
工作， 经过摸索和改进，用异硫氧酸肌-苯酣

氯仿抽提及两次异丙醇沉淀，可信IJ备到较纯的

真核细胞 RNA， 能满足各种实验的要求。此

j去简便、快速、 无需特殊仪器要求， 现介绍如

下。

率也增加(图 2 )。

多孔比色法除了测定 TGF-ß 活性 外，同

样也可用作测定其它细胞生长因子对靶细胞生

长抑制或促进的活性[6J 。我们曾应用这一方法

测定了人或动物一些贴壁生长细胞系的生长曲

线， 结果表示比常规手欺式计数器计数更精

确、 方便(未发表资料)。这种甲烯蓝染色法预

期将可用于检测化疗药物、细胞毒素等对肿瘤

细胞或其它靶细胞生长影响研究中。
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一种快速分离真核细胞RNA的方法来

考参

士
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刁写C学物生

RNA 的 ;lliJ备和纯化是分子生物学研究中

极为重要的一环，在 cDNA 文库的建立、 细胞

基因表达研究等方面都是不可缺少的。 大量

RNA 的取得通常是采用氧化艳超速离心方法 ，

这个方洁的缺点在于需要长时间的超速离心，

且需要昂贵的试剂与仪器设备。为了克服该方

法的缺点，找们参考了 Chomczynski 等人[1]的

第 14 卷第-1 j饲

细胞数呈线性关系(见图 1 )。

我们在测试 TGF-ß 1 生物活性的实验中 ，

加 TGF-ß 1 浓度范围为 0.1-10 吨jml。每组

作三孔测定，取其 O . D 值的平均值， 然后计

算出 TGF-ß 1 每一浓度时的 细胞数， 计算对

CCLj64 细胞生长抑制率。结果明确显示， 随

着 TGF-ß 1 浓度增加， CCLj 64 细胞生长抑制

胞

不同浓度TGF-ß 1 对 CCLj64 细胞生长

的抑制。

细胞拔和11是 2 . 5XI0 4j孔

门
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材料 与方法

1 .细胞来源 NS-1 小鼠骨髓瘤细胞株， 为我室

引进的长期传代细胞。

2. 主要试剂配制

1) DEPC H20 每 1 升三蒸水，加 DEPC (焦碳酸

二乙醋 ， Fluka 产品) 1 ml , i昆 匀后宣 37"C水浴 12 小

时， 15 盼消毒 30 分钟。

2)溶解缓冲液 4 mol/L 异硫氨酸肌 (Sigma) , 

25 mmol/L 拧楼酸三铀， pH 7. 0; 0 . 5%月桂耽肌配

酸纳 (Sigma) 1 O. 1 mmol/ L ß-统基乙醇 ( Fluka) 。 主

温放置一月。

3)处理苯盼新鲜重蒸苯盼， 加 0. 1 % 8-经l壁琳 ，

以等体和、 DEPC H20 饱和处理 3-4 次 。

4) 曹营酸制缓冲液 2 mol/L醋酸铀， 用 冰酸酸调

pH 至 4 . 0 。

5) 5 x 电泳缓冲液 200 mmol/ L MOPS(Sigma) , 

50 mmol/L 醋酸销， pH 4.0 , 5 mmol/ L EDTA. 以

NaOH 调 pH 至 7.0.

