
第五章 临床基因扩增检
验标本的处理、保存及核

酸提取方法



   在临床基因扩增检验中，由于临床标本中

常含有蛋白和脂类等干扰核酸扩增的物质，
因而核酸提取是进行核酸扩增前不可或缺
的一个步骤。



   核酸分离纯化技术起源于20世纪50年代，
在70年代和80年代中得到了普遍的应用和
推广。但传统的核酸提取方法常涉及去垢
剂裂解、蛋白酶处理、有机溶剂提取及乙
醇沉淀等步骤，在RNA检测时易出现假阴
性；使用PCR及体外转录扩增系统检测时
易得到假阳性结果；一些挥发性有机试剂
对操作人员健康也有一定影响。因此，简
单高效又无需使用酚和氯仿的核酸提取方
法对克服上述缺点有重要意义。



   此外，由于标本的处理及保存对DNA和
RNA（尤其是RNA）的影响较大，因此，

在核酸测定时，样本的处理及适当保存，
对保证测定的准确有效尤为重要。临床基
因扩增检验中常涉及的标本有血清（浆）、
全血、新鲜组织等，这些临床标本的处理
和保存方法各有不同。



第一节 临床标本的处理和保存

• 血清（浆）标本

   在某些病原体如HBV，HCV和HIV等的PCR

临床测定中，标本的获取和保存，对于
DNA测定，可能按照一般的血清标本处理
程序，对测定影响不大。但对于RNA测定，

标本的获取和保存方式对测定结果，可能
有决定性的影响。



   有研究表明，用于RNA测定最好是使用
EDTA抗凝（严禁使用肝素，因其对PCR扩

增有抑制，且很难在核酸提取过程中完全
去除）全血标本，抗凝后6小时内分离血浆，
如使用血清标本，则需尽快（2小时内）分
离血清，标本的短期（1~2周）保存可在-

20oC下，较长期保存应在-70oC下。



• 全血标本

   以全血标本为待测标本时，必须注意抗凝
剂的选择，一般使用EDTA-Na

2
或枸橼酸钠，

不可以使用肝素。全血样本如用于DNA提
取检测，可4oC下短期保存，如用于RNA检
测，则应在取血后，尽快提取RNA。



• 组织

   组织有新鲜组织块和石蜡切片。新鲜组织

块的处理步骤首先用生理盐水洗两次，然
后将其捣碎或切碎，加入生理盐水后剧烈
震荡混匀，离心，弃上清，再用蛋白酶K消

化后提取核酸。



   新鲜组织最好是保存于50%乙醇中，具体
作法是，先用生理盐水将组织洗一次，切
成宽度小于1cm的小片，加入适量的生理盐
水，然后，边摇边加入无水乙醇至终浓度
为50%。这样固定的组织标本室温下可保
存数日，4oC可保存6年。

   石蜡切片用于核酸提取，需先用辛烷或二
甲苯脱蜡，再用蛋白酶K消化后即可进行
DNA提取。



第二节 核酸的提取方法

• 酚-氯仿提取法

   DNA提取的经典方法，这种方法提取的DNA纯度

高，效果好，缺点是较为繁琐。我们所用的试剂
盒是在此基础上的改良，主要由三种试剂组成。

   GenTLE Solution Ⅰ在破坏血细胞的同时，与核

酸形成电中性的复合体。将该复合体离心收集并
用GenTLE Solution Ⅱ清洗后，在沉淀中加入
GenTLE Solution Ⅲ，将DNA分离出来，然后再
加入异丙醇将DNA沉淀回收。



   全血→加入GenTLE Solution Ⅰ→振荡数秒，

室温10分钟以上，12000rpm离心 5min→除
上清，加GenTLE Solution Ⅱ →轻轻颠倒

2、3次，12000rpm离心2min→除上清，加
GenTLE Solution Ⅲ →振荡10秒，

12000rpm离心5min→取上清，加入等量异
丙醇→充分颠倒混合，12000rpm4℃离心
5min→除上清→70%乙醇清洗，简单干燥，

用TE等溶解→纯化DNA



• RNA的提取

   由于临床标本及实验室环境中，存在大量
对RNA具有强烈降解作用的RNase，而
RNase较耐高温，不易失活，因此在提取
RNA时，如何避免RNase对标本的污染及
防止RNase对提取的RNA的降解，是保证
RNA成功提取的关键之所在。



• RNA提取所用器皿的处理及溶液的准备

   经高压灭菌的一次性使用的塑料制品如试

管，离心管等可以不经预处理直接用于制
备和贮存RNA。实验室用的普通玻璃器皿
经常有RNase污染，使用前必须与180℃干
烤8小时以上，或用0.1%焦碳酸二乙酯
（DEPC）的水溶液浸泡。



   DEPC是RNase的强烈抑制剂。灌满DEPC

的器皿于37℃下放置2小时，然后用灭菌水
淋洗数次，并于100℃干烤15分钟，最后高
压蒸汽下15分钟。上述处理可除去器皿上
痕量的DEPC，以防止DEPC通过羧甲基化
作用对RNA的嘌呤碱基进行修饰。

   要注意的是，DEPC有致癌性，操作时须小

心。
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