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摘　 要　 本文以褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ (Ｓｔåｌ)为实例介绍了利用 Ｔｒｉｚｏｌ 略法作改进用于提取昆虫总 ＲＮＡ 的方

法ꎬ抽提的总 ＲＮＡ 利用甲醛变性凝胶电泳、ＮａｎｏＤｒｏｐ 核酸蛋白仪和 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 分析表明其质量高和

完整性好ꎮ 同时讨论了应用实时荧光定量 ＰＣＲ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) 进行昆虫时空表达研究中选择参考基因应注意的问

题ꎬ为相关研究提供参考ꎮ
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　 　 获得丰度高、完整性好 ＲＮＡ 是基因工程研究

中的重要技术基础 (Ｓａｍｂｒｏｏｌ ｅｔ ａｌ. ꎬ１９８９)ꎮ 真核

生物的总 ＲＮＡ 分离提取已经建立起许多方法ꎬ包
括强变性剂法、Ｔｒｉｚｏｌ 法、ＣＴＡＢ 法、ＳＤＳ￣Ｐｈｅｎｏｌ 法、
酶解法等(刘华等ꎬ２０１１)ꎬ并研发出许多 ＲＮＡ 分

离提取试剂盒ꎮ 但是ꎬ仍有不少实验材料由于富

含 ＲＮＡ 酶、色素等物质干扰 ＲＮＡ 的提取质量 (李
宏和王新力ꎬ１９９９)ꎮ 在昆虫组织中ꎬＲＮＡ 结合更

丰富的蛋白和次生代谢产物ꎬ使其特性与其它动

物的 ＲＮＡ 有较大差别 (邓顺等ꎬ２００７)ꎬ尤其是昆

虫组织富含色素ꎬ使昆虫 ＲＮＡ 提取更加复杂ꎮ
实时 荧 光 定 量 ＰＣＲ ( ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ

ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ｑＰＣＲ)是
在传统 ＰＣＲ 技术基础上发展起来的一种高度灵敏

的核酸定量技术ꎮ 该技术是在 ＰＣＲ 反应体系中加

入荧光染料ꎬ受体荧光发射出的荧光讯号强度与

ＤＮＡ 产量成正比ꎬ因此可以通过监测整个 ＰＣＲ 进

程中荧光信号的变化ꎬ利用标准曲线对未知模板

浓度进行定量分析ꎬ实现 ＰＣＲ 从定性到定量的飞

跃ꎮ 由于该技术具有准确、特异、灵敏和快速等特

点ꎬ故被广泛应用于分子检测、基因表达、核酸多

态性分析和 ＳＮＰ 分析等方面的研究ꎮ 目前 ＴＲ￣
ｑＰＣＲ 有标准曲线法的绝对定量和比较 Ｃｔ 法的相

对定量两种定量方法ꎬ研究实践中较常用比较 Ｃｔ
法的相对定量ꎬ其前提是参考基因的表达是否稳

定(王光华等ꎬ２００８)ꎮ 目前在昆虫基因的时空表

达模式的 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 中ꎬ采用的参考基因很多ꎬ但常

常忽视参考基因的表达稳定性检测ꎮ
本文以褐飞虱为例ꎬ介绍了利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法略作

改进用于提取昆虫总 ＲＮＡ 的方法ꎬ讨论 ＲＴ￣ｑＰＣＲ
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研究中参考基因应注意的问题ꎬ旨在为进行昆虫

ＲＮＡ 提取及表达分析提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

褐飞虱 Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ (Ｓｔåｌ)由广东省农

科院植物保护研究所张扬研究员提供ꎬ饲养褐飞

虱用的水稻为非抗虫品种黄华占ꎮ 待水稻生长至

分蘖中后期时将其移入养虫笼内ꎬ平均每周更换

水稻一次ꎬ水稻加水至刚好淹没土层ꎬ在智能温室

内饲养ꎬ温度为(２６ ± １)℃ꎮ Ｔｒｉｚｏｌ ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ)、
Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚 合 酶、 ｄＮＴＰ、 ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、 ＡＭＶ
(Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ＸＬ)、 ｏｌｉｇｏ ｄ(Ｔ)１８、ＳＹＢＲ
Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ 等 购 自 Ｔａｋａｒａ 公 司 ( Ｔａｋａｒａꎬ
Ｊａｐａｎ)ꎮ

