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目的
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研究肺炎链球菌
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"
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%蛋白的基本理化性质!初步分析预测该蛋白的结构与功

能&方法
!

利用
9#":!#4

'

;<=<<

'

;>8

?

:4@

和
AB@CD

3

等多种生物信息学软件对肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白进

行分析!并对其功能预测&利用
;<=<<

软件对比肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白与炭疽芽孢杆菌
9CD6$$6

蛋白

和枯草芽孢杆菌
EF(-

(

$1$$

二级结构差异$利用
<:

?

>G#

?

,

软件分析它们之间的氨基酸序列相似性&结果
!

肺

炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白为一亲水性蛋白!其相对分子质量为
'-&6)H$%

'

!等电点为
6&$$

!存在
$

个跨膜区&肺

炎链球菌
+
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8$-6(

蛋白属于
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(

I

7

+C

(

7

+8

超家族!可能具有阴离子细胞壁多聚物合成相关酶的功能&与其

他细菌蛋白比对发现!该蛋白与炭疽芽孢杆菌
9CD6$$6

蛋白和枯草芽孢杆菌
EF(-

(

$1$$

具有相似的跨膜结构

域!均含有
$

跨膜结构$肺炎链球菌
+
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蛋白与炭疽芽孢杆菌
9CD6$$6

蛋白和枯草芽孢杆菌
EF(-

(

$1$$

蛋

白氨基酸序列具有较高同源性!全长序列相似性分别为
'6&-J

和
'1&6J

&结论
!

肺炎链球菌
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蛋白是具

有跨膜结构的亲水性蛋白!可能具有阴离子细胞壁多聚物合成相关酶学功能&
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肺炎链球菌是社区获得性肺炎最常见的细菌性

病原菌#其所致的肺炎也是重症社区获得性肺炎入住

重症监护室最常见的原因'

$

(

*

1%$'

年#全球约有
0%

万
)

岁以下儿童死于肺炎链球菌感染'

1

(

*此外#全球

61$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

'$)%%$$6

#

/$6)%'10

&*

!

作者简介!吴凯峰$

$(/6U

&#副主任医师#博士#主要从事病原微生物致

病机制和防治方面的研究*



也正面临较为严峻的肺炎链球菌抗生素耐药#以及
-

价或
$'

价肺炎链球菌蛋白结合疫苗在地区之间保护

效果不一和保护率有限等问题'

'.0

(

*为切实提高对肺

炎链球菌感染的防治能力#需要深入了解肺炎链球菌

的分子致病基础*

磷壁酸是革兰阳性细菌细胞壁重要的多糖分子*

在肺炎链球菌中#磷壁酸也是一种极为重要的毒力因

子'

6.)

(

#该分子在感染过程中有着与其他细菌磷壁酸

相似的生物学功能#且可能具有某些新特征*当细菌

磷壁酸显著减少时#相应的肺炎链球菌的生理学功能

将严重受损#细菌致病力也将明显降低'

6

(

*由此可

见#研究磷壁酸的合成过程对指导设计新型抗菌药物

或疫苗具有重要的理论价值*本课题组前期研究发

现
5>PV

蛋白参与了磷壁酸的生物合成#体内外研究

显示#

5>PV

蛋白与肺炎链球菌毒力有密切关系#

5>PV

基因缺陷的肺炎链球菌毒力明显下降'

-

(

*然而#肺炎

链球菌磷壁酸并未因
5>PV

蛋白的缺失而完全减

少'

-

(

#因此#本课题组猜测还存在替代途径参与磷壁

酸的合成*

肺炎链球菌存在一个名为
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7
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7

+8

$

2W@

&

蛋白家族#该家族蛋白被认为与细菌胞外多糖共价连

接至细胞壁肽聚糖有关'

/.(

(

#该家族成员包括
+
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8$-6(

$
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&+

W

7

+1C

和
@+8

等*其中#
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45

蛋白功能尚未

完全清楚*闵迅等'

$%

(前期已利用原核表达方式对肺

炎链 球 菌
2

3

45

蛋 白 $肺 炎 链 球 菌
5)

菌 株 即

+

7

8$-6(

&进行过表达#晶体生长及衍射分析#然而由

于技术原因#尚未对结构进行解析和功能研究*因

此#本研究试图利用生物信息学方法#从美国国立生

物技术信息中心$

XW9Y

&数据库中提取肺炎链球
5)

标准菌株的
+

7

8$-6(

基因及其编码蛋白序列#分析其

基本理化性质+结构功能特征等#为肺炎链球菌的

2

3

45

蛋白功能研究及细菌致病机制和防治策略研究

奠定基础*

>

!

材料与方法

>&>

!

肺炎链球菌
+

7

8$-6(

基因及其编码氨基酸序列

和生物信息学策略
!

从
XW9Y

数据库检索并下载肺

炎链球菌
5)

标准菌株
+

7

8$-6(

及其编码全长氨基酸

序列$

7

8"4:#,YE

为
X@

)

'6('6$&$

&*本研究主要利用

9#"A!#4D:

S

L:,I:CG#

?

,O:,4A!#4"8

+

;<=<<

+

AB.

@CD

3

+

<:

?

>G#

?

,

等多种软件对
2

3

45

进行分析*所用

在线工具的网址链接参见前期文献报道'

$$

(

*

>&?

!

方法
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!

肺炎链球菌
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蛋白的理化性质预测
!

利

用
9#":!#4 D:

S

L:,I: CG#

?

,O:,4 A!#4"8

软 件 对

+

7

8$-6(

蛋白氨基酸组成进行分析*从
XW9Y

数据库

@8"4:#,

数据字库搜索
X@

)

'6('6$&$

获得
ZCD;C

格

式的全长蛋白序列#使用
9#":!#4

软件打开
+

7

8$-6(

蛋

白序列文件#点击
D:

S

L:,I:

#找到
@8"4:#,

#再选择
C.

O#,"CI#!W"O

7

"+#4#",

#获得蛋白构成信息*利用

@8"4@>8>O

预测相关
+

7

8$-6(

蛋白原子组成+等电点+

不稳定系数进行预测*进入
AB@CD

3

@8"4@>8>O

网

站#输入
+

7

8$-6(

蛋白序列#点击
W"O

7

L4:

7

>8>O:.

4:8+

#即可获取相关参数#其中#

[5C\]

值为正#提示

疏水性强%

[5C\]

为负#提示亲水性强*此外#再利

用
@8"4DI>G:

预测
+

7

8$-6(

蛋白的疏水性"亲水性#进

入
AB@CD

3

@8"4DI>G:

网站#输入
+

7

8$-6(

蛋白序列#

选择
^

3

4: _ E""G#44G:

#点击
DLNO#4

#获得
^

3

4:

和

E""G#44G:

疏水分析信息#预测值为正#表明疏水性强%

反之#负值表示亲水性强*

>&?&?
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肺炎链球菌
+
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蛋白的结构功能预测
!

分别利用
;O

7

8:!

和
;<=<<

对
+

7

8$-6(

蛋白进行

跨膜螺旋结构预测*进入
AB@CD

3

;<

7

8:!

网站#输

入
+

7

8$-6(

蛋白序列#点击
5L,;<

7

8:!

%进入
;<.

=<<D:8T:8\&1&%

#输入
+

7

8$-6(

蛋白序列#点击

DLNO#4

#获得跨膜螺旋结构信息*利用
D#

?

,>G@

预测

其信号肽%进入
D#

?

,>GY@0&$D:8T:8

#输入
+

7

8$-6(

蛋

白序列#点击
DLNO#4

#获得信号肽信息*利用
Y,4:8.

@8"DI>,

和
D<C5;

对
+

7

8$-6(

蛋白的功能域进行分

析*进入
A<92.A9YY,4:8@8"

网站#输入
+

7

8$-6(

蛋

白序列#点击
DLNO#4

#获得功能域信息%进入
D<C5;

主页#输 入
+

7

8$-6(

蛋 白 序 列#点 击
D:

S

L:,I:

D<C5;

#获得功能域信息*利用
D̀ @<C

和
@8:!#I4.

7

8"4:#,

预测蛋白质长
+

7

8$-6(

蛋白的
1

级结构*进

入
D̀ @<C

的
1

级结构预测网站#输入
+

7

8$-6(

蛋白

序列#点击
DLNO#4

#获得
!

.

螺旋+

"

.

