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生物素标记H BV D N A探针在肝石蜡切片

上作原位杂交技术操作和经验体会

张士敏
.

李奇芬丝 朱纯吾竺 王慧芬丝

在肝组织切片上作 H BV D N A的原位杂

交实验
,

是继 S o at h er n bl ot 分子杂交方 法

(吸印法 》 之后发展起来的又一种新方法
。

原位杂交法与吸印法相比有其优点
.
首先

,

它是在肝组织切片上进行
,

不仅可观察 H BV

D N A的分布和数量等
,

还可观察 H B V D N A

与细胞病变的关系
,

这是吸印法所不及的
,

其次
,

原位杂交法所需肝组织少
,

,

而吸印法

一般需 10 m g 肝组织才能进行 (l) , 再 则
,

有

人认为原位杂交法比吸 印 法 敏 感 !()
。

H B V

D N A 探针有用同位素如
“ Z

P或
a H 标记

,

也

有用生物素标记的
。

而生物素标记的探针具

有可在普通光学显微镜下观察
,

组织切片可

长期保存
,

操作安全
,

无放射性 沾 染 等 优

点
。

虽然
,

最初人们认为其敏感性不如 同位

素标记的探针
,

但随着标记技术的改进
,

其

敏感性巳可与同位素标记探针媲美 (3)
。

我们应用 E n Z o
B i o e h e m 生产的生物 素

标记的 H B V D N A探针 (H B V P a t h o 一
G e n o

K it )
,

在福尔马林固定
、

石蜡包埋的 肝 穿

刺组织和尸检肝组织上进行原位杂交实验
,

取得了成功
。

现将我们的方法以及初步的经

验和体会介绍如下
:

原位杂交技术操作流程

. 解放军 302 医院

丝第三军医大学第一附属医院

原位杂交技术操作步骤多
,

所用试剂繁杂
,

文

献报告所用方法不甚一致
。

在实验中最大的困扰是

易于发生脱片和出现假阳性
。

我们经过反复摸索
,

采用以下操作流程
,

基本」二控制了脱片
.

并初步解

决了假阳性现象
。

1
.

载玻片预处理
:

先经洗液浸泡 , 清洗 ,

95 % 酒精浸泡 , 擦干 ) 均匀涂布玻片粘附剂 ( lS 卜

d e a d h e n s i v e ,

P a e i f i e T r a d e d S e r v i e e C o )

, 空气干燥
。

2
.

切片敷贴后
.

,

温箱 60 ℃烤片 48 h左右
。

3
。

常规脱蜡至 80 %酒精
。

4
。

去内源性过 氧 化 物 酶 ( 80 %甲醇
一 。 .

6%

H : 0 : 液
.

室温
,

2 5
’

) , P B S Z中洗
。

5
.

o
.

ZN H C I处理
,

室温
,

20
,

, P B S 冲洗
。

6
.

链霉蛋白酶 ( P r o n a s e E
,

E
.

M e r e k 公

司产品 ) 消化 ( o
.

l m g / m l
,

p H 7
.

峨
,

3了℃ , 1 0 , )
。

链霉蛋白酶应于配制后
,

室温放 置 至 少 30 m in 再

用
。

了
.

0
.

2%甘氨酸
一

PB S 液
.

p H 7 ~ 8
,

冲洗

5 、

s
,
月 %多聚甲醛

一

P B S液
,

p H 7 ~ 8
,

5
’~
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重复步骤 7
。

1 0
.

D e nl , a r d t氏液 l h , 空气干燥 ( D e n h a r d t

氏液
: i 少石F i e o l l一 0 0

,
i 萝石聚乙烯毗咯烷酮

,
1 %

牛血清白蛋白 )
。

1 1
.

明胶
一

铬明矾液 ( G C A 液
, 0

.

2 5 9 明胶于

60 ℃时 i容于 50 m l 去离子水
,

冷却后 加 铭 明矾 至

.0 5%
.

