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乙型肝炎病毒相关性肾炎实验室检查方法研究进展

郝小康 综述!郭瑞林 审校

"陕西中医药大学医学技术学院!陕西咸阳
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文献标识码"

1
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"
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$
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!!

乙型肝炎$下称乙肝&病毒相关性肾炎$

80Z,)5

&是
80Z

诱发的肾小球肾炎#由于我国
80Z

感染较高#人群中
80Z

携

带率高达
!&̂

#由此引起的肾脏损害亦非常常见(史文丽

等*

!

+研究显示#

80Z,)5

约占肾活检
&#"'̂

(

80Z,)5

的发

病机制较为复杂#涉及多种学说!包括免疫复合物介导)

80Z

直接感染肾脏)

80Z

诱发的自身免疫)免疫缺陷)遗传因素

等*

"

+

(目前国内在
80Z,)5

的诊断上还有待深入研究讨论#

而国外由于
80Z

感染的低发生率#没有制定相应的标准#现

在很多医院临床大夫仍在沿用
!@>@

年
80Z,)5

座谈会制定

的初步诊断标准*

%

+

(

"&&!

年全国肾活检病理诊断研讨会制定

了
80Z,)5

诊断标准*

(

+

!通过免疫组化方法在肾小球内检测

出
80Z

抗原$

80Z,1

=

&阳性#方可诊断为
80Z,)5

(

"&&(

年

黎磊石院士也提出了关于
80Z,)5

的诊断标准(由于一些学

者在血清
80Z

标志物阴性儿童的肾脏中检测到
80Z

标志

物#并且结合临床表现可以诊断
80Z,)5

#所以修订了
80Z,

)5

的标准*

',9

+

(多数学者认为#肾组织中
80Z

抗原阳性的患

者#结合肾脏典型病理表现#可以诊断为
80Z,)5

#而对于血

清
80Z,1

=

阳性#肾组织
80Z,1

=

阴性的患者则不能诊断

80Z,)5

(所以肾组织
80Z

标志物的检测对于
80Z,)5

的

诊断意义重大(

80Z

标志物在肾脏中的检测一直存在问题#

实验室关于肾组织
80Z

标志物的检测#目前主要包括免疫荧

光法)免疫组织化学法$下称免疫组化法&)核酸分子检查这
%

种方法#现将这
%

种实验室检查方法原理及优缺点综述如下(

A

!

免疫荧光法

!!

!@9!

年
4BWED

开始在肾脏疾病中应用免疫荧光技术#对

肾脏病的病理诊断提供了重要帮助(肾组织中
80Z,1

=

的检

测主要采用间接免疫荧光法#即先用鼠抗人一抗与
80Z,1

=

反应#形成复合物#然后用荧光素标记的羊抗鼠二抗与复合物

反应#发出荧光#在荧光显微镜下观察(目前实验室免疫荧光

的检查主要是通过冰冻切片组织和石蜡切片组织来完成(冰

冻切片免疫荧光具有操作时间短#步骤简单#组织抗原保护好

等优点*

$

+

(但是冰冻间接免疫荧光染色要求实验人员做到!

$

!

&切割后的新鲜肾组织要迅速放入含有生理盐水的一次性塑

料管中#随后放至冰冻切片机内#进行包埋切片%$

"

&免疫荧光

'

""'!

'

国际检验医学杂志
"&!9

年
9

月第
%$

卷第
!!

期
!

7DIY2O?;FP

!

YLDF"&!9

!

ZER#%$

!

5E#!!



检查的肾组织应避免接触任何固定液%$

%

&推荐使用厂家的

<6/

包埋剂#不要使用普通胶水代替%$

(

&切出大面后要在显

微镜下观察有无肾小球#如果难以确认#可以将切片放入苏木

素中几秒钟后观察#确认切片内有肾小球后重新切片(冰冻切

片间接免疫荧光因为使用新鲜肾组织的原因#没有受到常规固

定液的影响#结果的准确性和灵敏度比较可靠#所以临床实验

室应多使用此方法(但是冰冻切片机和荧光抗体费用较高#使

基层医院在使用上有所限制(

石蜡切片免疫荧光应用较少#作为冰冻切片无肾小球时的

补救措施(但是由于肾组织在常规固定中使用的是
!&̂

的甲

醛#甲醛固定的石蜡切片可以使肾组织内的蛋白质交联#抗原

决定簇被封闭#导致假阴性(所以必要的抗原修复对于石蜡切

片免疫荧光的成功具有重要意义(有研究报道#石蜡切片胰酶

抗原修复方法与冰冻切片免疫荧光在检测肾组织
80Z,1

=

取

得相似的效果*

>

+

(彭卫华等*

@

+选择
80Z,)5

)红斑狼疮肾炎)

