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Abstract
AIM: To study the inhibitory effect of oxymatrine on HBsAg,
HBeAg, and HBcAg expression in the liver tissue of HBV
transgenic mice, and to further expound the mechanisms
of oxymatrine anti-HBV.

METHODS: HBV transgenic mice models were established
by microinjecting methods, and detected by HBV DNA in-
tegration and replication. Replicating HBV transgenic mice
were divided into three groups: injected with normal
saline (n=9), 50 mg/kg (n=8) and 100mg/kg (n=9)
oxymatrine intraperitonealy once a day for 30 days,
respectively. After treatment, detection of HBsAg and
HBeAg by ELISA, HBsAg and HBcAg by immunohis-
tochemistry in the liver tissues was conducted.

RESULTS: Compared with group normal saline, HBsAg con-
tent in 50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine decreased,
but there was no statistic significance (F =1.29, P >0.05).
Compared with normal saline group, HBeAg content in
50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine groups obviously
decreased(F =9.09, P <0.01), but there was no obvious
significance between 50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine
groups (F =1.58, P >0.05). The number of HbsAg-positive
cells in the normal saline group, 50 mg/kg and 100 mg/kg
oxymatrine had no changes in the liver tissues (χ2=1.61,
P >0.05). The number of HBcAg-positive cells in the liver

tissues was significantly lower in the group of 100 mg/kg
oxymatrine than that in the group of normal saline (χ2=4.73,
P <0.05), but the number between normal saline group and
50 mg/kg oxymatrine group, and between the groups of
50 mg/kg and 100 mg/kg oxymatrine had no obvious significance.

CONCLUSION: There is an inhibitory effect of oxymatrine
on expression of hepatitis B virus in HBV transgenic mice.
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摘要

目的: 研究氧化苦参碱对HBV 转基因鼠表达HBsAg

HBeAg HBcAg的抑制作用 探讨氧化苦参碱抗HBV的

机制.

方法:用显微注射法建立HBV转基因鼠动物模型 并进行

HBV整合和表达鉴定. 获得的HBV复制型转基因鼠随机

分成3组 分别用生理盐水(9只) 氧化苦参碱50 mg/kg

(8 只)和 100 mg/kg (9 只)腹腔注射 1次 /d 30 d 后处

死 取肝组织定量测定HBsAg和HBeAg的量 免疫组织

化学观察肝组织表达HBsAg和HBcAg.

结果: HBV 转基因鼠经氧化苦参碱治疗后 与生理盐水组

相比 肝脏组织HBsAg的量有所降低 但统计学无显著差

异(F =1.29  P >0.05);而HBV 转基因鼠经氧化苦参碱高和

低剂量组治疗后 肝脏组织HBeAg量明显降低(F =9.09

P <0.01) 但在氧化苦参碱高和低剂量组之间无显著性差

异(F =1.58  P >0.05). 肝脏组织免疫组化HBsAg和HBcAg

检测结果显示生理盐水组 氧化苦参碱低和高剂量组肝组

织内HBsAg阳性细胞数变化不明显 统计学无显著性差异

(χ2=1.61  P >0.05). 氧化苦参碱高剂量组肝组织内HBcAg
阳性细胞数明显低于生理盐水组(χ2=4.73  P <0.05) 而
生理盐水组与氧化苦参碱低剂量组 氧化苦参碱低和高剂

量组之间均无显著性差异.

结论: 氧化苦参碱对HBV转基因鼠HBV的表达有抑制作用.
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0   引言

目前对慢性乙型病毒性肝炎尚缺少特效治疗方法 所
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以寻找新的有效抗病毒药物 仍为当务之急[1-12]. 大量

基础和临床研究证实 氧化苦参碱能抑制柯萨基病毒

(一种RNA病毒)的蛋白合成 从而具有直接抗病毒作用.

体外实验表明 氧化苦参碱对HBV DNA 转染的细胞

株2.2.15细胞分泌HBsAg和HBeAg有抑制作用. 临床研

究发现其可用于治疗慢性乙型病毒性肝炎及其引起的

肝纤维化[13-24]. 因此 氧化苦参碱具有抗乙型肝炎病毒

的作用 有较好的临床应用前景. 我们研究氧化苦参碱

对HBV转基因HBV抗原的表达影响 为氧化苦参碱抑

制乙型肝炎病毒提供实验依据.

