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摘摇 要:摇 目的摇 改进一种以含蛋白酶 K 的裂解液作用于石蜡包埋处理的细胞、分离 DNA 粗提液用于 PCR 扩

增的实验方案。 摇 方法摇 石蜡包埋组织切片经常规脱蜡处理,用蛋白酶 K 裂解液洗脱细胞,55 益消化 3 h 后离心,
吸取上清液;分光光度法检测 DNA 酶裂解液质量和浓度;以之为模板分别扩增人线粒体基因微卫星多态 D310 区、
ATPase6 基因区和核基因 HBB、BRCA1 等的 DNA 片段,琼脂糖凝胶电泳检测分析 PCR 扩增情况,并测序验证扩增

产物。 摇 结果摇 以石蜡切片的 DNA 裂解粗提液为模板,扩增目的 DNA 片段阳性率可达 100% ;获得序列分析验

证。 摇 结论摇 改进的蛋白酶 K 裂解液一步洗脱消化法操作简单、过程快捷、费用低廉,能快速有效地分离石蜡组织

切片 DNA,用于后续 PCR 扩增检测,具有较高效率。
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DNA Isolation from Paraffin Sections by an Adjusted One鄄Step
Protocol and its Qualification Test by PCR

PENG Jianqiao,LEI Ping,YANG Qin,et al
(Clinical Laboratory,Hunan Provincial People蒺s Hospital,Changsha,Hunan 410005,China)

Abstract:摇 Objective摇 To improve a simple method to extract DNA from tissues fixed in paraffin sections by direct
digestion with proteinase K lysis buffer. 摇 Methods摇 Formalin鄄fixed paraffin鄄embedded sections were routinely deparaf鄄
finized and then the tissues were washed off for the glass slides using digestion buffer with proteinase K and transferred into
a 1. 5 mL microtube for each sample. After incubation at 55 益 for 3 h,the supernatant containing DNA was transferred into
a new tube. The DNA concentration and A260 / 280 values of the lysate were assayed by ultraviolet spectrophotometry. Amplifi鄄
cation of the mitochondrial DNA fragment flanking D310 microsatellite region,part of the ATPase6 gene as well as nuclear
genes HBB and BRCA1 were performed,and PCR amplification following detection with agarose gel electrophoresis was ana鄄
lyzed. 摇 Results摇 As shown by agarose gel electrophoresis and DNA sequence analysis,all the target mtDNA fragments
were successfully amplified by PCR using the DNA lysate directly as template. 摇 Conclusion摇 A simple鄄manipulation,rap鄄
id鄄procedure and low鄄cost method for DNA separation from paraffin sections was presented here,by which the DNA content
was extracted by one鄄step digestion with proteinase K lysis buffer;its effectiveness were evidenced by PCR of mitochondrial
DNA and nuclear DNA fragments.
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摇 摇 越来越多的研究表明,人类多种复杂疾病如各种 肿瘤、糖尿病、高血压、AD、PD、心血管疾病等的发生

发展均与多重遗传因素相关,不仅包括核基因变异,
也包括线粒体 DNA(mitochondrial DNA,mtDNA)变

异[1],同时,这些关联在不同人群中可能存在差别。
为确证基因变异与不同疾病的相关性及其人群差异

性,必须在人群中开展大规模的遗传学关联分析;而
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如果能对医院病理科积存的大量石蜡包埋组织切片

