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2015 版《中国药典》规定桑寄生为桑寄生科植
物桑寄生 Taxillus chinensis（DC.）Danser 的干燥
带叶茎枝 [1]。桑寄生苦、甘、平，具有祛风湿，补肝肾，

强筋骨，安胎元；多用于治疗风湿痹痛，腰膝酸软，

筋骨无力，崩漏经多，妊娠漏血，胎动不安，头晕目

眩。提取质量高、纯度高、完整性好的 RNA 是分子
生物学研究的重要基础，对于进行 RT-PCR，cDNA
合成、RNA 序列分析、Northem 印迹杂交等具有重
要意义 [2,3]。由于植物组织中化学成分复杂，

并没有一种RNA提取方法适用于所有的植物 [4]。

桑寄生化学成分复杂，目前从桑寄生提取物中分离

到多种化学成分，主要有甾体化合物、三萜、黄酮类

化合物、有机酸、胺类化合物、生物碱、氨基酸和肽

类化合物等 [5] ，复杂的化学成分增加了桑寄生 RNA
提取的难度，虽然李永华等对桑寄生化学成分、种

子特性及 DNA 条形码鉴定等方面进行了研究 [6-8]，

但在桑寄生不同部位的 RNA提取方面未见有研究。
故本文通过比较 TRIzol法、改良 TRIzol法、CTAB-
LiCl 法和 CTAB- 异丙醇四种方法提取桑寄生不同
部位的 RNA, 所得结果将为桑寄生进一步的分子生
物学研究奠定基础。

1  材料与方法

1.1  实验材料

2015 年 6-7 月样品采于广西药用植物园栽培
基地 , 样品包括桑寄生叶片、茎、花、果立即用液氮
速冻或 -80℃冰箱保存备用。
1.2  实验试剂

TRIzol 试剂盒（天津市福晨化学试剂厂，批
号：84704），氯仿（天津市福晨化学试剂厂，批号：
20130718），异丙醇（天津市致远化学试剂有限公
司，批号：20130906），氯仿 异戊醇为׃ 天津博）1׃24
迪化工股份有限公司，批号：20130513），苯酚（北京
索莱宝科技有限公司，批号：20140220），75% 乙醇
（成都市科龙化工试剂厂，批号：20120531），CTAB 
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摘  要 : 目的：从桑寄生中提取高质量的 RNA。方法：以桑寄生叶片、茎、花和种子为材料，采用 TRIzol
试剂盒法、改良 TRIzol法、CTAB-LiCl法、CTAB-异丙醇法 4种方法，比较不同材料及不同方法分离 RNA
的效果。结果：TRIzol试剂盒法和改良 TRIzol法均不能有效的去除桑寄生中的多糖和蛋白质等杂质，不适
合用于桑寄生 RNA的提取；CTAB-LiCl法提取的 RNA质量较高、完整性较好 , 可满足各种后续分子生物
学实验的要求；CTAB-异丙醇法提取桑寄生RNA的效果虽然较好，但还达不到小RNA分析实验要求。结论：
为桑寄生后续分子生物学研究提供基础，也为次生代谢物较丰富的药用植物 RNA的提取提供参考。
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8 mol/L（北京久峰润达生物技术有限公司，批号：
0140314）。LiCl（广州市金华化学试剂有限公司，批
号：20130523），1％琼脂糖凝胶（批号：20150104），
1×TAE缓冲液（北京博奥拓达科技有限公司，批号：
20131116），DEPC水（加焦炭酸二乙酯灭菌超纯水
（厦门星隆达化学试剂有限公司，批号：20140413）。
1.3  实验仪器

Eppendorf 移 液 枪（德 国 Eppendorf 公 司），
SIGMA Sartorius 台式冷冻离心机（德国 Sartorius
公 司）、Bio-Rad 电 泳 仪（美 国 Bio-Rad 公 司），
ChemiDoc XRS凝胶成像系统（美国Bio-Rad公司）、
MILLIPORE 超纯水机（法国 MILLIPORE 公司）、
制冰机（北京长流科学仪器公司）、恒温干燥箱（上

海天恒医疗器械有限公司）、涡旋振荡仪器（上海青

浦滬西仪器厂）、水浴锅（上海天恒医疗器械有限公

司）、微量分光光度计（韩国 OPTIZEN Nano Q型）。
1.4  操作方法

1.4.1  TRIzol 试剂盒提 RNA 

取 0.2 g 植物组织，在液氮中研磨成细粉，转移
至装有 1 mL TRIzol 的 1.5 mL 离心管中，再加入
0.2 mL 氯仿涡旋混匀 15 s，室温静置 3 min，4℃下
12 000 rpm离心 15 min，取上清液转移至新的离心管
中，加入等体积异丙醇，涡旋混匀，室温静置 10 min，
4℃下 12 000 rpm 离心 10 min，弃上清，加入 1 mL 
75％乙醇溶液洗涤沉淀，4℃下 8 190 rpm离心 5 min，
弃上清，室温干燥 5 min，加 50 μL DEPC处理水溶解。

