10 mL水冲洗。

(层析柱可以用已硅化的巴斯德吸管堵上已硅化的玻璃棉；或者用容量为2 mL的已硅化的一次性柱子)

2． 用20～30 mL上样缓冲液平衡寡聚(dT)，直到pH值接近7.5。

3． 在70℃下加热含2 mg总RNA的水溶液10 min，再用10 mol/L LiCl调节溶液中LiCl至终浓度为0.5 mol/L。

4． 将RNA溶液加入寡聚(dT)柱内，并用1 mL Poly(A)上样缓冲液洗涤，将流出液重新上柱2次以上。

5． 用2 mL洗脱缓冲液洗柱，用盛有2 mL 2 mmol/L EDTA (pH 8.0)和0.1%(W/V) SDS的试管收集洗脱的RNA溶液。

6． 按步骤2重新平衡柱子，重复步骤2～4的Poly(A)选择吸附和洗脱的过程。

7． 在洗脱出的RNA溶液中加入1/10体积的3 mol/L乙酸钠，加入2.5倍体积乙醇，转入硅烷化的离心管中，－20℃放置30 min。

8． 4℃，10 000 g离心15 min，回收mRNA，用70%的乙醇洗涤沉淀(通常看不见)，弃去乙醇，晾干沉淀，用150 (L无RNase的TE缓冲液悬浮沉淀。

9． 取5 (L溶液70℃下加热5 min，在1%非变性琼脂糖凝胶电泳中快速检查mRNA的质量，电泳照相后mRNA应呈比较集中的分布，而且前后缘界限明显，说明mRNA比较完整，没有降解。

六、作业与思考题

1．从上次提取的小鼠肌肉组织总RNA中制备mRNA并进行甲醛变性琼脂糖凝胶电泳检测RNA的质量。

2. 从总RNA中制备mRNA的原理是什么？
实验十一  植物组织样品总RNA的分离提取

从植物组织中提取RNA是进行植物分子生物学方面研究的必要前提。要进行Northern杂交分析，纯化mRNA以用于体外翻译或建立cDNA文库，RT-PCR及差示分析等分子生物学研究，都需要高质量的RNA。因此，从植物组织中提取纯度高、完整性好的RNA是顺利进行上述研究的关键所在。
由于植物组织特别是高等植物组织细胞内外组成成分的复杂多样性，使得植物组织RNA的提取相对于其它生物材料来说要困难的多。一般认为在这些植物组织中，或富含酚类化合物，或富含多糖，或含有某些尚无法确定的次级代谢产物，或RNase的活性较高。在完整的细胞内这些物质在空间上与核酸是分离的，但当组织被研磨，细胞破碎后，这些物质就会与RNA相互作用。酚类化合物被氧化后会与RNA不可逆地结合，导致RNA活性丧失及在用苯酚、氯仿抽提时RNA的丢失，或形成不溶性复合物；而多糖会形成难溶的胶状物，与RNA共沉淀下来；萜类化合物和RNase会分别造成RNA的化学降解和酶解。对于这些植物材料，用常规的RNA提取方法（如胍法、苯酚法和十六烷基三甲基溴化胺法等）难以提取出其RNA。
迄今，已有许多植物RNA提取方法的报道，常用的有异硫氰酸胍法、热酚法、SDS法和LiCl沉淀法等。实践中经常会发现，即使同一种植物的不同组织，其RNA提取方法会有很大的不同；含有某种干扰因素的不同植物材料，其适用的RNA提取方法可能不同；即使是同一种植物同一种组织材料，但来源于不同基因型植株，其RNA提取方法也可能不一样。所以，对于某一植物或其组织来说，其相应的RNA提取方法必需经过摸索和实践才能确立。
由于RNase无处不在，且活力强、稳定性好，只要存在有极微量的RNase就可能降解RNA，所以RNA提取比DNA提取要求更为严格，尽量减少RNA酶（RNase）的污染。提取RNA中防止RNase污染的措施见本章实验十二。

