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从石蜡包埋组织中获取高质量基因组DNA的方法改进
刘水平

（中南大学 生物科学与技术学院 分子生物学研究中心，中国湖南 长沙 410078）

摘 要： 从石蜡包埋组织中制备基因组 DNA（gDNA）难度大、 获取样本量很少. 传统方法为二甲苯脱蜡法. 为
了简化操作， 获得更高质量的 gDNA， 我们采用水浴法替代二甲苯进行脱蜡， 亲和层析纯化石蜡包埋肝细胞癌
（HCC）组织标本中基因组 DNA，以纯化 gDNA 为模板 PCR 扩增看家基因. 结果显示改良水浴法提取的 gDNA
质量、 数量均显著高于传统二甲苯脱蜡法， PCR 产物量也得到显著提高. 与传统方法相比， 改良水浴法简单、
快捷，可以更有效的回收石蜡包埋组织中的 gDNA.
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Abstract：It is hard to extract genomic DNA from paraffin-embedded tissues. The classical extraction
method is combination of xylene dewaxing and DNA affinity column purification. But it is hard to extract
enough DNA for detection using. In order to simplify the procedure and obtain high quality gDNA，we
alternate water-bath to dewax，extract gDNA from hepatocellular carcinoma（HCC）embedded by paraffin，
and amplify gene using HCC gDNA. Results showed that much more gDNA was obtained by the water-bath
extraction， and the PCR products of water-bath way were significant more than the classical way.
Therefore，water-bath is a more convenient way for extracting high quality gDNA from paraffin-embedded
tissues.
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肿瘤发病机理的基因组学或表观遗传学研

究对临床标本的数量、质量提出了很高的要求.
由于在短期内难以获得大量的新鲜肿瘤组织标

本，故临床上收藏的石蜡包埋组织标本已成为

宝贵的研究材料. 但是，从石蜡包埋组织中制备
基因组 DNA的难度大，以往文献报道的制备方
法可重复率低，只能获取微量 DNA 样本，无法
满足对 DNA 质量和含量的需求 ［1］. 据报道，从
石蜡包埋组织中提取 DNA的方法，一般主要包
括脱蜡、消化和纯化等 3个步骤［2，3］. 石蜡组织
DNA 提取法过程中，国内外研究者多采用二甲
苯脱蜡方法，但所得 DNA 量较少，并易出现

DNA链的降解（小片段的 DNA）［4］. 笔者拟建立
一种从石蜡包埋组织中获取高质量基因组 DNA
的快速简便的方法.

1 材料与方法

1.1 材料
随机选取湘雅医院 2008年手术切除的 10%

Formalin固定、石蜡包埋的 HCC组织 10例，切
取 10 μm厚切片，每 2～4片放入一个 1.5 mL的
灭菌 Ep管中.
1.2 试剂
二甲苯、乙醇、蛋白酶 K（20 g / L），TES溶液
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（10 mmol Tris-HCl，1 mmol EDTA，0.5% SDS）、
TET 溶液（100 mmol Tris-HCl，1 mmol EDTA，
1% TritonX-100）、TE（l×）缓冲液、DNA纯化试剂
盒（德国 QIAGEN公司）；Taq聚合酶、10×Buffer、
MgCl2、dNTP均购自 TAKaRa 生物工程公司；β-
actin引物序列：上 5′-TGA CGG TCA GGT CAT
CAC TAT CGG CAA TGA-3′；下 5′ -TTG ATC
TTC ATG GTG ATA GGA GCG AGG GCA-3′，由
上海博亚生物工程技术服务有限公司合成.
1.3 仪器
台式低温高速离心机（Eppendorf 德国），紫

外分光光度计 （BECKMAN 美国），PCR 仪
（BIORAD 美国），凝胶成像仪（SYNGENE 英国），
电泳仪（北京市六一仪器厂），电热恒温水箱（天

津泰斯特仪器有限公司）.
1.4 方法
1.4.1 经典的脱蜡-试剂盒法
组织切片（10 μm）2～4张，装入 1.5 mL的灭

菌 Ep管中；加入 1 mL二甲苯，充分混匀 10 s，
全速离心 14 000 r/min 2 min，弃上清，加入 1 mL
无水乙醇，充分混匀，离心 14 000 r /min 2 min，
弃上清，打开 Ep管，室温孵育 10 min以上，直
到残余的乙醇全部挥发；加入 180 μL Buffer
ATL 和 20 μL Proteinase K，充分混匀，56 ℃水
浴过夜；次日 90 ℃下孵育 1 h，短暂离心 1.5 mL
Ep管，迅速加入 200 μL Buffer AL和 200 μL无
水乙醇，充分混匀，短暂离心；小心转移全部消