以上试剂均以 0 .1 %DEPC H10 配制 ， 12 小时启

37 "C水浴放置高压消毒 30 分钟。

6) 其它试剂 。 . 24-9 . 5 Kb RNA Ladder 为美

国 BRL 公司产品; [a-32P]-dCTP 为 英国 Amersham

公司产品 1 0.8 Kb 肌动蛋白 cDNA 探针由美国芝加

哥大学 Hanukoglu 博士惠赠[剑。

3. RNA拍摄 NS-1 骨髓瘤细胞培养液 ，

2500 rpm J勾心 10 分钟。细胞团块以 0 . 01 mol/ L PBS 

洗涤两次后移至 Eppendorf 离心管。加入 0 . 5 ml溶解

缓冲液盐1子 NS-1 细胞 ， 然后依次加入 50 μ1 2 mol/ L 

NaAc , 0. 5 ml 处理苯盼， 100 μl 氯仿/异戊醇( 49: 1) , 

立即上下颠倒混匀 1 分钟。 冰浴 15 分钟 后， 于 4 0C

12 , 000 rpm 离心 20 分钟。将含有 RNA 的水相转移至

另一 Eppendorf 离心管中 ， 加入等体积的预冷异丙醇，

1昆匀后，一 20"C放置 1 小时。 然后于 4 "C 12 . 000 rpm 

离心 20 分钟。为了获得较纯的 RNA， 将 RNA 团块

再溶解于 0.3 ml 溶解缓冲液中 ， 同上以异丙醇沉淀

RNAo 最后以 75% 乙醇洗涤一次 ， 室温干燥 15 分钟

后，将 RNA 溶解于适量 体积的 DEPC H20 中 ，

置 65 "C水浴 15 分钟， - 80 0C保存备用。若民期保存，

加入 2 .5 倍体积乙醇，置 一 80"C。

4. RNA 样晶鉴定

1) 微 I l!.泳检杏每样 1日1取 5 μg RNA置 1% Ag

arose /，展胶上也泳 2 小时， 6 V/cm。 电泳缓 冲液 : 1 x 

MOPS。陈毕 ，提乙挺染色 30 分钟后，置紫外灯下观察。

2) Nor thern blot 参见分子克陇右沾[3)。肌刻j

蛋白 cDNA 探针标 i己采用随机引物延伸r![4) 。

结果 与讨论

本法制备的 RNA 纯品在紫外分光光度计

上测定 OD 260 nm 和 OD 280 nm I吸收值，通过

计算 OD 260 j OD 28 0 ， 比值均大于 1;8，说 Ilj JílìlJ

185 

固 1 制备的真核细胞核德体RNA

1 2 

Kb 
飞，

9.5 
1.5 

4.4 

2.4 
s 一- Actin 

1 . 4- _ . 

. 

0.24-
~...:.;i崎融制.... ::;，*.:;;';:~革

图 2 Norther blot 分析
(1) '3μg RNA; (2) 6μg RNA 
左: O. 2~二9. 5 Kb RNA Ladder 
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备的 RNA 较纯。市IJ 备的 RNA 样品， 经琼脂

糖微 r l.!. i;}z 竹在，无 DNA 污染，可清楚见到较

锐的J'f {主细胞陆黯休 RNA 条千lH28S ， 18 S , 

和 5S)(1冬I 1 )。经 Nor ther blot 分析， 可见

1. 9 Kb 月Jl动蛋r-I mRNA 杂交 区带 ， 而没有任

何降解的迹象(图 2 )。

川本法市IJ 备 RNA 具有简 单、 快速等优

点， 整个分离过程在 4 小时内即可完成。在本

法中 ， JJ<:们使用乙醇代替异丙醇沉 淀 RNA 得

到同样的钻呆。经过多次使用本法制备 NS-1

细胞、 淋巴细胞和血 小板 RNA ， 证明方法稳

定可靠。;JiIJ备的 RNA 适用于 Dot blot 、 Nor

ther blot 以及逆转录 PCR 等分析。

摘 要

以改良的异硫氨酸肌-苯酣-氯仿法从真核

细胞中制备 RNA， 经琼脂粉微电泳检查 ，可清

楚见到三条真核细胞核糖休 RNA {Jj'(28 S , 

18 S， 和 5 S ) ; 经 Norther blot 检测可见未降

解的 1. 9Kb 肌动蛋 白 mRNA 杂交区们。该法

具有快速、 简便、 产率和纯度均较肉等优点。
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