折叠+

"

.

转角和无

规则 卷 曲 比 例*进 入
@8:!#I4

7

8"4:#,

网 站#输 入

+

7

8$-6(

蛋白序列#点击
@8:!#I4@8"4:#,

#登录获得二

级结构信息*将来源不同细菌的序列输入
<:

?

>G#

?

,

软件进行序列间比对*

?

!

结
!!

果

?&>

!

+
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蛋白的理化特征
!

肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白理论等电点为
6&$$

#相对分子质量为
'-&6)H

$%

'

#由
''/

个氨基酸残基构成#包含
'$

个
2:L

$

(&1J

&#

'%

个
[GL

$

/&(J

&#

'%

个
[G

3

$

/&(J

&#

1(

个

YG:

$

/&)J

&%该蛋白碱性氨基酸和酸性氨基酸总数分

别为
'(

个$

$$&6J

&和
06

个$

$'&'J

&$图
$C

&*全长

+

7

8$-6(

蛋白氨基酸脂肪指数
(-&$)

#

[5C\]

值为

U%&1$/

#稳定指数为
00&(6

#属于不稳定蛋白*从图

$9

可见#全长
+

7

8$-6(

蛋白肽链#亲水性氨基酸多于

疏水性氨基酸#第
1$0

位氨基酸残基分值 最 低

$

U'&%%%

&#第
$%

位氨基酸残基分值最高$

1&-%%

&*

?&?

!

一级结构中所含结构和功能域特征序列分析
!

Y,4:8@8"DI>,

分析结果显示#

+

7

8$-6(

蛋白仅含有
$

个结构功能域#属于细胞壁相关转录衰减因子$图

1C

&*另外#用
XW9Y

网站分析软件对全长
+

7

8$-6(

蛋白进行了保守结构域的分析#发现
D&

7

,:LO",#>:

+

7

8$-6(

蛋白属于
2

3

45

)

I

7

+C

)

7

+8

超家族蛋白$图

19

&#其
A

值为
$&10:

U('

#提示一种阴离子细胞壁多聚
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物合成相关酶的功能*

D<C5;

分析进一步支持了

上述分析结果#

+

7

8$-6(

蛋白该结构域属于
2

3

45

)

I

7

+

)

7

+8

结构域*

!!

C

!

+

7

8$-6(

氨基酸组成%

9

!

^

3

4:

和
E""G#44G:

疏水性分析

图
$

!!

肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白氨基酸组成分布和疏水性

?&@

!

1

级结构特征
!

+

7

8$-6(

蛋白
D̀ @<C

预测结

果显示#该蛋白
!

.

螺旋占
0/&61J

#

"

.

折叠占
$-&$)J

#

"

.

转角占
-&0%J

#无规则卷曲占
1)&(1J

*

@8:!#I4.

7

8"4:#,

预测结果与
D̀ @<C

基本一致#从图
'C

可

见#

!

.

螺旋和
"

.

折叠散在分布蛋白中#作为整个蛋白的

刚性支撑结构#

!

.

螺旋占
'$&(6J

#

"

.

折叠
$'&($J

%无

规则卷曲结构为蛋白的柔性区域#占
60&$0J

*

;O.

7

8:!

预测跨膜结构提示#该蛋白总分值大于
%

#最高值

达
16%%

#在氨基端具有跨膜结构$图
'9

&*

2

3

45

蛋白

进行信号肽分析发现#该蛋白存在信号肽切割位点#

位于蛋白第
10

和第
16

位氨基酸之间#

IL4."PP

值为

%&01%

$图
'W

&#

Y,4:8@8"DI>,

分析结果进一步证实了

D#

?

,>G@

和
;O

7

8:!

的预测结果*利用
;<=<<

软

件对
D&

7

,:LO",#>:+

7

8$-6(

蛋白$图
'E

&与
2

3

45

家

族蛋白成员
9&>,4M8>I#+9CD6$$6

$图
'A

&和
9&+LN4#.

G#+EF(-

)

$1$$

$图
'Z

&进行了
1

级结构跨膜区域的比

对#发现
'

者均含有
$

个跨膜结构$

;<

&和胞外结构*

!!

C

!

Y,4:8@8"DI>,

预测肺炎链球菌
5)+

7

8$-6(

蛋白一级结构中的

保守功能域%

9

!

XW9Y

蛋白保守结构域分析

图
1

!!

生物信息学分析肺炎链球菌
+

7

8$-6(

的保守结构域

!!

C

!以
@8:!#I4

7

8"4:#,

预测蛋白结构%

9

!使用
;O

7

8:!

预测蛋白跨膜结构%

W

!

D#

?

,>G@

预测信号肽#利用
;<=<<

分析%

E

!

D48:

7

4"I"IIL+

7

,:L.

O",#>:+

7

8$-6(

跨膜结构%

A

!

9>I#GGL+>,4M8>I#+9CD6$$6

跨膜结构%

Z

!

9>I#GGL++LN4#G#+EF(-

)

$1$$

跨膜结构

图
'

!!

肺炎链球菌
5)2

3

45

的拓扑结构$二级结构特征

-1$'
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?&A

!

系列比对
!

为了进一步明确肺炎链球菌

+

7

8$-6(

蛋白的功能#本研究将其与
2

3

45.W

7

+.@+8

家

族其他成员的一级结构进行比对#结果显示#

D48:

7

4".

I"IIL+

7

,:LO",#>: 2

3

45 JF&9>I#GGL+ >,4M8>I#+

9CD6$$6

#

D48:

7

4"I"IIL+

7

,:LO",#>:2

3

45JF&9>I#G.

GL++LN4#G#+EF(-

)

$1$$

蛋白序列一级结构比对

+

7

8$-6(

与
9CD6$$6

和
EF(-

)

$1$$

序列相似性分别

为
'6&-J

和
'1&6J

$图
0

&#相似性超过
'%&%J

*

图
0

!!

2

3

45

家族蛋白成员一级结构对比

@

!

讨
!!

论

!!

任何一种抗菌药的使用总是会伴随着耐药菌的

逐渐增加而失去功效#例如#我国肺炎链球菌临床分

离株对红霉素几乎全部耐药'

$1

(

*因此#为能长期有效

控制细菌感染#人类需要不断研发与原有抗菌药物无

交叉耐药性的新抗菌药#这就需要不断挖掘新的作用

靶点*

2W@

蛋白家族在很多阳性细菌中具有重要作用#

主要参与细胞壁合成'

/

#

$'

(

*通过系列分析本课题组发

现肺炎链球菌也存在类似蛋白#

2

3

45

蛋白就是其中

之一*为了探究其可能的生物学功能#本研究利用生

物信息学软件对蛋白进行分析#结果发现该蛋白预测

相对分子质量为
'-&6)H$%

'

#具有跨膜结构#脂溶性

差#亲水性好#这一预测结果与闵迅等'

$%

(前期研究是

吻合的*闵迅等利用原核表达系统对蛋白进行过表

达#结果发现带有跨膜结构$信号肽部分片段&无法实

现蛋白游离表达#而将跨膜结构$氨基端
'%

氨基酸&

去除后#成功实现了蛋白的可溶表达#一方面证实了

该蛋白具有跨膜结构#位于氨基端%另一方面也提示

使用
;<=<<

和
;O

7

8:!

等生物信息学软件分析蛋

白跨膜结构域是一种快速+简便和正确的方式*

使用
Y,4:8@8"DI>,

和
D<C5;

对
2

3

45

蛋白结构

域进行分析发现#该蛋白具有
2I

7

蛋白家族功能结构

域#属于细胞壁代谢相关转录衰减因子#然而从细胞

定位分析和跨膜结果预测并不支持其作为转录因子

的功能#此外#

A9A5=C5E;

等'

$0

(已经利用
[Z@

蛋

白示踪的方法显示肺炎链球菌
2

3

45

蛋白$

+

7

8$-6(

&

位于细菌细胞膜#因此#该蛋白是一种转录因子的可

能性较小*序列比对分析结果显示#肺炎链球菌

2

3

45

蛋白与炭疽杆菌的
9CD6$$6

二级结构相似#都

含有
$

个跨膜结构域和
$

个功能结构域%二者一级结

构相似性超过
'%J

#说明二者具有较高的同源性*查

阅文献发现#炭疽杆菌
9CD6$$6

具有酶学功能'

$6

(

#因

此#本课题组认为
+

7

8$-6(

可能也具有酶学的功能*

那么#肺炎链球菌
+

7

8$-6(

蛋白功能究竟如何#仍需进

一步研究*

综上所述#本课题组利用生物信息学对肺炎链球

菌
2

3

45

蛋白的理化性质#跨膜结构和功能进行了分

析#结果提示
2

3

45

蛋白可能参与肺炎链球菌细胞壁

多糖的组装连接过程*目前#通过抑制
2

3

45

蛋白发

挥抗菌作用的药物尚未见报道#本研究提示
2

3

45

可

能具有这一重要酶学功能#将为后续
2

3

45

蛋白的定

位和功能实验室研究奠定基础#也将为未来针对

2

3

45

蛋白靶点药物的开发铺垫*
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论著!基础研究
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[EXZ

基因治疗对帕金森病小鼠
;=

阳性神经元

损害及胃肠功能障碍的影响"

吴少璞!祁亚伟!李
!

