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摘要: 探索一套激光显微切割(Laser capture microdissection, LCM)分离细胞后获得的微量 RNA 质量鉴定标准操

作流程。选取 3 个低温保存的胃癌旁组织样本, 冰冻切片进行甲酚紫染色和病理学检查, 利用激光显微切割技

术分离非癌上皮细胞, 提取 RNA 并以 Agilent 2100 生物分析仪鉴定 RNA 的纯度和完整性。同时, 选择高、中、

低 3 种不同表达丰度的 6 个基因(EF1A, ACTB, GAPHD, B2M, MED1, CK20), 在每个基因的 5′和 3′端设计引物, 

RT-PCR 扩增。以 3 个培养细胞制备的高质量 RNA 和 3 个有降解的胃癌旁组织样本 RNA 作对照,  RT-PCR 扩

增结果与 Agilent 2100 生物分析仪的结果高度一致。结果显示冻存组织进行冰冻切片结合病理学检查后, LCM

获取细胞提取微量RNA采用RT-PCR进行质量鉴定是一种操作简单的稳定方法, 可以作为肿瘤基因组研究的有

效和常规方法。 
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Establishment of the pipeline for RNA quality assessment from the 
cells obtained by laser capture microdissection 
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Abstract: We developed a standard protocol for quality assessment of low amount RNA from the cells obtained by laser 
capture microdissection (LCM). Three gastric noncancerous tissues were cryo-sectioned, stained with Cresyl Violet, and 
pathologically rechecked. Epithelial cells were obtained by LCM and RNA was isolated. Agilent 2100 bioanalyzer was used 
to check the RNA quality. To validate the results from 2100 bioanalyzer, RT-PCR was performed with six genes at both 5′
and 3′ end-regions of different abundance (EF1A and ATCB of high abundance, GAPDH and B2M of moderate abundance, 
and MED1 and CK20 of low abundance). RT-PCR analysis of 3 good quality RNAs from cultured cell lines and 3 poor 
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quality RNAs from gastric noncancerous tissues showed high correlations with that from 2100 bioanalyzer. In conclusion, 
the pipeline for low amount RNA quality assessment by RT-PCR from tissue cryo-section, pathological recheck, LCM puri-
fication and RNA isolation is applicable as a routine method in cancer genome research. 

Keywords: laser capture microdissection (LCM); RT-PCR; RNA integrity; quality assessment   

随着基因组研究的逐步深入, 肿瘤研究方面对
肿瘤细胞的分离显得日益重要。实体肿瘤组织具有

高度不均一性, 除含有肿瘤细胞外还有其他如间质
细胞、结缔组织、浸润的淋巴细胞等杂细胞的存在。

由于肿瘤组织中所含细胞比例不是固定不变, 个体
差别较大, 因此将整块肿瘤组织用于基因组和基因
表达谱分析所得到的结果重复性不佳, 也不能真实
反应肿瘤细胞分子水平的改变[1, 2]。而激光捕获显微

切割技术[3~5](Laser capture microdissection, LCM)可
以有效解决组织中的细胞异质性问题, 快速、准确、
无细胞损伤和切割前后记录, 是肿瘤学及分子病理
学研究的一项有效的技术。目前 LCM技术已经普遍
在多种组织包括结肠、乳腺、前列腺和肾脏中用于

核酸方面研究[[6~9]。肿瘤的基因表达谱研究是肿瘤

研究的最基本工作, RNA 的提取是其中的第一步, 
也是一个非常关键的环节。获得高质量的 RNA又是
后续实验进展顺利及结果可靠的有力保障。RNA的
纯度和完整性等质量指标对确保下游应用的可靠性

和可重复性来说也是首要的, 低质量RNA是不被基
因组学研究者接受的。传统的 RNA质量鉴定方法如
紫外分光光度计和琼脂糖电泳等对于检测来自于

LCM的微量 RNA而言不甚理想, Agilent公司 2100
生物分析仪虽然能够分析低至 50 pg 的总 RNA, 但
是其价格较高 , 短时期也尚难在常规实验室普及  
使用。 

本研究旨在探索一套激光显微切割标准操作流

程和简便易行的方法用于微量 RNA 的质量完整性
检测。选择不同表达丰度的基因以及 RT-PCR 的灵
敏度为本研究提供了有效的理论和方法学基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

实验组: 胃癌旁组织 3 个(sample1~3)用于激光
显微切割, 来自生物芯片上海国家工程中心建立的
组织库, 为手术切除后液氮速冻后−80℃保存。 

对照组: 胃癌细胞系 3个(sample 4: SGC-7901, 

sample 5: BGC-823, sample 6: HGC-27), 本实验室
引进保存, 常规培养提取总 RNA; 3 个胃癌旁组织
(sample7~9)来自生物芯片上海国家工程中心建立的
组织库, 提取 RNA 发现有降解, 均用于 RNA 质量
鉴定对照。 