方法一  异硫氰酸胍法

一、原理和用途

异硫氰酸胍法是利用异硫氰酸胍与β－巯基乙醇共同作用抑制RNase的活性；异硫氰酸胍与十二烷基肌氨酸钠（Sarcosyl）作用使蛋白质变性，从而释放RNA；酸性条件下DNA极少发生解离，同蛋白质一起变性被离心下来，RNA则溶于上清中，用酚:氯仿有机溶剂抽提去除蛋白质。此外，酚能使蛋白质有效变性。此法所提RNA纯度高、完整性好，较适合纯化mRNA，逆转录及构建cDNA文库，因此为大多数人所采用。

二、实验材料

幼嫩植物组织。
三、溶液与缓冲液

1． 异硫氰酸胍溶液：

4 mol/L异硫氰酸胍

25 mmo1/L柠檬酸钠，pH 7.0

0.5％十二烷基肌氨酸钠

0.1 mol/Lβ-巯基乙醇

2．2 mol/L NaAC（pH 4.0）：

用27.21g CH3COONa·3H2O，溶于80 mL DEPC处理灭菌水中，用冰乙酸调pH为4.0，然后定容到100 mL，高压灭菌。

3．水饱和苯酚（pH 4.0）

4．70%乙醇：用无RNA酶灭菌水配制。

5．RNase-free灭菌水。
四、仪器设备及耗材

高速低温离心机，超净工作台，200 (L、1000 (L移液器，1～20 (L、200 (L、1000 (L Tip头，1.5 mL离心管，剪刀，镊子，不锈钢药品勺，研钵，试剂瓶、一次性PE手套等。

五、实验方法

1．取两只50 mL离心管，各加入15 mL异硫氰酸胍溶液，于冰浴中预冷。

2．取2 g新鲜的幼嫩植物组织放在研钵中，加入液氮，迅速研磨成均匀的粉末。

3．将粉末全部移入冰浴中预冷的离心管中，振荡离心管混合均匀，将离心管重置于冰浴中。

4．加入2 mol/L NaAc 1.5 mL，水饱和酚15 mL和氯仿/异戊醇3 mL，每加一种试剂都轻轻摇晃离心管混合均匀，最后将离心管盖紧，倒转几次混合均匀，冰浴中静置15 min。

5．4℃、15 000 g离心30 min，将上层水相转移至另一干净的离心管中，向管中加入等体积的异丙醇，混匀，置－20℃冰箱冷冻1 h。

6． 4℃、13 000 g离心25 min，小心去除上清液；沉淀溶于5 mL异硫氰酸胍溶液中（体积为第一次异硫氰酸胍溶液体积的1/3），再加入等体积的异丙醇，混匀后置－20℃冰箱冷冻1 h。

7．4℃条件下13 000 g离心20 min，弃上清液；沉淀用70％乙醇洗一遍，稍微晾干后，溶于适量体积（约500 (L）DEPC处理的水中。

8．通过琼脂变性电泳分析RNA的完整性，用紫外分光光度计确定含量。
注意：

1． 此法一般适合于从含多糖和酚类低的材料中提取RNA。

2． 完整性好的RNA应呈现三条带，为28S rRNA、18S rRNA和5S rRNA，其分子大小见表1－1。其中28S rRNA条带的亮度应约为18S rRNA条带的两倍。如果两条带的亮度反过来了，说明28S rRNA已降解成18S大小。如无清晰条带，表明RNA已严重降解。如果在点样槽内或槽附件有荧光区带，则表明RNA中有DNA污染。

