






World Chin J Digestol  2003 June;11(6):689-692
世界华人消化杂志 ISSN  1009-3079  CN 14-1260/R

2003 年版权归世界胃肠病学杂志社

P.O.Box 2345 Beijing 100023, China
Fax: +86-10-85381893
Email: wcjd@wjgnet.com  www.wjgnet.com

•述评 COMMENTARY •

肝脏胶原蛋白检测进展与评析

刘成海

刘成海,上海中医药大学肝病研究所上海市曙光医院  上海市  200032
刘成海博士,上海中医药大学肝病研究所暨上海市曙光医院研究员. 主要从事
肝纤维化的基础与临床研究,第一与通讯作者发表论文29篇,出版专著7本,获
得奖励5次.
项目负责人:刘成海,200032,上海市零陵路530号,上海中医药大学肝病研究
所上海市曙光医院.  chenghailiu@hotmail.com
电话:021-54231109    传真:021-64036889
收稿日期:2002-09-20    接受日期:2002-11-29

摘要

胶原含量多少可以直接反映肝脏纤维化程度之轻重 胶原

蛋白含量测定在肝纤维化机制与药理研究中极其重要 往

往是结果分析的 终点指标 . 综述肝脏胶原蛋白的生化与

病理检测方法 结合个人实践体会 分析其各种不同方法

的特点及适应范围. 认为肝组织胶原蛋白以羟脯氨酸含量检

测可靠 培养细胞总胶原分泌宜采用同位素掺入与胶原酶

消化的方法 各型胶原分泌量可采用ELISA法 各型胶原

沉积量可采用Western blot法. 肝组织与培养细胞胶原病理

染色 主要用于胶原蛋白定性分析与表达位置检测 正确

应用图像分析可半定量.
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0   引言

胶原是细胞外基质(extracellular matrix ECM)的主要蛋

白质成分 约占机体总蛋白的25 [1]. 多细胞器官中的

多数细胞均与ECM大分子密切联系 ECM不仅为细

胞提供结构支架 而且也是重要的信号调节分子 能调

控细胞的生长 代谢与分化. 肝脏中胶原含量丰富 对

肝细胞的分化 肝小叶结构与功能的维持等有重要影

响. 慢性肝炎 肝硬化等慢性肝病均存在着以胶原为主

的ECM增生沉积的病理变化 即肝纤维化. 研究表明[2]

肝星状细胞(hepatic stellate cell HSC)在肝损伤后 活化为

肌成纤维样细胞(myofibroblast like cell  MFB) 大量

合成与分泌间质性胶原等ECM 是肝纤维化的细胞学

基础. 肝纤维化时 胶原等ECM成分的数量与分布位

置均发生改变 表现为数量增加3-5倍 内皮下间隙

(狄氏间隙)胞外基质成分从正常的低密度基底膜样基质

向以纤维胶原为主的间质性胶原转变. 这种胶原的数量

与分布的改变 明显影响肝脏的结构与功能. 因此

准确 合理分析肝脏胶原的含量变化 在肝纤维化机

制研究与抗肝纤维化药物评价中均有重要意义. 但是

胶原类型较多 结构稳定 多难溶于水 一般化学

方法不易区分 迄今国内外尚未见稳定的试剂盒. 本文

就常用的肝脏胶原分析方法简要归纳 并就各自特点

与优缺点评述于下.

1   肝脏胶原的种类与结构特征

迄今已确定了19种不同基因的胶原类型[1,2] 以发现先

后的时间顺序 冠以罗马字母命名. 胶原的分子结构特

征是由3条左手螺旋 α肽链绞合成右手旋转的超三螺
旋. 胶原既可由相同的3条 α链组成 如 III 型胶原由
3条 α1(III)链组成[α1(III)] 也可由不同的 α链组成
如I型胶原由2条α1(I)21条α2(I)]链组成[α1(I)2α2(I)]. 尽管
不同类型胶原的α链是特定基因的表达产物 但其一级
结构均为 Gly-X-Y (X多为Pro Y多为Hyp). 羟化 是

胶原蛋白转录后的修饰特点 通过脯氨酸或赖氨酸羟化

酶使脯氨酸或赖氨酸残基加上羟基. 羟脯氨酸羟基通过

分子间氢键起稳定胶原螺旋结构的作用 羟赖氨酸羟

基则提供糖类分子的附着位点 并在胶原分泌至胞外

后 通过赖氨酸氧化酶在羟赖氨酸 赖氨酸之间醛基

缩合 发挥稳定胶原分子间交连的作用. 间质性胶原成

纤维索状 具有弹性与韧性 多起维持组织结构作

用 基底膜胶原多为筛状 具有过滤功能.

       肝脏中主要有5类胶原[3] 间质性胶原包括I  III

V VI 等 基底膜胶原有 IV型胶原. 正常人肝脏胶原

约占肝重的2 肝硬化时上升至8-10 . 正常人肝脏

胶原中I III IV V VI型胶原含量分别为42.5 %

39.5 % 6.9 % 10.6 % 与 0.6 % 肝硬化时分别为

56.5 % 28.0 % 5.5 % 9.6 % 与 0.5 % 以 I 型

胶原显著增加为特征. 位置分布上 I III 型等间质

胶原多分布于汇管区与大血管区 IV型胶原主要分布

于肝窦狄氏间隙. 肝脏慢性损伤时 I 型胶原显著增

多 使正常肝内I/III 型胶原比例倒置 取代狄氏间隙

的 IV 胶原 导致肝窦毛细血管化与肝纤维化.

2   肝组织羟脯氨酸含量测定法

羟脯氨酸是肝脏胶原蛋白所特有的氨基酸 因此测定

羟脯氨酸含量 可明确胶原总体水平. 该方法是分析组

织胶原水平的标准方法 有水解 衍生与检测等3个过

程. 水解 即在组织蛋白质样品中加入浓盐酸(6 mol/L) 真

空状态下高温(105 左右)反应18-24 h 将胶原的一

级结构破坏 使蛋白质分解为氨基酸 而后将水解液烘

干 蒸发掉盐酸. 水解的完全与否 对羟脯氨酸测定结

果影响很大. 但该方法较为烦琐 且酸雾对烘箱等设备

有腐蚀影响. 1982 年 Stein 提出气相水解法[4] 而后
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Waters 公司推出了商品化仪器 气相水解工作台 其

基本过程是将100-500 pM的蛋白质或多肽样品置于水

解试管中冷冻抽干 在水解反应器中加入200 µl 浓盐
酸与2 苯酚 然后将反应试管转移到反应器中抽真

空110 反应22 h. 该改进方法无需烘干 并可减轻腐

蚀与提高工作效率.

       衍生 即水解液与同其他化合物反应生产有颜色

的化合物. 其原理是基于酸性水解液中4-羟脯氨酸经氯

铵T氧化 而后与欧氏溶液[25 (w/v)对二甲基氨基甲

苯 27.3 %(v/v)高氯酸的异丙醇溶液]反应生成吡咯样物

质. 通过高效液相色谱(high performance liquid chromatography)

或分光光度计比色 可检测其水解液中羟脯氨酸的含

量. 检测主要是化学比色法 除分光光度计外 无需

其他特殊设备与技术 简单易行. 1950 年代建立 后

在1980年代经Jamall et al [5]改良 更为简便可靠 是

常用的方法. 羟脯氨酸与反应产物吡咯正相关 通过测

定反应液中吡咯在最大吸收峰(λmax560)处的吸光度(Α)
值 并通过羟脯氨酸标准品建立外标准 即羟脯氨酸

与最终反应产物吸光度值的直线回归方程 可计算出

样品的4-羟脯氨酸含量. 外标准中羟脯氨酸与吡咯吸光

度呈良好的线性关系 显著正相关 我们多次实验均得

到很好的重复性结果 图 1.

图1  羟脯氨酸标准品与最终反应产物吸光度值的直线相关回归.

        Jamall要求羟脯氨酸标准品新鲜配置 但我们发现

50 异丙醇溶解的标准品溶液4 放置过夜后溶解性

与灵敏性更好 而且相当稳定 超过半年仍可很好的重

复使用. 我们采用化学比色法检测正常肝脏组织羟脯氨

酸含量大致为 (203±60) µg/g肝组织 二甲基亚硝胺纤
维化大鼠中含量为 (370±66) µg/g肝组织[6,7] 四氯化碳
纤维化大鼠中含量为 (241±48) µg/g肝组织[8]. 但是化学
比色法灵敏度较低 只可检测到1 µg(7.6 nmol)以上的
4-羟脯氨酸 多适用于胶原丰富的肝组织大样品 不

宜于细胞培养小样品. 此外 不能区分测定羟脯氨酸的

同源异构体 3-羟脯氨酸. 而后发展改进的高效液相色

谱法则弥补了这些缺点[9] 可较好区分测定3-羟脯氨

酸与4-羟脯氨酸 并将测量水平提高到pmol级. 但是

其需要特殊的HPLC设备与技术. 此外 虽然两种脯氨

酸含量测定方法 无需同位素标记 可方便较好的检

测肝组织胶原总体水平 但是均需水解反应 其强酸
条件较为苛刻 时间较长 也无法区别不同类型的胶原

含量.

3   同位素标记脯氨酸掺入与胶原酶消化法测定胶原生成率

胶原蛋白的翻译需要大量脯氨酸 部分脯氨酸成为前

胶原肽链的组成成分 并经羟化修饰为羟脯氨酸. 因

此 通过脯氨酸掺入可了解胶原生成情况. 脯氨酸广泛

存在于许多蛋白质中 非为胶原蛋白所特有 仅仅脯

氨酸掺入并不能代表细胞的胶原生成[10]. 纯化的胶原酶

可特异性切割胶原蛋白(-Pro-X -Gly-pro- 箭头所

指为酶切部位) 使之降解为小片断. 因此 可首先通

过同位素标记的脯氨酸掺入 获得新生成的脯氨酸标

记的总蛋白量(同位素掺入量) ;而后通过胶原酶的特异降

解 区分胶原与非胶原蛋白. 通过计算胶原酶敏感蛋白

即胶原蛋白在总蛋白的百分比 即可测出细胞内的胶

原合成率与细胞外胶原分泌率. 大致步骤与方法如下.

3.1 [3H]Pro掺入  前胶原 α肽链在胞内翻译后 有一
系列翻译后修饰 其中之一是在脯氨酸 -4- 羟化酶

(prolyl-4-hydroxylase P4H)催化下 在Pro 残基的4

位C原子上进行羟化. 该羟化酶有2个 α亚基与2个 β
亚基组成 其活性需Fe2+ α- 酮戊二酸与抗坏血酸等
参与. 常规的掺入反应为: 含1-5 胎牛血清的Dublecco 改

良培养液(dublecco s modified eagle s medium

DMEM) 5-20 mCi[2 3-3H]-Pro 50 µg/ml 的抗坏
血酸 温育细胞24 h. 其中抗坏血酸有抗氧化作用 保

持Fe 2+在还原状态 3H 较 35S 半衰期长 处理容易

故多采用. 此外 为防止非同位素标记Pro 的竞争掺

入 提高[3H]Pro 掺入效率 细胞培养液采用缺乏Pro

的DMEM.
3.2 胶原酶消化与测定  掺入后 所收集的样本-无论
培养上清还是细胞层蛋白 均包括未掺入细胞的游离
[3H]Pro与[3H]Pro掺入的总蛋白 而该掺入总蛋白包括
非胶原蛋白与胶原蛋白. 因此 去除游离[3H]Pro的影响
与区分非胶原蛋白 是测定胶原生成率的关键. 非胶原
蛋白可通过胶原酶消化而区分 而去除游离[3H]Pro 大
致有以下2种方法. (1) 透析后消化法:透析去除游离[3H]
Pro 而后将样本进行消化[5](图2). 透析一般是将样本置
于透析袋 经25 mM Tris-HCl pH 7.4与 50 mM乙酰马
来醛透析液 4 下透析3-4 d 每天更换透析液 直
至透析液中放射性降至本底水平. 乙酰马来醛为蛋白酶
抑制剂 可防止样本蛋白的非特异降解. 透析后 蛋白
样本等分为 3 1 份不消化 直接测定总蛋白含量
1份加入胶原酶 CaCl2(胶原酶激活剂)与乙酰马来醛
等 37 下反应 2 h 以裂解胶原蛋白 1份为空白
对照 消化反应中时不加胶原酶. 后 2份经三氯醋酸沉
淀与离心 分离未被酶消化的非胶原蛋白 离心上清即
为胶原蛋白. 分别计数总蛋白的每分钟脉冲数(counts per

minute cpm t) 胶原蛋白(cpmc)与空白对照(cpmb)的放

射性 即可算出胶原生成率(公式1). 我们采用此法测
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定传一代培养肝星状细胞的胶原生成率 分别为细胞

内0.8-1.2 % 细胞外2.5-4 %. 而总蛋白中胶原蛋白的

[3H]Pro掺入量分别为细胞内7.9 % 细胞外12.8 %左右[11].

该方法无需对消化后沉淀的非胶原蛋白溶解与测定

但是消化前的透析较烦琐 时间较长 重复性欠佳.

                100
胶原生成率          (公式1)

       5.4×(cpmt-cpmc) (cpmc-cpmb) +1

图2  透析法消化法测定细胞胶原生成率流程示意图.

(2)直接消化法[12] :不透析 将样本等份为2: 1份不加胶

原酶 为空白对照 另一份加胶原酶消化. 而后经三

氯醋酸沉淀 离心 分别取上清与溶解的沉淀物 测定

每分钟衰变率(disintegration dpm)图 3. 胶原绝对含量

以空白管与胶原酶消化管沉淀物的数值计算. 胶原的生

成率以胶原酶消化管的上清与沉淀物放射活性计算

公式 2. 该方法无需透析 简易方便 费时较短 但

是需要溶解沉淀的非胶原蛋白 一般溶剂难以溶解 可

采用Packard公司的Soluene 350溶剂. 两种方法均不受接种

细胞数量的影响 可较好的反映细胞胶原生成情况 但不

适于整体动物体内与临床患者的胶原生成量分析.

胶原含量 空白管沉淀物dpm 胶原酶管沉淀物dpm.         (公式2-1)

          (上清 cpm 沉淀cpm ) 5.4
胶原生成率      (公式2-2)

(上清 cpm 沉淀cpm) 5.4+沉淀cpm

图3  直接消化法测定细胞胶原生成率流程示意图.

4   专一抗体结合 免疫反应法测定不同类型胶原含量

4.1 免疫印迹法(western blot)  于培养细胞 蛋白可分

为上清蛋白 细胞蛋白(包括胞膜蛋白 胞质蛋白与核

蛋白) 基质蛋白等多种 图4. 因此根据蛋白样品的

来源不同 可以分别分析胶原分泌 细胞内胶原合成或

细胞外胶原沉积量等. 即若采用培养上清 则为分泌

量 若采用细胞粗提物 则为细胞内生成量 若采用培

养器皿上沉积蛋白 则为胶原沉积量. 蛋白样品制备

后 进行SDS-PAGE凝胶电泳 使蛋白质因分子量大

小而区分 将凝胶转移到硝酸纤维素等膜上 脱脂奶粉

或牛血清蛋白封闭后 经特异性胶原抗体(如I型胶原抗

体)孵育结合 洗涤未结合的抗体 而后与偶联HRP

或AKP酶的抗抗体结合 经化学显色 X片曝光. 通

过分子量位置可确定胶片上胶原蛋白表达条带. 此法定

性与定量相结合 特异性高 灵敏度好 结果直观

明了. 且可通过标准分子量蛋白比较定位 区分胶原蛋

白的不同亚型. 蛋白表达量既可肉眼直观判断 也可计

算机图像分析扫描 由于图片为黑白方式 条带较规

则 无需二值分割 采用图像分析软件即可较好分析蛋

白表达量. 并且可设立严格的内参照 排除样本上样量

与转移效率等因素的影响 即洗脱该膜胶原抗体后 用

看家蛋白 抗体(如 β-actin β-tubulin HSP-70等)
在同一张膜上连续免疫结合呈色. 图 5为用该法检测原

代培养肝星状细胞的细胞内I型胶原蛋白表达. 但western

blot 方法需要一定的设备与技术.

图4  培养细胞蛋白种类. 贴壁细胞分泌蛋白于培养上清(可溶性上清
蛋白),分泌并沉积蛋白于培养皿上(不溶性基质蛋白),细胞自身蛋白(胞
膜蛋白 胞质蛋白与核蛋白等) .

图 5  western blot 法分析原代培养肝星状细胞 I型胶原蛋白表达. 肝
星状细胞分别培养1 d 4 d 7 d, 给予 100 pmol/L TGF-β1 刺激
(+),提取细胞裂解液,经8 % SDS-PAGE电泳,硝酸纤维素膜转移,I 型
胶原及HPS70抗体western blot分析.

图6  ELISA法检测胶原示意图.

4.2 酶联免疫测定法(ELISA)  此法原理亦为免疫结合. 将
目的胶原样本作为抗原包被于96 孔板上 与抗体结
合 再与HRP或AKP酶偶联的抗体结合 经化学显色
反应 酶标仪读取吸光度值. 由于抗体-抗原抗体复合
物- 酶 - 底物显色之间有正相关关系 故检测显色底
物的吸光度值 即可测知抗原(胶原)的相对含量[13]图6. 通

过一定浓度梯度稀释胶原标准品建立外标准 计算出
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胶原含量与最终显色产物之间的直线回归方程 以此

方程及样本反应的吸光度值 即可计算出样本胶原的

浓度. 该方法适合于体外细胞实验 同样具有灵敏 特

异的优点 可以分析细胞上清或细胞内各型胶原的分

泌量或合成量 并且经细胞总蛋白或DNA 浓度效正

可以排除细胞数量的影响[14]. 缺点是每一步都需洗涤

过程较长 不适于组织标本 样本的包被主要是物理

结合 不同材料间重复性较差.

5   病理胶原染色 彩色图像分析法半定量原位分析总

胶原与不同类型胶原的含量

既往病理组织化学与免疫组织化学观察多应用于定性研

究 随着形态定量方法的发展和计算机技术的普及

图像分析仪器的广泛应用 生物形态学向定量研究发

展. 图像分析方法大致为:首先将显微镜下的组织染色图

像通过摄像头与图像采集卡录入计算机. 其次是在计算

上选取所要分析的目标 因免疫组化染色蛋白呈一定颜

色 且因背景染色或衬染 周围组织有不同颜色着色

因此需要设定色彩的上下限阈值 二值分割 将目标蛋

白质 伪彩色 使之为计算机识别. 而后自动计算所识

别对象的面积 灰度等参数值 从而半定量组织目标蛋

白的含量. 该方法简便易行 自动化程度高 非常适合

于临床肝组织等难以进行生化分析的小样组织标本 随

胶原染色方法的不同 可以分别分析总胶原或各种不同

类型的胶原含量. 目前用于图像分析的常见胶原病理染

色方法有: (1)丽春红总胶原染色 常规显微镜镜头下观

察总胶原的变化 (2)天狼猩红染色 偏振光下分别观察

I III 型胶原的变化 一般 I 型胶原呈黄红色 III 型

胶原呈绿色 (3)通过各种特异胶原抗体进行肝脏组织免

疫组化染色 分别观察各种不同型别胶原的变化.

          这三种方法共同存在着随机取样时的抽样误差与二

值分割时的背景干扰. 抽样误差包括组织取材部位 图

像采集视野等[15]. 而图像二值分割时 目标染色蛋白区

域的选取往往较大程度上受组织片背景的亮度强弱与颜

色深浅 组织片本身染色的深浅 及其设定选取颜色范

围的上限与下限等等多种因素影响 所测光密度值也往

往随之有较大范围波动. 此外需要指出的是 天狼猩红

染色+偏振光观察以区分I III 型胶原的方法目前有许

多争议. Junqueira et al [16]于1978年采用该方法 发现I

型胶原呈黄色 桔黄或红色 I I I 型胶原呈绿色.

Nicoletti et al [17]证实了该发现 我国也有学者采用该方

法以鉴别 I III 型胶原[18,19]. 但是 Junqueira et al [20]在其

后的文章强调了该方法对于胶原染色特异性 没再提及

鉴别胶原性质 而Pierard et al发现该方法主要反应总

胶原含量 而不能区分胶原型别[21,22]. 然而 无论何种

病理染色方法 主要在于反应胶原的分布位置与性质

图像分析的干扰因素较多 严格控制条件排除干扰 可

进行半定量 可靠的定量分析仍需采用生化方法.

        总之 胶原含量多少可以直接反映肝纤维化程度之

轻重 其蛋白含量测定在肝纤维化研究中极其重要

往往是 终点指标 (endpoint). 在实际应用中 应根据

具体情况与目标 选择合适的方法.
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Abstract
AIM:To evaluate the long-term protective efficacy following
a large scale immunization with a live attenuated hepatitis
A vaccine (the LA-1 strain) and immune persistence of the
vaccine with different immunization schedules.

METHODS:A randomized controlled double-blind study was
conducted in 212 985 children between 1.5 and 10 years
of age from 8 counties in Guangxi province (10 0735 in
vaccine group and 112 250 in control group). Vaccine group
was received one dose of HAV vaccine of 106.75 TCID50

(LA-1 strain, China). Surveillance of the incidence of hepatitis
A in the two groups was started 1 month after vaccination.
To evaluate the persistence of antibodies, 156 children of

6-9 years old with hepatitis A antibody negative were divided
into 3 groups with equalities in age and sex. Group A was
given one dose of the vaccine, Group B and C were immunized
according to 0,6 and 0,12 schedules respectively. During
follow-up of every individual, the blood specimens were
collected at 6, 12, 24 and 36 months after immunization in
Group A and 12, 24 and 36 months after first dose and 1
month after second dose in Group B and C. Anti-HAV levels
were expressed as GMTs in mIU/ml by serial immunoglobulin
dilutions (WHO standard) and HAVAB-Imx kit (Abbott Lab, USA).

RESULTS:During a follow-up for 36 months, 71 cases of
symptomatic HAV infection were found in the control and
2 in the vaccine group (63.25/106 vs  1.99/106 respectively).
The protective efficacy was estimated at 96.85 % with 95 %
lower confidence limit of 92.4%.  The antibody positive
rate in Group A after 6-24 months was 88.6-91.4 %, the
GMT was 105-106 mIU/ml, but each of those decreased
to 80.0 % and 99.20 mIU/ml after 36 months. GMT reached
to the top in Group B and C1 month after the second dose,
1 024.63 mIU/ml and 3 463.21 mIU/ml respectively. But
during the time from top GMT to 24th month, the GMT of
Group B and C decreased rapidly to about 59.4 % and 83 %
respectively, and it continually declined slowly at 36th month
to 459.68 mIU/ml and 506.23 mIU/ml, which were 6 %
and 15 % lower than that at 24th month. It showed that
the antibody level in Group B and C after 2 doses were
significantly higher than that in Group A from beginning to
end, at 36th month the GMT of Group B and C were 4.6
times and 5.1 times to that of Group A, and the antibody
positive rate (97 %) was higher than that of Group A (80 %)
at the same time.

CONCLUSION:A single dose of live attenuated hepatitis A
vaccine can come into being high and persistent protection
against hepatitis A. Booster dose induces an immune
response which persists for at least three years in 97 % of
the subjects. The high GMT still present at month 36 predicts
a long-term persistence of antibody.

Gong J, Li RC, Xu ZY, Jiang SP, Luo D, Yang JY, Li YP, Chen XR,
Huang GB, Ling WW, Wei GW, Wang XY. Long-term immunogenicity
and protective efficacy of a live attenuated hepatitis A vaccine (LA-1
strain). Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):693-696

摘要

目的: 观察甲型肝炎减毒活疫苗(LA-1株)大规模接种的长期

保护效果和不同免疫程序的免疫持久性.

方法:212 985 例 1.5-10岁儿童随机分成疫苗组和对照组.

疫苗组每人接种1针甲肝疫苗 接种1 mo后观察两组甲肝

发病情况. 6-9岁的甲肝抗体(抗HAV)阴性儿童156例按年

龄和性别均衡分为A B C组  A组接种1剂疫苗 B

组按 0 6 mo C 组按 0 12 mo 程序分别接种 2 剂疫



苗 然后随访各组抗HAV变化.

结果:甲型肝炎3 a累积发病率在对照组为63.25/10万(71/

112 250) 疫苗组为1.99 /10万(2/100 735) 保护率96.85 

(95 CI下限为92.44 ). A组免疫后6 12 24 36 mo

抗HAV 阳性率分别为91 % 89 % 89 % 80 % 抗

体几何平均滴度(GMT)分别为106 105 106 99 mIU/ml;

B组 7 12 24 36 mo的阳性率分别为100 % 98 %

95 % 98 % GMT分别为1204 773 489 459 mIU/ml

C组 12 13 24 36 mo的阳性率分别为82 % 100 %

100 % 97 % GMT分别为92 3 463 596 506 mIU/ml.

B C组在第36 个月的 GMT分别是A组的4.6 倍和5.1

倍 阳性率高于同期A组(P =0.008).

结论:甲肝减毒活疫苗(LA-1株)1针免疫有高而持久的保护

效果和免疫原性 2针免疫可显著提高其免疫持久性 0 6

程序与0 12 程序的长期免疫效果相同.

龚健,李荣成,徐志一,江世平,罗东,杨进业,李艳萍,陈修荣,黄贵彪,凌文武,韦光武,

汪萱怡. 甲型肝炎减毒活疫苗(LA-1株)大规模免疫长期效果观察. 世界华人

消化杂志  2003;11(6):693-696
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0   引言

我国是病毒性肝炎高流行区 其中甲型肝炎病毒(HAV)

感染居各型肝炎病毒之首[1]. 甲型肝炎(简称甲肝)是儿童

肝炎和肝炎暴发流行的主要型别[2,3] 较长时期内预防

甲肝的暴发或流行任务仍十分艰巨[1]. 用甲型肝炎疫苗

实施主动免疫已证明是预防和控制甲型肝炎的最有效

手段[4-10]. 我国研制的甲肝减毒活疫苗LA-1株在滴度达

到 106.75TCID50时 经大规模人群观察 安全性 近

期免疫原性和保护效果良好 与国外甲肝灭活疫苗近

期效果相似[11]. 本文报告该疫苗在农村地区儿童中大规

模接种的长期保护效果和不同免疫程序的免疫持久性

为甲肝疫苗免疫策略的制订提供科学依据.

1   材料和方法

1.1材料  广西农村人群中甲型肝炎感染率为84 %  感

染上升速度最快年龄段在1-5岁. 本课题所在的8个县

(市)甲肝年发病率1991/1995年 2-9岁人群中约为30/10

万 -170/10万 对其中两个县1-10 岁儿童9 400人免

前血清学调查 甲型肝炎易感率为80-85 .

1.2 方法

1.2.1 疫苗保护效果的研究  在柳城县和隆安县采用个体

随机分组方法 对114 588名 1.5-10岁的儿童按个体

出生月份单数或双数随机分成甲肝疫苗接种组(58 955名)

和对照组(55 633名) 其中7 316名为经血清学筛检确

定的甲肝易感(即血清抗HAV-IgG阴性) 儿童 接种组

和对照组分别为3 771名和3 545名 在田阳等6县 (市)

对 120 105名 1.5- 10岁儿童不做免前筛检 以行政村

或班级为单位 按整群随机方法分成甲肝疫苗组(63 488

例)和对照组(56 617例). 疫苗组每人接种1针甲肝疫苗.

儿童家长 现场的疫苗接种工作人员均不了解分组情

况. 免后1 mo开始对两组的甲型肝炎发病情况随访3 a.

凡有症状和/或体征 谷丙转氨酶(ALT)异常 抗HAV-

IgM 阳性者 确诊为临床甲型肝炎病例.

1.2.2 不同免疫程序研究  在柳城县1个小学疫苗组中

对血清抗HAV-IgG 阴性的156名儿童分为A B C 3

个组 各组人数分别为35 62 59人 平均年龄分别为

7.6岁 6.6岁 7.3岁 男女之比分别为0.8 1 0.8 1

1.4 1. A 组接种 1 剂甲肝疫苗 B 组按 0 6 mo 程

序 C组按0 12 mo程序分别接种2剂甲肝疫苗. A组

于接种后6 mo 12 mo 24 mo 36 mo B组和C组均

在第2针接种后1 mo 首针接种后12 mo 24 mo 36 mo

定人随访采血 无菌分离血清  冻存于-20  空运至

实验室检测血清甲肝抗体(抗HAV-IgG). 检测工作均在

2 wk内完成. 血清一般不反复冻融 以保证标本中抗体

滴度不因反复冻融而下降.

1.3 疫苗  疫苗为卫生部长春生物制品研究所生产的甲

型肝炎减毒活疫苗LA-1株 每剂含量106.75TCID50. 接

种部位在上臂皮下.

1.4 检测  免前用ELISA检测筛选抗HAV-IgG 试剂

盒购自浙江省医科院. 免后随访血清抗HAV-IgG 用

Abbott 公司的 IMx mEIA 试剂及相应的自动检测仪检

测  以同时检测的不同浓度 WHO 标准抗体单位制成标

准曲线  换算出每毫升血中抗体毫国际单位(mIU/ml). 疑

似病例的抗HAV-IgM检测用上海实业科华生物技术有

限公司的ELISA试剂盒.

2   结果

2.1保护效果  观察3 a 在随访对象234 693人中 共

报告疑似病例248例 经实验室确诊 73例为临床甲

型肝炎病例. 其中对照组和疫苗组分别为71例和2例

3 a累积发病率分别为63.25/10万(71/112 250)和1.63 /10万

(2/122 443) 保护率97.42 95 可信度下限为93.4 .

2.2 不同免疫程序的抗体水平3 a动态观察  A组儿童在

接种后6-24 mo的抗体阳性率和抗体几何平均滴度(GMT)

基本维持在同一水平(88.6-91.4 %和105-106 mIU/ml) 第

36个月时略有下降 阳性率为80.0 % GMT较第24

个月下降6 % 为 99.20 mIU/ml(表 ).

表1  甲型肝炎减毒活疫苗(LA-1株)1针免疫后3 a的抗体变化(A组)

       抗 -HAV                  抗 -HAV GMT
免疫后(mo)   检测数

阳性数     阳性率 %     mIU/ml      95 % CI

  6 35           32            91.4            106.31    69.77-162.00

12 35           31            88.6            105.09    73.15-141.22

24 35           31            88.6            105.77    74.97-149.23

36 35           28            80.0             99.20    71.75-137.16
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       B组(0 6 mo程序)和C组(0 12 mo程序)的抗体均在

第2针接种后1 mo达到高峰 然后各组GMT均呈先快后

慢趋势下降 第24个月 分别比峰值下降了59.4 %和83 %

第36个月较第24个月分别下降了6 %和15 % 第36个

月时B C组的抗体水平趋于相同 阳性率分别为97.6 %

和96.94 % GMT分别为459.68 mIU/ml和506.23 mIU/ml(表2).

表2  甲肝减毒活疫苗(LA-1株)2 针免疫后3 a的抗体变化(B组 C组)

   B 组(0 6 mo 程序)          C 组(0 12 mo 程序)

免疫后时间(mo)

n S SP(%)       GMT(mIU/ml) GMT95 %CI      n  S SP(%)     GMT(mIU/ml)     GMT95 %CI

7- 55 55 100         1 204.63 876.48-1 655.65      -  -    -    - -

12- 54 53 98.1           773.15   43.15-1 100.54    60 49   81.7    91.92     66.15-127.00

13-  -  -   - -            -    31 31 100.0 3463.21    2561.0-4 683.26

24- 56 53 94.6            489.12 339.85-703.98    34 34 100.0  596.57     456.47-779.66

36- 41 40 97.6            459.68     306-688.86    32 31   96.9   506.23    337.15-760.11

表3  甲肝减毒活疫苗(LA-1株)不同免疫程序的抗体水平比较

A组           B组         C组

程序 1针      2 针(0 6)   2 针(0 12)

峰值 阳性率(%) 91.4                 100                100

GMT(mIU/ml)  106.31          1 204.63          3 463.21

免后24 mo 阳性率(%) 88.6    94.6             100.0

GMT(mIU/ml)  105.77 489.12            596.57

免后36 mo 阳性率(%) 80.0    97.6               96.9

GMT(mIU/ml)   99.20 459.68            506.23

         由表3可比较不同免疫程序的抗体水平. 抗体阳性率

峰值在B C组均为100 % A组高为91.4 % 在GMT

峰值上 B组是A组的11.3倍 C组是A组的32.6倍

B组的2.9 倍. 在第 36 个月 B组和C组的GMT虽然

已较峰值显著下降 但仍分别是A组的4.6倍和5.1倍

抗体阳性率为97 %左右 也高于同期A组(80 % χ2=7.11
P =0.008).

3   讨论

实施甲肝疫苗接种是减少甲型肝炎发病的最有效手段[12].

国外甲肝灭活疫苗在泰国40 119例5-15岁儿童(易感率

75 % 年发病率119/10万)中以随机对照方法观察3针

免疫的保护效果 随访5-10 mo 保护率为97 %(95 %CI

87-99 %)[13]  ; 在美国的甲型肝炎高流行区对儿童实施甲肝疫

苗常规免疫6 a 疫苗保护率为98 % (95 % CI 86 -100 %)[14].

国产甲肝减毒活疫苗(LA-1株)滴度为105.5TCID50 时 在

广西28 679 例中小学生整群随机对照观察中 1针免

疫后第3年的保护率为78.8 % [15]. 由于疫苗的滴度对于

疫苗的保护效果至关重要 近年来我国规定甲肝减毒

活疫苗应不低于106.5CCID50[16] . 本文在234 693例儿童

中观察甲肝减毒活疫苗LA-1株在滴度达到106.75 TCID50
后1针免疫的第3年保护率为97.42  (95 %可信限下

限93.4 %) 显著高于滴度为105.5TCID50时的3 a保护

效果[15] 与国外的甲肝灭活疫苗的保护效果[13,14]相似.

提示该疫苗滴度达到106.75 TCID50时 可获得高而持久

的保护效果.

         疫苗对甲型肝炎控制的有效期限取决于疫苗所能

提供的保护期限[17] 而后者与疫苗刺激产生的抗体水

平密切相关. 甲肝灭活疫苗1针免疫时 产生的抗体水

平仅能提供短时间的保护 而2针免疫后刺激的高水平

抗体水平可提供长期保护[18 ]. 本文中 甲肝减毒活疫苗

接种2针后 抗体GMT峰值达到1024mIU/ml(0 6 mo

程序组)和 3463mIU/ml(0 12 mo 程序组) 与国外甲

肝灭活疫苗2针免疫后达到的GMT峰值相当[19-23] 第

3年仍有97 %的抗体阳性率和较高水平的抗体滴度 预

示着抗体有长期存在的可能. 尽管2针免疫诱导的抗体

GMT达到峰值后会有大幅度回落 但当他降至一定水

平趋于稳定时 抗体滴度在免疫后3 a仍达到1针的5

倍左右 抗体阳性率(97 %)也显著高于1针(80 %). 提示

2针免疫可显著提高甲肝减毒活疫苗的免疫持久性 与

国产甲肝减毒活疫苗H2株观察结果一致[24].

        甲肝减毒活疫苗以不同程序进行2针免疫后 所

诱导的抗体水平在达到峰值后都呈先快后慢地下降

与甲肝灭活疫苗以0 6 mo 和 0 12 mo 程序免疫后

的抗体滴度变化动态[25-29]相同. 说明虽然减毒活疫苗和

灭活疫苗的免疫机制不同 但以相同免疫程序接种后

二者的抗体水平变化趋势是相似的. 本文中疫苗1针免

疫后抗体缓慢下降趋势则与刘景晔 et al [30]在儿童中对

该疫苗1针免疫后随访3 a观察到的抗体动态趋势一致.

         甲肝减毒活疫苗(LA-株)以不同程序免疫2针后

抗体GMT峰值在0 mo 12 mo程序组显著高于0 mo 6 mo

程序组 与Vidor et al [31]对甲肝灭活疫苗的观察结果

相同. 3 a随访结果显示 甲肝减毒活疫苗0 mo 6 mo

程序和0 mo 12 mo程序免疫效果是一样的. 虽然抗体

滴度峰值在0 mo 12 mo程序组(3 463mIU/ml)显著高于

0 mo 6 mo程序组(1 024 mIU/ml) 但随着免疫年限延

长 两组抗体水平趋于接近 随访36 mo 抗体滴度

已十分接近(459.68 mIU/ml和 506.23 mIU/ml) 抗体阳
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性率亦如此(97.6 %和96.9 %). 说明甲肝减毒活疫苗(LA-1

株)以这两种免疫程序均可产生良好的长期免疫效果.

致谢:在此感谢李泰新 农艺 黄全诚 肖波 黄兆能

李可刚 莫宇文 黄月葵 韦增良 莫建军等对工

作的支持和协作.
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Abstract
AIM:To construct a recombinant cherimal plasmid of HCV-Fc
that can express HCV core protein and IgG Fc.

METHODS:The HCV core gene derived from the plasmid
pBRTM/HCV1-3011 by using polymerase chain reaction
(PCR) was inserted into the backward position of cytome-
galovirus (CMV) immediate early promotor element of Fc
plasmid (pIgFc), then the recombinant plasmid pHCV-IgFc
was obtained.

RESULTS:The insert DNA of pHCV-IgFc was HCV core and
Fc gene conformed by endonuclease,PCR and sequencing.
HCV core gene and Fc gene expressed transiently with
Lipofectamine 2000 coated in human hepatoblastoma 7 721
cells, which was conformed by immunofluorescence.

CONCLUSION:Recombinant cherimal plasmid vector pHCV-
IgFc can express HCV core and Fc gene transiently in 7 721
cells. It may be useful in transfection of dendritic cells and
development into dendritic cell vaccince.

Feng ZH, Wang QC, Zhou YX, Hao CQ, Nie QH. Construction and
expression of chrimeid plasmid pHCV-IgFc. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(6):697-700

摘要

目的:构建能表达HCV C-Fc融合基因的真核表达载体 为

进一步修饰和转染树突状细胞 制备能高效表达HCV C

和Fc基因的树突状细胞疫苗做准备. 

方法:用分别含有Kpn 和Xhol 酶切位点的HCV C区基

因上 下游引物 以含有HCV H株基因序列的质粒pBRTM/

HCV1-3011为模板 通过PCR扩增获得HCV C区基因

片段回收后 以Kpn 和Xhol 双酶切 定向插入到含

IgG1 Fc基因的质粒pIgC3双粘端位点之间 获得重组表达

质粒pHCVFc. 通过Kpn 双位点酶切 PCR及插入片段

序列测定对质粒进行了鉴定. 以抗HCV C单克隆抗体为一

抗 利用间接免疫荧光法检测了pHCV-IgFc在人肝癌细胞

7 721中的瞬时表达. 

结果:酶切 PCR及测序鉴定证实 pHCV-IgFc插入片段

为HCV C区基因片段 免疫荧光法检测表明其可以在7 721

细胞中瞬时表达. 

结论:构建的质粒pHCV-IgFc可以在7721细胞中瞬时表达

HCV C区基因 为研究HCV C-Fc融合基因修饰的树突状

细胞的功能奠定了基础.

冯志华,王全楚,周永兴,郝春秋,聂青和. HCV-Fc融合基因疫苗真核表达载体

的构建及表达. 世界华人消化杂志  2003;11(6):697-700
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染是当前危害人类健康的重要传

染病 至今尚无特异性的预防和治疗措施. 基因治疗作为

一种控制HCV感染的新途径 正在受到人们的重视[1-23].

树突状细胞具有最强的抗原呈递能力 可广泛用于肿

瘤和感染性疾病的免疫治疗 其诱导的强烈的CTL反

应在HCV基因治疗中具有很好的应用前景[24-27]. 我们构

建了HCV C-Fc融合基因真核表达载体 并证实其可以

在7721细胞中瞬时表达HCV C基因 为下一步制备转

染和表达HCV C及Fc融合基因的树突状细胞疫苗奠定

了基础.

1   材料和方法

1.1材料  pBRTM/HCV1-3011质粒(HCV-H)含除5 NCR

外的全部HCV序列 是由美国华盛顿大学Rice教授惠

赠 含Fc 基因的质粒载体pIgFc3(Fc 上游含 Kpn

BamH 单酶切位点)为张新海博士惠赠 大肠杆菌

MC1061及人肝癌细胞7 721株均为本室保存. Kpn

BamH T4DNA连接酶 Taq DNA聚合酶 dNTP



PCR产物回收试剂盒及P1asmid Purification Kit 均为

Promega公司产品. 脂质体Lipofectamie 2000 1 640培

养基及胎牛血清均为Gibco公司产品 小鼠抗人HCV C

单克隆抗体购自中国预防科学院. PCR引物设计 参考

已发表的HCV H株核心区序列设计l对引物. 根据克隆

所需 在每条引物的5 端引入相应的限制性内切酶识

别序列及保护碱基 采用DNA SIS和OLIGO核酸分析

软件在微机上进行分析 引物由宝生物(大连)有限公司

合成 序列如下 P1 (HCV C 基因上游引物 5 端

含有 Kpn 位点及起始码) 5 TTG GTACCATGAGC

ACGAATCCTAAACCT3 P2 (HCV C下游引物 5 端含

有BamH 位点及插入碱基以保证下游Fc基因三联密码

子顺读) : 5 ATTGGATCCTTGGCTGAAGCGGG

CCACAGT3 .

1.2 方法

1.2.1 pHCV-IgFc 质粒的构建  参照文献. 以 pBRTM/

HCV1-30ll 质粒为模板 用合成的分别含有 Kpn 及

BamH 限制性内切酶识别序列的HCV C区基因上下

游引物进行PCR扩增. PCR在 100 µL的反应缓冲液中
进行(50 mmol/L KCl 10 mmol/L Tris-HCl pH9.0 25 

1.5 mmol/L MgCl2 1 g/L Triton X-100) 其中含上下

游引物各100 pmol dNTP各 25 µL 模板质粒5 µL
Taq聚合酶1U 三温循环的程序为 预变性94  5 min

变性 94  45 s 退火 55   45 s 延伸 72  1 min

35 个循环后 72 再延伸10 min PCR产物回收(按

试剂盒说明书操作)后 用 Kpn /BamH 双酶切

获得572 bp的HCV C基因片段 即目的DNA 含Fc基

因的载体pIgFc3亦用Kpn /BamH 双酶切 切胶回

收获得3 500 bp的载体DNA 目的DNA与载体DNA

在16 下经T4 DNA连接酶连接16 h (连接体系为:目的

DNA 0.4 µg 载体DNA 0.1 µg 10×Buffer 2 µL T4
DNA连接酶16 µL 加无离子水至20 µL) 获得重组
质粒. 将重组质粒转化到用氯化钙制备的新鲜感受态大

肠杆菌 E.coli MC1061 中 挑取阳性克隆 扩增后提

取并纯化质粒 得到含HCVC-Fc融合基因的真核表达

质粒pHCV-IgFc.

1.2.2 pHCV-IgFc的鉴定  酶切鉴定:将重组质粒pHCV-IgFc

和空载体质粒pIgFc3分别用Kpn 单酶切. 10 g/L琼质

糖凝胶电泳鉴定. PCR鉴定:分别以重组质粒pHCV-IgFc

和空载体质粒pIgFc3为模板 用前面合成的HCVC区

基因上游及下游引物在相同的反应体系中进行PCR扩

增 PCR产物用10 g/L琼质糖凝胶电泳鉴定 测序鉴

定 为确保重组质粒pHCV-IgFc 中插入序列及读码框

的正确性 对其进行测序鉴定 由宝生物(大连)有限公

司的自动测序仪完成.

1.2.3 pHCV-IgFc在人肝癌细胞株772l 中的瞬时表达

将重组质粒pAd HCV-C用 lipofectamine 2000转染7 72l

细胞 72 h后收集爬片细胞 以小鼠抗HCV-C单克隆

抗体为一抗做间接免疫荧光实验 检测重组载体

pHCV-IgFc插入的HCV-C基因在人肝癌细胞株7721中

的瞬时表达情况.

2   结果

2.1 重组质粒pHCV-IgFc 的双位点酶切鉴定  插入的

HCV-C 基因片段含有另一个 Kpn 位点.重组质粒

pHCV-IgFc 经Kpn 双位点酶切后 可切下300 bp片

段 空载体质粒pIgFc3 只用一个 Kpn 酶切位点. 电

泳酶切片段 证明插入片段和载体大小均正确(图 1):

Line 1,2 重组质粒pHCV-IgFc 经 Kpn 双位点酶切后300 bp片段;
Line3  Marker (DL-2000)
图 1  重组质粒的酶切鉴定

2.2重组质粒pHCV-IgFc的 PCR鉴定  利用前面合成

的PCR引物 以重组质粒pHCV-IgFc为模板进行PCR[14]

反应产物电泳后发现有572 bp的条带(插入的HCV C基

因)存在 对照组用相同的引物. 以空载体质粒pIgFc 为

模板进行PCR 反应产物电泳后未见条带存在(图2). 证

明重组质粒pHCV-IgFc中成功地插入了HCV C基因.

Line l  Marker (DL-2000); Line2-3;重组质粒pHCV-IgFc PCR产物
572 bp的条带
图2  重组质粒的PCR鉴定

图3  重组质粒pHCV-IgFc在人肝癌细胞株7 721中的瞬时表达.
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2.3重组质粒pAd.HCV-C的测序鉴定  重组质粒pHCV-

IgFc 由宝生物(大连)有限公司测序 插入片段正是

HCVH 株C 区基因 结果如下:

2.4 重组质粒pHCV-IgFc在人肝癌细胞株7 721中的瞬

时表达  转染了重组质粒pHCV-IgFc 的人肝癌细胞株

7 721细胞 以抗HCV C单克隆抗体为一抗 进行间接

免疫荧光检测 获得阳性结果(图3) ;未转染的7 721 细胞

进行间接免疫荧光检测 未见阳性结果. 表明 pHCV-

IgFc在 7 721中瞬时表达了HCV C抗原.

3   讨论

丙型肝炎病毒(HCV)感染常导致慢性肝炎 肝硬变

甚至肝癌及肝外病变.  HCV基因序列的高度变异性以及

机体细胞免疫功能低下使病毒得以逃避宿主免疫系统

的作用而造成病毒的持续感染 因而难以治疗及预防.

基因疫苗是将编码抗原的外源基因插入合适的表达载

体中  再以载体免疫机体  使目的基因在机体内高效

表达  达到基因治疗的目的. 丙型肝炎基因疫苗诱导特

异性免疫应答产生已被大量的实验室证实[28]. 但普遍存

在着抗体滴度不高 CTL杀伤力不强等问题. 其原因可

能与HCV感染后 抗原提呈细胞(APC) 尤其是树突状

细胞(dendritic cells DC)数量减少 功能降低有关[29].

如何绕过或提高DC免疫功能低下 诱导出更强有力的 

更具广泛性的免疫应答 应当成为基因疫苗和免疫治

疗亟待解决的问题之一.

        一个理想的抗原呈递策略 应当是全方位 强有

力的诱导CD8+CTL CD4+Th 及 B 细胞应答 这样才

能更有效的清除病原体及肿瘤细胞. 近年来 以免疫球

蛋白(主要是IgG1)的 Fc段为基础构建的新型免疫分子

进展很快 有望用于新型免疫复合外物制剂的研制.

IgG1的Fab与Fc是功能相对独立的 片段 Fab中的可

变区负责与抗原结合 而Fc段能与免疫效应细胞的 Fc

受体(Fc R)结合 发挥其调节免疫效应 细胞炎

症反应 细胞毒效应以及激活吞噬细胞的作用. DC本

身表面带有Fc R 因此由Fc R 介导的吞噬细胞

内在化的过程可加强免疫应答的 抗原提呈.

       要获得有效的防治HCV感染的疫苗 必须克服HCV

多型  易变带来的困难[30-34].  HCV中和抗体位点所在膜

区(E区)呈高度变异性  机体感染HCV后易发生免疫耐

受.  因此 采用传统方法构建的以产生中和抗体为主的

体液免疫型疫苗难以获得对不同HCV株型同时具有防

治功效的疫苗. 要克服这种困难 就必须诱导机体产生

对预防和清除不同株型HCV感染具有重要作用的细胞

免疫应答[35-39]. Saito et al研究发现 仅用HCV 区基

因免疫难以诱导有效的细胞免疫应答. HCV CE1区含有

5个CTL表位 以HCV CE1区基因免疫机体 可产生

较强的针对不同株型HCV的CTL反应 且杀伤效应至少

可持续100 d以上. 因此 我们选用在我国常见的HCV

型H株C区基因作为目的基因 插入到含人IgG1 Fc

段基因的载体pIGC3中 以此为基础构建了HCV C-Fc

的可分泌型真核表达载体pHCV-IgFc. 经双酶切 PCR

扩增及测序三重鉴定 证实插入片段为HCV C区基因.

重组质粒pHCV-IgFc在人肝癌细胞7 721中瞬时表达了

HCV C 抗原 证实了其表达功能的完整性. 以上工作为

以后制备能表达HCV C及Fc抗原的树突状细胞疫苗提

供了物质保证 为进一步探讨抗HCV基因疫苗及树突

状细胞疫苗奠定了基础[40,41].
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Abstract
AIM:To realize effect of thymosin-α1 (Tα1) on immune
function with chronic hepatitis B (CHB) and to evaluate the
efficacy of  Tα1 in the treatment of CHB.

METHODS:Sixty patients with CHB were randomly chosen.
Twenty-five cases were received Tα1 (1.6 mg, sc, twice a
week, 3-6mo) and thirty-five were received Tα1 combined
with Lamivudine (0.1 g, po, once a day, 3-6 mo). Hepatic
function, virological analyses (HBeAg, HBsAg, HBV-DNA)
and immunological analyses (periperal blood T lymphocytes
subset, IFN-α and IL-4 levels) from patients in pretreatment
and posttreatment were observed.

RESULTS:At the end of treatment, ALT and T-Bil were
decreased in the group of Tα1 combined with Lamivudine
(P <0.01), HBeAg/HBsAg remained negative (n =9) and
HBV-DNA levels were also low (n =14) in the group of Tα1
combined with Lamivudine (P <0.01 and P <0.05,
respectively) as compared with healthy individuals. CD4

+ T
Cell (from 31.3±2.4 to 36.1±2.5), the level of IFN-γ (from
71.3±21.0 to 83.7±21.4) and Th1/Th2 (from 0.79±0.2 to
0.98±0.3) increased in the group of Tα1 (P <0.01, P <0.05
and P <0.05, respectively).

CONCLUSION: Tα1 is efficient to treat patients with CHB
because it can elevate the level of cellular immunity, which

is beneficial to viral clearance.

Duan GR, Nie QH, Zhou YX, Wang QC, Tian CY, Liu LY, Xue HA. Effect
of thymosin-α1 on immune function with chronic hepatitis B. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):701-704

摘要

目的:了解胸腺肽 1(T 1)对慢性乙型肝炎患者免疫系统

的影响 评价T 1对慢性乙型病毒性肝炎的疗效.

方法:选择60例慢性乙型肝炎患者 其中T 1组25例

给予T 1(1.6mg sc 2 次 /wk 3-6 mo)治疗 联合

组35 例 给予T 1 联合贺普丁(0.1 g  po  1 次 /d

3-6 mo)治疗 另选60例作为对照组 仅给予保肝治疗.

应用双抗体酶联分析法检测治疗前后血清中IFN- 和IL-4

的浓度 以 IFN- 代表Th1 IL-4 代表Th2 从而计

算Th1/Th2 比值 采用流式细胞仪观察外周血CD4+T

CD8+T细胞亚群.

结果:联合组与对照组比 治疗后肝功能改善显著(P <0.01) ;

联合组乙型肝炎病毒标志物HBsAg或HBeAg阴转(9例)及

HBV-DNA定量指标降低(14 例) 与对照组比 均具有

统计学差异(P <0.01; P <0.05). 但 T 1组分别与对照组

联合组比 无统计学差异(P >0.05). T 1组治疗后CD4+T

细胞增高(由31.3 2.4增高到36.1 2.5)具有统计学意义

(P <0.01) CD8+T细胞稍高且CD4+/CD8+无明显变化 相

差无统计学意义(P >0.05) ; IFN- 浓度(由71.3 21.0增

高到83.7 21.4)及Th1/Th2比值升高(由0.79 0.2增高

到0.98 0.3)均有统计学意义(P均<0.05) 但 IL-4表达

水平变化无统计学意义.

结论:T 1能提高机体的细胞免疫功能 有利于病毒清除

和疾病的恢复.

段国荣,聂青和,周永兴,王全楚,田长印,刘拉羊,薛红安. 胸腺肽 1对慢性乙

型肝炎患者免疫系统的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(6):701-704
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0   引言

我国是病毒性肝炎的高发区 乙型肝炎居首位 目前

尚缺乏特效治疗. 目前抗病毒药物效果不尽人意. 因此

寻找更有效的治疗措施 一直为临床医师及科研人员

所关注[1-17]. 化学合成的胸腺肽 1(thymosin- 1  日

达仙 T 1)对病毒性肝炎的治疗虽已有报道 但多

在于观察肝功能 病毒复制指标等. 而对于细胞免疫指



标的检测报道较少 尤其是Th1/Th2 及外周血T淋巴

细胞亚群的变化. 为此 我们旨在观察患者外周血Th1/

Th2 及 T 淋巴细胞亚群的变化 同时对患者肝功能生

化指标及病毒复制指标进行观察分析 从而评价T

1对CHB的疗效.

1   材料和方法

1.1材料  慢性乙型肝炎(CHB)患者60例来自第四军医大

学唐都医院 西安交通大学第二医院及西安市中心医

院. 其中 T 1 组 25 例 联合组35例 另选 60例作

为对照组. 男 21例 女14例. 年龄 21-60(平均 40)岁.

诊断符合1995年(北京)第五次全国传染病与寄生虫病

学术会议修订的标准. IFN- 和 IL-4 双单克隆抗体

ELISA检测试剂盒 均购自深圳晶美生物工程有限公

司 批号991225.  HBV-DNA  PCR 检测试剂盒购自广

州市中山医科大学达安基因股份有限公司 批号

S19990003. CD 4-FITC 和 CD 8-PE 产地法国马赛

(immunotech france). Epics-Profile二型流式细胞仪 美

国Coulter 公司生产.

1.2 方法  T 1(日达仙 美国赛生公司) 1.6 mg 皮

下注射 2次 /wk 其中35例患者加用抗病毒药物(贺

普丁)0.1 g 口服 1 次 /d 同时配合多种维生素

肌苷等常规保肝治疗. 疗程3-6 mo. 随机选择60例CHB

患者作为对照 仅给予保肝等对症处理. 患者于治疗前

后抽血检测肝功能. 血清病毒学指标 HBsAg 抗 -

HBs HBeAg 抗-HBe 抗-HBc PCR-HBV-DNA. 细

胞免疫指标 CD4+T CD8+T CD4+/CD8+及细胞因子IFN-

IL-4浓度. 药物毒副作用观察. 外周血T细胞亚群检测

步骤 先加20 µL 双标抗体于小试管底 再加抗凝血
100 µL 混匀 放置室温(18-25 )孵育 30min 加
RBC溶解液1 mL 待RBC溶解后上流式细胞仪检测

波长488 nm 时 FITC(异硫氰酸荧光素)呈蓝-绿荧光

PE(藻红蛋白)呈红色荧光 计数3 000 个细胞 记录

分析直方图 数据经ELITE软件处理. 血清 IFN- 检

测步骤 从已平衡至室温的密封袋中取出所需板条 分

别将标本及不同浓度标准品(100 µL/孔)加入相应孔中
然后再加入生物素化抗体工作液(50 µL/孔)和酶结合物
(20-25 )共同孵育120 min. 洗板 3次. 先后加入底物

A B各 100 µL/ 孔 避光置室温10-30 min. 加入终
止液50 µL/ 孔 混匀后即刻在ELISA读数仪上测量A450
值 绘制标准曲线 并测定各血清标本中 IFN- 的

浓度(ng/L). 血清 IL-4检测步骤同上.

         统计学处理  结果数据采用 sx ± 方差分析 χ2

检验.

2   结果

联合组与对照组比 T-Bil 和 ALT 相差有统计学意义

(P <0.01 表 1) ; T 1 组与对照组比及T 1组与联

合组比 均无统计学差异(P >0.05). 在 T 1组未见药

物副反应 在联合组治疗过程中 2 例发生轻度恶心

1例出现白细胞轻微下降 治疗结束后自行恢复.

2.1 治疗后肝功能及病毒学标志  检测病毒学标志 在

T 1组和联合组HBeAg或HBsAg阴转共13例(13/60)

HBV-DNA定量指标下降20例(20/60). 13例HBeAg或

HBsAg阴转同时伴随HBV-DNA定量指标降低. 在肝功能

复常方面:联合组与对照组比 有统计学差异(χ2 =8.681
P =0.0032) ;在阴转方面:联合组与对照组比 相差有统

计学意义(χ2 =7.518 P =0.0 061) ;在HBV-DNA定量指
标下降方面:联合组与对照组比 相差有统计学意义

(χ2 =4.448 P =0.035 表 2 3)T 1 组与对照组比及
T 1组与联合组比 均无统计学差异(P >0.05).

表1   Tα1治疗CHB前后肝功能差值( sx ± )

分组       n T-Bil        ALT AST     ALP      -GT

(µmol/L)       (µkat/L) (µkat/L)    (µkat/L)    (µkat/L)

对照组     60 10 6        86 22 28 7    31 10    22 8

T 1组    25 13 8        96 22 31 10    35 12    23 8

联合组     35 16 9 b      108 29b 30 6    37 18    26 11

bP <0.01 vs对照组比.

表2  Tα1治疗CHB肝功能及病毒学指标变化(n)

分组  n 肝功能复常   HBV M阴转   HBV-DNA下降

对照组 60        36   4 12

T 1组 25        19   4   6

联合组 35        31b   9b 14a

aP <0.05;  bP <0.01 vs 对照组比.

表3  Tα1治疗前CHB HBV-DNA定量拷贝分布情况(n)

分组 n         <104       104         105 106       107        >107

对照组 60 0 7 13 24        12 4

T 1组 25 0 0   6   7 9 3

联合组 35 0 1 13 11 7 3

2.2细胞免疫变化  T 1组治疗前后CD4+T细胞增高具

有统计学意义(t =6.93 P =0.000) CD8+T细胞略高且

CD4+/CD8+相差无统计学意义(t =1.50 P=0.141; t =1.41

P =0.1 638) ;治疗前后IFN- 表达水平及Th1/Th2比值变

化有统计学差异(t =2.07 P =0.0 441; t =2.63 P =0.0 117)

IL-4表达水平变化无统计学意义(t =0.41 P =0.6 856

表 4 图1).

表4  T 1组治疗CHB后细胞免疫指标变化

治疗    CD4+(%)    CD8+(%)    CD4+/CD8+    IFN- (ng/L)    IL-4(ng/L)      Th1/Th2

前      31.3 2.4    37.3 4.3     0.96 0.1        71.3 21.0         89.8 40.1     0.79 0.2

后     36.1 2.5b  39.1 4.2     1.00 0.1       83.7 21.4a       85.3 38.0   0.98 0.3a

aP <0.05 bP <0.01 vs治疗前.
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CD4+ T  32.4%(治疗前)

CD8+ T  37.3 %(治疗前)

CD4+ T  35.7 %(治疗后)

CD8+ T  38.1 %(治疗后).
图 1  T 1治疗CHB前后血淋巴细胞流式细胞仪检测.

3   讨论

病毒性肝炎是我国常见病多发病 目前尚缺乏特效治

疗 其主要原因是发病机制较为复杂 尚未完全阐明[18-41].

多数资料表明 CHB患者细胞免疫功能低下[42,43]. T 1

能促进T细胞成熟和影响免疫调节细胞的功能 还能

增强 IFN- 及 IL-2等细胞因子的生成 促进免疫缺

陷的重建. 这也是T 1用于CHB治疗的理论依据. 本

研究显示 联合组与对照组比 治疗前后肝功能显著改

善 T 1组分别与对照组 联合组比 肝功能改善无

统计学意义 联合组与对照组相比 治疗前后病毒学标

志 包括HBeAg或HBsAg阴转 HBV-DNA定量指标

降低均具有统计学差异 但T 1组分别与对照组 联

合组比差异无统计学意义. 可见 无论在肝功能改善方

面 还是在病毒学标志方面 T 1联合抗病毒药物(贺

普丁)均显示良好的治疗效果. 本研究还显示 在T 1

组 治疗前后CD4+相差具有统计学意义 治疗后CD8+

稍高 CD4+/CD8+无明显变化 相差无统计学意义. 这

表明T 1能提高机体的细胞免疫功能 CD4+增高可

促使机体分泌IFN- IL-2等细胞因子 有利于病毒

清除. 治疗后IFN- 水平较治疗前高 这可能与 T 1

能增强 IFN- 的生成有关 但仍低于正常血清 IFN-

水平(结合血清细胞因子检测结果). 可能原因是 (1)

患者血清中可能存在诱生IFN的抑制因子 (2)产生IFN

的活性细胞功能降低 (3)药物剂量不足或疗程不够长.

因此 加用 IFN- 治疗或 T 1 疗程延长 可能效

果更好.

        早在1986年Mosmann et al 就发现小鼠的CD4+细胞

株接受抗原刺激可分化成Th1和Th2两个亚群. 前者分

泌 IL-2 IFN- TFN-β等可促进细胞免疫. 后者
分泌 IL-4 IL-5 IL-6 IL-10 IL-13 等可促进

体液免疫. 以后研究又进一步证实在人类也存在这两种

亚型. 日前 越来越多的证据表明 Th1/Th2 平衡的

变化会影响感染的结局[44-48]. 我们曾报道35例CHC患者

Th2类细胞因子占优势 还报道30例CHB患者Th2类

细胞因子较Th1类细胞因子水平高 分别与正常对照组

比 均有统计学差异. 本研究中 以IFN- 代表Th1

IL-4代表Th2 从而计算Th1/Th2比值. 在T 1组 治疗

前后Th1/Th2比值变化有统计学差异 可能是由于IFN-

浓度变化幅度大于IL-4所致. Th1/Th2比值增高可促进机

体细胞免疫应答 有利于病毒清除和疾病的恢复.

       总之 如何有效提高机体的细胞免疫功能 如何

终止病毒复制 从而维持患者的肝功能稳定 是目前急

需解决的问题. 免疫调节剂(T 1)有利于肝炎病毒的清

除和疾病的恢复. 加大药物剂量或延长疗程可能效果更

好. 联合抗病毒药物(贺普丁)治疗可能更具优势 既可利

用T 1提高细胞免疫功能的特点 又可利用贺普丁持

续抑制病毒复制的特点 从而达到提高疗效的目的.

致谢: 感谢第四军医大学唐都医院中心实验室张盈华主

任的大力支持.
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Abstract
AIM:To investigate the effects of protein kinase C (PKC)
on type I inositol 1, 4, 5-triphosphate receptor (IP3 R)
expression in rat glomerular afferent arterioles smooth
muscle cells (RASMC) treated with TNF-α.

METHODS:RASMC were isolated and cultured from rats,
type I IP3 R mRNA in RASMC treated with TNF-α and PKC
activator or TNF-α and PKC inhibitor or PKC activator or
PKC inhibitor were detected by Northern blot.

RESULTS:TNF-α enhanced the expression of type I IP3 R
mRNA in RASMC;PKC inhibitor significantly inhibited the
expression of type I IP3 R mRNA induced by TNF-α
(14 814.0±2 029.9, 11 334.0±1 104.9, P <0.05). PKC
activator significantly enhanced the expression of type I IP3

R mRNA in RASMC treated without TNF-α (22 554.5±2 625.2,
28 128.0±3 698.6, P <0.05). PKA inhibitor could not inhibit
the expression of type I IP3 R mRNA induced by TNF-α.

CONCLUSION:TNF-α plays a role in signal transduction in
RASMC. TNF-α may act as the promoter of type I IP3 R mRNA
in RASMC or activates PKC that results in the expression
of type I IP3 R protein. PKC and IP3 promote releasing of
intracellular Ca2+ in RASMC, inducing RASMC constrict. The
renal blood flow diminution is involved in the development
of renal dysfunction.

Wang JY, Liu P, Han F. Effects of protein kinase C on type I inositol 1,
4, 5-triphosphate receptor expression in smooth muscle cells of rat
glomerular afferent arterioles. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(6):705-707

摘要

目的:探讨蛋白激酶C(PKC)对肿瘤坏死因子- (TNF- )

引起的肾小球前小动脉平滑肌细胞(RASMC)内I型三磷酸

肌醇(IP3)受体mRNA过度表达的影响.

方法:通过对RASMC的分离 培养 应用核酸杂交技术

分别检测在TNF- 和PKC抑制剂 TNF- 和PKA抑制

剂及PKC激动剂作用下  RASMC内I型IP3受体mRNA的

表达情况.

结果:TNF- 促进RASMC内I型IP3受体mRNA表达增加;

PKC 抑制剂明显抑制TNF- 诱导的I型IP3受体mRNA过度

表达的作用(14 814.0±2 029.9  11 334.0±1 104.9  P <0.05);
PKC激动剂能增强RASMC内 I型 IP3受体mRNA表达

(22 554.5±2 625.2  28 128.0±3 698.6 P <0.05); PKA抑
制剂-H89不影响TNF- 诱导I型IP3受体mRNA的表达.

结论: TNF- 影响细胞内储备Ca2+释放信息传递系统可能

通过激活PKC作用于I型IP3受体基因 使I型IP3受体mRNA

合成增加 导致 I 型 IP 3受体蛋白过度表达 参与促进

RASMC内储备Ca2+大量释放至胞质 引起肾小球前小动

脉平滑肌收缩 使肾血流量减少 肾小球滤过率下降 导

致肾功能异常.

王静艳,刘沛,韩峰. 蛋白激酶C对肾小球前小动脉平滑肌细胞I型 IP3受体表

达影响. 世界华人消化杂志  2003;11(6):705-707

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/705.asp

0   引言

肿瘤坏死因子- (TNF- )在许多疾病发生中起重要

作用[1-3] 是引起重型肝炎发生的重要因子[4]. 当重型肝

炎患者出现肝肾综合征(HRS)后 预后极差. 最近研究[5]

报告 TNF- 可以诱导肾小球前小动脉平滑肌细胞

(RASMC)内 I型三磷酸肌醇(IP3)受体过度表达 这可能

是HRS发生的病理生理学基础. 我们观察RASMC在

TNF- 蛋白激酶 C(PKC)抑制剂和激动剂的作用

下 细胞内I型IP3受体mRNA表达水平 探讨TNF-

引起 I型 IP3受体mRNA过度表达机制.

1   材料和方法

1.1 材料  Wistar 大鼠 8 周龄 体质量 150 g

由中国医科大学动物中心提供. TNF- 细胞培养液
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RPMI1 640 胎牛血清及谷氨酰胺等购于Sigma公司.

-肌动蛋白和肌浆蛋白重链SM-1和 SM-2单克隆抗

体购于Dako公司.蛋白激酶C抑制剂(bisindolylmaleimide

GFX) 蛋白激酶C激动剂(phorbol myristate acetate

PMA)和蛋白激酶K抑制剂(dihydrochloride H89)购于

Calbiochem公司.

1.2方法  肾小球前小动脉平滑肌细胞(RASMC)的分离

培养和鉴定参照Zhu et al (Am J Physiol 1996;271:f1237)

的方法 应用第3-4代RASMC进行实验. 每次实验用

从一只大鼠分离的RASMC进行 共重复3次实验. 培

养细胞长至一单层细胞时进行实验.每次实验分别设

TNF- (100 µg/L)同时添加GFX(10 nmol/L)和H89 (2 µmol/L)
2 组 以添加 TNF- 为对照组. 另外 设添加PMA

(100 µg/L)组和未添加组. 均在培养8 h收集RASMC 用
硫氰酸瓜裂解经TNF- 和PKC抑制剂 激动剂和PAK

抑制剂处理的 RASMC 用酚 - 氯仿抽提细胞内总

RNA -80 保存待用. 根据Nakagawa et al (Proc Natl Sci USA

1991; 88:6244)报告的I型IP3受体cDNA全序列设计. 引物

选自I型IP3受体基因SII(splice domain of the type I IP3R)区段

的上下游序列(5 -CGTGGATGTTCTACACAGACCAG-3 )和

(5 -TTGGAACTTCTTGAAGAGACTA-3 ) 由中国科学院

上海生物研究所合成. 按照Sharma et al ( J Biol Chem 1997;

272:14617)报告的方法制备 I 型 IP3受体 cDNA 探针.

将 -80 保存的RNA室温溶解后取20 µg加入琼脂糖
凝胶后电泳 转膜 用 32P标记的I型IP3受体cDNA探

针进行杂交 洗膜 自显影.获得I型 IP3受体mRNA特

异性电泳带. 然后洗膜去掉核素 用RNA的18S cDNA

作为探针进行2次杂交 获得18S 特异电泳带作为内

参. 应用Scion Image图像分析软件对扫描获得的核酸杂

交图像进行量化 然后用质控内参排除操作误差 进行

样本标准化处理. 计算方法如下:标准化的样本数值=样

本量化数值 同一样本内参的量化数值.

        统计学处理  将各次应用Scion Image图像分析软件

扫描所得各组标准化的样本数值用 sx ± 表示. 各组间数
据用方差分析进行比较 当 P <0.05时为有显著性.

2   结果

当RASMC 暴露TNF- (100 µg/L)8 h RASMC内 I型
IP3受体蛋白为TNF- 非添加组的1.68倍 I型 IP3受

体mRNA为0暴露时间组的1.38倍[5]. 为探讨TNF- 诱

导RASMC内 I型 IP3受体过度表达的机制 我们应用

PKC 抑制剂(GFX) PKC 激动剂(PMA)和蛋白激酶K抑

制剂(H89)观察在TNF- 作用下 GFX PMA和H89
对RASMC内 I型 IP3受体mRNA表达的影响.

2.1 PKC 抑制剂的影响  当将GFX(10 nmol/L)和TNF-

同时加入RASMC进行培养 8 h 后检测 I 型 IP3受体

mRNA 经Scion Image图像分析软件对图片扫描 GFX

添加组IP3受体mRNA水平为11 334.0±1 104.9 明显
低于非添加组14 814.0±2 029.9 为对照组的76.5 %(对

照组为100 %) 两组之间比较有显著差异(P <0.05)

说明GFX具有抑制TNF- 诱导RASMC内I型IP3受体

mRNA过度表达的作用.

2.2 PKC激动剂的影响  当将PMA(100 µg/L)加入RASMC
进行培养 8 h后检测 I型 IP3受体mRNA水平 PMA

添加组 I型 IP3受体mRNA表达增加(28 128.0±3 698.6)
与对照组(22 554.5±2 625.2)(100 %)相比较为124.7 %
两组之间比较有显著差异(P <0.05) 说明PMA能增强

RASMC内 I型 IP3受体mRNA表达水平.

       当将H89(2 µmol/L)和TNF- 同时加入RASMC进行
培养 8 h后检测 I 型 IP3受体mRNA 未发现H89对

TNF- 增强RASMC内I型IP3受体mRNA表达的影响.

3   讨论

肝硬化 肝癌和重型肝炎常并发HRS[6]. 肾血流减少

肾小球滤过率降低 是引起急性肾功能衰竭的主要原

因 而肾小球前小动脉的收缩和舒张功能的状态直接

影响着肾血流和肾小球滤过率. 肾小球前小动脉的收缩

和舒张受着细胞内Ca2+的调节. 当细胞膜上的受体接受

某些特异性物质刺激后 细胞内出现IP3水平增高 而

增高的IP3与IP3受体结合后导致细胞内储备Ca2+释放

使效应细胞发生生物反应[7]. 众所周知 一些血管活性

物质 如内皮素[8] 血管紧张素II 血管加压素[9]和白

三烯[10]等均能提高细胞内Ca2+释放 引起细胞收缩

其主要机制是刺激细胞内IP3水平增高. 许多临床研究证

明[11,12] : HRS患者血清中许多血管活性物质明显增高

并认为是导致HRS时肾血流量减少和肾小球滤过率下

降的主要原因[13]. 但是 临床上应用血管活性物质拮抗

剂治疗HRS未得到良好效果 提示导致HRS时肾血流

量减少和肾小球滤过率下降发生可能还通过其他途径.

最近研究发现 细胞因子可以诱导许多细胞内的第二

信使及其受体过度表达.TGF- 可以抑制肾系膜细胞内

I 型 IP3受体表达 并抑制血管紧张素II刺激细胞内储

备Ca2+释放 重型肝炎患者血清中TNF- 明显升高[4]

是肝坏死发生的重要因子. TNF- 可以通过活化Fas引

起心肌细胞内IP3水平增高 诱导其细胞凋亡[14]. IP3受

体家族在鼠的肾脏上广泛存在 I型和III型 IP3受体主

要存在于血管壁细胞内 尤其是血管平滑肌细胞[15].

TNF- 可以诱导RASMC内I型IP3受体蛋白表达增加.

过度表达的I型IP3受体为RASMC内储备Ca2+大量释放

提供了可能性[5]. 但是 细胞内储备Ca2+大量释放又受

其他细胞内第二信使(如DAG-PKC)的影响. PKC抑制剂

可以使血管肌原性张力降低 而PKC激动剂则使血管

张力增高[16]. 这可能是由于PKC引起 IP3受体磷酸化

动员细胞内储备Ca2+大量释放所致[17]. 活化的PKC可以

介导TNF- 对肠上皮细胞的损伤作用[18]. 我们的研究

发现 PKC抑制剂 GFX可以明显抑制TNF- 诱导

的RASMC内 I型 IP3受体的过度表达 而PKA抑制剂

H89无此作用 PKC 激动剂 PMA能增强RASMC
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内 I型 IP3受体mRNA表达水平.在许多生理反应过程

中 需要IP3 Ca2+和DAG PKC两条信号途径同时

参与并协调作用 尤其是一些细胞对激动剂产生持久

反应时 PKC与 IP3的协同作用更为突出. 我们的结果

提示: TNF- 诱导的RASMC内I型IP3受体的过度表达

可能是通过所活化的PKC作用于I型IP3受体的基因促

使I型IP3受体mRNA过度表达. 肾血流量受肾小球前小

动脉收缩和舒张的控制 而血管平滑肌细胞内Ca2+水平

高低与肾小球前小动脉的舒张收缩功能直接相关. 所

以 RASMC内 I 型 IP3受体表达增加和PKC的正反馈

作用可能是血管活性物质引起细胞内储备Ca2+释放入

胞质 促进肾小球前小动脉发生异常收缩的病理生理

基础.

        由此可见 TNF- 在重型肝炎并发肾功能衰竭中

起到一定作用 其作用机制是参与了细胞内的信息传

递系统的变化. TNF- 可能是通过直接增强I型 IP3受

体的mRNA表达或通过所活化的PKC作用于I型IP3受

体的基因促使I型 IP3受体过度表达 由此导致I 型 IP3
受体蛋白表达增加. 为重型肝炎 肝硬化患者血中高浓

度的内皮素和血管紧张素II刺激RASMC内 IP3水平增

高 引起大量储存Ca2+迅速释放入胞质 致肾小球前

小动脉发生异常收缩 肾血流量减少 肾小球滤过率降

低 肾功能衰竭发生提供了病理生理学基础.
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Abstract
AIM:To investigate in vivo antitumour activity of single-chain
immunotoxin (sFv-TNF-α fusion protein).

METHODS:HCC-specific killer cells were generated by
transducing the recombinant retroviral virus in supernatant
of the virus producing cells (C22) into human peripheral
blood mononuclear cells (PBMCs). SMMC-7721 xenograft
nude mice were given iv either 1×106  (0.2 mL) transduced
or mock-transduced PBMCs once five days for three weeks
and tumour growth was detected.

RESULTS:Tumour growth were (20.8±4.9) mg/d in PBMCs/PST
group and (28.5±6.7)mg/d in PBMCs/ pLXSN group, with
a significant difference (P <0.05).

CONCLUSION:Genetic modification of PBMCs by single-chain
immunotoxin has antitumour activity In vivo.

Cheng H, Liu YF, Zhang HZ, Shen WA, Zhang J, Zhang  J. In vivo
antitumour activity of PBMCs via genetic modification of single-chain
immunotoxin. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):708-711

摘要

目的:用携带分泌型抗肝癌单链免疫毒素基因(sFv-TNF- )

的重组逆转录病毒感染人外周血单个核细胞(peripheral

blood mononuclear cells PBMCs) 使其表达并分泌针

对人肝癌细胞的 sFv-TNF- 融合蛋白  观察转导的

PBMCs /PST静脉注射后对荷肝癌裸鼠的抑瘤作用.

方法:分离正常人PBMCs并用PHA和IL-2进行体外刺激培

养 用感染性重组病毒产生细胞C22(PA317/PST)产生的病

毒上清转导后 经尾静脉输入荷肝癌裸鼠体内 注射细胞

数为每只1 106(0.2 mL) 每 5 d 注射 1 次 共注射3

次. 定期观察记录肿瘤生长情况 注射3次后处死 取出瘤

组织称质量 记录 进行统计学处理 并制备石蜡切片进

行常规HE染色及免疫组化染色观察.

结果:实验组肿瘤生长速率为(20.8 4.9) mg/d  对照组为

(28.5 6.7) mg/d 经 t检验 P <0.05.

结论:经重组逆转录病毒转导的PBMCs/PST在裸鼠体内对人

肝癌细胞系SMMC-7721移植瘤具有一定的生长抑制作用.
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0   引言

肝细胞肝癌(hepatocellular carcinoma HCC) 是人类常

见的恶性肿瘤之一 有较高的发病率和死亡率 历有

癌王之称. 其多发生于亚洲 非洲和地中海流域 全

世界每年约有100多万患者死于肝癌 其中我国就有

11万人[1-7] 且发病率有上升的趋势. 迄今为止 肝癌

的病因和发病机制仍不十分清楚 更无理想的治疗手

段[8-18]. 随着现代分子生物学和免疫学的发展 自1990

年代初迄今 已有百余项肿瘤基因治疗方案获准进入

临床试验 但临床疗效与预期的目标之间还存在较大

差距 原因之一就是肿瘤细胞的特异性识别尚未解决.

肿瘤特异性单链抗体的问世为基因治疗靶向性问题的

解决提供了新的手段 近年来成为肿瘤免疫基因治疗

中的热点  目前已有多种单链免疫毒素基因治疗计划进

入临床试验[19-27]. 我们在成功克隆抗肝癌单链抗体基础

上 将其与TNF- 基因相连构建成分泌型抗肝癌单

链免疫毒素基因 细胞学实验表明 该重组基因转入



人外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cells

PBMCs)后可表达并分泌具有特异性结合活性的抗肝癌

sFv-TNF- 融合蛋白 后者对体外培养的肝癌细胞

具有杀伤作用. 为进一步观察分泌型抗肝癌单链免疫毒

素在体内的生物学作用 我们用携带分泌型抗肝癌单

链免疫毒素基因的逆转录病毒产生细胞C22的上清转导

人PBMCs 观察转导的PBMCs /PST 静脉注射后对荷

肝癌裸鼠的抑瘤作用.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞系 SMMC-7721 为本室保存

RPMI1640常规传代培养.  转染的逆转录病毒产生细胞

系 C 2 2 由本室构建 [ 2 8 ] 用 DM E M 常规传代培养.

DMEM G418 SuperscriptTM逆转录试剂盒和Trizol Re-

agent为Gibco公司产品 Polybrene为 Sigma公司产品

MTT为Serva公司产品 PHA购自Sigma公司  超级小

牛血清购自杭州四季青生物工程材料研究所. 重组人

IL-2为上海生物技术研究所产品. 淋巴细胞分离液购自

上海试剂二厂.

1.2 方法[28-30]  消化对数生长期的SMMC-7721细胞 无

血清RPMI1640培养液洗涤2次 计数活细胞数 调整

细胞数 将细胞重悬于PBS中. 在无菌条件下 将0.2 mL

细胞悬液接种于裸鼠胸部皮下 含活细胞数为每只

5×106 共10只. 接种后置无特殊病原体饲养室饲养
定期观察记录肿瘤生长情况. 抽取正常人外周血50 mL

肝素抗凝 加入淋巴细胞分离液50 mL 室温1 400 g离

心 30 min 吸取单个核细胞层悬液 40 mL 无血清

RPMI1640 洗涤细胞3次(1 000 g 离心 10 min) 计数

用含200 mL/L小牛血清的完全RPMI1640培养液稀释为活

细胞1×109 /L 加入5×105 /L IL-2及5×103 µg/L PHA 于
37  50 mL/L CO2培养3 d 换含5×105 /L IL-2  200 mL/L
小牛血清的完全RPMI1640培养液继续培养3 d后 进

行逆转录病毒的转导. 用 C22细胞制备重组逆转录病毒上

清 取C22细胞上清(不含G418) 5 mL及8 mg /L Polybrene

感染1×106 个PBMCs 置37  50 mL/L CO2孵箱内培
养6 h 换普通完全RPMI1640培养液 连续感染3 d

转导的PBMCs 命名为PBMCs/PST. 对照组PBMCs 用

PA317/pLXSN(空白载体)细胞上清感染 转导的PBMCs

命名为PBMCs/ pLXSN. 接种7 d的荷肝癌裸鼠随机分为

实验组5只和对照组5只. 分别离心收集连续感染3 d的

PBMCs/PST 和 PBMCs/ pLXSN 细胞 计数 无血清

RPMI1640培养液洗涤2次后重悬于生理盐水 从尾静脉

注射入裸鼠体内 实验组注射PBMCs/PST 对照组注射

PBMCs/pLXSN 注射细胞数为每只1×106(0.2 mL) 每
5 d注射 1次 共注射3次. 注射后置无特殊病原体饲

养室饲养 定期观察记录肿瘤生长情况. 注射3次后处

死各组荷瘤裸鼠 取出瘤组织称重 记录 进行统计学

处理 并固定 制备石蜡切片 常规HE染色 免疫组

化染色观察.

2   结果

2.1荷肝癌裸鼠模型的建立  接种人肝癌细胞系SMMC-7721

的 10只裸鼠7 d后均成瘤 移植瘤直径约为0.58 cm.

2.2 PBMCs/PST的体内抑瘤作用  经尾静脉注射PBMCs/

PST 3次后 肉眼观察接种SMMC-7721细胞的实验组

裸鼠移植瘤体积较小 处死后取出瘤组织称质量并计

算肿瘤生长速率 实验组为(20.8±4.9) mg/d 对照组
为(28.5±6.7) mg/d 经 t检验 P <0.05. HE染色可见
肿瘤细胞呈巢状分布 纤维组织分隔 瘤细胞大小不

等 核大且深染 核分裂相多见(图1) 符合肝细胞肝

癌的组织学形态. 以鼠抗人TNF- 多克隆抗体进行免

疫组化染色 可见瘤组织中少数细胞有强 弱不等的阳

性信号 分布于细胞膜上(图2) 对照组肿瘤组织免疫

组化染色未见阳性信号.

图1  接种肝癌细胞HHCC的裸鼠移植瘤组织HE染色 400.

图 2  实验组裸鼠移植瘤免疫组化染色细胞膜阳性 400.

3   讨论

要实现基因治疗的目的 最终必须将目的基因转入靶

细胞. 实现人类实体瘤基因治疗的途径主要有2种 (1)在

体靶细胞的转染(in vivo) 即直接基因治疗途径 例如

将细胞因子或肿瘤抗原的基因表达载体直接体内注射

或将MHC-I基因直接注射入瘤体内等治疗肿瘤 (2)离

体靶细胞的转染(ex vivo) 即间接基因治疗途径 必

须分离并培养离体的靶细胞 并在接受基因转移后移

植回人体以治疗疾病 例如应用体外基因修饰的TIL 瘤

苗 成纤维细胞等体内回输或接种的方法治疗肿瘤[31-34].

我们选择逆转录病毒介导的体外基因转移方法进行基
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因治疗的研究 要求基因转移的靶细胞既要容易获

得 又要容易回输到人体 因此 我们采用PBMCs

作为基因转移的靶细胞. 由于目前所常用的基因转移方

法[35-41] (包括逆转录病毒载体-包装细胞转移系统)效率

均不高 获得大量的靶细胞是重要的先决条件 因此

要求该细胞易于体外培养 而且具有一定的分裂和增

生能力. 此外 逆转录病毒载体对处于活跃分裂状态的

细胞感染率和基因转移率较高 而对未分化的分裂不

十分活跃的细胞感染率和基因转移率较低 因此 基因

治疗中应尽量选择处于活跃分裂状态的细胞作为靶细

胞. PBMCs 具备上述的各项条件 目前是一种较理想

的基因治疗靶细胞[42-44]. 虽然有研究表明 TIL抗肿瘤

的活性是PBMCs 的 50-100 倍 而且具有良好的肿瘤

病灶趋向性和浸润性[45-49] 但由于其不易分离和培养

在某些肿瘤如肝癌中TIL数量极少 无法满足基因治疗

中反复操作的要求 因而其应用受到很大的限制.

        我们分离出正常人PBMCs 并用PHA和 IL-2进

行体外刺激培养 用携带分泌型抗肝癌单链免疫毒素

基因的重组逆转录病毒感染 使其表达并分泌针对人

肝癌细胞的sFv-TNF- 融合蛋白  再经尾静脉输入荷

肝癌裸鼠体内 观察转导的PBMCs/PST对荷瘤裸鼠体

内肿瘤生长的抑制作用. 本实验结果表明 经重组逆转

录病毒转导的PBMCs/PST在裸鼠体内对人肝癌细胞系

SMMC-7721 移植瘤具有一定的生长抑制作用 这种

抑瘤作用可能是由于转导的PBMCs/PST作为外源目的

基因的载体 在体内能够不断表达并分泌针对人肝癌

细胞的免疫毒素-TNF- 融合蛋白 这种靶向性融合

蛋白分子在肝癌移植瘤局部富集 TNF- 通过与肝癌

细胞表面的受体结合而导致跨膜信号的传导 表现出

TNF- 的生物学活性作用 从而直接或间接发挥对

肝癌细胞的抑制作用[50-53 ]. 此外 PBMCs/PST分泌的靶

向性sFv-TNF- 融合蛋白的抑瘤作用不仅针对原发灶

肿瘤细胞 而且对转移至身体任何部位甚至进入血管

及淋巴管的肿瘤细胞同样具有生长抑制作用 是集免

疫 基因治疗 靶向治疗和过继免疫治疗为一体的一种

新的免疫基因治疗方法 为肝癌的靶向基因治疗提供

一条新的途径.
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Abstract
AIM:To describe the indication, efficacy and clinical sig-
nificance of percutaneous cryoablation in the treatment of
liver malignancy.

METHODS:Total 31 patients with histologically or clinically
confirmed primary or metastatic malignancies were treated
pucutaneously under ultrasound guidance using the cryocare
surgical system from July 2001 to January 2002. All patients
were followed up to determine the serum tumor marker,
and reveal CT scans, MRI images or utra-sound images.

RESULTS:This therapy was performed in 31 patients including
26 cases with Child A liver reserve, 4 cases with Child B
and 1 cases with Child C. There were 21 cases of primary
liver cancer and 10 metastastic liver cancer. AFP positive
small liver cancer became AFP negative in 80 % patients.
The rate of completely concreted necrosis in small hepatic
cancer with negative AFP was 66.7 %, shown by CT or
MRI. The curative rate for metastasis liver cancer was 50 %
at CT, MRI or tumor marker level.

CONCLUSION:Percutaneous cryoablation is a kind of new
palliative treatment for liver carcinoma. It is minimally
invasive, safe and effective especially for patients with
unresectable liver cancer.

Qian GJ, Chen H, Wu MC. Percutaneous cryoablation in treatment of
liver cancer: a report of 31 cases. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;
11(6):712-715

摘要

目的:探讨氩氦刀冷冻治疗肝脏恶性肿瘤的适应证 疗效及

临床意义.

方法:2001-07/2002-01 肝癌患者31例在B超引导下行经

皮穿刺氩氦刀冷冻治疗肝脏肿瘤术. 术后患者定期复查血清

肿瘤标记物 B超检查及CT或MRI.

结果:患者肝功能Child A级26例 Child B级4例 Child

C级1例. 原发性肝癌21例 转移性肝癌10例. 小肝癌(肿

瘤直径 5 cm)甲胎蛋白阳性者治疗后转阴占80 %(8/10)

甲胎蛋白阴性者治疗后CT或MRI 复查病灶完全坏死达

66.7 %(2/3). 转移性肝癌治疗后瘤标降至正常或CT MRI

提示病灶完全坏死者占50 %(5/10).

结论:氩氦刀冷冻治疗肝癌是一种微创 安全 疗效可靠

的新方法. 对于不适宜行手术治疗的肝癌患者是一种有效的

治疗方法.

钱国军,陈汉,吴孟超. 经皮穿刺氩氦刀冷冻治疗肝癌31例. 世界华人消化杂

志  2003;11(6):712-715
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0   引言

超低温冷冻损毁肿瘤组织是近年开展的外科治疗新技

术[1-13] 是用局部冷冻的方法损毁肿瘤组织 氩氦刀

靶向冷冻损毁术(trargeted cryoablation therapy)不会导致

过量肝组织被切除 因而使一些无法耐受肝脏手术的

肿瘤患者可以接受该治疗[14, 15]. 我们通过对经皮穿刺氩

氦刀冷冻治疗肝癌的临床总结 探讨了此疗法治疗肝

癌的适应证 疗效及安全性和临床意义.

1   材料和方法

1.1材料  2001-07/2002-01 肝癌患者31例行B超引导

下经皮穿刺氩氦刀冷冻治疗肝癌术 其中男性24 例

女性7例 年龄29-80(平均年龄56.5). 原发性肝癌21例

其中甲胎蛋白阳性15例 阴性6例. 转移性肝癌10例

来自胃肠道9例 乳腺1例. 肝功能Child A 26例 Child

B 4例 Child C 1 例 根据B超确定肿瘤最大径为肿

瘤大小值 范围为1.6-10.5 cm. 小肝癌17例 大肝癌

14例. 行单次氩氦刀治疗25例 两次5例 三次1例.

所有患者均采取连续硬膜外麻醉 同时实时监测血

压 脉搏 血氧饱和度 呼吸 心电图等.

1.2 方法  使用CRYOCARE SURGICAL SYSTEM (CRYO-

20 型)冷冻外科系统. 治疗刀直径分别为 2 3 5

8 mm 依据瘤体大小 形状 部位等分别予单独或

组合使用. 一般认为 2 3 5 mm 的冷冻刀在活体肝



脏实质内持续冷冻 15-20 min 可产生 2.5 4.5 cm

3.5 6 cm 6 7 cm 冷冻坏死区[3]. 术前基础麻醉为

0.5 mg阿托品或10 mg 654-2和吗啡10 mg或度冷丁100 mg

皮下或肌肉注射. 首先以B超探头行肿瘤术前定位 按

需要摆体位 选择进针点及进针方向 按常规消毒铺无

菌巾单 B超引导下于肋间或肋缘下进带芯穿刺针 将

针尖穿刺进入肿瘤底部后拔除内芯 引入金属导丝后

再拔除穿刺针 通过导丝经皮引入鞘管套后抽出内芯

将氩氦刀顺着穿刺鞘插入肿瘤固定 根据肿瘤区域将

穿刺鞘外拔3-5 cm 不同角度的进针均依以上顺序操

作 开启氩氦刀冷冻系统电脑主机 刀尖区域应在1 min

内降至-120 以下 持续冷冻15-20 min 将冰球

范围超过肿瘤边缘1 cm以上 开启氦气加热系统直至

将温度加热至30 以上再重复一次冷-热循环 结束

后B超引导下以明胶海绵及止血生物胶填塞穿刺道止

血(图1-4). 冷冻手术成功的关键是多刀组合使得冷冻产

生的冰球完整覆盖肿瘤组织并超过其边缘1 cm 防止

术后并发症的关键是良好的止血技巧. 所有患者定期随

访 随访时间为3 mo-1 a 影像学观察肿瘤有无复发

及大小变化 血清肿瘤标志物监测及近期和远期并发

症和副作用. 肿瘤根治标准 血清肿瘤标记物阳性者术

后(1-2 mo)转阴  MRI 或 CT等影像资料提示肿瘤坏

死 无明确存活病灶(图 5-10).

图1  B超定位.

2   结果

小肝癌( 5 cm)共计13例 包括2例系术后复发病灶.

AFP阳性(10例)治疗后转阴性8例 转阴率为80 %. AFP

阴性小肝癌共 3 例 治疗后CT MRI 提示未见明确

存活病灶的2例 占 66.7 % 大肝癌(>5 cm)共 8例

治疗后AFP 转阴性或CT MRI 提示肿瘤完全坏死 2

例 占 25 %. 转移性肝癌共10 例 治疗后肿瘤标志

物降至正常或CT MRI 提示完全坏死5例 占50 %.

随访 3-12 mo 期间 5例患者死亡 其中3例系肿瘤

未控制 广泛播散所致 1例因肝功能衰竭死亡 1例

因突发心脏病死亡. 全组未发现术中 术后严重并发

症 较常出现的问题包括 (1)由于多刀组合冷冻范围

过大导致术中全身体温下降而致寒颤及心率减慢6例.

(2)术中皮肤表面由于接触冷冻刀杆而致皮肤冻伤8例.

(3)25 例术后局部疼痛 呕吐 轻度发热不适 但并

不严重. (4)31例术后肝功能均有轻度损伤如血清酶谱异

常等 经常规保肝治疗均可恢复. 未发现术后穿刺道出

血 胆瘘 血管损伤 感染等严重并发症. (5)胸腔积

液 本组6例出现术后右侧胸腔积液 均为中等量以

下 未影响呼吸 未行胸腔穿刺抽液.

图2  导丝进入肿瘤.

图3  开始冷冻.

图4  冷冻结束.

图5  原发性肝癌合并门脉癌栓.
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图6  放射治疗后肿瘤缩小.

图7  氩氦刀冷冻治疗后2 mo.

图 8  氩氦刀冷冻治疗后4 mo.

图 9  氩氦刀冷冻治疗后14 mo.

图 10  氩氦刀冷冻治疗后14 mo.

3   讨论

肝癌在我国是常见肿瘤疾病 就诊时多已属晚期 治

疗仍有困难[16-24]. 氩氦刀(cryocare surgical system)有 4或

8 个能单独或组合应用的热绝缘超导刀 超导刀中

空 可输出高压氩气 并籍高压氩气在刀尖的快速膨胀

作用而使病变组织快速降温 而当输出高压氦气时 又

使冰球在数分钟内解冻及迅速升温. 由于氩氦刀制冷或

加热均局限于超导刀尖端一定区域内 刀杆有良好的

冷热绝缘性 因此不会对穿刺路径上的组织产生严重

损伤. 氩氦刀的温差电偶直接安装于刀尖 可连续监测

刀尖温度. 另有4-8个独立测温探针可实时监测冷冻区

域边缘的温度以便于控制冷冻速度及范围 使冷冻治

疗即使在大血管周边也是安全有效[27]. AFP阳性小肝癌

治疗后转阴率为 80 % AFP 阴性小肝癌治疗后CT

MRI检查坏死率达66.7 % 大肝癌治疗后AFP转阴或

CT MRI提示肿瘤完全坏死的亦达25 %. 国外报道转

移性肝癌行冷冻治疗较多[26,28,29] 本组转移性肝癌治疗

后瘤标降至正常或CT MRI复查肿瘤完全坏死未见明

确复发病灶的达50 %. 说明经皮穿刺氩氦刀冷冻治疗对

于不适合行手术治疗的小肝癌具有良好的治疗效果

对于>5 cm 的大肝癌 配合TACE治疗等[30] 仍具有

相当的治愈率并能明显延长患者生存期. 氩氦刀冷冻治

疗肝脏恶性肿瘤具有创伤小 恢复快 疗效好等特点.

但由于肿瘤三维形状及氩氦刀经皮穿刺治疗所能达到

区域的匹配等问题 并非所有肝癌患者都适合. 适应

证:肝脏恶性肿瘤直径 5 cm 数目不超过 3 个 肝

功能分级为Child A或 B 肿瘤直径>5 cm的大肝癌多

刀组合冷冻与TACE或局部放疗相结合仍能取得良好效

果甚至根治 (3)肿瘤位于大血管边上或肝门部位 直

径 5 cm 手术有困难或风险较大者. 可能出现的副

作用和并发症有 (1)肝癌病灶在肝表面时 冷冻可能

会引起肝包膜破裂造成术中术后出血 如冷冻范围较

大 最好采用术中直视下操作以便于止血. (2)术后出血

是一个严重并发症 据报道发生率为1 % 根据我们

的操作经验 只要掌握经皮肝内穿刺道填塞止血法 可

以避免该并发症 我们曾以5 mm直径冷冻刀配以15F

外鞘行多例经皮穿刺冷冻治疗 未发生术后出血. (3)大
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范围冷冻术后出现的肌红蛋白尿是常见的 但只要予

输液 利尿剂 碱化尿液等治疗 均未发生严重肾功

能受损情况. (4)胆管损伤 胆瘘. 冷冻肝门部肿瘤时可

能致胆管损伤 但由于胆管位于Glisson鞘内 鞘内有

门脉 肝动脉的血液快速流动而导致带走 冷冻

量 因此胆管损伤并不常见. (5)皮肤冻伤及肝功能轻

度损害  由于快速致冷常使氩氦刀杆温度亦快速降低

如与皮肤表面接触易致轻度冻伤 常表现为皮肤水

泡 予局部消毒包扎保持干燥等常很快痊愈. 肝功能损

害一般均较轻 常表现为血清谷丙转氨酶和谷草转氨

酶升高 予输液 保肝药物应用后均很快恢复正常. (6)

胸腔积液 本组 6 例出现术后右侧胸腔积液 均为中

等量以下 未影响呼吸 未行胸腔穿刺抽液. (7)国外

有报道肝冷冻术后出现肝脓肿及肺部损伤[1,25] 本组未

发生此类并发症.

       总之 根据我们的临床治疗经验 对于肿瘤直径在

5 cm 以下的 数目在3个以内未能行手术切除的肝脏

恶性肿瘤 经皮穿刺氩氦刀冷冻治疗术是一种疗效确

实 安全的微创治疗方法 而对于直径在5 cm以上的

大肿瘤 行多刀组合冷冻治疗 配合TACE 介入治疗

和放射治疗等亦可取得良好的疗效.
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Abstract
AIM:To study the dynamic changes of matrix metalloproteinase-
2 mRNA in liver tissue during the experimental hepatocarcin-
ogenesis and the effect of Batimastat on it.

METHODS:Hepatocellular carcinoma was induced with the
administration of diethy Initrosoamine(DENA) in rats. BB-94
was intraperitoneally injected to treat the experimental
models. Reverse transcription polymerase chain reaction
was used for quantitative analysis of MMP-2 mRNA expression
level during the induction and therapy.

RESULTS:The expression of MMP-2mRNA was increased
throughout the hepatocarcinogenesis, and reach had its maxi-
mum plateau in the early hepatocarcinogenesis stage. BB-94
no effect on MMP-2mRNA expression.

CONCLUSION:MMP-2mRNA expression is increasing during
hepatocarcinogenesis, and BB-94 has no effect on MMP-2mRNA
expression.

Zhang Z, Fang SG, Gao Y, Jiang ZS, Sun EW. Effect of batimastat on
Matrix metalloproteinase-2 mRNA in rat hepatocellular carcinoma. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):716-718

摘要

目的:观察肝癌形成过程中MMP-2mRNA表达的动态变

化 探索明胶酶在肝癌生长浸润中的作用.  应用明胶酶抑

制剂Batimastat (BB-94)进行治疗 观察其对明胶酶mRNA

表达的影响.

方法:应用RT-PCR法对大鼠肝癌形成过程中各期MMP-

2mRNA表达情况进行观察 并与Batimastat 治疗组和正

常对照组进行统计分析.

结果:诱癌过程中早期肝硬化期MMP-2mRNA表达成缓慢

增高趋势 至癌变期表达明显较增高 并呈一平台. 诱癌

不同时期应用BB-94对MMP-2mRNA相对表达值无影响.

结论:诱癌过程中MMP-2mRNA表达持续升高. BB-94治疗

对MMP-2mRNA的表达没有影响.