1.4.2  改良 TRIzol 法提 RNA 

根据韦荣昌 [9]改良 TRIzol 法为基础进行改良：
取 0.2 g 植物组织，在液氮中研磨成细粉，转移至装
有 1 mL TRIzol的 1.5 mL离心管中，涡旋振荡 1 min，
4℃下 2 000 rpm 离心 15 min，取上清液转移至
新的离心管中，加入等体积苯酚 ׃ 氯仿 ׃ 异戊醇
溶液，涡旋振荡（1׃24׃25） 1 min，室温静置 3-        
5 min，4℃下 12 000 rpm 离心 15 min，取上清液转
移至新的离心管中，加入等体积的氯仿 异戊醇，室׃
温静置 3-5 min，4℃下 12 000 rpm离心 15 min，加入
等体积氯仿，室温静置 3-5 min，4℃下 12 000 rpm离
心 15 min，取上清液 200 μL 转移到新的离心管中，
加入 0.5 mL预冷的异丙醇，颠倒混匀 8-10次，室温
静置 8-10 min，4℃下 12 000 rpm 离心 10 min，弃
上清，加入 1 mL 75％乙醇溶液，4℃下 8 190 rpm离
心 5 min，弃上清，室温干燥 5 min，加 50 μL DEPC
处理水溶解。

1.4.3  CTAB-LiCl 法

根据宋蓓 [10]LiCl法为基础进行改良：取 0.2 g液
氮研磨的样品迅速转移至 60℃预热的含有 600 μL 
CTAB的离心管中，涡旋振荡 30 s，置 60℃水浴 2 min，
期间颠倒混匀 2-3 次，室温冷却 1 min 后加入等
体积氯仿：异戊醇溶液，涡旋振荡 1 min 后，4℃下     
12 000 rpm 离心 15 min，取上清液，加入等体积的
氯仿 异戊醇溶液，涡旋振荡׃ 1 min，4℃下 12 000 rpm
离心 15 min，将上清液转移至新的离心管中，加
入 1/3 体积的 8 mol∙L-1 LiCl，4℃过夜沉淀，4℃下        
12 000 rpm离心 15 min，弃上清，加入 1 mL 75%乙
醇溶液，4℃下 8 190 rpm 离心 5 min，弃上清，室温
干燥 5 min，加 50 μL DEPC处理水溶解。
1.4.4  CTAB- 异丙醇法

步骤同 CTAB-LiCl法，用等体积的异丙醇沉淀。
1.5  RNA 的质量检测

用 1% 的琼脂糖凝胶检测 RNA 的纯度和完整
性，微量分光光度计检测 RNA的浓度和纯度。

2  结果与分析

2.1  TRIzol 试剂盒法和改良 TRIzol 提 RNA 

用 TRIzol 法以及改良 TRIzol 法提取 RNA 时，
沉淀呈淡黄色，无法溶解在 DEPC 水中，加热溶解
后，溶液呈乳白色混悬状，且无法完全溶解。电泳

图 2  改良 TRIzol 法

注：M. Marker，1.叶片，2.茎，3.花，4.果。

图 1  TRIzol 法

注：M. Marker，1.叶片，2.茎，3.花，4.果。 
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后，结果如图 1 和图 2，条带均模糊不可见，可能是
RNA 长片段与多糖或某些次生代谢物结合，不能被
核酸染料染色所致。

2.2  CTAB-LiCl 法

电泳结果图见图 3，RNA 浓度及 OD 值见表 1，
叶、茎、花条带清晰，OD260/OD280 均在 1.80-2.10
之间，说明 RNA 在整个提取过程中结构完整，未发
生明显降解。OD260/OD230 均在 2.00-2.30 之间，
说明去 DNA 和蛋白质效果很好。而种子外面还包
裹一层胶状的果肉，可能含多糖和酚类物质较多，

提取过程中未去除干净，由图 3 和 OD260/OD280
可知 RNA 出现了降解，而且含量也较低，CTAB-
LiCl法不适合作为提取种子 RNA的方法。
2.3  CTAB- 异丙醇法

电泳结果图见图 4，RNA 浓度及 OD 值见表 2。
叶片的条带模糊，略有降解，但 OD260/OD280 在
1.80-2.10 之间，浓度也较高，可能是点样过程中
RNA 污 染 了。 茎、花、种 子 的 OD260/OD280 和
OD260/OD230 在合格范围内，18S 和 28S 条带也
较清晰，但 5S 条带模糊，不清晰，说明 CTAB- 异丙
醇法提取桑寄生的效果虽然较好，但达不到用于小

RNA的分析。

3  讨论

在提取植物组织总 RNA 的过程中，RNA 酶
（RNase）是决定提取效果的重要因素，包括内源性
RNase 和外源性 RNase。外源 RNase 存在的范围
广而且很稳定。由于 RNA 是单链，不稳定，很容易
降解。故在 RNA 提取时，所有研钵和玻璃器皿必
须高温烘烤，所有离心管和枪头等塑料制品必须灭

