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Abstract 

BACKGROUND: There are no ideal methods to extract total RNA from bone tissues. 

OBJECTIVE: To explore an efficient and quick method of acquiring total RNA from bone tissue.  

METHODS: Ten healthy rabbits were divided into experimental group and control group on average. The femoral heads of 

experimental group were removed by rongeur which has been disinfected, then stored in liquid nitrogen after quick-freeze. 

Normal way was used to get control group’s femoral heads. Experimental group’s femoral head was immediately placed in mortar 

that has been precooled by liquid nitrogen. The bone was grinded iteratively in mortar until it became bone powder, the powder 

was transferred into a homogenizer which has been precooled, added Trizol, centrifuged at 4  after fully homogenized to get ℃

supernatant. Then chloroform and other organic solvents were added, centrifuged, and then the total RNA was separated from 

DNA, protein and other tissues. Control group’s RNA was extracted by traditional Trizols method. The concentration, purity and 

productive rate were measured by ultraviolet spectrophotometer. Finally, denaturing agarose-formalhyde gel electrophoresis was 

used to observe if the two bands (28 S,18 S) of RNA were clear, RNA was degradated and with/without DNA contamination.  

RESULTS AND CONCLUSION: The extracted RNA were in high purity without DNA and protein contamination; The result of 

degenerated formaldehyde electrophoresis shows that the 28 S and 18 S bands were clear and the ratio of them was about 1:1, 

which confirmed that RNA was complete with no degradation. The findings from the present study show that this method is a 

rapid and efficient purification method for gaining total RNA form bone tissue, and it can be used for analyzing molecular biology 

of bone tissue. 
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摘要 

背景：从骨组织中有效提取总 RNA是进行骨科相关实验的基础，目前所知方法的提取效果不理想。 

目的：探寻一种高效、快速的骨组织总 RNA提取方法。 

方法：取健康大耳白兔股骨头迅速置于用液氮预冷过的研钵中，液氮中反复研磨至粉末状，再将其移至预冷的匀浆器内，

加入 Trizol，充分匀浆后 4 ℃离心，取上清，加入氯仿离心，使 RNA与细胞 DNA、蛋白质及其他成分分离从而得到总 RNA。

另取兔股骨头，按传统方法取材后保存，无匀浆过程，传统 Trizol法提取总 RNA作为对照。紫外分光光度计测定 RNA样

品浓度、纯度及产率。甲醛变性胶电泳观察 RNA的 28 S，18 S条带是否清晰，有无降解和 DNA污染。 

结果与结论：实验方法提取的总 RNA浓度在 0.80~0.90 g/L，A260/A280在 1.90~2.00之间，A260/A230在 1.4~1.6之间，明显

高于传统方法提取的 RNA各指标，说明实验方法提取的总 RNA纯度高，无 DNA、蛋白质污染。甲醛变性胶电泳可清晰显

示 28 S，18 S两条带，大体观察其比例大约为 1∶1，证实 RNA提取完整，没有降解。由此可见，实验方法提取的骨组织

总 RNA质量高，提取方法方便、快捷，可用于骨组织分子生物学研究。 

关键词：股骨头；抽提；总 RNA；方法；组织工程 
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0  引言 

 

兔股骨头中RNA的提取是研究股骨头坏死

过程中基因表达变化的基础，只有获得高质量

RNA才能较好地进行后续相关实验。由于股骨

头中骨细胞含量较少，本身组织又坚硬，在提

取过程中易造成RNA的丢失
[1]
，故一直没有较

好的总RNA提取方法。传统方法很少重视取材

过程，一般处死动物后再取骨，取出后也没有

迅速冷冻组织，造成总RNA的损失
[2]
。 

实验以传统的Trizol法为基础，针对骨组织

RNA提取的特殊性，对一些提取过程进行改良，

探讨快速提取高纯度股骨头总RNA的方法。 

 

1  材料和方法 

 

设计：多样本对照实验。 

时间及地点：于2010-07在解放军军事医

学科学院完成。 

材料： 

实验动物：清洁级12月龄大耳白兔10只，雌

雄不限，体质量2.5~3.2 kg，由解放军军事医学

科学院动物实验中心提供，合格证号：SCXK(京)
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方法： 