表1－1  RNA的长度与分子量

	核    酸
	核苷酸数(bp)
	分 子 量

	28S  rRNA
	4 800
	1.6×106

	23S  rRNA
	3 700
	1.2×106

	18S  rRNA
	1 900
	6.1×105

	16S  rRNA
	1 700
	5.5×105

	 5S  rRNA
	120
	3.6×104

	E.coli tRNA
	75
	2.5×104


3． 根据紫外分光光度计测定结果，可判断RNA的纯度。纯的RNA溶液其OD260/OD280的比值应介于1.7～2.0，OD260/OD230的比值应大于2.0。如果OD260/OD280的比值太小，说明有蛋白或苯酚污染；比值大于2.0，则可能被异硫氰酸胍等污染。这两种情况下，应用氯仿重新抽提，并在吸取液相时特别仔细，防止吸到液相与有机相交界层。OD260/OD230的比值小于2.0时，表明有小分子及盐存在，可重沉，沉淀用70％乙醇洗涤。

4． 为了防止RNA经常化冻融而降解，应分装于几支离心管中，加入2.5倍的无水乙醇，贮藏于－70℃低温条件下可保存一年以上。但使用时需加入无RNase-free的NaAc溶液（终浓度0.3 mol/L），4℃、1000 g离心10 min，用70％乙醇洗沉淀一遍，稍微晾干后，溶于适量体积DEPC处理的水中。

方法二  热酚法

一、原理和用途

热酚法是利用高温下SDS和酚能使蛋白强烈变性，同时抑制RNase活性来迅速提取RNA。

二、实验材料

幼嫩植物组织。
三、溶液与缓冲液

1． 提取缓冲液：

0.1 mol/L NaCl

2％ SDS

50 mmol/L Tris·HCl，pH 9.0

10 mmol/L EDTA，pH 8.0。

2．酚（水饱和，pH 4.0）/氯仿/异戊醇＝25:24:1

3．氯仿/异戊醇＝24:1
4．3 mol/L NaAc（pH 5.2）：用40.81 g CH3COONa·3H2O，溶于80 mL DEPC处理灭菌水中，用冰乙酸调pH为5.2，然后定容到100 mL，高压灭菌。

5． 70％乙醇

6． 100％乙醇

7．RNase-free灭菌水
四、仪器设备及耗材

高速低温离心机，超净工作台，200 (L、1000 (L移液器，1～20 (L、200 (L、1000 (L Tip头，1.5 mL离心管，剪刀，镊子，不锈钢药品勺，研钵，试剂瓶、一次性PE手套等。

五、实验方法

1．取100～200 mg植物材料，放入用液氮预冷的研钵，加液氮充分研磨、

2．将粉末移入1.5 mL离心管中，加600 (L RNA提取缓冲液及等体积酚（水饱和，pH 4.0）/氯仿/异戊醇，剧烈振荡30 s，使其充分混匀。

3．5℃水浴保温5 min（中间摇晃一次），13 000 r/min离心10 min。

4．将上清移至另一离心管中，加1/2倍体积氯仿/异戊醇混匀。室温、13 000 r/min离心5 min。

5．将上清移至另一离心管中，加入40 (L 3 mol/L NaAc（pH 5.2）和2倍体积100％乙醇，混匀，－20℃沉淀30 min。4℃、15 000 r/min离心20 min，去上清液。

6．70％乙醇洗沉淀，在超净台上干燥5 min，用10～50 (L RNase-free ddH2O溶解。

7．对提取的RNA完整性、纯度和浓度进行测定。

注意：

此法简单快速，特别适合于大量欲鉴定材料的RNA提取。但RNase抑制不彻底，RNA产量不高。

方法三  SDS法

一、原理和用途

SDS法是利用SDS能去除植物组织中的蛋白质和部分多糖，高浓度的K+离子与多糖形成复合物而沉淀出，PVP有很强的结合多酚化合物的能力，形成稳定的复合物，使多酚类物质不能成为多酚氧化酶的底物而被氧化，并可以在以后的抽提步骤中被除去。

二、实验材料

幼嫩植物组织。
三、溶液与缓冲液

1． 提取缓冲液：

100 mmol/L NaAc

50 mmo1/L EDTA，pH 8.0

0.5 mol/L NaCl

2％PVP（MW10 000）

调pH至5.5

然后加入SDS至1.4％，用前加入10 mmol/L半胱氨酸。

2．5 mol/L KAc（pH 4.8）：29.4 g KAc溶于60 mL DEPC处理灭菌水中，溶解后再加入11.5 mL冰乙酸及28.5 mL DEPC处理灭菌水，所得溶液中含有3 mol/L的K+及5 mol/L的Ac-离子。