1.2  方法 

1.2.1  实验组组织样本 RNA 提取与质量鉴定 

−80℃低温冰箱中取出实验组组织样本 , 取部
分组织块称重, 按说明书加入适量 Trizol(Invitrogen, 
美国)冰上机械匀浆, 加入 1/5体积氯仿离心取上清; 
加等体积异丙醇沉淀总 RNA 后 70%乙醇洗涤并用
RNase-free H2O溶解总 RNA。260 nm紫外吸收测定
浓度, 取 100 ng RNA用 Agilent RNA 6000 Nano Kit
于 Agilent 2100生物分析仪(Agilent, 美国)进行质量
鉴定。 

1.2.2  组织冰冻切片病理学复检 

冰冻切片机(HM550, Mircom, 德国)预冷至−25℃
至−30℃, 从−80℃冰箱中取出经过 RNA 质量鉴定
合格的组织放入切片机操作室中静置平衡 10 min后
用 Neg-50 (Neg-50, Richard-Allan scientific,美国)包
埋。所有与组织样本接触的器械均用 RnaseZap 
(Ambion, 美国)去除 RNA酶污染。切片厚度为 8 μm, 
每个组织 2~4片贴附于普通载玻片上, 70%异丙醇固
定 30 s; DEPC水冲洗 3次; 苏木素染色 2 min; 70%
异丙醇冲洗 3次; 伊红染色时间 40 s; 70%异丙醇冲
洗 3次; 100%异丙醇脱水 30 s, 2次。由具有丰富经
验的病理学医生对切片进行病理检查, 确定病理类
型和相关的位置。 

1.2.3  组织切片染色和激光显微切割 

经过 HE染色检查后的组织标本, 8 μm连续切
4~6 片贴附于显微切割仪专用膜(MMI, 瑞士)上, 所
有 固 定 染 色 步 骤 均 按 Ambion LCM staining 
kit(Ambion,美国)说明书室温操作。贴有切片的膜浸
入 95%乙醇 30~40 s; 75%乙醇 30~40 s; 50%乙醇
25~30 s固定; 滴加 150 μL甲酚紫(Cresyl Violet)染
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色 8~10 s; 50%乙醇, 25~30 s; 75%乙醇 25~30 s; 95%
乙醇 30~40 s; 100%乙醇 30~40 s, 2次; 二甲苯, 淋
洗 3~4次; 二甲苯, 放置 5 min; 通风橱斜置, 晾干 5 
min。在 MMI激光显微切割系统的视野中选取目的
细胞约 5×103个左右进行切割收集。 

1.2.4  微量 RNA 抽提和质量鉴定 

微量 RNA 提取采用  RNAqueous-Micro kit 
(Ambion, 美国)。显微切割获得的细胞加入 100 μL
裂解液, 42℃裂解后按照说明书要求操作分离得到
微量 RNA, 并经过 RNase-free DNase处理。RNA用

ND-1000分光光度计初步估计所得 RNA量, 并取约
5 ng RNA 用 Agilent RNA 6000 Pico Kit于 Agilent 
2100生物分析仪进行质量鉴定。 

1.2.5  RT-PCR 检测 RNA 的完整性 

根据高、中、低 3 个基因表达丰度选取 6 个基
因 (EF1A, ACTB, GAPHD, B2M, MED1, CK20)从
GenBank 中获取相应序列, 采用 Primer express 2.0
软件从基因的近 5′和 3′末端分别设计引物, 引物由
上海生工生物工程技术服务有限公司合成。引物相

关信息见表 1。 
 
表 1  PCR 引物序列 
Table 1  Primer sequences for RT-PCR amplification 

基因 
Gene 

GenBank登录号 
GenBank 
accession No. 

引物位置 
Primer  
position 

上游引物序列 
Forward primer 

下游引物序列 
Reverse primer 

产物长度 
Length of 
product (bp)

  
    

5′ GTGGCATCGACAAAAGAACCA CGTTCACGCTCAGCTTTCAGT 113 EF1A NM_001402 
3′ ATATGGTTCCTGGCAAGCCC TGATGACACCCACCGCAAC 107 

  
    

5′ TACAATGAGCTGCGTGTGG TCTCAAACATGATCTGGGTCA 106 ATCB NM_001101 
3′ TTGCCGACAGGATGCAGAAG GCCGATCCACACGGAGTACT 101 

  
    

5′ CAATGACCCCTTCATTGACCTC TGACAAGCTTCCCGTTCTCA 107 GAPDH NM_002046 
3′ CTCCTCCACCTTTGACGCTG ACCACCCTGTTGCTGTAGCC 102 

  
    

