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ＥＢＥＲ原位杂交检测技术专家共识
中国医师协会医学技师委员会病理技术专家组，中国医学装备协会病理装备分会标准化部，中

国抗癌协会肿瘤病理专业委员会病理技术学组，中国研究型医院学会病理学专业委员会病理技

术学组

摘要：　ＥＢＥＲ原位杂交检测技术是一种用于检测ＲＮＡ分子在组织细胞中表达定位的方法，规范检测是其结果
准确性的根本保证。针对ＥＢＥＲ原位杂交检测技术在临床应用中的关键问题，中国医师协会医学技师委员会
病理技术专家组、中国医学装备协会病理装备分会标准化部、中国抗癌协会肿瘤病理专业委员会病理技术学组

及中国研究型医院学会病理学专业委员会病理技术学组组织相关领域专家进行深入探讨，最终形成此共识。

该共识涵盖了ＥＢＥＲ原位杂交检测技术的原理、样本处理规范、标准操作流程以及质量控制措施等方面内容，
旨在为临床实验室开展ＥＢＥＲ原位杂交检测提供指导，以提高检测结果的准确性和可靠性。
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ＥＢ病毒（ＥｐｓｔｅｉｎＢａｒｒｖｉｒｕｓ，ＥＢＶ）的检测与淋巴瘤及部
分非淋巴瘤肿瘤的诊疗相关，ＥＢＥＲ原位杂交检测作为广泛
认可的分子遗传学技术在临床病理诊断中起到重要作用，规

范检测是其结果准确性的根本保证，为了更好地规范 ＥＢＥＲ
原位杂交检测技术，我们梳理了相关规范和参考文献，结合

中国病理技术临床检测的实践经验，经专家组充分讨论后形

成ＥＢＥＲ原位杂交检测技术专家共识，以期加强对ＥＢＥＲ原
位杂交检测全流程质控的重视和管理，为临床诊疗提供更精

准的检测，更好地服务患者。

１　ＥＢＥＲ原位杂交检测技术临床意义及原理

　原位核酸分子杂交简称原位杂交，其原理是应用已知碱

基顺序并带有标志物的核酸探针与组织、细胞中待检测的核

酸按碱基配对的原则进行特异性结合而形成杂交体，然后再

应用与标志物相应的检测系统，通过组织化学或免疫组化法

在被检测的核酸原位形成带颜色的杂交信号，并在显微镜或

电子显微镜下进行细胞内定位［１－２］。原位杂交技术因其高

特异性和灵敏度，在医学诊断领域得到广泛应用［３－５］。

ＥＢＥＲ原位杂交是一种检测 ＲＮＡ分子在细胞中的表达

和定位的方法。其是利用一段互补于ＲＮＡ序列的探针来与

靶ＲＮＡ分子进行杂交反应，从而检测其在细胞中的存在和

空间位置。

ＥＢＶ为疱疹病毒科，疱疹病毒ＩＶ型，是一种嗜人类淋巴
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细胞的疱疹病毒。ＥＢＶ是双链 ＤＮＡ病毒，基因组长约１７２
ｋｂ，在病毒颗粒中呈线性分子，进入受感染细胞后，其 ＤＮＡ
发生环化并能自我复制。ＥＢＶ一般通过体液传播，尤其是唾
液传播。ＥＢＶ是第一种与淋巴瘤致癌以及病毒相关淋巴样
和上皮性肿瘤发展有关的病毒［６］。

淋巴细胞中潜伏感染的ＥＢＶ可表达两种不翻译成蛋白
质的ＲＮＡ（即 ＥＢＶｅｎｃｏｄｅｄＲＮＡｓ，ＥＢＥＲｓ），包括 ＥＢＥＲ１和
ＥＢＥＲ２。ＥＢＥＲｓ大量存在于 ＥＢＶ潜伏感染的细胞中，每个
细胞可达１０６～１０７拷贝，是检测ＥＢＶ潜伏感染的最好标志
物，其主要功能是抑制干扰素介导的抗病毒效应和凋亡。原

