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摘要    以不同浓度乙醇为溶剂，配制不同 pH 的硫酸铵和乙酸铵饱和溶液，测试其对凡纳滨对虾

组织的渗透效应和在常温条件下对 RNA 的保护作用。因为乙酸铵在乙醇中的溶解度远高于硫酸铵，

且其铵离子的摩尔浓度在 0−80%的乙醇溶剂中比较稳定。研究结果显示，乙酸铵比硫酸铵能更快渗

透到整体的对虾组织中，并达到更高的浓度。50%、70%及以上的乙醇为溶剂的饱和硫酸铵、50%

乙醇为溶剂的饱和乙酸铵(pH=6.0)溶液保存 RNA 的完整性较好，RNA 拷贝数较大，半衰期较长。

综合分析，推荐 50%乙醇的饱和乙酸铵溶液(pH=6.0)作为对虾组织样品的常温保存液，该结果为野

外样品采集及常温运输提供了一种有效方法。 
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随着分子生物学技术的发展和日趋成熟，其在水

产动物疾病诊断及分子病理学研究中的应用也逐渐

深入(贺电等, 2007; 张世秀等, 2007)。不论是传统的

PCR 还是荧光定量 PCR、原位杂交、等温扩增和基因

芯片等检测技术都是建立在核酸的基础上，所以提取

到高质量的核酸是后续分子研究顺利进行的前提。而

高质量核酸的提取是基于样品的有效保存，因此采集

样品得到合理保存成为核酸提取及后续研究的关键。 

在实验室样品一般保存于20 80℃(2000; 王敏强

等, 2009; 李维凯等, 2012)，在从样品采集现场到实验

室的运输过程中，需要提供低温环境如小型冰箱或其

他设备，但在样品量很大的情况下很难满足这样的要

求。乙醇因其价格低、取用方便和较好的保存效果在

样品的短期及长期保存中得到了广泛应用(罗晨玲等, 

2001)。在陆生动物保存液的研究中，Lader 等(2001)

公布了一项以硫酸铵为主要成分的 RNAlater 保存液

专利，证明了该保存液对小鼠 RNA 的保存效果。杜

迎彬等(2013)以铵盐为主要成分进一步优化了对凡纳

滨对虾 RNA 具有保护作用的保存液。 

在以上研究的基础上，本研究通过对样品 RNA

的完整性及拷贝数的检测，探索一种以铵盐、乙醇为

主要成分、能在常温条件下有效保护水产动物样品的

RNA、配置简单、安全有效的保存液。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

试验用凡纳滨对虾 (Litopenaeus vannamei) 于

2013 年 9 月 14 日购自山东省青岛市胶州某对虾养殖

公司，体长为(11.0±1.5) cm，充氧暂养于塑料整理箱

(50 cm×40 cm×30 cm)。每天投喂两次，及时换水。 

1.2  保存液的配制与保存方法 

将硫酸铵、乙酸铵溶解于灭菌去离子水、30%乙

醇、50%乙醇、70%乙醇中达到饱和状态，并添加
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EDTA、柠檬酸钠分别达终浓度为 20、25 mmol/L。

然后将每种饱和溶液用冰乙酸调节 pH 为 5.0、6.0 和

7.0，配制成 24 种保存液(表 1)。 

取凡纳滨对虾的头胸部浸泡于 35 ml 保存液中，

室温保存。分别以保存在 30%乙醇、50%乙醇、70%

乙醇、RNAlater (Ambion, 美国)、37%甲醛、−20℃、 

 
表 1  24 种待测保存液及其代号 

Tab.1  Twenty-four preservation solutions and their codes 

参数 Parameters 实验组 Groups 

铵盐 Ammonium salt A A A A A A A A A A A A B B B B B B B B B B B B

溶剂 Solvent 0 0 0 3 3 3 5 5 5 7 7 7 0 0 0 3 3 3 5 5 5 7 7 7

酸度 Acidity 5 6 7 5 6 7 5 6 7 5 6 7 5 6 7 5 6 7 5 6 7 5 6 7

注：铵盐代号，A 为硫酸铵，B 为乙酸铵；溶剂代号，0 为去离子水，3 为 30%乙醇，5 为 50%乙醇，7 为 70%乙醇；

酸度代号，5 为 pH=5.0，6 为 pH=6.0，7 为 pH=7.0 

Note：Ammonium salt: A. Ammonium sulfate, B. Ammonium acetate; Solvent: 0. Deionized water, 3. 30% ethanol, 5. 50% 
ethanol, 7. 70% ethanol; Acidity, 5. pH=5.0, 6. pH=6.0, 7. pH=7.0 

