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【摘要】目的 比较两种核酸提取方法对小鼠诺如病毒RNA的提取效能。方法 用Trizol提取法和QIAamp Viral RNA Mini Kit提取法分别提取感染小鼠诺如病毒(Murine Norovirus,MNV)的小鼠小肠组织样品RNA和细胞培养物RNA，测定RNA浓度；用MNV特异的引物对分离的核酸样品进行一步法RT-PCR扩增。结果 Trizol提取法提取小肠组织的RNA浓度高于QIAamp Viral RNA Mini Kit提取法；QIAamp Viral RNA Mini Kit提取得到的细胞培养物RNA浓度高于Trizol提取法。经QIAamp Viral RNA Mini Kit提取的两种核酸样品均能扩增出特异条带,而Trizol提取的核酸样品未见特异条带。结论 在MNV的检测中，QIAamp Viral RNA Kit更适合组织样品中MNV病毒核酸的提取。
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[Abstract] Objective To compare the efficiency of two RNA extraction methods in the MNV detection. Methods Trizol and QIAamp Viral RNA Mini Kit were used to extract RNA of intestine tissue from MNV infected mouse and RAW264.7 cells infected by MNV; the RNA concentrations by the two methods were compared; and the efficiency in MNV amplification were also analyzed between the two methods by one step RT-PCR with MNV specific primers. Results the intestine RNA concentration extracted by Trizol was higher than that by QIAamp Viral RNA Mini Kit; the concentration of RNA from MNV infected RAW264.7 by Trizol was lower than that by QIAamp Viral RNA Mini Kit. A specific MNV band can be amplified from RNA extracted by QIAamp Viral RNA Mini Kit, but not from RNA by Trizol. Conclusion QIAamp Viral RNA Mini Kit is more efficient in the extraction of MNV RNA.
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鼠诺如病毒属杯状病毒科诺如病毒属，是实验小鼠感染率较高的病毒之一。选择有效的病毒RNA提取方法，可最大程度避免MNV检测过程中的假阴性 [1-2]，本研究选取了两种不同的方法：Trizol提取法和QIAamp Viral RNA Mini Kit提取法对病毒核酸进行提取，分别代表了两种不同的核酸提取技术，Trizol提取方法是属于酸性异硫氰酸胍-酚-氯仿RNA提取方法；QIAamp Viral RNA Mini Kit 属于柱式离心分离技术。本文通过研究这两种方法在动物组织样品和细胞培养物中的核酸提取效率和核酸扩增效率，对这两种方法在MNV检测中的适用性进行了比较。
1 材料和方法

  1.1 材料
  ELISA试剂盒检测MNV阳性小鼠（C57,12月龄)；RAW264.7细胞和MNV-1购自ATCC； Trizol购自Invitrogen公司；QIAamp Viral RNA Mini Kit购自Qiagen公司；PCR相关试剂购自Takara公司；PCR反应用引物由Invitrogen公司合成。

1.2样本的采集及处理
无菌解剖取小鼠小肠10份，每份100mg，置于无菌离心管中，电动匀浆器充分匀浆，10000rpm离心5min，取上清。室温放置5min，-70℃保存备用。

1.3 MNV-1细胞培养物的收集
    取0.2mlMNV-1，加入生长密度为80%左右的RAW264.7细胞，37℃吸附1h，弃去病毒悬液，PBS清洗两次，加6mlDMEM（含10%FBS,0.5%双抗）。37℃,5% CO2，继续培养。观察细胞生长情况。接毒的RAW细胞在光学显微镜下观察，60%的细胞发生病变时，置于-30℃，反复冻融3次后，5000rpm离心，5min，弃沉淀。上清即细胞来源的MNV-1悬液。

1.4病毒RNA的提取

1.4.1 Trizol提取MNV RNA

 取小肠悬液和细胞来源的MNV-1悬液各10份，每份200µl，加800µl Trizol，混匀，12000rpm离心5min，弃沉淀。加入200ul氯仿，震荡混匀后室温放置15min。4℃ 12000rpm离心15min。吸取上层水相加入等体积异丙醇混匀，室温放置5-10min。4℃ 12000rpm离心10min。弃上清。沉淀中加入1ml 75%乙醇，温和振荡离心管，尽量弃上清。室温晾干5～10min。加入50ulDEPC水溶解RNA。取1µl测其RNA 含量。

