
从肉鸡脂肪中制备高质量、高纯度和完整性

好的总 RNA 是进行肉鸡脂肪代谢等许多下游分

子生物学试验的关键步骤，比如 RT- PCR 基因表

达分析、核酶保护检测、构建 cDNA 文库，Northern
杂交、RACE 以及 cDNA- AFLP 差异分析 等分子
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生物学研究的成效在很大程度上取决于 RNA 的

质量。目前从动植物组织中提取总 RNA 的方法

已有很 多报道 [1- 4]，但从 肉鸡脂肪 组织中提取 总

RNA 的高效简便方法鲜有报道。因为脂肪细胞体

积大，数量少，且含有大量脂质，RNA 丰度极低，

所以从脂肪组织中提取总 RNA 有一定的难度。因

此，寻求一种高效简便的鸡脂肪组织总 RNA 提取

方法，对于研究肉鸡脂肪的合成与分解，转运与沉

积的分子机理，从而为保证肉鸡优良性状和提高

生长速度，控制优质肉鸡脂肪大量沉积，为人类提

供高质量的肉质食品，减少脂肪在人类体内沉积
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鸡脂肪组织总 RNA 提取方法的优化
和 RT- PCR 检测
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摘 要：提取完整的 RNA 是基因表达分析中的基础，但由于脂肪组织含有大量的油脂，所以从脂肪组织

中提取高质量的 RNA 有一定的困难。在本研究中，报道了经过优化 TRIzol 试剂操作程序成功地从肉鸡脂肪中

分 离 出 了 完 整、高 质 量、纯 度 好 的 总 RNA。用 该 方 法 提 取 的 RNA 显 示 清 晰 的 28S、18S 和 5S 三 条 带 ，

OD260/OD280 均值为 1.893，浓度均值为 263 μg/mL。保温试验与 RT- PCR 扩增鸡 LPL 和 GAPDH 基因的分析

结果也证明了所提取的总 RNA 质量较高。
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Optimization of Methods for Total RNA Extraction from Chicken Adipose
and RT-PCR Detection
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Abstract: Extraction of intact RNA is essential for gene expression analysis. The isolation of
high- quality RNA from adipose tissue is difficult due to numerous lipids. In this paper, we reported a
protocol which we have optimized based on the Invitrogen TRIzol procedures to produce high yields of
purified fully intact RNA from broilers abdominal adipose. The total RNA isolated using this procedure
demonstrated sharp, undegraded 28S, 18S, and 5S ribosomal RNA bands. The average ratio
OD260/OD280 and concentration of RNA were 1.893 and 263 μg/mL, respectively. Successful RNA
extraction was also observed by heat preservation experiment. RT- PCR analysis of chicken LPL and
GAPDH genes was used to verify the quality of the RNA.
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表 1 RT- PCR 引物

基因 引物序列 产物大小(bp)
LPL F: 5′- GGATTGCTGGAAGTTTAACCAAG- 3′ 327

R: 5′- AGAGATGGATGGATCGTTCATGA- 3′
GAPDHF: 5'- CTACACACGGACACTTCAAG- 3' 244

R: 5'- ACAAACATGGGGGCATCAG- 3'

导致的肥胖和心血管病的发生具有非常重要的意

义。本研究在 TRIzol 试剂说明书的基础上，通过

优化操作规程、改进操作步骤，摸索找到了一套从

脂肪组织提取高质量、高纯度总 RNA 的方法，并

成 功 地 对 鸡 管 家 基 因 甘 油 醛 - 3- 磷 酸 脱 氢 酶

(GAPDH)和特异表达基因脂蛋白脂酶 (LPL)进行

了 RT- PCR 扩增，为后续研究鸡脂肪代谢相关基

因 mRNA 表达水平和脂肪细胞代谢的分子遗传

机制奠定了基础。

1 材料与方法

1.1 鸡脂肪组织采集

56 日龄 AA 肉鸡，颈静脉放血处死，立即手术

取腹部脂肪组织，剪成小块后投入液氮速冻，然后

转至 - 80℃冰箱保存备用。
1.2 试剂

TRIzol (Invitrogen)、M-MLV Reverse Tran－
scriptase (Pomega)，以下试剂均购自 TaKaRa 公

司：Oligo(dT)18、RNasin、DNaseⅠ (RNase Free)、
Taq DNA polymerase、dNTP Mixture、DNA Marker
2000、DEPC，常规试剂无水乙醇、氯仿、异丙醇均

