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胰腺癌及癌旁组织中提取 RNA样品的方法优化及鉴定 *
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摘要目的：优化胰腺癌及癌旁组织总 RNA的提取方法，为胰腺相关疾病的发病机制研究提供高质量的实验样本。方法：采用组织

块分离剪碎、RNase清洗及抑制等方法对胰腺癌及癌旁组织进行预处理，液氮研磨及 trizol-氯仿抽提的方法提取组织 RNA。通过

琼脂糖凝胶电泳及生物分析仪鉴定 RNA的完整性。使用等量 RNA作为逆转录模板，以 oligo dT引物对信使 RNA（message

RNA, mRNA）进行逆转录；以茎环结构引物对微小 RNA（microRNA, miRNA）进行逆转录。通过定量 PCR的方法检测 mRNA及

miRNA的表达水平。结果：相较于常规方法，优化方法提取的 RNA样品降解程度低，完整性较高。相对于胰腺癌组织，癌旁组织

RNA更易降解，mRNA的表达水平出现降低趋势；但 miRNA的表达在胰腺癌及癌旁组织中无明显差异。结论：胰腺癌及癌旁组

织的预处理可降低 RNA降低程度，可为 RNA的表达检测提供高质量的实验样本，增加实验准确度。
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Optimization of the Purification Method of Total RNA from Pancreatic
Cancer and Adjacent Tissues*

To optimize the extraction method of total RNA from pancreatic cancer and adjacent tissues, and provide

high-quality experimental samples for the pathogenesis of pancreatic-related diseases. The pretreatment of pancreatic cancer

and paracancerous tissues was accomplished through shredding, RNase-free washing and RNase inhibition. RNA was isolated by liquid

nitrogen grinding and trizol-chloroform extraction. The integrity of RNA was identified by agarose gel electrophoresis and bioanalyzer.

With the same amount of RNA as the reverse transcription template, oligo dT primers were used for reverse transcription of messenger

RNA (mRNA); stem-loop structure primers were used to reverse transcription of microRNA (miRNA). The expression levels of mRNA

and miRNA were detected by quantitative RT-PCR. Compared with conventional methods, RNA samples extracted by the

optimized method had a lower degradation degree and higher integrity. Compared with pancreatic cancer tissue, RNA in adjacent tissue is

more easily degraded, and the expression level of mRNA tends to decrease. However, there is no significant difference in miRNA

expression between pancreatic cancer and adjacent tissue. Pretreatment of pancreatic cancer and adjacent tissues could

reduce the RNA degradation, and provide high-quality experimental samples for RNA investigation and high experimental accuracy.
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前言

胰腺癌（Pancreatic cancer，PC）是常见的消化系统恶性肿

瘤之一，多为胰腺导管腺癌（Pancreatic ductal adenocarcinoma，

PDAC），约占 PC的 90 %[1，2]。研究显示 PDAC的主要风险因素

包括年龄、饮酒、慢性胰腺炎、糖尿病、肥胖、家族史和吸烟等。

目前除吸烟人数减少外，其他危险因素的比例都在上升，因此

PDAC的发生率和死亡率都在不断上升[3-5]。尽管 PDAC发病机

制的研究已经取得了重要进展，但肿瘤组织的异质性和基质环

境的致密性，导致 PDAC仍是最具化学耐药性的癌症之一[6-8]。

因此，通过高通量测序等方法分析 PDAC组织的突变基因信息

对于患者的个体化治疗尤为重要[9，10]。研究显示胰腺组织中提

取完整 RNA会受到自溶和内源性核糖核酸酶存在的影响。因

此，优化胰腺组织总 RNA的提取方法并对其进行完整性鉴定，
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Genes Primer sequence (5'-3')

RNU6b CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGAAAAATAT

miR-16 CTCAACTGGTGTCGTGGAGTCGGCAATTCAGTTGAGCGCCAATA

表 1 miRNA特异的茎环结构引物序列

Table 1 The sequences of stem-loop primers for miRNA

表 2定量 PCR引物序列

Table 2 The sequences of primers for real-time PCR

Genes Primer sequence (5'-3')

