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보존된 라핀 블록에서 핵산 추출기법에 한 연구

주보건 학 임상병리과

주 경 웅 

The Study of Nucleic Acid Extraction Method from Archival Paraffin Blocks
   

Kyung-Woong Joo

Department of Clinical Pathology, Gwangju Health College, Gwangju, 506-701, Korea

It designed a study to examine the efficiency of DNA and RNA extraction from archival formalin-fixed, 
paraffin-embedded tissues using an non-heating and heating method. Archival paraffin blocks of liver, 
kidney, colon were randomly selected. Each paraffin block was prepared in 20 microtubes. For each paraffin 
blocks were tested non-heating DNA extraction to 10 microtubes and heating protocol under pH 7.0 and 10
0℃ to 10 microtubes. Evaluation of the results of DNA extraction was carried out by measuring con-
centration by UV spectrophotometry and then PCR amplification. DNA extraction content that non-heating 
method was liver 5±0.7 μg/mL, kidney 2±0.3 μg/mL, colon 6±0.4 μg/mL and heating method was liver 
12±0.6 μg/mL, kidney 7±0.5 μg/mL, colon 10.±0.3 μg/mL. Successful RNA extraction was observed, by β
-actin amplification, in 46.7% sections for samples treated by the heating method versus 30.0% using 
non-heating DNA extraction.  The extracted nucleic acid showed better values for samples heated at 100℃. 
Therefore heating  extraction of nucleic acid is reliable, quick and efficiency.
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　I. 서      론

조직에 보존된 핵산을 이용한 분자유전학진단은 임상

에서 진단과 치료 후 경과 관찰을 위해 다른 검사 결과와 

함께 서로 상호보완적으로 이용되고 있다. 조직병리학적 

평가를 위하여 병리학적 시료들을 포르말린으로 고정하

고 파라핀 포매하여 사용하고 있다. 파라핀 블록에서 조
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직의 구조나 단백질은 잘 보존되지만, 핵산은 활성이 상

당히 저하된 상태로 보존되어 있다(Goelz 등, 1985). 핵산

이 임상진단과 분자유전연구에 매우 중요한 가치를 가지

지만 효율적으로 추출하는 데는 여러 가지 문제들을 가

지고 있다(Goelz 등, 1985; Dubeau 등, 1986; Shibata 등, 
1988; Rupp와 Locker, 1988). 

본 저자는 분자유전학적 진단을 위해 핵산추출을 보다 

효율적으로 하고자 포르말린 고정 후 파라핀 포매되어 1 
년간 보존되어 있던 간장, 신장, 대장 블록에서 DNA와 

RNA를 가열추출법 및 비가열추출법으로 추출하여 차이

를 비교 분석 하였다. DNA 추출결과의 평가는 자외선 
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분광광도계에서 260 nm에서 흡광도를 측정하고 농도를 

계산하였으며, RNA는 블록으로부터 얻은 β-actin 유전

자를 reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT- 
PCR)을 함으로써 PCR을 수행하는데 추출량이 적절한 지

를 비교하여 효과적인 추출기법을 증명하고자 하였다.

II. 재료  방법

1. 조직

포르말린에 고정하고 파라핀 포매되어 1 년간 보존된 

간장, 신장, 대장조직을 사용하였다. 이 조직은 환자로부

터 절취되어 10% 중성포르말린으로 실온에서 24 시간 고

정하였다. 고정된 조직을 하강계열의 에탄올에 함수하고 

자일렌으로 청정하였다. 자동침투기(RH-12EP-2, Sakura 
Finetek, Japan)에서 파라핀을 침투시키고 자동포매장치

(Histocentre 2, Shandon, USA)에서 파라핀 포매하여 사

용하였다. 파라핀 블록의 선택은 hematoxylin & eosin 
(H&E) 염색 후 조직의 크기와 전체세포 수가 비슷하게 

분포된 각각의 블록을 선택하였다. 각 장기마다 10 μm 절
편을 만들어 20 개 미세시험관에 2 절편씩을 넣어 전체가 

20μm가 되도록 하였으며, 전체 60 개를 실험에 사용하였다.

