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从福尔马林固定-石蜡包埋淋巴组织抽提 RNA的影响因素研究

Study on the factors involved in RNA isolation from formalin-fixed and paraffin-embed-
ded lymphatic tissues
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　　提　要:目的　探讨从福尔马林固定-石蜡包埋(FFPE)淋巴组织提取 RNA的影响因素。方法　以新鲜淋巴组织为对

照 ,改变福尔马林固定时间及组织裂解方法 ,采用 22对 TCR Vβ CDR3 区域特异性引物 , 观察从FFPE 淋巴组织提取 RNA 的

产量及其作为 RT-PCR模板的扩增效率。结果　蛋白酶K 法提取效率显著高于 Trizol法 , 所提取 RNA的可扩增性随福尔

马林固定时间的延长而下降 , TE 70 ℃孵育 60 min去修饰处理可显著提高所提 RNA 的可扩增性。结论　从 FFPE 组织提

取 RNA 完全可行 ,尽量短的固定时间 、蛋白酶 K消化及去修饰处理是必要的。

　　常规病理学标本均为福尔马林固定-石蜡包埋

(formalin-fixed and paraffin-embedded , FFPE)组织 , 从

FFPE组织提取基因组 DNA的方法已基本成熟 ,我们

也曾从淋巴瘤组织石蜡切片中提取基因组 DNA ,经

PCR扩增后观察 TCR Vβ 和 IgG 重链基因重排
[ 1]
。从

病理学档案标本提取足量 、能有效扩增的 RNA对基因

组功能及多态性研究具有重要意义 ,提取方法值得探

讨。最近几年 ,国外这方面出现诸多进展 ,但提取方法

各异 , 所得 RNA 的产量及扩增效率也存在很大差

异
[ 2 ～ 5]

。本研究以新鲜淋巴组织为对照 ,改变福尔马

林固定时间及组织裂解方法 ,采用 22对 TCR Vβ CDR3

区域特异性引物 ,观察从 FFPE淋巴组织提取 RNA的

产量及其作为 RT-PCR模板的扩增效率 ,确定一种合

适的 FFPE组织 RNA提取方法 。

1　材料与方法

1.1　淋巴组织来源及固定
　　淋巴组织来源于本院 1 例颈部淋巴结活检组织(男性 , 25

岁), 经组织学检查确诊为慢性淋巴结炎。

　　送检的淋巴组织切分为约 100 mg大小的组织块 , 除常规病

理学诊断取用之外 , 取 2 块迅速冻存于液氮 , 作为新鲜淋巴组

织对照;4块置于磷酸盐缓冲的 10%福尔马林(pH 7.0)中 ,于室

温下分别固定 16 h、7 d及 30 d。福尔马林固定完毕后 , 按照常

规方法脱水 、透明 、石蜡包埋。
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1.2　石蜡包埋组织的脱蜡
　　用灭菌处理的清洁刀片将石蜡块修剪至包埋组织大小 , 然

后将FFPE 淋巴组织全部切成厚度 8～ 12 μm 的切片 , 每块 FFPE

淋巴组织的所有切片小心放入 50 ml 高速尖底离心管(上海亚

克曼塑料制品有限公司)。 脱蜡步骤按 Beaulieux F 的方法进

行:每管加入 40 ml二甲苯 , 在振荡器上剧烈振荡 2 min;4 ℃ 12

000×g 离心2 min ,弃上清 , 加入 40 ml 95%乙醇 ,振荡器上振荡

2 min , 4℃ 12 000×g 离心 2 min , 弃上清;重复以上步骤 2 次。

最后一次弃去上清后 ,置通风橱自然晾干(约 10～ 15 min)。

1.3　RNA提取及鉴定
　　所用器材 、试剂和操作按常规 RNA提取要求进行。

1.3.1　Trizol试剂盒方法　　液氮冻存的 100 mg 新鲜组织块

或步骤 2脱蜡处理后按试剂盒说明进行操作。

1.3.2　蛋白酶 K消化法　　液氮冻存的 100 mg 新鲜组织块或

步骤 2脱蜡处理后的组织块置于匀浆器 ,加入 1 ml蛋白酶K 消

化液(含 200 mmol L Tris-HCl , 200 mmol L NaCl , 1.5 mmol L Mg-

Cl2 , 2%SDS ,Merck 公司蛋白酶 K 800 μg , pH 7.5), 匀浆 , 置 Ep-

pendorf管 , 45 ℃孵育 1 h。经水饱和酚 氯仿 异戊醇(25∶24∶1)

