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个案与短篇

鼠肝组织中 AFB1-DNA加合物的免疫组化染色

Immunohistochemical staining of AFB1-DNA addition in the l iver tissues

of Wistar rats

汪荣泉
 
　周子成　 肖文华

  
　 张新立

   
　　 (第三军医大学附属西南医院消化内科 ) 重庆 , 630038

　　目前黄曲霉菌毒素 B1 ( AFB1 )致动物肝癌已成定论 ,并可

能是一种潜在的致人肝细胞癌 ( HCC)的化学因素。尽管对

AFB1的代谢及其生物学作用已有较多了解 ,且借助 ELIS A和

RIA法可调查食物与环境中 AFB1的存在及人和动物的血清和

尿中 AFB1及其代谢物的含量 ,但为进一步阐明 AFB1的致癌机

理 ,从病理学角度调查 AFB1的存在情况及其分布特点尤为必

要。为此 ,我们采用免疫组织化学 SP法和抗 AFB1的多克隆抗

体对 4例喂饲 AFB1大鼠肝组织中 AFB1的存在情况进行了研

究。

1　材料与方法

1. 1　标本
　　 4例用 AFB1诱发 W ista r大鼠肝细胞癌前病变组织由本校

病理教研室提供。肝组织均经 4%多聚甲醛固定 ,石蜡包埋 ,切

片厚 5μm。

1. 2　实验试剂
　　胰蛋白酶购自 M erk公司 ,抗 AFB1的兔多克隆抗体由伊

朗 Tarbiat M odar res大学医学院生化系 Rasaee教授惠赠 ,该

抗体系以 AFB1耦联小牛血清白蛋白免疫兔后制备 ;免疫组织

化学 SP试剂盒、 DAB显色试剂盒均购自福州迈新公司 (美国

M ax im公司进口分装 ,即用型 )。

1. 3　免疫组织化学染色
　　切片常规脱蜡 ,水化后 ,用含 0. 05 mo l /L NaOH的 40%乙

醇处理组织切片 10 min使肝细胞的 DNA变性后 AFB1充分暴

露 ,尽可能多地与特异性的抗体结合。经蒸馏水、 PBS依次冲洗

后 ,以 1%胰蛋白酶消化组织切片 5 min～ 10 min。经内源性过氧

化物酶阻断剂和正常羊血清室温孵育 30 min以消除非特异性

染色后 ,加 AFB1的多克隆抗体 ( 1 500) 4℃孵育 12 h。生物素标

记的二抗及链菌素亲生物蛋白 -过氧化物酶室温孵育 30 min,

DAB显色 3 min～ 5 min。分别以苏木素、甲基绿两种方法对比

衬染 ,常规脱水、透明和中性树胶封片。

　　对照试验采用正常鼠肝组织、抗 c-erb B-2多克隆抗体和

PBS液代替一抗作为阴性对照。

2　结果

2. 1　组织学改变
　　正常鼠肝细胞排列规整 ,核大小一致 ,分布均匀。喂饲

AFB1大鼠肝细胞排列仍较整齐 ,但核大小不一 ,有巨形核存

在 ,分布不均匀 ,未见片状坏死区、肝细胞增生灶及肝细胞癌。

2. 2　 AFB1的免疫组织化学染色

　　 4例实验大鼠肝组织中均可检测到 AFB1的存在 , AFB1主

要集中在肝细胞核内 ,而少数肝细胞膜及胞浆内亦有少量的存

在 ;在肝胆管上皮细胞及其它单核浸润细胞内则无 AFB1的存

在。阳性染色肝细胞核呈不均质状棕黄色 ,阳性染色肝细胞占

15% ～ 85% ,多以弥漫状为主。阳性肝细胞核的形态学无一定

的规律 ,阳性物质既可出现在较为正常的肝细胞核内 ,亦可出
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现在巨形核中。AFB1的存在与病理形态学变化无关 , AFB1存在

