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石蜡包埋淋巴瘤组织线粒体 DNA的提取及 PCR扩增 

马 佳 ，宋文庆 ，杨清玲 ，王 惠 

[摘要]目的：探讨从石蜡包埋组织标本获取线粒体 DNA(mtDNA)并进行 PCR扩增的有效方法。方法：选取 27例石蜡包埋的 

淋巴瘤组织，分别使用二甲苯／乙醇和 0．5％Tween一20进行脱蜡，改进裂解缓 冲液的成分及浓度，酚／氯仿抽提以获取 mtDNA 

并进行电泳和 PCR分析。结果：0．5％Tween-20法获取 mtDNA纯度及浓度含量明显高于二甲苯／乙醇法(P<0．01)；二甲苯／ 

乙醇法和0．5％ Tween-20法获取的 mtDNA PCR扩增成功率分别为 11．1％和40．7％，两者差异有统计学意义(P<0．05)。结 

论 ：二甲苯／乙醇和0．5％Tween-20两种方法都可以扩增出mtDNA的目的片段 ，但 0．5％Tween一20法操作简便，PCR扩增成功 

率高，不用接触二甲苯等有毒化学试剂，是一种较为理想的mtDNA提纯方法。 
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Extraction and PCR amplification of mitochondrial DNA 

from paraffi n-embedded lymphoma tissue 

MA胁 ，SONG Wen—qing ，YANG Qing—ling ，WANG Hui 

(1．Department of Biochemistry and Molecular Biology，2．Department of Pathology， 

3．Research Center of Clinical Laboratory Science，Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China) 

[Abstract]Objective：To explore all effective method for extraction and PCR amplification of mitochondrial DNA from paraffin— 

embedded lymphoma tissue．Methods：Twenty seven paraffin—embedded lymphoma tissue specimens were selected．The two methods： 

Xylene／ethanol method and 0．5％ Tween一20 method were used for deparaffinisation．The component and concentration of lysis buffer 

were modified，and mitochondrial DNA was extracted by phend and chloroform．The obtained mitochondrial DNA was analyzed by PCR 

amplification．Results：The DNA purity and concentration which extracted by 0．5％ Tween一20 deparaffinisation method was obviously 

higher than that by Xylene／ethanol deparaffinisation method．The suecessrate of PCR amplification was 1 1．1％ by Xylene／ethanol 

method and 40．7％ by 0．5％ Tween一20 method，respectively．There was significant statistical difference(P<0．05)．Conclusions：Both 

the Xylene／ethanol deparaffinisation method and 0．5％ Tween一20 deparaffinisation method can extract mitoehondrial DNA．But the 

0．5％ Tween一20 method is simple，the success rate is hiigh，and can reduce the contact chance from poisonous chemical reagents such as 

dimethylbenzene．So the 0．5％ Tween一20 deparaffinisation method is an ideal method for extraction of mitoehondrial DNA from paraffin— 

embedded tissues． 
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近年来，线粒体 DNA(mtDNA)突变在人类肿瘤 

发生 中的作用 受 到学者们 的关 注，如 核 DNA 

(nDNA)的异常改变一样，mtDNA的异常改变也在 

肿瘤的发生中起重要作用 Ï。J。对于 mtDNA与这 

些疾病的研究，多是从新鲜组织或血液中获取 DNA 

再进行 mtDNA扩增。医院病理科积存的大量石蜡 

包埋组织，是一个可靠的分子生物学研究的材料来 

源。而对于从石蜡包埋组织中获取并扩增 mtDNA 

的相关报道较少。本文对石蜡包埋组织获取 DNA 

的传统方法加以适当改进，成功地扩增出约500 bp 
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mtDNA片段，从而为 mtDNA的研究提供一个相对 

简便、成本低廉的可行方法。 

1 材料与方法 

1．1 材料 收集我院病理学教研室 2005～2007年 

27例石蜡包埋淋巴瘤组织，均经病理组织学及免疫 

组织化学检查确诊为恶性淋巴瘤。显微镜下观察确 

保组织结构清晰，无 自溶、坏死和大片出血后，切取 

10 Ixrn厚切片，每 10片放入 1支 1．5 ml Eppendorf 

管中。 

1．2 主要试剂和仪器 蛋白酶 K(Amresco公司)、 

Tris一饱和酚(上海生工生物工程有限公司)，琼脂糖 

(西班牙)，PCR扩增试剂盒(MBI公司)，PCR引物 

(上海生工生物工程有限公司合成)。梯度 PCR仪、 

紫外 凝 胶 成 像 仪、电泳 仪 (BIO RAD 美 国)， 

SMARTSPEC 3000分光光度计(美国)。 
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1．3 万 法 

