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摘  要 木薯是一种重要的粮食作物和能源植物。为了研究木薯转录组和蛋白组，本研究以块根膨大期木薯品种华南 124

为材料，探索适合木薯块根、茎、叶的总 RNA 和总蛋白样品的制备方法。将高浓度氯化锂沉淀和酚氯仿抽提相结合，所获

得的高纯度总 RNA 能够满足构建木薯 cDNA 文库的要求；将 SDS 提取缓冲液和 TCA-丙酮法相结合，能够提取得到适合双

向电泳的高纯度蛋白质样品。这些方法的建立，为进行大规模木薯转录组学和蛋白组学研究奠定了基础。 
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Abstract Cassava (Manihot esculenta Crantz) is an important food crop and energy plant. For transcriptomics and proteomics 

analyses of cassava, a study of methodology for preparation of high-quality total RNA and protein from tissues of root, stem, and leaf 

of cassava variety Huanan 124 at the root bulking stage was carried out. Total RNA suitable for the construction of cDNA library was 

obtained by a method that combines high concentrations of lithium chloride precipitation with phenol-chloroform extraction 

protocols. High quality total protein suitable for two-dimensional electrophoresis could be extracted by the combination of SDS-lysis 

buffer with TCA-acetone precipitation methods, the protein samples were suitable for. The establishment of these methods lays a 

solid foundation for the future a large scale study of cassava transcriptomics and proteomics. 
Keywords Cassava; Total RNA; Total protein; cDNA library; Two-Dimensional Electrophoresis 

研究背景 

木薯(Manihot esculenta Crantz)是热带和亚热带

地区种植的一种重要植物，在我国南亚热带地区目

前的种植面积大约为6.0×10
5
 hm

2
~6.67×10

5
 hm

2。

木薯块根富含淀粉，是非洲、亚洲和南美地区发展

中国家的7亿多人的主要膳食能量来源之一(Oates, 

1997; Taylor et al., 2004)。木薯块根不仅可供人类食

用，也是动物饲料和工业产品的重要原料来源。木

薯生产量受到一系列因素的制约，包括病虫害和收

获后块根的退化等生物因素和土壤酸度、养分不足

以及干旱胁迫等非生物因素的压力。通过对木薯进

行基因改造，已有报道获得高产量、高淀粉含量、

强抗逆性的木薯新种质(Souza et al., 2003)。 

木薯叶片成分比较复杂，含有大量的多糖、酚

类和次级代谢产物，茎含有大量的纤维素，块根则

含有大量的淀粉多糖。这些都是提取植物总RNA和

蛋白质最难去除的干扰物质。使用传统的常规方

法，例如异硫氰酸胍法、Trizol法和CTAB法均难以

得到较高质量的植物RNA (Logemann et al., 1987; 

Newbury and Possingham, 1977; Su and Gibor, 1988)。
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植物蛋白提取已经建立了很多方法 (Rabilloud, 

1996)，选择适合的方法进行组合依赖于所提取的材

料性质及应用目的。开展木薯转录组学和蛋白组学

研究，首先需要获得高质量的木薯RNA和蛋白质。

针对这个问题，本研究对用于构建木薯cDNA文库

的各器官总RNA制备方法和适合于双向电泳的总

蛋白制备方法进行了摸索。 

1结果与分析 

1.1木薯各器官总RNA的制备及其质量分析 

采用本文报道的方法提取的木薯块根、茎和叶

的总RNA，在0.8%的琼脂糖凝胶电泳后，呈现非常

清晰的28S和l8S rRNA带型及微量的5S rRNA条带，

没有降解及拖尾现象(图1)，A260/A280在1.90~1.98 

(表1)，表明RNA质量很高。样品中微量的DNA可 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图1 木薯各组织总RNA的电泳检测 

