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用PCR技术检测活检组织和鼻咽 

上皮细胞内EB病毒基因 

陈 军
。
墨 简少文 李满枝 吴荫棠 

(中山医科大学肿瘤研究所．广』f{ 510060) 

提 要 R 3 r『 ‘，厂 
选用 Epstin—Barr病 毒 (EBV)基 因组 内部重复序列 l(IR1)片 断作为多聚酶链反 

应 (Polymer8Bc Chain Reaction， PCR)扩增g}物，用于捡霞IT3l倒不同病例活捡组 

~ ll：i 4倒新鲜鼻咽组织经体 外培 养 6周以上婚新生上皮细胞 内 EBV基因，其 中检 出 EBV 

DNA：高分化鼻咽癌 s／s，低分化鼻咽癌4／4，何杰盒氏病 s／s，非何燕金氏病 0／2，头颈 

其 他肿瘤 1／6．鼻咽慢性炎症 o／s，正常鼻~ 0／4；新生上皮细胞DN 抽̂提物j低分 化 

鼻咽癌2／2，炎症 0,／I， 正常A胚鼻咽上皮 0／11携带EBV基因组细胞系 (Rajl，B．1．8各 

1)2／2，致淋巴细胞转 化之B 9 5一·病毒为 10_。，PCR~ ]l0 ～ 10 均阳性，10 未检 出 

结果表明 EBV与鼻咽癌与何杰金氏病有关，常规石蜡包坦切片仅8 m×0．1mill ，贮存时 

间至三年仍可用于PCR检测 EBV DN ，̂证 实PCR是～种快速 、灵敏和特异谢检EBV基因 

组的方法．可作为肿瘤和疾病病毒病因回顾性调直研究的有 力手段。 ． 

粕  癌 

一 、 锹  ” l 
EB病毒 (Epst ein—Barr Virus EH )是二种广泛存在的人类疱疹病毒，可 起活动 

性与潜伏性感染，除与传染性单核细胞增多症、免疫缺损致死性淋巴组织增生病、AIDS 

患者 口部 “毛”状 白斑病等有关外， 还与 Burkltt’8淋巴瘤， 鼻咽癌 (Nasopharyngeal 

CarcinomaNpC)有关 ，近来已提出与何杰金氏病 (H odgkin’Disease，HD)发 病 有 

关 一”。 

电镜发现几乎所有 EBV颗粒的结构都是有缺陷的， 迄今尚无有效的培养系统， 病 

毒感染力只能用人和少数其他灵长类的淋巴细胞转化试验检测，在这些细胞中，病毒产 

量也很低，因而对于 EBV感染的诊断， 一般是基于血清学证据， 而血清学只是感染的 

间接标志，当抗体免疫低下时， 则很难于用血清学结果解析’ 近年已发展用 EBV核酸 

探针作分子杂交检测人体内病毒 DNA， 由于其敏感性和要求一定条件的组织标 本， 如 

组织内 EBV基因组的拷贝数很低等，都受到一定限制。 本文用多聚酶链反应 (Polym’ 

eraso Chain Reaction，PCR)技术成功地检测了NPC、HD等活检组织中 EBV DNA。 

证 明该法有其优越性和说明问题的独特性。 
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材 料 和 方 法 

