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’’"摘要#’目的’探讨乙型肝炎病毒与$%&损伤的关系以及不同感染模式慢性乙型肝炎患者"大三阳和
小三阳患者#$%&损伤情况& 方法’应用单细胞凝胶电泳"GHI5#技术检测对照组和不同感染模式慢性乙型
肝炎患者外周血淋巴细胞$%&的损伤情况%采用彗星分析软件对实验结果进行淋巴细胞损伤率’彗星尾长
"J89:5EK@=K#’彗星尾$%&百分含量"J89:L$%&#’彗星尾惯量"J89:M=@NK98#’O:9P@尾距"O:9P@J89:Q(7@=K#
等指标进行分析& 结果’经 GHI5技术后得!"#感染与$%&损伤断裂关系有统计学意义"!R+S+1#$大小
三阳组间$%&损伤断裂有统计学差异"!R+S+1#& 小三阳组经 GHI5技术后所得彗星图像可见有少量彗星
尾& 大三阳组经 GHI5技术后所得彗星图像可见有明显彗星尾& 慢性乙型肝炎组外周血淋巴细胞 $%&损伤
与对照组比较彗星尾长’尾惯量在统计学上有显著性差异"!R+S+1#$不同感染模式的乙型肝炎外周血淋巴
细胞$%&损伤比较%尾长’尾$%&百分含量和尾惯量在统计学上有统计学差异"!R+S+1#& 结论’!"#感
染可能造成外周血淋巴细胞$%&损伤%且不同感染模式的损伤情况不同&
’’"关键词#’单细胞凝胶电泳$’乙型肝炎病毒$’$%&损伤
’’"中图分类号#’T12.S-’"文献标识码#’&’"文章编号#’2-0/ 4*,+-$.+2+%+, 4+-30 4+/
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’’乙型肝炎病毒";@X8K9K9W"P9N<W%!"##感染呈
世界性分布%是威胁人类健康的重要传染病& 据统
计全球共有 *S1 亿人感染 !"#& 大部分 !"#携带
者都在亚洲和非洲%!"#感染率为 ,L ]21L& 我
国是!"#感染的高发地区(2) & 由于!"#是一种独
特的’不严格的嗜肝病毒%即是一种泛嗜性病毒& 除
了侵犯肝细胞外%还可以在肝外组织如外周血淋巴
细胞中发现& !"#$%&在这些细胞中可能以整合
型’游离型或混合型的形式存在& 由于细胞内 !"#
$%&的存在%可造成染色体’$%&的损伤& 这种损
伤可引起宿主病情的发展甚至肝癌" ;@X8K(C@::<:8N
C8NC9=(78%!HH#的发生%乙型肝炎病毒的存在可能
是淋巴细胞 $%&损伤的主要原因(.) & 我们采用
GHI5技术对对照者’不同感染模式慢性乙型肝炎
患者外周血淋巴细胞$%&的损伤进行检测%以探讨
!"#患者外周血淋巴细胞 $%&损伤情况%为 !"#
感染引起 !HH的机理及 !HH的一级预防提供参
考&
D;对象与方法
DED;研究对象;采用病例6对照研究方法%受检淋
巴细胞来源于 *+ 例慢性乙型肝炎病人和 *+ 例健康
自愿者& 病例和对照以性别’年龄为配对条件进行
2 2̂ 配对& 对符合条件的研究对象均采集静脉血 *
7:%提取淋巴细胞培养(*)后进行单细胞凝胶电泳&
DEF;仪器与试剂;超净工作台%低速台式离心机
J$_61+C"上海安亭科学仪器厂#%*0 ‘’1L HO. 细
胞培养箱"I8:8EBG#%5#.-1 型电泳仪"北京市六一
仪器厂#%荧光显微镜"日本 %9\(= 公司 型号!J96
G#%人淋巴细胞分离液"天津灏洋科技责任有限公
司#%正常熔点琼脂糖%低熔点琼脂糖%溴乙啶"G9>6
78#&
DEG;单细胞凝胶电泳(/)

2S*S2’胶片的制作’分作 * 层& 第 2 层为正常熔
点琼脂糖"%Q&#层%第 . 层为含有细胞的低熔点琼
脂糖"_Q&#层%第 * 层又为_Q&层"第三层可省#&
第:层凝胶的制备!将浸泡于 1+L酒精中的磨砂载
玻片拿出%磨砂面向上%晾干%将 2 7:%Q&均匀铺
在载玻片上%置室温晾干%待第 . 天使用& 第 . 层凝
胶的制备!将 -+ !:含有 2 a2+- 个以上"用计数板
计数!弃去上清液%加 +S1 7:的 b"G 置于含细胞的
离心管中%混匀& 用尖滴管吸取一滴置于载玻片%然
后用微量移液器吸取 .+ !:细胞悬液滴于细胞计数
板上计数#受检人血淋巴细胞的 b"G 和 -+ !:含
+S,L _Q&的无钙镁的b"G 分别在 *0 ‘下预热并