加以有效利用,将有助于规避相关工作中耗时长的标

本收集阶段,从而缩短研究进程、提高研究效率。 从

石蜡包埋组织切片中分离 DNA 或 RNA 虽然已经建

立了比较成熟的方法[2鄄6],但大多程序繁琐,且试剂盒

纯化系统价格不菲,对大样本处理而言劳动量大、费
用高昂。 本文根据文献[7]介绍的方法,运用含蛋白

酶 K 的细胞裂解(消化)液直接洗脱和消化,对石蜡

包埋处理的组织切片(包括新近制备和空气曝露 5 年

以上的陈旧切片),分离其中细胞 DNA 成分,并进一

步进行其 PCR 扩增应用的分析。

1摇 材料与方法

1. 1摇 样本摇 摇 石蜡包埋病理组织切片取自湖南省

人民医院和中南大学湘雅三医院病理科。
1. 2摇 试剂摇 摇 二甲苯、无水乙醇、Tris 粉等购自上

海国药集团;蛋白酶 K、Taq DNA 聚合酶、dNTP 等购

自鼎国公司;DNA 裂解消化缓冲液含 0. 5 mg / mL 蛋

白酶 K、0. 05 mol / L Tris鄄HCl( pH 8. 5)、1 mmol / L
EDTA 和 0. 5% Tween鄄20[1]。

扩增包含人 mtDNA D310 区(包含 poly C 微卫

星多态)、部分 ATPase6 基因编码区(包含 mtDNA 单

倍型特异性遗传标志 8701A / G SNP 位点)及核内的

人乳腺癌易感风险基因 1(breast cancer 1,early on鄄
set,BRCA1)和人 茁鄄珠蛋白(hemoglobin beta,HBB)
基因部分片段的引物序列及扩增产物大小见表 1。
引物由北京鼎国公司合成。

表 1摇 PCR 扩增引物

基因名称 引物序列 / 退火温度 片段大小

ntDNA 微卫生
多态 D310 区

5忆鄄ACAATGAATGTCTTGCACAGC鄄
CACTT鄄3忆(上游) 109 bp

5忆鄄GGCAGAGATGTGTTTAAGT鄄
GCTG鄄3忆(下游) / 60 益

mtDNA ATPase6 5忆鄄AAGATTAAGAGAACCAACAC鄄
CTCT鄄3忆(上游) 415 bp

5忆鄄GTGGCAATAAAAATGATTAAG鄄
GA鄄3忆(下游) / 58 益

BRCAl 5忆鄄CATCTGGTAAGTCAGCA鄄
CAAGAG鄄3忆(上游) 105 bp

5忆鄄ACATGTCTTTTCTTCCCTAG鄄
TATGT鄄3忆(下游) / 64 益

HBB 5忆鄄GTGCACCTGACTCCTGAGGA鄄
GA鄄3忆(上游) 102 bp

5忆鄄CCTTGATACCAACCTGCCCAG鄄
3忆(下游) / 58 益

1. 3摇 DNA 提取摇 摇 在通风橱内将载玻片上的石蜡

切片以二甲苯静置洗脱约 10 min,无水乙醇浸泡洗

涤 5 min 伊 3 次;脱蜡后的组织片变得疏松,室温下

水平放置至无水乙醇完全挥发,然后以约 180 滋L 消

化液分次冲洗,将组织片转入 1. 5 mL 离心管内,
55 益消化 3 h 后沸水浴 10 min 以灭活蛋白酶 K;
12 000 rpm离心 10 min 后吸取上清液转入一洁净新

离心管内,小心避免吸入沉淀残渣及悬浮的石蜡碎

片;上清液即为所获 DNA 酶解溶液,各取 1 滋L 在

NanoDrop 仪上进行 DNA 浓度测定和质量检测;余
样置 - 20 益保存备用。
1. 4摇 PCR 扩增摇 摇 反应在 20 滋L PCR 混合物中进

行,其中含模板 DNA 约 50 ng、200 滋mol / L 4 种

dNTP、上游和下游引物各 5 pmol、KCl 50 mmol / L、
Tris鄄HCl ( pH 8. 3, 25益) 10 mmol / L、 MgCl2
1. 5 mmol / L及 0. 2 U Taq DNA 聚合酶。 扩增参数为

94 益变性 30 s、相应温度退火 30 s,72 益延伸30 s,
循环 40 次,最后于 72益充分延伸 10 min。
1. 5摇 PCR 产物琼脂糖凝胶电泳检测及其测序分析

摇 摇 取 5 滋L 扩增产物分别进行 2. 5 %琼脂糖凝胶

电泳检测,EB 染色后紫外灯下观察结果,照相保留。
剩余 PCR 产物送至铂尚(Biosune)生物技术公

司进行 DNA 序列分析。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 DNA 粗提液的紫外分光光度法检测摇 摇 通常

