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摘要 随着生物医药领域的快速发展，从生物样本中提取多种分子组分已成为研究的关键步骤。同时提取多种组分可确保

各组分在提取过程中的生理状态一致性，这对于全面理解生物系统至关重要。同时提取代谢物、蛋白质和核酸（DNA和

RNA）相比传统提取方法在时间和资源效率、样品完整性、数据整合以及成本效益方面有很大的优势，已成为生物样本分

析中的关键环节。这种综合方法通过保持各组分的一致性，不仅提高了样本的利用效率，还减少了样本处理过程中的损失

和污染，为后续的基因组学、转录组学和代谢组学研究提供了可靠的数据支持。在系统生物学研究，特别是多组学整合分

析中，从有限的生物样本中同时提取多种生物分子（如DNA、RNA、蛋白质和代谢物）对于全面理解生物系统至关重要。

本文综述了近年来在同时提取代谢物和核酸方面的研究进展，重点介绍了不同方法的原理、优化策略及其应用。通过优化

提取流程和使用先进的试剂和技术，可以显著提高提取效率和样本质量，为多组学研究提供了可靠的样本准备方法。未来

的研究应继续探索新的提取方法和技术，以进一步提高样本处理的效率和准确性。
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在当今生物医学领域，多组学（multi-omics）

研究正以惊人的速度蓬勃发展，成为推动生命科学

和医学研究不断向前迈进的核心驱动力。近年来，

重大疾病研究领域不断涌现突破性成果，而多组学

技术在其中扮演了关键角色。以癌症研究为例，通

过整合基因组学、转录组学、蛋白质组学和代谢组

学等多层面数据，能够全面解析肿瘤的发生、发展

机制以及肿瘤细胞的异质性。同时，随着生物学研

究的不断深入，多组学技术已成为揭示复杂生物学

过程的核心工具。借助基因组学、转录组学、蛋白

质组学、代谢组学和表观基因组学等多个层面的数

据，研究人员能够全面探究生物体内的分子机

制［1-3］。多组学技术不仅加深了对生物体复杂性和

多样性的理解，还为临床诊断、疾病机制研究、药

物靶点发现及个性化医疗提供了宝贵信息。然而，

多组学研究在样本制备环节面临诸多挑战，尤其是

从同一样本中提取多种生物分子时，传统方法由于

需要对不同生物分子分别提取，不仅操作烦琐、耗

时长，还可能导致样本损失和数据偏差。首先，样

本损失是一个关键问题。在传统提取方法中，核酸

和代谢物的提取通常需要分别进行，这意味着样本

需要被分割成多份，每一份都用于特定的提取过

程。这种多次处理不仅增加了样本的损失风险，还

可能导致样本的不均匀性，影响后续分析的准确

性［4-5］。在单细胞蛋白质组学研究中，多步法处理

流程复杂，涉及多次移液操作，这会显著增加样本

损失，降低检测结果的可重复性和蛋白质定量的可

信度［6］。其次，样本污染也是一个严重问题。在

提取过程中，样本可能会受到多种污染，包括实验

室环境中的微生物、试剂中的杂质等。这些污染不

仅会影响样本的质量，还可能导致错误的分析结

果。在研究低微生物生物量环境时，样本间交叉污

染（如孔间DNA渗漏）是一个突出的问题［7］。样

本降解也是一个不可忽视的问题。核酸提取通常需
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要在低温条件下进行以防止核酸酶的降解，但代谢

物提取可能需要不同的条件［8］。这种不同提取条

件的差异可能导致样本在处理过程中的降解，影响

后续分析的准确性。例如，福尔马林固定石蜡包埋

（formalin-fixed and paraffin-embedded， FFPE） 的

组织样本在提取环节降解严重，影响后续实验的成

功率。

同时，不同提取条件还可能导致数据偏差。核

酸和代谢物的提取条件不同可能会导致生物分子的

生理状态不一致，进而影响后续多组学数据的整合

和分析。传统的联合蛋白质组学和代谢组学研究

中，样本通常是从不同标本中分别制备的，这可能

导致蛋白质组学和代谢组学数据之间的不一致性被

错误地解释为这两个层面之间的调控相互作用，而

实际上可能是由样本变异性引起的［9］。传统的分

别提取方法由于需要对不同生物分子分别进行处

理，存在诸多问题，如样本损失、操作烦琐、数据

一致性差等。而同时提取技术则在这些方面展现出

显著的优势。表1详细对比了同时提取和分别提取

方法在多个关键方面的表现，为研究人员提供了直

观的参考。

本研究团队长期致力于生物样本处理与分析技

术的探索，尤其在肾癌细胞研究领域，有着深厚的

研究基础和实践经验。目前已开展多项针对肾癌细

胞的实验，深入研究肾癌细胞的生物学特性和病理

机制，对肾癌细胞的样本处理有着独到的见解和成

熟的技术方案，同时也积累了大量关于细胞样本处

理和分析的经验。在研究过程中，从生物样本中高

效、准确地提取多种生物分子对于后续的基因组

学、转录组学和代谢组学分析至关重要，因此团队

成员一直密切关注生物样本同时提取技术领域的最

新进展，并积极将其应用于研究中。同时提取多种

生物分子具有重要意义，一方面，它能确保各组分

在提取过程中的生理状态一致性，这对于全面理解

生物系统至关重要。另一方面，相比分别提取，同

时提取可显著提高样本的利用效率，保证各组分在

提取过程中的一致性，减少样本处理过程中的损失

和污染，降低实验成本，简化实验流程，还能确保

数据的可比性和可靠性，为后续多组学整合分析提

供更准确的基础。

近 10年来，同时提取多种生物分子的技术取

得了突破性进展。例如TRIzol试剂法和改良Folch

法等，它们在提取代谢物、脂质、核酸等生物分子

时展现出显著优势。这些技术能从有限样本中高效

回收并同时提取多种生物分子，减少样本消耗，降

低多次提取导致的数据偏差，提高多组学数据准确

性和整合性。同时提取技术满足了多组学研究对全

面数据整合的需求，优化提取效率、提高数据质量

并减少实验干扰。国内研究机构如中国计量科学研

究院等也积极参与相关研究，对提取方法优化和标

准化进行探索，并在临床样本分析等方面取得一定

成果。

同时提取技术被广泛应用于多个领域。在临床

研究中，同时提取技术可从珍贵临床样本中提取多

种生物分子，用于疾病机制研究和生物标志物发

现。在植物研究领域，它分析植物组织代谢物和核

酸，助力植物代谢调控和基因功能研究［9］。此外，

微生物研究也利用同时提取技术探索微生物群落组

成和代谢功能。例如，有研究从土壤等环境样本中

同时提取微生物DNA、RNA和代谢物，分析微生

物群落结构、功能及环境适应机制，为环境微生物

学和生态学研究提供重要支持［10］。

近年来，微流控技术、磁珠法、自动化平台及

单细胞分析等前沿技术的进步，为同时提取技术向

Table 1　Comparison of simultaneous extraction methods with single extraction methods[4-9]

