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丁型肝炎病人肝组织 HDAg与 HBsAg/HBcAg和 HBV DNA表达及关系

顾小红 ,李奇芬 ,王宇明　(第三军医大学附属西南医院感染病科 、全军传染病专科中心 , 重庆 400038)

提　要　目的:探讨丁型肝炎病人肝组织中 HDAg 与 HBsAg/ HBcAg和 HBVDNA 表达及关系。方法:应

用免疫组化双重染色和原位杂交 ,检测 79 例丁型肝炎病人肝组织 HDAg 、HBsAg、HBcAg 和 HBVDNA 表达 ,

以 52 例乙型肝炎作对照。结果:丁型肝炎 HBsAg、HBcAg 检出率(81%、71%)较乙型肝炎(94%、92%)低(P

<0.05 或 0.01)。HDAg以肝细胞核表达为主 , HBsAg 以肝细胞浆表达为主 , HDAg 和 HBsAg 表达强度及阳

性细胞分布呈一致性 ,且与肝组织的炎症活动和病理损害程度相关(P < 0.01)。HBcAg 以肝细胞核表达为

主 ,阳性细胞主要呈单个细胞或点状分布 , 且 HBcAg阳性细胞明显少于 HDAg 阳性细胞。HDAg 表达强度与

HBVDNA 表达呈负相关(P< 0.05)。结论:HDV 感染会抑制 HBV DNA复制或病毒抗原表达;在 HDV 致病

机制中既有 HDV 的直接细胞毒性作用 ,也有 HBV 和 HDV 的协同作用。
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Relationship among expressions of HDAg , HBsAg/HBcAg and HBV DNA in

liver in patients with hepatitis D
GU Xiao-hong , LI Qi-fen , WANG Yu-ming 　(Department of Infectious Diseases , Southwest Hospital , Third Military Medical
University , Chongqing 400038 , China)

Abstract　Objective:To investigate the relationship among expressions of HDAg , HBs/

HBcAg and HBV DNA in the liver in patients with hepatitis D.Methods:HDAg , HBsAg ,

HBcAg and HBV DNA in paraff in-embedded liver tissue from 79 patients w ith hepati tis D w ere

detected w ith immunohistochemical double labeling and in situ hybridization.Meanwhile , they

w ere compared w ith the expressions of HBsAg and HBcAg in the liver tissues f rom patients w ith

hepat itis B.Results:The detecting rates of HBsAg , HBcAg and HBV DNA in liver specimens

from patients wi th hepatitis D w ere significantly low er than those in patients w ith hepati tis B(P

<0.05 or 0.01).HDAg w as mainly expressed in nuclei of hepatocy tes.Much of positive cells

w ere obviously aggregated in peripo rtal region , especially at the advancing edges of areas of piece-
meal necrosis.Moreover , st rong expression of HDAg w as seen in the bollooning degenerated hepa-

tocytes and those near piecemeal necrosis region.HBsAg w as mainly expressed in cytoplasm of

hepatocytes and posi tive cell dist ribution w as similar to that of HDAg positive cells.HBcAg was

mainly expressed in nuclei of hepatocytes and positive cell dist ribution w as alone for focal

type.Double labeling show ed that both HDAg and HBsAg might be mostly expressed in the same
hepatocytes and posi tive cells w ere most ly found to locate in the same area of the liver

tissue.Conclusion:HDV infection can inhibit replication of HBV o r expression of HBV anti-

gen.Bo th the interaction betw een HBV and HDV and the direct cytotoxicity of HDV may play

impo rtant roles in pathogenesis of hepatitis D.

Key words　hepatitis D;HDV antigen hepat itis B virus surface antigen;HBV core antigen;