如果在 A260 nm处有最大吸收峰值,A260 / 280值大于 1. 8
而小于 2. 0,表明样品 DNA 具有正常质量。 部分石

蜡切片样本 DNA 提取液质量检测结果显示:与对照

(从正常人外周血白细胞分离的基因组 DNA)不同,
绝大部分样品的 A260 / 280 值仅为 1. 0 左右,同时

A260 / 230值极低(图 1);此外,在吸收峰曲线中 A260 nm

处未出现明显的锐峰。
进一步对上述各样品取约 100 ng 进行琼脂糖

凝胶电泳,以从正常人外周血白细胞分离的基因组

DNA 为对照,可见较分子量标志物 23 130 bp 位置

略高的 DNA 条带,但全部 10 例石蜡切片 DNA 样品

在各自泳道上未呈现 DNA 区带(图 2)。
2. 2 摇 PCR 扩增的琼脂糖凝胶电泳检测 摇 摇 经与

50 bp DNA 梯级分子量标志物比较,所获 mtDNA
D310 区、ATPase6、HBB 和 BRCA1 基因的 PCR 扩增

产物大小与预期吻合(图 3,表 1)。 但 4 对引物的扩
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图 1摇 10 例不同石蜡切片 DNA 粗提液的质量检测结果摇 “control冶为 1 例外周血白细胞基因组 DNA

图 2摇 10 例不同石蜡切片 DNA 粗提液的琼脂糖凝胶电泳摇 M:姿DNA / Hind芋分子量标志物(小片段已电泳脱离凝胶); 1:对照(外周血

白细胞基因组 DNA); 2 ~ 11:10 例不同石蜡切片标本 DNA 分离物(含 DNA 100 ng)

增检测情况不尽相同,与 BRCA1(图 3D)相比,AT鄄
Pase6(图 3B)和 HBB(图 3C)的阳性率明显更高,而
mtDNA D310 区阳性率最低;此外,在标志物 50 bp

位置处多呈现一致密区域,系引物二聚体。
增加模板用量至 100 ng 后,mtDNA D310 区扩

增可见每个样本均获目的产物。

图 3摇 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳检测摇 M:50 bp DNA 梯级分子量标志物;C:阳性对照;1 ~ 10:10 个不同样本

2. 3摇 PCR 产物测序摇 摇 PCR 产物直接测序结果进

一步表明所获扩增物与设计相吻合。 对部分具有明

显识别标志(如 D310 polyC 微卫星多态区、mtDNA
8701A / G SNP 位点)进行了搜索分析(图 5)。

3摇 讨摇 摇 论

根据文献[1]配制的 DNA 消化液中未使用强

去垢剂 SDS,而是较为温和的 Tween 20,因为后者同

样具有极强的破坏细胞膜功能但对后续PCR反应
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图 4摇 模板 DNA 增量(至 100 ng)后mtDNA D310 区的 PCR 扩增检测摇 M:50 bp DNA 梯级分子量标志物;C:阳性对照;泳道 2 ~ 11:
10 个不同样本

图 5摇 部分 PCR 产物的 DNA 序列分析结果摇 A:mtDNA D310 区(下划线部分为 poly C 微卫星多态部分);B:mtDNA ATPase6 基因(以下

游引物测序结果,箭头所指处为 8 701 G,系 mtDNA 宏单倍型 M 的标志 SNP 基因型之一)

影响不大,同时,溶液中含有适当浓度蛋白酶 K,从
而能一步完成甲醛固定细胞的裂解及蛋白消化,促
进切片上细胞 DNA 的分离。

DNA 分离提取产率是制约石蜡包埋陈旧组织

标本用于 PCR 扩增检测的难点之一。 提取效率取

决于两个方面:一是所用细胞数量,二是裂解消化的

效率。 最初在脱蜡处理后的玻片上直接滴加消化裂

解液进行原位消化,结果在 55益较高温度、3 h 较长

时间处理过程中,因液体挥发严重,无法发生有效裂

解和消化;因此改进为将脱蜡后组织片用消化裂解

液洗脱并转移至离心管内,且每隔 1 小时低速瞬时

离心富集液体,以补偿因水分挥发对细胞裂解和蛋

白酶 K 消化作用的抑制。
针对切片上有限的细胞数量,为获得尽可能大

的 DNA 产量,需用消化裂解液充分洗脱玻片上组织

残片,尽量避免细胞的丢失。 我们将 180 滋L 溶液分

三次冲洗收集细胞,每次用 200 滋L 移液器吹出液

体、冲击疏松的组织片,并使玻片一角伸入 1. 5 mL
离心管管腔,使得液体汇聚后从角尖滴入管内。

由图 2 可以看出样本间浓度差别明显,这主要

是因为切片上固定的组织细胞数量相互间还存在差

别。 DNA 纯度根据 A260 / 280比值判断,纯度高的 DNA
样品,其值在 1. 8 左右,若比值高于 1. 9,说明 DNA
样品中 RNA 未除尽;若比值低于 1. 6,则表明样品

