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论著

人工合成丁型肝炎病毒抗原片段及其诊断应用

郑 红

林晓红

李奇芬

崔恒薄

吴纯清

崔大毅

李梦东

黄维德

(第三军医大学西南医院传染科 ) 6 3 0 0 3 8

(中国科学院上海 生物化学研究所 )

提 要 本文选择
、

设计并合成了含天然 H l〕A g 上的部分片段的 72 肤
,

用于建立检测抗 H D

的 E L IS A 方法
。

试验结果表明
,

包被的合成肤抗原与已知抗 H D 阳性冻存血清呈抗 H l ) 阳性反应
;

它能与天然 H D A g 竞争抗 H D
,

具天然 H D A g 上相应片段的抗原活性 ;该合成肤抗原专一性强
,

与

正常人血清
,

正常小鼠血清
,

单纯 甲型
、

乙型
、

丙型肝炎抗体阳性血清无免疫交叉反应
`

用建立的

E LI S A 法
,

检测 1 9 9 2 年 1~ 5 月的部分献血员及住本科各型肝炎患者血清标本的抗 H D
。

300 例献

血员 中 l 例抗 H D 阳性 (0
.

33 % )
,

其 A L T 增高 2 倍以上
。

非 乙型肝炎 41 例
,

甲型肝炎 52 例
,

抗 H D

均阴性
。

各型乙型肝炎 21 1例
,

抗 H l ) 阳性 21 例 (9
.

95 % )
。

其中
,

携带者 2 / 8 2 例 (2
.

5纬 ) ;
急黄肝

6 / 4 3 例 ( 1 3
.

9 5环 )
;
慢活肝 6 / 6 0 例 (一0

.

0 0% ) ;
重肝 4 / 1 5 例 ( 2 2

.

2 0% ) ;
肝炎肝硬化 3 / 8 例

(3 7
.

50 % )
,

结果与本科已往报告基本一致
。

关键词 人工合成肤
;
丁型肝炎病毒

人的丁型肝炎病毒 ( H D V )在感染宿主时

必须有乙型肝炎病毒 ( H B V )的辅助
’̀ ·

2’ 。

它与

H BV 可重叠感染正 常机体
,

导致不同的临床

后果
` 3 ) 。

丁型肝炎病毒抗原 ( H D A g )是迄今证

实的由该病毒编码的唯一单链蛋白
“ , 。

现 已证

实 H D A g 有 与 H D v 核 酸 结 合 的 活 性
,

为

H DV 的复制所必需
,

在 H D V 的致病机理中

有重要意义
( 5

,
6 ) 。

由于天然 H D A g 材料来源困

难
,

提取纯化过 程复杂
、

产率低
、

产物 稳定性

差
,

难获得纯度高
、

稳定性好
、

足量的 H D A g
。

我们参考现有文献资料 自行选择
、

设计并合成

了含天然 H D A g 上的部分片段的 27 肤
。

实验

证实该合成肤具有天然 H D A g 上相应 片段的

抗原活性
,

能专一地为天然抗 H D 所识别
。

实验方法

1
.

1 用合成肤杭原建立 E L IS A 法检测杭 H D

用合成肤抗原包被聚 乙烯塑料板
,

50 川 /孔
,
4℃

过夜
。

加待检原倍血清
,

50 川 /孔
,

37 ℃ 水浴 l h
。

洗涤

后
,

加羊抗人 I g G
一

H R P
,
5 0拌l /孔

,
5 7 ℃水浴 一 h

。

洗涤

后加O PD 底物显色液
,

5 0 拜 l /孔
。

3 ~ 5 m in 后用

Zm ol L/ H
Z

S O
;

终止反应
,

在 4 9 2 n
m 波长测定被检孔

O D 值
。

1
.

2 对照 实验

选曾采用 A b b ot t 抗 H D 检测药盒
,

北京预防 医

科院病毒所
、

河南医科所抗 H D 药盒检测所得抗 H D

阳性的冻存血 清
,

加入 已包被合成肤抗原的包被板

中
,

按实验方法 1
.

