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摘　要　为定位分析石蜡包埋肝组织中微量 HCV RN A, 改良建立了原位 PCR检测技术 ,并对 17例丙型

肝炎相关的肝细胞癌患者癌组织和癌周肝组织石蜡包埋切片进行检测。 结果显示:该技术的特异性可靠 ,敏感

性高于原位杂交法 ;两种组织切片 HCV RN A阳性率分别为 41. 2%和 70. 6% ,阳性信号主要呈胞浆型分布 ;在

癌细胞中核型和核膜型分布比例较癌周肝组织明显增高 ,提示 HCV可能与宿主细胞基因存在着相互作用。
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　　组织中潜伏病毒和低拷贝病毒的定位检出 ,在

发病机理研究中具有重要价值 ,原位杂交需 20个拷

贝以上的靶基因存在才能检出的低敏感性极大地限

制它在这一领域的应用 [1]。 丙型肝炎病毒 ( HCV )为

低拷贝病毒 ,肝癌组织中含量更少。 由于检出困难 ,

HCV在肝癌组织中的定位、分布 ,病毒的致癌机理

尚未阐明 ,积累的资料甚少。 针对这种情况 ,我们改

良建立了用原位聚合酶链反应 ( PCR)定位检测肝癌组

织中 HCV RN A的方法 ,取得了满意结果 ,报道如下。

1　材料和方法

1. 1　研究对象

17例血清 HCV标记物阳性的肝细胞癌 ( HCC)

患者为本校各附属医院 1992～ 1995年的住院病人 ,

手术后病理检查确诊。 男 15例 ,女 2例 ,平均年龄

( 48. 9± 10. 6)岁。 均经血清学抗 -HCV和 /或 HCV

RN A检测为阳性 (抗 -HCV阳性 13例 , HCV RNA

阳性 10例 ,双阳性 6例 ) ,检测方法同前文报道 [2]。

对照分为两类:① HCV标记物阳性的丙型肝炎

肝穿标本 15例 (其中抗 HCV 阳性 12例 , HCV

RN A阳性 11例 ,双阳性 8例 )。 ② HCV标志阴性

组 ,含血清 HBsAg和 HBV DN A阳性而 HCV标志

物阴性的 HCC患者 5例 ,以及 HCV、 HBV标志均

阴性的尸检肝组织 5例。

1. 2　标本制备

HCC组织标本于手术时取得 ,丙型肝炎组织标

本为肝穿活检标本 ,均以 4%中性缓冲多聚甲醛固

定 ,常规石蜡包埋切片 ,片厚 5μm,贴于 3-氨丙基三

乙氧基硅烷 ( APES)处理的载片上 , 60℃烘片 3 h,

4℃冰箱短期保存待检。

1. 3　试剂和仪器

HCV引物位于 5’ 非编码区 , SP1为正义引物 ,

SP2为反义引物 ,其核苷酸位置和序列同前文 [2 ]报

道。 AMV逆转录酶、 dN TPs均为 Life Technolog ies

公司产品 ; Taq DNA聚合酶、 DNaseⅠ ( RNase

fr ee) ,标记物地高辛 ( Dig-11-dU TP)及其检测试剂

盒为 Boehringe r Mannheim公司产品 ; M J/PTC-100

型热循环仪及原位 PCR扩增载板为 M J Research

公司产品。

1. 4　实验方法

1. 4. 1　原位 PCR　按 Lau[3 ]方法改良建立: ①石蜡

切片常规脱蜡入水 , 20μg /m L蛋白酶 K 37℃消化

10 min, 4%多聚甲醛再固定 ,二乙基焦碳酸酯

( DEPC)处理的 PBS洗涤 ,甩干后在 37℃湿盒中用

DNaseⅠ ( 1 U /mL )消化过夜。 ②逆转录 ,反应体积

20μL,含 10 mmol /L Tris-HCl, pH 8. 3, KCl 50 mmol /L,

MgCl2 4 mmol / L, dNT P 0. 2 mmo l /L。引物 SP1 20

pmol /L, RNasin 2 U /μL, AMV逆转录酶 15 U。逆

转录条件为 42℃ 30 min;甩弃逆转录反应液后进行

PCR反应。 ③ PCR,反应体积 50μL ,含 10 mmol /L

T ris-HCl, p H 8. 3, KCl 50 mmol /L , MgCl2 4. 5

mmo l /L , 引物 SP1、 SP2各 20 pmol / L, dN TPs 0.