抽提 、乙醇沉淀后 , 自然干燥 5～ 10 min , 加入去 RNA 酶水200μl

溶解 RNA。

　　上述两种方法所提 RNA 溶解后均取 4 μl 于 1%琼脂糖电

泳鉴定。

1.4　RNA的去修饰处理
　　参照 Masuda[ 6] 的方法 , 将溶于水的 RNA 100 μl 用乙醇沉

淀 ,晾干后溶于 TE(10 mmol L Tris-HCl , pH 7.5 , 1 mmol L EDTA),

70 ℃孵育 60 min。

1.5　RT-PCR

　　采用 Promega公司逆转录试剂盒进行 cDNA 合成。逆转录

产物(cDNA)于-20 ℃冻存备用。根据文献[ 7] 报道的 TCR Vβ

CDR3 区域的 22 个亚家族特异序列分别合成 22 个 Vβ 引物

(Vβ1-4 , Vβ5.1 , Vβ5.2 , Vβ6-12 , Vβ13.1 , Vβ13.2 , Vβ14-20)作为上游

引物 , 以 Cβ 同源区共有序列合成下游引物。所有引物由上海

生工合成。 PCR 体系为 25 μl , 其中含 1 μl cDNA , 0.2 mmol L
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dNTP(dATP , dCTP , dGTP 和 dTTP), 引物浓度为 0.4 μmmol L(任

一Vβ 引物和 Cβ 引物), 1 U ExTaq DNA 聚合酶(Takara 公司),

2.5 μl 10×PCR缓冲液。 95 ℃预变性 2 min , 随后的 PCR参数

为:94 ℃ 30 s , 54 ℃40 s , 72 ℃1 min(末次为6 min), 40 个循环 ,

循环结束后于 4 ℃保存。 PCR产物于 1%琼脂糖电泳 、溴乙锭

染色观察。

2　结果

2.1　两种 RNA提取方法比较
　　我们采用最常用的两种方法提取 RNA:Trizol 试剂盒法和

蛋白酶K 消化法。新鲜淋巴组织和 FFPE 淋巴组织量均为 100

mg。所得 RNA经 1%琼脂糖电泳图片见图 1。 即使充分匀浆 ,

Trizol法也未能完全溶解FFPE 组织(肉眼可见剩余组织残渣);

而FFPE 组织经蛋白酶 K 45 ℃处理 1 h 后 ,被完全消化(无肉眼

可见残渣)。 与此相应的是 , 对于 FFPE 组织 , 蛋白酶 K 法的

RNA 产量比Trizol法高 10倍以上 , 所提 RNA的产量与完整性接

近新鲜组织。两种方法提取新鲜组织 RNA 产量无明显差异。

a:新鲜淋巴组织(蛋白酶 K 法);b:新鲜淋巴组织(Trizol 法);

c:FFPE 淋巴组织(固定 16 h ,蛋白酶K 法);d:FFPE淋巴组织(固

定 16 h , Trizol 法);e:FFPE淋巴组织(固定 7 d ,蛋白酶 K 法);f:

FFPE淋巴组织(固定 30 d ,蛋白酶 K法);g:教学用福尔马林固定

肝脏组织(固定 5年 ,蛋白酶 K法)

图 1　提取 RNA 的电泳鉴定

　　采用蛋白酶 K法对福尔马林固定不同时间(16 h 、7 d、30 d)

