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原位杂交技术在培养细胞冰冻切片

和石蜡片切中的应用

李锦添

( 肿瘤研究所 )

罗国炜 吴就德 潘慧仙 李川军

( 香港中文大学病理解 fflJ 和细胞学系 )

提 要 本实验详细地探讨了原位杂交技术的有关问题
:

生物素标记 D N A 探针的制备
,

各类来源

标本的制备
,

杂交前
、

中
、

后细胞组织切片的处理等 , 并把缺 口翻译法合成的生物素化 E B病毒D N A探

针应用于检测培养细胞
,

冰冻和石蜡切片中E B病毒B a m H l
一

w 重复片断D N A序列
。

实验结果表明
:

自

制的E B病毒D N A探针完全可靠 , 所采用的一套原位杂交技术适用于检测 L述三类不同的标本
,

其检测

的结果是满意的
。

关镇词 原位杂交 ; 生物素化D N A探针 ; E B病毒 B “ m H l
一

w 片断D N A
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随着分子生物学的发展
,

在 S o u t h e r n b l o t
,

n o r t h e r n b l o t 和 d o t b l o t 等分子杂交技术基

础上建立了原位杂交技 术 (i n s i t u h y b r i d i z a -

t in n)
〔’

,

” 。

原位杂交技术具有高度 的准确性和敏

感性
〔” 3 J: 它能在细胞甚至亚细胞的水平上 定

位特异性核酸分子序列
,

若材料少 至 几 个 细

胞
,

亦能进行检测
。

因而
,

这一技术是 目前研

究病毒学
、

基 因遗传学
、

细胞和组织病理学等

方面的重要手段
〔` 了。

尤在病理学方面
,

它使形

态学科进一步与分子生物学相结合
,

为研究疾

病的发生机理
、

探讨肿瘤的组织来源和分化程

度等开拓了新的领域
。

本实验详细地探讨了原

位杂交技术的有关问题
:

生物素标记 D N A 探

针的制备
,

各类来源标本的制 备
,

杂 交 前
、

中
、

后细胞组织切片的处理等
,

从而确立了一

套完整可行的原位杂交技术程序
;
把这一技术

程序应用于检测培养细胞
、

冰冻和石蜡切片的

E B 病毒 ( E B v) B a m H l 一W 重复片断 D N A序

列
,

为今后对细胞和组织病理学的深入研究打
一

下基础
。

材 料 与 方 法

材料来源 培养细胞为 R aj i 细胞 ( E B V -

D N A 阳性 ) 和 c C 。

细胞 ( E B V 一D N A 阴性 )
。

冰冻和石蜡切片均为人类鼻咽癌接种于无胸腺

小 鼠 皮下的 移 植性 肿 瘤 组 织 ( xe
n 。一 6 6 6 )

( E B V 一 D N A 阳性 ) 和正常无胸腺小鼠肝脏组

织 ( E B V 一 D N A 阴性 )
。

载玻片和盖玻片的处理
〔 5

’ “ 〕

1
.

载玻片 洗净
、

烤
二

「后
,

浸泡于含 l x

D e n h a r d t 液的 3 义 S S C 液体中
, 6 5℃ , 3小时 ,

蒸馏水短速漂洗后
,

以 3 : 1 乙醇和冰蜡 酸 混

合液固定
,

室温
,

20 分钟 ;
自然干操后

,

载玻

片在含 ih s t os t ik 的蒸馏水中摇荡浸泡
,

室温
,

5 分钟
; 自然 卜燥后放于无尘容器 中 室 温 或

4 ℃保存
。

载玻片亦可 用 1 9 / L 多 聚 赖 氨 酸

( M W > 7 0 0 0 0 ) 处理
。

2
.

盖玻片 洗净后 以 95 % 乙醇
、

1 : 1 的

乙醇和丙酮混合液分别处理
,

“ ℃烤干
,

再浸

蘸 S i g m a c o t e ( S i g m a 出品 )
,

在 2 5 0℃烤箱中

停留 3 小时后
,

放置无尘容器 中室温保存
。

各种标本的制备

1
.

