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介绍一种不加盖玻片的核酸原位杂交改良法

吴惠茜 邵建永 林汉良

(病理学教研室 )

提 要 核酸原位杂交程序中探针和靶基因的加热变性和杂交为整个程序 中最重要的环节
,

目前国

内外最常用的方法是在切片上滴加 D N A探针溶液后用盖玻片复盖组织
,

并加胶泥或其他封固剂封闭玻

片四周
,

变性杂交后需拆除盖玻片
,

这一操作过程易损坏组织切片或出现千片
、

脱片
。

作者针对 上 述

情况
,

对传统的核酸原位杂交方法中的部分程序加以改良
,

采用不加盖玻片直接在蒸汽中变性 方 法
,

经多次实验证明此方法稳定
、

可靠
、

简便
,

结果满意
。
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核酸原位杂交技术作为分子病理学的一种

新方法
,

近年来得到广泛的开展和应用
,

不但

可应用于冰冻切片
,

而且可应用于石蜡切片
。

核酸原位杂交程序主要有 3 个步骤
:

①切片组

织内靶基因的暴露
; ②核酸探针和靶基因的加

热变性和杂交 , ③杂交后检测显色
。

其中第二

步骤为整个程序中最重要的环节
,

为 了 保 证

D N A 探针和靶基因的充分变性和杂 交
,

目 前

国内外常用的方法是在切片上滴加 D N A 探针

溶液后用盖玻片复盖组织
,

并用胶泥或其他封

固剂封闭四周
,

然后将切片加热变性
,

再移入

37 ℃温箱内杂交
,

杂交后需拆除盖玻片转入检

测显色步骤
。

封固及拆除盖玻片 过 程 不 仅繁

琐
、

费时
,

操作失误还可能会损坏组织切片或

出现脱片
。

作者对传统的原位杂交中的部分程

序加以改良
,

采用不加盖玻片的方法进行杂交

变性
,

经 1
一

年 来多次实验证明此方法稳定
、

简

便
、

结果良好
。

材 料 与 方 法

材 料 ①生物素标记的广谱 H P V - D N A

杂交试剂盒 ( D A K O K 6 0 2 )
。

②H p V 原位杂
`

交试剂盒和 H P v一N A 探针试 剂 盒 ( 生物素

标记 ) 均为美国 L i fe T e c il n o 1O g i e S I n c
产品

。
、

③蛋 白酶 B P ( 江苏无锡酶制品厂 )
。

④37 ℃
,

4 8℃
, 1 0 0℃水浴箱各 1个

。

原位杂交操作步骤 ①常规石蜡切片
,

60

℃烘片 3 0一 6 0 m i n ; ②二 甲苯脱蜡 5 m i n Z 次 ;

③无水酒精洗 1 m in Z 次 ; ④ 95 %酒精洗 1 m in

2 次渗 ⑤蒸馏水洗 3 m in ; ⑥。
.

01 %蛋白酶 B P

消化组织片 1 0一 1 5 m i n ; ⑦ T sB 洗 5 m i n ; ⑧

在切片上滴 加 D N A 探针溶液
,

将 切 片 放 置

在一个密闭的容器内 ( 图 1 )
。

容器底部应预

先加入适量水并加热 至 1 00 ℃
。

盖 紧 容 器 外

盖
,

继续加热使水煮沸
,

让切片在饱和蒸气浴

中加热变性 5 m i n ; ⑨变性完毕将切片移入 37

℃温箱内杂 交 l h ; LBT S 洗 s m i n ; @ 切 片

放入预热 48 ℃的洗 涤 液 中 30 m in , L TBS 洗
5 im n , L加入碱性磷酸酶标记的链菌素 (s tr 卜

P a v i d i n a lk a l i n e Ph o s Ph a t a s e e o n ju g a et d ) 溶

液
,

室温孵 育 20 m in ; L T B S 洗 s m in ; L滴

入 B C IP / N BT ( 5一澳
一 4 氯一 3一叫垛磷酸 盐和氮

蓝四噢混合液 ) 室温暗处显色 10 一 60 m i玛 L

蒸溜水洗 s m i n ; LO
。

1%核固红 复染 切片 5

m in ; L酒精脱水
,

中性树胶封 片
。

结 果 与 讨 论

核酸原位杂交阳性反应为靶基因存在的部
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A M O D I F I E D M E T H O D F O R H Y B R I D I Z A T I O N I N S I T U

