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提 要 树助接种以人乙肝病毒 (H B V )后
,

过半数动物获感染
。

H BV 感染量可低于 1 C I D /

m l
.

H B V 阳性树助血清能连续传代感染
,

并可用乙肝疫苗预防
.

用此动物模型进行 H BV 及 (或 )黄

曲毒毒素 B
l ( A F B

、 )诱癌研究
。

结果
,

肝癌及癌前病变诱发率在感染 H BV 并摄入 A F B ,

的树助显著

高于单暴露 A F B
,

或 H B V 者
,
感染者肝组织及 (或 )肝癌中检出 H B V D N A 并可整合于宿主肝基

因中
.

提示 H BV 和 A F B
,

有协同致癌作用并支持 H BV 与肝癌的病因学联系
.
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人乙型肝炎病毒 ( H B V )感染是肝细胞

癌 (下简称肝癌 )的重要危险因素
,

但病因发

病学 尚未阐明
。

确定病毒致癌的依据之一是

病毒能在实验动物诱发肿瘤
。

19 8 1 年以来
,

我们选用最低等灵长类树勤 (t er e s h er w )
,

建

立人 H B V 感染动物模型
,

研究感染 H B V 及

(或 )摄入黄曲霉毒素 B
:
( A F B

I
) 的树即发生

肝癌和癌前病变的情况
,

H B V D N A 在肝组

织和癌组织存在状况
,

探讨肝癌的病毒病因

及其与化学致癌的相互作用
。

现将此系列研

究综合报告如下
。

1 人 H B V 感染树的模 型的建

立赶1 ]

1
.

1 H B V 实验感染树助 [ ,一 , 〕

用云南产的中缅树即滇西亚种 ( T uP ia
a

be la n g e r i c h i ,: e , : 5 15 )
,

以 H B s A g 及 H B e A g 均

阳性
、

含 D an
e
颗粒的乙肝感染者血清为感

染源
,

经静脉和腹腔各接种 0
.

s m l
。

接种前后

定期采 血作血清学检测 H B V 抗原和抗体
,

斑 点杂交法 ( d o t
一

b l o t h y b r id i z a t i o n )检 H B V

D N A
,

生化检测 A L T
,

电镜观察 D an
e 及

H sB A g 颗粒
。

部份动物作肝活检病理检查
,

用免疫组化检肝细胞 H B s A g 和 H B c A g
,

原

位分子杂交检 H B V D N A
。

实验观察至 1 37

周
。

结果
:

① 96 只树 即接种 H B V 前和 后 1

周
,

血 H B V 标志物均阴性
,

第 2 周后才逐渐

出现 阳性
;
血清和 (或 )肝组 织出现 H B V 标

志物 8 7 例
,

总阳性率 9 0
.

6 3% ; ② H B s
抗原

血症者 4 6
.

8 8 % ( 4 5 / 9 6 )
,

持续平均
一

7 周
,

可

达 33 一 13 7 周
; ③ 斑点杂交 法 检 出 H B V

D N A 阳性率 51
.

04 % ( 4 9 / 9 6 )
,

持续可长达

4 1 周以上
;④以血 H B s A g 阳性及 (或 ) H B V

D N A 阳性为确定的感染指标统计
,

感染率为
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21 % ( 53 9/ 6 ) ; ⑤ 电镜 下
,

血清 可 查见

D a
en 颗粒及 H B s A g 颗粒

; ⑥感染的树歇血

清 A L T 明显 升高
; ⑦部份感 染动物肝组织

可见急
、

慢性病毒性肝炎病变
; ⑧免疫组化法

可检见肝细 胞 内 H sB A g 及 (或 ) H cB A g ; ⑨

原位分子杂交检肝 细胞 内 H B v D N A 阳性

率 6 6
.

6 7% ; L D N A 印迹 杂 交 ( S o u t h e r n

b l o t h y b r id i z a t i o n ) 分析肝组 织 可检出复制

型 H B V D N A
。

以
_

h表 明
,

树 即 可感 染 人

H B V
,

形成动物模型
。

1
.

2 H B V 在树助的连续传代感染 [’3

取 已感染 人 H B V 的树 助 H B s A g 及

H eB A g 阳性血清为传代感染源
,

接种于另一

批树助为第二代
,

再取第二代感染的树 助血

清接种于第三代
,

如此连续传代接种
,

至第五

代
。

用酶 联免疫试 验 ( E IL S A ) 检血清 H B
-

s A g
,

抗 H B s ,

H B e A g
,

抗 H B e
及抗 H B e ;

并

测血清 A L T 及肝组织 H sB A g 阳和 H cB A g
。

结果
,

各代树助于接种前
,

H B V 标 志物

均阴性
。

接种后每代观察平均 28 周
。

总计从

第二至第五代 18 只树翩
,

经传代接种获感染

的共 17 只
,

感染率达 94
.

