
原位 PCR技术检测肝中 HBV-DNA的应用

张　娟
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　　提　要　目的: 探讨原位 PCR技术在 HBV低水平感染中的意义。方法: 用原位 PCR方法检测 42例肝炎

患者石蜡包埋肝组织的 HBV-DN A并与原位杂交技术检测结果进行比较。结果: 原位 PCR检测 HBV-DNA

的检出率为 50% ,明显高于原位杂交法 ( 19% , P < 0. 01) ,肝组织中 HBV-DN A检出率与临床诊断无关。阳性

杂交信号均位于肝细胞浆 ,呈簇状和弥散状分布。结论:原位 PCR检测肝组织 HBV-DN A具有快速、灵敏、特

异的优点 ,可检出 HBV低水平感染 ,适用于 HBV-DNA的组织细胞定位研究 ,部分 HBs Ag阴性或抗 HBs阳

性患者仍存在 HBV低水平复制 , HBV感染是部分 HBVM阴性患者的病因。
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　　原位 PCR( ISPCR)是利用 PCR技术先将 DN A

片段扩增 ,然后用原位杂交细胞化学标记的核酸探针

与已扩增的 DN A进行杂交显示和定位 ,其敏感性达

到单拷贝基因信号水平 ,可检出痕量 DN A,适用于细

胞内 HBV基因的定位研究。本研究采用 Kom-

mino th [1 ]介绍的原位 PCR法 ,对 42例各型病毒性肝炎

及 HBsAg携带者的石蜡包埋肝组织进行了 HBV-

DN A检测 ,并与原位杂交 ( ISH)检测结果比较 ,以探

讨原位 PCR技术在 HBV低水平感染中的意义。

1　材料与方法

1. 1　实验材料
1. 1. 1　 42份石蜡包埋肝标本均取自我科 1988年住院患者 ,诊

断标准按 1984年南宁会议标准 ,其中急性肝炎 8例 ,慢性肝炎 27

例 , HBs Ag携带者 5例 ,肝硬化、肝癌 2例。临床诊断均经病理检

查证实。患者男性 33例 ,女性 9例 ,年龄 17～ 62岁。

1. 1. 2　 HBV血清标志 ( HBVM)检测　　采用 ELISA方法检

测试剂盒购自华美生物工程公司。

1. 1. 3　 Bio-HBV-DNA分子杂交试剂盒　　购自北京医科大

学肝病研究所。

1. 1. 4　用于原位 PCR的引物位于 HBV-DN A S区 ,其正链引

物为 5′-C ATC TTCT TGTTGGTTCT TC TG,负链引物为 5′-

TT AGGGTT TAAATGTATACCC,扩增片段 413bp。由中国医

学科学院上海生物化学研究所合成。

1. 1. 5　 TaqDNA聚合酶、 4× dNT P、蛋白酶 K、 NP40有 10×

Buffe r等 PCR工作液均购自华美生物工程公司。

1. 2　实验方法
1. 2. 1　 ELISA法检测 HBVM按试剂盒说明书的步骤进行。

1. 2. 2　原位 PC R及原位杂交检测肝组织中 HBV-DNA。

1. 2. 3　盖玻片处理及组织切片制备　　基本参照 Kommino th

介绍的方法进行 ,但对其中个别步骤进行了改进。石蜡包埋肝

组织块在普通切片机上切片 7μm厚 ,固定于经多聚 L-赖氨酸

处理的盖玻片上 , 60℃烘 2 h固定 ,经二甲苯脱蜡后置乙醇中分

级脱水。根据 Eppendo rf管内径大小 ,以肝组织为中心 ,将盖玻

片裁成高约 5 mm的三角形 ,置于 Eppendo rf管底部。

1. 2. 4　组织切片 PCR　　先取 25μg /ml蛋白酶 K溶液消化待

扩增组织切片 25 min,然后用 0. 1 mo l / L T ris( p H7. 4)漂洗 5

min 2次 ,在 30μl PCR工作液内 ( 10× Buffer 3μl、引物 1 1. 5

μg、引物 2 1. 5μg、 2. 5 mmo l /L 4×dN TP2. 5μl、 5 mmol /L Mg-

Cl2 1. 5μl、无 RN A酶去离子水 20μl及 TaqDNA聚合酶 0. 5 U )