张志,方石岗,高毅,蒋泽生,孙尔维. 大鼠肝细胞癌形成过程中MMP-2mRNA

的表达及应用BB-94的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(6):716-718
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0   引言

研究表明 明胶酶A(基质金属蛋白酶2 matrix metall-

oproteinase-2 MMP-2)可以降解细胞外基质(extracellular

matrix ECM)的主要成分 IV型胶原 在肿瘤组织中呈

高表达 对肿瘤的发展和转移起重要作用[1-4]. 我们前

期的研究证明 在肝癌形成过程中 MMP-2在酶原及酶

活性水平呈逐渐升高的趋势[5]. 为进一步揭示其变化规律

我们从mRNA水平观察了肝癌形成过程中MMP-2的动态

变化 同时应用MMP-2的抑制剂Batimastat(BB-94)进行

治疗 观察其对MMP-2 mRNA表达的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  清洁Wistar 大鼠 124只 体质量130-150 g

第一军医大学动物实验中心提供 随机分为正常组(28

只) 诱癌模型对照组(56 只)及 BB-94 治疗组(40 只)

应用经典的二乙基亚硝胺(DENA)(动物学报 1996

42 166-170)诱导肝癌模型. 正常组及诱癌组各平均分

成 7 个亚组 于诱癌 0 4 8 1 2 1 6 2 0 2 4

wk各处死1个亚组 取肝左叶液氮保存. 治疗组40只大

鼠平均分为4 个亚组 在造模8 12 16 20 wk 分

别选取一个亚组每日予BB-94悬液(英国牛津生物技术

公司惠赠)腹腔注射(30 mg/kg) 用药4 wk. 于 24 wk处

死各亚组大鼠 取肝左叶液氮保存.



1.2方法  取液氮保存的肝组织约50-100 mg 加入Trizol

溶液1 mL匀浆 放入1.5 mL Eppendorf管中 室温放

置 5 min 加入氯仿200 µL 混匀 室温放置15 min
11 000 r/min 2-8 离心 15 min 取水相 加入异

丙醇0.5 mL混匀 室温放置10 min 11 000 r/min 2-8 

离心 10 min 后 7 000 r/min 2-8 离心 5 min 弃上

清空气干燥5-10 min DEPC水 100 µL溶解提取物
取10 µL作纯度和定量分析 余-10 保存备用. 采用
紫外分光光度计检测提取物 计算RNA浓度(Α260 核
酸稀释倍数* 40/1 000 Α260 / Α280>1.8). 取 1 µg RNA提
取物 加入5倍逆转录缓冲液5 µL 10 mmol/L dNTP
2 µL Oligo(dt)15 primer 50 mg/L 混匀 65 变性
5 min 室温加入M-MLV逆转录酶200 µ 0.1MDTT 2 µL
RNAsin 20 µ DEPC水补至总体积25 µL 37 逆转
录 1 h 95 变性 5 min 取 cDNA10 µL 行 PCR扩增.
β-actin上游引物 5 -ACCCCCACTGAAAAAGATGA-3
下游引物 5 -ATCTTCAAACCTCCATGATG-3 . MMP-2

上游引物 5 -TTCTTCAAGGACCGGTTATTTGG-3

下游引物: 5 - CTTCTTCACTTCATTGTATCTCCA-3 .

PCR条件: 10 倍 PCR缓冲液5 µL 4 dNTP 10 nmol
引物各 25 pmol 逆转录产物10 µL 总体积 50 µL
加灭菌石蜡油50 µL 95 变性5 min 80  3 min
加 Tap酶 1 . 94  50 s 56  70 s 72  90 s 循

环 30 次 循环结束后72 延伸 10min. MMP-2 β-
actin引物基因扩增条带大小分别为330 bp和120 bp. 取

PCR产物8 µL经 10 g/L琼脂糖电泳 紫外线灯下观察
见330 bp和 120 bp条带(参照基因产物) 凝胶图像吸

光密度分析系统进行PCR产物条带扫描定量分析 同

时拍照保存.

        统计学处理  试验结果应用SPSS 8.0进行处理 计

量资料行单因素方差分析 LSD法进行组间检验 两组

间率的比较用 χ2检验.

2   结果

在诱发大鼠肝癌过程中 早期肝硬化期MMP-2mRNA

表达缓慢增高 而至癌变期(16 wk)表达明显较增高

并呈一平台. (表 1). 采用单因素方差分析治疗各组和诱

癌各组之间MMP-2相对表达值无明显差异 说明BB-94

治疗对MMP-2mRNA的表达无影响(表2).

表1  MMP-2灰度值 /β-actin灰度值( sx ± )

t /wk 诱癌组(n =8) 正常对照组(n =4)

0   4.28 0.98 4.37 0.85

4   4.32 0.87 4.31 0.76

8   8.44 1.56ac 4.47 0.85

12 11.89 1.88ac 4.35 0.79

16 24.21 2.58ac 4.43 0.97

20 26.31 3.15ac 4.56 0.95

24 25.67 3.01ac 5.01 1.02

aP <0.05 vs 同期正常对照; cP <0.05 vs 前期试验组.

表2  第24周各组大鼠MMP-2/β-actin mRNA灰度值相对表达量( sx ± )

组别  n MMP-2相对表达值

诱癌组  8 25.7 3.0

治疗组

8 wk给药组 10 24.5 3.0

12 wk给药组 10 26.3 3.2

16 wk给药组 10 25.1 2.9

20 wk给药组 10 26.2 3.5

3   讨论

本实验结果表明在诱癌过程中MMP-2mRNA呈持续增

高趋势. 与 Benyon et al [6]的研究结果一致 肝硬化期

MMP-2mRNA轻度升高至正常对照的3-4倍. 此时 肝

细胞坏死后肝脏行组织修复 胶原等细胞外基质

(extracellular matrix  ECM)增生沉积 同时 ECM的降

解吸收也上调 在此过程中MMP-2起关键作用. 我们

的前期研究也证明 肝硬化形成过程中 MMP-2的酶

原和活性形式均升高 肝硬化的形成与MMP-2 降解

IV型胶原增多有密切的关系[7-9]. 与Takahara et al [10]的结

果不同 本实验显示 肝硬化形成期 MMP-2 的表

达从mRNA水平即开始升高 并非MT1-MMP激活MMP-2

增多所致.

        已经证实 MMP-2在多种肿瘤的侵袭转移中起到

重要作用[11-14]. 国内外众多研究指出 在肝细胞癌中

MMP-2蛋白水平亦呈高表达 与肝肿瘤侵袭转移的关

系极为密切[5,15-19]. 而针对MMP-2的BB-94治疗 能起

到减小癌肿面积的效果 同时 Yamamoto et al [2]也发

现 在肝癌细胞的培养上清中 可以检测到活性

MMP-2分子 而肝癌形成过程中MMP-2mRNA表达的

变化 国内外未见报道. 本研究结果提示 肝细胞癌形

成和侵袭转移过程中 MMP-2表达升高起自mRNA水

平 自非典型增生期开始 MMP-2mRNA 表达即已

较肝硬化期明显升高. 非典型增生的细胞 已经具有了

某些癌细胞的生物学行为 从基因表达水平为肿瘤的

进一步发展作准备. 至早期癌变期及肿瘤演进期(相当于

诱癌第16 20 24 周)肝癌组织中的MMP-2mRNA表

达继续升高至正常的5-7倍. 肝癌细胞主动表达MMP-2

对于其快速生长和侵袭转移有重要意义[1,2,20-24].

        值得注意的是 MMP-2mRNA表达量在肝癌形成后

即成一平台 表明MMP-2的表达与肿瘤的生长时间

肿瘤的大小无关 而Arii和Ogata的研究也证明 低分

化肝癌MMP-2mRNA表达高于高分化肝癌 Ogata还提

出 肝癌细胞表达MMP-2与否 可纳入肝癌分级的标

准[25,26] ; 所以 MMP-2mRNA表达的水平 可能仅与

肿瘤的分化程度有关.

     BB-94 是第一个在肿瘤模型治疗中广泛应用的

MMPs 抑制剂. 在裸鼠肠壁大肠癌种植转移模型中

BB-94的治疗能够抑制肿瘤生长和侵袭转移[27]. BB-94
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能控制黑色素瘤转移 明显减少B16-BL6鼠腹腔注射

黑色素瘤细胞后肺转移灶的数量和大小[28,29].

       我们前期试验结果表明 近期BB-94治疗可以明

显缩小癌结节的面积[30]. BB-94 能阻断酶原型MMP-2

的活化 可通过降低MMP-2的活性来抑制肝癌的生长

和转移. Kinoshita et al [30]研究表明膜型金属蛋白酶

(membrane type MMP MTI-MMP)是MMP2的直接激活

剂 MMP-2的前导肽被MT1-MMP切除后而激活 这

一过程可被组织金属蛋白酶抑制因子和BB-94阻断. 有

报道指出 BB-94可以直接与活性MMP-2的钙离子结

合部位结合 从而达到直接抑制活性MMP-2的效果[31].

以上结果均提示 BB-94能够从蛋白水平抑制MMP-2

的活性. 但其作用起始是否可以追溯到mRNA表达调节

水平 是否能够减少MMP-2mRNA的表达 抑或 由

于肿瘤转移是一个极其复杂的调节过程 抑制MMP-2的

蛋白活性是否会导致肿瘤细胞代偿性表达MMP-2mRNA

升高 目前国内外没有这方面的研究报道.

       从本实验的结果来看 BB-94治疗对肝癌组织表

达MMP-2mRNA的量没有影响. 说明 BB-94治疗仅仅

是从蛋白激活水平起作用 对MMP-2转录和翻译水平

没有正向或负向的调节作用. 但这个结果是否意味着肝

癌细胞表达MMP-2mRNA的量只受肿瘤分化程度的作

用 而不受外界细胞接触 MMP-2活性浓度等反馈调

控的影响 则有待进一步观察研究和讨论.
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Abstract
AIM:To investigate the characteristics of ethanol consumption
in Xi’an area, and to explore the prevalence of alcoholic
liver disease and the correlation of the quantity of ethanol
consumed with the development of alcoholic liver disease.

METHODS:By random cluster sampling, 9 professional
groups of people were chosen in the city and the rural
areas as subjects. Questionaire was taken and the data
collected and analyzed by specialists. .

RESULTS:During April to June 2000, 3 613 persons were
investigated. Among them 1270 were drinkers, in which
90.1 % were males and only 126 females. 78 persons
were alcoholic fatty liver patients (6.1 %). The prevalence
rate was 2.2 % in all subjects. Only one female patient
with alcoholic liver disease (0.3 %), and 5 cases of alcoholic
cirrhosis (0.1 %) were found. Alcoholic fatty liver patients
consumed the equivalent of 31.3+24.2 g absolute ethanol
with a mean duration of 14.0+7.4 years. With increase of
alcoholic consumption the serum levels of ALT and AST
increased. The prevalence rate of alcoholic fatty liver is
higher in city than that in rural area.

CONCLUSION:Alcohol drinkers in Xi’an are very popular.
Males are the major population. Alcoholic fatty liver is the
most common type of ALD with prevalence rate of 2.2 %.

The equivalent of 30 g ethanol consumed in more than 14
years may result in alcoholic fatty liver. The alterations of
liver function are parallel to the consumption of alcohol.

Lu XL, Tao M, Luo JY, Gen Y, Zhao P, Zhao HL. Epidemiology of
alcoholic liver diseases in Xi’an. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11
(6):719-722

摘要

目的:酒精性肝病近年呈增长之势 世界各国对其越来越

重视. 本研究采用流行病学方法调查西安地区人群的饮酒情

况 初步明确酒精性肝病的患病率及与饮酒的关系.

方法:将西安城乡9种代表性职业人群作为本次调查对象

整群随机抽样 采取问卷调查方法 由专人统一询问检测.

结果:2000-04/06 共调查9种职业人群3 613 例 其中饮

酒人数 1 270 例 占 35.2 % 90.1 % 为男性 是男性

群体的52.2 % 女性仅126例. 检出酒精性肝病患者82

例 占 6.5 % 为调查人数的2.3 % 只 1例女性. 酒精

性肝硬化4例 分别占0.3 %和 0.1 %. 78 例酒精性脂肪

肝患者日均饮酒31.3 24.2 g 平均饮酒14.0 7.4 a

且随饮酒量和饮酒时限增加 ALT和AST亦渐升高. 发病

高峰年龄在40岁左右. 营养不良可能加重肝功能损伤.

结论:西安地区饮酒现象较普遍 男性为主要饮酒人群. 酒

精性脂肪肝为酒精性肝病最常见类型 患病率2.2 % 日

均饮酒30 g 持续14 a即可能患此病 且与ALT AST

水平有正向关系.

鲁晓岚,陶明,罗金燕,耿燕,赵平,赵红莉. 西安酒精性肝病流行病学. 世界华人

消化杂志  2003;11(6):719-722

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/719.asp

0   引言

随着酒精消耗量的增多 饮酒引发的肝脏疾病越来越

多[1,2]. 酒精性肝病(alcoholic liver disease ALD) 包括

酒精性脂肪肝(alcoholic fatty liver AF) 酒精性肝炎

(alcoholic hepatitis AH)和酒精性肝硬化(alcoholic

cirrhosis AC)[3]. ALD 的研究在我国刚刚起步 缺乏

人群统计资料. 为明确其在我市患病率 及每日饮多少

酒 持续饮酒多长时间有患ALD危险性 及其他影响

因素 我们于2000-04/06对西安地区城乡不同职业人

群进行了随机抽样调查.
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1   材料和方法

西安城乡年满18岁各种职业人群作为本次调查对象

整群随机抽样 问卷调查 调查表统一设计 统一标准

人员统一培训 对每一调查对象负责询问 查体 腹部

B 超(型号:西门子亚当)检查 并行肝功 HBV 标志

物 抗 -HCV 血糖 血脂等检测. 酒精性肝病诊断

标准参考1995年全国第一次酒精性肝病会议标准 酒

精性脂肪肝:有长期饮酒史 即:持续饮酒1 a以上 每日

饮酒折合酒精量 20 g B超或CT有典型脂肪肝特异

性改变 轻型患者肝功可基本正常. 酒精性肝硬化:长

期饮酒史同上 B超或CT有肝硬化证据. 酒精量换算

公式为:饮酒量(ml) 酒精含量( ) 0.8(酒精比重) g.

并除外病毒感染 糖尿病 高脂血症及药物等引起的肝

功损伤.

         统计学处理  用SPSS 10.0统计软件包进行资料的录

入及分析 危险因素用 logistic 回归分析.

2   结果

2000-04/06 我们共调查工人 农民 军人 机关干

部 知识分子 商人 大学生 医务人员和饮食服务业

人员共3 700例 剔除资料不完整者 有效病例数3 613

例. 男 2 191例 占 60.6 % 女 1 422例 占 39.4 %

平均年龄 36 13 岁. 饮酒人数 1 270 例 占总数的

35.1 %. 男 1 144 例 占男性群体52.2 % 女 126例

为女性群体的8.9 % 主要分布在高收入家庭和家人

有饮酒者中 相当部分亦因工作需要而饮酒. 男女之

比: 9.1 1. 不同职业人群饮酒暴露率工人 军人 商

人最高 在48.0 %以上 其次是机关干部 42.9 %

农民最低仅22.8 %. 不同职业间差异非常明显 χ2=164.4
P  =0.000. AF在不同职业人群中的分布城市明显高于农

村 干部群体高于其他群体. 机关干部患病率最高18.7 %

其次是商人和知识分子 分别为11.0 %和 9.0 %. 患病

率最低的是军人和大学生 各只有1.4 %和1.3 %. 各组

人群间AF患病率差异非常显著 χ2=71.7 P  =0.000. 不
同年龄组人群饮酒量及饮酒暴露率各异(表 1) 20-50

岁的青壮年为饮酒主要群体. 50-60岁以后饮酒人数明显

下降. 各年龄组饮酒暴露率有显著性差异 χ2=20.11
P =0.003. 饮酒人群中 783(61.7 %)人平均每月最多饮酒

1次 197(15.5 %)人每天至少饮酒1次 常饮38 -60 白

酒的 556(43.7 %)人 其余则以葡萄酒 啤酒等有色

酒为主. 经常少量和偶尔大量饮酒者最多 分别为619

例和467例 占总数的85.6 % 经常大量及酗酒者只

有58(4.6 %)例. 可见人群中以间断少量饮酒 饮低度

酒 有色酒的人最多.

        AF共检出78例(未检出合并乙肝或丙肝感染者)

占饮酒人数的 6.1 % 为调查人数的 2.2 % 女性仅

1例. 73.6 %集中在30-50岁年龄段 平均年龄41

6 岁. AC 检出 4 例 占饮酒人数的0.3 % 总人数的

0.1 %. AF患者平均每日饮酒量31.3 24.2 g 平均饮

酒时间14.0 7.4 a. 饮酒量最大者单次440 g 日均220 g.

饮酒时间最短4 a 最长 47 a. 肝功正常者38 例 占

48.7 %. ALT 和 AST异常者均是轻 中度升高 AST

无一超过3 334 nkat/L 97.5 %的患者ALT在3 334 nkat/L

以内. ALT 平均1 058 233 nkat/L AST 平均878

172 nkat/L. 仅 -GT异常者4例 ALP异常者2例. 由

表 2肝功损害与饮酒的关系见 ALT和AST水平与日

均饮酒量及饮酒年限间均有很好相关性 r 分别为0.53

和 0.61 P < 0.01. 随饮酒量和时间增长 AF患病率

呈递增趋势(表 3 4) 饮酒量30 g一组和20 g两组间

差异很明显 χ2 =6.29 P <0.05. 30 g以上各组间差异
不显著 P >0.05. 饮酒15-20 a组和< 5 a组AF患病率

差异有统计学意义 χ2 =6.81 P <0.05. 日均饮酒量<40 g
者占64.2 %. 饮酒时间10 a以下者占33.3 %.

     另外 性别 经济收入 文化程度 家人饮酒情

况 吸烟 水果蔬菜蛋奶肉等营养因素及年龄 职业

家族肝病史 肥胖等10个因素中 前五个指标是饮酒

的相关因素. 相对 P值分别为0.18 1.20 1.20 3.56

和 5.00 回归系数分别为 1.70 0.16 0.17 1.27

和 1.61. 营养可能为保护性因素 P值和回归系数分别

为0.93和 0.07.

表1  不同年龄人群饮酒状况分析

年龄(y) 调查人数 饮酒人数 饮酒暴露率 %

<20     257     84      32.7

20-   1 231   476      38.7

30-     887   300      33.8

40-     643   237      36.9

50-     338   110      32.5

60-     182     45      24.7

70       65     18      27.7

χ2=20.11, P =0.003.

表2  肝功损伤与饮酒量和年限的关系

转氨酶(nkat/L)  人数    日均饮     日最高        饮酒    始饮酒

           酒量(g)    饮酒量(g)     年限(a)    年龄(y)

正   常 38      15.7±13.8     67.3±41.8     10.6±8.3      18.4±6.9

ALT<1254 27      24.2±16.1     86.1±77.2     12.9±10.90   18.0±9.3

ALT<3334 11      40.7±32.2   118.5±101.4   14.5±5.4       20.7±4.8

ALT 3334  2       75.0±49.5    40.3±31.5     25.0±14.1    23.0±4.24

AST<1254 20      32.3±24.9    86.0±75.1     15.7±12.4    19.0±7.4

AST<3334  2       75.0±49.4    40.3±31.5     25.0±14.1     23.0±4.24

表3  日均饮酒量与AF患病率关系

日均饮酒量(g)         饮酒人数        AF患者数         AF患病率( %)

< 20 880 31   3.52

20- 170 14   8.24

30-  42   5 11.90

40-  99 13 13.13

50  79 15 18.99

χ2 =45.19, P = 0.000.
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表4  饮酒年限与AF患病率的关系

饮酒年限(a)         饮酒人数       AF患者数        AF患病率( %)

< 5 262  7 2.68

5- 293 20 6.82

10- 233 13 5.58

15- 143 12 8.45

20 339 26 7.67

χ2 =11.30, P <0.025.

3   讨论

嗜酒可引发一系列肝脏疾患 对社会劳动力影响较大[1, 2]

重症患者死亡率较高[4,5] 且随酒精消耗量增加而增加[6].

西方国家肝硬化几乎一半与酒精有关 日本ALD患者

也呈上升趋势[4]. 我国肝脏疾患虽仍以病毒性肝炎及肝炎

肝硬化为主 但随着生活水平提高 嗜酒者在人群中的

比例成倍增长. 近几年住院患者中ALD比前些年明显增

加. 本资料显示 饮酒者占一般人群的35.1 % 远高

于1991年北京地区的调查 在男性人群中占52.2 %

与郝伟 et al 报道的湖南两地市的57.5 %相近. 这可能

与各地饮食 文化及近几年经济发展差异和教育 干预

因素有关[7,8]. 经济因素对女性及农村人群的影响特别明

显[9] 经济相对落后的农民饮酒率最低. 经济状况较好

的机关干部 商人 军人等最高. 大多数资料显示 饮

酒除与职业相关外[10] 与性别亦相关 男性均占主导地

位[11,12] 与本资料相同. 但女性更敏感[13,14] 少量的酒

更短时间就可致病.

      酒精摄入体内放出较多热量 抑制摄入者的食欲

使蛋 奶等营养物质摄入减少 脂质和蛋白质代谢紊

乱 有更大患肝病危险[15]. 故营养对饮酒者可能有一定

保护作用[7,16]  营养不良则会加重肝功能损伤[17,18]. 但肥

胖却会增加嗜酒者患肝病的危险[19].

       酒精所致肝病 除轻微病理改变者外 最常见的

为脂肪肝 其次为肝硬化. 因脂肪肝可不经肝炎直接发

展为肝硬化 故AH相对少见. 我们未发现转氨酶明显

升高 或有发热 黄疸等典型症状的AH患者 以脂

肪肝的检出为主 肝硬化检出率很低. 说明AF在我国

人群 特别是城市人群中已较普遍 患病率已达2.2 %

在饮酒人群中达6.1 %. 据统计 酒精所致脂肪肝约占

脂肪肝病因的近一半[20].

        饮酒量和饮酒年限与AF患病率及肝功损伤有明显

量效关系. 国外大多数资料提示 平均每日饮酒 40-

120 g[21-23,12] 持续5-10 a可致ALD  AC则需更长时

间[22]. 国内倾向40-50 g 持续5 a以上. 英国和意大利

则以日均30 g作为患ALD危险剂量[19] 并有时间依赖

性升高. 这与我们资料每日饮酒30 g持续14 a左右可致肝

病相符合. 同时比较了日均饮酒 30 g且饮酒时间 15 a

和日均饮酒 30 g且饮酒时间 15 a的两组饮酒人群

AF患病率分别为2.0 %和14.7 % χ2 = 44.57 P =0.000.

从表 3 4 也可看出 日均饮酒30 g 和持续饮酒15 a

以上组AF患病率明显高于低剂量和短年限各组. 说明

长期大量饮酒是AF 危险因素 且在一定条件下各自

可独立影响AF患病率. 本资料所有AF患者开始饮酒年

龄一般在20岁左右 患病高峰年龄在40岁左右 与

非酒精性脂肪肝发病高峰年龄类似[24]. 也说明持续饮酒

10 a后是AF高发期. 这些均支持我们的结论. 可解释为

何大学生和军人群体AF检出率较低. 干部群体AF比例

高估计除与饮酒量有关外还和频度有关. 但饮酒是否患

肝病个体差异较大[25,23] 与肿瘤等其他疾病一样可能

与个人体质因素[26-29] 饮酒方式种类和生活习惯[30-32]有

关 如饮酒是否佐餐 饮茶[ 33 ]等.

        AF患者中 平均饮酒量和饮酒年限与肝损伤明显

正相关[19 ] 随饮酒量和饮酒持续时间增加 ALT 与

AST水平随之升高. 我们提倡少饮酒 勿持续饮酒. 但

当ALT与AST达 3 334.0 nkat/L 时 最高饮酒量有所

减少. 推测与患者出现自觉症状后开始自我控制. 有报道

AF患者肝功AST/ALT>2 [34] -GT升高较明显 本

组资料及国外部分资料未发现此特点[11]. 可能系体检人

群 患者几无症状 肝功损伤轻 以细胞质中ALT的

释出为主. 出现黄疸者很少见. 国外报道ALD与乙型和

丙型肝炎合并存在者较多[35,36] 特别是对HCV的易感

性增加[37,38]. 我们未发现此关系 与Miyano et al [39]的报

道相似. 可能与国外HCV感染率高[40] 国内吸毒 药

瘾人数较少 HCV感染率相对较低有关[41,42].
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Abstract
AIM:To investigate the effects of protein kinase C (PKC)
on hypoxic preconditioning (HP) for hepatocyte.

METHODS:Through a normal liver cell HP model, PKC inhibi-
tor and activator were utilized to analyze the phosphoryla-
tion of PKC. The cellular structure and viability were also
observed. All the data were statistically analyzed.

RESULTS:Compared with the phosphorylation of  PKC in
the control without HP [(710.5±78.8) fkat/g], the phos-
phorylation of PKC was obviously increased in HP treated
model [(1 823.7±268.2) fkat/g] and PMA treated model
[(2 541.2±326.5) fkat/g] (P <0.01). Cellular changes were
less. In addition, opposite changes were found in PKC inhibited
groups, and the phosphorylation of  PKC was [(1 088.0±
89.3) fkat/g]  (P <0.01).

CONCLUSION:The activation of PKC is the important chain
of HP in the preservation of liver cell, and its mechanism
may be involved in protein phosphorylation.

Shang YQ, Gao Y, Wang Y, Pan MX. Effect of protein kinase C during
hepatocyte hypoxic precondition. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;
11(6):723-725

摘要

目的: 研究蛋白激酶C(PKC)在肝细胞缺氧预处理中的作用 .

方法:建立体外肝细胞缺氧预处理模型 应用PKC抑制剂

白屈菜季铵碱(chelerythrine chloride  CHE)和激动剂豆蔻

酸佛波酰乙酯(phorobol12-myristate13-acetate PMA)

通过检测PKC磷酸化活性 细胞存活率 同时在透射电

镜下观察肝细胞超微结构改变 研究PKC的作用. 对相关

数据进行统计学处理 .

结果:和缺氧复氧组的PKC磷酸化活性(710.5 78.8) fkat/g

比较 缺氧预处理组的PKC磷酸化活性(1 823.7 268.2) fkat/g

和PKC激动剂组的PKC磷酸化活性(2 541.2 326.5) fkat/g

显著增高(P <0.01) 肝细胞结构损伤改变较小; 和缺氧预

处理组比较 PKC抑制剂组相应指标呈相反的变化 PKC

磷酸化活性(1 088.0 89.3) fkat/g (P  <0.01).

结论:肝细胞缺氧预处理细胞保护作用中 PKC通路起到

至关重要的作用 .

单毓强,高毅,王瑜,潘明新. 蛋白激酶C在肝细胞缺氧预处理中的作用. 世界

华人消化杂志  2003;11(6):723-725
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0   引言

缺血预处理能够提高器官组织对缺血再灌注损伤的耐

受能力[1-4] 缺血预处理对肝脏也有保护作用[5,6] 但

保护机制的研究较少 为研究PKC在缺氧预处理肝细

胞保护效应中的作用 以缺氧复氧损伤模型为研究对

象 应用PKC 激动剂 抑制剂和等信号转导工具药

观察其在缺氧预处理中的作用 以期进一步探讨PKC

在缺氧预处理在体内的作用机制 .

1   材料和方法

1.1 材料  正常人肝细胞株L02购自中国医学科学院上

海细胞所. 厌氧培养箱(上海医疗器械厂) 50 ml/L CO2电

热恒温培养箱(Harris公司) ; 白屈菜季铵碱(Calbiochem公

司) 硝酸纤维素滤膜(PVDF膜):宝灵曼公司 PKC活性测

定试剂盒: Promega Corp -32p:Amersham公司  PMA .

1.2方法  正常人肝L02细胞株接种贴壁于含100 ml/L灭

活胎牛血清的RPMI1640 培养液中 培养箱内常规培

养 维持细胞处于对数生长期. 缺氧培养采用去氧和

去血清培养:混合气(0.90 N2 0.08 CO2+0.02 H2)平衡

KHH[7]平衡盐溶液1 h 测血气PO2 4 kPa 细胞培

养液换成平衡KHH平衡盐溶液 在厌氧培养箱(0.90

N2 0.08 CO2+0.02 H2)中培养 最大限度模拟体内肝

脏缺血状态 复氧培养 采用含血清培养基进行常规培

养. 随机分组进行处理 每组6个样本: (1)正常对照组
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(control C) 常规孵育培养 (2)缺氧复氧组(hypoxia

reoxygenation HR) 缺氧培养6 h 复氧培养9 h (3)

缺氧预处理组(hypoxic precondition HP) 缺氧培养

5 min 复氧培养5 min 进行 3个循环的缺氧复氧预

处理 随后处理同HR组 (4)HR+PMA组 PMA终浓

度为150 nmol/L[8]加于培养液 10 min后 处理同HR组

(5) HP+白屈菜季铵碱(CHE)组;加终浓度为50 nmol/L [9]的白

屈菜季铵碱于培养液 10 min以后 处理同HP组. 使

用四唑盐比色法(MTT)常规检测细胞存活率 . 按以上各

组描叙方法分组处理后 含2 g/L DMOS 2.50 g/L胰酶消化

成的单细胞悬液 按PKC活性测定试剂盒(promega corp)检

测操作步骤进行测定每组PKC活性. 按以上各组描叙方

法分组处理后 含2 g/L DMOS 2.50 g/L胰酶消化成的单

细胞悬液 收集细胞在透射电镜下观察组织超微结构.

        统计学处理  各组数据用均数 标准差(n =6 sx ± )
应用S.A.S 6.12统计软件包对检测数据进行方差分析处理.

P <0.05表示统计学上有显著性差异 P  >0.05则为无差异.

2   结果

2.1 细胞存活率  在各组中 HR组细胞存活率(35.6

4.0 )最低 和C组(95.0 10.8 )比较差异显著(P <0.01);

和HR组比较 HP组(81.5 12.1 )的显著升高(P <0.01);

和 HP组比较 CHE(47.2 5.4 )组下降明显 存在

显著性差异(P <0.01) ; 和 HR组比较 PMA组(75.3

11.9 )显著增高(P <0.01).

2.2细胞PKC活性  HR组PKC活性(710.5 78.8) fkat/g

和C组(544.5 85.2) fkat/g比较无显著性差异(P <0.01).和

HR组比较 HP组PKC活性(1823.7 268.2) fkat/g 显

著升高(P <0.01);和 HP组比较 HP+CHE组 PKC活性

(1 088.0 89.3) fkat/g下降明显 存在显著性差异(P <0.01);

和HR组比较 HR+PMA组PKC活性(2 541.2 326.5) fkat/g

显著增高(P <0.01).

图1  缺氧复氧损伤肝细胞EM 10 000.

2.3 肝细胞超微结构  C组细胞器结构完整 线粒体排

列整齐. HR组肝细胞肿胀 线粒体肿胀 呈气球样改

变 基质加深 减少 呈絮状改变 嵴减少 排列紊乱

细胞核内染色体边聚(图1). HP和PMA组细胞形态基本

正常 细胞器无明显水肿变性 少量中性粒细胞 淋

巴细胞浸润 线粒体排列正常 无明显肿胀(图 2 3).

CHE 组细胞肿胀 线粒体肿胀 气球样改变 细胞

核内染色体边聚 细胞改变与HR组相近(图 4) .

图2  HP组肝细胞EM 8 000.

图 3  PMA组肝细胞EM 6 300.

图 4  CHE组肝细胞EM 6 300.

3   讨论

目前研究普遍认为缺血预处理的细胞保护机制为多种

因素综合作用的结果. 缺血预处理信号转导方面的机制

研究主要来自于心脏和脑的资料 其研究结果推测保

护效应细胞内信号转导途径是:缺血预处理引起内源性

触发物质释放 如腺苷 去甲肾上腺素 活性氧

缓激肽 血管紧张素 NO 等[10-13] 作用于细胞膜
上相应的受体[14-16] 使受体偶联的G蛋白[17]发生空间
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构象的改变 细胞内信号转导开始启动 激活磷脂
酶 水解膜磷脂产生二酰基甘油(diacy lg l ycce ro l
DAG)[18] 并和Ca2+协同作用于PKC 使膜转位PKC
激活[19] 从而导致一系列的信号通路开放[20-23] 大量
研究证实 PKC的激活在缺血预处理信号转导中是非
常重要的环节[24-26] 其中PKC- 亚型发挥关键的传
递者作用[27]  而在肝细胞预处理中 PKC的作用未见
结论性报道 肝细胞内信号转导是否和心脏相似尚不
清楚[28-30] . 本实验通过建立体外人正常肝细胞缺氧预处
理模型 检测PKC磷酸化活性 细胞存活率 同时在
透射电镜下观察肝细胞超微结构改变 以及使用PKC抑
制剂和激动剂来判定PKC在信号转导中的作用[5]. 实验表
明缺氧预处理引起PKC磷酸化活性增强 细胞存活率明
显升高 细胞电镜超微结构损伤改变减轻 细胞器基本维
持正常 出现保护效应. 同时 通过抑制PKC活性 细胞
器损伤明显 增加细胞死亡 预处理保护效应消失.然而
不经预处理的作用 直接用激动剂活化PKC  同样能模拟
出预处理类似的保护 验证了PKC通路在其中的作用 由
此我们推测 在预处理对人肝细胞的保护作用中 PKC通
路激活和预处理导致细胞保护作用是密切相关的 PKC
磷酸化激活是信号通路中不可缺少的重要环节.
      然而 PKC 的众多亚型对细胞的作用各不相同
PKC- 是预处理中激活发挥作用的主要PKC亚型之
一 应用转基因方法特异激活PKC- 就能诱导出预处
理的保护作用 本实验通过检测总的PKC活性 得出
PKC激活参与了细胞保护 可能和某个亚型激活有关
但是 各亚型在信号转导过程中作用机制大相径庭 那

些具体亚型在其中的主导作用 有待于进一步探讨.
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Abstract
AIM:To investigate the effects of ET-1, NO on hepatic
hemodynamics in isolated perfused rat liver at various
stages of liver cirrhosis (LC).

METHODS:LC was induced by an intraperitoneal injection
of CCL4 combined with ethanol as drinking water. According
to time points of CCL4 injection, and combined with his-
topathological changes of liver and ascites, the isolated perfusion
of liver was performed at a constant flow rate to deter-
mine the modulating effects of ET-1 and NO in the ends of
9th week (E-LC) and 14th week (L-LC) after injected CCL4.

RESULTS:After perfusion of L-NAME into the portal vein,
there were no significant changes in the perfused pressure of
portal vein (PP) and the hepatic venous pressure (Phv) of
the L-LC group, the E-LC group and control group (P  >0.05).
After perfusion of ET-1, the PP of each group increased
significantly (P <0.01). The elevated ranges of PP of the L-LC
group was more than that of the E-LC group (P <0.01),
both of which were higher than that of the control group
(P <0.01). Compared with the ET-1 groups, the PP of the
control group, the E-LC group and the L-LC group increased
significantly (P <0.05) after perfusion of ET-1+L-NAME.
There were no significant differences between the elevated
ranges of PP of the L-LC and that of the E-LC group (P >0.05),
both of which were more than that of the control group
(P <0.01).

CONCLUSION:ET-1 plays a key role in elevating intra-he-
patic resistance, facilitating synthesis of NO, which grow
stronger in LC. With the development of LC, the compen-
sation of NO decreases further. It is considered that an-
tagonist of ET receptor and NO provider can increase syn-
thesis of NO and be thus used in treatment of the high
pressure of portal vein.

Yao DM, Yao XX, Yang CJ, Feng ZJ, Fang HM, Gao JP. Effects of ET-1
and NO on hepatic hemodynamics at various stages of isolated perfused
cirrhotic liver in rats. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):726-729

摘要

目的:在肝硬化(LC)形成的不同病期 离体状态下动态研究

内皮素-1(ET-1) 一氧化氮(NO)对肝循环血流动力学调

节作用的变化规律.

方法:皮下注射四氯化碳菜籽油溶液 乙醇代饮水 制备

大鼠LC模型. 根据造模不同时间 结合肝组织病理改变及

有无腹水对LC进行分期 将造模第9周末定为LC早期

(E-LC) 14 wk末定为LC晚期(L-LC). 采用离体肝灌流技术

动态研究ET-1  NO对肝血流动力学调节作用的变化规律.

结果:门脉灌注L-NAME L-LC组 E-LC组和对照组

PP和Phv均无明显改变(P  >0.05). 门脉灌注ET-1可明显

增加大鼠的PP(P <0.01) L-LC组PP增加幅度大于E-LC

组(P  <0.01)和对照组(P <0.01). 给予L-NAME+ET-1与单

独给予ET-1相比 PP进一步升高(P <0.05) LC大鼠PP

增加幅度大于正常大鼠(P <0.01) 但L-LC组与E-LC组

PP增加幅度无明显差异(P >0.05).

结论:ET-1是导致肝内血流阻力增加的主要原因 ET-1可

促进NO合成 此作用在LC时增强 NO代偿不足 且

随着LC病情发展NO代偿能力进一步下降 导致ET-1

NO间作用失衡是引起LC门脉压增高的重要原因. 在本病

的治疗上可考虑应用ET受体拮抗剂或NO供体增加肝内

NO合成 来抑制ET-1 的作用 降低肝内阻力.
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0   引言

内皮素(ET)是强烈缩血管活性物质 包括ET-1 ET-2

ET-3三种 其中ET-1对血管的收缩作用最强. ET受



体(ETR)有ETA和ETB两种 ETB分为ETB1和ETB2 ETB1
主要表达于内皮细胞 与血管舒张剂 NO 等释放偶

联 ETB2主要表达于血管平滑肌细胞 与血管收缩机

制偶联. NO由L-精氨酸(L-Arg)在一氧化氮合酶(NOS)

代谢下产生. NOS有三种异构型:神经原型(nNOS) 内

皮型(eNOS)和诱生型(iNOS). 前二者存在于脑组织 周

围神经及血管内皮 依赖于钙/钙调蛋白(Ca2+/CaM). 肝

硬化(LC)患者ET-1[1-13] NO[14-18]等多种血管活性物质

(VAS)均有增加. ET-1通过收缩肝窦和门静脉前终末枝

增加肝内阻力 [19-23] NO在LC肝血流动力学紊乱中的

作用尚不十分清楚 有研究显示ET-1与NO间作用失

衡是导致肝内血流阻力增加的重要原因. ET-1 NO等

VAS 彼此相互作用 相互影响 在LC不同病期 不

同部位情况有所不同 导致了治疗困难. 因此对LC不

同病期VAS调节作用的变化规律进行研究十分必要. 目

前尚乏在LC不同病期动态研究ET-1 NO 对肝血流

动力学调节作用的报道. 我们在离体状态下排除体内其

他VAS 干扰 对ET-1 NO 对肝血流动力学调节作

用之变化规律进行研究 进一步揭示ET-1 NO在门

脉高压(PHT)发生中的作用及其机制 以对PHT治疗

提供理论依据.

1   材料和方法

1.1 材料  清洁级SD大鼠 64 只 质量 180-220 g

购自河北医科大学实验动物中心. 八道生理记录仪(RM-

6280型 四川成都仪器厂). ET-1 L-NAME(NOS抑

制剂)购自美国Sigma公司.

1.2方法  皮下注射500 mL/L CCl4菜籽油溶液3 mL/kg

2次 /wk 50 mL/L乙醇代饮水 制备大鼠LC模型. 造

模 9 wk 末 肝脏表面出现细小颗粒状结节 边缘变

钝 肝内纤维组织增生明显 有假小叶形成 腹水形成

少见 腹水量一般不超过2 mL LC 组体质量(597

32 g)与对照组(595 22 g)无明显差异(P >0.05);造模

14 wk 末 LC组体质量(509 104 g)较对照组(664

33 g)明显下降(P <0.01) 多有腹水形成 腹水量2-60 mL;

肝脏表面粗糙 可见大小不等的结节 肝内有大量纤

维组织增生 小叶间隔增宽 大量假小叶形成. 因此

将造模9 wk 末定为LC早期(E-LC) 14 wk 末定为LC

晚期(L-LC). 对照组大鼠采用菜籽油溶液皮下注射3 mL/kg

体重 2次 /wk. 于 LC的早期和晚期分别设立LC与正

常对照(Control)两大组 每组16只大鼠. 每个大组根据

灌流药物不同又分成以下4个小组 (1)L-NAME组(4

只):门脉灌注1 mmol/LL-NAME (2)LNAME+ET-1组:门脉

灌注L-NAME(1 mmol/L)10 min后灌注ET-1(10 nmol/L);

(3)ET-1组(4只):门脉灌注10 nmol/L  ET-1; (4)空白组(4

只):不加药物继续灌流Kreb s 溶液. 大鼠禁食过夜

自由饮水 硫喷妥钠100 mg/ kg 腹腔注射麻醉 常规

开腹 分离门静脉 胆管插管监测胆汁流率.  结扎

胃 十二指肠韧带 脾韧带 肝动脉 脾静脉 肠

系膜上静脉 结扎并切除食管. 门静脉插管经三通一端

通过压力换能器与八道生理仪相连监测门脉灌流压

(PP) 另一端连于恒流泵 以每克肝1.7 ml/min 的恒

定流速向肝内灌流. 迅速结扎切断腹主动脉 结扎并切

断肾脏上方下腔静脉 打开胸腔 出肝下腔静脉内插管

至肝静脉 分离切除肝脏 移出体外 肝静脉插管经三

通一端通过压力换能器与八道仪相连监测肝静脉压

(Phv) 另一端连于灌流系统的流出端 建立离体肝灌

流通路. 灌流液为含40 g/L牛血清白蛋白的Kreb s溶

液(NaCl 118.3 KCl 4.7 CaCl2 2.5 MgSO4. 7H2O 1.2

KH2PO4 1.2 NaHCO3 25 葡萄糖11.0 mmol/L  pH

7.4) 加以混合氧(O2/CO2 V/V:0.95/0.05)灌冲达饱

和 灌流 20 min 排除肝内血液成分后 进行再循

环灌流 20 min后 灌流系统基本达到稳定状态 此时

的PP和Phv为基础状态(baseline)压力 然后开始给药

进行干预. 灌流过程中持续监测胆汁流率并检测灌流液

pH 值 氧分压 K+浓度以及酶学等指标(表 1). 预实

验结果显示本实验离体肝脏可在体外存活6 h 并保持

对药物反应良好状态.

        统计学处理  实验数据以 sx ± 表示 各组间比较
采用 t检验 以 P <0.05 具有统计学意义.

2   结果

2.1抑制NO合成对LC大鼠PP和Phv的作用  基础状

态下L-LC组PP高于E-LC组(P <0.01)高于对照组(P <0.01).

门脉灌注L-NAME L-LC 组 E-LC 组 对照组PP

与Phv均无明显变化(P >0.05 表 2). 灌流过程中空白

组PP Phv 较基础状态亦无明显改变(P >0.05) 灌流

本身对灌注压无明显影响(表2).

2.2 ET-1对LC大鼠PP和Phv的调节作用  门脉灌注

ET-1可明显增加大鼠的PP (P <0.01) L-LC组 PP增

加幅度( PP1)大于E-LC组(P <0.01)大于对照组(P <0.01) ;

门脉灌注ET-1对Phv无明显调节作用(P >0.05).

2.3抑制NO合成对ET-1的影响  给予L-NAME+ET-1

与单独给予ET-1相比 PP进一步增高(P <0.05) Phv

无明显变化(P >0.05) LC大鼠PP增加幅度( PP2)大

于正常大鼠(P <0.01) 但 L-LC组PP增加幅度与E-LC

组无明显差异(P >0.05).

表1  Kreb s 灌注前后肝脏各参数的变化( sx ± )

参数   灌注前    灌注后

pH 7.40 0.05 7.38 0.04

PO2(kPa) 7.81 2.71 9.16 4.41

K+(mmol/L) 6.53 0.31 6.78 0.61

ALT (U/L) 10.1 4.33 7.21 4.24

AST(U/L)            17.64 5.25            12.32 4.14

ALP(U/L) 3.55 0.98 3.14 0.77

Bilirubin(µmol/L) 1.86 0.79 1.43 1.06

aP >0.05, vs 灌注前.
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表2  ET-1 NO 对离体肝脏PP 和 Phv 的影响( sx ± kPa)

    对照组               E-LC                 L-LC

基础状态           PP       0.838 0.09       1.159 0.12      1.446 0.21

Phv      0.132 0.06       0.146 0.07      0.173 0.08

L-NAME            PP       0.844 0.11       1.181 0.11      1.431 0.23

Phv      0.137 0.04       0.150 0.08      0.149 0.03

ET-1                   PP        1.461 0.19a       2.102 0.15ac    2.985 0.16acd

PP1  0.687 0.08        0.942 0.03c    1.589 0.04cd

Phv      0.136 0.02       0.161 0.01     0.164 0.01

L-NAME+ET-1  PP          1.716 0.18ab       2.341 0.19abc   3.338 0.21abcd

             PP2  0.183 0.04       0.307 0.05c    0.304 0.04c

Phv      0.151 0.03       0.154 0.04     0.148 0.02

空白对照组 PP       0.825 0.08       1.163 0.13     1.442 0.25

Phv      0.164 0.07        0.144 0.03     0.156 0.04

aP <0.01 vs 基础状态; aP <0.05 vs ET-1组;cP <0.01 vs 空白对照

组; dP <0.05 E-LC vs L-LC.

3   讨论

LC患者血浆ET-1[1-13]  NO[14-18]等多种VAS均有增加

作用失衡是导致血流动力学紊乱的主要原因. ET-1

NO间存在相互作用 ET-1能诱导内皮细胞 eNOS表

达 促进内皮细胞钙内流增加NO 合成 并与血管内

皮细胞ETB1结合促进NO释放 NO则通过增加cGMP

抑制ET-1合成 拮抗ET-1之缩血管效应. 体外研究

发现NO能抑制ET-1诱导的HSC收缩[22,23] 增加NO

合成能削弱ET-1升高门脉压的作用[19-23]. ET NO等血管

活性物质在导致门脉高压中各自作用 相互影响[24-30]

以及在肝硬化的不同时期 不同病理阶段 此些物质

在体内分布及对肝脏和内脏血管的调节作用各家报道

不尽一致. 我们根据造模不同时间 结合肝组织病理改

变及有无腹水对LC进行分期 采用离体肝灌流技术

在不受其他血管活性物质干扰的情况下 动态研究了

ET-1 NO对肝血流动力学的调节作用. 证明ET-1能

增加PP 增加肝内血流阻力[31-34] 且随LC病情发展

肝循环对ET-1收缩反应敏感性增强 说明ET-1是导

致PHT的主要VAS ET-1在LC 尤其是LC晚期PHT

发生中起着重要作用. 肝硬化时ET-1浓度增加 且随

着病情加重增高更为明显 此对ET 在门脉高压中的

作用进一步肯定 并对研究肝硬化门脉高压的发生机

制及对本病的治疗提供了有意义资料.

        有关ET-1 NO间相互作用的研究结果显示:单独

给予L-NAME无论是LC组还是对照组PP均无明显改

变(表 2) 既往也有类似报道[22,23] 基础状态下NO在

门脉压维持中未起主要作用 可能与肝内一氧化碳

(CO)合成增加抑制cGMP合成酶系统功能 对抗了NO

的扩血管效应. 但联合给予L-NAME+ET-1与单独给予

ET-1相比 PP 进一步升高 L-LC 组与E-LC 组 PP

增加幅度( PP2)无明显差异(P >0.05) 但均高于正常

大鼠. 抑制NO合成能加强ET-1的升压作用 即NO能

拮抗ET-1的升压作用 由于基础状态下NO在门脉压

维持中并未起主要作用 这就说明ET-1 可能通过与

ETB1结合 增加内皮细胞Ca2+内流 上调eNOS表达

等促进了NO合成与释放 且此促进作用在LC时增强.

LC 时肝循环对ET-1 收缩反应敏感性增加 ET-1 促

进NO合成作用增强可能系肝循环对抗ET-1升压作用

的代偿机制之一. LC时肝内ET-1合成增加 而eNOS

活性减低 eNOS 源性NO合成减少 肝循环对ET-1

收缩反应敏感性增强远远超出了NO的代偿能力 且

随LC病情发展肝循环对ET-1收缩反应敏感性进一步

增高 而ET-1 促进NO 合成作用并未随之增强 随

着LC病情发展NO代偿能力进一步下降 导致ET-1

NO间作用失衡是肝内血流阻力增加的重要原因[18,21].

        LC时肝内ET-1合成增加 且ET-1升高随病情发

展而加重 随LC病情加重肝循环对ET-1反应敏感性

增强 NO代偿能力下降 所以作者认为在本病的治疗

上可考虑应用NO供体增加肝内NO合成 抑制ET-1

作用 降低肝内阻力. 如能通过转基因技术靶向增加肝

内NO合成 不但可直接拮抗ET-1的缩血管作用 还

能抑制肝内ET-1 的合成 可在不加重高动力循环状

态的情况下降低肝内阻力[15,24]. L-LC后期随病情加重肝

循环对ET-1 反应敏感性亦有增强 因此推测导致门

脉高压的主要始动因素可能为ET ET 可增加内脏小

动脉内皮细胞eNOS的表达 如同肝循环内脏血管NO

可能也系代偿性增高 因此认为应用ET受体拮抗剂或

ET转化酶抑制剂可能是良好的选择[35-39]. 用药后非但可

降低肝内阻力 而且可能通过减少内脏小动脉NO的

合成 改善内脏高动力循环状态.
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Abstract
AIM:To explore the role of ERK signal transduction pathway
in the pathogenesis of liver fibrosis via investigating the
expression and distribution of ERK1 in rats with liver fibrosis.

METHODS:Liver fibrosis model of rats were made by sub-
cutaneously injecting with CCl4. Thirty-two male SD rats
(weight 250-300 g) were randomly scarified at 1, 4 and 8
weeks after injection of CCl4 respectively, and their liver
were used to detect ERK1 expression by immunohis-
tochemical staining.

RESULTS:The expression of ERK1 in rats after injection
with CCl4 were found chiefly in hepatic stellate cells(HSC)and
all significantly higher than those in normal rats(P <0.05).
Moreover, it presented with a progressive tendency for
the expression of ERK1 in rats respectively at 1st, 4th and
8th week after injection with CCl4 (P <0.05).

CONCLUSION:The activation of ERK signal transduction
pathway enhances HSC proliferation, and it may play an
important role in liver fibrogenesis in rat.

Liang ZW, Zhang G, Wang TC. Extracellular signal-regulated kinase in

liver fibrogenesis of rat. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):730-732

摘要

目的: 通过研究大鼠肝纤维化模型肝组织中细胞外信号调节

激酶(extracellular signal-regulated kinase  ERK)的表达和

分布规律 初步探讨ERK信号传导通路在肝纤维化发病

机制中的作用.

方法: SD大鼠32只 质量250-300 g 皮下注射CCl4
制备大鼠肝纤维化模型 分别于注射CCl4后1 4 8 wk

处理动物 采用免疫组织化学方法检测肝组织中ERK1的

表达及分布.

结果:ERK1主要表达于肝星状细胞中. CCl4注射诱导后

大鼠肝组织中ERK1的表达较正常对照明显增强(P <0.05).

且 CCl4注射1 4 8 wk 组肝组织中ERK1的表达强度

呈明显的逐级递增的趋势(P <0.05).

结论:ERK信号传导通路的激活促进肝星状细胞的活化增

生 可能与大鼠肝纤维化的发生发展有关.
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0   引言

细胞外信号调节激酶(extracellular signal-regulated

kinase  ERK)可能与器官纤维化的发生有关[1-4].  但ERK

通路是否参与肝纤维化过程尚无明确报道.  我们应用免

疫组织化学方法对CCl4诱导的肝纤维化大鼠肝组织进

行检测 初步探讨该信号转导通路在肝纤维化发生中

的作用如下.

1   材料和方法

1.1材料  健康 SD大鼠(由华中科技大学实验动物中心

提供)32只 质量200-300 g 随机均分为1 4 8 wk

及正常对照4组. 主要试剂 兔抗人ERK1抗体和ABC

二抗试剂盒购自北京中山生物技术有限公司 内源性

生物素封闭液(ABB液)购自武汉博士德公司.

1.2 方法  肝纤维化模型制备及标本处理 按0.3 ml/100 g

体重的剂量 皮下注射40 ml/L CCl4油剂 2次 /wk.

分别在注射CCl 4第 1 4 8 周分批处死动物 留取

肝脏组织 PBS(PH7.4)清洗后100 ml/L甲醛固定 常

规石蜡包埋 连续5 µm切片. 免疫组织化学染色 采
用SABC法 石蜡切片常规脱蜡 30 ml/L H2O2甲醇

溶液室温孵育15 min PBS 洗涤 5 min 2 遍后 用



0.01 mol/L的柠檬酸缓冲液(pH6.0)加热至92-96 修复
抗原15 min 冷却后依次滴加ABB液和正常兔血清封
闭各10 min 而后用ERK1一抗4 孵育过夜 次日
取出切片以PBS冲洗后 再依次滴加生物素化羊抗兔
二抗 链酶卵白素 最后DAB显色 苏木素复染. 常规乙
醇脱水 二甲苯透明 中性树胶封片保存. 光镜下观察
并分析ERK1表达情况. ERK1抗体稀释度为1 200. 用PBS
代替一抗作阴性对照. 图像分析和数据统计 用HPIAS-
1000型全自动医学图像彩色分析系统(由华中科技大学
同济医学院病理教研室提纲)进行图像半定量分析 每
张切片随机选取5个视野 测定肝组织中 ERK1的棕黄
色阳性表达颗粒的平均吸光度A值.
        统计学处理  应用SPSS统计软件对四组数据进行
ANOVA检验 结果以均数 标准差( sx ± )表示 P <0.05
为有显著性差异.

2   结果

在正常肝组织中 ERK1 呈针尖状棕黄色弱阳性表达
主要见于汇管区 小叶中央静脉周围及肝索Disse腔间隙
中. 高倍镜下 ERK1分布于Disse间隙的HSC胞质中 肝
细胞未见表达(图1A). 在CCl4注射1 4 8 wk组肝组织
中 ERK1的表达明显增多 增强 低倍镜下可见小叶中
央静脉周围 汇管区以及肝小叶内均有大量条索状 星芒
状的ERK1阳性表达. 高倍镜下 ERK1阳性表达主要分布
于HSC胞质 胞核中. 在8 wk组肝纤维化组织中 除HSC
表达外 亦有零星肝细胞胞质 胞核呈ERK1阳性(图1B
C D). 随CCl4诱导时间的延长 ERK1在正常对照组及
CCl4注射1 4 8 wk 组肝组织中的表达强度呈明显
的逐级递增的趋势(0.3 597 0.0 140 0.3 849 0.0 199

0.7 876 0.0 316 0.9 125 0.0 158 P <0.01或P <0.05).

A:正常.
B:CCl4 注射1 wk.

C:CCl4 注射4 wk.

D:CCl4 注射8 wk.
图 1  大鼠肝组织中ERK1的表达  SABC 200.

3   讨论

肝纤维化是大多数慢性肝病向肝硬化发展的共同病理

过程 [5-7]. 研究证实 肝星状细胞(haptic stellate cell

HSC )增生 活化及分泌细胞外基质(ex t r a c e l l u l a r

matric ECM)是肝纤维化形成的重要机制[8-12]. 近年资

料表明 肝慢性损伤及炎症反应时 HSC最强的促分裂

剂血小板衍化生长因子(platelet-derived growth factor

PDGF)及其受体的表达明显增强[13-16]. 而PDGF活化信号

可能是通过Ras/raf/ERK级联通路进行转导的[17-20]. 为

此 我们对ERK1 在大鼠肝纤维化发生 发展中的表

达及分布进行了研究 结果显示 CCl4注射诱导后

大鼠肝组织中ERK1的表达较正常对照明显增多 增

强 在正常大鼠肝组织中 ERK1 呈肝间质细胞胞质

分布 正常肝细胞内则未见表达 在CCl 4诱导各阶

段 ERK1 在 HSC 胞质 胞核均有表达 呈核浆型

分布 随着CCl4注射诱导时间的延长 肝组织ERK1

表达呈逐渐增强趋势.

        Ras/raf/ERK信号通路是MAPK众多途径中不可缺

少的组成之一 能将多种细胞外信号通过磷酸化的活

化方式逐级传递至细胞核 激活多种转录因子 参与

细胞增生 分化以及细胞恶性转化等多种生理 病理

过程[21-23 ]. ERK(包括ERK1  ERK2两种亚型)即是此通

路中极为关键的一员 负责将胞质内的活化信号传递

入胞核内[24-26]. ERK为丝氨酸 /苏氨酸激酶 激活后可

催化 c-jun c-fos c-myc以及核糖体 S6 蛋白激酶
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(RSK)的磷酸化 后者诱导靶基因的转录 促使细胞

由G0期进入到G1期 继而调节细胞增生[27-30]. 我们的

结果显示 在各肝纤维化组中 ERK1的表达强度随着

肝纤维化程度的加重而明显增强 而且由单纯性胞质

分布转变为核质型分布 提示ERK携带信号的核转入

明显增多 与HSC的增生密切相关. 而HSC作为肝纤维

化形成过程中起关键作用的细胞 他的激活是整个事

件发生的开端 由此推测 ERK介导的信号通路促进

肝星状细胞的增生 活化 参与了肝纤维化发生 发展

过程.
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Abstract
AIM:To transfect antisense vector of human COX-2 gene
into COX-2 highly expressing cholangiocarcinoma cell line
QBC939 and to explore its biological activities and role in
carcinogenesis.

METHODS:QBC939 cells were transfected with antisense
vector of human COX-2 gene using LipoVecTM transfecting
technique. Transfected cells were selected with G418; COX-2
mRNA was examined by using reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR) and COX-2 protein expression was
detected by immunocytochemistry using isozyme selective
antibodies. The proliferative status of transfected cells was
measured by using methabenzthiazuron (MTT) assay; Cell cycle
and apoptosis was analyzed by using flow cytometry (FCM).

RESULTS:RT-PCR showed a lower COX-2 mRNA level in
transfected cells and immunocytochemistry showed weaker
COX-2 protein expression in transfected cells. The proliferative
index of the transfected cells decreased significantly (P <0.01),
the percentage of S phase decreased remarkably in trans-
fected cells (9.27±1.91 %) compared with that in QBC939
cells without transfection (16.35±2.87 %) (P <0.05), and the
percentage of G0/G1 phase increased remarkably in trans-
fected cells (75.16±4.13 %) compared with that in QBC939
cells without transfection (57.31±10.16 %) (P <0.05). Trans-
fection with antisense vector of human COX-2 gene had
no significant influence on the apoptosis in QBC939 cells
(P >0.05).

CONCLUSION:Transfection with antisense vector of human

COX-2 gene is able to inhibit the proliferation of human
cholangiocarcinoma QBC939 cells.

Wu GS, Wu XY, Zou SQ, Qiu FZ. Effects of cyclooxygenase-2 antisense
vector on proliferation of human cholangiocarcinoma cells. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):733-736

摘要

目的:用反义环氧合酶-2(COX-2)重组载体转染COX-2高

表达人胆管癌细胞QBC939 观察其对QBC939细胞的生

长抑制作用 并探讨其作用机制.

方法:通过脂质体介导将 COX- 2 反义核酸质粒转入

QBC939 细胞 经G418 筛选获得稳定表达COX-2反义

核酸的胆管癌转染细胞模型.采用逆转录聚合酶链式反应

(RT-PCR)技术检测转染前后QBC939细胞COX-2 mRNA

表达的变化 应用免疫细胞化学链霉亲合素-生物素复合

物(SABC)技术检测转染前后QBC939细胞COX-2蛋白表

达水平的变化 应用四唑氮蓝(MTT)比色法检测COX-2反

义核酸对QBC939细胞增生的影响 应用流式细胞仪测定

细胞周期和细胞凋亡.

结果:反义COX-2基因转染后胆管癌细胞中COX-2 mRNA

表达水平明显下调 COX-2 蛋白表达减弱. 转染反义

COX-2重组载体的QBC939细胞生长速率明显下降(P <0.01)

细胞周期分析转染后细胞比转染前细胞增生指数显著下降

(P <0.01) S 期细胞比例为 9.27 1.91 % 比转染前

(16.35 2.87 %)明显降低(P <0.05) G0/G1期细胞比例

为75.16 4.13 % 比转染前(57.31 10.16 %) 明显上

升(P <0.05) 细胞被抑制在G0/G1期;COX-2反义核酸转

染对QBC939细胞凋亡率无明显影响(P  >0.05).

结论:COX-2反义核酸导入可抑制QBC939细胞增生.

吴高松,武小勇,邹声泉,裘法祖. 环氧合酶-2反义核酸对人胆管癌细胞增生的

影响. 世界华人消化杂志  2003;11(6):733-736

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/733.asp

0   引言

COX-2除了在炎症反应中起作用外 还与癌症的发生

有关[1-3]. COX-2表达上调与胆管癌的形成关系密切[4]. 我

们通过脂质体介导将反义COX-2重组载体转染COX-2

高表达人胆管癌细胞QBC939 观察COX-2反义核酸对

QBC939细胞的生长抑制作用 并探讨其作用机制 为

COX-2反义核酸用于胆管癌的治疗提供实验依据.
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1   材料和方法

1.1材料  人胆管癌细胞系QBC939由第三军医大学西南

医院王曙光教授[5]建系并惠赠 我室保存; RPMI1640

培养基及胎牛血清购自Gibco公司; 胆管癌QBC939细胞

在含10 mL/L胎牛血清的培养基中置于37 50 mL/L

CO 2孵育箱常规培养;人 COX-2 反义重组质粒载体

pcDNA3.1/hCOX2(-)由第四军医大学西京医院吴开春教

授[6]构建并惠赠; 空载体pcDNA3.1由我室保存. LipoVecTM

脂质体购自美国InvivoGen公司; RNA提取试剂盒RNA-

SOLV为Omega公司产品; PBR322 marker 购自晶美公司;

引物由上海生工公司合成; 兔抗人COX-2多克隆抗体购

自北京中山生物技术有限公司(Santa Cruz 公司产品);

SABC试剂盒和DAB显色剂购自武汉博士德公司.

1.2方法  取pcDNA3.1/hCOX2(-)质粒或pcDNA3.1质粒

3 µg加入(或不加任何质粒作空白对照)LipoVecTM脂质体
100 µL中混匀 室温下作用30 min配置脂质体与质粒
复合物. 以每孔5 105个细胞接种在6孔板中 贴壁

后用20倍体积含血清培养基稀释的上述复合物常规培

养3 d. 将各组细胞倍比稀释(1 10 1 50 1 250)

至 24孔板 换用含G418(300 mg/L)的筛选液继续培养

2 wk后 随机挑选转染组细胞克隆及对照组克隆 扩

大培养 分别命名为QBC-AS和 QBC-P. 采用RT-PCR

方法检测转染细胞COX-2 mRNA表达水平的变化.COX-2

上游引物: 5 -ACAATGCTGACTATGGCTAC -3 下游

引物: 5 -AACTGATGCGTGAAGTGCTG-3 扩增产物

238 bp;内参照 β-actin 上游引物:5 -CATCACCATTGG
CAATGAGCG-3 下游引物:5 -CTAGAAGCATTT

GCGGTCGGAC- 3  扩增产物348 bp. 对数生长期细胞

传代培养3 d后收集细胞.细胞总RNA的提取按一步法

RNA提取试剂RNA-SOLV说明书进行.取1/10样品测定

RNA浓度及纯度后用于RT-PCR扩增. cDNA的合成: 冰

上混合RNA样品2 µL及随机六聚体引物1.25  µL 70 
5 min 后 加入逆转录酶缓冲液4 µL  RNAsin 0.5 µL
及10 mmol/L dNTP 1.25 µL  25  5 min 37  60 min
70 加热10 min终止反应. PCR反应体系: cDNA 10 µL
10 Taq 酶缓冲液 2 µL 10 mmol/L dNTP 0.4 µL
25 mmol/L MgCl2 0.8 µL 上下游引物各1 µL及Taq酶
1 µL 补水至50 µL. PCR反应条件: 94  45 s 58  30 s
72  60 s 共30次循环. 最后 72  3 min. 取扩增产物

10 µL 在 15 g/L 琼脂糖凝胶上进行电泳分离 紫外
光照下以计算机图像分析系统成像和定量分析 以

COX-2/β-actin蛋白的吸光度比值表示COX-2 mRNA表
达水平. 用 2.5 g/L胰蛋白酶消化对数生长期肿瘤细胞

制成单细胞悬液 接种在盖玻片上 置孵育箱中培养

待细胞贴壁后取出 用PBS清洗2次 4 冷丙酮固定

10 min 后取出自然干燥 -20 冰箱保存 进行免疫

细胞化学SABC染色. 具体方法参见文献[4].每次实验均

设阴性和阳性对照. 用 PBS 代替一抗作阴性对照 用

已知阳性白片人结肠癌作阳性对照. MTT比色试验: 用

2.5 g/L胰蛋白酶消化对数生长期肿瘤细胞 制成单细

胞悬液. 以每孔1.0 104个细胞接种于96孔培养板. 置

于 37  50 mL/L CO2 孵育箱中分别培养1 2 3 或

4 d后每孔加入MTT(5 g/L)20 µL 孵育4 h 弃上清
加入150 µL DMSO 振荡 5 min 使结晶物充分溶解
在酶联免疫检测分析仪上测定A490 nm 值. 以只加培养

液不加细胞的阴性对照孔调零 每种样品设3个复孔

实验重复3次. 收集培养2 d的QBC-AS和QBC-P肿瘤细

胞 胰酶充分消化 800 r/m 离心5 min -20 预冷的

80 %乙醇固定. 在流式细胞仪上作细胞周期和凋亡分

析 实验重复 3 次.

         统计学处理  计量数据以 sx ± 表示. 采用SPSS统
计软件包的 t检验 P <0.05 被认为有显著性意义.

2   结果

2.1 胆管癌细胞COX-2蛋白表达及mRNA表达水平

QBC-AS细胞COX-2 mRNA表达水平与QBC-P细胞及

QBC939 细胞相比明显下调 QBC-P细胞和QBC939

细胞中COX-2 mRNA表达水平无明显变化(图1). COX-2

阳性表达表现为胞质或胞核出现棕黄色颗粒. QBC939

细胞表达呈强阳性 胞质与胞核均有表达 COX-2反

义基因转染后的QBC-AS细胞表达呈弱阳性 主要为

胞质着色(图2 3).

2.2 基因转染对胆管癌细胞增生周期和凋亡的影响  分别

在培养1 2 3 4和5 d测细胞密度 绘制生长曲线(图4).

QBC-AS细胞生长速率明显低于对照组QBC-P细胞和

QBC939细胞 而QBC-P细胞和QBC939细胞生长速率

无明显变化. QBC-AS组S 期细胞为0.09 0.02 比对照

QBC939组(0.16 0.03)明显降低(P <0.05) QBC-AS组G0/

G1期细胞为0.75 0.04 比QBC939组(0.57 0.10) 显著

增高(P <0.01) 增生指数明显降低(P <0.01) 增生指

数(PI)用(S+G2/M)% 100表示 QBC-AS组和QBC939

组细胞增生指数分别为22.6 9.0和41.8 10.1;细胞凋亡

分析显示COX-2反义基因转染不影响细胞凋亡(P>0.05)

QBC-AS组和QBC939组细胞凋亡率分别为4.0 0.9和

2.8 0.2.QBC-P组与QBC939组细胞周期和细胞凋亡

无明显差异(P >0.05).

图1  COX-2 RT-PCR 电泳图,β-actin为内参照. 1 2泳道: QBC939细
胞; 3泳道:QBC-P细胞;4泳道:QBC-AS细胞;M泳道:PBR322分子量标准.

1               2              3                4               M

β-actin 348 bp
COX-2   238 bp
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图2  QBC939细胞COX-2表达呈强阳性,胞质与胞核均有表达. 免疫
组织化学SABC法 200.

图 3  COX-2反义基因转染后的QBC-AS细胞表达呈弱阳性,主要为
胞质着色. 免疫组织化学SABC法 200.

图 4  转染前后肿瘤细胞生长曲线. QBC-AS与QBC939和QBC-P细胞
比较,第2天增生速度就开始下降,第3 天后增生速度下降就比较明显.

3   讨论

近年研究表明 COX-2 不仅是炎症反应的中心环节

而且在很多肿瘤组织中表达上调 与肿瘤的发生与发

展关系密切[7-22]. COX-2基因表达的蛋白被认为是一种

原癌蛋白(prooncogenic protein)[23]. Uefuji et al [24]用RT-PCR

方法检测了37例胃腺癌的COX-2 mRNA水平 他们

的研究结果表明mRNA水平与肿瘤大小有关 pT2-pT4

期胃癌COX-2 mRNA水平明显高于pT1期胃癌 提示

COX-2可能促进胃腺癌的进展. COX-1则普遍被认为与

肿瘤的发生与发展无关 只有极少数报道提示COX-1

有与COX-2类似的作用. Narko et al [25]报道通过上调

COX-1表达水平可使在体外培养的永生内皮细胞ECV

向肿瘤细胞转化; Marks et al [26]在小鼠皮肤鳞状细胞癌

模型的研究中发现COX-1表达缺陷鼠的致瘤率和形成

肿瘤的体积比野生型小鼠明显降低. COX-2促进肿瘤的

发生 发展的作用机制包括:提高促进肿瘤血管生长的

因子VEGF的表达水平; 通过催化花生四烯酸代谢的产物

血栓素A2 PGE2和PGI2直接刺激诱导肿瘤血管形成;通

过激活Bcl-2 或Akt 而阻止内皮细胞的凋亡[27] ; Tsujii et al [28]

报道 结构性COX-2的表达能导致结直肠癌细胞表型

的变化 从而引起结直肠癌细胞转移潜能的改变. 流行

病学研究表明 长期服用阿司匹林或其他非甾体类抗

炎药的人群结肠癌 直肠癌 胃肠癌及肺癌的发生率较

低[29-31].

        胆管癌被称为21世纪癌王 目前还没有有效的治

疗方法. 胆管癌发病的高危因素有: 胆管结石; 原发性硬

化性胆管炎; 先天性胆管扩张症 特别是行囊肿肠管吻

合术后以及中华支睾吸虫感染 慢性炎性肠病等 这些

因素中有一个共同的环节:慢性损伤和炎症. COX-2是炎

症反应的中心环节 因此我们提出一个假说: 胆管癌的

发生可能通过COX-2途径. 我们以前的实验表明COX-2

在胆管癌组织中为诱导性表达 其表达上调与胆管癌

的形成关系密切[4]. 本实验通过脂质体介导将反义COX-2

重组载体转染COX-2高表达人胆管癌细胞QBC939

观察COX-2反义核酸对QBC939细胞的生长抑制作用.

我们的实验表明 反义COX-2基因转染后胆管癌细胞

中COX-2 mRNA表达水平明显下调 COX-2 蛋白表达

减弱.转染反义COX-2重组载体的QBC939细胞生长速

率明显下降.细胞周期分析表明 反义基因转染后胆管

癌细胞被抑制在G0/G1期 G0/G1期细胞比例比转染前

明显上升;反义基因转染后比转染前增生指数显著下降

S 期细胞比例比转染前明显降低 但COX-2反义核酸

转染对QBC939细胞凋亡率无明显影响.提示COX-2反

义基因转染能改变QBC939细胞的增生状态 其抑制胆

管癌细胞增生作用是通过改变细胞周期而不是通过影

响细胞凋亡机制实现的.
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Abstract
AIM:To examine the pancreatic exocrine response to CCK-8
and to clarify the mechanism of the pancreatic exocrine
hypersecretion after oral administration of synthetic protease
inhibitor ONO-3403 in rats.

METHODS:A single oral dose of synthetic protease inhibitor
ONO-3403 was given to rats by orogastric tube 6h and 12 h
before experiments. The pancreatic juice was collected before
test and after stimulation of stepwise increasing doses of
CCK-8. The output of protein, amylase, lipase and bicarbonate
in pancreatic juice or pancreatic tissue were determinated
by Lowry method, Chromogenic method with blue-dyed
starch polymer, Whitaker method and by the DST 800
multititration system, respectively.

RESULTS:Oral administration of ONO-3403 had no influ-
ence on pancreatic juice flow and output of protein in basal
and CCK-8 stimulation at 6h after ONO-3403 pretreated,
but it caused a significant increase in pancreatic juice flow
(peak level 215±9 ulper 30 min vs 93±6 ulper 30 min, P <0.01)
and protein output (peak level 16475±1 801 ug per 30 min
vs 5 920±593 ug per 30 min, P <0.01) of the basal and
CCK-8 stimulation at 12 h after ONO-3 403 pretreated.
The basal pancreatic juice flow and output of amylase
(470±32 su per 30 min at 6 h P <0.01, 394±47 su per 30 min
at 12 h, P <0.05 vs 251±32 su per 30 min), bicarbonate
(2.224±0.333 umolper 30 min at 6 h, P <0.05; 3.148±0.374

umolper 30 min at 12 h,P <0.01 vs 1.428±0.282 umolper
30 min) were significant high after ONO-3403 pretreated
than those of control group. There was no change in lipase
output compared with control group. The pancreatic weight,
pancreatic contents of protein and amylase in ONO-3 403
pretreated rats were similar to those in control rats.

CONCLUSION:ONO-3 403 can increase pancreatic exocrine
secretion and sensitivity to CCK-8 stimulation.The mechanism
of ONO3 403 induced pancreatic  exocrine hypersecretion
may be a feedback regulation of the pancreas by increasing
CCK secretion.

Chen SF, Liu WX, Yamamoto M, Makoto O. Effects of protease inhibitor
ONO-3403 on pancreatic exocrine response to CCK in rats. Shijie Huaren
Xiaohua Zazhi  2003;11(6):737-740

摘要

目的:观察新型蛋白酶抑制剂ONO-3403对进食大鼠基础的

及CCK-8刺激的胰腺外分泌功能的影响 探讨ONO-3403

增加胰腺外分泌的机制.

方法:对进食的Wistar 大鼠 分别于实验前6 h和 12 h经

胃管给与ONO-3403(20 ug/kg)后收集基础的和静脉注射

CCK-8后的胰液 并对胰腺组织进行匀浆处理. 用Lowry

法 产色素法和Whitaker 法 分别测定胰液及胰腺组织

中的蛋白含量 淀粉酶和脂肪酶含量.

结果: 基础的及CCK-8刺激的12 h组的胰液容积(峰值

215 9 ulper 30 min vs 93 6 ulper 30 min P <0.01)

蛋白含量(峰值16 475 1 801 ug per 30 min vs 5 920

593 ug per 30 min  P <0.01) 均较对照组明显增加. 而6 h组

无显著变化. 基础胰液中淀粉酶含量(6 h组470 32 su

per 30 min P <0.01  12 h组394 47 su per 30 min P <0.05  较

对照组251 32 su per 30 min明显增加) HCO3-含量

(6 h 组 2.224 0.333 umolper 30 min P <0.05  12 h 组

3.148 0.374 umolper 30 min P <0.01 较对照组1.428

0.282 umolper 30 min明显增加).而脂肪酶无显著的变化. 

6 h组和12 h组的胰腺质量及胰腺组织中蛋白质 淀粉酶

含量均无显著变化(P  >0.05).

结论: ONO-3403能增加进食大鼠的胰腺外分泌及对CCK-8

刺激的敏感性 其机制可能是通过CCK调节的胰腺反馈

而起作用的.
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0   引言

已被证实在小肠近端的胰蛋白酶和糜蛋白酶对胰腺的

外分泌起负反馈作用[1-5]. 有报道显示[6-8] 向十二指肠

内输入人工合成的蛋白酶抑制剂camostat能引起肠腔内

蛋白酶的抑制 而使血浆胆囊收缩素(CCK)浓度升高

并能刺激胰腺的外分泌 因此推测CCK在胰蛋白酶对

胰腺外分泌的反馈调节中起主导作用.我们选择一种新

型的蛋白酶抑制剂ONO-3403 他在抑制蛋白酶活性方

面比camostat强 5-10倍 作用时间更长[9]. 在我们先前

的实验已经证实ONO-3403 能增加进食大鼠的胰腺外

分泌及对胰泌素刺激的敏感性[10] 其机制可能是通过

CCK调节的胰腺反馈而起作用的.本实验进一步观察大

鼠口服ONO-3403后 是否能促进胰腺外分泌及增加对

CCK刺激的敏感性 以寻找ONO-3403对胰腺外分泌的作

用机制及与胰腺外分泌相应的负反馈机制. 蛋白酶抑制剂

在急 慢性胰腺炎的治疗中起重要的作用[11-18] 探讨新

型蛋白酶抑制剂对胰腺的作用机制有较重要的意义.

1   材料和方法

1.1 材料  wistar 大鼠 体重 250-300 g 大鼠饲养

在23 12 h 明暗交替的环境中 可以自由的饮水

和获得标准的饲料饮食.药物ONO-3403(ethylN-allyl-N-

|(E)-2-methyl-3-[4-amino-phenoxy(arbonyl)phenyl]

propenoyl | amino acetate methansulfonate)是一种人工合成

的蛋白酶抑制剂 由日本小野制药公司提供 实验前用

蒸馏水溶解并调整pH至6.4备用. 胆囊收缩素(CCK-8)

购自日本大阪肽蛋白研究所.

1.2 方法[19-23]  将大鼠30只随机分成3组 每组10只

即对照组可自由的饮食水 不给予ONO-3403 6 h组

和12 h组分别于实验开始前6 h和12 h 经胃管将ONO-

3403(20 ug/kg)灌入大鼠胃内 亦可自由的饮食水. 实验

开始先用Urethare(1.6 g/kg)腹腔注射麻醉后 剥离出颈

内静脉 用聚乙烯导管插入颈内静脉 以备注射CCK-8.

行腹正中切口 结扎幽门 行胆管和胰管插管 胆

管在肝门的下方和胰腺的近端结扎 将插入胆管的聚

乙烯导管引入十二指肠 保持在整个实验过程中胆汁

流入十二指肠 在总胆胰管的远端近十二指肠入口处

插入胰管插管 以获得纯净的胰液 每30 min收集1次

胰液. 在 1 h的平衡期后 先收集30 min的基础胰液

然后进行CCK-8的剂量反应的研究 每30 min 阶梯

式增加CCK-8的剂量 分别为62.5 125 250 500

1 000 2 000 4 000 ng/(kg·h) 以 2 mL/h 的速度经

颈内静脉输入体内 收集每个剂量的CCK-8刺激下的

胰液 以备测定胰液的容积 蛋白含量 HCO 3-的

含量及淀粉酶 脂肪酶的含量.上述实验结束后 通

过放血法处死大鼠 迅速切除胰腺 清除其中的淋巴

结 脂肪组织后 称其质量 切除约300 mg 的胰腺

组织 放入-70 冰箱中保存 以备测定胰腺组织中

蛋白和淀粉酶的含量. 测定前 切取胰腺组织的一部

分 用组织匀浆器 2 000 r/min 在 4  0.15 mol/L

的氯化钠溶液中进行胰腺组织匀浆. 胰液及胰腺组织中

蛋白含量用Lowry 法测定 使用小牛血清蛋白为标准

品.淀粉酶含量用产色素法测定 以Somogyi 单位表示.

脂肪酶含量用Whitaker 法测定 以国际单位(IU)表示.

HCO 3-含量用 DST800 多样分析系统(rad iome te r

copenhagen denmark) 在采集胰液后迅速进行检测[24,25].

        统计学处理  数据均用 sx ± 表示 用两个样本均
数差异的 t检验法 进行显著性检验.

2   结果

2.1 ONO-3403对基础的和CCK-8刺激的胰液容积的

影响  6 h前给与ONO-3403的大鼠胰液容积与对照组相

比没有明显的变化 P >0.05. 而 12 h前给与ONO-3403

的大鼠胰液容积与对照组相比 无论基础的和CCK-8

刺激的胰液容积均明显增加 P <0.05 或 P <0.01 并

在 CCK-8 浓度 500 ng/(kg·h)时胰液容积达高峰为

215.8 9.1 µL/30 min 以后逐渐下降至与对照组相同
水平 提示ONO-3403能增加进食大鼠的胰液外分泌

但起作用的时间延迟至12  h 而在6  h并未起作用(表1).

表1  ONO-3403对基础的和CCK-8刺激的胰液容积的影响(µL/30 min)

     CCK-8剂量ng/(kg·h)
分组

      0     62.5      125     250     500     1 000     2 000 4 000

对照组 27.5±2.8 34.4±2.4 50.2±2.9 74.1±7.4   93.6±6.6   108±9.5 104.6±8.3          88.5±8.1

(n=10)

6 h组 32.6±3.1 62.2±8.0 99.5±14.5         136.4±15.3 171.2±13.8 173.1±16.7 147.3±9.5 102±6.9

(n=10)

12 h组 59.2±7.1a          103.2±11.0a         145.8±7.1a          169.2±9.7a 215.8±9.1a 201.8±11.2a    167±19.6b         116±24.4

(n=10)

 aP <0.01 vs对照组; bP <0.05 vs对照组.
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2.2 ONO-3403对基础的和CCK-8刺激的胰液蛋白含

量的影响  6 h前给与ONO-3403的大鼠胰液蛋白含量与

对照组相比略有增加 但差异不显著 P  >0.05. 而12 h前

给与ONO-3403的大鼠胰液蛋白含量与对照组相比 无

论基础的和CCK-8刺激的均明显增加 P <0.05或P <0.01

并在CCK-8浓度500 ng/(kg·h)时胰液蛋白含量达高峰为

16 475 1 801.6 µg/30 min 以后逐渐下降至与对照组相
同水平 提示ONO-3403能增加进食大鼠的胰液外分泌中的

蛋白含量 但起作用的时间延迟至12 h 而在6 h并未起

作用. 说明胰液蛋白含量增加与胰液容积增加是同步的(表2).

表2  ONO-3403对基础的和CCK-8刺激的胰液蛋白含量的影响(µg/30 min)

       CCK-8剂量ng/(kg.h)

分组

       0       62.5         125           250         500        1 000         2 000        4 000

对照组 237.6±8.9 929.3±119.2 2 486.3±411.5 4 668.4.1±625.2 5 920.7±593.7 7 539.4±1 041.5 7 424.8±749.6 5 316.9±626.2

(n =10)

6 h组 356.1±47.8        3 228.5±926.7 7 004.9±1 091.5   8 975.1±943.1      9 531±740.3 6186.7±548.8 3 967.2±412.4 2 818.3±389.8

(n =10)

12 h组 425.1±73.9a       4 672.6±728.4a 9 055.8±700.3a  13 038.4±952.6a   16 475±1 801.6a  13 140±2 067.9a 9 630.2±1 708.9b 5 659.8±893.8

(n =10)

aP <0.01 vs对照组; bP <0.05 vs对照组.

2.3  ONO-3403 对基础胰液中淀粉酶 脂肪酶和

HCO3
-含量的影响  6 h前和12 h前给与ONO-3403的

大鼠基础胰液中淀粉酶含量和HCO3-含量与对照组相

比均明显增加 二者差异显著 P <0.05或 P <0.01. 而

基础胰液中脂肪酶含量6 h组和12 h组与对照组相比无

明显的变化 P >0.05. 提示ONO-3403能增加进食大鼠

的基础胰液中淀粉酶和HCO3-含量 并在给药后6 h开

始起作用 而脂肪酶含量无明显变化或可能在给药12 h

以后才能起变化. 说明ONO-3403能增加基础胰液外分

泌中胰酶的含量(表3).

表3  ONO-3403 对基础胰液中淀粉酶 脂肪酶和HCO3 的影响

分组 淀粉酶(su/30min)     脂肪酶(u 103/30min)   HCO3-(mmol/30 min)

对照组     251.5±32.5               290.5±58.3                    1.428±0.282

(n =10)

6 h组     470.2±56.3a               288.7±13.6                    2.224±0.333b

(n =10)

12 h组     394.5±47.3b              287.3±24.7                     3.148±0.374a

(n =10)

aP 0.01 vs对照组;bP 0.05vs对照组

表4  ONO-3403 对胰腺质量 胰腺蛋白和淀粉酶含量的影响

分组 胰腺质量(mg)  蛋白含量(mg/pancreas)  淀粉酶含量(103 su/pancreas)

对照组    995.1±54.3            189.5±12.5                 1194.6±179.3

(n =10)

6 h组   1 052.6±53.2            196.3±15.6                   737.2±43.8

(n =10)

12 h组 1 096.2±42.4            217.5±21.9                    855.6±75.8

(n =10)

 P >0.05 vs 对照组.

2.4 ONO-3403 对胰腺重量 胰腺组织中的蛋白含量

和淀粉酶含量的影响  6 h前和12 h前给与ONO-3403的大

鼠胰腺重量和胰腺蛋白含量与对照组相比有增加的趋势

但差异不显著 P >0.05. 而胰腺淀粉酶含量6 h组和12 h

组与对照组相比亦无明显的变化 P >0.05(表4).

3   讨论

单位时间内胰液容积 胰液蛋白含量 淀粉酶含量

脂肪酶含量及HCO3-含量的变化能反映胰液外分泌的

变化.蛋白质 淀粉酶和脂肪酶由胰腺腺泡细胞分泌

水和HCO3-由胰管上皮细胞分泌. CCK既能作用于胰腺

腺泡细胞 促进其分泌胰酶 也能作用于胰管上皮细

胞 促进其分泌水和HCO3-[26,27]. 本研究表明 ONO-

3403 能增加进食大鼠胰液流量 胰液淀粉酶 蛋白

质及HCO3-的分泌 并能增强胰腺对CCK刺激的敏感

性而使胰腺外分泌增加. 其机制可能是通过CCK调节的

胰腺反馈而起作用的.

         在进食大鼠的十二指肠内有较多的蛋白酶底物即

食物蛋白 此状态下的胰腺外分泌较空 腹时强 分

泌至十二指肠腔内的蛋白水解酶的活性较高 口服蛋

白酶抑制剂ONO-3403 后在十二指肠内抑制了蛋白水

解酶的活性 而使肠腔内蛋白未能充分代谢 蛋白可刺

激CCK的释放 CCK可促进胰腺外分泌增加 包括胰

液流量 蛋白含量 淀粉酶含量 HCO3-含量 但脂

肪酶未见明显变化. 胰腺的这一负反馈机制可能是通过

肠腔内的多种内源性的CCK释放肽而引起的 其中一

种称为监视肽(monitor peptide MP)[28] 由胰腺分泌至

胰液中 其他CCK释放肽由小肠分泌至肠腔内 如腔

内CCK释放因子(LCRF)[29]和diazepam-binding inhibitor

(DBI)[30]. 这些CCK释放肽都对胰蛋白酶敏感 可被其



降解. 当经胃管给与ONO-3403后 抑制了十二指肠内

蛋白酶的活性 使这些CCK释放肽的降解减少 促进

了CCK 的释放 而使胰腺外分泌增强.

        给与ONO-3403  6 h胰腺外分泌增加的强度与给与

ONO-3403 12 h相比较弱 说明ONO-3403对进食大鼠

的作用延迟. 对这一延迟作用的现象 我们推测 在口

服ONO-3403后 降低了十二指肠内蛋白酶的活力或直

接作用于小肠的CCK产生细胞 使CCK的产生明显增

加. CCK刺激胰酶的分泌 包括MP和胰蛋白酶 糜蛋

白酶同时进入十二指肠.在空腹状态下 这些蛋白水解

酶使MP  LCRP和DBI水解失活 这样就进一步抑制

了CCK的释放 而在进食状态下 食物蛋白能与CCK

释放肽竟争胰蛋白酶和糜蛋白酶 使CCK释放肽失活

减少 能持续刺激CCK的释放 而产生延迟胰腺外分

泌增加.对这种延迟反应的另一种推测是进食的大鼠胃内

食物延迟了ONO-3403向十二指肠的排空 使其抑制胰

酶的作用延迟 进而使胰腺外分泌增加延迟.

        CCK是小肠黏膜中CCK产生细胞分泌的一种激素[31]

其重要的生理作用是刺激胰腺的腺泡细胞分泌胰酶等物

质[32] 在给与蛋白酶抑制剂ONO-3403后 胰腺外分泌

对CCK的敏感性与对照组相比明显增强 说明ONO-3403

能使内源性CCK分泌增强 加上外源性CCK 提高了

CCK的血浓度 使胰腺外分泌明显增加. CCK浓度的增

加可使胰腺组织水肿 产生炎症 胰腺质量的增加是胰

腺炎症水肿的标志[33]. 我们的实验证明给与ONO-3403后

大鼠的胰腺质量 胰腺蛋白含量和胰腺淀粉酶含量与对

照组相比无明显变化 说明经口给与ONO-3403后不能

造成胰腺明显水肿 不能使胰腺淀粉酶和蛋白质的合

成减少.

        本研究表明 蛋白酶抑制剂ONO-3403能刺激进食

大鼠的胰腺外分泌 使胰腺外分泌对CCK的敏感性增

加 这一反应的机制可能是十二指肠内CCK释放肽失活

减少 使CCK产生增加 而使胰腺外分泌增加.
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Abstract
AIM:To acquire recombinant adenovirus carrying endostatin-
soluble vascular endothelial growth inhibitor gene.

METHODS:IL-3 signal sequence and human endostatin
gene (hENDO) and gene of an elastin peptide motif (Val-Pro-
Gly-Val-Gly) were amplified with PCR and then ligated with
soluble vascular endothelial growth inhibitor gene (sVEGI).
The fusion gene was cloned into adenovirus vector pCA13.
The recombinant adenovirus were packaged by means of
lipofectamine-mediated gene transfer procedure and identified
by PCR.

RESULTS:The fusion gene, about 1 114 bp, which included
IL-3 signal sequence, entire human endostatin gene, elastin
peptide linker gene and soluble vascular endothelial growth
inhibitor gene, was successfully cloned into the adenovirus
vector pCA13 downstream from the CMV promoter. The
map of restriction enzyme digestion and nuceotide sequence
determination showed that the fusion gene sequence was
the same as reported sequence, and in one ORF. The
recombinant adenovirus could be packaged and the titer

of the rough recombinant adenovirus was about 2×1011

TCID50/L.

CONCLUSION:The recombinant adenovirus containing fusion
gene of hENDO-sVEGI can express the fuion protein in
mammalian cells and secrete to extracellular matrix from
cells. The success of packaging and identification this
recombinant adenovirus lays the foundation for studying
tumor gene therapy by the fusion gene.

Li Z, Pan X, Pan W, Cao GS, Wen ZZ, Fang GE, Qi ZT, Bi JW, Hua JD.
Packaging and identification of recombinant adenovirus carrying
endostatin-soluble vascular endothelial growth inhibitor gene. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):741-744

摘要

目的:构建内皮抑素-可溶性血管内皮细胞生长抑制因子融

合基因重组腺病毒载体并包装成重组腺病毒 为下一步基

因治疗打下基础.

方法:用PCR方法在hENDO基因的5 端引入IL3信号肽

3 端引入弹性蛋白连接肽序列(linker) 再与 sVEGI 基

因连接 插入到pCA13腺病毒载体中.  用脂质体介导包

装出重组腺病毒 PCR法对重组腺病毒进行鉴定.

结果:构建完成hENDO-sVEGI融合基因重组腺病毒载体

融合基因包括 IL3信号肽 hENDO全长基因 弹性蛋白

连接肽序列和sVEGI 基因 总长度约1 114 bp 经酶切

鉴定 序列分析证实克隆序列 插入方向和读码框架均

正确. 可包装出携带融合基因的重组腺病毒 用TCID50法

测定粗制重组腺病毒滴度为2 1011  TCID50/L.

结论:成功构建了hENDO-sVEGI融合基因 连接肽序列使

两蛋白空间构象不受影响 IL3信号肽保证蛋白可被分泌

至胞外. 完成携带融合基因的重组腺病毒的包装与鉴定

为进一步开展肿瘤基因治疗研究奠定了基础.

李喆,潘欣,潘卫,曹贵松,闻兆章,方国恩,戚中田,毕建威,华积德. 内皮抑素-可

溶性血管内皮细胞生长抑制因子融合基因重组腺病毒的包装与鉴定. 世界华

人消化杂志  2003;11(6):741-744
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0   引言

目前肿瘤的抗血管生成疗法已成为国内外研究的焦点[1-5].

有 24种血管生成抑制剂正在进行着不同阶段的临床验

证.  由于肿瘤血管生成是一个多步骤的复杂调控过程
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不同阶段有不同调控因素发挥主导作用 因而单一针

对某一治疗环节的药物疗效有限.  不同机制的血管生成

抑制剂有协同治疗作用 如IFN 和TNP470[6]. 联合应用

鼠内皮抑素(mEndostatin)和血管抑素(mAngiosatin)能彻底根

除小鼠体内的移植瘤[7] mEndostatin和mAngiosatin联合

基因和融合基因治疗都在动物实验中取得了很好的治

疗效果[8,9] . 我们将两种血管生成抑制剂基因进行融合

表达出具有两种药物活性的融合蛋白 从不同环节阻

断肿瘤血管生成 达到事半功倍的效果. 我们构建了携

带hENDO-sVEGI融合基因的重组腺病毒载体 以期为

肿瘤的抗血管生成基因治疗提供实验基础.

1   材料和方法

1.1 材料  pCA13 pJM17质粒 293细胞由第二军医

大学微生物教研室保存并提供 内皮抑素和可溶性血

管内皮细胞生长抑制因子基因的克隆及鉴定由微生物

教研室完成 PCR 产物克隆载体 pMD-18-T 为大连

TaKaRa 公司产品 大肠杆菌DH5 为微生物教研室

保存. Taq DNA多聚酶 各种限制性内切酶 T4DNA

连接酶 DNA/ EcoR +Hind  marker 均购于华美

生物工程公司 DMEM  lipofectAMINETM为Gibco产

品 PCR 引物由上海生工公司合成:引物 1 为 5 -

GCAAGCTTGCCACCATGAGCCGCCTGCCCGTCCTGCTCCTGCTC

CAACTCCTGGTCCGCCCCGGACTCCAACACAGCCACCGCGAC-

3 ;引物 2为 5 -CACCGAATTCGTACCTACTCCTGG

TACCTTGGAGGCAGTCATGAAG-3 引物3为 5 -

ACGAATTCGGTGCCAGTTGTGAGAC-3 引物4为

5  -GCGGATCCCTATAGTAAGAAGGCTCC-3 .

1.2 方法  用PCR方法 以hENDO基因为模板用引物

1和引物2扩增 IL3/hENDO-linker 片段 在 5 端引

入 Hind 酶切位点和 IL3信号肽序列 3 端引入弹

性蛋白连接肽序列和 EcoR 酶切位点 以 sVEGI 基

因为模板用引物3 和引物4扩增sVEGI片段 在5 端

引入 EcoR 酶切位点 3 端引 BamH 酶切位点.

PCR反应进程为 94 变性5 min 94  45 s 50 

45 s 72  120 s 共循环30次 最后 72  延伸

10 min. 产物经纯化后 分别克隆到pMD-18-T载体 送

上海生工公司用M13引物进行DNA自动测序. 腺病毒载

体pCA13用Hind 和BamH 双酶切线性化 用Hind

/EcoR 将 IL3/hENDO-linker 片段从携带目的基因

的pMD18-T 载体上游离下来 用 EcoR /BamH 将

sVEGI片段从携带目的基因的pMD18-T 载体上游离下

来  在 T4DNA连接酶作用下  将线性化的pCA13与

Hind -EcoR IL3/hENDO-linker 片段和 EcoR -

BamH sVEGI 片段进行连接  转化DH5 钙化菌

分别挑取克隆进行质粒的小量制备  以Hind + BamH

Hind +EcoR EcoR + BamH 酶切鉴定

阳性克隆  分别以载体上的Bgl 或Sac 位点酶切鉴

定融合基因被正确克隆在CMV启动子的下游以确认读

框正确. 将质粒pJM17与重组腺病毒载体以1 5比例混

合  用 lipofectAMINE共转染24孔板中(用板中间的孔)

的 293 细胞. 约 4 d 可见细胞病变(CPE)出现. 收集细

胞及上清 -70-37 反复冻融3次 用上清液(含Ad)

50 µL加完全培养液200 µL感染293细胞  约2 d (48 h)
收集呈CPE表现的细胞及上清 制备Ad粗提液(混合

克隆) 同法大量扩增病毒 -70 保存. 包装好的腺病

毒命名为: AdCA13-hENDO-sVEGI.  收集293细胞 计

数  调整细胞浓度为108/L 接种 96孔板每孔细胞悬

液100 uL. 第 2 天当细胞铺满时 吸去上清 加入各

稀释度的粗制重组腺病毒. 混合收集到的Ad 粗提液

10 mL -70-37 反复冻融3次 4 000 r/min 10 min

用完全培养液将病毒作连续10倍稀释  从10-1-10-10作为

滴定的稀释度. 用最后8个稀释液加入96孔板  每孔加

0.1 mL  每个稀释度10孔 纵行#11和12用做阴性对

照 每孔加0.1 mL 完全培养液 5 % CO2孵箱培养10 d  倒

置显微镜读板 确定每行阳性孔的比率. 按Karber s的

统计方法计算病毒滴度.

2   结果

2.1融合基因腺病毒载体的构建和酶切鉴定  扩增的IL3/

hENDO-linker片段约为647 bp sVEGI片段为476 bp

(图 1) .  将 PCR 扩增的目的基因分别直接亚克隆于

pMD18-T 载体上 然后将目的基因取下 与经相应

酶切的pCA13载体连接构建携带融合基因的腺病毒载

体(图2). 以Hind +BamH Hind +EcoR EcoR

+ BamH 酶切 pCA13-hENDO-sVEGI 分别得到

1 114 bp hENDO-sVEGI 片段 647 bp IL3/hENDO-

linker 片段和467 bp的 sVEGI片段 证明融合基因被

正确克隆到pCA13载体 (图 3). Bgl Sac 位点酶切

鉴定融合基因被正确克隆在CMV启动子的下游以确认

读框正确 (图 4).

图1  IL3/hENDO-linker和 sVEGI 基因PCR扩增电泳图.
1: DNA/ EocR +Hind  marker(21227 bp, 5 148 bp, 4 269 bp,
3 530 bp, 2 027 bp, 1 904 bp, 1 587 bp,1 375 bp, 941 bp, 831 bp,564 bp);
2:647 bp的 IL3/hENDO-linker 片段; 3: 476 bp的VEGI 片段.

1        2      3

564 bp
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图2  pCA13 -hENDO-sVEGI质粒的构建流程示意图.

1: DNA/ EcoR +Hind  marker(21 227 bp,5 148 bp,4 269 bp,3
530 bp,2 027 bp,1 904 bp,1 587 bp,1 375 bp,941 bp,831 bp,564 bp)
2:Digesting with Hind  and  BamH (1 114 bp,6.95 kb)
3:Digesting with Hind  and  EcoR  (647 bp, 7.49 kb)
4:Digesting with EcoR and   BamH  (476 bp, 7.69 kb).
图 3 pCA13 -hENDO-sVEGI 质粒的目的基因酶切鉴定

1: DNA/ EcoR +Hind  marker (21 227 bp,5 148 bp, 4 269 bp,3
530 bp,2 027 bp,1 904 bp,1 587 bp,1 375 bp,941 bp,831 bp,564 bp)
2: Digesting with Hind  and  BamH (1 114 bp,6.95 kb)
3 :Digesting with Bgl  (1 707 bp,6.3 kb)
4: Digesting with Sac   (1 535 bp,2.0 kb,4.5 kb).
图 4  pCA13 -hENDO-sVEGI 质粒目的基因插入部位的酶切鉴定

2.2 携带融合基因的重组腺病毒  质粒pCA13-hENDO-

sVEGI与pJM17用 lipofectAMINETM共转染293细胞进

行同源重组 约 4 d 可见 CPE 出现. 收集细胞及上

清 -70-37 反复冻融3次 4 000 r/min 4  10 min

用引物3和引物4对病毒裂解液行PCR  扩增出sVEGI

片段 说明重组腺病毒包装成功. 用上清液(含Ad)50 µL
加完全培养液200 µL接种293细胞 48-72 h 收集呈
CPE表现的细胞 制备Ad粗提液(混合克隆).  同法大量

扩增病毒 制备Ad hENDO-sVEGI粗提液 并进行效

价滴定 病毒滴度为2 1011 TCID50/L.

3   讨论

抗血管生成疗法作为一种新兴疗法 还存在不少缺点

有待改进. 内源性血管生成抑制剂的基因治疗被认为是

最有前途的治疗策略[10-19]. 我们选择两个强效的内源性

血管生成抑制基因 将其融合并成功构建携带融合基

因的重组腺病毒载体 期望融合蛋白分子能发挥两种

分子的活性 既对血管生成产生协同抑制作用 又通过

sVEGI的直接细胞毒 诱导凋亡 免疫调节作用杀伤肿

瘤细胞 产生最理想的协同抑瘤效应.

         内皮抑素是迄今所发现的最有效的血管生成抑制

剂之一 没有耐药性 不需进一步给药就能延长肿瘤的

休眠期[7] 未见毒副作用[20,21] 在美国已进入了 期

临床试验.  内皮抑素基因是一个很好的治疗基因[22-31].

