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硒对 E sP it e n 一B ar r 病毒

抗原 表达 的效应
`

罗慧玲 吴荫棠 李满枝

( 肿瘤研究所病毒室 )

提 要 本文应用间接免疫荧光技术
,

研究微量元素镍和硒在试管内对 EP
s et in

一 B ar r vi r
us ( E B V )

多种抗原表达的影响及其相互关系
。

结果表明
, 1 ~ 2c 卜g / m l N IS O 。 ·

6H ZO 与 无细胞毒性的 Na
: s e o 。

.

( ( 仪
, 〔此 / m l ) :戏 E攀V多种抗原的表达呈现促进和抑制两种完全相反的生物学效应

,

但 在机同的浓度

和时闻作用挤几 加毛彝示出增加 B。s一 8 细 胞壳抗原 ( v C A ) 而 降 低 P sH R 鸽 工细胞 v C A 的两 种相反作

用
,

此外
·

今尹邵咒抗原的抑制较 N i 的促进作用强烈而持久
,

同时 s e对致癌物iN 和巴豆油
,

_

正丁酸诱

导的 BE V 坑原表达均有明显的拮抗作用
。

煌
; 硒笋 E p s t e i n 一

B a r r v i r u s , 抗原表达

R 7 3 9
。

6 3

词号键
ō

图关
r

中

一

广东省是世界鼻咽癌 ( N CP ) 的高发区
,

广东止N P C 的环境病因学调查研究表明
,

N CP
高发区大米`

.

饮水中镍之N i) 含量高于低发区
,

r

高发区 N f C 死亡率与当地大米
、 一

饮水中镍含

量呈正柑关 , N P C患者血清和头发的镍量高于

正常人
,

而硒 ( eS ) 含量却偏低
〔 ’ 一 , ’ 。

这提示

N CP 患者体内的镍和硒的含量可能与癌 的发

生
、

发展有关
。

众多的研究表明 E B V 与 N P C

密切相关
,

为探讨
`

N 权
几 s e
对体丙潜伏感染的

,

E B V 的生物学效应
,

本文选用 E B V 基因组阳

性的细胞株为靶细胞
,

应用间接免 疫 荧 光 技

禾
,

研秃试管内衬礼 se 对 E B v 多种抗原表达
的影响及其之间相互制约的关系

。

材 朴 与 方
.

诸

试剂的配制 无水 N a声eos ( 广州化学试

剂厂 )
,

N i s o
; ·

6H
:
0 ( 英国产 )

,

均用三蒸

水分别配成 10 0件g /m l
、

40 0林g /m l
,

正丁酸配成

0
.

8 m ol / L 水溶液
,

高压灭菌
,

巴豆油溶于无

本忍醉配成;` m g/ m , ,

禅上母液保存于
` ℃备

用
,

`

客孜时用精养液稀释至所需浓度色
_

细胞株 携带E B甲基因组的R aj i
、

B。 。一 。 、

·

P
3
H R一 1

’

细胞是 3株不同生物学特性的类淋 巴

母细胞株
,

按常规培养
,

末次传代后 24 h 检查

活细胞在 90 %以上
,

·

方用于实验 、
’

一 一

实验方法 将实验用的细 胞 调
一

整成 士 火

1 oV m l
,

’

与药物作用犷置 3了℃培养
,

按实验要

求取样
:

`
’ ·

;
` -

1
.

细胞毒性试验 用染料排斥法计
·

算
」

死

!
.

活细胞数
,

’

业设空白对照。

2
.

E B 病毒抗原的检测 将收获的细胞制

成抗原涂片
,

采集多个 N P C 病人的高滴度抗

E B v 抗体
,

混合血清即为检测用的抗体
。

以间

接免疫荧光法分别测定 E B V的早期抗原 ( E A )
、

壳抗原 ( V C A )
、

膜抗原 ( M A ) 的阳性 细胞
,

每坏本计算50 0 个细胞以上
,

求出阳性率
。

以上实验结果为 3 次以上实验的平均数
。

本研究由学校科学奉金资助

结 果

N 15 0二 6 H
Z

O 对 E BV
一 E A

、

V C A
、

M A 表

达的影
`

响
卜 .

.

在 72 万内
,

1一20 阳 / m l对试管培养的B 。卜
6

细胞株的y
C人 M A 表达有明显的促进作用

,

并具有敬发 R aj i 细胞产生 E A 的徒力
。

.

