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　 　 摘要:　 本研究通过对玻璃珠￣酚仿 ＲＮＡ 提取方法进行改进优化ꎬ实现对革兰氏阳性菌、革兰氏阴性菌和真菌

这 ３ 类微生物 ＲＮＡ 高效稳定的提取ꎮ 结果表明ꎬ玻璃珠￣酚仿提取法能有效提取的 ＲＮＡ 最低菌体细胞量为 １×１０７

个ꎬ远低于试验所选商业化试剂盒所需细胞量ꎮ 以 １×１０７个细胞量为例ꎬ利用 Ｂｅａｄｂｅａｔｅｒ 仪破碎 ３０ ｓꎬ使用直径 １００
μｍ 的玻璃珠破碎提取得到的细菌 ＲＮＡ 浓度显著高于使用直径 ５００ μｍ 的玻璃珠提取的ꎮ 使用 ２ 种直径的玻璃珠

所得酵母菌 ＲＮＡ 浓度无显著性差异ꎮ 在直径 １００ μｍ 的条件下ꎬ破碎 ３０ ｓ 即可保证 ＲＮＡ 的高效提取ꎬ对于长双歧

杆菌、大肠杆菌和酵母菌ꎬ破碎时间长达 １５０ ｓ 也不会引起 ＲＮＡ 降解ꎮ 本法所提 ＲＮＡ 的 Ａ２６０ / Ａ２８０为１.９６~ ２􀆰 １０ꎬ
Ａ２６０ / Ａ２３０为 ２.０３~２􀆰 ４４ꎬ浓度和纯度均优于试验所选商业化试剂盒所提的 ＲＮＡꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｈｅ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ￣ｐｈｅｎｏｌ / ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｔｏ ｒｅａｌｉｚｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈ￣
ｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｄ ｓｔａｂｌｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓꎬ ｇｒａｍ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａꎬ ｇｒａｍ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂａｃｔｅｒｉａ
ａｎｄ ｆｕｎｇｕｓ. Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｔｈａｌｌｉ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｔｈａｔ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ￣ｐｈｅｎｏｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｗａｓ １×１０７ꎬ ｆａｒ

ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｉｚｅｄ ｋｉｔ. Ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄｓ
ｗｉｔｈ Φ＝ １００ μｍ ｆｒｏｍ １×１０７ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ
ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｗｉｔｈ Φ ＝ ５００ μｍ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｙｅａｓｔꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＲＮＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ
ｇｌａｓｓ ｂｅａｄｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ. Ｇｌａｓｓ ｂｅａｄｓ ｗｉｔｈ １００
μｍ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｂｒｅａｋｉｎｇ ｆｏｒ ３０ ｓ ｃｏｕｌｄ ｅｎｓｕｒｅ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｄｉｄ ｎｏｔ
ｈａｐｐｅｎ ｅｖｅｎ ｂｒｏｋｅｎ ｆｏｒ １５０ ｓ ｆｏｒ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｌｏｎｇｕｍꎬ
Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ａｎｄ ｙｅａｓｔ. Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ
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ｔｈｅ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｂｙ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｉｚｅｄ ｋｉｔ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍꎻ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎻ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ￣ｐｈｅｎｏｌ / ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍ

　 　 纯度高且完整性好的总 ＲＮＡ 提取技术是分子

生物学基础试验的支撑之一[１￣２]ꎬ是 ｃＤＮＡ 文库构

建、荧光定量 ＰＣＲ、ＲＮＡ￣ｓｅｑ[３]、Ｎｏｒｔｈｅｎ 杂交[４] 等研

究的首要条件[５]ꎮ ＲＮＡ 的高效提取更是核酸工业

发展的重要条件之一[６]ꎮ 植物乳杆菌、长双歧杆菌

具有多种益生功能[７￣９]ꎬ作为益生菌制剂被广泛应用

于食品和医药行业ꎮ 目前微生物的研究热点集中在

分子水平上ꎬ对其功能机制进行探讨ꎮ 大肠杆菌[１０]

