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需要。
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　　金银花（ＦｌｏｅＬｏｎｉｃｅｒａｅ）别称忍冬花、银花等，为忍冬科
（Ｃａｐｆｉｆｏｌｉａｃｅａｅ）忍冬属（Ｌｏｎｉｃｅｒａ）植物忍冬（Ｌｏｎｉｃｅｒａｊａｐｏｎｉｃａ
Ｔｈｕｎｂ．）以及同属多种植物的干燥花蕾及其初开的花，具有
清热解毒、凉散风热等功效［１］。当前，随着人们消费水平的

提高及对中药材日益增长的需求，提高金银花的绿原酸产量、

品质已经具有重大意义。有研究表明，在金银花绿原酸研究

中，对控制绿原酸等活性物质相关酶基因在金银花不同部位

的表达模式进行分析极其重要；同时，反转录 ＰＣＲ（ＲＴ－
ＰＣＲ）、ｃＤＮＡ文库构建等都需要高质量的 ＲＮＡ。目前，金银
花总ＲＮＡ提取方法包括 Ｔｒｉｚｏｌ法、ＳＤＳ法等［２－４］。本研究以

金银花根、茎、叶、花蕾为材料，通过对 Ｔｒｉｚｏｌ法、ＣＴＡＢ法、
ＳＤＳ、多糖多酚试剂盒法、改良多酚试剂盒法行比较，探索从
富含多糖的金银花组织中提取高质量、无 ＤＮＡ污染的 ＲＮＡ
方法，以期为金银花分子生物学研究及提高其活性成分含量

研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
供试材料为金银花的叶片、根、茎、花蕾。均取自湖南省

隆回县金银花产业化种植基地（均由湖南中医药大学药学院

周日宝教授鉴定为正品）。

ＲＮＡ提取过程中使用的枪头、枪头盒、离心管等塑料器
皿均用０．１％ ＤＥＰＣ水浸泡４ｈ后高压蒸汽灭菌、烘干，研钵
用７５％乙醇润洗消毒。试验中所用提取液以及各种液态试
剂均用０．１％ ＤＥＰＣ水配制，于３７℃放置过夜以抑制 ＲＮａｓｅ

活性。研钵、药匙及玻璃器皿用铝箔纸包好后于１８０℃烘箱
中干热灭菌６～８ｈ。

各种试剂配制参照《分子克隆实验指南》进行。各种方

法提取总ＲＮＡ均定容为２０μＬ，重复试验３次。
１．２　ＲＮＡ提取方法

每种材料均比较了 ＣＴＡＢ法［５－６］、ＳＤＳ法［７－８］、Ｔｒｉｚｏｌ
法［９］、多酚多糖试剂盒法、改良多酚多糖试剂盒法提取 ＲＮＡ
的效果。

１．２．１　改良 ＣＴＡＢ法　称取０．２ｇ样品，参照孟丽等 ＣＴＡＢ
法［１０］并略加改进进行提取（改进措施：①尽量采收幼嫩的植
物组织作为提取ＤＮＡ的材料；②将采集的样品及时放入液氮
中；③在ＤＮＡ缓冲液中加入 β－巯基乙醇的用量达２．５％ ～
３．０％；④在提取获得的ＤＮＡ样品中加入ＲＮａｓｅ）。
１．２．２　Ｔｒｉｚｏｌ法　称取０．２ｇ样品，参照陈静等的Ｔｒｉｚｏｌ法［９］

进行提取。

１．２．３　ＳＤＳ法　称取０．２ｇ样品，参照王暑辉等ＳＤＳ法［４］进

行提取。

１．２．４　多糖多酚试剂盒法　称取０．２ｇ样品，按照 Ｂｉｏｓｐｉｎ
多糖多酚植物总ＲＮＡ提取试剂盒（杭州博日科技有限公司）
说明书进行规范化操作。

１．２．５　改良的多糖多酚试剂盒法　称取０．２ｇ样品，按照浙
江ＢｉｏＦｌｕｓ多糖多酚植物总 ＲＮＡ提取试剂盒说明书，在步骤
３后添加等体积酚－三氯甲烷抽提这一步骤；同时，每步操作
均在冰盒内进行；在最后的ＤＥＰＣ处理水定容阶段，将原来的
５０μＬ改为２０μＬ；其他过程同试剂盒说明书［１１－１２］。

