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铁皮石斛花总 RNA 提取方法的比较研究 
 

赵聪慧 1,2, 俞振明 1, 何春梅 1, 王浩斌 1,2, 司灿 1,2, 张明泽 1,2, 段俊 1* 
(1. 中国科学院华南植物园, 中国科学院核心植物园, 广东省应用植物学重点实验室, 广州 510650; 2. 中国科学院大学, 北京 100049) 

 

摘要：为筛选铁皮石斛(Dendrobium officinale)花总 RNA 提取方法，对 8 种提取方法进行了比较研究，包括改良 CTAB-LiCl

法(M1)、改良 CTAB-异丙醇法(M2)、改良 SDS-LiCl 法(M3)、改良 SDS-异丙醇法(M4)、多糖多酚植物 RNA 提取试剂盒法(M5)、

柱式植物 RNAout 2.0 试剂盒法(M6)、RNAprep Pure 多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒法(M7)和 Biospin 多糖多酚植物总 RNA

提取试剂盒法(M8)。结果表明，以 M4 和 M5 提取的总 RNA 带型清晰，完整性好，A260 nm /A280 nm为 1.8~2.0，A260 nm /A230 nm

大于 2.0，RNA 产率分别为(159.45±1.45)和(170.84±3.53) μg/g。利用 M4、M5 提取霍山石斛、金钗石斛、鼓槌石斛和美花石

斛花的总 RNA，样品的完整性、浓度和纯度均符合质量要求。以 M4、M5 提取的铁皮石斛总 RNA 为模板，扩增 Actin 基因

片段，扩增产物大小与预期一致且条带单一。这说明 M4、M5 方法操作简便，结果重复性好，能够较好地提取石斛属植物

花的总 RNA。 

关键词：铁皮石斛；RNA；改良 SDS-异丙醇法；提取方法 

doi: 10.11926/jtsb.4202 

 

Comparison of Several Total RNA Extraction Methods from Flowers of 

Dendrobium officinale 
 

ZHAO Cong-hui1,2, YU Zhen-ming1, HE Chun-mei1, WANG Hao-bin1,2, SI Can1,2, ZHANG Ming-ze1,2, 

DUAN Jun1* 
(1. Guangdong Provincial Key Laboratory of Applied Botany, Center of Economic Botany, Core Botanical Gardens, South China Botanical Garden, Chinese 

Academy of Sciences, Guangzhou 510650, China; 2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 

 

Abstract: In order to screen total RNA extraction method from flowers of Dendrobium officinale, eight methods 

were compared, including improved CTAB-LiCl method (M1), improved CTAB-isopropanol method (M2), 

improved SDS-LiCl method (M3), improved SDS-isopropanol method (M4), Quick RNA Isolation Kit 

(Huayueyang, China; M5), Column Plant RNAout 2.0 Kit (Tiandz, China; M6), RNAprep Pure Plant Plus Kit 

(Tiangen, China; M7) and Plant Total RNA Extraction Kit (Biospin, China; M8). The results showed that the 

integrity of total RNA extracted using M4 and M5 was good, with distinct electrophoresis bands of 28S and 18S 

rRNA. The spectrophotometric values of A260 nm/A280 nm ranged from 1.8 to 2.0, and the A260 nm/A230 nm value was 

more than 2.0. The yields of total RNA extracted using M4 and M5 were (159.45±1.45) and (170.84±3.53) μg/g, 

respectively. Additionally, the total RNA of D. huoshanense, D. nobile, D. chrysotoxum and D. loddigesii 

extracted by M4 and M5 was verified to meet the quality requirements on integrity, purity and concentration. The 

total RNA of D. officinale extracted by M4 and M5 was used as template, and the amplified Actin gene showed a 

single band, consisting with the prediction. Therefore, M4 and M5 were effective methods to extract total RNA 

from flowers of Dendrobium plants, especially D. officinale. 
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石斛属(Dendrobium)隶属兰科(Orchidaceae)树兰