1.4.2 QIAamp Viral RNA Mini Kit提取MNV RNA

 取小肠悬液和细胞来源的MNV-1悬液各10份，每份140µl，按QIAamp Viral RNA Mini Kit说明书进行操作。取1µl测其RNA 含量。

1.5 RNA提取物的扩增
1.5.1引物的合成

 MNV RNA扩增所使用两条引物均参照ATCC（U.S.Patent Number:7041444）[3]，引物交由Invitrogen公司合成（表1）。

 表1  PCR反应所用引物

      Tab. 1 Primer oligonucleotides used for PCR
	引物（Primers）
	引物序列5’-3’（Primer sequence）
	片段大小（fragment length ）

	引物1（Primer1）
	TCCAGGATGACATAGTCCAGGGGCG
	136bp

	
	TGGGATGATTTCGGCATGGACAACG
	

	引物2（Primer2）
	CAGTGCCAGCCCTCTTAT
	132bp

	
	TCCTCCTCATCAAGGGAC
	


1.5.2一步法PCR反应
 RNA扩增使用一步法PCR试剂盒，购自TaKaRa公司（DRR024A)。在200µl反应管中配置50ul反应体系：10×One Step RNA Buffer 5µl、MgCl2（25mM）10µl、dNTP Mixture（各10mM）5µl、RTase Inhibitor（40U/ul）1µl、AMV RTase XL（5U/ul）1µl、AMV-Optimized Taq（5U/ul）1µl、上下游引物各1µl、RNA样品1µl、RNase Free dH2O 24µl。反应参数为50℃ 30min RT反应，94℃ 2min RTase失活，94℃ 30sec变性，55℃ 30sec退火，72℃ 1min延伸。前两步为RT-PCR，后三步为PCR反应，PCR反应30个循环。   

2 结果

2.1两种方法提取RNA浓度的比较

Trizol和QIAamp Viral RNA Mini Kit两种方法对小鼠小肠和细胞培养的病毒悬液进行RNA提取后测定提取液中RNA浓度，Trizol法，小肠组织RNA提取液浓度平均值为44.7ng/µl
[image: image1.wmf]±

1.77，细胞培养的病毒悬液RNA浓度为36.5
[image: image2.wmf]±

1.23ng/µl；QIAamp Viral RNA Mini Kit 法，小肠组织RNA提取液浓度平均值为21.3
[image: image3.wmf]±

1.41ng/µl，细胞培养的病毒悬液RNA浓度为98.3
[image: image4.wmf]±

1.22ng/µl （表2）。

                   表2 RNA浓度测量结果
                Tab.2  RNA concentration measurements
	       提取方法Method
样品Sample
	 Trizol  （ng/µl）
	QIAamp Kit  （ng/µl）

	小肠(intestine tissue)
	44.7
[image: image5.wmf]±

1.77
	21.3
[image: image6.wmf]±

1.41

	细胞来源的MNV-1 (MNV-1 from RAW264.7)
	36.5
[image: image7.wmf]±

1.23
	98.3
[image: image8.wmf]±

1.22


2.2一步法PCR电泳结果

 分别用两条不同的引物对两种样品中提取的RNA进行一步法PCR扩增，小肠组织RNA提取液电泳条带显示使用QIAamp Viral RNA Mini Kit提取的RNA扩增后在132bp和136bp处都有条带，而Trizol法提取的RNA扩增后无条带（图1）。细胞培养的病毒悬液RNA提取液电泳结果与小肠组织一致（图2）。
[image: image9.jpg]



