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乙型肝炎病毒对精子染色体的影响①
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摘要 　乙型肝炎病毒感染者的精子与去透明带金黄地鼠卵受精制备染色体 ,并以 HBV 全长 DNA 作探针对精子染色体进行

荧光原位杂交。结果发现慢性迁延型肝炎患者、慢性活动型肝炎患者和 HBV 携带者的精子染色体畸变率分别为 12133 %(9/

73) 、16118 %(11/ 68)和 15148 %(13/ 48) ,均显著高于健康对照者精子畸变率 (4. 35 % ,5/ 115) 。进一步 FISH 显示 ,在 1 例慢

性迁延型肝炎患者的精子染色体上有特异荧光信号。研究结果表明 ,HBV 能导致精子染色体不稳定性 ,并在患者精子染色体

上整合 ,其整合特点是 :整合位点是随机的 ,且大多为多位点整合。
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Abstract　Sperm chromosome of subjects with hepatitis B virus infection were prepared using interspecific in

vit ro fertilization with zona2f ree hamster eggs. Fluorescence in situ hybridization ( FISH) to sperm chromosome

spreads was carried out with biotin2labelled full length HBV DNA. There was significant difference in the fre2
quencies of sperms with chromosome aberrations between subjects with HBV infection and control. FISH

showed that HBV DNA integrated into sperm chromosomes , and that multisite and nonspecific integrations were

the features of HBV in sperm chromosomes. These results indicate that HBV infection affects on the sperm

chromosome broadly.
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　　乙型肝炎病毒 ( HBV) 感染是严重的公共卫生问

题 ,与肝硬化和肝细胞癌 ( HCC) 密切相关 (1) 。HBV

在宿主肝细胞基因组整合 ,导致染色体不稳定性增加

是 HBV 致癌的病理基础 (2) 。大量遗传学研究表明 ,

HBV 有诱发体细胞染色体畸变的作用 ,除在肝细胞

整合外 ,也可在精子染色体上整合 (3 - 7) 。本文以去

透明带金黄地鼠卵异种体外受精技术制备精子染色

体 ,结合荧光原位杂交技术 ,探讨 HBV 感染者精子

染色体的畸变率变化及 HBV 在精子染色体上的整

合特点。

材料与方法

1 　研究对象 　1 例慢性迁延型肝炎 (慢迁肝) 患者 ,

27 岁 ,病程 7 年 ,肝功能异常 , HBsAg、HBeAg 和 An2
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ti2HBc 阳性。1 例慢性活动型炎 (慢活肝) 患者 , 25

岁 ,病程 5 年 ,肝功能广泛异常 , HBsAg、HBeAg 和

Anti2HBc 阳性。1 例 HBV 携带者 , 24 岁 , HBsAg、

HBeAg 阳性 ,肝功能多次检查均正常。1 例健康男

性 ,32 岁 ,HBV 各项血清学指标均阴性 ,作对照。受

试者均为在校学生或老师 ,无射线和化学药物接触

史。

2 　精子染色体制备 　受试者精液标本处理 ;金黄地

鼠超排卵、去透明带、受精 ;受精后异合卵培养及精子

染色体制片见参考文献 (8) 。

3 　精子染色体畸变观察 　制片用 10 % Giemsa 染液

(磷酸盐缓冲液配制 ,p H6. 8) 染色 20 - 30min ,盖盖

片 ,镜检 ,计数畸变精子数 (包括数目异常 ;染色单体

断裂、射体、裂隙 ;染色体断片、环状染色体、双着丝粒

染色体) 。观察后 - 70 ℃保存留作原位杂交用。

4 　荧光原位杂交

411 　HBV DNA 探针制备及生物素标记 　含 HBV

全长 3. 2kb DNA 的重组体质粒 p HBV - 1 总长 6.