化物至 QIAamp层析柱（放在 2 mL收集管）中，
盖上盖子，4 ℃离心 8 000 r /min 3 min，将柱子
放入 1个干净的收集管中，弃去原先的收集管.
小心打开柱子，加入 500 μL Buffer AW1，盖上
盖子，4 ℃离心 8 000 r /min 3 min，将柱子放入
1个干净的收集管中，弃去原先的收集管，小心
打开柱子，加入 500 μL Buffer AW2，盖上盖子，
4 ℃离心 8 000 r /min 3 min，将柱子放入 1个干
净的收集管中，弃去原先的收集管，4 ℃全速离
心 14 000 r / min 3 min，使膜完全干燥；将柱子
放入 1个 1.5 mL干净的 Ep管中，弃去原先的收
集管. 小心打开柱子，加入 50 μL Buffer ATE，
室温下盖上盖子孵育 5 min，4 ℃全速离心 14 000
r/min 1 min，离心所得产物-20 ℃冻存备用.
1.4.2 改良 TES水浴脱蜡-试剂盒法
组织切片（10 μm）2～4张，装入 1.5 mL的灭

菌 Ep管中；加入 1 mL TES溶液，充分振荡，65℃

水浴 30 min，再次充分振荡，4 ℃离心 14 000
r / min 15 min，弃上清再加 1 mL TES溶液水浴溶
蜡，重复 3 遍；在已脱蜡的组织切片管内加入
500 μL TET溶液，加蛋白酶 K 15～45 μL（根据
Ep管中的组织量而定），55 ℃水浴过夜；次日短
暂离心 1.5 mL Ep管，迅速加入 200 μL Buffer A
L和 200 μL无水乙醇，充分混匀，短暂离心；小
心转移全部消化物至 QIAamp 层析柱（放在 2 mL
收集管）中，盖上盖子，4 ℃离心 8 000 r /min 3
min，将柱子放入 1个干净的收集管中，弃去原
先的收集管，小心打开柱子，加入 500 μL Buffer
AW1，盖上盖子，4 ℃离心 8 000 r / min 3 min，
将柱子放入 1个干净的收集管中，弃去原先的收
集管，小心打开柱子，加入 500 μL Buffer AW2，
盖上盖子，4 ℃离心 8 000 r /min 3 min，将柱子
放入 1个干净的收集管中，弃去原先的收集管.
4 ℃全速离心 8 000 r /min 3 min，使膜完全干燥；
将柱子放入 1 个 1.5 mL 干净的 Ep 管中，弃去
原先的收集管，小心打开柱子，加入 50 μL
Buffer ATE，室温下盖上盖子孵育 5 min，4 ℃全
速离心14 000 r /min 3 min，离心所得产物-20 ℃
冻存备用.
1.4.3 gDNA质量的鉴定
取 5 μL DNA加 1 μL的 loading buffer 混匀
上样，Maker（Lambda DNA / HindⅢ+ EcoRⅠ
Marker）5 μL，在 0.8%的琼脂糖凝胶中 100 V 电
泳 40 min，在凝胶成像仪下观察所提取 DNA基
因组的质量.
1.4.4 DNA纯度鉴定
各取 2 μL DNA 样品，加水至 100 μL 混匀
后，转入分光光度计的石英比色杯中，先用 100
μL水校正零点，于 260 nm和 280 nm分别读出
吸光度（OD）值，检测 DNA的 OD值.
1.4.5 PCR扩增
配制 PCR的扩增反应体系（1 μL gDNA模
板，5 μL 10 × PCR Buffer，1 μL上游引物，1 μL
下游引物，1 μL 10 mmol/L dNTPs， 1 μL Taq酶
（5U / μL），40 μL ddH2O）. 反应条件：94 ℃
3 min 预变性，94 ℃ 30 s、56 ℃ 30 s 和 72 ℃
30 s（共 30个循环），72 ℃ 5 min 延伸.
1.4.6 PCR扩增产物的鉴定
取 PCR 扩增产物 8 μL 加 2 μL 的 loading