亚科(Epidendroideae)，是兰科最大的属之一，具有极

高的观赏价值，因其花香奇特、花朵秀丽、花形迷人

与色泽鲜艳享誉世界，被称为世界“四大观赏洋兰”之

一[1–2]。铁皮石斛(D. officinale)是珍稀的药食同源传统

贵细中药材，主要以干燥茎入药，具有滋阴清热、益

胃生津、抗氧化、抗衰老、增强免疫力等功效[3]，是

石斛属中最为珍稀名贵的品种。对石斛属植物的化学

研究主要集中在茎、叶的多糖、石斛碱、黄酮等成分

上[4–5]，而对于石斛花的研究较少。 

铁皮石斛花为可食用部分，产量丰富，具有很

大的资源开发空间，在民间被广泛加工成花茶饮

用。花香是观赏植物重要的审美和商品性状之一，

作为信号物质，具有招引昆虫授粉等重要生态功

能[6]。石斛属植物花香的研究报道较少，铁皮石斛

的花香物质以萜类、脂肪族、芳香族化合物为主,

尤其是蒎烯、柠檬烯、桉油素、芳樟醇、α-松油醇

等单萜化合物[7]。鼓槌石斛的主要花香物质是 α-蒎

烯、β-罗勒烯、苯乙醛和乙酸辛酯[8]。铁皮石斛花

中富含多糖、挥发油、多酚类、花色素和黄酮类物

质[7,9–11]，与茎、叶相比，花中总黄酮、总酚类物质

含量更高，具有较高的抗氧化活性，而且还富含精氨

酸等人体必需的氨基酸[10,12]。然而，关于石斛属植物

花中化合物合成的分子机理还不清楚，参与其合成的

相关基因也鲜有报道[13–14]。因此，亟需开展花中化合

物成分分析、生物合成途径及关键物质合成的分子机

制研究，以便更好地开发利用石斛花资源。 

高质量、高纯度 RNA 提取是植物分子生物学研

究的基础，如 Real-Time PCR 分析、Northern 杂交分

析、目的基因克隆、cDNA 文库构建等都需要高质量

的 RNA。常用的植物总 RNA 提取方法有 TRIZOL

法[15]、CTAB 法[16]、SDS 法[17]、异硫氰酸胍法[18]和试

剂盒法[19]等。目前，以上方法均已应用于铁皮石斛茎

的总 RNA 提取[10–11]，但是不同植物或同种植物不同

组织所含的成分存在较大差异，铁皮石斛花的总RNA

提取方法必须通过实验才能确定。 

因此，本研究针对铁皮石斛花中黄酮、多糖、多

酚等次生代谢物质含量高的特点，通过比较改良

CTAB-LiCl 法、改良 CTAB-异丙醇法、改良 SDS-LiCl

法、改良 SDS-异丙醇法以及试剂盒法等 8 种方法提

取的总 RNA 质量，筛选并确定铁皮石斛花的总 RNA

提取方法，为铁皮石斛花香物质合成酶基因的表

达、调控及其相关的分子生物学研究提供技术手段。 

 

1 材料和方法 
 

1.1 试验材料 

本研究使用的5种石斛属植物花朵均采自广东省

广州市中国科学院华南植物园石斛育种基地(25.14° 

N，113.35° E)，包括气味略轻颜色淡黄的铁皮石斛

(Dendrobium officinale，图 1)、香气浓郁色彩明黄的

鼓槌石斛(D. chrysotoxum)、花呈淡黄绿色的霍山石斛

(D. huoshanense)、气味芬芳颜色明艳的金钗石斛(D. 

nobile)和美花石斛(D. loddigesii)，于盛花期(2019 年

4-5 月)的晴天上午 11:00 每个品种随机采摘 10 朵以

上，设 3 次生物学重复，置于-80℃冰箱保存备用。 

 

 
图 1 铁皮石斛花 

Fig. 1 Flowers of Dendrobium officinale 
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1.2 仪器和试剂 

十二烷基磺酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)、

乙二胺四乙酸 (ethylene diamine tetraacetic acid, 

EDTA)、三羟甲基氨基甲烷 [tris(hydroxymethyl) 

aminomethane, THAM]、焦碳酸二乙酯(diethyl pyro- 

carbonate, DEPC)、十六烷基三乙基溴化铵(cetyltri- 

methyl ammonium bromide, CTAB)购自天津市科密

欧化学试剂有限公司，多糖多酚植物 RNA 提取试

剂盒(货号：0416-50)购自北京华越洋生物科技有限

公司，柱式植物 RNAout 2.0 试剂盒(货号: 90404-50)

