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肝病患者肝细胞内HBV DNA原位杂交 

研究——形态、分布及意义 
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提 要 
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应用 生物 素标记HBV DNA (乙肝病毒脱氧核糖核酸 )作操针，对 129铡肝病患者肝 

组织作原位杂交研究。发现 HBV DNA主要存 在肝细胞浆内， 可分为胞 浆致密型，疏梧 

型和包涵体型。HBV DNA阳性 肝细胞 在肝实质 牢分为三种型：小 叶型 、局灶型 与数在点 

状分布。HBV DNA在慢性活动型肝炎牢检出率最高 (8i啼 )，显 著高于肝硬化 ，慢性小 

叶型肝炎 、急性 肝炎 及原发性肝癌组。 乙肝复制指标 阳性 患者肝细胞 内HBV DNA捡 出率 

明显高于非复制组；并 现察到HBV DNA阳性肝细胞与肝细胞坏死灶关 系密切，多数 紧紧 

毗 邻肝细胞坷：死灶／或和位于坏死灶 中间，尤 以局灶翌分 布的HBV DNA阳性 肝细胞为 显 

著 。 

关t调 HBV DNA 原位分 子杂交 生物素 探针 

迄今，乙型旰病毒(HBV)复制及发病机理不清。应用HBVDNA(乙旰病毒脱氧按糖 

核酸 )基因克 隆及分子杂交技术可检查血清及肝组织内 HBVDNA ”，为进一步研究 HBV 

复制及发病机理提供了一个新手段。由于肝细胞内HBVDNA分析多采用吸印法，少见原 

位杂交分析嘞。分子杂交多用同位素标记探针，同位 素的缺陷使其实际应用受到限制， 

而近年出现的生物素标记探针可克服同位素的不足。本研究采用生物素 标 记 HBVDNA 

探针进行肝细胞内 HBVDNA原位杂交，并分析其意义。 

材 料 与 方 法 

■倒 

共12垂倒肝组织标本，均取 自住院肝炎患者。其 中慢性活动型肝炎(cAH)83铡； 肝炎肝硬化 7 

例 ；亚 急性重症肝炎 3例 ：慢性迁延性肝炎 (cPH)9铡；慢性小 日L~ L(CLH)9侧； 总性 肝嶷 4 

例；原发性肝癌 患者I2侧；腊肪肝及肝脏反应性炎症各 1例。采用国际l。】及全国肝炎病理诊断 标 

准。 

肝组织标 本均用IO嘶中性福尔马林 固定 ，石蜡 包理切片 。 

方法 

1．康证分子杂交 采用生物索标记HBVDNA作 特异性探钎。 (美 国ENz0 Biochem公 司产品， 

批号}lI-V pttha Ge e Ⅱ EBP 854 Lot-TD一_懦 2)。撵作步肆如下{ 
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清洁载玻片呻干燥呻 涂布粘附剂呻4 m组织 切 片，贴片呻常规脱蜡呻阻断内源酶呻各级酒 精 

^ 水呻0．2NHC1处理 S～ 6分 钟呻0．2牺甘氨酸 ×PBS洗10分钟呻 蛋白酶 (Protelnase K，Behring 

Co)消化呻O．2晒 甘氨酸 ×PBS洗lO分 钟呻 4嘧多 聚甲醛 后周定 s分 钟呻协片自然 干燥呻加探针， 

量 以覆盖组织为 宜~92 qC，变性 7分钟呻一20 qC降温呻37℃ 杂交， 2— 3小时呻加亲和素一生物 

素一过氧化物酶复台物 (ABC 美国Vector公司产品 )温育 1小时呻3．3一二氨基 联苯胺显色 20分 

钟一苏 术素衬染一透明封片。 

用 已知肝 内HBVDNA阳性标本作为阳性对照。 

阴性对照 包括： 1)用生物素标记不含HBVDNA质粒PBR 与阳性标本 杂交，结果为阴性； 

2 )用特异性探针与正常肝 组织和 l例脑肿瘤 组织 杂交为阴性j 3 )每例设空 白对照，即用PBS代 

替探针，结果为 阴性； 4 )用 DNA酶 (DNA a8e)消化后再杂交， 阳性信号明显减弱， 如 同 时 用 

DNA与RNA酶消化，则为阴性结果。 

2．血清HBsAg HBe／抗HBe、抗HBc均用EL1SA法检查； 

3．采用斑点杂交检查血清HBVDNA，捡 铡药盒购 自武汉病毒研究所 ； 

4．肝内HBsAg HBcAg检测采用ABC法，药盒购 自美 国Vevtor公司 。 

结 果 

一  各型肝病患者肝内 HBVDNA检出率 (表 1) 