为国产 AR 级以上。
1.3 方法

1.3.1 脂肪组织总 RNA 提取

针对脂肪组织的特点，经过预试验，对 TRIzol
试剂说明书部分步骤进行了优化。具体操作如下：

(1)取脂肪组织 150～180 mg，放入用液氮预冷

的研钵中迅速研磨，直到研成粉末状为止，待液氮

基本挥发完时，在研钵中加 1.5 mL TRIzol 试剂收

集样品，转入 Eppendoff 管中，在漩涡器上剧烈震

荡 3～5 min，直至液体呈现无颗粒透明状态。室温

(15～30℃，下同)放置 25～30 min，以使核蛋白复

合物彻底解离以提高 RNA 得率。(2)4℃，12 000 r/
10 min 离心，除去上层油层，将上清液转到另一个

Eppendoff；重复离心 1 次，完全除去脂类。(3)加入

氯仿 0.3 mL，用力振荡 15 s，室温放置 2～3 min，

4℃，12 000 r/15 min 离心，将上清液转移到另一

个 Eppendoff (注意：勿将下层蛋白吸入，宁缺毋

滥)。重复 1 次。(4)加入等体积新开瓶的预冷异丙

醇，颠倒混匀，室温放 10 min。(5)4℃，12 000 r/10
min 离心，弃上清。(6)加入 1.5 mL 预冷 75%乙醇

(RNase-free 水配制)震荡混匀，使 RNA 悬浮，达到

残留的盐被洗去的目的，7 500 r/5 min 离心，弃乙

醇后，稍离心 1～2 s，用枪头吸取液体，注意不要把

RNA 吸走。重复 1 次。(7)超净台风干 5～10 min，加

适量 RNase-free 水溶解 RNA，放 4℃，30 min。
1.3.2 总 RNA 的纯化

(1)1.5 mL 的 Eppendoff 中加入以 下组分：总

RNA 25 μL、RNase Inhibitor 0.2 μL (40 U/μL)、
DNaseⅠ 2 μL (5 U/μL)、10×DNaseⅠ Buffer 5 μL、
双蒸水(RNase-free 水配制)加至 50 μL。(2)混匀，

37℃温育 30 min 后，加入等体积酚/氯仿，剧烈混合

后置冰上 10 min。(3)4℃ 12 000 r/10 min 离心。(4)移
上清入一新 Eppendoff，加 8 μL 3M 乙酸钠(pH5.2)、
200 μL 预冷无水乙醇混匀，-70℃放置 30 min 沉淀

RNA。(5)4℃ 12 000 r/20 min 离心，弃上清；加 500
μL 70%的乙醇(RNase-free 水配制)洗涤沉淀 1 次。
(6)4℃小于 7 500 r/8 min 离心；弃乙醇，用枪头尽量

