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叶第一军医大学学报曳通过评审被接纳为美国叶医学索引曳文献源期刊

6 月 19日袁美国国立卫生研究院渊NIH冤所属国立医学图书馆渊NLM冤通知我编辑部袁
NLM通过评审正式接纳 叶第一军医大学学报曳为其印刷版 渊IndexMedicus袁IM冤和电子版
渊MEDLINE冤的文献源期刊遥这是我叶学报曳于 2001年进入俄罗斯叶文摘杂志曳尧2002 年 3月
进入美国叶化学文摘曳渊CA冤之后袁被另一重要国际检索系统收录遥

IM是当今世界上最常用的生物医学文献检索系统袁收录全球 70多个国家和地区尧40
余种文字的 3630 种生物医学及相关学科期刊遥与其他检索系统相比袁IM收录信息量大尧编
辑力量强尧报道文献速度快遥IM有一个由医学专家尧编辑和情报人员组成的野文献选摘技术
评论委员会冶渊LiteratureSelectionTechnical Review Committee,LSTRC冤为其筛选期刊尧择录
文献遥LSTRC每年召开 3 次会议袁对 IM源收录期刊进行筛选袁对新推荐期刊进行评价遥该委
员会对叶第一军医大学学报曳的总体评语是Verygood袁尤其对我刊的英文摘要给予了较高评
价遥期刊进入 IM相对较难遥根据中国高等学校自然科学学报研究会对外联络委员会的数据
统计袁至 2001 年底我国共有 62 种生物医学期刊被 IM收录袁其中大陆 53种尧台湾 7 种尧香
港 2种遥大陆的 53种中除去生物学和工程学方面的 8种袁纯医学杂志只有 45 种渊中华系列
66种收入 19 种冤袁含大学学报 3家袁即同济尧湖南渊湘雅冤尧华西遥

遥
我叶学报曳在成为中国科技论文统计源期刊尧中国综合性医药卫生类核心期刊尧叶中国科
学引文数据库曳和叶中国学术期刊综合评价数据库曳来源期刊袁并被叶中国期刊网曳尧叶中国学术
期刊渊光盘版冤曳尧叶中文科技期刊数据库曳全文收录的基础上袁于 2001年被中国科学院文献情
报中心列入统计源期刊渊1 064种冤核心库渊633种冤和野被引频次最高的中国科技期刊 500名
排行表冶渊中国有刊号的科技期刊近 5000 种冤遥2002年 3月被 CA收录渊从 2001年第 1期开
始冤曰现又被 IM收录袁标志着本叶学报曳在近几年的稳步发展中又上了一个新台阶遥
叶学报曳成绩的取得与我刊审稿专家的辛勤劳动尧广大作者和读者的关爱以及各级领导
的支持密不可分遥我们诚挚地希望大家一如既往地关心尧支持我叶学报曳袁使本刊百尺竿头袁更
上层楼遥
大家知道袁国内医学高等院校尧科研院所及省市级医学情报机构一般都定购 CA尧BA尧

EM等的印刷版袁但同时备有光盘版或网络版提供检索的只有 IM遥因此袁不但本科生及硕士
研究生的文献检索必修课之一是 IM袁课题立项尧成果评定等的查新检索用的也是 IM遥可见袁
在医学研究领域袁IM期刊论文的被检索尧利用率远比CA等其他源期刊的为高遥由于我刊被
IM和 MEDLINE同时收录袁从今年起凡在我叶学报曳发表的论文袁不仅在国内而且在世界各
地均能被检索尧阅读曰更重要的是袁只要我们按要求及时将所刊论文按 XML(扩展标记语言)
格式传送给NLM袁在叶学报曳印刷版刊出之前就可让世界各地读者通过 PubMed先期看到论
文摘要袁这对缩短论文从发表到被利用的时差尧提高所刊论文的国际影响力具有重要意义遥
作者朋友们袁本叶学报曳国内外公开发行袁也面向国内外作者征稿袁尽管比例有限袁但可择
优录用曰尤其国家重点项目基金论文袁更可即收即发遥为了您的论文尽早让全世界的读者查
阅尧利用袁立即向叶第一军医大学学报曳投稿吧浴

叶第一军医大学学报曳编辑部
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胞内精子注射法制备转基因爪蟾的研究

江培洲 1袁冯湘玲 2袁黄 华 1袁沈新明 1袁史剑凌 2袁姚开泰 1渊1第一军医大学肿瘤研究所袁广东广州 510515曰2中南大
学湘雅医学院肿瘤研究所袁湖南长沙 410078冤

摘要院目的 研究爪蟾胞内精子注射法渊intracytoplasmicsperminjection袁ICSI冤转基因技术的可行性遥方法 取成熟雄蛙的
睾丸分离纯化精子袁用毛地黄皂甙 渊digitonin冤崩解精细胞膜并制备精子浓缩液袁然后与线性化报告基因载体
pCMV-EGFP-N1共处理袁最后将处理后的精子注射入从雌性爪蟾体内取出的未受精卵中袁培养并观察遥结果 制备的精
子质量较高袁稀释的精子注射入未受精卵后袁卵的受精率为 10%袁受精卵活过神经胚的比率为 20%袁但都略微有点畸
形遥其中袁绿色荧光报告基因EGFP的整合率为 81％袁但镜下未见绿色荧光蛋白的表达遥结论 ICSI法是制备转基因爪
蟾的简便可行的新途径遥
关键词院爪蟾曰胞内精子注射法曰显微注射曰绿色荧光蛋白
中图分类号院Q78 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0673-05

Establishment of transgenicXenopus laevis by intracytoplasmic sperm injection
JIANGPei-zhou1,FENGXiang-ling2,HUANGHua1,SHENXin-ming1,SHIJian-ling2,YAOKai-tai1
1Cancer Research Institute,FirstMilitaryMedicalUniversity, Guangzhou510515,China; 2Cancer Research Institute,
XiangyaMedicalCollege,CentralSouthUniversity,Changsha410078,China

Abstract: Objective Tostudythefeasibilityofestablishingtransgenic laevisbyintracytoplasmic sperm injection (ICSI).
Methods The testes ofmature Xenopus laevis were taken forthepurification oftheir sperms, which wassubsequently
incubatedwithdigitonintoprepareconcentrateofthesperms. Treatmentoftheconcentrate with linearizedreportervector
pCMV-EGFP-N1 was performed, and the spermsweretheninjected into unfertilized ova harvested from female laevis,
followed bycultureandobservationofthedevelopmentoftheova. Results Thecondensedspermweobtainedwereofhigh
qualityandafterintracytoplasmicinjectioninto theova, afertilizationrateof10%wasachieved and20%ofthezygotes
survivedtheneurulastagesanddevelopedintotadpoles, butallofwhichwereslightlydeformed. Theintegrationratioof
greenfluorescentprotein(GFP)reportergenewas81%,butGFPexpressionwasnotobservedinthelaevis. Conclusion ICSI
isasimpleandpracticablemethodforestablishingtransgenic Xenopus laevis.
Key words: Xenopus laevis;intracytoplasmicsperminjection;microinjection;greenfluorescenceprotein

非洲爪蟾作为一种转基因动物模型袁在考察发育
基因的调控和癌基因的功能方面有着重要价值咱1袁2暂遥
经典的爪蟾转基因技术产生的动物模型如受精卵显

微注射咱2暂尧限制性酶介导的去浓缩精核染色体 DNA
的整合渊REMI冤咱3暂转基因法存在不少缺陷袁或者是瞬
时表达或者无法活过神经胚期遥近来袁有人采用胞内
精子注射法 咱4袁5暂渊intracytoplasmic sperm injection袁
ICSI冤成功制备出转基因鼠袁在操作上较以往更为简
单袁为转基因爪蟾的制备提供了新的思路遥因此袁我们
尝试将 ICSI方法运用于转基因爪蟾的制备袁以期寻
找一种简便可行的新途径遥

1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 主要试剂及试剂盒 亚精胺 渊spermidinetrihy-

drochloride冤尧精胺渊sperminetetrahydrochloride冤尧二硫
代苏糖醇渊DTT冤尧小牛血清白蛋白渊BSA冤尧毛地黄皂
甙渊digitonin袁sigma 公司冤尧甘油尧Hoechst尧L-胱氨酸
盐酸渊L-cysteine hydrochloride冤尧琼脂糖尧庆大霉素尧
Hepesacid(不含钠盐)尧硅油渊sigmacote袁Sigma 公司冤尧
孕马血清渊pregnant mare serum gonadotropin冤尧人绒毛
膜促性腺激素渊human chorionicgonadotropin袁HCG冤尧
地高辛 3'标记试剂盒渊Roche公司冤遥
1.1.2 质粒 pCMV-EGFP-N1表达载体为 Clontech
公司产品遥
1.1.3 主要仪器和器械 显微注射仪渊Drummond冤尧毛
细玻璃管渊Drummond冤尧拉针仪渊Narishige冤尧磨针仪尧
荧光显微镜渊Olympus公司冤尧体视显微镜渊Motic冤尧冷
冻离心机尧DNA扩增仪渊MJResearch冤尧电泳仪尧剪刀尧
镊子尧尼龙滤网渊100滋m冤尧培养皿渊直径6cm和 3.5cm冤尧
血球记数板尧注射器及针头渊4号冤尧离心管遥
1.1.4 实验动物 非洲爪蟾购自北京中科院发育所袁
雌雄均为 3~5年性成熟动物遥
1.2 方法

2002;22(8) 第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv冤 673窑 窑



1.2.1 精子制备缓冲液尧胚胎培养液尧激素注射液的配
制 渊1冤10MMR (mmol/L)院200 ml 5 NaCl袁10 ml 2
KCl袁10 ml 1 MgCl2袁20 ml CaCl2袁50 ml Hepes acid
渊非钠盐冤袁710ml 超纯水袁用 NaOH调整到 pH7.5遥
渊2冤2伊NPB院11.8 ml水袁8.33 ml 1.5mol/L蔗糖袁750滋l
1mol/LHepes 渊pH8.55冤袁2.5ml10mmol/L 亚精胺袁1
ml 10 mmol/L 精胺袁500 滋l 100 mmol/L DTT袁100 滋l
0.5mol/LEDTA,pH8.0袁加超纯水至 30ml遥渊3冤精子
稀释液渊spermdilutionbuffer袁SDB冤院1.67ml1.5mol/L
蔗糖袁0.375ml2mol/LKCl袁0.5ml10mmol/L亚精胺袁
0.2ml10mmol/L精胺袁7.255ml超纯水袁5滋l0.5mol/L
NaOH 调 至 pH 7.3~7.5遥 渊4冤 解 凝 液 渊cysteine
solution冤院6.25gL- 胱氨酸盐酸 (SigmaC-7880)袁250
m l 1伊MMR袁用固体 NaOH调至 pH8.0遥渊5冤10%BSA
溶液院2.5gBSA溶于 25ml超纯水中袁1.5ml等份袁贮
存于原20益遥渊6冤精细胞膜崩解液院10mg毛地黄皂甙
溶于 1ml 的 DMSO 中遥100滋l等份袁贮存于原20益遥
渊7冤精子贮存液渊spermstoragebuffer袁SSB冤院250滋l 2伊
NPB袁85 滋l 超纯水袁15 滋l 10% BSA袁150 滋l 葡萄糖遥
SSB临用前配制遥渊8冤PMSG100U/ml袁贮存于原20益遥
渊9冤1000U/mlHCG袁贮存于原20益遥
1.2.2 精子的制备尧计数及贮存
1.2.2.1 精子的制备 取健康成熟雄蛙一只袁埋于冰中
使其麻痹遥剪开腹部袁穿透表层和肌肉层袁取出黄色脂
肪体以便分离两个睾丸渊睾丸黏附于脂肪体中线的两
侧冤遥用剪子取下睾丸袁放进一个盛有预冷的 1伊MMR
的 35mm培养皿中袁小心除去残余脂肪体遥用细针头
往大的血管上扎孔袁轻轻地将血液挤出渊不要刺破睾
丸袁以免漏出精子冤遥预冷的 1伊MMR漂洗 3次后放入
另一盛有预冷 1伊NPB的 35mm培养皿中袁浸2~5min遥
转移到干净的培养皿中袁用镊子将其撕开剪碎袁直到
看不出有明显的大团块遥用 2ml 的 1伊NPB重悬剪碎
的睾丸遥悬液用 100滋m的滤网过滤袁再用 8ml 的 1伊
NPB充分冲洗滤网收集剩余的精子袁滤液一并收集
入 15ml的离心管中遥 3000r/min袁4益离心 10min袁
弃上清遥10ml的 1伊NPB重悬精子袁3000r/min袁4益
离心 10min袁弃上清遥1ml 的 1伊NPB渊室温冤重悬精
子袁加入 50滋l的 10mg/mldigitonin(溶于DMSO)袁室
温下其孵育 5min遥轻轻将 3% BSA溶液 渊1ml超纯
水袁5 m l 2伊NPB袁3ml10%BSA冤倒入有精子悬液的离心
管里遥3000r/min袁4益离心 10min袁弃上清遥沉淀轻柔用
0.3%BSA溶液 渊2.35ml超纯水袁2.5ml2伊NPB袁150滋l
10%BSA冤重悬遥3000r/min袁4益离心 10min袁弃上清遥
用一个剪掉尖端的 Tip头渊此步以后袁精子全须用此
种 Tip吸取袁以免精子受损冤袁将沉淀的精子重悬于
250滋lSSB 渊250滋l 2伊NPB袁85滋l超纯水袁15滋l 10%

BSA袁150滋l甘油冤中渊如果精子沉淀很少则用更少的
SSB重悬冤遥
1.2.2.2 精子计数 血球记数板在荧光显微镜下计算
精子悬液的浓度遥按 1滋l Hoechst袁200滋l袁2滋l的比例
处理精子袁滴入血球计数板袁计算荧光染色的精子数遥
对稀释约 100倍的精子贮存液袁我们一般记数为1.25伊
106~2.0伊106个/ml袁这种浓度下袁该未稀释的精子液里
浓度相应就是 125~200 /nl遥
1.2.2.3 精子的贮存 用一个剪掉尖端的 Tip头轻柔
彻底混合精子悬液(冻存前必须彻底混合),注意混合
时不能产生气泡,按 20滋l等份速冻于液氮中袁然后转
至-80益贮存渊等份的精子悬液至少 6个月内能有效
使用袁有时候使用剩余的少量精子还可以重新冻于液
氮中袁-80益贮存一段时间冤遥也可放于 4益过夜袁在
4 8 h内使用遥
1.2.3 显微注射流程
1.2.3.1 线性 DNA的制备 用标准化条件消化报告
基因载体 pCMV-EGFP-N1袁在 1伊TAE琼脂糖凝胶电
泳袁分离合适条带纯化特定片段袁0.22滋m的滤器过
滤遥纯化后的 DNA稀释成最终浓度 150~250滋g/滋l遥
分装后-2益冻存备用遥
1.2.3.2 注射针的准备 用拉针仪将一根毛细玻璃管
拉成带有针尖的注射针管袁用磨针仪加工针尖袁同时
在目镜测微尺下观察袁使直径磨成 60~80滋m并使末
端呈 45毅的楔状遥用硅油 (SigmaSL-2)处理针头内表
面袁以防止精子通过针头时被撕裂遥具体操作如下院用
注射器接上 4号针头从针管后面插入袁用力挤压栓塞
使硅油通过针头直至小液滴出现在针端袁然后用至少
200滋l超纯水漂洗针头遥排除针管内所有液体渊以免
阻碍精子的注射冤后备用遥
1.2.3.3 注射皿及胚胎培养皿的准备 将溶于 0.1伊
MMR和 0.4伊MMR的 1%~2%琼脂糖各倒入 10个 60
mm培养皿遥注意不能有气泡遥在琼脂糖硬化前袁将一
小块平底的重物放在琼脂糖上使其凝固后表面平整遥
该块面积可以容纳约 500个卵遥培养皿倒置放于 4益
备用遥
1.2.3.4 精子的去浓缩 取 2.5滋l浓缩精子加入 2.5滋l
线性化DNA渊所需量根据经验来确定袁一般以250ng
DNA作为起始量冤遥室温下共同孵育 15min遥往混合
物内加入 200滋l SSB以稀释遥用去尖端的 tip轻柔彻
底混合该精子稀释液 30次遥稀释量根据每次注射的
剂量来确定,确保每次注射为 1~2个精子渊本实验注射
剂量为10nl/次袁因此稀释浓度为 1~2个精子 /10nl冤遥
1.2.3.5 注射液的准备 从针头后端把约 80滋l的精子
稀释液充满针管遥每次最好充满 2根针管袁备用遥
1.2.3.6 卵的准备 在精子制备实验开始至少两天前
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用 5 0 U的 PMSG注射入雌性爪蟾的背部淋巴囊袁在
实验前 1 d夜间继续注射 500 U HCG入同样部位遥
每次至少注射两只以上遥次日清晨袁雌蛙即开始排卵遥
挤压蛙的腹部采集卵子遥随后用胱氨酸溶液去除卵块
中的凝胶状物袁当卵与卵之间开始接触就表明已经解
凝渊不同个体的卵解凝时间不一样, 解凝时间不能太
久, 大概 5~10min袁尽量减少解凝溶液的搅动次数冤遥
用 1伊MMR漂洗 3次遥将卵转移至盛有 0.4伊MMR袁
6% Ficoll渊冰上预冷冤的注射皿(溶于 0.4伊MMR)中袁
放置 5min袁使卵贴紧皿底部,防止注射时滑动遥
1.2.3.7 显微注射 将含精子注射液的注射针安装至
显微注射仪上袁确保精液已经到达了针头末端遥每次
注射 10nl遥必须快速刺入每个卵的质膜袁随后稍缓慢
地抽出针头遥针头刺入的角度应该与膜的表面垂直袁
这样就可以避免撕裂质膜遥如果针头出现粘滞物袁尽
量使针头抬出液面袁利用表面张力使阻塞物流出遥注
意针头不能穿透卵袁否则很难存活遥如果针头过于狭
窄袁或者注射过程中被碎片部分阻塞袁精子会受损袁最
终导致非整倍体或单倍体胚胎遥
1.2.4 胚胎的初始培养 注射后的卵转至 16益的孵
育箱中袁放置 3.0~3.5h后观察卵子受精情况袁正常受
精后的卵动物极能够分裂成 2~4细胞遥筛选受精卵
转至盛有 0.1伊MMR尧6%Ficoll尧25 滋g/ml庆大霉素的
胚胎培养皿中渊溶于 0.1伊MMR琼脂糖包被冤的 12孔
培养板中袁每孔放置 3~4个胚胎遥
1.2.5 剥除卵黄膜 当胚胎进入囊胚期时袁用两个尖
镊子从胚胎的动物极开始剥除卵黄膜袁使胚胎完全暴
露于培养液中遥
1.2.6 持续培养 当胚胎发育至原肠胚阶段袁转移至
盛有 0.1伊MMR和 25滋g/ml庆大霉素的胚胎培养皿

中持续培养遥
1.2.7 观察记录发育状态及转基因表达结果
1.2.8 整合率的检测 提取绿色荧光蛋白表达阴性蝌
蚪研磨袁按叶分子克隆曳方法提取基因组 DNA袁通过
GFP引物扩增 PCR 产物进行 Southernblotting 检测
报告载体整合率遥上游引物序列为 5'-CACATGAA
GCAGCACGACTT-3'袁下游引物序列为 5'-GAAGTT
CACCTTGATGCCGT-3'遥94益预变性 1min后袁进入
循环院94益变性 4 0 s袁60益退火 4 0 s袁72益延伸 4 0 s袁
35个循环袁72益延伸 10min遥在 1.0%的琼脂糖凝胶
上电泳遥产物长度为 267bp遥设计 GFP的探针为院5'-
TATATCATGGCCGACAAGCA-3'遥标记方法见 3'地
高辛标记试剂盒 渊Roche公司冤操作说明遥Southern
blotting所有操作方法见叶分子克隆曳遥

2 结果
制备的精核质量较高袁最佳浓度的精核显微注

射后的受精率为 10％袁受精卵活过神经胚的比率为
20%遥其中袁荧光报告基因 pCMV-EGFP整合率为
81%袁表达率为 0％遥
2.1 卵细胞受精率
本次实验共注射了 2000个卵细胞袁根据 2~4细
胞期分裂状况筛选的受精卵有 186个遥
2.2 受精卵的成活率
筛选的 186个受精卵中有 135个卵 4细胞期后
出现不规则分裂袁最终死亡遥另有 14个胚胎剥除卵黄
膜时受损袁卵黄逐渐流失袁未能度过神经胚期渊stage
28冤遥剩余的 37个胚胎顺利度过神经胚期发育成游动
的蝌蚪阶段渊stage45冤袁但都略微有点畸形遥见图 1遥

图 1 爪蟾胚胎神经胚期后的发育各阶段
Fig.1 Post-neurulastages of development of Xenopus laevis embryo

A:Stage13;B:Stage20;C:Stage28;D:Stage45

BA C D
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图 2 对照组绿色荧光蛋白在爪蟾胚胎体内的表达
Fig.2 Expressionof green fluorescent protein in
control Xenopus laevis embryo

图 3 GFP转基因爪蟾基因组 DNA扩增的 GFP产物(左图 1, 2, 3, 4)及转膜后的 Southernblotting结果渊右图 1, 2, 3, 4冤
Fig.3 GFPproduct amplified fromGFP-transgenic Xenopus laevis gDNA渊left 1, 2, 3, 4冤and Southern blotting after

transfer tomembrane (right 1, 2, 3, 4)

M 1 2 3 4Mr(bp)
1543

994

697
515

377
237

M 1 2 3 4

2.3 荧光报告基因表达率
对游动的蝌蚪进行荧光报告基因检测袁紫外线照
射下袁3只蝌蚪产生极微弱绿色荧光袁与以往的受精
卵 DNA(绿色荧光报告基因 pCMV-EGFP-N1)显微注
射结果有明显差异袁我们认为是没有表达遥其余的未
见荧光遥对照组荧光表达见图 2袁实验组无荧光表达
渊图略冤遥
2.4 报告基因的整合率
对 37只蝌蚪研磨提取基因组DNA袁通过 GFP引
物进行 PCR 扩增和 Southernblotting袁证实其中的 30
只蝌蚪有报告基因载体的整合遥图 3显示其中 4只蝌
蚪的阳性结果遥

3 讨论
非洲爪蟾属于两栖动物袁代表着脊椎动物发育的
原始模式袁是经典胚胎发育学研究中常用的模式生
物遥随着转基因技术的兴起袁爪蟾又成为一种转基因
动物模型袁在考察发育基因的调控和致癌基因的作用
方面有着重要价值遥与转基因鼠操作系统相比较袁非
洲爪蟾胚胎系统具有实验周期短尧操作简单尧观察方
便等优点袁一次实验可以轻松制备成百上千的受精
卵袁实验例数远远超过小鼠遥在蝌蚪期袁体态透明袁内
脏骨骼等器官清晰可见遥在实验期间可以跟踪观察记
录体内各器官组织发生的变异袁因此深受生物学家青
睐遥经典的爪蟾转基因技术主要有受精卵显微注射
mRNA和DNA袁然而前者制备的动物模型只能瞬时
表达袁后者往往是嵌合体遥REMI法运用于爪蟾的转
基因后袁基本上解决了制备整合型的难题袁但得到的
动物往往是非整倍体袁而且很难活过神经胚期袁此外
其操作方法也比较复杂遥ICSI法是将精子头部细胞
膜破坏后与线性化 DNA共处理袁然后对未受精卵进
行显微注射遥转基因鼠实验中已经证实袁ICSI法不仅
继承了以往转基因技术的优点袁而且在操作程序上更
为简单遥本实验选用该法用于爪蟾的转基因实验袁对
其可行性做了初步研究遥

3.1 卵细胞的质量
对成熟的雌性爪蟾而言袁年龄越小卵子的质量越
高遥卵子的质量在解凝时就能体现袁肉眼观察质量高
的卵子袁动植物极对比鲜明遥解凝时间必须准确把握袁
解凝不彻底会造成注射时针刺十分困难遥解凝时间过
长袁动物极明显面积缩小袁与植物极之间的界限十分
清晰渊常被误认为质量较高的卵冤袁这种卵应该放弃遥
雌性爪蟾可以重复采集卵子袁但是两次采集间隔的时
间至少需要 3个月袁否则再次收集的卵质量很差袁不
适合注射受精遥此外袁每次用 PMSG和HCG处理的
雌蛙至少要两只袁使它们协同排卵袁单独处理的雌蛙
很少成功排卵袁机制不明遥此外袁不同个体的卵解凝时
间不一样袁必须即时观察袁当卵与卵之间开始接触应
该立即终止解凝作用遥
3.2 睾丸和精子的处理
睾丸附带的脂肪体和血液影响精子的制备袁必须
尽量排除遥对大的血管上应采用扎孔的办法袁轻轻地
将血液挤出遥操作不当就会刺破睾丸袁漏出精子袁因此
要特别小心遥血液排除不净会严重污染精子袁影响实
验结果遥此外袁精细胞膜被毛地黄皂甙崩解后袁极易被
损伤袁导致卵无法受精或生成单倍体等畸形胚胎遥因
此使用的 Tip头必须剪成钝端孔径略大袁并在火焰上

第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv冤 第 22卷676窑 窑



修平剪后留下的锐利边缘遥
3.3 浓缩精液的稀释浓度
贮存的精子是高度浓缩的悬液袁用于显微注射时
必须适当稀释袁以保证每次注射时进入卵细胞的精子
为 1~2个袁这样受精及发育成功的几率最高遥当制备
一批精子浓缩液后袁可取第一份稀释成几个浓度梯度
进行注射袁选择受精率最高的浓度遥以后的浓缩液都
可以依照此浓度稀释遥浓缩精子的稀释度把握不好袁
会造成受精效率低下遥浓度过低往往造成单倍体畸
胎袁过高则易造成非整倍体的畸胎遥
3.4 注射皿及胚胎培养皿
注射皿及胚胎培养皿中的琼脂糖凝固后应该放

于 4益冰箱倒置存放袁可在三周内使用曰或者倒置放
于室温袁两天内使用效果很好遥琼脂糖的作用是为了
注射时卵子能够紧贴在底面以免滑动遥包被琼脂糖的
培养皿反复使用会稀释袁导致卵贴底效果不佳袁影响
注射及培养遥
3.5 卵黄膜的剥离
卵黄膜会阻碍胚胎的正常发育袁因为人工受精的
胚胎无法自主挣脱该层保护膜遥卵黄膜的去除在时间
上要把握准确袁必须在囊胚中期及时剥除袁剥除过早
会严重伤害受精卵袁导致卵黄流失或者动物极无法修
复而死亡袁过晚则使胚胎发育受阻袁导致最终萎缩死
亡遥在操作上也必须反复练习袁把握技巧遥使用的镊子
应该非常尖锐遥在体视显微镜下袁将待剥离的胚胎渊此
时的胚胎在卵黄膜的包裹下浑圆紧张冤单独放入盛满
培养液的皿中袁调整好最佳倍数和视野后袁从动物极
着手袁左手镊子轻轻夹住动物极表层袁右手镊子在夹
住的部位轻轻挑剥袁一旦触破卵黄膜则快速扯开袁使
其包裹的胚胎脱离该层薄膜自由舒展暴露于培养液

中遥去除了卵黄膜的胚胎体积明显膨大袁表面松软遥在
囊胚期袁相比受精卵显微注射而言袁ICSI法生成胚胎
的卵黄膜与胚胎表面结合程度要紧密的多袁所以剥离
更为困难袁胚胎动物极更容易受损遥不过袁囊胚中期剥
除卵黄膜对胚胎发育的影响较小袁即使动物极部分受
损也很快能得到自主修复遥如果在其它阶段或者在植
物极剥离卵黄膜则损害无法修复遥
3.6 外源基因的整合率和表达率
外源基因与浓缩精子的共孵育效果直接影响转

基因动物的整合率袁理论上袁外源基因浓度越高袁精子
的整合率越高遥但是外源基因浓度越高对精子的损害
也越大遥因此寻找外源基因的最佳浓度需要摸索遥从
本实验来看袁选用的外源基因浓度对精子的整合效率
较高遥但是袁产生的转基因动物没有绿色荧光蛋白的
表达遥我们推测可能是外源基因对精子的损害尧整合
在组织上的基因拷贝数少袁整合位点位于旁侧序列袁

整合后的修饰甚至表达混乱等多种原因造成的遥
3.7 发育畸形的胚胎
筛选的 186个受精卵 135个卵 4细胞期后出现
不规则分裂袁最终死亡遥仅 37个顺利度过神经胚期发
育成游动的蝌蚪阶段渊50期冤袁但都略微有点畸形遥我
们认为受精卵的死亡可能是因为外源基因的的浓度

过高损害了精子或者注射时精子穿过注射针头时受

损导致咱6暂遥胚胎畸形的原因不排除上述两种情况袁但
是注射剂量过大导致过多的精子进入卵细胞产生非

整倍体也可能是原因之一遥
3.8 ICSI法与以往的方法比较
整合率较高袁操作方法比 REMI法大大简化是

ICSI法的最大优点遥实验结果的畸胎和报告基因不
表达是转基因技术中常见的现象袁前者我们认为是未
能准确把握最佳实验条件和操作不当导致袁后者除了
可能有前面两种情况之外袁转基因技术中一些非人为
控制的因素也是主要原因咱7袁8暂遥作为新的转基因技术袁
ICSI法尚存在一些不足之处咱9暂袁许多研究者正在进一
步改进袁因而有着良好的应用前景遥本实验亦表明袁
ICSI法用于制备转基因爪蟾是可行的遥
致谢院本实验得到英国国立医学研究所发育生物学实验室
DuncanB.Sparrow先生的无私帮助袁在此致以真诚的谢意遥

参考文献院
咱1暂蔡文琴,李海标.发育神经生物学咱M暂.北京:科学出版社,1999.

95-105.

咱2暂 HermnaSS. Transgenic Xenopus咱M暂. Humana Press Inc, 1997.
896-3457.

咱3暂KrollKL,AmayaE.TransgenicXenopusembryosfromspermnuclear
transplantationsrevealFGFsignalingrequirementsduringgastrula-

tion咱J暂. Development,1996,122(10):3173-83.

咱4暂 PerryACF, WakayamaT, KishikawaH, et al. Mammaliantrans-
genesisbyintracytoplasmicsperminjection咱J暂. Science,1999,284

(5417):1180-3.
咱5暂HirabayashM,KatoM,AotoT, et al. Offspringderivedfromintra-

cytoplasmicinjectionoftransgenicratsperm 咱J暂. TransgenicRes,

2002,11(2):221-8.
咱6暂 FaddyMJ, SilberSJ, GosdenRG, et al. Intra-cytoplasmic sperm

injectionandinfertility咱J暂. NatGenet,2001,29(2):131
咱7暂 XuXP, HuangY, WeiJW, et al. Efficientexpressionofgreen

fluorescent proteingeneinricecells咱J暂.ZhiwuXuebao,1998,40

(1):91-4.
咱8暂 Fern觃ndez-Abalos JM, FoxH, Pitt C, et al. Plant-adaptedgreen

fluorescent proteinisaversatilevitalreporterforgeneexpression,
protein localization and mitosis in the filamentous fungus,

Aspergillusnidulans咱J暂. MolMicrobiol,1998,27(1):121-30.
咱9暂 NudellDM, LipshultzLI.Isintracytoplasmicsperminjectionsafe?

Currentstatusandfutureconcerns咱J暂. CurrUrolRep,2001,2(6):
423-31.

第 8期 江培洲,等.胞内精子注射法制备转基因爪蟾的研究 677窑 窑



大肠癌相关抗体 Fab段噬菌体呈现库的表达和活性鉴定

孙 逊袁吴保平袁肖 冰袁张振书袁赖卓胜渊第一军医大学南方医院全军消化病研究所袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 利用阳性重组菌XL1-Blue-Pcomb3表达出人源性大肠癌 Fab段噬菌体原始库袁固相化人大肠癌组织及细胞
的相关抗原后对其进行筛选袁鉴定筛选后的抗体库与人大肠癌有无特异性的结合活性遥方法 PCR鉴定 XL1-Blue-
Pcomb3重链 Fd段和资链的插入率袁表达出人大肠癌 Fab段原始库遥然后提取 3例用于构建原始抗体库的致敏大肠癌
组织抗原袁13例非致敏大肠癌组织抗原及 3种体外培养的大肠癌细胞株 LoVo尧HT-29尧LS-174T的抗原袁利用 3组混合
抗原分别对原始抗体库进行 3轮筛选袁将筛选后的3个三级库等体积混和后通过ELISA及免疫组化鉴定其与人大肠
癌组织及细胞是否具有特异性的结合活性袁取胃癌尧食管癌及正常肠粘膜组织和胃癌尧肝癌细胞进行对照研究遥结果 Fd
片段及资链的插入率分别为 40%和 70%袁Fd片段及资链均插入质粒 Pcomb3 的重组率为 28%袁Fab段基因库库容为
2.1伊106袁3组大肠癌混合抗原分别对原始库进行 3轮筛选后袁抗体库均得到了不同程度的富集袁ELISA及免疫组化显示
富集后的抗体库对人大肠癌组织及体外培养的大肠癌细胞均有较特异性的结合活性遥结论 利用噬菌体抗体库技术筛
选到了人大肠癌相关Fab段抗体群袁且筛选后的抗体群与人大肠癌抗原有较特异性的结合活性遥
关键词院大肠癌曰噬菌体呈现库曰Fab段表达
中图分类号院R735;R392 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0678-05

Expression and identification of phage display library for Fab fragments of colorectal cancer-
related antibodies
SUNXun,WUBao-ping,XIAOBing,ZHANGZhen-shu,LAIZhuo-sheng
InstituteofDigestiveDiseasesofPLA, NanfangHospital, First Military Medical University, Guangzhou510515,
China

Abstract: Objective ToexpresstheoriginalhumanFabantibodyphagedisplaylibrarywithpositiverecombinedbacterium
XL1-blue-Pcomb3andidentifyitsspecificbinding activitywithcolorectalcancercells in vitro afterscreeningwith human
colorectalcancer-relatedantigens.Method TherecombinationrateofFdfragmentoftheheavychainandinsertionof资chain
oftheantibodieswasdeterminedwithPCR, andtheoriginalFablibrarywasexpressed. Theantigenswereextractedfrom3
sensitizedcolorectal cancer tissues previouslyusedforconstruction of the original Fab library andfrom13non-sensitized
colorectalcancertissues, alongwiththeantigensfromLoVo, HT-29andLS-174Tcellscultured in vitro. TheoriginalFab
antibodylibrarywasscreenedwiththe3groupsofmixedantigensderivedinprecedingprocedureand3tertiaryFabantibody
librarieswereobtained,whichwerethenmixedinequalvolumeforsubsequenttestsofbindingactivitywithhumancolorectal
cancertissuesandcells in vitro usingenzyme-linked immunosorbentassay (ELISA) andimmunohistochemical staining.
Specimensofgastricandesophagealcarcinomasandnormalintestinalmucosa, togetherwithlivercancercellsandgastric
cancercellswereutilizedascontrol. Result TherecombinationrateofFdand资chainwere40%and70%respectively, and
therateoftheirsimultaneousinsertionintoPcomb3vectorwas28%. ThecapacityoflibraryforFabfragmentgeneswas2.1伊
106,andtheoriginalantibodylibrariesscreenedwiththe3groupsofmixedantigenswereenrichedtovarieddegrees,whichall
displayedrelativelyspecificbindingactivitywithhumancolorectalcancertissueandcells in vitro. Conclusion Colorectal
cancer-relatedantibodyFabfragmentsareobtainedthroughscreeningphage displaylibrary, whichshowrelativelyspecific
bindingactivitywithhumancolorectalcancertissuesandcells.
Key words: colorectalcancer,phagedisplaylibrary;expression,Fabfragment

噬菌体抗体库技术自 20世纪 90年代问世以来袁
使人源单抗的制备取得了突破性进展遥利用该技术目
前已筛选到众多人源性单抗袁且大多与相关抗原具有
较好的结合活性袁对此国内外已有大量报道遥利用大

肠癌组织及大肠癌细胞混和抗原蛋白质筛选针对人

大肠癌组织的特异性多克隆抗体袁国内报道不多遥吴
保平等咱1暂利用噬菌体抗体库技术构建了人大肠癌自
然致敏淋巴结抗体 Fab段噬菌体呈现库袁并利用其致
敏来源的 3例大肠癌抗原及 LoVo细胞初步筛选出
了相关抗大肠癌抗体遥本研究我们尝试用吴保平等构
建的 Fab基因库重新制备 Fab段噬菌体原始库袁并利
用其致敏和非致敏来源的大肠癌组织及 3种大肠癌

收稿日期院2002-01-28
基金项目院广东省自然科学基金(010643)

作者简介院孙 逊渊1971-冤袁男袁河北石家庄人袁第一军医大学在读硕士
研究生袁电话院020-61641544
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细胞抗原对该库进行数轮筛选袁对筛选结果亦进行初
步鉴定遥

1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 菌株及细胞株 阳性重组菌 XL1-blue-Pcomb3
为本所构建保存遥大肠癌 LoVo尧HT-29尧LS-174T细
胞株袁胃癌 MGC-803细胞株袁肝癌HepG-2 细胞株袁
大肠杆菌 XL1-blue 均为本所冻存遥辅助噬菌体
VCSM13(Kanar )为本所 4益保存遥
1.1.2 标本 大肠癌 30例渊均为中高分化腺癌冤尧胃癌
30例渊均为中高分化腺癌冤尧食管癌 30例渊均为中高
分化鳞癌冤尧正常肠粘膜组织 30例渊为手术切除的肠
管远端切缘及活检取材证实为正常肠粘膜冤为南方医
院 2000年 9月 ~2001年 10月活检及手术取材的标
本袁均经 HE染色病理证实遥
1.1.3 主要试剂 PCR扩增人抗体 Fab段基因的引物
设计根据文献 咱1暂袁Fd片段 5'端引物为 p1院5'-CAG
GTGCAGCTCGAGCAGTCTGGG-3'袁p2院5'-GAGGTG
CAGCTCGAGGAGTCTGGG-3'曰3' 端引物为 p3院5'-
GCATGTACTAGTTTTGTCACAAGATTTGGG-3'遥K
链 5' 端引物为 p4 :5'-GACATCGAGCTCACCCAGT
CTCCA-3'和 p5:5'-GAAATTGAGCTCACGCAGTCT
CCA-3'袁3' 端引物为 p6:5'-GCGCCGTCTAGAACTA
ACACTCTCCCCTGTTGAAGCTCTTTGTGACGGG
CAAG-3'遥LB培养基袁Taq酶渊华美冤袁细胞裂解缓冲
液袁PEG8000袁洗脱液袁IPTG袁X-gal袁0.05mol/L 碳酸
盐包被缓冲液袁生物素化羊抗人 IgG渊博士德冤袁TMB袁
酵母重组 HBsAg(rHBsAg)袁小鼠抗人 HBsAg渊博士
德冤袁SABC试剂盒渊博士德冤袁SABC-AP试剂盒渊博士
德冤遥
1.2 方法
1.2.1 鉴定 XL1-blue-Pcomb3的 Fab基因库库容 渊1冤
融化 XL1-blue-Pcomb3后吸取 50滋l加于5mlLB 中
渊Tet25 滋g/ml冤袁37益尧200r/min振荡培养 4~6h袁使其
进入对数生长期遥渊2冤将XL1-blue-Pcomb3加入 10ml
37益预温的 LB(50滋g/mlAmp袁25滋g/mlTet)中袁混匀
后取出 10尧1尧0.1滋l分别用100滋l LB稀释后袁铺在固
体 LB 平板上 渊含 50 滋g/ml Amp袁25 滋g/ml Tet袁1%
IPTG袁7.5mg/mlX-gal冤袁涂匀袁37益正放平皿 30min
后倒置培养过夜袁计数白色菌落数遥渊3冤挑取生长良好
的白色菌落袁加入 5mlLB 中(50滋g/mlAmp袁25滋g/ml
Tet)袁37益尧20r/min振荡培养 4~6h遥渊4冤提取各单克
隆菌落的质粒袁方法参见文献咱2暂遥渊5冤PCR扩增相应
的 Fd片段和资链袁反应体系为 50滋l袁由第渊4冤步提取
到的质粒 2滋l袁10伊buffer 5滋l, 25mmol/LMgCl2 4滋l袁

10mmol/LdNTP1滋l袁以引物 p1尧p2和 p3分别配对
扩增重链 Fd片段袁p4尧p5和 p6分别配对扩增 资链袁
由双蒸水补充到 49.0~49.5滋l袁引物终浓度为 0.4~1.0
滋mol/L袁95益预变性 10min后袁于 80益加入 Taq酶
2 .5U袁进行 PCR反应遥循环参数为 94益变性 1min袁
55益退火 1.5min袁72益延伸 2 min袁共 35个循环曰
PCR产物 4益保存遥渊6冤1%琼脂糖凝胶电泳鉴定 PCR
产物遥
1.2.2 提取各组织和细胞的抗原 渊1冤配制细胞裂解
缓冲液袁方法参见文献咱2暂遥而后冰水浴匀浆器和 PBS
液(0.01mol/L袁pH7.4)遥渊2冤取冻存的组织标本室温稍
溶后袁剪碎袁液氮中研磨袁将组织碎末加入裂解液中匀
浆袁冰浴 20min遥渊3冤倒去细胞培养液袁用冰预冷的
PBS冲洗细胞 2次袁吸净 PBS液后加入冰预冷裂解
缓冲液 4益放置 20min 渊260ml培养瓶约加 1ml 裂
解液冤袁再用细胞刮刀刮细胞于培养瓶一侧遥渊4冤将
(2)尧(3) 步所得的组织和细胞裂解产物 4益尧10000
r/min离心 10min遥(5)取上清袁即得组织和细胞蛋白袁
-70益冻存遥共提取了 3例致敏大肠癌组织蛋白(等体
积混和得 AgA)袁13例非致敏大肠癌组织蛋白 (等体
积混和得AgB)袁3种大肠癌细胞株蛋白 (等体积混和
得AgC)袁此外袁还提取了其他数例大肠癌尧胃癌尧食管
癌及正常肠粘膜组织袁胃癌 MGC-803细胞和肝癌
HepG-2细胞抗原蛋白遥
1.2.3 表达大肠癌 Fab段原始库及筛选该库 渊1冤将
1.2.1渊2冤所得的约 15ml菌液 37益尧200r/min振荡培
养 1 h袁加入 1伊1012 pfu辅噬菌体VCSM131.5ml超感
染袁混匀后混入 100 ml LB (Amp 50 滋g/ml袁Tet25
滋g/ml)曰37益尧200 r/min振荡培养 2 h袁加 Kana至 75
mg/L曰37 益尧200 r/min过夜遥渊2冤次晨 4 益尧4 000
r/min离心 15 min遥而后取上清加 PEG8000及NaCl袁
使两者终浓度分别为 40g/L和 30g/L遥渊3冤冰浴 30
min使噬菌体沉淀袁4益尧9000 r/min离心 20 min袁弃
上清袁以1% BSA/PBS 3 m l 悬浮噬菌体沉淀使其充分
溶解袁4益尧14000r/min离心 5 min袁取上清即得 Fab
原始库曰4益保存遥渊4冤取抗原 AgA袁以 0.05mol/L 碳
酸盐缓冲液稀释到 300 滋g/ml袁每孔 200 滋l 包被
ELISA板袁4益过夜遥吸去包被液袁1% BSA/PBS37 益
封闭1 h遥吸去封闭液袁加入200滋l噬菌体原始库袁37益
静置 2 h遥吸去原始库袁PBST洗涤渊第 1次洗 1次袁第
2次洗 5次袁第 3次洗 10次冤袁在无菌吸水纸上扣干孔
中残液袁加 200滋l洗脱液室温静置 10 min袁吹打吸出
后立即加 8 滋l 2 mol/LTris中和袁而后加 5ml D600 =1
的XLI-blue袁室温静置 15min袁加入 10ml 37益预温
的 LB袁约得 15ml菌液袁而后按照渊1冤~渊3冤的步骤进
行操作袁得到次级抗体库可再进行下一轮的筛选袁共
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图 2 资链 PCR产物
Fig.2 PCR product of资chain

Lane1:DNAmarker;Lane2-12:Identificationof资insertbyPCR

fromplasmidsoftransformed E.coli

500bp

123456789101112

图 3 Fd片段 PCR产物
Fig.3 PCR product of Fd fragment

Lane1:DNAmarker;Lane2-12:Identificationof FdinsertbyPCRfrom
plasmidsoftransformed E.coli

500bp

123456789101112

图 1 阳性重组菌 XL1-blue-Pcomb3复苏后铺板 (90cm平皿)
Fig.1 Planking of recombined positive bacterium
XL1-blue-Pcomb3 after recovery (90cmutensil)

筛选 3次得到KA3袁同样用AgB尧AgC进行筛选袁得到
KB3和KC3遥将 KA3尧KB3和 KC3 等体积混和得到Kmix遥
1.2.4 噬菌体抗体库滴度测定 渊1冤取 1~10滋l抗体库
用 LB培养液稀释到适当浓度袁再取 100滋l稀释液与
100滋l D600=1的XLI-blue混和遥渊2冤在无菌试管中倒
入约 4 mlLB 顶层培养基 渊LB培养液加 0.6%琼脂
粉冤袁加入 4滋l1mol/L的 IPTG和 16滋l 50mg/ml的
X-gal,再与渊1冤中所得液体混和袁倒入 LB底层琼脂上
渊LB培养液加 1%琼脂粉冤袁旋动使顶层分布均匀遥37
益培养箱中正放平皿 0.5 h后倒置培养过夜袁按长出
的噬斑数计数噬菌体滴度遥
1.2.5 ELISA鉴定抗体库 (1冤以 0.05mol/L碳酸盐缓
冲液稀释大肠癌Ag至 300滋g/ml袁每孔 100滋l包被
ELISA 板袁4益过夜遥吸去包被液袁1% BSA/PBS37 益
封闭 1 h遥吸去封闭液,加入100滋l抗体库Kmix袁37益袁
静置 2 h曰吸去抗体液袁PBST洗涤 5min伊3袁加入生物
素化的兔抗人 IgG和 SABC袁每次用 PBST洗涤5min
伊3遥最后每孔加 100滋lTMB37益显色 30min袁2mol/L
H2SO4 25滋l中止显色袁测D490遥共检测 20例遥同样方
法检测胃癌渊10例冤尧食管癌渊10例冤尧正常肠粘膜组织
渊10例冤Ag和 K库的结合活性袁检测大肠癌 LoVo尧
HT-29尧LS-174T细胞袁胃癌MGC-803细胞袁肝癌
HepG-2 细胞和 K 库的结合活性袁并取酵母重组
HBSAg和小鼠抗人HBSAg做对照证明该检测系统
的可靠性遥
1.2.6 免疫组化鉴定抗体库 渊1冤石腊切片置于 55益
~60益烤箱中烤 50min袁切片脱蜡至水遥置新鲜配制
3%的双氧水中袁室温 30min袁蒸溜水洗遥微波修复及
滴加抗原修复液修复抗原遥渊2冤冰冻细胞扒片常温融
化袁甲醇 -H2O2室温浸泡 30min遥渊3冤以 0.01mol/L
PBS1颐10稀释的正常兔血清封闭袁室温 20min遥滴加
以 PBS适当稀释渊石腊切片 <1颐20袁细胞扒片 <1颐400冤
的抗体库袁4益过夜袁0.01mol/LPBS 洗遥而后先后滴
加生物素化兔抗人 IgG及 SABC 工作液袁均室温孵
育 20min袁蒸溜水冲洗遥DAB显色袁苏木素复染遥共检
测大肠癌尧胃癌尧食管癌尧正常肠粘膜组织各 30例遥阳
性对照组以小鼠抗人 CEA为一抗袁阴性对照组以空
噬菌体 VCSM13为一抗遥还设立了HBV感染的肝组
织及小鼠抗人 HBSAg做对照以证明该系统的可靠
性遥另应用 SABC-AP试剂盒重复验证遥
2 结果
2.1 Fab段基因库库容鉴定

XL1-blue-Pcomb3经复苏铺板后袁可见到蓝白
斑袁其中 1滋l稀释后的平皿可见到约 500个白斑生
长袁则表观库容为 500伊15伊103 =7.5伊106 pfu (图 1)遥提
取 10个白斑的质粒袁在 2个反应体系中经资链和 Fd

片段的引物分别行 PCR尧1%琼脂糖电泳袁资链体系可
见到 7 条泳道有 700 bp 左右的扩增产物 渊图 2
Lane3~7,10,11冤,说明资链插入率约为 70%遥Fd片段
可见到 4 条泳道有 700 bp左右的扩增产物 渊图 3
Lane3~5,8冤袁说明 Fd片段插入率约为 40%遥同时含有
资链和 Fd基因片段的阳性菌约为 28%袁Fab段基因
库实际库容约为 2.1伊106遥

2.2 Fab段噬菌体抗体库表达及筛选
向 Fab 段基因库中加入 1012 pfu 辅噬菌体

VCSM13超感染后袁得到含有噬菌体抗体的上清袁经
PEG沉淀浓缩后测滴度为 2.6伊1012 cfu袁分别用 3组
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表 1 固相洗脱的噬菌体滴度的测定渊cfu冤
Tab.1 Determination of the titers of phages after elution (cfu)

ScreeningAg Firstround Secondround Thirdround Increased
multiple

AgA 8.1伊103 1.2伊105 4.0伊105 50

AgB 6.5伊103 5.6伊104 1.1伊105 17

AgC 1.7伊104 9.3伊104 4.6伊105 27

混和抗原固相化后对抗体库进行了 3轮淘选袁尽管从
第 1轮到第 3轮洗涤次数由 1次增加到 5次又增加
到 10次袁从固相洗脱下来的噬菌体滴度却显示了增
加的趋势袁其中以混和抗原 A(AgA)进行淘选增加的
趋势最明显袁约为 50倍遥说明特异性噬菌体抗体的富
集袁见表 1遥

2.3 噬菌体抗体库的鉴定
我们用 ELISA 法测定了噬菌体抗体库与人大

肠癌组织及细胞的结合活性袁结果如表 2尧3所示遥
表 2 显示 Kmix 与大肠癌组织的结合活性最高
(D490=1.075依0.21)袁与正常肠粘膜的结合活性最低
(D490=0.364依0.16)袁胃癌与食管癌结果相似 ,正常肠粘
膜尧胃癌尧食管癌与大肠癌的 D490均有显著性差异

渊P<0.01冤遥表 3显示 Kmix与 3种大肠癌细胞均具有
较高的结合活性袁而与胃癌尧肝癌则结合活性较低
渊P<0.01冤遥免疫组化染色显示抗体库与大肠癌的染色
阳性率最高袁为 36.7%(11/30)袁阳性染色的切片可见
到癌细胞胞浆尧胞膜呈棕黄色着染 渊图 4冤袁胃癌
(0/30)尧食管癌(0/30)尧正常肠粘膜(0/30)则未见阳性着
色遥细胞扒片染色显示 LoVo细胞为阳性 渊图 5院
DAB袁棕黄色曰图 6院BCIP/NBT袁紫蓝色冤袁细胞胞浆尧
胞膜着染袁胃癌MGC-803细胞及肝癌 HepG-2 细胞
呈阴性反应遥

表 3 噬菌体抗体库与各种细胞结合活性的 ELISA检测
Tab.3 Binding of phage antibody library with various cells

assayed by ELISA

*P<0.01vs LoVoorHT-29orLS-174T; #P<0.01vs LoVoorHT-29orLS-174TofKmix

First
antibody

AntigenD490 (Mean依SD)
LoVo HT-29 LS-174T MGC-803 HepG-2 rHBsAg

Kmix 0.879依0.12 0.506依0.06 0.607依0.18 0.333依0.06* 0.290依0.05* 0.355依0.01*
Anti-HBs 0.264依0.03# 0.233依0.04# 0.247依0.03# 0.298依0.03 0.250依0.06 1.266依0.06

表 2 噬菌体抗体库与各种组织结合活性的ELISA检测
Tab.2 Binding of phage antibody librarywith various tissues

assayed by ELISA

First
antibody

AntigenD490 (Mean依SD)
Colorectal Gastric Esophageal

cancer cancer cancer mucosa
Kmix 1.075依0.21 0.562依0.21* 0.591依0.31* 0.364依0.16* 0.233依0.02*
Anti-HBs 0.203依0.08# 0.238依0.09 0.221依0.09 0.255依0.13 1.276依0.01

Normalintestinal rHBsAg

*P<0.01vs colorectalcancer; #P<0.01vs colorectalcancer

图 4 大肠癌组织免疫组化染色阳性 (SABC,伊200)
Fig.4 Positive colorectal cancer tissue after immunohistochemical staining (SABC,伊200)

图 5 大肠癌 LoVo细胞免疫组化染色阳性 (SABC,伊200)
Fig.5 Positive LoVo cells after immunohistochemical staining (SABC,伊200)
图 6 大肠癌 LoVo细胞免疫组化染色阳性 (SABC-AP,伊400)

Fig.6 Positive LoVo cells after immunohistochemical stainning (SABC-AP,伊400)
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3 讨论
阳性重组菌 XL1-blue-Pcomb3的构建参见文
献咱1暂遥利用琢互补现象渊UIImann等袁1967冤咱2暂袁我们
首先对复苏的XL1-blue-Pcomb3进行了鉴定袁带有重
组质粒的细菌形成白色菌落袁而不带的则形成蓝色菌
落袁这样就较容易地筛选到了可能含有重组质粒的菌
落遥PCR鉴定显示 Fab基因库库容为 2.1伊106袁国外应
用同样方法构建的文库容量约在 1伊106~1伊107范围袁
国内约在 1伊106左右咱3~5暂遥利用该基因库我们表达出
了 Fab段噬菌体原始库遥

Fab基因库来自 3例大肠癌病人的转移淋巴结咱1暂袁
其致敏抗原为该 3例病人的大肠癌抗原蛋白质袁但该
基因库中还含有针对其他抗原的基因袁故我们利用该
3例病人的癌组织提取蛋白固相化后进行筛选遥为了
能筛选到更多的大肠癌相关抗体以增加库容袁我们还
提取了数例非致敏大肠癌抗原蛋白质及 3种大肠癌
细胞抗原进行固相化筛选遥目前所见报道多为利用纯
化的可溶性单抗对抗体库进行筛选袁用可溶性多克隆
混合肿瘤相关抗原蛋白固相化筛选多克隆肿瘤相关

抗体袁国内报道不多袁足够的抗原量在此筛选过程中
是重要因素咱6暂遥检测结果表明利用致敏大肠癌组织提
取到的可溶性抗原蛋白筛选使噬菌体库富集程度最

大袁其他 2组也得到了富集遥将 3组混合抗原筛选后
得到的 3个三级库混合以增加该库的库容袁使其尽可
能多地包含大肠癌相关抗体遥ELISA检测结果表明
筛选后的抗体库能较特异性地与大肠癌组织和细胞

结合遥免疫组化鉴定时袁经我们的反复实验袁发现主要
存在两个问题袁一是除部分大肠癌细胞胞浆尧胞膜呈
棕黄色着染外袁还有很多标本包括大肠癌尧胃癌尧食管
癌的癌组织间质及少量正常肠粘膜腺腔以外的组织

间质也见着色袁或两者兼有遥二是染色的结果不稳定袁
同一个标本阳性染色部位时隐时现袁经多次检测无法
确定其是否阳性遥经考虑我们将间质着色及结果不稳
定的标本剔除渊这部分约占各类癌组织的 20%~30%袁
正常组织的 5%~10%冤袁得到一个较客观的结果遥我
们发现胃癌尧食管癌尧正常肠粘膜无一阳性袁而大肠癌
有 30%多的阳性率遥细胞扒片染色用了 2种染色系
统袁均显示 LoVo细胞为阳性袁胃癌 MGC-803细胞及
肝癌HepG-2细胞阴性袁且 Kmix滴度达到 1颐400遥
目前单链抗体尧抗体 Fab段等小分子抗体用于肿
瘤免疫诊治的研究方兴未艾袁但仍存在明显不足袁得
到足够数量和质量的小分子抗体用于临床技术上仍

