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门螺杆菌菌液
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次!共
A

次#然后依次分别给予新鲜配制的
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灌胃!
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模型
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生!模型
+

组小鼠全部死亡%结论
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胃癌的发病率在逐年下降#但癌症相关的死亡原因仍然是

全球第
1

#每年导致
-A%%%%

人死亡#是第
1

常见的癌症'

$
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*幽

门螺杆菌$
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&的高阳性率基本显示与胃内病变的一致性*数

年内的感染多数仅能引起轻度的浅表性胃炎#但数十年的长期

感染易出现糜烂)萎缩性胃炎甚至胃肿瘤'
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年世界卫

生组织已将
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定为
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类致癌因子*
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感染后胃癌的发生遵

循+慢性胃炎
-

胃黏膜萎缩
-

肠上皮化生
-

不典型增生
-

胃

癌,模式'
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*目前虽不能肯定
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感染与胃癌有直接因果关

系#但大量的流行病学)临床和实验研究支持
]
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是胃癌的始

动因素#亦是胃癌发生)发展过程中的启动)促进因子'

0

(

*胃癌

在亚洲东部发病率最高#是欠发达国家人口癌症死亡的主要原

因'

A
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#世界卫生组织最近发布的-
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表明#
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年中国胃癌新增病例和死亡人数高居世界首位#约

占
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*显然#一个理想的
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诱导的胃癌模型对胃癌癌变

机制的研究非常重要*
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材料与方法
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#昼夜循环$
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&条件下适应性

喂养
$

周后#再开始正式分组实验*小鼠组织取材于广西中医

药大学实验动物中心实验室内进行#并按实验动物使用的
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原则给予人道的关怀*
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中性福尔马林固定液)
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器械)弯灌胃针)一次性注射器$
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8<1$'ATH#.

CK
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哥伦比亚血琼脂基础培养基
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BT

纯水的锥形瓶中#牛皮纸密封锥形瓶#

$1%Z

)

1%B#,

高压

锅灭菌后#待温度降至
A%

#

)%Z
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)%/1

重庆医学
1%$-

年
-

月第
0)

卷第
1%

期

"

基金项目$国家自然科学基金资助项目$

/$')%A'$

&%广西卫生厅重点项目$重
1%$1%'%

&*

!

作者简介!孙艳珍$

$((%Y

&#硕士#主要从事消

化系统疾病诊治方面研究*

!

#

!

通信作者#

9.BK#E

!

C

D

,)%))/

"

KE#

D

L,&C"B

*



绵羊血
$0BT

滴入琼脂培养基中#混匀#迅速倒板#每个培养

皿约
1%BT

#静置使凝固*将冻存于
Y/%Z

冰箱的
]
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.::$

菌

株取出#放入恒温水浴锅中#温度设置为
'- Z

#水浴加热
$

B#,

#至融化*用接种环蘸取冻存管中的菌液#将细菌接种于

-̂

琼脂羊血培养基中#之后将其放入厌氧培养罐内#放入一包

厌氧产气袋#将厌氧培养罐盖好#放回
'-Z

细菌培养箱内#培养

0/;

后#超净台中打开培养罐#可见培养皿针尖样菌落长出#接

种环将细菌刮下#溶于布氏肉汤#制成
]

6

菌液#紫外分光光度

计测浓度#

]
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菌液
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BT

*
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培养成功见图
$
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左
$

为溶于布氏肉汤制成的
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菌液做快速尿素酶试验#右边的
A

瓶为培养皿中刮下的
]

6

做的快速尿素酶试验#

'B#,

内可见明显的紫

红色反应

图
$
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培养
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造模方法
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只雄性
A

周龄
OKEO
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小鼠#室温适应性

喂养
$

周后#分为模型
)

)

*

)

+

组和正常组#每组
1%

只*将制

作好的
]
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菌液给模型组小鼠灌胃#每只
%&/BT

#隔天
$

次#

共
A

次*将
<Qj

溶于纯水中#

<Qj

与纯水的配比为
AB

J

`

'BT

*除正常组同步饲养外#造模动物分别予
%&$A

)

%&'%

)

%&)%BT

灌胃#每周
$

次#持续
$%

周%同时注意观察各小鼠死

亡)体质量)毛发)耗食量)活动等情况*开始灌胃或第一次灌

胃至
'/

周所有小鼠同等条件下正常饲养#因胃癌化学诱导模

型所需时间长#成功率低#符合人的发病规律*

?&A&A

!

标本采集
!

