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前言
本标准等同采用ISO20166：2018《分子体外诊断检验 福尔马林固定及石蜡包埋组织预检过程的规范 第1部分：分离RNA》。
国际标准化组织(ISO)是各国标准化团体（ISO成员团体）组成的世界性联合会。国际标准的制定通常是由ISO的技术委员会进行的，各机构成员若对技术委员会确定的项目感兴趣，均有权参加该委员会的工作。此外与ISO有联络的国际组织（官方的或非官方的）也能参与有关工作。ISO与国际电工委员会(IEC)在有关电工技术标准化方面保持密切合作关系。
本文件依据ISO/IEC导则第一部分的程序进行制定和维护。应特别注意的是不同类型的ISO文件需要不同的批准准则。本文件是根据ISO/IEC导则第二部分的编制规则起草的（见www.iso.org/directives）。
值得注意的是本文件某些内容可能涉及专利权问题，ISO不负责识别任何专利权问题。在文件制定过程中识别的任何有关专利权的细节将纳入引言和（或）ISO专利声明表中（见www.iso.org/patents）。
文件中所使用的任何商品名称都是为了方便用户参考，并不构成背书。
关于ISO合格评定的特定术语和表达解释，以及世界贸易组织(WTO)原则中关于技术性贸易壁垒(TBT)的信息，参见www.iso.org/iso/foreword.html。

本文件由临床实验室检验和体外诊断系统技术委员会ISO/TC 212负责制定。
可以在ISO 网站查找到ISO 20166系列文件的所有部分。
关于本文件的任何反馈或问题都应提交给用户所在国家的国家标准机构。这些机构的完整清单参见www.iso.org/members.html。
本标准由SAC/TC136全国医用临床检验实验室和体外诊断系统标准化技术委员会提出。
本标准由SAC/TC136全国医用临床检验实验室和体外诊断系统标准化技术委员会归口。
本标准起草单位：
本标准主要起草人：、、、、、、、。
引言
目前分子体外诊断（包括分子病理学）在医学上取得了重大进展。并且随着用于分析人体组织和体液中核酸、蛋白质和代谢物的新技术出现，预计会有进一步的进展。然而，分子的图谱和完整性在样本采集、运输、储存及处理过程中会发生显著变化。因此使得诊断或研究的结果不可靠，甚至是不可能的。这是因为在随后的的检验分析中不会考虑患者的情况，而是参考在检验前生成的人工图谱。
因此需要使从样本采集到RNA检测整个过程标准化，目前已经有研究确定了一些重要影响因素。本文件基于这一工作，编写了有关福尔马林固定和石蜡包埋组织的RNA检查的标准化检验前操作步骤。
福尔马林固定及石蜡包埋过程会导致RNA分子修饰，从而影响检测结果的有效性和可靠性。
组织中RNA图谱可以在采集前、采集中及采集后发生显著性变化，并且在不同捐献者/患者组织中变化不同。因此，我们有必要采取特殊措施将所述的组织RNA 图谱的变化和修饰尽量减小，以备后续检查。
本文件中使用了下列术语：

——“应”表示要求
——“宜”表示建议
——“可”表示权利
——“能”表示一种可能性或能力

1范围

本文件提供了用于RNA检查的福尔马林固定和石蜡包埋组织(FFPE)标本的检验前操作指南，包括标本处理、记录、储存及加工。
本文件适用于分子体外诊断检查，包括医学实验室和分子病理学实验室进行的实验室自建项目；也适用于实验室客户、体外诊断开发人员和制造商、生物库、从事生物医学研究的机构和商业组织及监管机构。
注意：国际、国家及区域法规要求同样适用于本文件的特定主题。
2 规范性引用文件

以下所提及文件的部分或全部内容构成了本文件的要求，对于注明日期的参考文件，参见引用版本；对于未注明日期的参考文件，参见最新版本（包括任何的修订）。

ISO 15189:2012, 医学实验室：质量和能力认可准则；
ISO 15190, 医学实验室：安全要求；
ISO/IEC 17020:2012, 合格评定——各类检查机构的运作要求。

3 术语和定义
就本文件而言，ISO 15189文件及以下所提及的术语和定义都适用。
以下网址用于维护术语数据库，以便标准化使用：
ISO在线浏览平台：https://www.iso.org/obp
ISO Electropedia：http://www.electropedia.org/
3.1    等分试样
假定取样误差忽略不计时，大量均质物质的一部分。
注释1：该术语通常适用于液体。组织是异质的，所以不能等分。
注释2：该定义源于第28、29、30条参考文件。
3.2    环境温度
不可调节的周围空气的温度。
3.3    分析物
以可测量量的名义表示的成分。
（来源：ISO 17511:2003,3.2；修改：删除了示例）
3.4    分析测试性能
测试感兴趣分析物(3.3)的准确度、精密度和灵敏度。
注释1：也适用于其他测试性能特性，比如稳健性、重复性等。
3.5    冷缺血
组织自人体取出达到稳定或固定之后的状态。
3.6    cDNA(互补DNA)