5′ GGCTATCCAGCGTACTCCAAAG CGGATGGATGAAACCCAGA 104 B2M NM_004048 
3′ TCTTTCAGCAAGGACTGGTCTT CATGTCTCGATCCCACTTAACTATC 135 

  
    

5′ CGTCACCTCTAGTGAGCGCCTA TTTGTTCCTCATCTTCTCCCACTC 101 MED1 NM_003925 
3′ GGCAAAAACCATTGTCAAGTTCTC GACACAAAAAATTCGGTAAGAGTCG 115 

  
    

5′ GGACGACACCCAGCGTTTA GGACACACCGAGCATTTTG 289 CK20 NM_019010 
3′ CGCCAGAACAACGAATACC ACGACCTTGCCATCCACTA  197 

 
LCM 得到的微量 RNA 以及 3 个有降解胃组织

RNA 和高质量细胞 RNA 各取约 50 ng 总 RNA, 经
70℃变性后用随机引物由 SuperScriptⅡ(Invitrogen, 
美国)反转录合成 cDNA第一链, −20℃冰箱保存。 

PCR扩增体系: 总体积为 20 μL, 包括 5 μmol/L
引物, 200 μmol/L dNTP, 10 mmol/L Mg2+, 5 U Taq酶
(TaKaRa, 日本) 

PCR扩增条件: 95℃预变性 5 min, 95℃变性 30 s, 
60℃复性 30 s, 72℃延伸 30 s, 35个循环, 72℃再延
伸 10 min, 最后 4℃保存。取 10 μL产物用 2%琼脂
糖凝胶电泳检测。 

2  结果与分析 

2.1  切割前组织样本和对照组样本的 RNA质量检查 

胃的癌旁组织样本在显微切割之前首先进行

RNA质量鉴定以保证下游切割操作的顺利进行。如
图 1A所示, 2100 Bioanalyzer 毛细管电泳显示切割

前样品有明显的 3个主要峰形(28S,18S,5.8/5S rRNA), 
且 RNA 质量完整性指数 RIN(RNA integrity number)
都大于 7(一般大于 6 被认为质量可靠)(表 2), 适合进
行下一步的显微切割操作（图 1A）。对照培养细胞提
取的 RNA完整性相当高(图 1B), 而有降解的 RNA与
上述 RNA存在明显差别, 主要峰形消失, 出现明显降
解杂峰(图 1C), RIN值见表 2。 

2.2  激光显微切割结果 

冰冻切片经过染色、脱水和干燥后置于激光显

微切割仪上切割分离目的细胞。如图 2 所示, 胃组
织的组织和细胞形态都比较好。目的细胞经过分离

后的地方留下空白, 而分离得到的细胞则被粘贴于
样品收集管的管盖上。 

2.3  激光显微切割后微量 RNA毛细管电泳结果 

由于 LCM 得到的 RNA 量非常少, 不适合琼脂
糖电泳鉴定其质量。将 3个LCM获取样本提取的总
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RNA各取约 5 ng经 Agilent 2100毛细管电泳, 结果
如图 3所示。3个主要的峰形明显, 比例合适, 表明
RNA 质量较高, 可以进行后续的有关实验。相应的
RIN值如表 2所示。 

2.4  RT-PCR验证 

微量 RNA 经过反转录后模板作适当稀释进行 

PCR 反应,并通过琼脂糖电泳, 观察有无产物扩增,
片段的位置和大小。结果如图 4所示, 经过 2100分
析仪检测 RNA质量较好的 LCM样品和细胞样品在
本次 RT-PCR 验证中均有片段扩增; 而已知有降解
的 RNA 在本次 RT-PCR 扩增中无法扩增出完整的 
基因。 

 

 
 

图 1  RNA 质量鉴定结果 
A: 切割前质量完好的胃组织样本(sample 1~3); B: 培养的胃癌细胞(sample 4: SGC7901, sample 5: BGC823, sample 6: HGC27); C: 发生 RNA降
解的胃组织样本(sample 7~9)。 
Fig. 1  RNA quality assessment  
A: Gastric tissue of high quality (sample 1−3); B: Cultured gastric cell lines (sample 4: SGC7901, sample 5: BGC823, sample 6: HGC27); C: 
Gastric tissue with RNA degradation (sample 7−9). 
 