１. ２　 方法

１. ２. １　 ＲＮＡ 的提取　 所用的研钵、ＥＰ 管、枪头等

用 ０. ２％ＤＥＰＣ 水溶液处理过夜ꎮ (１)迅速从液氮

中取出褐飞虱 １(３ 龄以上) ~ ３(３ 龄以下)头ꎬ立
刻置于液氮预冷的研钵中ꎬ继续加入液氮中轻轻

研磨ꎮ 由于有时所取材料不够多ꎬ将 １ ｍＬ 的

Ｔｒｉｚｏｌ 逐滴加入研钵中覆盖研磨后的粉末ꎬ待

Ｔｒｉｚｏｌ 逐渐融化时继续研磨 ３ ｍｉｎꎬ用移液器吸走

研钵内所有的液体到一新的 １. ５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ室温

静置 ５ ｍｉｎꎮ (２)加入 ０. ２ ｍＬ 氯仿ꎬ混合后静置 ５
ｍｉｎꎬ４℃ １２ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎮ 小心取上清液到

另一新的 １. ５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎮ 为了防止褐飞虱表皮

中的色素影响后续实验ꎬ分别用 ０. ５ ｍＬ 氯仿洗涤

２ 次ꎮ (３)加入 １ μＬ ＲＱ１ ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ＤＮａｓｅꎬ３７ °Ｃ
水浴 ５ ｍｉｎꎬ以去除基因组 ＤＮＡꎮ (４)加入 ０. ５ ｍＬ
异丙醇ꎬ室温静置 １０ ｍｉｎꎬ４℃ １２ ０００ ｇ 离心 １０
ｍｉｎꎮ 弃上清液ꎮ (５)加入 １ ｍＬ ７５％ 乙醇ꎬ震荡

１５ ｓꎬ４℃ ７ ５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎮ 重复两

次ꎮ (６)倒置在超净台上 ５ ~ １０ ｍｉｎ(垫上滤纸或

倒置于试管架上)ꎬ加入 ３０ μＬ 经 ＤＥＰＣ 处理过的

双蒸水中ꎬ所获得的总 ＲＮＡꎮ (７)分别用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
分光光度计(Ｔｈｅｒｍｏ)检测总 ＲＮＡ 的浓度、纯度ꎬ
用甲醛变性凝胶电泳和 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ
检查 ＲＮＡ 的完整性等指标ꎬ最后置于 － ８０℃超低

温冰箱中保存备用ꎮ
１. ２. ２　 ｃＤＮＡ 的合成　 在反转录前将每管抽提到

的 ＲＮＡ 调整到相同浓度ꎮ 在新的用 ＤＥＰＣ 水处理

过的 ０. ２ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ按以下比例将所需反应物

加入:ＲＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅ １ μｇꎬ５ × Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
ＸＬ (ＡＭＶ) ｂｕｆｆｅｒ ４ μＬꎬＯｌｉｇｏ ｄ ( Ｔ) １８ (５０ ｐｍｏｌ /
μＬ) １ μＬꎬＲｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ (４０ Ｕ / μＬ) ０. ５
μＬꎬＲｅｖｅｒｓｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ ＸＬ (ＡＭＶ) (５ Ｕ / μＬ)
０ ５ μＬꎬｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ( ｅａｃｈ ２. ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２ μＬꎬ
ＲＮａｓｅ ｆｒｅｅ Ｗａｔｅｒ 补余至 ２０ μＬꎮ 在 ＰＣＲ 仪上按以