未完全解决袁抗体的免疫原性依然是临床应用的主要
障碍袁解决这一问题的主要途径是抗体的人源化及制
备人源抗体遥噬菌体抗体库技术可直接制备人源抗体
并从中筛选出高亲合力克隆遥研究证实袁正常组织癌

变时癌基因发生突变的随机性引起异常蛋白的随机

性出现袁因而导致肿瘤特异性抗原的个体独特性袁无
法产生特定针对某一类肿瘤的抗原遥动物实验也表明
肿瘤特异性抗原是个体独特的袁即不同个体在同一致
癌因素诱发的同一组织学类型的肿瘤有不同的特异

性抗原咱7暂遥所以袁我们只能寄希望于利用某一类肿瘤
的相关性抗原筛选其相关性抗体遥但肿瘤相关抗原同
时存在于肿瘤细胞和正常细胞的表面咱7暂袁且在肿瘤的
生长过程中袁具有较强抗原性的亚克隆被免疫系统消
灭袁而无抗原性或抗原性较弱的亚克隆则生长为肿
瘤袁故而肿瘤组织抗原性一般较弱遥这样就会导致利
用大肠癌相关抗原筛选相关抗体有一定的难度遥
ELISA 的结果也显示了 Kmix与大肠癌尧胃癌尧食管
癌有一定的交叉反应性遥解诀的方法之一是使抗体库
具有足够大的库容和利用多种肿瘤相关抗原反复淘

选扩增遥我们在设计引物时考虑了其与 H 链尧L 链
cDNA的匹配情况袁使其尽可能地扩增出全套免疫球
蛋白的可变区基因遥把不同来源的 Fd段和资链等体
积混和以期增加库容袁合并多种来源的大肠癌相关抗
原反复筛选遥这样我们利用噬菌体抗体库筛选到了与
大肠癌较特异性结合的多克隆抗体群袁比单一抗大肠
癌抗体更具免疫诊治的优势遥
近年来袁利用肿瘤标志物靶向免疫诊治大肠癌

的研究开展较多咱8~13暂袁CEA依然是研究的重点遥很多学
者构建抗 CEA的双特异性抗体袁使其具有将毒素咱14暂尧
放射性核素标记的二价半抗原咱15袁16暂尧免疫效应细胞咱17暂尧
前体药物酶咱18暂等靶向 CEA阳性的肿瘤细胞的作用曰
肿瘤相关抗原 LEA对高分化大肠癌也具有较高特异
性袁可能成为对大肠癌早期诊断有实用价值的肿瘤标
志物咱19暂遥另外袁对于 CA19-9尧CA72-4尧CA50尧组织多
肽抗原渊TAP冤尧铁蛋白等及组织酶标志物咱20暂也进行了
研究遥但目前肿瘤标志物对大肠癌尚缺乏敏感性和特
异性袁其中任何一种肿瘤标志物均不能确定诊断袁故
临床上多采用多种肿瘤标志物联合筛检大肠癌遥鉴于
此袁我们利用噬菌体抗体库筛选的大肠癌多克隆抗体
群在利用多种肿瘤标志物联合筛检大肠癌方面也许

是一个尝试遥
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基金项目院国家自然科学基金 渊39770250冤曰广东省自然科学基金
渊99050冤
作者简介院宁 群渊1966-冤袁男袁湖南邵阳人袁第一军医大学在读博士研
究生袁电话院020-61643276

大鼠纹状体边缘区和海马的功能联系研究

宁 群袁舒斯云袁包新民渊第一军医大学神经科学研究所袁广东 广州 510282冤

摘要院目的 研究纹状体边缘区与具学习记忆功能的重要脑区要要要海马之间是否存在功能联系遥方法 用神经系功能活
动形态定位法袁将低浓度的海人藻酸作为化学刺激剂注射于大鼠海马袁用免疫组化法观察 c -fos原癌基因在脑内的表
达遥结果 c-Fos在海马尧杏仁核尧终纹床核尧大脑皮层等部位有强烈表达曰在纹状体中袁c-Fos表达成条带状集中分布在边
缘区袁而在尾壳核和苍白球少有表达遥结论 海马与纹状体边缘区存在密切的功能联系遥
关键词院海马曰纹状体边缘曰学习记忆
中图分类号院R338.26 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0684-03

Functional connection between the marginal division and hippocampus in rats
NINGQun,SHUSi-yun,BAOXin-min
InstituteforNeuroscience,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510282,China

Abstract: Objective Toinvestigatethefunctionalconnectionbetweenthemarginaldivisionofthestriatumandhippocampus,
abrainregionthatplayavitalroleinlearningandmemory. MethodsMorphologicallocalizationoffunctionalactivityofthe
nervoussystemwasemployed.Kainicacid(0.01%)wasstereotaxicallyinjectedintothehippocampusasachemicalstimulus,
and immunohistochemistry method was used to show the expression of c-Fos in rat brain. Results c-Foswasintensely
expressedinthehippocampus,amygdaloidnucleus,thebednucleusofthestriaterminalsandcerebralcortex;inthestriatum,
a stretchinthemarginaldivisionwherec-Fos-positivenucleicongregatedwasobserved, whilec-Fosexpressionwasscarcely
detectable in the caudate putamen and globus pallidus. Conclusion Functional connection exists between the marginal
divisionandhippocampusinrats.
Key words: hippocampus;marginaldivision,thestriatum;learningandmemory

海马是学习记忆中非常重要的脑区遥无论从临床
观察尧以及损毁海马后对学习记忆的影响袁还是从学
习记忆的海马电图尧神经元的电活动袁都说明海马在
学习记忆中具有重要作用咱1袁2暂遥边缘区是我们在纹状
体内发现的一个与学习记忆有关的脑区咱3暂袁为研究这
两个具学习记忆功能的脑区间是否存在功能联系袁我
们用神经系功能活动形态定位的方法咱4暂袁研究海马与
边缘区的功能联系遥

1 材料与方法
1.1 实验动物与分组
雄性 SD大鼠 16只袁体质量 220~250g袁购自第

一军医大学实验动物中心遥用标准大鼠饲料喂养袁饮
用自来水遥随机分为两组院实验组 10只袁对照组 6只遥
1.2 立体定向注射
大鼠腹腔内注射 10%水合氯醛渊3.5ml/kg窑b.w.冤

麻醉后袁固定在立体定位仪上渊江湾域型冤袁参照包新
民等咱5暂方法袁选用前囟定位坐标系统袁确定背侧海马
注射点为 AP=B-2.0mm袁渊AP为距前囟点的前后距

离袁B 为前囟点冤ML=依2.2mm渊ML为距前囟点的左
右距离冤H=3.5mm渊H为以脑表面为基准的深度冤遥
切开皮肤袁用牙钻在选定位点钻开颅骨袁切开硬脑膜袁
以内径为 20滋m的微玻管向海马内注射 0.01%海人
藻酸 0.2滋l袁留针 15min遥拔出微玻管袁缝合切口袁置
于动物室常规喂养遥对照组用同上的方法注射生理盐
水 0.2滋l遥
1.3 免疫组化
动物存活 8 h后灌注取材遥先经升主动脉灌注生
理盐水 200ml袁再灌注 4%多聚甲醛 渊上海溶剂厂冤
400ml遥取脑后置于30%蔗糖渊广州试剂厂冤溶液中 4益
过夜遥冰冻冠状切片尧片厚 35滋m遥免疫组化步骤如
下院渊1冤0.3%Triton-100渊Sigma冤袁5%正常羊血清(博士
德公司)30min袁室温遥渊2冤兔抗 fos抗体渊INCSTAR公
司 1颐2000冤袁4益孵育 24 h遥渊3冤生物素标记的羊抗兔
IgG渊Vector袁1颐200冤4益过夜遥渊4冤AB复合物渊Vector袁
1颐100冤室温孵育 2 h遥各步骤间以 0.01mol/L袁pH7.4
磷酸盐缓冲液冲洗遥葡萄糖氧化酶 -DAB-硫酸镍胺
渊GDN冤呈色反应咱6暂袁切片经裱片尧脱水尧透明尧封片后
显微镜下观察尧照相遥取一套切片用正常羊血清代替
抗 fos抗体袁进行上述免疫组化反应做阴性对照遥

Nissle染色院每一个标本取一套切片袁作Nissle
染色确定针道位置遥
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2 结果
c-Fos阳性表达为紫黑色或紫蓝色圆形颗粒遥实
验组 10例在海马尧中央杏仁核尧终纹床核尧大脑皮层
渊图 1A,B ,D ,E ,F冤尧未定带尧三脑室周围尧伏隔核等脑
区均可见大量密集的 c-Fos表达遥在纹状体中袁c-Fos
阳性细胞的分布呈带状袁集中在边缘区内袁而在纹状

体的尾壳核和苍白球少有阳性细胞渊图 1C冤遥 6例在
丘脑网状核尧外侧背核可见 c-Fos表达袁4例在内尧外
侧杏仁核有少量表达遥
对照组实验结果院抗体空白对照组未见 c-Fos表
达遥生理盐水对照组近在注射区附近有少量 c-Fos表
达袁其他部位未见表达遥

3 讨论
c-Fos是神经元活动时最早激活的转录因子袁由

于 c-Fos仅在和受刺激的神经元有功能联系的神经
元中表达袁所以 c-Fos表达已成为研究神经元功能联
系的解剖学工具咱2袁7暂遥本实验将海人藻酸注射到海马
作为化学性刺激信号袁发现纹状体边缘区及杏仁核等
边缘系统结构有强 c-Fos表达袁说明海马与边缘区及
边缘系统有密切的功能联系遥
海马尧杏仁核尧终纹床核等属边缘系统袁其间的联

系已被证实咱8暂遥杏仁核的纤维通过终纹投射到终纹床
核咱8袁9暂遥杏仁核与海马通过杏仁核海马移行区渊AHi冤相
连 咱8暂遥本实验结果在证实海马与边缘系统其他区的功
能联系的同时袁新发现了海马与边缘区的功能联系遥
我们曾在损毁边缘区后检测海马的长时程增强

渊LTP冤袁发现 LTP随时间而逐渐衰减咱10暂遥而 LTP被认
为是学习记忆基础的突触可塑性机制之一咱11暂袁说明边
缘区对海马的学习记忆功能有一定影响遥
我们既往研究显示边缘区的降钙素基因相关肽

图 1 海人枣酸注射到海马后 c-Fos蛋白在大鼠脑内的表达
Fig.1 Expression of c-Fosprotein in rat brain after kainic acid injection into the hippocampus

A:InjectionsiteshownbytheNisslestaining(伊40); B:c-Fosexpressioninthehippocampus(Hi)渊伊100冤; C:c-Fosexpressioninthestriatum
(伊100).c-Fosexpressionismainlyconfinedinthemarginaldivision(MrD),andisscarcelydetectedinthecaudateputamen(Cpu)andglobus

pallidus(GP);D:c-Fosexpressionintheamygdiodnucleus(Amy);E:c-Fosexpressioninthebednucleusofthestriaterminals(Bst)(伊100),Th:
thalamus;F:c-Fosexpressioninthecortex
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纤维在腹侧与中央杏仁核相连曰在背侧延续至终纹床
核 咱12暂袁说明边缘区与上述两脑区有直接的纤维联系遥
用神经束路追踪法和免疫电镜显示边缘区与

Meynert 基底核有纤维突触联系和功能联系遥而损毁
这种联系袁动物的学习记忆有明显下降咱13暂遥因此袁边缘
区与边缘系统和Meynert 基底核均有密切的联系遥边
缘系统具有学习记忆的重要功能袁而Meynert 基底核
变性导致的大脑皮层乙酰胆碱纤维的减少被认为是

Alzheimer病记忆障碍的重要原因之一咱14暂遥可见边缘
区与参与学习记忆的重要脑区均有联系袁可能是联系
边缘系统和 Meynert 基底核的一个学习记忆环路的
枢纽咱3暂遥我们将对边缘区在学习记忆环路中的联系尧
作用和地位作进一步研究遥
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可延缓野亨廷顿舞蹈症冶发作的胆汁酸
美国研究人员最近找到一条治疗野亨廷顿舞蹈症冶的新线索遥他们通过小鼠实验发现袁一种胆汁酸能有效减
轻这一疾病对脑神经细胞的损伤遥
明尼苏达大学基恩等人在新一期叶美国科学院院刊曳上介绍袁在实验中袁他们选择了一组携带亨廷顿舞蹈症
致病基因袁且呈现发病症状的病鼠和一组健康鼠进行对比测试遥研究人员先给一半病鼠注射了牛磺熊脱氧胆酸
渊TUDCA冤袁然后再让注射了这种胆汁酸的病鼠尧未接受注射的病鼠以及正常的实验鼠袁分别参加了走迷宫测
试遥结果显示袁接受胆汁酸注射治疗的病鼠比未接受注射病鼠的能力强一半袁且与健康鼠几乎没有区别遥大脑检
查还发现袁注射了胆汁酸的病鼠脑神经细胞死亡数比未接受注射的病鼠明显要少遥
亨廷顿舞蹈症具有遗传性袁主要由一个变异基因引起袁该变异基因携带者在全球人口中约占万分之一遥这
种疾病会逐步损耗患者的脑神经细胞袁导致患者个性尧情绪和智力等出现异常袁随着病情不断加重袁患者有可能
在 10至 25年内死亡遥
亨廷顿舞蹈症目前尚无有效的治疗方法袁但目前已可以在胎儿出生前袁检测其体内是否携带导致该病的变
异基因遥基恩指出袁如果今后研究能证明胆汁酸疗法对人体也适用袁且可以在患者年幼时对其脑神经细胞死亡
起预防作用袁那么将有可能实现对亨廷顿舞蹈病患者的终身防治遥但他也表示袁目前离这一目标还很遥远袁在开
始人体临床试验前袁尚需大量研究工作遥
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基金项目院国家自然科学基金重点项目渊39630330冤
作者简介院王克万渊1964-冤袁辽宁海城人袁1999年毕业于第三军医大学袁
博士袁讲师袁主治医师袁主要从事继发性脑损伤研究袁电话院020-61641803

培养大鼠星形胶质细胞牵张损伤后超微结构的变化

王克万 1袁漆松涛 1袁杨志焕 2袁王正国 2袁朱佩芳 2袁杨开军 1袁刘承勇 1袁黄理金 1渊1第一军医大学南方医院神经外科袁
广东广州 510515曰2第三军医大学大坪医院交通医学研究所袁重庆 400042冤

摘要院目的 研究体外培养星形细胞牵张损伤后超微结构的变化遥方法 取新生 1 ~ 2 d大鼠的皮层细胞原代培养袁经纯化
后传代培养于乳胶膜培养皿中遥采用计算机控制的牵张损伤装置袁分别以 50尧150尧250kPa压力牵张损伤培养于乳胶膜
上的大鼠皮层星形胶质细胞遥用 3%戊二醛固定后袁行扫描电镜和透射电镜观察遥结果当用 50kPa驱动压力进行牵张
损伤时袁细胞结构即有明显破坏袁表现为细胞间隙增宽袁部分胞体和突起被撕裂曰以 50kPa牵张损伤后1 h袁透射电镜下
可见线粒体肿胀尧嵴减少曰损伤后 6 h可见线粒体致密尧细胞器减少等遥当牵张应力增大袁星形细胞损伤程度加重袁细胞
器明显减少袁线粒体空泡化袁微丝尧微管明显减少袁直至水样胞质或致密胞体遥结论 较小的应力即可致星形细胞紧密连
接的破坏和超微结构的改变袁可能与脑外伤后产生广泛的脑水肿有关遥
关键词院细胞袁培养的曰星形细胞曰神经胶质曰牵张损伤
中图分类号院R329.24 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0687-04

Ultrastructural features of cultured rat cortical astrocytes with stretch-induced injury
WANGKe-wan1, QISong-tao1, YANGZhi-huan2, WANG Zheng-guo2, ZHUPei-fang2, YANGKai-jun1, LIU
Cheng-yong1,HUANGLi-jin1

1Department of Neurosurgery, Nanfang Hospital, FirstMilitaryMedicalUniversity, Guangzhou510515, China;
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Abstract: Objective To investigate the changes of ultrastructural features of cultured rat cortical astrocytes after
stretch-induced injury. MethodsRatcorticalastrocytesisolatedfrom1-to2-day-oldratswereculturedtillconfluency, and
thenplatedintissueculturewellswithflexiblesilasticbottomafterpurification. Acomputer-controlleddevicewasusedto
producestretch-inducedinjuryintheastrocyteswiththeimposedpressureof50,150,and250kParepsectively,followedby
observationoftheultrastructuralchangesintheastrocyteswithlightandelectronmicroscopy. ResultsObviousultrastructural
destructionoftheastrocytes occurred whenthe imposed stretchpressure was 50 kPa, and scanningelectronmicroscopy
demonstratedincreasedintercellularspaceandlacerationofthecellbodyanditsprocesses.Transmissionelectronmicroscopy
revealed mitochondria swelling 1 h after stretch-induced injury and 6 h after the injury, vacuolar degeneration of the
mitochondriaoccurred.Increasedstretchpressurecausedfurtherdecreaseintheamountofglialfilamentsanddensificationof
astrocytes. ConclusionsStress,evenatarelativelysmallscale,cancausedisruptionofintercellularjunctureandultrastructural
changeoftheculturedastrocyte,whichmayberelatedwithextensivebrainedemaaftertraumaticbraininjury.
Key words: cells,cultured;astrocytes;neuroglia;stretchinducedinjury

星形胶质细胞是中枢神经系统中数量最多的细

胞袁对维持脑内微环境的稳定及神经元功能有重要作
用遥近年研究表明袁创伤后星形细胞比神经元更易产
生应激反应袁并可产生多种引起神经元继发损伤的毒
性物质袁创伤后星形细胞的变化可能比神经元更为明
显遥因此袁本实验利用体外培养星形细胞牵张损伤模
型袁研究体外培养星形细胞在不同程度下牵张损伤后
超微结构的变化并探讨其意义遥

1 材料与方法

1.1 实验动物尧试剂及主要设备
新生 1 ~ 3 d的 Wistar大鼠由第三军医大学大坪
医院动物中心提供遥DMEM尧F12尧新生牛血清购自美
国 Gibco公司袁硅胶膜培养皿为美国 Flexcell公司产
品袁多功能小型生物撞击机由第三军医大学野战外科
研究所四室研制遥
1.2 大鼠皮层星形胶质细胞的培养尧纯化与鉴定
根据文献咱1暂的方法并进行改良遥取出生后 1~3d
的 Wistar大鼠袁无菌条件下取脑袁在解剖显微镜下仔
细去除脑膜及血管组织袁剪碎后用 0.125%胰蛋白酶
37益消化 15min袁用含血清培养基终止消化遥分散细
胞后先行贴壁处理袁以去除纤维细胞袁然后以 1伊
106~2伊106细胞接种于底面积为 75 cm2的塑料培养

瓶中遥培养基为DF渊DMEM:F12=1:1冤袁加 10％新生牛
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血清遥生长 8~10d待细胞融合后袁置于37益摇床中袁
250r/mim14~16h袁以去除少突胶质细胞和小胶质细
胞遥然后用 0.25%胰蛋白酶消化传代遥接种于直径为
35 mm的 6孔硅胶膜培养板中袁每皿细胞数为 2伊
105遥待细胞生长融合后进行实验遥
传代的细胞接种于 18mm伊18mm盖玻片上袁生
长 3~4d后袁用 4%多聚甲醛固定遥按照文献咱2暂的方
法用兔抗胶质纤维酸性蛋白抗体免疫组化渊SP法冤染
色袁鉴定培养细胞的性质遥
1.3 培养细胞牵张损伤方法
根据文献咱3暂的方法进行遥牵张损伤装置由 586
计算机尧空气压缩机尧储气瓶尧电磁阀尧气体导管和损
伤头组成遥在致伤前吸除培养皿中的培养液袁立即与
牵张损伤器相连并保持密封袁用计算机控制驱动压
力袁分别以 50尧150尧250kPa 牵张损伤细胞遥
1.4 扫描电镜和透射电镜标本的制作
牵张损伤后的细胞及正常未牵张的细胞袁立即用

PBS 洗涤后袁加入 3%戊二醛原位固定袁常规制作扫
描电镜标本遥另取正常和按上述致伤后的细胞袁分别
于 1尧3尧6 h用 0.25%胰酶消化后离心袁去除上清袁再
加 3%戊二醛固定后袁于 10％蔗糖磷酸盐缓冲液中过
夜袁再用 1%锇酸固定 1 h袁丙酮常规脱水袁环氧树脂
618包埋袁超薄切片袁透射电镜观察遥
2 结果
2.1 光镜下观察
原代培养星形细胞胞体较大袁突起较长袁生长至

8~10d后融合袁融合后的细胞在底层生长袁在相差显
微镜下已看不到突起遥少突胶质细胞则生长在星形细
胞的表层袁胞体较小袁突起细小袁分枝较多遥经纯化传
代后袁星形细胞分裂速度比少突胶质细胞快袁融合后
用胶质纤维酸性蛋白染色鉴定表明星形细胞可达

96%以上遥牵张损伤后袁融合的星形细胞间出现间隙袁
随着驱动压力的增加细胞间空隙增大袁当压力达 250
kPa以上袁培养皿中心几乎无融合细胞袁但细胞仍附
着于硅胶膜培养皿上并不脱落遥在损伤最重的中心部
位袁无明显的活细胞袁遗留的少量细胞明显肿胀变性遥
2.2 扫描电镜观察
扫描电镜可见生长融合的细胞之间连接紧密袁间
隙很小 渊图 1冤遥当用 50kPa 驱动压力进行牵张损伤
时袁细胞结构即有明显破坏袁表现为细胞间隙增宽袁胞
体和突起被撕裂渊图 2冤遥随着压力增大袁细胞破坏加
重遥当以 250kPa牵张损伤时袁可见绝大部分细胞被
损伤袁胞体和突起明显断裂袁细胞间几乎没有连接存在遥
2.3 透射电镜观察
培养细胞绝大多数为星形细胞遥正常星形细胞结
构完整袁可见细胞间正常连接渊图 3冤袁有大量微丝尧微

管渊图 4冤遥在以 250kPa 牵张损伤后 1 h袁透射电镜下
可见细胞正常连接破坏袁线粒体嵴减少袁细胞致密渊图
5冤遥损伤后 6 h可见线粒体致密尧细胞器减少等改变遥
当牵张应力增大袁牵张损伤的胶质细胞表现为细胞器
明显减少袁线粒体空泡化袁微丝尧微管明显减少渊图
6冤袁直至细胞质空泡化尧水样胞质或致密胞体等遥

3 讨论
在中枢神经系统创伤研究中袁由于体外研究模型
能排除体内损伤过程中各种复杂因素的作用袁并能区
分原发损伤和继发损伤的细胞以及观察单因素对某

种细胞的影响袁故近年来体外培养细胞损伤模型日益
引起人们的重视遥在颅脑外伤中袁脑组织除了在损伤
瞬间经受压力改变之外袁牵张变形产生的应力在损伤
机制中起着相当重要的作用遥培养细胞牵张损伤模型
可较接近地模拟在体创伤过程中细胞受压尧牵张变形
的应力变化袁稳定地复制体外培养细胞牵张损伤袁同
时具有损伤范围广尧可控制损伤程度尧重复性好等特
点袁为研究颅脑损伤的病理机制和药物作用提供了一
个有用手段遥星形细胞培养易存活袁分裂增殖迅速袁易
于纯化袁二代和三代细胞在功能上无明显改变袁而且
易于贴壁袁牵张后不脱落袁损伤后的细胞和死亡的细
胞有修复尧再生能力袁是研究体外创伤较理想的细胞遥
本研究结果表明袁使用不同的牵张压力可引起乳
胶膜不同程度的牵张变形袁并可导致培养的星形细胞
不同程度的损伤遥随着牵张压力的增加袁乳胶膜变形
增大袁损伤程度也随之加重袁牵张压力和损伤程度明
显相关袁可通过控制牵张压力来调节损伤程度遥在星
形细胞牵张损伤后扫描电镜的研究中可见袁较小的牵
张应力就可导致星形细胞的紧密连接破坏袁细胞间隙
增大袁随着牵张应力的增大袁可出现星形细胞突起断
裂袁直至胞体撕裂等严重的病理改变遥这种由于较小
的应力即可致星形细胞紧密连接破坏的现象袁可能与
临床脑外伤后血脑屏障破坏产生广泛的脑水肿有关遥
由于神经元突起较长袁在各种应力作用下容易受
损袁以往创伤的研究多集中于神经元袁对星形细胞在
创伤早期的病理变化研究较少遥近年研究表明袁在脑
组织受到病理损伤的早期袁星形细胞即产生反应袁出
现胶质纤维酸性蛋白大量增生咱4暂遥星形胶质细胞参与
了脑内的应激反应和脑水肿的过程袁星形细胞比神经
元更易受到损伤遥Ahmed等咱5暂体外牵张损伤研究显
示袁轻度和中度牵张损伤培养星形细胞后 15min袁线粒
体功能即显著下降袁细胞内ATP含量下降 43%~52%曰
在纯化的培养神经元牵张损伤后袁仅有重度损伤才出
现线粒体功能变化袁但ATP含量无改变曰但在混合培
养的神经元和胶质细胞牵张损伤后袁轻尧中和重度损
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伤都可造成混合培养细胞中神经元线粒体功能下降袁
同时 ATP含量下降 22%~28%遥结果表明牵张损伤可
导致星形细胞线粒体功能损害袁星形细胞损伤后可引
起局部神经元功能变化遥本研究结果也显示袁牵张损

伤后早期星形胶质细胞超微结构即发生变化遥在星形
细胞牵张损伤的早期袁细胞线粒体的嵴即明显减少袁
表明细胞能量代谢受到明显影响曰随着损伤的加重袁

渊下转 696页冤

5 6

图 1正常生长融合的培养星形细胞渊扫描电镜袁伊500冤
Fig.1 Confluent astrocyte cultured in wellswith silastic bottoms (SEM,伊500)
图 2 50kPa牵张压力损伤后的星形细胞渊扫描电镜袁伊500冤

Fig.2Astrocytes after injuryby stretchpressure of 50 kPa (SEM, 伊500)
Thecellbodyandprocessesoftheastrocytesaredisrupted
图 3正常培养星形细胞超微结构渊透射电镜袁伊5000冤

Fig.3 Normal ultrastructure of cultured astrycytes (TEM,伊5000)
Theintercellularjunctureofculturedastrycytesisshown
图 4正常培养星形细胞超微结构渊透射电镜袁伊20000冤

Fig.4 Normal ultrastructure of cultured astrycytes (TEM,伊20000)
Numerousglialfilamentsandmicrotubulesareseenintheculturedastrocytes

图 5 250kPa牵张压力损伤后星形细胞超微结构渊透射电镜袁伊5000冤
Fig.5 Ultrastructure of astrocytes after injuryby stretchpressure of 250 kPa (TEM,伊5000)

Cellbodydensificationanddisruptionofintercellularjunctureareseen
图 6 250kPa牵张压力损伤后星形细胞超微结构渊透射电镜袁伊20 000冤

Fig.6 Ultrastructure of astrocytes after injuryby stretchpressure of 250 kPa (TEM,伊20000)
Themitochondrialdensificationanddecreaseofglialfilamentsand microtubulecanbeseen
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一株输血传播病毒新变种的克隆和序列分析

刘志华袁骆抗先袁何海棠渊第一军医大学南方医院感染内科袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 从 1例不明原因转氨酶升高的病人血清中克隆输血传播病毒渊TTV冤DNA袁并进行序列分析遥方法 用巢式
PCR扩增 TTVDNA 长片段袁连接至 pGEM-T 载体上袁挑选一个克隆渊56-B冤进行测序遥将 56-B与 GenBank中五株 TTV
进行氨基酸和核苷酸序列的同源性分析袁并用最大似然法进行分子进化分析遥结果 56-B株与 TA278等五株 TTV序列
的核苷酸同源性分别为 42.4%尧48.2%尧47.9%尧49.8%尧61.7%袁氨基酸序列的同源性更低袁但其 5'和 3'两端非编码区的序
列仍然很保守遥结论 56-B株与其他TTV株之间的同源性很低袁有很高的基因异质性袁是 TT的一个新变种袁代表 TTV
的一个新的基因型遥
关键词院输血传播病毒曰基因异质性曰巢式PCR
中图分类号院Q78 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0690-03

Cloning and sequence analysis of a novel TT virus variant
LIU Zhi-hua,LUOKang-xian,HEHai-tang
Department ofInfectiousDiseases,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: ObjectiveToclonetheDNAofaTTvirus(TTV)variantisolatedfromapatientwithelevatedalaninetransaminase
(ALT) ofunknownetiology, andconductsequenceanalysis. Methods ThelongfragmentofTTVDNAwasamplifiedby
nestedPCRandthen cloned intopGEM-T vector. Aclonenamed 56-B containing 3.2 kb TTV DNAwasselected for
sequenceanalysisbesideshomologyanalysiswithother5TTVvariantsretrievedfromGenBank, andphylogeneticanalysis
was carriedoutbymaximumlikelihoodmethod. Results Thenucleotideidentitiesof56-B with the other5TTVstrains
TA278, JA10, US35, SANBANandTUS01were42.4%, 48.2%, 47.9%, 49.8% and61.7%respectively, andthe
correspondingaminoacididentitieswereevenlower. Phylogeneticanalysisshowedthat56-BwasfarfromotherTTVstrains
ingeneticdistancethatrangedfrom0.344to0.458.However,thesequencesinthe5'-and3'-endwerestillmuchconservative.
Conclusion Theisolated56-Bshowedhighheterogeneityingeneticbackgroundandwasthereforequitedistinctfromother
TTVstrainsasanovelTTVvariantthatrepresentsanewTTVgenotype.
Key words: transfusiontransmittedvirus;geneticheterogeneity;nestedpolymerasechainreaction

输血传播病毒 渊transfusion transmitted virus,
TTV冤是日本学者Nishizawa咱1暂于 1997年用代表性差
异分析法渊RDA冤从一例输血后肝炎病人血中发现的
一种新病毒袁并认为与不明原因输血后肝炎有关遥
1999年 Miyata咱2暂和 Mushahwar咱3暂两个研究小组都证
实 TTV为一单链负股环型的 DNA病毒袁全长 3852
个核苷酸袁认为是人类第一个圆环病毒遥随后袁与
TTV 原始株 TA278有很大差异的 TTV 新变种如
SANBAN咱4暂袁TUS01咱5暂袁TLMV咱6暂等不断被发现遥为了获
取更多的 TTV序列信息以分析其基因异质性袁我们
在一名不明原因单项转氨酶升高的患者血清中克隆

出一株 TTV序列袁与现有 TTV分离株的序列有较大
差异袁是一株 TTV新变种遥

1 材料与方法
1.1 TTV长片段的扩增

1.1.1 标本 血清标本取自本室随访的一名不明原因
单项转氨酶升高的病人遥该病例谷丙转氨酶间歇升
高袁用 ELISA法检测其血清中甲尧乙尧丙尧戊型肝炎标
志物袁包括抗 -HAVIgM, HBsAg袁抗 -HCV袁抗 -HEV
IgM等均为阴性遥
1.1.2 引物 根据文献咱7暂报道袁选择 TTV保守区引物袁
由上海生工生物工程公司合成遥引物序列如下院外引
物 T1渊正义链冤: 5'-AGTGCACTTCCGAATGGCTG-3'
渊nt95~114冤, T45渊反义链冤: 5'-GAAGATAAAGGCCT
TATGGCG-3'渊nt 3 380~3360冤曰内引物 T2渊正义链冤:
5'-GAGTTTTCCACGCCCGTCCG-3'(nt114~133),T46
渊反义链冤: 5'-GTCTGGCCCCACTCACTTTCG-3'渊nt
3357~3337冤遥
1.1.3 巢式 PCR反应 第一轮 PCR取 5滋l DNA袁5滋l
10伊Buffer袁4滋l dNTP渊10 mmol/L冤袁外引物 50 pmol袁
2UTaqDNA 聚合酶渊Takara, Dalian, China冤袁加无菌
水至 50 滋l反应体积遥PCR 循环程序院94 益袁30 s曰
55益袁3 0 s曰72益袁3min袁30个循环后袁72益延伸 5min遥
第二轮 PCR 取 2滋l第一轮 PCR产物袁加内引物 50
pmol袁余同第一轮遥
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1.1.4 PCR产物的电泳胶回收 取第二轮 PCR产物
20滋l在 1%琼脂糖凝胶上进行电泳袁将 3.2kbDNA
条带从凝胶上切下来袁用小量胶回收试剂盒渊Watson冤
回收袁操作按说明书进行遥
1.2 克隆测序
将回收后的 PCR产物克隆到 pGEM-T(Promega,

Madison, W I )载体上袁转化大肠杆菌 JM-109感受态
细胞袁接种到含 ampicillin/IPTG/X-gal的 LB平板上袁
从白色菌落中筛选出阳性克隆袁用Watson小量质粒
提取试剂盒提取质粒进行测序袁测序仪为 ABI
PRISM377遥
1.3 序列分析
核苷酸序列分析用 DNASIS 软件渊Hitachi

Version7.0冤袁使用 HomologyAnalysis程序对各条序
列进行最大同源性分析遥氨基酸序列分析采用
PROSIS渊HitachiVersion 5.0冤软件袁先用 DNASIS 软
件将核苷酸序列翻译为氨基酸序列袁再用 PROSIS中
的 HomologyAnalysis程序进行同源性比较遥进化树
分析采用 CLUSTALW(EMBL, Version 1 . 7 4 )软件袁
先用其中的 Multiple Alignment程序将所有序列对
齐袁再用 Phylogenetictree程序计算遗传距离并进行
进化分析袁用 Bootstrap程序计算 Bootstrap值遥进化
树用 Treeview软件观看遥在 Internet上用 BLAST程
序在 GenBank 中搜索与之有同源性的序列遥用
BANKIT程序申请序列登录号遥
2 结果
2.1 TTV长片段的克隆和测序
用巢式 PCR 法从 1 名患者血清中扩增出了

3 200 bp的 PCR产物袁克隆至 pGEM-T载体上袁挑取
1个克隆 56-B进行测序遥将测序得到的 56-B克隆的

核苷酸序列用BLAST程序在 GenBank中进行同源
搜索袁结果表明除 TTV外袁无任何与其有显著同源性
的序列袁而且仅在其 3'尧5'端有部分序列与TTV有同
源性袁而在中间的大部分序列与 TTV无明显同源性遥
2.2 核苷酸和氨基酸同源性分析
为了分析 56-B与其他 TTV序列的相似程度袁从

GenBank中调出 TUS01尧SANBAN以及 Genotype1袁
2尧3型的全序列或近似全序列 TA278尧JA10尧US35共
5条序列与 56-B进行比较遥核苷酸分析结果表明袁
56-B与其他序列的同源性都比较低袁分别为 42.4%尧
48.2%尧47.9%尧49.8%和 61.7%袁其中与 SANBAN的
同源性最高遥但在不同区域同源性亦有所不同(表 1)袁
56-B的 3'和 5' 两个末端 200bp 左右的区域与其他
TTV序列有较高的同源性袁分别为 89.5%~92.7%和
69.7%~95.0% (表 1)袁而中间的大部分同源性都很低袁
特别是 nt1400~1650之间袁为 44.1%~49.7%遥氨基酸
同源性分析显示袁56-B的 ORF1 与其他序列的同源
性都比较低袁介于 28.0%~36.7%之间袁ORF2 的同源
性在 24.4%~43.1%之间遥56-B的 ORF1 和 ORF2 与
SANBAN的同源性最高袁分别为 36.7%和 43.2%遥具
体结果见表 2遥

表 2 56-B株与五株 TTV的核苷酸及氨基酸同源性比较 (%)
Tab.2 Homology analysisbetween 56-Band the 5 TTVvariants (%)

TA287 JA10 US35 TUS01 SANBAN 56-B

TA287
ORF1 72.0 73.7 55.7 49.6 42.4
ORF2

JA10
ORF1 67.6 72.6 48.7 48.4 48.2
ORF2 49.3

US35
ORF1 69.1 69.1 50.9 48.8 47.9
ORF2 47.3 48.3 35.8

TUS01
ORF1 37.2 38.4 35.8 55.3 49.8
ORF2 38.8 36.3 36.9

SANBAN
ORF1 36.1 36.1 35.6 52.9 61.7
ORF2 39.7 34.4 40.4 35.6

56-B
ORF1 28.0 30.5 28.5 32.9 36.7
ORF2 24.4 25.3 29.7 37.3 43.1

表 1 56-B与五株TTV在不同区域的核苷酸序列同源性比较
Tab.1 Homology analysis between 56-Band the 5 TTV

isolates in different regions
56-B

nt1-150渊%冤 nt1400-1650渊%冤 nt2940-3220渊%冤
US35 89.5 48.9 94.2
JA10 89.6 47.2 89.0
TA287 89.6 48.2 79.2
SANBAN 92.7 44.1 69.7
TUS01 91.6 49.7 95.0

2.3 进化树分析
将 56-B 株与 GenBank 中 TUS01尧SANBAN尧

TA278尧JA10尧US35尧JA1尧JA2B和 GH1 等八株 TTV
全序列或近似全序列共同进行进化分析袁结果表明袁
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图 1 9株 TTV序列的系统进化树分析
Fig.1 Phylogenetic analysis of 9 TTV strains
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56-B与已知 TTV基因型的遗传距离都比较远袁范围
在 0.344~0.458之间袁不能归为任何一个基因型袁是
TTV的一个新变种渊图 1冤遥

2.4 GenBank登记
在 Internet上用 BANKIT程序进行序列登记袁

56-B的登录号是AF371370遥
3 讨论
自发现 TTV以来袁各国学者从病原学尧流行病
学尧临床等方面进行了广泛的研究袁虽然有很多进展袁
但 TTV的致病性尚无定论遥值得指出的是袁目前各国
学者在 TTV致病性的研究中袁都是根据 Okamoto的
TA278序列设计引物进行检测的遥因此根据现在的
研究结果袁只能认为 TTV1a型与不明原因肝炎无关遥
Okamoto等咱8暂学者的研究表明 TTV基因组具有极高
的异质性袁至少可分 16种基因型遥Khudyakov的研究
咱9暂又把 TTV分为 5个基因群袁因为不同基因群之间
的差异已经超过了基因型的范围袁其中的一个基因群
包括了以往发现的 TTV各基因型袁该基因群与另外
的 4个基因群显著不同袁并且这 4个基因群之间彼此
也有很大差别袁作者认为这 4个新的基因群是密切相
关而又明显不同的类 TTV病毒渊TTV-like冤遥由此可
见袁众多密切相关又显著不同的 TTV基因群尧基因型
和亚型构成了一个庞大的 TTV家族袁这个家族的新
的成员正在不断地被发现遥在如此庞大的家族中袁是
否有一株或几株与不明原因肝炎有关袁值得进一步深
入研究遥
为了获得 TTV更多的核苷酸序列信息袁我们采
用从 T T V 5' 和 3'非编码区设计的引物经 PCR 扩增
从一病例血清中得到了 56-B克隆遥有趣的是袁测序结
果表明袁这个克隆的序列与已知的任何 TTV序列的
同源性都比较低遥进化分析的结果表明袁56-B与其他
8 株 TTV序列的进化距离在 0.344~0.458之间袁与
SANBAN的进化关系最近袁遗传距离也已达到了

0.344遥根据文献报道咱9暂袁遗传距离在 0~0.34之间为不
同的 TTV毒株袁在 0.34~0.80之间为不同的基因型遥
因此袁本文中的 56-B株代表一个不同于已知的TTV
基因型的新基因型遥从我们的研究结果来看袁在我国
人群中应该还有未被发现的 TTV的新基因型存在袁
这些 TTV毒株与已知的 TTV毒株之间的进化关系
及其致病意义有待于进一步研究遥虽然 56-B与其他
TTV毒株的序列很低袁但在其 3' 和 5' 端非编码区
200bp左右区域有很高的同源性袁表明非编码区在病
毒进化过程中非常保守袁可能与病毒的复制等重要功
能有关遥其编码区的基因异质性很大袁特别是 nt 1
400~1650 这一区域袁编码区的高度异质性可能是
TTV在长期进化过程中与宿主相互适应袁逃避宿主
免疫监视的结果遥

TTV是一种异质性很大并且种类很多的 DNA
病毒袁因此研究 TTV的致病性需要有很多的 TTV序
列的资料遥国外已报道多株 TTV新变种咱4~6暂袁国内尚
未见报道遥本文报道的 56-B是 TTV的新变种袁代表
TTV家族的一个新基因型袁其与不明原因单项转氨
酶升高的关系尚需通过流行病学研究加以明确遥
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日本血吸虫新基因要要要腺苷酸激酶基因的发现与克隆

彭鸿娟 1袁陈晓光 1袁卢晓昭 2袁龙綮新 1渊1第一军医大学寄生虫学教研室袁广东 广州 510515曰2第一军医大学学
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摘要院目的 将用表达序列标签渊expressionsequencetag,EST冤策略及同源性搜索发现的日本血吸虫新基因要要要腺苷酸
激酶渊adenylatekinase,AK冤cDNA克隆到表达质粒 pET32a(+)上袁为下一步研究该基因的功能做准备遥方法 将插入于
pTriplEx2质粒上的 cDNA进行测序袁用 BLASTn程序搜索测序结果袁根据表达质粒 pET32a (+) 上的克隆位点及该
cDNA序列设计 PCR引物袁将 PCR产物纯化后连接到 pMD18-T载体上袁将重组 T载体经 EcoR玉/Xho玉双酶切后切下
的 SjAK基因导入原核可溶性表达质粒 pET32a(+)中遥结果本研究所发现的新基因与曼氏血吸虫 AK基因的同一性达
86%袁PCR产物的片段长度与预期大小一致袁重组T 载体及表达质粒经EcoR I及 Xho I双酶切后证明具有与目标片段
长度相符的插入片段遥结论 发现日本血吸虫的 cDNA与曼氏血吸虫AKcDNA高度同源袁并且成功地构建出重组表达
质粒 pET32a(+)-SjAK遥
关键词院日本血吸虫曰曼氏血吸虫曰腺苷酸激酶
中图分类号院R382.24;Q78 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0693-04

Identification and cloning of adenylate kinase gene, a novel gene of Schistosoma japonicum
PENGHong-juan1,CHENXiao-guang2,LUXiao-zhao3,LONGQing-xin1

1Department of Parasitology, First MilitaryMedicalUniversity, Guangzhou510515,China; 2Fifth Corps, First Cadet
Brigade,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Tosubcloneanovelgeneof Schistosoma japonicum (Sj), adenylatekinase (AK) cDNA, which was
identifiedthroughexpressedsequencetag(EST)strategyandhomologysearch,soastoprepareforfurtherfunctionalstudyof
thisgene.Method TheinsertedcDNAfragmentwassequencedandsearchedwithBLASTnprogram.TwoPCRprimerswere
designedaccordingtothesequenceofthisSjAKcDNAandthecloningsitesinpET32a(+)plasmid,withtheproductpurified
beforelinkagewithpMD18-Tvector. The recombinantT-vectorwasdigestedwith EcoR玉/Xho玉toobtainSjAKcDNA,
which wasthenintroducedintotheexpressionplasmidpET32a(+). Results Thenovelgenepossessed86%homologywith
Sm AK cDNA, and the PCR product is of expected length. Double digestion with EcoR I and Xho I proved that the
recombinant T-vector and the expression plasmid had the insert with length identical to that of the target fragment.
Conclusion ThenovelcDNAcodesforadenylatekinaseof Schistosoma japonicum, andtherecombinantexpressionplasmid
pET32a(+)-SjAKhavebeensuccessfullyconstructed.
Key words: Schistosoma japonicum; Schistosoma mansoni;adenylatekinase

日本血吸虫病是亚洲国家的一种重要的寄生虫

病袁特别是中国的一些地区及菲律宾群岛遥据估计袁目
前在我国有 8个省 127个县袁至少有 2200万人受血
吸虫病的威胁咱1袁2暂遥当前血吸虫病控制受到以下因素
的阻碍院治疗方法渊毒性尧行政管理尧抗药性等冤的限
制曰频繁的重复感染;疫苗研制的前景不容乐观曰缺少
对血吸虫许多生物学知识的了解咱3袁4暂遥为了寻找新的
治疗药物及疫苗袁血吸虫病的研究转向了对血吸虫基
础知识及其分子生物学的研究遥血吸虫基因组计划
渊Schistosoma genomeproject, SGP冤的主要目标之一

是发现与鉴定日本血吸虫与曼氏血吸虫的新基因袁从而
寻找新的治疗药物与疫苗咱5暂遥表达序列标签渊expres-
sionsequencetag,EST冤可用于利用生物学数据库进
行 DNA或蛋白质的同源性分析袁从而研究这些基因
的起源及功能推测咱6暂遥我们在国内外首次构建了日本
血吸虫尾蚴 cDNA文库咱7暂袁并用 EST策略从文库中
筛选到一个包含完整开放读码框的 cDNA序列袁与
曼氏血吸虫腺核苷单磷酸激酶渊adenylatekinase袁AK冤
mRNA序列同一性达 86%咱8暂遥

1 材料与方法
1.1 质粒
含日本血吸虫腺甘酸激酶渊SjAK冤cDNA的原始克
隆是用EST策略从日本血吸虫尾蚴 cDNA文库中随机
筛到的咱9暂袁该 cDNA片段所插入的载体要要要姿TriplEx2
噬菌体袁侵染 BM25.8 大肠杆菌后袁自环化为
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TriplEx2质粒袁该质粒具有氨苄抗体筛选标记遥原核
表达质粒 pET32a (+)由中山大学中山医学院病原生
物学教研室吴忠道博士惠赠遥pMD18-Tvector 购自
宝生物工程渊大连冤有限公司遥
1.2 工具酶和试剂

Taq酶尧dNTP尧Xho玉尧EcoR玉购自广州基因公司袁
DNAmarker购自上海博彩科技有限公司遥
1.3 测序及同源性搜索
测序由上海基康生物技术有限公司完成遥同源
性搜索由以下网址上的 BLASTn 软件完成渊http:
//www.ncbi.nlm.nih.gov/blast冤遥
1.4 引物设计
根据 SjAKcDNA序列袁包含从 ATG至 TAA为
止的全编码区袁用DNAMAN软件设计引物遥引物合成
由上海博彩生物科技有限公司完成遥P1院5'ATGAATT
CATGACAGATCAAAAGTTA3'袁在 5'端引入EcoR玉
酶切位点及保护碱基曰P2: 5'TACTCGAGAAGAAG
AAGTGACTGA3'袁在 5'端引入 Xho玉酶位点及保护
碱基遥
1.5 重组质粒的筛选及鉴定

PCR产物回收纯化后连接入转移质粒 pMD18-T
载体遥重组 T 载体 pMD18-T-SjAK经 EcoR玉／Xho玉
双酶切后切下 SjAK基因袁酶切产物纯化后导入原核
表达质粒 pET32a(+)袁构建重组表达质粒 pET32a(+)
-SjAK渊图 1冤袁Xho玉尧EcoR玉双酶切及测序鉴定无误
后袁将该质粒转化入大肠杆菌 BL21遥
2 结果与讨论
2.1 测序及同源性搜索结果
将含 SjAK cDNA的原始克隆 pTriplEx2-SjAK

进行测序袁测序的结果经 BLASTn 程序进行同源性
搜索袁发现与曼氏血吸虫 SmAK cDNA 高度同源
渊图2冤遥
从图中的比较结果来看袁我们所发现的新基因与
曼氏血吸虫的腺苷酸激酶的 cDNA序列同一性达
86%袁是高度同源的基因遥AK广泛存在于有机体中袁
它催化 MgATP+AMP葑MgADP+ADP反应袁并通过
这个反应来维持腺苷酸组成成分的体内平衡遥人类红
细胞中 AK酶的遗传缺陷会导致非球型红细胞溶血
性贫血症曰在大肠杆菌细胞中 AK酶结构基因的损伤
可产生条件致死性突变遥在脊椎动物中袁AK酶至少有
两种类型的同工酶院肌型AK酶渊AK1冤和肝型 AK酶
渊AK2冤遥这两种类型的酶的组织分布和在细胞内的定
位不同袁而彼此间在催化和免疫特性方面也不尽相
同咱9暂遥

Cao等咱10暂为了鉴定编码可溶性虫卵抗原的基因
并研究这些基因的产物在肉芽肿形成过程中的作用袁
用抗可溶性虫卵抗原的免疫兔血清筛选曼氏血吸虫

虫卵 cDNA文库袁所筛到的阳性克隆中的插入序列
经GenBank和 EMBL数据库核苷酸及氨基酸水平的
同源性搜索后袁发现一个基因所编码的蛋白与鸡的
AK高度同源袁报道了曼氏血吸虫AK的 cDNA全序
列遥我们从日本血吸虫尾蚴 cDNA文库中筛到的与
曼氏血吸虫 AK基因同一性高达 86%的 cDNA全编
码区序列遥因而预测所发现的 cDNA编码日本血吸
虫的AK遥
2.2 PCR结果
用所设计的引物以 pTriplEx2-SjAK质粒为模

板袁扩增出的片段长度与预期大小一致袁约为 627bp
(图 3)遥
2.3 pMD18-T-AK与 pET32a(+)-AK的鉴定
两种重组质粒经 Xho玉和 EcoR玉双酶切后均有
与预期片段大小一致的 pET32a(+)质粒片段和 SjAK
基因片段袁证明 SjAK基因已经连接入 T载体和表达
质粒 pET32a(+)中(图 4)遥

图 1 pET32a(+)-SjAK质粒的构建图
Fig.1 Construction of the pET32a(+)-SjAK
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图 2 日本血吸虫与曼氏血吸虫腺苷酸激酶 cDNA同源性比较
Fig.2 Homologous comparison between Schistosoma japonicum and Schistosoma mansoni adenylate kinase cDNA

图 3 日本血吸虫腺苷酸激酶基因的 PCR扩增结果
Fig.3 PCR amplificationof adenylate kinase gene of Schistosoma japonicum

M:DNAmarker;1:PCRproduct(fragmentofAKgene)

图 4 日本血吸虫腺苷酸激酶基因重组质粒鉴定图
Fig.4 Identificationof the recombinant plasmid containing adenylate kinase gene

Lane1: RecombinantpMD18-T-AKdigestedwith EcoR玉and Xho玉; Lane2: RecombinantpET32a(+)-AKdigestedwith

EcoR玉andXho玉; Lane3:DNAmarker
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渊上接 689页冤
细胞质中的微丝尧微管明显减少袁线粒体致密及空泡
化袁直至细胞水肿或致密样改变袁出现坏死和凋亡前
期的变化遥由于星形胶质细胞可以分裂再生袁损伤轻
微的细胞修复时可能产生大量胶质纤维酸性蛋白袁并
分泌一些与应激有关的细胞因子袁使星形细胞产生广
泛的应激反应遥
还有研究显示袁应力使星形细胞体积产生轻度改
变就可导致其功能发生显著变化遥Di等咱6暂的研究表
明袁使硅胶膜产生 6.5mm轻度牵张袁导致星形细胞
体积发生轻度变化袁即可使星形细胞膜阳离子通道改
变袁牵张所致的星形细胞阳离子电流的变化可能与损
伤所致的星形细胞肿胀有关遥牵张变形还可以导致星
形细胞内皮素 -1产生和分泌明显增加咱7暂遥因此袁在颅
脑创伤中袁应力所致的星形细胞牵张变形可使其功能
发生明显变化袁进而引起神经元功能改变袁这在脑损
伤的病理过程中可能具有重要意义遥
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渊责任编辑院黄开颜冤

在 pET表达系统中袁目标基因克隆入质粒后袁处
于 T7强转录翻译信号的调控之下袁宿主细胞中的 T7
RNA聚合酶具有诱导表达的作用袁该酶具有高选择
性及活跃性的特点袁细胞在充分诱导的条件下袁细胞
内所有的资源将被调动起来转向目标基因的表达遥该
系统的另一个突出特点是在未诱导时使目标基因保

持转录沉默状态遥pET32系列可以使外源蛋白与 109

个氨基酸残基的硫氧还蛋白融合在一起而增加外源

基因的可溶性袁同时还提供有在外源基因上下游与
6-His融合表达的克隆位点袁使诱导表达 后的目标蛋
白便于纯化遥为了进一步研究 SjAK蛋白的功能袁我
们拟将其在原核系统中表达遥
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紫外线照射前后日本血吸虫尾蚴抗原的初步分析

李 华袁陈晓光袁杨培梁袁周晓红袁沈树满袁彭鸿娟袁吴 昆渊第一军医大学寄生虫学教研室袁广东广州 510515冤

摘要院目的 探讨日本血吸虫尾蚴经紫外线渊UV冤照射后抗原成分的改变遥方法日本血吸虫尾蚴经UV渊400滋W/cm2冤照
射 1min后袁取其可溶性抗原经照射尾蚴抗原渊UVCA冤与未经照射的尾蚴可溶性抗原渊NCA冤同步进行SDS-PAGE和免疫
印迹试验遥结果 经 UV照射后袁日本血吸虫尾蚴新出现了 Mr 212000和 82000抗原带袁Mr 116000尧26000和 16000抗
原带浓度明显升高曰NCA的Mr 67000分子仅能被 UVCA免疫猪血清识别袁而不能被感染猪血清识别袁Mr 79000和 94000
与免疫猪血清的反应也明显强于感染猪血清遥结论 UV照射后新出现或含量增加的抗原成分以及仅免疫猪血清所识
别的抗原分子可能是照射尾蚴激发高度保护性免疫的主要因素遥
关键词院紫外线曰日本血吸虫曰尾蚴曰抗原
中图分类号院R532.21 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0697-03

Preliminary study of cercaria antigen of Schistosoma japonicum before and after ultraviolet
irradiation
LIHua,CHENXiao-guang,YANGPei-liang,ZHOUXiao-hong,SHENShu-man,PENGHong-juan,WUKun
Department ofParasitology,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: ObjectiveTostudythechangesintheconstituentsofthecercariaantigenof Schistosoma japonicum beforeandafter
ultravioletirradiation.Methods ThecercariaofSchistosomajaponicumwereexposedtoultravioletlight(UV)irradiationata
doseof400滋W/cm2 for1min, andtheUV-irradiatedcercariaantigen (UVCA) andnormalcercariaantigen (NCA) were
simultaneouslyanalyzedbysodiumdodecylsulphatepolyacrylamidegelelectrophoresis (SDS-PAGE) and Westernblotting.
Results Atleast2antigenswithrelativemolecularmass(Mr)of212000and82000wereidentifiedinUVCAbutnotinNCA
bySDS-PAGE analysis, andtheconcentrationsoftheantigenswith Mr of 116 000, 26 000and 16 000in UVCA were
significanthigherthanthoseinNCA.Ontheotherhand,theantigenicmoleculewithMr of67000inNCAwasrecognizedby
serumfrompigsvaccinatedwithUV-attenuatedcercariae, butnotbyserumfrompigswithSchistosomajaponicuminfection.
Antigens withMr of 79000and94000wereapparentlymorestronglyreactive withtheformerporcineserumthanwiththe
latter. Conclusion Theresultssuggest that all thenovel antigensarisingfrom or increasedbyUVexposure, or antigens
specificallyrecognizedbyserumfrompigsvaccinatedbyUV-attenuatedcarcariaemaybetheprincipalfactorsinthehighly
protectiveimmunityprovokedbyirradiatedcercariae.
Key words: ultravioletirradiation; schistosoma japonicum;cercaria;antigen

