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细菌生物膜ＲＮＡ提取方法研究

辛运超１综述，张玉妥１，尚小领２△审校

（１．河北北方学院病原生物与免疫学研究所，河北张家口０７５０００；２．河北北方学院附属第一

医院耳鼻咽喉头颈外科，河北张家口０７５０００）

　　关键词：细菌；　生物膜；　总ＲＮＡ；　提取方法

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１５．０２．０４４ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１５）０２０２４４０３

　　高纯度和完整性好的ＲＮＡ提取是微生物分子生物学研

究的重要前提［１］。ＲＮＡ提取即将细胞破碎裂解，利用相关试

剂去除多糖、酚类、蛋白质及ＤＮＡ等的污染，通过一系列的抽

提、洗涤和沉淀，最终获得纯净ＲＮＡ
［２］。细菌生物膜可被形容

为包裹在细菌表面的一层由糖和蛋白质等构成的厚厚的、黏性

屏障［３］，且这些胞外聚合物约占其总生物量的９０％
［４］，严重影

响细菌细胞裂解，干扰核酸提取和纯化，增加了 ＲＮＡ提取的

难度［５］。相比动植物的真核细胞，细菌的 ＲＮＡ水平较低，半

衰期短，没有５′帽子结构和３′Ｐｏｌｙ（Ａ）尾巴结构，在提取过程

中很容易降解。本文从目前国内外细菌生物膜总 ＲＮＡ的提

取方法的种类、产物分析及常见问题等方面对细菌生物膜

ＲＮＡ提取方法研究展开综述。

１　常用的细菌生物膜总ＲＮＡ提取方法及特点

１．１　强变性剂法　强变性剂法常采用胍盐等强蛋白变性剂提

取细菌生物膜总ＲＮＡ。异硫氰酸胍、盐酸胍、饱和酚等都是强

烈的蛋白变性剂，能有效地解离核蛋白与核酸的复合体，抑制

ＲＮＡ酶活性。在β巯基乙醇、Ｎ月桂酰肌氨钠等的协同作用

下，高浓度的胍盐能强烈抑制 ＲＮＡ酶的活性，可从胰腺等富

含ＲＮＡ酶的组织细胞中分离出完整的ＲＮＡ。强变性剂法可

用于大多数细菌生物膜总ＲＮＡ的提取，其优点在于强烈的蛋

·４４２· 国际检验医学杂志２０１５年１月第３６卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．２



白变性剂可对细菌生物膜本身及提取液中ＲＮＡ酶的活性起

到最佳的抑制效果［６］。

１．２　Ｔｒｉｚｏｌ试剂快速提取法　Ｔｒｉｚｏｌ是一种新型的总 ＲＮＡ

提取试剂，可直接从细胞或组织中提取高质量的总 ＲＮＡ。

１９８７年Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ和Ｓａｃｃｈｉ提出“硫氰酸胍酚氯仿一步

法”，一些试剂公司通过对这一技术的改良，建立了Ｔｒｉｚｏｌ试剂

快速提取法。其包括苯酚、胍盐等强变性剂，具有快速裂解细

胞，抑制内源ＲＮＡ酶，沉淀蛋白及消化残余的ＤＮＡ等作用，

能最大程度保持ＲＮＡ的完整性
［７］。可用于铜绿假单胞菌、金

黄色葡萄球菌等细菌生物膜的总ＲＮＡ提取，能获得较纯净的

产物［８９］。具有提取快速、高效，总ＲＮＡ产物纯度高，ＤＮＡ和