位杂交检测ＥＢＥＲｓ能够定位 ＥＢＶ感染的细胞类型，是明确
肿瘤与ＥＢＶ相关的金标准［７］。ＥＢＶ存在于 ＥＢＶ相关癌症
的几乎所有恶性细胞中并在癌症发展中具有潜在作

用［８－１６］。

２　组织处理

２．１　组织固定　ＥＢＥＲ原位杂交技术检测的标本类型为细
胞学样本和组织学样本。对检测样本的处理是保证检测结

果准确可靠的关键步骤之一。

２．１．１　细胞学标本（包括脱落细胞标本和细针穿刺细胞标
本）　细针穿刺标本取样后立即涂片，并将剩余样本放入液
基细胞固定液内固定或直接离心沉淀，用１０％中性缓冲福
尔马林固定后制备成细胞蜡块，以备后续检测；脱落细胞（如

胸、腹水、痰、尿等）标本送检后及时制片，沉渣放入１０％中
性缓冲福尔马林内固定后制备成细胞蜡块，以备后续检测。

２．１．２　组织学标本（包括手术切除标本、粗针穿刺标本及冷
冻后的标本）　组织固定旨在维持组织结构，同时确保标本
中目标 ＲＮＡ或 ＤＮＡ的稳定性和完整性。组织离体后应及
时固定：离体时间（冷缺血时间）、固定剂类型、固定温度、固

定持续时间、固定剂与组织体积的比例等均是影响检测结果

的因素。固定液通常使用 １０％中性缓冲福尔马林（ｐＨ为
７２～７４），磷酸盐缓冲液是目前的标准缓冲液［１７］，固定液

中性或者略偏碱性可较好地保存组织的蛋白和核酸［１８－１９］。

组织离体后应尽快剖开放入固定液中，尽可能在３０～６０ｍｉｎ
内开始固定［２０－２２］。如果组织离体后不能及时固定，可于固

定之前冷藏存放样本，时间不超过２４ｈ，但该方法不能作为
组织及时固定的替代方法［２３］。充分固定时间为 ６～４８
ｈ［２４－２５］，超过７２ｈ可能对某些肿瘤类型的ＤＮＡ和ＲＮＡ质量
产生不利影响。如果后续需要进行基因重排的样本，建议整

体固定时间不超过３０ｈ［２６］。
２．２　组织固定后处理
２．２．１　组织脱水　组织固定后必须水洗才能进入脱水程
序，固定后脱水不当或储存不当均会使样品更易降解。

２．２．２　脱钙　脱钙对免疫组化和分子生物学结果有显著影
响，特别是使用酸脱钙，均会造成抗原的丢失。建议将骨组

织锯成３ｍｍ左右薄片后充分固定１２～２４ｈ，再用１０～１５％
ＥＤＴＡ２Ｎａ脱钙液进行脱钙２４～４８ｈ，水洗 ～２ｍｉｎ，然后进
行脱水处理，可明显改善脱钙效果［２７］，但在报告中需注明。

２．３　蜡块、切片保存　尽量避免使用２年以上的蜡块，因为
可能会影响检测结果。待测组织切片后应尽快进行原位杂

交检测，室温中放置的切片需在１周内完成检测，以确保结
果的准确性［２８］。

３　ＥＢＥＲ原位杂交检测技术规范化操作

目前常用的ＥＢＥＲ原位杂交试剂分别有适用于手工和
全自动免疫组化染色仪两种类型的试剂盒，在规范操作规程

下，手工操作和全自动免疫组化染色仪操作可达到类似的染

色效果。由于核酸探针的种类和标志物的不同，在具体应用

的技术方法上也各有差异，但其基本方法和应用原则大致相

同。

根据探针的标志物是否能直接被检测，原位杂交可分为

直接法和间接法两类。其中间接法原位杂交是最常用的原

位杂交方法，荧光原位杂交也可用间接法进行。下面以

ＥＢＥＲ间接法原位杂交为例介绍主要实验步骤。
３．１　杂交前准备
３．１．１　组织取材和固定　及时的组织取材和良好的固定是
做好原位杂交的前提，不仅可以较好地保存组织和细胞的形