1   材料和方法

1.1 材料  质粒 p1.0HBV由中国科学院生物化学研究所

吴祥甫教授惠赠 3.2 kb的 adr型HBV全基因组DNA

克隆在pUC18载体BamHI酶切位点上. 试验用小鼠购自

扬州大学实验动物室8周龄以上的性成熟ICR小鼠 饲

养环境为清洁级动物房. HBV转基因鼠的制备方法按文

献[南京师范大学学报自然科学版1995;18(增刊):129]所

述. HBV转基因鼠于4周龄剪尾0.1-0.5 cm 以组织消

化液消化 饱和苯酚 / 氯仿抽提DNA 行 PCR 扩增

PCR所用引物为I: 5 -AGAGTCTAGACTCGTGGTGG

ACTT-3 和 II:5 -TACGAACCACTGAACAAATGGC

AC-3 扩增片段位于HBcDNA区域 长度为470 bp.

反应循环如下: 93 变性 60 s 60 退火45 s 72 

延伸60 s 35次循环 最后72 延伸增加10 min. 取

1/10扩增产物进行电泳鉴定. Amplicor HBV Monitor检测

试剂盒购自Roche Diagnostic Systems Inc. HBV转基因

鼠的表达鉴定的具体步骤按说明书推荐的方法进行. 从

HBV转基因整合阳性的鼠取血 用后眼眶静脉丛取血

法收集血清 抽取DNA后 行PCR. 上游引物序列如

下:5 -GTTGCCCGTTTGTCCTCTAC-3 下游引物

5 端以生物素标记 序列如下:5 -Biotin-GATGAT

GTGGTATTGGGGGC-3 . PCR扩增条件为 94 变

性 5 min; 94 变性 30 s 57 退火 30 s 72 延伸

45 s 30 次循环 最后72 延伸增加5 min. 扩增产

物经琼脂糖凝胶电泳证实存在目的条带 再行产物杂

交鉴定. 实验用药物为氧化苦参碱注射液(博尔泰力注射

液) 由宁夏博尔泰力药物有限公司宁夏药物研究所提

供 批准文号:宁卫药准字(1994)第 000029 号 批号:

20001214.

1.2 方法  取鉴定的8-12周龄HBV转基因鼠26只 雌

雄不分随机分为3组 生理盐水组(9只) 氧化苦参碱

低剂量组(8只)和氧化苦参碱高剂量组(9只) 分别予生

理盐水 氧化苦参碱50 mg/kg和氧化苦参碱100 mg/kg

腹腔注射 1次 /d. 治疗30 d后处死小鼠 分别取肝脏

组织进行匀浆抽提蛋白 测定组织中HBsAg和HBeAg

量 肝组织固定后免疫组化检测HBsAg和HBcAg. (1)

ELISA检测肝组织中HBsAg和HBeAg.取HBV转基因小

鼠肝脏组织1-2 g置于蛋白抽提液匀浆抽提蛋白质. 运

用紫外分光光度仪测定蛋白抽提液中的蛋白质浓度

分别测定样品在260 nm 和 280 nm 的光密度值 计算

二者的比值 并且按照如下公式计算蛋白质浓度:蛋白

质浓度(g/L)=F×OD280×稀释倍数(F为校正因子). 检测
HBsAg和HBeAg的ELISA试剂盒购自上海华美生物工

程公司 具体检测方法按试剂盒推荐的方法进行. 为使

检测结果有较强的可比性 每孔所加的总蛋白的量基本

相同. (2)免疫组织化学检测肝组织中HBsAg和HBcAg.兔

抗人HBsAg 生物素化的羊抗兔 羊抗人HBcAg 生物

素化的兔抗羊均购自福州迈新生物工程公司. 每次实验

均设阳性对照和阴性对照 阳性对照以人肝组织

HBsAg和HBcAg阳性作为阳性对照 结果显示为阳性;

阴性对照以PBS代替一抗 结果显示阴性.

         统计学处理  测定值以均数±标准差 ( sx ± )表示. 用

SAS软件包Dunnett s 检验和秩和检验进行统计学处理.

P <0.05为差异有显著性.

2   结果

我们所用的396 只HBV 转基因鼠中 共检测到HBV

DNA整合转基因鼠137只 占34.6% 其中血清中复

制HBV DNA的转基因鼠共26只 占6.6%.

