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摘  要 在提取富含多糖类植物组织 RNA 时，如何有效去除多糖类物质污染是一个首要问题，本文采用普通 TRIZOL 法、

试剂盒法和“去多糖辅助剂+TRIZOL”三种方法提取铁皮石斛幼嫩叶片总 RNA，试验结果表明：采用“去除多糖辅助剂

+TRIZOL”能够提出的 RNA 浓度较高、DNA 含量很低，有明显的三条带，经纯化后 RNA 的 OD 值为 1.8~2.0 之间，RNA
质量及浓度较好，经济实惠。 
关键词 铁皮石斛; 多糖; 总 RNA 
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Abstract It is very important how to remove the polysaccharides pollution effectively when we extract high-quality RNA from D. 
officinale. In this paper, we use three methods such as common TRIZOL, kit and “removing polysaccharides assistant + TRIZOL” to 
extract total RNA from D. officinale. The experiment result shows that the third method is best, the total RNA has obvious three 
bands, high quality and high concentration, low DNA and economy. 
Keywords D. officinale; polysaccharides; total RNA 

研究背景 
铁皮石斛 Dendrobium officinale Kimura et 

Migo 属兰科 orchidaceae 石斛属 Dendrobium 植物，

为石斛中的极品，是传统名贵的中药材，多糖是其

主要活性成分，是防老抗衰、养颜驻容、养肝明目

的上等保健药品。由于铁皮石斛植物组织中多糖含

量高于 17.76%~29.19%(刘宏源等, 2010)，严重影响

了 RNA 的提取，纯度高、质量好的 RNA 是进行相

关分子生物学研究的前提和关键(李宏和王新力, 
1999)。现已有很多文献报道了关于去除 RNA 中多

糖的一些方法，主要有：①在提取的 RNA 中加入

高浓度盐，改变多糖的溶解特性，通过苯酚、氯仿

等有机溶剂抽提去除(Fang et al., 1992)；②通过

LiC1 选择沉淀 RNA，使部分多糖留在上清液中(Su 
and Gibor, 1988; 葛晓萍和石琰璟, 2007; 岑鹏等, 
2009)；③用低浓度乙醇选择沉淀多糖(10%~30%)，
而 RNA 仍保留于溶液中(Tesniere and Vayda, 1991; 
Lewinsohn et a1., 1994; 顾红雅等, 1995; Hu et al., 
2002)；④无水乙醇和 5mol/L 醋酸钾溶液配合以去

除多糖杂质(朱昀等, 2007)；⑤采用有机溶剂乙二醇

丁醚(周波等, 2004)、2-丁氧乙醇(何振艳等, 2005)、
乙醚(袁明珠等, 2005)等去除多糖，虽然这些方法在
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很多植物上都有成功的报道，但由于不同植物及相