3．3 mol/L NaAc（pH 5.2）：见热酚法。

4．70%乙醇：用无RNA酶灭菌水配制。
5．酚（水饱和，pH 4.0）/氯仿/异戊醇＝25:24:1
6．无水乙醇

7．DEPC处理的灭菌水
四、仪器设备及耗材

高速低温离心机，水浴锅，涡旋器，超净工作台，200 (L、1000 (L移液器，1～20 (L、200 (L、1000 (L Tip头，1.5 mL离心管，剪刀，镊子，不锈钢药品勺，研钵，试剂瓶、一次性PE手套等。

五、实验方法

1．取1 g植物的叶、茎、愈伤组织、块茎或块根等材料的组织，转入研钵中用液氮研磨至粉末状。

2．将未化解的粉末转入10 mL提取缓冲液中，小心地匀浆或摇动使粉末分散开。

3．65℃水浴10 min，间或摇动。

4．室温、10 000 g离心10 min。

5．取上相，加入1/3倍体积的5 mol/L乙酸钾（pH 4.8），温和混匀；然后冰浴30 min。

6．4℃、10 000 g离心10 min，收集上清液。

7．加入等体积酚/氯仿/异戊醇，剧烈振荡30 s，使其充分混匀。室温、13 000 r/min离心5 min，收集上清液。 

8．加入2倍体积的无水乙醇，置于冰浴（0℃）2 h。

9．4℃、10 000 g离心10 min，弃上清液；在沉淀物中加入7 mL冷的3 mol/L NaAc（pH 5.2）。涡旋使沉淀物分散开，冰浴5 min，再以4℃、10 000 g条件下离心20 min。

10．再用7 mL冷的3 mol/L NaAc（pH 5.2）重新冲洗一次沉淀物，涡旋并冰浴5 min后，离心收集沉淀物。

11．将沉淀物溶于l mL DEPC处理的灭菌水中，加入100 (L 3 mol/L NaAc（pH 5.2）和2 mL无水乙醇，置于-20℃30 min，利于RNA沉淀。

12．4℃、10 000 g离心30 min，收集RNA沉淀。

13．用l mL 70％乙醇冲洗RNA沉淀物三次，凉干（5 min）后溶于50 (L DEPC处理的灭菌水中。

注意：

本方法特别适用于含较高多糖及多酚类物质的松柏针叶、马铃薯块茎和番薯等植物材料的RNA提取。
方法四  LiCl沉淀法

一、原理和用途

LiCl沉淀法的原理是LiCl在乙醇溶液中的溶解度很高而且不随核酸共沉淀，在大多数情况下，可沉淀大分子RNA。

二、实验材料

幼嫩植物组织。
三、溶液与缓冲液

1． 提取缓冲液：

100 mmol/L LiCl

100 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0

100 mmol/L EDTA，1％SDS。

2．4 mol/L及2 mol/L LiCl。

3．50 mmol/L EDTA。

4．RNase-free灭菌水
5．70%乙醇
6．氯仿/异戊醇＝24:1

7．5 mol/L Kac

8．2％PVP

9．10 mmol/L的半胱氨酸
四、仪器设备及耗材

高速低温离心机，水浴锅，涡旋器，超净工作台，200 (L、1000 (L移液器，1～20 (L、200 (L、1000 (L Tip头，1.5 mL离心管，剪刀，镊子，不锈钢药品勺，研钵，试剂瓶、一次性PE手套等。

