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着病程延长 DR改变愈加显著。而脉络膜毛细血管的 TBM 和 

TA值在 2个月时与对照组 比较也 出现 了统计学差异 (P< 

0．05)，提示 DC开始发生，并随病程发展，出现了与 DR类似的 

变化。因此初步推论 DC的改变是存在的，并且略迟于 DR的改 

变。这与临床上通过ICGA和 FFA的观察基本一致 ，Shiragami 

等 就认为DC的危险因数就是严重的DR以及未控制好的高 

血糖。 

但也有学者通过 ICGA观察认为 I)C早于 DR的改变 ，甚 

至 DC出现在没有任何视网膜血管改变之前 。其中的差异可 

能与糖尿病的类型有关 ，我们采用 STZ小剂量多次注射诱导 

的糖尿病大鼠是 1型糖尿病，而临床资料中有的是 2型糖尿病 

或没有严格区分糖尿病类型。因此，这还是一个值得进一步探 

讨的问题。 

总之。DC同 DR一样是一个较复杂的过程。本研究结果限 

于样本量和方法的局限只能为该病的机制提供一个初步的线 

索，更多的研究有待进行。 
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目前。对于脉络膜黑色素瘤的分子生物学研究 日新月异。 

但是，脉络膜黑色素瘤新鲜组织来源有限，制约了研究工作的 

发展。为了解决这一问题，我们拟从蜡块组织中提取 DNA，因 

为蜡块标本相对好保存 ，来源充足。但是蜡块标本经过固定、石 

蜡包埋等步骤后，对 DNA会产生一些影响，所以从蜡块组织中 

提取DNA有一定的难度。为此，我们对于从石蜡包埋组织中提 

取 DNA的方法进行了改良。 

su等 于l 999年克隆出人类 TTC4基因，该基因存在于 

人类染色体 1p31，共有 l0个外显子 。由于 l号染色体长臂经常 

于多种恶性肿瘤发生时呈现缺失改变 ，因此，极有可能有多个 

肿瘤抑癌基因存在于此区域。2000年 11月，德国一家实验室使 

用 su等“提供的多聚物酶链反应(PCR)引物，Poetsch等l2 于 

皮肤恶性黑色素瘤中发现 TTC4基因突变的存在。因此 。TTC4 

基因很有可能为抑癌基因，并且在黑色素瘤的形成中扮演重要 

角色l】 。本研究采用改良方法从脉络膜黑色素瘤蜡块组织中 

提取 DNA，为探讨 TTC4基因在脉络膜黑色素瘤形成中的作 

用奠定基础。 

1 材料和方法 

DNA Marker DI 2 000购自Takara公司。Silver Beads胶 

回收试剂盒购 自上海生工生物工程技术服务有限公司。蛋白酶 

K为 Merck产品。Taq DNA Polymerase(MBI产品)购自上海 

生物工程有限公司。三羟甲基氨基甲烷(tris)(c H．．NO。)及各 

种生化试剂均为华美公司产品。 

基金项目：国家自然科学基金资助项目(301 70998) 

作者单位：130041长春，吉林大学第二医院眼科 

通讯作者：苏冠方 ，Email：sugf@yahoo．conl 

l 995年以来由吉林大学第二医院病理科保存的脉络膜黑 

色素瘤蜡块标本中选取 2l例，所有标本均经临床和病理检查 

而明确诊断。取 8 ffm石蜡切片 3片．在解剖显微镜下，去除瘤 

旁组织 ，用刀片刮取肿瘤组织放入微量离心管中。刀片每操作 

一 例标本后，即用酒精棉球擦拭刀片，在酒精灯上烧过再用。加 

入 l ml TES L l0 mmol tris HCI，l mmol乙 二 胺 四 乙酸 

(EDTA)。0．5 十二烷基硫酸钠(SDS)]，65 C下水浴 l0 rain． 

不时振摇。冰浴 3 min．10 000×g离心 3 min．以切钝的加样器 

小心吸取沉淀组织入另管 ，重复水浴脱蜡 2次，最后吸出的沉 

淀入另管。脱蜡后的组织加入 200 ffl TET(100 mmol tris—HCI， 

l mmol EDTA．1 triton X l00)．8 ffl蛋 白酶 K(10 mg／m1)。 

45 c下水浴36 h，其问振摇数次；l 2 000×g离心 5 min。吸上清 

液人另管；200 ffl上清管内加入 800 ffl DNA纯化溶胶液和 2O 

l玻璃粉悬液，置 55(、下水浴 l0 min，2～3 min振摇一次，使 

混悬；冰浴冷却至室温，l0 000×g离心 l min，弃除上清液，以 

溶胶液 500 ffl悬浮玻璃粉沉淀，1 0 000×gN心 1 min，弃除上 

清液。以 DNA回收试剂盒中洗液 500 ffl悬浮玻璃粉沉淀 ， 

l0 000×g离心 l min，弃除 卜清液 ，并重复此步骤 1次；玻璃粉 

沉淀真空干燥或室温下风干，至玻璃粉呈白亮色，内部无明显 

可见的液体 ；以 3O～40 ffl灭菌阴蒸水悬浮玻璃粉沉淀，55 C水 

浴 5～1 0 min，其问振摇 3～4次；冰浴至室温后。l2 000×gN 

心 3 min，小心吸取上清液即为DNA的水溶液，冻1字待用，注意 

勿吸取下层玻璃粉。 

提取的DNA溶液作为模版，扩增 TTC4基因 l0个外显子 

中的 6个，来检验 DNA的提取效率。以 2 ffl I)NA溶液为模板， 

在 1 ffmol／I 的引物下进行 PCR，同时摸索反应条件。取 4～5 

ffl PCR产物，在 1．5 ～2．0 的琼脂糖凝胶上电泳观察，具体 
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方法见文献[4]。 

