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肝癌石蜡包埋组织ｍｉＲＮＡ提取方法的优化
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　　摘　要：目的　改进并优化从肝癌（ＨＣＣ）甲醛固定石蜡包埋组织（ＦＦＰＥ）提取并检测微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的方法。方法　使

用ｍｉＲＮｅａｓｙＦＦＰＥ试剂盒探讨提取 ＨＣＣ石蜡组织ｍｉＲＮＡ最佳切片厚度及蛋白酶Ｋ作用时间。实时定量ＲＴＰＣＲ检测 ｍｉＲ

２２１、ｍｉＲ１４６ａ、ｌｅｔ７ａ、ｍｉＲ１９１、ｍｉＲ１０３及ＲＮＵ６Ｂ的表达量。将 ＨＣＣ细胞制成石蜡组织，对比同一细胞系新鲜细胞及石蜡包埋

细胞的各个ｍｉＲＮＡ表达量差异。结果　切片厚度３０μｍ，蛋白酶Ｋ作用时间４８ｈ时提取ｍｉＲＮＡ效果最佳。各 ＨＣＣ细胞系及

临床 ＨＣＣ石蜡组织均有不同水平的 ｍｉＲＮＡ２２１、ｍｉＲ１４６ａ、ｌｅｔ７ａ、ｍｉＲ１９１、ｍｉＲ１０３及ＲＮＵ６Ｂ表达。同一细胞系新鲜细胞与

石蜡包埋后的各ｍｉＲＮＡ表达无明显差别。结论　改良后的 ｍｉＲＮｅａｓｙＦＦＰＥ提取方法能提取石蜡组织中的 ｍｉＲＮＡ，可重复性

强，可推广用于临床各种石蜡包埋组织的ｍｉＲＮＡ提取。
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　　微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一组微小的内源性非编

码单链小分子ＲＮＡｓ（２１２５ｎｔ），由具有发夹结构的约７０～９０个

碱基大小的单链ＲＮＡ前体经过Ｄｉｃｅｒ酶加工后而生成。ｍｉＲ

ＮＡ现已被证实在不同的生理过程，诸如发育、分化、增殖、凋亡

及病毒感染中发挥着重要的作用［１５］。最新研究表明，有部分

ｍｉＲＮＡ与肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌａｌａｒｃａｒｅｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）等肿瘤的关系密

