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摘要
基因疫苗已成为疫苗研究领域中的热点之一 ,特别是其研

究方向与世界卫生组织儿童免疫长远目标-用一种疫苗预

防多种疾病相吻合.从效力到成本的潜在优点已使基因疫苗

成为今后疫苗制造的选择,故澳大利亚昆士兰医学所的

Waine和McManus在《Parasitology Today》上论证,基因

疫苗为第三次疫苗革命.令人鼓舞的是艾滋病和T细胞淋巴

瘤的基因疫苗已进入到了临床前阶段.基因疫苗不仅能预防

某些传染病,还可做为治疗用疫苗来治疗一些复杂难治的疾

病,例如病毒性肝炎、癌症等.这些均已显示出基因疫苗的

巨大潜力和应用前景.但是,基因疫苗的历史毕竟很短,实验

结果均来自动物,在用于人体之前还有许多工作必须完成,

其中最重要的是解决基因疫苗对人体的安全性和效力问题,

例如: (1)须用与人类疾病相关的动物模型证实其效果；(2)

须用高度敏感的PCR技术等确证所注射的DNA不与宿主

细胞基因组DNA整合,这是确保DNA疫苗遗传学安全性

的重要指标之一 ; (3)最终还需要近期和长期的临床试验以

明确其毒副作用和免疫保护效果.我国已制定了基因转移治

疗的管理条例,基因免疫作为预防性基因治疗技术,同样应

遵守此条例,这样才有利于基因治疗的健康发展.
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0   引言

许多传染病的控制、预防及治疗,近代医学发展中最辉
煌的篇章.天花已经根绝,伤寒、结核、白喉、麻疹、
骨髓灰质炎、乙型及丙型病毒性肝炎等的发病率和死
亡率明显降低.这些医学成就从很大程度上应归功于疫

(菌)苗的研制及预防接种的普及.与传染病抗争最有效和
最全面的方法是免疫接种,这种制剂被称之为疫苗.疫苗
的研究历史是短暂的,可划分为三代:第一代是灭活、减
毒或无毒的完整病原体(整株疫苗);第二代是病原体的蛋
白、多糖或脂质等结构成分(成分疫苗);第三代是以接种
的核酸(DAN或RNA)既是载体,又是抗原的来源,具有疫
苗的功能,可称为基因疫苗或核酸疫苗.基因疫苗最新定
义为能够编码某种特异性抗原并在人体或动0物体细
胞内表达这种抗原的DNA或RNA等.因DNA分子较RNA
分子小、性质稳定、可操作性强,所以,目前研究最多的是
DNA疫苗,由于此疫苗不需任何化学载体,故又称为裸露
DNA疫苗(naked DNA vaccine).

1   基因疫苗的发展史

传统上用于预防传染病的疫苗有减毒知疫苗的灭活疫
苗.前者如未充分减毒,可使接种者发生临床型感染;而过
分灭活或减毒的疫苗有可能不能够有效刺激宿主的免
疫应答,难以获得可靠的免疫防护.故而人们迫切希望找
到一种新的安全有效的疫苗.
        1990年Wolff et al 试图用注射方法促使小鼠的肌
细胞吸收质粒DNA以产生新的蛋白质.对照组在注射
DNA时未加任何化学佐剂,出人意料的是对照组动物的
肌细胞吸收了这种裸露的质粒DNA后,能高水平地表达
外源蛋白.Tang et al 于 1992 年将人生长激素基因的质
粒DNA导入小鼠表皮细胞后,在小鼠血清中可检测到特
异的抗人生长激素抗体,从而提出基因免疫的概念.随后
人们在鱼、鸡、大鼠、兔、猪、牛、雪貂、猴
和黑猩猩的骨骼肌以及大鼠的心肌中注射裸露DNA,均
能观察到外源蛋白的持续表达.而且在部分研究中证实,
此途径引起的免疫应答对野生病毒的攻击具有保护作
用.这此研究表明,直接给动物接种编码抗原的基因片段
可使该动物获得对该抗原的免疫力,即将编码某种蛋白
的处源基因直接导入动物细胞可达到免疫接种的目的.
这一基因免疫接技术的出现,为新型疫苗的研制开路了一
条崭新途径.所接种的核酸(DNA或RNA)既是载体,又是抗
原的来源,具有疫苗的功能,可称为基因疫苗或核酸疫苗.

2   基因疫苗的作用机制

基因疫苗一般由病原体抗原编码基因和以真核细胞作
为表达载体的质粒构成.抗原编码基因可以是完整的一
组基因或单个基因的cDNA；也可以是编码抗原决定
簇的一段核酸序列.总之,其表达产物为病原体的有效抗
原成分,可引起保护性免疫.载体质粒多以 pBR322 或
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pUC质粒为基本骨架,带有细菌复制子(ori),能在大肠杆
菌内高效稳定的复制,但缺乏在哺乳动物细胞内复制的
能力.质粒载体所带启动子多来源于病毒基因组,如
CMV、RSV 和鼠白血病病毒长臂末端重复序列(LTR)
等启动子.此类启动子具有较强的转录激活作用,能保证
抗原基因在真核细胞内有效表达并引起免疫应答.
        基因疫苗激活免疫系统的详细机制尚不十分清楚.
一般认为,含病原体抗原基因的核酸疫苗被导入宿主骨
骼肌细胞或皮肤细胞后,可在细胞内表达病原体的蛋白
质抗原,经加工后形成的多肽抗原可与宿主细胞MHCⅠ
类和Ⅱ类分子结合,并被提呈给宿主的免疫识别系统,从
而可引起特异性体液和细胞免疫应答.肌细胞吸收和表
达处源DNA的效力较高,这可能与肌细胞本身的结构特
点有关.肌细胞可形成多核细胞,含有肌质网;骨骼肌和心
肌还具有T小管系统,该系统含有细胞外液并能伸入到
细胞内部.Wolff et al 发现组织培养的肌细胞T小管和细
胞膜穴样内陷可将质粒纳入.Vahlsing et al 认为,肌细胞
可能作为一种中心成分直接参与诱导免疫应答.例如,流
感病毒NP基因只有在肌细胞内表达并分泌到胞外,才
能刺激机体产生抗-NP抗体,介导体液免疫应答；而经
肌细胞蛋白酶加工处理后的NP则可在MHCⅠ类分子
的限制下提呈给T淋巴细胞,导致体内CTL应答.所需刺
激信号来源于肌细胞本身,或者来源于注射引起的损伤
区域的浸润细胞.另一种观点是,肌细胞的直接参与并非
必需,NP从肌细胞分泌出来后,被巨噬细胞和(或)树突状
细胞吞噬、处理、提呈、分别在MHC Ⅰ和Ⅱ类分子
的限制下,诱导CTL前体、B细胞和特异性Th细胞.还
有一种解释是用 DNA 免疫时,肌细胞和抗原呈细胞
(APCs)均被转染,引起CD4＋、CD8＋ T细胞亚群的同时
活化,从而产生特异性细胞免疫应答.

3   基因疫苗的影响因素

3.1 肌细胞和髓源性APCs在基因疫苗接种中的作用

3.1.1 骨骼肌细胞在基因疫苗接种中的作用   骨骼肌细
胞能够摄取注入其周围的质粒DNA,使通过肌肉注射进
行基因疫苗接种的方法显得颇为简单、直接.据报道,局
部肌肉注射丁哌卡因或心脏毒素可导肌肉组织损伤,肌
纤维在自损伤逐步恢复的过程中对质粒DNA的摄取会
增加,因此有时可借助这种现象提高基因疫苗的接种效
率.但是肌组织并非免疫相关组织,因为肌细胞不具有
APCs的特征,不表达MHC-Ⅱ限制性抗原和各种免疫识
别所需的共刺激分子(costimulatory-molecules),不能分泌
相应的细胞因子(cytokines) ;即使有相关共刺激分子的表
达或存在粒巨细胞集落刺激因子(GM-CSF)、白介素
12(IL-12)等细胞因子的作用,非造血干细胞也不能转变
为有效的APCs细胞.成纤维细胞等非职业性APCs虽能
在体内成功地将抗原呈递给幼稚T细胞,但这些抗原仅
限于那些具有足够的免疫原性、能够克服共刺激分子
缺乏的病毒抗原.此外,有一项研究显示,如果肌注质粒

DNA后10 min内将注射部位的肌肉切除,并不明显影响
针对特异抗原的抗体免疫应答的程度和持续时间,进一
步表明在通过肌肉注射途径进行基因疫苗接种时,肌细
胞本身对免疫应答并不具有十分重要的作用,亦即肌细
胞本身并不参与免疫激活的过程,而只是起一种抗原或
基因疫苗运送转站的作用.确实,注射疫苗的肌肉部位也
并无明显的炎性细胞浸润,特别是在疫苗接种后的急性
效应相消失后.肌肉注射基因疫苗之所以可以启动免疫
应答,可能有几个方面的机制:(1)肌细胞是抗原贮存库,可
向专业APCs提供全长蛋白或多肽以诱导免疫应答;(2)
处于肌纤维间隔而未被肌细胞摄取质粒DNA也可因穿
刺操作进入血液循环而直接被流经局部的APCs 摄取,
并在APCs内表达;在上述两种情况下,表达抗原的髓源
性APCs随血流迁移人淋巴结组织,在此处激活T淋细胞
和B 淋巴细胞;(3)由于表达疫苗抗原的肌细胞易于被
CTLs攻击和破坏,因此其中的质粒DNA可释放入血而
持续转染包括单核-巨噬细胞在内的APCs.
3.1.2 髓源性APCs在基因疫苗接种中的作用  骨髓重建
技术显示髓源性APCs(bone marrow-derived APCs,BM-
APCs)在基因疫苗的致免疫机制中具有关键性作用.已观
察到携带有质粒疫苗的巨噬细胞自注射部位的肌组织
迁移至淋巴结,并在被免疫动物的区域淋巴结和脾脏中
发现少量疫苗质粒.基因枪接种后可在局部淋巴结中观
察到被转染的树突状细胞;如果在体外将转染有基因疫
苗的树突状细胞选择性耗竭,再将未被转染的APCs 回
输入动物体内,则不能诱导T细胞活化.树突状细胞不仅
对以质粒DNA为基础的疫苗接种极为重要,对重组病毒
疫苗等顺利发挥活性也十分关键.此外,研究显示应用在
体外能发挥最大表达活性的启动子未必能在体内诱生
最强的免疫应答,但如果使用一种在树突状细胞内具有
较高活性启动子,则可以达到较理想的免疫效果,因此基
因疫苗的改建优化应以树突状细胞为基础.
3.2 细菌免疫促进性序列作为基因疫苗免疫佐剂的可能

性  近年来发现卡介苗(BCG)具有一定的抗肿瘤活性,表
现在可激活NK细胞、诱导Ⅰ和Ⅱ型IFN的产生等,而用
DNA酶(DNAase)处理则可使之丧失这种活性.进一步分析
发现其基因组某些区域富含 5′⋯⋯GACGTC⋯3′、
5′⋯AGCGCT⋯3′、5′⋯AACGTT⋯3′等回文结构,
而且每一种这样的序列中均含有5′⋯CpG⋯3′两个碱
基.以后又发现原核生物基因组中几乎平均每16个碱基中
就出现一个 5′⋯CpG⋯3′,且胞嘧啶甲基化者高达
70-90 %.现已基本明确原核生物基因中这种富含5′⋯
CpG⋯3′且胞嘧啶不被甲基化的序列是一种免疫增强
序列(ISS),体外人工合成含有这种序列的寡核苷酸片段
(CpG-oligodeoxyonucleotides CpG-ODN)也具有免疫佐剂活
性;这种5′⋯CpG⋯3′基序(motif)可诱导B细胞增生和合
成免疫球蛋白,刺激IL-6、IFN- γ,IL-12、IL-18等分泌,
其中IL-8又能诱导NK细胞产生IFN,这些均有助于应答
向Thl型发展.ISS在体内外均可激活皮肤来源的树突状细
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胞,提示其可能有助于质粒疫苗发挥效应.ISS具有完全弗氏
佐剂的作用,而且对宿主无明显毒性.在基因疫苗接种时,ISS
可以寡核苷酸的形式与质粒DNA同时应用,也可以在质粒
骨架中增加ISS的数量以提高质粒疫苗的免疫效果.对于
ISS是否具有种属特异性,其CpG-ODN中心以外的序列对
活性限制性如何,目前尚不清楚.
3.3 异载体同抗原基因疫苗“致敏－强化”接种方案

可提高基因疫苗免疫效果   使用基于病毒的可表达某
种抗原的同一基因疫苗重复接种(homologous boostimg),
其缺点之一在于可刺激宿主产生针对疫苗载体的回忆
反应,这种回忆反应可以破坏再次进入体内的基因疫苗,
从而降低其免疫效果.“异载体疫苗‘致敏强化’接种方
案(heterologous prime-boost-regimens)”则克服了这种
缺点.该方案采用表达同一抗原但载体不同的基因疫苗
先后进行接种,即在初期接种采用抗原性虽然较高但能
高效表达编码抗原的、结构较复杂的载体.这种接种方
案不仅可克服宿主回忆反应对接种效果的影响,而且可
使免疫应答向Th1型方向发展,即使是在重组蛋白已启
动了Th2型免疫应答的情况下.应用Pbergheei疟疾模型
研究显示,先用质粒载体、继用重组牛痘病毒载体接种
的这种“异载体同抗原免疫接种法”有利于产生完全
保护,而“同载体同抗原免疫接种法”收效甚微.动物实
验还证实,先后分别用基因枪、牛痘病毒、鸟痘病毒将
某一种肿瘤抗原接种动物,可显著提高免疫应答.这种先
用简单载体(如质粒DNA)继用复杂载体(如牛痘病毒)携
带抗原进行免疫接种方案之所以能取得相对理想的结
果,可能有以下原因: (1)病毒本身的表达产物,如可溶性
分泌性细胞因子受体类似物,有可能干扰初次接种的效
果,对弱抗原尤其如此; (2)来自病毒载体的表位较之所携
带的弱抗原可能具有免疫优势,在初次免疫时阻碍针对
弱抗原的免疫应答并进而削弱加强阶段的免疫应答;但
如果初次接种时应用质粒DNA载体避免这种干扰,则在
加强接种时由于针对弱抗原的免疫已得到放大,这种病
毒表位免疫优势的影响就相对较小; (3)人体可能存在对
某些病毒载体的免疫性,增加了应用这些载体进行接种
时免疫结果的复杂性.
3.4免疫因素  理论上,不论宿主的体积大小,一定剂量的
基因疫苗均有可能有效诱发特异性免疫应答.但目前各
家报道的结果不相一致,难以进行比较.因为许多因素均
可影响免疫应答的程度和类型.以质粒DNA为例,表1概
括了影响其效果的主要因素.

4   基因疫苗的特点

基因疫苗与传统疫苗相比,具有以下特点: (1)直接DNA

接种:避免了制备传统疫苗的繁琐过程；(2)基因疫苗接

种后蛋白质抗原可直接与MHCⅠ类和Ⅱ类分子结合形

成免疫复合物,与减毒活疫苗或载体活疫苗一样能引起

CTL反应,但不存在后者的毒力回升等危险; (3)基因免疫

时产生的抗原多肽的提呈过程和自然感染时相似,以其

天然构象被提呈给免疫识别系统,此一特性对于构象型

抗原表位引起的保护性免疫尤为重要,而用目前的重组

技术在体外合成的蛋白抗原常造成构象型抗原表位的

改变或丢失;(4)基因疫苗具有共同的理化性质为联合免

疫提供了可能;(5)作为一种重组质粒,基因疫苗能在大肠

菌工程菌内快速增生,且提取纯化简便,可大幅度降低成
本,省时省力;(6)可以同种异株交叉保护.选择某一种病原
体的编码保守蛋白的核酸序列作为基因疫苗,因其不会
变异,故可对同一种病原体的变异型或新型产生交叉免
疫,从而起到免疫保护作用.这是基因疫苗突出的优点之
一.(7)受宿主预存免疫性(pre-existing immunity)的影响很
小,这是基因疫苗无可比拟的优点之一;(8)基因疫苗不仅
可用于预防,还可用于治疗.
         基因疫苗的安全性是人们关心的重要问题.在理论上
存在导入的外源DNA整合入宿主细胞基因组的可能,并导
致细胞癌基因的顺式或反式激活、抗癌基因的失活等,使
细胞发生恶性转化.但通过甲基化分析、酶切分析和PCR
等技术的研究结果表明,进入骨骼肌细胞的DNA分子独立
存在于细胞质中,未发现复制或整合.另一问题是有可能引
起抗-DNA抗体和自身免疫性疾病.但Robertson最近研究
表明,裸露的双链DNA分子很难引起抗-DNA抗体反应.然
而,正如Spier (1995年)指出的那样,我们对基因免疫的机制
还远未了解,其安全性有待进一步验证,今后的道路还很长.

5   某些传染病基因疫苗的研究现状

目前,对兽用和人用DNA疫苗的研究日益深入,表2列出
已在动物中进行DNA疫苗防治试验的病原体.现就几种
重要的人用DNA疫苗的研究现状介绍如下.

表1  质粒DNA疫苗免疫效果的决定因素

影响因素 评论或可供解决的方案

质粒DNA骨架的结构 引入免疫促进性序列或聚腺苷(polyA)

序列等将有助于提高免疫效果

导入质粒DNA的剂量 一般越多越好

抗原的表达水平 应使用高效表达抗原的载体;表达的抗

原越多,免疫应答的程度越强,尽管未必

呈现线性关系

接种间隔 确定各次接种间的合适时间间隔可以

大大提高免疫效果

接种途径 合理选择接种方法,如肌肉或皮内注

射、基因枪皮肤接种、黏膜接种等

接种的靶组织 不同的接种部位效果不同

接种次数 必须保证足够的次数

报告基因前是否存在内含子 有内含子存在时可以提高接种效果

接种对象的种类 如不同株的小鼠对DNA疫苗的反应性

有质和量的差别

接种对象的年龄 较年轻的小鼠免疫应答能力较强

特异性抗原对被 毒性抗原的表达不宜过高

转染细胞的毒性



表2   动物中进行DNA疫苗防治试验的病原体

病毒类    鸟流感病毒、牛疱疹病毒、牛病毒性腹泻病毒、登革热病
   毒、脑炎病毒、猫免疫缺陷病毒、乙型肝炎病毒、丙型肝

   炎病毒、人类巨细胞病毒、单纯疱疹病毒、人类免疫缺陷

                病毒 -Ⅰ型、人流感病毒、淋巴细胞脉络丛脑膜炎病毒、麻

   疹病毒、人乳头状瘤病毒、狂犬病毒、呼吸道合胞病毒、

    猴免疫缺陷病毒、猴病毒40(SV40)等

细菌类     结核杆菌、牛嗜血杆菌、沙门菌、破伤风杆菌、Burgdorferi
   疏螺旋体(lyme 病病原体)、支原体、立克次体等

寄生虫类 隐孢子虫、利什曼原虫、疟原虫、血吸虫等

真菌类    球孢子菌、新型隐球菌等

5.1 流感DNA疫苗  1993年 Robinson et al 直接将编码
流感病毒血凝素(HA)的DNA肌注小鸡和小鼠,结果这些
动物产生了抗HA特异性抗体并能抵抗嗣后致死剂量流
感病毒的攻击.后来其用DNA滴鼻接种,能诱导呼吸道黏
膜抗病毒的免疫保护作用.
       甲型流感病毒经常发生变异,从而逃避免疫系统的监
视,使原有的疫苗对新毒株不起作用.1993年Merck研究
室的Ulmer et al选择甲型流感病毒中序列保守的核蛋白(NP)
基因制备DNA疫苗.将高度保守的流感病毒A/PR/8/34株的
NP编码基因接种在Rous肉瘤病毒或CMV的启动子的控
制下.将质粒直接注射BALB/C小鼠四头肌后,NP基因在
小鼠内转录成mRNA后表达NP蛋白.在致死剂量同型病
毒异源毒株A/HK/68或A/PR/8/34株(两株为不同亚型,分
离时间相隔34 a)的攻击下,免疫小鼠的存活率为90 %,而
注射空白载体(无NP序列)的小鼠存活率为0,未注射的小
鼠存活率为20%.经纯化的NP蛋白免疫后产生抗-NP蛋
白抗体的小鼠以及输入高效价的抗NP抗体小鼠,均不能
抵抗病毒攻击,说明抗-NP蛋白抗体介导的体液免疫无
效,而CTL介导的细胞免疫则能防御动物感染流感病毒,
可见基因疫苗的作用机制与传统疫苗不同:编码NP的外
源DNA在宿主细胞内表达,可产生NP蛋白,经加工处理
后与MHCⅠ类分子形成复合物,提呈到细胞表面,CTL能
加以识别并发挥杀伤作用.此种疫苗可抵抗发生显著变
异的各型甲型流感病毒.
5.2艾滋病DNA疫苗  1993年Wistar研究所的科学家给
小鼠和非人灵长类动物的肌肉注射含有HIV-1包膜蛋白
(env)基因的质粒PM160,结果产生了抗HIV-1(env)的特异
性抗体,他能中和HIV-1的感染,在体外能抑制HIV-1介导
的合胞体形成以及CD4与gp120结合.同时还观察到特异
性T细胞和CTL应答,表明HLV-1 env DNA可在宿主肌
细胞内表达和加工.表达产物 gp160 被切割成 gp120 和
gp41后,可折叠成天然结构,从而诱导全面的免疫反应.诱
生的特异性抗体不仅可与 gp120 和 gp41 结合,还能与
tat、tev 基因产物反应,这是mRNA发生剪接的结果.
        美国Agracetus公司正在非人灵长类动物中试验HIV和
猿猴免疫缺陷症病毒(SIV)gp120亚单位疫苗,预计进入人
体试验至少还需1 a.质粒DNAgp120和重组DNAgP120不
同,后者为细胞外传递,而前者由细胞内表达产生.因此,虽
然gp120疫苗在其他系统中效果不佳,但其DNA疫苗可

能有效.研制艾滋病疫苗的最大障碍之一就是HIV是一
种变异率极高的RNA病毒,对某些HIV株有效的疫苗对
同时大量存在的变异株可能完全无效.上述流感疫苗的
研究结果给艾滋疫苗的研究提供了一条新思路,HIV包膜
蛋白变异性很大,这与流感病毒相似,但其核心蛋白高度
保守.因此,通过基因疫苗方法将HIV-C cDNA导入体内,
表达C蛋白后,借助CTL介导的细胞免疫,能否预防HIV
感染,颇值得探索.同理,也为目前面临困境的丙型肝炎疫
苗研制提供一条新思路,具有一定指导意义.
5.3狂犬病DNA疫苗  狂犬病病毒(RV)糖蛋白与RV的致
病性有关,又可诱生保护性中和抗体.1994年Xiang et al
将编码RV糖蛋白的cDNA插入质粒DNA,在AV40早期
启动控制下表达.用该质粒CAN直接注射小鼠腓肠肌,免
疫3次,间隔2-3 wk,150 µg/次,免疫后小鼠产生了抗-PN
中和抗体、抗-PV糖蛋白特异性CTL和分泌淋巴因子
的Th细胞,末次免疫后2 wk用半数致死量(LD50)病毒标
准株(CVS)攻击,结果均获得完全保护;而用空白载体质粒
免疫的对照组在相同剂量攻击下14 d内全部死亡.
5.4  乙型肝炎DNA疫苗   由于HBV变异及宿主免疫耐
受等因素,使乙肝疫苗接种可能失败,给乙肝预防带来困
难.基因疫茵能否解决这些问题,值得研究.Da v i s 和
Whalen已在小鼠中证明含编码HBsAg及 preS基因并有
真核细胞启动子的重组质粒DNA免疫,可诱生抗-HBS
和致敏 CTL产生.最近,在黑猩猩中进行的实验说明,用
2 mg裸DNA作肌肉注射,一次免疫力后即可诱生抗HBs
达100 mIU/mL.再刺激后,抗-HBsm效价可达14 000 mIU/mL
然而仅用400 µg 的HBV-DNA免疫则一次免疫后未能测
出抗-HBs,如再刺激后,则仅有60 mIU/mL,而且抗- HBs
持续时间短暂.实验结果提示,这种疫苗不仅可预防HBV感
染,而且极可能发展为可供治疗乙肝患者的治疗用疫苗.

5.5 单纯疱疹DNA疫苗  最近Kriesel et al将编码HSV-2

型gD2和pRSVmt免疫DALB/c小鼠,13 d后用半数致死量

的HSV攻击,获得满意结果,而对照组的小鼠均先后死亡,

表明单纯疱疹DNA疫苗对动物有保护性作用.

5.6 结核病DNA疫苗   麻风杆菌中Mr为 65 kD的热休

克蛋白具有高度保守性,他与结核杆菌的抗原非常相似,

单独以该抗原免疫即可获得有效的保护作用.1994 年

Lowrie et al 以含该基因的质粒DNA肌注免疫小鼠用结

核杆菌感染,然后检查肝脏内的活菌数,结果表明,裸露

DNA免疫与常规卡介苗有相似的保护作用.

5. 7 疟疾DNA疫苗   1994 年 Sedegah et al 构建的质粒

DNA中含有编码尤氏疟原虫环子孢子蛋白(PyCSP)的基

因.该疫苗与目前试验中的疫苗(辐射处理的子孢子)相比,

能诱导更高水平的抗-PyCSP抗体和CTL,并使16只免疫

小鼠中的9只获得了对疟原虫感染的防御作用.最近研究表

明疟疾基因疫苗有可能成为最早用于人类的基因疫苗.

5.8 真菌DNA疫苗  真菌在自然界广泛存在,但临床上所

见到的严重真菌感染者多有自身免疫功能不同程度的缺

陷或抑制.近些年来,由于皮质激素、广谱抗生素、免
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疫抑制剂的广泛应用,导管插管、腹膜透析、放疗等侵
入性诊疗操作大量开展以及艾滋病的出现,使深部真菌
病日益多见.目前认为治疗真菌除了抗真菌药外,还需使
机体处于高免疫状态.基于这种情况,真菌疫苗的研制工
作显得格外重要,也是近年来基因疫苗研究活跃的领域
之一.(1)球孢子菌DNA疫苗:球孢子菌可通过被吸入其分
生孢子途径感染人体,引起球孢子菌病.大多数可以在宿
主体内刺激免疫反应,能有效控制疾病进展,对再次感染
提供持久的保护作用,因此疫苗的研制很重要,他可能提
供与自然的获得性感染相同的保护作用.研究证实,抗球
孢子感染主要依赖T细胞介导的免疫.几种候选疫苗如
PRAcDNA 、疫苗Ag2cDNA、疫苗UTEcDNA疫苗等
已被发现可用于抗实验小鼠球孢子菌感染.(2)副球孢子
菌DNA疫苗:副球孢子菌是一种二态的真菌,可引起副球
孢子菌病(PCM),主要通过吸入副球孢子菌繁殖体引起,慢
性感染常易累及肺部.实验性的和临床证据表明,宿主体
内的细胞免疫比体液免疫能更有效地抵抗和控制副球孢

子菌的感染,也表明削弱DTH反应与疾病严重程度之间
的关系.研究显示,副球孢子菌象其他的真菌一样,细胞介
导的免疫是最主要的防御机制.(3)两种可能用于DNA免
疫的基因:新型隐球菌是一种具有荚膜的酵母样真菌,主
要引起艾滋病及一些免疫功能低下的患者并发隐球菌
病,最常侵犯中枢神经系统,已成为艾滋病患者并发致死
性脑膜炎的主要病因之一.早期的研究证实,形成荚膜是
新型隐球菌主要的毒力因素之一.Alejandra et al 于 2000
年研究发现,从隐球菌培养滤液中分离出的一种DHAl基
因产物与DTH反应有关.DHAl基因可以激发DTH反应.
如果这种DTH反应与保护作用有关,那么DHAl基因可以
用于DNA疫苗的研制.Levitz et al 于 2001年报道用新型
隐球菌的CD4+T细胞杂交瘤免疫C57BL/6小鼠,发现一种
刺激CD4细胞杂交瘤的隐球菌基因,该基因可以编码一
种98 kD的蛋白,命名为MP98,MP98可刺激T细胞应答.
该基因已被克隆测序,因其基因产物可刺激T细胞应答,
所以编码MPR的基因有可能用于研制DNA疫苗.
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第四军医大学唐都医院全军感染病诊疗中心简介

第四军医大学第二附属医院（唐都医院）是一所集临床医疗、教学、科研为一体的三级甲等大型综合医院，拥有1000 张

病床，坐落在古城西安市灞桥区.第四军医大学传染病学学科组建于1949 年秋，初为我校第一附属医院（西京医院）传染病科，

1969 年组建第二附属医院（唐都医院）传染病科.1996 年因学科建设需要将两所医院传染病科合并于唐都医院，正式成立第四军

医大学唐都医院传染病科，现拥有病房 80 张，3 个门诊部（西京医院、唐都医院、唐都医院第二门诊部）和 3 个专业实验室

（流行性出血热研究室、肝病研究室和艾滋病研究室）及第四军医大学传染病学教研室.

我科有较高的学术地位和声誉，为国内首批（1978 年）传染病学硕士授权学科和军队第一个传染病学博士学位授权学科

（1986 年）及临床医学博士后流动站组成学科（1995 年）.现为国家级重点学科、国家“211 工程”重点建设学科、陕西省

首批医学重点学科、国家“长江学者奖励计划”特聘教授设岗学科及全军感染病诊疗中心.

我科现有教授 / 主任医师 6名，副教授 / 副主任医师5名（其中博士生导师 4名、硕士生导师4名），主治医师 / 讲师10 名，

主管技师2名.目前在位的主系列科技工作者85%以上具有医学博士学位.

自“七五”以来，我科以第一申请者获国家自然科学基金资助课题18 项，军队和陕西省各类科研基金10 项，国际合作

科研基金课题1项，中国博士后科学基金资助项目3项.1998年获国家科技进步二等奖1项，以主要完成人获国家科技进步二等奖2

项.主编学术专著10部，发表论文500余篇.已培养博士研究生38名（毕业25名），培养硕士研究生60名（毕业52名），3位博士后

研究人员完成规定的科研任务后出站工作.我科肝病研究室现主要研究方向为慢性肝病的基因治疗、病毒性乙型和丙型肝炎分子发病

机制研究、肝干细胞基础研究、HCV 母婴传播分子机制及肝纤维化逆转研究等.
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摘要
近年来应用即时荧光定量PCR技术对慢性乙型肝炎患者

体内病毒载量动态变化进行分析, 结合临床症状、肝功能

以及相关资料, 不仅有助于探讨乙肝致病机制, 而且有助于

判断慢性感染的进程和临床结局. 根据不同患者病毒载量

动态变化规律、耐药性和病毒准种的特点及其临床意义,

适时调整治疗策略, 进而指导临床医师开展有针对性的个

体化抗病毒序贯治疗.
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0   引言

目前国内外盛行的干扰素、核苷类似物(如：拉米夫
定, 以下简写为3TC)治疗急性和慢性乙型肝炎取得了较
好的抗病毒治疗效果, 但是由于病毒准种变化、耐药性
产生以及针对干扰素中和抗体的出现, 也可导致抗病毒
治疗的失败, 在一定程度上限制了他们的应用[1]. 近来随
着核酸定量技术的发展, 我们能够即时检测病毒在体内
复制、表达的动态变化, 这样患者在接受抗病毒治疗过
程中, 使我们可以进一步及时监测患者体内病毒的水平,
并和患者肝功能和相关临床指标进行比较, 从而对及时
了解病情的进展, 更好的指导临床进行针对性、个体化
治疗[2-5]. 本文就慢性乙肝接受抗感染治疗过程中, 病毒
载量、耐药性等的研究方法、他们的动态变化特点和
临床意义等内容进行综述.

1   病毒载量检测与ALT水平以及免疫学指标的相互关系

在慢性乙型肝炎的治疗过程中, 临床医师通常把血清
HBV 病毒载量水平、免疫学指标、ALT 水平等作为
评价抗病毒疗效的指标. 在此基础上对乙型肝炎的病原
学诊断、疾病进程和预后进行分析. 病毒载量一般指

每毫升血清(浆)中病毒拷贝数, 也可用于表示单位肝脏组
织中病毒含量. 病毒载量可以通过测定病毒基因组来确定.
目前即时荧光定量PCR方法可以达到标准化、简单化、自
动化以及同时对多种已知病毒株进行定量分析[6, 7], 已经改
变了我们对乙肝病毒感染的传统认识.
对慢性活动性肝炎(CAH)干扰素（以下简写为IFN）治
疗期间的研究显示[8], 抗-HBc IgM和病毒载量有很好的相
关性. 比较乙肝患者免疫指标与血清HBV DNA 水平, 发现
HBeAg阳性患者血清HBV DNA 显著高于阴转和HBsAg携
带者；康复患者血清HBV DNA低于可检出水平. 但是, 乙
肝病毒的表达和机体的免疫反应的强弱受多种因素的影响,
免疫学指标与临床现象及病毒载量有可能不完全吻合[9-11].
由于抗病毒药物的广泛使用, 病毒变异的广泛存在, 仅仅依
靠免疫学指标已经不能完全解释许多临床现象. 血清学检
测不能完全代替病毒载量的检测. 病毒载量定量检测相对
于病毒定性检测是一大进步, 使我们能够比较清楚地了解
病毒在体内的致病作用, 在病因、疾病进程、预后和传染
性分析等方面弥补了免疫学方法的不足.

        病毒载量是比血清学更加量化的指标. 目前, 病毒载量

在反映临床现象及其变化趋势方面, 比血清学指标可能更

加准确和灵敏. 他不仅仅是作为血清学指标的必要补充和

参考依据. 实际上, 病毒载量单项测定也有重要参考价值.

报道认为[12], HBeAg阳性患者的病毒载量比HBeAg阴性患

者高. 在HBeAg阴性的患者中, 血清HBV DBA水平与丙氨

酸转移酶（ALT）活性高度相关. HBV DNA水平小于105/

mL, ALT水平一般表现为正常；大于107/mL, ALT一般表

现为升高. 与病毒载量低的患者相比, 病毒载量高的患者,

更可能进展为肝内肿瘤转移和中度或重度活动性肝炎[18].

病毒载量也能反映患者的传染性, 甚至比HBeAg更灵敏.

       Nagata et al [13]连续观察了慢性乙型肝炎患者接受
INF治疗期间和治疗后 18 mo 内的血清病毒载量的动
态变化. 治疗4 wk后对 INF无反应性的患者和有反应
的患者病毒载量有明显的差别. 他们还发现即使抗
HBs 抗体已经阴转, HBV DNA检出率仍很高. Schlaak
et al[14]通过血清HBV DNA定量测定, 发现白介素-12
(IL-12)对 HBV诱导的免疫反应的共刺激作用与病毒
载量有关. 这些研究说明, 病毒载量实时、动态检测可
以帮助我们判断一种药物的抗病毒效果, 分析机体免
疫反应的机制. 对尽早预测治疗方案的可行性, 以便及
时调整治疗策略, 也有积极意义.



2   病毒载量动态检测与乙型肝炎病毒感染动力学研究
Ribeiro et al [15]认为在研究病毒水平的动态变化时, 引入
一些数学分析模型及方法非常重要, 他们有助于我们理
解体内病毒复制. 病毒清除以及HBV感染细胞的转换
(Virus-infected cell turnover)的动态变化. 在此基础上, 我
们可以设计更有效的治疗方案, 更重要的是这些方法不
仅是确定药物治疗有效性的定量手段, 而且使我们能深
入阐明抗病毒药物（如干扰素, 3TC）的作用机制. 特
别是有助于阐明病毒学因素动态变化与治疗效果之间
的相关性. 更重要的是了解病毒感染动力学过程, 可以
更清楚的理解病毒感染发生、发展、转归以及药物
治疗效果, 因而直接指导临床抗病毒治疗. 此外还能回
答在治疗过程中需要确切知道的一些问题, 例如患者体
内病毒被清除的半衰期有多长？潜伏病毒库的大小？随
着病毒载量动态检测技术的进一步发展和应用, 上述问题
将被进一步阐明, 从而为彻底清除病毒、解决病毒反弹问
题指明努力的方向. Nowak et al [16]通过假设拉米夫定完全
阻断了新感染细胞的产生, 感染细胞维持恒定, 建立了一
个数学模型. 他们得出了病毒清除表现为双期过程的结论.
表1中列出了HBV体内动态变化的一些重要参数.

表1  慢性活动性乙肝患者体内HBV病毒载量的动力学参数

Adefovir治疗 拉咪呋啶治疗

血中游离病毒

半衰期 26.4 h 12-15 h

平均生活周期 36.9 h 34.6 h

每日产生 2.1× 1012 拷贝 /d 1011  拷贝 /d

病毒载量 1.9× 1012 拷贝 /mL 2× 1011 拷贝 /mL

感染细胞

半衰期 11-13 d 10-100 d

平均生活周期 23.3 d 23.3 d

每日更新率 2.3-6.2 % 1-7 %

       在临床中, 可能还有一些病毒准种、抗病毒免疫应
答等因素的差异, 影响病毒载量的动态变化水平, 到目
前为止, 所应用的数学等模型基于HCV和HIV的研究
结果, 但是HBV是DNA病毒, 可能需要考虑到HBV产
生共价闭合环状DNA分子的特点和动态变化、感染细
胞的复制、通过非溶解机制导致感染状态的清除及其
他未知因素等, 所以可能建立一种更特异的HBV动态
模型也许更合适[15]. 为此 Tsiang et al [7]对 Nowak数学模
型作了修正, 他们的模型评价了adefovir dipivoxil的II期
临床药效, 得出30 mg/d adefovir dipivoxil 对病毒的抑制
效率为99.3 %, 即治疗期间每天仍有0.7 %的病毒产生.
他们将病毒载量检测的敏感性提高到400拷贝 /mL.
        London-Blumberg假设, 肝脏由二群肝细胞组成, 处
于不同发育阶段, 低分化细胞群, 对病毒复制有抗性, 称
为R细胞, 高分化细胞群, 对病毒复制比较易感, 为S细
胞. Payer et al根据这一假设建立了London-Blumberg模
型, 他们的研究显示:对感染S细胞的免疫反应决定了感

染初期疾病的严重性, 也控制了持续性肝炎表现为无症
状还是有症状. 而对感染R细胞的免疫反应决定了是否
进展为持续性肝病. 这可以解释为什么HBsAg的保护性
抗体在急性感染后几个月才能检出. 该模型还解释了
HBV引起的种种症状的年龄依赖性, 以及病毒诱发的肝
癌并不随着病毒的感染而马上发生, 而是有一段较长时
间滞后.
        Whalley et al [17]研究结果提示感染细胞中cccDNA
非细胞裂解清除可能发生在第1阶段. 在病毒复制高峰
每天至少产生1011-1013个病毒,平均一个感染肝细胞1 d
最多能产生200-1 000个病毒. 在病毒复制高峰, 每天都
可能发生各种HBV基因突变[18].

3   病毒载量动态检测与乙肝病毒感染肝外细胞的研究

在研究乙型肝炎发病的宿主机制时, 一个很自然的问题
是乙肝病毒为什么具有嗜肝性, 乙肝病毒是否也能感染
肝外细胞？为什么大部分病毒能被机体(以及药物)清除,
而一部分病毒仍在体内潜伏, 从而使病情反复迁延. 这
些病毒潜伏在哪些种类的肝外细胞？对乙肝病毒动态
检测能够回答病毒潜伏在哪些细胞以及潜伏病毒的类
型(野生型、突变型).Trippler et al [18]正是通过时病毒载
量的检测发现了HBV急、慢性感染者外周血单核细胞
(PBMCs)中存在病毒, 病毒载量约1个拷贝/HBV阳性细
胞[19]. 他们报道单核细胞和B细胞感染率最高, 其次是
CD8+ T 细胞, NK 细胞, CD4+T 细胞. 因为慢性感染者
HBV阳性细胞的频率是急性感染者的50-500倍, 这一
结果我们可以理解为HBV在PBMCs 中的半衰期很长,
他可能参与了HBV持续感染；通过测定PBMCs 的感
染率可能是判断疾病慢性化、持续化的指标.当然这种
推测尚需要通过病毒DNA动态检测来验证.

4   病毒载量动态检测与乙型肝炎治疗

在不同患者、不同发病阶段、不同发病类型(如急性
和慢性, 单纯HBV感染和多种肝炎病毒共感染)中, 相同
数值的病毒载量可能表示不同的临床意义. 因为病毒载
量反映的是检测前感染细胞释放的病毒与被清除出体
外的病毒的累积差值, 其数值与感染细胞的破坏速度和
机体清除游离病毒的速度有关. 而游离病毒的清除速率
又可能与免疫反应和病毒载量高低有关. 病毒载量和免
疫反应间可能又相互影响, 病毒载量不同, 诱发的免疫
反应可能不同. 因此, 从客观上反映病毒复制状况应该
是连续检测病毒载量的动态变化, 结合临床现象和病情
进展把握疾病演化的方向.
        Wolter et al应用拉米夫定进行抗病毒治疗后, 在48 h
(第0 h, 12 h, 18 h, 24 h, 30 h, 36 h, 40 h和48 h)内多次收
集标本, 详细分析了不同剂量3TC治疗后病毒载量、转
氨酶等指标动态变化, 也发现病毒载量的下降呈二个阶
段, 第一阶段是在1 wk之内病毒水平下降较快, 主要是
因为游离的病毒被较快清除;第二阶段是持续2-4 wk以

王福生.抗HBV感染治疗中患者体内病毒学和耐药性等因素的动态变化及其临床意义                                                         131



后病毒载量下降较缓慢, 是HBV感染的细胞（如血细
胞、肝细胞）的分裂和死亡, 导致病毒颗粒的丢失. 在
这两个阶段, 病毒的复制水平和机体清除病毒的能力相
互消长, 主要表现为拉米夫定抑制了HBV的复制, 使体
内HBV的来源减少, 同时拉米夫定的治疗可激活机体
的免疫功能[20]. Boni et al [21]认为3TC能使多数HBeAg的
患者突破T功能低下的状态, 通过增强机体细胞免疫反
应. 尤其是能提高特异性CTL应答水平, 后者通过细胞
溶解机制和非细胞溶解机制是体内病毒的清楚下降. 不
过, 不是药物本身使患者体内免疫耐受或功能降低的
CTL恢复, 是病毒下降而产生间接诱导作用所致.
        以前的报道显示HBeAg转换在ALT高水平患者中
更常见,由于是感染肝细胞高水平的转换(higher turnover),
引起了血清中HBeAg抗原快速转换, 有报道拉米夫定治
疗后可引起持久的HbeAg下降, 个别甚至是HBsAg的
转阴. 本研究最显著的特点是在治疗初期多次检测HBV
载量, 发现游离病毒清除半衰期是12-15 h, 比以前报道
的大约1 d时间要短, 而且数据更准确[20].

5   HBV产生耐药性及其临床意义

对拉米夫定治疗无效有明确的定义, 即在3TC治疗数月
后病毒继续活跃复制和HBV出现耐药性YMDD变异这
两种情况都被认为是3TC治疗的失败. 然而这两种情况
发生的机制不同. 第一种情况可能是患者体内的HBV
并未发生变异, 而是机体对3TC不能很好的吸收, 肝细
胞对3TC不能有效摄入或者产生磷酸化, 这些宿主特异
性因素导致3TC治疗失败, 所以HBV仍然活跃复制. 第
二种情况可能是由于HBV发生基因变异, 产生了耐药
性, 当停止治疗后, 野生型病毒株逐渐恢复, 但是在停药
后4 mo后, 仍然可以检测出耐药性病毒株. 最常见的是
YMDD 变异. HBV-DNA 聚合酶由 p 基因编码产生,
YMDD基因位于p基因C区, 是DNA聚合酶的活性部位.
3TC即是通过结合该部位干扰HBV的复制. YMDD变异
常见两种形式, 一种是编码的蛋氨酸被异亮氨酸取代
(M552I), 另一种是蛋氨酸被酸缬氨酸取代(M552V). 在使
用拉米夫定的前6 mo中, 很少出现YMDD变异；但随
着疗程的延长, YMDD变异率迅速增加. 在用药的第12
月时, HBV基因发生变异的机率为14-31 %.发生YMDD
变异的患者有以下一些特点: (1)变异HBV株复制水平
和毒力较低；(2)变异毒株对3TC产生耐药性；(3)连续使
用3TC仍可维持较低的病毒载量和血清ALT水平, 部分
患者还可能出现HBeAg血清转换和组织学上的改善;(4)
以前接受过3TC治疗, 患者体内存在变异的耐药株, 再
次使用3TC治疗时, 仅野生型病毒复制被抑制, 而变异
的耐药株仍然断续复制, 因而表现为 3TC治疗后的几
周中病毒载量下降的趋势减缓. 此外, 由于病毒准种和
产生中和抗体的缘故, α -干扰素疗效同样受到严重
限制.
特别值得指出的是, 由于目前使用的检测方法及敏感

性的限制, 未检测到变异的HBV株不一定代表体内未
出现病毒变异. Stuyver et al [22]应用 INNO-LiPA DR-
PCR检测法, 可以检测到103拷贝 /mL水平, 只要变异
株占病毒准种的 4-8 % 即可被检出. 这表明在以往
3TC 治疗的患者中, 的确可能存在变异HBV的感染,
只是未能检测而已.
         停药后反弹是目前乙肝治疗的一个瓶颈, 其原因
包括耐药病毒株低水平复制和野生型病毒株高水平复
制两个部分[23-26]. 要控制病毒反弹, 除了在治疗的早期
开始观察病毒载量的动态变化, 还应该直接对耐药株
进行病毒载量的动态测定. 特别值得提出的是在 3TC
等药物抗病毒治疗过程中或停药后, 如何避免病毒的
反弹？如何减少耐药株的产生？如何减少副作用？对
以前接受过 3TC治疗的患者, 如何提高再次使用 3TC
等药物的治疗效果等, 是临床医师们最关心的问题参
考文献[27]. 为了解决这些问题, 目前专家们相继提出
了联合序贯等不同的新型治疗方案. 有望在今后的临
床治疗实践中, 抗 HBV感染的治疗方案将不断完善.
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Abstract
AIM:To establish an assay for detecting serum hepatitis B
virus (HBV) transcripts including the full-length (fRNA) and
truncated RNA molecules (trRNA) in chronic HBV carriers,
and to investigate its clinical significance.

METHODS:The serum viral nucleic acids were analyzed using
PCR and RT-PCR targeted to the HBV x protein-encoding
region. Reaction specificity was confirmed by Southern
blotting. Representative amplification products were cloned
and sequenced.

RESULTS:Different viral transcripts including fRNA and trRNA
were identified in sera of HBV carriers. Presence of fRNA
was closely correlated with seropositivity of hepatitis B e
antigen and  viral DNA. However, trRNA did not  depend on
serum e antigen, its association with circulating viral DNA
was weak. Similarly, no remarkable correlation was ob-

served between the levels of trRNA and the degrees of liver
damage. Different age-dependent representations for fRNA and
trRNA were recognized, fRNA was progressively decreased
to undetectable levels and trRNA increased to high levels in
the second decade of life and then remained in high level in
the rest of life.The trRNA and RNA without polyadenylation
at either of the two addition sites were detected even in the
absence of any other conventional HBV markers such as
viral DNA. They were also observed in sera from patients
with cryptogenic cirrhosis or chronic hepatitis C.

CONCLUSION:The viral transcripts are potential serum markers
for identifying replicative and non-replicative infection stages and
diagnosis of occult HBV infection.

Su Q, Zhang W, Liu J, Wang SF, Takegoshi K, Schröder CH. Detection of
different viral transcripts in sera of patients with chronic hepatitis B virus
infection. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2002;11(2):134-143

摘要
目的:建立针对乙型肝炎病毒(HBV)全长型(fRNA)和顿挫型

转录体(trRNA)的血清学检测方法, 并探讨其临床应用价值.

方法:自患者血清中提取病毒核酸, 经PCR及PRT-PCR进

行扩增, 琼脂糖电泳显示产物, Southern印迹验证反应的特

异性. 取代表性产物克隆, 测序.

结果:在HBV慢性携带者的血清中检测到了在上述不同

poly(A)位点成熟的病毒RNA. 血清中fRNA的检出与e抗

原阳性和较强的病毒DNA信号相对应, 与转氨酶活性呈正

相关, 这一血清学指标反映了病毒复制; 而trRNA的检出与

e抗原阳性和转氨酶活性无关, 不象 fRNA那样依赖于血清

中病毒DNA的量. 二者检出率随年龄有不同变化, 前者随

年龄增加而进行性减低乃至转阴; 而后者在10-20岁期间

检出率升至80 %, 以后维持在较高水平. 即使在某些表面

抗原阴性血清中, 也能检测到trRNA和不在上述两个位点

成熟的病毒RNA. 这些转录体在某些隐源性肝硬变和丙型

肝炎患者血清中也存在.

结论:病毒转录体的血清学检测有助于确定目前尚不认识

的HBV感染期, 可用来更准确地区分复制期和非复制期以

及检出隐匿性HBV感染.

苏勤,张伟,刘节,王淑芳,Takegoshi K,SchrÖder CH. 乙型肝炎病毒慢性感染者血清
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通常乙型肝炎病毒慢性感染是指血中乙型肝炎表面抗



原(HBsAg)阳性持续达6 mo, 依其病程分为复制期和非
复制期[1,2].不管是否引起临床上可检测到的慢性肝炎,
HBsAg携带状态导致肝细胞癌(HCC)发生危险性明显增
加[2-4]. 对于众多的已感染HBV的患者来讲, HCC发生的
早期检测是一项迫切需要解决的任务[5].
        HBV有4个阅读框, 分别称为PreS2/PreS1/S, PreC/C, 聚
合酶和X基因, 转录为3 500个核苷酸的前基因组转录
体和2 400及 700个核苷酸的亚基因组转录体. 其中最
小转录体的翻译产物称为乙型肝炎x蛋白(hepatitis B x
protein, HBx), 与HCC发生有关[5-8]. 在复制期间, 所有上
述病毒转录体利用同一个信号成熟,这一信号位于1 789
位上的UAUAAA结构区[9], 此研究中这一类HBV转录体
称为全长型RNA (full-length RNA, fRNA). 然而, 整合入
染色体内的病毒DNA常有HBx阅读框3'端缺失[10,11], 因
而 fRNA的产生受到影响, 转录时HBx序列与下游的细
胞序列融合, 形成相应的嵌合转录体和病毒 /细胞融合
蛋白[12]. 另一种病毒转录体还可利用HBx阅读框内一个
CAUAAA 结构区(1661 位)成熟, 称为顿挫型 RNA
(truncated RNA, trRNA). trRNA存在于HCC及其周围的
肝实质细胞内[12], 编码的顿挫型蛋白可能保持有全长
HBx的生长调控作用[13].
        能区分上述两种病毒RNA 3'端结构的技术已经建
立, 但这种检测通常需要新鲜肝标本[14]. 此研究建立了
利用血清来源RNA检测HBV 转录体的技术, 并且从多
数HBsAg阳性血清中检测到 fRNA, 其存在提示复制期
感染; 而 trRNA为主则提示更晚期改变.

1   材料和方法

1.1血清标本及核酸提取   此研究共检查了437例血清
标本(表 1). 其中观察组为295例, 118例标本来自HCC
患者(第四军医大学唐都医院71例, 天津医科大学肿瘤
医院25例, 陕西省肿瘤医院16例, 日本 Takaoka 地区
Takegoshi 内科医院8例), 168例来自无HCC的HBsAg
携带者 (唐都医院167例, Takegoshi内科医院1例), 9例
来自收住唐都医院的隐源性肝硬变患者; 对照组为142
例HBsAg阴性标本, 75例来自以非肝脏病变在唐都医
院住院的患者, 37名来自健康西安市民, 30例来自德国
Lübeck市的健康献血申请者. 血清分离后贮于-80 ℃冰
箱. 应用试剂盒(Roche, mannheim, germany)提取病毒核
酸, 每次提取用血清200 µL, 提取物终体积为50 µL.
1.2引物和探针  上游引物包括txs3 (1434, Xho I酶切排序):
5'- TCT CAT CTG CCG GAC CGT GT -3', txs1 (1 454): 5'-
GCA CTT CGC TTC ACC TCT GC -3', txs (1 445): 5'- GGA
CCG TGT GCA CTT CGC TT -3', souts (0 001): 5'- TCG
AGG ACT GGG GAC CCT GC -3', sins (0 482): 5'- TCC
CAT CAT CCT GGG CTT TC -3', couts (1 732): 5'- ACT
GTT CAA GCC TCC AAG CT -3', cins (1 760): 5'- GGT
GGC TTT AGG GCA TGG AC -3', GAPDH1 (3 755): 5'-
CAT CTC TGC CCC CTC TGC TGA -3'; 下游引物包括

txas5 (1683): 5'- (T)15 GCT GG -3', Rxas2 (1808): 5'- (T)15
GAA GC -3', Rxas4 (1806): 5'- (T)15 AGC TC -3', xas1
(1 668): 5'- AAT TTA TGC CTA CAG CCT CC -3', xas2 (1 634):
5'- TTA ACC TAA TCT CCT CCC CC -3', soutas (0 646):
5'- TGT ACA GAC TTG GCC CCC AA -3', sinas (0 624):
5'- CCA CAT CGT CCA TAT AAC TG -3', coutas (2 157):
5'- AGT GCG AAT CCA CAC TC -3', cinas (1 931): 5'-
GTA TGG TGA GGT GAA CAA TG -3', GAPDH2 (4 344):
5'- GGA TGA CCT TGC CCA CAG CCT -3'; 用于确定
PCR产物极性的探针包括1 561+: 5'- GAC CGA CCT
TGA GGC ATA CTT CAA AGA CTG -3', 1590-: 5'- CAG
TCT TTG AAG TAT GCC TCA AGG TCG GTC -3'.
1.3病毒DNA的PCR扩增   取 2 µL提取物, 在含有引
物对 txs3/xas1的 50 µL反应体系中应用Tag DNA聚合
酶(Gibco BRL,Life technologies inc., Gaithersburg, MD)按
标准条件扩增 35 个循环. 应用 fRNA 的 cDNA 质粒
pMT9T40A [12] (200 pg)和 trRNA的cDNA质粒pMT9T41A [12]

(200 pg)作为阳性对照, 用水作为阴性对照.
1.4 HBx区RNA的RT-PCR检测  此研究把跨越引物
对 txs3/xas1 结合点(1 434/1 638, Xho I 酶切排序; 图 1)
的RNA统称为HBx RNA. 这一反应检测到的成分包括
fRNA, trRNA和不在上述任何一个位点成熟的RNA分
子, 其构成每例各不相同(见下文).血清核酸提取物经过
DNase I (Gibco)消化后, 应用 50 µL单管RT-PCR系统
(Roche)进行逆转录和扩增. 反应阳性对照仍然采用质粒
DNA pMT9T40A和pMT9T41A, 阴性对照包括水, DNase
I 处理过的上述质粒DNA以及上述核酸提取过程中使
用过的载体, 即 18 S和 22 S核糖体RNA (1 ng). 为了验
证此反应的RNA特异性, 30份经过DNase I处理的来自
HCC患者的标本(HBsAg 阳性 17 例，阴性13例)分别
进行PCR和RT-PCR反应, 反应产物(2 µL)再加入到含
有内引物对txs1/xas1或txs1/xas2的反应体系进行第2轮
PCR. 为了确保上述HBx RNA检测反应的可靠性以及显
示选择不同病毒基因区段作为检测靶序列的敏感性,对
于上述30份经DNase I 处理的标本逆转录后还进行了
HBV S和C区的巢式扩增. 病毒转录体的C区的体系中
外引物对为couts/coutas,内引物对为 cins/cinas,长度为
172 bp;预期产物检测S区检测体系外引物对为souts/soutas,
内引物对为sins/sinas，预期反应产物长度为143 bp. 为
了表明血清中RNA的广泛存在和其分子的相对完整性,
应用含有引物对GAPDH1/GAPDH2 [15]的 RT-PCR体系
对相同的标本中3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH) RNA进
行逆转录和扩增.
1.5 逆转录后通过半巢式PCR检测HBV RNA 3'端结构

由于锚定oligo d(T)引物能够特异的扩增poly(A) RNA [14],
检测病毒RNA的 3’端结构的反应不需要DNase I 预
处理标本. 如图1所示, 检测fRNA的RT-PCR应用引物
txs3/Rxas2和Rxas4, 第二轮PCR反应用引物txs1/Rxas2/
Rxas4; 检测trRNA的RT-PCR用引物对txs3/txas5, 第二
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轮PCR用 txs/txas5. 为了进一步显示反应的扩增效率
及特异性,  始终应用质粒 DNA  p M T 9 T 4 0 A 和
pMT9T41A进行平行扩增. 前者为fRNA RT-PCR阳性
而trRNA反应阴性; 后者为fRNA反应阴性而trRNA反
应阳性[14]. 其次, 1例自肝炎组织内提取的仅含有fRNA
的提取物以及来自1例HCC组织仅含trRNA的提取物[14]

也被用来做对照反应. 此外, 去离子水和18S/22S核糖体
RNA 也被用来作为阴性对照.  始终参照 Kwok 和
Higuchi提出的原则[16]避免实验室内污染. 所有的反应
至少重复一次.
1.6 DNA探针的制备   应用含有引物对txs1/xas1的PCR
体系以pMT9T40A作为模板, 以地高辛(digoxin, Dig)标记
的dUTP作为掺入物制备杂交探针, 应用较低的掺入比
(Dig-11-dUTP∶ dTTP = 1∶20)来证实反应产物的HBx
区序列特异性.
1.7电泳, Southern印迹和杂交  扩增产物(15 µL)上样到
含溴化乙锭(0.2 µg/mL)的琼脂糖凝胶(2 %)进行电泳, 紫外
线下观察, 然后将产物转印到Hybond-N+膜(Amersham)上,
应用Dig标记的探针进行杂交, 用羊抗Dig抗体(Roche)和碱
性磷酸酶标记的兔抗羊IgG (Jackson immuno research
laboratories, inc.)来显示杂交信号. 由于锚定oligo d(T)引物介
导的RT-PCR反应常产生2条带, 一条泳动位置与预期的
相同, 另一条泳动得较快. 应用P32-ATP标记的极性相反的
探针(1 651+和1 590-)分别进行杂交, 以显示上述凝胶中
每个带的DNA链构成.
1.8 DNA克隆和测序  部分血清标本的 fRNA和 trRNA
扩增物被用来重组进克隆载体 pCR   2 . 1 -TOPO 

(Invitrogen, groningen, the netherlands), 以 Sanger等的方
法进行DNA测序.
        统计学处理  如表1所示, 此研究共发现286例HBV
阳性标本, 其中237份HBsAg阳性, 49份HBsAg阴性但
病毒核酸阳性. 这些标本都被用来分析上述不同种类的
病毒转录体与年龄和血清免疫学指标的关系. 所有检测
标本被分为4组: (1) HBsAg+/乙型肝炎e抗原(HBeAg) +;
(2) HBsAg+/HBeAg-; (3)HBsAg-/病毒核酸+; (4)HBsAg-/
病毒核酸-. 根据来自相当于40 µL血清内提取的病毒
DNA和RT-PCR阳性信号强度估算其中靶分子的含量,
分级为弱(1+), 中(2+)和强(3+), 分别与应用1 fg, 10-100
fg和 ≥ 1 pg的 cDNA (pMT9T40A和 pMT9T41A)进行平
行扩增得到的信号强度相当.
       应用 S-PLUS和 StatXact 3 for Windows (Cytel soft-
ware corp.)进行统计学运算, 应用Pearson相关系数(γ)反
映血清中病毒RNA和DNA与血清HBV免疫学标志, 谷-
丙转氨酶(ALT)值以及年龄的关系,并给出95 %可信限
(CI), 应用Krushal-Wallis等级检验描述不同年龄组间病
毒RNA和DNA阳性率及阳性强度的区别,应用Wilcoxon
等级检验进行逐对比较. 应用 Fisher检验(双侧)比较乙
型肝炎核心抗体(anti-HBcAg)阳性和阴性以及携带和不
携带HCC患者组病毒转录体以及DNA的检出率. 对于
50例以内的小标本, 应用Fisher 精确检验进行比较; 达
到50例的大样本, 则用 χ２检验或StatXact 中的近似精
确检验来评价两组样本间的关系. 此文中所有相关值均以
绝对值形式给出, 其方向从正文或图中都可看出. P <0.05
被认为统计学显著.