        ELISA检测肝组织匀浆中HBsAg和HBeAg 氧化苦

参碱治疗后HBV 转基因鼠肝脏组织匀浆HBsAg(A: 2.18±
0.47 和 2.12±0.42) 与生理盐水组相比(A:2.46±0.55)
虽有所降低 但统计学无显著差异(F =1.29 P >0.05).

氧化苦参碱治疗后HBV 转基因鼠肝脏组织匀浆HBeAg

(A: 0.52±0.13和0.42±0.19) 与生理盐水组相比(A: 0.74 ±
0.15) HBV 转基因鼠经氧化苦参碱高和低剂量组治疗

后 肝脏组织HBeAg量明显降低(F =9.09 P <0.01) 但

在氧化苦参碱高和低剂量组之间无显著性差异(F =1.58

P >0.05).

        免疫组织化学检测肝组织中HBsAg和HBcAg HBsAg

和HBcAg阳性在肝细胞内呈棕黄色 依据肝组织内阳

性细胞数可分为三级: 肝组织内仅有个别散在的阳性细

胞为+ 除了散在的阳性细胞外 可见少数成群的阳

性细胞为++ 出现多数成堆的阳性细胞为+++. 生理盐

水组  氧化苦参碱低和高剂量组肝组织内HBsAg阳性细

胞数变化不明显 统计学无显著性差异(χ2=1.61 P >0.05).
生理盐水组 氧化苦参碱低和高剂量组的HBcAg检测

0 + ++ + + + 分别为 0 1 4 4 ;  3 3 2

0和4 4 1 0例. 氧化苦参碱高剂量组肝组织内HBcAg

阳性细胞数明显低于生理盐水组(χ2=4.73 P <0.05)
而生理盐水组与氧化苦参碱低剂量组 氧化苦参碱低

和高剂量组之间均无显著性差异.

3   讨论

Chisari et al [25] 通过受精卵显微注射法 建立的能表达

HBsAg的转基因小鼠模型 为抗HBV药物的筛选研究

开辟了新的途径. Morrey et al [26, 27]利用已知对HBV感染
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有明确疗效的拉米呋啶和无效的zidovudine对高水平复

制HBV转基因小鼠进行干预试验 证实了这种小鼠作

为抗病毒药物筛选模型的可行性. 我们用显微注射法建

立的HBV转基因鼠进行实验 结果显示HBV基因组

DNA已整合至小鼠基因组 且能有效表达 证明获得

了携带HBV全基因组小鼠 本实验396只HBV转基因鼠

中 共检测到HBV DNA整合转基因鼠137只 占34.6%

(137/396) 其中血清中复制HBV DNA的转基因鼠共26

只 占6.6%(26/396). 血清中HBV DNA的存在 说明

HBV 基因在小鼠体内有复制 表明本实验所建立的

HBV转基因小鼠可用于观察药物对HBV表达的影响. 然

而 该模型的制备技术要求高 设备昂贵 成功率低

推广应用有一定的难度 且同人乙型肝炎的复杂表现尚

有些差异 因此在研究药物疗效时需考虑及注意[28-34].

        氧化苦参碱是从苦参及苦豆子中提取的生物碱 国

内学者通过氧化苦参碱的基础和临床研究发现氧化苦

参碱有抗HBV作用[14, 16, 20, 21] 因此开发和应用我国中

草药资源治疗慢性乙型病毒性肝炎 将有十分重要的

社会和经济意义. 体外实验表明[14, 20] 氧化苦参碱对

HBV DNA转染的细胞株2.2.15细胞分泌HBsAg和HBeAg

有抑制作用 在一定范围内随着药物浓度增加及作用

时间延长 抑制率逐渐增高 在同一浓度和同一作用时

间下 都表现为对HBsAg的抑制率高于对HBeAg的抑

制率. HBV转基因鼠体内研究发现[21] HBV转基因鼠分

别用氧化苦参碱100 mg/  kg 200 mg/  kg 300 mg/  kg

1次 /d腹腔注射30 d后 肝内HBsAg和HBeAg的量与

对照组相比均有明显的下降 在各剂量组之间无显著

性差异. 我们的临床研究显示[16]氧化苦参碱可用于治疗

慢性乙型病毒性肝炎 对HBeAg和 HBV DNA阴转率在

40.0%左右 与 -干扰素等转阴率相比较差异不显著

表明氧化苦参碱是治疗慢性乙型病毒性肝炎比较理想

的药物. 我们发现HBV 转基因鼠经氧化苦参碱治疗后

肝脏组织HBcAg或HBeAg量明显降低 但氧化苦参碱

对肝组织中HBsAg表达影响较少 这可能与氧化苦参

碱治疗疗程较短以及对HBV仅是抑制作用等因素有关.

