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摘 　要 : 针对人参根组织中多酚和多糖类物质含量较高的特点 ,比较了 CTAB2LiCl 法、pBIOZOL 植物提取试剂

法、植物 RNAout 法和优化的 Trizol 法 4 种 RNA 分离提取方法。结果表明 :4 种方法均能从新鲜的多年生人参

根组织中分离提取到总 RNA。其中优化的 Trizol 法能有效地抑制多酚和多糖对总 RNA 提取的影响 ,能从成

熟的根组织中获得完整性好的总 RNA ,每克人参根组织 RNA 产量为 100～120μg ,OD260/ OD280为 118～210 ,

OD260/ OD230为 210～213。
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Abstract : Extraction of high2quality RNA from Panax ginseng root tissues is very difficult due to high

levels of polyphenolics and polysaccharides that bind or coprecipitate with RNA. The methods such as

CTAB2LiCl , pBIOZOL , RNAout and optimized Trizol were applied to isolate high purity and integrity

RNA from Panax ginseng root . By all of these methods total RNA can be obtained , but only by the opti2
mized Trizol method , it extracts integrity and high class RNA from mature root tissue. RNA production

rate for 100 —120μg/ g total RNA from root tissues can be obtained. The absorbance ratios (OD260/

OD280) were 118 to 210. The absorbance ratios (OD260/ OD230) were 210 to 213.
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　　人参 ( Panax ginseng) 为五加科人参属植物 ,

素有“东北三宝”之称。目前对人参的研究多集中

在有效成分、结构、生物活性、药理和临床应用

上[1 ] ,对人参功能基因和次生代谢生物合成途径

的研究相对较少 ,其次生代谢产物人参皂苷 (gin2
senoside) 尚未实现全化学合成 ,对于一些含量甚

微、活性较强的单体皂苷新药开发还较为困

难[223 ] 。与其他高等植物的次生代谢产物一样 ,属

于高等萜类的人参皂苷生物合成途径仍不清楚 ,

基础研究相对缺乏[425 ] 。因此 ,深入了解人参皂苷

生物合成途径及其调控的分子遗传学基础 ,从而

在分子水平实现皂苷生物合成的人工调控 ,将是

利用生物技术大量生产人参皂苷的重要前提。

深入研究人参皂苷生物合成途径中功能基因

的关键一环是提取纯度高、完整性好的总 RNA。

由于植物细胞组成成分的复杂多样性 ,使得植物
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组织 RNA 的提取相对于其他生物材料要困难一