表1  患或不患HCC患者的HBsAg阳性或阴性血清中HBV转录体及DNA的检出率

       病毒转录体(%)
血清来源 检测 n                DNA+RNA (%)             病毒DNA(%)

HBx RNA fRNA trRNA

HBsAg +a 237 220 (92.8) 165 (69.6) 211 (89.0) 143 (60.3) 142 (59.9)

         有HCC   69   62 (89.9)   58 (84.1)   56 (81.2)   46 (66.7)   34 (49.3)

         无HCC 168 158 (94.0) 107 (63.7) 155 (92.3)   97 (57.7) 108 (64.3)

HBsAg -/有HCCb   49  29 ( 59.2)     9 (18.4)   19 (38.8)     9 (18.4)   14 (28.6)

        HBV抗体+c   26   19 (73.1)     6 (23.1)   12 (46.2)     7 (26.9)   10 (38.5)

        HBV抗体-   23   10 (43.5)     3 (13.0)     7 (30.4)      2  (8.7)     4 (17.4)

HBsAg -, 有肝硬变d     9     5 (55.6)      0  (0.0)     2 (22.2)     2 (22.2)     3 (33.3)

HBsAg -, 其他患者e   75   11 (14.7)      1  (1.3)     5   (6.7)      4  (5.3)     9 (12.0)

健康市民, 中国西安   37     4 (10.8)      0  (0.0)     3   (8.1)      0  (0.0)     2   (5.4)

健康市民, 德国 Lübeck   30        0(0.0)      0  (0.0)     0   (0.0)      0  (0.0)     0   (0.0)

aaaaa +, 血清阳性; -, 血清阴性.

bbbbb 42例来自中国西安, 其中３例HCV抗体+; ７例来自日本, 其中6例HCV抗体+.

c c c c c 21例HBV抗体阳性(其中7例 anti-HBsAg 或 anti-HBeAg阳性); 5例仅 anti-HBsAg +.

ddddd 9 例隐匿性肝硬变中, 7例HBV抗体阳性, 其中2例 anti-HBcAg +, 3 例 anti-HBsAg +, 2例 anti-HBcAg +和 anti-HBsAg +.

eeeee 75例患肝外疾病, 其血清33例HBV抗体阳性, 其中11例 anti-HBcAg +, 13例 anti-HBsAg +, 1例 anti-HBeAg +, 8例 anti-HBcAg +和 anti-HBsAg +.
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2   结果

2.1 血清中病毒转录体和DNA的检测  首先应用PCR技
术检测了HBsAg 阳性组和阴性组以及携带或不携带
HCC患者血清中对应于X基因区段的RNA和DNA, 以期
与早先用肝组织及肝癌标本得到的数据[14]进行比较.
        图 1显示了待检测的HBx区DNA和不同RNA分子
的位置及其引物对, 同时也列出了核酸杂交探针所处的
位置(1454-1668). 图2所示为15份来自HCC患者代表性
血清的检测数据. 病毒核酸提取物经过或不经DNase I消
化分别进行PCR及RT-PCR, 显示标本B, E, I, K和O 中
既含有病毒DNA 又含有病毒转录体，后者的检测中，
HBx区的反应结果与S区和C区的检测结果基本一致, 但
优于后两者 (比较系列c, d, e和f ). 已表明fRNA和trRNA
RT-PCR特异扩增HBV RNA的3'端结构[14]. 此研究中,有
的病毒DNA阴性标本中也可检测到fRNA和trRNA (图2,
标本D和L;图 3, 标本M, S-U; 图 4, 标本B, D和H), 这
进一步证实了上述扩增反应的RNA特异性. 在检查过的
437份标本中, GAPDH RT-PCR反应全部能显示出一个

产物. 这一产物大小都为305 bp, 证实确定属于GAPDH
的转录体, 而非其DNA, 因为这一引物在GAPDH DNA分
子所跨的距离不是305 bp, 而是 590 bp.
        图 3和图4显示了有代表性的标本中的RT-PCR 和
PCR结果, 多数标本中HBx RNA阳性, 但信号强度变化
很大. 溴化乙锭染色和在Southern 印迹膜上进行的杂交
都显示, fRNA信号为2条带. 上边一条为主带, 位于预期
的位置上(370 bp); 泳动较快的一条带强度较弱, 可能是
由不对称扩增产生的过剩单股负链DNA. 产物的股极性
测定试验证实了这一推测(图 5)，trRNA的3’端结构扩
增产物大小为245 bp, 与预期的相同. 在 fRNA中度及强
阳性病例, trRNA RT-PCR也能显示出370 bp的信号, 克
隆测序结果显示, 这一370 bp的cDNA片段与fRNA相同.
这一结果表明, trRNA 扩增用的锚定 oligo d(T)引物与
fRNA 末端 1 803-1 806位置的结构也有一定亲合力. 然
而, trRNA信号(245 bp)的存在并不依赖于370 bp的fRNA
产物(图 3, 比较标本A, B 和 C). 很显然, 目前所用的
trRNA RT-PCR既能识别 trRNA,也能检出 fRNA.

表2   全长及顿挫型HBV RNA的序列变异a

位 置b

fRNAc(n =17)      trRNAc(n =16)
            1 484 1 486 1 526              1 592              1 600              1 619              1 626        1 635/1 637

0 G   G   C   T   AAAAA   G   T           AG         1

1 G   G   C   T   AAAAA   G   T           AG         0

0 CCCCC   G   C   T   G   G   T           AG         2

0 G   G   C   T   G   CCCCC   T           AG         2

0 G   G   TTTTT   T   G   G   T           AG         1

0 G   AAAAA   C   T   G   G   T           AG         1

1 G   G   C   T   G   G   T           AG         2

1 G   G   C   GGGGG   AAAAA   G   T           AG         0

1 G   G   C   GGGGG   CCCCC   G   T           AG         0

0 G   AAAAA   C   T   AAAAA   G   T           TATATATATA         1

1 G   AAAAA   C   T   AAAAA   G   CCCCC           TATATATATA         0

1 G   AAAAA   TTTTT   T   AAAAA   G   T           TATATATATA         1

2 G   G   C   T   AAAAA   G   CCCCC           TATATATATA         0

0 G   G   C   T   AAAAA   G   T           TATATATATA         1

2 G   G   TTTTT   T   AAAAA   G   T           TATATATATA         2d

0 G   G   TTTTT   GGGGG   G   G   T           TATATATATA         1

1 G   G   C   GGGGG   G   G   CCCCC           TATATATATA         0

1 G   G   C   T   G   G   GGGGG           TATATATATA         0

0 G   AAAAA   C   T   G   G   GGGGG           TATATATATA         1

1 G   G   C   T   G   G   T           TATATATATA         0

2 G   G   C   GGGGG   AAAAA   G   CCCCC           TATATATATA         0

1 G   AAAAA   TTTTT   GGGGG   AAAAA   G   T           TATATATATA         0

1 G   AAAAA   C   GGGGG   TTTTT   G   T           TATATATATA         0

a a a a a 琼脂糖电泳分离之前直接与pCR  2.1-TOPO  连接制备 cDNA克隆;
bbbbb fRNA和 trRNA共有段中的替代突变, Xho I 酶切坐标(1484 Xho I=1611 Eco RI);
ccccc 来自 17例 fRNA为主型标本的有代表性的 fRNA cDNA克隆和15例 trRNA为主型标本的 trRNA cDNA克隆;
ddddd 在１例 fRNA为主的标本, 获得 fRNA和 trRNA cDNA克隆.
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       上述阳性信号反映了40 µL 血清中的病毒RNA含量,
按其强度分级为弱(1+), 中(2+)和强(3+), 分别与应用1 fg,

10-100 fg和≥ 1pg cDNA质粒(pMT9T40A或 pMT9T41A)

产生的信号强度大致相当.这忽略了体系中其他种类的

RNA对反应的敏感性的影响, 因而这一估计仅反映了待

测标本中靶RNA的最低值.

        根据样本中 fRNA和 trRNA的存在与否及其相对强

度, 将此组病例分为5型(图 6D): fRNA为主型并强阳性

(3+; 见图3, 标本B, C, E, F, H-J, O和Q); fRNA为主型并

较弱阳性(2+或1+; 见图3标本K和图4中标本B); trRNA

为主型(图 3, 标本G和T ); trRNA单独型(1+到 3+; 见图

3中A, M, N, S, R和图 4中D和H)和 fRNA-/trRNA-型

(图 3中D和R, 图 4中A, E和 I).

2.2 fRNA和 trRNA RT-PCR扩增产物的测序结果   表2
分别列出不同病例来源的 fRNA和 trRNA扩增产物的序
列, 黑体字母显示与野生型不同的核苷酸残基. 已经明确,
病毒基因组1635/1639 位(Xho I 酶切坐标位置, 相当于
Eco RI酶切坐标的1762/1764位)以及1526和 1626位点
上的替代突变标志着HBV感染进入晚期[17,18]. 我们的测
序数据显示, trRNA既来源于保守的病毒DNA, 也转录于
上述变异体(表 2, trRNA); fRNA的测序结果与 trRNA相
似, 但不如后者保守(表 2, fRNA).
2.3 HBsAg阳性血清中的病毒转录体  237例HBsAg阳性
标本中, 多数呈病毒转录体阳性. fRNA和 trRNA的总体
阳性率相似, 约为60 % (表 1). 在几乎所有的 fRNA阳性
标本中, HBx RNA阳性信号也存在, 并与fRNA信号强度
基本一致(图2, 3). 与半巢式PCR扩增的trRNA信号相比,
自trRNA为主或独有型的标本中经过一轮RT-PCR检测
到的HBx RNA信号往往较弱(图3, 标本A, G, N和S). 有 63
例HBsAg阳性标本 fRNA和 trRNA均为阴性, 其中39例
尚可检测到HBx RNA信号(图2, 标本I;图3, 标本D),  提示
这种标本中含有病毒RNA, 但他们不带上述poly(A)信号.
2.4 全长型转录体与病毒复制过程有关   某些HBsAg阴
性的标本也含有上述类型的病毒核酸, 因而也被认为是
HBV携带者. 血清中病毒DNA的存在及其量反映了病毒
复制过程. 为了探讨 fRNA及 trRNA与病毒DNA含量的
关系, HBsAg阳性(n =237)和HBsAg阴性但病毒核酸阳性
的病例(n =49)都被用来进行Pearson检验, fRNA与病毒
DNA含量之间关系密切(γ =0.79, P <0.05), 但 trRNA与病
毒DNA含量之间的相关性很弱(γ =0.14, P <0.05). 很显
然, 血清中trRNA的存在与否不象fRNA那样依赖于病毒
DNA存在.

2.5 血清 fRNA水平降低与HBeAg和HBsAg 转阴有关

HBsAg+/HBeAg+, HBsAg+/HBeAg-和HBsAg-/病毒核酸

阳性这三组病例的平均年龄为28.7, 42.0和52.7岁, 差别

显著(P <0.01). 如图 6 所示, 病毒 DNA 信号在绝大数

HBeAg阳性血清中很强, 但HBeAg转阴后多数明显减弱,

随HBsAg转阴进一步减弱(P <0.05); 血清中fRNA水平也

有相同的变化(P <0.05), 与病毒DNA水平一致. 然而, 上

述过程中 trRNA的改变不明显(P >0.05). 可以明确的是,

上述过程中 fRNA/trRNA比例明显改变了(P <0.05).

2.6 病毒DNA和fRNA水平与ALT水平有关  依常理而论,

血清中所有类型HBV 转录体的存在应该与肝细胞损伤有

关. 如果真正是这样, 目前检测的上述指标只不过是反映了

慢性肝炎的活动性, 病毒转录体的存在应该与ALT水平升

高相关. 为了澄清这一点, 把171例检查过ALT的HBsAg阳

性标本分为正常范围(0-40 IU/L), 轻度(41-80 IU/L)和重度升

高组(>80 IU/L). 血清中fRNA (P <0.05; 图7B)和 病毒DNA水

平(P <0.05; 图 7A) 与ALT值呈一定程度的正相关. 然而,

trRNA的水平与ALT值无明显相关性(P >0.05; 图7C). 很显

然, 血清中fRNA及病毒DNA的存在与肝损伤有一定程度

的关联, 但 trRNA的存在与肝实质损伤无关.

2.7 血清 fRNA和病毒DNA水平随着年龄增加而降低,

但 trRNA持续存在  在HBV流行区, 绝大数慢性携带者
是在围产期或婴儿期受到的感染[2]. 因此, 患者的年龄可
反映病程的长短. 把来自未患HCC患者的168例HBsAg
阳性标本和20例HBsAg阴性但病毒核酸阳性标本按年
龄分组, 比较不同年龄组间病毒RNA和DNA水平的差
别. 青少年患者血清中 fRNA水平较高, 随着年龄增加其
水平逐渐降低(P <0.05; 图 8B), 这与病毒DNA水平的改
变一致(P <0.05; 图 8A). 然而, 血清 trRNA水平改变不明
显, 10岁以内其平均水平低于fRNA, 但在第二个10 a其
水平与fRNA相当, 其后几十年仍保持较高水平,无明显
减低(P  >0.05; 图8C). 在几十年进展中, 血清病毒RNA分
子中fRNA比例逐渐减少而trRNA比例渐升高(P <0.05; 图
8D). 在 30－ 50岁区段, fRNA为主型的病例也由高水平
转变为较低水平, 这类标本往往仍含有较高水平的病毒
DNA. 高水平的 fRNA 为主型, 较低水平 fRNA为主型,
trRNA为主型, trRNA单独存在型和 fRNA-/trRNA-型的
平均年龄分别为27.5, 36.6, 34.6, 39.2和 42.4岁, 其中第
一组病例的平均年龄明显低于后四组任何一组(P <0.05).

2.8 HBV转录体存在于HBsAg阴性的HCC 或肝硬变

患者血清中   在这组HBsAg阴性的HCC病例中, 超过

半数的血清样本中可检出病毒核酸(29/49, 59.2 %),
anti-HBcAg和anti-HBsAg阳性样本的病毒核酸检出率

(19/26, 73.1 %)明显高于HBV免疫学标志完全阴性的

病例(10/23, 43.5 %;P <0.05). 在检出的 29例病毒核酸

阳性病例中, 20例仅检出病毒转录体(图2, 标本D和L),

5例查到病毒RNA和DNA同时存在, 4例中为病毒转录

体阴性但DNA呈弱阳性.在这49例HBsAg阴性标本中,
fRNA 和 trRNA的检出率分别为18.4 %和 28.6 %,HBx

RNA的检出率高达38.8 % (19/49;表 1).

        在这些HBsAg阴性HCC病例中, 9例HCV抗体阳性,

其中6例来自日本, 3例来自中国. 检测结果表明, 其中7

例标本中有HBV核酸. 在这7例阳性标本中5例携带HBx

RNA, 其中2例还查到trRNA; 1例仅查到fRNA, 余下1例
仅查到病毒DNA (图 4).

        此研究还检查了9例来自西安的隐源性肝硬变患者

138                                                                                     ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 2月15日  第 11卷  第 2期



的血清标本. 如表 1所示, 5 例为病毒转录体阳性(３例
trRNA阳性, ２例 fRNA阳性, ２例HBx RNA阳性), 无 1
例呈病毒DNA阳性.
2.9 其他HBsAg阴性患者血清中病毒转录体的检测  此
研究还检查了取自75例患有肝外慢性疾病的住院患者
血清, 11例带有病毒转录体(14.7 %), 其中 1例还携带病
毒DNA (1.3 %). 在这 11例阳性标本中, 9例的病毒转录
体全部(７例; 图３, S和U)或主要(2例; 图3T)利其隐匿poly
(A)信号终止, 2例的转录体仅受标准信号指导成熟.
2.10 来自HBsAg阴性健康个体血清中的病毒转录体  来
自中国西安的城市居民血清37份和自德国Lübeck健康
献血申请者的血清30份也被用作参照组. 如表1所示, 所
有标本均为病毒DNA阴性. 在西安参照组, 4例携带病毒
转录体, 其中 3例 trRNA阳性, 1例仅携带不含上述2种
3’端结构的病毒RNA分子. 在德国参照组, 现有的检测
手段未能显示出任何病毒RNA信号.

图1  HBx DNA和RNA扩增引物的位置.数字表示Xho I 酶切坐标, 括号
内数字表示扩增产物的大小.

图3  血清中HBx区核酸检测的代表性数据. 扩增产物分别经溴化乙锭染
色(Eb)或 Southern杂交(Hyb)显示，HBx区DNA (DNA)和转录体 (RNA),
全长型(fRNA)和顿挫型病毒转录体 (trRNA)以及GAPDH RNA (GAPDH)
分别为 235, 370, 245 和 305 bp. 底部显示相应的血清学指标, 包括
HBsAg (HBs)及其抗体(Anti-HBs), HBeAg (HBe)及其抗体(Anti-HBe),
和HBcAg抗体(Anti-HBc).

图 2  HBx 转录体 RT-PCR的特异性, 与其C区和S区RT-PCR反应结
果的对照及其3’端结构. 15例HCC患者血清 (A-Q ), 9例HBsAg (HBs)
阳性, 6例阴性 (底部 I), P和Q为各种反应的对照. 应用其核酸提取物分
别进行HBx区DNA PCR (系列A), 全长型 (fRNA;系列G) 和顿挫型病毒
转录体(trRNA ;系列H )半巢式锚定RT-PCR反应;相同的标本经DNase I
消化后检测病毒DNA HBx区 (系列B),病毒转录体 HBx区 (系列C和D ),
C区 (系列E) 和 S区 (系列F). 系列A, PCR检测病毒DNA, 引物对txs3/
xas1, 产物长度为235 bp, 采用DNase I消化过的来自1例 (trRNA) 阳性
HCC组织的RNA提取物 (P ) 和 trRNA cDNA质粒pMT9T41A (Q ) 作为
对照, 溴化乙锭(EB)染色显示. 系列B, 半巢式PCR检测病毒DNA, 外引
物对为 txs3/xas1, 内引物对为 tx1/xas1, 产物长度为215 bp, 对照同系
列A. 系列C和D, 逆转录反应后进行一轮 (系列C, 引物 txs3/xas1, 长度
235 bp) 或两轮PCR (系列D, 引物对为txs3/xas1和tx1/xas1, 长度为215
bp) 检测病毒转录体HBx区段, 对照同于系列A, 分别经EB染色 (上) 或
应用P32-ATP标记的寡核苷酸探针 (1561+) 进行Southern杂交 (下) 显
示扩增产物. 系列E和F, 逆转录反应后进行两轮PCR检测病毒转录体C
区段 (系列E, 引物对为couts/coutas和 cins/cinas, 产物长度为172 bp)
和 S区段 (系列F ,引物对为souts/soutas和 sins/sinas, 长度为143 bp),
P为 trRNA cDNA质粒pMT9T41A, Q分别为C区cDNA质粒pd4 (系列
E) 和来自1例阳性肝硬变组织[14]的 RNA提取物 (系列F ), EB染色显示.
系列G和H, 逆转录反应后进行两轮锚定PCR检测病毒转录体3’端结
构fRNA (系列G,产物长度为370 bp) 和 trRNA (系列H, 长度为245 bp), 分
别经EB染色或Southern杂交显示扩增产物 (详见图1). 每个凝胶的左侧
以bp 数显示DNA标准物.
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图4  HCV阳性HCC患者血清中的HBV核酸.顶部大写字母表示不同患
者的血清标本(A-I )和对照, 后者包括水(J ),fRNA的cDNA pMT9T40A (K )和
trRNA的 cDNA pMT9T41A (L). 相应的血清学数据见底部.

图5  fRNA RT-PCR中由锚定引物造成的不对称扩增. 来自15例HBsAg
阳性的HCC患者血清核酸提取物(A-O )与图2相同，用水作为阴性对
照(P ), 质粒DNA pMT9T40A为阳性对照(Q ). 在溴化乙锭染色的凝胶上,
扩增产物为两条带, 一条位于预期的370 bp, 另一条在接近300 bp的位
置(Eb). 用两个相同的凝胶分别进行Southern印迹，制备两个相同的印
迹膜，一个与P32-ATP标记的反意寡核苷酸探针(1 590-)杂交检测＋股
产物，另一个与P32-ATP标记的正意寡核苷酸探针(1 561+)杂交, 检测
－股产物.

图 6  血清中病毒核酸水平及组成与HBeAg 和 HBsAg 转阴的关系.
HBsAg阳性组在HBeAg转阴前(s+/e+)和转阴后(s+/e-)以及HBsAg阴
性但病毒核酸阳性组(s-/na+)的血清标本中病毒DNA (Viral DNA; A), 全
长型(fRNA; B)和顿挫型病毒转录体(trRNA; C )表现不同. D为两种根据
上述两种RNA分子的相对比例确定的５种不同的病毒转录体组合类型(f/
trRNA patterns): fRNA－ /trRNA－ (-/-); trRNA单独型(tr2 )；trRNA
为主型(tr1);较低水平fRNA为主型(f2)和高水平fRNA为主型(f1). A. γ =0.58,
P <0.05, 95 % CI=0.51-0.64.B. γ =0.60, P <0.05, 95 % CI=0.53-0.67;
(C ): γ =0.008, P <0.05, 95 % CI=-0.12-0.11;  (D): γ =0.51, P<0.05,
95% CI=0.42-0.60. 底部括号内为每组病例数.

图7  血清中病毒核酸水平与谷-丙转氨酶值(ALT values )的关系. A. Viral
DNA: γ =0.39, P <0.05, 95 % CI=0.24-0.55. B. fRNA: γ =0.28, P <0.05,
95 % CI=0.11-0.46. C. trRNA: γ =0.04, P >0.05, 95 %  CI=-0.20-0.
13. ALT值(IU/L): 0-40, 正常范围; 41-80, 轻度升高; >80, 显著升高. 底
部括号内为每组病例数.
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图8  不同年龄组血清中病毒核酸水平(A-C )以及两种RNA分子的相对
比例(D ). A. Viral DNA: γ =0.31, P <0.05, 95 % CI=0.17-0.44. B. fRNA:
γ =0.32, P <0.05, 95 % CI=0.20-0.45. C.trRNA: γ =0.07,P >0.05,95 %
CI=-0.07-0.22.D. f/trRNA patterns: γ =0.31,P<0.05,95 % CI=0.18-0.43. 底
部括号内为每组病例数.

图 9  HBV感染分期示意图. A. 由产生病毒颗粒的细胞进展为停止包装
病毒颗粒但产生trRNA和未包被衣壳的病毒DNA的细胞; B. 感染晚期表
现为非复制状态, 无(上)或有(下) trRNA表达.

3   讨论

在高流行区, HBV多数于围产期或幼儿期通过母-婴方
式传播, 容易慢性化[2]. 慢性感染早期是病毒高复制阶段,
常为HBeAg阳性, 血中有高水平的病毒DNA[1]. 随着血清
HBeAg转阴, 血中病毒DNA随之减少, 这种病例可检测
到anti-HBeAg [17]. 尽管血清中HBsAg相对稳定,每年也有
约1% (0.1-2.0%)转阴[2], 这是HBV慢性感染的更晚期阶
段. 在某些病例, HBsAg转阴后一段时间内血液中仍存在
anti-HBcAg [19-22].
        大多数学者相信, HBsAg 转阴后血中病毒DNA消
失[2,23],但此时HBV DNA仍可以整合形式存在于肝组织
内[10,24-29].病毒转录体,尤其是 HBx 区 RNA,也存在于
HBsAg阴性患者的肝组织和HCC组织中[10,27-29], 其转录
模板可能是整合型的病毒DNA[10,11].已有报道显示, HBsAg转
阴后一段时间内可观察到低水平的病毒复制[20,21]. 这种情况
下, 部分RNA也可能来自于游离病毒DNA (图9). HCV二
重感染可能会抑制HBsAg产生, 并影响病毒复制过程, 导
致某些血液免疫学指标转阴, 但肝组织内可检测到HBV
转录体[30]. 对慢性乙型肝炎组织中HBx区转录体的观察
已经使我们开始认识不同类型的病毒RNA分子[12,14,27], 但
对其在慢性肝炎进展过程中的变化和意义所知甚少.
        此研究在90 %的HBsAg阳性血清中检测到HBx区
RNA. 这与以前在肝组织内观察到的结果相似. HBx区
RNA也存在于半数来自HCC (50 %) 或隐源性肝硬变患者
(5/9) 的HBsAg阴性血清标本中. 这些数据表明, 作为一种
有潜在应用价值的血清学指标, 病毒RNA测定有助于确
定病毒复制停止后的晚期感染状态.
        我们的研究表明, fRNA与血中DNA水平和HBeAg
密切相关, 也与血ALT水平相互关联, 提示fRNA与 病毒
复制有关联(图 9A)，这与应用新鲜肝组织得到的数据
一致[14]. trRNA的存在与否与上述病毒复制指标及ALT
值没有明确相关性, 在迄今为止所有的HBV血清学指标
中 trRNA表现最稳定. 上述数据提示, 染色体内整合的
HBV DNA可能是 trRNA的主要转录模板(图 9B).

       除了fRNA和trRNA外, 我们还检测到一种病毒RNA,

既不在标准的终止位点上成熟, 又不使用隐匿的终止信

号. 基于这种RNA类型 (HBx RNA+/fRNA-/trRNA-) 出现

较晚, 平均年龄为42.4岁, 这种标本中多数检测不到病毒

DNA, 我们认为, 这种HBx RNA分子与 trRNA表现相似,

在慢性感染的病程中逐渐增加, 也可能转录自整合型病

毒DNA. 目前尚不清楚这种转录体是否代表含HBx区的

病毒 /细胞RNA嵌合分子.

        HBV病毒颗粒在肝细胞内的形成依赖于病毒DNA存

在. 此研究表明某些血清标本中trRNA独立于fRNA和病毒

DNA而存在. 很显然, 这种情况下病毒逆转录无法进行, 肝

细胞内也不会形成正常的病毒颗粒(图 9B). 肝细胞质膜面

经常脱出一些微小囊泡[31]. 我们设想, 这一过程可能是肝细

胞内RNA释放入血循环的一种机制. 血液中还可能存在其

他成分保护RNA分子免遭降解. 这尚待更多的研究证实.
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       嗜肝病毒感染过后相当一部分病例病毒复制停止,血
清表面抗原转阴. 尽管如此, 这样的人群[32,33]和土拨鼠[34]HCC
危险性明显高于未感染者. 目前这种状态的诊断缺乏可
靠指标. 此研究在超过一半的来源于HCC或隐源性肝硬
变患者的HBsAg阴性血清中检测到HBx编码区RNA, 尤
其是trRNA, 在约15 %的来自西安住院患者的HBsAg阴
性血清中也检测到这种病毒转录体, 表明HBV RNA可被
用作一种新的血清学指标来检测上述隐匿性感染[35]. 我
们还检查了37例来自健康的西安居民的HBsAg阴性血
清, 约 10 %携带有HBx RNA, 而来自 Lübeck 的 30名健
康献血申请者的血清全为阴性.这种差别是否反映了中国的
HBV高感染率(>60 % [2,3]),有待较大规模的调查证实.
        肝细胞染色体中整合型HBx DNA的相对稳定性确
保了HBx区RNA表达几十年, 这种表达在游离病毒被完
全清除后仍可进行. 这可能会增加宿主患HCC的危险性.
HBV DNA整合入肝细胞可能促进恶性表型的形成, 而对
恶性表型的维持并非必需[5,7]. 已有报道显示, HBx区DNA
和RNA存在于HBsAg阴性, HCV抗体阳性患者的HCC
组织内[10,25,26,29,36]. 针对HBsAg阴性, HCV抗体阳性患者的
两项前瞻性调查表明, 肝组织内病毒DNA或RNA阳性或
血清anti-HBcAg阳性者HCC发生危险性高[29,37]. 此研究
检查了9例来自日本和中国的HBsAg阴性, HCV抗体阳
性的HCC患者的血清, 在 6例中发现有HBx RNA, １例
中有病毒DNA. 这提示在所谓“HCV相关的HCC”发
生过程中, HBx可能是一个不容忽视的角色.
        我们的观察还表明, 检测HBV隐匿感染也可应用的
血清标本, 肝组织活检并非必需.通过外科手术取得肝组
织标本来诊断HBV隐匿性感染是不现实的.即使是通过
细针穿刺抽吸进行肝组织活检, 也较难接受, 有的病例还
可能发生并发症, 而且取得的肝组织量常常有限. 应用血
清标本不但方便, 得出的数据可能更具有代表性.
        致谢  此研究曾得到Harald zur Hausen, 刘振立和成
诗银教授的长期支持, 还受益于与Astrid Kairat, Lutz
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Anita Mohos 等同道的讨论; 在技术上曾得到 Raoul
Breitkreutz, Maria Mildenberger, Bettina Ehret 和 Anja
Reiman协助; 梁秀芬, 牛昀和 Holger Hennig大夫提供部
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Abstract
AIM:To construct a replication-deficient recombinant adenovirus
expression vector of HCV C.

METHODS:The HCV core gene was cloned at the down-
stream of CMV promoter of the adenoviral shuttle plasmid
pAd.CMV-link.1, and the resultant recombinant plasmid pAd.
HCV-C was cotransfected into 293 cell together with plasmid
pJM17 containing  adenoviral genome, then the adenovirus
expression vector was obtained, and identified by infecting
test,electronic microscope observation and PCR co-amplification.
The plasmid pAd.HCV-C was identified by endonuclease,
PCR and sequencing.The expressive activity of adenovirus
vector was identified by immunofluorescence and Western blot.

RESULTS:HCV core gene  in the inserted DNA of pAd.HCV-C
was confirmed by endonuclease, PCR and sequencing.
Results of  infecting test, electronic microscopic observation
and PCR co-amplification showed that the adenovirus vector had
been constructed successfully. Expression of HCV core antigen
was proved in the HepG2 cells by immunofluorescence and
Western blot.

CONCLUSION:The replication-deficient recombinant adenovirus
vector can express HCV core antigen in HepG2 cells.This

study established a foundation for further study on HCV
vaccines and gene therapy for hepatitis C.

Hao CQ,Feng ZH,Zhou YX,Nie QH,Li JG,Jia ZS,Liang XS,Xie YM,Cao YZ,
Kang WZ.Construction,package and identification of replication-deficient
recombinant adenovirus expression vector of HCV C.Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(2):144-147

摘要
目的:构建能表达HCV Ｃ基因的复制缺陷型腺病毒表达

载体.

方法:将HCV H 株 C区基因定向插入到腺病毒穿梭质粒

pAd.CMV-Link.1 中,获得重组质粒 pAd.HCV-C,再与

pJM17共转染293细胞,包装腺病毒表达载体.通过酶切、

PCR及测序对穿梭质粒进行了鉴定.对腺病毒载体进行了

感染性鉴定、电镜鉴定及双引物PCR鉴定.利用间接免疫

荧光法和Western blot 检测了腺病毒载体在人肝癌细胞

HepG2中的表达.

结果:酶切、PCR及测序鉴定证实，穿梭质粒插入片段为

HCV C区基因.包装的腺病毒载体具有良好的感染性，可

以在293细胞中形成病毒颗粒，腺病毒载体内携带HCV C

区基因，并可以在HepG2细胞中表达HCV C抗原.

结论:包装成功的复制缺陷型腺病毒载体可以在HepG2细

胞中表达HCV C抗原， 为丙型肝炎的基因治疗及疫苗的进

一步研究奠定了基础．

郝春秋,冯志华,周永兴,聂青和,李谨革,贾战生,梁雪松,谢玉梅,曹义战,康文臻.
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0   引言

腺病毒具有宿主范围广、感染率高、包装容量大、繁
殖滴度高、不发生整合及安全性好、性质稳定、载体
制备较容易等特点[1-5], 成为继逆转录病毒载体后被广泛
应用的载体系统.丙型肝炎病毒(HCV)感染是当前危害人
类健康的重要传染病[6], 至今尚无特异性的预防和治疗
措施[7,8].基因治疗作为一种控制HCV感染的新途径, 正
在受到人们的重视[9-13] .因而，构建并包装携带HCV Ｃ
基因的腺病毒表达载体，在丙型肝炎的预防和基因治
疗中具有重要意义.

1   材料和方法

1.1 材料  pBRTM/HCV1-3011质粒含HCV-H株除５’
CR外的全部HCV序列, 由美国华盛顿大学Rice教授惠



赠[14] ;E1区缺失的复制缺陷型腺病毒穿梭质粒pAd.CＭ

V-Link.1,腺病毒重组质粒pJM17和转化有腺病毒E1区

基因的包装细胞293细胞均为李谨革博士惠赠;大肠杆

菌Ｅ.coli JM 109及HepG2细胞为本室保存. Hind Ⅲ ,

BglⅡ,T4DNA连接酶, Taq DNA聚合酶,dNTP, PCR产物

回收试剂盒及Plasmid Purification Kit 均为Promega 公

司产品; 脂质体Lipofectamine 2000、 DMEM及胎牛血

清均为Gibco公司产品; 小鼠抗HCV C 单克隆抗体购自

中国预防科学院.PCR引物设计参考已发表的HCV H株

C区序列设计1对引物, 在每条引物的5’端引入相应的

酶切位点及保护碱基, P1(上游引物, 5’端含有Bgl Ⅱ

位点及起始码):5’GAAGATCTATGAGCAC GAATCCTA

AACCT3’;P2(下游引物,5’端含有Hind Ⅲ位点及终止

码): 5’CCAAGCTTTTAGGCTGAAGCGGGCACAGT 3’

插入的HCV C区序列两端腺病毒载体特异性引物设计

为：P3(上游引物): 5’ATAGAAGACACCGGGACCGAT

CCAGCCTCC 3’P4(下游引物): 5’TCTAGAGTCGACGGA

TCCTACGTAGGTACC 3’,均由大连宝生物公司合成.

1.2 方法

1.2.1 HCV C基因腺病毒载体的包装   将构建好的携带

HCV C区基因的腺病毒穿梭质粒[15] pAd.HCV-C与腺病

毒重组质粒pJM17用Lipofectamine 2 000共转染293细

胞, 培养 24 h后,加第 1层空斑琼脂糖凝胶复合物(配方

为:2×MEM 10 mL; FBS 2 mL; 16 g/L Agar 6.8 mL; 30 g/L

谷胺酰胺 0.8 mL; 双抗 0.2 mL; Hepes 0.4 mL; 75 g/L

NaHCO3 0.8 mL; NEAA 0.2 mL), 每孔3 mL, 37 ℃培养96 h,

加第2层空斑琼脂糖凝胶复合物(配方同第1层), 每孔

3 mL, 37 ℃培养96 h, 加第3层空斑琼脂糖凝胶复合物

(配方在第1层的基础上加14 g/L中性红0.6 mL), 每孔

3 mL, 37 ℃培养24 h, 可出现空斑.挑取分化良好的单

个空斑,再感染293细胞,出现CPE(cytopathic effect)时收

获细胞并制成细胞冻融液(含包装好的腺病毒载体),-70 ℃

冻存备用.

1.2.2 HCV C基因腺病毒载体的鉴定  感染性鉴定用冻
存的腺病毒载体感染70-80 %融合的293细胞,37 ℃培
养2-3 d，观察293有无CPE出现.电镜鉴定用冻存的腺
病毒载体感染293细胞,37 ℃培养2-3 d后,293细胞出
现CPE.将293细胞收获,制作电镜标本,电镜下观测细胞
内有无病毒样颗粒形成. 双引物PCR鉴定用冻存的腺病
毒载体再感染293细胞,待出现CPE时吸取1 mL培养液,
提取病毒DNA,采用插入的HCV C区基因特有引物P1 P2
和腺病毒载体特有引物P3 P4,进行双引物PCR鉴定.腺
病毒载体表达的免疫荧光鉴定用重组腺病毒感染
HepG2细胞, 以抗HCV C单抗为一抗做间接免疫荧光实
验, 检测重组腺病毒载体在HepG2细胞中表达HCV C
抗原的情况.腺病毒载体表达的Western Blot 鉴定,把腺
病毒感染的HepG2细胞裂解后进行SDS-PAGE凝胶电
泳, 然后将蛋白条带电转移到硝酸纤维素膜上，以抗
HCV C单克隆抗体为一抗(1∶10),以HRP-羊抗鼠IgG为

二抗(1∶100)进行Western Blot 实验，检测重组腺病毒
载体在HepG2细胞中表达HCV  C抗原的情况.

2   结果

2.1感染性鉴 用腺病毒载体感染293细胞,37 ℃培养2-3 d,

发现293细胞圆缩、脱落,出现CPE.表明包装成的腺病

毒载体感染性良好,可以在293细胞中E1基因产物的反

式作用下大量增生,并阻断宿主细胞DNA和蛋白质生

成,最终导致细胞营养耗竭而死亡.

2.2电镜鉴定   用腺病毒载体感染293细胞2-3 d后,293

细胞出现CPE.将293细胞收获,制作电镜标本,在电镜下

观测,发现有病毒样颗粒形成(图1).未感染腺病毒的293

细胞未发现有病毒样颗粒形成.

2.3 双引物PCR鉴定   腺病毒感染的293细胞出现CPE

时提取病毒DNA,采用插入的HCV C区基因特有引物P1 P2
和腺病毒载体特有引物P3 P4,进行双引物PCR鉴定, 结

果出现573和 857两个条带(图 2), 未感染腺病毒的293

细胞提取的DNA用相同的引物进行PCR，未见条带，

表明包装的腺病毒载体内携带HCV C基因.

2.4 腺病毒载体表达的免疫荧光鉴定   用重组腺病毒感

染HepG2 细胞 72 h后,以抗HCV C单抗为一抗做间接

免疫荧光实验, 获得阳性结果(图 3),证明重组腺病毒载

体可以在HepG2细胞中表达HCV C抗原.

2.5腺病毒载体表达的Western Blot 鉴定  Western Blot

检测表明, 腺病毒载体可以在HepG2细胞中表达HCV C

抗原, 该抗原可与抗HCV C单克隆抗体特异性结合,其

分子质量为22 ku (图 4).

图1  293细胞中病毒样颗粒的形成(×100k)

1:Marker (DL-2000); 2:重组腺病毒载体; 3:阴性对照
图 2  重组腺病毒载体双引物PCR鉴定.
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图3 间接免疫荧光法检测HCV C抗原在Hep G2细胞中表达.

M:蛋白质marker;
1:腺病毒感染的HepG2细胞;
2:未感染腺病毒的HepG2细胞
图4  Western Blot法检测HCV C抗原在HepG2细胞中表达.

3   讨论

利用腺病毒具有与细胞表面受体结合并将其基因导入
宿主细胞的特性,将控制病毒复制的基因及部分病毒复
制非必需基因去除后可制备成腺病毒载体.因腺病毒载
体具有宿主广泛、可感染静止及分裂期细胞、包装容
量大及不整合等优点[1],成为继逆转录病毒之后被广泛
应用的病毒载体.我们构建的pAd.HCV-C是E1区缺失
的复制缺陷型腺病毒.由于E1区基因为腺病毒复制所必
需,因此需要由转化了E1区基因的包装细胞即293细胞
提供反式补偿才能复制和扩增.这种复制缺陷的重组腺
病毒仍具有感染靶细胞的能力但不能复制,因而不会直
接造成靶细胞的损害.由于腺病毒基因组较大(36 kb),不
便直接进行分子克隆,因此,在构建腺病毒载体时,将腺病
毒基因组左端制备成含E1区缺失的穿梭质粒(pAd.CＭ
V-Link.1),将目的基因HCV C插入其多克隆位点后(通
过酶切、PCR及测序三重鉴定，证实目的基因HCV C
已正确插入穿梭质粒pAd.CＭV-Link.1中) [14]再与含腺
病毒基因组的质粒(pJM17)共转染至293细胞内进行同
源重组.由于在pJM17中包装信号(Ψ)缺失不能被包装
成病毒[15], 必须与含有包装信号的pAd.CＭV-Link.1重
组后才能形成感染性病毒,因此,有重组病毒形成后形成
的空斑大多为含有目的基因的阳性克隆.本实验中,感染
性试验证明了腺病毒载体具有良好的感染活性;电镜鉴
定从形态学上展示了腺病毒载体的包装过程;采用插入
的HCV C区基因特有引物和腺病毒载体特有引物,进行
双引物PCR鉴定后,证明包装的腺病毒载体内携带HCV

C基因;用重组腺病毒感染Hep G2细胞后,通过间接免疫
荧光实验发现腺病毒载体可以在7721细胞中表达HCV
C抗原,证实了其表达功能的完整性.
        近年由于血液, 血制品和经血治疗方法的广泛应用
及吸毒现象的日益严重, HCV的感染越来越引起人们的
重视[16-21].HCV感染常导致慢性肝炎、 肝硬变、甚至
肝癌及其他肝外病变[22-33]. HCV基因序列的高度变异性,
主要表现为病毒各种基因型, 亚型及准种变异的存在和
免疫逃避现象, 使病毒得以逃避宿主免疫系统的作用而
造成病毒的持续感染. 由于其极易变异,型别众多,在体
内呈准种分布,因而难以治疗及预防[34-36].HCV感染力弱,
没有理想的细胞模型, 除黑猩猩外也没有方便的动物模型,
这使HCV致病机制及疫苗的研究遇到了极大的困难[37].
       要获得有效的防治HCV感染的疫苗,必须克服HCV
多型、 易变带来的困难. HCV中和抗体位点所在膜区
(E区)呈高度变异性[38-45], 机体感染HCV后易发生免疫
耐受, 因此, 采用传统方法难以获得对不同HCV株型同
时具有防治功效的疫苗. 要克服这种免疫耐受现象, 就
必须避开高变区, 选择相对保守区进行实验, 同时诱导
机体产生体液免疫及对预防和清除不同株型HCV感染
具有重要作用的细胞免疫应答.因此, 本文选用在我国常
见的HCV Ⅱ型H株的高度保守区C区基因作为目的基
因, 插入到腺病毒表达载体中, 构建了能表达HCV C基
因的腺病毒载体，为以后进一步探讨抗HCV重组腺病
毒疫苗及T细胞疫苗奠定了基础[46-48].
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Abstract
AIM:To evaluate the effect of hammerhead ribozyme 213
(Rz 213) against hepatitis C virus (HCV) infection.

METHODS:Rz213 cleaving 5’noncoding region (5’NCR) of
HCV was beforehand transfected in a human hepatic carcinoma
cell (HHCC) line and selected for G418 resistance. Cells stably
expressing Rz213 were retransfected with pCMVNCRluc
containing 5’NCR-luc fusion genes by lipofectAMINE;luciferase
activity in lysate of transfactant was measured in scintillation
counter.

RESULTS:HHCC cells stably expressing Rz213 exhibited
significant resistance to retransfection of targeting gene.

CONCLUSION:Stably transfected cells with Rz213 were selected
and expressed in HHCC, and thus exerted the intracellular
immunity against infection of HCV.

Jia ZS, Chen L,Hao CQ, Feng ZH, Li JG, Wang JP, Cao YZ, Zhou YX.
Intracellular immunization by hammerhead ribozyme against HCV. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11:(2):148-150

摘要
目的:探讨预先转染丙型肝炎病毒(HCV)核酶(Rz213 )的人

肝癌细胞对HCV再转染的抑制作用.

方法:应用从前构建的HCV锤头结构Rz(Rz213),通过脂质

体介导的基因转染方法,转染人肝癌细胞(HHCC ),经G418

筛选转染Rz213 的基因克隆,应用 luc 报告基因的表达活

性，观察该细胞克隆对靶基因(pCMVNCR luc)转染的抑制

作用.

结果:G418 筛选能使 Rz213 在转染细胞内有效表达Rz

RNA,转染Rz的多克隆细胞能有效地阻断靶基因的再转染.

结论:我们构建的Rz213真核表达载体能在HHCC细胞内有

效表达，预先转染发挥细胞内免疫作用,可防止HCV感染.

贾战生,陈琳,郝春秋,冯志华,李谨革,王九平,曹义战,周永兴. 丙型肝炎病毒锤
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)非编码区(5’NCR)和核心(C)区高
度保守,具有重要的生物学功能,是基因治疗选择的理想
靶序列[1-5]. 锤头结构核酶(hammerhead Rz)分子较小,结
构简单,易于体外设计合成，已广泛用于抗病毒基因治
疗研究[6-13]. 应用Rz基因转染技术作为细胞内免疫的工
具,由Baltimore at al 首次提出,并应用于艾滋病毒(HIV)
的防治研究. Heusch at al 应用发夹(hairpin)结构核酶作
为细胞内免疫分子，预先转染人CEM/1细胞证明，该
细胞可以有效抵抗HIV病毒感染. 我们从前的研究结果
表明，以HCV 5’NCR为靶序列设计的锤头结构Rz，
可在细胞内有效地抑制靶基因的表达[10,14,15].本研究探讨
了抗HCV 5’NCR核酶预先转染靶细胞的预防作用.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株(human hepatic carcinoma cell,
HHCC)由中科院上海细胞所细胞库引种,本校863研究
室保存. 核酶真核表达载体pcEM-Rz213 (Rz213)由本室
自行设计构建,并经测序体外切割证明[1 4 ] . 靶基因
pCMVNCRluc含有HCV 5’NCR和C区66 nt,并与 luc
基因融合,由德国的Alt 教授惠赠[1]. 转染方法按试剂盒
说明操作(Lipofectamine和G418为Gibco产品).
1.2 方法  通过显微镜观察Rz转染对细胞生长特性的影
响,同时收集对数生长期细胞,用胰酶消化,尽可能消化成



单个细胞悬液,75 ml/L乙醇固定,流式细胞仪检测细胞周
期. 细胞转染Rz213 48 h后,传代细胞(1∶5)于 6孔和24
孔培养板内，换用350 mg/L 的 G418 完全培养液，筛
选转染细胞，每3 d换培养液1次.不同时间收集细胞，
制备裂解液.留一部分做克隆筛选，直至细胞克隆出
现.荧光素酶(Luc)活性检测按试剂盒说明操作(luciferase
assay system 为 promega 产品). 取 20 µL 细胞裂解液，
加入1.5 mL Eppendorf 管，加 100 uL luc 测试液，混
匀；尽快用液体闪烁计数仪计1 min 的 cpm 值[15]. 同
时用Braford法测定20 µL裂解液中的蛋白含量，最后
核算成每 µg蛋白所含的计数值.
         统计学处理  数据均以均值加减标准差表示. 两组
间比较采用 t 检验，多组间比较采用方差分析.

2   结果

2.1 Rz转染对细胞的影响  将pcEM-Rz213转染的HHCC
细胞多克隆(20 d),传代取对数生长期细胞，作细胞周
期检测，同时用转染空载体的HHCC细胞对照.结果表
明，两组之间无显著意义,说明Rz和载体在短期内对细
胞的增生周期可能无影响.
2.2 G418筛选对Rz与luc基因共转染的影响  pCMVNCRluc
为瞬时表达载体,缺乏新霉素基因,与 pcDNA3共转染，
经G418 筛选可明显延长 luc 的表达. 然而，该载体与
Rz213 共转染，G418 筛选提高了Rz 基因的表达，luc
活性并没有延长，说明Rz基因在细胞内抑制了 luc的
表达. 靶基因组、Rz+靶基因组和对照组(空载体+靶
基因)luc 活性均随时间下降，但在第5天时各组之间
就有显著差异，对照组最高，Rz组最低. 8 d 后见Rz
组 luc活性明显低于对照组. 随G418筛选时间延长(最长
20 d),仅对照组可检测到luc活性,但cpm值均在5 000以
下,远比前72 h低(图 1).

图1  G418筛选对Rz+luc基因共转染的影响

3.3 pcEM-Rz213的细胞内免疫  Rz213与pCMVNCRluc
靶基因共转染细胞，Rz213 可有效地抑制 luc 的活性.
为了证明Rz对细胞的保护作用，预先将pcEM-Rz213
转染HHCC细胞，经G418筛选抗性多克隆细胞. 以此
为靶再用 pCMVNCRluc 转染. 结果表明，预先转染
pcEM-Rz213的HHCC细胞可有效地阻断再转染靶基因
的表达(图 2).

图 2  pCMVNCRluc在 pcEM-Rz213转染免疫细胞内的表达

3   讨论

细胞内免疫包括细胞内抗体、DNA 免疫、核酶和细
胞因子基因转染等[16-21],是抗病毒基因治疗的重要手段
之一.其主要步骤:将目的基因转入靶细胞,使靶细胞稳定
表达某种抗病毒分子,通过细胞内分子的作用,有效地抑
制病毒基因的表达和复制,因此转入该基因的细胞能有
效地抵抗病毒的攻击，达到细胞内免疫的目的.Yu at al
应用逆转录病毒为载体,将抗HIV-1病毒的核酶基因转
入胎儿脐血CD34+干细胞,结果发现随细胞分化增生,核
酶基因仍有效表达,转染目的基因的细胞可抵抗HIV-1
病毒的感染. 最近，Fraisier at al [22]应用抗 tat 核酶和抗
TAR的RNA诱饵联合细胞内免疫,并在靶基因的3’端
添加 β- 球蛋白的 3’非编码序列，增加了靶基因的
稳定性,有效地提高了抗HIV效果.
        HCV感染者接受肝移植后,发生移植肝再感染HCV
是导致肝脏移植失败的主要原因[23]. 应用核酶技术,采用
HIV细胞内免疫的思路,有可能防止移植肝再感染HCV.
HCV核酶作为基因治疗的手段之一,已经多位学者证明,
可有效地抑制病毒基因的表达[11,12,22-24].我们在研究了抗
HCV Rz 在细胞内抑制病毒基因表达的基础上，探讨
了该Rz预先转染肝细胞的细胞内免疫效应. 结果表明,
抗HCV 5’NCR Rz213预先转染的HHCC细胞,可有效
地表达Rz RNA分子,经G418筛选的抗性多克隆细胞能够
有效地抵抗靶基因的再转染. 提示将抗HCV Rz预先导
入细胞,有可能象HCV“疫苗”免疫一样，防止HCV
感染,这对于慢性肝病晚期接受肝移殖的患者可能是一
种新治疗希望，预先将抗HCV Rz导入移殖的肝细胞，
以防止移殖肝再感染HCV.
        基因治疗能否应用于临床,一方面取决于基因治疗
的有效性,另一方面由其对机体的副作用决定[25-27]. 抗
HCV Rz载体介导的内源性Rz在细胞内有效表达是Rz
清除病毒的基础.借鉴体外切割实验的数据，Rz在细胞
内要达到完全清除病毒，其分子数必需是靶基因的100
倍以上,并要求Rz能到达所有HCV感染的肝细胞和非
肝细胞[4，24] . 我们选择pcDNA3作为真核载体是一高效
真核表达载体,结果表明,经G418抗性筛选可以提高Rz
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的表达. 细胞生长特性和细胞周期的研究表明,该载体和
Rz基因近期对靶细胞无毒副作用.
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Abstract
AIM:To investigate whether the cultured trophoblastic cells
can be  infected with hepatitis C virus (HCV) and observe
the ultrastructural features  of  infected cells.

METHODS:Human placentae were digested with trypsin and
then centrifuged with percoll density gradient to obtain
trophoblastic cells, and then incubated in HCV positive serum.
The HCV RNA in HCV infected syncytiotroblasts was quantitated
with RT-PCR.Ultrastructural characteristics of infected
syncytiotroblasts were observed with transmission electron
microscope.

RESULTS:HCV RNA was detected in supernatant of the cultured
medium during 40 day periods of incubation.The antibody
of HCV NS5 was observed around the nucleus with confocal
microscope.The Ultrastructure of infected throphotoblast cells
differed obviously from that of normal cells,and manifested
with hyperplasia of lysosomes and rough endoplasmic,
appearance of vacuoles and virus-like particles,and decreased
lipid droplets.

CONCLUSION:Trophoblastic cells could be infected by HCV,

and the  cellular ultrastructure changed dramatically following
infection of HCV.

Cheng YQ, Nie QH,Zhou YX, Huang XF, Luo H, Yang HG. Ultrastructure
characteristics of HCV   infected human trophoblast cells in culture. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11:(2):151-156

摘要
目的:探讨体外分离培养的人体胎盘滋养层细胞感染丙型

肝炎病毒(HCV)的可能性,以及滋养层细胞感染HCV后的

超微结构改变.

方法:采用胰蛋白酶消化法及Percoll密度梯度分离法分离

培养人胎盘组织中滋养层细胞后，以HCV RNA阳性血清

对滋养层细胞进行体外感染试验，应用RT－PCR法定性

及定量检测感染后细胞培养上清中HCV RNA，透射电镜

观察HCV感染后滋养层细胞的超微结构改变，并用激光

共聚焦技术观察免疫荧光染色后HCV NS5在滋养层细胞

中的定位.

结果:HCV感染后的细胞培养上清中可间断检测到HCV

RNA,而对照组始终未检出;激光共聚焦观察显示HCV NS5

主要定位于细胞核周;HCV感染后滋养层细胞超微结构发

生了明显改变，主要表现为溶酶体大量增生，粗面内质网

增生,脂滴减少,出现空泡状结构,并可观察到病毒样颗粒.

结论:HCV可以感染滋养层细胞，并导致滋养层细胞的超

微结构发生类似黄病毒科病毒感染后的改变.
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0   引言

HCV主要经血液或血制品传播,随着对血制品检测的加
强及检测技术的提高,HCV经输血传播的发生率已大大
降低[1].现研究认为HCV存在母婴传播[2-8],HCV感染的
母亲中,HCV母婴传播发生率大约为5 ％左右[9-13],但目
前尚无有效的方法阻断HCV的母婴传播,因此HCV的
母婴传播将可能成为未来HCV感染的重要途径[14].我国
丙型肝炎较常见,对人类健康危害很大, 在目前尚无特效
药物治疗HCV感染,以及丙型肝炎疫苗尚难以用于人体
预防HCV感染的情况下[15-33],阻断HCV母婴传播的研究
工作显得十分重要.
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       目前有关HCV母婴传播的研究多数为流行病学调
查,关于HCV如何在母婴间进行传播的具体机制尚不清
楚,可能为宫内传播、出生时传播和出生后通过母乳、
唾液等,而宫内感染可能是HCV母婴传播的主要机制之
一.胎盘是胎儿与母体之间进行物质交换的重要器官，
由滋养层细胞、毛细血管内皮细胞以及二者之间基膜
所构成的胎盘屏障是营养物质以及某些药物、病毒、激
素等从母体进入胎儿的必经之路，而滋养层细胞是胎
盘屏障的第一道防线.本研究用HCV RNA阳性血清感
染体外培养的人胎盘滋养层细胞,并运用透射电镜及激
光共聚焦技术观察滋养层细胞感染HCV后的特性,为进
一步研究HCV的母婴传播机制提供形态学基础.

1   材料和方法

1.1主要试剂来源   Percoll细胞分离液为美国Pharmacia
公司产品(No:05-59-16-001A),免疫组织化学染色用
ABC 试剂盒购自华美生物工程公司,所用细胞角蛋白
(No:C8541)及波形蛋白抗体(No:MU074-UC)购自宝泰克
生物工程公司.HCV RNA荧光定量检测试剂盒购自美国
Acegene公司.
1.2 单细胞悬液的制备   取剖腹产术后的无菌胎盘组织,
将绒毛组织剪碎至 1-3 mm3,以 0.25 % 胰蛋白酶液及
20 u/ml DNaseⅠ于 37 ℃恒温摇床内消化30 min,消化
产物经100目不锈钢筛网过滤后,滤液加入预先加有5 ml
小牛血清的50 ml离心管内,1 000 rpm·min－1离心10 min,
弃上清，DMEM 培养液重悬沉淀.
1.3 Percoll 密度梯度制备  用 9.0 % NaCl 与 Percoll 以
1∶9混合,以达到生理性渗透压,再以 0.9 % NaCl 稀释
为45 %和 35 %两个浓度,按浓度从大到小将两个不同
密度的Percoll 溶液逐层缓慢加入10 ml 离心管内，每
个浓度3 ml.
1.4 细胞的纯化与培养  将收集的细胞悬液2 ml缓慢加
于Percoll分离液上层，以2 500 rpm·min－1离心20 min,
用吸管小心吸取云雾状的中层置于一50 ml离心管内，
DMEM稀释4倍，1 000 rpm·min－1离心10 min,弃上清,
以含 20 %胎牛血清DMEM培养液重悬沉淀，将细胞
悬液浓度调整至5-6× 109·L-1，置于培养瓶或预先置
有盖玻片的六孔培养板内37 ℃,5 % CO2孵箱内培养.
1.5 免疫细胞化学染色   细胞爬片固定后,用ABC法进
行细胞角蛋白、波形蛋白染色，操作步骤按说明书进
行.胎盘组织切片脱蜡至水后用ABC 法进行细胞角蛋
白、波形蛋白染色.
1.6 HCV体外感染试验   HCV感染血清选择抗HCV阳
性，HCV RNA6.1 × 107 copies·L-1 的血清，经血清学
检查甲、乙、丁、戊肝炎病毒标志物均为阴性，同时用
正常人血清作为阴性对照.
        以含20 %丙型肝炎患者血清(HCV RNA检测阳性)
的DMEM培养液感染体外培养24 h后的滋养层细胞.同
时分别含20 %正常人血清的DMEM培养液感染体外培

养24 h后的滋养层细胞作为阴性对照,37 ℃，5 % CO2
孵箱内培养24 h后倒置显微镜下观察，并进行第1次
换液，弃去感染血清，PBS充分洗涤5次后加入新鲜培
养液，留取最后1次洗液待检，以后每2 d换液1次，留
取培养上清待检.
1.7 培养上清的HCV RNA定性及定量检测   为保证试
验可靠性，分别采用逆转录聚合酶链反应(RT－ PCR)
及扩增敏感试验(amplisensor assay)对培养上清中HCV
RNA进行定性及定量检测,具体步骤按操作说明书进行.
        培养上清的HCV RNA定性检测简要步骤如下:提
取HCV RNA,加入逆转录反应体系,37 ℃,30 min:预变性
94 ℃,300 sec,第1次PCR循环,94 ℃ 45 sec,50 ℃ 45 sec,
72 ℃ 45 sec 循环 35次，终延伸72 ℃,300 sec;取 2 µl
第1次循环后的产物加入第2次PCR反应缓冲液23 µl;
预变性94 ℃,300 sec,第 2次PCR循环,94 ℃ 45 sec,55 ℃
45 sec,72 ℃ 45 sec 循环 35次，终延伸72 ℃,300 sec;
取扩增产物15 µl加样于含溴化乙锭的2 %琼脂糖凝胶,
于 1×TAE缓冲液中在60 v电压下电泳15-20 min.根
据试剂盒说明,紫外灯下观察225 bp处有荧光者为阳性.
        培养上清的HCV RNA定量检测简要步骤如下:提
取HCV RNA,加入逆转录反应体系,37 ℃,45 min:预变性
90 ℃,2 min,PCR循环,95 ℃ 25 sec,60 ℃ 35 sec,72 ℃ 45 sec
循环20次,终延伸72 ℃,30 sec,10 ℃保温1 h;计算机读
取数值,＞ 104者为阳性.
1.8 电镜标本制作   细胞培养40 d 后以 0.25 %胰蛋白
酶分别消化感染组及对照组贴壁生长的细胞,PBS洗涤
1次，2 000 rpm·min－1 离心 20 min，4 %戊二醛固定
过夜，送本校电镜室.

2   结果

2.1滋养层细胞体外生长特性观察   本方法分离纯化后
的中层细胞在倒置显微镜下观察以单个核细胞为主,培
养 3 h 后开始贴壁，18 h 后基本全部贴壁，贴壁细胞
多呈上皮细胞样生长，形态多样，个别细胞呈纤维细
胞样.24 h后开始出现多个核细胞，并随时间推移逐渐
增大，成片生长.HCV感染后，感染组及对照组细胞光
镜下观察未见明显不同.
2.2免疫细胞化学染色结果   细胞爬片染色阳性信号为
棕黄色颗粒，结果显示，90 ％以上细胞的细胞角蛋
白染色阳性，阳性信号定位于细胞质，而波形蛋白
染色仅个别细胞可见阳性信号.
2.3 免疫荧光染色结果   HCV感染后的滋养层细胞抗-
HCV NS5染色阳性，阳性信号为黄绿色或黄色荧光，主
要定位于细胞核周.正常对照标本的滋养层细胞抗 -
HCV NS5染色未见黄绿色或黄色荧光，因伊文蓝衬染
而呈现红色.
2.4激光共聚焦观察   HCV感染后的滋养层细胞抗HCV
NS5染色阳性信号为黄绿色或黄色荧光,主要定位于细
胞核周(图 1).
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图1  HCV感染后的滋养层细胞抗HCV NS5 染色（300 × 3.53）

2.5 培养上清HCV RNA检测结果  对收集的感染前、
感染血清、感染后洗液、感染后 2-16 d 培养上清共
11份标本进行HCV RNA定性(图2)定量检测,结果如下
(见表1).

表1  HCV RNA定量、定性检测结果

定量检测(单位:copies/ml)        定性检测
         感染组 对照组           感染组            对照组

感染前       ＜104 ＜ 104 － －

感染血清 6.1×104 ＜ 104 － －

感染后洗液       ＜104 ＜ 104 － －

感染后2 d 1.4× 104 ＜ 104 － －

感染后4 d       ＜104 ＜ 104 － －

感染后6 d 9.7× 104 ＜ 104 － －

感染后8 d       ＜104 ＜ 104 － －

感染后10 d 2.5× 105 ＜ 104 ＋ －

感染后12 d 1.5× 104 ＜ 104 － －

感染后14 d 6.0× 105 ＜ 104 － －

感染后16 d 4.0× 105 ＜ 104 ＋ －

图2  培养上清HCV RNA定性检测结果

2.6电镜观察  透射电镜下未感染HCV的滋养层细胞直
径 16 µm 左右，表面微绒毛发达，可见较多被膜小
凹，胞质内可见较多包膜小泡及丰富的微丝，脂滴较
多.感染HCV后的滋养层细胞超微结构发生了明显的改
变主要表现如下：
2.6.1病毒样颗粒  在HCV感染后的滋养层细胞内观察
到许多病毒颗粒样结构(图3),位于胞质内或空泡状结构
内，圆球形或椭圆形，有明确的外膜，核衣壳样结
构外表面为细长的钉状突起，核心直径50 nm左右.在
细胞膜上发现类似病毒内吞和芽生的形态.

2.6.2溶酶体大量增生  感染了HCV的滋养层细胞内可
见大量的溶酶体增生,增生的溶酶体有两种形态:(1)空泡
状溶酶体:细胞电子密度降低，胞质被大量增生的溶酶
体所占据,增生的溶酶体内可见许多更小的空泡状结构
(图4);(2)髓鞘状溶酶体:细胞电子密度较高，胞质内可见
大量电子密度较高的溶酶体，形成髓鞘状(图 5).
2.6.3空泡状结构  HCV感染的滋养层细胞内可以看到
许多聚集存在的花环状排列的空泡结构,并有大量小囊
泡结构，其内亦可见到类似病毒核衣壳样小空泡(图6).

图3  病毒颗粒样结构(×40K)

图 4  空泡状溶酶体及小囊泡(×1K)

图 5  髓鞘状溶酶体及病毒样颗粒(×20K)

图 6  空泡状结构(×15K)

DL 2 000

250 bp

1            2            3            4

培养液 标本 标本



2.6.4 粗面内质网增生  HCV感染的滋养层细胞内可见粗
面内质网增生,粗面内质网内可见细丝状物和小泡状结
构,小泡膜似与粗面内质网内膜相连.
2.6.5 脂滴减少  正常滋养层细胞内可见大量脂滴,而感染
了HCV的细胞内脂滴明显减少.