和酵母菌[１１]作为常用工程菌株ꎬ也是分子机制研究

的模式菌种[１２]ꎮ 因此ꎬ对这 ４ 种微生物(植物乳杆

菌、长双歧杆菌、大肠杆菌、酵母菌)ＲＮＡ 提取方法

的研究尤为重要ꎮ
植物乳杆菌和长双歧杆菌作为革兰氏阳性细

菌ꎬ其细胞壁具有较厚且致密的肽聚糖结构ꎬ而酵母

作为单细胞真核细菌ꎬ细胞壁具有交联的甘露聚糖

和葡聚糖ꎬ厚度可达 ２５ ｎｍꎮ 因此ꎬ这 ３ 种细菌在核

酸和其他内容物提取时均需要有效的细胞壁破碎方

法ꎮ 目前提取 ＲＮＡ 的常见方法中ꎬ强变性剂(异硫

氰酸 胍、 盐 酸 胍、 饱 和 酚 等 ) 法[１３]、 ＳＤＳ￣Ｐｈｅｎｏｌ
法[１４]、ＣＴＡＢ 法[１５]、热硼酸法和改良热硼酸法[１６] 主

要都是利用研磨法来破碎植物组织等的真核细胞ꎬ
而关于提取细菌 ＲＮＡ 所用破碎方法的报道较少ꎮ
商业化细菌提取 ＲＮＡ 常用的试剂盒有天根生化科

技有限公司的 ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ 培养细胞 /细菌总 ＲＮＡ
提取试剂盒(离心柱型)ꎬＴａＫａＲａ 公司的 ＭｉｎｉＢＥＳＴ
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 提取试剂盒和 Ｉｎｖｉｔｒｏ￣
ｇｅｎ 公司的 Ｔｒｉｚｏｌ 总 ＲＮＡ 提取试剂盒[１７￣１８]等ꎮ

本研究拟以植物乳杆菌、长双歧杆菌、大肠杆

菌、酵母菌为试验材料ꎬ对高效稳定的微生物总

ＲＮＡ 提取方法进行优化ꎬ以可提取的最低细胞量为

例ꎬ针对玻璃珠直径、细胞破碎时间和 ＲＮＡ 沉淀方

法ꎬ对玻璃珠￣酚仿 ＲＮＡ 提取不同类型微生物的方

法进行进一步优化ꎬ以期为分子生物学的进一步研

究提供重要的试验基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 菌种

植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ(ＣＧＭＣＣ ６９３６)、长双歧

杆菌 ＢＢＭＮ６８ ( ＣＧＭＣＣ ２２６５ )、 大 肠 杆 菌 ＢＬ２１

(ＤＥ３) (ＡＴＣＣＰＴＡ￣５９７６)均为本实验室保存菌种ꎬ
酵母菌为安琪酵母股份有限公司的安琪高活性干酵

母菌种(Ｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅｓ ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ)(ＡＴＣＣ ２０４５０８)ꎮ
１.２　 培养基

ＭＲＳ 培养基:胰蛋白胨 １０􀆰 ００ ｇ、牛肉膏 １０􀆰 ００
ｇ、酵母浸粉 ５􀆰 ００ ｇ、柠檬酸三铵 ２􀆰 ００ ｇ、葡萄糖

２０􀆰 ００ ｇ、吐温 ８０ １ ｍｌ、乙酸钠 ５􀆰 ００ ｇ、磷酸氢二钾

２􀆰 ００ ｇ、硫酸镁 ０􀆰 ５０ ｇ、硫酸锰 ０􀆰 ２５ ｇ、水 １ Ｌꎬ在 ｐＨ
６􀆰 ５、１２１ ℃下灭菌 １５ ｍｉｎꎮ

ＭＲＳＣ 培养基:在 ＭＲＳ 培养基上添加终浓度为

０􀆰 ０５％(质量体积比)的 Ｌ￣半胱氨酸盐酸盐ꎮ
ＬＢ 培养基:胰蛋白胨 １０􀆰 ００ ｇ、酵母浸粉 ５􀆰 ００

ｇ、氯化钠 １０􀆰 ００ ｇ、水 １ Ｌꎬ在 ｐＨ ７􀆰 ０、１２１ ℃下灭菌

１５ ｍｉｎꎮ
酵母培养基:麦芽浸粉 ２０􀆰 ００ ｇ、水 １ Ｌꎬ在 １２１

℃下灭菌 １５ ｍｉｎꎮ
１.３　 材料与试剂

三氯甲烷、无水乙醇和异丙醇均为分析纯ꎬ由北

京化工厂提供ꎮ 水饱和酚(ｐＨ ４.７~ ５􀆰 ５)由北京市

双翔达生化试剂仪器经销部提供ꎬ玻璃珠(直径 １００
μｍ 和 ５００ μｍ)由北京科奥生物科技有限公司提

供ꎬ１０×ＤＮａｓｅ Ｉ ｂｕｆｆｅｒ 、Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＮａｓｅ Ｉ 、ＲＮａｓｅ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ２３１３Ａ 均由日本 ＴａＫａＲａ 公司提供ꎬＴＩＡＮ￣
ＧＥＮ 法 ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ 培养细胞 /细菌总 ＲＮＡ 提取

试剂盒(离心柱型)ＤＰ４３０ 由天根生化科技(北京)
有限公司提供ꎬＮｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 由美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司提供ꎬＲＮａｓｅＡｗａｙ 高效固体表面 ＲＮａｓｅ 清除剂