五、实验方法

1．根据实验需要，取0.1～15 g叶片或愈伤组织置液氮中冷冻，研磨成粉。

2．加入3～5倍体积80℃预热的提取缓冲液，混匀。

3．加入0.5～1倍体积的氯仿/异戊醇，混匀，4℃、10 000 g离心15 min。

4．取上相，重复氯仿/异戊醇抽提1次。

5．取上相，加入1倍体积的4 mo1/L LiCl，混匀后于4℃沉淀过夜或-20℃放置3 h以上，以沉淀RNA。

6．4℃、12 000 g离心30 min，去上清液。

7．沉淀重悬于2 mol/L LiCl和50 mmol/L EDTA中，4℃、12 000g离心30 min，收集RNA沉淀，70％乙醇漂洗，吹干，溶于适量RNase-free灭菌水中，备用。
注意：

1． 对于鉴定转化材料的简单快速提取，可在提取液中加入饱和酚，省去氯仿/异戊醇重复抽提及2 mo1/L LiCl的再次沉淀；对于富含多糖的植物材料，操作中可采用或合用以下方法去除多糖，做法是在提取缓冲液提取（步骤2）后，离心上相中加入1/3体积的5 mol/L KAc，冰浴中放置30 min后，4℃、10 000 g离心10 min，收集上清液。对于富含多酚类物质的材料，提取缓冲液中可加入2％PVP及10 mmol/L的半胱氨酸。但如果沉淀的RNA将用于无细胞翻译或反转录，则应避免使用LiCl，因为痕量的Li+会影响翻译和反转录系统中的酶活性。

2． 用DEPC（浓度0.5%，V/V）处理的容器和水，应当进行高压灭菌或于100℃加热15 min，以便除去器皿和水中痕量的DEPC，以防DEPC通过羧甲基化作用对RNA的嘌呤碱基进行修饰。
3． 用于RNA电泳的电泳槽应用去污剂洗干净，再用水冲洗，用乙醇干燥，然后灌满３％的H2O2溶液，于室温放置10 min，然后用0.1％DEPC处理过的水彻底冲洗电泳槽。最好能留出一些玻璃器皿、塑料制品和电泳槽作上特殊标记，存放在指定地点，为RNA实验专用。
4． RNA酶最主要的潜在污染源是研究人员的手。因此，在准备分离的和分析RNA的材料和溶液以及提取RNA的一切操作过程中，都应戴一次性手套，并应勤换手套。
5． DEPC可与胺类迅速发生化学反应，因此不能用来处理含有Tris 一类的缓冲液。可存几瓶新的未开封的Tris试剂，以制备无RNA酶的溶液。
6． DEPC有致癌之嫌，使用时应带手套。
六、作业与思考题
1. 比较以上四种植物RNA提取方法的原理和适用对象，各有何区别?

2. 如何分析RNA的完整性和纯度？

3. 若出现RNA降解或纯度不高，应如何解决？
实验十二 植物组织样品mRNA的分离提取

一、原理和用途
根据细胞内RNA的功能，可分为rRNA（75%）、tRNA（15%～20%）、mRNA（1%～5%）。mRNA的分离提取对cDNA合成及构建cDNA文库，RNA杂交及基因表达调控研究是必要的。与rRNA和tRNA相比，大多数真核生物的mRNA分子种类繁多，分子量大小不均一，在细胞中含量少。成熟的mRNA主要存在于细胞质中，大部分mRNA分子（除血红蛋白及有些组蛋白mRNA以外）均与蛋白质结合在一起形成核蛋白体。
与rRNA和tRNA不同的是，真核生物的绝大多数mRNA 3’末端具有20～250个多聚腺苷酸尾巴（poly A tailer）。利用此特征，用寡聚（dT）亲合层析可很方便地从总RNA中分离mRNA。其原理是在RNA流经Oligo（dT）的纤维素柱时，在高盐缓冲液作用下，带有Po1y（A）尾巴的mRNA能与连在纤维素介质上的短链（通常长度为18～30个核苷酸）Oligo（dT）形成稳定的RNA-DNA杂合链，后逐渐降低盐度，最后在低盐或蒸馏水中mRNA被洗下来，从而达到mRNA从细胞总RNA中分离的目的。

