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石蜡切片 A R F 免疫组化检测 P
5 3

蛋白的初步报告

王 东 史景泉 (第三军医大学基础部病理学教研室 , 6 3 0 0 3 8

抗癌基因 P
o 3

定位于人类染色体 1 7 p 1 3( ” ,

其等位

基因的缺失和突变在肿瘤的发生发展过程中起着重要

的作用
。

该基因编码一个 5 3k d 的核磷蛋白
.

称为 P
5 3

蛋

白
。

正常情况下 P
5 3

蛋白半衰期很短
,

且极不稳定
,

而当

其突变时
,

则与其它蛋白成份形成复 合物在细胞核 内

聚集
,

从而可以用免疫组化的方法进行检测
。

但是
,

目

前的 P
5 3

抗体仅适用于冰冻切片
,

对常规固定
、

石蜡包

埋的组织反应极弱
,

难以观察
,

从而限制了它的应用
,

亦很大程度上困扰了目前的研究
。

本文着重介绍一种新的杭原复性液 A R F ( A nt i
-

g e n R e t r i e v a l F IL: i d )介导的方法
,

使得 p
5 3

蛋白免疫组

化染 色完全适用于常规固定
、

石蜡包埋的组织
。

l 材料与方法

1
.

1 组织 来源

8 5 例人原发性肝 细胞性肝癌和 5 例胆管细胞癌均来源于

我校附属西南医 院病理科 1 9 8 7 ~ 1 9 9 2 年存档的石蛤包埋组

织
.

癌组织作常规石蜡连续切片
.

片厚 5拜m
,

分别做 H E 和免疫

组化染色
。
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.
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.
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.
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d 惠赠 ) 是 人特异

的抗 sP
:

单克隆抗体
.

能识别人 sP
,

多肤中位于 第 32 ~ 73 氨 基

酸残基之 间的抗原决定簇
,

与野生型和突变型均起反应
.
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起反应
.

工作滴度

l : 10 0 0
。

1
.

2
.

3 免疫组 化 染色
:

应 用 V e e t a s t a i n
A B C 试剂盒 ( V e e t o r

L
a

b
o : a t o : i e s

.

I n c ) ,

参照 s h i”
`

和 V e n
d

e n

eB
r g 等

, ”
报道的提

高免疫组化染色强度的方法
.

改 良如下
:

①载玻片预涂粘贴剂
.

②石蜡切 片 5 尸m
,

室温 干燥
,

常规脱蜡
,

逐级酒精水化入水
。

③

将切片放入含有 A R F 的带盖玻璃缸中
,

置于微波炉内
.

④将微

波炉温度调至 95 ℃
.

加 热 10 m in
.

整个过程也可分 2次
,

每次 5

m in
,

间隔 l m in
.

③玻璃缸移出微波炉
,

室温冷却巧 m in
。

⑥切

片用蒸馏水和 P B S 各洗 5 m in
.

⑦0
.

3 % H
: O

:

甲醇液孵育 10 ~

3 0 m i n .

P BS 振洗 5 m i n .

⑧正常血清孵育5 0 m i n .

⑨加单克隆抗

体 P ab l 80 1和多克隆抗体 C M
一

1
,

37 ℃ l h
,

4 ℃冰箱过夜
,

P BS

振洗 5 m in
.

L生物素化免抗鼠或羊抗免孵育40 m in
.

P BS 振洗 5

m in .

@ A B C 液孵育 4 0 m i n ,

P B S 振洗 5 m i n .

@ D A B 显色
.

1
.

2
.

4 对照设计
:

①不用微波炉加热
,

切片用 0
.

5写 T ir ot
n
和

。
.

1 %胰酶预处理
。

②用蒸馏水替代 A R F
,

按上述方法染色
。

③

用 P B S 代替一抗做阴性对照
。

2 结果与讨论

组织切片经 T r i ot , 1 和胰酶预处理 A B C 法免疫组

化 染色
.

85 例肝细胞性肝癌 中 22 例阳性 ( 25
.

8 % )
,

5例

胆管细胞癌中 l例阳性 ( 2 0 % )
.

但阳性反应很弱 (如图 1

和 3所示 )
。

用 A R F 方法可非常显著地提高染色强度

( 如图 2和图 4所示 )
。

85 例肝细胞性肝癌 中 30 例 阳性

( 3 5 % )
,

5例胆管细胞癌中 2例阳性 ( 40 % )
.

