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影响地高辛标记 T N F c D N A 探针原位杂交效果的因素
`

周立新 哀建成 肖光 夏 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ) 重庆
,

6 3 0 0 3 8

提 要 应用地高辛标记肿瘤坏死因子 ( T N )F
C D N A 探针原位杂交检测 T N F m R N A 在烧伤大鼠内脏

组织中的表达
。

并参考文献比较了几个影响原位杂交效果的因素如冰冻与石蜡切片
,

蛋白酶 K
,

组织固定
,

脱

片
,

热变性和试剂配制等
。

并提出了改良方法
。

关键词 原位杂交
;
地高辛标记 ;肿瘤坏死因子

中图法分类号 Q 7 82

原位杂交技术操作复杂
,

影响因素多
,

各家报道不

一 1[, 幻
。

而应用地高 辛标记探针检测 脏器 中的 T N F

m RN A 表达阳性细胞还无报道
。

作者参阅文献
,

结合

实际操作
,

对影响原位杂交成败的主要因素进行 了探

讨并予改进
,

现报告如下
。

1 材料与方法

对 40 只烫伤大鼠主要脏器 (肝
、

脾
、 ’

肾
、

肺
、

小肠 )进行原位

杂文试验
,

其中 36 只大鼠主要脏器 阳性
,

阳性率为 90 %
。

在实

验中
,

我们设置了 3 种对照
:

①每次杂交过程中均设一组切片
,

操作过程同原位杂交
,

只是不加入标记探针
,

结果阴性
。

②切片

在杂文前用 R N
a s e ( 1 5 0 产g / m l

,

溶于 2只 ss C 中
,

S ig m
a ) 3 7 ℃消

化 Z h
,

消除细胞内所有 R N A
,

杂交结果应为阴性
。

R N
a se 消化

后
,

仍有 m R N A 表达
。

说明是非特异地连接
。

③先用等量的未

标记探针杂交后再用标记探针杂交
,

这种过程阻断了标记探针

与 T N F m R N A 的结合
,

结果为阴性
。

操作流程
:

① 40 只大鼠雌雄各半 (四川中药研究所提供 )
,

20 。士 3 0 9
,

随机分组
.

按我所致伤模型造成背部 30 % I
。

烫伤
,

常规补液抗休克分别于 3
、
6

、
1 2

、

24 h 活杀迅速取其回盲部小肠

一段
,

肝
、

肾
、

肺
、

脾
。

正常对照 4 只
。

液氮保存
,

一周内作冰冻切

片
。

②载玻片预处理
:

用清洁液浸泡
; 1 m ol /L H CI 浸泡 24 h 以

上 ; 用含 D E P C (0
.

1 %焦碳酸二 乙酷
,

is g m a )去离子双蒸水冲

洗后
,

在含 1 00 陀 / m l 的多聚赖氨酸 ( iS g m a )无菌双蒸水中浸

泡 30 ~ 60 m in ;双蒸水冲洗两次
;
室温凉干

。

以增强对组织的粘

附性
.

③冰冻切片 8~ 10 拜m (B ir g ht 恒温封闭式旋转切片机
,

英

国 )
,

石蜡切片 4 ~ 6 n m ( iL t z 1 5 1 2旋转切片机
,

德国 )
。

④石蜡切

片常规脱蜡至 80 %乙醇后入水
。

冰冻切片在 4%多聚甲醛固定

5 im n ,梯度酒精水化
。

⑤石蜡
,

冰冻以下操作相同
。

双蒸水
,

P B S

分别振洗 s m in ; o
.

Z m o l / L H C 1 2 0 m in ,双蒸水 s m in
。

⑥蛋白

酶 K ( i m g /m l
,

S ig m a ) 3 7 ℃消化 3 0一 6 o m i n
。

⑦ 0
.

2 %甘氨酸洗

2 次
;

每次 s m i n
.

⑧ PBS 洗 l o m in
。

⑨ 4 %多聚甲醛固定 i m i n
。

L PBS 洗 2 次
,

每次 5 m i
n 。

@ 0
.

2 5%三乙醇胺洗 l o m i n
。

L

P B S 洗 2 次
,

每次 5 im n 。

L风干
。

L置温盒内预杂交 37 ℃ 2~

4 h( 预杂交液含 50 % 甲酞胺
,
2 x S S C )

。

L杂交液每片 20 川
,

含

探针 1 0 0 ~ 5 0 0 n g /m l
,

杂交液 ( 0
.

5% S D S
,
4 0 %甲酞胺

,
Z x

S SC
,
1 2

.

5% eD h
a r
d
` s

液 (含 0
.

0 2% F i e o l l 4 0 0
,
0

.

0 2 %小牛 白蛋

白
, 。

.