4%
,

均 出现 H B s
抗

原血症
。

血清 A L T 升高
。

肝组织可查见 H B V

抗原和不同程度肝 炎病变
。

表明人 H B V 能

在树酮连续传代感染
。

1
.

3 用乙肝疫苗预防树助实验感染 H B V 5[]

2 0 只树即分两组
。

疫苗组用乙肝疫苗免

疫后再接种 H B V
,

对照组 只接种 H B V
。

乙肝

疫苗为卫生部生物制品所的血源性疫苗
。

实

验 前后采血 用 放免 法 ( R I A )检 H sB A g
,

抗

H B s 和抗 H B 。
等标志物

。

观察至 51 周
。

结果
,

接种 乙肝疫苗的 10 只树 助
,

9 只

血清出现抗 H B s ,

注射人 H B V 后
,

其中只有

1 只 血 清 出 现 短 暂 的 H sB A g
,

保 护 率为

88
·

88 % ;
其血清抗 H cB 始终阴性

。

未接种疫

苗的 10 只树歇
,

注射人 H B V 后
,

5 只血清

H B s A g 阳性
,

8 只抗 H B e 阳性
。

疫苗组 H B V

感染率 ( n
.

n % )显著低于对照组 ( 80 % )
,

尸

< 0
.

0 1
,

抗 H B s 活性 ( e p m 值 )显著高于对照

组
。

结果表明
,

树即实验感染 H B V 能被乙肝

疫苗阻 断
,

反证 H B V 感染树即模型的可靠

性
。

1
.

4 树助对人 H B V 的可感染 t 6[]

目前国际上多 以 C ID
S。
( e h im p a n z e e i n

-

f e e t i o n d o s e ) 作为衡量动物对 H B V 感 受性

的标准
。

其定义为能引起至少 50 %的黑猩猩

感染的 H B V 血清的最大稀释度
,

其 l m l 所

含 的 H B V 量称为 1 个黑猩猩感染单位 (1

C I D /m l )
。

本研究用美国 N IH ( N a t i o n a l I n
-

s t i t u t e o f H e a l t h ) 提 供 的 H B v 标 准 血 清

( N o
.

3 1 1 9 8 2 )
,

每 m l 的 H B V 量 为 1 0 8
C I D

,

当 1 0一稀释度时为 1 C ID /m l
。

实验用 50 只

树助
,

分 5 组
,

将标准的 H B V 血清顺序地作

10 一 `
~ 1 0一 ` ” 5 个稀 释度

,

经静脉和腹腔接种

0
.

5m l 各一次
,

合共 l m l
。

实验观察至 16 周
,

用血清学及免疫组化检测血及肝组织的感染

指标
。

结果
: 5 组树即的 H B V 感染率按 1 0一

6

~ 1 0 一 ` o

稀 释 度 依 次 为 8 0
.

0 %
,

8 8
.

8 %
,

6 .6 6%
,

5 .5 5写及 42
·

8 % ;
被感染 树即 出现

血 A L T 升高和程度不一的肝 炎病变
。

表 明

树即感染 H B V 的感受性较高
,

是 可供应用

的动物模型
。

2 人 H B V 和 A F B I
诱发树撇肝

癌 [ `
, 7一 1 2〕

80 只树助
,

接种以人 H B V
,

用血清学及

斑点杂交法检测感染指标
。

把感染者和未感

染者各分为两组
,

分别摄入或不摄入 A F B
; ,

即共有 4 组
:
( A ) H B V +

,

A F B
,

+
; ( B ) H B V

一
,

A F B z
+ ; ( C ) H B V +

,

A F B
,
一 ; ( D ) H B V

一
,

A F B
,
一

。

A F B
,
口 服

,

每次 2 0 0 ~ 4 0 0拌g /

k g
,

每周 5 次
,

总剂量控制在 xs ~ 1 6m g /只
。

实验观察至 1 58 周
。

各器官及肿瘤除常规病

理检验外
,

肝切片作 免疫组 化检查 H sB A g

和 H B o A g
,

原位分子杂交检 H B V D N A
,

组

织化学检测 G a m m a 一谷 氨酞 转肤酶 ( G G T )

阳性肝细胞增生灶
,

并观察肝细胞异型增生
。

部 分 肝组 织 作 D N A 印迹 杂 交 分 析 H B V
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D N A 存在状态
。

结果如下
:

.2 1 肝癌发生情况〔 ,一 , 〕

以实验第 83 周出现第 1 例肝癌时存活

的 5 6 只树助为有效统计动物数
,

实验至 1 58

周
,

共发生肝癌 13 例
。

肝癌诱发率在感染

H B V 并摄入 A F B
I

的 A 组 ( 5 2
.

