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分子杂交技术对外周血单个核细胞及肝细胞内H B v 一D NA的

初步研究

崔晓红 李梦东 顾长海 ( 第三军医大学西南医院 传染病科 ) 。 3 。。 3 8

提 要 本文分别用转移印迹杂交和斑点杂交检测6 1例乙肝患者外周血单个 核 细胞 (P B M C)

及血清中的 H B V
一

D NA
,

同时用转 移印迹杂交 和 原 位杂 交 检 测 其 中 31 例患者肝活检组织中的

H B V
一

D N A
。

结果发现血清
、

P B M C及肝组织 H BV
一

D N A 阳性率分另I
J为 2 6

.

2% ( 1 6 / 6 2 )
、

2 4
.

6%

( 15/ 61 ) 及4 8
。
4 % ( 1 5 / 3 1 )

。

同一个体内
,

血清
、

P B M C及肝组织内H B V
一

D N A 之间无 明确的关

联
,

血清 H BV
一

D N A 阴性时
,

仍可在 11 例患者的 P BM C或 肝 内检 出 H BV
一

D N A
。

结 果 表 明
,

P B M C可能也是独立于肝外的 H BV贮存及复制的场所
。

血清 H BV
一

D N A 阴性 不 能 否 定体内仍有

H B V复制的可能
。

关幼词 单核细胞 , 脱氧核搪核酸病毒 , 乙型肝炎病毒 , 分子杂交

近年来的研究证实 H B V不仅侵犯人体肝组织
,

而且广泛存 在 于 胰
、

肾
、

皮肤等肝外组

织 ( ’ )( 2 )
。

一些作者也曾在淋巴细胞及其亚群中检测到游离或整合形式 的 H B V
一
D N A

,

并推

测 H B V可能会干扰淋巴细胞功能 ( “ 一 5 )
。

本文观察了乙型肝炎患者的 P B M C
、

血清及肝细胞中

H B V
一
D N A 的状 况及血清 H B V标志

,

旨在探讨这些指标之间的相互联系
,

为阐明乙肝的发病

机理提供依据
。

1 材 料 与 方 法

1
。
1 检 侧时象

61 例乙肝患者中
,

男 4 5例
,

女 16 例
,

平均年龄 33
.

2岁
。

按 1 9 8 4年南宁会议修订的病毒性肝炎诊断标准 《. ) ,

本组共急性肝炎 23 例
,

H B s A g携带者 6 例
.

慢迁肝 13 例
,

慢活肝 11 例
,

慢活肝重 型 8 例
。

35 例经肝活检病

理诊断证实
。

28 例健康献血员作为对照
,

男 17 例
,

女 11 例
,

平均年龄 29
.

3岁
.

1
。

2 主要试 剂
1

.

2
.

1 蛋白酶K
、

R N A酶 A
、

限制性核酸内切酶 E c o R I由华美生物工程公司供应
.

1
.

2
.

2 生物素化 H BV
一

D N A探针由华西医科大学肝炎研究室制备
。

1
.

2
。
3 a 一 “ Z P

一

d A T P及d C T P由北京福瑞诊断用品联营公司供 应
。

1
.

2
.

4 缺口转移药盒系美国 B R L公司生产
。

N B T系统 D N A检测药盒为关国 B R L 公司生产
。

1
。

3 方法

1
.

3
.

1 P B M C的分离
:

外周静脉抗凝血经淋巴细胞分离液密度梯度离心
,

分 离 出P B M C
。

用。 .

1心m ol L/

N a C I洗 4 次
。

将 P B M C及最后 1 次洗液上清于 一
20 ℃贮存

,

待测 H BV
一

D N A
。

1
.

3
.

2 转移印迹杂交
:

抽提 P B M C 及肝活检组织的 D N A
,

部分D N A标本用 E co R I做完全酶切
,

经 1 %琼

脂塘凝胶电泳
,

将 D N A 转移至微孔滤膜土 ( ? 》 ,

按 缺 口 转 移法用 a “ Z
P

一

d A T P及 d C T P 标记纯化 的 H BV

一

D N A和 P B R 3 : : D N A
,

探针比放为 2 ~ 6 x 1a0 d P M /“ 9
.

灵敏度达 1 p g检 测 低 限
。

然后
,

进行预杂

交
、

杂交
、

漂洗及放射自显影
。

1
.

3
.

3 斑点杂交
:

按文献 ( 吕 )中的方法用 a一
“
P
一

H B V
一

D N A探针检 测 血清及 P BM C最后 1 次洗液中有无

H BV
一

D N A
。

1
.

3
.

4 肝细胞内H B V
一

DN A原 位杂交
:

根据文献《 . )中的方法
,

肝 活检组织石蜡切片经常规脱蜡水化及蛋

自酶 K作用后
,

用生物素化 H BV
一

D N A 探针杂交
,

然后以N B T检测系统进行 显色
.
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1
.