衰 1 鲁组旰病囊者HBVDNA柱出率 

T·hit 1 Pre， e of Inlrahepalie HBVDNA in Ve Fo nL‘ of LiT口 Di*tetae1． 

肝细胞内 HBVDNA在 CAH组检 出率最高 (81％ )，与肝硬化 CLH HCC 急性 

肝炎相 比(25~50％ )，差异有显 著或 极显 著意 义 (P<0．05或 P<0．01)It CAH组 

HBVDNA检出率虽高于 CPH组，但未见统计学差异 (P>0．05)。 

二 、HBV不同感染状态下的肝内 HBVDNA检出 (表 2) 

根据血清 HBeAg、 肝内 HBcAg阳性与否，将大部分病例分成 HBV复制 蛆 (印 血 

清HBeAg陪性l4例，肝内 HBcAg阳性28例，两者同时阳性19例 )与 HBV非复龇嘏 (单 

纯血清HBsAg或肝内HBsAg[~性4O俘，HBsAg阴性／抗HB~阳性 6侧 )，两者此辏，ItBV 
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复制组’ 

血清HjB6As 
1． 阳 性 
肝内HBeAs 

2．血 清 IiBeAg阳性 

3．肝内HBcAs阳性 

非复制蛆 

1．HBŝ s阳性 

2．H B| g阴性／抗HBc阳性 

*与 非复 制组比 较Pt0．05 

复制组的肝内HBVDNA检出率显著高于非复制组 (P<0．05)。在HBV复制组，无论是 

单纯HBeAg或是HBcAg阳性，还是两者同时阳 性均与肝内HBVDNA有很好的相关性。 

另外，在¨例所谓乙旰指标全阴患者中，发现 5例肝内HBVDNA阳性。 

三、HBVDNA在肝细胞内形态、分布及与肝细胞坏死牡关系 

1．HBVDNA主 要 定位在肝细胞浆内，仅 3例可见旰细胞核阳性。肝细胞浆内HBV 

DNA形态可分为三种； 1)胞浆致密型 HBVDNA颗 粒 密集地分布在肝细胞浆内 (图 

1)此类型占多数， 2)胞浆稀疏型 HBVDNA颗粒稀疏地分布在旰细胞浆 (圈 2)。 

3)胞浆包涵体型 HBVDNA颗粒局牡分布在肝细胞浆内，形状如包涵体。 

2．HBVDNA阳性肝细胞在小叶内分布有三种形式t 1)小叶分布，整个旰小叶的肝 

细胞均为HBVDNA阳性， 2)局灶型分布，HBVDNA阳性旰细胞灶性分布在肝小时内it 

3)散在分布。 (图 3， 4) 

3．HBVDNA阳性肝细胞分布多与肝细胞坏死灶存在部位一致，HBVDNA阳性细胞紧 

紧毗邻肝细胞坏死灶或，和位于旰细胞坏死灶 中间，其中HBVDNA阳性旰细胞局灶型分 

布与肝细胞坏死灶相关性更为密切。 (图 3、 4) 

讨 论 

检查肝内HBV复制状态的分子生物学方法有吸印法和原位分子杂交[|_’ 。 由于吸印 

法需要一定量经深冻保存的矸组织，故给临床常规应用和科研带来了一定限制j同时， 

吸印法所反映的是提取总量 DNA中的平均HBVDNA含量和状态。而原位分子杂交可在 

福尔 马林固定，石蜡包埋组织切片上进行，且能分析单个细胞内HBVDNA含量及状态， 

并可和组织病变及HBV抗原表达结合分析，此为探讨HBV复翩及免疫发病机理的一个新 

方法【．]。本研究采用生物素标记 HBVDNA作探针， 避免了同位素标记探针的缺陷。用 

该探针与正常]扦组织、脂肪肝及脑肿瘤组织杂交均为阴性，并用生物素标记的不含HBV 

DNA质粒与阳性标本杂交及多次重复试验，证明其特异性高，重复性好。也证实 用 生 

O 0 O  0  O  0  3  

卵 伯 非 驺 ∞ 盯 ” 