HBV DNA

　　自 1977年 Rizzet to等[ 1]发现 Delta抗原(δ-Ag)以

来 ,有关 HDV 的分子生物学特性等研究取得了很大

成就 ,但丁型肝炎的发病机理并不十分肯定 。本研究

应用免疫组化双重染色和原位杂交技术 ,分析了 79例

227

DOI :10.16016/j.1000-5404.2000.03.010



丁型肝炎病人肝组织 HDAg 表达与 HBsAg/HBcAg 和

HBVDNA表达及关系 ,以期了解 HDV 和 HBV 在丁

型肝炎发病机制中作用和意义 ,现报道如下。

1　材料与方法

1.1　研究对象
79 病例均为西南医院感染病专科中心 1990～ 1998年住院

的血清 HDV 阳性乙型肝炎患者 ,其中急性肝炎(Acute hepati-

tis , AH)8 例 ,慢性肝炎轻度(Mild-chronic hepatitis , mild-CH)23

例 ,慢性肝炎中度(Moderate-chroonic, mode-CH)27 例 , 重型肝

炎(Severe hepatitis , SH)21 例(包括慢性肝炎重度 6例)。以 52

例乙型肝炎作对照 ,其中 AH 8 例 , Mild-CH 12 例 ,Mode-CH 27

例 , SH 5 例(包括 2 例重度慢性肝炎)所有病例均经肝组织病理

学检查确诊 , 诊断标准以 1995 年《病毒性肝炎防治方案(试

行)》为依据[ 2] 。

1.2　主要试剂及来源
免疫组化 SP试剂盒和鼠抗 HBsAg、HBcAg 试剂盒购自福

州迈新公司(Max im biotech , inc产品)。 双重染色试剂盒购自

北京中山生物技术公司(美国 Zymed 公司产品)。丁型肝炎多

克隆抗体由本科自行选定的 HDV 合成肽抗原经免疫家兔制

备[ 3] ,工作浓度 1∶160。HBV DNA 试剂盒购置华西医科大学

附一院肝病研究室。

1.3　操作步骤
操作步骤均按试剂盒说明书进行。

1.4　对照
阳性对照为预试中 HBsAg 、HBcAg和 HBV DNA 阳性乙型

肝炎肝组织切片和 HDAg 阳性丁型肝炎肝组织切片。阴性对

照选自正常人肝组织。此外 ,分别用鼠血清和 PBS 代替第一抗

体作为替代实验 , 每例切片先分别检测 HBsAg 、HBcAg 和

HDAg ,然后进行双重染色。

1.5　结果判断标准
双重染色 HBsAg、HBcAg 阳性颗粒 NBT 显色为紫黑色 ,

HDAg 阳性颗粒 AEC 显色为深红色。免疫组化半定量判断: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( )。

1.6　统计学处理
采用计数资料的 χ2 检验和秩相关分析。

2　结果

2.1　丁型肝炎患者肝组织中 HDAg 表达

HDAg 以肝细胞核型表达为主 , 其次是胞浆型表达。阳性

细胞呈弥散型 、灶状或片簇状分布于肝小叶内 , 尤其在门脉周

围 、坏死灶处较密集。在坏死灶边缘和气球样变性的肝细胞浆

内有大量的 HDAg表达 , 还观察到 HDAg呈眉弓状分布在有病

变的肝细胞膜下。慢肝中度和重型肝炎肝组织中 ,HDAg 阳性

细胞主要呈弥散型 、片簇状分布于肝小叶内 , 在坏死灶处及其

周围较多 ,有时可见 HDAg 阳性细胞以门脉为中心沿肝索分布

整个肝小叶 ,见图 1。在急性肝炎和慢肝轻度肝组织中 ,HDAg

阳性细胞多呈单个或小灶状稀疏分布。秩相关分析发现重型

肝炎和慢性肝炎中度 HDAg 表达强于急性肝炎和慢性肝炎轻

度 ,且有显著差异(P <0.05),见表 1。

　　图 1　慢性中度丁型肝炎患者肝组织 HDAg

表达　(S-P×200)

Fig 1　Expression of HDAg in liver tissue of the patient

with chronic moderate HD 　(S-P×200)