学!杨红旗!马建军#

"河南省人民医院神经内科!郑州
06%%%1

%

!!

"摘要#

!

目的
!

研究巨噬细胞介导的胶质细胞源性神经营养因子"

[EXZ

%基因治疗对帕金森病小鼠临床

症状!以及对黑质酪氨酸羟化酶"

;=

%阳性神经元损害和胃肠功能障碍的影响&方法
!

)%

只小鼠分为对照组'

实验组和健康组&实验组小鼠接受表达
[EXZ

的慢病毒骨髓干细胞转导!对照组和健康组小鼠注射生理盐水&

移植后对照组和实验组通过
<@;@

建立帕金森模型!健康组注射生理盐水&比较
'

组小鼠建模后行为学变化'

;=

阳性"

=

K

%多巴胺能神经神经元细胞免疫组织化学染色结果和神经元数目数目'体质量变化'胃排空率和肠

推进率&结果
!

[EXZ

在移植后的小鼠中成功表达&实验组小鼠爬杆时间明显长于健康组并明显短于对照组

"

:

$

%&%6

%!实验组小鼠转棒停留时间明显短于健康组并明显长于对照组"

:

$

%&%6

%&对照组'实验组和健康

组小鼠的"

;=

K

%多巴胺能神经神经元数目分别为)"

/)$%&1)d/''&)0

%'"

$$$-&60d$%'-&$/
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$')(&/-d

$00%&$)

%

H$%

U0

#

#

O

'

!差异有统计学意义"

:

$

%&%$

%$实验组小鼠黑质中的
;=

K多巴胺神经元纤维比对照组

更密'颜色更深!比健康组更疏'颜色更浅&造模前后对照组和实验组小鼠体质量明显下降$实验组小鼠体质

量'胃排空率'小肠推进率明显低于健康组且高于对照组"

:

$

%&%6

%&结论
!

[EXZ

基因疗法能够明显改善帕

金森病小鼠的运动协调能力!修复
;=

K神经元细胞损伤!改善胃肠道功能障碍&

"关键词#

!

帕金森病$基因$胶质细胞源性神经营养因子$黑质酪氨酸羟化酶阳性$胃肠功能障碍
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帕金森病$

@E

&是一种中枢神经退行性疾病#其临

床症状除了静止性震颤+姿势不稳等运动障碍以外#

还表现为胃肠道功能障碍等非运动障碍*

@E

主要是

由于患者大脑黑质多巴胺能神经元发生退行性病变

而导致的神经元坏死和神经功能受损*目前对于
@E

发病的具体机制尚不明确#但普遍认为
@E

是由于多

巴胺含量下降引起的%其临床治疗以减轻临床症状+

促进神经元修复为主'

$

(

*胶质细胞源性神经营养因

子$

[EXZ

&能修复退化的多巴胺神经元#促进黑质纹

状体多巴胺系统的再生#是目前活性最强的神经元保

护因子'

1

(

*目前关于
[EXZ

与
@E

动物模型的研究

主要有两种#除了通过
[EXZ

直接输注#还有通过病

毒为载体的基因改造疗法或经基因工程改造后再通

过细胞介导输注'

'

(

*

[EXZ

相对分子质量大#难以透

过血脑屏障#且必须通过持续性给予才能起到较好的

神经修复作用#直接输注的效果不佳*本文通过
[E.

XZ

基因疗法研究其对
@E

小鼠模型的神经修复作用

和对胃肠功能的影响#为基因治疗提供科学依据*

>

!

材料与方法

>&>

!

材料
!

健康雄性
W6-92

"

)F

小鼠
)%

只#由北京

维通利华实验动物技术有限公司提供'许可证编号

DWV̂

$京&

1%%).%%%(

(*$

10d1

&

f

+$

66d6

&

J

相对

湿度+

$1M

日夜循环适应性喂养
-!

#

)

周龄#体质量

$

1%d1

&

?

*小鼠分为对照组$

(g$6

&+实验组$

(g'%

&

和健康组$

(g$6

&*

>&?

!

方法

>&?&>

!

[EXZ

慢病毒质粒巨噬细胞特异性合成启动

子构建
!

慢病毒载体的巨噬细胞特异性合成启动子

构建参照
9YFb

等'

0

(报道#该序列包含两个顺式作用

元件!

WC;;

"增强子结合蛋白
!

$

W

"

A9@

!

&和融合蛋

白
.$

$

C<2.$

&#采用
WE)/

迷你启动子代替质粒中原

来的
7

0-

7

M"B

的迷你基因启动以提高特异性#然后用

大鼠
[EXZ

基因$

[:,N>,e

编号!

,O%$($'(

#

D;D6%.

)/6

&取代报告基因$

[Z@

&*设计引物的上游引物为

6h.W[[CC;;W[[;CWW[C[W;W;;CW[W.

'

#下游引物为
6h.W[CWW[ [;CW;[ [[; [[W

W;WWC[;[.'h

%使用标准的
@W5

分子扩增程序#

@W5

反应条件为
'%+'%

次
(0f

#

6)f'%+

#

-1f$

O#,

*并对产生的结构进行测序#以验证插入位点#以

及
[EXZ

基因的完整性*获得由慢病毒载体的
1(';

细胞瞬时转染产生的
'

个包装质粒$

7

O!G

?

"

7

<EG

?

.

7

55A

#

7

5D\5:T

和
@<E&[

&构成的慢病毒质粒*

>&?&?

!

慢病毒转导与骨髓细胞移植'

6

(

!

在骨髓注射

前
0!

给供体小鼠注射
$6%O

?

"

e

?

氟尿嘧啶*用

+4:O

7

8".'0.+PO

完全培养基$

[#NI"

公司&冲洗供体小

鼠的 股 骨 和 胫 骨 骨 髓 获 得 骨 髓 细 胞#添 加
1%%

OO"G

"

2

谷氨酰胺#

$%%Yb

"

O2

青霉素#

$%%

#

?

"

O2

链

霉素#

6b

"

O2

肝素制作单细胞悬液*使用淋巴细胞

培养基富集骨髓间充质干细胞并采用密度梯度分离

法分离#进行体外过夜培养#第
1

天使用
0%%

#

2

浓缩

病毒上清液重悬获得的细胞悬液*在含有
5:48"X:I.

4#,

蛋白$

;>e>8>

&的图层板上#

0

#

?

"

O2

硫酸鱼精蛋

白存在下进行
)M

感染*感染后经小鼠尾静脉注射

$

$

%

1

&

H$%

) 细胞*实验组小鼠接受表达
[EXZ

的

慢病毒骨髓干细胞转导#对照组和健康组小鼠进行等

量灭菌生理盐水注射*

>&?&@

!

@E

模型建立'

)

(

!

移植后
/

周#给予对照组和

观察 组 小 鼠
$.

甲 基
.0.

苯 基
.$

#

1

#

'

#

).

四 氢 吡 啶

$

<@;@

#美国
D#

?

O>

公司&生理盐水腹腔注射!第
$

天
$6 O

?

"

e

?

#第
1

天
16 O

?

"

e

?

#第
'

%

-

天
'%

O

?

"

e

?

*前两天进行低剂量注射是为了避免周围毒

性导致动物死亡*健康组在相同的方案下进行生理

盐水腹腔注射*建立模型第
-

天对造模小鼠进行
@E

行为学检测#从对照组和观察者中分别挑选
$1

+

10

只

造模成功的小鼠入组%健康组选取
$1

只健康小鼠入

组*在最后
$

次
<@;@

"生理盐水注射
$

周后处死

动物*

>&?&A

!