吸净残留液体，超净台干燥 5～10 min 后，加适量

RNase- free 水溶解 RNA(20μL左右)。
1.3.3 总 RNA 质量的检测

1.3.3.1 测定吸光度

分 别 测 定 样 品 在 260 和 280 nm 处 的 吸 光

值，并计算各样品 OD260/OD280 的比值，估算 RNA
的纯度和浓度[5]。
1.3.3.2 琼脂糖凝胶电泳

取 2μL 总 RNA 在 1%的琼脂糖凝胶电泳上

观察 RNA 的质量和产量。
1.3.3.3 保温试验

吸取约 1 000 ng 的 RNA 样品加入到 0.5 mL
Eppendoff 中，并且用 pH7.0 的 Tris 缓冲液补充

到 10 μL 的总体积，然后密闭管盖。把其中一份放

入 70℃的恒温水浴中, 保温 1 h。另一份放置在

- 20℃冰箱中保存 1 h。然后取 2 μL 总 RNA 在

1%的琼脂糖凝胶电泳上再次观察 RNA 的质量。
1.3.3.4 RT- PCR 检测

以总 RNA 为模板，合成 cDNA 第一链，方法

按照 M-MLV Reverse Transcriptase 说明书进行。
以 NCBI 数 据 库 登 录 的 鸡 GAPDH ( 登 录 号 ：

NM_204290) 和 LPL (登 录 号 ：X14670) 基 因 的

mRNA 序列设计跨内含子引物 (见表 1)，扩增鸡

GAPDH 和 LPL 基 因 进 一 步 检 测 RNA 的 质 量。
PCR 反 应 条 件 为 ：94℃ 3 min→(94℃ 30 s；59℃
30 s；72℃ 1 min)×30；72℃ 7 min。引物由上海生

工生物工程技术有限公司合成。
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2.2 琼脂糖凝胶电泳结果

提取的总 RNA 经 1%琼脂糖凝胶电泳后，结

果见图 1。从图 1 中可见，总 RNA 在凝胶上显示

出 3 条清晰的条带，分别为 28S、18S 和 5S，并且

28S 的亮度在 18S 条带的两倍以上，说明所提取

的 RNA 完整性较好，无拖尾降解现象。

2.3 保温结果

保温时间结束后取两份样本在 1%琼脂糖凝

胶 上 电 泳 ， 结 果 如 图 2 所 示。可 知 在 70℃和

- 20℃保温的 RNA 电泳条带基本一致，没有明显

差别，说明 RNA 溶液中没有残留的 RNA 酶污染，

RNA 的质量良好。

2.4 RT- PCR 结果

为进一步验证所提取鸡脂肪总 RNA 能否用

于 RT- PCR 等实验，以提取的总 RNA 反转录合

成的 cDNA 为模板，扩增鸡 GAPDH 和 LPL 基因。
RT- PCR 产物电泳结果表明，可扩增出预定片段

长度的基因序列，未见非特异性条带。这进一步说

明所提取的 RNA 样品质量好、纯度高，可用于脂

肪代谢相关基因表达分析等分子生物学实验。

3 讨 论

目前，TRIzol 试剂具有操作简单，耗时短，已

成为 RNA 提取中应用最广泛的方法。尽管如此，

在实际进行 RNA 提取时不能千篇一律地按 TRI-
zol 试剂操作说明书进行，而应该针对不同动植物

组织的特点有选择地、灵活地运用。因每种组织的

成分、RNA 含量不同，脂肪组织与同等重量的其

他组织相比，所含有的细胞数量少，RNA 丰度低

(<0.05 μg/mg)，且有大量的油脂，对提取产生干

扰，按照 Trziol 试剂说明书提取脂肪组织总 RNA
的效果并不理想。针对这种情况，本实验通过加大

脂肪组织的用量，相应地 Trziol、氯仿、异丙醇等

试剂也成比例增加，并且保证组织研磨彻底，延长

裂解时间，增加离心和氯仿抽提的次数，尽量完全

除去油脂。另外，提取脂肪组织总 RNA 时常伴有

大分子量基 因组 DNA 的 污 染 ， 这 对 于 后 续 的

RT- PCR 分析基因表达差异时，容易造成 PCR 假

阳性结果，引起错误判断。为此，对提取的总 RNA
用 DNaseⅠ进行了纯化，以求获得高质量无 DNA
污染的 RNA。

除了上述优化步骤以外，在实验过程中还应

注意以下几点：

①在提取 RNA 之前，一定打扫好周围环境，

彻底用 3%的双氧水把桌面、各种仪器和器材擦

拭干净。②实验前穿戴工作服、口罩和帽子，操作

过程中应自始至终佩戴抛弃式橡胶或乳胶手套，

并经常更换，以避免将手、臂上的细菌和真菌以及

人体自身分泌的 RNA 酶带入试管或污染工具。尽

量避免使用抛弃式塑料手套。塑料手套不贴身，常

图 3 LPL 和 GAPDH 基因 RT- PCR 结果

表 2 脂肪总 RNA 的纯度和浓度

样本号 1 2 3 4 5 6 7 8 均值
OD260 0.083 0.073 0.078 0.069 0.073 0.075 0.077 0.076 0.076
OD280 0.043 0.039 0.041 0.038 0.039 0.04 0.040 0.039 0.039