 
−80℃的凡纳滨对虾和新鲜组织为对照。 

1.3  铵盐渗透效果的定性观察 

配制 1%琼脂糖凝胶，在 0.5 mol/L CuSO4 溶液中

浸泡约 30 min 使其浸透，去掉多余液体，胶略干燥

后，在 0.5 mol/L Na2CO3 中充分浸泡，使整个胶呈不

透明的蓝白色，去掉多余液体，胶表层略干燥后，将

被饱和硫酸铵和乙酸铵浸泡的凡纳滨对虾沿肠线切

开后贴覆在胶表面 10 min，使虾体内的 NH4
+在碱性

条件下生成 NH3，与蓝白色碱式碳酸铜反应使胶呈透

明的深蓝色，根据蓝色深浅判断虾体内的氨浓度。反

应式如下： 

3 CuSO4 + 4 Na2CO3 + 2 H2O  
= 2 CuCO3·Cu(OH)2↓ + 2 NaHCO3 + 3 Na2SO4 

2 CuCO3·Cu(OH)2 + 12 NH3  
= 3 [Cu(NH3)4]

2+ +2 OH– + 2 CO3
2– 

1.4  肌肉组织中铵盐渗透效果的定量测定 

取凡纳滨对虾肌肉组织，切成小块(0.5 cm0.5 cm 

0.5 cm)，分别放入 1 ml 饱和硫酸铵、饱和乙酸铵，并

分别在 30%乙醇、50%乙醇和 70%乙醇的饱和硫酸铵

与乙酸铵中浸泡一定时间。取出浸泡的组织，用吸水

纸吸去表层的液体，称量后加一定体积无氨水，研磨

使铵盐溶出。取析出液稀释至 10–1、10–2、10–3、10–4、

10–5、10–6、10–7。取各梯度稀释液 1 ml，加 20 μl 酒

石酸钾钠溶液(国标 GB747987)，混匀后加 30 μl 纳氏

试剂(国标 GB747987)，混匀。放置 10 min 后，在 420 nm

波长处测定吸光度。由测得的吸光度减去零浓度空白

管的吸光度后，对应标准曲线计算氨氮浓度。根据不

同的稀释倍数计算虾体肌肉组织被铵盐溶液浸透时

组织内的氨氮浓度。 

1.5  对虾整体浸泡时铵盐渗透效应的定量测定 

取全长为 10 cm 左右活的凡纳滨对虾若干尾，分

别整只浸入 35 ml 的各种保存液。一定时间后，取虾体

腹部甲壳下层肌肉组织及靠近肠道的肌肉组织(0.5 cm  

0.5 cm  0.5 cm)，用吸水纸吸干表层液体，称量后在

600 μl 无氨水中研磨。然后按 1.4 的方法测定肌肉组

织中的氨氮含量。 

1.6  RNA 的提取及其完整性检测 

分别称取保存于每种保存液中样品的鳃组织约

20 mg，立即加入 800 μl TransZol (北京全式金生物技

术有限公司)后充分研磨，室温静置 5 min，然后加入

160 μl 氯仿，剧烈振荡 15 s，室温孵育 5 min，4℃下

10000g 离心 15 min。此时样品分成 3 层，小心吸取

上层水相 400 μl 转移到新 EP 管中，并加入等体积的

异丙醇，颠倒混匀，室温孵育 10 min 后 4℃下 10000g

离心 10 min，去掉上清液，在管侧和管底形成胶状沉

淀。加入 1 ml 75%乙醇(无 RNase 水配制)，剧烈涡旋

后 4℃下 7500g 离心 5 min，去掉上清后室温晾干沉

淀，加入 30 μl 无 RNase 水溶解沉淀。取 RNA 溶液 5 μl

在 160 V 电压下电泳检测 RNA 完整性。 

1.7  RNA 的定量检测 

所得 RNA 溶液通过反转录试剂盒(北京全式金

生物技术有限公司)进行反转录，20 μl 反转录体系包

括 1 μl 总 RNA (50 ng−5 μg)、1 μl 0.5 μg/μl Oligo(dT)18

引物、10 μl 2×TS 反应混合物、1 μl TransScript RT 

Enzyme Mix 和 1 μl gDNA Remover。于 42℃反应 30 min，

85℃ 5 min 终止反应。得到的 cDNA 利用定量试剂盒

QuantiFast SYBR Green PCR Kit (QIAGEN)进行荧光
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定量，反应 20 μl 反应体系包括 10 μl 2 QuantiFast 

