
第三军医大学学报 1 9 8 8年第 10 卷第 5 期 3 8 9

生物素标记H B V D N A 探针在肝石蜡切片上

作原位杂交技术的研究

I
、

与斑点杂交
、

吸印杂交的比较

朱纯吾介 李奇芬 韩凤莲佗 张士敏电 曹 阳
*
吴纯清 (西南医院 传染科 )

提 共 对生物素标记H B V D N A探针的原位杂交与 a Z P标记的 H B V D N A探针的斑点杂交和

吸印杂交作了比较
。

三者阳性率分别为 3 3
.

3 3% ( 2 5汀 5 )
、

3 6
.

3 6 ( 1 6 / 4峨) 和 1 5
.

3 5 % ( 4 / 2 6 )
,

三者无统计学差异
`

16 例同时用原位杂交和吸印杂交检测
,

4 例二者均为阳性
,

9 例二者均为 阴

性
,

原位杂交多检出 3 例阳性
,

二者有显著的相关性 印 = 。 .

0 1 9 2)
。

30 例同时作了原位杂交和斑

点杂交
,

其中17 例结果一致
,

13 例结果不一致
,

两者无显著相关性 (P > 。 .

05)
。

并比较了原位杂

交与其它两种杂交方法的优缺点
。

关 . 词 原位杂交 , 斑点杂交 ,吸印杂交 , 生物素标记 H BV D N A探针 , a “ p标记 H B V D N A探针

核酸的分子杂交技术
,

为乙型肝炎病毒

感染后
,

H B V D N A在人体内的存在状态
、

复制过程及其与癌变的关系等方面的研究提

供了一个崭新的
、

高度敏感的手段
。

1 9 7 5年

S o u th e r n提出了吸印杂 交 ( S
o u t h e r n b l

o t )技

术后
,

就有人用于 H B V D N A 的检测 ( ’ ) ,

并发

现 H BV D N A 可与人 的基因组发生整合
。

以

后又有人用简化的斑点 (S p ot )法检测血清的

HBV D N A ( ’ )
。

近年来
,

用原位杂交方法在肝

组织切片上检测 H BV D N A也迭有报道 ( ` ) 。

国内已先后开展 了用
“ Z

P 标记的 H B V D N A

探针
、

以斑点法或吸印法检测血清或肝组

织的 H BV D N A `。一 7 )
。

本文用生物素标记

的 H BV D N A探针 ( E
n z o B i o e h e m )作

原位杂交
,

并与
“ “ P 探针的吸印杂交和

斑点杂交技术检测结果相比较
,

以进一

步说明原位杂交法的实用性及优缺点
。

实验方法

1
.

原位杂交操作方法及试剂来源参阅本实验

报告 I
` 10 ’ 。

2
.

斑点杂交操作方法参阅文献 ( 6 ) , 吸印

杂交方法参阅文 献 ( 7 )
。

所 用 ” P标记的 H B V

D N A探针来自北京人民医院
,

比放为 2 x l o 7 c p m /

协9
0

结 果

一
、

斑点杂交试验检测血 清 H B V D N A 共 J I

例
,

其中 16 例阳性
,

占 3 6
.

3 6%
。

H BV D N A 检测

显影情况如图 1
,

粗略定量 4 一 50 0P g 之间为日性
。

ǎ砧盆è喇如男辕之口阅A忿田仁|姗

材 料 与 方 法

病例来源

病例来自解放军 3 02 医院和第三军医大学西南

医院传染科之乙型肝炎住院患者
,

无症状携带者系

由南京军区总医院从新入伍战士中检出的
。

. 解放军 302 医院

黝黝鬓鬓

圈 1 斑点法杂交试验检浏血清中H B V

D N A 显影结果

检出的血清H B V D人
,

A均在 4 ~ s o o P g之何
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二
、

吸印杂交试验检测肝组织匀浆H V BDN A

共 6 2例
,

阳性者 4 例
.

其中 2例在电泳条上显示杂

交带在 3
.

2 k b以上及较低分子量的位置上
,

并在 3
.

2

k b 后有拖带现象
,

表明同时有整合和游离 的 H B V

D N A
。

这 2 例血清 H B V D N A 均为阳性
,

原位 杂

交均显示肝细胞胞浆H B V D N A阳性
。

另 2 例电泳

条上显示杂交带主要在 3
.

2 k b 及较低分子量的位置

上
,

表示主要是游离型 H BV D N A
。

这 2 例原位杂

交均为胞浆阳性
,

血清 1 例阳性
,

1例阴性
。

吸印

检测的显影情况 (如图 2 )
。

图 3 原位杂交试验

肝组织切片上肝细胞内H BV D N A阳性颗粒

表 1 原位杂交与吸印杂 交检测结 果之

相互 关 系

吸印杂交
原位杂交 总 计

阳 性 阴 性

3912性性计阳阴总
圈 2 吸印法 杂交试验检侧 肝组 织

H BV D N A 的 显影结果

第 1 轨 道

第 2 轨 道

第 3~ 1 2轨道

为含有 H B V D N A的重组质粒
( p A Zo )

,

分子量 7
.