2kb。质粒扩增、提取、纯化、定量按常规方法进行。

缺口翻译法掺入 biotin - 4 - dA TP 标记探针 (未酶切

的完整质粒) 。

412 　荧光原位杂交过程 　镜检后的部分精子染色体

片进行荧光原位杂交。精子染色体和 HBV DNA 标

记探针的变性及杂交 ;杂交后洗涤和免疫化学检测 ;

荧光显微镜观察和照相等参照文献 (9) ,并作适当改

进。

结 　果

1 　精子染色体畸变比较 　慢迁肝、慢活肝和 HBV

携带者的精子染色体畸变率分别为 12133 %、

16118 %和 15. 48 % ,与健康对照者 (4135 %) 比较 ,均

有显著统计学意义 (表 1) 。

表 1 　受试对象精子染色体畸变比较

观察精子数 染色体畸变精子数 畸变率

慢迁肝 73 9 12133a

慢活肝 68 11 16. 18b

携带者 84 13 15. 48c

对　照 115 5 4. 35

注 :与对照比较 ,aχ2 = 4. 126 , P < 0. 05 ; bχ2 = 7. 494 , P < 0. 01 ;

cχ2 = 7. 037 , P < 0. 01

2 　精子染色体 HBV DNA 荧光原位杂交结果 　对慢

迁肝观察 42 套荧光原位杂交后的精子染色体 ,其中

9 套有明显的黄录色荧光信号点 ,最多的 1 套染色体

中有 5 条杂交信号阳性 ,其余 8 套有 2 至 4 个信号

点 ,而且在分散不佳的分裂相中也可见到阳性杂交结

果。阳性精子中的信号强度有明显差异 ,各精子间未

见一致性染色体阳性信号分布 (附图) 。其他 3 例标

本杂交后的精子染色体均无阳性信号显现 (表 2) 。

表 2 　受试对象精子染色体 FISH 结果

慢迁肝 慢活肝 携带者 对照

分析精子数 42 37 54 35

阳性精子数 9 0 0 0

讨 　论

已证实 ,病毒感染可以导致宿主细胞染色体畸

变。有人对乙肝患者体细胞 (外周血细胞) 培养研究

发现 ,染色体畸变率 ,姊妹染色单体互换 ( SCE) 率明

显增高 (4 ,5) 。病理研究揭示 ,乙型肝炎患者的体液和

组织中广泛存在 HBV ,而且可以在宿主肝细胞中整

合 (10 ,11) 。我们的研究结果发现 ,3 例 HBV 感染者的

精子染色体畸变率均显著高于健康对照者 ,表明

HBV 对精子染色体也有明显的致畸变遗传学效应。

进一步荧光原位杂交显示 ,1 例慢迁肝患者的精子染

色体有 HBV DNA 整合 ,其中 9 个杂交结果阳性的精

子 ,最多的 1 套染色体有 5 个荧光信号 ,另外 8 个均

有 2 致 4 个信号点 ,阳性精子中的荧光信号强度存在

明显差异 ,阳性信号在染色体上无一致性分布。表明

HBV 在精子染色体上整合有其特点 :即整合位点是

随机的、非特异性的 ,且大多为多位点整合。

一般认为病毒基因组在宿主细胞中整合 ,会增加

宿主细胞染色体的不稳定性 (2) 。许成文等 (3) 报道正

常人外周血淋巴细胞在 HBsAg 阳性血清诱导下 SCE

频率增高 ,我们在并无 HBV DNA 整合的 2 例感染者

中 ,也发现精子染色体畸变显著增多 ,表明非整合型

HBV 对精子染色体同样具有畸变作用。

HBV 在精子染色体中整合 ,并导致染色体畸变 ,

此类精子如受精 ,其后代将难免成为遗传病的受累

者。由于 HBV 具有与逆转录病毒相似的特点 (12 ,13) 。

若全长 HBV DNA 整合入精子染色体并与卵受精 ,婴

儿体内势必会在某些组织形成病毒颗粒 ,使婴儿一出

生就成为带毒者 ,这将是真正意义上的父婴垂直传

播。因此 HBV 对精子染色体的影响在遗传学和流

行病学上都是长远的。
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附图　生物素标记的 HBV DNA 探针对精子染色体 FISH 检测结果。11 有 3 条染色体荧光信号阳性 ;21 一套染色体分散不佳的分裂相中有 5

个明显信号点。
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