相混& 继之%迅速将含细胞的_Q&滴到第 2 层琼脂
糖上%立即盖上另一干净盖玻片%置 / ‘ .+ 79= 使
第 . 层_Q&凝固& 第 * 层凝胶的制备!第 . 层_Q&
凝固后%在室温下小心移去盖玻片%滴加预热至
*0 ‘的 01 !:含 +S1L _Q&的无钙镁 b"G%盖上盖
玻片%/ ‘下 .+ 79=使之凝固&
2S*S.’细胞裂解’移去盖玻片%将载玻片水平浸入
新配制的预冷的 / ‘细胞裂解液".S1 7(:V_%8H:%
2++ 77(:V_%865$J&%2+ 77(:V_JN9W6!H:%X!2+%
2L肌氨酸钠%用前加 2L JN9K(=c62++%2+L二甲基
亚砜#中 .S1 ;&
2S*S*’$%&碱解旋’取出载玻片%用吸水纸吸干
裂解液%并水平列置于水平电泳槽的阳极端& 电泳
槽中盛有新配制的碱性电泳缓冲液"2 77(:V_%86
5$J&%*++ 77(:V_%8O!#%约覆过载玻片胶面 +S.1
C7左右%放置 .+ 79=%以便使$%&在碱性条件下解
螺旋%使$%&断链在电场中易于迁移&
2S*S/’单细胞电泳’在电压 .1 #’电流 *++ 7&
下%电泳 *+ 79=& 电压’电流可用改变缓冲液面高低
来调节&
2S*S1’中和与染色’将电泳后的载玻片凝胶平置
于小瓷盘内%中和凝胶中的碱液!缓缓沿壁加入 +S/
77(:V_JN9W6!HM"X!0S1#缓冲液%将载玻片淹没 1
79=%反复 . 次%再将JN9W6!HM缓冲液吸去%用滤纸将
盘内液体吸干& 每张载玻片滴加 .+ !>V7:溴化乙
啶"5"#水溶液 .+ !:%再盖上盖玻片染色 2+ 79=&
DEH;图像分析;染色后的样本尽快置于荧光显微
镜下%观察$%&图像& 选择 121 ]1-+ =7波长激发
光照射样本%$%&图像呈橙红色& 显微镜下可清楚
地观察到彗星状荧光图像& 每个样本随机选择 *+
个细胞拍摄%用彗星分析软件测定各研究组的彗星
尾参数!彗星尾长"J89:5EK@=K#’彗星尾$%&百分含
量"J89:L $%&#’彗星尾惯量"J89:M=@NK98#’O:9P@
尾矩"O:9P@J89:Q(7@=K#(1) ’$%&断裂分级(-) &
DEI;数据处理及统计分析;所有数据均采用
GbGG22S+ Z(Nd9=U(FW软件包建库并进行统计分析%
尾长和尾惯量符合正态分布%两样本比较采用 <检
验%数据表达为均值e标准差& 尾 $%&L不符合正
态分布%对数转换后经检验符合正态分布%两样本比
较采用 <检验%数据表达为几何均数& 尾矩不符合
正态分布%两样本比较用非参数 Q8==<6d;9K=@Bf
检验%数据表达为中位数& 样本率比较采用 !. 检
验%检验水准"定为 +S+1&
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F;结果
FED;典型彗星图表现;对照组 GHI5图"见图 2#%

小三阳组 GHI5图"见图 .#%大三阳组 GHI5图"见
图 *#&

图 2’对照组 GHI5图 图 .’小三阳组 GHI5图 图 *’大三阳组 GHI5图

FEF;淋巴细胞损伤率及$%&断裂分级’对照组和
不同感染模式慢性乙型肝炎患者"大三阳和小三阳
患者#$%&断裂分级见表 2& $%&损伤从对照组’
小三阳组至大三阳组三组间呈损伤递增趋势&

表 2’对照组与不同模式肝炎的$%&断裂分级

组’别 人数 细胞数
$%&断裂分级"细胞数#
+ 2 . *

细胞损伤率"L#

对照组 *+ 3++ ,*/ /, 2- . 0S**
小三阳 2+ *++ ./3 ** 21 * 20S+
大三阳 .+ -++ /*3 2.. ** - .-S,*

’注!慢乙肝组"大’小三阳组#与对照组比较% !. h3+S-,.%!R

+S+1$大小三阳两组间比较% !. h2+S0/+%!R+S+1

FEG;对照组和慢乙肝组外周血淋巴细胞 $%&损伤
情况比较’对照组和慢乙肝组分别测得的彗星参数
结果%尾长和尾惯量%差异有统计学意义 "!R
+S+1#$而尾$%&百分含量和尾矩%差异无统计学意
义"!i+S+1#& 见表 .&
FEH;不同感染模式乙型肝炎患者$%&损伤情况比
较’不同感染模式乙型肝炎患者 $%&损伤情况两
组数据比较%尾长’尾$%&百分含量和尾惯量%差异
有统计学意义"!R+S+1#$尾矩%差异无统计学意义
"!i+S+1#& 见表 *&