些 ,人参更是如此。成熟的人参根组织中含有大

量的酚类、糖类及其他代谢产物。人参组织被研

磨后 ,酚类物质与多酚氧化酶的平衡分布被破坏 ,

酚类极易被氧化成醌 ,并易与 RNA 分子发生不可

逆结合 ,产生褐化效应[6 ] ,进而干扰 RNA 的提取

过程 ,这将导致 RNA 提取产量和质量均很差。本

研究比较了 4 种提取人参根组织总 RNA 的方法 ,

摸索出适合提取人参根组织总 RNA 的方法为优

化的 Trizol 法 ,并用该方法提取出纯度高、完整性

好的总 RNA ,为人参中有明确功能的特异基因的

克隆与功能研究奠定了一定的理论基础。

1 　材料与方法

111 　材料

四年生人参取自吉林农业大学参园。用清水

冲洗掉粘附的泥土 ,置 70 %乙醇中消毒 1 min ,再

经无菌水冲洗后 ,置于消毒滤纸上吸干水分 ,并迅

速于液氮中保存。试验操作中使用的塑料制品用

011 % DEPC 水 37 ℃处理 24 h ,然后高压灭菌后备

用。玻璃器皿于 180 ℃干热灭菌 8 h。电泳槽等

用 3 % H2O2处理。

112 　主要试剂

Trizol 购自 Invitrogen 公司 ,植物 RNAout 试剂

盒购自天泽基因工程有限公司 ,pBIOZOL 植物总

RNA 提取试剂购自杭州博日科技有限公司 ,PVP、

DEPC为 AMRESCO 公司生产 ,其他生化试剂均为

国产分析纯。

113 　方法

11311 　CTAB2LiCl 法提取总 RNA 　称取样品

100 mg ,置于含液氮的研钵中研成粉末状。

115 mL 离心管加入 1 mL CTAB 样品提取液 ,65 ℃

预热 30 min。将研好的粉末转入 115 mL 离心管

中 ,剧烈摇动 ,充分混匀。匀浆液继续在 65 ℃温

育 10 min ,4 ℃、112 万 r/ min 离心 10 min。吸取上

清于新离心管中 ,每管加入等体积氯仿 ,轻轻颠倒

混匀 ,冰上放置 10 min ,112 万 r/ min 离心 10 min ,

重复此步骤 2～3 次至无蛋白。吸取上清液于新

离心管中 ,加入 1/ 3 体积 LiCl (8 mol/ L) ,4 ℃放置

过夜。4 ℃, 112 万 r/ min 离心 20 min。弃上清 ,

70 %乙醇洗涤 2 次 ,用经 DEPC 处理的去离子水

(20μL)溶解 RNA , - 70 ℃保存备用。

11312 　pBIOZOL 植物提取试剂提取总 RNA 　在

液氮中将 100 mg 样品研磨成粉末。立刻将样本

转移到离心管中 ,加 015 mL 预冷 (4 ℃) 的 pBIO2
ZOL 到冷冻、研磨好的样本中 ,用漩涡振荡器混匀

直到样本完全重悬 ,室温放置 5 min。于室温下

112 万 r/ min 离心 2 min 以使液体澄清。将上清转

移到新的离心管中 ,加入 011 mL NaCl (5 mol/ L) ,

轻弹离心管以混合均匀。加 013 mL 氯仿 ,颠倒或

漩涡振荡混匀 ,于 4 ℃下 112 万 r/ min 离心 10 min

使液体分相。转移上层水相到新的离心管中 ,加

入相同体积的异丙醇 ,混匀后室温放置 10 min ,于

4 ℃下 112 万 r/ min 离心 10 min。轻弃去上清液 ,

小心操作不要丢失沉淀。向沉淀物中加 1 mL 的

75 %乙醇 ,于室温下 112 万 r/ min 离心 1 min。小

心地弃去液体 ,不要丢失沉淀。加 30μL 经 DEPC

处理的去离子水溶解 RNA。保存于 - 70 ℃备用。

11313 　植物 RNAout 法提取总 RNA 　将溶液 A

放在 65 ℃水浴中使沉淀彻底溶解。取四年生人

参根组织 300 mg 与 1 mL 溶液 A 加入到研钵中 ,

充分研磨后转移至 115 mL 离心管中 ,振荡混合

30 s。在装有裂解物的离心管中加入 013 mL 的溶

液B 和 012 mL 氯仿 ,用手上下颠倒30 s混匀 ,此时

溶液呈均匀的乳浊状。室温下 113 万 r/ min 离心

5 min。将上清液 (约 800μL) 转移到另一个干净

的 115 mL 离心管中 ,下层有机相和中间层含有

DNA、蛋白质和其他杂质 ,避免触及或吸取 ,最好

留下 100μL 上清液不取。在上清液中加入500μL

的溶液 C 和 200μL 氯仿 ,上下颠倒振荡 30 s 混

匀 , 此 时 溶 液 呈 均 匀 的 乳 浊 状。室 温 下

113 万 r/ min 离心 3 min ,两相间将有白色膜状物

形成。将上清液转移到另一干净的 115 mL 离心

管中 ,加入 015 倍体积的溶液 D ,上下颠倒振荡

30 s 混匀 , 此时溶液呈白色浑浊状 , 室温下

113 万 r/ min 离心3～5 min ,RNA 将在管底形成白

色沉淀。在离心管中加入 75 %乙醇 1 mL ,振荡器

上振荡混匀 30 s ,室温下 113 万 r/ min 离心1 min ,

小心弃去上清液 ,注意不要吸弃 RNA 沉淀。加入

20μL 经 DEPC 处理的去离子水溶解 RNA 沉淀 ,

- 70 ℃保存备用。

11314 　优化的 Trizol 法提取总 RNA 　从 - 70 ℃

冰箱中取出 200 mg 四年生人参根组织 ,放入研钵

中 ,充分研磨至粉末状 ,立刻转至装有 1 mL Trizol

的 115 mL 离心管中 ,涡旋混匀 ,室温放置 10 min

充分裂解组织 ;4 ℃、112 万 r/ min 离心 10 min ,弃
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沉淀 ,收集液相至新的离心管中 ;加入 200μL 氯

