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摘要　为探讨人乙肝病毒 ( HHBV) DN A在树鼠句肝细胞内存在状态 , 对经血清学证明已被感染的树鼠句肝组织进

行转移印迹杂交分析。结果 ,在实验感染早期的树鼠句肝细胞检出 HBV DN A复制的中间体 ;在实验中晚期的动物

肝细胞发现整合型的 HBV DN A。表明树鼠句肝对 HHBV敏感 , 可成为乙肝和肝细胞癌发病机理研究及治疗乙肝

药物筛选的较好的实验动物模型。
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Abstract　 The human hepa titi s B vi rus ( HHBV) ma rkers in the serum o f the experimental tree

shrew s that had been inocula ted with HHBV were detected by radioimmunoassay ( RIA) and

enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA) . The intermedia te fo rm of HHBV replication and

integra ted HHBV DNA were found in the liv er cells of these t ree shrew s in the early and la ter

experimental stag es respectively by southern blo t analy sis. These results indica ted that tree

shrew s may easi ly be infected with HHBV and it i s a useful animal model to study the drug s fo r

prevention and treatment o f hepa titi s B and the mechanism o f hepa tocellula r development.
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　　自 1981年以来 , 我们对多批树鼠句 ( Tupaia) 进行

实验感染人乙肝病毒 ( HHBV)的研究
[ 1, 2]
。用多种敏

感的方法在实验树鼠句的血清和肝细胞内检出 HBV感

染的标志物 ; 并在血清中观察到 Dane颗粒 (病毒颗

粒 )。确证树鼠句能感染 HHBV。其他学者的实验研究也

得到相同的结果
[3, 4 ]
。但是 , HBV DNA在树鼠句肝细胞

内的状态 ,尚未见报道 ,未获得 HBV在树鼠句肝细胞内

复制的直接证据。为此 , 1988年 , 我们将 10份接种了

HHBV的树鼠句肝组织送日本自治医科大学 , 用印迹

杂交 ( Southern Blo t)方法分析了 HBV DNA在肝细

胞内存在的状态。其中 3份标本检出复制型或整合型

的 HBV DNA。

1　材料与方法

1. 1　材料

材料均为树鼠句肝组织。A7为活检标本 ; E3378及

E3276为处死时切除的部分肝组织。标本置 - 20℃冰

箱或液氮中保存。保存期分别为 1, 10, 24个月。

1. 2　实验方法

　　 ( 1) A7号树鼠句经股静脉接种乙肝病毒表面抗原

( HBs Ag ) 及乙肝病毒 e抗原 ( HBeAg ) 均阳性的乙

肝患者血清 0. 5 mL。3 d后经腹腔注射等量同样血清

1次。10 d后 , 每周抽血 1次。用 ELISA方法检测血清

HBV感染的免疫学指标 ; 用赖氏法检测血清谷丙转

氨酶 ( AL T)。于接种后第 3周末 , AL T值从 3单位升

至 188单位。第 4周起 ,血清出现 HBs Ag;第 8周出现抗

-HBc; 第 14周 HBeAg阳性。第 22周在全麻下行肝活

检 , 标本置- 20℃冰箱保存。第 30周抽血 , 用斑点杂
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交方法查血清 HBV DNA, 呈强阳性。