 
 
图 2  LCM 进行胃腺体上皮细胞的切割分裂(Cresyl Violet 染色, 200×) 
A: 染色后的胃组织; B: 切割后剩余组织细胞; C: 切割获得的胃腺体上皮细胞。 
Fig. 2  Microdissection of the gastric epithelium with LCM (Cresyl Violet staining, 200×) 
A: Gastric tissue with Cresyl Violet staining; B: After microdissection; C: Gastric epithelial cells obtained. 
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图 3  显微切割后提取的 RNA 毛细管电泳图 
Fig. 3  Capillary electrophoresis of RNA of samples after LCM 
 
表 2  样品的 RNA 完整性指数 
Table 2  RNA integrity number of the samples 

样本号 组织块提取 LCM分离细胞 

sample ID Block samples LCM cells 

sample 1 9.2 8.9 
sample 2 8.7 8.3 
sample 3 8.9 8.5 
sample 4 9.6 ND 
sample 5 9.8 ND 
sample 6 9.7 ND 
sample 7 3.5 ND 
sample 8 4.2 ND 
sample 9 4.8 ND 

ND: 未测定。 
ND: Not determined. 
 

 
 
图 4  RT-PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳检测 
sample1~3: LCM分离获得细胞提取的 RNA; sample 4~9: 同图 1样品
4~9。  
Fig. 4  Detection of RT-PCR products with agarose elec-
trophoresis 
samples 1−3: RNA from the cells obtained by LCM; samples 4−9: 
same as samples 4−9 in Fig. 1. 
 

3  讨 论 

LCM技术的发展解决了组织异质性问题, 推动
了肿瘤学、尤其肿瘤基因组学、分子生物学、分子

病理学等多学科的共同发展, 充分显示出该技术准
确性高、特异性强、与形态学紧密结合并能保证分

子结构完整等优越性, 显示出良好的应用前景, 但
其仍需一定的发展和完善。因此, 如何建立一套完
整且标准化操作对于课题研究的效率和准确性方面

意义重大, 对于经过长期保存的手术组织样品的质
量鉴定, 是一个具有非常挑战性的工作。 

实验中我们对样本质控、病理复检、切片制备

和染色等技术方面进行一些优化整合, 以期达到理
想效果。样本组织块首先应当进行 RNA质控才能进
行下游显微操作, 因为LCM的应用成本和人力耗费
较高。在初次切片时对组织进行病理复检可以提高

课题研究的准确性, 同时也有效的辅助解决显微切
割过程中切片和染色问题造成的辨别困难问题。而

目前组织切片必须经过染色才能分离靶细胞, 由于
染色的过程中是一个亲水状态, 在较长时间的染色
过程中造成 RNase 的复活从而造成细胞 RNA 的降
解, 为下游分析带来困难。因此染色时间的长短直
接关系着细胞RNA的完整性, 成为显微切割的关键
点之一。目前大多数显微切割研究仍然采用常规 HE
染色。只对第一片切片进行 HE 染色[10]或者改良的

HE染色[11]目的均在于缩短染色时间以防止 RNA降
解。然而不对切片进行染色切割分离目的细胞需要

较高的切片技术病理学知识从而在辨认靶细胞上造

成一定偏差, 不利于普通人员的技术普及, 而即使
采用改良 HE 染色, 切片接触水的时间也长达数分
钟, 从而对 RNA的质量完整性带来很大挑战。我们
采用甲酚紫(Cresyl violet)的染色时间仅仅在 10 s左
右, 大大降低染色时间, 如果个别染色切片不易辨
别可同时参考之前 HE 染色复诊切片, 提高了结果
的准确性。 

完整和均一是评价 RNA 质量的最关键标准,也
是下游生物学分析尤其基因组学研究的基础和保
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障。从显微切割而来 RNA的特点就是量非常少而宝
贵。根据我们的经验, 一般获得 100 ng总 RNA大约
需要 5×103至 104个细胞。最为常用的 RNA 完整性
鉴定方法是琼脂糖凝胶电泳, 但其缺点是对RNA用
量要求较高, 至少 200 ng 以上, 因而无法检测微量
RNA。目前较为先进的 Agilent 2100 生物分析仪能
够分析 ng级的 RNA, 但成本较高, 短时间也难以普
及。为了更为科学和完整的分析微量 RNA, 我们选
择高、中、低 3个表达丰度基因 EF1A, ACTB, GAPHD, 
B2M, MED1, CK20[12~15], 且同时在 mRNA的两端设
计引物对靶基因进行扩增来评价微量 RNA质量。通
过激光显微切割分离的 RNA 与对照组 RNA 进行
RT-PCR验证的结果与 Agilent 2100生物分析仪的结
果对比分析呈现高度一致性。与针对 GAPDH 一个
基因设计一个引物来评价的方法相比较[11], 采用多
个基因的同时检测可靠性显然更高。 

本研究是一套较为完整的激光显微切割操作流

程 , 采用的方法操作简便易行 , 可靠性较高 , 经过
质量验证的 RNA 可用于线性扩增、microarray[15]和

microSAGE[16]等实验。 
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