购自北京天恩泽基因科技有限公司, RNAprep Pure

多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒(货号：DP441)购

自天根生化科技有限公司，Biospin 多糖多酚植物总

RNA 提取试剂盒(货号：BSC65S1)购自杭州博日科

技有限公司，RNA 提取酚试剂(货号：W0250)购自

北京索莱宝科技有限公司，M-MLV 反转录试剂盒

(货号：M1701)购自美国 Promega 公司，铁皮石斛

Actin 基因引物由北京擎科生物科技公司合成, 聚乙

烯吡咯烷酮(polyvinyl pyrrolidone 40, PVP-40)、无水

乙醇、三氯甲烷、β-巯基乙醇、异丙醇、氯化钠等

化学试剂均为分析纯，购自广州化学试剂厂。 

试验所用试剂瓶、研钵、镊子、药匙等非塑料

制品在 180℃下烘烤 8 h 后使用，塑料制品及试剂

经 0.1% (W /V) DEPC 水处理 12 h，121℃高压灭菌

30 min 后，烘干备用。 

 

1.3 花的总 RNA 提取方法 

研究共采用了 8 种提取方法：改良 CTAB-LiCl

法(M1)、改良 CTAB-异丙醇法(M2)、改良 SDS-LiCl

法(M3)、改良 SDS-异丙醇法(M4)、多糖多酚植物

RNA 提取试剂盒法(M5)、柱式植物 RNAout 2.0 试

剂盒法(M6)、RNAprep Pure 多糖多酚植物总 RNA

提取试剂盒法(M7)、Biospin 多糖多酚植物总 RNA

提取试剂盒法(M8)。 

改良CTAB-LiCl法(M1)    参照Zeng等[20]的方

法并适当修改。称取 500 mg 新鲜花朵，在液氮中快

速研磨成粉末，转移至 2 mL 离心管中，加入 1 mL 

65℃预热的 CTAB 裂解液[2% CTAB (W /V), 2 mol/L 

NaCl, 25 mmol/L EDTA (pH=8.0), 100 mmol/L Tris- 

HCl (pH=8.0), 2% β-巯基乙醇(使用前加入)]，65℃

水浴 15 min，期间上下颠倒 3~5 次。加入 900 μL

酚 /氯仿 /异戊醇(25∶24∶1, V /V), 剧烈振荡 30 s, 

于 4℃下 12 000×g 离心 10 min，将上清液转移到新

的离心管中，加入 800 μL 氯仿 /异戊醇(24∶1, V /V), 

剧烈振荡 30 s，于 4℃下 12 000×g 离心 10 min，将上

清液转移到新的离心管中。加入 1/4 体积的 10 mol/L 

LiCl，于 4℃冰箱中静置过夜，于 4℃下 12 000×g

离心 30 min 沉淀 RNA，弃上清，沉淀用 75%乙醇漂

洗 2 次，于 4℃下 12 000×g 离心 5 min，弃上清，风

干后，加入 40 μL DEPC 水溶解 RNA，于–80℃冰箱

保存。 

改良 CTAB-异丙醇法(M2)    参照张力鹏等[21]

