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丙型肝炎病毒抗原的免疫组化

检测及方法学探讨
硕“

张立伐② 彭文伟 姚集鲁 江元森

(中山医科大学附属第三医院传染病科
;
广州

,
5 1 0 6 3的

提 要 采用丙型肝炎病毒 ( H C V ) E 区
、

C 区
、

N S :

区单克隆及多克隆抗体以及丙型肝炎患者血清及血清

中 I g G 抗体作为特异性第一抗体
,

分别应用 L S A B
、

改良 P A P 及直接酶标法对 65 例丙型肝炎患者肝组织冰冻

及石蜡包埋标本进行 H C v 抗原检测
,

其中以 N s
3

区抗体
、

L S A B 法的检测结果较为理想 (检出率 27
.

7% ~

29
.

2写 )
。

H C V 抗原呈肝细胞胞浆弥漫型
、

胞核型及胞浆类包涵体型表达
.

阳性肝细胞多呈单个散在分布
。

急

性丙型肝炎比慢性丙型肝炎的 H C V 抗原检出率更高且抗原颗粒的分布与病理损伤呈正相关
,

炎症区浸润的淋

巴细胞中可见阳性颗粒 ,而慢性丙型肝炎肝组织中 H CV 抗原与病理损伤无明显关联 ;支持急性丙型肝炎的肝

细胞损伤由病毒的直接作用及免疫攻击协同所致
,

而慢性丙型肝炎则以免疫反应引起肝细胞持续损伤为主
。

胞

浆弥漫型 H C V 抗原表达是急性或活动性病变时的主要表达形式
,

而胞核型 H C V 抗原表达多见于病变静止期
。

主题词 丙型肝炎病毒
;
抗原

,

病毒 /分析 ; 免疫组织化学
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.

6 3

丙型病毒性肝炎因其较高的发病率以及

慢性化倾向
,

正 日益受到各国学者的重视并

对其开展了多方面的研究
。

但是
,

有关组织中

H C V 抗原检测的研究报道甚少
,

较早的研究

认为
,

H CV 抗原在肝细胞中含量很低
,

一般

不 易检出 1[]
。

此 外
,

木易获得 特异 敏感的

H C V 抗体也是免疫组化检测较难得到 H C V

抗原理想显示的重要原因
。

近年的一些研究

报道大多使用感染动物或患者的血清以及多

克隆抗体
,

其特异性受到局限
。

H C V 抗原在

肝 内的分布状况以及与病理损伤的关系尚未

充分阐明
。

本文使用包括单克隆抗体在 内的

多种 H C V 抗体
,

应 用不同的免疫组化检测

技术
,

分别检测 65 例丙型肝炎患者的冰冻及

石蜡包埋双份肝组织标本
,

以期阐明肝组织

中 H C V 抗原的表达 状况
,

探讨较为理想的

H C V 抗原免疫组化检测方法
。

1 材料和方法

1
.

1 病例及标本

全部肝组织标本采 自中山医科大学附属

第三 医院传染病科 1 9 9 1年 10 月至 1 9 9 4 年

4 月丙型肝炎住院患者
,

共 65 例
。

其中急性

丙型肝炎 n 例
,

慢性丙型肝炎 54 例
。

临床及

病原学诊断均参照 19 9。 年上海全国肝炎会

议修订标准
。

全部病例均曾接受输注血液或

血制品治疗
,

且 血液抗
一

H C V 及 H C V
一

R N A

均阳性
。

经皮穿刺取得肝组织后
,

同一标本一

部分不做任何固定
,

立即以冰冻组织包埋剂

包埋后置液氮中保存
,

检测前取出做 5拌m 厚

冰冻切 片
,

余肝组织 以 10 纬甲醛 固定
、

常规

石蜡包埋
、

切片
。

1
.

2 抗体及试剂

特异性第 一 抗体包 括
:

①高效价 抗
-

H c v
一

l g G 患者血清
;
该例患者经仔细筛选

、

排除其他各型肝 炎病毒
、

E p s t e i n
一

B a r r
病毒

及巨细胞病毒感染
。

②上述病例患者血清经

盐析及 D E A E
一 s e p h a d e x A

一

5 0 层析后获得的

美国 中华医学基金会 (C M B) 资助课题
;

第一作者
, 19 6 1 年出生

,

男
,

博士研究生
,

主治医师

①②
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Ig G ;
部分产物以辣根过氧化物酶 ( H R P ) 标

