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一种改良的RNA超离心制备方法

手l、立汰宋秋宝

(中国科学院上海细胞生物学研究所 )

RNA 制备是分子生物学中常用的实验技

术之一。 RNA 的常用制备方法包括蛋白酶 K/

SDS 法、 异硫氨酸肌或盐酸肌 超离心?去 [1 ， 2 ] 以

及热盼j去 l3 ]等。我们在制备非洲爪蛤 ( Xenopus

Laevis)早期胚胎 RNA 的过程中，通过对不同实

验方法的比较，摸索出一种 RNA 市1] 备方法(改

良法)，提高了超离心的效率，简要介绍如下。

实验 步骤

1. 将新鲜或液氮冻 存的胚胎组织置于冰冷的约

10 倍体积的 NTES 缓冲液(50 rnmol/ L NaCl/50 mmol/ 

LTris .CL, pH 7.5/ 5 rnmol/ LEDTA. pH 8.0 / 0. 5% 

SDS ) 中，以涡式震荡器剧烈震荡约 10 分钟至细胞完

全裂解后，加入 蛋白酶 K 至终浓度为 200 ~g/ml ， 

37 'C ， 温育 20 分钟。

:t. 加入 0 . 1 倍体积冰 冷的 3 mol/L !lfkf酸纳 (pH

5.2) , 4'C, 5, 000 x g 离心 10 分钟后 ， 收集上洁。以经醋

酸制(pH 5 . 2)饱和的重蒸盼抽提 1 次后，将上层水相移

至新管 ， jJ口入 o . H音体积的 3 mol/L 醋酸纳 (pH 5 . 2)和

2 . 5 倍体积预冷的乙醇，经短时冰浴后 ，置- 70 'C保存。

分次;IìU备的初提样品积累到相当数量后，进行下一步

超离心。

3. 将初提样品于 4 'C ， 10 ， OOo x g 离心 30 分钟。

弃上清， 以 70% 冷乙醇离心洗沉淀物 1 次后沥干， 置

超净台内干燥 10 分钟. 将相当于约 2000 个非洲爪熔

早期胚胎的初提样品溶于 8.1m l TE 缓冲液 (pH 7 . 5) 。

然后加入 0 .9 m12 moljL 醋酸钢(pH 5. 0 ) ， 并按 1 g/2. 5 

ml 的比例加入 3.6 g CsCL，溶解 、 摇匀 ， 得到 9 mL 超

离心样品 (HITACHI-RDS 65 转子全部 3 只 5 PA 营

1 次超离心样品最) 。 铺样于 5 .6 mol/ L CsCL 缓冲液

的顶层， 20 'C , 139 ， OOox g 离 心 ， 21一24 小时。常

规收集分离的 RNA.

讨论与 说 明

1. 在常用的 RNA 制备方法中，蛋白酶

K/SDS 法和热盼法比较简便，不需要特殊设

备。但在用于非洲爪蛤等的卵和早期胚胎材料

的 RNA 市1] 备时 ， 由 于不能有效地去除样品中的

卵黄，糖蛋白等杂质， 降低了所制备 RNA 的

质量。为此， 通常采用 LiCL 处理的方法对样

品做进←步纯化。但由于LiCL 中的 CL- 对体

外翻译系统中的蛋白合成和依赖 RNA 的 DNA

聚合酶活性有抑制作用 ， 因而经它处理的RNA
不能用于体外翻译和 cDNA 的反转录合成 [ 2)

此外， 蛋白酶 K/SDS 法和热酣法都是采用

DNA酶泊化的方法去除样品中的 DNA[2 ， 3 ) 。

由 于市售的 DNA 酶仍含有 RNA 酶活性， 通

常需要纯化 [ Z ]，也给实验带来一定困难。

采用常规超离心法虽没有上述问题， 但它

的实验费用高，并受离心条件的限制。在离心

条件有限的情况下， 同样不适合于进行较大量

RNA 的制备。

这里介绍的改良法， 不仅可以提高超离心

的制备效率， 而且能够保证 RNA 的质量。所

制备的 RNA 可以满足包括体外翻译和反转录

合成 cDNA 在内的各种实验需要。

2 . 本方洁分为两步。首先， 用于 RNA 提

取的组织在蛋白酶 K/SDS 作用后， 经离心和

抽提， 部分除去卵黄和蛋白。进而，对初提样品

进行超离心， 去除混杂的 DNA 和蛋白 ， 使

本文在写作过程中得到庄孝馆教授的指导，特此
致谢。
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RNA 进一步纯化。 由于对样品进行了初提，

所以提高了超离心的 处理 样品的数 量。 以

HITA CHI.RPS 65 转子为例， 用本 主常规盐

酸肌超离心方法凹，每次离心一般只能处理约

300-50 0 枚非洲爪蛤胚胎。而 采 用经改进的

方法 ， 每次离心处理阶胚胎数2可增加到 2000

枚， 即提高 4-6 倍 ， RNA 的得率 基 本不变

(两种方法均为约 0 . 25一0.3 问/胚胎 ) ， 表明

没有出现超载。这样不仅解决了多f，} R NA flí lJ 
备经常调到的超离心容积不足的问题 ， 提高了

超离心的工效 ， 而且可以减少 CsCL 等的用量。 .

3. 改良法集中了其他几种方法的优点，

前面已经提到， 用蛋 白酶 K 法或热盼法都很

难完全去除1号品中混杂的卵贺和秘蛋白等，
DNA 也是用酶解的方法去除的。而月1超离心

的方法则可以有效地去除这些杂质。在改良法

中，由于样品在超离心前已经过初提， 因此可

以通过有限的超离 心处理 大量样品。并且，

RNA 纯化效果与我室通常采用的盐酸肌超离

心法 ( 4 ]基本相同(表 )。

• 表 不同方法制备的非洲爪蜡神经店总 RNA 的

紫外分光光度检测·

超离心法改良法蛋白酶 K/SDS ~去 热盼法

OD 260/ 2 .15 2 . 11 1. 83" 1. 73.. 
280 . 

• :{E数次实验结果一致的情况下， 重复 实验的检

测结果。
. .经 4 次有机抽提.

(上接插页 2 ) 

4 . 由于在方法设计上采取了抑制 RNA 酶

活性的措施，如在蛋白酶 K N[:j解反应中加入

适当浓度的 EDTA，适当缩短温育时·间 ， 尽可

能降低溶液及反应的温度，控制体系的 pH :&. 
使用酸性醋酸纳饱和的苯酣等，因而有效地防

止了 RNA 的降解。 尽管如此， 实验中还应尽

可能采取措施以防止 RNA 酶的污染， 如= 使

用无污染的一次性塑料 ílii] 品 ， 用于实验的玻璃

器皿应在 18 0CC 下烘炜 6 小时或 24 0CC下烘烤

4 小时以上， 除 Tris 以外的所用溶液最好以

DEPC(焦磷酸二乙醋 ) 处理过的双蒸水自己击1] 并

高压灭茵或以 0 . 22μm 的无菌ir./i:: H莫过法(，戴手

套进行实验操作等。
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