3
.

5 血清H D V片志 物 的铃测
:

甲 R 飞A 沙测 H B , A :
、

H B e A g
、

宁佗
一

H B s 及牡
一

H B e ,

F L IS 人法测

抗
一

H B
。 .

2 结 果

2
。
1 H B V血清标

,

忽物

2 5例献血 气血清中 H BV 标志物均明性
。

6 1例乙砰患者中
.

2 0例H B s A g
、

H B e A g同时阳性 ( H B s A g
`

H B e A g
’

)
,

2 9例 H B s A g
`

H B e A g
一

( 2 0厂{ 抗
一

H B e ’ ,
9 例 抗

一

H B e 一

)
,

1 2例 1江B s A g
一

H B e A g
一
( 4 例杭

-

H B
s 今 ,

5 们}抗
一

H B e 干 ,

3 例抗
一

H B s 十

抗
一

H B e 峥 )
,

所有患者抗
一

H B e均阳性
。

2
.

2 H B V
一

D N A 的检测

28 例献血
_

员血清及 P BM C 巾 H B V
一

D N A 均阴性
。

乙肝患者中
.

血清
、

P BM C及盯内H B V D N 人的检出

率分别为2 6
.

2% ( 1 6厂6 2 )
.

2 4
.

6 % ( 2 5
`
6 1 ) 及 d s

.

4少石 ( 1 5 / 3 1 )
。

15 例 P BM C 内H B V
一

D N A 阳性
一

者
,

经转移印迹杂交分析
.

11 例为游离非复制型
.

杂 交 信号为 3
.

2k b区

带不伴有拖带
,

4 例为游离复制型
,

杂交信
一

号为。
.

6~ 3
.

2 k b拖带
,

炸右
一

不同区域内有加强
,

F c o R I酶 切 前

后结果相同
。

31 例患者的吓组织 16 例用转移印迹杂交检测 H BV
一

D N A
,

6 例阳性者中 5 例 为 淤离夏制型
,

杂交信号

与P B M C内钧 夏制塑相门
.

1例为 1 3 k b叮带
,

因标本量不够而未进行酶切分析
。

29 例患 者的肝 组织 切片用原

位杂交检测 H B \
一

D N A
,

1 3例阳性
,

H BV D N A 颗粒以胞浆存存为主
,

阳性细胞冬旱局灶性分布
,

病变 及

正常盯细咆内内可见 到 H 日V D X A 顺平乙

2
.

3 血清
、

P B M C 及 肝 内H B V
一

D N A 与血清H B V标志的 关 系

2
.

3
.

2 血清 I I B : 气 g
`

f于B 。 入g
`

勺l
` {J

,

血清 f I B V
一

D N A的 价出 孕息若宜丁 IJ B s A g
’

I I B o
A g

一

和 11B 、 A ` -

H B o A g
一

组
。

在这 3 组山
.

P B M C 或叮内H BV
一

D X A 的检出丰无明 界差别 (附表 )
。

附表 血 清H B V标志物 与血清
、

P B M C 及杆 内H B V
一

D N A 的 关系

T a b
.

T h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n H BV
一

M a n d }I B V
一

D N A p o s i t i v s r a t e s

i n s e r a ,

P B M C S a n d h e P a t o e y t e s

Se r o l o g i
e a l S e r u

m H B V
一

D N A

X
o

.

P o s i t i
v e / X

o
.

之e s t e d (% )

J I / 2 0 ( 5 5
。
0 )

“

5 / 2 9 ( ] 7
.

2 ) `

O / 1 2 ( 0 )
亡

P刀M C H BV
一

D N A L i v e r H B V
一

D N A

HBV M a r k e r s
蕊。

P o s i t i丫 e / N
o 。

t e s t e d (% )

N o .

P o s i t i v e / N o .

t e s t e d ( % )

HB s A g
个

H B e A g
十

HB s A g
’

H 月 e A g
-

HB s A g
一

H B e A g
-

5 / 2 0 ( 2 5
。
0 )

8 / 2 9 ( 2 7
。
6 )

2 / 12 ( 1 6
。

7 )

峨 / 1 2 ( 3 3
。
3 )

1 0 / 1 6 ( 6 2
.

5 )

1 / 3 ( 3 3
。

3 )

a : b x Z = 。 .

0 5
,

P < o
.

o s a : e x Z = 7
.

7 6
,

P < 0
.

0 1

2
.

3
.

2 对31 例患者同一个体内血清
、

P B M C和肝组织内H BV
一

D N A检 测 结 果表明
,

P BM C与血清共同阳

性或肝组织与血清共同阳性者各 4 例
。

血清 阴 性 而 P B M C或 肝组织 H B V
一

D N A 阳性者各 11 例
。

P BM C及

肝组织 H Bv
一

D N A 共同 阳性者 4 例
,

共 同阴 性者 14 例
.