WHO/TDR曾以小鼠为模型对 6种血吸虫疫苗
候选分子进行评价袁结果小鼠体内产生的保护性免疫
力均未达到降低虫荷 40%或更多的预期目标咱1暂袁而经
酌- 射线或紫外线照射减毒尾蚴能激起机体较强的保
护性免疫袁减虫率可高达 90%咱2暂袁而且袁这种保护性免
疫力可通过血清被动转移给其他动物咱3~5暂遥因此袁认为
照射致弱尾蚴是目前最有效的免疫原遥为了从照射尾
蚴抗原中寻找激发机体保护性免疫的抗原成分袁本研
究就紫外线照射前后日本血吸虫尾蚴可溶性抗原成

分进行了对比分析遥

1 材料与方法
1.1 器材及试剂

ZG-4渊A尧B冤型紫外线辐射计为中国建材院石英
所产品袁254nm 的紫外线照射箱由本校防原医学教
研室提供袁感染日本血吸虫的阳性钉螺购自湖南省寄
生虫病研究所 渊岳阳冤袁HRP标记羊抗猪 IgG购自晶
美生物工程有限公司渊目录号 6050-05冤遥
1.2 紫外线照射尾蚴抗原 渊ultraviolot-inadiatecerara
antigen, UVCA冤的制备
取阳性钉螺袁于纯净水中 28益光照孵箱逸出尾
蚴袁用玻璃吸管吸取水表尾蚴 1ml袁放入直径 2 cm的
小平皿袁用 254nm 的紫外线照射咱6暂袁400滋W/cm2 6 0 s
后袁转入 4益的生理盐水中袁1000r/min离心 10min袁
弃上清袁于-20 益备用遥
1.3 正常尾蚴抗原渊normalcercaraantigen,NCA冤的收集
同上吸取尾蚴袁不经照射袁直接转入 4益的生理
盐水中袁同上离心处理袁于-20益备用遥
1.4 正常猪血清的收集
取从非血吸虫病疫区购买的 15kg 生猪袁耳静脉
采血袁分离血清袁-20益备用遥
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图 2 紫外线致弱尾蚴免疫猪血清
与紫外线照射前后尾蚴抗原的免

疫印迹分析

Fig.2 Western blotting analysis
of UVCA and NCA reacted with
serum of pigs vaccinated with
UV-attenuated cercara (VPS)

Lane1:UVCA;Lane2:NCA

Mr

66200

43000

30000

20100

1 2
97400

表 2 UV照射尾蚴免疫猪血清与 UVCA和NCA的
ELIB比较分析

Tab.2 Comparison of bands of UVCA and NCA
reacted with VPS by ELIB

Antigen Strongbands(伊103) Weakbands(伊103)

UVCA 94,85,80,70,62,60,45,42,26 114,58,54,48,46

NCA 94,85,80,70,62,60,45,42 114,58,54,48,46

图 1 紫外线照射前后日本血
吸虫尾蚴抗原的SDS-PAGE

分析

Fig.1 SDS-PAGE analysis of
the cercara antigen of Schi-
stosoma japonicum before and
after ultraviolet irradiation

Lane1:Ultraviolet-irradiated
cercaraantigen(UVCA);Lane2:

Normalcercaraantigen(NCA);M:
Molecularweightproteinmarker

1 2 M
Mr

97400
66200

43000

31000

20100

14400

表 1 UVCA与 NCA的 SDS-PAGE比较分析
Tab.1 SDS-PAGE analysis of UVCA and NCA

Antigen Strongbands(伊103) Weakbands(伊103)

UVCA 170,94,82,62,54,49,43,42,38,35,32,
28,26,23,22,20,18.3,17,16,14.2 126,110,76,70,57,40,24,13.3

NCA 170,84,76,70,62,54,49,42,40,38,35,
32,28,23,22,20,18,15.3,14.2, 119,110,57,46,34,33,26,24,16,13.3

1.5 感染猪血清的制备
用接种环捞取新逸出的尾蚴于 24 mm伊24 mm

的盖玻片上袁显微镜下计数渊共 6000 条冤后袁经腹部
皮肤感染 15kg生猪袁隔周从耳静脉采血袁分离血清袁
-20益备用遥
1.6 免疫猪血清的制备
用接种环捞取新逸出的尾蚴于 24 mm伊24 mm

的盖玻片上袁显微镜下计数渊共 12000 条冤袁同 1.2用
UV照射 1min后袁经腹部皮肤接种袁隔周从耳静脉采
血袁分离血清袁-20益备用遥
1.7 聚丙烯酰胺凝胶电泳
分别用 8%和 12%的分离胶袁5%的浓缩胶袁将

NCA和 UVCA同时电泳袁先用稳压 8 0 V袁到达分离
胶时换成 120 V袁当溴酚蓝指示线距胶的底端 0.5cm
时袁终止电泳袁进行银染色袁用凝胶分析系统分析电泳
结果遥
1.8 免疫印迹试验 渊enzyme-linked immunoblotting,
ELIB冤
同上电泳后袁参照 Bio-Rad产品使用说明书袁用
半干转印槽将抗原带转移到 pvdf膜上渊转印条件院16
V袁16min冤曰用封闭液 渊5%脱脂奶粉, 0.01mmol/L
pH7.4PBS冤37 益封闭 1 h曰用血清稀释液渊5%新生牛
血清袁0.05%Tween-20,0.01mmol/LpH7.4PBS冤分别
将免疫猪血清尧感染猪血清和正常猪血清作 1:50稀

释袁37 益孵育 2 h袁用洗涤液渊0.15%Tween-20, 0.01
mmol/LpH7.4PBS冤洗涤 5 min袁3次袁加酶标羊抗猪
二抗袁37益孵育 1 h袁同上洗涤袁加底物显色遥

2 结果
2.1 电泳结果
将同批收集的 NCA和 UVCA经 SDS-PAGE袁银
染色袁结果UVCA在Mr 212000和 82000处出现蛋白
主带袁而NCA未见这 2条蛋白带曰UVCA的 116 000尧
26000和 16000蛋白带浓度明显高于 NCA曰另一方
面袁NCA 出现的 150 000 和 97 000 蛋白区带在
UVCA不明显 渊图 1冤袁UVCA和NCA的其他相对分
子质量的蛋白主带大致相同渊表 1冤遥

2.2 免疫猪血清与UVCA和NCA的 ELIB结果
UVCA和 NCA经 10%的聚丙烯酰胺凝胶电泳

后袁转移到 PVDF膜上袁用免疫猪血清与之反应袁结果
UV照射尾蚴免疫的猪血清与UVCA在 Mr 26000处
出现一条明显的反应带袁而与NCA未出现明显的反
应带渊图 2冤袁免疫猪血清与UVCA和 NCA的其他反
应带大致相同渊表 2冤遥

2.3 NCA与免疫猪血清和感染猪血清的 ELIB结果
NCA经 8%的聚丙烯酰胺凝胶电泳后袁转移到

PVDF膜上袁分别用免疫猪血清和感染猪血清与之反应袁
结果NCA的Mr为 67000处与免疫猪血清出现明显的
反应袁与感染猪血清未出现反应带袁94000和 79000与
免疫猪血清的反应带也明显强于感染血清曰与之相
反袁在 169000尧143000 和 56000 处袁NCA与感染猪
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血清反应带较与免疫猪血清的反应带明显渊图 3冤遥免
疫猪血清和感染猪血清与 NCA的其他反应带大致
相同渊表 3冤遥

3 讨论
UV照射可直接引起曼氏血吸虫尾蚴表面糖类

抗原的显著改变袁而这些修饰抗原有助于增强照射
尾蚴的免疫性 咱7暂遥本研究的 SDS-PAGE结果显示院
UVCA Mr 为 212000 和 82000 的主带在 NCA未出
现袁UVCA的 Mr为 116000尧26000 和 16000的抗原
带浓度也明显高于 NCA遥与之相反袁NCA中出现的
Mr为 150000和 97000的蛋白区带在UVCA中不明
显袁表明日本血吸虫尾蚴经UV照射后袁其抗原成分
出现了较大的改变袁除了新出现或一些抗原成分的含
量增加外袁某些抗原成分也会丢失或含量减少遥这些
抗原成分的改变是 UV照射直接引起的抗原修饰袁还
是改变了的抗原基因表达的开关状态袁尚待研究证

实遥
在 ELIB中袁 UV照射尾蚴免疫猪血清与 Mr为

26000的 UVCA分子出现明显的反应带袁而与Mr为

26000的NCA分子未出现明显反应带袁提示UV照射
增强了血吸虫尾蚴的Mr为 26000的抗原的免疫性遥
Mr为 67000的NCA与免疫猪血清出现明显的反应袁
与感染猪血清未出现反应带曰Mr为 94000 和 79000
的 NCA与免疫猪血清的反应带也明显强于感染血
清遥这些抗原成分可能激起机体的保护性体液免疫遥
有学者认为紫外线减毒尾蚴诱导产生的较高保护力

的免疫机制可能是以细胞免疫为主咱8暂遥本研究中袁UV
照射后新出现的或含量明显增加的抗原成分是否能

激发机体的保护性细胞免疫袁正在进一步研究之中遥
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图 3 正常尾蚴抗原与不同猪血清的
免疫印迹分析

Fig.3 Western blotting analysis of
normal cercara antigen reacted
with different porcine sera

1:NCAreactedwithVPS;2:NCAreacted

withIPS;3:NCAreactedwithNPS

1 2 3 Mr

212000

116000

43000

30000

97400

66200

表 3 免疫猪血清和感染猪血清与 NCA的 ELIB分析
Tab.3 Comparison of bands of normal cercara antigen

reacted with VPS and IPS by ELIB
Serum Strongbands(伊103) Weakbands(伊103)

VPS 153,102-95,94,82,79,67 223,194,177,143,121,109,
60,56,48,46,32/31,28/26

IPS 169,153,143,102-9582,56 223,194,177,121,109,94,79,
60,48,46,32/31,28/26

VPS:SerumofpigsvaccinatedwithUV-attenuatedcercara;IPS:Serumof

pigsinfectedwithschistosomajaponicum;ELIB:Enzyme-linked
immunoblotting
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Fas基因转导大肠癌细胞株的表达

李恕军 1袁肖 冰 2袁姜 泊 2袁韩 英 1渊1北京军区总医院消化内科袁北京 100700曰2第一军医大学南方医院消化内
科袁广州 510515冤

摘要院目的 建立表达外源性Fas 基因的大肠癌细胞株袁观察Fas 基因在转导前后的表达遥方法 采用分子克隆技术将
Fas基因插入真核表达载体 pBK-CMV的多克隆位点之间袁以脂质体介导法将Fas基因导入受体细胞LoVo袁用 G418筛
选克隆细胞遥以 dotblotting袁Westernblotting检测转导细胞 Fas基因的表达遥结果 成功建立了Fas基因表达株遥转导株
在 RNA及其蛋白水平表达均明显高于非转导株袁转导细胞增殖速度尧倍增时间尧对数生长期等均比非转导株更为缓慢袁
但无显著性差异袁在 Fas抗体作用下袁转导株细胞生长明显受到抑制袁有非常显著性差异遥结论 Fas基因在大肠癌细胞
中处于低表达状态曰通过真核表达载体介导袁Fas基因在 RNA及其蛋白水平能有效表达遥Fas表达株在 Fas抗体作用下
可明显抑制体外培养的大肠癌细胞的生长增殖遥
关键词院Fas基因曰基因转导曰大肠癌曰细胞凋亡
中图分类号院R735.34 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0700-04

Expression of Fas genes transduced into colorectal cancer cells
LIShu-jun1,XIAOBing2,JIANGBo2,HANYing1

1Department of Digestive Diseases, General Hospital of Beijing Command, Beijing 100700, China; 2Department of
DigestiveDiseases,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Toconstructcolorectalcancercellsexpressingexogenous Fas geneandobservetheexpressionlevelof
itsmRNAandproteinbeforeandaftertransduction. Methods FascDNAwasinsertedintothemultiplecloningsiteoftheex-
pressionvectorpBK-CMVwithmolecularcloningtechnique, andtheresultantrecombinantplasmidwastransducedintocol-
orectalcancerLoVocellsvialipofectamine. G418wasutilizedtoscreenthepositiveclonescontainingtherecombinantplas-
mid,whereFasmRNAandproteinexpressionwasdeterminedwithWesternblottinganddotblotting. Results pBK-CMVFas
cDNAplasmidwassuccessfullyconstructed. ThetransducedcolorectalcancercellswerescreenedbyG418andaresistant
cellline(LoVoFascells)wasobtained.Fasexpressionwasdetectedinbothtransducedandnon-transductedcelllines,butthe
expressionlevelofbothFasmRNAandproteinwasmuchhigherintheformer, which showedloweredproliferationrateand
lengtheneddoublingtimeandlogarithmgrowthperiodthanthenon-transductedcells, butthedifferencewasnotsignificant.
TreatmentofthetransducedcellswithFasantibodyproducedsignificantdifference(P<0.05),manifestedbyapparentlyinhib-
itedcellgrowth. Conclusions LoVocellsnormallyhasonlyverylowexpressionlevelof Fas gene, whiletransductionwith
pBK-Fas cDNAcanenhancetheefficiencyofFasmRNAand proteinexpressions. Fas antibody significantlyinhibitsthe
growthandproliferationof in vitro culturedFas-expressingLoVocells.
Key words: Fas gene;genetransduction;colorectalcancer;apoptosis

细胞凋亡是多细胞有机体为调控机体发育袁维护
内环境稳定袁由基因控制的细胞主动死亡过程遥这一
过程与肿瘤的发生发展密切相关咱1暂遥因此袁提出诱导
肿瘤细胞凋亡是治疗肿瘤的一个新突破咱2~3暂遥Fas诱导
细胞凋亡袁由于其相对的简洁性而成为凋亡机制研究
中的热点咱4暂袁但 Fas蛋白分子仍未用于临床袁并且对
大肠癌细胞的相关研究报道甚少遥我们将 FascDNA
导入 Fas低表达的大肠癌细胞使其逆转为高表达袁建
立表达外源性 Fas 基因的大肠癌细胞株袁观察 Fas转
导株细胞体外抑瘤效应袁为今后大肠癌的基因治疗寻
找一条可行途径遥

1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 菌株尧细胞 大肠癌细胞株 LoVo尧DH5a菌株尧
pBK-CMV载体及原始质粒 pBlusecript FascDNA均
为南方医院全军消化病研究所保存遥
1.1.2 试剂 EcoR玉尧Sal玉尧Xho玉内切酶袁RNase A袁T4
DNA连接酶购于广州基因公司遥Lipofectamine购于
GIBCO-BRL公司遥质粒提取试剂盒尧琼脂糖尧蛋白酶
K尧G418尧MTT及硝酸纤维膜为 Sigma 产品遥Fas抗体
购于武汉博士德公司遥
1.2 方法
1.2.1 重组载体构建与鉴定 在原始质粒 pBlusecript
质粒 Xho玉位点之间有 2500bp 的 FascDNA袁其 5'端
上游有一个 Sal玉位点袁在 FascDNA 终止密码子下游
约 600bp 处有一个 EcoR玉位点袁Sal玉与 EcoR玉位点

收稿日期院2001-10-05
作者简介院李恕军渊1964-冤袁男袁内蒙赤峰人袁2001年毕业于第一军医大
学袁硕士袁主治医师袁电话 010-66721629转 8023
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图 2 免疫组织化学检测LoVo
细胞株 Fas的表达

Fig.2 Fas expression in LoVo
cells identified by
immunohistochemistry

A:BeforeFastransfection;B:After

Fas transfection

BA

图 1 pBK-FascDNA 酶切电泳鉴定
Fig.1 Identification of pBK-Fas cDNA by electrophoresis
Lane1:pBlusecriptFascDNA;Lane2:pBlusecriptFascDNA/Xho玉;

Lane3:pBlusecriptFascDNA/Sal玉+EcoR玉.Lane4: 姿DNA/Hind芋;
Lane5:pBK Fas cDNA/Sal玉+EcoR玉;Lane 6:pBKFascDNA
渊recombinantplasmid冤;Lane7:.pBK-CMVcDNA渊blankvector冤

/Sal玉+EcoR玉

1 2 3 4 5 6 7 Mr

1830bp

4500bp

2027bp

3530bp
4268bp
5148bp
21226bp

之间约为 1 830bp袁根据重组真核表达载体构建方
法咱5暂袁在证实原始质粒含有完整 FascDNA 基础上袁利
用相应的限制性内切酶消化 pBlusecript-FascDNA袁冻
融法回收 1830bp的 FascDNA袁在 T4DNA 连接酶
作用下与经 Sal玉和 EcoR玉双酶切的 pBK-Neo-CMV
载体 DNA连接 渊16益袁20 h冤袁转化 DH5a感受态细
胞袁常规培养袁随机挑选Amp抗性菌落及小量制备重
组质粒袁用 Sal玉和 EcoR玉双酶切及琼脂糖凝胶电泳袁
鉴定其连接效果与正确性遥
1.2.2 基因转导与克隆筛选 按 lipofectamine介导法咱5暂袁
取 0.5g/L纯化 pBK-FascDNA1滋l袁用灭菌去离子水
稀释成 10滋l袁与 5滋llipofectamine混合袁静置 10min袁
转染六孔板中处于对数生长期的 LoVo细胞 渊2伊105

cells/孔冤遥2 4 h后袁G418(500mg/L)筛选转染细胞遥同
时袁设 pBK空载体和非转导细胞作为对照遥克隆细胞
形成后袁随机挑选克隆袁大量扩增抗性细胞遥
1.2.3 Western blotting检测 以三去污剂裂解细胞方
法咱4暂制备细胞膜蛋白袁取 1/2进行 SDS-PAGE分离蛋
白条带袁考马斯亮蓝显色及脱色袁仔细分辨条带差异遥
另一半膜蛋白加样电泳后袁100 V电转移过夜袁SDS
变性 NC膜袁常规 ABC法结合抗体与显色遥
1.2.4 RNA斑点杂交方法鉴定 Fas在转导株的表达
1.2.4.1 细胞总 RNA的提取咱1暂 分别收集 2伊105 Fas转
导细胞尧转导空载体和非转导细胞遥用 PBS洗涤袁分
别加入异硫氰酸胍裂解液 500 滋l袁3 mol/LNaAc100
滋l袁饱和酚及氯仿各 500滋l袁置冰浴 20min袁4益离心
渊12000r/min冤15min遥取水相袁加等体积氯仿再抽提
一次遥用异丙醇沉淀袁4 益离心渊12000r/min冤15min遥
用 70%乙醇洗涤一次袁沉淀溶于 50滋l DEPC水处理
过的三蒸水中袁-20益储存袁同时取少量做含量测定遥
1.2.4.2 FasmRNA的斑点杂交 取已定量的 RNA样
品袁经甲醛变性点样于硝酸纤维膜袁放 80益烤箱 2 h遥
加预杂交液封口后袁置 68 益水浴 2 h遥取出杂交袋袁向
杂交袋中加入探针袁重新封口袁在 68益中温浴 16~24
h遥取出杂交膜袁放入 2伊SSC和 0.1%SDS液中袁室温
漂洗 20min袁再用 2伊SSC和 0.1%SDS液在 68益漂
洗 3次袁每次 10min遥取出NC膜袁用滤纸吸干水分袁
保鲜膜覆盖袁暗室中压上 X光胶片袁置 20益曝光渊放

射自显影冤48~72h遥冲洗胶片袁凉干袁观察结果遥
1.2.5 细胞生长曲线描记 在 24孔细胞培养板中袁分
别种入 2伊104细胞袁细胞分组包括非转导细胞组尧Fas
转导细胞渊转导株组冤尧非转导细胞 +Fas 抗体组尧Fas
转导细胞 +Fas抗体 渊抗体结合组冤袁Fas抗体浓度 1颐
100遥次日始每天 3孔细胞计数袁连续 1 0 d袁然后根据
细胞生长规律计算细胞倍增时间和描记生长曲线遥
1.2.6 统计学处理 采用 SPSS 10.0版统计软件对相
关数据进行字2处理遥
2 结果
2.1 原始质粒结构鉴定与重组真核表达载体的构建
2.1.1 原始质粒结构鉴定 原始质粒经 Xho玉内切酶
消化袁琼脂糖凝胶电泳证实分离出 2900bp的载体和
2500bp的 FascDNA全长片段袁如图 1所示遥
2.1.2 重组载体构建与鉴定 FascDNA (1830bp)产
物与载体连接后袁转化受体菌 DH-5a的阳性重组子袁
提取重组质粒袁经 EcoR玉和 Sal玉双酶切袁琼脂糖凝胶
电泳可见 4500bp的载体片段与1830bp的 FascDNA
片段袁如图 1第 3条泳道所示遥
2.2 Fas转导株的建立
2.2.1 免疫组织化学检测 LoVo细胞株 Fas 的表达
证实 LoVo细胞株 Fas基因蛋白产物低表达遥免疫组
织化学检测结果见图 2遥
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图 7 Fas细胞生长曲线
Fig.7 Growth curves of LoVo Fas cells

图 4 SDS-PAGE考马斯亮蓝染色
Fig.4 Fas protein stained by SDS-PAGE

a:LoVocells(3伊106);b:LoVocells(5伊106);c:protein
marker;d:LoVo-Fascells(1伊106);e:LoVo-Fascells(3伊106)

(3.6~4.0)伊104

a b c d e

图 5 Westernblotting
Fig.5 Fas protein identified by Western blotting

Lanea:LoVocells(3伊106);Laneb:LoVocells(5伊106);Lanec:
Proteinmarker;Laned:LoVo-Fascells(1伊106);Lanee:

LoVo-Fascells(3伊106)

a b c d e

图 6 RNADotblotting杂交分析
Fig.6 Result of Fas mRNA by dot blotting

1:LoVocells;2:LoVoFascells;3:Transducedemptyvectercontrol

cells

1 2 3

图 3 Fas转导细胞抗性克隆
Fig.3 Positive clones selected by G418

2.2.2 基因转导 LoVo细胞株 基因转导后袁1伊105转

染细胞经 G418筛选 4~5周袁空载体和 Fas表达载体
转染细胞培养孔内逐渐出现抗性克隆遥继续抗性筛选
同时袁进行扩增培养 30~40d袁结果筛出一个稳定的抗
性细胞株袁即 LoVoFascells渊图 3冤遥

2.3 Fas在转导株的表达
SDS-PAGE显色和 Westernblotting 结果见图 4

和图 5袁在 Mr 3.6~4.0伊104处转导株比非转导株明显

出现一条电泳带袁并随蛋白加样量增加而显色更加明
显袁与 Fas抗体结合的蛋白也出现印迹着色袁其大小
均与 Fas蛋白相对分子质量相符遥

2.4 RNADotblotting杂交分析
结果见图 6袁LoVo Fascells FasmRNA表达信号
明显高于 LoVocells及转染空载体渊pBK院含 CMV启
动子袁无 FascDNA冤对照组遥

2.5 Fas/Fas抗体抑瘤效应
直接记数法检测 Fas 基因转染前后及抗体结合
组细胞生长曲线如图 7所示袁LoVo细胞群体倍增时
间 2 . 0 d袁对数生长期在 2 ~ 6 d曰LoVo Fascells细胞群
体倍增时间为 4 . 0 d袁对数生长期在 4 ~ 7 d之间袁最大
细胞数为 1.0伊106袁低于非转导株细胞袁但二者比较无
显著性差异曰转导 +抗体组细胞群体倍增时间为 4.0d袁
对数生长期 4 ~ 7 d之间袁最大细胞数 1.5伊105袁明显低
于非转导株细胞和单纯转染细胞袁二者比较差异有显
著性意义渊P<0.05冤遥

3 讨论
大肠癌是一种发病率和死亡率均较高的恶性肿

瘤袁近年大肠癌发病率还有不断增高的趋势袁虽然在
诊治方面已经取得很大进展袁但 5年生存率仍在 40%
左右遥因此袁如何防治袁仍然是当前工作的重点遥
近年来研究表明袁Fas 基因在肿瘤细胞的表达状
态与细胞凋亡关系密切咱6~9暂遥人类恶性肿瘤细胞系对
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Fas抗体或配体触发凋亡信号的敏感性主要依赖于细
胞表面的 Fas蛋白的表达水平袁Fas 基因低表达是肿
瘤细胞产生凋亡抗性的重要机制之一遥因此袁上调
Fas在肿瘤细胞的表达袁增强肿瘤细胞对凋亡的敏感
性袁是有效启动肿瘤细胞凋亡的重要手段遥大肠癌的
细胞凋亡可能是通过癌细胞表面特殊受体 Fas等起
作用而诱导的遥根据 Fas信号可以诱导某些肿瘤细胞
凋亡的特点袁利用特异性抗体或配体拮抗剂袁可以产
生有效抗肿瘤治疗作用咱10~12暂遥大肠癌细胞 Fas 基因多
为低表达袁我们对大肠癌高转移细胞株LoVo细胞的
检测发现袁其 Fas 基因表达明显降低遥因此袁为进一步
证实 Fas基因对大肠癌细胞凋亡的作用袁我们将 Fas
基因转导至大肠癌细胞株袁以证实 Fas 基因转导诱导
大肠癌细胞凋亡的作用遥
在本实验中袁我们采用基因转染方法将克隆化的
外源基因通过特定手段导入大肠癌细胞株咱13~14暂遥利用
脂质体介导的基因转染方法成功地将 Fas表达质粒
pBKFas 转入到了 Fas 低表达的大肠癌细胞 LoVo
cells,筛选出一株稳定的 LoVoFascells细胞株遥经过
Dot blotting袁Westernblotting检测转导细胞株袁Fas在
mRNA水平和蛋白水平都获得有效的表达袁转导株
Fas 基因表达明显增强遥结果显示袁Fas低表达的 LoVo
细胞株通过 Fas 基因转导能够有效地表达较高水平
的 Fas曰并且 Fas转导株在 Fas抗体作用下肿瘤细胞
生长较非转导株受到明显抑制渊P<0.05冤袁其机制可能
与细胞凋亡有关遥
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焦虑有关的基因

最新研究表明袁如果某人具有一个重要脑基因的野等位基因冶袁那么该携带者更易产生焦虑情绪遥当然袁并
非该基因就能决定个体是野自寻烦恼冶型还是野无忧无虑型冶袁对许多复杂的精神状态袁有或没有该等位基因的个
体间相对差异很小遥该等位基因为 SLC6A4袁它编码的蛋白负责将神经递质 -复合胺从一个大脑神经元传递
到其它神经元遥亲代将该基因短或长的拷贝传递给子代遥Ahmad R.Hariri等研究发现袁短拷贝编码的蛋白转
运复合胺的效率较低袁具有一个或两个短等位基因的个体易表现出焦虑状态遥但研究人员同时指出袁由于情感
和个性很难客观地加以测量袁因此他们利用脑成像技术测量大脑杏仁体(amygdala)区活动遥杏仁体是大脑中与
情感相关的器官遥当受测者看到气愤或受惊表情时袁具有一个以上短 SLC6A4等位基因的个体杏仁体活动更
为强烈遥研究人员发现袁虽然该差异很小袁但在两个群体的志愿者中该差别是具有统计意义的遥
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摘要院目的 观察中国华南地区汉族人群醛固酮合成酶渊CYP11B2冤基因 -344C/T 多态性与肥厚型心肌病渊HCM冤的相关
性遥方法 以 15例 HCM患者和 18例正常对照为研究对象袁采集血样本并提取白细胞和基因组 DNA遥应用 PCR尧限制
性内切酶方法检测 CYP11B2基因的多态性分布遥结果 HCM组 CYP11B2基因 -344C/T多态性与对照组比较袁CT基
因型分布有显著性差异遥结论 CYP11B2基因 -344CT基因型可能是部分人群HCM发生的因素之一遥
关键词院甾类羟化酶类曰多态现象曰心肌病袁肥大性
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Association between aldosterone synthase gene polymorphism and hypertrophic cardiomyopathy
CHENAi-hua1,ZHANGWen-xiu1,LIZhi-liang1,TANGXiao-ming1,LUQing1, QIAN Xue-xian1, LILiu-yang1, SUN
Jia-zhen2

1DepartmentofCardiology,ZhujiangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510282,China; 2Institute
ofCardiovascularDiseasesofGuangdongProvince,Guangzhou510100,China

Abstract: Objective Toinvestigatethe relationshipbetweenaldosterone synthase (CYP11B2) gene polymorphism and
hypertrophiccardiomyopathy (HCM). Methods FifteenHCMpatientsand18healthysubjectswereenrolledinthisstudy.
PeripheralbloodsampleswerecollectedfromthesesubjectstoextactgenomeDNA.PCRand Hae 芋restrictionendonuclease
digestionwereemployedtostudy -344C/TpolymorphismofCYP11B2gene. Results CYP11B2geneshowedasignificant
differenceinCTgenotypedistributioninHCMgroupsascomparedwiththatinthecontrolgroups(P<0.05). Conclusion CT
genotypeofCYP11B2genemaybeoneoffactorsresponsibleforthepathogenesisofHCMinaproportionofpatients.
Key words: steroidhydroxylases;genepolymorphism;cardiomyopathy,hypertrophic

肥厚型心肌病渊HCM冤是常染色体显性遗传性疾
病袁呈家族性或散发性发病袁预后较差袁首位死亡原因
为猝死袁占 50%袁主要死于恶性心率失常遥目前认为
HCM与多种基因突变有关袁其中肾素 -血管紧张素 -
醛固酮系统参与介导心肌细胞增殖袁刺激心肌胶原合
成和成纤维细胞增生袁导致心肌肥厚和纤维化咱1~5暂遥所
以编码该系统的各个基因就成为研究心肌肥厚和

HCM遗传基础的基因遥本研究探讨醛固酮合成酶
渊CYP11B2冤基因 -344C/T多态性与 HCM的关系袁观
察 CYP11B2基因 -344C/T多态性是否影响 HCM肥
厚基因型的表达遥

1 对象和方法
1.1 研究对象

HCM组院选自我院心内科住院病人袁符合HCM
诊断标准渊见下述超声诊断指标冤袁排除其他心血管尧
内分泌及脑血管疾病袁共 15例袁男 10例尧女 5例袁年
龄渊53.5依16.4冤岁遥

正常对照组院随机选择我院门诊健康查体者袁经
询问病史尧体检尧实验室检查尧心电图及 X线检查,排
除各类心血管尧内分泌及脑血管等疾病袁共 18 例袁男
11例尧女 7例袁年龄渊52.2依15.4冤岁遥
1.2 实验材料

PCR反应缓冲液尧脱氧核糖三磷酸渊dNTP冤尧Taq
DNA聚合酶尧QIAampDNAKit均为Gene公司产品袁
Hae芋限制性内切酶尧PUC19DNAMarker为MBI公司
产品袁100bpDNAMarker 为NewEngland 公司产品遥
1.3 实验方法
1.3.1 测定性别尧年龄尧血压等指标
1.3.2 心室肥厚的检测 采用 128XPAcuson 超声心
动图仪渊美国 Acuson公司冤袁应用 M型超声心动图袁
按 Sahn等咱6暂描述的标准方法测量舒张末期室间隔厚
度渊IVST冤和舒张末期心室后壁厚度渊LVPWT冤袁每个
测量 3 次袁取平均值遥HCM 诊断标准院IVST 和
LVPWT≥12mm且 IVST颐LVPWT≥1.3颐1遥
1.3.3 基因组 DNA的提取 采用 DNA Blood Mini
Kit渊Gene公司冤袁按说明书进行操作遥
1.3.4 CYP11B2基因 -344C/T多态性检测
1.3.4.1 引物的合成 根据Kupari等咱7暂提供的序列袁由
赛百盛公司合成引物遥上游序列院5'CAGGAGGAG
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表 1 HCM组与对照组间 CYP11B2和等位基因频率的比较
Tab.1 CYP11B2 genotype and allele frequencies inHCM

and control groups

HCM:Hypertrophiccardiomyopathy

Controlgroup
(n=18)

HCMgroup
(n=15) P

Genotypefrequency
TT 10(0.56) 4(0.27) 0.095
CT 7(0.39) 11(0.73) 0.048
CC 1(0.05) 0(0.00)

Allelefrequency
C 9(0.25) 11(0.37) 0.304
T 27(0.75) 19(0.63)

ACCCCATGTGAC3'曰下游序列院5'CCT CCA CCC
TGTTCAGCCC3'遥
1.3.4.2 目的基因扩增 PCR 反应体系 30滋l袁含有
10伊Buffer3滋l袁25mmol/L的 MgCl2 1.2滋l袁10mmol/L
dNTP0.6滋l袁上游引物和下游引物各 1滋l袁TaqDNA
聚合酶 1 U袁灭菌去离子水 22.2滋l袁DNA模板 1滋l遥扩
增条件为 94益预变性 5min后袁进入 94益变性 6 0 s袁
68益退火 6 0 s袁72益延伸6 0 s袁共 35个周期袁最后 72益
延伸 5min遥PCR产物经 1.5%琼脂糖凝胶及 1 0 0 V电
压持续电泳 30min遥紫外灯下观察电泳带遥
1.3.4.3 基因型检测 限制性酶切反应体系 30 滋l袁包
含 PCR 扩增产物 10滋l袁Hae芋内切酶 1滋l袁10伊Buffer
3滋l袁灭菌去离子水 16滋l遥酶切条件为 37益2 h遥产物
经 2.5%琼脂糖凝胶及 7 0 V电压电泳 2 . 5 h遥紫外灯
下观察电泳带袁进行基因型分析遥
1.4 统计学分析
应用 SPSS统计软件渊2000年版冤对资料进行分

析处理院各临床参数组间比较采用ANOVA分析袁基
因型及等位基因频率分布采用卡方检验遥

2 结果
2.1 HCM组和对照组临床特征的比较
两组间性别构成尧年龄及血压均无显著性差异
渊P>0.05冤遥
2.2 CYP11B2基因 -344C/T多态性分析

CYP11B2基因全长 537 bp渊图 1冤袁其变异是在
转录调节区 -344部位发生胸腺嘧啶 渊T冤与胞嘧啶
渊C冤的互换袁即 T344C遥因 -344T等位基因缺乏存在
于 -344C等位基因上的Hae芋酶切位点袁所以袁酶切
后产生 202bp 的片段袁即 CC型曰若不含酶切位点则
产生 273bp 的片段袁即 TT型曰酶切后产生 202和
273bp 片段为 CT型遥各基因型均含有多个小片段
渊图 2冤袁与国外文献报道一致咱7暂遥

2.3 HCM组和对照组CYP11B2基因型和等位基因
频率比较

HCM组 CYP11B2基因 -344C/T多态性与对照
组相比袁CT基因型分布有显著性差异渊P<0.05袁表1冤遥

3 讨论
CYP11B2是醛固酮合成的关键酶袁它是一种线
粒体内细胞色素 p450氧化酶袁主要分布在肾上腺皮
质球状带袁相应的基因位于 8 号染色体上渊8q22冤袁
CYP11B2与一个编码类固醇 11茁- 羟化酶的相关基
因相邻遥11茁-羟化酶是皮质醇生物合成所需要的酶袁
CYP11B2有两种常见的基因变异院一是转录调节区
在 -344部位袁一个被公认为 steroidogenicfactor-1 结
合位点袁发生胞嘧啶与胸腺嘧啶的互换曰另一个变异
为发生在第 2个内含子的一种基因变换咱8暂遥血浆醛固
酮水平不仅受血容量尧血钾水平及肾素 -血管紧张素
系统活力影响袁而且受 CYP11B基因 -344C/T多态性
的影响遥不同种族其多态性分布不同袁日本正常人群
T和 C等位基因频率分别为 0.68和 0.32咱9暂袁与我国正
常人群一致咱10暂袁而高加索白人正常人群 T 和 C等位

图 2 CYP11B2基因 -344C/T多态性的电泳图
Fig.2 Electrophoresis of CYP11B2 gene -344C/T

polymorphism
Lane1:PUC19DNAmarker;Lane2:CCgenotype(202bp);Lane3:

TTgenotype(273bp);Lane4:CTgenotype(273+202bp)
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图 1 PCR扩增 CYP11B2基因的电泳图
Fig.1 Electrophoresis of CYP11B2 gene amplifiedby PCR

Lane1:100bpDNAmarker;Lane2-5:CYP11B2 gene(537bp)
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基因频率分别为 0.53和 0.47咱11暂遥
关于肾素 - 血管紧张素 - 醛固酮系统内各基因

多态性与 HCM的关系袁日本人研究得较多遥Ishanov
等咱12暂研究认为血管紧张素源 T235可能是HCM肥厚
心肌的预测因子曰Yoneya 等咱13暂和 Kawaguchi等咱14暂均
研究发现单发型 HCM可能由基因位点决定袁ACE基
因的 D等位基因可能是心肌肥厚的预测因子遥但是
Patel咱15暂证明心肌肥厚与 CYP11B2基因 -344C/T尧白
介素 -6尧胰岛素样生长因子 -2尧转换生长因子 -茁1等
的多态性无相关关系袁仅发现肿瘤坏死因子 -琢AA型
可能是 HCM的修饰基因遥
通过比较 HCM 组与对照组 CYP11B2 基因

-344C/T多态性分布袁我们发现 HCM组中 CT的频
率渊73%冤明显高于对照组渊3 9 %冤袁CT基因型在两组
间的分布频率有显著性差异 渊P<0.05冤袁提示
CYP11B2基因 -344CT基因型可能是个体对心室肥
厚的易感性因素之一遥本文与 Patel咱15暂的报道不一致袁
可能与人种差异或例数偏少袁也可能与当前对HCM
的成因和环境因素尚未完全清楚有关遥至于
CYP11B2基因 -344C/T多态性与 HCM相关性的机
制目前还不清楚袁动物实验揭示醛固酮可通过心肌细
胞上的盐皮质激素受体而直接作用于动物心脏袁刺激
心肌胶原合成和成纤维细胞增生袁导致心肌肥厚和纤
维化咱1袁2暂遥
本研究结果对于 HCM发病的遗传背景提供了

一些有益的新认识袁但例数偏少袁相信随着样本数增
加和研究的深入渊家族调查冤袁可能会找到 HCM散发
或家族遗传的相关基因遥
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减少癌症发生的酶

苏格兰和威尔士研究人员发现袁缺少 MBD4酶的小鼠更易患癌症袁该研究可能表明MBD4在减少人类癌
症发病上也发挥同样重要的作用遥在哺乳动物中袁MBD4是遗传野修理工冶要要要修补DNA的突变热点片段袁即
变异最频繁而导致遗传病和癌症发生的片段遥CatherineB.Millar 和她的研究小组发现袁缺少MBD4酶小鼠发
生破坏性变异的几率是正常小鼠的 3倍遥当该缺陷型小鼠与有患癌症倾向的小鼠交配后袁其后代患结肠癌的几
率要比正常小鼠高得多遥然而袁缺少 MBD4的小鼠变异修复率仍保持在 88%袁表明 MBD4并不是唯一的野修理
工冶遥
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应用多重 PCR法对广东地区 HBV进行基因型渊A-F冤分型
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摘要院目的 建立乙型肝炎病毒渊HBV冤基因型渊A-F冤多重 PCR分型方法袁并利用该方法对广东地区HBVPCR阳性血清
进行分型遥方法 将 GenBank中 114例 HBV全序列进行比较分析袁找出每种基因型相对于其他五种基因型的独特序
列袁并根据这些独特序列设计出六对分别针对A-F基因型的特异引物遥利用这六对引物建立HBV的多重 PCR分型法遥
结果 多重 PCR与以前用 PCR-限制温度长度多态型分析法的分型结果一致遥对广州周边地区HBV携带者的初步分
型结果显示袁主要为B型和 C型袁分别占 45.00%和 38.75%袁另外还有 16.25%的D型遥结论 用多重PCR分型法准确易
行袁灵敏性高袁便于推广应用遥
关键词院乙型肝炎病毒曰基因型曰多重聚合酶链反应
中图分类号院Q503;R373.2 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0707-03

Application of multiplex PCR in genotyping of hepatitis B virus prevailing in Guangdong
Province of China
YANGJie,DAILin,GUOYa-bing,YANGShou-chang,WANGYan-jun,LUOKang-xian
Department ofInfectiousDiseases,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective ToestablishaconvenientmethodforthegenotypingofhepatitisBvirus(HBV) using multiplex PCR.
Method Based on the alignment of 114 complete nucleotide sequences ofHBVDNAbelonging to different genotypes,
acquiredfromtheGenBank,genotype-specificsequenceswereidentifiedaccordingtowhich6pairsofprimersweredesigned
correspondingtoeachgenotype. SubsequentgenotypingofHBVwasperformedusingtheseprimersthatwereadded, either
aloneorinconjunctionwithothers,intoamultiplexPCRreactiontube,andHBVgenotypewasdeterminedaccordingtothe
length ofamplifiedDNA. Result The genotyping result of multiplex PCR was consistent with that produced by PCR-
restrictionfragmentlengthpolymorphismasestablishedbyLindh. WefoundinthisstudythatamongtheHBVcarriersinthe
vicinitiesGuangzhouof City, about 45% belonged to B genotype, 38.75% to C genotypeand16.75%toDgenotype.
Conclusion ThismultiplexPCRmethodissimple,convenientandmoredifferential.
Key words: hepatitisB;genotype;multiplexpolymerasechainreaction

乙型肝炎渊乙肝冤病毒渊HBV冤可分为 A尧B尧C尧D尧
E尧F六种病毒基因型咱1袁2暂遥有研究表明HBV基因型可
能与HBV的感染途径和疾病进程相关咱3~6暂遥HBV基
因型与乙肝治疗耐药性的关系还有待进一步的研究遥
因此有必要建立一种简单易行快捷的分型方法袁以便
扩大标本的检测量袁为进一步的研究建立方法学基
础遥目前 HBV分型方法主要是聚合酶链反应 -限制
片断长度多态型分析法渊PCR-RFLP冤咱7袁8暂袁该法步骤较
多袁且遇到混合感染或酶切不完全时袁就易出现复杂
带型袁影响分型结果的判断遥
多重 PCR 指在一个 PCR反应体系中含有多对

引物的 PCR遥本研究在对 114例HBV全序列进行充
分比较分析的基础上袁找出每种基因型相对于其他各
种基因型的独特序列袁并根据这些独特序列设计出六

对分别针对性A-F型的特异引物遥利用这些引物袁仅
需一次多重 PCR就可得出HBV基因型分型结果遥方
法简捷袁准确率高渊理论上准确率应为 100%冤袁便于
大量标本的应用遥利用该方法袁我们对来自广州周边
地区的 80份HBVPCR 阳性血清进行了基因分型遥

1 材料与方法
1.1 血清样本
选择 HBsAg阳性 HBeAg阳性或阴性来自广东
地区的慢性乙肝患者血清样本袁并已经 Lindh咱5暂建立
的前 S 基因 PCR-RFLP方法鉴定过基因型遥含 B型尧
C型和D型各 20例遥另外随机挑选 HBsAg阳性或
阴性尧HBVPCR阳性血清 80例进行基因型分型遥
1.2 HBV基因组全序列
从 GenBank中查获 114例 HBV全基因组序列袁
其中A型 9例尧B型 17例尧C型 63例尧D型 19例尧E
型和 F型各 3例遥
1.3 HBV标志物检测
用 ELISA法栓测袁具体操作见中山生物工程公
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司乙肝标志物操作说明书遥
1.4 血清中的DNA的提取
取 100滋l血清于 1.5ml 离心管中袁煮沸 10min袁

12000r/min 离心 10min袁取 3滋l上清于 PCR 反应
管中即可遥
1.5 引物设计
用 DNASIS 分析软件对 114例 HBV全序列进

行充分比较分析的基础上袁找出每种基因型相对于其
他各种基因型的独特序列袁并根据这些独特序列设计
出六对分别针对性 A-F型的独特引物遥分别命名为院
PA尧PAr曰PB尧PBr曰PC尧PCr曰PD尧PDr曰PE尧PEr曰PF 和PFr遥
引物的设计原则院独特引物对应于其他基因型的序列
至少有 40%的非同源性袁且引物的 3' 端至少有 2-3
个独特碱基序列遥由于 Taq酶无 3'端至 5'端外切酶
活性袁无校对功能袁故理论上只要引物 3'端有 1个碱
基与模板序列不配袁就不会有DNA的扩增遥这样袁在
严格的 PCR条件下(尽量高的复性温度)就可以避免
假阳性遥引物由大连宝生生物工程公司合成遥
1.6 单纯 PCR
在六只 PCR反应管中加入 30滋l分别含有 A-F

基因型独特引物一对和同一份标本的抽提 DNA的
反应混合物遥按照 95益袁5 0 s曰50益袁4 0 s曰71益袁4 0 s袁
进行 35个循环遥电泳观察结果袁一般只有一管为
PCR阳性结果袁据此判断样本的基因型遥
1.7 多重 PCR(Multiplex PCR)
由于我国HBV多为 B尧C型和少量 D型袁故可在
同一只 PCR反应管中分别加入 B型尧C型和D型三
对独特引物 PB尧PBr尧PC尧PCr尧PD尧PDr遥在严格的
PCR条件下渊复性温度为较高的 55益冤进行 PCR遥根
据 PCR扩增片段的大小就可以判断基因型遥B尧C尧D
型的 PCR 扩增片段的大小分别为 590尧400 和 230
bp遥同样袁如果 B尧C尧D型多引物对 PCR为阴性袁可进
一步做 A尧E尧F 型多引物对 PCR袁以确定是否为A尧
E尧F基因型遥

2 结果
血清样品经多重 PCR 分型结果与以前用

PCR-RFLP法的分型结果基本一致遥对同一标本进行
六个含基因型特异引物的单纯 PCR反应后袁一般只
有一个 PCR为阳性袁从而确定其基因型遥由于我国
HBV多为 B尧C型和少量 D型袁一般用 3只 PCR反
应管分别含有 B尧C尧D型特异的引物对进行 PCR反
应就可以有分型结果遥简化操作后袁在一只反应管用
B尧C尧D型引物进行多重 PCR即可得出分型结果袁且
在严格的 PCR条件下袁多重 PCR分型结果与多个单
纯 PCR分型结果一致渊图 1冤遥说明多重 PCR完全可

以代替多个常规 PCR反应袁用于HBV分型遥个别样
品在进行单引物对 PCR时袁除一管为强阳性外渊优势
基因型冤袁还有一管为弱阳性渊劣势基因型冤遥这样的标
本经多引物对 PCR就会出现两条DNA带袁主带代表
优势基因型袁弱带代表劣势基因型遥

利用该方法袁我们对来自广州周边地区的 80份
HBVPCR阳性血清进行了基因分型遥结果 B尧C尧D型
分别为 36尧31尧13 例袁分别占 45.00%尧38.75%尧
16.75%遥值得说明的是袁有约 10%的标本为混合感染
型袁则根据优势基因型来判断遥我们试图找出 B尧C尧D
型以外的基因型袁但目前为止袁还未成功遥

3 讨论
目前的一些研究表明HBV基因型与临床有一

定的相关性遥Shina等咱4暂表明袁HBVadr血清型渊主要
为 C基因型冤与 adw血清型渊主要为 B型冤相比袁表现
出更多的与肝病情加重的相关性遥台湾学者咱3暂的研究
发现袁肝硬化患者多为 C 基因型袁占 60%袁而对照无
症状携带者中 C基因型仅占 23%袁提示 C基因型与
较为严重的肝病有关遥在西欧 90%以上 HBV为 A尧D
型袁类似的研究显示咱6暂院在慢性活动性肝炎患者中HBV
多为A型渊28/35冤袁D型则很少渊4/35冤曰而对急性肝炎
患者 HBV多为 D型渊24/30冤袁A型却很少渊3/30冤袁提
示A型与乙肝慢性进程有关遥另外有数据显示 HBV
基因型与某些热点变异出现的频率有关遥如 C 基因
型较多发生 nt1762-1764 位AGG→TGA突变袁而 B
型则很少发生这种突变咱5暂遥
目前所建立的 PCR-PFLP分型方法都不能鉴定

100%的标本袁如 Lindh建立的针对 S 基因区段的
PCR-RFLP 分型法的 9种酶切图谱只能鉴定 89%的
标本遥本研究所建立的 Multiplex PCR分型方法理论
上可以鉴定 100%的标本袁因为在设计引物时就保证
了每种基因型的特异性扩增遥而且袁由于酶切不完全

图 1 HBV基因型的判断
Fig.1 Identification of genotype of HBV

Lane1:StandardstripsofB,CandDgenotypes; Lane2, 4, 6:Products
ofsimplePCRusinggenotype-specificprimersofB,CorDgenotypes;
Lane3, 5, 7:ProductsofmultiplexPCRamplifiedfromthesameserum

o f 2, 4 a n d 6; M:StandardDNAmarker

1 2 3 4 5 6 7 M

Bgenotype
Cgenotype
Dgenotype

540bp
400bp
250bp
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或其他原因袁PCR-RFLP 法可能会出现较复杂的带
型袁为结果的判断增加了难度袁非专业人员很难判断遥
对于同一标本混合两种基因型的 HBV一类情况袁该
方法更是无能为力遥而本研究的多重 PCR分型方法
就有效地克服了这些缺点遥该方法简单易行袁便于大
量标本的应用遥

HBV基因型呈一定的区域性分布咱10暂袁我国主要
为 B型和 C型 咱11暂袁南方 B型占优势袁北方 C型为主遥
以前认为我国仅在少数民族地区存在少量 D型袁而
我们实验室不久前用 PCR-RFLP 分型法的研究则表
明在我国宁夏和广东地区也有相当数量的 D型咱12暂遥
本研究的结果进一步证实D基因型在广州地区也占
有一定比例渊约 16.75%冤遥值得注意的是 D型大多存
在于 HBsAg阴性的血清中渊10/13冤袁而在 HBsAg阳
性血清中则较少 渊3/13冤袁具体原因还不清楚遥可见袁
HBVD基因型的研究在我国特别是南方地区有重要
的意义遥当然袁我们还需要扩大标本量袁以便更为真实
地体现广州地区 HBV基因型实际分布情况遥
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优势型冠状动脉闭塞致其他部位心肌梗死

Myocardial infarction in regions not corresponding to occlusion of dominant coronaryartery
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关键词院动脉闭塞曰心肌梗死曰冠脉痉挛曰支架植入术
中图分类号院R542.23 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2002)08-0709-02

心肌梗死渊MI冤是由于冠状动脉供血持久而完全中断引
起心肌不可逆转性的组织损害所致遥供血部位的冠状动脉闭
塞可引起相应部位的MI袁但优势型冠状动脉闭塞所致的其他

部位MI在临床上少见袁现结合临床与冠状动脉造影渊CAG冤对
照分析袁报告如下遥

1 临床资料
患者 1 男袁42岁袁因发作性胸骨后疼痛5 h于 2001 年 3
月 5日 2院30急诊入院遥入院前 5 h 在开摩托车回家途中突感
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胸骨后持续性烧灼样疼痛遥吸烟 20年袁20支 /d遥入院时查体院
血压 14/9.3KPa袁渊1KPa=7.5mmHg冤袁心尧肺听诊未见异常遥心
电图检查示院急性下壁尧前壁尧右室MI曰查血甘油三脂渊TG冤
7.90mmol/L袁胆固醇 渊TC冤3.74mmol/L袁肌酸激酶同工酶
渊CK-MB冤184.5 IU/L遥于 2颐40行 CAG示院右冠状动脉起始部
闭塞袁左前降支尧回旋支无明显狭窄袁遂行右冠状动脉经皮球
囊扩张术渊PTCA冤及支架植入术袁术后予抗凝尧改善心肌代谢
等治疗遥6月 17日复查CAG示院左前降支动脉硬化无狭窄袁右
冠原支架植入部位狭窄袁于 6 月 22日再行狭窄部位 PTCA
术遥
患者 2男袁39岁袁因发作性胸闷尧胸痛 1 h于 2001年 5月

1日 16院00急诊入院遥入院前 1 h因包被抢袁追小偷 5 min后突
然出现胸骨后持续性压榨样疼痛袁呈持续性遥既往有高血压病
史 1年袁吸烟 20 年袁约 20支 /d遥入院时查体院血压 17.3/10
KPa袁心尧肺听诊未见异常遥于 16院10行心电图提示院急性下壁
MI曰查血 TG2.07mmol/L袁TC5.72mol/L袁CK-MB 57.3 IU/L渊5
月 2日 11院00冤遥18院00行 CAG示院右冠状动脉起始第一段完
全闭塞袁左冠状动脉正常袁遂行右冠状动脉 PTCA及支架植入
术袁术后予抗凝尧扩冠状动脉等治疗袁于 5月 8日行心电图检
查示院V5尧V6导联 Q波深度超过同导联 R 波 1/4袁宽度超过
0.04mm袁诊断为急性下壁尧前侧壁MI遥
患者 3男袁35岁袁因反复胸痛2 d于 2001年 11月 2日 2院

00急诊入院遥入院前 2 d下午在开车时突感剧烈胸痛袁向左肩
背部放射袁持续约 30min袁立即送番禺市人民医院就诊袁诊断
为急性前间壁MI袁予以溶栓治疗袁效果不佳袁转至我院遥吸烟
20年袁约 50支 /d遥查血压14/8KPa袁心尧肺听诊未见异常遥于当日
2院05行心电图检查示院急性前间壁MI曰查血TG 2.77 mmol/L袁
TC 7.37mmol/L袁CK-MB42.2IU/L遥急行 CAG示院右冠状动脉
及左冠状动脉主干尧回旋支无异常袁前降支第一段闭塞并以血
栓形成袁遂行前降支PTCA尧血栓抽吸及支架植入术袁术后予抗
凝尧扩冠状动脉等治疗袁9院30行心电图检查示院急性前间壁尧右
室MI遥
患者 4男袁37 岁袁因突发性心前区剧烈疼痛 4 h于 2001

年 9月 21日 7院15急诊入院遥入院前 4 h于睡眠时突然出现心
前区剧烈疼痛袁呈压榨样向左肩胛部放散袁即来我院急诊袁收
住院遥吸烟史 18年袁20支 /d袁查院血压 14.6/8 KPa袁心尧肺听诊
未见异常遥查心电图提示院急性广泛前壁尧下壁MI曰查血 TG
2.98mmol/L袁TC4.03mmol/L袁CK-MB48.4IU/L遥急行 CAG
示院右冠状动脉及左冠状动脉主干尧回旋支无异常袁前降支第
二段闭塞袁遂行前降支PTCA及支架植入术袁术后予抗凝尧扩
冠状动脉等治疗遥

2 讨论
本文 4例患者第 1例尧第 2例行 CAG均为右冠状动脉起
始部闭塞袁左前降支尧回旋支仅有动脉硬化袁无狭窄袁而心电图
出现前壁MI图像曰第 3 例尧第 4例造影见前降支闭塞袁右冠无

异常袁而心电图出现右室或下壁MI图像袁其中第 2例尧第 3例
均为术后出现遥现就其可能机制作如下探讨遥
2.1 PTCA术后血管痉挛

20世纪 70 年代Oliva咱1暂等提出冠脉痉挛可致急性 MI袁对
发病 6 h内的急性MI15 例行冠脉造影发现袁40%病人用硝酸
甘油注入冠脉可使原有冠脉阻塞和狭窄消失或显著减轻遥
2.2 与患者冠状动脉的解剖学特点及分布类型有关
前两例患者均为右冠优势型袁从冠脉造影中可见袁患者的
右冠状动脉血管长达心尖部袁供应左前壁相关部位袁右冠阻塞
时间长袁则可出现左前壁心肌的坏死波形;第 3尧4 例患者造影
均呈左冠状动脉优势型袁大多数人左前降支还参与近间隔处
右心室前壁供血袁故前降支急性闭塞后除引起前间壁MI外袁
还可导致与间隔相邻的右心室前壁的缺血坏死袁但由于右心
室有低氧尧低消耗尧双支供血等特征袁即使前降支闭塞袁急性右
心室MI是否合并发生可能也很不恒定袁研究者报道97例和
18例左心室前壁MI尸检中合并有右心室MI者分别为 13例
渊13.4%冤和 4例渊22.2%冤咱2暂遥
2.3 梗死相关血管内亚血栓形成咱3暂