由北京艾德莱生物科技发展有限公司提供ꎮ
５０×ＴＡＥ:２４２􀆰 ０ ｇ Ｔｒｉｓ、５７􀆰 １ ｍｌ 冰乙酸和 １００􀆰 ０

ｍｌ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬ加水定容至 １􀆰 ０ ＬꎬｐＨ ８􀆰 ０ꎮ
裂解缓冲液:３ ｍｏｌ / Ｌ乙酸钠 １􀆰 ６６％ꎬＥＤＴＡ 二

钠 ２􀆰 ００％ꎬ浓度 １０􀆰 ００％的 ＳＤＳ 溶液 １０􀆰 ００％ꎬ１２１ ℃
下灭菌 １５ ｍｉｎꎬ冷却ꎬ二次灭菌后使用ꎮ

试验使用的枪头和离心管均经过 １２１ ℃ 灭菌

１５ ｍｉｎꎬ冷却ꎬ二次灭菌后使用ꎮ
１.４　 仪器与设备

主要仪器设备有 Ｍｉｎｉ￣Ｂｅａｄｂｅａｔｅｒ￣１６(ＢＩＯＳＰＥＣ
ＰＲＯＤＵＣＴＳ 公司产品)、ＭＬＳ￣３７５０ 高压蒸汽灭菌锅

(Ｓａｎｙｏ Ｅｌｅｃｔｒｉｃ 公司产品)、ＤＹＣＰ￣３２Ｂ 型琼脂糖水
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平电泳仪(北京六一生物科技有限公司产品)、ＷＤ￣
９４１３Ｂ 凝胶成像分析仪(北京六一生物科技有限公

司产品)和 Ｓｃａｎ Ｄｒｏｐ １００ 超微量核酸蛋白测定仪

(Ａｎａｌｙｔｉｋｊｅｎａ 公司产品)等ꎮ
１.５　 方法

１.５.１　 微生物培养　 植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ 按 ２％接

种量接种于 ＭＲＳ 培养基中ꎬ３７ ℃ 摇床培养 １２ ｈꎮ
长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８ 按 ２％接种量接种于 ＭＲＳＣ 培

养基中ꎬ ３７ ℃ 静置培养 １２ ｈꎮ 大肠杆菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)按 ２％接种量接种于 ＬＢ 培养基中ꎬ３７ ℃摇床

培养 １２ ｈꎮ 酵母菌按 ２％接种量接种于麦芽培养基

中ꎬ２８ ℃摇床培养 ２４ ｈꎮ
１.５.２　 玻璃珠￣酚仿法提取 ＲＮＡ　 核酸提取:根据

Ｖａｎｄｅｃａｓｔｅｅｌｅ 等[１９]的方法ꎬ改进后进行试验ꎮ 在 ４
℃、１２ ０００ ｇ 下离心 ５ ｍｉｎ 得到细胞沉淀ꎮ 将沉淀

重悬于 ５００􀆰 ０ μｌ 裂解缓冲液中ꎬ加入 ５００􀆰 ０ μｌ 水饱

和酚￣氯仿溶液(５ ∶ １ꎬ体积比)ꎬ转入装有 ０􀆰 ３ ｇ 玻

璃珠的均质管中ꎮ 在 Ｍｉｎｉ￣Ｂｅａｄｂｅａｔｅｒ￣１６ 上破碎ꎬ冷
却 ２ ｍｉｎꎬ转入 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管ꎮ １２ ０００ ｇ、４ ℃下离心

５ ｍｉｎꎮ 取 ４５０􀆰 ０ μｌ 上清至新管中ꎬ加入 ５２０􀆰 ０ μｌ 异
丙醇和 ３５􀆰 ０ ｍｌ ３ ｍｏｌ / Ｌ 乙酸钠ꎬ轻轻颠倒混匀并于

４ ℃下ꎬ１２ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 １􀆰 ０ ｍｌ ７０％
冰乙醇(Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 配置)洗涤沉淀ꎬ４ ℃下

１２ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ室温放置 ５~ １０ ｍｉｎꎬ
重悬于 １５０􀆰 ０ μｌ Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 中ꎬ－８０ ℃ 保

存备用ꎮ
消化 ＤＮＡ:在 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中配制下列反应

液ꎬ核酸提取样品 ４２􀆰 ５ μｌ、１０×ＤＮａｓｅ ｂｕｆｆｅｒ ５􀆰 ０ μｌ、
Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＤＮａｓｅ Ｉ ２􀆰 ０ μｌ、ＲＮａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ０􀆰 ５ μｌꎬ
３７ ℃反应 ３０ ｍｉｎ 后取出并转入 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管ꎬ加
入 ２􀆰 ５ μｌ ０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 二钠ꎬ混匀ꎬ８０ ℃处理 ２
ｍｉｎ 后加入 ４７􀆰 ５ μｌ Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒꎬ定容至