2 mmo l / L,其中 7%的 dT TP由 Dig-11-dU TP取

代 , T aq酶 2 U ,加盖硅化盖玻片 ,指甲油密封。热循
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环条件为: 首先 94℃ 3 min,之后按 94℃ 45 s, 55℃

90 s, 72℃ 90 s,共 25个循环后 72℃延伸 5 min。④

显示 ,原位扩增后洗片、封闭、 Anti-Dig-AP亲和、再

洗片 , NBT-BCIP显色均按检测试剂盒说明书操作 ,

显色良好后水洗中止反应 ,封片镜检。

1. 4. 2　方法学对照实验　采用原位杂交方法 ,

cDN A探针长 221 bp,位于 HCV 5’端 NC区 ,地高

辛标记 ,由北京市肝炎研究所提供 ,按常规方法操作。

2　结　果

2. 1　方法的特异性

经设置下列对照: ①正常肝组织和单纯 HBV标

志阳性的肝组织各 5份 ;② RN A酶 37℃消化 1 h;

③人乳头瘤病毒 ( HPV 16)特异性引物替代 HCV引

物 ;④省略逆转录酶 ;⑤省略 Dig-11-dU TP。 正常肝

组织和单纯 HBV标志阳性的肝组织均未发现阳性

信号 ,以阳性肝组织的连续切片经②～ ⑤处理后亦

未见阳性信号 (图 1)。 表明本研究所建立的原位

PCR方法特异性可靠。

图 1　血清抗 HCV、 HCV RNA均阴性的对照肝组织

未见阳性信号　× 200

2. 2　方法的敏感性

用原位 PCR法检测了 17例肝癌组织和癌周肝

组织中的 HCV RN A,其中 10例用原位杂交法进行

了对照检测 ,结果见表 1。可见原位 PCR法的检测敏

感性高于原位杂交法。阳性信号的定位、分布则两种

方法相似。

表 1　原位 PCR和原位杂交对 HCV RNA检出率的比较

原位 PCR

例数阳性数 阳性率 (% )

原位杂交

例数 阳性数 阳性率 (% )

肝癌组织 17 　 7 　41. 2 10 2 　 20. 0

癌周组织 17 12 70. 61) 10 3 30. 01)

　　 1)i2 = 4. 20　 P < 0. 05

2. 3　肝组织中 HCV RNA检出率和分布

用原位 PCR检测 49份组织标本 ,显示 HCV基

因阳性信号的有 30份 ,其中肝癌组织阳性率为

41. 2% ( 7 /17) ,癌周肝组织阳性率为 70. 6% ( 12 /

17) ,丙型肝炎肝组织阳性率为 73. 3% ( 11 /15) ,以

不同的阳性细胞百分率表示阳性信号强度 ,各类组

织中 HCV RNA检测情况见表 2。 HCV RN A阳性

细胞以散在、 3～ 5个成簇分布为主 ,少数为弥漫性

分布 (图 2、图 4)。阳性信号为紫蓝色 ,呈块状 (图 2)

或颗粒网状 (图 3、 4)。 在癌周肝组织和肝炎肝组织

中 ,阳性信号主要定位于肝细胞浆 (图 2) ,绕核呈弧

形分布的核膜型亦较多见 ,位于细胞核内的核型分

布则偶见。在肝癌组织中 ,阳性信号仍以胞浆型分布

为主 (图 3) ,但核型、核膜型分布的比较较癌周肝组

织明显增高 ,在 7例 HCV RNA阳性的肝癌组织中 ,

4例见到核型、核膜型分布。

表 2　 HCC和肝炎组织中 HCV RN A原位

扩增检出情况　 (例数 )