将切片 94℃变性 5 min后再按 94℃ 50 s变性→ 50℃ 60 s退火→

72℃ 90 s延伸 ,共循环 35次后 ,用无水乙醇漂洗后固定两次 ,空

气干燥待杂交。

1. 2. 5　扩增与不扩增肝组织切片的原位杂交　　按 Bio-

HBV-DNA试剂盒说明书在 Eppendo rf管内进行。结果判断呈

蓝紫色斑点为阳性。

1. 2. 6　原位 PCR设下列阴性对照　　①空白切片 ,仅以 HE

染色显示组织形态 ;②四氯化碳致肝损伤的 Wista r大鼠肝组

织切片 ;③无 Taq酶的 PCR工作液于阳性组织切片上进行扩

增。

1. 2. 7　原位杂交设下列阴性对照　　①～ ③同原位 PCR阴

性对照 ;④无探针对照。

2　结果

2. 1　血清 HBV M检测结果

　　 HBsAg、 HBeAg及抗 -HBc同时阳性 5例 ( A组 ) ; HBsAg阳

性、单项或多项抗体阳性 5例 ( B组 ,均为抗 -HBe阳性 ) ;单纯

HBs Ag阳性 10例 ( C组 ) ; HBs Ag阴性、单项或多项抗体阳性 13

例 ( D组 ) ,其中抗 -HBs及 -HBc阳性 4例 ,抗 -HBs、抗 -HBc及抗 -
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HBe阳性 3例 ,仅抗-HBc阳性 4例 ,仅抗 -HBs阳性 2例 ); HBVM

均阴性 9例 ( E组 )。

2. 2　原位 PCR及原位杂交检测肝组织 HBV-DNA结果见表 1

表 1　原位 PCR及原位杂交检测肝组织 HBV-DNA结果

Tab 1　 The results of detect ing HBV-DNA with the

mothods of ISPCR and ISH

HBV-DN A posi tive n umber (% )
Group n

IS PC R ISH

A 5 4( 80. 0) 2( 40. 0)

B 5 3( 60. 0) 3( 60. 0)

C 10 5( 50. 0) 0( 0. 0)

D 13 6( 46. 1) 2( 15. 4)

E 9 3( 33. 3) 1( 11. 1)

Total 42 21( 50. 0) 8( 19. 1)

　　原位杂交 HBV-DNA阳性者原位 PC R检测均阳性 ,未见

原位杂交结果阳性而原位 PC R检测阴性者。原位 PC R检测阳

性率为 50% ( 21 /42) ,原位杂交阳性率 19. 1% ( 8 /42 ) ,χ2 =

7. 5837, P < 0. 01,相差非常显著。原位 PCR检测 HBV-DN A

阳性率以 A组最高 (为 80% ) , E组最低 (为 33. 3% )。34例经原

位杂交检测阴性者 ,经原位 PCR检测 13例 ( 38. 2% )阳性。9例

HBVM阴性患者 ,原位 PCR检测 3例阳性 ,其中 1例原位杂交检

测也阳性。 A、 B、 C 3组均为 HBs Ag阳性共 20例 ,经原位 PCR检

测 12例阳性 ( 60% ) ,原位杂交检测 5例阳性 ( 25% )。D、 E二组

HBs Ag阴性 22例 ,经原位 PCR检测 9例阳性 ( 40. 9% ) ,经原位

杂交检测 3例阳性 ( 13. 6% )。21例阳性杂交信号均见于肝细胞

胞浆 ,呈族状和弥散状分布 ,见图 1。有 1例可见 Kupffer′s细胞

内有阳性杂交信号存在 ,见图 2。原位 PCR及原位杂交法所示

阳性杂交信号的强度与频度差异不明显。各阴性对照均无阳性

杂交信号出现。

图 1　 21例阳性杂交信号均见于肝细胞胞浆 ,呈簇状和弥散状分布　 (× 1000)

Fig 1　 The signs of hybridized HBV-DNA of twenty-one cases were all localized in cytoplasm

of hepatocyte, showing dif fuse or cluster form.　 (× 1 000)

图 2　肝细胞胞浆和枯否氏细胞内可见 HBV-DNA阳性杂交信号　 (× 1000)

Fig 2　 The signs of hybridized HBV-DNA were both observed in the cytoplasm of hepatocyte and Kupf f er cell　 (× 1 000)

2. 3　 HBV-DN A检测结果与疾病的关系 ,见表 2

表 2　 HBV-DNA检测结果与疾病的关系

Tab 2　 The relat ionship of the results of HBV DNA

and the diseases

HBV-DN A posi tive number (% )

n IS PC R ISH

Acute h epat iti s 8 5( 62. 5) 1( 12. 5)

Ch ronic h epat iti s 27 12( 44. 4) 5( 18. 5)

HBsAg car rier 5 3( 60. 0) 1( 20. 0)

Liver cancer and cirrh osi s 2 1( 50. 0) 1( 50. 0)

　　 42例患者原位 PC R检测 HBV-DN A的检出率组间相近 ;