可能为患者右冠或前降支血管较长尧偏心型尧扩张时球囊
压力过高等袁将粥样斑块向血管壁压迫袁如果破碎斑块未嵌入
血管壁上而脱落袁随血流进入远段血管袁可完全或不完全闭塞
冠状动脉遥
2.4 与自身纤溶机制有关
该 4例患者袁前两例系右冠状动脉闭塞引起前间壁梗死袁
造影示左前降支通畅曰后两例系左前降支闭塞引起下壁尧右室
MI袁而右冠或左回旋支血流无异常袁这可能与患者自身的纤溶
机制导致血栓自溶使血管再通有关咱4暂遥
综上所述袁对急性MI患者要密切注意观察病情变化袁应
及时作常规18导联心电图检查尧心肌酶谱检测及随访等袁必
要时择期复查CAG袁防止相关部位MI遥并注意 PTCA尧支架术
中操作应轻柔尧细心袁选择合适大小的球囊及支架曰同时术后
选择好的抗凝治疗方案是预防亚急性血栓形成尧血管栓塞的
主要方法曰而硝酸酯类则是解除血管痉挛的主要方法遥
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补阳还五汤对大鼠脑皮层神经元生长的影响

佟 丽袁曲宏达袁陈育尧袁沈剑刚渊第一军医大学中医系袁广东广州 510515冤

摘要院目的 观察含补阳还五汤的药物血清对体外培养大鼠脑皮层神经元生长的影响袁为补阳还五汤治疗缺血性脑损伤
提供实验依据遥方法 以体外培养新生SD乳鼠大脑皮层神经元为观察对象袁采用四唑盐渊MTT冤比色法测定细胞生长情
况遥观察含药血清对常规培养及在缺氧状态下神经元生长的影响遥结果 补阳还五汤对常规培养及在缺氧条件下培养的
神经元有显著促进生长作用袁与空白血清组比较有显著差渊P<0.05冤遥结论 大鼠以补阳还五汤灌胃给药后袁其血清中的
药物成份有促进体外培养神经元细胞生长的作用遥
关键词院补阳还五汤曰血清药理学曰神经元曰缺氧再给氧损伤
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Effects of Buyanghuanwu decoction (BYHWT) on proliferation of cultured rat cortical neurons
TONGLi,QUHong-da,CHENYu-yao,SHENJian-gang
Department ofTraditionalChineseMedicine,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective ToobservetheeffectofratserumcontainingBuyanghuanwudecoction(BYHWT)ontheproliferation
of culturedratcorticalneurons, so as tounderstandthemechanismofBYHWTinthetreatmentofhypoxiabraindamage.
Methods The growth of cultured rat cortical neurons were observed by MTT assay to evaluate the effect of the serum
containingBYHWTontheneuronsculturedinbothnormalandhypoxiaconditions. Results BYHWTsignificantlypromoted
proliferationoftheneuronsculturedunderbothnormalandhypoxiaconditions,incomparisonwiththeresponseofthecellsto
drug-freeserum(P<0.05). Conclusion SomeoftheconstituentsofBYHWTinratserumcanpromotetheproliferationofrat
corticalneuronsculturedinbothnormalandhypoxiaconditions.
Key words: BYHWT;serapharmacology;corticalneurons;hypcxia-reoxygenationinjury

脑缺血性损伤是一个复杂的病理生理过程袁最终
导致神经细胞的结构及功能的破坏袁以致迟发性神经
元的死亡咱1暂遥补阳还五汤是清代名医王清任创立的益
气活血名方袁主治中风及中风后遗症遥近年来大量的
临床及实验研究证实该方治疗缺血性脑病及后遗症

疗效确切咱2暂遥本研究观察了含补阳还五汤大鼠血清对
体外培养的大鼠神经元生长的影响遥

1 材料与方法
1.1 动物

10只 SD大鼠袁雌雄各半袁体质量 250~280g曰SD
新生乳鼠渊1 ~ 3 d龄冤袁均由第一军医大学实验动物中
心提供遥
1.2 试剂

RPMI1640 培养基渊Gibco 公司冤袁胰蛋白酶渊上
海生物公司冤袁胎牛血清渊杭州四季青公司冤袁MTT渊美
国 Sigma 公司冤袁二甲基亚砜渊江苏富康试剂厂冤遥
1.3 仪器

CO2培养箱 渊德国 HERAEUS公司冤曰倒置显微

镜渊德国徕卡公司冤曰∑960酶标仪渊Biorad公司冤遥
1.4 含药血清制备及预处理咱3暂

补阳还五汤主要由黄芪尧当归尧赤芍尧地龙尧川芎尧
红花等中药组成袁按原方剂量配伍袁常规煎煮袁浓缩至
3g/ml生药遥大鼠按临床等效量3倍灌胃给药渊40g/kg窑
b.w.生药冤袁2次 /d袁连续 3 d袁于末次给药 1 h后袁无菌
条件下袁腹主动脉取血袁离心分离后的大鼠血清于 56
益水浴中 30min灭活袁在经 0.45滋m微孔滤膜过滤除
菌袁分装袁-20益冰箱冻存备用遥空白血清组灌胃生理
水袁处理过程同上遥
1.5 大鼠脑皮层神经元培养 咱4暂

取新生 1~3dSD 大鼠乳鼠袁取出大脑皮层袁剪
碎遥0.06％胰蛋白酶消化 10min袁制成单细胞悬液袁接
种于 96孔培养板中袁每孔 100滋l袁细胞密度为 1伊106

细胞 /ml袁在 37益袁5％ CO2条件下培养 4 8 h袁镜下可
见神经细胞贴壁生长遥
1.6 神经元细胞缺氧模型咱5暂

大鼠神经元细胞在正常条件下培养 4 8 h后袁加
入不同浓度的药物血清袁将培养板置于缺氧罐中
渊95％ N2袁5％ CO2冤,继续培养 18 h后袁以 MTT 法测
定细胞活性遥
1.7实验分组及细胞活性测定
实验分空白对照组袁加入终体积为 2％尧5％尧

10％正常大鼠血清曰阴性对照组袁加入等量 PBS 缓冲
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液曰补阳还五汤组袁分别加入终体积为 10％尧5％尧2%
的补阳还五汤含药血清遥分别置于正常培养箱及缺氧
罐中 1 8 h后袁加入 MTT 100滋l袁继续培养 4 h后袁弃
上清袁加入二甲基亚砜 150滋l袁终止反应袁在酶标仪于
560nm波长下测定D值遥
1.8 统计学处理
采用 SPSS8.0统计软件袁以 LSD 方法进行方差

分析遥

2 实验结果
2.1 对正常培养条件下神经元生长的影响
实验结果表明袁在常规培养条件下袁空白血清组
与阴性对照组比较有显著性差异渊P<0.01冤袁表明不含
药物的空白血清中含有对细胞生长有促进作用的成

份遥补阳还五汤药物血清组在高浓度时与空白血清组
比较对神经细胞有显著的促进生长作用袁随着含药血
清浓度降低袁这种作用逐渐减弱袁提示血清中的药物
成份对神经元有促进生长的作用渊表 1冤遥

2.2 对缺氧条件下神经元生长的影响
在正常条件下渊5%CO2尧37益冤袁神经细胞培养4 8 h
后袁加入含药血清袁放入 95% N2尧5％ CO2尧37益缺氧
罐中袁在缺氧条件下袁继续培养 1 8 h袁以 MTT法检测
其 D值遥实验结果表明袁在缺氧的条件下袁补阳还五
汤高尧中浓度含药血清组与空白血清对照组比较袁细
胞活性显著增强曰10％浓度组细胞活性大于 20％组袁
但统计学比较无显著性差异渊P>0.05冤曰低浓度组作用
不显著渊P>0.05冤(表 2)遥

3 讨论
补阳还五汤主要由黄芪尧川芎尧当归尧红花等补气
活血中药组成袁近代药理学实验证明该方的疗效机制
与扩张脑血管尧增加脑血流量尧改善血液流变性尧降低
血液粘度尧抑制血小板聚集尧调节纤溶活性和清除氧
自由基等有关遥最近有研究表明袁补阳还五汤能调节

脊髓神经元生长因子和 GABA表达袁促进脊髓细胞
体外成活和突起生长袁对脑损伤大鼠星形胶质细胞有
促进增殖的作用咱6袁7暂遥我们研究结果证明袁对常规条件
下体外培养的神经元袁补阳还五汤有促进神经元生长
的作用袁并与含药血清浓度呈正相关遥在缺氧条件下袁
补阳还五汤高尧中剂量血清组均有显著的促细胞生长
作用袁提示补阳还五汤血清中某些有效成份有直接促
进神经元生长的作用袁这对于脑缺血所致神经细胞损
伤的恢复具有重要的意义袁为其临床治疗中风后遗症
提供了实验依据遥补阳还五汤促进神经元生长的作用
与血清中的药物成份密切相关遥药物经口服入血后袁
经过体内的物质代谢袁其中部分成份进入血液袁输送
到靶器官袁发挥药物效应遥在血液中时哪种成份对神
经元有促进生长的作用袁有待于深入研究遥
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表 1 补阳还五汤对正常培养条件下神经元生长的影响
(n=6, x依s)

Tab.1 Effectsof rat serum containing BYHWTon the
proliferation of rat cortical neurons cultured in normal

condition (n=6,Mean依SD)

Group
DifferentserumconsistencyD560

10% 5% 2%

Normalserum 0.269依0.052* 0.236依0.047* 0.234依0.047*

BYHWTserum 0.371依0.111 # 0.291依0.064 0.274依0.059

Control 0.127依0.068 0.127依0.068 0.127依0.068

*P<0.01 vs control;#P<0.05 vs normalserum

表 2 补阳还五汤对缺氧条件下神经元生长的影响(n=6,x依s)
Tab.2 Effects of rat serum containing BYHWT on the
proliferation of rat cortical neurons cultured in hypoxia

condition (n=6, Mean依SD)

Group
DifferentserumconsistencyD560

10% 5% 2%

Normalserum 0.258依0.056* 0.265依0.039* 0.247依0.058*

BYHWTserum 0.358依0.099# 0.466依0.296# 0.272依0.060

Control 0.149依0.023 0.149依0.023 0.149依0.023

*P<0.01v s control; #P<0.05vs normalserum
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显微外科技术建立兔异体原位肾脏移植模型

张 勇 1袁于立新 1袁贾英斌 1袁王亦斌 1袁杨培梁 2 渊第一军医大学南方医院 1肾移植科袁2动物实验中心袁广东 广州
510515冤

摘要院目的 建立并发症少尧成活率高的兔原位肾脏移植模型遥方法 健康成年新西兰白兔 24只袁随机分为两组袁每组 12
只袁玉组为对照组袁术中行右肾动尧静脉暂时夹闭做为对照曰域组为异体原位肾移植组袁采取配对方式将甲兔左肾切取并
经过 4益H-CA液灌洗后利用显微外科技术将甲尧乙两兔动尧静脉及输尿管端端吻合遥结果 吻合口无血栓形成及狭窄袁
12只接受异体原位肾移植的兔子存活率为 91.7%渊11/12冤遥结论 此模型具有并发症少尧存活率高的特点袁并且稳定尧可
靠尧实用遥
关键词院肾脏袁兔曰移植肾曰显微外科技术
中图分类号院R692 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0713-03

Establishment of rabbitmodel of renal allograft transplantation using microsurgical technique
ZHANGYong1,YULi-xin 1,JIAYing-bin1,WANGYi-bin1,YANGPei-liang2

1Department of Kidney Transplantation, 2Animal Experiment Center, Nanfang Hospital, First MilitaryMedical
University,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Toestablishrabbitmodelofrenalallografttransplantationwithreducedcomplicationsandhighsurvival
rateusingmicrosurgicaltechnique. Methods Twelvehealthyadult rabbitswere randomlydividedinto 2 groups of equal
number, one as donor group and the other recipient. The left kidneys ofthedonorrabbitswereremoved followedby
immediatereperfusionwith4益H-CAsolution,beforetheyweretransplantedintotherecipientrabbitswiththeirleftkidneys
excised and end-to-end anastomosis of the renal arteries, veins and ureter respectively performed with microsurgical
technique. Another 12normalrabbitsreceivedoperationstotemporarilyblocktherightrenalarteriesandveins, servingas
controlgroup,inwhich11completedtheexperiment.Results Nothrombosisorstrictureoccurredatthesiteofanastomosis
inrabbitswithrenalallografttransplantation, andthesurvivalratereached91.7%(11/12). Conclusion Thisrabbitmodelof
renalallografttransplantationhasmarkedlyfewercomplicationswithimprovedsurvivalrate, thusprovidingamorepractical
andreliablemodelforexperimentalandclinicalstudiesofrenaltransplantation.
Key words: kidney,rabbit; kidneytransplantation;microsurgicaltechnique

随着临床肾移植的广泛开展和普及袁有关肾移植
的动物实验及基础研究也相应地得到发展遥建立稳定
的实验动物模型是进行动物实验的基础袁我们利用显
微外科血管吻合技术袁在我院动物实验中心开展了兔
肾脏移植模型 12例袁成功率 91.7%袁为肾移植基础研
究和免疫药物筛选提供了另一稳定尧可靠尧方便的动
物模型遥

1 材料和方法
1.1 实验动物及试剂
健康新西兰白兔 24只 渊第一军医大学动物所冤袁

3~4月龄袁质量 2.5~4.0kg袁雌雄不限遥H-CA离体肾保
存液渊上海长征医院冤遥
1.2实验方法
1.2.1实验分组 24只健康成年新西兰白兔随机分为

玉尧域两组袁每组12只遥玉组为对照组袁术中行右肾动尧
静脉暂时夹闭做为对照曰域组为同种异体肾移植组遥
1.2.2手术方法 所有手术采取配对方式进行遥手术用兔
于术前 24h禁食袁术中采用肌注氯胺酮渊30mg/kg窑b.w.冤
麻醉遥给域组甲兔开腹后先暴露右肾肾蒂袁用血管夹
夹闭右肾动尧静脉袁不灌洗袁10min 后开放血流做为
对照遥然后游离整个左肾及输尿管上 1/3段袁充分显
露肾蒂袁血管夹阻断肾动尧静脉血流袁1-0号丝线双层
结扎袁离断肾动尧静脉袁然后结扎尧离断输尿管袁迅速切
取左肾置入 0益的生理盐水中袁以 4益 H-CA液灌洗
左肾袁待颜色变白尧肾静脉流出液基本变清后以纱布
包裹置入 0益的生理盐水中待异体移植时用遥乙兔开
腹后先切除左侧肾脏袁在手术显微镜下以 9-0号丝线
行供尧受体动尧静脉血管间断端端吻合袁吻合前将供尧
受体血管喷淋罂素碱防止血管萎缩袁吻合即将完毕时
血管内注射肝素生理盐水冲洗遥在整个血管吻合期
间袁供肾用纱布包裹袁不断喷淋冰生理盐水袁防止热缺
血遥血管吻合完毕后按动尧静脉顺序开放血流袁重建移
植肾血运袁检查无出血后快速滴注速尿 20mg袁同时
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表 2 两组术前术后血肌酐值(mmol/L, x依泽)
Tab.2 Blood creatininein rabbits of groups玉and域
before and after operation (mmol/L, Mean依SD)

*P<0.001comparedwiththevaluesbeforeoperation

Group n Beforeoperation 24hafteroperation 72hafteroperation

玉 10 196.31依28.77 326.15依46.84* 225.84依55.46

域 11 204.10依34.76 337.33依59.25* 238.41依50.52

表 1 两组术前术后血尿素氮值渊mmol/L, x依泽冤
Tab.1 Blood urea nitrogen in rabbitsof group玉and
group域before and after operation (mmol/L,Mean依SD)

Group n Beforeoperation 24hafteroperation 72hafteroperation

玉 10 7.66依0.85 16.62依1.11* 10.36依1.61

域 11 8.24依1.03 17.04依1.34* 10.17依1.59

*P＜0.001comparedwiththevaluesbeforeoperation

以温水喷淋移植肾帮助复温袁2min 左右可见输尿管
滴尿袁然后行输尿管端端吻合袁并将移植肾固定尧包埋
于乙兔左肾窝袁完成乙兔左肾原位异体移植遥然后切
除右侧肾脏袁完成整个实验遥术中补液 200ml 左右袁
移植肾重建血运后立即静脉注射速尿 10mg袁并换用
保肾合剂渊复方乳酸钠林格氏液 250ml尧5%葡萄糖溶液
200ml尧5%碳酸氢钠溶液 50ml尧速尿 20mg尧胰岛素
6 U冤袁术后维持输液 3 d袁每天 200ml遥术后 2 4 h进
食袁肌注青霉素5 d遥未常规或系统进行免疫抑制治疗遥
1.3 移植成功的标志
渊1冤血管吻合完毕尧开放循环后,肾脏立刻充盈变
红袁具有一定的弹性和硬度遥吻合口无漏血袁肾动脉搏动
良好袁肾静脉无扭曲袁无瘀血袁充盈良好袁观察3~5min袁
可见输尿管蠕动波袁输尿管开口有尿液流出遥渊2冤术后
当日动物清醒后袁呼吸正常袁行走自如袁精神状态良
好袁能主动饮水遥渊3冤术后第 2天动物精神较前日更
佳袁两眼有神袁正常大小便袁腹部干燥袁主动进食饮水遥
1.4观察指标
术前术后玉尧域两组血尿素氮及血肌酐值遥

1.5统计学处理
采用 SSPS 软件渊10.0冤进行统计学处理袁全部资
料行组间 t检验遥

2 结果
12例玉组肾动尧静脉暂时夹闭的兔子一只因失血
过多死亡袁一只死于感染袁存活率83.2%袁其余均保持
良好肾功能袁直到 1个月后按计划处死或转为其他实
验用曰12例域组同种异体肾移植兔子仅有 1例死于输
尿管瘘袁手术存活率91.7%袁其余分别于术后7~15d死
于排斥反应渊经病理证实冤遥两组术前术后血尿素氮值
和两组术前术后血肌酐值分别见表 1尧2遥

3 讨论
目前袁肾移植动物模型主要包括狗肾移植模型和
大鼠原位肾移植模型咱1袁2暂遥狗价格高袁而且生性凶猛袁
术后难于观察检测指标曰大鼠原位肾移植模型缺点也
相当明显院一是血管纤细袁操作难度大袁技术要求高曰
二是手术时间长袁易造成供肾缺血时间延长及受体肾
功能损害曰三是技术仍较复杂尧并发症多或不尽合理曰
四是大鼠肾脏只有蚕豆大小袁体质量只有 0.8~1.2g袁
对于需要切取肾组织渊一般≥0 . 5 g冤并且需要保存动
物的实验项目非常不合适遥家兔性格温顺袁来源广袁价
格低袁易于饲养袁观察检测指标容易袁家兔肾脏重量在
13~15g左右袁切取部分肾组织渊0 . 5 g冤基本不影响术
后的生理功能袁手术难度小袁成功率很高袁具有一定显
微外科基础的人员均可以完成其移植手术遥我们建立
的兔异体原位肾脏移植模型成功率达到了 91.7%袁不
低于大鼠肾移植模型成功率渊90%左右咱3~6暂冤袁且方法
简便实用袁因此为肾移植基础研究提供了稳定可靠的
动物模型咱7袁9暂遥
家兔肾动脉直径 1 mm左右袁肾静脉直径 1.5 mm
左右袁对于显微外科血管吻合并不是很困难遥但是由
于家兔血管静脉壁非常薄袁且动尧静脉离断后极易收
缩袁因此血管准备对于手术的成功有很大的影响遥我
们的体会是术中常规多次使用肝素生理盐水冲洗管

腔和吻合口防止血栓形成曰术中受体兔血管离断后仔
细修剪残端处外膜袁以免将其带入吻合口形成血栓遥
修剪静脉残端时尤其要非常小心袁切忌把静脉壁撕
裂遥另外吻合前喷淋罂粟碱溶液渊2mg+10ml生理盐
水冤以扩张血管便于吻合遥根据家兔的血管条件及显
微外科血管吻合的技术要求袁我们采用了定位牵引尧
严密吻合尧杜绝开放后补针的策略遥具体实施方法为
使用 9-0涤纶线在 10倍显微镜下每 90毅间断吻合一
针做为牵引袁然后等距离吻合 6针袁吻合最后一针时
先打一个松结袁在血管内注射肝素生理盐水后拉紧预
先打好的结袁仔细检查吻合口吻合是否严密袁有无渗
漏袁以便补针袁确认无渗漏后再打紧结遥尽量杜绝开放
血流后补针袁因为开放后漏血造成吻合口模糊袁视野
不清袁补针不易准确定位袁容易造成吻合口不畅形成
血栓袁此外开放后重新阻断血流也会人为增加供肾热
缺血时间袁影响移植的成功率遥
尿瘘是手术后严重的并发症袁常引起感染导致受体
死亡遥一般认为尿瘘是由于输尿管血供不足引起咱10暂遥
我们认为要避免尿瘘要特别注意以下四点院渊1冤移植
肾的输尿管血供主要来自肾门的血管分支和输尿管

周围组织袁因此切除供肾时要注意保留肾门较多的脂
肪组织和输尿管周围较多的组织遥渊2冤供肾的输尿管
截取和受体的输尿管保留都要有足够的长度袁避免输
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以双上睑下垂为首发症状的中脑海绵状血管瘤 1例
Maservephalic carernous hemaangioma withbilateral upper eyelid ptosis as the initial symptom:
report of one case
潘锦权袁周 亮渊第一军医大学南方医院神经内科袁广东 广州 510515冤

关键词院眼睑下垂曰海绵关血管瘤曰中脑
中图分类号院R739.41 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2002)08-0715-01

1 病历资料
患者女袁23岁袁因双上睑下垂 4月袁再发伴视物成双 3 d袁

于 2000年 11月 20日入院遥缘于 2000年 7月活动时出现双
上睑下垂袁按野重症肌无力冶给予新斯的明治疗半月余袁效果不
佳袁2000年 9月自愈遥2000年 11月 17日出现双上睑下垂袁视
物成双袁呈上下重影袁双眼球向上及向下活动障碍袁间有轻度
头痛袁无呕吐尧抽搐遥查体院意识清醒袁语言流利袁双眼睑轻度下
垂袁双瞳孔不等大袁左 2.0mm袁右 3.0mm袁对光反射均迟钝袁双
眼球向上尧向下活动均障碍遥右眼球内收尧外展稍受限曰左眼球
外展尧内收活动尚可遥双眼球轻微水平震颤遥全身感觉系统尧运
动系统正常遥四肢腱反射正常袁双 Babinski征渊依冤袁脑膜刺激征
渊原冤遥入院后查三大常规尧血生化尧肝功能尧肾功能尧凝血功能均
正常遥腾喜龙试验阴性遥检查头颅BRI和MRA增强示院中脑背
侧尧中脑导水管右前方占位性病变袁病变T1W1袁T2W2均低尧等尧
高混杂信号袁周围见 T1W1袁T2W2均为低信号环影包围袁使病变
呈野爆米花冶状遥增强见病变强化不明显袁周围组织稍有强化遥
MRA血管成像未见明确异供血动脉遥中脑导水管向左后方受
推压移位并梗阻至三脑室袁双侧脑室积水扩张袁四脑室变小遥
考虑为海绵状血管合并出血曰阻塞性脑积水袁梗阻平面在导水
管遥后转脑外科行手术治疗遥病理切片示院野右侧中脑组织冶扩

张血管尧管壁较薄袁周围脑组织灶性出血遥病理诊断为院中脑海
绵状血管瘤并出血遥

2 讨论
颅内海绵状血管瘤是先天性血管畸形的一种袁不是真性
肿瘤袁但又与脑动静脉畸形不同遥它主要由缺乏肌层与弹力纤
维层的不规则尧大小不等的血管腔隙组成的一堆紧挨在一起
的血管组织遥该病好发于20~45岁成人袁女性多于男性袁比例
约 4.6∶ 1咱1暂遥其临床症状和体征主要根据不同病变部位而表现
有院头痛尧视力损害尧突眼尧癫痫尧动眼及外展神经麻痹尧颅内出
血袁也可出现颅内压增高遥原发于中脑部位的海绵状血管报道
较少袁有人咱1暂统计颅内海绵状血管瘤约占肿瘤的 0.18%袁且以
中颅窝多见袁而位于后颅窝中脑部位的则更少见遥本例特点是
首先出现双上睑下垂症状袁痊愈后 4个月再发袁同时伴有视物
成双尧双眼球活动障碍袁症状比上次加重遥我们推测患者第一
次起病为病灶少量出血袁损伤神经组织少袁症状轻袁后经自然
吸收痊愈遥再次发病时出血量大袁多处出血呈野爆米花冶样袁并
导致阻塞性脑积水遥因此袁对于中年女性出现双上睑下垂尧或
有眼球活动受限症状的患者袁应详细询问病史及体检并尽早
行头颅MRI检查以鉴别脑干病变遥
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尿管吻合口出现张力遥渊3冤理顺尧缝针固定好输尿管位
置袁防止输尿管扭曲尧打折遥渊4冤开放血流后一定要固
定尧包埋好移植肾袁防止血管及输尿管打折遥

参考文献院
咱1暂 VogtP, LipeczA, WahlingKA. Modificationoftheratkidney tran-

splantationmodel: reductionofexperimentalanimals 咱J暂. ZVersu-
chstierkd, 1989,32(3):111-7.

咱2暂 CollierDS,ThiruS,CalneR.Kidneytransplantationinthedogrecei-

vingFK-506咱J暂.TransplantProc, 1987,19(5Suppl6):62-4.
咱3暂樊体武,唐孝达.大鼠原位肾移植实验动物模型的建立咱J暂.长治
医学院学报,1988,12渊3冤:161-2.

咱4暂庄建平,郭震华,侯建全.大鼠原位肾移植实验动物模型的建立

咱J暂.苏州医学院学报袁1999,19(8): 856-67.

ZhuangJP,GuoZH,HouJQ.Theratmodeloftherenalallograftin

primeposition咱J暂.JSuzhouMedcol,1999 ,19(8):856-67.

咱5暂黄赤兵,方玉华,吴 军,等.应用新技术建立大鼠肾移植模型咱J暂.
中华器官移植杂志,2001,22渊2冤:114.

咱6暂 RitterT,SeifertM,RischK, et al.DepletionofIL-4doesnotprevent

toleranceinductioninanallogeneicratkidneytransplantationmodel
咱J暂.TransplantProc,1999,31(12):887-8.

咱7暂KhirabadiBS,FahyGM. Cryopreservationofthemammaliankidney.I.
TransplantationofrabbitkidneysperfusedwithECandRPS-2at2-4
degreesC咱J暂.Cryobiology, 1994,31(1):10-25.

咱8暂 FrancisDM,MillarRJ,DumbleLJ, et al . Modeloforthotopicrenal

transplantationintherabbit咱J暂. NZJSurg,1990,60(1):45-9.
咱9暂 夏穗生. Saks液低温保存狗肾48小时移植实验报告咱J暂.中华器
官移植杂志 ,1981,2:32.

咱10暂朱文慧 ,杨冠群 ,刘敦贵 ,等 .狗肾移植手术操作体会咱J暂.武汉
医学院学报 ,1980,9:31.

2002;22(8) 第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv冤 715窑 窑



收稿日期院2002-04-11
基金项目院国家自然科学基金渊39970242冤
作者简介院杨红军渊1968-冤袁男袁陕西武功人袁博士袁020-36224194袁E
-mail:yanghongjun6666@yahoo.com.cn

迷走神经刺激对大鼠癫痫抑制的作用

杨红军 1袁胡三觉 2渊1广州军区广州总医院神经内科袁广东 广州 510010曰2第四军医大学神经科学研究所袁陕西
西安 710033冤

摘要院目的 探索迷走神经刺激对癫痫的抑制作用遥方法 在青霉素诱发的大鼠癫痫模型上袁记录大鼠癫痫活动时肌电尧
脑电以及单个神经元的电活动遥电刺激迷走神经袁以观察迷走神经刺激对大鼠癫痫的抑制作用遥结果 在动物行为尧肌电
和脑电尧单个神经元等不同水平观察到迷走神经刺激对大鼠癫痫活动的抑制作用遥在 5~20Hz范围内袁随迷走神经刺激
频率的增高袁迷走神经刺激对大鼠癫痫的抑制程度逐渐增大遥结论 迷走神经刺激可以抑制大鼠癫痫活动袁其抑制作用
与刺激参数密切相关遥
关键词院癫痫曰迷走神经曰电刺激
中图分类号院R692.5 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0716-03

Seizure inhibition by vagal nerve stimulation in rats
YANGHong-jun1,HUSan-jue2

1Department ofNeurology, Guangzhou GeneralHospital of Guangzhou Command, Guangzhou 510010 China; 2Institute
ofNeuroscience,FourthMilitaryMedicalUniversity,Xi'an710033,China

Abstract: Objective Tostudytheeffectofvagalnervestimulationinseizureinhibitioninrats. Methods Inratepileptic
modelsinducedbypenicillin, electromyogram(EMG),electroencephalogram(EEG)andextracellularelectricactivityofthe
cortexwererecordedtostudytheinhibitingeffectofvagalnervestimulationonepilepsy. Results Inhibitingeffectofvagal
nervestimulationonepilepsywasobservedfromthechangesinbehavior,EMG,EEGandextracellularelectricactivityofthe
rats,andthisinhibitingeffectwasenhancedasthefrequencyforstimulationincreasedfrom5Hzto20Hz. Conclusion Vagal
nervestimulationcaninhibittheepilepticactivityinrats,theeffectofwhichdependsonthestimulationcoditionsimposedon
therats.
Key words: vagalnervestimulation;epilepsy;electricalstimulation

癫痫症是神经系统常见疾病之一袁其患病率
0.2%~0.3%袁多为青少年遥约 30%的癫痫症患者不能
用药物控制发作或不能耐受药物的毒副作用遥迷走神
经刺激治疗难治性癫痫越来越受到重视咱1~3暂遥但是迷
走神经刺激控制癫痫的效果受到许多因素的影响袁对
癫痫的控制效果评价不一遥本研究在大鼠癫痫模型
上袁电刺激迷走神经袁在皮层神经元单细胞记录和皮
层脑电记录等不同水平上观察迷走神经对癫痫的抑

制作用进行观察遥

1 材料和方法
1.1 材料
1.1.1 动物 选用健康的成年 Sprague-Dawley大鼠袁
体质量 200~350g袁雌雄不拘袁由第四军医大学实验动
物中心提供遥
1.1.2 试剂 氯胺酮 渊Sigma 公司冤曰NaCl尧KCl尧MgCl2尧
CaCl2尧NaH2PO4尧NaHCO3尧葡萄糖尧Na2HPO4尧K3PO4

渊西安试剂厂产品冤曰青霉素 G钠盐渊哈尔滨制药厂冤曰
人工脑脊液渊mmol/L冤渊NaCl130尧KCl3.5尧NaH2PO4

1.25尧NaHCO3 24尧 葡 萄 糖 10尧MgCl21.2尧CaCl21.2尧
pH7.3冤遥
1.1.3 实验器材 VC-11记忆示波器尧刺激器(日本光
电公司) 袁玻璃微电极拉制仪尧液压微操纵器(日本
Narishige公司)袁微电极放大器 渊美国AXON公司冤袁
D/A采样板 渊美国 AXON公司冤袁计算机渊Inter pen-
tium/200组装机冤遥
1.2 方法
1.2.1 大鼠癫痫模型的制作 参考文献咱4袁5暂制作癫
痫模型院用氯胺酮渊100mg/kg窑b.w.袁腹腔注射冤麻醉后
进行气管插管曰将头固定在立体定位仪上袁从前囟门
开始剪开长约 1.5cm的皮肤切口袁分离肌肉 尧骨膜曰
在距前囟后 3mm 正中线右侧 12mm处袁用颅骨钻
钻开直径为 5mm 的骨窗袁切开硬脑膜袁暴露顶叶脑
皮层遥将青霉素 G钠盐溶于人工脑脊液袁青霉素浓度
为 40 MU/L遥将直径为 3~4 mm的滤纸片浸入 40
MU/L青霉素溶液中后袁贴在暴露的脑表面遥10~20min
后左侧肢体和面部肌肉开始抽搐袁抽搐逐渐加剧遥
1.2.2 迷走神经刺激方法 大鼠麻醉并气管插管后袁
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在气管侧后方分离颈动脉鞘袁剪开左侧颈动脉鞘游离
颈迷走神经干 ,将刺激电极套在迷走神经干上袁刺激
电极的导线通过刺激隔离器与刺激器相连接遥
1.2.3 癫痫电活动记录 在大鼠左后肢的股四头肌插
入肌电记录电极袁记录肢体抽搐引起肌电活动
渊EMG冤袁肢体抽搐的程度用肢体肌电活动的频率遥在
距前囟后 3mm 正中线两侧 1~2mm 处袁用颅骨钻切
除直径为 2~3mm 的颅骨袁在左右两侧钻开的颅骨里
放置银制的电极渊记录端有球形膨大冤以记录皮层脑
电图渊ECoG冤遥渊左侧颅骨开孔既用于加药袁同时用于
记录 ECoG和皮层细胞外放电冤遥在左侧颅骨开孔处
暴露顶叶脑皮层遥用微电极拉制仪把外径为 1.4mm
的玻璃毛坯拉制成尖端开口约 1~2mm 的微电极渊电
极的阻抗为 2~7MW冤遥用注射器经细针头向微电极
充以经过滤的工脑脊液后袁把电极固定遥先用微电极
操纵器的粗调把微电极尖端对准顶叶皮层上 1mm袁
打开放大器袁然后用微推进器细下降电极袁使其插入
顶叶皮层 200~500mm 深处袁当发现有胞外的放电后
采集动作电位的原始波形及放电频率直方图遥
1.3 数据处理

为了反映迷走神经刺激对大鼠癫痫活动的抑制

作用袁我们用如下表示院迷走神经刺激前肌电活动频
率 - 刺激后肌电活动频率 /刺激前肌电活动频率伊
100%遥

2 结果
2.1 迷走神经刺激对青霉素诱发大鼠癫痫活动的抑
制作用

将青霉素溶液加到大鼠一侧顶叶皮层袁经过
5~20min 左右的潜伏期后袁大鼠右侧肢体及头面部
逐渐出现抽搐袁并逐渐加剧袁抽搐不累及对侧肢体遥癫
痫按 Racine法分为五级咱6暂院玉级院湿狗样颤动袁面肌抽
动尧咀嚼曰域级院节律性点头曰芋级院前肢阵挛曰郁级院站
立伴肢体阵挛曰吁级院失去平衡尧四肢抽搐尧全身痉挛遥
郁级以上的发作为人类癫痫大发作遥该研究中青霉素
诱发的大鼠癫痫在郁级以上遥在大脑皮层上可记录到
以低波幅快波为背景袁有阵发性高波幅慢波出现遥顶
叶皮层用微电极细胞外可记录到单个神经元阵发性

串放电袁每串放电 3~4个遥伴随肢体的抽搐袁有大量
的阵发性肌电活动渊图 1冤袁而且高波幅慢波尧阵发性
串放电的节律与肢体抽搐和肌电活动的节律相一致遥

2.2 迷走神经刺激对青霉素诱发大鼠癫痫活动的抑
制作用

当电刺激迷走神经(20Hz袁10~15s)袁经过 10~20
s 的潜伏期后袁大鼠肢体抽搐幅度尧抽搐频率逐渐减
小或停止袁肌电活动的频率逐渐减小或消失袁顶叶皮
层细胞外记录的阵发性串放电消失(图 2)遥
2.3 迷走神经刺激的参数对大鼠癫痫活动抑制作用
的影响

迷走神经刺激的有效刺激方波宽为 0.5~1ms袁电
压为 10~15V遥在 8个大鼠癫痫模型上观察用不同频

率的迷走神经刺激对大鼠癫痫活动的抑制作用遥发现
在 5~20Hz 的频率范围内袁随着刺激频率的增加袁迷
走神经刺激对大鼠癫痫活动的抑制作用逐渐增强袁但
超过 20Hz 后袁迷走神经刺激频率增加袁而对癫痫的
抑制作用增强不显著渊图 3冤遥

3 讨论
难治癫痫症严重危害人们身心健康和生存质量遥
手术是治疗难治性癫痫的有效手段袁但手术的危险性
大袁可能有神经功能缺失的副作用袁复发率较高袁并非
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图 1 大鼠癫痫模型的皮层脑电尧肌电活动以及单个神经元细胞外放电记录
Fig.1 Electrocorticogram, electromyogram and extracellular firing of the neurons of rat epileptic model

A:EcoGofratbeforeandafterapplicationofpenicillin;B:Afterapplicationofpenicillin,seizureappeared.Extracellularelectric

activityiesoftheparietalcortexneuron(uppersection),ECoG(middlesection)andEMG(lowersection)wererecordedduringseizure
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所有难治性癫痫患者适合手术治疗和愿意手术治疗遥
目前袁迷走神经刺激治疗难治性癫痫的方法之一咱1~3暂遥
在 1937年发现电刺激迷走神经可以抑制癫痫发作袁
以后这种作用进一步被证实遥迷走神经刺激抑制癫痫
的机理尚不明确袁认为通过以下通路使大脑皮层等处
的抑制性神经递质如 GABA增高袁其通路见图 4咱3暂遥
1990年美国 Cybronics公司研制成功植入体内的迷
走神经刺激器咱7暂遥1997年美国尧加拿大和一些欧洲国
家正式批准迷走神经刺激治疗癫痫遥目前袁仅在美国每
年有 3000~5000难治性癫痫患者接受这种治疗咱1暂遥
在我国也有少数难治性癫痫患者接受这种治疗咱8暂遥
但在临床上迷走神经刺激对难治性癫痫控制效

果评价不一袁迷走神经刺激对癫痫的抑制作用在很大
程度上依赖于刺激的参数和刺激的时机咱5暂遥目前袁关

于对临床上迷走神经刺激频率对控制癫痫效果的研

究较少遥本文从动物行为尧脑电和肌电尧单细胞记录等
不同水平观察到迷走神经刺激对癫痫活动有明确的

抑制作用袁10Hz以下的迷走神经刺激对癫痫抑制效
渊下转 723页冤

4

图 2 迷走神经刺激对大鼠癫痫抑制作用
Fig.2 Inhibiting effect of vagal nerve stimulation on

epileptic activity in rats
A:Muscularelectricactivityiscompletelyinhibitedbyvagal

stimulation(upperdiagram).Thelowerdiagramrepresentsthe
firingrateofmuscularactivitycorrespondingtotheupperpane;

B:Theextracellularepilepticelectricactivityactivityis

completelyinhibitedbyvagalstimulation

Fig.3 迷走神经刺激对大鼠癫痫的抑制作用随刺激

频率的增加而增大

Fig.3 Enhanced inhibiting effect of vagal
stimulationwith increase in stimulation frequency
on muscular electric activity evoked by seizure

(from5,10to20Hz)

t/s

图 4 刺激迷走神经控制癫痫的机制
Fig.4 Mechanism of controlling epilepsy by vagal nerve

stimulation
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应用十六烷基三甲基溴化铵纯化 PCR产物

张 宝 1袁马文丽 1袁刘莉扬 2袁吴清华 1袁郭秋野 1袁郑文岭 3渊1第一军医大学生化教研室袁广东 广州 510515曰2西安
交通大学生化教研室袁陕西 西安 710049曰3广州军区总医院分子肿瘤研究所袁广东 广州 510010冤

摘要院目的 建立应用十六烷基三甲基溴化铵渊hexadecyltrimethylammoniumbromide,CTAB冤PCR产物纯化的方法遥方
法 应用 CTAB对 PCR产物进行选择性沉淀遥CTAB与 DNA 形成复合我 1.2mol/LNaCl溶液中溶解袁再用乙醇将 PCR
产物沉淀出来遥结果这种方法可以去除PCR产物中引物和小分子 dNTP遥虽然纯化的产率占现在市场上的一些试剂盒
产率的 80％袁但其成本比较低袁仍不失是一种PCR产物纯化的方法遥结论 利用十六烷基三甲基溴化铵可以用于 PCR
产物纯化遥
关键词院十六烷基三甲基溴化铵; PCR产物;纯化
中图分类号院Q503 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0719-02

Purification of PCR products with cetyltrimethylammonium bromide
ZHANGBao1,MAWen-li1,LIULi-yang2,WUQing-hua1,GUOQiu-ye1,ZHENGWen-ling3

1InstituteofMolecularBiology, First MilitaryMedicalUniversity, Guangzhou510515, China; 2Department of
Biochemistry, Xi'an Jiaotong University,Xi'an710049,China; 3InstituteofMolecularOncology, General Hospital of
Guangzhou Command,Guangzhou510010,China

Abstract: Objective ToestablishamethodforpurifyingPCRproductswithcetyltrimethylammoniumbromide (CTAB).
Method SelectiveprecipitationofthePCRproductwasperformedusingCTAB, whichformscompoundwithDNAfragment
insaltsolutionofappropriateconcentration, butnotwithsinglestrainoligonucleotideordNTPs. Theprecipitationcouldbe
dissolvedin1.2mol/LNaClwhiletheadditionofethanolcausedthedesiredPCRproducttoprecipitatesoastoberecovered.
Result Theprimersandsmall-moleculedNTPcouldbeeffectivelyeliminatedafterthisprocedure. Althoughtheoutputofthe
purificationprocessreachedonly80%thatbycurrentreagentkit, itreducesthecosttoaslowas1/8ofthatnormallyrequired
bythekit. ConclusionCTABisapplicableforpurificationofthePCRproduct.
Key words: cetyltrimethylammoniumbromide;polymerasechainreactionproducts;purification

在分子生物学实验中袁如 PCR产物与载体连接尧
测序等袁需要对 PCR产物进行纯化遥目前许多公司都
开发出试剂盒袁但其价格比较贵遥作者根据十六烷基
三甲基溴化铵渊hexadecyltrimethylammoniumbromide,
CTAB冤与核酸相结合的特性袁利用它进行 PCR产物
纯化袁所得的纯化产物可以用于与 T 载体连接袁提高
连接效率遥

1 材料与方法
1.1 材料

CTAB 为国产分析纯袁Taq酶尧连接酶等购自
Takara公司袁PCR产物纯化试剂盒购自Omega公司遥
1.2 方法
1.2.1引物合成 引物由上海博亚公司合成遥引物 A院
渊5'-GTAAAACGACGGCCAGT-3'袁冤尧引物 B渊5'-CAG

GAAACAGCTATGAC-3'冤各 10滋l遥
1.2.2 PCR扩增 挑选 2个阳性克隆 渊转染有质粒袁
X1尧X2克隆冤袁1.5mlEppendorff 管中培养 4 h后袁取
100滋l菌液袁沸水浴 10 min袁离心后取 5滋l上清作为
模板进行 PCR 扩增袁3.2滋mol/L的引物 A渊5'-GTAA
AACGACGGCCAGT-3'袁冤尧引物 B渊5'-CAGGAAACA
GCTATGAC-3'冤各 10滋l袁Taq酶 5 U袁10伊buffer 10滋l袁
加水补足 100滋l曰94益5min袁94益3 0 s袁50益3 0 s袁72益
1min袁25次循环曰72益8min遥
1.2.3 应用 Omega试剂盒纯化 PCR 产物袁取上述
PCR产物 40滋l袁按其说明书进行遥最后用 11滋l H2O
溶解回收袁用紫外分光光度计 DU530测定D260/280和

琼脂糖电泳检测遥
1.2.4 应用 CTAB 纯化 PCR 产物 取 1.2.2 中 PCR
产物 40滋l加入 5滋l 3.5mol/LNaCl袁混匀后加入 5滋l
10%的 CTAB袁混匀曰室温高速离心 10min袁弃上清袁
加入 100滋l 1.2mol/LNaCl重悬沉淀袁加入 270滋l的
无水乙醇袁室温离心 10 min袁弃上清袁75％的乙醇洗
涤沉淀袁干燥后袁11滋l H2O溶解沉淀遥检测同 1.2.3遥
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表 1 PCR产物纯化后的浓度(滋g/ml)

Tab.1 Theconcentration of thepurified product (滋g/ml)

PurificationwithCTAB Purificationwithkit
X1clone 50.3 68.7
X2clone 64.4 85.9

2 结果
PCR产物和纯化的产物电泳如图 1所示遥小于

100bp 的 DNA带为引物二聚体遥从图中可以看出
PCR产物在纯化以前袁明显有引物二聚体袁在纯化之
后袁引物二聚体的带消失遥表 1列出了纯化后所得的
浓度袁所得产率约为试剂盒的 80％遥

3 讨论
CTAB是一种界面活性剂袁能裂解细胞并使蛋白
质在溶液中成为可溶状态咱1暂袁可以用于分离 RNA和
DNA遥RNA与 CTAB结合后袁RNA不再是 RNase的
底物袁因此它可作为核酸的保护剂遥所分离的核酸可

以用于RT-PCR或 PCR反应袁特别适合较难提取的
组织袁如植物尧海葵咱1暂尧细菌咱2暂尧真菌咱3暂等遥它能沉淀
RNA和DNA袁其作用机制可能是它与多阴离子的核
酸形成电中性的复合物遥这种复合物受盐浓度的影
响袁当 NaCl的浓度大于 1mol/L时袁不能形成复合
体曰当小于 0.2mol/L时袁所有的核酸都将与 CTAB
结合曰当NaCl浓度在 0.3~0.4mol/L时袁CTAB与单
链核酸如寡核苷酸引物的结合效率很低咱5暂遥从实验结
果中可以看出袁采用 CTAB的方法纯化 PCR产物袁能
够有效地除去 PCR产物中引物二聚体袁与 Omega试
剂盒的作用具有相同的效果遥但 CTAB纯化的方法
所得的产率为 Omega试剂盒的 80％袁如果在加入
10％ CTAB后袁延长离心时间袁产率有所提高渊结果
未列出冤遥与试剂盒相比袁CTAB法纯化 PCR产物比
较经济袁其成本是试剂盒的 1/8左右袁而且试剂盒有
一定时间限制遥PCR产物中含有引物和 dNTP袁这些
物质的存在将影响连接效率遥本实验室用 CTAB纯
化后所得的产物袁可以用于与 pMD-18 T载体连接遥
参考文献院
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图 1 PCR产物纯化前尧后电泳
Fig. 1 Electrophoresis of thePCR products
M:Marker;Lanes1,3,5:PCRproductsofX1clone

purifiedwithkitofOmega,andpurifiedwith
CTAB,respectively;Lanes2,4,6:PCRproductsofX2clone

correspondingtolane1,3,5respectively
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自体免疫疾病相关的基因的发现

美国科学家对鼠进行的实验显示袁一种基因可能在自体免疫疾病的形成过程中起关键作用遥这一发现为
从分子角度研究人类自体免疫疾病的致病机制提供了借鉴遥
人体免疫系统有时会将自身的正常组织错当成入侵的异体组织袁对其发起攻击袁从而引发自体免疫疾病
渊如风湿性关节炎和多发性硬化症等冤遥美国弗吉尼亚大学的科学家们在研究易患自体免疫疾病的实验鼠的过
程中发现袁鼠体内的一种基因与自体免疫疾病存在相关性遥
科学家们在新一期美国叶科学曳杂志上报告说袁这种基因编码的蛋白质功能是充当组胺的受体遥组胺本身
作为一种信号分子袁能影响到生物体的免疫反应遥他们计划下一步继续了解该基因编码的组胺受体在自体免
疫疾病中究竟起到何种作用遥科学家们指出袁鼠与人类在自体免疫疾病的致病基因上存在着一致性袁因此袁以
鼠为模型进行的研究袁将有助于理解人类的自体免疫疾病遥他们认为袁类似的研究也许可以促进寻找更有针对
性的自体免疫疾病新疗法遥
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肝素锂抗凝采血对 FT3尧FT4及 TSH测定的影响

何国荣袁程 蔚袁黄玉英渊第一军医大学珠江医院核医学科袁广东 广州 510282冤

摘要院目的 探讨肝素锂抗凝标本能否取代或与普通干燥管标本通用遥方法 随机取受试者 32例袁一次性肘静脉穿刺采
血 6ml袁分装于肝素锂真空管渊肝素管冤和普通干燥真空管渊干管冤各 3ml袁化学发光免疫分析常规测定各自的TSH尧FT3

及 FT4遥结果 32例受试者 2种试管采血测定的 TSH及 FT4值无明显差异 渊TSH院t=1.846袁P=0.075曰FT4院t=1.649袁
P=0.110冤且高度相关渊TSH院r=1.000袁P=0.000曰FT4院r=0.999袁P=0.000冤袁临床诊断完全一致遥FT3的结果则显著不同袁肝素
管测定的结果显著低于干管渊t=-6.253袁P=0.000冤袁绝对值相差最大为 16.44pmol/L袁最小为 0.76pmol/L曰相对相差最大
为 57.5%袁最小为 15.6%曰但 2组 FT3测定值具有高度相关性渊r=0.999袁P=0.0000冤袁若通过回归处理建立肝素管自己的
正常值范围袁则它们的诊断结果完全一致遥结论 肝素管与干管采血测定TSH尧FT4袁结果完全一致袁可以通用曰而肝素管
与干管测定的 FT3显著不同袁不能通用袁但两组数值高度相关袁可以通过建立各自的正常值或回归方程进行数据处理后
互相替代遥
关键词院甲状腺功能试验曰化学发光免疫分析曰抗凝剂曰肝素锂
中图分类号院R817.4 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0721-03

Effect of heparin lithium as anticoagulant in assay of FT3, FT4 and TSH
HEGuo-rong,CHENGWei,HUANGYu-ying
Department ofNuclearMedicine,ZhujiangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510282,China

Abstract: Objective Toevaluate theapplicationofheparinlithiumasanticoagulant in in vitro testsofthyroid function.
Methods Thebloodsamplesobtainedbyvenipuncturefrom32subjects (including10normalsubjectsand22patientswith
thyroiddisorder) werecollectedinparalleldryvacuumtubeswithoneofthemcontainingheparinlithium, forassayofTSH,
FT3,FT4 bychemoluminescenceimmunoassay. Results NodifferencewasfoundinTSHandFT4 levelsdeterminedseparately
fromtheparalleltubes(TSH: t=1.846, P=0.075;FT4: t=1.649, P=0.110)withcloselycorrelatedresults(TSH: r=1.000, P=0.000;
FT4: r=0.999,P=0.000),andtheclinicaldiagnosestherefromderivedwereperfectlymatched.FT3 levelinordinarydryvacuum
tubes, however, was significantlyhigherthanthatinthetubecontainingheparinlithium(t=-6.253, P=0.000),butstillclose
correlationwasobservedbetweenthem(r=0.999, P=0.0000).Inconsistentclinicaldecisionsoccurredin7ofthe32subjectsin
respectofFT3 levelsrespectivelyassayedinthe2tubes, butwhenthenormalrangesofFT3 levelwereestablishedforthe2
tubesseparately,thesameclinicaldiagnoseswerereached. Conclusion TSHandFT4 levelsasdeterminedinthe2tubesare
comparable,andeventhoughFT3 levelsdoesnotpresentthisfeature,closerelationisobviousandthereforethe2valuescan
beequivalentafterestablishmentoftheirrespectivenormallimitsorafterlinearregressionprocessing.
Key words: thyroidfunctiontest;chemiluminescenceimmunoassay;anticoagulant;heparinlithium

体外甲状腺功能试验中测定 FT3尧FT4尧TSH一般
采用血清标本遥因为过去最主要的测定方法是放射免
疫分析袁标本通常是成批处理袁静脉穿刺收集标本后
可以先放置一定的时间袁处理前已经有了足够的凝集
时间袁故采集血清标本是比较合理的遥目前袁各种标记
免疫分析的方法相继被引入临床袁更强调标本的快
速尧随时处理遥标本采集后通常应立即送往实验室袁否
则运送过程容易引起溶血袁特别是由患者本人或陪人
运送标本时尤其如此遥而抗凝标本容易处理袁且不容
易发生溶血,故此种情况下多用抗凝标本遥本研究旨
在探讨肝素锂抗凝真空管能否与普通干燥采血管通

用袁肝素锂抗凝标本能否取代原来的血清标本遥

1 资料与方法
1.1 研究对象
随机取 32例受检者袁其中正常志愿者 10例袁甲
亢 131I治疗前 9例袁甲亢 131I治疗 3~5月 10例袁甲低
患者 3例遥
1.2 试剂与仪器

FT3尧FT4和 TSH分析药盒及 Access化学发光自
动免疫分析系统均由 Bechman公司提供遥
1.3 方法
每一受检者同一次肘静脉穿刺采血 6毫升袁各 3
毫升分装于肝素锂真空管渊肝素标本冤和普通干燥真
空管渊干管标本冤遥室温下静置 10min后离心 5min袁
取足量上清液置于标本检测杯袁同时上机测定 FT3尧
FT4和 TSH遥其余过程均由 Access化学发光免疫分
析系统自动完成遥
1.4 资料处理与分析

收稿日期院2001-02-16
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定量与定性分析相结合袁对相关的数据进行量的
比较和诊断结果的定性比较遥按相关分析分析每 2组
之间的相关性并进行线性回归分析袁以配对 t检验进
行 2组数据的差异检验遥
2 结果
2.1 肝素抗凝对 TSH测定的影响

32例血液标本的测定值范围袁肝素管与干管均
为 0.01~34.35IU/ml袁完全一致遥经 Student't 检验袁2
组测定值之间无差异(t=1.846袁P=0.075)遥2组数据高
度相关渊r=0.9969袁P<0.001冤曰以本实验室 TSH的诊断
标准 0.34IU/ml 为下限袁5.6IU/ml 为上限袁二者对甲
状腺功能的评价结果完全一致袁均是甲状腺机能低下
7例袁甲状腺机能正常 9例袁甲状腺机能亢进 16例遥
2.2 肝素抗凝对 FT3测定的影响

2.2.1 与干管标本的差异性分析 在所有 32例标本
中袁除 1例 2种采血管均超出测定范围袁结果均>45.62
pmol/L袁没法比较外袁另 31例的测定值明显不同遥肝
素管的测定结果均低于干管的测定结果遥绝对值相差
最大为 16.44pmol/L袁最小为 0.76pmol/L遥经 Student't
检验袁2 组测定值之间存在显著性差异 渊t=-6.253袁
P=0.0000冤遥绝对值相差与 2组测定值分别呈正相关
渊与肝素管收集标本测定值的 r=0.9291袁与干管收集
标本测定值的 r=0.9669冤遥相对相差最大为 57.5%袁最
小为 15.6%遥相对差异与 2组测定值相关性不显著渊r
值分别为-0.2643与-0.1698冤遥
2.2.2 与干管标本的相关性分析 2组测定值具有高
度相关性渊r=0.9927袁P<0.001冤遥其 FT3测定值的相关

关系如图 1所示遥
2.2.3 与干管标本的回归分析 从图 1可见袁2组 FT3

的测定呈直线分布袁因此采用直线回归模式遥分别进
行包含常数项和不包含常数项的回归分析袁其回归方
程分别如下院
包含常数项的回归方程院Y=1.438X + 0.07385
不含常数项的回归方程院Y=1.443X
Y 为肝管的 FT3测定值袁X 为肝素管的测定值遥
经 F显著性检验袁此二回归方程均有显著性意义渊前
者院F=1973.575, P=0.000曰后者院F=5042.444, P=0.000冤遥
包含常数项的回归方中袁常数项经 t检验袁没有显著
意义渊t=0.188,P=0.853冤遥因此袁不含常数项的回归方
程更合适遥
2.2.4 两组数据的诊断结果比较 以本实验室为干管
建立的 FT3 诊断标准渊3.67~10.32pmol/L冤为二者的
共同标准评价甲状腺功能遥32例受检者中袁二者结果
一致者为 25 例袁其中甲亢 8例袁甲低 3例袁正常 14
例曰不一致者 7例袁其中 6例干管的测定值判定为甲
亢而肝素管的测定值判断为正常袁1例干管判断为正

