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石蜡包埋组织提取DNA不同条件下的PCR扩增★ 
马丽丽，艾力江·吐尔逊，张  莉 

PCR amplication of the DNA extracted from paraffin-embedded tissues in different conditions    

Ma Li-li, Ailijiang•Tuerxun, Zhang Li 

Abstract 
BACKGROUND: Because of the damage of formalin-fixed paraffin-embedded tissue to DNA in the process of its production and 
preservation, it is difficult to extract high quality and sufficient DNA for PCR. 
OBJECTIVE: To analyze the influencing factors of the DNA extracted from paraffin-embedded tissue for PCR. 
METHODS: Genomic DNA was extracted from paraffin-embedded esophageal carcinoma tissue sections of 10.0 μm×2,      
10.0 μm×4 and 10.0 μm×5. Template DNA amount of 0.05, 0.1, 0.2 μg was used to amplify gene β-actin, respectively. PCR cycle 
times were set as 35, 40 and 45. The influencing factors of PCR were analyzed. 
RESULTS AND CONCLUSION: The analysis of agarose gel electrophoresis showed that when paraffin-embedded esophageal 
carcinoma tissue section amount was 10.0 μm×2, the PCR cycle times were 40; when the template DNA amount was 0.05μg, the 
obtained target DNA was of the highest quality. It shows that reducing the amount of paraffin-embedded tissue and DNA template 
can be help to require high quality PCR strips; PCR cycle times should be more than 40 and less than 45, and if it increases 
beyond this range there is meaningless. 
 
Ma LL, Ailijiang•Tuerxun, Zhang L. PCR amplication of the DNA extracted from paraffin-embedded tissues in different conditions. 
Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu. 2012;16(11): 1973-1976.     [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：在甲醛固定石蜡包埋组织的制作及保存过程中会对 DNA 造成损害，提取的 DNA 在用于 PCR 扩增时部分结果并不理

想。 
目的：比较分析石蜡包埋组织中提取 DNA 应用于 PCR 反应的影响因素。 
方法：从 10.0 μm×2、10.0 μm×4 和 10.0 μm×5 石蜡包埋食管癌组织切片中提取 DNA，以 0.05，0.1，0.2 μg 模板 DNA
量扩增内参基因 β-actin，PCR 反应循环次数分别为 35，40，45 次，分析影响 PCR 反应的因素。 
结果与结论：琼脂糖凝胶电泳结果显示以 10.0 μm×2 组织切片量，PCR 反应循环次数 40 次，PCR 反应模板 DNA 量      
0.05 μg 扩增取得的目的基因 DNA 的质量最高。说明减少石蜡包埋组织用量和减少模板 DNA 量有助于获得高质量的 PCR
反应条带，且 PCR 反应循环次数应大于 40 次，小于 45 次，再增加循环次数，则意义不大。 
关键词：石蜡包埋组织；提取 DNA；PCR 反应；循环次数；模板 DNA 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2012.11.017 
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0  引言 
 

病理科保存的甲醛固定石蜡包埋组织是组

织工程实验研究材料的可靠来源。目前，国内

外已有不少文献报道从石蜡包埋组织中成功取

出DNA分子，进行分子病理学研究[1-3]，但所提

取的DNA在用于PCR扩增时，部分结果并不理

想，为了获得满意的PCR扩增效果，实验进一

步研究了影响PCR反应的因素，探索获得满意

的PCR扩增效果的条件。 
 
1  材料和方法 

 
设计：分子生物学实验。 
时间及地点：于2011-11在新疆医科大学第

一附属医院分子生物研究室完成。 

材料： 

试剂与仪器： 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

标本来源：选用新疆医科大学第一附属医院

病理科保存的2年前手术切除的食管癌组织(患

试剂及仪器 来源 

蛋白酶 K 
Tris 碱、乙二酸四乙酸、十二烷基

硫酸钠、二甲苯、乙醇、氯仿、

异戊醇、醋酸钠 
QIA quick Gel Extraction Kit DNA
纯化试剂盒 

PCR 仪 
XMTD-6000 型水浴箱 
 
台式低温离心机 
电泳仪、紫外分光光度计、紫外凝

胶成像系统 

Merck 公司 
北京天根生化公司 
 
 
德国 QIA-GEN 公司 
 
Biometra 公司 
北京博医康实验仪器 
有限公司 

BECKMEN 公司 
BIORAD 公司 
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者术前未接受过放、化疗)。组织块全部为癌组织，质地

均一，经体积分数10%中性甲醛固定12 h后石蜡包埋，

室温存档至今。标本保存完整，常规切片，进行苏木    
精-伊红染色，镜下观察未见组织自溶、坏死、大片出

血等现象，见图1。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
将石蜡包埋组织块切10 μm厚切片，分装于1.5 mL 