实验分组：将10只大白兔随机分为对照组和

实验组，每组5只。对照组总RNA提取采用传

统Trizol法，实验组采用改良后Trizol法提取总

RNA。 

股骨头标本的采集：取实验组白兔，乌拉坦

(0.6~0.8 g/kg)腹腔注射麻醉
[3]
，取髋部外侧入

路显露股骨头
[4]
，用烘烤并预冷过的咬骨钳咬

取出股骨头，迅速放置于已用液氮预冷好的研

钵内，注意骨块应完全浸泡于液氮中，然后用

烘烤预冷过的镊子将研钵中的股骨头转置冻存

管中，迅速放于液氮罐中保存(可保存1个月)
[5]
。

对照组白兔麻醉处死后，迅速离断整个股骨头

后装于冻存管内，放于液氮罐中保存。 

骨标本RNA的提取：将实验组保存好的骨组

织从液氮中取出，称质量后倒入预冷好的研钵

内，使之浸没于液氮中，开始研磨，研磨过程

中要始终保持液氮浸没骨组织，直至将骨组织

研成粉末状。将研磨好的骨粉倒入预冷过的简

易匀浆器中，加入1 mL的Trizol液，于冰上匀

浆组织直至液体呈清亮，再将匀浆好的组织转

移至1.5 mL的离心管中，4 ℃，12 000 r/min

离心15 min，取上清液，转移至另一1.5 mL

离心管中，加入200 mL氯仿，剧烈摇晃30 s

后在室温下静置5 min，4 ℃，12 000 r/min离

心15 min。取出上清移至1.5 mL离心管中，加

入等体积异丙醇，室温下静置30 min后，再次 

4 ℃，12 000 r/min离心10 min。弃上清，沉

淀物用1 mL预冷的体积分数75%乙醇冲洗，

室温静置5 min后，4 ℃，9 800 r/min离心    

5 min。弃上清，空气中自然干燥20~30 min，

待大部分残留乙醇挥发后，用 60~80 µL 

DEPC溶解RNA沉淀，震荡混匀后-70 ℃保

存。对照组不进行匀浆，其余步骤与实验组相

同。 

RNA浓度和纯度测定：取2 µL提取好的RNA

样品，加入98 µL体积分数0.1%DEPC水，稀释

50倍后用紫外分光光度计测量其浓度、

A260/A280值、A260/A230值。 

RNA完整性和提取效果鉴定：取2 µg的RNA

进行电泳，由已测得的RNA浓度计算所需体积，

用体积分数1.2%的甲醛变性胶进行电泳，主要

观察电泳后RNA的28 S、18 S带是否清晰，大

体观两条带的比例是否能大致达到1∶1。 

主要观察指标：提取RNA的浓度、纯度及

产率；电泳后RNA的28 S、18 S条带的清晰度

及大致比例。 

统计学分析：应用SAS 6.12统计软件进

行统计学处理，所有数据均采用x
_

±s表示。不

同组别比较采用完全随机设计的多样本均数

比较的方差分析，P < 0.05为差异有显著性意

义。 

   

2  结果 

 

2.1  实验动物数量分析  实验共纳入10只白

兔均进入结果分析。 

2.1  RNA纯度和浓度  用紫外分光光度法测

得实验组兔股骨头中提取出的总RNA浓度在

0.80~0.90 g/L，A260/A280在1.90~2.00之间，

A260/A230在1.4~1.6之间，对照组各个数值则明

显偏低，说明实验方法提取的RNA纯度高，没

有DNA、蛋白质污染，见表1。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

2.2  总RNA产率  根据测得的RNA浓度、体

积，以及骨组织的质量，利用公式：浓度×体   

积/质量，可得出所提RNA的总产率，每毫克骨

组织能提取1.5~1.7 µg RNA，见表1。 

2.3  RNA完整性  经甲醛变性胶电泳后，实验

组可见清晰的28 S、18 S条带，带型较粗，大

体观两条带的比例为1∶1左右，说明提取的

RNA量足够，且很少降解。对照组总RNA降解

试剂及仪器 来源 

Trizol 

氯仿 

异丙醇 

 

DEPC水 

 

体积分 75%乙醇(DEPC水

配制) 

4 ℃离心机 

紫外分光光度计 

电泳槽  

Invitrogen，美国 

北京化工厂，中国 

国药集团化学试剂有限公司，

中国 

上海生工生物工程有限公司，

中国 

解放军军事医学科学院，中国

 

SIGMA公司，德国 

Gene Quant公司，德国 

北京市六一仪器厂，中国 

表 1  紫外分光光度计所测各样品浓度、纯度及产率
Table 1  The index mean of samples determined by 

ultraviolet spectrophotometer   (x
_

±s, n=10)

a
P < 0.05, vs. control group   

Item 
Experimental 

group 

Control  

group 

 

RNA concentration (g/L) 

 

0.86±0.02
a 

 

0.35±0.02 

A260/A230 1.45±0.33
a 

0.56±0.26
 

A260/A280 1.95±0.13
a 

1.68±0.23
 

The total RNA yield (mg/g) 1.53±0.28
a 

0.37±0.30
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情况严重，提取量也较少，见图1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