的FFPE组织进行 RNA 提取 , 固定 7 d 与 16 h 相比 , 所提 RNA

的产量与完整性变化不明显;而固定 30 d 后 RNA 的产量与完

整性明显降低。

2.2　RT-PCR鉴定

　　为鉴定 FFPE 组织所提 RNA作为模板的有效性 , 我们对所

提 RNA 进行逆转录 ,用 22 对 TCR Vβ CDR3区域特异性引物进

行PCR扩增。各引物扩增片段在 170 ～ 250 bp 之间 , 结果见图

2。新鲜淋巴组织 RNA扩赠出 22 个片段 ,固定不同时间(16 h , 7

d , 30 d)FFPE 组织 RNA 分别扩增出16 、10、6个片段 , 经TE 70 ℃

孵育 60 min 去修饰处理后分别扩出 19、15、8 个片段。 可以看

出 ,所提 RNA去修饰处理后 RT-PCR的恢复程度随福尔马林固

定时间的延长而降低。此外 ,不同固定时间淋巴组织所提 RNA

经 RT-PCR扩出的片段并不完全重合:TCR Vβ6 和 Vβ15 在 16 h

模板中无扩增 ,但在 7 d 模板中有扩增;而 TCR Vβ3、Vβ5.2 及

Vβ12在 7 d模板中无扩增 , 但在 30 d 模板中有扩增。

胶图中泳道顺序依次为 Vβ1-4 , Vβ5.1 , Vβ5.2 , Vβ 6-12 , Vβ13.1 ,

Vβ 13.2和Vβ14-20 ,共 22泳道。1%琼脂糖电泳 ,溴乙锭染色。 ＊表

示所提 RNA 经TE 70 ℃孵育 60 min去修饰处理后扩增出来的片

段;A:冰冻组织;B:FFPE组织(RNA 经去修饰处理后)固定时间

16 h;C:FFPE组织(RNA经去修饰处理后)固定时间 7 d;D:FFPE

组织(RNA 经去修饰处理后)固定时间 30 d;1:TCR Vβ 1;2:TCR

Vβ 2;3:TCR Vβ3;4:TCR Vβ4;5:TCR Vβ5.1;6:TCR Vβ5.2;7:

TCR Vβ 6;8:TCR Vβ7;9:TCR Vβ8;10:TCR Vβ 9;11:TCR Vβ10;

12:TCR Vβ11;13:TCR Vβ12;14:TCR Vβ 13.1;15:TCR Vβ13.2;

16:TCR Vβ14;17:TCR Vβ15;18:TCR Vβ16;19:TCR Vβ17;20:

TCR Vβ 18;21:TCR Vβ 19;22:TCR Vβ20;M:Marker

图 2　RT-PCR 扩增鉴定电泳胶图

3　讨论

　　常规 Trizol法以其简便 、快速 ,成为目前提取总

RNA最常用的方法 。但我们的实验结果表明 ,FFPE淋

巴组织对 Trizol的耐受性比新鲜淋巴组织强 ,蛋白酶K

的消化处理是必要的。我们的提取实验还表明 ,常温

下福尔马林固定时间在 7 d内对 RNA 产量无显著影

响 ,但固定 30 d的样品RNA产量显著降低。我们对福

尔马林固定 5年的肝脏教学标本进行提取 ,结果未能

提出任何 DNA或 RNA 。因此 ,常温下福尔马林固定时

间最好不要超过 7 d ,标本长期浸泡于福尔马林可能会

损坏核酸 。

　　Lehmann等
[ 4]
认为 FFPE组织提取的 mRNA 大多

断裂为短片段状态 ,平均约 200 bp左右。我们选用的

TCR Vβ CDR3区域特异性引物扩增产物长度较小 ,在

170 ～ 250 bp之间 。因此 ,本实验的 RT-PCR检测考虑

了 RNA片段长度的限制 ,能有效地反应模板 RNA 的

可扩增性 。

　　Masuda 等
[ 6]
曾报道 ,在福尔马林固定液中 , RNA

碱基的氨基可发生甲羟基(N-CH2OH)化修饰 ,因此 ,

FFPE组织提取的 RNA 直接作为模板的 RT-PCR效率
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不高 ,我们的结果也证实了这一点 。所提 RNA经 TE