离心管中，每管2~5片不等。 
方法： 

设定条件：提取DNA所用石蜡包埋组织用量分为

10.0 μm×2、10.0 μm×4和10.0 μm×5；PCR反应使用

模板DNA量分别为0.05，0.1，0.2 μg。PCR反应循环次

数分别设定为35，40，45次。根据设定条件不同排列组

合出27种不同条件。DNA提取采用Yuan等[4]所述改良

TES水域脱蜡-试剂盒提纯DNA法。 
PCR扩增：引物β-actin序列：上游5’-TGA CGG TCA 

GGT CATCAC TAT CGG CAA TGA-3’；下游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。PCR反应体

系为25 μL，其中模板DNA分别为0.05，0.1，0.2 μg、
10×PCR Buffer 5 μL，1 μL上游引物，1 μL下游引物，

1 μL 10 mmol/L dNTPs，1 μL Taq酶(5 U/μL)。反应条

件：95 ℃预变性5 min以后，扩增温度94  30 s℃ 、62 ℃   
60 s、72  60 s℃ 循环，循环次数分别为35，40，45次，

最后72 ℃延伸7 min。 
PCR扩增目的基因DNA的检测：取10 μL PCR产物进

行2.0%琼脂糖凝胶电泳。与Marker比较，切取目的基

因DNA条带处琼脂糖凝胶，以QIAGEN纯化试剂盒提取

琼脂糖凝胶中的DNA片段，分光光度计检测纯化后的

DNA含量。 
主要观察指标：不同条件下扩增的目的基因DNA的

质量。 
统计学分析：所有实验取重复3次，结果用x

_

±s表示，

不同条件所得的DNA含量值应用SPSS 16.0进行方差

分析，P < 0.05为差异有显著性意义。 

   
2  结果 
 
2.1  不同条件下目的基因DNA纯化后DNA含量  见表

1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
由表1可见，随着提取DNA所用石蜡包埋组织用量

的增加，获得目的基因含量反之依次减少。甚至当组织

用量为10.0 μm×5，模板0.2 μg时，3种循环次数均未出

现扩增条带。所用石蜡包埋组织用量为10.0 μm×2时，

PCR反应循环次数40次，PCR反应模板DNA量0.05 μg
扩增取得的目的基因DNA的质量最高。 
2.2  PCR扩增结果  在27种不同排列条件组合下所得

DNA经PCR琼脂糖凝胶电泳分析显示，35次DNA扩增

的条带较40次和45次组差。其他条件相同时40与45次
组比较无明显差异，但是随着石蜡包埋组织用量和模板

DNA用量增加，扩增的条带亮度反而呈下降趋势，见图

2~5。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1  不同条件下目的基因含量比较 
Table 1  The comparison of target DNA contents in different 

conditions                             (x
_

±s, mg/L)

“-“: Without amplification strip; Template content 0.05 (A), 0.1 (B), 0.2 μg 
(C). aP < 0.05, bP < 0.01, vs. 35 cycles 

Condition 35 cycles 40 cycles 45 cycles 
 

10.0 μm×2 
   

A   9.85±18.04 48.33±1.17a 42.37±1.02a 
B   9.87±12.04  38.42±21.25a  35.06±27.95a

C 11.02±0.67 45.37±2.93b 39.10±0.90a 
10.0 μm×4    

A   8.75±24.70  45.78±5.19b 40.43±4.51b 
B  9.12±0.61 38.07±1.11 32.90±1.76a 
C 14.83±1.23 29.20±1.06 29.97±0.93 

10.0 μm×5    
A 7.29±17.50 9.56±17.37 14.52±20.07 
B 6.45±18.09 5.33±14.54 0.69±4.81 
C - - - 

 

Figure 2  Electrophoresis pattern of PCR product at 
paraffin-embedded tissue of 10.0 μm×2, template 
DNA amount of 0.05 μg 

图 2  石蜡包埋组织 10.0 μm×2，模板 0.05 μg 时的 PCR 扩
增产物电泳图 

1: Marker; 2, 3: 40 cycles; 4, 5: 45 cycles; 6, 7: 35 cycles 

1    2    3   4    5    6         7 

Figure 1  Pathology images of low differentiated squamous cell 
carcinoma of the esophagus (Hematoxylin-eosin 
staining, ×40) 

图 1  食管低分化鳞癌病理图片(苏木精-伊红染色，×40) 
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3  讨论 
 