GAPDH
Forward：AGCCACATCGCTCAGACAC

Reverse：GCCCAATACGACCAAATCC

茁-actin
Forward：CTCCATCCTGGCCTCGCTGT

Reverse：GCTGTCACCTTCACCGTTCC

GUSB
Forward：GAAAATATGTGGTTGGAGAGCTCATT

Reverse：CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA

RNU6b
Forward：GCAAGGATGACACGCAAATTC

Reverse：CTCAACTGGTGTCGTGGAGT

miR-16
Forward：ACACTCCAGCTGGGTAGCAGCACGTAAATA

Reverse：CTCAACTGGTGTCGTGGAGT

是 PDAC个体化检测的必要条件。

1 材料与方法

1.1 组织样本预处理

胰腺癌及癌旁组织为本单位行胰腺癌外科根治手术切除

组织。临床标本的采集经患者同意并签署知情同意书，并经医

院伦理委员会论证通过。切下的组织经冰预冷的生理盐水

（DEPC处理水配制，含 RNase抑制剂）清洗，并区分癌组织及

癌旁组织（距癌组织旁 5 cm）。在生理盐水中将组织剪成小块

后，放入冻存管中并在液氮中保存。

1.2 RNA提取

将 冻 存 的 组 织 分 别 放 在 用 液 氮 预 冷 过 的碾 钵

（RNase-free）中，用杵子碾磨成粉末状。加入 1 mL的 Trizol试

剂（Thermo Fisher公司），充分裂解后加入 200 滋L氯仿，振荡
器上剧烈振荡 15 s。离心后将 400 滋L上清液转移至新的离心
管中，加入等体积异丙醇。混匀后于 -20 ℃冻存 2 h 后。经