１００􀆰 ０ μｌꎮ 加入 １０􀆰 ０ μｌ ３ ｍｏｌ / Ｌ乙酸钠和 ２５０􀆰 ０ μｌ
冰乙醇ꎬ混匀后－８０ ℃放置 ３０ ｍｉｎꎮ ４ ℃下 １２ ０００ ｇ
离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ用 １ ｍｌ ７０％冰乙醇(Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣
Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 配置)洗涤沉淀ꎬ４ ℃下１２ ０００ ｇ 离心 ５
ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ室温放置 ５~１０ ｍｉｎꎬ用 ４２􀆰 ５ μｌ Ｎｕｃｌｅ￣
ａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 重悬ꎬ－８０ ℃保存备用ꎮ

消化 ＤＮＡ 方法改良:参照消化 ＤＮＡ 的方法进

行优化ꎬ样品与乙酸钠(３ ｍｏｌ / Ｌ)和冰乙醇混匀ꎬ在
－８０ ℃下放置 ３０ ｍｉｎꎬ加入 ３６０􀆰 ０ μｌ 异丙醇ꎬ混匀并

在室温下放置 ３０ ｍｉｎꎬ４ ℃下１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ

弃上清ꎬ用 １􀆰 ０ ｍｌ ７０％冰乙醇(Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ
配置)洗涤沉淀ꎬ４ ℃ 下１２ ０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上

清ꎬ室温放置 ５~ １０ ｍｉｎꎬ用 ４２􀆰 ５ μｌ Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ
Ｗａｔｅｒ 重悬ꎬ－８０ ℃保存备用ꎮ
１.５.３ 　 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒 　 参照 ＴＩＡＮＧＥＮ 公司的

ＲＮＡｐｒｅｐ ｐｕｒｅ 培养细胞 /细菌总 ＲＮＡ 提取试剂盒

(离心柱型ꎬＤＰ４３０)使用说明提取 ＲＮＡꎮ
１.５.４　 ＲＮＡ 质量检测　 ＲＮＡ 琼脂糖凝胶电泳分析:
取 ＲＮＡ 样品 ５ μｌꎬ在 ２％的琼脂糖凝胶上进行电泳

检测ꎬ１０ Ｖ / ｃｍ条件下电泳 ７ ｍｉｎꎮ 利用凝胶成像仪

获取 ＲＮＡ 图像并观察分析 ＲＮＡ 条带ꎮ
ＲＮＡ 的产量和浓度鉴定:取 ２ μｌ ＲＮＡ 样品ꎬ以

Ｎｕｃｌｅａｓｅ￣Ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 为参照ꎬ用核酸浓度测定仪测

量 Ａ２６０ / Ａ２３０、Ａ２６０ / Ａ２８０和 ＲＮＡ 提取液浓度ꎮ
１.５.５　 数据分析 　 本试验使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２１ 软件进行统计分析ꎮ Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ 检验

用于比较玻璃珠￣酚仿法和 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒法提取

总 ＲＮＡ 的吸光值和产量ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 玻璃珠￣酚仿法可有效提取微生物 ＲＮＡ 最低

细胞数量的确定

　 　 采用玻璃珠￣酚仿法首先要进行总核酸提取ꎬ电
泳图(图 １)中展现的是 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 共同存在时的

提取结果ꎬ泳道的第一个条带是 ＤＮＡꎮ 本研究首先

在破碎时间 ３０ ｓꎬ玻璃珠直径为 １００ μｍ 条件下ꎬ检
测到玻璃珠￣酚仿法可有效提取的 ＲＮＡ 最低细胞

量ꎮ
图 １ 显示ꎬ玻璃珠￣酚仿法提取不同类型微生物

ＲＮＡ 时可提取的最低细菌细胞数量一致ꎮ 植物乳

杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大肠杆菌

ＢＬ２１ 和酵母菌在细胞数量为 １×１０６个时ꎬＲＮＡ 检测

均无条带出现ꎬ说明该细胞量无法得到电泳可检测

到的 ＲＮＡꎮ 各试验菌株细胞数量为 １× １０７ 个时ꎬ
ＲＮＡ 条带完整且清晰可见(泳道 ２、泳道 ６、泳道 １０、
泳道 １４)ꎮ 上述结果表明ꎬ玻璃珠￣酚仿法对试验中

