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·技术与方法·
RNA甲醛琼脂糖凝胶电泳的优化及探讨 *

张小林 1 韩丽君 2 李 龙 2 林志雄 1△

（1福建医科大学附属第一医院神经外科 福建福州 350005；2厦门大学医学院药学系 福建厦门 361005）

摘要 目的：优化 RNA甲醛琼脂糖凝胶电泳条件。方法：对实验器材进行彻底的 RNase灭活处理;在原有电泳过程的基础上,增加
预电泳、缓冲液液面的处理和制胶过程中未加入溴化乙锭等优化过程。结果：优化后的电泳不仅能验证总 RNA的完整性,而且能
鉴定 RNA的分子大小。结论：优化的 RNA甲醛琼脂糖凝胶电泳法操作简单、省时、快速,RNA条带清晰、定位准确、无弥散及非特
异条带。
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ABSTRACT Objective: To opitimize the conditions of the RNA formaldehyde agarose gel electrophoresis. Methods: Thoroughly in-
activate RNase of experimental equipments; Based on the original electrophoresis process,adding the opitimized procedures, such as:
pre-electrophoresis, treatment of buffer surface and decreasing ethidium bromide into gel etc. Results: The opitimized RNA electrophoresis
not only verify the integrity of total RNA, but also identify the molecular size of RNA. Conclusion: The opitimized RNA electrophoresis
is simple, time-saving, fast and RNA bands are clear, accurate position, no dispersion and non-specific bands.
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前言

构建 cDNA 文库、cRNA 探针的原位杂交、Real-Time
PCR、Northern-Blot和 Dot-Blot杂交分析等分子生物学实验，
都需要纯度高、完整性好的 RNA。RNA甲醛琼脂糖凝胶电泳
是常用的分离 RNA、鉴定 RNA大小及完整性的电泳方法。本
文拟就 RNA甲醛琼脂糖凝胶电泳的条件优化进行综述并初步
探讨。

1 材料与方法

1.1 材料
小鼠肝脏组织和脂肪组织,C6细胞和 SHG44细胞(中科院

上海细胞所),cRNA探针(美国加州大学欧文分校馈赠)。
1.2 试剂

10xMOPS 缓冲液(Solarbio),DEPC(Solarbio),Trizol(Invitro-
gen),RNA Ladder(Fermentas),2X RNA Loading Dye(Fermentas) ,

agrose(Amresco),其余试剂均为国产分析纯。
1.3 仪器

DU800 核酸蛋白分析仪 (美国贝克曼库尔特公司 ),
DYY-2C稳压稳流型电泳仪(北京六一仪器厂),DYCP-31DN型
琼脂糖水平电泳仪 (北京六一仪器厂）,JS-680B全自动凝胶成
像分析仪(上海培清科技公司)。
1.4 Trizol法提取总 RNA

细胞和组织的总 RNA的提取过程按照 Trizol试剂说明书
推荐的步骤操作。对提取的 RNA在 DU800核酸蛋白分析仪上
测 A260值和 A260/A280值，确定所提取总 RNA的浓度和纯
度,A260/A280比值在 1.8-2.0为纯的 RNA[1]。
1.5 烧瓶、烧杯、药匙、量筒的处理

烧瓶、烧杯、药匙和量筒用去污剂清洗后,去离子水冲洗干
净，放入未灭活的 1‰DEPC水中浸泡过夜,然后取出上述实验
器材,高压消毒灭活 DEPC,烘干备用。
1.6 电泳槽和制胶器的处理
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电泳槽及制胶器用去污剂清洗后，去离子水冲洗干净，放
入 3%的 H2O2中浸泡 10min，然后用灭活的 1‰DEPC水冲洗
干净，放入超净台中紫外线下照射过夜。
1.7 RNA的甲醛琼脂糖凝胶电泳

按照文献[2]报道的方法进行甲醛琼脂糖凝胶电泳,并在此
基础上进行如下优化:①.预电泳 10min;②.缓冲液的液面在预
电泳之前是略低于胶面, 而在 sample及 Ladder上样电泳 5min
后是略高于液面；③.制胶过程中未加入溴化乙锭。详细步骤如
下：①. 配制 1.5%甲醛琼脂糖凝胶 30ml：21.6ml高压消毒的
DEPC水与 0.45g琼脂糖粉末混合后摇匀，微波炉中彻底熔化
琼脂糖,然后加入 3ml 10xMOPS缓冲液并混匀。当琼脂糖溶液
冷却至约 60℃时.在通风橱中加入 5.4ml新鲜的 37%甲醛并充
分混匀。②.插好梳子,缓慢灌胶,小心除去梳子周围及凝胶中的
气泡。待胶凝固后,小心拔出梳子。③.RNA样品的处理：4μl的
RNA sample或 RNA Ladder与等体积的 2X RNA Loading Dye
混匀，70℃加热 10min，冰浴 3min,凝胶上样前短暂离心。④.将
胶放入电泳槽中, 加入灭活的 1‰DEPC水稀释的 1xMOPS缓
冲液,液面略低于胶面。⑤.100V预电泳 10min。⑥.上样于胶槽
中,100V电泳 5min, 让 sample及 Ladder进入凝胶后，再加入
1xMOPS缓冲液,让液面略高于胶面。⑦.100V电泳约 1h。然后
在紫外灯下观察电泳结果,并在凝胶成像分析仪上拍照。

2 结果分析

2.1 cRNA探针的电泳结果
地高辛标记的 CB1 cRNA探针由体外转录合成，其分子量

大小为 494bp。CB1 cRNA 探针电泳后出现的条带与 RNA
Ladder 500bp分子量的条带非常接近，说明 RNA甲醛琼脂糖
凝胶电泳可以鉴定 RNA分子量的大小。由此可知,RNA甲醛
琼脂糖凝胶电泳也可以验证合成的 RNA探针是不是目的探
针。(图 1)