1进行 E L IS A 试验
。

1
.

3 中和试验

在 E LI S A 试验中
,

加血清标本的同时加入等量

的已知 H l ) A g 阳性血清以 中和血标本中的抗 H D
。

1
.

4 专一性试验

在 E L IS A 试验中
,

待测血清分别为正常人血清
,

单纯甲型
、

乙型
、

丙型肝炎抗体阳性血清及正常小鼠

血清
。

1
.

5 临床标本检测

采用建立的 E LI S A 方法
,

检测 1 9 9 2 年 1 月至 5

月初在本科住院的各型肝炎患者血清标本
。

2 结果与讨论

2
.

1 在建立 E LI S A 方法中
,

选献血员血清标

本为 阴性参照
,

随机抽取 献血员 血标本
n 一
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0 3 1份
,

阴性 对照 O D
4 9 2 n。

= 王 士 s ~ 0
.

0 6 3 2士

0
.

0 2 4 8
。

参照 A b b o t t 药盒
,

阳性对照与阴性

对照 O D 值之差 ) 0
.

4 为检测有效
; 临界值

( C u t o f f 值 、一 0
.

6又 阳性对照 O D 均值 + 0
.

4

火 阴性参照 O D 均值
,

大于临界值为 阳性 结

果
。

2
.

2 在对照实验 (表 1) 中
,

采用 合成肤抗原

检测抗 H D 与 A b b ot t 药盒采用旱獭抗原
、

河

南医科所采用的土拨 鼠抗原及北京预防医 科

院病毒所的基因工程抗原检测抗 H D 的结果

是相吻合的
,

表明合成肤抗原能为天 然抗 H D

所识别
。

表 1 H D V 多肚抗原与 3 种不同来源检测抗

H D 试剂比较

抗 H D

标 本 患 者

—
日 期 A b bot t 北京预防医 河南 医 H D V 多肤抗

科院病 毒所 科所 原 ( O D
; 。 2

)

19 8 4
.

1 0
.

9 杨某 + + ( 0
.

8 9 )

19 8 4
.

10
.

7 杨某 + + ( 0
.

5 1 )

19 8 4
.

5
.

1 7赵某 + + ( 0
.

` 7 )

19 8 6
.

6
.

2 赵某 + + ( 0
.

6 6 )

1 98 5
.

1
,

2 2 高某 + + ( 0
.

7 8 )

19 8 4
.

1 ()
.

2 4张某 + + ( 0
.

6 3 )

19 8 5
.

3
.

3 1 黎某 十 + ( 1
.

1 5 )

19 8 8
.

4
.

2 马某 + + ( 0
.

7 7 )

19 9 0
.

1 1
.

1 1潘某 + ( 抑制率 8 1
.

8% ) + ( 0
.

6 4 )

19 9 1
.

6
.

26 李某 + ( 3` ) + ( 0
.

6 2 )

19 9 0
.

1 1
.

6 李某 + ( 8 6
.

3 6 % ) + ( 0
.

5 1 )

19 9 0
.

1 1
.

3 谭某 + ( 3十 ) + ( 0
.

5 9 )

19 9 1
.

9
.

24 苟某 + ( 4 , ) + ( 0
.

5 5 )

1 9 9 1
.

9
.

24 杨某 + + ( 0
.

4 7 )

表 2 H DV 合成肤抗原检测血清抗 H D 的中和

试验

抗 H D O D
` 。 2

标本
血标本 ( 1 : 2稀释 ) 血 标本 + 白某

.

血 标本 (1
: 1 )

徐某

杨某

马某

黎某

高某

张某

温某

白某

(一 )对照

阳性对照

阴性对照

0
.

5 5 ( + )

0
.

7 1 ( + )

0
.

3 5 ( + )

0
.

3 7 (十 )

0
.

4 6 ( + )

0 6 5 ( + )

0
.

3 7 (十 )

0
.

1 5 ( 一 )

0
.

