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分析前变量对生物样本库组织样本RNA质量影响的研 
究进展 

郑仰思1，林旋豪1，王媛媛1，2* 

（1 汕头市中心医院生物样本库，汕头 515031；2 汕头市中心医院病理科，汕头 515031) 

摘 要： 生物样本库作为转化医学研究的重要资源，其保藏的组织样本质量对下游分子分析结果的可靠性起着决 

定性作用。组织样本中RNA完整性是样本质量的重要指标，受多种分析前变量的综合影响。本文系统综述了影响 

RNA质量的关键分析前变量，探讨采集前阶段（如供体特征、组织类型和手术相关变量）和采集后阶段（如冷缺血时 

间、保藏温度、冻存时间、冻融次数和保护剂选择）多种影响因素，旨在为生物样本库标准化操作流程的建立提供理 

论依据，为医学研究提供更可靠的样本资源。 
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Research progress on the impact of pre-analytical variables on RNA quality 
in biobank tissue samples 
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Abstract: Biobanks represent irreplaceable core resources for translational medicine and precision medicine research. The 
quality of preserved tissue samples directly determines the reliability and reproducibility of downstream molecular analyses, 
among which RNA integrity is widely acknowledged as a pivotal quality indicator of tissue specimens. However, RNA quality is 
significantly influenced by numerous pre-analytical variables throughout the entire lifecycle from sample collection to analysis. 
Elucidating the mechanisms underlying these variables provides essential theoretical basis and practical guidance for the 
development of standardized biobank protocols. This paper systematically reviews key pre-analytical variables that influence 
RNA quality in tissue samples. These variables are categorized into two phases: pre-acquisition and post-acquisition phases. The 
pre-acquisition phase mainly encompasses donor characteristics (age, BMI, disease status, and medication history), tissue factors 
(organ origin, histological features, tumor grade, tumor location, and clinical stage), and surgical variables (surgical approach 
and warm ischemia time). The post-acquisition phase focuses on cold ischemia time, preservation temperature, storage duration, 
freeze-thaw cycles and the selection of RNA stabilizers. The review elaborates on the effects of these factors on RNA integrity 
across different tissue types, and summarizes the controversial findings and underlying molecular mechanisms in current studies. 
Based on comprehensive analyses, this review proposes that biobanks should implement dynamically optimized and full- 
lifecycle quality control strategies tailored to specific tissue types and research objectives. It is recommended to strictly regulate 
the pre-analytical window periods, establish a full-chain temperature monitoring system, adopt aliquot storage to minimize 
freeze-thaw damage, and apply the Standard PREanalytical Code (SPREC) for standardized recording and traceability of key 
pre-analytical variables. Furthermore, the combined application of multiple RNA quality evaluation systems (such as RIN, RNA 
IQ, and RQI) and regular sampling quality control is recommended to enhance the accuracy of RNA quality assessment. This 
review provides a robust theoretical foundation for the development of standardized, high-quality biobanks and facilitates the 
efficient utilization of biospecimens in clinical translation and scientific research. 
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生物样本库（又称生物银行，biobank）是指标准 