SYBR Green PCR Master Mix、10 μmol/L Primer F 和

Primer R 各 1 μl 和 cDNA 1 μl，其中引物 Primer F 序

列为5′-GCT TGC GTT CCC ATC CAC-3′，引物Primer R

序列为 5′-CAA ACA CCC TCA CAG GCT CA-3′，由上

海生工生物工程有限公司合成。反应程序：95℃ 5 min；

95℃ 30 s 和 60℃ 30 s，共 45 个循环。 

2  结果 

2.1  铵盐在水及不同浓度乙醇中的溶解度 

对硫酸铵和乙酸铵室温下在水及不同浓度乙醇

中的溶解度进行测定(图 1)。两种铵盐在乙醇中的溶

解度均随乙醇浓度的升高而降低，乙酸铵的溶解度远

高于硫酸铵，而且硫酸铵在 60%以上的乙醇中的溶解

度极低，70%左右乙醇中溶解度已经接近零。计算两

种铵盐溶液中的 NH4
+摩尔浓度，结果显示，硫酸铵和

乙酸铵在水中的摩尔浓度比较接近，分别为 7.8 mol/L

和 9.8 mol/L。但硫酸铵的铵离子摩尔浓度随溶剂中

乙醇浓度的增加而快速下降，40%乙醇中溶解硫酸铵

时，铵离子的摩尔浓度下降到水中的一半以下；而乙

酸铵的铵离子在 0−80%乙醇中溶解时的摩尔浓度相

对稳定，70%乙醇中溶解乙酸铵时，铵离子的摩尔浓

度约为 7.4 mol/L，接近水中硫酸铵的铵离子摩尔浓度。 
 

 
 

图 1  硫酸铵和乙酸铵在不同浓度乙醇溶剂中的 

溶解度和摩尔浓度 
Fig.1  The solubility and molarity of ammonium sulfate and 

ammonium acetate in ethanol at different concentration 
 

2.2  铵盐渗透效应的定性观察 

铵盐对组织中核酸的保护作用首先需要铵盐能

迅速有效地渗透入组织，本研究采用琼脂糖凝胶中的

碱式碳酸铜与组织中的铵盐在碱性条件下释放出的

氨分子发生络和后产生颜色变化的原理，建立了组织

中铵盐存在情况的直观观察方法(图 2)。结果显示，  

 

 
 

图 2  完整虾体浸泡铵盐饱和溶液后渗透效应的定性观察 
Fig.2  Qualitative observation of the permeation in whole shrimp body immersed in ammonium salts solution 
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铵盐能使含碱式碳酸铜的不透明蓝白色琼脂糖凝胶

变成深蓝色的半透明状，表明络合反应在此凝胶中得

以有效进行。在 0.5−2 mol/L 范围内的铵盐溶液能在

凝胶中显示出从浅到深的颜色差异，而高于 2 mol/L

的铵盐溶液在凝胶中产生的颜色变化差异不明显。未

经铵盐浸泡的空白对虾在含碱式碳酸铜的凝胶中只

能局部生成较浅的蓝色，这可能是虾体内代谢产生的

少量氨，而浸泡在硫酸铵或乙酸铵饱和溶液中的虾

体，随着浸泡时间的延长，经两种铵盐浸泡的虾体在

凝胶中产生的蓝色都在加深。0.5 h 浸泡，铵盐浓度

显示在虾头胸部首先出现升高，部分接近 2 mol/L 浓

度，且在鳃部和头胸部尖端比较明显，说明铵盐能首

先从比表面积较大的鳃部和头胸部尖端渗入；1 h 时

部分腹节肌肉的凝胶颜色也在加深，节间区域较快，

这可能是节间甲壳较薄的缘故；2 h 时，硫酸铵浸泡

的虾腹节部位的凝胶颜色已基本出现均匀加深，4 h

时乙酸铵浸泡的整个虾体使凝胶中出现了很深的蓝

色，硫酸铵浸泡的虾体也使凝胶中的蓝色普遍加深。

需要注意的是，由于虾体不同部位与凝胶贴合的紧密

程度存在差异，部分位置呈现出较浅的颜色可能并不

代表真实的铵盐浓度。 

2.3  铵盐对对虾肌肉组织的浸润作用 

切取凡纳滨对虾肌肉小块在不同保存液中分别

浸泡 1、2、4、8、12、24 h 后测定进入组织中的氨氮

量(图 3)，结果显示，肌肉组织小块内的氨氮浓度在

浸泡后 1 h 内就已经基本达到了高峰，其中，硫酸铵(A0)