1 3 ( 一 )

0
.

1 2 5

0 0 9

0
.

1 4

0
.

0 9

0
.

1 0

0
.

1 0

0
,

14

0
.

1 1

0 13

0
.

63 / 0
.

4 3

0
.

08 / 0
.

0 6

’

白某血清为 H D A g 阳性标本

2
.

4 专一试验 (表 3) 表明
,

合成 肤抗原 的专

一性 强
,

与正常小 鼠血清
,

单纯 甲型
、

乙型
、

丙

型肝炎抗体阳性血清无免疫交叉反应
。

表 3 H l) V 合成肚抗原专一性试验

标本
抗 抗 抗

H A V Ig M H B c l g M ( C P
。

H C 抗 H D

C P
l o

)

刘某

杨某

陈某

彭某

杨某

杨某

李某
’

谭某
’

肖某

李某

李某

官某
“ .

陈某

小 鼠 ( 1 ) ”
.

小 鼠 ( 2 )

小 鼠 ( 3 )

( 合成肤 )

一 ( 0
.

1 0 )

一 ( 0
.

1 3 )

一 ( 0
,

1 2 )

一 ( 0
.

( )6 )

一 ( 0
.

0 5 )

一 ( 0
.

12 )

+ ( 0
.

6 2 )

十 ( ( )
.

5 9 )

一 ( 0
.

0 6 )

一 ( 0
.

0 8 )

一 ( ( )
.

12 )

一 ( 0
.

0 9 )

+ ( ( )
.

5 2 )

一 ( 0
.

0 2 )

一 ( 0
.

( ) 4 )

一 ( 0
.

0 4 )

2
.

3 在 中和试验 (表 2) 中
,

当被检抗体阳性

血清中加入抗原阳性 血清时
,

O D
; 9 2

值由阳性

降至阴性范围内
。

显然
,

合成肤抗原具有天然

H D A g 上 相应 片段 的抗 原 活性
,

能 与 天 然

H D A g 竞争抗 H D
。

为丙型和 丁型肝炎病毒混合感染

为甲型
、

乙 型肝炎 病毒混合感 染

” 酶标杭体 为羊杭 鼠 馆G
一

H R P

2
.

5 在检测的 19 9 2 年 l 月至 5 月初住本科
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各型肝炎患者血标本中抗 H D 的存在状况 (表

4) 与本科 已往报告的结果基本一致
。

表 4 H D V 合成肤抗原检测各类肝炎患者血清

抗 H I〕状况

抗 H D

组 别

—
检测数 阳性率 ( % )

献血员

非乙型肝炎

甲型肝炎

各型乙 型肝 炎

H B
s
A g 健康携带者

急黄肝

慢活肝

重肝

肝炎肝硬 化

3 0 0

4 l

5 2

2 1 1

8 2

4 3

60

l 8

8

阳性数

1

0

0

0
.

3 3

2 l

2

6

6

4

3

9
.

9 5

2
.

50

1 3
.

9 5

10
.

0 0

2 2 20

3 7
.

50

人工 合成 多肤能决速
、

简便
、

省时地获得

纯度高
、

安全性好的代表天然蛋白质上不同功

能及抗原区域的多肤片段
。

H D V 合成肤抗原

的获得 及 应 用 在 一 定 程 度 上 替 代了 天 然

H D A g
,

为 H D A g 生物活性的深入研究
,

H D V

感染的流行病学及其发病机理的研究创造 了

基础和条件
。
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个案与短篇

老年人上消化道内镜检查 1 2 2 5 例总结

冷恩仁 陈东风 武兵兵 (第三军医大学大坪医院消化科 ) 6 3 。。 4 2

我院从 1 9 7 7 年 1 2 月至 一9 9 1年 8 月上消化道内

镜检查 1 4 4 0 0 例
,

老年人 1 2 2 5 例 ( 8
.