除肝癌、肝硬化组外 ,原位杂交检测 HBV-DN A检出率组间也

相近 ,无明显差异。

3　讨论

　　自 1980年首次有关 PCR的文章发表以来 ,就有学

者试图将该项技术直接用于组织切片的基因定位研

究 ,但限于当时液相 PCR技术尚不成熟 ,在组织切片

上进行 PCR十分困难。Bagasra等
[2 ]
在前人研究基础

上将 PCR与原位杂交两项技术结合在一起初步建立

了原位 PCR法。随后 Kommino th在乙型肝炎病毒、巨

细胞病毒等感染组织切片上 ,对原位 PCR技术进行了

详尽的方法学研究 ,使之更臻完善 ,为原位 PCR技术

的实用化奠定了基础。本研究对其略加改进 ,利用普通

PCR扩增仪在同一组织切片上 ,同时进行原位 PCR

及原位杂交 ,检测肝组织 HBV -DN A获得成功。
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　　 Kommino th对肝组织 HBV-DN A的定位研究发

现 ,原位 PCR阳性杂交信号主要见于肝细胞浆 ,但在

Kupffer′s细胞、胆管上皮细胞、内皮细胞及炎性细胞

中也有阳性信号分布。国内仅见刘玉兰
[3 ]
的研究结果 ,

22例肝癌、肝硬化患者采用原位 PCR方法检测肝组织

HBV-DN A 9例阳性 ,其中 7例阳性杂交信号见于肝细

胞浆 , 2例见于肝细胞核 ,呈簇状和弥散状分布。本文研

究结果与 Komminoth和刘玉兰等报告的结果相似 ,

21例各类肝炎患者 HBV -DN A阳性杂交信号均见于

肝细胞浆 ,有 1例还同时见于 Kupf fer′s细胞 ,也呈簇

状和弥散状分布。

　　一般认为 , HBV抗体尤其是抗 -HBs和抗 -HBc转

换常预示 HBV复制结束 ,但 Blum及 Liang
[ 4, 5]的研究

发现 ,部分抗 -HBs和抗-HBe转换患者 , HBV可以在

肝细胞内长期隐匿 ,呈低水平复制状态 , HBV介导的

持续免疫损伤是肝炎慢性化的重要原因。提高 HBV

低水平感染诊断水平对于适时采用抗病毒治疗及改善

预后具有重要意义
[6 ]
。本研究发现 HBs Ag阳性、单项

或多项抗体阳性的 5例患者 3例原位 PCR及原位杂交

阳性 ;单项 HBsAg阳性的 10例患者 5例原位 PCR阳

性 ,原位杂交均阴性 ; HBsAg阴性、单项或多项抗体阳

性 13例患者 6例原位 PCR阳性 , 2例原位杂交阳性 ;

HBVM均阴性的 9例患者 3例原位 PCR阳性 , 1例原位

杂交阳性 ; 2例抗-HBs单项阳性的患者原位杂交均阴

性 ,但 1例原位 PCR阳性。原位 PCR检测 HBV-DN A

的检出率为 50% ( 21 /42)明显高于原位杂交法 ( 19% ,

8 /42, P < 0. 01)。研究结果表明 ,原位 PCR检测肝组

织 HBV-DN A具有极为快速、灵敏、特异的优点 ,其敏

感性显著优于原位杂交 ,可检出部分 HBV低水平感

染 ,适用于 HBV-DN A的组织细胞定位研究 ; HBsAg

阴性或抗 -HBs阳性患者仍存在 HBV低水平复制 ;

HBV感染是部分 HBVM阴性肝炎患者的病因 ,与骆

抗先等观点一致
[7 ]
。

　　本研究还对原位 PCR及原位杂交法检测 HBV-

DN A的检出率与病理诊断的关系作了探讨 ,将 42例患

者按病理诊断分为急性肝炎 ( 8例 )、慢性肝炎 ( 27例 )、

表面抗原携带者 ( 5例 )和肝癌、肝硬化 ( 2例 )等四组。经

原位 PCR及原位杂交法检测 HBV-DN A的阳性率在

各组间相近。可见 HBV-DN A的检出率与其病理诊断

无明显相关 ,与 Gayno等
[8 ]
的观点一致。

　　原位 PCR为一项快速、敏感、特异的检测技术 ,它

是阐明病理组织标本靶基因定位及分布的良好方法 ,

尤其对低拷贝基因更为有效 ,既有利于确诊 ,又可作为

病毒学研究的直观技术 ,对研究乙型肝炎发病有重要

意义。该方法也存在局限性 ,仍可漏检部分 HBV低水

平感染者 ,其原因与 HBV基因突变有关
[9 ]。HBV复制

方式的一个最显著的特点是 mRN A中间体进行逆转

录 ,这一过程由于缺乏校对酶而容易发生错误 ,从而在

HBV-DN A序列内发生一些突变。因此 ,本实验仅用 S

区引物 ,存在因引物与待检病毒序列不完全互补而出

现假阴性结果的可能 ,设计多组引物是提高原位 PCR

方法敏感性的重要途径。
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Use of in situ PCR in detection of HBV-DNA in hepatic tissue
Zhang Juan, Hu Darong, Cheng Guozhi ( Depa rtment of Infectious Disease, Southw est Hospital, Third M ilita ry M edical U-

niv e rsity , Chongqing , 400038)