同植物的不同组织间在物质组成上千差万别，因此

一种方法仅适用于某种或某类材料，对于特殊的植

物材料，理想的 RNA 提取方法是在探索中逐渐完

善的。 
本研究以多糖含量高的铁皮石斛叶片为材料，

采用 3 种不同的方法提取总 RNA，高质量的 RNA
是进行后续分子生物学研究的基础，并为其他富含

多糖类植物 RNA 的提取提供借鉴。 

1 结果与分析 
1.1 总 RNA 的电泳检测 

由于在提取铁皮石斛 RNA 时，RNA 被大量

的多糖包裹而损失，导致提取的 RNA 浓度较低，

不能满足 RNA 需求量大的实验，因此，本研究以

普通的 TRIZOL 法提取的 RNA 浓度及纯度为对照，

比较三种方法提取的 RNA 质量。 
普通的 TRIZOL 法提取总 RNA：在加入氯仿抽

提离心后，上清液粘稠，离心后不能很好的和中间

层有机相分离，因此，在离心过程中无法去除多糖，

最后一步加 DEPC 处理水溶解时底部出现大量不溶

黏性物质，经电泳检测，没有 RNA(图 1A)。 
百泰克公司通用植物总 RNA 提取试剂盒提取

的总 RNA 有两条完整的带，但带较弱，略有降解，

DNA 含量高(图 1B)，经纯化后，RNA 的浓度很低，

满足不了 RNA 需求量大的实验。 
TIANGEN RNAprep pure Plant Kit 提取的 RNA

中有两条较完整的带，但 DNA 含量较高(图 1C)，
在后续的 DNA 消化中往往消化不完全，且 RNA 的

含量都很低，只有 100 ng/µL~200 ng/µL，经纯化后

RNA 含量很低，几乎检测不到，给 RNA 的定量及

一些实验带来了很大的困难。 
去多糖辅助剂+TRIZOL 法提取的 RNA 浓度较

高，有三条完整的带，且 RNA 的浓度较高，是试

剂盒法的 2~3 倍，DNA 污染小在琼脂糖凝胶电泳

中几乎看不到(图 1D)，纯化后 OD 值在 1.8~2.0 之

间，三种方法提取的 RNA 浓度及纯度见表 1。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
     
                      
 
 
 
 

 

 

 

  

图 1 A: 普通 TRIZOL 法 ;  B: 百泰克试剂盒 ;  C: 
TIANGEN 试剂盒;  D: “去多糖辅助剂+TRIZOL”法 
Figure 1 A: Common TRIZOL method; B: BIOTEKE kit; C: 
TIANGEN kit; D: Removing polysaccharides assistant plus 
TRIZOL

 
表 1 3 种方法提取的铁皮石斛总 RNA 的平均浓度和纯度 
Table 1 Total RNA purity and quantity of Dendrobium officinale by three methods  

方法 
Method 

平均浓度(ng/µL) 
Mean concentration (ng/µL) 

总 RNA 平均纯度(A260/A280 )  
Total RNA average purity (A260/A280) 

TRIZOL 法  
TRIZOL method 

0 0 

试剂盒法(百泰克试剂盒和天根试剂盒)  
Kit method (Bioteke and Tiangen kit) 

178 
152 

1.82 
1.74 

除多糖辅助剂+TRIZOL 法  
Removing polysaccharides assistant + TRIZOL 
method 

468 1.95 
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1.2 PCR 扩增 
对三种方法提取的 RNA 反转录成 cDNA，用

F1 和 R1 特异引物进行 PCR 扩增，扩增结果(图 2)，
第三种方法提取的 RNA 质量最好，PCR 扩增出的

条带最清晰，其次是试剂盒法，而普通 TRIZOL 法

没有扩增出条带。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

图 2 铁皮石斛部分序列 PCR 扩增结果 
注: M: Marker; 1: 普通TRIZOL法; 2: BIOTEKE试剂盒法; 3: 
TIANGEN 试剂盒法; 4: “去多糖辅助剂+TRIZOL”法 
Figure 2 The part of sequence of PCR amplification 
Note: M: Marker; 1: Common TRIZOL method; 2: BIOTEKE 
kit method; 3: TIANGEN kit method; 4: “Removing 
polysaccharides assistant+TRIZOL” method 

