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摘　要：针对成熟油菜次生休眠种子富含多糖和多酚、老健组织部分 富 含ＲＮＡ酶、生 理 活 性 低 等 特 点，通 过 选 用ＲＮＡ
ｐｌａｎｔ　ｐｌｕｓ　ｒｅａｇｅｎｔ植物总ＲＮＡ提取试剂，添加β－巯基乙醇抑制ＲＮＡ酶活性、防止酚类物质氧化，应用醋酸钠去除多糖

类物质对ＲＮＡ的影响，以及缩短抽提时间等措施，建立成熟油菜次生休眠种子ＲＮＡ的快速高效提取方法。结果表明：
采用本方法提取的ＲＮＡ　Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．９２～２．０５，２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ条带清晰而完整，且无明显降解，可以应

用于后续的ｍＲＮＡ分离、建库和高通量转录组测序。
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由于植物ＲＮＡ具有很强的组织特异性，针对不同植物甚至同一植物不同组织采取的提取方法不
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尽相同［１－２］。油菜种子属脂肪质种子，含有丰富的脂质、蛋白质、多糖、多酚和维生素等物质，ＲＮＡ提取

较为困难。常规的Ｔｒｉｚｏｌ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉｔ［３］、异硫氰酸胍一步法［４］等已报道的植物组织ＲＮＡ提取方法均

不适用于油菜种子。目前已有不完全成熟或新鲜油菜种子ＲＮＡ提取成功的先例［５－７］，但对于成熟油菜

次生休眠种子总ＲＮＡ的提取方法还缺乏研究与报道。
油菜种子具有显著的次生休眠特性［８］，明确油菜种子次生休眠的分子机制，可以为人工调控种子休

眠提供理论依据，而高质量地提取油菜次生休眠种子的ＲＮＡ则是研究种子休眠机制的必要基础。鉴

此，本研究通过多次试验，摸索出一种从成熟油菜次生休眠种子中快速提取高质量ＲＮＡ的方法，并成

功应用于后续的ｍＲＮＡ分离、建库和高通量转录组测序。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试材料为次生休眠特性较强的甘蓝型（Ｂｒａｓｓｉｃａ　ｎａｐｕｓ　Ｌ．）常规油菜品种苏油２１１，２００９年秋种

于淮阴师范学院生物科技园试验田，油菜花期套袋自交，成熟后收获、脱粒，２５℃条件下保存油菜种子。

ＲＮＡ　ｐｌａｎｔ　ｐｌｕｓ　ｒｅａｇｅｎｔ植物总ＲＮＡ提取试剂购自北京天根生化科 技 公 司（目 录 号 为 ＤＰ４３７）；

ＤＥＰＣ水（合肥新恩源生物科技公司代理的Ｂｉｏｓｈａｒｐ品牌）；ＴＡＥ缓冲液、ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ　ｄｄＨ２Ｏ、苯酚－氯
仿－异戊醇混合液（体积比为２５∶２４∶１）、β－巯基乙醇、醋酸钠均为上海捷瑞生物公司产品；ＲＮＡ酶固