表1　同时提取方法与单一提取方法比较[4-9]

对比项目

样本利用效率

操作步骤复杂性

样本损失

数据一致性

实验成本

实验时间

结果可靠性

分别提取

较低，需大量样本分别进行不同提取

较高，需针对不同组分采用不同提取方法和条件

较多，多次提取导致样本消耗大

较差，不同提取过程可能导致组分间生理状态差异

较高，需多种提取试剂和设备

较长，需分步骤进行多次提取

较低，数据整合时可能存在偏差和误差

同时提取

较高，从同一小组织样品中同时提取多种组分

较低，采用统一提取流程处理多种组分

较少，减少处理次数和步骤，降低损失风险

较好，确保各组分在提取过程中的生理状态一致性

较低，减少试剂和设备使用，节省成本

较短，能同时提取多种组分，提高工作效率

较高，提供准确基础，确保数据可比性和可靠性
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更高效率、更高通量和更精准方向演进提供了关键

动力。这些技术的融合应用正在塑造同时提取技术

的新范式：微流控技术通过其微型化、集成化的特

点，有望实现“样品进-结果出”的一体化同时提

取与在线分析［11］；磁珠法则以其高效、易控的特

性，成为自动化、高通量同时提取平台中实现组分

特异性分离的理想载体［12］；而单细胞多组学研究

的兴起，对从极微量样本中并行获取多种分子信息

提出了迫切需求，直接驱动了适用于单细胞水平的

超灵敏、低损耗同时提取方法的开发［13］。未来，

通过跨技术集成与流程优化，同时提取技术有望在

自动化、标准化及微量样本处理能力上实现突破。

目前，同时提取技术已取得显著进展，但仍面

临诸多挑战。现有方法虽具优势，但也存在局限

性，如 TRIzol 试剂法中代谢物稳定性不足，改良

Folch法依赖高成本商业试剂盒等。提取过程中的

样本降解、提取效率和纯度不稳定等问题依然存

在。未来需优化溶剂体系、开发新型裂解试剂、结

合自动化技术提升效率和准确性。本文旨在系统梳

理近年来在同时提取技术领域的创新成果，深入剖

析各类提取方法的特性，并展望其未来发展趋势，

以期为科研工作者提供更具针对性和前瞻性的参

考，推动该技术在多组学研究中更广泛且深入的应

用。同时，标准化提取方案建立、质量控制体系完

善以及跨学科合作加强也是重要发展方向，以推动

该技术在多组学研究中更广泛的应用。

1　同时提取技术的优势

作为一种整合性的样本前处理策略，同时提取

技术的核心价值在于其系统性。同时提取技术通过

方法学的革新，直接回应了多组学研究中对数据

“同源性”与“一致性”的根本要求。首先根据   

图1所示，在同一块肿瘤组织中提取核酸、蛋白质

和代谢物，由于是将样本分割成了很多块，所以每

一块小样本的组分就可能并不一致。例如，核酸提

取过程中可能因核酸酶污染而降解，蛋白质可能因

反复冻融或长时间暴露而变性，代谢物则可能因氧

化或水解而损失。其次，不同提取条件可能导致生

物分子的生理状态不一致，影响后续多组学数据的

整合和分析。例如，核酸提取通常需要低温操作，

而代谢物提取可能需要中性或弱酸性条件，这种差

异可能导致代谢物的相对丰度发生变化，进而影响

代谢组学与转录组学数据的关联分析。最后，分别

提取需要使用多种不同的试剂和设备，增加了实验

成本和时间。例如，核酸提取需要专门的试剂盒，

蛋白质提取需要裂解缓冲液和纯化柱，代谢物提取
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Fig. 1　Sequential extraction vs. simultaneous extraction techniques
图1　分别提取技术与同时提取技术

本图展示了分别提取方法的基本流程，从同一样本中提取代谢物、RNA和蛋白质时所需的不同步骤和提取条件。每种组分的提取需单独进

行，增加了样本处理的复杂性，并可能导致样本损失和数据一致性差的问题。同时也展示了同时提取技术的流程图。不同于分别提取技

术，所有生物分子在同一提取流程中被同时回收，确保了各组分在提取过程中的生理状态一致性，减少了样本损失和污染，提升了数据的

准确性和可靠性。
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则需要有机溶剂和萃取装置。每次提取都需要单独