图1 小肠组织RNA提取液PCR电泳结果 

注：1，2:Trizol法提RNA扩增条带；3，4：QIAamp Viral RNA Mini Kit提RNA扩增条带；5：空白对照；M：Marker。

Fig 1 The electrophoresis results of One-step RT-PCR 

Note:1, 2: Trizol method RNA amplification bands;3, 4: QIAamp Mini Kit the Viral RNA RNA amplification bands;5:control;M:Marker.
[image: image10.jpg]



图2 细胞培养的病毒悬液RNA提取液PCR电泳结果
注：1，2:Trizol法提RNA扩增条带；3，4：QIAamp Viral RNA Mini Kit提RNA扩增条带；5：空白对照；M：Marker。

Fig 1 The electrophoresis results of One-step RT-PCR 

Note:1, 2: Trizol method RNA amplification bands;3, 4: QIAamp Mini Kit the Viral RNA RNA amplification bands;5:control;M:Marker.
2.3 PCR产物测序结果

 将PCR产物测序结果与GENEBANK收录的基因库比对，扩增结果与已收录的MNV核酸序列同源性为100%，证实该序列为MNV核酸片段，部分比对结果已列出（表3）。

表3  PCR产物核酸同源性比对

 Tab.3 Homology analysis of RT-PCR products
	Accession
	Description
	Max ident

	EU004662.1
	Murine norovirus 1 clone CW11,complete genome
	100%

	EU004661.1
	Murine norovirus 1 clone CW10,complete genome
	100%

	EU004660.1
	Murine norovirus 1 clone CW9,complete genome
	100%

	EU004659.1
	Murine norovirus 1 clone CW8,complete genome
	100%

	EU004658.1
	Murine norovirus 1 clone CW7,complete genome
	100%


3讨论

 实验结果显示Trizol提取法提取肠组织RNA浓度高，但未能扩出MNV特异条带，可能的原因是Trizol在提取RNA的过程中RNA是以沉淀的形式析出，对RNA 的片段大小和浓度要求比较高[4]，乙醇在沉淀RNA的同时还会沉淀许多杂质，如蛋白多糖等[5]，在小片段病毒RNA含量低的动物组织（如研究中的小肠组织）中提取RNA时，匀浆体积太大，将造成病毒RNA过分稀释而不能沉淀下来，提取到的RNA大多为组织RNA。QIAamp Viral RNA Mini Kit 提取法提取细胞培养的病毒悬液RNA浓度远远高于Trizol法，在提取病毒RNA时采用了载体RNA（即carrier RNA），其作用主要是促进病毒RNA与QlAamq膜结合和防止其被残留的RNA酶降解，从而优化了在低浓度时RNA提取效率低的问题，由于组织中包含大量的杂蛋白，病毒RNA极易形成二级结构，可能导致扩增时非特异条带的出现。裂解液Buffer AVL可以使RNA酶变性，同时裂解样品，获得完整的病毒RNA，其特有的高盐低PH的条件可以使膜特异性的结合10kb以内的RNA,同时抑制蛋白质和其他杂质与膜结合。洗脱液的低盐高PH条件可有有效的将膜上的RNA洗脱下来，获得高浓度的病毒RNA，洗脱液中还添加了低浓度的叠氮钠，能够抑制RNA酶的形成[6-8]。

 本实验室使用QIAamp Kit法提取大量的实验小鼠肠组织中的RNA,随后特异性扩增进行MNV筛查，证实该方法能够有效的提取得到小鼠组织内的病毒RNA（数据未统计）。但该方法并不是适用于所有样品中MNV RNA的提取。有研究表明利用二氧化硅膜进行RNA提取的柱式分离技术非常适合低浓度MNV RNA的提取，以及病毒悬液和成分较单一的样品,但这种方法对于成分较复杂的样品来说提取RNA效率不佳, 由于膜孔径非常小，大分子物质（如蛋白多糖，脂肪或胶质等）在洗脱的过程中极易堵塞膜孔，使得RNA难以洗脱下来[9-11]。另外，定量的重复性不佳，主要原因可能是最后的室温洗脱不充分, 洗脱液的用量和室温放置时间的微小差异会影响残留在膜上的RNA量[5]，具体原因还需要进一步研究。
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