70 ℃孵育 60 min 去修饰处理后 , RT-PCR效率得到相

当程度的提高 ,其中福尔马林固定 16 h的 FFPE淋巴

组织扩增出 19个片段(总共 22个预期片段)。但是 ,

这种 RT-PCR效率的恢复随福尔马林固定时间的延长

而降低 ,表明不可逆修饰(相邻碱基二聚体形成)增加。

由于碱基A的修饰率最高 ,形成相邻碱基二聚体的可

能性增加 ,因此 ,寡聚(dT)作为逆转录引物与 mRNA多

聚A退火可能受到抑制。同时 ,不同固定时间淋巴组

织所提 RNA经 RT-PCR扩出的片段并不完全重合 ,表

明 RNA的这些修饰是随机的。

　　综上所述 ,我们认为从 FFPE组织提取 RNA是可

行的 ,但要注意 5个要点:①宜采用蛋白酶K消化后提

取;②用磷酸盐缓冲的 10%中性福尔马林固定 ,时间

应限制在 24 h以内;③提取的 RNA最好经TE 70 ℃孵

育60 min去修饰处理;③所选择扩增的目的片段限制

在1 000 bp 以内 , 100 ～ 300 bp片段的扩增效率更高。

⑤综合应用寡聚(dT)和随机引物作为逆转录引物 ,可

能有助于提高逆转录效率 。
　　关键词:RNA;淋巴组织;RT-PCR
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微量元素硒 、锰 、氟对 SOD活性的影响

Effects of microelements Se , Mn , and F on SOD activity

赵先英 ,刘毅敏 ,覃　军 ,王祥智 ,赵华文　　(第三军医大学基础医学部化学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨微量元素硒 、锰 、氟对 SOD活性的影响。方法　采用 Vit C 阻断法测定了不同浓度 Se、Mn、F 对

SOD活性的影响。结果　①Se浓度由 0 μg L增加到 40.0 μg L时 , SOD活性由 5 100 U mg上升到 5 400 U mg;Se浓度继续

增加到 60.0 μg L, SOD活性下降至 5 140 U mg;②Mn 浓度由0μg L增加到400μg L , SOD活性由5 100 U mg 上升到5 900 U 

mg;Mn 浓度继续增加 500μg L, SOD活性下降 5 200 U mg;③F 浓度由 0μg L增加到 100 μg L , SOD活性由 5 100 U mg上升

至 5 280 U mg;继续增加 F浓度到 200μg L , SOD活性下降为 5170 U mg;再增加F 浓度至400μg L, 600μg L, 800μg L , SOD 活

性基本维持在 5 200～ 5 180 U mg之间。结论　微量元素 Se、Mn 、F与抗氧化物酶 SOD活性具有密切关系 ,低浓度 Se、Mn、F

对 SOD活性起激活效应 , 高浓度 Se、Mn、F 对 SOD活性起抑制效应。

　　超氧化物歧化酶(superoxide dismutase , SOD)是一类

重要的金属酶 ,能催化超氧阴离子自由基(O·
-

2)发生歧化

反应:2O·
-

2+2H+
SOD

H2O2+O2 从而将其清除。根据金属

辅基的不同 ,可将其分为 3类:Cu.Zn-SOD 、Mn-SOD 、Fe-
SOD。文献[ 1 ,2]证明 , SOD活性受微量元素 Cu 、Zn 、Fe

影响较大。而 SOD活性与人体内其它重要微量元

　　作者简介:赵先英(1966-),女 ,河南省郸城县人 ,硕士 ,副教授 ,主要从事微
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素Se 、Mn 、F 关系如何 ,则少见详细体外实验报道。为

此 ,本实验用 Vit C 阻断法测定了不同浓度 Se 、Mn 、F

对SOD活性的影响 ,并从得出了一些有意义的结论。

1　材料与方法

1.1　试剂与仪器
　　SOD:Sigma 试剂;SOD 标准液:用 0.05 mol L、pH 10.2 的

Na2CO3-NaHCO3 缓冲液配制 , 浓度为0.04 mg ml , 比活力为 5 100

U mg;Se 标准液:准确称取一定量的 Na2SeO3 ,用双蒸水配成含

Se 100 μg L的应用液备用;Mn 标准液:准确称取一定量 MnCl2 ,
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