下程序进行反应:３７℃ꎬ１０ ｍｉｎꎻ４２℃ꎬ１. ５ ｈꎻ９９℃ꎬ
５ ｍｉｎꎻ５℃ꎬ５ ｍｉｎꎮ 反应结束后取保存于 － ２０℃冰

箱备用ꎮ
１. ２. ３　 参考基因的验证　 用半定量 ＲＴ￣ＰＣＲ 验证

褐飞虱的 β￣ａｃｔｉｎ (ＥＵ１７９８４６)表达是否恒定ꎮ 引

物 为: Ｎｌａｃｔｉｎ￣Ｆ: ５′￣ＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＣＡＡＧＧＡＧＡＡ￣
ＧＣ￣３′ꎬ Ｎｌａｃｔｉｎ￣Ｒ: ５′￣ＣＣＡＴＡＣＣＣＡＡＧＡＡＧＧＡＡ￣
ＧＧＣＴ￣３′ꎮ ＰＣＲ 反应体系 ２５ μＬ: ｃＤＮＡ １ μＬꎬ１０ ×
Ｅｘ Ｔａｑ ｂｕｆｆｅｒ ２. ５ μＬꎬｄＮＴＰ ２. ０ μＬ (２. ５ ｍｍｏｌ /
Ｌ)ꎬＥｘ Ｔａｑ ０. ５μＬꎬ正向引物和反向引物各 １ μＬ
(２０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ加水至 ２５ μＬꎮ 反应条件:９４℃ ５
ｍｉｎꎻ９４℃ ３０ ｓꎬ５６℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ４０ ｓꎬ２６ 个循环ꎬ最
后 ７２℃延伸 ６ ｍｉｎꎮ
１. ２. ４ 　 实时荧光定量 ＰＣＲ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) 　 采用

ＳＹＢＲ 染料法进行 ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ 取合成好的褐飞虱

ｃＤＮＡ 样品ꎬ分别作 ｃＤＮＡ 样品原液的 １ 倍、１ / １０、
１ / １００、１ / １０００ 和 １ / １００００ 稀释的 ５ 个系列浓度的

ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ反应体系为 １０ μＬ : ＳＹＢＲ ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ Ｔａｑ ５. ０ μＬꎬｃＤＮＡ 模板 １. ０ μＬ 引物目标基因

Ｆ 或 β￣ａｃｔｉｎ Ｆ 和目标基因 Ｒ 或 β￣ａｃｔｉｎ Ｒꎬ 加

ｄｄＨ２Ｏ 补余至 １０ μＬꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 反应程序:９５℃预

变性 ４ ｍｉｎꎬ然后 ９５℃ 变性 １０ ｓꎬ５８℃ 退火 ２０ ｓꎬ
７２℃延伸 ３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎬ最后一步设定为 ９５℃
１５ ｓꎬ６０℃ ３０ ｓ 获得熔解曲线ꎮ 每个样品均作 ３ 个

生物学重复以减少操作误差ꎬ获得目标基因和内

参基因的相对标准曲线ꎮ 利用 ＳＰＳＳ１３. ０ ｓｏｆｔｗａｒｅ
分析 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 数据ꎬ采用 ２ － ΔΔＣｔꎬ方法参考 Ｂｕｓｔｉｎ
等(２０１０)ꎬ比较不同处理的目标基因相对表达水

平ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 总 ＲＮＡ 的提取

用 ２. ０％ 琼脂糖变性凝胶电泳初步检测总

ＲＮＡ 的完整性ꎬ从电泳的结果来看ꎬ用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

抽提的总 ＲＮＡ 中ꎬ５ Ｓ、１８ Ｓ、２８ Ｓ ｒＲＮＡ 条带清晰

(图 １ꎬ 图 ２ )ꎮ 分别取 １ μＬ 总 ＲＮＡ 样品ꎬ 用
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Ｎａｎｏｄｒｏｐ 核酸蛋白仪检测其纯度和浓度ꎬ所得的

总 ＲＮＡ 样品的 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０ 值为 ２. ００ ~ ２. １０
之间ꎬＯＤ２６０ / ＯＤ２３０ 为 ２. ００ ~ ２. ３６ 之间ꎬ说明总