的操作步骤，导致实验时间大幅增加，尤其在大规

模样本分析中，成本和时间的增加更为显著。这些

问题不仅降低了样本的利用效率和数据的可靠性，

还限制了多组学研究的广泛应用。

同时提取技术实现了从单一小组织样品中获取

多种生物分子，从而在样品量有限的情况下实现更

全面的分析。如图1所示，同时提取技术直接从同

一组织样本中提取多种生物分子，这就保证了各组

分的一致性。例如，在人脑癌细胞和组织的研究

中，优化的双重提取过程使得从同一样品中同时提

取代谢物和RNA成为可能，极大地促进了整合代

谢组学和转录组学的研究。这种同时提取的创新方

式不仅有效节省了样品准备的时间，还为高通量研

究和快速分析提供了便利，尤其在油棕系统生物学

研究中，通过采用一种全能的综合提取方法，能够

快速获得关键生物数据［10］。更为重要的是，同时

提取的过程能够最小化样品在提取过程中的降解风

险［14］。这一特性确保了生物分子在其最完整、最

具代表性的状态下进行后续分析。例如，在使用

TRIzol试剂从单一样品中分离代谢物和脂质时，代

谢物和脂质的完整性得到了良好保留，从而为多组

学分析提供了准确的基础。此外，同时提取还确保

了样品在不同类型分析中的生理状态一致性，这对

于获得可比较和可靠的数据尤为重要，尤其是在研

究不同生物分子之间的相互作用时。如图 1所示，

从同一组织中提取核酸、蛋白质和代谢物时，同时

提取技术与分别提取技术存在显著差异。使用不同

提取方法获取同一组织的不同组分，可能导致提取

物质的量不足或质量不稳定。而同时提取技术能够

确保从同一组织中提取的不同组分在数量和质量上

的一致性和稳定性，为后续多组学分析提供可靠的

样本基础。此外，在处理严重降解的样品时，采用

新型的整合提取方案可以有效确保生物分子的质

量，进而提高数据的可靠性。

同时提取技术在多组学研究中具有显著优势，

其重要性随着研究深入日益凸显。在基础操作层

面，该技术简化了提取流程，减少了烦琐步骤和样

本转移次数，降低了操作难度和实验失误概率。改

良Folch法整合了液氮冷冻研磨、溶剂萃取和商业

试剂盒纯化等步骤，形成标准化操作流程，减少了

样本损失，提高了实验可重复性和成功率。在人脑

癌细胞和组织研究中，优化的双重提取过程可同时

提取代谢物和RNA，与传统方法相比，样本处理

时间大幅缩短，为高通量研究和快速分析提供了有

力支持。在数据质量层面，同时提取技术减少了样

本降解风险，确保了生物分子的完整性，提高了数

据准确性。以TRIzol试剂法为例，4°C操作可抑制

核酸酶活性，保护RNA完整性。通过该方法提取

的核酸（尤其是RNA）纯度高，RNA的完整性值

（RNA integrity number，RIN）通常大于 6.5，提取

效率和纯度均高于传统RNA单独提取方法［14］。同

时提取技术还能确保各组分在提取过程中的生理状

态一致性，增强数据一致性，为系统生物学研究提

供了重要依据。通过表2的对比，研究人员可以根

据样本类型、实验目标和资源条件，选择最适合的

提取方法。例如，对于需要同时提取多种生物分子

且样本量有限的研究，改良Folch法可能是最佳选择，

而对于需要快速、低成本提取代谢物和RNA的研究，

甲醇/氯仿萃取法可能更为合适。表2可为研究人员提

供一个全面的参考框架，可以根据具体的研究目标和

条件，做出更合理的实验设计和方法选择。

从研究成本层面来看，同时提取技术减少了所

需试剂和设备种类，降低了实验人力成本。TRIzol

试剂法通过顺序分离代谢物和脂质，消除了对多种

提取试剂盒和设备的需求，降低了实验成本。在大

规模研究中，这种成本效益尤为明显，研究人员可

将更多精力投入到数据分析和结果解释上。例如，

Tyagi团队［15］在比较不同肾脏组织（肿瘤和非肿瘤

组织）的代谢物水平时，采用的联合提取方法展现

了良好的重现性，变异系数（CV）≤20%，表明提

取过程技术误差小，数据稳定。

最后，在适用范围层面，同时提取技术展现了

广泛的通用性和灵活性。无论是在陆生植物、水生

生物还是哺乳动物组织中，该技术都能有效提取多

种生物分子。改良Folch法已在小鼠肝脏、肿瘤组

织、大豆组织、金鱼组织等多种样本中得到验证，

证明了其广泛的适用性。同时，该技术可根据具体

研究需求进行优化和定制，研究人员可根据样本特

性和研究目的，调整溶剂比例、提取时间等参数，

以达到最佳提取效果，满足不同研究需求。在大豆

组织提取应用中，改良Folch法能同时提取极性代

谢物（如氨基酸、有机酸等）、非极性代谢物（如

脂肪酸、磷脂等）以及DNA、RNA和蛋白质，为

研究大豆生长发育和代谢过程提供全面数据支持。

在水生生物样本（如金鱼组织）提取中，该方法能

有效分离多种生物分子，为研究金鱼生理代谢和营

养需求提供重要数据支持。
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同时提取的技术不仅提升了研究的高效性，还

为科学探索提供了多维度的视角，推动了生物学特

别是系统生物学的发展。随着技术的不断进步，这

一方法在未来的生物医学研究中必将发挥更大的

作用。

2　同时提取技术的研究现状

2.1　甲醇/氯仿萃取法

1959年，Bligh和Dyer［16］在Canadian Journal 

of Biochemistry and Physiology杂志上发表了一篇题

为 “A rapid method of total lipid extraction and 

purification”的论文，提出了使用氯仿-甲醇-水体

系提取生物样品中脂质的经典方法，即Bligh-Dyer

法。20世纪 80年代，为提高提取效率，尤其是针

对一些难以提取的脂质成分，在提取微生物膜脂

时，有研究将提取液中的磷酸缓冲液替换为三氯乙

酸，并对提取过的样品残渣进行再次提取，从而能

更全面地回收样品中的脂质。20世纪90年代至21

世纪初，在分析植物组织中的脂质时，为避免植物

中的脂酶对脂质造成降解，影响提取的准确性和完

整性，引入了加热法使脂酶失活，进而更好地保护

脂质，提高提取质量。2010年以后，随着超声萃

取、微波辅助提取等新技术的应用，Bligh-Dyer法

也不断与这些技术结合，例如，超声萃取可以增加

溶剂的渗透性和提取效率，微波辅助提取则可以利

用微波的热效应和非热效应加速脂质的溶出，进一

步提高了Bligh-Dyer法的提取效率和适用范围。该

方法基于相似相溶原理和双相溶剂系统，利用不同

物质在有机相和水相中的溶解度差异进行分离，为

后续甲醇/氯仿萃取法的发展奠定了基础，这是最

开始的甲醇/氯仿萃取法。Folch等［17］在Bligh-Dyer

法的基础上进行了改进，提出了Folch法，即使用氯

仿-甲醇-水（8∶4∶3，v∶v∶v）混合溶剂对生物样品

进行全脂提取。这两种方法都利用了氯仿和甲醇的

混合体系，能够在多种复杂基质中非选择性地提取

出各种脂质分子，水相的加入可以增强相分离，减

小脂质在水相中的溶解度，从而提高萃取效率。一

直到现在，科学家们通过添加甲醇和氯仿的混合

物，使代谢物和核酸分离到不同的相中，代谢物通

常在有机相中，而核酸则留在水相中。该方法操作

简单，成本低，适用于多种生物样本。例如，在

Vorreiter 等［5］ 提出的优化协议中，通过在分离

DNA/RNA和蛋白质之前添加甲醇/氯仿代谢物纯化

步骤，实现了DNA、RNA、蛋白质和代谢物的同

时提取。在Woodward等［18］的研究中，描述了4种

双重提取方法，旨在优化同时从同一样本中提取代

谢物/脂质和 RNA。与常规的 RNA 提取方法 （如

mirVana Kit）和代谢物提取方法（如溶剂添加法）

相比，这 4种提取方法的效果进行了评估和比较。

具体包括以下 4 种提取方法：a. Cryomill/mirVana

Table 2　An overview of simultaneous extraction methods and their advantages and disadvantages[4-5, 15]

表2　同时提取方法及优缺点概述[4-5, 15]

