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前言

中国是人口大国袁 疾病生物样本资源极其丰

富遥 国内对于遗传资源的保护起源于人类基因组
计划渊HGP冤袁肿瘤生物样本库的建设在我国起步
虽晚袁但发展迅速遥 目前科研管理部门尧部分学者
已经充分认识到了组织库建设的重要性袁 并相继
在自己的研究所渊室冤建立与他们从事研究相适应
的单病种或多病种肿瘤组织库遥

窑述评窑
胃肠肿瘤组织标本库的取材与质量控制规范
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揖摘要铱 随着转化医学发展和精准医疗概念的提出袁生物样本库作为临床与科研转化的桥梁作用日益凸现遥 生物样
本库中蕴含着大量可开发与挖掘的科学信息袁临床研究样本资源的重要性已经得到了广泛的重视遥 本文综述了国内外胃
肠肿瘤组织标本的标准化采集流程袁对组织标本库的采集操作流程中影响标本质量的因素如取材方法尧标本离体时间和
组织来源差异等做分面总结袁以期为胃肠肿瘤组织标本的规范化收集提供参考遥
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specimen bank contains a large amount of scientific information that can be exploited and excavated. The importance of resources for
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1996年袁 季加孚教授等在北京大学临床肿瘤
学院率先成立了胃肠肿瘤生物样本库咱1暂遥 此后袁国
内相关单位陆续创建肿瘤标本库进行肿瘤组织收

集尧储存和管理袁以期应用基因组学尧转录组学尧蛋
白质组学和其他高新生物技术发现更多肿瘤的潜

在标志物遥然而袁上述分子或基因研究的成功及其
转化应用依赖于新鲜人体组织样品的收集尧处理尧
储存和质量控制遥 人体组织的生物分子分析需要
完整的生物材料袁包括保存良好的核酸和蛋白质遥
建立组织生物资源库需要规范化管理袁 需要从标
本的采集尧保存及后续使用都要有章可循袁更需要
外科医生尧护士尧技术人员尧病理学家和分子生物
学家共同努力以提供高质量的肿瘤组织和瘤旁组

织及病人临床信息遥只有规范上述各环节袁才能确保
样本库可用于大样本基因表达的转化医学研究遥

肿瘤组织标本库管理首先保证生物安全规范

操作袁实现相对固定的专人管理袁从源头保证入库
标本质量遥同时袁标本库的维护人员需具备有专业
技术水平和实验室管理能力袁保证标本从收集尧保
存到利用的整个过程均受到严格质控遥目前袁国内
临床标本库建设与管理主要存在两方面的不足院
一方面是标本库建设存在无序尧重复建设等现象袁
缺乏长期规划和相关管理部门的监管曰 另一方面
是临床标本库的相关管理制度不完善袁 研究及其
管理队伍不健全袁建设尧研究及管理机制有待不断
创新咱2暂遥 本文旨在提出一个相对规范的取材方法
及流程管理规范袁 为构建一个以胃肠道恶性肿瘤
标本为基础的研究平台提供参考遥

1 取材方法

组织样本在离体后袁首先评估取材条件袁若瘤
体较少仅能满足临床病理诊断袁 则不应强行从离
体组织取材遥 满足取材条件后袁应立即剔除网膜尧
脂肪等无需留存组织袁 用无菌的生理盐水多次冲
洗以去除样本上的黏液尧血液遥有条件的单位应在
取材前进行标本摄影以留存大体外观信息遥 保存
为避免交叉污染袁使用消毒灭菌后的器材遥按照先
癌旁后癌灶的顺序取材组织袁 取材大小应为 0.5
cm伊0.5 cm伊0.5 cm咱3暂遥

癌旁组织即手术切缘与肿瘤之间的正常组

织袁通常可用垂直和平行两种方法进行取材咱4暂遥 垂
直取材是指沿肿瘤边缘向手术边缘切取标本袁其
优点是可评价肿瘤边缘与切缘之间的关系袁 确定

肿瘤是否浸润切缘遥 平行取材则平行于肿瘤边缘
取材袁 是获得小的管腔样或圆柱体结构完整横切
面的理想方法遥与垂直取材不同袁平行取材不能很
好地显示肿瘤边界与切缘之间的关系袁 故不能评
价肿瘤浸润深度遥因此袁平行取材更适用于离肿瘤
较远癌旁组织袁或用于小管腔或圆柱体的切缘咱2暂遥