蛋白质污染少等优点。此外，Ｔｒｉｚｏｌ试剂还可促进不同种属、

不同相对分子质量的多种ＲＮＡ析出。

１．３　热硼酸盐法及改良热硼酸盐法　热硼酸盐法将硼酸盐缓

冲体系、蛋白酶Ｋ消化蛋白和氯化锂选择性沉淀ＲＮＡ等步骤

偶联在一起，大大简化了ＲＮＡ的提取过程。硼酸与酚类化合

物形成复合物，二硫苏糖醇，聚乙烯吡咯烷酮与酚类化合物形

成复合物，这几种物质均可抑制细菌生物膜中酚类物质的氧化

及其与ＲＮＡ的结合，通过锂离子沉淀剩余的多糖和酚类物

质，从而使其最大限度地与ＲＮＡ分离
［１０］。改良热硼酸盐法在

原热硼酸盐法的基础上加入一些提取辅助剂，并根据其特性调

整提取步骤，进一步提高了总ＲＮＡ产量和质量。

１．４　十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）法　ＣＴＡＢ是一种阳离

子表面活性剂，具有从低离子强度溶液中沉淀核酸与酸性多聚

糖的特性。较高浓度的 ＣＴＡＢ可以有效地裂解细菌的细胞

壁，沉淀核酸和酸性多聚糖，而与β巯基乙醇共同作用可使蛋

白变性、抑制ＲＮＡ酶活性。作为ＲＮＡ提取变性剂，ＣＴＡＢ比

强变性剂法的异硫氰酸胍和改良热硼酸法的十二烷基磺酸钠

（ＳＤＳ）更有效
［１１］。ＣＴＡＢ法是植物ＤＮＡ提取的经典方法，之

后用于ＲＮＡ的提取中，改良后的ＣＴＡＢ法用于细菌生物膜总

ＲＮＡ的提取具有重复性好，简单易行，成本低等优点。

１．５　十二烷基硫酸钠酸性酚（ＳＤＳＰｈｅｎｏｌ）法　ＳＤＳ可使核

蛋白与核酸复合物分离，苯酚（Ｐｈｅｎｏｌ）能够快速使蛋白质变

性。加入β巯基乙醇做还原剂，可避免酚类物质的氧化，减少

其对ＲＮＡ分离纯化的影响
［１２］。ＳＤＳＰｈｅｎｏｌ法可用来提取大

量细菌的ＲＮＡ，改良的ＳＤＳＰｈｅｎｏｌ法也适用细菌生物膜总

ＲＮＡ提取。ＳＤＳｐｈｅｎｏｌ法在抑制 ＲＮＡ酶的同时，使蛋白质

等变性，提取的总ＲＮＡ产量高，完整性好，纯度高，且操作简

单，无需超速离心和多次酚氯仿抽提
［１３］，是一种快速、高效的

总ＲＮＡ提取方法。

２　常用的细菌生物膜总ＲＮＡ提取试剂盒

随着实验技术的进步，国内外试剂公司开发出很多便于提

取细菌生物膜 ＲＮＡ的试剂盒。Ｔａｋａｒａ公司的 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ

是广谱型总ＲＮＡ提取试剂盒，颜色鲜明，便于分层，采用了独

特的细胞裂解系统，无需苯酚氯仿抽提等步骤，实验操作快捷

方便，可以从动物组织、植物材料、培养细胞、细菌及生物膜中

提取总ＲＮＡ。ＭＰＢｉｏｍｅｄｉｃａｌｓ公司的ＦａｓｔＲＮＡ? ＰｒｏＢｌｕｅ试

剂盒用于从革兰氏阳性和阴性菌生物膜中高效分离ＲＮＡ，裂

解释放出的ＲＮＡ用ＲＮＡｐｒｏ
ＴＭ处理纯化，保证了 ＲＮＡ的质

量，其配合ＦａｓｔＰｒｅｐ仪，可使样品的裂解处理更快、重复性更

好。Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司的Ｔｒｉｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒是一步法苯