　　 ( 2) E3276号树鼠句接种人 HBV后 ,定期抽血 ,用

放射免疫法 ( RIA) 测血清 HBs Ag、 抗 -HBs及抗 -

HBc。只检出抗 -HBs及抗 -HBc; HBsAg阴性。于第 34

周处死 , 取部分肝组织置液氮中保存。

　　 ( 3) E3378号树鼠句接种 HHBV后 ,定期从股静脉

抽血 , 用 RIA法测 HBs Ag、 抗-HBs及抗 -HBc。于第

3周出现 HBsAg阳性 ; 第 2周末抗-HBc阳性 ; 第 30周

产生抗 -HBs。从第 64周起给予黄曲霉毒素 B1

( AFB1 ) ,共 62周 ,总量达 5. 48 mg。于第 126周处死 ,肝

组织分别置液氮保存及 10%中性福尔马林液固定。制

片、 光镜观察 , 并进行 HBV DNA原位杂交检测。

这 3只动物接种含 HBV的血清量、 途径及供血

者均相同。实验前均抽血作自身对照。

　　 ( 4) 印迹杂交: 每例取 20 0 mg 肝组织 , 加

入 150 mM氯化钠、 15 mM柠檬酸、 1 mM EDTA缓

冲液各 1 mL,于低温下匀浆 ,经蛋白酶 k及 RNase消

化后 , 用 Tris-盐酸+ EDT A ( TE) 饱和的酚及氯仿

 异戊醇 ( 1 1 v /v ) 抽提 , 无水乙醇沉淀 , - 20℃冰

箱过夜 ,离心收集沉淀 ,加 200 mL TE溶解 DNA,并

调至 0. 5 ng /mL浓度。每例取 20 ng DN A共 3份: 1份

直接、 2份分别经限制性内切酶 EcoRI和 HindⅢ消化

后 , 于 1%琼脂糖凝胶进行电泳 , 然后按常规方法进

行印迹转移。每张硝酸纤维素膜加 32
p标记的 HBV

DNA探针进行杂交。于 - 80℃超低温冰箱内放射自

显影 48 h～ 96 h。采用缺口转录方法克隆 HBV的序

列作为 HBV DNA探针 , 经两次琼脂糖凝胶电泳分

离纯化 ,为高纯度的 HBV DNA,不含载体 DNA。将
32

p采用随机引物方法进行 HBV DNA探针标记。探针

活性为 1× 10
9
cpm～ 2× 10

9
cpm。另外 ,从正常树鼠句肝

组织提取 DNA作为阴性对照。

2　结果

　　 ( 1)实验树鼠句在接种 HHBV前 , 经两次 RIA或

ELISA方法检测 , 血清 HBV感染的标志物均阴性 ;

ALT值在正常范围 ; 肝活检未发现异常病变。

　　 ( 2) 转移印迹杂交分析　于放射自显影 7 h后 ,

A7号树鼠句的样品即在 1. 9 kb～ 3. 2 kb之间出现清晰

弥散的杂交带 ; 1. 9kb以下为不均一的条带 ; 在略大

于 3. 2kb处有一隐约可见的条带 (图 1)。

　　 E3378和 E3276号树鼠句在大于 9. 4 kb处出现较宽

的、清晰的杂交带。DNA经 EcoRI消化之后 , E3378

产生 7条自显影带: 其中 1条位于 9. 4kb处 , 5条位于

6. 4 kb～ 3. 2 kb之间 , 1条位于 3. 2 kb。E3276出现 3条

杂交带: 1条大于 9. 4 kb,另 1条约为 8. 0 kb,第 3条较

弱 , 位于 3. 2 kb处。而用 HindⅢ消化后 , E3378出现

3条带: 两条在 6. 4 kb附近 ;

　　图 1　 A7号树鼠句接种人 HBV后 22周 ,经 South ern Blot分

析 , 在肝细胞检出 HBV DNA复制的中间体 (在 3. 2 kb～ 1. 9

kb之间为一弥散的拖带 )及位于和大于 3. 2 kb处各有一条带

　　 Fig. 1　 The intermedia te fo rm o f HBV DNA replication

was detected by South ern Blo t analysis in liv er tissue o f tr ee

sh rew no . 7 a fter 22 weeks o f inocula ting human HBV . Ther e

is a permea tion o f band betw een 3. 2 kb and 1. 9 kb. There ar e

tw o bands situated r espectiv ely in 3. 2 kb and 1. 9 kb. Ther e

are tw o bands situa ted respectively in 3. 2 kb and a lit tle high-

er

　　图 2　 E3378号树鼠句接种人 HBV后 126周 , 在肝细胞检出

整合型 HBV DN A

　　 Fig. 2　 Integ ra ted HBV DNA deteced in th e liv er cells o f

tr ee shr ew No. 3378 a fter 126 weeks o f inocula ting HBV

1. 未经消化 Undig ested; 2. 经 EcoRI消化后 Digested with

Eco RI; 3. 经 HindⅢ消化后 Digested w ith HindⅢ 。
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1条在 3. 2 kb处。E3276样品也出现 3条杂交带: 1条大