方法

甲醇/氯仿

萃取法

TRIzol试

剂法

改良Folch

提取方法

操作原理

使用甲醇和氯仿混

合液，通过分层分

配使代谢物与核酸

分开。代谢物在有

机相中，核酸在水

相中

使 用 TRIzol 试 剂 ，

通过酚和异硫氰酸

胍裂解细胞，并通

过氯仿分相分离

通过氯仿-甲醇溶剂

系统分配代谢物，

并结合商业试剂盒

（ 如 QIAGEN All‐

Prep）同时提取其

他分子

适用对象

多种生物样本

多种生物样本

小体积组织样

本（如30 mg）

提取分子

代谢物、RNA、

蛋白质

代谢物、脂质、

RNA、蛋白质

代谢物、RNA、

DNA、蛋白质

溶剂体系

甲醇∶水∶氯仿

（1∶1∶3或

1∶1∶2，

v∶v∶v）

TRIzol试剂

（含氯仿）

氯仿∶甲醇

（2∶1），水

（含EDTA）、

氯仿∶甲醇

（10∶1）

优点

操作简单、成本

低 、 适 用 范 围

广；能高效提取

代谢物、RNA和

蛋白质

可 同 时 提 取

RNA、代谢物和

脂 质 ； 操 作 简

单，适合小样本

和珍贵样本

提取效率高，能

从小样本中高效

提取多种分子；

适 合 多 组 学 分

析，支持高通量

缺点

对脂质提取效果

差，RNA质量可

能受污染；需要优

化溶剂比例以提高

脂质提取效果

需要控制样本量，

操作时易发生污

染；RNA降解或

不纯可能影响结果

成本较高，依赖商

业试剂盒，样本量

要求较高；需要严

格控制分层，避免

交叉污染

应用实例

多 组 学 分 析 ，

特别适用于大

规模分析

用于小样本量

分析，适合临

床样本和特殊

组织

用 于 小 样 本 、

多组学联合分

析，已在小鼠

肝脏、肿瘤等

样本中验证
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（甲醇∶水∶氯仿比为 1∶1∶2）［19］；b. Cryomill-

wash/Econospin （甲 醇 ∶ 水 ∶ 氯 仿 比 为 5∶ 1∶

2）［20］；c. Rotation/phenol-chloroform （甲醇∶水∶

氯仿比为9∶10∶1）［13］；d. Sequential/mirVana（甲

醇∶水∶氯仿比为1∶1∶3）［18］。

这些方法的比较结果表明，所有方法都能提取

相同的代谢物，但有些方法在脂质提取上有所不

同。Cryomill/mirVana 和 Sequential/mirVana 方法提

取的RNA量最高，分别为单独使用mirVana Kit提

取 RNA 量 的 70% 和 68%［18］。 Rotation/phenol-

chloroform方法虽然提取代谢物效果好，但无法有

效提取脂质。Sequential/mirVana方法被认为是最有

效的提取方法［18］，它结合了代谢物/脂质的溶剂提

取法和mirVana RNA提取法，能够在同一样本中提

取所有目标分子，并具有较高的效率［20-22］。通过 

表3的对比，研究人员可以根据自己的实验需求和

样本类型，选择最适合的双重提取方法。例如，对

于需要高纯度 RNA 提取的研究，Rotation/phenol-

chloroform方法可能是最佳选择；而对于需要同时

提取多种生物分子的研究，Sequential/mirVana方法

可能更为合适。表3不仅展示了每种方法的具体步

骤和优势，还提供了适用样品类型的建议，帮助研

究人员在实际操作中做出更合理的决策，同时也为

科研工作者呈现了一份详尽的参考指南，依据各自

的研究目的与实验情境，精准挑选契合的双重提取

方案，进而优化实验流程，确保实验成果的精准度

与可信度。

研究发现，通过 sequential/mirVana方法，研究

人员能够在BXD-1425细胞中识别出64种不同丰度

的代谢物和28个差异表达的代谢基因，并发现了4

个基因-代谢物的相互作用。同时，在原发性室管

膜瘤组织中，所有代谢物和 62% 的脂类都在检测

限以上，RNA 的产量也足够用于转录组学研究，

证明了该方法的有效性和实用性。

双重提取方法具有显著的优势，首先，它极大

地提高了提取效率，相较于传统的单一提取方法，

不仅能够有效提取代谢物，还能够从同一样本中提

取 RNA 和脂质，从而大幅提升样本的利用效

率［23-25］。其次，该方法支持多组学整合，能够同时

提取代谢物、脂质和RNA，为多组学数据的整合

提供了可靠的基础，这在揭示基因与代谢物之间的

相互作用以及代谢途径方面尤为重要。该方法还展

现出高灵敏度，即使在低样本量（如 10 mg组织）

的情况下，也能获得足够质量的代谢物、脂质和

RNA以供后续的定量和分析，适用于临床样本和

稀有样本的研究。

Shahwan 实验室［10］使用甲醇∶氯仿∶水（3∶

1∶1，v∶v∶v），通过这种方式，从油棕根中提取

的RNA回收率为 180.25 µg/g，A260/A280比值在 1.9~

2.0 之间，RIN 值 6.7。共提取的蛋白质导致每    

100 mg鲜重（fresh weight，FW）组织的回收率为

29.28 μg，并在油棕根中共发现1 852种蛋白质。极

性代谢物揭示了大约 40个代谢物峰，非极性代谢

物具有两个主要脂肪酸基团，即饱和脂肪酸和不饱

和脂肪酸，分别为 55.4%和 38.6%。该方法能够从

油棕根部组织中提取RNA，回收量为180.25 µg/g，

并且 RNA 的 A260/A280 比值在 1.9~2.0 之间，表明

RNA 的纯度较高，符合下游分析的标准。然而，

该方法也面临一些挑战与局限性。尽管RNA提取

效果较佳，但对于复杂组织（如肿瘤组织），RNA

降解或污染的风险仍然存在［12］，该方法基于相似

相溶原理，利用甲醇和氯仿混合液使代谢物与核酸

Table 3　Characteristics and advantages and disadvantages of four methanol/chloroform dual extraction methods
表3　四种甲醇/氯仿萃取双重提取方法的特点与优缺点