记
,

供直接酶标及改 良 P A P 法检测时使用
。

由本科病毒性肝炎研究室制备
。

③H C V C 区
/

单克隆抗体
; ④ H C V E 区抗体

;
由丙型肝炎

患者血清经亲和层析后获得
。

⑤ H C v N S
3

区

多克隆抗体
;
由 N S

:

区重组抗原免疫小鼠后

获得
。

⑧ H CV N S
3

区 单 克隆 抗体
;
美 国

B io n ik e s
公司产品

。

以上③
、

④
、

⑤
、

⑥ 4 种抗

体均由中国预防医学科学院病毒学研究所惠

赠
。

P A P 试剂盒及单克隆抗
一

H B
s

购自同济

医科大学临床免疫研究室
,

L S A B (标记链亲

和素
一

生物素 )试剂盒购自 D A K O 公司
。

1
.

3 免疫组化检测方法

1
.

3
.

1 直接晦标 法 石蜡切片常规脱蜡入

水
,

0
.

3 % H
Z
O

:

甲醇 液 阻断 Z o m i n
,

水洗
,

o一%胰酶液 3 7 ℃消化 Zo m i n
,

P B S 洗
,

正常

人血清 ( 1 :
2 0 稀释 ) 3 7 6C 作用 2 0m i n

,

倾去

多余血清
,

加人抗
一

H c v
一

Ig G
一

H R P 4 ℃过夜
,

D A B 显色
。

冰冻标本切片后空气干燥 Zh
,

冷

丙 酮 固 定 5一 10 5
,

3% H
Z
O

:

水溶 液 阻 断

Z o im
n ,

水洗
,

正常人血清作用 Z o m in 后同上

述石蜡标本检测步骤
。

1
.

3
.

2 改 良 P A P 法 参照郝连杰等 2[] 报道

的染色步骤
,

同前述直接酶标法至加正常人

血清 孵育 后
,

加 H R P 标记 的 人 抗
一

H C V
-

Ig G
, 4 ,C过夜

,

P B S 洗
,

兔抗 H R P s 7℃孵育

l h
,

P B S 洗
,

羊抗兔 Ig G 3 7℃孵 育 l h
,

P B S

洗
,

兔 P A P 3 7℃孵 育 l h
,

P B S 洗后 D A B 显

色
。

.1 .3 4 L SA B 法 同前述直接酶标法至胰

酶液消化后 (冰冻切片仅需 3% H
:
O

:

水溶液

阻断内源性过氧化物酶 )
,

分别加前述 6 种特

异性 H C V 抗体
,

4℃过夜
。

若为人血清或其

制备物
,

续以兔或小鼠抗人 Ig G 搭桥 ( L s A B

试剂盒要求第一抗体为兔或鼠抗体 )
,

其余步

骤按 D A K O L S A B 试剂盒说明进行
,

D A B

或 A E C 显色
。

上述各检测方法 中
,

为得到各抗体的最

佳稀释度
,

特异性第一抗体均作 3一 4 次梯度

稀释
,

需使用第二或 /及第三抗体时
,

作方阵

滴定
。

阴性对照
:

采用①无关抗体 (抗
一

H B
s 、

羊

抗人 Ig G )或 P B S 替代第一抗体
; ②略去第

一抗体孵育步骤
;③阻滞试验 (直接酶标法

时 ) ;④正常肝组织对照
。

2 结 果

2
.

1 肝组织内 H C V 抗原检出情况

应用各种不 同 H C V 抗体
、

检测方法及

标本制作所得到的组织中 H CV 抗原检出率

见附表
。

附表 “ 例丙型肝炎患者肝组织中 H CV 抗原的检出率 例数 ( % )

冰 冻 标 本 石 蜡 标 本
第一抗体种类

冰 冻 标 本 石 蜡 标 本

D E P A P D E P A P

P S

P S 址G

E L P S l g G

H C V
一

E

H CV
一

C
一

M

H CV
一

N S 3一 P

H CV
一

N S
a一

M

1 1 ( 1 6
.

9 )

1 0 ( 1 5
.

4 )

1 0 ( 1 5
.

4 )

1 0 ( 1 5
.

4 )

4 ( 6
.

2 ) 1 0 ( 1 5
.

4 ) 3 ( 4
.

6 ) 1 2 ( 1 8
.

5 )

7 ( 1 0
.

8 )

5 ( 7
.

7 )

1 9 ( 2 9
.

2 )

1 8 ( 2 7
.

7 )

8 ( 1 2
.

3 )

4 ( 6
.

