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探针在骨肉瘤石蜡切片上进行原位分子杂交

I n s i t u h y b r i d i z a t i o n u s i n g b i o t i n
一
l a b e l l e d P 5 3 P r o b e i n P a r a f f i n s e c t i o n o f

O S t e 0 S 8 r C 0 m a

李增鹤 高奉浮 (第三军医大学附属大坪 医院病理科 ) 重庆
,
6 3。。42

原位分子杂交技术能在组织切片的亚细胞水平上

检测其特异基因 D N A 或 m R N A
,

因而具有其独特的

准确性 和特 异性
。

最近 我们用 生物素标记的 尸 , ,

探针

对 3 0例骨肉瘤进行原位分子杂交技术检测
,

获得了较

满意的结果
。

现报道如下
:

材料和方法

1
.

1 材料

切片为 1 9 8 7一 1 9 9 3年送检骨肉瘤标本 30 例
,

10 % 中性福尔

马林固定
,

石蜡切片 5 产m
。

1
.

2 试剂

尸 ” 探针为 O cn
o n 公司产品

,

探针长度为 1
.

2 kb 。 D N A 片

段
,

人体染色体定位
:

17 p
。

杂交药盒为 is g m a
公司产品

。

蛋 白酶 K 为 M er k 公司产

品
。

A (B 二复合物为美国 V ce ot r
公司产品

。

1
.

3 方法

1
.

3
.

1 石蜡切片 5 拼m
,
6 0℃烤片 1 2 h

。

1
.

3
.

2 常规脱蜡至 PBS 洗 1 0 m i n
。

1
.

3
.

3 0
.

Z N 盐酸处理切片 1 0 m i n 后 2 沐 SS C 洗 1 0 m i n
.

1
.

5
.

4 蛋白酶 K ( 2 5 拜 g / m l ) 3 7℃ 消化 2 0 m in
。

1
.

3
.

5 0
.

2% 甘氨酸处理切片 1 0 m in 后 P B S 洗 1 0 m i n
。

1
.

3
.

6 4 %多聚 甲醛后固定切片 2 0 m in 后 P B S 洗一0 m i n
。

1
.

3
.

7 0
.

1%三乙醇胺 p H S
.

o洗 1 0 m in
。

1
.

3
.

8 逐级酒精脱水
,

37 ℃ 干燥 hl
.

1
.

3
.

9 将切片在预杂交液中45 ℃湿盒内60 m in ( S ig m
a
杂交盒

1 : 1稀释 )
.

1
.

5
.

2 0 将 P
, ,

探针液 ( 2 0 0 n g / m l )和切片加热 9 6 oC 变性 6~ 8

m in 后迅速放入冰水中冷却 5 m in 做杂交液备用
。

1
.

3
.

n 将 尸” 探针液滴在组织片上
,

加盖片 45 ℃湿盒内 ( 50 写

甲酞胺 )过夜
。

阴性对照滴加预杂交液
。

1
.

3
.

1 2 Z X SS C 洗 1 0 m in 后 P BS 洗 1 0 m i n
。

1
.

3
.

1 3 5% BS A 封闭切片 2 0 m i n
.

1
.

3
.

1 4 A (B 二复合物 3 7℃
,

4 0 m in
。

后 PBS 洗 1 0 m in
。

1
.

3
.

1 5 D A B 显色 5~ 8 m in 后 P B S 洗 1 0 m i n
。

1
.

3
.

1 6 常规脱水
,

衬染 (0
.

1% 甲基绿 30 5)
,

封片
.

2 结果与体会

阳性杂交结果显示胞核呈棕褐色颗粒状
,

其余为

甲基绿衬染
,

阴性对照则不出现颗粒
,

但可有淡绿色背

景
,

为本底
。

阳性对照用 已确定为阳性或 阴性组织进行

原位杂交组织化学对照
。

阴性对照用未加探针的杂交

液和 已知阳性切片进行同步杂交试验
。

蛋白酶 K 的处理
:

本组采用的材料全部为 1 9 8 7一

1 9 9 3年临床送检 经 10 %福尔马林 固定的陈旧蜡块
。

蛋

白酶 K 的消化能使经固定后被遮蔽的靶核酸暴露
,

以

增加探针结合及可及性
。

消化的浓度
、

温度及时间应根

据不同的实验条件来确定
。

浓度及温度过高或过低都

不易达到消化的最佳效果
。

我们使用的浓度为 25 拜g /

ml
,

时间 20 m in
,

温度 37 ℃
。

浓度过高会 引起细胞形态

结构的破坏及核酸靶分子的减少
,

亦会导致组 织在切

片上脱落
,

浓度过低将起不到消化 目的
。

探针浓度是直接影响杂交效果的关键
。

探针浓度

低
,

杂交速率达不到要求
。

探针浓度过高容易形成堆积

和浪费探针
。

文献〔1
,

2
,

3 J报道探针的浓度一般在 50 一

1 00
n g / m l

。

我们通过反复试验认为
,

最适宜的探针浓

度要通过实验来确定
。

我们使用的探针浓度为 20 0 n g /

m l
,

因为
:

①放射性 同位素标记的探针同非放射性 探

针在敏感性和组织穿透能力方面相 比
,

前 者均强于后

者
。

②不同的组织和 在不同方法制备的标本上 以及新

鲜组织和陈旧组织中也有差 异
。

所 以探针 浓度是本实

验中的重要环节
,

选择好探针的最佳浓度 才能使实验

得到最好的结果和准确的科学依据
。

变性和杂交是本实验 中必不 可少的一项重要手

段
。

我们采用的变性温度为 96 一 98 ℃
,

时间为 8 m in
。

变

性温度过低
,

双链结构解不开
,

温度过高
、

时间太长易

使组织片脱落
。

为了使探针的变性更彻底
,

我们采用两

次变性的方法
,

即探针单独变性和滴加在组织片后一

同再复性
,

这样能使探针和靶核酸的结合更完全
,

可及

性更大些
。

我们采用的杂交温度为 45 ℃ ,

时间
:

过夜 ( 12

~ 16 h )
。

温度在 40 ℃时杂交效果明显不如前者好
,

信 /

杂比也不如前者
。

关键词 骨肉瘤 ; 原位杂交
;尸 ”
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肝癌病人手术前后 N K 细胞
、

m I L
一
Z R

、
s I L

一
ZR

、

T N F 水平的检测

D e t e t i o n o f N K c e l l

C i n o m a b e f o r e s n d

m I L
一
ZR

, s I L
一
Z R a n d T N F i n P a t i e n t s w i t h l i v e r c a r -

a f t e r o P e r a t i o n

黄兴 玉 张援平 蔡学敏 刘倩予 (第三军医大学附属西南医院检验科 ) 重庆
,
6 3 0 0 3 8

本文对肝癌病人手术前后外周血 N K 细胞活性
,

膜白细胞介素
一

2受体 ( m I L
一

ZR )表达
,

可溶性 白细胞介

素
一

2受体 ( s I L
一

ZR )和 T N F 水平进行了检测
,

初步探讨

了肝癌手术前后细胞免疫功能的变化
,

现报告如下
。

1 材料和方法

1
.

1 研 究对象

原发性肝癌 30 例
,

均经病理切片证实
。

男 24 例
,

女 6例
。

年龄

30 ~ 68 岁
.

全部在手术前采血
,

其中 10 例在手术后 3周采血复

查
.

正常对照组为我院健康献血员 30 例
.

男 18 例
,

女 12 例
,

年龄

2 0 ~ 5 9岁
。

1
.

2 试剂及方法

1
.

2
.

1 N K 细胞活性 肝素抗凝全血用淋 巴 细胞分层液分

离出淋巴细胞作为效应细胞
,

K “ :

细胞株 (重庆医科大学病生教

研室提供 )作为靶细胞
.

采用 L D H释放法 l[] 测定N K 细胞活性
.

1
.

2
.

2 m IL
一
ZR 表达 肝素抗凝全血经适量 P H A 诱导激活

淋巴细胞
,

按常规分离淋 巴细胞收集单个核细胞
,

洗涤后手工

涂片
,

采用免疫酶标 ( A B C )组化法 (美国 V E C T O R 产品 )
,
I L

-

ZR 单抗 ( T ac )( 卫生部武汉生物制品所 )光镜下计数 2 00 个以上

细胞
,

算出阳性细胞百分率
。

1
.

2
.

3 血清 sI L
一
ZR 测定 采用夹心 E L IS A 法川

,

(第四军

医大学试剂盒 )
,

酶标仪 4 90
n
m 测吸光度

,

根据计算机拟合方

程采用双对数直线 回归求出血清 sI L
一
ZR 含量

。

1
.

2
.

4 血清 T N F 测定 采用双抗体夹心法 (军事医学科学

院试剂盒 )
,
4 90

n m 测吸光度
,

根据计算机拟合方程采用指数

回归求出待测血清 T N F 含量
。

1
.

2
.

5 统计学处理 用第三军医大学数学教研室医用数理

统计程序包
,

所得数据经微机处理
。

2 结果

肝癌病人的 N K 细胞活性
、

m IL
一
ZR 表达 明显低于正常对

照组
。 s

IL
一
ZR

、

T N F 水平明显高于正常对照组
.

1 0例肝癌病人手术后 3周 N K 细胞活性和 m IL
一
ZR 有 不同

程度升高
,

高于术前
,

低于正常对照 组
。

s
IL

一
ZR 和 T N F 有不同

程度下降
,

但未恢复至正常水平 (见附表 )
。

附表 肝癌病人与正常人 N K 细胞活性
、

m I L
一
ZR

、

s I L
一
ZR

、
T N F 水平变化比较任 士

: )

肝癌病人 组
项 目 正常对照组

N K 细胞活性 ( % )

m IL
一 ZR ( 写 )

s IL
一
Z R ( ” )

T N F (产g / L )

3 5
.

5 7士 1 1
.

1 4

4 5
.

9 9士 9
.

8 7

3 6
.

8 5士 1 7
.

2 4

手术前 ( n = 30 )

1 9
.

85士 9
.

2 2 △△

2 2
.

76士 6
.

75 △

9 0
.

08士 3 1
.

5 1△ △

手术后 (
n

= 2 0 )

2 8
.

2 2士 13
.

4 5△ 今

3 2
.

0 2士 10
.

3 4△
`

5 0
.

1 1士 22
.

1 7△

0
.

9 1士 0
.

2 3 4
.

5 8 6士 1
.

8 2 4△ △ 2
.

8 2士 0
.

8 5 △

△
:

与正常对照 比较 尸 < 。
.

05
; △△

:

与正常对照 比较 尸 < 。
.

01
, , :

手术 后与手米 前对 照 比较 尸 < 。
.

05

3 讨论

N K 细胞在机体免疫监控中占有重要地位
,

其活

性高低与肿瘤的发生发展密切相关
「, 〕 。

它是机体抗肿

瘤生长
,

扩散和转移的 自然 防御系统
。

许多研究发现
,

恶性肿瘤病人外周 N K 细胞数量减少
,

活性降低
〔们 。

本