7

=

1

肾病#比较了几种抗原修复法的异同#结果显示胃蛋白酶

修复效果好(张岚等*

!&

+比较了石蜡切片与冷冻切片的免疫荧

光染色的异同#得出经过胃蛋白酶修复过的石蜡切片在关于疾

病诊断判读上没有区别#只是显色强度上稍微弱于冰冻切片(

有学者提出#高温高压修复也可以用于肾组织
80Z,1

=

的检

查#但是要注意高压锅加热修复可能导致组织破碎#尤其像肾

活检这样的小组织*

!!

+

(这些相关性研究或许可以在
80Z,1

=

的检测时提供帮助#但是鉴于石蜡切片免疫荧光所做的研究较

少#具体效果还有待证实(

B

!

免疫组化法

免疫组化法作为实验室检测
80Z,1

=

的另一种重要方

法#检测
80Z,1

=

主要是应用免疫酶染色法#即用酶标记特异

性的抗体#待酶标抗体与抗原反应形成免疫复合物后#加入底

物显色#进行镜检(目前实验室多采用
4OQE

公司推出的二步

法免疫组化技术
,.DZBCBED

法#相对于
:+

)

106

等方法#要敏感

很多#定位比较好)比较省时*

!"

+

(随着免疫组化的自动化#许

多实验室目前都配有全自动免疫组化机#但是由于全自动免疫

组化机所使用的抗原修复大多为
.4/1

和柠檬酸#这在石蜡

切片
80Z,1

=

检测应用还没有大量试验进行验证#所以应该

持怀疑态度(免疫组化染色涉及不同抗原的修复方法选择)不

同厂家抗体效价)人为因素等缺点#使免疫组化技术的不确定

性增多(伴随着试验仪器的发展和试验人员知识提高#一些改

良的免疫组化方法取得了较好的效果(石成钢等*

!%

+研究了冰

冻切片免疫荧光和石蜡切片免疫组化的比较#

80Z,1

=

阳性

率相近#改良组化为
9$#'̂

#荧光法为
$"#'̂

(

C

!

核酸分子检测方法

!!

80Z

感染人体后#致病和传播主要在
80Z,451

(

80,

C1

=

和
80Z,451

作为
80Z

的外壳和核酸#检出
80C1

=

说

明
80Z

感染了人体#但是不代表有传染性(

80Z,451

阳性

则说明
80Z

在人体复制和有传染性(共价闭合环状
451

$

333451

&代表
80Z,451

正在复制#是复制过程中
U51

的

直接模板#它的检出相比
80Z,451

更能说明病毒复制(已

知细胞内持续
80Z

感染以核内
333451

的存在为特征#

80Z

333451

的检测对研究
80Z,)5

致病机制和评价抗病毒药物

的疗效等方面具有重要意义(

!@>%

年#

8E

=

OD

等*

!(

+发现#

80Z333451

和
80C1

=

存在于鸭的肾组织中#证明
80Z

能

在肾组织复制和翻译(

/E

-

RL

等*

!'

+研究抗病毒药物对血液

80Z451

和组织细胞内的
80Z333451

的效果#得出拉米

夫定对清除
80Z333451

作用不大#所以检测
80Z333451

在临床监测
80Z

疾病发展和用药效果方面是非常有必要的(

目前
80Z

核酸分子的检测主要包括聚合酶链反应$

+6U

&)原

位杂交技术)

:ELIJFGD,?REI

等方法检测(

C#A

!

+6U

!

肾组织
80Z

的核酸
+6U

检测技术是在新鲜肾组

织或石蜡包埋肾组织中提取到目的
451

后#直接用
+6U

仪扩

增后检测(

+6U

已比较成熟#目前实验室多采用荧光定量

+6U

检测#标准化操作流程见参考文献*

!9

+(当然也要注意

实时荧光定量
+6U

也有不可忽视的缺点#在检测步骤方面对

于目的模板的制备#使用不同方法对于
451

的提取#扩增时

反应条件的掌握及对
+6U

仪器的熟知等#这些方面都对检测

提出了较高的要求(姜国涛等*

!$

+报道用
!

