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杜梨（Pyrus betulaefolia Bunge）属蔷薇科（Ro-

saceae）梨亚科（Pomaceae）梨属（Pyrus L.）乔木，在

我国分布十分广泛，其具有根系发达，抗逆性强，与

东西方梨嫁接亲和性好等特点，成为目前梨栽培品

种的主要砧木类型，在梨矮化砧木选育和抗性育种

中具有重要的作用[1-3]。植物组织中富含多种代谢产
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摘 要：【目的】针对杜梨组织中富含多酚、多糖等次生代谢物质特点，筛选从杜梨不同组织中提取高质量RNA的方

法。【方法】以杜梨不同组织（根、茎、叶、花和果）为材料，分别采用Trizol法、改良CTAB法和RNAprep Pure Plant Kit试

剂盒法提取总RNA，利用琼脂糖凝胶电泳和NanoDrop 2000微量分光光度计对RNA进行质量检测。【结果】3种方法均

能提出杜梨不同组织中总RNA，但RNAprep Pure Plant Kit法提取的总RNA电泳条带清晰、完整性较好，根、茎、叶、花

和果提取的RNA纯度分别为2.07、2.02、2.01、2.01和2.02；浓度分别为186.2ng/μL、174.5ng/μL、163.6ng/μL、167.3ng/μL

和121.1ng/μL。以RNAprep Pure Plant Kit试剂盒法提取的总RNA反转录成 cDNA为模板，内参基因PbUBI为目的基

因进行RT-PCR扩增，均可获得明亮单一条带。【结论】RNAprep Pure Plant Kit试剂盒法更适用于杜梨不同组织总RNA

提取，可为下一步进行基因克隆及功能验证等分子生物学研究奠定基础。
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Comparison and quality analysis of total RNA extraction methods from
different tissues of Pyrus betulaefolia Bunge
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Abstract:【Objective】Aiming at the tissues of Pyrus betulaefolia Bunge are abundant in amylose, hy-

droxybenzene and other secondary metabolities, the study screened the method in order to obtain high-

quality RNA.【Methods】The different tissues(root, stem, leaf, flower and fruit) were used as the materi-

als, and the total RNA were extracted by Trizol method, the improved CTAB method and RNAprep Pure

Plant Kit method. The concentration and purity of the extracted RNA were analyzed by Agarose Gel

Electrophoresis and NanoDrop 2000.【Results】The total RNA can be extracted by the 3 methods, and

the bands of the total RNA extracted by RNAprep Pure Plant Kit method were clear. The purities were

2.07, 2.02, 2.01, 2.01 and 2.02 respectively, and the concentrations were 186.2 ng ·μL- 1, 174.5 ng ·μL- 1,

163.6 ng ·μL- 1, 167.3 ng ·μL- 1 and 121.1 ng ·μL- 1 respectively. Additionally, the total RNA extracted by

RNAprep Pure Plant Kit method could be used for reverse transcription, and the amplification bands of

PbUBI gene were specific.【Conclusion】The RNAprep Pure Plant Kit method was suitable for different

tissues of Pyrus betulaefolia Bunge and laid the foundation for the further molecular biology research.
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物，不同种类的代谢产物在不同种类植物、不同生长

