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I摘 要】目的：埘慢性DHBV感染鸭的肝、胰、脾组织 DHBV DNA件埘比研究。方法：采用原位杂交技术。结果；DHBV 

仅可以感染鸭肝细胞，H可感染胰、脾组织．DHBV DNA阳性细胞的分 帝度以肝组织最高，胰脾次之。结论：DHBV~ 

有组织器官泛嗜性，但其手E肝外组织 1 的复制似币致存 细胞 ll{玉跃。 
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Experimental study on DHBV DNA in duck。S pancreas and spleen tissues by 

in situ hybridization 

PENG Feng-ying,ela／ 

(Department of Infectious Disease．College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University，400016) 

[Abstract】 Objective：To study the difference ofDHBV DNA in the duck。s liver,panGreas and spleen tissue． 

Methods：In situ hybridization using digoxigenin-laheled DHBV DNA C gene probe．Results：DHBV DNA was 

present not only in hepatocytes but also in the pancreatic acini，in c~11s of splenic red pulp and in the splenic 

germinal Cen~L The DHBV DNA positive cells appeared more frequently in liver than in spleen and pancreas． 

Conclusion：It suggeSB that DHBV is also tropic for extrahepatic tissue，but it may replicate more actively in liver 

than in the extrahepatic tissue． 

[Key words]DHBV：【n situ hybridization；DNA probe：Digoxiganin-labeled 

嗜肝病毒家族山一小组DNA病毒组成．包括 

HBV、WHV，DHBV、GSHV四个主要成员．对其 

分予生物学研究发现．它们的基因组组成、病毒复 

制方式及组织嗜性等方面均有很大程度的相似性， 

基因组均为部分闭合环状双链DNA，复制过程中均 

有一个山RNA介导的逆转录过程。山于难以从HBV 

感染病人中获得典型感染灼 同时期病理标_奉，以 

及病人的临床表现错综复杂等原因，使直接研究 

HBV感染的发病机制受到限制。鸭乙型肝炎病毒动 

物模型则能弥补这些不足。 

在_奉实验中，我们对 己于孵出一【|龄 感染 

DHBV造成慢性感染I}匀重庆麻鸭l}勺肝及胰，脾组织 

进行原协杂交捡测，对肝外组织DHBV感染及其致 

病性作了探讨。旨在为进一步利用鸭乙肝病毒动物 

模型研究人类HBV肝外感染的意义奠定实验基础。 

材料和方法 

怍●秆蝈，彭风蓖 (1968- )，女．f{_院l曩师，碗 l 

1．I 标本收集 

售孵 出 H龄 重庆麻鸭 批 ．人 J．经腹腔感 染 

DHBV DNA酊】性血清后，套d养 21H龄，随机选墩30H，杀 

鸭墩肝、胰、脾组织并Icmx lern x Icm大小置10 福尔马 

林液巾 旭．石蜡乜埋，以并原位 奠及病检。另并墩2cm 

×I em X lem大小组织堍 ， -7O℃低温保存以新Southern 

blot分析。 

I．2 实验探针为DHBV~DNA C区探针，地高亭标记，探针 

长约800bp．有效标记量为5 #ml(本室自稀)。非特异性 

埘照埘地高辛标 的PB 蟓 事f(德陶8othringer mannherlm 

产 品)。 

1 3 刖。、胰、脾组织的原位杂交榆测( 法略)，杂交过程 

l}l以PBR~．探针作阴性埘照 ．埘经 Southern blot检洲为m性 

的肝切片作阡1性对照。 

I．4 Somhem blot 检测鸭刖 、胰、脾组织[}J的DHBVDNA 

( 法蜡)。 

2 结 果 

2．t 蟓能杂变检测结果 阳性肝细胞旱小叶弥漫性 

分布，阳性颗粒在肝细胞中以核 分布为主，偶为 
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胞浆包涵体型。阳性细胞与肝组织变性 {：无定协关 

系。DHBV DNA 阳性的肝组织常规病检均有局女I： 

性空泡变性，胰、脾切片中阳性细胞早敞在分l布， 

主要在胰腺腺泡细胞及脾小结、脾红髓细胞中，以 

胞核型及胞浆包涵体型为主。胰岛细胞未见阳性信 

号。常规病捡，病毒阳性的胰、脾组织未见明显病 

理改变。 

j{有肝组织DHBV DNA阳性鸭的胰、脾组织 

中可见杂交信 号，肝组织的阳性细胞率高于胰、脾 

组织的阳性细胞率。 

图1 肝细胞中病毒耘粒以榱型为主，阳性肝细胞 

无空泡变性 (x400) 