在逆转录酶参与下合成的、与给定RNA呈互补碱基序列的单链DNA，可作为合成DNA拷贝的模板。
（来源：ISO 17822-1:2014,3.12）
3.7    诊断
从其体征和/或症状中识别健康或疾病状态，诊断过程可以通过检验(3.10)和测试对个体状况进行分类，分成不同的类别或子类，以便做出关于治疗和预后的医学决策。
3.8    DNA（脱氧核糖核苷酸）
以单链(ssDNA)或双链(dsDNA)形式存在的脱氧核糖核苷酸聚合物。
（来源：ISO 22174:2005,3.1.2）
3.9    DNase（脱氧核糖核酸酶）
催化DNA(3.8)降解成更小组分的酶。
3.10   检验（分析测试）
以确定某一属性的值或特征为目标的一系列操作。
注释1：从分离的分析物开始、包括各种用于定性或定量检验的参数测试或化学操作的过程。
（来源：ISO 15189:2012,3.7；修改：原来的注释1至3被删除，加入新的注释1，“分析测试”被添加为首选术语）
3.11   福尔马林
质量分数为37%的饱和甲醛水溶液（相当于体积分数为40%）。
3.12   福尔马林固定
用标准缓冲福尔马林溶液(3.25)处理样本使其稳定。
3.13   取材/肉眼检查
裸眼检查病理标本以获得诊断信息，同时进行进一步的显微检验。
3.14   干扰物质
可以改变检验结果的标本(3.17)/样本(3.23)内源性物质或外源性物质（如：固定剂）。
3.15    石蜡包被
将组织样本置于石蜡中，产生坚硬的周围基质，以便切割出薄层显微切片的过程。
3.16    检验前流程/分析前阶段/分析前工作流程
按时间顺序从临床医生的申请开始，包括检验申请、病人的准备和身份识别、原始样本的采集、运送到医学或病理实验室和在实验室内进行运输、分析物的分离并以分析检验开始为结束的过程。
注释1：检验前阶段包括影响预期检验结果的准备流程。
（来源：ISO 15189:2012,3.15；修改：分析前工作流程被添加为首选术语，添加了注释1并且扩展了定义）
3.17   原始样本/标本
假定代表整体的，用于检验(3.10)、研究和分析的一种或多种数量或性质的体液、呼吸、毛发或组织的离散部分。
（来源：ISO 15189:2012,3.16；修改：删除了注释1至3）
3.18    能力验证
通过实验室之间的比对，根据预先制定的标准评估参与者的能力。
（来源：ISO 17043:2010,3.7；修改：删除了注释1和2）

3.19    RNA图谱
在没有任何损失、抑制或干扰的情况下，测量的样本中单个RNA分子的数量。
3.20    RNA（核糖核酸）
以单链或双链形式存在的核糖核苷酸聚合物。
（来源：ISO 22174:2005,3.1.3）
3.21    RNase（核糖核酸酶）
催化RNA降解成更小组分的酶。
3.22    室温
本文件中是指18℃-25℃。
注释1：当地或国家法规可能存在不同定义。
3.23    样本
从原始样本(3.17)中提取的一个或多个部分。
（来源：ISO 15189:2012,3.24；修改：删除了示例）
3.24   稳定性
在特定条件下储存时，样本材料在特定时间内保持规定属性的能力。
注释1：本文件涉及的分析物是所分离的RNA。
（来源：ISO Guide 30:2015,2.1.15；修改：“标准物质”被修改为“样本材料”，“特性”修改为“能力”，修改了注释1）

3.25   标准缓冲福尔马林溶液/中性缓冲福尔马林(NBF)
10%福尔马林(3.8)水溶液，所含甲醛的质量分数为3.7%（相当于体积分数为4%），缓冲至pH= 6.8-7.2。
注释1：标准缓冲福尔马林溶液通常含有少量甲醇以抑制甲醛的氧化和聚合。
3.26   存储
在适宜的条件下长时间中断样本、分析物或其衍生物（如染色切片或组织块）的分析前工作流程，以保持其性能。
注释1：长时间储存通常发生实验室归档库或生物库中。
3.27   组织处理器
用于组织固定、脱水、清洗和石蜡浸润的自动化仪器。
3.28   验证
在提供客观证据的整个过程中，确定特定预期用途或应用的要求已得到满足。