0 2% 聚乙烯毗咯烷酮
,

25 0 陀 /ml 避鱼 D N A )
。

L 10 0℃ 水

浴 1 0 m i n
。

L冰浴 5 m i n
。

L预杂交后的切片 9 5 oC 干热 1 0 m in
。

L 4 ℃ 5 m in
,

迅速加入杂交液
。

L置温盒内杂交 ; 42 ℃ 20 h
。

⑨

取玻片室温 2 又 s SC 洗 2 次
,

每次 一0 m i n
。

@ 4 5℃ 0
.

i x s s e 洗

2 0 m in
。

L缓冲液 I ( 0
.

1 m o
l / L T

r i s
一

H C I p H 7
.

5
,

0
.

1 5 m o l / L

N a
C I )漂洗 5 m i n

。

⑧加入 i
:
5 0 0 抗地高辛抗体

,

室温孵化 Z h
。

L用缓冲液 I 洗 2 次
,

每次 10 m in
。

L缓冲液 I (0
.

l m ol / L

T
r is

一

H C I
,
p H g

.

5
,

0
.

1 m o l / L N
a C I

,

0
.

0 5 m o
l / L M g C 1

2

)孵育 2

m in
。

@ 加入 N B T (硝基四氮哩蓝溶于二 甲基甲酞胺中 70 % V /

V )显示
,

镜下控制强度
.

L基甲绿复染
,

二甲苯透明封片
.

2 结果与讨论

2
.

1 冰冻与石 蜡切片的比较

冰冻切片阳性率明显高于石蜡切片 (见附图 )
,

因

为在原位杂交处理因素相 同的条件下
,

我 们认为是组

织经过 甲醛
、

梯度酒精
、

二 甲苯
、

浸蜡等处 理后细胞 内

m R N A 有很大降解
。

所以
,

在冰冻切片中可检出单拷

贝核酸
,

而在石蜡切片则需 5一 6个拷 贝方可检 出
。

因

此
,

对于检测细胞因子这类单拷贝基因
,

采用冰冻切片

为佳
。

切片厚度以 5~ 8 拼m 为佳
。

过厚必然要延长蛋

白酶 K 消化时间
,

导致组织结构紊乱
,

染色不均
。

虽然

石蜡切片在形态上优于冰冻切片
,

但冰冻切 片却在保

持 m R N A 活性上使石蜡切片相形见拙
。

国家自然科学基金资助项目
,

N o
.
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影响地高辛标记 T N F c D N A 探针原位杂交效果的因素
`

周立新 哀建成 肖光 夏 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ) 重庆
,
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提 要 应用地高辛标记肿瘤坏死因子 ( T N )F
C D N A 探针原位杂交检测 T N F m R N A 在烧伤大鼠内脏

组织中的表达
。

并参考文献比较了几个影响原位杂交效果的因素如冰冻与石蜡切片
,

蛋白酶 K
,

组织固定
,

脱

片
,

热变性和试剂配制等
。

并提出了改良方法
。

关键词 原位杂交
;
地高辛标记 ;肿瘤坏死因子

中图法分类号 Q 7 82

原位杂交技术操作复杂
,

影响因素多
,

各家报道不

一 1[, 幻
。

而应用地高 辛标记探针检测 脏器 中的 T N F

m RN A 表达阳性细胞还无报道
。

作者参阅文献
,

结合

实际操作
,

对影响原位杂交成败的主要因素进行 了探

讨并予改进
,

现报告如下
。

1 材料与方法

对 40 只烫伤大鼠主要脏器 (肝
、

脾
、 ’

肾
、

肺
、

小肠 )进行原位

杂文试验
,

其中 36 只大鼠主要脏器 阳性
,

阳性率为 90 %
。

在实

验中
,

我们设置了 3 种对照
:

①每次杂交过程中均设一组切片
,

操作过程同原位杂交
,

只是不加入标记探针
,

结果阴性
。

②切片

在杂文前用 R N
a s e ( 1 5 0 产g / m l

,

溶于 2只 ss C 中
,

S ig m
a ) 3 7 ℃消

化 Z h
,

消除细胞内所有 R N A
,

杂交结果应为阴性
。

R N
a se 消化

后
,

仍有 m R N A 表达
。

说明是非特异地连接
。

③先用等量的未

标记探针杂交后再用标记探针杂交
,

这种过程阻断了标记探针

与 T N F m R N A 的结合
,

结果为阴性
。

操作流程
:

① 40 只大鼠雌雄各半 (四川中药研究所提供 )
,

20 。士 3 0 9
,

随机分组
.

按我所致伤模型造成背部 30 % I
。

烫伤
,

常规补液抗休克分别于 3
、
6

、
1 2

、

24 h 活杀迅速取其回盲部小肠

一段
,

肝
、

肾
、

肺
、

脾
。

正常对照 4 只
。

液氮保存
,

一周内作冰冻切

片
。

②载玻片预处理
:

用清洁液浸泡
; 1 m ol /L H CI 浸泡 24 h 以

上 ; 用含 D E P C (0
.