区并不出现坏死、增生灶。正常鼠肝组织经同样染色无 AFB1的

存在 ,用抗 c-erb B-2多抗和 PBS液代替一抗则在喂饲 AFB1大

鼠肝组织中不出现阳性染色。应用苏木素或甲基绿衬染均可显

示肝细胞核内的 AFB1。

3　讨论

　　关于 AFB1致动物肝癌的作用早为大量研究所证实。但长

期以来 ,由于缺乏检测人体暴露于 AFB1的有效手段 ,使 AFB1

与人 HCC的关系难以从人体中找到直接的证据。虽然近年已

建立检测 AFB1、 AFP1、 AFM1及 AF- N7 - 鸟嘌呤加合物的

ELISA、 RIA和单克隆抗体亲和层析柱结合高效液相色谱法 ,

可以间接测定动物和人的血清和尿中的 AFB1及其代谢物的存

在 ,但仍缺乏组织学的依据。钱耕荪等测定 50例 HCC及 267名

对照尿液中 AFB1及其代谢物 ,发现肝癌病人尿液中含一种或

一种以上 AF标志物的检出率高于对照组 [1]。但这仍为一种流

行病学的间接依据 ,难以得出 AF与人 HCC因果关系的结论。

　　我们应用 AFB1的多抗经免疫组织化学成功地在喂饲

AFB1大鼠肝组织中建立了 AFB1的定位方法。结果显示 AFB1

主要集中在肝细胞核内 ,与 DN A形成加合物 ,而少数肝细胞膜

及胞浆出现 AFB1可能是因为进入实验动物肝细胞的 AFB1未

能及时地进入核内而滞留于胞膜和胞浆内 ,其意义可能不大 ;

染色阳性肝细胞为 15% ～ 85% ; AFB1的存在与病理形态学改

变无关。本研究 4例大鼠肝组织中均检测到 AFB1的存在 ,而正

常鼠肝组织经同样染色和用抗 c-erb B-2多抗 (兔源性 )和 PBS

液代替一抗在喂饲 AFB1大鼠肝组织内均未出现 AFB1 ,提示本

方法具有较好的特异性。该结论与 Wild的发现类似 [2 ]。

　　定位于核内的 AFB1与其中的 DNA形成加合物可能是

AFB1诱发动物肝癌的始动因素。目前关于 AFB1与人 HCC关

系看法不一 ,钱耕荪等经系列研究揭示 AFB1与人 HCC关系密

切 [1, 3] ;但 Campbell对中国 65个县进行 AFB1与 HCC相关性研

究后则认为 AFB1与人 HCC的发生无关 [4 ]。应用本方法如能在

人 HCC中检出 AFB1的存在 ,将为阐明 AFB1与人 HCC发生的

关系提供更有力的依据。

　　关键词　 AFB1 -DNA加合物 ;免疫组织化学

　　中图法分类号　 R735. 7- 3
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105例流感嗜血杆菌菌型鉴定及药敏

The type identif ication and its sensitivity test of Haemophilus inf- luenzae

in 105 cases

杨　辛
 
　　 (第三军医大学附属西南医院检验科 ) 重庆 , 630038

　　流感嗜血杆菌是一群 (革兰氏阴性 )无动力、无芽胞的球杆

菌 ,归为嗜血杆菌属。对儿童和成年人造成发病率较高 ,有必要

对临床结果的鉴定、药敏方法进一步研究 ,现将 105株流感嗜血

杆菌菌型生化鉴定及药敏试验 ,结果报道如下。

1　材料与方法
　　标本来源: 我院收集患者的痰、脓及鼻咽部分泌物标本。

　　分离培养: 按文献 [ 1 ]介绍的方法进行分离培养。然后作如

下初步鉴定: 革兰氏染色为阴性 ,呈双球形或球杆形排列 ,克氏

双糖、葡萄糖产酸不产气 ,对麦芽糖、蔗糖不稳定 ,不分解乳糖

和露醇 ,能手还原硝酸盐。最后按兰州卫生学校生物制剂厂提

供的制剂合及方法进行菌型鉴定。药敏纸片由北京天坛制剂药

厂提供 ,采用 K-B纸片扩散法 (在巧克力平皿培养 )。

2　结果
2. 1　两年共检获流感嗜血杆菌 105株 ,经系统化生及型菌鉴

定 , 6型均检出 ,其分布见表 1。

　　从表可见 , b型菌株最多见 ,占 44. 76%。
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