提取方法

Cryomill/

mirVana［19］

Cryomill-wash/

Econospin［20］

Rotation/Phenol-

Chloroform［13］

Sequential/

mirVana［18］

特点与步骤

a. 冷冻研磨样品以均质化

b. 使用mirVana试剂提取RNA

a. 冷冻研磨后进行洗涤和分离

b. 结合Econospin方法提取

a. 通过旋转洗涤样品

b. 使用酚-氯仿进行相分离

a. 顺序提取方法，优化RNA和

脂类分离

b. 结合多步洗涤

步骤描述

将样品在液氮中冷冻并研磨。加入

mirVana试剂提取RNA

使 用 Cryomill 冷 冻 研 磨 样 品 。 采 用

Econospin技术进行洗涤和分离

将样品与酚-氯仿混合，旋转后离心分

相。收集上层水相以提取RNA

采用mirVana试剂进行逐步提取。通过洗

涤步骤提高纯度

优势

高效均质化，适合提取

RNA及脂类

提高样品纯度，适合大

规模处理

提取高纯度RNA，分离

效果良好

高度专一性，适合同时

提取多种分子

适用样品

适用于RNA和脂类

提取的样本

适合细胞和组织

样本

适用于RNA及其他

代谢物

适用于RNA和脂类

提取的样本
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分离。它操作简单、成本低，适用于多种生物样

本，能高效提取代谢物、RNA 和蛋白质。然而，

它对脂质提取效果欠佳，且提取的RNA质量可能

受污染，需要优化溶剂比例以提高脂质提取效果。

在肾癌细胞研究中，对于需要全面分析代谢物和核

酸相互作用的实验，甲醇/氯仿萃取法可能无法满

足对RNA高纯度的要求，从而影响后续的转录组

学分析，因此优化提取过程以提高RNA的质量和

完整性将是未来研究的一个方向。此外，尽管该方

法能够提取大部分脂质，但在某些情况下，可能需

要根据不同类型的代谢物或脂质的特性进一步优化

提取溶剂体系。这些挑战的解决将为双重提取方法

的应用提供更为坚实的基础。

尽管甲醇/氯仿萃取法在成本与通用性上具有

明显优势，但要实现其“最优解”，关键不在于单

一方法的极致优化，而在于构建模块化、可调整的

溶剂体系。未来的整合策略应跳出传统配方的束

缚，转而设计动态可调的溶剂梯度系统。例如，可

根据目标分子组分的极性差异，在提取过程中分阶

段调整甲醇/氯仿/水的比例：先用高甲醇比例（如

甲醇∶氯仿=3∶1）高效萃取极性代谢物，再通过

梯度降低甲醇比例（至 1∶2）选择性富集中等极

性分子，最后用低极性混合溶剂回收脂质类组分。

这种时序性溶剂梯度萃取的核心优势在于，它不仅

解决了传统方法中高代谢物回收率与高RNA质量

的矛盾，更为重要的是，它提供了一种普适性的方

法，研究人员可根据具体样本特性（如脑组织的高

脂质含量或植物组织的多酚干扰）和实验目标，定

制专属的溶剂梯度参数。这种从“固定配方”到

“动态系统”的范式转变，正是整合传统方法优势、

实现适应性最优解的关键路径。进一步地，这种动

态系统可与自动化液控平台结合，实现高通量、可

编程的智能提取流程，为大规模多组学研究提供标

准化且个性化的解决方案。

2.2　TRIzol试剂法

TRIzol试剂是一种含有酚和异硫氰酸胍的裂解

试剂，主要应用于 DNA、RNA 和蛋白质的提

取［26］。Kao 等［27］的研究提出了一种顺序提取方

法，目的是同时提取这些生物分子和代谢物、脂

质。具体步骤（图 2）如下：首先需要准备样本，

适用于多种生物样本，如组织、细胞和体液等。样

本处理时，将样本剪碎或研磨，并按1∶10的比例

加入 TRIzol 试剂。接着，将样本与 TRIzol 试剂充

分混合，确保细胞完全裂解，此步骤可通过手动研

磨或使用匀浆机完成。在裂解过程中，TRIzol试剂

中的异硫氰酸胍会破坏细胞膜，释放细胞内的生物

分子。建议在 4°C操作，将匀浆后的混合物在 4℃

下静置15 min，以确保细胞完全裂解，同时抑制核

酸酶活性，保护RNA的完整性。随后，加入氯仿

进行相分离，按样本量每 1 ml TRIzol 试剂加入  

0.2 ml氯仿，盖紧离心管剧烈振荡 15 s，然后在室

温下静置 15 min 使混合物分层。在分层过程中，

需要注意控制离心速度和时间，以避免交叉污染。

将混合物在 4° C 下以 12 000 r/min 的速度离心       

15 min，混合物将分为3层：上层有机相含有脂质

和部分代谢物，中层水相含有核酸 （DNA 和

RNA），下层沉淀相则含有蛋白质。在提取代谢物

和脂质时，从上层有机相中提取代谢物，通常使用

甲醇（MeOH）或甲基叔丁基醚（MTBE）作为提

取溶剂，通过有机相萃取法进一步富集代谢物。脂

质主要存在于上层有机相中，可以通过直接溶解或

使用氯仿/甲醇混合液进行提取。而核酸则从中间

的水相中提取，通常使用异丙醇或乙醇沉淀核酸，

之后通过离心收集核酸沉淀，并用 70% 乙醇洗涤

去除杂质后溶解于无菌水中。

在提取过程中，需要注意以下几点：一是样本

量控制，以确保裂解和分离效果，建议每次处理的

样本量不超过100 mg组织或1×106个细胞；二是操

作时需在低温条件下进行，以尽量缩短处理时间，

减少生物分子的降解；三是提取的核酸、代谢物和

脂质需要通过分光光度计、液相色谱-质谱联用技

术等方法进行纯度和浓度检测。这一过程称为顺序

提取（sequential isolation），即在 TRIzol 的提取过

程中先提取RNA、DNA和蛋白质后，脂质和代谢

物被有效地释放在液相中［27］。研究表明，TRIzol

提取的代谢物在上清液中表现出与传统甲醇提取方

法相似的代谢物谱。通过比较TRI-P层和甲醇提取

液中的代谢物，研究人员发现两者之间代谢物种类

高度重合，且差异显著。例如，研究人员在TRI-P

层和甲醇提取液中均检测到了多种氨基酸，如丙氨

酸、丝氨酸、苏氨酸、鸟氨酸、赖氨酸、谷氨酸、

精氨酸和瓜氨酸等。

近年来的研究表明，TRIzol试剂同样可以用于

代谢物和脂质的提取，从而实现从单个样本中同时

提取多种生物分子 （如核酸、代谢物和脂质）。

Kao等［27］为了提高代谢物和脂质的提取效率，发

现可以在 TRIzol 裂解后加入氯仿 （400 μl/1 ml 

TRIzol），以增强有机相的分离效果。此外，对于
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脂质提取，可以使用氯仿∶甲醇（2∶1，v∶v）混

合液进行二次提取。在核酸提取过程中，使用

RNAse或DNAse处理可以去除不需要的核酸类型，

进而提高核酸的纯度，使用硅基质柱（如 Qiagen

的RNeasy或DNAeasy柱（Qiagen公司））进行纯

化则是另一种有效的提升纯度的方法。使用TRIzol

试剂的优势在于能够从单个样本中同时提取核酸、

代谢物和脂质，为多组学研究提供便利。例如，

Kao等［27］在对幽门螺杆菌的研究中，通过TRIzol

试剂提取的代谢物和脂质与传统提取方法 （如

MeOH 和 MTBE） 所获得的结果一致，验证了

TRIzol试剂的可行性。此外，对于珍贵或稀有样本

（如临床样本或特殊组织），TRIzol试剂的多分子提

取能力能够显著节省样本用量，且其操作流程相对

简单，适合实验室常规使用。在使用 TRIzol 试剂

时，操作时需要注意样本量控制，以确保裂解和分

离效果，同时需关注代谢物和脂质的稳定性，建议

在低温条件下操作并尽量缩短处理时间。提取的核

酸、代谢物和脂质需要通过分光光度计、液相色

谱-质谱联用技术等方法进行纯度和浓度检测［22］。

TRIzol 试剂作为一种经典的生物样本制备试

剂，不仅能够高效提取核酸，还可以通过优化步骤

同时提取代谢物和脂质［28-30］。该方法使用含酚和异

硫氰酸胍的 TRIzol 试剂裂解细胞，并通过氯仿分

相分离生物分子。该方法可以同时提取RNA、代

谢物和脂质，操作简便，适合小样本和珍贵样本。

但在操作过程中易发生污染，且对样本量有要求，

RNA降解或不纯可能影响结果。在肾癌细胞研究

中，对于一些微量的珍贵肾癌组织样本，TRIzol试

剂法是一个可选方案，但需要严格控制操作条件，

以保证RNA的完整性和纯度。这种方法为多组学

研究提供了一种高效、经济的解决方案，特别适用

于珍贵样本的分析。

TRIzol试剂法未来的发展趋势不在于追求更高
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Fig. 2　Steps of the TRIzol reagent method
图2　TRIzol试剂法步骤