1 %焦碳酸二 乙酷
,

is g m a )去离子双蒸水冲

洗后
,

在含 1 00 陀 / m l 的多聚赖氨酸 ( iS g m a )无菌双蒸水中浸

泡 30 ~ 60 m in ;双蒸水冲洗两次
;
室温凉干

。

以增强对组织的粘

附性
.

③冰冻切片 8~ 10 拜m (B ir g ht 恒温封闭式旋转切片机
,

英

国 )
,

石蜡切片 4 ~ 6 n m ( iL t z 1 5 1 2旋转切片机
,

德国 )
。

④石蜡切

片常规脱蜡至 80 %乙醇后入水
。

冰冻切片在 4%多聚甲醛固定

5 im n ,梯度酒精水化
。

⑤石蜡
,

冰冻以下操作相同
。

双蒸水
,

P B S

分别振洗 s m in ; o
.

Z m o l / L H C 1 2 0 m in ,双蒸水 s m in
。

⑥蛋白

酶 K ( i m g /m l
,

S ig m a ) 3 7 ℃消化 3 0一 6 o m i n
。
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.

2 %甘氨酸洗

2 次
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每次 s m i n
.
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。

⑨ 4 %多聚甲醛固定 i m i n
。

L PBS 洗 2 次
,

每次 5 m i
n 。

@ 0
.

2 5%三乙醇胺洗 l o m i n
。

L

P B S 洗 2 次
,

每次 5 im n 。

L风干
。

L置温盒内预杂交 37 ℃ 2~

4 h( 预杂交液含 50 % 甲酞胺
,
2 x S S C )

。

L杂交液每片 20 川
,

含

探针 1 0 0 ~ 5 0 0 n g /m l
,

杂交液 ( 0
.

5% S D S
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Z x
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,

25 0 陀 /ml 避鱼 D N A )
。

L 10 0℃ 水

浴 1 0 m i n
。

L冰浴 5 m i n
。

L预杂交后的切片 9 5 oC 干热 1 0 m in
。

L 4 ℃ 5 m in
,

迅速加入杂交液
。

L置温盒内杂交 ; 42 ℃ 20 h
。

⑨

取玻片室温 2 又 s SC 洗 2 次
,

每次 一0 m i n
。
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,
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。
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。
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@ 加入 N B T (硝基四氮哩蓝溶于二 甲基甲酞胺中 70 % V /

V )显示
,

镜下控制强度
.

L基甲绿复染
,

二甲苯透明封片
.

2 结果与讨论

2
.

1 冰冻与石 蜡切片的比较

冰冻切片阳性率明显高于石蜡切片 (见附图 )
,

因

为在原位杂交处理因素相 同的条件下
,

我 们认为是组

织经过 甲醛
、

梯度酒精
、

二 甲苯
、

浸蜡等处 理后细胞 内

m R N A 有很大降解
。

所以
,

在冰冻切片中可检出单拷

贝核酸
,

而在石蜡切片则需 5一 6个拷 贝方可检 出
。

因

此
,

对于检测细胞因子这类单拷贝基因
,

采用冰冻切片

为佳
。

切片厚度以 5~ 8 拼m 为佳
。

过厚必然要延长蛋

白酶 K 消化时间
,

导致组织结构紊乱
,

染色不均
。

虽然

石蜡切片在形态上优于冰冻切片
,

但冰冻切 片却在保

持 m R N A 活性上使石蜡切片相形见拙
。

国家自然科学基金资助项目
,

N o
.
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* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

5 / 6肾切除大鼠残肾形态演变及维生素 E 对其影响的定量研究

A q u a n t i t a t i v e s t u d y o f m o r P h o l o g i c a l e v o l u t i o n o f r e m a n e n t k i d n e y a n d

v i t a m i n E e f f e e t s o n s / 6 n e P h r e e t o m i z e d r a t s

哀发焕 史景泉 (第三军医大学基础部病理学教研室 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

慢性肾功能衰竭 ( C R F )发病率高
、

预后差
,

其发病机理仍

不十分清楚
。

采用形态计量等手段
,

对 5 6/ 肾切除所致 CR F 大

鼠残肾形态和功能演变及其影响因素进行动态观察
,

旨在阐明

C R F 残存肾单位演变规律及可能机理
.