VEGI是从人脐静脉内皮细胞cDNA文库中筛选得到的

一个TNF家族的新成员[32]. VEGI 属于 型跨膜蛋白

基因定位于人染色体9q32 在部分内皮细胞中大量表

达 其氨基酸序列与肿瘤坏死因子(TNF)家族成员有

20-30 %的同源性. 其可溶性的胞外分子(sVEGI)能特异

性显著抑制牛肺动脉内皮细胞(BPAEC)和人脐静脉内皮

细胞(HUVEC)增生[33] 体外血管生成模型中显著抑制

牛主动脉内皮细胞在胶原纤维中形成管样结构[33] 体

内鸡胚尿囊膜新生血管实验中可剂量依赖性抑制FGF

或VEGF诱导的毛细血管生成. 基因转移可溶性分子可

降低鼠源性MC-38结肠癌细胞的成瘤性 抑制肿瘤生

长 组织学检测发现肿瘤中的微血管密度明显降低 内

皮细胞增生受抑显著 凋亡数量增加[34]. Zhai et al [35]将

表达可溶性VEGI的中国仓鼠卵巢(CHO)细胞与人乳腺

癌细胞MDA-MB-231 混合注射裸鼠体内 发现异种

移植的肿瘤生长明显受到抑制. 以上结果说明分泌到肿

瘤局部的VEGI 通过抑制新生血管生成抑制肿瘤生长.

除抑制内皮细胞增生外 Harids et al [36]发现sVEGI对乳

癌细胞MCF-7 Hela细胞 髓样细胞U-937和ML-la四种

肿瘤细胞均有抑制作用 加入合成抑制剂环已酮亚胺

时 细胞毒作用更加明显 因此推测是通过抑制蛋白合

成而发挥作用的.

        内皮抑素与VEGI这两种血管生成抑制因子的作用

机制目前尚不明确 但并不妨碍对其进行研究利用. 我

们参照 Invivogen基因公司的作法 两基因之间采用缬

氨酸-脯氨酸-甘氨酸-缬氨酸-甘氨酸(Val-Pro-Gly-

Val-Gly)五个氨基酸的弹性蛋白酶连接肽 保证翻译

后两蛋白空间构象不受影响 IL3信号肽保证蛋白可被

分泌至胞外.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of activin A on the extracelluar
matrix secretion of rat hepatic stellate cell.

METHODS: Hepatic stellate cells were isolated and purified
from normal male Sprague-Dawley rat liver by a combination
of pronase-collagenase perfusion and density gradient
centrifugation. Passaged hepatic stellate cells were divided
randomly into eight groups: control group(A group), ACTA
1 µg/L group (B group), ACTA 10 µg/L group(C group),
ACTA 100 µg/L group (D group), TGF β1 10 µg/L group(E
group), TGF β1 10 µg/L plus ACTA 1 µg/L group(F group),
TGF β1 10 µg/L plus ACTA 10 µg/L group(G group), TGF β1

10 µg/L plus ACTA 100 µg/L group(H group). 24 h after
incubation secretion of procollagen , collagen  and
mRNA of collagen  in hepatic stellate cells were detected by
radioimmunoassays and semi-quantitative RT-PCR method
respectively.

RESULTS: Extracellular matrix secretion in passaged hepatic
stellate cells was enhanced by activin A according to its
concentration, the capacity of extracellular matrix secretion by
100 µg/L activin A was equal to that of 10 µg/L TGF β1,
extracellular matrix secretion and type  collagen mRNA
expression in passaged hepatic stellate cells was enhanced
by activin A and TGFβ1 in a synergistic manner.

CONCLUSION: Activin A may contribute to hepatic fibrogenesis.

Liu QH, Li DG, Huang X, You HN, Pan Q, Xu LM, Xu QF, Lu HM. Effect
of Activin on extracelluar matrix secretion in isolated rat hepatic stel-
late cell. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):745-748

摘要

目的:探讨激活A(activin A  ACT A)对肝星状细胞(hepatic

stellate cell HSC)细胞外基质(extracellular matrix ECM)合

成的影响. 

方法:采用原位酶灌注法和密度梯度离心法分离HSC. 初次

传代后 HSC随机分为8组:空白对照组(A组) ACTA

1 µg/L组(B组) ACTA 10 µg/L组(C组) ACTA 100 µg/L
组(D组) TGF β1 10 µg/L组(E组) ACTA 1 µg/L+TGF
β110 µg/L组(F组) ACTA 10 µg/L+TGF β1 10 µg/L组(G
组) ACTA 100 µg/L+TGF β110 µg/L组(H组). 加药后24 h
采用放射免疫法检测培养液 型前胶原 型胶原含量及

半定量RT-PCR方法测定细胞 型胶原mRNA表达.

结果:ACT A能刺激体外培养HSC分泌ECM 在一定浓度

范围内(1-100 µg/L)呈剂量依赖关系 100 µg/L ACT A刺
激HSC分泌ECM的能力与10 µg/L TGF- β1相当 而且
ACT A能协同TGF- β1发挥这一生物学效应.

结论:激活素A参与肝纤维化形成.

刘清华,李定国,黄新,尤汉宁,潘勤,徐雷鸣,徐芹芳,陆汉明. 激活素A对肝星状

细胞细胞外基质合成的影响. 世界华人消化杂志  2003;11(6):745-748

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/745.asp

0   引言

激活素(activin ACT)属于转化生长因子- β(transverse
growth factor-β TGF-β)超家族 是由两个亚单位(βA
和 βB)组成的二聚体糖蛋白 根据亚单位组成不同可
分为ACT A(βAβA) ACT B(βBβB) 和 ACT AB(βAβB) 其
中以ACT A最为重要[1-3]. 近年研究表明 ACT A是肝脏

生长抑制性递质 可抑制肝细胞生长 诱导其凋亡[4-8]. 这

种特性与TGF-β1在肝内的作用相似. 已知TGF-β1作为
重要的细胞因子参与肝纤维化形成[9-12] 关于ACT A在

肝纤维化形成中所起的作用以及与TGF-β1关系还不是
很明确 为此我们进行研究.

1   材料和方法

1.1 材料  Sprague-Dawley 大鼠 质量400-450 g
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购自中国科学院上海实验动物中心 普通饲料喂养

自由进食. 基因重组人TGF-β1 为R D公司产品
基因重组人ACTA 由日本Ajinomoto 药物研究室Eto

Yusuzu 博士惠赠 链酶蛋白酶 型胶原酶 DNA

酶 Nycodenz为Sigma公司产品 DMEM培养基为Gibco

公司产品 小牛血清 胰蛋白酶 mRNA 抽提试剂

盒为上海华美生物工程公司产品 逆转录试剂盒为

Promega 公司产品 Tag 酶 琼脂糖 dNTP 为上海

生物工程公司产品 型胶原及 β-actin引物由上海生
物工程公司合成.

1.2 方法  采用原位酶灌注法和密度梯度离心法分离

HSC[13,14]. 大鼠经2.5 g/L戊巴比妥钠(30 mg/kg)腹腔麻醉

后 门静脉穿刺 恒流泵以20 ml/min速度依次灌注前

灌流液 链酶蛋白酶溶液和胶原酶溶液. 肝组织软化

后 分离肝脏 剪碎后于链酶蛋白酶 胶原酶和DNA

酶液中振荡消化30 min. 所得悬液200目网过滤 滤液

离心 500 g×7 min 弃上清 D-hanks 液重复离心
洗涤3次. 以 1 2的体积与180 g/L Nycodenz混匀 上

覆少许DMEM培养液 行密度梯度离心 1 500 g×7 min.
取界面处细胞 D-hanks液离心洗涤2次 500 g×7 min.
用含200 ml/L小牛血清的DMEM培养液重悬细胞 5-

10×108/L 的浓度接种培养细胞 24 h后换液 14 d后
传代. 台盼蓝排斥法鉴定细胞活率 自发荧光观察鉴定

其纯度. 取初次传代的HSC 以含200 ml/L 小牛血清

的DMEM培养液调整细胞浓度约为2×108/L 接种 6孔
板. 待细胞融合生长后 换含 10 ml /L 小牛血清的

DMEM培养24 h 将细胞分为8组: (1)空白对照组(A组);

(2)ACTA 1 µg/L(B组):加 ACTA浓度为1 µg/L (3)ACTA
10 µg/L(C组):加ACTA浓度为10 µg/L (4)ACTA 100 µg/L
(D组):加 ACTA浓度为100 µg/L (5)TGF β1 10 µg/L(E
组):加 TGF β1浓度为 10 µg/L (6)ACTA 1 µg/L+TGF β1
10 µg/L(F 组):加 ACTA浓度为1 µg/L TGF β1浓度为
10 µg/L (7)ACTA 10 µg/L+TGF β1 10 µg/L(G 组):加
ACTA浓度为10 µg/L TGF β1浓度为 10 µg/L. (8)ACTA
100 µg/L+TGF β1 10 µg/L(G组):加ACTA浓度为100 µg/L
TGF β1浓度为 10 µg/L. 药物作用24 h后 分别采用放
射免疫法检测培养液 型前胶原(procollagen PC

) 型胶原(collagen C )含量或半定量RT-

PCR方法测定细胞 型胶原mRNA表达. PC C

含量测定采用放射免疫法 按试剂盒说明书操作.

        胶原mRNA相对表达量RT-PCR检测:(1)RNA提

取和逆转录反应按试剂盒说明书操作; (2)引物设计及扩

增条件:根据文献报道的大鼠 型胶原及β-actin 的cDNA
序列 应用Oligo引物设计软件在计算机上设计相应引物.

型胶原:上游 5 -tgg cca acc agg aga gaa gg-3 ;下游

5 -atc cgt ctc gac ctg gct ga-3 扩增片断长300 bp. 扩增条件:

94  5 min 94  1 min 60  1 min 72  1 min

循环 30次; 72  7 min. β-actin:上游 5 -tac ccc att
gaa cac ggc at-3 ;下游 5 -tca cgc acg att tcc ctc tc-3

扩增片断长428 bp. 扩增条件: 94  5 min; 94  1 min

58  1 min 72  1 min 循环 28次 72  7 min.

(4)半定量分析:PCR产物在 20 g/L琼脂糖凝胶上电泳

后摄像 图像使用复日 Smartview 分析软件行密度

定量 型胶原与 β-actin比值作为 型胶原mRNA
相对表达量.

       统计学处理  计量资料以 sx ± 表示 多组间差异采

用方差分析 两组组间差异用Dunnett s t检验 所

有数据均用SPSS10.0软件分析.

2   结果

2.1 HSC细胞的得率和纯度  用本法分离的HSC 其

得率为5×106-1×107/ 肝 以4 g/L台盼蓝染色细胞存活
率在90 %以上. 新鲜分离的HSC在波长为325-328 mm

紫外线激发下 呈明亮蓝绿色荧光(图1). 培养1 wk后

HSC 完全激活 呈梭型生长(图 2).

图1  新鲜分离的HSC在紫外线激发后呈蓝绿色荧光 ×1100.

图 2  HSC完全激活后呈梭型生长 ×1100.

2.2 ACTA及联合TGFβ1对HSC分泌PC C 影
响  ACTA 促进HSC 分泌 PC 型 C 并呈剂量

依赖关系(表 1). 当 ACTA浓度为100 µg/L 时 能显著
促进HSC分泌PC C (P  <0.01). 100 µg/L ACTA
促进HSC分泌ECM作用与10 µg/L TGF β1相当(P>0.05).
不同浓度ACTA(1 10 100 µg/L)与 TGF β1(10 µg/L)
合用引起的剂量依赖性促进HSC分泌ECM作用不仅比

单独使用ACTA时作用强 而且两药合用时HSC分泌

ECM比两药理论相加值大(P <0.05)(图 3 4).
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表1  不同浓度ACTA 及其与TGFβ1合用对大鼠分泌ECM的影响

组号 分组 PC (ng/L) C (µg/L)

1 空白对照组  6.6 2.3  90.6 12.7

2 ACTA 1 µg/L  6.7 1.8           92.5 9.1

3 ACTA 10 µg/L  7.9 2.6          112.1 25.4

4 ACTA 100 µg/L 20.5 3.6b        240.5 47.2b

5 TGFβ1 10 µg/L 20.7 6.8b        253.1 44.3b

6 TGFβ1 10 µg/L+ ACTA 1 µg/L 23.3 7.1b        261.7 56.5b

7 TGFβ1 10 µg/L+ ACTA 10µg/L 30.1 10.7b      331.2 97.6b

8 TGFβ1 10 µg/L+ ACTA 100 µg/L 50.4 10.0b      526.3 103.1b

bP <0.01 vs  空白对照组.

图3  ACT A及联合TGFβ1对HSC分泌PC 影响.

图4  ACT A及联合TGFβ1对HSC分泌C 影响.

2.3 HSC总RNA质量鉴定  用微量紫外分光光度仪检

测RNA A260/A280介于1.8-2.0 表明RNA未被蛋白质污

染. 1 %琼脂糖凝胶电泳显示28S和18S两条带(图5). 摄像

后 图像使用复日Smartview分析软件行密度定量 28S

约为 18 S 两倍 说明RNA无明显降解 可用于RT-

PCR实验.

2.4 ACT A及联合TGFβ1对大鼠HSC 型胶原mRNA
表达影响  10 µg/L TGFβ1能显著增加HSC分泌 型胶
原mRNA(52.6 5.1 % vs 23.4 3.5 % P 0.01)

10 µg/L ACT A 对其影响不明显(25.1 6.5 %) 但是
联合10 µg/L TGF β1后促进HSC分泌 型胶原mRNA较
二者理论相加值大(66.1 8.2 % P <0.05)(图 6 表 2).

图5  RNA电泳图.

图6  10 µg/L ACTA 及其与10 µg/L TGFβ1合用对大鼠HSC 型胶原
mRNA影响.

表2  ACTA 及其与TGFβ1合用对大鼠HSC 型胶原mRNA影响

组号 分组 型胶原mRNA(%)

1 空白组 23.4 3.5

3 ACTA 10 µg/L 25.1 6.5

5 TGFβ1 10 µg/L 52.6 5.1b

7 TGFβ1 10 µg/L+ ACTA 10 µg/L 66.1 8.2 b

bP <0.01 vs 空白对照组.

3   讨论

我们研究证实了 ACTA 能刺激体外培养 HSC 分泌

ECM 在一定浓度范围内(1-100  µg/L)呈剂量依赖关
系 100 µg/L ACT A刺激HSC分泌ECM的能力与10 µg/L
TGF- β1相当 而且ACT A能协同TGF- 1发挥这一
生物学效应. Sugiyama et al [15]研究发现在二甲基亚硝胺

和猪血清诱导的大鼠肝纤维化模型中ACTA表达增高

首次证实除TGF- β1外 这一家族其他成员ACTA在
肝纤维化组织中过量表达 我们的研究也显示正常肝

脏能够表达ACT A 在肝纤维化形成过程中其表达一

过性下降 然后又逐渐升高[16,17] 这些资料均显示ACTA

可能参与肝纤维化形成.

        HSC在肝损伤过程中被激活经表型转化而成为肌成

纤维细胞 产生大量ECM促进肝纤维化形成 是肝纤

维化发生发展的中心环节 体外培养HSC常作为肝硬

化基础及实验治疗研究的重要手段[18-26]. ECM过度沉积

是肝纤维化形成中关键的一步 检测ECM成分的含量

常作为肝纤维化的辅助诊断手段[12,27]. 目前认为PC

C 层粘连蛋白及透明质酸是最具代表性的肝纤维

化血清学指标. 肝纤维化时 HSC胶原mRNA表达增

加 特别是 型胶原[28,29]. 因此 在实验中我们

采用体外培养的HSC作为研究的靶细胞 用放射免疫

600

500

400

300

200

100

0
 1         2        3         4        5         6         7        8

 u
g/

L

28 s
18 s

500 bp

300 bp

M            1             3             5             7

60

50

40

30

20

10

0

 1         2        3         4        5         6         7        8

 n
g/

L



检测培养细胞上清液PC C 含量及细胞 型胶原

mRNA表达. 我们研究证实随着ACT A浓度增加 其促

进HSC分泌ECM 能力增加. 在 1-100 µg/L剂量范围内
以100 µg/L促进HSC分泌PC C 能力最强(P <0.01);
在 10 µg/L ACT A时对HSC表达 型胶原mRNA影响不
明显 当联合10 µg/L TGF β1后 其促进HSC表达
型胶原mRNA较二者理论相加值大(P <0.05) 说明二者

具有协同作用.                                                                                                                                                                                                                                                                

       在肝星状细胞表面存在ACTA受体 其结构与TGF-β1
受体相似 均属于丝氨酸 / 苏氨酸蛋白激酶 有 3 种

形式 即 型受体(R ) 型受体(R )和 型受体(R

). 在信号转导时 ACTA TGF- β1分别与各自的R
结合 然后激活各自的R 由R 向细胞内转导

生物学信息变化 R 因缺乏细胞内区 不是信号转到

所必需[30-36]. 在HSC表面分别存在ACTA与TGF-β1两种
受体 其生物学活性相似 但又各自独立. 我们的研究

证实ACTA 协同TGF-β1刺激HSC分泌ECM 共同参
与肝纤维化形成.
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Abstract
AIM:To introduce and evaluate a canine model of secondary
hypersplenism induced by splenic vein ligation.

METHODS:Eighteen healthy mongrel dogs were randomly
divided into three groups. The first group (n =4) underwent
laparotomy, the second (n =10) and third groups (n =4)
underwent laparotomy plus ligation of splenic vein and its
collateral branches to induce congestive splenomegaly. At
the end of the third week, splenectomy was performed in
the third group. The blood cell counts for peripheral venous
blood were determined weekly, and the radiographic and
histopathological changes of spleen also obtained regularly.

RESULTS:The erythrocyte and platelet counts decreased
in the first week, and were significantly lowered (erythrocyte
count of (6.8 ± 1.2)×1012/L in control vs. (5.1 ± 0.7)×1012/L
in second group, P <0.01; and platelet counts of (398 ±
58)×109/L vs. (230 ± 86)×109/L, P <0.05 respectively) at
the end of 3rd week after splenic vein ligation thereafter
sustained. The splenomegaly, erythrocytopenia and throm-
bocytopenia had remained over 9 weeks. No significant
changes of the leukocyte counts were observed after
splenic vein ligation throughout the experiment (P >0.05).
The abnormal status of erythrocytopenia and thrombocytopenia
was ameliolated by splenectomy, and the erythrocyte and
platelet counts were similarly to the levels of the control
group in the second week after splenectomy. After the
end of 3rd week after splenic vein ligation, the splenic
histopathological changes conformed to the changes of

chronic congestive splenomagely.

CONCLUSION:The method of splenic vein ligation to induce
experimental secondary hypersplenism is simple and
effective. This is a relative ideal model for surgical or
interventional therapy on hypersplenism.

Liu QD, Ma KS, He ZP, Ding J, Dong JH. Evaluation of a canine model
of secondary hypersplenism induced by splenic vein ligation. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):749-752

摘要

目的:介绍并评价脾静脉结扎诱导的继发性脾功能亢进犬动

物模型.

方法:18 只健康成年杂种狗随机分为 组(对照组 n = 4)

组(脾静脉结扎 n =10)和 组(脾静脉结扎 脾切除 n = 4)

通过结扎狗的脾静脉主干和脾静脉属支引起淤血性脾肿大;

脾静脉结扎后第3周第 组行脾切除术. 定期观察动物外周

血细胞变化以及影像学 组织病理学改变.

结果:脾静脉结扎后1 wk内外周血红细胞 血小板开始下

降 第3周末二者下降明显( 组红细胞和血小板计数分

别为(6.8±1.2) 1012/L (398±58) 109/L 组为(5.1±0.7)
1012/L (230±86) 109/L 分别 P <0.01 和 P <0.05);红细
胞和血小板减少 脾脏肿大可持续9 wk以上;但脾静脉结扎

后白细胞水平无显著改变.  脾切除术后2 wk红细胞和血小

板逐渐恢复正常. 脾静脉结扎3 wk后脾脏组织病理学改变

逐渐符合慢性脾脏淤血改变.

结论:脾静脉结扎方法简单 可以建立确切的继发性脾功能

亢进 可以作为脾功能亢进外科或介入治疗的较理想模型.

刘全达,马宽生,何振平,丁钧,董家鸿. 脾静脉结扎诱导继发性脾功能亢进犬动

物模型的评价. 世界华人消化杂志  2003;11(6):749-752

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/749.asp

0   引言

继发性脾功能亢进(脾亢)是肝硬化的常见表现 其直接

后果是出凝血机制紊乱 引发或加重曲张静脉出血[1-4]. 脾

切除术是外科最常用的方法 且疗效确切[5-7]. 但随着对

脾脏免疫功能认识的深入[8-12] 保留部分脾脏已得到公

认[13-18]. 临床也逐渐应用选择性脾动脉栓塞术 脾内无

水酒精注射等微创方法[19-22]治疗继发性脾亢. 但在继发

性脾亢的微创治疗的实验研究中 尚缺乏脾脏肿大的

大动物模型[23-28]. 我们在对脾脏射频消融治疗脾亢的实
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验研究中 建立了一种快速诱导的继发性脾亢的犬动

物模型 现报告如下.

1   材料和方法

1.1材料  健康成年杂种狗18只(第三军医大学实验动物

中心提供) 雌雄不拘 质量 12-17 kg 随机分为 3

组: 组(对照组 n = 4); 组(脾静脉结扎 n =10); 组(脾

静脉结扎 脾切除 n = 4). 脾静脉结扎参照Sahin et al [28]加

以改良. 动物空腹过夜 腹部备皮后 以速眠新(长春

市军需大学兽医研究所提供)肌肉注射(0.1 mL/kg)全身麻醉

建立静脉通道 术中快速输入平衡液500 ml 无菌条件

下手术: 组剖腹术; 组剖腹术 脾静脉结扎; 组剖腹

术 脾静脉结扎. 为避免脾静脉侧枝循环建立 在脾静

脉汇入门静脉处结扎脾静脉主干后20 min 再在脾门

处分别结扎扩张的脾静脉属支. 术后归圈饲养 温度

24±2 食水不限. 术后2 wk再手术 组:剖腹术
组:剖腹术 脾静脉侧枝血管结扎. 术后3 wk再

次手术 组:剖腹术; 组:剖腹术 脾切除术.

1.2 方法  所有动物术后每周行腹部CT或超声检查 了

解脾脏大小(脾脏厚度和长径)改变;实验4 wk起第 组

每周处死 1 只 实验 9 wk 动物全部处死 切除脾脏

均经 40 g/L 甲醛固定 石蜡包埋 连续 5 µm 切片
HE染色后镜检 了解脾脏组织病理学改变. 实验当天

术前和术后每周采动物外周血行血细胞计数(白细胞

红细胞和血小板). 血标本立即送我院门诊检验科行自动

血细胞计数仪Sysmex(K-4500)检测 每个标本重复2

次 取其均值.

       统计学处理  计量数据以均数±标准差( sx ± )表示
均与对照 组行 t检验 P <0.05 为相差显著.

2   结果

2.1外周血细胞的变化  与作对照组 组的外周血的血小

板计数[(398±58) 109/L]和红细胞计数红细胞[(6.8±1.2)
1012/L]相比 组动物在脾静脉结扎后1 wk即出

现红细胞和血小板下降. 在3 wk末 组[(230±86) 109/L]
(t 3.553 P <0.01)和 组的血小板计数[(225±96) 109/L]
(t 3.085 P <0.05)显著下降 3 wk末 组[ (5.1 ±0.7)
1012/L](t =3.369  P <0.05)和 组红细胞计数[(4.9 ±0.6)
1012/L](t =2.832 P <0.05)亦显著降低;第 组脾切除术

后红细胞和血小板逐渐恢复 脾切术后2 wk基本恢复

至正常; 组到9 wk实验结束血小板和红细胞一直保持

在低水平. 整个实验过程中三组白细胞水平变化均不显

著(P >0.05 图 1-3).

2.2脾脏影像学和组织病理学  采用Doppler超声(图4A)和

CT检查(图4B)显示 脾脏结扎后体积明显增大(图4C) 与

术中探查和影像学结果一致. 2 wk剖腹时发现脾脏略有

缩小 脾门周围又出现数支扩张的脾静脉属支;予再次

结扎后 此后探查脾门仅见网状迂曲的小静脉网 无明

显扩张的粗大静脉. 术中组织病理学检查提示 与正常

脾脏结构比较 脾静脉结扎组3 wk 末脾脏明显充血

脾窦扩张 4 wk以后脾脏内可见纤维组织增生 脾窦

内有较多微血栓 脾小梁明显增粗(图5). 上述组织病理

学表现符合慢性脾淤血改变.

图1  血小板水平的时间动态变化.

图2  红细胞水平的时间动态变化.

图3  白细胞水平的时间动态变化.

A  Doppler超声示脾脏厚度正常;
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B  CT显示脾脏正常;

C  脾静脉结扎后3 wk末CT显示巨脾;
图4  脾脏的影像学检查.

图5  脾静脉结扎后9 wk末脾脏组织病理学改变HE×200.

3   讨论

我们采用脾静脉结扎均成功诱导继发性脾亢 该方法

类似于临床的脾静脉血栓形成引起区域性门静脉高压

但后者仅50 %左右出现脾脏肿大 脾亢者更少[29-33]. 其

根本原因是脾静脉慢性闭塞过程中血流逐渐通过扩张

的胃短静脉 胃网膜静脉等侧枝血管代偿 因而脾大

脾亢并不明显. 为了防止上述侧枝形成 Sahin et al [28]采

用在脾门处分别结扎脾静脉属支的方法 但该方法诱

导的脾亢仅能维持5 wk左右. 我们发现 即使在脾门处

结扎脾静脉 术后1 wk探查时仍可见到代偿的粗大脾

静脉属支 脾脏缩小 提示1次手术无法保证彻底的阻

断脾静脉流出道. 因此我们设计结扎脾静脉主干基础

上 结合快速液体输入 待脾静脉属支扩张后 再

在脾门处分别结扎扩张的脾静脉属支 2 wk后再次结

扎代偿的粗大脾静脉属支 这就尽可能地完成脾静脉

流出道的阻断. 该方法极大地提高了脾亢动物模型的成

功率. 由于潜在侧枝循环被阻断 而高压的动脉血流仍

持续向脾内灌注 从而确保了巨脾和脾亢的长时间维

持. 研究表明 我们的脾亢模型持续时间达9 wk以上.

        脾脏长时间淤血状态下 除脾门周围出现细小网

状血管网外 脾脏组织学结构出现一些特征性改变 即

脾脏被膜增厚 脾窦淤血扩张 白髓萎缩 纤维化 本

实验脾静脉结扎后的组织病理学改变符合上述脾淤血

改变. 组动物脾静脉结扎后红细胞和血小板计数

在1 wk 即出现下降 在3 wk 末与对照组相比下降显

著 而且脾静脉结扎引起的红细胞和血小板下降可以

被脾切除术纠正. 这些结果证实 脾静脉结扎可以诱导

红细胞减少和血小板减少. 外周血细胞计数和脾脏组织

学改变均提示 动物脾静脉结扎可以成功诱导继发性

脾亢模型. 整个实验过程中 白细胞下降并不显著

脾静脉结扎后引起的急性脾脏肿大是否能刺激并动员

全身炎症反应从而代偿白细胞减少 本实验未进行相

关研究 但脾静脉结扎可能不是脾亢性白细胞减少症

的理想模型.

       随着脾脏免疫功能认识的深入 尽可能地保留良

性脾脏疾病的部分脾脏功能的认识已经被临床医师所

接受. 临床许多脾亢患者由于全身情况差 高龄或者伴

有其他不适合手术的疾病 如何处理脾亢相对棘手. 目

前有选择性脾动脉栓塞 脾脏酒精注射等微创措施[19-22]

但临床疗效均不太满意 前者较多出现脾脓肿 后者

栓塞范围不易控制. 我们正在探索射频消融[34-37]治疗脾

亢的动物研究 发现狗的脾肿大模型比兔 猪更适合射

频消融疗效的需要 能够满足射频针展开直径2.0-3.5 cm

的工作需要.

       总之 脾静脉结扎建立继发性脾亢方法简单 有

效 脾静脉属支的彻底结扎是保证模型成功的关键. 该

模型可以作为脾功能亢进外科或介入治疗的较理想模型.

致谢:梁天学 朱斌 马新 吴政谦等医师提供手术

协助和周代全副主任技师的帮助.
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Abstract
AIM:To detect the expression of integrin family cellular
adhesion molecules LFA-1, Mac-1 and IL-6 in acute necrotizing
pancreatitis complicated with multiple organ injury.

METHODS:The flow cytometer was used to detect the
expression of LFA-1 and Mac-1 on leukocyte and the
radio-immunity to detect the IL-6 in acute necrotizing pancreatitis
of rats at different time points.

RESULTS:The expression of LFA-1 and Mac-1 increased
significantly in acute pancreatitis group compared with that
in control group at all time points (P <0.01), i.e. : LFA-1: 1 h,
7.6±0.4 vs 22.7±1.6; 3 h, 7.9±0.5 vs 26.7±5.5; 6 h,
13.5±1.8 vs 30.3±1.6; 12 h, 9.7±0.7 vs 20.3±4.2; 24 h,
10.1±1.1 vs 15.9±0.7. Mac-1: 1 h, 6.2±1.1 vs 7.0±2.5;
3 h, 6.3±0.8 vs 36.0±1.5; 6 h, 7.9±1.2 vs 27.1±1.4; 12 h,
6.4±0.4 vs 22.5±2.1; 24 h, 7.1±0.4 vs 20.6±1.6. Expression of
IL-6 increased significantly in acute pancreatitis group compared
with that in control group, i.e.: 1 h, 65.6±3.2 vs 72.4±4.0
(P <0.05); 3 h, 68.2±5.5 vs 155.3±16.3 (P <0.01); 6 h,
69.3±2.6 vs 229.2±16.4 (P <0.01); 12 h, 73.4±2.6 vs
287.7±13.9 (P <0.01); 24 h, 76.9±3.3 vs 289.5±16.1
(P <0.01). Morphological examination demonstrated that
inflammatory cells, insterstitial edema, interstitial
hemorrhage, desquamation and disintegration occurred
in the lungs and kidneys.

CONCLUSION:IL-6, LFA-1 and Mac-1 may play the very
active role in acute pancreatitis.

Sun W, Zhang JD, Zhao Y, Zhao Y, Wang Q. Expression of IL-6 and
integrin family cell adhesion molecules in acute necrotizing pancreati-
tis complicated with multiple organ injury in rats. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(6):753-755

摘要

目的:检测IL-6与整合素家族细胞黏附分子LFA-1 Mac-1

在大鼠急性坏死性胰腺炎合并多器官损伤中表达的动态变化.

方法:应用放免法连续测定大鼠急性坏死性胰腺炎合并多器

官损伤模型血清IL-6的变化. 应用流式细胞仪 于多个时

相点检测整合素家族细胞黏附分子LFA-1 Mac-1在SD

大鼠急性坏死性胰腺炎合并多器官损伤血中性粒细胞表面表

达的变化. 并检测血浆淀粉酶及胰腺 肺和肾脏的病理学损害.

结果:IL-6  LFA-1 和Mac-1在炎症组中各个时相点的表

达均明显高于对照组 LFA-1:1 h 7.6±0.4 vs 22.7±1.6
(P <0.01); 3 h 7.9±0.5 vs 26.7±5.5 (P <0.01); 6 h 13.5±1.8
vs 30.3±1.66 (P <0.01); 12 h 9.7±0.7 vs 20.3±4.2 (P <0.01);
24 h 10.1±1.1 vs 15.9±0.7 (P <0.01). Mac-1:1 h 6.2±1.1 vs
7.0±2.5 (P <0.05); 3 h 6.3±0.8 vs 36.0±1.5 (P <0.01); 6 h
7.9±1.2 vs 27.1±1.4 (P <0.01); 12 h 6.4±0.4 vs 22.5±2.1
(P <0.01); 24 h 7.1±0.4 vs 20.6±1.6 (P <0.01). IL-6:1 h
65.6±3.2 vs 72.4±4.0 (P <0.05); 3 h 68.2±5.5 vs 155.3±16.3
(P <0.01); 6 h 69.3±2.6 vs 229.2±16.4 (P <0.01) ;12 h
73.4±2.6 vs  287.7±13.9 (P <0.01); 24 h 76.93±3.3 vs
289.5±16.1 (P <0.01). 炎症组中血浆淀粉酶明显高于对照
组 并有明显的胰腺 肺和肾脏的病理学改变.

结论:IL-6和整合素家族细胞黏附分子LFA-1 Mac-1均

参与了急性坏死性胰腺炎继发多器官功能损伤的过程.

孙威,张俊东,赵滢,赵宇,王强. IL-6与整合素家族细胞黏附分子在大鼠急性坏

死性胰腺炎合并多器官损伤模型中的表达. 世界华人消化杂志  2003;11(6):

753-755

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/753.asp

0   引言

急性坏死性胰腺炎(acute necrotizing pancreatitis ANP)

的发病机制至今仍未完全清楚[1-5] 研究发现过度激活

的中性白细胞对自身组织的损伤是急性胰腺眼导致全
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身并发症的重要原因[6-19]. 我们应用放免法和流式细胞术

检测了IL-6及整合素家族细胞黏附分子LFA-1 Mac-1

在ANP合并多器官功能损伤的模型中的表达 以探讨上

述炎症递质在ANP合并多器官损伤中的作用及其机制.

1   材料和方法

1.1 材料  SD 大鼠雌雄不拘 质量250-300 g. 随机分

成对照组和ANP组 各25只. 模型制作前12 h禁食

自由饮水 吸入麻醉(氟烷 氧气 笑气)混合吸入

流量2 L/min 诱导成功后麻醉吸入量减半. ANP模型

采用谷俊朝等的方法(中华实验外科杂志 1998;5:395)

上腹正中切口 长约3 cm 显露胰腺 结扎胰管于十

二指肠降部胰管末端开口处 50 g/L牛磺胆酸钠10 ml/Kg

于胰腺被膜下多位点注射(一般取8-10个位点) 分层

关腹. 对照组仅行开腹手术 轻轻翻动十二指肠及胰腺

后关腹. 牛磺胆酸钠(和光纯药工业株式会社); RaBA-

Super 血生化仪 Coulter Epics XL流式细胞仪 FITC

标记的小鼠抗大鼠LFA-1 mAb和FITC标记的小鼠抗大

鼠 Mac-1 mAb均购自美国BD PharMingen 公司 对照

用FITC标记的兔抗羊IgG抗体及IL-6放免试剂盒购自

Sigama公司.

1.2 方法  模型制作成功后分1 3 6 12 和 24 h 五

个时相点 每个时相点5只动物 麻醉下剖腹经下腔

静脉取血2 mL 1 mL用20 g/L EDTA抗凝 另外1 mL

行 I L - 6 放免检测及血生化检查 测定血淀粉酶

(amylase)  BUN  Cr 并取部分胰腺 肺脏 肾脏

经40 g/L 甲醛固定 常规石蜡切片行HE染色 观察

病理改变. 抗凝血离心(1 500 r/min 10 min) 取白细

胞层 经溶血素3 mL 溶血15 min 2次 离心1 500 r/min

10 min 2次 弃上清 得白细胞加入PBS定容至1 mL

吹打沉淀 取白细胞悬液300 µl 分别置于3个流式
细胞仪专用试管 每管各加 100 µL 三管分别加入
LFA-1 mAb Mac-1 mAb及对照兔抗羊IgG抗体20 µL
4 避光反应30 min 各管加入4  PBS洗两次 以

清除未结合的抗体 800 r/min 离心 5 min 2 次 弃

上清 加入4  PBS 定容至 1 mL 置于冰上至上样

检测. 调整流式细胞仪的荧光检测变异系数使其稳定在

2 %左右. 光源为488 nm的氩离子激光 FITC受激发

后发出绿色荧光 启动Coulter流式细胞仪专用Elite分

析软件 分别测定中性粒细胞前向散射光及侧向散射

光 测定平均荧光密度(mean fluorescence intensity

MFI). IL-6放射免疫测定严格按照说明书步骤进行.

        统计学处理  结果以均值±标准差表示 应用Excel
软件行 t检验.

2   结果

2.1 病理和血清学改变  炎症组各组均有血性腹水 并

随模型制作后时间的延长腹腔内血性腹水量逐渐增多

胰腺周围有皂化斑形成 胰腺瘀血呈灰褐色 镜下见胰

腺呈片状坏死 红细胞外渗 有大量白细胞浸润 腺

胞水肿呈岛状. 肺瘀血明显 镜下见 肺间质水肿

肺泡上皮细胞肿胀有些出现坏死 并伴有白细胞浸润.

肾脏水肿明显 肾包膜呈灰白色或暗红色 镜下见肾

小管上皮细胞肿胀有的出现坏死 肾间质有片状出

血 中性粒细胞浸润 且肾小管内有较多管型;对照组则

无明显病理改变. IL-6在ANP组各时相点表达均明显高

于对照组(P <0.05 或 P <0.01) 且逐渐升高. ANP组各

时相点的血淀粉酶  BUN  Cr均明显高于对照组(表1).

表1  大鼠血amylase  BUN  Cr IL-6变化( sx ± )

                t /h
组别

         1 h           3 h             6 h         12 h          24 h

对照组amylase(U/L)  70±6.5    150±11      160±17.5  167±17      171±21

ANP组amylase(U/L) 350±12b    680±26b     840±21b    810±33b     780±17b

对照组BUN(mmol/L) 4.3±0.9     5.7±1        5.5±1.3     6.1±1.5     5.9±1.5

ANP组BUN(mmol/L)  7±1.2 a   10.5±1.1b    7.1±1.5b  23.8±2.2b   24.5±1.8b

对照组Cr(umol/L)     70±5.5      78±4.2       75±4.3     80±6.6    76.5±6.7

ANP组Cr(umol/L)     77±4.9 a   120±7.1b    190±5.8b   210±12.5b   225±11.7b

对照组IL-6(ng/L)   65.6±3.2   68.2±5.5    69.3±2.6   73.4±2.6    76.9±3.3

ANP组 IL-6(ng/L)   72.4±4.0a   155.3±16.3b  229.2±16.3b  87.7±13.9*289.5±16.1b

同一时相点比较 aP <0.05 , bP <0.01, vs 对照组.

2.2白细胞表面LFA-1 Mac-1表达  LFA-1在ANP组各

时相点表达的MFI均明显高于对照组(P <0.05或 P <0.01)

LFA-1在白细胞表面表达MFI于模型制作后6 h达到最

高峰. Mac-1在ANP组各时相点表达的MFI明显高于对

照组(P <0.05或P <0.01) Mac-1在白细胞表面表达MFI

于模型制作后3 h表达即达到最高峰(表2).

表2   白细胞表面LFA-1 Mac-1 表达变化( sx ± )

    t /h
组别
                                     1 h            3 h            6 h        12 h         24 h

对照组LFA-1 MFI     7.6±0.4     7.9±0.5    13.5±1.8    9.7±0.7   10.1±1.1

ANP组LFA-1 MFI   22.7±1.6b  26.7±5.5b   30.3±1.6b  20.3±4.2b  15.9±0.7b

对照组Mac-1 MFI     6.2±1.1     6.3±0.8     7.9±1.2     6.4±0.4    7.1±0.4

ANP组Mac-1 MFI     7.0±2.5a     36±1.5b   27.1±1.4b 22.5±2.1b  20.6±1.6b

同一时相点比较  aP <0.05,  bP <0.01, vs 对照组.

3   讨论

ANP临床过程极为凶险 死亡率很高[20-23] 而早期死

亡的主要原因多为器官衰竭 其发病机制仍不是很清

楚 临床上也尚未发现特别有效的疗法. 目前的研究发

现一些炎症递质在ANP合并多器官功能损伤时起重要

作用[24-27]. 由于多种炎症递质的共同作用 导致急性胰

腺炎从局部病变迅速发展为ANP 在胰腺组织大量坏

死的同时 并发全身多个脏器功能障碍[28,29]. IL-6就是

这些炎症递质中的一种 他促进T淋巴细胞分化增生



促进急性期反应等作用导致组织损伤. 整合素家族细胞

黏附分子中LFA-1 Mac-1只表达在白细胞表面 是

目前被发现与炎症创伤后白细胞活化关系比较密切的

整合素家族细胞黏附分子. 近年偶有其在急性胰腺炎中

表达研究的报道[30-34] 但对其在胰腺炎合并多器官损

伤中的动态研究至今未见报道.

        我们发现 IL-6 LFA-1和 Mac-1在ANP组各时

相点表达均明显高于对照组 三者的表达有明显的一

致性. 同时ANP各组均出现胰腺 肺脏和肾脏的病理

学改变和血液生化学改变. 血液生化学改变及病理学改

变与IL-6 LFA-1和 Mac-1上调表达具有明显的一致

性. 关于ANP中 IL-6与LFA-1  Mac-1的相互关系目

前国内外尚未见报道. 我们认为IL-6 LFA-1和Mac-1

均参与了ANP多器官损伤的过程 白细胞尤其是中性

粒细胞被ANP发生后产生大量的前炎症因子如IL-6等

所启动激活 导致白细胞在肺 肾 肝等脏器的脉管系

统扣押 白细胞开始在上述脏器的脉管系统内皮细胞

的表面黏附 黏附在内皮细胞的白细胞释放弹力蛋白

酶和氧自由基等毒性物质 此类毒性物质能损伤血管

的内皮细胞表面 导致脏器的微血管通透性升高 从而

导致脏器的间质水肿.
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Abstract
AIM:To explore and investigate the experience of early
diagnosis and treatment with multiple primary malignant
tumors in the elderly.

METHODS:Fifty-nine cases of PMPTs patients admitted to
our hospital in the period of 1980 to 2002 were studied
retrospectively, including early dignosis, the 5-and 10-year
survival rates in first and second cancer after endoscopic
mucosal resection, resection and radiotherapy, the interval
time between sequential tumors and proper treatment.

RESULTS: Eleven (19 %)patients had synchronous tumors
and 48 (81 %) patients had metachronous tumors, of these,
double cancer, triple cancer in the gastrointestinal tract
were 26 cases and 7 cases, respectively. Early diagnosis
in patients with PMPT in double and triple primary cancers
in gastrointestinal tract were 58 % and 38 % respectively.
The interval time between the cancers varied between 6
months and 21 years. The median interval time was 48
months, and that between second and third was 60 months.
The 5 year survival rates from the date of the treatment of
the first cancer were 75 %(9/12), for those who had en-
doscopic mucosal resection, and 67 %(14/21), for those
who received radical operation and 64 %(7/11), for radio-
therapy  respectively. The 10 year survival rates were 41 %
(5/12) 38 %(8/21) 27 % (3/11) respevtively.

CONCLUSION:Early dignosis of MPT elevated 5-year survival
rates. Endoscopic treatment was recommened for early

stage carcinomas of the gastrointestinal tract in the elderly.

Cai CH, Wu BY, Wu DH, Shao Y, Wang MW. Early diagnosis and
treatment of multiple primary malignant tumors in gastrointestinal tract
in the elderly. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2003;11(6):756-758

摘要

目的:探讨老年人消化道多原发癌早期诊断及综合治疗经验.

方法:回顾分析1980-2002年收治的59例老年消化道恶性

肿瘤的多原发癌早期诊断 肿瘤的间隔时间及内镜 手术

放射治疗的5 10 a 生存率.

结果:同时癌11例 异时癌48例. 首癌至次癌中位间隔48 mo

次癌至第三癌中位间隔时间60 mo. 双原发 三原发癌早期

诊断分别为58  % 38  %.  内镜治疗12例 手术治疗21例

放射治疗11例 5 a生存率分别为75 % 67 % 64 %. 10 a

生存率分别为41 % 38 % 27 %. 内镜治疗中位生存104 mo

取得了与手术治疗中位生存109 mo相同的远期效果.

结论:早期多原发癌适当治疗可以提高病患的5 a 生存率

内镜治疗早期消化道肿瘤值得推荐.

蔡昌豪,吴本俨,吴道宏,邵勇,王孟薇. 老年消化道多原发癌的早期诊断及综合

治疗. 世界华人消化杂志  2003;11(6):756-758
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0   引言

老年人多原发恶性肿瘤不多[1-7] 而早期诊断者更少[8].

早期治疗多个肿瘤预后不比单个肿瘤差[9-11]. 由于老年人

多伴有重要脏器疾病 即使诊断肿瘤 往往因心脑肾疾

病而失去手术机会. 因而近几年内镜治疗消化道肿瘤屡

见报告[12-16] 但5 10 a生存资料尚少[17-20].  我们1980/

2002-11诊断以消化道肿瘤为主的多原发癌59例 双

重癌43例 3 重癌 16例 双重消化道癌26 例 3 重

消化道癌7例. 并经内镜治疗12 例 手术治疗21例

放疗11例 其5 a生存率分别为75 % 67 % 64 %.

10 a生存率分别为41 % 38 % 27 %. 内镜治疗中位生

存104 mo 取得了与手术治疗中位生存109 mo相同的远

期效果. 19例健在. 现将早期诊断及综合治疗结果报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  共收治消化道肿瘤的多原发癌59例 男57

例 女 2 例 年龄 61-89 岁. 首癌中位年龄 72 岁

次癌中位年龄 76 岁 三癌中位年龄79 岁.



1.2 方法  经肿瘤标志物 腹部超声(BUS) 胃肠镜

CT MRI检查发现肿瘤 均经病理证实. 44例经手术

内镜 放射治疗 其余15例经内科治疗. 对治疗后生存

时间进行随访. 计算次癌 末癌5 a生存率 10 a生存

率 末癌生存时间 首癌至终点总生存时间.

         统计学处理  生存时间的比较应用 t 检验 非参数

检验 Kaplan-Meier生存曲线表示 以 P <0.05为差异

显著性界限.

2   结果

2.1 肿瘤分布  首癌消化道癌48例 次癌35例 三癌

7例. 双重癌43例 3重癌16例.  消化道双重癌 三重

癌分别为26例(26/43 60 %) 7 例(7/16 44 %). 合

并其他系统肿瘤首位是肺癌13例 前列腺癌11例列第

2位. 全组同时癌11例 异时癌48例(双重癌35例 3重

癌13例). 异时癌间隔6-252 mo 中位数48 mo 间隔5 a

以上 20 例 10 a 以上 8例 15 a 以上 3例. 次癌至三

癌间隔时间中位数为60 mo. 肿瘤分布见表1.

表1  多发肿瘤器官分布

    消化道癌      肺癌      肝癌     前列腺癌     血液系统     喉癌     唇癌     其他癌

首癌           48          3       -         3                    1         1      1              2

次癌          35          8       2       7            3                1            -              3

三癌         7          2       2       1          1         -     -   3

总计         90          13       4       11          5         2     1   8

2.2早期癌  消化管癌首癌早期诊断36例(36/48 75 %)

次癌早期23例(23/35 66 %) 第三癌消化系11例 7

例为早期癌 双早期癌25例 首癌早期次癌进展期11

例 次癌早期首癌进展期15例 双进展期癌8例.

2.3 生存时间  早期癌(双早或含1个早癌 )与双进展期

癌的Kaplan-Meier生存曲线见图1 生存分布之间具有

显著性差异(*P =0.0 002).

图1  Kaplan-Meier 生存曲线示意图  *P =0.0 002.

        同时癌5 a生存4例 5 a生存率36 %. 本组48例

异时癌首癌 次癌5 a 10 a 生存率见表 2.

表2  异时癌首癌 次癌5 10 a 生存

          双重癌(n =35)         三重癌(n =13)         次癌(n =35)

5 a 25(71) 10(77) 19(54)

10 a 15(43)   6(46)  7(20)

2.4 治疗  内镜治疗 12 例 手术治疗 21 例 放疗 11

例 中位生存时间分别为 104 109 68 mo 3 组

间生存时间无显著性差异(P =0.89 956).

3   讨论

诊断标准多发癌符合Warren提出的诊断标准 即: (1)

每一肿瘤都是恶性肿瘤; (2)每一肿瘤有各自的病理形态;

(3) 排除彼此互为转移的可能性. 两癌相隔小于6 mo的

称同时癌 大于6 mo的称异时癌. 患两个以上癌的称双

重癌或多重癌. 胃肠道多原发癌发病率5.1-8 %[21-24]

合并其他系统癌发病率可达9.5-13.5 %[25,26]. 可见消化道

多发癌不少见.

       消化道多重癌 发生在消化道癌之后48例 发生

在前11例. 消化道双重癌26例(26/43 60 %) 消化

道三重癌7例(7/16 44 %). 文献[3,20,23]报告多原发癌

按系统分 消化道列第一位. 文献报告高龄男性前列腺

癌发病率可达 50 % 以上. 因此消化道癌后 注意肺

部 前列腺的检查 有助于早期多发癌的检出. 消化道

第一癌早期诊断36 例(36/48 75 %) 次癌早期诊断

23例(23/35 66 %) 第三癌消化系癌11 例 7 例为

早期癌 双早期癌25例 首癌早期次癌进展期11例

次癌早期首癌进展期15例 双进展期癌8例. 双早期癌

诊断率58 %(25/43) 三重癌早期诊断率38 %(6/16) 高于

单发胃癌的早期诊断率. 肿瘤术前检查不全面 同时癌

术前容易漏诊[6,27].  本组有2例术前诊断单个胃癌 手

术切除标本中均发现第二个病灶. 1例大肠癌患者直肠肿

瘤致肠腔狭窄 未进行狭窄以上肠道检查 手术后发现横

结肠还存在另外1个肿瘤. 因此 认真术前肠镜检查 术

后随访对发现大肠癌复发和异时多原发癌重要[6, 21].

        本组12例(6例胃癌 5例大肠癌 1例膀胱癌)内

镜(钳除 黏膜剥脱 电凝)治疗 其中3例双癌均经内

镜治疗 另9例首癌手术切除 次癌内镜治疗. 选择内

镜治疗是因为患者年高身体状况不能耐受手术或因患

者本人不接受手术治疗.  6例胃癌1例无癌生存8 a 现

健在. 其余 5例有癌残留 其中1例 2 a后手术切除

仍为早癌 另4例2例带癌存活2例死于本病. 5例大肠

癌 1例同时镜下钳除2个癌灶 无病生存99 mo 另

4例电凝治疗 无病至终点. 1例膀胱癌镜下电凝1次无

病生存132 mo 仍健在.  内镜治疗12例中位生存104 mo

5 a生存率75 %(9/12) 10 a生存率41 %(5/12);手术治

疗双癌/三癌21例 中位生存109 mo 5 a生存率67 %

(14/21) 10 a生存率38 %(8/21). 放射治疗11例 双癌均接

受放疗的有4例 另7例首癌经手术切除 次癌放疗 接

受放疗的均非消化管肿瘤 中位生存68 mo 5 a 生存率
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64 %(7/11) 10 a生存率27 %(3/11). 三种疗法治疗结

果生存时间无显著性差异(P =0.89 956)  与文献报告相

符[14,28,29]. 随访双原发异时癌35例 首癌后5 a生存71 %

(25/35) 10 a 生存率43 %(15/35) 3 原发癌5 a生存

率77 %(10/13) 10 a 以上 46 %(6/13). 同时癌11例

首癌后5 a生存率36 %(4/11). 异时癌5 a生存高于文献

51-60 %的报告[11,30] 接近单发大肠癌 肺癌手术后

5 a生存率70 %的水平[22,31]. 但本组同时癌5 a生存明显

低于异时癌 说明同时癌预后不佳. 次癌 5 a 随访 39

例 5 a生存率49 %(19/39) 10 a 8 例(8/39 21 %);

第三癌后4 a 5例(5/16 31 %). 全组19例健在 双原发癌

14例 3原发癌5例 末癌中位生存时间前者106.5 mo 后

者118.2 mo. 高于文献[18,32,33] 24-83 mo的报告.
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0   引言

病毒性肝炎是世界性常见病 多发病 我国是乙型肝

炎的高流行区 全世界的慢性乙型肝炎患者我国占50 %

以上 其发展过程充分反映出医学科学工作者坚忍不

拔 锲而不舍的精神和实事求是的科学态度. 当前慢性

乙型病毒性肝炎有几个值得关注的问题提出来和同道

商讨.

1   乙型肝炎病毒(HBV)的变异是无止境的

有文献指出所有的病毒分离物都是病毒株的混合 在
一个宿主身上可以发现多种病毒变异株 这种情况在
RNA病毒及逆转录病毒特别明显. 因为当RNA复制或逆
转录时缺乏较正确(proof-reading enzyme) 核苷酸的错
误植入频率平均是1 000-10 万核苷酸中有一个点取
代 缺失或插入. 在逆转录病毒复制一个周期的子代中大

约有50 %会发生某种突变.

        所谓野生型指的是可以传播,并且在多种宿主均很

稳定的病毒. 但是所有分离株均会有一些分子水平上的

变异 这可称为变异株分为两类:第一类变异指的是在

一群感染宿主中已经存在有自然进化的病毒 具体表

现在基因型及亚型. HBV全序列测定 基因型间核苷酸

序列的差异是8 %. 由于S基因序列的变化和全序列的

变化一致 因此根据S基因序列即可分型 其界限是核

苷酸序列的差异是 4.2 %. 基因型改变而并不改变其抗

原性 但与抗原亚型之间似有某些联系 基因型更象是

不同地理区域的宿主在免疫选择性压力下自然进化的

结果. 基因型及亚型的临床意义及其重要性迄今仍难下

定论[1].

       第二类变异指的是受特异性抗体 疫苗接种以及

抗病毒治疗的压力而发生的变异. 当变异株各成员之间

差别不超过核苷酸总长度的2-5 %时 这种差别不至

于构成病原体的基因型或血清型发生改变 可将这种

变异株称为准种(quasispecies或Swarm). 可以认为准种是

所有微生物逃避攻击的一个普遍现象 并且有可能进

一步被筛选成为优势株.

        在丙型肝炎病毒(HCV)感染者血浆及肝脏内任何时

候都可以发现HCV的多种变异体. 因此任何一个HCV

感染者都存在有准种 与HCV的基因序列密切相关而

又不完全相同[2]. 例如在近期感染者的血液中 从病毒

RNA产生的cDNA克隆中的近85 %可能表明是独特的

基因变异株. 发现有HCV的准种的同时 也提到HBV

有准种存在 近来国内也已开始注意HBV HCV 的

准种现象. 从理论上讲准种的出现,可能不再被 Th

CTL或特异性抗体所识别 而成为持续性感染的病因.

        当前研究者对于HCV易于变异及其易变部位已比

较明确. 关于HBV的变异近十多年来的研究颇多 研究

资料比较集中在关于前C区及S基因区的变异.

        1989年Carman et al [3]首次在乙型肝炎患者中证实,

HBsAg 抗 -HBe及HBV DNA均持续阳性而HBeAg阴

性的患者在前C区末端出现在1 896 1 899 nt (均由A替

代G)和 1 909 nt (由 T替代C)的点突变 并在1896nt处

使原来编码色氨酸的前C区第28个密码子(TGG)转变为

翻译终止密码子(ATG) 因而前C蛋白的翻译中断 HBeAg

不能产生. 目前一般将这种突变称为A1 896型.

        HBV前C区突变株可与野生株同时并存或混合感

染. 说明一个病毒家族引起感染者可能有多个成员 这

些变异株能够一起传播 然后以不同的速度独立复

制 直到有一个优势株出现 或者借随机突变之后

在选择作用及传播作用影响下出现优势株 这一普遍

概念在HBV感染中已经得到证实. 野生型HBV感染者

中 HBeAg 每年自发性转为抗-HBe 者约 10-20 %

抗-HBe阳性者不一定都是突变株HBV感染 同是突

变株感染者的临床表现仍相差悬殊. 关于前C基因变异

与临床意义的研究结果并不一致 抗-HBe 阳性者可

以是无临床表现的慢性HBsAg携带者 也可以是严重

的慢性肝炎及肝硬化[4]. 一些病例在转变为抗-HBe阳性

后 肝脏病变仍持续存在 另一些患者虽抗-HBe 呈

阳性 但肝脏炎症仍可缓解 此点已得到我国学者的

支持.

        有报道HBV突变株可发生在干扰素治疗之后 8例

HBV野生型慢性感染者 IFN治疗1-5 mo之后 3例出

现前C区和前S区突变株 可能与宿主免疫压力及治疗

影响有关. 关于前S/S基因区的变异同样受到研究者的

重视 国内学者已经注意到此种变异的重要意义 并进

行了较深入的研究.

        HBsAg含有的多肽约占据HBV基因组的1/3以上.

这些氨基酸是高度保守的 抗原性位点主要在半胱氨

酸124/137及139/147之间 特异性抗体对aa139到147

的亲和性更强. HBV感染或免疫接种后的抗HBs主要能

识别的位点为主要亲水区(major hydrophilic region

MHR). 表面抗原的 a 决定簇为各种亚型所共有

次决定簇恰在此区. 因此 目前公认sG145R变异株(精氨

酸取代甘氨酸 国际上习惯称为sR145)的临床意义较大.
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        当前对HBV感染者母亲所生婴儿主张用特异性高

价免疫球蛋白及乙肝疫苗(HBIG/HBsAg)被动加主动免

疫 但仍会有2-3 %的婴儿出现HBV感染. 序列分析证

明 这种感染主要是突变株引起 可以逃避免疫攻击.

这种突变株主要是sR145.

         当肝病终末期患者进行肝移植 并用人类抗-HBs

或高效价乙肝免疫球蛋白治疗以防止移植物再次感染

时,有些病例HBsAg仍为阳性. 6例此类患者中有3例呈

现HBV在移植物内再次被激活 病毒表面基因测序表

明sR145单独感染者1例 第二例除有sR145感染外还

有其他突变混合如sT140S(丝取代苏)及 sC124Y(取代半

胱)或为此例患者的准种 第三例患者为sC137Y(取代半

胱). HBIG 以及 抗 -HBs 能导致HBV选择性压力 主

要能形成sR145突变株已逐渐得到公认. 国内不少学者

对此问题均有丰富的研究及讨论. HBV表面抗原及其亚

型的变异 变异株的单独感染或混合感染 不仅会造

成疫苗接种主动免疫及特异性抗体被动免疫预防的失

败 这也是市售常规试剂漏检的重要原因.

        干扰素治疗的压力除可引起前C区A1 896的突变

外 也可引起HBsAg/ 抗 -HBs 血清转换时出现变异

株 这可能是病毒的庇护所. 已证明此种突变株也可出

现在aa142处为 sP142S (丝氨酸取代脯氨酸). 此类患者

已清除HBeAg及HBsAg 但HBV-DNA仍为阳性伴ALT

升高. 干扰素治疗后也可出现前S1的缺失 即aa21到

47区 一般认为此区是负责HBV与肝细胞接触的受体

部位 此区的缺失会影响到HBsAg产量减少. 看来干扰

素治疗对HBV的压力似乎主要集中在前C/C区及前S区.

        拉咪呋啶治疗慢性乙型肝炎 HBV的变异多发生

在HBV逆转录酶的活性最强部位 即高度保守的546-575

位氨基酸区段中的落氨酸(Y)-蛋氨酸(M)-天冬氨酸(D)-

天冬氨酸(D)位点 称为YMDD变异并不妥当 因为552

位M被V(缬氨酸)取代而形成YVDD或M被 I 异亮氨

酸 取代而形成YIDD 二者可单独存在 M552V亦可

与YMDD上游23个氨基酸处形成的L528M 在528位

上亮氨酸被蛋氨酸取代 合并存在. 一般认为这种变异

与出现耐药性有关. 亚洲的慢性乙型肝炎经拉咪呋啶治

疗1 a后出现变异者为15 % 其中11 %(31/295)为野

生株与变异株混合感染,其余4 %(12/295)为单纯变异株

感染. 用药2 a变异率可达38 % 治疗4 a的变异率达

67 %. 国内的研究结果与此相似. 说明拉咪呋啶的治疗

压力可能集中在多聚酶的活性区[5].

        其他尚有P基因区的变异 可能阻止HBV的复制

X 基因区的变异则可影响 HBxA g 的表达 启动子

(promoter) 增强子(enhancer)的变异也是很诱人的研究

课题 并认为可能与临床有关 这些部位变异的研究资

料尚不充分.

2   目前的抗病毒治疗仍不理想

自从1976年报告干扰素 (IFN- )对慢性乙型肝炎有

较好治疗效果以来 目前应用已较广泛 所用制剂虽

然各不相同,但效果近似. 国外的报告干扰素5-10 MU/d

或 3次 /wk 疗程 4-6 mo 其疗效大约是30-40 %

主要表现为HBeAg的消失 随后出现抗-HBe的血清

学转换 可能使HBsAg消失者约为7.8 % 对照组为

1.8 %. 国内的报告一般认为5  MU /d者优于3 MU /d 4 wk

者,以后3次 /wk 20  wk 疗程6 mo 随访1 a 疗效主

要表现为病情好转. HBeAg转阴者达62.7 % 出现抗-HBe

者达59.3 % HBV-DNA转阴者57.6 % HBsAg转阴

者1.7 %.

        自 1993年使用拉咪呋啶治疗慢性HBV感染以来

已取得一定疗效. 美国FDA于1998年正式批准后已广

泛应用于临床 治疗前肝炎活动程度明显者疗效较好

口服100 mg/d 血清ALT水平 正常上限1倍或2倍

者治疗1a HBeAg血清转换率可达17-21 %. 治疗2 a

HBeAg血清转换率可达27-38 % 治疗3 a达40-53 %

HBV DNA下降 临床病情好转. 国内对429例患者的治

疗观察 其中304 例完成3 a的治疗 其效果与上述

结果相似 ALT复常率达68 % YMDD区出现变异者

达71 %[6]. 国内近期报告用拉咪呋啶治疗慢性乙型肝炎

肝硬化失代偿患者89例 血清HBV DNA均阴性 治

疗组49例 其中HBeAg阳性29例 阴性20例 对照

组40例 其中HBeAg阳性21例,阴性19例. 持续服药

52 wk. 治疗组HBV DNA阴转率55.81 % 24/43例

对照组阴转率5.26 %(2/38例) ( P <0.01). 治疗组ALT复常

率为67.57 %(25/37例) 对照组为43.48 %(10/23例)(P 0.05).

国内学者用拉咪呋啶治疗慢性重型乙型病毒性肝炎20

例(对照20例) 拉咪呋啶150 mg/d 口服2 wk后改为

100 mg/d. 随访观察1 a以上者11例 6 mo者4例. 治疗

2 wk后临床表现好转 疗程中治疗组死亡者1例(5 %)

对照组死亡者8例(40 %). 治疗组存活者肝功能维持正

常 HBV DNA持续阴性 仍在继续治疗中. 从上述结果

来看 干扰素治疗虽要求HBsAg阴转 但达到阴转的

比例甚低. 干扰素与拉咪呋啶的近期与远期临床效果大

体上看来是近似的. 很难得的是拉咪呋啶可用于治疗慢

性乙型重型肝炎及肝硬化 并收到较好的效果.

        国内近期报告用磷甲酸钠3 g静滴 2次 /d 疗程

15 d. 治疗慢性乙型肝炎47例(对照组20例) 肝功能较

对照组有好转 42例HBV DNA水平下降 2例HBeAg

阴转(对照组1例阴转). 用单磷酸阿糖腺苷5-10 mg/(Kg d)

静滴 疗程28 d 治疗结束时HBeAg及HBV DNA阴

转率分别为43.5 %(166/382)及 41.5 %(132/318例) 联

合胸腺肽治疗28例 治疗结束后2 a随访HBeAg及HBV

DNA阴转率分别为42.8 %及44.3 % 干扰素对照组(3 MU/d)

分别为50.0 %及 53.1 %(P 0.05). 国内近期报告用苦

参素治疗慢性乙型肝炎的效果 治疗2 mo时ALT复常

率与硫普罗宁治疗对照组无显著差别 但停药后随访

6 moALT复常率为53.3-58.3 %之间 显著高于硫普罗

宁组. HBeAg阴转率苦参素组为30-40.9 % 高于对照
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组的16.7 %. HBV DNA阴转率苦参素静滴组和肌注组在治

疗2 mo时 分别为42 %和32.7 % 均优于苦参素口服

组和对照组. 即使用左旋咪唑涂布治疗慢性乙型肝炎患

者 2次 /wk 1 支 / 次(500 mg/5 ml) 3 mo 为 1疗程

其疗效在治疗组HBsAg HBeAg HBV DNA转阴率分别

为2.6 %(3/117 例) 35.1 %(34/97例) 43.0 %(40/93例)

对照组则分别为1.7 %(1/58例) 25.5 %(13/51 例) 3.6 %

(1/28例).

       以上是治疗慢性乙型肝炎的几种药物 如果加用胸

腺肽其疗效可能会更好. 即使如此 如果从清除病毒的

角度来衡量其疗效 可能都是不理想的. 大致上看来

很难评价那一种疗法更为优越. 因此 对慢性乙型肝炎

的治疗药物仍有待进一步开发研制. 在临床研究及评价

药物疗效时 必须制定更为严格的科研设计,合理的病

例及标本收集方案 统一而标准的检测试剂及操作方

法,才能得出有说服力的结论[7].

3   应加强对宿主的研究

以HBV感染为例 是否急性自限性或急性暴发性 慢

性感染的临床表现如何 宿主的免疫应答因素显然起

决定性作用 这是许多感染性疾病发病机制中的普遍

规律. 因此 除对肝炎病毒的致病性进行深入的研究之

外 应进一步开展对宿主免疫耐受状态及激活免疫应

答机能的研究.

        国内外学者虽然早已重视这方面的问题[8,9] 但研究

得并不充分 新的进展不多. 近来国内学者的研究认为

慢性乙型肝炎患者外周血树突状细胞免疫功能低下

与其表面CD86的表达率下降及树突状细胞分泌 IL-12

减少密切相关 无法有效地向 T 细胞呈递抗原信息

加上分泌 IL-12减少 内分泌性 IFN- 缺乏 不能产

生有效的Th1反应 是造成HBV感染难以清除的重要

原因. 国外学者证实慢性乙型肝炎患者树突状细胞的表

型不成熟和功能缺失 由此导致IL-12的产生和刺激T

细胞增生能力的降低 可能是HBV感染持续发展的原

因之一. 然而国内的学者研究曾认为从慢性乙型肝炎患

者外周血培养的树突状细胞刺激T淋巴细胞增生的效应

明显高于未经抗原处理的树突状细胞. 这方面的分歧可

能是病例标本数目过少或研究方法上的不一致所造成的,

有待更多的研究资料积累.

        国内近期报道HLA-DR12和DRB1 1 201可能对

机体免受HBV长期感染有保护性意义 而HLA-DR9或

DQ9可能使宿主易发生HBV持续感染. 国外学者研究证明

MHC II类等位基因DRB1 1 302 DRB1 02及DRB1

04对HBV持续感染有抗性,而等位基因DRB1 07者

对HBV持续感染的易感性增加. 这些研究均值得进行更

多的资料积累 并进行深入的探讨 才有可能阐明

HBV持续感染的机制[10].

         关于临床研究中对病例及标本的收集; 考核及评价治

疗药物的疗效时 试剂及检测方法的规范和标准 是否

也应在 病毒性肝炎的防治方案 中加以明确,以上拙

见供同道及专家们参考.
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0   引言

慢性肝炎的分度和诊断是临床诊断中密切相关的两个问

题 长期以来在临床上慢性肝炎的诊断受De Groote  et al [1]

的慢性肝炎分类的影响  该分类法以肝组织病理有无界
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面性炎症 (界板破坏 又称碎屑样坏死)定为慢性迁延性

肝炎(CPH) 和慢性活动性肝炎(CAH)的分界线,无为慢性

迁延性肝炎  有为慢性活动性肝炎; 并认为二者是相互

独立的疾病 他的临床过程 治疗和预后也不相同; 后来

增加了慢性小叶性肝炎(CLH)  即肝组织病理仅见小叶

内炎症和肝细胞坏死,比CPH病变轻; 这一鉴于病理学标

准的命名既忽视了病因学不同所致肝炎的特点,又混淆几

种特殊类型肝炎的诊断,并由此而影响了治疗. 如自身免

疫性肝炎 Willson s病 -抗胰蛋白酶缺乏症 原

发性硬化胆管炎与原发性胆汁性肝硬化等都属特殊类别

的肝病  但他们的肝穿刺活检病理特征与慢性病毒性肝

炎可有相似的改变,因而造成将Willson s病等误诊为自

身免疫性肝炎或慢性病毒性肝炎  自身免疫性肝炎误诊

为慢性病毒性肝炎. 因此1994年洛杉矶世界消化病学会

学术会议和1994-06墨西哥坎肯世界肝病学会学术会议

上国际工作小组建议废除CPH和CAH这种不固定的诊

断  推荐应将病因学 病毒学及病毒血清学 特异免疫

学结果和临床表现(包括生化检验和B型超声波) 结合起

来综合判定[2]. 在我国直到2000年中华医学会传染病与

寄生虫病学会及肝病学会专家组结合实际重新修订公布

了我国病毒性肝炎防治方案,其对慢性肝炎的定义是急性

肝炎病程超过6 mo  或原有乙型 丙型 丁型肝炎或

HBsAg携带史  本次又因同一病原再次出现肝炎症状

体征及肝功能异常者可诊断为慢性肝炎. 如病原为乙型

肝炎病毒  则诊断为慢性乙型肝炎.

1   慢性乙型肝炎的临床分度

为反映慢性乙型肝炎肝功能损伤程度 临床上将之分

为3度, 即轻度 中度和重度[3]. (1) 轻度:临床症状 体

征轻微或缺  肝功能检测仅1或2项指标轻度异常; (2) 中

度: 临床症状 体征和肝功能检测结果居于轻度和重度

之间;  (3)重度: 有明显或持续的肝炎症状 如乏力  纳差

腹胀; 或有尿黄 便溏; 或伴有肝病面容 肝掌 蜘蛛痣

脾大(除外其他原因),但无门静脉高压症者. 肝功能生化指

标检测血清ALT和/或AST反复或持续升高  血清白蛋

白降低或球蛋白明显升高致A/G比值异常; 除上述条件

外 凡血清白蛋白 32 g/L 胆红素>5倍正常上限值

胆碱酯酶<2 500 U/L 血液凝血酶原活动度在60-40 %

四项指标中有一项达上述程度者即可诊断为重度慢性

肝炎. 由于慢性乙型肝炎患者临床表现差异较大 实

际工作中肝功能生化指标往往是临床分度的重要依据

详见表1.

表1  临床分度肝功能检测参考指标

项目 轻度 中度 重度

ALT和 /或AST(IU/L) 正常3倍 正常3倍 正常3倍

胆红素(µmol/L) 正常2倍 正常2倍-正常5倍 正常5倍

血清白蛋白(A)(g/L) 35 35- 32 32

A/G 1. 4 1. 4- 1. 0 1. 0

电泳 球蛋白( EP)(%) 21 21- 26 26

凝血酶原活动度(PTA)(%) 70 70-60 60- 40

胆碱酯酶(CHE)(U/L) 5400 5400- 4500 4500

表 2 慢性肝炎临床分度与肝组织病理变化的关系

临床分度 肝组织病理变化

轻度A 汇管区炎 小叶内点状坏死 少许纤维向外延 小叶结构完整 相当于 CLH 及 CPH(G 1 S 1 )

轻度 B 汇管区炎并界面炎症 少数纤维间隔形成 相当于原轻型CAH (G2 S2)

中度 汇管区炎症 界面炎症明显且向腺泡内发展 呈桥状坏死 伴纤维间隔形成  (G3 S3)

重度 桥状坏死 多小叶融合性坏死 伴肝细胞花结 再生小结节形成 (G4 S4)

         B超也是慢性乙型肝炎临床分度的重要依据之一. 如

轻度: B超结果肝脾无明显改变; 中度: B超检查则可见肝

内回声稍增粗增强 分布尚 /欠均匀 肝和 /或脾轻度

肿大;  重度: B超显示肝内回声明显增粗增强 且分布不

均; 肝表面欠光滑 缘钝; 门静脉内径增宽(接近或稍大于

正常上限1.3 cm); 脾肿大变厚变长,脾静脉内径变宽(接近或

稍大于正常上限0. 8 cm) .

         这一分度首先反映了慢性乙型肝炎不论临床还是病

理具有轻重不同的程度,反映慢性肝炎不同阶段有不同的

病理表现 且是渐进的(表2[4]) 避免了过去出现的将一

个病-慢性肝炎分割成两个病 即CPH和CAH.

           第二肝炎疾病进展的关键是病原及机体的免疫状况

HBV本身不直接至肝损伤 但病毒的复制和病毒抗原

的表达可激发机体的免疫反应造成肝脏炎症 而非病理

学决定病变的发展和特异治疗.

          第三临床研究大量事实表明肝脏的炎症活动程度可

依感染- 免疫状态的改变而转换 即免疫耐受时病变

轻微 免疫耐受丢失时病变激活; 病毒复制活跃HBeAg阳

性被清除时炎症活动,HBeAg转阴随之病情静息,部分抗-

HBe阳性也可因病毒变异而病情加重 是一个由轻加重

和 /或由重转轻的动态过程 因此在临床分度时必需根

据当时的病情及检测分析 不要拘泥于既往的分度.
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        第四乙型肝炎患者起病隐匿 许多患者完全没有自

觉症状; 而肝穿刺组织病理仅反应一个时间点的变化  如

见汇管区轻度炎症 小叶内有点状坏死  这是一种非特

异性的病变  当患胃肠道或全身疾病时肝脏可发生这种

反应性病变; 或急性肝炎缓解期 原发性胆汁性肝硬化

的早期也可出现这种变化  因而也很难单凭病理来判定

是否为慢性肝炎. 所以上述二者都有其片面性  故当前

临床和病理学家都认为慢性肝炎应综合病原 临床及病

理来判定. 虽然肝组织病理变化是临床分度的基础  但临

床上不可能每个患者都能做肝穿刺  并且有的患者可能

无临床症状  这种情况下实验室肝功能生化指标的检测及

B超的检查对于慢性乙型肝炎的临床分度是非常重要的.

2   慢性乙型肝炎的临床诊断

2.1 诊断原则  慢性乙型肝炎的临床诊断原则  我国2000

年的方案规定确诊是先以临床分型与病原学分型相结

合 辅以肝组织病理学结果 再按慢性乙型肝炎分度

标准行临床分度. 具体诊断书写方法为 病毒性肝炎 乙

型 慢性(轻 中或重度) 病理学炎症活动度以G 0-4
纤维化程度以S0-4来表示.

2.2 诊断中的若干问题

2.2.1 AsC与慢性乙型肝炎  慢性无症状HBsAg携带者

(chronic asymptomatic HBV carrier AsC) 是指HBsAg持

续存在6 mo以上 无肝病相关症状和体征 血清ALT

正常者. 我国有HBsAg携带者约1.3亿人  估计约35-50 %

是在母婴围产期感染. 流行病学调查婴儿期感染80-90 %

成为AsC  成年人感染成为AsC<5 %[5-7]. 而慢性乙型肝

炎绝大多数是由AsC发展而来. 所以AsC与慢性乙型肝

炎密切相关. 什么情况下将AsC 诊断为慢性乙型肝炎

呢 (1)根据 HBV感染的自然生活史分析: 婴幼儿期感染

HBV后病毒在人体的自然生活史大致分为三期: 免疫耐

受期 免疫清除期和病毒低复制期. 通常婴幼儿期感染

初期绝大多数呈免疫耐受状态,病毒复制活跃 HBVM中

HBeAg阳性 HBVDNA高拷贝数  但肝脏无活动性病变

一般持续到20岁左右  这类感染者可能是真正的AsC. 约

20岁以后进入免疫清除期 CTL对感染细胞发动攻击

则HBeAg可转换成HBeAb阳性 病毒复制受抑制 HBV

DNA低拷贝数 肝功能损伤 因多不能彻底清除发展成

慢性乙型肝炎 反反复复持续到40岁左右[8]. 所以HBV

感染者如无自觉症状 虽HBV血清学检测HBeAg阳性

HBV DNA 呈高复制状态 而肝功正常 B超正常者

一般诊断为AsC. 如该类感染者诉与同年龄人比抵抗力低

易感冒 易疲乏 或食欲欠佳 或饭后上腹不适 或肝

区不适 具其中任例何一条 特别是携带到 15 岁以

后  可诊断为慢性乙型肝炎轻度. (2)根据AsC肝组织病

理学特点分析: 骆抗先 et al [9] 1985年对257名青年AsC

行肝组织学检查 结果10. 5 %正常,45. 5 %轻度病变

10. 1 %呈CLH表现 23. 7 %为CPH 10. 1 %显CAH

个别似肝硬化. 从这个研究看20岁后的AsC诊断慢性乙

型肝炎有90 %的准确性. (3)AsC不同年龄段的特点: 前

己述婴幼儿期感染HBV后的自然史 如成年期感染则多

自然获得免疫力 成AsC者<5 %. 但免疫力低下 包括

患有其他慢性疾病  或用免疫抑制剂者 感染HBV后可

以和婴幼儿期感染类同,成为AsC. 老年人感染因免疫能

力己降低  肝脏免疫损伤轻微  感染后呈轻度慢性乙型

肝炎过程 且多为低感染高免疫状况[9].

2.2.2 典型慢性乙型肝炎  即便典型慢性乙型肝炎每1例

起病及临床表现也均不相同 约有1/3的感染者可突然

发病 起始的临床表现和急性乙型肝炎一样  乏力  纳

差伴恶心 厌油及上腹不适等明显的胃肠道症状; 少数

患者有发热  关节痛;  部分出现眼结膜黄染甚或皮肤黄

染. 肝功能ALT升高 持续不正常 HBeAg阳性 HBV

DNA高复制. 约2/3的慢性感染者常以各种各样的症状就

医,如67 %的患者以乏力就诊 65 %以不固定的上腹部

或右胁部痛. 多无体征,只有通过实验室检查作出诊断. 这类

患者100 %ALT升高(47-1370U/L) 98 %AST升高 7 %

有血清胆红素增高; HBVM HBsAg阳性 部分HBeAg阳

性 HBV DNA也阳性[10].

2.2.3 抗-HBe阳性慢性乙型肝炎[5,11-14]  通常HBV感染早期

均呈HBsAg HBeAg 抗 _HBc三项阳性  HBeAg阴性

抗-HBe阳性意味着病毒复制变弱. 从急性感染发展成慢

性乙型肝炎的过程看  急性乙肝经感染病毒与机体免疫

相互作用后  如机体免疫清除病毒则病毒血清学标志首

先HBeAg转阴  抗-HBe变阳  随后HBV-DNA消失  再

HBsAg清除  抗-HBs阳转  疾病痊愈. 若免疫不能将

病毒彻底清除  仅能将病毒控制在低水平复制状态 则

HBsAg不能发生转换  免疫损伤持续缓慢进行形成慢性

肝炎  这种静息的低复制的野毒株患者约占慢性乙型肝

炎患者的1/3  HBVM为HBsAg 抗-HBe 抗-HBc阳

性 HBV-DNA 低水平 这类患者肝脏病变静息 肝

功损伤轻微. 但也可ALT 升高 或ALT 正常而AST 升

高 或转氨酶均正常而免疫球蛋白增高 或肝功正常而

B超肝回声增强脾脏肿大.

        在我国HBV感染者如自发出现抗-HBe阳转可以是

病毒C基因变异所致. 除少数变异株感染本身表现为慢

性过程 ALT 可反复轻度升高 HBV-DNA 复制水平

为中低度 但感染长期持续 病变逐渐进展 肝组织纤

维化程度高 易进展成肝硬化. 新近台湾学者Hsu et al

对CHB患者自发HBeAg 转换后的长期预后进行研究

283例最短随访1 a 最长随访18. 4 a,平均 8. 6 a. 结果

66. 8 %持续缓解 33. 2 %仍 ALT升高达2倍正常上

限值 其中4.2 %与HBeAg阳转有关 24 %与HBV-DNA

阳性有关 4.2 %原因不清. 结论是HBeAg自发转换总

体看多数病情持续缓解 但33.2 % 的患者病变活动

且易发展成肝硬化和HCC[11].

2.2.4 慢性乙型肝炎重度  临床上慢性乙型肝炎重度常常

和慢性重型肝炎不易区别 从临床表现 体征和实验

室检查数据看 有时很难区别 在缺乏肝组织学依据(肝
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组织病理学示亚大块肝坏死及以上为重型) 情况下凝血

酶原活动度是诊断的重要鉴别点,活动度<40 %即为重型,

相反诊断慢性乙型肝炎重度.

2.2.5 慢性隐匿型乙型肝炎[14]  急性乙型肝炎恢复的标志

是:患者血清HBV-DNA的消失; 血清HBeAg转换 HBsAg

转换; 血清转氨酶正常. 这些变化意味着乙型肝炎病毒的

清除和疾病的康复. 新近法国巴斯德研究所Brechot博士

提出存在隐匿型乙型肝炎病毒感染. 文献及研究表明: (1)

对血清抗-HBc和抗-HBs阳性而发生急性HBV感染  慢

性肝炎和HCC不同类型的患者多截面研究 均显示有

HBV-DNA的持续存在; 一般在肝组织里HBV-DNA的阳

性率显著高于血清中; (2)在抗-HBc和抗-HBs均阴性而

有肝炎的临床和生化表现的患者 也证实HBV-DNA呈

持续阳性; 但 HBV-DNA的阳性率以抗-HBc和抗-HBs

阳性者最高 (3)HBsAg阴性的急性 尤其暴发性肝炎患

者HBV-DNA检测阳性率低 血和肝里分别为10 与

7 ; HBsAg阴性伴有或不伴HCC的慢性肝炎患者30-35 

血清HBV-DNA阳性(范围在5-55 );  (4)在对HBV高暴露

的人群中阳性率在7-60 ; 这类人肝组织里的阳性率也

显著高于血清中 40-50 对 13-71 与是否伴有

HCC无关; (5)随访急性HBV感染康复者 临床生化持

续10-30 a均正常 但其中55 的患者血清HBV-DNA

持续阳性(共检45份标本); (6)随访自发的或抗病毒治疗

后HBsAg 转为阴性的慢性肝炎患者在血和肝组织中

HBV-DNA的检出率分别高达28 和94 ; 这些患者在

HBsAg转换后HBV-DNA的水平和抗-HBc与抗-HBs滴

度明显低; (7)自限性肝病患者及肝血清学生化学指标正常的

献血和捐器官者HBV-DNA检测均阴性; (8)许多实验及临床

研究也证实HBsAg阴性血液的传染性. Michalak et al报

道鸭急性感染WHV 恢复后 WHV-DNA 在血 肝和

PBMC里持续终生; Thiers et al 用HBsAg阴性HBV-DNA

阳性血清给猩猩注射  结果猩猩感染了HBV; 输HBsAg

阴性的血和母亲为HBsAg阴性结果发生了输血后肝炎和

母婴HBV-DNA的传染; HBsAg阴性肝硬化行肝移植后

发生植入肝的再感染; 来自HBsAg阴性的器官致受者发

生了感染; 这些观察均系通过检测患者肝组织中病毒的

RNA(包括病毒的基因组) 和cccDNA证实. 因此HBV血清

标志的缺乏不能除外HBV-DNA(含有传染性病毒颗粒)

在血清中循环 该类血清的传染和HBsAg阳性血的传染

是相同的. 对土拔鼠的研究也有同样的结论. 在人和土拔

鼠通过对PBMC系和在肝标本中鉴定HBV基因组的研

究也证实HBsAg阳性和阴性HBV感染具相同的细胞向

性. 由于各作者的PCR方法未能标准化 采用标本量及

试剂的不同 HBV-DNA检测差异变化在101-103拷贝/mL;

总之 这些研究共同确认了HBV感染是一个长期持续

的感染 甚至在对病毒免疫反应明显有效时仍有HBV存

在. 结合临床经常见到HBVM全阴性或抗-HBs 与抗-

HBc阳性而肝功能异常 反复ALT升高伴脾脏肿大 且

迁延数年不能确诊. 对这类患者本人认为在排除了其他

嗜肝病毒感染后 应考虑隐匿性慢性乙型肝炎的诊断.

3   讨论

慢性乙型肝炎临床表现复杂  很少在发生后即能作出早

期诊断  并且还常被误诊或漏诊. 究其原因: (1)从个体感

染的时间看 慢性乙型肝炎在我国感染多发生于婴幼儿

期 此期婴幼儿免疫器官尚未发育成熟 免疫功能还不

健全 对于HBV呈免疫耐受状态 所以表现长时期的病

毒血症和慢性无症状的HBsAg携带  而病变轻微病程

冥长. (2)感染与免疫. 感染后病毒的清除决定于机体的免

疫清除能力 后者又取决于人体的免疫遗传素质 如

HLA的表型对于限制HBV感染的发展和清除是否发生

慢性乙型肝炎重要因素 HLA表达低下CTL不能很好识

别感染的肝细胞  因而不能将肝细胞内的病毒彻底清除;

T细胞特异性克隆及细胞因子产生的状况也使宿主清除

病毒能力受影调 T细胞亚群的失衡致清除能力降低. 另

一方面病毒干扰机体的免疫功能 如病毒表达的蛋白

HBeAg能增强T细胞的免疫耐受; 感染病毒的肝细胞因

HBcAg的表达及HBV DNA的复制而抑制HLA的表达

HLA表达水平低既影响CTL的免疫识别又使INF- 产

生不足  使溶细胞及非溶细胞性清除病毒能力下降;

HBV的变异致抗原的低亲和性使APC抗原呈递率低 则

诱导CD4+T 细胞以Th2 亚型占优势 免疫失衡 CD8

亚型 CTL 应答低下 清除病毒能力降低. 因此 机体

免疫清除能力下降和病毒对免疫清除能力的抑制都造成病

程迁延 病情反复 时轻时重. (3)慢性乙型肝炎临床表现的

沉默 (silent) [5,14]. Sherlock在Zuckerman et al编著的病毒

性肝炎一书中写道: 慢性乙型肝炎常表现沉默 临床表

现并不经常与病变的程度一致. 如有的患者平时无任何

不适 发病即为慢性乙型肝炎 所谓原发性慢性乙型肝

炎; 有的患者临床非常稳定不知何时因某一因素 如劳

累 感冒 腹泻 某些药物 饮酒 精神刺激等突然复

发. 相反有的患者肝功能检测转氨酶反复升高 久治不

愈 以为病重,而肝组织病理学检查却病变轻微. (4)另外

临床医生经验的差异 知识面的广博程度不一导致误诊,

如有的患者因上腹不适 饭后饱胀而按慢性胃炎治疗

10 a 结果查HBVM阳性 肝功异常而确诊为慢性乙型

肝炎; 患者的医疗常识 经济水平也给慢性乙型肝炎的

诊断带来一些困难 临床上许多患者因无症状而不做健

康检查 有的症状模糊 间断发生 或易乏而能坚持工

作 或偶有消化不良不耐油腻 因经济或工作问题不看医

生 待就医己为明显慢性乙肝.  所以如何提高对慢性乙型

肝炎的认识在当前仍是值得重视的问题 早期诊断 适时

而合理的治疗对于降低传染性 阻断纤维化 减少肝硬化

和肝癌的发生起着非常重要的作用.

        隐匿性HBV感染最常见于高流行区 在高流行区有

70-90 %的人暴露于HBV 低流行区暴露率仅5-20 %.

这种长期反复的暴露是形成大量隐匿性HBV感染的重

要原因之一[14,15]. 我国为乙型肝炎的高发区 临床上常
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见到大量不明原因的肝病患者 我们曾行肝组织活

检 并行HBV抗原的免疫组化和原位杂交检测发现血清

HBVM全阴性或抗-HBs 抗 -HBc阳性患者原位杂交

阳性率达15 % 但由于肝组织是石蜡包埋 所以免疫组

化未能检出 原位杂交阳性率也不高 如采用冰冻切片

或检测外周血单个核细胞可能获得更高的阳性率. 因此在慢

性乙型肝炎诊断时还必需提高对隐匿性HBV感染的认识.
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0   引言

临床医师特别是内科医师会经常遇到肝功能检测持续或

反复异常的患者 如能尽快明确其病因 疾病进展程度

和预后 给予恰当的治疗 则可有效地阻止疾病恶化

阻断其向肝硬化 肝癌的发展. 多种原因均可引起慢性

肝炎 如酒精 药物 代谢性和自身免疫性疾病等 但

在我国目前仍以病毒性肝炎(指HBV HCV HDV感染)

最为多见.

        慢性乙型肝炎是指既往有乙型肝炎或HBV携带史

或急性乙型肝炎病程超过6 mo 而目前仍有肝炎症状

体征及肝功异常者可以诊断为慢性乙型肝炎(CHB)[1]. 严

格讲,CHB是HBV感染引起的具有慢性肝炎组织学改变

特征的病理过程 他处在急性肝炎之后和肝硬化之前

是病程超过6 mo而持续存在的肝细胞坏死和炎症.

1   慢性HBV感染急性活动[2]

短期内出现持续数日以上的发热 乏力 消化道症状

和肝区疼痛等症状 肝肿大和压痛等体征 ALT升高

参考流行病学资料 可诊断为急性病毒性肝炎 但需与

慢性乙肝的急性活动相鉴别. 急性无黄疸病例症状轻微

多不自觉 目前求医的 急性 无黄疸性乙型肝炎多

为AsC 的急性活动 二者可以从表 1中的几个方面加

以鉴别.

表1  急性乙型肝炎与慢性HBV感染急性活动的鉴别

鉴别点 急性乙型肝炎 AsC急性活动

初发症状 典型                                较轻

过去史 无                                  曾检出过HBsAg

家族史 一般无慢性HBV 常有慢性HBV

感染者 感染者

黄疸 有或无 常无

ALT升高  500-1 000 U/L 200-600 U/L

IgM抗HBc(滴度) > 1 1000 (-),或< 1 1 000

HBeAg 早期血清转换 持续(+)或转换

HBsAg 6 mo内阴转 炎症可消退,HBsAg持续

肝组织活检 小叶炎症 汇管区炎症明

明显而均匀 显,可有纤维化

病程  6 mo >6 mo

2   慢性乙型肝炎鉴别诊断

2.1各型肝炎的鉴别[3]  慢性病毒性肝炎可由HBV HBV

合并HDV或HCV引起 他们在临床 生化及组织学的

表现有所不同. (1)慢性丙型肝炎:起病隐匿 患者多有输

血或血制品史 症状较轻 多无黄疸或仅有轻度黄疸

肝 脾肿大较少 较轻 ALT轻度增高 病情活动后又

缓解 以波动的临床经过为特征 肝组织炎症较轻 界

面性炎症仅占汇管区周边一部分 小叶内炎症亦轻微

病程长期迁延后可有较重的纤维化. 病毒标志物检查可

有抗HCV和 /或HCV-RNA阳性. (2)慢性丁型肝炎 没
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有特殊的临床表现 在下列情况下需考虑本病:迅速进

展的HBsAg(+)慢性肝炎和肝硬化 抗HBe(+)/血清HBV-

DNA(-)的慢性肝炎 长期稳定的AsC病变突然激活

来自HDV感染高发区的慢性乙型肝炎患者. 在血清或肝

组织中检出HDV抗原或其RNA 血清中出现高滴度IgM

或 IgG型抗HD抗体可确定HDV的慢性感染. (3)重叠感

染其他病毒: 鉴别引起病变活动的病原体的最确切方法

可能是肝内特异性CTL对感染细胞的杀伤效应 但难以

常规检测. 外周血检出的病毒不一定是引起肝病变的

元凶 检出肝病变活动的病原在HAV HBV及HDV

需用各自病毒特异性IgM抗体 在HCV需用IgG型抗体

在HEV 因 IgM型抗体不够灵敏和特异 IgG型抗体可

混淆过去感染 重叠HEV感染的诊断需结合临床分析.

2.2 药物性肝炎  药物可引起各种类型的肝损害 引起

肝损害的机制可以是药物或其代谢产物的直接毒性作用

或免疫特应性. 多数药物各自引起一种病变 有些药物

可引起多种病变 一种病变也可以由不同药物引起. 药

物也可加重原已存在的肝脏病变. 药物性肝炎的临床表

现如一般肝炎 继续应用病因性药物可使肝组织炎症激

活 广泛的汇管区和汇管区周围炎 以及明确的纤维化

支持慢性药物性肝炎的诊断. 应用某些药物的慢性HBV

感染者 病情加重时需考虑药物反应. 这类药物包括双

醋酚丁 甲基多巴 异烟肼 酮康唑 硝基呋喃噻啶等.

一般停药后临床和生化改变可有不同程度的改善或恢

复 再次用药后病变可复发加重.

2.3 中毒性肝炎  为除药物以外其他物质引起的肝脏的毒

性损害 其表现和发生机制基本同药物性肝炎. 一般消

除毒性物质后 临床和生化改变可有不同程度的改善

或恢复 再次接触有毒物质时肝损害可复发加重. 也有

一些剧毒物质可引起不可恢复的肝损害 甚至引起死

亡.

2.4 酒精性肝病  酒精性肝病已成为我国仅次于病毒性肝

炎的第二肝病病因. 国外有人报道每日饮酒精80 g 连

续5 a后即可有人成为肝硬化. 酒精性肝病可分为单纯型

(纯由酒精引起)和混合型(伴有HBV或HCV感染) 后

者在组织学上为酒精肝纤维化和病毒性慢性肝炎的混合

表现. 酗酒者慢性肝炎除有过量饮酒所致肝损伤外 更

可有某种免疫学机制在起作用. 典型酒精性肝炎与慢性

乙型肝炎容易鉴别,但以各种程度肝细胞损害纤维化为特

征的酒精性肝纤维症一般无炎细胞浸润. 部分病例于扩

大的Glisson囊及纤维间隔可有轻度淋巴细胞浸润 须

与慢性乙肝鉴别.

2.5 脂肪性肝炎(脂肪肝)  是指非酒精性脂肪肝 严重

者可发展为肝硬化. 脂肪肝为营养障碍性肝损害之一

多并发于肥胖或糖尿病患者 与酒精性肝损害不易鉴

别. 脂肪肝多见于肥胖者 女性较男性多见 伴有糖尿

病 高脂血症者为易发因素. 肝脂肪沉着 小叶中心部

肝细胞周围性纤维化和小叶中心性或小叶周边性马洛里

小体可帮助鉴别. 该病也不乏有Glisson囊及窦内出现淋

巴细胞浸润者 须与慢性乙型肝炎鉴别.

2.6自身免疫性性肝炎  自身免疫性肝炎(autoimmune hepatitis

AIH)原因尚不清楚 但可除外其他损害肝脏的多种因

素 如病毒 药物 遗传性和代谢性肝损伤. AIH在我

国较少见 约占慢性肝病的10-20 % 女性多于男性(4

1). 目前将抗核抗体(ANA)和 /或抗平滑肌抗体(SMA)阳性

者列为I型 发病年龄有10-20岁和45-70岁两个高峰.

将抗肝肾微粒体抗体(LKM)阳性列为 型,多见于2-14岁

的儿童,成人仅占4 % ANA和 SMA均为阴性. 通常是

中年妇女有自身免疫表现的慢性肝炎. 其黄疸 蜘蛛

痣 肝掌 脾肿大等较慢性乙型肝炎多见 并可有闭

经等内分泌障碍 还可有肾炎 关节炎 心肌炎及心

包炎等多脏器病变. 自身免疫性肝炎以检出自身抗体为

最明显的特征 约75 % 可检出抗核抗体 65 % 可检

出抗平滑肌抗体 25 %可检出抗线粒体抗体 同时存

在 球蛋白明显增高. 该型肝炎的另一特点就是用肾上

腺皮质激素治疗有效.

2.7肝豆状核变性  肝豆状核变性亦称Wilson病 为遗

传性铜代谢障碍引起的疾病 以肝硬化 锥体系统神经

症状和角膜色素环(K-F环)三联征为突出的临床表现. 半

数患者首先发现肝脾肿大 肝功能异常 长期ALT轻度

升高 易被误诊为慢性病毒性肝炎. 本病已成为儿童及

青少年肝病较多见的病因之一. 血清铜蓝蛋白减低 尿

铜增多 肝活检铜含量增多. 治疗可试用D青霉胺和硫

酸锌等排铜药物. 有条件可行异体原位肝移植手术.

3   HBV感染的常见并发症[4]

HBV感染属不严格的嗜肝性感染 病变主要表现为肝

脏损害 但HBV还具有泛嗜性特点 除主要在肝细胞

内繁殖外 还可在骨髓细胞 P BM C 肾脏 心

肺 肠 胰 脾 脑等多种组织器官中检出.  虽然

HBV在肝外组织器官中的量少 病毒蛋白的表达常不完

全而较少发生病变 但由于免疫复合物或其他免疫机制

介导 仍可出现一些肝外表现和并发症 其中主要以肾

脏 胆道 胰腺及血液系统合并症为主(表2).

4   病变活动性检测和评价

慢性HBV感染以后的最终结果取决于病变的活动与否.

慢性乙型肝炎的活动性病变是在病情进展中的病变 主

要包括慢性乙肝轻度B亚型(界面性炎症) 中度(桥接坏

死) 重度(融合坏死 花结形成)和活动性肝硬化(结节周

围界面性炎症)等 有发生肝炎后肝硬化 重症肝炎或肝

衰竭的可能性. 非活动性病变是病情稳定的病变 主要

包括灶性炎 反应炎 慢性乙肝轻度A亚型(汇管区炎)

活动静息后的残余病变和非活动性肝硬化 病情即使迁

延或已有小叶改建 只要炎症吸收 预后仍较好. 因而

区分病变的活动性和非活动性是十分必要的 二者虽然

是相对稳定的 但也是可以相互转变的[5].

        临床症状 体征和实验室检查的多种参数都是非特
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异性的 并不能准确地反映病变的特点 因此难以作

为鉴别活动性的可靠依据. 若无肝组织病理检查 有时
很难明确诊断. 肝穿刺组织学病理检查虽是确诊慢性乙
型肝炎的金标准 但有时由于病变分布不均匀 仍有
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1   儿童与乙型肝炎

我国是乙型肝炎的高发区 从人群总体乙型肝炎病毒
(HBV)感染率分析 大约10 %的儿童也被HBV所感染.

绝大多数儿童慢性肝炎仍以慢性乙型肝炎为主 好发年
龄7-9岁 男性多见 其中大约10 %为二重感染. 新生

儿和幼儿感染HBV后 因免疫耐受及免疫系统发育不全
等常形成携带状态或轻型慢性乙型肝炎 相当一部分成

人原发性肝细胞癌由此发展而来. 因此 儿童乙型肝炎
的防治具有重要的临床意义.

1.1 传播途径  母婴传播是儿童感染乙肝病毒最重要的传
播途径 具体包括宫内感染 分娩时感染 出生后密切

接触感染. 据统计 母亲呈HBsAg和HBeAg双阳性分娩
的婴儿 其HBV感染率高达95 % 其中大部分在分娩

表2   HBV感染的常见并发症

并发症 肝炎病期 发生频率 可能机制

相关性肾炎 多见于AsC 儿童不少见 循环免疫复合物沉积 病毒侵袭

轻型肾病 急性乙肝 不少见 不明

肾小管酸血症 慢性肝病 较少见 肝 肾抗原交叉免疫

胆道感染 急性乙肝,慢性肝病 约50 % 病毒侵袭 细菌感染

急性胰腺炎 重型乙肝最常见 很常见 病毒侵袭

溶血性贫血 急性或慢性乙肝 较常见 传缺陷 自身免疫

再生障碍性贫血 肝炎恢复后 罕见 病毒损害骨髓细胞 染色体异常

表3   慢性乙型肝炎活动性与非活动性的鉴别

活动性慢性乙型肝炎 非活动性慢性乙型肝炎

症状重 黄疸 肝脾肿大 ALT 持续增高(确诊) 症状轻微(可能确诊)

出现肝外病变 或自身抗体阳性(很可能确诊) 罕见

血清白蛋白偏低 球蛋白偏高(很可能) 罕见

血象一种或数种血细胞降低(可能) 罕见

症状虽轻微 观察中病情有较大的波动(可能) 症状轻微 长期稳定(很可能)

虽抗HBe 阳性 病情仍活动(很可能) 抗 HBe 阳性 病情稳定(确诊)

明显的界面性炎症伴桥接坏死(确诊) 汇管区炎 界板完整(确诊)

无汇管区周围炎 但腺泡内炎症明显(可能取样不足)

偶尔误诊的可能. 表 3列举了部分鉴别的要点 对判定
慢性乙型肝炎的活动性可能有所帮助. 正确的鉴别有赖
于临床资料和病理检查的综合分析 对一时难以确定

的病例 进行定期复查将能提高确诊率.
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过程中感染 10-20 可能为宫内感染. 宫内感染的具

体分子机制尚不十分明确. 已证实母乳 唾液中均含低

滴度HBV DNA 可通过破损的口腔 消化道黏膜感染

婴儿 故HBsAg HBeAg 双阳性或HBV DNA 阳性的

母亲应避免母乳喂养.

