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巴豆油对单纯擅殇病毒

诱发小鼠宫颈和/或阴道癌的促进作用警

满 Jt高 陈奇主海

(7胡北医学院病毒研究所细胞生物室， 武汉)

自 19 66 年以来，许多研究表明，阴部单纯

启痊 E 型病毒( HSV斗)感染与宫5";Ýl和阴道癌的

发生密切相关。这些研究包括:细胞病理学观

察 [1- ~ J;血清流行病学调查 [ 3叫 J; HSV一2 感染

对体内及体外细胞的转化[川口气转化细胞和宫

颈癌细胞内 HSV-2 痕迹的检测等 [ 11 句 1 2J 。

为了进一步研究 HSV-2 感染与宫颈 和阴

道启发生的关系及进行实验性治疗和预防，多

年来 ，有关工作者一直希望能建立一个完善的 、

由 HSV-2 诱发的宫颈j自动物模型。

本实验的目的 旨在确定:1.已知促癌剂

巴豆油对 HSV-2 的诱癌潜能是否有促进作用 ，

借以探讨病毒访癌过程是否也符合"两阶段学

说"的规挣;2 . 能否借促癌剂的作用提高肿瘤

的诱发卒， I~J主立更为完善的动物模 型; 3. 

HSV-l 与 HSV- 2 在济发 小鼠宫王府口阴道癌的

作用上是否存在型的区别。

;时料 和方法

1. 病毒

HSV-2(333 株 ) ， 由美国宾夕法尼亚大学 F.Rapp

教授赠给; HSV-1( SM 44 株 ) ， 由本所病毒室提供。

实验前， 经泱乙烯脱氧尿核昔(BVDU) 敏感实验

及细胞选择实验证实， 病毒的株型及生物学洁性均无

改变。

将病毒接种子原代培养的兔婴肾单层细胞中 ， 待

75% 以上的细胞出现细胞病变时， 冻融 8 次， 低速离

心0500 转/分) 15 分钟， 取部分上清液测病毒效价，

其余分装于经高压消毒的小瓶中 ， - 20"(;保存。接种

动物前将效价为 10STCIDso/毫升的病毒悬液倒入小平

皿中 ， 紫外灯下照射 (46 尔格/平方毫米/秒) 6 分钟，

经照射后的病毒悬液按常规方法按种子兔婴肾单层细

胞后， 72小时内不出现细胞病变。

2. 正常细胞悬液

除培养细胞不接种病毒外， 余同病毒悬液的制备。

3. 巴豆油

由本院化学教研室按 VanDuuren[叫介绍的方法，

从巴豆种仁中提取并鉴定， 化学纯， 密封避光保存。

用前加橄榄油(化学纯)配成 2%的溶液。

4ι. 棉击球求

医用脱脂药1棉串经捻成绿T

密封保存备用 。

5. 动物分组及处理

自本院动物窒取得两月 龄 、 昆明示l' 、 雌性处女小

白鼠 330 只，随机 分 为 A-F6 个组 ， A-D 组各 60

只， E 与 F组各 45 只，分组置铁笼中饲养。实验期 180

· 中国科学院科学基金资助的课题。
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G. 病理组织学判断标准