∞  ̈ ” 驹 趵 盯 

札 珀 H 拈 蚰 蚰 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


， 

襄●学素志 3．1990 263 

物素探针作原位分子杂交有较好的敏感性， 与其他反 映 HBVDNA复 制 指 标 如 血 清 

HBeAg
， 盱内HBeAg有擐好相关性}同时可在 HBsAg阳性或单纯抗 HBe阳性 肝 组 织 

中榜出 HBVDNAj并在11例所谓乙肝标志全阴患者中发现 5例 HBVDNA阳性。这 结 

果与国外报道一致 】。综上，肝 内 HBVDNA检 查是直接反映HBV复制的敏感指标，能 

弥补其他反映HBV复制标志的不足。 

本研究观察到t HBVDNA主要存在肝细胞浆内，并可分为三种形态·与Miehitaka及 

李氏观察相同 “。一般认为胞浆内 HBVDNA为游离复 制 型 HBVDNA， 其存在表明 

HBVDNA处于复制状态 ”。研究结果亦表明l肝 内HBVDNA存在与其他HBV复制指标 

密切相关，即血清 HBeAg，盱内 HBcAg阳性患者肝细胞 内 丑BVDNA检出率显著高 于 

HBV复制组，与国内陈氏报道一致 。同时也提示t HBV复制时，肝细胞内可能有数 

凄较多的 HBVDNA拷贝，较易检出，在 HBV感染病程 中，如果 仅 有 HBsAg表 达 或 

HBsAg阴性／抗 HBc阳性，此时肝细胞内HBVDNA拷贝数减少或已经整合到宿主基因组 

中，故不易检出。因此，HBVDNA检 出率高低与 HBV复制状态有关， 评判盱内 HBV 

DNA梭出率时，虚建立在受检对象及其乙肝指标可比的基础上。 

HBVDNA存在与肝脏病变活动性有关，即 CAH组的 HBV DNA检出率最高，显著 

高于肝硬化，CLH及 HCC，急性肝炎组。这一结果提示l大部分 CAH患者的HBVDNA处 

于活动性复制状态，也表明 HBV活动性复制是肝细胞持续破坏的重要原因。本研究进 
一 步发现。 HBVDNA阳性肝细胞坏死灶关系密切， 常位于肝细胞坏死灶中间或毗 邻尤 

以局灶型 HBVDNA表达与盱细胞坏死灶紧连一起 这一观察为 HBV复制与盱细胞 坏死 

关系研究提供了新证据。 
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Morphology，Distribution and Its Signification of Intrahepatic 

HBV DNA in Liver Disease：A Study by in Situ Hydridization 

Zhang Yong—yuan Yan Pu Seng Han·-qin Li Ling Hao Lian—jie 

‘Clinical lmtauno[ogy Res earch Unit，D epartment of H ca riou s Disease s， Tongii tfospita 

Tongji bledica[UniVeT sit)'，Wuha n 4 31H)30) 

A blotin一】abeled DNA probe specific 

tide sequences was hybridized in sltu to 

for hepatitis B vlrus(HBV )nutleo— 

ire r tissue of 129 case s with 1iver 

disease． It was found that HBVDNA was predom inantelY isualized in cyto— 

pl asm of hepatocytes in three ways，eytop]asmie compact patte rn，discrete patte rn 

abd inclu sion pattern． Its distrlbution in parenchyma within the section of 

specimens may be defined as lobular， focaI and spotty． The detecti
．

on of 

int rahepatic HBVDNA depanded on two factOTS at least in present studY， lI 

】iver disease activityI as chronic actire hepatitis(CAH)grouP had a signifleant 

higher preva]ence (81％ )， compa red to cirrhosis} chronie lobular hepatitis 

(CLH )acute hePatitis and hepatoce】lular carcinoma(HCC)groupsI II HBV 

infeetion statu sl HBVDNA in HBeAg positire／or intrahepatic HBcAg positive 
patients more easily detected than the sing]e HBsAg positive or anti—H Be cases

． 

The interesting findtug that hepatocytes expressing HBVDNA hpatocytes， par— 

ticular]Y as focal distrihution wel*e cl osed]y related to hepatic necrostic sites 

suggests that HBV replication may Occur in conjunetion with hepatic necrosis． 

K ey w ords；HBVDNA In situ hybridization Bio—probe 

lmm u unopathology 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