的 ４ 种微生物有效提取 ＲＮＡ 的最低细菌细胞数量

为 １×１０７个ꎮ 图 １ 还显示ꎬ细菌细胞数量达到 １×１０８

个后ꎬ长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８(泳道 ７)的 ２３ Ｓ ｒＲＮＡ 与

１６ Ｓ ｒＲＮＡ 电泳条带相连ꎬ酵母菌(泳道 １５)的 ２８ Ｓ
ｒＲＮＡ 与 １８ Ｓ ｒＲＮＡ 电泳条带相连ꎬ这是由于电泳上

样量过大所致ꎮ 将 ＲＮＡ 稀释 １０ 倍后进行电泳检

９１５吴思琪等:一种高效稳定的微生物总 ＲＮＡ 提取方法



测ꎬ得到的均为清晰完整的 ＲＮＡ 条带(泳道 ８、泳道

１６)ꎮ 在凝胶电泳试验时ꎬ泳道 ８、泳道 １１ 和泳道 １６
均出现 ４ 条条带而不是常规的 ３ 条条带ꎬ多出的条

带可能是 ＲＮＡ 成熟过程中的前体物质ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１~３:细胞数量分别为 １×１０６个、１×１０７个和１×

１０８个的植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬꎻ５ ~ ７:细胞数量分别为 １×１０６个、

１×１０７个和 １×１０８个的长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８ꎻ９ ~ １１:细胞数量分

别为 １×１０６个、１×１０７个和 １×１０８个的大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎻ１３~

１５:细胞数量分别为 １×１０６个、１×１０７个和 １×１０８个的酵母菌ꎻ４、
８、１２、１６:分别为植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大

肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)、酵母菌在细胞数量为 １×１０８个条件下所提

取 ＲＮＡ 的 １０ 倍稀释液ꎮ
图 １　 玻璃珠￣酚仿法提取 ＲＮＡ 最低菌体细胞数量确定电泳图

Ｆｉｇ.１　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｅｌｌｓ
ｉｎ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ￣ｐｈｅｎｏｌ ｍｅｔｈｏｄ

２.２　 不同微生物最佳破碎条件的确定

有研究指出ꎬ提取细胞 ＲＮＡ 常用的细胞破壁方

法有:酶解法、超声波法、液氮研磨法、剧烈震荡法、
玻璃珠破壁法等[２０￣２４]ꎮ 本研究采用玻璃珠破碎法

对菌体细胞壁进行破碎ꎮ 因此主要针对破碎时间和

破碎时玻璃珠直径对不同微生物 ＲＮＡ 回收率的影

响进行研究ꎬ在保证 ＲＮＡ 提取纯度的同时提高产

量ꎮ
２.２.１　 破碎时间　 在细菌最低细胞数量的条件下ꎬ
采用玻璃珠￣酚仿法提取植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双

歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)和酵母菌的

ＲＮＡꎬ玻璃珠直径为 １００ μｍꎬ破碎时间为５~ １５０ ｓꎬ
间隔 ５ ｓꎮ ４ 种微生物在破碎时间为最短破碎时间

(５ ｓ)、最佳破碎时间(３０~ ６０ ｓ)和最长破碎时间

(１５０ ｓ)下所得的 ＲＮＡ 质量结果图(图 ２)显示ꎬ破

碎 ５ ｓ 时植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ 没有明显条带(泳道

１)ꎬ破碎到 ６０ ｓ 时条带最清晰(泳道 ２)ꎬ之后随着

破碎时间的延长ꎬ条带越来越暗ꎬ１５０ ｓ 时条带几乎

不可见(泳道 ３)ꎮ 长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大肠杆菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)和酵母菌在破碎至 ３０ ｓ 时的条带(泳道

５、泳道 ８、泳道 １１)最亮ꎬ即使破碎时间延长至 １５０
ｓꎬ条带(泳道 ６、泳道 ９、泳道 １２)仍清晰ꎬＲＮＡ 依然

保持着很好的完整性ꎮ
通过梯度增加每种细菌的破碎时间ꎬ最终确定

在微生物浓度为 １×１０７个ꎬ玻璃珠直径为 １００ μｍ 条

件下ꎬ植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ 的最佳破碎时间为 ６０
ｓꎬ长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)和酵

母菌在 ３０~１５０ ｓ 的破碎时间范围内条带明亮ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１ ~ ３:破碎 ５ ｓ、６０ ｓ、１５０ ｓ 的植物乳杆菌

Ｚｈａｎｇ￣ＬＬꎻ４~６:破碎 ５ ｓ、３０ ｓ、１５０ ｓ 的长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８ꎻ７ ~
９:破碎 ５ ｓ、３０ ｓ、１５０ ｓ 的大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎻ１０~１２:破碎 ５ ｓ、
３０ ｓ、１５０ ｓ 的酵母菌ꎮ
图 ２　 破碎时间对玻璃珠￣酚仿法提取 ４ 种微生物 ＲＮＡ 影响的

电泳图

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂｒｅａｋｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ
ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