培养细胞 以 1 8 0 0 r/ m in 离心
,

除去上

清 液
, P B S 缓 冲 液清洗沉淀细胞及稀释成适

当浓度的细胞悬液
,

滴于上述处理 的 载 玻 片

上 ;
自然干燥后锡纸包好

,

放置
一 20 ℃冰箱保
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存
,

用前固定
,

或固定后 再保存
。

2
.

冰冻切 片 新鲜标本块以 .o c T
.

包埋

剂包埋
,

经液态氮速冻后再用锡纸包好
,

在 一

7 0℃以下保存
;
或速冻后即低温冰冻切成 5件m

厚的组织片
,

贴于处理过 的载玻片上
,
自然干

燥后锡纸包好
,

低温保存
;
或固定后再保存

。

以上两种标本所制备的玻片均以新鲜配制

的 4 0 9 / L 多聚甲醛液固定
,

室 温
,

20 分 钟 ;

BP S 漂洗 2 次
,

每次 10 分钟
,

逐级 乙醇脱水
,

自然干燥后备用
。

3
.

石蜡切 片 新鲜标本块以中性磷 酸 盐

缓冲福尔马林液固定
,

常规脱水
,

石蜡包埋后切

成 5件m 厚的组织片
,

贴于处理过的载玻
.

片上
,

自然干燥后放在 60 ℃烤箱中停留 4 小时以
_

L
;

二 甲苯脱蜡 3 次
,

每次 10 分钟
,

址后浸于无水

乙醇中 5 分钟
,

自然干燥备用
。

生物素化 O N A探针的制备

1
.

E B V一D N A 探针以 B 9 5一8细胞中 E B V

的 B a m H l一W重复片断 ( 3
.

Z k b ) 为模板
,

采

用缺 口翻译系统 ( n i e k t r a s l a t i o n S y s t e m )试剂

盒 ( B R L 8 1 6 0 S B ) 制成 ( 方法按说明 书 )
。

生物素标记部位为 7一 d A T P ;
合成的 E B v刁 N A

探针以 C e n t r i e o n 一 3 0微量离心浓缩器 ( A m i e o n

出品 )分离提纯
,

8 0 0 0 r
/ m i n , 4 ℃ , 30 分钟

。

最后 以 T E 溶液稀释 E B V 一D N A 探针
,

使最

终浓度成 1 0 0林s /m l
。

2
.

阴性对照探针 p B R 32 2的制备方法
、

最

终浓度与 E B V 一D N A 探针同
。

杂交混合液 的配制
〔 3

’ ” ’ 7 ,
各种溶液 的 制

备均需按核酸分子杂交的要求处理
。

A 液 E B
V-- D N A 探针 ( 或 PB R 3 2 2 ) 和

继精 D N A
,

两者最终浓度分别 为 4件s/ m l 和

4 0 0件g /m l ,

混匀后 于 1 0 0 ℃水浴中煮沸 1 0分钟
,

速放于冰粒中降温
。

B 液 2 0 义 s sP E
、

2
.

2 m o l / L 11, 酚 胺
、

l m m o l / L 硫 酸 葡 聚 糖
, 1 0 0 火 D e n ha r d t

、

和

。
.

35 m OI / L 硫酸十二烷基钠 (sD s)
,

它们的最

终浓度分别为 5 火
、

1
.

l m ol / L
、

o
.

l m m of / L
、

x1 和 3
.

s m m ul / L
,

以双蒸水补足总量
,

棍匀
。

杂交前
,

A
、

B 液充分棍匀
。

本实验还 以 E B p 一 8 3 6 ( N z M b i o e h e m I n e
.

出品) 作为标准的阳性探针对照
。

杂交混合液

的配制方法同上
,

仅探针浓度改为 2协g /m l
。

杂交前 的处理
〔” , “ ’

经制备好的细胞或 组

织切片以蛋白酶 K (s ig m a 出品 ) 消化
,

酶浓

度为 0
.

0 2 5 ~ 0
.