3   讨论

胎盘屏障是营养物质以及某些药物、病原体、激素等
从母体进入胎儿的必经之路，合体滋养层细胞还具有重
要的内分泌功能,体外分离培养滋养层细胞是研究其功
能及母体与胎儿之间物质交换的具体分子机制的细胞学
基础，本研究在Kaldor et al [34]建立的Percoll不连续密度
梯度分离纯化方法基础上作如下改进.
         将分离细胞的密度梯度简化为两层:Kliman et al 用
14个不连续Percoll 分离密度梯度进行分离,并确定滋养
层细胞在Percoll 中所处的密度值为1 048-1 062 g·L-1，
而Nie et al [35]用连续密度梯度观察其密度值为1 053-
1 060 g·L-1,以此为依据并根据美国Pharmacia公司提供的
Percoll使用说明书中不同稀释度的Percoll在0.15M (0.9 %)
盐溶液中相应的密度值曲线，将分离梯度简化为两层，
即35 %(密度值为1 043 g·L-1)与45 %(密度值为1 062 g·L-1),
以使所要分离的滋养层细胞处于二层之间，这样既节约
了实验试剂,又简化了操作步骤.
        许多学者研究证实,在胎盘绒毛组织中细胞角蛋白
染色阳性的仅细胞滋养层细胞及合体滋养层细胞[34-38].本
研究培养细胞爬片免疫组化染色结果显示，细胞角蛋白
染色阳性者占90 %以上,证明改进后的分离方法同样可
以得到满意的分离效果.
       目前,HCV感染靶细胞的方式主要有血清直接感染
法、脂质体介导法、电穿孔法及真核细胞表达载体携带
法等.直接感染法是HCV感染细胞的主要方法,即把丙型
肝炎患者血清直接加到培养细胞中进行感染,37 ℃温育
不同时间后，更换新鲜培养液，在不同时相检测细胞及
其培养上清中的HCV RNA.RT-PCR用于直接检测培养
上清及细胞中HCV正链及负链RNA，可直观反映HCV
在感染细胞中的复制情况.该方法简便，特异性好，但培
养液中残留的HCV感染物可能会出现假阳性结果.
        本研究参照国外学者[39-42]用 HCV感染体外培养细
胞的方法，对滋养层细胞进行感染试验.经定性及定量
RT-PCR双重检测，证明了实验的可靠性.结果表明，感
染前及感染后洗液及对照组中HCV RNA 检测均为阴
性，排除了标本来源及HCV感染试验时培养液中残留
HCV感染物污染的可能.在感染后16 d的培养上清中间
断检测到了HCV RNA.HCV RNA定性检测结果为阳性标
本HCV RNA定量检测>105.证实HCV可以感染胎盘滋养
层细胞，但这种感染是否为一过性感染，HCV能否在滋
养层细胞中复制尚有待进一步研究.
        采用电子显微镜技术直接观察转染细胞内或培养上
清内的HCV颗粒及细胞的超微结构改变，这也是判定

HCV转染是否成功的一个可靠标准.1994年Kaitol et al [43]

首次用特异性的抗假定HCV包膜蛋白的多克隆抗体及

单克隆抗体,对含高效价HCV RNA而HBsAg、抗-HTLV1

和HIV均阴性的血浆标本经反复超速离心并经连续蔗糖

密度梯度分离， 在密度1 140-1 160 g·L-1 组分中见到
55-65 nm球形病毒样颗粒,有棘状突起,形态特性与其他

黄病毒相似.进行间接免疫电镜鉴定,发现病毒外膜为胶

体金颗粒特异标记，证明所见确为HCV颗粒.关于病毒

颗粒的大小,论文作者描述为直径55-65 nm,但陈良标et

al [39]根据论文照片提供的标尺测量,病毒的实际大小是:

含包膜的完整病毒直径110-130 nm,内含直径55-65 nm

圆球形核心或核壳体.核壳体表面6 nm 长的细钉状突

起，可能是病毒核壳体的子粒结构.病毒包膜与核心之间

间距25-35 nm,类似疱疹病毒形态.病毒包膜不稳定，纯化

过程中易破裂丢失，故不少报告HCV直径55-65 nm[44-50]，

实际可能是指病毒的核心结构.

         本研究中采用透射电镜观察HCV感染后滋养层细

胞的超微结构改变，发现正常成熟细胞滋养层细胞有丰

富的表面微绒毛，被膜小凹，细胞内包膜小泡、脂滴、

粗面内质网、微丝等结构,这些结构有效地增加了母体血

与胎儿血的接触面积，并有利于其完成合成蛋白、激素

及物质转运功能.HCV感染后滋养层细胞超微结构发生

了明显改变，主要表现为溶酶体大量增生，粗面内质网

增生，脂滴减少，胞质内及胞质小囊泡内存在大量聚集

分布的空泡状结构，其形态类似于病毒核衣壳.溶酶体

的增生为细胞受到感染后的表现，但为何有些细胞出现

空泡状溶酶体，而有些则为髓鞘样溶酶体尚有待研究.

有意义的是在感染后的细胞胞质内存在许多病毒颗粒样

结构，核心直径约为50 nm左右,有明确的外膜和棘突,

完整病毒颗粒直径约100 nm左右.这些形态特征与其他

黄病毒科病毒相似，黄病毒科病毒复制过程中一般伴随

特征性的粗面和滑面内质网增生,形成众多微泡或板层

状膜结构.并且感染后的滋养层细胞超微结构改变与目
前研究的HCV感染人外周血淋巴细胞、人胎肝细胞等
[38-42]的改变相似.

        HCV NS5为HCV非结构蛋白之一，目前对其功能

研究得较为明确， HCV NS5主要表达RDRP，参与HCV
的复制，并具有外周核定位功能，提示HCV的复制位于
核周围的内质网膜上.用特异性抗-HCVMcAb NS5 ，采
用间接免疫荧光法直接检测感染细胞内特异性抗原的表
达情况，并用激光共聚焦方法观察发现，HCV NS5 主要
在核周表达.
       这些改变为HCV感染滋养层细胞提供了形态学依
据，提示HCV可以感染滋养层细胞，并有可能因此导致
HCV的母婴传播，但HCV感染后滋养层细胞中的病毒
样颗粒尚有待免疫电镜、原位杂交等方法的证实，HCV
能否在滋养层细胞中复制并产生有感染性的病毒颗粒尚
在进一步研究中.
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Abstract
AIM:To explore the inhibitory effect of internal ribosome
entry site (IRES) specific inhibitor RNA (IRNA) on HCV IRES
mediated protein translation in vivo.

METHODS:Human hepatic carcinoma cell line (HHCC) was
transfected with the eukaryotic vectors of IRNA or mIRNA
(pcRz-IRNA or pcRz-mIRNA),and then selected with G418
for 4 weeks.HHCC expressing IRNA or mIRNA was
cotransfected with pCMVNCRluc containing HCV IRES.HHCC
stably expressing pcHCVcluc was transfected with pcRz-IRNA,
and pcRz-mIRNA,respectively, the luciferase activity was
examined at desired  time post-transfection.

RESULTS:The pCMVNCRluc was efficiently suppressed in
HHCC expressing IRNA rather than the cell line expressing
mIRNA.The IRES specific IRNA  inhibited expression of  HCV
IRES mediated luc gene by 20 % to 80 % in pcHCVcluc
expressing cell after transfection; However, no inhibitory
effect of the mutant IRNA was observed.

CONCLUSION:pcHCVcluc could be expressed successfully
in HHCC, and IRNA inhibited HCV IRES mediated gene
expression in vivo.

Liang XS,Lian JQ,Zhou YX ,Nie QH,Hao CQ.Inhibitory effect of IRES
specific inhibitor RNA on HCV  IRES mediated protein translation.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11:(2):157-160

摘要
目的:研究核糖体内部进入位点(internal ribosome entry site,

IRES)特异性抑制性RNA (inhibitor RNA,IRNA)细胞内对

丙型肝炎病毒(HCV) IRES介导蛋白翻译的抑制作用.

方法:体外应用脂质体细胞转染法,将 IRNA 及其突变体

mIRNA真核表达载体pcRz-IRNA/pcRz-mIRNA转染人肝

癌细胞株（HHCC），经G418 筛选 4 wk 后建立 IRNA

及mIRNA表达株；以相同的方法构建pcHCVcluc转染株；

以脂质体介导细胞转染法将pCMVNCRLuc转染IRNA及

mIRNA细胞株，于转染后48 h检测荧光素酶表达量；将

IRNA及mIRNA真核表达体转染pcHCVcLuc表达株，于

转染后不同时间检测荧光素酶表达量.

结果:HCV IRES介导蛋白翻译在IRNA表达株明显受到抑

制，同样 IRNA对HCV翻译复制子的蛋白翻译作用有明

显抑制性；突变体mIRNA表达株和空载体对照株中未见

相似的抑制性.

结论:pcHCVcluc在HHCC细胞中获得有效表达；IRES特

异性IRNA能有效的抑制HCV IRES介导细胞内蛋白翻译

作用.

梁雪松,连建奇,周永兴,聂青和,郝春秋.IRES特异性 IRNA对HCV IRES启动

蛋白翻译细胞内抑制作用.世界华人消化杂志  2003;11(2):157-160
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0   引言

随着丙型肝炎病毒感染的蔓延[1-24]，治疗方法的研究
成为目前研究的热点[25]，尤其是近年有关基因治疗的
研究更是日新月异[26-33].HCV 5＇非编码区(NCR)含有一
富含嘧啶区即IRES区,该区的完整性和稳定性对病毒蛋
白翻译和核酸复制至关重要.基于其结构的重要性而成
为目前基因治疗的主要靶位点[34].我们对 IRES特异性
IRNA及其突变体mIRNA对HCV IRES介导报道基因荧
光素酶细胞内表达量的抑制活性进行了初步研究.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒pcRz-IRNApcRz-mIRNA为本研究室构
建保存,该质粒在多克隆位点内含有两个具有自剪切作
用的顺式核酶及 IRNA/mIRNA；质粒pCMVNCRluc由
德国Alt 教授惠赠，含HCV 5’ NCR基因和66 nt 的 C
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区基因，与荧光素酶基因(luciferase,luc)融合，可通过
检测luc活性间接反应HCV 5’ NCR的功能.pcHCVcluc
由本研究室构建保存，含HCV IRES及核心抗原部分
编码序列.人肝癌细胞系(HHCC)为本室保存株.脂质体转
染试剂及1 640 培养基、新生牛血清为Gibico 公司产
品.荧光素酶及 β乳糖酶检测试剂盒为Promega产品.
1.2 方法  用含 100 ml/L新生小牛血清的RPMI 1 640培
养液,加青链霉素,在 37 ℃,50 mL/L CO2孵箱中培养.建
立 IRNA及mIRNA表达株和HCV IRES介导蛋白翻译
细胞株:6孔板中传单层HHCC培养至密度为0.06-0.08.准
备A液:无血清1 640 培养液250 µL中加 10 µg pcRz-
IRNA/pcRz-mIRNA或pcHCVcluc.准备B液:脂质体12 µL与
无血清1 640 培养液250 µL 混合，混匀A、B液，室
温静置20 min, 然后补足无血清1 6401 mL,加于待转染
细胞上，37 ℃,50 mL/L CO2 ,培养17 h,更换完全培养液,
培养48 h细胞形态好转后更换含G418 200 mg/L选择
培养基,继续培养4 wk至细胞形成单克隆,并继续传代培
养.质粒转染: pCMVNCRluc 5 µg、pSV40-βgal 5 µg 共
转染表达IRNA或mIRNA细胞株, 于转染后48 h收获细
胞裂解液进行荧光素酶活性检测; pcRz-IRNA/pcRz-
mIRNA/pcDNA3 10 µg 转染 pcHCVcluc 转染株，于转
染后不同时间检测荧光素酶表达量.用荧光素酶检测试
剂盒(Promega)于 TD-20/20 发光仪上检测荧光素酶活
性；用 β-Gal 活性检测试剂盒(Promega)于可见-紫外
分光光度仪上检测 β-Gal浓度.荧光素酶表达量以荧光
素酶活性单位(IU)/β-Gal浓度(U)表示,抑制率=1-实验
孔荧光素酶表达量/对照孔荧光素酶表达量×100 %.转
染细胞玻片上生长、固定，抗HCV C 单克隆抗体稀
释液均匀滴于细胞玻片，放于湿盒，37 ℃温育 1h；
取出后PBS缓冲液振洗3次，10min/ 次；0.1g/L 伊文
氏兰配制的PBS与FITC标记二抗10∶1稀释后均匀滴
于玻片上，放入湿盒，37 ℃温育 1 h；PBS 缓冲液
振洗3次，10 min/ 次，500 mL/L 甘油缓冲液封片.

2   结果

2.1荧光素酶基因在HHCC中表达   pCMVNCRluc为一
瞬时表达载体,当转染于HHCC细胞后,表达荧光素酶的
活性随转染后时间的延长而下降.因此，我们分别于转
染后2 d、3 d、4 d、7 d 和 10 d 收集细胞,裂解保留
上清液,检测荧光素酶活性.结果证实,该载体在转染
HHCC细胞后可有效表达,转染后2 d的活性最高,4 d时
荧光素酶活性明显下降,于 10 d时将为本底水平(图 1).
2.2 HCV IRES介导荧光素酶基因在IRNA/mIRNA表达

株中的表达   将含 HCV  I R E S 的瞬时表达载体
pCMVNCRluc与转染效率控制载体pSV 40-β gal共转染
IRNA/mIRNA表达株及空载体pcDNA3株和空白HHCC
株,于转染后48 h时检测荧光素酶活性,并以抑制率表示
        IRNA的活性.检测结果示,在IRNA表达株中由HCV
IRES介导的荧光素酶表达量同对照组相比明显下降,在

荧光素酶表达最高的转染后48 h时,抑制率达到80 %,
而在mIRNA表达株中及空载体对照株中却仅有不到5 %
的抑制率.同时进行的由帽状结构介导的荧光素酶表达量
在3种细胞株中同空白组相比抑制率均低于5 %(图2).

图1  pCMVNCRluc在HHCC中的表达

图2  HCV IRES介导荧光素酶基因在 IRNA表达株中的表达

图3 pcHCVc-luc在人肝癌细胞株HHCC中稳定表达免疫荧光鉴定

2.3 pcHCVcluc在HHCC中的表达   质粒转染并经G418
筛选4 wk后，转染HHCC细胞形成单克隆，进一步传
代培养后用间接免疫荧光检测HCV核心抗原.同未转染
细胞相比，pcHCVcluc在HHCC中获得稳定表达(图3).
2.4 IRNA及mIRNA在pcHCVcluc细胞表达株中的表达

IRNA 在转染 pcHCVcluc 细胞表达株后 24 h 时，由
HCVIRES介导的荧光素酶表达量同未转染 IRNA株相
比下降15 %左右，随着时间的延长IRNA对HCV IRES
介导的荧光素酶表达量抑制性增加，在转染后72 h时
达到最大80 %，在转染后7 d 时转染效率仍为80 %.
同时转染的mIRNA和空载体pcDNA3未见对HCV IRES
介导荧光素酶具抑制活性(图 4).
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图4 IRNA及mIRNA在pcHCVcluc细胞表达株的表达

3   讨论

在全世界范围内HCV感染人数达到1.7亿人左右,成为
严重威胁着人类健康和生活质量的疾病之一 .然而，
目前抗HCV感染的主要药物α-干扰素疗效有限，且
副反应较多不易耐受.因此有必要寻找更有效的治疗途
径.HCV为一单链正股RNA病毒，含有一个开放读码框
(ORF).HCV5＇端含有一长的非编码区，且该区具有多
个起始密码子(AUG)和明显的空间结构，这种结构同脊
髓灰质炎病毒和EMCV等的IRES结构相似[32-34].研究证
实，HCV IRES区在HCV基因复制和蛋白翻译过程中
具有重要的作用，因而该区成为抗HCV感染治疗的重
要靶位之一.近年已经在体内外研究中证实，针对
HCV IRES区的反义核酸和核酶能明显的抑制病毒蛋白
翻译和核酸复制[35-37].
        HCV IRES介导蛋白翻译过程中一些宿主细胞因素
同IRES功能相关.这些因素的作用主要是促进 IRES与
核糖体结合从而增强病毒蛋白翻译功能.目前已经证实
的宿主蛋白包括聚嘧啶束蛋白(PTB)、La蛋白及核仁素
等[38].这些发现可激发人们发现新的抗病毒感染策略.在
1992年时，Coward et al偶然反现在酿酒酵母中脊髓灰
质炎病毒IRES介导蛋白翻译受到抑制，原因是由于一
长60 nt 的RNA片段，并命名为抑制性RNA(IRNA).此
后，在体外实验中证实 IRNA 对HCV IRES 介导蛋白
翻译具有抑制作用，且IRNA作用机制是通过与宿主因
素La抗原等相结合而发挥作用的[39].我们在体外化学合
成IRNA互补cDNA并应用能量级最低原则建立了其突
变体，成功建立了在 IRNA和mIRNA两端引入具自剪
切作用顺式核酶的原核表达载体，并于体外实验证实
IRNA对HCV IRES介导蛋白翻译具有抑制作用.为了进
一步研究其对HCVIRES介导蛋白翻译的体内抑制性，
我们用含HCV IRES 的瞬时表达载体转染 IRNA 及
mIRNA表达细胞株，结果提示IRNA在细胞内同样具有
抑制HCV IRES介导蛋白翻译作用，而mIRNA却完全
失去了抑制活性.在此基础上我们进一步证实，由HCV
IRES介导的报道基因荧光素酶表达量同对照组和空载
体对照组相比明显受到抑制,而在基本结构明显改变的
mIRNA株却未见有明显的减少.
        为了排除非特异性短片段RNA对HCV IRES介导

蛋白表达的影响 , 我们在实验中同时将靶基因
pCMVNCRluc转染空载体(pcDNA3)细胞株,结果证实非
特异性短片段RNA对HCV IRES介导蛋白翻译无明显
的抑制作用.同空白对照相比空载体株和mIRNA表达株
蛋白表达量均有轻度下降(抑制率5 %左右),这可能是由
于转染并经G418筛选后细胞活性较空白细胞株相比较
差.此外,为了排除转染效率的影响,我们应用靶基因和转
染效率控制载体共转染靶细胞,并应用荧光素酶活性
(IU)/β牛乳糖酶活性(U)表示HCV IRES介导荧光素酶表
达量.Das et al 应用相似的研究方法得到了相同的研究
结果.我们的研究结果提示，pcDNA-luc 转染 IRNA表
达株后,荧光素酶表达量未受到明显的抑制,这提示
IRNA对由帽状结构依赖性方式进行的蛋白翻译无抑制
活性.别的学者研究中得到了相似的结果,并且他们还证
实 IRNA对宿主细胞蛋白翻译无影响,这为其进一步的
抗HCV 治疗应用奠定了基础[40].本研究中反过来将
IRNA表达体转染含HCV IRES的pcHCVcluc细胞表达
株,结果是在IRNA转染后24 h是荧光素酶表达量就被
抑制,到转染后72 h时抑制率达最高(80 %左右),而转染
后7 d时抑制率并未见提高,这一结果提示IRNA并不能
完全阻断HCV IRES介导的蛋白翻译.
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Abstract
AIM:To study the activity of ribozymes with multiple cleavage
sites and mutated ribozymes on expression of HBV mRNA
in HepG2 cells.

METHODS:The triple ribozymes and two cis-ribozymes or
two mutated ribozymes were inserted,respectively, into five
kinds of eukaryotic plasmids,which were cotransfected into
the HepG2 cells with p1.2Ⅱplasmid carring genome of adv-
subtype HBV.Cleavage effect of ribozymes on HBeAg and
HBcAg were detected by ELISA and laser confocal imaging
technique.

RESULTS:The transfected HepG2 cells expressed the expected
ribozyme and muta-ribozyme.Intracellular level of HBeAg was
surpressed variably with variety of ribozymes.The ribozyme
plasmid with tRNA promoter demonstrated the highest inhibitory
rate at 81 % for suppression HBeAg expression.

CONCLUSION:The ribozymes exert varied inhibitory effect
on the expression of HBV in HepG2 cells depending on kinds
of eukaryotic expressing plasmids.

Li JG,Lian JQ,Jia ZS,Feng ZH,Nie QH,Wang JP,Huang CX,Bai XF.Effect
of ribozymes on inhibiting expression of HBV mRNA in HepG2 cells.Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11:(2):161-164

摘要
目的:探讨多位点自剪切核酶及突变核酶对细胞内HBV

mRNA的切割作用.

方法:构建5个不同的多位点核酶及突变核酶的真核表达载

体，将他们分别与乙型肝炎病毒全基因序列共转染HepG2

细胞，用ELISA，共聚焦定量及图像分析的方法观察多位

点核酶在细胞内对HBV mRNA切割作用.

结果:构建的真核表达载体在细胞内确可表达出多位点核

酶,核酶及突变核酶在细胞内对HBV基因的表达均有抑制

作用,不同表达载体的抑制率不同，以tRNA启动子的表达

载体抑制效率最高,达 81 %,突变核酶亦有部分反义RNA

的抑制效果.

结论:抗乙型肝炎病毒核酶在细胞内可抑制HBV基因的表

达,不同表达载体其核酶的表达效率不同.

李谨革,连建奇,贾战生,冯志华,聂青和,王九平,黄长形,白雪帆.不同载体表达核酶对
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0    引言

HBV (hepatitis B virus),是一种严重危害人类健康的病原体,
能够引起急、慢性乙型肝炎[1-7].而且慢性HBV携带者发
生肝癌的可能性是正常人的100倍.目前的研究确信HBV
是少数几种致癌病毒之一,HBV的感染、复制等生命活的
依赖基因组的转录和表达.同时HBcAg在细胞内达到一定
量后,可取代细胞染色体中组蛋白,而使宿主细胞的正常基
因表达发生紊乱.而且HBcAg也免疫因子作用的靶位点[８].
        目前常用的药物治疗方法无法阻断细胞中HBV的
表达,起到细胞内的保护作用,核酶做为一种新效法已显
出明显优势[9-32].前期的研究中,我们采用核酶对HBV表
达进行阻断,已取得一定效果,其抑制率低于66 ％.为提
高核酶的剪切活性，我们采用了自剪切载体表达3个位
点核酶,且对照组使用突变核酶,用不同的载体及启动子
表达核酶，观察核酶对相应蛋白的抑制作用.

1   材料和方法

1.1材料  p1.2Ⅱ(含乙型肝炎病毒基因全序列),由连建奇
博士惠赠,pcDNA3由冯志华博士惠赠.pCI由军事医学
科学院王海涛教授惠赠.pBBS212 及 pCEp 由本室保存.
HepG2细胞由本校病理教研室惠赠.DMEM,Lipofectamine  2
000购自Gibco公司.ELISA检测试剂盒购自科华公司.各
种抗体购自DAKO公司.
1.2 方法  表达自载切核酶的不同真核表达载体的构建
pcDNA3-Rz123 pcDNA3-mRz12的连接,将核酶及突变
核酶,用ApaI/Bst XI双酶切,回收270 bp左右的DNA片
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段,pcDNA用EcoRⅤ酶切,回收做为载体.回收的片段经
T4DNA聚合酶补平后,将二者进行连接,转化后挑克隆进
行鉴定,鉴定采用XbaI/HindⅢ双酶切或XbaI单酶切.(图1)
pCI-Rz123 及 pCI-mRz123 的连接, 将 pGEMRz123及
pGEM-mRz12 用 ApaI/BstXI 双酶切.回收补平,pCI 用
EcoRI 及 XbaI 双酶切后回收补平、连接、转化,挑取
克隆，用XhoI＋SalI双酶切鉴定大小及用XbaI＋SalI
鉴定方向.pBBS212-Rz123及 pBBS212-mRz12的连接，
将pBBS212及pcDNA3-Rz123及pcDNA3- mRz12均用
Kpn I 及 Xho I 进行双酶切，回收片段及载体，双粘
端连接，转化.挑取克隆，鉴定用Kpn I及Xho I进行双
酶切.pCEp-Rz123 pCEp-mRz12 的连接,将 pCEp 及
pcDNA3-Rz123及 pcDNA3-mRz12均用Kpn I 及 Xho I
进行双酶切,回收片段及载体,进行双粘端连接、转化，
挑取克隆，鉴定用Kpn I及Xho I进行双酶切.pDCTRZA-
Rz123 与 pDCTRZA-mRz12的连接，将pGEM-Rz123
及 pGEMRz-mRz12,用 BstX I 单切后切胶回收、补平,
用SacⅡ酶切后回收270 bp及200 bp左右的DNA片段.
将pDCTRZA质粒用BamH I单切后切胶回收、补平,用
Sac Ⅱ酶切酶回收载体DNA,将载体与片段进行连接、
转化.挑取克隆,鉴定用Sac Ⅱ、Mlu I 进行双酶切.(图 2)
质粒DNA转染细胞前16-20 h,用胰酶消化HepG2细胞,接
种于6孔培养板(1×105/孔)37 ℃,待细胞生长至50-70 ％
融合时,取7.5 µg核酶及突变核酶质粒DNA及7.5 µg p1.2
Ⅱ质粒 DNA 溶于 100 µL 无血清DMEM 中,混匀;取
Lipofectamine 20 008 µL加无血清DMEM中,混匀.缓慢
混合,室温25 min,加无血清DMEM800 µL至总体积1 mL,混
匀.用无血清DMEM洗细胞1次,加入上述转染液于培养
板(1 mL/well),37 ℃培养16 h,换完全培养液,传代,48 h后
更换选择性培养液,筛选出阳性克隆后,混合克隆，次
日收集细胞.细胞用冰浴的PBS缓冲液冲洗3次,加1 mL
含 10 mmol/LEDTA的 PBS缓冲液消化细胞,加入1-10
mL PBS悬浮细胞,计数离心,去除上清,悬浮细胞于0.25
mmol/L Tris-HCl ( pH7.5 ) (100 µl/106 细胞),上清即为胞
质裂解液,用于测定HBeAg、ELISA检测按说明书进行.
A值在450 nm下读取.结果均以阳性孔A值 /阴性孔A
值(P/N)表示,抑制率按下式计算:抑制率＝(实验孔P/N值
－对照孔P/N值)÷(对照孔P/N值－2.1)× 100 ％免疫
荧光及激光共聚焦的检测转染的细胞爬片后固定,滴加
HBcAg抗体IgG,37 ℃,30min,洗涤5次,滴加荧光抗体37 ℃,
30 min,吹干,封片,镜检,用激光共聚焦显微镜观测,定量.
免疫细胞化学用 SABC 法检测(参见说明书),共转染
HepG2细胞染色结果判定,呈棕色者为阳性,不着色者为
阴性,依据其着色的深浅,代表HBcAg表达的量的多少,
不同载体转染各选择5份标本,40倍镜下随机各选择50
个细胞,测定其胞度的灰度,计算其均数及标准差,所有结
果均以SPLM软件进行 t 检测.细胞的总RNA用异硫氰
酸胍法提取,用32P标记单链DNA的 5′末端,打点杂交
方法参见说明书.

图1 四种不同载体的核酶及突变体的构建流程图

图2  pDCTRZA-Rz或mRz构建流程图
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2   结果

2.1构建的不同载体鉴定   pcDNA3- Rz123与pcDNA3-
mRz12质粒,用不同的单酶或双酶酶切鉴定结果与预想
结果相同，说明质粒构建成功(图3).pCI-Rz123 及pCI-
mRz12 质粒，pBBS212-Rz123 及 pBBS212-mRz12，
pCEp-Rz123 及 pCEp- mRz12，pDCTRZA-Rz123 及
pDCTRZA-mRz12，用不同的单酶或双酶切鉴定结果
与预计结果相吻合，证明构建质粒成功(图 4,5).

A:Xho I/Hind III 酶切; B:DL2 000 Marker;
C:Xba I 酶切; D:pGEM7Z Hea IIIMarker
图 3 pcDNA3-Rz123酶切鉴定图

1:pGEM7Z Hea III Marker ; 2:Xho I/Hind III 酶切; 3、7: pGEM7Z Hea
III Marker; 4:Xho I/Sal I 酶切;5:XbaI /Sal I 酶切; 6:Xho I/Sal I 酶切
图4  pcDNA3-mRz12(A)、pCI-Rz123(B0)及 pCI-mRz129 (C)质粒酶
切鉴定图.

1:pBBS212-Rz123; 2:pBBS 212-mRz12; 3，4:7Marker; 5:pCEP-
mRz12;6:pCEP-Rz123;7:pDCTRZA -mRz12;8:pDCTRZA-Rz123
图5  pBBS212-Rz123 pBBS 212-mRz12(A)  pCEP-Rz123及pCEP-
mRz12(B). pDCTRZA-Rz123及 pDCTRZA -mRz12(C)的酶切鉴定图.

1:pcDNA;2:pCI; 3：pBBS212;4:pCEP;5:pDCTRZA;6:对照组;
A:核酶组;B:突变核酶组
图6 核酶在细胞中的表达（RNA 打点杂交图）

2.3 多位点核酶对细胞质中乙型肝炎病毒核心蛋白表达

的抑制作用  在将p1.2Ⅱ与多个核酶的不同载体以及突
变核酶，空载体分别转染HepG2 细胞，转染 1wk 后

胞质中可见到HBeAg 的表达.待筛选出阳性克隆后，
取胞质裂解液进行ELISA测定.由表中可见,不同的载体
表达核酶,对HBeAg的表达有不同的抑制率,以pDCTRZA
为最高,为 81 ％,其次为pBBS212 76 ％,最低为pCEp,且
突变核酶亦有一定的抑制率，说明其具有部分反义
RNA的功能(表 1).
表1  不同载体多位核酶对HBeAg表达的作用(P/N值,抑制率, sx ± )

分组       pCDNA3                pCI                  pBBS212               pCEP               pDCTRZA

核酶组      2.6±1.3(0.73)     2.9±0.7(0.61)     2.5±0.4(0.76)      3.1±0.4(0.55)     2.6±1.1(0.81)

突变核酶组    3.6±1.0(0.18)     3.7±0.7(0.21)     3.4±0.1(0.26)      3.9±1.0(0.21)         3.8±1.0(0.39)

空载体组        3.9±0.1              4.2±0.1              3.9±1.10             4.4±0.1                  4.9±0.3

2.4 免疫荧光及激光共聚焦的结果  取突变组及核酶组
细胞分别进行免疫荧光测定，荧光强度差异明显.将其
进行共聚焦定量,以下列公式计算:抑制率= 1-核酶组像
素密度/突变核酶组像素密度， 经计算，其最高抑制率
可达73.2 ％.
2.5 免疫组化及图像分析结果  取突变组、空载体组及
核酶组两种细胞抗原表达有明显差异(图7).将此细胞进
行图像分析,亦表明二者有差异.

A:空载体组  B:核酶表达组
图7  核酶对细胞内HBV表达的抑制作用.

3   讨论

近年来,在细胞内应用核酶抑制基因表达已取得了令人
瞩目的成果,尤其抗HIV核酶已在CD4＋淋巴细胞中表
达,并将进行回输人体进行研究.因此尽管核酶的酶效率
较低,比蛋白质低几个数量级,但在细胞和活体研究中,却
发现他可以降低靶RNA 90 ％以上.可见核酶用于抑制
基因表达和基因治疗有着广阔的前景.乙型肝炎病毒
(HBV)的复制必须经过由细胞的RNA多聚酶转录成多
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拷贝的3.5 kb RNA,以这一RNA前基因组为模板,通过逆
转录,自DR1区开始合成负链DNA,因此前基因组mRNA
是关键的一步,所设计的核酶如能正确切割mRNA,则可抑
制乙型肝炎病毒的复制和表达，从而起到胞内免疫的作
用.到目前为止,关于细胞内核酶抗HBV的研究尚不多[32],
B e c k 所用核酶没有在细胞内做到有活性的表达,而
Welch则用串联核酶表达，做到最高抑制率83 ％,南非
学者也用荧光蛋白来检测细胞内核酶对HBV的抑制作
用,证实确可抑制HBV的表达.
       本室前期的工作亦证实对HBV C区基因的表达有明
显的抑制作用.同时在前期工作的基础上,我们增加了自
剪切序列及核酶的数量，用自剪切来包装核酶，避免其
两侧的附加序列影响到核酶的切割活性，使切割核酶与
靶RNA作用后更易脱落下来，进行新一轮的切割.增加
核酶数量则使其能在不同的位点破坏靶RNA，避免病毒
变异造成的单一核酶切割作用的丧失,也可避免结合蛋
白掩盖切割位点.细胞内核酶的表达,关键在于启动子的
选择，Cotton 将核酶基因克隆在蛙蟾 tRNA met 及密码
环中，提高了核酶的转录水平.Baier利用tRNA启动子可
使核酶基因高效表达，同时 tRNA的结构稳定，可抵抗
核酸酶的降解，因此被认为是细胞内表达核酶的理想启
动子.本研究即将核酶克隆于含有tRNA启动子的真核载
体中.本研究的结果也印证了上述理论,杂交证实转染细
胞中有核酶的mRNA存在，ELISA等方法检测发现核酶
及突变核酶对HBV的表达均有抑制作用.pcDNA3，pCI，
pBBS212， pCEp， pDCTRZA所达核酶对HBV C基因
抑制率为 73 ％,61 ％,76 ％,55 ％,81 ％.最高者为
pDCTRZA即 tRNA启动子所启动表达的核酶.这也说明
核酶作为一种抗HBV的手段是可行的.
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Abstract
AIM:To investigate the effect of DNA vaccine on infection of
hepatitis C virus (HCV) in mice model of subcutaneous
inoculating tumour of HCV –C.

MEHODS:SP2/0 cell was transfected with pcDNAHCV-C with
the lipofectamine and confirmed the ability to express the
HCV-C antigen steadily,and then inoculated subcutaneously
into Balb/c mice.The formed nodules were removed surgically
and examined pathologically.

RESULTS:T lymphocytes infiltrated dominately in inoculated
tumour;HCV-C antigin was mainly expressed in cytoplasm
and membrane of Sp2/0 cell, and scarcely in nucleolus;The
level of expression of HCV-C antigin in experimental group
was significantly lower than that in control group.

CONCLUSION:HCV-C DNA vaccine has the effect against
HCV infection.

Sun L,Zhou YX,Hao CQ,Feng ZH,Zhao J,Hu PZ,Fu Y,Ma FC,Chang JQ,Wang
JP,Nie QH.Effect of DNA vaccine on anti-HCV infection in mice with subcu-
taneous inoculating tumor.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(2):165-168

摘要
目的:从病理组织学方面验证DNA疫苗对小鼠 HCV-C皮

下移植瘤的预防及治疗作用，为将来的临床应用提供动物

实验依据.

方法:利用脂质体转染技术将pcDNA HCV-C 质粒转染

SP2/0细胞并将稳定表达HCV C抗原的SP2/0细胞皮下接

种于Balb/c小鼠，成瘤后取小鼠瘤组织,用病理组织学方法

验证DNA疫苗对HCV-C皮下移植瘤的预防及治疗作用.

结果:肿瘤组织中以T淋巴细胞浸润为主;HCV-C抗原表达

主要在SP2/0细胞的细胞质和胞膜上,少数位于胞核中;对

照组HCV-C抗原表达明显强于实验组.

结论:HCV-C DNA疫苗对HCV的感染有预防和治疗作用.

孙利,周永兴,郝春秋,冯志华,赵君,胡沛臻,付勇,马福成,常吉庆, 王九平,聂青和.

DNA疫苗对小鼠HCV-C皮下移植瘤的防治.世界华人消化杂志  2003;11(2):

165-168

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/165.htm

0   引言

丙型肝炎呈世界性,常呈持续感染,是一严重危害人类身
心健康的传染性疾病.目前除了部分患者对于 干扰素α
(IFNα)有部分应答 之外[1-4],至今尚无特异性的预防和
治疗措施. 因此寻求免疫预防及治疗措施以防止这种致
死性疾病的发生至关重要.DNA免疫能诱导细胞免疫及
体液免疫,从而使其成为免疫治疗的策略之一[5,6].

1   材料和方法

1.1材料  5-8周龄♂ Balb/c 小鼠由本校动物中心提供,
小鼠骨髓瘤SP2/0细胞由本校免疫学教研室惠赠，重组
真核表达质粒pcDNA HCV-C 基因 和CMV启动子由本
室构建.胰蛋白胨、酵母提取物为Oxford公司产品;氨苄
青霉素为齐鲁制药厂产品；琼脂糖为BRL产品;溴化乙
锭(EB)为华美公司产品;质粒提取及纯化试剂盒(大量)为
上海华舜生物工程公司产品;质粒超大量提取试剂盒为
Sigma公司产品;脂质体 lipofectamine 2 000和DMEM均
为Gibco公司产品；国产小牛血清为杭州四季青公司产
品;核酸内切酶HindIII, XholI,λ DNA/HindIII,λ DNA/
EcoRI+HindIII,G418,荧光标记的羊抗人IgG和过氧化物
酶标记的羊抗小鼠 IgG均购自华美生物工程公司；小
鼠抗HCV- C单克隆抗体由南京军区总医院检验科李保
仝主任惠赠.
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1.2方法  用含 100 mL/L 小牛血清的DMEN培养基,于
50 mL/L CO2孵箱中培养.取重组质粒DNA20 µg,加1/10
体积3 molNaAc及3倍体积的无水乙醇,混匀后置-20 ℃
过夜,1 000 g离心 10 min,弃上清,加 700 mL/L乙醇1 mL
轻轻冲洗管壁,弃上清后倒置无菌超净台约1 h,吹干备
用.收获SP2/0细胞,将2×105细胞重悬于完全培养基2 mL
中.转种于35 mm培养瓶,37 ℃ 50 mL/L CO2孵箱中培
养18-24 h,使细胞达50-80 %汇合,于无菌Ep管中制备
溶液A:质粒DNA20 µg 溶于无血清培养基100 µL中，
溶液B:lipofectamine 15 µL加无血清培养基85 µL,溶液
A和溶液B轻轻混合,置室温15 min;弃取细胞培养基，
用无血清培养基洗涤细胞1次,将 lipofectamine-DNA混
合物200 µL 加无血清培养基800 µL，轻轻混匀，小
心滴加至细胞上，置37 ℃ 50 mL/L CO2孵箱中培养
15-18 h，弃取培养基，加完全培养基2 mL继续培养.
转染 72 h 后，取少量细胞滴加在微孔玻片上，晾干，
冰丙酮固定15 min，PBS 洗涤 3次，每次3 min，滴
加HCV 阳性患者血清(1∶20 稀释），5 % CO2 孵箱
中湿育1 h，PBS液洗涤 3次，加荧光标记羊抗人 IgG
(1∶200 稀释)，50 mL/L CO2 孵箱中湿育1 h 后,置荧
光显微镜下观察转染细胞瞬时表达情况.同时,细胞按
1∶4 传代，继续培养，细胞达 50-80 %汇合后,更换
浓度为400 mg/L的G418培养基进行筛选,约96 h后,对
照细胞大部分死亡时,筛选液G418浓度降至为150 mg/L,维
持筛选约3 wk，待被转染细胞HCV-C抗原荧光染色均
阳性后,将其做为靶细胞备用.将 pcDNA HCV-C质粒转
染并稳定表达HCV-C抗原的SP2/0细胞(SP2/0-HCV-
C)以每只Balb/c小鼠 5× 109/L右肋皮下接种观察肿瘤
形成情况.将16只小鼠随机分为预防组和治疗组(记为A
组和B组),A组又随机分为对照组和实验组(记为A1组
和 A2 组),分别注射空载体 pcDNA3 和重组体 pcDNA
HCV-C质粒,2 wk后与B组同时接种SP2/0-HCV-C,B组
又随机分为对照组和实验组(记为B1组和B2组),于接种
后3 d开始治疗,每次股四头肌肌肉注射1 g/L质粒100 µL,
1次/wk,共4次,每次注射质粒前24 h于小鼠股四头肌注
射2.5 mL/L 布比卡因100 µL.观察成瘤时间、肿瘤大
小及小鼠存活情况.治疗4 wk后，拉颈处死各组小鼠,取
出瘤体,直接做冰冻切片,其余用40 g/L甲醛固定,做成石
蜡切片, 用免疫组化的方法观察瘤组织内HCV-C抗原
表达情况.一抗用小鼠HCV-C单克隆抗体,二抗用过氧
化物酶标记的羊抗小鼠IgG,最后DAB显色.另外做特异
性T淋巴细胞标记,看肿瘤组织中T、B淋巴细胞浸润情
况.由本校病理学教研室 协作完成.

2   结果

用免疫荧光法检测表明，SP2/0细胞内的表达产物，可
与HCV-C单抗发生特异性结合(图1,2).pcDNA HCV-C对
SP2/0-HCV-C细胞在小鼠体内成瘤时间延长,B2组尤为明
显(图3,4).肿瘤组织中以T淋巴细胞浸润为主(图5);HCV-C
抗原表达主要在SP2/0细胞的细胞质和胞膜上,少数位于
胞核中,对照组HCV-C抗原表达明显强于实验组(图6-9).

图1  免疫荧光法检测SP2/0细胞内的表达.

图2  阴性对照产物与HCV-C单抗发生特异性结合.

左:对照组  右:实验组
图3  预防组小鼠成瘤情况.

左:对照组  右:实验组
图4  治疗组小鼠成瘤情况.

图5  肿瘤组织特异性T淋巴细胞显色
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图6  A1组HCV-C抗原表

图7  A2组HCV-C抗原表达

图8  B1组HCV-C抗原表达

图9  B2组HCV-C抗原表达

3   讨论

丙型肝炎是一种严重的进展性肝病,急性丙型肝炎患者
中有50-60 %转为慢性,其中5 a内20 %发展为肝硬化,
且与肝细胞癌(HCC)的发生密切相关[5,7-12].我国输血后
HCV感染率为34.8 %左右,献血人群中HCV感染率达
40 %[13],是流行范围仅次于乙型肝炎的第二大传染性肝

病. HCV为单股正链RNA病毒, HCV－RNA全长9 600 bp,
含有一个大的单一开放阅读框(ORF),编码约3 010个氨
基酸的病毒前体蛋白. 在HCV的编码基因中,核心区(C
区)序列具有高度遗传保守性, 核心蛋白定位于胞核中[14],C
基因表达产物具有良好的抗原稳定性.人肝细胞[15]和黑
猩猩对HCV很敏感,但HCV体外培养尚未找到敏感有
效的细胞培养系统.有报道HCV核心蛋白在酵母中表达
成功[16];以非融合蛋白的方式,在大肠杆菌中高效表达了
完整的HCV核心蛋白,具有较高生物活性[17,18]. Hao et al [19]

构建了HCV C基因腺病毒表达载体的骨架质粒, 并证实
其可以在7721细胞中瞬时表达HCV C基因.应用PCR
方法获取完整的HCV核心区cDNA片段,克隆到真核表
达载体PBK-CMV上,可在HepG2中稳定表达C蛋白,提
供了理想的实验用细胞株[20].
         丙型肝炎发病机制仍未明. 体液免疫应答总的效应
很弱,不能有效地中和病毒. 多数学者认为细胞免疫病理
反应可能起重要作用,其组织浸润细胞以CD3+为主,细
胞毒T细胞(TC)特异攻击HCV感染的靶细胞,可引起肝
细胞损伤.
        DNA疫苗是一种新的征对靶抗原诱导产生免疫的
方法.他直接使识别基因编码的抗原和包含基因片段的
抗原成为疫苗传播媒介,识别侯选基因可快速进入感染
机体和肿瘤细胞. DNA一项优点是在免疫的所有路径均
显示了活性,特别是细胞毒T细胞反应,而在蛋白疫苗中
很难产生.对于各种病毒包括那些血液传播的病毒,DNA
疫苗均可被用于预防措施中.对于慢性感染和肿瘤患者,
DNA疫苗则可作为一种治疗措施.在这种情况下,可把具
有免疫活性的基因片段引入疫苗中,对基因片段进行合
适处理以及联合增加免疫的操作识别系统 [21].丙肝DNA
疫苗含有编码病毒蛋白(如核心蛋白、包膜蛋白)的基因,
宿主细胞摄取外源性DNA并表达病毒基因、产生相应
的病毒蛋白,后者通过宿主细胞的主要组织相容性复合
体Ⅰ类(MHC-Ⅰ)途径被运载到细胞表面,通过刺激细胞
表面的CD8及细胞毒性T细胞启动细胞介导的免疫反
应,从而发挥抗病毒作用[22].

         本实验中SP2/0-HCV-C细胞形成的肿瘤组织中以T

淋巴细胞浸润为主,说明HCV核心基因疫苗能诱导Balb/c

小鼠产生良好的细胞免疫应答,与相关报道一致[23-27].并发

现HCV-C抗原表达主要在SP2/0细胞的细胞质和胞膜

上,少数位于胞核中.实验组HCV-C抗原表达明显弱于

对照组,说明HCV-C DNA疫苗对HCV感染有预防及治

疗作用.

        表达HCV结构蛋白(C,E1,E2) 的FVB/n转基因小鼠

及野生型(WT)FVB/n 小鼠经肌肉注射免疫表达核心

(pHCVC)质粒或C/E1/E2(pHCVSt)质粒.WT和转基因小

鼠经结构蛋白或包膜蛋白免疫后均可产生抗C抗体和

显示T细胞增生反应.WT小鼠免疫pHCVSt后,只产生抗

E2的CTL活性,非征对抗C或抗E1,而当WT小鼠免疫

pHCVC时可产生强烈的抗C的CTL活性.经pHCVSt免



疫的转基因小鼠未测出抗C或抗包膜蛋白的CTL活性,
但免疫pHCVC的转基因小鼠产生了独特型抗C的CTL
活性[28]. Balb/c(H-2d)和 C57bl/6小鼠接受联接多顺反子
C/E1/E2/NS2/NS3(pRC/C-NS3)的黄痘病毒增强了对HCV
蛋白的抗体和细胞反应,CD8(+)T细胞反应增强[29].重组质
粒pcDNA HCV-C治疗组，使SP2/0-HCV-C细胞成瘤
性显著降低，对HCV皮下移植瘤有一定的治疗作用;与
表达 IL-12 质粒联合接种后，治疗作用加强[30]. 脂质转
染剂[31]或联合注射GM-CSF细胞因子[26]可以促进基因疫
苗的 摄取并增强其诱导的抗病毒免疫应答的效力.
pRSC-HBV/HCV可分别表达HBcAg及HCV核蛋白,免疫
Balb/c 小鼠后可诱导其体液免疫应答[32,33].双表达载体
pcDNA3.0 BA同时输送GM-CSF与 pc154 基因能增强
Balb/c小鼠对HCV C蛋白基因的体液免疫应答及免疫鼠
脾淋巴细胞对特异性抗原刺激的增生能力[34].  重组的
HCV结构区DNA疫苗(pBK-CMV)能诱导小鼠体内特异
性T淋巴细胞反应[35]. rhIL-12 可在体外显著增加慢性
HCV感染者淋巴细胞的增生反应[36].HCV多表位抗原基
因 PCX 克隆到真核表达载体 pREP9(RSV 启动子 )及
pcDNA3 (CMV启动子 )中,构建真核表达载体 pREP9/PCX
及 pcDNA3/PCX,将其肌肉注射免疫小鼠及家兔,可诱发
特异性免疫应答且安全性好[37]. HCV不同区段的基因重
组抗原或人工合成多肽可诱导HLA-II类分子限制CD4+

T 细胞增生,这种增生反应的强弱可能反映不同人群对
HCV免疫应答的不同，并与HCV感染的预后有关.
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Abstract
AIM:To study effects of quasi-species heterogeneity of hepatitis
B virus (HBV) on response to interferon(IFN)-α therapy.

METHODS:Serum quasi-species heterogeneity of HBV in
20 patients (10 responders and 10 non-responders) with
chronic hepatitis B before administration of  IFN-α was  detected
with conformation-sensitive gel electrophoresis (CSGE),and
the relationship between response to IFN-α and quasi-species
heterogeneity of HBV was analyzed.

RESULTS:No significant difference in levels of HBV DNA
between responders (7.27×1010±8.79×1010) and non-re-
sponders (5.16×1010±5.13×1010) before IFN-α therapy was
found (P >0.05). But the quasi-species complexity and genetic
diversity in non-responders were significantly higher than
those in responders (8.30±1.89 vs 18.5±2.68, P <0.001 and
0.926±0.008 vs  0.869±0.016, P <0.001).

CONCLUSION:The level of quasi-species heterogeneity of
HBV was reversely associated with the probability of response to
IFN-α therapy.

Lan L,Wang YM.Effects of quasi-species heterogeneity of HBV on response
to IFN-α therapy. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(2):169-172

摘要
目的:了解乙型肝炎病毒(HBV)准种遗传异质性对干扰素

(IFN-α)应答性的影响.

方法:用构象敏感凝胶电泳(CSGE)对20例(完全应答者和无

应答者各10例)已接受 IFN-α治疗的慢性乙型肝炎患者

治疗前血清中HBV准种的异质性进行检测，分析准种的

异质性与IFN-α应答性的关系.

结果:HBV DNA含量在IFN-α应答患者和非IFN-α应答

患者之间无差异(7.27 ×1010 ± 8.79×1010 vs  5.16×1010 ±
5.13×1010,  P＞0.05),但是,在无应答患者HBV准种的复杂
性和遗传差异性明显高于应答患者（8.30±1.89 vs 18.5±2.68,

P＜0.001 和 0.926±0.008 vs  0.869±0.016, P ＜ 0.001).

结论:HBV准种的异质性对IFN-α的应答性有影响.

兰林,王宇明. 乙型肝炎病毒准种异质性对干扰素应答性的影响.世界华人消化

杂志  2003;11(2):169-172
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0   引言

α-干扰素(interferon-α,IFN-α)是抗HBV的主要药
物，但疗效并不理想. 在治疗的病例中，HBeAg 和
HBV DNA的阴转率仅比对照组高20 %,HBsAg 的阴转
率只仅比对照组高5-6 %[1]. 影响IFN-α应答性的因素
尚不完全清楚[2-5]. 在病毒学方面,有关变异株对IFN-α
应答性影响的研究报道很多[6-14]. 但有关HBV准种遗传
异质性对 IFN-α应答性影响的研究尚未见报道. 我们
检测了对 IFN-α治疗完全应答和无应答的各10例慢
性乙型肝炎患者治疗前体内HBV 的准种情况,观察
HBV准种的异质性对IFN-α疗效的影响.

1   材料和方法

1.1 材料   2001年度住院接受IFN-α 2 b 治疗的慢性
乙型肝炎20例，完全应答和无应答各占10例,男13例，
女7例，年龄23-56岁，临床诊断符合2000-09西安会
议《病毒性肝炎防治方案》标准.临床检测HbsAg、
HBeAg和抗-HBc阳性. 患者均无使用HBV疫苗史和抗
病毒治疗史. 无甲、丙、丁和戊型肝炎病毒合并感染.
患者在治疗开始前抽取静脉血，保存于-70 ℃备用.所
有患者均接受IFN-α 2 b 6Mu肌注,3次/wk,疗程3 mo，
治疗结束后随访3 mo. IFN-α治疗完全应答的标准是:
治疗结束时 HBV DNA、HBeAg均转阴，ALT复常,治
疗停止后3 mo仍维持不变. IFN-α治疗无应答的标准
是:HBV DNA、HBeAg均未转阴,ALT亦未复常. IFN-α
2 b 为安徽安科生物高技术有限公司产品. 血清HBV
DNA的定量检测采用荧光定量PCR法(FQ-PCR)，FQ-
PCR试剂盒为深圳匹基生物技术公司产品,Lightcycler
检测仪为Roche公司产品.
1.2 方法  血清DNA提取, 用蛋白酶K消化、饱和酚:氯
仿抽提法提取患者血清100  µL中的DNA. PCR引物合成,
以adr亚型[15]HBV基因序列为依据设计引物. 上游引物:
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5’-TGTACTAGGAGGCTGTAG-3’(1 769-1 786 nt),下游
引物:5’-CCACCTTATGAGTCCAAG-3’(2 481-2 464 nt),
扩增片段长约712 bp,扩增区域包括整个C-ORF区序
列. PCR100 µL 产物在 10 g/L琼脂糖凝胶中电泳后,长
波紫外灯下切取目的条带，用玻璃奶法(上海生工)回
收PCR产物,取纯化产物1-2 µL与pCR 2.1T载体(Invitrogen
公司产品)14 ℃连接过夜. 次日用连接混合物转化INVα
F’ 感受态细菌, 细菌复苏后涂于含有氨苄青霉素和X-gal
的LB琼脂平板上,37 ℃培养20 h. 从转化的克隆中分别用
消毒牙签挑出40个左右的白色菌落,分别“接种”进PCR
反应混合物中(PCR反应体积100 µL中包含10×缓冲
液 10 µL、25 mmol/L MgCI2 2 µL、10 mmol/L dNTP 2 µL、
二种引物各1 µL(50 pmol)、和 Taq 酶 0.5 µL(5Mu/L).
同时牙签分别划种在另一含氨苄青霉素的LB琼脂平板
上,以备复查.PCR循环条件为94 ℃ 1 min,58 ℃ 1 min,
72 ℃ 1 min,先做6次循环. 接着94 ℃ 1 min,54 ℃ 1 min,
72 ℃ 1 min,继续再做24次循环,总共30个循环. 反应结
束后,取PCR产物5 µL,在含EB的10 g/L琼脂糖凝胶中
电泳,检查每个样品的扩增结果. 随机从扩增阳性的样本
中选取34个PCR产物,再从中随机选取1个PCR产物
作为驱动序列进行构像敏感凝胶电泳(conformation-sen-
sitive gel electrophoresis, CSGE)检测[16]. 聚丙烯酰胺凝胶
主要成分:60 g/L聚丙烯酰胺、150 g/L乙二醇、200 g/L甲
酰胺和150 g/L尿素. 电泳缓冲液为0.5×TTE (1×TTE
含89 mmol/L Tris、15 mmol/L Taurine、0.5 mmol/L EDTA
pH 9.0）. 电泳条件,电压200 V,室温下电泳18 h. 准种异质
性分析参照Delwart et al [17]方法进行,包括:准种复杂性=不
相同电泳带型克隆的数目（代表组成准种的病毒株数);准
种内病毒株(克隆)频率=相同电泳带型克隆的数目÷克隆
总数(33)× 100 %;准种毒株平均遗传差异性=所有克隆两
条异源双链条带的平均相对移行距离之和÷驱动克隆同
源双链条带的相对移行距离×克隆总数(33).
        统计学处理  t 检验.

2   结果

从待测血清中扩增的HBV C-ORF片段经纯化、连结和
转化感受态细胞后,在2个90 mm LB 平板上共获得大约
200个转化克隆,其中70-80 %为白色菌落. 在挑出的40个
菌落中,PCR证实90 %以上含有插入片段(图1). 20例患者
CSGE均获得清晰的电泳图谱(图2、3).  HBV准种复杂性、
毒株频率及毒株遗传距离的结果见表1. 在两组患者HBV
DNA 含量7.27×1010± 8.79×1010 vs 5.16×1010± 5.13×1010

(P＞0.05),HBV准种复杂性8.30±1.89 vs 18.5±2.68 (P＜ 0.001),
毒株间遗传差异0.926±0.008 vs  0.869±0.016  ( P＜ 0.001).

M:DNA标准参照物;1-39: HBV C-ORF克隆的PCR产物.
图1  HBV C-ORF片段克隆的PCR鉴定结果.

A M:DNA marker;1;驱动序列2-17检测的克隆
B M:DNA;marker;18-34检测的克隆;
图2  IFN-α治疗应答患者的CSGE.

A M:DNA marker;1:驱动序列;2-17:检测的克隆;
B M:DNA marker;18-34检测的克隆;
图3  IFN-α治疗无应答患者的CSGE.

表1  慢性乙型肝炎患者的HBV DNA含量和准种异质性参数

Patient   HBV DNA load    Quasispecies Heterogeneity
n =20      (copies/L)      Complexity    Clonal frequencies (%)     Diversity
Sustained Responsive (SR)
 1 9.538×1010        6 3-48.5         0.926

 2 2.547×1010      10 3-57.6         0.931

 3 5.574×1010        9 3-51.5         0.927

 4 4.896×109      11 3-45.5         0.942

 5 2.760×1010        5 3-69.7         0.924

 6 2.248×1011      10 3-60.6         0.933

 7 3.436×109        8 3-72.7         0.923

 8 2.987×1010        8 3-63.6         0.921

 9 2.384×1011        9 3-57.6         0.918

10 2.162×1010        7 3-66.7         0.914

Nonresponsive(NR)

11 2.206×1010       27 3-12.1         0.897

12 1.158×1011      16 3-18.2         0.856

13 7.656×1010      16 3-18.2         0.869

14 1.769×107      18 3-21.2 %         0.843

15 1.341×1011      18 3-21.2         0.895

16 1.069×1011      17 3-24.2         0.876

17 2.647×1010      16 3-21.2         0.855

18 4.518×109      13 3-18.2         0.847

19 1.197×1010      21 3-21.2         0.889

20 2.153×106      11 3-15.2         0.812

sx ±
SR 7.27×1010±8.79×1010a 8.30±0.89b 0.926±0.008c

NR 5.16×1010±5.13×1010 18.5±.68 0.869±0.016

aP >0.05, vs  NR; bP <0.001,vs  NR; cP <0.001,vs  NR.

M

M   1   2  3    4  5   6  7   8   9  10 11 12 13 14  15 16  17

M  18 19 20  21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

A

B

M   1   2  3    4  5   6  7   8   9  10 11 12 13 14 15 16 17

M  18 19 20  21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

A

B
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3   讨论

病毒准种(quasispecies)是病毒在感染个体内,由于不断的
变异和选择而形成的异质性病毒群体[18-21]. 病毒准种特
性及其临床意义的研究近来受到了越来越多的关注.但
是准种理论的大量研究结论主要来自于对HIV和HCV
等RNA病毒的研究[22-29].而有关HBV病毒准种特性的研
究报道很少,目前国外只有少量的研究报道,初步证实了
在慢性HBV感染者中HBV存在准种特性,国内也有学
者研究了HBV多个基因区及HBV基因组全序列[30-35]，
研究结果表明在慢性HBV感染者中的确存在准种现象,
并发现HBV准种有如下特点:(1)HBV准种是慢性HBV
感染者普遍存在的现象,而不是个别患者的特点;(2)HBV
准种特点贯穿于HBV整个基因组;(3)HBV准种特性具
有重要地生物学和临床意义;(4)HBV 准种的研究,将
HBV基因序列的动态变化和种群的概念引入了HBV的
研究领域中,在HBV感染的个体内,病毒株的变异不再
是指单一病毒基因序列的改变，而是指HBV种群的漂
变(shift).不过这些研究报道的病例数和分析的克隆数均
较少(2-8克隆/每份血清样本). HBV准种是一个异质性
的病毒群体,慢性乙型肝炎患者血液中HBV DNA拷贝
数常在百万至十亿之间,随机抽取单个或少数几个克隆
株可能难以真实地代表HBV的准种组成. 在前期的研
究中,我们从1例慢性乙型肝炎患者的血清样本克隆中，
随机选取34个克隆进行核酸序列分析，从中就发现28
种不同的核酸序列(已提交NIH GenBank, 查询号是
AF480337-AF480364). 在本研究中，我们对每份血清
样本分析了33 个克隆,克隆型(clonotype  待检样本与驱
动子所形成的异源双链和同源双链在CSGE图谱上的带
型组合,不同的克隆型代表不同的准种成份)介于 5-27
之间. 表明HBV准种组成在部分慢性乙型肝炎是非常
复杂的，需要尽可能多地分析HBV的准种成份,才可能
对其有一个全面的了解.
        多数有关HBV变异株对IFN-α应答性影响的研究
集中在HBV的C-ORF区[36-38],因而本研究我们也选择了
这个区域. 我们的研究结果显示:在慢性乙型肝炎患者血
清中,HBV种群在 C-ORF区序列的确存在明显多态性,
且HBV准种的复杂性和病毒株间的遗传差异性在IFN-α
治疗应答患者和无应答患者之间存在显著性差异. 研究
结果证实在慢性乙型肝炎患者体内HBV存在准种特性,
且HBV准种的异质性对IFN-α的应答性有影响. 本研
究结果与在HCV所作的相关研究相一致[39-43]. 另外，
我科前期的另一项研究已经发现，在感染个体内HBV
基因高同源性是急性自限性乙型肝炎的主要特征[44]. 我
们再次从另一个角度证实了HBV准种特性的临床意义.
我们的研究结果还显示，治疗前HBV DNA 的载量在
两组患者中无显著性差异. 本研究共研究了 20 份病
例，对每份样本均分析了33个克隆，相对具有较好的
代表性，研究结果较好的展示了慢性乙型肝炎HBV准
种的异质性.

         准种特性的存在可能是病毒进化的一种生存优势,
病毒最大限度地“制造”出自己的大量变异株，在这些
变异株中可能包括了潜在有用的病毒,如对抗病毒制剂
有抵抗能力、能逃避CTL攻击和诱导免疫耐受的病毒
变异株. 这样当环境改变后病毒可以快速的做出反应,从
而保证其在宿主体内的生存. 最近的研究还发现病毒准
种类似于人体免疫系统具有记忆能力,当准种再次遇到
经历过的环境时,保存在突变体谱内的少量病毒株将迅
速地大量复制成为准种的主要序列[45-47] . 因此如果病毒
准种的异质性越大,组成准种的病毒株就越复杂,其中包
含的各种抵抗株可能就越多，其适应环境变化的能力
就越强. 另外，要清除这样复杂的病毒群体，对宿主免
疫系统也是一个很大的负荷. 所以 IFN-α治疗的难度
可能就越大. 这一点在HCV的研究中已得到证实.从理
论上分析,复杂性和差异性二者都是与病毒变异性相关
的指标,二者越大，组成准种的病毒株就越复杂，对
IFN-α治疗的应答性就越差. 而HBV DNA载量主要是
由准种中主要序列的复制能力所决定,这与IFN-α的应
答性之间没有直接地联系.所以HBV准种的异质性对
IFN-α治疗的应答性有影响,而血清中HBV DNA载量
与 IFN-α的应答性无关. 对HBV DNA载量对 IFN-α
治疗应答性的影响目前有不同的报道，本文所研究的
病例数偏少，下一步可能还需要研究更多的病例以证
实这个问题. 早期研究发现 IFN-α疗效与ALT高低有
密切的关系，而ALT升高是宿主对HBV产生免疫应答
的重要标志，但ALT变化的影响因素众多，不一定能
准确预测IFN-α疗效,为此,我们设想,患者IFN-α治疗
前HBV准种的异质性可以作为预测IFN-α疗效的补充
指标.
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Abstract
AIM:To study effects of HCV NS3 protein on proliferation
and transformation of normal human liver cell line.

METHODS:QSG7701 cells were transfected with pRcHCNS3-
5’, pRcHCNS3-3’ and pRcCMV using liposome transfecting
technique and selected with G418;Expression of HCV NS3
protein was determined by immunohistochemistry;Biological
characters of transfected cells were evaluated by population
doubling time and soft agar assays; activation of MAPK was
analyzed by western blot.