切。一些ＨＣＣ组织特异性的ｍｉＲＮＡ亦被证实在 ＨＣＣ的发生

过程中起到了非常重要的调节作用［６１０］。临床甲醛固定石蜡包

埋（ｆｏｒｍａｌｉｎｆｉｘｅｄｐａｒａｆｆｉｎｅｍｂｅｄｄｅｄ，ＦＦＰＥ）标本是进行医学回顾

性研究的最佳资源。虽然新鲜临床标本经过固定、脱水、浸蜡、

包埋等步骤后，ｍＲＮＡ部分已降解或修饰，但从ＦＦＰＥ提取总

ｍＲＮＡ进行医学研究仍得到了长足的进展
［１１１２］。ｍｉＲＮＡ因为

本身体积微小，故在ＦＦＰＥ组织中保存相当稳定，与新鲜组织

样品中ｍｉＲＮＡ相差无几，因此使用ＦＦＰＥ组织进行相关ｍｉＲ

ＮＡｓ的研究已成为当前的热点。本实验使用 ｍｉＲＮｅａｓｙＦＦＰＥ

试剂盒探讨提取肝癌石蜡组织 ｍｉＲＮＡ最优化的条件，并对比

使用该方法提取的石蜡标本 ｍｉＲＮＡ表达与相应的新鲜细胞

的ｍｉＲＮＡ表达的差异，现报道如下。

１　材料和方法

１．１　 材料 　 人 ＨＣＣ 细胞系 ＨｅｐＧ２，ＨｅｐＢ３，ＳＮＵ４４９ 及

ＳＮＵ３９８均购自美国 ＡＴＣＣ公司，分别用 ＤＭＥＭ 与 ＲＰＭＩ

１６４０培养液（均购自美国Ｇｉｂｃｏｌ公司）培养。取对数生长期细

胞（约１×１０７），以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清液；ＤＨａｎｋｓ

平衡盐溶液（ｐＨ７．２）清洗２遍；最后一次吸出上清液后，沿离

心管管壁慢慢地加入１滴蛋清甘油（蛋清∶甘油＝１∶１），用滴

管轻轻地把细胞与蛋清甘油混匀，将细胞用１０％中性缓冲甲

醛固定１２ｈ，低速离心（２００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ；离心后的细胞团用擦

镜纸包裹，然后进行各级乙醇脱水（各３０ｍｉｎ）、二甲苯透明（２

×３０ｍｉｎ）、浸蜡（３×３０ｍｉｎ）及石蜡包埋
［１８］。石蜡组织标本

４０例，为广西医科大学第一附属医院病理科确诊的 ＨＣＣ患

者，均含有距癌结节２ｃｍ以上之癌旁组织。

１．２　ＦＦＰＥ组织含ｍｉＲＮＡ总ＲＮＡ的提取　ｍｉＲＮｅａｓｙＦＦＰＥ

Ｋｉｔ购自比利时Ｑｉａｇｅｎ分公司。按试剂说明书操作并进行相

关步骤不同参数的测试，简述如下：（１）蜡块分别切片５、１０、

３２６３重庆医学２０１２年１２月第４１卷第３４期
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２０、３０、４０μｍ厚，根据组织大小将２～１６张切片置于无ＲＮＡ

酶的ＥＰ管中，加二甲苯１ｍＬ，剧烈振荡１０ｓ，２０℃下１４０００

ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，弃上清液。视石蜡多少重复上述步骤１～３

次；（２）加１ｍＬ无水乙醇，振荡混匀，１４０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，

弃上清液；（３）风干后加２４０μＬＰＫＤ缓冲液及１０μＬ蛋白酶

Ｋ，振荡混匀，视组织溶解情况５５℃分别孵育１５ｍｉｎ、１、１２、

２４、３６、４８ｈ。如组织不溶解，则于２４ｈ时再加１０μＬ蛋白酶

Ｋ，继续孵育１２～２４ｈ，然后８０℃１５ｍｉｎ；（４）加５００μＬＲＢＣ

缓冲液，振荡混匀，将液体全部转移至ｇＤＮＡＥｌｉｍｉｎａｔｏｒ离心

管，１００００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，弃离心管，保留离心后液体；（５）加

入无水乙醇１．２ｍＬ，混匀，将７００μＬ移至 ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎＥ

ｌｕｔｅ离心管，１００００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｓ，弃离心液，重复上述过程

至全部样本离心完毕；（６）加５００μＬＲＰＥ缓冲液，１００００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｓ，弃离心液，重复上述步骤，但第２次离心２ｍｉｎ；

（７）将ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎＥｌｕｔｅ离心管置入新的收集管，１４０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃离心液；（８）将 ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎＥｌｕｔｅ离心管

置入最后的ＲＮＡ收集管，加３０μＬ无ＲＮａｓｅ１４０００ｒ／ｍｉｎ离

心１ｍｉｎ溶解总ＲＮＡ（含 ｍｉＲＮＡ），使用 ＮＤ１０００ＮａｎｏＤｒｏｐ

检测ＲＮＡ质量及浓度。

１．３　实时定量 ＲＴＰＣＲ技术检测 ｍｉＲＮＡ表达　ｍｉＲＮＡ检

测引物、探针（ｍｉＲ２２１、ｍｉＲ１４６ａ、ｌｅｔ７ａ、ｍｉＲ１９１、ｍｉＲ１０３和

ＲＮＵ６Ｂ）、逆转录试剂盒及实时定量ＲＴＰＣＲ试剂盒购自Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司。细胞总 ＲＮＡ（含 ｍｉＲＮＡ）使用 ｍｉＲ

