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DHBV的检测及雏鸭感染试验的探讨

A study on the identif ication of DHBV and duckl ing infection test

熊鸿燕
 
　张　凌　 李　莉　 孙华明　　 (第三军医大学预防医学系流行病学教研室 )重庆 , 400038

　　提　要　目的: 建立特异、敏感、方便的鸭乙肝病毒 ( D HBV )检测方法。方法: 通过免疫电镜、 PC R、组织

原位杂交及 EL ISA等技术观察病毒的颗粒形态及表面抗原与 DN A的活性 ,并通过静脉途径感染一日龄麻

鸭 ,了解动物感染实验的规律。结果:透射电镜下 , D HBV约为 40 nm大小的圆形颗粒 ,其包膜完整、清晰 ,有

的颗粒还见明显的多刺状核壳体 ;所选用的引物 ,能使 D HBV阳性样本的 DN A扩增产物电泳区有一 232 bp

的条带出现 ;光镜下 D HBV阳性肝组织的原位杂交片中多处呈现明显的阳性显色区 ,区域内主要为肝细胞

结果 ; D HBV的感染性越高 ,雏鸭被感染的比例就高 ,且指标转阳的时间越短 ;感染潜伏期约为 7～ 21 d。结

论: 研究所涉及的 4种检测方法均有特异、敏感的特点。

　　鸭乙肝病毒 ( DHBV)是目前较好的替代 HBV的

试验病毒 [1, 2 ]。用同位素渗入法测定 DHBV-DN A多聚

酶 ( DN A-P)活性是国内外研究报道中常用的检测

DHBV活性的方法 ,简便、快速 ,但缺乏特异性 ,结果

的稳定性也较差。为建立特异、敏感、方便的 DHBV检

测方法 ,探索重庆麻鸭作为感染试验动物的可行性 ,本

研究通过免疫电镜、 PCR、组织原位杂交及 ELISA等

技术观察了 DHBV的颗粒形态及 DHBsAg与 DN A

的活性 ,并初步探讨了 D HBV阳性血浆对一日龄麻鸭

的静脉感染方法。

1　材料和方法

1. 1　 DHBV阳性血浆的准备

　　从农贸市场分别收集新鲜重庆麻鸭血 ,枸橼酸钠抗凝 ,离

心取上层血浆 ,分别用 EL IS A法测 DHBsAg ,用 3 H-dT T P渗入

法 [3]测 DN A-P,将 D HBsAg强阳性 ,且 DN A-P在 500～ 700

cpm的血浆作为试验阳性血浆 ,将 DHBsAg阴性 , DN A-P在

200 cpm以下的血浆作为阴性血浆。分别在- 70℃保存 ,同时在

5%甲醛液中保存相应的鸭肝组织。

1. 2　 DHBV的检测
1. 2. 1　透射电镜观察 DHBV的形态　　将 10倍稀释的兔抗

D HBsAg血清 (军事医学科学院 5所提供 ) 0. 1 ml与等体积待观

察的鸭血浆样品混合 , 37℃水浴 1 h,取 1滴混合液 ,按负染色法

制备样品 , 2%磷钨酸染色 ,用日本 JEM -200EM电子显微镜观

察。

1. 2. 2　 EL ISA测 D HBs Ag　　按常规方法进行 EL ISA试验。

鼠抗 D HBs Ag和 HR P-羊抗兔血清由军事医学科学院 5所提

供。用酶标仪在 490 nm波长处测定 ( Dλ)值。

1. 2. 3　 PCR测定 D HBV -DN A　　按常规 PCR方法 [4 ]提取样

本 DN A反应模板 ,进行 P CR扩增反应并电泳观察扩增产物。

以含完整 D HBV -DN A重组质粒的 DN A样本为阳性对照 ,人

血浆为阴性对照。 PCR引物由军事医学科学院 5所张文福博士

提供。正向引物使于 D HBV -DN A X /C区、基因图谱位置 2657

bp,反向引物使于该区的 2889 bp。PCR所用试剂购自华美生物

试剂公司。
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1. 2. 4　原位杂交测定肝组织中 D HBV　　按常规法扩增含完