相清除剂为北京天恩泽基因科技公司产品。其余生化试剂为国产分析纯。

１．２　油菜种子次生休眠诱导

参考Ｇｒｕｂｅｒ等［９］方法，用渗透势为－１．５ＭＰａ的ＰＥＧ６０００溶液模拟干旱条件处理种子，诱导次

生休眠。方法如下：分别取１００粒种子放入６个培养皿中，注入ＰＥＧ６０００溶液浸泡处理１４ｄ；完成后将

种子换入装有去离子水的培养皿中８～９ｄ，非休眠种子将发芽；在绿色安全光下剔除发芽种子，将其中

４个培养皿中的未发芽种子换入装有去离子水的培养皿中，置于交替的光照和温度条件下处理３ｄ以

上，如果能够发芽，则属于次生休眠种子；将其余２个培养皿中未发芽种子用液氮固定后置于－８０℃冰

箱保存备用。上述试验以不经次生休眠处理（用水代替ＰＥＧ６０００）的发芽结果为对照，重复６次。

１．３　试验用品处理

离心管、枪头等聚乙烯塑胶制品用０．１％ ＤＥＰＣ水浸泡２４ｈ后高压灭菌备用。研钵、研杵和药匙

用锡箔纸包裹，１８０℃烘烤８ｈ以上。电泳槽、制胶板、梳子等分别用１０％和０．１％的ＲＮＡ酶固相清除

剂先后处理５ｍｉｎ，然后经高压灭菌的０．１％ ＤＥＰＣ水冲洗２次后用于制胶。

１．４　油菜次生休眠种子总ＲＮＡ提取步骤

１）取０．１ｇ成熟油菜次生休眠种子放入加有液氮的研钵中，迅速研磨成粉末；

２）将粉末加入含有８００μＬ　ＲＮＡｐｌａｎｔ　ｐｌｕｓ　Ｒｅａｇｅｎｔ植物总ＲＮＡ提取试剂（使用前按照１∶４的体

积比将β－巯基乙醇与ＲＮＡｐｌａｎｔ　ｐｌｕｓ　ｒｅａｇｅｎｔ混合）的离心管，涡旋振荡至彻底混匀；

３）室温 下 平 放 离 心 管 静 置５ｍｉｎ，再 加 入５００μＬ预 冷 的 苯 酚、氯 仿、异 戊 醇 混 合 液（体 积 比 为

２５∶２４∶１）混匀，４℃下１３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，取上清液；

４）将上清液转移至一新离心管中，加７０μＬ的３ｍｏｌ·Ｌ－１醋酸钠和１　４００μＬ的无水乙醇，倒转

２～３次混匀后冰上放置３～５ｍｉｎ；

５）４℃下１３　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心４ｍｉｎ，弃上清，７５％乙醇洗沉淀２次，室温下干燥，用ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅ
ｄｄＨ２Ｏ溶解沉淀即得，放置－８０℃冰箱备用。

６）通过紫外分光光度计测定总ＲＮＡ的含量与纯度，并进行１０ｍｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳检测，
紫外成像系统下观察总ＲＮＡ的完整性。

１．５　标准ｍＲＮＡ文库构建

从提取的总ＲＮＡ中分离、纯化ｍＲＮＡ后，委托上海生物信息技术研究中心进行标准 ｍＲＮＡ文库

构建，并用美国安捷伦２１００自动生物分析系统（Ａｇｌｉｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ）检测文库质量，
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质检合格后－８０℃冰箱保存，以备后续的高通量转录组测序。

２　结果与分析

图１　ＰＥＧ化学诱导法筛选

油菜次生休眠种子

Ｆｉｇ．１　Ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｄｏｒｍａｎｔ　ｓｅｅｄｓ　ｏｆ
ｍａｔｕｒｅ　ｒａｐｅｓｅｅｄ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ＰＥＧ

ａ．成熟油菜种子加水处理后发芽（对照）；
ｂ．成熟油菜种子经ＰＥＧ诱导１４ｄ后换入装有

去离子水的培养皿中８～９ｄ，非休眠种子发芽，
大部分种子则未发芽；ｃ．剩余的未发芽种子经

交替的光照和温度破眠处理后发芽。

２．１　成熟油菜次生休眠种子的诱导

成熟油菜种子加水处理后（对照）的发芽率均在９９％以上

（图１．ａ），说明所选用的油菜种子具有正常活力；而油菜种子

经ＰＥＧ诱导后加 水 处 理，发 芽 率 仅 为３６％～４７％（图１．ｂ）；
经交替光照和温度破眠处理后，其中１～４号培养皿中未发芽

的种子几乎全部发芽（图１．ｃ），说明 使 用ＰＥＧ溶 液 模 拟 干 旱

条件，可以诱导油菜种子次生休眠。
根据上述结果，本 试 验 认 定５、６号 培 养 皿 中 未 发 芽 种 子

即为次生休 眠 种 子，将 该 部 分 种 子 用 液 氮 固 定，用 于 下 面 的

ＲＮＡ提取研究。

２．２　总ＲＮＡ质量分析

利用本方法从０．１ｇ油菜次生休眠种子中提取到总ＲＮＡ
３５～４５μｇ，得率为０．３５～０．４５ｍｇ·ｇ－１（ＲＮＡ／样品）。紫外

分光光度计测 定 结 果 表 明，各 样 品 的Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ为１．９２～
２．０５。琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 显 示，２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ 和５Ｓ
ｒＲＮＡ条带清晰而完整，其中２８ＳｒＲＮＡ和１８ＳｒＲＮＡ　２条带