这些实验结果说明 氧化苦参碱有抑制HBV复制及抗

HBV作用. 至于氧化苦参碱确切的抗HBV机制尚不十

分明确 从不多的研究推测其机制可能为: (1)氧化苦参

碱诱导细胞内某种物质(如干扰素等细胞因子)的产生

从而加强了HBV基因产物的降解; (2)氧化苦参碱的化

学结构与嘌呤的结构类似 其在细胞或体内可干扰

HBV核酸的合成. 但其确切抗HBV机制还有待于深入

探讨研究.
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• 消息 •

国家自然科学基金重点学术期刊专项基金资助工作

中期检查暨交流座谈会会议纪要

    由国家自然科学基金委员会科学基金杂志部主办 西北有色金属研究院稀有金属杂志社承办的 国家自然科学基金重点学术期

刊专项基金资助工作中期检查暨交流座谈会 于2003-11-25~26日在西安举行. 国家自然科学基金会管理科学部副主任黄海军和

数理科学部 生命科学部代表共40人出席会议.

中国物理快报 世界胃肠病学杂志 和 计算机科学技术学报 三刊的负责人介绍了各自网站的开发过程 功能及

特点. 对于科学基金杂志部提出的建立重点学术期刊综合网站的构想 与会代表反响热烈 认为此举对进一步提升重点学术期刊

在国内 外的知名度 扩大国际影响将起到积极作用.

     会上32个受资助期刊就本刊2002-2003年的工作进展分别进行了汇报 并就目前存在的问题和下一步的改革设想等进行介绍与交

流. 主要体现在以下四个方面.

1   加快期刊的国际化进程

为适应期刊发展 大部分期刊的编委会进行了换届或改选 使一批年富力强活跃在国际科技前沿的青年学者充实进来 不仅使编

委会的平均年龄有所下降 而且带来新的学术思想和管理理念. 如 中国科学 采用国际流行的编委责任制 真正做到由科学

家直接掌握办刊方向和标准.

2   期刊质量逐步提高

受基金资助的学术期刊在科研工作者中的影响力大大增强 稿源扩大 来稿量增加 稿件质量也明显提高 使期刊能够保持较高退

稿率 从而保证了期刊质量. 期刊质量的提高又在SCI影响因子和被引频次上得以体现 更进一步扩大了期刊的影响 增强了期刊

的吸引力 形成了良性循环. 1999年  "重点学术期刊专项基金" 刚开始实施时 国内受资助的科技期刊的影响因子只有两刊在0.5

以上 被引频次最高只有853 次 没有一刊超过1000 次. 而到目前 影响因子超过1的期刊已经达到5个 最高的已经超过2.

532; 被引频次超过1000次的已经有8刊. 国内检索系统的情况则更好.

3   开发使用网络办公系统

不少期刊认识到实现办公自动化是提高工作效率 缩短出版周期的基础. 两年前 大部分期刊利用基金资助款添置电脑 传真机 扫

描仪等设备. 在此基础上 许多编辑部已投资开发了自己的网络办公系统 在统一化 规范化 标准化的界面内 实现了作者投稿

编辑加工 专家审稿 作者查询及签发的网络化 并在实践中不断改进和完善 大大提高了工作效率.

4   建立并完善期刊网站

随着信息技术的迅猛发展 不仅编辑出版业告别传统的模式 进入 光与电 的时代 整个科技期刊界都面临一场新的革命 即计

算机网络所创造的新的资源架构,科技期刊将走进数字化与网络时代. 许多期刊早已意识到这一发展趋势 纷纷投入资金和人力着力

搞好期刊网站建设. 据统计 32个重点学术期刊中 已有26个建立了自己的主页或网站 另有2个正在筹建当中 其中18个期刊

实现了期刊目次 摘要及全文上网 有些期刊电子版的检索和查询功能已达到国际水平.   (莫京 武长白整理)