注释1：“经验证的”用于指代相应的状态。
（来源：ISO 9000:2015,3.8.13；修改：删除了注释1至3）
3.29   热缺血
失去正常血液供应的组织从身体内移除前的状态。
3.30   工作流程
完成任务所需的一系列活动。
3.31   同质
结构和组成均匀。
4 总则
关于医学实验室质量管理体系的一般说明，特别是样本采集、接收和处理（包括避免交叉污染）参见ISO 15189:2012, 4.2, 5.4.4, 5.4.6 或ISO/IEC17020:2012, clause 8 and 7.2。有关实验室设备、试剂和消耗品的要求应遵循ISO 15189:2012, 5.3、ISO 15189:2012, 5.5.1.2 and  5.5.1.3 或ISO/IEC 17020:2012,6.2。
诊断工作流程的所有步骤都会影响最终的分析测试结果。因此，包括生物分子稳定性和样本储存条件在内的整个工作流程都应得到验证和确认。不能一直控制的工作流程步骤应记录在案。应对不可控制的工作流程步骤进行风险评估，包括其对分析测试性能的潜在影响，并且制定缓解措施以实现所需的分析测试性能。
因此，在分析测试设计之前或期间，应调查并确保要分析的RNA图谱不会以影响分析测试性能的方式受损（例如：进行时间进程实验或研究；参见附录A）。
在使用标准缓冲福尔马林溶液固定组织之前，RNA图谱会根据热缺血及冷缺血持续时间、福尔马林固定前的温度而显着变化（例如基因诱导，基因下调，RNA降解）。此外，在不同的捐献者/患者组织中，这些变化可能有所不同。
通常，热缺血和冷缺血的持续时间越长，及组织样本固定之前的环境温度越高，RNA图谱发生变化的风险越高。
注意：相较于术后冷缺血，术中热缺血会使RNA图谱产生更明显的变化[7][8]。并且组织的起源和类型、基础疾病、手术过程、用于麻醉或治疗伴随疾病的药物、及组织从体内取出后所处的不同环境条件也可以使RNA图谱发生变化。
热缺血不易标准化，因此应记录其持续时间。当无法避免冷缺血时（例如将未经福尔马林固定的样本运送到实验室的过程），应记录其持续时间和标本容器周围的温度。当标本被运送到另一个设备进行福尔马林固定时，应记录运输持续时间和环境条件。
此外，福尔马林固定以及随后的FFPE组织储存持续时间和储存温度会导致生物分子的修饰，并导致从FFPE组织中提取的RNA的分析测试性能不理想（见A.2.1和A.2.2）。这应在分子分析测试的质量控制和应用中加以考虑，特别是在基因表达研究时 [9] [10] [11] [12]。这些作用可以限制可扩增靶cDNA的大小和/或影响用于扩增的引物的cDNA靶序列。最大限度减少分子检验中的这一问题的方法是， 进行FFPE组织的分析测试优化或使用非交联替代品替代标准缓冲福尔马林溶液[13][14]。
关于运输和处理的安全说明参见ISO 15189:2012,5.2.3 and 5.4.5以及ISO 15190。
在整个检验前过程中，应采取预防措施避免不同标本/样本之间的交叉污染，例如： 通过在可行或适当的清洗过程中使用一次性用品处理不同的样本/标本。
如果不按照制造商的说明使用商品，则用户应对其使用和性能负责。
5.实验室外

5.1   标本采集
5.1.1   概述
标本采集应考虑预期分子检验的要求（例如疾病状况，标本大小）（参见Clause 6）。
参见ISO 15189:2012,5.4.4。
5.1.2   标本捐献者/患者的信息
应该包括标本捐献者/患者的ID，其形式可以是代码。
应包括但不局限于：
a) 标本捐献者/患者的相关健康状况，例如健康状况、疾病类型、伴随疾病、人口统计信息（如性别、年龄）；
b) 组织采集前的常规医学治疗和特殊治疗信息，例如麻醉剂、药物、外科手术或诊断程序；
c) 标本捐献者/患者的同意。
5.1.3   标本信息
应包括但不局限于：
a) 通过记录缺血相关的血管结扎/夹紧时间点（通常为动脉夹闭时间）来表示体内缺血开始（热缺血）；
b) 组织从身体中取出的时间和日期以及取出方法（例如：用于采集的活检装置、核芯针活检、切除术）；
c) 组织类型、来源和状况（例如病变组织、不受疾病影响的组织）的描述，包括外科医生、放射科医生或病理学医生在手术室内外所做的任何标记；
d) 如果福尔马林固定在实验室外开始，则参见6.2所述的记录步骤；如果标本病理学评估和样本选择也在实验室外完成，则参见6.3所述的记录步骤。
还应包括收集标本的负责人ID。
5.1.4   标本处理
应执行以下步骤：
a) 记录将标本自体内取出后，对其进行任何添加或修改，例如标记样本定向（例如：油墨标记、缝线、切口）；
b) 根据适用的运输法规选择和使用容器和包装（如冷却箱、储运箱、真空包装）；