RNase酶且为提 RNA专用，所有试剂的稀释必须用
灭菌的 DEPC 水；为减少 RNA 的降解，所有操作都
应该在低温下。操作台面应该用 75% 乙醇擦拭干
净，在提取过程中多次用 75%乙醇消毒；操作人员在
操作过程中应佩戴口罩，使用一次性手套，并经常更

换，减少人员流动，从而防止外源 RNase的污染。
不同的植物提取 RNA的方法不一样，富含次生
代谢物的植物，分离高质量 RNA的难度非常大 [11，12]。

其次组织的破碎程度、RNase 的活性等 [13]都会影

响 RNA 提取的质量。多糖能与 RNA 共沉淀形成
难溶的胶状物，还可以抑制许多酶的活性 [14]。由

于桑寄生化学成分多，含多糖、蛋白质，所以要尽可

能去除这些杂质，才能得到较好的结果。本研究采

用 TRIzol 试剂盒法、改良 TRIzol 法、CTAB-LiCl
法、CTAB- 异丙醇法等 4 种方法，比较不同材料不
同方法分离 RNA 的效果，目的找到一种适合于提
取桑寄生不同组织 RNA 的方法，从而分离出高质
量的 RNA，为桑寄生进一步的分子生物学研究提
供基础。研究的结果表明，TRIzol 试剂盒法比较
简单方便，耗时也较短，但是可能由于步骤比较简

单，对杂质的去除不够彻底。改良 TRIzol 法加了
苯酚，去除多糖、蛋白质等成分的能力更强，但还是

不能将多糖和蛋白质等成分去除干净，无法从样品

中提取 RNA。可能是因为桑寄生属于含多糖和酚

表 1  不同部位 RNA 的浓度和 OD 值

样品 浓度 ng∙μL-1 OD260/OD280 OD260/OD230

1 268 1.98 2.02

2 157 2.02 2.05

3 245 2.08 2.01

4 92 2.15 1.92

图 3  CTAB-LiCl 法

注：M. Marker，1.叶片，2.茎，3.花，4.种子。

表 2  不同部位 RNA 的浓度和 OD 值

样品 浓度 ng∙μL-1 OD260/OD280 OD260/OD230

1 132 1.95 2.12

2 106 1.98 2.08

3 114 2.03 2.21

4 96 1.99 2.07

图 4  CTAB- 异丙醇法

注：M. Marker，1.叶片，2.茎，3.花，4.种子。
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类成分较多 , 在桑寄生不同组织的 RNA 提取中， 
CTAB 较 TRIzol 试剂更能有效去除多糖和酚类等
物质，CTAB 法提取的 RNA 沉淀呈透明状，溶解完
全且电泳结果条带整齐无降解现象，从而能得到纯

度较高、质量较好的 RNA。LiCl 本身沉淀大片段
RNA效果好的特点使得到的RNA大片段损失很少，
CTAB-LiCl 法提取的 RNA 质量较高、完整性较好 ,

条带清晰，OD260/OD280 均在 1.80-2.10 之间，可
以满足后续各种分子生物学研究的要求。而异丙醇

沉淀获得的沉淀体积大，导致了多糖和酚类物质的

共沉淀作用，CTAB- 异丙醇法提取桑寄生 RNA 的
效果也较好，可用于转录组及 qPCR等实验分析，但
5S 条带模糊，达不到小 RNA 分析的实验。故综合
各种因素，CTAB-LiCl更适合桑寄生 RNA的提取。
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Comparison of Four Methods for Total RNA Extraction from Different  
Sections of Taxillus chinensis (DC.) Danser
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Abstract: This study was aimed to extract high quality RNA from the T. chinensis (DC.) Danser. The leaves, 
stems, flowers and seeds of T. chinensis (DC.) Danser were used as materials. Four methods, which were the 
TRIzol reagent kit method, improved TRIzol method, CTAB-LiCl method, and CTAB-isopropyl alcohol method, 
were used to compare the effect of different methods and materials for the separation of RNA. The results showed 
that TRIzol reagent kit method and the improved TRIzol method cannot effectively remove the impurities such 
as polysaccharide and protein in the T. chinensis (DC.) Danser. Both of them were not suitable for the extraction 
of RNA from T. chinensis (DC.) Danser. The extraction of RNA with CTAB-LiCl method was with integrity and 
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high quality, which can meet the requirements of various molecular biology experiments subsequently. The RNA 
extraction effect with the CTAB-isopropyl alcohol method from T. chinensis (DC.) Danser was better, but it still 
cannot meet the small RNA analysis experiment requirement. It was concluded that the study provided foundation 
for T. chinensis (DC.) Danser subsequent molecular biology research, as well as provided the reference for the 
extraction of RNA from medicinal plants with relatively rich secondary metabolites.
Keywords: Taxillus chinensis (DC.) Danser, RNA extraction, polysaccharide, protein, CTAB-LiCl
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