观察指标

>&?&A&>

!

5;.@W5

检测
[EXZ

表达
!

分别于移植

[EXZ

的慢病毒骨髓干细胞转染后第
$

+

'

+

6

+

/

周从

实验组挑选
'

只小鼠验证
[XEZ

的表达!使用
/J

水

合氯醛进行麻醉#在麻醉成功后#向小鼠心脏注射肝

素化冰生理盐水#断头取脑*提取小鼠黑质总
5XC

#

提取方法为
;5,Q"G

试剂提取法#按照试剂盒$购自江

莱生物&说明进行反转录*取反转录产物进行
5;.

@W5

检测#以
"

.>I4#,O5XC

转录水平作为内参#反应

循环参数设置*预变性!

(0 f 6O#,

%

@W5

反应!

(0

f'%+

#

6)f)%+

#

-1f1O#,

#共
'6

个循环%

-1f

延伸
$%O#,

*

>&?&A&?

!

行为学观察
!

通过爬杆试验和转棒行为试

验来评价小鼠的四肢运动协调能力*$

$

&爬杆试验!

测试时间为
<@;@

注射第
$

+

6

+

-

天及最后
$

次注射

%'$'
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年
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后
-!

%在
%&6O

长$直径
%&/IO

&的木棍一侧固定直

径
%&16O

的软木球#木杆上缠绕纱布#记录小鼠从软

木球上出发走完整个木棍的时间#即爬杆时间*$

1

&

转棒行为学检测!测试时间为注射第
-

天及最后
$

次

注射后
-!

#提前
'!

开始使用转棒行为学仪器训练
'

组动物#每天转速
$18

"

O#,

#训练
6O#,

#测试时记录
'

组小鼠在
1%8

"

O#,

转速下的棒上停留时间*

>&?&A&@

!

黑质酪氨酸羟化酶阳性$

;

3

8"+#,:M

3

!8"B.

3

G>+:

K

#

;=

K

&多巴胺能神经神经元数目
!

于最后
$

次注射
<@;@

"生理盐水后第
-

天#使用
/J

水合氯醛

进行麻醉#在麻醉成功后#向小鼠心脏注射肝素化冰

生理盐水#断头取脑*于冰上进行小鼠脑组织冠状切

片#厚度约为
$OO

#然后进行免疫组织化学染色#在

光学显微镜下观察结果#详细操作严格按照说明书进

行#试剂盒由江莱生物提供*同时采用光学分流法对

'

组小鼠脑组织中的多巴胺能神经元细胞进行计数*

>&?&A&A

!

体质量变化
!

<@;@

具有全身毒性作用#

会导致小鼠发生营养障碍#体质量下降*分别在皮下

注射前
$

天#注射第
$

天#注射第
-

天#最后
$

次注射

后第
-

天对
'

组小鼠进行称重#比较
'

组动物的体质

量变化*

>&?&A&K

!

胃肠道功能
!

配置淀粉糊!向
$16O2

蒸馏

水中添加
6&%

?

羧甲基纤维素钠#

/&%

?

奶粉#

0&%

?

蔗糖#

0&%

?

淀粉#

$&6

?

活性炭末#搅拌配置成均匀的

糊状物*所有小鼠在最后一次注射
<@;@

"生理盐水

后第
-

天处死前
$/M

进行禁食#然后进行淀粉糊灌

胃#灌胃剂量
%&%16O2

"

?

#灌胃后
1%O#,

处死小鼠#

结扎幽门和贲门#分离胃和小肠#称胃的质量#质量记

为
<

%对胃进行解剖除去内容物生理盐水冲洗晾干#

再次称重#记为
O

*同时平铺小肠#测量幽门至盲肠

的长度
2

$

+幽门至小肠中淀粉糊处的长度
2

1

*胃排

空率
g

'

$U

$

<UO

&"灌胃质量(

H$%%J

%小肠推进

率
g2

1

"

2

$

H$%%J

*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD$(&%

进行#计量资料用

QdF

表示#组间比较采用
?

检验%计数资料用率表示#

组间采用
!

1 检验#检验水准
"

g%&%6

#以
:

$

%&%6

为

差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

脑组织中
[EXZ

在
O5XC

水平的表达
!

在移

植
[EXZ

的慢病毒骨髓干细胞转染后#

[EXZ

在小

鼠脑组织中成功表达#并且从第
$

周到第
/

周小鼠脑

组织中
[EXZ

的表达逐渐增强#见图
$

*

图
$

!!

实验组小鼠脑组织中
[EXZ

的表达

?&?

!

行为学观察
!

注射
<@;@

"生理盐水造模第
$

+

-

天#以及最后
$

次注射后
-!

#

'

组小鼠爬杆时间比较

差异有统计学意义$

:

$

%&%6

&#实验组小鼠爬杆时间

明显长于健康组且短于对照组$

:

$

%&%6

&*注射

<@;@

"生理盐水造模第
-

天#以及最后
$

次注射后

-!

#

'

组小鼠转棒停留时间差异有统计学意义$

:

$

%&%6

&#实验组小鼠停留时间明显短于健康组且长于

对照组$

:

$

%&%6

&#见表
$

*

表
$

!!

'

组小鼠爬杆时间和转棒停留时间比较&

QdF

'

组别
(

爬杆时间$

O#,

&

第
$

天 第
-

天 注射后
-!

E :

转棒停留时间$

+

&

第
-

天 注射后
-!

? :

对照组
$1 )&%6d$&'1 -&01d$&') -&)(d$&'/ 6&%)0 %&%$1 '1&1$d6&%) 1(&%0d'&1' $&/1( %&%/$

实验组
$1 0&(/d$&%$

>

)&1-d$&$6

>N

6&'1d$&1(

>N

0&%$) %&%1- 0%&(1d0&/$

>N

06&'-d0&%6

>N

1&061 %&%1'

健康组
$1 0&)$d%&(0 0&6'd$&%-

>

0&)-d$&$$

>

%&%)- %&('0 /$&06d(&$)

>

-/&6)d$%&$-

>

$&106 %&11)

E 6&61$ $-&)60 $/&(0- $/-&0%/ $))&)0

: %&%%/

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

!!

>

!

:

$

%&%6

#与对照组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与健康组比较

表
1

!!

'

组小鼠体质量变化比较&

QdF

'

组别
(

注射前
$!

第
$

天 第
-

天 注射后
-! E :

对照组
$1 1)&'-d$&60 11&$1d$&0%

N

$0&)'d$&16 $-&'6d$&10 $-0&$1

$

%&%$

实验组
$1 16&//d$&'- 1'&(1d$&0/

N

$/&$0d$&/%

>N

1$&%)d$&$(

>N

)1&/)'

$

%&%$

健康组
$1 16&)(d$&0) 1)&1(d$&0) 1)&%)d$&'(

>

16&$'d$&'$

>

$&660 %&1$'

E %&)(0 16&%)- $/'&166 $$)&-'/

: %&6%)

$

%&%$

$

%&%$

$

%&%$

!!

>

!

:

$

%&%6

#与对照组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与健康组比较

$'$'
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年
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?&@

!

;=

K多巴胺能神经神经元数目
!

对照组+实验

组和健康组小鼠的
;=

K多巴胺能神经神经元数目分

别为!$

/)$%&1)d/''&)0

&+$

$$$-&60d$%'-&$/

&+

$

$')(&/-d$00%&$)

&

H$%

U0

"

#

O

'

*

'

组两两比较差

异有统计学意义$

:

$

%&%6

&*免疫组织化学染色结果

显示实验组小鼠黑质中的
;=

K多巴胺神经元纤维比

对照组更密#颜色更深%实验组小鼠黑质中的
;=

K巴

胺神经元纤维比健康组更疏#颜色更浅#见图
1

*

!!

C

!健康组%

9

!对照组%

W

!实验组

图
1

!!

'

组小鼠黑质中
;=

K多巴胺神经元染色结果&

H1%

'

?&A

!

体质量变化
!

造模前
$!'

组小鼠体质量无明

显差异%注射
<@;@

"生理盐水第
$

+

-

天#以及最后
$

次注射后
-!