c) 选择和使用稳定程序进行运输（如冷却）；
注意1：当组织解冻后，意外地冷冻组织（如错误地使用冷藏包）会导致RNA降解及影响RNA形态特征。
注意2：如果标本直接转移到标准缓冲福尔马林溶液中（参见6.2，注重固定剂用量和组织切片体积的关系，使固定剂充分渗透），则可省略此步骤。
d) 容器的标签[例如注册号，一维或二维条形码，标本类型，数量和器官组织来源]和附加记录信息[5.1.2, 5.1.3, 5.1.4 a)-c)中规定的信息]。
来自同一捐献者/患者的、具有相似特征（宏观外观，组织类型，疾病状态和解剖位置）的几个样本可以放入一个容器或一个容器隔室中。
标本从体内取出后，应立即转移到容器中。 然后将容器置于湿冰上或维持温度在2℃~8℃，最大限度地减少RNA图谱变化。
应记录冷缺血期间容器周围环境的温度（例如不同房间的温度、运输温度）。如果无法测量温度，温度范围应按环境温度，室温或2℃~8℃进行大致分类。
5.2   运输要求
实验室应与临床或外科合作，共同制定有关标本运输程序的规程。
应以适宜的方式进行温度监控。
如果标本尚未放入标准缓冲福尔马林溶液中，应立即置于湿冰上或维持温度在2℃~8℃情况下进行运输，以尽量减少RNA图谱的变化。
注意：有证据显示置于湿冰上的组织的RNA图谱的稳定性可以通过使用真空塑料袋得到进一步改善[15]。
如果标本在实验室外时已经放入标准缓冲福尔马林溶液中，运输过程中的温度不应超过室温。
应记录与既定运输程序规程的符合度，并且描述和记录存在的任何偏差。
6.实验室内

6.1   关于标本接收的信息
应记录标本接收人员的ID或姓名，所接收标本到达的日期、时间及状况（例如标签、包括温度在内的运输条件，、组织类型和标本数量、容器泄漏或破裂）。与既定运输程序规程的任何偏差都应记录在案（参见5.2）。
注意：运输过程中的温度会影响RNA图谱和RNA质量。
应检查标本的正确标识：包括标本的临床信息（参见5.1.1和5.1.3）、住院号和/或捐赠者/患者ID、患者姓名及出生日期。
6.2   福尔马林固定标本/样本
本步骤适用于标本和从一个标本中取出的一个或多个部分。
固定剂选用标准缓冲福尔马林溶液。
注意：在某些国家，标准缓冲福尔马林溶液也称中性缓冲福尔马林（NBF）。
由于福尔马林不稳定（如甲醛可以氧化为甲酸），所以至少每周检查一次标准缓冲福尔马林溶液的pH值，并且在使用前和新配制时都应检查其pH值[16]。
应执行以下步骤：
a) 在处理标准缓冲福尔马林溶液之前，向制造商咨询安全数据表（SDS）；
注意：甲醛是一种致癌的、有害的化合物，可以穿透组织并对生物分子进行化学修饰，其对于身体不同部位的危害分级可能不同。
b) 记录将组织标本/样本放入标准缓冲福尔马林溶液中的时间点；
注意：福尔马林总固定时间可能影响后续检验，例如免疫组化技术、核酸分子检验[12]，参见A.2.1和A.2.2。最佳福尔马林固定持续时间可能因组织类型和大小而异。对于较大的手术标本（如切除的胃），由于甲醛从组织表面缓慢地渗透到组织内部，在取材前可能会出现固定不均匀的现象。
例子：对于厚度为5mm的组织块，在大多数情况下，固定持续时间在12h~24h之间可以导致适宜的穿透和固定。（参见6.8.2）
c) 容器的选择；
1) 容器的容量应保证标本可以完全浸没在标准缓冲福尔马林溶液中。标准缓冲福尔马林溶液用量与组织的最小比例取决于所涉及的组织，但至少为10：1（体积比）。 对于较大的标本，为确保其完全被福尔马林固定，应进行特殊的组织处理方法，如实体器官的切口或中空器官的开口。
较大的标本可能需要被切分并选择适当的部分，以确保充分固定渗透。 在这种情况下，标准缓冲福尔马林溶液应定期更换。
2) 使用预先装满标准缓冲福尔马林溶液的容器时，应遵循供应商的产品说明。
3) 容器应能安全关闭。
d) 容器的标签（例如，使用自粘标签、手写、射频识别装置（RFID）、预先标记的容器、条形码）应确保样本/标本的可追溯性。因此，容器标签至少应提供以下信息：
1) 患者/捐赠者ID、唯一的标本/样本ID和采集样本的日期，这些都可以代码的形式呈现（每个样本的代码都是唯一的）。
2) 除非样本追踪系统能够提供与6.2d)1)中的标本/样本识别信息所匹配的信息，否则应提供标本基本信息，如组织类型、组织状态和相关的附加信息（如是否受到肿瘤影响）。
3) 每个容器的唯一编号，可包含在6.2d)1)中。
e) 标本/样本类型、数量和描述的记录。
应该考虑到在某些疾病条件下（例如肿瘤），分子特征可能不会均匀地在组织标本/样本中呈现。因此，将用于分子检验的实际的组织样本/标本一部分交由具有行医资格的病理学医生（如获委员会认证的）进行评估是非常重要的（参见6.3）。在这种情况下，应记录实际上用于分子检验的组织样本/标本的疾病特征。如： 不同的分子机制可以在肿瘤的中心和浸润前沿被激活，肿瘤也可以由不同分化等级的区域组成。
6.3   标本的病理学评估和样本的选择
标本病理学的评估和记录以及从标本中选择用于进一步加工的样本应由具有行医资格的病理学医生（如获委员会认证的）完成，或在其监督或负责下完成。
应该遵循地方、国家或区域的法规。
选择用于RNA检验的样本：
a) 应由具有行医资格的病理学医生（如获委员会认证的）或在其监督下为组织病理学、分子检验以及可选的进一步研究选取合适的标本部分，以确保用于RNA检验的样本采集不会对组织病理学检验有损害。分子检验应选择适宜的组织部分，适当地避免可能对分子检验有影响的部位，如出血和坏死部位。可以采取对组织进行显微切割以选择或富集疾病的某些细胞特征；
注意1：根据地方规定，也可在实验室外（如手术室）选择合适的标本部位（参见5.1.3）。
在对福尔马林固定前后的手术标本进行宏观评估时，应检查标本的临床信息（如类型、大小、数目；参见5.1.2 和5.1.3）、住院号和/或病理学病例号和/或捐赠者/患者ID、患者姓名、患者出生日期和组织类型。应根据各自医学会（如病理学会）的指南，并结合临床信息和问题（如病历或临床医生的医嘱），对手术标本和所有发现进行适当地描述。应描述标本解剖学定位，必要时可标记切除边缘和其他重要区域，有助于以后的显微评估；可以拍照；应根据各医学会的器官/疾病具体指南采集用于显微评估的代表性样品（即取材）。
注意2：以上所描述的评估和记录也可以在实验室外进行（如：手术室）。
b) 如果从体内取出的组织标本不需进行组织病理学诊断，那么该标本的评估及记录、样本的选择与记录可以由病理医生以外的、其他具有资格的人员进行。