和乙酸铵(B0)组均达到约接近 120 mg/g 组织的水平，

即 8.57 mol/kg，该浓度已达溶液中的饱和水平。而此

后随着时间的延长，测得大部分实验组的组织中的氨

氮浓度反而呈下降趋势。在 8 h 之后均趋于稳定，24 h

时硫酸铵(A0)约 70 mg/g 组织，乙酸铵(B0)约 85 mg/g

组织。含乙醇组的氨氮水平随乙醇量的增加而减低，其

中硫酸铵组的氨氮水平比乙酸铵组减低得更显著，这

与硫酸铵及乙酸铵在乙醇中的溶解性规律相符。 

2.4  铵盐对完整虾体组织的渗透作用 

完整的凡纳滨对虾在 8 种保存液母液中分别保

存 1、2、4、8、12、24 h 后取不同部位的肌肉组织

小块，检测其中的氨氮浓度。本研究选取了有代表性

的紧贴甲壳的下方组织块和中间的组织块来测定。结

果显示(图 4)，硫酸铵和乙酸铵对完整虾体的渗透在

0−12 h 内均呈不断上升的趋势，12 h 后上升趋势减

缓，硫酸铵对虾体的渗透效果显著低于乙酸铵，硫酸

铵在浸泡 24 h 后的组织内氨氮浓度小于 7.5 mg/g，即

0.54 mol/kg (图 4-A0s)；而乙酸铵浸泡 24 h 后组织内

浓度达 36 mg/g 以上，即 2.6 mol/kg (图 4-B0s)。硫酸

铵在组织中心和组织外层的铵盐浓度差异很小，乙酸

铵在组织中心和组织外层的差异较明显。完整虾体与

组织块浸泡的结果表明，完整的对虾甲壳对铵盐的渗

透存在明显的阻碍作用，而乙酸铵更容易渗透入甲壳。 

2.5  不同保存液保存的组织中 RNA 完整性的检测 

凡纳滨对虾头胸部在室温条件下分别用 24 种保

存液以及相应对照组中保存 1、3、7、14 d 后，提取

组织 RNA，经 1%琼脂糖凝胶电泳观察 RNA 的完整 

 

 
 

图 3  铵盐在组织小块中的渗透效应 
Fig.3  Penetration of the ammonium salts in small pieces of shrimp tissues 

A 表示硫酸铵，B 表示乙酸铵，0 表示去离子水，3 表示 30%乙醇，5 表示 50%乙醇，7 表示 70%乙醇 
The legends indicate the solutions for preservation of the tissue pieces. The letters in the legends represent the solutes, of  

which “A” represents ammonium sulfate and “B” as ammonium acetate; the numbers in the legends represent the solvents, of  
which “0” represents water, “3” as 30% ethanol, “5” as 50% ethanol, “7” as 70% ethanol 
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图 4  铵盐在虾体内的渗透效应 
Fig.4  Penetration of the ammonium salts in intact bodies of L. vannamei 

A 表示硫酸铵，B 表示乙酸铵；0 表示去离子水，3 表示 30%乙醇，5 表示 50%乙醇， 

7 表示 70%乙醇；c 表示内层组织，s 表示外层组织 
The legends indicate the preserving solutions and the tissue locations. The capital letters in the legends represent the solutes, of 
which “A” represents ammonium sulfate and “B” as ammonium acetate; the numbers in the legends represent the solvents, of 
which “0” represents water, “3” as 30% ethanol, “5” as 50% ethanol, “7” as 70% ethanol; the lowercase letters in the legends 

represent the locations of the tissue, of which “c” represents the tissue taken at the center of the body and “s” represents  
the tissue taken from the superficial parties of the body 

