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生物素标记H B V DN A探针在肝石蜡切片上

作原位杂交技术的研究

— 各型扦病时H B V DN A的定位及形态

李奇芬 朱纯吾 . 张士敏
. 王慧芬 ( 第一附属医院 传染科 )

提 典 报告用生物素标记H B VN D A探针原位杂交技术
,

现察75 例慢性肝病者肝石蜡切片

上 H BV D N A定位及形态
。

共检出H BV D N A 阳性者 2 5 / 7 5 例 ( 3 3
.

3 3 % )
。

其中
: C P H Z / 7例

、

C A H l o / Z i ff1)
、

肝硬化 。 / 3例
、

5 5 4 / 1 1例
、

无症状 H B s A g 携带者 4 / 2 2 例和 H C C S / 1 2 例
。

H B V

D N A在肝切片上呈棕黄色粗颗粒状
,

主要分布于肝细胞浆内
,

个别核内亦可见少数浅染棕黄色颗

粒
。

阳性肝细胞分布有三种形式
:

I 型 ( 弥漫型 ) :

25 例中有 4 例 (1 6 % ) , I 型 (局灶型 ) :

20 例 ( 8。% ) , , 型 (散在型 ) :

仅 1例 ( 4 % )
。

颗粒在胞浆内亦有 a型 (密集 ) 和 b型 (稀疏 )

之分
。

各型乙型肝炎 H B V D N A 在肝切片上定位与分布不完全相同
,

可能表示不同的病毒感染状

态和复制的活跃程度
。

H C C只在癌旁肝组织内查见 H B V D N A
。

关位询 杂交
,

原位 , 生物素 , H BV D N A , 肝疾疖补一病理学

乙型肝炎病毒损害肝细胞的机理
,

虽进

行了许多研究
,

但尚未完全探明
。

自将吸 印

法引入乙肝病毒的研究
,

使乙肝病毒研究达

到了分子学水平
,

特别是原位杂交技术的应

用
,

更进一步使得在组织切片上直接观察和

分析病毒的定位
、

分布与细胞病变的特 点及

相互关系成为可能
,

从而有助于阐明病毒的

致病机理
。

太文用美国 E n z o B i o e h e m 公司生产的

生物素标记的 H B V D N A探针
,

在 75 例各型

肝病患者和 4 例非 乙型肝炎病毒感染者的福

尔马林固定
、

石蜡包埋的肝组织切片上
,

作

了
`

H B V D N A 原位杂 交 实 验
,

观 察 H B V

D N A 的定位及形态表现
,

获得满意结果
,

现初步报告如下
。

3 0 2医院 ( 2 3例 ) , 3
.

南京军区总医院 ( 2 6例 )
。

计
:

慢性迁延型 肝 炎 ( C P H ) 7 例
、

慢性活动型

肝炎 ( C A H ) 2 1例
、

亚急性重型肝炎 ( 5 5 ) 1 1

例
、

慢性无症状 H B s A g 携带者 ( A S C ) 21 例
、

肝

炎肝硬化 ( L C ) 3 例
、

肝硬化肝癌 ( H C C ) 12 例
,

诊断标准根据 1 9 8 4年南宁会议方案
。

全有组织学诊

断
。

肝炎病例系 2 0 8 5一 2 9 5 6年间北京 5 0 2医院和重庆

西南医院的住院患者
,

均经血清学检查确定为 H B V

感染者 , 肝癌病例系上述两医院 1 9了6~ 1 9 8 6年间住

院患者
,

其中8例经血清和 /或肝免疫组织化学证实

有H B V感染
。

H B V 无症状携带者主要从南京某部

新入伍战士中筛选
。

每例患者取肝组织一块
,

其中

尸检取材 6 例
,

手术中取材 11 例
,

经皮肝穿刺 之活

检或死后 ) 取材 58 例
。

所有肝组织均经 10 %中性福

尔马林固定
、

石蜡包埋
。

原 位杂交方 法 参阅本实验报告
。

病例来源

主要来自
: 1

.

