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摘要:从养殖锦鲤各种组织中提取完整的 RNA, 是分子生物学研究锦鲤应激表达、体色变异、生长发育等功能基

因表达的关键实验。在不伤害养殖锦鲤个体健康的情况下,取用鱼体的鳍条、鳞片、鳃丝、血液 4种保护性组织,

可以最大程度地减少对珍贵锦鲤个体的损伤, 并达到研究相关基因表达的目的。本研究利用 TR izo l法提取

RNA, 获得的各样品 RNA条带完整、纯度高。结果表明, 4种保护性组织提取的 RNA经过逆转录反应,得到了高

质量的 CDNA。内标基因 (B- actin)、热激蛋白基因 ( hsp70)、金属硫蛋白基因 ( M T )扩增得到清晰的条带,通过

NCB I数据上的 BLAST比对证明,各序列的同源性在 95%以上。利用本研究的方法, 可以充分保护养殖锦鲤个体

的完好性,用于进一步的分子生物学研究。

关键词:锦鲤; 保护性组织; RNA提取; 引物扩增

中图分类号: S917  文献标志码: A  文章编号: 1674- 3075( 2008) 02- 0116- 04

  锦鲤是淡水养殖观赏鱼中的精品, 被称为水中

宝石, 经过长时间的人工筛选, 已经形成了众多花色

和品系。随着观赏、养殖的不断发展,国内外对锦鲤

的研究项目曾上升趋势; 特别是结合形态学、生理

学,在锦鲤体形、体色及生长等各方面的研究中,基

于分子生物学的相关研究必须用到 DNA、RNA样

品,相关报道中养殖个体的取样是以鱼体的肌肉、肝

脏、脑等组织为主,这些组织的取样会对养殖锦鲤造

成致命性的伤害,极易造成个体的感染死亡,相对于

珍贵的养殖个体,在保证获得良好实验目的情况下,

取用对个体相对危害性较小组织成为了开展研究的

出发点。本研究重点比较了鳍条、鳞片、腮丝、血液

4种保护性组织, 用于提取高质量总 RNA技术要

点,并且利用获得的 RNA进行反转录反应及相关基

因的引物扩增。RNA提取最大的困难是其容易降

解,外源性和内源性的 RNA酶污染很难控制。在整

个提取分离的过程中,有很多方法可以运用,如异硫

氰酸胍 /氯化铯法、硫氰酸胍 /热酚法、氯化胍法、氯

化锂 /异硫氰酸胍法等,以及现在使用较多的 TR izol

法,各种方法都有一定的特点、优势 (王桂玲等,

2003;杨受保等, 2007; 邓莉等, 2005; Bart Verheyden

et a,l 2003; S Nuy ts et a,l 2001; P Chom czynsk i& N

Sacch,i 1987)。

本研究采取 TR izol法提取了养殖锦鲤的鳍条、

鳞片、腮丝、血液 4种组织, 得到了较高质量的

RNA, 并用相关基因的引物进行了 RT- PCR扩增,

得到了较为满意的结果, 取样的个体活力及健康性

不受影响,为从分子生物学上进一步研究锦鲤打下

了最为基础和关键的一步。

1 材料与方法

1. 1 材料

实验用的养殖观赏锦鲤取自浙江宁波大学海洋

生物工程重点实验室养殖基地,为红白双色个体,体

长 40 cm ,体重 2. 5 kg。用撒网从池中捕出, 2. 5 mL

无菌注射器尾静脉取血, 组织样品经过 PBS清洗后

放入 1. 5 mL离心管中, 液氮冻存运输回实验室,

- 80e 超低温冰箱保存。

1. 2 实验器皿的处理

玻璃器皿、剪刀、镊子等清洗干净后在 200e 烘

烤 8 h,离心管、移液枪头用 0. 1%的 DEPC (焦碳酸

二乙酯 )溶液浸泡过夜, 并在 121e 高压灭菌 30 m in

以除去 DEPC, 100e 烘干备用。

1. 3 试剂

¹磷酸盐缓冲溶液 ( PBS ) : 1. 15 g磷酸氢二

钠、0. 12 g磷酸二氢钾、8 g氯化钠、0. 12 g氯化钾、

pH 值 7。

º TR izo l( Inv itrogen产品 )、氯仿、异丙醇、75%

乙醇、DEPC处理水。

»M - M LV逆转录酶、O ligo dT18反转录扩增体

系。



¼B- actin引物、热激蛋白 hsp90引物、PCR扩

增体系。

½琼脂糖、10 @凝胶加样缓冲液。

以上溶液均用 0. 1% DEPC水配置,灭菌处理。

1. 4 方法
¹ 取样: 用 2. 5mL注射器, 从锦鲤的尾静脉取

血, 10 000 r/m in离心取血细胞。用处理过的剪刀、

镊子从鳃、鳍、鳞取 30 mg左右组织,迅速将各组织

剪碎。

º 在 1. 5 mL离心管中加入 300 LL TR izo ,l再加

入各组织,旋涡振荡 30 s。

» 再补加 700 LL trizo l旋涡振荡 1 m in,冰上静

置 5m in。

¼加入 0. 2 mL氯仿, 振荡 15 s, 静置 2 m in。

4e 离心, 12 000 r/m in离心 15 m in,取上清。

½加入 0. 5mL异丙醇, 将管中液体轻轻混匀,

室温静置 10 m in。

¾4e 、12 000 r /m in离心 10 m in, 弃上清。

¿加入 1 mL 75%乙醇, 轻轻洗涤沉淀; 于 4e 、
7 500 r/m in离心 5 m in,弃上清。

À倒置晾干,加入适量的 DEPC H 2O溶解 ( 65e

促溶 3~ 5 m in)。

Á琼脂糖电泳检测, - 80e 超低温冰箱保存。
1. 5 浓度和纯度检测

分离的总 RNA用经 DEPC处理水稀释后, 利

用分光光度计测定 260 nm的吸光值, 计算 RNA浓

度。在紫外分光光度计上检测 230 nm 、260 nm和

280 nm 的吸光值, 以计算 A 260 /A230、A260 /A280比值

检测 RNA质量;并且在琼脂糖凝胶上检测提取样品

的完整性。

1. 6 RT- PCR特异性引物扩增

利用从 NCB I上获得的锦鲤的相关序列, 设计

了肌动蛋白 B- actin,热激蛋白 hsp70, 金属硫蛋白

M T各基因的引物,扩增 mRNA反转录产物。

2 结果与分析

采用 Inv itrogen公司的 TR izo l试剂提取的 RNA

质量高、纯度好, 相比较其它公司的产品具有一定的

优势。本研究用 1. 2%的琼脂糖凝胶电泳检测 RNA

的完整性,以不出现拖带、降解 sm ear为标准, 在普

