
中山医科大学学报 (A e a d J s UM S ) 1 993 ; 1 4 ( 3 ) , 1 8 3一 1 8 7 1已3

P C R 技术用于检测肝细胞癌石蜡包

埋肝组织中的 H B V D N A
米

陈 明
. 铃

吕 凌 姚集鲁 彭文伟

传染病学教研室 )

提 要 用多聚酶链反应 ( P C R ) 技术检测了 16 例肝细胞性肝癌 ( H C C ) 患者癌灶和癌旁双份组

织石蜡包埋标本中的乙型肝炎病毒脱氧核糖核酸 ( H B V 一D N A )
。

以 C基因引物扩增 H B V一 D N A ,

32

份标本中检出率 71
.

87 %
。

以新鲜冷冻肝标本作对照检出率 81
.

25 %
,

二者相比无显著性差别 (x 名 二 0
.

57
,

p ) 0
.

05 )
。

以质粒提取 H B V 一D N A 作灵敏度测定
,

p C R 一
E B 可达 l o f s , P C R一 S B H 可达 2 a g

。

应用

非放射性的地高辛素标记探针作杂交灵敏度达
3

护 标记探针的水平
。
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石蜡标本

中图号 Q 7 5 , R 3 73
.

2一 R 7 3 5
.

7

我国是乙型肝炎病毒 ( H B V ) 感染和肝细

胞性肝癌 ( H C C ) 的高发区
。

HB v 一D N A 在肝

细胞中整合对 H C C的发病起着重要作用
。

近年

来的研究集中子用分子生物学方法研究二者之

间的关系
〔 ’ 一 ` ’ 。

石蜡包埋标本由于制作处理 常

导致组织所含 D N A 降解而不适用于一般的分

子生物学方法进行研究
。

多聚酶链反应 ( P C R )

技术的灵敏度很高
,

即使是部分降 解的 D N A

只要保留了待检测的一段目的基因序列就可 以

进行扩增
,

产物尚可供多种方法作进一步研究

分析
。

本文作者拟用 P C R 方法检测 H C C 患者

新鲜冷冻和石蜡包埋肝 标 本 中 H B V一 N A
,

为利用石蜡组织 块 研究 H B V 与 H CC 之关系

提供又一种分子生物学研究方法
。

材 杆 和 方 法

肝标本来源

16 例 HC C 患者均为中山医科大学附属肿

瘤医院手术病人
。

诊断经病理证实
。

手术切除

癌灶和癌旁组织
,

去除血液分别置液氮冻存
。

补 本课题由美国中华医学基金会 ( C M B ) 资助
。

铃 . 作者为国内访间学者
,

现在徐州医学院附院传

染科
,

第 3
、

4作者为导师

其 32 份标本
,

每份取出一半作常规福尔马林固

定
,

石蜡包埋
。

肝组织 O N A 抽提

冰冻肝标本在液氮中研 磨
,

以 蛋 白 酶 K

( 1。。协s/ m l) 消化
、

酚 /氯仿抽提
、

乙醇沉淀
、

真空干燥
。 一 20 ℃备用

。

石蜡包埋 肝 组 织 切

10 协m 厚 15 片
, l m l二甲苯摇匀以去除残留石

蜡
,

用无水乙醇洗去二 甲苯
,

双蒸水 0
.

4m l 悬

起组织碎片
,

按冰冻标本方法消化 抽 提 D N A

〔 5 , 8 ]

引物选用

H B V一D N A C 基因区引物C
: 2 7 3 0 5

尸一

CT G

G G A G G A G T T G G G G G A G G A G A T T 一 3
, ,

C
Z

2 3 9 4R 5
, 一G G CG A G G G A G T T C T T C T T C T A G G

G G 一 3产
,

扩增产物 6 65 b p
。

内对照引物选用 人

D M D基因X P
Z I

序 列
,

P
:
F 一G A A G A T C T A G A C

A G T G G A T A C A T A A CA A A T G C A T G
, P Z

R --T
T C T C C G A A G G T A A T T G C C T C C C A G A T C T G A

G T C C
,

扩增产物 53 6 b p
。

上 述引物均由中 国

科学院合成
。

P C R 扩增

每 5 0卜l 反应体积中加引物 5 0 Pm o l
,
dN T P

各 0
.

2 m m of / L
,

D N A 多聚 酶 1
.