态结构，也能减少核酸的降解（参照章节２）。
３．１．２　切片　使用防脱载玻片，石蜡切片３～４μｍ厚，冷冻
切片则稍厚，一般为５～６μｍ或更厚。
３．２　预处理　杂交前的预处理包括：石蜡切片脱蜡至水、暴
露靶核苷酸。酶消化能使经固定后被遮蔽的靶核酸暴露，以

增加探针对靶核酸的可及性。常用的蛋白酶有蛋白酶 Ｋ
（ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ），链霉蛋白酶（ｐｒｏｎａｓｅ）和胃蛋白酶（ｐｅｐｓｉｎ）
等。消化条件为３７℃孵育１５～２０ｍｉｎ，以达到充分的蛋白
消化作用而不致影响组织的形态为目的。

３．３　变性和杂交　ＥＢＥＲ探针滴加在样本上同时进行热变
性处理后，直接进入杂交。由于热变性所需的温度高，而滴

加杂交液量少（＜２０μＬ），在热变性处理时容易造成杂交液
的挥发，因此，需用橡胶水泥密封处理。而在机染操作中常

略过热变性过程，采取在杂交环节加温的方式。

３．４　杂交后清洗　杂交后清洗的主要目的是去除非特异信
号（即由不严格碱基配对形成的杂交体），减少背景的着色，

以获得较高的信噪比。

３．５　杂交体的检测　与生物素标记探针的连接可用抗生物
素抗体、亲和素或链霉抗生物素蛋白连接；对地高辛或 ＦＩＴＣ
标记探针的连接可分别用抗地高辛抗体和抗ＦＩＴＣ抗体。可
供选择的显色系统主要有两种：（１）辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）
ＤＡＢ／ＡＥＣ显色系统；（２）碱性磷酸酶（ＡＰ）ＮＢＴ／ＢＣＩＰ或
ＡＰ新福红系统。ＤＡＢ显色阳性信号着色为棕褐色，苏木精
复染细胞核呈蓝色。ＮＢＴＢＣＩＰ显色阳性信号着色为深蓝
色，核固红复染细胞核呈淡红色。

４　质量控制

ＥＢＥＲ原位杂交是检测组织感染ＥＢＶ的可靠方法，加强
手工或全自动 ＥＢＥＲ原位检测全流程的质量控制是 ＥＢＥＲ
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检测结果质量保证的重要措施，实验室应在良好室内质量控