1．3．1 脱蜡步骤 (1)二甲苯／乙醇脱蜡：取 2片 

l0 m切片组织，加入 500 l二甲苯，37 水浴 

30 rain，15 000 r／rain离心 15 rain，弃去上清液，重复 

2次，100％、95％及 75％ 乙醇分别在室温下放置 

15 rain，15 000 r／rain离心 15 rain，最后室温下干燥 

组织碎片。(2)0．5％ Tween一20脱蜡：取 2片 l0 m 

切片组织，加入 500 l 0．5％ Tween-20，70 oC水浴 

15 rain，15 000 r／rain离心 15 rain，去除上面蜡块，弃 

上清，重复2次，室温下干燥组织碎片。 

1．3．2 消化及纯化步骤 消化组织碎片按文献 

[3]方法，具体如下：向上述 2种方法获得的干燥组 

织碎片中，加入裂解缓 冲液 850 l(100 mmol／L 

Tris—Hcl，400 mmol／L NaC]，20 mmol／L EDTA，0．5％ 

Tween一20，pH 8．0)，10％ SDS 100 l，蛋白酶K终浓 

度达 1 mg／ml，56 水浴 72 h，水浴期间，每隔 2 h 

轻柔混匀 1次，蛋白酶 K每隔 24 h分次等量加入。 

向裂解液加入等体积酚：氯仿：异醇(25：24：1)，温 

和振荡，10 000 r／rain离心 10 rain，取上层水相重复 

该过程抽提 1次，轻取上层水相。加人 2倍体积冰 

乙醇和 1／5体积醋酸胺 (10 mol／L)，冰浴 30 rain， 

15 000 r／rain离心 10 rain，弃上清。用 75％冰乙醇 

漂洗沉淀，15 000 r／rain离心 2 rain，彻底去上清。 

沉淀于空气中自然部分干燥。加入 20 1 TE液溶 

解。贮于 4 c【=。 

1．3．3 DNA定量计算及大小分布 通过上述 2种 

方法提取的 DNA分别用 SMARTSPEC 3000分光光 

度计检测其 OD：∞／OD： 。值鉴定纯度及浓度。提取 

的 DNA各取4 l用 1．5％琼脂糖凝胶(EB染色)电 

泳观察提取 DNA的大小分布。 

1．3．4 PCR检测 用于扩增 mtDNA D—LOOP区基 

因的引物：F15574 5，_cGC CTA CAC AAT TCT CCG 

ATC一3 ．R16084 5 一CGG TrG TrG ATC GGT GAG 

TC一3 ，扩增片段长度约为 511 bp。扩增 PCR反应 

体系为25 l，按 PCR扩增试剂盒操作说明书使用， 

PCR Master Mix 12．5 1，上下游引物(10~mol／L) 

各 1 l，模板 1 l，ddH20 9．5 l。循环条件为95℃ 

5 rain，94 oC 45 S，53 oC 45 S，72℃45 S，从第二步开 

始36个循环，最后 72℃ 延伸 10 rain。PCR产物各 

取4 用 1．5％琼脂糖凝胶(EB染色)电泳分离。 

1．3．5 PCR产物测序 将 51 1 bp的PCR扩增产物 

片段送至上海生工生物工程有限公司进行测序。 

1．4 统计学方法 采用配对 t检验和配对 检验。 

2 结果 

2．1 DNA定量计算及大小分布 用紫外分光光度 
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仪检测 2种方法获得的 DNA样品，0．5％Tween一20 

法获取 DNA的纯度及浓度均高于二 甲苯／乙醇法 

(P<0．01)(见表 1)。凝胶电泳观察显示 ，0．5％ 

Tween一20法获取的 DNA条带明显比二 甲苯／乙醇 

法明亮，且获得的 DNA样品分布范围也较宽，可达 

到 200～1 000 bp(见图 1)。 

表 1 二甲苯／乙醇法和0．5％Tween一20法获取 DNA质量 

的比较(n=27； ±S) 