本图展示了TRIzol试剂法的提取流程图，包括细胞裂解、相分离、核酸和蛋白质提取等步骤。TRIzol试剂利用酚和异硫氰酸胍裂解细胞，

并通过氯仿分相，能够同时从同一样本中提取RNA、代谢物和脂质。MTBE：甲基叔丁基醚（methyl tert-butyl ether）；LC-MS：液相色谱-

质谱联用 （liquid chromatography-mass spectrometry）； NMR：核磁共振 （nuclear magnetic resonance）； RNA-Seq： RNA 测序 （RNA 

sequencing）；qPCR：实时荧光定量PCR（quantitative real-time PCR）；WB：蛋白质印迹法（Western blot）。
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效的商业试剂，而在于解构其成功逻辑并重构为标

准化、可拓展的模块化流程。传统 TRIzol 法的核

心局限在于研究人员难以针对特定需求调整裂解、

相分离和沉淀条件。未来的整合策略应从以下3个

维度重构该方法。首先，解耦与重组。将 TRIzol

试剂的3个核心功能——强力裂解（异硫氰酸胍）、

相分离驱动（酚-氯仿）和核酸保护，拆分为独立

模块，允许根据样本类型（如难裂解的革兰氏阳性

菌或易降解的临床样本）选择合适的模块组合。其

次，相分离过程的精准控制。传统方法依赖经验性

的离心和移液操作，这引入了显著的变异。通过引

入微流控相分离芯片，可在纳升尺度精确控制界面

形成和分离，不仅能将样本损失降至皮升水平，还

能实现多层界面的选择性分离（如同时分离极性与

非极性代谢物、大小RNA）。最后，沉淀步骤的替

代方案。核酸的醇沉淀步骤是耗时和损失的主要环

节，将其替换为表面功能化磁珠选择性捕获（如分

别用不同修饰的磁珠捕获 DNA 和 RNA），不仅能

大幅缩短时间，还能实现自动化操作。这种“解

构-重构”的整合策略，将TRIzol法从一种“配方”

提升为一种可定制、自动化、低损失的平台化方法

体系，从而在不同应用场景中都能实现接近理论最

优的提取效率和质量。

2.3　改良Folch法
传统的Folch方法主要用于脂质的提取，通过

使用氯仿和甲醇的混合溶剂体系，实现极性和非极

性代谢物的分离。Hasegawa等［4］提出了一种优化

的Folch提取方法，用于从单份小体积组织样本中

同时提取极性代谢物（如 oxylipins）、非极性代谢

物、DNA、RNA、小RNA和蛋白质。

该方法结合了传统Folch液液萃取法的改进版

本与商业试剂盒（如 QIAGEN AllPrep DNA/RNA/

Protein Mini Kit （QIAGEN 公司）），以解决多组

学研究中样本量不足和异质性问题。传统Folch法
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Fig. 3　Modified Folch method
图3　改良Folch法

本图展示了改良Folch提取法的流程图，结合了氯仿-甲醇溶剂体系与商业试剂盒，能够同时提取代谢物、RNA、DNA和蛋白质。此方法通

过 精 确 的 分 层 操 作 和 溶 剂 体 系 优 化 ， 提 高 了 提 取 效 率 ， 尤 其 适 用 于 小 样 本 的 多 组 学 分 析 。 EDTA： 乙 二 胺 四 乙 酸

（ethylenediaminetetraacetic acid）；BHT：2,6-二叔丁基对甲酚（butylated hydroxytoluene）；NMR：核磁共振（nuclear magnetic resonance）；

LC-MS：液相色谱-质谱联用 （liquid chromatography-mass spectrometry）；QIAGEN AllPrep Kit：QIAGEN公司AllPrep DNA/RNA/Protein 

Mini试剂盒（用于同时纯化DNA、RNA和蛋白质）。
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是一种经典的脂质提取方法，基于氯仿-甲醇-水的