2.2　丁型肝炎患者肝组织中 HBsAg 、HBcAg表达
HBsAg阳性率为 81%(64/ 79), HBsAg 主要表达于肝细胞

浆 ,有的呈包涵体型。在慢肝中度和重型肝炎 , 阳性细胞呈灶

状或片簇状分布于肝小叶周边 ,在门脉周围及碎屑状坏死区较

密集 ,还可见 HBsAg呈岛屿状分布。在慢肝轻度和急性肝炎 ,

阳性细胞较少且分散 ,表达强度也较弱;乙型肝炎 HBsAg 阳性

率为 94%(49/52),HBsAg表达及阳性细胞分布基本与丁型肝

炎一致 ,但片簇状分布更多见 , 表达程度也较强 , 两组比较差异

显著(P <0.05)。HBsAg 表达强度和阳性细胞分布均与肝组

织炎症活动度和病理损害相关(P <0.01), 见表 2。HBcAg 阳

性率为 71%(56/79),HBcAg 以肝细胞核表达为主。 阳性细胞

分布主要呈单个细胞或点状(3 ～ 5 个细胞)分布 , 见图 2;乙型

肝炎 HBcAg 阳性率为 94%(49/ 52),阳性细胞分布主要在门脉

周围 、碎屑状坏死区较明显 , HBcAg 表达程度较强 , 两组比较有
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显著差异(P< 0.01), 见表 2。

图 2　慢性丁型肝炎患者肝组织 HBcAg 表达　(S-P×200)

　Fig 2　The expression of HBcAg in liver tissue of the

patient with HD 　(S-P×200)

2.3 　HDAg 与 HBsAg 、HBcAg 表达关系
双标记检测发现 HBsAg、HDAg两抗原多同时表达在同一

肝细胞 , 单独表达的细胞也有 , 但数量明显少于双抗原表达的

肝细胞 , 且二抗原阳性细胞分布比较一致 , 其间也可见二抗原

均阴性的肝细胞。HBcAg 和 HDAg阳性细胞分布关系不密切 ,

HBcAg 阳性细胞明显少于 HDAg 阳性细胞 , 有时可见众多

HDAg 阳性细胞周围或之中仅一个或 3 ～ 5 个 HBcAg 阳性细

胞。

2.4　HBV DNA在丁型肝炎患者肝组织表达

丁型肝炎患者肝组织 HBV DNA 阳性率为 27%(21/79),

HBV DNA 阳性颗粒呈稀疏散在分布在肝细胞浆或核内以细胞

核内分布为主 ,着色浅淡。秩相关分析发现 HBV DNA 阴性组

HDAg 表达明显强于 HBV DNA 阳性组 ,两者有统计学差异 , 即

HBV DNA 表达与 HDAg 表达强度呈负相关 ,见表 3;而对照组

HBV DNA 阳性率为 44%(23/ 52), 阳性颗粒主要密集分布于

肝细胞浆内 ,有时可集中在细胞核周围 , 个别细胞核内亦可见

少数浅染的阳性颗粒 ,着色较深 , 表明乙型肝炎组 HBV 复制活

跃而且 HBV DNA的基因拷贝数较多 ,两者比较差异显著(P <

0.05)。

3　讨论

HDV 感染对 HBV 存在依赖关系 ,但慢性乙型肝

炎重叠感染HDV 后 ,HDV 会抑制 HBV DNA复制或

HBcAg 表达
[ 4]
, 不少学者检测了 HDV 感染者血清

HBV标记物的变化 ,甚至观察了血清和肝组织 HBV

DNA含量(Southern blot法)
[ 5]
,得出类似的结果。本

研究发现丁型肝炎肝组织 HBsAg 、HBcAg 和 HBV

DNA阳性率及表达强度均低于单纯 HBV 感染者 ,且

HBcAg 主要呈核型表达 ,表达强度也较弱 ,表明 HBV

DNA 基因呈低水平复制 , 而且 HDAg 表达强度与

HBV DNA表达呈负性相关 ,这一结果表明 HDV感染

有抑制 HBV 基因复制或病毒抗原表达的作用 ,特别

是在 HDV 复制活跃的阶段 , 即 HDAg 大量表达时 ,

HBV复制受到的抑制最为明显。当抗 HD 阳性时 ,

HDAg表达受抑制 ,HBV 复制受到的抑制就减少 ,因

此仍有HBV DNA被检出。此表明 HBV 复制的受抑

制可能是一过性的 ,一旦 HDAg 转阴 , HBV 复制又可

重新开始 ,即 HDV 感染时 HBV 的抑制状况 ,因 HDV

感染的不同阶段而异 ,这与 Rizzet to 等[ 6] 动物实验结

果亦相一致。本实验也发现 HBsAg 和 HDAg 表达及
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分布有一致关系 ,提示 HDV 对 HBsAg 的依赖 , HDV