制基础上积极参加室间质评或同行比对来保证 ＥＢＥＲ原位
检测质量［２９］。

４．１　室内控制　为保证实验室开展ＥＢＥＲ原位检测结果的
准确可靠，首先须明确检测全流程各阶段可能影响检测结果

的因素，从人员、环境、仪器设备、试剂、标本、检测过程等各

层面对影响因素采取相应的措施加以管理和控制，以使检测

过程处于受控状态。

４．１．１　人员控制　ＥＢＥＲ检测应由具有分子生物学或医学
相关专业学习背景、岗前理论与实际操作培训考核合格的人

员，经科主任授权后进行操作；离岗超过６个月再上岗时须
进行再次培训和评估，合格后才可继续上岗。实验室内部应

定期组织对不同操作人员操作结果的比对，评估结果符合程

度、操作能力的可比性及操作的稳定性，并存档于人员管理

档案中。

４．１．２　环境控制　ＥＢＥＲ检测实验室的环境条件应满足检
测工作的需要，确保采光良好、有效通风和适宜的室内温度。

可对检测区域加以控制，与不相容活动的相邻区域进行有效

隔离；试剂存放区应满足说明书中所需的保存条件，在冷藏

和冷冻区域保存时，应定期对温度进行监控并做好记录。

４．１．３　仪器设备控制　对ＥＢＥＲ检测结果有显著影响的设
备，如原位杂交仪、移液器、水浴锅、孵育箱、冰箱等设备日常

使用时应定期维护、检定（校准），做好记录，实验室应根据

仪器设备的特性、使用频率，制定仪器设备的期间核查，确保

仪器处于良好状态。

４．１．４　试剂质量控制　实验室应加强ＥＢＥＲ检测试剂盒的
申请采购与出入库管理，根据日常检测量维持合适的库存

量，确保试剂新旧序用，不使用过期试剂；不同批号试剂使用

前需进行性能验证。

４．１．５　标本质量控制　ＥＢＥＲ检测的准确性和可靠性较大
程度上取决于标本的质量和处理方法。规范的标本前处理

是ＥＢＥＲ检测的关键。样本行ＥＢＥＲ检测前应先基于ＨＥ染
色进行形态评估，对于组织标本，镜下观察细胞形态结构是

否完整，尽量避免选择大片坏死或挤压变形的样本。前处理

或保存不佳样本检测时应在结果报告时说明。

４．１．６　检测过程的质量控制　首先实验室应根据检测方法
建立ＥＢＥＲ检测的标准作业指导书，确保操作人员按规范操
作；检测前充分评估待检样品特性是否满足检测要求。待检

切片应同步设置阳性外对照来监测检测体系的稳定性，验证

染色流程是否有效，排除假阴性结果，也可帮助排除检测失

败的原因。阳性外对照的选择宜选用既往 ＥＢＥＲ阳性组织
或商品化的质控品（如 ＥＢＥＲ液态细胞株阳性对照）。在初
始试剂性能验证、出现非特异性着色干扰或者对检测结果质

疑时也可设置阴性组织对照（如正常扁桃体）和空白对照协

助排除假阳性结果。实验室如涉及多平台或多方法（手工／
仪器）检测ＥＢＥＲ时，还需进行多重比对测试（平台间、手工
与仪器间比对），确保不同检测方法的检测结果间差异无显

著性或系统误差。

４．２　室间质评　实验室应积极参加适于ＥＢＥＲ检测结果解
释的外部质量评价或能力验证计划以识别实验室间或不同

检测方法间ＥＢＥＲ检测结果的差异，并制定文件化的程序来
规定、说明参加室间质评的范围、频次与评价标准。建议每

年至少参加１次全国或省市级权威机构组织的 ＥＢＥＲ检测
室间质评。当无室间质评计划可利用时，实验室也可自行组

织实验室间比对，比对实验室应优先选择检测方法一致的质

量认可实验室。准确记录监控实验室室间质评结果，当结果

不满意或不符合预定的评价标准时，应实施纠正措施。

ＥＢＥＲ原位杂交检测技术是检测ＥＢ病毒的常用技术方
法，对该技术的质量控制从组织固定开始贯穿整个检测环

节，在进行检测时需加强对ＥＢＥＲ原位杂交检测全流程质控
的重视和管理，以保证检测结果准确、可靠。
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［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＤｉｇ，２０１９，３９（７）：４３３－４３７．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．

ｊ．ｉｓｓｎ．０２５４－１４３２．２０１９．０７．００１．

［２９］荧光原位杂交检测技术共识编写组．荧光原位杂交检测技术

共识［Ｊ］．中华病理学杂志，２０１９，４８（９）：６７７－６８１．ＤＯＩ：１０．

３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．０５２９－５８０７．２０１９．０９．００３．

ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＷｒｉｔｉｎｇＧｒｏｕｐｏｆＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＩｎＳｉｔｕＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎＤｅ

ｔｅｃｔｉｏｎＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓｏｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｓｉｔｕｈｙｂｒｉｄｉｚａ

ｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＰａｔｈｏｌ，２０１９，４８（９）：６７７－

６８１．ＤＯＩ：１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．０５２９－５８０７．２０１９．０９．００３．

（接受日期：２０２４－０８－１０）

　本共识编写专家组成员（按单位名称汉语拼音顺序排序）：安徽医科大学第一附属医院（潘美华）；北京大学医学部／北京
大学第三医院（张燕）；北京大学肿瘤医院（周立新）；重庆市人民医院（刘瑾）；福建省立医院（陈昕）；福建省肿瘤医院（师怡、

吴在增）；福建医科大学附属第一医院（李国平）；复旦大学附属华山医院（高名士）；复旦大学附属中山医院（宿杰阿克苏、黄

洁）；复旦大学附属肿瘤医院（蔡旭、张静、周学科）；广东省人民医院（骆新兰）；广西医科大学第一附属医院（党裔武）；广西中

医药大学第一附属医院（崔锦珠）；海军军医大学附属长海医院（倪灿荣）；哈尔滨医科大学附属肿瘤医院（孟宏学）；航天中心

医院（侯芳）；河南省人民医院（孙廷谊）；湖北省肿瘤医院（王明伟）；华中科技大学同济医学院附属协和医院（罗丹菊、翁密

霞）；江苏省人民医院（张炜明）；江南大学附属中心医院（汤鸿）；空军军医大学第一附属医院（胡沛臻、钱守斌）；辽宁省肿瘤

医院（何莲）；陆军军医大学大坪医院（毛成毅）；南京大学医学院附属鼓楼医院（吴鸿雁、杨军）；宁波临床病理诊断中心（陈

洁、俞吉霞）；宁夏医科大学总医院（秦瞡、李国富）；青岛大学口腔医学院（赵洁）；陕西省宝鸡市中心医院（徐燕）；陕西省肿瘤

医院（王晓敏）；上海交通大学附属新华医院（虞文伟）；上海交通大学附属瑞金医院（许海敏）；上海中医药大学附属岳阳医院

（冼志红）；首都医科大学附属北京世纪坛医院（高颖）；四川大学华西医院（雷松、陈敏）；苏州大学附属第一医院（朱卫东）；山

西省肿瘤医院（肖彦增）；天津中心妇产科医院（宋剑婵）；温州医科大学附属第一医院（黄卡特）；西安交通大学第二附属医院

（靳耀锋）；新疆石河子大学第一附属医院（郑玉琴）；新疆医科大学第一附属医院（苗娜、师艺）；云南省肿瘤医院（陈芸）；云南

省第三人民医院（徐开军）；浙江大学医学院附属第一医院（丁伟、姚洪田、徐黎明、邹尹影）；浙江大学医学院附属第二医院（王

海军）；浙江大学医学院附属杭州市第一人民医院（王炜）；郑州大学第一附属医院（高冬玲、黄培）；解放军总医院第一医学中

心（宋欣）；解放军总医院第四医学中心（康佳蕊）；解放军东部战区总医院（马恒辉、王璇）；解放军北部战区总医院（秦海明）；

中国医学科学院北京协和医院（王德田、薛晓伟、周良锐、庞钧译）；中国医学科学院肿瘤医院（郑波、郭蕾）；中国科学院大学附

属肿瘤医院（胡锦林、张谷）；中南大学湘雅医院（傅春燕、徐志杰）；中日友好医院（张红雷）；中山大学附属第一医院（梁英杰、

董愉）；中山大学肿瘤防治中心（肖永波、卢佳斌）

本版共识执笔人：周立新、张炜明、薛晓伟、徐黎明

本版共识通讯作者：丁 伟（１８１０１０＠ｚｊｕ．ｅｄｕ．ｃｎ）、周立新（ｚｌｉｘｉｎ＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ）

·１６１·临床与实验病理学杂志　ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＥｘｐＰａｔｈｏｌ　２０２５Ｆｅｂ；４１（２）
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