１．２．６　ＲＮＡ完整性检测　分别取１μＬ各器官的总ＲＮＡ，在
１．０％质量浓度的凝胶上分析 ＲＮＡ的完整性、质量。由于通
常情况下，总ＲＮＡ研究中的利用特点与要求，主要依据２８Ｓ、
１８ＳｒＲＮＡ凝胶电泳时所形成的谱带特征。如果带型清晰且
亮度高，则表明所提取到的 ＲＮＡ样品量大且质量高，而且以
２８ＳｒＲＮＡ谱带亮度高于１８ＳｒＲＮＡ更佳。同时，根据电泳结
果还可以判断ＲＮＡ样品中有无ＤＮＡ、蛋白污染。
１．２．７　总ＲＮＡ纯度、浓度测定　分别取１μＬ根、茎、叶、花
蕾的总 ＲＮＡ，稀释５０倍后用核酸测定仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，Ｂｉｏｐｈｏ
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ｔｏｍｅｔｅｒｐｌｕｓ６１３２），分别测量２３０、２６０、２８０ｎｍ处的吸光度并
计算Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值和ＲＮＡ得率。
１．２．８　半定量ＲＴ－ＰＣＲ方法　根据试验中高通量测序中金
银花β－ａｃｔｉｎ序列设计１对引物：β－ａｃｔｉｎ－Ｆ：５′－ＡＧＧＡＡＣ
ＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＡ－３′；β－ａｃｔｉｎ－Ｒ：５′－ＧＧＴＧＣＣＣＴＧＡ
ＧＧＴＣＣＴＧＴＴ－３′。利用ｃＤＮＡ末端快速克隆（ｒａｐｉｄ－ａｍｐｌｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎｏｆｃＤＮＡｅｎｄｓ，ＲＡＣＥ）合成金银花ＡＧＬ１５基因 ｃＤＮＡ序
列，设计目的基因 ＲＴ－ＰＣＲ反应引物：ＡＧＬ１５－Ｆ：５′－ＡＴ
ＧＧＧＴＣＧＡＧＧＧＡＡＧＡＴＴＧＡＧＡ－３′；ＡＧＬ１５－Ｒ：５′－ＴＡＴＧＣ
ＣＣＡＴＴＴＧＡＣＴＣＴＣＡＧＡＧ－３′。

以提取金银花各器官的总 ＲＮＡ反转录的 ｃＤＮＡ为模板
进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，５３℃
３０ｓ，７２℃ ５０ｓ，共２５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。

２　结果与分析

２．１　ＲＮＡ纯度及浓度测定
ＲＮＡ提取以Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值为１．８～２．０、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值

大于２．０为佳；如果 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值 ＜２．０，为异硫氰酸胍或
β－巯基乙醇残留；如果Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 ＜１．８，为蛋白质及酚
污染；如果Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值 ＞２．０，说明 ＲＮＡ有降解，ＲＮＡ完
整性被破坏。

由表１可知：ＳＤＳ提取法、Ｔｒｉｚｏｌ法的部分 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ
值＜１．８，全部Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值＜２．０，说明蛋白质或酚等去除
不完全，有异硫氰酸胍或 β－巯基乙醇残留，纯度未达标；改
良ＣＴＡＢ提取法、多糖多酚试剂盒法、改良的多糖多酚试剂盒
法，Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ值、Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ值基本能达到标准，能否达
到克隆及测序等后续试验要求，需要结合电泳结果、完整性检