成年雄性 W i
s t a r 大鼠

36 0 只
,

分为 A 组 (假手术对照 )
、
B 组 ( 5 / 6肾切除 )和 C 组 ( 5 / 6

肾切除 + 维生素 E 治疗 )
,

每组 1 20 只
。

分别于术后 30
、

60
、

90
、

12 o d 观察各指标
。

主要结果如下
:

( 1) 以往研究很少探讨肥大残肾各部分的比例
,

本研究 B

组大鼠术后残肾进行性肥大
;

肾小球体积进行性增加
;
肾小球

毛 细血管长度和面积显著增加
;
肾实质体密度

、

肾小球毛 细血

管 长度密度和面积密度与 A 组无显著差别
。

说明术后残肾各

组成部分呈大致成 比例的有功能的代偿性肥大
。

( 2) 肾小球肥大能否导致其 自身硬化的间题尚无定论
,

本

研究表明硬化肾小球比率与肾小球体积呈显著正相关 ,在多种

因素中
,

以 肾小球体积对硬化肾小球比率的影响最明显
。

C 组

大鼠用维生素 E 治疗后
,

硬化肾小球 比率显著下降
,

而肾小球

肥大程度下降得有限
。

分别对 B 组和 C 组大鼠肾小球体积与硬

化肾小球比率的相关性进行回归分析
,

发现 C 组相关系数和 回

归系数小于 B 组
,

相关曲线的斜率也显著小于 B 组
。

证实肾小

球肥大确实能促进其自身的硬化
。

( 3 )B
、

C 两组大 鼠术后
,

光镜下毛细血管数目增多
,

透射电

镜下可见肾小球系膜区有新生毛细血管
, ’

肾小球毛 细血管铸型

扫描电镜检查发现毛细血管分支显著增多
,

首次为证实残存肾

小球毛细血管增生提供了直接形态学证据
。

(4 ) B 组术后肾小球有核细胞数密度显著增高 , 肾小球有

核细胞数与毛细血管截面数之 比值均 > 2
,

而 A 组该 比值均 <

1
,

提出用该 比值 > 1作为衡量肾小球有核细胞增多的客观标

准
。

肾小球增多的有核细胞除增生的系膜细胞外
,

也有增生的

肾小球内皮细胞和上皮细胞
。

( 5 ) B 组大鼠术后硬化肾小球比率
、

病变肾小管和 肾间质

体密度
、 ’

肾小球毛细血管滤过膜厚度和肾组织轻脯氨酸含量显

著增高
。

相应地血浆肌配和尿素氮浓度
、

平均动脉血压
、

尿蛋白

浓度及大 鼠死亡率显著增高
,

血红蛋白含量
、

红细胞压积和大

鼠体重增加量显著低于 A 组
。

硬化肾小球 比率
、

肾小球系膜区

体密度
、

肾小球毛细 血管滤过膜厚度和病变肾小管
、

肾间质体

密度与血浆肌配浓度显著正相关
,

说明术后残肾功能损害与残

肾形态学改变基本吻合
。

( 6 ) B 组大鼠术后
,

残肾皮质和髓质单位组织血流量
、

肾组

织总自由基和脂质过氧化物含量显著增高
, ’

肾组织超氧化物歧

化酶
、

过氧化氢酶和 钠钾 A T P 酶活力及维生素 E 含量显著降

低
。

说明残肾有显著的高灌注和氧 自由基产生增多及抗氧化能

力降低
。

而 C 组虽也有残肾高灌注
,

但残肾氧自由基含量显著

降低
,

抗氧化能力显著升高
,

相应地残肾形态和功能损害程度

显著减轻
,

说明氧 自由基反应亢进在残肾的进行性毁损中起有

重要作用
。

(7 ) B 组大 鼠术后外周血单个核细胞 内游离钙浓度和其培

养 上清 白介素
一
l (I L

一

l) 活性 以及 肾组织血 小板 源生长 因子

(P D G F卜 Q m R N A 含量显著增高
。

IL
一
1活性和 P D G F

一 Q m R N A

含量与硬化肾小球比率显著正相关
;
游离钙浓度与 I L

一
1活性和

PD G F
一 Q m R N A 含量显著正相关 ; 钠钾 A T P 酶活力与游离钙

浓度显著负相关 ;脂质过氧化物含量与钠钾 A T P 酶活力显著

负相关
。

C 组 IL
一
1和 P D G F

一 Q m R N A 含量显著低于 B 组
。

提示

IL
一
1和 P以 3 F

一 。 m R N A 的高表达
,

可能参与了残肾的进行性毁

损
,
而氧自由基通过抑制钠钾 A T P 酶活力使细胞 内游离钙浓

度升高
,

可能是促使 IL
一
1和 P D G F

一 a m R N A 高表达的原因之

本研究证实
:

大鼠 5/ 6肾切除术后
,

残肾的形态演变具有代

偿增生使残肾功能增强和加速 自身毁损的双重特性
,

加速 自身

毁损的特性能为抗氧化剂治疗所抑制
。

残肾形态演变受多种因

素影响
,

包括残肾血流动力学异常
、

氧自由基反应亢进和多种

细胞因子高表达
.
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