一 、 标 本桌 彝 

1．病理切片：经病理确诊的低分化和高分化 NPC，非何杰金 氏病 ，头颈 其他肿瘤，慢性鼻咽 

粘膜炎症和正 常人鼻咽活检 组织． 以及 HD 淋巴结组织， 常 规福尔马林 固定 ， 石蜡包埋． 组织块 

0．1～0．5ram ，厚 8Pm，其中 2例低分化 NPC为 1989年保存的石蜡组织块 ．余均为 1992年 3～ s 

月包埋组织 。 

2．体外培 养了鼻咽活检新生 上皮 细胞：NPC低分化鳞癌 2例，鼻咽炎症 l例， 正常人胚 

鼻咽 l例。 

3．纯化 EBV—B。5一I病毒 致淋 巴细胞转化滴度 10_。。 

携带 EBV基 因组细胞 系：Raji和 B。l—I。 

= 、DNA抽提 

取上述各种病例石蜡包埋蛆织各一片， 分别放入 1．5ml的 Eppedoff管 中． 二 甲苯脱蜡， 无 

水乙醇脱水 70响乙醇除去残留杂物 ，干燥后 ．加 TE缓 冲液 500P1． 再 加蛋 白酶 K至 300 g／m1， 

42℃作用2~~Jx时，加入0．5伽 SDS，37℃ 3小时，酚抽提 DNA，乙醇沉淀，溶于100／~1 TE。 

三、DNA扩增 

1．选择 EBV基 因组的 内部重复序 列 l (1R1)的 Bam H1 w 片段 ，寡桉苷酸 5’CCAGACA— 

GCAGccAATTGTc’ 3、5’GGTAGAAGACCCCCTCTTAC’3作 引物对 ，进行酶 扩增。 

2．PCR扩增反应：PCR扩增仪型号为Pe rkin—cet uB DNA Therreal Cyole r 480 在 0．5ml 

Eppendoff管 内 进行 ， 模板 DNA为上述抽提的标本 液及对照液，每种 2 I，一对寻l物 各为25P 

tool／L，加入 4种dNTP，每种200P"mol／L，94"C作用 5分钟，加入Taq DNA多聚酶 (上海细胞生 

物所产 )2．5U／1001~1(0．s 1)混匈 后，液面 加入 300P 1石蜡油 一防止 水分 蒸发 ．扩增反应进行 

30个循环 (94℃ 】分钟变性 ．s0℃ 1分钟遇火，72℃ 1分 钟 30秒延伸 )， 最后一次延 伸为 72℃ 5 

分钟o 

3．凝胶 电泳分析扩增产物： 经 上述方法扩增的产物 及 标准 mal"]~er各取 60Pl在 2嘶aga r0q 

se上进厅 电泳．溴 化乙锭染色 ，紫外光下观察 ，分析 结果， 每 次捡恻均设有 已知阳性与阴性对照。 

一

、 特异性检测(表 1) 

1．应用 人乳头瘤 病毒 

fHum an Papillom a V i rI1SeS． 

HPV)通用引物对EBV-B。 一。 

细胞及 抽提的 DNA进行扩 

增 反应， 未出现 任何 扩增 

带 。 

2．用 本 引 物 对 扩 增 

B。。一 病毒DNA及携带EBV~： 

因组之细胞系(Raji及Bl 一 

均有一条阳性扩增带出现， 

结 果 

囊 1 PCR特异性植噎 

T_h]e l SP eoifi Dete Ii。日 。f PCR 
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位于 129bp处，正常胚鼻咽上皮细胞 DNA抽提物无任何扩增带出现。 由表 l可见，此 

EBV引物沉淀带具特异性，且灵敏度高。 

二、体外培养鼻咽上皮细胞 EBV—DNA扩增-培养六周以上新生的上皮细胞，结果 

列 表 2。 

囊 2 ■曩蛆擐体，卜培韩新生上皮■膳 FCR拉镧 

TIhl e 2
．

Detection iⅡ vitro Nasopharyugeal Tissue Resener‘tire 

EⅡ'lhelial 0ell|by PCR 

上皮细胞来谅 

Eoitheli·I⋯ rc 日 

EBV DN̂ (+)敛／标本敛 

No ~oat．iaiag EBY DN A／,amp1,Ne 

低分化 NPC 
Poo r1v difft ti ed NPC 

鼻咽粘膜爽定 
Ch rDnic infI mm~to町 口¨ Phar Ⅱ 

正常人胚鼻咽 
Normal huⅢ Ⅱ̂ em bryoni c-asophat，‘ge‘ 

三、各种不同病例常规石蜡包埋组织切片 EBV—DNA扩增t共 31例提取Dw 进行 

PCR检测。结果如表 3。 

裹 j 不同囊供石■切中 EBY DNA的 PCR拉镧 

Tah1 e 3 Detection 0f EBY DNA ezt zaet ed from Paraffin BIo~k~ by PCR 

扩增产物电泳分折结果如图版Ⅷ l。阳性扩增带均在 12'9 P处。 
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讨 论 