肿瘤组织取材应当选择肿瘤边缘及其周边袁
即交界区遥交界区是肿瘤生长较好的区域袁而中心
区常因缺血坏死失去了很多肿瘤生物学信息遥 另
外袁交界区可反映出肿瘤与邻近组织间的界面袁常
能揭示肿瘤发生的证据 渊如大肠癌是否来源于先
前存在的绒毛状腺瘤冤袁肿瘤生物学行为渊如甲状
腺滤泡癌是否侵犯包膜冤 和肿瘤局部浸润深度等
渊如胃癌对胃壁的浸润深度冤咱4暂遥 取材前要根据肿
瘤的大小尧病变特点和解剖学关系酌量取材袁保证
瘤体各个区域充分取材遥 如果怀疑存在癌前病变
或良性病变的恶性转化袁如胃肠道的腺瘤袁还需更
广泛取材遥值得注意的是袁某些基因仅在与肿瘤邻
近的组织中被激活而在正常组织黏膜中未活化遥
这可能导致使用相邻组织作为内部对照时产生偏

倚咱4暂遥
标本切下后袁 用锡箔纸包好后用液氮快速冷

冻防止组织间粘连袁 后装入冻存管并放入液氮罐
运输到组织库遥 须用石蜡包埋的组织一般先用
10%中性福尔马林溶液固定袁 再用液氮快速冷冻
可减少组织形态的扭曲和破坏咱5暂遥

2 组织离体时间的影响

离体组织在冻存前须经历热缺血和冷缺血状

态遥热缺血又分为两种情况院淤当手术期间血管被
束缚或受损时袁离体组织即已出现缺血遥于组织切
除后放置在室温中渊37益冤直至取材人员进一步处
理前的缺血状态遥冷缺血指组织切除后袁放置在冰
上渊0~4益冤的缺血状态遥 随着离体时间的延长袁缺
血时间不断增加袁 组织内很多不稳定的活性生物
分子会逐渐降解袁 基因表达和蛋白质磷酸化模式
也可能发生改变袁 从而影响后续生物实验结果的
准确性遥

单链 RNA相对与其他生物分子不够稳定袁容
易被环境中广泛存在的 RNA 酶降解遥 因此袁很多
研究皆以 RNA 降解情况作为评估标本质量的一
项重要指标遥RNA降解可以在许多条件下发生袁如
生理学上的 RNA衰变袁 由坏死引起的细胞自溶袁
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细胞凋亡或在冷冻库储存期间的 RNA 断裂袁组织
解冻再处理及 RNA分离过程发生的自然降解等遥
有文献报道袁 新鲜结肠癌组织置于冰上或在室温
放置 4 h 后再用液氮中快速冷冻袁 分别提取 RNA
评估其完整性袁结果提示两者 RIN渊RNA Integrity
Number袁RIN冤并无显著差异咱6暂遥 另外袁手术方式也
可能影响标本的 RNA 质量遥 例如袁腹腔镜结肠手
术的平均手术时间往往比开放结肠手术更长袁热
缺血时间可能相应延长袁 这是导致 RIN较低的可
能原因咱5暂遥 另有研究者提出袁机器人手术拥有更精
细的组织处理能力袁 可能减少手术对组织细胞产
生的应激反应袁从而减少组织内 RNase释放袁可能
与处理组织 RNA降解相关遥 有数据表明机器人手
术切除的样本 RNA质量并不逊色于开放手术咱7暂遥

冷缺血时长也是影响标本 RNA 的完整性重
要因素遥 有研究指出袁 在冷缺血状态下放置 30
min袁79%胃组织标本和 55%结肠组织标本的 RNA
尚能保持完整曰放置 45 min后袁60%胃组织标本和
20%结肠组织标本的 RNA仅能保持完整咱8暂遥因此袁
我们建议用于 RNA 研究的组织标本应在离体后
30 min内取材并转移到液氮容器中遥

DNA双链结构相对于单链 RNA稳定袁而目前
关于缺血对 DNA稳定性影响的研究较少遥 有研究
对切除后的结肠癌组织在冷缺血状态下放置 10尧
30尧60尧90 min后分别提取 DNA袁发现各组 DNA都
可显示高分子条带袁且组间差异无统计学意义咱9暂遥
这间接提示组织缺血状态对样本的 DNA信息影响
较小袁研究 DNA基因信息可能产生的偏倚也较轻遥

在离体组织标本中袁一些翻译后修饰蛋白袁如
磷蛋白袁 也是不稳定的生物分子类型遥 有研究报
道袁在 13个切除后快速冻存的食管腺癌组织中有
9 个可表达 pAkt袁 然而组织在经历了热缺血后没
有 1 个样本能检测到 pAkt咱10暂遥 此外袁有研究者发
现袁 很多的组织在冷缺血期间磷酸化 MAPK 和
Akt含量也会发生显著变化咱9暂遥 因此袁研究人员应
充分评估组织中特定分子的稳定性袁 应意识到缺
血状态可能对某些蛋白稳定性产生负面影响而提