亮而浓，２８ＳｒＲＮＡ亮度 约 为１８ＳｒＲＮＡ的２倍，且 无 明 显 弥

散（图２）。
上述结果说明，采 用 本 方 法 从 成 熟 油 菜 次 生 休 眠 种 子 中

提取的总ＲＮＡ质量和纯度较高，完整性 好，且 未 发 生 明 显 降

图２　成熟油菜次生休眠种子

ＲＮＡ琼脂糖凝胶电泳

Ｆｉｇ．２　Ａｇａｒｏｓｅ　ｇｅｌ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ｔｏｔａｌ
ＲＮＡ　ｆｒｏｍ　ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｄｏｒｍａｎｔ
ｓｅｅｄｓ　ｏｆ　ｍａｔｕｒｅ　ｒａｐｅｓｅｅｄ

１～６．成熟油菜的次生休眠种子

解，可以满足进一步的分子生物学研究需要。

２．３　标准ｍＲＮＡ文库质检结果

从次生休眠种子总ＲＮＡ中分离纯化所得的 ｍＲＮＡ，经超声波

随机打断后构建用于Ｓｏｌｅｘａ测序平台的标准ｍＲＮＡ 文库。对该文

库的Ａｇｌｉｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ检测结果表明（图３），文
库样品的主要峰值为２６０～３３０ｂｐ，说明文库构建质量合格，能满足

高通量转录组测序等分子生物学实验要求。

３　小结与讨论

在油菜产区，由于收获季节种子大量落粒导致地下种子库持续

存在，地下种子一旦条件适宜便发芽长大，成为杂草和污染源。次生

休眠特性是导致 油 菜 地 下 种 子 库 长 期 存 在 和 自 生 苗 繁 衍 的 根 本 原

因，也是造成转基因油菜种子基因扩散的重要原因［８］。掌握油菜次

生休眠特性发生的规律与机制，对于调控油菜种子休眠，治理自生苗危害，以及减少或杜绝种子造成的

基因扩散均具有重要的理论和实际意义。而如何从成熟的油菜次生休眠种子中快速高效地提取ＲＮＡ，
则是开展油菜休眠机制研究的必要前提。

成功提取高质量的ＲＮＡ关键在于抑制内源ＲＮＡ酶活性、防止ＲＮＡ降解［１０］，特别是在成熟油菜

次生休眠种子ＲＮＡ提取过程中。由于成熟的油菜种子老健组织部分富含ＲＮＡ酶，加之种子进入休眠

状态后，生理活性又大大降低，从而使得油菜休眠种子ＲＮＡ的分离效果和完整性难以得到保障。而采

用已有的油菜种子ＲＮＡ提取方法，则存在着试剂消耗量大、提取时间长等缺点，尤其是提取时间过长
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图３　标准ｍＲＮＡ文库质检图

Ｆｉｇ．３　Ｑｕａｌｉｔｙ　ｔｅｓｔ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｍＲＮＡ　ｌｉｂｒａｒｙ

直接增加了ＲＮＡ受污染而降解的可能性，并最终导致

提取失败。因此，通过缩短提取时间，以抑制内源ＲＮＡ
酶活性、减少与防止ＲＮＡ降解是成熟油菜次生休眠种

子ＲＮＡ提取的最为关键技术。
本方法选用北京天根生化科技公司ＲＮＡｐｌａｎｔ　ｐｌｕｓ

ｒｅａｇｅｎｔ植物总ＲＮＡ提取试剂，并通过加入β－巯基乙醇

抑制ＲＮＡ酶活性和防止酚类物质氧化，应用高浓度醋

酸钠去除多糖类物质对ＲＮＡ的影响，并且尽量缩短抽

提时间，使得完成油菜次生休眠种子ＲＮＡ提取仅需３０
ｍｉｎ，从而有效地减少了ＲＮＡ在提取过程中的损失与

降解。按照本方法制备的ＲＮＡ质量好、纯度高，且具有

试剂用量少、经济节约等优点，可以应用于后续的高通量转录组测序等分子生物学研究。
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