于 9. 4 kb; 另 1条约为 6. 4 kb; 第 3条约为 3. 2 kb (图

2和图 3)。从正常的树鼠句肝组织提取的 DNA没有发

现杂交带。

　　 ( 3)病理检查: E3378号树鼠句肝呈慢性肝炎及轻

度纤维组织增生图像。部分肝细胞呈腺管样排列 , 并

出现肝细胞增生灶或增生结节。可见少量的散在或聚

集分布的异型增生的肝细胞。另外 , 用生物素标记的

HBV DNA探针进行原位分子杂交 ,在该动物的肝细

胞浆检出 HBV DNA。另外 2例动物肝组织呈轻度炎

性病变 , 部分肝细胞轻度肿胀。

　　图 3　 E3276号树鼠句接种人 HBV后 34周 , 在肝细胞检出

整合型 HBV DNA

　　 Fig. 3　 Integ r ated HBV DN A deteced in the liv er cells o f

tr ee sh rew No . 3276 after 34 weeks of ino culating HBV

1. 未经消化 Undig ested; 2. 经 EcoRI消化后 Digest ed with

EcoRI; 3. 经 HindⅢ消化后 Digested with HindⅢ 。

3　讨论

　　接种人 HBV之前 , 在这些树鼠句的血清及肝细胞

内均未检出 HBV感染的标志物。表明这些实验动物

无自然感染 HBV。

近年来在 DNA重组及分子克隆的基础上发展

起来的分子杂交技术 , 在 HBV DNA检测中具有很

高的灵敏度和特异性。DNA的印迹杂交是用标记的

探针与经琼脂糖凝胶电泳分离并吸印到硝酸纤维膜

上的样品进行杂交。它主要用于判定 HBV DNA在

宿主细胞中存在的状态 , 即是整合型还是游离型。在

A7号树鼠句肝细胞内检出的 HBV DNA,是否为接种的

乙肝患者血清 HBV DN A的残留?或是 HBV DNA

污染了标本而造成的假象?以下几点可排除这些可能

性: 该动物在注射 HHBV后两周内 , 血清中 HBV感

染标志物均阴性 , 于第 4周才检出 HBs Ag , 肝活检是

在第 22周进行的 ,这排除了乙肝患者的血清在树鼠句血

内残留的可能性 ; ( 2) 该实验于分子杂交后用的是

“高强度漂洗条件” , 可排除 DNA片段间的非特异杂

交 ; ( 3) DN A正常对照为阴性反应。排除了 HBV

DNA污染的可能性。

HBV属 DNA病毒 ,但其复制过程有 RNA逆转

录病毒的特性
[5 ]
。需要逆转录酶活性 , 产生 RNA /

DN A复制中间体。它在印迹杂交中出现的是许多弥

散状的小于 3. 2 kb的杂交带
[6 ]。本研究 A7号树鼠句在

2. 4 kb～ 1. 9 kb之间出现的是弥散的拖带。说明在该

动物肝细胞检出的也是 HBV DNA复制的中间体

( RN A /DN A)。最近 ,德国学者 [ 7]在接种了 HHBV的

树鼠句肝细胞也检出复制型的 HBV DNA。均证明树鼠句

肝细胞对 HHBV易感。

提取的宿主肝细胞 DNA, 以限制性内切酶

Eco RI及 HindⅢ等处理 ,染色体 DNA被切割成大小

不等的片段。HBV DNA因只有一个 EcoRI酶切点

而呈线性化。大多数学者认为 HBV DNA上无 Hind

Ⅲ酶切点 [8 ]而用于对照。这些片段经印迹杂交后 , 杂

交带位于 3. 2 kb或小于 3. 2 kb的 , 表明是游离型

HBV DNA; 而大于 3. 2 kb者为整合型的 HBV

DNA
[ 6]
。本研究 E3276和 E3378两只树鼠句 ,在大于 9. 4

kb处出现杂交带。经两种限制性内切酶切割后 ,出现

几条不同的大于 3. 2 kb条带。表明这两只树鼠句肝细胞

中的 HBV DNA主要是处于整合状态 , 并提示不只

是一个整合片段。它们在树鼠句肝细胞 DNA整合的位

点并不相同。与在人肝细胞的整合一样 , 具有随机

性 [ 9, 10 ]。此外 , 这两只动物肝 DNA经限制性酶切之

后 ,都在 3. 2 kb处出现不很明显的杂交带 ,表明在肝

细胞也存在少量游离的 HBV DNA。图 1在略大于 3. 2

kb处有一隐约的杂交带 , 也说明 A7号树鼠句的少数肝

细胞也存在整合状态的 HBV DNA。由此可见 , 对于

同一样本来说 , 整合型的与非整合型的、复制型与非

复制型的可同时存在。

　　 E3276号动物的血清 HBs Ag阴性 , 只检出相应

的抗体 , 但仍能在肝细胞检出整合型的 HBV DNA。

这与在部分人的研究结果相似
[11 ]
。可能是整合的

HBV DNA较少复制。在接种 HBV后 126周的 E3378

号树鼠句检出整合型及少量游离型 HBV DNA,且肝组

织呈慢性炎症改变。表明能在树鼠句肝细胞形成慢性

HBV携带状态。

过去一直认为 HBV只能在人和黑猩猩肝细胞

增殖
[12 ]
。本研究首次在接种了 HHBV的树鼠句肝细胞

检出与在感染了 HBV的人肝细胞内相同的复制型
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及整合型的 HBV DNA。证实树鼠句对 HBV易感。由于

树鼠句来源丰富 ,是用于 HBV生物学特性、感染机理、

治疗乙肝药物筛选验证及 HBV致肝癌发生机理等

研究的较好的实验动物模型。
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(上接第 138页 Continue from page 138) 　　

曲霉毒素 B1 ( AFB1 )诱导的实验大鼠肝癌中有 N-ras

基因的突变 , 且发生于第 8、 第 13、 第 14和第 18等多

个密码子 ,本研究肝癌的多位点 N-ras基因点突变与

之相似。据以往的流行病学资料 [6 ] , 广西南部食物中

AFB1的污染程度较高 ,所以本文的 N-ras基因突变 ,

可能还与 AFB1的作用有关 , 而不仅仅是 HBV感染

的作用。
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