时
'

组小鼠体质量比较差异有统计学意

义$

:

$

%&%6

&#其中实验组小鼠注射第
-

天及注射后

-!

体质量均明显低于健康组且高于对照组$

:

$

%&%6

&#见表
1

*

?&K

!

胃肠道功能
!

实验组小鼠的胃排空率+小肠推

进率均明显低于健康组且高于对照组$

:

$

%&%6

&#见

表
'

*

表
'

!!

'

组小鼠的胃排空率和肠推进率比较&

QdF

'

组别
(

胃排空率$

J

& 肠推进率$

J

&

对照组
$1 01&1-d$%&6% 0/&%$d$1&10

实验组
$1 6$&/(d$$&)1

>N

60&0-d$$&'6

>N

健康组
$1 )'&$6d(&$0

>

))&/'d$'&-6

>

E $$&(6- -&%'(

:

$

%&%$ %&%1/

!!

>

!

:

$

%&%6

#与对照组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与健康组比较

@

!

讨
!!

论

!!

@E

是因多巴胺能神经元发生退行性变化而导致

神经退化坏死所致#其临床特征主要为运动障碍*此

外#

(/J

以上的患者还会出现非运动障碍#其中胃肠

道功能障碍是
@E

患者最明显的非运动障碍#发生率

约为
/%J

'

-

(

*目前
@E

尚无根治之法#临床治疗以缓

解患者症状为主#既不能恢复坏死的神经元也不能很

好地终止病理进程*

[EXZ

是目前公认最佳神经保

护因子#具有促进神经细胞分化和再生长的功能'

/

(

*

但
[EXZ

是一种大分子#直接注射难以透过血脑屏

障#疗效不佳*

[EXZ

基因修饰是改善
@E

的最有效

途径#但目前尚处于动物实验摸索研究阶段'

(

(

*慢病

毒载体介导通过基因重组构建表达
[EXZ

的慢病毒#

再包装+注射进入体内#免疫反应小#安全性高'

$%

(

*本

文通过慢病毒质粒巨噬细胞获得表达
[EXZ

的慢病

毒质粒并进行转染#使得
[EXZ

在小鼠脑组织中成功

表达*

本文采用爬杆试验+转棒试验比较
'

组小鼠的运

动协调能力*结果表明#实验组小鼠的运动协调功能

明显优于对照组并明显弱于健康组#巨噬细胞介导基

因治疗能有效改善
@E

小鼠的运动障碍*

@E

发病的

一个最重要原因是其脑内黑质中的多巴胺含量下降#

导致神经元细胞受损*

<@;@

的体内代谢产物能够

通过抑制多巴胺合成酶
;=

的活性来降低小鼠黑质

中多巴胺含量'

$$

(

%

;=

是多巴胺合成的限速酶'

$1

(

*本

研究中实验组小鼠脑组织中神经元数目明显低于健

康组且高于对照组$

:

$

%&%6

&*免疫组织化学染色结

果显示#实验组小鼠黑质中的
;=

K多巴胺神经元纤

维比对照组更密集#颜色更深#比健康组更疏#颜色更

浅*说明
[EXZ

基因移植后能明显促进小鼠脑组织

中的神经元细胞的再生#改善修复受损的神经元*分

析认为通过基因工程改造后的骨髓干细胞经过小鼠

尾静脉移植能够跨过血脑屏障#与局部组织整合#并

表达
[EXZ

#进一步通过丝裂原活化蛋白激酶
.

蛋白

激酶
W

信号通路提高
;=

阳性表达'

$'

(

#提高多巴胺

的合成#抑制神经元细胞凋亡#有助于神经纤维修

复'

$0

(

*段奎甲等'

$6

(通过
[EXZ

基因修饰神经干细胞

并移植
@E

大鼠体内发现
[XEZ

基因修饰移植的大

鼠较
[Z@

基因移植的大鼠的多巴胺神经元分化更

多#其
;=

K阳性表达也明显更高#该方法能够明显改

善
@E

大鼠的运动障碍#与本文研究结果类似*

除了典型的运动障碍+神经元损害外#

@E

患者胃

肠道功能障碍的中最明显的表现是胃排空延迟%胃肠

道功能损害会进一步引起体质量下降#并且随着病情

发展#胃肠道功能障碍会随之加重'

$)

(

*本研究结果发

现注射
<@;@

第
$

天对照组和实验组小鼠表现出明

显的体质量下降#且对照组明显低于实验组%造模第
-

天及造模后第
-

天对照组小鼠体质量无明显变化#对

照组和试验组小鼠体质量明显下降#且对照组明显低

于实验组*同时实验组小鼠的胃排空率+小肠推进率

均明显低于健康组且高于对照组#说明实验组小鼠的

胃排空功能和肠道蠕动明显优于对照组但明显弱于

健康组#

[EXZ

的基因治疗能明显改善
@E

小鼠的胃

肠道功能障碍*研究认为
@E

患者发生胃肠功能障碍

的原因可能是脑组织中的中枢神经系统发生变性退

化#导致神经递质的减少#对胃肠道蠕动的调控变

弱'

$-

(

*同时有学者报道
@E

大鼠体内的胃肠道多巴

胺神经元数量明显低于健康大鼠'

$/

(

*分析认为小鼠

移植表达
[EXZ

的巨噬细胞#能够促进脑组织中多巴

胺合成#修复与胃肠道蠕动相关的受损神经#改善
@E

小鼠的胃肠道功能障碍*

综上所述#

[EXZ

基因疗法治疗
@E

小鼠能够明

1'$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



显改善
@E

小鼠的运动障碍#促进脑组织中受损的

;=

阳性神经元细胞再生#修复神经纤维#提高胃肠道

蠕动#改善胃肠道功能障碍*但是其具体机制尚不清

楚#还需要进行进一步的分子生物学研究*
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沉默
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对肝癌耐药细胞
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(

6.ZL

凋亡的影响"

李大玉!余春波!朱欣婷!刘喜平!范
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芳!李长福#

"遵义医学院生化教研室!贵州遵义
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"摘要#

!

目的
!

研究
EXC

依赖蛋白激酶催化亚基"

EXC.@̂ I+

%基因沉默后对肝癌耐药细胞
9:G-0%1

#

6.

ZL

细胞凋亡的影响&方法
!

实验分为空白对照组'脂质体对照组'

XW

对照组'

+#EXC.@̂ I+

实验组&采用噻唑

蓝"

<;;

%法检测耐药细胞
9:G-0%1

#

6.ZL

的耐药性$采用阳离子脂质体法将
+#EXC.@̂ I+

寡核苷酸片段转染

9:G-0%1

#

6.ZL

细胞$

5:>G.4#O:@W5

和
a:+4:8,NG"4

分别检测细胞
EXC.@̂ I+O5XC

及蛋白的表达情况$倒置

荧光显微镜下观察细胞形态变化"
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染色法%$流式细胞术检测细胞凋亡情况"

C,,:B#,\

#

@Y

双染

法%$

a:+4:8,NG"4

检测
9

细胞淋巴瘤
.1

相关
B

蛋白"

9>B

%'

9

细胞淋巴瘤#白血病
.B

基因长片段"

9IG.BG

%蛋白的

表达情况&结果
!

<;;

检测
9:G-0%1

#

6.ZL

细胞的半抑制浓度"

YW

6%

%明显增高!耐药细胞
9:G-0%1

#

6.ZL

的耐

药指数为
$'&$'

$

EXC.@̂ I+

的
O5XC

与蛋白表达水平明显减少!设计的
+#EXC.@̂ I+

特异序列能有效沉默细

胞
EXC.@̂ I+

的表达$
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染色检测结果显示
+#EXC.@̂ I+

实验组细胞体积缩小'细胞核边集'呈亮

蓝色$流式细胞术检测结果显示!
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实验组细胞凋亡率比其余组增加"

:

$

%&%$

%$

a:+4:8,NG"4

检测

结果显示
+#EXC.@̂ I+

实验组
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蛋白表达水平比其余组高!

9IG.BG

蛋白表达水平比其余组低"

:
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论
!
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能诱导肝癌耐药细胞
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#
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细胞凋亡!并能上调促凋亡蛋白
9>B

的蛋白表达水平!抑

制抗凋亡蛋白
9IG.BG

的蛋白表达水平&
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原发性肝癌$

=WW

&是临床常见的消化系统恶性

肿瘤之一#临床治疗主要是包括手术+放疗+化疗+介

入治疗等的综合治疗#其中化疗对
=WW

的治疗有着

重要作用#但化疗过程中形成的多药耐药$

<E5

&是导

致化疗失败的重要原因之一'

$

(

*

EXC

依赖蛋白激酶

催化亚基$

EXC.@̂ I+

&是
EXC

依赖蛋白激酶$

EXC.