4 ℃，12000 rpm离心 15 min，经 70 %乙醇清洗沉淀后，加入

适量 DEPC处理水溶解。

1.3 琼脂糖凝胶电泳

在紫外分光光度计下检测提取 RNA样品的浓度。适当稀

释后去 500 ng样品，在 1 %琼脂糖凝胶上，以 80 V电压下进行

30 min电泳。在凝胶成像仪上观察 RNA样品的条带拖尾及亮

度。以 28 s、18 s及 5 s条带的亮度比例作为 RNA降解情况的

初步评价。

1.4 RNA完整性检测

利用 2100生物分析仪（Agilent公司）检测 RNA完整性。

将 RNA样品适度稀释后，按 RNA 6000 Nano试剂盒说明书处

理后，通过 Lab on a Chip微流控技术进行 RNA完整性分析。

设置 RIN阈值为 6。RIN>7的 RNA样品完整性良好，RIN<6为

严重降解。

1.5 mRNA的逆转录反应

取 200 ng 的 RNA 样品作为逆转录模板，按照 RNA to

cDNA EcoDry Premix逆转录试剂盒（Takara公司）说明书进行

操作，添加 oligo dT20 引物，反应条件为：98 ℃，15 s；42 ℃，

30 min；4℃保存。将反应产物适当比例稀释后作为定量 PCR

的反应模板。

1.6 microRNA的逆转录反应

取 100 ng 的 RNA 样品作为逆转录模板，按照 Prime-

ScriptTM RT reagent Kit逆转录试剂盒（Takara公司）说明书进行

操作，添加微小 RNA（microRNA, miRNA）特异的茎环结构的

引物（表 1），反应条件为：98℃，15 s；42℃，30 min；4℃保存。

将反应产物适当比例稀释后作为定量 PCR的反应模板。

1.7 定量 PCR反应

按照 TB Green誖 Premix Ex TaqTM II（Takara公司）说明书

进行操作，mRNA 检测的反应条件为 95 ℃，5 s；60 ℃，30 s；

miRNA检测的反应条件为 95 ℃，5 s；58 ℃，10 s；72 ℃，10 s。

设置循环数 40。以 2-△ △ Ct计算样本间相对表达水平。引物序列

见表 2。

1.8 统计学分析

所有数据利用 SPSS 22.0进行统计分析，以 Shapiro-Wilk

检验分析数据是否符合正态分布，两组间数据分别以 t检验

（正态分布）和Mann-Whitney U检验（非正态分布）分析统计学

差异。P<0.05被认为具有统计学差异。

2 结果

2.1 胰腺癌及癌旁组织总 RNA的凝胶电泳鉴定

优化提取方法后，总 RNA的提取量比常规方法明显增加。

经 1 %琼脂糖凝胶电泳（图 1），胰腺癌及癌旁组织总 RNA在
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图 1胰腺癌及癌旁组织 RNA样品的琼脂糖凝胶电泳

注：1、3为常规方法，2、4为优化方法

Fig. 1 Agarose gel electrophoresis of RNA samples from pancreatic cancer

and adjacent tissues

Note: Lane 1 and 3 were conventional method, and Lane 2 and 4 were

optimized method.

图 2胰腺癌及癌旁组织中总 RNA的完整性分析

注：A常规方法，B优化方法

Fig. 2 RNA integrity analysis of samples from pancreatic cancer and adjacent tissues

Note: A conventional method, B optimized method.