例数
HCV　 RNA

- +    

肝癌组织 17 　 10 6 1 0 0

癌周组织 17 5 7 3 2 0

肝炎组织 15 4 7 3 1 0

　　阳性分级: - 未检出 ; + < 5% ; 5～ 25% ; 26～
50% ; > 50%

图 2　癌周肝组织 ,原位 PC R见 HCV阳性细胞
呈簇状分布 ,阳性信号位于胞浆内　× 400

图 3　肝癌组织 ,原位 PCR中的 HCV阳性信号
主要定位于胞浆内　× 400
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图 4　肝癌组织核型、核膜型阳性信号

× 400

3　讨　论

原位 PCR是近年来出现的一项新技术 ,它把常

规 PC R的高度敏感性和原位杂交的细胞定位性结

合起来 ,在组织切片或细胞涂片上定位显示微量靶

基因。 我们在研究中证实 ,肝癌组织中微量的 HCV

RN A能够可靠地在石蜡包埋切片中定位检出。这一

方法为潜伏病毒和低复制病毒的定位研究提供了有

力手段。

与常规 PCR相比较 ,原位 PCR在技术操作上

复杂得多 ,在模板处理、扩增载体和阳性产物的显示

等主要环节上差别明显: 原位 PCR不需抽提模板 ,

避免了抽提过程的损失和靶基因被阴性细胞基因所

稀释 ,但需要全套病理切片处理技术 ,玻片应特殊处

理 ,以防在苛刻的热循环和洗涤过程中脱片 ,适当消

化应给予特别注意 ,过度消化破坏形态学结构 ,消化

不足又导致待测 RN A暴露不足。 我们体会定下消

化时间后 (如 10 min) ,用不同的蛋白酶 K浓度进行

预消化 ,以确定每批标本的最佳条件是一种较好的

选择 ;用 DNase预处理切片可明显降低背景 ,提高

检出率 ;原位 PCR的逆转录和扩增反应均在切片上

进行 ,较高的镁离子浓度是必须的 ,通常较常规

PCR高出 1倍以上 ,这可能和某些组织位点结合镁

离子而使其在反应液中的浓度下降有关 ; PCR循环

数宜适度减少 ,循环过多 ,扩增产物溢出细胞外 ,导

致非特异性背景并使阳性细胞连成块状 ,造成计数

困难 ,循环数偏少则阳性信号浅 ,敏感性下降。 我们

体会以 20～ 25次左右为宜 ;地高辛素是扩增时掺入

的信号分子 ,敏感性与同位素相似 ,又避免了生物素

作为标记物时组织切片中内源性生物素的干扰。 尚

可通过控制 Dig-11-dUT P与 dT TP的比例控制适

当的掺入量 ,以获得理想结果 ,这一比例以 1∶ 15较

佳。原位 PCR的阳性信号需在显微镜下细胞轮廓内

观察并计数 ,这种特点使得污染引起的假阳性易于

识别和排除。

采用原位 PCR技术 , HCV RN A在不同肝病组

织中的检出率分别为癌周肝组织 70. 6% ,肝癌组织

41. 2% ,肝炎肝组织 73. 3%。其中血清 HCV标记物

双阳性的 HCC患者癌周肝组织和肝炎患者肝组织 ,

HCV RNA检测全部阳性。 这一结果高于 Lau等 [3]

报道 66. 6% ( 4 /6)的检出率 ,可能与 Lau等采用的

循环数偏少有关。 而采用原位杂交法检测丙型肝炎

肝组织中 HCV RN A,王福生等 [4]报道检出率为 45.