RESULTS:QSG7701 cells transfected with pRcHCNS3-5’
showed strong intracellular expression of HCVNS3 protein,
and the positive signal was localized in cytoplasm.The level
of expressed HCVNS3 protein in pRcHCNS3-3’-transfected
cells was lower than that in pRcHCNS3-5’-transfected cells.
The population doubling time in pRcHCNS3-5’transfected
cells  (12 h) was significantly shorter than that in pRcHCNS3-
3’transfected cells(24 h), pRcCMV transfected cells (26h)
and normal cells (28 h) (P <0.01).The cells transfected with
pRcHCNS3-5’ showed much more anchorage independent colo-
nies than those with pRcHCNS3-3’ and pRcCMV (P <0.01).The
cloning efficiencies of transfected cells with pRcHCNS3-5’,
pRcHCNS3-3’, pRcCMV and controls were 33 %,1.33 %, 1.46 %,
1.11 %,respectively.The level of phosphorylated MAPK in

cells with pRcHCNS3-5’ was much higher than those with
pRcHCNS3-3’and cell transfected with pRcCMV and normal
cells (8 858±877,5 612±656,2 212±245,989±188,P <0.01).

CONCLUSION:QSG7701 is the good human liver cell line
for investigating the pathogenesis of HCV NS3 protein.5’
region of the HCV genome segment encoding NS3 is
involved in cell growth and cell phenotype. N-terminal peptide of
HCV NS3 protein may up-regulate the activation of MAPK.

Sun Y,Cheng RX,Feng DY,Ouyang XM,Zheng H.Effect of  HCV NS3 on
proliferation and phosphorylation of MAPK in  human hepatocytes.Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(2):173-177

摘要
目的:研究丙型肝炎病毒非结构区3(HCV NS3)蛋白对正常

人源肝细胞的转化及MAPK磷酸化调节的作用.

方法:利用脂质体介导转染技术和G418筛选得到稳定表达

NS3蛋白的正常人源性肝细胞QSG7701,PCR和免疫组化

S-P法检测细胞中NS3的表达;细胞记数和软琼脂实验鉴

定其生物学性质；抗磷酸化MAPK抗体和抗MAPK抗体

Western blot 检测转染细胞MAPK活性及表达.

结果:HCV NS3转染的QSG7701肝细胞,其NS3蛋白过度

表达于细胞质;真核表达质粒pRcHCNS3-5’转染细胞倍

增时间为12 h, 较 pRcHCNS3-3’、pRcCMV转染细胞和

未转染的QSG7701 明显缩短(分别 24 h,26 h 和 28 h).

pRcHCNS3-5’、pRcHCNS3-3’和pRcCMV转染细胞及

正常肝细胞在软琼脂中的克隆形成率分别为33 %、1.33 %、

1.46 %、1.11 %,pRcHCNS3-5’形成的克隆明显高于其

他三种细胞(P <0.01).pRcHCNS3-5’转染细胞MAPK磷

酸化程度明显高于其他三种细胞(分别为 8 858 ± 877，

5 612 ± 656，2 212 ± 245 和 989± 188).(P  <0.01),而

MAPK的表达量没有差异(P >0.05).

结论:人源性正常肝细胞QSG7701是研究HCV NS3蛋白

致病机制的较好的细胞系；HCV NS3 蛋白N端多肽具有

促进细胞增生和改变细胞表型的作用；HCV NS3 蛋白N

端多肽能上调MAPK活性，不影响MAPK的表达量.

孙意, 程瑞雪,冯德云, 欧阳小明, 郑晖.HCVNS3蛋白对正常人源肝细胞生长

及MAPK磷酸化的影响.世界华人消化杂志  2003;11(2):173-177
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0   引言

丙型肝炎病毒非结构区3(HCV NS3)基因位于HCV基因



174                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 2月15日  第 11卷  第 2期

组非结构区3 420-5 312核苷酸区段，可编码含有631
个氨基酸的p72蛋白.HCV NS3具有多种潜在的生物学功
能,例如蛋白酶、解旋酶活性、介导细胞免疫反应、反式
激活端粒酶、调节p53活性及参与PKA (protein kinase A)
和 STAT(signal transducers and activators of transcription)
信号转导等[1-9].但目前其确切的作用机制仍不十分清楚.
我们利用真核表达质粒 pRcHCNS3 转染人肝细胞株
QSG7701,观察HCV NS3蛋白对人肝细胞转化作用及
MAPK(mitogen-activated protein kinase)信号通路的影响,
从信号转导的角度探讨HCV致癌性.

1   材料和方法

1.1材料   正常人源肝细胞株QSG7701购自上海细胞生
物所;真核表达质粒pRcHCNS3-5’(表达HCV NS3蛋白
N多肽)和pRcHCNS3-3’(表达HCV NS3蛋白C多肽)由
日本Takegami教授惠赠[6] ;空白质粒pRcCMV购于Sigma
公司;脂质体LipofectamineTM kit和G418 系Gibco公司产
品;XbaⅠ及其buffer 、PCR试剂盒和Marker购于华美
生物工程公司;抗HCV NS3蛋白单克隆抗体和SP免疫
组化试剂盒分别购自武汉博士德公司和福州迈新生物
技术公司;抗磷酸化MAPK抗体系New England Biolabs
产品，抗MAPK抗体及ECL化学发光剂购自Santa Cruz
公司;HCV NS3-5’基因序列的PCR引物 (正义：5’-
CGGGC ACGTT GTAGG CATC-3’;反义:5’-AACGG
ACGGC TTTAG GACGA-3’)由上海生工公司合成.
1.2方法  实验分为4组:未转染QSG7701细胞组;空白质
粒pRcCMV转染细胞组；质粒pRcHCNS3-3’转染细胞
组；质粒pRcHCNS3-5’转染细胞组.质粒 pRcCMV、
pRcHCNS3-3’和 pRcHCNS3-5’制备、纯化及鉴
定用CaCl2 法制备感受态大肠杆菌MC1061,分别将
pRcHCNS3-5’、pRcHCNS3-3’及 pRcCMV 导入细
菌内扩增,碱裂解法小量制备质粒,XbaI酶切,于15g/L琼
脂糖上以 60 V 电泳 45 min,质粒 pRcHCNS3-3’和
pRcHCNS3-5’分别出现1 031 bp和 886 bp的电泳带,
与HCV NS3-3’基因和HCV NS3-5’基因片段大小
一致(图1).质粒经酶切鉴定后，用碱裂解法大量抽提纯
化质粒，用于转染QSG7701 细胞.HCV NS3 基因导入
QSG7701细胞及其克隆筛选和鉴定用Lipofectamine reagent
试剂盒按产品说明书将质粒pRcCMV、pRcHCNS3-3’和
pRcHCNS3-5’转染至正常人肝细胞株QSG7701,传代于含
400 mg/L G418的选择培基中筛选2 wk,形成阳性克隆，
其中挑选质粒pRcCMV阳性克隆5个，pRcHCNS3-3’
和pRcHCNS3-5’阳性克隆分别为8个和9个(图 2).抽
提DNA,并在PE480/PE DNA扩增仪上进行PCR扩增:总
反应液体积为50 ul：亚沸水37.5 µL,10× buffer 5 µL，
2 mmol/L dNTPs 5 µL，25 µmol/ L 引物各0.5 µL,模板
DNA 1 µL l（100 ng）,Taq DNA聚合酶0.5 µL(5MU/ L);
95 ℃预变性90 s,循环参数为:94 ℃ 30 s,57 ℃ 30 s,72 ℃
40 s,35 个循环后再72 ℃延伸5 min.PCR 产物在8 g/L

Agarose凝胶上以80U电压电泳30 min,观察到pHCNS3-
5'转染细胞DNA扩增出HCV特异性的257 bp片段，电
泳条带清晰,无杂带及拖尾[6] ;pRcHCNS3-3' 转染细胞
DNA、pRcCMV转染细胞DNA及未转染的QSG7701细
胞DNA均未扩出相应产物(图3).质粒pRcHCNS3-3’和
pRcHCNS3-5’转染细胞中HCV NS3蛋白表达利用S-P
免疫组化方法检测质粒pRcHCNS3-5’，pRcHCNS3-3’
及pRcCMV转染细胞中HCV NS3蛋白的表达.用PBS缓
冲液分别代替一抗或二抗作空白对照;用空白质粒转染
细胞作阴性对照;未转染细胞作空白对照.
1.1.1转染细胞生物学行为的观察  (1)生长曲线的测定:
未转染细胞和转染细胞(6×104)接种于24孔培养板,每隔
24 h消化计数，每次每组计数3孔,取均值,共检测7 d，
绘制生长曲线并计算出细胞的倍增时间.实验重复3次.
(2)停泊非依赖性生长实验:未转染细胞和转染细胞以
2×103 /L的密度接种于3.5 g/L 的顶层琼脂中,底层琼脂
浓度为7 g/L.连续培养4 wk,记数>50细胞的克隆数,求出
克隆形成率(克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100 %).
实验重复3次.
1.1.2 Western blot检测MAPK表达及其活性  未转染和
转染得到稳定克隆的 QSG7701 细胞,胰酶消化后按
5×105细胞 /孔接种于6孔板中培养24 h,加无血清培养
基饥饿24 h使细胞生长同步化,加含100 mL/L FCS培养
基刺激细胞生长.5 h后用冰预冷的PBS洗涤细胞2次，
每孔细胞直接裂解于样品缓冲液(62.5 mmol/L Tris-HCl,
20 g/L SDS, 100 mL/L glycerol, 50 mmol/L DTT,1 g/L bromphenol
blue)80 µL,超声破碎5-7 s,95-100 ℃煮5 min,12 000 r/min
离心 5 min,取上清分装,-70 ℃储存备用.取 20 µL 于
100 g/L SDS聚丙烯酰胺凝胶中电泳后,转至硝酸纤维素
膜上,膜于50 g/L脱脂奶粉中封闭3 h,然后和抗磷酸化
MAPK抗体(1∶1 000稀释于脱脂奶粉中)于4 ℃反应过
夜,1g/L吐温 20的TBS洗 3次,加入抗小鼠 IgG+HRP室
温孵育1h.ECL化学发光剂(Santa Cruz)检测阳性信号.检
测完磷酸化MAPK的膜在洗脱液(100 mmol/L β-ME, 20 g/L
SDS, 62.5 mmol/L Tris-HCl, pH6.7)中 50 ℃洗脱30 min，
然后用非磷酸化的MAPK单克隆抗体按上述程序检测
非磷酸化的MAPK.将所得Ｘ光片上的信号条带进行灰
度扫描,计算其积分光密度值.实验重复3次.
        统计学处理  采用 F检验和ｔ检验.

2   结果

2.1 质粒 pRcHCNS3-3’和 pRcHCNS3-5’转染细

胞中 HCV  NS3 蛋白的表达   免疫组化检测显示
pRcHCNS3-3’和 pRcHCNS3-5’转染的细胞均呈
HCV NS3蛋白阳性,阳性信号位于细胞质.空白对照组和
阴性对照组均阴性;阳性对照组阳性(图 4)
2.2 转染细胞生物学行为的观察  对四种细胞分别测定
生长曲线(图 5),并得到其倍增时间.未转染细胞为28 h，
pRcCMV为 26 h,pRcHCNS3-3’为24 h,pRcHCNS3-5’
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图4  pRcHCNS3-5’转染细胞(a)和.pRcHCNS3-3’转染细胞(b)均
呈HCV NS3蛋白阳性,阳性信号位于细胞质.SP法

图5  转染和未转染细胞生长曲线.

1,2:未转染细胞,3,4:pRcCMV，5，6，7: pRcHCNS3-5’ 转染细
胞，8，9，10: pRcHCNS3-3’转染细胞。
图6  A:pRcHCNS3-5’, pRcHCNS3-3’,pRcCMV质粒转染细胞及未
转染 QSG7 7 0 1 细胞在血清刺激下非磷酸化MAPK 的表达；B :
pRcHCNS3-5’,pRcHCNS3-3’,pRcCMV 质粒转染细胞及未转染
QSG7701细胞对血清刺激的MAPK磷酸化的影响.

3   讨论

QSG7701是一种永生化的正常人肝细胞.我们利用真核
表达质粒pRcHCNS3-5’和 pRcHCNS3-3’转染该细
胞系,并在其强大的启动子SV40和CMV作用下成功地
表达筛选标志和目的基因,分别获得9个pRcHCNS3-5’
阳性克隆和8个pRcHCNS3-3’阳性克隆,经PCR和免
疫组化证实,目的基因在QSG7701细胞中得到稳定表达.
我们首次采用人肝细胞作为HCV NS3转染的受体细胞

为 12 h.后者的生长速度明显增快.pRcHCNS3-5’，
pRcHCNS3-3’,pRcCMV转染细胞及正常细胞的克隆形成
率分别为33 %、1.33 %、1.46 %、1.11 %.pRcHCNS3-5’转
染细胞形成的克隆明显高于其他三种细胞(P <0.01).
2 .3 质粒转染对QSG7701 细胞MAPK 的激活作用

pRcHCNS3-5’,pRcHCNS3-3’,pRcCMV质粒转染细胞
和未转染细胞的MAPK磷酸化经Western blot检测其值
分别为8 858±877,5 612±656,2 212±245和989±188,
前者显著大于后3者(P <0.01),而MAPK总蛋白的表达
各组没有差异(P >0.05) .pRcHCNS3-5’具有促进
MAPK磷酸化的作用(图 6).

M:DNA分子质量标准(λDNA/Hind III).
1,2:pRcHCNS3-5’,3,4:pRcHCNS3-3’.
图 1  pRcHCNS3-5’及pRcHCNS3-3’酶切产物.

图2 质粒pRcHCNS3-5’(a)和 pRcHCNS3-3’)(b)转染QSG7701细胞
所形成的软琼脂克隆.

                               M        1       2       3       4

M:100 bp DNA 分子量标准.1:pRcHCNS3-5,2:pRcHCNS3-3,3:
pRcCMV,4为正常QSG7 701细胞.
图 3  pRcHCNS3-5’和 pRcHCNS3-3’及pRcCMV转染细胞基因
组DNA PCR产物.
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研究HCV的致癌性[10,11],并获得满意结果,这为研究HCV
NS3的致癌机制建立了HCV NS3蛋白高度表达的细胞模
型.HCV是一种正链RNA病毒,无逆转录酶活性.不能以
“病毒基因组插入”方式致癌,普遍推测HCV可能是通过
其表达的蛋白质参与癌变[12-20].HCV NS3蛋白是一种多功
能蛋白,定位于细胞质,氨基端表现为蛋白酶,羧基端为螺
旋酶[21,22].我们发现表达 HCV NS3 蛋白 N 端多肽的
QSG7701细胞的倍增明显时间缩短,克隆形成率增高,停
泊非依赖性生长能力明显增强，在一定程度上表现出肿
瘤细胞的特性;而表达HCV NS3蛋白C端多肽细胞,阴性
和空白对照组无明显差异.表明HCV NS3蛋白N端多肽
的蛋白酶功能有转化细胞表型的作用.
       HCV NS3 蛋白在分裂、加工病毒及其宿主细胞蛋
白的过程中,可能导致癌基因和信号转导因子的激活[2,4,5].
Ras-Raf-MAPK信号转导通路是与细胞生长和增生密切
相关的主要通路,MAPK以磷酸化的方式激活,其活性持
续增高是细胞转化和癌变的关键[23-26].本资料显示HCV
NS3蛋白N端多肽能明显上调MAPK磷酸化，对总MAPK
表达无影响，且细胞呈现转化表型，提示HCV NS3蛋白
可能是通过激活MAPK 信号转导通路促进细胞转化.
HCV NS3蛋白上调MAPK磷酸化的具体机制尚不清楚，
但有关HCV NS3蛋白干扰蛋白磷酸化，抑制cAMP依赖
PKA信号转导途径的已有报道[4].在 Ras-Raf-Mapk信号
通路中,Ras和Raf间有特异性的结合位点,对Raf的浆膜
定位和活化十分重要.PKA通过对Raf-N末端丝氨酸43
磷酸化,在N末端形成帽状结构覆盖在Ras与Raf的作用
位点上,从而阻断Ras对Raf的激活[27-36].HCV NS3蛋白
1 487-1 500氨基酸存在一个富含精氨酸的序列，该序
列与PKA R亚基的底物识别位点高度同源，作为识别信
号介导PKA C亚基与HCV NS3蛋白结合,导致了 PKA失
活，从而推测HCV NS3蛋白通过抑制PKA的负调控作
用，激活Ras-Raf-MAPK信号转导通路，导致细胞增生
和转化.
        致谢  日本Kanazawa医科大学Takegami教授馈赠真
核细胞表达质粒.

4      参考文献
1 Du MX, Johnson RB, Sun XL, Staschke KA, Colacino J, Wang

QM. Comparative characterization of two DEAD-box RNA
helicases in superfamily II: human translation-initiation factor
4A and hepatitis C virus non-structural protein 3 (NS3) helicase.
Biochem J 2002;363:147-155

2 Otsuka M, Kato N, Lan K, Yoshida H, Kato J, Goto T, Shiratori Y,
Omata M. Hepatitis C virus core protein enhances p53 function
through augmentation of DNA binding affinity and transcrip-
tional ability.J Biol Chem 2000;275:34122-34130

3 van der Most RG, Harrington LE, Giuggio V, Mahar PL, Ahmed
R.Yellow Fever Virus 17D Envelope and NS3 Proteins Are Major
Targets of the Antiviral T Cell Response in Mice. Virology 2002;
296:117-124

4 Aoubala M, Holt J, Clegg RA, Rowlands DJ, Harris M. The inhi-
bition of cAMP-dependent protein kinase by full-length hepati-
tis C virus NS3/4A complex is due to ATP hydrolysis. J Gen Virol
2001;82:1637-1646

5 Heim MH, Moradpour D, Blum HE. Expression of hepatitis C
virus proteins inhibits signal transduction through the Jak-STAT
pathway. J Virol 1999;73:8469-8475

6 Zemel R, Gerechet S, Greif H, Bachmatove L, Birk Y, Golan-
Goldhirsh A, Kunin M, Berdichevsky Y, Benhar I, Tur-Kaspa R.
Cell transformation induced by hepatitis C virus NS3 serine
protease.J Viral Hepat 2001;8:96-102

7 Yang JM, Wang RQ, Bu BG, Zhou ZC, Fang DC, Luo YH. Effect
of HCV infection on expression of several cancer-associated gene
products in HCC.World J Gastroenterol 1999;5:25-27

8 Huang F, Zhao GZ, Li Y. HCV genotypes in hepatitis C patients
and their clinical significances.World J Gastroenterol 1999;5:547-549

9 Du JH, Cha WZ. The research situation of relationship between
HCV and HCC. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 1999;7:176

10 Zhang SZ, Liang JJ, Qi ZT, Hu YP. Cloning of the non-structural
gene 3 of hepatitis C virus and its inducible expression in cul-
tured cells.World J Gastroenterol 1999;5:125-127

11 Zhu FL, Lu HY, Li Z, Qi ZT. Cloning and expression of NS3 cDNA
fragment of HCV genome of Hebei isolate in E. coli. World J
Gastroenterol 1998;4:165-168

12 Woitas RP, Petersen U, Moshage D, Brackmann HH, Matz B,
Sauerbruch T, Spengler U. HCV-specific cytokine induction in
monocytes of patients with different outcomes of hepatitis C.
World J Gastroenterol 2002;8:562-566

13 Levin MK, Patel SS. Helicase from hepatitis C virus: Energetics
of DNA binding.J Biol Chem  2002:28

14 Egger D, Wolk B, Gosert R, Bianchi L, Blum HE, Moradpour D,
Bienz K.Expression of hepatitis C virus proteins induces distinct
membrane alterations including a candidate viral replication
complex.J Virol 2002;76:5974-5984

15 Shi ST, Polyak SJ, Tu H, Taylor DR, Gretch DR, Lai MM. Hepati-
tis C virus NS5A colocalizes with the core protein on lipid drop-
lets and interacts with apolipoproteins.Virology 2002;292:198-210

16 Li J, Chen YF, Wang WL, Lin SG. Translocated expression of HCV
core protein inhibits apoptosis in the tissue of hepatocellular
carcinoma.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 1999;7:579-582

17 Dai YM, Shou ZP, Ni CR, Wang NJ, Zhang SP. Localization of
HCV RNA and capsid protein in human hepatocellular
carcinoma. World J Gastroenterol 2000;6:136-137

18 Caselmann WH, Serwe M, Lehmann T, Ludwig J, Sproat BS,
Engels JW. Design, delivery and efficacy testing of therapeutic
nucleic acids used to inhibit hepatitis C virus gene expression in
vitro and in vivo. World J Gastroenterol  2000;6:626-629

19 Chen MY, Huang ZQ, Chen LZ, Gao YB, Peng RY, Wang DW.
Detection of hepatitis C virus NS5 protein and genome in Chi-
nese carcinoma of the extrahepatic bile duct and its significance.
World J Gastroenterol 2000;6:800-804

20 Zhu LX, Liu J, Li YC, Kong YY, Staib C, Sutter G, Wang Y, Li GD.
Full -length core sequence dependent complex-type glycosylation
of hepatitis C virus E2 glycoprotein.World J Gastroenterol 2002;8:
499-504

21 Tessmann K, Erhardt A, Haussinger D, Heintges T. Cloning and
molecular characterization of human high affinity antibody frag-
ments against Hepatitis C virus NS3 helicase.J Virol Methods 2002;103:
75-88

22 Ingallinella P, Fattori D, Altamura S, Steinkuhler C, Koch U,
Cicero D, Bazzo R, Cortese R, Bianchi E, Pessi A. Prime site bind-
ing inhibitors of a serine protease: NS3/4A of hepatitis C virus.
Biochemistry  2002;41:5483-5492

23 Singh RP, Tyagi AK, Zhao J, Agarwal R. Silymarin inhibits growth
and causes regression of established skin tumors in SENCAR mice
via modulation of mitogen-activated protein kinases and induc-
tion of apoptosis.Carcinogenesis 2002;23:499-510

24 Kwon YW, Ueda S, Ueno M, Yodoi J, Masutani H.Mechanism of
p53-dependent apoptosis induced by 3-methylcholanthrene: in-
volvement of p53 phosphorylation and p38 MAPK.J Biol Chem
2002;277:1837-1844

25 Rivedal E, Opsahl H. Role of PKC and MAP kinase in EGF- and
TPA-induced connexin43 phosphorylation and inhibition of gap
junction intercellular communication in rat liver epithelial cells.

176                                                                           ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 2月 15日  第 11卷  第 2期



Carcinogenesis 2001;22:1543-1550
26 Feng DY, Zheng H, Tan Y, Cheng RX. Effect of phosphorylation

of MAPK and Stat3 and expression of c-fos and c-jun proteins on
hepatocarcinogenesis and their clinical significance.World J
Gastroenterol  2001;7:33-36

27 Borowski P, Kuhl R, Laufs R, Schulze zur Wiesch J, Heiland M.
Identification and characterization of a histone binding site of
the non-structural protein 3 of hepatitis C virus. J Clin Virol 1999;
13:61-69

28 Borowski P, Heiland M, Feucht H, Laufs R. Characterisation of
non-structural protein 3 of hepatitis C virus as modulator of pro-
tein phosphorylation mediated by PKA and PKC: evidences for
action on the level of substrate and enzyme.Arch Virol 1999;144:
687-701

29 Borowski P, zur Wiesch JS, Resch K, Feucht H, Laufs R, Schmitz
H. Protein kinase C recognizes the protein kinase A-binding motif
of nonstructural protein 3 of hepatitis C virus.J Biol Chem  1999;
274:30722-30728

30 Borowski P, Oehlmann K, Heiland M, Laufs R.Nonstructural pro-
tein 3 of hepatitis C virus blocks the distribution of the free cata-
lytic subunit of cyclic AMP-dependent protein kinase.J Virol 1997;
71:2838-2843

31 Dhillon AS, Pollock C, Steen H, Shaw PE, Mischak H, Kolch W.
Cyclic AMP-dependent kinase regulates Raf-1 kinase mainly by
phosphorylation of serine 259.Mol Cell Biol 2002;22:3237-3246

32 Soh JW, Lee EH, Prywes R, Weinstein IB. Novel roles of specific
isoforms of protein kinase C in activation of the c-fos serum re-
sponse element.Mol Cell Biol 1999;19:1313-1324

33 Lo LW, Cheng JJ, Chiu JJ, Wung BS, Liu YC, Wang DL. Endothe-
lial exposure to hypoxia induces Egr-1 expression involving
PKCalpha-mediated Ras/Raf-1/ERK1/2 pathway.J Cell Physiol
2001;188:304-312

34 Yan F, Polk DB.Kinase suppressor of ras is necessary for tumor
necrosis factor alpha activation of extracellular signal-regulated
kinase/mitogen-activated protein kinase in intestinal epithelial
cells.Cancer Res 2001;61:963-969

35 Hekman M, Hamm H, Villar AV, Bader B, Kuhlmann J, Nickel J,
Rapp UR. Associations of B- and C-Raf with cholesterol,
phosphatidylserine and lipid second messengers: Preferential
binding of Raf to artificial lipid Rafts.J Biol Chem 2002;277:24090-
24102

36 Coles LC, Shaw PE.PAK1 primes MEK1 for phosphorylation by
Raf-1 kinase during cross-cascade activation of the ERK pathway.
Oncogene 2002;21:2236-2244

孙意, 等. HCVNS3蛋白对正常人源肝细胞生长及MAPK磷酸化的影响                                                           177

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消消消消消          息息息息息 •

WJG搭建我国消化学基础和临床研究惟一国际交流的平台

World Journal of Gastroenterology  (ISSN 1007-9327 CN 14-1219/R) 2003年由双月刊改为月刊，加快刊出周期，展示我国在国际上
的食管癌、胃癌、肝癌、大肠癌、病毒性肝炎、Hp等方面基础和临床研究的成果.
    WJG 1998 年被美国科学引文索引(SCI-E)收录.SCI-E收录文献的作者、题目、源期刊、摘要、关键词等以外，还收录论文的
参考文献，从而把一篇论文和其他论文之间有意义的联系勾画出来，也就是把发表论文的两位作者和两位作者群体之间的学术联

系显示出来等特点. 作为一种比较客观和定量的评价方式之一，已愈来愈受到科学界的重视.当WJG出版20天后，国际上的胃肠
病学和肝病学专家即可在 ISI Web of SCIENCE(http://www.isinet.com/isi/journals/index.html)上看到论文的摘要、参考文献、被引用
的次数、关键词、单位名称、通讯地址等信息.

      WJG 1998年被美国《医学索引》 (Index Medicus / MEDLINE)收录. WJG电子版摘要及全文在印刷版出版前15天，国际上的
胃肠病学和肝病学专家即可在PubMed(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/jrbrowser.cgi)上阅读到论文的摘要及全文，包括彩色、黑
白、线条图照片.世界胃肠病学杂志社将WJG和世界华人消化杂志出版的过刊和现刊全部放在www.wjgnet.com上供国际和国内消
化病学者免费使用. WJG是惟一全面反映我国消化学专家研究成果的平台之一，让世界更多的学者在PubMed或www.wjgnet.com上
免费看到来自我国胃肠病学和肝病学专家撰写的具有中国特色的创新原始论文.

      总之, WJG提供了一个与世界胃肠病学和肝病学专家进行有效的学术交流平台，促进消化病学研究成果的快速发展.



World Chin J Digestol  2003  February;11(2):178-181
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

•病毒性肝炎 VIRAL HEPATITIS •

基因芯片技术检测HBV HCV及HBV YMDD变异株

李   刚, 舒   欣, 马会慧, 陈   伟, 陈文思, 陈   青, 江元森, 姚集鲁

李刚,舒欣,马会慧,陈伟,陈文思,陈青,江元森,姚集鲁,中山大学附属第三医
院传染病科  广东省广州市  510630
李刚,男,1964-03-11生,广东省梅州市人, 汉族, 传染病学教授, 主任医师, 硕
士生导师.1987年中山医科大学毕业,1995年获得博士学位,1998年到英国进
修1年. 现从事病毒性传染病的研究.
广东省科技攻关项目资助, No.2km05302s
项目负责人:李刚,510630,广东省广州市石牌岗顶,中山大学附属第三医院传
染病科. ligangzh@public.guangzhou.gd.cn
电话:020-87544614
收稿日期:2002-07-20    接受日期:2002-08-09

Detection of HBV, HCV and HBV YMDD
mutants by DNA microarray

Gang Li,Xin Shu, Hui-Hui Ma, Wei Chen, Wen-Si Chen, Qing Chen,
Yuan-Sen Jiang, Ji-Lu Yao

Gang Li, Xin Shu, Hui-Hui Ma, Wei Chen, Wen-Si Chen, Qing Chen,
Yuan-Sen Jiang, Ji-Lu Yao, Department of Infectious Diseases, Third
Affiliated Hospital, Zhongshan University, Guangzhou,510630,
Guangdong Province, China
Supported by the Key Project from the Department of Science and
Technology  of Guangdong Province, No. 2km05302s
Correspondence to: Gang Li, Department of Infectious Diseases, Third
Affiliated Hospital,Zhongshan University, Gangding, Shipai, Guangzhou
510630,Guangdong Province,China. ligangzh@public.guangzhou.gd.cn
Received:2002-07-20    Accepted:2002-08-09

Abstract
AIM:To investigate the effect of DNA microarray in detection of
hepatitis B virus (HBV), hepatitis C virus (HCV) and HBV
YMDD mutants.

METHODS:HBV and HCV in 40 serum samples were detected by
mixed microarray and quantitative determination method
as well;20 serum samples from patients with hepatitis B
treated with lamivudine were detected by microarray loaded
HBV YMDD mutants gene, and were  simultaneously tested
with mismatched PCR and DNA sequencing for comparison.

RESULTS:The coincident rate of mixed microarray and
quantitative determination of HBV DNA was 85 % (34/40).
The detectable rate of HBV by mixed microarray was 83 %
(19/23); 2 of 17 samples showed false positive reaction.
The coincident rate of mixed microarray and HCV RNA
quantitative determination was 85 % (34/40). The detectable
rate of HCV by mixed microarray was 58 % (7/12). One of
28 samples showed false positive reaction. The coincident
rate of HBV YMDD mutants microarray and mismatched PCR
was 70 % (14/20).Mixed infection of wild and mutant HBV
or different mutants were detected by microarray.

CONCLUSION:Mixed microarray has high sensitivity and low
non-specificity in detection of HBV,but has lower sensitivity and
higher specificity in detection of HCV. Detection of HBV YMDD

mutants and mixed infection with microarray had higher
sensitivity and specificity.

Li G,Shu X,Ma HH,Chen W,Chen WS,Chen Q, Jiang YS, Yao JL.Detection of
HBV, HCV and HBV YMDD mutants by DNA microarray. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi 2003;11(2):178-181

摘要
目的:探讨基因芯片技术在乙型肝炎病毒(HBV)、丙型肝

炎病毒（HCV）及HBV YMDD变异株检测中的应用.

方法:采用HBV、HCV 联合基因芯片检测 40 份血清标

本，并与HBV, HCV基因定量检测方法比较；采用HBV

YMDD变异株芯片检测20份血清标本，并与错配PCR及

DNA序列测定方法比较.

结果:HBV, HCV联合基因芯片与HBV DNA定量检测的符

合率为85 %（34/40），HBV检出率为83 %（19/23），

假阳性率为12 %（2/17）；与HCV RNA定量检测的符

合率为 85 %（34/40），HCV 检出率为 58%（7/12），

假阳性率为4 %（1/28）. HBV YMDD变异株芯片与本

室设计的错配PCR符合率为70 %（14/20），5份芯片检测

的标本与DNA序列测定结果一致，该芯片尚可检测出不

同病毒体或变异体的混合感染.

结论:HBV, HCV联合基因芯片对HBV的检测有较高的敏

感性，但存在一定程度的非特异性；对HCV的检测敏感

性偏低，但特异性较高. HBV YMDD变异株芯片敏感性和

特异性均较高，同时能检测出病毒变异体的共生现象.

李刚,舒 欣,马会慧,陈伟,陈文思,陈青,江元森, 姚集鲁. 基因芯片技术检测HBV
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0   引言

微阵列(microarray)亦称为生物芯片(biochip),其中用于检
测基因的生物芯片称为基因芯片(genechip,Affymetrix公
司注册商标).芯片是一种融电子学,生物学,分子生物学,
物理学,化学,计算机科学为一体的高度交叉的新技术.具
有高通量，自动化程度高，系统化等特点[1-6].目前，该
技术已应用于药物筛选，基因表达谱测定，多态性分
析，新基因鉴定，测序，临床检测等领域的研究[7-23].
HBV和HCV是引起慢性肝炎的最主要原因，这两种病
毒基因及其变异株的检测对于临床诊断，治疗方案选
择及药物疗效评估有重要价值[24-28].本文采用基因芯片



技术检测HBV, HCV基因及HBV YMDD变异株,并与其
他检测方法进行比较,以探讨该法临床应用的可行性.

1   材料和方法

1.1材料   血清标本60例采自广州中山大学附属第三医
院传染病科1999-10/2001-09门诊和住院患者,-30 ℃
保存备用.患者年龄 14-72(平均 35.1)岁.其中 40 份为
乙、丙型肝炎基因芯片检测所用标本，男25例,女15例.
20份为HBV YMDD变异株检测所用标本,男 16例,女 4
例,均为拉米夫定(贺普丁)治疗(100 mg/d)超过1 a的病例.
1.2 方法  病例初筛:HBsAg，HBeAg，抗 HBs，抗
HBe，及抗HBc采用酶免疫试验（EIA）法(美国Abbott
诊断试剂),抗HCV IgM，抗HCV IgG采用ELISA法(沈
阳惠民试剂公司)，实验操作按试剂盒说明. HBV DNA,
HCV RNA定量检测: 采用荧光定量PCR方法 设备为
GeneAmp 5 700 Sequence Detection System (applied
biosystems公司），试剂购自广州中山大学达安基因诊
断中心.按说明书进行操作. 错配PCR检测HBV YMDD
变异株: 所用引物由课题组设计，序列见表1.取待检
血清 50 µL,加入裂解液 5 µL(含 EDTA 和 25 mmol/L
MgCl2），在 98 ℃变性 15 min,离心取上清 5 µL 进行
PCR扩增，第1次扩增用外引物P24, P26，第2次扩增
正链内引物为P25，负链内引物分别用YMDD, YVDD,
YIDD 特异的引物 P27，P28，P30.反应总体积为
50 µL，含 dNTP(2.5 mmol/L),Taq DNA聚合酶(2ü)，
在 94 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃ 1 min，30 个循环.
第2次扩增时退火温度根据引物TM值进行调整，扩增
产物166 bp，取10 µL在20g/L琼脂糖凝胶中电泳，紫
外灯下观察结果. DNA序列测定: 用引物P25，P26对
5份标本进行扩增,反应条件同上,获得扩增产物249 bp,
电泳后采用胶纯化DNA方法,用QIA Quick Gel Extraction Kit
纯化，按说明书操作.将纯化PCR产物直接测序，经双
脱氧链末端终止法进行正反方向测序，在ABI373全自
动测序仪上进行，测序工作由北京赛百盛公司完成. 基
因芯片检测: 芯片制备  由上海博华基因芯片技术有限
公司制备，包括迈科锐HBV、HCV联合基因检测芯片
和HBV YMDD（拉米夫定耐药基因）检测芯片. 血清核
酸扩增  取待检测血清10 µL,采用常规酚、氯仿、异
戊醇方法抽取核酸,异丙醇沉淀. 反转录及PCR扩增  反
转录反应体积15 µL,含抽提核酸,dNTP,反转录酶,42 ℃
30 min，取 5 µL 用于 PCR 扩增，共 35 个循环，再
吸取PCR 产物 2 µL，加入 CY5 标记的 dUTP，进行
PCR标记，共35个循环.  杂交  标记的产物沉淀后加
入杂交试剂，并与芯片分别于 95 ℃变性 5 min，冷
却后将杂交液10 µL 滴于芯片的上样区，封闭后在湿
盒内42 ℃杂交1.5 h，然后用0.1 × SSC洗涤 10 min,
双蒸水冲洗并避光晾干. 扫描及信号分析  将杂交后的
芯片插入ScanArray 300扫描仪(美国)中进行扫描，扫
描强度55-60 %，获得的图片用GenArray-Check软件

分析各点的信号状况，结果根据信号强度及比值作出
判断(图 1,表 2).

表1  错配PCR检测HBV YMDD变异株所用引物

编号    极性     位置 序列

p24 + 457-476 AGGAAGCTTGCCCGTTTGTC(外正)

p25 + 594-613 CTAAGCTTGTATTCCCATCC(内正)

p26 - 843-824 TAGAATTCAAATGTATACCC(外负)

p27 - 760-741 CCCAATACCACATCATCCAT(YMDD)

p28 - 760-741 CCCAATACCACATCATCCAC(YVDD)

p30 - 760-743 CCCAATACCACATCATCA(YIDD)

表2  基因芯片扫描信号强度(1例YVDD共生+L528M共生的结果)

平均值 比值 结果

YVDD突变点               13 795.16 1.07 共生

单点差异对照   2782.76

单点差异对照  5 002.95

YMDD野生点               12 886.75

A548V突变点     629.18 0.64 野生

单点差异对照     580.87

单点差异对照     546.46

A548V野生点     981.00

L528M突变点  5 383.92 0.99 共生

单点差异对照     729.66

L528M野生点  1 319.74

L528M野生点  5 440.26

YIDD突变点  2 264.35 0.15 野生

单点差异对照     870.77

单点差异对照                 1 313.16

YMDD野生点              14 675.54

图1  基因芯片扫描图.

2   结果

2.1 HBV,HCV联合基因芯片检测  在 40份血清标本
中，通过检测HBsAg及HBV DNA定量证实23份为HBV
感染者,通过检测抗HCV及HCV RNA定量证实12份为
HCV感染者,其余5份为阴性对照.基因芯片检测结果与
上述标本一致的有34份,符合率为85 %(34/40).在 23份
HBV感染者中，芯片检测19份为HBV阳性，阳性率
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为83 %(19/23);在其余17份HBV阴性标本中,有 2例为
阳性(12 %).在12例HCV感染者中,芯片检测7例为HCV
阳性,阳性率58 %(7/12);28份HCV阴性标本中,1份为阴
性(1/28).
2.2 HBV YMDD变异株基因芯片检测  在20份拉米夫
定治疗1 a后的血清标本中,有3份为HBV DNA定量检
测阴性，用错配PCR和芯片检测亦为阴性.另17份HBV
DNA定量检测阳性标本中，错配PCR检测发现8份为
YMDD 野生株，8份YVDD 变异株，1份YIDD 变异
株；芯片检测发现5例为YMDD野生株，6例为YVDD
变异株,1例YIDD变异株，2例为YVDD变异株与野生
株共生,1例为YVDD变异株与YIDD变异株共生,其余2
例为阴性.其中5份标本用DMA序列测定法检测，结果
与芯片检测基本一致，仅1例DNA序列测定为YIDD变
异株,而芯片检测为YIDD变异株与YVDD变异株共生.
5例序列测定标本中,1例与错配PCR不符.芯片检测与
错配PCR结果完全一致的有8例（8/17）;部分一致的
有3例（3/17），表现为错配PCR检测为单一病毒株，芯
片检测为两种病毒株共生.

3   讨论

目前,临床上常用的病毒性肝炎特异性病原检测方法主
要有ELISA法检测病毒抗原或抗体，以及PCR法定性
或定量检测病毒基因. 就确定病毒感染而言,抗原抗体检
测仍然是首选方法，而病毒基因的检测对于了解患者
的病毒载量，病毒复制状况，传染性大小，抗病毒药物
疗效等有较大意义[29-33].上述两种方法每次只能检测一
种病原体或一种基因，也难以检测基因的变异，特别
是多种变异体存在的情况下.基因芯片则可弥补上述不
足，他具有高通量的特点，一个芯片可同时检测多个
病原体或变异体[34]，而病毒性肝炎是由多种肝炎病毒
引起的常见病，HBV和HCV是慢性肝炎的主要病原
体，临床上很多情况下对两种病毒的基因都要进行检
测.另外，乙型肝炎病毒基因容易发生变异，特别是
拉米夫定治疗后有部分患者出现病毒变异，而且变异
株可以不止一种，变异株的出现表明病毒出现了耐药.
在上述情况下，基因芯片可同时检测两种以上病原体
或变异体的优势可凸现出来.我们用HBV、HCV联合
基因芯片对40份标本进行检测，并与HBV DNA定量
检测作了比较，二者的符合率为85 %(34/40),在 23份
HBsAg阳性及HBV DNA 定量阳性者中，芯片检测出率
为83(19/23).在17份HBsAg阴性及HBV DNA定量阴性
标本中，有2例芯片检测阳性，假阳性率12 %.在HCV
检测方面,芯片与抗HCV及HCV RNA定量检测的符合
率亦为85 %（34/40）,但检出率偏低,为 58 %(7/12),同
时假阳性率也较低，仅为 4 %（1/28）.从上述数据看
出，HBV、HCV联合基因芯片对HBV检测有较高的敏
感性，但存在一定的非特异性;对HCV的敏感性偏低，
但特异性较高.芯片对HCV检测敏感性偏低可能与血标

本中病毒量低有关. 在HBV YMDD变异株检测方面，
芯片检测结果与DNA序列测定一致.我们仅对5例进行
了序列测定，由于标本数偏少，得出的结论须待更大
量的标本来证实.芯片检测与本室设计的错配PCR法符
合率为70 %(14/20),而芯片可检测出3例不同病毒株混
合感染的共生现象.由此可见，芯片检测HBV YMDD变
异株的敏感性和特异性均较高，且能检出病毒变异体
的共生状况.
        基因芯片检测的生物学基础是核酸杂交[35,36],但在
实际操作中，单纯采用核酸杂交进行检测，其信号强
度不足，导致敏感性低.在目前阶段，样品扩增，如通
过PCR，仍是其必不可少的一个步骤，是提高敏感性
的措施，但亦导致其步骤的复杂化及PCR带来的假阴
性或假阳性.因此，从多个方面进行优化，包括标记方
式的改进，增强信号强度，提高信号检测仪器的灵敏
度，杂交温度的控制等是今后基因芯片能否在临床广
泛应用的关键[37-39]. 本结果显示，基因芯片在HBV、
HCV基因检测中是一种较为有效的手段，在同时检测
HBV、HCV 两种病毒及病毒变异株中有其独到的优
势，临床应用中可作为其他检测方法的补充，在分
析结果时须参考其他临床资料再作出判断.
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Abstract
AIM:To evaluate the correlation between the complexity of
HCV HVR1 quasi-species and their response to IFN therapy
in patients with chronic hepatitis C.

METHODS:Twenty patients with chronic hepatitis C received
IFN therapy (3mu/day, three times/week for 24 weeks).
Serum quasispecies complexity of HVR1  was analyzed by
polymerase chain reaction mediated singl-strand conformation
polymorphism (SSCP) before and 3 months,6 months post-
therapy, respectively.

RESULTS:Of 20 patients,7 had low level of complexity (SSCP
bands ≤ 3),13 had high level of complexity (SSCP bands >3).
The rate of HCV RNA negative in low level  complexity group
was higher than that in high level complexity group.Patients
with low level of complexity prior to therapy had good
responsive to IFN;Serum HCV RNA in some patients did not
convert to negative after IFN therapy,however, the number
of SSCP bands decreased gradually.

CONCLUSION:HCV HVR1 quasi-species complexity is a
predictive factor in response to  IFN therapy, a statistically
significant correlation between high level of complexity of
HCV HVR1 quasi-species and lacking  of response to IFN
therapy in patients with chronic hepatitis C was found.

Zhang L, Zhao GZ, Li Y, Shi LL. Dynamic changes of HVR1 quasispecies
in chronic hepatitis C after IFN therapy.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;
11(2):182-184

摘要
目的:探讨感染HCV1b型慢型丙型肝炎患者HCV HVR1区

准种的复杂性与干扰素疗效的关系，以便对干扰素治疗

疗效进行预测.

方法:应用 IFN治疗的慢性丙型肝炎患者共20例,于治疗

前、治疗后 3 mo、6 mo 留取血清，－ 70 ℃冻存待测.

治疗方案为:干扰能３mu,3次 /wk，肌肉注射，共24 wk.

HCV HVR1准种的检测采用单链构象多态性聚合酶链反应

法(SSCP法).

结果:IFN治疗前,35 %(7/20)的患者表现为SSCP低复杂性

(SSCP条带数≤3)，65 %(13/20)表现为高复杂性(SSCP条

带数>3）.治疗 3 mo 后，4 例患者HCV RNA 阴转，均

发生在低复杂性组，其余大部分患者SSCP条带数减少1-2

条带.治疗6 mo时，7例患者HCV RNA阴转，仅2例发生

在高复杂性组.治疗结束时13例(65 %)无应答患者中,8例

患者SSCP条带数均较治疗前减少，2例无变化，1例恢复

到治疗前水平,2例较治疗前升高.

结论:HCV HVR1区准种的复杂性可以对IFN治疗进行疗效

预测，治疗前准种数少者可预测对IFN治疗有较好的应答.
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0   引言

HCV基因组具有高度的变异性,可以逃避机体的免疫反
应,使HCV感染极易慢性化[1-4].尤其在E2/NS1区存在两
个高变区(HVR1和HVR2),其中HVR1被认为机体免疫
选择部位[5-8],可刺激机体产生免疫反应,而机体产生的免
疫压力又促使其产生更多的变异,与HCV持续感染和慢
性化密切相关，并给临床治疗带来困难.HCV 变异除
产生不同的基因型和亚型外,另一重要的特征是在宿主
体内以准种的形式存在[9,10].准种即同一株病毒，基因
组序列极为相似的病毒群，但一些位点仍存在差异.由
于HVR1的高变性，常用其来确定准种的数量[30].近年
的研究发现,基因型HCV1b型患者 HVR1区准种的复杂
性(准种数)与干扰素治疗疗效有密切关系，慢性丙型肝
炎患者HVR1准种的复杂性程度越高，对IFN无应答的
可能性越大[11-16].Sandres et al [17,18]则报道HVR1准种的
复杂性与IFN疗效无关，不能用于疗效预测.我们对沈
阳地区20例HCV1b型慢性丙型肝炎患者进行了IFN治



疗前后HVR1 准种复杂性的动态观察,以探讨 HCV
HVR1准种的复杂性与干扰素疗效的关系,报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  慢性丙型肝炎患者20 例均感染HCV1b 型、
HCV RNA 阳性，男 15 例，女 5例，年龄 23-45 岁.
干扰素治疗方案:干扰能3 mu,3次 /wk，肌肉注射,疗程
6 mo.疗效判定：治疗结束时，ALT正常、HCV RNA阴
转为有效.否则为无效.分别于治疗前、后3 mo、6 mo留
取血清，-70 ℃冻存备用.
1.2方法  HCV基因分型采用C区型特异性引物PCR法
(中国公共卫生1997;13:199-200). HCV HVR1准种检测
采用SSCP法.引物序列根据中国人基因组序列设计(病
毒学报1993;9:114-126),由华美公司合成.外引物1:5'-
CTACTCCGGATCCCACAAGC-3'（核苷酸位置1 009-
1 028）；外引物2：5'-GGGCTCGGAGTGAAGCAATA-3'
(核苷酸位置1 519-1 538).内因物1：5'-ATTCCATG
GTGGGGAACTGG-3'(核苷酸位置1 085-1 104);内因物
2:5'-GCAATACACTGGACCACACA-3'(核苷酸位置1 504-
1 523）.HCV RNA提取采用异硫氰酸胍-酚-氯仿提取
法.血清50 µL, 分别加入异硫氰酸胍200 µL,氯仿 /异戊
醇50 µL，振荡混匀，离心，13 000 r/min,10 min,取
水相100 µL,加等量异丙醇，混匀，离心,13 000 r/min,
10 min,弃上清，控干残留液体,加750 mL/L乙醇200 µL
洗涤，离心，13 000 r/min,5 min, 弃上清，真空抽
干，65 ℃ 20 min 备用.
        HVR1基因片断PCR扩增:逆转录及第一轮PCR扩
增.10×buffer 3 µL,dNTP3 µL,MgCl2 1.56 µL,Taq 2U,AMV
3U,Rnasin 20U,外引物1 20pmol(1 µL),外引物2 20pmol(1 µL),
水 19 µL,总反应体积30 µL.37 ℃ 30 min逆转录之后进
入PCR扩增，反应条件为94 ℃ 300 s预变性，94 ℃
45 s、50 ℃ 45 s、72 ℃ 45 s,共 35 个循环,终延伸
300 s.第二轮PCR扩增.取第一轮扩增产物5 µL,10 ×
buffer 3 µL,dNTP3 µL,MgCl21.56 µL,Taq酶 2U,内引物1
20 pmol(1 µL),内引物2 20pmol(1 µL),水 15 µL, 总反应体
积30 µL.反应条件与第一轮相同.取第二轮扩增产物5 µl
进行2 %琼脂糖凝胶电泳,片断大小在280 bp左右为阳
性结果.
        SSCP检测:取PCR产物10 µL,加变性上样液10 µL,
进行 96 ℃ 10 min 预变性，取出后立即放入冰浴中，
之后进行80 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳(300 V,5 h),胶取出
后用100 mL/L乙醇加5 g/L冰乙酸进行固定20 min,洗
涤后用2 g/L硝酸银染色20 min,之后用15 g/L NaOH加
4 g/L 甲醛显色，肉眼观察至显带为止，用 100 mL/L
冰乙酸进行终止.将结果存入电脑.

2   结果

2.1 IFN治疗前后HVR1准种的动态变化   HCV RNA
阳性的HCV1b型慢性丙型肝炎患者20例中,7例(35 %)

表现为 SSCP 低复杂性，13 例（65 %）为高复杂性，
IFN 治疗 3 mo 后，4例（20 %）患者HCV RNA 阴
转，均发生在低复杂性组.其余大部分患者SSCP条带
数减少1-2条带.治疗6 mo时,7例（35 %）患者HCV
RNA阴转，其中仅2例发生在高复杂性组.13 例无应
答患者中，8 例 SSCP 条带数均有所减少，2 例无变
化，1例恢复到治疗前水平，2例较治疗前增加(表 1).

表 1  IFN治疗前后HVR1准种的动态变化

No 治疗前          3 mo   6 mo

SSCP条带数  HCVRNA  SSCP条带数  HCVRNA   SSCP条带数  HCVRNA

1         2 + 0      -         0 -

2         4 + 2      +         1 +

3         3 +             1      +         0 -

4         5 +             5      +         5 +

5         4 + 2      +         1 +

6         6 + 5      +         3 +

7         2 + 0      -         0 -

8         3 + 3      +         3 +

9         4 + 3      +         4 +

10         5 + 3      +         2 +

11         4 + 1      +         0 -

12         6 + 3      +         3 +

13         2 + 0      -         0 -

14         4 + 4      +         5 +

15         1 + 0      -         0 -

16         4 + 2      +         0 -

17         4 + 2      +         2 +

18         3 + 1      +         1 +

19         4 + 4      +         5 +

20         5 + 4      +         3 +

2.2 HVR1准种复杂性与HCV RNA阴转率和疗效的关系

治疗结束时,7例患者HCV RNA阴转,5例(71.4 %)发生
在低复杂性组，2例(15.4 %)在高复杂性组，二者相
比具有显著差异(P <0.05).治疗结束时,20例患者中7例
(35 %)表现为完全应答,13例(65 %)为无应答.有效组与
无效组HVR1准种数的比较(2.43±0.98 vs 4.46±0.88,
P <0.01)差异非常显著.

3   讨论

由于HCV基因组的高度变异性[19-22],使HCV感染后很难
被机体的免疫反应所清除，80 %以上的HCV感染者将
转变成慢性肝炎，并逐步发展成肝硬化和肝癌[23-26].目
前尚无有效的疫苗预防HCV感染,IFN仍是唯一可以清
除病毒、改善患者生化和组织学指标的药物.然而，慢
性HCV感染者对IFN的完全应答率仅10-30 %,且副作
用大，治疗费用昂贵.因此，选择合适的病例进行治
疗，并对疗效进行有效预测，具有重要临床意义.在
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影响 IFN疗效的众多因素中， 1 b型HCV感染是导致
IFN疗效低下的重要因素之一[27-29].我国大部分HCV感
染者为此种基因型.近年在研究1 b型HCV抵抗 IFN的
机制时发现，HVR1 准种的复杂性与 IFN 疗效有关，
大多数研究表明，HCV HVR1 准种复杂性越高，对
IFN 无应答的可能性越大.但 Sandres et al 则认为，
HVR1准种的复杂性与 IFN疗效无关，不能进行疗效
预测.我们的研究结果发现，治疗前SSCP 条带≤ 3组
患者HCV RNA阴转率为71.4 %,SSCP条带>3组患者为
15.4 %,二者相比具有显著差异.且治疗有效组SSCP条
带数明显少于无效组.表明HVR1 准种的复杂性确与
IFN疗效有关，IFN治疗前HVR1准种数较少者可预测
对 IFN有较高的应答率.
        一般认为，IFN治疗3 mo时，HCV RNA仍未阴
转或ALT仍未降至正常，则该患者对IFN无应答的可
能性较大.6 mo 时仍为此种情况则为无效，应停药.在
对该组患者的动态观察中发现,3 mo时有效率为25 %，
6 mo时为35 %.部分患者虽然治疗结束时HCV RNA未
阴转，但SSCP条带数较治疗前减少.由于该组患者均未
延长治疗时间，未能观察到延长疗程是否可以提高IFN
应答率.因此建议今后对治疗结束时无应答者，但SSCP
条带数在治疗过程中逐渐减少者，可适当延长疗程.
        在HCV准种的检测方法中，以SSCP法最简单易
行，易于临床开展.在此技术中，对目的基因进行PCR
扩增后，产物通过加热变性获得单链DNA，并通过电
泳进行分析.分离的单链的泳动速度取决于其三维构象.
因此众多异质性基因组成的混合体可被分离成不同的
条带，而且条带数即可代表基因序列的复杂程度.尤其
核苷酸片断<300 bp 时，更适用于此种方法.
       总之，对HVR1准种复杂性是否可以预测 IFN疗
效方面，尚有不同的观点存在，今后有必要进一步进
行大样本研究和进行氨基酸序列测定以证实.
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Abstract
AIM:To assess the prophylactic effect of lamivudine in preventing
reinfection of HBV and the dynamic alternations of HBV markers
in serum and liver tissue after liver transplantation.

METHODS:Twenty five recipients were non-randomly divided into
HBV active replicating group (15 cases) and HBV non-active
replicating group (10 cases)  and control group (3 cases).
Lamivudine 100 mg /day was administered to each patient
before and after operation, 3 of 10 cases in non-active replicating
group failed to take lamivudine on time and thus was grouped
as control.The HBV markers in serum and bioptic liver tissues in
25 recipients were evaluated regularly with enzyme-linked
radioimmunoassay, HBV DNA fluorescent quantitative assay,
immunohistochemistry stain LSAB and digoxin labeled HBV
DNA hybridization in situ.

RESULTS:Serum HBV DNA in 80 % cases with active HBV

replication became negative following 2-week periods of
lamivudine treatment prior to liver transplantation.HBsAg in
all recipients converted to negative after liver transplantation.
HBsAb (9/15), HbcAb(13/15) and HBeAb (11/15)  appeared
within one week postoperatively, and disappeared gradually
within 6 months.Serum HBV DNA was negative;Results of
in situ hybridization in bioptic liver tissue showed that HBsAg,
HBcAg as well as HBV DNA  remained negative after treatment of
lamivudine. 10 of 15 recipients had got to clinical clearance of
HBV, HBV markers were undetectable in both serum and
liver biopsy samples between 12 to 44 weeks (average 24
weeks), 1-, 2-year survival rate in this group reached 83 %.
Two of 15 subjects (13.3 %) developed allograft HBV reinfection
or recurrence of hepatitis in 2 years after the prophylactic
treatment of lamivudine.In HBV non-active replicating group,
the outcome was similar with that in the active group. The
HBV antibody was HBsAb (+, 4/7), HBcAb (+, 6/7), HBeAb
(+, 2/7), 3 of 7 recipients achieved HBV clinical clearance in
both serum and liver bioptic samples, while in control group,
all 3 recipients developed allograft HBV reinfection and recurrent
hepatitis in 8, 10 and 12 months post- transplantation,
respectively, one of three died from fibrosing cholestatic
hepatitis, the other 2 cases recovered after the additional
therapy of lamivudine. The overall allograft reinfection rate
was 9.1% (2/22) and the overall 1-, 2-year accumulative
survival rate was 87% in  patients  received lamivudine.

CONCLUSION:Lamivudine can effectively prevent liver al-
lograft from HBV reinfection in HBV related decompensated
liver cirrhosis and even in HBV active replicating recipient.

Lu SC, Yan LN, Li B, Wen TF, Zhao JC, Cheng NS, Liu C, Liu J, Wang XB,
Li XD,Qin S, Zhao LS, Lei BJ, Zhang XH. Effect of lamivudine against
HBV reinfection after liver transplantation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2003; 11(2):185-190

摘要
目的:了解乙肝相关性失代偿肝硬化肝移植术后使用拉咪

呋啶预防移植物乙肝再感染的疗效及乙肝标志物在血清及

肝组织中的动态变化.

方法:用酶联放免法，血清HBVDNA荧光定量法、肝穿

组织免疫组化LSAB法及HBV DNA原位杂交法定期检测

25例受体血清及肝穿组织，观察肝移植术后HBV标志物

在血清及肝组织中的动态变化.本研究设计为前瞻的开放

的非随机的临床对照研究.25例被分为乙肝病毒活跃复制

(15例)及非活跃复制组(10例)两组，皆以拉咪呋啶100 mg/d

术前后服用预防，非活跃复制组中有 3例未能及时服用

拉咪呋啶作为对照组.
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结果:在HBV活跃复制组，术前口服拉咪呋啶平均2 wk

能使80 %以上的患者血清HBVDNA阴转；继续口服，术

后表面抗原消失，部分血清乙肝病毒抗体（表面抗体

HBsAb 9/15,核心抗体HBcAb 13/15及HBeAb 11/15）可

在术后 1-2  wk 出现，至 6  mo 可逐渐消失;血清中

HBVDNA荧光定量可一直维持阴转的状态； 肝穿组织中

HbsAg，HBcAg及HBVDNA原位杂交可长期维持阴性.10

例乙肝病毒活跃复制受体其HBV血清标志物在12-44 wk

之间完全消失；本组中2例（2/15，13.3 %）在2 a时发生

拉咪呋啶预防失败而致移植物再感染或乙肝复发;在HBV

非活跃复制组，乙肝病毒抗原抗体表达同活跃复制组：表

面抗原术后即消失，乙肝病毒抗体即在1-2 wk出现（BsAb

4/7, HBcAb 6/7, HBeAb 2/7），6 mo左右消失.3例（43 %，

3/7）在近2 a时血清及肝组织中HBV标志即完全消失.本

组无移植物再感染，乙型肝炎复发及乙肝病毒相关死亡.若

血清中重新出现表面抗原或HBVDNA荧光定量阳性或肝

穿组织免疫组化或HBVDNA原位杂交阳性则可诊断为

HBV再感染.未能及时服用拉咪呋啶的3例非活跃复制的

乙肝受体分别在术后8、10、12 mo移植物感染及复发新

肝乙型肝炎，移植物再感染率及乙肝复发率为100 %，其

中1例死于纤维淤胆性肝炎，后二者经加用拉咪呋啶治疗

为主的综合治疗而缓解.本研究除对照组外，拉咪呋啶预防

下移植物总的乙肝再感染率为9.1 %(2/22), 受体HB复发

率为4.5 %(1/22),1-2 a生存率达87 %.

结论:拉咪呋啶能有效地预防失代偿期乙肝相关性肝脏疾病

受体、尤其是乙肝病毒活跃复制受体肝移植术后移植物乙

肝病毒的再感染及乙型肝炎复发，甚至使血清中及移植物

的乙肝病毒达到临床清除.远期疗效正在进一步的评价中.