PCR扩增靶序列选用 EBV基因组的 IR1，主要基于⋯“】； 第一， 此区段含有 7～ 

12个相屙序列 (w片段 )其敏感性要比此病毒基因组其他的独特单一序列为高，第二， 

IR1是高度保守的，适于作为EBV DNV中同源核 苷酸序列，不会因为靶序列的缺失或异 

源蛙而引起假阴性结果。已知在 豫 l内某些核苷酸片段同于其它病毒的DNA，如Papova 

组病毒的起始序列 ，为排除 EBV靶序列与其 DNA的交叉反应， 我们首先将所 合 成 

的引物与 HPV通用引物均用于扩增 EBV—B．。一。细胞，未发现二者有任何同源序列。 

最近有文献报道采用福尔马林固定， 石蜡包埋活检组织进行 PCR检测， 取得良好 

结果 。 本文收集的3l份活检切片，均系常规福尔马林固定，石蜡包埋的，仅8 m× 

0．1一O．5mm 即可用作 PCR检测，并选用了1989年 3月~1992年 3～ 5月保存的低分 

化 NPC各 2例石蜡包埋块进行比较， 二者均可检出 EBV DNA， 所获结果无差异， 证 

实常规石蜡组织块贮存至三年仍可用 PCR方法检测 EBV DNA，为对 NPC、 HD的病因 

学及其它肿瘤病毒病因作回顾性调查研究提供了丰富标本来源及实验方法。 

检测 NPC l1例 ，其中 5例高分化， 6例低分化鳞癌中 4例为活检组织及 2侧新鲜 

组织块新生的上皮细胞，均检 出有 EBV DNA存在，特别后者，细胞经培养 6周以上时 

间， 其间又不断换液， 完全可排除淋巴细胞存在带来的干扰， 由此证实 NPC发 生 与 

EBV关系密切， 5例高分化 NPC经重复检测仍为阳性， 因临床病例少， 未取到鼻咽活 

检作 上皮细 胞培养， 虽不能完全排 除标本内浸润有 淋巴细胞而引起 阳性 反应， 但与 

paganot。 和 Hawkln’s 等报道高分化NPC的癌细胞含有 EBV DNA相符，可能因 PCR 

法敏感，癌细胞中存在的 EBV拷贝可经扩增而检出率增高。 

值得注意的是 我们检测了 5例 HD病人淋巴结，EBV DNA均为阳性， 为排除切 

片操作时可能的污染，又重做，每切一例标本后，均仔细处理刀片，抽提，扩增后这 5 

例仍全部阳性，5例中 4例混合细胞型， l例淋巴细胞稍减型，实验结果表明这两型发 

病与 EBV有关。 已知何杰金氏病是一种阻淋巴增殖性紊乱为特点的疾病 国外最近报 

道提出 EBV可能参与 HD的致病作用，流行病学已表明该病可能由 EBV感染引起(g,l a)， 

由于当前检测方法不够敏感，以及组织标本中缺乏恶性细胞，已造成 HD病人组织内检 

测 EBV DNA的困难， 有差这方面的报道国内甚为罕见， 特别是应用 PCR技术检测尚 

未见报道，国外报道 HD中 EBV DNA约有 30～60 为阳性， 我们用 PCR检测虽 全部 

阳性，由于病例和型别所限，尚需进一 步探索。对非何杰金氏病仅作两例，均阴性，与 

Hisashi等报道⋯ 其 EBV DNA低是一 致的。 
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Detection of Epstein—Barr Virus Gene in 

Biopsied Tissue and Nasopharyngeal Epithelial 

Cells by Polymerase Chain Reaction 

Wang Huimin Chen Jun Wu Qiuliang 

Jian Shaowen Li Manzhi W u Yintang 

(Cancer Institute，Sun Yat—Sen University of Medical Sciences．Gnangzhou，5100S0) 

The amplifying target sequence for Polymerase Chain Reaction(PCR)was 

ehos en wlthin the Internal Repeat I(IR I)of EBV genome． We used PCR 

of the priraers to detect 31 biopsied specim ells of different disease and 4 

nasopharyng eal epithelial culture s． EBV genom es were detect cd in differs— 

ntiated nas。pha y“geal carcin oma(NPC)biopsies 5／5，poorly differentinted 

NPC 414，Hodgkin’s Dis ease(HD) 5，n on—Hodgkin’s Disease(NHD)o／z． 

Othe r head and neck tumors 1／6，chronic inflammatory a80 a yngeal 0／5， 

normal nasopha ryngeal epithelial 0／1．The cell lines(Raji＆ BI5一I)contain 

EBV genome 212，while the lymphocyte—transforming dote of EBV(BIB—1) 

Yirio~s 'was 10一。 their dilution to 10一。 and 10一‘could he found p。eitive by 

PeR． This me thod confirmed that EBV was close]Y assoeiated to the carein— 

ogenesis of NPC and HD (mixed eellula rity lymphoeyte type and lymphocyte 

depletion type)． Our study further demonstra te that DNA extracted from 

preserved paraffin blocks can h e used for DN A extraction and amplification 

hy PCR with high sensitivity and speciality； ther efore， this method couh 

he used in r etrospeeitive studies for viral pathogenici ty of hum an tum ors 

end dis~ase$． 

K ey w ords l Epstein-Barr vi rus Nas。pha y geal carcin oma Hodg— 

kin’g diseas Polym e rase chain r eaction 
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