2 )

1 8 ( 2 7
.

7 )

1 8 ( 2 7
.

7 )

D E
:

直接醉标法
; P s

:

丙型肝炎患者血清
; P s 坛G

:

患者血清提取的 坛G ; E L P s 坛G
:

酶标 I沙
; 1玉C V

一
E

:
H c v E 区抗体

;

H C V
一
C
一

M
:
H C V C 区单克隆抗体

; HC V
一
N S 3一 P

:
H C V N S , 区多克隆抗体

; HC V
一
N S 3一M

:
H C V N S : 区单克隆抗体
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响因素
。

本文先后使用多种不同来源
、

不同基

因区域的抗
一

H C V 单克隆或多克隆抗体
、

应

用 目前新 一代的免疫组化检测方法
一

L S A B

法
,

同时比较性应用其他数种免疫组化检测

技术
,

对不同处理 (冰 冻或石蜡包埋 )的肝组

织标本进行了 H C V 抗原检测的多方面 尝

试
,

获得 了较为理想的检测结果
。

抗原显示的

特异性经阴性对照得以确认
。

使用 N S
:

区单

克隆或多克隆抗体
、

L S A B 法得到较使用 C

区或 E 区抗体更高的检出率 (x
“

检验
,

P <

.0 05 )
。

单克隆抗体染色背景更为干净清晰
。

N S
:

区抗体较高的检出率与该区结构较为保

守稳定有关
。

本文这一结果与 lB i g ht 等的研

究结论类似 [ 5 ]
。

I n f a n t o l i n o
等 [ , ]认为

,

冰冻标

准的固定剂可能破坏 H C V 抗原
,

因此 甲醛

固定
、

石蜡包埋的肝组织标本更适于做 H C V

抗原检测
。

我们分别对冰冻及石蜡标本的检

测
,

未发现两组间检出率存在显著差异
。

H C v 抗原不仅见于胞浆也见于肝细胞

核中
,

与国内研究者的报道类似
,

但与国外类

似研究仅见胞浆表达的结论不同
,

这种差 异

是否 由于 H C V 亚株间生物学特性不同所引

起
,

有待进一步研究探讨
。

病毒直接作用 引起肝 细胞损伤时
,

抗原

分布部位多在 细胞变性坏死区域及其周围
,

而以免疫损伤为主时
,

则并无此种关联
。

我们

在被检急性丙型肝炎患者肝组织中发现有较

高的 H C V 抗原检出率
,

且 H C V 抗原多呈胞

浆型表达
、

分布区域与病理损伤正相关
,

坏死

脱落的肝细胞及浸润的淋巴细胞中可见阳性

颗粒
;
慢性丙型肝 炎患者中 H C V 抗原检出

率相对较低
、

阳性 细胞分布与病理损伤无明

显关联
、

多见 H CV 抗原核型表达
;两者间的

这些差异支持急性丙型肝炎的肝细胞损伤与

H C V 的直接作用及免疫攻击有关
,

而慢性丙

型肝 炎的持续性肝细胞损伤主要与免疫反应

相关
。

胞浆型 H C V 抗原表达多见于急性或

活动性病变
,

而核 型表达为主是病变相对静

止期的标志
。

肝细胞癌的癌周肝细胞中发现 H C V 的

抗原的存在
,

但例数太少
,

H C V 感染与肝细

胞癌的关系尚待进一步研究
。
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IM M U N O H I S T O C H E M I C A L D E T E C T I O N O F H C V

A N T I G E N A N D S T U D Y O N M E T H O D O L O G Y

Z h a n g L i f a P e n g W
e n w e i Y a o

J II
u

J i
a n g Y u a n s e n

(D e P a r t m e n t o f In f
e e t io

u s
D i

s e a s e s ,

T h e 3 r
d A f f il ia t e d H o s P i t

a
l

,

S
u n

Y
a t 一 S

e n U
n iv e r s it y o f M

e d ie a l cS i
e n e e s ; G

u a n g z
h

o u ,
5 1 0 6 3 0 )

H e P a t i t i s C v i r u s a n t i g e n ( H C V A g ) w a s d e t e e t e d in f r o z e n a n d P a r a f f i n
一 e m b e dd e d l iv e r

b i o p s y s p e e im e n s f r o m p a t i e n t s w i t h a e u t e a n d e h r o n i e h e p a t i t i s C u s i n g l a b e l l e d s t r e p t a v id i n
-

b i o t i n ( L S A B )
,

im P r o v e d P A P a n d d i r e e t im m u n o P e r o x id a s e s t a i n i n g m e t h o d s w i t h m o n o -

e l o n a l a n t ib o d ie s t o e o r e a n d N S
3 r e g io n s o f t h e H CV g e n o m e , a s w e l l a s p o l y e l o n a l a n t ib o d i e s

t o N S
: a n d e n v e l o p e r e g i o n s e r u d e s e r u m a n d i t s Ig G f r a e t i o n f r o m a p a t i e n t w i t h H C V i n f e e -

t i o n a l o n e
.