1.2 儿童的病理生理特点  胎儿期肝胆系统不断生长发

育 出生后仍在继续分化成熟中 学龄前儿童才逐渐

接近成人. 儿童肝脏的病理生理等方面与成人有较大差

异 年龄愈小差别愈大. 儿童肝细胞对一些必需酶类的

合成能力较低 其分解 合成 贮存和解毒等功能均不

完善. 婴幼儿对感染的免疫应答不成熟 宫内暴露的一

些母源性抗体可削弱新生儿的免疫应答 导致儿童感染

HBV后易于形成慢性化或携带状态 即使发病其症状也

明显较成人轻. 感染的年龄越小 免疫耐受性越稳定这些特

点导致儿童乙型肝炎诸多与成人不同之处(表1)[1].

表1  儿童肝脏的生理特点与乙型肝炎临床表现的关系

儿童肝脏生理特点  儿童肝炎临床特点

质量相对较大   肝肿大显著

血流量相对较多   对缺氧敏感 易受损

肝细胞再生能力强   病毒清除后易恢复

免疫系统发育不全   炎症较轻 易慢性化

结缔组织发育不全   较少发生肝硬化

合成活跃肝细胞易受损   低白蛋白血症 凝血酶原降低灭活功能较低

  高醛固酮血症, 浮肿, 肝掌 蜘蛛痣等

1.3儿童乙型肝炎临床特点[2]  (1)急性乙型肝炎儿童感染

HBV后少数发生轻型急性乙型肝炎 大多是亚临床或轻

型慢性乙型肝炎. 与成人比较 儿童急性乙型肝炎发病

更快 全身症状明显,前驱期的上呼吸道和肠胃道症状较

突出 黄疸较轻微而肝肿大较明显 病期短于成人(2-4 wk).

无黄疸者为大多数 但不易发现 易误诊为急性胃肠

炎 腹泻 上呼吸道感染等. 黄疸前期大多患儿有发热

少数高热 大多仅持续1-3 d,少数可达1 wk. 可有鼻塞

流涕 咳嗽 咽充血等呼吸道症状. 消化道症状可有食欲

不振 恶心 呕吐 婴儿多有腹泻. 绝大多数患儿肝脏肿

大 脾脏也常肿大. 某些患儿出现颜面毛细血管扩张 蜘

蛛痣或肝掌 与儿童肝脏的雌激素灭活功能低下有关

勿诊断慢性肝炎或肝硬化. 极少的儿童急性乙型肝炎可

发展为急性肝衰竭 可能与HBV前C区变异有关. 尚有

淤胆型 亦少见. 进入恢复期在2-4 wk内黄疸可消退

ALT下降至正常 肝脏脾脏可在2-3 mo内恢复正常. (2)

慢性乙型肝炎儿童感染HBV 还常见于下列慢性临床经

过: (a)慢性迁延性过程 儿童感染HBV后 病程迁延6 mo

以上不愈. 多黄疸 常有疲乏 纳差 易呼吸道感染等.

肝脏轻-中度肿大 一般脾脏不大. 血清转氨酶值有时波

动. 慢性活动性过程 病情较重 多伴脾大 ALT 值增

高 球蛋白值增高 以及各种自身抗体如类风湿因子

抗核抗体等出现. (b)慢性HBV携带者  感染HBV后症状

好转或始终无症状出现 但血清HBsAg持续阳性超过6 mo

以上 甚至 10 a; HBV DNA阳性. 有的HBsAg浓度很

低或消失 表现为抗HBc HBV DNA单项阳性. (c)隐

匿HBV感染  HBV标志物阴性而HBV DNA阳性 但HBV

DNA可以阴转 常见于乙肝恢复期和无症状的儿童中.

(3)可有下列并发症: (a)乙肝病毒相关性肾炎可呈无症状

性血尿和或蛋白尿 急性肾炎综合征 肾病综合征 急

性肾衰 以肾炎综合征为主. 造成临床表现多种多样的

原因可能与HBV具有多种抗原且各种抗原 抗体分子量

大小以及带电荷不同所致免疫复合物沉着部位不同 从

而表现出多样性的临床特征. 目前HBV与儿童膜性肾病

之间的关系已得到大多数学者公认 且发现HBeAg与膜

性肾病可能有关. 症状以肉眼或镜下血尿为主 水肿及

高血压相对较轻 肾功能多在正常范围. (b)血清病样表

现可见皮疹 关节炎症等. (c)婴儿丘疹样肢皮炎  为乙型

肝炎感染在婴幼儿时期有皮肤病变的特殊类型,其面部和

四肢有非化脓性红色丘疹. 血清中检测出HBsAg阳性率相

当高. 病毒亚型绝大多数是ayw. (d)其他再生障碍性贫血

结节性动脉周围炎 过敏性紫癜等. 儿童慢性乙型肝炎也

可进展至肝硬化甚至肝细胞癌 但很少见.

1.4 预防  鉴于目前尚无令人满意的抗HBV药物 因此

同时做好预防工作比单纯治疗更为重要. 现有基因工程

疫苗较血源性疫苗安全 免疫性强 保护率更高 但使

用中还有不少问题. 如仍有10-20 %的人不能产生保护

性抗体 达到起保护作用的抗体滴度维持时间有限(儿童

可能仅4-6 a). 近几年来还发现有HBV变异株 可使已

有免疫力者再感染. 但乙型肝炎最终控制的希望还是在

于疫苗 如目前的研究热点DNA疫苗. 优质的疫苗结合

严格的免疫程序 希望在不远的将来乙型肝炎成为继天

花 脊髓灰质炎后又一个依靠疫苗消灭的疾病. 接种对

象应以可能发生母婴传播的婴儿 母亲和入托的学龄前

儿童为重点. HBsAg HBeAg和HBV DNA阳性母亲的婴

儿免疫失败率较高 可达55 . 目前认为主要是宫内感

染HBV 使表面抗体产生较慢或滴度较低. 孕妇在产前

多次注射乙肝疫苗和乙肝免疫球蛋白 可能提高体液免

疫反应 降低宫内感染 但具体方法还不成熟[3].

1.5 治疗  总体治疗原则同成人患者 尚须结合儿童的

特点. 儿童的营养要求高于成人. 适当的营养在儿童肝炎

的治疗中很重要. 急性期应合理地安排饮食. 根据需要和

可能进行三高饮食(碳水化合物 蛋白质 维生素) 以

病儿食欲及耐受程度为准 恢复期食欲有可能亢进 应

注意适当控制 勿进食过多. 急性肝炎病儿经休息 适当

的营养即可恢复健康 不必应用太多的药物.慢性肝炎病

程较长 症状较多 发病机制比较复杂 须根据病情全

面分析 采用适当药物进行综合治疗 其中抗病毒治疗

无疑是最关键的(表2). 儿童慢性乙型肝炎的抗病毒治疗现

状与成人类似 尽管 干扰素(IFN- )有效率不高 但目

前还是抗HBV的一线药物. 总体疗效并不理想 HBV基因

组的多样性可能是重要原因之一.  美国肝病学会的推荐儿
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童6 MU/m2 3次 /wk(不超过10 MU)疗程4-6 mo 依病

情可延长至1 a[4] . 国内可按实际使用的成人剂量调整.

         HBV对拉咪呋啶(lamivudine)耐药性的产生和诱导变

异使其长期疗效并不令人满意 与 IFN 常规联用的

长期疗效可能并不优于单用 IFN 延长疗程也未获

良效[5] 国外已有不主张使用者[6]. 12岁以上儿童最佳剂

量为3 mg/kg 1次 /d.

        阿德福韦(adefovir)由美国Gilead公司生产 国外的

注册商品名为Hepsera 已在美国批准上市 为安全起

见还未用于儿童. 阿德福韦是腺嘌呤核苷类似物 同拉

咪呋啶的作用类似 也可以强有力地抑制乙肝病毒

DVA复制,使HBV DNA的滴度迅速降低或转阴 据报告

其有效率同拉咪呋啶接近或更高[7]. 但阿德福韦对拉咪呋

啶应用后出现的YMDD变异株(包括YVDD和YIDD变异)

病毒有很强的抑制作用 强度不低于对野生株的作

用 因此可用于对拉咪呋啶耐药的患者 也可以用于

对拉咪呋啶不敏感的患者. 二是成人长期用药后(目前已

用药2 a以上)未发现任何与药物有关的病毒变异现象

因此也就未发现与病毒变异有关的耐药现象. 有希望不

久可用于儿童.

2   孕妇与乙型肝炎

妊娠以后 孕妇新陈代谢增加,营养消耗过多 机体发

生一系列生理变化. 妊娠期肝炎以乙型占绝大多数. 随妊

表2  儿童慢性乙型肝炎治疗策略

HBeAg HBV DNA ALT 治疗策略

+ + <2倍正常值 IFN- 及拉咪呋啶效果差, 监测患者若ALT升高,可以考虑治疗

+ + >2倍正常值 IFN- 及拉咪呋啶治疗,对 IFN- 无效或有禁忌证的患者,拉咪呋啶治疗

- + >2倍正常值 IFN- 及拉咪呋啶治疗 需要长期治疗

- - <2倍正常值 不需治疗

+/- + 肝硬化 代偿期:IFN- 及拉咪呋啶治疗(密切监测患者)失代偿期:拉咪呋啶,目前未定最佳疗程.

+/- - 肝硬化 代偿期:观察 失代偿期:肝移植

表3  妊娠期黄疸的鉴别诊断

肝组织学 妊娠期 黄疸 临床表现 ALT

急性脂肪肝 脂肪变 36-40 wk 呕吐,1-2 wk后黄疸 脑病 肾衰 出血 增高

妊娠期肝 灶性淤胆 7 39 wk,再孕 瘙痒后见黄疸 消化道症状 肝肿痛 正常

内淤胆 再发 增高

先兆子痫 出血 梗死性坏死 20wk 少数为溶血性 水肿 高血压 蛋白尿 正常

毒血症 黄疸 DIC 增高

娠周数的增加 妊娠期肝炎的发病率 重症肝炎的发

生率及死亡率亦增加 肝炎和妊娠间互有影响也加

重 对胎儿及新生儿可造成威胁 甚至早产 死胎.

2.1 妊娠期生理特点  妊娠期肝大小和组织学正常. 妊娠

时肝脏的负荷增加 子宫压迫引起门静脉系统循环减

缓 导致肝脏处理解毒能力的相对和绝对下降 并随妊

娠期增加而更趋严重. 2/3健康孕妇因雌激素过高出现肝

掌和蜘蛛痣 而分娩后很快消失 原因就在于此. 正常

妊娠不会引起ALT和AST的升高 而血清ALP自妊娠

开始就逐渐升高 分娩时达正常2-4 倍 产后2-8 wk

恢复正常. 妊娠中期白蛋白下降大约20 % 而 和 β球
蛋白末期轻度升高 球蛋白末期可轻度降低. 妊娠时

期的免疫状态轻度降低对HBV感染的发生发展无明显

影响.

2.2 妊娠期肝炎临床特点  除一般的肝炎症状外 在肝

炎基础上合并妊娠其妊娠反应可较重 而孕期乙型肝

炎可发生在妊娠的任何时间 症状如恶心 呕吐 疲

乏 不适 可类似正常妊娠反应. 孕妇乙型肝炎与同龄

妇女在发病后的临床过程 生化试验和肝组织病变并

无明显差异. (1) 乙型肝炎对孕妇的危害病毒HBV携带者

早孕反应加重 妊娠中 晚期妊高征发生率增高 其

原因可能与肝脏功能有损害时 对醛固酮灭活能力下

降有关. HBsAg阳性产妇比阴性产妇的产后出血 切口

感染 宫内感染增多. 实际上对所谓HBV携带者活检可

见基本肝组织正常者只有1/2 左右 其余均为慢活肝

脂肪肝等 而且妊娠使肝脏受损可能性更大 更重

故不可掉以轻心. (2)妊娠对乙型肝炎的影响仅个别情况

妊娠可致HBV 携带者病变活动 轻型患者如多次妊

娠 或产后哺乳 可能加重病情. 较重的慢性乙型肝炎

或肝硬化患者 常有闭经和性欲减退 很少怀孕. 怀孕

后尤其在妊娠期晚期肝脏负荷达高峰 易引起肝脏大

块坏死性病变 临床发生急性或亚急性重型肝炎 导

致肝功能衰竭. 另外在妊娠期由于内分泌变化 卵巢和

胎盘产生激素增多 妨碍肝脏的脂肪运转及胆汁排
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泄 可造成肝内胆汁瘀滞而发生瘀胆型肝炎. (3)乙型肝

炎对妊娠的影响国外以往多认为肝炎对妊娠除早产率较

高外 无其他影响 产儿的存活率取决于分娩时其成

熟程度 与母亲病情直接关系较小 但目前观点以有

所变化[8]. 国内统计早 中期妊娠约有20-30 %流产

尤其以中 晚期妊娠者胎儿及新生儿死亡比较高 其

原因主要是此期重型肝炎发生率过高. 在妊娠末期发生

的急性乙型肝炎 可能引起早产 死产和新生儿窒息.

慢性乙型肝炎已经静息 肝硬化者的代偿功能良好

可能无明显妨碍 但亦可引起早产 死产或新生儿窒息.

死亡率以晚期妊娠患者最高. HBV感染对胎儿似无致畸作

用 亦不引起先天性疾病. 肝炎患者流产 早产及胎死率

较高,其原因可能有全身病毒血症 胆红素代谢障碍 血

中胆酸含量增高 共同刺激易引起子宫兴奋收缩.

2.3 鉴别诊断  孕妇出现黄疸必须与以下可引起妊娠期黄

疸的疾病鉴别[1] 见表 3.

2.4 治疗处理及预后  对肝炎的处理在孕妇与非孕妇的原

则相同. 目前大部分临床肝炎治疗用药对孕妇禁用或慎

用 加上孕期肝脏负荷较大等因素 孕期肝炎的恢复

常不理想 肝功能持续恶化者不在少数 治疗较为棘

手.具体用药可根据经验和药物说明来选择 尽可能减

少药物数量和种类 治疗时间选择妊娠中晚期 可不

必等妊娠结束后才进行抗病毒治疗.患有乙型肝炎的妇

女 最好在HBV DNA阴转及肝功能基本正常6 mo后怀

孕 妊娠晚期斟情使用抗病毒治疗 拉咪呋啶可试用[9].

       妊娠早期发生肝炎一般较轻 妊娠对轻 中型病毒

性肝炎也没有明显的影响 预后大多良好 可在密切

观察下继续妊娠 但须特别注意休息和营养. 早期重型

慢性乙型肝炎和代偿性肝硬化 食管静脉无明显曲张

无明显出血倾向 孕妇年龄不大 若患者要求也可在密

切观察下继续妊娠. 妊娠中 晚期发生肝炎 尤其是中晚

期重型肝炎或失代偿的肝硬化 妊娠和肝炎相互影响较

大 常促使流产 早产 死胎 死产和产后大出血 最

好尽早终止妊娠 妊娠末期发生急性乙型肝炎 应密

切观察病情. 如病情较重 须警惕加重为急性肝衰竭

此时不一定终止妊娠. 因衰竭的肝脏常难负荷较大手

术 应尽量避免剖腹产. 胎儿确已死亡者及早引产有利

于肝功能恢复 可用产钳以缩短产程. 对有凝血机制障

碍者 产前适当补给维生素 K 少量新鲜冰冻血浆

尽量减少会阴切开术及剖宫产术 必要时加强对切口

护理 同时应用对肝损害小的广谱抗生素预防感染. 对

晚期妊娠的暴发型肝炎及早应用大量冻干血浆有预防弥

散性血管内凝血所致大出血的作用[3].

3   HIV感染者与乙型肝炎

人类免疫缺陷病毒(HIV)与HBV具有许多重要共性 如

二者有相似的传播途径 故二者重叠感染的机会是非

常大的. 目前尚无国内HIV/HBV重叠感染率的准确报道,

根据国外报道HIV/AIDS患者的HBV感染率高达61-95 %

从国内HBV的高感染率推测HIV/HBV重叠感染率也相

近. HIV/HBV重叠感染患者男性显着高于女性 青少年

患者占半数以上 HIV/HBV的传播途径主要为血液和性

乱传播. HIV/HBV的重叠感染可改变HBV自然病史 加

剧HIV感染的病程 严重影响临床防治[10].

3.1 临床特点  HIV/HBV重叠感染者的起病多较缓 肝

病的临床症状多不明显 主要特征为长期发热 消瘦

全身酸痛 浅表淋巴结肿大 慢性腹泻及瘙痒性皮炎 但

无特异性. 重叠感染者中HBsAg HBeAg阳性而无症状

者比例明显增多 急性肝炎极少(<5 % ). 试验室检查总

胆红素 ALT轻微异常者居多 持续时间较长. 死亡率非

常高.

       HIV/HBV均可感染淋巴细胞和肝细胞 并在分子水

平上相互影响 HIV可增强HBV的感染力. 体内外试验

表明 HBV的 蛋白亦可刺激HIV的潜在基因 并作

为协同因子增强HIV复制 促进HIV病情发展及传播.

HIV/HBV重叠感染后 HIV所致的免疫功能紊乱可使

HBV的自然病程发生改变 大约20 %的患者可发展为

携带状态. Gilson et al [11]认为HIV/HBV重叠感染可致肝

细胞表达HBsAg和DNA聚合酶活性增加 血液中HBV

DNA显著增高 并可使原已无法测出HBsAg的乙型肝

炎患者的HBV DNA被重新检出 但ALT峰值低 肝

组织学损害轻微. 由于慢性患者的肝损害主要属于 细

胞介导的细胞毒性免疫性肝细胞溶解反应 HIV 致使

细胞毒性 细胞减少 因而患者临床症状轻微 体征

和组织学改变不显著[12].

3.2 预防及处理  吸毒和性乱人群的HBV感染率明显高

于当地一般人群 提示该人群特殊的社会行为与HBV

感染有关 如静脉吸毒共享注射器及使用未消毒的注

射用具和毒品稀释液有密. 因此 加强对该类人群的管

理 杜绝其不良的社会行为 提倡使用一次性注射器

和进行安全性性行为的教育 不仅对降低HBV感染率

而且对阻断HIV的传播都具有十分重要的意义[13].

       肝炎活动时治疗原则同成人患者 可根据具体情况

调整. 尽管HIV/HBV重叠感染者肝组织学损害轻微 且

极少有肝硬化及暴发性肝炎发生 但HBV 复制增强

促使HIV难以根除并加速AIDS临床症状恶化 抗病毒

治疗更为棘手. 拉咪呋啶及干扰素对HIV/HBV重叠感染

疗效都不理想,治疗4 a以后约有90 %耐药. 阿德福韦用

于HIV/HBV重叠感染者的疗效尚待观察.
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0   引言

乙型肝炎病毒是一种嗜肝病毒 感染肝组织后 常使

肝脏出现一定的病理变化 通过对活体或尸解肝组织病

理检查 可以对病变的器官或组织直视地观察形态和结

构的改变 了解病变的发展阶段及其趋势 分析判断机

体的抗病毒机能状态 是明确诊断 判断炎症活动度 纤

维化程度以及药物疗效的金标准. 此外 采用分子病理学

的检测技术还可以对肝组织中的乙肝病毒的抗原或核酸进

行原位检测 以验证或确定HBV的感染及病毒复制状态.

1   慢性乙型肝炎与肝脏活检

限于尸体解剖的广泛开展 更多的病理诊断是基于肝

脏活检. 尽管1.5 cm长的肝针吸组织仅占肝组织的1/10万

但许多肝脏疾病时所出现的病变较为均一 能较准确地反

映肝组织的病变指导临床工作. 40 a前 Schiff 的 1 324例

肝活检资料中 约 75 % 为临床诊断提供了重要帮助

约50 %的检查结果证实了临床诊断 大约25 %的病理检

查改变了原临床诊断. 近年来的分子生物学突飞猛进 更大

大地提高了病理检查在肝病诊断的价值.

        肝脏具有强大的代偿功能 常常可以观察到肝组织

病变十分明显 而临床症状及实验室改变缺如或轻

微 有时会在肝组织形态学改变很久以后 才会出现

临床和实验室检查的异常. 病毒性肝炎是一种变质为主

的炎症 慢性乙型病毒性肝炎除具有肝细胞胞质疏松

化 气球样变 嗜酸性变性以及点 灶性坏死等基本病

变外 汇管区及汇管区周围炎症常较明显 较重者可出

现碎屑坏死 桥接坏死及融合性坏死. 慢性乙型肝炎时

常可见到三种桥接坏死形式中的两种类型 汇管-汇管

型桥接坏死最常见于慢性活动性肝炎 多数学者认为是

碎屑坏死扩展而成. 汇管-中央型桥接坏死多见于较重

的慢性活动性肝炎 从周边坏死扩大至小叶中央区 破

坏小叶结构 较易进展成肝硬化. 据资料统计 桥接坏死

者中约18 %能进展成肝硬化. 多小叶融合坏死也常导致

小叶结构紊乱. 坏死常导致不同程度的肝纤维化 包括汇

管区 汇管区周围纤维化 局限窦周纤维化及纤维间隔

形成.

2   慢性病毒性肝炎的病理学诊断标准

2000 年由中华医学会传染病与寄生虫学分会修订的

病毒性肝炎防治方案 中 将慢性病毒性肝炎病变

炎症活动度(G)及纤维化程度(S)分别分为G1-G4和S0-S4. 当

肝小叶中出现肝细胞变性 点 灶性坏死或凋亡小

体 汇管区无或有单个核细胞浸润 扩大 无或有

限局性界面性炎症 而小叶结构完整时 肝组织学改

变可为G1-2及 S0-2 临床上为轻度慢性肝炎. 当小叶

内炎症明显 出现融合坏死或少数桥接坏死 汇管区

界面性炎症明显,约50 %的界板被破坏,出现纤维间隔. 但

小叶结构大部分仍保存时 肝组织的病变为G3及S1-3

临床上为中度慢性肝炎. 当汇管区炎症严重或伴重度碎

屑坏死 桥接坏死累及多数小叶 以及大量纤维间隔形

成 致使肝组织结构破坏时 肝组织病理学诊断为G4及

S2-4 临床上为重度慢性肝炎.

       临床上诊断为轻度 中度和重度慢性肝炎者,经肝组

织病理检测,其符合率分别为75.8-85.7 % 43-45.1 %

及 28-55.6 %. 因此 临床上诊断为慢性肝炎中 重度

者有必要采用肝穿刺活检证实. 临床上诊断为轻型肝炎

的患者中有 1/4-1/5 经病理证实为中 重度 甚至是

早期肝硬化. 一些资料表明慢性肝炎中度和重度较轻度

有更好的抗病毒治疗效果 因此 通过肝组织的病理

检查及分级 结合患者的血清转氨酶和病毒水平 能

更准确的预测哪些患者可能获得抗病毒治疗的效应[1].
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        在对肝组织炎症和纤维化进行半定量评估以及比较

抗病毒治疗疗效方面 最常用的是Knodell et al [2]的组

织学活动指数(histological activity index HAI)评分系

统 分别按界面性炎症 及桥接坏死的程度按0-10分

评定 按小叶内肝细胞变性和坏死的范围及汇管区的

炎症状况分别记分为 0-4 分 按纤维化的程度分别记

1-4分. HAI 值可以综合反映肝组织的损伤程度. 此外

根据治疗前后的分值变化来评定药物治疗的效果 如

治疗后较治疗前总分值 2分以上者为改善 HAI变化

1& 1 为未改善 HAI 上升 2分时为恶化.

        Knodell评分系统在炎症活动度方面划分较细致 易

于掌握 但在纤维化分值方面偏低 过于简单. 其后

Scheuer (1991年) Ludwing (1993年) Desmet (1994年)

Ishak(1995 年)et al相继提出了修改方案. 1994 年法国

Chevallier et al [3]提出了纤维化的形态结构与间隔数量相

结合的半定量评分系统较为合理 随后国内王泰龄又加

以修改[4] 此方案除根据小叶内的纤维化及汇管区的间

隔长度给予一定分值外 还将纤维间隔的数量和宽度

分值相乘并2 倍化 这样仅在纤维化方面 最大分值

可达到29分 抗纤维化治疗显效的标准为治疗后较治

疗前计分 5 分 有效为 2 分.

       慢性乙型肝炎除汇管区炎及其界面性炎和纤维化外

毛玻璃样肝细胞的出现有助于乙型肝炎慢性化病变的诊

断. 在镜下其形态特点为肝细胞胞质内可见卵圆形或圆

形的斑块 有时其边缘呈空晕状 HE染色后呈浅依红

色 细颗粒状 具有毛玻璃的外观. 电镜下可见成丛增生

的滑面内质网 在囊内含有丝状HBsAg 地衣红或醛品

红可显示病毒抗原中的二硫键 也可通过免疫组化证实.

毛玻璃样肝细胞多见于HBV无症状携带者和轻度慢性

肝炎 多属免疫耐受期的病毒高度复制状态. 临床上一

些诊断为急性病毒性肝炎者肝组织中查见毛玻璃样肝细

胞时 可诊断为慢性肝炎急性发作. 鉴于光面内质网增

生聚集改变无特异性 在一些药物性肝损害等非特异

性病变时也可观察到毛玻璃样肝细胞 需经免疫组化

检测HBsAg 阳性 方可定为慢性HBV感染.

         慢性乙型病毒性肝炎肝组织中也可见到不同程度的

肝脂肪变性 肝脂变多为小泡性 弥散分布. 近来我们发

现一些慢性乙肝肝组织中具备酷似非酒精性脂肪肝病变

特点 如汇管区病变轻微,位于小叶 区 占据肝小叶2/

3的大泡性脂变混杂以胞质疏松化或气球样变的肝细胞,

脂性肉芽肿等. 经免疫组化显示HBsAg或HBcAg阳性信

号出现于胞质疏松化或气球样变的肝细胞质或核内,表明

慢性乙型肝炎时同样也存在有肝脂肪变性. 其他的一些

肝组织学改变也有助于慢性肝炎的诊断 如肝实质炎症

轻 汇管区病变重 汇管区周围炎伴色素性吞噬细胞. 汇

管区淋巴细胞滤泡形成 小叶内及汇管区浆细胞浸润而

甲型肝炎IgM抗体阴性以及汇管-中央型桥接坏死或汇

管-汇管型桥接坏死出现均提示慢性化.

3   慢性乙型肝炎的分子病理学检测

在病理检测工作中常可见到一些慢性无症状HBV感染

者 即血清学病毒标志阳性6 mo以上 无肝病相关症

状和体症 血清转氨酶正常者 其肝组织中甚至存有

G3以上的炎症性病变.

        骆抗先 et al 曾报道一组261例慢性无症状携带者的

肝组织检查结果 正常者仅约10 % 灶性炎和非特异

性反应性炎症占45 % 有汇管区炎的轻度慢性肝炎约

为25 % 有明显小叶病变的慢性炎症和有界面性炎症

的慢性肝炎各约10 % 其中有个别病例已是早期肝硬

化[5]. 杨柳明 et al [6]报道的327例转氨酶正常的慢性乙型

肝炎感染者中,均有炎症及不同程度的肝纤维化 其中

G3占23例(7%);S3-4为 33例(10.1%).

        免疫组化和原位杂交等分子病理学检测手段有助于

慢性乙型肝炎的病原学诊断. 约 30-40 %的血清病毒学

标志全阴性的患者经免疫组化可检测出肝组织HBsAg

或/和HBcAg阳性. 在血清学HBV阳性的肝组织中HBsAg

的检出率约为78-94 % HBsAg阳性细胞在肝组织中的

分布极不规则 故临床送检单注明血清HBV标志阳性

时而免疫组化呈阴性结果时 需重复作免疫组化检测.

此外 用HBsAg阳性细胞在肝组织中的数量进行半定

量分析是不可靠的.

        根据HBsAg在肝细胞胞质中的分布形态可分为包涵

体样型 周边型 弥漫型 膜型和过渡型 有时同

一肝组织切面可以观察到几种类型HBsAg的表达. 其中

以包涵体样型最为多见 其次为弥漫型 指阳性物质

呈很细的颗粒状,均匀地分散在肝细胞胞质内 此型尤

多见于血清HBeAg和HBV DNA阳性患者;其余各型并

不多见,检出率在10 %以下.

        HBcAg的检出率在61-75 %左右. 根据阳性物质的分

布形态可分为核型 浆型和膜型.核型和浆型常混合存

在,单独膜型表达甚为少见.

         一般情况下 浆型和膜型HBsAg及HBcAg的表达

提示有HBV的活跃复制 肝组织多有活动性的炎症病

变 而包涵体样型或周边型HBsAg和核型HBcAg则多

与HBV DNA整合状态有关 肝组织炎症病变多相对静

止. 抗病毒治疗后 肝组织中HBcAg浆型转变为核型以

及肝细胞内HBcAg减少也往往作为抗病毒治疗有效的观

测指标之一.

       Pre-S1和Pre-S2在肝组织中的检出率略低于HBsAg

约为55-65 % 其表达类型及分布同HBsAg. HBeAg阳

性物质在肝细胞中表达较HBsAg或HBcAg弱 分布与

后二者类同.

        一些文献曾认为 乙型肝炎e抗原阳性者 很可能

进展成慢性活动性肝炎 然而 新近的一些文献认为;

抗-HBe阳性的慢性乙型肝炎患者中肝组织炎症 坏死

及肝纤维化的程度较HBeAg阳性者严重 可能与HBeAg
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的消失可使更多的细胞毒性T细胞(CTL)进入肝组织对

感染的肝细胞进行攻击 导致肝损伤加重,也可能与

HBV前C/C变异有关[7]. HBxAg的检出率为43-73 % 多

于胞质内表达,核型和膜型少见. Pre-S1 Pre-S2

HBeAg及HBxAg一般不作为常规分子病理学检测 仅

用于一些科研检测如肝癌及癌周组织中的检测.

        根据核酸碱基互补的原理 1991年由Lan创建了肝

组切片中HBV DNA原位杂交检测技术 此技术能从形

态学方面观察病毒核酸的数量及定位,较免疫组化敏感和

特异 特别适于患者血清学病毒标记阳性而免疫组化

反复检测阴性或血清阴性 免疫组化阳性时确诊HBV

感染以及是否需采取抗病毒治疗. 与免疫组化相比 原

位杂交检测操作复杂 须选择适当的阴 阳性对照

肝细胞中病毒拷贝数较低时 不易检出. 原位PCR则结

合了PCR 和原位杂交的优点 较原位杂交提高了40-

50 % 的敏感性 但也存在操作复杂 成本高 仅适

合于特殊要求或科研.

         乙型肝炎病毒并不是严格的嗜肝病毒 借助于与前

S1受体的结合 以及细胞膜上假设的 IgG 受体 IL-6

受体 无涎糖蛋白受体以及膜联蛋白(annexin) 等

病毒颗粒能选择性的附着并侵入人体非肝细胞. 肝外组

织的HBV感染可成为病毒的贮存场所 对于乙型肝炎病

毒感染的慢性化 感染的再活动 移植肝的再度感染和

抗病毒治疗的复发 都可能起着重要的作用.

          近年来对肝组织中一些细胞因子的检测也有助于临

床诊疗水平的提高. Fas/FasL及 PCNA/Ki67的检测可以

了解肝细胞的凋亡及增生状态 肝星状细胞的凋亡及数

量减少是治疗肝纤维化逆转过程中的先期信号. 转化生

长因子 β(TGF-β)和血小板源生长因子(PDGF)等细胞因
子作为促肝纤维化的重要调节因子作用已较明确 这些

因子可直接作用于肝星状细胞和肝细胞等 使其增生

活化 分解及产生细胞外基质导致肝纤维化的发生. 采

用抗- SMA免疫组化方法 可以显示肝星状细胞的存

在 通过治疗前后肝星状细胞数量或凋亡的变化 可以

判断抗纤维化药物的疗效. 新近文献介绍了肝星状细胞

标记物 纤维母细胞激活蛋白(fibroblast activation

protein FAP)的表达与肝组织的炎症记分和纤维化程度

较 -SMA更为相关.

4   慢性乙型肝炎的病理组织学鉴别

慢性乙型肝炎须与以下其他病因引起的慢性肝炎病理组

织学病变鉴别.(1)自身免疫性肝炎 女性多见 血清

ANA SMA阳性 或LKM SLA阳性 转氨酶升高 镜

下可见界板碎屑坏死 汇管区单个核细胞尤其是浆细胞

浸润明显 通常伴门静脉周围及小叶内炎症 肝细胞脂

肪变性 有时也可见胆管损伤破坏等病变. (2)慢性丙型

肝炎 较为特征性的5项组织学改变有门脉区淋巴细胞

或滤泡形成聚集 胆管损伤 大泡性脂肪变性 小叶

内Kupffer 细胞或淋巴细胞聚集及受损细胞出现Mallory

小体样物质. 借助于血清丙型肝炎抗体和 /或HCV RNA

阳性 肝组织抗HCV NS3Ag或HCV NS5Ag免疫组化可

明确诊断. (3)药物诱发性慢性肝炎 服药史 胆汁淤

积性改变 肝细胞坏死 脂肪变性及肉芽肿有助于诊

断. 停药后数周或数月肝组织可恢复正常. (4)原发性胆汁

性肝硬化:主要的组织学改变为小叶间胆管变性坏死

基底膜破坏 并伴有淋巴细胞 浆细胞浸润 汇管区淋

巴细胞密集 甚至滤泡形成 肉芽肿出现 小叶间胆管

减少消失 细小胆管增生 肝细胞羽毛状变性 后期可

出现肝纤维化和肝硬化. (5)原发性硬化性胆管炎 肝内

肝外或肝内外胆管的纤维性炎症为特征性病理改变 表

现为胆管壁增厚 炎症细胞浸润 以及呈 洋葱 样的

纤维化. (6) 1-抗胰蛋白酶缺乏症 最特征的组织学表

现为肝小叶周围的肝细胞质内出现抗PAS阳性小体 呈

小滴状. 此外 还可出现多种改变包括肝细胞变性 巨细

胞形成 胆汁淤积 门脉纤维化 胆管炎和肝硬化. 免疫

组化可用于证实肝细胞内小体的存在 但在其他一些肝

脏病变时也可观察到这种小体 需作进一步检查. (7)

Wi l son 病 可出现类似慢性活动性肝炎的组织学改

变 包括气球样变 糖原样细胞核 嗜酸性小体及单

个核细胞浸润. 肝小叶外围部位铜过量淤积时会导致肝

细胞坏死 胆汁淤积和脂肪变性. 肝细胞内可出现铜染

颗粒及不典型的脂褐素颗粒有助于诊断 但铜也常见

于任何慢性胆汁淤积性疾病 在再生结节中呈阴性着

色 而使其特异性降低. (8) 酒精性肝病:早期为肝脂肪

变 进展可出现肝细胞水样变性 气球样变 中性粒

细胞浸润 Mallory 小体 肝纤维化及肝硬化.(9) 非酒

精性脂肪肝病 无饮酒史 肝小叶 区为主的肝脂肪

变性 混合性炎症细胞浸润 肝细胞气球样变 肝细

胞坏死 糖原核 Mallory小体以及肝脏纤维化.
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的薄壁穿刺针(针尾垫一小片棉花或扎一小片细纱布

以阻挡吸得的肝组织进入注射器) 将针栓连接硬质胶

管 以丝线扎紧 管之另端与20 ml注射器连接 内盛

3-5 ml无菌生理盐水 (3)用穿刺锥于穿刺点皮肤上刺一

小孔. 助手持注射器,术者将穿刺针通过皮肤小孔沿肋骨上

缘于胸壁垂直方向刺入0.5-1 cm. 将注射器内盐水推出少

许 以排出可能存留于针腔内的皮肤及皮下组织 (4)

抽吸注射器造成负压 嘱患者在深吸气后呼气末屏息片刻

(宜预先练习2-3次).于开始屏息时 迅速将针直线刺入肝

脏 并立即拔出 深度不超过6 cm. 将针头内的肝组织注入

甲醛瓶内或其他特定的固定液瓶内 (5)穿刺部位盖无菌纱

布 扎以腹带 压上小沙袋 平卧6 h 测脉搏 血压等.

        妊娠合并病毒性肝炎患者穿刺时间最好在孕妇妊娠

35 wk 以后 以防穿刺引起早产. 穿刺点要高于正常位

置 一般根据肝浊音界选5-6肋间平腋中线 必要时作

B超定位 穿刺深度宜浅 皮下进针4-5 cm 术后除观

察患者情况外 还要紧密观察胎儿心音变化.

       对于儿童 由于小儿的生理和心理特点 要固定好

儿童的体位 对不能合作或精神过于紧张的儿童 可在

术前给予适量的镇静剂 以免进针时儿童体位的变动

使穿刺落空 误伤相邻器官. Lachaux et al [3]对144例婴

儿和儿童进行了经皮肝脏穿刺 仅1例有出血情况 没

有引起患儿死亡. 但患有癌症和经历过骨髓移植的儿童

肝活检后易出现出血和死亡[4].

1.4 并发症  肝组织活检后 患者容易出现腹痛 出血

气胸等并发症 部分患者因此要住院处理[5]. 对于腹膜

后出血 肝被膜下血肿 感染性休克 动静脉瘘 胆

漏等这些并发症较为罕见 但亦有报道 经皮肝脏穿

刺活检后胆道出血的发生率为0-1 往往是一个不

可预测 缺少症状或迟发性的并发症[6]. 最近 对861例患

者经皮肝组织活检并发症情况的回顾研究显示  60例患者活

检后2 h因为剧烈疼痛而要求静脉给予止痛剂 12例患者活

检后12 h出现血腹 血胸或严重低血压等严重并发症[7].

Piccinino et al [8]回顾研究了68  276例经皮肝组织活检的并

发症情况 由于血腹和其他恶性疾病或肝硬化等的死亡率

为9/10万 其中61 的并发症在活检后2 h 96 在1 d之

内发生. 所以 术后应卧床24 h. 穿刺后头2 h内 每30 min

测脉搏 血压一次 如无变化 改为 1 次 / h 共 6

次. 如有出血征象 应考虑输血 必要时请外科会诊. 我

们采用定位 麻醉和穿刺均为平静呼吸 三点均在一个

位置 可以使患者无疼痛感. 穿刺点局部用沙袋加压 可

防止皮下渗血 腹部用腹带包扎 可减少因呼吸引起的

肝脏活动 防止肝脏出血. 一次单纯的肝穿活检可能同

时发生多种肝内并发症 所以肝脏穿刺活检时一定要谨

慎认真对待.

2   讨论

活体组织穿刺术是采取肝组织标本的一种简易手段. 肝

活体组织穿刺方法有多种,如一般穿刺术 套管针穿刺
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0   引言

为了早期 快速 准确地诊断肝脏疾病 经皮肝脏穿

刺活检(percutaneous liver biopsy)是目前确诊肝脏疾病科

学 简便 有效的方法之一. 一般而言 凡肝脏疾患

通过临床 实验室或其他辅助检查 仍无法明确诊断者

可考虑作此检查. 然而肝脏穿刺活检是有一定创伤性的. 一

项问卷调查表明 29.5 的医生不愿意使用肝组织活检

主要原因是担心其危险性[1]. 鉴于此 我们探讨一下临床

上经皮肝脏穿刺活检的技巧 回顾该技术的最新研究进展.

1   经皮肝脏穿刺活检

1.1 肝组织活检的指征  即便对于熟练的操作者 经皮

肝组织活检仍具有潜在的危险性. 仅在明确肝脏的组织

学改变对患者的益处超过活检所承受的风险时 肝活

检才是必要的. 因此 肝组织活检一般在下列情况下进

行 (1)不明原因的肝炎 (2)肝代谢性疾病 (3)肝脏占位

性病变 (4)肝移植患者 (5)肝脏酶异常等. 例如 有人曾

对1 020例小儿肝活检进行分析 显示非病毒性肝损害

占9.6 % 其中病因达18 种之多 前5 位是 (a)与脂

类代谢有关的疾病 (b)肝豆状核变性 (c)肝糖原储积

症 (d)进行性肌营养不良 (e)自身免疫性肝炎.由此

肝活检可以为肝病的诊断提供重要的线索.

1.2 术前准备  做好一切术前常规准备 尤其要注意出凝

血时间和凝血酶原时间,如不正常则应肌注维生素K3 4 mg

1次 /d 共 3 d,并口服钙剂及维生素C或进行成分输血

等临床处理 待各项检查正常时方可穿刺. 对于存有凝

血障碍的肝硬化患者 给予小剂量的重组因子VIIa治疗

后,即可予以纠正,可以进行肝组织活检[2].

1.3 操作方法  关于其操作方法,许多教科书和杂志上均

有描述 我们一般采取以下过程 (1)患者取仰卧位 稍

向左侧 背部可垫一枕 并预先铺好腹带 右臂上举于

头后.一般取腋前线第8肋间和腋中线第9肋间为穿刺

点 肝肿大超出肋缘下5 cm以上者 亦可自肋缘下穿刺

(2)皮肤常规消毒,铺无菌巾 2 利多卡因局部麻醉应达

肝包膜. 用特制的带有针芯活塞的薄壁穿刺针或无针芯
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术 分叶切取术和快速肝穿刺术等.目前 经皮快速肝

穿刺术较安全 多为临床所采用. 但必须预先训练患者

屏息动作 以配合操作.穿刺针进入肝脏后绝对不得搅

动 穿刺深度一般不超过6 cm. 有下列情况者应视为禁

忌 (1)出血倾向 (2)大量腹水 (3)肝缩小或浊音界叩不

清 (4)疑肝包虫病或肝血管瘤者 (5)严重贫血或一般情

况差 (6)肝外胆道阻塞 (7)细菌性胆管炎; (8)右侧胸腔

或其他脏器有急性疾患者. (9)患者不能配合. 最近的研究认

为对于镰状细胞贫血肝病患者不应进行肝组织活检穿刺[9]

然而也有报告认为[10] 即便对于患有血友病的丙型肝炎患

者 只要有适当的防范意识 也可进行肝组织活检.

       对于肝脏活检穿刺的成功率方面 有时由于病灶太小

定位困难 未能刺中目标. 但通常原因为 (1)穿刺针与注

射器连接处漏气 未形成负压 故术前要仔细检查穿刺器

械 要用玻璃注射器 (2)患者腹水较多 穿刺针进入腹腔

后吸入腹水使负压消失 (3)重型肝炎患者由于肝细胞大块

坏死 肝组织结构塌陷 缩小 穿刺抽不到肝实质组织.

        随着影像医学的发展 B超引导下自动活检术和CT

引导下的经皮肝穿刺活检技术 使取材准确 成功率高.

回顾性研究发现 尽管超声引导的肝组织活检与肋间盲

目穿刺下组织损伤没有显著区别 但超声引导下活检成

功率明显升高 准确成功率可达99.8 [11]. MRI可清晰显

示病变大小 性状 位置以及病变与相邻结构的空间关

系 尤其是能显示分辨出CT并扫时难以显示的等密度

病灶. 因此 MRI 导引可精确地测算出进针角度和深

度 并且显示进针路径 采用合适的MRI 扫描有利于

穿刺小的病灶 提高刺中率和活检正确率. 据报道MRI导

引针尖定位精确性在直径2-3 mm的范围[12]. 张雪哲 et al [13]

应用常规0.5T MRI扫描机对13例患者作MRI引导经皮

肝穿刺活检 刺中率为100 活检正确率为92.3 

未出现任何并发症.他们认为MRI导引经皮肝穿刺活检

是一种安全 正确有效的诊断和鉴别诊断方法.
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0   引言

乙型肝炎在临床上的表现千变万化 给临床医生的诊

断和治疗带来困惑.为了准确恰当的评估乙肝患者的病

情 必须依赖相关的实验室检测和辅助检查 主要包

括HBV血清标志物检测 肝脏酶类生化检测 肝组织

病理学检查和B超 CT MRI 等影像学检查及胃镜等

器械检查 本文主要探讨以上几种检查在乙型肝炎诊

断中的临床意义

1   HBV血清标志物的检测意义

1.1 HBV的抗原抗体系统

1.1.1 HBsAg和抗-HBs  HBsAg是HBV的外膜蛋白 可

作为HBV感染的标志 但不能反映病毒有无复制 传染

性和预后[1]. HBsAg有 10个亚型 在流行病学及疫苗研

制上有重要意义; 临床可有不同亚型的HBV交叉感染

与病情轻重 转归及肝外表现有关[2] HBsAg阴性并不

能完全除外HBV感染 人群中约有3 %的HBV携带者

HBsAg阴性 可能与S基因突变或HBsAg低水平表达使

常规方法难于检出有关[3]
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       抗 -HBs 为HBV抗体系统中唯一的中和抗体 对

HBV有保护性免疫作用 主要见于乙肝恢复期 痊愈

期或疫苗接种后 慢性乙肝患者抗-HBs出现后仍可有

HBV复制 但通常在1 内HBV-DNA 滴度逐渐下降

至消失 HBsAg和抗-HBs通常不同时存在 但当a决

定簇变异时 HBV能逃避抗-HBs的中和并表达变异株

的HBsAg 出现HBsAg 和抗 -HBs 的共存现象[4] 此

外,临床上也会遇到抗-HBs(+)而HBsAg(-),但病情仍继续发

展的情况 也是由于a决定簇变异所致 需引起注意[5]

1.1.2 HBeAg和抗-HBe  HBeAg是C区编码的核壳蛋白

的分泌型 由前C蛋白在肝细胞内转移过程中 经氨基

端与羧基端分别去除19和33个氨基酸的修饰加工 分

泌到肝细胞表面和血液中形成HBeAg[6] HBeAg是临床

上简便实用的判定HBV复制的血清标志物 HBeAg存在于

HBV感染早期 如持续存在常提示慢性化 在慢性HBV相

关肝病中 HBeAg的存在多伴有病变活动和ALT波动

        抗-HBe阳性常提示HBV复制减少或停止 病变趋

向稳定 但其并非保护性抗体 血清HBeAg/ 抗 -HBe

转换被认为是HBV感染过程的转折点 即由免疫耐受

转为免疫激活 HBV由复制活跃转为相对静止 但当

出现HBV前C区和C区基因突变时 HBeAg不能表达,

此时尽管HBeAg(-) 仍有HBV-DNA复制[7] 且可能

使其致病力增强 这就是临床上常见到的HBeAg(-)

抗 -HBe(+)患者仍有高滴度HBV-DNA存在的原因

1.1.3 HBcAg和抗-HBc  HBcAg 为HBV的核壳蛋白

并不能直接在血清中检出 通常用去垢剂除去血清中

Dane颗粒外壳或将HBcAg与抗-HBc免疫复合物离解时

才能测到[8] 其存在也是HBV 复制的标志之一 但并

不列为常规检测项目 不在乙肝五项检测项目之中

        抗 -HBc为HBV的另一种非保护抗体 与抗-HBs

相比 其产生更早,滴度更高 且存在更久 高滴度

抗-HBc表示现行感染 常与HBsAg并存 低滴度抗-

HBc 表示过去感染 常与抗-HBs 并存 无论HBV是

否清除 抗-HBc 可持续存在数10 a 因而临床上常

见单项抗-HBc(+)的患者[9] 可有以下几种解释 (1)假

阳性 常规ELISA法假阳性率较高 可用RIA法复查

(2)急性乙肝恢复早期HBsAg消失而抗-HBs尚未出现的

所谓 窗口期 (3)自然感染者数年 抗 -HBs 滴度

下降至不能检出而呈单项抗-HBc(+); (4)部分为HBsAg

(-)的HBV携带者;(5)被动获得抗-HBc

1.1.4 HBxAg和抗-HBx  HBxAg为X基因编码蛋白 可

在HBV感染的部分阶段检出 常与病毒复制有关 抗-

HBx亦为非保护性抗体 可在HBeAg(+)的活动性肝炎

肝硬化和原发性肝癌患者血清中检测到. 现认为HBxAg

可转式激活肝细胞内的原癌基因 促进肝细胞癌变 因

而HBxAg在肝癌细胞中的阳性率较高[10]

1.1.5 前 S抗原和抗-前S  前S1和前S2抗原均为HBV

外膜蛋白的组成部分 见于HBV 感染的最早期 在

HBsAg 消失前消失 为HBV 清除的最早迹象 前 S1

持续存在多提示慢性化 尤以HBV慢性感染及HBeAg

(+)的慢性携带者检出率为高 前S1常提示HBV复制[11]

        抗-前S是HBV感染过程中最早出现的抗体 但存

在短暂 在急性感染的恢复期中仅存在6-12 mo 在自

然免疫的人群中很少检出 早期出现抗-前S提示HBV

行将清除 在急重肝患者中出现 提示预后良好

       在临床上 乙肝患者有不同的HBV抗原抗体组合 他

们分别代表着不同的临床意义 要全面的 综合的和正

确的对其判断 才能作出恰当的诊断 以利于制定正确

的治疗方案. 下表列出了临床上常用的乙肝六项不同组

合的主要临床意义(表1)

1.2 DNA 多聚酶  为 HBV最大的编码区P区编码 是

HBV-DNA 合成必需的多聚酶 为HBV 复制的标志

表1  HBV抗原抗体(乙肝六项)不同组合的临床意义

HBsAg      HBeAg     HBcAb    HBcAb-IgM       HBeAb HBsAb 临床意义

  +       +          - - -   - 急性HBV感染早期 HBV复制活跃

  +       +          + - -   - 急慢性HBV感染 HBV复制活跃

  +       -          + + -   - 急慢性HBV感染 HBV复制中度

  +       -          + + +   - 急慢性HBV感染 HBV复制低度

异型慢性乙型肝炎

  +       -          + - +   - HBV复制停止或极低;或HBV突变株感染

  -       -          + + -   - 平静的HBV携带状态 HBsAg 极低

测不出,HBsAg/ 抗HBs 空 白期

  -       -          + - -   - HBV既往感染 未产生抗-HBs

  -       -          + + +   - 抗 -HBs出现前阶段 HBV复制低

  -       -          + - +   + HBV感染恢复阶段

  -       -          + - -   + HBV感染恢复阶段

  +       +          + + -   + 不同亚型HBV再感染

  +       -          - - -   - HBV DNA整合

  -       -          - - -   + 病后或接种疫苗后获得免疫
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急性乙肝时其出现早于HBsAg 持续增高预示慢性化.

1.3 HBV-DNA  是HBV感染 复制和病情活动的直接

指标 较其他HBV标志更具诊断价值 通常以分子杂

交法(分辨率为2-10 pgmL-1或每毫升105-106拷贝)或聚

合酶链反应法(PCR 分辨率为1-10  fgmL-1或每毫升

103-104拷贝)对组织 血液或其他体液中HBV- DNA进

行定性 定量或原位检测 分子杂交法特异性强 结

果可靠 但阳性率比PCR略低 PCR灵敏度极高 方法

简便易行 但有时有假阳性出现 需谨慎 由于HBV-

DNA的检测敏感度极高(尤以PCR法为甚),常用于鉴定

HBsAg(-)和HBeAg(-)甚至除HBV-DNA以外所有HBV标

志均阴性的隐匿性HBV感染和复制[12] HBV-DNA的原位

检测可以从肝组织上对HBV-DNA进行定位检测 对乙

肝的发病机制研究有重要意义 且肝组织之HBV-DNA检

测较血清敏感性高 即血清标本HBV-DNA阴性的病例

其肝组织亦不乏得以检出[13] HBV-DNA的定量检测是指

在传统的定性检测的基础上 再进一步对HBV-DNA进

行的量化检测 主要是建立在定量分子杂交和定量

PCR基础上 近年迅速发展的HBV-DNA定量检测在

判断HBV感染者的病情发展 决定抗病毒治疗方案及

评估抗病毒药物疗效等方面有非常重要的意义 但目

前定量PCR的分辨率约为每毫升103-104拷贝 尚达不

到HBV零拷贝的鉴别 所以定量PCR阴性并不能说明患

者体内无HBV存在 只能说明HBV的病毒载量很低

2   肝脏酶类生化检测的意义

肝脏是重要的生化反应器官 含有大量的酶类 当其
损伤时肝脏酶的释放是反映肝细胞损伤的重要指标.肝炎

时常用于临床检测的酶有以下几类: (1)主要反映肝细胞
损伤的酶如ALT AST LDH及ChE等 (2)反映胆汁淤

积的酶如ALP -GT 及 5 -NT 等 (3)反映肝纤维
化的酶如MAO等 此外ALP -GT及LDH可能还与

肝脏肿瘤有一定关系
2.1 转氨酶  主要指丙氨酸氨基转移酶(ALT)和天冬氨酸

氨基转移酶(AST) ALT主要存在于肝细胞质内 其他
脏器如骨骼肌 心肌细胞内也含少量 任何肝细胞损

害(膜通透性增加或细胞死亡) 血清中酶活性将明显增
高.AST的分布以心肌最多 其次为肝脏和肾脏 且其在

细胞内有60 %分布于胞质中,40 %于线粒体中 因而

ALT的升高较AST更能特异性的表示肝细胞的损伤,当

有心肌 肾脏等损害时也常可引起AST的升高,需注意与肝

细胞的损害鉴别 由于AST有40 %存在于线粒体 AST

线粒体同工酶的持续增高提示肝细胞损伤严重 预后不良

ALT和AST在不同情况时升高幅度不同 (1)中毒 缺血

和缺氧时升高最著 可达1万 IU/L (2)急性病毒性肝炎

次之 约300-3 000 IU/L (3)慢性病毒性肝炎和自身免

疫性肝炎一般在1 000 IU/L以内;(4)酒精性肝病为轻 中度

增高 100-500 IU/L之间 且常AST>ALT (5)肝硬化患者

正常或轻度增高 常为正常值的2-4 倍 (6)其他情况

如脂肪肝 常可出现正常值3倍以内的增加 ALT/AST

比值在鉴别诊断中有一定意义[14] 在肝细胞损害时,多

数情况下ALT/AST 1 当ALT/AST 1 时 常见于

各种原因的肝硬化 如为慢性肝炎 常提示纤维组织

增生或肝硬化进展 在急性肝炎病程后期 提示有重症

化倾向 如比值 0.5 则预后不佳;当ALT/AST 0.3 且

AST 500 IU/L时 常提示心功衰竭或肝脏肿瘤

       应该明确 转氨酶的升高并不能区别肝细胞的损害

程度 如急性肝炎时ALT剧烈增高是肝细胞水肿致膜通

透性增加引起 而非大量坏死 重症肝炎时因大量肝细

胞坏死 使转氨酶释放衰竭 随着胆红素升高和凝血酶

原时间延长 ALT反而下降,提示预后不良

2.2乳酸脱氢酶(LDH)  组织分布广泛,其水平升高除急慢

性肝病外 还见于骨骼肌 心肌损害及脑卒中及肺肾

梗死等 由于器官特异性低 其在肝脏疾病中的意义

主要是鉴别肝外原因所致的转氨酶升高

2.3 胆碱酯酶(ChE)  由肝脏合成并存在于血清中 肝脏

疾病时此酶活性降低 可用于评价肝脏功能状态 尤

其在重症肝炎时常用于判断预后 如ChE 活性降至正

常的 10 % 以下 常提示预后不良

2.4 碱性磷酸酶(ALP或AKP)  胆道系统是ALP产生的主

要部位 包括毛细胆管 胆囊黏膜及大胆管等 任何

原因引起的胆汁阻滞均可导致胆道黏膜合成ALP增加

肝胆疾病时ALP的升高是由于合成的增加和胆道排泌能

力下降的共同结果 ALP 增高可有多种原因 (1)ALP

正常值3倍以内的增高无明显特异性 可发生在包括各

型病毒性肝炎在内的各种肝脏疾病[15] ; (2)肝浸润性疾

病 如肿瘤 肉芽肿及结核等 ALP 可显著增高

(3)肝内外胆道病变 包括胆汁淤积 小毛细胆管的炎

症损害(原发性胆汁性肝硬化)和肝内外胆道梗阻(肿瘤

结石 炎症等);(4)其他原因 如骨骼系统疾病 肺炎

及肺栓塞 右心衰竭等亦可 ALP 升高

2.5 - 谷氨酰转肽酶( -GT)  在体内分布广泛 主

要存在于肾 胰 肝和脾脏 其增高主要有以下几种意

义:(1)各种原因的胆汁淤积均有 -GT增高 他是反映

胆汁淤积最灵敏的血清酶 且增高水平与胆汁淤积的程

度正相关 (2) -GT与AFP同样具有癌胚抗原的性质

在原发和继发性肝癌时均可显著增高 (3)酒精性肝损害

时 -GT可显著增高(10倍以上); (3)急性病毒性肝炎

时可与ALT AST平行增高(可达5倍) 且随病情的好转

而下降 但较转氨酶下降为慢 (4)在非酒精性肝脂肪变

时(肥胖 糖尿病等) 可有 -GT的轻度升高 (5)其他

疾病包括胰腺病 心肌病 肾脏病 肺脏病及糖尿病也

可有 -GT 的升高

2.6 5 - 核苷酸酶(5 -NT)  主要存在于胆小管窦状

隙膜内 其他脏器如心肌 脑 血管及胰腺也可存

在 但血清水平的升高仅见于肝胆疾病 5 -NT 对

肝胆系统疾病诊断的意义与ALP相似 但比ALP更敏

感 更具特异性 [ 1 6 ]

2.7 单胺氧化酶(MAO)  主要存在于肝 肾 脑及各种
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器官的结缔组织细胞的线粒体中 少量存在于胞质中

MAO参与胶原纤维的生成 主要用于肝硬化的诊断 肝硬

化时MAO的活性明显增高 且与纤维化的程度和范围呈

正相关 急性肝炎肝细胞坏死时及明显肝炎活动期部分患

者可出现MAO增高 提示纤维组织增生活跃

3   病理学检测的意义

慢性肝炎临床表现不典型者 应进行肝穿刺病理检查

加以确诊 实践证明 通过肝穿刺病理检查 可纠正

许多临床诊断 如许多AsC 病例肝穿刺病理检查可发

现 轻微肝炎(minimal hepatitis) 部分病例呈中度甚

至重度慢性乙肝之改变 慢性HBV感染以后的最终结

果取决于病变的活动与否. 慢性乙型肝炎的活动性病变

是在病情进展中的病变 有发生肝炎后肝硬化 重症

肝炎或肝衰竭的可能性 非活动性病变是病情稳定的

病变 预后较好 因而区分病变的活动性和非活动性

是十分必要的. 临床症状 体征和实验室检查的多种参

数都是非特异性的 并不能准确地反映病变的特点

因此难以作为鉴别活动性的可靠依据. 若无肝组织病理

检查 有时很难明确诊断 肝穿刺组织学病理检查是

确诊慢性乙型肝炎的金标准[17] 但有时由于病变分布

不均匀 仍有偶尔误诊的可能 正确的鉴别有赖于临

床资料和病理检查的综合分析 对一时难于确定的病

例 进行定期复查将能提高确诊率

4   其他辅助检查

4.1凝血酶原时间(PT)  血块凝结是一系列复杂化学反应

的最终结果 涉及13 种因子,其中凝血酶原

和纤维蛋白原在肝内合成 PT 不仅

取决于血浆凝血酶原浓度 亦与其他肝内合成的凝血

因子有关 因而任何急性或慢性肝脏疾病都可引起PT

延长 PT延长标志肝细胞坏死和肝功能衰竭 能迅速反

映暴发性肝衰竭 是肝脏疾病预后不良的的灵敏标志[18]

但PT延长并不是肝脏疾病特异的 其用于肝脏疾病的

诊断并不灵敏 特异 PT延长还见于一些先天性凝血因

子缺陷 获得性凝血因子消耗过多等情况 此外有些药

物也影响PT 因而对PT延长的解释须慎重

4.2甲胎蛋白(AFP)  在6 wk后的人胚胎 AFP是正常的

血浆成分 在胚胎生命的12-16 wk达到最高浓度 出

生后数周在血液中消失 在急性病毒性肝炎 慢性活

动性肝炎和活动性肝硬化患者 AFP 增高标志肝细胞

的活跃再生[19]; 在有广泛肝细胞坏死的患者中 AFP升

高可能预后较好 患者出现极高的血清AFP水平 或

AFP水平呈持续进行性升高 以HCC最为可能 也有

可能出现在睾丸和卵巢的胚胎瘤 肝转移的胃肠道肿

瘤. AFP 轻微增高 也应谨慎除外HCC 的可能

4.3影像学检查  影像学辅助检查对普通的较轻的慢性乙

型肝炎的诊断意义不大 如B 超 CT 及 MRI 核素检

查在慢性轻度乙肝患者可以无明显异常变化 或轻微

的弥漫性炎症变化 在中 重度慢性乙肝患者检查时

可有明显炎症 坏死及肝组织再生的表现 部分较重的患

者可有腹水形成 肝脏结构紊乱 早期肝硬化等征象[20]

影像学检查同时对排除和确诊肝脏占位性病变有决定性

意义

       超作为现代影像学的重要诊断辅助工具 具有安

全 价廉 重复性好 无创伤等优点在肝病的诊断

鉴别诊断 疗效观察和预后及肝活组织检查等许多方

面均发挥着积极的作用 随着慢性肝炎患者的肝组织

炎症活动程度的加重 其肝右叶最大斜径 脾厚和脾

门静脉宽度也将出现明显的异常改变 并且随着肝纤

维化的加重 可使肝小叶结构紊乱和假小叶形成

超声像图表现为回声增强 光点增粗 分布不均和血

管(尤其3级血管)走行不清等 当 超表现为大小不等

的结节状或地图状的强回声分布并伴有条索状和网状回

声增强等改变时 常提示为慢性重度肝炎或早期肝硬

化 但在临床上 尚有为数不少的伴有早期肝硬化的

慢性重度肝炎患者并不一定会出现门脉压增高 因

此 单凭门静脉宽度作为诊断肝硬化的主要依据 可

使许多早期肝硬化患者被延误诊断 而且 有的学者

提出, 门静脉的宽度并不能准确反映门脉高压的程度

因此 在应用 超诊断慢性肝病时,尚应注意结合临床

资料 肝功能检查 HBV 血清标志和CT MRI 等其

他影像学资料 才能得出正确的判断
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0   引言

慢性乙型肝炎的治疗 主要从抗病毒 改善肝功能

免疫调节及抗肝纤维化四个方面进行. 有效的抗病毒治

疗可减轻肝组织的炎症坏死 防止慢性乙型肝炎发展

至肝硬化和(或)肝细胞癌 延长患者的生存期 因而

抗病毒治疗是治疗慢性乙型肝炎最主要的措施. 目前

国内外公认有效的抗乙型肝炎病毒(下英文缩写HBV)药

物主要有干扰素和核苷类似物两大类 现简介如下.
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1   干扰素(interferons INF)

干扰素主要有 β 三种 用于病毒性乙型肝炎

治疗抗病毒治疗的是INF- . INF- 抗HBV的治疗效

应是通过其抗病毒活性及免疫调节活性实现的. INF-

抗病毒活性是通过INF- 与靶细胞膜上的INF- 受体

结合 在细胞内诱生蛋白激酶 2 -5 - 寡腺苷酸

合成酶 磷酸二酯酶等抗病毒蛋白 从而阻碍病毒核酸

及蛋白的合成 抑制病毒复制. INF- 的免疫调节作用

是通过增强靶细胞表面MHC分子表达和诱导Th1型细

胞因子正向调节特异性细胞免疫功能 以协同增强其直

接抗病毒效应. INF- 的主要作用靶位点是HBV DNA

他不仅抑制HBV DNA复制 还可抑制病毒蛋白的表达

因而INF- 治疗有效的患者表现为HBV DNA和HBeAg

同时阴转.

        INF- 多采用3-5 MU(国外多采用5-10 MU) 3次/wk

肌肉注射 疗程3-6 mo. 血清HBeAg和HBV DNA阴转

率可达40 %左右 停药6 mo后 持续阴转率达25 %

左右. 为提高疗效 (1)常在治疗开始的最初15 d-1 mo

进行诱导治疗 即每日注射1次 维持较高和稳定的血

药浓度 以便能有效地抑制血清HBV水平 以后改为隔

日1次注射 直至疗程结束. (2)加大剂量 采用3 MU 5 MU

10 MU INF- 治疗慢性乙型肝炎6 mo  5 MU 10 MU

组在促进肝生化指标改善 抑制病毒复制 远 近期疗

效上均优于3 MU组和对照组 5 MU 10 MU剂量组间

远 近期疗效未见明显差异 多项不良反应比较 10 MU

组明显高于3 MU及5 MU组. 表明适当加大INF- 治疗

剂量有助于提高疗效 在权衡药物疗效及其不良反应发

生率和药品费用后 认为选择5MU的治疗量较为理想[1].

(3)延长疗程:部分患者在6 mo 疗程结束时未获完全效

应 这时只要血清病毒水平比基础水平有显著降低或

只要血清病毒水平持续降低 延长疗程能提高效应

率 获得完全疗效后需再巩固 2-3 mo. (4)联合用药

INF- 与其他抗病毒药物如核苷类似物或免疫调节剂

等联合治疗可提高疗效.

       INF- 治疗慢性乙型肝炎的疗效常与下列因素有关:

(1)传播方式:非母 -婴传播者优于母-婴垂直传播者

(2)年龄:成人优于儿童患者 (3)性别:女性患者优于男性患

者: (4)病程:感染病程短者优于感染病程长者 (5)血清

ALT水平:治疗前血清ALT水平高者优于ALT水平低者

(6)治疗前血清HBV DNA水平:血清HBV DNA水平低者

优于水平高者 (7)肝组织炎症:炎症明显者优于炎症轻

者 炎症在G1-G3者效果好 (8)无抗HBV药物治疗史

患者优于有抗HBV治疗史患者 (9)干扰素抗体阴性患者

优于阳性患者. 因而 在选择INF- 治疗前应参考这些

影响因素 预测其疗效 以免造成经济浪费.

         INF- 的适应证为HBV复制期患者(HBV DNA阳

性 HBeAg阳性或HBeAg阴性 后者为前C区变异) 且

血清ALT升高>3-5UNL(正常最高限值) <10UNL 肝

组织炎症病变较明显(炎症分级在G1-G3) ; 无黄疸或血清
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胆红素<2UNL 且无上升趋势者. 有下列情况之一者不

宜用 INF- 治疗 (1)血清胆红素升高>2UNL (2)失代

偿性肝硬化 (3)自身免疫性疾病 (4)有严重脏器病变

(如严重心 肾疾病 糖尿病 甲亢或甲减 神经精

神异常等).

       INF- 治疗过程中可出现流感样症状 骨髓抑制

现象 精神神经系统症状 并可诱发一些自身免疫性疾

病等不良反应 这些不良反应与INF- 剂量呈依赖关

系. 其中流感样症状最常见 多发生在第 1-2 次注射

INF- 治疗后 2-4h 表现为发热 全身肌肉酸痛

乏力 厌食等 患者一般可以耐受 无需停药 仅

予解热镇痛药对症处理 以后再注射上述症状减轻不

再出现. 骨髓抑制现象表现为血小板或白细胞减少 通

过减少剂量至原剂量的40 %或停药后可恢复. 一旦出现

精神神经系统症状或诱发自身免疫性疾病如甲亢 血小

板减少性紫癜等 应立即停药 停药后症状亦可缓解.

         长效干扰素(PEG-IFN)是大分子物质聚乙二醇(PEG)

与 INF的连接体. 由于PEG在 INF分子表面形成一个分

子屏障 降低了INF的免疫原性 保护其免受酶的分解

使其半衰期延长 排泄慢 能较长时间维持恒定的有效

血浓度 更有效地降低血中病毒水平 用于治疗慢性丙

型肝炎 180 µg 1 次 /wk 疗程 6 mo 疗效优于一
般基因工程INF 其治疗慢性乙型肝炎的临床试验仍在

进行中.

        近年的研究表明肝实质细胞诱生的内源性INF较外

源性 INF治疗效果好[2] 如何制备一种稳定高效的INF

诱生剂用于慢性乙型肝炎的治疗将成为肝病学者又一研

究热点.

2   核苷类似物

老一代核苷类似物如阿糖腺苷 阿苷洛韦等也曾用于治

疗慢性乙型肝炎. 由于毒性大 疗效差 现已少用. 新一

代核苷类似物由于具有较强的抗毒作用 不良反应轻

少 使用方便 已成为目前抗病毒药物研究领域的热

点. 新一代核苷类似物分嘧啶衍生物和嘌呤衍生物两大

类 前者代表的有拉咪呋啶(lamivudine LAM);后者有

泛昔洛韦(lamciclovir FCV) 潘昔洛韦(penciclovir

PCV). 我国目前只有拉咪呋啶及泛昔洛韦正式上市用于

临床 现将应用情况作一简要介绍.

         核苷类似物的作用靶位是HBV DNA 多聚酶亦称逆转

录酶(reverse transcriptase RT). 核苷类似物通过抑制HBV

DNA 多聚酶的活性 与DNA合成所需的底物三磷酸脱

氧核苷酸(dNTP)竟争逆转录酶上的结合位点 掺入至延

长中的DNA链后 因其缺乏3 -OH而不能与其后的

dNTP 形成 3 5 - 磷酸二酯键 导致DNA 合成提

前终止 从而抑制HBV复制过程. 因不影响病毒蛋白的

表达 核苷类似物治疗有效的患者 表现为HBV DNA 阴

转 而HBeAg常不阴转. 各种核苷类似物必须在细胞中

转化成磷酸盐的有效形式后才能发挥抑制HBV复制作

用 具有(1)迅速 有效地降低血清HBV DNA 水平

(2)可改善肝功能及肝组织病变 (3)不良反应轻 少

耐受性好 口服方便(除潘苷洛韦需静脉注射外)等优点.

却有停药后复发率高及长期治疗可发生病毒变异 产

生耐药的缺点.

2.1 拉咪呋啶  拉咪呋啶化学名称为2 3 -二脱氧-

3-硫胞嘧啶核苷 是第一个用于治疗慢性乙型肝炎患者

的口服抗病毒药物. 口服后在体内磷酸化成三磷酸拉咪

呋啶后才能抑制HBV DNA 多聚酶活性 并与脱氧胞嘧

啶核苷竞争性掺入至合成中的HBV DNA 链中 使其不

能继续延伸而终止DNA合成 从而抑制HBV DNA 复制.

肝细胞内HBV复制减弱 释放入血中的HBV DNA 和抗

原减少 免疫清除机制作用的新的靶抗原合成减少或停

止 肝脏炎症便随之减轻或停止. 肝细胞内HBV抗原在

机体免疫机制作用下被逐渐清除 最终清除与否主要取

决于宿主自身的免疫清除能力. 拉咪呋啶不仅可防止肝

纤维化 还可使肝纤维化逆转[3]. 大量临床资料表明

口服拉咪呋啶100 mg/d 2-4 wk 后 HBV DNA 水平

开始下降 HBV DNA 阴转率达90 %. 治疗 1 a HBV

DNA 持续阴转率为 80 % ALT 持续复常率为60 %

50-70 %患者肝组织炎症坏死病变及肝纤维化程度明显

改善 但HBeAg阴转率及HBeAg转换率(即HBeAg阴转

抗-HBeAg阳转)却不高 分别为20-25 %和 15-20 %.

以下因素可影响拉咪呋啶的疗效 (1)延长疗程能提高

的HBeAg 血清转换率. 用拉咪呋啶治疗 2 3 4 a

HBeAg转换率分别为29 % 40 %和47 %[4]. (2)治疗前ALT

水平与HBeAg血清转换率呈正比 治疗前ALT>5 UNL

患者 1 a后其血清转换率为65 % 而ALT<2UNL患者

血清转换率仅为5 %[5]. (3)治疗前HBV DNA 水平低者

血清转化率高. 采用拉咪呋啶100 mg/d 治疗慢性乙型肝

炎12 mo 治疗前血清HBV DNA <1.5 104 fg/ml组6 12 mo

的血清转化率分别为41.7 %及58.3 % 治疗前血清HBV

DNA > 1.5 104 fg/ml组 6 12 mo的血清转化率分别

为26.3 %及 26.3 %. 因此 拉咪呋啶治疗慢性乙型肝炎

患者 应选择治疗前HBV DNA 及 ALT 水平明显增高

HBV复制期患者. 血清HBeAg及HBV DNA 均阴性 ALT

持续正常的HBV 健康 携带者 由于HBV复制基本

停止 使用拉咪呋啶治疗 意义不大.

         拉咪呋啶由于不能清除肝细胞内的cccDNA(闭合共

价环状DNA) HBV 感染患者使用拉咪呋啶后 如果

HBeAg持续阳性 所有患者停用后都将出现血清HBV

DNA 水平的反跳 回升到治疗前水平. 少数患者因肝细

胞内HBV复制迅速增加 抗原表达增加 这使特异性T

细胞作用的靶抗原增加 免疫清除和肝细胞损伤增加

肝脏炎症再度出现甚至加重. HBV 健康 携带者由于

处于免疫耐受期 除HBV DNA 回升外 ALT无变化

无病情加重表现. 因此 慢性乙型肝炎患者在停用拉咪

呋啶后应密切观察6-12 mo.

        在长期使用拉咪呋啶过程中 特别是疗程超过6 mo
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时 部分患者体内开始出现HBV 基因变异 以DNA

多聚酶C区第552位蛋氨酶(M)被缬氨酶(V)或异亮氨酸

(I)取代的YMDD变异(M552V M552I)最常见 常同时伴

有DNA多聚酶B区第528位亮氨酸为蛋氨酸取代的变异

(L528M). YMDD变异最早可在拉咪呋啶治疗后2 wk内出

现 一般出现在治疗后6 mo后 表现为HBV DNA 水平

再次升高或阳转 ALT 异常升高 一般低于治疗前水

平. YMDD变异的发生可能与下列因素有关 (1)疗程延

长 变异发生率逐渐升高 拉咪呋啶治疗1 2 3 4 a

变异发生率分别为14-32 % 38 % 49 % 及66 %[6].

(2)HBeAg阳性较HBeAg阴性易发生变异 (3)治疗前HBV

DNA 水平高者易发生变异 (4)使用免疫抑制剂者易发

生变异 多见于肝移植患者 但变异出现并不影响肝移

植的预后 (5)作用于不同靶位的抗病毒药物联合治疗

可减少YMDD变异发生. 拉咪呋啶联合INF-治疗者未见

或极少发生YMDD变异 而单用拉咪呋啶治疗患者 30 %

左右发生YMDD变异. 迄今为止 尚未发现YMDD变异

与药物治疗剂量 病毒基因 性别 年龄 种族等有关.

由于YMDD是逆转录酶结合dNTP及合成DNA所必需的

重要功能性序列. 拉咪呋啶对HBV DNA 多聚酶的亲和力

与存在于第552位核苷酸的侧链氨基酸长度有关 蛋氨

酸被异亮氨酸 缬氨酸取代 使得其侧链长度进行性缩

短 导致HBV DNA  多聚酶与拉咪呋啶结合力下降

诱发耐药 使得HBeAg血清转换率降低. 同时HBV DNA

多聚酶与dNTP 结合力也下降 使HBV变异株复制能

力下降. 为了避免 延缓 降低耐药性的发生 除了

很好地掌握拉咪呋啶治疗适应证外 缩短疗程 不同抗

HBV作用机制的药物联合治疗不失可行之举. YMDD变

异后 虽致HBV DNA 水平再次升高或阳转 ALT升高

但临床研究表明相当一部分患者仍获得血清转换和肝组

织的改善 说明对拉咪呋啶治疗仍然有效 因为拉咪呋

啶仍可继续抑制残余野生株的复制. ALT升高是机体对

变异株的识别激发免疫清除机制所致. 免疫清除机制的

激发 可阻止变异株复制 继而有可能发生HBeAg血清

转换. 故发生 YMDD变异并不是停止治疗的指征. YMDD

变异株复制能力较野生株低 停药后野生株很快恢复为

优势株 而可能导致病情加重.

       凡是在用拉咪呋啶期间 出现ALT异常波动 在

除外引起ALT升高的其他原因 如是否合并其他病毒特

别是嗜肝病毒的感染 有无酗酒 是否合并酒精性或非

酒精性脂肪肝 有无同时使用其他损肝药物 是否按规

定 正规服药等后 应注意是否出现了YMDD变异 有

条件的医院可进行HBV 基因测序检测. 如 ALT 回升

<2UNL HBV DNA 水平低于治疗前水平 可继续拉咪

呋啶治疗 如ATL<5UNL HBV DNA 高于治疗前水

平或持续不降  疗程>6 mo考虑拉咪呋啶对病毒抑制作用

下降 可停用拉咪呋啶或改用其他有效治疗;如ALT 5

UNL或合并胆红素等生化指标明显异常 出现肝失代偿迹

象者 不宜轻易停药 应进行积极的保肝 对症治疗.

拉咪呋啶治疗过程中 少数患者可出现乏力 恶心

头痛 肌痛等不良反应. 由于耐受性良好 可用于失代偿

性肝硬化 重型肝炎及肝移植患者. 不良反应不随疗程

延长而增加.

2.2 泛昔洛韦  泛昔洛韦属嘌呤核苷类似物 口服迅速

吸收 并转化成三磷酸潘昔洛韦发挥抗病毒作用 其作用

机制与拉咪呋啶大致相似. 采用泛昔洛韦500 mg  3次/d 治

疗慢性乙型肝炎16 wk HBeAg阴转率为14 % 70 %患

者HBV DNA 下降 阴转率为21 % ALT水平较治疗前

明显下降[7]. 泛昔洛韦抗病毒效果与药物剂量大小及用药

时间有关 要达到较满意的远期的抑制病毒效果需延长

用药时间[8]. 与拉咪呋啶一样 长期应用泛昔洛韦亦可

诱发HBV变异 变异位于DNA多聚酶B区 即第528

位亮氨酸被蛋氨酸取代(L528M). 泛昔洛韦与其他作用于

病毒不同靶位的抗病毒药物联合应用 亦有相加或协同

作用. 拉咪呋啶耐药株多发生DNA多聚酶的C区YMDD

变异 伴或不伴DNA多聚酶B区的变异 而泛昔洛韦耐

药株多发生DNA多聚酶B区变异(L528M). 因而拉咪呋啶

耐药伴B区变异者与泛昔洛韦有交叉耐药 否则对泛昔

洛韦敏感.

        HBV DNA 复制周期开始于cccDNA转录前基因组

RNA. cccDNA存在于肝细胞核中 他的半衰期很长 与

肝细胞的寿命相仿 一般为10-100 d 只肝细胞内有

cccDNA 病毒复制就不会停止 而病毒复制率取决于

cccDNA的数量 只有机体的细胞免疫功能被充分激发

才能耗竭cccDNA 持久地抑制HBV的复制和表达 才

可能获得持续的抗病毒效应. INF- 及核苷类似物由于

均不能完全抑制和清除HBV cccDNA 单用于治疗慢性

乙型肝炎 虽能取得一定疗效 一旦停药 cccDNA又重

新复制和表达 出现HBV DNA 和HBeAg阳性. cccDNA

的清除必须借助于机体的免疫调节. 目前 有人应用具

有免疫调节作用的INF- 与拉咪呋啶等核苷类似物联

合或序贯治疗慢性乙型肝炎. 常用序贯治疗方法为先用

拉咪呋啶20 wk 然后联合 INF- 4 wk 停用拉咪呋

啶 再单用 INF- 治疗24wk. 认为有较好的疗效 但

由于报道的病例数不多 还需进行深入研究.
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0   引言

慢性乙型肝炎患者均存在免疫功能紊乱 如其外周血

的CD3 CD4 CD4 /CD NK与 LAK细胞活

性均明显下降等. 针对HBV抗原的特异性CD8 T细胞

免疫功能低下是造成乙肝慢性化的主要原因[1]. 国内多数

患者在幼年时感染HBV 处于对HBsAg的免疫耐受状

态. 肾上腺皮质激素曾被应用于慢性活动性乙型肝炎的

治疗 但是激素可抑制抗体的产生 且长期应用易继发

感染. 所以近年来乙肝免疫学治疗的关键在于如何打破

免疫耐受状态 诱导有效的机体免疫 抑制并清除

HBV. 近期国内外的研究 均侧重于免疫调节剂和乙肝

治疗性疫苗的研究.

1   免疫调节剂的应用

此类药物通过增加机体的免疫功能使病毒有可能被清除.
国内曾应用猪苓多糖和香菇多糖等非特异性免疫增强剂治

疗肝炎 具有一定疗效. 近年来 国内外均已应用IL-2和
胸腺肽等免疫促进剂治疗乙肝.

1.1 IL-2和 LAK细胞  IL-2主要由活化的Th1细胞产
生 和靶细胞膜表面相应的 IL 2R 结合后 可刺激

免疫细胞增生和活化 提高CD4 和CD4 /CD8 比值
促进细胞免疫和体液免疫. LAK细胞 即淋巴因子活化

杀伤细胞 由IL-2等淋巴因子刺激LAK前体细胞后产
生 具有杀伤肿瘤细胞和病毒感染细胞的细胞毒性. 慢

乙肝患者体内因IL-2和LAK细胞活性低下而使机体的
免疫功能下降 不能有效清除被HBV感染的肝细胞. 所

以外源性地补充 IL-2或 LAK细胞 能起到调节免疫
控制病毒感染的目的. LAK细胞悬液静脉回输治疗慢性

乙肝的方法在国内应用已有10 a 但是近年更多见的是

使用IL-2的相关报道. 除了单用法外 目前更主张IL-2

慢性乙型肝炎的免疫治疗
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与LAK细胞或其他细胞因子 抗病毒药物和治疗性疫

苗联合应用[2]. 其给药方式包括静脉 皮下和肌肉给药等途

径. 日剂量根据给药途径有所不同 1 000-40 000 U/d 间

断或持续应用 疗程一般为1-2 mo. 包括发热在内的多

种不良反应均和其剂量密切相关. IL-2在动物实验研究

中效果良好 但是其半衰期短和大剂量应用时不良反

应多等缺点限制了其在临床上的应用.

1.2 胸腺肽(TF)  国内应用胸腺肽治疗慢乙肝已有10 a

由于其有效成分含量低 目前国内外多主张应用胸腺肽

提纯物TF 1治疗慢乙肝 并对其机制进行了研究. You

et al [3]的研究显示 IFN 治疗有效的慢乙肝患者多在

前4 mo内发生HBeAg血清转换 停药后随访过程中血

清转换率下降. 而单用TF 1的治疗有效率 随着疗程

的结束逐渐增高 类似情况也见于其他一些临床试验.

Mutchnick et al [4]的研究中 在TF 1治疗期间和治疗

结束后 机体外周血中的CD4 Th 细胞和由单核细胞

产生的IFN 均增高. 可能TF 1激活了HBV特异性的

Th细胞 增强机体对病毒抗原的体液免疫 通过分泌IFN

IFN TNF和 IL-2以及加强 IL-2R的表达诱导

CTL细胞加强细胞免疫[5,6]. 可见 TF 1治疗有效者中出

现的延迟反应主要由于其能持久加强Th细胞功能的免疫

调节能力. 以 SciClone制药公司生产的日达仙(1.6 mg/支)

为例 采用皮下注射的方式 一般 1-2 次 /wk 疗程

为6 mo左右. 患者对该药的耐受性好. 目前认为 将TF

1与抗病毒药物如IFN或拉咪呋啶等核苷类似物联合

治疗的方法更佳 但具体的方案有待进一步的临床试验

加以印证.

1.3干扰素(IFN )  在应用IFN 治疗慢乙肝患者期间

随访患者的外周血 可见NK细胞杀伤活性增高 CD4

和CD4 /CD8 比值上升 提示其除了直接的抗病毒活

性外 也有提高机体免疫的作用.

2   治疗性疫苗的研制

乙肝疫苗问世已经30 a 经历了从预防性疫苗向治疗性

疫苗的发展. 后者的应用对象为慢乙肝患者或HBV携带

者 可由高纯度和高含量的抗原和免疫佐剂组成而增强

其免疫原性 并通过不同途径呈递乙肝抗原 打破机体

的免疫耐受 有效诱导免疫应答 产生治疗作用.

        部分学者就治疗性疫苗的作用机制进行了探讨 如

Couillin et al [7]应用乙肝疫苗治疗慢乙肝活动期患者后

50 的患者在减少病毒复制和消除对HBsAg耐受方面

产生疗效. 提示疫苗注射后 经HBV特异的CD4 Th1细

胞介导 产生大量IFN 或 IFN 诱导产生对外膜抗

原的外周血单核细胞增生反应 在控制病毒血症方面发

挥重要作用. Akbar et al [8]报道了HBV转基因鼠实验中

疫苗应答组树突状细胞诱导T细胞增生能力和抗HBs水

平明显高于非应答组 提示MHC-II和树突状细胞上的

CD86抗原表达增强 其IL-12 IL-2和TNF- 产物增

加 表明树突状细胞的活性反应是影响疗效的重要因
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素. 结合治疗性乙肝疫苗的发展和应用情况 简介如下.

2.1 基因工程蛋白疫苗  包括HBsAg或HBsAg+Pre-S2蛋

白的亚单位疫苗. 如法国Pasteur-Merieux研究所的Gen-

Hevac B疫苗(含HBsAg和Pre-S2蛋白) 曾被单用或者

和干扰素序贯用于治疗慢乙肝 患者血清HBV-DNA明

显下降者和阴转者共达44-50 %[9].

2.2 重组活病毒疫苗  利用病毒载体如牛痘活腺病毒表达

HBsAg接种黑猩猩的实验提示其诱导产生的抗体效价明

显低于上述亚单位疫苗. Vical公司使用带有HBcAg基因

的重组逆转录病毒注入HBV 持续感染的黑猩猩体内

能在肝细胞表面表达HBcAg并诱导产生HBcAg特异的

CTL 但同时并未发生HBV 标志的变化.

2.3 多肽疫苗 此种疫苗的理论基础正是基于抗原分子

表位水平的研究. 由于蛋白质抗原通过表位来体现其免

疫特异性 有效的保护性免疫有赖于一组表位的搭配与

组合. 已知HBcAg中的多肽18-27是HLA-A2组织相容

性抗原 可被CTL识别而产生免疫应答. 将其和Th细

胞多肽表位(破伤风类毒素的T细胞表位肽 TT830-843)

以及脂质分子共价结合后制成了Theradign-HBV疫苗

提高了CTL多肽的免疫原性 诱导产生特异性CTL而

有清除HBV的作用[10].

2.4 DNA疫苗  1990年Wolff 通过实验证实了外源基因

在体内的转染和表达 从而为DNA疫苗的产生奠定了理

论基础. DNA疫苗的制备包括 (1)编码某种蛋白质抗原

的基因片段的扩增 包括HBsAg HBcAg 和HBeAg等

基因均可作为目的基因. (2)插入真核细胞表达载体以构

建重组质粒 可供插入目的基因的载体包括逆转录病毒

载体 腺病毒载体和纯化的裸DNA载体. 机体接种疫苗

后 宿主细胞摄取质粒并表达抗原蛋白 诱导机体产生

特异性的细胞免疫和体液免疫应答. 如Davis et al 在小鼠

中应用含编码HBsAg和Pres-S基因和真核细胞启动子的

重组质粒DNA(裸DNA疫苗)免疫后 可诱导CTL和抗

HBs的产生 效果较理想[11]. Davis et al [12]在黑猩猩的动

物实验中 应用2 mg裸DNA肌肉注射一次即可诱生高滴

度抗HBs 加强免疫后抗HBs滴度更高. 而如果用400 µg
DNA 免疫则无法测得抗HBs 即使再次免疫 产生的

抗体滴度低 持续时间短 提示DNA疫苗应用于较大体

重的动物时 要求质粒的有效剂量也越大. 但是 抗体持续

时间短暂 可见DNA疫苗对黑猩猩的免疫效果尚不理想.

2.5 免疫复合物型治疗性疫苗  多数疫苗通过提高其抗原

的免疫原性而使机体易于发生免疫应答 发挥其治疗作

用. 而闻玉梅 et al研制的免疫复合物型疫苗是通过改变

对HBsAg的呈递方式来诱生有效的免疫应答 消除免

疫耐受性. 应用足量HBsAg和高效价抗人HBIg复合物对

14 例慢性乙型肝炎患者进行了治疗 效果令人满意.

3   免疫治疗现状的评价

目前乙肝免疫学治疗的方案尚不成熟 除了单用治疗

性疫苗或免疫调节剂外 目前多主张将他们和其他药

物联合应用 通过不同机制协同作用 起到抗病毒和

免疫调节作用. 方案包括疫苗和细胞因子 抗病毒药物

的合用[13] 以及不同种类的治疗性疫苗的联合应用等

方法. 当然 其疗效评价应依靠严格的动物实验和临床

研究来论证. 在治疗性疫苗的研制与应用中 以下几个

方面值得注意. (1)佐剂的应用:部分专家认为提高治疗性

疫苗疗效的关键在于佐剂的使用. 多种物质可作为佐

剂 如Al(OH)3 QS 21(皂树皮提纯物酰化三萜糖甙)

以及猪苓多糖等多糖类物质 poli I  C 卡介苗和费

氏佐剂脂质体 胸腺素和细胞因子等. 其配合乙肝疫苗

使用时 能延缓抗原释放 延长抗原和免疫细胞的作用

时间 刺激活化单核巨噬细胞并引起淋巴细胞的非特异

性增生 从而增强免疫物质的免疫原性 促进机体的免

疫应答能力. (2)接种方式:包括皮内注射和肌肉注射两种

途径. DNA疫苗应用时使用的基因枪 是种无针头的皮

肤粉末推注器. 在氦气冲击下 可将HBV DNA疫苗无

痛注入皮内. 黏附在显微金粉颗粒上的HBV DNA质粒在

表皮细胞内和金粉分离 表达目的抗原. 此法可大大节

省DNA疫苗的接种剂量 而且皮内注射的免疫途径能

诱生更强的HBV特异性免疫应答. 这是由于树突状细胞

在皮肤组织中分布密度高 更有利于抗原的摄取和呈

递. (3)DNA疫苗的安全性: DNA疫苗有诸多优点 他通

过人工方法获得天然的免疫效果 机体对其免疫应答全

面 有利于彻底清除病毒等. 但是 疫苗的DNA可与宿

主基因组整合而诱发抑制癌基因的灭活和原癌基因的活

化 注射疫苗后机体可产生抗DNA抗体和自身抗体 诱

导机体产生特异的免疫耐受等问题依然存在 有待进

一步解决.

       乙肝的免疫治疗 已经取得很大的进步. 笔者认为

其未来的发展趋势包括 (1 )治疗性疫苗的研制和应

用 仍然是一大热点; (2)上述免疫学治疗方法和抗病毒

治疗的综合应用; (3)乙肝的免疫基因治疗:将抑制病毒复

制和表达的基因(如 IL 2 IL 12 IFN 和 B7 等基

因)导入细胞内表达 诱发机体的免疫应答 抵抗和清

除HBV;(4)乙肝的免疫导向治疗:在医学生物技术基础

上 将治疗药物和导向载体(HBV McAb)结合制成制剂.

注射机体后 药物由载体运送到肝脏后发挥治疗作用.

具有效果好 不良反应少的特点.

      总之 乙肝是严重威胁人类生命健康的一大疾病

而乙肝免疫学治疗方面的进展将有助于该病的更好控制.

由于他是通过提高机体的免疫能力而达到清除病毒的作

用 该方法也可应用于其他的病毒感染 其发展具有

更为深远的意义.
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0   引言

乙型肝炎患者多 乙型肝炎治疗难 预后差 费用

慢性乙型肝炎的中医药治疗

申德林,王全楚,焦栓林

高 这是许多肝病专家对慢性乙型肝炎达成的共识. 慢

性乙型肝炎治疗难是由多种因素造成的 如确切的发病

机制不清楚 免疫应答不完全 病毒的基因变异 肝细

胞内的病毒不能有效控制等 最重要的是目前我国尚缺

乏有效的具有自主知识产权的抗病毒药物.进口的抗病毒

物药种类不多但疗程很长(至6 mo以上) 价格昂贵(一疗

程约2.3万人民币) 易复发 有的慢乙肝患者抗病毒治

疗过程中病毒标志阴转 ALT复常 停用抗病毒治疗后

病毒标志再度阳转 ALT 升高.部分慢乙肝患者反复多

次 终因承受不了沉重的经济负担而放弃治疗.

          近年来国内广泛开展了中医药治疗慢性乙型肝炎的

实验和临床研究 筛选出的中药达数百种 认为具有一

定的抑制乙肝病毒复制的效果 概括其主要疗法有解毒

养肝 补肾祛邪 益气养阴 活血化瘀 通阳解毒 清

热化湿等. 据报道 每年发表的中草药治疗慢性乙型肝

炎的随机临床实验至少有几十篇 且几乎都报告了有效

的阳性结果[1,2]. 但勿容置疑的是 近年来中医药治疗慢

性乙型肝炎的广告充斥市场 其中有的冠以清除HBsAg

阴转率达80 %和清除肝细胞内的病毒来夸大疗效的宣

传 严重影响及破坏中医中药的声誉 给患者增加不必

要的经济负担 在社会上造成不良的影响. 目前中医药

治疗慢性乙型肝炎的实验和临床报告甚多 但经得起严

格检验和重复的甚少 难以取得学术界共识. 中医药治

疗慢性乙型肝炎的临床疗效究竟如何需要进一步研究.

1   中医药治疗慢性乙型肝炎

慢性乙型肝炎的发病机制 是由多因素造成 往往是

诸多矛盾汇集一身. 既有HBV的持续存在 又有机体免

疫功能失调 既有肝细胞炎症 坏死 又有肝纤维组织

增生 既有热毒内蕴 又有瘀血阻络 气阴亏虚 既有

肝脏本身病变 还有肝外系统表现[3,4]. 目前还没有哪一

种药物或方法能解决慢乙肝的全部问题 乙型肝炎的中

药治疗包括以下几种方法: (1)清肝利湿促进黄疸消退;  (2)

活血化瘀改善肝脏微循环; (3)调理气血调动全身免疫机

能; (4)健脾益肾改善肝炎的临床症状; (5)滋阴 补气

治疗各种并发症. 因此从抗病毒 抗肝脏炎症 抗肝纤维

化等三个环节治疗慢乙肝已达成共识.

          对于轻度慢性乙型肝炎患者早期抗病毒治疗和免疫

调控疗法是控制慢乙肝进展的关键. 这类患者转氨酶持

续反复升高者多提示病毒的复制 肝脏的炎症 治疗宜

采用抑制病毒复制和控制肝脏炎症双管齐下的措施. 抗

病毒治疗其本 保肝降酶治疗其标 标本兼治是中医药

治疗慢性乙型肝炎的法则. 例如 慢性乙肝轻度(慢性迁

延型肝炎)患者往往是HBVDNA水平高 而肝组织损伤

轻 临床见转氨酶长期轻度升高 HBeAg HBV DNA持

续阳转 患者多表现为乏力 纳差 腹胀 胁痛等症状

此阶段多为机体免疫功能不全或呈低反应状态 这类患

者抗病毒治疗效果可能没有慢性肝炎中度(慢性活动型肝

炎)疗效好. 治疗包括两个方面 一是通过调节免疫反
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应 常采用干扰素 二是直接抑制病毒复制 常

采用核苷酸类药物. 此时用干扰素 抗病毒可能比用胸

腺肽更趋合理 因为干扰素 应用后感染的肝细胞也遭

到不同程度肝损失 更有利于病毒的清除 中医辨证多

属于邪蕴肝郁 脾肾两虚. 提示正气不足 抗邪不力

正邪相持 迁延不愈. 有人采用补肾固本方法联合西医

治疗 以期提高疗效. 许多中药在实验室内被证明有明

显的抗HBV作用  如对肝癌2.2.15细胞株内HBV的抑制

等[5] 但具体应用于临床时 这些中药的抗HBV 作用

常令人失望. 笔者认为 中药抗乙肝病毒的优势是联合

西药 仅靠中药难以取得理想疗效.

         对于慢性乙型肝炎中度患者抗炎治疗有所侧重. 慢

性乙型肝炎中度(慢性活动型肝炎)患者临床特点为消化

道症状明显 一般不能胜任工作 肝功能损害较重 可

能会出现黄疸或蛋白代谢异常 血清HBeAg HBVDNA

阳性 此类患者如不采取有效措施有可能向重症化发展.

针对这类患者笔者多采用 急则治其标 缓则治其本

的原则 当务之急是控制肝脏炎症 阻止黄疸继续上升

促进肝细胞再生 此时给予中医药将发挥特有的疗效

如强力宁 甘利欣 复方丹参等. 黄疸呈上升趋势暂不

宜进行抗病毒治疗 尤其是干扰素 否则将会加重肝

脏损害 促使黄疸上升.待黄疸呈下降趋势BiL 50 mmol/L

时可考虑抗病毒治疗 如贺普丁 胸腺肽 干扰素 .

慢肝中度者中医辨证多属肝胆湿热 瘀血阻络 治疗宜

以随辩治为主 先从清热解毒 活血化瘀入手 配合西

药综合治疗常能收到较好疗效.

        慢性乙型肝炎中度或重度患者肝细胞内的炎症 坏

死持续存在 必然引起肝内纤维组织增生 有人认为

由母婴传播的慢性乙肝病毒携带者 约有1/3可发展为

慢性肝炎 慢乙肝中度约1/3 可发展为肝硬化 活动性

肝硬化约1/3可发展为肝衰竭 甚至肝癌[2]. 即便是积极

的抗病毒治疗 有部分也难以阻止病情发展. 所以 在

抗病毒 控制肝脏炎症的同时 也应抗肝纤维化治疗.

中医认为慢性肝病的基本病理机制是正衰邪盛 湿热未

尽 关键在血瘀 在病理上表现为肝纤维化形成. 经现

代医学研究 中药中 活血化瘀 药物具有抗肝纤维化

作用[6] 中医药以活血化瘀为主的整体治疗抗肝纤维化

占有重要地位. 笔者自拟软肝缩脾丸抗肝纤维化临床和

实验研究显示一定的疗效. 我们采用益气活血 软坚散

结作用的软肝缩脾丸 治疗慢性肝炎及肝纤维化患者

观察发现其具有保护肝细胞 改善血清蛋白代谢 降低

血清HA PC 的作用. 动物实验证实 软肝缩脾丸对

大鼠中毒性肝纤维化具有一定的预防作用. 研究表明

软肝缩脾丸对肝纤维化大鼠 TIMP-1 TIMP-2基因调

节及蛋白表达的具有明显的抑制作用. 其机制可能是通

过改善肝内微循环 控制肝细胞炎症反应 改善肝脏功

能 减少细胞外基质的生成与沉积 促进胶原的降解

调节免疫功能等作用 从而达到抗肝纤维化的目的.

        近年来在实验和临床上 证实有抗肝纤维化作用的

中药有:大黄蛰虫丸 复方鳖甲片 软肝缩脾丸 经

过 八 五 九 五 国家科技公关项目的努力 出现

了319平肝胶囊 861冲剂 袤肝冲剂 抗纤方等 为

我国广大的临床患者提供了一些新的药物治疗手段 近

期出现了丹酚酸乙 氧化苦参碱等一些有良好的抗肝纤

维化苗头的新型中药单体成分 充分体现了我国在肝纤

维化研究领域的特色.

        慢性HBV携带者的中药治疗:慢性HBV携带者的治

疗仍是一大难题 既往由于缺乏有效的抗病毒药物 患

者多数处于免疫耐受状态 许多抗病毒药物需通过机体

的免疫应答发挥作用 故抗病毒治疗难以奏效 致使不

少慢性HBV携带者放弃治疗.此类HBV携带者如不进行

抗病毒治疗 数年后约1/3患者发展为慢性乙型肝炎或

肝硬化. 针对上述情况 笔者对80例慢性HBV携带者

进行肝穿活检 结果100 %肝组织有炎症活动病变 25 %

肝组织有纤维组织增生 其中3例提示早期肝硬化. 对

这类患者笔者给予抗病毒和免疫调控以及中药联合治

疗 收到一定疗效.通过肝穿活检体会到 对那些乏力

纳差 腹胀 鼻衄或牙龈经常出血和B超提示肝脏弥漫

性损伤的患者 即便是肝功能正常 也要给予抗病毒和

免疫调控治疗. 因为这类患者不属于一般HBV携带者(无

任何症状 肝功正常 B超正常 年龄<15岁 归属于

慢性隐匿型范畴. 对于隐匿型乙型肝炎临床医师往往放

弃治疗 针对这样患者及时肝穿活检 进行病情判断和

指导治疗.

2   讨论

乙型肝炎是被世界卫生组织列为全球第九大引起死亡的

疾病 全世界已有20 多亿人口被感染 约3亿 5千万

成为慢性乙肝病毒携带者. 慢性乙肝病毒携带者易发生

肝硬化或肝癌 全世界每年约有100万患者死于肝病

其中1/3在中国[4]. 中西医结合治疗乙型肝炎是我国独特

的治疗方法. 在肝炎的治疗方面 许多外国学者也不得

不承认我国的优势. 中西医结合治疗乙型肝炎的优点是:

可相互减轻副作用 增加疗效. 例如西医的抗病毒药物

干扰素可引起发热 白细胞减低等症状 中药可减轻其

副作用 改善临床症状 促进肝细胞恢复 使干扰素疗

效更佳. 还有许多降酶药物 退黄药物都是从中药中提

炼出来的. 作为祖国传统医学的中医药在治疗慢性乙型

肝炎中发挥了一定作用.