化收集、处理、储存和应用生物样本及其相关数据的 

系统。其样本来源于健康或患病的生物体，涵盖生 

物大分子、细胞、组织和器官等（例如人体器官组织、 

全血、血浆、血清、生物体液，以及经处理获得的 

DNA、RNA和蛋白质等）；同时，还包括与这些样本 

相关的知情同意、临床、治疗、随访和病理等资料，以 

及相应的质量控制、信息管理与应用系统[1]。作为 

精准医学转化的核心支撑平台，生物样本库通过整 

合高质量生物样本及多维信息数据，推动转化医学 

研究进程，为疾病的预防、诊疗、预后提供宝贵的生 

物样本资源[2]。 

高质量的组织样本是临床研究不可缺少的材 

料，其中组织样本中的RNA质量对下游实验研究的 

成功至关重要。RNA的质量不仅决定了基因表达 

分析的准确性，更关系到生物标志物的筛选及其临 

床应用的有效性。RNA作为生物大分子在组织中 

的稳态表征，已成为评估组织样本质量的重要指标。 

传统的RNA质量检测方法包括分光光度法和琼脂 

糖凝胶电泳，存在灵敏度低、难以准确检测RNA的 

降解程度和完整性等缺点。当前受到广泛认可的检 

测方法是通过Agilent Bioanalyzer生物分析仪测定 

RNA完整性指数（RNA integrity number，RIN）进行 

检测。RIN值范围从1到10，数值越高表示RNA的完 

整性越好[3]，通常RIN≥7被认为是高质量RNA阈 

值[4]。此外，还有其他生物分析仪的RQI值（RNA 
quality indicator）和RNA IQ值（RNA integrity and 
quality number）也被用于评估RNA的完整性[4]。 

组织样本RNA易降解，而且RNA酶普遍存在，容 

易受到多种分析前变量的影响。根据ISBER（国际 

生物和环境样本库协会）颁布的《2023生物样本库 

最佳实践规范（第五版）》和GB/T 37864-2019《生 

物样本库质量和能力通用要求》，在样本的采集、处 

理、运输、储存、分发及检测过程中存在很多质控点， 

这些分析前变量会影响样本RNA质量，影响实验结 

果的可靠性[5，6]。分析前变量复杂多样，涵盖采集前 

和采集后两个阶段。深入探讨分析前变量对RNA质 

量的影响，可为生物样本库标准化流程的优化提供 
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理论依据，提高医学研究的准确性和可靠性。 