两相溶剂体系（体积比通常为 8∶4∶3），通过离

心分层分离极性（水相）和非极性（有机相）代谢

物。该方法的优势在于能高效分离不同极性的生物

分子，但通常仅用于脂质或代谢物的单独提

取［31-34］。改良的 Folch 法，在传统 Folch 法的基础

上进行了改进与优化，以实现多组分的同时提

取（图3）。

首先，溶剂配方进行了调整，其中溶液A是氯

仿与甲醇 （2∶1） 的混合液，含有 0.002%BHT

（抗氧化剂），并预冷至-20℃，用于初始组织裂解

和脂质提取，BHT 作为一种常见的抗氧化剂，其

添加目的是防止脂质在提取过程中发生氧化反应。

脂质氧化不仅会导致目标脂质的损失，还会产生一

些氧化产物，对后续的分析造成干扰，影响脂质的

纯度和数据的准确性。BHT 能够有效捕捉氧化反

应中的自由基，从而抑制氧化链式反应的进行，保

护脂质的完整性。溶液B为含有1 mmol/L EDTA和

0.9% KCl的超纯水溶液，预冷至4°C，旨在稳定代

谢物并促进相分离。EDTA 是一种金属离子螯合

剂，可以与溶液中可能存在的金属离子（如Fe³⁺、

Cu²⁺等）结合，形成稳定的络合物。这些金属离子

有时会催化一些氧化或水解反应，对代谢物的稳定

性产生不利影响。此外，EDTA的存在还可以减少

因金属离子与生物分子（如核酸、蛋白质等）发生

非特异性结合而引起的沉淀或聚集现象，有助于保

持代谢物的溶解性和完整性，从而提高提取效率和

质量。溶液C则是氯仿与甲醇（10∶1）的混合液，

用于二次萃取残留的非极性代谢物。这种溶剂比例

的调整是为了更高效地提取非极性代谢物，确保在

初次萃取后仍有较多残留的非极性代谢物能够被充

分提取出来，从而提高非极性代谢物的回收率。

其次，分步提取流程中，将组织样本置于液氮

环境中进行冷冻研磨。液氮的低温可以迅速使组织

细胞冻结，降低细胞内酶的活性，减少因酶促反应

对生物分子造成的降解。同时，冷冻后的组织在研

磨过程中更容易被破碎，使细胞内的生物分子能够

充分释放出来。研磨时需控制研磨力度和时间，一

般采用适量的压力进行研磨，时间控制在数分钟

内，以确保组织充分破碎又避免过度产热。过度研

磨可能会导致样本局部温度升高，影响生物分子的

稳定性［35］。初次萃取时，将溶液A和B按一定比

例加入研磨后的组织粉末中，随后进行涡旋混合，

使溶液与组织充分接触，促进生物分子的溶出。涡

旋混合时要保证速度均匀，避免产生过多泡沫，以

免影响后续离心分层的效果。接着进行离心操作，

离心速度和时间需根据样本类型和实验需求进行优

化，一般在 2 000~3 000g 下离心 10~15 min，分离

出下层（非极性相）和上层（极性相），并保留中

间层以备后续的核酸和蛋白质提取。而在二次萃取

过程中，对残留的中上层添加溶液C，再次进行涡

旋混合，以进一步分离非极性代谢物。这一过程是

为了提高非极性代谢物的回收率，确保尽可能多地

提取出样本中的非极性代谢物。涡旋混合后同样需

要进行离心操作，条件与初次离心相似，使溶液C

中的非极性代谢物充分分离出来。中间层的处理则

采用 QIAGEN AllPrep 试剂盒（QIAGEN 公司）进

行细胞裂解［36］，以同时提取DNA、RNA、小RNA

和蛋白质，并结合RNase-Free DNase（QIAGEN公

司） 与 RNeasy MinElute （QIAGEN 公司） 技术进

行核酸的纯化。该研究建立的改良Folch同时提取

法可从30 mg组织样本中同时获得：a. 代谢组部分

——通过¹H NMR定量分析43种极性代谢物（含抗

坏血酸等关键分子），LC-MS/MS检测72种非极性

氧脂素，方法C提取的代谢物CV显著低于传统方

法；b. 核酸部分——Qubit定量显示可获得完整基

因组 DNA （凝胶电泳验证分子质量>10 kb）和高

纯度 RNA （Bioanalyzer （Agilent 公司） 确认 18S/

28S rRNA 完整性），并实现小 RNA 特异性富集。

通过对比三种提取方案，验证了方法C在代谢物回

收率（P<0.01）、核酸完整性及实验重现性上的综

合优势，成功解决了小样本多组学分析中组织异质

性干扰的关键问题。此外，为了确保提取的质量，

采用核磁共振 （NMR） 和质谱 （LC-MS/MS） 验

证极性和非极性代谢物的完整性与浓度，核酸和蛋

白质则通过 NanoDrop 2000c 分光光度计（Thermo 

Fisher Scientific 公司）和 Qubit Fluorometer 荧光计

（Thermo Fisher Scientific公司）进行定量［37］，并利

用 Bioanalyzer （Agilent 公司）评估 RNA 的完整性

（RIN 值）［38］。经研究证明，使用商业试剂盒提取

的DNA和RNA纯度高（A260∶A280比值在1.8~2.0范

围内），小RNA回收量充足，蛋白质提取量满足后

续的蛋白质组学分析需求。

与传统 Folch 法相比，改良后的 Folch 法不仅

目标分子涵盖了代谢物、DNA、RNA和蛋白质的

全组分，而且在样本量上可以处理较小组织量

（30 mg），相分离次数增加至两次，从而提高了非

极性代谢物的回收率，并支持多组学的分析。该方
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法具备高通量的优势，单次可处理 12个样本，耗