酚和异硫氰酸胍解决方案，较传统Ｔｒｉｚｏｌ法更快捷、高效，且较

好地保持了ＲＮＡ的完整性；加入氯仿离心后，裂解液分离成

水相和有机相，ＲＮＡ存在于水相，通过异丙醇沉淀回收
［１４］。

此外，Ｏｍｅｇａ公司的细菌 ＲＮＡ 小量提取试剂盒（Ｂａｃｔｅｒｉａ

ＲＮＡｋｉｔ）以及高纯度 ＲＮＡ 抽提试剂盒（ＨＰｔｏｔａｌＲＮＡｋｉｔ）；

Ｑｉａｇｅｎ公司的 ＲＮｅａｓｙＰｒｏｔｅｃｔＢａｃｔｅｒｉａＭｉｎｉＫｉｔｓ以及Ｐｕｒｅ

ＬｉｎｋＴＭ ＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ等，都可以从细菌及生物膜中快速、高效

地提取出总ＲＮＡ
［１５］。国内，上海生工ＵＮｌＱ１０柱式Ｔｒｉｚｏｌ总

ＲＮＡ抽提试剂盒，北京天根 ＲＮＡｐｒｅｐｐｕｒｅＣｅｌｌ／ＢａｃｔｅｒｉａＫｉｔ

试剂盒等国内产品亦可提取较高质量的细菌生物膜总ＲＮＡ。

使用试剂盒法提取细菌生物膜总 ＲＮＡ方便、快捷，能较

好地防止ＲＮＡ酶的污染，获得较高纯度和浓度的ＲＮＡ。但其

产量相对较低，费用较高，不适用于实验室大样本细菌生物膜

总ＲＮＡ的提取，且不同的试剂盒提取结果存在较大差异。如

ＦａｓｔＲＮＡ? ＰｒｏＢｌｕｅ试剂盒是表皮葡萄球菌生物膜总ＲＮＡ提

取的最佳选择［１６］；ＰｕｒｅＬｉｎｋＴＭ ＲＮＡ试剂盒则在大肠杆菌生物

膜总ＲＮＡ提取中有明显优势
［１７］。因此，在提取不同标本细菌

生物膜总ＲＮＡ时，应注意试剂盒的选择。

３　总ＲＮＡ提取后分子生物学分析

总ＲＮＡ提取后浓度、纯度及完整性的分析是以ＲＮＡ为

对象的研究必要步骤。目前，最常用的浓度与纯度检测方法是

用紫外分光光度计测量样品ＲＮＡ在波长２６０ｎｍ和２８０ｎｍ

处的观密度（ＯＤ）值，依据 ＢｅｅｒＬａｍｂｅｒｔ定律计算出核酸浓

度。２６０ｎｍ和２８０ｎｍ处 ＯＤ值比值（Ａ２６０／Ａ２８０）可用来评

估ＲＮＡ的浓度和纯度，１．０的Ａ２６０读数相当于４０μｇ／ｍＬ的

单链ＲＮＡ，Ａ２６０／Ａ２８０比值为１．８～２．１，表示样品是高度纯

化的ＲＮＡ。微量、超微量紫外分光光度计能检测０．３～２．０μＬ

样品ＲＮＡ的浓度与纯度，并可同时生成光谱线性曲线，使测

量更加方便、快捷，且灵敏度较高。普通的琼脂糖凝胶电泳也

可根据条带的亮度粗略判断ＲＮＡ的纯度和浓度，但更注重于

完整性的分析。如能观察到２３Ｓ、１６Ｓ和５ＳｒＲＮＡ的条带，便可

说明提取成功；如其中２３ＳｒＲＮＡ的条带亮度为１６ＳｒＲＮＡ的２

倍，且无拖带现象，则表明所提取的ＲＮＡ基本无降解，完整性

好［１８］。另外，某些荧光染料，如 ＱｕａｎｔＩＴＴＭ ＲＩＢＯＧＲＥＥＮ?