1 采集前变量对组织样本RNA质量的影响 

采集前变量可能会对组织样本RNA质量产生 

影响，包括供体相关因素、手术相关因素和组织相关 

因素等。采集前变量受限于临床治疗的个体差异 

性，难以实现标准化控制。但是，这些因素的潜在干 

扰不仅可能使基因表达评估复杂化，还会导致实验 

结果的偏差。生物样本库需提取并记录采集前变量 

的相关信息，以便下游实验在研究设计和结果分析 

中将这些变量纳入考虑，从而最大程度降低采集前 

变量对研究结果的影响。 

1.1 供体相关因素 

个体之间的生物学差异，包括年龄、体重、药物 

干预和基础健康状况等都可能影响RNA的提取质 

量和稳定性。研究发现，年龄增长可导致脑组织样 

本RNA质量显著降低[7]。其原因可能与衰老过程 

中细胞内各种代谢活动和酶活性变化有关，进而影 

响RNA的稳定性。在骨骼肌组织研究中发现，  

BMI>25的个体其RNA完整性明显降低[8]；其具体 

机制尚不清楚，可能与肥胖个体全身性的代谢紊乱， 

如胰岛素抵抗、慢性炎症和氧化应激水平升高等相 

关，并且其骨骼肌组织可能伴有脂肪浸润，高脂肪细 

胞占比可能导致RNA提取质量下降[9-11]。此外，供 

体健康状况和药物使用也会加速RNA降解。研究 

表明，阿尔茨海默病和孤独症供体的脑组织中RIN 
值普遍较低，推测与疾病特有的分子病理变化，尤其 

是氧化应激损伤相关[7，12]。在乳腺癌患者中，新辅 

助化疗药物的使用与肿瘤组织的 RNA 质量下降相 

关[13]。化疗药物通过干扰细胞RNA和蛋白质合成， 

从而导致RNA质量下降，肿瘤组织RNA完整性可作 

为乳腺癌患者重要的预后标志物。 

1.2 组织相关因素 

在分析前变量中，组织相关因素是影响RNA质 

量的重要因素之一。不同器官来源的组织在RNA 
完整性方面表现出显著的异质性。研究表明，在12 
种不同器官来源的肿瘤组织中，肝脏肿瘤组织的 

RNA完整性最佳，而脑肿瘤组织的RNA完整性最 

差[14]。在食管癌和乳腺癌中的比较研究显示，食管 

组织RIN值显著高于乳腺组织，该差异在两者的正 

常组织中尤为明显[15]。此外，多项研究证实，来自 

胃肠道的肿瘤组织样本（特别是胰腺、胃和结直肠） 

普遍RNA质量较低[14，16]。这种器官间RNA质量的 

差异性可能与组织样本中结缔组织、脂肪组织、消化 

酶、厌氧菌和RNase酶活性等导致RNA降解程度不 

同有关[10，14，16]。 

在肿瘤组织样本中，RNA质量还可能与临床分 

期、肿瘤分级和肿瘤位置等相关。有研究报道，肺癌 

组织中高pTNM分期与低RIN值相关，其机制可能是 

晚期肿瘤常伴随更广泛的坏死区域，并且需要更大 

范围、更长时间的手术操作，从而使更多RNase从破 

损细胞中释放，加速RNA降解[17]。然而，Zheng 
等[10]在肝癌组织中的研究发现，RNA完整性与患者 

临床分期、肿瘤部位、肿瘤直径和手术方式无关联， 

但受肿瘤分级的影响：肿瘤分级越高，分化越差的肿 

瘤组织，其RIN值越低；推测其原因可能是低分化肿 

瘤细胞形态不规则，mRNA或rRNA结构稳定性差， 

更容易受到各种体内外条件的影响[10，18]。在食管 

癌、肺癌、胃癌和结直肠癌等研究中也有与此一致的 

发现[19]。在结肠癌研究中发现，左侧结肠癌的 RQI 
值显著高于右侧结肠癌，这可能与左/右侧结肠的酶 

环境和菌群差异相关；此外，这一现象为左/右侧结 

肠肿瘤组织所特有，在正常组织中未观察到[20]。然 

而，在左/右侧肝癌组织中未发现RNA质量差异，推 

测可能是因为左/右侧肝组织与左/右侧结肠在胚胎 

起源和生理上有较大差异[10]。 

近年的研究进一步揭示，组织学特征可对RNA 
质量产生较大影响[21]。在肿瘤组织中，肿瘤细胞比 

例与RNA质量呈正相关；相反，炎症细胞浸润、间质 

纤维化、细胞外黏蛋白和正常组织占比升高与RNA 
质量下降相关。其中，炎症细胞浸润和细胞外黏蛋 

白为RNA质量的独立负面预测因素[21]，其潜在机制 

涉及炎症或溃烂组织中核酸酶活性增加和RNA动 

态平衡被破坏[22-24]。值得注意的是，肿瘤组织与其 

配对正常组织的RNA稳定性也可能存在差异。多 

项研究发现，在结肠癌、乳腺癌、肝癌、胃癌和肺癌 

中，肿瘤组织和配对正常组织的RNA质量存在显著 

差异[20，25-27]。正常组织中较低的RIN值可能源于其 

组织构成特点，比如配对的正常样本多取自富含结 

缔组织的黏膜层，而结缔组织或脂肪组织占比高的 

组织样本普遍RIN值偏低[9，10，25]。然而，在甲状腺 

癌[28]和食管癌[15]中观察到了相反的趋势，即正常 

组织RNA完整性显著优于肿瘤组织。这些研究发 

现证实，不同器官的组织学特征对RNA质量的影响 
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存在差异。 