8% ,表明原位 PCR的检出灵敏度较原位杂交明显

为高。 本研究中同时进行的原位杂交对照实验亦证

实两种方法的阳性检出率存在显著差异 ,以原位

PCR法为优。

研究 HCV基因在细胞内的定位分布有助于阐

明 HCV的生物学特性和致病、致癌机理。我们检测

的 32例 49份肝组织标本 ,来自 17例肝癌患者和 15

例肝炎患者 ,他们均为血清抗 -HCV 和 (或 ) HCV

RN A阳性 ,原位 PCR结果显示 , HCV RNA主要定

位于肝细胞胞浆 ,这与 Neg ro[5 ]、 Lau[3 ]等的研究基

本一致 ,表明 HCV 主要在肝细胞胞浆内存在和复

制。但在肝癌细胞 ,我们发现核型和核膜型分布比例

较癌周肝组织明显增高 ,显示 HCV可能进入核内 ,

这是否提示 HCV与宿主细胞基因组存在相互作

用 ,与 HCV的致癌机理有关 ,有待深入研究。
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DETECTION ON HCV RNA IN PARAFFIN-EMBEDDED

LIVER TISSUES BY IN S I TU

POLYMERASE CHAIN REACTION

Zhou Yuanping1　 Peng Wenwei1　 Yao Jilu1　 Zhang Zhig ang2　 Luo Guanghan3　 Deng Zhide1　 Gu Xiuhua1

( 1 Departmen t of Infectious Dis eases, 2 Path ology, Thi rd Af fi liated Hospital, Sun Yat-sen University of Medical Sciences,

Guangzhou , 510630, 3 Departmen t of Infectious Dis eases, Guangxi M edical Univ ersi ty, Nanning, 530027)

In o rder to localize a trace of HCV RNA in tissue sections from patients with hepatocellular carcinoma ( HCC) , a

technique of in situ polymerase chain reaction w as dev eloped and car ried o ut in paraffin embedded sections of

cancero us and pericancerous liver tissues fr om 17 HCC patients. The results showed that the specificity of the

technique was satisfacto ry. The positiv e rates of HCV RNA in sections of cancero us and pericancerous liver tissues

were 41. 2% and 70. 6% respectiv ely. The po sitiv e sig nals mainly localized in cytoplasm. But in cancerous tissues,

the positiv e sig nals in nuclei and nuclear membrane were significantly increased. These results further suppo rt the

association betw een HCC and HCV infection and suggest the interaction betw een HCV gene and host genome.

Subject headings　　 polymerase chain reactio n /methods; hepatitis C virus /genetics; liver neoplasms /genetics

·新成果·

幽门螺杆菌及其相关性疾病系列研究

课题负责　胡品津

(中山医科大学附属第一医院消化内科 ; 广州 , 510080)

该成果以幽门螺杆菌 ( HP)各种检测手段的建立和完善为起点 ,幽门螺杆菌与胃癌关系的流行病学研究

为重点 ,进而开展 HP治疗上的临床研究和免疫预防的动物实验。 该系列研究包括:①引进并改良 14 C -尿素

呼气试验 ,并进一步将该试验与血清学结合用于疗效监测和随访。 ②在中国各年龄组普通人群中进行 HP流

行病学调查 ,明确提出 5岁以内儿童是获得 HP感染的关键年龄。 ③对 HP与胃癌关系的系列研究包括胃癌

HP检出率的病例对照研究 ,胃癌高低发区人群胃镜及血清学调查、胃癌高低发区连续胃镜病例 HP相关性胃

炎模式分析等。④提出高效安全的小剂量三联疗法根除 HP方案及其它疗法。⑤首次报道 HP可免疫预防 ,阐

明了主要机制 ,证明口服疫苗可取得高效持久免疫力。该研究为 HP的诊断、治疗和预防提供了切实可行的新

方法 ,具有重要理论意义和实用价值。 1996年获广东省科技进步二等奖。

(陈丽芳 )
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