兔作为研究股骨头坏死的常用动物，其股骨头中总

RNA提取是各项研究的基础。目前国内外多以离体培养

的骨细胞为原材料提取总RNA来进行相关研究，很少直

接从骨组织中提取RNA
[6]
。体外培养所得骨细胞其生长

环境很难同体内完全一致，提取出的RNA或多或少受到

外部条件影响，不能准确反映股骨头坏死过程中的相关

变化，而直接从活体骨中提取RNA，能有效消除这些影

响，客观地反映骨细胞的变化情况
[7]
，得出更为真实的

实验数据。 

RNA提取成功的关键是控制RNA酶活性
[8]
。RNA酶

极度活跃，按来源可分为内源性和外源性。存在于组织

细胞内的为内源性RNA酶，一旦细胞死亡，其内所含

RNA酶立即被激活，分解RNA。外源性的RNA酶存在于

操作人员的手汗、唾液中等，操作不谨慎很容易污染总

RNA。一般从体外培养的活细胞中提RNA时，重点是控

制外源性RNA酶的污染，此时采取一些简单措施就可有

效控制其污染，例如在实验中穿防护服，戴无菌手套、

口罩等。但直接从兔股骨中提取RNA不同于活细胞提

取，它有一个极为关键的取材过程。取材时，需从活体

动物中取骨，因为动物死亡后其机体细胞内的RNA酶会

不同程度的被激活而导致RNA降解
[9]
，同时当实验者从

活体兔上剥离出股骨头后，骨中的RNA酶也将被激活，

由于骨组织中总RNA含量少，如果不能在短时间内抑制

内源性RNA酶，将很难提出RNA，所以成功的取材是从

骨中提取RNA的一个关键点。在控制骨中RNA的丢失

后，如何从其中较少的骨细胞内得到足量的RNA就是实

验的另一个关键点了。骨组织中细胞含量少，细胞外基

质相对较多，导致骨中所含RNA的绝对量很少，这样即

便是在提取过程中控制住了RNA的降解，如果不能提取

到足量的RNA，最后所得结果也不足以支持后续实验，

所以如何让骨组织中细胞充分裂解释放RNA，也是实验

中必需考虑的。 

实验所用方法较好地解决了这两个难题。首先股骨

头取自动物存活时，其次在麻醉动物的同时，准备好用

液氮预冷过的研钵，研钵内始终保持有足量的液氮，取

骨时，每次用咬骨钳咬取部分骨组织后，迅速将其放置

于充满液氮的研钵内，反复咬取，直至取出整个股骨头，

保证了骨组织的充分冷冻，然后用镊子将冷冻好的骨碎

片转入冻存管中，放入液氮罐中保存(整个过程要迅速，

尽量缩短骨组织在空气中的暴露时间)。这种取材方法有

效地防止了骨中RNA的丢失，使活体骨在离体瞬间就被

冷冻从而抑制了内源性RNA酶活性，极大地减少了RNA

的降解
[10]
。 

为了尽可能多的裂解骨细胞，实验中使用了简易

匀浆器。利用研钵研磨只能初步将骨细胞与细胞外基

质分离，此时加入Trizol，并不能充分裂解骨细胞，而

实验将股骨头充分研末后，立即倒入预冷后的匀浆器

中，再加入足量的Trizol，于冰上匀浆，直至匀浆器内

液体变为澄清，让Trizol与骨细胞得到充分反应，提高

了细胞裂解量，为下一步提取足量的RNA建立了坚实

的基础。 

骨中RNA的提取近年来国内外探讨的比较多，

Chomczynski等
[11]
首先应用硫氰酸胍-酚-氯仿法从大

鼠的乳腺组织中成功的提出RNA，后被应用于骨性组织

RNA提取
[12-13]

。李茂欣等
[14]
参照一步法，采用GITC液

冷冻包埋小块骨组织抑制RNA酶，并将骨组织低温切片

后匀浆来提取RNA，但提取效果不好。郭若霖等
[15]
在酚

抽提蛋白前先离心去除大部分黏蛋白，同时在异丙醇沉

淀时加入乙酸钠和氯化钠等溶液，使黏蛋白留于上清而

不与RNA混杂沉淀。郑纺等
[16]
则在异丙醇沉淀RNA时加

入更多、高浓度盐溶液来降低污染。Kuliwaba等
[17]
用

Trizol法提出RNA沉淀后将沉淀重悬于含有乙酸钠的

Tri-HCl和EDTA混合液中，按这种步骤重复提取。赵宏

斌等
[18]
则采用液氮冷冻骨组织，利用Trizol法直接提取

RNA。 

相较于实验所用方法，以上这些都没有考虑到取材

和匀浆对整个实验的影响，而且有些方法过于繁琐，操

作时间较长，增加了RNA降解和污染的可能性，有些则

是过于简便，没有有效的保护好RNA。实验中所用均为

常见实验试剂和仪器，对RNA的特性及提取原理作了深

入理解分析，改进了传统方法，充分保护了总RNA，使

整个提取过程更加快速、合理、有效，具有广泛的应用

前景。 
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Figure 1  Result of 1.2% denaturing agarose-formalhyde gel 
elerophoresis 

图 1  体积分数 1.2%甲醛变性胶电泳结果 

1, 2: control group; 3, 4: experimental group 
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