2. 연구방법

1) 파라핀 용해

⑴ 비가열 추출법

20μm  절편이 있는 시험관에 자일렌 500 μL 첨가하

여 30 분간 교반하고 15,000 ×g에서 15 분간 원심(Z323, 
HERMLE, Germany)하였다. 상층을 제거하고 새로운 자

일렌을 첨가하여 동일과정을 반복하였다. 두 단계 100% 
에탄올에서 37℃에서 30 분간 각각 처리하고, 15,000 ×g
에서 15 분간 원심하였다. 하층의 조직만을 남겨 공기건

조하였다. 

⑵ 가열 추출법

20μm 절편이 들어있는 각 시험관에 유니버살 완충액

(pH 7.0) 500μL를 첨가하여 교반하고 고압증기멸균기

(HVE50, SMD bank, Korea)로 100℃에서 20분간 가열하

였다. 절편을 55℃까지 식힌 후 소화시키전에 파라핀을 

제거하였다.

2) 소화

Phosphate buffer saline(PBS)로 15 분간 2 회 수세단계

를 거치고, 용해완충액(proteinase K 20 mg/mL, 50μL, 1 
M Tris-HCl 액 10μL, 0.5 M EDTA 2μL, 10% SDS 100
μL, 증류수 838 mL) 500μL를 넣고 52℃에서 하룻밤 동

안 조직절편을 완전히 용해시켰다. 

3) 추출 및 정제

Phenol:chloroform:isoamyl alcohol(25:24:1) 500μL를 

첨가하여 조직에서 왁스를 제거하고, vortex(Minimax Ⅱ, 
BARNSTEAD, USA)로 혼합한 다음, 실온에서 15,000 
×g 10 분간 원심분리 시켰다. 상층액은 10 μL 피펫을 

사용하여 고압멸균된 미세시험관에 옮기고 동량의 클로

로포름을 첨가하여 vortex로 혼합하여 15,000 ×g 5 분간 

원심분리하였다. 상층액을 새로운 미세시험관으로 옮기

고 3 M sodium acetate 0.1 vol 첨가하여 다시 vortex에서 

혼합하였다. 다시 isopropanol 1 vol을 첨가하고 -20℃에

서 하룻밤을 반응시켰다. 15,000 ×g에서 15 분간 원심하

여 상층은 버리고 침전물을 70% 에탄올에 한 번 씻어낸 

후 공기건조시킨 후 멸균수 200μL로 재부유하였다.  

4) 농도와 순도 측정

추출된 DNA를 200 배 희석하여 자외선 분광광도계

(DR-4000, HACH, USA)에서 260 nm에서 흡광도를 측정

하고 농도를 계산하였다(Kalb와 Bernlohr, 1977).  

5) RT-PCR 분석

RNA 평가를 위하여 탈파라핀 후 비가열추출법 및 가

열추출법에 의해 정제하여 시료 5μL, β-actin 유전자 시

발체(β-actin 시발체; down stream 5’-CTCAGGAGGA-
GCAAT-GATCTTG-3’, upstream 5’-CTGGGCATGGAGT- 
CCTGTGG-3’, Ponte 등, 1984) 1μL, 10× reverse 
transcriptase buffer 2μL, 10mM dNTP 1μL, 10mM DTT, 
reverse transcriptase(250U/μL) 1μL를 첨가하여 최종 용

량이 20μl가 되게 하여 PCR 증폭(PHC-3, BioRad, USA)
하였다. 최초 변성은 94℃에서 4 분간하고 35 회(94℃, 30 
초 : 60℃, 30 초 : 72℃, 30 초)을 수행하였고 마지막 중
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합단계는 72℃에서 3 분간하였다. 시료를 PCR 전에 

DNase(Amersham Pharmacia Biotech, St Albans, UK)로 

37℃에서 12 분간 소화시킨 후 DNase를 94℃에서 5 분간 

가열하여 변성시켰다. PCR 생성물은 8% 폴리아크릴아마

이드 비변성 겔(HE99X, HOEFER, USA)에서 ethidium 
bromide 염색 후 자외선 촬영(CV415LS, UVITEC. USA)
하여 관찰하였다.