ＲＮＡ 的纯度较高ꎮ 用 Ａｇｉｌｅｎｔ ２１００ Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ 进

一步检测表明提取的总 ＲＮＡ 具有良好的完整性ꎬ
适合做定量研究ꎮ

图 １　 从不同龄期褐飞虱提取的总 ＲＮＡ
甲醛变性凝胶电泳图

Ｆｉｇ. １　 Ｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ
ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｆｒｏｍ Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｓｔａｇｅｓ

图 ２　 褐飞虱总 ＲＮＡ 完整性检测图

Ｆｉｇ. ２　 Ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｏｔａｌ ＲＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ｆｒｏｍ Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ

２. ２　 参考基因的验证

利用半定量 ＴＲ￣ＰＣＲꎬ以 １ μＬ 不同龄期相同

浓度总 ＲＮＡ 反转录得到的 ｃＤＮＡ 作为模板ꎬ以 β￣
ａｃｔｉｎ Ｆ 和 β￣ａｃｔｉｎ Ｒ 引物对进 ＰＣＲꎬ２６ 个循环以

后ꎬ１. ０％琼脂糖凝胶电泳结果显示ꎬ不同龄期 β￣
ａｃｔｉｎ 的表达量基本稳定(图 ３)ꎬ符合做内参的标

准ꎮ

图 ３　 不同龄期褐飞虱 β￣ａｃｔｉｎ 表达模式

Ｆｉｇ. ３　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｆｉｌｅ ｏｆ
β￣ａｃｔｉｎ ｉｎ Ｎｉｌａｐａｒｖａｔａ ｌｕｇｅｎｓ

２. ３　 标准曲线的制作

经验证 β￣ａｃｔｉｎ 在褐飞虱不同龄期表达量基本

恒定后ꎬ对 β￣ａｃｔｉｎ 和 ＮｌＶｇ ( ＪＦ３４５２５６) 进行标准

曲线的制作ꎬ结果显示 β￣ａｃｔｉｎ 标准曲线的 Ｒ２ 为

０. ９９０ꎬ 扩 增 效 率 为 Ｅａｃｔｉｎ ＝ １. ０４９ꎬ 斜 率 为

－ ３ ２１１ (图 ４: Ａ)ꎬ ＮｌＶｇ 的标准曲线的 Ｒ２ 为

０ ９９０ꎬ扩增效率为 ＥＮｌＶｇ ＝ ０ ９９９ꎬ斜率为 － ３. ３２５
(图 ４:Ｂ)ꎮ 符合 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的要求ꎮ