整 D HBV -DN A的重组质粒并提取 DN A ( Jm103大肠杆菌由军

事医学科学院 5所米志宝博士提供 )。加内切酶 Eco rV ,切下 X /

C区 ,位于 2650～ 3000 bp,约 350 bp的 D HBV -DN A片断 ,低溶

点法收集目标 DN A并用地高辛标记作为探针。

　　将外周血 D HBsAg和 D HBV -DN A为阳性的鸭肝组织按

常规方法 [5 ]制片并进行杂交和免疫组化反应。光镜下控制显色

强度 ,乙醇脱水 ,二甲苯透明封片。同时 ,试验还设外周血 DHB-

sAg和 DHBV -DN A均为阴性的鸭肝组织样本及不加探针的

实验阴性对照。

1. 3　雏鸭感染试验
　　将 1日龄重庆麻鸭 (重庆白市驿养鸭场提供 ) 70只进行编

号 ,分别取颈静脉血 0. 5 ml作 D HBsAg ( EL ISA )测定 ,阴性血

浆进一步作 DHBV-DN A( PCR)测定。将无 D HBV感染的雏鸭

随机分成 4组。其中 ,第 1组以 100μl /只静脉注入 D HBV阳性血

浆 ;第 2至第 4组分别以 100μl /只静脉注入经 7170 J/m2 U V C照

射后用再用碘复合物 ( IC)处理不同时间的 D HBV阳性血浆。

　　在染毒后的第 7、 14、 21天连续 3次采血进行 D HBs Ag测定 ,

阴性样品进一步作 D HBV -DN A测定。

2　结果

2. 1　 DHBV的形态观察

　　从图 1可见 ,透射电镜下 , D HBV约为 40 nm大小圆形颗

粒 ,其包膜完整、清晰 ,有的颗粒还见明显的多刺状核壳体。

2. 2　血浆样品的 PCR检测

　　本课题所选用的引物 ,能使 DHBV阳性样本的 DN A扩增

产物电泳区有一 232 bp的条带出现 ,见图 2。

2. 3　鸭肝组织的原位杂交检测
　　试验中 ,鸭肝组织原位杂交结果显示 ,光镜下 D HBV阳性

肝组织的原位杂交片中 ,见图 3A,多处呈现明显的阳性显色区 ,

区域内主要为肝细胞结构。而阴性样本的肝组织的原位杂交图

片 ,见图 3B,未见肝组织中有阳性显色区。

图 1　鸭血浆中 DHBV的形态观察　 ( T EM× 50 000)

图 2　 DHBV血浆样本的 PCR检测

1: DN A分子标准　　 2: D HBV阴性对照

3: D HBV阳性对照 　 4～ 8: 鸭血浆样本

图 3　鸭肝组织的原位杂交图　 ( LM× 200)

A. D HBV阳性肝组织　 B. D HBV阴性肝组织

2. 4　雏鸭感染试验
　　动物感染试验的结果显示 ,见表 1, D HBV的感染性越高 ,

雏鸭感染的比例就高 ,且指标转阳的时间越短 ;感染潜伏期约

为 7～ 21 d。
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表 1　 DHBV阳性血浆对雏鸭的感染结果

不同天数标志物阳转
雏鸭数 (只 )

试验分组
试验动物数

(只 )
感染总数

(只 )0 7 14 21

Ⅰ 15 0 9 6 0 15

Ⅱ 10 0 0 4 1 5

Ⅲ 13 0 0 2 0 2

Ⅳ 10 0 0 0 0 0

Ⅰ : 注入 D HBV 阳性血浆 ;Ⅱ : 注入 UV C+ IC ( 30

min)处理血浆 ;Ⅲ : 注入 U V C+ IC( 90 min)处理血

浆 ;Ⅳ :注入 UV C+ IC( 120 min)处理血浆

3　讨论

　　本研究所涉及的 4种检测方法均有特异、敏感的特

点。其中 ,电镜观察直观 , ELISA法结果稳定 , PCR和

原位杂交测定能直接反应病毒 DN A的活性和分布情

况。这些测定结果的相互证实和补充将明显提高

DHBV检测结果的质量。但这些测定方法的结果代表

DHBV感染活性的程度如何?还不得而知 ,有待深入

探讨。

　　我们对重庆麻鸭 DHBV感染的初步观察发现 ,无

论成年鸭或雏鸭 ,其自然感染率均约为 20%左右 ,这首

先为 DHBV的收集和动物试验时雏鸭选择的可能和

经济性提供了保证。本研究结果进一步显示 ,一定感染

强度的 DHBV阳性血浆经静脉感染一日龄雏鸭后 ,试

验动物被感染的周期短 ,感染率高 ,感染率与 DHBV

活性有量效反应关系。由此说明 ,重庆麻鸭有较高的投

入 DHBV感染试验应用研究的价值。同时 ,我们也认

识到 ,鸭感染试验的动物模型基础理论 ,诸如动物品系

的钝化、感染途径、感染后病毒转归及影响因素等方面

的研究还有待加强。

　　关键词　 D HBV感染 ;检测

　　中图法分类号　 Q55
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肺癌患者高粘血征的观察

Observation on the hyperviscosity syndrome in lung cancer patients

关华军
 
　张楚毅　 陈维中　 李启明　　 (第三军医大学附属新桥医院肿瘤中心 )重庆 , 400037

　　提　要　目的:探讨肺癌患者高粘血征的影响因素。方法: 检测 43例肺癌患者血液流变学、凝血酶时间

( T T) ,凝血酶原时间 ( P T ) ,白陶土部份凝血活酶时间 ( KP T T ) ,血小板最大聚集率 ( P Ag T )及 D-二聚体 ( D-

D)。结果: 43例肺癌患者中 33例全血粘度增高 , D-D增高者 33例 , T T、 P T、 K P T T异常者分别是 18例、 15例、 22

例。结论:引起肺癌高粘血征的主要因素是红细胞聚集指数 ( RA I)以及硬度指数 ( T K )明显增高。血浆 D-D水

平与疗效及预后有关。

　　恶性肿瘤患者的血栓发生率为 5%～ 15%。支气管

肺癌的血栓发生率为 26. 8% [1 ]。血栓形成与血液粘度、

凝血功能、纤溶状态及血小板功能等多种因素密切相

关。本文就 43例肺癌患者血液流变学、凝血酶时间

( T T) ,凝血酶原时间 ( PT) ,白陶土部份凝血活酶时间

( KPT T) ,血小板最大聚集率 ( PAg T)及 D-二聚 ( D-D)

的测定结果分析 ,以探索肺癌血栓形成的各种因素。
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