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［摘　要］目的：探讨高效、简便提取白假丝酵母菌孢子相及菌丝相细胞总ＲＮＡ的方法。方法：采用液氮法、
超声法及玻璃珠（直径０５５ｃｍ）法提取白假丝酵母菌的孢子相和菌丝相细胞总ＲＮＡ，紫外分光光度计检测所提
取的二相性白假丝酵母菌总ＲＮＡ的ＯＤ２６０及ＯＤ２８０，琼脂糖凝胶电泳检测所提取的二相性白假丝酵母菌总ＲＮＡ
的完整性。结果：液氮法、超声法及玻璃珠法提取白假丝酵母菌孢子相总 ＲＮＡ的浓度分别为（１０２１±０１４５）
ｇ／Ｌ、（０９２３±００３１）ｇ／Ｌ、（１１２１±０１７５）ｇ／Ｌ，纯度分别为１６９７±００８７、１４７４±００６４、１８９７±００４７；液氮
法、超声法及玻璃珠法提取白假丝酵母菌菌丝相总 ＲＮＡ的浓度分别为（０３５７±０２６０）ｇ／Ｌ、（０２８７±００２３）ｇ／
Ｌ、（０５２３±００５６）ｇ／Ｌ，纯度分别为１５４８±００４７、１４７４±００６４、１８７４±００６４；电泳结果显示，应用玻璃珠法
提取的孢子相和菌丝相总ＲＮＡ２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ、５ＳｒＲＮＡ三条带均明显显示，而采用液氮法、超声法提取的
总ＲＮＡ三条带不明显。结论：ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂联合直径为０５５ｃｍ的玻璃珠法提取的白假丝酵母菌孢子相及
菌丝相细胞的总ＲＮＡ浓度及纯度均较液氮法和超声法好，值得推广。
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　　白假丝酵母菌是医院真菌感染中最常见的二
相性真菌［１］，因其具有坚硬的细胞壁，所以破坏其

细胞壁是提取其细胞总ＲＮＡ的关键。目前有关提
取白假丝酵母菌总 ＲＮＡ的方法虽有报道，但都相
对复杂繁琐，且需要特定的仪器或设备［２－３］，本文

分别采用３种不同方法提取白假丝酵母菌孢子相、
菌丝相细胞的总 ＲＮＡ，探讨高效、简便、经济提取
二相性白假丝酵母菌总 ＲＮＡ的快捷方法，为进一
步从分子生物学水平研究二相性白假丝酵母菌奠

定基础。

１　材料与方法

１１　菌株
白假丝酵母菌标准菌株 ＡＴＣＣ－１０２３１，贵阳

医学院微生物学教研室保存。

１２　主要试剂及仪器
酵母浸膏、葡萄糖、蛋白胨、琼脂粉（上海博微

生物科技有限公司），ＲＰＭＩ１６４０培养基（北京赛默
飞世尔生物化学制品有限公司），优质胎牛血清

（天津灏洋生物制品科技有限责任公司），ＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ试剂（ＴａＫａＲａ公司），ＤＥＰＣ原液、溴化乙锭
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司），琼脂糖（上海益博生物科技有限
公司），０５５ｃｍ玻璃珠（天津玻璃仪器厂），液氮
（上海振兴化工一厂）；超声粉碎仪（北京长源实验

设备厂），高速台式冷冻离心机（江苏太仓医疗器

械厂），紫外分光光度计（上海跃进医疗器械厂），

微型水平凝胶有机玻璃电泳仪（日本ＡＤＶＡＮＣＥ），
凝胶成像分析仪（北京长源实验设备厂）。

１３　二相性白假丝酵母菌的培养
将白假丝酵母菌接种于１０ｍｌＹＰＤ液体培养

基中，３７℃培养４８ｈ后，再转种于１０ｍｌＹＰＤ液体
培养基中，３７℃培养１２ｈ，获得孢子相细胞［４］。将

白假丝酵母菌接种于１０ｍｌ含有２０％胎牛血清的
ＲＰＭＩ１６４０培养基（ｐＨ７０），３７℃、传代培养 １２
次，待菌丝相细胞纯度达９５％以上后，于４０００ｒ／
ｍｉｎ离心５ｍｉｎ收集细胞，获得菌丝相细胞［５］。分