记录的内容可以包括图片。样本的大小应与组织盒相适宜（最大约为3cm x 2cm x 0.5cm）。如果标本尚未固定好，可以在组织盒进行后固定。每个组织盒贴有唯一标识（如条形码、数字、组织缩写）。如果从同一标本中取出的多个样本装在同一组织盒中，并且这些样本具有不同特征（如组织类型、疾病状态、定位），则应记录在案。

当将从标本中取出的样本转运入组织盒时，应将转运时间点记录在案。
应将样本立即（即最好在30分钟以内）放入标本缓冲福尔马林溶液中；如果已经完成固定，则应将样本放入装有酒精溶液（如70%乙醇）的组织处理器中。
福尔马林固定持续时间和固定过程中的温度应记录在案。
6.4   冷冻样本的后固定
将冷冻标本/样本（如进行冷冻切片诊断后）放入标准缓冲福尔马林溶液中进行后固定，以备随后进行的石蜡包埋。
福尔马林固定持续时间应记录在案。

如果FFPE样本/标本来源于冷冻组织，则应记录在案。
6.5   脱钙
脱钙是根据石蜡的柔软度调整骨骼的坚硬组分，应该对样本进行脱钙（如用EDTA, 即乙二胺四乙酸）并且将脱钙程序记录在案。
6.6   加工及石蜡包埋
在样本/标本使用标准缓冲福尔马林溶液固定后，应记录随后将其置于含酒精溶液的组织处理器中的时间点。应根据制造商的说明在组织处理器进行下一步加工。
注意1：在加工过程中，将组织脱水并用石蜡替代水。因为在储存过程中，残留的水会影响组织（包括RNA）的质量和稳定性[17]。