中含有酚和 /或蛋白质污染。 本研究在组织消化后

未进行纯化处理,因此 DNA 酶解分离液中含有大量

蛋白质和有机类杂质,导致所有样本 A260 / 280值均显

著低于 1. 6,同时 A260 / 230值均远小于 2,提示高盐离

子浓度;琼脂糖凝胶电泳中未出现 DNA 条带的原因

在于切片 DNA 主体为片段化的核酸分子,大小不

一,因此无法簇集形成致密区带。 然后,由于后续

PCR 实验对模板 DNA 的纯度要求并不高,且所扩增

多为小 DNA 片段 ( 多为 100 bp 左 右, 不 超 过

500 bp),因此适用此方案;若对 DNA 样品有纯度要

求,可用常规方法如酚 /氯仿法、柱层析法等进一步

抽提纯化,但推测将造成 DNA 得率的下降。
由图 3 可以看到,在 PCR 扩增验证实验中,绝

大部分样品获得 4 对引物相应的扩增产物,虽然阳

性率和强度不一;而部分样品扩增产物带极弱或呈

阴性的原因,推测有二:淤切片上细胞数量过少,导
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致分离所获 DNA 产量极低下,如样品 5,浓度仅为

9. 3 滋g / mL,与其他样品相差达数倍至数十倍,故其

4 种 PCR 产物均相对较少,条带弱;于模板 DNA 降

解,导致起始分子数过少、模板效用性过于低下所

致。 如样品 9 和 10,尽管表观测定浓度分别达到

75. 9 滋g / mL 和 47. 4 滋g / mL,但扩增条带弱甚至呈

阴性。 但从总体来看,通过增加模板用量可提高扩

增阳性率、增加产物量,如图 4 所示,针对相同条件

下 mtDNA D310 区扩增阳性率偏小的情况,增加 1
倍的模板用量至 100 ng / 20 滋L 反应,结果全部样品

均获得理想的扩增检测结果。
引起石蜡包埋组织细胞 DNA 降解的原因来自

多个方面。 在组织块经历甲醛固定和高热石蜡冷却

包裹的过程中,细胞内 DNA 易受损伤,加之所用切

片多在空气中曝露达 1 年以上,这可能是造成 DNA
严重降解、所提取多为碎片化较小 DNA 分子并导致

其用于 PCR 扩增时模板效率下降的主要原因。 但

是,这种影响对细胞质中线粒体 DNA 和核基因有较

大差别:每个细胞具有数十至数百个线粒体,每个线

粒体可拥有 1 个以上 mtDNA 分子,因而细胞内

mtDNA 可达数百到上千个拷贝,同时分子尺寸较小

—人类线粒体 DNA 为仅 16 569 bp 的环状分子;而
核基因多系细胞内单个拷贝,且为长链大分子,加之

二甲苯法虽脱蜡较为彻底,但容易导致 DNA 长链断

裂、降解;因 DNA 拷贝数量和分子大小的双重因素,
mtDNA 在耐受降解上具有相对核基因的显著优势。
当然,PCR 扩增效率并非完全取决于模板效用性,
还与引物及待扩增区域的结构等有关,本文中 D310
区的扩增在其他条件一致的情况下反而较核基因如

HBB 更差可能属于后者。
本研究结果表明,改进的蛋白酶 K 裂解液“一

步法冶能快速从石蜡包埋组织切片中分离获得细胞

DNA,因不经纯化回收处理,不仅产率不致严重受

损,且规避了繁琐的纯化处理过程和昂贵的试剂费

用;即使来自陈旧标本 DNA 粗提液也可有效用于

PCR 扩增线粒体基因片段。 因此,医院病理科历年

来所积存的病理组织包埋块或切片都可提供作为至

少线粒体 DNA 疾病遗传学关联研究的重要标本来

源,同时,mtDNA 序列表征人类母系遗传背景,对于

个体鉴别等也具有重要意义,而犯罪现场或灾难事

故现场来源的陈旧血迹、毛发等核酸包含材料,完全

有可能视为石蜡切片的情况,可进行相似的高效、快
速核酸分离。

综上,尽管石蜡切片上经高温和有机溶剂处理

获取 DNA 数量有限、且质量难以控制,但用于某些

定性研究工作如基于 PCR 短片段扩增的个体基因

分型,尤其对线粒体 DNA 的相关工作,仍然提供了

来源丰富而合理的优质资源。
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