为减少采集样本的组织学差异，有研究者提出 

对乳腺正常组织进行取材时，针对纤维肌肉灰白色 

条纹区域进行采样，可获得RNA质量高于随机取样 

的组织样本[29]。这种靶向取样策略具有更高的准 

确性和可靠性，为获取具有代表性的正常组织提供 

了实用方法。因此，在分析组织样本RNA完整性 

时，除考虑其他分析前变量外，应充分重视组织类型 

及其相关组织学特征的重要影响。 

1.3 手术相关因素 

手术方式是导致不同样本间RNA质量差异的 

另一个关键因素。特定外科技术（如热切割）或术中 

组织的机械牵拉与变形，均可对组织样本基因表达 

产生影响[30]。此外，手术过程中的热缺血时间是影 

响样本质量的重要因素。热缺血时间定义为手术期 

间组织停止供血或减少供血后保持在体温的时间， 

已有研究证实热缺血会影响RNA质量和表达水平 

的检测结果[31]。在血供阻断开始的早期阶段即出 

现缺血诱导的代谢反应，可调控细胞存活或凋亡过 

程，这些反应进而会影响RNA完整性[30，32，33]。热缺 

血时间受多种因素影响，包括手术方式、病变部位和 

组织类型[30]。与开放性手术相比，腹腔镜手术常伴 

随更长的热缺血时间，可达开放手术的1~3倍。有 

研究发现，在腹腔镜结肠切除术中，多种基因的 

RNA转录水平较开放性结肠切除术降低[34]，且在腹 

腔镜结肠切除术或发生吻合口漏时，手术时间的延 

长会显著降低肿瘤组织样本的RNA完整性[20，34]。 

然而，在比较耻骨后根治性前列腺切除术和机器人 

辅助腹腔镜前列腺切除术时，并未观察到前列腺癌 

生物标志物的RNA质量差异[35，36]。此类不一致的 

研究结果提示，不同组织类型的样本对热缺血时间 

的耐受性可能存在差异。Zheng等[14]的研究进一步 

表明，在4种RNA质量较好的肿瘤组织（肾癌、结直 

肠癌、食管癌和膀胱癌）中，RNA完整性与热缺血时 

间呈显著负相关；而在RNA质量较差的组织中，仅 

胃肿瘤组织呈现类似的负相关趋势。结果表明，初 

始RNA完整性较好的组织对热缺血时间更为敏感。 

另一方面，在乳腺癌组织和回肠组织中研究发现， 

12~118 min的热缺血时间不会对组织RNA质量产生 

影响[37，38]。手术方式和热缺血时间是难以完全标 

准化的分析前变量，对不同组织类型的影响存在差 

异，但对其进行系统、完整的记录仍是生物样本库保 

障样本质量不可或缺的重要环节。 

表1对采集前变量对组织样本RNA质量的影响 

进行了总结。 

2 采集后变量对组织样本RNA质量的影响 

除了采集前变量，采集后阶段的冷缺血时间、 

表1  采集前变量对组织样本RNA质量的影响 
Table 1  The impact of pre-acquisition variables on RNA quality of tissue samples 

采集前变量 影响因素 组织类型 

供体相关因素 年龄增长 脑[7] 

体重（BMI>25 ） 骨骼肌[8] 

健康状况（阿尔茨海默病、孤独症） 脑[7，12] 

药物使用（化疗药物） 乳腺癌[13] 

组织相关因素 器官来源 肝脏>肾、甲状腺、结直肠、食道、膀胱、宫颈>乳腺、卵巢、肺、胃>  
脑[14，15] 

前列腺、小肠、乳腺、肾、肝脏>结直肠、胰腺、胃>肺[16] 

pTNM分期高 肺[17] 

肿瘤分级高 肝、食管、肺、胃、结直肠[10，19] 

肿瘤位置 左侧结肠癌>右侧结肠癌[20] 

左侧肝癌＝右侧肝癌[10] 

组织学特征（低肿瘤细胞、高炎症细胞、高间质纤 
维化、高细胞外黏蛋白、高正常细胞比例） 

结肠腺癌、肝细胞癌、肾癌[21] 

肿瘤组织vs.正常组织 肿瘤组织>正常组织：结肠、乳腺、肝、胃、肺[20，25-27] 

正常组织>肿瘤组织：甲状腺、食管[15，28] 

手术相关因素 手术方式 开放式手术>腹腔镜手术：结肠癌[34] 

耻骨后根治性切除术＝机器人辅助腹腔镜切除术：前列腺癌[35，36] 

热缺血时间长 肝脏、甲状腺、宫颈、乳腺、卵巢、肺、脑>肾、结直肠、食管、膀胱、胃[14] 
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保藏温度、冻存时间、冻融次数和RNA保护剂等变 