        然而 中医药抗乙肝病毒的疗效似乎不如西药疗效

好 抗肝脏炎症 抗肝纤维化更能显示出中医药的优势.

为了评价传统中药治疗慢性乙肝的效果和安全性. Liu 

McIntosh Lin et al 进行至少随访3 mo的随机或半随机

试验.将中药(单药或复方成药)与安慰剂 不治疗 常规

非特异性治疗或干扰素进行对比的试验均被纳入. 中药

加上干扰素与单用干扰素进行对比的试验也被纳入. 试

验可能是双盲 单盲或非盲法. 数据由两个评价员独立

提取  采用治疗意向分析. 9 个随机对照试验 包括
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936 名患者 符合纳入标准. 只有一个试验的方法学质

量被认为是合格的. 这9个试验检测了10种不同的中药.

与非特异性治疗和安慰剂比较 扶正解毒汤(中药复方)

在血清HBsAg HBeAg HBV DNA转阴方面有显著性效

果 猪苓多糖对血清HBeAg 和HBV DNA 转阴有效

苦味叶下珠对血清HBeAg转阴有效. 与干扰素治疗相比

复方叶下珠和苦参碱对血清HBeAg和HBV DNA转阴以

及转氨酶降低没有显著性差异. 被研究的其他中药没有

显著性效果.某些中药可能对慢性乙肝有效. 但证据不

足 以至没法推荐任何一种单独的中药. 还需要设计严

密 随机 双盲 安慰剂对照的临床试验.

        中药治疗也并非价廉物美 而且部分中草药有不同

程度的毒副作用 尤其是一些肝炎常用药物 如川楝子

龙胆草 山豆根等等 长期使用不仅可以加重乙肝病情

而且可直接引起药物性肝炎. 所以 使用中药也要做到

因时 因人而异. 最近国外文献报道使用中草药出现肝

脏毒性和其他严重的负性事件. 如日本近年来发表的文

献报道小柴胡汤治疗慢性肝病时发生间质性肺炎等 因

此对现有治疗慢性乙型肝炎的中草药应当科学验证 重

新评价 正确引导 规范管理 从而进一步提高中草药

的疗效及中医药的临床应用价值.
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0   引言

我国为乙型肝炎病毒携带者大国 目前全世界乙型肝

炎病毒携带者约为3.5亿 我国就有1.3亿 因此如何

规范乙型肝炎病毒携带者的诊断与治疗 是摆在我们

面前急待解决的问题 本文就此问题作一探讨.

1   乙型肝炎病毒携带者(乙肝病毒携带者)的定义

乙肝病毒携带者到目前为止尚无一个规范的定义 在

许多文章中经常出现下列命名: 健康携带者 HBsAg

阳性无症状携带者 慢性无症状HBV携带者 (chronic

asymptomatic HBV carrier  AsC) 究竟以哪一种命名为

妥? 多年来大样本的跟踪随访及肝穿活检研究结果表

明 这些携带者中仅有少数为真正的 健康携带者 其

余大部分为潜伏状态下的迁延性肝炎或活动性肝炎病

例 有的甚至已达到肝硬变程度. 因此真正的 健康携

带者 应该具备以下几个条件[1] : (1)从未有过明确的肝

炎发病史(如急性肝炎等) 一直没有临床症状(如容易疲

劳 食欲不振 肝区不适或疼痛等)和体征(肝掌 蜘蛛

面色晦暗 脾肿大等); (2)血清乙肝表面抗原HBsAg阳

性 但是肝功能始终正常(如血清转氨酶 胆红素 白蛋

白比值等); (3)肝活检组织正常或大致正常 在这些标准

中 肝活检组织检查最为关健 也最为困难 严格地说

健康携带者只能指肝组织无变化者 但是让每位乙肝病

毒表面抗原阳性者都做肝穿刺检查是极不现实的 真正

的 健康携带者 仅占乙肝病毒携带者的15-20 %. 因

此 以健康携带者来命名是不恰当的 且可能延误治疗

给患者带来负面的影响. 世界各地均有报道HBsAg阴性

HBV感染 经分子生物学和免疫组织化学检出肝细胞内

有HBV的病毒抗原和病毒核酸以及血中有病毒核酸. 因

此 AsC应包括HBsAg阳性和HBsAg阴性的仅肝内存在

病毒者和同时有病毒血症者. 故以HBsAg阳性无症状携

带者来定义乙肝病毒携带者 将会对一部分HBsAg阴性

病例的遗漏 出现漏诊 因此我们认为乙肝病毒携带者

应定义为:慢性无症状HBV携带者.

        AsC的肝组织可无改变 也可出现由轻微病变至肝

硬化的系列慢性肝病谱[2] 我院对24例AsC 患者进行

肝穿刺活体组织检查 其中76.9 %肝脏病理组织有不

同的炎症改变 15.4 %肝组织未见炎症反应. 骆抗先研

究261例AsC肝活检的肝组织表现 肝组织正常者仅约

10 % 灶性炎症和非特异反应性炎症 45 % 仅有汇

管区炎的轻度慢性肝炎约25 % 有明显小叶病变的慢

性肝炎和有界面炎症的慢性肝炎各约10 % 其中个别

已是肝硬化[3]. 因此 AsC 诊断应通过体征 影像学及

肝组织病理诊断来综合判断其处于哪个阶段 而不能简

单的认为AsC就是健康者. AsC的诊断依据: (1)HBV感染

时间6 mo 或 6 mo 以上 (2)无肝炎症状和体征 各项

肝功能检查正常 经6 mo观察无变化者; (3)影像学和 /

或肝组织病理正常或不同程度的异常.

2   预后

大多数AsC 在漫长的HBV 携带后携带状态能自行结

束 AsC 的肝组织病变60-80 %是非活动性的 进展
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性的肝炎仅10-20 %. 慢性肝炎5 a内12-20 %进入肝硬

化 而肝硬化5 a内分别有5 %进入肝细胞癌(HCC)或

肝衰竭[4].

2.1 慢性携带状态的结束  HBV携带者在其少年儿童阶

段尽管HBeAg阳性并有大量病毒复制 却多不发病 也

无明显的肝细胞损害而表现为HBeAg阳性AsC. 至成年

期大约20岁左右大多经过一过性的肝细胞损害而后转

为抗HBe阳性的AsC 这一过程可视为人体免疫机制将

感染的肝细胞加以破坏和清除的过程. 抗 HBe 阳性

AsC 处于HBV复制静止状态 其病毒量明显减少 是

HBV感染的恢复期 感染终将结束. 然而抗HBe阳性是

一个较长的过程. 每年有超过10 %的AsC个例HBeAg阳

性转为阴性 而HBsAg转阴的不足2 %. 1-12岁的AsC

年阴转率0.6 % 主要发生在抗HBe阳性 有显著肝组

织学改变 母亲HBsAg 阴性的小儿.

2.2 病变活动和进展  (1)慢性肝炎:大约20 % AsC在不同

时期发生肝炎 AsC亚临床活动远比临床诊断慢性肝炎

要多 故AsC中慢性肝炎的发生率可能较此为高. (2)肝

硬化和肝细胞癌:肝硬化和肝细胞癌是基于炎症坏死后过

度增生而发展的 炎症坏死性肝病是发生的必要条件

故AsC并不能直接发生肝硬化和肝细胞癌. 但不少AsC

有亚临床活动 在数年至数十年亚临床活动后 肝硬化

或肝细胞癌似在AsC 的基础上 突然 发病. 我国有

70-90 %的HCC为HBsAg阳性[5].

3   AsC的治疗

我国有1.3亿的AsC者 因此如何合理而适当地处理这

些人群已不仅是医学问题 而且是重要的社会问题[6].

然而 目前还没有一种较统一而又规范的治疗措施 且

市场上又充塞了大量的缺乏经科学验证而又真实有效的

药物 给社会资源造成巨大浪费[7]. 我们从以下几个方面

着手 为AsC 提供一个治疗原则.

3.1 卫生宣传  AsC者大多存在一些心理问题 近90 %

的AsC者在查出之前无症状或症状轻微不被发觉 但一

旦得知为HBV携带者就表现紧张 恐惧 不知所措. 逐

渐出现倦怠 乏力 肝区不适 多梦 失眠 近30 %的

人有焦虑 担心发生肝硬化 HCC 担心传染给家人和

亲友 从而妨碍正常的学习 工作和生活 有些甚至不

敢结婚或婚后不敢怀孕 这主要是由于我国当前对HBV

感染的知识的宣传教育还不够 广大社会人士对此问题

认识不深 建议全社会动员起来 采用各种宣传形式

包括在中小学中开设卫生课等 做到AsC者了解自己

社会人士不对AsC者歧视.

3.2 对 AsC进行科学管理  对AsC者建立一个防治网络

系统 以便早期检出病变活动 早期发现肝硬化 HCC

的可疑病例 及时诊断 治疗 做好宣传教育 使AsC

者对问题有正确认识 减少传播机会. (1)建立保健档案:

出诊或体检时 发现的HBsAg携带者需继续复查 如6 mo

后持续携带 可诊断为AsC 普查或一次门诊 不可

能充分了解其全面情况 因此 最好建立保健档案
了解其病理状态 才能做出相应的适当处理. (2)定期观
察:主要观察内容包括症状 肝掌 蜘蛛痣 肝脾肿大
乙肝病毒标志物(HBV-M) ALT和白/球蛋白(A/G)等. 一
般HBeAg阳性者每3 mo门诊采血复查一次 HBeAg阴
性者每6 mo查一次 按保健档案内容填写记录. 因为AsC
发生原发性肝癌(HCC)的危险性较正常人群大为增加(高
34倍) 因对有肝癌家族史 老年人 长期饮酒者或肝癌
好发地区者6 mo-1 a应进行甲胎蛋白及B超检查一次. 无
肝癌相关因素者 1-2 a应进行甲胎蛋白及B超检查一
次. ALT升至正常高限2.5倍以上或不够2.5倍但间隔15 d
复查仍异常者 表示病情活动 有的个例活动十分隐
蔽 ALT仅间歇性轻微升高 对于有病情活动的个例复
查应缩短每月一次. 特别要加强预防母婴传播的对策
AsC怀孕应缩短检查时间 尤其妊娠晚期应每月查肝功
一次 注意发生重型肝炎. (3)保健咨询:主要也是宣传教
育 应使AsC能自由接受医学观察 能自我保健. 可采
取门诊 信函或电话咨询. 医务人员应学习有关知识 在
定期复查中 正确对AsC者及其家属给予保健指导 如:
性生活最好使用安全套 性生活要有节制 尽量避免强
体力劳动或剧烈运动 对新生儿指导接种HBIG与乙肝
疫苗 HBV不通过蚊虫传染等. 对AsC应十分关心 需
积极建立医患相互信赖关系 使AsC者信任医生 依从
保健指导 需解决心理上的疑难问题 解脱忧愁 提高
适应能力 有利身心健康. (4)一切AsC均应有以下一般
性约束和要求: (1)不能献血及组织器官 流出的血液 月
经必须适当处理 尽量避免他人接触 污染物应彻底消
毒或及时烧毁. (2)牙刷 剃刀 浴巾 毛巾和手帕必须
专用 采取分餐制(HBV一般不通过消化道传播 但当
被接触人群有口腔炎症及黏膜破损或消化道炎症及黏膜
破损时可通过消化道传播). (3)AsC的家属和同居人员亦
应接受检查 特别是其母父 子女 同胞和配偶也要检
查有否感染. (4)求医就诊时 必须主动告诉医生自己是
AsC 医生可尽量避免开出损害肝脏的药物 特别是接
受手术 分娩 修牙 针灸或有出血(如创伤出血 咯血
呕血或便血)时 以便区别诊疗处理 避免造成院内感染.
(5)不宜从事整容 牙医 助产 托幼 食品加工和饮食
服务行业工作. 上述约束和要求的贯彻中 应注意无论
对AsC本人或其周围人群都不要促成精神紧张 更不能
形成顾虑甚至恐惧. 不可盲目扩大职业回避范围 不应

将AsC列为一切职业择优录取的排斥对象.

4   药物治疗

关于HBV携带者的治疗问题 使临床医生感到十分棘

手 多年来国内外学者的实践证明 无论是免疫调节

还是抗病毒疗法 或二者结合 收获均微[3-7]. 有些药

物和疗法由于缺乏严格的双盲和前瞻性研究 结果重复

性差. 近年来 国内外学者均倾向于对HBV慢性携带者

不应常规使用抗病毒药物治疗[8]. 免疫抑制剂可能导致
HBV DNA 的清除延缓 甚至出现致死性肝炎的发生[9].
临床医生应根据不同情况采用不同的方法加以处理.

788                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 6月 15日  第 11卷  第 6期



4.1 非复制期的AsC 如乙肝两对半呈小三阳 HBV-
DNA<105 copy/mL或斑点杂交法阴性者 一般病情不活
动 无需治疗.
4 . 2  高复制期的 AsC 如乙肝两对半呈大三阳 且
HBV-DNA>105 copy/mL  肝脏无明显的损害 原则上
不主张进行治疗 但间断服用一些护肝药物也无不可
切忌滥用药物造成药物性肝损害.
4.3 对影像学或肝组织学检查有病理改变者 很可能已
是迁延性或活动性肝炎 他们实际已是亚临床型肝炎
病变在潜移默化中发生进展. 这些人群有必要加以适当的
保肝治疗和抗病毒治疗 但抗病毒治疗效果差. 由于儿童乙
肝患者的ALT变化往往与肝组织的病理改变不一致 肝组
织学改变严重于生化的变化 这是因为小儿免疫耐受或免
疫紊乱等原因 因此对于小儿只要肝脏有活动性病变 有
病毒活动性复制 都是抗病毒治疗的指征.

5   对 AsC的一些建设性意见

5.1 AsC 患者能否饮酒 饮酒量多少 是我们所关注
的 我们认为AsC患者以不饮酒为宜 若是确实交际或
工作需要饮酒的话 一定要慎重 即使原来酒量较大的
人 每日饮酒量亦要<20 g/d 饮酒<40 g/wk.
5.2 AsC在使用肝损药物时应如何把握  原则上AsC患
者尽量避免使用损肝药物 但是 当AsC合并结核病时
必须使用抗痨药物时 可以在保肝的基础上继续使用
并定期检查肝功 原则上 ALT<正常3倍 胆红素<正
常 2 倍 白蛋白>35 g/L 不主张停药 可密切观察
继续使用但一定要慎重 每15 d检查肝功一次. 糖尿病
尽量避免口服降糖药物 改用胰岛素治疗.
5.3 AsC 者接受器官移植 化疗或免疫抑制剂治疗时
可于术前或化疗前1-2 mo 给予拉咪呋啶抗病毒治疗
或密切观察肝功能变化 一旦ALT异常升高 立即给
予拉咪呋啶治疗 剂量0.1 mg 1 次 /d 持续时间依
病情而定 最大限度地减少HBV的再活动.
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0   引言

肝纤维化可由多种原因引起 我国以乙型肝炎最为常

见 因其病因难以去除 故人们十分重视乙型肝炎肝

纤维化的研究 本文就其诊断与治疗作扼要讨论.

1   乙型肝炎肝纤维化的诊断

肝纤维化的诊断仍应强调综合考虑 笔者等在多年研究

肝纤维化血清指标谱的基础上 于1995年提出 肝纤维化

诊断的积分方案 可供参考. 现结合新进展作介绍.

1.1 临床诊断(提供线索)  询问病史 全面体检.

1.2 组织病理学诊断

1.2.1 肝活检组织病理学检查的基本要求  组织病理学检

查是明确诊断 衡量炎症活动度 纤维化程度 以

及判定药物疗效的重要依据. 为避免因肝穿刺组织太小

给正确诊断带来困难 力求用粗针穿刺 标本长度须

在1 cm以上(1.5-2.5 cm). 至少在镜下包括3个以上汇管

区. 肝穿标本应做连续切片 常规作苏木素-伊红 网

状纤维和(或)Masson 三色染色 以准确判断肝内炎症

结构改变及纤维化程度 并根据需要增加免疫组织化

学或病毒抗原或核酸的原位检查.

1.2.2 慢性肝炎组织学分级 分期  详见2000年西安全

国肝病会议通过的病毒性肝炎防治方案.

1.3 血液学检查

1.3.1 反映间质代谢的指标反映间质代谢的指标可分为

( 1 )参与间质代谢的酶 如羟化酶 氧化酶 胶原酶

(属金属蛋白酶类 MMPS)和肽酶; (2)胶原和胶原代谢产

物 如 型前胶原肽(P P)与 型前胶原(PC ) 型

胶原(C- ) 型和 型胶原 羟脯氨酸(Hyp)等 (3)

非胶原糖蛋白 包括层粘连蛋白(LN) 纤维连接蛋白

(FN) 粗纤维调节蛋白(又称波状蛋白UN) 细胞粘连

蛋白等 (4)蛋白多糖 由一个核心蛋白连接多个糖胺

多糖(GAG)组成 如透明质酸(HA)等. 有关HA PCIII

C-IV LN对肝纤维化的诊断价值已有详尽报道[1]. 本文

着重报道TIMP-1 在肝纤维化中的诊断价值. 1993 年

Murawaki et al [2,3]报道血清TIMP以酶复合物形式存在
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采用酶标法检测健康人血清TIMP含量为164 20 ng/mL

慢迁肝 慢活肝及肝硬化患者与健康人相比分别升高

10 % 36 % 62 % 并发现血清TIMP与血清胶原酶

活性呈负相关 与肝纤维化程度密切相关. 1999 年

Murawaki et al [4]报道健康人血清TIMP-1浓度为155

17 ng/mL(酶标法) 慢迁肝 慢活肝及肝硬化患者与

健康人相比分别升高18 % 35 % 63 %. Lichtinghagen et al [5]

认为外周血白细胞MMP-2 MMP-9 TIMP-1 和

TIMP-2的mRNA水平与血清中蛋白浓度无关 血循环中

MMP-2/TIMP-1的比值与肝纤维化程度相关. 聂青和 et al [6]

用固相致敏红细胞黏附技术检测肝硬化患者血清TIMP-1

和 TIMP-2 阳性率分别为 73.6 % 61.2 % 且血清

TIMP-1和TIMP-2含量与肝组织中二者的表达水平有

明显相关性 认为TIMP-1和TIMP-2 特别是TIMP-

1可作为一种有价值的肝纤维化的诊断指标. 多数研究

证实 血清TIMP-1 与血清P P 型胶原密切相

关. 目前越来越多的研究人员将血清(浆)TIMP-1 水平

看作肝纤维化诊断指标 但是需要与其他指标联合分

析. 郑敏 et al [7]初步研究认为测PBMCs 内的 TIMP-

1mRNA MMP-1/TIMP-1的mRNA比值对慢性肝炎肝

纤维化诊断有较大价值 并且二者联合检测可使灵敏

度达82.86 % 特异度达100 % 而血清TIMP-1对肝

纤维化的早期诊断有一定价值 灵敏度为65 % 特异

度为75 % 这与Murawaki et al [8]的报道一致 若三者

联合检测将使特异度达到100 %. Li et al [9]用酶标法检

测酒精性肝病患者血清TIMP-1水平 并与组织学对比

发现血清 TIMP-1在酒精性脂肪肝时不增高 而在早期酒

精性肝纤维化时即有增高 增高水平与肝纤维化程度呈正

相关. Koulentaki et al [10]ELISA法检测19例处于黄疸期的急

性病毒性肝炎患者血清TIMP-1 2 发现血清TIMP-2

水平与正常对照组比较明显增加 而血清TIMP-1浓度

与正常人比较无明显改变. Boeker et al [11]对59例慢性丙

型肝炎 19例丙肝肝硬化 30名健康人血清TIMP-1水

平的变化研究后发现:正常对照组 慢性肝炎无肝纤维

化者 慢性肝炎伴有肝纤维化者  肝硬化者. 对于其他

病因引起的肝纤维化 血清TIMP-1是否也同样具有较

强的特异性有待于深入研究.

1.3.2 参与调节肝纤维化形成的细胞因子的检测  血清中

的TGF-β1(细胞抑制法和酶标法)与正常人有较大的重
叠 其诊断价值国内尚无一致观点. 罗瑞红 et al [12]认为

血清TGF-β1有助于诊断肝硬化和S2期以上的肝纤维
化 与血清HA同时检测时 可粗略估计肝纤维化的程度.

李成忠et al [13]报道200例慢性肝炎患者中 仅个别纤维

化病例血清TGF-β1水平显著高于正常人 认为血小板
数量 肝组织炎症程度 血清和血浆中含量不同等因素

影响其临床应用的价值. 郑敏 et al [7]用酶标法检测了60

例慢性肝炎患者血清TGF-β1含量 认为其对肝纤维化
的诊断价值不大. 郑敏 et al 已报道用定量PCR法检测

PBMC中TGF-β1 mRNA水平 并初步发现其在PBMC中

含量与在肝组织中的含量差异无显著性 且认为肝纤

维化患者PBMC中TGF-β1和 IFN- mRNA含量的比
值可能有较大的临床意义.

1.3.3 反映慢性肝损伤指标  蔡卫民 et al 研究认为血清

腺苷脱氨酶(ADA) 谷光甘肽-S- 转移酶(GST)等反映

慢性肝损伤较 ALT为佳. Walsh et al [14]认为ALT与肝纤

维化相关性较差. Tran et al [15]认为凝血酶原指数是判断肝

纤维化的最佳指标之一. Oberti et al [16]检测了63例慢性肝

病患者凝血酶指数 GGT alpha2巨球蛋白等指标 认为

凝血酶指数对诊断肝硬化有重要意义. 李成忠 et al [13]认为

GGT可作为有无肝纤维化的指标之一 A/G比值可作为判

断肝纤维化程度的指标之一. 其他可用于辅助诊断的指标

还有 -球蛋白 IgG AFP APOAI 等.

1.4 影像学诊断  超声 CT和(或)MRI的合理选用及相

互对照验证 有助于动态观察.  使用量化或半量化标准

观察肝脏的弹性 肝脏体积 肝脏表面的边缘 肝包膜厚

度 肝实质 肝内血管和胆管 脾脏和脾静脉以及胆囊等

指标的改变 对肝纤维化的诊断和评估病变的活动度可提

供有价值的参考资料. 现有的资料表明 门静脉主干 门

静脉每分钟血流量参数 脾厚度 脾静脉宽度及肝右叶最

大斜径等参数的改变与肝纤维化程度有较好的相关性.

2   乙型肝炎肝纤维化的治疗

目前将肝纤维化治疗分为去除致病因子(彻底治疗原发

病) 抗肝纤维化治疗及对症支持疗法 至今已获公认[17].

2.1 彻底去除原发病因极为重要 抗肝纤维化治疗亦不

可忽视  干扰素和拉咪呋啶抗HBV 作用已获承认

虽不理想 但至今尚无更好者. 使用这些药物祛去病毒

仍有赖于机体免疫功能 所以在用药同时请勿使用免

疫抑制剂为好. 中医中药抗HBV已有较多的报道 但确

切疗效尚待证实. 现有人主张拉咪呋啶加中医中药(如乙

肝散)治疗亦获益. 业已公认去除病因后 肝纤维化仍可

继续发展 因而有必要进行抗肝纤维化治疗.

2.2 抗肝纤维化治疗

2.2.1适应证  (1)若HBV DNA和HBeAg阳性 ALT>正

常2倍 血清胆红素升高<正常2倍 应予抗病毒治疗

剂量 疗程 疗效考核标准详见有关规定. 蔡卫民 et al

进行的肝纤维化动物实验研究显示 在炎症明显活动

期 胶原合成 分泌增加 但其降解也增加 胶原沉积

增加不明显 血清肝纤维化指标也可明显异常 暂不考

虑抗肝纤维化治疗.  但也有人主张抗病毒治疗的同时抗

肝纤维化治疗 (2)若HBV-DNA和HBeAg阴性 肝活检

证实肝纤维化程度>2期(S2)或血清肝纤维化指标>正常

上限值 ( sx ± ) 应予抗肝纤维化治疗. 或经降酶
降黄疸等对症治疗后血清肝纤维化指标仍异常者 亦

应抗肝纤维化治疗 (3)所谓健康乙型肝炎病毒携带者

(血清HBV DNA和HBeAg阳性 但肝功能正常); (4)明

显肝硬化者或明显黄疸 腹水者 或伴有其他严重器

质性疾病者 目前尚无适宜的抗肝纤维化治疗方法.

2
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2.2.2 抗肝纤维化药物疗效评价  详见有关报道[18].

2.2.3 抗肝纤维化药物  目前国内外学者报道的抗肝纤维

化药物多达数十种 但多限于动物实验或因较大的毒

性而在临床研究中停止使用. 最近 Dubuisson et al [19]

报道用去甲肾上腺素拮抗剂(OHDA  6-羟基多巴胺)或特

异的 1肾上腺素受体拮抗剂(prazosin)阻断交感神经信

号传导 可以抑制肝纤维化的发展. 因肾上腺素受体拮

抗剂安全性大 故有望用于临床治疗. 国外尚无一种抗

纤维化药物获得药品管理机构批准用于临床 我国已

有两种抗肝纤维化药物获得国家药品管理局(SDA)批准.

一种为注射用重组人 干扰素 1 MU/支 9 mo为一

疗程. 前 3 mo 1次 /d 1支 /次 肌注 后6 mo隔日1

次 1支 /次 肌注. 治疗组总有效率为66 %(显效率为

24.2 %) 对照组总有效率为16.2 %(显效率为7.4 %) 两组

比较差异显著. 另一种为解放军302医院研制的复方鳖甲软

肝片 以鳖甲 赤芍 黄芪 冬虫夏草 板兰根等中药组

成. 在临床上报道较多的抗肝纤维化中药复方有北京友谊

医院研制的以丹参 黄芪为主的10味中药组成 816 方

和上海中医药大学研制的以桃仁 虫草菌丝 丹参及松黄

等组成319肝平胶囊(扶正化瘀319方). 上海第二医科大学新

华医院等对汉防己甲素(Tet)进行了体外 动物实验与临床研

究 均证明有较好的抗肝纤维化作用. 广泛应用的还有西列

宾胺 维生素E 硫酸锌 虽无明显副作用 但疗效有限.
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0    引言

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma  HCC)是人类最常见

的恶性肿瘤之一. 在世界范围内居男性最常见恶性肿瘤

的第7位 居女性第9位 在中国被列为男性恶性肿

瘤的第3位 仅次于胃癌和食管癌. 全世界每年大约43.7

万人被诊断为HCC 其中约一半发生在中国. 多数

HCC在发现时已进入进展期 恶性程度高 其5 a 存

活率小于3 %[1]. 近年来的流行病学和实验室研究初步表

明 HCC的主要发病因素有乙型肝炎病毒(hepatitis B

virus  HBV)或丙型肝炎病毒(hepatitis C virus  HCV)慢

性感染 黄曲霉素B1(aflatoxin B1  AFB1)的摄入以及酗酒.

在我国 HBV慢性感染是一种最常见的致病因素 在启

东和广西的某些地区还有AFB1摄入这一因素同时存在.

1   HBV与HCC的关联:流行病学证据

HCC在不同国家或地区发生率差别很大 男性HCC年

乙型肝炎病毒慢性感染和肝癌发生
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发生率在莫桑比克高达112.9/10万 而在欧洲多数国家

仅为3/10 万 这种地理位置上的差异与世界范围内的

HBV感染率基本一致. 来自大多数地区的数据证实HCC

发病率与乙型肝炎表面抗原(hepatitis B surface antigen

HBsAg)携带率呈正相关. 另一方面 HCC患者中HBsAg

携带率与所处的地区密切相关 HCC高危地区 塞内加

尔为61.2 南非为61.6 香港为82.0 中国大陆

为86.0 菲律宾为70.0 ;中危地区希腊为45.9 ;低

危地区美国为14.7-17.9 [2,3].

        在中国 至少80 的HCC发生于HBsAg携带者

而HBsAg携带者中HCC发生率显著高于不带HBsAg的人

群. 在一项对22 707位中国台湾居民的长达6 a的前瞻性调

查中 Beasley et al发现HBsAg阳性人群中HCC年发生

率为528/10万 而HBsAg阴性个体仅为2.5/10万 相对

危险性为217 并发现携带HBsAg与其他癌症和肝内转

移癌之间没有联系 证明了HCC与HBV持续感染之间关

联的特异性[4].

        HBV感染发生在HCC发生之前 围产期感染并转为

慢性过程是HCC发生的危险因素之一[5]. 在诸如南部非

洲 中国台湾和新加坡等HBV感染发生率较高的地区

HCC常发生于较年轻的个体(50岁以下) 甚至在儿童

而在欧洲和美洲 HCC多发生于50岁以上的个体.

        对于这些看起来十分可靠的数据应该指出两点. 第

一 上述所谓HBV慢性携带者仅指HBsAg携带者 尚不

包括HBV隐匿型感染[6]. 最近的一项研究显示 在某些所

谓 HCV相关 的HCC组织[7]和血清标本[8,9]中也存在HBV

序列 提示至少在部分 HCV 相关 的HCC 病例中

HBV隐匿型感染也是一种可能的致癌因素[6,9]. 第二 上

述流行病学研究数据只是表明HBV慢性感染与人HCC有

关 要证实HBV参与人HCC发生还需许多直接证据 主

要包括实验研究和针对HBV的干预疗法对HCC发生的影

响的研究.

2   HBV和HCC的关联: 实验室证据

几个方面的实验室研究已经确立了HBV和HCC之间有着

明显且特异的联系 但这种联系仅限于HBV持续性感染.

2.1 动物模型的研究  HBV是一种嗜肝DNA病毒 呈环

状的DNA部分为双股 基因组长度仅为3 200 bp左右

但却有6个部分重叠的开放阅读框架. 三种动物嗜肝病毒

与HBV在形态和基因组结构上极为相似 即土拨鼠肝炎

病毒(woodchuck hepatitis virus WHV) 地松鼠肝炎病

毒(ground squirrel hepatitis virus  GSHV)和中国家鸭乙型

肝炎病毒(duck hepatitis B virus DHBV) 他们都是部分

双股DNA病毒 有与HBV相似的S抗原 C抗原和DNA

聚合酶(P)等编码区. HBV WHV和GSHV还有第四个基

因编码框 X基因 编码x蛋白. HBV与WHV GSHV

和DHBV之间同源核苷酸比例分别为70 % 50 %和40 %

都能引起肝脏慢性持续感染 形态学上类似于慢性肝炎.

近20 a来人们对于WHV与HCC的研究为HBV的致癌

作用提供了一系列间接的 但却强有力证据. 从幼龄时

感染WHV的土拨鼠几乎100 %在 3 a之内发生HCC

而未感染的土拨鼠HCC自然发生率极低 虽然DHBV

持续感染也能引起病毒DNA整合入肝细胞并能造成基

因重排 但其致癌能力至今还未确立[10].

2.2 HBV DNA转基因动物研究  HBV感染具有明显的

种属特异性 如何建立与人自然感染情况相似 但又

经济方便的HBV感染动物模型一直困扰着科学家们. 向

小鼠受精卵或早期胚胎中注射HBV DNA或其片段 由

此在子代小鼠中部分成为HBV转基因小鼠. 目前已成功

地进行了HBV S 基因及X基因的转基因研究 结果是

有启示意义的.

        Kim et al [11]在1991年首先报道 涉及到HBV x蛋白

(HBV x protein  HBx)编码区的转基因可诱发小鼠癌前变

异肝细胞病灶(foci of altered hepatocytes FAH)和HCC 表明

了HBx在肝脏的致癌性. 在其后的研究中 Koike et al [12,13]表

明 HBx致癌性的强弱与其表达水平有关.

         另一个HBV转基因动物模型是Chisari et al [14]制备的.

他们把含PreS1/S2的HBV DNA片段与小鼠白蛋白启动子

一起构建成重组体 这种转基因小鼠肝细胞中大量表达

HBsAg(p25 gp27)及 PreS1/S2多肽(p43 gp45) 导致大

部分肝细胞中这些蛋白异常储积于滑面内质网内 形成毛

玻璃样细胞. 在这些小鼠肝脏中 出生后6 mo开始出现

FAH 9 mo出现肝细胞腺瘤 存活12-34 mo的 31只动

物中 有8只出现HCC (25.8 %)[15]. 然而 这一模型中有

2个事实值得注意. 首先在肝实质的肿瘤前期病灶FAH及

肿瘤细胞中 HBsAg表达明显减弱或已停止 这种HBsAg

表达与HCC发生和进展的关系在HBV持续感染的人肝脏

中也存在[16] ;其次 Chisari模型中所用的重组体合有HBx

编码序列 尚不知道这一模型中有无HBx表达 因而不

能完全除外HBx的致癌作用.

2.3 HBV DNA的体外细胞转染实验  Schaefer et al [17]用

HBV DNA转染经SV40大T抗原(SV40-TAg)基因永生化的

小鼠肝细胞系FMH202和转化生长因子 α(transforming
growth factor α  TGFα)永生化的小鼠肝细胞系AML12
得到了稳定表达HBV颗粒的克隆 这些克隆都获得转化

能力. 此外 用HBV DNA转染永生化细胞系NIH3T3和

HepG2细胞系也使其转化. 应用HBV DNA中部分片段进行

细胞转染观察显示 x蛋白编码基因最有可能是一种肿瘤

基因 在高水平表达的情况下能在短期内引起细胞转化.

然而 这些体外实验结果能够在多大程度上反映体内情

况 在自然感染的人或动物肝脏中 x蛋白表达水平远低

于上述转染细胞或转基因动物肝组织. 实际上 直到最近

才在WHV感染的土拨鼠肝脏内经免疫沉淀浓缩和高度敏

感的化学发光检测技术证明x蛋白的存在[18]. 在HBV感染

的人肝组织中HBx含量可能更低 其检测始终是一个相

当困难而又充满争议的问题.

2.4 HBx的功能及其与人HCC发生的关系

2.4.1 HBx的功能  HBx是一种154 aa 小肽 其功能仍
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未完全搞清. 在WHV x 蛋白为病毒复制所必需 但

对HBV的复制没有如此重要. 已报道HBx有许多功能

其中与宿主细胞的生长调节有关的功能可能与HCC发

生有关. (1) 反式激活其他基因:主要是应用几个细胞系(包

括HepG2 HuH7和NIH3T3)发现的. 其靶基因既有病毒

序列 也有细胞序列. 前者包括HBV基因组中C基因P/

EnhI/II  S1 基因P/EnhI/II S2 基因P/EnhI/II 和 X基

因P/EnhI HIV-1的LTR HSV的TK MMTV的LTR

RSV 的 LTR SV40 的 P/Ehn 和 CMV的 P/Ehn 后者

包括M- 肌动蛋白 白蛋白和 α- 球蛋白等编码基因
HLA-DR/MHC 全属硫蛋白及β-干扰素 丙氨酸tRNA
(tRNAAla) 原癌基因 c-myc c-jun c-fos ras raf

以及AP-2 NF-kB 增强子结合蛋白(EBP) TATA

结合蛋白(TATA-BP) TGFb CDK2 和 CDC2 等细胞

调节因子的编码基因[19]. 基于上述体外实验结果 目前

认为HBx可能通过反式激活某种类型细胞中的生长调节

基因而参与人HCC发生. 已发现人肝脏中胰岛素样生长

因子II (insulin-like growth factor II  IGF II)基因在某些

散在的(肝小多角细胞)或灶性分布的(小细胞性不典型增

生)小肝细胞内先后活化 而 IGF II 表达与HBx表达有

关 提示HBx 可能通过活化某些肝细胞中的 IGF II 基

因 引起这种细胞的增生形成肝实质的小细胞性不典

型增生 参与HCC发生[20]. 最近的观察已表明肝小多角

细胞不仅参与肝脏实质修复 而且见于较晚期的混合

细胞性FAH中[21] 可能与这些癌前病灶中小细胞性不

典型增生有关. (2) 结合p53蛋白的能力: p53蛋白由 P53

肿瘤抑制基因编码 具有调节细胞周期和细胞凋亡

以及DNA修复等功能 与肿瘤细胞的恶性生长紧密关

联. P53基因突变可导致p53蛋白失去上述功能 导致

细胞恶变. Feitelson et al [22]报道HBx可与野生型p53结

合 导致后者灭活 这被认为是HCC的另一发病机制.

(3) 干扰细胞DNA修复:近年来的研究显示 HBx可与细

胞内的一种DNA修复相关蛋白结合 这种结合导致宿

主细胞对紫外线损伤的抵抗力降低 这提示HBx 也可

通过干扰细胞DNA修复过程而参与HCC发生. 此外 还

有报道称HBx和 p53的结合也可阻断这种DNA相关蛋

白的功能. 但实际上 这种蛋白间的结合在HBV感染的

人肝组织中并不常见[23-25].

2.4.2 HBV感染的人肝组织及HCC中HBx的表达  尽

管已在WHV感染的土拨鼠肝组织中成功地检测到x蛋

白 但在人肝组织中检测HBx却非常困难[23,24]. 这可能由

于其表达量远低于WHV x蛋白或其半衰期短.

        应用重组的HBx或人工合成的HBx片段 已经制

备了至少22个多克隆或单克隆抗体 其中多数被认为

是特异的 适用于HBx 的免疫组化 免疫沉淀 免疫

印迹或酶联免疫测定. 然而 不同实验室应用各自生产

的抗体进行的免疫组化和免疫沉淀结果非常不一致 难

以评价. 为了澄清这一问题 Su et al[24]从5个实验室收

集了上述抗体中的11个 对其进行了鉴定. 结果表明

几乎所有抗体都识别黏附于纤维素膜上的HBx 但与

组织内的HBx结合的特异性或亲和力多数不完全合格.

应用多种抗体进行免疫组化和免疫沉淀反应 他们在

HBV相关的肝硬变及HCC组织中显示出了HBx 表明

其只存在于HBV慢性感染的肝脏中 仅见于胞质中. 阳

性细胞包括FAH内或外的肝细胞 肝小多角细胞以及

HCC细胞. 阳性细胞数在肝硬变组织中少 在有的FAH

和HCC组织中较多 这不同于HBsAg和HBcAg的表达.

后二者虽然在慢性乙型肝炎及肝硬变组织中常广泛表

达 但在FAH及其形成的结节中表达明显减弱 HCC

组织中表达基本停止. 由于癌周肝硬变实质大部分被变

异肝细胞病灶或结节占据 其HBsAg和HBcAg表达水

平远低于不荷HCC的肝硬变. 这些数据表明 在HCC

发生(肝实质细胞 变异肝细胞病灶FAH 变异肝细胞

结节 HCC)的过程中 HBx 表达得到选择性地保持

提示他参与人HCC发生. 他们的结果还表明 无论是在

HCC中 还是在肝实质中 HBx 和 p53 表达的组织学

及亚细胞分布都不同 在其匀浆中也未发现他们的免

疫共沉淀证据. 这表明二者在人肝组织及HCC中独立存

在[25].

2.4.3 HBx与人HCC发生  有充足的体外及动物实验证

据表明HBx 是一种致癌基因 但要在人体肝脏证实这

一点还需大量证据. Feitelson et al [19,22]提出HBx通过结合

p53而灭活其功能是HBV诱发HCC发生的一个重要机

制 但HBV感染肝脏中HBx和 p53独立存在这一事实

不支持上述假说[25]. 基于HBx表达在HCC组织及某些癌

前病灶中的选择性保留 HBx对多种细胞生长调节因子

的反式激活作用 以及HBV感染人肝脏中IGF II和HBx

表达的密切关系 有理由认为HBx 可通过反式激活某

些生长调节基因而参与人HCC发生[10,20,24].

3   HBV和HCC的关联:临床干预研究

尽管已报道多种制剂可抑制慢性乙型肝炎患者体内HBV

的复制 其中包括针对病毒DNA的反义核酸 但目前

尚无法安全清除肝细胞内的整合型病毒序列. 只有提高

人群的卫生及健康水平 实行大规模的疫苗接种才能从

根本上控制HBV的传播. 目前已有70多个国家进行儿童

普遍预防接种. 在出生后 3 mo 内进行预防接种已经使

HBV传播发生率及病毒携带者的出现率显著降低. 如果

上述免疫保护作用能够导致相应人群中HCC发生率显

著降低 将是HBV感染与人HCC发生之间因果关系的

直接证据.

        HCC多发于40-60岁的成年人 因此要全面观察

HBV免疫接种后HCC发生率的降低至少需40 a. 已有证

据表明 这种接种免疫已经导致接种人群中HCC发生率

显著减低. 在中国台湾 HCC是一种较常见的儿童恶性

肿瘤 100 %发生于HBV携带者. 1997年的一项统计报告

显示 在6-14岁年龄组 HCC年发生率已由1981-1986年

的0.7/10万降至1986-1990年的0.57/10万 1990-1994年

聂青和. 慢性乙型病毒性肝炎的诊断与治疗                                                           793



又降至0.36/10万 HCC年发生率在1974-1984年间出

生的儿童中为0.52/10万 在1984-1986年间出生的儿

童中降到0.13/10万[26]. 来自韩国的最新统计资料表明

即使在成人 通过注射HBV疫苗进行人工免疫也能显著

降低HCC发生的危险性[27].

         上述数据表明 人HCC发生确与HBV持续感染有

关. 同时也显示 通过全球性地HBV 疫苗接种 人类

会在很大程度上预防HBV相关HCC的发生.

4   HBV感染诱发HCC的可能模式以及肝实质内的 癌

前病变

HBV相关的HCC发生机制仍未完全搞清. 较有影响的模

式有以下三个: (1) HBV DNA嵌入激活某些原癌基因

(2) HBx的反式激活其他肿瘤相关基因 (3) HCC发生的

多阶段模式(多步多击理论)和抵抗细胞(R细胞)理论[10].

        肿瘤的发生是一个逐渐演进的过程 人体某些部位

发生的增生性病变容易演变为癌 称为癌前病变. 已提

出的人肝脏内 癌前病变 主要包括以下五种.

4.1 肝实质的大细胞性改变(large-cell change LCC)  又称

肝细胞异型增生(liver cell dysplasia). 1973年由Anthony et al [28]

描述 是指肝细胞体积增大 伴核增大 核多形及多

个核出现 多年来一直被某些作者认为是 癌前病

变 . 然而 近年来的研究表明肝实质细胞的这种改变

不是癌前病变 而是对某些致病因子的反应 可能反映

了肝细胞的有丝分裂障碍[21,29].

4.2 肝实质的小细胞性改变(small-cell change SCC)  又

称小细胞性异型增生(small-cell dysplasia) 是 1983 年

Watanabe et al [30]在HBV相关的肝硬变中观察到的一种

改变. 作者认为 某些类型的SCC 尤其是小细胞性病

灶或结节 可能是一种真性不典型增生 是肝脏的癌前

病变.

4.3 腺瘤样增生(adenomatoid hyperplasia AH)  这种结

节性病变首先被日本学者Arakawa et al描述 是指硬变

肝脏中体积明显大于其周围结节的结节状病变. 多数AH

直径 0.8-2.0 cm 常有几个汇管区 可通过高清晰度

的超声波检查发现并被手术切除. 依其是否伴有SCC把

这种病变分为普通型AH和不典型AH. 已经知道前者不

过是体积较大的再生结节 与HCC的关系不如后者密

切. 但对后者的的性质仍所知甚少 这一点可以由其拥

有许多摸棱两可的描述性名称反映出来[10]. 因此 国际

工作组建议使用 伴肝细胞异型增生的结节 (dysplastic

nodule)代表后者 以取代其他描述性名称[31]. 近年来的

研究表明 部分不典型AH属肝细胞单克隆性增生[32,33].

4.4 变异肝细胞病灶(FAH)和结节(nodules of altered

hepatocytes)  FAH 是指由细胞学和细胞化学表型明显变

异的成熟肝细胞组成的局部病灶. 这种病灶最先在给予

亚硝胺类致癌剂的大鼠肝脏内被发现 后来相继在包括

大鼠 小鼠 土拨鼠 火鸡 鱼类以及转基因小鼠几种

动物模型中被显示 在化学致癌物 放射线及致癌病

毒诱发的肝癌发生早期出现. 大量的证据表明 FAH是

肝细胞肿瘤的前体 可演变为肝细胞腺瘤和HCC[34]. 实

际上 FAH在10 a前已被用作评价药品致癌性的一个指

标[35]. 最近的研究表明 在Bannasch模型上得到的大部

分知识都能用于解释人HCC的发生 FAH也见于人肝

硬变及其他慢性肝脏病变中 属于HCC前期病变 伴有

SCC的FAH应被看作肝实质的癌前(恶性前期)病变[21].

4.5 肝硬变  由于约80 %的HCC发生于硬变肝脏内

100 a来肝硬变都被认为是HCC的前期病变. 然而 不

同类型的肝硬变之间发生HCC 的可能性有很大差别

FAH发生率及其平均直径也不相同 另一方面 并不

是所有的HCC都发生在肝硬变出现之后. 因此 认为肝

硬变本身是一种癌前病变的观点在概念和医疗实践上都

是不全面的 肝硬变与HCC之间不是因果关系. 在病理

发生过程中二者可能有某种联系 但他们是两个不同

的 可分开的病理过程. 这正象Theise评论的那样 如

果说二者有联系 那也更象堂兄弟 而不是父子关系[36].
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0   引言

疫苗的概念是在200 a前 Jenner发现事先接种牛痘能够

阻止天花的发生之后首先提出的. 近 100 a 来 疫苗的

开发和应用已成为医学科学的重大成就之一 且已广

泛用于传染病的预防和治疗. 这些疫苗成功的原因在于

他能够有效地诱导机体产生保护性抗体. 然而 对某些

细胞内病原菌如结核杆菌 利什曼原虫以及寄生虫等

这些抗体几乎不起作用 因为对这些病原体的防御更多

地依赖于细胞免疫 而不是抗体介导的体液免疫. 对如

乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV) 人类免疫缺

陷病毒(HIV) 疟原虫等感染 则可能需要细胞免疫和体

液免疫的双重介导.

        1995年前医学界普遍认为 疫苗只作预防疾病用.

随着免疫学研究的发展 人们发现了疫苗的新用途 即

可以治疗一些难治性疾病. 从此 疫苗兼有了预防与治

疗双重作用 治疗性疫苗属于特异性主动免疫疗法. 现

在准获使用的疫苗来自杀死或灭活的完整细胞 重组蛋

白或减毒的活病原体 都能刺激机体产生抗体. 然而除

了减毒活疫苗如水痘-带状疱疹病毒疫苗外 其他疫苗

并不能特异的诱导细胞免疫 此外 如果用减毒活疫

苗来预防诸如HIV之类的病毒感染 可能给疫苗制备和

接种疫苗的人群带来危险. 因此 积极寻找既能同时诱

导体液和细胞免疫应答又具安全性的疫苗 实乃当务
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之急. 最近出现的新型疫苗如核酸疫苗 T细胞疫苗

树突状细胞疫苗等彻底改变了疫苗多为蛋白 只能预防

的经典概念 引进了治疗性疫苗和核酸及细胞疫苗的新

内容 大大拓展了人们对疫苗组成和功能的认识 被称

为是疫苗学的第三次革命. 因他们不但具有传统疫苗的

一般功能 且能激发机体特异性细胞和体液免疫应答

用于临床现症患者的治疗. 故称之为新概念疫苗.

         新概念疫苗与传统疫苗的区别表现在:(1)成分不同:

传统疫苗多为死疫苗 /减毒活疫苗或重组亚单位疫苗

新型疫苗则为编码无毒力抗原蛋白的病毒核酸或能激发

特异性机体免疫应答的细胞疫苗 (2)机制不同:传统疫

苗主要靠病毒的抗原蛋白刺激机体产生中和性保护抗

体 新型疫苗不仅能刺激机体产生保护性抗体 而且

能激发特异性细胞免疫应答 (3)作用不同:传统疫苗只能

起到一定的预防作用 新型疫苗不仅能预防疾病 而且

更能起到特异的治疗作用 治疗性疫苗具有更广泛的应

用前景.现就治疗性疫苗的新概念以及目前在慢性乙型肝

炎中的研究现状作一简要的概述.

1   核酸疫苗

所谓核酸疫苗(nucleic acid vaccine) 是将含编码外源蛋

白基因的质粒DNA 直接导入动物组织 外源基因于体

细胞中表达后 表达产物被提呈 与主要组织相容性复

合物(MHC)结合 刺激机体产生相应的抗体和细胞毒性

T淋巴细胞(CTLs) 分别介导体液免疫和细胞免疫应答.

这种外源基因是抗原的来源 具有疫苗的功能 又称为

DNA疫苗 由于不需任何化学载体 故又称裸DNA疫苗[1,2].

        1990年Wolff et al在做小鼠基因治疗试验时偶然发

现 将编码基因的质粒DNA直接注射入动物肌肉细胞

内 能在动物体内表达抗原并诱导机体产生免疫应答.这

一发现打开了通往新的免疫途径的大门. 由于不加任何

佐剂或载体 故又称裸DNA免疫.1994年在日内瓦召开

的专题会议上将这种疫苗定名为核酸疫苗. 核酸疫苗的

出现或许将是疫苗发展史上的一次革命. 现已做了大量

的DNA疫苗的动物试验. 主要包括流行性感冒病毒 乙

型肝炎病毒 人类免疫缺陷病毒 狂犬病毒 淋巴细胞

性脉络丛脑炎病毒 疟原虫和支原体及肿瘤的预防和治

疗研究等[3-9].

        迄今 国外已有至少4种DNA疫苗被批准进入 期

临床试验. 1996年美国FDA批准对健康志愿者进行艾滋

病DNA疫苗人体实验. 1998年MacGregor et al首次报道

了DNA疫苗治疗艾滋病病毒HIV-1感染者的人体实验

结果. 据最新消息 英国已经批准在今年8月开始进行一

种专门针对非洲人的HIV DNA 疫苗的 I 期临床试验.

1998年 美国海军宣布他们已经成功地在健康人体上检

测了针对疟疾的DNA疫苗 他们认为这种疫苗最早得到

广泛应用将可能在2005年. 目前 DNA免疫接种的领域

正在迅速发展 已经发展的现行疫苗不仅使用DNA 而

且还包括附加物 他有助于DNA进入靶细胞 或者起到

佐剂的作用 刺激或诱导免疫应答[10-13].

1.2 乙肝病毒核酸疫苗  乙型肝炎核酸疫苗就是将乙型肝

炎病毒(hepatitis B virus  HBV)一种或几种抗原的编码基

因直接注入宿主体内 该基因能在宿主细胞内转录和表

达 并继而诱生特异的体液和细胞免疫应答. 这类疫苗

不含蛋白质或多肽 仅含核酸 在体内表达后具有疫苗

功能 被称作乙型肝炎核酸疫苗 包括DNA疫苗和RNA

疫苗 主要是指DNA疫苗. 近年来兴起的核酸疫苗的研

究已在乙肝的防治中显示出诱人的应用前景 引起了国

内外学者们的关注. 与传统的血源疫苗和基因工程相比

乙肝DNA疫苗有很多优点 如:比乙肝血源疫苗相对安

全;比基因工程多肽疫苗的制备简单 快捷; 性质更稳定

便于保存和运输; 乙肝DNA疫苗还可通过对目的基因的

构建 选择所需的抗原决定簇 可以对同种异株的病毒

产生免疫应答 发挥交叉保护作用. 更为重要的是 乙肝

DNA疫苗可在机体的真核细胞中表达糖基化抗原蛋白

并可按照病毒抗原的天然构象进行折叠 模拟了病毒的

自然感染过程 不仅可以诱导针对HBsAg的保护性抗-

HBs产生 而且可以同时诱发特异的细胞免疫 所以兼

有预防和治疗作用 不久的将来乙肝病毒核酸疫苗将应

用于临床[14,15].

2   T细胞疫苗

T细胞疫苗原是指将T细胞或体外T细胞表位多肽刺激

产生的T 细胞作为疫苗接种 用于治疗某些自身免疫

疾病.但将依据MHC-I类分子特异的多肽结合基序(MHC

binding motif)合成的多肽 在体外诱导产生的抗原特异

性细胞毒T淋巴细胞(CTL) 用于治疗病毒性疾病 则是

近几年的新思维 新设想[16] 将T细胞从过去应用为靶

细胞转变成效应细胞 为T细胞疫苗的概念增添了新的

内涵.

2.1 T细胞疫苗与CTL反应  自从Doherty和 Zinkernagel

发现CTL能够杀伤外源微生物感染细胞 而且这种杀伤

作用依赖于CTL对外源多肽和自身分子(MHC)的双重识

别之后 越来越多的研究表明:病毒特异性的CTL介导的

细胞免疫具有清除病毒的功能 是宿主防御病毒感染的

主要机制之一. 正因为此 CTL表位及CTL介导的细胞

免疫应答的研究受到越来越多的关注. 传统的病毒疫苗

(减毒或灭活) 含有完整的病毒蛋白质 以刺激机体产

生抗体为主 难以有效诱导产生MHC-I 类限制性的

CTL和清除细胞内病毒颗粒. 目前临床应用的过继免疫治

疗如LAK 细胞 CD3-AK 细胞均为非特异杀伤细胞

靶向性差.因此 有学者已直接用单个或多个CTL多肽导

入体内(多肽疫苗) 诱导机体产生特异性CTL应答[17-19]

虽然能够观察到CTL应答 但有时滴度不高 可能是由

于较短的CTL多肽更易被血清蛋白酶降解 从较短的(通

常为几个-十几个氨基酸)多肽中去除一个或两个氨基酸

将改变其结合HLA的能力;若将几个多肽交联 既可能

形成新的CTL表位 诱导特异性CTL失败 又可能产
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生针对多肽的抗体; 另外 低剂量抗原皮下注射可以产

生免疫应答 而高剂量静脉注射则可能引起免疫耐受.

2.2 治疗病毒性肝炎  T细胞疫苗是用多肽在体外诱导产

生特异性CTL 后者被克隆 扩增 筛选和鉴定后 仅

将MHC-I类限制的CD8+ T细胞输入机体 诱导细胞免

疫应答产生 从而解决了多肽疫苗存在的上述问题 而

且直接回输CTL 可以人为地控制CTL的强度 避免其

过度 导致大量受染肝细胞死亡 也可避免其过低 无

清除病毒作用.

        治疗性疫苗被认为是抗病毒治疗的一个重要方向

已有研究者进行了探索. 其中DNA疫苗和HLA限制的识

别HBc表位的细胞毒T淋巴细胞疫苗能够活化细胞和体

液免疫应答. 在转基因鼠中 这种治疗性疫苗能够打破

免疫耐受 但人体研究尚待开展. 因此 我们在国家自然

基金的资助下 利用转染了HBV基因(S+S1)或(S+S1+S2)

的小鼠骨髓瘤SP2/0细胞皮下注射 形成的皮下移植瘤

HBV小鼠模型和HBV基因转染细胞系 发现MHC-I限

制的CTL表位多肽体外诱导的特异性CTL 在体内外对

HBV感染细胞均具有杀伤作用 可能成为病毒性疾病或

肿瘤免疫较好的疫苗后选之一[20,21].

3   树突状细胞疫苗

树突状细胞(dendritic cell DC)是专职抗原呈递细胞

能有效地将抗原呈递给 T 淋巴细胞 从而诱导CTL活

化. 荷载抗原的DC具有疫苗的功能 故称树突状细胞疫

苗.荷载的抗原既可以是病毒抗原 HLA限制的CTL 表

位(8-10 个氨基酸的短肽)基因 也可以是肿瘤细胞 还

可以是编码肿瘤抗原的基因.由于 DC 细胞疫苗可以不依

赖于CTL靶细胞 又有较高的抗原呈递效率 正成为新

一代疫苗的代表[22] .

3.1 研究意义及现状  核酸疫苗诱导特异性免疫应答产生

已被大量的实验室证实 但普遍存在着抗体滴度不高

CTL杀伤率不强等问题. 其原因可能与病原体感染后 抗

原呈递细胞(APC) 尤其是树突状细胞数量减少 功能降

低有关[23-26]. 如何绕过或提高DC免疫功能低下 诱导出

更强有力的 更具广泛性的免疫应答 应当成为基因疫

苗和免疫治疗亟待解决的突出问题之一. 业已证实 DC

是目前发现的功能最强的抗原呈递细胞 也是唯一能激

活初始T细胞的抗原呈递细胞[27]. 因此 应用抗原或抗

原多肽体外冲击致敏DC 然后将之回输或免疫接种荷

瘤宿主或带病毒特异性抗原的宿主 进行免疫治疗 利

用DC与肿瘤细胞融合成为新型带有DC功能及肿瘤特异

抗原的融合细胞瘤苗的报道[28] ;以及利用病毒载体将带有

肿瘤或病毒抗原的编码基因转染DC 使之在DC内持续

表达相应特异性抗原 诱导产生特异性抗肿瘤或抗病毒

免疫反应等方法应运而生.

3.2 DC在HBV发病机制中的作用  近年来 越来越多

的证据表明 由DC激活的细胞免疫特别是CTL介导的

免疫反应 在HBV发病机制中发挥着十分重要的作用.

一般认为 细胞免疫功能低下是HBV感染慢性化的主

要原因.作为主要的抗原呈递细胞 DC的功能缺陷将直

接影响T细胞的免疫反应. 已有实验证实DC可诱导肿瘤

细胞免疫耐受 但婴幼期免疫耐受是否与此有关尚需进

一步研究. Oka et al [29]使用HBV转基因鼠(HBVTg)模型研

究PBMC来源的DC与免疫接种后应答的关系 发现疫

苗接种后应答者DC功能明显强于无应答者. 在另一些实

验中有潜在DC功能的HBV? Tg 经免疫接种治疗后无

HBsAg和HBeAg的表达 HBV DNA滴度也较低. DC功

能较差者治疗前毫无反应 两组治疗前HBsAg HBeAg

和HBV DNA浓度无差异. 提示DC活化程度可作为判断

免疫治疗预后的指标.研究发现 DC 免疫可以打破

HBVTg对CTL的免疫耐受 而且转基因鼠不能产生抗?

HBs只与DC功能缺陷有关 与T B细胞功能无关. 经

IFN处理后DC可上调表达MHC和T细胞抗原(KLM). 国

内外学者已有报道慢性乙型肝炎患者外周血DC功能明

显低下 抗原呈递不足可能是导致HBV感染慢性化的原

因之一[30].

       近年来 科学家在几种动物模型中进行了乙肝DNA

病毒感染的 感染与免疫 机制研究 取得明显进展.

应用四聚体和细胞质内细胞因子染色在慢性乙型肝炎患

者进行的细胞免疫应答的研究 阐明了慢性乙型肝炎的

基础免疫缺陷. 这些基础实验研究对评价各种疫苗和候

选疫苗的治疗作用是极其重要的. 1998年国外开始用乙

肝病毒基因转移鼠为动物模型研究乙肝病毒治疗性疫苗

的抗病毒作用. 同年在法国 日本也开始用乙肝病毒某

些基因片段表达的多肽加上各种不同佐剂配制的治疗性

疫苗作临床研究 观察这种多肽疫苗对慢性乙肝病毒携

带者的治疗作用. 其结果揭示 这种疫苗对乙肝病毒基因

转移鼠有抗病毒作用 单一应用特别是与抗乙肝病毒药联

合应用 对慢性乙肝病毒携带者有一定的疗效. 1999年美

国研制了新的多肽治疗性疫苗 并对这种治疗性疫苗的免

疫学作用进行了深入研究. 美国这一研究具有很大意

义 因为这一研究中 作者提出了一些免疫学检测方法

这些检测方法不仅可以预测治疗效果 而且还初步证

明 治疗性疫苗可以打破慢性乙肝病毒感染患者最主要

的免疫学反应紊乱 即对乙肝病毒及其抗原不产生免疫

应答-免疫耐受状态. 我国学者闻玉梅 et al报告 现在

有多种治疗性乙肝疫苗正在进行临床前期或临床研究

由复旦大学与北京生研所合作开发的重组治疗性乙肝疫

苗(YIC)已通过了国家药品监督管理局认证.

          免疫耐受是造成慢性乙肝病毒携带者呈持续病毒感

染状态的主要原因之一 也是治疗上最难解决的问题.

现有治疗慢性乙肝的抗病毒药对慢性乙肝病毒携带者疗

效不佳 其主要原因是这些抗病毒药可以抑制乙肝病毒

复制 但不能清除乙肝病毒 对机体的免疫耐受状态的

逆转没有肯定的作用. 从发展趋势来看 乙肝病毒治疗

性疫苗将成为本世纪对慢性乙肝病毒感染特别是慢性乙

肝病毒携带者治疗研究领域的热点 他与现有抗乙肝病
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毒药物的联合应用 将成为一种新的治疗方法.
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摘要

乙型肝炎病毒感染严重危害人类健康  全身抗病毒和调节

免疫功能的治疗效果尚不理想  近年来国内外开展肝靶向药

物的研究 即用某中具有特殊亲和力的载体把抗乙肝病毒

药物运送到肝靶器官 达到了小剂量 高效应 低毒副性

反应的目的 靶向抗乙肝病毒药物可能成为肝炎治疗中确

实有效的方法之一 .

王九平,白雪帆. 抗乙型肝炎病毒肝靶向药物制剂的研究进展. 世界华人消化

杂志  2003;11(6):799-802
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0   引言

乙型肝炎是由乙型肝炎病毒(hepatitis B virus HBV)感

染引起的一种严重危害人类健康的传染病[1-10].  全世界

大约有20亿人感染过HBV 3.5亿携带HBV 而持续

HBV感染会导致肝硬化和原发性肝癌 死亡率[11-17] 很

高. 尽管国内外医学家采用全身抗病毒和调节免疫功能

的方法 但治疗效果尚不理想 其主要原因可能是药物

在HBV主要复制部位-肝脏中分布较少. 虽然可通过肝

动脉或门静脉给药来提高药物在肝脏的分布 但有一

定的创伤.  针对这一问题 近年来开展肝靶向药物

(targeted drug system)抗乙肝病毒的研究 即采用医学

生物技术将治疗药物与靶向载体结合 以使药物能被特

异运送至靶器官与靶细胞 较好地达到了小剂量 高效

应 低毒副性反应的目的. 因此 通过靶向抗乙肝病毒药

物可能成为肝炎治疗中确实有效的方法之一[18-29]. 现将肝

靶向给药抗乙肝病毒的研究现状及应用前景作一综述.

1   主动靶向

1.1 肝细胞半乳糖受体介导的肝靶向药物  肝细胞半乳

糖受体(hepatocyte galactose receptor  H-Gal-R)仅存在于

脯乳动物的肝实质细胞膜上 他能特异的识别和结合

以非还原半乳糖或N-乙酰半乳糖为末端的糖蛋白 该

受体介导的胞吞作用的糖蛋白定向转运到胞内溶酶体

进行代谢. 利用H-Gal-R介导的各种药物 酶或基因定

向转运到肝细胞内发挥作用. Hashida etal [30] 实验证实

H-Gal-R介导系统对肝有较高的亲和性 且肝吸收迅速.

        干扰素(IFN)是目前HBV治疗的首选药[31-34] 但临

床应用中存在用量大 毒副作用大 费用昂贵等缺点.

将以D-半乳糖为起始物合成2-亚氨基-2-甲氧基-1-

硫代-β-D-半乳糖吡糖苷(IME-半乳糖苷)与 INFα1相
结合获得共轭物Gal- INFα1[30]. 研究表明:Gal-INFα1具
有明显的趋肝性 INFα1效价为345 901 kU/L 而Gal-
INFα1的效价为958 668 kU/L 后者为前者的2.27倍. 这
一结果显示 将半乳糖引入INFα1后 不仅可提高INFα1
在肝脏的分布 而且也增强了INFα1的生物活性.
         核苷类药物在抗乙型肝炎病毒药物中也占有相当

重要的地位[35-37]. 但疗效不很理想 主要是由于乙型肝

炎病毒核心抗原存在于肝细胞内 核苷类药物需进入

肝细胞 并经胸腺嘧啶核苷激酶催化三磷酸化后方显

效. 而核苷类药物不易透过肝细胞 且乙肝病毒感染的

细胞缺少胸腺嘧啶核苷激酶 宿主细胞磷酸化作用缓

慢 达不到抑制病毒复制的有效浓度. 大剂量给药可提

高血药浓度 但在血中未被磷酸化的药物可迅速经肾

排泄而出现血尿和肾功能障碍等毒副作用. 为了提高核

苷类药物治疗乙型肝炎的疗效并降低其毒性 在国内

外广泛开展H-Gal-R介导的肝靶向核苷类抗病毒药物

的研究. 实验研究证明[38,39] 以乳糖化人血清白蛋白(L-

HAS)为载体的阿糖腺苷 - 乳糖化人血清白蛋白(L-

HAS-Ara-AMP)和无环鸟苷-乳糖化人血清白蛋白(L-

HSA-ACV-A) 以NGA为载体的无环鸟苷-半乳糖基

新糖白蛋白(NGA-ACV-A) 以CMD为载体的半乳糖

化羧甲基葡聚糖-阿糖胞苷(Gal-CMD-Ara-C) . 动物体

内示踪表明交联物能迅速积聚于肝细胞 并延长药物

作用时间. 交联物在肝内与游离药物有相同的抑制病毒

DNA合成的作用 所需导向药物的剂量较游离药少5-

10倍 其毒副作用极低 . 无环鸟苷(ACV)乳糖血清白蛋白

(LSA)交联物可显著减少在肾脏的堆积. 小鼠经0.6 µg/g已
经证明阿糖腺苷和单磷酸阿糖腺苷能抑制乙肝病毒

(HBV)复制 但剂量相关的神经肌肉疼痛综合征阻碍了

该药的临床应用 .  将单磷酸阿糖腺苷与含末端半乳糖残

基的乳糖化血清清蛋白形成偶联物乳糖化清蛋白单磷

酸阿糖腺苷(L-HSA-Ara-AMP) L-HSA是半乳糖末端

糖蛋白 通过受体介导可选择性进入肝脏 提高了肝脏

中单磷酸阿糖腺苷(Ara-AMP)的浓度 而且还因良好

的靶向性而降低了药物的使用剂量. Xie et al [40]采用麻

鸭乙肝病毒动物模型 用单磷酸阿糖腺苷(Ard-AMP)

与半乳糖化血清白蛋白交联物(L-HSA-Ara-AMP)治疗

10 d 观察用药前后血清中鸭乙肝病毒(DHBV)DNA



DHBsAg 肝组织病理学变化及药物的不良反应. 结果

表明 L-HSA-Ara-AMP用药后能使血清DHBV DNA

水平降低 对血清DHBsAg作用相对缓慢 治疗过程

中未见L-HSA-Ara-AMP不良反应 既降低Ara-AMP

的使用剂量 避免了Ara-AMP 的不良反应 又能抑

制DHBVDNA的复制 在体内达到了抗DHBV的作用 .

Fiumme et al  [41]临床上用Ara-AMP半乳酰化共轭物35 mg/kg

治疗5例慢性乙型肝炎患者 结果3例血清HBV-DNA

消失 另2例治疗期HBA-DNA水平明显下降 而其药

量比游离药物低3-6倍.

      反义寡核苷酸(antisense oligodeoxynucleotides

ASODN)能有效抑制培养细胞中的乙型肝炎病毒基因的

表达 是值得研究的新型抗病毒药剂 但ASODN的生

物利用度和稳定性较差 因此还需要积极寻找新的

ASODN修饰方法 从而增强ASODN 的生物利用度和稳

定性. 郭军 et al [42]以人工合成2种糖化多聚赖氨酸导向

配体 与互补HBVmRNA多聚腺苷酸的反义寡核苷酸

复合物结合 体外肝细胞和小鼠体内实验显示 两种导

向配体-ASODN复合物可使2.2.15 细胞荧光染色率达

75.3 %和83.8 % 而单纯ASODN组则为24.3 %和1.8 %.

冰冻切片观察荧光染色主要聚集在肝脏中. 说明导向配

体无论在体内外均具有良好的导向ASODN进入肝细胞

的功能. 另有实验证明半乳糖化白蛋白和半乳糖化多聚

赖氨酸连接的ASODN也明显提高了抗乙肝病毒的活性 .

1.2 抗体介导的靶向药物  普通的靶向抗病毒药不能选

择感染与非感染的细胞 因此对正常的细胞可造成一

定的损害 在原发性肝癌的治疗中 就是利用抗体的高

度特异性  用抗体将药物导向肿瘤细胞. 将博来霉素

6与抗人肝癌单抗 111偶联 在体外 对人肝癌细胞

抑制率达90 %; 在裸鼠 对移植的人肝癌细胞抑制率

为78 % 而等剂量游离 6的抑癌率仅为30 %. 111

6对人肝癌的抑制作用明显高于游离 6. 为增强导

向治疗的 弹头 杀伤效果 胡晓华 et al [43] 制备了同

时携带 131 和MMC的双弹头马抗人 FP抗体(131

FPAb MMC) 对荷人肝癌裸鼠的定位显像 131 FPAb

MMC有良好的定位作用 抑癌率可达73.55 %. 对 22

例配对的中晚期原发性肝癌的治疗显示:治疗组有效率

为63.2 % 明显高于对照组(31.8%); 治疗组1 a生存率(52.6 %)

也明显高于对照组(22.7 %) 且无严重副作用. 由此可

以推测 若在交联物或在抗病毒药物上交联某一特异

性的抗HBV 的抗体 有可能将药物导向感染的细胞.

叶维法 et al [44]以抗HBV单抗隆抗体[抗-HBs的F(ab )2
片段]体[抗-HBs为载体交联干扰素 并使用慢性乙型

肝炎的治疗 结果显示 HBeAg转阴率达79.4 % HBV-

DNA转阴率达75 % 显著高于文献报告的普通干扰素

的疗效 且不良反应明显减轻.

2   被动靶向制剂

2.1 脂质体介导的靶向药物 脂质体(liposome)  是由脂质

双分子层组成类似生物膜结构的封闭小囊 药物包裹

于囊室内无需化学键形成 有利于保持药物活性. 脂质

体对肝脏有良好的靶向性 进入机体可迅速被肝内丰

富的网状内皮系统吸收 一旦脂质体到达靶组织 可经

多种途径发挥作用. 药物-脂质体进入细胞 溶酶体破

坏 载体被溶酶体酶所分解 药物将被释放入胞质 发

挥细胞毒作用. 另外 脂质体与抗原决定簇相结合 使

脂质体内包含的药物在细胞表面高浓度地持续释放

所释放的药物将通过被动扩散或细胞膜运输系统进入

细胞. 脂质体还可作为免疫佐剂 调节机体的免疫应

答 而制备脂质体的多种天然磷脂还是肝细胞保护剂

所以 脂质体包裹抗病毒药物在乙型肝炎的治疗中[45-48]

即可靶向抗病毒 又有可以调节免疫和保护细胞功能.

干扰素制成脂质体的体外试验证明其抗乙肝作用病毒

为等量游离干扰素的10-1 000倍. 陈启荣et al [49]作了脂

质体介导反义寡核苷酸体外抗乙型肝炎病毒作用的研

究 以2 2 15细胞为靶细胞 针对HBVS基因和Pre

基因翻译起始区设计合成了16聚硫代反义寡核苷酸 

脂质体促进转染. 用放射免疫测定法(RLA)测乙型肝炎病

毒HBsAg和HBeAg含量. 结果显示:脂质体介导PS-ASON

在浓度1 µmol/ 时特异性抑制90 % HBsAg和92 % HBeAg
的产生 同时未见对细胞的毒性作用. 脂质体介导反义

寡核苷酸的抗病毒作用显著高于单独用ASON(P <0.01).

脂质体介导的ASON是一种很有潜力的抗HBV药物.

2.2 微球介导的肝靶向药物  微球(microspheres)是将药

物分子分散或黏附于高分子物质载体中而形成的微粒

分散系统. 其微粒大小不等 一般为几个微米 已知肝

脏大量存在的网状内皮细胞能对血液中0.7-7 µm的颗
粒产生内吞和融合作用. 将药物和载体(白蛋白 明胶

乙基纤维素 淀粉等)结合制成微球 与脂质体比较具有稳

定性好 载药量大 有肝靶向和缓慢释药的特点[50-52]

微球还具有促进抗原靶向抗原呈递细胞(APCs); 活化

及 细胞 促进信号传递和淋巴细胞的增生活化 诱导

及 细胞的免疫记忆[53-55]等作用 因而备受人们的

关注. 张志荣 et al [56]肝靶向万乃洛韦毫微粒的研究 用

乳化聚合法制备了万乃洛韦聚氰基丙烯酸正丁酯毫微

粒 对其形态 大小及其分布 体外释药特性 载药量

初步稳定性 动物体内的分布和体外肝细胞的摄取情

况进行了研究. 结果表明 对肝细胞具有通透性; 静注后

15 min有74.5 %集中在肝脏. 提示 万乃洛韦毫微粒对

于提高万乃洛韦对病毒性乙型肝炎的治疗效果和降低

其对肾脏的毒性有意义.

        吴晓蓉et al  [57]将疫苗包裹在可生物降解的微球中

制成一种极有潜力的新型疫苗载体系统.采用聚-DL-

乳酸-聚乙二醇共聚物(PELA)为材料 包裹乙型肝炎表

面抗原(HBsAg) 制成缓释微球疫苗 以皮下注射或口

服的方式免疫balb/c小鼠 研究其免疫原性. 同时以乙

肝常规铝佐剂疫苗免疫两剂作为对照. 结果表明 皮下

注射单剂微球疫苗后 在 14 wk 小鼠血清 IgG 滴度
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可达到与铝佐剂疫苗组相当的水平 维持较高的滴度;

此外 口服微球疫苗组诱导的血清 IgG 滴度较低 但

其 SIgA 明显高于对照组和皮下注射微球疫苗组 可

见 口服微球疫苗可诱导更高水平的黏膜抗体反应.

PELA 微球作为疫苗载体系统是可行的 采用可生物

降解的聚合物制备缓释的微球疫苗具有潜在的优势

初步试验表明单剂乙肝微球疫苗皮下注射可达到与多

剂注射常规疫苗相似的免疫保护水平.

       总之 不同途径介导的抗乙肝病毒药物靶向制剂

具有不同的特点 不同的选择性 有些药物也已进入临

床研究阶段 但要用于临床还有一些问题亟待解决. 如

脂质体对某些药物包封率低 药物易于渗漏 脂质也易

被氧化 稳定性差等. 理想的脂质体应具备以下条件:

(1)保持较长的循环半衰期 (2)耦联方法应该有效 简

单 快速并适用于人体 (3) 抗体的存在不应干扰药

物的装载及释放 4脂质体药物应保留他们在体内的靶

识别作用 能够以足够的剂量与靶细胞结合并释放药

物 使其治疗功效高于单独用药或无导向器的脂质体

药物. 抗体介导给药虽然能进一步选择感染与非感染细

胞 但仍存在的许多问题: (1)稳定性差 如对PH 值

变化敏感 对热不稳定 提纯过程中易变性等 (2) 特异

性较低 易于正常细胞交叉反应 产生抗抗体等. 尽管

肝靶向药物还存在着许多问题 随着靶向制剂理论进

一步阐明 肝靶向药物仍有广阔的临床应用前景.
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摘要

由于腺病毒(adenovirus Ad)载体在哺乳动物及其多种细

胞上进行基因转移和蛋白表达的高效性 使其在基因疫苗

及基因治疗的研究中受到人们的青眯 成为当前使用最多

的病毒载体之一. 为了克服其存在的不足并取得更满意的效

果 人们在腺病毒载体的构建和改进方面做了大量的工作.

本文谨就腺病毒分子生物学特点 腺病毒载体的优缺点

近年来腺病毒载体构建原理与方法的改进及其在HCV研究

中的应用进展作一扼要综述.
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0   引言

从理论上讲 利用病毒具有与细胞表面受体结合并将

其基因组导入宿主细胞的特性 将控制病毒复制的基

因及部分病毒复制非必需基因去除后 任何一种病毒

都可发展成为基因表达或基因转移载体. 但目前已开发

的病毒载体中 以逆转录病毒载体和腺病毒载体最常

用. 由于逆转录病毒载体能将外源基因整合进靶细胞的

基因组内 实现目的基因的长期稳定表达 因而主要

用于ex vivo的基因研究[1-4] ;但由于外源基因的插入有导

致基因突变的危险 具有潜在的遗传毒性 不能满足in

vivo基因治疗的需要. 腺病毒载体利用病毒自身感染宿

主细胞的特点 简便有效的将目的基因导入靶细胞 并

使其有效表达. 腺病毒为DNA病毒 极少发生插入突

变 载体操作方便 宿主广泛 容易繁殖 并具有携带

外源基因容量大 可表达接近翻译后成熟水平蛋白质

等特点 已被广泛用于多种疾病的in vivo基因治疗[5-8].

1   腺病毒的分子生物学

人类腺病毒属于线状双链DNA(dsDNA)病毒 无囊膜

结构 其基因组与核心蛋白结合形成病毒子内核 蛋

白质外壳是直径约80 nm的正二十面体 由252个颗

粒组成 几何排列成240个非顶角六邻体和12个五邻

体. 在超过50种的腺病毒血清型中 人腺病毒2型(Ad2)

及5型(Ad5)的研究最为深入 常用作基因转移的载体[9].

腺病毒基因组长约36 kb 其两端各有一个100-165 nt

LTR 含有复制起点和包装型号. 腺病毒进入细胞核后

仍保持线状结构 不与染色体发生整合. 其基因组的复

制分为早期和晚期两部分 在早期阶段至少有7个病

毒启动子起始转录 产生 30 多种mRNA 其中 E1a

产物是主要的转录调控物 涉及到病毒和细胞基因的

反式激活 对其他基因的转录有阻遏作用 是腺病毒

复制所必需的基因 早期基因E2产物是晚期基因表达

的反式因子和病毒复制必需的因子 晚期基因产物是

病毒的结构蛋白[10-12]. 在构建腺病毒载体时 通常将

E1区基因切除 消除E1a产物对其他基因转录的阻遏

作用 并使之变成复制缺陷型的载体. 这种复制缺陷的

重组腺病毒仍具有感染靶细胞的能力但不发生复制

因而不会直接造成靶细胞的损害.

2   腺病毒载体的构建

由于腺病毒基因组较大 不便直接进行分子克隆 故

构建腺病毒载体时 将病毒基因组左端制成含E1 区

缺失的穿梭质粒(如 pAd.CMV-Link.1) 将目的基因插

入其多克隆位点后再与含腺病毒基因组的重组质粒(如

pJM17)共转染至293细胞内进行同源重组[13-16]. 由于人

类巨细胞病毒(human cytomegalovirus  HCMV)的主要立

即早期启动子(immediate early promoter IEP)可以明显

的提高腺病毒载体的基因表达水平[17,18] 所以在构建

腺病毒穿梭质粒时 常把CMV IEP构建在插入的目的

基因之前 用于提高插入基因的表达水平. 人腺病毒本

身的宿主范围不广 不符合作为腺病毒载体的要求 但

当腺病毒与SV40 病毒或其他猴病毒发生重组后 宿

主范围的限制性得以克服[19,20] 能有效地转化非分裂

细胞 并大量表达外源蛋白 在此猴病毒显然起了一种反

式的辅助功能. 在我们的实验中 包装腺病毒载体的穿梭

质粒pAd.CMV-Link.1就是Ad5与SV40的杂合体.

        在构建HCV结构基因腺病毒表达载体时 将HCV

结构基因的不同片段定向克隆到以E1区缺失的腺病毒

基因组左端部分制成的穿梭质粒pAd.CMV-Link.1中[21].

由于E1 区基因为腺病毒复制所必需 E1区的缺损可

造成病毒在复制阶段的流产 因此需要有转化了E1区

基因的包装细胞即人胚肾293细胞提供反式补偿才能

复制和扩增. 包装腺病毒载体时 需将插入了目的基因

的穿梭质粒与含腺病毒基因组的重组质粒pJM17共转

染至转化了腺病毒E1区基因的包装细胞293内进行同

源重组[14,15]. 由于pJM17是包装信号( )缺失的腺病毒基



因组质粒 他本身不能被包装成病毒[22] 必须与含包

装信号( )的穿梭质粒pAd.CMV-Link.1重组后才能形

成有感染性的病毒. 这表明 要形成能持续复制传代的

有感染性的腺病毒载体 基因组重组质粒pJM17 穿

梭质粒pAd.CMV-Link.1和包装细胞293三者缺一不可.

因此 在腺病毒载体包装时 有重组病毒生成后形成

的空斑就是含有目的基因的阳性空斑[23].

3   腺病毒载体的优缺点

腺病毒载体法是基因治疗中最有前途的基因转移方法

之一 其在介导体内基因治疗方面所表现出的多方面

的优势使得这一载体系统正在成为基因治疗领域中最

具魅力的载体之一. 腺病毒的生物学特性已得到广泛的

研究 由于其含有一个中等大小的基因组(平均36 kb)

适合于容纳较大片段基因 与逆转录病毒载体相比 腺

病毒载体能有效地把外源基因转运到各种靶细胞和组

织中. 腺病毒载体作为真核细胞基因转移载体有以下优

点[24-26] : (1)制备简便: 腺病毒基因组的结构和功能研究的

比较清楚 载体容易构建和操作. (2)宿主范围广:可转

入分裂后的非分裂细胞中发挥作用 也可以感染处于

分裂状态的细胞. (3)感染性强:可经不同途径进入不同组

织(可以在肠道内繁殖 也可以在呼吸道内繁殖). (4)包

装容量大:经改建的腺病毒基因部分缺失载体的克隆容

量可达10 kb[27] 腺病毒基因完全缺失载体的克隆容量

可高达37 kb[28]. (5)病毒繁殖滴度高. (6)安全性好:重组腺

病毒在结构上比较稳定 小鼠实验证明 腺病毒DNA

一般在染色体外存在 无病毒基因整合的证据 因而

不会引起插入突变 野生型4 7型腺病毒在成人只引

起很轻的疾病 在美军中用野生型4 7型腺病毒株作

为口服活疫苗预防呼吸道感染免疫接种30 a 证明是

安全可靠的 目前无资料证明4 7型腺病毒感染与人

类恶性肿瘤有关 在人类的肿瘤细胞中未发现有腺病

毒基因组的整合. 由于以上特点的存在 使腺病毒载体

成为继逆转录病毒载体后被广泛应用的载体系统 尤

其在 in vivo基因治疗和研究方面更为突出.

        腺病毒载体同样还存在着一些不足[29-31] 为了克

服这些不足 人们不断对其进行着改良. 第一代腺病毒

载体是由去除其基因组E1 和 / 或 E3 区而获得的 复

制需在表达E1蛋白的293细胞中完成. 由于载体与293

细胞间存在同源序列 载体在293 细胞中繁殖时通过

重组可重新获得E1区 出现复制型腺病毒(RCA) 使

其可以合成腺病毒的早期和晚期蛋白 激发宿主针对

腺病毒的细胞和体液免疫 使第一代腺病毒载体在体

内的持续时间及再次应用受到限制. 为了减少RCA的产

生 进一步降低病毒自身蛋白的合成 人们利用互补细

胞系[32] (如 PER.C6  能表达E1蛋白 但与载体不存在

同源序列)代替293细胞 并制备了双缺失的第二代腺

病毒载体[33] ;只保留复制和包装必需的顺式作用元件而

去除了腺病毒载体中所有编码基因的第三代腺病毒载

体[28] (即所谓 无肠 gutless). 这些改良的载体可避

免RCA的产生 大大降低宿主对病毒的免疫反应 利

于载体的长期应用.

4   腺病毒载体在HCV研究中的应用

目前 表达HCV基因的腺病毒载体已广泛应用于HCV

的分子生物学 发病机制 疫苗研制及HCV所致的肝

硬化和肝细胞肝癌等方面的研究. 腺病毒表达载体是一

种很好的HCV抗原表达载体[34] 用其免疫小鼠后可以

产生有效的针对HCV的细胞免疫和体液免疫[35] 尤其

是其表达的HCV 结构抗原CE1或CE1E2可以刺激机体

产生有效的CTL效应 且这种CTL效应可持续100 d

以上[36]. 有人利用携带HCV 结构和非结构基因的腺病毒

载体进行免疫诱导 确定了几个人HLA-A2限制的HCV

CTL表位[37]和几个小鼠H-2d限制的HCV CTL表位[36]

这对设计和研制抗HCV治疗性疫苗具有重要意义. 有人

分别利用表达HCV C-E1和HCV C-E2蛋白的腺病毒

表达载体感染树突状细胞(dendritic cells DC) 证实

了HCV C-E1和C-E2蛋白的表达均可导致树突状细胞

抗原呈递功能的降低 从而引起抗HCV的T细胞免疫

功能缺陷 导致HCV的持续感染[38,39] ; 但也有人利用该

载体进行研究得出了不同的观点 认为HCV C及C-E1

蛋白的表达并不影响宿主清除肝细胞HCV感染的能力[40].

此外 还有人利用表达HCV C蛋白的腺病毒表达载体

证实了C蛋白的表达可影响细胞的生存能力和细胞膜

的通透性[41] ; C蛋白的表达在丙型肝炎患者肝细胞的恶

变过程中起一定作用[42] ; 也有人认为HCV保守的C蛋白

在HCV疫苗的研制中具有重要作用[43].

       诸多的研究表明 腺病毒载体是一种很好的基因

转移和表达载体 有较好的发展潜力.
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摘要

1974年Golafield 首先报告输血后非甲非乙型肝炎. 1989年

Choc et al 应用分子克隆技术获得本病毒基因克隆 并命

名本病及其病毒为丙型肝炎 (Hepatitis C)和丙型肝炎病毒

(HCV).由于至今尚未分离到病毒颗粒 使得必须以可得到

的病毒核酸成分进行重组 表达蛋白 进而进行疫苗研究.

本文详细阐述了HCV C区基因结构 HCV C蛋白功能以及

HCV-C区DNA疫苗方面的内容及进展 以期为将来进一

步的研究提供帮助.
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(6):806-809

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/806.asp

0   引言

HCV归为黄病毒科HCV  是肠道外非甲非乙肝炎的主

要致病因子 呈世界范围性 其致病常引起持续感

染 并且HCV 的慢性感染和慢性肝脏疾病 肝硬化

及肝细胞癌(HCC)明显相关[1-7]. 因此 运用疫苗保护免

受HCV感染很有必要.从基因学角度来说 慢性病毒性

肝炎属获得性基因疾病  DNA疫苗能诱导细胞免疫及

体液免疫 从而使其成为免疫治疗的策略之一[1,8]. 相信

随着分子生物学技术的发展 基因治疗将为慢性病毒

性肝炎患者带来福音.

1   HCV C区基因结构

HCV病毒体呈球形 直径<80 nm(在肝细胞中为36-40 nm

在血液中为36-62 nm) 为单股正链RNA病毒 在核

衣壳外包绕含脂质的囊膜 囊膜上有剌突.HCV-RNA

全长9 600 bp 含有一个大的单一开放阅读框(ORF)

编码约3 010个氨基酸的病毒前体蛋白.在HCV的编码

基因中  核心区基因位于HCV基因组1-191位氨基酸

具有高度遗传保守性 C基因表达产物具有良好的抗原

稳定性.

2   HCV C蛋白功能

C蛋白经宿主蛋白酶裂解后产生蛋白P23 P21和 P16

(仅见于HCV-1). C 蛋白主要位于胞质的内质网表面

少数位于胞核内[9] 呈颗粒状 可在昆虫细胞内形成

40-60 nm 颗粒 可能形成病毒衣壳;可调节几种转录

和翻译的细胞基因 作用于 5 UTR 的 IRES 从而

影响转录起始.C蛋白可通过上调细胞周期蛋白E促进

细胞增生 可能通过基因调节实现致瘤作用. C蛋白促

进或抑制细胞对Fas介导的凋亡 与淋巴毒素-β受体
的尾部作用而抑制程序性细胞死亡(PCD). C蛋白是较强

的免疫刺激原 可产生较强的免疫反应 通过NF-κβ
途径影响细胞水肿和免疫反应. HCV核心蛋白的N端含

有两个DNA结合区 结合区序列与核内转移信号的部

分重迭以及对结合靶DNA序列的非选择性可能是HCV

核心蛋白具有多功能的基础[10].

         HCV感染的慢性化和致HCC产生主要是通过病毒

基因编码的蛋白与宿主细胞的相互作用实现.HCV核心

蛋白具有与DNA结合的基序 核定位信号 磷酸化位

点 可能具有基因调节的功能. 近年来 有大量的体内

外实验揭示HCV核心蛋白能与细胞的多种蛋白结合

调节多种细胞基因的转录活性 在HCV感染的病理发

生和慢性化以及宿主细胞的恶性转化等过程中起重要

作用 主要表现在影响细胞凋亡和免疫系统的功能 并

参与细胞恶性转化的发生等.

3   DNA疫苗的概述

3.1 DNA疫苗的定义  DNA疫苗是将编码某种抗原蛋白

的外源基因(DNA或RNA)直接导入动物体细胞内 并通

过宿主细胞的表达系统合成抗原蛋白 诱导宿主产生

对该抗原蛋白的免疫应答 以达到预防和治疗疾病的

目的. DNA疫苗又称为基因疫苗或核酸疫苗 这种免疫

称为DNA介导的免疫 基因免疫 核酸免疫以及遗传

免疫等.

3.2 构建  疫苗研究最鼓舞人心的新领域之一是DNA疫

苗. 将有关的基因克隆到大肠杆菌的质粒中 使哺乳动

物细胞增加该基因的表达. 将其注入动物体内后 该质

粒进入宿主细胞核 在核内仍以非整合形式存在 并按

要求合成抗原. 以这种方式产生的抗原优于传统疫苗. 首

先 在细胞内产生的抗原有可能以更为天然的折叠构

型而有利于中和抗体的产生.抗原也可被带到细胞表面

由淋巴细胞抗原1型分子表达.该质粒载体可能含免疫

调节序列 可刺激细胞免疫.

3.3 组成  DNA疫苗由病毒的保护性抗原基因和载体质

粒两部分组成. 目的基因通常是选择该病毒的主要保护

性抗原基因 最好是可对多数毒株都有保护作用的抗



原基因. 抗原基因可以是单个基因或具有协同保护功能

的一组基因 也可以是编码抗原决定簇的一段核苷酸

序列.质粒载体必须是能在大肠杆菌中高拷贝地扩增

而在动物细胞内则能高效表达 但不复制 也不含有向

宿主细胞基因组内整合的序列. 一般以PBR322或PUC

质粒为基本骨架 带有细菌复制子(ORI) 真核生物的

启动子(有的含有增强子)和Poly·A加尾信号. 启动子大

多来源于病毒基因组 如CMV PSV LTR等 其中以

CMV的转录活性最高;Poly·A序列具有保证mRNA在体

内的稳定性的作用 这种稳定性因Poly·A来源不同而

异 目前认为较好的Poly·A来自牛生长激素基因或兔B

球蛋白基因;载体中如果含SV40复制起始点 应该使其

缺失.筛选基因可以选用卡那霉素 氨苄青霉素或新霉

素等抗性基因.

3.4 优点  传统用于传染病预防的疫苗有减毒活疫苗

灭活疫苗 亚单位疫苗和重组活载体疫苗等 与这些疫

苗相比  DNA疫苗免疫效果好 对已有免疫力的个体

接种仍可起作用 且免疫应答持久 很微量的抗原即可

刺激机体产生强而持久的免疫应答. DNA疫苗引起CTL

应答 不存在散毒及毒力回升的危险. DNA 疫苗易于

构建 且方法简便 价格低廉 用量少 便于贮藏和运

输 使用也较为方便 比其他疫苗更经济. DNA疫苗具

有相同的理化性质 为联合免疫提供了可能.

3.5 免疫应答  在开发和研制HCV疫苗的过程中 DNA

免疫是在快速构建 评价和筛选免疫原方面的有效办

法.DNA疫苗是一种新的征对靶抗原诱导产生免疫的方

法.他直接使识别基因编码的抗原和包含基因片段的抗

原成为疫苗传播媒介 识别侯选基因可快速进入感染

机体和肿瘤细胞. DNA一项优点是在免疫的所有路径均

显示了活性 特别是细胞毒T细胞反应 而在蛋白疫苗

中很难产生.对于各种病毒包括那些血液传播的病毒

DNA疫苗均可被用于预防措施中. 对于慢性感染和肿瘤

患者  DNA疫苗则可作为一种治疗措施.在这种情况下

可把具有免疫活性的基因片段引入疫苗中 对基因片

段进行合适处理以及联合增加免疫的操作识别系统 [11].

4   HCV C区DNA疫苗的研究进展

4.1 丙肝DNA疫苗定义  丙肝DNA疫苗含有编码病毒

蛋白(如核心蛋白 包膜蛋白)的基因 宿主细胞摄取外

源性DNA并表达病毒基因 产生相应的病毒蛋白 后

者通过宿主细胞的主要组织相容性复合体 类(MHC- )

途径刺激CD8+细胞毒性T细胞启动细胞介导的免疫反

应 从而发挥抗病毒作用[12].

4.2 HCV C区DNA疫苗制备  HCV的DNA疫苗制备

主要集中在能刺激保护性抗体产生的包膜蛋白以及能

诱导细胞毒性T淋巴细胞的核心蛋白或NS 5肽. 将编码

核心蛋白(pC) E1蛋白(pE1) E2蛋白(pE2) 核心蛋白

E1 E2(pCE1E2) E1 和 E2 蛋白(pE1E2) E2 结构

N-端高变区(pE2-HVR)的质粒转染到哺乳类动物细胞

以及接种于鼠 发现6种DNA质粒在细胞内均能表达

特异性的抗原 但有编码核心蛋白的质粒能导致特异

性的细胞毒性T淋巴细胞反应. 两种长度的HCV核心基

因片段在E.coli 中的表达 从HCV感染者的血清扩增

出核心区基因 利用表达质粒pQE-30 构建了两种重

组质粒 其插入片段分别为HCV 的全长核心区基因

(c573)和 截断型 基因(c375).经 IPTG诱导 含两种质

粒的菌株都表达了目的蛋白 c573表达的蛋白分子量

为22 kD 表达量占菌体蛋白的8.7 % c375表达的蛋

白分子量为19kD 表达量占菌体蛋白的39.9 %. 经Ni-

NTA金属螯合层析纯化 获得了高纯度的目的蛋白. 这

两种蛋白均可特异地与丙型肝炎患者血清发生反应

表明具有良好的抗原活性.

4.3 HCV C区DNA疫苗表达  人肝细胞[13]和黑猩猩对

HCV很敏感 但HCV体外培养尚未找到敏感有效的细

胞培养系统.有报道HCV核心蛋白在酵母中表达成功[14];

以非融合蛋白的方式 在大肠杆菌中高效表达了完整

的HCV核心蛋白 具有较高生物活性[15,16]. Hao et al [17]

构建了HCV C基因腺病毒表达载体的骨架质粒  并证

实其可以在7721细胞中瞬时表达HCV C基因. 应用PCR

方法获取完整的HCV核心区cDNA片段 克隆到真核

表达载体PBK-CMV上 可在HepG2中稳定表达C蛋

白 提供了理想的实验用细胞株[18].

4.4免疫应答  HCV核心基因疫苗能诱导Balb/c小鼠产

生良好的细胞及体液免疫应答[19-25]. 表达HCV结构蛋白

(C E1 E2) 的 FVB/n转基因小鼠及野生型(WT)FVB/n

小鼠经肌肉注射免疫表达核心(pHCVC)质粒或C/E1/E2

(pHCVSt)质粒. WT和转基因小鼠经结构蛋白或包膜蛋白

免疫后均可产生抗C抗体和显示T细胞增生反应. WT小

鼠免疫pHCVSt后 只产生抗E2的CTL活性 非针对

抗C或抗E1 而当WT小鼠免疫pHCVC时可产生强烈

的抗C的CTL活性. 经 pHCVSt免疫的转基因小鼠未测

出抗C或抗包膜蛋白的CTL活性 但免疫pHCVC的转

基因小鼠产生了独特型抗C的CTL活性[26].

4.5 增强策略  Balb/c(H-2d)和C57bl/6小鼠接受联接多

顺反子C/E1/E2/NS2/NS3(pRC/C-NS3)的黄痘病毒增强

了对HCV蛋白的抗体和细胞反应 CD8(+)T细胞反应

增强[27]. 重组体pCD-HCV1 pCD-HCV2和pCD-HCV3均

可诱导小鼠产生抗体和脾细胞对HCV抗原增生反应[28-30] ;

重组体还可诱导鼠PBMC对HCV抗原的增生反应及使

SP2/0-HCV-C细胞成瘤性显著降低 通过免疫鼠荷瘤

检测体内CTL反应 可观察到免疫组鼠发瘤时间滞后

发瘤部位减少和存活时间延长.重组质粒pcDNA HCV-C

治疗组 使SP2/0-HCV-C细胞成瘤性显著降低 对HCV

皮下移植瘤有一定的治疗作用[31] ;与表达 IL-12质粒联

合接种后 治疗作用加强[32]. 脂质转染剂[33]或联合注射

GM-CSF细胞因子[22]可以促进基因疫苗的摄取并增强其

诱导的抗病毒免疫应答的效力. pRSC-HBV/HCV可分别

表达HBcAg及HCV核蛋白 免疫Balb/c 小鼠后可诱
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导其体液免疫应答[34,35]. 双表达载体pcDNA3.0 BA同时

输送GM-CSF与 pc154基因能增强Balb/c 小鼠对HCV

C蛋白基因的体液免疫应答及免疫鼠脾淋巴细胞对特异

性抗原刺激的增生能力[36]. 重组的HCV结构区DNA疫苗

(pBK-CMV)能诱导小鼠体内特异性T淋巴细胞反应[37].

rhIL-12可在体外显著增加慢性HCV感染者淋巴细胞

的增生反应[38].

4.6 联合免疫  HCV多表位抗原基因 PCX克隆到真核表

达载体 pREP9(RSV启动子)及 pcDNA3 (CMV启动子)中 构

建真核表达载体 pREP9/PCX及 pcDNA3/PCX 将其肌肉

注射免疫小鼠及家兔 可诱发特异性免疫应答且安全

性好[39]. HCV口服减毒鼠伤寒沙门菌DNA疫苗可诱发特异

性的免疫应答[40].为探讨复合多表位丙型肝炎病毒(hepatitis

Cvirus HCV)及恶性疟原虫(plasmodium falciparum Pf)双价

疫苗的可行性 Huang et al  [41]将人工合成的复合多表位

HCV基因PCX及Pf抗原基因AB(SPf66+SPf105)克隆到

谷胱甘肽转硫酶(GlutathioneS-transferase GST)表达载

体pGEX-2T中 并在大肠杆菌中高效表达GST-HCV-

Pf复合抗原(GST-CAB) 发现 GST-CAB融合蛋白具有

良好的HCV及Pf免疫特异性 可诱发理想的体液及细

胞免疫应答 可望成为HCV-Pf 双价疫苗的候选抗原.

免疫多表位的PCX蛋白可以诱导机体产生高水平的免

疫应答[42]. HCV不同区段的基因重组抗原或人工合成多

肽可诱导HLA-II 类分子限制CD4+ T 细胞增生 这种

增生反应的强弱可能反映不同人群对HCV免疫应答的

不同 并与HCV感染的预后有关. CSpcDNA3.1融合重

组质粒都优于CpcDNA3.1+SpcDNA31 联合基因的免

疫 融合DNA疫苗有望成为慢性病毒性肝炎预防和治

疗的制剂[43].

4.7 展望  DNA疫苗可产生强大的细胞免疫 这是灭活

的传统疫苗无法产生的. 联合疫苗机制可诱导增强CD8

(+)CTL 和 IgG2a 反应 这会涉及许多病原体疫苗的发

展 包括HCV 后者需要很强的抗体和CTL反应[44]. 电

基因传递(EGT)法将质粒DNA转入到肌纤维中 是一种

提高遗传免疫力的策略. EGT诱导产生的体液反应比传

统的裸DNA免疫高10-30倍. EGT提高细胞和体液免疫

的能力是抗原非依赖性的 可望成为将来防治HCV及

其他感染性疾病的一种安全低费用的治疗方法[45]. 用复

制和非复制核酸疫苗与rSFVs来评估抗HCV疫苗的发

展[46] ; 描述p214K9表位并结合用流式细胞仪分析CTL

反应可以成为定级不同HCV疫苗策略产生原始CTL反

应的能力的方法之一[47]. DNA疫苗产生的细胞免疫在保

护机体免受结核杆菌 疟原虫 利什曼原虫 HIV等细

胞内致病原的侵袭方面起重要作用. 实际上 这是迄今

为止一直在小鼠体内进行的研究[48]. 给20名志愿者肌注

3剂恶性疟原虫环孢子蛋白 其中11名志愿者外周血

出现细胞毒T细胞. 这些资料十分鼓舞人心 但其安全

性问题以及是否能产生保护水平的免疫反应需进一步

得以验证.
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摘要

病毒性肝炎是目前严重危害人类健康的最常见的世界性感

染性疾病之一 迄今仍无有效的抗病毒药物. 抗病毒基因

疗法作为一种新的治疗手段 可望从病因上解决病毒性肝

炎的治疗问题. 本文结合我们自己的研究综述抗肝炎病毒基

因疗法的研究现状和面临的挑战  重点介绍抗肝炎病毒核酶

和DNA免疫的研究.
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0   引言

病毒性肝炎是目前严重危害人类健康的最常见的世界

性感染病. 乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒(HCV)感

染容易慢性化 并与肝硬化和肝细胞癌(HCC)的发生密

切相关 严重危胁人类身心健康[1-10].由于HBV和HCV

基因变异和机体对病毒的免疫耐受 导致干扰素和抗

病毒核苷类药物的治疗效果也不令人满意[11-14]. 因此

寻求新型抗肝炎病毒药物成为迫切需要.