所有的试剂的更换应根据制造商的说明定期进行。
石蜡渗透的持续时间和温度会影响已固定组织中生物分子的完整性。进行组织渗透时应选用标准成分和低熔化温度的石蜡。每个包埋步骤的持续时间和温度应根据制造商的说明或实验室经验证的规程进行。记录所应用的规程。
注意2：石蜡典型低熔化温度为50℃~56℃。
6.7   储存要求
常规储存过程中，储存持续时间和储存温度（通常指环境温度）会影响FFPE组织中RNA 的稳定性[18]（参见A.2.4）。
储存过程中发生的RNA降解会影响检验结果的有效性和可靠性[19]。
FFEP组织块应该在室温（最好在较低温）下干燥储存。
注意1：较低温度储存（如2℃~8℃、-20℃）会减缓随着时间推移产生的RNA降解（参见A.2.4）[2][18]。
注意2：如果FFEP未干燥储存，会加快RNA降解和促进真菌和细菌滋生。
用于RNA提取的FFPE组织应新鲜制备。如果一定要储存切片，那么尽可能在干燥、冷藏（2℃~8℃）或较低温（-20℃）环境中短时间储存。
不应使用染色和储存的切片，因为对切片进行染色会对RNA质量产生不利影响。
应建立一个系统用于长期保存FFPE组织。储存位置、储存温度、样本/标本的取出、样本/标本的用途、样本/标本的归还都应记录在案。
6.8   RNA的分离
6.8.1   概述
根据国际公认的组织病理学分类（如肿瘤的WHO/IARC分类[23]）对样本/标本的细胞组成和疾病状况进行病理学表征（如用苏木精/伊红染色切片）。当样本/标本用于分子诊断时，应在RNA分离前评估目标细胞比例，目标细胞的数量应足以进行检验；当样本不用于诊断，例如用于研究时，建议采用类似的方法。
6.8.2   RNA分离程序的一般信息
使用福尔马林进行固定，会通过添加单羟甲基对RNA进行共价修饰[10]。固定过程会导致RNA和蛋白质交联。甲醛会导致化学修饰，从而干扰酶学下游检测，如RT-qPCR(逆转录-聚合酶链式反应)。
要求与建议：
a) 最佳固定时间取决于组织类型和组织厚度。应该避免长时间组织固定所增强的RNA修饰。厚度达5mm的组织应在标准缓冲福尔马林溶液中固定12h~24h[20]；
b) 用于RNA纯化的起始材料应该是新切割的、厚度达10µm切片，其可以来自FFPE组织块、手动切割的样本[21]、激光显微切割的样本[22]或组织芯（如组织微阵列/TMA）；组织技术人员应该佩戴手套；切片机相关零件，包括可重复使用的切片，在每一块石蜡切片切割后都要进行清洗；为了避免交叉污染，切片机可以考虑使用一次性刀片；
c) 应该平行进行苏木精/伊红染色(H&E)，以鉴定、选择和控制未染色标本的切割，以便随后进行RNA纯化。如果要用已染色的材料进行RNA纯化，那么染液应新鲜配制，并且使用不含RNase的试剂以尽量减少染色对RNA质量的影响；
注意：组织染色会损害后续检验中RNA质量和性能。
d) 与RNA接触的DNase（参见6.8.4.2）、其他试剂和消耗品应不含RNase；
e) FFPE组织中进行的所有RNA分离程序应采取措施（如使用蛋白酶K消化和加热）逆转甲醛修饰（如核酸）和蛋白质-RNA交联，避免进一步降解RNA；
f) 提取的RNA应置于湿冰或2℃~8℃（如冰块）保存，并且应立即进行分析；
g) 为避免RNA检验过程中所生成的扩增物质产生交叉污染，应使用密闭系统，否则RNA分离与检测过程的扩增步骤不应在相同地方进行。
如果RNA是从存档的组织块中提取的，则应在将切片进行RNA分离之前，通过丢弃首次获得的切片来对组织块进行修剪，因为外部切片可能含有降解的RNA。 可能需要进一步修整组织块，以丰富与检验相关的组织成分。
如果对于样本/标本的正确识别存在疑问，应进行识别验证测试。
RNA的分离是诊断工作流程的重要步骤，在整个工作流程的验证中应对其特别关注。
RNA分离性能应包括在RNA能力验证项目中。
6.8.3   运用商品化试剂盒
当使用商品化试剂盒从FFPE组织中分离RNA时，应遵循制造商的使用说明。
6.8.4   运用实验室自制的规程
如果商品化试剂盒未按照预期用途使用，但经验证符合用户定义的用途，则应自行编写并遵守说明。