ＲＮＡ试剂，能结合核酸使荧光大大增强，配合荧光酶标仪可准

确地定量１ｎｇ／ｍＬ浓度的样品ＲＮＡ
［１９］；Ａｌｉｇｅｎｔ公司的２１００

Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ，采用微量流控和毛细管电泳技术处理结合了荧光

染料的样品核酸，可精确分析样品浓度和纯度，同时自动生成

凝胶电泳图像，提供样本完整性的信息。

４　总ＲＮＡ提取过程中的常见问题及解决方法

４．１　ＲＮＡ酶污染　ＲＮＡ酶污染是ＲＮＡ提取过程中的常见

问题，也影响着细菌生物膜总ＲＮＡ的提取。ＲＮＡ酶广泛存

在而稳定，一般反应不需要辅助因子，因此 ＲＮＡ制剂中少量

的ＲＮＡ酶便会引起ＲＮＡ在制备与分析过程中的降解。ＲＮＡ

酶的污染可分为内源性和外源性ＲＮＡ酶污染。内源性ＲＮＡ

酶来自样本细胞内部，在细菌细胞壁破裂后释放，当 ＲＮＡ酶

抑制剂失效、用量不足、样品量过多或匀浆时温度过高时，未灭

活的ＲＮＡ酶可迅速降解ＲＮＡ，影响ＲＮＡ的提取质量。适量

的ＲＮＡ酶抑制剂、ＲＮＡ稳定剂及低温下的熟练操作一般可

克服内源性ＲＮＡ酶带来的影响，最大程度地提高总ＲＮＡ的

提取质量。导致ＲＮＡ酶污染的主要来源为实验试剂、器械及

实验室内环境。因此，实验中所有的玻璃器皿均应经高温干烤

处理，塑料器皿以焦炭酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水浸泡处理；操作中使

用无ＲＮＡ酶的吸头、试管，以高压灭菌后的ＤＥＰＣ水配制溶

液［２０］；操作人员戴一次性口罩、帽子、手套，且操作中手套要经

常更换；实验中，打开和关闭离心管以及取枪头时均用长柄镊

子，镊子在使用前经酒精擦拭并在酒精灯上烧过消毒等。相关
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文献报道，采用氯仿处理实验器皿、耗材和水也可降低外源性

ＲＮＡ酶对ＲＮＡ的降解作用
［２１］。

４．２　总 ＲＮＡ产量低　由于细菌 ＲＮＡ具有水平低，半衰期

短，易降解等特点，其 ＲＮＡ的提取产量较低。细菌生物膜胞

外存在大量的多糖等聚合物，这些胞外聚合物的高浓度复合和

富含带负电荷的多糖能够严重干扰ＲＮＡ的提取和后继反转

录酶聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）的进行
［２２］。因而，为获取高质

量的不同细菌生物膜总ＲＮＡ，前期样品的处理、提取方法及试

剂盒的选择尤为重要。提取细菌总ＲＮＡ时，样品细菌应处在

对数生长期，菌量充足，且需要溶菌酶的消化来实现彻底的细

胞裂解和最大限度的 ＲＮＡ回收。提取细菌生物膜总 ＲＮＡ

时，将样品经缓冲液冲洗、超声震荡、低温离心处理有助于胞外

聚合物的去除，提高ＲＮＡ提取质量，且对于细胞活力基本无

影响［２３］。有研究显示，与玻璃珠法、超声破碎法和液氮研磨法

比较，热酸性酚法对提取白色念珠菌早期生物膜总ＲＮＡ提取

有较好的效果［２４］；经超声震荡，缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸钠缓

冲液，１０ｍｍｏｌ／Ｌ乙二酸四乙酸和１％ＳＤＳ；ｐＨ值５．０）处理的

变形链球菌及生物膜悬液，佐以氯仿处理，可获得较高浓度、纯

度的总ＲＮＡ
［２５］；适量溶菌酶充分作用后的葡萄球菌生物膜总

ＲＮＡ的提取产量可增加２～４倍
［２６］。

５　小　　结

ＲＮＡ的提取是分子生物学研究的基础。从细菌生物膜等

富含胞外聚合物的样本中分离和纯化 ＲＮＡ非常困难。这些

聚合物与核酸结合，抑制了ＲＮＡ的转译活性，干扰了ＤＮＡ酶

的活性。因此，寻找从细菌生物膜中稳定获得高质量ＲＮＡ的

提取方法，对于细菌生物膜后继以ＲＮＡ为对象的分子生物学

研究具有重要的价值。

目前，国内外用于提取总 ＲＮＡ的技术方法大致分为四

类：有机提取方法，柱式篮格式脱水法，磁粉法和直接裂解法。

四类方法都可用于提取高质量的ＲＮＡ，且大多数被开发成商

业的试剂盒，简化了分子生物学的提取工艺［２７］，在用于提取细

菌生物膜总ＲＮＡ时，要注意根据其特性择优选择。相信随着

科学技术的发展，细菌生物膜总ＲＮＡ的提取方法将会越来越

方便、快捷、高效。
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