的方法并适当修改。称取 500 mg 新鲜的铁皮石斛

花朵，液氮中研磨成粉末后迅速转入含有 500 μL 

CTAB 提取液[2% CTAB (W /V), 2% PVP-40 (W/V), 

0.045%亚精胺(W/V), 2.5 mol/L NaCl, 25 mmol/L 

EDTA (pH=8.0), 100 mmol/L Tris-HCl (pH=8.0), 2% 

β-巯基乙醇(使用前加入)]中，65℃水浴 5 min，加入

250 μL 氯仿，剧烈震荡，于 4℃下 13 000×g 离心

5 min, 取上清液加入等体积的氯仿/异戊醇(24∶1, 

V /V)，剧烈振荡，于 4℃下 13 000×g 离心 5 min, 取

上清液加入等体积的异丙醇，温和混匀后，-40℃

冰箱放置 30 min，于 4℃下 13 000×g 离心 10 min, 

RNA 沉淀漂洗方法与 M1 相同。 

改良 SDS-LiCl 法(M3)    参照 Liu 等[22]的方法

并适当修改。称取 100 mg 新鲜的铁皮石斛花朵，加

液氮充分研磨，加入RNA提取缓冲液[1% SDS (W/V), 

4% PVP-40 (W/V), 250 mmol/L NaCl, 20 mmol/L 

EDTA (pH=8.0), 50 mmol/L Tris-HCl (pH=8.0)]，迅

速混匀后室温放置 5 min，于 4℃下 12 000×g 离心

5 min。将上清液转移到新的离心管中，加入 700 μL

酚 /氯仿 /异戊醇(25∶24∶1, V /V)，温和混匀后, 于

4℃下 12 000×g 离心 5 min，将上清液转移到新的

离心管中，加入 600 μL 氯仿/异戊醇(24∶1, V /V), 

剧烈振荡 30 s，于 4℃下 12 000×g 离心 5 min，将

上清液转移到新的离心管中。加入 500 μL 10 mol/L 

LiCl，冰上放置 60 min，于 4℃下 12 000×g 离心

10 min，RNA 沉淀漂洗方法与 M1 相同。 

改良 SDS-异丙醇法(M4)    参照 Cheng 等[17]

的方法并适当修改。称取 100 mg 新鲜的铁皮石斛

花朵，液氮中研磨成粉末后迅速转入含有 1 mL 

65℃预热的 SDS 提取液[10% SDS (W /V), 1 mol/L 

NaCl, 2.5 mol/L Tris-HCl (pH=7.4), 100 mmol/L 

EDTA (pH=8.0), 4% β-巯基乙醇(使用前加入)]中, 

充分涡旋混匀，65℃水浴 20 min，期间上下颠倒 3~5

次, 于 4℃下 13 000×g 离心 10 min。将上清液转移
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到新的离心管中，加入 1/2 体积的 RNA 提取酚试

剂，充分颠倒混匀，–20℃冰箱放置 10 min，于 4℃

下 13 000×g 离心 10 min。将上清液转移到新的离

心管中，加入等体积的氯仿/异戊醇(24∶1, V /V), 颠

倒混匀，于 4℃下 13 000×g 离心 10 min。将上清液

转移到新的离心管中，加入等体积预冷的异丙醇, 

–20℃放置 30 min，于 4℃下 13 000×g 离心 30 min，

RNA 沉淀漂洗方法与 M1 相同。 

多糖多酚植物 RNA 提取试剂盒法(M5)、柱式

植物 RNAout 2.0 试剂盒法(M6)、RNAprep Pure 多

糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒法(M7)、Biospin 多

糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒法(M8)均按照说明

书要求进行。 

 

1.4 RNA 质量浓度检测 

提取的RNA采用Nano DropTM 2000c核酸蛋白

分析仪(Thermo Scientific 公司)进行测定，样品检测

量为1 μL，记录样品的A260 nm /A280 nm和A260 nm /A230 nm

值和浓度，并计算 RNA 产率 (μg/g)=RNA 浓度

(μg/μL)×稀释倍数×RNA 样品体积(μL)/样品质量

(mg)。RNA 条带完整性使用 1%琼脂糖凝胶电泳检

测, 4.5 μL 样品与 0.5 μL 10×Loading Buffer (TaKaRa

公司)混匀后点样，180 V 电压电泳 10 min，用凝胶

成像系统观察电泳条带并拍照。 

 