别用灭菌生理盐水将孢子相和菌丝相细胞浓度均

调整为５×１０７／ｍｌ，分别取 １ｍｌ二相性菌悬液于
ＤＥＰＣ处理过的离心管内，１００００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，并保留菌细胞沉淀用于后续实验。

１４　二相性白假丝酵母菌总ＲＮＡ的提取
１４１　液氮法　分别在二相性菌细胞沉淀中加入
１ｍｌＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂，放入液氮中冻融，每次冻融
５ｓ，间隔１０ｓ，冻融４次。
１４２　超声法　分别在二相性菌细胞沉淀中加入
１ｍｌＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂，置于冰上，用超声粉碎仪进
行破壁，功率调至４００Ｗ，工作时间为３ｓ／次，间隔
１５ｓ，总时间为１５ｍｉｎ。
１４３　玻璃珠法　分别在二相性菌细胞沉淀中加
入４００μｌＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂，再放入１０粒０５５ｃｍ
玻璃珠，于漩涡混合器（转速为１５０ｒ／ｍｉｎ）上振荡
５ｍｉｎ，再将振荡后的液体移入新的 ＥＰ管中，加入
６００μｌＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂充分混匀，放置２５ｍｉｎ。
１４４　总ＲＮＡ的提取　分别将上述３种方法处
理得到的孢子相及菌丝相细胞中各加入２００μｌ氯
仿，充分混匀后放置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心
１５ｍｉｎ；取上清液于新的离心管内，再加入等体积
的异丙醇混匀后放置５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心
１０ｍｉｎ；弃上清，加入１ｍｌ７５％乙醇洗涤，１２０００ｒ／
ｍｉｎ４℃离心１０ｍｉｎ；弃上清，置超净台晾干，加入
２０μｌＤＥＰＣ水溶解ＲＮＡ沉淀，６０℃水浴１０ｍｉｎ。
１５　检测二相性白假丝酵母菌总ＲＮＡ
１５１　浓度和纯度的检测　用紫外分光光度仪检
测２６０ｎｍ及２８０ｎｍ波长下的 ＯＤ值，根据公式：
ＲＮＡ浓度（ｇ／Ｌ）＝（ＯＤ２６０值 ×４０×稀释倍数）／１
０００，ＲＮＡ纯度 ＝ＯＤ２６０／ＯＤ２８０，计算出所提取的孢
子相和菌丝相样本的总ＲＮＡ浓度和纯度。
１５２　完整性的检测　用 １０％琼脂糖凝胶，
９０Ｖ电泳１５ｍｉｎ，经ＥＢ染色的凝胶在凝胶成像分
析仪上观察结果。

１６　统计分析　使用 ＳＰＳＳ１７０统计学软件分
析，数据采用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，统计方法
选用单因素方差分析，比较 ３种方法所提取的总
ＲＮＡ浓度和纯度差异，Ｐ＜００５有统计学意义。

２　结果

２１　总ＲＮＡ浓度和纯度比较
玻璃珠法所提取的白假丝酵母菌孢子相和菌

丝相总ＲＮＡ浓度和纯度均高于液氮法和超声法，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），并且玻璃珠法提取
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的总ＲＮＡ样品ＯＤ２６０／ＯＤ２８０比值在１８～２０，而液
氮法及超声法提取的总 ＲＮＡ样品该比值小于
１８，均有降解。结果见表１、２。

表１　三种方法提取的白假丝酵母菌孢子
相总ＲＮＡ浓度和纯度（ｎ＝１０）

Ｔａｂ．１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｐｕｒｉｔｉｅｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｙｅａｓｔｆｏｒｍｏｆＣａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓｗｉｔｈｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ

提取方法 浓度（ｇ／Ｌ） 纯度

液氮法 １０２１±０１４５（１） １６９７±００８７（１）

超声法 ０９２３±００３１（１） １４７４±００６４（１）

玻璃珠法 １１２１±０１７５ １８９７±００４７

注：（１）与玻璃珠法比较，Ｐ＜００５。

表２　三种方法提取的白假丝酵母菌菌丝
相总ＲＮＡ浓度和纯度（ｎ＝１０）

Ｔａｂ．２　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓａｎｄｐｕｒｉｔｉｅｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｈｙｐｈａｌｆｏｒｍｏｆＣａｎｄｉｄａ

ａｌｂｉｃａｎｓｗｉｔｈｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ
提取方法 浓度（ｇ／Ｌ） 纯度

液氮法 ０３５７±０２６０（１） １５４８±００４７（１）

超声法 ０２８７±００２３（１） １４７４±００６４（１）

玻璃珠法 ０５２３±００５６ １８７４±００６４

注：（１）与玻璃珠法比较，Ｐ＜００５。

２２　总ＲＮＡ完整性的比较
将所提取的总 ＲＮＡ样品经１０％琼脂凝胶电

泳，并在凝胶成像分析仪上观察发现，用玻璃珠法

所提取的孢子相及菌丝相总ＲＮＡ样品可见清晰的
３条 ｒＲＮＡ条带，即 ２８ＳｒＲＮＡ、１８ＳｒＲＮＡ和 ５Ｓ
ｒＲＮＡ，液氮法与超声法提取的孢子相及菌丝相总
ＲＮＡ完整性均较玻璃珠法差，见图１。

３　讨论

白假丝酵母菌是二相性真菌，具有孢子相和菌

丝相两种形态，在一定条件下这两种形态可以相互

转换，大多数研究认为，白假丝酵母菌孢子相转换

成菌丝相是其致病的关键因素之一［６］。因此，白

假丝酵母菌二相性转换已成为当前研究的热点，而

在体外诱导培养出高纯度的白假丝酵母菌孢子相

和菌丝相细胞，并提取其二相细胞的总 ＲＮＡ，对于
从分子生物学水平深入研究其二相性的转换至关

重要。然而提取其总 ＲＮＡ有一定难度，因为白假
丝酵母菌是一种具有复杂、坚固细胞壁的真核细胞

１：玻璃珠法提取的孢子相细胞总ＲＮＡ；２：液氮法提取的孢子
相细胞总ＲＮＡ；３：超声法提取的孢子相细胞总ＲＮＡ；
４：玻璃珠法提取的菌丝相细胞总ＲＮＡ；５：液氮法
提取的菌丝相细胞总ＲＮＡ；６：超声法提取

的菌丝相细胞总ＲＮＡ

图１　三种方法提取的白假丝酵母菌孢子相及菌丝相
细胞总ＲＮＡ的电泳结果

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｏｔａｌＲＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｙｅａｓｔｆｏｒｍａｎｄｈｙｈｐａｌｆｏｒｍ
ｏｆＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｗｉｔｈｔｈｒｅｅｍｅｔｈｏｄｓ

型微生物，其细胞壁有４～８层，主要成分是多糖，
其中几丁质成分使白假丝酵母菌细胞壁较其它酵

母菌细胞壁坚固，它的蛋白主要通过β１，６支链葡
聚糖与几丁质骨架结合 ［７］，要提取浓度和纯度高、

完整性好的白假丝酵母菌总 ＲＮＡ，破壁是其中一
个关键的步骤。目前采用的白假丝酵母菌破壁方

法主要有液氮法、破壁酶法、酸洗玻璃珠法、热酸性

酚法、超声法等，而这些方法均繁琐、耗时，并且需

要特定的仪器设备［２－４］。

本实验采用新型 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂，价格比传
统Ｔｒｉｚｏｌ试剂便宜，且作为广谱型 ＴｏｔａｌＲＮＡ提取
试剂，具有以下优点。（１）广谱性强，可以从动物
组织、植物材料、各种微生物、培养细胞等中提取

ＴｏｔａｌＲＮＡ；（２）纯度高，提取的 ＴｏｔａｌＲＮＡ基本不
含蛋白质及基因组 ＤＮＡ，可以直接用于 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ
杂交、斑点杂交、ｍＲＮＡ纯化、体外翻译、ＲＮＡ分解
酶的保护分析、ＲＴＰＣＲ、构建 ｃＤＮＡ文库等各种分
子生物学实验；（３）快速简便，实验操作快速方便，
整个操作在１ｈ内便可完成；（４）颜色鲜明，加入氯
仿离心后，会形成无色的上清层和鲜红色的下层