III. 결      과

1. DNA 추출량

비가열 추출법에서 30 개 절편 중 11 개(36.7%), 가열

추출법에서 30 개 절편 중 17 개(56.7%)에서 DNA를 추

출할 수 있었다. DNA 추출량은 비가열추출법에서는 간

장에서 5±0.7μg/mL, 신장에서 2±0.3μg/mL, 대장에서 

6±0.4μg/mL, 그리고 가열방법에서는 간장에서 12±0.6  
μg/mL, 신장에서 7±0.5μg/mL, 대장에서 10±0.3μg/mL
의 DNA를 추출했다(Fig. 1). 
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Fig. 1. Comparison of DNA yields obtained by non-heating and
heating method

2. RT-PCR 생성물

비가열추출법에서 PCR 생성물이 간장의 30.0%(10 개 

시료 중 3 개), 신장의 20.0%(10 개 시료 중 2 개), 대장의 

40.0%(10 개 시료 중 4 개)로, 전체 30 개 시료에서 9 개
(30.0%)에서 나타났다. 가열추출법에서는 간장의 60.0% 

(10 개 시료 중 6 개), 신장의 30.0%(10 개 시료 중 3 개), 
대장의 50.0%(10 개 시료 중 5 개)로, 전체 30 개 시료에

서 14 개(46.7%)에서 β-액틴이 PCR 증폭 양성을 보였

다. 비가열추출법 및 가열추출법 모두에서 간장이나 대장

에 비해 신장에서의 생성물이 낮게 나타났다(Fig. 2). 

Fig. 2. Gel electrophoresis of RT-PCR products with actin (541
bp) +, positive control sample ; M, DNA ladder.

IV. 고      찰

분자생물학의 발달과 그 의학적 연구로 일부 질병의 

진단에 직접적으로 분자생물학적 방법을 이용하게 되었

으며 유전자 치료의 가능성도 한층 높아지고 있다. 분자

유전학진단은 임상진단과 치료 후 경과 관찰을 위해 다

른 검사 결과와 서로가 상호보완적으로 이용되고 있다. 
현재 분자유전학검사의 대상은 유전성 질환, 종양 및 감

염 질환 등이며 그 적용대상은 급속히 늘어나고 있다. 대
부분의 종양에서 종양 그 자체가 유전되지는 않으나 종

양의 발생은 기본적으로 유전자의 이상과 밀접한 관련이 

있는 것으로 추정되며, 일부의 종양에서 그 원인이 밝혀

지고 있다. 이와 같이 유전성 종양 등 유전성 질환에 대

한 진단을 위하여 조직으로부터 핵산의 분리가 필요하다.
 병리적 시료들은 임상진단을 위하여 일반적으로 포르

말린으로 고정하고 파라핀 포매한다. 이렇게 보관된 조직

은 조직구조와 단백질들은 보존되지만, 핵산은 활성이 저

하되어 보존되어 있기에 추출을 어렵게 하고 있다. 핵산

은 임상진단과 상관하여 분자유전학적 검사를 위한 귀중

한 자원이 되고 있으며 많은 실험자들이 체계적이고 효

과적인 핵산추출 기법에 대해 연구하였다(Goelz 등, 
1985; Dubeau 등, 1986; Shibata 등, 1988; Rupp 등, 1988; 
Sato 등, 2001).

파라핀 포매된 생물학적 조직시료로부터 핵산을 회수
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하는 방법은 탈파라핀, 소화 및 정제 등 3단계로 이루어

지고 있으며, 이와 같은 원리를 응용하는 핵산 추출은 자

일렌으로 파라핀을 용해하고 에탄올로 조직을 탈수 처리

하는 가장 전통적인 방법이 발표된 이래(Goelz 등, 1985), 
현재 가장 많이 이용되고 있는 조직을 직접 소화시키거

나 마이크로오븐에서 파라핀을 용해시키는 방법들이 소

개되었다(Banerjee 등, 1995). 
본 논문에서는 파라핀 포매되어 보존되어 있던 인체 

조직 블록으로부터 신속 정확하고 간단하게 핵산을 분리

하는 방법을 찾기 위해 DNA와 RNA를 가열추출법 및 비

가열추출법으로 추출하여 차이를 비교분석하였다.
문헌에 의하면 파라핀 포매되어 보존된 조직은 고정 

시간과 방법이 DNA 보존에 영향을 줄 수 있다고 하였다

(Greer 등, 1991). 파라핀블록의 보존기간에 따라서도 

DNA 추출과 증폭에 영향을 줄 수 있다고 하였다(Shibata 
등, 1988). 최근의 연구에서 보존된 블록으로부터 DNA 
추출에 있어서 열이나 pH가 영향을 주며, 높은 온도에서 