常而肝素管判断为甲低遥不一致者占 21%袁2组测定
值对甲状腺功能的评价结果有显著差异遥但若根据回
归方程确定肝素自己的正常范围渊2.54~7.15
pmol/L冤袁则二者的判定结果完全一致袁14例甲亢袁3
例甲低袁15例正常遥

2.3 对 FT4测定的影响

32例血液标本的测定值范围袁肝素管为 1.29~
58.57pmol/L遥干管为 1.35~56.57pmol/L袁最大相差
1.79pmol/L袁经 Student't检验袁2组测定值之间无差
异渊P=0.0572冤曰2组测定值具有高度相关性渊r=0.9993袁
P<0.001冤曰以 7.5pmol/L为下限袁21.1pmol/L为上限
评价甲状腺功能袁32例患者评价结果完全一致袁甲状
腺功能低下 9例袁甲状腺功能正常 15例袁甲状腺机能
亢进 8例遥
3 讨论
本研究探讨了肝素锂抗凝真空管采血对血液

TSH尧FT3及 FT4测定的影响遥结果表明袁与普通干燥
管相比袁肝素锂抗凝对 TSH及 FT4的测定不产生任

何影响袁结果完全一致遥但 FT3的测定值明显降低袁导
致 21%的患者误判袁严重影响对甲状腺功能的准确
评价遥在甲状腺机能亢进的诊断中 FT3的测定尤为重

要咱1暂袁因为血清中 FT3比 FT4诊断甲亢更为敏感遥肝素
管使 FT3的测定值显著减低袁从而使其诊断甲亢的灵
敏度显著降低袁可能将相当大的一部分甲亢患者判断
为正常遥以本研究为例袁普通干燥管采血时 14例患者
判断为甲亢袁而使用肝素管采血时仅 8例判断为甲
亢袁即有 44.44%的甲亢患者被诊断正常遥因此袁两种
采血管不能通用遥
本研究结果还表明袁虽然两种采血管采血所测定
的 FT3结果显著不同袁但二者之间却高度相关袁相关

图 1 肝素抗凝管与普通干管采血各自 FT3化学发光自

动免疫分析测定值的相关关系
Fig.1 Relationship between FT3 values assayed by
chemiluminescence immunoassay in samples obtained
from the same patient, collected in normal dry tubes
and heparin lithium tubes respectively
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果差袁10和 20Hz的刺激效果相近遥当刺激频率增加
到一定值后袁再增加刺激频率对癫痫的控制效果无明
显的增强作用遥因此袁迷走神经刺激应采用有效的较
低频率以减少刺激副作用及延长电池寿命遥目前临床
应用的迷走神经刺激频率较高渊30Hz冤袁该频率是否
最佳还有待临床进一步验证袁但从动物试验来看该频
率偏高遥只有对迷走神经刺激抑制癫痫的机制深入研
究袁对最佳刺激参数和时机作进一步探索袁才能使迷
走神经刺激对癫痫有理想的控制作用遥由于癫痫是大
脑异常电活动的临床症侯群袁因此应用癫痫的不同层
次尧不同指标进行研究遥本研究提供从动物行为尧脑
电尧肌电尧单细胞记录等不同水平和指标的研究方法遥
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系数达 0.999遥二者是可以相互替代的袁但不能采用统
一标准遥可以建立不同的诊断标准袁或通过回归分析
建立回归方程进行数据处理遥由于本研究受例数的限
制袁不可能通过一般正常值的途径建立袁我们把普通
管的正常值袁通过回归处理变换成肝素管的正常值袁
通过该标准来判断肝素管的测定值袁结果与干管采用
自己的标准进行的判定是完全一致的遥
肝素锂抗凝真空管采血使 FT3测定值降低的机

制尚不明了遥有人咱2暂报道体内应用肝素可使 FT4尧FT3

与甲状腺球蛋白的结合力减低袁从而使血液中游离的
FT3尧FT4增加遥本研究使用肝素抗凝管采血袁相当于
体外使用肝素袁却没有出现类似体内的结果遥一方面
没有影响 FT4的测定值袁另一方面对 FT3测定值的影

响却相反袁没有升高反而降低袁所以目前尚不能推断
肝素锂对 FT3测定的影响是通过改变 FT3与甲状腺

球蛋白的结合力所产生的遥另外血浆蛋白与血清蛋白
浓度的差异也不能对此做出解释遥理由有三院渊1冤血清
蛋白浓度低于血浆蛋白浓度袁测定标本中蛋白浓度增
加不足以影响免疫分析的定量袁如果产生影响的话袁
由于蛋白浓度的增加袁使非特异性结合增加袁应该使
测定值增高曰渊2冤同一标本同时测定 3种物质袁仅影响
到 FT3的测定也很难用血浆与血清蛋白浓度的差异

来解释曰渊3冤两种测定值之间存在着高度相关性袁两种
侧定值之间的绝对值差异与 FT3的浓度呈高度正相

关袁如果该差异是由血浆蛋白浓度的差异产生的则不
会有这种相关性袁因为血浆蛋白与血清蛋白浓度的差
异不会随甲状腺激素浓度的改变而改变遥另外袁同样
是血浆样品袁由于抗凝的方法不同袁采用同样的方法

测得的结果也会产生显著性差异咱3袁4暂遥正如文献报道袁
肝素对标记免疫分析的影响肝素的影响存在与否尧程度
高低很不一致袁因方法与检测项目的不同而不同咱5~7暂遥
因此袁我们认为袁肝素对化学发光自动免疫分析体外
测定五项甲状腺功能指标的影响差异是由于方法学

上的差异所致袁而不是对测定物质本身的影响遥
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摘要院目的 建立 HIV基因检测芯片的分析技术遥方法 分离HIV1U26942基因限制性显示片段作探针袁应用PixSys
5500点样仪将探针打印在氨基包被的玻片上制作基因芯片遥然后与随机引物荧光标记的 HIV样品进行杂交袁以分析限
制性显示基因片段的杂交动力学遥经杂交后清洗和干燥袁扫描芯片进行检测遥结果 对基因检测芯片的制作与检测的实
验条件进行了初步研究并筛选了 12个限制性显示基因探针遥结论 建立的检测芯片的实验方法可行且较特异遥
关键词院基因芯片曰DNA 微矩阵曰HIV感染曰限制性显示
中图分类号院R373;Q75 文献标识符院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0724-04

Preliminary study of development of gene chips for HIV diagnosis
LILing1,MAWen-li1,MAOXiang-ming1,ZHUJi 1,ZHENGWen-ling2

1InstituteofMolecularBiologyandKeyLaboratoryofBiochipofPLA,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou
510515,China; 2InstituteofMolecularOncology,GuangzhouGeneralHospitalofGuangzhouCommand,Guangzhou
510010,China

Abstract: Objective TostudythetechnologyforestablishingDNAchipsforthediagnosisofHIV. Methods HIV1U26942
DNA fragments were isolatedbyrestrictiondisplay-PCR (RD-PCR) and printedontoaminosilane-coatedglassslidesby
Pixsys 5500 arrayer as probestopreparethe genechips. HIVsamples, afterlabeledwithCy3, were hybridized with the
microarray followed by scanning for analysis of hybridization kinetics of the RD fragments. Results The experimental
condition for preparingthe gene chips was investigatedand12RDfragmentswerescreenedasprobesforfurther study.
Conclusion ThetechniqueestablishedinthisstudyforpreparingDNAchipsisspecificandapplicable.
Key words: genechips;DNAchips;DNAmicroarrays;HIVinfection;restrictiondisplay

艾滋病渊AIDS冤是由人类免疫缺陷病毒渊HIV冤感
染所引起袁由于其危害的严重性和特殊性袁以及治疗尧
预防效果差袁因此需要一种高效尧敏感尧特异的方法对
该病进行早期诊断遥我们尝试将近年来发展迅速的基
因芯片技术 咱1袁2暂应用于HIV感染的检测遥目前HIV分
为 HIV-1 和HIV-2 两型袁其中HIV-1 型的流行范围
较广遥该型包括 A~J等 11个亚型袁在我国以 B尧C尧E
亚型为主咱3暂遥本文着眼于HIV-1B亚型基因的检测袁对
基因芯片的制备尧杂交尧检测等过程进行了初步研究袁
为疾病诊断芯片的研制及应用打下基础遥

1 材料与方法
1.1 材料

HIV-1B 亚型质粒 HIV1U26942由美国 Jean K
Carr博士渊TheHenryM.JacksonfortheAdvancement
of MilitaryMedicine袁Maryland冤惠赠遥Klenow 片段尧
dNTP及 PCR试剂购自大连宝生物工程有限公司曰二

甲基亚砜渊DMSO冤购自上海生工生物工程有限公司曰
Cot-1 DNA渊1mg/ml冤购自 GIBCO BRL曰吲哚二羧菁
渊cyanine冤Cy3 标记的 dUTP 购自 Amersham Phar-
macia遥

PixSys 5500 型基因芯片打印仪购自 Cartesian
Technologies 公司曰紫外交联仪购自 BIO-RAD曰
ScanArray Lite 扫描仪购自 GSI Lumoncis 公司曰
CMT-GAPSTM氨基硅烷包被的玻片尧杂交盒购自
Corning公司遥
1.2 HIV基因芯片的制备
1.2.1 探针的制备 应用限制性显示 PCR渊restriction
displaypolymerasechainreaction袁RD-PCR冤技术咱4袁5暂制
备短的基因片段作为探针袁具体方法如下院从质粒上
分离HIV基因后袁以 Sau3AⅠ酶切袁得到多个大小合
适的限制性酶切片段遥然后在这些片段两端接上接
头袁根据酶切位点尧接头的序列设计通用引物遥在该通
用引物的 3'端分别延伸一个碱基后袁通过引物间的
两两组合袁将 PCR反应分成 10个亚组遥纯化各组
PCR产物袁克隆到 T载体上遥阳性克隆经鉴定尧扩大
培养后提取质粒遥以质粒为模板扩增靶片段并进行序
列分析咱6暂遥
1.2.2 探针的打印及打印后处理 应用 PixSys 5500
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图 1 限制性显示扩增的限制性片段
Fig.1 Restrictionfragments amplified by restriction display-PCR

M:DNAmarkerDL2000;1-32:Thenumberofthefragment

型基因芯片打印仪袁将探针有序地打印在玻片上遥打
印后将玻片置于 90mj的紫外光下袁使DNA交联在
玻片表面曰然后 80益干烤 2 h遥
1.3 样品的荧光标记
采用随机引物延伸法标记样品院取 200ng的HIV

全长基因与 75ng随机引物渊6 mer冤混合袁煮沸 3min袁
然后冰浴 5min遥加入 0.5滋l dNTP渊含 dATP, dGTP,
dCTP 各 5 mmol/L曰dTTP 1 mmol/L冤袁0.5 滋l Cy3-
dUTP 渊1mmol/L冤袁10伊KlenowFragment缓冲液 1滋l袁
Klenow片段渊4 U/滋l冤1滋l袁加 ddH2O至 10滋l袁37益温
育 2~3h袁65益灭活 5min后以乙醇沉淀法纯化遥
1.4 分子杂交与杂交后清洗
1.4.1 预杂交 将预杂交液渊25%甲酰胺尧5伊SSC尧0.1%
SDS冤预热至42益袁放入玻片袁42益温育 45min曰分别
用水尧异丙醇清洗玻片曰然后甩干玻片袁或用N2吹干遥
1.4.2 杂交 将荧光标记的样品与 2伊杂交液 渊50%甲
酰胺袁10伊SSC袁0.2%SDS冤尧Cot-1DNA渊1滋g/滋l冤混合袁
95益变性 5min袁以最大转速离心 2min遥将玻片放入
杂交盒袁加适量上述样品至玻片表面袁小心盖上盖片
渊避免产生气泡冤曰同时在盒内两个小孔中加入 10滋l
ddH2O以保持湿度袁装上杂交盒袁置于 42益水浴中杂
交 3 ~12 h遥

1.4.3 杂交后清洗 玻片朝上打开杂交盒曰取出芯片袁
立即浸入杂交后清洗液中袁先以 42益预热的2伊SSC
+1g/LSDS清洗 5min曰再移入 0.1伊SSC+1g/LSDS的
溶液中室温清洗 10min曰最后移入 0.1伊SSC清洗 1min袁
重复 4次袁以去除 SDS遥空气干燥或用 N2干燥玻片遥
1.5 检测分析
1.5.1 扫描分析 用 ScanArrayLite扫描仪扫描芯片袁
以 QuantArray微集阵列分析软件分析杂交点阵Cy3
的荧光强度遥
1.5.2 统计学处理 用 SPSS 10.0软件采用方差分析袁
再以 Student Newman-Keuls渊SNK冤法进行两两比较
渊P<0.05为差异显著冤遥

2 结果
2.1 基因探针的制备与检测
将 HIV1U26942基因 RD-PCR 产物克隆到 T 载
体后袁提取质粒遥以质粒为模板扩增得到 30 个
100~750bp的限制性显示型基因片段袁以异丙醇纯化
后溶于 50%DMSO渊250ng/滋l冤遥取少量进行 1.5%琼
脂糖凝胶电泳检测袁如图 1所示均为单一片段袁可用
作制备DNA芯片的探针遥

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 3 14 1 7 M 18 19 20 21 22 23 24 25 2 6 2 7 2 8 2 9 3 0 3 1 3 2bp
2000

1000
750
500

250

100

2.2 基因芯片的打印方式
基因芯片的打印方式设计为 16伊16的阵列袁打

印在约 0.25 cm2的玻片上院A~G尧I~P 行打印 HIV-1B
基因探针渊共 30个冤遥每行打印两个探针袁每个探针
打印 8个点渊图 2冤遥
2.3 芯片杂交结果分析
将 HIV样品以随机引物法进行荧光标记袁纯化
后加入杂交液与芯片进行杂交袁经杂交后清洗和干
燥袁扫描芯片进行检测遥重复 8次实验遥结果基本一
致遥由图 3可见袁来自荧光标记的 DNA片段袁可特异
地与芯片中大部分相应的位点发生杂交呈现阳性杂

交信号袁而与对照 HCV基因点阵及空白点阵杂交的
信号很弱袁该结果证实了该芯片的可行性和特异性遥

计算每张芯片上每个探针 8个点的荧光强度的
平均值袁对 8张芯片上 32个探针的荧光强度进行配
伍组方差分析袁可知这些探针荧光强度的差异显著
渊F＝7.542袁P<0.001冤遥两两比较后根据荧光强度的大
小袁从中选择了探针 17尧21尧31尧27尧18尧19尧29尧20尧28尧
32尧22尧30共 12个探针袁分析其序列尧GC含量尧Tm值袁
结果表明袁这些探针的大小在 100~600之间曰GC含量
较高袁在 40%左右咱渊34.6~49.8冤%暂曰Tm值为 85益左右
咱渊83.25~90.57冤益暂遥探针分布在该基因组的不同区段遥

3 讨论
DNA芯片是国际上兴起的一种基因检测与分析
新技术咱7袁8暂袁通过将基因探针显微固化在 1平方厘米
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大小的固相支持物上袁不仅节约了试剂与样品袁而且
将节省大量的人力尧物力与时间袁使基因检测更为快
速尧敏感和精确遥基因芯片技术要点主要包括四个方
面院芯片的制备尧样品的准备尧分子杂交和检测分析遥
其中探针的制备及芯片杂交动力学分析最为关键遥
目前病原基因检测芯片常用分子克隆结合 PCR
的方法去扩增一个或少数几个短探针或全长基因作

探针袁但是以一个探针检测一种靶基因容易产生假阳
性尧假阴性结果袁且全长基因探针杂交的条件不易控
制遥我们应用本实验室创新的限制性显示渊RD-PCR冤
技术快速分离并扩增得到许多大小相近 渊较短袁100
~600bp冤的基因片段作探针袁以这些探针来检测同一
个靶分子可显著提高信噪比袁显著降低假阳性率咱9暂遥
扩增的探针溶于 50%DMSO而不采用常规的 SSC来
溶解袁是因为 DMSO可使DNA变性成单链以便于杂
交袁而且可防止打印时探针溶液的蒸发咱10暂遥由于采用
的是双链探针袁其浓度不宜过低或过高渊过高会因为
双链探针自身的复性而影响杂交冤袁我们的实验结果
表明采用 250 ng/滋l的探针可取得较满意的杂交效
果遥打印的介质选用氨基包被的玻片袁一方面氨基在
中性条件下带正电可与 DNA上带负电的磷酸基团
以离子键结合曰另一方面袁以紫外线照射及加热干烤
作用后袁可使DNA探针上的胸腺嘧啶残基和烷基胺
上的碳之间以自由基作用形成非特异偶联袁从而使
DNA固定在玻片上遥

样品的制备包括扩增尧标记等步骤遥通常在随机
引物延伸或逆转录 -PCR等扩增过程中掺入荧光标
记物袁这两种方法常用于基因表达谱芯片的研究遥本
实验采用随机引物延伸的标记方法效果也较好遥为进
一步提高标记的灵敏度袁实现杂交信号的放大袁并简
化标记的步骤袁我们正应用RD-PCR技术研究样品
荧光标记的新方法遥
分子杂交也是芯片技术的关键步骤之一遥虽然上
述制备的限制性显示基因片段大小相近袁但仍存在一
定的差异遥所以需要摸索合适的杂交条件袁分析它们
的杂交动力学遥实验中我们采用含 25%甲酰胺尧5伊
SSC等的杂交液尧42益杂交的体系遥杂交结果显示大
部分片段的杂交信号较强袁而阴性对照尧空白对照均
不杂交遥经过统计学处理后袁从中选定了 12个合适芯
片杂交的片段作为探针遥这些片段长度较短袁GC含
量尧Tm值均较高遥而且它们在 HIV基因组中分布较
广泛袁这对靶分子的检测具有重要意义遥
杂交及清洗后袁带有荧光标记的样品 DNA与其
互补的 DNA探针形成杂交体袁在激光激发下产生一
个荧光信号遥以 ScanArrayLite扫描仪对荧光信号进
行扫描袁该扫描仪利用的是激光共聚焦的原理遥扫描
结果表明袁杂交的信号较强而背景低遥荧光标记样品
的纯化不彻底渊含未掺入的 cy3-dCTP冤曰非特异性位
点的封闭不完全袁杂交后清洗不充分尧清洗后玻片上残
留液滴和玻片上灰尘污染等均可能会增强杂交背景遥

图 2 芯片的打印方式
Fig.2 Format design of HIV gene chip

A1-A8:Probe1;A9-A16:Probe2;B1-B8:Probe3;H1-H8 (probe15):HCVgenefragmentsubtype(b),negativecontrol;H9-H16(probe
16):50%DMSO,blankcontrolspacebetweenspotsis300滋m

图 3 HIV基因芯片的杂交图
Fig.3 Hybridization of HIV gene chip withHIV sample

Thecolorrangingfrombluetoredwhichfollowedthechangeofspectrumrepresentsgradualfluorescentintensityincrement.For
example,probe17(I1-I8)isstrongestandfollowedbyprobez1(K1-K8),probe31(P 1-P8)andsoon
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布 -加氏综合征的临床影像分析渊附 81例报告冤
张艳莉渊周口市中心医院内科袁河南 周口 466000冤

摘要院对 81例布 -加氏综合征渊BCS冤患者的临床及影像表现进行了综合分析袁并提出了分型标准遥经 DSA尧彩超尧CT尧
经皮肝穿刺活检确诊的布 -加氏综合征 81例遥BCS患者主要临床表现为下腔静脉梗阻和门脉高压症状遥胆囊壁增厚是
其影像诊断的一个间接征象遥
关键词院肝静脉血栓形成曰布 -加氏综合征
中图分类号院R575.04 文献标识码院B 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0727-02

Analysis of the clinical manifestations and imaging features of Budd-Chiari syndrome: report of
81 cases
ZHANGYan-li
Department ofInternalMedicine,CentralHospitalofZhoukouCity,Zhoukou466000,China

Abstract: Acomprehensiveanalysisoftheclinicalmanifestationsandimagingfeaturesin81casesofBudd-Chiarisyndrome
(BCS) wasconducted, andcriteriaforclassificationofthisdisease was proposed. Diagnosticmodalitiesincludeddigital
subtractionangiography,ultrasound,computedtomographyandpercutaneoustranshepaticcholangiography.Themainclinical
manifestationsofBCSwasinferiorvenacaveobstructionandportal hypertension. Wall thickeningofthegallbladderwas
indicativeofBCSduringimagingdiagnosis.
Key words: hepaticveinthrombosis;Budd-Chiarisyndrome

作者对 81 例布 - 加氏综合征 渊Budd-Chiari syndrome袁
BCS冤患者的临床及影像表现进行综合分析袁现报告如下遥

1 临床资料

1.1 一般资料
81例 BCS患者中男 57 例尧女 24例袁年龄 9~66岁袁平均

34.4岁遥病程 2周 ~30年袁其中 1月以内 1例尧1月 ~1年 12
例尧1年 ~10年 59例尧10年以上 9例袁平均病程为 5年遥
1.2 临床症状
下腔静脉梗阻症状有院双下肢肿胀39例渊48%冤袁下肢静脉
曲张 25例渊31%冤袁下肢色素沉着 21 例渊26%冤袁下肢溃疡形成
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16例渊19%冤袁胸腹壁静脉曲张 47例渊58%冤袁阴囊尧会阴静脉曲
张 7例渊8.6%冤曰门脉高压症状有院腹胀 51例渊63%冤袁肝肿大 47
例渊58%冤袁脾肿大 33例渊41例冤袁腹水 46例渊57%冤袁食道静脉曲
张 29例渊36%冤袁上消化道出血 14例渊17%冤袁黄疸 6例渊7.4%冤袁
脐疝 3例渊3.7%冤袁胆囊壁增厚 52例渊64%冤曰心肺功能障碍有院
心慌 4 例渊5%冤袁乏力 19 例渊23%冤曰其他症状有院腹痛 16 例
渊20%冤袁纳差 17例渊21%冤袁泌尿系症状 6例渊7.4%冤遥
1.3 诊断和治疗
本组 81例 BCS均行彩超和DSA 检查袁8例行 CT检查袁4
例行MRI检查袁2例经皮肝穿刺活检遥确诊为玉型 26例尧域型
18例尧芋型 37例遥8例经 DSA检查后直接行经皮经腔血管成
形术袁其中球囊导管扩张成功 5例袁失败 1例袁1例行血管内支
架置入袁1例行激光血管成形术失败曰外科手术治疗 38例袁其
中脾 -肺固定术 13例尧下腔静脉梗阻根治术 5例尧下腔静脉 -
右心房人工血管转流术 15例尧肠系膜上静脉 -下腔静脉侧侧
吻合术 5例遥
1.4 影像表现
1.4.1 彩超检查 主要表现为院肝影增大袁尤其以尾状叶增大
明显袁回声弥漫性增强曰肝静脉狭窄尧闭塞或扩张袁肝内尧外广
泛侧支循环形成曰肝上和 / 或肝后段下腔静脉狭窄或闭塞袁狭
窄段血流加速袁远端下腔静脉扩张尧血流缓慢袁下腔静脉壁增
厚曰可见腹水尧脾脏肿大遥52例有明显胆囊壁增厚遥
1.4.2 CT检查 继发性 2例袁其中 1例为腹膜后纤维肉瘤压
迫下腔静脉袁另 1例为平滑肌肉瘤肝脏尧下腔静脉转移遥6例原
发性 BCS患者表现为肝脏影增大袁尾叶增生明显袁平扫见肝内
大片密度减低区袁并有更低密度区袁增强扫描低密度区无强
化遥
1.4.3 MRI检查 肝脏轮廓不完整袁尾叶明显增大袁肝内散
在短 T2信号遥肝内血管迂曲纤细袁下腔静脉狭窄袁门脉粗细不
均袁腹膜后侧支静脉曲张袁腹水袁脾肿大遥
1.4.4 经皮肝穿刺活检 镜下见肝细胞肿胀袁排列疏松袁有
局灶坏死袁肝窦淤血扩张袁结缔组织增生遥
1.4.5 DSA表现 本组 81例全部做 DSA 检查袁其中下腔静
脉双向插管造影 22例遥结果如下院玉型 26例袁其中下腔静脉膜
性阻塞 11例袁节段性狭窄 7例袁静脉炎或血栓形成6 例袁肿瘤
侵犯尧压迫引起狭窄 2例曰域型 18 例袁其中肝静脉膜性阻塞 3
例袁狭窄或阻塞 15例曰芋型 37例遥

2 讨论
BCS主要临床表现为下腔静脉梗阻和门脉高压症状袁发

病年龄以 20~40岁多见袁男性略高于女性遥该病需与肝硬化门
脉高压和下肢静脉瓣膜功能不全所致的下肢静脉曲张鉴别袁
影像学检查有助确诊遥
超声检查无创伤袁简便易行袁可以多方位尧多层次地观察
腔静脉和肝静脉袁可直接显示静脉阻塞部位尧狭窄长度尧静脉
壁厚度尧有无血栓和梗阻远端情况袁也可以观察下腔静脉周围
病变遥经血管造影证实袁诊断符合率在 90%左右袁故超声检查
可以做为 BCS诊断的首选方法遥MRI尧CT对 BCS检查也有一
定的诊断价值遥本组病例经超声尧MRI尧CT检查发现袁52例显
示胆囊壁增厚曰CT检查的 8例中袁除 2例为继发性 BCS外袁6

例原发性BCS中 4例表现为胆囊壁增厚遥笔者认为袁由于胆囊
床有多只小静脉直接穿入肝实质袁注入肝静脉袁其余部位的静
脉则在胆囊颈汇集成 1~2条胆囊静脉袁然后汇入门静脉右干遥
肝静脉无静脉瓣袁当下腔静脉或肝静脉梗阻时袁引起肝静脉压
升高袁继而导致门静脉高压袁胆囊静脉回流受阻袁胆囊壁产生
淤血肿胀袁在扫描图像上显示胆囊壁增厚遥因此袁胆囊壁增厚
可以认为是BCS的一个间接征象遥

DSA是本病诊断的可靠方法袁可以直接显示下腔静脉阻
塞的类型尧位置尧长度遥当下腔静脉完全阻塞时可采用双向插
管造影来观察阻塞段长度遥DSA可提示本病病理形态的大体
分型袁下腔静脉双向插管造影对下腔静脉完全阻塞的诊断十
分重要袁对膜性病变的诊断尤为可靠遥BCS病变类型较多袁国
内外有多种分类方法咱1暂遥作者将 BCS分三型袁玉型院单纯肝上段
下腔静脉阻塞或狭窄尧肝静脉通畅曰域型院单纯肝静脉阻塞或狭
窄曰芋型院混合型袁肝上段及 /或肝段下腔静脉阻塞或狭窄合并
肝静脉阻塞或狭窄遥作者认为该分型方法简捷尧明了袁可以准
确反映病变情况袁对治疗方案的制订和选择有重要指导意义遥

BCS的治疗方法很多袁内科治疗多属无效的保守治疗咱2暂袁
Ahn咱3暂认为如仅行内科治疗袁2年内死亡率达 50%以上遥外科
手术须根据不同的病变类型袁选择不同的手术方法遥根据我们
的分型情况袁玉型可首选直接血管腔内成型袁如无法行经皮穿
刺球囊扩张术渊PTA冤或 PTA 失败袁可行下腔静脉阻塞根治术
或下腔静脉 -右心房人工血管转流术曰域型可选择各种门 -腔
分流法袁如肠系膜上静脉 -下腔静脉分流术尧脾静脉 -下腔静
脉分流术等曰芋型可行脾 - 肺固定尧肠 - 房分流尧脾 -房分流
等遥在诸多的治疗方法中袁介入治疗以创伤小尧治疗及时尧效果
好等优点逐渐被人们认可袁但值得注意的一个问题是血栓脱
落产生可肺梗塞遥杨学良咱4暂报道 20例 BCS患者中有 1例因肺
栓塞死亡袁另 1例造影诊断为 BCS后未立即扩张治疗袁扩张前
造影发现下腔静脉内血栓形成袁失去介入治疗机会遥本组 8例
均是在造影诊断的同时立即行介入治疗袁无 1例产生血栓袁术
后常规服用抗凝药物遥尽管 PTA被认为是安全尧有效尧创伤小
的治疗手段袁但有较高的狭窄复发率袁须多次重复行 PTA遥血
管内支架治疗BCS虽是近年来出现的一种治疗手段袁已显示
出广阔的应用前景袁该法可减少 PTA后血管痉孪尧内膜撕裂等
导致的急性闭塞袁并可防止因纤维内膜增生引起的慢性闭塞
或再狭窄咱5暂遥
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定量分析两种治疗方案与危险指数对慢性髓系白血病临床缓解率的影响
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摘要院目的 定量分析两种治疗方案与危险指数对慢性髓系白血病 渊CML冤临床缓解率的影响遥方法 按治疗方案与
Sokal危险指数分别进行分组袁定量分析三尖杉酯碱联合阿糖胞苷渊HA冤与羟基脲渊Hu冤二种治疗方案和病人初诊时所
处的危险度对慢性期CML患者所获临床疗效的影响遥结果 尽管 HA方案治疗初诊 CML慢性期患者的近期疗效优于
Hu,但它并不能延长病人的慢性期维持时间渊DCP冤曰而且病人的危险指数对完全缓解率渊CR冤尧获 CR所需时间及 DCP
的影响均远超出治疗方案的作用遥结论 HA方案不能延长病人的DCP袁不宜作为初诊 CML慢性期患者的一线治疗方
案曰按危险指数将病人作出合适分层袁有利于治疗方案的合理选择及科学评价遥
关键词院三尖杉酯碱曰羟基脲曰Sokal危险指数曰慢性髓系白血病
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Quantitative analysis of Sokal's risk index in relation to 2 therapy protocols: their respective
impact on clinical remission of chronic myeloid leukemia
DUQing-feng,LIUXiao-li,LIUQi-fa,LIRong,CHENQi,ZHOUShu-yun
Department ofHematology,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guanghou510515,China

Abstract: ObjectiveToquantitativelyevaluatetheimpactofSokal'sriskindexandthatof2therapyprotocolsontheclinical
outcomeofpatientswithchronicmyeloidleukemia (CML). MethodsWiththeassistanceofAccess2000databaseofCML,
94patientswithCMLweregroupedonthebasisofeitherdifferenttherapyprotocolsulilizingharringtonineplusAra-C(HA) vs
hydroxyurea(Hu)orSokalscores,andtheimpactoftherapyprotocolandriskprofilewerequantitativelyevaluatedrespectively.
Result Treatment protocol utilizing HA was incapable of lengthening the duration of chronic phase (DCP) of CML,
regardlessofitsbettershort-termeffectthanthatofHu.Theimpactofriskprofileofthepatientsonclinicalremissionrateand
DCPwasmoresignificantthanthatofthetherapyprotocols. ConclusionHAshouldnotbeusedasthefirst-lineprotocolin
thetreatmentofCMLpatientsinchronicphasewhohavenotreceivedanypreviousmedicalintervention. Patientsshouldbe
categorizedaccordingtotheriskprofileforchoosingappropriatetreatmentprotocolandmakingbetterclinicaljudgement.
Key words: harringtonine;hydroxyureaSokal 'sriskindex;cytosinearabinoside;chronicmyeloidleukemia

我们利用本科构建的 叶慢性髓系白血病Access
2000数据库曳咱1暂检索出符合条件的 94例患者袁分别按
治疗方案与 Sokal危险指数咱2暂进行分组袁就两种因素
对患者的缓解率尧慢性期维持时间的影响进行了定量
分析和初步探讨遥

1 材料与方法
1.1 病例

94例 CML均符合叶血液病诊断及疗效标准曳所
规定的诊断标准和第二届全国白血病治疗讨论会

渊1989冤分期标准提出的慢性期标准遥男 79例袁女 15
例袁年龄 16~65岁袁中位年龄 37.0岁曰按 Sokal评分
公式院分值 =Exp{0.0116[年龄(岁)原43.4]+0.0345[脾脏
大小(厘米) - 7.5]+0.188[ (血小板数 /700)2 -0.563] }
+0.0887(外周血原始细胞数 - 2.10)袁评分值 <0.8记

为 L渊低危组冤评分值 >1.2记为 H渊高危组冤袁0.8≤评
分值≤1.2记为 M渊中危组冤曰本组病人中H尧M尧L 组
分别占 20尧51尧23例袁HA组 64例袁对照Hu组 30例遥
1.2 治疗方案

HA方案应用见文献咱3袁4暂袁三尖杉酯碱 4mg/d袁
第 1~3天静脉滴注曰阿糖胞苷渊Ara-C冤使用剂量个体
化袁200~400mg/d袁静脉注射袁一般用药 7~14 d袁前 4 d
为 200mg/d袁以后则根据外周血白细胞数及骨髓增生
程度决定用药时间和剂量增减曰完全缓解渊CR冤后巩
固维持治疗曰对照组单用羟基脲渊Hu冤0.5~3.0g/d治疗遥
1.3 疗效判定及统计分析
近期疗效以叶血液病诊断及疗效标准曳为依据曰远
期疗效分析中袁患者按治疗方案和 Sokal评分结果分
别分组袁观察两种分组方法中各组病人的慢性期维持
时间渊DCP冤遥数据结果用 SPSS9.0统计软件包进行字2
检验统计分析或Kaplan-Meier生存分析遥

2 结果
2.1 近期疗效
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字2＝17.134; P＜ 0.001

表 2 不同危险组病人的临床疗效
Tab.2 The clinical results of chronic myeloid leukemia

patients in different risk groups
Groups n CRrate Totalremissionrate
Lowrisk 23 18(78.3%) 95.7%(22/23)
Medianrisk 51 31(60.8%) 92.2%(47/51)
Highrisk 20 3(15.0%) 75.0%(15/20)

表 1 不同治疗方案对慢性髓系白血病尧患者近期疗效
Tab.1 Theclinical results in chronic myeloid leukemia
patients inchronic phase with different treatment protocols

字2＝6.202; P<0.05

Groups n CRrate Totalremissionrate

HAprotocal 64 41(64.0%) 90.5%(58/64)

Huprotocal 30 11(36.7%) 86.7%(26/30)

2.1.1 不同治疗组的近期疗效 见表 1遥
2.1.2 不同危险组病人的近期疗效 见表 2遥

2.1.3 定量分析治疗方案与危险组对 CR率的影响
比较分析治疗方案与危险组对治疗后获CR率的影
响发现袁危险组间 CR率的差异远超过治疗组遥HA组
渊64.0%冤与 Hu组间渊36.7%冤间获 CR率差值为 27.3个
百分点袁统计学有差异袁P＝0.012袁但低危险渊78.3%冤
与高危组渊15.0%冤间 CR率差值达 63.3个百分点袁统
计学有显著差异袁P<0.001遥
2.1.4 定量分析治疗方案与危险组对获 CR所需时间
的影响 危险组间获 CR所需时间的差异远超过治
疗组遥HA与Hu组获 CR所需时间差值为 10.9 d袁而
高危组与低危组间为 51.4 d袁近前者的 5倍遥高尧中尧
低各危险组内用 HA或Hu治疗方案获 CR所需时间
差异分别为 2.3尧12.2和 6 d曰而在HA和 Hu治疗组
内低尧高危险组获 CR所需时间差异则分别为 47.9 d
和 51.6 d袁为前者最大值的 4倍多遥
2.2 远期疗效

2.2.1 不同治疗组的远期疗效 按 Kaplan-Meier乘积
极限法估计不同危险组及治疗组的DCP袁结果用时
序检验(log-rank)比较遥按治疗方案分为 HA组 64人
和 Hu组 30人袁HA组 DCP的平均尧中位值渊33.4月尧
35.0月冤均低于对照组渊44.5月尧41.0月冤袁两组 DCP
的中位值之差为 6.0月袁但无统计学差异渊P＞0.05冤遥
2.2.2 不同危险组远期疗效 按 Sokal评分结果分为
L组 23人尧M组 51人及H组 20人袁L组 DCP的平
均尧中位值渊48.2月尧45.0月冤均显著高于 H 组渊27.1
月尧26.0月冤袁DCP中位数的差值为 17个月袁有显著
统计学差异袁P＜0.001遥

3 讨论
自 70年代羟基脲替代烷化剂马利兰及 80年代

IFN-琢用于治疗 CML以来袁病人的预后有了较大的
进步咱5暂遥尽管如此袁研究结果表明 CML对治疗的反应
及生存预后仍很大程度上取决于病人的危险情况咱6暂遥
但这一点并未引起临床及科研工作者的充分重视并

应用于对治疗方案舍取及疗效的评价遥HA方案在我
国于 80年代用于治疗 CML袁与羟基脲和马利兰比较
它能更迅速地缓解病人症状并获较高的完全血液学

缓解率咱3袁4袁8暂遥在本研究中袁我们发现 HA方案治疗初
诊 CML病人确实有较理想的近期疗效曰HA 组病人
获 CR率为 64.0%(41/64),总有效率达 90.5%(58/64)袁
CR率与对照组比较有统计学差异遥但是袁当我们就
治疗方案和危险组对病人获 CR率的影响进行定量
分析却发现袁本研究中最终影响获 CR的关键因素是
患者自身危险度情况袁而非我们所观察的两种治疗方
案遥同样危险组情况对获 CR所需时间的影响也要远
大于治疗组遥
我们用 Kaplan-Meier乘积极限法分别对两种不
同分组方案对病人的慢性期维持时间进行了估计袁结果
用时序检验渊log-rank冤进行比较遥发现两治疗组间 DCP
中位数差值为 6个月袁未见有统计学差异渊P>0.05冤遥而
危险组中 L 组中位 DCP值远高于 H组 渊45.0月 vs
26.0月冤袁有显著统计学差异渊P＝0.0001冤袁两者的差
值为 19个月袁为治疗组间差值的 3倍余遥结果提示病
人DCP的长短更主要的是由病人当时所处的危险组
来决定遥这一结论不仅是针对本研究中的病人袁即使
对于目前临床上认为能够改善病人细胞遗传学症状尧
延缓病人急变的 IFN-琢治疗也同样如此袁后者对于 H
组病人疗效并不理想袁此类病人应尽可能早考虑骨髓
移植咱7暂遥
对于慢性期CML患者初诊时治疗方案的选择

应充分重视和考虑病人当时的危险情况袁这样有利于
合理选用治疗方案以减少治疗的盲目性曰在对各种治
疗方案进行疗效评价时袁将病人按危险指数作出合适
分层袁不论在回顾性还是前瞻性研究中袁都将利于我
们作出更科学的结论遥
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应用 PCR技术检测假肥大型肌营养不良
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摘要院目的 应用 PCR技术检测假肥大型肌营养不良渊DMD/BMD冤基因缺失和杂合子遥方法 根据 DMD/BMD外显子
缺失的多发位点袁建立一个多重 PCR体系袁在不同的 PCR条件下对 23例 DMD/BMD患者及其家系 57名可疑女性携
带者进行多重缺失的筛选尧单链构象多态性渊SSCP冤/异源双链分析尧连锁标记分析尧限制性片段长度多态性渊RFLPs冤分
析及微卫星分析遥结果 23例先证者中有 14例为基因缺失袁2例为基因重复袁40例家系中女性亲属为杂合型遥结论 利
用此 PCR体系袁可准确地检测出DMD/BMD的基因突变袁可靠地筛选携带者并对其家系进行正确的分析遥
关键词院肌营养障碍曰分子生物学曰基因诊断曰PCR技术
中图分类号院R746.2 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0731-03

Application of PCR technique in genetic diagnosis of Duchenne/Beckermuscular dystrophy
LIU Yong-mei1,FENGZhi-chun1,FANGZhen-wei2
1Department of Pediatrics, Zhujiang Hospital, First Military Medical University, Guangzhou 510282, China;
2Department ofBiochemistry,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective TostudytheapplicationofPCRtechniqueingeneticdetectionofDuchenne/Beckermusculardystrophy
(DMD/BMD). MethodsAmultiplePCRsystemisestablishedaccordingtothemultiplesitesofDMD/BMDexondeletion.
UnderdifferentPCRconditions, multipleexondeletions, single-strandconformationpolymorphism, allopolyploid, chain
labeling, restrictionfragmentlengthpolymorphismandmicrosatellitephenomenonwereexaminedin23DMD/BMDpatients
and57suspectedcarriersofthesegenes. Results Fourteen of the 23DMD/BMDpatientswere identifiedashavinggene
deletion, with another2carriedgeneduplicates. Fortyfemalerelatives of these23DMD/BMDpatientswerediagnosedas
carriersofthegenes. ConclusionThisPCRsystemcanbeappliedindetectinggenemutationofDMD/BMD, screeningthe
carriersandinappropriategenealogicalanalysisofthepatientswithDMD/BMD.
Key words:musculardystrophy;molecularbiology;genediagnosis;polymerasechainreaction

假肥大型肌营养不良 渊Duchenne/Beckermuscular
dystrophy,DMD/BMD冤咱1暂是营养不良性基因突变引起
的 X-连锁性疾病遥由于其基因庞大尧结构复杂尧种系
镶嵌现象尧新突变渊1/3冤尧基因重组率渊10%冤高于正常
水平袁故对其基因诊断造成了极大的障碍遥且
DMD/BMD谱系构成和关键病例很难获得袁故不易
建立一套固定的基因诊断方法遥本文介绍 PCR技术
检测 DMD/BMD病例及其携带者的基因诊断方法遥

1 研究对象
先证者为来自我院门诊或住院诊治过的 23例

DMD/BMD患者遥根据先证者临床表现尧遗传学分
析尧家族史尧疾病发展过程尧血清肌酸激酶的活性尧肌
电图和肌肉活检肌营养不良蛋白测定等已初步诊断

为 DMD/BMD曰对先证者的姐妹尧姨母尧姑母尧表姐
妹尧侄女或外甥女共 57人应用 PCR技术进行 DNA
检测遥23例对照均为非神经疾病患者遥

2 材料和方法
2.1 试剂和引物
寡核苷酸引物制备院18对引物参照 Chamberlain
和 Beggs 等咱2袁3暂提供的序列由美国 CyberSyn 公司合
成袁经寡核苷酸纯化柱渊OPC冤纯化遥将 400滋l分装的
引物沉淀于氢氧化胺中袁加 3mol/L醋酸钠 13滋l和
无水乙醇 1滋l遥-70益冷冻 1 h袁离心 15min袁再加
200滋l蒸馏水袁测D260袁计算浓度,配成 10伊贮备液遥
多重缺失筛选 PCR终反应浓度院渊mmol/L冤院Tris

67 (pH8.3)袁KCl50袁渊NH4冤2SO4 16.6袁MgCl2 3.7袁BSA
85滋g/ml袁每个引物 0.25滋mol袁dNTPs3mmol/L遥基因
组DNA20~50ng袁每 10滋l含 TaqDNA聚合酶1 U遥
单链构象多态性渊SSCP冤/异源双链分析 PCR终
反应浓度院mmol/LTris 67 (pH 8.3)袁渊NH4冤2SO4 16.6袁
MgCl2 3.7袁BSA85 滋g/ml袁每个引物 0.5滋mol袁dNTPs
3 mmol/L袁基因组DNA20~50ng袁每 10滋l含TaqDNA
聚合酶 0 .3U遥
连锁标记 PCR终反应浓度渊mmol/L冤院Tris67(pH

8.3)袁渊NH4冤2SO4 16.6袁MgCl2 3.7袁BSA85滋g/ml袁每个引
物 0.5滋mol袁dNTPs3mmol/L袁基因组 DNA20~50 ng袁
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每 10滋l含 TaqeDNA聚合酶 0 .3U遥
2.2 方法
2.2.1 多重缺失的筛选 除 DNA外袁将上述缓冲系统
混合分装袁加入 2滋l DNA液渊10~25ng/滋l冤遥女性样品
作为阳性对照袁男性外显子缺失的样品作为阴性对
照遥将 18对引物分成两组渊第 1组院外显子 4尧8尧12袁
17尧19尧44尧45尧48尧51曰第 2 组院启动子袁外显子 3尧6尧
13尧43尧47尧50尧52尧60冤袁分两步对全组患者进行多重
PCR扩增遥在 94益的 PCR板上滴 1滴石蜡油袁PCR
扩增条件为 94益初变性 3min袁30次循环 /min袁60益
1 min袁72 益 2尧3尧4 和 5 min 渊每 10 次循环延长 1
min冤遥再加 2.5滋l 5伊TBE加样缓冲液遥将 6滋l PCR扩
增产物加样在 2%琼脂糖凝胶中袁在 0.5mg/ml 溴化
乙锭和 TBE电泳缓冲液中电泳 1 h遥紫外灯下观察结
果并拍照遥
2.2.2 单链构象多态性 渊SSCP冤/异源双链分析 PCR
液含 10伊PCR缓冲液和寡核苷酸袁其他同多重 PCR
体系袁不含 DNA遥选定 3尧4个位点的外显子分析袁外
显子 4尧17尧19尧8 或 48尧51尧3尧43 或 45尧50尧13尧47 或
12尧60尧52或 44尧6尧52遥不能共存的外显子为渊45尧48冤袁
渊17尧3冤袁渊45尧19冤袁渊45尧8冤和渊44尧60冤咱4暂遥加 2 滋l DNA
样品渊10~25ng/滋l冤遥女性样品作为阳性对照袁已知外
显子缺失样品作为阴性对照遥在已预热 94益PCR板
上滴 1滴石蜡油遥扩增条件为 94益初变性 3min袁30
次循环 /min袁60益1min袁72益1min袁合成 5min遥95益
变性 5min袁室温冷却袁则产生了异源双链遥再向 PCR
反应物中加入 15滋l 蒸馏水尧25 滋l甲酰胺上样缓冲
液遥将 2滋lPCR 产物渊异源双链 DNA冤上样 8%聚丙
烯酰胺凝胶上遥剩余样品 95益变性 5min袁冰上迅速
冷却遥将 6滋l上述 PCR产物渊单链DNA冤加入与双链
DNA相同孔内遥4益电泳袁电流＜20mA遥电泳后袁银
染观察遥
2.2.3 连锁标记分析 将配制的不含 DNA主液分装袁
加 2滋l DNA液渊10-25ng/滋l冤袁在已预热 94益PCR板
上滴 1滴石蜡油遥扩增条件为 94益初变性 3min袁72
益温育 5min遥
2.2.4 限制性片段长度多态性渊RFLP冤分析 加 1.5滋l
Bgt域内切酶缓冲液 渊购自 GiBco/rol袁识别位点
A/GATCT冤袁加 2.5滋l蒸馏水和 1滋l(5~10U) Bgt域内
切酶袁温浴4~16h袁加 4滋l 5伊TBE加样缓冲液遥将 10滋l
样品上样于含溴化乙锭的 2%琼脂糖凝胶上遥如产物
>500bp袁则用 1%琼脂糖遥电泳后袁溶解片段并进行分
离尧拍照遥
2.2.5 微卫星分析 加 1.5滋lBgt域内切酶缓冲液渊10伊冤尧
2.5滋l蒸馏水和 1滋l(5~10U) Bgt域内切酶消化 PCR
产物渊此体系能分离相差 2~200bp 的 PCR产物冤遥室

温浸泡 4~16h遥如果 PCR产物 >120bp袁在电泳前应
该用酚 /氯仿抽提样品以除去蛋白质袁既加等量酚 /
氯仿于 PCR样品中袁离心 1min遥取 4滋lPCR 产物袁
加 1滋l 5伊蔗糖上样缓冲液遥聚丙烯酰胺 渊19颐1冤袁50
mA电泳 90~180min后渊一般 <100bp的产物用 10%
的凝胶袁100~160bp 的产物用 8%的凝胶袁160~200bp
的产物用 6%的凝胶冤袁银染观察遥

3 结果
对 23例 DMD/BMD先证者进行多重缺失筛选
和微卫星分析袁有 14例存在基因缺失袁其中外显子
1~19区域缺失有 5例袁外显子 44~52区域缺失有 8
例袁基因中心外显子 20~42区域缺失有 1例遥基因重
复 2例遥其余 7例先证者未见缺失袁说明患者可能为
非缺失型或缺失发生在所用引物检测位点之外遥
对 14个缺失型家系中的 29名女性可疑携带者
进行 SSCP/异源双链分析袁对 9名非缺失型家系中
的 28名女性可疑携带者进行连锁分析和 RFLPs分
析袁结果为 17名先证者之母亲尧3名姨母尧9名外祖
母尧11名姐妹为杂合型遥

4 讨论
4.1 突变检测
大约 2/3 DMD/BMD患者有营养不良性基因的

1个或多个外显子缺失袁此缺失大都集中在 45~52和
3~19两个野热点冶遥用多重 PCR可检测到 25个外显
子袁约占 98%的缺失曰要想检测到更多的缺失袁必须
用 cDNA探针分析遥5%~10%患者存在重复序列袁以
往用 cDNA探针 Southern斑点杂交技术的剂量估计
可检测到重复序列曰用脉冲场凝胶电泳 渊PFGE冤或
RNA分析可确定重复序列的数量袁检出率也较高袁但
此方法操作难度大袁对实验条件要求高曰目前自动荧
光定量 PCR分析将是检测重复序列的最理想方法遥
用 RT-PCR方法对末梢血淋巴细胞基因非法转录分
析袁再通过蛋白断裂试验袁可系统地识别出突变性质袁
但这种方法只适用于科研遥用 SSCP或异源双链分析
对 25个外显子进行检测袁可用于某些点突变和多重
缺失的筛选咱5暂袁但这套体系需要一系列引物袁否则很
难显示出突变的集中位点遥
4.2 携带者的直接检测
在一个家系中发现有基因缺失袁就可用直接试验
检测携带者遥最简单方法是分析缺失区域的多态性袁
对于一位女性来说袁她对特定标记表现为杂合子袁就
可排除携带者 渊除外种系镶嵌现象冤遥如果她是携带
者袁她就未遗传母系的这种特定标记的等位基因遥此
方法快速并有效袁但由于缺少标记物而受到限制遥携
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带者的直接检测方法还有荧光原位杂交技术

渊FISH冤袁即用已知的粘粒探针杂交细胞分裂中期染
色体袁携带者显示出一条 X-染色体袁非携带者显示
两条 X-染色体遥为避免假阴性而需要分析至少 10
个细胞遥此方法结果肯定袁通常用于交界学科或细胞
遗传学试验中遥其他直接方法包括 PFGE 或异位营养
不良性基因转录的 RT-PCR分析遥PFGE 对缺失携带
者有效袁也可检测重复序列遥但它需要对技术积极扶
持遥异位营养不良性基因 RNA转录的 RT-PCR分析
外周血淋巴细胞袁用于携带者的筛选袁是很有发展前
景的有效方法遥但技术上难度大遥荧光定量 PCR用于
筛选多重缺失咱6暂袁将是一种新的缺失检测方法袁PCR扩
增需确保在对数阶段袁分析每个外显子荧光强弱袁对比
所测得的峰和统计学上的峰域遥携带者缺失的外显子
大约是非携带者的二分之一咱7暂遥
在一个家系中发现有点突变袁则应特异设计分析
系统检测携带者遥如果突变改变了限制酶切位点袁应
设计一个被修饰的寡核苷酸引物袁以产生一个新的限
制位点袁这个新位点即包括正常的核酸序列袁又包括
突变的核酸序列袁或者包括两者之一遥
种系镶嵌现象用直接检测方法对体细胞进行检

测袁结果表明袁虽然患儿母亲不是携带者袁但她仍有
5%的可能性使其他孩子发病遥由此得出袁患儿的母亲
将不能被排除为携带者遥如果一位女性肯定是携带
者袁她的患儿就可能遗传了祖父母或外祖父母的部分
或全部特征性基因的单基因型袁其外祖父有可能是镶
嵌体遥这种情况下袁对这个患儿母系的姨妈会有牵连遥
对祖父母和外祖父母的镶嵌现象的病例已得到证实袁
但其发生频率没有确切的数据遥
4.3 携带者的间接检测
在一个家系中如果没发现突变或其他信息袁可用

连锁分析间接检测方法对携带者筛选或产前诊断遥在
营养不良性基因内含子中袁多态性有 20多种袁这些多
态性是在 2个等位基因 RFLPs到高多态性的微卫星
标志之间变化遥这些多态性可引起整个家系患病袁这
时只能用高水平内含子基因重组和高频率新突变来

解释遥营养不良性基因第 3位和第 44位内含子为两
个重组野热点冶遥在进行连锁分析时袁理论上应在 5'尧3'
末端和第 3尧44内含子之间标记 3个位点袁可使重组
检出率提高两倍遥连锁分析应与家谱和肌酸激酶水平
结合起来考虑袁肌酸激酶水平与携带者的危险性呈正
相关遥
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摘要院目的 评价超选择靶区动脉置泵灌注化疗治疗晚期残胃复发癌的疗效遥方法 对我院经术中证实不能手术切除的
18例残胃复发癌袁术中超选择靶区动脉置泵袁术后灌注化疗的疗效进行分析遥结果 化疗后袁临床症状均有不同程度的
改善遥肿瘤病灶完全缓解 1例袁部分缓解 13例袁稳定 2例袁恶化 2例袁有效率为 77.8%遥肿瘤细胞病理学改变有效率为
83.3%遥0.5尧1.0尧1.5尧2.0年生存率分别为 94.4%尧66.7%尧50.0%和 27.8%遥结论 超选择动脉灌注化疗是治疗晚期残胃复
发癌的有效方法袁可以明显延长患者的带癌生存期遥
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Superselective intra-arterial infusion chemotherapy for recurrent cancer in the remnant
stomach after partial gastrectomy
HEJian-miao,PUYong-dong,CAOZhi-yu,ZHUZhi-dong
Department ofGeneralSurgery,309HospitalofPLA,Beijing100091,China

Abstract: Objective To investigate the effect of superselective intra-arterialinfusion chemotherapy in the treatment of
advanced recurrent cancer in the remnant stomach after previous partial gastrectomy. Methods Eighteen patients with
advancedrecurrentcancerintheremnantstomachthatwere non-resectable asconfirmedinthe operations wereincludedin
thisstudy, who subsequentlyreceived superselective intra-arterial infusion chemotherapy. Results Improvement of the
symptomstovariousdegreeswereachievedinallpatientsafterthetherapy, withthetotalrateoftumorreductionof77.8%
andpathologicallyconfirmedimprovementrateof83.3%.The0.5-,1.0-,1.5-and2.0-yearsurvivalrateswere94.4%,66.7%,
50.0% and 27.8% respectively. Conclusion Superselective catheterization is effective intreatment ofadvanced recurrent
cancer intheremnantstomach,whichcansignificantlyprolongthetumor-bearingsurvivalperiodofthepatients.
Key words: advancedrecurrentcancer,remnantstomach;tumorfocus;arterialinfusion;chemotherapy

有关残胃复发癌的定义目前说法较多遥本文所指
的残胃复发癌系指因胃癌根治术后残胃再度出现癌

灶袁包括胃的局部复发癌和残胃内新生癌咱1暂遥残胃复
发癌由于早期诊断困难尧局部解剖结构变异大和癌灶
周围粘连严重袁使再次手术切除率低咱2暂袁且预后也较
差遥临床医生对复发癌多采取消极的态度遥区域性动
脉灌注化疗以其局部药物浓度高袁全身毒副作用小袁
而被广泛应用于肿瘤的治疗遥我院自 1994年 1月至
2000年 10月应用超选择动脉灌注化疗治疗残胃复
发癌 18例袁效果较好袁现报告如下遥