注: A: 叶; B: 茎; C: 块根 

Figure l Electrophoretic analysis of RNA isolated from 

different tissues of cassava 

Note: A: leaf; B: stem; C: storage root 

表 1 木薯各组织提取的 RNA 吸光度比值和产率 

Table l Absorbance ratios and yields of RNA isolated from 

different tissues of cassava 

组织 吸光度比值 A260/A280 产率(µg/g FW)* 

Tissue Absorbance ratio A260/A280 Yield (µg/g FW)* 

叶 1.90 90 

leaf   

茎 1.98 70 

stem   

块根 1.92 65 

storage root   

注: *FW=鲜重 

Note: *FW=Fresh Weight 

以通过使用mRNA分离试剂盒而完全去除。从不同

组织得到的RNA产率为65~90 µg每克鲜组织，其中

叶的产率最高，块根的产率最低。 

1.2木薯各器官总蛋白质的制备及其质量分析 

对提取的木薯叶、茎和块根的总蛋白，经GE 

Healthcare 2-D Clean-Up Kit试剂盒处理后，可得到

很好的双向电泳结果(图2)。每可组织的蛋白得率分

别为：叶5 mg，茎0.6 mg，块根0.5 mg。 

2讨论 

早期常用的RNA提取方法(Chirgwin et al., 1979)

能够有效地将RNA从DNA中分离出来，但是这种提

取方法耗时长，而且需要进行超速离心，给研究工

作带来了很大不便。随后发展起来的酸性异硫氰酸

胍-酚-氯仿的一步RNA提取法(Chomczynski and 

Sacchi, 1987)，不需要超速离心，但是由于木薯组

织的成分复杂，异硫氰酸胍-酚-氯仿法在我们的前

期实验中证明不适合提取木薯总RNA。 

本研究使用的RNA提取缓冲液配方参考了报

道过的配方(Sripati et al., 1976)，根据实际情况做了

一定调整。从电泳结果(图1)可以看出，所获得的总

RNA的28S和18S rRNA条带清晰，没有弥散拖尾现

象出现，说明RNA没有降解，且大部分杂质已经除

去。虽然木薯根、茎、叶的总RNA中还有微量DNA

残留，导致A260/A280的比例略低，但这很容易通过

其他方法去除(例如常用的mRNA试剂盒)。同时5S 

rRNA条带含量较少，这与已有报道(Cathala et al., 

1983)的LiCl沉淀法容易导致 tRNA、5S rRNA和

snRNA等小RNA产量偏低的现象完全相符，但并不

影响mRNA的得率。由于构建cDNA文库前，首先

要进行mRNA的分离，在纯化mRNA的同时可以很

好的将基因组DNA除去，因此样品中微量的DNA

污染在反转录前就可以去除干净。目前，用本方法

制备的块根膨大期的木薯品种华南124和辐选01的

叶、茎和块根的总RNA，已被成功用于cDNA文库

的构建和新一代测序仪的转录组分析。 

基于TCA-丙酮的蛋白质沉淀法是总蛋白提取

最常用的方法之一(Damerval et al., 1986; Gorg et al., 

1988, Santoni et al., 1994)。本实验室采用这种方法

提取植物病原真菌——板栗疫病菌的总蛋白样品，

在保证质量的前提下，产率也相对较高(王金子等,  
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图2 木薯各组织总蛋白的双向电泳检测 