0 5m g / m l , 3 7 oC
,

孵育 1 0分钟
,

用含 Zm g /m l 甘氨酸的 P B S 中止消化 ; 4 Os/ L

多聚 甲醛后固定
,

室温
,

10 分钟 ;

BP
S 漂洗

,

逐级 乙醇脱水
,

自然干燥后放置 60 ℃烤箱中过

夜
。

原位杂交 经杂交前处理的材料
,

根据细

胞或组织片的大小
,

加入适量 的杂交混合液
,

以处理过的盖玻片盖封
,

并以橡胶泥密封盖玻

片四周
。

玻片于 92 ℃加热 1 0分钟
,

转至 42 ℃恒

温箱中孵育过夜
。

杂交后清洗 除去盖玻片及橡胶泥
,

玻片

以下述液体顺 次 振 洗
: Z x S S C ,

室温
,

15 分

钟
;
含 3

.

sm m o l / L S D S 的 2 火 S S C
,

室温
,

1 5

分钟 ; 含 3
.

s m m o l / L SD S 的0
.

l x S S C
, 6 0 ℃

,

3 0分钟
, 2 次 ; 0

.

l x s s c
,

室温
, 1 5分钟

。

杂交结果的显示
〔 7 ,

清洗后 的玻片用缓冲

液 1 ,

即 0
.

l m o l / L T r i s ( p H 7
.

5 )
,
0

.

1 5m o l / L N a C I

振洗
,

室温
,

5分钟 ; 用缓冲液 2 ( 即于缓冲液

1 中加入 3 0 9 / L B S A ) 孵育
, 6 5 ℃ , 1 小时

;

除去多余液体
,

用 1
.

0协g / m l 链激卵白素
一
碱性

磷酸酶 ( B R L 出品 ) 孵育
,

室 温
,

10 分钟
,

2次
,
用缓冲液 3 ,

即 0
.

l m o l / L T r i s ( P H g
.

5 )
,

0
·

l m o l / L N a C I , 5 0m m o l / L M g C 12

振洗
,

室

温
,

10 分钟
,

再用新鲜配 制 的 N B T ( 氮蓝四

哇 ) 和 B C I P ( 5一澳
一 4一氯一 3一叫噪磷酸盐 ) 显

色液 ( 两 者 最 终 浓度分 别 为 。
.

33 n g /m l 和

0
。

1 6 5n g /m l ) 避光孵育
,

室温
, 3 0分钟~ 3 小

时
,

示显色情况而定
。

显色后
,

用含 o
.

s m m o l / L E D T A 的 Z o m

m ol / L rT iS ( p H 7
.

5) 溶液中止显色反应
,

蒸馏

水振洗干净
, 2 9 / L 亮绿醋酸溶液复染 5分钟

,

甘油缓冲液 (P H 9
.

0) 或甘油明胶封片
,

镜下观

察
。

结 来
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,

等
.

原位杂交技术在培养细胞冰冻切 片和石蜡切片中的应 旧

培养细胞 以自制的生 物 素 标 记 E B v -

D N A 探针检测 R aj i 细胞
,

镜下见大多数细胞

显示丰富的紫蓝色粗颗粒 ( 图 1 ) ; 与标准的

E B P 一 8邓探针相比
,

自制 E B V - D N A 探针浓度

为 妞 g /m l 时
,

所显示的阳性强度及颗粒形态

与 E B P 一 8 3 6探针浓度为 2 , g /m l 时 ( 图 2 ) 相

似
。

以自制 p B R 32 2探针检测 R aj i 细胞及 以自

制 E B v 一 D N A 探针检测
c C 3

细胞
,

均未见阳

性反应
。

冰冻切片 以白制 E B V 一D N A 探针检 测

xe on
一 6 6 G冰冻切片

,

癌细胞内普遍存在数始不

等的粉生状或微粒状紫蓝色颗粒
,

其中部分痴

细胞 内还有数多
.