宫颈丰口阴道的病理检查所见， i安杨简[ 14]关于小鼠

实验性宫øu王阴道屈的判断标准判定 。 才使据癌的病理

组织学特征， 大致可分为两种类型:1. 分化程度较高

的鳞状上皮自(图 2~5); 2 . 分化程度较低的腺梓癌

(图 7 ~ 8) 。根据菇组织的浸润范围 ，可分为早期癌、

浸润癌(图 2 、 3 、 7)及广泛浸润癌(因 4 、 5 、 肘。

其他脏器之所见按相应病理标准判定。

7. 统计学处理

除实验初期由于病毒急性感染及肺炎死亡的动物

外， 将各组存活四个月以上的死亡动物及实验期满后

处死动物的前癌、癌发病率进行统计， 以 u 检验测其

显著性。

111 第 7 卷第 3 期

天，各组处理如丁、

A纽 : 将 f角球浸泡于 HSV-Z 悬液中 ， 待 棉球完

全浸透后(每个才15球含病毒;巨浪约 0.5 毫升) , 用无也

眼科镶将其塞入小鼠阴道内 ， 直抵宫颈处， 每只小鼠

每次寨入 1 个， 每周 1 及周 5 各 1 次 ， 连续 16 次。 末

次接种 1 周后， 改用生理盐水棉球按同法塞入. 连续

27 次。末次处理后20天处死动物，完整取出阴道、 子

宫、 输卵管、 卵巢、 心、 肝、 脾、 肺、肾等组织，

10 % 甲酸固定， 石蜡包埋 ，间断连续切片 ， H-E 染色，

供镜检。

B 兰且

果

经病理组织学观察发现， 前癌 ( 图版 1 ， 6)

和癌可单独见于宫颈或阴道， 也可同时累及宫

颈和阴道(作 1 例计)。其他内脏组织无癌变。

主要结果 m下表z

结验实

以 2%的巴豆汹代替生理盐水， 余同A

以 HSV-1 代替 HSV-2，余同A组。

以 HSV- 1 代替 HSV~2 ， 余同 B 组。

E 纽 先塞入细胞悬液棉球， 连续 16 次， 然后

塞入浸透 2%巴豆汹的棉球， 连续 27 次 ， 方法及取材

均同A组。

F 组 单纯塞入浸透未感染病毒的细胞悬液棉

球， 共4 3次 ， 方法及取材均同 A组。

C 兰且

D 兰且

组。

各组宫颈和/:d阴遭癌及前癌的诱发率

存活动物数生癌动物数(%) 前癌动物数( %)癌和前癌动物合计数( % )

17(50.0) 
36(78 . 2) 
16(37 . 2) 
21(58 . 3) 
506 .1 ) 
1( 3 .3) 

10(29.4) 
11( 23.9) 
706 . 3) 
9(25.0) 

506.1) 
1( 3. 3) 

7(20.6) 
25(54 .3) 
9(20.9) 

12(33.3) 
0(0) 
0(0) 

aq

phu

qunhu

1
A
AHV 

q
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q
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街

d
q
a

HSV-2 加生理盐水

HSV-2 加巴豆油

HSV-1 加生理盐水

HSV-1 加巴豆油

细胞悬液加巴豆汹

细胞悬液

处理

ABCDEF 
组别

虽无显著性(P>O.o日，但合计率之 间的差别

有显著性(P<0.05) ， 且 D组渥润癌 及广泛浸

润癌(分别为 50 .0 %及 25.0% )均 显著高于 C

组(分别为 22.2%及 1 1. 1% ， P<O.O l)，说明

巴豆油对 HSV寸 的诱癌潜能也有一定的促进

作用。

5. A 组与 C 组比较， 癌发病率 及合计率

之间的差别均无显著性(P> O.o日，说明此两型

病毒诱发小鼠宫勤、和/或阴道癌的潜 能无明显

区另IJ 。

6. B 组与 D组比较 ， 癌发病率及合计率之

间的差别均有显著性 ( P<o .O日，说 明 HSV-2

加巴豆油的诱癌作用强于 HSV-1 加 巴豆油。

将各组结果互相比较说明 z

1. A 组分别与 E 组及 F 组比较，癌发病

率及合计率之间的差别均有高度显著 性 (P<

0 .00 5) ， 说明 HSV-2 有诱发小鼠宫颈和/或阴

道癌的作用。

2 . A 组与 B 组比较，癌发病率及合计率之

间的差别均有高度显著性(P<O.OO日，说明巴

豆油对 HSV-2 的诱癌潜能有明显的促进作用。

3 . C 组分别与 E 组及 F 组比较，癌发病率

之间的差别有高度显著性(P<O .00日，合计率

之间的差别有显著性(P<0.02日，说明 HSV-1

有诱发小鼠宫颈和/ :或阴道癌的作用 。

C 组与 D组比较，癌发内率之间的差别4 , 
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7 . F 组前癌动物数与其他组之间均 有显