量，也是影响组织RNA质量的关键因素。相较于存 

在较大个体差异的采集前变量，这些采集后变量是 

生物样本库可以有效控制和实现标准化操作的重 

要环节。 

2.1 冷缺血时间 

冷缺血时间是指组织从手术切除到稳定保存之 

间的时间间隔[39]。该阶段被视为一种复杂的生理 

扰动过程，综合了组织应激、缺氧、能量代谢障碍、酸 

中毒、低温应激和电解质紊乱等多重病理生理变 

化[40]。在一项涉及乳腺癌患者原位活检的研究中 

发现，冷缺血造成肿瘤细胞中应激反应发生改变，使 

对基因表达变化的解释复杂化，可能导致关键生物 

标志物评估出现偏差[41]。在结直肠癌组织中发现， 

即使冷缺血时间控制在15 min内，也会造成高达 

15%的基因和蛋白质表达水平发生改变[42]。有研 

究发现，冷缺血时间达到30 min时，64.3%的样本 

RNA仍保持完整；而冷缺血时间延长至45 min时，样 

本RNA合格率降至36%[43]。然而，也有部分研究指 

出，在一定的冷缺血时间窗口期（1~4 h）内，冷缺血 

时 间 对 某 些 组 织 类 型 的 R I N 值 未 造 成 显 著 影  

响[14，17，44-46]。这些研究结果提示，不同组织对冷缺 

血时间的敏感性存在明显差异。如甲状腺和结直肠 

组织对冷缺血时间表现出较高的敏感性，而胃和肺 

组织则相对耐受[43]。目前的生物样本库实践建议 

在30 min内快速冷冻组织样本[6]。而对于更脆弱的 

组织，如肝脏[47，48]或结肠癌组织[49]，需将冷缺血时 

间控制在10~15 min。此外，多项研究显示，在相同 

的冷缺血条件下，肿瘤组织中的RNA质量通常高于 

配对的正常组织[10，45，47]。Zheng等[10]对多种肿瘤组 

织的研究发现，正常组织在冷缺血2 h后观察到RIN 
值显著降低，而肿瘤组织在冷缺血6 h后才观察到此 

现象。这可能是因为肿瘤细胞比正常细胞具有更强 

的缺氧适应机制，可抵抗更长的缺血时间。以上研 

究结果表明，冷缺血时间对组织RNA的影响可能依 

赖于组织类型（器官来源、正常组织或肿瘤组织），没 

有单一的对所有组织都是最佳的冷缺血时间。 

2.2 保藏温度 

生物样本在运输和储存过程中通常采用尽可能 

低的温度以抑制组织样本中的生化反应，以提高样 

本的稳定性。但是，快速冷冻前所处的环境温度也 

会对RNA完整性产生影响。Sun等[45]研究发现，肾 

癌组织离体后在冰上放置4 h仍可保持RNA完整，而 

置于室温或盐水中的组织中则出现明显降解。此 