防止产生气泡 )
。

10 5 , 气干
。

1 2
.

1。。 ,石酒精脱水
。

·

1 3
.

切片放置于用 50 % 甲酸胺液湿润 之湿盒

内
,

滴加含有生物素标记 H B V DN A探针杂交混合

液
.

加盖片
.

在恒温蒸气 流 中
,

85 ℃
,

10
,
后

,

迅

速降温
.

然后移入 37 ℃
,

温箱 Z h
。

杂交混合液内含
:

50 % 甲酞胺
,

生 物 素 标 记

HB V D N A 探针 ( 5 协g / m l 》
、

10 % 葡聚搪硫酸醋
、

2 x S S C ( o
.

3 M N a C l o
.

o 3M 醋酸钠 ) 和 C a r r i e r

DN A ( 2 m g / m l )
。

1刁
.

小心地揭去盖玻片
。

1 5
.

5。% 去离子甲酸胺 液 (用 2 x S S C 配 )

1 0 , 、

室温
。

1 6
.

0
.

1% T r i t o n 一

P B S 液充分冲洗 , P B S冲

洗
。

1 7
.

链霉亲和素
一

生物素化辣根过氧化物酶复

合物
。

3 7℃
、

3 0 , 。

1 8
.

0
.

1% T r
i t o 。 一

P B S冲洗 5 ’
, P B S 冲洗

。

2 9
.

D A B ( 0
.

0 5% D A B
一

0
.

0 1% H z o : 液 ) 呈

色
.

10
`

~ 1 51
,

室温 , 自来水冲洗
。

2 0
.

苏木素复染
。

21
.

常规脱水
,

透明
,

封片
。

对照实验

(一 ) 阳性对照
:

以 3 例经吸印法证实肝组织

HBV D N A为阳性的病例
,

其肝组织切片作原位杂

交试验
,

呈阳性反应
,

这三例即确定为H B V D N A

阳性
,

每次实验
,

均以之作为阳性对照标本
。

(二 ) 阴性对照
:

1
.

空白对照
:

每份标本检测时
,

同时设一空

白对照片
,

用不含H B V DN A探针的 50 % 甲酸胺
,

2 x S S C和 10 %葡聚糖硫酸醋溶液代替杂交液
。

空

白对照必须是阴性
,

实验结果方判为有效
。

2
.

非H B V感染的肝组织对照
:

包括正常肝 1

例 (意外死亡的健康成人 )
,

非肝病 患者 的 肝 2

例
,

以及 1 例病理诊断为亚急性重型肝炎
,

但血清

学和免疫组化均无任何 H B V 标志物阳性者的肝 组

织
,

结果均为阴性
。

(三 ) 阳性标本经 DN A 酶消化后
,

再进行杂

交
,

杂交信
一

号显著减弱 , 经 R N A 酶消化后
,

杂交

信号也有减弱
。

结 果 匀 体 会

1
.

结果判断
:
切片由两位观察者分别

观察
。

每例标本只有当空白对照实验为阴性

时方为有效
。

同一检测标本
,

在 一次以上的

实验观察到一致的阳性结果 方 定 为 H B V

D N A阳性标本
。

生物素标记探针
,

经 D A B呈

色后
,

H BV D N A 呈棕黄色粗大颗粒 (参照

文献 6 ,

图 1 ~ 4 )
. 。

2
。

呈棕黄色粗颗粒的H B V D N A
,

主

要见于胞浆
,

胞核阳性少见
,

而且
,

染色较

浅
。

我们企图以延长杂交时间 (从 Z h 延 至

4 8 h ) 来提高核阳性细胞数
,

但未获 成 功
。

延长杂交时间未见核阳性细胞增多
。

3
。

原位杂交实验
,

组织切片必须经蛋

白酶消化
,

而且
,

操作步骤繁复
,

并要求反

复冲洗
,

保持洁净
。

因而
,

在操作过程中很

容易发生组织片脱落现象
,

成为原位杂交技

术中的重要 困扰之一
,

因此
,

防止脱片是进

行原位杂交实验的首要保证
。

我们曾试用明

胶
、

乳胶等数种粘贴方法
,

最后选用了玻片

粘附剂
,

可达到防止脱片的 目 的
。

但 要 注

意
:

玻片一定要清洗干净
,

粘附剂涂布厚度

要适中
,

过厚将影响染色
,

过薄则易产生脱

片
。

4
.