２.２.２　 玻璃珠直径 　 为明确玻璃珠直径大小是否

会影响细胞破壁效果ꎬ本研究选取直径分别为 １００
μｍ 和 ５００ μｍ 的玻璃珠进行破碎试验ꎮ 图 ３ 显示ꎬ
植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８ 和大肠

杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)在玻璃珠直径为 １００ μｍ 的条件下

破壁得到的 ＲＮＡ 条带(泳道 １、泳道 ３、泳道 ５)明显

亮于玻璃珠直径为 ５００ μｍ 条件下提取的 ＲＮＡ 条带

(泳道 ２、泳道 ４、泳道 ６)ꎮ 而对于酵母菌ꎬ使用直径
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为 １００ μｍ 和 ５００ μｍ 玻璃珠所提取 ＲＮＡ 条带(泳
道 ７、泳道 ８)亮度没有明显差异ꎬ表明这 ２ 种直径玻

璃珠对酵母菌的 ＲＮＡ 提取效率没有明显影响ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１~２:玻璃珠直径为 １００ μｍ、５００ μｍ 下的植

物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬꎻ３~４:玻璃珠直径为 １００ μｍ、５００ μｍ 下的长

双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８ꎻ５~６:玻璃珠直径为 １００ μｍ、５００ μｍ 下的大

肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎻ７~８:玻璃珠直径为 １００ μｍ、５００ μｍ 下的酵

母菌ꎮ
图 ３　 玻璃珠直径对玻璃珠￣酚仿法提取 ４ 种微生物 ＲＮＡ 影响

的电泳图

Ｆｉｇ.３ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｎ ｔｈｅ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｆｒｏｍ ｆｏｕｒ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

２.３　 消化 ＤＮＡ 且回收 ＲＮＡ 方法的优化

研究中发现ꎬ核酸提取液消化 ＤＮＡ 后ꎬ所回收

的 ＲＮＡ 数量明显减少ꎬ为了解决这个问题ꎬ本研究

尝试优化该过程中 ＲＮＡ 沉淀回收方法ꎬ即在冰乙醇

超低温沉淀后ꎬ加入等体积的异丙醇继续沉淀 ３０
ｍｉｎꎮ 图 ４ 显示ꎬ泳道 １、泳道 ３、泳道 ５、泳道 ７ 分别

为植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大肠

杆菌 ＢＬ２１ (ＤＥ３) 和酵母菌用冰乙醇沉淀回收的

ＲＮＡꎮ 泳道 ２、泳道 ４、泳道 ６、泳道 ８ 分别为植物乳

杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大肠杆菌

ＢＬ２１(ＤＥ３)和酵母菌用冰乙醇和异丙醇沉淀回收

的 ＲＮＡꎮ 经比较发现ꎬ酵母菌 ＲＮＡ 回收时添加异

丙醇可以得到更加明亮的 ＲＮＡ 条带(泳道 ８)ꎬ而其

他 ３ 种微生物添加异丙醇后效果并不明显ꎬ但也可

以得到明亮的 ＲＮＡ 条带(泳道 ２、泳道 ４、泳道 ６)ꎮ
２.４　 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒法提取 ＲＮＡ

为进一步评估改进的玻璃珠￣酚仿 ＲＮＡ 提取方

法的高效性ꎬ本研究选取商业化的 ＲＮＡ 提取试剂盒

进行比较试验ꎮ 图 ５ 显示ꎬＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒法可以

提取 ４ 种微生物 ＲＮＡꎬ且植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长
双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)在细菌细

胞数量为 １×１０９个时出现清晰条带(泳道 ２、泳道 ４、
泳道 ６)ꎬ酵母菌在细菌细胞数量为 １×１０８个时出现

清晰条带(泳道 ８)ꎮ 虽然试剂盒法可将小分子杂

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１、３、５、７:植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌

ＢＢＭＮ６８、大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)和酵母菌单用冰乙醇沉淀回收

ＲＮＡꎻ２、４、６、８:植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８、大
肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)和酵母菌用冰乙醇和异丙醇沉淀回收 ＲＮＡꎮ
图 ４　 玻璃珠￣酚仿法消化 ＤＮＡ 及其优化方法电泳图

Ｆｉｇ.４　 ＲＮＡ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ａｎｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｕｓｅ ｏｆ ａｂｓｏｌ￣
ｕｅ ａｌｃｏｈｏｌ

质、大分子蛋白质以及 ＤＮＡ 一并去除ꎬ但与玻璃珠￣
酚仿法相比ꎬ对最低细胞数量要求较高并且相同条

件下得到的 ＲＮＡ 量少、成本高ꎬ这与邹晓蕾[２５] 等采

用 Ｑｉａｇｅｎ 法提取大肠杆菌、枯草芽孢杆菌和乳酸乳

球菌 ＲＮＡ 的结果相似ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ２０００ꎻ１~２:细胞数量为 １×１０８个和 １×１０９个的植物

乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬꎻ３~４:细胞数量为 １×１０８个和 １×１０９个的长双

歧杆菌 ＢＢＭＮ６８ꎻ５~６:细胞数量为 １×１０８个和 １×１０９个的大肠杆

菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)ꎻ７~８:细胞数量为 １×１０７个和 １×１０８个的酵母菌ꎮ
图 ５　 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒法提取 ＲＮＡ 电泳图

Ｆｉｇ.５　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ｂｙ ＴＩＡＮＧＥＮ ｋｉｔ

２.５　 ＲＮＡ 质量检测

通过超微量核酸蛋白测定仪对提取的 ＲＮＡ 进

行吸光值和产量检测ꎮ 若 Ａ２６０ / Ａ２３０值小于 ２􀆰 ００ꎬ表
明样品被碳水化合物(糖类)、盐类或有机溶剂污

染ꎬ需要纯化样品ꎮ 若 Ａ２６０ / Ａ２８０值小于 ２􀆰 ００ꎬ说明样

品中有蛋白残留ꎮ 在各自最低可提取微生物细胞数

下ꎬ比较玻璃珠￣酚仿法和 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒法提取

的总 ＲＮＡ 吸光值和产量ꎮ 表 １ 显示ꎬ即使玻璃珠￣
酚仿法提取 ＲＮＡ 的微生物细胞数比试剂盒法低 １
至 ２ 个数量级ꎬ但最终得到的 ＲＮＡ 浓度和纯度显著

高于试剂盒法ꎮ

１２５吴思琪等:一种高效稳定的微生物总 ＲＮＡ 提取方法



表 １　 玻璃珠￣酚仿法和 ＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒法提取的总 ＲＮＡ 吸光值和产量比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ ａｎｄ ｙｉｅｌｄ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｇｌａｓｓ ｂｅａｄ￣ｐｈｅｎｏｌ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＴＩＡＮＧＥＮ ｋｉｔ

指标　 　 　 　
植物乳杆菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ

玻璃珠￣
酚仿法

ＴＩＡＮＧＥＮ 试
剂盒法

长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８

玻璃珠￣
酚仿法

ＴＩＡＮＧＥＮ 试
剂盒法

大肠杆菌 ＢＬ２１(ＤＥ３)

玻璃珠￣
酚仿法

ＴＩＡＮＧＥＮ 试
剂盒法

酵母菌

玻璃珠￣
酚仿法

ＴＩＡＮＧＥＮ 试
剂盒法

Ａ２６０ / Ａ２８０ ２.１０±０.０３ ２.０４±０.０６ １.９６±０.０３ ２.０１±０.０３ １.９８±０.０６ ２.００±０.０４ ２.０１±０.０４ １.９９±０.０４

Ａ２６０ / Ａ２３０ ２.１１±０.０４ ０.５７±０.０４∗∗ ２.０３±０.０７ ０.８０±０.０４∗∗ ２.２７±０.０２ ０.６５±０.０２∗∗ ２.４４±０.０２ ０.８０±０.０２∗∗

核酸浓度 (ｎｇ / μｌ) ７.５８±０.０３ ６.７１±０.０３∗∗ ２７.１９±０.０４ ３２.９３±０.０４∗∗ ３８.２６±０.０４ ２８.２３±０.０４∗∗ ４１.３４±０.０１ ２５.３４±０.０３∗∗

玻璃珠￣酚仿法测定 ＲＮＡ 的最低菌体细胞量为 １×１０７个ꎻＴＩＡＮＧＥＮ 试剂盒法测定 ＲＮＡ 的最低菌体细胞量为 １×１０８个ꎻ∗∗表示差异显著(Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎮ

３　 讨 论

ＲＮＡ 提取是分子生物学研究中最关键、最基础

的问题之一ꎬ获得完整高纯度的 ＲＮＡ 是开展基因克

隆和表达等研究的前提[２６￣２８]ꎬ从不同类型原料中提

取 ＲＮＡ 的方法不尽相同[２９￣３０]ꎮ 由于细菌细胞数量

对 ＲＮＡ 提取回收量有较大影响ꎬ进而研究玻璃珠￣
酚仿法可有效提取不同微生物 ＲＮＡ 的最低细菌细

胞数量ꎮ 当样品珍贵稀少时ꎬ得到高回收率的 ＲＮＡ
便显得尤为重要ꎮ

乳酸菌属于革兰氏阳性菌ꎬ肽聚糖含量丰富ꎬ化
学结构保守固定[３１]ꎬ三维细胞壁结构交联紧密[２５]ꎮ
大肠杆菌属于革兰氏阴性菌ꎬ细胞壁肽聚糖含量低ꎬ
易破碎ꎮ 酵母菌细胞壁厚且成分复杂ꎬ难以破