9 4%
,

9 / 1 7 )

显著高于单摄入 A F B
,

的 B 组 ( 12
.

5%
,

3/

2 4 )和单感染 H B V 的 C 组 ( 1 1
.

1 1%
,

1 / 9 )
,

P

< 0
.

05
.

A F B
;

摄入 总量 ( m g / 只 ) 在 A 组

( 1 3
·

4 0 士 2
.

5 5 )和 B 组 ( 1 2
.

5 1土 2
.

0 8 ) 没有

明显差异
,

但感染 H B V 的 A 组不但肝癌诱

发率显著高于未感染的 B 组
,

且肝癌出现较

早 ( 平均 周数 12 9 对 1 4 5 )
,

癌结数也 较 多

(2
.

5 5 对 1
.

3 3 /只 )
.

用原位分子杂交检树即

肝组织 H B v D N A 作回顾性研究
,

肝癌发生

率 在摄 入 A F B
;

的树助 中
,

肝 组 织 H B V

D N A 阳 性 者 为 4 5
.

4 5% ( 10 / 2 2 )
,

阴性 者

10
.

52 % ( 2 l/ 9 ) ;
在无摄入 A F B

;

的树助中
,

肝组织 H B V D N A 阳性者为 1 2
.

50 % ( 1 / 8 )
,

阴性者为 O / 6
。

此与上述以血清 H B V 标志物

为感染指标所得出的肝癌诱发率相接近
。

C

组的 1 例树即接种 H B V 后
,

斑 点杂交检测

血清 H B V D N A 持续 阳性
,

于 83 周出现肝

癌
,

癌外肝组织呈慢活肝改变
,

原位分子杂交

检出 H B V D N A
。

该动物从未暴露于 A F B
: ;

H B V 是在无附加致癌因子的条件下起作用

的
。

所诱发的 13 例肝癌全部为肝细胞癌
。

其

中 n 例在实验早期接种过 H B V 而获感染
,

血清 H B s A g 和 (或 ) H B V D N A 存在于肝癌

发生之前
。

实验结束时
,

用血清学和免疫组化

仍可在 5 例有肝癌的树圃 中检出血清 H B
-

s A g 和 (或 )抗 H B c ,

以及肝细胞中 H B s A g 和

(或 ) H B e A g
,

在 2 例癌细胞中检 出 H B s A g
。

原位分子杂交法在 已感染 H B V 后发生的肝

癌中
,

全部可在癌内及 (或 )癌周肝组织检出

H B V D N A
,

这些树即携带 H B V 的时间
,

最

短 8 3 周
,

最长 1 4 2 周
。

以上结果表明 H B V 感染与肝癌发生存

在病因学联 系以及 H B V 与 A F B ,

的协同致

癌作用
。

2
.

2 肝癌前病变 G G T 阳性肝细胞增生灶

情况 [ , o ]

在实验 13 8 周 内
,

感 染 H B V 树即与未

感染者的 G G T 灶 的个数 (0
.

5 对 0
.

34 个 /

e m Z )和面积 ( 0
.

0 4 对 0
.

0 3m m 么 / e m Z ) 略有差

异
,

但不显著
。

H B V 和 A F B , ,

共同作用下
,

G G T 灶 的数量 ( 29
.

33 个 c/ m Z ) 显著高于只

摄入 A F B :

者 ( 9
.

0 3 ) 和 只感染 H B V 者 ( 0
.

5 )
,

与肝癌诱发率相关
。

在摄入 A F B
:

的树的

中
,

感染 H B V 与未感染者相比
,

早期 ( 60 周

内 )和 中期 ( 6 0 ~ 80 周 )
,

G G T 灶数和面积均

无 显 著 差 异
;
晚 期 (8 3一 100 周 )

,

感 染者

G G T 灶 数 ( 4 6
.

1 0 个 / e m
Z
) 和 面 积 ( 7

.

1 0m m
2

c/ m
Z
)则明显高于未感染者 ( 7

.