第
'/

周末时#将全部动物脱椎处死#用组

织剪沿腹中线将腹腔剪开#暴露腹腔脏器#将胃剪下$食管末端

至十二指肠球部之间&#沿胃大弯将胃剪开#

%&(̂

生理盐水冲

洗#剪刀剪取
$

"

1

的胃组织做快速尿素酶试验%剩余
$

"

1

的胃

组织冲洗干净#迅速将其放到
$%̂

的中性福尔马林固定液中#

密封保存待光镜检测*

?&A&B
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感染的检测方法
!

感染的诊断!符合下述
'

项其

中
$

项可判断为
]

6

现症感染*$

$

&胃黏膜组织
8jF

)组织切

片染色或细菌培养
'

项中任
$

项阳性%$

1

&

$'

4.

或$0

4.j3F

阳

性%$

'

&

]

6

:2

检测阳性'

-

(

*将小鼠胃组织剪下#取
$

"

1

的胃组

织做快速尿素酶试验#

$%B#,

内可见紫红色反应#证实小鼠胃

]

6

定植成功*见图
1

*

!!

2

!

1

只小鼠胃组织快速尿素酶试验%

3

!小鼠
$

胃组织快速尿素酶试验%

4

!小鼠
1

胃组织快速尿素酶试验

图
1

!!
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定植成功检测

?&A&I
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小鼠胃病理改变情况的观察和损伤评分
!

将已用

$%̂

中性福尔马林固定液固定好的小鼠胃取出#然后切取病变

处#经用蒸馏水冲洗#放入生物脱水机进行逐级脱水)透明)浸

蜡#石蜡包埋切片
0

!

B

#常规
]9

染色#封片#光镜下观察炎症

和癌变情况*组织学变化和分级依据
1%$1

年中国慢性胃炎共

识意见研讨会'

/

(

#组织学变化包括
A

项!

]

6

感染)慢性炎症

$单个核细胞浸润&)活动性$中性粒细胞浸润&)萎缩$固有腺体

减少&)肠化生$肠上皮化生&%

0

个分级包括
%

为无#

e

为轻度#

ee

为中度#

eee

为重度%胃黏膜萎缩程度分期#见表
$

*

表
$
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胃黏膜组织学变化和分级

胃窦

胃体

无萎缩

$

%

分&

轻度萎缩

$

$

分&

中度萎缩

$

1

分&

重度萎缩

$

'

分&

无萎缩 $

%

分&

%

期
)

期
*

期
*

期

轻度萎缩$

$

分&

)

期
*

期
*

期
+

期

中度萎缩$

1

分&

*

期
*

期
+

期
,

期

重度萎缩$

'

分&

+

期
+

期
,

期
,

期
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统计学处理
!

用
:=::$(&%N"MR#,!"R+

软件进行数据

处理与分析#计量资料以
Ka@

表示#计数资料选择非参数检

验#计量资料符合正态分布选择参数检验*以
!

%

%&%A

为差

异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?
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小鼠一般情况变化
!

模型组小鼠造模
$'

周开始#出现部

分小鼠耗食量减少)毛发稀疏)嗜睡)懒动)乏力)拱背)互咬尾

巴等现象*正常组小鼠
$

只小鼠死亡#模型
)

)

*

组小鼠各
1

只小鼠死亡*模型
+

组
1%

小鼠全部死亡#经解剖发现#部分死

亡小鼠有腹腔脏器穿孔)腹腔脏器粘连#部分死亡的小鼠肝脏

局部黑变*

@&@

!

肉眼及光镜下观察胃黏膜损伤情况
!

肉眼可见模型组各

小鼠胃黏膜充血)水肿*正常组小鼠胃黏膜未发现异常改变%

模型
)

组充血肿胀#糜烂明显#未见溃疡及结节样改变%模型
*

组胃黏膜充血肿胀#糜烂明显#可见溃疡样变化#底披少许薄

苔*光镜下!正常组黏膜完整#各层结构清晰#未见炎细胞浸润

及上皮异型增生%模型
)

组局部正常黏膜脱失#黏膜充血)黏膜

下层增宽#少许炎性细胞浸润#部分呈低级别
.

中级别上皮内瘤
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重庆医学
1%$-

年
-

月第
0)

卷第
1%

期
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2

!正常组%

3

!模型
)

组%

4

!模型组
*

组

图
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各组小鼠胃黏膜组织形态学变化%

\$%

&

表
1

!!

各组胃黏膜组织学变化和分级情况

组别
$ ]

6

感染 慢性炎 活动性炎 萎缩 肠化生 癌变率

正常组
$( % %

#

e % % % %

模型
)

组
$/ ee

#
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组局部正常黏膜脱失#纤维组织增生#较多炎性细胞

浸润#内见不规则异型腺体增生#符合中分化腺癌改变*见图

'

#表
1

)

'

*

A

!