前采取援救措施遥 目前尚缺乏胃肠肿瘤组织在离
体后磷酸蛋白稳定性评价的研究袁只能暂时参照 RNA
的处理时间袁希望在未来的研究中能得以完善遥

综上所述袁 胃肠道组织标本应在离体 30 min
内取材袁 这需要具备标本解剖经验的专职人员提
前与主刀医生沟通袁 尽量在离体后尽快处理标本

并完成取材遥 减少缺血时间对于保存更多的生物
信息至关重要遥

3 其他影响因素

与正常组织相比袁 结肠癌组织 RNA 浓度高袁
RNA降解半衰期相对延长遥 肿瘤组织同时存在高
水平的 RNA结合蛋白袁如 Hu R等袁已被证明能稳
定 RNA结构遥 此外袁肿瘤组织多表现出高细胞活
性袁许多基因处于高转录状态袁因而新生 RNA 较
正常组织丰富袁RIN也明显高于正常值咱12暂遥 结直肠
组织的标本 RNA 却有相对较低的 RIN袁可能因为
厌氧细菌的离体增殖加速了 RNA 降解袁但上述现
象需进一步研究确定具体原因咱12,13暂遥 有文献证明袁
肿瘤分化级别也与样本 RNA质量相关遥 与中分化
或高分化的组织相比袁 低分化癌组织的 RNA 较
中尧高分化组织有更低的 RIN遥 这可能与低分化细
胞的 mRNA或 rRNA更易于在缺血时被降解有关咱14暂遥
此外袁 术前新辅助放化疗可引起肿瘤组织大范围
坏死和纤维化袁造成取材样品有更低的 RIN值咱15暂遥

4 质量控制

当建立生物标本库用于长期储存组织标本

时袁 需要制定一套严格的管理细则对纳入样本进
行质量控制遥 肿瘤样本的异质性必然会出现部分
纳入标本的肿瘤细胞过少袁 长期存储不可避免地
会造成部分生物信息的降解尧丢失遥

肿瘤组织的病理学复检与定期抽样也是样本

质控的重要内容遥 参考国内建立的消化肿瘤标本
库袁目前主要采用随机原则袁即每月随机抽取 2%
的样本袁每年年初抽取 0.1%的样本进行质量检测咱3暂遥
检测内容包括 DNA纯度尧RNA完整度尧 蛋白质磷
酸水平和肿瘤特性等几个方面渊表 1冤遥

结语

目前袁 国内大部分医院病理科和生物标本库

表 1 肿瘤组织标本库复检指标与方法

指标

DNA

RNA
蛋白质

肿瘤特性

方法

紫外分光光度计袁吸光度 A260/A280比值即为特定
DNA纯度
Agilent 2100 Bioanalyzer完整性值渊RIN冤咱16暂

磷酸化水平袁修饰后蛋白绝对水平咱17暂

苏木素和伊红染色确定肿瘤细胞的百分比袁肿瘤部
分大于 80%质量良好尧小于 65%为不合格样本咱3暂
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是两个相对独立的部门袁 这并不利于肿瘤组织的
规范取材和质量控制遥根据医院流程袁离体肿瘤标
本通常在手术结束后才送到病理科进行取材袁这
就严重影响了标本的保存质量遥因此袁标本库取材
会在病理送检之前进行袁 如果取材人员不够专业
就可能影响后续病理判断的准确性袁 从而导致临
床治疗的失当遥 国外一些国家已建立相对完善的
取材流程袁 病理科与生物标本库通力合作以满足
临床检测和标本储存两方面的需要咱18暂遥 有些国家
甚至还建立了大型多中心合作的生物标本库袁方
便组织标本的统一管理和相互调配袁 为研究提供
更多样的生物学信息咱19,20暂遥

高质量的肿瘤组织标本库是进行各类型胃肠

肿瘤研究的前提条件遥 采用规范统一的取材方法
及定期的质量控制可以保证储存标本的有效性和

稳定性袁从而节省工作时间袁加快研究进程遥 建立
规范化尧 标准化胃肠肿瘤标本的取材方法不仅可
以充分保护尧合理利用胃肠肿瘤标本资源袁更能为
胃肠肿瘤的临床及分子生物学研究提供保障袁具
有十分重要的转化医学意义遥
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