2 结果 

脉络膜黑色素瘤的蜡块 21例。1 9例提取物经 电泳鉴定 

DNA提取成功，PCR扩增成功。为了证实改良方法的可信性 ． 

我们选择其中的一个样品，用 TTC4基因中的 1～6对引物 。 

进行 PCR反应，结果得到了相应长度的片段(图 1)。我们又用 

不同样品(A～D)，选择同一引物(第 3对引物)进行了PCR反 

应。结果得到了长度一致的片段(图 2)。其中 3例标本的 DNA 

提取产物经电泳鉴定未能成功 ，并且经 PCR未能扩增成功 ，最 

终放弃了这些标本 

6 5 4 3 2 】 M 

图 1 不同引物h ·样品的PCR反应结果。1～6【jl物序号 

M ：marker 

D C B A M 

图 2 不同样品同一一引物的 PCR反应结果。A～I)样品序 

号 ；M ：marker 

3 讨论 

1985年 Goelz等 首先从石蜡组织中提取 DNA，用机械 

的方法切碎组织，切掉多余的石蜡 ，放入 SI)S和蛋白酶的提取 

液中孵育，然后进行苯酚和氯仿抽提。所得到的 DNA不完整， 

只适于点杂交 ，印迹杂交等分子生物学实验。Dubeau等 作了 

改进，通过组织切片和二甲苯脱蜡，使组织保持了完整性 ，使 

DNA释放和蛋白质去除更加完全，又通过两次消化将降解的 

DNA小片断去处，保留了可螺旋化的完整 DNA分子，提高了 

DNA的质量。 

如果提取的DNA仅用于PCR目的．则还有更简单的直接 

水煮法、蛋白酶消化法等。由于PCR可在相对粗制的小片断 

DNA样本上进行，分析所需的 DNA很少，0．5 g甚至更少即 

可。所以 E述这些方法小经过酚一氯仿一异戊醇抽提、DNA纯化 

等步骤，直接将组织放住去离子水中煮沸 10 min或在蛋白酶 K 

缓冲液中消化 4 h，I)NA即可释放出来。此提取物可直接用作 

模板 ，进行 PCR扩增。但是 ，我们发现直接水煮法和蛋 白酶法 

提取的DNA，扩增效率较低，且特异性不好。可能是由于DNA 

附着的蛋白质去除不净而影响DNA变性后与引物的结合，亦 

可能是由于标本中残留的固定剂等成分对 TaqDNA多聚酶的 
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抑制作用所致。 

为了提高石蜡包埋组织提取 I)NA 的效率．我们从不同方 

面进行了探索：在切片厚度方面，福尔马林固定和石蜡包埋使 

组织变得坚韧，很难达到匀浆的效果。通常是将组织切成 3～ 

5 tim的切片，使每一细胞都被切开，但是，切片太薄容易过多地 

将 DNA切断，影响高分子 DNA的获得率。我们采用 8 tim的 

厚切片，用高浓度蛋白酶 K消化36 h，使细胞充分破碎，蛋白被 

消化掉。在脱蜡方法方面，由于二甲苯、乙醇等有机溶剂脱蜡 

后，不易去除，干扰进一步实验，所以我们选择水浴法进行脱 

蜡。首先在解剖显微镜下，去除瘤旁组织及多余的石蜡之后。加 

入 TES溶液，65 c水浴。不时振摇 。所有这些步骤都是为了减 

少石蜡的残留，为下一步的工作打基础。另外，DNA提取液主 

要是含有 SDS和蛋白酶K的TE缓冲液。固定和包埋组织由于 

化学修饰作用．使得 DNA与蛋白质不易分离。因此，增加 SDS 

和蛋白酶 K的浓度和作用时间，并注意不时振摇 ，使酶与组织 

充分接触。在 DNA已经释放之后的过程中，操作要轻柔，尽量 

避免过多地移管，如果必须移管则选用大口吸管．避免人为造 

成 DNA剪切。我们选择 DNA回收试剂盒中的玻璃粉方法纯 

化 DNA，该回收试剂盒工作效率较高，避免 了酚 氯仿一异戊醇 

抽提所带来的不良影响，以减少下一步 PCR工作系统的干扰． 

取得了较好的结果。纯化的DNA 4 c、保存，如长期保存则需 

2O(、冻存 ，切忌反复冻融，增加 I)NA降解。 

有 3例最终放弃 的标本可能是由于蜡块 中仍存在导致 

I)NA降解的因素。固定剂的类型直接影响提取 DNA的质量。 

日前大多数实验室常用的中性缓冲福尔马林固定的标本 ，DNA 

保存完好 ，可以获得高分子量 DNA。虽然理论上室温下福尔马 

林与 DNA几乎不发生反应，但已发现碱基与组蛋白之间的甲 

基交联。这种由福尔马林介导的甲基化直接影响了DNA提取 

的效率。因此标本的固定时间是一个重要的变异因素。另外 ．组 

织的浸蜡和包埋温度过高或时间过长，均可导致 DNA变性。 

综上所述，要想从蜡块组织中提取出高质量 DNA需进行 

认真的准备和精细的操作。由于蜡块标本比较珍贵，所以操作 

者应该有从新鲜组织中提取 DNA的经验 。需要有耐心．仔细认 

真的注意每一步操作 ，反复摸索实验条件及改进实验方法。 
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