卢实春,严律南,李波,文天夫,赵纪春,程南生,刘冲,刘隽,王晓波,李晓东,秦 山,

赵连三,雷秉均, 张秀辉.拉咪呋啶预防乙肝相关性肝硬化肝移植术后乙肝再感

染的临床对照研究.世界华人消化杂志2003;11(2):185-190

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/185.htm

0   引言

肝移植是目前治疗乙肝相关性终末期肝病的惟一有效
手段，但因移植后乙型肝炎(HB)复发率高达70-80 %,
复发后1 a生存率 68 %，3 a 实际生存率仅为44 %[1]，
使乙肝相关性肝病肝移植术后远期效果难以令人满意.
自1990年代中末期，我国重新开展肝移植治疗终末期
肝病的临床实践以来，肝移植正在全国范围内广泛推
广，目前正以每年超过约300例（尸肝及亲体供肝）的
速度递增，其中 80 % 以上为乙肝相关性肝脏疾病受
体,接近半数为乙肝病毒活跃复制的受体[2],随着受体及
移植物生存期的延长,乙肝复发正日益突出,必将会成为
影响肝移植在我国临床实践的重要因素.近年国际文献
报道lamivudine或 /和乙肝高价免疫球蛋白临床应用于肝
移植在预防和治疗乙肝复发方面取得了良好效果[3-9],但国
内尚无系统的相关临床资料报道.1999-02/2001-12 我

们在50例肝移植(含原位与亲体供肝肝移植)中纳入了
25例进行系统的单用拉咪呋啶预防及治疗乙肝复发的
非随机的临床对照研究并随访,随访时间为6-36 mo，
现报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  1999-02/2001-12肝移植50例中，HBsAg(乙
肝表面抗原)阳性的终末期肝脏疾病受体为41例(82 %),
22 例（54 %）为乙肝病毒活跃复制的HBVDNA 或 /
和HBeAg阳性受体，7例术后早期死亡，死因与乙肝复
发无关，故被排除此研究，19 例（46 %）为乙肝
表面抗原阳性或病肝免疫组化乙肝标志物阳性的非活
跃复制患者，其中8例为原发性肝癌,1例术后早期死于
肺部感染未纳入研究,故此组仅10例进入研究.总计进
入研究25例患者,术后随访时间从6-36 mo(平均12 mo)
(表1).纳入研究的肝移植受体术前必须是血清中表面抗
原和/或HBVDNA阳性或病肝组织免疫组化HBsAg和/
或HBcAg阳性染色的失代偿期肝病患者.丙肝（HCV）
抗体阳性，巨细胞包含体 IgG/IgM 抗体阳性或供体核
心抗体（HBcAb）阳性的受体排除于此研究，其他需要
长期抗病毒治疗且对乙肝病毒活性有影响的患者亦排
除在外.所有纳入研究的患者都鉴署正式的同意，研究
获医院伦理委员会同意.
1.2 方法  由于肝移植后乙肝复发目前尚无有效的治疗
方法， 25例进入研究的肝移植受体按其进入研究时乙
肝病毒复制状态非随机地分为乙肝病毒活跃组（15例，
HBVDNA定量阳性或 /和HBeAg阳性）与乙肝病毒非
活跃复制组（10例， HBsAg 阳性，HBVDNA/HBeAg
阴性）二组.后者中有 3 例因施术前后乙肝抗病毒药
lamivudine 未上市故未及时服用（术后12、10、3 mo
才服用）作为阴性对照.处理因素按拉咪呋啶使用全国
指导方案给予，即尽可能的手术前及手术后给两组共
22例患者每日口服拉咪呋啶100 mg，术后口服时间暂
定为 2 a，定期观察血清及肝穿组织中乙肝标志物的
动态变化及1-2 a 生存率.综合国内外资料[1,9-12]，拟定
了以下结果判断标准.治疗及预防成功：血清中HBV标
志物（含抗体）及肝组织免疫组化染色HBV标志物阴
性，血清HBVDNA荧光定量阴性，肝组织中HBVDNA
原位杂交阴性为乙肝病毒血清及肝组织的清除（临床
清除）；仅有血清HBV 相应抗体（HBeAb,HBcAb,
HBsAb）存在为有效；自发性的或接种疫苗后HBsAb
产生达到10 IU/L[12]以上且持续2 a以上的为体内乙肝病
毒清除.预防失败：血清HBsAg阳性或血清HBVDNA荧
光定量阳性或肝穿组织染色HBV标志物持续阳性的为
HBV受体移植物再感染;合并出现胆红素、转氨酶等生
化指标上升或/和临床症状者为乙型肝炎复发； 治疗过
程中出现HBeAg阴性及HBVDNA阳性者为YMDD变异.
       病毒检测用酶联免疫分析法（abbott laboratories,
north chicago, IL）测定HBsAg,HBeAg以及相应的抗体
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(HBsAb,HBeAb,HBcAb),并作HBsAb定量(Roche Elecsys
Anti-HBs Immunoassay）;血清HBVDNA荧光定量由我
校肝炎研究室用荧光定量法测定,测定下限为0.05 ng/L
(PCR法为106 HBVDNA拷贝/L);用SLAB法作系列肝穿
组织的染色测定HBsAg 与 HBcAg（消耗材料购自
BioGenex，San Romon CA 94 583 USA）;用地高辛标
记的HBVDNA原位杂交法测定肝穿组织的HBVDNA状
态（探针标记盒购自 behringer mannoheim gmBH,
germany；地高辛抗体购自 roche diagnostics corperation,
indianapolis, USA）.对所有肝移植受体按以下时点切取病
肝及供肝标本或植入后的肝穿活检：病肝，供肝植入
前，供肝植入后关腹前，术后1，4，12，24，48，72，
96 和144 wk或按需施行.每次肝穿前皆取得患者及亲属
的书面同意，成对的标本由两个对临床资料、患者特
征不了解的高年资病理医师评判HBsAg，HBcAg过氧
化物酶染色程度.
        统计学处理  所有计数资料均表示为均数±标准
差；远期生存率用Kaplan-Meier 生存分析.

2   结果

2.1乙肝病毒活跃复制组  乙肝病毒活跃复制组(HBVDNA
阳性或/和HBeAg阳性组)15例候选者进入此研究前平
均血清HBVDNA含量为9.2×109拷贝 /L.术前平均服用
拉咪呋啶2 wk 后 12 例血清中（80 %）HBVDNA 水
平降至不能测出的水平，血清HBVDNA荧光定量阳性
仅在术前服用拉咪呋啶时间少于1 wk的肝移植候选者
出现.本组术前后使用拉咪呋啶预防的受体，血清
HBsAg及HBeAg术后一直维持阴性，相应的抗体出现
最早且在术后1 wk内即可出现,出现的频率为乙肝表面
抗体HBsAb 9/15,乙肝核心抗体HBcAb 13/15,乙肝E抗
体HBeAb 11/15,6 mo内逐渐消失.术后1 wk内在HBsAb
阳性的受体,其HBsAb定量值平均可> 300 IU/L，估计
与被输入的血液及血液制品有关[8];血浆HBVDNA荧光
定量维持至测不出的水平；血清总胆红素（bilirubin）
和谷丙转氨酶(ALT)至2 wk时轻-中度上升，3 wk后开
始下降，术后3 mo时可达正常范围[9] (表1).术后1-4 wk
肝穿免疫组化仅在 2 例植入肝HBsAg 呈微量阳性反
应，1例HBcAg 阳性，3 mo 后肝穿免疫组化全部阴
转.所有受体术后肝穿组织中地高辛标记的HBVDNA原
位杂交持续阴性(表2).在随访的18-88 wk期间，有10
例肝移植受体血清及肝组织中乙肝标志物消失，平均
消失时间血清中为(23.7±13.05) wk，肝组织中约4 wk.
上述乙肝标志物的临床消失似与肝移植前血清
HBVDNA水平无关.该组病例中有2例1 a时临床(阴转)
清除的病例,1例其术后 1 wk时HBsAb曾达764 IU/L，
术后 24 wk 时为84.5 IU/L，1 a 时< 2 IU/L； 另 1例
术后乙肝表面抗体一直阴性.在随访至2 a时，2例皆出
现血清HBsAg呈阳性，HBVDNA荧光定量阳性，HBeAg
呈阴性，前者无相应的转氨酶及胆红素升高，后者出

现纤维淤胆性肝炎(fibrosing cholestatic hepatitis),实为拉咪呋
啶预防失败的病例,因而本组预防失败率为13.3 %(2/15).
2.2乙肝病毒非活跃复制组乙肝标志物的动态变化  7例
乙肝病毒非活跃复制受体移植前后使用拉咪呋啶预防
结果同活跃复制组相似,HBsAg术后立即消失,术后1 wk
之内即可测得相应的抗体(HBsAb 4/7,HBcAb 6/7,HBeAb
2/7）,HBsAb 定量大于 250 IU/L.持续时间约 24 wk.
HBcAb及HBeAb持续时间稍长.有 3例受体HBV标志
物在1-2 a之内消失(表3).肝穿组织HBV免疫组化染色
术后6 mo内皆呈阴性，6 mo后虽有2/7受体仅在其肝
穿组织中一过性测及HBcAg或HBsAg，无相应生化指
标改变，不能判断为移植物再感染或乙肝复发；
HBVDNA原位杂交持续阴性(表 3).
2.3 对照病例乙肝标志物的动态变化  3 例术前术后未
及时服用拉咪呋啶的肝移植受体,术后HBsAg、HBcAg
可立即消失，HBsAb，HBcAb与HBeAb在1 wk内出现
并可持续6 mo，HBsAb定量甚至可> 100 IU/L； 肝穿
免疫组化HBsAg最早可在术后12 wk呈阳性，至6 mo
时HBsAg与HBcAg均可探及（3/3），8-12 mo时血清
HBVDNA呈阳性伴转氨酶及胆红素升高（HB复发），
HBVDNA原位杂交阳性；1例死亡，肝穿组织具有纤维
淤胆性肝炎的特征，2例加用拉咪呋啶为主的综合治
疗，HBVDNA阴转，胆红素及转氨酶下降，目前属临
床治疗有效（表4）.本研究纳入病例HBV移植物再感染
率、HB复发率及生存率分述如下：随访期间，活跃复
制组死亡2例，1例死于与HB复发无关的脑溢血，另
1 例死于 HB 复发的纤维淤胆性肝炎（f i b r o s i n g
cholestatic hepatitis），非活跃复制组无移植物HBV再感
染，无HB复发及以此相关的死亡.对照组3例皆发生移
植物HBV再感染及复发乙肝， 1例死于HB复发（纤维
淤胆性肝炎）.按前述定义，拉咪呋啶预防组共 22 例
HBV临床清除率至少为59 %(13/22例)，移植物HBV再
感染为9.1 %(2/22),乙肝复发死亡1例(4.5 %，1/22),活
跃复制组预防失败率为13.3 %(2/15).对照组HBV临床
清除率为0（0/3）,HBV再感染率及HB复发率均为100 %
(3/3),1 a 时死亡1例(33 %),死亡率为33 %(1/3).拉咪呋
啶预防组22例总体1- 2 a生存率为87 %（Kaplan-Meier
生存分析）.

表1  25例研究对象进入研究时的资料

年龄(岁) 39(25-58)

男 /女 22(88 %)/3(12 %)

肝移植后平均时间(mo) 12(6-36)

血清  HBsAg阳性(%) 25(100 %)

HBeAg 阳性(%) 13(52 %)

免疫组化染色  HBsAg(+) 20(80 %)

HBcAg(+) 10(40 %)

HBV DNA 原位杂交阳性 15(75 %)

荧光定量阳性 9.2×109拷贝 /L

谷丙转氨酶 60 IU/L

血胆红素水平 120 µmol/L
血白蛋白水平 35(25-47) g/L



表2  HBV DNA阳性活跃复制受体在拉咪呋啶预防下血清及肝组织中乙肝标志物的变化(15例,wk)

HBV 标志物               术前            术毕             1 wk        2 wk             4 wk           8 wk             12 wk           24 wk            48 wk            60 wk            72 wk         96

血清标志物

HBsAg                       15/15                       1/15              0/15           0/15         0/15              0/13         0/5               0/4                  0/4        1/2

HbeAg          6/15                       0/15              0/15   0/15         0/15              0/13         0/5               0/4        0/4        0/2

Anti-HBs          0/15                       9/15            10/15           5/15         2/15              1/13                0/5               0/4                 0/4        0/2

Anti-HBc        15/15                     13/15           15/15   9/15         5/15              3/13         0/5               0/4        0/4         1/2

Anti-HBe          3/15      11/15            10/15            7/15         3/15              1/13         0/5               0/4        0/4         1/2

HBV DNA          9.2×109        阴性           阴性 阴性        阴性             阴性      阴性            阴性      阴性       0/2

胆红素水平(µmol/L) 37.71±10 157.15±30         70±9 50±20        38±6            ＜28     ＜ 28          ＜28    ＜ 28   ＜ 28

谷丙转氨酶(IU/L)          40±10      150±50       100±10 60±20        50±8          30±10   30±10          30±10   30±10

肝组织标志物

HBsAg        10/15 0/15    2/15                            2/15                                 0/15              0/13                0/5                0/4        0/4        0/2

HbcAg        10/15 0/15    0/15                            1/15                                 0/15              0/13                0/5               0/4        0/4        0/2

HBV DNA

原位杂交        10/15 0/15    0/15                            0/15                                 0/15              0/13                0/5               0/4        0/4        0/2

表3  HBV 乙肝非活跃复制肝移植受体在拉咪呋啶预防下血清及肝组织中乙肝标志物的动态变化（7例，wk）

HBV标志物             术前    术毕        1wk          2 wk 4 wk    8 wk        12 wk 24 wk      48 wk             96 wk      144 wk

血清标志物

HBsAg                           5/7          0/7                0/7     0/7           0/7   0/7        1/6               0/4         0/1

HbeAg            0/7          0/7                0/7             0/7           0/7   0/7        0/6               0/4         0/1

Anti-HBs            0/7          0/7                4/7     4/7           3/7   4/7        1/6               2/4         1/1

Anti-HBc            7/7          4/7                6/7     6/7           5/7   5/7        2/6               0/4         0/1

Anti-HBe            2/7          6/7                2/7     2/7           2/7   2/7        2/6               0/4         0/1

HBV DNA

By PCR                        阴性        阴性            阴性 阴性        阴性 阴性      阴性             阴性       阴性

血胆红素水平 轻度升高        阴性        近正常 正常        正常 正常      正常             正常       正常

谷丙转氨酶 轻度升高        升高        近正常 正常        正常 正常      正常             正常       正常

肝组织HBV标志物

HBsAg                           7/7   0/7       0/7                0/7     0/7           0/7  2/7         2/7               0/4         0/1

HBcAg                           7/7   0/7       0/7                0/7     0/7           0/7  2/7         1/7               0/4         0/1

HBV DNA原                  0/7             阴性    阴性                            阴性         阴性        阴性 阴性      阴性            阴性      阴性

位杂交         阴性

表 4  乙肝非活跃复制受体未用拉咪呋啶预防其血清及肝组织中乙肝标志物的动态变化（3例，wk）

HBV标志物            术前   术毕        1  wk        2 wk            4 wk    8 wk         12 wk           24 wk            48 wk           96 wk      144 wk

血清标志物

HBsAg                           3/3           0/3 0/3     0/3           0/3   3/3         3/3               1/2         0/1

HBeAg                           0/3           0/3 0/3     0/3           0/3   0/3         1/3               0/2         0/1

Anti-HBs            0/3           3/3 3/3     3/3           0/3   0/3         0/3               0/2         0/1

Anti-HBc            3/3           3/3 3/3     3/3           3/3   3/3         3/3               2/2         1/1

Anti-HBE            2/3           3/3 3/3     3/3           3/3   3/3         3/3               2/2         1/1

HBVDNA by PCR        阴性        阴性           阴性 阴性        阴性 阴性     5.6×108      阴性      阴性

Bilirubin轻度升高                       升高           升高 升高        升高          近正常       升高            正常      正常

ALT 轻度升高                       升高           升高 升高        升高 正常    轻度升高    轻度升高      轻度升高

肝组织中标志物

HBsAg                           3/3 0/3      0/3                0/3                          1/3   3/3         2/3               1/2         0/1

HBcAg                           3/3 0/3      0/3                0/3                          0/3   3/3         3/3               1/2         0/1

HBVDNA原位杂交    阴性 阴性   阴性             阴性                       阴性              阴性       阳性            阴性      阴性
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3   讨论

Samuel报告乙肝病毒活跃复制肝移植受体乙型肝炎复发
率高达90-100 %[1],乙肝高价免疫球蛋白曾被用于预防乙
肝相关性肝病肝移植术后HB的复发，虽然可使乙肝复
发率降低至36 %，但对HBVDNA阳性的受体预防效果
并不令人满意[1，9].因而乙肝病毒活跃复制状态被列为肝
移植的绝对反指征.Gre i l l i e r 于 1996 年报告 10 例
HBVDNA阳性受体肝移植术后用拉咪呋啶预防乙肝复
发.随访 18-90 wk，9例在 24 wk 时HBsAg 阴转，1例
HBVDNA持续阳性，72 wk时复发HB（复发率10 %）.
自此始拉咪呋啶被广泛用于乙肝相关性肝病肝移植后移
植物再感染及HB复发的预防，乙肝相关性肝病又被重
新列为肝移植的适应证[13-18],在我国及亚洲地区由于是乙
肝高发区尤显意义重大[19].
         本研究显示15例HBVDNA阳性肝移植候选者术前
2 wk始服用拉咪呋啶，能使12例(80 %)受体术前血清
HBVDNA降至测不出的水平,少于7 d者血清中HBVDNA
极难阴转，此结果似较非肝移植活跃复制者服用拉咪呋
啶的效果为优[20] .其原因可能为术前使用拉咪呋啶降低了
肝移植时受体血循环中的HBV病毒颗粒含量,有人认为
可减少达97 %[20],进而减少了乙肝病毒颗粒再侵入新肝
的危险性.乙肝病毒活跃复制受体术前尽可能服用2 wk
拉咪呋啶以预防术后乙肝复发的建议亦为我们的结果所
证实[2].本组正规服用拉咪呋啶预防方案的HBVDNA阳
性受体其血清标志物变化显著,术后血清中 HBsAg ,
HBeAg完全消失,1 wk内即可出现相应的抗体（HBsAb 9/15,
HBeAb 11/15,HBcAb 13/15),持续时间约24 wk,HBcAb持
续时间稍长.3种抗体中以HBsAb抗体出现意义较大,出
现率为60 %以上.我们另题研究表明可能系术中术后输
入血液及血液制品被动带入的HBsAb所致[21],术后 1 wk
其血清浓度平均可高达160 IU/L以上,已达保护水平[1，13],以
后逐渐减低,虽维持时间有限,但临床意义积极.超过86 %
的受体定期的血清学、肝穿免疫组化及HBVDNA原位
杂交无乙肝标志物的出现，说明植入物及受体得到了有
效的保护.极少受体及植入物肝穿免疫组化显示微量的
HBsAg与HBcAg 的存在，但呈一过性，如排除实验误
差，说明受体此时可能存在自动清除机制.综上述，我们
推断有4种可能的保护性机制构成了对本研究的受体及
移植物的保护:(1)术前 2 wk 口服拉咪呋啶已使血清中
HBVDNA颗粒数大为减少，且其复制亦受到了抑制;(2)
随着病肝的切除,乙肝病毒的发源地亦得以清除,减少了
HBV来源；(3)由于术中大量输血输液亦使血循环中病毒
浓度得以降低甚至洗脱；(4)超过 60 %的个体被动无意
识的接受了献血员乙肝表面抗体的输入，对中和病毒意
义较大.我们把此期暂称为在拉咪呋啶（某种程度的
HBIG联合预防）预防下肝移植术后移植物对HBV再感
染的安全期.本研究拉咪呋啶预防处理组在6 mo内无1例
HB复发且有超过59 %的病例HBV达临床清除即证明
了这一结论.而处理组术后超过2 a的乙肝再感染则涉及

复杂的复发机制[1].而继往的资料显示[1，9]乙肝复发常在
6 mo之内.术后 12-44 wk期间(平均24 wk时)本组 15例
HBVDNA 阳性受体中 10 例（66.7 %）血清及肝穿组
织中乙肝标志物完全阴转(10/15),已达到了临床清除的目
的，但临床清除并不意味着HBV在体内的彻底清除，由
于HB复发机制还不清楚且本组观察时间平均约1 a，故
尚需进一步的观察.本组中我们也发现了2例使用拉咪呋
啶已达 2 a 的移植物HBV再感染(9.1 %,2/22)受体,我们
的资料说明其1例早期应为拉咪呋啶与HBIG的联合作
用，但仍有复发，说明远期病毒变异危险确实存在.因而
在临床清除病例中，如何激活受体对HBV疫苗产生主
动免疫反应而具备终生对乙肝病毒入侵的保护应是一个
努力的方向[12].在术后2 wk前后,无论用否拉咪呋啶,受体
血清总胆红素及转氨酶都将呈轻、中度甚至重度升高,
此种升高与使用拉咪呋啶预防乙肝复发无关，其升高常
在术后4-8 wk 逐渐恢复正常.其发生与多种因素有关，
我们另有专题讨论[22].
         Todo报告乙肝相关性肝病肝移植后1 a复发率高达
70-80 %，2 a 实际生存率54 %[1].非活跃复制乙肝相关
性肝脏疾病受体（HBsAg+），HBVDBA（-）在免疫抑制
状态下乙肝病毒亦可被激活，亦被建议使用拉咪呋啶预
防[14]，如本研究对照组3例未及时服用拉咪呋啶的非乙
肝病毒活跃复制受体分别于术后 8，10，12 mo移植物
再感染及乙肝复发，血清HBVDNA 呈阳性，血清中
HBsAg，HBeAg呈阳性，肝穿组织HBsAg，HBcAg呈阳
性为其特征.而使用拉咪呋啶预防的7例无1例移植物再
感染及HB复发，且有 3例HBV标志物达临床清除，随
访1 a以上无1例移植物HBV再感染及HB复发，说明
用拉咪呋啶预防乙肝病毒非活跃复制受体术后移植物
HBV再感染及HB的复发亦是合理的和必须的.本研究拉
咪呋啶预防组患者共22例,平均随访1 a无乙型肝炎复发,
发生移植物HBV再感染或乙肝复发仅2例（2/22，9.1 %）,
活跃复制组受体拉咪呋啶预防失败及移植物HBV再感染
率为13.3 %（2/15）,HB复发率为6.7 %(1/15),较 Lai et al [20]

报告的 14 % 为低.1-2 a 生存率达87 %以上,而对照组
HBV移植物再感染率,HB复发率均为100 %,死亡率> 33 %
(1/3),上述实验说明拉咪呋啶预防肝移植术后近期HBV
移植物再感染及HB复发的疗效是令人满意的.而同时出
现又与香港资料[19]相一致的表面抗体的临床意义尚在进
一步的评价之中[7].
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Abstract
AIM:To investigate the anti-HBV effect of targeted lamivudy
palmitate solid lipid Nano-particles (LAP-SLN).

METHODS: The nano-particles modified by galactosides
(LAP-GSLN) were prepared and delivered into 2.2.15 cells.
HBsAg, HBeAg and HBVDNA of 2.2.15 cells were detected
by ELISA and hepatitis B virus fluorescence polymerase chain
reaction (PCR). The cytotoxicity of targeted LAP-GSLN on 2.2.15
cells were observed. Fifteen male mice (2 months old ) were
randomly divided into 3 groups: LAP-SLN group, LAP-GSLN
group and LA group.Levels of lamivudine in serum, liver,
kidney, lung and spleen tissue were detected by reversed-
phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC).

RESULTS:LAP-GSLN could be targeted to the liver.Liver LAP-
GSLN content in LAP-GSLN group was 3.3 times of that in
the LA group. HBV DNA was inhibited on the 4th day. HBV
DNA in LAP-GSLN group and LA group with concentration
of lamivudine at 10 mg/L was less than 1.11×107 /L and
5.06×109/L , respectively. Inhibition of HBsAg and HBeAg
showed on the 6th day, the inhibition rate of LAP-GSLN on
HBsAg and HBeAg with concentration of lamivudine at
0.01 mg/L was 52.9 %, 53.9 %, respectively; while the
inhibition rate of LA on HBsAg and HBeAg was 32.2 %, 31.1 %,
respectively. When the concentration of lamivudine was

10 mg/L, the inhibition rate  of LAP-GSLN on HBsAg and
HBeAg was 67.2 %, 69.0 %, respectively; while the inhibition
rate of LA on HBsAg and HBeAg was 45.1 %, 41.0 %,
respectively. No cytotoxic effect on 2.2.15 cells was found.

CONCLUSION:LAP-GSLN can target liver effectively in vivo
and inhibit HBV expression and DNA replication.

Wang JP,Bai XF, Zhang SQ, Li JG, Zhang Y, Zhang Y, Xue KC,Gu Y,
Wang PZ,Luo KX.Anti-HBV effect of targeted lamivudy palmitate solid lipid
nano-particles.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(2):191-194

摘要
目的:探讨肝靶向十六酸拉咪呋啶酯固体脂质纳米粒抗

HBV的作用.

方法:以半乳糖苷为载体,构建十六酸拉咪呋啶酯固体脂质

纳米粒（PLN-LAGS），将其靶向导入2.2.15细胞，共同

温育10 d 后，观察对细胞的毒性作用；同时将LAP-GSLN

尾静脉注入小鼠体内，R P - H P L C 测定拉米呋定

（lamivudine ,  LA）在血清、肝、肾、肺及脾中的分

布，用ELISA和荧光定量PCR检测多个时期培养上清中

HBsAg,HBeAg和HBV DNA.

结果:LAP-GSLN在肝脏中具有靶向性，LAP-GSLN组

肝脏的含药量为LA组的3.3倍;导向后4 d出现对HBV-DNA

的抑制,在药物浓度10.0 mg/L时 LAP-GSLN组 HBV DNA

<1.11×107拷贝/L,而单纯LA组则为5.06×10 9拷贝/L; 6 d

出现对HBsAg,HBeAg 抑制，在药物浓度0.01mg/L 时，

LAP-GSLN,LA组对HBsAg,HBeAg抑制率分别为52.9 %,

53.9 %；32.2 %,31.1 %；在药物浓度10.0 mg/L时, LAP-

GSLN,LA组对HBsAg,HBeAg抑制率分别为67.2 %,69.0 %;

45.1 %,41.0 %.未发现对2.2.15细胞的毒性作用.

结论:小剂量半乳糖介导十六酸拉米呋定脂质纳米粒能快

速有效的抑制HBV抗原表达和DNA复制.
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0   引言

近年来国内外有关使用核苷类药物治疗乙型肝炎业已
取得了初步疗效,特别是近来拉咪呋啶(lamivudine, LA)
的临床应用[1-6]，证实其对乙肝病毒有效，但疗效尚
不理想[5].主要是由于乙肝病毒核心抗原存在于肝细胞
内，核苷类药物须进入肝细胞，并经胸腺嘧啶核苷激
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酶催化三磷酸后方显效.而核苷类药物不易透过肝细
胞，且乙肝病毒感染的细胞缺少胸腺嘧啶核苷激酶，
宿主细胞磷酸化作用缓慢，达不到抑制病毒复制的有
效浓度.许多研究表明[13,14]，靶向给药不仅可使给药量
约80 %的药物浓集于肝脏，而且可迅速进入肝细胞，
为了提高拉米夫啶的疗效，我们研制半乳糖苷介导
的十六酸拉咪呋啶脂质纳米粒,并证实了肝靶向性和对
乙肝病毒抗原（HBV）表达和HBV-DNA复制的抑制
作用.

1   材料和方法

1.1材料  拉咪呋啶(英国葛兰素);十六酸(分析纯、天津
市化学试剂二厂);卵磷脂(美国Sigma公司);D-半乳糖(上
海试剂二厂); (2-C2-C 2- 羟基乙基)-r- 十二烷基醚
（MOA）（江苏海安石油化工厂，经柱层析纯化）；其他
药品和试剂均为分析纯.  HepG22.2.15细胞为Hep G2肝
癌细胞转染HBV后能表达HBsAg，HBeAg，HBV DNA
及Dane颗粒等的细胞，购于北京医科大学.DMEM粉、
胎牛血清为美国Gibco,G418(Geneticin)为美国Sigma公
司.MTT为德国Boehringer 公司产品. 昆明种小鼠，体
质量19-21 g,雌雄各半(第四军医大学实验动物中心).
1.2 方法 合成十六酸拉咪呋啶酯(lamivudinyl palmitate,
LAP）:用拉咪呋啶1.29 g,十六酸1.55 g,二环已基碳二亚
胺(DCC)1.50 g,4-二甲氨基吡啶（DMAP）置于100 ml
干燥的二氯甲烷中,室温反应12 h,抽滤浓缩,硅胶柱层分
析(氯仿 40∶1)，得白色粉末.合成半乳糖苷Gal β1-
(CH2CH2O)3-C12H25(GMOA):用四乙酰溴代半乳糖2.17 g,
MOA1.25 g，AgCO3 1.05 g，置于 30 mL 氯仿中,室温
避光搅拌16 h，过滤浓缩，加入200 moL/L CH3ONa
的甲醇溶液20 mL，搅拌0.5 h.加入浓盐酸1滴.浓缩，
硅酸柱层析纯化(氯仿-甲醇30∶1)得无色膏状物1.35 g.
制备半乳糖脂质纳米粒十六酸拉咪呋啶 lamivudiny
palmitate-solid lipid nanoparticles modified by galactoside,
LAP-GSLN).LAP-SLN处方:LAP 11.3 mg,卵磷脂100 mg;
LAP-GSLN处方:LAP 11.3 mg,卵磷脂95 mg,GMOA5 mg.
精密称取处方量物质于100 mL 园底烧瓶中，加入氯
仿15 mL溶解.旋转蒸发除去氯仿，在烧瓶壁上形成一
层薄膜，加入60 g/L 甘露醇水溶液10 mL，水溶液超
声2次,1 min/ 次，无菌过滤装于安瓿中放入冰箱待用.
HepG22.2.15细胞培养按文献[7]等方法进行.在HepG22.2.15
细胞长满培养瓶后转种于24孔板，每孔1 mL，密度
1× 108 个细胞 /L，第 2 天加入不同浓度的药物，留
一不加药为对照孔，每2 d 换液 1次，仍加入原浓度
的药物,10 d终止试验.收集各孔培养上清液测定HBsAg,
HBeAg和HBV DNA.每种药物浓度均加3孔,取3孔之平
均值.
1.2.1十六酸拉咪呋啶酯固体脂质纳米粒对细胞内HBV

的抑制   ELSIA检测 HBsAg,HBeAg:按试剂盒说明书操
作，测定每孔吸光度(A)值，换算成P/N 值(X)，计算

抑制率.抑制率计算公式为抑制率=（对照组X-实验

组X)÷(对照组X-2.1)× 100 %.无效:抑制率<30 %，轻

度抑制=30-50 %，明显抑制>50 %.HBV-DNA检测:采

用Hepatitis B virus fluorescence polymerase chain reaction(PCR)

定量方法.试剂由广州中山大学达安基因诊断公司提供.

不对称引物P1 5’ATCCTGCTGCTATGCCTCATCTT

23’3 bp;P2 5’ACAGTGGGGGAAAGCCCTACGAA3’

23 bp；信号引物为：5’TGGCTAGTTTACTAGTGCCA

TTTTG3’25 bp.按操作说明常规碱基解法从血清中提取

HBV-DNA,不对称扩增，取提上清液5 µL，加不对称
扩增反应混合液 10 µL（含不对称扩增引物 P1，P2，
dNTP，Taq酶及 PCR缓冲液）,先预变性93 ℃ 120 s,然

后 93 ℃ 45 s，55 ℃ 60 s 10 个循环,再按 93 ℃ 30 s，

55 ℃ 45 s 做 30循环；使用PE 5 700 荧光DNA检测

仪（美国Perkin Elmer公司），并依据纯化HBV-DNA建

立直线回归方程，ASAP 专用软件自动分析，读出

HBV-DNA模板数.

1.2.2 细胞毒性及肝脏靶向性观察   按上述HepG22.2.15

细胞方法培养，也加入不同浓度的靶向药物，每个浓

度设3孔，设空孔对照，继续培养6 d后观察结果.取健

康昆明种♂幼鼠 15 只，体质 4 ± 1 g，随机分 3组，

分别于LAP-SLN 组，LAP-GSLN 组和 LA 组，小鼠

禁食12 h 后尾静脉给药.给药后30 min 时小鼠眼眶取

血，处死后取出肝、肾、肺、脾加二倍水制自匀浆.

取血清或匀浆0.1 mL，加入甲醇0.5 mL，离心10 min

(14 000 g),上清液 20 µL 进样，用反相高效液相色谱
(reversed-phase high performance liquid chromatography,

RP-HPLC)测定LA含量.

2   结果

2.1 LAP-SLN、LAP-GSLN和LA抑制  2.2.15细胞分泌

HBsAg和HBeAg  LAP、LAP-SLN及LAP-GSLN对2.2.15

细胞分泌HBsAg和HBeAg均有抑制作用，抑制作用的大

小随着药物作用延长而增大，LAP-SLN、LAP-GSLN组在

6 d时对HBsAg，HBeAg呈现明显抑制作用，而LA组在

8 d后，1.0mg/L以上的浓度才有明显的抑制作用表1.

2.2 LAP,LAP-SLN及LAP-GSLN对2.2.15细胞HBV-

DNA 复制的影响  LA、LAP-SLN 及 LAP-GSLN 对

HepG22.2.15细胞HBV DNA的抑制作用(图1),在HepG22.

2.15细胞培养中，LA组细胞外HBV DNA（培养上清液

中）随着培养时间的延长，HBV DNA含量缓慢的下降，

到第8 天时，HBV DNA含量降至正常.LAP-SLN组在

第6天 HBV DNA含量接近正常，LAP-GSLN组的HBV

DNA含量下降很快,在第4天 HBV DNA含量达到正常.

结果表明:LA 、LAP-SLN及LAP-GSLN 对HepG22.2.15

细胞HBV DNA有抑制作用，但LAP-SLN及LAP-GSLN

较 LA作用迅速，尤以LAP-GSLN组明显.
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表2  给药30min后 LA在血清和脏器中的含量占总药量的百分比.

药物 血清     肝脏     肾脏     肺脏     脾脏

LA 40.0     39.4     12.8     6.4     1.4

LAP-SLN 25.2     52.1     12.7     7.3     2.7

LAP-GLSN 11.4     77.4       5.2     3.6     2.4

图1  LA 、LAP-SLN及LAP-GSLN对HepG22.2.15细胞HBV DNA
的作用.

2.3 细胞毒性效应和体内分布观察  实验组与对照组比
较均未见细胞生长、形态和活细胞计数有明显改变.各
脏器含量分布及各脏器药物含量占总药量的百分比见
表2,利用SPSS软件对3次肝脏药物含量数据进行方差
分析,证明LAP-SLN和 LAP-GSLN在肝脏中都有靶向
性,且LAP-GSLN强于LAP-SLN（P <0.01）.LAP-GSLN
组肝脏的含药量为LA组的3.3倍,是LAP-SLN组的2.0
倍.LAP-SLN组肝脏的含量为LA组的1.7倍，进一步证
明LAP-SLN和LAP-GSLN在肝脏中有靶向性，且LAP-
GLSN LAP-SLN.

3   讨论

拉咪呋啶作为一种新的抗HBV药物[8-11]，其疗效已取
得到公认，且无毒性，不良反应轻微，可口服，有

望成为干扰素以外新的另一治疗选择.然而，拉咪呋啶
的作用只能阻断HBV复制过程中的中间环节,但不能清
除肝细胞内及肝外组织细胞中HBV的复制源cccDNA,
同时对整合入宿主细胞基因的HBV-DNA亦无能为力.
对肝细胞内病毒状态似无影响，停药后易复发[2，14-15].
因此寻找一条小剂量,快速持续在肝细胞内HBV-DNA
势在必然.固体脂质纳米粒(solid lipid nanoparticles, SLN)
是近年正在发展的一种新型毫微粒类给药系统[12,13,16-25],
以类脂为载体，将药物包裹于类脂核中制成酸态给药
体.进入机体后，很快被网状内皮系统吞噬而被动进入
肝脾,达到肝靶向作用.SLN主要适用于包封亲脂性药物,
LA的脂溶性,故将其酶化制成十六酸拉咪呋啶酯(LAP),
增加脂溶性.肝细胞膜上有半乳糖受体(ASGP- R)，[23]交
联物与受体结合后，通过细胞的吞噬作用进入肝细胞，
随后到达溶酶体.由于溶酶体PH较低，交联物与载体分
离,在肝细胞中发挥药效.
        HepG22.2.15细胞是转染了 HBV-DNA序列的肝癌
细胞，能长期稳定地产生HBV-DNA颗粒，其表面存在
ASGP-R[7].LA对 HepG22.2.15细胞HBV-DNA具有抑制
作用.本文以HepG22.2.15细胞为靶细胞,以半乳糖苷修
饰十六酸拉咪呋啶酯固体质纳米粒治疗手段， 将LA直
接运载至肝脏，观察肝细胞内抗乙型肝炎病毒作用.结
果观察到 LAP-GSLN 4d对HBV-DNA复制有明显抑制,
6 d对HBeAg,HBsAg有明显抑制作用,而单纯LA需8 d
后只有> 1.0 mg/L才对HBV-DNA和HBV抗原表达有明
显抑制作用.且LAP-SLN,LAP-GSLN 和单用LA无论是
对HBV的HBsAg、HBeAg和HBV-DNA的抑制还是对
HepG22.2.15细胞的存活率的影响均相似.本结果显示，
靶向的LA只需短暂作用于细胞，即可对病毒抗原分泌
和DNA复制产生有效的抑制作用.半乳糖修饰的LAP-
SLN可以迅速、完全地进入HepG22.2.15 细胞，使细

表1  LAP-SLN，LAP-GSLN和LA 对HBsAg和HBeAg抑制率(%).

         HBsAg(HBeAg)%

药名         浓度mg/L    1 d      2 d     4 d     6 d     8 d    10 d
LAP-SLN                0.01 12.2(17.4) 20.1(25.8) 29.8(30.3) 45.9(43.2) 55.1(52.1) 64.2(60.3)

0.10 20.6(21.2) 28.4(30.2) 31.9(32.5) 54.2(52.4) 59.8(50.3) 66.3(59.3)

1.00 23.4(23.6) 32.0(32.5) 39.9(40.3) 53.3(51.4) 64.9(55.2) 70.2(55.2)

             10.00 28.9(27.4) 19.9(21.1) 30.9(33.0) 60.1(51.9) 62.8(67.7) 65.5(59.0)

LAP-GSLN 0.01 15.2(17.0) 19.9(21.2) 30.9(33.0) 52.5(53.9) 62.8(67.7) 65.5(59.0)

0.10 21.9(22.3) 30.3(33.4) 37.2(38.2) 60.2(59.1) 71.4(77.5) 70.2(70.9)

1.00 28.7(29.0) 36.9(40.3) 44.7(45.3) 60.4(54.3) 71.3(69.2) 71.9(68.4)

             10.00 30.1(32.3) 35.3(41.2) 60.5(61.2) 67.2(69.0) 72.4(51.9) 74.2(67.7)

LA 0.01 10.2(15.4) 15.8(11.5) 26.2(27.3) 30.2(31.1) 45.2(44.3) 60.9(61.2)

0.10 17.2(19.3) 20.9(21.0) 33.3(35.4) 33.5(36.6) 49.8(55.5) 61.8(59.2)

1.00 20.3(21.6) 29.8(29.6) 40.1(39.2) 42.7(41.2) 56.2(40.2) 59.6(60.3)

             10.00 25.1(26.9) 27.9(30.2) 40.9(40.3) 45.1(41.0) 53.4(49.8) 60.3(64.0)

括号外为对HBsAg的抑制率,括号内为对HBeAg的抑制率.
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胞内的LA增多发挥更高的抗病毒效应.这一结果与多位
学者采用半乳糖修饰后的抗乙肝病毒药物疗效提高作用
相似[22-25].
        研究结果还表明,LAP-SLN和LAP-GSLN对小鼠肝
组织有明显的选择亲和力，这种靶向能将LA定向的转
入肝细胞，且LAP-GSLN与肝细胞膜上的ASGP-R迅
速结合，故LAP-GSLN靶向性作用强于LAP-SLN，这
对提高药物疗效，减少用量，有一定意义.
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Abstract
AIM:To study the effect of Oxymatrine on liver fibrosis in
immunogenic liver fibrosis rat model.

METHODS:Rat liver fibrosis  model was induced by human
serum albumin (HSA), 60 Wistar rats were randomly divided
into 5 groups, control group without any treatment,liver
fibrosis model group,oxymatrine preventive group,
oxymatrine therapeutic group,and cochicine therapeutic
group.The pathological changes of liver were observed by
HE and Von-Gieson staining.The expressions of mRNA and
proteins of collagen I/III in liver were determined by in situ
hybridization and immunohistochemistry.

RESULTS:The liver fibrosis degree and level of mRNA and
proteins of collagen I/III in the liver were significantly reduced in
the decreasing order in oxymatrine preventive group,
oxymatrine therapeutic group, and cochicine therapeutic group.

CONCLUSION:Oxymatrine may inhibit hepatic inflammation
and hepatic synthesis of collagen I/III,and thus prevent and
inhibit hepatic fibrosis.

Kang WZ,Xie YM,Nie QH, Zhang Y, Hao CQ, Wang JP,Chen WH.Effect of
Oxymatrine on experimental liver fibrosis.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;
11(2):195-198

摘要

目的:探讨苦参素对实验性大鼠肝纤维化的预防与治疗作用.

方法:采用人血清白蛋白免疫损伤Wistar大鼠造成肝纤维

化模型，60 只Wister 大鼠，分为 5组:造模组、秋水仙

碱治疗组、试验组 I（苦参素预防组）、试验组 II（苦

参素治疗组），另设正常对照组.动态观察大鼠肝组织病

例变化，采用HE染色观察肝组织改变及Von-Gieson胶

原纤维特殊染色观察肝纤维化程度，并采用免疫组织化

学染色及肝组织原位杂交检测I型、III 胶原含量及 I型、

III型胶原mRNA的表达.

结果:试验组肝组织结构明显好转，纤维组织增生程度明

显低于肝纤维化模型组；I型、III型胶原含量及 I型、III

型胶原的mRNA表达均低于模型组免疫诱导型肝纤维化

大鼠，其效果为试验组 I（苦参素预防组）效果最好，

试验组 II（苦参素治疗组）次之，秋水仙碱治疗组再

次之，三组均优于造模组.

结论:苦参素可减轻肝脏炎症活动、抑制肝内胶原合成，

对实验性大鼠肝纤维化具有防治作用.

康文臻,谢玉梅,聂青和,张岩,郝春秋,王久平,陈伟红. 苦参素对实验性大鼠肝

纤维化防治作用的研究. 世界华人消化杂志  2003;11(2):195-198

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/195.htm

0   引言

肝纤维化是慢性肝损伤向肝硬化发展的基础,是由于肝
细胞外基质增生与降解失衡所至，其主要病理变化是
肝细胞外基质在肝脏的过渡沉积[1-4].目前，人们普遍
认为，此阶段是可逆的病理过程[5-8].目前国内外对于
肝纤维化尚无理想的治疗方法，因此，寻找有效药
物，阻断、延缓及逆转肝纤维化的发生和发展是急待
解决的问题，是治疗肝硬化的关键.曾有文献[9-12]报
道秋水仙碱具有抑制肝细胞外基质生成的作用，并曾
应用于少数病例，但由于疗效不佳，毒副作用较大，临
床应用受到限制.苦参素是从中药苦豆子和苦参根中提
取的有效成分，具有抗炎、免疫调节、稳定细胞膜及
阻断肝细胞凋亡等作用[13-17].有文献报道，苦参素临床
应用具有抗纤维化作用[18,19]，本研究应用免疫损伤性
大鼠肝纤维化模型，初步探讨了苦参素抗肝纤维化的
作用机制, 以期为其临床应用提供可靠的理论依据.

1   材料和方法

1.1 大鼠肝纤维化模型的制备  Wister 大鼠♀，体重
140 ± 20 g，60 只，清洁级（购自第四军医大学实
验动物中心）.取 54只Wister 大鼠参照文献[20,21]应用
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人血白蛋白免疫攻击方法制备免疫性肝纤维化大鼠模
型(人血白蛋白，选自兰州生物制品研究所，不完全福
氏佐剂系sigma公司产品）.抗大鼠 IgG单克隆抗体购自
法国Coulter 公司.另 6只Wister 大鼠设为正常对照组.
1.2 动物分组  试验组 I(10 只):尾静脉攻击同时，开始
予苦参素（氧化苦参碱，博尔泰力注射液，由宁夏绿谷
药业公司生产）50 mg/kg腹腔内注射1次/d,维持3 mo，
造膜结束后存活8只；44只实验攻击动物存活29只，
按随机分组法随机分为 4 组：模型组（9 只）:尾静脉
攻击结束后不予任何其他干扰因素;治疗组（10只）:尾
静脉攻击结束后予秋水仙碱（系昆明制药股份有限公
司生产）0.28 mg/kg 灌胃治疗，6次 /wk，维持3 mo；
试验组 II（10 只）：尾静脉攻击结束后，予苦参素
50 mg/kg 腹腔内注射1次 /d，维持 3 mo；正常对照组
（6 只）：等量无菌生理盐水腹腔内注射,1 次 /d，维
持 3 mo.所有动物均于给药 3 mo 后处死，打开腹腔，
取肝脏方叶小块组织置10 % 中性甲醛固定，留作病
理检查.
1.3 检测指标

1.3.1 病理学观察  常规HE 染色观察肝组织学改变；
Von Gieson胶原纤维特殊颜色.
1.3.2 Ⅰ型、Ⅲ型胶原的免疫组化染色 Ⅰ型、Ⅲ型胶
原免疫组化试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，
兔抗Ⅰ型、Ⅲ型胶原单克隆抗体试剂编号分别为BA0325
和BA0326.具体方法按试剂盒说明书常规进行操作.
1.3.3 肝组织原位杂交 Ⅰ型、Ⅲ型前胶原mRNA表达
检测采用地高辛标记探针原位杂交法.Ⅰ型、Ⅲ前胶原
原位杂交试剂盒均购自武汉博士德生物工程有限公司，
试剂编号分别为MK1171和MK1549.按试剂盒说明书常
规进行操作.
1.3.4 图像分析与数据处理   免疫组化及杂交结果经计
算机图像灰度扫描数字转换后，进行统计数字处理，各
组间行 t检验，以P值<0.05 判断有显著性差异.

2   结果

2.1 肝脏病理变化肉眼观察  正常大鼠肝脏颜色鲜红，
表面光滑，质脆柔软.造模组大鼠肝脏体积缩小， 质
地较韧，边缘较钝，颜色呈暗红色，表面粗糙.肝组织
汇管区中可见纤维组织增生，同时，纤维组织于中央
静脉周围增生并向肝小叶内延伸，但纤维间隔较纤细，
汇管区及中央静脉周围可见炎细胞浸润，沿界板及其
他部位有肝细胞浓染、溶解及小双核细胞.造模组V-G
染色胶原纤维沿汇管区及中央静脉周围向肝小叶内延
伸，交联成网状结构(图 1).试验组 I、试验组II与治疗
组大鼠肝脏在色泽、质地、大小及表面光滑度方面较
造模组均有明显改善.光镜检查可见肝脏组织内炎性细
胞浸润、肝细胞坏死和纤维组织增生等方面均较造模
组大鼠为轻，纤维隔较薄.
2.2 Ⅰ型、Ⅲ型胶原肝组织免疫组化  免疫组化检测的

阳性信号呈现为棕黄色颗粒状，正常肝脏 I型胶原阳
性染色只见于汇管区和中央静脉管壁，III型胶原主要
存在于大血管周围；造模组肝脏中Ⅰ型、Ⅲ型胶原广
泛存在于纤维间隔及肝细胞内；试验组I、试验组II与
治疗组大鼠肝脏中Ⅰ型、Ⅲ型胶原明显减少，纤维间
隔较薄.将胶原免疫组化结果进行图像分析，表明试验
组 I、试验组 II 与治疗组肝脏中Ⅰ型、Ⅲ型胶原较造
模组明显减少.杂交结果经计算机图像灰度扫描数字转
换值见表1.
2.3 肝组织原位杂交  原位杂交检测的阳性信号呈现为
棕黄色颗粒状，分布在肝细胞质内，呈散在或弥漫性
分布，未见细胞核着色(图 2) .将Ⅰ型、Ⅲ型前胶原
mRNA表达结果进行图像分析，表明试验组 I、试验
组 II与治疗组肝脏Ⅰ型、Ⅲ型前胶原mRNA表达较造
模组明显减少.结果经计算机图像灰度扫描数字转换值
见表2.

图1  造模组大鼠肝组织V-G 染色（×400）

图2  试验组大鼠肝组织中Ⅰ型前胶原mRNA原位杂交结果（×400）

表1  各组大鼠肝脏组织Ⅰ、Ⅲ型胶原免疫组化结果(灰度扫描数字转换值)

分组  n     I 型胶原   III 型胶原

造模组   9 476.11±160.32 676.67±182.81

试验组 I   8 162.88±40.63bc 380.88±77.38bd

试验组 II 10   226.1±77.7b   518.2±89.6a

治疗组 10      319±148.6a   579.1±136.88

对照组   6        68±10.57   99.67±23.67

aP <0.05vs造模组比较;bP <0.01vs造模组比较;

cP <0.05 vs 治疗组比较;dP <0.05 vs 治疗组比较.
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表2  各组大鼠肝脏组织Ⅰ、Ⅲ型前胶原mRNA表达量(灰度扫描数字转换值)

分组  n I型前胶原mRNA III型前胶原mRNA

造模组   9       1 258.11±229.23               1 587.44±280.62

试验组 I   8          798.25±129.81b   867.38±134.31bc

试验组 II 10  947.1±250.12a   1143.6±238.32b

治疗组 10  959.2±244.64a  1 258.3±344.5a

对照组   6         228.17±50.56   235.83±70.89

aP <0.05vs造模组比较;bP <0.01vs造模组比较;
cP <0.05 vs 治疗组比较;dP <0.05 vs 治疗组比较.

3   讨论

多种病因所致的慢性肝损伤，由于肝细胞的变性坏
死、纤维组织增生，最终可发展成肝硬变，因此，
肝纤维化是慢性肝炎向肝硬变发展的必经阶段.肝纤维
化是继发于肝脏炎症或损伤后组织修复过程中的代偿
反应.目前认为，肝纤维化的发生机制主要是细胞外基
质(EMC)的过度增生并在肝内异常沉积[22-30].细胞外基质
包括胶原、糖蛋白及蛋白多糖等，其中胶原是最主要
的成分.肝纤维化的形成过程主要取决于胶原的合成、
沉积、降解和吸收的动态平衡.当胶原合成与沉积大于
降解和吸收时，肝内胶原纤维增加，逐渐形成肝纤维
化.胶原在正常肝组织中只占蛋白成分的5-10 %，但
在肝硬化组织中可增高到50 %以上，而 I型胶原可占
硬化肝脏胶原总量的60-70 %，III型胶原可占硬化肝
脏胶原总量的20-30 %[31-33]，因而 I型、III 型胶原可
作为反应胶原代谢的重要参数[34-38]，观察 I型、III 型
胶原合成的多少,可以判断抗纤维化药物的疗效[39,40].原
位杂交是一项分子病理学技术，主要检测的是正在表
达的基因[45,46 ]，定位性强，敏感性高，有利于对肝
纤维化发病机制的研究；地高辛是近年应用较广的非
同位素标记物，其敏感性高，具有特异性好，储存稳定
等特点，同时避免了同位素的污染，易被人们接受使
用[47-49].在肝纤维化的形成过程中，前胶原mRNA的增
高先于或同步于胶原的增加，前胶原的转录过程是胶
原合成的限速步骤.与组织学检测相比，前胶原mRNA
的测定能更好地反映当时肝脏胶原合成的状况，并可
提示肝纤维化的发展趋势[41-44].
        目前,人们普遍认为,肝纤维化是可逆的病理过程[5-8].
因此,寻找有效药物，阻断延缓及逆转肝纤维化的发生
和发展是急待解决的问题.抗肝纤维化的治疗，国内外
虽陆续有过一些报道，但因种种原因尚未找到十分理
想的药物，众多学者仍在进行有益的探索.近些年来，
国内学者报道以中药为主或中西药物联合应用治疗肝
纤维化,动物实验和临床应用均显示出较好的苗头[47-55].
苦参素(oxymatrine)又名氧化苦参碱,系由中药苦豆子中
提取的生物碱类,大量研究表明,苦参素有抗HBV作用,
能阻断肝细胞凋亡、稳定细胞膜、消除自由基、保
护肝细胞,调节免疫功能及防治肝纤维化等作用[13-19].

        本实验采用人血白蛋白注射所致免疫诱导性大鼠
肝纤维化模型，用苦参素治疗大鼠肝纤维化.应用苦参
素预防和治疗的大鼠，其肝表面色泽、质地较肝纤维
化模型组明显改善，Ⅰ型、Ⅲ型前胶原mRNA均较造
模组明显降低，治疗效果依次为：试验组 I> 试验组
II>治疗组>模型组.Ⅰ型、Ⅲ型胶原的免疫组化也显示
同样的结果.表明苦参素能有效地抑制大鼠肝内Ⅰ型、
Ⅲ型胶原的累积；降低肝纤维化大鼠肝内Ⅰ型、Ⅲ
型前胶原mRAN的表达，因而推测苦参素可能通过抑
制肝脏胶原合成而实现抗纤维化作用，也可通过抗炎、
抗病毒、抑制免疫等环节起到抗肝纤维化作用.而其抑
制成纤维细胞的增生及原胶原mRNA的表达可能是其
抗肝纤维化的主要环节.另外，鉴于苦参素无明显毒副
作用，有望成为很有前途的抗肝纤维化药物，其临床
疗效还有待进一步深入研究.
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Abstract
AIM:To explore the effect of Chinese herb Shuangjiawuling
in preventing hepatic fibrosis in rat with liver fibrosis.

METHODS:Rat immunogenic liver fibrosis model was induced
by administration human serum albumin (HSA 200 g/L)
intravenously, 80 rats were  randomly divided into 5 groups.
Shuangjiawuling was taken orally simultaneously with (group A),
immediately after (group B), or 3 months after ( group C)
administration of HAS intravenously. Colchine tablets were
taken orally with the administration of HAS (group D),normal rats
were used as control ( Group E ). The pathological changes
of liver tissue were observed by HE and Von-Gieson staining.
The hepatic mRNA and protein  of TIMP-1 and TIMP-2 were
analyzed by in site hybridization and immunohistochemistry.

RESULTS:Hepatic fibrosis developed gradually and became
obviously on the third month after administration of HAS.
And strong expressions of TIMP-1 and TIMP-2 were observed,
however,its expression and hepatic fibrosis were reduced
dramatically following administration of Shuangjiawuling and
colchine tablets.The effect of Shuangjiawuling  in preventing fi-
brosis was superior to that of colchine tablets (P <0.05),
and its effect  in group A, B, and C decreased in order.

CONCLUSION:Chinese herb Shuangjiawuling can inhibit the
development of hepatic fibrosis and the expression of TIMPs,
and promoted the effect of the degradation of the extracellular
matrix.

Xie YM, Nie QH, Zhou YX, Huang CX, Kang WZ ,Zhang Y, Hao CQ, Wang
JP, Zhu XH.Effect of Chinese herb Shuangjiawuling on expression of TIMPs
in rat with liver fibrosis.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11(2):199-203

摘要
目的:研究在活血化淤基础上辅以软坚散节自制的双甲五

灵冲剂对大鼠肝纤维化模型抗纤维化的治疗机制.

方法:采用免疫诱导型肝纤维化大鼠模型，80只Wister大

鼠,分为5组, A预防组 造模同时开始喂食双甲五灵冲剂；

B治疗组1 在造模结束的同时开始喂食双甲五灵冲剂；C

治疗组2  在造模结束3 mo后开始喂食双甲五灵冲剂；D

秋水仙碱组 在造模结束的同时开始喂食秋水仙碱；另设

正常对照组10只.采用HE染色观察肝组织改变及Von-

Gieson胶原纤维特殊染色以观察肝纤维化程度，并采用

肝组织原位杂交及免疫组织化学染色观察大鼠肝脏组织中

TIMP-1和TIMP-2 mRNA及蛋白的表达强度.

结果:免疫诱导型肝纤维化大鼠，在造模结束后肝组织学

改变呈进行性加重,以造膜结束后3 mo为著,其TIMP-1和

TIMP-2 mRNA及蛋白呈强阳性表达，而经双甲五灵冲

剂治疗后的大鼠与模型组大鼠相比，肝组织结构明显好

转，纤维组织明显减少，TIMP-1和 TIMP-2 mRNA及

蛋白表达明显降低(P <0.05)，并且其效果为:预防组效果

最好，治疗1组较治疗2组效果好，即造模同时开始喂食

双甲五灵冲剂最好，造模结束同时用药好于造模结束3 mo

后用药，三组均明显优于秋水仙碱组.

结论:中药双甲五灵冲剂治疗肝纤维化的机制可能通过抑

制TIMP-1 和 TIMP-2 mRNA 及蛋白的表达而降低对

MMPs的抑制，从而有利于MMPs对细胞外基质的降解.

谢玉梅,聂青和,周永兴,黄长形,康文臻,张岩,郝春秋,王九平,朱晓慧. 中药双甲

五灵冲剂对免疫性肝纤维化大鼠肝组织中TIMPs蛋白及基因表达的影响. 世

界华人消化杂志 2003;11(2):199-203
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0   引言

病毒性肝炎在我国是常见病,多发病,严重影响患者及家
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属的生活质量.在肝炎抗病毒治疗尚未取得突破性进展
的今天,防治肝纤维化的发生可以说是治疗慢性肝病的
重大决策.肝纤维化是各种慢性肝病发展为肝硬变的必
经阶段和共同病理途径,现已知肝纤维化是一个可逆性
病变，而肝硬化则是一不可逆性病变[1,2].近 10 a来，肝
纤维化发生机制的研究已取得了长足发展，许多方面
的研究结果得以共识.肝纤维化的形成主要由于肝星状
细胞（HSC）激活，细胞外基质（extracellular matrix
ECM）生成过多，降解相对不足，在肝内大量沉积
所致[3-5].影响细胞外基质降解的主要酶是基质金属蛋白
酶（mastrix metalloproteinases MMPs）及基质金属蛋
白酶组织抑制因子（tissue inhibitor of metalloproteinasas
TIMP），MMP 是一组能降解 ECM 的重要蛋白分解
酶，而TIMP 是一组具有抑制MMP功能的活性多肽，
通过对MMP的抑制从而阻止ECM的降解[6-10] .
        国内外许多学者都在积极探索肝纤维化治疗的有
效方法.但至今为止，尚无治疗肝纤维化高效、低
毒、价廉而理想的药物.有报道秋水仙碱、D- 青霉
胺、马洛替酯等药物具有抗肝纤维化的作用，其中秋
水仙碱曾一度被认为具有抑制基质生成的作用，并曾
应用于一些病例，但由于疗效不佳，毒副作用较大，临
床应用受到极大的限制.近年研究发现活血化瘀中药在
抗纤维化治疗中较有应用前途[11-19].我们通过对纯中药
制剂“双甲五灵冲剂”对免疫损伤性肝纤维化大鼠的
治疗，同时选用秋水仙碱作为对照，应用常规病理学
及免疫、分子病理学检测技术，以探讨中药治疗肝纤
维化的作用机制，为临床应用提供可靠的理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料Wister 大鼠♀，80只，体质量120-150 g（购
自第四军医大学实验动物中心）.人血白蛋白，购自卫
生部兰州生物制品研究所；不完全福氏佐剂（Sigma产
品） ;中药制剂双甲五灵冲剂系第四军医大学唐都医院
感染科研制，中药制剂科生产(重要方剂由五味子、灵
芝、柴胡、丹参、桃仁、黄芪、鳖甲等中药组成);市售
秋水仙碱系昆明制药股份有限公司生产.链霉素抗生物
素蛋白-过氧化酶免疫染色超敏试剂盒(SP-Kit)购自福
州迈新生物技术开发公司,产品编号Kit-9710,按试剂盒
说明书常规进行免疫组织化学操作;鼠抗 TIMP-1 和
TIMP-2单克隆抗体购自美国Maxim生物技术公司，产
品编号分别为MAB-0 282、MAB-0 283 .TIMP-1 和
TIMP-2原位杂交试剂盒均购自武汉博士德生物工程有
限公司,试剂编号为MK 1 549.
1.2 免疫性肝纤维化模型制备  参照王宝恩et al 应用的
人血白蛋白免疫攻击方法制备并加以改良，抗大鼠IgG
单克隆抗体购自法国Coulter 公司.具体操作方法：将
人血白蛋白用生理盐水稀释，与等量的不完全福氏佐
剂乳化，每只大鼠皮下多点注射，每次注射 0.5 mL
（内含人血白蛋白 4 mg）,共 4 次，前 2 次间隔 14 d，

第3,4次间隔10 d.末次免疫后10 d取血测抗体，取抗
体阳性大鼠作实验,尾静脉攻击注射白蛋白,2 次 /wk，
第 1周２.5 mg ／只，以后每次攻击增加0.5 mg/ 只直
至4.5 mg/只.维持此剂量2-2.5 mo.
1.３方法  A 组 10只为预防组 造模同时开始喂食双甲
五灵冲剂，共3 mo，造膜结束后存活 8只；60 只造
模组共存活43 只，随机分为 4组，B组 10 只为治疗
组1 在造模结束的同时开始喂食双甲五灵冲剂，共3
mo；C组10只为治疗组2  在造模结束3 mo 后开始喂
食双甲五灵冲剂，共3 mo；D组10只为秋水仙碱组 在
造模结束的同时开始喂食秋水仙碱，共3 mo；E组模
型组13 只，以观察肝纤维化自然恢复情况，另设 10
只为正常对照组.常规 HE 染色观察肝组织学改变；
Von Gieson胶原纤维特殊颜色.
1.3.1免疫组织化学染色  石蜡包埋4 µm连续切片,采用
SP 法作免疫组织化学染色.主要步骤；脱腊至水；抗
原修复；加10 %正常血清封闭20 min；加TIMP-1或
TIMP-2 McAb (一抗)或Ⅰ Ⅲ型胶原单克隆抗体4 ℃过
夜；加生物素二抗37 ℃，恒温 30-40 min；加亲和
素-过氧化酶溶液37 ℃,20 min；加DAB显色10 min；
苏木素复染，酒精脱水,二甲苯透明,树胶封片,镜检,并
照像记录.免疫组织化学法对照实验：为保证实验结果
的可靠性，特别是免疫组织化学的特异性，本实验采
用省略一抗和二抗，分别用兔血清和磷酸盐缓冲液代
替一抗；另设10例正常肝组织做对照.
1.3.2肝组织原位杂交  按试剂盒说明书常规进行操作，
基本步骤为石蜡包埋 4 µm连续切片，80 ℃烤片后，
二甲苯脱蜡，酒精逐级水化,加蛋白酶K消化30 min，
酒精逐级脱水固定，37-40 ℃水浴箱内预杂交2 h，将
TIMP-1和 TIMP-2 cDNA探针 95 ℃ 10 min变性后迅
速放入-20 ℃的冰箱内10 min，滴加在经过预杂交处
理的肝组织切片上，置 37 ℃水浴箱内过夜，依次
用2×SSC，1× SSC，0.2× SSC等洗片,滴加Buff Ⅰ
缓冲液，滴加封闭液，室温 20 min，滴加兔抗地高
辛，37 ℃、60 min，滴加生物素化羊抗兔，37 ℃，
30 min，滴加 SABC，37 ℃，30 min，DAB 显色，
苏木素复染，酒精脱水，二甲苯透明，封片，镜检.原
位杂交特异性确证实验：空白对照以预杂交液替代
TIMP-1和TIMP-2cDNA探针对阳性肝组织切片进行原
位杂交.阴性对照用TIMP-1和TIMP-2 cDNA探针对10
例正常肝组织进行原位杂交试验.
1.3.3免疫组织化学法和原位杂交法半定量判断指标  未
见阳性细胞(-);阳性细胞占肝小叶全部肝细胞的1/3以
下(+);1/3-2/3为(++);2/3以上为(+++).

2   结果

2.1 病理学结果  免疫反应休克致死的大鼠肝细胞呈明
显空泡样变，肝细胞变性、坏死明显，造膜结束后
大鼠的肝组织汇管区中可见纤维组织增生且向肝小叶
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内延伸,同时,纤维组织于中央静脉周围增生并与汇管区
纤维相连包绕形成假小叶,但纤维间隔较纤细,汇管区及
中央静脉周围可见炎细胞浸润，沿界板及其他部位有
肝细胞浓染、溶解及小双核细胞(图1).V-G染色 免疫反
应致大鼠肝纤维化模型胶原纤维沿汇管区及中央静脉
周围向肝小叶内延伸交联成网状结构(图 2).

图1  肝纤维化大鼠模型HE染色结果(×200).

图 2  肝纤维化大鼠模型V-G染色结果(×200).