分别呈阳性者 13 例
。

从上述结果来看
.

血清
、

PBM C及肝组州内 H B、 )I X 入乞间 州龙明 拍
’
·

、

万
。

2
.

4 方 法学特异性 检验

2 1例经转移印迹杂交早 H BV
一

D N A 阳性的肝组织
, ,于a 一 。 “ P

一

P lll 之3 2 2探针做转移印迹杂交
,

结 果 均阴



性
。

所有P BM C 最后 1 次洗液用斑点杂 之结果亦均阴性
。

表 明 转移 印 迹杂交H BV
一

D N A阳廿结果 不存拍

P B R 3 2 2同源序列 扣血清污染所致的侣阳竹
。

布位杂交均没有阴性
、

明件对 昭组扣切 片及自呀空 自又
,

l 貂
。

3 讨 论

木文应用转移印迹杂交技术在 61 例患者的 P B M C中检测出H P v
一

D N 入者 15 例
,

并观察到

H B V
一

D N A有两种存在状态
,

即游离复制型和游离非复制 型
。

非 复 制 型 为 3
.

2 k b的游离单

体
,

复制型的杂交信号为 0
.

6 ~ 3
.

k2 b 拖带
,

且在 不 同区域内有加强
,

反映 出 病 毒复制过

程中存在不等长度的复制中间体
,

且核酸片段在某些长度处有选择性停顿
。

对 31 例患者在同

一个体检测 P BM C 和肝内 H B V
一

D N A 的结果表 明
,

两 者无明确的关联
。

以 上资料提示
,

P B M C可能独立于肝脏外既可作为 H B V的贮存场所
,

也可作为其复 制场 所
。

本文结果表明
,

血清 H B v
一

D N A 随 H B “ A琴
、

H B e A g 的 阴 转
, 抗

一

H sB 及抗
一

H B e
的 出

现而明显减少或消失
,

但 P B M C内或肝内H B V
一

D N A 的阳 性 率 却 无 明显改变
。

血清 H BV
-

D N A 阴性时
,

仍有部分患者的 P B M C或肝内存在 II B V的 复 制
。

有文献发现作甲非乙盯炎患

者 的淋巴细胞可经注射途径造成黑猩猩非甲非乙肝炎的传播
,

并 推 论含有 日 B \’l 、勺淋巴细胞

也可能传播乙型 IJT 炎 ( ` 。 ’ 。 因此
,

血清 H B V
一

D N 入阴性井不能否定休内仍有 1{ B V复制
,

也不

月传染性消失 的指标
。

II B V侵入人休后
,

机体免疫功能有 可能 清除血 清 中 的 l
一

扭 V
,

但组

织细胞内的 H B V有可能不被清除
,

并作为复制的模板而继续保留
,

以后有可能再次激活成为

复制型
。

进一 步深入探讨 H B V在 P B M C内存在的状态
,

对阐明 H B V入侵 后 的 发病机理
、

传

播机理及免疫学机理可能具有重要意义
。

(本研穷得到华西医科大学周思亮
、

赵连三
、

下锦蓉医师及河南医科所朱金凤 医 师等的热情帮助
,
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I n e vs tg ia ti on o f

a n d h e P a toe y te s

竿二军医大学学报1” 1年第 1 3卷竿 6期

H B卜D A N in P e r ip h e a r lb l o od mn on ou c le a r

w i th mo le e u la rh yb r id i za ti on

C e l l S

C u X ; ia oh n og
.

L iM
e n g d n og

.

G u C 卜a n g h a i( [) e P a r t m
e n to fI

n fe e t居 ou s D is e a s e s
.

Su o th w e s t

Hs op 言 ta l
.

h T i rd M 石1百 ta r yM
e d ie a lC o l le g e

,
C h o n g q in g

,

6 3 0 0 3 8 )

A b s t r a e t T h e e x i s t e n e e o f H B V
一

D N A i n t h e m o n o n u e l e ar e e l l s o f P e r i p h e -

r a l b l o o d a n d i n t h e s e r u m o f 6 1 p a t i e n t s w i t h H B V i n f e e t i o n w a s d e t e r m i n e d

w i t h s o u t h e r n b l o t a n d d o t b l o t h y b r i d i : a t i o 。 , a o d t七a t i n t h e l i v o r t i s s u e o f

3 1 p a t i e n t s o u t o f t h e 6 1 w i t h s o u t h o r : b l o t a n d i n s i t u h y b r i d i z a t i o n .

T h e p o -

5 i t i v e r a t e o f H B V
一

D N A i n t h e s e r u m ,
m o n o n u e l e a r e e l l s a n d h o p a t o e y t 广 5 w a s

2 6
.

2 % ( 1 6 / 6 1)
, 2 4

.