T h e s t a i n i n g o f H CV A g w a s m o s t s a t i s f a e t o r y w h e n u s i n g L S A B m e t h o d w i t h

m o n o e l o n a l a n t ib o d y t o N S
: r e g i o n ( p o s i t i v e r a t e 2 7

.

7%
,

1 8 / 6 5 )
.

H C V A g w a s m o s t o f t e n

f o u n d i n t h e e y t o p la s m o f h e p a t o e y t e s i n a d i f f u s e p a t t e r n o r i n e l u s i o n b o d y
一

l ik e , a n d l e s s o f
-

t e n i n t h e n u e le i
.

H CV A g p o s it i v e h e p a t o e y t e s w e r e g e n e r a ll y s e a t t e r e d t h e o u g h o u t t h e s p e e -

im e n
.

t h e p o s i t iv e r a t w a s h i g h e r i n a e u t e t h a n e h r o n i e h e p a t i t i s e a s e s
.

I n t h e f o r m e r p o s i t i v e l y

s t a i n e d h e p a t o e y t e s s h o w e d a g g r e g a t io n s i n a r e a s w h e r e t h e l iv e r d a m a g e w a s s e v e r e , a n d

H C V A g w a s a l s o f o u n d i n t h e i n f il t r a t i n g l y m p h o e y t e s
.

W h i l e i n e a s e s o f e h r o n i e h e P a t i t i s C

t h e d i s t r ib u t io n o f p o s i t i v e l y s t a i n e d h e p a t o e y t e s s h o w e d n o r e l a t i o n s t o t h e l iv e r d a m a g e
.

T h e s e p h e n o m e n a s u g g e s t t h a t i n e a s e s o f a e u t e h e p a t i t i s C Ii v e r d a m a g e m a y b e t h e r e s u l t o f

b o t h d i r e e t e f f e e t o f H e v a s w e l l a s im m u n e r e s p o n s e ,

w h i l e i n e a s e s o f e h r o n ie he’P
a t i t i s C

im m u n e r e s p o n s e m a y b e m o r e im p o r t a n t i n e a u s i n g l iv e r d a m a g e s
.

T h e d i f f u s e d i s t r ib u t i o n o f

H C V A g i n e y t o p l a m o f h e p a t o e y t e s w a s e l o s e l y r e l a t e d t o a e u t e s t a g e o r a e t iv e l i v e r d a m a g e ,

w h i l e H C V A g e x p r e s s i o n i n n u e l e i o f h e p a t o e y t e s w a s m o r e o f t e n s e e n i n q u i s e e n t s t a g e o f

t h e d i s e a s e
.

S u b j e e t h e a d i n g s h e p a t i t is C v i r u s ; a n t i g e n s , v i r a l / a n a l y s i s ; im m u n o h i s t o e h e m is t r y

佗鸡代泌叹沁代沁 佗之` 赴佗之` 沁心鸡嘴心` 滩凡滩` 心` 沁月滩佗心佗之叹滩六沁凡滩` 滩叹泌魂 ( 布鸡佗鸡佗之佗滩八沁` 亡佗之佗之 佗之 代沁八冰乡宝心 佗滩` 之` 心佗之魂心代沁 叹心州别乙

·

题 录
·

陈铁宏
,

黄 迪
.

牛芬子对 E sP et i n
一

aB rr 病毒抗原表达的抑制作用
.

中华实验及临床病毒学杂志
,

19 94
,

8 ( 4 ) : 3 2 3

黄 迪
,

陈海峰
,

成占玲
,

等
.

E p st ie n 一 B ar r

病毒特异性 D N A 酶抗体血清学及其在鼻咽癌 早期发现中的

意义
.

中华实验及临床病毒学杂志
,

1 9 94
,

8( 增 ) : 5

黄 迪
,

张锦明
,

梁小受
.

与六 甲荃磷酥胺有长期接触史的鼻咽癌 2 例
.

肿瘤杂志
,
1 995

,
1 7 ( 1 ) ,
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