ＮｅａｓｙＭｉｎｉＫｉｔ（比利时Ｑｉａｇｅｎ分公司）抽提。取各组总ＲＮＡ

各２００ｎｇ，加入到含特异引物的１５μＬ的 ＲＴ反应体系中行

ｍｉＲＮＡ逆转录反应。取２μＬｃＤＮＡ 样本使用 ＡＢＩＰｒｉｓｍ

７９００ＨＴＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）行实时定量ＰＣＲ检测。

所有实验重复３次。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，两两比较采用ＬＳＤ法，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　总ＲＮＡ纯度　所有标本不同条件下抽提的总ＲＮＡ（含

ｍｉＲＮＡ）ＯＤ２６０／ＯＤ２８０值均在１．８０～２．０６之间，ＯＤ２６０／ＯＤ２３０值

均在１．８９～２．０８之间。

２．２　切片厚度与 ｍｉＲＮＡ 表达的关系　ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＢ３、

ＳＮＵ４４９及ＳＮＵ３９８细胞均制成蜡块，并选取３例 ＨＣＣ病例

及其对应癌旁正常肝组织进行不同厚度与 ｍｉＲＮＡ表达量关

系的测试。１０个蜡块不同切片厚度均能检测出相关 ｍｉＲＮＡ

的表达。但５μｍ 厚的切片 Ｃｑ值明显高于其他厚度切片，

ｍｉＲＮＡ表达量下降。同一 ｍｉＲＮＡ表达量最高者均为厚３０

μｍ的切片，Ｃｑ值低于５μｍ者１～２循环不等。３０μｍ组与其

他组别相比差异有统计学意义（犘＜０．０５）。从５、１０μｍ至２０、

３０μｍ，各个ｍｉＲＮＡ的表达量呈现上升趋势，但４０μｍ厚之切

片ｍｉＲＮＡ表达略低于３０μｍ者。ＨｅｐＧ２及其中１例ＨＣＣ和

癌旁肝组织各ｍｉＲＮＡ表达，见图１。

２．３　蛋白酶Ｋ作用时间与ｍｉＲＮＡ表达的关系　试剂盒说明

书建议蛋白酶Ｋ５５℃孵育１５ｍｉｎ，但孵育１５ｍｉｎ后肉眼仍可

见明显的组织块，将孵育时间增加至１ｈ，组织块仍未消失。故

将孵育时间延长至１２～２４ｈ，直至液体呈现清亮。如一次抽提

的组织较多，在２４ｈ时补加一次蛋白酶 Ｋ，继续孵育１２～２４

ｈ。为观察蛋白酶Ｋ作用时间对 ｍｉＲＮＡ表达的影响，选取１

例 ＨＣＣ蜡块（表面积２００ｍｍ２），每次切片２张，厚３０μｍ，该

例首次加蛋白酶Ｋ２４ｈ后，液体仍浑浊，则在２４ｈ时再加第２

次蛋白酶Ｋ，３６ｈ时液体清亮。不同蛋白酶 Ｋ作用时间下总

ＲＮＡ（含 ｍｉＲＮＡ）质量分别为，１ｈ：１３６５．８７ｎｇ／μＬ；１２ｈ：

１８５５．５６ｎｇ／μＬ；２４ｈ：２０４５．６５ｎｇ／μＬ；３６ｈ：２７４６．８７ｎｇ／

μＬ；４８ｈ：２７１８．５６ｎｇ／μＬ。以上５组总 ＲＮＡ均能检测出相

关ｍｉＲＮＡ的表达。但１、１２及２４ｈ之Ｃｑ值明显高于３６ｈ及

４８ｈ，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图２。

　　Ａ：ＨｅｐＧ２；Ｂ：ＨＣＣ；Ｃ：正常肝组织。

图１　　ＦＦＰＥ组织不同厚度切片与ｍｉＲＮＡ表达的关系

图２　　ＨＣＣ蛋白酶Ｋ作用时间与ｍｉＲＮＡ表达的关系

２．４　组织量与ｍｉＲＮＡ表达的关系　如一次提取的组织量过

多，有可能导致各个步骤的离心管阻塞，从而影响提取质量和