讨
!!

论

现阶段#关于胃癌的动物模型建立研究主要集中在原位移

植法)移植瘤法)免疫抑制剂法)转基因法和诱导法
A

大类'

(

(

%

前者因操作复杂)成本高而较难推广#化学物理法造模因操作

过多过杂#不确定因素多#与人类胃癌的形成过程不接近#故使

用不多*笔者采用
<Qj
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制备胃癌模型#造模周期
'/

周*
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小鼠呼吸道功能脆弱#呼吸道癌发病率
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#易

患慢性胃炎#且随着年龄的增长#患肺癌等其他消化道癌症外

疾病的概率增大#肺癌发生率约
1-&Â

*本实验在造模期间

死亡的动物经检验未发现肺癌等消化道外癌症#造模期间动物

的高死亡率排除
OKEO

"

C

小鼠因罹患其他癌症死亡的可能性*

与前两种造模方法相比#
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灌胃法制备
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小

鼠胃癌模型具有如下优点!$
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&采用灌胃的方法简单易行#且易

于推广%$
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&实验重现性高#所需费用相对较少%$

'

&致癌原理与

人类胃癌相似%$
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&无需外科手术#损伤小#可排除人为干扰因

素的影响*笔者通过
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菌液
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灌胃#隔天
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次%后给予新鲜配制的
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溶液灌胃#
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和纯水配置

比为
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#每周
$

次#持续
$%

周的方法成功制备胃癌

模型#此方法值得应用和推广*

<Qj

是强有力的致癌物质#致癌的能力已被多人证

实'

(
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#是经典的用于致癌性实验的阳性对照物#可经皮)食入)

吸入等方式吸收#是一种常用的致癌物*
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是一种对生长环

境要求十分苛刻的微需氧革兰阴性杆菌%已被证实是活动性胃

炎)消化性溃疡等胃病的原因之一#同时也可能是胃癌的发病

因素之一#所以
]
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灌胃法制备
OKEO
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小鼠胃癌模

型具有合理)可行性*

<Qj

为黄色晶体#可溶于水#应储存于
Y1% Z

冰箱中%
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室温下#溶液
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时#
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半衰期为
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时#半衰期不足
1B#,

%通常将
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溶于
6

]hA

的溶剂中#并

在
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内用完#
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]

越高则促进
<Qj

与水反应#以排除污

染'
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*故使用
<Qj

灌胃应现配现用#不宜久置#避免使用分

解的
<Qj

灌胃#否则会引起较大实验误差#使灌胃次数增多)

造模时间延长#浪费宝贵的时间和实验耗材#甚至引起实验动

物中毒死亡*笔者通过
<Qj

联合
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灌胃法成功制备胃癌

模型#予
%&)BT

灌胃时#小鼠病死率达
$%%̂

#验证了大剂量

<Qj

灌胃可提高致死率#也验证了
<Qj

的毒力及致畸

作用*
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没食子酸加样回收实验结果
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没食子酸的水平比较
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本实验就十八味党参丸中党参炔苷和没食子酸的提取方

法和色谱条件中流动相系统进行了考察*由于传统醇类回流

提取耗时较长+操作相对繁杂#本实验采取了超声方法和浸泡

的方法提取党参炔苷和没食子酸*在考察党参炔苷的提取方

法时#结合查阅的文献'

(.$$

(

#采用是否浸泡再超声+不同量的甲

醇及不同的提取时间进行提取#结果发现提取效率较高#针对

所选用的色谱柱#流动相选用乙腈
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冰醋酸水溶液
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&#分离度最好#能用于十八味党参丸中党参炔苷水平

检测*在考察没食子酸的提取方法时#用
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醇进行提取#结果发现用
'%<

甲醇提取效果最好#结合所查文

献'

$1.$0
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#针对所选用的色谱柱#选用甲醇
;%&0<

冰醋酸水溶

液$

$;((

&分离度最好#可用于没食子酸的水平测定*

本实验的结果表明不同厂家的十八味党参丸中这两种有

效成水平差别较大#说明不同厂家可能在源头上选用的中药材

质量存在着差异#或是生产设备及工艺参数等的不同导致有效

成分提取不完全#从而造成这样的差异*这些差异很可能不同

程度影响着药品的疗效*提示必须进一步加强对民族药品质

量控制研究#增加有针对性的检验项目#尤其对配方中的名贵

药味*本实验由于实验材料购买不便#所用不同药厂的药品均

只有一批#按照本文的检测方法#是否同一药厂药品原本就存

在较大的批间差异尚需进一步验证*
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