1 资料与方法
1.1 一般资料
本组病例共 18例袁其中男性 12例袁女性 6例袁年
龄 38~79岁袁平均年龄 54.6岁遥确诊为残胃复发癌距
首次手术时间为 8~132个月袁平均 38个月遥首次手
术均为根治性切除术遥其中采用 Billroth-玉式吻合 5
例袁Billroth-域式结肠前吻合 12例袁结肠后吻合 1例遥

复发后临床上有上腹痛者 13例袁体重减轻者 14例袁
有梗阻症状者 10例袁上腹部可触及包块者 8例袁有消
化道出血者 9例袁有癌性腹水者 11例遥本组病例手术
前尧后均进行 B超尧钡餐尧胃镜及 CT检查袁并监测癌
胚抗原渊CEA冤变化遥病理分型院腺癌 6例袁粘液腺癌 2
例袁低分化腺癌 10例遥18例中合并肝转移的有 6例遥
术前癌胚抗原渊CEA冤阳性率 72.2%渊13/18冤袁灌注化
疗后癌胚抗原渊CEA冤阳性率为 27.8%渊5/18冤遥
1.2 置泵方法
选择上腹部正中切口袁入腹探查残胃复发癌已无
手术切除机会袁决定行化疗泵植入术遥根据肿瘤部位
及周围情况选择癌肿的主要供血动脉置泵遥由于局部
解剖结构变异大袁周围粘连重袁解剖血管往往较困难遥
我们多采用胃短动脉尧胃左动脉分支及腹腔干动脉遥
合并有肝转移者袁则解剖肝十二指肠韧带袁从胃十二
指肠动脉内插入到肝动脉遥对每例患者进行术中美蓝
显影遥待肿瘤部位显影满意后予以固定导管袁将化疗
泵泵体埋置于主切口旁皮下遥本组术中置化疗泵 1个
9例尧2个 7例尧3个 2例遥化疗泵选用具有防逆反功
能的动脉泵渊德国贝朗公司生产的 PFM型产品冤遥并
将肿瘤周围的营养血管逐一结扎袁使肿瘤缺血遥对已
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出现梗阻症状或将出现梗阻症状的患者行胃空肠吻

合或空肠造瘘手术遥所有患者关腹前均用含 1 .0g氟
脲嘧啶渊5-Fu冤的温热低渗蒸馏水渊43益左右冤浸泡化
疗 10~15min遥
1.3 化疗方法
术后 7~10d开始动脉内灌注化疗药物遥化疗方
案院甲酰四氢叶酸钙 100mg静脉滴注袁灌注前 30min曰
5-Fu 1 .0g袁丝裂霉素 渊MMC冤 6~10mg袁表阿霉素
渊EPI冤60mg或羟基喜树碱渊HPT冤60mg交替使用遥化
疗药物经生理盐水稀释后用微量泵缓慢注入袁时间
120~240min遥每周 1次袁2~3次为一个疗程袁休息1个
月后行下一疗程遥化疗同时辅以沙培林 5 g泵内注射袁
5次为一个疗程遥化疗期间注意监测血象尧肝肾功能
和 CEA的变化遥化疗间歇期中间泵内注射肝素盐水
稀释液袁以防导管血栓形成遥

2 结果
2.1 生活质量的改变
全组病例经动脉灌注化疗后袁食欲增加者 13例袁
体质量增加者 12例袁腹痛减轻或消失者 11例袁梗阻
症状消失或减轻者 7例袁腹水减少或消失者 6例遥
2.2 肿瘤大小变化
化疗 3个疗程后均进行野B冶超尧钡餐尧CT检查袁

参照 WHO疗效评定标准袁肿瘤病灶完全缓解 1例尧
部分缓解 13例尧稳定 2例尧恶化 2例遥有效率渊包括完
全和部分缓解冤为 77.8%遥
2.3 组织学改变
化疗 3个疗程后袁患者做胃镜检查袁并取活检行
病理学分析遥结果癌细胞全部坏死尧消失袁以纤维组织
代替者 2例袁占 11.1%遥80%以上的癌细胞出现核变
性尧固缩尧碎裂尧坏死袁细胞间质有炎性细胞浸润袁纤维
组织增生者 10例袁占 55.6%遥60%以上癌细胞出现变
性尧固缩尧坏死袁细胞间质有空泡尧炎性细胞浸润者 3
例袁占 16.7%遥细胞无明显变化者 3例袁占 16.7%袁有
效率达 83.3%遥
2.4 毒副反应及并发症
大多数患者有程度不等的恶心尧呕吐袁骨髓抑制
等毒副反应袁但较全身静脉化疗轻袁停药后多能自行
消失遥化疗过程中有 2例出现一过性上腹痛袁经泵内
注射 0.25%普鲁卡因 5~10ml 后可缓解袁并能继续完
成化疗遥2例灌注化疗 4次后出现导管堵塞袁经肝素
稀释液冲洗后不能复通遥1例出现泵周皮下积液袁穿
刺抽除后痊愈遥无因化疗和胃周血管离断而引起胃壁
坏死及穿孔遥
2.5 随访及生存率
本组 18例均获得随访袁随诊 8~38个月遥结果生

存时间明显延长遥其中生存满 6 个月者占 94.4%
(17/18)袁满 12个月者占 66.7%渊12/18冤袁满 18个月者
占 50%渊9/18冤袁2年以上占 27.8%渊5/18冤遥

3 讨论
对于残胃复发癌的治疗原则是以手术治疗为主

的综合治疗遥但由于诊断方法的局限性袁早期诊断困
难袁再加上局部解剖结构的变异和周围的严重粘连袁
因而残胃复发癌手术切除率低遥临床医生往往对残胃
复发癌采取消极的态度遥我们采用术中超选择动脉置
泵袁术后定期灌注化疗药物和免疫制剂治疗遥结果显
示袁明显改善了患者的生活质量袁提高了化疗有效率袁
延长了患者的生存期遥
术中超选择性肿瘤靶区血管置泵袁是建立体表直
达肿瘤区域的野高速公路冶遥术后长时间尧高浓度尧反复
多次从皮下泵灌注化疗药物和免疫制剂袁可使癌组织
和癌旁淋巴组织药物浓度为全身化疗时的 19和 23
倍袁门静脉血中药物浓度为全身化疗的 4~200倍袁而
且有效作用时间延长咱3暂遥而化疗药物对癌细胞的杀伤
作用在一定范围内是呈浓度和时间依赖性的遥即局部
药物浓度增加 1倍袁杀伤癌细胞的数量可增加 10倍遥
药物作用时间延长袁杀灭癌细胞的效果越明显咱4暂遥另
外袁肿瘤患者免疫机能抑制明显袁局部灌注生物制剂
沙培林袁可明显增加机体的免疫功能和化疗药物的抗
肿瘤效果遥且术中皮下置泵袁术后定期反复冲击化疗袁
使癌细胞来不及产生耐药性遥
动脉区域灌注化疗袁抗癌药物进入癌肿后袁经门
静脉系统及淋巴系统回流袁可在门静脉尧肝脏及癌肿
淋巴回流区域形成高浓度的抗癌野浴场冶袁有助于治疗
或抑制肝脏和淋巴结的转移遥而且区域性动脉灌注化
疗给药袁由于药物范围的局限及肝脏的代谢解毒袁使
到达外周循环的药物浓度低袁出现晚且很快消失袁对
全身毒副作用小袁使局部大剂量化疗成为可能遥本组
患者经随访观察袁0.5尧1.0尧2.0 年生存率分别为
94.4%尧66.7%尧27.8%遥
准确选择靶区血管是决定区域化疗疗效的关

键咱5暂遥事实上袁残胃复发癌由于病程较晚袁局部解剖结
构变异大袁周围浸润粘连严重袁术中血管解剖袁超选择
置泵操作技术要求很高遥术中可借助美蓝显影定位袁
直至肿瘤区域染色满意后固定导管遥但由于本组病例数
较少袁观察时间不长袁其远期疗效有待于进一步观察遥
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编码霍乱肠毒素 B亚单位基因植物表达载体的构建

彭志强 1袁俞守义 1袁余迪求 2袁贺竹梅 2渊1第一军医大学流行病学教研室袁广东 广州 510515曰2中山大学生物工程
研究中心袁广东 广州 510275冤

摘要院目的 构建含霍乱肠毒素 B亚单位渊CTB冤基因的植物双元表达载体遥方法 采用高保真 PCR方法调出 CTB基因袁
定向克隆到中间载体 pRTL2袁经测序证实核酸序列正确后袁再亚克隆到含植物双元表达载体 pBI121上曰采用电击法袁将
含 CTB的植物表达载体转入根癌农杆菌中袁并进行酶切证实遥结果 PCR扩增的 CTB片断亚克隆到中间载体袁得到
pRCTB和 pRCTBK袁测序证实 CTB核酸序列正确曰再与根癌农杆菌双元载体 pBI121连接袁获得含 CTB基因的植物双
元表达载体pBI-CTB和 pBI-CTBK袁转入根癌农杆菌的载体袁酶切证实正确遥结论 采用正确技术路线袁构建了含CTB
基因的植物表达载体袁为下一步的转基因植物表达研究打下了坚实的基础遥
关键词院霍乱肠毒素曰亚克隆曰多聚酶链式反应曰植物表达载体
中图分类号院R516.5曰Q782 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0736-03

Construction of plant expression vectors containing the gene encoding cholera toxin B subunit
PENGZhi-qiang1,YUShou-yi1,YUDi-qiu2,HEZhu-mei2

1Department ofEpidemiology, FirstMilitaryMedicalUniversity, Guangzhou510515, China; 2Biotechnological Re-
searchCenter,SunYat-senUniversity,Guangzhou510275,China

Abstract: Objective ToconstructtheplantexpressionvectorcontainingthenucleotidesequenceencodingcholeratoxinB
(CTB) subunits. Method Usinghigh-fidelityPCR,weamplifiedCTBgenesthatwerethensubclonedintothetransitionvec-
torpRTL2. FollowingconfirmationoftheCTBnucleotidesequence, thevectorwassubclonedintotheplantvectorpBI121
thatwassubsequentlytransferredinto Agrobacterium tumefaciens LBA4404byelectroporation. Results CTBDNAthatwas
ligatedintothetransitionvectorsresultedinthe2vectorsdesignatedaspRCTBandpRCTBK.Afterthe2vectorswereligated
intotheplantbinaryvectorpBI121respectively,newplantbinaryvectors,namelypBI-CTBandpBI-CTBK,wereproduced.
AnalysiswithrestrictionendonucleasesconfirmedsuccessfultransferofpBI-CTBandpBI-CTBKintoAgrobacterium tumefa-
ciensLBA4404. Conclusion Withappropriatetechnologicalstrategy,theplantbinaryexpressionvectorsencodingCTBhave
beenconstructed,whichfacilitatesfurtherinvestigationofCTBproteinexpressionsintransgenicplant.
Key words: choleratoxinBsubunits;subcloning;polymerasechainreaction;plantexpressionvector

霍乱肠毒素 B亚单位渊CTB冤是霍乱毒素渊CT冤的
免疫原部分袁霍乱毒素及其 B亚单位是迄今为止发现
的最强的尧能刺激机体粘膜反应的免疫原遥目前 CTB
基因已在大肠杆菌和沙门氏菌中成功表达遥为了利用
植物作为野生物发生器冶袁生产预防感染性腹泻的可食
用疫苗袁我们构建了含 CTB基因植物表达载体袁为以
后将 CTB基因在植物细胞中表达的研究打下基础遥

1 材料和方法
1.1 菌种及质粒
含 CTB基因质粒 pMGL102由军事医学科学院
徐兵博士惠赠袁大肠杆菌菌株 DH5琢尧Top10尧中间载
体 pRTL2和植物双元载体 pBI121等质粒由中山大
学生物工程研究中心保存遥根癌农杆菌菌株
LBA4404由华南农业大学刘耀光教授惠赠遥

1.2 主要分子生物学试剂
DNA 限制性内切酶 BamH玉尧Kpn玉尧Hind芋尧T4

DNA 连接酶为 Promega 公司及德国 Boehringer
Mannheim公司产品遥RNaseA尧X-gal和抗生素氨苄青
霉素 Amp尧卡那霉素 Kan尧链霉素 Str 为 Sigma 公司
产品遥其余试剂为国产分析纯遥PCR试剂盒渊TaKaRa
ExTaq酶冤购自大连宝生物工程公司遥
1.3 PCR引物
以 CTB 两端序列设计 3条 PCR 引物袁P1和 P2
扩增编码 CTB基因序列袁P1和 P3扩增编码 CTB＋
SEKDEL基因序列袁引物由中国科学院上海生物化学
研究所合成遥
P1:5'CCCGGGTACCTTATGATTAAATTAAAATTTGG3'

Kpn玉
P2:5'TACAGGATCCTTTAATTTGCCATACTAATTG3'

BamH玉
P3:5'TACAGGATCCTTCATAGCTCATCTTTCTCAGATTAA

BamH玉 SEKDEL
TTTGCCATACTAATTG3'
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1.4 DNA重组
质粒DNA酶切袁酶切片断回收尧连接尧转化及重
组体筛选参照文献 咱1暂的方法进行遥植物双元载体
DNA导入根癌农杆菌参照文献咱2暂方法进行遥

2 结果
2.1 pRCTB和 pRCTBK的构建
采用 PCR方法调出CTB基因尧引物 P1和 P2扩
增 CTB 基因袁分别在 CTB基因两端加上 Kpn玉和
BamH玉两个酶切位点曰引物 P1 和 P3 扩增 CTB垣
SEKDEL袁同样在其两端加上 Kpn玉和 BamH玉两个酶
切位点遥PCR扩增可得到 400bp左右的产物袁经琼脂
糖凝胶电泳回收 CTB片段袁用 BamH玉和 Kpn玉双酶
切袁与同样用 BamH玉和 Kpn玉双酶切的 pRTL2连接袁
连接物转化大肠杆菌袁经含抗生素 LB平板筛选袁提
取质粒袁酶切鉴定袁得到 pRCTB和 pRCTBK克隆子
渊图 1冤袁经测序证实 CTB核苷酸序列与文献报道一
致遥

2.2 pBICTB和 pBICTBK的构建
用 Hind芋将 CTB完整的基因表达盒 渊含启动

子尧增强子和终止子冤从 pRCTB和 pRCTBK上切下袁
与同样用 Hind芋酶切的 pBI121连接袁转化大肠杆
菌袁得到 9个菌落袁提取质粒袁酶切鉴定表明 4号和 1
号以及 2号和 8号为连接正确的转化子袁分别构成
pBICTB和 pBICTBK渊图 2冤遥
2.3 植物表达载体导入根癌农杆菌
将构建的表达载体 pBI121-CTB和 pBI121-CT-

BK用电转移法转化根癌农杆菌株系 LBA4404袁2 d
后长出菌落遥由于根癌农杆菌的质粒拷贝数很低袁因

此先采用减法提取质粒袁再转化大肠杆菌袁扩增后用
减法提取质粒袁酶切鉴定遥用 Hind芋酶切与
pBI121-CTB和 pBI121-CTBK的 Hind芋酶切图谱一
致袁用 BamH玉和 Kpn玉双酶切均可切出 400bp 的条
带袁用 PCR方法检测该农杆菌袁均可扩增到 CTB片
段袁表明 2种质粒均已经分别导入根癌农杆菌中遥因
此袁转化到农杆菌中的双元表达载体含有 CTB基因
及其表达调控元件袁是完整的渊图 3冤遥

3 讨论
中间载体 pRTL2 含有组成型启动子渊CaMV

35S冤和 2个增强子以及多克隆酶切位点供连接外源
基因袁pMGL102含有 CTB基因袁长 394kb遥由于无合
适的酶切位点袁不可以将 CTB基因直接切下连接到
中间载体上遥因此袁采用高保真 PCR方法调出 CTB
基因袁并在引物 P1和 P2设计中袁在扩增的 CTB5'端
加上 Kpn玉袁3'端加上 BamH玉两个酶切位点袁以便定
向克隆到中间载体上遥引物 P3和 P2基本相同袁不同
之处是在 CTB的 3'端和 BamH玉酶切位点之间加上
内质网引导序列 SEKDEL袁目的是以后比较不同植物
表达载体 CTB的表达量遥
实现外源基因在植物中的表达袁必须将外源基因
连接到特定的植物表达载体上袁通过根癌农杆菌对植
物的侵染作用袁将外源基因整合到植物染色体 DNA
上咱3袁4暂遥中间载体 pRTL2中的 CaMV35S启动子是常
用的植物表达启动子袁含有一个双增强子序列袁为组
成型表达袁在植物大部分组织中能很好地启动外源基
因的表达咱5暂遥另外袁在启动子上游有两段增强子袁具有

图 1 pRCTB构建的酶切图谱鉴定
Fig.1 Identification of the construction of pRCTB by

agarose gel electrophoresis
Lane1and9:DNAmarkers 姿-EcoT14玉;Lane2:pBI121/Hind芋;

Lane3:CTB渊PCR冤;Lane4:CTB+SEKDEL(PCR);Lane5:

pRCTBK;Lane6:pRCTB;Lane7:pRCTBK/BamH玉+Kpn玉;
Lane8:pRCTB/BamH玉+Kpn玉

1 2 3 4 5 6 7 8 9

421bp

4254bp

图 2 pBI-CTB构建的酶切图谱鉴定
Fig.2 Identification of the construction of pBI-CTB by

agarose gel electrophoresis
Lane1and9:DNAmarkers 姿-EcoT14玉;Lane2:CTB(PCR);Lane

3and4:pBI-CTBandpBI-CTBK/Kpn玉and BamH玉digestion;

Lane5:pRCTB/Kpn玉and BamH玉digestion;Lane6and7:pRCTB

andpRCTBK/Kpn玉; Lane8:CTB-K(PCR)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

421bp
925bp

1882bp
3474bp
6223bp
19329bp
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Hind芋 TEVleader Hind芋
A ↓ ↓ ↓

RB→NOS-Pro,NPTII,NOS-Ter ─CaMV35SPromoter─CTB─ Ter→LB
↑

withdualenhancer

Hind芋 TEVleader Hind芋
B ↓ ↓ ↓

RB→NOS-Pro,NPTII,NOS-Ter ─CaMV35SPromoter─CTBK─Ter→LB
↑

withdualenhancer
SEKDEL

5'-TCTGAGAAAGATGAGCTATGA-3'
3'-AGACTCTTTCTACTCGATACT-5'

Ser Glu LysAsp Glu Leu * * *

图 3 含 CB-B基因的植物双元表达载体结构图谱
Fig.3 Constructionmap of cholera toxic B subunit gene andits plant expression vectors

A:pBI-CTB;B:pBI-CTBK

提高外源基因表达量的作用遥在 pBI-CTBK载体中
CTB基因的 3' 端引入了 SEKDEL序列袁SEKDEL是
内质网引导序列袁能将外源蛋白积累在植物细胞的内
质网中袁从而提高蛋白质的表达水平遥根癌农杆菌仅
将左右边界序列渊RB和 LB冤之间的DNA序列整合
到植物染色体中遥因此袁整个含 CTB基因的表达调控
元件渊启动子尧增强子尧外源基因和终止子冤通过酶切
连接袁构建在植物双元载体 pBI121的左右边界序列
之间遥由于构建的 CTB表达为独立的表达单元袁因此
不需要鉴别其方向遥左右边界序列之间还包含一个
NPTⅡ基因袁也是一个独立的表达单元袁其表达产物
能够磷酸化卡那霉素及其衍生物袁作为筛选转基因植
株的抗性基因遥

参考文献院
咱1暂SambrookJ,FritschEF,ManiatisT.Molecularcloning:alaboratory

manual咱M暂. 2nded., New York: ColdSpringHarborLaboratory
Press,1989.1-50.
咱2暂HofgenR,WilimitzerL.Storageofcompetentcellsfor Agrobacteri鄄
um transformation咱J暂. NucleicAcidsRes,1988,16(20):9877-81.
咱3暂MasonHS,HaqTA,ClementsCJ.Ediblevaccineprotectsmicea-

gainst Escherichia coli heat-labile enterotoxin(LT) 咱J暂. Vaccine,
1998,16:1336-43.
咱4暂TackaberryES,DudaniAK,PriorF, et al. Developmentofbiophar-

maceuticalsinplantexpressionsystems:cloning,expressionandim-
munological reactivityofhumancytomegalovirusglycoproteinBin
seedsoftransgenictobacco咱J暂. Vaccine,1999,17:3020-7.
咱5暂ArntzenCJ. Pharmaceuticalfoodstuffs咱J暂. NatureMedVaccSuppl,

1998(4):502-13.

渊责任编辑院杨金星冤

渊上接 735页冤
recurrent cancerintheresidualstomach咱J暂. ChinJOncol,1984,6

(4):300-3.
咱2暂刘 强,王舒宜.复发胃癌及残胃癌的外科治疗咱J暂.中国实用外科
杂志,1998,18(8):494-5.

咱3暂朱志东,蒲永东.氟脲嘧啶经胃左动脉及外周静脉化疗的药代动

力学比较咱J暂.中国胃肠外科杂志,2000, 3(1):28-30.

ZhuZD,PuYD.Thecomparisonof5-Fupharmacokineticsafterleft

gastricarteryintraarterial infusion andbyperipheral intravenous

administration in treatment for gastric carcinoma 咱J暂. Chin J
GastrointestinalSurg,2000,3(1):28-30.

咱4暂詹晓星.介入放射学中药代动力学研究咱J暂.国外医学窑临床放射
学分册,1989,12(6):327-9.

咱5暂何建苗,蒲永东.超选择动脉灌注化疗加胃周血管离断术对晚期

胃癌的治疗效果咱J暂.中华外科杂志,2001,39(3):252.

第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv冤 第 22卷738窑 窑



表 1 颅内生殖细胞瘤分布统计表
Tab.1 Distribution of intracranial germinoma

Region(cases)
Gender Age(years) Size (cm)

Male Famale Min. Max. Average Min. Max. Average
Sellar(10) 5 5 6 39 16.9 2.5 5.0 3.41
Pineal(6) 6 0 12 29 20 1.1 5.1 2.74
Thalamusand

dasalganglia
(3冤 3 0 10 34 22 3.6 5.8 4.88

MRI在颅内生殖细胞瘤诊断中的作用

邱士军袁张雪林袁昌仁民渊第一军医大学南方医院影像中心袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 探讨MRI对颅内生殖细胞瘤的诊断价值遥方法 对 19例经手术和病理证实的颅内生殖细胞瘤患者的MR
表现进行分析遥结果 19例中袁10例位于鞍区袁其中男性 5例尧女性 5例曰6例位于松果体区袁3例位于丘脑基底节区袁均
男性遥其MR表现为渊1冤T1WI等或稍低信号袁T2WI等或稍高信号袁鞍区和松果体区肿瘤无水肿袁丘脑基底节区肿瘤轻至
中度水肿和占位效应曰渊2冤Gd-DTPA增强扫描肿瘤呈不均匀或均匀明显强化遥结论 MRI的多轴位成像及Gd-DTPA应
用有助于颅内生殖细胞瘤的诊断与鉴别诊断曰病人性别尧发病年龄和肿瘤部位尧大小尧形态及信号强度具有一定特点袁在
多数情况下是可以做出术前诊断的遥
关键词院生殖细胞瘤曰磁共振成像曰松果体瘤
中图分类号院R739.41 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0739-03

Role of magnetic resonance imaging in the diagnosis of intracranial germinoma
QIUShi-jun,ZHANGXue-lin,CHANGRen-min
CenterofImagingDiagnosis,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract:Objective Toinvestigatethevalueofmagneticresonanceimaging(MRI)inthediagnosisofintracranialgerminoma.
Methods A retrospective analysis of the MRIfeatureswasconductedin 19casesofpathologicallyconfirmedintracranial
germinoma. Results Thelesionwaslocatedinthesellarregionin10cases,inthepinealregionin6andinthethalamusand
basalgangliain3.ThecharacteristicMRIofintracranialgerminomaincludedthefollowingfeatures:(1)InT1-weightedimages
(T1WI), thelesionswereisointenseorslightlyhypointense,whichappearedisointenseorslightlyhyperintenseinT2-weighted
images (T2WI). Thegerminomainthesellarregionandpinealregionshowednoedema, butthoseinthethalamusandbasal
gangliashowedminimalormoderateedemawithspace-occupyingeffect. (2) HomogeneousorinhomogeneousGd-DTPA
enhancementwasobservedinmostofthetumors. Conclusion MultiplanarimagingandGd-DTPAenhancementinMRIare
helpfulin the diagnosis anddifferential diagnosis of intracranial germinoma, whichpresentsfeaturescharacteristicof the
genderandageofthepatientswiththedisease, location, size, form and image intensityofthelesion, and therefore,
preoperativeMRIdiagnosisofthetumorcanbepossible.
Key words: germinoma;magneticresonanceimaging;pinealoma

颅内生殖细胞瘤是一种少见的肿瘤袁仅占颅内肿
瘤的 1％以下遥好发于儿童和青少年袁幼儿和老年人
罕见遥主要发生在松果体区及鞍区袁发生于丘脑基底
节区较少咱1袁2暂遥本文回顾性分析我院 19例MR扫描并
经手术病理证实的颅内生殖细胞瘤患者袁现报告如下遥

1 材料与方法
1.1 研究对象

19例中袁男 14例袁女 5例遥年龄 6~39岁袁平均
18.2岁遥
1.2 MRI检查

MRI检查采用 Siemens公司 VisionPlus1.5T高
场超导型磁共振扫描仪袁SE 序列及 FSE脉冲序列袁
均行 T1WI和 T2WI扫描袁常规矢尧冠尧轴位扫描袁全部
病例均做了 Gd-DTPA增强扫描袁静脉注射对比剂
Gd-DTPA0.2ml/kg窑b.w.遥成像参数 T1加权像为院TR

(重复时间)＝552ms,TE渊回波时间冤＝1 2 m s , T2加权

像为院TR＝5 000ms, TE＝128 ms袁层厚 5~8mm袁层
间距 0.2mm袁矩阵 184伊256遥

2 结果
2.1 病变部位
具体见表 1遥

2.2 主要临床表现
鞍区肿瘤以视觉障碍最多见渊9/10冤袁表现为失明
或视力下降尧眼球活动受限等遥其次为尿崩症渊7/10冤
及颅内压升高表现渊4/10冤袁后者表现为头痛尧恶心尧呕
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图 2 松果体区生殖细胞瘤渊男性,12岁冤
Fig.2 Germinoma in thepineal region

(Male,12yearsold)
A:OnT1-weightedsagittalimage,thelesionsis

isointense.Theaqueductofmidbrainandbrain

stemiscompressedanddislocated;B:OnGd-
DTPA-enhancedT1-weightedsagittalimage,the

tumorsarestronglyenhanced.Themetastatic
lesionareseeninthewalloflateralventricleof

thebrain

图 1 鞍区生殖细胞瘤渊12岁袁女冤
Fig.1 Germinoma insellar region

(Famale,12yearsold)
A:OnT1-weightedsagittalimage,thetumoris
irregularwithoutnoedema;B:On Gd-DTPA-

enhancedT1-weightedsagittalimage,the tumors

arestronglyenhanced

1A

图 3 左侧丘脑基底节区生殖细胞瘤
渊男性,22岁冤

Fig.3 Germinoma in theleft thalamus
and basal ganglia (Male,22yearsold)
A : T2-weightedaxialimagedemonstratesa
heterogeneouslyhighintensitytumorwith
edemaandmasseffect;B:On Gd-DTPA-

enhancedT1-weightedsagittalimage,thetumor
isenhancedheterogeneously.Themetastatic
nodularlesionisseenin thesellarregionand

walloflateralventricleof thebrain

吐等遥松果体区肿瘤以颅内压升高症状为主渊5/6冤袁主
要是由于松果体区肿瘤阻塞中脑导水管所致袁其次为
视觉障碍渊3/6冤遥丘脑基底节区 3例有 2例出现颅内压
升高袁1例出现偏瘫尧偏盲和偏身感觉障碍的三偏症状遥
2.3 MR表现
鞍区 10例袁5例位于三脑室前下部袁形态多样袁
均为不规则性袁边界清楚遥T1WI有 3例与灰质信号相
似袁4例略低于灰质袁其余 3例低于灰尧白质遥T2WI有
1例与灰质信号相似袁其余 9例均表现为高信号遥增
强扫描明显均匀强化有 8例袁不均匀中等强化有 2例
其内可见小点状囊变区遥所有病例均未见明确出血及
瘤周水肿渊图 1冤袁术前有 1例因肿瘤囊变区较大而误
诊为颅咽管瘤遥

松果体区 6例袁肿瘤形态为不规则形袁呈分叶状遥
其中 3例边缘光滑袁T1WI肿瘤为等或略低信号袁T2WI
为高信号遥增强扫描 5例明显均匀强化袁1例呈不均
匀性强化遥有 3例可见小灶性坏死囊变区遥所有病例
均未见出血及瘤周水肿遥6例均有脑干积水和中脑导
水管受压征袁1例鞍区同时发生肿瘤袁1例有双侧室管
膜下种植转移 渊图 2冤袁1例合并有胸蛛网膜下腔种植
转移遥
丘脑基底节区 3例袁2例起源于左侧袁1例起源于
右侧遥T1WI肿瘤为低信号袁轻度混杂信号袁T2WI肿瘤
为非均匀性高信号袁边缘模糊袁瘤周见轻度狭窄水肿
区 2例袁中度水肿区 1例遥增强扫描均表现为不均匀
性斑片状强化渊图 3冤遥

3 讨论
3.1 发生与病理

Krabbe(1923)和 Glous(1931)曾把生殖细胞瘤的
大上皮细胞和小淋巴样细胞镶嵌排列的组织像袁比拟
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为松果体胚胎发育期的组织像袁并把该瘤错误地命名
为松果体瘤袁后来发现这种想象仅为表面的想象袁小
细胞即为免疫反应的淋巴细胞和浆细胞袁不是未发育
的胚胎性松果体母细胞遥现在公认院在生殖腺袁男性为
精原细胞瘤袁女性为无性细胞瘤曰在生殖腺外袁纵隔为
生殖细胞瘤袁颅内松果体区和鞍上区也为生殖细胞
瘤袁均倾向于中线部位袁原始全潜能生殖细胞为上述
各部位肿瘤的同源细胞遥松果体区的生殖细胞瘤是最
常见的生殖细胞瘤袁约占松果体区肿瘤的 50%以上遥曾
把发生在松果体区的生殖细胞瘤称为松果体瘤袁以外
部位者称为异位松果体瘤遥近年来研究咱1暂发现这类肿
瘤由生殖细胞组成袁经组织学与组织化学证实袁与精
原细胞相似袁所以目前野松果体瘤冶已被野生殖细胞瘤冶
所取代遥迄今为止袁已经发现与生殖细胞瘤有关的肿
瘤标记物有胎盘碱性磷酸酶 渊PLAP冤尧血管紧张素 I
转换酶尧褪黑色素等遥
颅内生殖细胞瘤是一种少见的肿瘤袁占颅内肿瘤
的 0.1%~2.1%遥任何年龄均可发生袁但主要发生在小儿
和青年人袁以 10~25岁最多见袁幼儿和老年人罕见咱3暂遥
本组病例小于 10 岁的有 1 例袁10~20岁的 11 例袁
24~30岁的 5例袁大于 30岁的仅 2例袁与国内外报导
的资料相似咱3暂遥一般统计表明生殖细胞瘤突出地发生
在男性袁也有认为鞍上区的肿瘤男女无明显差别袁本
组资料男性 14例袁女性仅为 5例袁且这 5例全部发生
在鞍区袁与文献报道相一致咱3暂遥
3.2 MRI在诊断生殖细胞瘤中的价值

MRI对软组织具有良好的分辨率袁尤其对鞍区尧
脑干及肿瘤侵犯邻近结构及其范围显示十分清楚袁无
骨骼伪影干扰袁对垂体柄的增粗尧拉长尧移位及垂体后
叶信号的改变都可以清晰地显示出来遥平扫 T1WI多
数肿瘤为均匀等信号或略低信号遥信号不均者袁与肿
瘤内囊变尧坏死等有关袁T2WI多数肿瘤为高信号袁鞍区
肿瘤可清晰显示瘤体与视神经交叉的关系曰Gd-DTPA
增强扫描多数肿瘤均匀明显强化袁少数为不均匀强
化遥MRI在显示生殖细胞瘤的并存及种植性转移方面
优于 CT袁生殖细胞瘤具有多发性的特点袁尤其多见鞍
区与松果体区并存袁本组有1例袁占 5.3%曰颅内生殖细
胞瘤有沿脑脊液流动发生种植性转移的倾向咱4暂袁本组
松果体区病例有 2例发生了种植转移袁占 10.53%遥
总之袁实质性生殖细胞瘤袁不论位于松果体区或
鞍上部袁其影像学所见均相似袁一般均呈结节或团块
状袁信号较均匀袁边缘光滑遥若有下述特点袁则有利于
生殖细胞瘤的诊断院渊1冤松果体区及鞍区同时发现肿
瘤病灶袁主要是生殖细胞瘤曰渊2冤MRI扫描显示松果
体区有占位病变袁明显强化袁同时室管膜不规则增厚袁
则考虑生殖细胞瘤可能性大遥
3.3 鉴别诊断
典型的生殖细胞瘤的诊断主要根据其生长部位尧

肿瘤的信号特点及其邻近结构的形态改变和随脑脊

液在蛛网膜下腔或脑室内种植转移的特点袁临床诊断
时需按肿瘤部位分别与以下病变鉴别袁鉴别困难时可
行试验性放射治疗咱5袁6暂遥鞍区院垂体瘤袁蝶鞍扩大袁垂体
消失曰颅咽管瘤袁其囊变率较高而且范围较大袁常伴有
片状或壳状钙化曰鞍结节脑膜瘤袁肿瘤与颅底骨结构
关系密切袁常伴骨质增生袁有假包膜和供血瘤床曰视神
经胶质瘤袁肿瘤发生于视神经呈浸润生长袁肿瘤占位
效应明显袁瘤周多有水肿带曰动脉瘤袁鞍上动脉瘤起源
于 Willis环或颈内动脉虹吸部袁多为类圆形或浆果
样袁可见流空现象袁若有附壁血栓形成袁在 T1WI 和
T2WI均为高信号袁易于生殖细胞瘤鉴别咱7暂遥松果体
区院胶质瘤袁来源于胼胝体压部或四叠体板袁呈浸润性
生长袁MRI显示信号不均匀袁周围多有水肿带袁而生
殖细胞瘤除囊变外袁一般均为均匀信号袁无水肿带曰脑
膜瘤袁由天幕发展而来袁边界光滑尧均匀尧无浸润袁MRI
冠状面和矢状面均可帮助明确肿瘤来源曰畸胎瘤袁多
数有囊变袁含有三个胚层成分袁信号最不均匀袁脂肪在
T1WI和 T2WI均表现为高信号咱8暂遥丘脑基底节区院胶
质瘤袁胶质瘤瘤体 T1尧T2弛豫时间较生殖细胞瘤长袁
病变的占位效应和周围水肿更为显著曰原发性恶性淋
巴瘤袁免疫功能低下的患者多见袁呈长 T1尧长 T2不均

匀信号袁病灶周围水肿显著和范围广泛咱9袁10暂遥
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癫痫过程和抗癫痫药物治疗对泌乳素分泌的影响

王明芳渊第一军医大学南方医院南方 PET中心袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 探讨癫痫发作和抗癫痫药物治疗对泌乳素渊PRL冤分泌的影响遥方法 利用 RIA法测定癫痫发作前后和应用
不同抗癫痫药物治疗的癫痫患者血清中 PRL水平遥结果 癫痫发作后PRL分泌明显升高袁发作后 15minPRL 分泌达
到峰值袁是基础PRL水平的 5.1倍袁发作后 90min袁有 89.4%的病例 PRL水平下降曰癫痫发作后血清 PRL水平的变化与
癫痫病灶位置无关曰失神性癫痫发作后袁血清 PRL水平不升高或升高不明显袁而其他类型的癫痫发作后均可引起血清
PRL水平升高遥苯妥英钠尧丙戊酸钠单一治疗和马西平 +丙戊酸钠+苯妥英钠联合治疗后袁血清 PRL水平降低袁而纯中
药治疗不影响垂体PRL的分泌遥结论 癫痫发作和抗癫痫药物治疗均明显影响垂体PRL的分泌遥
关键词院癫痫曰抗惊厥药曰催乳素
中图分类号院R347.513;R742.1;R971.6 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0742-03

Effect of seizures and antiepileptic drugs on prolactin secretions
WANG Ming-fang
NanfangPETCenter,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Tostudytheeffectofseizuresandantiepilepticdrugsonprolactin(PRL)secretions. Methods Serum
PRL level was measured by radioimmunoassay in 110 epileptic patients who received different treatment protocols with
antiepilepticdrugs(AEDs),andthetestwasalsoperformedin64ofthesepatientsbeforeandafterseizures. Another21un-
treatedepilepticpatientsand42healthysubjectsservedasthecontrolgroups. Results SerumPRLlevelwassignificantlyin-
creasedafterseizures,whichpeakedat15minpostictalandattainedthelevelsmorethan5-foldthebaselinein59patients.At
90-minutepostictal,PRLlevelsdecreasedin57patientsanddroppedwithinnormalrangein38patients.Thechangesofhor-
mone levels correlatedsignificantlywiththetypesof seizures. The basal PRL levelsinpatientswith exclusive phenytion
(PHT)orvalproate(VPA), and inthosewithcombinedministrationofcarbamazpine (CBZ+VPA+PHT), weresignificantly
lowerthanthecontrollevels (P<0.05). PatientsreceivingtreatmentwithtraditionalChinesemedicinehadcomparableserum
PRLlevelswiththenormalcontrolgroup(P>0.05).Conclusion SeizuresofepilepsyandmedicationwithAEDsgivenaseither
monotherapyorpolytherapyaffectthesecretionofPRLinthepituitary,buttraditionalChinesemedicinetherapiesdoesnot.
Key words: epilepsy;anticonvulsants;prolactin

泌乳素渊PRL冤是由垂体前叶 PRL细胞分泌的一
种多肽袁除与性激素一起对促进乳腺的发育起关键作
用外袁还具有其他重要作用渊如应激反应尧调节卵巢功
能等冤咱1暂遥PRL的分泌受下丘脑产生的 PRL释放因子
与抑制因子调节袁某些生理因素如睡眠尧应激尧妊娠尧
哺乳及性活动可引起 PRL 分泌增高遥自 1978 年
Trimble首次报道癫痫发作可引起 PRL升高以来袁国
外许多研究者对此进行了大量研究咱2袁3暂遥然而袁这些研
究并没有系统探讨癫痫发作类型尧病灶位置尧抗癫痫
药物对 PRL分泌的影响遥本研究除观察癫痫发作前
后血清 PRL水平变化外袁还较系统地研究了发作类
型尧病灶位置尧抗癫痫药物和纯中药治疗对 PRL分泌
的影响遥

1 对象与方法
1.1 研究对象

1.1.1 癫痫病人组 为本院就诊治疗的 131例癫痫患
者袁其中男 83例尧女 48例袁平均年龄 25.8渊18~43冤岁袁
所有病例均经MRI尧CT尧正电子发射计算机断层显像
(PET)尧SPECT尧24 h动态 EEG或皮层 EEG 等检查袁
诊断明确袁肝肾功能正常袁除癫痫外无其他内分泌系
统疾病遥另外袁病人除用抗癫痫药物外袁未服用其他影
响内分泌的药物遥根据治疗情况袁将本组病人分为抗
癫痫药物治疗组和癫痫对照组遥
1.1.1.1 抗癫痫药物治疗组 选择治疗方案明确尧单一
或联合治疗的 110例癫痫病人作为研究对象袁又分为
7组遥单一卡马西平渊CBZ冤治疗组院25例袁其中男 16
例尧女 9例袁每天的平均治疗剂量为 渊425依144冤mg
渊300~600mg冤曰单一苯妥英钠渊PHT冤治疗组院9例袁其
中男 6例尧女 3例袁每天的平均治疗剂量为渊230依72冤mg
渊100~300mg冤曰单一丙戊酸钠渊VPA冤治疗组院15例袁
其中男 8例尧女 7例袁每天的平均治疗剂量为渊892依
266冤mg 渊600~1200mg冤曰CBZ+VPA联合治疗组院17
例袁其中男 11例尧女 6例袁每天的平均治疗剂量
CBZ 为渊455依171冤mg袁VPA为渊984依271冤mg曰CBZ
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Timeofmeasurement Prolactinvalues

Preictal(baseline) 9.9依5.1
Ictal 36.1依22.5*#

15minpostictal 50.0依25.5*#

30minpostictal 45.5依28.0*#

90minpostictal 27.2依25.8*

表 1 64例癫痫患者发作前后血清 PRL水平渊mg/L, x依s冤
Tab.1 Serum prolactin levels in 64 patients before and

after seizures渊mg/L,Mean依SD冤

*P<0.01vs Baseline; #P<0.01vs 90minpostictal

表 2 不同癫痫灶位置对发作后 PRL水平的影响
Tab.2 Effects of different epileptic foci on
postictal serum prolactin levels

Focus n Prolactinpeakvalues渊mg/L冤
Temporal 19 58.5依26.6
Frontal 10 45.0依21.2
Parietal 14 44.8依24.2
Occipital 7 43.3依27.3
Multi-focus 14 42.5依19.4

+PHT联合治疗组院19例袁其中男 12例尧女 7例袁每天
的平均治疗剂量 CBZ为渊472依113冤mg袁PTH为渊226依
67冤mg曰CBZ+PHT+VPA联合治疗组院11例袁其中男
7例尧女 4例袁每天的平均治疗剂量 CBZ为 渊478依
130冤mg袁VPA为渊932依247冤mg袁PHT为渊221依58冤mg曰
纯中药治疗组院14例袁其中男 10例尧女 4例袁患者的
治疗方案明确袁仅服用中医汤药渊如龙胆泻肝汤尧六君
子汤尧苓桂术甘汤等随症加减冤袁未服用中西药复合制
剂或其他药物遥
1.1.1.2 癫痫对照组 21例袁其中男 13例尧女 8例袁平
均年龄 24.9渊18~33冤岁遥大多数患者为新近发病袁病史
4个月 ~1年 渊从开始出现癫痫发作到本次研究确诊
为止冤袁发作次数为 1~4次袁未服用任何药物进行治
疗遥
1.1.2 健康对照组 42例袁其中男 24例尧女 18例袁平
均年龄 23.4渊18~45冤岁袁均为本院健康职工或健康查
体者袁未服用任何影响内分泌的药物遥
1.2 方法
1.2.1 癫痫灶定位及发作类型确定 所有病例均经 24
小时视频 EEG监测尧SPECT尧PET尧MRI 等检查进行
癫痫灶定位袁均为特发性癫痫遥癫痫发作类型根据国
际癫痫分类标准来确定遥
1.2.2 标本采集
1.2.2.1 健康对照和发作间期癫痫患者标本采集 清
晨 8时采取静脉血样袁标本采取后 15~30min 内分离
血清袁冰冻保存待检遥发作间期渊SFI冤的癫痫患者采血
前要求 SFI至少达 2 4 h以上袁对于频繁发作的患者袁
需用药物控制袁其 SFI至少达 1 8 h以上遥
1.2.2.2 发作期标本采集 对其中 64例癫痫患者利用
停用抗癫痫药物后自然发作或剥脱睡眠 - 睡眠联合
诱发等方式引起癫痫发作袁同时应用 24 h视频 EEG
监护袁出现明显的棘波尧棘慢波及有明显抽搐等发作
表现时进行发作期采血遥发作前患者于肘正中静脉预
置留置针袁以便顺利采血遥在发作停止后第 15尧30尧90
分钟分别采血袁分离血清后冰冻保存待检遥
1.2.3 样品分析
用 RIA法进行血清激素测定袁试剂盒来源于中
科院原子能研究所遥
1.3 统计学处理
利用 SPSS10.0软件进行统计分析遥癫痫发作前
后不同时间点的数据差异比较采用重复测量的方差

分析遥不同癫痫病灶尧发作类型及抗癫痫药物治疗组
间的数据比较采用单因素方差分析袁组间比较用
LSD 法遥

2 结果

2.1 癫痫患者发作前后血清 PRL水平
64例癫痫患者癫痫发作前后血清 PRL水平差异
显著渊F=96.513袁P<0.001袁表 1冤遥发作后 15min袁PRL
分泌达到峰值袁是发作前基础水平的 5.1倍曰发作后
30min袁为发作前基础水平的 4.6倍曰发作后 90min袁血
清 PRL水平与发作后 30min相比显著下降渊P<0.01冤遥
观察发作前后各阶段 PRL水平变化情况发现袁发作
时 78.1%渊50/64冤的病例 PRL水平升高袁在发作时
PRL水平升高的病例中袁22例渊43.2%冤PRL水平在正
常值范围内袁28例渊56.0%冤超过正常范围遥发作后 15
min袁PRL 水平继续上升达到峰值袁其中 90.6%
渊58/64冤的病例 PRL 水平超过正常范围袁11 例
渊17.2%冤PRL 水平开始下降曰发作后 30 min袁41例
渊64.1%冤PRL水平下降袁其中 46.3%渊19/41冤的病例
PRL水平下降至正常范围曰发作后 90 min袁有 57例
渊89.4%冤PRL水平下降袁其中有 66.7%渊38/57冤的病例
PRL水平下降至正常值范围遥

2.2 癫痫灶位置与发作后 PRL水平的关系
癫痫发作后各病灶位置与 PRL水平的关系见表

2遥癫痫发作后血清 PRL水平的变化与癫痫病灶位置
无关袁发作后均可引起 PRL水平升高袁各病灶组间发
作后 PRL峰值及发作后 15min 血清 PRL 水平升高
的幅度均无显著差异渊P>0.05冤遥另外袁发作后 15min袁
颞叶癫痫患者 PRL升高率为 73.7%渊14/19冤袁额叶为
60.6%渊6/10冤袁顶叶为 71.4%渊10/14冤袁枕叶为 71.4%
渊5/7冤袁多病灶癫痫为 78.6%渊11/14冤遥

2.3 癫痫发作类型与癫痫发作后 PRL水平的关系
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表 3 癫痫发作类型对癫痫发作后 PRL水平的影响
Tab.3 Effects of different seizure types on postictal

serum prolactin levels
Seizuretype n Prolactinpeakvalues渊mg/L冤
GTCS 18 50.2依20.1*
CPS 21 44.8依20.0*
SPS 10 42.4依17.0*
PS/GS 10 44.7依17.3*
AS 5 11.2依5.7

*P<0.01vs AS.GTCS:Generalizedtonic-clonicseizures;CPS:
Complexpartialseizures;SPS:Simplepartialseizures;AS:

Absentiaseizures.PS/GS:Partialseizures(CPSorSPS)witha

secondarilygeneralizedtonic-clonicseizures

*P<0.05vs patientcontrolgroup; #P<0.01vs healthyvolunteers; $P<0.05
vs TCMtreatmentgroup; ★P<0.05vs CBZgroup;▲P<0.05vs CBZ+VPA
group;△P<0.05 vs CBZ+PHTgroup.CBZ:Carbamazpine;PHT:Phenytion;

VPA:Valproate;TCM:TraditionalChinesemedicine

Group n Prolactinvalues
(mg/L, Mean依SD)

Healthyvolunteers 42 11.3依6.6
Patientscontrol 21 10.1依5.6
CBZmonotherapy 25 10.4依4.9
PHTmonotherapy 9 5.2依4.4*#$★▲△

VPAmonotherapy 15 5.8依5.7*#$★▲△

CBZ+VPApolytherapy 17 10.6依6.2
CBZ+PHTpolytherapy 19 10.4依5.3
CBZ+PHT+VPApolytherapy 11 4.6依5.1*#$★▲△

TCMtreatment 14 10.7依5.2

表 4 抗癫痫药物治疗对基础PRL水平的影响
Tab.4 Effects of different treatment protocols with
antiepileptic drugs on baseline PRL levels

癫痫发作类型影响PRL的分泌渊F=4.441袁P=0.003袁
表 3冤遥失神性癫痫发作后袁血清 PRL水平不升高或
升高不明显袁而其他类型的癫痫发作后均可引起血清
PRL水平升高袁其中以全身强直阵挛性发作尧复杂部
分性发作尧部分性继发全身性发作类型的癫痫发作后
血清 PRL水平升高幅度较大袁单纯部分性发作后血
清 PRL水平升高幅度较小遥

2.4 抗癫痫药物治疗对 PRL分泌的影响
本研究观察了 96例接受抗癫痫药物单一和 /或
联合治疗尧14 例接受纯中药治疗的癫痫患者血清
PRL水平袁结果见表 4遥抗癫痫药物治疗明显影响
PRL的分泌渊F=3.367袁P=0.001冤遥在 PHT组尧VPA单
一组和 CBZ+PHT+VPA联合治疗组中袁PRL 水平显
著低于癫痫对照组遥纯中药治疗组 PRL水平与癫痫
对照组和正常对照组均无显著性差异遥可见袁PHT尧
VPA单一治疗和CBZ+VPA+PHT联合治疗后袁可以
明显影响垂体 PRL的分泌袁使血清 PRL 水平降低袁
而纯中药治疗不影响垂体 PRL的分泌遥

3 讨论

本研究发现 92.2%的病例癫痫发作后血清 PRL
水平升高袁癫痫发作后 15min袁PRL 水平达到峰值袁
是发作前基础水平的 5.1倍袁发作后 30min袁PRL水平
是发作前基础水平的 4.6倍袁比 Malkowicz等咱3暂报导
的 3倍高袁Malkowicz报导数小可能与其研究病例数
相对少有关遥癫痫发作期间 PRL过度释放的机制还
不清楚袁有人咱3袁4暂认为发作放电可使杏仁核和海马活
化而引起癫痫发作后 PRL水平升高遥我们认为袁癫痫
发作作为一种对机体强烈有害的刺激袁可通过脑干的
网状结构上传至下丘脑袁同时因癫痫放电刺激经大脑
边缘系统下传至下丘脑袁引起下丘脑 - 垂体轴的兴
奋袁使下丘脑分泌的 PRL释放激素增加袁引起垂体对
PRL的分泌增加袁造成血清中 PRL水平一过性增加遥
另外袁由于多巴胺含量减少尧5-羟色胺水平减低袁或
者下丘脑内多巴胺或 5-羟色胺通路受阻咱5暂袁影响了
下丘脑 - 垂体轴调节反馈作用袁从而使 PRL呈过度
分泌趋势遥
有文献报道癫痫发作后 60min袁血清 PRL下降
至发作前基础水平咱3袁5暂遥本研究发现袁发作后 15min袁
有部分病人的血清 PRL水平开始下降袁随发作后时
间的延长袁PRL 水平下降的病例逐渐增多遥发作后
PRL水平降低袁一方面是由于负反馈调节恢复袁增高
的 PRL水平迅速产生强反馈抑制曰另一方面是由于
发作的耗竭袁垂体的应答能力迅速降低或缺失袁最终
导致 PRL水平下降遥影响 PRL分泌的因素较多袁有
作者咱3袁4袁7暂报道发作类型尧病灶位置尧病灶周围组织状
况以及抗癫痫药物等可影响PRL应答遥在癫痫发作
期间袁颞叶癫痫患者发作后 PRL水平上升的频率比
额叶多袁并且发现非抽搐癫痫状态后或失神性发作
后袁PRL水平不升高遥本研究结果表明袁癫痫发作后
PRL水平没有表现出癫痫病灶位置的差异袁而明显
表现出发作类型的差异袁可能是各自观察的病例数及
病人其他方面的状态渊如发作间期的长短尧抗癫痫药
物的治疗等冤差异所致遥
抗癫痫药物对不同激素释放作用的影响不同袁但
抗癫痫药物对下丘脑 - 垂体轴的影响机制还不清楚遥
Isojarvi等咱8暂研究发现袁在接受 PHT单一治疗的病人
中袁血清基础 PRL浓度降低袁而接受其他抗癫痫药物
治疗的癫痫病人血清 PRL水平未发现明显改变曰在
CBZ治疗的男性病人中袁血清基础 PRL水平低于未
治疗的癫痫病人遥然而 Francesch等咱9暂发现袁经 CBZ治
疗后袁血清 PRL水平显著增高遥对于这些相互矛盾的
结果袁我们目前还无法解释遥CBZ具有 5-羟色胺能活
性咱8暂袁5-羟色胺通过调节下丘脑漏斗结节多巴胺能通
路使多巴胺对垂体分泌 PRL 的抑制作用减弱袁导
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低温保存有活性同种带瓣主动脉治疗复杂先天性心脏病渊附 2例报告冤
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摘要院目的 总结低温保存有活性同种带瓣主动脉渊cryopreservedviableaortichomograft袁CVAH冤治疗复杂先天性心脏病
的临床经验遥方法 CVAH 取自 35岁以下脑死亡或临床死亡 3 h以内的非心血管疾病及非传染性疾病供体袁经处理后
置入液氮中低温保存袁使用时置于 37~42益恒温箱中水浴解冻遥受体 1例为先天性心脏病右室双出口并肺动脉狭窄尧冠
状动脉异常袁CVAH用作心外管道重建右室 -肺动脉连接曰另 1例为重症法乐四联症袁CVAH 用作带瓣跨肺动脉瓣环补
片扩大右室流出道遥结果 CVAH保存良好袁手术治疗近远期效果良好遥结论 CVAH在治疗复杂先天性心脏病重建右
室 -肺动脉通道时是一种良好的材料遥
关键词院同种主动脉移植物曰低温保藏曰心脏缺损袁先天性曰右室双出口曰法乐氏四联症
中图分类号院R654.2;R725.4;R726.5 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0745-03

Cryopreserved viable pedicled aortic homografts for complex congenital heart diseases: report
of 2 cases
LUOXue-quan,ZHANGWen,ZHANGBo,CHENHua-zeng,QIANGSheng-ting
Department of Thoracic and Cardiovascular Surgery, FirstPeople's Hospital of ZhaoqingCity, Zhaoqing526021,
China

Abstract: Objective Toreporttheauthors'experienceintreatingcomplexcongenitalheartdiseaseswithcryopreservedviable
pedicledaortichomografts(CVAHs).MethodsCVAHswereobtainedwithin3hafterdeathofdonorsyoungerthan35years
oldduetonon-cardiovascularandnon-infectiousdiseases. Afterroutinetreatment, the homograftswerecryopreservedin
liquidnitrogenandthawedin0.9%sodiumchloridesolutionat37to42益beforeuse.ACVAHwasusedasavalvedconduit
toconnect the pulmonaryarteryandright ventricle inone case of double-outlet right ventricle, pulmonary stenosis and
coronaryarterydeformation. InanothercaseofseveretetralogyofFallot, aCVAHwasusedasavalvedpatchtoenlargethe
rightventricleoutlet. Results Thehomograftswerepreservedsatisfactorily.Thesurgicalresultsofthe2caseswithcongenital
heartdiseasesweresatisfactoryinperioperativeandfollow-upperiods. ConclusionCVAHisagoodsubstitutetorebuildright
ventricle-pulmonaryarteryconnectionintreatmentofcomplexcongenitalheartdiseases.
Key words: aortichomografts;cryopreservation;heartdefects,congenital;doubleoutletrightventricle;tetralogyofFallot

我院自 2000年 3月至 2001年 2月期间袁利用低
温保存有活性同种带瓣主动脉 渊cryopreserved viable
aortichomograft, CVAH冤治疗复杂先天性心脏病 2
例袁取得较好的近远期效果袁现报告如下遥

1 一般资料
1.1 CVAH的制备和选择
供体为 35岁以下脑死亡或临床死亡 3 h以内的

非心血管及非传染性疾病患者遥在无菌条件下采取带
瓣主动脉袁置入 pH7.3 的抗生素营养液中袁4益恒温
灭菌 2 4 h遥取小块主动脉组织送细菌培养和病理检查
以证实其未受污染和组织结构正常后袁在营养液中加
入 10%小牛血清和二甲基亚砜袁15 min后将 CVAH
移入-40益冰箱袁以 1~1.5益/min降温袁1 2 h后置入-
196益液氮中保存遥