外，体积较小的活检样本更易受到采集后变量的影 

响，应在离体后尽快置于冰上转运并迅速冷冻[50]。 

另有研究指出，卵巢组织在4~8 °C条件下运输24 h 
或48 h，其RNA质量未受影响[51]。因此，在组织样 

本采集现场缺乏超低温设备的情况下，将组织样本 

置于冰上运输，可有效避免RNA质量的显著下降， 

直至入库保藏。 

在条件允许的情况下，样本采集后应立即转移 

至 超 低 温 环 境 （ 如 液 氮 或 - 8 0  ° C 冰 箱 ） 中 保 藏 。  

-80 °C存储设备具有操作简便、存储容量大及成本 

相对较低等优势，成为多数生物样本库用于保存样 

本的主要设备。-80 °C远低于水的结晶温度，样本 

内的生化反应显著减弱，有利于维持组织中生物大 

分子的稳定性，适用于组织样本短期保藏。研究表 

明，组织RNA可在-80 °C条件下稳定保藏5年，但如 

果需要更长期地保藏样本，则建议采用更低的保藏 

温度[19]。在-150~-196 °C的液氮环境中，细胞代谢 

活动近乎停滞，细胞内的水迅速越过冰晶形成阶段， 

极大限度地减少了冰晶对细胞的损伤[52]。对乳腺 

癌组织的研究发现，液氮罐储存的组织样本其RNA 
完整性更高[53]。尽管有个别研究指出-80 °C保藏的 

组织样本RIN值与气相液氮罐保藏的样本相当甚至 

更高[54]，但目前普遍认为将需要长期保藏的组织样 

本冻存在液氮中更有利于稳定RNA质量。然而，使 

用大型气相液氮罐进行长期保藏成本较高，多数生 

物样本库在实际操作中常取折中策略：即先采用液 

氮对离体组织样本进行快速冷冻，随后转至-80 °C 
冰箱进行长期保藏，以此作为气相液氮罐保藏的替 

代方法。 

2.3 冻存时间 

Wang等[55]对12种不同器官来源的组织样本 

RNA进行检测发现，随着在-80 °C冰箱中冻存时间 

的延长，组织样本RNA质量均呈现逐渐下降的趋 

势；在冻存6年后可观察到RIN值显著降低，其中脑、 

乳腺和胃组织的RNA降解速率明显高于其他器官。 

长时间存储，尤其是在不适宜的温度下，可能会导致 

RNA分子断裂或化学修饰，从而影响其质量[10]。冻 

存时间对组织样本RNA质量的影响也与保藏温度 

紧密相关。对比保藏10年的乳腺癌组织样本发现， 

冻存于气相液氮的样本RIN 值明显高于-80 °C的样 
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本[53]。另有研究报道，在液氮中冻存6年的16种肿 