PolyAT tractR mRNA Isolation System是Promega公司开发的用于分离mRNA的试剂盒，其基本原理与纤维素亲和层析分离mRNA相同，它基于用生物素酰化的Oligo（dT）探针[Biotinylated-oligo (dT) probe]和mRNA Poly（A）尾巴之间配对退火的特性，再通过链霉抗生物素蛋白-顺磁颗粒（streptavidin-paramagnetic particles，SA-PMP）捕获生物素化的Oligo（dT）探针，通过磁性分离架捕获和洗涤探针/mRNA杂交体，最后用RNase-free H2O将mRNA洗脱下来，从而达到分离mRNA的目的。该系统操作简单，快速灵敏，分离的mRNA质量高，可用于体外翻译和合成cDNA。其原理和过程见图1－1.

由于mRNA容易受RNase的攻击而降解，加上RNase广泛存在且极为稳定，因此在提取过程中要严格防止RNase的污染，并设法抑制其活性，这是本实验成败的关键。
[image: image1.bmp]
方法一  Oligo(dT)纤维素亲和层析法

一、实验材料

总RNA提取液。
二、溶液与缓冲液

1． 上样缓冲液(2×)：

40 mmol/L Tris·HC1，pH 7.6
1 mmol/L LiCl
2 mmol/L EDTA
0.2%    SDS
高压灭菌，室温贮存

2． 洗脱缓冲液：

10 mmol/L Tris·HC1，pH 7.6
1 mmol/L  EDTA
0.05%     SDS，

高压灭菌，室温贮存。
3．Oligo(dT)纤维素
4．4 mol/L NaAC，pH 8.0
5．DEPC处理的水
三、仪器设备及耗材

超净工作台，硅化灭菌的巴斯德管，移液器，水浴锅，EP离心管，Tip头，紫外分光光度计，pH试纸和一次性PE手套等。
四、实验方法

1．制备层析柱

（1） 取一支硅化灭菌的巴斯德管，用洗净灭菌的玻璃棉塞上出口。
（2） 取约5～15 mg的Oligo(dT)纤维素悬浮于2 mL上样缓冲液（1×）中，待Oligo(dT)纤维素沉下去后，小心移去上清液，再用上样缓冲液（1×）悬浮，重复几次至上清液完全清澈，备用。

（3） 吸取Oligo(dT)悬浮液，装入准备好的硅化灭菌的巴斯德管柱中，注意柱中液体不能流干，不要有气泡。用10 mL上样缓冲液（1×）洗柱。

2．层析分离mRNA

(1) 取一定体积的总RNA提取液，加入等体积的上样缓冲液（2×），于65℃加热7 min，立即冰浴冷却5～10 min，样品混匀。

(2) 待洗柱的上样缓冲液都过柱后，立刻取2 mL样品上柱，收集流出液，然后重新上柱，重复5～6次。

(3) 用10～100 mL的上样缓冲液（1×）洗柱，除去rRNA和tRNA。

(4) 将洗脱缓冲液置45℃水浴预热。待第3步洗柱的上样缓冲液流出后，用预热的洗脱缓冲液洗柱5次，每次加200 (L洗脱缓冲液，并分别收集洗脱液。

(5) 在紫外分光光度计上测定各管洗脱液的RNA浓度。

(6) 向各管洗脱液中加入4 mol/L NaAC（pH 6.0）至终浓度为0.2 mol/L，混匀，然后加入2.5倍体积的无水乙醇，置-70℃沉淀mRNA。

(7) 使用时将管取出，10 000 r/min离心5 min，真空干燥沉淀，再溶于DEPC处理的水中。
方法二  磁珠法

一、实验材料

总RNA提取液。
二、溶液与缓冲液

1．生物素酰化的Oligo(dT)探针
2．链霉抗生物素蛋白-顺磁颗粒（SA-PMP）
3． 20×SSC： 

3 mol/L NaCl

0.3 mol/L柠檬酸钠

4．0.5×SSC

5．RNase-free H2O
三、仪器设备与耗材

低温冷冻离心机，磁性分离架，紫外分光光度计，水浴锅，移液器，EP离心管，Tip头和一次性PE手套等。

四、实验方法

1．探针的退火

（1） 取500 µL DEPC处理的水，溶解0.1～1.0 mg的RNA于无RNase的1.5 mL Ep离心管中。少于50 µg的RNA也可以使用，但获得的mRNA在利用分光光度法检测时可能检测不到。