@̂

&的催化亚单位#在细胞内有许多重要的功能和作

用#包括细胞凋亡信号传导'

1

(

+免疫细胞分化+基因重

组性监视等*前期研究显示#当沉默
EXC.@̂ I+

表达

后
9:G-0%1

"

6.ZL

细胞
@.

糖蛋白$

@.

?7

&表达下调#同

时化疗敏感性增加'

'

(

*

c=CX[

等'

0

(研究结果显示#

当沉默神经胶质瘤细胞
EXC.@̂ I+

后#其化疗敏感性

增加#提示
EXC.@̂ I+

对肿瘤耐药有一定关系#但其

影响肝癌耐药的功能及机制还未清楚*本研究以

+#EXC.@̂ I+

转染
9:G-0%1

"

6.ZL

肝癌耐药细胞#检测

EXC.@̂ I+

沉默后对肝癌耐药细胞
9:G-0%1

"

6.ZL

的

凋亡及其机制的影响#探讨
EXC.@̂ I+

影响肝癌耐药

的作用及机制*
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材料与方法
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材料
!
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细胞购自南京凯基生物科

技发展有限公司%小干涉
5XC

$

+#5XC

&寡核苷酸购

自上海吉玛基因生物技术有限公司%

2#
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购自
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公司%
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染色液购

自上海碧云天生物技术公司%
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细胞凋亡检测试剂盒购自江苏凯基生物技术有限公

司%小鼠抗
9

细胞淋巴瘤
.1

相关
B

蛋白$

9>B

&+小鼠抗

9

细胞淋巴瘤"白血病
.B

基因长片段$

9IG.BG

&+抗体购

自美国
@8"4:#,4:IM

公司%兔抗
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抗体购自

美国
C++>

3

N#"4:IM

公司%其他试剂均为国产分析纯

试剂*
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方法
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细胞培养
!

将
9:G-0%1

和
9:G-0%1

"

6.ZL

细胞

培养在含
$%J

的胎牛血清的
$)0%

培养液中#置于
'-

f

+

6J

的二氧化碳孵箱中培养#观察细胞生长情况#

取对数生长期细胞用于实验*

>&?&?

!

分组与转染
!

实验分为空白对照组+脂质体

对照组+阴性
+#5XC

对照组$

XW

对照组&+

+#EXC.

@̂ I+

$针对
EXC.@̂ I+

基因转录水平表达的
+#5XC

&

实验组*取对数生长期细胞种于培养板中#

()

孔板按

$

/

%

$%

&

H$%

'

"孔接种细胞#

)

孔板按$

)

%

/

&

H$%

6

"孔

接种细胞#分组培养#当融合度为
-%J

%

(%J

时进行

转染#配制
+#EXC.@̂ I+.

脂质体复合体#并加入对应

孔中#培养箱内培养
6M

后换液*
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!

9:G-0%1

"

6.ZL

细胞耐药性检测
!

培养
9:G-0%1

和
9:G-0%1

"

6.ZL

细胞#分别接种
()

孔板#按
$H

$%

0

"孔加入其中#培养
$1M

#在对应孔内分别加入浓

度为
%

+

$%

+

1%

+
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+

$)%

+

'1%

+

)0%O
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的
6.

氟尿嘧

啶$
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&#细胞在培养箱中再孵育
0/M

后#弃上清液#

磷酸盐缓冲液$

@9D

&洗两次#然后每孔加入无血清
.

无

抗生素培养基
$/%

#

2

和
1%

#

2

噻唑蓝$

<;;

&#培养

箱内再孵育
0M

后#小心吸掉上层液$切勿吸掉底部结

晶&#每孔加二甲基压砜$

<ED̀

&

$6%

#

2

#振荡
'%+

使

结晶全部溶解后#

0(%,O

波长测定其吸光度值$

,

值&#并计算半数抑制剂量$

YW

6%

&值及
9:G-0%1

"

6.ZL

细胞的耐药指数$耐药细胞
YW

6%

"亲本细胞
YW

6%

&*
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染色法检测细胞形态学变化
!

将
9:G-0%1

"

6.ZL

细胞接种于
)

孔板中#

$1M

后转染#

用含
1%%O

?

"

26.ZL

的培养基进行培养#

0/M

后处理

细胞#
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染色$按试剂盒说明书操作&#倒

置显微镜下观察细胞形态变化并拍照*
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流式细胞术检测细胞凋亡
!

将
9:G-0%1

"

6.ZL

细胞接种于
)

孔板#

$1M

后转染#用含
1%%O

?

"

26.ZL

的培养基进行培养#

0/M

后收集细胞#

@9D

洗细胞两

次#用
C,,:B#,\.A[Z@

"

@Y

双染$按试剂盒说明书操

作&#

$M

内流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况*
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检测
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+

9>B

+

9IG.BG

蛋

白表达情况
!

提取各组细胞总蛋白#二喹啉甲酸法

$

9WC

&检测定量样品蛋白水平#十二烷基硫酸钠
.

聚

丙烯酰胺$

DED.@C[A

&凝胶电泳#转膜#

6J

牛血清清

蛋白封闭
$M

#分别加入小鼠抗
9>B

抗体$

$j$%%%

&+

小鼠抗
9IG.BG

抗体$

$j$%%%

&和兔抗
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抗

体$

$j$%%%

&#孵育过夜$

0f

&#

;8#+

缓冲生理盐水吐

温$

;9D;

&洗膜
'

次#

$%

分钟"次#分别加
$j$%%%

稀

释的辣根过氧化物酶$

=5@

&标记的山羊抗小鼠免疫

球蛋白
[
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Y

?

[

&+

=5@

标记的山羊抗兔
Y

?

[

室温孵育

1M

#

;9D;

洗膜
'

次#

$%

分钟"次#电化学发光$

AW2

&

发光显色#

YO>

?

:F

定量分析软件分析灰度比*

>&?&O

!

5:>G.4#O:@W5

检测
EXC.@̂ I+

的
O5XC

表

达情况
!

使用
;8#Q"G

试剂提取
5XC

#使用寡聚$

!;

&

$/

引物$

%&6

#

?

"

#

2

&以总体积为
$%

#

2

的
5;

试剂盒

进行反转录#用
IEXC

和
D]95@8:O#BAB;>

S

;<

&

在荧光
@W5

仪上进行实时
@W5

#引物为序列如下*

6'$'
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EXC.@̂ I+

正 向
6h.[;[ CWC C[[ WCC W;[

;C;[C[W.'h

%反向
6h.CWCWW[CWWCWCCCC

C;W;W; ;.'h

*

"

.>I4#,

正向
6h.;[C W[; [[C

WC;WW[ WCC C[.'h

%反向
6h.W;[ [CC [[;

[[CWC[W[C[[.'h

#通过公式
1

U

##

W4分析计算各

基因的相对表达量*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD$/&%

软件包对实验数

据进行分析处理#计量资料用
QdF

表示#组间均数比

较采用单因数方差分析#以
:

$

%&%6

为差异有统计学

意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

<;;

检测细胞耐药性
!

结果显示#耐药细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

的
YW

6%

值'$

)/'&('d(&'/

&

O

?

"

2

(比亲

本细胞
9:G-0%1

的
YW

6%

值'$

61&%(d)&0)

&

O

?

"

2

(高#

差异有统计学意义$

:

$

%&%$

&*耐药细胞
9:G-0%1

"

6.

ZL

的耐药指数为
$'&$'

*

!!

>

!

:

$

%&%$

#与
+#EXC.@̂ I+

实验组比较*

C

!实时定量
@W5

检测

细胞
EXC.@̂ I+O5XC

水平%

9

!

a:+4:8,NG"4

法检测细胞
EXC.@̂ I+

的蛋白表达及蛋白水平的半定量分析

图
$

!!

+#EXC.@̂ I+

对细胞
EXC.@̂ I+O5XC

及蛋白表达的影响

?&?

!

+#EXC.@̂ I+

对肝癌耐药细胞
9:G-0%1

"

6.ZL

EXC.@̂ I+

的
O5XC

及蛋白表达的影响
!