矗 
M：Marker；l：0．5％3~ween 20法 ：2：二 苯，乙 醇 法 

图 1 石蜡包埋淋巴瘤组织提取的 mtDNA琼脂糖凝胶结果 

2．2 PCR检测 二甲苯／乙醇法脱蜡获取 DNA片 

段较小，27例标本中仅有 3例通过 PCR扩增 出 

511 bp目的片段 ，PCR扩增成功率为 l1．1％，扩增 

条带也较为微弱。0．5％Tween一20法脱蜡的27例标 

本中有 11例扩增出目的片段，PCR扩增成功率达 

40．7％，明显高于二甲苯／乙醇法(P<0．01)，条带 

也明显比第一种方法明亮(见表2和图2)。 

表 2 二甲苯／乙醇法和 0．5％Tween-20法 PCR扩增结果 

的比较(n) 

2．3 PCR产物测序 测序后的序列经核苷酸序列 

同源性分析(BLAST)，并与 Cambridge标准 mtDNA 

对比确系人 mtDNA序列(见图3)。 

3 讨论 

线粒体是人体细胞独特而重要的细胞器，是迄 

今发现的人类细胞核外唯一具有 自身基因组，且能 

不依赖 nDNA进行复制、转录和翻译的细胞器，其主 

胛胛胛胛胛 

∞∞∞∞∞∞ 

5  O  7  5  2 l 

2  l  
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一 置 

图 3 PCR产物测序结果 

要功能是在细胞内部进行生物氧化和能量转换，除 

此以外，线粒体还与反应性氧簇 (reactive oxygen 

species，ROS)的产生、启动细胞凋亡有关。mtDNA 

存在于线粒体的内膜上，编码参与氧化磷酸化和 

ATP生成所必需的多肽，呈双链 闭环结构，全长 

16 569 bp，有轻链(L链)和重链 (H链)之分，2条 

链均具有独立编码功能。与核基因组相比，mtDNA 

缺乏组蛋白保护，加之自身又缺乏有效的损伤修复 

系统，而且 mtDNA又暴露于由氧化磷酸化过程产生 

高浓度的 ROS中，故 mtDNA的突变率比nDNA高 

10倍以上 ，且与细胞凋亡和肿瘤形成都有密切的 

关系，因此对 mtDNA的研究受到越来越多的关注。 

mtDNA的提取多见于从新鲜组织或血液中获取，而 

对于从石蜡包埋组织中获取并扩增 mtDNA的相关 

报道较少。与一般的标本如新鲜组织或血液相比， 

石蜡包埋组织提取的 DNA断片化和化学修饰严重， 

质量较差。不同的石蜡包埋组织标本因受固定剂的 

种类、作用时间等因素的影响使其 DNA获取的质量 

和数量表现出一定的差异 。本研究用石蜡包埋 

组织作为材料，首先在选用石蜡标本时，剔除了有自 

溶、退变或组织结构不清、大片出血等改变的蜡块， 

以免影响提取 DNA的量；其次每个标本切成 10 m 

厚度的切片备用，分别使用 2种方法对每个标本进 

行对比，且在提取 DNA时选取切片的数量也相同， 

从而避免不同的标本及标本的数量对 DNA提取质 

量的影响。大多数石蜡包埋组织提取 DNA的技术 

包括脱蜡、消化和纯化 3个步骤。脱蜡及纯化的过 

程是影响 PCR成功的重要因素，离子型去垢剂 

Tween一20分子中含有较多的亲水基团，运用于脱蜡 

过程，有利于组织的彻底脱蜡；去污剂 Tween一20还 

可以裂解细胞，改变细胞膜表面的张力，有利于蛋白 

酶 K对蛋白质的降解作用，使 DNA完整地分离出 

来；此外，Tween一20还可以中和 SDS对 TaqDNA聚 

合酶的抑制作用有利于 PCR的成功_5 。本实验还 

通过参考改进消化的缓冲液成分及浓度以提高提取 

DNA的质量。高盐沉淀有利于 DNA的提取，高浓 

度的SDS能促进细胞膜和线粒体膜的碎裂，蛋白酶 

K的反复加入，长时间裂解保证消化裂解充分，DNA 

能充分释放出来 j。高浓度 EDTA能抑制细胞中 

DNA酶的活性，防止 DNA的降解。 
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