OD260/OD280 1.930 1.872 1.902 1.816 1.872 1.875 1.925 1.949 1.893
浓度(μg/mL) 273 260 286 237 252 258 275 261 263

图 1 RNA 凝胶电泳图

2 结果与分析

2.1 总 RNA 的吸光度分析

用上述方法提取的总 RNA 的光密度值和浓

度如表 2 所示，可见 OD260/OD280 在 1.816～1.949
之间，平均为 1.893，RNA 浓度在 237～286μg/mL
之间，平均为 263 μg/mL，表明提取的总 RNA 纯

度较好。
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图 2 RNA 保温试验结果

1 为保温 70℃的 RNA，2 为 - 20℃保温的 RNA



常造成操作不便，而且多出部分还容易在器具上

遭 RNA 酶污染并向未污染处传递，扩大污染。③
所有用于 RNA 提取的耗材和器具都必须进行严

格的去 RNase 处理。④所有用于 RNA 提取的试

剂都必须用去离子水进行配制，之后再进行去

RNase 处理。⑤尽量用高纯度的原料配制相关试

剂，而且必须是专用的；在实验中只使用一次性的

塑料制品或者是高温处理过的金属制品保存试

剂 ； 试 剂 和 耗 材 的 处 理 过 程 中 也 应 该 注 意 对

RNase 的防护，试剂应该在配制好之后尽量分装

成一次性使用的包装，这样可以保证每次实验都

使用新鲜的试剂。⑥样品在研钵中研磨过一次后，

再次加入液氮时一定从一边轻轻加入，因脂肪密

度小，如加入液氮过猛很容易使样品粉末溅出，从

而降低了 RNA 的得率。⑦加入异丙醇后不要放

- 20℃或 4℃静置，因低温容易有盐类析出。
长期以来人们认为脂肪组织仅是一个被动储

存脂质的仓库，直到 1994 年发现瘦素(Leptin)[6]后
才进一步确定了脂肪组织不仅是一个储存能量的

场所, 而且也是一个重要的内分泌器官[7]。现在已

知脂肪组织能表达和分泌一些生物活性肽物质

(脂肪因子)，这些物质可以起自分泌、旁分泌和内

分泌的作用 [8]。这些脂肪因子能对改变生理和代

谢需求做出反应，这些因子涉及到维持能量平衡

和改变能量底物的利用动态。前脂肪细胞在分化

早期一些基因就开始表达，比如 LPL 基因就是脂

肪细胞分化早期首先表达的基因 [9]。因 LPL 是肌

肉组织和脂蛋白代谢的关键限速酶，由脂肪组织

和骨骼肌细胞合成分泌，主要作用是促进脂肪酸

代谢，将乳糜微粒(CM)和极低密度脂蛋白(VLDL)
中的三酰甘油分解成脂肪酸和甘油，并贮存在脂

肪组织中，所以 LPL 控制着脂肪和肌肉中甘油三

酯(TG)的分配。LPL mRNA 在脂肪组织和心脏中

表达最高。鉴于 LPL 在脂类代谢过程中的生物学

功能，可将 LPL 基因作为脂肪沉积的候选基因。
近年来，人们在追求肉鸡生产性能的同时也带来

一系列问题，其中最明显的就是肉质下降，脂肪

(尤其是腹脂) 含量越来越高，而肌内脂肪含量越

来越低。因而，通过分子生物学的方法研究 LPL
在肉鸡脂肪中表达水平变化的规律，对于揭示脂

肪沉积的分子遗传机理具有重要的理论意义和应

用价值。这就需要从脂肪组织中获得高质量的总

RNA。本实验针对肉鸡脂肪组织的特点，通过优化

提取步骤，建立了一套适用于富含脂类的总 RNA
提取方法，为后续研究肉鸡脂肪代谢的分子遗传

机理创造了条件。
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