以蒸馏水替

代 A R F
,

亦见部分病例染 色增强
,

但远不及 A R F 明

显
。
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道用含有锌离子的福尔马林固定组织能较好地保存抗

原
` s) 。

常规福尔马林 固定的组织用锌一 福尔马林液重

新固定亦能改善免疫反应
` , ’ .

A R F 中主要成份为锌离

子
,

推测锌离子可能与抗原蛋白结合形成了可溶性 复

合物
` a) ,

从而提高了免疫反应强度和检测灵敏度
.

目前
,

微波在病理技术 中已得到了广泛的应用
,

从

组织固定到快速组织化学和免疫组化染 色
,

亦见报道

用微波炉干燥切 片以增强染 色强度的方法
` , ’ 。

但所有

这些都是在短时间
、

低温度条件 下讲行的
。

S hi 等
` 2 ’
首

次报道用微波炉加热切片近沸点
,

而明显提高石蜡切

片免疫组化染色强度
。

关于微波使组织抗原暴露和复

性的机理尚不清楚
,

可能与微波 加热对福 尔巴林 固定

的组织中交联蛋 白的作用有关
。

以蒸馏 水替代 A R F
,

未能有效地增强反应强度
,

提示 A R F 与微波炉加热

有协同作用
,

共 同促使组织抗原复性
,

关链词 免疫组织化学
;
P

S ,

蛋白

中图法分类号 R 3 92
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培养的人表皮细胞异体移植后转归判定的研究

赵 阳兵 赵雄 飞 黎 鳌 路淑珍 王 旭 (第三军医大学西南医院烧伤研究所 ) 6 3 。。 3 8

培养的人表皮细胞用于 临床
,

为大面积深度烧伤创面覆盖

间题提供了一个新途径
。

较理想的是培养的自体表皮
.

移植后

无排斥反应
,

可一步到位
.

然而 自体培养表皮 细胞从伤后取材

到临床应用至少需时 3 ~ 4周
,

不能达到早期覆盖创面的 目的
.

而异体培养表皮则 可预先培养
,

伤后早期即可应用 于创面覆

盖
,

不受时间限制
.

而且 以往的研究 已发现培养的人表皮细胞

异体移植后
,

临床及组织学均未发现有排异现象
,

存活期明显

延长
,

可能更具实用性
。

但因无令人信服的客观证据
.

培养表皮

细胞异体移植后的转归 尚存有争议
。

本研 究的目的是对此问题

进一步进行判定
。

本研究先对 38 例烧伤和 整形病 人不同创面移植的 93 片 ( 睡

片直径 85 m m )异体培养表皮进行了探讨
,

无论是临 床观察 ( 最

短 Zo d
,

最长 1年 )
.

还是组织学检查均未见 明显排斥反应
.

继而

为明确培养表 皮细胞异体移植后的确切转归
.

本研究进 一步建

立了 5种判定方法
:

①抗 A
、

B
、

H 间接酶标葡萄球菌 A 蛋白染

·
国家 自然科学基金资助项目

色法
;

② D N A 指纹 图谱法
;

③P C R 扩增片段长度多态性基因位

点 ( p M C T l l s和 A p o
B )

;

④ H L A
~

】) Q
.

基因位点 CP R 扩增
、

寡

聚核昔酸探针反 向打点杂交分型法
;

③P CR 扩增 Y 染色体特

异性 D N A 片段
.

对 16 例病人不同创面移植的培养异体表皮上

采取的 2 7个活检标本进行检查
,

均发现有供者遗传标志
,

其中

移植后 3 o d 以上 者 9个
,

最长时间为 9 2 d
.

客观地证明了培养表

皮细胞异体移植后的存活时间明显延长
。

以往我们的研究曾表明
:

在表皮细胞移植排斥反应中起核

心作用的 H L A
一

D R 抗原阳性 L o n g er h
o
ns 细胞经体外培养后几

乎全部消失
.

而且这种培养的表皮细胞体外也不刺激异体淋巴

细胞增殖
。

本研究进一 步还 发现培养表皮细胞的血型 A B H 抗

原的表达 明显弱于未培养者
.

因此可以认 为
,

培养表皮细胞的

抗原性减弱或消失
,

是异体移植后存活延长的主要原因
.

实验结果还 表 明
.

配合分子生物学技术能够更加客观
、

准

确
、

灵敏地对异体移植细胞的转 归做出明确的判定
.

关键词 表皮
;
细胞

.

培养
;
移植

,

异体
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