瘤组织样本均保持良好的RNA完整性[27]。加拿大 

安大略省肿瘤库的研究报告表明，在气相液氮罐冻 

存2~11年的肿瘤组织，其RNA完整性没有随时间延 

长而降低[56]。多项研究建议，若需长期保存组织 

样本（超过5年），液氮环境优于-80 °C冰箱，可有效 

延缓RNA降解[19，57-59]。然而，也有少数研究发 

现，-80 °C冻存条件下部分样本仍可实现长期保藏。 

例如，胃癌组织冻存12年[60]、脑组织冻存23年[7]以 

及多种内分泌组织冻存28年[61]，其RNA质量未见明 

显下降。近期一项研究还发现，结肠腺癌、肝细胞癌 

和肾癌组织在-80 °C条件下冻存10年，RNA质量未 

受显著影响；尽管与肝细胞癌和肾癌相比，结肠腺癌 

组织RNA质量略有下降，但差异无统计学意义[21]。 

这些研究结果表明，不同器官组织对冻存时间的耐 

受性存在差异。为确保实验结果的可靠性，长期冻 

存的组织样本在用于分析前应进行RNA质量评估， 

减少分析前变量对下游实验的影响。 

2.4 冻融次数 

保藏温度的波动和反复冻融会破坏细胞结构的 

完整性，并激活内源性RNA酶，导致大量RNA降解。 

研究发现，组织样本在经历不超过3个冻融循环时， 

其RNA完整性仍可维持，能够满足RT-PCR分析的要 

求；而经过5次冻融循环后，RNA质量合格率显著下 

降至约35%，无法继续用于RT-PCR分析[62]。有研 

究证实，随着冻融次数的增加，胃肠道肿瘤组织RIN 
值明显下降，而且从癌旁组织中提取的RNA比癌组 

织更容易发生降解[63]。然而，也有研究提出，不同 

肺癌组织样本的RIN值差异很大，但其变化与冻融 

循环次数未见明显相关性[62]。这表明，反复冻融循 

环对RNA完整性的影响可能因组织类型而异。例 

如，在RNA酶活性较高的组织（如肝脏和肌肉），反 

复冻融易导致RNA显著降解[64]。生物样本库在样 

本采集时可将组织进行分装，避免整体反复冻融，并 

实时监测存储设备的温度变化，减少冻融对组织样 

本RNA质量的影响。 

2.5 保护剂选择 

为更好地保存组织样本中的RNA，多种商品化 

的RNA保护剂（如RNAlater）已被广泛应用。这类保 

护剂通常含有高浓度铵盐，能够迅速渗透到组织内 

部，与RNA酶分子争夺表面的水化层使其失活，从 

而稳定组织中的RNA。RNA 保护剂在一定程度上 

降低了组织样本对低温储存设备的依赖，为远程运 

输提供了便利。在多种组织类型中，RNA保护剂展 

现出保护优势。例如，在肺组织研究中，与速冻组织 

相比，采用RNAlater处理的组织样本RNA完整性更 

高[65]；在乳腺癌组织中，采用RNAlater保存可显著 

提高RNA产量和完整性[37]；在肾癌活检组织中， 

RNAlater有助于获得高质量的组织样本，适用于单 

细胞RNA测序、蛋白质组学和组织病理学评估等精 

密分析[66]。另有研究采用PAXgene系统保存结肠 

组织，其内含的RNA保护剂可使组织中的RNA质量 

优于速冻保存组织[67]。然而，RNA保护剂的有效性 

并非绝对，其效果可能因组织类型及具体操作条件 

而异。在盆腔肿瘤组织研究中发现，RNAlater保存 

的组织和新鲜冰冻组织间的RNA质量差异非常 

小[46]。对于回肠黏膜组织，采用速冻和RNA保护液 

保存，两者RNA质量没有显著差异[38]。研究人员猜 

测，RNAlater浸润可导致组织韧性增加，使匀浆操作 

更加困难，并可能导致组织凝结、细胞萎缩以及核深 

染等现象，这些潜在因素会影响后续组织RNA提 

取[46]。此外，对于体积较大或致密的组织，RNA保 

护剂难以迅速渗透到组织中心区域，可能导致内部 

RNA降解[68]。关于RNA保护剂的实际效益，学术 

界观点尚未统一。有研究者指出，生物样本库工作 

人员是否严格执行标准操作程序（SOP），是影响 

RNA保存效果的关键因素。如果组织样本在均质 

化和RNA纯化前保持低温与洁净环境，速冻组织也 

可以获得与RNA保护剂处理相当的质量[46]。同时， 

RNA保护剂的使用会增加生物样本库的运营成本， 

且其适用范围存在限制。例如，对于骨骼肌样本， 

RNAlater保存法可能导致蛋白质含量、氨基酸水平 

和酶活性发生改变，因此不适合用于广泛的生化分 

析[69]。RNA保护剂在特定条件下能有效稳定组织 

RNA，但需结合具体研究目的、组织特性及标准化 

操作流程进行综合评估，仍需更多研究予以验证。 

表2对采集后变量对组织样本RNA质量的影响进行 

了总结。 

3 结语 

在生物医学研究中，组织样本RNA质量是决定 

下游分子生物学研究可靠性的基石。在组织样本从 

采集到分析的全生命周期中，RNA分子的稳定性受 

到多维度分析前变量的影响。本文系统综述了从采 
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集前到采集后的分析前变量，由于分析前变量的复 