然而
,
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N i 对 P 3
H R 一 1 细胞株的V C A 表达却显示了明

显的抑制 ( 附图 )
。

李

附图 N IS O ` ·

6H : 0 对 E B V 抗原

表达的影响 ( 7 2 小时 )

二刀对 照 1左团N i
, i 协g /m l

1夔困N i
,

1 0“ g /m l l . N i
, 2 0 “ g /m l

V C A
、

M A
.

靶细胞B ”
_ 8细胞

E A
: 靶细胞为 R aj i 细胞

V P : P 3 H R 一 l 细胞表达 V C A

N a Z

s e氏 对 E B v 抗原表达的明显抑制

1
.

细胞毒
·

}生钡
,

l定 用 0
.

1
、

0
.

5
、

1
.

0林g /m l

N a Z S e o 3

培养细胞 7 2 h
,

其 中
, 0

.

1林g /m l S e .

R a j i 细胞存活率为 8 8
.

0 8% ; 0
.

5 件g / m l S e ,

B o s 一 8

细 胞 为 9 7
.

7 8%
,

与两株细 胞 的 对 照

9 2
.

2 3 %
,

9 7
.

9 2 %相比较 ( I, > 0
.

0 5 )
,

表明对

细胞无明显毒性作用
。

故分别选 ( 。
.

扭 g / m l
、

o
·

5件g /ml 为无细胞毒性浓度进行 以下实验
。

2
.

S e明 显抑制自发和诱导的 E B V 抗原的

表达 从表 1 可见
,

eS 对自发和巴豆油
、

正丁

酸联合诱导的 E B V抗原表达显示中等度和较强

的抑制作用
,

即使是 0
.

0 1件g /m l 如此低浓度的

eS 也有抑制反应
。

S e
对 E B v 抗原抑制强度呈

浓度效应
。

在 V C A
、

M A 表 达中
,

相同浓度

的 S e
对诱导抗原的抑制比自发抗原的抑制更

为明显
。

N a Z
S e o

。

拮抗 N ISO
` ·

6 H
2

0 诱导的 E BV

抗原

经细胞毒性测定。
.

1卜g /m l的eS 与 1。林g / m l

表 I N杠 S e oa 椰制自发和诱导的 E B v 抗原表达 ( 72 小时 )

自发抗原 阳性率 ( % )

N a ZS e o s (协g lm l )

胞 0 0
.

0 1 0
.

1

诱导抗原 阳性率 ( % )

4 0 0 n g 巴豆油 + 4m OI / L正丁酸

4 0On g巴豆油 + N a : S e o s ( 拼g / m l )

十

4m o l / L正丁酸 0
.

0 1 0
.

1

B 0 5 一 。 5
.

1 6
4

。
1 4

( 一 1 9
。

7 7 )

3
。

7 2

( 一 2 7
。

9 1 )

6
.

1 8
一

4
。

6 8

P o s 一 a 8
.

0 1
7

。

7 7

( 一 3
。

00
釜 )

(少至;{
6。 , ) ` 8

·

。 3

R a j i 1 4
。

3 4

( 一 理9
。

1 8 )

8
。

8 3

( 一 5 1
。
0 3 )

9
。
2 8

( 一 3 5
。
2 9 )

( 一 6 1
。

5 1 )

7
。

1 2

( 一 6 0
。
1 5 )

7
。
1 5

( 一 5 0
。

1 4 )

A
`

vc,MAEA

括号内
“ 一 ”

表示抑制率 (% )

`
实验组与对照组妒检验 P> 。

.

05
,

’

其余各组 P < 0
.

0 1或 < 0
.

0 01
`

的 N i以及 1
.

0林g/ m l se 与 5 林g / m 1 N i 共同培养 如表 2 所示
,

低浓度的eS ( 0
.

1林g / m l ) 与

B 。卜
:

细胞 48 h
,

细胞存活率分别为 9 1
.

5% 和 N i 共培育组中
,

除 1 卜g /m l 的 N i 组外
,

其余两

90
.

30 %
,

空白对照为 94
.

10 %
。

0
.

1 林盯m l se 组的 v c A 阳性率均高于对照组的4
.

70 %
,

可

与 1 0协g /m l N i 共培育 R aj i 细胞 72 h
,

细胞存 见低浓度的抑制效应不能完全抵消N i的促进作

活率为 9 0
.