较少的粗颗粒
,

而间刀、部分未

见 0)J 之咬的 1;l通主:三另; ;粒 ( 图 2 )
。

以 自制 p B R 3 2 2 探

针检测土述肿瘤组织及 以自制 E B V 一D N A 探针

检测正常无胸脸小鼠肝脏
,

均米见阳性反应
。

石蜡切片 以自制 E B V 一D N A 探针检 测

xe on
一 6 66 石蜡切片

,

多数癌细胞内见 1 至少数

几粒紫黑色粗颗粒 ( 图 4 )
。

与冰冻切片的阳

性结果 比较
,

石蜡切片阳性颗粒较粗大显眼
,

但颗粒数址明显减少 , 此外
,

石蜡切片的组织

形态比冰冻切片完整
、

易观察
。

以臼制 p B R 32 2

探针检测上述肿瘤石蜡切片时
,

未 见 阳 性 反

应
。

讨 论

本实验把自制 E B V 一 D N A 探针与标 准 的

E B P一 8 3 6相比较
,

探针浓度为 4协g / m l 时
,

无

论阳性颗粒的数量及反应强度等方面均相似
,

且背景更清晰
; 以 p B R 3 22 探针及不含 E B V -

D N A 的细胞和组织作阴性对照
,

未见假 阳性
。

说明自制探针完全可靠
,

且经济实惠
,

利于科

研工作的开展
。

原位杂交猫时长
、

程序复杂
,

细胞或组织

必须牢固粘附在玻片上
,

才能完成实验
。

不少

文献报道不 同的处理方法
,

我们试验的结果表

明 h i s t o s t i k 及多聚赖氨酸较好
。

以一定浓度的蛋白酶类消化细 胞 或组 织

片
,

能增加其细胞的通透性
,

使探针易于接近

靶分子 ;
还能将靶分子从蛋白的束缚中释放出

来
,

利于 与探针的结合
。

对于分
一

子二最较大的探

针
,

这一处理尤其关键
。

至于其它杂交前处理

井非必要
。

配制杂交混合液时
,

D N A 探 针需水浴煮

沸
,

以丰八正双链分开
,

才能与靶分子杂交
。

杂

交时
,

严密封片
,

避免气泡
; 咒 ℃加热时切忌

把混合液蒸干
,

才能保证实验成功
。

杂交后充分清洗
,

能避免背景干扰及假阳

性
。

在清洗过程容易造成脱片
,

清洗过度亦会

影响阳性结果
,

应根据具体情况
,

通过改变清

洗液的成分和浓度及清洗时间和温度以达满意

效果
。

以链激卵自索
一 i)分比磷酸酶系统显示 生 物

索化烤亥l俊}、勺部位比卵自素
一
辣根过氧化酶 系 统

且l想
,

前者显色时问较长
,

一般在 1一 3小时
,

似如
.

色程度易控制
,

显色剂不易产生沉淀
,

背

景清晰
,

易于观察
。

原位杂交法与 S o u t h e r n b lo t 等分子杂交

法相比
,

具有较高的敏感性和准确性
:

原位杂

交只要固定得当
,

靶分子保存 良好 ( 一般以新

鲜 的4 0 9 / L 多 聚甲醛固定即可 ) ,

则仅少数几

个细胞亦能显示阳性结果
,

避免了必须首先抽

提靶分子这一较繁琐且易于丢失靶 分 子 的 过

程
; 原 位杂交能在细胞内亚细胞结构的水平上

定位靶分子
,

在组织中可区分出阳性细胞的类

型
,

更利于结合形态学的研究
。

原位杂交技术中
,

非放射性标记探针与放

射性标记探针相 比
,

前者敏感性较后者逊色
,

但具有使用安全
、

耗时间短
,

设备简单
,

阳性

结果显 示 易 控 制
,

背景较低
,

易于推广的优

点
。

本实验把冰冻切片与石蜡切片的原位杂交

结果作比较
,

前者 阳性反应较后者强
,

但组织

形态较后者差
,

且两者阳性颗粒的 形 态 有 差

异
。

推测由于组织经不 同固定
、

包 埋 等 处 理

后
,

对靶核酸的保留和分子结构的改变有所不

同
。

实验者可根据 自己的需要
、

条件及两种处

理的利弊
,

有所选择
。

倘若未知组织内靶分子

的拷贝数或已知拷贝数甚少时
,

选用冰冻切片

为宜
。

( 本丈附 图见封 3 )
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