有人报告在杂交前用 D
e n h ar dt 氏液

和 G C A 液处理切片
,

可减少同位素标记 探

针非特异性结合和减低背景 (4)
。

我们采用此
,

发现对生物素标记探针的背 景 亦 有 改法善

5
。

我们通过反复试验后发现
,
甲酞胺

是产生假 阳性的重要因素
。

这与 L a w er cn
e
和

is n ge r
的结果相符

,

他们认为甲酞胺主要影

响背景 (。 )
。

6
.

在 85 ℃蒸气浴中进行杂交时
,

切片
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上易于凝集水珠
,

这可使杂交液 的 浓 度 和

p H 值发生改变
。

我们除了在滴加杂交 液 后

加盖盖玻片外
,

并将切片放入铝盒中
,

密封

后
,

再将铝盒放入蒸气浴中
,

防止 了水汽凝

集
,

取得 了良好效果
。

7
.

原位杂交实验出现假阳性
,

这是实

验中遇到的最大 困扰
。

我们经反复摸索
,

体

会到试剂纯
、

缓冲液及各种配制液体 p H 的

准确和所用主要试剂必须新鲜配制
,

这三点

是保证防止假阳性出现的重要条件
。
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冷冻治疗鼻屺的技术改进

李伯贞 贺晓宁 裴 文 (第一附属医院 耳鼻喉科 )

自1 9 8 2年以来
,

我科在门诊应用液氮冷

冻治疗鼻帆 79 例
,

由于在冷冻技术上加以改

进
,

收到较满意的治疗效果
。

现报道如下
:

冷冻治疗鼻中隔易出血区反复鼻此的病例优于

手术治疗
。

冷冻治疗简便易行
,

病人不仅可随到随

做治疗
,

而且痛苦少
,

疗效好
。

但由于液氮冷冻探

头多为圆杆状
,

与鼻中隔易出血区粘膜 接 触 面 很

小
,

而鼻中隔易出血区粘膜下即是软骨和骨
,

当冷

冻探头接触粘膜后难于固定
,

若稍一滑动即可造成

粘膜损伤出血
。

为此
,

作者在冷冻区先放一块团形

直径约 1 c m
,

厚约 1 tn m的小棉片
,

这样可使冷冻

探头易于固定 (见图 )
。

这一方法上的改进提高了

冷冻效果
。

一般冷冻 40 至 905 为宜
。

在 79 例中
,

冷

冻一次鼻屺痊愈者八例 ( 8 9
.

9 % )
,

二次痊愈 者 6

例 ( .7 6% )
,

三次痊愈者 2 例 ( .2 5 % )
。

经一 至

一年半随访结果
,

治愈率达 96 %
。

个别复发者可随

时再冷冻治泞
,

疗效亦佳
。
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大白鼠肝线粒体细胞色素定最

董 燕 王松宝 陈宗荣 (卫防系 防原医学教研室 )

JN W i l l i
a o s

J
r于 1 9 e 4年报道了用差分

光谱法测定鼠肝线粒体细胞 色 素 含量 l()
,

并用回收实验证实了方法的可靠性
。

由于此

法不需特殊仪器和试剂
,

且能同时定量四种

图注
:

白色圆形区为小棉片
,

覆盖在易出血区

表面
,

棉片之上为冷冻探头
。

细胞色素 成 份 a(
、

b
、 c 、

C ,
)

,

所以直至

近年
,

国外仍不断有人沿用此法
,

但国内尚

少见报道
。

我们在应用原法的基础上
,

对于测定的