注: 等点聚焦电泳采用24 cm, pH 4~7干胶条, 上样量为400 µg

总蛋白; A: 叶; B: 茎; C: 块根 

Figure 2 2-DE analysis of protein isolated from different 

tissues of cassava 

Note: A 24 cm-IPG gel strip with pH range of 4~7 was used in 

isoelectric focusing electrophoresis, Loading amount was 400 µg 

of protein; A: leaf; B: stem; C: storage root 

2010)。另一种常用的蛋白质提取方法是将样品组织

溶解于Tris-饱和酚中，再用含醋酸铵的甲醇溶液进

行沉淀。这种方法在上世纪80年代发展起来(Hurkman 

and Tanaka, 1986; Schuster and Davies, 1983)，适用

的植物范围比较广泛，并在使用过程中得到了一定

程度的改进(Isaacson et al., 2006; Saravanan and Rose, 

2004)。酚法的缺点在于步骤比较繁琐，蛋白质的损

失较大。目前，对于成分较为复杂的植物样品，提

取方法趋于多样化(Carpentier et al., 2005; Saravanan 

and Rose, 2004; Wang et al., 2003)。 

本研究从适合双向电泳技术的蛋白提取方法

入手，对传统的TCA丙酮法进行优化。植物样品液

氮研磨破碎后，先加入SDS提取缓冲液，使蛋白质

溶解在缓冲液中，大部分杂质通过离心沉淀下来。

研磨的同时加入2%的PVPP，除去了多酚类物质，

防止蛋白氧化导致的质量下降。从双向电泳结果可

以看出，凝胶背景清晰，蛋白质点聚焦充分，重复

性良好。SDS提取缓冲液和传统的TCA丙酮法相结

合，不仅保持了较高的蛋白质提取效率，而且最大

限度的提高了样品质量，为木薯差异蛋白组学的研

究打下了基础。 

3材料与方法 

3.1实验材料 

实验用木薯(Manihot esculenta Crantz)种植于

广西大学农场。收集华南124块根膨大期的块根、

茎、叶，清理干净后用液氮速冻并分装保存于

-80℃。 

3.2仪器与试剂 

LiCl，氯仿，乙二胺四乙酸钠(EDTA)，甘油，

三氯醋酸(TCA)，β-巯基乙醇(β-ME)，交联聚乙烯

基吡咯烷酮(PVPP)，丙酮，均为国产分析纯。水饱

和酚，3-[(3-胆固醇氨丙基)二甲基氨基]-1-丙磺酸

(CHAPS)，十二烷基硫酸钠(SDS)，购自Solarbio公

司；硫脲，尿素，Tris，购自Bio Basic公司；焦碳

酸二乙酯(DEPC)，二硫苏糖醇(DTT)，购自Merck

公司；IPG胶条，覆盖油，2-D Clean-Up Kit购自GE

公司。 

主要设备：BECKMAN COULTER DU 730核酸

蛋白分析仪，HITACHI himac CF 16RX离心机，

NanoDrop ND-1000微量分光光度计，BECKMAN 

COULTER J2-MC离心机，Ettan IPGphor等电聚焦

系统，Ettan DALTsix大型垂直电泳系统。 

3.3木薯总RNA提取 

(1)取6 mL RNA提取缓冲液(100 mmol/L LiCl, 
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100 mmol/L Tris-Hcl pH 8.0, 10 mmol/L EDTA, 1% 

SDS, 用DEPC-H2O配制并高温灭菌)和6 mL水饱和

酚于离心管中。(2)取0.5 g新鲜木薯组织，液氮充分

研磨成粉末后，迅速转移至准备好的离心管中，震荡

30 s，再加入6 mL氯仿并震荡30 s，4℃，12 000 r/min

离心10 min，取上清。(3)加入等体积氯仿，4℃，

12 000 r/min离心10 min，取上清。(4)将上清转移到

新的离心管中，每管分装200 µL上清，加入等体积

的4 mol/L LiCl溶液，混匀后-80℃放置至少1 h。

(5)4℃，12 000 r/min离心20 min，弃上清，加入900 

µL 75%乙醇，4℃，12 000 r/min离心5 min，沉淀自

然干燥。(6)每管再加入500 µL RNA提取缓冲液，涡

旋振荡溶解沉淀后，再加入600 µL 4mol/L LiCl，混

匀后-80℃放置至少1 h。(7)重复步骤(5)，使用75%

乙醇清洗沉淀2次，自然干燥后每管加入20 µL 

DEPC-H2O溶解。冻存于-80℃。 

3.4木薯总蛋白提取 

(1)取木薯根、茎、叶各1 g，液氮充分研磨，转

移至离心管中，并加入4 mL SDS提取缓冲液(6% 

Tris, 5%甘油, 1% SDS, 2% DTT, 10 mmol/L硫脲, 

2% PVPP, pH 7.5)。(2)室温振荡30 min，4℃，12 000 

r/min离心30 min，取上清。(3)加入3倍体积-20℃预

冷的TCA-丙酮溶液(含10% TCA, 0.07% β-ME)，

-20℃放置至少2 h。(4)4℃，12 000 r/min离心30 min，

弃上清，用-20℃预冷的丙酮(含0.07% β-ME)洗涤

沉淀3次。(5)蛋白质沉淀真空干燥后，加入适量蛋

白裂解液(7 mol/L尿素, 2 mol/L硫脲, 4% CHAPS, 

1% DTT)，4℃溶解沉淀。(6)4℃，12 000 r/min离心

30 min，取上清。(7)2-D Clean-Up Kit纯化，Bradford

法测定蛋白浓度后，分装，-80℃保存。 
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