仿、50μL 乙酸钠 (2 mol/ L , pH412) 、15μLβ2巯基

乙醇、1 %PVP 10μL ,旋涡混匀 ,冰浴 10 min ;4 ℃、

112 万 r/ min 离心 15 min ,收集上层水相至新的离

心管中 ;加入等体积 (或 015 mL) 异丙醇和 200μL

乙酸钠 (3 mol/ L) ,颠倒混匀 , - 20 ℃沉淀 1 h ;4 ℃、

112 万 r/ min 离心 10 min ,弃上清 ;用 1 mL 的 75 %

乙醇洗涤沉淀 ;4 ℃、112 万 r/ min 离心 5 min ,弃上

清 ,空气干燥沉淀 10 min ,加入 20μL 经 DEPC 处

理的去离子水溶解 RNA , - 70 ℃保存备用。

11315 　人参根组织总 RNA 的质量检测 　采用

110 %的琼脂糖凝胶电泳进行总 RNA 完整性的检

测。用 TU - 1810 型紫外分光光度计 (北京普析通

用仪器有限责任公司)测定 RNA 样品在 230 ,260 ,

280 nm 处的吸光度 ,分析样品纯度及产率。

取 1μL 总 RNA 溶液 ,溶于 1 mL 经 DEPC 处

理的去离子水中 ,检测其吸光度值。无污染的总

RNA 其 OD260/ OD280 为 118～ 210、OD260/ OD230 为

210～213。通过吸光度值可以得出 RNA 浓度

(OD260的 RNA 为 40μg/ mL)进而计算 RNA 产率 :

RNA 产率 (μg/ g) = [ OD260 ×稀释倍数 ×

40μg/ mL ×VRNA (mL) ]/ 材料质量

2 　结 　果

211 　4 种方法对人参根组织总 RNA 的提取效果

4 种方法提取的四年生人参根组织总 RNA

经 1 %琼脂糖凝胶电泳检测结果见图 1。

由图 1 可见 ,4 种提取方法均能从人参根组

织中提取到总 RNA ,其中 CTAB2LiCl 法提取的

RNA 产率最低 ,28S 和 18S 条带不清晰 ,且条带附

近有明显的拖带现象 ,说明所提取的 RNA 有严重

的降解 ;植物 RNAout 法提取的 RNA 能看见 3 条

主带 ,但 28S 和 18S 的荧光亮度不接近 2∶1 ;pBIO2
ZOL 法提取的 RNA 能看见明显的 3 条主带 ,但有

一定的降解 ,说明提取结果也不是特别理想 ;优化

的 Trizol 法提取的总 RNA 28S 和 18S 2 条特征条

带清晰 ,亮度比接近 2∶1 ,表明总 RNA 较完整 ,没

有降解 ,也无明显的基因组 DNA 污染 ,符合后续

功能基因克隆、表达的要求。

a. CTAB2LiCl 法 The CTAB2LiCl method ;b. 植物 RNAout 法 The

RNAout method ;c. 植物pBIOZOL 试剂法 The pBIOZOL method ;

d. 优化的 Trizol 法 The optimized trizol method

图 1 　4 种方法提取的人参总 RNA 琼脂糖凝胶电泳

结果

Fig. 1. The electrophore sis analysis of total RNA isola2
tion from Panax ginseng root tissue s with dif2
ferent methods

212 　人参根组织总 RNA 质量检测结果

采用紫外分光光度计可以分析检测 RNA 的

纯度与产率。RNA 的 OD260/ 0D280为 118～210 ,比

值 < 118 ,可能是有蛋白质或苯酚污染 ;比值 >

210 ,可能是所用抽提液中有残留的β2巯基乙醇等

杂质。RNA 的 OD260/ OD230为 210～213 ,低于或高

于此范围表明样品可能有蛋白质或多糖的污染。

表 1 中试验结果表明 :利用优化的 Trizol 法提取的

人参根组织总 RNA 可用于后续试验研究。

表 1 　4 种方法提取人参根组织总 RNA 质量检测结果

Table 1. The detection of the quality of total RNA from Panax ginseng root by four methods

方法
Method

OD

260 nm 280 nm 230 nm
OD260/ OD280 OD260/ OD230

产率/ (μg·g - 1)
Yield

CTAB2LiCl 法
CTAB2LiCl method 01011 01007 01005 1160 1160 4416

植物 RNAout 法
RNAoutl method 01015 01009 01008 1167 1188 6112

pBIOZOL 法
pBIOZOL method 01018 01010 01009 1180 2100 7215

优化的 Trizol 法
Optimized trizol method 01029 01015 01013 1193 2123 11610
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3 　讨 　论