1.5 RT-PCR 检测 

将 M4 和 M5 方法提取的 RNA，按照反转录酶

M-MLV 试剂盒说明书进行反转录合成 cDNA，以

该 cDNA 为模板，以铁皮石斛 Actin (NCBI 登录号：

JX294908)[23]为内参基因进行扩增。正向引物：5ʹ-A- 

TATGCTAGTGGCCGCACAA-3ʹ; 反向引物：5ʹ-GC- 

GGCTTCCATTCCAATCAG-3ʹ。25 μL PCR 反应体系

为：Yeasen PCR Master Mix 12.5 μL，正向引物 1 μL, 

反向引物 1 μL，cDNA 1 μL，ddH2O 9.5 μL。扩增程

序为：94℃预变性 3 min，98℃变性 10 s，55℃退

火 30 s，72℃延伸 1 min，30 个循环，最后 72℃延

伸 10 min。取 4.5 μL PCR 产物，加入与 0.5 μL 10× 

Loading Buffer 混匀后上样, 于 1%琼脂糖凝胶仪上

150 V 电压电泳 15 min, 用凝胶成像系统观察电泳

结果并拍照。 

 

1.6 其他石斛属植物总 RNA 提取 

采用 M4 和 M5 方法分别提取霍山石斛、金钗

石斛、鼓槌石斛、美花石斛花朵的总 RNA，检测完

整性、纯度和浓度。 

 

2 结果和分析 
 

2.1 总 RNA 完整性检测 

凝胶电泳是一种简便、适用的鉴定评估 RNA

完整性的方法，通过凝胶图像可判断 RNA 有无降

解以及降解程度。从图 2 可见，采用 1%琼脂糖凝

胶电泳，M8 未见明显条带，效果不佳；M3、M6 和

M7 提取的 RNA 条带较弱，浓度低，可能在提取或

者电泳过程中 RNA 发生了部分降解；其余提取方

法均显示出较为明显的条带，其中 M1 提取的 RNA

条带亮度较高，但条带较为弥散不清晰且具有拖带

现象，存在蛋白和多糖污染情况，可能由于样品中

多糖多酚含量较高，提取液中 CTAB 未能将其全部

聚合形成复合物沉淀从而未与核酸更好地分离；M2

和 M4 方法条带较为清晰，尽管 M2 提取的 RNA 中

28S 和 18S 条带明暗差距更为明显，但是 M4 提取的

RNA 中 28S 条带亮度明显高于 18S；M5 方法条带

清楚且无拖带，重复性也较好。因此，比较 8 种提

取方法，M4、M5 提取的 RNA 完整性较好。 

 

2.2 总 RNA 浓度与纯度的检测 

高质量 RNA 的 A260 nm /A280 nm应介于 1.8~2.0 之

间，A260 nm /A230 nm应大于 2.0。通过 Nano Drop 2000

核酸蛋白检测仪对 8 种方法提取铁皮石斛花的总

RNA 进行浓度和纯度检测(表 1), M4 方法所得的总

RNA 浓度最高，为(199.31±5.68) ng/μL；M5 的次

之[(142.30±4.66) ng/μL]；M2、M3、M6、M7 的为

(46.42±4.84)~(66.37±2.47) ng/μL，效果一般；M8

的仅为(16.20±1.23) ng/μL，无法满足后续试验要

求。除M2、M6、M8 提取的总RNA 的A260 nm /A280 nm

不符合要求外，其余方法均在 1.8~2.0 之间，M1、

M6 提取的总 RNA 的 A260 nm /A230 nm低于 2.0，其余

方法的均高于 2.0，说明样品中来自蛋白、酚类、糖

类等的污染较少，提取的 RNA 质量较为可靠。因

此，M4 和 M5 是最优的 2 种方法。 

 

2.3 内参基因的 RT-PCR 扩增 

为进一步验证所提取 RNA 的完整性，使用

Promega 公司的 M-MLV 反转录试剂盒, 将 M4、M5

方法提取的 RNA 进行反转录，以 cDNA 第一条链
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图 2 8 种方法提取铁皮石斛花朵总 RNA 的电泳图。M: DNA marker; M1: 改良 CTAB-LiCl 法; M2: 改良 CTAB-异丙醇法; M3: 改良 SDS-LiCl 法; M4:

改良 SDS-异丙醇法; M5: 多糖多酚植物 RNA 提取试剂盒法; M6: 柱式植物 RNAout 2.0 试剂盒法; M7: RNAprep Pure 多糖多酚植物总 RNA 提取试剂

盒法; M8: Biospin 多糖多酚植物总 RNA 提取试剂盒法。 

Fig. 2 Agarose gel electrophoresis of total RNA extracted by eight different protocols from Dendrobium officinale flowers. M: DL2000 marker; M1: Improved 

CTAB-LiCl method; M2: Improved CTAB-isopropanol method; M3: Improved SDS-LiCl method; M4: Improved SDS-isopropanol method; M5: Quick RNA 

Isolation Kit; M6: Column Plant RNAout 2.0; M7: RNAprep Pure Plant Plus Kit; M8: Plant Total RNA Extraction Kit. 