著性差异。 其中 1 例前癌可 以认为是白发的，

或实验性轻微机械剌激所致。

讨论

40 年代初， Berenblum 和 Rous 等 (15 ， 16]报

道了涂巴豆油促进化学物质诱癌的结果，并认

为癌变过程可分为启动和促进两个阶段。在启

动阶段中，正常细胞转变为潜伏的肿瘤细胞;

在促进阶段中，细胞受到剌激，分裂增多而生

长为真正的肿瘤。这一假说已得到许多实验证

据的支持 ( 17 ， 1 8] 。 然而， HSV 诱发宫颈和/:或阴

道癌发生的过程是否也包含启动和促进两个阶

段，至今尚未见报道。本实验先以灭活的 HSV一1

及 HSV-2 作为诱癌剂接种于小鼠阴道，后以巳

豆油作为促癌剂多次作用，所得结果亦说明巴

豆油对 HSV- l 或 HSV一2 的诱癌有促进作用 。

此结果提示: 在病毒诱发的宫 颈和/或阴道癌

的发生过程中， 可能也存在着启动与促进两个

阶段。

近十余年来， 国 内外许多学者做了大量工

作， 力图建立完善的 HSV 肿瘤动物模型，以进

一步研究 HSV-2 与宫颈癌的关系及进行实验

性治疗和预防。 然而，实验结果表BJj : 将 HSV-2

接种于兔、 豚鼠、 狗及猴的阴道中， 均未能诱

发出宫颈和/或阴道癌 ( 19 ， 20]。将 HSV-2 接种于

小鼠阴道， 虽能诱发出宫颈和/:或阴道癌，但诱

癌率甚低。 Munoz 在 140 只接种 HSV-2 后存

活 7 ~g 个月的小鼠中， 发现两例宫颈鳞癌，

诱癌率为 1. 4 % (3 ] ; Nahmias 在 50 只接种HSV-

2 后存活两年以上的小鼠中， 发现 1 例原位癌，

诱癌率为 2 % [6 ] ; 陈敏诲 等在 161 只接种HSV-

2 后存活 1 80~360 天的小鼠中发现早期浸润癌

5 例，诱癌率为 3 . 1 % ('] ; 陈敏诲等还将 HSV-2 多

次接种于小鼠阴道 ，在第 1 次接种后存活360~

390 天的小鼠中 ， 诱癌率为 9 . 5%(8 ]; 最近陈敏

诲等将紫外线灭活的 HSV-2 多次接种于小鼠

阴 道， 在为期 半年的 实验 中，诱癌 率 为

17%(9]; Wentz 等将紫外线灭活 的 HSV-2 接

种于小鼠阴道 ， 每周 5 次 ， 在为期 6 3 0 天的实

验中(共接种病毒 450 次 ) ， 诱癌率为 60% ( 其中

三分之一为肉瘤)[10]; 本实验在 18 0 天内，HSV-

2 加巴豆油组的癌发病率达 54 . 3 % ，合计率达

78 .2 % (未将肉瘤计算在内 )。与上述工作相比，

本实验无论是在诱癌率的提高方面， 还是在缩

短实验时间方面，都更为理想。

一般认为， HSV 的感染具有严 格 的部位

特异性: HSV-l 引起唇、 眼、 脑部感染并与相

应部位的肿瘤发生有关; HSV-2 则 引起生殖器

感染并与该处的肿瘤发生有关( 21 ， 22 ] 。 但本实验

发现，在不加巴豆油的情况下， 此两型病毒的

诱癌潜能基本相同。最近， William 等 ( 2 3]也报

.道，约有 15%左右的人类阴部原发性店主主感染

是由 HSV-l 所致。据此， 在宫颈和/或阴道癌

的病因研究中，我们既要重视 HSV一2 的作用，

同时也应考虑到 HSV-l 在这方面的作用。

本实验还发现 ， HSV-l 加巴豆油组与HSV-

2 加巴豆油组癌发病率及合计 率之间的差别均

有显著性(P<o .o日， 后者高于前者。这一现

象提示，此两型病毒所诱导的转化细胞对于促

癌剂的反应性方面，可能存在质或量上的差异 。
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酶联免疫吸附试验(E~ISA)检测