 
性。结果显示，新鲜组织

提取的 RNA 电泳结果可

见清晰的两条 28S 和 18S

的区带(图 5)。 

对 照 组 保 存 的 样 品

中，甲醛保存的样品大多

数情况下完全没有抽提出

RNA(图6，a−d，泳道16−18)；

RNAlater、30%乙醇、−20℃

冰冻等方式均未能完全阻

止 RNA 的降解(图 6，a−d，

泳道 1−6 和 19−21)；50%

乙醇保存以及−80℃冻存

对 RNA 的保存有所改善，

抽提的样品中大体可见 18S

和 28S 的条带(图 6，a−d，

泳道 7−9 和 22−24)；70%

和 95%乙醇保存的样品抽

提的 RNA 最完整，两条区带最清晰(图 6，a−d，泳道

10−15)，但偶尔有未抽提到 RNA 的情况出现(图 6-a，

泳道 13)，在保存 14 d 后，核酸浓度也明显下降(图

6-d，泳道 10−15)。 

在不同的硫酸铵保存液的实验组中(图 7)，饱和

硫酸铵水溶液保存 1−14 d 的 RNA 电泳结果均显示一

定程度的降解，总 RNA 中的 18S 和 28S 条带已经消

失成为模糊一片(图 7，A05、A06 和 A07)；30%乙醇

中的饱和硫酸铵溶液保存 1 d，只有 pH=5.0 组有两条

区带，但在 3−14 d 的保存中，不同 pH 的组还有可见

条带及弥撒区域(图 7，A35 和 A36)；50%乙醇中的饱

和硫酸铵溶液保存的组织，1 d 时提取的 RNA 有两条

带，随时间延长条带逐渐模糊，平行组中部分样品存

在重复性问题(图 7，A55、A56 和 A57)；70%乙醇中

的饱和硫酸铵溶液保存 1−14 d 的组织中提取的 RNA

电泳，多数结果显示，28S 和 18S 条带界限清晰完整，

但与无硫酸铵的 70%乙醇的差异不大。 

饱和乙酸铵的水溶液保存组织 1 d，提取的 RNA

电泳结果中 18S 和 28S 条带清晰(图 8-a，B05、B06

和 B07)，3 种 pH 相比较，pH=6.0 的保存效果最好

(B06)；30%乙醇中的饱和乙酸铵溶液保存组织 1 d，

RNA 条带较微弱，保存 3−14 d 后条带变得模糊，在

pH=5.0 条件下稍好于其他 pH(图 8，B35)；50%乙醇

中的饱和乙酸铵溶液保存组织 1 d，提取的 RNA 电泳

结果可见非常清晰的 3 条带，而且 pH=5.2、pH=6.0

及 pH=7.0 的保存液提取的 RNA 条带亮度无明显差

别，但在 3 d 之后条带有所减弱，7 d 后 28S 和 18S

的界限变得模糊，28S 条带逐渐消失，14 d 后 18S 也

变得模糊(图 8，B55、B56 和 B57)；70%乙醇中的饱

和乙酸铵溶液保存组织 1 d，RNA 28S 条带已很模糊，

只有 18S 条带，随时间延长，18S 条带也逐渐模糊，

劣于无乙酸铵的 70%乙醇的保存效果。 

 

 
 

图 5  新鲜对虾头胸组织 

提取的总 RNA 电泳 
Fig.5  Electrophoretogram 
of total RNA extracted from 

fresh tissue of shrimp 
cephalothorax 

泳道 M: DL2000; 泳道 

1、2 和 3 为新鲜组织 

提取的 RNA 
Lane M: DL2000; Lanes 

 1, 2, and 3 are total RNA 
extracted from fresh tissue 
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图 6  对照保存 1−14 d 组织中提取的总 RNA 电泳 
Fig.6  Electrophoretogram for total RNA extracted from tissues preserved for 1−14 d by control treatments 

A: 1 d; B: 3 d; C: 7 d; D: 14 d; 泳道 M: DL2000; 泳道 1−3: RNAlater; 泳道 4−6: 30%乙醇; 泳道 7−9: 50%乙醇; 泳道 10−12: 

70%乙醇; 泳道 13−15: 95%乙醇; 泳道 16−18: 甲醛; 泳道 19−21: –20℃; 泳道 22−24: –80℃ 
A: 1 d; B: 3 d; C: 7 d; D: 14 d; Lane M: DL2000; Lane 1−3: RNAlater; Lane 4−6: 30% ethanol; Lane 7−9: 50% ethanol; Lane 

10−12: 70% ethanol; Lane 13−15: 95% ethanol; Lane 16−18: Formaldehyde; Lane 19−21: −20℃; Lane 22−24: −80℃ 
 

 
 

图 7  硫酸铵保存液保存 1−14 d 的组织中提取的总 RNA 电泳 
Fig.7  Electrophoretogram for total RNA extracted from tissues preserved in the ammonium sulfate solutions 

a: 样品保存 1 d; b: 3 d; c: 7 d; d: 14 d; 泳道 M: DL2000；每种保存液保存的组织提取的总 RNA 采用 3 个泳道进行电泳，