 

表 1 8 种方法提取的铁皮石斛花 RNA 的浓度、纯度和产率 

Table 1 Yield, purity and concentration of total RNA extracted by using eight different protocols from Dendrobium officinale flowers 

方法 Method A260 nm / A280 nm A260 nm / A230 nm 浓度 Concentration (ng/μL) 产率 Yield (μg/g) 

M1 1.83±0.01 1.76±0.11 135.70 ±3.73b 108.56 ±2.40c 

M2 2.03±0.18 2.14±0.29 66.37 ±2.47c  53.09 ±5.17d 

M3 1.95±0.13 2.01±0.52 53.60 ±6.93c  42.88 ±7.89d 

M4 1.89±0.09 2.15±0.05 199.31 ±5.68a 159.45 ±1.45b 

M5 1.92±0.23 2.16±0.07 142.30 ±4.66b 170.84 ±3.53a 

M6 2.07±0.03 1.85±0.21 50.35 ±3.32c  60.62 ±3.26d 

M7 1.92±0.15 2.16±0.03 46.42 ±4.84c  55.70 ±5.67d 

M8 2.10±0.02 2.08±0.13 16.20 ±1.23d  19.44 ±0.98e 

同列数据后不同字母表示差异显著(P< 0.05)。 

Data followed different letters within column indicate significant difference at 0.05 level. 

 

为模板设计铁皮石斛内参基因 Actin (NCBI 登录号: 

JX294908)的特异性引物进行扩增，经 1%琼脂糖凝

胶电泳检测(图 3), 可见，两种方法提取的 RNA, 经

反转录后 PCR 扩增产物片段均为 250~500 bp，与

预期目的片段 390 bp 相符，且条带清晰、单一，亮

度较高，说明 SDS-异丙醇法(M4)和华越洋试剂盒

法(M5)均能用于 RT-PCR 反应等以 RNA 为基础的

分子生物学研究分析。 

 

2.4 石斛属植物 RNA 的提取 

采用 M4 和 M5 对 4 种常见的石斛属植物(霍山

石斛、金钗石斛、鼓槌石斛、美花石斛)进行总 RNA 

 

图 3 铁皮石斛 Actin 基因的 RT-PCR 电泳图。M: DNA marker; M4: 改良

SDS-异丙醇法; M5: 多糖多酚植物 RNA 提取试剂盒法。 

Fig. 3 Agarose gel electrophoresis of Actin gene from Dendrobium officinale. 

M: DL2000 marker; M4: Improved SDS-isopropanol method; M5: Quick 

RNA Isolation Kit. 
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提取(图 4)。两种方法提取的 RNA，经 1%琼脂糖凝

胶电泳均得到清晰无弥散的条带，说明蛋白质、

酚类、糖类等杂质去除效果较好，所得 RNA 的

A260 nm/A280 nm介于 1.8~2.0 之间，A260 nm/A230 nm大于

2.0，且 RNA 浓度均高于 100 ng/μL。因此, M4 和

M5 方法能够提取出高质量、符合要求的霍山石斛、

金钗石斛、鼓槌石斛、美花石斛花中的总 RNA，也

可为兰科石斛属其他植物花的 RNA 提取提供参考。 

 

 
图 4 4 种石斛属植物花的总 RNA 电泳图。A: M4; B: M5; M: DNA marker; 1: 鼓槌石斛; 2: 霍山石斛; 3: 金钗石斛; 4: 美花石斛。 

Fig. 4 Gel electrophoresis of flower total RNA from four Dendrobium plants. A: M4; B: M5; 1: D. chrysotoxum; 2: D. huoshanense; 3: D. nobile; 4: D. 

loddigesii. 