术中根据病人的血型和心血管解剖尺寸选择同

一血型及直径和长度合适的 CVAH遥使用时将
CVAH从液氮中取出袁置于 37~42益恒温箱中水浴解
冻袁检查瓣膜功能良好并再次送细菌培养和病理检查
备查渊检查结果均正常冤遥
1.2 临床资料
例 1男袁16岁遥患者生后 6月始袁哭闹或受凉后气
促尧紫绀明显袁休息后可缓解袁近 2年症状加重袁伴头
晕遥体格检查院口唇及四肢末梢紫绀明显袁胸骨左缘第
3尧4尧5肋间可闻及芋~遇级收缩期杂音袁并可扪及震
颤遥实验室检查院红细胞计数 8.94伊1012/L尧红细胞容积
67.6%尧血红蛋白 199g/L尧B型血型遥心电图院右房尧右
室肥大伴右室劳损遥超声心动图院右室双出口并肺动
脉狭窄渊室间隔缺损直径 2.6cm袁主动脉发自右室并
与二尖瓣失去纤维联系袁肺动脉瓣及主干细小亦发自
右室冤遥心脏 X光片院双肺血少袁心胸比率 0.5袁心影顺
时针旋转遥曾行心导管检查袁但因术中出现低血压
渊6/3kPa冤袁并有恶心尧呕吐尧胸闷尧头晕等症状袁中止检
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查遥术前诊断院先天性心脏病袁右室双出口并肺动脉狭
窄遥病人在全麻低温体外循环下手术遥术中心脏探查
见一较大冠状动脉支横跨右室流出道遥经低位右室切
口渊避免切断冠状动脉支冤剪除右室前壁过多肌束后袁
用一较大的涤纶补片修补室间隔缺损并将主动脉口

隔入左室遥将肺动脉根部切断袁连续缝合封闭近心端遥
将制备好的 CVAH 渊瓣环直径 2.5cm尧血管直径 2.0
cm尧血管长 7.0cm尧血型 B型冤远端与肺动脉远端对
端吻合后袁再将 CVAH的瓣环端及其相连的二尖瓣
大瓣与右室流出道切口吻合袁重建右室与肺动脉的连
接遥体外循环时间 160min袁主动脉阻断时间 95min遥
术后诊断院先天性心脏病袁右室双出口并肺动脉狭窄尧
冠状动脉异常遥病人术后恢复顺利袁紫绀尧心脏杂音及
震颤消失袁术后 1 5 d痊愈出院遥出院前复查心脏 B
超院重建之右室流出道通畅袁未见心内残余分流袁未见
CVAH瓣膜处有返流遥术后 18月随访袁心功能玉级袁
活动后未见心悸尧气促尧紫绀尧头晕等症状遥
例 2女袁9岁遥患儿出生后 1个月出现口唇尧手脚
指渊趾冤端紫绀袁伴有活动后气促且逐渐加重袁喜蹲踞遥
体格检查院呼吸较急促袁30次 /min曰口唇及四肢末梢
显著紫绀袁杵状指渊趾冤明显曰第 2尧3尧4肋间胸骨左缘
可闻及Ⅲ～Ⅵ级收缩期杂音袁并扪及震颤曰肝肋缘下
3.0cm遥实验室检查院红细胞计数 6.88伊1012/L尧血红蛋
白 206g/L尧红细胞容积 61.2%尧O型血型遥心电图院右
房尧右室肥大遥超声心动图院法乐四联症渊室间隔缺损
直径 2.2cm袁主动脉骑跨约 60%袁肺动脉干狭窄直径
约 0.8cm冤遥心脏X光片院心胸比率 0.56袁心腰凹陷袁
双肺血少遥心血管造影示院室间隔缺损直径 1.74cm袁
左室发育小袁主动脉根部前移骑跨约 70%袁右室流出
道肌肥厚狭窄袁肺动脉主干直径 1.13cm袁右肺动脉
1.23cm袁左肺动脉 1.17cm遥术前诊断院先天性心脏
病袁法乐四联症遥病人在全麻低温体外循环下手术遥术
中心脏探查同术前检查外袁并可见未闭动脉导管直径
约 0.3cm尧卵圆孔未闭直径约 0.3cm遥经跨肺动脉瓣
环右室流出道 - 肺动脉切口袁缝闭未闭动脉导管尧剪
除肥厚壁束和隔束后袁用涤纶补片修补室间隔缺损遥
将一条同血型 CVAH剪开袁修剪成一 8 cm伊4 cm大
小带单瓣补片袁同时保留二尖瓣大瓣渊作扩大右室流
出道用冤袁做一跨瓣补片遥体外循环时间 107min袁主
动脉阻断时间 68min遥术后诊断院先天性心脏病袁法
乐四联症合并动脉导管未闭尧卵圆孔未闭遥患儿术后
四肢末梢及口唇红润袁心脏杂音基本消失遥术后第 7
天出现双侧胸腔积液袁以右侧为主遥经留置胸腔闭式
引流管袁引出淡黄色胸液袁每天平均约 250 ml袁术后
近 1月胸液逐渐消失遥术后 4 8 d痊愈出院遥出院前复
查 B超示院肺动脉瓣处有非常少的返流袁右室流出道

直径约 2.3cm遥术后 8个月随访病人袁心功能玉级袁活
动后无气促尧紫绀等症状遥

3 讨论
3.1液氮深低温保存 CVAH的优点
液氮深低温保存 CVAH是近年来国内外治疗复
杂心脏病的一种新兴技术遥CVAH的临床应用有一
个发展过程遥最早用于临床的是即刻取自脑死亡病人
的新鲜同种移植物袁后改为 4益短时间保存袁但因早
期瓣膜失去功能而放弃遥改用液氮深低温保存后袁发
现其良好的功能可维持 10年以上遥究其原因袁可能
为院渊1冤深低温保存改变了其抗原性袁使植入后不再或
少发生排斥反应曰渊2冤深低温保存了血管内皮瓣叶上皮
的细胞活性袁使其植入后具有新陈代谢和修复功能咱1暂遥

CVAH具有生物活性和组织结构的完整性袁有
完整的瓣膜功能袁能从解剖和血流动力学上纠正心脏
畸形袁近期效果非常满意咱2暂遥另外袁CVAH的抗感染能
力较强袁术后感染率低于人工机械瓣带瓣管道袁术后
不需要抗凝遥带异种生物瓣的涤纶人工血管远期毁损
率较高袁有文献报道 50%的儿童病人 8年后需做二
次手术咱3暂袁而 CVAH的 10年再手术率仅为 28%咱4暂遥可
见 CVAH在治疗复杂先天性心脏病方面明显优于其
他带瓣管道遥
3.2 液氮深低温保存 CVAH存在的问题
采用 CVAH治疗复杂先天性心脏病袁远期随访
发现有发生钙化的可能袁特别是 3岁以下的儿童更易
发生袁但钙化的发生率远远低于猪瓣膜加涤纶人工血
管的发生率袁且钙化多发生在主动脉壁袁对瓣膜的功
能没有影响遥国外有文献报道 CVAH移植 3年的钙
化发生率为 15%袁但更长期随访表明这种改变并不
影响血流动力学的效果袁无破裂及感染等并发症袁动
脉壁也不会因此而变弱袁不需要再次手术咱5暂遥 CVAH
的瓣膜也可能发生退变尧脱垂袁出现关闭不全遥这主要
与供体的年龄及瓣膜内皮细胞活性有关袁复温也会影
响瓣膜的活性咱6暂遥因此本组病人均采用温盐水恒温下
快速复温以保持细胞活性遥
目前多数学者认为同种带瓣主动脉为低抗原性袁
并认为经深低温保存后其抗原性进一步减低遥有人主
张尽量选用血型相容配型袁也有学者认为移植后是否
产生组织损害与血型相容无关咱7暂遥考虑到免疫抑制治
疗的不利影响袁我们术后未予免疫抑制治疗袁近期未
发生排斥反应袁远期效果还有待进一步观察遥
3.3 液氮深低温保存 CVAH在复杂先天性心脏病外
科治疗中的应用

在治疗重症法乐四联症和典型的右室双出口中

主要是利用 CVAH加宽右室流出道及肺动脉或恢复
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致 PRL分泌增加遥因此袁在 CBZ+VPA尧CBZ+PHT联
合治疗组中袁不引起 PRL水平的明显降低遥而VPA尧
PHT是一种酌-氨基丁酸的激动剂咱10暂袁而酌-氨基丁酸
是具有控制 PRL释放的抑制因子袁故在VPA尧PHT尧
CBZ+VPA+PHT治疗组中袁PRL水平降低遥我们还发
现袁经纯中药治疗后袁PRL水平与正常对照组无显著
性差异袁因此袁中药治疗不仅具有临床价值袁而且对癫
痫病人的垂体功能不会产生明显的抑制作用遥另外袁
本研究结果提示袁合理应用抗癫痫药物袁不仅对治疗
和控制癫痫具有良好的临床效果袁而且可以使抗癫痫
药物对垂体的毒副作用减低到最低程度遥
致谢院本研究在山东淄博万杰医院完成袁在此感谢该院癫痫治
疗研究中心和核医学科的工作人员遥
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右室与肺动脉之间的连接袁同时利用其所带的瓣膜袁
减少肺动脉返流遥这样可明显改善右心功能袁减少低
心排的发生遥因为根治术后袁左右心室分开射血袁肺循
环阻力过大同时肺动脉瓣显著关闭不全时袁将导致右
心系统呈充血性心力衰竭状态袁而左心系统则呈低血
容量性低心排状态袁术后死亡率很高遥在重症或复杂
的先天性心脏病病例袁估计肺循环阻力较大时袁一个
关闭良好的肺动脉瓣将有利于病人渡过术后危险期遥
本组两例中袁例 1是利用CVAH重建右室与肺动脉
之间连接同时纠正了肺动脉干的狭窄曰例 2是利用经
过裁剪的带有完整单瓣的 CVAH作一跨瓣补片袁扩
大右室流出道袁尽管该病人术前身体和心功能很差袁
术后合并有顽固性胸腔积液等并发症袁但经过治疗后
痊愈出院遥两例术后超声心动图检查均未见明显肺动
脉瓣返流袁右室流出道直径分别为 1.9尧2.3cm袁随访
效果优良遥我们认为院CVAH在治疗复杂先天性心脏
病重建右室 -肺动脉通道时是一种良好的材料遥
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细胞间粘附分子 -1单抗防治初发期急性肾小管坏死的实验研究

刘 俊 1袁王 力 1袁王小宁 2渊第一军医大学 1南方医院肾内科袁2生物技术中心袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 探讨白细胞的粘附在初发期急性肾小管坏死渊ATN冤的病理生理学过程中所起的作用遥方法 Wistar雄性大
鼠 32只袁随机分为 4组遥肌肉注射甘油制作ATN 动物模型袁应用细胞间粘附分子 -1单抗防治初发期大鼠ATN袁观察
其肾脏病理学及血尿素氮和血肌酐变化遥结果 给药 2 4 h后治疗组血肌酐值[渊412.31依94.42冤滋mol/L]明显低于 CD3对
照组血肌酐[渊990.21依171.25冤滋mol/L](P<0.05)遥模型组与 CD3对照组可见明显肾小管坏死袁而治疗组仅2例出现较轻
的坏死灶遥结论 白细胞的粘附在ATN发病过程中具有重要作用袁应用细胞间粘附分子 -1单抗阻断白细胞的粘附能明
显减轻肾脏病理改变遥
关键词院粘附分子曰单克隆抗体曰肾小管坏死袁急性
中图分类号院R392.11;R692.6 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0748-03

Experimental study of monoclonal antibody to intercellular adhesion molecule-1 for incipient
acute tubular necrosis
LIU Jun1,WANGLi 1,WANGXiao-ning2

Department of Nephrology, Nanfang Hospital1, Center of BiologicalTechniques2, FirstMilitaryMedicalUniversity,
Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Toexploretheroleofleukocyteadhesioninthepathophysiologyofglycerol-inducedacuterenaltubular
necrosis(ATN).Methods RatmodelsofATNwereestablishedbyintramuscularinjectionofglycerolin24Wistarrats,which
weredividedrandomlyinto3groupsofequalnumberaccordingtotheagentscoinjectedwithglycerolforthepreventionof
ATN, with another8ratsservingasnormalcontrol. Oneofthe3groupsreceivedamonoclonalantibody (mAb) against
intercellualr adhesion molecule-1 (anti-ICAM-1) andanotherreceived CD3 mAb, leaving onegroup untreated. Both
functionalimpairmentandhistologicalchangesintheratswereobserved. Results Plasmacreatininemeasured24hafterthe
injection of glycerol was 412.31依94.42 滋mol/L in rats treated with anti-ICAM-1, significantly lower than that inCD3
mAb-treatedrats (990.21依171.25 滋mol/L, P<0.05). Moderatetoseverenecrosisintheouterrenalmedullawithfrequent
mitoseswaspresentinratswithATNreceivingCD3mABornothing, butonlymildnecrosiswithfewmitosesoccurredin
merely2ofthoseratswithanti-ICAM-1treatment. Conclusion Leukocytesandadhesionmoleculesplaycriticalrolesinthe
pathophysiologyofglycerol-inducedATN, and anti-ICAM-1whichblocks theadhesionoftheleukocytesmayalleviatethe
pathologicalchangesinthekidney.
Key words: adhesionmolecule;monoclonalantibody;renaltubularnecrosis

急性肾小管坏死渊acutetubularnecrosis袁ATN冤是
一种严重疾病袁其病理学机制目前仍不十分清楚袁无
特效治疗阻止其进展袁病死率较高遥研究人员认为当
初发期 ATN尚未明显发生病理变化之前袁如能及时
给予恰当的药物处理袁则 ATN有可能逆转或使其病
情减轻遥Kelly等咱1暂最新研究发现袁白细胞的粘附在肾
脏缺血 -再灌注损伤中起至关重要的作用遥白细胞与
各种细胞间的粘附主要由 CD11a/CD18(淋巴细胞功
能抗原 -1袁LFA-1)尧CD11b/CD18和 CD11c/CD18 这
3种茁整合素介导袁细胞间粘附分子 -1渊ICAM-1冤是
CD11a/CD18 和 CD11b/CD18 的配基袁ICAM-1 与
CD11/CD18间的相互作用对介导白细胞与内皮细胞
粘附起决定性作用咱2暂遥本实验应用 ICAM-1单抗防治

初发期大鼠 ATN袁以评价粘附分子在 ATN发病过程
中的作用袁也为临床上防治ATN提供新线索遥

1 材料和方法
1.1 主要试剂

ICAM-1单抗由 Massachusetts General Hospital
and Harvard Medical School, Boston, Massachusetts,
USA赠送袁为美国ATCC公司单克隆细胞株刺激小
鼠所产生的腹水(内含小鼠抗大鼠 ICAM-1单抗)袁由
第一军医大学生物技术中心纯化曰CD3单抗由该生
物技术中心提供曰甘油为分析纯试剂袁用生理盐水稀
释成 50%溶液遥
1.2 动物分组及治疗方案

32只 Wistar雄性大鼠购自第一军医大学实验动
物中心袁体质量 16~180g袁实验前禁水 1 6 h遥随机分为
4组袁每组 8只遥

收稿日期院2001-12-23
作者简介院刘 俊渊1962-冤袁男袁山东龙口人袁1985年毕业于第一军医大

学袁硕士袁副教授袁副主任医师袁电话院020-61641609

第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv冤 2002;22(8)748窑 窑



*P<0.05,**P<0.01vs normalcontrol; #P<0.05, ##P<0.01vs
model; △P<0.05,△△P<0.01vs anti-ICAM-1treatment

表 2 各组大鼠肾小管病理变化
Tab.2 Pathological changes in the renal tubular of rats

in each group

Group
Degeneration Casts Necrosis

- + ++ +++ n %
Normalcontrol 8 0 0 0
Model 6 2** 25.1** 8 100**
Anti-ICAM-1treatment 4 3 1*# 5.8## 2 25*# #

Anti-CD3treatment 1 4 3*△ 26.4**△△ 8 100**△△

*P<0.05,**P<0.01vs normalcontrol; ##P<0.01

vsmodel; 吟吟P<0.01vs anti-ICAM-1treatment

Group
Fluorescence stains
- + ++ +++

Normalcontrol 7 1
Model 5 3**
Anti-ICAM-1treatment 2 5 1*##

Anti-CD3treatment 1 5 2**△△

表 3 各组大鼠肾小管区 ICAM-1表达
Tab.3 Expressionof ICAM-1 in the renal tubular

areas of rats in each group

1.2.1 模型组 大鼠每 1 0 0 g体质量肌肉注射 50%甘
油 1ml袁分两侧臀部肌肉注射 1次咱3暂遥
1.2.2 正常对照组 肌肉注射生理盐水 1次袁剂量与
方法同模型组遥
1.2.3 治疗组 注射甘油的同时尾静脉注射 ICAM-1
单抗 1mg遥
1.2.4 CD3 单抗对照组 注射甘油同时尾静脉注射
CD3单抗 1mg遥
1.3 观察项目及方法
全部动物于实验后 2 4 h杀死袁从心脏抽血 1ml袁
测尿素氮渊BUN冤尧肌酐渊Cr冤袁同时取肾脏作病理检
查遥肾小管病变根据病变范围分为院病灶占 1/3以下
为轻度袁1/3~2/3为中度袁2/3以上为重度遥连续观察
10个高倍视野袁发现肾小管坏死则为阳性袁无坏死则
为阴性遥连续观察 10个低倍视野中肾小管管型数目袁
记录其平均值遥荧光显微镜下观察切片中肾小管区荧
光着色强度袁分为阴性尧轻度尧中度和重度遥
1.4 统计学处理
完全随机设计的方差分析及 SNK多重比较袁多

组等级资料比较的秩和检验及扩展 t检验做多重比
较袁应用 SPSS10.0统计软件处理遥
2 结果

32只大鼠实验期间无 1只死亡袁各组 BUN尧Cr
值见表 1遥各组大鼠肾小管病理改变见表 2遥各组大鼠
肾小管区 ICAM-1表达见表 3遥

3 讨论
注射甘油制作的鼠ATN模型与某些临床上的

ATN很近似袁特别是与严重创伤引起的 ATN相似咱3暂遥
肌肉注射甘油后能引起肌肉细胞坏死和肌红蛋白尿袁
造成注射局部的体液积聚袁使已禁水 1 6 h的大白鼠
血容量更加降低遥一般认为注射甘油引起ATN的发
病机制与肾血流量不足尧肾脏血管收缩尧肌红蛋白尿
和血红蛋白尿等因素有关袁在初发期袁肾血管收缩是
主要致病原因咱1袁4暂遥Ayer等咱5暂的动物实验证实袁注射甘
油 10min后肾血流量已明显减少袁特别是肾皮质的
肾血流量减少更加显著遥目前大多数学者认为肾血流
量减少是ATN初发期的肾小球滤过率降低的主要原
因咱4暂遥
中性粒细胞介导的血管内皮功能受损袁使内皮对
缺氧和乙酰胆碱所激发的血管扩张反应不敏感袁可导
致进一步的缺血性损伤咱6暂曰化的中性粒细胞粘附性增
加袁在缺血部位聚积袁与凝聚的血小板和红细胞结合袁
可导致毛细血管物理性阻塞袁而且浸润到组织内的中
性粒细胞通过 CD18-ICAM-1依赖的途径粘附于组
织细胞袁并释放细胞毒性物质袁造成组织细胞损伤咱7暂遥
Smith等咱8暂认为未受刺激的中性粒细胞与内皮细胞的
粘附是通过 CD11a/CD18-ICAM-1间的相互作用袁但
趋化刺激后的中性粒细胞与纯化的 ICAM-1或内皮
细胞粘附则通过 CD11a/CD18-ICAM-1 和 CD11b/
CD18-ICAM-1两种途径相连接遥而且袁细胞因子刺激
后的组织细胞表面也可表达 ICAM-1袁与中性粒细胞
表面 CD18复合体相结合袁造成组织细胞损伤咱9暂遥因
此袁应用 CD18单抗或 ICAM-1单抗的任何一种均可
高效地阻止中性粒细胞与内皮细胞的粘附及阻止其

后的氧自由基释放咱10暂遥Argenbrigt等咱11暂在体内实验及
Yoshida 等咱12暂在体外实验中均证实袁应用 ICAM-1单
抗可抑制中性粒细胞与内皮细胞的粘附性袁使缺血性
损伤明显减轻遥Yoshida 应用 ICAM-1单抗治疗其他
脏器的缺血 /再灌注损伤袁也取得了一定的疗效遥
本实验结果初步表明院白细胞和粘附分子在初发
期 ATN的病理生理学过程中起重要作用遥ICAM-1
单抗可明显减轻 ATN大鼠的病理损伤袁从而使肾功

表 1 各组大鼠 BUN尧Cr均值渊x依s冤
Tab.1 The average values of BUN andCr of rats in

each group (Mean依SD)

*P<0.05,**P<0.01vs normalcontrol; #P<0.05, ##P<0.01vs
model; △P<0.05, △△P<0.01vs anti-ICAM-1treatment.BUN:
Bloodureanitrogen;Cr:Creatinine;ICAM-1:Intercellualr

adhesionmolecule-1

Group BUN(mmol/L) C r (滋mol/L)
Normalcontrol 5.19依1.21 143.38依31.07

Model 31.25依8.79** 993.34依173.04**
Anti-ICAM-1treatment 6.68依2.23## 412.31依94.42*#

Anti-CD3control 32.28依8.68**△△ 990.21依171.25**△
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能明显恢复遥
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血浆置换治疗血栓性血小板减少性紫癜 2例报告

尹 芳袁孟凡义袁周淑芸袁牛京娜袁李军体袁刘 富 (第一军医大学南方医院血液科袁广东广州 510515)

摘要院对 2例治血栓性血小板减少性紫癜渊TTP冤患者每天进行血浆置换渊PE冤治疗袁每次清除及补充 1个血浆量袁为 40
ml/kg新鲜冰冻血浆袁并补充红细胞悬液遥PE后临床症状迅速消失袁实验室检查基本恢复正常袁随访无复发遥表明PE明
显优于传统治疗方法袁能改善 TTP的预后遥
关键词院血浆置换曰血栓性血小板减少性紫癜
中图分类号院R558.2 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2002)08-0750-02

Plasma exchange for thrombotic thrombocytopenic purpura: report of 2 cases
YINFang,MENGFan-yi,ZHOUShu-yun,NIUJing-na,LIJun-ti,LIUFu
Department ofHematology,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Twopatientswiththromboticthrombocytopenicpurpura(TTP)weretreatedwithdailyplasmaexchangewithfresh
frozen plasmaoftheplasmavolumeofthebody(40mg/kg窑b.w.),incombinationwithredbloodcelltransfusion.Theclinical
symptoms resolved immediately and the parameters of laboratoryexaminationimprovedpromptlyafterthe treatment, and
follow-up of the 2 patients revealed no recurrent TTPepisodes. This result indicates that plasma exchange isobviously
superiortotraditionaltreatmentmodalitiesandhassignificantlychangedthecourseofTTP.
Keywords: plasmaexchange;thromboticthrombocytopenicpurpura

血栓性血小板减少性紫癜 渊hromboticthrombocytopenic
purpura ,TTP冤是一种少见尧起病急及病死率极高的疾病遥本研
究应用血浆置换渊plasmaexchange, PE冤治疗 2例经肾上腺皮
质激素及抗血小板聚集药物治疗无效的 TTP患者均获成功遥

1 病例资料

例 1女袁31岁袁因头晕袁乏力袁皮肤瘀斑 5 d于 2000年 8
月 22日入我院遥患者曾于 1995年患胆结石尧胆囊炎袁4月前顺
产健康 4.5kg男婴遥查体院意识清楚袁烦躁不安袁中度贫血貌袁
全身皮肤散在瘀斑袁巩膜轻度黄染袁神经系统及全身其他查体
未见异常遥血象WBC11.1伊109/L袁Hb73g/L袁BPC16伊109/L袁
Ret 3%袁偶见有核红细胞袁异形红细胞 0.05渊棘形尧盔形尧泪滴
状冤遥尿蛋白渊++冤袁尿液镜检 2~3个 /HP袁血清总胆红素 44.0
滋mol/L渊正常值 1.7~17.1 滋mol/L冤袁直接胆红素8.3mol/L渊正常
值 0~6滋mol/L冤间接胆红素 35.7 滋mol/L 渊正常值 5.1~13.7
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滋mol/L冤袁L-乳酸脱氢酶 渊LDH-L冤1087U/L 渊正常值 109~245
U/L冤袁Coombs试验阴性袁游离血红蛋白 1134mg/L (正常值 <
40mg/L)袁凝血指标无异常遥骨髓增生明显活跃袁粒系 0.28袁红
系 0.61袁粒院红 =0.47颐1遥诊断血小板减少性紫癜原因待查院
Evans综合征渊原发性血小板减少性紫癜合并自身免疫性溶血
性贫血冤钥入院后应用氢化考的松 200mg/d遥烦躁不安进行性
加重袁继而神志丧失袁但未出现病理体征遥入院第 3 天测脑压
为 220mmH2O 渊正常值 70~180mmH2O冤袁脑脊液蛋白0.22
g/L渊0.15~0.45g/L冤袁糖 3.29mmol/L渊2.8~4.5mmol/L冤袁氯化物
120mmol/L渊120~130mmol/L冤遥脑电图示异常遥确诊为急性原
发性 TTP遥加用甘露醇脱水尧抗血小板聚集药物潘生丁尧阿司
匹林等治疗袁疗效差遥入院后第 6天开始连续进行P E 3次袁每
次清除及补充 1个血浆量袁为 40ml/kg新鲜冰冻血浆袁并补充
红细胞悬液 800ml遥PE后临床症状消失袁除脑电图仍有轻度异
常外袁其余实验室检查均恢复正常袁住院 1 6 d出院袁出院后至
今良好遥
例 2女袁44岁袁因头晕袁头痛袁发热 2月余袁月经量多袁皮肤
瘀斑半月余袁意识不清 1周遥于 2000年 9月 22日由外院转入
我院遥在外院曾给予地塞米松尧脱水尧抗血小板聚集及抗感染
等治疗袁病情无好转遥既往身体健康遥查体院体温 38.3益袁重度
贫血貌袁昏迷状袁全身皮肤散在瘀斑袁双侧瞳孔等大尧等圆袁对
光反射存在袁颈软袁心肺正常袁肝脾未及袁四肢肌张力明显减
低袁肌力域级袁腱反射明显减低袁左巴彬氏基征渊+冤遥血象院WBC
22.1伊109/L袁Hb59g/L袁BPC8伊109/L袁Ret3%袁偶可见到有核红细
胞袁红细胞碎片占 0.045遥尿蛋白渊+冤袁尿液镜检1~3个 /高倍镜袁尿
素氮 12.0mmol/L渊正常值 3.6~7.1mmol/L冤袁肌肝86滋mol/L渊正常
值 44~133滋mol/L冤袁血清总胆红素 19.4滋mol/L袁直接胆红素
4.2滋mol/L袁间接胆红素 15.2滋mol/L袁LDH-L525 U/L袁Coombs
试验阴性袁游离血红蛋白 26.3 mg/L袁凝血指标无异常遥骨髓取
材部分血液稀释袁红系增生偏高遥脑压为 110 mmH2O袁脑脊液
蛋白 0.97g/L袁糖 4.4mmol/L袁氯化物 121 mmol/L袁脑电图示正
常袁MRI发现左额叶异常信号袁性质考虑为脑组织退行性改
变遥诊断急性原发性TTP遥入院后第 3天开始连续进行血浆置
换 6次袁每次清除及补充 1个血浆量袁为 40 ml/kg新鲜冰冻血
浆袁并补充红细胞 800ml遥PE完毕后每天输冷上清血浆 700
ml左右袁共 4900ml遥联合长春新碱 2mg袁每周 1次袁缓慢静脉
滴注遥入院第 7天意识清楚袁临床症状缓解袁第 1 5 d血小板恢
复正常遥住院 2 0 d出院袁各项实验室检查均正常遥

2 讨论
TTP袁又称Moschcowrtz综合征袁其临床特点为微血管病

性溶血性贫血尧血小板减少性紫癜尧神经精神异常尧肾脏损害
及发热遥本文 2例患者起病急袁病情重袁具有典型的TTP特征遥
第 1例患者在入院时误诊为Evans综合征袁随着神经系统症状
的出现和对破碎红细胞的认识袁才明确TTP的诊断遥故该病须
注意与 Evans综合征及其他血小板减少性紫癜鉴别遥TTP少
见袁近年来本病有上升趋势遥病因与发病机理尚不十分清楚遥
可能的诱因有感染袁最常见的是细菌或病毒感染曰其次是药
物袁如抗血小板药物渊肝素尧ticlopidine等冤曰其它诱因有肿瘤尧
器官移植尧脑病尧妊娠尧自身免疫性疾病等遥最近的研究表明院
全身性内皮细胞损伤是 TTP发病的中心环节咱1暂遥从 TTP患者

脾脏微血管内皮细胞上可观察到凋亡袁而从 TTP患者体内分
离的血浆也可引起其他微血管内皮细胞的凋亡咱2暂遥内皮损伤后
可释放比正常血浆中血管性血友病因子渊vWF冤大的 vWF多聚
体袁血浆中 vWF蛋白酶能降解 vWF袁而 TTP患者血浆中缺乏
这种特异性蛋白酶袁由此可引起更大的 vWF多聚体形成袁这导
致了血小板的聚集和小血管上血栓形成咱3,4暂遥

TTP的传统治疗方法包括抗凝及抗血小板药物袁脾切除
合并肾上腺皮质激素袁输注血浆等袁但疗效差袁病死率高达
54.0%~93.7%咱5暂遥应用PE近二十年来袁TTP的治疗得到明显的
改善袁有效率由原来的 10%提高到 80%以上遥PE作用机制是
补充 vWF蛋白酶袁恢复血液循环内 vWF正常的降解遥当患者
接受 PE治疗后袁血浆中的 vWF蛋白酶可恢复到正常水平遥但
TTP复发时袁血浆中检测不到 vWF蛋白酶遥PE所用的置换液
有新鲜冰冻血浆和冷上清血浆两种袁冷上清血浆是去除了包
含 vWF多聚体尧纤维蛋白原和纤维连结蛋白等冷沉淀后的血
浆上清部分袁从理论上看袁冷上清血浆由于去除了 vWF多聚
体袁似乎优于新鲜冰冻血浆袁但随机试验显示两者在疗效上无
差别咱6暂遥例 2曾使用冷上清血浆输注袁但不能看出其优于新鲜
冰冻血浆遥

PE开始后袁神经系统症状往往最快缓解袁血小板恢复常
常需要几天袁溶血的指标如血清乳酸脱氢酶水平也能很快恢
复袁但贫血有可能加重袁需要输注红细胞遥其中血小板计数恢
复正常意味着TTP缓解遥有相当一部分患者会复发袁对血象和
乳酸脱氢酶的监测有助于尽早发现复发遥TTP患者尽量不要
输血小板袁因为已有报道输血小板可加重血栓形成咱7暂遥例 1由
于发现早袁治疗及时袁仅进行 3 次 PE便使病情缓解曰而例 2发
病后诊断及治疗实施较晚袁故 6次 PE后袁临床症状虽然缓解袁
但血小板计数恢复时间较长遥因此早期诊断和治疗至关重要遥
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肾移植引起的急性排斥反应的治疗

于立新袁贾英斌袁张 勇渊第一军医大学南方医院肾移植科袁广东广州 510515冤

摘要院目的 评价肾移植引起的急性排斥反应的治疗措施及影响愈后的相关因素遥方法 回顾性研究 326例首次移植中
86例发生急性排斥反应渊AR冤的治疗措施尧结果及愈后的相关因素遥结果 86例 AR经治疗后 5例失败袁81例成功袁其中
68例采用甲基强地松龙渊MP冤冲击治愈者为 48例袁11例一线用抗胸腺淋巴细胞球蛋白渊ATG冤治愈 10例袁7 例一线用
OKT3治愈 6例曰20例MP冲击无效者全部续用ATG或 OKT3治疗袁14例逆转成功曰对上述治疗无效的 8例中 6例应
用环孢素渊CSA冤的患者改换为普乐可复渊FK506冤后治愈 3例曰共 5例因 AR不能控制袁并发感染尧移植肾破裂或血管栓
塞而切除移植肾遥结论 MP冲击为治疗 AR的常用有效手段袁冲击后第 2尧3天血肌酐渊SCr冤上升 >10%者多疗效较差遥
发生AR时 SCr较高者治愈率低遥ATG 和 OKT3作为一线或二线治疗措施均有良好效果遥对于难治性 AR袁ATG 和
OKT3亦无效者袁改换基础免疫抑制治疗袁即 CSA转化为FK506袁有一定的治疗效果遥
关键词院肾移植曰急性排斥反应曰普乐可复曰甲基强地松龙曰免疫抑制剂
中图分类号院R692 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0752-03

Management of acute rejection of kidney allograft
YULi-xin,JIAYing-bin,ZHANGYong
Department ofKidneyTransplantation, Nanfang Hospital, FirstMilitaryMedicalUniversity, Guangzhou510515,
China

Abstract: Objective Toevaluatethemanagementofacuterejection (AR) after kidneytransplantationandinvestigatethe
factorsinfluencingthe clinicaloutcomeofthe patients. Methods A retrospectivestudywas conducted in 86 cases of AR
developedafterprimarykidneytransplantationinthelightoftherapeuticmeasures, clinicaloutcomeandprognosis. Results
Amongthesepatients,81survivedARaftertreatment.Inpatientswithpulsetreatmentwithmethylprednisolone(MP),48out
of 68managedtosurvive thecrises, whileinthosewhoreceivedATGasthefirstlinedrugtherapy10outof11patients
survivedandinothercases, 6out of7didduetofirst-lineOKT3administration. Allthe20patientswhodidnotrespondto
MPreceivedATGorOKT3instead,with14recovered.Ofthe8patientswhofailedtobecuredbythemanagementabove,6
with previous CSA treatment took FK506 and 3 were consequently cured. Five patients lost the allografts because of
uncontrollableinfection, allograftruptureorthrombosis. ConclusionsMPtherapyisstillthemostcommonlyusedprimary
treatmentforacute rejection episodes. Increase of SCr by morethan10%on days2 and 3 of MP therapyindicates poor
prognosis. ATG orOKT3canbeeffectiveagainstacuterejection not only as first-line but alsoassecond-line drug. In
conditionofsteroid-resistantrejectionwhenATGandOKT3failtomanage,achangetobaselineimmunosuppressionmaybe
consideredasthereplacementofCSAwithFK506.
Key words: kidneyallograft;acuterejection;antithymocyteglobulin;SCr;OKT3
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尽管随着新型免疫抑制剂的临床应用袁急性排斥
反应渊AR冤发生率有所降低袁但仍是各类排斥反应中
最常见的一种袁发生率占肾移植受者的 30％~80％遥
AR如处理得当袁90％可逆转遥本文对我院 1999~2000
年 326例首次移植中的 86例发生AR患者的治疗及
愈后进行回顾性分析遥

1 资料与方法
1.1 一般资料
选取 1999年 6月至 2000年 12月 326例首次肾
移植受者中 86例明确诊断为 AR 者为研究对象袁年

龄为渊36.7依18.3冤岁袁男 61例袁女 25例遥发生AR时血
肌酐渊SCr冤的均值为渊245.2依94.5冤滋mol/L袁其中有 18
例 SCr>340滋mol/L遥
1.2 AR的诊断标准
渊1冤临床表现为突然发热袁尿量减少袁移植肾质

硬尧肿大尧压痛袁乏力袁腹胀曰渊2冤SCr 升高曰渊3冤免疫指
标院CD4+/CD8+升高袁IL-2受体渊IL-2R冤升高曰渊4冤多普
勒超声院移植肾肿大袁血流速度减缓袁阻力指数升高曰
渊5冤临床症状消失袁Scr及免疫指标下降袁多普勒超声
显示血流恢复袁阻力指数降低等为AR逆转的标准遥
1.3 治疗方法

68例给以 MP冲击治疗袁方法为0 .5g静脉滴注,
每日 1次袁连续 3 d袁如疗效差袁改换为抗胸腺淋巴细
胞球蛋白渊antithymocyte globulin袁ATG冤或 OKT3治
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表 1 86例移植肾 AR的治疗结果
Tab.1 Results of the treatment of 86 cases of acute rejection

after renal transplantation
Treatments n Treatmentsuccess Treatmentfailure
MP 7 48 20
OKT3first-line 6 6 1
OKT3second-line 6 4 2
ATGfirst-line 11 10 1
ATGsecond-line 14 9 4
CSAreplaced

bytacrolimus 6 2 4

疗袁方法为 ATG 100mg 静脉滴注 , 每日 1 次,或
OKT35mg静脉滴注袁每日 1次遥对上述治疗无效的
难治性AR袁将 CSA 停用 2 4 h后转化为 FK506袁调整
浓度在 8~10ng/dl遥
1.4 统计学方法
采用SPSS10.0统计软件袁用计数资料的字2检验遥

2 结果
86例 AR 病人中袁38例在术后 SCr 未降至正常

时发生 AR袁其中 9例在术后 SCr持续不降曰48例术
后 SCr降至正常后发生AR遥
在一线应用MP冲击治疗的 68例发生 AR病人
中袁48例成功逆转曰20例不能逆转者中 14例进一步
用 ATG治疗袁其中 10例成功逆转袁4例疗效差曰6例
进一步用 OKT3治疗袁其中 4例成功逆转袁2例失败遥
在一线应用 ATG治疗的 11例中袁仅 1例失败遥一线
应用 OKT3治疗的 7例病人中仅 1例失败遥见表 1遥

以诊断AR时的 SCr为基础值袁在应用MP治疗
成功的 48 例病人中袁41例在冲击治疗的第 2尧3天
SCr 升高 <基础值伊10%, 仅 7例冲击治疗的第 2尧3
天 SCr升高 >基础值伊10%曰一线应用MP治疗不能
逆转的 20例病人袁18例在治疗的第 2尧3天 SCr 升高
>基础值伊10%袁仅 2例 <基础值伊10%遥
在 8例难治性AR病人中袁应用 CSA作为基础
免疫抑制治疗者 6例袁全部转换为 FK506治疗袁根据
血谷值浓度调整用量袁其中 2例 AR得到控制遥共 6
例因 AR不能控制而切除移植肾袁其中 2例肺部严重
感染袁1例尿路感染袁2例移植肾破裂袁1例血管栓塞遥
一线和二线共有 38 例应用 ATG 或 OKT3治

疗袁逆转成功 30例袁失败 8例遥检测该 38例受者治疗
后第 4尧5天 Scr水平袁30例成功者中有 26例 Scr已
有降低袁而 8例失败者中 7例 Scr无明显改变或继续
升高袁仅 1例 Scr有所降低袁但因继发肺部严重感染
Scr再次上升遥

3 讨论
MP冲击治疗仍然是针对AR的常用有效措施袁

Gaber等咱1暂报告袁AR 发生时其使用率为 88％袁AR逆
转率为70％袁本组病例分别为 79.1％袁71％遥MP的应用
方法为多为 0 .5VD1／d伊3 d袁我院在诊断AR后的第
1天给以 0 . 5 g袁第 2尧3天分别给以 0 .25g袁也有同样
良好的效果袁而且由于用量减少袁可能的副反应也相
应减少遥在治疗过程中发现袁应用 MP治疗期间袁病人
SCr 会有所升高遥我们认为袁冲击治疗的第 2尧3天
SCr上升幅度小于基础值的 10%,则说明 AR得到控
制曰如大于 10％袁AR多不能逆转袁统计结果表明两者
差别具有显著性意义 渊字2=17.53袁P<0.001冤遥同样
Gaber等咱1暂的研究也证实了类似的结果遥

ATG和 OKT3可以作为一线抗 AR 治疗用药袁
且有显著疗效袁Kamath等 咱2暂报告其有效率为 67%
~98%遥本组 18例一线给以ATG或OKT3袁仅有 2例
不能逆转袁有效率为 88.8%袁发生 AR时 Scr分别为
323.2滋mol/L和 385.6滋mol/L袁说明发生 AR 时 Scr
较高则疗效较差遥本研究结果还证实袁在应用 ATG
或OKT35 d时 Scr袁降低者 AR多能逆转袁而应用 5 d
后 Scr维持不变或反而升高者袁AR多不能逆转袁两者
具有统计学意义渊字2=9.51袁P=0.0020冤袁与 Gaber等咱1暂

的研究结论相同遥ATG和OKT3对于MP冲击无效
的 AR亦有良好效果袁本组 20例应用MP无效袁进一
步应用ATG或 OKT3治疗袁有 14例成功逆转遥由于
ATG和 OKT3价格昂贵袁且副作用多袁我们主张其作
为二线治疗药物袁应用于严重的AR尧复发的 AR或激
素抵抗性AR遥
评价 AR 治疗结果应该用 Scr 的变化值而不是
其绝对值袁因为后者易受 AR的严重程度以及 AR发
生后诊断时间的影响袁Guttmann等咱3暂也具有相同观点遥
难治性排斥反应通常是指给以 MP1.0g冲击治
疗后的第 3天袁Scr 仍有较大幅度升高袁且如不采用
其他抗排斥治疗仍持续升高者咱3暂遥给以抗 T淋巴细胞
制剂有一定的逆转率袁但仍有部分患者不能恢复遥我
们对这些病人采用改换基础免疫抑制的治疗措施袁将
经上述治疗失败的 6例应用CSA作为基础免疫抑制
的病人改换为 FK506遥根据血谷值浓度调整用量袁其
中 2例成功逆转袁不能逆转的 4例病人在发生 AR时
Scr值均大于 256滋mol/l袁说明这种治疗措施有一定
的效果袁尤其是在发作 AR时基础 Scr 值较低者袁如
基础 Scr值较高袁则疗效不明显遥有项研究表明袁78%
的患者将 CSA 改换为 FK506时袁AR 得到控制袁而
11％维持稳定袁11％进一步恶化袁恶化的危险因素是发
作AR时的 Scr水平袁<3 g/L者 3％恶化袁而 >5g/L者
23％恶化咱4暂遥
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总之袁AR是肾移植术后常见的排斥反应袁如诊
断尧治疗不当可严重影响移植肾功能遥本文总结治疗
AR的逆转成功率达 94％袁是因为我们及时诊断和治
疗遥如发现疗效较差袁应及时更换治疗措施曰并且应避
免过大免疫抑制剂量而引起感染等并发症遥
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全心外右心旁路手术 1例报告
Right heart bypass by extracardiac approach: report of one case
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1 临床资料
患者女袁16岁袁因活动后心慌尧气短 16年袁于 2001年 3月

18日入院遥入院查体院血压 15/11kPa袁脉搏 88次 /min袁意识清
晰袁口唇明显紫绀曰心尖搏动位于右侧第五肋间锁骨中线内
2 cm处袁未触及细震颤袁心界叩诊不大袁心率 88次 /min袁律齐袁
心尖区及胸骨左尧右缘第二肋间可闻及芋/6级收缩期杂音曰指
趾端明显紫绀袁呈杵状指趾袁双下肢无水肿遥住院期间行血气
检查示动脉血氧饱和度 76.8%袁右心导管选择性心室造影尧心
脏超声检查尧腹部超声检查尧胸部 X线检查袁提示渊1冤先天性心
脏病袁右位心尧单心房尧单心室尧肺动脉瓣狭窄尧永存在上腔静
脉尧完全性大动脉转位曰渊2冤内脏转位遥
于 2001年 4月 2日在全麻体外循环尧心脏不停跳下行全
心外右心旁路术袁现称全心外腔静脉肺动脉连接术遥于上尧下
腔静脉处插入静脉引流管袁升主动脉处插供血管遥开始常温下
体外循环袁分别阻断上尧下腔静脉袁不阻断升主动脉尧心脏不停
跳遥于右侧上腔静脉近心房处切断袁用 4-0prolene 线连接缝闭
近心端袁用 5-0prolene线将远心端与右肺动脉行端侧吻合遥切
断肺动脉根部袁用 4-0 prolene线连续缝闭近心端袁用自体心包
修补远心端并关闭曰切断下腔静脉袁用 4-0prolene线连接缝闭
近心端袁用 3-0Gore-Tex线将远心端与 2.0cmGore-Tex人工
血管行端端吻合袁Gore-Tex 血管另一端与左肺动脉行端侧吻
合遥切断左上腔静脉袁用 4-0 prolene线连续缝闭近心端袁用 5-0
prolene线将远心端与左肺动脉行端侧吻合遥待手术完毕袁分别
开放上尧下腔静脉袁检查吻合口无出血遥待循环稳定袁逐渐停机
拔管遥辅助循环 193min袁上腔静脉阻断 60min袁下腔静脉阻断
129min遥术后病人恢复良好袁无并发症发生袁随访 11个月袁患
者生活质量明显提高遥动脉血氧饱和度为 96%袁超声心动图显
示人工血管通畅袁心功能正常遥

2 讨论
全腔静脉肺动脉连接术由于在心房内建立了侧隧道袁使
单心室等多种复杂先心病的手术疗效有了很大的改善遥但仍
存在主动脉阻断时间过长导致心肌缺血袁且由于心房内管道
或隧道的原因袁术后可致肺静脉回流及房室瓣受阻袁尤其是在
小心房者曰加之心内过多的缝合及人工材料等异物更易引起
血栓尧栓塞尧心律失常遥针对以上问题袁Marcellett咱1暂尧Laschinger
等咱2暂袁先后报告了全心外腔静脉肺动脉连续术袁进一步提高了
手术的疗效遥
全心外腔静脉肺动脉连接术的优点咱3暂院渊1冤避免或缩短了
阻断主动脉时间遥全心外腔静脉肺动脉连接术袁除了需要扩大
房缺或室缺袁或有其他畸形需矫正必须阻断主动脉外袁大部分
病人可不阻断升主动脉袁在心脏跳动下进行手术袁避免因心脏
停跳导致的心肌缺血以及心肌再灌注损伤袁这对高危病人来
说十分重要遥本例病人即在心脏跳动下进行手术袁术后恢复良
好遥渊2冤大部分病人不需行心内操作袁从而避免了因损伤的心
内组织引起的各种心律失常遥渊3冤心内无隧道及管道等异物袁
因此减少了心房内血栓产生和体循环的栓塞遥同时也避免了
对肺静脉尧房室瓣尧冠状静脉窦的梗塞遥渊4冤对于右心房容积小
或合并肺静脉异位引流畸形者袁该手术方法更为适用遥
全心外腔静脉肺动脉连接术潜在危险之一是由于管道内

膜形成而致管道狭窄袁故术后应适当抗凝袁本例随访 11 个月袁
未见血栓形成曰同时袁随病人生长发育袁管道不相匹配袁存在再
次手术的可能遥
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心脏移植术后非排异期超声心动图表现特点渊附 1例报告冤

张 振 1袁王武军 1袁邹小明 1袁谢志斌 2渊第一军医大学南方医院 1胸心外科袁2心内科袁广州广东 510515冤

摘要院目的 动态观察原位心脏移植术后 1年内不同时间段移植心脏超声心动图表现袁研究心脏移植术后非排异期超声
心动图表现特点遥方法 应用 Acuson彩色多谱勒超声心动图诊断仪观察房室腔大小尧室壁及室间隔厚度尧二尖瓣及三尖
瓣血流频谱尧左室肌质量及肌质量指数袁计算不同时间段数值平均值并同术前供体作对照遥结果 患者在术后 1年长期
存活袁无急性排斥反应发生遥超声心动图监测表现为院左室尧右室及右房内径显著下降袁而左房内径则显著上升曰室间隔尧
左室后壁及右室前壁厚度显著增加曰左室肌质量及肌质量指数显著增加曰二尖瓣 E尧A峰及三尖瓣E 峰均显著下降袁三
尖瓣 A峰变化不明显遥术后 4个月出现二尖瓣反流袁术后持续存在三尖瓣反流遥结论 心脏移植术后非排异期的形态尧
结构及功能具有特殊性袁某些特点类似早期急性排斥反应袁最终确诊尚需心内膜心肌活检遥
关键词院心脏移植曰超声心动描记术曰移植物排斥
中图分类号院R540.45;R654.2 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0755-03

Echocardiographical features during the rejection free period after heart transplantation:
report of one case
ZHANGZhen1,WANGWu-jun1,ZOUXiao-ming 1,XIEZhi-bin 2

Departments of Cardiothoracic Surgery1 and Cardiology2, Nanfang Hospital, First Military Medical University,
Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Tostudytheechocardiographicfeaturesduringtheperiodfreeofacuteallograftrejectionafterheart
transplantation by monitoringonepatient within one year after heart transplantation. Methods Thedimensionofatrialand
ventricular, interventricularseptalandventricularwallthickness, bloodflowpatternthroughthemitralandtricuspidvalves,
leftventricularmuscleweight(LVMW)andLVMWindexduringdifferentperiodsweremeasuredbyechocardiography,and
allthesedatawerecomparedwiththoseofthedonorbeforeoperation.Results Thepatientrecoveredwellwithoutanysignsof
acuterejection.Echocardiographyrevealedthatthedimensionofrightatrial,leftandrightventricularsdecreasedsignificantly
whileleftatrialshowedsignificantincrease,withobviousincreaseintheinterventricularseptalandventricularwallthickness.
LVMWandLVMWindexwerealsosignificantlyincreased. ThepeaksE-andA.wavevelocifiesofthemitralandtricuspidE
peakflowvelocitydecreasedsignificantly, while theApeakflowvelocityofthetricuspiddidnotundergoanysignificant
changes. Mitral back flow occurred 4 months after the operation and tricuspid back flow persisted after operation.
ConclusionsThechangesofmorphology,structureandfunctionofthetransplantedheartduringperiodswithoutrejectionare
tosomeextentspecifictothisspecialphase,whensomeofthesechangesaresimilartothoseduringearlyacuterejection,and
correctdiagnosisreliesonendo-myocardialbiopsy.
Key words: hearttransplantation;echocardiography;graftrejection

心脏移植术后由于手术影响及供心对受体循环

系统的不适应袁导致心脏在形态尧结构及功能方面均
发生一定的变化遥超声心动图在心脏移植术后的监测
中得到了越来越广泛的应用袁其优点是无创性及避免
产生感染尧室壁穿孔尧心律失常等并发症遥我院于
2000年 4月完成 1例原位心脏移植袁存活现已超过 1
年袁术后无排斥反应发生遥现就应用超声心动图对该
患者进行监测情况报告如下遥

1 病人与方法
1.1 临床资料

患者女袁43岁袁诊断为扩张性心肌病袁于 2000年
4月 5日于我院接受同种异体原位心脏移植手术咱1暂遥
术后采用普乐可复尧骁悉及强的松三联免疫抑制治
疗袁效果良好遥患者已存活 13个月袁无临床急性排斥
反应征象袁术后 3个月末行心内膜活检未见急性排斥
反应遥随访过程中无肝尧肾功能损害及高血压发生遥
1.2 仪器和方法
应用 Acuson多普勒超声心动图仪渊美国Acuson
公司冤袁探头频率 3.5MHz遥采用M型超声心动图观
察左室后壁尧室间隔及右室前壁厚度曰二维超声测量
各房室腔内径曰脉冲多普勒测量二尧三尖瓣血流频谱
渊E峰峰值流速和A峰峰值流速冤遥仪器内软件系统
自动计算以下指标院左室舒张末容积尧左室收缩末容
积尧左室短轴缩短率尧射血分数尧左室肌质量
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表 2 心脏移植术后室壁厚度变化情况渊mm, x依s冤
Tab.2 Changes of ventricular wall and intra ventricular septa thickness after

heart transplantation (mm,Mean依SD)

*P<0.05vs control

Time Intraventricularsepta PosteriorwallofLV PosteriorwallofRV
Pre-operation渊control冤 10 9 4.5
Post-operation

4days 13.00依1.15* 9.75依0.96 6.45依0.21*
8days 14.00依0.00* 12.50依1.29* 7.18依0.57*
2weeks 14.00依0.00* 14.00依0.00* 8.57依0.49*
4weeks 13.50依1.00* 14.25依0.00* 9.00依0.00*
2months 13.80依0.84* 13.60依0.55* 9.00依0.00*
4months 12.50依0.84* 12.50依0.84* 7.60依0.58*
8months 10.50依0.58 12.75依4.19* 7.25依0.46*
12months 8.75依1.26 9.00依0.00 6.50依0.21*

表 1 心脏移植术后各房尧室腔变化情况渊mm, x依s冤
Tab.1 Changes in thedimension of theatria andventricles after heart transplantation (mm,Mean依SD)

*P<0.05vs control

Time Leftventricule Leftatrium Rightventriculd Rightatrium
Pre-operation渊control冤 43 31 34 34
Post-operation

4days 38.00依7.07 30.50依0.71 27.50依9.19* 1.50依3.54
8days 37.00依1.15* 35.25依2.06 32.00依0.00 29.25依0.50*
2weeks 37.00依1.00* 36.33依5.51 24.67依2.08* 28.00依0.00*
4weeks 38.50依3.42 38.25依2.06* 28.00依3.74* 27.50依1.29*
2months 37.00依2.00* 35.60依3.13 26.00依2.24* 30.40依1.52*
4months 41.33依2.66 37.50依2.26* 27.17依2.56* 28.00依2.28*
8months 41.75依0.96 36.50依1.00* 27.00依0.82* 28.75依0.50*
12months 37.50依1.29* 33.50依5.51 26.00依4.08* 28.50依1.91*

渊LVMW冤及左室肌质量指数 渊LVMWI冤等指标遥
LVMW根据Devereux 咱2暂的公式计算袁即 LVMW=
也渊Dd+IVS+LVPW冤3-Dd3页1.04-14袁其中 Dd为左室舒
张末期内径袁IVS为室间隔厚度袁LVPW 为左室后壁
厚度袁1.04为心肌质量指数遥术后前 2 d因胸腔内气
体干扰袁未得到准确数据袁故舍去遥
术后 1周内每天检查 1次袁1周至 1个月内每两
天检查 1次袁1个月后每周检查 1次袁4个月后每月检
查 1次袁此后根据病情发展情况随时检查遥
1.3 统计学处理
根据时间不同将各项指标分为术后 4 d尧8 d尧2

周尧4周尧2个月尧4 个月尧8个月及 12个月等 8组数
据遥与供体术前超声情况作对照袁应用 SPSS9.0统计
软件包进行单样本 t检验遥
2 结果
本例患者无排斥存活 13个月遥在术后进行超声
心动图监测中发现院患者术后左房腔显著增加而右房
腔尧右室腔及左室腔均显著下降渊表 1冤曰室间隔尧左室
后壁及右室前壁厚度显著增加袁分别于术后第 2尧4周
达到峰值袁1年后除右室前壁均恢复到术前水平 渊表

2冤曰LVMW和 LVMWI在术后亦显著增加袁在术后第
4周达到高峰袁1年后无显著性差异 渊表 3冤曰二尖瓣
E尧A峰及三尖瓣 E峰均显著下降袁而三尖瓣 A峰变
化不明显袁术后第 4个月出现二尖瓣反流且逐渐上
升袁三尖瓣反流持续存在袁三尖瓣反流表现为先下降
后上升趋势渊表 4冤遥