通 DNA电泳仪上,在较高的电压下,跑胶时间缩短

至 3~ 5 m in, 这种方法可以有效地防止缓冲液中降

解总 RNA的作用,提供真实的 RNA提取实验效果,

此方法简单、快捷、有效。

从电泳凝胶图 1中可以看到, 28S、18S和 5S的

rRNA、mRNA分散在 3条亮带之间。可以看出各样

品提取的 RNA完整性较高, 28S和 18S rRNA没有

出现降解现象。图 2的反转录产物电泳可以看到,

样品呈 sm ear状分布, 所获得的 CDNA可以用于进

一步的特异性引物扩增。图 3~ 图 5中用所设计的

引物扩增反转录 CDNA, 经过克隆和测序, 获得了

406 bp的肌动蛋白基因片段, 163bp热激蛋白及 225

bp的金属硫蛋白基因片段, 通过 NCB I数据上的

BLAST比对证明, 各序列的同源性在 95%以上, 其

中 MT为 99%。

  通过获得鳍、鳞、鳃、血 4个组织的 RNA, 经过

逆转录实验,能够得到高质量的 CDNA。根据鲤鱼

mRNA序列设计获得的热激蛋白 hsp70、肌动蛋白

( B- act in)、金属硫蛋白 (MT )引物扩增, 电泳分析

可以获得较清晰的条带,经过克隆测序,用于这些基

因的进一步研究。
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3 讨论

锦鲤作为大型观赏性淡水珍品鱼类, 在检测个

体的生长、发育、疾病控制和特定的体色控制、生长

调控的研究中,如何能有效地保护珍贵个体的完整

性, 又可以顺利地开展科学研究, 是摆在科研人员面

前的一个大问题。利用养殖锦鲤的鳍、鳞、鳃、血液

等保护性组织来提取总 RNA, 样品的完整性好、质

量高,可以用于基于总 RNA的所有分子实验, 包括

RT- PCR、特异性引物扩增目的基因片段、克隆测

序、功能基因的表达等研究。

各保护性组织中,鳞、鳍的再生能力较强, 取样

后的个体在一段时间后会自动长出组织。相比较,

鳞对鱼体的影响最小,取鳃组织对鱼体可能会有影

响, 但取样的量相对较少, 锦鲤的个体生长没有影

响。从侧线处尾静脉取血液组织,仅 5LL左右的量

就能提取大量的总 RNA, 养殖个体经过挤压止血、

消毒,能够很好地保护鱼体不受影响。在 RNA质量

方面, 4个组织都能提取出高质量的总 RNA, 没有基

因组 DNA的残留。血液组织在提取 RNA的量方面

要高于其它 3种组织, 鳞、鳃、鳍各组织样品都可以

用处理过的剪刀迅速剪切来完成对样品的预处理,

相比较液氮研磨,更加简单、快速、有效。利用本研

究方法获得的总 RNA, 经过后续的实验证明具有较

高的纯度和完整性,可以用于基于 RNA的一切分子

操作和研究。
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TheR esearch ofRNA Extraction and Prim er Amplification

from Protective T issues of the Koi (Cyprinus carp io)

WANG Ya- jun, LIU B -i q ian, WU l-i shan, HONG Song-ba i

( Key Laboratory of Applied M arine B iotechno logy, M in istry of Educat ion,

N ingboUn iversityM arine B io techno logy Key Lab, N ingbo 315211, Ch ina)

Abstract: The integrity ofRNA ex tracted and purified from various organ izat ions is a key step for m o lecu lar b io logy

research to genes of ko i in grow th and developm en,t stress- express and variat ion o f body color. W ith reducing

harm to precious indiv idual in them ax im a ldegree, The protect ive t issues of f ins, sca les, g ills and blood can be re-

searched for the expression o f genes at the sam e tim e. Tota lRNA w as extracted by m eans o f TR izo,l these RNA

have com plete fragm ent and h igh pur ity. The resu lts show ed that the CDNA reversed from RNA of these organ iza-

t ions have h igh quality. The PCR obta ined d istinct bands am plif ied by the prim ers of B- act in, hsp70 and MT, the

highest com parability 95% is show when these sequences are com pared using BLAST align ing on NCBI. In summ a-

ry, th ism ethod can fu lly protect the ind iv idua l integrity o fKo ,i wh ich w ou ld benefica l fo r the further research o f

m o lecu lar b io logy.

Key words: ornam ental carp; protective tissues; RNA ex traction; pr im er am plificat ion

1192008年第 2期            王亚军等, 锦鲤保护性组织 RNA提取及引物扩增研究      