相应泳道上标注保存液代号 
a: Stored for 1 d; b: 3 d; c: 7 d; d: 14 d; M: DL2000. Each sample of the total RNA extracted from tissues preserved in different 

ammonium sulfate solutions was added in 3 lanes which was labeled with the code of the solutions 



第 5 期 陈大菾等: 凡纳滨对虾(Litopenaeus vannamei)组织样品常温保存液的筛选和优化 77 

 

 
 

图 8  乙酸铵保存液保存 114 d 组织中提取的 RNA 电泳 
Fig.8  Electrophoretogram for total RNA extracted from tissues preserved in ammonium acetate solution B05−B37 for 1−14 d 

a: 1 d; b: 3 d; c: 7 d; d: 14 d; 泳道 M: DL2000；每种保存液保存的组织提取的总 RNA 采用 3 个泳道进行电泳， 

相应泳道上标注保存液代号 
a: 1 d; b: 3 d; c: 7 d; d: 14 d; Lane M: DL2000. Each sample of the total RNA extracted from tissues preserved soaked  

in different ammonium acetate solutions was added in 3 lanes which was labeled with the code of the solutions 

 

2.6  RNA 定量检测 

利用荧光定量 PCR 仪对各保存液保存 0、1、3、

7 d 的组织提取 RNA 的反转录产物进行定量，单位质

量组织中的核酸拷贝数对保存时间作图(图 9)，结果

显示，各保存组中组织 RNA 的降解速度在 1 d 以内

速度很快，3−7 d 的保存后组织中核酸拷贝数下降则

相对缓慢，硫酸铵各组间的差异性大于乙酸铵各组。组

织中初始 3.2×109 copies/g 组织的 RNA 用 A75−A77、

B55−B57、B75−B77 经 1 d 的常温保存，RNA 拷贝数

均还在 109 copies/g 组织以上，各种保存液保存 7 d

后的最终单位组织核酸拷贝数均在 107−108 copies/g

组织，其中，7 d 常温保存后 RNA 拷贝数下降不超过

20 倍的组包括 A37 (13.04)、A56 (7.25)、A57 (5.39)、

A75 (3.51)、A76 (3.70)、A77 (3.65)、B05 (18.94)、B36 

(8.44)、B37 (11.41)、B55 (18.78)、B56 (4.62)、B57 

(11.46)、B75 (12.87)和 B76 (18.36)。对照组中，70%

和 95%乙醇组保存 1 d 后的 RNA 拷贝数在 109 copies/g

组织以上，不同乙醇保存 7 d 后组织中 RNA 数量下

降均不超过 20 倍，分别是 30%乙醇(7.16)、50%乙醇

(17.72)、70%乙醇(4.92)和 95%乙醇(6.29)，而甲醛保

存的组织中所测得的 RNA 拷贝数下降最快，3 d 后就

已超过 1500 倍。 

2.7  组织中 RNA 的半衰期 

对上述 RNA 拷贝数的对数值与时间关系的变化

进行线性回归，并固定初始拷贝数对数值，按自然衰减

原理对各组 RNA 拷贝数的变化计算平均半衰期(图 10)，

结果显示，平均半衰期在 2 d 以上的组包括 A56 (2.15± 

0.60 d)、A57 (2.26±1.32 d)、A75 (3.22±1.31 d)、A76  
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图 9  各保存组的组织中 RNA 数量的荧光定量 

PCR 检测结果 
Fig.9  Results of FQ-PCR detection for the RNA copies in 

the tissues of each preservation group 

A05−A77: 硫酸铵保存液；B05−B77: 乙酸铵保存液；RL: 

RNAlater; 30%−95%: 30%−95%乙醇; FMD: 甲醛 
A05−A77: preserved with ammonium sulfate; B05−B77: 
preserved with ammonium acetate; RL: preserved with 

RNAlater; 30%−95%: preserved with 30%−95% ethanol; 
FMD: preserved with formaldehyde 