2 讨论 
有关植物组织中RNA提取方法的报道已很多，

最常用的有胍法、苯酚法和 CTAB(十六烷基三乙基

溴化铵)法等，这些方法已广泛用于许多植物组织中

RNA 的提取。但有某些植物组织所含物质种类极为

复杂，尤其是在富含多糖、多酚及一些尚未能确定

的次生代谢产物等情况下，RNA 提取的产量和纯度

常受到影响。由于多糖与 RNA 间的理化性质很相

似，常以复合体形式存在，不易分开(Logemanny et 
al, 1987)。在去除多糖的同时，大量的 RNA 也被裹

走了，造成 RNA 的产量减少和降解，而沉淀的 RNA
中也有凝胶状沉淀，难溶于水，或溶解后溶液粘稠

(Lewinsohn et al, 1994)，由于多糖的污染，使 RNA
溶解困难，定量不准，甚至抑制下游酶的反应活性

(Fang et al., 1992)，因此，如何从富含多糖的植物组

织中提取高质量 RNA 很关键。 
在本实验中，采用常规方法提不出 RNA，主要

原因在于初提时上清液粘稠，不能很好的和有机相

分离，与铁皮石斛材料多糖含量较高有关。本研究

采用的第三种(除多糖辅助剂+TRIZOL法)对于提取

多 糖 含 量 高 的 植 物 组 织 较 为 有 效 ， 由 于

RNAiso-mate for Plant Tissue 试剂中含有高分子聚

合物，能够有效地与组织样品中的多糖结合，并可

以在之后的离心步骤中除去，因此在初提时大量的

RNA 被释放出来，提取的 RNA 浓度是试剂盒的三

倍左右，而且较试剂盒提取法经济实惠。因此，此

方法可以从富含多糖的植物材料中提取高质量、高

浓度的总 RNA。 

3 材料与方法 
3.1 材料 

采自云南省屏边县屏边群鑫石斛种植有限公

司铁皮石斛种植园的一年生幼嫩叶片，从正在生长

的植株上剪下后立即用液氮冷冻，-80℃冰箱保存。 

3.2 方法 
3.2.1 铁皮石斛 RNA 方法的提取 

样品处理：取出上述保存的 100 mg 植物材料

于 DEPC 处理过的研钵中，加入适量的 PVPP 于研

钵中，迅速加入液氮研磨，直至磨成状，在其间保

持研钵中都有液氮，将粉末装入干净的离心管中。 
a TRIZOL 法：采用 TaKaRa 公司 RNAiso 

Plus(D9108A)，操作步骤按照说明书进行操作，取

3 µL 进行琼脂糖凝胶电泳。 
b试剂盒法：分别采用TIANGEN RNAprep pure 

Plant Kit (DP432)和百泰克公司通用植物总 RNA 提

取试剂盒 (RP3301)，按照说明书进行操作，取 3µL
进行琼脂糖凝胶电泳。 

c 去多糖辅助剂+TRIZOL 法：采用 TaKaRa 公

司 RNAiso-mate for Plant Tissue (D325S)及 RNAiso 
Plus (D9108A)提取铁皮石斛总 RNA，按照说明书

进行操作。 

3.2.2 总 RNA 的反转录及纯化 
     提取总 RNA 中 DNA 的去除采用 fermentas 公
司 RNase free 的 DNaseⅠ，建立 100 µL 的酶解体

系(10 µg RNA, 10 µL DNaseⅠ, 10 µL 10×buffer, 用
RNase free water 补齐)，混匀，37 ℃水浴 30 min，
加 10 µL 25 mmol/L EDTA, 65℃水浴 10 min。 加
RNase free water 至 420 µL，加水饱和酚：氯仿：

异戊醇( 25:24:1) 400 µL 抽提，取上清液至另一个干

净的离心管中，加氯仿：异戊醇(24: 1) 400 µL 抽提，

移上清至离心管加 1/10 体积 3 mol/L Na AC (pH 5.2)
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和 1 mL 无水乙醇，-20℃放置过夜；4℃，12000 r/min
离心 30 min，弃上清液，用 75%乙醇和无水乙醇各

清洗沉淀 1 次，室温下干燥；沉淀溶于 30 µL DEPC
水中，-80℃冻存。 

3.2.3 RNA 凝胶电泳检测  
0.5 x TBE 作为电泳缓冲液，电压 120V，琼脂

糖凝胶浓度为 1%，取 3 µL RNA 进行电泳检测。 

3.2.4 RT-PCR 检测 
采用铁皮石斛特异引物 F1：CGAGTCTCATA 

CTGCCTTCACA；R1：ACCAGCCAAGGTCATC 
AATCTC，铁皮石斛的 cDNA为模板进行PCR反应，

其反应条件如下：94  5 min℃ ，35 个循环(94  30 S℃ ，

53  30 S℃ ，72  1 min)℃ ，72  10 min℃ ，反应体系 25 
µL (cDNA 1 µL, 引物 F1/R1 2 µL, 2×EasyTaq PCR 
SuperMix 12.5 µL, ddH2O 7.5 µL)。 
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