和 HBV 可共同存在;同时 , 丁型肝炎有较高率的

HBcAg 检出 ,呈浆型或混合型表达 ,这些提示有 HBV

呈活动性复制状态 ,为 HDV 复制提供 HBsAg 创造有

利条件 ,这与 HDV 感染时 HBV 的抑制状况 ,因 HDV

感染的不同阶段而异不相矛盾 。

丁型肝炎发病机制中 ,有的认为是 HDAg 或 HDV

RNA对肝细胞的直接细胞毒性作用 , 有的认为是

CTL为主的免疫调节机制在肝损害中起主导作用 ,也

有的认为是 HDV 和 HBV 之间相互作用的结果。实

验观察到 HDAg 阳性细胞呈弥散型 、灶状和片簇状分

布于肝小叶内 ,尤其是在门脉周围和坏死灶处 ,HDAg

表达强度及阳性细胞分布均与肝组织炎症活动度及病

理损害程度正有关。在坏死灶边缘肝细胞和气球样变

性肝细胞浆内有大量的 HDAg 强阳性表达 ,证实有大

量HDV 堆积在病变肝细胞内 ,可以直接损害肝细胞 ,

还观察到 HDAg 呈眉弓状分布在病变肝细胞膜下 ,这

可能预示有大量 HDV 从该细胞释放而感染邻近细

胞;有学者认为丁型肝炎病理学致变和临床表现可因

原来感染的 HBV或伴随的 HBV 感染而不同 ,通过对

肝移植病人的研究 ,此观点也得到证实 ,因为移植肝脏

原来的 HDV 感染常常不引起任何可见病理学改变或

临床表现 ,只有发生 HBV 重叠感染时 ,才出现肝组织

大块性炎症活动 。有研究证实具有 HBV 活动性复制

的丁型肝炎比没有 HBV活动复制的病人有更严重的

肝脏疾病和临床结果。也有可能 HBV 复制帮助了

HDV 的扩散 ,或 HBV 和 HDV 的协同作用加速了肝

脏损害 ,因此认为 HBV 感染的本质在与已经加深了

HDV 致病效能 。
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丽珠环明与皮质类固醇激素合用治疗红斑狼疮 7例

Combination of cyclosporin A and adrenocortical steroid for the treatment of

7 patients with lupus erythematosus

周春丽 ,叶庆佾　　(第三军医大学附属西南医院皮肤科 , 重庆 400038)

作者简介:周春丽(1971.5),女 ,河南省郑州市人 ,硕士 ,住院医

师。电话:(023)68755126

收稿日期:1999-01-18;修回日期:1999-03-31

　　丽珠环明 , 即环孢素软胶囊(Cyclosporin Gelatin Capsule),
有效成分为环孢素 A。作为新型强免疫抑制剂 , 目前应用于器

官移植后免疫抑制和抗排斥治疗以及某些自身免疫性疾病的

治疗。我科于 1997 年 11 月开始使用丽珠环明合并皮质类固

醇激素(以下简称激素)治疗 7 例红斑狼疮(LE), 取得较好疗

效 ,现报道如下。

1　材料与方法

1.1　临床资料
7例均为住院患者 ,男性 1 例 , 女性 6 例 , 年龄 24 ～ 45 岁 ,

病程 2 月至 10 年 , 除男性患者诊断为亚急性皮肤型红斑狼疮
(SCLE)外 ,其余 6例均根据美国风湿病学会(ARA)1982 年修

订的标准[ 1]确诊为系统性红斑狼疮(SLE)。面部红斑 7 例 , 关

节痛 7 例 ,尿蛋白 ～  2 例 ,抗核抗体(ANA)阳性 6 例。
所有患者都曾口服强的松 1 ～ 2 mg·kg -1·d-1间断或持续

治疗 ,和/或使用环磷酰胺冲击治疗而效果欠佳 , 并在激素治疗

过程中出现类柯兴综合征及高血压等副作用。

1.2　治疗方法
丽珠环明初始剂量 4～ 5 mg·kg-1·d-1 ,分 3 次口服;合用

强的松 0.3～ 0.5 mg·kg -1·d-1 , 每日晨服。 临床症状基本平
稳 、各种检验指标基本正常后 , 逐渐缓慢减量丽珠环明至 2 ～ 3

mg·kg-1·d-1维持 ,总治疗时间在 3个月以上。
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