5 1% )
,

总结报

道如下
:

内镜资料

1 2 2 5 例中住院病人 4 39 例
,

门诊病人 7 86 例
,

其

中男 9 5 0 例
,

女 2 7 5 例
,

男
:

女 3
.

4 5
:
l

,

年龄 6 0一 6 4 岁

7 2 3例 ( 5 8% )
,

6 5~ 6 9 岁 3 3 4 例 ( 2 7
.

2 7 % )
,

7 0一 7 4 岁

1 2 7 例 ( 1 0
.

3 7% )
,
7 5~ 7 9 岁 3 5 例 ( 2

.

8 6 % )
,
8 0 岁以

上 6 例
。

平均年龄 6 5
.

5 1 岁
。

检查前合并症上消化道

出血 13 4 例 ( 10
.

9% )
,

肝硬化 巧 例
,

依次为慢支炎肺

气肿
、

脑血管疾病
、

尿毒症
、

心律失常等
。

检查结果
:

以慢性浅表性 胃炎 532 例 (4 3
.

43 环 )

最多见
,

胃演疡 ( G u ) 1 5 7 例 ( 1 2
.

8 2 % )
,

胃癌 ( G e a ) 1 3 4

例 (一0
.

9 4% )
,

十二指肠溃疡 (D u ) 1 3 4 例 ( 1 0
.

9 4 % )
,

食道癌 65 例 ( 5
.

31 % )
,

慢性萎缩性胃炎 63 例

( 5
.

1 4 % )
,

十二指肠炎 5 6 例 ( 4
.

5 7 % )
,

复合性溃疡 1 5

例 ( 1
.

2 2% )等
。

疾病与性别
:

男 95 0 例
,

其中慢性浅表性胃炎 37 4

例 ( 3 9
.

3 7 % )
,

G
、1 1 3 1 例 ( 1 3

.

7 9 % )
,

G
e a 1 1 8 例

( 2 2
.

4 2% )
,

D
u 1 1 6例 ( 1 2

.

2 1% )
。

女 2 7 5 例
,

慢性浅表

性胃炎 1 5 8 例 ( 5 7
.

4 5% )
,

G
u 2 6 例 ( 9

.

4 5沁 )
,

G
e a 1 6

例 ( 5
.

2 8 % )
,

uD 1 8 例 ( 6
.

5 5纬 )
.

在 1 68 例中作 H P 检查
,

阳性者 86 例 (5 1
.

19 % )
,

阴性 8 2例 ( 4 8
.

8 1% )
。

2 讨论

消化道内镜检查并发症多有报告
,

本组无 1 例发

生并发症
。

严格掌握检查适应症
,

操作精心
,

争取病人

配合是关键
。

老年上消化道疾病本组资料为慢性胃炎发病率

最高
,

且女 > 男 ( 尸 < 。
.

0 01 )
,

其中慢性浅表性 胃炎女

> 男 ( 尸 < 。
.

0 01 )
,

而慢性萎缩性胃炎发病率男女间

无差异 ( 尸 > 0
.

05 )
,

本组资料与认为慢性胃炎随年龄

增长而发生率升高的趋势不相符合
。

消化性溃疡 ( P u)

3 0 6 例 ( 2 4
.

9 5 % )发病率男 ) 女 ( P < 0
.

0 0 1 )
,

而 G
u

发病率男女间无差异性 ( 尸 > 0
.

0 5 、
。

uD 男> 女 ( 尸

< 。
.

2 5 )
。

在 P u

中 G
。
与 D

u

发病率无差异 ( 尸 >

0
.

0 5 )
。
G e a 以 6 0 ~ 6 9 岁多见 (占 9 1

.

1 8% )
。

食道癌 6 5

例 (5
.

31 % )
,

发病率男女无差异 ( 尸 > 。
.

0 5 )
。

H P 感染率随年龄增长 而增加
,

在美国每增长一

岁
,

感染率增加 1 % 一 2 %
。

我国平均感染率为

67
.

94 %
`” 。

本组老年人感染率低
,

可能与地区性有

关
,

待进一步探讨
。
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