如果实验室使用的是与商品化试剂盒无关的自制的规程，则应对其适用目的进行验证和确认，编写并遵守说明。
来自不同厂家的产品组合可能会影响结果，因为产品可能不兼容。只有当组件一起测试并验证其工作令人满意时，才能将其用于诊断测试。
FFPE组织切片的RNA分离程序应包括以下步骤：
a) 将新鲜切割的FFEP组织切片中的石蜡去除；
注意1：可以使用二甲苯或其替代品处理，随后离心，然后用乙醇洗涤所得沉淀。
注意2：也可以使用市售的脱蜡剂，无需沉淀FFEP组织。
b) 将切片再悬浮于裂解缓冲液中，然后进行消化（如用蛋白酶K）以除去交联的蛋白质并且从切片中释放RNA。当规程中包括加热步骤时，裂解液不应包含高浓度的离液盐。因为当高浓度离液盐合并高温时，RNA会发生降解；
注意：当培养温度维持在37℃~60℃之间时，培养时间可以选在10min~18h之间（具体取决于组织的类型和大小）。
建议对蛋白酶消化步骤中的裂解缓冲液进行优化[10]。
c) 从裂解物中提取RNA，可以采取的方法包括：单相/双相提取（例如基于苯酚/氯仿的方法）、固相吸附（例如硅胶珠法）[10]；
d) RNA分离程序应该包括DNase处理和减少所分离RNA 中DNA含量的其他措施。与样本接触的DNase、其他试剂和消耗品 应不含RNase。
当从极小量的细胞（如激光显微切割单细胞）中分离RNA时，可能需要制定不同的、专用的RNA分离程序。对于如此灵敏的程序，建议遵循最新文件并在使用前对分离程序进行验证和确认。
6.9   RNA的定性和定量评估
RNA的定性和定量检测应根据诊断试剂盒制造商的说明进行，或依照公认的物理、化学和生物化学程序验证和确认的程序[10][11]。可能包括以下一种或多种检测技术（根据具体的检验测试做选择）：
a) 通过检测吸光度（A260）或荧光光谱测定法定量；
b) 通过测量吸光度检测纯度（如：波长扫描、计算A260/A280的比值）；
c) 检测RNA完整性和可扩增性，比如通过电泳、色谱、分子学方法（如3’/5’分析或差异长度扩增子比率[10]）、或微流体方法来确定质量系数（如RNA完整值/RIN、RNA质量指数/RQI[12]）[25][26]；
d) 检测干扰物质的存在（使用外源性质控品，即加入RNA和DNA质控品；或检验异常的qRCP反应曲线[26][27]；或通过将增加的洗脱液体积引入检验中，使用内源性RNA进行RT-qPCR抑制试验）。
对于定性检验，如检验RNA图谱6.9 a)和6.9 b)是否存在就足够了；对于定量检验，可以要求进行基因表达检测6.9 a)-d)。
注意1：使用福尔马林进行固定会降低RNA完整性和RNA质量检测的可靠性。在标准质量控制分析中（如电泳RNA片段长度测量），由甲醛引起的化学修饰不能可靠地检测到，但它们会干扰酶学检验。
注意2：不能通过计算RIN数值来反映甲醛所导致的化学修饰，因此，仅测量完整性不能评估来自FFPE的RNA用于RT-qPCR检测的可用性。
6.10   RNA的储存
6.10.1   概述
为了能够长期储存，通常将分离得到的RNA冰冻储存，也可以采取经验证的其他储存方法。
长期储存时，应将RNA等分分装，以避免反复冻融或从其他归档系统反复恢复。不应对等分试样再次进行稀释，以避免RNA质量下降。
对于少量RNA，应使用能够减少管壁对核酸吸附的储存容器。
应避免RNA在长期储存过程中因水分蒸发而意外产生的冷冻干燥，因为这样会使RNA降解，并且从储存容器中回收RNA是困难甚至是不可能的。因此，在长期储存过程中，应使用适宜的储存容器（如：低温瓶）以避免水分蒸发。储存容器的类型及盖子类型应记录在案。
对于长期储存，应建立一个经过验证的过程来组织并唯一标记含有分离RNA或其衍生的等分试样的储存容器。
保证可追溯性。例如：通过使用可读的RFID，一维或二维条形码，或制造商提供的、带有预先打印的唯一编码并适用于低温储存的储存容器。
6.10.2   运用商品化试剂盒提取的RNA 的储存
应遵循RNA分离试剂盒提供者关于所分离RNA检验前储存的具体指示。如果检验试剂盒提供者的指示更加严格，应遵循检验试剂盒的指示。
6.10.3   运用实验室自制规程提取的RNA的储存
如果RNA分离试剂盒提供者和检验试剂盒提供者都没有提供关于RNA储存的指示，或者如果使用了实验室自制的、并经验证的RNA分离程序，那么所分离得到的RNA应立即进行分析。当实验室无法对RNA进行立即分析时，实验室应具备经验证的、关于分析前阶段储存所分离RNA的程序，该程序包括合适的储存介质（不含DNase的水）。
考虑到RNA分离程序和最终RNA洗脱液的质量，在某种情况下，可以将分离RNA 置于湿冰上、短时间储存（即1h）[23]。
为了能够长期储存，RNA应该在适宜的缓冲液中进行洗脱，并且储存温度应≤-70℃；参见A.2.4。也可以使用其他经验证的保存方法[23]。
注意：一些RNA分离程序允许RNA存储温度为-20℃~-70℃。
附录A（资料性附录）
基于RT-qPCR对从福尔马林固定和石蜡包埋(FFEP)
组织样本提取的RNA进行质量控制 1)
A.1  概述
对从FFEP人类肝脏样本中提取的RNA和速冻样本（作为参考物）进行比较，以评估福尔马林的固定、固定时间以及组织块储存对下游反应（如：cDNA的合成、RT-qPCR及其对质量控制的意义）的影响。结果显示使用福尔马林进行固定会导致低效的cDNA合成、RT-qPCR反应，并且会导致主要基因转录本的基因转录本变异。使用基于常规电泳和分光光度法的质量控制不能可靠地检测这些差异，但是可以利用基于不同扩增子长度的RT-qPCR和cDNA生成效率分析来检测2)。并且，也可以通过建立动物模型检测由于储存条件和固定时间所导致的人类样本RNA降解。
A.2  结果
A.2.1  RNA完整性的时间依赖性
图A.1和图A.2显示使用福尔马林进行固定对RNA完整性的损害具有时间依赖性。
在石蜡包埋前，将从人类肝脏样本中获得的多个样本在标准缓冲福尔马林溶液中固定不同的时间(4h~120h)。从2.1到2.7所有固定时间点都得到相似的RNA完整值(RIN)，然而管家基因GAPDH的不同长度片段的RT-qPCR扩增揭示了与固定时间相关的不同扩增子循环阈值(Ct)的上升。长时间固定会导致产生的曲线斜率更陡（表明片段数目增加）和较长片段无法扩增。
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Figure A.1—RT-qPCR amplification of GAPDH fragments of different length for human liver
samples fixed in standard buffered formalin solution for different time periods before paraffin
embedding