小鼠抗天花粉蛋白的 IgE 类抗体的研究*

季永编

(中国科学院 上海细胞生物学研究所)

检测小鼠 19E 类抗体的经典方法是被动皮

肤过敏试验 (PCA)[ l 山 ， 这是-irl t生物测定，

因而在应用上受到一定限制 ， 并且也受动物本

身变化的影响。 1973 年 Hoffman[ 3]首次报道了

用 ELISA 检测血清 19E。 此后有不少工作者相

继报道了应用 EL1SA 检测 19E 或抗原特异的

19E 类抗体[4 - 8 ]。为研究对天花粉蛋白的免疫

应答的性质及其调节机制， 我们建立了一种较

为简便的检测小鼠抗天花粉蛋白的 19E 类抗体

的 ELISA ， 并对 其检测的 特异性进行了 研

究。

材料和方法

-、小鼠抗天花粉蛋白的 IgE 类抗体的诱发

1.动物 纯种小鼠 C 3 H/He、 C 57 BL/ 6, B 10 

和 BALB/C ， 体重均为 20克左右， 由本所动物房提

供。

2. 免疫 将精flíiJ天花粉蛋白加铝矶制成抗原制

剂，小鼠腹腔注射 0 . 2 毫升(相当于 5 微克天花粉蛋白

和 4 毫克铝矶〉进行免疫。 10 天后取血 ，分离血清， 为

小眠抗天花粉蛋白抗血洁。若进行第二次免疫， 则在

首次免疫后 4 Nß进行 ， 抗原 f!iU剂和免疫途径与首次免

疫相同。用 (NH. )2S0• 盐析法从上述抗 血清中分离免

疫球蛋白 (lg) ， 称为抗天花粉蛋白抗体。 以终 饱和度

为 33 % (NH.)2S0. 分离得到的抗体不含有 IgE;若以终

饱和度为 55%(NH.)2S04 分离得到的抗体含有IgE[91 。

二、被动皮肤过敏试验(PCA ) [2 )

将小鼠抗天花粉蛋白抗血清 (或抗体)倍比 稀释

后， 在剃去毛的 Wistar 大鼠背部进行皮内致敏 . 每点

。 .1 毫升。 24-48 小时后 ，从尾静脉注射含有 4 毫克天

花粉蛋白的 1 %Even's 蓝溶液 1 毫升。 30 分 钟后，根

据致敏部位出现蓝色斑点与否来判定结果。

三、羊抗小鼠 IgE(SAMIgE)的制备

1. 小鼠IgE(MIgE )的来源 本工作使用的 MIgE

系小鼠抗二硝基苯(DN凹的 IgE 类单克隆抗体[叫 ， 为

美国 Dr;Metzger ， H. 所赠。

2. 绵羊的免疫 以 0. 6 毫克 MIgE 溶于 1.5 毫升

磷酸缓冲生理盐水， 加等体和、 Freund 佐剂 ， 多点注射

在绵羊皮下、 肌肉和尾部。 3 周后以不完全 Freund佐

剂配制的 MIgE 再免疫'一次。 在第二次免 疫后 6 周进

行回忆刺激。 免疫后 1 周取血， 分离lÚl清为 SAMIgE

抗血洁。

· 林国妹同志参加实验工作。 精制天花粉蛋白由

武汉生物jliiJ品研究所提供 z 天花粉蛋白包被工
作得到我所许河生同志大力帮助， 谨致谢意。
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