式
+6U

检测
80Z,

451

阳性率为
'%#>̂

#免疫组化检测
80C1

=

阳性率为

(>#!̂

(证实了肾组织中核酸标志物的阳性率高于抗原标志

物的阳性率(

;33ELGI

等*

!>

+应用
+6U

技术检测
80Z,)5

患

者中肾活检抽提物
+6U

检查
80Z,451

阳性率为
$9#'̂

(

然而在行直接
+6U

检测新鲜或石蜡包埋的肾组织时#不能排

除血液中
80Z

污染*

!@

+

(王祝娟等*

"&

+采用实时荧光定量
+6U

对患者肝组织内的
333451

进行了检测#然而在判读结果中因

该考虑到酶处理对象时导致
80Z333451

减少这一因素(

C#B

!

原位杂交
!

原位分子杂交法是检测肾组织中
80Z451

或
U51

的另一方法(将经过适当处理的肾组织切片#与放射

性物质或生物素标记的
80Z451

探针进行核酸杂交#载玻

片光乳剂中杂交
80Z,451

或
U51

#在放射核素显像图中呈

黑色颗粒#可发现
80Z

感染的肾细胞(具体步骤可见参考文

献*

"!

+(原位杂交的优点是既可检测少量
451

#又可判断肾

组织中
80Z

感染细胞的分布状况(在
80Z,)5

患者的肾组

织中检测到
80Z

核酸分子#说明
80Z

在肾组织中存在并且

复制(然而用原位杂交检测
80Z451

#国内以往均获阴性结

果(原位杂交方法也有内在的缺点#例如不能够精确定量核酸

分子#在探针选择)标记)浓度和杂交的时间和温度上都有严格

的要求#组织内源性酶的影响等这些因素使它在临床应用受到

了考验*

""

+

(

C#C

!

:ELIJFGD

印迹杂交
!

:ELIJFGD

印迹分子杂交法适合用于

区分整合于肾组织细胞的
80Z,451

和未整合的游离
80Z,

451

#并可显示病毒复制中的中间产物序列#原理是肾细胞中

451

被一定的限制核酸酶切割#降解为一些小片段#后者通过

琼脂凝胶电泳按相对分子质量大小分离开#将其移至硝化纤维

素膜或尼龙膜上#变性后再与放射性物质标记的
80Z,451

探针一起孵育#二者结合后的含
80Z,451

片段在放射核素

显像图上呈黑带(应用
:ELIJFGD

印迹杂交在肾组织中见到整

合型
80Z451

#但无法提示
80Z451

在细胞内的定位(

随着实验室技术的不断发展#有很多学者也运用其他方法

检测
80Z

核酸分子#取得了不错的效果(张爱平报道直接原

位
+6U

检测
80Z451

阳性信号较原位杂交更为清晰(张

静等*

"%

+报道应用原位杂交结合
+6U

检测
(&

例
80Z,)5

患

者的肾组织石蜡标本#

80Z KU51

检测阳性率达到
>&̂

以

上#肾小管阳性率高于肾小球(应用原位杂交结合
+6U

检测

80Z,)5

患者的肾组织石蜡标本
80ZKU51

检测阳性率达

到
@'̂

(原位
+6U

始于
!@@&

年#是对细胞内目的基因片段扩

增再结合原位杂交进行检测的方法#具有扩增高效性与精确定

'

%"'!
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位的优点(肾组织
80Z333451

的检测应采用原位杂交技术

和
+6U

技术(

cJED

=

等*

"(

+在检测肝组织中的
80Z333451

时#针对
451

少的情况#将实时荧光
+6U

技术和
+:14

消化)

滚环扩增及跨缺口联合#检测到一般
+6U

所不能检测到的范

围(周益等*

"'

+应用激光微分离技术结合
+6U

检测肾组织

80Z451

#检出率为
'(#'̂

#通过激光微分离肾小球和肾小

管#从而清除了来自肾血管和间质中
80Z451

对结果的影

响#对
80Z

分布在肾小球还是肾小管作出了解释(以上几种

方法或许会在检测肾组织中检测
80Z451

和
80ZKU51

)