测结果进行综合分析。

２．２　ＲＮＡ完整性分析
用改良ＣＴＡＢ法提取的金银花根、茎、叶、花蕾总 ＲＮＡ，

本研究只对花蕾、嫩叶片的 ＲＮＡ电泳图进行分析，根、茎、电
泳图未列出。

分别取５μＬＲＮＡ样品，在１．０％非变性琼脂糖凝胶上进

表１　不同提取方法对金银花各器官总ＲＮＡ提取结果的比较

提取方法 器官
Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２８０ｎｍ值

Ｄ２６０ｎｍ／
Ｄ２３０ｎｍ值

浓度

（μｇ／ｍＬ）

ＳＤＳ法 根 ２．０５ ０．８３ １．１１
茎 １．７７ １．７６ １．２８
叶 ２．０１ ０．７１ １．１９
花蕾 １．６１ １．１１ １．３０

改良ＣＴＡＢ法 根 １．７５ ２．０９ １．７９
茎 １．８１ １．８１ １．９１
叶 １．７７ １．９８ ２．０１
花蕾 １．８９ ２．２５ ２．２１

Ｔｒｉｚｏｌ法 根 １．２１ １．７４ ０．５０
茎 １．９１ ０．９１ ０．６１
叶 １．８２ ０．８４ ０．５９
花蕾 １．１３ ０．６９ ０．６５

多糖多酚试剂盒 根 １．８５ ２．０４ ２．００
茎 １．８０ １．９９ １．９３
叶 １．８８ ２．０１ １．９８
花蕾 １．９１ ２．０６ ２．０２

改良多糖多酚试剂盒 根 １．８５ ２．１３ ２．０３
茎 １．８０ ２．２１ ２．０８
叶 １．９０ ２．１０ ２．０１
花蕾 １．９８ ２．１８ ２．１８

行电泳检测。图１－ａ为ＳＤＳ提取法电泳结果，可见 ＲＮＡ条
带明显，但拖尾严重，且５Ｓ条带较亮，说明 ＲＮＡ存在很大程
度的降解；同时，可见样品有较为严重的ＤＮＡ污染。图１－ｂ
为改良 ＣＴＡＢ提取法电泳结果，图中２８Ｓ、１８Ｓ条带清晰，２８Ｓ
条带的亮度约为１８Ｓ条带亮度的２倍，５Ｓ条带隐约可见，未
见ＤＮＡ污染。图１－ｃ为 Ｔｒｉｚｏｌ法电泳结果，图中未见 ＲＮＡ
条带。图１－ｄ为多糖多酚试剂盒法电泳结果，图中２８Ｓ、１８Ｓ
条带清晰，２８Ｓ条带的亮度约为１８Ｓ亮度的２倍，５Ｓ条带隐约
可见，但可见轻微ＤＮＡ污染。图１－ｅ为改良的多糖多酚试
剂盒法电泳结果，图中２８Ｓ、１８Ｓ条带清晰，２８Ｓ条带的亮度约
为１８Ｓ亮度的２倍，未见ＤＮＡ污染。

　　结合图１、表１分析可知：ＳＤＳ法、Ｔｒｉｚｏｌ法提取的样品，无
法满足后续试验要求；改良 ＣＴＡＢ法、多糖多酚试剂盒法、改
良多糖多酚试剂盒法所提取的样品纯度高、完整性好，基本满

足后续试验要求。

２．３　３种提取法提取各器官总 ＲＮＡ半定量 ＲＴ－ＰＣＲ检测
结果

根据笔者所在实验室高通量测序及ＲＡＣＥ技术得到金银
花ＡＧＬ１５基因设计引物，以改良 ＣＴＡＢ法、多糖多酚试剂盒
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法、改良多糖多酚试剂盒法提取的金银花根、茎、叶、花蕾总

ＲＮＡ为模板进行半定量 ＲＴ－ＰＣＲ（β－ａｃｔｉｎ基因为内参基
因）。由图２可知，改良多糖多酚试剂盒提取法 ＰＣＲ扩增效
果最佳，同时也表明 ＡＧＬ１５基因在金银花各部位中都有表
达，在花蕾中表达量最高，在根、叶中的表达量次之，在茎中最

低。与已有文献报道的ＡＧＬ１５同源基因结果基本一致，说明
改良多糖多酚试剂盒提取法提取的金银花各器官的总 ＲＮＡ
质量较好，可以进行半定量 ＲＴ－ＰＣＲ等后续分子生物学
试验。