用可能主要是由于乙醇的保护作用所致，考虑到高浓

度乙醇在运输中存在风险，以及由于硫酸铵在 70%以

上乙醇中溶解度太低，用 70%清洗组织及提取的 DNA

时可能不容易将硫酸铵抽提出来，因此本研究推荐使

用 pH=6.0 的乙酸铵的 50%乙醇饱和溶液作为保存

液。实验结果也表明，在特定的保存液缺乏、而运输

风险不高的情况下，70%以上的乙醇能较好地保存其

中的 RNA，其效果优于 RNAlater 或−80℃冰冻。 

3  讨论 

目前对陆生动植物组织保存及核酸提取的研究

很多(罗晨玲等, 2001; 王敏强等, 2009; 李维凯等, 

2012; 路俊锋等, 2010；Bainard et al, 2010)。但针对

组织与细胞结构都不同于陆生生物的水生动物的保

存研究还少有报道。在海洋动物组织的保存中应用最

多的是福尔马林和乙醇溶液。但福尔马林因其较强的

挥发性，对实验人员眼睛、呼吸道及皮肤可能造成伤

害，危害身体健康；另外，很多研究指出，经福尔马

林保存的组织中 DNA 和 RNA 提取效果不理想(方旅

平等, 2005; 刘保忠等, 2001)，虽然有学者已探索出一

些方法将样品经过复杂的预处理后可以提取到能够

应用于后续分子研究的核酸(方旅平等, 2005; 夏颖哲

等, 2007; Rivero et al, 2006; de Bruyn et al, 2011)，但

由于其步骤繁杂、耗费时间较长而不能被广泛应用。

本研究中利用甲醛保存组织提取的 RNA 电泳结果没

有条带，保存 3 d 后荧光定量实验表明回收的 RNA

拷贝数下降了 1500 倍以上，远低于新鲜组织和其他

保存液。这种结果可能是由于甲醛对蛋白质以及核酸

的氨基的固定作用，使核酸被牢牢地封固在组织中，

保存后的组织在提取核酸之前只经过简单清洗操作，

影响了甲醛保存样品中核酸的得率。另一种常见的保

存液乙醇，特别是高浓度乙醇，因其价格低和使用方

便而被广泛用于样品短期或长期保存，而且提取的核

酸质量与完整性均能满足实验要求(方旅平等, 2005; 

罗晨玲等, 2001)。但高浓度乙醇由于其易燃性的特

点，在邮寄、国际货运、航空运输以及大量样品的集

中存放中都受到严格限制。Lader 等(2001)发明的

RNAlater 以及其他以高浓度铵盐(杜迎彬等, 2013)为

主要成分的水相保存液为突破这些限制提供了较好

的替代性选择，对陆生动物 RNA 有很好的保存效果

(路俊锋等, 2010)，对水生动物凡纳滨对虾的 RNA 的

保存中常温保存 7 d 后还能看到较模糊的 RNA 区带，

但仍然存在保存样品中 RNA 含量短期内快速下降的问

题，这一问题的原因可能是高浓度铵盐对组织的渗透速

度(2.96±1.56 d)、A77 (3.03±1.54 d)、B56 (2.79± 0.76 d)、 
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图 10  各组组织中 RNA 半数降解时间 
Fig.10  The RNA half degradation time of the each preserving group 

A05−A77: 硫酸铵保存液；B05−B77: 乙酸铵保存液；RL: RNAlater; 30%−95%: 30%乙醇−95%乙醇; FMD: 甲醛 
A05−A77: preserved with ammonium sulfate; B05−B77: preserved with ammonium acetate; RL: preserved with RNAlater; 