材 料 与 方 法

7 5例慢性肝病患者和 4 例对照病例

重庆西南医院 ( 40 例 ) 护 2
。

北京

结 果

一
、

63 例各型乙型肝炎和 12 例肝硬化肝癌患者

其肝切片上显示 H BV D N A 阳 性者共 25 例
,

占

*
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33
.

53 %
。

各型肝炎的检出率见附表
。

肝切片的H B V

D N人检出率
,

在不同类型肝炎中略有不同
,

以慢性

活动型肝炎较高 (4 7
.

62 % )
,

无症状携带 者 较 低

(1 牙
.

。`% ) ,

但各组间均 无统计学意义的差异
。

附表 各型扦病 H B V D N A之检出率

诊 病例数
H B V D N A

阳性数 ( % )

2 ( 2 8
。

5 7 )

1 0 ( 4 7
。

6 2 )

4 ( 3 6
。

3 6 )

O

4 ( 1 9
。

04 )

5 ( 4 1
。

6 7 )

H B V D N A 阳性的细胞多数为形态大致正常的

肝细胞
,

少数脂肪性变的肝细胞中
,

在脂肪滴周围

也可见到阳性颗粒
。

三
、

各型肝病时H B V D N A 的定位与形态
:

各

型肝病时H B V D N A在肝切片上的定位与分布不完

全一致
。

1
.

无症状 H sB A g 携带者共检出 4 例阳性
,

其中 8 例H B V D N A分布形式为 I 型 (弥漫型 )
,

就单个细胞来看
,

阳性颗粒分布为b型 (稀疏型 )
。

有 2 例核阳性
。

另 1 例表现则与上述 3 例 明 显 不

同
,

肝细胞H B V D N A 分布呈 I 型 (局灶型 )
,

胞

浆颗粒密集 a( 型 )
,

此例乃一血清携带 H B s A g 的

肝胆管结石患者
,

肝组织有肝硬化病变
,

但临床上

始终无症状
,

肝功能亦正常
。

2
.

C P H和 C A H患者肝切片上 H B V D N A形

态与分布 相 似
,

多为 I 型
,

个别病例呈 I型或 I

型 , 就单个细胞看
,

6 例为a型
,

2 例为 b型
,

3 例

为a + b型
,

10 例同时核阳性
。

3二 5 5 患者 4 例阳性
,

全部为 I 型
,

棕黄色

粗颗粒集中在残存的
、

形态基本正常的肝细胞或新

生的肝细胞团的胞浆中
,

周围的大量炎细胞和纤维

组织等均阴性
,

对比鲜明
。

胞浆中阳性颖粒分布硫

密不一
,

有的胞浆中布满密集颗粒
,

有的则集中于

于肝细胞核的周围
,

胞浆周围部分仅有少量或甚至

没有阳性颗粒
。

4
.

H C C患者 5 例阳性
,

H B V DN A集中存在

在于癌旁基本正常的肝细胞内
,

多为 I 型
,

常在肝

包膜下的肝细胞
,

或癌组织与包膜之间被挤压成一

狭窄的肝组织索内
。

浆内 H B V D N A 可为 a型或b

型
,

3 例同时于少数肝细胞核内有H B V
.

D N A
,

12

例H C C 患者除 1例未检查癌组织
,

结果不详外
,

其余 11 例癌组织内均未见到胞浆或胞核内有 H B V

D N A
,

呈阴性反应
。

7211132112慢性迁延型肝炎

慢性活动型肝炎

亚急性重型肝炎

肝 硬 化

无症状H B , A g携带者
.