（2） 置65℃水浴变性7 min，以破坏二级结构。

（3） 加3 µL生物素酰化的Oligo(dT)探针和13 µL 20×SSC，轻轻混匀，在室温下冷却（需要10 min或更少的时间）。

2．亲和素顺磁球珠冲洗

(1) 轻弹链霉抗生物素蛋白-顺磁颗粒管，重悬直到使SA-PMP完全分散开，然后把管放在磁性分离架上，直到收集在管的一侧（需30 s）仔细移去上清。

(2) 用0.3 mL 0.5×SSC洗SA-PMP 2遍，每次用磁性分离架收集，然后仔细移去上清。

(3) 在0.1 mL 0.5×SSC中重悬洗过的SA-PMP。

（注：漂洗好的SA-PMP应在30 min内使用，因为漂洗后的SA-PMP在无蛋白环境中稳定性下降）

3．退火的杂交体的捕获和漂洗

（1） 将步骤1中的变性退火反应混合物加到漂洗过的SA-PMP管中。

（2） 室温下温育10 min

（3） 用磁性分离架收集SA-PMP于一侧，仔细移去上清，不要搅乱SA-PMP沉淀。

（注：将上清液暂时保存，直至mRNA的结合和洗脱已满意完成）

（4） 用0.1×SSC漂洗颗粒4次（每次0.3 mL），每次漂洗都轻弹管底直至粒子完全悬浮。最后洗完之后移去尽可能多的水相而不搅乱SA-PMP粒子。

4．mRNA洗脱

（1）为了洗脱mRNA，用0.1 mL DEPC处理的H2O重悬最后洗好的SA-PMP，轻弹悬浮。

（2）磁性分离架收集SA-PMP，转上清液至另一无菌RNase-free管中，不要废弃粒子。

（3）加0.15 mL RNase-free H2O重悬SA-PMP，重复洗脱一次，磁性分离架收集SA-PMP，去上清液并入（2）步洗脱下的RNA中，总体积为0.25 mL。

（注：如果有颗粒被带出来，可采取4℃、10 000 g离心5～10 min，仔细转移上清液于另一离心管中。）

（4）加1/10体积的3 mol/L NaAc，再加等体积的异丙醇混匀，-20℃沉淀过夜。然后12 000 g离心15 min，用70%和100%乙醇分别洗1次后，长期保存可沉淀于80%乙醇中，若短期保存可溶解于RNase-free H2O，浓度为0.5～1.0 µg/µL。

5. RNA的分析

（1） mRNA的纯度和含量分析  在上述mRNA中，取4 µL到600 µL石英杯中，用DEPC处理的水稀释到400 µL，然后用紫外分光光度计测定A260、A280和A230值，以确定mRNA的纯度和含量。

（2） mRNA甲醛变性胶电泳

1 制胶：加0.5 g琼脂糖到36 mL无菌水中制成凝胶，冷却至60℃，加入5 mL10×电泳缓冲液和8.94 mL甲醛，一滴EB，制胶板。

2 样品处理：在一灭菌管中加入5 µL分离的mRNA，10×电泳缓冲液2µl，甲醛3.5 µL和甲酰胺10 µL，55℃保温15 min后，加入2 µL载样缓冲液（50%甘油，1 mmol/L EDTA，0.4%溴酚蓝）

3 观察、照相：将胶板浸没在1×电泳缓冲液中，上样后以3～4 V/cm电泳，在紫外灯下观察、照相。

五、作业与思考题

1. 影响mRNA提取和纯化的主要因素有那些？

2. mRNA分离纯化的原理是什么？
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图1－1 磁珠法分离mRNA原理和流程示意图
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