 

3 结论和讨论 
 

无论是关键基因克隆、Real-Time PCR 分析, 还

是高通量测序等分子生物学研究，获取纯度高、完

整性好、浓度高的 RNA 是研究开展的前提。石斛

属植物花朵在生长过程中会大量富集挥发油、多酚

类、花色素和黄酮类等多种次生代谢产物以及蛋白

质和多糖等有机大分子[7–12,14]。其中，多酚类物质

易氧化成醌，与 RNA 发生不可逆结合，在有机溶

剂抽提过程中会与部分 RNA 结合而流失[20,22]，影

响 RNA 提取产率。多糖与 RNA 的理化性质相似,

在沉淀 RNA 过程中易形成黏胶状沉淀，导致所得

RNA 难溶于水，或溶解后溶液粘稠[17,20–22]，RNA

产率降低，此外，多糖可以抑制下游酶的反应活

性[17–18]，被污染的 RNA 难以进行后续的分子生物

学研究。因此，在石斛属植物(铁皮石斛)花朵的总

RNA 提取过程中，有效去除 DNA、蛋白质和多糖、

多酚等次生代谢产物干扰，抑制 RNA 酶活性是提

取纯度高、完整性好、浓度大 RNA 的关键所在。 

本研究采用改良 SDS-异丙醇法(M4)以 SDS、

高浓度NaCl和 β-巯基乙醇作为RNA抽提液的主要

成分，经过水饱和酚、氯仿/异戊醇抽提，将绝大多

数多糖、酚类物质留在有机相，再经异丙醇低温孵

育，从而获得完整性好、纯度高的 RNA。其中，SDS

是一种阴离子表面活性剂，使蛋白质变性，细胞膜

裂解，让核酸溶解于裂解液中，与 β-巯基乙醇共同

作用抑制 RNA 酶和 DNA 酶活性[17,24]。水饱和酚使

蛋白质变性，也抑制了 RNA 酶的降解作用。氯仿

抽提加速水相与有机相分层，去除核酸溶液中的迹

量酚[15,22]。相比较 M3，M4 提取铁皮石斛花朵的

RNA 浓度、纯度都较高，主要原因可能是 LiCl 在

与 RNA 反应的同时，也可能与多糖、多酚类物质

结合沉淀，导致 RNA 部分流失。 

前人研究表明，试剂盒具操作简便、提取时间

短的优势，可用于多糖多酚含量高的植物总 RNA

提取。M5 对菊花根尖[25]和花瓣[26]、M6 对铁皮石

斛茎和叶[23]的总 RNA 提取效果较好。本研究比较

了 4 种试剂盒(M5、M6、M7、M8)提取铁皮石斛花

总 RNA 的效果，仅 M5 可获得完整性好、纯度高

的 RNA。M6、M7、M8 提取的效果较差，这可能

是因为铁皮石斛花富含多糖、黄酮、多酚等物质,

在 RNA 提取过程中通过滤膜难于将杂质与核酸分

离，易使小分子 RNA 丢失，导致总 RNA 浓度降低。

此外，M5 提取铁皮石斛花 RNA 的过程中，适当延

长孵育时间可以增加 RNA 裂解液与植物细胞接触, 

促进细胞充分裂解、释放 RNA。 

综上所述，改良 SDS-异丙醇法(M4)、多糖多

酚植物 RNA 提取试剂盒(M5)能有效从石斛属植物

(铁皮石斛、鼓槌石斛、霍山石斛、金钗石斛、美花

石斛)花朵中提取纯度较高、完整性较好的 RNA, 所

提取的总 RNA 的A260 nm/A280 nm为 1.8~2.0，A260 nm/  

A230 nm大于 2.0，电泳的 28S、18S 条带清晰。Real- 
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time PCR 结果表明，M4 和 M5 提取的总 RNA 纯化

后可用于铁皮石斛花香合成的关键酶基因克隆等

后续的分子生物学试验。本研究结果可为富含多

糖、黄酮、花色素、多酚类物质的其他植物材料的

RNA 提取提供参考。 
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