肝细胞性肝痛

7 5 2 8 ( 3 3
。

3 3 )

二
、

HBV D N A在肝切片上定位和表现形式
:

用生物素化探针原位杂交技术
,

见肝石蜡切片

上的H盯 D NA呈棕黄色粗颖粒状
,

主要分布于肝

细胞浆内
,

有时可集中于细胞核周围
。

个别细胞核

内亦可见少数浅染的棕黄色颗粒
。

阳性肝细胞在肝切片上的分布形式
,

大致有三

种表舞 I 型 (弥漫型 ) :

肝切片上全部或大多数

肝细胞内都显示有H BV D N A ,

偶尔见阴性的肝细

胞
。

本组 2 5例阳性标本中有 4 例为此型
,

占阳性标

本的 16 % , 1型 (局灶型 ) :

阳性细胞呈成簇 分

布
,

常数个
、

十数个或数十个阳性细胞成簇集中
,

同时可伴有单个散在分布的阳性细胞
,

这种表现形

式最为常见
,

在 25 例阳性标本中占2。例 ( 80 % ) ,

I 型 (散在型 ) :
阳性细胞数量较少

,

呈单个散在

分布
,

本组仅 1例 C A H患者肝切片属此型 ( 4 % )
。

肝细胞胞浆中
,

棕黄色粗颗粒状 H B V D N A

阳性物质之颗粒有大有小
,

分布亦有密有疏
,

根据颗

粒之多少及分布情况
,

可分为 a 型 (密集型 ) :

肝细

胸胸浆H BV DN A颗粒数量很多
,

以致密集成堆
,

分布于整个胞浆或集中于核周围 , b型 (稀疏型犷
:

HB V D N人颖粒数量少而稀疏
,

较均匀地分布于胞

浆内 (图 1
、

2
、

8
、

)
。

本组 H BV DN A阳性病例中有 1 7 / 2 5例 ( 68 % ,

同时于肝细胞核中存在 H BV D N A ,

但仅见于极少

少数胞浆阳性的细胞核中
。

每个阳性的细胞核中
,

仅有少数阳性颗粒
,

且染色亦较胞浆内的浅淡
,

难

以辨认 (图 4 )
。

讨 论

生物素标记探针原位杂交技术在肝石蜡

切 片上检测 H B V D N A
,

是国外近年才发展

起来的分子杂交技术
,

国内至今尚未见报导
.

它具有较好的特异性及可重复性 l()
。

本文 4

例非H B V感染的阴性对照病例检测结果为阴

性
, 3 例吸印法确认为肝内有 H BV D N A的

肝切片
,
结果为阳性

,

且经多次实验证实
,
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表明本文采用的探针及技术具有较好的特异

性及可重复性
。

原位杂交法检测 HV D B NA的阳性率
,

N e g r o 报告为 3 0 % ( 6 / 7 0例 ) ( , ) ,

R i jn t j o s
等

为 4 4
.

4 4 % ( 2 0 / 4 5例 ) (2 ) ,

本文为 3 3
.

3 3 %

( 2 5 / 7 5 例 ) ( 以上为生物素标记探针
、

石

蜡切片 )
,

而 B盯 er ll 用
“

H标记探针
、

冰冻

切片的阳性检出率为 4 4
.

4 4 % ( 8 / 1 8 例 )
,

结果基本相同
。

本文病例中包括了部分无症

状 H B s A g携带者
,

这可能是使总阳性率偏低

的一个因素
。

不论是生物素标 记的或同位素标记的探

针
,

肝切片上 H B V D N A 均呈粗颗粒状
。

同

位素标记探针放射自显影显示的粗颗粒代表

H B V 基因拷贝数
,

有人曾作过计算
:

每个

细胞内若有 2 00 个颗粒
,

则相当于至少 1 5 0。

个 H B V基因拷贝 (e)
。

从而即可根据肝切片上

细胞内显示的颗粒数量
,

估计病毒基因的含

量
,

预测病毒复制的活跃程度
。

本文用生物

素探针所显示的棕黄色粗颗粒数量可能也反

应病毒基因的含量
。

本文肝 H B V D N A的分

布状况与文献报导相似
,

主要分布在肝细胞

胞浆内
,

这种胞浆型 H B V D N A
,

有人认为

属于单股 D N A e()
,

为 D N A 复制过程的中间

物 (’)
,

也有人认为是游离型 D N A
。

总之
,

胞

浆型 H BV D N A 与病毒复制关系密切 川
。

G o w a sn 等指出
,

肝细胞胞浆内颗粒强阳性

(即密集型 )
,

表明其病毒正在 活 跃 复 制

(e)
,

而阳性细胞的分布状态也和 H B V 慢性

感染有关 (’) ,

如 阳性细胞呈灶性分布
,

代表

病毒基因由一个细胞向另一个细胞感染蔓延

的一种方式
,

即慢性 H B V 感染的一种方式
。

因此
,

分析各病例肝切片上 H BV D N A 之定

位
,

就可以粗略估计病毒感染的状态
。

分析本文有限的病例
,

可见不同类型的

乙型肝炎患者
,

肝切片上 H B V 基因的表达有

所差别
。

C H P和 C A H 时
,

多数患者阳性细

胞在肝切片上呈灶性分布
,

胞浆内 D N A 多

数亦显密集型或疏密相间型
,

仅少数为稀疏

型
,

表明这二个类型患者多为慢性 H B V 持

续感染状态
,

且多数细胞内病毒复制活跃
。

无症状 H sB A g 携带者则表现为另一种形式
,

4 例阳性者中有 3 例肝切片上 H B V 基因 信

号几乎完全相同
,

阳性细胞分布弥漫
,

但胞

浆内颗粒稀疏
,

可能表明受病毒感染的肝细

胞虽较普遍
,

但病毒复制并不活跃
。

另 1 例

携带者肝切片上 H B V D N A表现形式不同于

上述 3 例患者
,

而与C P H 或 C A H 者的形态

相似
。

此例患者肝组织已有肝硬化表现
,

实

际上不属无症状携带者范畴
。

5 5 患者肝内 H B V D N A 的表现
,

不论

阳性细胞的分布或是胞浆内病毒 含量
,

均表

明其病毒复制相当活跃
,

严重的炎 症 缓 解

后
,

仍可能处于慢性 H B V持续感染状态
。

上述所见 各型肝炎肝 H BV D N A定位与

分布的差异是否有规律性
,

因病例有限
,

尚

需积累更多资料
,

从各个角度进行观察
,

可

望得到更多启示
。

本文 12 例 H C C
,

只在 5 例患者癌 旁肝

组织中查得 H B V D N A
,

而无 1 例癌细胞内

H BV D N A 阳 性
,

这与文献报导所有不 同
,

其原因尚待进一步探求
。

(本实验承韩本立教授提供 H B V P a t h o 一

G e n o

药盒 , 张太和教授提供部分病例 , 程淑秀
、

孙枫
、

任白净同志进行技术 1办助
,

谨致衷心感谢
。

)
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St u di e s o fin s it uH yb r i diz at i on in R o ut in eP ar a f fin

b E m e d de d Li ver T i s s u e S e et i on s w it h B i ot in yl at e d

H B V D N AP r ob e s : Lo c al iz at i on an dMr oP h ol o g y

o fH B V D N A in V ar i o u sT yP e s o fi Lvr eD i s e a s e s

Li Q i fn o
.

et al (D印
r at m en t o fIn fe et io血 5D s s e a s e s

,

F i r s t T e a e h i n g H o s p i r a l
.

T h i r d M i l j t a r y M e d i e a l C o l l e g e )

T h e i n s i t u h y b r id i z a t i o n o f H B V D N A w i t h b i o t i n y l a t e d p r o b e i n f o r m a l i n 一

f i
-

x e d a n d p a r a f f主n
一 e m b e d d e d l i v e r t i s s u e s e e t i o n s w a s p e r f o r m e d a n d t h e l o e a l i z a t i o n

a n d m o r p h o l o g y o f H BV D N A i n v a r i o u s t夕p e s o f e h r o n i e l i v e r d i s e a s e s w a s o b
-

s e全v e d
.