３　讨论

大量研究表明，虽然植物ＲＮＡ的提取方法有多种［１３－１５］，

但是所获得的ＲＮＡ质量各有差异。由于不同植物组织成分
的差异，其最适用的提取方法也不尽相同。特别是多酚、多糖

含量高的植物材料，内源、外源 ＲＮＡ酶含量丰富。在完整的
植物细胞内，这些物质与核酸是分离的；一旦细胞碎裂，即与

ＲＮＡ相互作用，影响高质量 ＲＮＡ的提取，导致各组织 ＲＮＡ
提取过程中常出现产量低、质量差、易降解等问题，有时甚至

不能用于相关研究。因此，ＲＮＡ提取一直是影响金银花分子
生物学研究的难点，在 ＲＮＡ提取的整个过程中，除了保证环
境的干净、操作过程中不要引入杂质及细菌外，重点要除净细

胞里的多糖、多酚、蛋白质及ＤＮＡ等杂质，并不要残留提取过
程中所加入的试剂。

从不同提取方法的试验结果比较分析可知，Ｔｒｉｚｏｌ法、
ＳＤＳ法不能提取样品中的ＲＮＡ，而广泛应用于多糖多酚样品
的改良 ＣＴＡＢ法能提取出效果较好的 ＲＮＡ；同时，使用有针
对性的多糖多酚试剂盒则能提取出效果最好的ＲＮＡ，证明金
银花样品多糖多酚类成分含量很高。对于不同植物种类，体

内积累的次生代谢产物不同，由于化学组分差异，没有一种适

合所有植物核酸的提取方法。因此，在进行植物样品总 ＲＮＡ
提取前，首先应了解样品的性质，根据其所含相关次生代谢产

物，选择适合该样品的有效提取方法，提取出高质量的 ＲＮＡ，
以便继续下一步的试验操作。

本试验中改良ＣＴＡＢ法能提取出质量较好的总 ＲＮＡ，且
基本能满足后续试验的要求，但相对多糖多酚试剂盒、改良多

糖多酚试剂盒法来说，效果较差。经过分析，可能存在以下几

个方面的原因：（１）ＣＴＡＢ法提取需要 ＬｉＣｌ沉淀过夜，提取周
期长，而多糖多酚试剂盒整个提取过程仅需要１．５ｈ即能完
成，避免了长时间的放置，使 ＲＮＡ降解；（２）改良 ＣＴＡＢ法提
取所用的所有试剂（ＣＴＡＢ提取液、ＳＳＴＥ、ＬｉＣｌ等）均为笔者所
在实验室于使用前配置，需要严格灭菌；（３）改良 ＣＴＡＢ法提

取全程须在冰上操作，但反复的操作可能导致温度不恒定。

改良ＣＴＡＢ法提取ＲＮＡ样品过程中须严格控制低温、快速、
无污染这 ３点，以上因素即可能成为导致本试验中改良
ＣＴＡＢ法提取效果差于多糖多酚试剂盒的主要原因。

因此可见，以上５种提取方法中，ＳＤＳ法提取的样品不合
格，Ｔｒｉｚｏｌ法未见有 ＲＮＡ提出，改良 ＣＴＡＢ法、多糖多酚试剂
盒法、改良多糖多酚试剂盒法提取的金银花总ＲＮＡ样品纯度
高、完整性好、降解少，基本都能满足ＲＴ－ＰＣＲ、分子克隆、高
通量测序、实时定量ＰＣＲ（ｑ－ＰＣＲ）等后续试验要求，其中以
改良的多糖多酚试剂盒法最佳，该方法能提取到高质量

ＲＮＡ。本研究结果为金银花总ＲＮＡ提取指明了方向。同时，
高纯度的ＲＮＡ提取也为我们对金银花绿原酸等活性成分合
成关键酶基因的相关逆转录过程分析提供了保障，帮助我们

了解金银花中活性成分的合成机制，为进一步提高金银花药

材中活性成分的积累打下基础。
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