时约4 h（不包括冻干步骤），同时减少了因样本分

装导致的组分数据偏差［39］。此外，已在小鼠肝脏

和肿瘤等组织中验证其广泛适用性，有潜力扩展至

其他生物样本［40］。然而，该方法也存在一些局限

性，如中间层核酸提取依赖于商业试剂盒，导致成

本较高，同时极性与非极性代谢物之间可能存在交

叉污染的风险，需要通过严格的分层操作进行控

制。关键实验步骤示例包括将30 mg冷冻组织粉末

与 2.4 ml 溶液 A 混合，涡旋后以 2 000g 离心         

15 min，随后收集下层有机相（非极性代谢物），

而上层水相则经过二次萃取后合并，最终在溶液C

中间层中加入含2-巯基乙醇的裂解缓冲液（Buffer 

RLT），通过QIAshredder柱（QIAGEN公司生产的

分离柱） 进行裂解液的纯化，以分馏出 DNA、

RNA 和蛋白质。改良的 Folch 法通过优化溶剂体

系、整合多组学提取流程，实现了小样本中多类生

物分子的高效同时提取［41-42］。改良Folch法通过氯

仿-甲醇溶剂系统分离代谢物，并结合商业试剂盒

同时提取其他分子。它提取效率高，能从小样本中

高效提取多种分子，适合多组学分析和高通量研

究。不过，该方法成本较高，依赖商业试剂盒，样

本量要求也相对较高，且需要严格控制分层以避免

交叉污染。在肾癌细胞的多组学研究中，改良

Folch法能够很好地满足从有限的肾癌细胞样本中

同时提取多种生物分子的需求，为全面深入地研究

肾癌细胞的分子机制提供了有力支持，但在成本控

制方面需要进一步优化。这一方法为多组学联合分

析提供了标准化方案，尤其在临床和珍稀样本研究

中具有重要应用价值。

改良Folch法的现有形式已接近小样本多组学

提取的局部最优，但要使该方法具有更广泛的适用

性，必须突破其对商业试剂盒的依赖，发展开放、

标准化且可溯源的整合系统。当前方法的限制在于

其“闭源”特性——QIAGEN AllPrep 等试剂盒的

具体化学组成和结合机制不透明，限制了方法的深

度优化和成本控制。未来的整合方向应是构建开源

的多模态分离矩阵，开发一系列明确化学组成的固

相材料（如不同孔径的硅胶、修饰不同官能团的磁

珠、特定亲和配基的树脂），这些材料可按需组装

成序列分离柱。例如，针对 30 mg肿瘤组织样本，

可依次通过：a. 大孔径硅胶捕获DNA和蛋白质聚

集体；b. 氨基修饰磁珠特异性结合RNA；c. C18反

相材料富集非极性代谢物；d. 亲水作用材料回收极

性代谢物。这种物理分离序列的优势在于每个步骤

的机理明确、可独立优化，且成本可控。更重要的

是，它建立了提取过程与分子特性的直接映射关

系，通过记录每个组分的洗脱条件，研究人员不仅

能获得纯化的分子，还能推断其理化性质，这为多

组学数据的深度整合提供了前所未有的元数据维

度。结合自动化平台和实时质控传感器，这一开源

系统将形成从样本到数据的全链条可追溯、可优化

的智能提取生态，这才是实现未来多组学研究更方

便的真正路径。

3　总结与展望

随着多组学研究的深入发展，同时提取代谢物

与核酸的技术已成为生物样本前处理的关键环节。

本文系统综述了甲醇/氯仿萃取法、TRIzol试剂法

及改良Folch法等主流同时提取策略，分析了其原

理、优势与局限性，并探讨了其在临床医学、植物

科学、微生物生态等领域的实际应用。同时提取技

术通过整合提取流程，显著提高了样本利用效率，

减少了因多次处理引起的降解与污染，确保了多组

学数据的一致性与可比性［43-45］。例如：在临床肿

瘤研究中，利用 Sequential/mirVana 方法可从同一

组织块中同步获取代谢物、脂质与RNA，支撑转

录组与代谢组的联合分析，揭示基因-代谢物互作

网络；在植物系统生物学中，改良Folch法成功应

用于油棕根部组织，同时提取RNA、蛋白质及极

性/非极性代谢物，为作物代谢调控研究提供全面

数据支持［46-48］；在环境微生物学中，结合磁珠法

的自动化提取平台实现了土壤样本中DNA、RNA

与代谢物的高通量提取，助力微生物群落功能与代

谢活动的研究［49］。不同同时提取方法的性能与特

点、适用样本类型的具体内容如表4所示。

展望未来，同时提取技术虽已在多组学研究中

展现出显著优势，但仍面临代谢物稳定性不足、提

取纯度波动、标准化体系缺失以及成本控制等多重

挑战。为进一步提升其效率、通用性与实用性，应

在多个方向持续发力。技术融合与创新是核心路径

之一，例如将微流控芯片与磁珠纯化系统结合，构

建一体化、低降解的提取平台，实现对单细胞或微

量样本的高精度处理；自动化与高通量技术的引

入，不仅能够大幅提高样本通量和操作重现性，还

可减少人为误差，为大规模临床队列研究提供技术

支持［50］。标准化是推动技术广泛应用的关键，需

建立针对不同来源样本（如组织、血液、微生物）
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的标准操作程序 （standard operating procedure，

SOP），并促进商业试剂盒的开放化和模块化，降

低对单一供应商的依赖。

在应用层面，同时提取技术有望在精准医疗中

发挥更大作用，例如用于液体活检中循环核酸与代

谢物的共提取，以揭示肿瘤异质性和治疗反应机

制。在环境微生物学和农业系统生物学中，该技术

也可用于土壤、植物-微生物相互作用等复杂体系

的多组学联合解析，推动生态调控和作物育种的发

展。质量控制的智能化是另一重要趋势，通过引入

实时传感器、荧光示踪等动态监测手段，可评估提

取过程中分子完整性；结合机器学习算法对提取参

数进行预测与优化，能够为特定样本类型量身定制

提取方案，实现精准化与前处理流程的系统优化。

通过跨学科协作、技术整合与流程标准化，同时提

取技术将逐步迈向更高效、稳定、经济的新阶段，

为多组学深度融合与临床转化研究提供坚实支撑。
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Abstract　With the rapid development of the biopharmaceutical field, the efficient and simultaneous extraction 
of multiple biological components from biological samples has become a critical process for advancing scientific 
research. The ability to simultaneously extract various molecular components such as metabolites, DNA, RNA, 
and proteins is pivotal for multi-omics studies, which aim to comprehensively understand the molecular 
mechanisms of biological systems. Traditional methods often extract these components separately, leading to 
challenges such as sample loss, time consumption, contamination, and inconsistencies across different data types. 
In contrast, simultaneous extraction techniques address these issues by maintaining the consistency of each 
biological component’s physiological state, improving data reliability and facilitating integration across omic 
platforms. This review systematically summarizes recent advances in simultaneous extraction technologies, 
focusing on methods such as methanol/chloroform extraction, TRIzol reagent extraction, and modified Folch 
extraction, which have shown significant promise in improving the efficiency and integrity of biological sample 
preparation. These methods offer various advantages, such as reduced sample volume requirements, decreased 
contamination risk, and enhanced extraction consistency, which are crucial for studies involving small sample 
sizes or precious clinical specimens. Among these, methanol/chloroform extraction stands out for its simplicity, 
low cost, and ability to extract a wide range of biological molecules. However, it does face limitations, such as its 
inefficiency in extracting lipids and potential RNA contamination. On the other hand, the TRIzol reagent method 
has become a widely adopted technique due to its ability to simultaneously isolate RNA, proteins, and metabolites 
from the same sample. Despite its effectiveness, the TRIzol method has limitations in RNA quality, especially 
when handling complex samples or those with high protein content. Modified Folch extraction, which combines 
liquid-liquid extraction with commercial kits, offers a highly efficient way to extract polar metabolites, lipids, 
RNA, DNA, and proteins from small tissue samples. This method has proven advantageous in terms of extraction 
yield, especially for challenging or rare samples, although it requires precise handling to avoid cross-
contamination between phases. The integration of automated platforms, microfluidics, and high-throughput 
systems is another exciting avenue for improving simultaneous extraction. Automation facilitates large-scale, 
reproducible sample processing with minimal human error, while microfluidics provides high precision in sample 
handling and enables real-time monitoring of extraction efficiency. These innovations not only enhance the speed 
and reproducibility of sample preparation but also open new possibilities for single-cell analysis, where sample 
volumes are often limited, and extraction efficiency is critical. In addition to the technical aspects, the review also 
highlights the importance of optimizing extraction protocols for specific sample types, such as clinical tissues, 
plants, and microorganisms. For example, the challenge of extracting multiple components from cancer tissues, 
where sample degradation and contamination risks are high, can be mitigated by carefully selecting extraction 
reagents and minimizing sample handling steps. Similarly, in plant studies, where metabolite diversity is vast, the 
simultaneous extraction methods must be optimized to account for the unique composition of plant tissues, which 
often include complex secondary metabolites and cell wall components. Looking forward, the development of 
more efficient and standardized simultaneous extraction methods will be crucial for advancing multi-omics 
research. There is a growing need for protocols that can be tailored to specific research needs, ensuring both 
reproducibility and flexibility in diverse applications. Additionally, combining these extraction methods with high-
resolution analytical techniques such as mass spectrometry and next-generation sequencing will further enhance 
the potential of multi-omics studies to provide comprehensive insights into biological systems. As these 
technologies continue to evolve, their application in personalized medicine, environmental research, and 
agriculture holds great promise for addressing critical scientific challenges. In conclusion, while simultaneous 
extraction technologies have made significant strides, several challenges remain in optimizing extraction 
efficiency, ensuring reproducibility, and reducing costs. Future research should focus on refining extraction 
protocols, developing innovative extraction reagents, and expanding the scope of these methods to cater to a 
broader range of biological samples. Ultimately, the continued integration of these advanced techniques will 
revolutionize the way biological samples are prepared, analyzed, and understood in the context of multi-omics 
research.

Key words　 multi-omics research, metabolite extraction, nucleic acid extraction, dual extraction methods, 
TRIzol reagent method
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