（有机层）。

实验所应用的玻璃珠是直径为０５５ｃｍ的普
通玻璃珠，通过振荡机械性地破坏白假丝酵母菌细

胞壁，以提取细胞总 ＲＮＡ。该方法的振荡时间不
宜过短或过长，过短破壁不充分，核酸没有释放出
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来，过长则会使释放出来的核酸被降解。研究发现

振荡时间在５ｍｉｎ并且振荡转速为１５０ｒ／ｍｉｎ时，
提取的白假丝酵母菌总ＲＮＡ效果最佳。这与传统
的酸洗玻璃珠相比，不仅价格便宜，且操作简单，振

荡时间５ｍｉｎ，就能有效破坏白假丝酵母菌孢子相
和菌丝相的细胞壁，所提取的总ＲＮＡ浓度、纯度及
完整性均较液氮破壁法和超声破壁法好。使用液

氮和超声法破壁提取的白假丝酵母菌酵母相和菌

丝相总ＲＮＡ的纯度不高，分析其原因是液氮易挥
发，实验操作不方便，因此导致破壁时间不够；超声

法需要特殊仪器，且超声时间如果不够，破壁就不

充分，而超声时间过长，则总 ＲＮＡ又容易被降解，
并且超声法提取的总 ＲＮＡ暴露于空气中，容易被
污染。所以，液氮和超声法破壁提取的白假丝酵母

菌酵母相和菌丝相总ＲＮＡ的浓度和纯度均不如玻
璃珠法高。

本研究首次采用了ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂联合直径
为０５５ｃｍ的玻璃珠法提取白假丝酵母菌孢子相
和菌丝相细胞总 ＲＮＡ，所得到的白假丝酵母菌无
论是孢子相还是菌丝相，其总ＲＮＡ浓度、纯度及完
整性均较以往传统的液氮破壁法和超声破壁法提

取的白假丝酵母菌孢子相和菌丝相细胞总ＲＮＡ浓
度、纯度更高，并且完整性也更好。因此采用

ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ联合直径为０５５ｃｍ的玻璃珠法，用
于提取白假丝酵母菌孢子相和菌丝相细胞的总

ＲＮＡ，高效、简便、经济实惠，不需要特殊的实验器

材，就能满足分子生物学实验的需要，值得推广。
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（上接第６１０页）

　　本研究结果显示，性周期筛选合笼法受孕率
高，是复制小规模孕鼠模型的首选方法。阴道精子

检查法和阴道精子合并角化上皮检查法操作简便、

可行性强，但均需要结合雌鼠性周期的推算，降低

其假阳性率或假阴性率，提高判断大鼠受孕情况的

准确性。

４　参考文献

［１］张春燕，刘丽均，狄敏，等．不同剂量孕马血清促性腺激
素（ＰＭＳＧ）对未成年大鼠超数排卵效果与质量的影响
［Ｊ］．中国比较学杂志，２００７（６）：３３８－３４０．

［２］张俭，伍贤进，马岚，等．ＢＡＬＢ／ｃ小鼠繁殖性能的观察
及分析［Ｊ］．实验动物科学与管理，２００６（４）：１－４．

［３］唐旭，殷国荣，杨建一，等．一种简便准确的小鼠妊娠诊
断法—阴栓物测法［Ｊ］．中国生物制品学杂志，２００８
（１０）：８９８．

［４］翟青新，招霞，哈慧馨，等．小鼠的生殖特性及阴栓
［Ｊ］．实验动物科学，２００９（２）：６２－６３．

［５］王月鹏，赵行宇，张慧峰．成年大鼠性周期阴道细胞变
化探究［Ｊ］．健康与生物医药，２００７（１７）：１９２－１９３．

（２０１２－０８－２８收稿，２０１２－１０－２５修回）
编辑：潘　娅

４１６

贵 阳 医 学 院 学 报　 ３７卷　