80Z333451

提供有效的检测标准(

综上所述#目前临床上冰冻免疫荧光方法检测肾组织中

80Z,1

=

作为诊断
80Z,)5

最常用的方法(肾组织
80Z

标

志物的检测方法中#冰冻免疫荧光方法在临床实验室应用最为

普遍#在肾组织
80Z

标志物的检测方法中#冰冻免疫荧光技

术因为采用新鲜标本的原因#荧光抗体的灵敏度尚可#避免了

很多影响因素#所以受到临床实验室的认可(缺点是需要肾组

织新鲜#实验室配备有冰冻切片机)荧光显微镜等设备#不适合

做回顾性研究%免疫组化技术由于使用的是石蜡组织#检出敏

感度较低#还有技术人员熟练程度影响大#限制了它的应用(

经过改良的免疫组化技术还需要更多的研究及探索才能明确

其对诊断的效果(

+6U

)原位杂交技术)

:ELIJFGD

印迹杂交因

为各自方法的缺点很难实现独自在检测肾组织中
80Z

核酸

分子的可靠性与真实性(原位
+6U

结合了
+6U

和原位杂交

技术的优点#对检测到有
80Z

的核酸分子真实性有保证#可

以为临床检测服务(激光微分离技术反映病毒在肾组织的分

布中具有独特优势#在提取特定肾组织部位核酸分子上可以为

其他检测方法所采用(希望以上研究进展为临床
80Z,)5

的

诊断提供一个新的有效的途径(
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关键词"睾丸特异性蛋白
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#
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乳腺癌#

!

胃癌#

!

结直肠癌#

!

肿瘤标记

!"#

!
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A
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文献标识码"

1

文章编号"
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"
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$
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睾丸特异性蛋白
'&

$

/:+'&

&是利用甲基化敏感差分析技

术$

;:,U41

&从睾丸组织和乳腺癌组织中分离出来的低甲基

化片段#其表达具有高度的特异性#在人睾丸组织中特异性高

表达%肺脏)胃肠道)乳腺等正常组织均不表达(近年来的研究

发现#

/:+'&

在乳腺癌)胃癌)结直肠癌等多种肿瘤中高表达#

与肿瘤的发生和发展密切相关#有望作为一种潜在的新型肿瘤

标志物和药物作用靶点应用于临床肿瘤的诊断和治疗#成为肿

瘤免疫学研究的热点(

A

!

/:+EJ

概述
!

A#A

!

/:+'&

的理化特性
!

/:+'&

是肿瘤"睾丸抗原$

6/1

&家

族中的一个新成员#

:JOD

等*

!

+以乳腺癌组织为材料#用对甲基

化
6)

丰富序列敏感的限制性核酸内切酶
;:+

"

来消化基因

组
451

制备复制子#再通过
;:,U41

在乳腺癌组织基因组

中分离得到
"

个亚甲基化
451

片段$

0U'&

)

0U"'(

&#再用

0U'&

作为探针#在人体睾丸
3451

文库里筛选到一种新的肿

瘤
,

睾丸基因(正常情况下#

/:+'&

在人睾丸组织中特异性高

表达#肺脏)胃肠道)乳腺等组织均不表达*

"

+

(

/:+'&

编码基

因位于人类第
%

号染色体上#

3451

全长
!%%>?

-

#含有
(

个外

显子#编码一种含
%>'

个氨基酸的蛋白#其与常见的丝氨酸蛋

白酶同源#但催化活性中心三联体结构中的丝氨酸被苏氨酸替

换#因此它是一个特殊类型的苏氨酸蛋白酶#且苏氨酸蛋白酶

活性残基在细胞增殖中发挥重要作用*

%

+

(

/:+'&

基因有活性

的启动子包含
6

-

)

岛和转录活性区#人
451

经重亚硫酸盐处

理后聚合酶链反应$

+6U

&扩增的片段为
f>@

$

f"'$

#长度为

!9>?

-

#这个
6

-

)

岛包括
!"

个
6)

和
/1/1

盒子*

(

+

(

A#B

!

/:+'&

蛋白在肿瘤中的表达与调控
!