buffer 混匀及 Maker（100 bp DNA Ladder）5 μL
同时上样，在 1.5%的琼脂糖凝胶中 100 V电泳
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图 2 PCR 扩增产物在 1.5%琼脂糖凝胶中电泳的图谱
M： Marker（100 bp DNA Ladder）；
1、3、5 泳道为经典脱蜡-试剂盒方法所得 PCR 产物 ；
2、4、6 泳道为改良 TES 水浴脱蜡-试剂盒所得 PCR 产物.
Fig.2 PCR products in 1.5% gel electrophoresis
M：Marker（100 bp DNA Ladder）；
Lane 1，3，5：PCR products from xylene dewaxing gDNA；
Lane 2，4，6：PCR products from water-bath dewaxing gDNA.
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图 1 gDNA 在 0.8%琼脂糖凝胶中电泳的图谱
M： Marker （λDNA /Hind Ⅲ+ EcoRⅠ）
1、3、5 泳道为经典脱蜡-试剂盒法提取的 gDNA ；
2、4、6 泳道为改良 TES 水浴脱蜡-试剂盒法提取的 gDNA.
Fig.1 0.8% gel electrophoresis of gDNA
M：Marker（λDNA /Hind Ⅲ+ EcoRⅠ）
Lane 1，3，5：gDNA extracted by classical xylene dewaxing；
Lane 2，4，6：gDNA extracted by water-bath dewaxing.
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30 min，凝胶成像仪下观察 PCR 扩增产物的片
段大小.

2 结果

2.1 两种不同方法提取的基因组 DNA质量比较
比较两种不同方法，发现采用改良 TES水浴
脱蜡-试剂盒法所获取的基因组 DNA质量要明显
优于经典脱蜡-试剂盒法，从图 1可见采用改良
TES水浴脱蜡-试剂盒法可获得量多，且片段大
的基因组 DNA，经典脱蜡-试剂盒法提取的基因
组 DNA量少且多为小片段 DNA（DNA 降解）.

2.2 两种不同方法提取的基因组 DNA纯度检测
改良 TES水浴脱蜡-试剂盒法提纯 DNA的吸
光度比值（A260/280）为 1.88±0.15，经典试剂盒法提
纯 DNA的吸光度比值（A260 / 280）为 1.73 ± 0.12，前
者明显高于后者（P<0.01）.
2.3 PCR 片段大小的鉴定
分别取经两种方法提取的基因组 DNA做模

板，采用内参照引物对进行 PCR扩增，扩增片段
为 260 bp，经 1.5%的琼脂糖电泳鉴定（图 2），
DNA 扩增条带基本都可见，其中改良法的扩增
结果更清晰明亮.

3 讨 论

本研究从实用的角度，选择了两种方法（经

典脱蜡-试剂盒方法和改良 TES水浴脱蜡-试剂盒
法），对石蜡组织提取的 DNA 质量进行了比较.
由以上结果可以看出，改良 TES水浴脱蜡-试剂
盒法可获得较完整的基因组 DNA，经 DNA琼脂
糖电泳后可见 DNA 条带清晰，亮度较强，基本
无降解和拖尾现象，而经典脱蜡-试剂盒方法中
的溶蜡试剂为二甲苯，有拖尾现象，基因组 DNA
已基本降解为小片段的 DNA，说明对石蜡组织
标本进行 TES水浴脱蜡可获得浓度及纯度均较
为满意的完整的基因组 DNA，这是由于 TES溶
液中的 Tris 和 EDTA 均可起到保护 DNA 作用，
0.5％SDS 有较强的脱蜡作用，TET 溶液中的
TritonX-10可通过其疏水的苯环与膜结合，使细
胞膜的理化性质改变，导致破膜，从而提高 DNA
获得率［5~7］. 另外，从采用两种方法提取的基因
组 DNA 中选择一对看家基因引物进行 PCR 扩
增，在 1.5％琼脂糖凝胶电泳中 DNA扩增条带基
本都可见，其中改良 TES水浴脱蜡-试剂盒法获
得的 DNA扩增的目的片段较经典脱蜡-试剂盒方
法的更清晰明亮. 实验证明改良 TES水浴脱蜡-
试剂盒法提取的基因组 DNA质量明显高于经典
脱蜡-试剂盒方法，更能满足科研和临床的需求.
在本实验笔者还采用了 QIAamp层析法（QIAamp
DNA Stool Mini Kit）进一步对方法进行优化，
QIAamp是一种硅胶，它能选择性结合 DNA 而
分离糖类和蛋白质，消除 PCR 抑制物，能使抽
提的 DNA纯度更高［8，9］.
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