92 个 /

e m
,
)和 1

.

8 6m m , / e m , ) (尸 < 0
.

0 5 )
.

结果表

明
,

A F B
:

和 H B V 都有诱发树即 G G T 灶的

作用
,

二者有协同作用
,

但 H BV 的作用相对

较缓慢
。

2
.

3 肝瘩前病变肝细胞异型增生的情况 ll[ ]

于实验第 60 周出现第 1例肝细胞异型

增 生 ( l i v e r e e l l d y s p l a s i a
,

L C D )
。

在摄入

A F B
;

的树助中
,

H B V 阳性者 L C D 发生率

( 6 1
.

5 3% )略高于阴性者 ( 5 2
.

9 4% )
,

但在这

些有 L C D 的动物中发 生肝癌的频率
,

H B V

阳性者 ( 56
.

25 % ) 却明显高 于 阴性 者 ( 16
.

6 6% )
。

在未接触过 A F B
;

的动物中
,

H BV 阳

性组 L C D 发生率 ( 46
.

15 % )也显著高于阴性

者 (0 9/ )
。

对照组无 1例 L C D 和肝癌发生
。

总

计 L C D 阳性者肝癌发生率 ( 30
.

0% )显著高

于阴性者 (2
.

38 % )
。

免疫组化检测
,

在 H B V

阳性 而发生 L C D 的树即中 41
.

“ %在肝细

胞内检出 H B s A g 及 (或 ) H B c A g
。

本研究中

L C D 出现在肝癌之前
,

与其后肝癌发生率相

关
,

进一步证明 L C D 是肝癌前病变
;
并表明

H B V 和 A F B
;

都能诱发 L CD
,

H B V 在 L C D

向肝癌发展中起作用
。

2
.

4 H BV D N A 在肝癌及肝组织存在情

况 [ 9
, ` 2〕

原位分子 杂交检查
,

在感染 H B V 的树
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歇 中
,

6 6
.

6 7%在肝 细 胞浆 及 ( 或 ) 核检 见

H B V D N A
。

在感染 H B V 后发生的 n 例肝

癌中
,

全部 癌 周肝 组织均 检 见肝 细胞浆 内

H B V D N A
,

其中 5 例同时见于核内
; 5 例在

肝癌细胞浆中检见 H B V D N A
,

其中 2 例同

时见于癌细胞核内
。

D N A 印迹杂交分析
,

在

感染 H B V 的树剧肝中可检出复制型和 (或 )

整合型 H B V D N A
。

后者有 1例在病理上同

时检见肝细胞增生结节和 L C D 等癌前病变
。

表明 H B V 不仅 已在树歇肝中复制
,

而且在

肝癌前病变发生时及之前 已可有 H B v D N A

整合入树即肝细胞基因中
。

3 结 语

本研究建立 了人 H B V 感染树即动物模

型
,

进行了 H B V 和 (或 ) A F B ,

诱癌实验
,

显

示
:
H B v 在肝癌前病变和肝癌发生中起重要

作用
,

与 A F B I

有协同致癌作用
。

在 H B V 感

染
、

H B v D N A 整合
、

肝癌前病变和肝细胞癌

之间存在密切 联系
,

支持 H B V 与肝癌的病

因学关系
。
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新 成 果
.

血管平滑肌
a

肾上腺素受体触发 C a Z+
运动的研究

课题负贵 关永源

(中山医科大学药理学教研室 ;广州
,
5 1 0 0 8 9)

该项研究采用离体血管条收缩
,

C a汁 内流子外溢及 F ur
a 一 2 荧光测定胞浆 C

a +2 瞬即变化等技术
,

研究血

管平滑肌
Q

肾上腺受体触发 C a升运动的特点及机理
.

研究发现
Q :

和
Q :

受体均可引起胞内 C a +2 释放及胞外

C a 含十

内流
。 Q :

受体引发的 C a 卜内流包含对电压依赖性 C a +2 通道拮抗药硝苯毗吮敏感与非敏感 2种成分
,

前者

与蛋白激酶 C 激活相关
,

后者受胞内 C a +2 释放所调控
.

在此基础上
,

提出血管平滑肌的
。 .

与
Q Z

受体支配其兴

奋
一

收缩偶联的同一功能区
, 。 , 、 。 :

受体之间存在变构激活等新的学术观点
。

研究为国内首创
,

并具国际先进水

平
,

1 9 9 4 年获国家教委科技进步一等奖
。

(陈丽芳 )