효과적으로 추출되는 것이 증명되었고(Frank 등, 1996; 
Faulkner와 Leigh, 1998; Coombs 등, 1999), 알칼리성 조

건에서 효율적인 DNA를 얻을 수 있고 안전하다고 하였

다(Shi 등, 2000; Howe 등, 1997). 
본 실험에 사용된 모든 시료는 중성 포르말린으로 실

온에서 24시간 고정하고 파라핀 포매되어 1년간 보관되

어 있던 간장, 신장, 대장조직을 사용하여 고정이나 보관

기간을 동일한 조건으로 실험하였다. 파라핀 블록의 선택

은 H&E 염색 후 조직의 크기와 전체세포 수가 비슷하게 

분포된 각각의 블록을 선택하였다. DNA 추출결과의 평

가는 자외선 분광광도계에서 DNA 농도를 산출하였으며, 
표본으로부터 얻은 β-actin 유전자 RT-PCR을 함으로써 

RNA의 추출방법으로 적절한지를 서로 비교하였다.
단순 가열방법은 PCR 증폭 후 유전자의 변형을 분석

하는 목적에 이용되는 DNA를 얻을 수 있는 방법이다. 
PCR 증폭에 적당한 핵산 준비에 중요 방해요인은 파라핀 

왁스제거와 정제이며, 가열추출법이 actin PCR을 하기 위

한 충분한 결과를 얻을 수 있었다고 하였다(Kulski와 Pryce, 
1996). 또한 최근 연구에 의하면 보존된 하나의 파라핀 절

편에서 단순 가열방법으로 DNA 추출하고 동시에 면역염

색을 할 수 있음이 증명되었다(Yamashita 등, 2001). 
본 실험에서는 여러 단계의 pH 변화(pH 5.0~9.0)를 설

정하고 유기용매로 처리하는 비가열법과 pH 변화(pH 
5.0~9.0)와 온도변화(70~120℃)를 설정하여 가열하는 단

순가열법으로 핵산추출을 시도하였다. 그 결과 pH 7.0에
서 100℃로 가열하여 추출하는 기법에서 유전자 변형을 

증명할 수 있을 있는  충분한 량의 DNA를 얻을 수 있었다. 
비가열추출법에 비해 가열추출법에서의 DNA 농도가 증

가되어 추출됨을 알 수 있었지만, 장기별로는 유의할 만 

한 차이는 없었다.
RNA의 추출을 관찰한 바 간장, 신장, 대장 블록에서 

가열 추출법은 46.7%, 비가열추출법에서는 30.0%를 얻을 

수 있었다. 가열추출법을 시행한 조직 모두에서 RT-PCR
에 충분한 RNA량을 얻을 수 있었고, 유기용매를 이용하

는 비가열추출법보다 더 효율적인 것으로 나타났다(Fig 
2). β-액틴 생성물에서 조직의 종류에 따른 유의할 만한 

소견을 보이지는 않았지만, 간장이나 대장 조직에 비해 

신장조직에서 약간 낮게 나타나는 경향을 보였다. 
가열추출법은 어떤 유기용매도 사용하지 않고, 각 시료

는 오로지 미세시험관에서 단순 가열로 전과정이 이루어

지게 함으로써 실험하는 동안 핵산의 소실을 방지 할 수 

있을 뿐만 아니라 오염 가능성도 줄일 수 있었다. 더욱이 

전체적인 과정이 간편하고 빠르기 때문에 PCR을 위한 

DNA나 RNA 양을 얻는데 3 시간 이하가 소요되었다. 이
와 같은 결과에서 포르말린에 고정하고 파라핀 포매된 

조직으로부터 핵산을 회수하는데 가열추출법이 비가열법

보다 더 빠르고 간편하면서 효율적인 방법임을 알 수 있

었다. 
본 연구 기법이 오래 보존된 파라핀 표본으로부터 보다 

짧은 시간 내에 효과적으로 핵산을 추출 하는데 기초 자료로 

응용함으로써 분자유전진단 기법을 발전시켜 유전성질환

의 진단에 이용될 수 있을 것으로 사료된다.
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