部位和不同器官中的分布存在很大差异，导致不同

种类植物的RNA提取方法不尽相同[4]，例如苯酚法、

CTAB法、LiCl-尿素法、改良Bugos法以及一系列商

品化试剂[5-9]。因此，为获取高质量的总RNA，需针

对特异的植物种类和组织器官进行方法筛选与优化

改良。杜梨组织中含有的多糖、多酚等次生代谢产

物大大增加了其RNA分离提取的难度[10]，目前尚未

见到杜梨不同组织 RNA 分离提取方法的相关报

道。因此，获得高纯度、高质量及完整性好的RNA

是杜梨进行分子生物学研究的基础，对下一步进行

基因克隆、cDNA文库构建和转录组测序等试验具

有重要意义[11-12]。

1 材料和方法

1.1 试验材料

1.1.1 植物材料 本研究所用材料取自河北农业大

学标本园 5 a（年）生杜梨，不同组织取样后，用锡箔

纸包裹贴附标签后用液氮速冻，带回实验室置于-

80 ℃冰箱保存备用。

1.1.2 试剂与仪器 RNA Pure Plant Kit（目录号：

DP441）试剂盒，FastKing一步法除基因组 cDNA第

一链合成预混试剂（目录号：KR118）购于天根生化

科技（北京）有限公司；Invitrogen Trizol试剂购于赛

默飞世尔科技（中国）有限公司；引物购于生工生物

工程（上海）股份有限公司；2×Taq Plus MasterMIX

购于康为世纪生物科技有限公司；其他试剂均为国

产分析纯；NanoDrop 2000微量分光光度计（Thermo

Fisher，USA）；凝胶成像系统（Infinity，France）。

1.2 Trizol法

参照 Invitrogen Trizol 说明书，在离心转速、时

间及反应条件上略有改良，具体实验操作参考安振

宇等[13]的方法。

1.3 CTAB法

具体实验操作参考关玲等的方法[14]。

1.4 试剂盒法

RNAprep Pure Plant Kit 严格按说明书步骤进

行操作。提取的RNA保存于-80 ℃冰箱。

1.5 RNA质量检测

用微量分光光度计NanoDrop2000检测不同方

法提取的各个组织总 RNA 提取液，分别计算其

OD260/OD280和 OD260/OD230比值，同时吸取 3 μL进行

1%（w）琼脂糖凝胶电泳检测。

1.6 内参基因PbUBI的RT-PCR检测

根据天根生化科技（北京）有限公司的FastKing

一步法除基因组 cDNA第一链合成预混试剂说明书

将总RNA反转录成 cDNA，稀释至同一浓度，同时

根据 NCBI 上 PbUBI（GenBank: AF195224）序列设

计 RT-PCR 引物，引物序列分别为 PbUBI- F：AA-

CAGGTAAGACTATCACCCTC；PbUBI-R：ACCAC-

GAAGCCTCAGAAC。PCR 反应体系为：25 μL 2×

Taq Master Mix，1 μL PbUBI-F，1 μL PbUBI-R，1 μL

cDNA模板，22 μL ddH2O。PCR反应条件为：94 ℃

2 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30个循环，

72 ℃ 2min。

2 结果与分析

2.1 CTAB法提取的总RNA浓度最高

通过微量分光光度计NanoDrop 2000对不同方

法提取的总RNA进行检测，得到其浓度和纯度（表

1）。不同方法提取的不同的组织总RNA浓度相差

较大，CTAB法提取的各个组织总RNA浓度均高于

其他方法，不同方法从果实中提取的RNA浓度均低

于其他组织。3种不同方法提取的总RNA纯度通过

比较 OD260/OD280和 OD260/OD230平均值进行评估（图

1），试剂盒法提取总RNA的OD260/OD280值最为接近

2，CTAB 法提取总 RNA 的 OD260/OD280 值低于 2；

Trizol法和试剂盒法提取RNA的OD260/OD230值均超

过 2，CTAB 法提取 RNA 的 OD260/OD230值显著小于

表 1 不同方法提取的 RNA 浓度和 OD 值

Table 1 The concentrations and OD values of RNA

extracted by different methods

方法

Method

CTAB法

CTAB method

Trizol法
Trizol method

试剂盒法

Plant kit meth-
od

组织

Tissue

根 Root
茎 Stem
叶 Leaf
花 Flower
果 Fruit

根 Root
茎 Stem
叶 Leaf
花 Flower
果 Fruit

根 Root
茎 Stem
叶 Leaf
花 Flower
果 Fruit

RNA质量浓度

RNA concentration/(ng·μL-1)

256.3
273.1
239.8
216.6
133.4

137.2
142.6
176.3
102.1
113.2

186.2
174.5
163.6
167.3
121.1

OD260/
OD280

1.89
1.85
1.89
1.82
1.86

2.07
2.11
2.09
2.05
2.13

2.07
2.02
2.01
2.01
2.02

OD260/
OD230

1.22
1.43
1.21
1.54
1.36

2.24
2.13
2.19
1.98
1.91

2.08
2.05
2.13
2.01
1.98
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2。综合比较3种总RNA提取方法，CTAB法提取的