25 。 a s e s o u t o f 7 5 ( a s y m p t o m a t i e H B s A g e a r r i e r s 4 / 2 1
, 。 h r o n i e p e r s i s t e n t

h e p a t i t i s z / 7 , e h r o n i e a e t i v e h e p a t i t i s x o / 2 1 ,

l i v e r e i r r h o s i s o / 3 , s u b a e u t e s e v e r e

h e pa t i t i s 4八 1 a n d h e p a t o e e l l u l a r e a r e i n o m a w i t h e i r r h o s i s s / 1 2 ) w e r e H B V D N A

p o s i t iv e (3 3
.

3 3 % )
.

H B V D N A i n h e p a t o e y t e s w a s d e m o n s t r a t e d a s n u m e r o u s e o a r s e

g r a i n s i n e y t o p l a s m a n d o e e a s i o n a l l y a f e w g r a i n s i n i n d i v id u a l n u e l e u s
.

T h e

d i s t r ibu t i o n o f t h e H BV D N A p o乒i t i v e h e p a t o e y t e s i n t h e s e e t i o n s w a s i n 3 f o r m s ,

i
·

e . , t il e d i f f u s e t y p e ( T y p e l
,

4 / 2 5 , 1 6 % )
,

t h e f o e a l t y p e ( T y p e 11
,

2 0 / 2 5
,

5 0 % )
,

a u d t h e s e a t t e r e d t y p e ( T y p e 1 11
, 1 / 2 5 , 4 % )

.

T h e H B V D N A g r a i n e d i n t h e

e y t o p l a s m m i g h t b e e o n d e n s e d ( T y p e a ) o r s p a r s o d ( T y p e b ) d e p 。 刀 d i n g o n t h e n u m b e r

o戈H BV D N A g r a i n s
.

T h e d i f f e r e n t d i s t r ib u t i o n p a t t e r n s a n d t h e a m o u n t o f H B V

DN A m ig h t b e a r e f l e e t i o n o f t h e r e p l i e a t i o n a e t i v i t y a n d t h e s t a t e o f i n f e e t i v i t y

o f HBV
.

H BV D N A p o s i t i v e h e p a t o e y t e s w e 全e f o u n d o n ly 10 t h e t i s s u e a d ja e e n t

t o t h e e a n e e r e e
l l

s i n
C a s e S

o f h e p a t o e e l l u l a r
C a f C i n 0 1刀 a

K e v wo
r d s :

H y b r id i z a t i o n , i n s i t u , B i o t i n ; H BV

p a t h
o

l
o g y

w i t h e i r r h o s i s
.

D N A , L i v e r d i s e a s e s
/



神经切断缝合后 4 2天
,

吻合 口纵切面
。

见新外膜
,

束膜管为一梭形结构
,

两侧向正常束膜
、

外膜移行
,

管内 ( C )再生神经组织走向较整齐
.

直达近侧端 (右 )
。

石蜡切片 H
.

E
. x 36

神经切断缝合后 42 天
,

远侧断端电镜图
。

束膜部位完整的神经小束形成
。

小束的束膜细胞

( P er i) 具有正常束膜细胞的特征
。

R N
.

再生神经单位 X 8 0 00
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血D图图

生物素标记 H B v D N A 探针在肝石腊切片上作原位杂交技术的研究

一一 各型肝病时H B V D N A 的 定位 及形态 ( 正文 见第 14 页 )

肝组织一JJ H BV D N A 呈弥漫型
,

胞浆 一伙1111 v D N A 颗位稀疏分布
。

肝组织内H BV D N A 呈灶性阳性
,

胞浆内 H B V D N A 阳性颗粒有的密集
,

有的稀疏
。

散在个别的H B V D N A 阳性细胞
。

H BV D N A 阳性的肝细胞核内亦有少数阳性颗粒 (箭头所示 )
。

曰
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月,四图图图