表1  大鼠肝组织中TIMP-1和TIMP-2的免疫组化染色.

    TIMP-1     TIMP2

分组  n 阴性    阳性 阴性    阳性

预防组   8 5 3 5 5

治疗组1 10 1 9 2 8

治疗组2 10 3 7 2 8

秋水仙碱 10 0           10 0           10

观察组 13 0           13 0           13

表2  大鼠肝组织中TIMP-1和TIMP-2mRNA表达.

    TIMP-1                      TIMP2

分组  n         -     +     ++    +++     -     +    ++    +++

预防组a   8         1      5      2       0              3     4     1        0

治疗组1a 10         1      3      6       0              2     3     5        0

治疗组2a 10         1      2      7       0              2     4     4        0

秋水仙碱b 10         0      1      4       5              0     2     4        4

观察组 13         0      0      5       8              0     0     6        7

各组分别 vs 观察组对比aP <0.05,bP >0.05.

2.２肝组织原位杂交  原位杂交检测的阳性信号呈现为
棕黄色颗粒状,分布在肝细胞质内，未见细胞核着色,
呈散在或弥漫性分布(图 3).8只预防组经治疗3 mo后，
TIMP-1 mRNA的表达强度：弱阳性5/8，中等阳性2/
8，阴性1/8，TIMP-2mRNA的表达强度弱阳性4/8,中
等阳性1/8,阴性 3/8；治疗组1经治疗3mo后,TIMP-1
mRNA的表达强度：弱阳性3/10,中等阳性6/10,阴性1/
10，TIMP-2mRNA的表达强度弱阳性3/10,中等阳性5/
10，阴性2/10；治疗组2经治疗3 mo后,TIMP-1 mRNA
的表达强度：弱阳性2/10 ,中等阳性7/10,阴性1/10,TIMP-
2mRNA的表达强度为弱阳性4/10,中等阳性4/10，阴性
2/10；秋水仙碱组经治疗3 mo后，TIMP-1 mRNA的表
达强度：弱阳性1/10 ，中等阳性4/10,强阳性5/10，TIMP-
2mRNA的表达强度：弱阳性2/10,中等阳性4/10，强阳
性4/10；观察组， TIMP-1 mRNA的表达强度中等阳性者
5/13 ，强阳性者8/13，TIMP-2mRNA的表达强度中等阳
性者6/13，强阳性者7/13.用预杂交液替代TIMP-1和
TIMP-2 cDNA探针杂交后，结果为阴性；10例正常肝组
织经过TIMP-1和TIMP-2 cDNA探针原位杂交后，结果
为阴性；上述结果表明，TIMP-1和TIMP-2 cDNA探针
原位杂交结果是特异性的.

图3  肝纤维化大鼠模型肝组织TIMP-1原位杂交结果(×400).

2.3 肝组织免疫组化   免疫组化检测的阳性信号呈现为
棕黄色颗粒状，分布在肝细胞质内，未见细胞核着色,
呈散在或弥漫性分布.8只预防组经治疗3 mo后,肝组织
中TIMP-1和TIMP-2蛋白表达的阳性率分别为37 .5 %
和62.5 %;治疗组1经治疗3 mo后,肝组织中TIMP-1和
TIMP-2蛋白表达的阳性率分别为90 %和80 %;治疗组
2经治疗3 mo后,肝组织中TIMP-1和TIMP-2蛋白表达
的阳性率分别为70 %和 80 %;秋水仙碱组经治疗3 mo
后，肝组织中TIMP-1和TIMP-2蛋白表达的阳性率分
别为100 %和100 %;观察组，肝组织中TIMP-1和TIMP-
2蛋白表达的阳性率分别为100 %和 100 % .省略一抗
和二抗后阳性信号消失，分别用兔血清和磷酸盐缓冲
液代替第一抗体,结果是阴性.实验证实此免疫组织化学
检测结果是特异性的
         统计学处理  采用秩和检验的Willcoxon法,各指标
之间的相关性采用两因素的相关分析，当P <0.05时认
为有统计学意义.



3   讨论

我们采用人血白蛋白注射所致免疫诱导性大鼠肝纤维化
模型，其病理学显示：肝脏纤维组织增生向肝小叶内延
伸，形成纤维间隔分隔包绕，肝纤维化程度多数在Ⅲ－
Ⅴ级.据文献报道此方法所造的免疫诱导性肝纤维化模
型持续时间长，自然恢复时间可达280 d, 我们在此基
础上加以改良，观察肝纤维化病理改变可维持363 d，
仍可见肝组织中少量结缔组织的存在，免疫诱导性肝纤
维化模型持续时间明显长于肝毒性（如CCl4所制模型）
诱导所致的肝纤维化模型[20].由于人类的慢性乙、丙型
肝炎所致的肝纤维化多为免疫性损伤，因此，此种方法
所造模型更接近于慢性病毒性肝炎所致的肝纤维化，可
以作为评估药物疗效较好的动物模型.
        肝纤维化是各种慢性肝病的共同病理基础,是肝硬
化的必经阶段. 肝纤维化是肝细胞损伤后的修复机制,是
可逆转性病变[21,22],一般认为，肝纤维化的形成过程主
要取决于胶原的合成、沉积与降解和吸收的动态平衡，
当胶原合成与沉积大于降解与吸收时则肝内胶原纤维增
加,逐渐形成肝纤维化[23-29].ECM的降解受一系列酶的催
化,即MMPs， MMPs可特异性地分解ECM, 对胶原的沉
积和组织结构的改建起着重要作用, MMP家族至今已有
20个成员被克隆和测序，而肝内发现了8种，肝纤维
化早期，MMPs 轻度增高，而肝纤维化中晚期MMPs
活性则明显降低，以致ECM合成超过降解，引起ECM
大量沉积.通过调节MMPs活性,有助于增加基质的降解,
促进肝纤维化的逆转[3]，MMP1称为间质胶原酶,主要降
解Ⅰ、Ⅲ、Ⅹ型胶原; MMP-2(即Ⅳ型胶原酶)主要降解
Ⅳ,Ⅴ,Ⅶ,Ⅹ型胶原和弹性硬蛋白、纤维连接蛋白以及变性
的Ⅰ型胶原,Ⅳ型胶原是构成基底膜的主要成分[30-34].TIMPs
目前发现有４种亚型即TIMP-1、TIMP-2、TIMP-3、
TIMP-4，而肝脏中仅有TIMP-1和 TIMP-2二种亚型的
存在，其中TIMP-1主要抑制间质胶原酶即MMP1.近年
研究表明，肝纤维化过程中间质胶原酶活性明显下
降，而TIMP-1持续超常表达则可能是间质胶原酶下降
的主要原因[35-40].
        我们观察到:免疫损伤性肝纤维化大鼠在造膜结束
后肝组织纤维化程度呈进行性加重之趋势，ＨＥ染色、
V-G胶原染色均可见纤维组织自汇管区向肝小叶内延
伸，交织成网状，TIMP-1和 TIMP-2 mRNA及蛋白呈
强阳性表达，以造膜结束后3 mo为著[20]，这可能是通
过TIMP抑制了MMP的活性从而阻止ECM降解导致大
鼠肝纤维化的一个诱因，而经双甲五灵冲剂治疗３mo
后，TIMP-1和TIMP-2 mRNA及蛋白表达与模型组相比
均明显降低，提示双甲五灵冲剂抗肝纤维化作用机制可
能是通过抑制TIMPs的表达，使其对MMP的抑制作用
减弱，有利于MMP对 ECM 的降解，从而使得肝纤维
化发生逆转，为中药在基因水平上抑制实验性肝纤维化
大鼠提供了有利的科学依据.
        祖国医学应用活血化瘀的原理治疗肝硬变取得了较

好的效果，提示某些中药具有抗纤维化作用. 许多中
药，如黄芪、丹参、冬虫夏草、桃仁等，已在实验性肝
纤维化显示具有阻抑或抗纤维化作用，临床研究证明，
长期应用活血化瘀药物，可阻抑肝纤维化发展，甚至使
已形成的早期肝硬变逆转[41]．双甲五灵冲剂是在五灵
丸活血化瘀基础上辅以软肝散结之中药而成，经我科实
验室及临床多年研究证实，五灵丸是一保肝、降酶安全
有效之良药，在此基础上配以软肝散结之中药，在促进
肝细胞恢复的同时，抗肝纤维化可能通过抑制TIMP-1
和 TIMP-2 mRNA和蛋白的表达而降低对MMP的抑制，
促进胶原降解从而有利于ECM的降解；其疗效是预防
作用最好，治疗效果是用药越早越好.
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Abstract
AIM:To investigate the expression of TIMP-1 in normal and
experimental fibrotic livers in rats.

METHODS:Hepatic fibrosis rat models were induced with
human serum albumin, and normal rats were used as control.
TIMP-1 mRNA and its related antigens in liver were examined
with immunohistochemistry and in situ hybridization.Expression
of TIMP-1 gene was detected with PCR.

RESULTS:The positive signal of TIMP-1 proteins was mainly
located in cytoplasm rather than nucleus in hepatic myofibroblasts
and fibroblasts, which dominated in portal areas and fibrous
septums fibrotic rats.Such distribution of expression of TIMP-1
detected with immunohistochemistry was consistent with
that in situ hybridization.The level of TIMP-1 expression in
fibrotic rats  was  obviously higher than that in normal ones.

CONCLUSION:TIMP-1 was expressed dominantly in fibroblast
and myofibroblast in fibrotic liver, the expression level
increased with progression of liver injury and severity of
hepatic fibrosis.

Nie QH, Xie YM,Zhou YX,Cheng YQ,Luo H,Luo XD.Expression of TIMP-1
in normal and fibrotic livers in rats.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2003;11
(2):204-208

摘要
目的:了解金属蛋白酶组织抑制因子-1(TIMP-1)在正常及

实验性肝纤维化大鼠肝组织中的定位及表达状态.

方法:用人血白蛋白免疫攻击的方法制备实验性免疫性肝

纤维化大鼠模型，以正常大鼠为对照.采用免疫组化法及

原位杂交技术分别检测肝脏中TIMP-1 mRNA和相关抗原

表达，同时用PCR技术检测肝脏中TIMP-1基因水平.

结果:实验组肝脏中TIMP-1相关抗原表达在肌成纤维细

胞、成纤维细胞，以汇管区及纤维间隔中最明显，阳

性信号位于细胞胞质中，未见细胞核表达.原位杂交检测

结果也展示了上述相同的分布和定位.正常大鼠肝组织中

可见TIMP-1基因表达，但表达水平极低.实验组肝组织

中TIMP-1呈高水平表达.

结论:在肝纤维化中,成纤维细胞及肌成纤维细胞是TIMP

表达的主要细胞.随着病损肝脏中肝纤维化程度的加重，

TIMP-1基因表达水平随之增高.

聂青和,谢玉梅,周永兴,程勇前,罗红,罗新栋.正常及实验性肝纤维化大鼠肝脏
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0   引言

肝硬化是严重危害人类健康的常见病之一,其病理学基
础是肝纤维化,后者是各种损肝因素（如病毒性肝炎等）
所致慢性肝病发展为肝硬化的必经病理过程[1-5].肝纤维
化的主要病理变化就是肝细胞外基质（ECM）在肝脏中
过多沉积[6-10].目前研究表明，肝脏ECM的代谢主要由
基质金属蛋白酶（MMPs）所调节，MMPs促进ECM的
降解,而TIMPs通过抑制MMPs阻止ECM的降解,从而形
成和促进肝纤维化[11-13].但在正常和纤维化肝脏中由哪些
细胞表达和合成TIMP-1目前的认识还不尽一致.为此，
我们应用TIMP-1单克隆抗体（McAb）为试剂，采用免
疫组织化学法，同时应用TIMP-1 cDNA探针为试剂采
用检测正常及实验性肝纤维化大鼠肝脏中TIMPs相关抗
原和mRNA的定位及表达状态.鉴于TIMP-1在肝纤维化
形成机制中的重要地位我们还应用PCR技术对其肝脏
中TIMP-1基因表达水平进行研究，现报告如下.

1   材料和方法

1.1 动物模型制备 Wistar 大鼠♀,体重 120-150 g,40只



（购自本校动物中心）.参照王宝恩 et al 人应用的人血
白蛋白免疫攻击的方法制备大鼠实验性免疫性肝纤维
化模型[14]，抗大鼠 IgG单克隆抗体购自法国Coulter 公
司.同等条件下饲养正常Wistar大鼠20只做正常对照组.
具体选模过程如下:将人血白蛋白（购自卫生部兰州生
物制品研究所）用无菌生理盐水稀释，与等量的不完
全福氏佐剂（Sigma 产品）乳化，每只大鼠皮下多点
注射，每次注射0.5 ml（内含人血白蛋白 4 mg），共
4次，前 2次间隔14 d，第 3、4次间隔10 d.末次免
疫后10 d取血测抗体，取抗体阳性大鼠作实验.尾静脉
攻击注射人血白蛋白，2次 /wk.第 1周 2.5 mg/ 只，以
后再次攻击增加0.5 mg，直至 4.5 mg.维持此量2 mo.
所有动物麻醉后处死取肝脏标本，一部分置于液氮中，
一部分置于 10 % 甲醛中固定统一备检，一部分置于
戊二醛中固定电镜观察之用.
1.2免疫组织化学染色

1.2.1免疫组化染色  具体实验操作参照我们既往开展的
SP法免疫组化染色法[15-17].鼠抗TIMP-1 McAb购自美国
Maxim 生物技术公司,产品编号为MAB-0282.主要步
骤：(1)石蜡包埋4 µm连续切片,脱蜡至水后；(2)抗原
修复；(3)加10 %正常血清封闭20 min；(4)加TIMP-1或
TIMP-2 McAb(一抗) 4 ℃过夜；(5)加生物素二抗37 ℃,
恒温 30-40 min；(6)加亲和素-过氧化酶溶液 37 ℃，
20 min；(7)加 DAB 显色 10 min；(8)苏木素复染，酒
精脱水，二甲苯透明，树胶封片，镜检并照像记录.
1.2.2免疫组化对照实验  为保证实验结果的可靠性,特
别是免疫组织化学的特异性，本实验采用省略一抗和
二抗，分别用兔血清和磷酸盐缓冲液代替一抗.另设10
例正常肝组织做对照.
1.2.3图像分析  每一玻片任选5个视野,自动检测阳性细
胞面密度,取其平均值，进行统计分析.利用本校统计学
教研室的统计程序包进行方差分析.
1.3 肝组织原位杂交

1.3.1 肝组织原位杂交   具体实验操作参照我们既往开
展的地高辛素标记探针原位杂交法[18-20].TIMP-1原位杂
交试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，试剂号
MK1 549.基本步骤为石蜡包埋4 um连续切片,80 ℃烤
片后,二甲苯脱蜡,酒精逐级水化,盐酸酸化30 min,30 %
过氧化氢3 ml 封闭 10 min，加蛋白酶K消化30 min,
酒精逐级脱水固定，37-40 ℃水浴箱内预杂交2 h;将
TIMP-1或 TIMP-2 cDNA探针95 ℃ 10 min变性后迅
速放入-20 ℃的冰箱内10 min,滴加在经过预杂交处理
的肝组织切片上,置 37 ℃水浴箱内过夜,依次用 2 ×
SSC、1 × SSC、0.2 × SSC 等洗片，滴加 Buff Ⅰ缓
冲液，滴加封闭液，室温 20 min，滴加兔抗地高辛，
37 ℃、60 min,滴加生物素化羊抗兔,37 ℃、30 min，
滴加SABC,37 ℃、30 min,DAB显色,苏木素复染,酒精
脱水，二甲苯透明，封片，镜检并照相记录.
1.3.2图像结果判定  原位杂交法半定量判断指标:未见

阳性细胞(-);阳性细胞占肝小叶部分肝细胞的1/3以下
(+);1/3-2/3为(++);2/3以上为(+++).
1.3.3 原位杂交特异性确证实验   (1)空白对照:以预杂交
液替代TIMP-1和 TIMP-2 cDNA探针对阳性肝组织切
片进行杂交.(2)阴性对照:用TIMP-1和TIMP-2 cDNA探
针对10例正常肝组织进行原位杂交试验.
1.4 TIMP-1 PCR检测

1.4.1 TIMP-1 PCR引物序列  见表 1.

表1  TIMP-1、β-actin 引物序列

引物 核苷酸序列 产物位置(bp)

TIMP-1   正义链   5’-TTCGTGGGGACACCAGAAGTC-3’     482

  反义链   5’-TATCTGGGACCGCAGGGACTG-3’

β-actin   正义链   5’-GGAGAAGATGACCCAGATCA-3’      234

  反义链   5’-GATCTTCATGAGGTAGTCAG-3’

1.4.2 PCR反应  用Promega公司生产的Total RNA Isolation
System提取肝组织总RNA.PCR反应体系为20 µl,内含
cDNA 2 µl，10× buffer 2 µl，4× dNTP(2 mM) 2 µl，
TIMP-1、β-actin 引物（10mM）各 2 µl,Taq 酶 1 U
超重水补至20 µl.反应参数为:97 ℃预变性2 min;94 ℃
变性30 s，56 ℃退火30 s,72 ℃延伸50 s,30个循环；
最后72 ℃延伸7 min.
1.4.3 扩增产物定量分析   取 PCR扩增产物10 µl 加入
2 %的琼脂糖凝胶孔中在TAE缓冲液50V,电压电泳1 h,
溴化乙锭显色后成像定量分析，用TIMP-1/ β-actin比
值表示TIMP-1表达水平.
1.5病理形态学观察   常规HE染色观察肝组织学改变，
Von Gieson、Masson 胶原纤维特殊染色观察胶原增生
情况等.
1.6 电镜观察  取正常及实验性肝纤维化大鼠新鲜肝脏，
戊二醛固定电镜检查.

        统计学处理 数据用 sx ± 表示.利用本校统计学教
研室的统计程序包行方差分析.

2   结果

2.1 病理学结果  光镜下可见实验性肝纤维化大鼠肝组

织中网状纤维及胶原纤维于汇管区增生，且向外延伸.

同时，于中央静脉周围增生并沿肝窦散在分布，互相

连结，纤维结缔组织围绕肝小叶，可见假小叶形成(图1).

并可在汇管区及中央静脉周围有炎性细胞浸润.对照组

肝脏呈正常结构.

2.2电镜观察  早期可见肝星状细胞(HSC)增生活跃，内

有丰富的粗面内质网和脂质，HSC周围可见较明显的

胶原纤维(图2).以后可见肌成纤维细胞形成，分布于汇

管区，其周围有大量胶原沉积，沉积的胶原形成较宽

的分隔(图 3).Disse 间隙内大量胶原纤维沉积.变性的肝

细胞中可见大量肿胀的线粒体和少量脂滴.
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2.3 TIMP-1的表达及定位  实验性肝纤维化大鼠肝脏
中TIMP-1 相关抗原表达在肌成纤维细胞、成纤维细
胞、血管内皮细胞中，以汇管区及纤维间隔中最明
显.阳性信号呈棕黄色颗粒状，分布于上述细胞质内，
未见细胞核着色(图4).正常大鼠肝脏仅在血管内皮细胞
中有弱阳性表达.图像分析显示实验组显著高于正常组
（P <0.001），见表 2.原位杂交检测结果也展示了上
述相同的分布及定位(图 5).
2.4对照实验   为保证免疫组化实验结果的可靠性，本
实验采用省略一抗和二抗，分别用鼠血清和磷酸盐缓
冲液代替.检测结果均为阴性，实验证实此免疫组化实
验结果是特异的.
2.5原位杂交特异性确证试验   用预杂交液代替TIMP-1
cDNA 探针杂交后，结果为阴性.
2.6 TIMP-1 基因表达水平  正常大鼠肝组织中可见
TIMP-1 基因表达，但表达水平极低.实验性肝纤维化
大鼠肝组织中TIMP-1 基因表达水平明显高于正常组
（P <0 .001），见表 3.

表2  大鼠肝脏中TIMP-1相关抗原表达

组别  n      TIMP-1

实验组 20 482.50± 65.00

正常组 10   59.80± 20.31

表3  大鼠肝脏中TIMP-1基因表达

组别  n TIMP-1/β-actin
实验组 20 1.86± 0.47

正常组 10 0.36± 0.08

图1  大鼠肝组织VG染色(假小叶形成) (×100).

图2  大鼠模型肝脏中激活的肝星状细胞及周围大量胶原纤维(电镜10 K).

图 3  汇管区变大,胶原纤维增生明显,并可见大量成纤维细胞(电镜3 K).

图 4  大鼠肝组织中TIMP-1免疫组化(×400).

图 5  大鼠肝组织中TIMP-1原位杂交(×400).

3   讨论

选择和建立理想的动物模型是肝纤维化研究的必要条
件之一,因为可对其相关病因,重要发病机制,诊断条件的
摸索以及研究行之有效的治疗方法并筛选评价抗肝纤
维化药物均具有重要意义.理想的动物模型应当是: (1)与
人类疾病特征相似；(2)病变有一定发展过程，即明显分
期；(3)形成率高，死亡率低；(4)造模方法简便易行；(5)
动物易获得，经济实用.
        早在1960年代Paronetto和Popper就证明了免疫反
应能引起肝损伤[21].抗原可用猪、牛、马血清，猪血
白蛋白，血清球蛋白等反复注射，5 wk 引起肝纤维
化,10 wk 引起肝硬化，但由于过敏反应动物死亡率较
高.我们在国内王宝恩et al [14]介绍的实验性免疫性肝纤
维化模型的基础上，参考多种肝纤维动物模型成功的
经验，加以改良，即在造模型过程中第 1、2 次尾静
脉攻击时给大鼠注射小剂量地塞米松，使造模过程中
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动物死亡率明显下降，成功率提高.病理学诊断为肝纤
维化, 而且肝纤维化持续时间长达363 d.此模型形式机制
为白蛋白免疫复合物所致的Ⅲ型变态反应.电镜所见提
示上述病理过程激发了静止的肝星状细胞（HSC）增
生，并向肌成纤维细胞转化，进而分泌大量胶原.
         MMPs活性组织抑制物TIMPs，广泛存在于许多组
织中.目前发现有4种TIMP，仅有TIMP-1、TIMP-2存
在于肝组织中，他与活性MMPs以 1∶1浓度结合形成
复合体，从而抑制MMPs 的活性，这种结合是不可逆
转的[22-26].TIMPs对MMPs的抑制活性，由于MMPs的种
类不同,其敏感性存在着差异,如TIMP-1对MMP-1、前
MMP-9;TIMP-2对MMP-2、MMP-9、前MMP-2均显
示出较强的抑制活性.目前发现在病损肝脏中TIMP-1明
显增高，出现的时间较早，幅度较大，因此有较多
学者把他看作是肝纤维化发生过程中一个非常重要的促
发因素，TIMP-1 通过对MMP-1等金属蛋白酶活性的
抑制促进ECM的沉积，其中TIMP-1较TIMP-2升高明
显.故而TIMP-1的高表达严重抑制了MMP而反映了肝
纤维化的严重程度.我们进行免疫组化观察发现实验性
免疫性肝纤维化大鼠肝脏中仅肌成纤维细胞、成纤维细
胞有TIMP-1蛋白的高表达，以汇管区及纤维间隔中最
明显.而正常大鼠肝仅在血管内皮细胞中有弱阳性表达.
原位杂交检测结果一致.
         1997年Roeb et al [27]通过原位杂交显示在CC14和
胆管结扎大鼠肝损伤模型中，肝细胞和几乎所有间质细
胞均有TIMP-1 mRNA的表达，以炎症区域中的脂肪样
细胞中表达最明显.而我们观察仅有肌成纤维细胞，成
纤维细胞，血管内皮细胞中有TIMP-1 mRNA的高表
达，以汇管区及纤维间隔中最为明显，免疫组化也展
示了相同的结果.这种差异的原因是动物模型不同所
致，还是其他什么因素，有待进一步研究证实.
       TIMP-1基因表达结果分析，随着肝纤维化程度的
加重，肝组织TIMP-1基因表达水平增强，这是由于TIMP
基因表达增强，抑制了MMP-1对胶原纤维的降解，使
胶原纤维在肝脏中不断沉积，导致肝纤维化.TIMP-1
基因表达增加，其表达产物也相应增高,其血清TIMP-1
水平也相应发生改变.1996年 Iredale et al [28]从实验性肝
纤维化肝脏中分离出肝细胞、肝星状细胞(HSC)、Kupffer
细胞，并行细胞总RNA的Northern杂交发现肝细胞并不
表达TIMP-1 mRNA.我们应用PCR技术检测大鼠肝脏中
TIMP-1基因表达，因取材为肝脏，包含了肝细胞、HSC、
Kupffer 细胞等肝脏中存在的细胞群.正常大鼠肝脏中
TIMP-1基因水平表达水平较低，而肝纤维化大鼠肝脏
中TIMP-1基因呈高水平表达.是否肝细胞不表达TIMP-1
有待实验的进一步研究确证.肝纤维化过程中TIMP-1表
达明显增加，且主要为成纤维细胞，肌成纤维细胞产生，
这可能是激活HSC的结果，肝纤维化实质上是慢性肝损
伤的修复反应，主要是由于细胞因子介导的细胞-细
胞相互作用，以及基质细胞相互作用引起的HSC 激

活，反复的肝损伤引起HSC活化的持续.因此，HSC的
激活是肝纤维化过程中的主要病理过程.有趣的是，急
性肝损伤并不引起肝纤维化.体外实验也证实，静止的
HSC未见凋亡现象存在[29].这说明肝纤维化的发生机制较
为复杂[30-38],仍有不少问题有待进一步研究和阐明.
        虽然MMPs、TIMPs与肝纤维化的发病机制密切相
关,但对TIMPs的研究只是刚刚开始,肝纤维化时TIMP-1
表达增强的机制尚不十分清楚, 仍有许多问题尚在探索
之中[38-43].加强TIMPs的研究对肝纤维化的诊治及其发病

机制的研究具有重要意义.

4      参考文献
1 Nie QH, Zhou YX, Xie YM. Expression and significance of tissue in-

hibitors of metallproteinases-1 and -2 in serum and liver tissue of pa-
tients with liver cirrhosis. National Med J China  2001;81:805-807

2 George DK, Ramm GA, Walker NI, Powell LW, Crawford DH.
Elevated serum type IV collagen: a sensitive indicator of the pres-
ence of cirrhosis in haemochromatosis. J Hepatol  1999,31:47-52

3 Wang FS, Wu ZZ. Current situation in studies of gene therapy
for liver cirrhosis and liver fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi
2000;8:371-373

4 Arthur MJ, Mann DA, Iredale JP. Tissue inhibitors of
metalloproteinases, hepatic stellate cells and liver fibrosis. J
Gastroenterol Hepatol  1998;13 :S33-38

5 Du WD, Zhang YE, Zhai WR, Zhou XM. Dynamic changes of
type Ⅰ, Ⅲ and Ⅳ collagen synthesis and distribution of col-
lagen producing cells in carbontetrachloride induced rat liver
fibrosis. World J Gastroenterol 1999;5:397-403

6 Arthur MJ, Iredale JP, Mann DA. Tissue inhibitors of
metalloproteinases: role in liver fibrosis and alcoholic liver
disease. Alcohol Clin Exp Res  1999;23:940-943

7  Sakaida I, Uchida K, Hironaka K, Okita K. Prolyl 4-hydroxylase
inhibitor (HOE 077) prevents TIMP-1 gene expression in rat liver
fibrosis. J Gastroenterol  1999;34:376-377

8 Murawaki Y, Ikuta Y, Idobe Y, Kawasaki H. Serum matrix
metalloproteinase-1 in patients with chronic viral hepatitis. J
Gastroenterol Hepatol  1999;14:138-145

9 Zhu YH, Hu DR, Nie QH, Liu GD, Tan ZX. Study on activation
and cfos, cjun expression of in vitro cultured human hepatic stel-
late cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2000;8:299-302

10 Kossakowska AE, Edwards DR, Lee SS, Urbanski LS, Stabbler
AL, Zhang CL, Phillips BW, Zhang Y, Urbanski SJ. Altered bal-
ance between matrix metalloproteinases and their inhibitors in
experimental biliary fibrosis. Am J Pathol  1998;153:1895-1902

11 Nie QH, Zhou YX, Xie YM, Zhou YX, Bai XG, Cao YZ.
Methodologic research on TIMP-1, TIMP-2 detection as a new
diagnostic index for hepatic fibrosis and its significance.World J
Gastroenterol  2002;8:282-287

12 Alcolado R, Arthur MIP, Iredale JP. Pathogensis of liver fibrosis.
Clin Sci 1997;92:103-112

13 Olaso E, Friedman SL. Molecular regulation of hepatic
fibrogenesis. J Hepatol 1998;29:836-842

14 Wang BE, Wang ZF, Yin WY. Study on experimental immunity
model of hepatic fibrosis.Zhonghua Yixue Zazhi 1989;69:503-505

15 Nie QH, Hu DR, Li MD, Xie Q. The expression of HGV/GBV-C
or HCV related antigens in the liver tissue of patients coinfected
with hepatitis C and G viruses. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2000;
8:114-115

16 Nie QH, Li MD, Hu DR, Li L. The expression of hepatitis G vi-
rus-related antigens in the liver tissues of with hepatitis patients.
Zhonghua Chuanranbing Zazhi  2000;18:173-175

17 Nie QH, Xie Q, Hu DR, Li MD, Li L. The expression of hepatitis
G virus-related antigens in the liver tissue of patients with HGV/
GBV-C infection. Di-san Junyi Daxue Xuebao 1997;19:394-396

18 Nie QH, Hu DR, Li MD, Li L, Zhu YH. Detection of hepatitis G
virus RNA in liver tissue using digoxigenin labelled probe by in
situ hybridization. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2000;8:771-774

聂青和, 等.正常及实验性肝纤维化大鼠肝脏中的金属蛋白酶组织抑制因子  -1                                                          207



19 Nie QH, Li L, Li MD, Hu DR, Zhu YH. Clinical and immuno-
pathological study on GB virus B (GBV-B) infection. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi 2000;8:775-781

20 Nie QH, Li MD, Hu DR. Detection of GB virus C (GBV-C) RNA
in liver tissue using digoxigenin labelled probe by in situ
hybridization. J Gastroenterol Hepatol 1999;14:A365

21 Paronetto F, Popper H. Chronic liver injury induced by immu-
nology reactions. Am J Pathol 1966;40:1087-1094

22 Iredale JP.Tissue inhibitors of metallproteinases in liver fibrosis.
Int J Biochem Cell Biol 1997;29:43-54

23 Torres L, Garcia-Trevijano ER, Rodriguez JA, Carretero MV,
Bustos M, Fernandez E, Eguinoa E, Mato JM, Avila MA. Induc-
tion of TIMP-1 expression in rat hepatic stellate cells and
hepatocytes: a new role for homocysteine in liver fibrosis. Biochim
Biophys Acta  1999;1455:12-22

24 Murawaki Y, Ikuta Y, Kawasaki H.Clinical usefulness of serum
tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMP)-2 assay in patients
with chronic liver disease in comparison with serum TIMP-1. Clin
Chim Acta  1999;281:109-120

25 Kossakowska AE, Edwards DR, Lee SS, Urbanski LS, Stabbler
AL, Zhang CL, Phillips BW, Zhang Y, Urbanski SJ. Altered bal-
ance between matrix metalloproteinases and their inhibitors in
experimental biliary fibrosis.Am J Pathol  1998;153:1895-1902

26 Nie QH, Zhou YX, Xie YM, Zhou YX, Cao YZ.The inhibiting effect of
antisense oligonucleotides phosphorothioate on gene expression of
TIMPs in rat liver fibrosis. World J Gastroenterol  2001;7:363-369

27 Roeb E, Puracker E, Breuer B. TIMP expression in toxic and
cholestatic liver injury in rat. J Hepatol 1997;27:535-542

28 Iredale JP, Benyon RC, Arthur MJP. Tissue inhbitor of
metalloproteinase-1 mRNA expression is enhanced relative to
intersititial collagenase mRNA in experimental liver injury and
fibrosis. Hepatology 1996;24:176-184

29 Pinari M, Marra F, Carloni V. Signal transduction in hepatic stel-
late cells. Liver 1998;18:2-13

30 Liu F, Liu JX, Cao ZC, Li BS, Zhao CY, Kong L, Zhen ZR.
elationship between TGF β1, serum indexes of liver fibrosis and
hepatic  tissue pathology in patients with chronic liver diseases.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 1999;7:519-521

31 Nie QH, Li MD, Hu DR, Chen GZ. Study on the cause of human

protective immunodeficiency after HCV infection. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi 2000;8:28-30

32 Wu YA, Kong XT. Anti-hepatic fibrosis effect of pentoxifylling.
Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 1999;7:265-266

33 Wang GQ, Kong XT. Action of cell factor and Decorin in tissue
fibrosis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2000;8:458-460

34 Liu F, Wang XM, Liu JX, Wei MX. Relationship between serum TGF
β1 of chronic hepatitis B and hepatic tissue pathology and hepatic
fibrosis quantity. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2000;8:528-531

35 Gu SW, Luo KX, Zhang L, Wu AH, He HT, Weng JY. Relation-
ship between ductule proliferation and liver fibrosis of chronic
liver disease. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 1999;7:845-847

36 Wang Y, Gao Y, Huang YQ, Yu JL, Fang SG. Gelatinase A proen-
zyme expression in the process of experimental liver fibrosis. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi 2000;8:165-167

37 Yao XX. Diagnosis and treatment of liver fibrosis. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2000;8:681-689

38 Nie QH, Zhou YX, Xie YM. The localization and  expression of
TIMP-2 in experiment hepatic fibrosis in rat.  Med  J Chin PLA
2002;27:208-209

39 Herbst H, Wege T, Milani S. Tissue inhibitor of metalloproteinase-
1 and -2 RNA expression in rat and human liver fibrosis. Am J
Pathol  1997;150:1647-1659

40 Knittel T, Mehde M, Grundmann A, Saile B, Scharf JG, Ramadori
G. Expression of matrix metalloproteinases and their inhibitors
during hepatic tissue repair in the rat. Histochem Cell Biol 2000;
113:443-453

41 Yata Y, Takahara T, Furui K, Zhang LP, Watanabe A. Expression of
matrix metalloproteinase-13 and tissue inhibitor of metalloproteinase-
1 in acute liver injury.J Hepatol 1999;30:419-424

42 Yata Y, Takahara T, Furui K, Zhang LP, Jin B, Watanabe A. Spa-
tial distribution of tissue inhibitor of metalloproteinase-1 mRNA
in chronic liver disease.J Hepatol  1999;30:425-432

43 Dudas J, Kovalszky I, Gallai M, Nagy JO, Schaff Z, Knittel T,
Mehde M, Neubauer K, Szalay F, Ramadori G.Expression of
decorin, transforming growth factor-beta 1, tissue inhibitor
metalloproteinase 1 and 2, and type IV collagenases in chronic
hepatitis. Am J Clin Pathol  2001;115:725-735

208                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 2月15日  第 11卷  第 2期

世界胃肠病学杂志英文版获得2003-2004年

国家自然科学基金重点学术期刊专项基金资助

本刊讯  世界胃肠病学杂志英文版(World Journal of Gastroenterology )申报的2002年度国家自然科学基金重点学术期刊专项基金项
目,经专家评审,国家自然科学基金委员会委务会议审定,予以批准资助(项目批准号: 30224801).资助期限2年,2003-2004年,资助强度每

年8万元.

     2002年度重点学术期刊专项基金资助30本学术期刊,分别为天体物理学报（英）,计算数学（英）,理论物理通讯（英）中国物理快

报（英）,力学学报（英）,分析化学,高等学校化学学报,化学学报,化学通报,中国化学工程学报（英）,世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志世界胃肠病学杂志（（（（（英英英英英）））））,作物学

报,中国农业科学,中国中西医结合杂志,中国药理学报（英）,生物化学与生物物理学报,细胞研究（英）,植物学报（英）,大气科学进展

（英）,地球物理学报,地质学报（英）,金属学报,稀土学报（英）,材料科学技术（英）,稀有金属材料与工程,电力系统自动化,计算机科学技

术学报（英）,管理科学学报,中国科学（中、英）,科学通报（中、英）.

(世界胃肠病学杂志社 2002-10-18)

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消消消消消          息息息息息 •



World Chin J Digestol  2003  February;11(2):209-213
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

•基础研究 BASIC RESEARCH  •

肝细胞生长因子抗肝纤维化作用及对MMP-1,TIMP-1表
达的影响

宋刘来,罗和生,余保平

宋刘来,罗和生,余保平,武汉大学人民医院消化内科  湖北省武汉市  430060
宋刘来,男,1972-10-22生,安徽省安庆市人,汉族.1996年安徽蚌埠医学院本
科毕业,现为武汉大学人民医院硕士研究生,研究方向为消化系疾病的诊治.
项目负责人:罗和生,430060,湖北省武汉市,武汉大学人民医院消化内科.
luotang@public.wh.hb.cn
收稿日期:2002-07-12    接受日期:2002-07-29

Effects of hepatocyte growth factor on
fibrosis and hepatic expression of
MMP-1 andTIMP-1

Liu-Lai Song,He-Sheng Luo,Bao-Ping Yu

Liu-Lai Song, He-Sheng Luo,Bao-Ping Yu,The Devision of
Gastroenterology, Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan
430060, Hubei Province, China
Correspondence to: He-Sheng Luo,The Devision of gastroenterology,
Renmin Hospital of Wuhan University, Wuhan 430060, Hubei Province,
China.  luotang@public.wh.hb.cn
Received:2002-07-12    Accepted:2002-07-29

Abstract
AIM:To investigate the effect of hepatocyte growth factor
(HGF) on severity of liver fibrosis and hepatic expressions
of MMP-1,TIMP-1 and to explore the  mechanism of HGF in
preventing liver fibrosis in rats.

METHODS:Eighty male Wistar rats were randomly divided
into normal control group (Group A, 16 rats), liver fibrosis
model group (Group B, 54 rats) and HGF therapy group
(Group C, 10 rats). The liver fibrosis model was induced by
administration CCl4 intraperitoneally.Rats in Group C had
been administered HGF for six weeks and were sacrificed
afterwards. Eight rats from each of group A and B were
randomly sacrificed on week 6 simultaneously as that in
group C. The remaining rats in-group B were randomly further
subdivided into liver fibrosis model group (Group D, 12 rats)
and HGF therapy group (Group E, 10 rats),HGF was administered
to rats in group E on week.7.All rats in group D and E were
sacrificed on week 10. Liver function and levels of serum
hyaluronic acid (HA), mucin (LN), collegen type IV (CIV),
procollagen III (PCIII) were tested; the expression of MMP-1
and TIMP-1 were determined by immunohistochemical staining
and analyzed by computer.

RESULTS:Compared with Group B, the serum levels of ALT,
AST, HA, LN, CIV, PCIII in Group C were significantly reduced
(P <0.01), MMP-1 activity was slightly increased (0.25±0.02, vs
0.22±0.05, P <0.05),TIMP-1 activity was markedly reduced
(0.34±0.05, vs  0.45±005, P <0.01).TIMP-1 activity in Group
E (0.31±0.07) was also markedly reduced in comparison
with Group D ( 0.42±0.06) (P <0.01).

CONCLUSIONS:HGF has obvious effect in preventing develop-
ment of liver fibrosis; it might facilitate degradation of hepatic
fibrosic tissue via increasing the MMP-1 activity and or
inhibiting TIMP-1 activity.

Song LL, Luo HS, Yu BP. Effects of hepatocyte growth factor on fibrosis
and  hepatic expression of MMP-1 andTIMP-1. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(2):209-213

摘要
目的:研究肝细胞生长因子对实验性大鼠肝纤维化的防治

作用，及其对大鼠肝脏基质金属蛋白酶1（MMP-1）抑制

因子1（TIMP-1）表达的影响，探讨HGF 抗肝纤维化

作用的可能机制.

方法:将Wistar♂大鼠80只随机分为正常对照组（A组，

16 只）,肝纤维化模型组 I（B 组，54 只）,HGF 治疗组

I（C 组，10 只），采用 CCl 4 复合因素造模，治疗组

于造模同时予HGF 0.5 µg/Kg,ip,qd，6 wk末造模成功处
死C组大鼠，同时随机处死A组及B组大鼠各6只；对

B组剩下大鼠行二次随机分组为模型对照组II（D组，12

只）,HGF 治疗组 II（E 组，10 只），E 组于第 7 周开

始给予HGF治疗，10 wk末处死大鼠.检测大鼠肝功能，

血清透明质酸（HA）,层粘蛋白（LN）, I I I 型前胶原

（PcI I I）, IV 型胶原（CIV）；免疫组化法检测肝组织

MMP-1,TIMP-1的表达.

结果:C组与B组比较,ALT,AST,HA,LN,CIV,PcIII 均显著

降低（P <0.01），MMP-1 活性升高（0.25 ± 0.02,vs

0.22±0.05,P <0.05）;TIMP-1活性明显降低（0.34±0.05,

vs 0.45± 0.05,P <0.01）.E组与D组相较,MMP-1活性变

化无显著性，TIMP-1活性有明显降低（0.31 ± 0.07,vs

0.42 ± 0.06,P <0.01）.

结论:肝细胞生长因子对肝纤维化有明显的防治作用，并

可能通过促进MMP-1的活性或抑制TIMP-1活性而促进

肝纤维化降解.

宋刘来,罗和生,余保平.肝细胞生长因子抗肝纤维化作用及对MMP-1,TIMP-1

表达的影响.世界华人消化杂志  2003;11(2):209-213

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/209.htm

0   引言

肝纤维化是慢性肝病发展到肝硬化的必经病理过程.肝
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纤维化进程是可以控制,甚至可以逆转的[1-13].肝纤维化
发展的机制和抗肝纤维化治疗一直是国内外研究的热
点.近年来肝细胞生长因子（hepatocyte growth factor,
HGF）抗肝纤维化作用引起关注.国外有文献[14-19]报
道应用HGF基因治疗已形成肝纤维化的大鼠模型，可
使肝纤维化消散.但关于HGF抗肝纤维化作用的具体机
制，尤其是HGF对肝纤维化降解系统的影响尚未见相
关报道.我们通过预防性和治疗性给予HGF研究其对实
验性大鼠肝纤维化的防治作用,及对肝组织中MMP-1
和 TIMP-1表达的影响，旨在进一步揭示HGF抗肝纤
维化作用的机制.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar ♂大鼠80只，体质量120-140 g，由
湖北省动物实验协会提供；HGF制剂获赠于威海赛洛
金药业有限公司，批号：国药准字 20 010 003,国家
一类新药；MMP-1,TIMP-1一抗和二抗均购自北京中
山生物技术公司，为美国山道士公司产品；透明质酸
（HA）,层粘蛋白（LN）,III 型前胶原（PcIII）,IV 型
胶原（CIV）放免试剂盒购自南京建成生物公司；CCl4
分析纯，郑州试剂二厂生产.
1.2方法  将实验大鼠随机分为正常对照组(A组,16只),
肝纤维化模型组 I(B 组，54 只),HGF 治疗组 I（C组，
10 只），模型制备方法参照文献[20]，B 组及 C 组用
1 ml 注射器 ip 0.025ml CCl4+0.15ml 花生油，3次 /wk;
A组以 0.025 ml NS+0.15 ml 花生油 ip，3次 /wk，所
有大鼠均自由饮水，进食条杆状动物饲料.C组于造模
同时予HGF 0.5 µg/Kg, 0.5 ml，ip,qd.每周给各组大鼠
称重以调整用药量.2,4 wk末B组随机处死2-3只大鼠
作病理检查以确定造模情况及了解肝纤维化分期.6 wk
末造模成功处死C组大鼠，同时随机处死A,B组大鼠
各8只.对剩下的B组大鼠行二次随机分组为模型组 II
（D 组，12 只）,HGF 治疗组 I I（E 组，10 只），E
组大鼠于7 wk 予 HGF治疗，剂量同前，D组则注射
等量生理盐水，10 wk 末处死所有大鼠.（1）血清学检
测：将大鼠血清即时送武汉大学人民医院检验科检验
肝功能指标.血清HA,LN,CIV,PcIII 用 SN-628放射免疫
γ记数器测定.（2）免疫组化检测：肝组织经中性甲

醛固定，石蜡包埋，连续切片厚度4-6 µm，作HE染
色，光镜下作病理学检查，肝纤维化分期采用
Scheuer法.免疫组织化学法测定肝组织MMP1和TIMP1
的表达，采用链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶染色
法（即 S-P 法）染色，DAB 显色，操作按试剂盒
说明进行.染色结果以棕黄色为阳性，应用高清晰彩色
病理图像免疫组化测量系统（HPLAS-100）进行图
像分析，经标准灰度校正后，随机取 5 个视野，测
定MMP1,TIMP1 的平均积分光密度值（IDP）.
         统计学处理   计量资料用t检验,计数资料Ridit检验,
P  <0.05为差异有显著性.(实验中途死亡大鼠均不列入统计)

2   结果

实验中B组先后有 7 只大鼠死亡，D组死亡 3 只，E
组死亡 2 只，其余均存活.病理学检查，A 组：肝小
叶结构完整，中央静脉窦周围肝细胞索放射状排列，肝
细胞未见坏死，汇管区清晰可辨，无明显炎性细胞浸
润.B 组：可见多个坏死区，纤维组织明显增生，肝
小叶结构破坏，有假小叶形成(图1).C组：肝小叶结构
基本完整，偶见小的坏死灶，纤维间隔略有增宽，汇管
区有轻度炎细胞浸润.D组所见基本同B组，E组纤维
化情况较D为轻.Scheuer分期(见表1)可见C组肝纤维
化程度明显低于B组,E组肝纤维化轻于D组.

表1    各组大鼠肝组织肝纤维化Scheuer分期

分组   n S0 S1 S2 S3 S4

A   8 8 0 0 0 0

B   8 0 0 1 2 5

Cb 10 0 4 5 1 0

D   9 0 0 0 6 3

Ea   8 0 0 3 4 1

aP <0.05,vs D; bP <0.01,vs B.

2.1 肝功能及肝纤维化指标检测   经HGF治疗的C,E组
ALT,AST值较相应的B,D组明显降低(P <0.01).C,E组肝纤
维化4项指标较相应模型对照组有显著降低(P <0.01)(表2).
2.2 免疫组化检查结果   MMP1和TIMP1在A组(正常对
照组)仅有微弱表达，其余各组表达比A组均有不同程

表2  各组大鼠肝功能肝纤维化指标变化及肝组织MMP-1,TIMP-1 的表达（ sx ± ）

                 肝功能指标 肝纤维化指标(µg/L)                            免疫组化检测(IDP)

分组 n
AST(nkat/L) ALT(nkat/L) ALb(g/L) TP(g/L)     HA      LN   PCIII    CIV MMP-1 TIMP-1

A 8 1 380±256   693±167 29.3±1.6 57.9±2.7   83±21 103±18   96±14   42±11 0.07±0.03 0.13±0.04

B 8 3 220±674 1 869±179 27.4±0.9 57.1±1.1 332±47 167±11 279±32 138±20 0.22±0.05 0.45±0.05b

C               10 1 396±174b    920±203b 27.8±1.3 57.4±1.8 125±31b 109±23b 144±24b   56±18b 0.25±0.02a 0.34±0.05

D 9 2 942±542 1 235±110 26.9±1.2 57.2±0.7 362±58 171±18 275±43 153±29 0.18±0.03 0.42±0.06

E 8 1 963±398b    977±193b 27.2±2.4 57.6±2.3 289±37b 135±20b 177±30b   98±23b 0.18±0.04 0.31±0.07b

aP <0.05,vs B; bP <0.01,C vs B,E vs D.
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度增强(图2-7).HPLAS-1 000图像分析结果(表2)示C组
MMP1较 B组升高(P <0.05)，E组与D组差异无显著
性；TIMP1 活性C组明显低于B组，E组明显低于D
组（P <0.01）.

图1  肝纤维化模型组(B组)HE切片:可见若干肝细胞坏死区;小叶间隔增
宽,有假小叶形成.

图2  正常肝组织(A组)TIMP-1表达活性很微弱.

图3 B组MMP-1表达,经HPLAS分析,其活性略低于C组(P <0.05)

图 4  C组MMP-1表达.

图 5  C 组 TIMP-1 表达经分析其活性低于B组（P<0.01）

图6  D组 TIMP-1表达，经分析其活性明显高于E组(P <0.01).

图 7  E组 TIMP-1表达.以上切片均为 ×200.

3   讨论

肝细胞生长因子（HGF）最初是从血浆和血小板中分
离纯化出来并被认为具有刺激肝细胞再生活性的物质 .
以后的研究发现HGF是具有多种生物学活性的细胞因
子.HGF有刺激肝细胞增生的活性,并可抑制受损肝细胞
的凋亡,故有一定的抗肝损伤和预防肝纤维化作用.但
HGF抗肝纤维化作用可能是多环节的.沈敏 et al [21]报道
HGF能显著抑制从大鼠肝脏星状细胞建株的肌成纤维
样细胞增生及细胞外基质(ECM)的产生.Ueki et al [14,16]应
用HGF 基因治疗用二甲基亚硝胺制造的肝纤维化大
鼠，发现他可使已形成的肝纤维化完全消散，提示
HGF抗肝纤维化作用可能还与促进细胞外基质的降解
有关.我们的研究表明HGF预防性给药组(C组)和治疗
性给药组(E组),肝功能及肝纤维化指标较相应对照组均
有明显改善(见表 1,2) .此外从实验结果还可以看出，



HGF可能促进MMP1的活性,并明显抑制TIMP1活性(表2).
MMP1,TIMP1在ECM的降解中起重要作用[22-33],TIMP-1
活性的超常表达或MMP-1活性受抑制被认为是肝纤维
化进展的重要因素，因此HGF对MMP-1和 TIMP-1的
作用可能是其抗肝纤维化的机制之一.总之HGF抗肝纤
维化的作用可能有以下几方面：促进肝细胞再生，减少
肝细胞凋亡，从而减少肝细胞的坏死与损伤，减轻炎性
刺激；抑制肝星状细胞（HSC）的活化与增生，抑制
细胞外基质的产生；通过促进基质蛋白酶活性或降低其
抑制因子活性表达而促进细胞外基质的降解.
        肝纤维化是慢性肝病的共同病理基础,他持续发展
的中心环节在于肝细胞损伤或坏死引起的炎性反应不断
刺激肝组织非实质细胞(主要是HSC) [34-39],导致细胞外基
质大量合成与沉积,并超过其降解速度.由于肝纤维化是
肝硬变的必经病理过程，多年来一直是研究的热点.目
前对肝纤维化机制的研究已由病理组织学发展到细胞
学,分子学乃至基因水平.从理论上说,任何可以作用于肝
纤维化发生发展的某一环节的药物都可能有抗肝纤维化
作用.但迄今为止,人们尚未发现理想的抗肝纤维化药物.
已报道的多种抗肝纤维化药物或由于疗效不佳，或由
于毒副作用大，其临床应用效果均不甚满意.
       HGF有着较为肯定的抗肝纤维化作用，对肝功能
有一定保护作用，在实验或临床应用中，尚未发现有明
显的毒副反应，因此进一步探讨其抗肝纤维化作用机
制，研究新的疗法（如基因治疗），仍具有潜在的科研
和临床价值.
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中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
        截止到2002年 7月，中国被著名检索系统SCI收录的科技期刊数从63种增加到了67种.从制作SCI的美国 ISI（美国科学情
报所）发布的 JCR（期刊引证报告）上的数据看，有指标数据的 59 种我国科技期刊中，80% 以上的期刊影响因子呈上升趋势；

约90%的总被引频次都提高了.

                     在 2001 年的 JCR中，总被引频次超过 1000 次的中国科技期刊有 4个，他们是《高等学校化学学报》（中文版）（1959 次），

《科学通报》（1 6 2 8 次），《物理学报》（中文版）（1 2 2 7 次），《中国物理快报》（1 2 1 5 次）.

首次有两个中国科技期刊的影响因子超过 1，他们是《细胞研究》（2.102）和《世界胃肠病学杂志》（1.445）,这两种期刊均

为中国英文版科技期刊.

     从期刊影响因子在本学科的排位看，进入 SCIE 的我国科技期刊，有 8个期刊排在本学科的中上水平，他们是《力学学报》,

《高等学校化学学报》（中文版）,《中国物理》,《中国物理快报》,《科学通报》,《中国科学 B》,《中国科学 E》,《中国有色金属

学报》.

     在本学科国际期刊中, 我国有 10 个期刊被引频次位于中上水平的.他们是：《科学通报》,《高等学校化学学报》（中文版）,《中

国科学 A》,《物理学报》（中文版）,《中华医学杂志》,《化学学报》(中文版) ,《中国物理快报》,《中国有色金属学报》（英文

版）,《中国科学 B》,《中国药理学报》.

     在 SCI 网络版收录的中国科技期刊中，有 25 个期刊是由中国科学出版社出版的，其中在 JCR中有指标的期刊有 18 个.

      另外，除SCI系统外，中国科技期刊被其他几个重要国际检索系统收录的数量也呈上升趋势.例如，在反映工程技术论文的历

史超百年的检索系统《EI》（工程索引）中，中国被收录的科技期刊从最少时的 40 种，增加到了 2000 年的 104 种.这也直接反

映了我国科技期刊被国际认可的程度.

      国家科技部中国科技信息研究所，每年对我国科技期刊在国内的情况做出统计分析，定期出版《中国科技期刊引证报告》.以

2000 年数据看，我国科技期刊的平均影响因子由上一年的0.208 上升到0.240，其中影响因子超过1的有20个；总被引频次的平

均值达到了 192.2 次，总被引频次超过 1000 次的期刊有 25 个，其中《科学通报》的总被引频次达到了 2979 次.

     目前，我国科技期刊数量已达到 4600 余种，已经形成了一定的规模，而且门类相对齐全，为我国基础研究的发展和科研成

果转化为生产力做出了重要的贡献，但我们承认中国的科技期刊发展水平与世界发达国家之间存在较大的差距.随着中国加入

WTO，对于中国的科技期刊，既是机遇又是挑战.我们相信，通过我国学术界和编辑部门的共同努力，一定会在不远的将来产

生一批具有国际水准的科技期刊.      (2002-11-08)
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Abstract
AIM:To investigate the role of NF-κB in the pathogenesis of 2, 4,
6-trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS)-induced colitis in rats.

METHODS:Ulcerative colitis model in rat was induced by
TNBS.The expression of NF-κB, TNF-α and ICAM-1 protein
in colon tissues were detected by immunohistochemistry.
The myeloperoxidase (MPO) activity in colon mucosa was
detected by biochemistry.The pathological changes in the
colon were examined,the  relationships among the activity of
NF-κB, TNF-α, ICAM-1, and MPO were evaluated.

RESULTS:The activity of NF-κB and the expression of TNF-α,
ICAM-1 in rats with TNBS-induced colitis was higher than
that in normal control (P <0.01), a very significant correlation
between the expression of NF-κB:52.14±9.81±30.26±10.20,
60.73±13.41,45.24±10.86 vs 13.31±4.76,16.95±6.83,11.61±4.85,
14.10±5.76; with TNF-α,74.50±11.20,48.11±5.95,84.09±14.52,
53.40±8.79 vs 16.99±5.48,20.04±6.76,10.13±1.79,16.03±6.21;
ICAM-1:68.15±7.25,44.34±7.54,77.69±8.09,47.01±8.82 vs
15.34±4.03,17.50±6.95,10.33±2.38,13.41±4.91,MPO:1.69±0.11,
0.71±0.06 vs 0.39±0.07,0.31±0.08; ICAM-1,MPO activity,
macroscopic and histological changes in TNBS-induced colitis
was found,respectively (r =0.9304, 0.8680, 0.6865, 0.9 292,
0.8 462;P <0.001 or P <0.005).

CONCLUSION:NF-κB may play an important role in the
pathogenesis of ulcerative colitis in rats.

Li JH,Yu JP,He XF,Xu XM.Expression of NF-κB in rats with TNBS-induced
ulcerative colitis.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(2):214-218

摘要
目的:观察大鼠实验性溃疡性结肠炎肠组织核因子-κB( NF-

κB)及 TNF- α、ICAM-1 的表达，探讨NF-κB在溃疡
性结肠炎发病过程中的作用.

方法:采用三硝基苯磺酸(TNBS)制备大鼠溃疡性结肠炎模

型，设正常组、生理盐水组及轻、重模型组共4组.采用免

疫组织化学染色检测肠组织NF-κB、TNF-α和ICAM-1表
达,生化方法检测MPO含量,并分析NF-κB活性与肠道病
理损伤指数、MPO含量、TNF-α及ICAM-1表达的关系.

结果:溃疡性结肠炎大鼠肠组织中NF-κB活性,TNF-α、
ICAM-1表达及MPO含量较正常组及生理盐水组显著增

高(NF-κB:52.14± 9.81、30.26± 10.20，60.73± 13.41、
45.24±10.86 vs 13.31±4.76、16.95±6.83，11.61±4.85、

14.10 ± 5.76; TNF- α: 74.50 ± 11.20、48.11 ± 5.95,

84.09± 14.52 、53.40± 8.79 vs 16.99± 5.48、20.04±

6.76,10.13± 1.79、16.03± 6.21; ICAM-1: 68.15± 7.25、

44.34±7.54,77.69±8.09、47.01±8.82 vs 15.34±4.03、

17.50±6.95，10.33±2.38、13.41±4.91；MPO :1.69±

0.11,0.71± 0.06 vs 0.39± 0.07，0.31± 0.08;P ＜ 0.01)，

且在病情严重组增高尤为明显.NF-κB表达水平与TNF-α和
ICAM-1阳性细胞密度、MPO含量、肠道病理损伤指数

呈显著正相关关系(r 分别为0.9 304,0.8 680,0.6 865,0.9 292,

0.8 462；P ＜ 0.001 或 P ＜ 0.005).

结论:NF-κB在溃疡性结肠炎发病过程中可能起重要作用.

李军华,于皆平,何小飞 , 徐细明. 核因子-κB在大鼠实验性溃疡性结肠炎肠组
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0   引言

溃疡性结肠炎(UC)为慢性非特异性的肠道炎症性疾病,
近年来,国内报道逐渐增多[1],但其病因、发病机制尚未
完全明确[2-4].一般认为，免疫异常是其发病的主要原
因[5-7].近年研究表明细胞因子，黏附分子及其他炎性
递质表达异常与UC免疫病理机制关系密切[8-16].核因
子-κB(nuclear factor-κB,NF-κB)是一具有多向性转录调
节作用的核蛋白因子，广泛参与多种基因特别是免疫
炎症反应相关基因的表达调控[17-23],在机体炎症反应过
程中发挥重要作用.目前有关NF-κB与溃疡性结肠炎关
系的研究尚未见报道.本研究通过观察大鼠实验性溃疡
性结肠炎肠组织中NF-κB活性变化及其与肠组织病理
改变,炎性损伤之间的关系,探讨NF-κB与溃疡性结肠



炎发病关系及在其发生发展中的作用，进一步阐明溃
疡性结肠炎的发病机制，为临床治疗开辟新的途径.

1   材料和方法

1.1材料  (1)动物:SPF级健康成年SD大鼠 32只，雌雄
不拘，体重150-200 g，正常喂养.由湖北省医学科学
院实验动物中心提供.(2)主要试剂：2、4、6-三硝基苯
磺酸(TNBS)( Sigma USA)；NF-κB P65、TNF- α和
ICAM-1单克隆抗体 (santa cruz biotechnology公司);SP试
剂盒为北京中山公司产品;MPO检测试剂盒为南京建成
生物工程研究所产品；其他试剂为进口或国产分析纯.
1.2方法  32只 SD大鼠随机分为正常组、生理盐水组、
模型Ⅰ、Ⅱ组共4组，正常组不作任何处理，生理盐水
组(NS 组)以 0.9 % 生理盐水溶液代替三硝基苯磺酸
(TNBS)作阴性对照.模型组以TNBS灌肠制备溃疡性结
肠炎模型. 大鼠溃疡性结肠炎模型制备,实验大鼠术前禁
食24 h,自由饮水.实验时乙醚麻醉后,用一直径2.0 mm，
长约12 cm的硅胶管由肛门轻缓插入深约8 cm，生理
盐水组以1 ml/ 只的 0.9 %生理盐水溶液，模型Ⅰ、Ⅱ
组分别以含50 mg/kg、150 mg/kg TNBS的 50 %乙醇
溶液缓缓推入结肠，诱导轻重不同的溃疡性结肠炎形
成.动物保持平躺自然清醒.模型建立3 wk后处死动物，
取肛门至盲肠段结肠(约 8 cm)，沿肠系膜纵轴剪开，
冷生理盐水冲洗干净，肉眼进行大体形态评分.肠组织
一部分以 4.0 % 多聚甲醛固定，石蜡包埋，4 um 连
续切片,HE染色镜下评价炎症和溃疡,另一部分-20 ℃
冻存,用以MPO检测.肠组织NF-κB、TNF-α和ICAM-1
的表达, 采用免疫组织化学SP法,取石蜡切片(4 um)常规
脱蜡、水化，置0.05 M 柠檬酸缓冲液中进行微波抗
原修复，凉至室温；3 % H2O2 孵育 10 min 以消除内
源性过氧化物酶活性,滴加10 %正常血清封闭非特异性
抗原;倾去血清,滴加 1∶100 稀释的NF-κB、TNF- α
和 ICAM-1抗体；4 ℃放置过夜，PBS冲洗3×5 min，
滴加生物素化二抗，37 ℃孵育10 min，PBS冲洗3×
5 min;滴加辣根过氧化物酶标记的卵白素工作液,37 ℃
孵育15 min；DAB显色，苏木素复染，中性树脂封片.
阳性对照为已知的TNF-α和ICAM-1蛋白，以PBS代
替一抗作阴性对照.每张切片随机选取5个高倍视野，
计数1 000个细胞，计算阳性细胞百分比；以16 D目
镜测微网(面积为0.1 024 mm2)在400倍放大下计数阳性
细胞数，每张切片计算10个网格取平均值为阳性细胞
密度.结肠组织MPO含量测定，采用生化方法，具体操
作按试剂盒说明书进行.结肠组织损伤大体形态和组织
学形态评分方法[24,25] :大体形态损伤评分指标包括粘
连、局部充血、溃疡及炎症.粘连及充血按有无及轻重
分别计0、1、2分，出现炎症、溃疡数目增加1个、溃
疡面积＞2 cm时范围每增加1 cm计分均加1.组织学指
标包括溃疡、炎症、肉芽肿、纤维化及病变深度，
按有无及轻重分别计 0、1、2 分，病变深度达黏膜

下层、肌层、浆膜层分别计 1、2、3 分，各项相

加得总分.