3 讨论
3.1心脏移植术后各房尧室腔内径变化及意义
心脏移植术后由于供心对受体循环系统的重新

适应往往导致房尧室内径在术后暂时增大遥文献报道
术前存在肺动脉高压的患者袁恢复自身循环后不久即
出现右心室扩张并持续较长时间袁这种扩张主要与术
前存在的肺动脉高压有关遥当发生急性右心室功能衰
竭时袁会出现右心室的进一步显著扩大咱3暂遥本例患者
术后超声监测发现院左室尧右室及右房内径在术后显
著下降而左房内径则显著上升袁但各组值间波动性较
小且无显著性差异袁可能同患者肺动脉压力不高及无
排斥反应有关遥房尧室内径的变化可能与供心植入后
位置的不同导致测量平面不同有关遥
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表 3 心脏移植术后左室肌质量及肌质量指数变化情况渊x依s冤
Tab.3 Changes of LVMWandLVMW index after heart transplantion (Mean依SD)

LVMW:Leftventricularmuscleweight;*P<0.05vs control

Time LVMW(g) LVMWI(g/m2)
Pre-operation渊control冤 128 94
Post-operation

4days 127.75依25.66 94.00依18.67
8days 159.00依13.04* 116.50依9.57*
2weeks 182.33依10.69* 134.00依8.19*
4weeks 192.50依26.71* 141.25依19.79*
2months 175.40依11.41* 128.60依8.17*
4months 158.83依21.99* 10.67依27.51
8months 142.00依14.28* 104.25依10.44
12months 101.50依16.52 74.50依12.01

表 4 心脏移植术后二尧三尖瓣血流频谱变化情况渊cm/s, x依s冤
Tab.4 Changes of mitral and tricuspid flow pattern after heart transplantation渊cm/s,Mean依SD冤

M:Mitral;T:Tricuspid;MR:Mitralregurgitation;TR:Trieuspidregurgitation;*P<0.05vs control

Time MpeakE MpeakA TpeakE TpeakA MR TR
Pre-operation渊control冤 111 70 77 43 0 0
Post-operation 0

4days 98.00依8.49* 70.50依12.02 55.50依2.12* 44.00依5.66 0 335.00依14.14
8days 78.00依6.68* 60.50依21.86 55.25依4.27* 55.75依20.71 0 260.00依28.19
2weeks 71.33依5.51* 42.00依5.19* 59.00依13.23 43.00依1.75 0 233.67依34.53
4weeks 63.00依23.28* 45.75依5.56* 50.50依5.97* 58.00依19.91 0 244.50依11.09
2months 76.00依9.94* 48.16依11.65* 53.67依4.13* 54.17依14.25 0 198.33依8.87
4months 63.00依23.28* 78.40依19.00 49.80依4.66* 38.60依13.52 351.80依87.93 233.80依74.28
8months 88.00依8.29* 56.33依15.50 55.75依6.75* 43.50依8.43 360.75依94.42 248.50依8.50
12months 83.75依11.24* 54.00依2.83 51.25依8.85* 35.00依0.00* 411.67依35.22 267.33依15.01

3.2 心脏移植术后室间隔和室壁厚度变化及意义
长期的心功能不全及肺循环淤血使大多数接受

心脏移植患者在术前存在不同程度的肺动脉高压遥由
表 2可以看出院左心室后壁尧室间隔厚度及右心室室
前壁在术后第 4天均显著增加袁以右心室室前壁增加
最为显著袁分别于术后第 2周尧4周和 2个月时达到
峰值袁前二者于术后第 8个月和 12个月时恢复至术
前水平袁而后者则仍显著高于术前水平遥由此可以看
出袁心脏移植术后主要表现为右心室系统的后负荷增
加以及对其适应的过程遥早期的室壁增厚为急性排斥
反应及同手术持续时间和心肌缺血时间有关的心肌

水肿袁而术后远期的室壁肥厚与高血压有关遥本例患
者在术后未发生排斥反应袁室壁增厚可能与术前存在
不同程度的肺动脉高压及供体心脏对受体循环系统

的不适应而导致的代偿性肥厚有关遥本例患者术后无
高血压发生袁故室壁厚度逐渐下降袁与心肌重构有关遥
3.3 LVMW及 LVMWI的增加及意义
心脏移植术后会发生室壁增厚袁根据Devereux
公式计算出的 LVMW同样显著增加遥由表 3可以看
出院LVMW及 LVMWI在术后第 4~8天开始显著增
加袁在术后 4 周达到高峰袁较对照组增加近 50%袁术

后 12个月时同术前比较无显著性差异遥有文献报道
当排斥反应发生时袁LVMW则进一步增加咱4暂袁室壁厚
度及 LVMW的变化与排斥反应的类型有关咱5暂遥早期
排斥反应时主要是神经体液免疫反应袁心肌水肿明
显袁室壁可增厚袁心肌质量可增加曰晚期时主要是细胞
免疫反应袁心肌质量无明显变化遥本例患者术后
LVMW及 LVMWI显著增加袁同室壁增厚在时间上
一致袁同术后无排斥反应相符遥
3.4 心脏移植术后血流频谱变化及意义
心脏移植术后室壁的增厚首先导致心脏舒张功

能减退袁超声心动图表现为跨瓣血流速度的E峰下
降及 E/A比值的下降遥有文献报道发生急性排斥反
应时 E峰升高袁E/A比值增高袁同右心房压力升高及
二尖瓣开放时间提前有关咱6暂遥本例患者术后二尧三尖
瓣 E峰血流速度下降与室壁增厚具有时间上的相关
性袁可能与术后受体循环后负荷增加与室壁增厚导致
的舒张性顺应性下降有关袁同术后未发生急性排斥反
应相符遥由于吻合手术重建了形态异常的心房及双窦
房结冲动发放使供 -受体心房收缩不同步袁术后常发
生瓣膜反流袁其发生率三尖瓣为 22.6%~52.6%袁二尖

渊下转 759页冤
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地塞米松对硬膜外腔应用吗啡所致恶心呕吐的影响

吴又武袁徐建设袁陈仲清袁古妙宁袁王玉珍渊第一军医大学南方医院麻醉科袁广东 广州 510515冤

摘要院目的 观察地塞米松对术后硬膜外腔应用吗啡镇痛引起的恶心呕吐的拮抗作用遥方法 将 84例ASA 分级玉~域级
需硬膜外腔阻滞麻醉下行下腹部手术的病人随机分为地塞米松组(玉组袁n=42)和生理盐水组渊域组袁n=42冤袁术毕 2组病
人均经硬膜外腔注射吗啡 2mg 镇痛遥经硬膜外腔注射吗啡前袁玉组静脉注射地塞米松 10mg袁域组静脉注射生理盐水
2ml遥观察术后 2 4 h两组病人恶心呕吐的发生情况遥结果 玉组病人恶心和呕吐的发生率分别为 12%和 7%袁S组病人恶
心和呕吐的发生率分别为 31%和 21%袁2组病人恶心和呕吐的发生率均有显著差异渊P<0.05)遥结论 静脉注射地塞米松
10mg 可显著降低术后硬膜外腔吗啡镇痛引起的恶心呕吐的发生率遥
关键词院地塞米松曰镇痛袁硬膜外曰吗啡曰恶心曰呕吐
中图分类号院R614 文献标识码院A 文章编号院1000-2588渊2002冤08-0758-02

Effects of dexamethasone on epidural morphine-related nausea and vomiting
WUYou-wu,XUJian-she,CHENZhong-qing,GUMiao-ning,WANGYu-zheng
Department ofAnesthesiology,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Objective Toobservetheeffectofintravenousdexamethasoneinjectionsinpreventingnauseaandvomitingresult-
edfromepiduralmorphineforpost-operationpainrelief. Methods Eighty-fouradultpatients (ASAclass玉to域) requiring
epiduralanesthesiaforlowabdominalsurgicalprocedureswererandomlydividedinto2groups,ofwhichGroup1(n=42)re-
ceived intravenousdexamethasoneinjectionsat10mgandGroup 2 (n=42)intravenousinjectionof2mlnormalsalinebefore
administrationof2mgepiduralmorphineforpost-operationpainrelief. Theincidenceofnauseaandvomitingwererecorded
within24haftersurgery. Results Theincidenceofnauseaandvomitingwere12%and7%inGroup1,while31%and21%
inGroup2respectively, showingsignificantdifferencebetweenthe2groups (P<0.05). Thetotalincidenceofnauseaand
vomitingwerealsosignificantlydifferent(19% vs 52%, P<0.01). Conclusion Intravenousdexamethasoneinjectionsat10mg
cansignificantlydecreasetheincidenceofepiduralmorphing-relatednauseaandvomiting.
Key words: dexamethasone;analgesia,epidural;morphing;nausea;vomiting

由于硬膜外腔注入小剂量吗啡用于术后镇痛效

果确切可靠袁方法简便易行袁已成为目前最常用的术
后镇痛方法之一遥但其伴随的恶心呕吐症状的发生
率高达 30%~62%咱1暂袁如何在提高术后硬膜外腔吗啡
镇痛效果的同时减少其副作用已引起临床广泛关

注遥本研究旨在观察地塞米松对减轻术后硬膜外腔
吗啡镇痛引起的恶心呕吐的临床效果遥

1 对象和方法
1.1 研究对象
随机选择下腹部手术病人 84例袁其中男 39例袁
女 45例遥年龄 21~68岁 渊平均 38.4岁冤袁体质量
39~72kg渊平均 52.8kg冤袁ASA分级为玉~域级遥随机
分为地塞米松组渊玉组袁42例冤和生理盐水组渊域组袁42
例冤遥2组病人性别尧年龄尧手术时间均无显著差异袁所
有病人均无神经系统尧消化系统病史和药物滥用史遥

1.2 研究方法
研究对象于术前 30min 肌注安定 10mg尧阿托
品0.5mg遥所有病人均进行连续硬膜外腔阻滞麻醉袁经
T12~L1或 L1~L2间隙行硬膜外腔穿刺袁向上置管3cm遥
麻醉剂采用 2%利多卡因 5ml袁之后用 1.5%利多卡因
加 0.25%丁卡因维持麻醉袁麻醉平面控制在 T5~L5遥于
手术结束前约30min停止硬膜外腔麻醉袁玉组静脉注
射地塞米松 10mg袁域组静脉注射生理盐水 2ml, 5
min后 2组病人均经硬膜外腔注入吗啡 2mg遥观察
术后 2 4 h内病人有无恶心尧呕吐遥
1.3 统计学处理

2组数据均以百分率渊%冤表示袁组间比较采用卡
方检验进行统计学分析遥

2 结果
84例病人均在硬膜外腔阻滞麻醉下顺利完成手
术遥玉组 42例术后发生恶心 5例渊12%冤尧呕吐 3 例
渊7%冤袁恶心和呕吐总计 8例渊19%冤遥域组 42例术后发
生恶心13例渊31%冤尧呕吐9例渊21%冤袁恶心和呕吐总
计 22例渊52%冤袁2组间有显著性差异渊P<0.05袁表 1冤遥
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3 讨论
硬膜外腔注入吗啡镇痛常见的副作用就是恶心

呕吐袁发生率高达 30%~62%袁严重者增加切口疼痛甚
至引起腹部切口裂开尧腹疝尧电解质紊乱和脱水等并
发症遥硬膜外腔注入吗啡镇痛引起恶心呕吐的机制是
由于吗啡吸收入血袁或通过硬膜外腔扩散入脑脊液兴
奋呕吐中枢所致咱1暂遥本研究生理盐水组硬膜外腔注入
吗啡 2mg 恶心呕吐的发生率为 52%袁与文献报告结
果相似咱1暂遥
地塞米松的抗吐作用首先报道于 1981年袁主要
用于癌症化疗病人发生的恶心呕吐咱2暂遥以后相继有报
道地塞米松的抗吐作用等于或优于一般抗吐药袁如甲
氧氯普安尧氟哌啶尧枢复宁等咱3暂遥亦有报道地塞米松可
减少全麻下腹腔镜胆囊切除术后发生的恶心呕吐咱4暂遥
本研究玉组在硬膜外腔注射吗啡前静脉注射地塞米松
10mg袁术后恶心呕吐发生率显著低于域组遥说明地塞
米松确实具有显著的抗呕吐作用袁并提示地塞米松对
硬膜外吗啡镇痛引起的恶心呕吐有一定的预防作用遥

地塞米松用于对抗癌症化疗病人发生的恶心呕吐时袁
应用的剂量范围在 8~32mg袁但一般认为 8mg 即可
产生显著的抗吐作用咱2暂遥因此袁本研究选择静脉注射
地塞米松 10mg袁既可显著预防硬膜外腔吗啡镇痛引
起的恶心尧呕吐袁又可防止大剂量地塞米松产生的副
作用袁如增加感染机会尧延迟伤口愈合尧应激性溃疡和
肾上腺皮质萎缩等遥
氟哌啶尧枢复宁等是临床上常用的抗吐药物袁能
有效防止硬膜外腔吗啡镇痛引起的恶心和呕吐遥但应
用氟哌啶抗吐时常发生椎体外系副作用袁而枢复宁的
价格又极为昂贵遥而采用小剂量地塞米松预防硬膜外
腔吗啡镇痛引起的恶心呕吐袁既价格便宜又无副作
用袁是临床上值得推广的抗吐方法遥
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Group Sideeffect
Vomiting Total

Dexamethasone 3(7%) 8(19%)

Saline 9(21%) 22(52%)

P <0.05 <0.01

n Nausea

42 5(12%)

42 13(31%)

<0.05

表 1 地塞米松组和生理盐水组恶心呕吐症状的发生率
Tab.1 Incidences of nausea and vomiting between
dexamethasone group and saline group
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瓣为 13.3%~21.1%袁一年后三尧二尖瓣反流的发生率
分别为 13.3%和 6.6%咱7暂遥本例患者术后即出现三尖瓣
反流袁且反流速度有逐渐降低趋势袁但在 2个月后则
出现逐渐上升趋势曰二尖瓣在术后第 4个月时出现反
流并逐渐加重袁同文献报道的下降趋势不同遥但同期
心功能检查均无明显异常袁未出现心包积液袁心内膜
心肌活检未发现急性排斥反应证据袁是否为慢性排斥
反应及纤维化导致瓣膜功能异常尚有待进一步随访遥
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先天性齿槽突裂整复术渊附 10例报告冤
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摘要院应用自体髂松质骨髓颗粒植入整复 10例单侧上颌齿槽突裂袁并关闭口鼻瘘遥10例伤口一期愈合袁术后观察 3~6
个月袁外观改善明显袁X线检查有明显骨形成袁骨密度近似正常骨组织袁两者间无明显界限遥
关键词院上颌齿槽突裂曰骨移植
中图分类号院R782.1;R782.2 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2002)08-0760-02

Surgical correction of congenital alveolar cleft: report of 10 cases
LUOYu-ning,LIShao-ping,LIWei-zhong,XUEHong-Yu,WANGTian-shu
Department ofStomatology,NanfangHospital,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: The paper reports ourexperience insurgicalcorrection of unilateral maxillaryalveolar cleft complicatedwith
oronasal fistula by iliacspongybonemarrowautograftsincases.Primaryhealingofthesurgicalwoundsoccurredinallthe 10
cases and obviousimprovementinexternalappearancewasachieved3to6monthsafterthesurgery.Clearevidenceofosteo-
genesis was foundbyX-rayexamination, andthedensityofthenewlygeneratedbonewascomparableto that of normal
bones,without visibleboundsbetweentheautograftsandthenormalbones.
Key words:maxillaryalveolarcleft;bonegraft

唇腭裂术后遗留的齿槽突裂的整复袁因同时涉及
口腔颌面部硬软组织渊牙尧上颌骨齿槽突及唇颊鼻软
组织冤的移位及缺失袁其治疗方案一直是口腔颌面外
科争论较多的问题咱1暂遥目前袁多数学者认为袁要获得满
意的功能及外观袁必须要有正畸科的合作袁有计划按
步骤分阶段地进行治疗咱2暂遥作者根据这一思想袁经必
要的正畸治疗后袁采用自体髂松质骨骨髓颗粒植入进
行整复袁取得了较满意的效果遥

1 临床资料
患者共 10例袁男 4例袁女 6例袁均为单侧袁年龄

13~17岁袁平均 15.2岁遥早期均行唇腭裂修复袁现留
有不同程度的齿槽突裂尧口鼻瘘尧近裂隙恒牙扭转倾
斜尧患侧前牙反牙合或开牙合尧鼻翼基底塌陷及面中份
塌陷遥
2 方法
2.1术前处理
所有病例拍正侧位外观彩照尧全口曲面断层片尧
上颌前部咬合片及邻近牙牙片袁了解尖牙根形成和裂
隙边缘畸形牙尧错位牙尧埋伏牙以及鼻底部垂直尧水平
缺骨等情况曰取石膏模型遥
2.2术前正畸
根据 X片检查及牙颌模型分析袁在术前 3～6月
根据手术整复的要求排牙袁主要解决牙扭转倾斜袁留

出充分的植骨间隙袁为植骨创造良好的条件曰拔除裂
隙处的残根尧乳牙及影响植骨的牙遥
2.3手术
参照马莲等学者的设计方案咱2暂遥

2.3.1 切口设计 沿裂隙边缘作深达骨面的切口袁健侧
延伸至侧切牙远中袁渊必要时可至第 1磨牙近中区冤曰
患侧可达第 1磨牙近中区后向上转至前庭沟遥
2.3.2 植骨床的形成 植骨床是以鼻腔面粘骨膜为上
壁尧口腔腭侧粘骨膜为下壁遥患侧上颌骨段的内侧面
及健侧上颌骨段鼻底鼻中隔面为四个面袁颊唇粘骨膜
瓣为底的水平四棱锥体遥术中要仔细而充分地分离袁
使各个组织面均有一定松弛度袁并使植骨床有足够的
间隙植足够的骨曰并要充分松弛各粘骨膜瓣袁保证骨
植入后粘骨膜瓣无张缝合遥
2.3.3 自体髂松质骨颗粒的获得 在髂前上棘上约
1 cm袁沿皮纹方向横行切开皮肤 3 cm袁经皮下分离至
髂棘袁作工字切口遥由肌层至骨髓腔将骨皮质向两侧
翻开袁显露骨松质及骨髓袁根据植骨床大小挖出适量
骨松质及骨髓备用遥将骨皮质及软组织复位袁放一橡
皮引流条袁分层缝合袁局部加压遥
2.3.4 植骨 将髂松质骨骨髓修剪成直径 0.2~0.3cm
的颗粒袁由里至外袁放入并同时加压袁将骨颗粒与两侧
骨壁紧密贴合袁尽量使植入骨致密袁可适当填入犁状
孔边缘袁其植入量视健侧丰满度袁并可适当多植入遥
2.3.5 创面处理 严密缝合创面袁使其粘骨膜瓣在无张
力条件下完全覆盖植骨创袁牙龈乳头不作修整袁松弛
切口可不处理遥
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3 结果
病人创口均一期愈合袁无并发症遥术后 3月袁术区
肿痛完全消失袁上颌齿槽突连续完整袁有一定高度及
丰满度袁口鼻瘘封闭袁患侧鼻翼基底部明显上抬袁与健
侧基本对称渊尚未行鼻畸形整复术冤遥术后 6月袁外观
与术后 3月比无明显变化袁X线示骨愈合良好袁有明
显骨形成袁骨密度同正常骨组织袁两者之间无明显界
限遥

4 讨论
4.1植骨术的依据
唇腭裂术后遗留的齿槽突裂及口鼻瘘势必给病

人造成院患侧齿槽突向腭侧移位袁牙齿排列紊乱曰邻近
裂隙的牙扭转倾斜曰口鼻瘘及牙列不齐袁影响口腔卫
生及发音曰患侧鼻翼塌陷曰牙弓不连续及牙萌出障碍
等等遥而造成这些畸形的机制主要是上颌骨齿槽突局
部的骨缺失袁邻近骨段及软组织缺乏骨性支持遥单纯
的软组织手术不能解决袁只有恢复上颌齿槽突局部骨
缺失的植骨术袁才能解决这一问题袁并可为后期治疗
创造条件遥不同年龄组植骨的目的不同院9~11岁袁尖
牙根形成 2/3时袁植骨可恢复上牙弓连续性袁术后 6
月内尖牙有可能从植骨区正常萌出曰同时修复口鼻
瘘袁矫正患侧鼻翼基底塌陷咱3袁4暂遥而 13岁以后尖牙根
已基本形成渊X线示冤袁植骨的主要目的则是修补口鼻
瘘袁抬高患侧鼻翼基底部袁同时为后期正畸尧正颌手术
提供骨质保证咱3暂遥本组病人尖牙根已基本形成袁植骨
术的目的主要是后者袁并达到了预期的效果遥
4.2植骨材料的选择
齿槽突裂植骨术最常用的植骨材料有自体髂松

质骨尧下颌颏部骨尧颅骨等咱4袁5暂袁亦有人使用冻干骨袁人
工合成骨及复合骨等咱6暂遥实践证明袁自体骨远优于异
体骨尧异种骨及人工骨遥有学者认为膜内成骨移植骨
渊下颌骨及颅骨冤较软骨内成骨的移植骨渊髂骨尧肋骨冤
具有更大的优越性袁并列出了齿槽突裂植骨的选择顺
序院下颌颏部骨→颅骨→髂骨咱5暂遥但前两者骨量有限袁
并可能发生一些较严重的并发症渊颏神经及下牙槽神
经血管损伤袁损伤牙龈尧牙根及牙胚袁损伤颅脑等冤曰而
髂松质骨骨髓颗粒供骨量丰富尧成骨作用确实尧抗感
染力强袁且新骨来自植入的松质骨骨髓颗粒表面的骨
内膜骨母细胞袁始终都有新骨再生袁虽然植入骨被部
分吸收袁但有新骨替代袁术后 7周新生骨即与上颌齿
槽突的组织学结构一致咱7袁8暂遥另外袁植入骨可按临床需

要塑形遥术中将植入骨剪成细小颗粒袁并用力填塞袁使
其尽量致密曰同时植骨床周围软组织松弛袁减小植骨
区的张力袁可使其吸收率降至最低遥本组病例均为发
现植入骨体积减小和骨质疏松等表现遥
4.3 注意事项
术前应进行各种常规检查袁尤其是 X线的局部
检查袁以明确植骨区情况遥认真设计手术方案袁做好各
种准备遥设计充足的粘骨膜瓣袁使植骨区能在无张力
的情况下被粘骨膜瓣完全而松弛的覆盖袁并严密关闭
植骨创面袁尤其注意植骨床与鼻腔的关闭袁防止伤口
感染遥术中除残根袁乳牙及影响植骨的牙需要拔除外袁
其余牙均应保留曰严防损伤牙根尧牙胚曰应注意上唇系
带的位置袁防止上唇偏斜曰髂骨松质骨髓取出后应尽
量减少暴露在体外的时间袁尽快放入植骨床内袁以免
影响其成骨活性遥抗生素从术前 1 d开始预防性应
用袁术后维持 5 ~ 9 d遥术后保持口腔卫生曰定期复查袁
尤其在早期袁发现问题及时处理遥
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急诊床旁超声心动图在急性心肌梗死病人监护病房的临床应用价值

王 鹏 1袁武 文 2袁谢志斌 1袁曹世平 1渊1第一军医大学南方医院心内科超声室袁广东广州 510515曰2兰州乌鲁木齐
总医院普内科袁新疆乌鲁木齐 830000冤

摘要院目的 探讨急诊床旁超声心动图渊UCG冤在急性心肌梗死病人监护病房渊cardiaccareunit,CCU冤的临床应用价值遥
方法 回顾性分析了 2000年 4月至 2001年 3月进行急诊床旁 UCG检查的 116例临床病例遥结果 急诊床旁 UCG检
查的阳性率 100%遥本组 116例中冠心病 57例渊49%冤袁其中心肌梗死 41例渊35.0%冤袁心绞痛 16例渊14.0%冤曰高血压心脏
病 26例渊22.5%冤曰风湿性心脏病 9例渊7.8%冤曰扩张型心肌病 9例渊7.8%冤曰主动脉夹层瘤 7例渊6.0%冤曰其他 8例渊6.9%冤遥
结论 急诊床旁 UCG检查袁作为心脏急症诊断的辅助手段袁无论在诊断阳性率方面袁还是在对临床干预的结果方面袁均
具有重要的临床应用价值遥
关键词院床旁超声心动图曰心肌梗死袁急性
中图分类号院R540.45 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2002)08-0762-02

Clinical value of emergency bedside ultrasonocardiogram in cardiac care unit
WANG Peng1,WUWen2袁XIEZhi-bin1,CAOShi-ping1

1Department ofCardiology, Nanfang Hospital, First Military Medical University, Guangzhou 510515, China;
2EdendocrinologyDepartment,GeneralHospitalofUrumqi,Urumqi830000,China

Abstract: Objective Toevaluatetheclinicalvalueofapplicationofemergencybedsideultrasoundcardiogram (UCG) in
cardiac intensive careunit. MethodsWe conducted a retrospectiveanalysis of 116caseswhoreceived examination with
emergencybedsideUCGwithintheperiodfromApril2000toMarch2001. Results Thepositiveityrateofexaminationwith
emergencybedsideUCGwas100%amongthesepatients.Thediseasesidentifiedwereasfollows:acutemyocardialinfarction
in41cases,anginapectorisin16,ventricularaneurysmin5,perforationofventricularseptumin2,rheumaticvalvulardisease
in9, dilatedcardiomyopathyin9andaorticdissectinganeurysmin7. ConclusionEmergencybedsideUCGhasimportant
valueinclinicaldiagnosisofcardiacemergencies.
Key words: bedsideultrasoundcardiogram;acutemyocardialinfarction;cardiaccareunit;UCG

随着现代医学诊疗技术的不断发展袁近年来急诊床旁
UCG受到临床医生的普遍重视袁已成为协助 CCU病室心脏急
症诊断和治疗结果评价的重要措施之一遥现将我院 CCU病房
一年来的急诊床旁UCG检查结果报告如下遥

1 资料与方法
1.1 临床资料
病例选择2000 年 4月到 2001年 3月我院心内科 CCU

病房 116例行急诊床旁 UCG检查的住院患者袁其中男性 85
例袁女性 31例袁年龄最小 13岁袁最大 84岁袁平均 59.3岁遥
1.2 设备
采用的机器为 SEQUOIA512 超声显像仪袁探头频率

3.5 MHz遥
1.3 方法
急诊 UCG是应 CCU病房医生电话或申请单相邀袁即将
机器迅速推至床旁袁按超声常规切面进行检查袁检查在不妨碍
临床治疗或抢救的情况下实施袁并进行时实录像袁以便资料保
存尧会诊及出具报告单遥检查时多邀临床医生共同参加袁使获
得的心脏结构及功能信息及时反馈给临床医师袁有效指导临

床采取相应急救措施遥

2 结果
本组 116例患者中袁急诊床旁 UCG诊断阳性率为 100%袁
这与 CCU病房所住病人多系危重患者有关遥从年龄上看袁66
岁以上老年人占 62%渊72/116冤曰从性别上看袁男性明显高于女
性袁占 73%渊85/116冤曰从疾病分类方面看袁冠心病仍是急诊床旁
UCG检查的主要适应证之一遥本组 116例中袁首位是冠心病
渊49%袁57/116冤袁其次是高血压心脏病渊22.6%袁26/116冤袁第三位
是扩张心脏病和风湿性心脏病渊各 9 例袁7.8%袁9/116冤袁第四位
是主动脉夹层瘤渊6%袁7/116冤袁其他 8例渊6.9%袁8/116冤遥

3 讨论
3.1 急诊床旁 UCG的主要特点
一是起病急袁要求检查设备尽快到位袁并迅速做出诊断曰
二是操作难袁受患者体位及室内光线干扰袁获取高质量图像难
度相对增加曰三是要求高袁检查者必须具备一定的临床基础袁
熟悉临床急诊处理常规袁能够快速准确诊断曰四是反馈快袁多
邀临床医生同时参与袁检查结果可以当即提供临床遥
3.2 急诊床旁 UCG的价值
急诊床旁 UCG检查袁具有机动性尧准确性尧心脏结构和功
能信息获得的无创性等优点遥它不干扰抢救过程袁甚至可以直
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接指导医疗干预和评估预后结果等袁已成为心脏急症确立诊
断最有效的措施之一咱1暂遥采用急诊床旁 UCG116例患者袁均得
到了及时有效的治疗遥
急诊床旁 UCG检查由于其能迅速为临床提供有价值的
资料袁特别是心脏急症袁而且投资少袁易于推广袁在临床价值方
面都有着广阔的发展前景遥

参考文献:
咱1暂郜朝辉,杨浣宜.急诊床旁 UCG在临床应用的价值咱J暂.中国超声
医学杂志,1999,15(12):911-3.
GaoZH, YangHY. Experienceofechocardiographyinbedside
applicationfor emergent patients咱J暂. ChinJ Ultr Med, 1999, 15
(12): 911-3.
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支气管异物的外科治疗

Surgical treatment of aspiration of foreign body in the bronchus
朱 平渊第一军医大学珠江医院胸心外科袁广东 广州 510282冤

关键词院异物曰支气管
中图分类号院R562 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2002)08-0763-01

支气管异物多见于儿童袁常见有异物病史袁及出现相应呼
吸道症状袁但部分患儿因病程较长袁及未能提供明确异物史袁
给临床诊治带来困难遥现就 3例支气管异物的诊断和治疗进
行讨论袁以供借鉴遥

1 临床资料
病例 1男袁13岁袁反复咳嗽 10个月袁低热 5个月袁外院抗

结核治疗 4个月遥查体院精神萎靡袁右胸廓稍塌陷袁右肺呼吸音
减弱袁可闻及湿罗音袁胸片示右心缘膈上均匀玻璃样致密阴
影袁纵隔向右侧移位袁侧位中叶阴影与心影重叠遥纤维支气管
镜检查袁右中间支气管开口呈瘢痕样狭窄袁管腔几乎完全闭
塞遥追问病史袁患儿诉 1年前袁曾误吸一气球塑料口哨袁未能咳
出遥胸部 CT示右肺中间支气管狭窄闭塞袁其内可见一短条形
高密度阴影遥诊断为院右支气管异物袁决定外科手术治疗遥术中
见右中尧下肺叶呈暗红色袁质地脆硬袁似猪肝样袁不能随呼吸作
起伏运动袁右中间支气管处可扪及一硬质圆柱状异物袁周围组
织炎性水肿袁异物处气管前后各有一约 2.5 cm伊2.5cm伊2.0 cm
大小的淋巴结袁右中尧下肺叶内充满脓性分泌物袁行中尧下肺叶
切除垣淋巴结摘除术袁取出异物遥
病例 2袁女袁3岁袁咳嗽尧气促 3 d袁以野急性支气管肺炎冶入
院遥查体院口唇轻度发绀袁吸气性呼吸困难袁呼吸音粗袁可闻痰
鸣音哮鸣音遥抗菌素治疗袁肺部症状不见好转遥次日咳嗽尧气促
加重袁发绀明显袁右肺呼吸音消失袁胸片见右肺野内有一柱状
阴影袁遂复习头天胸片袁见阴影已经存在袁诊断支气管异物袁即
请耳鼻喉科会诊遥置硬质气管镜袁见一金属异物位于右主支气
管内遥因太光滑袁反复钳取不出袁相反向右主支气管远侧移位袁
决定手术治疗遥术中见右中尧下肺叶不张袁在中间段支气管内

扪及一柱状异物袁于气管膜部作横切口袁取出异物袁膨肺袁中尧
下肺叶复张遥
病例 3男袁11岁袁因误吸气球塑料口哨7 d袁咳嗽尧气促尧哮
喘来院就诊遥查体院吸气性呼吸困难袁双侧呼吸运动对称袁右肺
可闻痰鸣音哮鸣音袁下叶呼吸音明显减弱袁胸片见右下肺叶不
张遥置硬质气管镜检查袁异物在右下肺叶支气管开口处袁予以
取出袁但口哨内塑料薄片未能寻见袁咳嗽尧哮喘尧呼吸困难症状
明显改善袁出院遥出院 2周后袁自行咳出白色塑料薄片而痊愈遥

2 讨论
气管异物在儿童中发生率较高袁大多早期发现袁及时取出
而痊愈遥但由于婴幼儿不能提供呛入异物病史袁或少年儿童惧
怕家长责怪袁故意隐瞒病史袁给诊断带来困难袁而延误治疗遥病
例 2因咳嗽尧哮喘袁以野感冒尧肺炎冶收治入院袁因无异物呛入病
史袁尽管当时肺野内有异常阴影袁但疑为体外异物而疏忽袁疗
效不明显使症状加重遥两次胸片均见肺野内有阴影袁可能是气
管内异物遥病例 1则因隐瞒呛入异物病史袁反复肺部感染近 1

年袁肺部实变袁最终行肺叶切除袁其教训极其深刻遥对气管内异
物袁因婴幼儿不能自述袁或少年儿童不敢说明的袁一定要高度
警惕袁对有呼吸道症状的儿童袁应仔细诱导患儿询问有无异物
吸入史袁首先排除气管异物的可能袁然后再予以其他治疗袁以
免延误诊治遥
对支气管异物的治疗袁应尽量通过支气管镜将异物取出袁
钳取失败袁再行外科手术治疗遥在决定手术前袁应常规行胸部
X线检查袁了解异物移位情况遥手术取异我应尽量争取通过切
开支气管完成袁对明确支气管异物部位袁内窥镜钳取失败袁异
物去除后肺能复张的袁在异物上方气管膜部作一小横切口袁多
能顺利取出异物曰对异物在体内存留时间较长导致反复肺部
感染尧肺部脓肿形成或肺实变的袁失去肺功能的病肺应予切除遥
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卵巢癌脾脏转移 1例报告
Ovarian carcinoma metastatic to the spleen: report of one case
刘国炳袁张广亮袁邢福祺渊第一军医大学南方医院妇产科袁广东 广州 510515冤
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卵巢癌的转移以腹腔壁腹膜及腹腔脏器的浆膜直接种植

转移及局部扩散为主袁主要是接触性侵润和直接蔓延袁其次为
淋巴引流扩散袁血行播散极为少见遥肝肺脾实质内转移仅见于
个别极晚期病例遥本文报道 1例卵巢浆液性囊腺癌脾脏转移
诊治情况遥

1 临床资料
患者女袁46岁袁2000年 5月 10 日住院袁因全子宫加双附
件切除术后 1年余发现盆腔包块 3月入院遥1998年 11月因
野双侧卵巢肿瘤冶于当地医院行全子宫加双附件切除术袁手术
顺利袁切口愈合佳袁未做病理检查及其他治疗遥半年前无诱因
出现下腹坠痛袁持续性袁无放射痛袁到当地医院就诊袁诊断为
野盆腔炎冶袁给予消炎治疗好转遥3个月前自感肛门下坠感尧排尿
困难袁每次排尿需约 30 min袁无尿急尿痛遥在当地 B检查超示
野盆腔包块冶包块大小约9.2cm伊9.5cm袁服中药治疗1 个月未
见好转袁包块无缩小遥无咳嗽尧恶心尧呕吐尧腹泻等症状遥2000年
5月 10日来我院检查袁以野盆腔包块冶收住入院遥月经院15岁初
潮袁经期 5 ~ 6 d袁周期为 3 0 d袁末次月经为1998年 11月 20日遥
妊娠 5次院自然产 2次袁人工流产 1次袁引产 2 次遥体温 36.8
℃袁脉搏 80次 /min袁呼吸 19 次 /min袁血压 90/60 mmHg遥头颅
五官未见异常袁心肺未闻及异常袁下腹正中可见一约12cm 切
口疤痕遥妇检院外阴经产式袁阴道畅袁残端光滑袁盆腔偏左可及
一约 13cm伊12cm伊10cm 大小的囊实性包块袁表面欠光滑袁不
活动固定袁边界欠清袁无压痛遥CT院渊1冤盆腔内巨大囊性占位性
病变渊10cm伊12cm冤袁囊腺癌可能性大曰渊2冤肝胆胰未见异常脾
内低密度灶及脾门结节状影袁考虑为转移瘤遥盆腔 B超院脾实
质内见 12.6cm伊11.1cm尧边界欠清尧囊壁不光滑尧内有密集细
小光点尧低回声隆起的分隔光带袁提示盆腔囊性占位性病变遥
腹部 B超院脾实质内见 47mm伊30mm及 39mm伊35mm两个
不均质回声区袁脾门处见 19mm伊16mm弱回声实性占位袁提
示脾实质性占位及脾门淋巴结肿大曰肝胆胰双肾未见异常遥癌
胚抗原 125渊CA125冤162.7U/ml袁组织多肽抗原渊TPA冤2.12

滋g/ml袁组织多肽特异性抗原 渊TPS冤 165.2U/L遥血沉 90
mmH2O遥甲胎蛋白渊AFP冤院2.9滋g/L遥心电图正常袁胸片心肺未
见异常遥大小便正常遥A型血型袁血常规正常遥于 2000年 5月
29日在硬膜外加腰麻下手术袁术中探查子宫直肠窝处有一约
13 cm伊10 cm伊11cm大小的包块袁固定袁侵润至盆壁尧膀胱壁尧
直肠壁浆膜层袁盆壁淋巴未触及袁肝胆未触及异常袁横结肠处
大网膜见一约 4 cm伊3 cm 大小的质硬结节袁脾脏增大约 12
cm伊10 cm袁表面灰白色袁近脾门实质处有一不规则隆起袁约 7
cm伊6 cm伊5cm大小袁脾门淋巴结肿大遥行盆腔内占位性病变
切除尧大网膜切除及脾脏切除遥腹腔冲洗液未查见癌瘤细胞袁
可见淋巴细胞尧红细胞及少量中性粒细胞遥术中卡铂 500mg
加 500 ml15%葡萄糖及 500ml低分子右旋糖酐中灌入腹腔遥
术后病理院卵巢浆液性囊腺癌伴脾脏尧大网膜转移遥术后 1 1 d
痊愈出院遥现正处于随访中遥

2 讨论
卵巢癌脾脏转移很少见袁国内外仅有个案或小样本报道遥
本文报道的患者可能是在卵巢癌玉期行子宫加双附件切除术
后 1年半袁没有采取其他任何治疗措施袁而出现脾脏转移的遥这
么短期内出现脾脏转移袁文献中未见报道遥Gemignani等咱1暂报道
6个芋期卵巢癌经过肿瘤细胞减灭术后并用铂类药腹腔化疗袁
CT检查证实有脾脏转移袁而在第一次手术后的 28~88个月
渊中位数 59个月冤进行脾脏切除袁并认为脾脏转移可能发生在
上皮性卵巢癌的晚期复发袁脾脏切除是晚期复发性卵巢癌治
疗的一个部分遥Spencer等认为上皮性卵巢癌胜地脏转移率较
以前高袁且胜地脏裨内损害的转移比表面损害的转移治疗反
应差袁也是卵巢癌复发的特征袁并提出脾脏实质转移的存在是
卵巢癌郁期的证据遥
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nosticsignificanceofsplenicmetastasisinovariancancer咱J暂. Clin

Radiol,1998,53(6):417-21.
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松果体区垂体嫌色细胞腺瘤 1例报告
A pituitarychromophobe adenoma in the pineal region: report of one case
冯文峰袁漆松涛袁彭 林袁邱炳辉(第一军医大学南方医院神经外科袁广东广州 510515)

关键词院松果体区曰垂体腺瘤
中图分类号院R739.41 文献标识码院B 文章编号院1000-2588(2002)08-0765-01

1 临床资料
患者男袁18岁遥因头晕尧头痛 5月袁症状加重 3个月入院遥
入院时主要表现为头晕尧头痛袁头痛位于枕部及双颞部袁呈阵
发性袁钝痛袁无放射袁无恶心尧呕吐袁无视力障碍袁无发育迟缓及
早熟等遥入院查发育正常袁营养中等袁自动体位袁言语流利袁对
答切题袁心肺腹部检查无异常袁外生殖器呈成人型袁神经系统
检查无阳性体征发现袁无双眼上视障碍遥头颅MRI检查示曰重
度脑积水曰第三脑室后部松果体区一囊性占位性病变袁大小约
1.5cm伊2 cm伊2cm袁T1像见病变囊壁呈稍低信号袁囊内组织为
较低信号袁但较脑脊液信号稍高袁增强扫描见病变囊壁表面明

显强化袁而囊壁内层及囊内组织无强化(图 1)遥入院后经枕部小
脑幕入路渊Poppen入路冤袁行手术治疗切除肿瘤遥术中见肿瘤为
囊性袁囊壁呈灰白色袁穿刺抽出黄色囊液约 3 ml袁囊壁与周围
结构有明显边界袁血供较丰富袁完整剥除囊壁袁脑脊液自第三
脑室流出袁并可见三脑室室管膜曰中脑及中脑导水管尧大脑大
静脉尧大脑内静脉保护完好遥剥除之囊壁送检病理袁镜下所见
瘤细胞形态较一致袁呈圆形袁与淋巴细胞相似袁在核外有少量
胞浆袁瘤细胞为嫌色性遥病理诊断为垂体嫌色细胞腺瘤遥术后
复查MRI肿瘤全切除(图 2)袁患者痊愈出院遥

收稿日期院2002-01-17

作者简介院冯文峰渊1967-冤袁男袁湖南岳阳人袁1990年毕业于第一军医大

学袁硕士袁主治医师袁讲师袁电话院020-61641810袁E-mail:sjwk@fimmu.com

2 讨论
松果体肿区瘤包括发生于松果体实质的肿瘤及发生于松

果体临近结构的肿瘤遥松果体实质细胞的肿瘤包括松果体细
胞瘤和松果体母细胞瘤袁很少见袁而发生于松果体临近结构的
肿瘤较多见袁其发病率为 0.4%~1%袁儿童达 3%~8%袁多为生殖
细胞瘤和非典型畸胎瘤曰另外胶质瘤尧脑膜瘤尧胆汁瘤尧皮样囊
肿等亦多有报道咱1暂遥经光盘检索国内外文献未见松果体区垂体
瘤报道遥垂体瘤是发生于脑垂体上的腺瘤袁位于鞍区遥异位垂
体瘤较少见袁主要位于蝶窦或鼻腔之中袁Villani咱2暂介绍 1 例位

于三脑室内渊三脑室前部冤的垂体瘤袁无位于松果体区者遥
从发生学观点看袁松果体区各细胞主要由内胚层发育而
来袁而垂体由外胚层发育而成遥因此袁松果体区垂体腺瘤的发
生原因尚不明确袁有待进一步研究阐明遥松果体区异位垂体腺
瘤属良性病变袁手术治疗全切除病变并打通脑脊液循环是治
疗方法的最佳选择遥

参考文献院
咱1暂王忠诚.神经外科学咱M暂. 武汉: 湖北科学技术出版社, 1998.

441-3.

咱2暂 Villani R, PapagnoC, Tomei G, et al. Transcallosal approachto

tumorsofthethirdventricle. Surgical results and neuropsycho-

logical evaluation咱J暂. J NeurosurgSci,1997,41: 41-50.

图 1 术前MRI图
图 2 术后MRI图

21

2002;22(8) 第一军医大学学报渊J FirstMilMedUniv冤 765窑 窑



医学科技论文野结果冶部分图表有关内容的英文表达

王征爱袁宋建武渊第一军医大学学报编辑部袁广东广州 510515冤

摘要院简要论述医学科技论文野结果冶部分图表的英文表达方式和要注意的问题袁并举例加以说明供广大医学科技人员
参考。

关键词院医学科技论文曰图表曰英文表达
中图分类号院G633.34;R-05 文献标识码院A 文章编号院1000-2588(2002)08-0766-03

English representation of tables and figure legends in the section of Results in medical papers
WANG Zheng-ai,SONGJian-wu
Editorial OfficeofJFirstMilMedUniv,FirstMilitaryMedicalUniversity,Guangzhou510515,China

Abstract: Inthisarticle, theauthorprovidesasketchydescriptionofEnglishrepresentationofthetablesandfigurelegends
mostlyseenintheResultssectionofamedicalpaper, withsomeexampleswhichmightbehelpfulforpotentialmedicaljour-
nalcontributors.
Key words:medicalpapers;tables;figures;Englishexpression

图和表是医学论文野结果冶部分的重要表达方式袁
设计合理尧使用得当的图表有时可以节省大量文字说
明袁而且会起到文字说明无法达到的效果遥在编辑过
程中袁我们发现不少作者对图表的使用及其中相关内
容的英文表达尚缺乏深刻的认识袁所以本文就此进行
简要论述遥

1 表
凡表都应有表题和序号渊T a b 1尧Tab2.. .袁有的杂
志如本学报及 J Med CollPLA要求即使全篇只有一
个表袁也应标示序号 Tab1)袁置于表的上方遥
表格应有自明性袁即无需借助正文就能很清楚地
知道表格所要表达的内容遥表格的使用也不是随心所
欲的遥表宜少而精袁凡用少量文字能交待清楚的则不
用表遥从数量上讲袁每千字正文包含的表格不可多于
一个袁而且对于可以用简练的文字加以说明的内容袁
不宜用表格表达渊有时是为了便于编辑排版袁表格的
数量要严格控制冤遥另一方面袁某些内容虽然可用表格
来表达袁但可能并非最佳手段遥比如袁当要说明某类病
人在治疗过程中体温的变化时袁表格固然可以达到目
的袁但其效果就远不如用曲线图直观了遥用表格说明
几个指标的对比袁有时也会不如直方图醒目遥由此可
以看出袁结果部分的表达是比较灵活的袁表格尧曲线
图尧直方图或其他任何有效的说明方式都可以使用遥
值得注意的是袁表格大多使用三线表渊如本文的几个
例子冤袁而曲线图尧直方图应美观清楚袁但不应有过多
装饰成分渊尤其是电脑制图的广泛使用后袁某些作者
过分的讲求野美感冶而忽略了医学科技论文的一般风
格冤袁直白简明就好遥

表题要简明袁一般以不超过两行为宜袁表题末不
用标点符号遥表题尧表中栏目和表注中英文首词之
首字母应大写袁其余为小写袁以免项目间发生混淆遥表
的各栏参量都应标注单位袁若所有栏的单位相同袁可
将单位标在表题末渊见表 1冤曰不同的单位标注在有关
栏内遥表内数目一律用阿拉伯数字袁同一项目保留
小数的位数应一致袁上下行位数应对齐袁一般以小数
点或野+冶尧野-冶尧野依冶等符号为准遥表内数据必须与正文
相符袁但切忌重复过多遥表内尽量不留空白袁可用野-冶
代表未测或无此项袁野0冶代表实测结果为零遥相邻栏
内的数字或内容即使相同袁也要照写袁不能用任何表
示相同的符号代替遥表内不设野备注冶项袁说明性文
字应置于表注而不放在标目里遥如表中某一数据袁或
其他情况需注释时袁可在右上角标以注符或①尧②尧③
等袁在表下方依次解释说明遥对某一数据渊如 P值冤须
说明其统计学意义时袁可在其右上角标注*号尧#号尧数
字序号或其他符号袁在表下加以说明袁如 *P<0.05袁
#P<0.01以及与其相比较的组别袁如表 1遥

要注意的是袁要表达野与某组比较 P小于或大于

Tab.1 Effectof pethidine on increased tracheal vascular
permeability induced by hot air injuryin rats

(n=10, Mean依SD)

△P<0.05, △△P<0.01comparedwiththecontrolgroup

*P<0.05,** P<0.01comparedwiththeinjurygroup

Group
Evansbluecontent(滋g/mgdryweight)

1 h 2 h 3 h
Control 0.24依0.10 0.25依0.11 0.25依0.10
Injury 0.38依0.11△ 0.59依0.11△△ 0.66依0.13△△

Pethidine 0.29依0.07* 0.37依0.14** 0.50依0.12**
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Tab.4 Comparison of Results for TwoDifferent Methods of PDG Placement

*Reportedantotalmorbidity(majorandminor)

Method n Successrate(%)
Complicationrate

Mortalityrate(%) Meanprocedure
time(min)Major(%) Minor(%)

Push-wire(present
studygroup) 118 96 4.4 12.4 0.8 18

Pull-string
Ponsky et al2 306 100 5.9* 0.3 notstated
Larson et al2 314 95 3.0 13.4 0.4 臆10

某一数值冶的意思时袁英语语序恰跟汉语相反袁如上
例袁P<0.01comparedwiththe control group若写成中
文则是野与对照组相比袁P<0.01冶袁许多作者甚至编辑
都把它写成野渊As冤comparedwith (the) control group,
P<0.01冶袁这种表达不符合一般习惯遥另外袁compared
with可简化成 vs (vs是外来语的简写故需用斜体)袁
换言之袁可用 vs 取代 comparedwith袁如 P<0.01com-
pared with the injury group寅P<0.01 vs the injury
group遥除此袁野与噎比较冶还可用词组野incomparison
with冶表示袁但遵循从简原则袁不提倡多用遥

对于过长的项目词袁可以采用其缩写形式袁但须
在表下注明曰在正文中出现过的袁表下可不再加注释袁
如例 3遥

中文版杂志表题要求双语表示曰统计学符号也宜
区别对待院均数加减标准差 x依s寅M依SD 或 Mean依
SD袁平均数加减标准误 x依Sx寅M/Mean依SE遥表中缩
写词哪怕是在正文中出现过的袁表下仍应再加注释袁
因为英文图表主要考虑适应国外读者袁正文中缩写的
对应词是汉语袁外国人看不懂袁起不到交流或宣传作
用遥
若表 2以后的缩写跟表 1相同袁不要重复标注袁
但要这样告诉读者院

Theabbreviation(s) is/arethesameasthat/thosein
Tab.1

Onthemeaningofabbreviation(s),seeTab.1
Forabbreviations(please)refertoTab1
SeeTab1forspecificationoftheabbreviations
TheabbreviationsarespecifiedinTab1
常见表下注示例院
① Resultsareexpressedas Mean依SD;
② * Significantly different fromcontrols;
③ P<0.01,(as)comparedwithcontrols;
④ *Thevaluesrepresentthemean(依SD)number

of ingestedyeastcellspermonocyte;
⑤ Data are given as the mean number of mono-

cytesperhighpowerfield依standarddeviation;
⑥ Figures (数字) are means依SE unlessotherwise

stated;+袁Fisher'sexacttest; #袁字2 test.
表中也可引用参考文献袁如表 4院

Tab.2 Antigen-specificity of GBP-iRNA ( n=5, Mean依SD)

*P<0.05vs control

Antigengroup
MTT-LAI

Control Experimental
GBP -1.55依1.38 15.74依1.56*
M-Ag -0.96依1.57 13.32依1.80*
R-Ag 3.92依1.41 4.59依1.78

Tab.3 Serum MDA level in therats (nmol/ml, Mean依SD)

IR:Ischemiareperfusiongroup;HP+IR:Heatstimulated
pretreatment+IRgroup;MDA:Malondialdehyde

Group 1hbeforeIR 1hafterIR 4hafterIR 12hafterIR
Control 1.22依0.12 1.24依0.18 1.23依0.13 1.24依0.15
IR 1.23依0.14 5.14依0.31 9.27依0.72 12.38依1.03
HP+IR 1.07依0.28 4.02依0.44 7.24依0.62 9.02依0.46

总之袁整个表一定要做到完全不参考正文便能理
解其内容遥标头与各栏头内可以使用缩略语袁并要与
正文取得一致袁正文没有的袁须在表下加注袁写出其全
称遥
这里要指出的是袁表中常见的错误是标目名词

用了复数遥用单数是因为这里表达的不是数的概念遥
以 Group为例渊表 1尧2冤袁它的含义不是指组数袁而是
野组别冶或野分组冶曰标目下每一行相当于一个句子袁讲

的只是这一组的情况怎么样袁如对照组(Control)袁野治
疗组冶(Therapy)袁3~5岁年龄组(3-5yearsold)遥但也有
用复数的袁如 MVTfatalities (车祸死亡人数)袁这种表
的项目栏中每个栏目下都有两个次栏目院male, fe-
male袁复数概念很明显遥再就是括号内用名词复数如
age(years), 不难理解 age 一词在这里无复数概念袁而
year的数的概念则显而易见袁如表 5院

Tab.5(表题因文字较多袁从略)
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2 图
图片说明文字顺序要与图片一致袁用阿拉伯数

字表示袁六个以内的也有用方位词 (如 left/right,
above/top left/right, below/bottom left/right; up-
per/top/above, middle, lower/bottom/below portion/
section等)表示的袁在图注中一一说明遥病理照片要注
明染色方法和原放大倍数袁如HE,Originalmagnifica-
tion袁伊1500袁置于照片下的文字后遥完整的图文由图
题尧图注及图中文字构成遥图的说明最好用词组或短
语形式袁尽量少用句子袁如院
Abdominal radiograph of patient 2, revealing unusual
entityinrightlowerquadrant(arrow)
Radiographofthechest,showingalargerightposterior
thoracic mass deviating the mediastinum into the left
hemithorax
The open arrow identifies the 50,000 mol.wt mes-
sage-independentproductoftherabbitreticulocyte.
下面是几个完整的图注示例院

Fig* 1 Small renal artery containing cholesterol clefts
initslumen(Toluidinebluestain,伊390**)
渊说明院*对 Figure这个词,不同的杂志有不同的
表达习惯 ,不外乎这么四种袁即① Figure袁原词全称袁
仅首字母大写; ② FIGURE袁整个词大写曰③ Fig.袁缩
写加省略号曰④ Fig袁缩写不加省略号遥叶军医大学学
报渊英文版冤曳(JMedCollPLA)采用的是第四种形式遥
**野伊390冶表示该照片放大了 390倍遥冤

F i g 2 (图题略)
P = 0.06 forthedifferencebetweengroups遥渊组间
差为院P = 0.06冤

Fig.3 Distribution of values for the erythrocyte
sedimentationrateinall242patientswithchronicheart
failure.渊图 3 242例慢性心力衰竭病人红细胞沉降
率数值的分布冤

Thevaluesrangedfrom0to12mmperhour (mean,

32;median,25).
其他注意事项同表遥
当要表达 野如图所示冶尧野图 x表明冶尧野参看某图冶
含义时袁可大体参照以下表达方式院

1) Asshowninfigure1,..../...isshowninfigure1.
2)Figure2illustrates..../...,asillustratedinfigure2.
3)...isindicatedinfigure3./...,asindicatedinfig-

u r e 3
4) Figure4gives..../...isasgiveninfigure4.
5) ... isdrawninFigure5. /Draw...infigure5to

represent....
6) ...isrepresentedbyfigure6.
7) Figure7depicts....
8) ...maybeseeninfigure8.
9) ... is/areplottedinfigure9.
10) ...isexplainedinfigure10.
11) Considerfigure11,inwhich....
12) Refertofigures11and12.
13) Lookatfigure13.
14) Check figure14
15) To seewhy,examinefigure15.
16) ...(arranged)asinfigure16.
17...isasinfigure17.
18...(Fig.18).

参考文献院
咱1暂王征爱,宋建武.医学科学论文英文摘要常用结构和句型咱J暂.第
一军医大学学报,2002,22(5):476-80.
WangZA, SongJW. Frequentlyusedstructuresandsentencepat-

ternsinEnglishabstractsofmedicalpapers咱J暂.JFirstMilMedU-

niv,2002,22(5):476-80.
咱2暂王征爱,宋建武.医学科学论文英文摘要的时态尧语态和人称咱J暂.
第一军医大学学报,2002,22(6):574-封三.
WangZA,SongJW.Tense,voiceandpersoninEnglishabstractsof

medicalpapers咱J暂.JFirstMilMedUniv,2002,22(6):574-6.

Note:Theagegroupwerechosentoformaboutequalsizedsubgroupsinthe"new"patientsgroup.Theyoungestpatients
wereexcludedsincetheycouldnothaveparticipatedinoneoftheearliersurveys.Forallthreeagegroupsthedifferences

inthemeanjointscoresweresmallandnotsignificant(P<0.05)asthe95%confidenceintervalofthedifference
enclosedzero.

Oldpatients (n=389) Newpatients(n=92)
Differenceofmeans 95%Confidenceinterval

Age(years) No Meanscore No Score
10-19 86 1.79 36 1.50 0.29 -0.63to1.21
20-34 159 5.55 27 4.52 1.03 -1.01to3.08
35+ 144 10.40 29 6.52 3.88 -1.12to6.58
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