6% ( 2 5 / 6 1) a n d 4 4
.

5% ( 13 / 3 1) r e s p e e t i v e ly
.

T五e r e w a s

n o c o n e o r d a n 。 e o f t h 。 e x i s t e n e 。 o f H BV
一

D N A i n t h e : e r u 。 , p o r i p h e r a l m o n o 一

盆
n u e l e a r e e l l s a n d h e p a t o e y t e s i n a n i n d i v i d u a l

.

F o r e x a m p l e
,

H B V
一

D N A w a s

a b s e n t i n t h
户 s o r u m b u t p r e s o n t ; 。 m o n o n u e l e a r e e l l s a n d h e p a t o e y t e s i n 1 1 e a -

5 0 5 。

I n f a e t
,

p o r i p h e r a l 。 : o n o n u e l o a r e e l l s e a n s e r v e a s t l i e r e s e r v o i r f o r H BV t o

r e p l i e a t e
.

I t e a n n o t b e d o n i e d t h a t I I B V e a n r o p l { e a t e i n a n i n d i v i d u a l e v e n

t h o u g h H BV
一
D N A 15 n e g a t i v e i n t h e s e r u m

.

K e y w o r d s m o n o n u e l e a r e e l l , D N A V i r u s e s ; h e p a t i t i s B v i r u s , m o l e e u l a r

h y b r i d i z a t i o n

腺泡型肝细胞癌一例报告

周子成 于冬梅
“

江正辉 (第三军医大学西南医院 消化科 ) 6 3。。 3 8

息音男
,

50 岁
。

因间歇 性 上腹痛 1 年加重 3 周于 1 9 9。年 4 月23 日入院
。

年前始感间歇性上腹隐痛
,

空

腹明显
,

餐后缓解
。

3 周前
_

l 腹呈牵扯样胀痛或剧痛
,

后转移至右肋部
,

痛似断裂样
,

伴恶心
、

呕 吐胃内

容
,

饱胀
,

体重略减
。

查体
:

一般情况好
,

体 重 6 7 k g
。

蜘 蛛 痣 ( 一 )
,

肝掌 (士 )
,

巩膜无黄染
。

左价丹上触及 1个 1 c m x

1 c m大扁平结节
,

质中
,

光滑
。

无腹壁静脉曲张
。

肝肋下 4 c m
,

剑下 7 c
m

,

质中偏硬
,

表面有结节
,

轻

度压痛及叩痛
,

肝区血管杂音 ( 一 )
。

脾宋及
。

腹水征 ( 一 )
。

无肝炎 史
。

无饮酒嗜好
。

实验室及其他检查
:

血常规正常
。

H价 A g ( 一 )
,

抗
一

手I B e ( 十 )
,

于
r

丫
一

卜I B c ( + )
.

A L
`

r < 3 5 IU / L
,

G G T 1 5 4 IU / L
,

A I P z 5 7 IU / L
,

I
刁

D IJ 5 9 5 IU / L
。

A / G , d 2
.

刁 / 2 7
.

5
,

丫
一

球蛋 白 2 9
.

礴%
。

空 腹 胆酸>

月0 0 0卜g / d l
。 a : A T 3

.

6林m o l / m i n / m l
,

A F P 一 3 i n g / L
。

B 超示左肝外。 1
一

有 6
.

3 e n l x 刁
.

3 e
m 多个团块互相

融合
,

边界欠清
,

有完整晕圈
,

右肝前叶4
.

3c m K 3
.

gc m稍 增 强
,

有晕圈块影
。

C T示肝脏散在多发性低密

度占位病灶
,

最大直径约 6 o m
,

肝右叶部分病灶融合成片
。

胃镜诊断慢性浅表性胃炎
。

入院后病情进行性加重
,

相继出现发热
,

黄疽
,

消瘦
,

衰竭
,

肝脏增大至右下腹
、

质硬
,

角少痛明显
,

腹水征不显
,

腹穿未能抽出腹水
。

于同年 7 月 7 日死于全身衰竭
,

肾衰
,

捎化道出血
。

死后肝穿病理检查示大部分区域肝细胞呈浊肿
,

胞浆疏松
,

肝 细胞及毛细胆管内有胆汁淤积
,

部分区

域见有片状坏死
,

在纤 维组织 间质或坏死边缘
,

见有呈 腺 样 结构的组织
,

或呈菊花样拼列
,

瘤细胞 体积

小
,

境界清楚
,

核圆形稍大
、

浓染
,

核仁不明显
。

诊断
:

腺泡型肝细胞癌 (图 l
、

2 )
。

讨 论

腺泡型肝细胞癌 ( 人 ic an r iI ve
r c e ll c

ar
c in o m a) 极少见

.

临床不易诊断
,

主要靠 病理 检 查
。

在一

么

本院病理科 (下特 5 6 8资 )