30%—95%: preserved with 30%−95% ethanol; FMD: preserved with formaldehyde 
 

70%乙醇(2.47±1.06 d)和 95%乙醇(2.17±0.87 d)。 

根据上述铵盐渗透效应及 RNA 保存效果进行综

合分析，可见 50%乙醇中饱和硫酸铵和乙酸铵在

pH=6.0 的条件下对组织中 RNA 的保护效果均较好；

而硫酸铵的 70%乙醇饱和溶液也表现出优秀的保护

效果，但该溶液中硫酸铵浓度已经非常低，其保护作

不够快所致(杜迎彬等, 2013)。但本研究中的 RNAlater

常温保存 1 d 的组织提取的 RNA 已经发生降解，这

可能是由于 RNAlater 对不同组织的渗透效应差异所

致。因此探索一种能在常温条件下对水生动物核酸保

存效果稳定、简便、安全的保存液对实验室样品采集

及后续科研工作有重要意义。 

一种好的保存液应该能快速地渗透组织，但组织

保存研究中很少对组织的渗透速度开展有效研究，本

研究通过测定渗透到组织中的保存液成分的浓度来

检测各种保存液的渗透能力。组织小块中铵盐渗透效

应的测定结果显示，乙酸铵饱和溶液浸泡的组织小块

中氨氮浓度能很快达到 85 mg/g 组织，高于硫酸铵组

的 70 mg/g 组织；50%、70%乙醇溶液中的硫酸铵饱

和溶液浸泡的组织块中氨氮浓度不到 20 mg/g 组织或

更低，而相应乙醇溶液中乙酸铵饱和溶液浸泡的组织

块中氨氮可以达到 80 mg/g组织或接近 60 mg/g组织。

在完整虾体中，饱和乙酸铵浸泡的虾体中氨氮浓度可

达到 36 mg/g 组织；而饱和硫酸铵溶液组只有 7.5 mg/g

组织。上述结果表明，甲壳对铵盐渗透虾体有一定的

阻碍作用，且乙酸铵较硫酸铵更容易穿透甲壳进入组

织中。在使用 Davidson’s AFA 固定对虾组织时，需要

首先对对虾肝胰腺和肌肉多点注射固定液，然后再割

开甲壳，以便使固定液能尽快渗入组织中(Bell et al, 

1988)，因此，采用本研究保存液对整体对虾进行保

存时，也可采用这种方法，以使保存液能尽快渗透入

组织中。 

作为对照组，本研究验证了不同浓度的乙醇保存

的组织对 RNA 的保护效果，结果显示，30%乙醇不

能有效保护组织中的 RNA；50%乙醇在 1 d 内保存的

效果较好，随着时间延长，保存效果逐渐变差。70%

和 95%乙醇保存 14 d 后 RNA 的完整性依然很好，验

证了较高浓度的乙醇能对组织中的 RNA 起到良好的

保存效果。70%乙醇配制的饱和硫酸铵溶液保存组织

直到 14 d 均能得到清晰完整的 RNA 区带，其平均半

衰期在 2 d 以上，在各实验组中表现出最好的保护效

果，但 70%乙醇中的硫酸铵浓度太低，因此，该溶液

的保存效果可能主要来自于 70%乙醇。用 50%乙醇配

制的饱和乙酸铵(pH=6.0)溶液保存的组织也可得到

较完整的 RNA，半衰期在 2 d 以上，因该溶液中乙醇

的含量较低，因此在贮存和运输上均有比较好的安全

性。此外，考虑到后续核酸提取时可能有去除铵盐的

需要，而硫酸铵在 60%以上的乙醇溶液中溶解度极

低，所以在抽提核酸时，不论是最初用乙醇清洗组织

块还是最后用乙醇沉淀核酸，都难以将硫酸铵完全清

洗干净，从而可能影响核酸提取效果及后续的分子学

实验。综合考虑两种铵盐在对虾组织中的渗透能力、

RNA 完整性和降解速率、后续提取操作以及高浓度

乙醇在运输过程中存在的安全隐患，推荐 50%乙醇配

制的饱和乙酸铵(pH=6.0)作为对虾组织 RNA 样品常

温保存液。此外，研究表明，RNAlater 和饱和硫酸铵

虽然在常温下有较好的 RNA 保存效果，但低温更有

利于长期保存(杜迎彬等, 2013)，因此，在有条件进
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行低温保存时，建议进行低温保存，不同温度下的保

存效果有待进一步验证。 
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Abstract    Molecular biology technologies have been widely used in aquatic animal disease diagnosis 
and molecular pathology studies, which require high quality of nucleic acid. However, how to preserve 
sample quality at normal temperature is rarely investigated. In this study, we compared the preserving 
effect of RNA in the tissues of shrimp Litopenaeus vannamei stored in different preservation solutions at 
normal temperature to find one preservation solution that can be used at normal temperature and 
long-distance transportation. Saturated solutions of ammonium sulfate and ammonium acetate in a serial 
of solvents with different ethanol concentrations were used to preserve shrimp tissues. The results showed 
that ammonium acetate has higher solubility in ethanol solution than ammonium sulfate. The molarity of 
ammonium ion of ammonium acetate is steadier in 0−80% ethanol. Ammonium acetate penetrates into the 
tissue of intact shrimp faster and reaches a higher concentration than ammonium sulfate does. RNA with 
better integrity, higher copies, and longer half-life period was achieved in the tissue preserved in more 
than 70% ethanol, saturated ammonium sulfate in the solvent of 50% and 70% ethanol, saturated 
ammonium acetate in the solvent of 50% ethanol. These results suggest that the saturated ammonium 
acetate in 50% ethanol as the solvent (pH=6.0) can be used as sample preserving solution to preserve 
RNA in shrimp tissues at normal temperature. 
Key words    Ammonium salt; Ethanol; Normal temperature; RNA 
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