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地高辛标记探针原位杂交对肝细胞癌 H B V D N A 分布的研究

王 东 张新立 史景泉 (第三军医大学基础 部病理学教研 室 ) 重庆
,
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提 要 为了探讨 H B V 与肝细胞癌 ( H C C )发病的关系
,

作者应用地高辛标记 H B v D N A 探针原位杂交

及免疫组化检测了 80 例 H C C 组织及癌周肝组织的 H B v D N A
、

H sB A g
。

结果显 示
,

癌周肝组织 H B V 阳性 63

例 ( 79 % )
,

癌组织 H B V 阳性 49 例 ( 60 % )
,

癌周阳性细胞数明显多于癌内
。

癌周 H B V D N A
,

以复制型 为主
,

而

癌组织的 H B V D N A 大多属整合型
。

结果表明大多数 H C C 病例与 H B v 存在密切相关
,

而且整合型 H B v

D N A 在 H C C 发 生过程中有着重要的作用
。
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目前 国 内外 已 有许 多研 究 发 现 乙 型肝 炎病 毒

( H B V )感染和肝细胞性肝癌 ( H C C ) 的发生密切相关
,

尽管进行 了大量和多层次的研 究
,

但其癌变的机理 尚

未完全阐明
。

分子生物学的研究表明肝炎病毒的致癌

潜能可 能与下面三 个相 互独立 的过 程有关
:

①病毒

D N A 整 合到 宿主的基因组中
; ②某种基因如 X 基因

翻译产物对病 毒基因和细胞基因有反式激 活作 用
; ③

引起慢性肝 为
,

从而启动细胞再生
「’

一 。

应用 s ou ht e m

bl ot 可以 确定肝组 织中 H B V D N A 呈整合抑或游离

状态
,

但对肝组织 内 H B V D N A 不能精确定位
。

随着

原位 杂交技术 的发展
,

很多学者应 用此方法对 H B V

感染的肝组织内 H B V D N A 进行了广泛的研究
,

但大

多数为同位素
LZ

或生物素标记的方法
} 3 。

我们用地高

辛标记 的 H B V 探针在 H C C 组织及癌周肝组织的石

蜡切 片上进 行 原 位 杂 交
.

试 图 从形 态上 了解 H B v

D N A 在肝癌组织及癌周肝组织 内的定位及其分布情

况
,

并探讨 H B V 与 H C C 的发病关系
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

收集 1 9 8 8 ~ 1 9 9 3 年本校西南医院肝 藻手术 切 介 气
一

七 80

例
。

病理确诊 H C C
,

每例均有肝癌组织 及癌分肝组织
.

, 芍
`

以

10 % 福 尔马林 固定
,

石 蜡包埋连续切 片
.

分别 进行 H E 芬 色
,

H sB A g 免疫组化染色及 H B V D N A 原位杂交
。

1
.

2 H B V D N A 原位杂交检测

1
.

2
.

1 iD g
一

H B V D N A 探针制备 含有 H B V D N A 全基因

( 3
.

2 K b ) 的质粒 P B R 3 2 2 由 日本 J C R B H i s h i m
o t o

.

P h D 惠 赠
。

碱变性法大规模提取质粒 D N A[
` 1

。

aB m H I 酶切后电洗脱法 回

收 目的基因片段
。

使用 B o e
h

r i n g e :
M

a n n
h

e i m 公司提供的地高

辛标记及检测试剂盒进行标记
。

1
.

2
.

2 原位杂交 按文献 [ 5 ]的方法并加 以改进
。

石蜡切片

6 0 〔
、

烤片 4 8 h
,

常规脱鳄水化
; 0

.

2 rn o
] / L H C I 室温 2 0 rn sn

水

洗
, p ,

一

o n a s e E ( 0
.

l m 只 / m l ) 3 7
一

c 2 0 一 3 0 m i n ; 0
.

1 %甘 氨 酸
-

P B S 5 rn i n

中止消化
; 4 %多聚甲醛固定 2 0 m i n ,

P B S 冲洗
;
用新

配制 的含 。
.

25 %酣醉的 。
.

l m ol / L 三 乙醇胺缓冲液酞化 10

m in ; D
e n h a r t ` s

液 3 7℃ 3 0 m in ;
逐级酒精脱水 ;滴加预变性 的

杂交液 ( 50 %去离子甲酞胺
,

10 %硫酸葡聚糖
,

10 m g / m l 鲤精

D N A
,

5 火 eD
n

h
a r t ` s

液
,

s 只 S S C
,

0
.

3 拜 g / m ] D ig
一

H B V

D N A 10 。℃ 沸水浴 5 m in
,

迅速至 冰浴 中 3 m i n)
;
盖盖玻片

;

95 ℃变性 10 m in
,

速冷后
,

42 ℃ 温箱过夜
;
用劝%去离子 甲酞胺

( 2 火 S S C 配制 ) 洗涤 1 0 nr in ,

2次
; 2 又 S S C 1 0 m in ,

2次
; P B T 1 0

m i n ,

2次
;

滴加连接碱性磷酸酶的地高辛抗体 一
:

5 0 0 0
,

3 7 C
,

1

h ;
用 N B T 显色

; 。
.