　　 Abstract　Objective: To investig ate the significance o f in situ PCR ( ISPCR) in detecting low-leveled

HBV infection. Methods: ISPCR w as used to detec t hipati tis B v irus DNA ( HBV-DN A) in pa raffin-em bed-

ded liv er specimens and the results w ere compa red with those of in situ hybridiza tion ( I SH) . Results: HBV-

DN A was po sitiv e in 50% ( 21 /42) of the specimens detected with ISPCR, which was significantly high er

than that detected with ISH (P < 0. 01) . Th e h ybridized HBV-DNA was distributed in the cy toplasm o f the

hepa tocy tes and kupffe r 's cells in appea rance o f clusters o r diffusion. Conclusion: ISPCR is more sensitiv e,

specific and rapid in detecting HBV-DNA than ISH and it is especially suitable fo r studying the loca lization of

HBV-DNA in the liv e r tissue o f those patients in whom HBs Ag is nega tive or anti-HBs is po sitiv e with low

level of DN A replica tion. Th ese suggest that ISPCR may play an impor tant ro le in th e study o f the pathogen-

esis of HBV infection.

　　 Key words　 in situ PCR; in situ hybridi zation; hepatitis B virus; DNA

磨牙残根的多钉桩核冠修复

Multi-post-nucleus-crown prosthesis in treatment of molar residual root

邓蔓菁 　李红长　 陈渝斌　　 (第三军医大学附属大坪医院口腔科 ) 重庆 , 400042

　　磨牙残根为外科拔牙适应症。近年来 ,我院采用多钉桩核

冠修复方法 ,保留患者磨牙残根 ,取得了较好的疗效。

1　材料和方法

1. 1　村料
　　选择上下颌第一、二磨牙残根 ,要求髓室底完整 ,牢固 ,残

根边缘嵴不低于龈缘 ,根管通畅无明显弯曲 ,根尖暗影≤ 2

mm,根分叉病变≤Ⅰ °,共 34例。其中上颌第一磨牙 5例 ,下颌第

一磨牙 21例 ,下颌第二磨牙 8例。

　　 1. 08、 1. 20 mm根管螺纹钉 , 0. 75 mm自攻自断螺纹钉 , 0.

9 mm自制不锈钢钉。

1. 2　方法
1. 2. 1　术前准备　常规根管治疗 ,有根分叉病变者行龈下刮

治术 ,调磨残根边缘尖锐脆弱的牙体组织。

1. 2. 2　固位钉的植入　固位钉的数目为充填根管数。本组上

颌磨牙为 3钉 ,下颌磨牙 2～ 4钉。钉的直径应与根管粗细相适

应 ,可适当扩大根管上半部份。根管螺纹钉上头呈方形或扁形。

若无合适的固位钉 ,可选择粗细适应的不锈钢丝进行调磨 ,并

形成凹凸不平的表面。钉深入牙根根长 1 /2～ 2 /3,钉在根上高

度低于拟恢复牙冠高度 1 mm。钉应顺应牙根的方向 ,同时相互

间形成一定的交角。调拌稀稠适度的磷酸锌粘固粉 ,将固位钉

旋转粘入根管内。

1. 2. 3　桩核的制备　根据口内余牙大小选择较同名牙小 1～ 2

号与残根边缘匹配的带环成形牙冠。充填汞合金时 ,桩与桩间

应严密充填 ,使合金与桩钉紧密结合。汞合金高度以覆盖桩顶

端 1 mm并较 面低 1～ 1. 5 m m为宜。颈部与残根边缘吻合。成

形约 10 min去除带环 ,即时修整外形 ,消除倒凹、悬突。
1. 2. 4　全冠保护　于桩核修复次日行全冠修复。

2　结果

　　 34例患牙经 6月至 2年随访 , 2例因咀嚼硬物意外折断 ,冠桩

分离 , 1例根折。其余自觉咀嚼功能良好 ,桩核冠无松动。

3　讨论

　　严格的病例选择是残根桩核冠修复成功的基础。残根桩核

固位力的获得是成功的关键。而固位力的获得依靠两方面 [1, 2 ]。

一是桩与根管间的固位力 ;一是桩与修复材料间的固位力。前

者可充分利用牙根的长度 ,并力求桩与根管内壁的吻合。而修
复材料与桩的固位则有赖于二者的紧密结合。多桩方向的不一

致性以及桩体上部外形特殊性亦对充填体产生一定的约束力。

修复体与对颌牙间良好的咬合关系是残根桩核冠维持长久疗

效的必要保证。
　　关键词　残根 ;固位钉 ;桩核 ;全冠修复
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