从甲醛固定-石蜡包埋组织中提取DNA的方法已有

多篇文献报道[5-6]，目前可以从石蜡包埋组织中提取出高

质量的DNA，但是这些高质量的DNA进行PCR反应后，

结果却差强人意。PCR是在模板DNA、设计引物、MIX

和4种脱氧核糖核苷酸存在的条件下依赖DNA聚合酶的

酶促反应[7]。在实验中影响PCR的因素很多，如标本或

核酸纯化过程中出现扩增反应抑制物、扩增仪孔间温度

的差异以及核酸提取中的随机误差。实验中经常出现两

种情况：一种是没有找到最佳扩增条件(如模板DNA量，

引物浓度及退火温度)导致产生大量非特异性产物；另一

种情况是没有扩增出任何产物。PCR反应体系和反应条

件的设置，均影响PCR扩增的结果。因此，若想获得较

为良好的PCR扩增效果，要采取相应的质量保证措    
施[8-10]。实验分别从石蜡包埋组织用量、模板DNA含量、

及PCR反应循环次数3个方面，利用正交设计组合出27
种不同条件进行PCR反应，以纯化后的目的基因含量和

蛋白电泳图条带的明暗度作对比，找出最优方案。 
实验结果发现，10.0 μm×2组织切片量，PCR反应

循环次数40次，PCR反应模板DNA量0.05 μg扩增取得

的目的基因DNA的质量最高。此条件下，经DNA琼指糖

电泳后可见距加样孔下方处的DNA条带清晰，亮度较

强，基本无降解和拖尾现象。当组织用量为10.0 μm×5，
模板0.2 μg时，3种循环次数均未出现扩增条带。分析可

能有以下两点原因：①甲醛具有较高的反应活性，可以

和带有-OH、-SH、-NH2基团的分子发生亲核加成反应，

最终作为亚甲基(-CH2-)的提供者，与上述基团中的两个

基团反应，使自由的分子链被交联起来，从而发挥对组

织固定的作用，同时也对DNA分子产生不利的影响[11]。

②石蜡可阻碍消化液对组织的渗透，从而抑制蛋白酶K
与组织内蛋白的接触，影响组织消化和DNA释放。在

DNA提取过程中，如未能有效去除石蜡，形成的DNA-
石蜡混合液，不利于PCR扩增。 

实验通过摸索PCR反应条件，最终确定从石蜡组织

中提取DNA应用于PCR反应时实验室最优条件是：减少

石蜡包埋组织用量和减少模板DNA量，且反应循环次数

40次最佳，再增加次数则意义不大。结果与Zhao等[12]

的结果相似，不同之处在于，该文纯化后的DNA进行基

因测序来确定PCR的特异性，然而实验则将纯化后的

DNA含量及PCR扩增反应条带明暗度2个方面进行综合

分析比较，得出以上结果。如今，对于石蜡包埋组织中

客观存在的PCR扩增抑制因子的研究并不明朗，大片段

的PCR扩增的成功率不是很高[13]。因此，合理调整制定

PCR扩增反应条件，还有待进一步加大样本量深入研

究。 
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Figure 3  Electrophoresis pattern of PCR product at 
paraffin-embedded tissue of 10.0 μm×2, template 
DNA amount of 0.1 μg 

图 3  石蜡包埋组织 10.0 μm×2，模板 0.1 μg 时的 PCR 扩
增产物电泳图 

M: Marker; 1, 2: 40 cycles; 3-5: 45 cycles 

M       1    2   3   4   5  M 

Figure 4  Electrophoresis pattern of PCR product at 
paraffin-embedded tissue of 10.0 μm×4 

图 4  石蜡包埋组织 10.0 μm×4 时的 PCR 扩增产物电泳图

M: Marker; 1: 0.1 μg, 40 cycles; 2: 0.05 μg, 40 cycles; 3: 0.2 μg,     
40 cycles; 4: 0.2 μg, 45 cycles; 5: 0.2 μg, 35 cycles 

M    1     2   3   4    5   6 

Figure 5  Electrophoresis pattern of PCR product at 
paraffin-embedded tissue of 10.0 μm×5 

图 5  石蜡包埋组织 10.0 μm×5 时的 PCR 扩增产物电泳图

M: Marker; 1: 0.05 μg, 40 cycles; 2: 0.05 μg, 35 cycles; 3: 0.05 μg,    
45 cycles; 4: 0.2 μg, 35 cycles; 5: 0.1 μg, 35 cycles; 6: 0.1 μg,       
40 cycles; 7: 0.1 μg, 45 cycles 

M  1   2  3   4   5  6  7 
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利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。 

伦理要求：实验获得新疆医科大学第一附属医院伦理委

员会的批准。 

本文创新性：为了获得较为满意的 PCR 扩增效果，实

验进一步研究了影响 PCR 反应的影响因素。分别从提取

DNA 所用石蜡包埋组织用量、PCR 反应使用模板 DNA 量

及 PCR 反应循环次数，根据设定条件不同排列组合出 27
种不同条件，经改进后得到良好效果，目前，这类研究较少。
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