表 .’慢乙肝组和对照组外周血淋巴细胞$%&损伤情况比较

组’别 尾长"!@eE# 尾$%&百分含量"几何均数# 尾惯量"!@eE# 尾矩"中位数%范围#

对照组 +S00 e+S/1 +S/2 *.S11 e0S,/ +S.,"+S2+ ]*S1.#

慢乙肝组 .S23 e2S,0 +S*3 3,S,+ e*.S+. +S*1"+S+, ]/S,1#

< 42+S03 42S3 4*2S*/ 42S121"j#

! R+S+1 i+S+1 R+S+1 i+S+1

表 *’不同感染模式乙型肝炎患者$%&损伤情况比较

组’别 尾长"!@eE# 尾$%&百分含量"几何均数# 尾惯量"!@eE# 尾矩"中位数%范围#

小三阳组 2S+. e+S,* +S++2+ ,,S2* e.2S./ +S*2"+S+0 ]/S2/#

大三阳组 *S*/ e.S+. +S++./ 222S22 e*0S1/ +S*-"+S+3 ]1S+,#

< 42+S30 4*S1-0 40S+-. 4+S./*"j#

! R+S+1 R+S+1 R+S+1 i+S+1

G;讨论
GED;单细胞凝胶电泳"W9=>:@C@::>@:@:@CKN(X;(N@6
W9W%GHI5#又称彗星实验"C(7@K8WW8B#%是一种检测
哺乳动物单个有核细胞 $%&损伤和修复的方法&
当$%&存在损伤时%在电场的作用下%断裂损伤的
$%&会离开细胞核向正极泳动%形成拖尾%$%&损
伤越重%拖尾越长%通过测定尾巴的长短和光密度就
可知$%&损伤的程度(0) &

GEF;本实验应用单细胞凝胶电泳法检测 !"#患者
外周血淋巴细胞的 $%&损伤情况%结果显示%!"#
感染对外周血淋巴细胞$%&可造成断裂损伤%损伤
率达 20S+L和 .-S,*L& 经统计学分析%慢乙肝组
与健康对照组外周血淋巴细胞$%&损伤比较%不同
模式的!"#感染者外周血淋巴细胞$%&损伤程度
比较%差异均有统计学意义"!R+S+1#& 从彗星结
果图片中显示%对照组所得彗星图像未见明显彗星
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尾& 小三阳组’大三阳组的彗尾长明显%而且长度明
显不同%从健康组到小三阳组%再到大三阳组%可能
有递增趋势& 表 . 慢乙肝组"大’小三阳两组#与对
照组的数据用 <检验和秩和检验分析%尾长和尾惯
量%差异有统计学意义"!R+S+1#%显示慢乙肝组与
对照组$%&损伤有统计学差异%乙型肝炎病毒可导
致$%&的损伤& 可能与 !"#感染后%机体通过 JC
细胞的直接作用及释放因子间接造成肝细胞损伤%
诱发免疫病理反应时产生的中间产物活性氧"O.’
!.O. 等#有关& 已知活性氧自由基可与 $%&分子
中嘌呤碱基’嘧啶碱基作用%诱导$%&断裂%氧化性
造成外周血淋巴细胞$%&损伤& 所以!"#的存在
可能是淋巴细胞$%&损伤的主要原因& 尾$%&百
分含量和尾矩%差异无统计学意义"!i+S+1#%显示
慢乙肝组与对照组$%&损伤无统计学差异& 大’小
三阳两组间 <检验和秩和检验分析%尾长’彗星尾
$%&百分含量和彗星尾惯量%差异有统计学意义"!
R+S+1#%显示不同乙肝感染模式患者其淋巴细胞
$%&损伤程度可能不同%可能乙肝病毒载量和状态
对其有一定的影响$尾矩差异无统计学意义"!i
+S+1#&
GEG;慢乙肝是乙型肝炎中一种严重危害人类身体
健康的常见病和多发病& /+L以上慢乙肝患者成年
后死于肝硬变和原发性肝细胞癌%慢乙肝与肝硬变
和原发性肝细胞癌密切相关& 有研究表明%引起慢
乙肝的乙型肝炎病毒"!"##可以整合到人类细胞
基因组中%!"#的整合可以损伤人类的遗传物质&
研究慢性乙型肝炎患者$%&损伤情况%可以为肝硬
化和原发性肝细胞癌预防和治疗提供依据和参考&
陈锦生等(,)应用单细胞凝胶电泳法对 1- 位!"#感
染者和 ,. 位健康者的外周血淋巴细胞进行细胞

$%&损伤检测%证明 !"#感染对外周血淋巴细胞
$%&可造成断裂损伤%损伤率达 ./S2L%本实验的
结果与之相一致&
GEH;单细胞凝胶电泳技术是检测慢乙肝患者外周
血淋巴细胞$%&损伤的灵敏方法%是在单细胞水平
上检测有核细胞 $%&断裂的技术%在一定条件下%
$%&迁移的距离"表现为彗星长度#’受损 $%&的
含量"表现为彗星荧光强度#分布’尾惯量可能与
$%&损伤程度正相关%而尾距可能与 $%&损伤程
度没有一定的关联& 是否可应用这种方法来预测慢
乙肝病情的发展%尚需进一步深入研究&
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