        基因治疗技术的发展 为抗肝炎病毒治疗研究提

供了新的机遇[15-17]. 随着分子生物学技术的发展和人类

基因组计划的完成 基因疗法也从过去的治疗遗传性

疾病发展到医学的许多领域 如慢性病毒感染[18-21] 心

血管系统疾病[20,21] 肿瘤[22-26] 自身免疫性疾病[27-29] 代

谢性疾病[30,31]等 并取得了突出的进展. 基因治疗的定

义和内容也随之扩大 即通过转导目的基因达到治疗

疾病的目的均属基因治疗范畴. 抗病毒性肝炎基因治疗

是基因疗法的一个重要分支 尤其在严重威胁人类健

康的HIV HBV和HCV的研究方面取得了很大进展.

目前 用于抗肝炎病毒基因治疗的主要策略包括:反义

技术 核酶(ribozymes)[32,33] 基因免疫[34-38] 干扰肽或

蛋白质[39] 优势负突变物(dominant negative mutants)

单链抗体等. 本文结合我们的研究回顾10 a来国内外抗

肝炎病毒基因治疗的研究现状和面临的挑战 重点介

绍核酶和基因免疫的研究.

1   核酶(ribozyme Rz)

核酶是生物体内一种具有催化功能的小RNA分子 普

遍存在于自然界[40]. 通过对核酶进行人工设计和改造

人们可以获得自然界罕见的 定向的RNA内切酶 用

于生物学研究[41-45]. 由于核酶具有特异结合靶RNA分

子 可以干扰或阻断靶基因的复制和表达 并且结构简

单 可人工设计合成 因此是当前抗肿瘤和抗病毒基因

治疗的重要手段之一 尤其用于慢性持续性病毒感染

的基因治疗. 1991年 Saver at al首先将核酶用于抗人免

疫缺陷病毒(HIV)的研究. 目前抗HIV核酶已进入临床

前期研究 Li at al选用人造血干细胞 来源于胎盘或

脐带的CD34+细胞 他们以10名新生儿中取来CD34+

细胞 用 SCF 因子 IL-3 IL-6 刺激细胞生长 用

MJT 载体表达发夹状核酶 结果表明对正常细胞

HIV暴露组 HIV感染组之间生长无明显差异 细胞

培养可达4 wk以上 用不同的方法都观察到核酶转染

细胞可明显抑制HIV的复制. 他们认为通过转染抗HIV

核酶CD34+干细胞 可有效阻止HIV的感染. 美国和

澳大利亚已将抗人免疫缺陷病毒核酶用于 期和 期

临床验证 取得了令人满意的效果. 1992 年 von-

Weizasacher at al率先开展了抗HBV核酶的研究工作. 他

们选择设计了3个锤头结构核酶 在体外转录HBV和

核酶RNA 分子 在特定条件下温育 通过丙烯酰胺

凝胶电泳和放射性自显影技术显示核酶对靶基因的切

割作用 并计算其切割率. 作者还证明了多位点核酶联

合可提高切割效率 并可用来对抗病毒的变异. 随

后 世界各地的许多学者先后对HBV和HCV核酶进

行了广泛而深入的研究. 2000年 Zhuang at al   [44]报道

用双位点核酶的真核表达载体 在细胞中表达针对

HBV的X基因的核酶 结果表明不但使HBV X 蛋白

大为下降 而且使S抗原亦有下降. Macejak at al [46]设

计了15个锤头状核酶 针对HCV的 5 TR区域 在

以荧光素酶为报道基因的细胞研究系统中 这15个核

酶都有抑制活性 从40-80 %不等 个别的可达90 %

以上 提示这是一个潜在的治疗HCV 感染的方法.

        体外研究结果表明 理想的靶序列和切割位点选

择是核酶研究的关键 计算机设计和核酶文库是当前

选择设计抗病毒核酶的有效方法 锤头结构和发夹结

构核酶由于分子较小 容易通过多种途径获得 故成为

目前最多选用的两种核酶类型. 我们应用上海生物化学

研究所陈农安编制的核酶设计软件 成功地设计了抗

HBV C 区基因mRNA 的三位点核酶 并设计了针对



HCV 5非编码区(213和 260位点)和C区(407和 498位

点)的锤头结构核酶[46]. Lieber at al报道 从核酶文库中

筛选的出6个针对HCV RNA保守序列的锤头结构核

酶 用重组腺病毒载体 在稳定表达HCV 基因产物

CHO 细胞和感染HCV 的患者分离的肝细胞证明 单

个核酶或联合核酶均能降低HCV RNA水平. Putlitz at al

学者用重组筛选方法从一个发夹型核酶库中(5 105)确

定能有效地在转基因人肝癌细胞(HHC)中切割HBV前

基因组RNA的4个发夹型核酶. 通过实验发现HBV RNA

上有40个部位可以和核酶结合 从中选出17个在HBV

所有亚型中都存在的序列 设计了 4 个发夹形核酶

与靶基因共转染于HHC细胞系. 结果表明:核酶对HBV

的抑制率分别为80 % 69 % 66 %和 49 %.

         我们于1996年开始了抗HBV核酶的研究工作[47]. 首

先利用计算机辅助设计了三个针对HBV C基因mRNA

的锤头结构核酶 在其5-和3-端带有自剪切核酶. 结

果表明:该核酶在细胞外能特异切割靶RNA分子 串

联或联合核酶切割效率明显高于单个核酶; 在转染HBV

基因的人肝癌细胞系(2.2.15) 通过脂质体介导的基因

转染方法证明 该核酶可有效抑制HBeAg的表达 其

抑制率为55-66 %. 我们又选择了HCV5非编码区和C

区 设计了4个锤头结构核酶 应用基因重组方法构

建了带自剪切的核酶真核表达载体(pcDNA3) 与靶基

因(pCMVNCRluc)共转染于人肝癌细胞(HHCC) 以 luc

为报告基因证明 抗HCV 5非编码区核酶可有效抑制

病毒的复制 其抑制率在40-70 %之间[48,49]. 最近 我

们又将抗HCV 5 非编码区核酶与抗C 区核酶联合转

染 结果表明联合核酶的抑制活性较单个核酶显著增

高. 国内许多学者近年也探讨了不同结构核酶对HBV和

HCV的抗病毒研究. 同济医科大学最近报道设计了带有

自剪切的发夹结构核酶 在体外证明可特异切割HBV

核心基因[50]. 第一军医大学也报道设计并构建了HBV特

异性核酶 并在体外证明其切割活性[51]. 上海生化所最

近报道他们设计的抗HBV锤头结构核酶与靶基因共转

染HepG2细胞 发现可有效地抑制HBV基因的表达

其抑制效率与释放的核酶量有关[52,53]. 由于缺乏肝炎病毒

感染的小动物模型 黑猩猩代价昂贵 国内抗肝炎病毒

核酶的研究患处在细胞水平 尚未见到动物实验研究

报告.

         核酶同其他基因治疗技术都受到两个基本技术的

限制 即将目的基因有效地导入靶细胞 目的基因的表

达达到治疗水平[54] . 抗肝炎病毒核酶导入体内的方法有

2种策略[28] : (1)从宿主分离肝细胞 在体外将核酶基因

导入肝细胞 再将带有核酶的基因移植到宿主肝脏 这

也是当前基因治疗研究的一种有效方法 随着人骨髓

造血干细胞在体外的培养成功可大大促进干细胞基因

治疗的发展 (2)直接将核酶真核表达载体通过某种途径

到入体内 该技术简单 但受到体内分布 靶细胞内定

位等条件的影响. 最近Lee at al [55]观察了抗HCV 5非编

码区195位点的一个核酸抗性核酶在C57Bl/6小鼠体内

的分布和药代动力学. 32P标记的核酶通过皮下或静脉给

药 计量为10 mg/kg或 30 mg/kg 其肝脏的高峰浓度

比体外细胞抑制浓度的值高. 该核酶在皮下的吸收达89 %

其半衰期为23 min. 为了确定核酶在靶组织的细胞内定

位 作者应用四甲基罗丹明标记核酶注射小鼠 15 min-

48 h可在肝组织发现核酶荧光 静脉途径可达72 h

当15-30 min时在肝细胞胞核和胞质内均发现绿色荧光.

结果说明该核酶主要由肝细胞摄取 具有靶细胞 倾

向性 .

         提高核酶对靶基因的抑制效率一直是研究者们追

求的目标. 最近Macejak at al [56]报道 在体外 IFN-

可增强核酶的抗病毒抑制作用. 作者以HCV-脊髓灰质

炎病毒嵌合体为靶 设计了针对HCV5 非编码区核

酶 在HeLa细胞证明抗HCV核酶 IFN- 均可有效

地抑制病毒的复制 当联合核酶时IFN- 的浓度可减

少5-12.5 倍 当加入适量的 IFN- 核酶的浓度也

可减少3倍. 结果表明低剂量的IFN- 增强核酶的抗病

毒作用 其抑制率达98 % 说明 IFN- 联合抗病毒

核酶可能提高治疗效果. 虽然近年来 有许多核酶药业公

司也开始了核酶抗肝炎病毒的研究 美国Welch at al

和Wu at al [57]的实验室进行了核酶对HBV和HCV基因

治疗的研究 并拟用于 期和 期临床试验. 然而 已

报道的研究结果缺乏动物体内的研究 尚未见人体的

研究报道. 核酶在细胞水平对病毒基因表达的抑制作用

还不理想 对机体的毒理作用研究还不够 需要进一步

加强核酶抗肝炎病毒基因治疗的基础和临床研究.

2   基因免疫(gene immunization)

基因免疫又称DNA免疫 由于这种外源基因具有疫苗

功能 又称为DNA疫苗 他是疫苗研究史上的一次革

命 故称之为第三代疫苗[58]. 由于基因免疫具有预防和

治疗病原感染的作用 又是通过转基因手段实现 因

此 被认为是一种新的基因治疗策略. 基因免疫与其他

基因治疗策略不同 他通过诱导机体免疫应答实现治

疗目的 并产生持久的免疫力 而且制备过程简单 实

施治疗容易 受到广泛重视. 1996-02在美国联合召开

了基因疫苗质量控制与标准化研讨会 会议制定了基

因疫苗临床实验指南. 目前美国食品与药品管理局(FDA)

已批准几项有关HIV HBV 人乳头瘤病毒(PHV)

疟原虫 流感病毒 结核杆菌等DNA疫苗进行临床研

究 其中疟疾DNA疫苗在 期或 期临床研究中均取

得满意的保护效果 已进入 期临床 极有希望获得

批准. 1993年 Davis at al 首先开始了抗HBV DNA疫

苗的研究. 迄今 国内外学者先后研究了HBV和HCV

不同基因片段免疫应答效果 并证明在小鼠体内 可

诱导特异性抗体产生和特异性细胞毒T(CTL)细胞反应.

我们也研究了HBV S片段的免疫应答作用 并观察了

IL-12 及免疫共刺激序列(CpG)对 DNA免疫的增强作
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用[59-61]. 最近Oka at al [58] 研究报道 将HBVS大蛋白及

中蛋白真核表达载体注射转基因小鼠 结果28/30 只

小鼠HBsAg清除 而对照组6/29只有效. 其他研究亦

证明 CpG IL-2 和 IL-12[62]均能增强HBV DNA免

疫效诱导细胞和体液免疫应答. 应用 HBV 转基因小

鼠 注射pCMVS2S可完全清除血浆中的HBsAg 并能

长时间抑制肝细胞表达HBsAg[62]. 他们又将 pCMVS2S

注射黑猩猩 也证明可保护其免受HBV感染量的攻

击 结果提示应用HBV基因免疫可以预防和治疗HBV

感染 为HBV DNA疫苗临床研究奠定重要的实验基

础[62].

       HCV病毒编码被膜蛋白(E)的基因容易发生变异

机体缺乏保护性抗体产生 传统疫苗的研究又遇到一

定困难. 因此 抗HCV基因免疫的研究更具有迫切性

和实际意义. Arichi at al [63]比较了6种HCV不同基因区

DNA疫苗诱导免疫应答的作用 结果表明6种重组质

粒均能在小鼠体内刺激特异性抗体应答 而CTL应答

仅在含C基因的质粒组中产生. 我们选择了HCV C或与

结合E1E2区 构建了真核表达载体 并联合 IL-2或

IL-12质粒载体共同免疫小鼠[64] 结果表明HCV结构

区基因与 pIL-2 联合免疫 HCV 特异性抗体水平升

高 而对CTL 的杀伤作用增强不明显 与 IL-12 质

粒共免疫 诱导的抗体反应和CTL 活性均明显增强

尤以细胞免疫为著 提示pIL-12可增加HCV特异性

细胞免疫反应. 我们又应用转染HCV C蛋白的SP2/0细

胞接种小鼠形成HCV移植瘤为感染动物模型 观察该

质粒免疫对肿瘤形成的影响 发现应用HCV C基因免

疫可显著抑制发瘤时间 延长存活时间 联合pIL-12质

粒 可显著增加HCV DNA免疫诱导特异CTL反应其活

性. 对DNA疫苗诱导免疫应答的机制 以及提高免疫

应答效果许多学者进行了多方面的研究[65-69]. 大多数学

者认为骨骼肌是最有效的摄取外源基因表达蛋白抗原

的组织. 肌肉组织具有安全 体积大 免疫接种容量

大的优点 因此多被用来进行DNA免疫注射. 肌纤维对

外源质粒摄取的具体机制目前还不清楚. 可能因骨骼肌

具有丰富的T小管系统和肌浆网结构使骨骼肌肌纤维

直接摄取外源DNA. 有作者用编码虫荧光素酶的质粒

DNA免疫小鼠后发现 表达的酶活性呈DNA剂量依赖

关系 而且报道基因可持续表达19 mo之久. 提示DNA

肌内注射免疫可产生持久的免疫应答. 此外 肌细胞合

成分泌的外源抗原与产生的特异性抗体可以形成抗原-

抗体复合物 并沉积于树突状细胞表面 可长效释放

Ag 诱导产生记忆性T B 细胞[70,71].

       使编码抗原的基因最佳表达 并诱导机体产生有

效地的免疫应答是实现基因免疫抗病毒治疗的成功的

关键. 因此 国内外学者从多方面探讨增强基因免疫的

应答效果 目前的研究策略集中在优化载体 使用肌肉

再生剂 与细胞因子共表达 使用免疫刺激序列(CpG)[68]

应用修饰的树突状细胞(DC) 注射共刺激信号分子及

免疫佐剂等. 不同作者均取得了积极的研究结果 为设

计新型临床应用DNA疫苗提供了理论依据. 目前 印

度学者已经用HBV DNA疫苗注射成人 研究疫苗的安

全性及免疫原性[69]. 为了使DNA疫苗制品的申报有章可

循 FDA在网上公布了 预防感染病的质粒DNA疫苗

制备要点  (points to consider on plasmid DNA vaccines for pre-

ventive infectious disease indications). 该要点还对DNA疫

苗的修饰 佐剂 和免疫器械的使用等做了规定. 其主

要内容包括:DNA疫苗制备要点简介 FDA生物制品评

价及研究中心对DNA疫苗制品的基本要求和管理办法

申报新药应提供材料的基本要求和管理办法 有效性

和安全性评价等. 此外 对DNA疫苗研制中的靶基因和

载体选择 载体的构建和体外转染 动物模型 免疫途

径和方法 攻击及保护力的鉴定等相关指标做了规定.

在我国官方尚未提出具体规定之前 该要点可为国内

DNA疫苗研究提供借鉴. 若欲了解详细内容 可访问下

列网站:http://www.fda.gov/cber http://www.dnavaccine.

com http://www.genweb.com .

3   挑战和策略

病毒性肝炎基因治疗的研究伴随分子生物技术的发展

已走过10 a的历程 在基础和临床前研究均已取得了

很大进展 显示出某些令人兴奋的前景. 但多数研究步

入临床过程艰难 在一些发达国家的研究热潮开始趋

于缓慢. 2000 年 美国 Science 周刊发表法国学

者Cavazzana at al [72]的文章 应用转基因方法成功治疗

2 例患严重联合免疫缺陷综合征(severe  combined

immunodeficiency SCID)的患儿 使基因疗法重又唤

起生机. 美国基因治疗研究专家 Anderson at al [73]说:当前

基因疗法正处于最坏的时刻 也是最好的时刻. 结合我

们的研究和目前这一领域的进展 还需要在以下几方

面进一步加强研究. (1)实现目的基因的高效表达和有控

表达: 目的基因在细胞内有效抑制是实现抗病毒基因治

疗的关键 应从载体和启动子的优化 转送基因方法的

改进 与靶基因的共域化(colocation)和有效调控表达

造血干细胞作为基因载体的潜能[54]等方面进行深入研

究. (2)抗原表位的优化组合:选择HBV和HCV基因的有

效抗原表位 组成T细胞 B细胞表位抗原和辅助性

T 细胞表位复合抗原 产生新的复合表位多肽疫苗

或构建复合表位基因载体 制备DNA疫苗 以提高免

疫效果[74]. 最近 有作者提出建立表达库免疫的思路

可实现选择最有效免疫原部位的优化组合[75 76]. 并可用

Th1和Th2细胞因子基因共免疫以改变基因疫苗诱导的

免疫反应类型. (3)加强其他基因治疗方法学探讨 如细胞

内干扰肽或蛋白质 优势负突变物 单链抗体细胞内免

疫 IRES特异性抑制性RNA等. 探讨RNA修复技术在

肝炎病毒基因治疗中的应用[77] 研究树突状细胞体外

基因修饰对DNA免疫的增强作用[70-80]. (4) 加强动物实验

研究  缺乏人嗜肝病毒感染的小动物模型限制了抗肝炎
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病毒药物的发展. HBV和HCV转基因小鼠基因治疗性研

究可为临床研究提供依据 在条件许可下可应用当前

唯一对HBV和HCV易感动物-黑猩猩作为研究对象进

行研究[81]. 同时应与抗原蛋白联合应用 建立嵌合型或

多重抗原DNA疫苗 以提高基因免疫的保护范围和免

疫效果等. (5) 进行人体试验研究 在缺乏感染动物模型条

件下 选择志愿者进行临床研究很有必要 但必须保

证其安全性并获得法律上的许可[82].

         基因疗法也同其他医学领域的新技术和方法一样

如抗生素的产生 单克隆抗体技术 器官移植等 需要

多年时间发展 不断走向成熟 从早期的期望 经过一

定的挫折和失败 最后走向成功[73]. 要使基因疗法真正

用于人类疾病的防治 仍有一段很长的路要走 但我们

深信 随着上述研究的不断深入 必将给人类疾病 尤

其是难治性的慢性疾病如肿瘤 HIV HBV和HCV感

染等 带来新的治疗契机[83,84].
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摘要

树突状细胞(dendritic cell DC)是目前发现的功能最强的

专职抗原递呈细胞 在免疫反应中起着举足轻重的作用 因

此备受重视. 1990年以来 人们在体外诱导扩增DC成功

之后 克服了以往由于DC在组织中含量很少 难以获取的

困难 使DC研究取得了许多突破性的进展 为人们探索新

的疾病防治手段开辟了新的天地. 以下从树突状细胞的特

性 体外诱生及以DC为基础的治疗性疫苗在抗HCV感染

中的作用等三个方面作一综述.
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0   引言

丙型肝炎病毒(HCV)感染是当前危害人类健康的重要传

染病  至今尚无特异性的预防和治疗措施[1-20]. 基因疫

苗作为一种控制HCV感染的新途径  正在受到人们的

重视[21]. 丙型肝炎基因疫苗诱导的特异性免疫应答已被

大量的实验室证实. 但普遍存在着抗体滴度不高 CTL

杀伤率不强等问题. 其原因可能与HCV感染后 抗原

提呈细胞(APC) 尤其是树突状细胞(DC)数量减少

功能降低有关[22-24]. 如何绕过或提高DC免疫功能低下

诱导出更强有力的 更具广泛性的免疫应答 应当

成为基因疫苗和免疫治疗亟待解决的问题之一. 利用基

因修饰或抗原致敏的树突状细胞作为疫苗具有最强的

抗原呈递能力 可广泛用于肿瘤和感染性疾病的免疫

治疗  其诱导的强烈的CTL反应在HCV基因治疗中具

有很好的应用前景[25-40].

1   DC的特性和体外诱生

1.1 DC的特性  树突状细胞最先由Steinman和Cohn在

1973年描述. Steinman阐述了DC与功能相关的几大特

性: (1)DC具有捕获加工处理抗原的能力 (2)DC高表达

MHC II 类产物(>106/ 细胞); (3)DC表达丰富的黏附分子

及共刺激因子 如 ICAM LFA-3 整合素 B7

CD40 IL-12 等 这些表面标志随DC的不同分化阶

段而有变化 (4)DC 具有显著区别于其他细胞的表面

标志. 活化的DC不表达T细胞 B细胞和单核 / 巨噬

细胞的典型表面标志 却表达CD83 S100 CD40

CD80 CD86 CD1a CD11a CD45 HLA-ABC

和HLA-DR HLA-DQ[41,42]等. 根据DC的异质性 有

人将其分为髓系和淋巴系两大类. 不同的DC担负着不

同的使命. 胸腺髓质中的DC参与胸腺中T细胞的阴性

选择 髓系DC 对 T 细胞免疫反应可产生强烈的刺激

作用 并可分泌 IL-12 调节T细胞和NK细胞功能

促进Th0朝 Th1方向分化 显著影响Th1和 Th2的平

衡. DC在外周性免疫耐受中也起重要作用. 淋巴系DC

倾向于促进Th2分化 并可递呈源自凋亡细胞的肽片

段 据此 DC可通过递呈来自体细胞的自身抗原给T

细胞而诱导对自身蛋白的耐受. 迁移中的髓系DC 包

括 LC 在遭遇外源抗原后产生活性 移向淋巴器官

启动免疫反应[41]. DC对B细胞的生长和免疫球蛋白的分

泌有重要作用. 二者虽同为APC 但DC有较高MHC

及共刺激因子的表达并能大量产生IL-12 DC通过Fc

及多聚凝集素(multilectin)受体中和抗原 B细胞则有

抗原特异性免疫球蛋白受体. DC同时调控着B细胞所

产生的免疫球蛋白的种类 IL-10与TGF-β诱导IgA1
的生成 IgA2的表达则严格依赖于B与DC的直接相

互作用 这说明DC控制着黏膜的免疫. 滤泡型DC直

接维持激活B细胞的活力 生长与分化 生发中心含

有CD11c+DC 他可携带免疫复合物 有较强的刺激

B细胞的能力. DC与B细胞间作用方式也遵循双信号原

则 即DC 上的特异性抗原被 BCR 接受产生第一信

号  DC上CR2L与B细胞上CR结合 这对共刺激因

子提供第二信号调控体液免疫. 总之 DC 对 T B 细

胞的生长分化 抗病毒和抗肿瘤免疫以及免疫耐受等

方面均有重要作用.

1.2 DC的体外诱生  体外诱生DC有许多不同的方案. 骨

髓 脐血和外周血干细胞 外周血单核细胞 都可以作

为前体来诱导分化为DC[43] 奥地利学者甚至提出乳铁

传递蛋白(Lactoferin)阳性的中性粒细胞在体外也可转型

为DC. 用不同的起始细胞群诱生DC需要不同的培养条

件. 用CD34-细胞诱生DC时 去掉非贴壁细胞可显著

降低淋巴细胞的污染. CD14+单核细胞在合适的条件下

也可分化为DC[42]. 尽管用不同的前体细胞扩增DC的方

法各不相同 但GM-CSF似乎是必不可少的. GM-CSF

可诱导DC前体扩增 促使其分化 并可在体外维持DC

存活达6 wk. IL-4往往与GM-CSF同时使用 特别是



将外周血单个核细胞或单核细胞作为前体时. IL-4可抑

制巨噬细胞克隆形成 诱导DC生长和成熟. 当用骨髓

或脐血CD34+细胞作前体时 则用TNF- 代替 IL-4.

TNF- 可降低粒细胞的产生 上调细胞GM-CSF β链
的表达 增强其对细胞因子信号的反应能力. 许多其他

细胞因子也被证明对DC的产生具有促进作用[44-47] 如

IL-13 SCF TGF-β1等. 有报道向用GM-CSF  TNF-
和 IL-4刺激的骨髓CD34+细胞培养体系中加入Flt3配

体可使DC的收获率提高5倍 再加入SCF 可进一步

提高. 持续的流动灌注培养体系可进一步增强DC的扩增.

甲胎蛋白对DC可产生抑制作用 下调共刺激分子的表达;

IL-10可以抑制DC的分化 将未成熟DC转化为可诱导

产生耐受的APC 这也许可成为治疗自身免疫性疾病

和过敏性疾病的有效方法. LPS PGE2 含非甲基化

CpG基序的寡核苷酸(CpG-ODN)等免疫调节因子可以

促进DC 成熟从而增强抗原提呈功能. 不同的前体细

胞 不同的细胞因子和培养条件可以改变DC的表型和

功能. GM-CSF和 IL-4有利于髓系DC分化 而 IL-3

促进向淋巴系DC分化. CD40L则对两种DC的成熟都有

促进作用[42]. 虽然目前已有的方法可以扩增出一定数量

的DC 但不足之处是方法复杂 所需细胞因子的量较

大 培养时间长 成本高. 所以 DC大量扩增方法学的

优化也是下一步研究的关键问题.

2   DC 在HCV发病机制中的作用

近年来 越来越多的证据表明由DC激活的细胞免疫

特别是CTL介导的免疫反应 在机体抵御恶性肿瘤和

传染性疾病中发挥着十分重要的作用. 而且最近DC疫

苗的临床 期试验也取得了令人鼓舞的结果 显示

出DC疫苗在恶性肿瘤等疾病中的巨大前景. 目前研究

认为 细胞免疫因可识别和清除病毒感染 故对 HCV

的清除起重要作用. HCV感染早期T细胞反应的强度

表位特异性和细胞因子分泌情况等很可能将决定感染

的预后. HCV 感染时 除病毒感染的非造血细胞外

淋巴结和骨髓来源的DC作为专职抗原提呈细胞也直接

参与启动抗病毒T细胞应答[8].

         Auffermann-Gretzinger et al [49]研究发现慢性丙型肝

炎患者外周血DC经同源刺激后不能分化成熟 其膜

表面分子仍为未成熟型 虽能摄取抗原 但不能呈递抗

原. 自限性 HCV感染者DC功能跟正常人一样可以分化

成熟. 提示DC 抗原呈递能力下降可能是导致持续感染

慢性化的原因之一. Bain et al [50]报告HCV感染者外周血

DC虽然形态及摄取抗原能力正常 但刺激T细胞增生

能力较正常人明显降低. 用RT-PCR 检测DC培养液中

HCV病毒极其准种 6例中5例 可检测到HCV RNA阳

性. 其中 1例DC中HCV RNA序列不同于血清 肝脏

及其他部位 提示HCV引起的DC刺激能力下降可能

由于DC本身储存病毒所致. Kakumu et al [51]观察HCV和

HBV引起的原发性肝癌(HCC)中DC分泌 IL-12以及T

细胞刺激能力下降 . 21例HCV 5例HBV所致的 HCC

均可见DC功能下降. Kanto et al [48]发现HCV感染所致

的DC功能下降可被HCV核心区抗原刺激后恢复. 作者

发现24例慢性丙型肝炎患者DC刺激前CD86 IFN-

的表达以及T细胞刺激能力均低于正常组DC. 但核心区

抗原刺激后DC可持续T细胞增生能力.

3   抗HCV树突状细胞疫苗的制备方法

DC疫苗包括病毒特异性抗原负载的DC疫苗和特异性

抗原基因导入的DC疫苗两种 前者为增加DC 的抗原

呈递功能 将病毒特异性的抗原负载到 DC细胞或体

外致敏DC制成特异性DC疫苗或瘤苗. 在抗肿瘤免疫中

已取得较好效果. 用同样的方法治疗肝炎也取得相似结

果. 如将HBsAg致敏的DC转入H-2小鼠体内 可诱导

MHC-限制的HBsAg特异性CTL反应[52]. Bocher et al [53] 用

BALB/C小鼠全身致死性照射后植入SCID小鼠骨髓以

支持快速植入PBMC制成可感染HBV或HCV的动物模

型 用上述模型来研究抗原HBcAg 负荷的DC疫苗诱

发了强烈的针对HBc 的原发性Th 细胞反应和特异性

CTL反应. 由于基因转染的DC疫苗能提供更多更有效

的可供识别的抗原表位 而且可以最终克服HLA 限

制 已成为最具发展前景 备受人们关注的研究热点.

目前在基因转染DC的方法上人们已经进行了许多探

索 将特异性抗原基因导入DC 的方法有如下几种.

3.1 DNA转染DC 虽然裸DNA转染DC  的效率较低

但仍然有几个研究小组在不断探索[54]. 采用基因枪轰击

的方法法将编码HPV-16E7的质粒导入鼠骨髓来源的

DC 将存活的转基因DC免疫小鼠后 不仅在体内产

生抗原特异性的CTL反应 而且还引起随后对致死量

HPV-16转化的肿瘤细胞攻击的排斥. 采用电击法和脂

质体介导的方法将pEGFP质粒分别导入CD34+来源的

DC(PC-DC) 郎汉斯细胞(PC-LC)和 CD14 来源的DC

(Mo-DC) 实验结果表明[55] 脂质体介导法对3种DC

几乎无效 而电击法的转染效率分别为 PC-DC12 %

PC-LC16 % Mo-DC2 %.

3.2 重组腺病毒介导的转染  近年来的研究表明重组腺

病毒介导的转染效率比裸DNA转染DC的效率高[56]. 90 %

的鼠骨髓来源的DC能有效转染Ad( -gal) 但研究发

现 直接用AdRSVGFP 转染人外周血DC 只有大约

20 %的DC表达GFP 加用脂质体后 转染效率可高

达90 % 说明脂质体可以增强腺病毒介导的基因转染

DC的效率[57]. 使用腺病毒载体作为基因转移载体来制备

疫苗 遇到的主要问题是病毒本身基因的表达成为潜

在的免疫原 尽管动物实验表明 反复注射病毒转染的

DC 仅仅产生低滴度的中和抗体. 利用适度的紫外线

照射重组腺病毒 既不改变腺病毒结合受体的结构和

进入细胞的能力 又能封闭腺病毒本身基因的转录

随后用Poly(L-lysine)共价结合紫外线照射的腺病毒

结果高效地将外源基因转入DC 且没有共存的腺病
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毒基因的表达 这为DC疫苗的制备提供了一种更加

安全的方法[58].

3.3 逆转录病毒介导的基因转染  与腺病毒载体不同的

是 逆转录病毒能将被转移的外源基因整合到转染细

胞的基因组中去 使之得到有效和稳定的表达. 目前

一些实验已证明 利用逆转录病毒将TSA基因导入鼠

和人的DC是可行的. 如用MFG 逆转录病毒系统将LacZ

基因转入人外周血DC 7 d后 35-67 %的DC显示

出较高的 β-gal 活性 20 d后 PCR依然能检测出LacZ
基因的存在 表明LacZ基因已稳定整合于DC基因组

中 另外逆转录病毒转染的DC依旧保持着DC的生物

学特性 并能诱导产生抗原特异的CTL[59].

3.4 重组痘病毒介导的基因转染DC  重组痘病毒介导

TSA 基因转染DC具有转染率高 基因表达快 培养

时间短等特点.  重组痘病毒转染的DC也能产生抗原特

异性CTL. 重组痘病毒介导的黑色素瘤相关抗原基因

MART-1 转染DC 后 接种于黑色素瘤患者 结果在

患者体内产生MART-1特异性的CTL反应 显示出重

组痘病毒在制备DC疫苗上的巨大潜力[60].

3.5 DNA疫苗直接转染DC  尽管DNA疫苗仅能直接转

染较少一部分的DC 但是实验已发现在引流淋巴结

的DC被广泛激活 从而为效应细胞的活化提供了最

佳的条件. 因此DNA疫苗若以DC为载体能得到良好的

免疫效果.

        总之  树突状细胞系统作为机体内免疫反应的始动

子和调节子 具有激活CD8+CTL及CD4+T辅助细胞的

能力 控制着体内免疫反应的过程 因而他已成为抗肿

瘤和抗病毒免疫反应的中心环节.近几年来 有关DC

系统及其抗肿瘤疫苗的实验研究取得了显著的进展

促进了DC疫苗在部分肿瘤患者体内的 期临床

研究的深入 但是在抗病毒免疫方面尤其是抗肝炎病

毒的免疫治疗方面尚处于开始阶段 随着DC研究的深

入 体外获得大量的DC和制备DC疫苗的技术日趋成

熟 特别是可以针对每个患者制备特异的DC 疫苗

从而进行特定的免疫学治疗. 相信上述DC疫苗在不久

的将来可能成为病毒性肝炎临床治疗的一种不可缺的

辅助手段.
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摘要

随着免疫学研究进展 关于疫苗的传统概念也发生了根本

变化: (1)成分不同:传统疫苗多为死疫苗/减毒活疫苗或重组

亚单位疫苗; 新型疫苗则为编码无毒力抗原蛋白的病毒核酸

或能激发特异性机体免疫应答的细胞疫苗; (2)机制不同:传

统疫苗主要靠病毒的抗原蛋白刺激机体产生中和性保护抗

体; 新型疫苗不仅能刺激机体产生保护性抗体 而且能激

发特异性细胞免疫应答 (3)作用不同:传统疫苗只能起到一

定的预防作用 新型疫苗不仅能预防疾病 而且更能起到

特异的治疗作用(治疗性疫苗) 具有更广泛的应用前景. 因

此 我们将上述与传统疫苗不同 且能激发机体特异性免

疫应答的新型疫苗统称为新概念疫苗 其中包括核酸疫苗

T细胞疫苗 树突状细胞疫苗等 并就新概念疫苗目前的研

究现状作一简要的概述.
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0   引言

疫苗的概念是在200 a前Jenner发现事先接种牛痘能够
阻止天花的发生之后首先提出的. 近 100 a来 疫苗的

开发和应用已成为医学科学的重大成就之一 且已广
泛用于传染病的预防和治疗. 这些疫苗成功的原因在于

他能够有效地诱导机体产生保护性抗体. 然而 对某些
细胞内病原菌如结核杆菌 利什曼原虫以及寄生虫等

这些抗体几乎不起作用 因为对这些病原体的防御更
多地依赖于细胞免疫 而不是抗体介导的体液免疫. 对

如乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV) 人类免
疫缺陷病毒(HIV) 疟原虫等感染 则可能需要细胞免

疫和体液免疫的双重介导.
        现在准获使用的疫苗来自杀死或灭活的完整细胞

重组蛋白或减毒的活病原体 都能刺激机体产生抗体.
然而除了减毒活疫苗如水痘 - 带状疱疹病毒疫苗外

其他疫苗并不能特异的诱导细胞免疫 此外 如果用
减毒活疫苗来预防诸如HIV之类的病毒感染 可能给

疫苗制备和接种疫苗的人群带来危险. 因此 积极寻找

既能同时诱导体液和细胞免疫应答又具安全性的疫

苗 实乃当务之急. 最近出现的新型疫苗如核酸疫苗

T细胞疫苗 树突状细胞疫苗等彻底改变了疫苗多为

蛋白 只能预防的经典概念 引进了治疗性疫苗和核

酸及细胞疫苗的新内容 大大拓展了人们对疫苗组成

和功能的认识 被称为是疫苗学的第三次革命. 因他们

不但具有传统疫苗的一般功能 且能激发机体特异性

细胞和体液免疫应答 用于临床现症患者的治疗. 故称

之为新概念疫苗. 本文拟就近年来发展最快的核酸疫

苗 T 细胞疫苗 树突状细胞疫苗等作一简介.

1   核酸疫苗

所谓核酸疫苗(nucleic acid vaccine) 是将含编码外源

蛋白基因的质粒DNA 直接导入动物组织 外源基因

于体细胞中表达后 表达产物被提呈 与主要组织相容

性复合物(MHC)结合 刺激机体产生相应的抗体和细胞

毒性T淋巴细胞(CTLs) 分别介导体液免疫和细胞免疫

应答. 这种外源基因是抗原的来源 具有疫苗的功能

又称为DNA疫苗 由于不需任何化学载体 故又称裸

DNA疫苗.

1.1发现及意义  核酸疫苗最早是由美国Wisconsin大学

的Wolff 及同事们和Philip 领导的Vical 小组于1989年

偶然发现的. 1992年美国Merck实验室的Ulmer领导的

研究小组率先将包含流感病毒核心蛋白(NP)基因序列的

重组质粒注射小鼠股四头肌 发现的确刺激产生了特

异性的CTL 能保护小鼠抵抗不同流感病毒株感染. 这

一结果有多方面的意义. (1)CTL介导的细胞免疫象中和

性保护抗体介导的体液免疫一样 在抵抗病原体感染

和清除病原体感染两方面均有重要作用. (2)以往疫苗的

保护作用多依赖疫苗刺激机体产生的中和性保护抗

体 但象流感病毒 丙肝病毒(HCV)及免疫缺陷病毒

(HIV)等病原体外膜蛋白容易变异 所刺激产生的是型

或株特异性中和抗体 给疫苗预防带来了困难. 而其核

心蛋白均非常保守 刺激机体产生的细胞免疫不仅可

能预防不同病毒株的交叉感染 而且可能在治疗某些

持续感染性疾病中有其积极的意义. (3)由于CTL介导的

细胞免疫在某些病毒感染和肿瘤发病上有相似的重要

作用 DNA免疫方法也可能用于抗肿瘤免疫. 也就是

说 核酸免疫这种方法不仅可用于感染性疾病的预防

还可应用于基因治疗. 因此  Ulmer他们将在这一领域

的首篇研究报告发表在 Science 上之后 该项发现立

即被视为疫苗业的一场革命. 因为该技术不是注入死或



减毒活疫苗或重组病毒亚单位 而是用能编码无毒力

但有抗原性的病毒蛋白的DNA接种人体 因而使疫苗

接种变的非常方便 人体细胞在体内产生的病毒蛋白

很可能同时诱生细胞和体液免疫应答. 这篇文章 不仅

向科学界展示了向学术禁区的挑战 而且开辟了疫苗

研究的新时代. 在随后的几年中 越来越多的实验室证

实了DNA免疫对在保护和治疗病原体感染的有效性. 目

前 DNA 免疫已经成为世界瞩目的防治传染病 肿

瘤以及移植免疫治疗的新的研究热点[1-18].

1.2 国内外研究现状  核酸疫苗已经在许多难治性感染

性疾病 自身免疫性疾病 过敏性疾病和肿瘤性疾病

的预防及治疗领域显示出广泛的应用前景. 国外已有多家

公司 开通了多个介绍核酸疫苗的网站 如DNAvaccine.

com 关于核酸疫苗的文章也是每年数以千计 与核

酸疫苗相关的专利已超过120项. 足以看出核酸疫苗的

广泛的应用前景. 迄今 国外已有至少4种核酸疫苗被

批准进入 期临床试验. 1996年美国FDA批准对健康志

愿者进行艾滋病核酸疫苗人体实验. 1998年美国宾西法

尼亚大学医学院MacGregor及其同事们首次报道了核酸

疫苗治疗HIV-1 感染者的第一次人体实验结果. 他们认为

该疫苗不仅具有免疫原性 而且应用于人体是安全的

有望成为治疗HIV的有效方法. 同年 美国佛罗里达的

Ugen et al的HIV-1人体试验取得了同样的结果. 随后瑞士

苏黎世大学医院感染病科Weber et al 在4名无症状HIV

携带者体内也进行了试验. 他们选择的目的基因为HIV-

1 gp160 获得了同样的预期结果[19]. 据最新消息 英国

已经批准在2002-08 开始进行一种专门针对非洲人的

HIV  核酸疫苗的I期临床试验(HIV A亚型 是肯尼亚

和非洲其他地区最流行的HIV菌株)[20]. 1998年 美国海军

宣布他们已经成功地在健康人体上检测了针对疟疾的

核酸疫苗 2000年美国陆军也同样在成年健康志愿者

体内进行了疟疾的核酸疫苗的试验[21].

        目前 乙肝病毒核酸疫苗也已应用于临床[22]. 美国

费城已有人用成纤维细胞生长因子DAN疫苗治疗末级

外周动脉闭塞病[23]. 瑞典也有人正在研究用DNA免疫接种

预防各种病源体引起的婴幼儿腹泻. 中国与德国合作开发

的一种艾滋病核酸疫苗将于近期申请进入人体实验阶段.

如获批准 这将是中国的首次艾滋病疫苗人体实验.

2   T细胞疫苗

T细胞疫苗原是指将T细胞或体外T细胞表位多肽刺激

产生的T细胞作为疫苗接种 用于治疗某些自身免疫疾

病. 但将依据MHC-I类分子特异的多肽结合基序(MHC

binding motif)合成的多肽 在体外诱导产生的抗原特异

性细胞毒T淋巴细胞(CTL) 用于治疗病毒性疾病 则

是近几年的新思维 新设想 他将T细胞从过去应用

为靶细胞转变成效应细胞 为T细胞疫苗的概念增添

了新的内涵.

2.1 研究意义及现状

2.1.1 治疗某些自身免疫疾病  T细胞引起的迟发性变态

反应可能是某些自身免疫疾病的病因. 在动物实验中

把动物体内引起疾病的T细胞移入其他健康的动物体

内 也能引起疾病 所以认为 T 细胞是患病的原因.

因此 同传染病的预防接种一样 如果把致病的T细

胞灭活后代替微生物疫苗注入体内 即使致病T细胞

再移入体内 也不再引起疾病 并将此构想试用于治

疗. 小鼠变态反应性脑脊髓炎的实验已成功 而且还证

明用于治疗人类类似疾病多发性硬化症也有一定效果.

2.1.2 治疗某些病毒性疾病  自从Doherty和 Zinkernagel

发现CTL能够杀伤外源微生物感染细胞 而且这种杀

伤作用依赖于CTL对外源多肽和自身分子(MHC)的双

重识别之后 越来越多的研究表明:病毒特异性的CTL

介导的细胞免疫具有清除病毒的功能 是宿主防御病

毒感染的主要机制之一. Doherty和Zinkernagel也因他们

的发现于1996年获得了生理和医学诺贝尔奖. 正因为

此 CTL表位及CTL介导的细胞免疫应答的研究受到

越来越多的关注. 传统的病毒疫苗(减毒或灭活) 含有完

整的病毒蛋白质 以刺激机体产生抗体为主 难以有效

诱导产生MHC-I类限制性的CTL和清除细胞内病毒颗粒.

目前临床应用的过继免疫治疗如LAK细胞 CD3-AK细胞

均为非特异杀伤细胞 靶向性差. 因此 有学者已直接

用单个或多个CTL多肽导入体内(多肽疫苗) 诱导机体

产生特异性CTL应答 虽然能够观察到CTL应答 但

有时滴度不高 可能是由于较短的CTL多肽更易被血

清蛋白酶降解 从较短的(通常为几个-十几个氨基酸)

多肽中去除一个或两个氨基酸将改变其结合HLA的能

力; 若将几个多肽交联 既可能形成新的CTL表位 诱

导特异性CTL失败 又可能产生针对多肽的抗体;另外

低剂量抗原皮下注射可以产生免疫应答 而高剂量静

脉注射则可能引起免疫耐受.

         T细胞疫苗是用多肽在体外诱导产生特异性CTL

后者被克隆 扩增 筛选和鉴定后 仅将MHC-I类限

制的CD8+ T细胞输入机体 诱导细胞免疫应答产生

从而解决了多肽疫苗存在的上述问题 而且直接回输

CTL 可以人为地控制CTL的强度 避免其过度 导致大

量受染肝细胞死亡 也可避免其过低 无清除病毒作用.

        因此 我们在国家自然基金的支助下 已经利用

转染了HCV 基因(C+E1)或(C+E1+E2)的小鼠骨髓瘤

SP2/0细胞皮下注射 形成的皮下移植瘤HCV小鼠模型

和HCV基因转染细胞系 发现MHC-I限制的CTL表

位多肽体外诱导的特异性CTL 在体内外对HCV感染

细胞均具有杀伤作用 可能成为病毒性疾病或肿瘤免

疫较好的治疗性疫苗后选之一.

3   树突状细胞疫苗

树突状细胞(dendritic cell DC)是专职抗原递呈细胞

能有效地将抗原递呈给 T 淋巴细胞 从而诱导CTL活
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化. 荷载抗原的DC具有疫苗的功能 故称树突状细胞

疫苗. 荷载抗原既可以是病毒抗原 HLA限制的CTL

表位( 8-10 个氨基酸的短肽)基因 也可以是肿瘤细

胞 还可以是编码肿瘤抗原的基因. 由于 DC 细胞疫苗

可以不依赖于 CTL 靶细胞 又有较高的抗原递呈效

率 正成为新一代疫苗的代表[24-34].

3.1 研究意义及现状  核酸疫苗诱导特异性免疫应答产

生已被大量的实验室证实 但普遍存在着抗体滴度不

高 CTL杀伤率不强等问题. 其原因可能与病原体感染

后 抗原提呈细胞(APC) 尤其是树突状细胞数量减少

功能降低有关[35]. 如何绕过或提高DC免疫功能低下

诱导出更强有力的 更具广泛性的免疫应答 应当成为

基因疫苗和免疫治疗亟待解决的突出问题之一. 业已证

实 DC是目前发现的功能最强的抗原提呈细胞 也是

唯一能激活初始T细胞的抗原呈递细胞. 因此 应用抗

原或抗原多肽体外冲击致敏DC 然后将之回输或免疫

接种荷瘤宿主或带病毒特异性抗原的宿主 进行免疫

治疗 利用DC与肿瘤细胞融合成为新型带有DC功能

及肿瘤特异抗原的融合细胞瘤苗的报道 以及利用病

毒载体将带有肿瘤或病毒抗原的编码基因转染DC 使

之在DC内持续表达相应特异性抗原 诱导产生特异性

抗肿瘤或抗病毒免疫反应等方法应运而生[36-60].

        这些方法存在着DC激活时间短 治疗不彻底或利

用病毒载体的安全性等问题. 一个理想的抗原提呈策略

应当是全方位 强有力的诱导CD8+ CTL CD4+ Th 及

B细胞应答 这样才能更有效的清除病原体及肿瘤细

胞. 近年来 以免疫球蛋白(主要是 IgG1)的 Fc 段为基

础构建的新型免疫分子进展很快 有望用于新型免疫

复合制剂的研制. IgG1的Fab与Fc是功能相对独立的片

段 Fab中的可变区负责与抗原结合 而Fc段能与免

疫效应细胞的Fc 受体(Fc R)结合 发挥其调节免

疫效应 细胞炎症反应 细胞毒效以及激活吞噬细胞的

作用. DC本身表面带有Fc R 因此由Fc R介导

的吞噬细胞内在化的过程可加强免疫应答的抗原提呈.

我们基于BALB/c小鼠(H-2d)DC表面的Fc 型受体(Fc

R 即CD64)与人 IgG1重链Fc段具有高亲和力[61,62]

而HCV基因组内的核心区(C)是结构基因中最保守的区

域 该区含至少5个重要的抗原表位或细胞毒T细胞

(CTL)表位 拟将HCV C基因与人 IgG1 Fc 基因融合

构建了分泌融合蛋白的真核表达载体 转染经体外活化

的DC之后 接种BALB /c小鼠 将利用已建立的表达

HCV C抗原的靶细胞(SP2/0-HCV-C H-2d)及其荷瘤鼠

(BALB/c 小鼠)模型 观察该融合基因修饰的DC 在体

内 体外诱导抗HCV特异性CTL T细胞增生及抗体应

答的强度 为提高基因疫苗诱导免疫应答的效率提供新的

手段 可望为HCV防治提供新的思路和理论依据.
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0   引言

所谓特殊状态下的逆行胰胆管造影 主要是指由各种

原因所造成的十二指肠乳头的位置异常 或内镜到达

十二指肠乳头的路径与常规不同等状态下的逆行胰胆

管造影 主要包括十二指肠憩室 乳头部畸形 胃

大部切除B- 式术后 胆肠吻合术后等[1] 

1   术前准备和所用器械同常规ERCP检查

2   十二指肠憩室

十二指肠憩室是造成ERCP插管困难的最常见因素 憩

室可单发或多发 离乳头较远的憩室 对插管无明显影

响 而靠近乳头的憩室 会对插管造成困难 尤其十二指

肠乳头位于憩室内者 插管更为困难. 对虽然受憩室影

响 但乳头尚可看见者 可用导管或切开刀将覆盖乳头的

皱襞挑开 再插管 一旦插管成功 尽可能放置导丝 以

确保后续的操作 对于十二指肠乳头位于憩室内者 由于

很难直接看到乳头 不能进行直视下插管 可用导管或切

开刀轻轻试插 边插边少量注射造影剂 若未能确定插入

胰胆管 且不可用力插入或插入过深 否则容易穿孔.超

滑导丝配合应用 能提高插管成功率 有人将内镜送入憩

室内进行插管 应非常小心 以免造成穿孔

3   乳头部畸形

乳头顶部不平 充血 肿胀 结石嵌顿等都会造成

乳头部的畸形. 对乳头顶部不平 充血 肿胀者 插

管可选用锥形造影导管或切开刀 必要时以超滑导丝

配合. 反复插管不能成功者 可以做预切开. 结石嵌顿

可以引起明显的乳头肿胀 开口阻塞 或胆总管十二指

肠瘘.直接插管可能并不困难 但通常先用电刀(针式

电刀更适宜)将乳头做小或中切开 之后用电刀或导管

将嵌顿的结石拨出 再插管造影 如果从乳头开口处插

管困难 可从瘘口处插管造影

4   胃大部切除B- 式术后逆行胰胆管造影术

胃大部切除B- 式术后 内镜从胃到达十二指肠降

部乳头处的路径发生改变 使得逆行胰胆管造影更为困

难 并发症也明显增多(尤其是穿孔)[2]. 先将十二指肠镜送

达残胃的胃小肠吻合口 观察吻合口及鞍部情况 一般来

说 输入襻开口没有输出襻开口明显 进入输入襻也比较

困难 输入襻常位于视野的2-5点时钟位 且输入襻内常

有胆汁 据此特征 可循腔进入输入襻 直到十二指肠残

端或发现十二指肠乳头. 某些病例 可能输入襻和输出襻

的位置与常规位置相反. 对进入输入襻困难者 可以在X

线监视下进镜 如首先进入的是输出襻 可以在退镜靠近

输出襻开口处 用活检钳钳取少量黏膜组织以留下血迹

做标记 以免反复进入输出襻.注意在进入输入(出)襻较长

时 要防止结襻过长 否则易引起穿孔 老年者更甚 对

疑难病例 先用直视胃镜观察 并做标记 对确定输入襻

和寻找乳头有很大帮助.直视镜直接用于插管造影 因没

有抬钳器 操作更为困难 成功率不高

         B- 式术后内镜到达十二指肠乳头的途径及方向与

正常结构者相反 图像的上下方位与正常状态相反 这就

使得用标准导管在自然弯曲下插管非常困难 胆管造影

也比胰管造影困难 但以下方法有助于插管: (1)选用新导

管 新导管较旧导管直 插管容易成功 目前有专门用于

B- 式术后造影用的导管 建议选用 (2)将内镜前端置于

十二指肠第二部分和第三部分的连接处 保持内镜前端

和乳头的适当距离 有助于插管成功 (3)运用导丝(或放置

支架用的内引导导管) 将导丝伸出造影导管的前端 通

过改变导丝的长度和抬钳器的角度 使得导丝和导管易

于进入胰 胆管 (4)插管成功后 放置塑料内支架 利于

后续治疗. 行Rouxen-Y者 ERCP几乎是不可能的

5   胆肠吻合术后

胆肠吻合术的吻合口多位于十二指肠球部左侧壁 如吻合

口不狭窄 则很容易发现 插管多不困难. 吻合口狭窄者

可用导丝辅助插管 吻合口过大者 可用球囊造影 使球

囊堵塞开口处 造影剂充分充盈胆管 获得良好造影结果

6   其他

胃大部切除B-I 式术后 胰腺手术后 一般对ERCP

影响不大.

7     参考文献
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0   引言

胃肠道出血是一组临床常见的病征 尽管大约2/3 的

消化道出血属自限性 但总的死亡率高达8.0-13.7

近10 a来 由于内镜诊疗技术的普遍应用 虽然未能减

少胃肠道出血的发生率 但有充分证据表明内镜止血

治疗能降低出血的死亡率 可明显减少再出血率 输血

量 急诊手术率和患者的住院费用[1-3]

1   胃肠道出血的分类

根据出血的部位 以屈氏韧带为界将其分为上消化道

出血和下消化道出血. 根据胃肠道出血量的多少 速度

快慢 在肠腔内停滞时间的长短 临床表现的不同 可

分三类: (1)慢件隐性出血:肉眼不能观察到便血 又无

明显临床症状 仅用化验方法证实粪便潜血阳性 (2)慢

性显性出血:肉眼能观察到鲜红 咖啡色呕吐物或黑色

的粪便 临床上无循环障碍史. (3)急性大量出血:肉眼

观察到呕血 黑色粪便或暗红色血便 伴循环障碍和重

度贫血 可出现低血压或休克症状 常需紧急处理 如

延误诊疗常可导致死亡

2   胃肠道出血的原因

2.1 上消化道出血的原因  上消化道出血原因繁多 按

照发病机制 可粗略分为炎症溃疡性疾患 机械性疾

患 血管性疾患 肿瘤 全身性疾患等五大类. 上消

化道大出血的病因中 国内外文献报道基本一致 最多

见为溃疡病 约占50 % 其次为食管静脉曲张破裂

再次为应激性病变和胃肿瘤[4-6] 

2.2 下消化道出血的原因  以出血为主要症状的消化道

疾病在临床上很常见 其中多数表现为少量显性便血

占90 而隐性出血和大量出血仅各占5 . 隐性出

血多发生在右半结肠和小肠. 少量显性出血主要发生在

结肠 直肠 血便如为鲜红色 以左半结肠多见 果酱

样或咖啡色以右半结肠好发. 大量急性出血大部分来自

结肠和小肠 少数出血量大 出血速度快者 上消

化道来源也可发生. 下消化道出血病因主要有:大肠息

肉 大肠癌 炎症性肠病 结肠憩室 血管畸形 内痔

和肛周疾病等. 国内以大肠息肉最常见 国外报道则以

憩室多见[4,5,7]

3   胃肠道出血的内镜诊断

3.1 内镜检查的顺序及时间  (1)顺序的选择:隐性出血的

病因既可来自上消化道 也可来自下消化道 所以先应

除外饮食 药物等外源性因素造成大便隐血阳性和凝

血机制异常等原因. 然后行上消化道内窥镜检查 如无

异常发现 再考虑结肠镜检查或小肠镜检查[3,4] . 显性便

血一般均是下消化道病因引起 先作肛周与直肠检查

除外内痔和肛周疾病 再选择结肠镜检查 急性呕血一

般为上消化道出血 首先选择胃镜检查 急性大量新鲜

便血多来于下消化道 少数也可由上消化道引起 一般

先做上消化道紧急内窥镜检查 排除病变后再做结肠

镜检查[4,7] . 可疑小肠出血时可选择血管造影 同位素

扫描等检查 (2)时间的选择:为了提高诊断率 镜检时间

选择十分重要. 目前多数认为 如果病情许可 镜检时

间越早越好. 消化道出血内镜检查时间分出血停止时期

和活动性出血期间紧急内镜检查. 从诊断方面来考虑

一般最起作用的是停止出血的24 h内 因可作充分的

胃肠道准备 保证顺利地看清胃肠黏膜 可观察到出血

停止后一些痕迹变化 如溃疡 血痂 憩室等 但有些

微小病灶在停止期可能很隐蔽或不明显而不易发现

如出血停止的间歇期不能明确诊断 也可选择活动性

出血期紧急检查 紧急检查除可诊断外 更多的是用于

内镜下止血 但因胃肠腔内有鲜血积聚 掩盖病灶, 妨

碍观察 常使诊断价值受到一定的限制 活动性出血期

行紧急内镜检查前 应及时备血 输血 补液 吸氧等

以保证患者生命体征相对稳定 最好先行冰盐水洗胃

或清洁灌肠后再行检查

3.2急诊胃镜检查  近 10 a 急诊胃镜检查已被列为急

性上消化道出血的首选诊断方法 其诊断正确率高达

85-94 [1,8] 并可根据出血表现区分活动出血或近期

出血 前者指病灶有喷血或渗血 后者见病灶呈褐色基

底 粘连血块 血痴 或有隆起小血管 见到病灶但无

上述表现者即称非出血性病灶. 由于采用急诊检查 加

深了对出血病因的认识. 如果同时存在多个病变 急诊

检查可确定其出血所在. 如肝硬变并发上消化道出血者

进行急诊胃镜检查 除了发现食管静脉曲张外 常可

发现其他原因的出血 如糜烂性胃炎 食管贲门黏膜



撕裂症 胃十二指肠溃疡 食管炎等. 急诊胃镜检查

的并发症与常规镜检并无差别 主要并发症有出血 穿

孔 心肺意外 药物反应和感染等.

3.3 急诊肠镜检查  急诊肠镜检查因受肠道准备的限制

阳性诊断率仅达75 %[2,7]作方法与常规检查基本相同

因肠腔内有大量积血 影响观察 只能不断用力注水冲

洗 不用吸引以免堵塞管道 造成检查失败 插入时尽

可能避开血凝块 使镜头位于积血的上方进镜 整个插

入过程尽量少注气 检查过程中 镜管开始插入直肠

后 一面观察 一面缓缓前进 见到出血灶或发现插入

部位肠腔已无积血 表示镜端已超越出血部位 宜停止

前进 徐徐退出仔细检查 对于出血灶的诊断 以窥视

下直接见到活动性渗血最可靠 若病灶上有血凝块或

陈旧性出血斑痕也有参考价值 由于这些患者一般情

况较差 病情变化大 不能忍受较长时间检查 要求操

作者技术熟练 动作轻柔 尽可能缩短检查时间 一般

认为急诊肠镜检查的并发症与常规检查无明显差别

3.4 小肠镜检查  临床较多采用推进式小肠镜 实际上

是上消化道内镜的延长 术前准备同胃镜检查 多数需

要静脉注射安定10 mg或杜冷丁50 mg 解痉灵40 mg

以保持镇静和减少小肠蠕动 小肠镜进入降部后 拉直

镜身 将滑管送入十二指肠 然后采用钩拉法循腔进

镜 当内镜深入达90-100 cm 时 镜头已到达或超过

屈氏韧带 这往往是最困难的环节 应熟练应用钩拉法

消除肠袢的锐角及镜身的弯曲 通过调节角度钮循腔

前进 少注气 一般均可顺利进入空肠 通过屈氏韧带后

镜身的走向可分为顺时针型和逆时针型两种 以逆时针型

容易插入  小肠镜通过屈氏韧带的成功率可达95 以

上 但插入的深度只能抵空肠上段 一般达屈氏韧带下

50-80 cm. 小肠镜检查对原因不明的消化道出血最有诊

断价值. 多数作者报告其对远端十二指肠和近端空肠出

血的诊断率为40 左右 以动静脉畸形最多见[9,10]

3.5 胶囊肠镜检查  胶囊肠镜是一个11 30 mm药丸大

小的无线肠镜 由电池 光源 成像系统和传送器等部

件构成. 这种无创性检查不仅能达到目前内镜普遍难以

达到的小肠位置 而且可获得清晰的图像 为小肠疾

病的诊断提供了新的方法[11] 通过临床应用证实胶囊

肠镜对小肠病变的诊断整体上优于推进式小肠镜 尤

其对那些出血量不大的复发性小肠出血有较好的诊断

价值[12] 胶囊肠镜目前还存在着检查时间相对较长

不能进行镜下活检及治疗以及一次性使用价格相对昂

贵的缺点

3.6 术中内镜检查  怀疑肠道疾病 剖腹探查不易确定

病变性质及部位时 可在手术台上经口或肛门或从盲

肠切口插入小肠镜 手术医师用手将肠管套在内镜上

能够观察全部小肠黏膜 判定原因不明的消化道出血

部位 若发现病灶 则在肠浆膜面上留线头作记号 待

所有病灶定位后 根据病变的性质和分布情况决定切

除范围[10]. 但对新近有出血的患者及检查时正在出血的

患者观察不满意 人为肠套叠可引起肠黏膜损伤

4   胃肠道出血的内镜治疗

4.1 食管胃底静脉曲张出血的内镜治疗  (1)适应证与禁

忌证: 适应证包括有食管静脉曲张破裂急性出血期间; 内

科保守治疗 三腔管压迫24 h仍有出血; 内科保守治疗

出血停止6-12 h后; 食管静脉曲张明显 且既往有出

血病史 不宜或拒绝外科手术的食管静脉曲张 禁忌

证包括有严重心肺功能不全 出血性休克尚未纠正; 明

显凝血机制障碍或出血倾向; 有其他内镜检查禁忌证 (如

高血压 肝昏迷 精神分裂症等); 门脉癌栓 Budd-

Chiari综合征所致食管静脉曲张 (2)治疗方法: (a)硬化治

疗:注射部位应选择于破口下方进行 如未发现破口 可

在食管下端近贲门处进行. 血管内注射选择曲张明显的

静脉 用5 mm 长穿剌针斜剌入静脉后 推入硬化剂

3-5 mL 退针后用镜端或内镜气囊压迫穿剌点3-5 mim.

血管旁注射将硬化剂注射于静脉两旁的黏膜下组织

注射量每点0.5 mL即可 有多条静脉曲张需行多点注

射时 应避免各注射点在同一平面上 以免术后引起瘢

痕狭窄 关于重复治疗的间隔时间 目前意见不一致

多数主张间隔7-10 d一次 (b)套扎治疗:套扎器主要有一

次性和连环套扎器 按说明书于镜端安装套扎器 将套

扎器透明帽口接触曲张静脉 开动吸引器将曲张静脉

吸入透明帽内形成静脉瘤 旋转套扎器把手的开关即

可将前端的橡皮圈打出套住曲张静脉形成球状. 在套扎

完第一条静脉后 再选择第二条曲张静脉进行套扎 可

连续套扎5-6处曲张静脉. 与硬化治疗一样 套扎时从

最近贲门处开始 螺旋形后退逐条静脉套扎 同时伴有

明显胃底静脉曲张的患者 单纯行食管静脉套扎治疗

可能加重胃底静脉曲张出血的危险 应先行胃底静脉

硬化或组织胶注射治疗 再行食管静脉套扎 (c)组织胶

注射:尤其适用于食管胃底均有明显静脉曲张的患者

应先处理胃底静脉曲张 与硬化治疗的原理相同 组织

黏合剂与血液相遇后由液态迅速转化为固态  如注入血

管内能立即凝固变硬而阻塞血管. 由于组织胶黏稠度

大 在整个注射过程中严禁吸引 助手动作要迅速 熟

练 否则很容易阻塞内镜或注射针而导致治疗失败 曲

张静脉消失时间约需2-6 mo  治疗次数1-4次. 组织胶注

射对食管胃底静脉曲张急性出血的止血率为85-100 %

再出血发生率2-36 %  较普通硬化注射疗效好[8,13]

4.2 非静脉曲张出血的治疗  非静脉曲张出血是指除了

食管胃底静脉曲张之外其他各种原因引起的上消化道

出血 可为新鲜糜烂或黏膜损伤导致的渗血 小血管

破裂所致的活动性出血 内镜下止血已成为这类出血

的最直接有效的方法 止血的方法种类很多 可概括

为药物喷洒止血 药物注射止血 金属夹止血 高

温凝固止血 术者应根据自身医院所具备的治疗配件

结合患者具体病情选择合适的止血措施 (1)药物喷洒

止血:适用于较大面积的弥漫性糜烂渗血 如急性胃黏
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膜病变 消化性溃疡等. 在内镜直视下用喷洒导管将止血

药物直接喷洒于出血面. 所用的止血药物主要有1 50 000

的去甲肾上腺素盐水 50 mL/L 的孟氏液 凝血酶盐

水溶液 生物蛋白胶等 (2)药物注射止血:适用于局灶性

静脉涌血 小动脉喷血的紧急处理 如横径动脉出血

息肉切除后出血等. 用内镜注射针于出血灶的四周注入

止血药物 通过收缩血管和黏膜肿胀压迫止血 注射药

物主要有1 10 000的肾上腺素盐水(或高渗盐水) 无

水乙醇 其他硬化剂[14] (3)金属夹止血:是近年来开发

的一项新技术 适用于目标明确的小血管破裂出血

金属止血夹现多为钛夹 通过把手可控制张开或夹

紧 助手将止血夹装于把手前端 术者将金属夹通过活

检管道送达出血部位 嘱助手张开止血夹 对准出血点

后嘱助手收紧夹子 冲洗观察止血效果 如未止血可再

夹一次[15]. 该方法也可与注射止血法结合应用 (4)高温

凝固止血:用于出血量较大的活动性渗血 主要通过高

温凝固效应达到止血目的. 具体方法有高频电凝 热探

头 激光 微波 氩气刀等 新近推出的氩气刀具有凝

固快 穿透浅 不须紧贴组织也能起凝固作用的优点

值得推广[ 16 ]

      消化道出血量大 而且正处于出血的活动期时

胃镜检查常很难发现出血病灶 此时可通过冲洗吸引

清除部分积血 或通过变换体位来寻找出血灶 有时积

血太多寻找困难时不要一味强求 应当机立断外科会

诊或行放射介入治疗
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0   引言

1968年经内镜逆行胆胰管造影(ERCP)用于临床以来[1]

人们第一次在内镜下经造影将胆胰管显示清楚 使胆胰

疾病的诊治提高到了一个新的水平. 1974年Katagi et al [2]首

先将经口胰管镜(peroralpancreatoscope PPS)应用于临床

可直接观察到胰管内的情况. 同年Kawai和Classen et al [3,4]

首次采用内镜乳头括约肌切开(EST)治疗胆总管结石

开创了不用开刀 经口取出胆总管结石的历史.1983年

Starizu et al [5]首创经内镜乳头气囊扩张(EPBD)治疗胆总

管结石 他将成为一种可保留括约肌功能的取石方法.

近年来 随着内镜技术的提高及内镜医师经验的积累

介入内镜技术已越来越广泛地应用于胆胰疾病的诊疗

中 并已成为微创外科的一个重要分支 本文重点介绍

目前常用的介入内镜技术在胆胰疾病诊疗中的应用现

状及进展.

         介入内镜在胆胰疾病诊治方面的常用技术主要包括

胆道镜技术 十二指肠镜技术 胰管镜技术和超声内镜

技术.

1   胆道镜的应用

1937年Huard开展了经皮经肝的胆管穿刺造影术(PTC).

1941 年Mclver 与Wappler 设计了硬性胆道镜.1953 年

Widegans设计了新型硬质胆道镜.1962年Glenn et al在

PTC的基础上开展了经皮经肝胆管引流术(PTCD) 并

为随后的术前胆道镜的应用开辟了通路. 1965年美国医

师Shore 与 ACMI 公司研制成功软性胆道镜 此后于

1970 年代末 1980 年代初 胆道镜技术已广泛应用

于肝胆胰疾病的诊断与治疗 胆道镜在诊断方面其突

出的优点是他能够直视胆管内部真实面貌 鉴别胆管

内结石 肿瘤 血块 气泡 蛔虫等 并对可疑病灶取

活体组织以做病理确诊. 术中术后胆道镜检查再配合以

碎石技术 在胆管插管气囊扩张技术的基础上 可明显

降低肝内胆管结石的残石发生率 使胆道术后残石的

发生率降至2 %以下 国内一组826例报道 术中术

后利用胆道镜技术使结石取净率达97 [6] 短期随访

效果满意. 胆道镜的另一特点是他可以进入病理扩张的

- 级肝内胆管 克服了外科手术在肝内的盲区. 因

为有结石的胆管其结石之上经常有扩张 尽管开口处

可能有膜样狭窄 胆道镜一般都能进入扩张的II 级或

III级肝管 通过网篮或加压冲洗等方法可以取出更远

一级(III 级或 IV级)肝管结石.

2   十二指肠镜技术的应用

十二指肠镜技术即经内镜逆行胰胆管造影(ERCP) 经

内镜乳头括约肌切开术(EST ) 经内镜胆管引流术

(ERBD) 经内镜鼻胆管引流术(ENBD) 经内镜胰管

引流术(ERPD)及子母镜技术. (1)ERCP:ERCP技术经过

30 a 的发展 目前已成为诊疗胆胰疾病的常规方法

ERCP 所得的 胆管树 可形象地提示结石 肿瘤

蛔虫 畸形 并标示出位置. 特别是壶腹癌的早期诊

断是ERCP检查的独到之处. ERCP可清晰直观地显示

胆管胰管的分支走行及变异 可精确定位胆道系统的

病变 对外科医师制定手术计划有极大帮助. ERCP又

是目前诊断慢性胰腺炎 胰腺结石 肿瘤常用和可靠的

方法 是诊断胰腺分裂的唯一方法. 并可于清醒状态

下非手术获取人体胰液进行胰液微量元素检测和癌基

因的研究. (2)EST:主要适用于胆总管结石的治疗 占适

应证的80 %以上 急性胆源性胰腺炎 急性胆管炎

乳头狭窄 乳头癌等均可采用. 以往EST对大结石的取

石效果不理想 在网篮机械碎石(ML)等碎石方法应用后明

显提高了EST的取石效果 成功率明显上升. 文献[7-10]报

道EST成功率85-98 % 结石1次清除率89 -95.7 %[7,8,10,11]

但这与结石性质 大小 多少等因素有关. (3)EPBD:通

过十二指肠镜达到十二指肠乳头 用球囊扩张乳头 使

其开口扩大 达到自然排石或用球囊或网篮取石. 这种

方法侵入性小 不破坏括约肌的解剖结构 术后乳头括

约肌功能基本恢复[12]. EPBD成功率85-100 [10,13,14] 主

要用于直径<12 mm的胆总管结石. (4)经口胆道子母镜

(PCS):胆道子母镜临床应用已10 年以上 是诊治复杂

胆道疾病的一种有效方法. 该系统由子镜和母镜组成

操作时先将母镜插至十二指肠乳头 子镜通过母镜活

检孔道送入 在两名操作者密切配合下将子镜插入胆

道后 即可在直视下对胆道内病变情况进行诊断 治疗.

配合内镜液电碎石(EHL)或激光碎石(LL)可治疗胆结石.

主要用于治疗胆道内巨大结石 嵌顿结石 Mirrizzi综合

征 网篮取石失败等. 但子母镜因价格昂贵 子镜易损
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坏 技术难度较大等原因临床未能广泛应用.

3   胰管镜技术的应用

1974年Katagi和Takekosh首先将经口胰管镜(peroralpa-

ncreatoscope PPS)应用于临床 可直接观察到胰管内的

情况.随后Rosch et al及Nakamura et al相继应用胰管镜

观察胰管. 但是由于当时设备及技术均较落后 胰管镜

难以获得清晰的图像 且易损坏 缺乏活检及细胞刷检

的操作孔 因此限制了他的临床应用. 1990 年代以

后 随着技术和设备的不断改善 特别是电子胰管镜的

出现 使胰管镜的成像越来越清晰 可早期发现细微的

病变.镜身也更加耐用 不易损坏. 此外有的胰管镜还

增加了记忆合金套管 气囊等附件 使胰管镜的操作更

加灵活 并能够进行活检 细胞刷检 甚至能进行镜下

治疗. 目前胰管镜的应用包括(1)不明原因的胰管扩张. (2)

胰管狭窄 主要用于胰管良恶性狭窄的鉴别诊断. (3)临

床怀疑胰腺癌. (4)慢性胰腺炎. (5)可疑结石导致的梗阻

性胰腺炎. (6)胰管内占位性病变. (7)胰管镜下的治疗: 应

用精细的探头和配件 能在管道内进行某些治疗如胰

管内结石的碎石治疗.

4   超声内镜技术及介入性超声内镜技术

内镜超声(EUS)检查自1980年首次应用于消化领域的诊

断以来 为内镜下诊断开辟了一个全新的领域 20 a

的迅速发展使之成为一种较为成熟的内镜诊断技术

很大程度地增加了内镜的应用范畴 提高了内镜的诊断能

力 是临床一种很有价值的非介入性诊断手段. 1990年

代初 随着凸面线阵型超声内镜的诞生 借助超声内

镜引导下的一系列介入治疗也随即应运而生. 采用直径

2 mm 频率7.5-30 MHz 的微细超声探头 能通过普

通胃镜活检孔插入到十二指肠乳头开口及胆总管或胰管内

进行管腔内超声内镜检查(intraductal ultrasonography

IDUS). 利用这项检查的优势还可取胆汁 胰液进行生物化

学分析或脱落细胞检查等.在 IDUS基础上又开展了管腔

内彩色多普勒超声检查(intraducta l  co lor  doppler

ultrasonography ICDUS) 能更清楚地显示肿瘤区域血管

分布和改变等情况 如门静脉受压或其内癌栓形成等.三

维腔内超声(three dimensional intraductal ultrasonography

3D-IDUS)是对 IDUS图像作电脑三维影像处理 对进

一步了解肿瘤的形态 大小 浸润程度等情况很有价值.

         通过超声内镜引导下细针穿刺术(endoscopic ultra-

sonography  fine needle  aspiration  EUS-NA)对可疑病灶

及淋巴结取活检 作病理检查. EUS-FNA 不仅较安

全 有效 对患者痛苦小 且对壶腹周围占位性病变的

诊断和鉴别诊断很有参考价值. EUS引导下注射治疗术

(EUS-FNl):在 EUS引导细针穿刺的基础上 可以将药

物或免疫细胞通过穿刺针对病灶内部进行局部注射

以达到预期的治疗目的.EUS 引导下囊肿穿刺引流术

(EUS-drainage)[15] : 在 EUS的实时引导 尤其是彩色多

普勒扫描的协同下 可以准确 清晰地判定囊肿的具

体位置及与胃肠壁之间的血管分布情况 并测定距离

和确定穿刺方向 较常规内镜或X线介导下的穿刺更为

安全可靠. 据目前已有的文献资料 总有效率为80-90 .

大多数患者的假性囊肿于术后2 wk左右开始缩小 4 mo

左右消失.EUS引导下射频切除术(EUS-RFA). 在EUS引

导下 将带有射频发生器的穿刺针通过胃壁穿刺入胰

腺内肿瘤组织 然后以射频高温使肿瘤组织发生坏死

以期达到射频切除的治疗目的.
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0   引言

近十多年来的统计资料表明  随着社会的老龄化 消

化性溃疡老年患者的比率呈增高趋势. 老年期消化性溃

疡临床表现多不典型 有许多方面与青壮年消化性溃

疡不同. 老年人十二指肠溃疡发病率等于或少于胃溃疡;

老年人消化性溃疡患者中无症状或症状不明显者的比

率较高 疼痛多无规律 食欲不振 恶心 呕吐 体重

减轻 贫血等症状较为突出[1]. 因而 了解老年期消化

性溃疡的特点 重视其与恶性肿瘤溃疡 应激性溃疡的

鉴别对采取适当的治疗十分重要.

1   老年期消化性溃疡的特点

1.1 临床症状不典型 甚至无症状  老年患者的痛觉迟

钝 其腹部疼痛多失去规律性 常以腹胀 纳差 体重

下降 贫血 大便潜血阳性为多见 以出血症状首发者

约占13 %. 老年期溃疡多在因其他疾病作内镜或X线钡

餐检查时被发现 或当发生出血 穿孔等并发症时 甚

至于尸体解剖时始被发现. 其合并霉菌感染机会较一般

消化性溃疡多 胃酸水平较低[2,3].

1.2胃溃疡多见 直径常可超过2.5 cm 且多发于高

位胃体的后壁或小弯.可能与随龄性胃体 - 窦交界上

移 小动脉硬化及黏膜血液灌注不足有关. 胃镜检查所

见:溃疡规则 呈圆形或椭圆形 边缘锐而光整 充血

基底平滑 覆灰白或灰黄色苔 周围黏膜柔软 皱襞常

向溃疡集中 胃壁有正常蠕动. 老年期易发生巨大溃

疡 即胃溃疡直径>3 cm 十二指肠溃疡直径>2 cm.

巨大十二指肠溃疡多发于球后壁或球后 疼痛常放射至

背部 溃疡可穿透至胰腺 并易发生狭窄及梗阻[4,5].

1.3 X线钡餐检查[1,2]  龛影位于胃腔外 呈圆形或椭圆

形 边缘光滑 由于溃疡周围组织的炎症和水肿 龛

影周围可出现透亮带. 在愈合过程中 因溃疡部位纤维

组织增生和收缩 出现黏膜皱襞向溃疡集中的现象. 此

外 还可发现局部痉挛 激惹 十二指肠球部畸形

和局部压痛等 这些均为溃疡的间接征象. 需注意的

是 巨型十二指肠溃疡(即直径>2.0 cm)可与十二指肠

球正常的上 下穹窿 甚至整个十二指肠球极为相似.

在缺乏肯定溃疡壁龛的情况下 提示十二指肠溃疡病

的X线所见是十二指肠球部畸形. 造成畸形的原因不外

乎是痉挛 黏膜水肿 瘢痕收缩和十二指肠周围粘

连. 常见的畸形有: (1)球部一侧 通常是大弯侧的痉挛

性切迹; (2)十二指肠球持续性痉挛和(或)纤维化引起的

三叶草 畸形; (3)十二指肠球部上或下穹窿消失; (4)

幽门管偏位; (5)十二指肠球整个痉挛或严重瘢痕收缩引

起的球部极度变小 甚至成为不规则的硬管 此时常伴

有梗阻.

1.4 并发症随年龄而有所增加 出血最为常见  消化性

溃疡合并出血占老年人上消化道出血的30-50 % 其

中胃溃疡居多(59 %) 这与老年人胃黏液分泌减少

黏膜退行性变 动脉硬化和微循环供血不足导致黏膜

屏障防御功能减退有关. 溃疡患者在发生出血前常有上

腹疼痛加重的现象 但一旦出血后 上腹疼痛多随之缓

解. 老年患者并发出血前可无症状. 并发大出血率占老年

消化性溃疡 20 % 以上 出血量与临床表现不一致

并且易发生出血后的序贯性器官功能损害 因而随着

年龄增长合并出血的危险性亦增加[6,7].

1.5人群调查显示 60岁以上的老年人中有10-20 %

曾经或正在使用非甾体消炎药(NSAIDs) 加拿大和美

国一些地区使用该类药物的老年人达27-40 % 6 %

的患者服用该类药物的时间为全年的 75 % 以上 [ 8 ] .

NSAIDs类药物副作用广泛 临床上最常见者为消化不

良 溃疡形成 出血 穿孔甚至引起死亡. 许多研究表

明 NSAIDs可使消化性溃疡的并发症增加3-5倍 来

自不同人群的资料估计 在全部消化性溃疡的并发症

中约15-35 %为NSAIDs所致. 在美国老年人中约41 000

例住院患者和3 300例死亡患者与NSAIDs有关[9]. 由于

老年人群因心 脑血管病变及关节病变服NSAIDs 机

会多 而胃黏膜防御机制及耐受性又较差 故NSAIDs

极易引起老年人消化性溃疡. NSAIDs对老年人的胃黏膜

均产生不同程度的损害 其中以糜烂出血性胃炎及胃

体胃窦多发性浅表溃疡最多 部分表现为巨大溃疡和

复合性溃疡. 老年性NSAIDs 溃疡的临床表现多样化

部分患者无明显的消化道症状 且NSAIDs溃疡的症状

与胃镜下表现缺乏相关性 除了常见的腹痛 呕血 黑

便等症状外 应注意无痛性黑便和消化不良的症状[10].

1.6 老年期消化性溃疡愈合较低慢  由于代谢率低 黏

膜血液灌注不足 上皮修复功能差等所致. 另外 老
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年期消化性溃疡幽门螺杆菌(Hp)感染率高达 60 % 以

上 高于青壮年消化性溃疡的Hp感染率[11].

2   恶性肿瘤溃疡的特征

2.1多见于老年人 病史呈进行性持续性发展 病程

较良性溃疡为短 粪便潜血多持续阳性. 全身表现(如

转移后)多明显 抑酸药治疗效果差.

2.2 胃镜检查所见[12,13]  早期胃癌凹陷型有较为明显的溃

疡 凹陷多超过黏膜层 有时与良性溃疡不易鉴别 超

声胃镜可发现黏膜第一层和第二层结构紊乱 第三层

仍保持完整和连续性 黏膜下层癌时 可见癌肿浸润引

起的黏膜第三层不规则和狭窄 但无中断现象. 超声胃

镜还有助于发现早期胃癌有无局部淋巴结转移. 中晚期

胃癌溃疡及糜烂的边缘隆起 凹凸不平 较硬而脆 污

秽不规则 有虫蚀样改变. 溃疡呈阶梯样凹陷 基底

可能残存岛状黏膜 覆污秽苔 触之易出血. 周围黏膜

增厚 皱襞中断呈杵状或虫蚀样 或断端呈 U 形

V 形融合等. 胃壁蠕动减弱或消失. 胃镜检查时取

病变部位组织及刷取细胞作病理检查提示有中-重度

不典型增生或异型细胞浸润.

2.3 X线钡餐检查[12]  龛影位于胃腔内 呈三角形或不

规则形 边缘不齐. 龛影周围无透亮带. 癌性浸润致周围

黏膜隆起成结节状或息肉状 增厚而不规则 僵硬 皱

襞中断 断端呈杵状 边缘毛糙.

2.4 血清胃蛋白酶原 及胃蛋白酶原 / 之比增高

肿瘤标志物CEA CA19-9 CA125等癌胚抗原及单克

隆抗体可增高 但这些检测假阳性与假阴性较高 特异

性不强[11,13].

2.5 老年恶性溃疡患者易被误诊  有资料显示60-69岁

年龄组误诊率较高. 多误诊为消化性溃疡 慢性胃炎

等. 老年人反应迟钝 缺乏典型病史 症状隐匿或较

轻 未能及早行胃镜及X线检查而延误诊断. 胃癌早期

缺乏典型的特异症状及体征 随着病情的发展可逐渐

出现非特异的酷似胃炎或胃溃疡的症状 如上腹胞胀

不适 隐痛 返酸 嗳气 恶心 呕吐 纳差 黑便等

多数患者服药后症状可一度减轻 未再进一步检查而

延误诊断. 部分患者对胃镜检查有恐惧心理 症状不突

出时拒绝行胃镜检查导致延误诊断[14-16]. 对转移灶引起

症状缺乏认识 胃癌可经淋巴道 血道 腹膜种植等方

式转移而出现各种不同的症状及体征 常常原发病灶

较小 病变轻 但已有远处转移 可不出现消化道症状

极易延误诊断. 因此 及早行胃镜及X线检查并适时进

行病理组织学检查 对良 恶性溃疡的最终鉴别和及时

诊断具有极为重要的意义[17].

3   应激性溃疡的特点

3.1有严重烧伤 颅脑外伤 脑肿瘤 颅内外科手术

和其他中枢神经系统疾病 严重外伤和大手术 严重的

急性或慢性内科疾病(如脓毒血症 呼吸衰竭)等病史.

3.2主要表现是上消化道出血 多发生在上述疾病2-15 d

轻者仅粪便潜血阳性 重者可呕血和(或)黑便 可出

现贫血和休克症状 往往难以控制. 这是因为应激性溃

疡发生急剧 位于溃疡下面的血管未能形成血栓的缘

故. 除非Cushing 溃疡 穿孔少见. 出血前往往无胃肠

道症状 少数患者有上腹隐痛或不适感[18].

3.3内镜检查特征[18,19]  胃黏膜广泛糜烂及表面上皮不规

则损害 溃疡多发生于高位胃体 也可扩展至胃远端

呈多发性浅表性不规则的溃疡 不穿过黏膜肌层 不易

引起穿孔. 但中枢神经系统损伤所致的Cushing溃疡往

往穿透胃壁各层而引起穿孔. 溃疡直径在0.5-1.0 cm

甚至更大. 溃疡愈合后不留瘢痕.

3.4 诊断在相当程度上依靠病史和临床表现. 任何经受

应激性刺激 既往无消化性溃疡病史的患者 突然出现

上消化道出血时 应考虑应激性溃疡的可能. 由于溃疡

表浅 上消化道钡餐阳性率仅5-10 % 急诊胃镜检

查可以确诊[19].

       总之 老年期消化性溃疡与恶性肿瘤溃疡 应激

性溃疡的鉴别应结合病史 临床表现 及早行胃镜及X

线检查并适时进行病理组织学检查进行综合判断 以

达到及时诊断和治疗的目的.
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1   老年人急症的特点及急救原则

老年急症是指老年人突然发生的疾病和意外 有时还

包括一些慢性疾病的骤然加剧 如肝硬变并发食管静

脉曲张破裂出血 各种急腹症等. 老年急症通常有以下

特点: (1)一人多病 体征多而复杂 (2)自觉症状和体

征不典型 (3)容易发生水 电解质和酸碱平衡紊乱 (4)

容易发生意识障碍和精神症状 (5)易发生药物不良反

应 (6)病程长 恢复慢 (7)并发症多 死亡率高. 老年急

症的急救原则 生命第一 是最基本的原则 因此 一

旦发现 应立即进行抢救 抢救工作应持续进行不能中

断 直至病情稳定 同时还必须早期诊断 早期治疗

以防止合并症的发生 造成多器官功能衰竭.

2   老年人急症检查与诊断的基本原则

随着医学科学的蓬勃发展 许多新的辅助检查方法层

出不穷 如新型电子内镜 选择性血管造影(SAG) CT

MRI等. 这些辅助检查给临床诊断提供了必要的工具

有时甚至在疾病的诊断中起到了决定的作用. 但是 就

目前的技术条件而言 即使是最先进的仪器和实验室

检查 都不能完全避免假阳性和假阴性结果的出现. 对

老年人来说 某些特殊检查(如SAG)还可能出现不良并

发症. 老年急症患者往往病情重 变化快 常常来不

及作特殊检查就必须作出临床初步诊断和拟定治疗方

案.辅助检查无论如何也代替不了病史 临床症状和体

征的分析. 因此在急症救治过程中 既不能坐等特殊检

查结果 更不能盲目轻信或完全依赖辅助检查结果 尤

其是当他们与临床表现相矛盾时 应以病史 临床症

状 体征和病情的动态变化作为诊治的首要立足点和

出发点. 只有这样才能及时作出正确的诊断和有效的挽

救患者的生命.

3   老年人急症诊疗过程中有哪些要求

(1)争分夺秒 及时处理:老年人体质虚弱 器官代偿

功能差 出现急症前来就诊时病情往往已相当严重 还

可能在短期内迅速恶化. 因此必须尽快作出诊断 及时

处理.对某些一时不能明确诊断的疑难病例 则应先抢

救生命 密切观察病情变化 边治疗 边检查 边

修正抢救方案 以免贻误抢救时机. (2)询问病史和体

格检查既要全面细致 又要重点突出: 消化道急症最突

出的表现是消化系统的症状和体征 但这些症状和体

征往往并非消化系疾病所独有 如急性上腹痛 也可能

是急性心肌梗死[1,2] 夹层动脉瘤破裂或下叶肺炎的首

发症状.因此 问病查体时要有全局观念 既要突出重

点 又要全面细致 以免误诊. (3)高度警惕消化系恶性

肿瘤: 因老年人消化系恶性肿瘤的发生率和死亡率均高

居前列 在问病查体时应特别注意癌瘤的征象 一旦发

现可疑线索 应作进一步检查 以尽快确诊 避免耽误

手术时机. (4)进行某些特殊检查要慎重: 老年人的病理

生理特点决定了他们在作某些特殊检查时容易发生意

外 如内窥镜检查 血管造影术 ERCP等. 作这些检

查应持慎重态度 对患者的情况应有充分的估计 权衡

利弊后再作决定.病情需要而必须作这些检查时 应做

好签字手续 小心操作并做好必要的急救准备.

4   老年人上消化道出血的临床特点

(1)在病因上 由于老年人有其好发的疾病谱 引起

出血的原因与青壮年不完全相同 青壮年是十二指肠

球部溃疡和食管静脉曲张破裂 而老年人则是胃溃疡

和胃癌[3-5]. 此外 急性胃黏膜病变 药物性胃炎 食

管癌 食管贲门黏膜撕裂综合征和Dieulafoy病也是老

年人上消化道出血的重要病因; (2)在临床表现方面

由于老年人血管弹性差 不易止血[5] 常以头昏 乏

力 心悸等贫血症状就诊或突然进入休克. 由于器官功

能趋于衰退 一旦消化道出血则很容易发生其他脏器

功能不全甚至衰竭 其发生率可高达22 % 出血量

超过2 000 mL者 100 %有严重脏器受损 受累器官

以心血管占首位 主要表现为心律紊乱 心肌梗死[6,7]和心

力衰竭等; (3)除容易并发上述心血管并发症外 还常

并发脑梗塞[8] 肾功能衰竭和感染等; (4)在诊断方面

急诊胃镜检查虽然也适用于老年人 且普遍认为比较

安全 但老年人的病理生理特点决定了其并发症的发生

率要高于青壮年 因此 检查前要做好术前谈话并签字

同时需补充血容量 做心电图并做好必要的急救准备.

5   老年人上消化道出血的救治中应注意哪些方面的问题

(1)护理上 由于老年人的各种反应较迟钝 如患者

有呕吐时 易发生窒息或吸入性肺炎 因此 应使

患者的头侧卧 (2)由于老年人对缺血的耐受性差 输
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血指标应适当放宽 但输血 输液的量和速度一定要

全面考虑 以免发生肺水肿和急性心力衰竭 (3)老年患

者多有血管硬化 血液黏稠度大和脏器血供不足 在选

用止血方法和止血药物时要考虑这些因素 一般主张

应用以抑制胃酸分泌的药物和局部作用的止血药物

方法为主 如静脉应用H2受体拮抗剂或质子泵抑制剂

和胃内(经胃管或口服)冰盐水+去甲肾上腺素 云南白

药 凝血酶 氢氧化铝凝胶或磷酸铝凝胶(吉福士凝胶);

或经内镜直视下止血. 尽可能避免静脉使用对凝血和纤

维蛋白降解过程有直接作用或对全身血液循环有明显

影响的止血药物 如止血环酸[8] 血管加压素等 以

免诱发心脑血管意外.但可以应用止血敏 安络血和生

长抑素(施他宁)及生长抑素类似物(奥曲肽)[9]. (4)要注意

保护心 脑 肾等重要器官功能.

6   老年人下消化道出血的临床和诊治特点

下消化道出血是指Treitz 韧带以下的消化道出血. 空肠

与回肠病变引起的出血相对比较少见 因此下消化道

出血主要来自大肠的病变. 老年人下消化的出血的病因

与老年疾病谱有关 恶性肿瘤(主要是大肠癌)占53 %以

上 肠息肉约占20 % 其他尚有溃疡性结肠炎 恶性

淋巴瘤 小肠腺癌 肠血管畸形 肠憩室病 缺血性肠

炎和肛肠疾病等. 因此 对老年人下消化道出血者 应

首先作直肠指诊及纤维(电子)肠镜检查 如大肠未发现

出血性病变者 再检查小肠. 在止血治疗方面 针对不

同的病因而选择不同的方法 包括抗炎 内镜下息肉摘

除 选择性动脉止血药物灌注或栓塞等. 全身应用止血

药物应注意的事项同上消化道出血. 由于老年人下消化

道出血病因的上述特点 决定了其中多数患者需要外

科手术治疗 术前应尽可能明确出血部位和原因 如果

术前无法明确或因挽救生命而需要进行紧急手术的大

出血患者 可在术中行纤维镜检查协助寻找出血部

位和原因.

7   肠缺血综合征的定义 有何临床表现

肠缺血综合征(intestinal ischemia syndrome)是一组因小

肠 结肠供血不足而发生的以急性缺血性病变为特征

的疾病 主要累及结肠脾曲及其相邻的横结肠和降结

肠[10] 也可累及小肠. 本症在临床上可分为急性肠缺血

和慢性肠缺血 多见于老年人 60岁以上者发病率最

高[10]. 急性肠缺血包括急性肠梗塞和缺血性结肠炎 前

者以突然发作的脐周绞痛 进行性加重并迅速进展为

弥漫性疼痛 阵发性加剧为主要症状 多数伴呕吐 呕

吐物为暗红色血样液体 不含血块 可同时排黏液大便

或鲜血便 随后出现发热 肠梗阻 肠穿孔[11] 腹膜

炎的症状和体征 肠穿孔后数小时内常出现外周循环

衰竭 后者的典型表现为突发左季肋部或左下腹部绞

痛 排鲜血便或血水样便为其特征性症状之一. 直肠指

诊时 二者均可见指套血染.

8   如何诊治肠缺血综合征

由于该病症状并无特异性[12] 早期诊断有一定困难

关键对本征有无足够的认识.可依据下列几点进行诊断:

(1)老年患者突然出现急性腹痛 持续2-3 h 仍不能缓

解 即应考虑本症的可能. 如有便血 腹部压痛 腹

膜炎的表现 腹腔穿刺有浆液血性液体 对本病诊断帮

助更大 (2)急性肠梗塞时血白细胞升高 常达20.0×109/L
以上 中性粒细胞比例增高 血红蛋白下降 大便潜

血阳性或全血便 血淀粉酶升高 但不超过正常值的2倍;

(3)腹部立位平片:小肠内无气体 表示有小肠阻塞的可

能 若出现麻痹性肠梗阻 可见肠内大量积气 肠壁水

肿增厚 边缘呈锯齿状或乳头状突起;重者可见气腹征

或结肠壁内线形气影; (4)钡剂灌肠X线摄片:急性期可见拇

指印征(thumb printing) 又称 假瘤征 (psudotumor)

即结肠边缘呈弧形切迹 (5)纤维肠镜检查 病变变化迅

速是本病肠镜所见之特点(急性期 3-5 d 后和数周后

检查所见变化很大). 急性期病变部位肠黏膜水肿 出

血 暗红色黏膜突向肠腔 有浅表坏死 溃疡 覆有

灰白色膜.活组织检查,黏膜有广泛坏死性改变[10]. 但如

疑有肠穿孔 腹膜炎时禁止行肠镜检查. (6)肠系膜动

脉造影时 下列征象有一定价值:肠系膜上动脉分支变

窄;肠血管分支不规则;动脉弓痉挛;透壁血管充盈受损.

        急性肠缺血的治疗要遵循以下原则: (1)禁食 用胃

肠外营养支持 (2)扩充血容量 但纠正休克时 禁用升

压药 治疗心功能不全时 禁用洋地黄类药物; (3)纠

正水 电解质和酸碱失衡; (4)应用广谱抗生素; (5)持续

(低流量)给氧; (6)可肛管排气及低压排便灌肠 但应避

免肛管插入过深和高压灌肠; (7)解痉镇痛 腹痛时可予

解痉剂 一般不予镇痛剂 除非已确诊. 禁用肾上腺

皮质激素. (8)抗血管阻塞: 可用肝素抗凝 链激酶溶栓

和静滴低分子右旋糖酐等 选择性肠系膜动脉插管加

压滴注罂粟碱[12]对严重动脉痉挛而无血栓形成者有效.

(9)外科治疗:如疑有肠坏死 肠穿孔时应及时手术[12]

这是避免肠管广泛坏死 挽救生命最有效的方法.根据

发病时间长短和病变程度 可采用摘栓或肠管切除.

9   老年人急性胰腺炎的临床特点

以往认为 60 岁以上的老年人急性胰腺炎的发病率

低 但事实证明 老年人急性胰腺炎并不少见 约占总数

的10-20  %[13]. 与青壮年相比,老年急性胰腺炎有以下临

床特点: (1)胆道疾病[13]和酗酒仍为老年人急性胰腺炎的

主要病因 但老年人服药的品种较多 药物(如肾上腺

皮质激素 噻嗪类利尿剂等)引起急性胰腺炎的机会增

多 同时 老年人常伴动脉粥样硬化 发生急性胰腺炎

时 可因血液灌注降低而加重胰腺的缺血坏死; (2)临床

表现不典型 [ 14 ] 病情隐匿 容易漏诊 老年患者的

腹痛可以极轻微或全无腹痛. 我院曾收治1例73岁高龄

坏死型胰腺炎患者 从病程开始至出现胰腺脓肿的整

个过程均无明显腹痛. 极少数全无腹痛而突然出现休克
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或昏迷 ( 3 )常有心 肺 脑 肾等脏器病变 发

病后易发生神志模糊 也容易发生水 电解质 酸碱

平衡紊乱和多器官功能衰竭等并发症 死亡率高[13]; (4)手

术治疗要慎重 若为胆源性胰腺炎 特别是不适合做手术

者 宜应用内镜下乳头肌切开术(EST)等内镜下介入治疗.

10   老年人急腹症的临床特点

老年人急腹症是以急性腹痛为主要特征,伴有急性全身

症状的一种多发病. 具有起病急 发展快 病情重

变化多和病因复杂等特点,其死亡率明显高于青壮年. 有人

统计375例75岁以上老年腹部急症手术的死亡率达31.7 %.

老年人由于脏器功能衰退 反应能力低 临床表现不

典型[15,16] 易导致误诊误治[17]. (1)老年人患急腹症时症

状体征常与病理变化不符 往往局部病理变化重 而症

状体征不明显 体温 白细胞计数变化不显著 疼痛也

不如年轻人重 由于腹部肌肉松弛 腹膜炎时腹肌紧张

可以不明显[15,16]. 因此 为提高老年急腹症诊断的正确

率,首先要注意的是提高警惕性 其次是应重视主要症

状和掌握临床特点 询问病史要仔细,体格检查既要全

面又要重点突出. (2)由于老年人常有血管退行性变 患

急腹症时易致脏器血运障碍 容易发生脏器坏死 如坏

疽性阑尾炎 绞窄性肠梗阻等的发生率较高. 同时手术

后容易发生肠系膜血栓形成或下肢血栓性静脉炎. (3)老

年人多患有心血管疾病 肾脏病 肺部慢性病变 糖尿病

等[16] 当发生急腹症时 病情更加复杂 二者常互

相混淆和相互影响 导致诊治困难. (4)导致老年人急腹

症的常见病有绞窄疝 肠梗阻 胃或十二指肠穿孔 其

次为胆道疾患 阑尾炎 胰腺和肠系膜血管疾患等.

(5)对于需要进行手术治疗的老年 危重急腹症患者

应采用最简单 最迅速而有效的方法 如胃肠穿孔的单纯

缝合 内出血的病灶止血 肠梗阻的解除或肠外置造

瘘[18] 胆系疾病的胆囊造瘘或胆总管引流或EST 等

一般待患者一般情况好转或恢复后 再根据需要进行

彻底根治[15]. (6)老年人抵抗力低 对药物的耐受性减

退 药物排泄减慢 易发生不良反应和医源性并发症如

二重感染 菌群失调等 增加了问题的严重性 应引起

临床医生的足够重视.
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摘要

目的:探讨大肠癌细胞和组织中BAI1 基因的表达情况及

BAI1对血管和肿瘤生长的抑制作用.

方法:提取大肠癌细胞总RNA 按RT-PCR试剂盒的步骤

反转录成cDNA PCR产物行20 g/L脂糖凝胶电泳分析.

BAI1对血管和肿瘤生长的抑制作用应用微血管数量(MVQ)

和肿瘤移植实验的方法进行.

结果:大肠癌细胞 癌组织中大多数BAI1不表达或表达下

降 在全部转移的淋巴结中不表达 在小鼠CC95大肠癌

细胞移植肿瘤内注射Ad-hBAI1表达载体可以有效的影响

肿瘤的血管生成(P <0.05) 并抑制肿瘤的生长(P <0.01).

结论:BAI1 在肠癌细胞 组织及转移的淋巴结中表达降

低 该Ad-hBAI1表达载体可抑制肿瘤新生血管的形成并

抑制肿瘤的生长.