       统计学处理  实验数据以 sx ± 表示，采用单因素
方差分析，组间差异采用q检验，相关关系分析采用

直线相关分析.以P＜ 0.01为有统计学意义.

2   结果

2.1 肠组织损伤大体形态及组织学评分结果  模型组大

鼠结肠标本表现为黏膜充血水肿、溃疡形成，结肠

组织与周围组织粘连，可见近端肠腔扩张.溃疡呈线状

和灶状，周围可见黏膜增厚，肠腔狭窄.炎症及溃疡

位于盲肠部与肛门之间.光镜下可见溃疡及炎性渗出物，

有淋巴组织增生，大量中性粒细胞浸润，可见数量不

等的单个核细胞和嗜酸性粒细胞，同时可见增生的纤

维母细胞;与模型Ⅰ组相比，模型Ⅱ组大鼠肠组织损伤

的大体形态及组织学评分明显增高(P＜0.01),见图1,表1.

表1  各组大鼠结肠大体形态和组织学损伤评分及MPO活性( sx ± ).

·Ö×é 大体形态评分 组织学评分 MPO含量(U/g组织)

正常组 0.75± 0.71 1.13± 0.83 0.31± 0.08

生理盐水组 1.63± 0.74 1.38± 0.52 0.39± 0.07

模型Ⅰ组 2.00± 0.76b 3.88± 0.99bd 0.71± 0.06bd

模型Ⅱ组 6.25±1.39bdf 6.24± 1.04bdf 1.69± 0.11bdf

bP <0.01,vs 正常组;dP <0.01,vs生理盐水组; fP <0.01,vs 模型Ⅰ组.

2.2 NF-κ BP65 在肠组织中的表达  NF-κ B阳性表达细
胞胞核和胞质都有着色,以胞核为主,阳性着色细胞主要

为黏膜固有层单核细胞,肠上皮细胞也有少量着色.正常

组及生理盐水组仅见微弱的NF-κ B表达(14.10±5.76,
16.95 ± 6.38)，模型Ⅰ、Ⅱ组NF-κ  B 表达水平明显
增高(45.24± 10.86，60.73 ± 13.41  P ＜ 0.01)，尤其

以模型Ⅱ组更为明显(P ＜ 0.01)，见表 2、图 2.

2.3TNF-α和ICAM-1免疫组织化学染色结果  TNF-α

和 ICAM-1 阳性表达细胞表现以胞质呈棕褐色为主，

胞核也有少量着色.阳性表达细胞有中性粒细胞、单个

核细胞等，多集中于靠近肌层的黏膜固有层内，肠

上皮细胞仅有少量阳性表达，黏膜内小血管内皮细胞

也可见ICAM-1阳性表达.见图3、4.正常组及生理盐水
组肠组织仅见极少量的TNF-α及 ICAM-1蛋白表达，
模型组有不同程度的阳性染色，阳性率和阳性细胞密
度明显高于正常组及生理盐水组(P＜ 0.01)，模型组中
Ⅱ组阳性表达明显高于Ⅰ组(P ＜ 0.01)，见表2.
2.4肠组织MPO含量结果   模型组与正常组及生理盐
水组相比，肠组织MPO含量显著上升(0.71 ± 0.06，
1.69± 0.11 vs  0.31± 0.08, 0.39± 0.07, P＜ 0.01)，模

型组Ⅱ组则明显高于模型Ⅰ组(P ＜ 0.01)，见表 1.

2.5 溃疡性结肠炎大鼠肠组织NF-κB表达与肠组织病
理损伤指数相关分析  溃疡性结肠炎大鼠肠组织NF-κB
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阳性细胞密度与肠组织损伤大体形态及组织学评分及
MPO含量呈显著正相关关系(r分别为 0.9 292,0.8 462，
0.6 865 P＜ 0.005).
2.6 溃疡性结肠炎大鼠肠组织NF-κB表达与TNF-α

和 ICAM-1蛋白表达的相关分析   溃疡性结肠炎大鼠
肠组织NF-κB阳性细胞密度与TNF-α和ICAM-1蛋白
阳性细胞密度呈显著正相关关系(r 分别为 0.9 304，
0.8 680 P＜ 0.001).

表2  NF-κB、TNF-α 及 ICAM-1 在各组大鼠肠组织的表达情况（ sx ± ）

          NF-κB          TNF-α     ICAM-1
分组

阳性率(%) 阳性密度 阳性率(%) 阳性密度 阳性率(%)        阳性密度

正常组 11.61±4.85 14.10± 5.76 10.13± 1.79 16.03± 6.21 10.33± 2.38           13.41±4.91

NS组 13.31± 4.76 16.95± 6.83 16.99± 5.48 20.04± 6.76 15.34± 4.03           17.50±6.95

模型Ⅰ组 30.26±10.20bd 45.24± 10.86bd 48.11± 5.95bd 53.40± 8.79bd 44.34± 7.54bd         47.01±8.82bd

模型Ⅱ组 52.14±9.81bdf 60.73± 13.41bdf 74.50± 11.20bdf 84.09± 14.52bdf 68.15± 7.25bdf        77.69±8.09bdf

bP ＜ 0.01,vs 正常组；dP ＜ 0.01，vs 生理盐水组；fP ＜ 0.01，vs 模型Ⅰ组

图1  大鼠UC肠组织炎性浸润,溃疡形成(HE染色200×).

图2  NF-κB在大鼠UC肠组织的阳性表达(免疫组化S-P法200×).

图3  TNF-α在大鼠UC肠组织的阳性表达(免疫组化S-P法400×).

图4  ICAM-1在大鼠UC肠组织的阳性表达(免疫组化S-P法400×).

3   讨论

核因子-κB作为调节细胞基因转录的关键因子,具有广
泛的生物学活性，在机体免疫应答、炎症反应及细胞
的生长调控等方面发挥重要的作用[17-22]，已成为众多
领域研究的热点.但其与溃疡性结肠炎关系的研究国内
尚未见报道.我们采用三硝基苯磺酸(TNBS)诱导形成大
鼠溃疡性结肠炎，并以不同剂量TNBS制备病情轻重不
一的疾病模型，通过免疫组化染色检测NF-κB蛋白的
表达,结果发现,在大鼠溃疡性结肠炎模型组中,NF-κB
的表达水平明显增强，且在大剂量TNBS的模型Ⅱ组尤
为明显.提示NF-κB可能在溃疡性结肠炎的发病机制中
起重要作用.
       溃疡性结肠炎是肠道炎性疾病，肠道局部炎性损
伤是其重要病理改变，以大量炎性细胞浸润肠壁和持
续活化为特征.现已证实[9-15],多种炎性因子表达异常参
与了溃疡性结肠炎的病理损伤过程,而 TNF- α和
ICAM-1 则是较受关注的因子之一,且在 TNF- α和
ICAM-1基因序列上均含有NF-κB的结合位点.TNF-α
是来源于单核巨噬细胞的细胞因子,具有广泛的前炎性
活性,能诱导黏附分子在上皮细胞及淋巴细胞的表达,诱
导趋化因子产生,介导炎性白细胞向炎症局部聚集[26,27] ;
ICAM-1可介导炎性白细胞与血管内皮细胞、上皮细
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胞稳定黏附，使炎性细胞定位于炎症部位[28-30].二者在
炎性细胞浸润及肠道炎症形成过程中起重要作用.我们
的研究表明,与正常组和生理盐水组大鼠相比,模型组大
鼠肠组织中TNF-α和 ICAM-1阳性表达率和阳性细胞
密度显著增高(P＜0.01),且模型Ⅱ组高于模型Ⅰ组,说明
TNF- α和 ICAM-1 的异常与溃疡性结肠炎的发病有
关，且其表达与疾病病情严重程度也有关系，这与过去
的结论一致[8,31-34].
        NF-κB最常见的形式是由P50与P65亚基组成的异二
聚体，在静息状态下，NF-κB与抑制因子 I κB单体耦
联，以无活性的形式存在于细胞质中，在外界多种因素
刺激下，I κB磷酸化后降解，NF-κB得以释放并移入
核内与靶基因序列上特定的结合位点结合，启动或调节
基因转录[22,35] ;其参与多种与机体免疫炎症反应密切相关
的基因转录,如细胞因子(IL-2、IL-6、IL-8及 TNF-α
等),黏附分子(ICAM-1、VCAM、ELAM、E-selection
等)以及T细胞受体和INF-γ等[17-23].这些因子在炎性细
胞的活化、趋化、浸润等过程中有重要作用.Jobin et al [36]

在大鼠肠上皮细胞系CEI-6细胞中发现TNF-α可以激
活NF-κB而促使 ICAM-1 mRNA和蛋白表达上升，而
采用蛋白酶抑制剂MG-132 或 ALLN阻断 IκB 降解过
程，可明显降低NF-κB活性和 ICAM-1基因表达.有研
究证实，脂多糖刺激NF-κB活化后可促进单核细胞分
泌 IL-1、TNF-α增多，后者通过正反馈作用又激活单
核细胞的NF-κB使自身分泌量进一步增加，引起级联
反应[37].我们的结果发现，在大鼠溃疡性结肠炎肠组织
中NF-κB表达水平与TNF-α、ICAM-1阳性表达呈正
相关关系，因此我们推测，NF-κB可能通过调控炎性
因子TNF-α、ICAM-1基因转录，参与了溃疡性结肠
炎的炎性损害过程.
        本实验结果还显示,溃疡性结肠炎大鼠肠组织NF-κB
表达水平与肠道病理损害的大体形态和组织学评分指数
及髓过氧化物酶(MPO)含量呈显著性正相关关系，而
MPO是中性粒细胞中含量较高的一种酶，在单核细胞和
巨噬细胞中也少量存在，其含量可间接反映组织炎性细
胞的浸润程度[38,39] ,提示溃疡性结肠炎肠组织NF-κB表
达量可反映肠组织的病理损害程度,对于溃疡性结肠炎病情
的评估及治疗效果的判断,可能具有潜在的指导意义.
      总之，我们的研究提示,NF-κB与溃疡性结肠炎的
发病关系密切,对肠组织中炎性因子TNF-α和 ICAM-1
等基因转录的调控可能是其作用的机制之一，其表达量
也可作为评价肠道病理损害的指标之一.但NF-κB在溃
疡性结肠炎中活化机制以及对炎性因子表达调控的具体
过程等均有待于进一步的研究.
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Abstract
AIM:To compare the biological characteristics of cultured
mice bone marrow dendritic cell (BM-DC) in cultural media
with peritoneum or with growth stimulating factor.

METHODS:DC progenitors of were isolated from bone marrow
of Balb/C mice, and transformed into DC cell by culturing
with secretary fluid of peritoneum, mGM-CSF, and mIL-4,
respectively. The biological features and immunity of the
DC cells were studied with mixed lymphocyte reaction, im-
munohistochemistry staining, light microscope and scanning
electronic microscope.

RESULTS:After culturing for 6-8 days, the number of BM-DC
(6x106 ) released from proliferating colony in media containing
mGM-CSF and mIL-4 was  higher than that in media containing
peritoneum without significant difference. High level of expressed
CD86 on BM-DC was demonstrated on day 7 in culture,
MLR results indicated that the stimulating ability for proliferation
of T cell was higher in media with mGM-CSF, mIL-4 than that
with peritoneum, while the control media without stimulating
factors showed no ability to stimulate the growth of T cells

CONCLUSION:These observations demonstrated that auto-
peritoneum can substitute for cytokines in media and stimulate
the growth of bone marrow-derived DCs, which possess the
corresponding  cellular biological features and cellular immunity.

Wang QC,Feng ZH,Zhou YX, Nie QH,Hao CQ,Wang JP.Comparative re-
search of dendritic cells cultured from mice bone marrow with different
ways.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(2):219-223

摘要
目的:探讨小鼠骨髓树突状细胞体外生物学特性及用自体腹

膜培养基代替细胞因子刺激树突状细胞体外生长的可能性.

方法:无菌取小鼠的骨髓分离、 培养DC前体，分别以小

鼠腹膜分泌液和重组细胞因子mGM-CSF,mIL-4刺激培

养使DC 前体转化为DC,再用混合淋巴细胞增生反应

(MLR)、细胞免疫组织化学染色及光镜、扫描电镜观察二

种DC生物特性及免疫活性的差异.　

结果:培养6-8 d， 二种方法培养的骨髓DC (BM-DC)均有

大 量细胞从集落中释放，并呈成熟状态，重组mGM-CSF,

mIL-4刺激培养的DC得率稍高（6×106）于腹膜培养组
（3×106），但无显著性差异;培养 7 d BM-DC的B7-2表
达较高，呈强阳性，混合淋巴细胞反应(MLR)中均表现出

有强烈刺激同种T 细胞增生的能力;尤以重组mGM-CSF,

mIL-4组明显高于腹膜培养组，未加任何处理的空白对照

组中 DC前体具有非成熟 DC 的形态及功能特征,且无刺激

同种T 细胞增生的能力.　

结论:实验结果提示用自体腹膜培养基代替细胞因子刺激

树突状细胞体外生长可获得一定数量的树突状细胞并具有

相应的生物学特性及功能，基本能满足实验研究的需要，

为基层单位开展树突状细胞的研究提供了可能性.
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0   引言

树突状细胞(dendritic cell，DC)是目前发现的功能最强
的专职抗原递呈细胞，在免疫反应中起着举足轻重的
作用，因此备受重视[1,2].1990 年以来，人们在体外诱
导扩增DC成功之后，克服了以往由于DC在组织中含
量很少、难以获取的困难，使DC研究取得了许多突
破性的进展，为人们探索新的疾病防治手段开辟了新
的天地[3-11].体外诱生DC有许多不同的方案.骨髓、脐
血和外周血干细胞、外周血单核细胞，都可以作为前
体来诱导分化为DC，尽管用不同的前体细胞扩增DC的
方法各不相同,但GM-CSF似乎是必不可少的[12-22].IL-4往
往与GM-CSF同时使用，特别是将外周血单个核细胞
或单核细胞作为前体时.但重组细胞因子存在价格昂贵
保存时间短等缺点，我们根据小鼠自体腹膜可以分泌
GM-CSF的特点，用腹膜分泌液培养基代替细胞因子
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刺激树突状细胞体外生长的可能性.那么这两种细胞的
生物特性之间存在什么样的差异?为此,我们将相同来源
的DC在不同条件下进行体外培养[23-28],对二种 DC 的生
长发育、生物学特征及免疫学功能进行初步探讨.

1   材料和方法

1.1 材料  8-10 wk Balb/c 小鼠(H-2 Kd)，购自第四军
医大学实验动物中心.红细胞裂解液（139.6 mmol/L
NH4Cl,16.96 mmol/L Tris,用 1 mol/L HCl 调 pH至 7.2）
本室配制;GNK缓冲液(８ g/L NaCl,0.4 g/LKCl,1.77 g/L
Na2HPO4.2H2O,0.6 g/L NaH2PO4.H2O,0.2 g/L葡萄糖,0.01 g/L酚
红)本室配制,这两种缓冲液均高压灭菌，4 ℃ 保存.
RPMI 1 640 完全培养基：由 RPMI 1 640 干粉 10.4 g/L
(购自 GIBCO公司),HEPES 2 × 10-2 mol/L、L-谷氨酰
胺2×10-3 mol/L、2-巯基乙醇0.05 mol/L、非必需氨基
酸0.1 mol/L、丙铜酸钠1 mol/L、双抗(青霉素100 KU/L、
链霉素0.1 g/L)和100 mL/L灭活的胎牛血清(购自GIBCO
公司)构成.鼠重组 GM-CSF(mrGM-CSF)为 GIBCOL 公司
产品，MTT 试剂为华美生物技术公司产品.大鼠抗小
鼠 H-2b,I-Ab,B7-2 等单抗、羊抗大鼠二抗及 FITC标
记的羊抗大鼠二抗购自Pharmingen 公司.腹膜培养基的
制备： Balb/c♀小鼠10 只，颈椎脱臼处死，无菌取
腹膜4×5 cm 大小用 Hanks 液冲洗 3次，接种于加有
RPMI 1 640 完全培液+20 %FBS的 90 mm培样皿中,于
37 ℃,50 mL/L CO2孵箱内培养3 d 后，即可自动分泌
GM-CSF等细胞因子，培养基过滤除菌，将此分泌液
分次加入BM-DC 的培养基中.
1.2 方法  Balb/c♀小鼠10 只，颈椎脱臼处死，无菌
取双侧股骨和胫骨，用GKN 液冲洗出骨髓，制成细
胞悬液，清洗后 1∶10 的体积比加入 37 ℃预温的红
细胞裂解液,反复吹打混匀,室温，2-4 min,加GKN10 mL
终止反应，离心洗涤后，用RPMI 1 640 完全培液调整
细胞浓度为 2 × 109/L，接种于 6 孔培样板，每孔 2
mL，加入细胞因子 mrGM-CSF ,IL-4 各20 µg/L或腹膜
培养液1 mL 隔天筛选换液.分别在不同天数收取以上两
种细胞，制成细胞甩片或细胞涂片，-20 ℃保存备用，
并作部分 Gimesa 染色片.取-20 ℃冷藏细胞甩片或细胞
涂片，复温后用冷丙酮固定10 min,干燥后用0.01 mol/
L PBS 洗 2次，5 min/ 次，按常规免疫组织化学染色
方法依次用0.3 mL/L的H2O2,Avidin 液,Biotin 液、10 g/
LBSA 封闭；加一抗B7-2 和相应 Biotin 化的二抗，再
加 ABC 复合物及 DAB 显色，以上各步骤间均以PBS
液洗3次，最后脱水封片.以相应的同型抗体染色作阴
性对照.取Balb/c ♀小鼠6只，无菌开腹取脾细胞，清
洗破血去红细胞膜后,制成 1 ml 细胞悬液，尼龙毛柱
分离 T 细胞，调整细胞浓度至2× 109/L 备用.收集培
养4,7,10 d的BM-DC,丝裂霉素 C 处理后 (25 g/L,37 ℃水
浴 30 min)，RPMI 1 640 洗 3 次，调整细胞浓度为2

× 108/L 备用.取DC和 T细胞各0.1 mL，加入 96孔培

养板作混合培养,同时设单一T细胞孔和单一DC孔作对

照,培养72 h.加入四甲基偶氮唑盐(MTT)10 µg,37 ℃继续孵
育4 h,弃去孔内培养液,每孔加入DMSO150 µL,振荡10 min,
使结晶物充分溶解,在酶免疫检测仪上测各孔 A 490

值，计算刺激指数(stimulatory index)，SI= 实验孔A

值 /对照孔A值.

2   结果

2.1 DC的光镜和扫描电镜观察   每只小鼠能分离出骨

髓细胞约(3.5-4.0)×107 个，包括造血干细胞及内皮细
胞、成纤维细胞等.经 24 h 培养后，在贴壁细胞表面

有许多集落出现，以粒细胞集落居多，48 h 后筛选吸

弃悬浮的集落细胞，剩小部分半贴壁半悬浮的DC集落

存在,到第4天时,此类半贴壁集落数量剧增,集落表面的

细胞可见有长短不一的突起(图1,2).继续培养至6-8 d,集落

丰富,并开始有大量细胞从集落中释放出来(图2)，释放

的细胞突起较长.细胞涂片 Gimesa 染色可见细胞核偏位,

突起较多.每只小鼠在mGM-CSF和mIL-4培养7-8 d DC

的得率约为 6×106 个.每只小鼠腹膜培养24-48 h 后，
有大量贴壁细胞贴壁生长，少量DC前体细胞半贴壁

状散在分布，经筛选、扩增培养，4 d 时 DC 数量

增多，但只形成小集落(图 3).7-8 d，DC 数量较多，

并有部分细胞悬浮，悬浮细胞有小的突起，同时在

此阶段细胞有一明显的增生高峰，出现大量半贴壁半

悬浮的集落，集落表面的细胞有小的突起(图 4).10 d

起，集落依然大量存在，并有部分细胞从集落上缓慢

释放，细胞涂片 Gimesa 染色见细胞核偏位，胞质内有大

量的囊泡结构.每只小鼠在7-8 d DC 的得率约为 (2-3)×106

个.用扫描电镜检测细胞表面突起，显示了DC的基本

形态,从细胞表面伸出许多的翼状突起，突起表面几乎

没有肌动蛋白，表现为典型的树突状特征.这一形态特

征与DC的功能有密切关系，这使其能有效地摄取抗原并

选择性地作用于体内数量极少的抗原特异性淋巴细胞.4 d

免疫组织化学染色BM-DC仅MHC Ⅰ和B7-2呈弱阳性,

7 d BM-DC的 MHCⅠ,B7-2表达较高,呈强阳性(图6).

图1  GM-CSF+IL-4 培养 4 d BM-DC,有细胞集落形成,× 100.
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图2  GM-CSF+IL-4培养7 d BM-DC,细胞聚集,大集落形成,×200.

图 3  腹膜分泌液培养4 d BM-DC,细胞增生,开始形成小集落,×200.

图4  腹膜分泌液培养7 d BM-DC,增生高峰期,有大量集落生成,×200.

图 5  培养 7 d BM-DC,细胞表面形成棘突样标志,×400

2.2 混合淋巴细胞增生反应(MLR)   培养 4 d细胞因子
组 Balb/c 小鼠的 BM-DC 仅轻度促进 Balb/c 小鼠T细
胞的增生，第7天 BM-DC刺激 T 细胞增生的能力增
强，刺激指数约为2-3 倍；培养7 d 腹膜组DC 无刺
激 T 细胞增生的能力，但培养第10 天 DC 却表现出

一定的刺激 T 细胞增生的能力(图 7).数据经 t 检验
(P ＜ 0.05)有统计学意义(表 1).

表1  小鼠脾细胞对BM-DC 增生反应的刺激指数(n =5)

 分组    4 d   7 d  10 d

1细胞因子组 2.685a 2.935ac 2.234a

2腹膜刺激组 2.138 a 1.803a 2.457a

3T细胞对照 1.216 1.178 1.018

 aP <0.05  vs 对照组, cP <0.05  1组 vs 2组.

图6  培养7 d BM-DC,B7-2免疫组织化学染色呈强阳性,×400.

图 7  不同培养时间的二组 BM-DC刺激同种异体小鼠 T 细胞增生.

3   讨论

自1993年 Inaba et al 用 GM-CSF 体外成功扩增 DC 以
来,DC 的研究得到迅速发展.骨髓中造血干细胞接种培
养后,在 GM-CSF、IL-4等 的作用下能向 DC 方向分化,
经历了一个由未成熟向成熟 DC 发育的过程.早期未成
熟 DC 的突起少, MHC 分子及共刺激分子 B7-1、B7-2的
表达非常低,无刺激 T 细胞增生的能力.成熟后,细胞突起
增多， MHC 分子及共刺激分子的表达明显升高，能强
烈刺激 T 细胞的增生[29-32] .这与我们观察到的实验结果
完全符合，即培养6-8 d 后 BM-DC 已基本成熟.分离
得到的 DC 前体细胞较少，DC 生长发育非常缓慢，开
始时仅少量的 DC 前体细胞在贴壁细胞的表面散在分
布.培养4 d,DC 前体细胞才开始出现小的集落.至6-8 d,
DC 前体细胞数量增多,并出现一增生高峰，有大量的半
贴壁半悬浮集落生成;少量悬浮细胞有小的突起.此时
DC 细胞表面分子 MHC class I,II和共刺激分子 B7-1,B7-2
的表达都极低,几乎没有刺激同种异体T细胞增生的能
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力.这种 DC 的生物免疫特性与未成熟 DC 非常相似，可
能是诱导 T 细胞甚至凋亡的原因.在培养中我们发现；
在7-8 d的增生高峰期，DC 有丰富的半贴壁集落生成;
并且从10 d 起开始有部分细胞从集落中释放出来.此时
DC 细胞表面分子表达有一定程度的升高，以 MHC class
II 和 B7-2为明显,并且其刺激 T 细胞增生的能力也有增强.
        目前尚无非常理想的能用于鉴定DC的特异性分子标
志,若要鉴定所得到的细胞是否为DC时，往往是通过形
态学、组合性细胞表面标志、混合淋巴细胞反应，(MLR)
中刺激初始T细胞增生三个方面加以综合判断，即具有
典型树突状形态、膜表面高表达MHCⅡ类分子、能移
行至淋巴器官和刺激初始型T细胞增生活化，并具有些
相对特异性表面标志的一类细胞，方能称之为DC.当然，
也有数种DC相对特异性标志得到公认和应用，例如33D1
和NLDCl45是小鼠DC比较特异性的标志；OX62是大鼠
DC比较特异性的标志，而人DC的主要特征性标志为CDla
和CD83.最近，陆续一些新的DC特异性标志的报道，如
新西兰学者Hart 所在的实验室制备一株鼠抗人DC 的
CMRF-44单抗，他们利用此单抗动态地观察了从外周血
单核细胞来源的人DC分化发育过程，发现该单抗识别的
是处于分化中期和成熟期的人DC.可以预见，若能寻找到
更特异的DC标志、甚至不同状态或不同亚群DC的特异
性标志，将大大有利于DC工作的开展[33-35].
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《抗体分子与肿瘤》出版发行

本刊讯 自19 世纪末发现抗毒素即第一代抗体以来，随着现代免疫学、细胞生物学和分子生物学的不断发展，第二代抗体

即单克隆抗体，以及第三代抗体即基因工程抗体分别于1975年和1984年相继问世.一个多世纪来，抗体作为体内最奇妙的

蛋白质分子一直是生命科学，尤其是生物医学领域的研究热点，为人类多种疾病的预防、诊断和治疗做出了巨大贡献.

   在人类疾病中，恶性肿瘤是威胁人们健康的常见病和多发病，也是人类生命的主要“杀手”之一.在肿瘤免疫中，抗

体分子既是重要的效应分子，也是抗原识别分子.

   近 20多年来，随着单克隆抗体和基因工程抗体的两次重要发展，至今全球已报道的单克隆抗体达10万余种，基因工程

抗体近千种，人源抗体(human antibodies) 200 多种.目前，国际上已有500 余种诊断和治疗用的单抗投放市场，100 多种

已进入临床研究.虽然我国也有抗体已获准进入临床研究或上市，但品种还不全，规模还不大，未能产生应有的经济效益

和社会效益，每年需进口至少800 克单克隆抗体用于各种放免、酶标及病理诊断等，每克的价格高达50-150 万元人民币.

其中与癌症的检测和治疗有关的抗体占大多数.

     为了总结和反映国内外在抗体分子与肿瘤研究方面的新理论、新技术和新方法，促进和提高我国在该领域中有关高新

技术的研究水平，我们在参阅国内外文献的基础上，并结合从事抗肿瘤抗体研究近20 年的有关经验和体会，编著成《抗

体分子与肿瘤》一书，奉献给广大的读者.

    本书共分3篇15章,分别就抗体分子的基础理论及其三代不同抗体的制备和标记等技术，抗体分子与肿瘤的有关研究和

应用,工程抗体产业化的有关问题等作了全面而系统的介绍，并力求新颖实用.全书贯穿“基础研究 -应用研究 -产业化”的

基本思路,尽力把当前国内外有关研究的主要现状和进展显示出来.本书由人民军医出版社出版（北京市复兴路22号甲3号,邮
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Abstract
AIM:To study the effects and clinical significance of parenteral
hyperalimentation on levels of serum motilin, peptide YY, IgG
and glycoproteins in patients with severe ulcerative colitis.

METHODS:Eighty-nine patients (males 51,females 38,age
23-57 years) with severe ulcerative colitis were examinated
with colonoscope, barium enema, the diagnosis was confirmed
histologically. Bacterial infection was excluded through twice
consecutive stool cultures. And ameba, schistosomiasis,
gastroentertinal   cancer and endocrine diseases were also
excluded. Ulcerative colitis was  found in sigmoid (n =45),
descending colon (n =21), colon splenic flexure (n =15)
and transverse colon (n =8). Its clinical categories included
relapse (n =44), persistent (n =30) and initial (n =15).
Parenteral hyperalimentation was applied to patients once
diagnosis was made; three days  later, fasting venous blood
was drawed to test   serum motilin (MTL), peptide YY (PYY)
and IgG  by radioimmunoassy, and serum α1, α2 and γ
glycoproteins by electrophoresis.

RESULTS:After 4-week period therapy with parental
hypernutrition,27 cases (30 %) recovered completely, 48
(54 %) improved, and 14(16 %) failed to therapy, the total

effective rate was 84 %. Level of serum MTL, PYY, IgG, and
α1-glycoprotein in colitis patients were significant higher
than those in control, α 2-glycoprotein was lower than that
in control ( P <0.05). All these abnormal data became normal
after treatment.However,no difference of these parameters
was observed between patients who were effective to therapy
and those who failed to therapy (P <0.05).No obvious change in
serum aspartate aminotransferase (AST), alanine ami-
notransferase (ALT) and γ- glycoprotein was   existed in all
patients (P >0.05).Level of serum albumin was increased
(P <0.05),and the histological change in ulcerative colitis
was significantly improved after treatment.

CONCLUSION:The parenteral hyperalimentation therapy
improved effectively serum levels of motilin, PYY, IgG and
glycoproteins in patients with severe ulcerative colitis.

Guo XG, Sun AH, Li CN, Zhang HB, Zhou XM, Xu CT, Pan BR. Effects of
parenteral hyperalimentation on serum motilin, peptide YY,IgG and glyco-
proteins in severe ulcerative colitis. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi, 2003;11
(2):224-228

摘要
目的:肠外高营养对重症溃疡性结肠炎患者血清胃动素,肽

YY,IgG和糖蛋白含量的影响并讨论其变化的临床意义.

方法:重症溃疡性结肠炎患者89例，男51例，女38例，

年龄23-57（平均38± 13）岁，均经电子结肠镜检查和

X线钡灌肠检查，以及组织学检查确诊，并连续粪培养2

次排除细菌感染，同时排除阿米巴肠病,血吸虫病,肠道肿

瘤和内分泌疾病. 病变部位包括乙状结肠45例，降结肠21

例，结肠脾曲15例和横结肠8例；临床类型包括复发型44

例，持续型30例和初发型15例. 采取肠外静脉补充足够

的营养，完全胃肠道休息.并于确诊后3 d内和治疗缓解后

的上午07∶00空腹采血，用放射免疫法（RIA）测定血清

胃动素（MTL），肽YY（PYY）和IgG，用血清电泳法测

定α 1，α 2 和γ糖蛋白.

结果:经过 4 wk 治疗后痊愈 27 例（30 %），好转48 例

（54 %），无效 14 例（16 %）,总有效率 84 %.与对照

比较，重症溃疡性结肠炎患者血清MTL(ng/L,311.6±99.8
vs  207.3±98.4, P ＜0.01), PYY(pmol/L, 1.6±0.8 vs 1.1±0.6,
P ＜0.05), IgG (g/L, 23.6±10.2 vs 13.1±6.9, P ＜0.01) 和α1球
蛋白 (g/L,2.7±1.2 vs 1.5±0.9，P ＜ 0.01) 明显升高，而
α2球蛋白(g/L, 4.2±2.6 vs  6.8±2.3，P ＜ 0.05) 则降低，
但经过治疗后可恢复，治疗有效和无效患者间上述变化

无明显差异（P＞ 0.05）.全部患者血清AST，ALT在正



常范围,血清白蛋白治疗后明显好转(g/L,34.2±9.6 vs  21.4 ±8.7,
P ＜ 0.05)，组织学也明显改善.

结论:重症溃疡性结肠炎肠外静脉高营养疗法是一种有效可

行的方法，且可以改善血清MTL，PYY，IgG和α1,α2

糖蛋白水平.
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0   引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis)是炎症性肠病(inflammatory

bowel disease, IBD)的一种，其病因不明，是以浅表

性,非特异性炎症病变为主的肠道疾病，主要累及乙状

结肠,也可累及其他部分或全部结肠[1-5] ;少数病变严重者

可出现10 cm以内的反流性回肠炎.临床症状以黏液脓

血便,腹痛,腹泻或里急后重为主;急性危重病例,有全身

症状，并常伴有肠道外疾病和肝损害,关节炎,皮肤损害,

心肌病变,口腔溃疡,虹膜睫状体炎及内分泌病症[3-8].对

溃疡性结肠炎的治疗方法包括激素,磺胺类,免疫抑制

等，但效果均欠佳[4,9-17].我们研究肠外高营养对重症溃

疡性结肠炎的治疗效果及其对血清胃动素，肽YY,IgG,

α1(α1-Gly),α2(α2-Gly)和γ糖蛋白(γ-Gly)的影响.

1   材料和方法

1.1材料  1998-01/2001-12住院溃疡性结肠炎患者207

例,其中属重症的89例,男 51例,女 38例,年龄23-57(平

均38±13）岁.全部患者均经电子结肠镜检查和X线钡

灌肠检查，以及组织学检查确诊，并连续粪培养2次排

除细菌感染，同时排除阿米巴肠病,血吸虫病,肠道肿瘤

和内分泌疾病. 病变部位包括乙状结肠45例，降结肠

21例，结肠脾曲15例和横结肠8例；临床类型包括复

发型44例，持续型30例和初发型15例.另选健康对照

23例，男16名，女7名，年龄22-58 (平均37±12)岁，

排除胃肠道和内分泌疾病.

1.2方法  治疗原则是在发作期间,主要采取对症治疗,纠

正营养缺乏，恢复血容量，纠正贫血，控制合并症等处

理.我们主要采取肠外高营养，其治疗方案是：静脉补

充足够的营养，完全胃肠道休息，待病情缓解后逐步

恢复饮食，以保持长久的缓解状态.所用药物为：肠外

高营养配方:200 g/L脂肪乳250 mL;氨基酸500 mL;支链

氨基酸250 mL;250 g/L 葡萄糖250 mL(必要时);100 g/L

葡萄糖500-1 000 mL;生理盐水500 mL;100 g/L氯化钾

30-50 mL;维他得匹特10 mL;水乐维他10 mL;胰岛素

20-30 U;安达美10 mL.上述混入3 000 mL袋中深静脉

滴注，1次 /d,4 wk.治疗1 wk后无效患者则加用少量激

素,有发热者（≥38.5 ℃）给予抗生素.全部患者都经

治疗4 wk后进行结果分析:痊愈好转-临床症状减轻,

肠镜等检查,肠黏膜检查恢复正常;好转 -临床症状减

轻，肠镜检查，肠黏膜病变较前明显改善,大便常规检

查有少量红,白细胞;无效 -治疗后，临床症状和肠镜

等检查,无改善或无明显改善.研究对象还于确诊后3 d

内和静脉高营养治疗缓解后的上午07∶00空腹采血,

用放射免疫法（RIA）测定血清胃动素（MTL）,肽YY

（PYY）和IgG,用血清电泳法测定α1,α2和γ糖蛋白.

       统计学处理  测定结果用 sx ± 表示，与对照组比
较用非配对学生 t检验.

2   结果

经过4 wk治疗后痊愈27例(30 %),好转 48例(54 %),无

效14例(16 %),总有效率84 %.重症溃疡性结肠炎患者血

清MTL，PYY，IgG 和α 1 糖蛋白明显高于对照组，

但经过治疗后可恢复(表1),治疗有效和无效患者间上述

变化无明显差异(P＞0.05).全部患者血清AST，ALT在

正常范围,γ糖蛋白变化不明显(g/L, 9.7±4.6）,血清白蛋
白明显好转(g/L,34.2±9.6 vs 21.4±8.7，P＜ 0.05).治疗
无效的14例上述各指标治疗前后无明显改变(P ＞0.05).

所有患者均为急性期重症，其黏膜充血,水肿更显著，

镜下病变部位基本无正常黏膜(图 1A),与治愈后形成明

显对比（图1B）. 黏膜呈粗细不等的颗粒状.或溃疡明显

增多并融合成片，有黏膜桥形成.极易接触出血或黏膜

糜烂结肠自发出血，有假膜或黏液脓血性渗出物覆盖，

有时见岛状或类假息肉样黏膜再生.重症溃疡性结肠炎

治疗前病理组织可见中性细胞浸润,淋巴细胞,浆细胞也

较多及假性息肉（图2A） ;腺上皮间中性炎细胞浸润，

杯状细胞减少；隐窝炎症或脓肿形成和他固有膜血管

的炎症（图2B）.经治疗病情缓解后病变明显改善，取

代上述的是肠腺细胞排列不规则，隐窝数减少，既有

瘢痕组织又有基底膜增厚；杯状细胞增多，黏膜下层

纤维化加重，可见淋巴管扩张；固有膜层圆细胞浸润

明显或大淋巴滤泡出现.

表1  重症溃疡性结肠炎患者治疗前后MTL，PYY，IgG，α1 和 α2

糖蛋白变化 ( sx ±  )

分组       n   MTL(ng/L )   PYY(pmol/L)    IgG(g/L)    α1-Gly(g/L)  α2-Gly(g/L)

对照      26  207.3 ±98.4     1.1±0.6       13.1 ±6.9        1.5±0.9        6.8 ±2.3

治疗前  89  311.6 ±99.8b   1.6 ±0.8a        23.6±10.2b    2.7 ±1.2 b        4.2±2.6 a

治疗后  75   225.2±89.4       1.2±0.7         15.3±8.2        1.8±1.1       7.5 ±3.4

aP＜ 0.05, bP＜ 0.01 vs  对照.
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A:治疗前B:治愈后
图1  镜下溃疡性结肠炎.

A:结肠炎息肉  B:隐窝脓肿形成
图2  溃疡性结肠炎病理学改变.

3   讨论

溃疡性结肠炎为一病程经历甚为悬殊而又无特异治疗
的疾病.在发作期间,主要采取对症治疗,纠正营养缺乏,
恢复血容量，纠正贫血，控制合并症等处理，并应鼓励
患者增强治病信心，坚持合理必要的治疗，多数患者
可达到完全缓解[5-7,10-15,18-25].缓解期治疗则基于力争和保
持缓解状态.减少发作次数，减轻发作程度和缩短发作
期限.我们主要采取肠外静脉补充足够的营养，完全休

息胃肠道,待病情缓解后逐步恢复饮食,以保持长久的缓

解状态,结果收到满意的效果,且患者血清胃动素,肽YY,

IgG,α1和α2糖蛋白含量基本恢复[22-28].溃疡性结肠炎

初起病情较轻或疾病较平稳恢复期，可采用中医辨证

治疗，可口服或直肠给药.当暴发型,危重病证以及较

为严重的并发症，宜采用西药治疗以及激素治疗，待

病情平稳时，可结合中医药治疗[29-35].

        血清蛋白电泳α1糖蛋白升高是溃疡性结肠炎活

动期的可靠指标，我们研究结果也说明这一点.α 2糖

蛋白升高则反应病情缓解,γ球蛋白下降为预后不良的

征兆，低蛋白血症说明病变范围广，通常已越过乙状

结肠[17-21].

        溃疡性结肠患者发病的解剖和生理基础可能是肠

黏膜屏障或他的通透性存在某些缺陷，细胞因子是炎

症反应的必需中介物(如白介素，肿瘤坏死因子和干扰

素等)，这些细胞因子具有类似激素对全身的作用，同

时伴有严重的和潜在的危险作用[21-25,36-42].我们的研究中

患者血清MTL，PYY，IgG和α1糖蛋白均有改变，且

临床治愈或好转后血清IgG和α1糖蛋白下降，提示溃

疡性结肠炎的发生可能与细胞因子的作用有关,这一结

果与以往研究类似[23,29-34].我们采用肠外高营养疗法，

使患者的胃肠道得以完全休息，这样可能通过减少对

肠道刺激从而改善体内炎症反应，以达到治疗目的.胃

动素是22个氨基酸残基组成的多肽，正常情况影响血

中胃动素水平与进餐和进餐的种类，胃肠道的消化过

程和消化期间,胃容量的扩大,小肠活动状态和十二指肠

内酸度,其他消化道激素的作用等因素有关[24-28,43-46].溃

疡性结肠炎患者血清MTL升高可能由于结肠黏膜炎症

作用使下消化道蠕动增快，机体为调节内外平衡，胃

小肠以适应结肠运动，故血清MTL 分泌和释放增加.

PYY 的主要作用为收缩血管，抑制胰腺外分泌，抑

制胃肠蠕动及胃酸分泌.我们研究中血清PYY升高可能

系结肠炎症刺激所致.IgG主要作用是参与免疫，溃疡

性结肠炎作为一种与免疫相关的疾病，必然有体内

IgG的改变,本文结果也证实这一点.

       治疗重症溃疡性结肠炎通常用柳氮磺胺吡啶类药

物，如5-氨水扬酸(5-aminosalicylic acid)[28],利多格雷

(ridogrel)[29]等，但有时效果不理想.严重患者在内科多

次治疗无效时可考虑外科治疗[11].溃疡结肠炎原因不

明，尚无具体的预防措施，对于反复发作或持续的患

者，保持心情舒畅恬静，注意饮食有节，起居有常,避

免劳累，预防肠道感染，对阻止复发或病情进一步发

展有一定作用[40-47].此外还应注意心理调节和注意控制

饮食，对腹痛腹泻者，宜食少渣，易消化，低脂肪，高

蛋白饮食，对有或可疑不耐受的食物，如虾，蝎，鳖，

牛奶，花生等应尽量避免食用，应忌食辣椒，冰冻，生

冷食品，戒除烟酒.
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Abstract
AIM:To investigate the expressions of COX-2 and p53 in
human pancreatic cancer and their correlation with biological
behaviors of pancreatic cancer.

METHODS:The expressions of COX-2 and p53 in 51 specimens
of human pancreatic ductal adenocarcinoma and 11 specimens
of normal tissues adjacent human pancreatic ductal adenocarci-
noma were detected with immunohistochemistry by Envision.

RESULTS:The detectable rate of COX-2 and p53 in pancreatic
ductal adenocarcinoma were 74.5 % and 60.8 %, respectively;
but none in adjacent normal tissues. The expression of COX-2
was significantly associated with the clinical stages and me-
tastasis status of lymph nodes (P =0.022, 0.036) , but not
with histological grade (P =0.152). The expression of p53
was significantly correlated with the lymph node metastasis
status (P =0.035) , but not with their histological grades
and clinical stages (P =0.131, 0.078). There was a significant
correlation between the expression of COX-2 and p53 (r =0. 452,
P =0.001).Conditions such as age, sex, tumor size and location
had no relation with expression of COX-2 or p53.

CONCLUSION:The cooperation of COX-2 and p53 may play
a pivotal role in the carcinogenesis and the progression in
pancreatic cancer. They may provide new targets for the
therapy of pancreatic cancer.

Liu JW,Li KZ,Dou KF.Expression of cyclooxygenase-2 in pancreatic cancer and
its correlation with p53. Shijie Huanren Xiaohuan Zazhi 2003;11(2):229-232

摘要
目的:探讨环氧化酶-2(COX-2)和p53在胰腺癌组织中的表达

与生物学行为之间的关系并探讨二者的相关性及可能机制.

方法:用免疫组织化学Envision法对51例胰腺导管癌和11

例癌旁非肿瘤胰腺组织的COX-2和p53的表达进行检测.

结果:51例胰腺导管癌中COX-2和p53蛋白的表达率分别

为74.5 %和 60.8 %; 二者在11例癌旁非肿瘤胰腺组织中

均未发现阳性表达.COX-2的表达与临床分期和淋巴结转

移有关（P =0.022, 0.036），而与组织学分级关系不大

(P =0.152); p53 的表达与淋巴结转移有关（P =0.035），

而与组织学分级、临床分期关系不大(P =0.131, 0.078);

COX-2的表达与p53的表达密切相关(r =0. 452,P =0.001).二

者的表达与患者的性别、年龄、肿瘤的大小、部位均无关.

结论:COX-2和p53的协同作用可能在胰腺癌的发生发展

过程中起重要作用,可能为胰腺癌的治疗提供了新的靶点.

刘江伟,李开宗,窦科峰.COX-2在胰腺癌组织中的表达及其与p53的相关性

研究. 世界华人消化杂志  2003;11(2):229-232

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/229.htm

0   引言

环氧化酶-2(cyclooxygenase-2, COX-2)是炎症过程中催
化前列腺素合成的一个关键诱导酶.近年研究发现，
COX-2参与了多种肿瘤特别是消化系统肿瘤的细胞增
生、抗凋亡和血管生成，与肿瘤的发生、发展和预后
密切相关[1-12].p53 是迄今发现的最重要的肿瘤抑制基
因，在许多消化系肿瘤组织中均存在基因突变，参与
肿瘤的发生、发展[13-34].COX-2与 p53之间关系的研究
目前尚存争议；而胰腺癌组织中COX-2的表达与突变
型p53表达关系的研究，国内外尚未见文献报道.本研
究旨在探讨COX-2和p53在胰腺癌中的表达和临床病
理特征之间的关系，并探讨二者之间的相互关系及可
能的机制.

1   材料和方法

1.1 材料   采用第四军医大学西京医院病理科1995-2000
年胰腺癌根治术后存档蜡块51例,均经组织病理学诊断
为导管腺癌，男30例，女21例；年龄39-75岁，平均
59.2岁.按Klopper组织学分级标准，Ⅰ级19例，Ⅱ级
17例，Ⅲ级15例.按Hemreck临床分期标准，Ⅰ期7例，
Ⅱ期11例，Ⅲ期20例，Ⅳ期13例.有淋巴结转移者32
例.另取11例癌旁非肿瘤胰腺组织标本做对照.COX-2
兔抗人多克隆抗体、p53鼠抗人单克隆抗体，均系Santa
Cruz 公司产品.Envision 二步法免疫组化试剂盒、DAB
显色剂系DAKO公司产品.
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1.2方法  免疫组织化学检测步骤如下:组织切片常规脱
蜡至水，离子水冲洗5 min; 置枸橼酸盐抗原修复液中
用微波炉进行抗原修复15 min,自然冷却至室温,PBS冲
洗;3 %的H2O2浸泡 20 min,PBS 冲洗；正常山羊血清
37 ℃封闭30 min,滴加兔抗人多克隆抗体COX-2(工作
浓度 1∶50)和鼠抗人单克隆抗体p53(工作浓度1∶100),
37 ℃放置2  h ; PBS冲洗后加入Envision二抗-酶标多
聚物37 ℃放置30 min,DAB显色,自来水冲洗，苏木素
复染，封片.同时用PBS代替一抗作染色的阴性对照，用
已知的染色阳性切片作阳性对照.COX-2以肿瘤细胞胞
质出现棕黄色颗粒为阳性细胞(图 1);p53以肿瘤细胞核
出现棕黄色颗粒为阳性细胞(图2);二者采取统一的评价
标准.在 400倍光镜下至少观察5个视野，肿瘤阳性细
胞>5 %定义为阳性表达，≤5 %为阴性表达[35].
        统计学处理 采用 SPSS10.0 统计学软件,采用 χ2检
验和Spearman等级相关分析.

2   结果

2.1 COX-2、p53蛋白表达与胰腺癌组织学特征之间的

关系(表1)   胰腺癌组织COX-2蛋白阳性表达率为74.5 %,
p53蛋白阳性表达率为60.8 %.在11例癌旁胰腺组织中
未见COX-2、p53蛋白的阳性表达.COX-2蛋白表达率
在临床Ⅰ-Ⅱ期为55.6 %(10/18),在Ⅲ-Ⅳ期为84.8 %
(28/33),差异具有显著性(χ2=5.262，P <0.05) ;在淋巴结
转移阳性组为84.4 %(27/32),淋巴结转移阴性组为57.9 %
(11/19),差异具有显著性（χ2=4.401，P <0.05);COX-2
的表达在组织学分级之间无显著性差异(P  >0.05).p53蛋
白表达在淋巴结转移阳性组明显高于淋巴结转移阴性
组,差异具有显著性（χ2=4.432，P <0.05);在组织学分
级、临床分期之间均无显著性差异(P >0.05).COX-2，
p53的表达与患者的性别、年龄、肿瘤的大小、部位无
明显关系(P >0.05).
2.2 COX-2蛋白表达与突变型P53蛋白表达的关系  在
COX-2阳性表达组中,P53的阳性表达率为73.7 %(28/38);在
COX-2阴性表达组中p53阳性表达率为23.1 %(3/13),差
异有显著性(χ2=10.407，P =0.001).Spearman 等级相关
分析表明二者有相关性(r =0. 452, P =0.001).

图1  COX-2在胰腺癌中的阳性表达 (Envision 法 × 400).

图 2  p53在胰腺癌中的阳性表达 (Envision 法×400).

表1  胰腺癌组织中COX-2、p53的表达与临床及病理学特征之间的关系

     COX-2       p53
病理参数  n

阳 性 阴 性 阳 性 阴 性

性别

男 30 24    6                 19  11

女 21 14    7  12   9

年 龄(岁)

≤ 60 20 15    5  10 10

>60 31  23    8  21 10

肿瘤大小(cm)

≤ 5 38 27  11  22 16

>5 13 11    2    9   4

肿瘤部位

胰头部 34 26    8  20 14

胰体尾部 17 12    5  11   6

组织学分级

G1 19 12    7    9 10

G2-G3 32 26    6  22 10

临床分期

Ⅰ+Ⅱ 18 10    8a    8 10

Ⅲ +Ⅳ 33 28    5  23 10

淋巴结转移

阳性 32 27    5a  23   9a

阴性 19 11    8    8  11

aP <0.05.

3   讨论

流行病学和实验研究发现,非甾体类抗炎药物(NSAIDs)
能够有效地预防肿瘤，NSAIDs主要作用于环氧化酶.环
氧化酶是前列腺素合成过程中的重要限速酶，已发现
有两种同工酶COX-1和COX-2.COX-1被认为是“看
家基因”，在大多数正常细胞中都呈稳定表达，与正常
的生理功能有关，如保护胃黏膜和维持肾脏的正常血
流量等.COX-2 在大多数正常组织中不表达，但在细
胞受到各种刺激如炎症因子、生长因子、促癌剂等的
诱导下迅速合成，参与炎症过程和肿瘤的发生[36].COX-2
在大多数人类肿瘤中过表达，其过表达与结肠癌、头
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颈部肿瘤、肺癌、前列腺癌、胃癌、乳腺癌等肿瘤
的浸润、淋巴结转移和预后不良有关[37].本研究发现，
COX-2在胰腺癌中的表达率为74.5 %,而在癌旁的非肿
瘤胰腺组织中未见表达;COX-2的表达与病理学分级、
患者的性别、年龄、肿瘤的大小、部位无关(P >0.05),
而与临床分期和淋巴结转移呈密切正相关(P <0.05).由
此可见，COX-2可能在胰腺癌的发生、发展、肿瘤的
浸润和转移中起重要作用，COX-2 的过表达可能是反
映胰腺癌预后的有用指标.最近研究表明，COX-2 可
能通过以下机制参与肿瘤形成，如促进前列腺素的合
成，促进血管生成，抑制机体免疫监视功能，阻止细胞
凋亡等[38].至于哪种机制在胰腺癌的形成中起重要作用
尚需进一步研究.
        野生型 p53(wt p53)是细胞生长的负调控基因，通
过调控细胞的生长和凋亡而起抑癌作用.当细胞在理化
因素作用下DNA发生损伤时，他能使细胞分裂停止在
G1/S 期，使细胞修复损伤而恢复正常，如果损伤不能
恢复，wtP53 能促使细胞凋亡，从而保证有癌变倾向
的细胞的自我消亡；其突变或缺失引起的突变型p53
则失去此“肿瘤抑制”效应而对细胞的增生和转化起
促进作用.p53突变后,半衰期延长，因而用免疫组化可
检测到突变的p53.在许多肿瘤中都可检测到高水平的
突变型p53表达,而其表达往往与肿瘤的分级、分期、预
后密切相关,常常是肿瘤术后复发、治疗失败的关键 [39-44].
本研究发现,p53 在胰腺癌组织中的突变率达 60.8 %，
在癌旁组织未检测到突变型p53，其表达与淋巴结转移
呈正相关趋势，表明p53的突变在胰腺癌的肿瘤发生、
发展中起重要作用.
       关于COX-2 和 p53之间的关系的研究尚存争议，
Ristimaki et al [36,45,46]研究发现,在有突变型p53的肿瘤组
织中比没有p53突变的肿瘤组织中表达更多的COX-2.
Costa et al [37,47]研究认为,COX-2的表达与突变型p53的
表达无关.我们对胰腺癌组织中COX-2和突变型p53的
表达进行相关性分析发现二者密切相关.有研究认为野
生型p53能够与TATA-结合蛋白竞争COX-2启动子上
的结合位点从而抑制COX-2 的表达[48].在p53缺陷的鼠
胚胎纤维母细胞中重新置入p53可阻止COX-2 的表达，
因而认为在p53和COX-2之间存在着调节环路[49].因肿
瘤的发生发展是受多基因多步骤调控的,我们认为,野生
型p53可能是COX-2上游的其中一个调控基因;野生型
p53的突变可能丧失了对COX-2的抑制而使COX-2表
达增加，p53的突变和COX-2在肿瘤的发生、发展中
可能起协同作用，其机制尚需进一步阐明.
        随着对COX-2参与肿瘤发生、发展机制的进一步
研究，加之选择性 COX-2 抑制剂的不断开发上市,
COX-2 在胰腺癌的预防、增加化疗、放疗敏感性,减
少治疗的毒副作用方面存在潜在的实用价值.
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《胃肠道 CT 诊断学》出版发行

本刊讯  本刊编委张晓鹏教授编著的《胃肠道CT诊断学》于2001 年由辽宁科学技术出版社出版,全国新华书店发行.

    自1972年 CT 应用于临床以来，影像诊断学发生了巨大变化.新技术设备的开发与应用为我们提供了探求、获得和更新

知识的有利条件.

    胃肠道 X线造影检查经历了由单对比向双对比发展的变化过程，双对比造影理论与实践研究，为胃肠道影像学发展奠定

了坚实基础.

    利用 CT 进行胃肠道影像诊断学研究，有助于提高我们的认识，对于进一步丰富胃肠道影像学内容也能起到一定作用.

    本书是在总结我们工作经验的基础上，参考国内外先进经验编写而成.书中 CT照片均为我们临床工作中的病例，考虑到

胃肠道解剖与病理学特点，尽可能将重点病例连续层面图像展示给读者，以便客观、全面、立体地理解胃肠道 CT 影像学

表现.
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摘要
丙型肝炎病毒(HCV)基因组克隆成功后,人们对其基因组的

研究已十分深入,但由于HCV病毒颗粒在感染者血中、肝

脏中含量很低,血中HCV又往往与免疫复合物和脂蛋白包

裹存在,以及缺乏有效的HCV体外培养体系和小动物模型，

形态结构研究难度极大而相对滞后，有关HCV超微结构

和病毒装配过程还知之甚少，多数研究认为HCV病毒颗

粒由外膜及核心组成，外膜表面有钉状突起.HCV感染后

的细胞多数可见扩大的胞质囊腔，病毒颗粒多存在胞质囊

腔内，这些胞质囊腔认为来自扩大的细胞内质网.细胞核

内、胞质、血清、体外培养细胞中HCV颗粒的大小、形

式有差异，目前尚无统一认识，其在感染细胞内的形态结

构和定位尚不清楚.本文就近年来有关HCV超微结构研究

的相关文献进行回顾.
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0   引言

自1989年丙型肝炎病毒(HCV)基因组克隆成功后,人们
对其基因组的研究已十分深入[1－19],然而,尽管许多学者
曾对HCV患者和实验感染HCV的黑猩猩肝组织和血
清、体外感染HCV的细胞等进行电镜研究,试图揭示
HCV超微结构特征，但由于HCV病毒颗粒在感染者血
中、肝脏中含量很低,血中HCV又往往与免疫复合物和
脂蛋白包裹存在,以及缺乏有效的HCV体外培养体系和
小动物模型，形态结构研究难度极大而相对滞后,有关
HCV超微结构和病毒装配过程还知之甚少[20-30],其在感
染细胞内的形态结构和定位尚不清楚.本文就近年来有
关HCV超微结构研究的相关文献进行回顾.

1   HCV动物模型肝脏组织标本中HCV颗粒及超微结构

改变

Shimizu et al [31] 给黑猩猩输入非甲非乙(NANB)肝炎患者
血浆或血清制造急性肝炎模型，取其肝组织进行电镜
观察.在其中1例供体引起的肝炎中发现了肝细胞核内

病毒样颗粒,直径20-27 nm.这些病毒样颗粒外观上类似
于病毒，但与通常所见病毒颗粒不同.作者认为虽然不
能排除这种结果可能是肝细胞对损伤的一种非特异反
应，但与NANB肝炎有关，可作为与病毒感染有关的
有意义的标志.随后Bradley et al [32]与Tsiquaye et al [33]在
实验性黑猩猩急性输血后NANB肝炎中相继证实了这
种颗粒的存在.
        Burk et al [34] 对感染人NANB肝炎的黑猩猩肝细胞
中的病毒样颗粒进行了进一步研究,详细描述了核内病
毒样颗粒的特点.发现颗粒直径约22 nm，在核中形成
单一同源性颗粒簇.这些颗粒并非正常核内成分,与浓缩
的核染色质不同,也不是周边染色质颗粒.因其平均直径
在几何上更为一致,且周边无“晕”；而周边染色质颗粒
的直径为 30-50 nm,周边常有“晕”.至于核小体平均
直径只有8-10 nm,比病毒样颗粒小; HBV的核型颗粒平
均直径27 nm,较大,且有特殊的颗粒形态.可见这些病毒
样颗粒的出现与NANB肝炎的感染有关,该颗粒可能就
是NANB肝炎的一种特异性标志，尽管当时还不能完
全排除这是肝细胞损伤的一种非特异性反应.
        1981年Burk et al [34]在观察到核内病毒样颗粒的同
时意外发现在其中1例黑猩猩肝细胞胞质内有病毒样
颗粒簇.这种胞质内病毒样颗粒平均直径为37±2 nm，
呈高度规则晶体状排列，形态一致，由核心和外壳两
部分组成，外观很像病毒.这种颗粒的大小和对称性很
像与HBV有关的Dane颗粒，但比后者小.这样小的病
毒也否定了其他常见的过客病毒，如呼吸道肠道病毒
的可能性.尽管这种颗粒形态类似病毒，但其晶体排列
方式相似于微管.