6 1%
,

对照组是 9 2
.

2 3%
,

可见
,

以 用
。

但在高浓度组 ( 1
. 、

O林s/ m l) 的eS
,

不仅完

上 se 与 N i 共培育的浓度均无明显的细 胞 毒 全抵消 N i 的促进作用
,

而且还显著降低 V C A

性 ( 均 p > .0 0 5 )
。

的正常表达
。

相同浓度的实验组对M A 表达所
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N a : S e 0 3

(卜g /ml )

表 Z aN 声 e仇拮抗 iN S o’ 诱导 E BV抗原

抗原阳性率 ( % )

N i S o’
.

6H: 0 (卜刁 m l )

抗原抑制率 (% )

N IS仇
·

6玩 0 (林g /m l )

阅、 0 1 5 1 0 1 5 1 0

V C A怜 0

0
。
1

1
。

0

0

4
。

70 5
。

54

4
。
2 5

1
。
7 3

8
。

7 9

5
。
5 1

2
一

58

0
。

6 7

0
。
2 4

6
。

65

4
。

9 6

2
。

2 5

9
。

98

5
。

82

2
一

8 9

0
。
9 4

0
。
2 6

6
。

9 1

5
。
4 4

补 补

2 3
。
2 9 b

6 8
。
8 0

2 5
。

4 1西合

66
。

2 0

2 1
.

2 7“

7
。
8 7

0
。
1

1
。
0

0

0
。

1

1 1
。
1 7

6
。
6 2

朴 签

3 7
。

32

7 0
。

6 5

4 1
。

6 8

7 1
。

0 4

4 6
。

7 3

< O
。

1 1
。

0 4

0
。

3 4

AAME

6 4
。

1 8 72
。

34 68
。

2 7

WC A M A 阳性率是以 B。卜 . 为靶细胞药物作用 4h8 的结果

EA 阳性率是以R aj i为靶细胞药物作用 72 h的结果

样此浓度有细胞毒
,

未做
`实验组与对照组矛检验 P < 。

.

05
,

“ 实验组与对照组护检验P < 。
.

01
,

其余各组与对照组 x ,检验P < 。
.

00 1

显示的拮抗作用更为明显
。

72 h se 拮抗 N i 激

发 aR j宜细胞表达 E A 的效应也很强
。

N a :

S e O
:
预处理对 N亩滋发 E BV 抗旅的

影晌

无细胞毒性的 s e ,

预处理 B 。
卜 。 、

aR ij 细

胞 24 h 后
,

充分洗去药物
,

再加 1 ~ 20 件习 m l

N i ,

分别激发 4 8 h
、

7 2 h 诱导 V C A
、

E A
。

结果

见表 3
,

决预处理靶细胞非常有效地抑制 N主诱

导 E B V 抗原的表达
,

尤以 E A 明显
。

可见 eS

对 E BV 抗原的抑制远比 N i 的促进作用 强 烈

而持久
。

表 3 aN sez ao 预处理对N侣o’ 诱导 E BV抗原的抑制 .

N a ls e o :

一
(林g /ml ) i

V C A阳性率 ( % )
·

E A阳性率 ( % )

N沼 0 一 6H : 0 (卜s/ 而 )

5 1 0

N is .O
.

6 H刃 (林g /m l )

5 1 0

5
。

5 4 6
。

65 6
。

9 1 6
。
2 0

O
。

0 1

0
。
1

1
一

0

5
。

0 8 5
。

68 6
。
3 7 5

。
4 6

( 一 8
。

30 ) ( 一 1 4
。

5 8 ) ( 一 7
。

8 1 ) ( 一 1 1
。

3 0 )

2
。

49 3
。
1 5 3

。

5 0 3
。

00

( 一 5 4
。

50 ) ( 一 5 2
。

6 3 ) ( 一 49
。

3 5 ) ( 一 5 1
。

61 )

> 0
。

05

< 0
。

0 0 1

0
。
6 7 0

。

9 4 1
。
0 1 1

。

10

0
。

08 0
。

1 7 0
。
1 7 0

。

03 < 0
。

0 0 1

( 一 8 8
。

06 ) ( 一 8 1
。

9 1 ) ( 一 8 3
。

9 1 ) ( 一 97
。

27 )