当细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

转染
+#EXC.@̂ I+

后#各组细胞
EXC.

@̂ I+

的
O5XC

表达水平及蛋白表达水平较其余组

明显下调$

:

$

%&%$

&%空白对照组+脂质体对照组+

XW

对照组之间比较差异无统计学意义$

:

%

%&%6

&#见

图
$

*

?&@

!

=":IM+4'''01

染色法检测细胞形态学变化
!

细

胞转染
+#EXC.@̂ I+

后细胞体积缩小#细胞核边集#

呈亮蓝色%对照组细胞形态无明显变化#细胞转染

+#EXC.@̂ I+

后出现凋亡现象#见图
1

*

图
1

!!

细胞凋亡形态学图片&

M":IM+4'''01

染色)

H$%%

'

?&A

!

流式细胞技术检测细胞凋亡
!

当细胞转染
+#E.

XC.@̂ I+

后#经流式细胞术检测结果显示
+#EXC.

@̂ I+

实验组细胞凋亡率较其余组增加#差异有统计

学意义$

:

$

%&%$

&%空白对照组+脂质体对照组+

XW

对照组间比较差异无统计学意义$

:

%

%&%6

&#见图
'

*

!!

>

!

:

$

%&%$

#与
+#EXC.@̂ I+

实验组比较*

C

!流式细胞术检测细

胞的凋亡%

9

!各组细胞凋亡的半定量分析

图
'

!!

+#EXC.@̂ I+

影响细胞凋亡的流式分析

?&K

!!

a:+4:8,NG"4

检测
9>B

+

9IG.BG

蛋白表达情况

当细胞转染
+#EXC.@̂ I+

后#检测结果显示
+#EXC.

@̂ I+

组
9>B

蛋白表达上调#

9IG.BG

蛋白表达下调#与

其余组比较差异有统计学意义$

:

$

%&%$

&#见图
0

*
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!!

>

!

:

$

%&%$

#与
+#EXC.@̂ I+

实验组比较

图
0

!!

+#EXC.@̂ I+

影响
9>B

$

9IG.BG

蛋白表达的

分析&

a:+4:8,NG"4

'

@

!

讨
!!

论

!!

=WW

是常见的恶性肿瘤之一#临床主要采用以

手术为主的联合多种方法的综合治疗#其中化疗对肿

瘤的治疗具有重要的意义#但化疗过程中容易形成

<E5

而影响肿瘤的治疗效果*肿瘤耐药是一个多重

因素综合作用的复杂过程#如肿瘤细胞凋亡通路受

阻'

6

(

+

EXC

损伤修复能力增强等*

EXC.@̂ I+

是

EXC.@̂

的催化亚单位#

EXC.@̂ I+

有很多磷酸化位

点#可通过自身磷酸化或磷酸化下游分子参与细胞内

的多种生物学活动#包括参与双链断裂的
EXC

修

复'

).-

(和细胞凋亡途径的信号传导等'

/

(

*

EXC.@̂ I+

在不同的细胞活动中发挥了不同的生物学功能*

在胃癌细胞中#当抑制
@C5@$

的活性时#增加了

EE@

诱导的
EXC

损伤和细胞凋亡#其机制是通过影

响
EXC.@̂ I+

的稳定性#从而减少
EXC

损伤修复的

能力#提高化疗敏感性'

(

(

*

=b

等'

$%

(研究胰腺癌细胞

发现#抑制细胞
EXC.@̂ I+

的表达会增加细胞的化疗

敏感性*当
EXC.@̂ I+

的功能缺失时#将引起
C60(

细胞
C;<

的激活和
7

6'

的反应#进一步调控细胞周

期'

$$

(

*

EXC.@̂ I+

具有调节细胞凋亡的功能'

$1

(

*

c̀ b

等'

$'

(报道发现#

EXC.@̂ I+

与
9IG.1

呈正相关*

当
+#5XC

沉默人肝癌
=:

7

[1

中
EXC.@̂ I+

表达后#

激活
W>+

7

>+:.'

和
7

6'

#同时下调
9IG.1

和外源谷胱甘

肽$

[D=

&的表达#通过抑制磷酸肌醇
.'

激酶"蛋白激

酶
9

"核因子
.e>

77

>9

$

@Y'̂

"

Ce4

"

XZ.

'

9

&途径#促进

顺铂$

EE@

&和
6.ZL

联合应用引起的细胞凋亡及

EXC

损伤'

$0

(

*下调骨肉瘤细胞中
EXC.@̂ I+

表达

后#以增进凋亡'

$6

(和
[$

阻滞提高细胞对顺铂的敏感

性'

$)

(

*以上研究结果提示
EXC.@̂ I+

可能通过对不

同途径或凋亡通路中的分子进行调控#从而影响不同

肿瘤细胞的耐药性*本实验中#当
=WW

耐药细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

的
EXC.@̂ I+

表达沉默后#形态学检

测结果显示#细胞体积缩小#染色质边聚#呈亮蓝色#

这些形态学上的改变提示细胞出现凋亡现象*进一

步用流式细胞术检测凋亡#结果显示凋亡率增加*同

时#免疫印迹检测
9>B

+

9IG.BG

蛋白表达水平#结果显

示
9>B

蛋白表达水平增加+

9IG.BG

蛋白表达水平减少#

提示沉默
EXC.@̂ I+

的表达能促进
=WW

耐药细胞

9:G-0%1

"

6.ZL

的细胞凋亡#增加化疗敏感性*这说明

EXC.@̂ I+

可通过细胞某个凋亡途径影响肝癌细胞

的耐药#其机制可能与
+#EXC.@̂ I+

上调
9>B

蛋白表

达水平和下调
9IG.BG

蛋白表达水平有关#但具体的机

制还需进一步的实验研究*
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&#实验师#本科#主要从事动物实验与基础医学实验方面的研究*

!

#

!

通信作者#
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!
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*

论著!基础研究
!!

!"#

!
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"

*
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秋龙筋中药制剂对链脲佐菌素诱导糖尿病大鼠的降糖作用及机制研究

林文东$

!杨维群$

#

!施水液1

!张美佳1
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!
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!
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$
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%

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨秋龙筋中药制剂对链脲佐菌素"

D;c

%诱导糖尿病大鼠的降糖作用及作用机制!为进一

步深入开发提供依据&方法
!

将
10

只大鼠分为正常组'模型组'阳性药组及实验组!模型组'阳性药组及实验

组使用
D;c

诱导造模&正常组及模型组给予生理盐水!阳性药组给予盐酸二甲双胍!实验组给予秋龙筋中药制

剂干预&给药结束后检测血清学指标$采集肝脏组织!检测肝糖原水平&结果
!

实验组大鼠血中低密度脂蛋白

胆固醇"

2E2.W

%'血清总胆固醇"

;W

%'三酰甘油"

;[

%'空腹血糖"

Z9[

%'丙二醛"

<EC

%'游离脂肪酸"

ZZC

%'糖

化血红蛋白"

[=N

%'一氧化氮"

X̀

%'肿瘤坏死因子
.

!

"

;XZ.

!

%水平明显低于模型组!高密度脂蛋白胆固醇

"

=E2.W

%'超氧化物歧化酶"

D̀ E

%'谷胱甘肽"

[D=

%'肝糖原水平明显高于模型组"

:

$

%&%6

%&结论
!

采用秋

龙筋中药制剂对
D;c

诱导糖尿病大鼠干预后!可有效降低其体内血糖水平!提高胰腺
"

细胞功能&

"关键词#
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糖尿病是因胰岛素分泌量绝对或相对不足而导

致的脂肪+糖+蛋白质代谢紊乱等为特点的内分泌性

疾病'

$

(

*随着我国人民生活水平的改善#经济条件的

发展#糖尿病的临床发病率越来越高#已成为严重威

胁人民生活健康的主要威胁之一'

1

(

*现阶段临床试

验仍在积极探索治疗糖尿病的有效方法#这也是目前

医疗学术研究一个热点'

'

(

*秋龙筋中药制剂是民间

中医自拟方#有改善糖尿病症状的作用*本研究选择

/'$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



链脲佐菌素$

D;c

&诱导糖尿病大鼠为实验对象#对秋

龙筋中药制剂的降糖作用及机制进行研究#为该民间

方药的进一步深入开发提供依据*

>

!