王志华,康熙雄,张智清,申宝忠,李莹. 肠癌细胞BAI1基因表达的检测及其抗

肿瘤作用. 世界华人消化杂志  2003;11(6):834-836
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0   引言

肿瘤生长与转移过程中发生着持续而失控的血管生成

(angiogenesis) 血管生成是肿瘤增生 侵袭 转移的重

要环节 研究发现血管生成是一种复杂的过程 包括内

皮细胞激活 增生 迁移 血管基底膜破坏 形成新的

血管和血管网 并且与已存在的血管网连接 原发肿瘤

的血管生长使肿瘤细胞脱落易于转移. 基于这一认识

人们逐渐将注意力集中在研究血管生成的生物学基础

上 探讨减弱血管生成的递质 评价用抗血管生成物质

来阻止肿瘤生长的方案和途径. 最近Nishimri et al  [1]首次

发现并克隆出一个新的基因 具有抑制肿瘤血管生成

的作用 命名为脑特异性新生血管抑制因子1(brain-

specific angiogenesis inhibitor 1  BAI1) 为了进一步证实

其作用 本研究观察了大肠癌患者BAI1 的表达情况

试图寻找用BAI1治疗肿瘤的新途径.

1   材料和方法

1.1 材料  RPMI1640培养液来自GIBCO公司 基因重

组脑特异性新生血管抑制因子1表达载体(Ad-hBAI1)

由日本东京大学医科学研究所馈赠. 肿瘤组织和细胞株:

人直肠癌组织从临床外科手术切除的肿瘤组织中获得

直肠癌细胞株 CC95 由本所培养 建立. 实验动物:

BALB/C 裸鼠 5-6 周龄 从中国医学科学院动

物部获得 在无病原微生物的洁净条件下实验 饲养.

1.2 方法

1.2.1 人大肠癌细胞BAI-1的表达  采用异硫氰酸胍一

步法提取大肠癌细胞总RNA 按RT-PCR试剂盒的步

骤反转录成cDNA. BAI1基因的PCR引物: 5 端引物

为5 -ACTCATCCTGCGACGGTGTG-3 3 端引

物为5 -TCCCTCAGGTCCTTCATGCG-3 . PCR参数:

94  1 min 56  1 min 72   2 min 30 次循环

PCR产物行20 g/L琼脂糖凝胶电泳分析.

1.2.2 Ad-hBAI1对新生血管的抑制作用  裸鼠体内接种

1 105 CC95 细胞 2 wk 后取出肿瘤组织 观察微

血管数量(microvessel quantity MVQ) 确定BAI1 对

肿瘤组织新生血管的抑制情况 方法(1)微血管染色

石蜡切片 HE染色和免疫组织化学染色LSAB法(应用

Pako公司试剂盒). 方法(2)微血管计数 低倍镜下观察

切片全部视野 找到肿瘤血管密度最高区域 在高倍镜

下(200 )随机选取5个高倍视野计数微血管 其均值

即为MVQ.

1.2.3 Ad-hBAI1对肿瘤生长的抑制作用  BALB/C裸鼠

随机分成3组 每组5只 每只背部皮下接种1 105

C C 9 5 细胞 第 1 2 3 组在第 1 3 5 7 9

日局部分别注射RPMI1640 腺病毒载体和腺病毒重组

表达载体Ad-hBAI1(2 µg/ 次) 每天观察并记录肿瘤生
长情况.

         统计学处理  结果采用未配对计量资料的 t 检验进

行统计学分析. P <0.05具有统计学意义.

2   结果

2.1 大肠癌细胞BAI1 的表达  从大肠癌组织 淋巴结

和培养细胞CC95提取mRNA  反转录成DNA PCR扩

增 电泳分析. 临床手术切除的20例样品中7例阳性

CC95细胞和其他13例阴性 转移性淋巴结无表达 非

转移性淋巴结有阳性表达.

2.2 BAI1抑制肿瘤生长和肿瘤血管生成  按前述方法

2 wk后经麻醉处死小鼠 免疫组化染色 镜下观察 肿

瘤内的血管扭曲 分支紊乱 吻合丰富 管腔不规
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则 Ad-hBAI1 治疗组的肿瘤内血管增生受到明显抑

制(表 1) MVQ与对照组相比差异显著(P <0.05).

表1  BAI1表达载体的抗肿瘤血管生成作用

组别   处理 微血管数量(MVQ)

1 RPMI1640 64 16.5

2 Ad-LacZ 59 19.3

3 Ad-hBAI1 37 17.8

P <0.05 vs RPMI 1 640组和Ad-LacZ组.

2.3 Ad-hBAI1对肿瘤生长的抑制作用  每组动物分别给

予局部注射RPMI1640 腺病毒载体和腺病毒重组表

达载体 定期观察肿瘤大小 进行比较. 给予 Ad-

hBAI1治疗注射的实验动物的肿瘤生长速度与对照组相

比明显减缓(P <0.01 图 1).

图1  重组表达载体Ad-hBAI1对CC95细胞移植肿瘤的生长抑制.

3   讨论

肿瘤血管的新生是受众多血管生成因子严密控制的

正调节因子包括血管内皮生长因子(VEGF) 成纤维细

胞生长因子(FGF) 转化生长因子(TGF) 血管生长素

(angionenin)等 负调节因子包括血小板反应蛋白(TBS)

血管抑素(angiostatin) 内皮抑素(endostatin)等 这些

正负因子作为肿瘤血管靶向基因治疗的靶分子受到人

们的关注 有的已进入临床实验阶段[2-16]. BAI1是较晚

发现的肿瘤血管抑制因子 该基因在人脑中特异性表

达 编码由1 584个氨基酸残基组成的细胞膜蛋白 含

有5个血栓海绵蛋白-1(TSP-1)重复序列 在体外可抑

制由基底膜成纤维细胞生长因子(bFGF)诱发的血管新

生 该基因至少有一个功能性的p53结合序列诱导p53

活化 发挥该抑癌基因的作用[1] 有研究者发现在结肠

癌和肺癌患者的肿瘤组织中BAI1的表达明显减低[17-19]. 最

近证明在胃癌转移灶中BAI1几乎不表达[20].

        大肠癌是临床上多见的恶性肿瘤 其发病的确切

机制尚未明了 大量的研究证明其发生伴有多种癌基

因的改变[21-35]. 我们的研究结果证明临床手术切除的20

例癌组织中大多数BAI1不表达或表达下降 在全部转

移的淋巴结中不表达 而向小鼠CC95 大肠癌细胞移

植肿瘤注射Ad-hBAI1表达载体可以有效的抑制肿瘤的

生长 影响肿瘤的血管生成 BAI1 何以有如此的功

效尚未可知 推测可能和其功能性的p53 结合序列诱

导p53抗癌基因活化有关.

        总之 我们的研究证明BAI1可抑制肿瘤的新生血

管并因而抑制肿瘤的生长 提示BAI1可以作为一个新

的目的基因 在肿瘤血管靶向基因治疗中具有潜在的

应用价值.
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摘要

目的:探讨三氧化二砷(As2O3)对鸡胚移植胆管癌生长的抑制

作用及其机制

方法:建立胆管癌QBC939细胞株鸡胚移植模型 接种癌细胞

后9 d切取标本 比较As2O3作用组和对照组肿瘤生长 血管

生成情况 原位末端标记法检测肿瘤组织细胞凋亡 免疫组化

检测核增生抗原(PCNA)与血管内皮生长因子(VEGF)的表达

结果:As2O3作用组肿瘤生长和血管生成受到抑制 细胞凋

亡增多 PCNA和 VEGF表达减弱

结论:As2O3有抗胆管癌的作用 其机制与诱导细胞凋亡 抑

制癌细胞增生 癌组织VEGF表达以及肿瘤血管生成有关

喻智勇,王曙光,郑秀海,李昆. 三氧化二砷对鸡胚移植胆管癌生长的抑制作用.
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0   引言

胆管癌对目前的化疗药物常常敏感性欠佳[1]. 近年我国在

三氧化二砷(As2O3)治疗白血病方面取得重大突破 疗

效好而副作用少[2] ; 对其他如食管癌[3] 大肠癌[4]等实体

瘤也有效 本实验以胆管癌鸡胚移植模型观察As2O3对

胆管癌生长的抑制作用

1   材料和方法

1.1 材料  胆管癌QBC939细胞株 由王曙光教授建株[5] ;

As2O3由哈尔滨伊达药业有限公司提供; SABC免疫组化

试剂盒 TUNEL凋亡试剂盒购自武汉博士得生物工程

有限公司; PCNA VEGF抗体系Santa  Cruz公司产品

实验用胚蛋购自第三军医大学微生物教研室

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与传代  QBC939细胞 接种于含100 U/ml

青霉素 100 µg/ml 链霉素和100 mL/L灭活小牛血清
的新鲜RPMI-1640培养液中 37 50 mL/L CO2培养

箱中培养 6 d传代一次. 实验采用指数生长期的细胞

1.2.2 鸡胚绒毛尿囊膜(CAM)的制备[6]   胚蛋孵育至7 d

时 在照卵灯下寻找胚头 约在胚头右下方0.5-1 cm
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处划定约0.5×1.5 cm2的开窗位置. 在鸡蛋气室端钻1-2 mm

的小孔并穿透气室壳膜. 在蛋壳开窗位置用小砂轮磨切开

窗 吹去蛋壳上磨切的粉尘 75 mL/L 乙醇消毒 揭

去开窗处的蛋壳 用橡皮吸头从气室小孔轻轻吸气使

绒毛膜下沉. 用虹膜刀切破壳膜 暴露出CAM. 暴露已

制备好的 CAM 进行实验干预

1.2.3 鸡胚接种与药物干预  选择生长良好的胚蛋45只

接种癌细胞后随机分3组: PBS 组 As2O3作用组 顺

铂(DDP)作用组. 接种方法: QBC939细胞用RPMI-PBS稀

释 接种量6×106/0.1 mL. 鸡胚开窗后立即接种于CAM

相对无血管区. 接种后第3天将浸有As2O3或DDP的玻璃

滤纸放置于癌细胞接种部位 As2O3和DDP按血药浓度

2倍稀释[7] 分别为2 µg/Ml和 4 µg/mL; 对照组用0.01M
PBS 浸泡的滤纸. 每日更换一次滤纸 严格无菌操作

封窗后放入孵化箱 观察肿瘤生长和血管生成情况. 接种

后第9天取材 测量肿瘤大小 肿瘤组织HE染色观察

1.2.4 免疫组化指标的检测  标本用4 mL/L 多聚甲醛固

定 石蜡包埋. 切片脱蜡至水. 按 SABC操作步骤(枸橼

酸盐抗原热修复)检测PCNA VEGF的表达. 根据阳性

细胞的百分率分为4个等级: 0分(无阳性细胞) 1分(阳

性细胞<30 %) 2分(阳性细胞 30-70 %) 3分(阳性细胞>

70 %);阳性细胞染色强度也分为4个等级:0分(无阳性细

胞) 1分(浅黄色) 2分(黄色) 3分(棕黄色); 将 2者评

分相加后除以2得出VEGF表达的综合评分. 高倍镜下随

机选择至少2个视野计数1 000个细胞核黄色细胞 计

算出PCNA表达的阳性细胞百分数

1.2.5 凋亡TUNEL检测  切片脱蜡至水. 按 TUNEL操作

步骤检测组织凋亡细胞 细胞核染色紫蓝色颗粒者(碱性磷

酸酶)为凋亡细胞. 计算阳性细胞百分数同PCNA计算方法

        统计学处理  采用SPSS 8.0进行统计分析. 测定结果

以 sx ± 表示 采用 t检验和 χ2检验 P <0.01 为有统

计学意义

2    结果

2.1 鸡胚模型的大体观察  接种癌细胞后1-3 d 瘤体

生长缓慢 3 d后 生长迅速 瘤体明显增大;至第7天 瘤

体最大径可达9 mm左右; 其后肿瘤生长减慢. 癌细胞种

植成功率达100 %. 接种癌细胞3 d后 血管辐凑现象明

显 与肿瘤诱导血管生成作用有关 早期瘤组织HE镜

检见癌细胞体积减小 间质少; 4 d后可见癌组织形成巢

状腺腔样结构 并且有新生血管形成(图1). 肿瘤周围血

管As2O3组比PBS 组细而少

2.2 肿瘤生长的比较  接种癌细胞第9天采集标本 测量

大小(直径)如下: PBS组5.8 1.21 mm As2O3组2.6 0.7 mm

DDP组2.8 0.5 mm. PBS组与As2O3组差异显著(P <0.01)

As2O3 组与DDP组比较差异不显著(P >0.05)

2.3 VEGF 和 PCNA的表达  TUNEL检测凋亡结果 见

表1.

表1  免疫组化和凋亡检测结果( sx ± )

实验分组  n    VEGF    PCNA 凋亡指数

PBS组 10 2.06±0.46 48.88±5.33   4.11±1.9

As2O3 组 10 1.33±0.43 24.66±4.21 32.22±5.4

P <0.01, As2O3 组 vs PBS组.

图1  鸡胚移植胆管癌组织学(HE 200).

3   讨论

胆道癌起病隐匿 根治困难 预后很差. 手术与非手术

治疗5 a生存率<12 % 胆道癌的根治主要依赖手术[1,8,9].

放化疗和介入等综合治疗措施有助于提高总体治疗效

果 目前多数学者认为化疗对胆道肿瘤有一定效果[1,10-12]

因此有必要探索新的化疗药物

        As2O3已经成功的应用于实体肿瘤化疗的实验研究

经As2O3作用的移植胆管癌生长受到显著抑制. 本组资料

采用滤纸给药的方式 局部浓度高 与临床常用的肝动

脉灌注化疗相似 一般认为As2O3的抗癌机制与诱导肿

瘤细胞凋亡有关[2 ,3 ].  实验研究结果与文献报道一致

As2O3作用组癌细胞凋亡显著 而对照组凋亡细胞少见;

同时发现癌细胞核增生抗原表达减弱 推测与As2O3阻

滞癌细胞周期有关

        在实体瘤 肿瘤的增长有赖于新生血管的生长和内

皮细胞的增生[13] 肿瘤细胞与血管内皮细胞之间相互

促进 分泌细胞增生因子 此过程内皮细胞的增生依赖

肿瘤微环境促进增生与诱导凋亡信号刺激的平衡[14 ]

经As2O3作用的胆管癌组织细胞凋亡增加 生长受到抑

制 癌组织中刺激内皮细胞增生的VEGF 表达明显减

弱 与文献[15]报道结果一致 ; 大体观察As2O3作用组癌

组织周围辐辏血管较PBS组稀少 认为As2O3具有抑制

肿瘤血管生成的作用 进而抑制肿瘤的生长

       总之 As2O3能够有效抑制鸡胚移植胆管癌的生长

其抗癌作用与诱导癌细胞凋亡 抑制肿瘤血管生成有

关. 有必要进一步研究并应用于临床
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摘要

目的:动态检测 一氧化氮(nitric oxide  NO)在急性肝损伤中

血清浓度变化 探讨NO在急性肝损伤中的作用.

方法:以刀豆蛋白(concanavalin-A ConA)诱导小鼠急性肝

损伤构建实验动物模型. 用硝酸还原酶法动态检测了40只正

常小鼠(对照组)及40只(实验组)小鼠2 h 4 h 8 h及 24 h

血清中NO的浓度水平.同时测定血中谷丙转氨酶(ALT)变化.

结果:实验组2 h时点NO浓度显著低于对照组且与ALT呈高

度负相关(P <0.05). 实验组4 h 时点NO浓度显著高于对照

组且与ALT呈高度正相关(  <0.01).

结论:NO对肝脏有双重作用 即既有保护作用又有损害作用.

陈会松,柳利明,黄华,杨晋辉. 小鼠实验性肝损伤中NO的动态检测及意义. 世

界华人消化杂志  2003;11(6):838-840

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/838.asp

0   引言

一氧化氮(NO)在肝损伤中的作用 国内外已有大量的

相关文献报道 但是不同的研究有不同的结果[1-4] 且

NO在肝损伤中的作用机制至今尚未完全阐明 说明NO

与肝损伤的关系也有必要进一步研究.本实验以刀豆蛋白

A(ConA)诱发小鼠急性肝损伤模型 动态检测 NO 在血清

中的变化 观察其与ALT之间的关系 以探讨其在肝损

伤中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  昆明种小鼠 体重24-26 g 6-8 wk (由

昆明医学院动物饲养中心提供) ConA(美国Sigma公司

产品) NO试剂盒(由南京建成生物工程研究所提供).

1.2 方法  将80只实验小鼠随机分为2组 每组40只

对照组小鼠尾静脉注射生理盐水0.3 mL/ 只 实验组小

鼠尾静脉注射 ConA(20 mg/kg 以等体积的生理盐水溶

解) 所有小鼠自由进食水.各组小鼠均分别于2 h 4 h

8 h及 24 h 眼球取血并立即分离血清分装于抗凝管中

于4 保存待测. 后立即处死小鼠 取肝右中叶用100 mL/L

甲醛溶液固定 常规脱水 石蜡包埋切片 HE染色后

行光镜观察肝组织病理变化.应用化学比色硝酸还原酶法检

测NO 按说明书进行操作.采用生化自动分析仪测定ALT.
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         统计学处理  采用SPSS10.0统计软件包. 实验数据用

sx ± 表示. 两组间比较用 t 检验 相关性用直线相关分
析(bivariate过程) P <0.05认为差异有显著性.

2   结果

2.1 成功诱导急性肝损伤模型  用 ConA成功诱导昆明小

鼠急性肝损伤:实验组小鼠应用ConA 4 h后 活动明显

减少 精神萎靡 对外界声光刺激不灵敏 悬吊觅食不

能 尿黄 个别小鼠毛发直立 24 h 内无死亡.

2.2 肝组织病理检查结果  对照组大体观见肝脏颜色鲜

红 表面呈细沙粒状 质地柔软 光滑. 光镜下见肝

小叶结构正常 肝细胞索排列规律 整齐 肝窦无增宽

汇管区及中央静脉无异常. ConA实验组8 h组肝细胞损

伤程度最重 后逐渐减轻.大体观肝脏稍肿胀 颜色暗

红 表面细沙粒状较明显 组织脆 钳夹易出血 镜下

见肝细胞索破坏 肝窦稍增宽 内有大量瘀血 肝细胞

弥漫性浊肿 核固缩 溶解甚至消失 点 灶状及片状

坏死多见.汇管区及中央静脉 肝窦内可见大量中性粒

细胞和淋巴细胞浸润.

2.3 血清NO动态检测  表1.

表1  血清NO值动态检测结果(µmol/L)

             NO不同时点值
组别         n

         2 h          4 h         8 h2            4 h

对照组      40 55.50±9.06      57.04±8.18       56.90±7.07       57.20±5.50

实验组      40     42.05±3.56a       91.10±18.78ab      70.56±8.95       53.60±10.12

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

2.4  血清ALT动态检测  表2.

表2  血清ALT值动态检测结果(u/L)

     ALT不同时点值
组别       n

         2 h      4 h                8 h            24 h

对照组      40       45.00±8.00      46.01±7.10       44.50±6.50     47.00±8.00

实验组      40    92.02±14.90    353.68±43.20    868.66±82.341   35.56±22.88

P <0.01 vs 对照组.

图1  2 h 组血清NO与肝损伤程度相关性分析.

2.5 实验组2 h NO时值与肝损伤关系 经Bivariate分析结

果显示NO水平与ALT呈显著负相关(r = - 769 P <0.05)

即在肝损伤2 h 内 NO 越低 肝损伤程度越重(图 1).

2.6 实验组4 h血清NO值与肝损伤相关程度经Bivariate过

程分析 NO水平与肝损伤程度呈显著正相关(r =0.860

P <0.01). 即 NO值越高 肝损伤程度越重(图 2)

图2  4 h 血清NO与肝损伤程度相关性分析.

3   讨论

ConA是一种应用广泛的促有丝分裂原物质 实验证明

他在体内可诱导小鼠T 淋巴细胞依赖性肝损伤 因其

致肝损伤的病理机制与人类自身免疫性肝病 病毒性

肝炎尤其是急性肝炎的病理机制极为相似 故这一模

型的建立和应用可以为我们深入研究各型肝病肝细胞损

害的细胞学与分子学机制提供重要的理论依据[5].

         NO是体内嗜脂性和有高反应性的气体传递及调节

递质 由NOS(一氧化氮合酶)催化L- 精氨酸生成 属

于典型的自由基.其主要有信息传导功能和细胞毒性因子

功能. 信使功能主要参与神经系统的信息传递及使血管

扩张 由结构型NO合成酶合成(cNOS). 细胞毒性因子

功能对细菌 真菌和肿瘤细胞产生杀伤作用 同时也对

正常组织产生损伤 由诱导型NO合成酶(iNOS)合成.

        国外学者Sergent et al [6] 和Fiorucci et al [7]研究表明

NO在肝损伤过程中可对肝脏起保护作用. 但国内外大多

数研究表明 当NO在肝脏中的浓度远远高于其生理浓

度时 则其可通过以下几种机制造成肝细胞损害 坏死.

(1)通过抑制线粒体呼吸使肝细胞因能量缺乏或产生大量

的自由基而死亡. (2)通过抑制肝细胞蛋白质的合成从而

使肝细胞发生坏死或调亡. (3)通过使肝细胞的DNA断裂

或突变使肝细胞发生调亡. (4)通过引起组织细胞脂质过

氧化和细胞毒性损伤肝细胞. (5)通过间接改变细胞内的

cAMP含量对肝细胞的正常代谢产生影响使肝细胞受损.

(6)通过使肝细胞对TNF- 的敏感性提高而加重肝损伤.

在本实验中我们对对照组及实验组不同时点及肝匀浆中

NO的时值均进行了检测. 经对实验结果分析 我们发现

NO浓度水平变化分两个阶段 第一阶段是2 h实验组

NO水平同对照组比较不但没有增高反而显著降低 而

ALT(肝损伤程度)却显著增高 同时NO与肝损伤呈负相

关 提示在肝损伤早期 NO对肝细胞起保护作用. NO
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浓度下降原因推测在于其通过 自我牺牲 或 保护

耗竭 方式 使肝细胞对损伤的应答产生有益的调

节 从而发挥其对肝脏的保护作用.第二阶段是在2 h后

至 24 h 内 NO 水平同对照组相比则明显增高 同时

肝损害程度加重 NO与ALT呈显著正相关. 提示随着

大量的NO产生 其对肝脏的作用由保护转向损害. 说

明高浓度的NO对肝脏有损伤作用.通过本实验 我们证

实了在急性肝损伤中NO对肝脏的双重作用.

       总之 在ConA 诱导的急性肝损伤中 NO是一个

重要的细胞因子 在肝损伤不同阶段其作用不同. 他既

可对肝脏起破坏作用又对肝脏起保护作用 为临床进一

步研究NO在急性肝炎的发病机制及病理生理变化以及

合理应用NO拮抗剂提供理论基础.他在肝损伤中更深层

次的作用机制 有待我们进一步研究.

4     参考文献
1 Muriel P. Nitric oxide protection of rat liver from lipid
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摘要

目的:探讨原发性小肠肿瘤的特殊表现形式-肠梗阻,预防误珍.

方法:自1998年以来 我院收治肠梗阻30 例 其中确诊小肠肿

瘤 4 例 主要表现为反复腹胀 腹痛 恶心 呕吐. 本文作者

回顾性分析 以提高对本病的认识.

结果:原发性小肠肿瘤临床上可表现为腹痛 腹块 消化道出血及

肠梗阻 多以小肠出血为首发症状 此4例首先表现为不完全肠梗阻.

结论:肠梗阻反复发作未能明确病因时 应考虑到小肠肿瘤.

赵永玲,魏芳. 以肠梗阻为首发表现的原发性小肠肿瘤4例. 世界华人消

化杂志  2003;11(6):840

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/840.asp

1  病例报告

例 1 女 49 岁 农民. 反复腹胀 恶心 呕吐 2 mo 加重

20 d. 胃镜显示: 返流性胃炎. 腹平片: 肠管胀气. 钡餐透示:钡剂通

过十二指肠悬韧带较缓慢 且距十二指肠悬韧带约20 cm处不再下

行. 后经外科手术探查并切除肿块 病理证实为空肠低分化腺癌.

      例 2 女 40 岁 教师. 反复腹胀 恶心 4 a 腹痛 右下

腹块2 mo. B 超检查发现右下腹部有一约3.5 3.0 cm大小包块.

外科手术探查并切除肿块,病理证实为回肠平滑肌瘤.

      例 3 男 35 岁 工人. 反复腹胀 腹痛 恶心 1 a 加重

1 mo. 先后 3 次住院治疗 曾行胃镜 B 超 纤维结肠镜 全

消化道X线钡餐检查均无明显异常发现. 再次钡透示:十二指肠钡
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剂逆流,下行困难.后经剖腹探查病理证实为空肠中分化腺癌.

        例 4男 32岁 工人.反复上腹胀满6 a 加重伴腹痛 腹

块1 mo. 多次胃镜 B超检查无异常. 1 mo 前再次B超发现腹部

包块 4.5 3.0 cm 纤维结肠镜检查无异常 最后手术切除

病理证实为回肠平滑肌肉瘤.

2   讨论

原发性小肠肿瘤占胃肠道肿瘤的36 % 临床上可表现为腹痛

腹块 消化道出血及肠梗阻 多以小肠出血为首发症状. 此 4例

首先表现为不完全肠梗阻 鉴于小肠细长 检查不易 诊断困难

医师对本病的认识不够等影响早期诊断.

        本组误诊原因: (1)小肠肿瘤症状开始无特异性 确诊前均开

始误诊为胃炎 后表现为不完全肠梗阻. (2)缺乏简单有效的检查

手段. 常规的全消化道钡餐检查对小肠疾病诊断的阳性率仅为5 %.

本组 3 例均行此项检查 由于检查技术和设备条件的因素 国

内目前仅有少数医院开展小肠镜检查 选择性腹腔动脉造影对小

肠病变引起的出血兼有定位和定性诊断价值 但不能诊断病因

切须一定的设备 B超检查由于肠腔气体干扰而影响观察. (3)医

生对小肠肿瘤认识不足 因小肠肿瘤与胃炎 胃或十二指肠溃疡

并存 内镜检查因发现以上良性病变未再深入检查 并因长期呕

吐合并电解质紊乱而误诊. (4)缺乏胃镜 B超及X线钡透重复检

查 症状消失后拒绝进一步检查. (5)小肠平滑肌瘤为良性肿瘤

生长缓慢 早期不易发现 并可向肠腔外膨胀式生长 少数可恶

变(平滑肌肉瘤) 也是我们对小肠肿瘤易漏诊?误诊的原因之一.

总之 我们认为:肠梗阻反复发作未能明确病因时 应考虑到小

肠肿瘤 在胃镜十二指肠镜和结肠镜检查排除食管胃十二指肠及结肠

占位后,酌情进行小肠镜 小肠气钡造影,术中内镜检查及剖腹探查.
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摘要

目的:探讨结肠黑变病的病因及其与结肠肿瘤的关系

方法:对25例结肠黑变病患者的临床资料 镜下表现及病

理进行回顾性分析

结果:长期服泻药患者16例(64 %) 未有明确服泻药史患

者8例(32 %); 病变分布左半结肠患者14例 结肠癌患者

1例 结肠息肉患者9例 病理示管状腺瘤患者8例 混

合型患者 1 例 管状腺癌患者 1 例

结论:结肠黑变病病因可能与细胞凋亡有关; 结肠黑变病与结

肠肿瘤有密切关系

孙军,李岩. 结肠黑变病25例. 世界华人消化杂志  2003;11(6):841-842

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/841.asp

0   引言

结肠黑变病(melanosis coli MC)指结肠黏膜固有层内巨

噬细胞含有脂褐素的一种黏膜色素沉着性病变. 随着电

子结肠镜的广泛应用 本病检出率逐渐上升 本研究对

我院1997-01/2002-07行电子结肠镜检查的3 897例患

者进行统计 检出MC25例 检出率0.64 % 国内报

道本病检出率为0.06-5.9 [ ]

1   材料和方法

1.1材料  25例MC患者男15例 女10例 年龄48-76岁

平均 62 岁. 便秘 19 例 腹泻 2 例 血便 1 例 下腹

痛及腹胀等3例. 因便秘服泻药(大黄 番泻叶 芦荟

麻仁润肠丸 果导)者 16 例 服药时间2 mo-20 a; 未

有明确服泻药史者 8 例 其中腹泻 2 例; 不详 1 例

1.2 方法  全部患者均用OLYMPUS  CF240型电子结肠

镜 并行病理检查

2   结果

2.1服泻药情况  长期服泻药16例占64 未有明确

服泻药史 8例占 32 

2.2 结肠镜下表现  结肠黏膜弥漫或局部有棕褐色或黑

褐色色素沉着性改变 呈颗粒状 虎斑状 网状 肠腔

视野反光减弱 普遍灰暗. 病变分布全结肠6例 左半

结肠 14 例 右半结肠 5 例

2.3 并发疾病  结肠癌 1 例 溃疡性结肠炎 1 例 结

肠息肉 9 例

2.4 病理检查  黏膜固有层间质中均有不同程度的吞噬

棕褐色色素的巨噬细胞. 结肠息肉病理:管状腺瘤8例

混合型1例. 结肠癌病理示管状腺癌1例

2.5 随访情况  12 例服泻药的便秘患者有完整随访史

每3-6 mo 随访一次 每次均行肠镜及病理检查 随

访时间6-28 mo 其中 例停服泻药18 mo 镜下及

病理所见色素消失 4例停服泻药患者镜下均有不同程

度色素变浅 但病理仍然证实MC. 继续服用泻药患者

镜下色素颜色逐渐加深

3   讨论

MC国外报道较多 1829 年 Crureilheir 首先描述了这

种病变. 1857年Virchow将其命名为结肠黑变病 一直

沿用至今. 病因不清 多数报道认为长期服泻药 尤

其是蒽醌类泻药有关 大量泻药引起结肠黏膜上皮细

胞凋亡 产生凋亡小体被巨噬细胞所吞噬 并通过基底

膜小孔移行至黏膜固有层 在巨噬细胞的溶酶体内 凋

亡小体转化为脂褐素 随着泻药长期应用 这些含色素

巨噬细胞不断聚集 形成典型MC[ ]. 本研究25例MC

患者 长期服泻药 16 例 占 64 % 与上述报道相

符 可是本研究25例MC患者中有8例(32 %)未有明

确服泻药史 其中2例腹泻 1例合并溃疡性结肠炎

因此Byers et al [3]认为泻药应用不是促使MC发生的唯

一因素 细胞凋亡在MC中起重要作用 MC是细胞凋

亡加速的非特异性标志 引起凋亡原因许多 如衰老

等 所以可解释本研究中MC患者年龄48-76 岁 平

均 6 2 岁 年龄偏大

        目前 MC与结肠肿瘤的关系一直存在争论 陈宗

永 et al [4]在2-8 a随访过程中 在MC基础上逐步出现颗

粒样增生 息肉及结肠息肉恶变. 而国外学者Nusko et al [5]

认为结肠癌与MC和泻药无关 但结肠息肉在MC 中

被检出率高 息肉近端分布较多 且病理所示管状腺瘤

和混合状腺瘤较多 结肠息肉无色素沉着. 本研究25例

MC 腺瘤9例(36 %) 其中管状腺瘤8例 混合状腺瘤

1例 与之相符 Nusko et al [5]将结肠息肉与MC之间的

密切联系解释为在暗带色素黏膜背景上的白色小息肉

容易被发现 本研究中发现结肠癌1例(4 %) 结肠息

肉9例(36 %) 我们认为MC与结肠肿瘤有密切关系 有

无因果关系需进一步研究

        MC应动态观察 发现结肠息肉及时切除. 针对MC
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应去除病因 停服泻药 改用促胃肠动力药及微生态

制剂以及粗纤维饮食. 本研究对MC随访 停服泻药患

者中1 例色素消失 4 例色素不同程度变浅 证实了

MC 是一种可逆性疾病
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摘要

目的:探讨保留胰腺的脾动脉干及脾切除术在胃癌根治术中

的意义.

方法:对20例胃上部及胃体部癌行保留胰腺的脾动脉干及

脾切除术以期预防性清扫第10及第11组淋巴结的患者进

行了前瞻性地研究.

结果:20例术中清扫出第10及第11组可疑转移淋巴结平均

6枚/例 术后病理切片检查有11例患者第10组淋巴结有

癌转移(22/60)  有9例患者第11组淋巴结有癌转移(20/56)

其中有6例患者第16a1 16a2组淋巴结有癌转移?无胰瘘

及其他并发症发生.

结论:胃上部及胃体部癌转移至第10及第11组淋巴结的机

会较大 对肿瘤直径>5 cm的患者 应常规预防性清扫上

述两组淋巴结?

陈志新,胡建昆,张波,陈佳平,周总光. 保留胰腺的脾动脉干及脾切除术在胃癌

根治术中的意义. 世界华人消化杂志  2003;11(6):842-844

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/842.asp

0   引言

近年来 胃上部及胃体部癌的发生率有逐渐增加的趋

势 外科治疗仍是最有效的治疗方法[1-6]. 术式选择上

大多数学者主张行全胃切除术. 但关于淋巴结清扫范围

及联合脏器切除的问题 目前尚有争议[5-12]. 我院2001-

05/2002-05 对 20例胃上部及胃体部癌行保留胰腺的

脾动脉干及脾切除术以期预防性清扫第10及第11组淋

巴结的患者进行了前瞻性地研究 近期结果报告如下.

1   材料和方法

1.1 材料  男11例 女9例; 年龄36岁-71岁(平均53.3

岁); 病变大小: 5-7 cm 8例 7 cm 以上 12例 术前均

经胃镜活检得到病理组织学证实.

1.2 方法  切除大网膜 小网膜 肝十二指肠韧带腹

膜 横结肠系膜前叶和胰腺被膜  清扫第8 9 12  13 14

组淋巴结 于根部结扎胃左动脉   清扫第7组淋巴结

及脾动脉近段1/3 血管周围淋巴结  在脾动脉根部结

扎 显露胰尾  分离脾静脉和胰尾动脉后予以结扎 游

离胰腺上缘  将脾动脉中段及远段1/3 血管周围脂肪及

淋巴结(第 11组) 脾脏(第 10组)连同胃 胃网膜 胃

周1-6组淋巴结整块切除 保留胰腺实质和脾静脉. 然

后行食管-空肠Roux-en-Y吻合 重建消化道.

2   结果

 对 20例直径>5 cm的胃上部及胃体癌行保留胰腺的脾

动脉干及脾切除术 术后清除第10及第11组可疑转移

淋巴结平均6枚 /例 术后病理切片检查有11例患者

第10组淋巴结有癌转移(22/60)  有9例患者第11组淋

巴结有癌转移(20/56)  其中有6例患者第16a1 16a2

组淋巴结有癌转移. 20例手术后无1例发生胰瘘及其他

并发症.

3   讨论

胃癌的基础研究虽已取得很大的进展 但应用于临床

尚需有一段时间[13-25]. 对于胃上部及胃体部癌的治疗

强调的是要行根治性切除 特别是淋巴结的彻底清扫.



但在根治性近端胃或全胃切除术中 为清扫脾动脉周

围淋巴结或/和脾门淋巴结而切除胰腺的远侧部 术后

常出现胰瘘 急性胰腺炎 膈下脓肿和糖尿病等并发

症 患者的死亡率也明显增加. 为避免这些问题 早

在1979年Maruyama et al 等就开展了保留胰腺的全胃切

除术 手术保留胰腺和脾静脉 而将脾 脾动脉和其周

围的脂肪结缔组织包括淋巴结完全切除. 术后并发症发

生率和死亡率均降低[26-29]. 我们的术式在脾动脉根部结

扎 显露胰尾 分离脾静脉和胰尾动脉后予以结扎 保

证了胰背动脉对胰腺的血供 可避免胰腺坏死 使术后

并发症的发生率和死亡率降低到0. 保留胰腺的理论依

据在于: (1)在切除脾动脉以清扫其周围的淋巴结后 胰

腺的血供良好 因为胰背动脉的左支 即胰横动脉仍

可保证远侧胰腺的血供 而脾静脉紧贴胰腺实质 二

者间无淋巴回流. (2)胃的淋巴引流只进入胰腺包膜下

不进入胰实质 胰实质内无淋巴结转移. 而胰周的淋巴

结转移仅在胰包膜下的脂肪结缔组织内 常在脾门和

脾动脉周围 因此 保留胰腺不会影响手术的根治性.

(3)切除脾动脉后胰腺实质周围所有的淋巴脂肪结缔组

织可被完整切除 该手术操作经我们应用具有可行性?

切除脾脏可以彻底清除第10组淋巴结 胃癌根治术脾

脏切除与否 一直存有争议 部分学者认为脾脏切除将

严重破坏机体的免疫功能 使术后感染的机会大大增

加[25-29] 因此对切除脾脏应持慎重态度或在胃癌根治

术中尽可能地进行保脾淋巴结清扫. 但有学者研究证

实 按这种方法清扫后脾门淋巴结残留率达74.7 %

很难达到根治目的[26 27] . 我们研究发现:胃上部及胃体

部癌患者行保留胰腺的脾动脉干及脾切除术清扫第10

及第11组淋巴结彻底 并且所清除的淋巴结的癌转移

率高 所有患者术后并未出现全身爆发性感染及脾窝

积液 腹腔感染. 当然这与我科专业分工细 手术组

人员固定也有一定的关系 因此 我们认为 对于进展

期胃上部及胃体癌 尤其是浆膜已受侵犯 能行根治切

除者 主张保留胰腺的脾动脉干及脾切除术. 此时 脾

门如触不到明显肿大淋巴结 亦不能否定转移.

       胃癌患者 其主要的预后因素是肿瘤深度和有无

淋巴结转移 而联合胰切除没有生存优势 且手术时间

长 手术期失血 输血增多 手术并发症多 术后生存

质量无改善 不应作为扩大淋巴结清扫的标准术式. 对

于胃中上部癌直接侵犯了胰体尾 应行全胃联合胰体

尾切除术 而采用预防性的胰体尾切除应该予以否定.

保留胰腺的脾动脉干及脾切除术能在有效地保留患者

胰腺功能的同时彻底切除癌肿 清除转移淋巴结 手术

安全 并发症少 患者的生存质量亦得到了最大限度的

改善 值得进一步研究.
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摘要

目的:探讨萎缩性胃炎(CAG)中医证型分布的主次 确定相

应的治则治法 为制定CAG辨证分型客观标准提供框架结

构和依据.

方法:检索近4 a的医学期刊 收集含辨证分型具体病例数

据的论文53篇中确诊CAG病例9 995例 总结 比较分析

CAG中医证型的构成比.

结果:CAG临床常见证型依次为肝胃不和型 气滞血瘀型

肝胃郁热型 脾胃湿热型 脾胃虚弱型和胃阴不足型等6种.

结论:上述6种证型反应了CAG的病变机制 临床治疗以健

脾益气为基本大法 根据病情证候择选其他治法.

朱方石,姒健敏,王良静. 萎缩性胃炎临床证型分类研究. 世界华人消化杂志
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0   引言

萎缩性胃炎(CAG)是胃癌前状态中最常见的一种 转癌

率达4-12 % 迄今尚无特效药物 而中医辨证分型论

治显示了一定的优势和潜力 但综观文献及报道资料显

示 分型方法繁多而弥散 且缺乏统一客观的微观定性

和定量指标 因而各地治疗经验缺乏可比性. 为确定

CAG中医临床证型构成分布和主次 以制定相应的治

疗大法 并为进一步寻求和制定CAG辨证分型的客观标

准提供框架结构 我们对近4 a公开报道的9 995例CAG

患者进行了临床证型的分类研究 现将结果报道如下:

1   材料和方法

1.1材料  本研究搜集文献报道确诊的CAG患者9 995例

明确性别的8 799 例 其中男5 576 例 女 3 223 例

性别不详1 196 例 年龄 17-71 岁 平均年龄因各文

献报道的均数不一难以明确 不同年龄段具体病例数据

因各统计 划分方法不一 亦难以统计; 中医证型名称涉

及71种之多.

1.2 方法

1.2.1 文献检索  网络检索和光盘检索了1999-01/2002-08

中文期刊网及中国生物医学数据库所收录有关中医药研

究CAG的学术论文610 篇(个案 护理类除外) 查阅

了139种学术刊物(其中中医药79种 现代医 /药学54

种及中西医结合6种) 撷取了含临床证型分类具体病

例统计数据的论文53篇; 刊物出版地覆盖27个省 市

自治区.

1.2.2 证型归纳  文献载录不同名称临床证型种类达71

种 独立证型52种 兼夹证型19种; 将52种独立证型按

异名同类及主症 次症 苔 脉的描述进行归纳 以执

简驭繁 总结出一般证型9种共9 563例 少见和偶见证

型10种共170例 再将10种少见和偶见证型与19种兼

夹证型的262例合称其他证型共432例 分成10个证型组

进行构成比比较.

        统计学处理  运用同组中2个构成比的 χ2检验法[1]

分析各证型组构成比的差异.

2   结果

2.1  9 995例CAG临床证型构成分布  表1显示 9 995例

CAG 中 构成比居于前 3 位 超过 16 % 的依次为是

肝胃不和 气滞血瘀 肝胃郁热型; 低于前3型而超过
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10 %是脾胃湿热 脾胃虚弱和胃阴不足型 低于10 %

的证型依次分别是其他证型 气虚血瘀 气阴两虚和

肝脾不和型. 可以看出CAG 的一般证型按构成比高低依

次为上述9种 但由于其他证型组是由29种少见 偶见

和兼夹证型的组合 故不能作为一般证型.

表1    9995例CAG临床证型构成分布

组号 证型 n 构成比%

  1 肝胃不和 2 088 20.89

  2 气滞血瘀 1 680 16.81

  3 肝胃郁热 1 652 16.53

  4 脾胃湿热 1 330 13.31

  5 脾胃虚弱 1 272 12.73

  6 胃阴不足 1 058 10.58

  7 气虚血瘀   192   1.92

  8 气阴两虚   150   1.50

  9 肝脾不和   141   1.41

10 其他证型   432   4.32

                         合计 9 995            100.00

2.2  9 种证型组构成比的两两比较  表 2 显示 第1组

(肝胃不和型) 第2组(气滞血瘀型) 第3组(肝胃郁热型)

第4组(脾胃湿热型) 第5组(脾胃虚弱型)和第6组(胃阴

不足型)构成比均明显高于第7组(气虚血瘀型) 第8组

(气阴两虚型) 第9组(肝脾不和型)(P <0.01或 0.05) ; 而

第1组与第4 5 6组及第2 3组与第6组间比较亦有

显著性差别(P <0.05或 0.01) ; 其余各证型组间比较无统

计学意义(P >0.05). 可见 前6种证型组的构成比显然

高于后3种证型组 故可将前6组视为CAG常见证型

尤以第1 2组证型最为多见. 可以看出 9 995例CAG

中常见证型依次为肝胃不和型 气滞血瘀型 肝胃郁热

型 脾胃湿热型 脾胃虚弱型和胃阴不足型.

3   讨论

通过对9 995例CAG中医证型构成分布的结果来看 临

床常见证型按构成比的高低依次为肝胃不和型 气滞血

瘀型 肝胃郁热型 脾胃湿热型 脾胃虚弱型和胃阴不

足型. 这一结果与1989-11南昌 中国中西医结合研究会

消化系统疾病专业委员会制定的 慢性胃炎中西医结合诊

断 辨证标准 [2]和中国中医药学会内科学会1994-12发表

的 慢性萎缩性胃炎 分型论治 的分型方案[3]大致相近

但在个别证型和排列顺序上有所出入 并存在着差别.

1989年标准分别为肝胃不和型 脾胃虚弱(包括虚寒)型

脾胃湿热型 胃阴不足型 和胃络瘀血型5型 而1994

年方案分别为脾胃虚寒型 脾胃湿热型 脾胃阴虚型

肝胃不和型和瘀血阻络型等5型. 本结果表明 现行CAG辨

证分型标准尚不完全符合临床实际 有待进一步完善或修

订. 我们认为 本研究结果为日后探讨和制定CAG辨证分

型的客观标准提供了新的框架结构和理论依据.

        从本研究结果的6种常见证型的构成比来看 肝胃

不和型居首 占20.89 % ;气滞血瘀型(或称胃络瘀血/瘀

血阻络型 1989 1994 年标准)居于第二 占16.81 %.

我们认为 肝胃不和是CAG整个病理过程中最为常见的

标象 临床常见胃脘胀痛 嗳气频频 嘈杂泛酸 胸闷

易烦等症 而此类症侯群往往多为CAG患者最为常见之

主诉 故有人倡导 肝胃同治是为治疗CAG的主导思想

治疗以疏肝和胃化浊降逆为主  [4] ; 而气滞血瘀型构成比

的升高与瘀血阻滞胃络贯穿整个病程的病理机制有关

不少研究表明 瘀血与胃黏膜腺体萎缩有关 胃镜下胃

黏膜的花斑样改变 血管扭曲 血管壁显露 黏膜色暗

或灰暗 表面凹凸不平或呈结节样隆起均为瘀血证的病

理微观征象[5,6]. 至于肝胃郁热型列居第三 而既往二次

制定的标准方案中并无对此型的表述 其原因尚不清

楚 是否由于该型所出现的临床症状易与排列第四的脾

胃湿热型相混淆尚待进一步研究探讨 但我们分析认

为 该二型构成比相对较高多与Hp感染有关 该二型

表2  9种一般证型组构成比的两两比较

比较组                        χ2    P 比较组         χ2    P            比较组       χ2    P

1和2 44.18 >0.05 2和7 1 182.77 <0.01 4和8 940.81 <0.01

1和3 50.45 >0.05 2和8 1 279.18 <0.01 4和9 961.06 <0.01

1和4            168.10 <0.01 2和9 1 300.67 <0.01 5和6   19.65 >0.05

1和5            198.17 <0.01 3和4     36.77 >0.05 5和7 796.72 <0.01

1和6            337.22 <0.01 3和5     55.03 >0.05 5和8 885.29 <0.01

1和7         1 576.67 <0.01 3和6   130.20 <0.05 5和9 905.28 <0.01

1和8         1 678.21 <0.01 3和7  1155.97 <0.01 6和7 599.97 <0.05

1和9         1 700.68 <0.01 3和8  1251.94 <0.01 6和8 682.50 <0.01

2和3   0.24 >0.05 3和9  1273.35 <0.01 6和9 701.33 <0.01

2和4 40.70 >0.05 4和5       1.29 >0.05 7和8    5.16 >0.05

2和5 56.39 >0.05 4和6     30.98 >0.05 7和9    7.81 >0.05

2和6            141.30 <0.01 4和7    850.88 <0.01 8 和 9    0.28 >0.05
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区别可能在于前者重在肝胃 热乃郁而生热 Hp感染

病势相对重而病程短 而后者重在脾胃 热乃湿困所

起 Hp感染病势相对轻而病程缠绵. 此外 脾胃虚弱

型构成比排列第五 这一结果似乎与 脾虚是CAG的

基本病理改变 [7]和 脾胃虚弱既为病理基础又为病理

后果的恶性循环 [8]的经典理论存在着冲突 似乎该型

比例应居于前列 然笔者认为 正是在脾胃虚弱的基

础上 导致了肝胃不和 肝胃郁热 脾胃湿热等标象 复

因肝失疏泄 胃失和降 郁热或湿热损气伤正 而又导

致脾胃虚弱 故在患者就诊时多因标象而主诉 从而使

该型比率相对偏低. 至于胃阴不足型我们考虑多为多种

证型的病理转归 故慢性患者 长期表现为口干咽燥

嘈杂 便干 舌红少津 苔少或光剥 脉细数等阴伤证

候和胃镜下胃黏膜变薄 干燥 黏液减少及胃黏膜肠上

皮化生 异型增生等病理表现[9,2]. 另外 气虚血瘀 气

阴两虚 肝脾不和以及其他兼夹证型构成比的偏低 只

能认为是在CAG某一病理过程中短暂或较少出现的病

理状况.

       我们认为 上述6种常见证型 一定程度上反映了

CAG 的病理变化过程及其机制 由于该病病本正虚

在脾胃虚弱的基础上 由于饮食 情志 湿热等致病

因素的影响下 导致了肝气横逆犯胃 气滞血瘀 郁

而生热或湿热困遏 复又伤阴耗气 或由阴及阳的病

理改变 这一本虚标实而复又伤正的恶性循环 形成

了病情反复迁延 病势缠绵的病症特点. 本结果提示我

们 临证治疗 CAG 在辨证立法严谨的基础上 须

十分注重健脾益气的治则治法 健脾益气为其基本大

法 在胃炎活动或症状明显时 尚须根据病情 择选

疏肝和胃 理气行瘀 清胃泄肝 化湿清热等辨治方

法 必要时虚实同治 标本兼顾. 此外 该 6 种证型

的框架结构为制定新的辨证方案提供了理论基础和依据.
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摘要

目的:研究叶酸对胃癌前细胞凋亡的影响.

方法:胃镜下活检 病理证实癌前病变患者38例(结肠型肠

上皮化生18 例和轻 中度非典型增生20 例) 癌前病变

组织经胃蛋白酶消化液消化成单个细胞后 采用PI单染法

和Annexin V FITC/PI双参数染色法用流式细胞仪检测细胞

凋亡率.将癌前病变患者随机分为治疗组19例 对照组19

例(每组包括结肠型肠上皮化生9例和轻 中度非典型增生

10 例) 治疗组给予叶酸 10 mg 3 次 /d 治疗 3 mo

对照组给予硫糖铝1.0 g 3 次 /d 治疗 3 mo 治疗结束

后复查组织细胞凋亡率.

结果:治疗组治疗后细胞凋亡率增高(P <0.05) 对照组治疗

后细胞凋亡率无明显变化(P  >0.05).

结论:叶酸具有诱导胃癌前病变细胞凋亡的作用.

曹大中,刘顺英,赵建学. 叶酸对胃癌前细胞凋亡的影响. 世界华人消化杂志

2003;11(6):846-848

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/846.asp

0   引言

胃癌癌前病变(包括胃黏膜肠化与不典型增生)是容易发

展为胃癌的胃黏膜病理变化 其转化与逆转近年来渐受

关注 对此进行研究 不仅有利于明确胃癌的发生规律

而且对胃癌的早期诊断及干预胃癌发生药物的选择均有

重要临床意义. 叶酸与癌前病变的关系也是目前较受关注
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的问题之一. 有研究提示叶酸治疗对萎缩性胃炎具有逆

转作用[1] 也有研究提示叶酸治疗可以影响胃癌组织细

胞的凋亡[2]. 我们的研究目的主要是观察叶酸治疗对胃癌

前病变组织细胞凋亡的影响.

1   材料和方法

1.1 材料  标本均由东南大学附属中大医院胃镜室1999-

10/2000-12胃镜检查时采集 并经病理证实. 取材部位

为胃窦距幽门2 cm处 共选择胃癌癌前病变病例38例

(结肠型肠上皮化生18例 轻 中度非典型增生20例).

叶酸为常州制药厂生产 每片5 mg. 5 g/L胃蛋白酶由华

美公司生产. Triton-X-100由美国进口分装. Annexin V

FITC/PI kit 系法国 IMMUNOTECH公司产品. 流式细胞

仪(flow cytometry FCM) 型号FACSCalibur 美国B-

D公司.

1.2 方法

1.2.1 流式细胞仪检测细胞凋亡  将癌前病变组织加入已

配制的pH1.5 含 5 g/L胃蛋白酶4 mL的蛋白消化液中

37 孵育 30 min 消化期间 每隔5 min 悬浮振荡1

次 消化后加入生理盐水10 mL终止消化 1 500 rpm

5 min 以 300目筛网滤除未消化的组织碎片 弃上清

再加5 mL生理盐水漂洗2次 红细胞计数板计数 加

入冰冷的700 mL/L乙醇调整细胞密度为107-109/ 并固

定.(1)流式细胞仪检测细胞DNA倍体及细胞增生周期:取上

述细胞液800 rpm 5 min 弃上清 加入冰冷的0.1 mol/L

PBS 液洗涤 800 rpm 5 min 弃上清 加 10 g/L

Triton-X-100摇匀后静置10 min 1 500 rpm 5 min

弃上清. 加0.1 g/L RNA酶消化10 min 1 500 rpm 5 min

弃上清. 加 0.05 g/L PI染色15 min 用300目丝网过滤后

即可上机分析. CellQuest 软件采集样本后 用ModfitLT

软件进行分析. (2) 流式细胞仪双染法检测细胞凋亡: 取上

述细胞液4  500 rpm 5 min 弃上清 加入冰冷的

0.1 mol/L PBS液洗涤 4  500 rpm 5 min 弃上清 加结

合缓冲液至细胞为105-106 /mL 取上述细胞液490 µL 加
入5 µL已稀释Annexin VFITC溶液和5 µL已溶解的PI
轻轻振动 4 避光孵育 10 min 上机检测 每份样

本计数10 000个细胞.

1.2.2 分组  将38例癌前病变患者随机分为治疗组和对

照组各 19 例(每组含胃黏膜结肠型肠上皮化生 9 例和

轻 中度非典型增生10例) 治疗组男13例 女6例 年

龄50 7岁. 对照组男14例 女5例 年龄49 9岁. 治

疗组给予叶酸10 mg 3次 /d 3 mo 对照组给予黏膜

保护剂硫糖铝1.0 g 3次 /d 3 mo 复查组织细胞凋亡

的变化 进行统计学处理(复查时依据治疗前取活组织时

的录相准确定位).

        统计学处理  分组实验比较采用 t 检验计算 以P  <0.05

为差异有统计学意义.

2   结果

2.1 流式细胞仪PI单染法检测细胞凋亡  凋亡细胞DNA

荧光强度降低 DNA组方图显示 在G0/G1 峰前出现

一个小于DNA二倍体含量的小峰 即亚二倍体峰 又

称细胞凋亡峰(AP峰) 根据AP峰面积可直接分析得出

凋亡细胞的百分率. 统计结果见表1.

表1  流式细胞仪单染法检测治疗前后细胞凋亡率AI( sx ± )

分组                            治疗前       治疗后

治疗组 轻中度胃黏膜非典型增生组 6.19±2.82    6.78±2.15a

结肠型肠上皮化生组  6.17±2.39        6.74±2.21a

对照组 轻中度胃黏膜非典型增生组 6.27±3.24    6.23±2.70b

结肠型肠上皮化生组 6.24±2.29    6.17±3.17b

aP <0.01, bP >0.05 vs 相应治疗前.

2.2  流式细胞仪双染法检测细胞凋亡  表2.

表2  流式细胞仪双染法检测治疗前后细胞凋亡AI( sx ± )

分组                         治疗前          治疗后

治疗组 轻中度胃黏膜非典型增生组   16.22±3.801   21.00±4.610a

结肠型肠上皮化生组         16.84±2.805    21.87±4.823a

对照组 轻中度胃黏膜非典型增生组     15.1±2.52      15.7±2.56b

结肠型肠上皮化生组           14.9±2.59       15.0±2.44b

aP <0.05 bP >0.05 vs 相应治疗前.

3   讨论

细胞凋亡是细胞分化与发育过程中 受一系列基因调

控而发生的具有特征性形态和生化改变的细胞死亡过

程 正常情况下 其与细胞增生基本保持衡定 以维持

机体的相对稳定. 正常胃黏膜中 凋亡细胞位于黏膜表

层 形成 凋亡细胞带 增生细胞位于小凹腺颈部 形

成 增生细胞带 . 这种分布特点反映了胃黏膜上皮自

腺颈部向表层逐渐成熟 衰老 死亡的过程[3,4]. 胃癌及

癌前病变存在着细胞增生和凋亡的失调[5]. 目前认为从慢

性浅表性胃炎 萎缩性胃炎 肠上皮化生及不典型增生

到胃癌的发展过程是肠型胃癌发生的基本规律[4]. 胃黏膜

细胞凋亡减少 生成期延长 细胞大量堆积是胃癌发生

的病理基础.胃黏膜细胞病变从轻度不典型增生 重度

不典型增生 早期胃癌到进展期胃癌 细胞凋亡逐渐受

到抑制 细胞凋亡受抑制越明显 恶性程度越高[6]. 因

此抑制细胞过度增生 促进细胞凋亡是防止胃黏膜癌变

的一种重要方法.胃癌发生过程中有血清叶酸水平降低.

叶酸干预慢性萎缩性胃炎患者半年后 其萎缩 肠化和

炎症均有明显改善[7].叶酸对胃癌细胞凋亡的实验研究显

示 叶酸对胃癌细胞有明显的促凋亡作用[2] .

          本研究采用流式细胞仪单染法及双参数染色法检测

细胞凋亡 虽其结果不同 但是经叶酸治疗后 胃癌

ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年6月15日  第11卷  第6期                               847



前病变细胞凋亡率均明显增加 而对照组无明显变

化 表明叶酸治疗对胃癌前病变胃黏膜细胞的凋亡有

明显的促进作用. 这与既往的叶酸对萎缩性胃炎具有逆

转作用的报道在一定程度上是相符的[1] 这为我们使用

叶酸防止胃癌前病变向胃癌转变进一步提供了依据. 但

是其作用机制及部位尚不明确.既往的研究认为叶酸防止

肿瘤的机制包括维持DNA甲基化状态[8]和抑制鸟氨酸脱

羧酶[9]的活性 而叶酸干预细胞凋亡与上述机制有何内

在联系尚不清楚.

        DNA甲基化的生物学意义在于对基因表达的限制

甲基可关闭基因复活的开关 叶酸主要是参与供甲基过

程以维持DNA甲基化状态.已知细胞凋亡与许多癌基因

的表达密切相关 凋亡基因家族(bcl-2 [10] bax[11] c-

myc[12] Fas[13] FasL[14]等)的异常-激活凋亡基因的丢

失或抑制凋亡基因的过度表达 都可导致凋亡与增生的

平衡破坏. 有研究发现羟基喜树碱诱导胃癌细胞凋亡时

有 p53和 bcl-2基因的蛋白和mRNA表达下调[15]. 那么

叶酸与凋亡基因关系如何 即叶酸能否通过对DNA甲

基化的影响而改变凋亡基因的表达 从而影响胃癌癌前

状态细胞凋亡 并且叶酸是否还会通过其他途径而影响

细胞凋亡 有待于我们今后进一步深入研究.
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摘要

目的:探讨短肠综合征患者远期并发症的处理方法.

方法:对4例短肠综合征合并远期并发症患者分别给予相应

的治疗和预防措施. 并发症包括: 泌尿系统结石 肾功能衰竭

骨质疏松 胆囊结石 肝脏脂肪变性 D- 乳酸酸中毒.

结果:4例患者的并发症均得到不同程度的缓解.

结论:随着营养支持手段的进展 短肠综合征患者生存期逐

渐延长 远期并发症相对增加.因此应该强调积极的早期预

防和有效的治疗措施.

周伟,江志伟,姜军,朱维铭,张佃良,李宁,黎介寿. 短肠综合征的远期并发症4例.

世界华人消化杂志  2003;11(6):848-850

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/848.asp

0   引言

短肠综合征主要是由于小肠大部分切除后引起的一系列

临床病征 主要表现为腹泻和严重的营养障碍. 随着对

其代谢变化认识的深入 全肠外营养(TPN)和肠道康复

治疗的逐渐成熟 不少短肠综合征患者得以长期存活

患者的远期并发症也得到越来越多的重视. 这里报道了

我科营养支持病区1 a内收治的4例伴有不同并发症的

短肠综合征患者的诊治情况.
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1   材料和方法

1.1 材料  南京军区南京总医院普外科2001-10/2002-06

收治的短肠综合征患者4例. 年龄14-44岁 其中3例因

小肠系膜扭转 1例由于外伤后腹腔感染伴肠系膜血栓行

小肠大部分切除术 残余小肠长度20-40 cm. 术后1-6 a出

现了不同的并发症:泌尿系统结石 慢性肾衰 骨质疏

松 胆囊结石 肝脏脂肪变性和D-乳酸酸中毒(表 1).

1.2 方法  患者入院后 针对不同的并发症给予相应的

治疗和预防措施(表2).

2   结果

4例患者的并发症均得到不同程度的缓解(表2).

3   讨论

正常成人小肠解剖长度为5.5-6.5 m 切除小肠达到或

超过50 % 即可出现显著的吸收不良症状 切除75 %

以上或成人小肠少于100 cm 即可出现严重的短肠综合

征. 短肠综合征急性期主要是由于大量腹泻而导致严重

的机体内环境的紊乱; 适应期则主要表现为营养不良; 除

超短肠患者常需要长时间的静脉营养支持外 大多数患

者在稳定期可以通过肠内营养或口服饮食维持营养状态.

随着营养支持技术的发展 短肠患者的长期生存状况

明显改善 但随之而来的是远期并发症的出现. 临床常

见的是由于营养吸收障碍所引起的疾病 如: 脂溶性维

生素的吸收不良 维生素B12 缺乏引起的巨细胞性贫

血 铁吸收障碍导致的缺铁性贫血等. 我们所报道的4

例患者分别出现了: (1)泌尿道结石(1例); (2)骨质疏松(例

1 4); (3) 胆道结石(例2); (4) 脂肪肝(例 2); (5) 酸中

毒(例 3).

3.1 泌尿系统结石  短肠综合征患者泌尿系统结石主要为

草酸钙结石. 食物中的草酸在十二指肠碱性环境中形成

多种草酸盐 其中主要为几乎不溶于水的草酸钙 因此

正常人饮食中大部分草酸盐不被吸收.回肠大量切除后

打断了胆盐的肠肝循环 引起胆盐缺乏 影响脂肪消化

吸收. 肠腔内脂肪酸比草酸对钙更具有亲和力 所以草

酸钙形成减少 转而形成易溶于水的草酸盐. 草酸吸收

增加 尿中草酸盐浓度也随之增加. 当尿中草酸和钙达

到饱和时 析出沉淀 逐渐形成草酸钙结石[1]. 草酸结

石的预防可以通过控制脂肪泻 增加补液量 碱化尿液

增加钙的摄入 以及减少含草酸高的食物的摄入 如豆

类 菠菜 咖啡 巧克力等[2]. 一旦形成结石 可以给

予冲击波碎石和排石治疗.少数患者最终发展为肾功能衰

表1  患者一般资料

病例 性别 年龄 原发病 残余小肠 并发症 发生时间

1 男 44岁 小肠系膜扭转 30-40 cm 双肾结石 术后2 a

骨质疏松 术后2 a

2 男 40岁 外伤后腹腔感染 30-40 cm 胆囊结石 术后1 a

肝脏脂肪变性 术后1 a

3 男 14岁 小肠系膜扭转 20-30 cm D-乳酸酸中毒 术后1 a

4 男 31岁 小肠系膜扭转 30-40 cm 双肾输尿管结石 术后1 a

慢性肾衰 术后6 a

表2  各并发症的治疗及预防

并发症 治疗方法 治疗结果 预防措施

泌尿系统结石 体外冲击波碎石 结石减少 减少草酸盐的摄入控制脂肪泻

肾功能改善 增加补液量

骨质疏松 补充维生素D和钙剂 骨痛缓解 控制脂肪泻

X片提示骨密度增加 控制脂肪泻

适当补充维生素D和钙剂

胆囊结石 合理应用抗生素 未再出现急性发作 尽可能恢复肠内营养

口服思美泰 外源性胆囊收缩素

肝脏脂肪变性 减少营养液中糖的含量 目前肝功能正常 调整营养液配比

肝脏病理待查

D-乳酸酸中毒 NaHCO3纠正酸中毒 随访未再出现酸中毒 减少碳水化合物的摄入

重建肠道菌群

慢性肾衰 血液透析

肾移植(小肠大部切除后13 a) 暂时缓解症状 及时去除尿路结石

肾功能恢复正常
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竭 需要血液透析或肾脏移植.

3.2 骨质疏松  由于短肠患者脂肪吸收不良 肠腔大量

脂肪酸与钙结合形成不溶于水的钙盐 妨碍了钙的吸

收 同时短肠患者维生素D的吸收障碍也进一步减少了

钙的吸收. 血钙降低 又引起甲状旁腺功能代偿性亢

进 加剧骨骼脱钙和骨质疏松.对此种患者应控制脂肪

泻 减少草酸盐的摄入 补充钙剂和维生素D [1,3].

3.3 胆道结石  长期肠外营养时肠道处于休息状态 胆

囊收缩素和其他肠道激素的合成受到抑制 胆汁流动的

改变以及胆囊的排空功能障碍引起胆汁淤滞和胆囊结石

形成[4,5]. 此外 回肠胆盐吸收减少 体内胆盐池减少

胆汁成分随之发生改变 也导致更多的胆固醇在胆汁中

沉淀. 如有可能 尽早给予肠内营养 恢复正常的胆道

动力学 是预防胆道结石的最好方法[6]. 外源性胆囊收缩

素或给予脉冲性的氨基酸同样可以刺激胆囊收缩 改善

胆汁的流动 预防胆囊结石的产生[7]. 有学者建议 肠

外营养时间>30 d 即必须定期B超检查胆囊[8]. 如果患

者一般情况良好预期生存期较长  还可以行预防性胆囊

切除术[9]. 药物治疗可以口服熊去氧胆酸(UDCA)或思美泰

(腺苷蛋氨酸)[10].

3.4 脂肪肝  主要是静脉营养中碳水化合物的给予不适

当 引起肝脏脂肪和糖原堆积所导致[11]. 临床表现为肝肿

大和转氨酶的升高 病理可以发现肝细胞脂肪浸润[12]. 此

类患者可以通过减少热卡的摄入逆转脂肪肝. 病例2患者

病理提示为肝脏中央静脉周围肝细胞脂肪变性 尚未出

现转氨酶升高 所以可以通过调整静脉营养的量和配比

逆转. 我们已经将其葡萄糖供给量控制在3 g/(kg d) 糖脂

比为 5 5 目前患者肝功能正常.

3.5 D-乳酸酸中毒 短肠综合征患者发生的酸中毒一般认

为是D-乳酸酸中毒 在临床上比较少见. 可能的病因

是由于患者进食大量碳水化合物后 碳水化合物吸收障

碍而在结肠中堆积 结肠菌群将碳水化合物酵解产生的

丙酮酸转变成D-乳酸并回收入血. 其实肠道内的细菌不

仅产生D-乳酸 同样也产生L-乳酸 只不过由于人体

内缺乏D- 乳酸代谢的特异性酶 而且肾脏清除率较

低 所以容易在体内蓄积[13,14]. 另外 最近发现某些细

菌能产生一种外消旋酶将L-乳酸转变成D-乳酸. D-乳

酸酸中毒除一般代谢性酸中毒的相关症状外 主要表现

为反复发作的神经系统症状 如注意力不集中 思维混

乱 讲话含糊等. 实验室检查可见血浆阴离子间隙增大

但L- 乳酸浓度正常. 患者停止进食后 酸中毒能很快

消失. 临床主要的预防措施是减少碳水化合物的摄入

量 还可以口服抗生素 辅助重建肠道菌群. 治疗上对

症给予NaHCO3纠正酸中毒[15].

       近年短肠患者的生存期得到明显的延长 其远期并

发症也成为影响生存质量的主要因素. 营养缺乏类的并

发症相对容易解决 其他并发症 如骨质疏松 胆道结

石 泌尿道结石 一旦发生 很难治愈 最终可能导致

多发性骨折 肝肾功能障碍. 因此应强调积极的早期预

防 并寻找有效的治疗方法.
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摘要

目的:研究慢性肝病患者中Hp感染状况以及对肝性脑病

上消化道出血 肝源性溃疡及肝纤维化的影响.

方法:慢性肝病150例 采用ELISA法检测HBV-M及抗

HCV; PCR法查HBV-DNA  HCV-RNA; 采用放免法进行

肝纤维化检测 金标法查Hp-cagA; 14C尿素呼气试验采用

HTY1001 Hp测试仪 如 0.1 dpm/mol CO2 判定为有Hp

活动性感染; 血氨采用比色法; 胃镜下取胃窦及胃体黏膜组

织2块  行HP的组织学涂片检查. 选 71 例Hp感染的慢

性肝病高氨血症患者 分治疗组和对照组 治疗组 39

例 给予枸缘酸铋钾 克拉霉素及替硝唑进行根除治疗. 对

照组32例用乳果糖治疗.

结果:Hp在慢性肝病中的感染率(47.3 %)明显高于对照组(25 %

P  <0.01). Hp阳性组中肝性脑病为46.5 % 进行Hp根除

治疗后 治疗组血氨下降明显优于对照组(P  <0.05). Hp阳

性组中上消化道出血为39.4 % Hp阴性组中上消化道出

血为13.9 %;非静脉曲张破裂出血Hp阳性率(84.6 % 22/

26例) 高于静脉曲张破裂出血的Hp阳性率(33.3 % 13/39

例; P  <0.05). 肝源性溃疡组Hp的感染率为69.2 %(27/39

例)与非肝源性溃疡组比较有显著性差异(P  <0.05) ;在慢性

肝病组中Hp阳性者血清HA LN及 -C的发生率较阴

性者明显增高.

结论:慢性肝病中Hp阳性率明显增高; 肝性脑病 上消化

道出血 肝源性溃疡及肝纤维化的发生与Hp感染有关.

焦建中,聂青和,赵春林,吴永胜,文绍先,吴群. 幽门螺杆菌感染与慢性肝病的临

床关系. 世界华人消化杂志  2003;11(6):851-853

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/851.asp

0   引言

幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)是慢性胃炎的重要

病原菌与许多胃外疾病的发生发展有关. 在慢性肝病中

尤其是在肝硬化和肝癌时胃黏膜 Hp感染率明显增高

(81.3-93.2 %). 慢性肝病中 特别是在肝性脑病 高氨

血症 上消化道出血中的作用已引起了广泛的关注. 但

也有认为Hp感染与肝性脑病 消化道出血和门脉高

压性胃病无明显关联 对肝硬化并有 Hp感染者不需

作常规Hp根除治疗. 对慢性肝病并有Hp感染者是否进

行Hp根除治疗是临床待解决的问题. 现将我们对Hp感

染与肝脏相关性疾病的临床研究报道如下.

1   材料和方法

1.1 材料  我科2000-02/2002-10住院的慢性病毒性肝

炎或肝炎肝硬化患者共150例. 男123 例 女27 例 年

龄 18-62(平均48)岁. 正常对照组为健康查体者 男42

例 女18例 年龄22-62岁 (平均46)岁. 胃镜检查对

照组为健康查体者 共80例 男52例 女28例 年

龄22-62(平均46)岁.  诊断 符合2000-09西安第十次全

国病毒性肝炎及肝炎学术会议制定 病毒性肝炎防治

方案 诊断标准[1]. 所有病例未进行过抗Hp治疗 亦

无使用免疫制剂史.

1.2 方法  血清 Hp-CagA抗体检测采用金标法. 试剂盒

采用美国LifeSignTM  CagA快速检测试剂盒. 操作步骤按

说明书进行. 14C尿素呼气试验由我院消化科检测. 14C尿

素呼气试验药盒购自深圳市海得威生物科技有限公司

采用该公司HTY1001 Hp测试仪  按说明书操作 如

0.1 dpm/mol CO2 判定为有Hp活动性感染. 血氨 由我

院中心实验室检测 血氨测试仪为波兰KONE  IN-

STRUMENTS 产品  血氨采用比色法. 肝纤维化检查 采

用放免法 试剂盒由上海海军医学研究所提供. 胃镜下

取胃窦及胃体黏膜组织2块  行 Hp的组织学涂片检

查 阳性者示有Hp感染.胃黏膜组织涂片检查 将胃

黏膜组织黏膜面均匀涂于玻片上 经自然干燥石炭酸

复红染色等处理后 在油镜下观察 根据Hp的形态学

特征进行检测和分析. 食管胃底静脉曲张参照3分法

分为轻度 中度及重度.

        统计学处理  各组类间均数比较采用 t 检验 计数

资料采用 χ2检验.

2   结果

共发现慢性肝病中Hp感染者71 例(47.3 %) 正常对

照组15例(25.0 %) 慢性肝病中Hp感染率明显高于对

照组 χ2检验有显著性差异(P <0.01). 在 71例Hp阳性者

中 肝性脑病33例(46.5 %) 上消化道出血28例(39.4 %)

胆系感染19例(26.8 %) 自发性腹膜炎23例(32.4 %)

肝肾综合征16例(22.5 %). Hp阳性患者中抗HCV(+)者35/71

(49.3 %) HBsAg(+)者27/71例(38 %) 病原未分型者9/71

例(12.7 %). HBV-DNA HCV-RNA病毒复制指标阳性

率在Hp感染组为69 %(49/71) 明显高于无Hp感染组
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的16.5 %(13/79 P <0.05). 肝功化验Hp阳性组与阴性组两组

间对比有显著性差异(P  <0.01 表1). 选Hp感染的慢性

肝病患者71 例 分治疗组和对照组 治疗组39 例 给予

枸缘酸铋钾 克拉霉素及替硝唑进行根除治疗. 对照组 32

例用乳果糖治疗. Hp根除治疗后血氨下降(168 78

97 72ummol/L P <0.05; 160 74 128 77 ummol/L

P <0.05). 治疗组 14C呼气试验检测Hp阴性率为87.2 %

(34/39)  对照组 14C呼气试验检测Hp阴性率为12.5 %

(4/32)  两组比较有显著性差异 (P  <0.01). 血氨>180 umol/

L的患者 17例进行了Hp根除治疗观察 治疗组9例

对照组8 例 进行根除治疗后治疗组血氨降至正常 无

肝性脑病发生的为66.6 %(6/9例) 对照组为 37.5 %(3/

8例). 两组比较具有显著性差异(P  <0.05).

表1  Hp-CagA抗体阳性者与阴性者肝功能改变的比较( sx ± )

Hp-CagA抗体  n       TBil (ummol/L)         ALT(ukat/L)          AST(ukat/L)

阳性组 71 379 205a    4.1 3.7a               219 263a

阴性组 79 181 176             1.4 1.5                93 127

aP <0.01.

        本组共39/150(26 %) 例并发上消化道出血 呕血并黑

便27 例 黑便12 例. Hp阳性组出血率为39.4 %(28/71)

阴性组出血率为13.9 %(11/79) 两组出血率比较有显著性

差异(P <0.05). 39例出血者中Hp阳性占71.8 %(28/39例)

阴性占28.2 %(11/39例). 二者比较有显著性差异(P  <0.01).

肝炎肝硬化中HU 26.0 % (39/150 例) Hp的阳性率为

69.2 %(27/39例); 对照组中消化性溃疡7.5 %(6/80 例)

Hp的阳性率为28.6 %(2/7例). 两组间对比有显著性差异

(P <0.01). 肝炎肝硬化伴HU组Hp的感染率为69.2 %(27/

39例) ; 肝炎肝硬化不伴HU组Hp的感染率为30.6 %(34/

111例)与HU组比较有显著性差异(P <0.05). 在 39例出

血者中 静脉曲张破裂出血占33.3 %(13/39例) Hp阳

性者53.9%(7/13例) ;非静脉曲张破裂出血占66.7 %(26/39

例) Hp阳性者为84.6 %(22/26 例). 二者比较有显著性差

异(P < 0.05). 非静脉曲张破裂出血中 肝硬化并消化性

溃疡 34.6 % (9/26 例) 胃黏膜活动性出血65.4 %(17/

26例). 结果提示:在非静脉曲张破裂出血中HU 胃黏膜

病变的Hp阳性者上消化道出血较阴性者明显增多. Hp

感染是上消化道出血的一个重要因素. 在HU食管胃底

静脉曲张轻度 中度和重度之间Hp感染率无明显差

异. HU中食管胃底静脉曲张与Hp阳性率的关系(表2).

表2  HU中食管胃底静脉曲张与Hp感染的比较

食道胃底静脉曲张    n (%)         Hp阳性 n (%)

HU中食管胃底静脉曲张 29/39(74.4)           18/29(62.1)

轻度   8/29(27.6)  5/8(62.5)

中度 11/29(37.9) 7/11(63.6)

重度 10/29(34.5) 6/10(60.0)

        在慢性肝病组中Hp阳性者血清HA LN及 -C

的发生率较阴性者明显增高(表3).

3   讨论

近年已有 Hp引起肝细胞损伤[2] 高血氨 肝性脑病

及上消化道出血[3]的报道. Hp在高氨血症 肝性脑病及

上消化道出血中的作用已引起了关注. Hp感染可明显影

响血氨水平  而根除治疗能有效降低血氨 但也有认

为 Hp感染与肝性脑病 上消化道出血及门静脉高压

性胃病无明显关联 对肝硬化并有Hp感染者不需作常

规 Hp根除治疗. Hp感染与高氨血症 肝性脑病 上

消化道出血 肝源性溃疡及肝纤维化有无关联  是否进

行常规的HP根除治疗是慢性肝病治疗中的一个新课

题 也是一个待解决的问题. 本结果表明Hp阳性者上

消化道出血和HU的发生率较阴性者明显增多; Hp感染

是上消化道出血和HU的主要发病因素之一; 在非静脉

曲张破裂出血 肝硬化并消化性溃疡以及胃黏膜活动

性出血中Hp感染是一个不容忽视的因素. 慢性肝病患

者并有Hp感染时 血氨水平明显增高; 进行Hp根除

治疗后可降低血氨; 结果还表明Hp感染与肝纤维化的

发生有关. 慢性肝病特别是在肝硬化时 机体处于免疫

耐受或免疫损伤状态 胃黏膜的防御机制减退 易致Hp

感染和胃黏膜糜烂出血 同时由于肠道菌群的改变

不利于Hp的清除 而使Hp的感染率增高. 肝硬化门

脉高压患者常伴有高胃泌素血症 胃泌素有扩张门

脉 增加门脉血流量的作用 门脉血流及门脉压力增

表3  慢性肝病Hp感染与血清HA LN及 -C检测 ( sx ± , ug/L)

慢性肝病Hp阳性组 慢性肝病Hp阴性组
分组  n  n

      HA                    LN    -C     HA      LN   -C

慢性肝炎中度 14 140 79a 143. 55a   73 41a 18 83 43 102 13   61 48

慢性肝炎重度 11 274 106a 187 93a 203 80a 23 110 60 148 50 102 48

肝硬化活动期 42 499 171a 412 294a 295 144a 43 190 60 249 51 183 55

慢性重症肝炎  4 467 138 379 261 263 112   5 387 70 326 146 239 125

aP <0.05, vs Hp阴性组.
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加 可导致食管胃底静脉曲张破裂出血. Hp最显著的

生物学特征之一是可以产生尿素酶分解尿素 在细菌

周围形成 氨云 使血氨增加 加之Hp的肝细胞毒

作用 可加重肝损伤 诱发高血氨症及肝性脑病.

Quero Miyaji 范学工 et al [2] 焦建中 et al [3]的研究

结论表明:慢性肝病患者伴有Hp感染时可以引起高血

氨 肝性脑病及消化道出血症 而Hp的根除治疗 可

降低血氨水平 预防肝性脑病及上消化道出血的发生.

本文结果与上述报道一致. 本文研究结果提示: (1)慢性肝

病患者 Hp感染率与对照组比较有显著性差异(P  <0.

01) 并随着病情的加重而增加; (2)慢性肝病Hp阳性者

并发症明显增多 尤以肝性脑病和消化道出血为突出;

(3)在乙 丙型慢性肝病患者中 Hp感染率高 可能与

肝病患者的免疫耐受或免疫损伤状态有关; (4)对慢性肝

病患者根除Hp有助于防止高氨血症 肝性脑病和消

化道出血的发生; (5)Hp感染与肝源性溃疡和消化道出血

的发生有关; (6)Hp感染时 血清HA LN及 -C水

平增高 与肝纤维化的发生有关. 因此 在治疗慢性肝

病时对Hp阳性者应及时作Hp的根除治疗 对改善肝

功能 预防肝性脑病 上消化道出血 肝源性溃疡及肝

纤维化的发生有重要的临床意义. 对慢性肝病并有Hp

感染的患者根除治疗可作为预防和治疗慢性肝病并发

症的措施之一.
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摘要

目的:研究晚期食管癌金属支架置入后的腔内近距放射治疗.

方法:8例晚期食管癌患者 5例为梗阻症状 3例合并食管

气管瘘. 放置金属支架8个 支架放置4-7 d后行后装机食管

内照射 剂量 400 cGY/次 共3次 总计量1 200 cGY.

结果:8例患者均一次放置支架成功. 内照射治疗后 患者

生存期14-22 mo (平均生存期17 mo) 在 8 例患者中

整个生存期内未发生内生性再狭窄.

结论:内支架术与腔内近距放射治疗联合应用可有效地提高

生存期 并减少再狭窄的发生.

申宝忠,于友涛. 内支架术与腔内近距放射治疗联合应用治疗晚期食管癌8例.

世界华人消化杂志  2003;11(6):853-854
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0   引言

腔内近距放射治疗是一种较为有效的治疗食管癌的方

法. 晚期的食管癌性阻塞及食管瘘是食管癌的严重并发

症 直接危及患者生命[1] 为腔内近距放射治疗的禁

忌证. 应用覆膜食管内支架扩开病变狭窄段及闭塞食管

瘘道是一种有效的保守姑息疗法 可明显改善梗阻症

状 提高患者生存质量 使晚期梗阻患者经口进食 从

而使患者的生存期得以延长 为目前较为广泛应用的方

法[2,3]. 我们应用覆膜内支架结合腔内近距放射治疗的方

法治疗晚期食管癌[4-6] 克服了腔内近距放射治疗的禁

忌证 取得了较满意的近期疗效.

1   材料和方法

1.1 材料  食管癌患者8例 男6例 女2例 年龄(58-

85岁) 食管镜检病理为鳞癌7例 腺癌1例. 食管钡剂造

影及泛影葡胺造影示病变狭窄段长度6-12 cm 平均 8 cm

管腔狭窄在2 mm以下 进流质食物困难2 wk以上. 5例

有梗阻症状; 3例合并食管气管瘘; 7例体检未发现远处

转移; 1例有单侧肺转移.

1.2 方法

1.2.1支架放置  应用进口或国产镍钛记忆合金网状覆膜

内支架 直径2 cm 长度8 cm 10 cm 12 cm 单或

双端喇叭口 支架外表面被覆硅胶膜. 术前1 d口服庆

大霉素注射液10万u 4-5次 术前2 h禁食水 根据
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食管造影所示的狭窄长度 选择适当长度的内支架

在经口腔导丝引导下 应用导管导丝法 由食管内支

架输送器将内支架放置于狭窄病变处释放. 使支架上下端

超过肿瘤狭窄部位上下端各1-2 cm 置放支架 支架

置入后 嘱患者适量饮用温水 使支架充分复张. 支架置

入后 1 wk 复查上消化道钡透 观察支架通畅情况

并拍摄X光平片 确定支架的位置 测量支架的长度

和宽度 确定参考点 设定照射剂量 做出相应的剂量

曲线.

1.2.2 后装机食管内照射  支架放置4-7 d 后行内照射

将球囊导管置入病变处 注入空气使球囊扩张 定位于

病变部位支架内 透视下明确球囊定位 点片. 根据已

测量确定参考点为标记 进行照射. 剂量 400 cGY/ 次

共 3次 总计量1 200 cGY.

2   结果

8 例患者均一次放置支架成功 并准确定位. 所用 8根

支架 其中国产支架5根( 8 cm两根 10 cm两根 12 cm

一根); 进口支架3根(10 cm 两根 8 cm一根) 支架均

膨胀良好. 内支架放置后 8例患者造影剂均能顺利通

过 3 例食管瘘口即刻被封闭. 术后患者即可顺利饮

水 4 h后即可进半流食. 4 d 后复查食管透视 造影

剂通过良好 支架无移位 吞咽无困难 进食正常 食

管瘘口闭合. 内支架放置后 3 例患者有胸骨后异物

感 并有疼痛感 症状在4-6 d内消失.内照射治疗后

患者生存期14-22 mo 平均生存期17 mo. 在 8例患者

中 整个生存期内未发生内生性再狭窄.

3   讨论

食管内支架配合腔内近距放射治疗 有效地解决了腔

内治疗的禁忌证 并很好地解决了支架置入后再狭窄的

问题. (1)食管内支架的置入快速有效地改善了晚期食管

癌患者的生存质量. 患者可经口自主进食 营养水平及

体质状态均有较明显的提高 有效地阻断了食管气管

瘘. 患者进食 饮水呛咳等症状完全消失 给患者较大

的心理安慰 起到了缓解患者心理压力的作用. (2)扩大

了腔内近距放射治疗的适应证 将原有的禁忌证变成了

适应证 支架置入后 狭窄段扩张 可较顺利的通过近

距放射治疗的施源器及放射源 使患者的生存期有较明

显的提高[7,9,11-15]. (3)我们治疗的8例患者生在存期内未发

生再狭窄 与我们所作未行近距内照射的食管内支架置

入术的患者比较(再狭窄率5 %) 明显减少了再狭窄的

发生[8-10]. 近距内照射解决了肿瘤生长过快产生支架再阻

塞的问题 减少了患者的痛苦 提高了生存质量. 支架放

置后行造影点片 测量内支架扩张的宽度; 并以内支架支

开的食管宽度及内置球囊管径为计算依据 确定参考

点 设计出合理的内照射剂量曲线. 通过剂量曲线对比

可以看到 内支架撑开后 内照射食管黏膜照射剂量

降低 剂量梯度均匀并梯度较小 从而保护了食管黏

膜 对食管黏膜及表面肿瘤的过度生长起有效的抑制

作用 并使病变中心区达到治疗量. 实验证明 当照射

源与金属支架距离大于5 mm时 金属内支架对射线的

折射 衍射可以忽略不计. 通过本临床研究 我们认

为 内支架术与腔内近距放射治疗联合应用治疗晚期

食管癌是较为有效的方法.
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摘要

目的:观察内镜下组织黏合剂Histoacryl曲张静脉内注射对胃

静脉曲张活动性出血的疗效.

方法:把42例经紧急胃镜确诊为胃静脉曲张活动性出血的患

者随机分成两组 分别接受内镜曲张静脉内注射Histoacryl和

三腔两囊管填塞压迫止血治疗 治疗期间观察两组患者止血时

间 止血率 再出血率 输血率 手术率 死亡率等情况.

结果:两组患者的止血时间分别为3.8 1.3 h 13.6 8.7 h

有显著性差异(P <0.05); 止血率分别为100 %(22/22) 90.0 %

(18/20) 差异无显著性(P >0.05); 再出血率分别为4.5 %(1/22)

40.0 %(8/20) 有显著差异(P <0.05); 输血率分别为50.0 %

(11/22) 80.0 %(16/20) 有显著性差异(P <0.05); 手术率

分别为4.5 %(1/22) 50.0 %(10/20) 有显著性差异(P  <0.05);

死亡率分别为0(0/22) 25.0 %(5/20) 有显著性差异(P <0.05).

结论:内镜下Histoacryl曲张静脉内注射比三腔两囊管填塞压

迫止血更快 疗效更好.

曾黎明,陈村龙,智发朝. 组织黏合剂Histoacryl 治疗胃静脉曲张活动性出血的

疗效. 世界华人消化杂志  2003;11(6):855-856

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/855.asp

0   引言

胃静脉曲张(GV)出血较食管静脉曲张出血更为凶险

而内镜下常用的治疗方法对GV出血的疗效不如食管静

脉曲张出血好.近年国内开始采用内镜下Histoacryl 曲张

静脉内注射治疗GV 出血 取得了较好疗效 但对其

疗效随机对照的研究报道不多. 我们对内镜下Histoacryl

曲张静脉内注射与三腔两囊管压迫对GV出血的疗效开

展了临床研究.

1   材料和方法

1.1材料  2000-04/2001-09我科经紧急胃镜检查确诊为

GV出血的患者42例 男32例 女10例; 年龄26-63岁.

所有患者均以呕血和/或黑便为主诉 其中肝炎后肝硬

化 37 例 原发性肝癌 5 例.

1.2 方法  以上患者随机分成两组 分别采用以下治疗:

(1)第一组22例 男17例 女5例; 年龄 30-63岁 平

均51.7岁. 彻底洗胃紧急胃镜确诊后当即用Histoacryl作

曲张静脉内注射 具体方法按中华消化内镜学会食管胃

底静脉曲张内镜下诊断治疗规范试行方案[1]操作. 注射后

内镜下观察出血停止即结束治疗 置入胃管以便观察止

血情况. (2)第二组20例 男15 例 女5例 年龄26-

58岁 平均49.3岁. 紧急胃镜确诊后即插入三腔两囊管

填塞压迫止血 止血后 24 h 放出胃囊空气 置管观

察 观察24 h无出血即拔管. 两组病例均联用施他宁

首剂用250 µg 静脉推注 然后以250 µg/h 持续静脉滴
注 72 h. 输血 补液 抑酸剂等其他治疗措施两组相

同.血红蛋白低于70 g/L为输血指征.治疗期间观察患者一

般情况 生命体征 呕血 胃管抽出液颜色等情况 记

录患者止血时间 止血率 再出血率 输血率 手术率

死亡率等. 疗效判定: (1)止血指标: 胃管抽出液清亮 无

血性液体 生命体征平稳 血红蛋白稳定. (2)急诊止

血率:治疗后72 h内止血为有效 72 h后仍未止血者为

无效.无效者行手术或TIPSS治疗 均作为手术率. (3)再

出血判定:治疗期间止血后7 d内又出现呕血 黑便 胃

管抽出血性液体 生命体征不稳定 经胃镜检查证实为

胃曲张静脉再出血者.再出血者均行手术或TIPSS治疗

计为手术率.

        统计学处理  两组间率的比较χ2检验; 两组间量的比
较采用 t检验.

2   结果

两组病例的止血时间 止血率 再出血率 输血率

手术率 死亡率见表1. Histoacry1治疗组患者的止血时间

较三腔两囊管治疗组短 止血率无明显差异 再出血率

输血率 手术率 死亡率均较对照组低. 可见Histoacry1治

疗组疗效明显高于三腔两囊管治疗组.

表1  两组患者治疗结果比较(%, sx ± )

项目 Histoacryl 治疗组 三腔两囊管治疗组

n       22 20

止血时间(h)  3.8 1.3a       13.6 8.7

止血率   22(100.0)           18(90.0)

再出血率        1(4.5)a                         8(40.0)

输血率     11(50.0)a                        16(80.0)

手术率        1(4.5)a                        10(50.0)

死亡率        0(0%)a             5(25.0)

aP <0.05, vs三腔两囊管治疗组.



856                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 6月 15日  第 11卷  第 6期

3   讨论

组织黏合剂Histoacry1(德国产)化名学N-丁基-2-氰丙

烯酸盐 是一种水样固化物 与血液接触数秒钟后即

产生聚合固化.经内镜注射入曲张静脉 可有效地闭塞

血管和控制曲张静脉出血.吴云林 et al 曾对10例食管或

胃静脉曲张出血三腔管压迫无效者 行紧急洗胃后注射

Histoacryl 均获成功止血 且无严重发症[2]. 本组治疗22

例 急诊止血率为100 %(22/22) 与国外文献[3]报道

相仿. 止血时间平均3.8 h 止血迅速 减少了失血量;

再出血率低4.5 %(1/22) 从而大大降低了手术率及死

亡率. 本组Histoacryl注射治疗后有3例患者诉胸骨后或

剑突下疼痛 但可耐受 无需特殊处理; 1例注射止血后

腹水较前明显增多 原因不明; 1例出现低热 2 d 后

消失; 由于Histoacryl快速固化 未发生类似硬化剂注射

治疗后针孔渗血不止现象.文献报道 Histoaryl 联用碘

化油注射后曾即时产生脑动脉卒中以及其他并发症[3]. 本

组治疗未出现类似的严重并发症 可能采用改良的 三

明治 法[2]及注意排除注射导管中的空气有助于减少栓

塞并发症.彻底洗胃并保持视野清晰 准确穿剌出血静

脉是治疗成功的关键. 操作者与助手的配合也很重要

这可以减少或避免并发症和不必要的器械损坏.

        本研究表明 内镜下Histoacryl注射治疗GV出血止

血迅速 急诊止血率高 再出血率低 疗效确切 安全

性高且患者耐受性好.目前认为 组织胶注射为胃底静脉

曲张活动性出血治疗的首选方法 而且是唯一可选择的

有效治疗方法[4]. 他以最小的创伤取得了明显的止血效

果 值得临床推广使用.

4     参考文献
1 中华消化内镜学会. 食管胃底静脉曲张内镜下诊断和治疗规范试
行方案. 中华消化内镜杂志  2000;17:198-199

2 吴云林,钟捷,孙蕴伟,马天乐,蒋伟. 组织黏合剂Histoacryl 治疗消化
道急性出血. 中华消化内镜杂志  1998;15:90-91

3 Yamamoto M, Suzuki H. Endoscopic treatment for esophago-
gastric varices current status in Japan. Hepato Gastroenterol
1997;44:637-648
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摘要

目的:通过观察肝病患者血清肿瘤坏死因子 变化来分析其

在肝脏损伤诊治应用中的临床意义

方法:采用ELISA法来检测肝病患者血清肿瘤坏死因子 水平.

结果:肝病患者血清TNF 水平上升 而以伴细菌感染的失

代偿期肝硬化患者上升最为显著.相关分析发现 血清TNF

上升与急性肝损伤(ALT AST AKP GGT)指标无明显

相关性 与免疫细胞激活和慢性炎症指标(PBMC活化

球蛋白 IgG IgA CIC)和肝纤维化(HA)及肝再生(AFP)正

相关 而与肝合成指标(白蛋白 前白蛋白 总胆固醇 甘油

三酯 载脂蛋白E)和血象(粒细胞 红细胞 血小板)和免疫

应激 /消耗指标(淋巴细胞CD4+CD28+ 2 球蛋白 β
球蛋白 补体C3)负相关.

结论:血清TNF 在肝病的诊治应用意义有限 主要反映受

内毒素等毒素刺激网状内皮系统致其激活的程度 不宜应用

于肝损伤程度和治疗效果的评定.

徐学刚,张美稀,董惠芳,杨协珍,金树根,陈建杰,王灵台. 肝病患者血清肿瘤坏死

因子 水平变化. 世界华人消化杂志  2003;11(6):856-858

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/856.asp

0   引言

肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor TNF )最早

认为是单核巨噬细胞产生的一炎性细胞因子 因与肿瘤

患者消瘦密切有关 以前曾被作为恶液质(cachexia)因子.

TNF 通过其胞膜受体TNF R 和TNF R 发挥

其生物学效应.既往大量临床和实验研究表明 肝炎等肝

脏疾病患者肝内有大量TNF 产生并参与肝损伤的病理发

生发展 与肝炎和肝硬化及肝癌发生发展密切相关[1-6]. 为

明确TNF 在不同类型肝脏疾病中的病理作用 为防治

与TNF 密切相关肝损伤的治疗策略的制订提供合适的

诊断和治疗效果评判用指标 我们采用ELISA法检测了

50例肝病患者外周血浆肿瘤坏死因子 水平 兹报告如

下并就其临床意义予以评价.
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1   材料和方法

1.1 材料  本院肝科门诊和住院肝病患者48 例 男 35

例 女13 例 年龄27-73(37 22)岁 其中急性肝炎

8例 慢性乙型肝炎活动期12例 慢性乙型肝炎静止 /

缓解期 11 例 肝炎后肝硬化活动期 11 例 恶性肿瘤

6例(原发性肝癌3例 胃肠肿瘤肝转移3例) ; 对照组8

例 男 5 例 女 3 例 年龄 25-54 (36 19 )岁 系

来院门诊体检并排除心 肝 肾等重大疾患的正常健

康人.

1.2 方法  (1)常规肝科检测项目:包括血常规 肝功能

免疫球蛋白 补体 血脂 透明质酸(HA)和 TNF

等 其中TNF 采用ELISA法 试剂盒采用博力公司

提供的(美国RNDSYSTEMS)进口分装试剂盒; (2)血液外周

血单个核细胞胞膜CDs 的流式细胞仪检测: 包括 CD4

(F ITC ) CD8 (F ITC ) CD28 (PE ) CD25 (F ITC )

CD45RA(FITC) CD45RO(FITC)单染法测定 采用美

国COULTER公司的流式细胞仪(EPICS-XL型)和专供荧

光标记小鼠抗人CDs 流式仪检测试剂(其中检测CD3

CD4 CD8 CD25 CD28 CD45RA CD45RO小鼠单

抗克隆号分别是UCHT1 13B8.2 B9.11 B1.49.9 CD28.8

ALB11 UCH1) 由专人进行外周血单个核细胞胞膜

CDs检测.

        统计学处理  数据采用微机全部输入SPSS数据库

计量资料齐性检验后进行方差分析和两两比较及相关性

分析.

2   结果

2.1肝病患者血清TNF 水平变化  见表1

表1  肝病患者血清TNF 水平变化( sx ± ,pg/ml)

急性肝炎 活动期慢乙肝 静止期慢乙肝 活动期肝硬化 原发性肝癌       对照组

TNF 9.7 5.66a 19.3 21.02a 12.2 1.15a 393.3 319.52 17.4 14.76a        6.2 3.21a

aP <0.01 vs活动期肝硬化,其中活动性肝硬化组中伴明显细菌感染者其血清TNF 均>500 pg/ml.

2.2 活动期肝硬化血清TNF 水平变化的特异性分析  见

表2.

表2  活动期肝硬化血清TNF 水平变化的特异性分析

组别与项目 活动期肝硬化特异性

血清TNF =>50 pg/ml 87.5 %

血清TNF =>100 pg/ml  100 %

2.3 与血清TNF 水平变化与正相关的有关指标  包括

球蛋白( -gobulin R =0.700 P <0.01) 淋巴细胞

CD4+(R=0.250 P <0.05) 单核细胞CD4+(R =0.490

P <0.01) 单核细胞CD8+ (R =0.534 P <0.01) 粒细

胞CD8+(R =0.443 P <0.02) 淋巴细胞CD45RA(R =0.247

P <0.05) 单核细胞CD45RA+(R =0.549 P <0.01) 单

核细胞CD45RO+(R =0.517 P <0.01) 粒细胞CD25+

(R =0.319 P <0.05) CD45Ra/CD45RO(R =0.251 P <0.05)

淋巴细胞(R =0.401 P <0.01) IgG(R =0.469 P <0.01)

IgA(R =0.441 P <0.01) CIC(R =0.407 P =0.05)

透明质酸(HA R =0.343 P <0.05) 甲胎蛋白(AFP

R =0.798 P <0.01)等.

2.4 与血清TNF 水平变化负相关的有关指标  包括白蛋白

(Albumin R =-0.574 P <0.01) 前白蛋白(PA R =-0.237

P <0.05) 2球蛋白( 2-gobulin R =-0.459 P <0.05)

β球蛋白(β-gobulin R =-0.341 P >0.05) 淋巴细胞
CD4+CD28+(R =-0.553 P <0.01) 粒细胞(G R =-0.385

P <0.01) 红细胞(RBC R =-0.655 P <0.01) 血小

板(PLT R=-0.651 P<0.01) 补体C3(C3 R=-0.451

P <0.01) 总胆固醇(T chol R =-0.356 P >0.05)

甘油三酯(TG R =-0.348 P >0.05) 载脂蛋白E(APOE

R=-0.544 P <0.01)等.

3   讨论

我们采用ELISA法检测血清TNF 发现肝病患者血

清TNF 水平上升 而以伴细菌感染的失代偿期肝硬化

患者上升最为显著. 相关分析发现 血清TNF 上升与

急性肝损伤(ALT AST AKP GGT)指标无明显相关性

与免疫细胞激活和慢性炎症指标(PBMC 活化 球蛋

白 IgG IgA CIC)和肝纤维化(HA)及肝再生(AFP)正相

关 而与肝合成指标(白蛋白 前白蛋白 总胆固醇 甘

油三酯 载脂蛋白E)和血象(粒细胞 红细胞 血小板)

和免疫应激 /消耗指标(淋巴细胞CD4+CD28+ 2 球

蛋白 β 球蛋白 补体 C3)负相关.
        既往大量研究结果表明 肝脏疾病时多伴有外周血

液中TNF 水平的升高 与肝脏炎症活动尤其内毒素血

症密切相关[7]. 虽然最近有研究发现T淋巴细胞如CD4+

和CD8+CTL及HBx蛋白诱导的肝细胞均亦产生TNF

我们的检测结果发现只有伴有细菌感染的失代偿期肝硬

化患者上升最为显著 说明内毒素刺激单核巨噬细胞致

TNF 大量释放入血是血清TNF 上升的主要原因[8,9].

         血清TNF 变化与急性肝损伤指标无明显相关性的

原因 我们认为与可溶性(soluble)TNF (sTNF )相比

膜型TNF (membrane-typeTNF mtTNF )或与TNF

家族成员中其他成分如FAS CD40-L TRAIL等与肝

损伤关系更密切[10] 此一现象在动物实验中免疫性肝

损伤的治疗干预中肝损伤改善时而血清TNF 不显改善

所证实[11] 而阻止mtTNF 向 sTNF 转化的金属蛋白
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酶抑制剂在有效降低血清TNF 水平同时却加重肝损伤[12]

更说明肝内mtTNF 增加才是肝损伤的主要原因 而

TNF 拮抗剂对急性移植物抗宿主病防治效果不如其对

慢性移植物抗宿主病的防治效果[13,14] TNF 对实验性

肿瘤的促进作用等现象均进一步表明TNF 在慢性组织

病变尤其是癌变过程中有促进作用[15-18] 更进一步证实

血清TNF 不是一个良好的反映肝损伤指标. 虽然阻抑

mtTNF 向 sTNF 转化的药物干预不利于肝损伤 但

阻抑mtTNF 表达的治疗方法能有效地防治重症肝衰竭

而降低其死亡率[19-21].