３　 讨论

ＲＮＡ 非常容易降解ꎬ所以在整个操作过程中ꎬ
一定要在无菌的环境中进行ꎮ 完整性和纯度是评

价 ＲＮＡ 质量的两个关键标准ꎮ ｃＤＮＡ 文库的构

建、基因克隆、Ｎｏｒｔｈｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 等均需要

完整和高纯度的 ＲＮＡꎮ 高纯度的 ＲＮＡ 取决于有

效地去除 ＤＮＡ、蛋白质和其它色素杂质的污染ꎬ完
整的 ＲＮＡ 在于最大限度地避免纯化过程中内源

及外源核糖核酸酶对 ＲＮＡ 的降解ꎬ采用高活性的

ＲＮＡ 酶抑制剂可有效地防止 ＲＮＡ 的酶解ꎬ采用两

次氯仿洗涤可使去除 ＲＮＡ 提取物种的色素和蛋

白质(如果有必要ꎬ可以再洗涤几次)ꎬ同时也可以

尽量减少 Ｔｒｉｚｏｌ 中苯酚、异硫氰酸胍的污染ꎮ 另

外ꎬ还有少许的异丙醇、苯酚、异硫氰酸胍用两次

７５％的乙醇洗涤ꎮ 本实验所提取的总 ＲＮＡꎬ在甲

醛变性琼脂糖凝胶电泳图上表现为 ２８ Ｓ、１８ Ｓ、５ Ｓ
３ 条清晰条带ꎮ 从其他真核生物总 ＲＮＡ 电泳一般

具有较明显的 ３ 条带ꎬ而且 ２８ Ｓ 条带比 １８ Ｓ 条带

亮ꎮ 而本实验提取的总 ＲＮＡ 电泳结果正好相反ꎬ
即 １８ Ｓ 条带的亮度高于 ２８ Ｓ 条带的亮度(图 １)ꎮ
在其他的昆虫中也出现类似的现象ꎬ与从鳞翅目

的甜菜夜蛾 Ｓｐｏｄｏｐｔｅｒａ ｅｘｉｇｕａ(张霞等ꎬ２００８)、霜
天蛾 Ｐｓｉｌｇｒａｍｍａ ｍｅｎｅｐｈｏｒｎ ( 孙 秀 珍 和 刘 昀ꎬ
２００５)ꎬ蜚蠊目的美洲大蠊 Ｐｅｒｉｐｌａｎｅｔａ ａｍｅｒｉｃａｎａ



１４７２　  应用昆虫学报 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｎｔｏｍｏｌｏｇｙ ５０ 卷

图 ４　 实时定量 ＰＣＲ 建立的标准曲线

Ｆｉｇ. ４　 Ａｃｑｕｉｒｉｎｇ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｉｎ ＲＴ￣ｑＰＣＲ
Ａ. 参考基因 β￣ａｃｔｉｎꎻＢ. 目标基因 ＮｌＶｇꎮ

Ａ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｅ β￣ａｃｔｉｎꎻ Ｂ. ＲＴ￣ｑＰＣＲ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ (ＮｌＶｇ ａｓ ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ).

(刘志刚等ꎬ２００１) 和双翅目的葱蝇 Ｄｅｌｉａ ａｎｔｉｑｕａ
(冯国忠等ꎬ２０１０) 等昆虫中提取的总 ＲＮＡ 的结

果一致ꎮ Ｃｏｘ(１９７７)认为这种现象的产生是由于

在有些昆虫体内ꎬｒＲＮＡ 大亚基的内部存在缺口ꎬ
使大亚基呈现大小两个片段ꎬ其中大片段与 １８ Ｓ
小亚基的大小相近ꎬ因而在甲醛变性琼脂糖凝胶

电泳图中 １８ Ｓ 条带比 ２８ Ｓ 条带的亮度高ꎮ 另外

总 ＲＮＡ 的完整性仅用脂糖凝胶电泳的方法是不

全面的ꎬ本方法用 ３ 种方法综合检测总 ＲＮＡ 的纯

度和完整度(图 １ꎬ 图 ２)ꎮ 综合看ꎬ用本方法从昆

虫中提取的总 ＲＮＡ 纯度高、完整性好ꎬ适合用于

ＲＴ￣ｑＰＣＲꎮ
常用作参照的管家基因有 ＧＡＰＤＨꎬβ￣ａｃｔｉｎꎬ

１８Ｓ ＲＮＡ 和 ２８Ｓ ＲＮＡ 等ꎬ一般认为它们在所有的

细胞和组织中都稳定表达ꎬ但也有文献报道它们

的表达水平有时也有波动 (Ｂｕｓｔｉｎꎬ２００２ꎻＲａｄｏｎｉｃ
ｅｔ ａｌ. ꎬ２００４)ꎮ 因此ꎬ某个管家基因是否适合用作

参照基因ꎬ首先是看该参照基因的表达量是否相

对恒定ꎬ另外目标基因和参照基因扩增效率也应

该基本一致ꎬ效率的偏移将影响实际拷贝数的估

计ꎬ应该通过实验来验证ꎮ 本文以褐飞虱为实例ꎬ
通过实验验证得出褐飞虱的不同龄期 β￣ａｃｔｉｎ 的表

达是比较稳定的ꎬ扩增效率也比较高ꎬ适合作为参

照基因(图 ３ꎬ图 ４:Ａ)ꎮ 其他的管家基因也可能作

为不同龄期表达模式的参照基因ꎬ但在实验过程

中需要进行进一步验证ꎮ 目标基因也应该具有较

高的扩增效率ꎬ本文以褐飞虱为例ꎬ得到的参考基

因和目标基因的扩增效率分别为 １. ０４９ 和 ０. ９９９
(图 ４:Ｂ)ꎬ说明 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 的结果可靠ꎮ
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