近年来 ,药用次生代谢产物生物合成基因调

控研究已成前沿研究领域。目前开展药用次生植

物基因调控研究的药用植物有红豆杉[7 ] 、长春

花[8 ] 、紫草[9 ]等。药用植物人参的次生代谢产物

人参皂苷主要分布于根部 ,其次为茎和叶。迄今

为止 ,分离并确定了结构的皂苷成分有 40 余种。

各皂苷单体均具有其独特的药理作用 ,临床应用

十分广泛。人参皂苷尚未实现全化学合成 ,某些

单体皂苷可从根、茎、叶部位提取以满足部分市场

需要 ,但一些含量甚微、活性较强的单体皂苷如具

有强效抗肿瘤活性的 Rg3、Rh2 以及抗衰老先导化

合物 Rg1和 Rb1等新药开发还较为困难[10 ] ,而应用

植物基因工程与组织细胞工程相结合的生物学方

法有望成为生产这些低含量的药用次生代谢产物

最有效的手段[11 ] ,通过基因工程的方法提高中药

有效成分的产量是很值得研究的课题。

提取纯度高、完整性好的 RNA 是克隆基因的

关键所在。由于人参根组织中酚类和多糖物质的

影响 ,应用常规的 CTAB 法和 Trizol 试剂盒法从人

参根组织中提取的总 RNA 质量很差。且随着人

参的生长及逐渐成熟 ,多酚和多糖的含量也随之

增加 ,这些都给人参的总 RNA 提取及相关功能基

因的研究造成了很大的障碍。成熟的人参根组织

中含有大量的酚类物质 ,在氧化条件下 ,酚类极易

被氧化成醌 ,并易与 RNA 分子产生不可逆结合 ,

进而干扰 RNA 的提取过程[12 ] 。PVP 作为多酚化

合物的螯合剂 ,具有很强的与酚结合的能力 ,使酚

类物质不能被氧化成醌类 ,有效地防止其与 RNA

的结合。而β2巯基乙醇是强还原剂 ,可使多酚类

物质不易被氧化 ,并与水溶性 PVP 充分结合 ,形

成螯合物 ,再通过以后的步骤抽提除去 ,有效抑制

了酚类物质对 RNA 提取的影响[13 ] 。由于人参根

组织中还含有 70 %左右的多糖 ,而多糖的结构与

RNA 相似 ,很难将它们分开 ,在去除多糖的同时

RNA 也被带走 ,造成 RNA 的产量减少 ,而在沉淀

RNA 时 ,也可能产生多糖的凝胶状沉淀 ,这种含

有多糖的 RNA 沉淀难溶于水 ,或溶解后产生黏稠

状溶液。由于多糖抑制了许多酶的活性 ,因此污

染了多糖的 RNA 样品无法用于进一步的分子生

物学研究。

本试验中采用 CTAB2LiCl 法、pBIOZOL 法、植

物 RNAout 法、优化的 Trizol 法分别提取人参根组

织总 RNA ,结果只有优化的 Trizol 法得到了质量

较高的总 RNA。分析其原因在于此方法最大程

度地简化了操作程序 ,因而避免了复杂的操作可

能引起的 RNase 污染 ;在整个分离提取过程中 ,样

品一直处于强变性剂之中 ,加入一定浓度的 PVP

溶液 ,并适当加大β2巯基乙醇的浓度 ,同时试验在

低温条件下进行 ,基本上保证了 RNA 样品周围

RNase 的失活 ,再经离心除去 PVP 和β2巯基乙

醇[14 ] ;再采用高浓度盐 NaAc ,使 RNA 从高盐溶

液中析出 ,而多糖则溶于高浓度的盐溶液中 ,通过

离心可进一步纯化 RNA ,从而分离纯化出完整性

好的总 RNA。4 种人参根组织 RNA 提取方法操

作过程中均未加入水饱和酚进行抽提 ,这是因为

PVP 结合多酚的同时 ,也与水饱和酚发生不可逆

的结合 ,产生白色絮状物 ,带走大量 RNA[15 ] 。目

前发表的关于植物 RNA 提取的文献很多 ,但不同

植物往往因种属差异其内含物组分及含量有很大

差异 ,所以需要采用不同的 RNA 提取方法。本试

验针对人参根组织中富含多酚和多糖的特点 ,在

传统 Trizol 法上加以优化 ,获得了高质量的 RNA ,

建立了人参根组织总 RNA 的提取体系 ,为深入开

展药用次生植物基因调控的研究提供了参考依

据。
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3 　结 　论

将姬松茸菌糠施入苏打盐碱土后 ,改善了土

壤的化学性质 ,使苏打盐碱土中盐分含量组成、主

要阳离子含量组成等利于向优化土壤结构方向转

化 ,降低了苏打盐碱土的 pH 值和碱化度 ,提高了

土壤肥力。在施入姬松茸菌糠的苏打盐碱土上种

植牧草 ,可提高其地上部生物量。本研究结果初

步证明了姬松茸菌糠改良苏打盐碱土确实可行。

有关姬松茸菌糠施用后对苏打盐碱土生物活性等

其他方面的影响及菌糠用量等仍需进一步研究。
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