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一种用 Tripure试剂从冻存组织分离纯化 RNA的方法

Isolation and purification of RNA from frozen tissues by Tripure reagent

曹廷兵 ,彭家和 ,巩　燕 ,叶治家 ,江　渝　　(第三军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探索一种使提取的冻存组织 RNA 纯度和完整性均较高的方法。方法　在 Tripure 分离试剂说明书基础

上, 结合异硫氰酸胍等提取 RNA 的方法 ,对提取组织 RNA的操作步骤进行调整 、改进。结果　用此法提取的冻存组织 RNA ,

经电泳鉴定及进一步 RT-PCR检测 ,显示 RNA 的纯度及模板性较好。结论　用此法提取的冻存组织 RNA质量稳定可靠。

　　随着分子生物学技术的迅猛发展及在医学领域中

的普及 ,以 RNA 为研究对象的实验与日俱增 。要对

RNA 进行研究 , 就需要从各种组织或细胞中提取

RNA ,提取 RNA质量如何 ,将直接关系着后续实验的

成败。提取 RNA 的常用方法有异硫氰酸胍一步

法[ 1 ～ 3]等。目前 , Roche 公司生产的 Tripure 分离试剂

也是用于提取组织或细胞 RNA的常规试剂 ,这两种方

法提取 RNA总的效果不错 ,但如果用于组织 ,特别是

冻存组织 RNA的提取 ,要想获得高纯度和模板性俱佳

的组织 RNA ,就需要加以调整和改进。我室在长期进

行 RNA的研究中 ,摸索出了一套稳定可靠的提取组织

RNA的方法 ,现报告如下 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　Tripure 分离试剂购自 Roche 公司;M-MLV Reverse Transcrip-

tase购自 Promega 公司;引物合成和 PCR试剂盒购自上海 Sangon

公司。

1.2　组织的来源及 RNA提取

　　本研究提取 RNA 的组织来自人的肝脏 、胎盘 、脂肪等组

织。把得到的组织置于冰上 , 剔除无用组织 , 然后把组织分成

若干1～ 2 g的小块 , 液氮中速冻保存(-70 ℃以下也可以)。现

以冻存6 个月的肝癌组织为例介绍本法提取组织 RNA的过程。

　　RNA提取步骤如下:从液氮中取出肝癌组织 1 块 , 置于盛

有少量液氮的碾钵中 , 用碾棒把组织块碾磨成细细的粉末状 ,

用药勺盛于 1.5 ml 的离心管中 , 每管约 100 mg;加入 1 ml

Tripure 试剂 ,涡旋器上高速振荡 2 min , 室温放置 10 min;12 000

×g , 4 ℃离心 10 min;吸取上清于另一离心管中 ,室温放置 10

min;加入 0.2 ml氯仿 , 剧烈混匀20 s ,室温放置10 min;12 000×

g , 4 ℃离心15 min;吸取上清于 1.5 ml离心管中 ,加入 0.5 ml异
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丙醇颠倒混匀 5 次 , 室温放置 10 min;12 000×g , 4 ℃离心 10

min;去上清 ,沉淀用 1 ml 75%乙醇洗 1 次;10 000×g , 4 ℃离心

10 min;75%乙醇再洗 1 次;RNA 沉淀加入 1 ml 无水乙醇洗 1

次;去上清 , 在无尘环境或超净工作台上平放离心管 , 待离心管

管壁无明显液滴时加入 20 μl DEPC 处理的灭菌双蒸水溶解

RNA沉淀。

1.3　RNA定量 、纯度测定以及电泳分析
　　提取的 RNA 在紫外分光光度计上测 A260值和 A260/ A280比

值 ,确定所提取 RNA的浓度和纯度。取 3 μg 或 6 μg总 RNA 按

我室常规方法[ 4]电泳分析 RNA 的质量。

1.4　RNA的 RT-PCR分析

　　取 2μg 总 RNA 以Oligo(dT)15为引物 , 以 25 μl反应体积进

行逆转录 ,转录方法按 M-MLV Reverse Transcriptase说明书进行。

取逆转录产物 2μl分别以 β-actin(长度为 800 bp)和 PPARγ-LBD

(长度为 810 bp)的 PCR引物进行 PCR 扩增 , 扩增反应体积 50

μl , 然后电泳检测 RT-PCR结果。

2　结果

2.1　提取的冻存组织 RNA电泳分析

　　取人肝癌组织总 RNA 6 μg和 3 μg按文献[ 4] 进行电泳 , 可

见 28 S、18 S、5.8 S(5 S)3条清晰的 rRNA条带 ,见图 1。

1:6μg肝癌组织 RNA;2:3μg 肝癌组织 RNA

图 1　肝癌组织 RNA电泳结果

2.2　RT-PCR实验结果电泳分析

　　取 β-actin PCR产物 4 μl , PPARγ-LBD PCR产物 8 μl进行琼
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脂糖凝胶电泳。由于 β-actin 和 PPARγ-LBD PCR片段大小相近