总 RNA 浓度最高，Trizol 法和试剂盒法提取的总

RNA纯度更好。

2.2 试剂盒法提取的总RNA质量最好

通过 1%琼脂糖凝胶电泳检测不同方法提取的

不同组织总 RNA（图 2），3 种不同方法提取的总

RNA均会不同程度遗漏小分子5S rRNA，其中Trizol

法和 CTAB 法最为明显。Trizol 法和 CTAB 法提取

的总RNA中均有不同程度的拖尾现象，试剂盒法提

取的总RNA条带分离情况比较清晰，无拖尾现象。

比较3种方法提取总RNA的OD比值，CTAB法提取

RNA的OD260/OD280值均小于 2，说明DNA和盐类物

质没有完全去除干净；Trizol 法提取 RNA 的 OD260/

OD280值均大于2，说明受到多糖和蛋白质的污染；试

剂盒法提取RNA的OD260/OD280值最为接近 2，纯度

最高。综合评估 3 种提取方法，试剂盒法提取的

RNA较其他方法质量更高，小分子5S rRNA的遗失

可能是由于SDS去除蛋白质的过程中丢失了过多的

5S rRNA。

A. 根；B. 茎；C. 叶；D. 花；E. 果。

A. Root; B. Stem; C. Leaf; D. Flower; E. Fruit.

图 2 不同方法提取的杜梨不同组织 RNA 琼脂糖凝胶电泳检测

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of RNA extracted from different tissues of Pyrus betulaefolia Bunge by different methods

2.3 内参基因PbUBI的RT-PCR检测

以试剂盒法提取的各个组织总RNA反转录cD-

NA为模板，内参基因PbUBI引物为扩增引物，通过

1%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物（图3），各个组织

的 cDNA 模板均扩增到了大小为 202 bp 特异性片

段，并且条带规整清晰，表明该方法提取的总RNA

可用于下一步分子生物学试验的开展。

3 讨 论

不同RNA提取方法对不同物种，不同器官及不

图 1 不同方法提取 RNA OD 比值平均值

Fig. 1 The average values of RNA OD ratio by different

methods

CTAB法

CTAB Method
Trizol法

Trizol Method
试剂盒法

Plant Kit Method

28 S
18 S

5 S

A. 根；B. 茎；C. 叶；D. 花；E. 果。

A. Root; B. Stem; C. Leaf; D. Flower; E. Fruit.

图 3 杜梨 PbUBI 基因扩增

Fig. 3 PCR product of PbUBI gene from Pyrus

betulaefolia Bunge

250 bp

100 bp
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同组织的提取效率不尽相同。目前，科研人员已总

结出许多科学高效的RNA提取方法，但在实际操作

中，即使相同种属的不同个体，采用同一套固定的提

取方法也无法保证取得同样的效果[15]。研究表明，

改良Bugos法对‘新梨7号’花瓣中RNA提取效果最

好 [16]；CTAB法提取苹果梨和梨极矮化突变体叶片

总RNA质量较好，但稳定性方面较差 [17]；Plantol试

剂盒法和改良CTAB法提取的‘早红考密斯’‘香红

蜜’和‘华酥’果实总RNA质量较好[18]；改良酚-SDS

方法可以有效地从梨花粉和花粉管提取 RNA[19]。

由此可见，不同梨属植物体内存在复杂多样的影响

RNA提取的成分，同一方法无法解决RNA提取过

程中的所有问题，也无法适用于所有品种和组织的

RNA提取。

杜梨属于富含多糖多酚植物，组织细胞破碎后，

该类物质易与 RNA 结合成为复合物，严重影响

RNA的提取质量[20-21]。本研究中，选取较为常用的

Trizol法 [22]、CTAB法及试剂盒法为试验方法，分别

提取杜梨不同组织的总RNA进行评估比较。结果

表明，3种方法均能有效的从杜梨不同组织中提取

总RNA，但从中果实提取总RNA量明显低于其他

组织，因果实中多糖多酚含量明显高于其他组

织[23-24]，提取过程中遗失的RNA量也随之增加，表明

多糖多酚是制约杜梨组织RNA提取质量的关键影

响因子。试剂盒法相较于其他方法，提取的总RNA

效果最好，但遗失小分子RNA的可能性相较于其他

方法增加，组分中 SDS可能是导致该结果的原因，

一定程度降低组分中 SDS含量能否改善提取效果

有待进一步验证。

综上所述，笔者选取的RNAprep Pure Plant Kit

试剂盒法提取杜梨不同组织总RNA效果最好，可以

直接用于后续相关试验，为进一步开展杜梨分子水

平的研究奠定了基础。
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