W
u H u i x i S h a o J i a n y o n g L i n H a n li a n g

( D e Pa r tm e n t o f P a t h o lo s y )

T h e m o s t c r i t i e a l s te P i n t h e P r o e ed u r e o f h y b r i d i z a t i o n 玄此 s i t u 15 de n a t u r a t i o n b y t h e eh
a -

t i n g a n d h y b r i di z a t i o n a fo t h e P r o be a n d t h e ta r g e t s e n e
.

T h e e o n v e n ti o n a l m e tho d f o r d e n a t u r
-

a t i o n i n e l u des e o ev r i n g teh P r o b e s o l u t i o n w i t h a e o v e r s li P
,

t h e ed g e o f w h i e h 15 s e a l e d b y e l a y

o r o t h e r a d he
s i v e ,

a n d t h e n h e a t e d
.

T h e t i s s u e s ec t i o n s a r e o f t e n d乒m a g e d
,

d r i e d o r d i s l o
·

g e d i n t h e P r o e ess
o f t h i s s t e P

.

I n t h i s P a P e r a m o d i f ied m e t h o d fo r t h e s t e P o f d e n a -

t u r a t i o n o f h y b r i d i z a t i o n 玄玲 s玄t u 15 i n t r od
u e ed

.

T h e Por b e so l u t i o n 15 d i r ec t l y h ea t e d i n a

s t e a m b a t h w i t h n o e o v e sr l iP
.

T h e m o d i f i e d m e t h o d 15 s t a b l e
, s im P l e

, a n d r e l i a b l e
, a n d t h e

e f f e e t 15 s a t i s f a e t o r y i n o u r e x ep r i e n e e s
.

K e y w o r d s n u e l e a r a e id : h y b r id i z a t i o n 畜n s玄t u : h u m a n P a P i l l o m a v i r u s
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中澳脊柱外科研讨会暨讲习班在孙逸仙纪念医院举行

T o or de 和 T ur en s 两位澳大利亚脊柱外 科专家从
1 9 9 3年 2 月 13 日至 3 月 1 1日来孙逸仙纪念医院进行了

为期约 1 个月的学术交流
。

在此期间与我省脊柱外科

专家及来自各地医院的50 多位医生举行了研讨会及一

系列的讲座
。

与会澳大利亚专家 示 范了 C 一D 棒 与

iz el ke 链矫治脊柱侧弯的新技术
。

C 一 D 棒是 由法国

医生 C o t r e l和 D u b o u s s e t 所发明
。

自1 05 4年发表了他

们的论文之后
,

引起了骨科界的极大反响
。

这一技术

的优点是能够矫正脊柱侧弯的三维畸形
,

而且固定牢

固
,

病人术后 1周就可 以下床活动
。

过去 常 规 应 用

H ar r in ot n 或 L uq u e棒都只能矫正脊柱弯的一维或两维

畸形
。

病人术后要求 1 ~ 3 个月的卧床休息及带支架

下床活动
。

C 一 D 棒技术无疑 比H ar ir gn ot n 和L uq ue 棒

都有明显的优点
。

但是
,

由于 C 一 D 棒技 术 操 作 困

难
,

手术器械又昂贵
,
国内只有北京

、

上海等少数医

院开展这一手术
。

这次澳洲专家来访
,

首次在我省开

展此项手术
。

从已手术的 10 多例患者近期结果观察
,

此手术效果令人满意
。

Z ie lk e 链 是 70 年 代末发展起

来的前路矫正脊柱侧弯技术
。

目前应用 iz el ke 加 C 一

D 技术能更有效地矫正脊柱侧弯
。

本次中澳脊柱外科

研 讨会暨讲习班取得了圆满的成功
,

这与医大领导 的

重视和医院各级人员的努力工作是分不开 的
,

它将推

动我院
、

我省脊柱外科的迅速发展
。

( 刘尚礼 )