5 u ( 复旦大

学遗传 所 )
,

煮 沸 s m in 变性 的冻 肝 组 织
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1合6

试剂标准化和产物特异性的鉴定问题
,

有助于

推进 P C R 方法由实验研究转向临床诊断的 应

用
。

本组 16 例 H C C 患者血清 中 无 H eB A g
,

而肝组织中用 c 引物扩增 H B V D N A 检 出 率

为 7 1
.

8 7%
,

提 示 H B V D N A 的 C 基 因片段

在肝内存在
,

而 HBC A g 的表达受阻
。

aL m erP it OC

等对比 P C R 方法以 C 基因扩增 时 H卫V D N A

检出率和免疫组化时 H卫。A g 的检出 率之间无

相关性` , ’ ,

亦提示 C 基因存在并不意味着有表

达
。

肝细胞中检出的 H B V D N A 会 发 生前 C

区的突变
,

而使病毒的晚期复制中止
,

H uS 等

发现肝癌的转移灶中这种复 制 中止 的 H卫V 一

D N A 更 多 t ` ’ 。

整 合 了 H B V 一D N A 而 又 无

H卫沁A g 表达的肝细胞逃避了宿主的免疫 系 统

的监视
,

可能发生选择性克隆增生
,

进一步恶

变则可能发生 H C C
o
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P C R 技术用于检测肝细胞癌石蜡包埋肝组织中的 HB V ND A 1合宁

D E T E C T I O N O F H E P A T I T I S B V I R U S D N A

IN P A R A F F IN 一 EM B E D D E D L IV E R T I S S U E S

F R O M H E P A T O C E L L U L A R C A R C IN O M A S

B Y P O L Y M E R A S E C H A IN R E A C T I O N

C h e n M i n g L u L i n g Y a o J i l u P e n g W e n w e i

( D e Pa r t m e n t o f I n f e e t i o us D i s e a s e s )

P C R t ec h n iq u e w a s u s e d t o d e t e e t H B V D N A i n P a r a份i n 一 e m b e d d e d l i v e r t is s ue s t o

s t u d y t h e Per va l e n ce of H B V一D N A i n t u m o r o u s a n d n ea r b y n o n t u m or o u s 11,℃ r t i ss u se

fr o m 1 6 h e P a t o e e l l u l a r e a r e i n o 刀。 a ( H C C ) Pa t i e n t s
.

T h e P o s i t i v e r a t se i n a m Pl i if e a t i on
o全 H B V D N A b y C r e g i o n s P r i m e r s i n P a ar ff i n 一 em bde d e d as m P l e s a dn f r se h l y fr o z e n

as m P l se we
r e 7 1

.

8% a n d 8 1
.

2 5% r se Pce t i v el y ( x
Z 二 0

.

5 7
,

P > 0
.

0 5 )
。

T h e d e t e e t i o n l im i t

w i t h a g a r o se g e l e波ec t r o Ph o r es i s a dn e t h id i u m b r o m ide st a in i n g ( P C卜 E B ) wa
s 1 0 fg

,
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.

T h e ld e n t i f ica t ion o f Pos t P C R
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P Ia b e l led Por b es
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小儿股骨头无菌性坏死的发病机理研究

裸砚负资 刘尚礼 何天骥

( 孙逸仙纪念医院骨外科 )

小儿股骨头无菌性坏死 ( l eg g 一 p er t h se id s ea se 简称 LP D ) 是 并不少见的小儿致残性疾病
。

长期以来被认

为是单纯动脉缺血所致的股骨头坏死
。

作者对小儿股骨头无菌性坏死的发病机理 进 行了研究
,

论证了股骨头颈

静脉回流障碍与骨内压增高是 LP D 发病机理的关键
。

这一新理论否定了单纯动脉缺 血 性坏死的传统观点 , 在

国内外首次创立了 . om T c一
M D P 动态骨显象对人体双侧股骨头血供的半定量测定 ;在国内外首次成功建立了股骨

头颈静脉回流障碍与骨内压增高的幼狗股骨头坏死模型 , 并应用尸体解剖与骨髓造影相结合的方法
,

研究了正常

人体碗关节静脉的分布与正常回流路线 , 还研制了带电脑的骨内压测定仪
。

该研究成果获 199 2年国家教委科技

进步一等奖
。

( 冯讼容 )


