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、

石蜡包埋组织中提取 N DA的研究
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从福尔马林固定
、

石蜡包埋组织中提取

DNA可望解决分子生物学研究 中难以得到

大量标本的难题
。

本文对几种不成熟的从石

蜡包埋组织 中提取 N DA的方法进行了 比

较
,

建立了一种简单
、

有效的方法
;
并对 石蜡

包埋组织 中的 D N A 进行 了 ar s 基因点突变

的分析
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 胃癌组织标本
:
4 2例 ( 1 9 8 3 年 ~ 19 85 年 )经

福尔马林固定
、

石蜡包埋的胃癌组织来 自北京市肿

瘤研究所病理科
。

1
.

1
.

2 10 例正常人血标本来 自北京医科大学附属

一院正常献血员
。

1
.

1
.

3 工具酶 H p a l
、

M
s p l

、

B
s t N 一

、

H p h l 购自美

国 B R L 公司
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 从福 尔马林固定
、

石蜡包埋组织中提 取

D N A
:

将石蜡包埋的组织切成 5拜m 的切片
,

分别加

入 4 个 1
.

s m l E p p e n d o r f 管内
。

1
.

2
.

1
、

l 直接水煮法
` ’ ,

2) :

将 l 号管内加入二甲苯
,

弃除上液后加乙醇
,

弃除乙醇
,

加人去离子水煮沸

i o m i n 后用于 P C R 扩增
.

1
.

2
.

1
.

2 蛋白酶 K 消化法
(3

· 4 , :

将 2 号管 内依次加

入辛烷
、

乙醇
。

真空抽干后加入消化缓冲液及蛋白酶

K 在 5 5 ℃孵育 3 h
,

然后用于 P C R 扩增
。

1
.

2
.

1
.

3 氛仿
一

异戊醉抽提法m
:

将 3 号管内的切

片用二甲苯洗 3 次
,

然后依次用 100 %
、

90 %
、

80 %
、

75 % 乙醇洗
.

洗淀物再用二甲苯洗
、

无水乙醇沉淀
,

S S C 溶解
。

去掉 S S C
,

加入溶液 A ( 2 x S S C
、
1 % S D S

和蛋白酶 K )
,

保温 6 h
,

离心后去上清加入溶液 A

继续保温
。

敏仿
一

异戊醇抽提
、

乙醇沉淀
。

沉淀物加

R N as
e A 继续保温 至组织溶解

,

分别用酚
、

酚
一

氛仿
、

氛仿
一

异戊醇抽提
。

1
.

2
.

1
.

4 将 4 号管内加入二甲苯
,

去除上液后加人

乙醇
,

沉淀物中加入裂解缓冲液和蛋白酶 K
,

保温后

用酚
一

氯仿抽提
。

1
.

2
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2 新鲜胃癌组织 D N A 和白细胞 D N A 按常规

方法提取
“ ,

, ’ 。

1
.

2
.

3 多聚酶 D N A 链 延伸反应 ( P C R )按 aS ik i

法 “ ’

加以改进
。

P C R 扩增的产物用相应的限制性内

切酶消化
,

酶消化产物用 4 %聚丙烯酞胺电泳分离
.

2 结果

2
.

1 用 不 同方 法从 石 蜡 包理 组织 中提取

D N A 进行 P C R 扩增的结果

用直接水煮法 10 个标本有 6 个被扩增出来 ,用

蛋白酶 K 消化法 10 例中 7个被扩增出 ,用酚
一

抓仿

和 (1
.

2
.

1
.

4) 法 10 例标本全被扩增出
。

2
.

2 从新鲜胃癌组 织 和从石蜡包理组织中

提取 D N A 的比较

从石蜡包埋组织中提取的 D N A 经 0
.

8%琼脂

糖电泳显示组织有较明显的降解
,
而从新鲜胃癌组

织提取的 D N A 片断多在 23 kb 以上
.

2
.

3 三 种不 同组织来源的 D N A P C R 扩 增

结果

分别取新鲜 胃癌组 织 D N A
、

正 常人 白细胞

D N A
、

石蜡包埋组织 D N A 用 cP 1A 和 CP ZB 进行

cP R 扩增 (图 1
、

图 2
、

图 3 )
。

从图中可以看出
,

尽管

从福尔马林固定
、

石蜡包埋组织中提取的 D N A 有

明显降解
,

但仍能有效地扩增
。
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图 1 新鲜胃癌组织 D N A P C R 扩增后产物

图 2 正常人白细胞 D N A P C R 扩增后产物

图 3 从福尔马林固定
、

石蜡包埋组织中提取

D N A 进行 P C R 扩增后产物

2
.

4 r a s 基 因点突变的研究

用 (1
.

2
.

1
.

4 )法从石蜡包埋组织中提取的 D N A

分别用分析 ar
s

基因点突变的引物进行扩增
,

42 例

标本均能扩增出来
。

对 P C R 扩增的产物分别用相应

的限制性内切酶消化
,
4 %聚丙烯酸胺电泳分离

,

其

结果和从新鲜胃癌组织中提取 D N A 进行
r a s
基因

点突变的研究结果一致
.

3 讨论

从福尔马林固定
、

石蜡包埋组织 中提取

DN A 是近年来随着分子生物学 的发展而开

始的
。

几种方法均不十分成熟
。

本文对几种

方法进行 了比较
,

发现直接水煮法和蛋 白酶

K 消化法扩增率较低 ( 60 %一 70 % )
,

这可能

是由于标本中蛋白质和残留的固定剂等成分

对 T a q D N A 多聚酶的抑制所致
。

酚
一

氯仿抽

提法虽能有效地扩增
,

但步骤繁多
,

不适合大

批样本的检测
。

在以上几种方法的基础上我

们建立了一种简单
、

有效 D N A 提取的方法
,

即二甲苯脱蜡 ~ 乙醇水化 ~ 蛋 白酶 K 消化

” 酚
一

氯仿一次抽提
。
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