4 k b

为入噬菌体 D N A 电泳轨道

为肝穿刺标本
,

每二个相邻号为

同一份标本
。

单号为经 E
.

C o R I

或H i n d l 酶解标本
,

双号为未经

酶解标本
。

三
、

生物素标记的H B V D N A探针在肝组织切

片上的原位杂交试 验 共 7 5 例
,

阳 性者 25 例
,

占

3 3
.

33%
。

杂交的 H BV D N A经 D A B 呈色后
,

表现

为胞浆内较粗大之棕黄色颗粒状的阳性物质 (图 3)
。

在胞核内亦可见到
,

但量少而色浅
。

阳性细胞可散

在或成堆
,

甚至弥漫分布
。

四
、

三种D N A 分子杂交方法检测结果之比较
:

三种方法检出 H B V D N A的阳性率
,

原位杂交与斑

点法分别为 3 3
.

3 3 %与 3 6
.

3 6%
,

二者基本一致
。

吸

印法的阳性率略低 (1 5
.

38 % )
,

但与斑点法 及 原

位杂交相比较
,

统计学上无显著差异 (P > 。 .

05)
。

本文有 16 例同时做了原位杂交和吸印杂 交 试

验
,

二者检测结果之相互关系见表 1
。

数字表明
:

吸印法阳性者
,

原位杂交法均为阳

性 , 原位杂交法阴性者
,

吸印法亦均为阴性
。

差别

在于原位杂交多检出 3 例阳性
。

经统计学精确法处理
,

二者有显著 的 相 关性

( P = 0
。
0 1 9 2 )

o

同时作了斑点杂交和原位杂交试验的共 30 例
,

其相互关系如表 2 所示
。

在原位杂交阳性者13 例中
,

斑点杂交检测阳性

者 6 例 , 原位杂交阴性者 17 例中
,

血清中亦有 6 例

阳性
。

表 2 原位 杂交与斑点杂 交检侧 结果之

相 互关系

原位杂交
斑点杂交

阳 性 阴 性

7

1 1

1 8

1 3

1 7

3 0

0612性计性阳阴总
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统计学处理二者无显著相关性( p )。 .

5 )
。

讨 论

一
、

分 子杂交技术检测H B D VA N被认

为是反映H B D V NA 复制的敏感方法
。

曾有

人报告用吸 印法在2 9例乙 型病毒性肝炎患者

的3 0份肝标 本中
,

检出 27 份 H B V D N A 阳

性
,

阳性率高达 90 % 〔” ’ 。

本文用三种不同的

分子杂交技术
,

即斑点法检测血清中游离的

H B V D N A
、

吸印法检测肝组织匀浆中游离

的及整合的 H BV D N八
、

原位杂交法检测肝

组织切片上的 H B V D N A
。

三种方法的阳性

率分别为 3 6
.

3 6%
、

15
.

38 %及 33
.

33 %
。

这

与近期 N o gr 。
等人报告 20 例中用斑点法检出

I址清 I王BV D N A阳性 7 例 ( 3 5% )
,

吸印法

检出阳性 8 例 ( 40 % )
,

原 位 杂 交 法 6 例

( 3 0% ) “ ) ,

以及 R i j n t j e s
等报告用生物素

标记的 H BV D N A探针原位杂交法检测 45 例

中
, 2 0例 J洞性 ( 4 2

.

2 2% ) ( “ ’
的结果相近

。

二
、

原位杂交与吸印杂交试验都是检测

肝组织 H B V D N A的
,

二者检测的结果理应

有很好的相关 性
。

本 文 以 及 N ge or 等 (’)
、

iR j
n t je 。

等 ( 3 ’ 的研究都 以类似的结果证实了

这一点
。

本文原位杂交试验的阳性率高于吸印杂

交试验者
。

1王a as e ( ` ’ 〕指出原位杂交分析单个

细胞
,

而不是从整个组织来提取核酸
,

再杂

交分析
,

病毒核酸没有被周围未感染细胞的

核酸所稀释
,

从理论上讲
,

原位杂交的敏感

性应高于吸印杂交试验
。

另一方面
,

吸印杂交试验每次约需肝脏

标本 I Om g ,

在肝穿刺取材的情况 下
,

往 往

难以满足
。

肝组织量的不足可导致假阴性
。

吸印法的最大优点在于可判定发生杂交

的 D N A 序列分子量的大小
,

而原位杂交 则

可以清晰地看到 H B V D N A在组织的哪些细

胞内存在
、

其分布与定位的状况
、

及其与细

胞及组织器官的病理变化的关系
,

有利于研

讨其发病机理
。

三
、

原位杂交与斑点杂交的检测结果显

示无明显的相关性
,

表明血清 H BV D N A不

一定反映肝脏内病毒的状况
。

一方面
,

血清

H BV D N A受肝组织内 H B v 复制
、

释放情况

的影响 ; 另一方面
,

可能有 肝 外 来 源
,

例

如
,

S h e n
等在人血 白细胞检出了 H B V D N A

( 8 ) o
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