5 % 甲基绿复染
,

封片观察
。

为保证待测标本

中所检 出的杂交信号确系 H B V D N A
,

实验室中设置 了无探针

对照
,

正常肝组织对 照
,

D N A 酶 I 消化对照
。

1
.

3 免疫 组 织化 学 ( P A P 法 )检测肝癌 组 织及癌周肝

组 织 内 H B s A g

羊抗 H B、
A g ,

羊 P A P 均购 自华美公司
。

具体步骤按 tS er n -

be
r g e r

法进行
,

每批切 片染色时均设 H B s A g 标准阳性 片及阴

性片进行对照
。

2 结果

2
.

1 癌周肝组 织及癌组 织 内 H B V 检 出率

8。例 H C C 中
,

癌周肝组织 H B V 阳性率为 7g % ( 6 3例 )
,

癌

组织 H B v D N A 阳性率为 60 % ( 49 例 )
。

前者高于 后者
,

但无统

计学差异 ( P > 。
.

05 )
。

癌周肝组织 内 H Bs A g 阳性率为“ %
,

而

肝癌组织中 H sB A g 阳性率为仅为13 %
。

两者有显著差异
。

艺
.

2 癌周肝组 织 及癌 组 织 内 H B V D N A 及 H sB A g

分布特点

地高辛标记探针杂交的 H B V D N A 阳性信号为紫色细颗

粒状
,

主要分布于肝组织或癌细胞胞浆内
,

部分位于胞核 内
,

胞

浆 内阳性颗粒较胞核内量多
,

在不同病例中
,

胞核或胞浆内的

阳性分布情况不 同
,

即使 同一病例不 同部位其分布也不相 同
。

在癌周肝组织中
,

H B v D N A 呈片状分布
,

常见 于癌结节边缘

的非癌肝 组 织中
,

也见 于 肝 细胞变性坏死 区域
;
而 癌组织 内

H B V D N A 阳性颗 粒较癌周肝组织稀疏
,

H B V D N A 不仅见于

癌中心部
,

亦可见 于癌周边部
。

胞浆 内颗 粒可单独存在
,

但当核

内显阳性颗粒时
,

胞浆 内必然呈阳性 ( 图 1 )
。
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结果显 示
,
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例 ( 79 % )
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,
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,

癌
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,

在不同病例中
,
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阳性分布情况不 同
,
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,
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,
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,
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,

但当核
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,
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。
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织 H B xA g在 0 5%一 0 7%
,

皆低于癌周肝组织
。

本组肝

癌组织 H B s
A g 阳性率 为 13 % 与文献 报告 相符

。

肝癌

组织 中 H B V D N A 多以整合状态存在
,

而整 合状态的

H B V D N A 常为 H B V 基 因的部分 片段
,

并伴有病毒

基因的缺失
、

移位
、

倒置及整合位点处宿主 D N A 的丢

失
。

因此在本研究中
,

肝癌组织 内 H B s A g 阳性率显著

低于癌周肝组织可能与此有关
。

同时表 明用原位杂交

检测 H B V D N A 较 免疫 组 化能 更 客观 地反 映 肝 癌

组织 H B V的存在及其存在状态
,

具有重要的实用价值
。

原位杂交 技术将分子 生物学和细胞形 态学相 结

合
,

可以在肝组织切 片上观察 H B V D N A 在肝组织 内

的定位和分布情 况
,

这为探索 H B V 与 H C C 发生的关

系提供了一种新的可靠方 法
。

成功制备核酸探针及适

当的蛋 白酶消化是影响原位杂 交结果的关键 因素
。

为

防止假阳性结果
,

实验中设置了较严格的对照
。

将切 片

组织用 D N a s e l 消化后
,

原来阳性杂交信号未见出现
,

而 R N a s e
消化则不影响原来的休交结果

,

确证检测到

的是 H B V D N A
,

而 并非 m R N A
。

目前
,

同位素
,

荧光

素和生物 素是最常用的核酸探针标记物
,

但均有难以

避免的缺点
,

不能广 为应用
。

地高辛 (又 名异经基洋地

黄毒试 )是一种植物半抗原
,

与生物素不同
,

它在动物

细胞 中不存在
,

因此不产生背景染 色
,

从而大大提高了

H B V D N A 探针检测的特异性及敏感性
。

与同位素标

记 比较
,

它不受半衰期限制
,

而且价廉省时
,

操作简便
,

组织结构清 晰
,

利于观察和定位
。

我们的结果 H C C 组

织中 H B V D N A 阳性率为 7 9 %
,

高于用生物素等制备

探针的检测结果
! 3

一 。

一方面可能与病例选择 (本实验材

料来源于 H B V 高感染区的 H C C )有关
; 另一方面与地

高辛标记的高灵敏度有关
。
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