图2 鸭胰腺组织中D}毋V DNA阳性细胞散在丹布(x100) 

图3 病毒主要分布于胰腺腺泡细胞中，呈胞浆包涵体型及 

桩型，病毒阳性细胞结构正常，组织无病理损害(x250) 

3．5Kb松驰环状及线状双链DNA，且有<2．1Kb以下 

的单链及部分单链DHBV DNA存在 而胰、脾组 

织提取物中仅见3．0～3．5Kb处的双链DNA，未见< 

2．IKb以下的单链形式 

图4 脾红■及脾小结中散在DHBV DNA阳性细胞，病毒以 

胞桩型丹布为主，组织无病理损害(X25o】 

图5 感~DHBV DNA的鸭肝蛆鲺病幢．可见 

局灶状空泡变性 (H．E X400) 

2l】一  

图6 Southern blot analysis of the DNA cxlra~s 

from duck's livc splc~~ and Dancreas 

Kb：Kilob~c pair(̂ fHindlll DNA rnark~) 

Ds：Doule strand DNA 

Ss： Single strand DNA 

1： Sp。leen 2：Pancreas 3： Liver 

2．2 s0u也em b10t检测鸭肝 及胰脾组织中 的 3 讨 论 

DHBV DNA，结果发现：肝提取物中存在着3．o- ~ Southem bl0t方法、免疫组化法及屯镜 
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法等均在DHBV感染鸭肝细胞、胆管上皮细胞、肾 

小球上皮细胞、近曲小管上皮细胞、胰腺内、外分 

泌细胞，胰岛0、B细胞中检出了DHBV⋯ 。奉实 

验用地高辛标记的DHBV C 探针也在感染DHBV 

的鸭胰腺腺泡细胞，脾红髓发生发中心的单个核细 

胞中捡出了DHBV DNA，证实了DHBV确能感染 

肝外组织。 

郎振为等在对乙肝患者的尸检中发现，HBV感 

染的肝脏可有急、慢性重症肝炎或肝硬化等严重病 

损，其相应的心、肾、睾丸、肾上腺、胰等组织虽 

可检出HBV DNA及HBcAg，但常规病检均无明显 

的病理改变，我们的实验也得到相似结果，即感染 

DHBV的鸭肝组织可有轻度空泡变性 ，其相麻的 

胰、脾组织无任何病损。可能病毒在肝外组织中复 

制力较弱是造成这一病理损害差异的原囡之一。但 

尚须进一步研究证实。 

DHBV病毒单链DNA的存在提示病毒在细胞中 

活跃复制。Tagawa~在鸭肝、胰、脾组织DNA提取 

物中均检出了单链DNA，认为三种组织均为DHBV 

复制场 ”。而Halpem等在鸭肝、脾组织中检出单 

链DNA，但胰腺中j 检出双链DNA，认为胰脏 是 

病毒活跃复制场所，而病毒能在肝、脾中复制。本 

实验用Southern blot检测到肝组织中有DHBV DNA 

单链存在，而胰、脾组织则未检出该类型，提示肝 

外组织中DHBV复制可能不及在肝组织中活跃 

在对人类HBV感染的研究中发现，HBV可以存 

在于人外周 血单个核细胞 (PBMC)中 ．但HBV 

在PBMC中的存在是与机体再感染HBV有关或是与 

产生逃避免疫的突变株有关尚 明确。Tagawa~⋯ 

在鸭腔上囊内 (B细胞)未检出DHBV病毒，而在 

脚腺中 (T细胞)则检出大景DHBV DNA，认为 

DHBV感染单个核细胞可能与抑制机体免疫有关 

(主要是细胞免疫)。我们在实验中发现脾红髓及 

生发中心单个核细胞中均可感染DHBV，但由于脾 

脏淋巴细胞的分布特征至今 明， 日I}{『尚无区分淋 

巴细胞种属的单克隆抗体等条件 ，故DHBV感染单 

个核细胞的意义尚待进一步研究。 

Halpem等发现，DHBV最早在胰岛细胞中出 

现，其后在外分泌腺中存在，但病毒的存在量随着 

鸭龄增大，在胰岛细胞中逐渐减少，而在胰腺腺泡 

细胞中则逐渐增多。囡此_奉次实验胰岛细胞中未检 

出DHBV，可能与所用的鸭龄较大有关。 
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