数量。本实验也选取３例 ＨＣＣ组织，进行不同组织量（３．０、

６．０、１２．０、２４．０ｍｍ３）的对比（图３），结果显示组织总体积为

２４．０ｍｍ３ 时，ＲＮＡ量最高，并未发生离心管阻塞现象。其中

病例１不同组织体积提取总 ＲＮＡ 数量分别为 ９００．２４、

１８００．４５、２７９９．３４、４９３５．４５ｎｇ／μＬ，病例 ２ 为 ６８７．４５、

１３５６．４５、２４３６．３４、４５３５．４５ｎｇ／μＬ，病 例 ３ 为 ８６５．４２、

１５６４．７２、２９８７．１２、５４３２．５６ｎｇ／μＬ。各组ＲＮＡ也经实时荧

光定量ＲＴＰＣＲ检测，各ｍｉＲＮＡ表达量未见明显差别。

图３　　蛋白酶Ｋ作用时间与ｍｉＲＮＡ表达的关系
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２．５　 新鲜细胞及石蜡组织 ｍｉＲＮＡ 表达的对比 　 抽提

ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＢ３、ＳＮＵ４４９及ＳＮＵ３９８４种肝癌细胞系新鲜细胞

及石蜡组织的总ＲＮＡ，实时荧光定量ＲＴＰＣＲ检测各ｍｉＲＮＡ

表达量差异无统计学意义（犘＞０．０５），ＨｅｐＢ３、ＳＮＵ４４９及

ＳＮＵ３９８结果未示，见图４。

图４　　ＨｅｐＧ２同一细胞系新鲜细胞及石蜡组织

ｍｉＲＮＡ表达的对比

３　讨　　论

石蜡组织中ＲＮＡ降解或修饰严重，但是 ｍｉＲＮＡ因为本

身体积较小，大部分石蜡组织中的 ｍｉＲＮＡ未被修饰，保存完

整，为利用石蜡组织资源研究 ｍｉＲＮＡ的在各种疾病中的作用

机制提供了基础［１２］。ｍｉＲＮｅａｓｙＦＦＰＥ 试剂盒能提取纯化长

度１８个核苷酸以上的总ＲＮＡ，独特的裂解和孵育条件逆转甲

醛对ＲＮＡ造成的修饰。并且裂解缓冲液可将ＲＮＡ从组织切

片中有效释放出来，同时避免进一步的ＲＮＡ 降解。该试剂盒

使用ｇＤＮＡ去除柱有效去除基因组ＤＮＡ污染。但在组织脱

蜡的过程中，如果缺少完整细胞膜的保护，二甲苯或无水乙醇

可溶解部分 ｍｉＲＮＡ，造成 ｍｉＲＮＡ的丢失。成人肝细胞直径

为２０～３０μｍ，故过薄的切片细胞膜的完整性受到破坏，直接

影响ｍｉＲＮＡ提取的数量与质量。本实验将试剂盒推荐的５～

１０μｍ切片厚度增加至２０、３０、４０μｍ，结果发现３０μｍ厚度保

持完整的ｍｉＲＮＡ效果最佳。

蛋白酶Ｋ是一种切割活性较广的丝氨酸蛋白酶。它切割

脂族氨基酸和芳香族氨基酸的羧基端肽键，用于生物样品中蛋

白质的一般降解。在ＲＮＡ提取中，蛋白酶Ｋ的作用还有降解

ＲＮＡ酶，防止ＲＮＡ的降解。本研究发现，蛋白酶Ｋ作用时间

对ｍｉＲＮＡ数量及质量有着重要的影响，最佳作用时间应为肉

眼观标本液体呈现清亮后再延长１２ｈ。在蛋白酶 Ｋ作用期

间，可多次剧烈振荡，协助样品中蛋白质的降解。

综上所述，经改良后的 ｍｉＲＮＡ抽提方法稳定，可重复性

强，提取的含ｍｉＲＮＡ的总ＲＮＡ纯度高，产量高，多个 ｍｉＲＮＡ

表达量与从新鲜细胞提取的 ｍｉＲＮＡ对比差异无统计学意义

（犘＞０．０５）。同时保存１５年以上的ＦＦＰＥ组织也可以提取出

高质量的含 ｍｉＲＮＡ的总ＲＮＡ。故经过条件优化的从ＦＦＰＥ

组织提取ｍｉＲＮＡ的方法值得推广使用。
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