28 s、18 s和 5 s条带较常规提取方法明显清晰，亮度梯度变化

符合其分子量规律。

2.2 胰腺癌及癌旁组织总 RNA的完整度鉴定

经 2100生物分析仪系统鉴定，优化方法提取的总 RNA完

整性良好，RIN值均大于 7，而常规方法提取的方法 RIN值低

于 6（图 2）。

2.3 胰腺癌及癌旁组织中的 mRNA表达的检测

在相同 RNA逆转录模板（200 ng）的条件下，胰腺癌组织

RNA样品中 GAPDH，茁-actin等基因的表达在常规方法和优化
方法间无明显差异（图 3A）。但在癌旁组织 RNA样品中，优化

方法提取的 RNA样品中各基因的表达均显著高于常规方法

（图 3B）。在同一方法提取的 RNA样品中各基因在胰腺癌组织

中的表达均明显高于癌旁组织（图 3C-3D）。

2.4 胰腺癌及癌旁组织中的 miRNA表达的检测

在相同 RNA逆转录模板（500 ng）的条件下，胰腺癌及癌

旁组织 RNA样品中 RNU6b 及 miR-16 的表达在常规方法和

优化方法间无明显差异（图 3A-3B）；且在同一方法提取的

RNA样品中，各基因在胰腺癌组织与癌旁组织中的表达均无

明显差异（图 3C-3D）。

3 讨论

胰腺作为人体内最富酶活力的组织，从其中分离出完整的

RNA是进行分子机制研究的前提[11]。研究证实胰腺的 RNase A

的含量很高，并存在于各种胰腺分泌的多种微粒中，造成组织

处理过程中 RNA不同程度的降解[12，13]。目前商品化 trizol试剂

是最常用的 RNA提取试剂，但即使结合使用 RNase抑制剂和

低温均质化，胰腺组织的 RNA提取也会遇到各种不可控结果。

在小鼠等实验动物的胰腺 RNA提取中，使用原位导管灌注

RNase抑制剂的方法对组织进行预处理，可提高 RNA的完整

性[14]。在手术切除胰腺癌组织后，我们用 RNase抑制剂的生理

盐水进行预处理，并在低温下将组织剪成小块，以便于 RNase

抑制剂快速浸润至组织内部，达到防止 RNA降解的目的。

定量 PCR是检测基因差异表达的常规方法，一般分为绝

对定量和相对定量的分析方式。绝对定量的 PCR检测是以等

量 RNA模板为标准，相对定量的 PCR检测在等量 RNA作为

逆转录模板的基础上，还结合管家基因的表达作为标准[15,16]。因

此无论何种方式的分析，RNA的完整性都会影响分析结果的

准确性。我们的结果显示，由于样本 RNA完整性的差异，管家

基因的表达水平就存在一定程度的偏差。常规方法和优化方法

提取的胰腺癌组织 RNA的 RIN值明显高于癌旁组织，管家基

因的表达量明显高于癌旁组织，提示癌变组织的内部结构和功

能已改变。

为了处理对定量 PCR检测性能的不利影响，在数据分析

中应用适当的标准化处理也非常重要[17，18]。利用 PCR内参的

标准化可以降低 RNA 质量对定量 PCR 性能的影响。对于

mRNA，一般使用 GAPDH、茁-actin、琢-tubulin和 GUSB等管家

基因作为 PCR检测的内参[19，20]。常规方法提取的胰腺癌及癌旁

组织 RNA样品间存在降解程度的不一致，造成管家基因的表

达水平也不同，使用内参之后可能使检测结果的偏差更大。而

在优化 RNA纯化方法后，样本间的 RNA降解程度明显降低，

管家基因在组织间的表达也相对一致。
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图 4胰腺癌及癌旁组织中 miRNA相的检测

注：A胰腺癌组织，B癌旁组织，C常规方法，D优化方法

Fig. 4 Detection of miRNA expression in pancreatic cancer and adjacent

tissues

Note: A pancreatic cancer tissues, B adjacent tissues, C conventional

method, D optimized method.

图 3胰腺癌及癌旁组织中 mRNA相关内参基因的检测

注：A胰腺癌组织，B癌旁组织，C常规方法，D优化方法

Fig. 3 Detection of mRNA expression in pancreatic cancer and adjacent tissues

Note: A pancreatic cancer tissues, B adjacent tissues, C conventional method, D optimized method.

MiRNA是近年来研究较为广泛的 22 nt左右的非编码 RNA，

在胰腺癌的发病机制研究中具有重要的地位[21，22]。作为具有调

控作用的一类 RNA分子，miRNA表达水平的检测是筛选并探

索其功能的首要工作。miRNA的降解不依赖于常规的 RNA

降解酶，而是以泛素连接酶介导的靶向衰变的方式进行降解

的[23，24]。因此 miRNA相对降解程度都较低。我们的检测结果也

显示常规方法以及优化方法提取的 RNA样品中 miRNA的表

达水平均无明显差异，提示其未出现降解。

对于 miRNA表达检测的标准化还没有普遍的指南，不同

类型组织中的检测标准存在一定的差异。目前，内源性的核小

RNA（U6等）、某些 "参考 miRNA"（具备组织特异性高表达特

点）是 miRNA检测最常用的内参基因，但有的研究也使用

GAPDH等管家基因作为 miRNA检测的内参基因[25-27]。从我们

的结果分析，管家基因与 miRNA的降解效率程度不同，在胰腺

等富含降解酶的组织 RNA检测中，不能作为 PCR的内参基因

使用。在芯片或定量 PCR-微阵列等高通量实验，使用平均表

达值或稳定的内源性 miRNA进行归一化，可以减少定量 PCR

检测中的技术差异[28，29]。相较于 mRNA的检测，miRNA的标准

化对样本 RNA的质量要求更敏感。尽管可以进行检测数据标

准化，但对于几乎全部 miRNA和组织样本来说，RNA的 RIN

值与相对表达量的相关性仍然存在[30]。

总之，我们从胰腺及癌组织中提取了相对高质量的 RNA

样品。针对富含 RNase的组织 RNA的纯化，在组织分离阶段

应重视 RNase的去除及抑制，使用 DEPC处理的生理盐水可清

洗掉组织间隙的 RNase；RNase 抑制剂的使用可进一步抑制

RNase的活性；组织块前期剪碎有益于预处理试剂的浸润。这

种研究方法的使用将为胰腺相关疾病的分子机制探索提供重

要的条件。
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