/:+'&

蛋白表达

具有高度的特异性#其可能与
/:+'&

基因启动子
6

-

)

岛甲基

化水平有关(

8LOD

=

等*

(

+的研究指出#正常组织中
/:+'&

启

动子
6

-

)

岛甲基化位点处于
"

甲基化状态#结合的甲基改变

了
451

双链结构的空间构象#影响了某些表达调控因子与

/:+'&

启动子的结合#

/:+'&

启动子的活性降低#

/:+'&

基因

功能保持沉默#

/:+'&

蛋白不表达(肿瘤组织因启动子
6

-

)

岛甲基化位点去甲基化#

451

双链结构的空间构象发生了改

变#使某些表达调控因子能够与
/:+'&

启动子的结合位点结

合#启动子被激活#

/:+'&

基因开始转录#表达
/:+'&

蛋白#表

达
/:+'&

蛋白的组织和不表达
/:+'&

蛋白的组织进行的启

动子甲基化水平试验结果与
/:+'&

蛋白在这些组织中的表达

结果相符#由此证明了
/:+'&

启动子
6

-

)

岛甲基化位点的甲

基化水平决定了启动子的活性#也决定了
/:+'&

蛋白在组织

中的表达(关于
/:+'&

基因表达调控机制到目前为止仅有少

量研究(碱性成纤维生长因子$

?*)*

&可以与
/:+'&

启动子

中的
:+!

结合位点#通过
.Ue

"

:+R

通路下调
/:+'&

表达*

'

+

(

eECOQO,:LTLQB

等*

9

+也发现#

/:+'&

基因上有
"

个可以与转录

因子
0<U7:

蛋白结合的位点#通过与转录因子
0<U7:

蛋白结

合可以促进
/:+'&

基因的表达#而结合位点的突变将导致

0<U7:

无法结合及丧失其激活启动子的能力(虽然
0<U7:

的

表达很重要#但它对于
/:+'&

的表达是非常必需的#进一步的

研究表明
0<U7:

结合位点与其甲基化状态相互独立#同时他

们的研究也在生理条件下验证了一种
6/1

的表达可以被另

一种
6/1

调控(

dL

等*

%

+的研究发现#

/:+'&/%!&

基因突变

显著降低了
/:+'&

诱导的细胞增殖)集落形成)离体细胞的侵

袭力#最重要的是降低了
/:+'&

在体内的致癌作用#可见

/:+'&

蛋白
/%!&

基因在
/:+'&

发挥生物功能中也起重要作

用(进一步研究表明#其蛋白酶活性中心的三联体结构尤其是

第
"&9

位表达的天门冬氨酸#在
/:+'&

介导的细胞增殖特别

是肿瘤的发生中起的作用大于第
%!&

位表达的苏氨酸及第

!'%

位表达组氨酸*

$

+

(应用
U51

干扰技术沉默
/:+'&

的表

达后#可以抑制肿瘤细胞的增殖)克隆形成和转移)诱导肿瘤细

胞调亡#增强肿瘤细胞对抗肿瘤药物阿霉素的敏感度#其潜在

分子机制与
5*,

:

0

信号途径相关*

>

+

(

/:+'&

通过激活细胞核

内的
5*,

:

0

信号传导通路及
+'%

抑癌基因的负调控在细胞的

增殖中起重要作用*

@,!&

+

(研究
/:+'&

蛋白在肿瘤中的分子机

制#将使关于
/:+'&

蛋白在肿瘤发生和发展中作用的研究更

加明了(

B

!

/:+EJ

表达与肿瘤

B#A

!

/:+'&

与乳腺癌
!

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤(

据国家癌症中心和原卫生部疾病预防控制局
"&!"

年公布的

"&&@

年乳腺癌发病数据显示#全国肿瘤登记地区乳腺癌发病

率位居女性恶性肿瘤的第
!

位#女性乳腺癌发病率全国约为

("#''

"

!&

万#成为危害女性健康的第一大杀手(乳腺癌的早

期发现)早期诊断是提高疗效)减少病死率)改善预后的关键(

因此新的肿瘤标志物被不断发现病应用于乳腺癌的早期诊断(

/:+'&

是
:JOD

等*

!

+在乳腺癌组织中通过
;:,U41

分离出来

的特殊蛋白质#他们应用免疫印迹法检测癌组织的研究表明#

大约
@"̂

的乳腺癌患者癌组织中有
/:+'&

蛋白表达#具有很

高的阳性率%刘洋等*

!!

+利用免疫组织化学方法#用单克隆抗体

检测了
!!"

例乳腺癌患者组织)乳腺良性肿瘤患者组织及乳腺

增生患者组织中
/:+'&

蛋白的表达情况(结果显示#

/:+'&

'

'"'!

'

国际检验医学杂志
"&!9

年
9

月第
%$

卷第
!!

期
!
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