碎[２２]ꎮ 本研究主要针对原核微生物和真核微生物

进行 ＲＮＡ 提取研究ꎬ选取 ４ 株代表菌株ꎬ采用玻璃

珠破壁法并根据不同代表微生物细胞壁的特性进行

破碎条件的选择和优化ꎮ 在探究玻璃珠直径对

ＲＮＡ 提取效率的影响中发现ꎬ直径为 １００ μｍ 和 ５００
μｍ 的玻璃珠对酵母菌 ＲＮＡ 提取效率没有显著影

响ꎬ出现这样结果的原因我们推测可能与细胞大小

有关ꎮ 一般杆菌长 ０.５~１０.０ μｍꎬ宽 ０.２~１.０ μｍꎬ因
此直径较大的玻璃珠导致细胞破碎不充分ꎬ无法破

开细胞壁ꎬ而酵母菌的细胞大小是细菌的 １０ 倍左

右ꎬ大小为(１~５ μｍ)×(５~３０ μｍ) [３２]ꎬ无论是直径

为 １００ μｍ 还是 ５００ μｍ 的玻璃珠对于破除其细胞

壁都是有效果的ꎬ故在直径为 １００ μｍ 或 ５００ μｍ 的

玻璃珠条件下均可较好地提取酵母菌 ＲＮＡꎮ
在消化 ＤＮＡ 回收 ＲＮＡ 方法优化中ꎬ植物乳杆

菌 Ｚｈａｎｇ￣ＬＬ、长双歧杆菌 ＢＢＭＮ６８ 和大肠杆菌 ＢＬ２１
(ＤＥ３)添加异丙醇后 ＲＮＡ 回收效果并没有明显改

善ꎬ而酵母菌在 ＲＮＡ 回收时添加异丙醇可以提高

ＲＮＡ 回收量ꎮ 分析原因ꎬ可能是分子大小影响 ＲＮＡ

沉降效果ꎬ酵母菌作为真核微生物ꎬ其 ｒＲＮＡ 的分子

明显大于原核微生物 ｒＲＮＡꎬ相同条件更易被醇类物

质析出沉降ꎬ因此异丙醇更易增加酵母 ＲＮＡ 的回收

率ꎮ
本研究选取简便且技术相对成熟的 ＴＩＡＮＧＥＮ

试剂盒法与玻璃珠￣酚仿法的 ＲＮＡ 提取效率进行比

较ꎮ 根据文献报道ꎬ稳定期乳杆菌１×１０８ ~ １×１０９个

细胞ꎬ所提取 ＲＮＡ 浓度为 ２０􀆰 ６０ ｎｇ / μｌꎬＡ２６０ / Ａ２３０为

０􀆰 ６４ꎬＲＮＡ 回收率低ꎬ无论是 ＲＮＡ 浓度还是质量均

不及本研究中的玻璃珠￣酚仿法ꎬ但大肠杆菌的 ＲＮＡ
回收率和质量均优于玻璃珠￣酚仿法[２５]ꎮ

玻璃珠￣酚仿法适用于不同类型微生物的 ＲＮＡ
提取ꎬ具有广泛的适用性ꎮ 其可提取 ＲＮＡ 的微生物

细胞数最低为１×１０７个ꎬ而试剂盒法则最少需要１×
１０８个菌体细胞ꎮ 研究发现ꎬ利用 Ｂｅａｄｂｅａｔｅｒ 细胞破

碎仪破碎 ３０ ｓ 后ꎬ不同代表菌株最佳破壁时的玻璃

珠直径不尽相同ꎬ对于原核细菌试验菌株ꎬ使用直径

为 １００ μｍ 的玻璃珠破碎提取得到的 ＲＮＡ 浓度明显

高于使用直径为 ５００ μｍ 的玻璃珠所得的ꎬ而对于

酵母菌试验菌株ꎬ使用这 ２ 种直径的玻璃珠所得

ＲＮＡ 浓度没有明显差异ꎮ 采用玻璃珠直径为 １００
μｍꎬＢｅａｄｂｅａｔｅｒ 细胞破碎仪破碎样品 ３０ ｓꎬ即可有效

破碎细胞ꎬ保证 ＲＮＡ 的高效提取ꎬ对于长双歧杆菌、
大肠杆菌及酵母菌ꎬ破碎时间长达 １５０ ｓ 也不会引

起 ＲＮＡ 降解ꎬ产物 Ａ２６０ / Ａ２８０ 为１.９６~ ２􀆰 １０ꎬＡ２６０ / Ａ２３０

为 ２.０３~ ２􀆰 ４４ꎬ浓度和纯度均显著优于试剂盒所提

ＲＮＡꎮ
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