(800 bp 左右), 因此 ,电泳时 DNA标准和 PPARγ-LBD 片段按正

常电泳 40 min ,再上样 β-actin PCR产物 ,相同条件电泳 40 min ,

紫外灯下观察电泳结果 ,见图 2。

1:λDNA/ EcoRⅠ +Hind Ⅲ双切;2～ 6:为正常 、肝癌 、肝硬化 、

胆道淤集肝组织以及脂肪组织 RNA 的 β-actin和 PPARγ-LBD

基因的 RT-PCR产物

图 2　不同组织 RNA 的 RT-PCR电泳结果

3　讨论

　　RNA作为分子生物学的主要研究对象之一 ,它极

易受到 RNase 的水解 ,在提取冻存组织 RNA时为了避

免内源性和外源性 RNase对 RNA 的降解 ,本研究在提

取 RNA的过程主要进行了以下一些改进:①为了避免
解冻时内源性组织 RNase释放造成 RNA的降解 ,取得
组织后立即在冰上把需要的组织切成 1 ～ 2 g 左右小

块 ,迅冻存于-70 ℃以下 ,这样每次提取 RNA 时就不

必对组织块解冻分割 。②为了避免把组织块解冻切成

小块才能用匀浆器来破碎细胞 ,我们把冻存的组织块
直接置于含有少量液氮的碾钵中碾成细细的粉末 ,然

后加人Tripure试剂 ,涡旋器上高速振荡 ,便可达到破
碎细胞释放出 RNA 的目的;这样提取 RNA 的组织总

是处于低温或Tripure试剂的保护之中 。③提取得到

RNA沉淀以后 ,应特别小心防止外源性 RNase污染 ,因

为此时已无 Tripure 试剂中 RNase 抑制剂的保护 ,因此
用75%的乙醇洗完后 ,再用无水乙醇洗 1 次 ,可以大

大缩短 RNA沉淀晾干的时间 ,可避免 RNA 在空气中

暴露时间过长而增加外源 RNase对 RNA的降解。

　　分离纯化的 RNA质量如何 、是否被降解通常采用
甲醛变性琼脂糖凝胶电泳方法来鉴定 ,以及进一步的
RT-PCR来分析 RNA作为逆转录模板的完整性 。在提

取的真核细胞总 RNA中核糖体 RNA(rRNA)占总 RNA

的90%以上 ,它们主要由 28 S 、18 S 、5.8 S(5 S)组成 ,

这3类 rRNA 的摩尔浓度大致相等 ,但他们的分子质
量相差较大 ,在紫外灯下的亮度依次为 28 S >18 S>

5.8 S(5 S)。在电泳后能观察到28 S 、18 S 、5.8 S(5 S),
特别是28 S清晰的带型 ,通常认为所提取的 RNA未被

降解 ,可以用提取的 RNA进行后续实验。进一步 RT-
PCR分析 RNA模板的完整性时我们以 β-actin作为标

准参照 ,检测不同组织或同种组织不同疾病时某一基
因的 mRNADH丰度 ,以此便可确定 RNA 模板性的优

劣。实验结果表明 ,用此方法分离纯化的冻存组织
RNA质量稳定可靠 。
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术中颅脑 B超辅助下的显微手术

Intraoperative ultrasound-guided microneurosurgical operation

吴　南 ,冯　华 ,王宪荣 ,朱　刚 ,高伯元　　(第三军医大学附属西南医院神经外科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　总结术中颅脑 B 超在显微神经外科手术中的初步应用经验。方法　开颅后在硬脑膜外或硬脑膜下 ,

使用ALOKA型 B超 , 结合术前的影像学资料 ,进行病变定位 ,选择手术路径后 ,在显微镜下切除病变 , 并用 B 超判断切除

程度。结果　30 例病变中 , 29 例定位准确。其中 25 例全切除 , 4例次全切除 , 术后 2 例症状加重 , 其余病人神经功能保留

良好。讨论　术中颅脑 B超可以实时显示病变的部位与轮廓 ,有助于病变的切除和减少手术副损伤。
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