2.2 组织总 RNA的电泳结果
真核生物有 4种 rRNA,它们分子大小分别是 5S、5.8S、18S

和 28S,分别具有约 120、160、1900和 4700个核苷酸[3]。小鼠肝
脏和脂肪组织经 1.5%的甲醛琼脂糖凝胶电泳后,显示出三条清
晰明显的条带。对照 RNA Ladder的分子量,这三个条带分别为:
5S、18S和 28S rRNA,且 28S rRNA条带的亮度约为 18S rRNA
的两倍,说明 RNA甲醛琼脂糖凝胶可以鉴定提取组织 RNA的
完整性[4]。（图 2）

2.3 细胞总 RNA的电泳结果
按照 Trizol法提取 C6细胞和 SHG44细胞的总 RNA,经核

酸蛋白分析仪分析后,A260/A280比值均在 1.8-2.0, 说明 RNA
的纯度很高。细胞总 RNA经甲醛琼脂糖凝胶电泳后,分离出四
条很明显的条带，对照 RNA Ladder的分子量,这四个条带分别
为:5S、5.8S、18S和 28S rRNA, 且 28S rRNA 条带的亮度约为
18S rRNA的两倍,说明 RNA甲醛琼脂糖凝胶可以验证提取细
胞 RNA的完整性。（图 3）

图 1 cRNA探针的甲醛琼脂糖凝胶电泳
Fig.1 The RNA formaldehyde agarose gel electrophoresis of cRNA probe

图 2 小鼠肝脏和脂肪组织总 RNA的甲醛琼脂糖凝胶电泳
Fig.2 The RNA formaldehyde agarose gel electrophoresis of mouse liver

and fat tissue total RNA

图 3 C6和 SHG44细胞总 RNA的甲醛琼脂糖凝胶电泳
Fig.3 The RNA formaldehyde agarose gel electrophoresis of C6 cell and

SHG44 cell total RNA
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3 讨论

RNA电泳是常用的分子生物学实验技术，分为非变性电
泳和变性电泳。由于 RNA分子内部相互作用，RNA分子可能
会形成非常难以分解的二级结构或三级结构，从而改变 RNA
迁移率，因此 RNA非变性电泳只能用于鉴定 RNA的完整性。
RNA只有在完全变性的情况下，其迁移速率才与分子量成线
性关系。因此，如果要精确鉴定 RNA分子的大小和完整性，必
须使用 RNA变性电泳[2]。目前，最常用的变性电泳为甲醛琼脂
糖凝胶电泳[5]。

随着分子生物学技术的迅猛发展以及在生命科学领域的
广泛应用，以 RNA为研究对象的实验与日俱增，但它极易受到
RNase的降解。在进行 RNA操作时要特别注意外源性 RNase
的污染，尤其是无 RNase抑制剂存在的条件下，故 RNA甲醛
琼脂糖电泳也不例外。因此，在 RNA操作过程中必须对所有实
验材料进行彻底的 RNase灭活处理，故 RNA实验所用的 Ep
管、Tip头均为 Axygen公司的，无 DNase和 RNase。制胶用的
烧瓶、烧杯、药匙和量筒等都用 1‰DEPC浸泡过夜，高压消毒
后备用。RNase的本质为 RNA[6]，而紫外线可以使 RNA变性[7]，
对于电泳槽和制胶器等塑料制品不能高压，用灭活的 DEPC水
冲洗干净后，再在紫外线下照射过夜来灭活 RNase。RNase存
在于各种环境中，人和动物的汗液、唾液和血液中含有大量的
RNase[8]，因此，RNA电泳的大部分操作在超净台内完成，并且
全程戴手套，必要时还要换手套。需要在外面操作的步骤，操作
时避免说话或者戴口罩。

配制琼脂糖凝胶时要特别注意附在烧杯壁上的琼脂糖的
溶解,熔化后的琼脂糖是清澈透明的,煮沸时蒸发体积减少要用
缓冲液补充。预电泳 10min的目的是为了减少非特异 RNA条
带的出现,有利于分离和纯化。同时，可根据电泳仪是否冒泡判
断电泳仪装置是否有误。RNA样品是在MOPS缓冲液略低于
胶面而不是在高过胶面[9]时加进齿槽,避免了加样时 RNA的扩
散、加样后 RNA从齿槽逸出造成 RNA的弥散及定位不良等
现象。电泳 5min让 RNA样品进入凝胶后再加 MOPS缓冲液
略高过胶面, 是为了确保加到每个槽中的 RNA量及定位的准
确性,从而有利于 RNA的鉴定和纯化。

溴化乙锭（ethidium bromide，EB）是强诱变剂,剧毒,取用时
须戴手套[10]。因 Fermentas公司提供的 2X RNA Loading Dye含
有足够的 EB用来染色 RNA并在紫外线下观测，因此在制胶
过程中无需加入溴化乙锭，也无需单独的溴化乙啶染色过程，
大大减少了 EB的使用量。这样不仅减少了对环境的污染，也
极大地降低了工作人员接触 EB的机会。

RNA甲醛琼脂糖凝胶电泳不仅可以鉴定 RNA的完整性,

而且也可以鉴定 RNA的分子大小。该电泳经过本实验室优化
后,操作简捷,重复性好,无论是从组织中提取的 RNA,还是从培
养细胞中提取的 RNA ,以及体外转录的 RNA探针,都能得到条
带清晰、定位准确、无弥散的 RNA条带,故笔者认为该电泳方
法可推广使用。
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