A.2.2  福尔马林固定对cDNA扩增效率的影响
如图A.2所见，从速冻人类肝组织中提取的RNA的cDNA的生成与模板RNA的量直接相关；但是在FFPE组织样本中，随着模板RNA增加，也只能产生少量的cDNA。图中的误差线描述的是，同一条件下三个独立样本反应生成的cDNA相对含量中值的标准差。
[image: image2.jpg]1400

1200

1000

800

600

400

200

0 0.125 0.25 0.725 1 X
Key
X template RNA in ug
Y relative amout of cDNA
1 snap frozen liver tissue sample
2 FFPE liver tissue sample

Figure A.2 — Generation of extracted cDNA from snap frozen and FFPE human liver tissue
sample in correlation to the amount template RNA




A.2.3  利用RT-qPCR研究由固定和储存引起的主要基因的基因变异
选取的样本包括速冻人类肝组织和经由标准缓冲福尔马林溶液固定并由石蜡包埋的人类肝组织。在不同时间点（6个月和1年）从组织样本中提取RNA。如图A.3所见，通过比较两类样本的92个基因的RT-qPCR结果，我们发现从4个循环至8个循环，循环阈值的平均差异随着室温保存时间的增加而增加。并且通过与参考速冻样本比较发现，FFPE样本的RNA中存在主要转录本的基因转录本变异。FFPE样本的RNA的这些不同的、基因特异性表现可能严重影响基因表达研究的结果与解释。
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Figure A.3—c: values for 92 genes from snap frozen and FFPE human liver tissue




A.2.4  储存条件对FFPE组织块RNA完整性的影响
先将FFPE大鼠脾脏组织块储存在不同温度下（22℃、4℃、-20℃、-80℃），然后经过不同时间的储存后进行RNA提取：储存开始时(t0)、储存三个月、储存六个月、储存九个月、储存十二个月、储存十八个月、储存二十四个月、储存三十六个月。
如图A.4所示的RIN数值在每个储存温度下对脾脏组织进行三次提取而得到的。储存温度为22℃时，可以观察到RIN持续下降；储存温度为4℃时，RNA降解速度减慢；通过RIN检验并未观察到冷冻组织（储存温度为-20℃和-80℃）的RNA有主要降解。
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Figure A.4—RIN value of RNA extracted from FFEP rat spleen tissue samples stored at
different temperatures




A.3  结论
福尔马林固定导致的RNA化学修饰会影响下游检测，如：RT-qPCR。但是，可以通过与速冻组织未被化学修饰的RNA进行比较，通过RT-qPCR测量FFPE导致的扩增能力和cDNA合成效率的降低程度，以衡量其对下游检验的影响。
检验前过程标准化、附加的质量控制分析和详细的样本信息可以显著提高基于FFPE组织样本的分子研究的可比较性和可靠性。
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