         血清TNF 与慢性炎症中的纤维化及再生等有关指标

的良好相关性 说明TNF 参与慢性炎症中纤维化和再生

事件过程 因而阻抑mtTNF 表达或TNFR表达(即拮抗TNF

效应)的药物如酞胺哌啶酮(沙利度胺 thalidomide) 糖皮

质激素(glucocorticoids) 己酮可可碱(pentoxifylline

PTX) 秋水仙碱(colchicine) β受体阻滞剂(β receptor
blocker) 山莨菪碱(654-2) 腺苷(adenosine)及各种天

然和合成抗氧化剂(antioxidants)等均有助于肝脏等慢性组

织病变如肝纤维化 门脉高压 肝硬化 肝癌的防治 目

前已有大量实验研究证实阻抑TNF 表达或拮抗TNF

效应能有效防治肝纤维化和门脉高压及肝癌[21-24] 而免

疫治疗肝纤维化病变致血清TNF 升高 再次说明血清

TNF 不是一个良好的反映肝损伤指标[25]. 因此我们认为

血清TNF 在肝病的诊治应用意义有限 主要反映网状

内皮系统受内毒素(及外毒素 )等刺激 用于肝损伤程

度和治疗效果的评定似欠妥当.
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摘要

目的:调查有关应用尼美舒利引起肝脏损害的病例报道 促

进尼美舒利的合理用药.

方法:通过 中国生物医学文献数据库 及 美国国立医

学图书馆网站  (Pub Med)检索尼美舒利引起肝脏损害的病

例报道并进行分析整理.

结果:全球共有14例与应用尼美舒利有关的引起严重的肝损

害病例报道 其中女12例(85.71 %) 男 2例(14.29 %) ;

13 例出现黄疸(92.86 %) 6 例死亡(42.86 %); 2 例有后遗

症(14.29 %) 不合理用药3例(21.43 %). 因果关系评估:肯

定 3 例 很可能 7 例 可能 3 例 可疑 1 例.

结论:尼美舒利有极高的致严重肝损害用药风险 建议应用

尼美舒利应遵循下列原则: (1)肝脏损害患者禁用尼美舒利.

(2)避免与有肝损害的药物联合应用. (3)长期应用尼美舒利的

患者应定期检查肝功指标 必要时应及时停止使用.
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0   引言

尼美舒利是1985年在意大利上市的新一代的非甾体抗

炎镇痛药物[1] 选择性地抑制环氧化酶-2(COX-2) 抑

制炎症过程所有递质 抑制组胺的释放 临床上用于风

湿痛 外伤痛 癌症疼痛等. 尼美舒利因消化道副作用

比较小而被临床广泛接受. 近年来全球已有多起与应用

尼美舒利有关的重度肝脏损害的报道 本文拟对全球

因应用尼美舒利有关而造成肝损害的文献报道进行前

瞻性调查 并对合理性用药进行初步评价.

1   材料和方法

1.1 材料  检索1996/2002 中国生物医学文献数据库

及 美国国立医学图书馆网站  (MEDLINE/PubMed)有

关尼美舒利引起肝脏损害的文献. 调查的文献来自以下

几个国家:  西班牙 爱尔兰 土耳其 中国 比利

时 瑞士 美国等.

1.2 方法  建立表格 按照统一的调查内容对尼美舒利

引起肝损害的报道逐项进行登记 包括患者年龄 性

别 原患疾病 用药剂量 给药途径 服药天数 用药

原因 合并用药 治疗结果 临床诊断 肝损害程度

转归等. 因果关系评估方法: 药物不良反应因果关系评价按

我国卫生部药物不良反应监测中心颁布的标准分为肯定

很可能 可能及可疑4级标准及Van Steenbergen et al [2]采

用的法国国际会议上达成共识的评分标准: 即药物不良

反应因果关系评分结果: >8 分为肯定 6-8分为很可

能 3-5分为可能 <3分为可疑. 不良反应转归按其治

疗的进程及结局分治愈 好转 有后遗症和因药物不良

反应死亡4项.

2   结果

2.1 一般情况  患者年龄22-81 岁 平均年龄57.7 岁

女 12 例(85.71 %) 男 2 例(14.29 %) 用药剂量分别

为 100 mg/d 200 mg/d 全部为口服给药 用药天

数最少有1 d(200 mg/d) 最多229 d 平均用药60.2 d.

用药原因包括: 慢性腰痛 2 例 慢性关节炎 2 例 膝

关节炎2例 类风湿性关节炎1例 关节痛2例 胶

原病 1 例 胰腺癌 1 例 手外伤 1 例 变形性骨炎

1 例 未注明用药原因 1 例. 所有患者否认曾患有肝

炎 输血 酗酒 吸毒 吸烟 药物过敏等 [ 2 - 7 ] .

2.2 合并用药情况  14例肝损害病例的报道中三例合并

用药情况分别如下:病例 [3] : 22 岁女性 因右手指骨

外伤恢复期伤口感染服用尼美舒利200 mg/d 合并应

用洛美沙星(200 mg/d)和三七总苷(150 mg/d). 病例 [4] :

58岁女性 因患慢性腰痛服用尼美舒利200 mg/d 合

并应用妊马雌酮(conjugated oestrogens). 病例 [5] : 57岁

女性 因患慢性腰痛服用尼美舒利100 mg/d 合并应用

兰索拉唑(20 mg/d)和奥沙西泮(每晚15 mg). 上述 例中

例被诊断为: 尼美舒利致暴发性肝衰竭并死亡 例

被诊断为药物性肝炎并有后遗症.

2.3 肝损害出现的时间 临床表现 临床诊断  14 例

服用尼美舒利后出现肝损害患者的临床症状都发生在

用药1 wk 以后[2-7] 主要临床症状依出现先后顺序包

括: 皮疹 恶心 呕吐 皮肤黄染.生化指标显示: 肝功

异常 AST ALT 持续增高等. 影像学检查结果有:胆

囊壁增厚 胆汁淤积 肝脏表面不规则. 组织学检查结

果有: 肝细胞坏死 外周小动脉桥坏死等. 无心血管疾病

呼吸系统疾病的临床表现. 临床诊断分别为:急性肝炎[2]

药物性肝炎[3 ] 暴发性肝衰竭[4 ] 重症肝损害 [5 ] 重

症肝炎[6] 急性胆汁淤积型肝炎[7]等.
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2.4 因果关系评估及转归[2,3,5]  肯定 3例 很可能7例

可能3例 可疑1例. 其中 6例死亡(42.86 %) 2 例有

后遗症(14.29 %) 6例恢复正常(42.86 %). 不合理用药

3例(21.43 %).

3    讨论

非甾体类抗炎药物系指化学结构中不含有甾体母核的

一类具有解热镇痛抗炎作用的药物 解热作用通过抑

制环氧合酶从而抑制PGE大量释放 纠正发热状态时

热敏神经元感受温热的域值上调 使体温调节中枢调

定点恢复正常值达到降温; 镇痛作用是通过抑制PG的

合成 阻断PG的致痛作用及增敏作用而镇痛. 这一类

药物包括有: 水杨酸类 苯胺类 砒唑酮类 吲哚美

辛和硫茚酸 灭酸类 丙酸类 昔康类等 [ 8 ] 由于

消化系统及肝损害(每年 5/10 万) [7]等方面副作用比较

大 限制了他们的使用.

       尼美舒利化学名4-硝基-2-苯氧基甲磺酰苯胺

选择性抑制环氧合酶-2 其突出的优点是较少的消化

系统不良反应 肝损害发生率很低 约 1/100 万[9 ]

因而被广泛地应用于炎症性疼痛的治疗.

         然而本次关于尼美舒利引起肝脏损害病例报告调

查的结果显示: 应用尼美舒利可能会引起严重的肝损害.

调研结果显示有以下三个特点: (1)女性为多数(85.71 %).

(2)肝损害严重(40 %死亡). (3) 21.43 %与合并应用有潜

在的肝损害药物有关.

       尼美舒利引起肝损害作用机制目前不清楚 推测

可能是非特异性反应 药物代谢动力学参数及分子结

构因素的影响[2,3,6,7] ; 人们正在探索尼美舒利引起肝损害

的分子作用机制[9,10]. Mingatto et al [11]初步证明:尼美舒利

可导致离体大鼠肝细胞损害 这种作用可能基于线粒

体失偶联使ATP产生减少[11].

        虽然尼美舒利造成的肝损害发生率很低 但由于

其危害的程度十分严重 已造成了药源性疾病[2-7] 西

班牙的药物警戒系统已经向医生发出警告: 医生应该警

惕尼美舒利引起药物性肝炎的可能性 一旦有可疑问

题要及时停药[12]. 2002-05 西班牙 土耳其 爱尔

兰已将该药物由市场撤出[13].

        近年来药物性肝炎的报道逐渐增加 据统计 至

少有1 000多种药物可引起药物性肝炎[14] 引起药物性

肝炎的因素很多 其中有药物本身因素 个体差异 疾

病本身 药物相互作用 药物代谢动力学参数 合理用

药 食物因素等. 有些药物致药物性肝炎可以达到50 %.

及时发现并报道药物性肝炎对促进合理用药 保证药

品安全有效 减少药源性疾病的发生意义重大.

        我国对尼美舒利药物不良反应报道较少 可能有

以下几个原因: (1)没有. (2)不重视. (3)发现与药物有关的

肝损害 由于药物应用较多 不好下结论. (4)许多医

院没有ADR监测专职人员. (5)从事ADR监测工作的专

业人员的水平. 笔者建议对尼美舒利的不良反应做大样

本前瞻性的临床观察 指导合理用药.

        我国ADR报告制度启动比较发达国家晚30 a 至

今只有14 a的工作经验 临床对ADR报告重视不够 个

别医疗单位在评职称过程中忽视或歧视ADR个案报道

误导医务人员追逐名利 急功近利 使许多医务人员放

弃报道ADR个案报道 因此失去很多宝贵的临床资料.

         本次调查结果提示应用尼美舒利确实存在潜在的严

重肝损害的风险 相信这个数字还会增加. 建议应用尼

美舒利应遵循下列原则: (1)肝脏损害患者禁用尼美舒利.

(2)应用尼美舒利应避免与有潜在肝损害的药物联合应

用. (3)长期应用尼美舒利的患者应定期检查肝功指标

必要时应及时停止使用.
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摘要

目的:研究脾脏体积 脾静脉血流以及外周血血细胞计数与

不同肝功能分级的相关性 从而揭示他们在门静脉高压症

临床分期中的意义.

方法: 彩色多普勒超声测定40例肝硬化门静脉高压症患者

脾脏体积 脾静脉及门静脉血流速度和血管内径 并进

行外周血细胞计数和Child分级 研究各项指标之间的相

关性和不同肝功能分级之间的差异.

结果:脾静脉内径 脾静脉血流速度 门静脉血流速度和

外周血WBC计数在Child分级三组间的差异有显著性 而

门静脉内径 外周血RBC PLT计数在三组之间的差异均

无显著性. 脾静脉内径和脾静脉血流速度呈负相关(r =-0.43)

与门静脉流速也呈负相关(r =-0.330). WBC与脾静脉流速呈

正相关(r =0.353)  与门静脉血流速度呈正相关(r =0.393).

脾脏体积与HB呈负相关(r =-0.620) 与 PLT呈负相关

(r =-0.8.34). PLT与HB呈正相关(r =0.583).

结论:Child分级与反映脾功能亢进程度的指标外周血细胞

计数无明显相关; 门静脉高压症的分期应该参照肝功能和脾

功能两方面.

王秀艳,游晓功,施宝民,穆庆岭,吴泰璜. 脾脏体积 脾静脉血流及血细胞计数

在门静脉高压症分期中的意义. 世界华人消化杂志  2003;11(6):861-862
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0   引言

随着肝脏纤维化的不断加剧 最终导致门静脉高压症

和肝功能失代偿. 其中一个重要的病理生理学变化就是

脾脏肿大伴脾功能亢进 在一定程度上影响着该病的

进展和预后[1,2]. 研究脾脏体积 脾静脉血流及血细胞计

数与门静脉血流动力学指标在不同肝功能分级的相关

性 从而可以确立脾脏的有关改变在判断门静脉高压

症病程进展和分期中的重要作用.

1   材料和方法

1.1 材料  丹麦产BK3535 彩色多普勒超声诊断仪 频

率3.5 HZ. 实验组为经过临床和病理证实的肝炎后肝硬

变门静脉高压症患者40名(1997-7/1999-12 期间共收

集 47 例 符合条件者 40 例) 男 31 例 女 9 例. 平

均年龄45岁(18-65岁). 对照组为同期获得的健康查体

者 20 例 均无肝 心 肾病史 肝功能正常. 两组

之间性别年龄无显著性差异. Child分级采用改良Child-

Pugh分级法.

1.2 方法  患者禁饮食8 h 平卧位 安静呼吸. 规定

条件下 同一人操作 测定前均不知患者肝功能分级情

况. 取样位置在门静脉主干距离门静脉左右分支处1-2 cm

脾静脉位于脾门处2 cm. 取样容积以接近血管内径为

佳 声束与血流方向的夹角控制在60. 以内. 每个取样

位置反复测定至出现静脉的典型多普勒频谱为止 此

时屏气 取一个心动周期 测定平均血流速度. 结果

计算: 血流量=平均血流速度 血管截面积. 观察指标:

平均血流速度 血管内径 血流量. 脾门处测定脾脏

最大长径 横径及厚度 三者的乘积再乘以 0.6 作

为脾脏体积的估计值. 研究脾脏体积 脾静脉内径和流

速 血细胞计数 门静脉血流速度 门静脉内径在

不同肝功能Child-Pugh 分级之间的差异和各指标之间

的相关程度.

        统计学方法  采用SPSS10.0统计软件包 单因素方

差分析及相关分析 计算各测量值之间的差异. P <0.05

为差异有显著性.

2   结果

不同Child 分级间 只有脾静脉内径 脾静脉血流速

度 门静脉血流速度和外周血WBC计数在三组间的差

异有显著性 随着Child分级的加深 脾静脉内径逐渐

加大 脾静脉血流速度 门静脉血流速度以及外周血

WBC计数逐渐变小 而门静脉内径 外周血RBC PLT

计数在三组之间的差异均无显著性(表1). 脾静脉内径和

表1  不同Child 分级间各指标单因素方差分析结果

指标 F 值 P 值

脾静脉内径 4.832 0.014

脾静脉流速度 4.873 0.013

脾脏体积 4.136 0.024

门静脉内径 0.656 0.525

门静脉流速度            16.193            <0.001

WBC 5.286 0.010

HB 1.746 0.189

PLT 1.935 0.159
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脾静脉血流速度呈负相关 r =-0.43 P <0.01. 脾静脉

内径与门静脉流速也呈负相关 r  =-0.330 P <0.05. 脾

脏体积与门静脉内径呈负相关 r =0.081 P =0.618

无统计学意义. 脾静脉流速与WBC呈正相关 r =0.353

P <0.05. 门静脉血流速度与WBC呈正相关 r =0.393

P <0.05. 脾脏体积与HB呈负相关 r =-0.620 P <0.001.

脾脏体积与PLT呈负相关 r =-0.834 P <0.001. PLT与

HB呈正相关 r =0.583 P <0.0001.

3   讨论

肝硬化门静脉高压症的门静脉血流动力学改变已经得

到较为系统研究 彩色多普勒超声业已成为判断其病

程和评价其疗效的最常用方法. 不同Child 分级和不同

手术处理后门静脉系的血流速度和血流量的改变 已

经基本上达成了共识. 但是关于脾脏体积 外周血细胞

计数 脾静脉及门静脉血流速度和流量在不同Child分

级改变的研究不多 他们之间的相关程度也未得到较

详尽阐明.

3.1 Child分级与脾功能亢进分级  脾肿大是肝硬化门静

脉高压症的重要特征之一 发生率大约在6-92 %之间[2].

脾肿大致使脾功能亢进的主要后果就是血细胞单系或

三系的减少 伴或不伴有骨髓的增生活跃. 这与脾脏血

池增大 滤血作用加强以及许多的体液因子改变有关[3].

本组资料证实 门静脉高压时 脾脏体积与外周血

HB PLT 呈负相关 脾脏体积越大 外周血HB 和

PLT越少 说明脾脏体积是判断脾功能亢进的重要指

标之一. 但是外周血WBC却与之无相关性 与以往的

研究结果不符[3] 可能与病例选择的不同有关.

        本研究同时证实 尽管脾脏体积在不同Child分级

下的差异具有显著性 却与门静脉和脾静脉内径 门静

脉和脾静脉血流速度无明显相关性 表明门静脉高压

症时脾脏体积增大的原因不单纯与门静脉系的血流动

力学改变有关 很可能与机体网状内皮系统的增生 脾

脏的纤维化等原因更有关系[4]. Piscaglia比较了124例肝

硬化脾肿大和39例血液病引起的脾肿大 结果证明

脾动脉阻力指数和门静脉血流速度两组之间有显著性

差异. 门静脉高压症患者脾动脉阻力指数增高 而门静

脉血流速度则降低[5]. Bolognesi 报道 肝硬变患者在进

行肝移植术后门静脉血流量立即得到增加 2 a后恢复

正常 而脾肿大随访到4 a一直存在 与门静脉血流

量具有相关性[6]. 通过肝脏活检对其进行纤维化程度分

级 可以分成4级 许洪伟 et al [7]发现肝脏纤维化程

度越高 脾脏体积越大 外周血三系均减少. 同时证明

了脾功能亢进的程度可以由脾脏体积 外周血细胞的

变化来反映.

       另一方面 目前最常用的判断门静脉高压症进程

的Child 分级系统 并不能完全反映其特征之一. 脾功

能亢进的程度. 所以评价门静脉高压症的临床分期 单

纯靠Child系统是不够的. 我国1984年曾提出自己的肝

功能分期标准 但并不是指门静脉高压症本身的分期

所以也未纳入脾功能亢进的指标[8].

       本组结果还显示 在不同Child 分级状态下 门

静脉内径 外周血RBC PLT计数在三组之间的差异

均无显著性. 表明门静脉内径在肝脏纤维化 肝功能下

降的进程中 不存在特征性的变化 不能作为其临床分

期的依据之一. 与其他研究结果一致[5]. 反映脾功能亢进

程度的外周血HB PLT在不同Child 分级中的差异无

显著性 再一次证明Child分级与脾功能亢进的程度无

明显相关性.

3.2 门静脉高压症的临床分期  门静脉高压症涉及到全

身血流动力学和多个脏器功能的改变 对其进行较为

准确而又全面的临床分期是比较困难的. 传统上依据

Warren 分期法 采取不同方法测定全肝血流量 肝

动脉血流量和门静脉血流量 对门静脉高压症进行血

流动力学分期 但也没有考虑脾功能亢进的情况. 实际

上 门静脉高压症患者脾脏会发生许多血管组织学 生

理学 免疫学等方面的改变 脾肿大不仅是门静脉高压

作用的结果 同时也是重要的促进因素[6]. 而且 门静

脉高压症手术治疗的主要目的是降低门静脉压力 防

治食管静脉曲张破裂大出血和纠正脾肿大 脾功能亢

进 因此 如果更准确地对其进行临床分期 应当照顾

到肝功能和脾功能两个方面. 而反映脾功能亢进程度的

脾脏体积和外周血细胞计数 也应当成为门静脉高压

症临床分期中所参照的重要指标.
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摘要

目的:比较10例 型糖尿病患者和6名健康成年人的肠内菌群.

方法:分析检测志愿者粪便中菌群 腐败物质 生化指

标 pH值和含水率等相关数据.

结果:糖尿病患者肠内居统治地位的是非有益菌 肠内有益

菌显著减少 有害菌比例升高 腐败物质明显高于健康成

年人 患者粪便的含水率和pH值都偏低.

结论:糖尿病患者肠道菌群紊乱 易发生便秘 免疫力低下.

孙艳,刘波,赵静玫,王海岩,徐和利,李雪驼. 大连地区糖尿病患者与健康成年人

肠内菌群的比较. 世界华人消化杂志  2003;11(6):863-865
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0   引言

糖尿病在国内乃至世界发病率均较高 至今还没有根

治的方法. 但随着研究的深化 普遍认为糖尿病并非单

一疾病 而是一组临床综合征群. 因此从各个方面研究

糖尿病 糖尿病与心血管 肾脏 神经系统等疾病目前

都成为热点. 糖尿病是一种营养代谢性疾病 其代谢特

点是分解代谢大于合成代谢.

          作为宿主肠内的正常微生物优势菌群成员的有益菌

(乳杆菌和双歧杆菌等) 直接参与机体生物防御屏障

的构成 并可以调整菌群失调 使宿主恢复生态平衡

起到生物拮抗作用. 同时 肠内微生物群也包括致病性

类型菌(即有害菌 包括韦氏梭菌 葡萄球菌 变形

杆菌等) 可引起宿主发病 会引起毒素增加和自身

感染(包括皮肤 黏膜 脏器及血行感染). 还存在中间

性类型细菌(大肠杆菌 链球菌和韦荣球菌) 具有潜

在的有害性 可导致腐败物质 致癌物和毒素的增加

会带来各种不良影响 促使宿主各器官功能退化.

        肠内菌群对各种物质的代谢也是分解代谢 与糖

尿病的代谢特征相似 二者必然会相互影响. 然而目前

我国在糖尿病患者肠内菌群的变化 肠内菌群和糖尿

病各阶段的相互关系等领域还未有人涉及. 我们在此做

了相关的调查和研究 希望能够对糖尿病和微生态领

域的研究都有所促进.

1   材料和方法

1.1 材料  BL培养基 EG培养基 CW培养基 DHL

培养基 PDA 培养基 购自日本制药株式会社 TS

培养基(BBL). 试验观察对象: (1)实验组: 年龄40-50岁

体重70-80 kg 病史 2 a左右 血糖7-14 mmol/L的

型糖尿病患者 共10例. (2)对照组: 年龄介于40-50岁

体重70-80 kg 的健康成年人 共6例.

1.2 方法

1.2.1 样本采集  在患者清晨排便后取新鲜粪便100 g装

入洁净小瓶 冷藏保存 送实验室 5 h内进行分离培

养. 共采集样品4次.

         在第一次采集患者粪便样品同时采集患者血液和尿

液等样品 用仪器进行鉴定.

1.2.2 肠内菌群的测定方法  (1)稀释方法: 称取新鲜粪便

1 g 加入到 9 mL 无菌生理盐水中 旋涡震荡 然

后递倍稀释至10-7 取0.5 mL稀释液滴入干燥的平板

中 采用涂布法进行培养. (2)培养: TS培养基进行需氧

培养 BL培养基进行厌氧培养 具体培养方法见本实

验室相关文章[1]. (3)菌形鉴定: 根据不同的菌落特征 做

菌落计数 进行统计. 镜检观察与特征培养基确定细菌

种类.

1.2.3 测定新鲜粪便的pH值和水分 见文献[1-4]

1.2.4 粪便中腐败物质的测定  (1)患者粪便中氨含量的

测定: 将患者粪便准确称取 加入一定比例的100 g/L

NaCl(pH2.5)的酸性溶液 迅速振摇 离心(4 000 rpm)后

过滤 浸提液中加入相应的柠檬酸钠溶液 苯酚溶液

次氯酸钠溶液 混匀. 放置稳定后 在640 nm处测定吸

光值 计算样品浓度. (2)患者粪便中硫化物的测定: 将患

者粪便准确称取 加入一定比例的纯水 0.22 g/mL乙酸

锌溶液及1 mol/L NaOH溶液 摇床振摇 当有沉淀物

凝聚下沉后 过滤 并用纯水洗涤滤纸和沉淀物 加碘

溶液和浓HCl. 在暗处放置10 min后 用硫代硫酸钠滴

定过量的碘 计算硫化物的浓度.

2   结果

2.1 糖尿病患者与健康成年人肠内菌群的比较  10例实

验观察对象 肠内菌群特征比较一致. 糖尿病患者肠道

内的总菌数(9.34±0.37)较正常健康人(10.21±0.56)显著降
低 其中占健康成年人60 %的拟杆菌下降到15 %左

右 致使其他类型的菌所占比例上升. 糖尿病患者的肠

内菌群中占优势的是大肠杆菌等有害或潜在有害的细

菌. 糖尿病患者肠道内双歧杆菌和酵母菌等有益菌的绝

对数量比健康人肠道内的绝对数量要显著性减少. 糖尿
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病患者肠道内大肠杆菌和链球菌等无益的常住菌的数量

基本与健康成年人持平 在肠道内处于优势地位(表1).

表1  大连地区糖尿病患者与健康成年人肠道菌群的数量对比

   菌数的对数值
细菌种类

糖尿病患者 健康成年人

Total Bacteria 9.34±0.37a 10.21±5.56

Bifidobacteria 8.26±0.64   9.01±0.13

     (80)b       (100)

Bacteroidaceae 8.51±0.80 10.01±0.11

    (100)       (100)

Lactobacilli 6.97±0.15   5.45±1.12

    (60)       (80)

Peptococcaeae     8.64   9.78±2.31

    (20)       (80)

Clostridia lecithinase positive 7.77±0.97   6.45±2.21

    (100)       (80)

Clostridia lecithinase negative 8.41±0.70   8.78±1.42

     (60)       (100)

Enterobacteriaceae 8.83±0.88   8.89±1.14

     (100)       (100)

Streptococci 8.38±0.87   8.87±0.27

     (100)        (80)

Bacillus 8.02±0.49   5.42±3.59

     (60)        (20)

Yeast      2.15   4.24±0.12

     (20)        (30)

a: 每克粪便中含有菌数的对数平均值 ±标准偏差(log10(CFU/g)±s).
b: 检出率(%)

2.2 糖尿病患者与健康成年人的粪便pH值和含水率的

比较  糖尿病患者粪便的pH值为6.00±0.50 与健康人
有显著性差异. 糖尿病患者的粪便的含水率也比健康成

年人显著降低(表2).

2.3  糖尿病患者与健康成年人的肠内腐败物质的比较  糖

尿病患者粪便中典型的腐败物质硫化物和氨均较健康

成年人为高 存在差异显著(表2).

表2  糖尿病患者与健康成年人肠道内pH 水分 氨和硫化物的比

较( sx ± )

分析项目 糖尿病患者 健康成年人

PH     6.00±0.50    6.40±0.40

水分%   75.48±9.72  79.28±5.40

硫化物( g/g)   11.46±2.07    8.03±1.28

氨( g/g) 459.00±39.52 348.21±40.40

2.4 糖尿病患者的生化指标及其与肠内细菌数量的相关

性  生化指标中(表3)与其肠道内菌群的相关性较大的为

尿糖与乳杆菌的相关系数为-0.93 血沉与双歧杆菌

的相关系数为-0.97. 而乳杆菌与各项生化指标的相关性

均较大. 其他指标之间的相关性均为0.8以下 即基本

无直接相关意义 暂时不在我们的探讨范围内 但仍

是需要进一步探索的问题.

表3  10例糖尿病患者的生化指标( sx ± )

生化指标    数值 生化指标      数值

K(mmol/L) 4.20±0.26 Na(mmol/L) 143.30±3.89

Cl(mmol/L)          101.50±2.51 Ca(mmol/L)    2.35±0.07

P(mmol/L) 1.31±0.13 BUN(mmol/L)    5.24±0.11

Cr(mmol/L)            93.78±6.15 UA(mmol/L)    0.27±0.04

Tch(mmol/L) 4.97±1.08 TG(mmol/L)    1.99±0.64

HDL-C(g/L) 0.52±0.08 Glu(mmol/L)    8.86±3.11

全血黏度值1(mPas) 4.90±0.26 全血黏度值    5.44±0.30
2(mPas)

全血黏度值3(mPas) 6.82±0.40 全血黏度值  10.20±0.68
4(mPas)

血浆黏度值(mPas) 1.58±0.11 ESR血沉(mm/h)    5.30±3.86

红细胞压积(1/l) 0.50±0.03 纤维蛋白原(g/l)    2.78±0.19

NIT 均为 - 血液pH    5.35±0.41

Glu(mg/dl) - - +3   PRO(mg/dL)     多为 -

BLD(mg/dl) 均为 - KET(mg/dL)   多为 -

BIL(mg/dl) 均为 - URO(mg/dL)   均为 +-

年龄 40-50岁 病史     1-2 a

体重(kg)            75.89±6.64 血压(低压)     80-100

(mmHg)

血压(高压)(mmHg) 120-135 备注   10例中有

   2例吸烟

3   讨论

上述数据显示 糖尿病患者肠道内的总菌数明显少于

正常健康人 各种菌所占比例也存在很大的差别 主

要原因可能是患者长期服用各种药物 对肠道内正常

菌群造成破坏. 肠道菌群的紊乱会对患者正常的消化代

谢 营养吸收产生关键性的影响 不利于患者的正常

生活和疾病的改善.

          糖尿病患者的双歧杆菌等菌的绝对值比健康成年人

显著降低. 乳杆菌和双歧杆菌都是典型的有益菌 又都

对糖尿病患者的生化指标所反映的病情有反相关作用.

说明肠道内的有益菌是和糖尿病患者的病情密切相关

的 无论从治标还是治本的角度都应该重视他们的存

在与活动.

       糖尿病患者的腐败梭菌等有害菌占总菌数比例过高

相应地肠内腐败物质和毒素亦显著增加 这造成了患者

的代谢负担过重. 有害菌数量超出正常水平还会引起自身

感染(包括皮肤 黏膜 脏器及血行的感染); 感染是糖尿病

的发病因之一 也是糖尿病的伴随症 如果能够降低有

害菌的数量 对糖尿病患者的病情和正常生活都有益处.



        糖尿病患者的粪便酸度很高 是体液酸度较高的直

接反映 说明患者免疫力低下; 患者的粪便中含水率过

低 易导致便秘. 这些都是肠道内正常菌群紊乱的表现.

        尿糖与乳杆菌的数量基本成反相关 血沉与双歧

杆菌也为反相关 证明了乳杆菌 双歧杆菌等有益菌对

促进营养吸收的益处 乳杆菌等微生物的活动会增加

血液中糖的利用; 有益菌增加 则有害菌相应减少 对

感染和炎症都有抑制作用.

       因此 糖尿病患者应该在使用降糖药物的同时 通

过调整肠内菌群来巩固和提高疗效 增强免疫力. 建议

摄入一些功能性乳制品 海洋食品等改善和恢复肠道

内的正常微生物群. 他们可以增加代谢 排出毒素

促进营养吸收 对于糖尿病的营养代谢失衡有潜在的

益处.
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摘要

目的: 研究各种影像学检查对肝门部胆管癌进展范围评价的

临床价值.

方法: 对150例(79例手术治疗)肝门部胆管癌进行各种影像

学检查 观察肿瘤的浸润范围 肝转移和血管侵袭的诊断

符合率.

结果: 综合各种影像学检查对肝门部淋巴结 肝脏转移

门静脉侵袭 肝动脉侵袭的诊断符合率分别为84 % 70 %

90 % 47 % 对其分型诊断符合率为100 %.

结论: 综合各种影像学检查 能够很好地评价肝门部胆管

癌的进展范围 从而指导临床医师采用手术或非手术引流

治疗.

张国梁,韦斌,朱春兰,任旭. 影像学检查对肝门部胆管癌进展范围评价的临床

价值. 世界华人消化杂志  2003;11(6):865-867
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0   引言

肝门部胆管癌约占肝外胆道肿瘤的58-75 % 患者就诊

时往往已出现严重的梗阻性黄疸 有时还合并严重的胆管

炎 病情较重 预后极差 手术切除率极低. 因此 通

过影像学检查 对肝门部胆管癌进展范围进行评估 是

对其治疗的关键 从而决定手术或非手术引流治疗.

1   材料和方法

1.1 材料  全组 150例患者中男89例 女61例 年龄

35-89 岁 平均 56.1 岁 患者均有不同程度的黄疸

部分患者尚有发烧 腹痛 恶心 呕吐 消瘦等症

状. 全部患者均行超声(电脑彩超仪) 螺旋 CT 和(或)

MRI 经内镜逆行胰胆管造影(ERCP)和(或)经皮肝胆管

造影术(PTC)影像学检查 结合临床表现(部分经手术或

胆管刷检病理证实)诊断为肝门部胆管癌.

1.2 方法  所有患者均行超声(电脑彩超仪) 螺旋CT和

(或)MRI ERCP和(或)PTC 部分患者行三维螺旋CT血

管造影(CTA)检查.ERCP检查时 对于肝门部胆管狭窄

中断者 首先将引导导丝越过狭窄中断部位 再将

ERCP造影导管沿导丝越过狭窄中断部位 送至肝内胆

管造影. 本组患者导丝均能越过狭窄中断部位. ERCP未

成功者 也可选择MRCP. PTC适应证: 左右肝管离断者;

ERCP未成功或胆管显影不佳者; 胃十二指肠部位手术

或行胆道分流术 其正常逆行插管途径打断者. 通过各

种影像学检查 对肝门部胆管癌进行分型和进展范围评

价(肝门部淋巴结 肝转移 血管侵袭等). 肝门部胆管癌

分型: 按 Bismuth 所建议的分型方法[1] 判断胆管受累

范围 型: 肿瘤位于肝总管 但未侵犯分叉部及左

右肝管; 型: 肿瘤自肝总管侵犯左 右肝管分叉部; 

型: 肿瘤自肝总管侵犯单侧一级肝管分支( a型: 侵犯右

肝管; b型: 侵犯左肝管); 型: 肿瘤同时侵犯肝总管

和左右肝管.
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2   结果

2.1 影像分型  I 型 20 例 型 28 例 型 46 例(其

中 a 19 例 b 27 例) 型 56 例 77 例行 PTC.

造影表现为肝内胆管扩张 胆管呈线样 不规则狭

窄 不规则阻塞 中断 充盈缺损及受压移位.超声 CT

和(或)MRI 均显示不同程度肝内胆管扩张 除分型外

且可对肝门淋巴结 肝内转移 血管侵袭进行评价. 79例

手术患者影像学分型与术中分型完全相符 符合率达

100 %. 79例手术患者影像学检查评价肿瘤进展范围与术

中符合情况见表 1 2 3 .

表1  超声对肝门部胆管癌进展范围评价(79例)

        超声观察        手术结果           符合率

肝门肿块 71 79 89 %

肝门部淋巴结 13 32 41 %

肝脏转移   8 20 40 %

门静脉侵袭 26 31 81 %

肝动脉侵袭   6 19 31 %

表2  CT和(或)MRI 对肝门部胆管癌进展范围评价(79例)

               CT和(或)MRI    手术结果     符合率

肝门肿块 68 79 86 %

肝门部转移 24 32 75 %

肝脏转移 13 20 65 %

门静脉侵袭 27 31 87 %

肝动脉侵袭   7 19 37 %

表3  综合各种影像学检查对肝门部胆管癌进展范围评价(79 例)

     影像学检查          手术结果               符合率

肝门肿块 79 79             100 %

肝门部淋巴结 27 32  84 %

肝脏转移 14 20  70 %

门静脉侵袭 28 31  90 %

肝动脉侵袭   9 19  47 %

2.2 治疗  血管侵袭常是肝门部胆管癌不能切除的主要原

因 a 型手术切除率极低 型基本失去手术切除机

会. 手术选择: 型 型 b型无肝转移及血管侵袭

或虽然有肝转移及血管侵袭 但相对年轻 全身状态尚

可 无严重凝血机制障碍 心肺 肝肾功能尚好; a

型和 型无肝转移及血管侵袭 且相对年轻 全身状

态尚可 心肺 肝肾功能尚好 凝血机制尚可. 术前

预测肿瘤近端上方胆管至其二级分支长度大于1.0 cm. 本

组 150 例中79 例行手术治疗 其中根治性切除44例

占 56 % 姑息性切除25例 占 32 % 非切除 10例

占12 % 行胆肠吻合或内外引流. 非手术引流治疗选择:

型 型 b 型有肝转移和血管侵袭且高龄 全

身状态差 严重凝血机制障碍 心肺功能差; a 型和

型伴肝转移及血管侵袭; 各型虽无肝转移和血管侵袭

但高龄 全身状态差 凝血机制差 心肺功能差 难以

耐受手术. 非手术引流治疗包括: 内镜下胆管塑料支架引

流术(ERBD) 内镜下胆管金属支架引流术(EBMSD) 经

皮肝穿刺胆道引流术(PTCD). 本组150例中71例行非手

术引流治疗.

3   讨论

肝门部胆管癌治疗方法的选择及预后与肿瘤的分型

进展范围密切相关. 通过各种影像学检查 对肿瘤的进

展范围进行评价 估计有效切除率 能够很好地指导临

床医师采用手术或非手术引流治疗 从而提高手术切除

率 降低开腹探查而无法切除例数 减少不必要的创伤

降低手术死亡率.

          肝门区固有的解剖因素和肝门部胆管癌的生物学特

性表明明确治疗前分型和进展范围对选择治疗有重要意

义. Bismuth 分型法 是目前常用的肝门部胆管癌分型

方法 对治疗方案有一定的参考价值. 我们认为ERCP

结合 PTC 对肝门部胆管癌能准确分型 应强调同时

左 右肝管全部造影 对左右肝管离断 肝内胆管显影

不满意者 必须同时行PTC 了解一级以上胆管分支及

分叉部情况. 本组150例ERCP时 对胆管狭窄中断者

引导导丝均能越过狭窄中断部 从而引导ERCP导管越

过狭窄中断部位进行造影. 但对于左右肝管离断者 必

须配合一侧PTC 有时甚至肝右叶的前 后段肝管分

支也呈分隔现象等 需要选择性的多处穿刺才能显示肝

内胆管的全貌. 本组79例手术患者影像分型与术中分型

符合率为100 %.PTC 后行 PTCD 能迅速减黄 解决

胆道梗阻和感染 使肝功能和一般状态得到恢复 同

时起到很好的治疗作用.

        以往认为超声很少能显示胆管肿物 但近年来诊断

率不断提高.解丽梅 et al [2]报道超声对肝门部肿物 肝

脏转移 门脉侵袭 肝动脉侵袭的诊断符合率分别为87 %

33 % 80 %和 20 % 何婉媛 et al [3]报道超声对肝门

部肿块 肝转移 门脉侵袭的符合率分别为91 % 35 %

90 % 本组 79 例手术患者超声对肝门部肿物 肝转

移 门静脉侵袭 肝动脉侵袭的符合率分别为89 % 40 %

81 % 31 %.

       CT 和MRI检查 通过系列的肝门部的体层扫描

可以系统地了解肝门部以上的胆管扩张情况 肝左 右

叶有无程度不等的增大或萎缩. 可发现肝内有无肿瘤蔓

延 肝动脉 门静脉是否受侵 对肿瘤能否切除的估计

有重要价值 .

        既往曾有CT对血管浸润诊断的报道 自从螺旋CT

应用于临床以来 其应用价值得到了很大提高 且有

三维螺旋CT血管造影(CTA)代替血管造影的报告. 本组

10例行CTA 血管浸润诊断符合率达90 %.

        综合各种影像学检查预测肝门部胆管癌的进展范围

国内外尚未见报道. 本组综合各种影像学检查对79例手

866                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 6月 15日  第 11卷  第 6期



术患者肝门肿块 肝门部淋巴结 肝脏转移 门静脉

侵袭 肝动脉侵袭的诊断符合率分别为100 % 84 %

70 % 90 %和 47 %.

       日本学者[4]主张PTC后使用经皮经肝脏胆道镜检查

(PTCS)来评估胆管受累范围 符合率达78 %. 本组8例

行PTCS 我们体会PTCS 检查前需建立窦道 15 d 后

才能行PTCS 建立窦道时有一定的创伤和痛苦 要求

一定的技术和设备 且影像学的符合率已很高 因此

PTCS广泛应用受到一定的限制.

        本组150例肝门部胆管癌经各种影像学检查综合评

价进展范围 评估手术的可能性79 例行手术治疗 根

治性切除率达56 % 姑息性切除率达32 % 71例行非手

术引流治疗 取得了十分满意的疗效 提高了手术切除

率 降低了不能切除的剖腹探查例数 值得临床推广.

       总之 综合各种影像学检查能够很好地评价肝门部

胆管癌的进展范围 可以很好地指导临床医师采用手术

或非手术引流治疗.
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摘要

目的:对三种常用幽门螺杆菌感染诊断方法(细菌分离培养

快速尿素酶试验 病理组织切片)进行比较.

方法:对312例胃部不适患者的胃窦部活检组织分别使用以

上三种方法检测幽门螺杆菌 然后进行阳性检出率的比较.

结果:细菌分离培养 快速尿素酶试验 病理切片的 Hp检

出率分别为60. 26 % 69. 23 %及46. 15 %. 快速尿素酶试验

病理切片与细菌分离培养的不符合率分别为14. 1 %和25. 6 %.

结论:同其他两种方法相比 细菌分离培养是一种特异性

高 敏感性强 技术设备要求不高 价廉的好方法.

史济经,闵海阳,王青,杨慧芳,王洪涛,张振华. 分离培养在Hp感染诊断中的重要

地位. 世界华人消化杂志  2003;11(6):867-869

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/867.asp

0   引言

大量研究表明幽门螺杆菌(Helicobacter pylori Hp)是胃

十二指肠疾病的重要致病因子. 目前 用于Hp感染的

诊断方法多种多样 有的虽好 但不易普及[1] ; 有的虽

然简便 但尚存在较大缺点[2-4]. 2000年发表的专家对Hp若

干问题的共识意见 (以下简称 共识意见 )提出了对Hp

感染的 科研诊断标准 和 临床诊断标准 . 我们对分离

培养和其他两种常用的Hp感染诊断方法进行了比较分析.

1   材料和方法

1.1 材料  2000-03/09因胃部不适而来医院做胃镜检查者

312例 其中男198例 女114例 年龄范围12-81岁 平

均48. 4岁 记录其一般资料 主要症状及体征 还包括

询问前2 wk 内的用药情况. 对每例进行电子胃镜检查

(GIF240) 在胃窦部距幽门2-3 cm处取五块活检标本.

1.2 方法

1.2.1细菌分离培养  从胃窦部距幽门2 cm处取活检组织

块 接种于同一块Hp选择性血平板(HPSBP)左右两侧

置于专门设计的微需氧罐[5] 37 条件下培养3-4 d

根据菌落特征 涂片镜检 尿素酶 触酶 氧化酶试验

鉴定Hp菌.

1.2.2 快速尿素酶试验(RUT)  从患者胃窦部取活检组织

一块 立即放入自制的尿素酶试剂中(半固体)观察颜色

变化 2 h 内变玫瑰红色者为阳性 不变色者为阴性.

若制剂本身已从橙黄色变为橙红色即弃之不用.

1.2.3 病理组织切片(SEC)  从胃窦部取活组织一块 常

规固定 包埋 切片 0. 25 碱性复红染色 镜检

下观察 Hp 以典型螺旋状形态作为阳性标准; 在其邻

近处另取一块组织送常规病理检查.

        统计学处理  对实验结果用McNemar方法检验.
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2   结果

2.1 三种不同方法Hp检出率(表1)

表1  三种不同方法Hp总检出率 n(%)

  n 阳性数 阴性数

分离培养(一块) 312 188 124

尿素酶试验 312 216   96

病理切片 312 144 168

χ2=38. 43    DF =2     P  <0. 01.

表2  312例中近期未用抗菌药物分离培养检出情况 n(%)

胃炎 胃溃疡          十二指肠溃疡 胃癌

分离(+)   37      24 56    2

培养(-)   52      10   8    7

χ2=39. 903  DF=3   P <0. 01.

2.2近期未用抗菌药物分离培养的检出情况  312例患者

中 2 wk 内未经抗 Hp药物治疗 196 例 一块活检组

织分离培养阳性119 例 检出率为60. 71 其中十

二指肠溃疡的Hp阳性率最高(表2).

2.3分离培养与其他两种方法的比较  312例患者中以分

离培养为金标准与其他两种试验分别比较(按 国内共

识 中的 临床标准 )(表 3 a 和表 3 b).

表3a  分离培养和RUT比较 n(%)

  RUT
分离培养   n

  阳性       阴性

阳性 188          180     8(2. 57)a

阴性 124 36(11. 54)a                     88

χ2=19. 1136 DF=1 P <0. 01(McNemar检验)

a阳性或阴性不相符率=阳性或阴性不相符数 /总检查数 ×100 %

表3b  分离培养和SEC比较

            SEC
分离培养 n

    阳性    阴性

阳性 188       126 62(19.87)

阴性 124 18(5.77)         106

χ2=23.1125 DF=1 P <0. 01(McNemar检验).

2.4 分离培养和SEC-RUT的比较  以 国内共识 的

科研诊断标准 为依据把病理-快速尿素酶(SEC-RUT)

的共同结果与分离培养相比较所呈现的阳性与阴性不符

合程度(表 4a 表 4b).

表4a  分离培养和SEC-RUT比较 n(%)

       SEC-RUT
分离培养       n

    阳性   阴性

一块活检   阳性   188          124 64(20.5)

     阴性  124   15(0. 05)                   109

χ2=29. 2 DF=1 P <0. 01(McNemar检验).

表 4b  分离培养和SEC-RUT比较 n(%)

         SEC-RUT
分离培养               n

    阳性      阴性

二块活检 阳性   201      133 68(21. 8)

阴性   111 6(0. 02)        105

χ2=56.3 DF=1 P <0. 01(McNemar检验)

3   讨论

3.1从三种Hp感染诊断方法的总检出率已初步可以看出

以分离培养作为Hp感染诊断的金标准的重要性. 100 a

来人们已经用分离培养的方法发现了大多数人类感染性

疾病的病原体(包括 Hp) 并把他确认为临床诊断这些

病原体感染的主要依据(即金标准). 可是为什么迄今人们

未能把分离培养直接用于Hp感染的临床诊断呢 20 a前

用分离培养的方法发现了 Hp 由于 Hp是一种微需氧

菌与大多数人类常见的需氧菌或厌氧菌的病原菌不一

样 因此没有非常成熟的分离培养方法 当时的方法有:

自动控制的三气培养箱 抽气换气法 培养盒+产气袋

等 由于这些方法不能稳定地提供Hp生长所需的微环

境[6] 检出率一直较低 只能达到30 %左右 因此1980

年代中期国外有些学者开始另辟蹊径. 根据Hp普遍具有

尿素酶和形态上有螺旋样弯曲的特征 分别开始用快

速尿素酶试验(RUN)和病理切片(SEC)找Hp两种方法代

替分离培养方法用于临床诊断 不久又发展了多种同

位素示踪方法以显示尿素酶的存在[7-9]. 由于这些检测方

法非常简便 而使临床逐渐放弃了用分离培养方法诊

断Hp感染的努力. 进一步甚至反客为主地发展到争论究

竟应以呼气试验还是以取活检方法(包括分离培养 病

理切片 直接涂片找菌和快速尿素酶试验)作为金标准

的问题[8]. 直到上世纪末 国内在一些专家的积极推动

下 把国外流行的做法未经自己的实验检验 主观的

整理成国内 临床诊断标准 和 科研诊断标准 的

共识[8]. 这就造成了更加可怕的后果 使有关的临床工

作者有可能不自觉的误入歧途.

         近年来我们采用上海第二医科大学微生物教研室设

计的培养罐及提供的培养基 经3-4 d培养后 Hp检出

率高达60.3 % 与本试验RUT及SEC两种方法相比检出率

介于其间(RUT检出率为69.2 % SEC检出率为46.2 %) 使

分离培养取得了良好的效果. 我们知道尿素酶试验可测

定尿素酶的作用 可是尿素酶并不是Hp所独有. 现已
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知道消化道中至少有400种以上的细菌 其中除Hp以

外 至少有一 二十种以上常见的细菌可以产生尿素

酶 [10] 因此RUT产生假阳性是不可避免的. 另外尿素酶

是一个蛋白质分子 少量分子的尿素酶决不可能使现

有的RUT试剂在一定时间内产生肉眼能见的反应 [10]. 因

此也不可避免地产生假阴性. 病理切片找菌 尚无明确

的诊断Hp的具体标准. 按推理来讲 只可能有两个标

准. (1)按Hp典型形态确定 但因为药物作用等原因发

生形态变异或因为切片的位置 方向不妥 就很容易

发生漏诊. (2)若把Hp的杆形和圆球形变异也包括进去

就不可避免地把消化道许多杆菌和球菌都包括进去了.

根据上述原因 我们可知RUT与SEC是仅凭活检中Hp

的一个因素判定Hp. 而分离培养却是至少依据下列多种

因素判定的. (1)在特定的适于Hp生长的环境下生长的纯

种活菌 且具有典型菌落. (2)这一纯种活菌兼有尿素酶

作用和Hp典型形态两方面的特征. 而且标本中只要有一

个活菌存在 在合适的培养条件下 经过数天培养

即能繁殖成一个肉眼可见的具有典型特征的菌落. 因此

他既不会产生假阳性 又是诊断 Hp最敏感的方法.

3.2 以分离培养作金标准 明显地证明了RUT与 SEC

方法的不符合程度  表 3a 3b 用方差法比较了RUT与

SEC对分离培养的不符合程度. 用MeNemar检验 P值均

为<0. 01. 本实验中RUT是自制的 判定结果时间为2 h

所得结果假阳性率为11. 54 %(76/312) 假阴性率为2. 56 %

(8/312) 对分离培养的总不符合率为14.10 %(44/312) 总符

合率为85.89 %(268/312). 而 SEC是在电镜下根据典型形

态判定的  所得结果假阳性率为5. 77 %(18/312) 假阴性

率为19.87 %(62/312) 对分离培养的总不符合率为25.64 %

(80/312) 总符合率为74.36 %(232/312). 由此可见 RUT

受酶作用有关的因素及个人对判断标准的认识程度等的

影响很大. 本文用方差法比较 明显地显示出了SEC与

RUT的弱点. 其结果示于表1 表2 与分离培养的总检

出率相呼应.

3.3 其他方法的两两组合并不能从根本上改变RUT与

SEC对分离培养的不符合程度  表 4a 4b显示了SEC与

RUT两两组合与分离培养相比较的结果 表4 a显示了

一块活检作分离培养与SEC与RUT两两组合相比 用

MeNemar检验 P值均为< 0. 01. 阳性不符合率为4.80 %

(15/312)  阴性不符合率为20. 51 %(64/312) 总不符合

率为25.32 %(74/312) 总符合率为74.69 %(233/312). 在

表 4a 中 SEC-RUT 用的是两块活检标本 而分离培养

用的是一块活检标本. 为了更合理的比较 表4b均用两

块活检标本进行比较 经MeNemar检验 P值仍<0. 01

但是总不符合率下降了1.6 % 达到了23.71 %. 从本试

验资料来看 其他方法的两两组合并不能从根本上改变

RUT与SEC对分离培养的不符合程度.

       总之 本文初步在312例胃 十二指肠疾病患者中

用一种比较成功的方法分离培养与目前临床常用的RUT

与 SEC 及其两两组合进行比较 发现后者总符合率仅

为74.36-85.90 % 不符合率高达14.10-25.64 %. 其造

成的误诊 误治的后果是相当严重的 间接还造成大

量医疗资源的浪费和相关科研结论的失实. 尽管我们这

一数据不是绝对的 在不同的医院中因不同的患者人

群组成的差异会有一定的变化 但总的趋势是可以肯

定的. 只要Hp感染是胃及十二指肠疾病的主要致病菌

我们就不能放弃把分离培养技术逐步应用于临床的努力.
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摘要

目的:了解乙型肝炎病毒(HBV)感染者HBV DNA与抗原抗体

标志物的关系及评价HBV DNA检测的临床应用价值.

方法:应用荧光定量聚合酶链反应(FQ-PCR)技术检测1 474例

HBV感染者血清HBV DNA 同时采用酶联免疫黏附试验

(ELISA)技术检测HBsAg 抗HBs HBeAg 抗HBe

抗HBc.

结果:603例HBsAg HBeAg 抗HBc阳性标本中 HBV

DNA阳性520例(86.2 %); 465例HBsAg 抗HBe 抗HBc

阳性标本中 HBV DNA 阳性 163 例(35.1 %); 216 例

HBsAg 抗HBc阳性标本中 HBV DNA阳性88例(40.7 %);

26例单项抗HBc阳性标本中HBV DNA阳性3例(11.5 %).

结论:HBV DNA检测可填补抗原抗体标志物检测的不足

对临床诊断具有重要价值.

陈雪娟,李刚,刘淑芳,陈文思,李桂侠. HBV感染者HBV DNA与抗原抗体标志

物的关系. 世界华人消化杂志  2003;11(6):870-871

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/870.asp

0   引言

乙型肝炎是世界上最常见的传染病之一 在我国发病

率高 危害大[1-3]. 目前HBV感染的实验诊断主要采用

ELISA法检测抗原抗体 同时 随着抗病毒药物的开发

和逐渐普及应用 HBV DNA的检测越来越受到重视

HBV DNA是HBV存在的最直接的证据 亦是HBV复制

和具有传染性的标志. 采用荧光定量PCR(FQ-PCR)法检测

HBV DNA 具有很高的敏感性 特异性和重复性 克服

了常规PCR法只定性不定量及存在假阳性的缺点[4-6]. 本

文采用荧光定量PCR法检测了1 474例HBV感染者血清

HBV DNA 同时用ELISA法测定免疫学标志(HBVM) 结

果报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  本院传染科门诊及住院患者 共1 474 例

男 1 036 例 女 438 例 年龄4-82 岁. 急性乙型肝炎

64 例 慢性乙型肝炎 566 例 慢性乙肝病毒携带者

638 例 肝炎肝硬化 42 例 健康体检及其他肝病者

164 例 诊断符合2000 年(西安)第十次全国病毒性肝

炎及肝病学术会议修订的病毒性肝炎诊断标准.

1.2 方法  HBV DNA荧光定量试剂盒由广州中山大学达

安基因诊断中心提供 原理与方法见文献[4] 正常参

考值为1 103拷贝 /mL 所用仪器为PE5700自动荧

光PCR 仪(美国 PE 公司) 乙型肝炎病毒血清学标志

(HBV-M)ELISA试验盒由北京万泰试剂公司提供 检

测过程按说明操作.

2   结果

急性乙型肝炎64例 血清HBV DNA阳性者59例 阳

性率92.2 % 慢性乙型肝炎566 例 HBV DNA 阳性

330例 阳性率58.3 %; 慢性乙肝病毒携带者638例

HBV DNA阳性366例 阳性率57.3 %; 肝炎肝硬化42例

HBV DNA阳性39例 阳性率92.8 %; 健康体检者及其

他肝病患者164例 HBV DNA阳性9例 阳性率5.4 %.

FQ-PCR检测血清HBV DNA与酶免疫黏附检测HBV-

M结果比较见表1.

表1  FQ-PCR定量检测HBV DNA与ELISA测定HBV-M结果比较

        HBsAg  HBeAg  HBcAb  HBsAb  HBeAb           n   HBV DNA(+)n(%)

  1 +        + + - - 603        520 (86.2)

  2 +        - + - + 465        163(35.1)

  3 +        + - - -   19          18(94.2)

  4 +        - + - - 216          88(40.7)

  5 +        - - - +     5              3(60)

  6 -        - + + +   20                1(5)

  7 -        - + + -   27             1(3.7)

  8 -        - + - +   24             2(8.0)

  9 -        - - + +     1                0(0)

10 -        - - + -   56           2(3.57)

11 -        - + - -   26           3(11.5)

12 +        + + + -     2            2 (100)

13 -        - - - -   10                0(0)

合计           1 474   803

3   讨论

采用ELISA法检测HBV-M在临床上多年来已得到广泛

应用 在诊断HBV感染中起了很大作用.HBeAg是病

毒复制和具有传染性的标志 HBeAg 的存在与HBV

DNA检出率具有很好的相关性[7-11]. 本文检测HBsAg和

HBeAg 阳性者624 例 HBV DNA 阳性540 例 阳性
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率86.5 % 而HBsAg阳性 HBeAg阴性 HBeAb阳

性470例 HBV DNA阳性166例 阳性率35.3 %. HBeAg

阳性的HBV DNA 明显高于阴性的标本 二者比较具

有统计学差异. 因此 当没有条件开展FQ-PCR技术检

测HBV DNA时 ELISA法检测HBV-M仍有很大意义.

模式HBsAg HBeAg HBcAb阳性603例 HBV DNA

检测阳性率为86.2 % 而模式HBsAg HBeAb HBcAb

阳性465 例 HBV DNA 阳性率为35.1 % 这说明并

不是所有 大三阳 的患者HBV都处于复制期具有传

染性 也不是所有 小三阳 的患者HBV都无复制 所

以 要准确知道患者是否处于复制期 最准确的方法还

是检测HBV DNA.HBsAg阴性仍不能排除HBV的复制

本文调查发现在164例HBsAg HBeAg均阴性标本中

9例检出HBV DNA阳性 证实了HBsAg阴性者仍有可

能存在HBV感染.另外还发现在56例仅HBsAb阳性的

标本中 HBV DNA阳性2例 占3.6 % 过去认为HBsAb

存在即表示患者康复并且有免疫力 目前有学者认为

极少数HBV感染者 即使血清中HBsAg向HBsAb转换

后 HBV DNA 复制仍可持续存在 或感染了HBV S区

变异株 提示HBsAb阳性仍有必要检测HBV DNA 只

有血清中产生了HBsAb 同时HBV DNA阴性 才能说

明病毒已不存在[12-18].

        HBsAg和HBeAg均阳性而HBV DNA阴性的情况

有资料研究表明可能有以下原因. (1)干扰素或拉米夫定

等治疗后病毒复制受抑制. (2)PCR所用引物相应的DNA

序列发生突变 此引物与突变DNA不能配对结合. (3)病

毒DNA整合于宿主肝细胞染色体而血中游离HBV DNA

很少或缺乏.
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摘要

目的:为了探讨细胞黏附分子-1(ICAM-1)及Fas在乙型肝炎

组织中的表达与肝细胞损伤及凋亡的关系

方法:应用免疫组化SP法 检测106例慢性乙型肝炎 20

例无症状携带者(ASC) 10例正常肝组织标本内ICAM-1

及 Fas 表达情况

结果:正常人和ASC肝细胞无ICAM-1和Fas表达 CHB106

例中 轻度(G1-2)47例ICAM-1强表达 占25.5 %(12/47);

中重度(G3-4)59例强表达 占74.5 %(44/59). Fas在重度慢

性肝炎肝细胞中强表达占91.3 %(21/23) 提示中重度慢性

肝炎肝细胞表达较轻度慢性肝炎显著增强(P <0.01) 肝损

害越严重 坏死越明显 肝细胞ICAM-1及Fas的表达越强

结论: 乙型肝炎组织中ICAM-1表达有助于淋巴细胞向肝组

织内浸润 与肝细胞损伤有关 提示Fas 在重症肝炎时
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0   引言

近年来 ICAM-1在肝内表达以及Fas在重症肝炎发病

因素与乙型肝炎发病的关系 引起人们的广泛关注[1-8]

本文观察了 ICAM-1及 Fas 在肝组织中的表达 并对

其表达程度与肝脏炎症活动的关系进行探讨

1   材料和方法

1.1 材料  106例乙型肝炎标本为1998-2002年本院住院

患者肝穿组织. 男性 74 例 女性 32 例 年龄 12-67

岁 平均36岁. 肝炎分型参照2000年肝炎分类方案标

准[8]. 106例乙型肝炎根据肝组织病理改变程度分为: (1)

轻度慢性肝炎(G1-2)47例; (2)中度慢性肝炎(G3)36例; (3)

重度慢性肝炎(G4)23 例 无症状携带者(ASC)20 例

正常对照组10例为本科留档正常肝组织尸检标本. 试

剂: 鼠抗人 ICAM-1单克隆抗体及Fas单克隆抗体为琛

圳晶美公司产品 SP法试剂盒和DAB显色试剂盒为福

州迈新生物技术开发公司产品

1.2 方法  免疫组化主要步骤: (1)切片脱蜡至蒸馏水; (2)

1 g/L胰蛋白酶消化切片10 min; (3) 30 ml/L H2O2作用

5 min; (4)滴加正常血清30 min; (5)滴加一抗4 温育过

夜; (6)滴加二抗37 温箱30 min; (7)滴加LSAB复合物

37 温箱30 min 以上各步均以PBS洗; (8)DAB显色

复染 封片 对照设置: (1)实验阳性片为阳性对照; (2)

不加一抗为阴性对照 结果判断: 肝细胞膜及肝细胞质

有棕黄色颗粒为阳性 染色强度分级: 无着色为( )

肝细胞着色<25 %为(+) 着色25-49 %为(++) 着色>

50 % 为(+++)

        统计学处理  秩和检验

2   结果

2.1 肝细胞 ICAM-1表达  慢性乙型肝炎患者肝组织内

肝细胞出现不同程度ICAM-1表达. 阳性表达位于肝细

胞膜上 有的伴有胞质着色 阳性细胞多分布在汇管

区周围 肝小叶内炎细胞浸润区和坏死灶内. 正常人和

ASC肝细胞无 ICAM-1表达 根据 ICAM-1染色程度

及肝脏炎症病理分级可以看出 CHB106 例中 7例无

ICAM-1 表达的肝组织均为轻度慢性肝炎 99 例有

ICAM-1表达的肝组织随肝脏炎症病理分级的增加而加

重 其中ICAM-1表达呈明显增强趋势(P <0.01 表 1).

2.2 肝细胞Fas表达  CHB106例中阳性细胞主要为肝细

胞 亦有淋巴细胞 阳性表达位于肝细胞膜上 部

分伴有胞质着色 阳性细胞主要分布在碎屑样坏死

区 偶在坏死灶边缘 肝组织中Fas 表达的程度与炎

症病理分级一致. 正常肝组织和ASC无表达; G1 G2无

表达或弱表达 G3 G4 随肝脏炎症病理分级加重

其表达增强. 重度慢性肝炎患者肝组织Fas表达显著强

于中 轻度患者(P <0.01 表 1)

表1  乙型肝炎患者肝细胞 ICAM-1与Fas 的表达

ICAM-1 Fas
炎症分级  n

          ++   +++      +     ++     +++

G1-2 47  7      28      10      2      32     13       2   0

G3 36          0      12      18         6       0      24    12        0

G4 23          0        3      11        9        0       2      7      14

合计            106          7      43      39       17      32     39    21       14

3   讨论

在乙型肝炎的发病机制中 细胞毒T淋巴细胞(CTL)对

肝细胞损伤起重要作用 ICAM-1 是 T细胞与靶细胞

有效作用的一种黏附分子[9-11]. ICAM-1表达增强有利于

淋巴细胞黏附于血管内皮并向肝组织中浸润 而淋巴

细胞由血管内向组织中浸润是导致乙型肝炎肝组织免

疫损伤过程中极其重要的一步 本组结果显示: 10 例

正常对照组肝细胞及20 例ASC 肝细胞均无表达

        CHB106例患者肝组织切片中 除7例轻度慢性肝

炎肝细胞ICAM-1表达阴性外 其余99例肝细胞有不

同程度表达. ICAM-1表达++和+++的 56例中44例为

中度以上CHB(78.5 %); 研究中发现 肝细胞中ICAM-1

表达随着病变程度加重表达增强 阳性表达多位于汇

管区周围 坏死灶区 常伴有炎细胞浸润 其结果与国

内报道相符[12,13]. 因此 说明了ICAM-1抗原在肝细胞

膜上的表达在介导乙型肝炎肝细胞损伤中起重要作用

与乙型肝炎发病有关

        乙型肝炎的肝细胞炎症主要是CTL介导的细胞毒

效应[14-17]. 也可以是基于Fas凋亡[18,19] Fas是组织细胞

表面转导凋亡信号的膜分子 肝细胞可以被乙型肝炎

病毒(HBV)感染激发而强表达[20-22]. 本组结果显示 Fas

表达和肝细胞损伤的程度与CHB轻 中 重分型一致.

CHB106例G1-2; 47例中无表达或弱表达45例占95.7 %

G3的 36例中强表达12例占33.3 % G4的 23例中强

表达21例占91.3 % 本研究发现 肝组织中重型CHB

中Fas表达相当广泛 Fas阳性细胞多在碎屑样坏死区

与文献中将碎屑样坏死归类于凋亡表现一致[23]

        本组结果表明 ICAM-1与Fas的表达多位于汇管

区周围及碎屑样坏死区 符合HBV的传染过程. CTL也

可经病毒抗原激活 凋亡同样开始于汇管区. 研究发现

乙型肝炎患者肝损害组织坏死越严重 其肝细胞

ICAM-1及Fas的表达越强 说明二者在介导乙型肝炎

肝细胞坏死中均起重要作用[24-26]. 提示ICAM-1与Fas的

检测可作为反映肝损害和肝组织炎症坏死程度的指标

之一 为探讨乙型肝炎的免疫发病机制起重要作用
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摘要

目的:进一步了解轮状病毒(RV)全身扩散后对肝 胆 胰

的影响 为指导临床的早期诊断与治疗提供有价值参考.

方法:观察RV胃肠炎患儿肝 胆 胰损伤的临床表现和化

验变化; 采用光镜 电镜观察RV胃肠炎死亡患儿 人类

RV感染小鼠模型的组织病理变化 采用原位PCR技术获

取肝 胆 胰组织RV 感染的直接证据.

结果:RV胃肠炎患儿肝酶ALT AST分别升高者占36.59 %

和78.05 %  2项均显著升高者占7.32 %; 胰淀粉酶显著增

高1例 胆指标均在正常范围内. 光镜下RV胃肠炎死亡患

儿肝细胞浊肿 明显脂肪变性 RV感染小鼠肝窦血管扩
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张充血 灶性坏死 汇管区和小叶内淋巴细胞 浆细胞

浸润 胆道充血 胰腺无明显异常. 电镜下RV感染小鼠肝

细胞中存在大量脂滴和空泡 肝脏线粒体凝集病变明显 毛

细胆管明显扩张 微绒毛脱落. 原位PCR结果: RV胃肠炎

死亡患儿肠 肝呈阳性 RV感染小鼠胆管上皮细胞和腺

体 肝细胞膜 胞质以及枯否细胞胞质  胰腺细胞呈阳

性显色.

结论:人类RV 一旦扩散至全身后 对肝 胆 胰可造成

不同程度的损伤.

姚英民,李宁,欧巧群. 轮状病毒全身感染对肝胆胰的影响. 世界华人消化杂志

2003;11(6):873-875
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0   引言

轮状病毒(RV)是世界范围内急性感染腹泻病的主要病原

体之一 每年有数亿人感染此病 死亡人数达80万之

多. 近年来  RV也可侵犯全身多个器官 已引起了人

们的广泛关注[1 3]. 我们试图从RV胃肠炎患儿临床表现

和化验检查中获取RV感染肠道外消化器官肝胆胰的临

床证据; 采用光镜 电镜观察RV胃肠炎死亡患儿 人

类RV感染小鼠模型组织的病理变化 采用原位PCR技

术获取RV感染肝胆胰组织的直接证据. 为进一步了解

RV对肠外消化器官与组织的影响 为指导临床的早期

诊断与治疗提供有价值参考.

1   材料和方法

1.1 材料  RV感染高峰期来我院就诊的急性腹泻患儿41

例 年龄6 mo-2岁 临床表现符合儿科学(第四版)关于

急性RV胃肠炎的诊断标准 粪便经ELISA检测RV阳

性. 采取患儿静脉血 检测血清谷草转氨酶(AST) 谷丙

转氨酶(ALT) 胰淀粉酶 直接胆红素 间接胆红素 总

胆汁酸水平.  ALT和AST 3倍正常值为明显升高. 其他

指标 正常值2倍为明显升高. 同时观察肠外消化器官损

伤的临床表现. 在RV肠炎流行期 2例死亡的RV肠炎

患儿 例1 患儿粪便ELISA检测RV++ 未检出其他病

原菌 在脑脊液 肺组织研磨上清和腹水中以PCR方法

检出RV. 例 2 患儿粪便ELISA检测RV+++.

1.2 人类RV感染新生小鼠  (1)RV来源: RV流行高峰期

腹泻患儿临床表现符合急性RV胃肠炎的诊断标准 粪

便RV抗原ELISA检测++++ PAGE电泳图形与RV Wa株

相同. 3份患儿新鲜粪便混合 -37 冻存过夜 4 000 rpm

离心 30 min 取上清 加 2 倍生理盐水稀释 测 pH

值为 6.9 加青霉素 链霉素各200 U/ml 4 孵育过

夜 0.22 µm微孔滤膜过滤. 取少量过滤粪上清细菌培
养 未发现有细菌生长[5]. (2)实验动物: 新生清洁级昆明

乳鼠 妊娠晚期购回. 新生鼠自然娩出 共32 只 雌

雄各半 3日龄 体重3.5-4.0 g 平均 3.8 g. 试验前

大便轮状病毒ELISA和PAGE电泳均为阴性. (3)RV接种

小鼠: A组: 8只小鼠灌胃RV悬液0.4 ml; B组: 8只小鼠

腹腔注射RV悬液0.4 mL; C组: 8只小鼠灌胃生理盐水

0.4 mL作为对照组; D组: 8只小鼠腹腔注射生理盐水0.4 mL

作为对照组. 接种后第3天猝死小鼠.

1.3 光镜下观察RV胃肠炎死亡患儿病理变化 光镜

电镜下观察接种RV后d3猝死小鼠的病理变化.

1.4 原位RT-PCR间接法  检测 RV腹泻高峰期死亡的

2例婴儿尸体解剖存档肝 胆 胰腺石蜡标本. 阳性对照:

RV感染的MA104细胞; 阴性对照: RV感染死亡患儿组织

标本RT-PCR反应不加MO-MLV逆转录酶; 1例同年龄

组非RV感染死亡患儿的组织石蜡标本; 空白对照: 杂交

液中不加探针 . 杂交探针: A组RV Gene9的51-392 bp之

间的序列 地高辛标记. PCR扩增片断: A 组RV Gene9

的 51-392 bp之间. 具体方法见文献[4].

2   结果

2.1 肝胆胰血液检验结果  急性RV胃肠炎患儿ALT值

AST值分别升高者占36.59 %和 78.05 % 2 项均升高

者占34.15 % 2项均显著升高者占7.32 % 胰淀粉酶

1例显著增高 胆指标在正常范围内.

2.2 RV感染后组织病理改变  光镜下 RV胃肠炎患儿

肝呈小叶-弥漫性脂肪变性 肝细胞浊肿-明显变性

胞质内颗粒形成 肝窦受压变窄 胆 胰无明显异常.

腹腔注射组小鼠肝窦血管扩张充血 部分肝细胞浊肿

灶性坏死 肝细胞内有脂滴 汇管区和小叶内淋巴细胞

浆细胞浸润 胆道充血. 其他组小鼠脏器未见异常改变.

电镜下 腹腔注射组小鼠肝细胞中存在大量脂滴和空

泡 细胞之间淋巴细胞 浆细胞浸润显著 粗面内质网

扩张  肝脏线粒体肿胀-凝集病变明显 轮廓不清 细

胞核固缩-崩解 嵴膜模糊不清 部分毛细胆管明显扩

张 微绒毛脱落.

2.3 各脏器RV原位PCR结果  第1例患儿小肠 第2

例患儿小肠 肝脏呈阳性. 腹腔注射组乳鼠小肠绒毛和肠

腺细胞质 胆管上皮细胞和腺体 肝脏细胞膜 胞质

以及枯否细胞质  胰腺细胞呈阳性显色. 其他组呈阴性.

3   讨论

RV胃肠炎引起一过性肝酶升高 甚至可在人类的肝细

胞内复制 引起RV肝炎已被人们关注 [6,7]. 本文临床研

究与动物实验均证实RV具有嗜肝组织的特性. 在RV胃

肠炎患儿中约30 %肝酶升高 显著升高者约占7 %左

右. 其中1例证实RV病毒血症小儿 出现明显高脂血症

和脂肪肝 2例RV胃肠炎死亡小儿 可见肝细胞浊肿及

明显脂肪变性. 镜下证实人类RV感染小鼠 除肝脏的炎

症改变外 肝细胞中存在大量脂滴和空泡 由此提示RV

所致肝脏损伤如同丙型病毒性肝炎一样也具有肝脏脂肪

变的病理特征[8]. 此外 肝脏超微结构也显示线粒体病

变尤为显著 推测RV侵犯肝脏后可能主要影响肝细胞

能量代谢的场所 导致能量代谢紊乱 此点恰与某些
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病毒所致以急性脑病合并肝脂肪变性 以器官线粒体

受损组织学改变为特点的瑞氏(Reye)综合征有某些相似

之处.

        经消化道接种 RV 后一般不易造成肠道外感染 或

肠道外感染的脏器少 程度较轻. 经腹腔接种 RV通过

腹膜以及腹腔内的血管和淋巴系统直接转移到靶器官

相当于模拟 RV已穿过肠道屏障 人为地造成了R V 病

毒血症后 肠道外感染的情况. 近来 国外采用此方法

建立RV所致的胆汁瘀积 先天性肝外胆管闭锁动物模

型 证实RV是导致这一病理改变的最佳病原体之一[9,10].

在国外也发现小婴儿先天性胆道闭锁与RV感染有关. 我

们在急性RV胃肠炎患儿中未发现RV引起胆道病变的病

例 但我们动物实验证实人类RV可以引起新生小鼠胆

管病变 由此推测RV嗜胆细胞可能具有一定的年龄限

制. 最近的研究有力的支持了我们的推测 他们发现胆

道闭锁除与病毒数量有关外 RV引起先天性胆道闭锁

一般发生在生后12 h 内新生动物 此后新生儿不易发

生 考虑可能与免疫有关[11].

      最近国外研究证明 RV可以在胰腺细胞内生长[12]

RV的基因序列与人类胰岛某部分组织的抗原决定簇高

度相似  RV感染可触发或加重遗传易感儿胰岛的自身

免疫 导致I型糖尿病的发生[13]. 也有RV引起急性胰腺

炎以及胰高血糖素升高的报道[14]. 我们的初步调查显示约

1.6 %患儿可出现胰淀粉酶明显升高且伴有腹痛. 我们的

动物实验也首次证实人类RV可以侵犯新生小鼠的胰腺

进一步证实人类RV具有嗜胰腺组织的特性. 这对将胰腺

也列为RV全身感染的监测对象 以及对胰腺受损患儿

的远期追踪观察提供了有价值的参考资料.

     总之 一旦RV 有机会扩散至全身 肝 胆 胰

都可能有不同程度的受累. 认识这种可能性 对此保持

一定的警惕性 在RV 腹泻病程中及时诊断这些并发

症 尤其某些具有致死性的并发症 早期预防 早期

诊断 及时调整治疗方案. 合理处理治疗矛盾 对于提

高危重症RV感染的治愈率 减少死亡率都具有重要的

意义.
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摘要

目的:探讨胆源性胰腺炎(GP)的手术治疗时机和治疗方案

方法:回顾分析我院1994-12/2001-12收治经手术治疗的胆

源性胰腺炎患者58例 统计分析并发症发生及死亡情况

结果:早期手术组和延期手术组并发症发生率分别为29.17 

和 8.82 死亡率分别为25 和 0 两组比较有显著性

差异 早期手术组同延期手术组比较 并发症发生率和死

亡率明显增高

结论:轻型胆源性胰腺炎首先保守治疗 病情缓解后延期手
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术 重型胆源性胰腺炎采用延期手术与个体化治疗相结合的

原则. 若有胆道梗阻 胆管炎或出现坏死感染者应急诊手术.

黄建勇,马清涌,马建新. 胆源性胰腺炎手术治疗 58 例. 世界华人消化杂志

2003;11(6):875-877

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/875.asp

0   引言

急性胆源性胰腺炎在我国占急性胰腺炎总数的一半以上.

对胆源性胰腺炎(GP)的手术治疗时机和手术指征的把握

一直处于争议之中[1,2]. 从急性胰腺炎发病机制考虑 应

遵循 个体化治疗 延期手术 的原则 同时应考

虑是否有胆道梗阻 胆管炎 以确定最佳手术时机和

手术方法 减少并发症的发生率和死亡率 提高胆源

性胰腺炎的治疗效果

1   材料和方法

1.1 材料  1994-12/2001-12我院共收治136例胆源性胰

腺炎 其中58例经手术治疗 男28例 女30例 平

均年龄52.5岁(23-86岁) 重症胆源性胰腺炎均经手术

和CT证实为胰腺坏死. 诊断符合2000年杭州第八届全

国胰腺外科学术研讨会的临床诊断及分级标准[ ]. 诊断标

准: (1)胆绞痛病史; (2)上腹部压痛 肌紧张 反跳痛; (3)

血 尿淀粉酶明显升高; (4)血清总胆红素>40 U/L 或

AKP>225 U/L或ALT>75 U/L; (6)B超 CT检查提示胆

道结石并梗阻 胆总管扩张和重症急性胰腺炎

1.2 方法  根据手术时间分为早期手术组和延期手术组

并分析并发症的发生率和死亡率. 早期手术组: 入院后72 h

内手术24 例 其中男10 例 女14 例 平均年龄54.6

岁(23-89岁) 5例出现重症急性胆管炎表现. 手术时机

的选择: 依照个体化治疗的方案 胆源性胰腺炎有胆道

梗阻 化脓性胆管炎或出现坏死感染的急诊手术. 手术

方式: 胆囊切除或胆囊造瘘 胆道探查取石 胆总管

T 管引流 胰包膜切开引流 胰坏死组织清除 坏

死范围广 感染严重者行胃造瘘及空肠造瘘 胰周腹膜

后病灶清除区放置有效的灌洗引流. 延期手术组: 在严密

监视下行非手术治疗 使症状控制 病情稳定6-8 wk后

手术治疗 34 例 其中男 16 例 女 28 例 平均年龄

53.5 岁. 非手术治疗方法采用综合治疗: (1)补充血容量

纠正血液动力学异常 纠正水电解质紊乱 应用低分子

右旋糖酐 复方丹参等 改善微循环; (2)禁饮食 持

续胃肠减压 减轻胃肠道负担 减少消化液分泌; (3)

早期应用糖皮质激素 提高应激能力 抑制各种炎症

递质 减轻全身炎症反应综合征; (4)应用能透过胰腺屏

障的广谱抗生素 防止感染; (5)应用善得定 施他宁

抑制胰液分泌; (6)抑制胃酸分泌 防止应激溃疡发生; (7)

对高龄 有慢性心肺疾病 要加强各脏器功能监测 常

规血气分析 防止ARDS MODS等. 手术方式: 胆囊切

除术 根据术前B超与临床检查及术中胆总管探查情况

决定是否行胆总管切开取石或术中经胆囊管行胆总管纤

维胆道镜检查取石术 胰腺一般不行特殊处理

         统计学处理  采用χ2检验

2   结果

本组病例早期手术与延期手术的手术时机选择和胆源性

胰腺炎并发症发生率及死亡率之间的关系见表 从表

中可看出早期手术组与延期手术组的并发症发生率分别

为29.17 %和 8.82 % 死亡率分别为25 %和 0. 延期

手术组的并发症发生率和死亡率均低于早期手术组

两组相比差异均有显著性(P <0.05)

表1  手术时机的选择与GP并发症发生率及死亡率之间的关系

分组  n           并发症发生率            死亡率

早期手术组 24 7(29.17 %)             6(25%)

延期手术组 34   3(8.82 %)a                          0(0)

aP <0.05 vs  延期手术组.

3   讨论

胆源性胰腺炎的手术时机选择和手术指征: 对重症急性

胰腺炎的治疗方法:原则上保守 若病情恶化则手术[3]

对于急性重症胆源性胰腺炎的总体治疗原则 国内主要

以张圣道教授为代表的胰腺炎个体化治疗方案[4]. 胆源性

胰腺炎病因明确 治疗效果相对较好 但仍有一定的死

亡率 主要出现于发病早期 多为合并急性化脓性胆管

炎而出现休克 感染 多脏器功能衰竭者 因此对胆源

性胰腺炎有胆道梗阻或化脓性胆管炎应行急诊手术 引

流胆道 减小胆道压力 去除病因 对于胰周浸润局限

无腹水和迅速发生多器官功能障碍的极个别暴发型患

者 可避开主胰管沿胰腺长轴较浅切开胰腺体尾部实质

2-3 mm 这样可以释放出生物毒性物质 减轻限制性

的消极作用所带来的全身病变的严重程度[5]. 对非梗阻性

胆源性胰腺炎应选择非手术治疗 如果发生坏死感染再

转手术治疗 否则在胰腺炎痊愈后同一次住院期间再行

胆囊切除手术以去除复发原因[6]. 由于急性胰腺炎早期大

量炎症递质的释放 导致全身炎症反应综合征 机体

生理功能紊乱 抵抗力低下 对急性反应期的急性胰

腺炎手术只会加重对机体的打击 加剧全身炎症反

应 增加手术死亡率[7]. 特别对高龄 合并有多脏器功

能不全 难以耐受手术的患者 早期急诊手术加重病

情发展 术后可能出现多脏器功能衰竭等 并发症的

发生率和死亡率也很高. 本组早期手术组并发症发生率

29.17 % 死亡率25 % 明显高于延期手术组. 对于延

期手术时间 有学者提出在发病 2 wk 后[8].有人认为在

胰腺炎恢复 3 mo后行胆道结石手术 但这样会在此期

间有结石梗阻再发急性胰腺炎可能 增加了风险性.

Sargen et al [9]认为胆源性胰腺炎应在病情缓解后4wk内应手

术取出结石 否则易再次复发 住院时间延长. 因此 结

合实际情况 在病情缓解后6-8 wk内即应手术治疗 防
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止胰腺炎再次复发

     对重症胆源性胰腺炎 有大量腹水 病情发展快

的 出现多脏器功能不全 不能耐受手术的患者 内镜

联合腹腔灌洗治疗具有安全有效 创伤小 恢复快 并

发症少的优点 可在一定程度上替代外科手术治疗[10].

对重症急性胰腺炎有胆道梗阻和胆道感染且病情严重

者 在入院 24 h 内行 EST 解除胆道梗阻 降低了

胰管压力 阻止病情进一步发展 为择期手术创造条件

胆源性胰腺炎在发病后48 h内行ERCP加取石术可降低

胆红素 淀粉酶 脂肪酶 术后病情减轻并防止症状复

发[11-13]. 对入院时APACHE- 记分 8的轻型胆源性胰

腺炎 主张在急性发作缓解后手术治疗 APACHE-

记分 8的重型胆源性胰腺炎主张延期与个体化相结合

的处理原则 首先积极非手术治疗 为延期手术治疗创

造有利条件 急性发作缓解后择期手术[1]. 随着微创技

术的发展 对胆源性胰腺炎的处理采用ERCP加EST及

随后的腹腔镜胆囊切除术比开放手术更安全有效 减少

不必要的胆总管探查 降低发症发生率和死亡率[14].
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摘要

目的:探讨良性肝病患者血清AFP升高的临床意义.

方法:AFP和SF(血清铁蛋白)测定均采用放免法 肝癌特异

性蛋白(PHC SP)用酶标法检测 谷丙转氨酶(ALT)和 -谷

氨酰转肽酶( -GT)测定用常规方法.

结果:急性肝炎12例PHC SP阴性 慢性肝炎轻度1例PHC

SP阳性 11例PHC SP阴性 慢性肝炎中 重度2例 PHC

SP阳性 24例 PHC SP阴性 肝硬变5例 PHC SP阳性 23

例 PHC SP阴性 原发性肝癌48例 PHC SP阳性 6例PHC

SP阴性. 良恶性肝病组间PHC SP阳性率比较有显著性差异

(P <0.01).

结论:AFP明显升高而不能确诊的肝病患者 应进一步通过

其他血清学方法进行鉴别 单用某一种血清学方法都有一

定的局限性 多种方法联合检测有利于良恶性肝病的鉴别.

程天霞 .良性肝病患者血清AFP升高的临床意义. 世界华人消化杂志  2003;

11(6):877-879

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/877.asp

0   引言

甲胎球蛋白(AFP)在原发性肝癌(PHC)诊断 尤其是早

期诊断中有着重要价值[1,2] 临床上部分急 慢性病毒

性肝炎及肝硬变患者血清AFP 明显高于正常. 本文对

AFP升高的各型良性肝病患者的临床资料进行分析 以

探讨良性肝病患者AFP升高的机制及其临床意义.

1   材料和方法

1.1 材料  根据1995年北京病毒性肝炎学术会议修订标

准 选择AFP>400 µg/L 者 78 例 其中急性病毒性肝
炎 12 例(甲型肝炎 8 例 戊型肝炎 4 例) 慢性肝炎轻
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度12例(乙型肝炎10例 丙型肝炎2例) 慢性肝炎中

重度26例(乙型肝炎24例 乙丙型肝炎混合感染2例)

肝炎肝硬变28 例.男 46 例 女 32 例 年龄 15-67 岁

平均42.5岁. PHC 54例(均经组织病理学证实). 全部病例

均随访1 a以上 最长达4 a 并排除生殖细胞瘤和消

化道肿瘤.

1.2 方法  AFP和SF(血清铁蛋白)测定均采用放免法 肝

癌特异性蛋白(PHC SP)用酶标法检测 谷丙转氨酶(ALT)

和 -谷氨酰转肽酶( -GT)测定用常规方法.

         统计处理  数据以均数 标准差( sx ± )表示 二样
本均数间的比较用 t 检验 二样本率的比较用 χ2检验.

2   结果

2.1 良恶性肝病患者血清ALT -GT SF含量见表1

表1  良恶性肝病患者血清ALT -GT SF 比较( sx ± )

组别  n            ALT(单位)    -GT(单位)       SF(单位)

急性肝炎 12   174 120a   96 62       417 190

慢性肝炎轻度 12     84 76    41 27a              304 302a

慢性肝炎中 重度 26   143 112a        104 61       460 301

肝硬变 28     62 60   47 31a             316 373

原发性肝癌 54     58 42          114 70       504 147

aP <0.01 vs 原发性肝癌组.

2.2 良恶性肝病患者血清PHC SP阳性率比较  将急性肝

炎 慢性肝炎 肝硬变病例归为良性肝病组 其PHC SP阳

性率为10.25 % 而PHC组阳性率为88.89 %. 良恶性肝病

组间PHC SP阳性率比较有显著性差异(P <0.01 表2).

表2  良恶性肝病患者血清PHC SP检测结果

组别 n             PHCSP(+)        PHCSP(-)

急性肝炎 12      0 12

慢性肝炎轻度 12      1 11

慢性肝炎中 重度 26      2 24

肝硬变 28      5 23

原发性肝癌 54   48   6

2.3 肝病患者AFP及病情变化的1 a随访  随访54例PHC

患者 仅4例存活 2例AFP>400 µg/L 1例为254 µg/L
1例<20 µg/L. 而良性肝病组仅4例死亡(均系肝硬变病
例 2例消化道大出血; 2例肝昏迷). 急性肝炎和慢性肝

炎轻度患者AFP均降至正常 慢性肝炎中 重度患者中

1例>400 µg/L 其余均<20 µg/L; 28 例肝硬变患者中有
2例高于正常 1例>400 µg/L 1 例为 170 µg/L.

3   讨论

AFP是人胚胎时期肝细胞和卵黄囊细胞产生(胃肠道黏膜

也可产生)的一种特殊糖蛋白. 业已查明[3-7] 人类AFP

基因位于4q [11-18] 其表达受多种因素影响 胎儿肝细

胞中AFP基因处于激活状态 出生后AFP基因处于封闭

状态 停止表达.而PHC增生的肝细胞及生殖细胞 基

因被激活 产生大量AFP.临床对AFP>400 µg/L的病例
高度怀疑PHC 但我们也常发现部分良性肝病患者 尽

管其AFP >400 µg/L 其AFP持续时间可达6-12 mo
但临床预后呈良性经过 经随访1-4 a 后未见恶变.

        本文显示PHC患者ALT升高不显著 而 -GT升

高较为明显 但缺乏特异性 如慢性肝炎中 重度病例

也可升高. 过去认为AFP浓度随ALT消长而变化 但本

人看到有些病例 尽管ALT -GT 总胆红素已恢

复正常 其AFP仍居高不下. 本人认为这种情况系肝炎

及肝硬变病程中 一方面部分肝细胞发生炎症 坏

死 另一方面肝细胞也在不断地修复增生 增生的肝

细胞中AFP基因被激活.本文有2例抢救成功的慢性重型

肝炎病例 其病程中出现血清AFP升高 而一些治疗效

果不佳的重型肝炎病例 其AFP升高不明显 甚至不升

高 提示某些良性肝病患者AFP升高是因肝细胞修复增

生所致.一旦肝细胞修复完成 AFP逐渐恢复正常. 实验

中显示良性肝病组患者PHC SP阳性率(10.25 %)明显低

于PHC组(88.89 %) 且 PHC组 SF水平显著高于良性

肝病组(P <0.01) 说明PHC SP与 SF在良恶性肝病的鉴

别中有重要参考价值 与文献[8-18]报道相符.

        总之 对于AFP明显升高而不能确诊的肝病患者

应进一步通过其他血清学方法进行鉴别 单用任何一种

血清学方法都有一定的局限性 多种方法联合检测有利

于良恶性肝病的鉴别 对防止误诊有重要的临床意义.

4     考文献
1 成军,杨守纯. 现代肝炎病毒分子生物学. 第 1 版. 北京:人民军医
出版社,  1997:86-198

2 严家春,马景云,潘伯荣,马连生. 中国病毒性乙型肝炎的研究. 世界
华人消化杂志  2001;9:611-616

3 严家春,陈文笔,马勇,刘健虎,孙新华,徐长江. 乙型肝炎肝组织血管
病变组织及免疫组织化学的研究. 世界华人消化杂志  2000;8:
1205-1210

4 王小众, 陶其敏. 乙肝病毒X基因与肝癌. 世界华人消化杂志  1999;
7:1063-1064

5 Fang JN, Jin CJ, Cui LH, Quan ZY, Choi BY, Ki MR, Park HB. A
comparative study on serologic profiles of virus hepatitis B.
World J Gastroenterol  2001;7:107-110

6 You J, Zhuang L, Tang BZ, Yang WB, Ding SY, Li W, Wu RX,
Zhang HL, Zhang YM, Yan SM, Zhang L. A randomized con-
trolled  clinical trial on the treatment of Thymosin a1 versus
interferon-α in patients with hepatitis B. World J Gastroenterol
2001;7:411-414

7 Zhao LS, Qin S, Zhou TY, Tang H, Liu L, Lei BJ. DNA-based
vaccination induces humoral and cellular immune responses
against hepatitis B virus surface antigen in mice without acti-
vation of C-myc. World J Gastroenterol  2000;6:239-243

8 Guo SP, Wang WL, Zhai YQ, Zhao YL. Expression of nuclear
factor-ΚB in hepatocellular carcinoma and its relation with the X
protein of hepatitis B virus. World J Gastroenterol  2001;7:340-344

9 Wang FS, Xing LH, Liu MX, Zhu CL, Liu HG, Wang HF, Lei ZY.
Dysfunction of peripheral blood dendritic cells from patients with chronic
hepatitis B virus infection. World J Gastroenterol 2001;7:537-541

10 Cao XY, Liu J, Lian ZR, Clayton M, Hu JL, Zhu MH, Fan DM,

878                ISSN  1009-3079   CN  14-1260/R                世界华人消化杂志   2003年 6月 15日  第 11卷  第 6期



Feitelson M. Differentially expressed genes in hepatocellular
carcinoma induced by woodchuck hepatitis B virus in mice.
World J Gastroenterol  2001;7:575-578

11 任星峰,葛娅,杨群,赵甫涛. 慢性乙型肝炎肝脂肪变性的组织学特
点. 世界华人消化杂志  2003;11:106-107

12 李谨革,聂青和,黄长形. 抗乙型肝炎病毒核酶的研究进展. 世界华
人消化杂志  2003;11:238-241

13 李刚,舒欣,马会慧,陈伟,陈文思,陈青,江元森, 姚集鲁. 基因芯片技
术检测HBV HCV及HBV YMDD变异株. 世界华人消化杂志
2003;11:178-181

14 苏勤,张伟,刘节,王淑芳,Takegoshi K, SchrÖder CH. 乙型肝炎病

毒慢性感染者血清中不同类型病毒转录体的检测及其意义.世界华
人消化杂志  2003;11:134-143

15 马小超,屠曾宏. 细胞色素P450 在药源性肝损伤中的作用. 世界华
人消化杂志  2003;11:338-341

16 王颖,周卓,王学清. 肝硬化患者血中一氧化氮及降钙素基因相关肽
改变的初步研究. 世界华人消化杂志  2003;11:358-359

17 Han HL, Lang ZW. Changes in serum and histology of patients
with chronic hepatitis B after interferon alpha-2b treatment.
World J Gastroenterol  2003;9:117-121

18 Qin LX, Tang ZY. Hepatocellular carcinoma with obstructive
jaundice: diagnosis, treatment and prognosis. World J
Gastroenterol  2003;9:385-391

汪邵平,霍枫,张玉新,裴世强,广州军区总医院普通外科  广东省广州市   510010
项目负责人:汪邵平,510010,广东省广州市流花路111号,广州军区总医院普外
科.victorwsp@163.net
电话:020-36224648    传真:020-36222203
收稿日期:2002-12-05    接受日期:2003-01-18

摘要

目的:探讨一条简单 有效治疗顽固性胆瘘的途径.

方法: 7 例顽固性胆瘘尝试行经皮肝穿刺胆道引流术

(PTCD) 对胆道进行外引流.

结果:2 例置管失败 5例成功实施PTCD后 造影发现3

例伴肝门部 胆总管狭窄.置管引流后 经瘘管流出的胆汁

量从200-600 mL/d 降为60-180 mL/d 无并发症 胆瘘

平均愈合时间11.4 d. 8 例保守治疗的胆瘘患者中 1例死

亡 余7例平均病程49.8 d.

结论:PTCD操作简单 安全 是治疗外伤后顽固性胆瘘的

重要措施.

汪邵平,霍枫,张玉新,裴世强. 经皮肝穿刺胆道引流治疗外伤后胆瘘.  世界华人

消化杂志  2003;11(6):879-880

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/879.asp

0   引言

对肝外伤后胆瘘 临床处理较棘手 我们采用经皮肝

穿刺胆道引流术(percutaneous trans-hepatic cholangiography

and drainage PTCD)治疗胆瘘 疗效满意 报告如下:

1   材料和方法

1.1 材料  对我院1997/2002收治的7例外伤后顽固性胆

外瘘患者实施经皮肝穿刺胆道引流术 成功5例. 其中

• 临床经验 •

经皮肝穿刺胆道引流治疗外伤后胆瘘

汪邵平,霍   枫,张玉新,裴世强
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男4例 女1例 平均年龄34.3岁. 腹腔镜胆囊切除术

后1 例 肝部分切除术后1 例 中央型肝裂伤( 级以

上)行 肝修补 肝填充止血 术后 3 例. 对照组为近

10 a我院保守治疗的8例胆瘘患者.

1.2 方法  根据受伤部位及在控制感染后经引流管造影

可大体明确胆瘘部位. 选右腋中线7-10肋间为穿刺点

穿刺针朝向12 胸椎平行前进至距其2 cm 处后停止前

进 缓慢退针 顺利抽吸到胆汁后注入造影剂造影. 若

胆瘘在左半肝胆管 则将患者侧卧位 多方向透视下

于前入路肋缘下选定穿刺点穿刺造影. 根据造影结果选

择一条邻近胆瘘部位的大胆道 确定第二穿刺点. 局麻

后切开皮肤 将套管针(16-23G)插入目标胆管. 抽吸套

管 若有胆汁表明套管端已进入胆管内 否则轻微调整

套管位置或重新穿刺. 经套管引入J头软导丝后拔除套

管 扩张器扩张穿刺通道后 置入5-8F普通导管沿胆

总管方向插向十二指肠. 将超强导丝置换软性导丝后

拔除普通导管 换入带侧孔的引流导管并固定于腹壁皮

肤. 若发现胆道狭窄 则在换入引流导管前置入球囊导管

逐步扩张狭窄胆道 或将置入器沿导丝插入狭窄部位 放

置记忆镍钛合金胆道支架后再次造影 了解梗阻改善情

况 术后定期冲洗导管.

2   结果

成功置管行PTCD术5例 其中胆道造影发现近肝门部胆

管狭窄3例. 术前腹腔引流管胆汁引流量200-600 mL/d 术

后降为60-180 mL/d. PTCD导管胆汁引流量80-170 mL/d. 术后

胆瘘均愈合 平均愈合时间11.4 d 胆瘘愈合后拔除引流

导管 无并发症. 保守治疗8例患者中 1例全身衰竭死

亡 7例治愈 平均病程49.8 d PTCD术后无腹腔出血

血气胸等并发症.
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3   讨论

肝外伤或肝胆手术后由于创面小胆管未结扎 迷走小

胆管损伤等原因 可有少量胆汁样液漏至腹腔 一般会

逐渐减少 数日内消失 引流及时就不会引起严重后果.

临床所谓 胆瘘 是指胆汁引出量大(>150 mL/d) 且无

减少趋势 经久不愈这种情况其形成原因包括: (1)外

伤 手术时肝创面遗漏较大的胆管支未结扎[1] ; (2)创伤后

感染 肝脓肿 膈下脓肿形成 腐蚀邻近胆管; (3)胆囊

切除时损伤右肝管 迷走胆管或胆囊管结扎松脱; (4)T管

误拔 早拔 或压迫胆总管壁坏死漏胆; (5)胆肠吻合张

力大 血运差 吻合口愈合不佳. (6)近肝门部胆管 胆

总管存在狭窄.

        胆瘘的治疗一般有3种方法: (1)保守治疗 包括充

分引流 营养支持 应用抗生素 生长抑素等. 大部

分胆瘘患者因此而获治愈[2]. 但这种治疗的时间往往长达

数月 患者在漫长病程中可因各种感染 胆汁丢失 营

养障碍而不断衰竭 危及生命. 本组 8例中即有1例死

亡. 余 7例平均病程长达49.8 d. 若存在胆管狭窄因素或

大胆管横断伤 则很难通过保守治疗治愈[3]. (2)开腹手

术 包括病灶切除 胆肠吻合 T管引流等术式. 患者多

已遭受严重创伤 一般情况差 往往无法耐受 使再次

手术风险大 且有再发胆瘘的可能[1]. 目前 除伴发腹

腔巨大脓肿外 开腹手术已较少用. (3)十二指肠乳头切

开(endoscopic sphincterotomy EST)+鼻胆管引流术. 通过侧

视式十二指肠镜电刀切开oddis括约肌 同时胆总管内置入

鼻胆管行胆汁外引流或置入导管内引流. Bose et al  [4] 2001

年报道应用此法治疗20例外伤后胆瘘患者 疗效满意.

国内孙志为 et al [5]有类似报道. 但该方法费用昂贵 设

备 技术要求高 在我国基层医院尚无法开展. 部分患者

无法耐受内镜 以及可导致急性胰腺炎 穿孔等并发症

都是该方法的局限性.

        PTCD是指经皮肝穿刺途径置放胆道引流导管 达

到胆道引流的作用 主要用于胆道梗阻的减黄治疗[6]. 用

于治疗胆瘘是基于如下理由: 一方面 使胆汁顺利地经

导管流至体外或十二指肠 从而使胆汁经瘘道丢失量

大大减少 减少对瘘管的刺激 有利于瘘管的闭合. 另

一方面 对顽固性胆瘘而言 往往伴有胆道狭窄 通

过造影可及时发现狭窄部位 并应用扩张导管扩张胆

道 引流导管支撑或置放胆道支架 使胆汁流出途径

通畅后 胆道压力降低 胆瘘愈合的可能性大大提高.

Kromer et al [7] 1996年报道应用PTCD 治疗8例胆瘘疗效

满意. Hunt (97年)则对3例胆瘘患者通过PTC造影后直

接放入微型钢圈栓塞胆瘘的胆管支均获成功[8]. 我们对保

守治疗后胆瘘量无减少趋势的7例顽固性胆瘘患者试用

PTCD 成功置管 5例. 对有胆道梗阻 肝内胆管扩张

的患者 PTCD成功率高 但本组4例胆管无明显扩张

的患者 通过反复穿刺 亦有2例成功置管. 术后患者

胆瘘量明显减少 均在2 wk 左右治愈 病程较保守治

疗大大缩短.

       PTCD操作相对简单 创伤小 在我国已有长期

广泛的应用基础. 对没有条件开展ERCP EST 的基层

医院 以及无法耐受消化道内镜的部分顽固性胆瘘患

者 通过PTCD 可诊治胆道狭窄 减少胆瘘量 加快

胆瘘愈合进程 值得推荐.
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