2   HCV 患者肝脏、血清、外周血单个核细胞中HCV

颗粒及超微结构改变

2.1HCV 患者肝脏中病毒样颗粒  Grimaud et al [35]在
NANB肝炎患者的肝穿刺标本电镜观察中也发现肝细
胞核内类似颗粒，50-100个圆形棒状病毒样颗粒成簇
存在.这些小簇由50-100个圆形棒状颗粒构成，颗粒的
直径为22-27 nm.Hantz et al [36]也有同样发现，并与
Shimizu及 Bradley et al 在黑猩猩肝脏组织中所见病毒
样颗粒一致.
       De Vos et al [37]报告电镜观察90例肝炎患者和10例
黑猩猩肝组织标本结果，患者包括NANB 肝炎，非
肝炎病毒性肝炎及乙型、甲型肝炎患者，黑猩猩中
部分HBsAg阴性，部分HBsAg阳性.在上述标本中均
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发现了病毒样颗粒簇.并根据核内病毒样颗粒的聚集密
度分为3种类型:Ⅰ型(密集型)，多位于核中央，由直径
20-29 nm的圆形或棒状颗粒密集组成，颗粒之间的间
隙小且规则，颗粒簇电子密度小于核染色质中间染色
质颗粒及周边染色质颗粒；Ⅱ型(中间密度型)，由与Ⅰ
型相同的圆形或棒状颗粒组成，但颗粒间有规则且较
宽的间隙；Ⅲ型（疏松型），由均一的短棒状核内颗粒
构成，颗粒间有宽窄不一的间隙，与Ⅰ、Ⅱ型者不同，
这种类型的颗粒簇主要位于核周边.上述3种类型间无
明显分界.Ⅰ型最常见,出现于94 ％的标本;Ⅱ型为4 ％;
Ⅲ型为31 ％.他们认为不同型颗粒及其分布方式可能只
代表了颗粒簇形成的不同阶段，对诊断NANB肝炎缺
乏特异性.Busachi et al [38]指出，Shimizu et al 在感染的
NANB肝炎黑猩猩血中及随后其他作者在患者肝组织中
见到的病毒样颗粒主要是直径20-27 nm的颗粒,类似于
De Vos描述的Ⅱ型颗粒.因而认为准确区分颗粒簇的不
同类型有一定意义，不同意De Vos 提出的Ⅰ型、Ⅱ
型仅代表同一种颗粒在聚集过程中的不同阶段的假说.
Shimizu发现高度选择NANB肝炎黑猩猩（即无A、B型
肝炎感染中）Ⅱ型颗粒的检出率达74 ％，而在HBsAg
阳性肝组织中该颗粒阳性率为15 ％，对照组则为0.应
该指出，HBsAg阳性组中也存在NANB肝炎交叉感染
的可能性.这些结果支持上述核内颗粒为NANB肝炎超
微结构标记的假说.
       1989年确认HCV是一种RNA病毒，是NANB输
血后肝炎和散发性肝炎的主要病原体.Balercia  et al [39]

于1993年报道电镜观察6例由HCV引起的慢性活动性
肝炎肝组织标本，其中2例有核内病毒样颗粒，呈不规
则圆形，或无定形结构，直径为18-22 nm.显然他与
HBV的规则圆形结构和大小相异.这些与HCV感染有
关的核内颗粒与HCV肝炎被认定为独立疾病之前称为
NANB肝炎的肝组织核内颗粒相似.这种颗粒的特性尚
未被阐明，仅代表一个与HCV感染有关的形态.
        Prince et al [40], Iwarsones et al [44]相继在NANB肝炎患者
或黑猩猩肝细胞胞质中发现了“胞质病毒”,其直径在
85-90 nm,核心40-45 nm.Feinstone et al [42]、Bradley et al [43]

分别报道,NANB 肝炎的致病因子呈管状结构,因此把
NANB肝炎的致病因子称为管状形成因子(tubule forming
agent,TFA).TFA直径< 80 nm,对氯仿敏感,提示该结构中
存在必需的脂质结构.但有人认为，肝细胞质中所见的
特有管状结构,只是NANB肝炎致病因子造成的特殊病
理改变,而不是致病因子本身的特性及结构.1987、1989
年Fagan et  al [44,45]先后报道了几例散发性亚急性重症NANB
肝炎病例,其肝组织塌陷区内再生肝细胞胞质中有病毒
样颗粒，后者具有双层外壳，直径60-80 nm.但这些
颗粒是否就是NANB肝炎病毒胞质颗粒，还有待于高
度敏感、特异的免疫细胞化学等方法探明.
        1998年,Bosman et al [46]通过透射电镜(transmission
electron microscopy, TEM)在血清HCV RNA阳性的2例

成年人及4例患儿的肝组织中检测到颗粒大小为45 nm
的病毒样颗粒（virus-like particle,VLP），分布于内
质网囊腔及感染的肝细胞质中.但到目前为止，在丙型
肝炎患者肝组织中直接检测HCV阳性颗粒还很困难，
其主要原因可能是肝组织中HCV颗粒含量极少.
2.2 HCV患者血清中病毒样颗粒  Takahashi et al [47]曾
用电镜和固相免疫电镜观察了患者血中HCV.他们采集
4名抗-HCV核心抗体强阳性志愿者血浆720 ml，以
溴化钾密度梯度法纯化病毒，取密度1 150 g·L-1 组分
做DEM法观察，见直径 55 nm 球形病毒样颗粒,但背
景存在较多脂蛋白等杂质,影响观察和对病毒的正确辨
认.因而用0.05 ％ Tween80处理阳性组分,并以抗-HCV
核心蛋白抗体包被电镜载网膜，以黏附经Tween80处
理的病毒标本，结果显示,经较长时间(1 h)处理的标本
可见缺乏病毒外膜,直径33 nm的核心颗粒，而仅经15
min处理的标本则可见直径55 nm、部分外膜破裂并含
核样结构的病毒颗粒.这些结果表明,Tween80处理可裂
解病毒脂蛋白外膜,从而暴露HCV核心颗粒的抗原性,
因而被特异抗体黏附.
        Kaito et al [48]首次用特异性的抗假定HCV包膜蛋白
的多克隆抗体及单克隆抗体,对含高效价HCV RNA，而
HBsAg、抗－HTLV1和HIV均阴性的血浆标本经反复
超速离心并经连续蔗糖密度梯度分离,结果，在密度1
140-1 160 g·L-1组分中电镜见到55-65 nm球形病毒样
颗粒,有棘状突起,形态特性与其他黄病毒相似.进行间接
免疫电镜鉴定,发现病毒外膜为胶体金颗粒特异标记，
证明所见确为HCV颗粒.关于病毒颗粒的大小，论文作
者描述为直径55-65 nm，但陈良标 et al [49]根据论文
照片提供的标尺测量,病毒的实际大小是:含包膜的完整
病毒直径110-130 nm,内含直径55-65 nm圆球形核心
或核壳体.核壳体表面6 nm长的细钉状突起,可能是病毒
核壳体的子粒结构.病毒包膜与核心之间间距25-35 nm,类
似疱疹病毒形态.病毒包膜不稳定,纯化过程中易破裂丢
失,故不少报告HCV直径55-65 nm，实际可能是指病毒
的核心结构.
        Choo et al [50]发现在密度梯度离心后,血清中出现二种
不同的颗粒,分别为1 186-1 213 g·L-1及 1 099-1 127 g·L-1,
但当血清中的Ig被黏附后,再离心则很少能见到高密度
颗粒,而低密度颗粒则无明显变化,提示高密度颗粒是
HCV黏附 Ig 等成分形成的，低密度颗粒才是真正的
HCV颗粒.病毒颗粒与免疫球蛋白黏附，可使HCV的
致病性减弱，并可能有中和HCV的作用.另外，他们
还发现这二种不同颗粒中的HCV 高变区核苷酸有差
异，以低密度颗粒中高变区的变异更大，可能是免
疫压力选择的结果.
        Watson et al [51]研究发现,约 75 ％的急性感染者血
中出现低密度颗粒,而高密度颗粒可见于急性感染后的
慢性期及几乎所有的HCV RNA阳性的慢性感染患者.
免疫缺陷患者HCV颗粒浓度明显升高，但其滴度与病
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情无显著相关性.在抗-HCV及HCVRNA阳性的供血者
中，ALT正常者的HCV密度为1.08-1.11 g/ml,而异常
者则有1 090-1 100 g·L-1及1 220-1 250 g·L-1二种密度，
提示HCV 的颗粒状态与肝炎活动状态相关.1998 年，
Trestard et al [52]通过电镜观察,在密度为1 130 g·L-1的梯度
中发现了直径为45 nm的核心样颗粒,在1 060-1 070 g·L-1

梯度中发现了直径60 nm的颗粒,与黄病毒属颗粒相似,
支持低密度颗粒层中的病毒样颗粒为HCV颗粒的观点.
       HCV核心蛋白除了构成病毒核衣壳外，还在宿主
细胞转录、调亡、细胞转化、脂质代谢中有多种调
节功能,并且在抑制宿主免疫反应中起作用.HCV核心蛋
白被认为以感染性核衣壳包被的病毒体出现在HCV感染
宿主的血流中，Maillard  et al [53]发现在 HCV感染者血浆
中存在具有病毒颗粒理化、形态、抗原特性的HCV无包
膜核衣壳,这些颗粒的CsCl 漂浮密度为1 320-1 340 g·L-1,
大小相异，电镜下直径以38-43 nm和 54-62 nm二种
为主.用这些病毒颗粒制备的单克隆抗体在血HCV抗原
阳性的实验感染HCV的急性期黑猩猩肝细胞胞质中染
色阳性.提示无包膜核衣壳的过量产生和释放入血是
HCV的形态发生学特性，血液中循环核心颗粒的存在
和其在感染早期肝细胞中聚集可能是HCV持续存在和
许多免疫病理改变的原因.
2.3 HCV患者外周血单个核细胞中病毒样颗粒  陈良标
et al [54-56]在对慢性丙型肝炎患者PBMCs的PCR和免疫
组化检测基础上,对强阳性病例标本重点进行了常规和
免疫电镜研究.结果，在10例HCVAg强阳性PBMCs标
本中发现了形态结构均一致的病毒颗粒.病毒颗粒呈圆
球形，有双层外膜，定位于胞质空泡或内质网池内，大
小形态均一，具有病毒结构特征，且不难观察到显示
病毒复制形态特征的病毒芽生现象.据所见病毒形态结
构分析，直径65 nm的Ⅰ型颗粒可能为Ⅱ型完整病毒的
核心颗粒，相当于乙型肝炎病毒Dane颗粒的核心抗原
颗粒；而直径100-120 nm，内含65 nm核心的Ⅱ型颗
粒可能为完整病毒.

3   HCV体外感染细胞中病毒样颗粒及超微结构改变

Serafino et al [57]在研究HCV感染后的人TOFE淋巴细胞
的超微结构改变时观察到,胞质小囊泡中的病毒样颗粒
主要定位于感染细胞的核周区,在此区域可见增生的高
尔基体和内质网，富集的小囊和溶酶体结构.而且只在
此区域观察到了细胞病毒性效应(cytopathic effect,CPE)
样改变,扩大的胞质空泡中充满了退化的无定形物质和
病毒样颗粒.最后胞质中充满了这些退化的空泡,这可能
是这些受染细胞的终末状态.
        1996 年,Shimizu et al [58]用 HCV感染Daudi 细胞,
4-24 d后,用RT－PCR检测HCV复制中间体,加入抗C
及抗E McAb,通过免疫荧光法及酶标记免疫电镜法观
察，于第12天时可检测到细胞质中的C蛋白及E蛋白，
至第15天阳性率为20 ％阳性染色呈颗粒状，主要分布

于核周.第 10 天起可见胞质内有成簇的小管状结构，
至第15 天时数量增多，并出现网状小管结构.第 8 天
培养液中可 检测到有抗病毒活性的 IFN，提示小管结
构可能由IFN所诱生.在第I5天，胞质小泡内可见有直
径约50 nm的病毒颗粒，用抗C及抗E进行免疫酶染
色，抗体可与颗粒特异结合，从而证实这些颗粒含
有HCV抗原.在 10只HCV感染黑猩猩中，1只E蛋白
阳性，经电镜检测发现了与培养细胞中相似的病毒样
颗粒，但8例AHC患者中则未观察到相同的结果.
        Steffan et al [59]用 HCV阳性血清感染Daudi细胞，
在不同时间点电镜下观察，感染后2 d可以观察到类似
黄热病毒在肝细胞瘤细胞系中的改变:(1) 可见一些病毒
颗粒,直径大约42 nm,球型,直径30 nm电子致密的核衣
壳，被膜包绕，与黄热病毒在已经显示典型的调亡早
期 阶段细胞中大小、结构一致；(2)大量富膜细胞器，尤
其是内质网和囊泡结构；(3)膜增生；(4)胞质内电子致密
包涵体与其他黄病毒的核衣壳相似.一些细胞在充满了
无定型物质的内质网中可见直径30 nm圆形电子致密
结构，突出的细胞病变特点为空泡状改变，尤其是扩
大的囊泡和调亡改变常在含有富集病毒样颗粒细胞中
发现，免疫杂交证实这些扩大的细胞中含有HCV RNA.
HCV感染的Daudi 细胞似乎很快激发细胞调亡，但并
无病毒颗粒的有效释放.
        Iacovacci et al [60]用 HCV阳性血清感染体外培养的
人胎肝细胞在感染后 30 d 的细胞质中观察到直径
41-45 nm 富集的病毒样颗粒.
        Serafino et al [61]在HCV感染的TOFE细胞胞质中观
察到平均直径45 nm的病毒样颗粒，多位于扩张的内质
网中，由电子致密的核心和带突起的外膜组成，并见
到类似于HCV感染的人和黑猩猩肝脏中所观察到的管
状结构.有些病毒样颗粒外膜与内质网膜相连，提示病
毒样颗粒可能从内质网出芽到胞质，在这些感染HCV
的细胞扩大的胞质囊泡中充满无定形物质，类似黄病
毒科病毒感染后改变.

4  HCV基因转染细胞中病毒样颗粒及超微结构改变

由于在感染HCV 的人体、动物模型、细胞中直接观
察HCV病毒样颗粒十分困难，许多学者开始采用HCV
重组基因组转染细胞的方法进行研究.
         Mizuno et al [62]曾把HCV-1b全基因组重组到带T7
多聚酶的痘苗表达载体中，并转染HeLa G细胞，用免
疫组化法证实这些细胞中可表达HCV C、E、NS3 及
NS5等病毒抗原.免疫电镜发现抗原主要定位于内质网
膜上，而 30 nm 的核心颗粒存在于胞质中，用抗 C
MCAb确证为C蛋白，提示C蛋白在胞质中装配后形成
包被颗粒.而普通电镜在内质网池中也发现一直径为45 nm
的带有包膜的病毒颗粒.该结果在COS细胞中可以重复.
         Baumert et al [63,64]用包含HCV结构蛋白cDNA的重
组HCV杆状病毒转染昆虫细胞，在扩大的胞质囊腔中



可见由重组基因表达的结构蛋白装配而成的病毒样颗
粒,直径约 40-60 nm,这些胞质囊腔可能来自内质网，
CsCl 及蔗糖密度梯度离心提示这些病毒样颗粒的与从
HCV患者血中分离的病毒样颗粒生物物理特性相似，并
且可以在小鼠体内介导体液和细胞免疫反应[66].这个重组
病毒表达系统中不含HCV P7 多肽，说明不含P7多肽
的HCV核心及包膜蛋白足以形成病毒颗粒[64].
        Blanchard et al [66]用表达编码HCV结构蛋白基因的
重组Semliki 森林病毒复制子,在哺乳动物细胞中装配成
HCV病毒样颗粒.Liu et al [67]用分子克隆技术构建HCV核
心蛋白基因重组质粒,并用脂质体转染法转染入QBC939
细胞，重组质粒能够在该细胞中有效表达HCV-C蛋白,
电镜下在胞质中发现了球型,有外膜，直径50-80 nm的
HCV病毒样颗粒.Falcon et al [68]在表达HCV C及E1多肽
的毕氏酵母菌中也用透射电镜观察到了病毒样颗粒，直
径20-30 nm，沿内质网膜出现，但多定位于小囊泡中
或自噬小体内，串珠状、链状、高密度网状结构或结晶
状.结晶状病毒样颗粒由有序排列的直径20 nm的颗粒组
成.这些病毒样颗粒在绵羊体内可诱导较强的体液免疫
反应[69].
        总之,现研究认为,HCV在体内的存在形式包括(1)完
整的独立HCV颗粒; (2)不完整的HCV颗粒(如核心颗粒);
(3)与免疫球蛋白或脂蛋白结合的颗粒;(4)由感染细胞释
放的含HCV成分的小泡.报道HCV颗粒直径在40-60 nm
的较多,也有较小(20-30 nm)和较大(80-120 nm)的报道.多
数研究认为HCV病毒颗粒由外膜及核心组成,外膜表面
有钉状突起.HCV感染后的细胞多数可见扩大的胞质囊
腔,病毒颗粒多存在胞质囊腔内,这些胞质囊腔认为来自
扩大的细胞内质网.细胞核内、胞质、血清、体外培养细
胞中HCV颗粒的大小、形式有差异,目前尚无统一认识.
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摘要
全世界大约有3.5亿乙型肝炎病毒(HBV)携带者,这种感染

者集中分布于包括我国在内的东南亚、东亚及非洲的撒哈

拉地区.HBV的持续存在常可导致肝硬化以及肝癌，对于

已感染HBV者，目前常用的化学及免疫疗法通常无效.因

此，寻找新的抗HBV感染的手段成为热点.核酶做为一种

成熟的、可剪切特异性RNA的分子生物学方法受到广泛

重视.由于核酶有严格的序列特异性，长期使用对细胞无副

作用，并且结构简单，可人工设计，因此，很有希望成为

治疗HBV感染的新方法.目前，核酶已广泛用于抗病毒及

抗肿瘤的研究，尤其对HIV的研究，已进入临床工作阶段.

本文将从核酶的构成、核酶研究的热点以及抗HBV感染

等方面进行阐述.
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0   引言

RNA具有酶的活性,首先是在四膜虫及大肠杆菌RNase
P组分研究中发现的.1981年Cech研究组首先报道了四
膜虫 rRNA前体的间插序列(IVS)具有催化功能，他能
催化前体自我剪接得到成熟的rRNA,进而发现，游离的
间插序列又能自我反应产生一个环状分子并释放一寡
核苷酸片段,这些结果证明某些RNA确实具有特异的催
化功能.Ce c h 称此具有酶性质的 RNA 分子为核酶
(ribozyme).到目前为止,已发现并证实的主要核酶有六大
类型,包括Ⅰ类内含子;RNase P的 RNA亚基;锤头状核酶;发
夹状核酶,丁型肝炎病毒核酶和链孢霉线粒体核酶[1-8].
        由于人们对核酶的生化及生物学特性有了深一步
了解,核酶具有分子小,比较容易通过多种途径获得,如化
学合成，体外转录和体内表达，所以利用核酶可序列
特异性地结合并切割靶RNA的特点，人们通过合理的
化学或分子操作，便可破坏靶基因的生物学功能.由于
核酶含有较传统药物高得多的信息量、高效无毒，因此
成为抗HBV研究中的一个亮点.目前已将核酶用于HIV
感染的Ⅰ期临床试验,随着研究的深入,核酶必将给HBV
感染的治疗带来新希望[9-32] .

1   核酶发展过程中的热点

核酶最突出的优点在于可选择性地阻断特异基因的表
达，因而成为分子生物学研究中的一种工具,可能对人
类疾病的治疗产生深远的影响.但在实际研究当中，发
现核酶尚有许多方面有待进一步深入研究.如何提高其
细胞内的稳定性，提高切割活性，都是核酶研究当中
的热点问题.
1.1 提高核酶的稳定性  由于细胞内含有大量内切核酸
酶和外切核酸酶，使核酶在细胞内很容易被降解.研究
发现核酸酶水解RNA需要借助被切点邻位的2’-OH
的参与，因此目前的很多工作主要是对核酶2’-OH进
行修饰，如2’-脱氧，2’-氟代，2’NH2，2’-O-
CO3及 2’-O-烯丙基等.这类修饰物在用核酸酶或细
胞粗提液处理时，其稳定性比原始的核酶高2-3数量
级，其Kcat/Km值降低5-100倍.有人将锤头型核酶的
嘧啶(U4和U7，除外)的 2’-OH用氟取代，发现其在
血清中的降解速率降低了上千倍，而催化活性并没有
太大的改变.Taylor et al 用 2’-脱氧核糖核苷酸只对
核酶的茎区进行修饰，发现切割活力增加了6倍.陆长
德et al 研究表明，茎区用DNA代替RNA，可影响切
割效率和最适反应温度.Heidenreich et al用脱氧尿嘧啶
取代核酶保守区的第4,7位碱基，在核酶的末端用四个
硫化磷酸二酯键取代磷酸二酯键，这样的核酶依旧保
持有原始的活性，而且在不稀释小牛血清中可稳定存
在至少24 h.2’-OH的甲基化、烷基化和脱氧都已经成
功地用于核苷酸的保护.因此适当地选择对核酶某些核
苷酸的修饰不仅能保留或提高其切割活力,也能提高其
抗核酸酶的能力.随着核苷酸化学的发展,为核酶的稳定
性和体内应用提供了解决问题的基础[33-42].
1.2 提高核酶的切割效率  具有应用价值的核酶,一般是
根据已经知道的核酶的二级结构，人工设计而成的，
切割效率远远低于天然核酶.目前借助于现代分子生物
学技术,人们已经能够在离体模拟分子进化，离体筛选
高效核酶.借助核酶的随机文库反复筛选，亦可得到高
活性的核酶.Beaudry和Toyce对四膜虫Ⅰ型核酶进行了
10 代突变选择，结果使核酶剪切活性提高了 100 倍.
Joseph用体外筛选方法对抗HIV的发夹状核酶进行了
突变筛选，结果证明此方法是提高核酶活性的有效方
法.多个核酶的联合切割，由一组不同特性的核酶组成，
可分别针对靶RNA分子的不同位点，并在多个不同的
位点破坏靶RNA,从而进一步提高核酶阻断靶基因的效
率[43-47],我们的研究工作也证实了这一点[46].



1.3 核酶的靶细胞导入及活性提高  核酶分子如同药物
分子一样,必须通过物理的或化学的手段直接导入细胞,
方可发生剪切作用.阳离子脂质体转染试剂已经商品化,
且操作方便,被广泛用于做导入DNA 和RNA 的载体.
Sioud et al 证实用脂质体介导,每个细胞中可导入30万
个核酶分子.感染的方法也是一种有效的方式，即将核
酶基因构建在合适的表达载体上，在细胞内表达发挥
活性.目前最常见的是逆转录病毒载体系统，腺病毒载
体及腺相关病毒.腺病毒载体在细胞中能够高拷贝地自
主复制，并不整合到人的染色体上，因而得到了人们
广泛重视[48-50].

2   核酶在抗人肝炎病毒中的应用

核酶在抗HBV及HCV研究中有着广泛应用.Weinberg et
al [51]报道,用双位点核酶的真核表达载体，在细胞中表
达针对HBV的X基因的核酶，结果表明不但使HBV X
蛋白大为下降，而且使S抗原亦有下降，实验中用对照
组的办法排除反义核酸的作用.提示这是一个潜在的治
疗慢性肝炎的方法.韩国学者Yim et al [52]则在研究中发
现，不论是野生型核酶，还有突变的锤头状结构核酶，
如G5突变为A或U、T突变为G，都具有同样的核酶
功能，同时他发现锤头样结构不论是三茎环还是两茎
环结构，只要在起始区都可有效抑制转录作用.同是韩
国学者，Kim et al [53]则报道，使用二个抗HBV X基因
锤头结构核酶，在Hep G2细胞使HBV X mRNA下降
40-57 %,而突变的核酶则无活性.Passman et al [54]报道
在乙型肝炎病毒质粒的 S 区用绿色荧光蛋白来替代，
将抗HBV X基因核酶与其共转染细胞，通过绿色荧光
蛋白直接反应核酶对HBV mRNA的抑制作用，结果表
明，核酶确是一种非常有效的方法.Putlitz et al [55] 则选
用随机文库(5× 105 突变体)寻找合适的靶位点，在四
种亚型中选用的17个保守区域，使用聚合酶Ⅱ或Ⅲ做
启动子来表达发夹状核酶.与HBV共转染HCC细胞,四
种不同的核酶抑制率可达80 %,69 %,66 %及 49 %,其
无活性的突变体抑制率分别为36 %,28 %,0 %,0 %.他们
结果提示，抑制 HBV 表达的主要活性来源于核酶.
Werner et al [56] 则尝试使用RNase P中的13碱基的EGS
对HBV的转录进行抑制，结果提示也是一种可行的方
法.国内亦有报道采用丁肝核酶对HBV表达进行抑制的
报道.本实验室对HBV核酶亦较为深入,发现在细胞水
平、双位点核酶对HBV的抑制率在50-69 %之间[57-59].
         Ohkawa在体外研究中,选择了3个抗HCV  C区的锤
头状核酶,证实了三个核酶都可有效剪切病毒的mRNA，
其效率最高的位点最近起始区，其抑制率可达70-80 %.
Macejak et al设计了15个锤头状核酶,针对HCV的5’UTR
区域，在以荧光素酶为报道基因的细胞研究系统中,这15
个核酶都有抑制活性,从40-80 %不等,个别的可达90 %以
上,提示这是一个潜在的治疗HCV感染的方法.国内学者
(包括我科)都有类似报道[60-62].Lee et al [63],则研究了抗HCV

核酶的药代动力学,用 32P 标记或罗丹明,经皮下或静
脉，剂量为10 mg/kg或 30 mg/kg，注射CS781/6小鼠，
研究表明核酶可持续在小鼠肝细胞表达，支持抗HCV
核酶是一种潜在的治疗慢性HCV感染的方法.国外已有
较多报道[64-66].

3   核酶的新特性和展望

通常情况核酸的序列相同的二个RNA分子应该有大致
相同的功能及结构.结果却并非这样,2000 年的《科
学》杂志报道:同一RNA序列有个相反的功能[67].研究
人员采用了二个具有活性HDV核酶，一个是具有剪切
活性，另一个则是通过试管进化后具有连接酶活性，
二个序列相同，作用机制却不同，进一步研究空间
结构的差异，发现其碱基配对区域不同可能是造成功
能相反的根本原因.因此 Schultes 和 Bartel 提出“内插
片段”理论.为验证他们的理论，他们采用突变的办
法，改变HDV 核酶的配对区域，如果空间结构为Ⅲ
型连接核酶则其连接速度提高750倍，如果为DHDV
核酶，则剪切速度提高 70 倍.
       此外,人们也发现核酶也有毒性作用，Levitz R 在
研究抗HIV-1的tat区域核酶时，采用的是锤头状核酶，
由mRNA文库中筛选出的合适的靶位点.在研究中发现
核酶抑制 recA+ recA+ lexA3 等细胞生长，具有明显的
细胞毒性作用[68].
        目前核酶的体内应用研究已经取得了很大的进展,
但要使核酶真正应用于人类疾病的防治,仍需得到更多
信息.尽管抗HIV核酶在进行了Ⅰ期临床试验，但是仍
需要人们持之以恒的探索.相信随着基因疗法的研究进
一步深入，核酶用于临床是可以预见的.
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摘要
丙型肝炎基因治疗是目前研究的热点，HCV IRES是丙肝

病毒核酸复制和蛋白翻译的关键结构.目前针对IRES结构

的治疗策略主要包括反义核酸、核酶、抑制性RNA等.现

就抑制性RNA在HCV感染基因治疗中作用研究进展作简
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0    引言

到目前为止，抗HCV感染的治疗效果远不尽人意,其
重要原因之一是不能快速、有效地抑制HCV基因在宿
主体内的表达，并清除病毒[1-18].近年来一些学者提出
了基因治疗的思路，主要包括反义核酸策略、核酶策
略、细胞内干扰性多肽或蛋白策略、抑制性RNA策略
等，后者具有高效、特异和安全等优点，现就其研究进
展综述如下.

1   HCV因结构及翻译机制

1.1 HCV 基因结构  HCV 是黄病毒属成员,单股正链
RNA病毒，全长约9 400核苷酸(nt)组成,含有一大的开
放读码框(ORF)，ORF几乎跨越HCV全基因组.HCV基
因组5＇末端为非编码区(NCR)，位于ORF上游.3＇末
端也为NCR区，位于ORF的下游，可含poly (A)或poly
（U）尾.5＇NCR和3＇NCR在病毒的复制和稳定病毒
的生物学性状等方面起重要作用[19-29].采用基因克隆方
法可以检出HCV 5＇NCR区的完整序列.首先报道的从
原型株获得的5＇NCR长为341 nt，以后报道的该区长
短略有所不同,为319nt或324 nt，这些短的5＇NCR可
能是HCV基因组在体内被切割或基因变异的结果.5＇
NCR在HCV基因组中最为保守.在5＇NCR中存在三个高
度保守的结构区域,分别位于3-65、178-199和 246-263
位，后二个区域与病毒的进化有关，前一个区域毗邻
病毒蛋白前体翻译的真实启动子AUG，故认为这一结
构对HCV基因组的翻译至关重要，这一假设在以后的

体内外实验研究中得到了证实.通过热力学模拟试验和
使用特异性RNA酶裂解试验分析HCV 5＇NCR二级结
构证实:5＇NCR二级结构可分为4个结构域，结构域
I呈发夹状，可能有阻止病毒翻译启动的作用;结构域
是一个大的茎-环结构,可能存在一辅助结合位点,当核
糖体或其他未知因子与其结合后会对HCV 5＇NCR空
间结构起稳定作用，从而消除结构域 I 的负性作用，
保证病毒蛋白前体的有效翻译；结构域III和结构域IV
对HCV RNA有效启动和5＇NCR翻译调控至关重要[30-
35].

1.2 HCV蛋白翻译机制  迄今为止,真核细胞中mRNA翻

译机制有二种不同的形式.第一种为核糖体扫描机制，
该机制涉及核糖体40S亚单位和5＇帽状结构结合，然

后核糖体从5＇端向 3＇端扫描，直至碰到合适的起

始密码子AUG；第二种机制为内部启动，特定病毒

和细胞mRNA在5＇NCR含有一定的序列，可以介导

非帽状结构形成依赖性蛋白翻译机制，这一序列已被

定为 IRES，位于 5 ＇端下游约 100 nt 左右处，主要
介导核糖体与mRNA结合.这种机制最早在小核糖核酸

病毒属中发现.进一步研究发现，宿主细胞性蛋白多肽

和具有一定二级结构的病毒5＇NCR结合是这种机制

的关键.现已确定的蛋白多肽包括La自身抗体、聚嘧啶

束蛋白（PTB）及核仁素等，这些蛋白多肽与 IRES结

合可便于核糖体与mRNA结合.HCV 5＇NCR结构与瘟
病毒和微小RNA病毒相似，在HCV 5＇NCR存在同微

小RNA病毒相似的富嘧啶区即IRES结构.Wang et al以

CAT作为报道基因，应用PCR技术构建了一系列HCV

5＇NCR控制突变型表达载体，体外翻译和细胞转染

实验证明，HCV基因组的翻译机制为非帽状结构形成

依赖性的,且证明 IRES结构的存在和完整性是HCV蛋
白翻译正常进行的结构基础[36-52].以这种机制进行蛋白

翻译的病毒还有脊髓灰质炎病毒(PV)、口蹄疫病毒、鸭

乙型肝炎病毒等.

2   IRNA的结构

1992年Coward和Dasgupta在研究PV时,发现酵母细胞
的一段60 nt 的片段对PV病毒的复制和表达具有较强
的抑制作用，被称为抑制性RNA(IRNA).IRNA为一种核
酸物质，其一级结构和空间结构对其活性均有重要意
义.Das et al 采用缺失突变方法获得不同 IRNA突变体
(mutant IRNA,mIRNA),并以mIRNA对含PV IRES 的
p2CAT 体内外表达的抑制作用进行了检测.结果缺失



31-45 nt的mIRNA完全失去了抑制活性,含30-40 nt的
mIRNA保留了大部分的抑制活性,而另一含30-45 nt的
mIRNA表现出较高的体内抑制活性,这说明序列30-40 nt
是维持 IRNA活性的必须序列.此后,Venkatesan et al [53]

依据能量级最低原则，应用计算机软件MFOLD预测了
IRNA及其互补体（complate IRNA,cIRNA）的二级结构，
发现二者具有大体相似的结构，即二个环、一个茎和
一个大的膨出.为了证实此结果和确立其结构，作者应
用酶学方法和化学修饰法对IRNA及cIRNA二级结构进
行了探索.具体的方法是:第1步以RNasesT1、核酸酶S1
和 RNases ONE 消化体外转录的 IRNA，确立单链部
分，RNasesV1消化 IRNA,确立双链部分;第 2步在先行
与寡核苷酸杂交后用RNases H切割;第3步应用DMS化
学法改变腺苷和胞苷.结果发现 IRNA结构为:20-27 nt
与62-69 nt配对形成一茎,二个环位于6-15 nt、36-43 nt,
膨出位于46-61 nt之间.cIRNA结构为二个位于20-28 nt和
49-57 nt 的环，位于42-48 nt 的茎和位于61-64 nt 间
的2 nt 大小的膨出.他们还证实IRNA和 cIRNA结合相
同的蛋白多肽，具有相似的抑制活性,上述结果提示二
级结构对 IRNA的抑制活性具有重要的意义.他们进一
步依据能量级最低化原则建立了m1IRNA和m2IRNA，
前者将44-46 nt  5＇GCA 3＇变为5＇UUC 3＇,结果
是位于36 nt 和 43 nt 间的发夹样环状结构消失了,使
m1IRNA与IRNA结构相比发生了改变.m2IRNA是通过
将24-26 nt 的碱基与63-65 nt 的碱基互换而成，结构
与 IRNA大相径庭.对上述二种突变体活性检测的结果
表明,其完全失去了抑制活性,这反过来进一步证明维持
IRNA的二级结构对其活性是十分重要的.总之，IRNA
为一60 nt 的小分子RNA，可特异性抑制 IRES介导蛋
白翻译，其二级结构是维持其抑制活性的关键.

3   IRNA的功能

3.1 IRNA抑制 IRES介导蛋白翻译机制   据目前的研
究结果分析，IRNA可特异性抑制IRES介导蛋白翻译.
从理论上推测IRNA作用机制有二种可能：(1)作为反义
核酸与5＇NCR特定序列结合；(2)与IRES介导蛋白翻
译过程中宿主因子结合而阻断核糖体与IRES结合[54-61].
目前的研究结果均不支持前一种情况，其原因是:早在
分离提纯IRNA的过程中就见纯化的IRNA序列与病毒
5＇NCR序列无互补性,且也不与其相杂交.另外,过量的
Hela细胞裂解液可逆转IRNA抑制活性，而过量的病毒
RNA或5＇NCR却无此作用,这进一步说明IRNA并非
通过与病毒直接作用而发挥抑制活性.研究者们为了探
讨IRNA作用机制，而在纯化、克隆IRNA的基础上使
用竞争性实验、UV-交叉连接实验等方法进行研究发
现，Hela 细胞裂解液中蛋白多肽P52 与 PV 5 ＇ NCR
特异性环状结构相结合，IRNA 可竞争性阻断这种结
合，经对 IRNA二级结构与病毒5＇NCR二级结构相
比发现二者具有相似的环状结构，这一发现证实

IRNA是通过与病毒基因的5＇NCR竞争结合相同的宿

主蛋白多肽而发挥抑制活性的.研究还发现，真核细胞

中La自身抗原可以明显逆转IRNA的抑制活性，抗La

抗体可以将P52与IRNA或5＇NCR探针复合体免疫共

沉淀，从而证实Hela细胞裂解液成份P52与La抗原相

同.从目前的结果可见，IRNA抑制机制为通过与 IRES

竞争结合宿主蛋白多肽而阻止核糖体与病毒 IRES 结

合，抑制病毒蛋白翻译，对真核细胞帽状结构形成依

赖性蛋白合成无抑制作用，这为其在真核细胞中抑制

病毒的复制奠定了理论基础.

3.2 IRNA对HCV 蛋白翻译抑制作用  如前所述HCV

病毒5＇NCR结构与微小RNA病毒5＇NCR结构相似，

且已证实HCV蛋白翻译启动机制为IRES介导的内部启

动机制.在HCV蛋白翻译过程中IRES与一些细胞性蛋白

多肽，如La抗原、PTB、P25、P84、P120等相结合而便

于核糖体与IRES结合并激发HCV翻译过程..由于HCV与

PV蛋白翻译中均结合相同的蛋白多肽,而推测IRNA可能

对HCV蛋白翻译具相似的抑制活性.为了证实这种推断，

Das等使用三种表达质粒：表达HCV IRES与荧光素酶

(Lucerase,luc)融合体的pCDHCV-luc、pSV40/  β-gal和表达
IRNA的pCDIR.Rib△T7共转染人肝癌细胞系(Huh-7).结

果发现,同对照组相比,最低浓度的IRNA可抑制pCDHCV-

luc表达物50 %的荧光素酶活性,最高浓度的抑制活性90 %,

这提示IRNA能特异性抑制HCV IRES介导的蛋白翻译.他

们进一步构建了含有HCVIRES的双顺反子体外转录载体，

进行体外转录，结果是1 µgIRNA对由HCV IRES介导的
荧光素酶合成的抑制率为20 %，2 µg时抑制率为76 %,而
对以帽状结构形成依赖性机制进行的CAT基因蛋白合成抑

制性很低，这证实IRNA对HCV IRES介导蛋白体外翻译同

样具抑制性.研究上发现PV-HCVIRES嵌合体在IRNA表

达细胞株中不能复制.

4   存在的问题和展望

IRNA作为一种HCV感染的基因治疗方法还存在许多

问题.例如IRNA进行抗HCV治疗有二种方法:一种为体

外合成IRNA片段，把这种IRNA作为一种药物来使用，

这就存在 IRAN体内稳定性等问题；另一种方法是将

IRNA的重组体导入细胞内进行基因治疗，这种方法可

能有广泛的应用前景，但同时也存在导入方法等问题.

现阶段需要的是大量有关载体和靶细胞生物学的基础

研究,以及价廉易得的HCV感染动物模型的建立.

         丙型肝炎作为一种危害较大的病毒性疾病,基因治

疗能在不同水平影响病毒的复制，因此是一种很有潜

力的治疗方法.IRNA通过阻断病毒蛋白翻译而抑制病毒

感染过程，同时对宿主细胞繁殖代谢物影响，这为HCV

感染基因治疗提供了新思路和新前景,也许在不久的将

来，IRNA治疗能真正成为治疗HCV感染的突破口.

梁雪松, 等.IRES特异性 IRNA在丙型肝炎抗病毒治疗中作用                                                           243



5      参考文献
1 Yu YC,Mao Q,Gu CH,Li QF,Wang YM.Activity of HDV ribozymes

to trans-cleave HCV RNA. World J Gastroenterol  2002;8:694-698
2 Rabe C, Pilz T, Klostermann C, Berna M, Schild HH, Sauerbruch

T, Caselmann WH. Clinical characteristics and outcome of a
cohort of 101 patients with hepatocellular carcinoma. World J
Gastroenterol 2001;7:208-215

3 Wu HB, Li ZW, Li Y. Clinical significance of detection of posi-
tive and negative strands of HCV RNA in peripheral blood
mononuclear cells. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  1999;7:220-221

4 Jia ZS, Zhou YX, Lian JQ, Feng ZH, Li GY, Zhang WB. Comput-
erized design of hepatitis C virus RNA-directed hammerhead
ribozymes.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi1999;7:300-302

5 Zhao XP, Shen HX, Tian DY, Zhang DS, Peng ZH, Yang DL,
Hao LJ. Expression and significance of HCV RNA and HCV
NS5 antigen in liver tissues of patients with hepatitis C. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  1999;7:516-518

6 Fan XG, Tang FQ, Ou ZM, Zhang JX, Liu GC, Hu GL.
Lymphoproliferative response to hepatitis C virus (HCV) anti-
gens in patients with chronic HCV infection. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  1999;7:1038-1040

7 Nie QH, Li MD, Hu DR, Chen GZ. Study on the cause of human
protective immunodeficiency after HCV infection.Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2000;8:28-30

8 Song ZQ,Hao F,Wang YG,Min F,Wang YM.Blocking effect of
hyperimmune rabbit serum against MAP containing HVR1 se-
quences on HCV infection.Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2000;8:
171-174

9 Assy N, Minuk GY. A comparison between previous and present
histologic assessments of chronic hepatitis C viral infections in
humans. World J Gastroenterol  1999;5:107-110

10 Zhang SZ, Liang JJ, Qi ZT, Hu YP. Cloning of the non-struc-
tural gene 3 of hepatitis C virus and its inducible expression in
cultured cells.World J Gastroenterol  1999;5:125-127

11 Huang F, Zhao GZ, Li Y. HCV genotypes in hepatitis C patients and
their clinical significances. World J Gastroenterol  1999;5:547-549

12 Dai YM, Shou ZP, Ni CR, Wang NJ, Zhang SP.Localization of
HCV RNA and capsid protein in human hepatocellular
carcinoma. World J Gastroenterol 2000;6:136-137

13 Jiang RL,Lu QS, Luo KX. Cloning and expression of core gene
cDNA of Chinese hepatitis C virus in cosmid pTM3. World J
Gastroenterol  2000;6:220-222

14 Michielsen P, Brenard R, Reynaert H. Treatment of hepatitis C:
impact on the virus, quality of life and the natural history. Acta
Gastroenterol Belg 2002;65:90-94

15 Nishiguchi S, Enomoto M, Tanaka M, Fukuda K, Tamori A,
Habu D, Takeda T, Shiomi S, Tanaka T, Yano Y, Otani S. Accu-
rate prediction of response to interferon therapy by repeated
measurement of hepatitis C virus core protein in patients with
chronic hepatitis C.Intervirology 2002;45:105-110

16 Kato J, Kato N, Moriyama M, Goto T, Taniguchi H, Shiratori Y,
Omata M. Interferons specifically suppress the translation from
the internal ribosome entry site of hepatitis C virus through a
double-stranded RNA-activated protein kinase-independent
pathway.J Infect Dis 2002;186:155-163

17 Castet V, Fournier C, Soulier A, Brillet R, Coste J, Larrey D,
Dhumeaux D, Maurel P, Pawlotsky JM. Alpha interferon inhib-
its hepatitis C virus replication in primary human hepatocytes
infected in vitro.J Virol 2002;76:8189-8199

18 Chayama K. Management of chronic hepatitis C and preven-
tion of hepatocellular carcinoma.J Gastroenterol 2002;37 (Suppl
13):69-73

19 Friebe P, Bartenschlager R. Genetic analysis of sequences in the
3' nontranslated region of hepatitis C virus that are important
for RNA replication. J Virol 2002;76:5326-5338

20 Friebe P, Lohmann V, Krieger N, Bartenschlager R. Sequences
in the 5' nontranslated region of hepatitis C virus required for
RNA replication.J Virol  2001;75:12047-12057

21 Odreman-Macchioli F, Baralle FE, Buratti E. Mutational analy-
sis of the different bulge regions of hepatitis C virus domain II
and their influence on internal ribosome entry site translational
ability.J Biol Chem  2001;276:41648-41655

22 Wiklund L, Spangberg K, Goobar-Larsson L, Schwartz S. Cap

and polyA tail enhance translation initiation at the hepatitis C
virus internal ribosome entry site by a discontinuous scanning,
or shunting,mechanism.J Hum Virol  2001;4:74-84

23 Spangberg K, Wiklund L, Schwartz S. Binding of the La
autoantigen to the hepatitis C virus 3' untranslated region pro-
tects the RNA from rapid degradation in vitro.J Gen Virol 2001;
82:113-120

24 Hellen CU, Pestova TV. Translation of hepatitis C virus RNA.J
Viral Hepat  1999;6:79-87

25 Sergi C, Arnold JC, Rau W, Otto HF, Hofmann WJ. Single nucle-
otide insertion in the 5'-untranslated region of hepatitis C virus with
clearance of the viral RNA in a liver transplant recipient during acute
hepatitis B virus superinfection.Liver  2002;22:79-82

26 Zhang J, Yamada O, Ito T, Akiyama M, Hashimoto Y, Yoshida
H, Makino R, Masago A, Uemura H, Araki H.A single nucle-
otide insertion in the 5'-untranslated region of hepatitis C virus
leads to enhanced cap-independent translation. Virology  1999;
261:263-270

27 Honda M, Rijnbrand R, Abell G, Kim D, Lemon SM. Natural
variation in translational activities of the 5' nontranslated RNAs
of hepatitis C virus genotypes 1a and 1b: evidence for a long-
range RNA-RNA interaction outside of the internal ribosomal
entry site. J Virol  1999;73:4941-4951

28 Tang S, Collier AJ, Elliott RM. Alterations to both the primary and
predicted secondary structure of stem-loop IIIc of the hepatitis C vi-
rus 1b 5' untranslated region (5’UTR) lead to mutants severely defec-
tive in translation which cannot be complemented in trans by the
wild-type 5’UTR sequence.J Virol  1999;73:2359-2364

29 Honda M, Beard MR, Ping LH, Lemon SM. A phylogenetically
conserved stem-loop structure at the 5' border of the internal
ribosome entry site of hepatitis C virus is required for cap-inde-
pendent viral translation.J Virol  1999 ;73:1165-1174

30 Kim YK, Kim CS, Lee SH, Jang SK. Domains I and II in the 5'
nontranslated region of the HCV genome are required for RNA
replication.Biochem Biophys Res Commun  2002;290:105-112

31 Kruger M, Beger C, Welch PJ, Barber JR, Manns MP, Wong-Staal
F.Involvement of proteasome alpha-subunit PSMA7 in hepati-
tis C virus internal ribosome entry site-mediated translation.
Mol Cell Biol  2001;21:8357-8364

32 Jubin R, Murray MG, Howe AY, Butkiewicz N, Hong Z, Lau JY.
Amantadine and rimantadine have no direct inhibitory effects
against hepatitis C viral protease, helicase, ATPase, polymerase,
and internal ribosomal entry site-mediated translation.Infect Dis
2000;181:331-334

33 Collier AJ, Gallego J, Klinck R, Cole PT, Harris SJ, Harrison GP,
Aboul-Ela F, Varani G, Walker S. A conserved RNA structure
within the HCV IRES eIF3-binding site.Nat Struct Biol  2002;9:
375-380

34 Friebe P, Lohmann V, Krieger N, Bartenschlager R.Sequences
in the 5' nontranslated region of hepatitis C virus required for
RNA replication.J Virol  2001;75:12047-12057

35 Michielsen P, Brenard R, Reynaert H. Treatment of hepatitis C:
impact on the virus, quality of life and the natural history.Acta
Gastroenterol Belg 2002;65:90-94

36 Kim I, Lukavsky PJ, Puglisi JD. NMR Study of 100 kDa HCV
IRES RNA Using Segmental Isotope Labeling. J Am Chem Soc
2002;124:9338-9339

37 Otto GA, Lukavsky PJ, Lancaster AM, Sarnow P, Puglisi JD.
Ribosomal proteins mediate the hepatitis C virus IRES-HeLa
40 S interaction.RNA  2002;8:913-923

38 Kato J, Kato N, Moriyama M, Goto T, Taniguchi H, Shiratori Y,
Omata M. Interferons specifically suppress the translation from
the internal ribosome entry site of hepatitis C virus through a
double-stranded RNA-activated protein kinase-independent
pathway.J Infect Dis 2002;186:155-163

39 Soler M, Pellerin M, Malnou CE, Dhumeaux D, Kean KM,
Pawlotsky JM.  Quasispecies heterogeneity and constraints on
the evolution of the 5' noncoding region of hepatitis C virus
(HCV): relationship with HCV resistance to interferon-alpha
therapy.Virology 2002;298:160-173

40 Koev G, Duncan RF, Lai MM. Hepatitis C virus IRES-depen-
dent translation is insensitive to an eIF2alpha-independent
mechanism of inhibition by interferon in hepatocyte cell lines.
Virology  2002;297:195-202

244                                                                                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 2月15日  第 11卷  第 2期



41 Kashiwagi T, Hara K, Kohara M, Iwahashi J, Hamada N, Honda-
Yoshino H, Toyoda T. Promoter/origin structure of the comple-
mentary strand of hepatitis C virus genome.J Biol Chem 2002;277:
28700-28705

42 Gallego J,Varani G.The hepatitis C virus internal ribosome-entry site:
a new target for antiviral research G.Biochem Soc Trans 2002;30:140-146

43 Lafuente E, Ramos R, Martinez-Salas E. Long-range RNA-RNA
interactions between distant regions of the hepatitis C virus in-
ternal ribosome entry site element.J Gen Virol 2002;83:1113-1121

44 Zhang J, Yamada O, Yoshida H, Iwai T, Araki H. Autogenous
translational inhibition of core protein: implication for switch
from translation to RNA replication in hepatitis C virus. Virology
2002;293:141-150

45 Kalliampakou KI, Psaridi-Linardaki L, Mavromara P. Mutational
analysis of the apical region of domain II of the HCV IRES. FEBS
Lett 2002;511:79-84

46 Shimazaki T, Honda M, Kaneko S, Kobayashi K. Inhibition of
internal ribosomal entry site-directed translation of HCV by re-
combinant IFN-alpha correlates with a reduced La protein.
Hepatology 2002;35:199-208

47 Kato J, Kato N, Yoshida H, Ono-Nita SK, Shiratori Y, Omata M.
Hepatitis C virus NS4A and NS4B proteins suppress translation
in vivo.J Med Virol 2002;66:187-199

48 Ali N, Pruijn GJ, Kenan DJ, Keene JD, Siddiqui A.Human La an-
tigen is required for the hepatitis C virus internal ribosome entry
site-mediated translation. J Biol Chem  2000;275:27531-27540

49 Isoyama T, Kamoshita N, Yasui K, Iwai A, Shiroki K, Toyoda H,
Yamada A, Takasaki Y, Nomoto A.Lower concentration of La
protein required for internal ribosome entry on hepatitis C virus
RNAthan on poliovirus RNA.J Gen Virol  1999;80:2319-2327

50 Izumi RE, Valdez B, Banerjee R, Srivastava M, Dasgupta A.
Nucleolin stimulates viral internal ribosome entry site-mediated
translation.Virus Res  2001;76:17-29

51 Anwar A,Ali N,Tanveer R,Siddiqui A.Demonstration of func-
tional requirement of polyyrimidine tract-binding protein by
SELEX RNA during hepatitis C virus internal ribosome entry site-

mediated translation initiation.J Biol Chem 2000;275:34231-34235
52 Jubin R, Vantuno NE, Kieft JS, Murray MG, Doudna JA, Lau JY,

Baroudy BM. Hepatitis C virus internal ribosome entry site (IRES) stem
loop IIId contains a phylogenetically conserved GGG triplet essential
for translation and IRES folding.J Virol  2000;74:10430-10437

53 Venkatesan A,Das S,Dasgupta A.Structuer and function of a small
RNA that selectively inhibits internal ribosome entry site-medi-
ated translation.Proc Nucle Acid Res USA 1999;27:563-572

54 Kolupaeva VG, Pestova TV, Hellen CU. Ribosomal binding to
the internal ribosomal entry site of classical swine fever virus.
RNA  2000;6:1791-1807

55 Saleh L, Rust RC, Fullkrug R, Beck E, Bassili G, Ochs K, Niepmann
M. Functional interaction of translation initiation factor eIF4G
with the foot-and-mouth disease virus internal ribosome entry
site. J Gen Virol  2001;82:757-763

56 Fernandez J, Yaman I, Mishra R, Merrick WC, Snider MD, Lamers
WH, Hatzoglou M. Internal ribosome entry site-mediated trans-
lation of a mammalian mRNA is regulated by amino acid
availability.J Biol Chem  2001;276:12285-12291

57 Lukavsky PJ, Otto GA, Lancaster AM, Sarnow P, Puglisi JD. Struc-
tures of two RNA domains essential for hepatitis C virus inter-
nal ribosome entry site function.Nat Struct Biol  2000;7:1105-1110

58 Owens GC, Chappell SA, Mauro VP, Edelman GM. Identifica-
tion of two short internal ribosome entry sites selected from li-
braries of random oligonucleotides.Proc Natl Acad Sci USA 2001;
98:1471-1476

59 Klinck R, Westhof E, Walker S, Afshar M, Collier A, Aboul-Ela F.
A potential RNA drug target in the hepatitis C virus internal ri-
bosomal entry site.RNA  2000;6:1423-1431

60 Rijnbrand R, Bredenbeek PJ, Haasnoot PC, Kieft JS, Spaan WJ,
Lemon SM. The influence of downstream protein-coding se-
quence on internal ribosome entry on hepatitis C virus and other
flavivirus RNAs. RNA  2001;7:585-597

61 Kim YK, Jang SK. La protein is required for efficient translation
driven by encephalomyocarditisvirus internal ribosomal entry
site.J Gen Virol  1999;80:3159-3166

梁雪松, 等.IRES特异性 IRNA在丙型肝炎抗病毒治疗中作用                                                           245

ISSN 1009-3079  CN 14-1260/R  2003年版权归世界胃肠病学杂志社

• 消息消息消息消息消息 •

世界华人消化杂志和WJG获得商标注册

本刊讯 世界华人消化杂志和World Journal of Gastroenterology 经中华人民共和国国家工商行政管理总局商标局核定使用商品

（第 1 6 类），获得商标注册.
世界华人消化杂志®注册有效期限自公元 2002-11-14至 2012-11-13止.商标注册证第 2001071号.
World Journal of Gastroenterology®注册有效期限自 2002-11-14至 2012-11-13止.商标注册证第2001158号.

（世界胃疡病学杂志社 2002-12-18）



World Chin J Digestol  2003  February;11(2):246-248
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

•文献综述 REVIEW  •

隐匿性HBV感染是一个潜在的威胁

周永兴

周永兴,中国人民解放军第四军医大学唐都医院全军感染病诊疗中心
陕西省西安市  710038
项目负责人:周永兴,710038,陕西省西安市灞桥区新寺路1号, 中国人民解放
军第四军医大学唐都医院全军感染病诊疗中心.  zyxdfx@fmmu.edu.cn
电话:029-3537377    传真:029-3537377
收稿日期:2002-10-25    接受日期:2002-11-20

摘要
HAV-HEV 5种嗜肝病毒发现和采取严格的预防措施后仍

有不明原因的肝炎发生和流行, 10 a来进行了大量寻找新

肝炎病毒的工作, 但对其致病性至今仍为定论.于是近年又

有不少学者深入研究了HBV的血清学谱, 发现一部分未明

原因肝炎实际由HBV引起.本文就HBsAg阴性HB存在的

证据, 机制以及如何定义和诊断综述如下.
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0   引言

这个标题是美国密执安大学卫生系胃肠病学科
Conjeevaram et al [1]博士为Hepatology 杂志所写评述的
题目 .这个标题并非骇人听闻, 就我国而言人群HBV感
染率约50-60 %,单HBsAg阳性者就有1.2亿多, 加上其
他肝炎毒感染，确实是一个肝炎大国, 严重危害人民
生命健康.特别是临床上还存在大量肝炎病毒血清学阴
性的肝炎, 据报道1989年发现HCV后,输血后肝炎发病
率仍高达10-12 %;散发性肝炎中约 5-20 ％检不出病
因；30 %的慢性肝炎病因不明[2] ;40 %的暴发型肝炎患
者无明确病因[3] ;肝炎相关再生障碍性贫血患者在发生
骨髓功能衰竭前有典型肝炎表现，但大多未检出己知
肝炎病毒[4] .由于此1990年代来国内外学者竭力寻找新
型肝炎病毒, 但研究发现的HGV、TTV、SENV是不是
嗜肝病毒还有待定论; 于是近年又有不少学者深入研究
了HBV的血清学谱.
         通常急性乙型肝炎恢复的指针是:患者血清HBV-
DNA的消失; 血清HBeAg转换、HBsAg转换;血清转氨
酶正常[5] .这些变化意味着乙型肝炎病毒的清除和疾病
的康复.然而临床观察显示,一些急性乙型肝炎恢复者可
发生HBV自发的再活动或使用免疫抑制剂后再现[5-8].
随着对病毒抗原更敏感方法的建立;HBV-DNA基因检
测方法的引入[9]; 以及对HBV基因变异认识意识的增强;
更导致了上述观念的部分修正, 尤其是对HBV感染者明
显恢复后十多年的人应用PCR方法检测血清、肝、和
外周血单个核细胞仍可检出HBV-DNA[11,12], 提示急性乙

型肝炎恢复不能导致病毒的完全清除, 而是免疫系统致
使病毒维持在非常低的水平, 且仍可发生进行性肝脏病
变.从而提出了隐匿型(occult) 乙型肝炎病毒感染的概念,
即血清HBsAg阴性、HBV-DNA持续的HBV感染[13].

1   隐匿型乙型肝炎病毒感染存在的证据

法国巴斯德研究所Brechot 博士复习了大量文献并结合
自己的研究提供了隐匿型乙型肝炎病毒感染存在的强
有力的证据[13],根据感染个体HBV血清学检测结果分
为: (1)抗-HBc和抗-HBs阳性组.对本组的急性HBV感
染, 慢性肝炎和HCC不同类型的患者多截面研究, 明确
表明有HBV-DNA的持续存在; 一般HBV-DNA的阳性
率在肝组织里显著高于血清中; (2)在抗-HBc和抗-HBs均
阴性而有肝炎的临床和生化表现组.也证实有HBV-DNA
持续阳性; 但 HBV-DNA的阳性率以抗-HBc和抗-HBs
阳性组最高;(3)HBsAg阴性的急性、尤其暴发性肝炎患
者HBV-DNA检测阳性率低, 血和肝内分别为10 ％与
6 ％[14,15] ; HBsAg阴性伴有或不伴HCC的慢性肝炎患者
30-35 ％血清HBV-DNA阳性(范围在5-55 ％);(4)在对
HBV高暴露的人群中阳性率在7-60 ％; 这类人肝组织
里的阳性率也显著高于血清中,40-50 ％对13-71 ％,与
伴不伴HCC无关;(5)随访急性HBV感染康复者, 临床生化
持续10-30 a均正常, 但其中55 ％的患者血清HBV-DNA
持续阳性(共检 45份标本);  Blackberg et al [16]对急性乙
型肝炎恢复后30 a患者的肝组织检出了病毒基因;(6)随
访自发的或抗病毒治疗后HBsAg转为阴性的慢性肝炎
患者在血和肝组织中HBV-DNA的检出率分别高达28％
和94 ％; 这些患者在HBsAg转换后HBV-DNA的水平
和抗-HBc与抗-HBs滴度明显低; (7)自限性肝病患者及肝
血清学生化学指标正常的献血和捐器官者HBV-DNA检
测均阴性[17-19] ;(8)许多实验及临床研究也证实HBsAg阴
性血液的传染性[20-22].Michalak et al [23]报道鸭急性感染
WHV恢复后,WHV-DNA在血、肝和PBMC里持续终生;
Thiers et al  [24] 用 HBsAg阴性HBV-DNA阳性血清给猩
猩注射, 结果猩猩感染了HBV; 输HBsAg阴性的血和母亲
为HBsAg阴性结果发生了输血后肝炎和母婴HBV-DNA
的传染[24,25]; HBsAg阴性肝硬化行肝移植后发生植入肝
的再感染[26-28]; 来自HBsAg阴性的器官致受者发生了感
染[30-32]; 这些观察均系通过检测患者肝组织中病毒的
RNA(包括病毒的基因组) 和cccDNA证实[35,36].因此HBV
血清标志的缺乏不能除外HBV-DNA(含有传染性病毒
颗粒) 在血清中循环, 该类血清的传染和HBsAg阳性血



的传染是相同的.用土拔鼠的研究也有同样的结论.在人
和土拔鼠通过对PBMC系和在肝标本中鉴定HBV基因
组的研究也证实HBsAg阳性和阴性HBV感染具相同的
细胞向性[29].由于各作者的PCR方法未能标准化, 采用
标本量及试剂的不同, HBV-DNA检测差异变化在101-103

copies/ml; 总之, 这些研究共同确认了HBV感染是一个
长期持续的感染, 甚至在对病毒免疫反应明显有效时仍
有HBV存在.

2   HBsAg阴性患者HBV持续的分子基础

业己证明HBsAg阴性患者HBV持续的分子基础是病毒
和宿主两方面.
2.1关于病毒

2.1.1.病毒保持极低度复制[1,33,34,37]   对 HBsAg 阴性而
HBV-DNA阳性的肝炎患者检测发现,HBV感染的重要
特征是循环病毒DNA的水平非常低及肝标本里每个细
胞中病毒基因组的拷贝数低, 这与在这些患者体内病毒
增生水平极低不易检出相一致.对于这种情况有的研究
者曾提出该类患者检出的HBV是否为远亲的新病毒,
但按低严格杂交实验不支持这一假设, 且PCR技术已在
这些标本里明确显示HBV基因组存在[18].另外HBV的
动物模型研究的证明: 由带有高病毒颗粒滴度的血清传
染导致急性肝炎期多数肝细胞受染, 相反, 由低感染性
HBV颗粒的传染仅能感染有限的肝细胞, 并且使血中可
检测蛋白的缺乏而有利于病毒持续.
2.1.2 HBV基因变异  多个研究均证明存在HBV的基因
变异[38-42].S基因的突变可致HBsAg检测阴性,这在HBV
疫苗接种后发生逃脱突变(escape variants) 中早己报道;
最近德国汉堡大学病毒与免疫研究所报道肝移植时注
射大量HBIG致HBV的S基因变异, 表达S蛋白基因发
生氨基酸联合突变, 如G145R频繁出现, 结果诱导内质
网分泌S蛋白停滞, 血中HBsAg阴性;前S1序列的突变
新近也有报道, 前 S1突变也可降低HBsAg的表达;对 S
基因突变的还可以改变病毒聚合酶(通过一个重迭读码
框架编码的)的活性, 并且聚合酶编码基因突变的影响也
有其他新增证据.另外有报道前 S 和 S 序列突变后在
HBsAg阴性患者可能影响病毒包膜的其他区域; 且不同
的HBV基因型在血清有或无可检HBsAg的患者中均存
在.X基因读码框架的突变也被描述, 通过改变HBx和 /
或重迭核心启动子功能可减少HBV的复制, 此可解释
HBV病毒血症的低水平;其他报道也强调了前C/C序列
可能的重要性, 包括 encapsidation信号, 且这些设想己
通过关键证据证实了.
         尽管这些观察是相当重要的, 但仅少数研究者注意
到这一问题,并且仅显示病毒结构蛋白编码序列少数氨
基酸突变, 这种突变不好解释血清学反应缺乏; 而作者
研究用重组一个全长HBV 基因, 在传染猩猩后, 从
HBsAg、抗-HBs阴性患者和抗-HBc阴性的HCC患者
的血清中去分离; 然后在体外行S基因的表达,同时伴有

HBsAg合成,HBsAg应用常规方法检测, 结果作者认为不
排除某些病例HBV-DNA突变后,可能改变病毒蛋白的
抗原性[13].但大量文献复习又表明HBV基因组的分离,
不管是急性HB期还是明显缓解后30 a都未表现出序列
的偏差[15].还有证据表明用标准的HBV疫苗对HBsAg阴
性HBV-DNA阳性的传染有保护作用.Teo et al [15]新近总
结了美国一大系列的HBsAg阴性患急性暴发性肝炎的
病因,认为美国不存在隐匿性急性暴发性肝炎, HBV前C
和C基因变异是常见现象, 暴发性肝炎患者未见特别类
型基因变异. 因此是否因基因变异而表现为HBsAg阴性
其原因还值得深入研究.
2.2  宿主及相关因素[1,13]  (1)HBV基因组复制的低水平
可能取决于在肝内细胞因子合成情况, 己有充分的证据
证实细胞因子, 如 TNF-α和 INF-γ在转录后对HBV
基因组的表达低调上起着重要作用.细胞因子合成又依
赖于HBV特异的CTL, 他们的表达可能通过HBV-DNA
激发.可以想像不管是自发的还是抗病毒治疗的结果,最
后使病毒确立了与宿主免疫系统的平衡 “equilibrium”
在那里他刺激免疫反应, 免疫反应反过来维持HBV在
极低水平增生.这些现象及推论导致细胞内HBV基因组
表达的非活动概念的产生.(2)感染时的年龄可能也影响
免疫反应的模式.(3)免疫遗传可以干扰对HBV的免疫反
应和该类患者体内对HBV蛋白成低的或缺乏体液免疫
反应.另外形成免疫复合物致HBVM不能检出也可能是
原因.(4)慢性酒精的积累可低调HBV 抗原的表达.(5)
HBV和HCV同时感染可降低两个病毒中其中一个的增
生.Squadrito 报道了一组HBV和HCV同时感染的患者
的病毒学谱,82例抗 _HCV阳性患者中 24例为隐匿性
HBV感染.可能HCV的核心蛋白对HBV有抑制作用.(6)
还可能有环境因素, 例如伴随病,药物, 化学致癌物等, 都
可发挥使病毒蛋白低表达的类似作用[10].

3   研究的重要性

隐匿性HBV感染发生的地理差别的调查研究结论是：
隐匿性HBV 感染最常见于高流行区，在高流行区有
70-90 %的人暴露于HBV，低流行区暴露率仅5-20 %.
这种长期反复的暴露是形成大量隐匿性HBV感染的重
要原因之一[13].在我国临床上常见到大量不明原因的肝
病患者, 我们曾行肝组织活检, 并行HBV抗原的免疫组
化和原位杂交检测发现血清HBVM全阴性或抗-HBs、
抗-HBc阳性患者可呈阳性；但由于肝组织是采用石蜡
包埋所以阳性率不高(15.5 %),如采用冰冻切片或检测外
周血单个核细胞或用新的灵敏的方法可能获得很高的
阳性率.这些文献提示临床出现的HBVM 阴性或抗-
HBs、抗-HBc阳性患者困扰临床医师,可能是对隐匿性
HBV感染认识的不足.
       总之,Conjeevaram建议隐匿性乙型肝炎的定义是: 在
HBsAg阴性的个体用PCR或其他基因扩增方法检出了
HBV-DNA.隐匿性HBV感染的发生率似乎在HB流行区

周永兴. 隐匿性HBV感染是一个潜在的威胁                                                           247



和HBV血清学抗-HBc阳性个体,不论伴或不伴抗-HBs
阳性.尽管隐匿性HBV感染肯定存在, 但当前对于他的
准确定义；他的流行病学情况；诊断方法；临床意义；
抗病毒治疗；与肝癌的关系及对献血员、器官捐赠者
条件的影响等均需进行深入研究[1].以更新血清HBVM
阴性或抗-HBs、抗-HBc阳性肝炎的认识.
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