0
。
0 8 0

。
1 1 0

。

0 8 0
。
0 3 < 0

。

00 1

( 一 8 8
。

0 6 ) ( 一 88
。

3 0 ) ( 一 90
。

30 ) ( 一 9 7
。
2 7 )

二

. V C A
。

E A阳性率是S e预处理 B .卜。 、

aR 拉细胞 24 h后
,

分别以现激发 48
、

72 h 的结果
。

括号内( 一 )表示抑制

二药物浓度有细胞毒
,

未做
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讨 论

众所周知
,

N i 是具有致癌作用的元素
,

在

不 同动物实验中都成功地诱发肿瘤
,

动物诱发

的 N P C 的实验同样证实 N i 的促 癌作用
〔` ’ 。

相反
,

se 被公认为具有抑制病毒诱发肿瘤和化

学致癌物的作用
,

能显著地预防和抑制动物自

发性和实验性肿瘤的发生
、

发展
〔 ` 一 ? ’ 。

在二亚

硝基呢嗓诱发大鼠 N P C 中
,

口饲 N a Z

eS o
。

水

溶液能明显地降低 N P C 的发生
〔” 。

环境病因

调查发现
,

广东 N P C 高发区饮水和大米中 N i

含量显著高于低发区
,

N P C患者血
,

头发 N i 含

量较健康人高
,

而 S e 的水平却偏低
。

我们的实

验表明
,

N i 和 S “
对携带 E B V 基因组的细胞

株的 E B v 抗原表达分别呈现明显的促进与抑

制两种完全相反的生物学效 应
〔’ 一 ` ” 。

B o s 一。

细

胞是产生转化性 E BV 的类淋巴母细胞株
,

固有

的 V C A 抗原是病毒的结构蛋白
,

而 M A 抗原

则是病毒囊膜上的组分
,

通常只有少数细胞呈

现 v c A
、

M A 阳性反应
。

在 N i 作用下
,

所携

带的 E B V 基因被激活
,

V CA
,

M A 阳性细胞

显著地增加
。

R aj i 细胞是带 E B v 基因
,

不产

病毒的细胞株
,

在正常培养条件下
,

仅表达核

抗原 ( E B N A )
,

只有当致癌物或促癌物 激发

下方可诱导出现在病毒复制早期的 E A
,

而 N i

具有这种能力
。

这些都显示了 N i 对 E B v 基因

的活化作用
。

然而 N i 对 E B v 一D N A 缺乏 B a m

H I N H 和 Y 部份复杂结构的 P 3
H R一 1 细胞株

的 V C A 表达却呈现抑制反应
,

显示了 N i 对细

胞株问反应的差异性
。

我国 95 肠以上人群在 3一 5 岁就感染 E B V
,

业 以潜伏感染的方式携带终生
,

始终维持低水

平的 E B V 抗体
。

N P C 患者血清中能检出多种

高滴度的特异性抗 E B V 一gI A 抗体
,

抗体水平

随病情恶化而升高
〔` , ’ 。

说明患者体内癌 细 胞

E BV基因表达是十分活跃的
,

假若具有使细胞

恶性转化能力的 E B V 是 N P C 的其中病因
,

N P C高发区人群从环境中长期摄入较高含量的

N i ,
N i 则 可 能作为诱癌的协同因素

,

激发易

感人群中潜伏感染的 E B V
,

促进 E B V 基因组

的整合和表达
,

从而可能有 利于 E B v 感染鼻

咽上皮细胞及使其恶性化
。

实验结果表明
,

无细胞毒性的 se 能有效地

阻遏 E B V 自身的 V C A
、

M A 的表达
,

业对化

学致癌 物 镍
、

巴豆油
、

正丁酸诱导的 E B V 抗

原有明显的拮抗作用
,

而且 se 对 E B V 的抑制

远比 N i 的促进作用强烈而持久
。

以上提示
,

S “
兼

一

有对 E B V 基因的强烈抑制和拮抗致癌物

激发抗原表达的双重作用
。

若在 E B V 基因表

达活跃的人群或患者中
,

适量补 eS
,

可能有助

于体内 E B V 的抑制
。

N P C的病因 目前尚未完全明燎
,

若深入探

讨 N i 和 eS 对 E B V 基 因表达
、

细胞恶性转化

的作用
、

对致癌和促癌过程的阻断
,

将为 N P C

病因和化学防治提供有益 的资料
。
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