杂性和交叉性，不同研究之间的结论存在争议，且许 

多分析前变量对组织样本RNA质量的具体作用机 

制仍未被充分揭示，这也是生物样本库亟需突破的 

关键问题之一。生物样本库在追求标准化建设时， 

需根据组织类型和研究目的，动态优化并严格把控 

从采集、运输、制备到冻存的每一个环节，具体措施 

包括：对采集窗口期进行管控，建立覆盖全流程的温 

度监控链条，设定冻存时效预警机制，并对中长期保 

藏的组织样本实施定期抽样质控。此外，生物样本 

库可应用标准化预分析编码（standard preanalytical 
code，SPREC），对生物样本采集、处理及储存过程中 

的 关 键 分 析 前 变 量 进 行 统 一 编 码 和 记 录 [ 7 0 ] 。  

SPREC可通过标准化的记录方式，将分析前变量 

（如热缺血时间、冷缺血时间等）转化为可追溯、可分 

析的结构化数据，为每一份样本赋予丰富的质量背 

景信息。对分析前变量的有效控制和信息化管理， 

不仅有助于生物样本库追溯和操作流程优化，而且 

可提高样本在医学研究中的利用价值，促进多中心 

研究数据的有效整合。 

值得注意的是，当前主流的RNA质控一般采用 

RIN值等指标评估RNA的完整性，但其仍存在一定 

局限性。一方面，其灵敏度有限，难以准确评估低丰 

度转录本和小RNA的质量；另一方面，即使是RNA 
完整性合格的样本，其表达谱仍可能受分析前变量 

的影响而偏离原始生理状态。例如，肾癌组织研究 

显示，尽管术后4 h内组织样本RNA保持完整，但不 

同采集条件仍会导致基因表达谱出现显著差异[71]。 

鉴于RNA降解过程的复杂性，单一指标难以全面评 

估RNA质量。因此，建议生物样本库采取多种策略 

对组织样本RNA进行质控，以提升评估的全面性和 

准确性。首先，结合使用不同的RNA质量评分系统 

非常关键。RIN值和RNA IQ值在评估不同降解类 

型的RNA样本时表现出互补特性：热降解时RIN值 

显示出良好线性，而酶降解时RNA IQ值线性更 

优[4]。因此，采用多种生物分析仪组合检测可提高 

RNA完整性指标的准确性。其次，对于特定研究项 

目，可采用更明确的实验方法对目标基因进行验证， 

表2  采集后变量对组织样本RNA质量的影响 
Table 2  The impact of post-acquisition variables on RNA quality of tissue samples 

采集后变量 影响因素 组织类型 

冷缺血时间 <15 min 结直肠癌、肝脏[42，47-49] 

<30 min 肺、胃>乳腺>结直肠、甲状腺[43] 

<1 h 肝脏、甲状腺、宫颈、乳腺、卵巢、肺、脑、肾、结直肠、食管、膀胱、胃[14] 

<3 h 肺、肾、子宫、卵巢[17，45，46] 

<4 h 甲状腺、乳腺、卵巢、胰腺、肺[44] 

耐受性 肿瘤组织>正常组织：肝、肾[10，45，47] 

保藏温度、冻存时间 4~8 °C <4 h：肾癌[45] 

<48 h：卵巢[51] 

-80 °C <5 yr：食管、肺、肝、胃、结直肠、脑、乳腺、睾丸[19，59] 

<6 yr：结直肠、食管、胆囊、肾、肝脏、肺、卵巢、胰腺、小肠、胆总管、腹膜、睾丸、 
膀胱>脑、乳腺、胃[10，27，55] 

<12 yr：甲状腺、脑、结肠、肝、胰腺、脾脏、胃等[54，60] 

<23 yr：脑[7] 

<28 yr：内分泌组织[61] 

-150~-196 °C <10 yr：结肠腺癌、肝癌、肾癌[21] 

2~11 yr：膀胱、乳腺、中枢神经系统、结肠、内分泌、食道、胃、头颈部、肺、卵巢、 
直肠、肾、软组织肉瘤、子宫[56] 

10~12 yr：乳腺[53] 

冻融次数 <1个冻融循环 胰腺、胃、结直肠、肝脏、肌肉[63，64] 

<3个冻融循环 肺[62] 

<6个冻融循环 脑、睾丸[64] 

耐受性 肿瘤组织>正常组织：胃、肝、结直肠、胰腺[63] 

保护剂选择 RNAlater RNAlater>液氮速冻：肺、乳腺、肾[37，65，66] 

RNAlater≈液氮速冻：卵巢、子宫、回肠[38，46] 

PAXgene系统 PAXgene组织保存容器>液氮速冻：结肠[67] 
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如RT-PCR或RNA测序，甚至可应用激光捕获显微切 

割分离特定细胞群的RNA。因此，应当构建样本质 

量分级体系，明确不同等级样本的适用场景。未来 

还可进一步开发新型RNA完整性评估方法，例如探 

索能够灵敏指示RNA降解的生物标志物。当前阶 

段，生物样本库能做到的是将样本的分析前变量进 

行系统的信息化记录，推动不同生物样本库间质控 

数据的标准化。未来可借助机器学习模型，整合多 

维度质控数据，从而更精准地预测样本适用于特定 

项目的可行性，为精准医学研究提供高质量和高信 

息保真度的样本资源。 
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