材料与方法

>&>

!

材料

>&>&>

!

实验动物
!

本研究选取
10

只
)

%

-

周龄
D@Z

级

雄 性
DE

大 鼠 $合 格 证 编 号!

1%$6%%%6%((6-

+

1%$6%%%6$%-$/

&#体质量
1%%

%

10$

?

#购自上海斯莱克实

验动物有限责任公司'许可证号!

DWV̂

$沪&

1%$1.

%%%1

(#所有大鼠均置于相对湿度为
06J

%

)%J

#光照

$1M

#温度为
1'

%

16f

的环境中饲养#实验场所是泉

州医学高等专科学校屏障系统动物实验室'许可证

号!

D]V̂

$闽&

1%$).%%%$

(*

>&>&?

!

主要仪器
!

本研究中所用
D;.')%

型酶标仪#

购自上海科华实验系统有限公司#

;)

紫外可见分光

光度计购自北京普利生有限公司*

>&>&@

!

试剂与药物
!

秋龙筋中药制剂为民间中医自

制方剂#组方!中草药秋龙筋
'6

?

#野山参
'

?

#太子参

6

?

#天花
6

?

#葛根
6

?

*用约
$&6%2

水先浸泡
'%

O#,

#中火烧开后改用温火#煎约
1%O#,

#药水剩下约

%&6%2

#沉淀后倒出%另加水
$&%%2

继续烧开约剩

%&162

时#倒出与第
$

遍药水混合使用*

盐酸二甲双胍购自中美上海施贵宝制药有限公

司$国药准字
=1%%1''-$

&%

D;c

购自美国
D#

?

O>

公

司%氢氧化钠+柠檬酸均购自上海国药集团%高脂高糖

饲料购自北京华阜康生物科技股份有限公司'许可证

号!

DWV̂

$京&

1%$-.%%%/

(%胰岛素
A2YDC

试剂盒购

自默克公司%高密度脂蛋白胆固醇$

=E2.W

&+低密度

脂蛋白胆固醇$

2E2.W

&+血清总胆固醇$

;W

&+三酰甘

油$

;[

&+葡萄糖测定试剂盒均购自艾康生物技术$杭

州&有限公司%一氧化氮$

X̀

&试剂盒+糖化血红蛋白

$

[=N

&试剂盒+肝糖原+游离脂肪酸$

ZZC

&+超氧化物

歧化酶$

D̀ E

&及丙二醛$

<EC

&试剂盒均购自南京建

成生物工程研究所%

W

肽$

W.@

&试剂盒+胰岛素$

Z#,+

&

试剂盒+肿瘤坏死因子
.

!

$

;XZ.

!

&试剂盒均购自武汉

默沙克生物科技有限公司*

>&?

!

方法

>&?&>

!

分组+造模及给药
!

本研究选用
10

只雄性

DE

大鼠#饲养
'!

后#采用随机数字表法随机分为
0

组#即正常组+模型组+阳性药组+实验组#每组
)

只*

模型组+阳性药组+实验组大鼠均使用
$JD;c

腹腔注

射
66 O

?

"

e

?

#使用柠檬酸
.

柠檬酸钠缓冲液
%&%$

O"G

"

2

造模#用高脂高糖饲料进行喂养#正常组注射等

体积缓冲液*造模完成
0/M

后#采集尾静脉血检测血

中空腹血糖#若血糖水平大于
$)&-OO"G

"

2

则判定造

模成功*阳性药组每天早上
(

点灌胃给药盐酸二甲

双胍#给药浓度为
$6%O

?

"

e

?

%实验组同时间点灌胃

给药秋龙筋中药制剂#给药浓度为
1%%O

?

"

e

?

%模型

组及正常组同期灌胃等体积的生理盐水#每天
$

次#

连续给药
1/!

*实验全程所有大鼠均自由饮水#饲养

标准颗粒饲料*

>&?&?

!

检测指标
!

每组动物在实验结束后乙醚麻

醉#腹主动脉取血#检测血清中空腹血糖$

Z9[

&+

;[

+

;W

+

2E2.W

+

=E2.W

+

YXD

+

[=N

+

D̀ E

+

W.@

+谷胱甘肽

$

[D=

&+

<EC

+

D̀ E

+

ZZC

+

X̀

及
;XZ.

!

水平#所有

操作均严格遵照试剂盒说明书进行操作*采集肝脏

组织#检测肝糖原水平#严格遵照试剂盒说明书进行

操作*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD$(&%

处理数据#计量资

料用
QdF

表示#组间比较采用
?

检验%计数资料用率

表示#组间采用
!

1 检验#检验水准
"

g%&%6

#以
:

$

%&%6

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

各组大鼠给药前后体质量变化情况
!

给药后模

型组+阳性药组及实验组
'

组大鼠体质量明显低于正

常组$

:

$

%&%6

&#阳性药组及实验组大鼠体质量明显

高于模型组$

:

$

%&%6

&#且实验组大鼠体质量明显低

于阳性药组$

:

$

%&%6

&#见表
$

*

表
$

!!

各组大鼠给药前后体质量比较&

QdF

)

?

'

组别
(

给药前 给药后
1/!

正常组
) 1/-&1$d$'&1$ ')6&1/d$0&1(

模型组
) 1(%&'1d$6&-/ 101&'$d$-&01

>

阳性药组
) 1/(&'/d$0&// ''0&1$d$)&'6

>N

实验组
) 1($&'0d$0&/1 '$%&)0d$6&(/

>NI

!!

>

!

:

$

%&%6

#与正常组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与模型组比较%

I

!

:

$

%&%6

#与阳性药组比较

?&?

!

给药后各组大鼠血脂及血中
Z9[

+

Z#,+

+

W.@

水

平变化情况
!

与正常组及阳性药组相比#模型组及实

验组大鼠血中
;[

+

;W

+

2E2.W

水平明显较高#

=E2.

W

水平明显较低$

:

$

%&%6

&%实验组大鼠血中
;[

+

;W

+

2E2.W

水平明显低于模型组#

=E2.W

水平明显

高于模型组$

:

$

%&%6

&*模型组及实验组大鼠血中

Z9[

水平高于正常组及阳性药组$

:

$

%&%6

&#

Z#,+

及

W.@

水平明显低于正常组及阳性药组$

:

$

%&%6

&#实

验组大鼠血中
Z9[

水平低于模型组$

:

$

%&%6

&#

Z#,+

及
W.@

水平明显高于模型组$

:

$

%&%6

&#见表
1

*

?&@

!

给药后各组大鼠血中
D̀ E

+

<EC

+

[D=

+

ZZC

+

[=N

+

X̀

+肝糖原及
;XZ.

!

水平检测结果
!

与正常

组及阳性药组比较#模型组及实验组血中
<EC

水平

明显较高#

D̀ E

及
[D=

水平明显较低$

:

$

%&%6

&%实

('$'
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表
1

!!

给药后各组大鼠血脂及血中
Z9[

$

Z#,+

$

W.@

水平检测结果&

QdF

'

组别
( ;[

$

OO"G

"

2

&

;W

$

OO"G

"

2

&

2E2.W

$

OO"G

"

2

&

=E2.W

$

OO"G

"

2

&

Z9[

$

OO"G

"

2

&

Z#,+

$

OYb

"

2

&

W.@

$

7?

"

2

&

正常组
) %&)0d%&1$ 1&1%d%&'0 $&'6d%&1$ $&0/d%&$' )&1$d%&6) 1$&01d'&$( ')/&1/d1%&'$

模型组
) $&(6d%&''

>

'&-6d%&0$

>

1&)1d%&'6

>

%&(0d%&$$

>

$(&/'d1&$(

>

$0&11d1&'0

>

11-&'/d$'&1$

>

阳性药组
) %&-1d%&$/

>N

1&''d%&1(N $&01d%&''

>N

$&01d%&$0

>N

)&01d%&-0

N

1%&(/d1&01

N

'6-&$0d'1&'/

N

实验组
) $&11d%&$$

>NI

1&)(d%&1/

>NI

$&/(d%&1)

>NI

$&$'d%&%(

>NI

$$&1'd$&1$

>NI

$/&'/d$&/0

>NI

'1$&'/d1$&(0

>NI

!!

>

!

:

$

%&%6

#与正常组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与模型组比较%

I

!

:

$

%&%6

#与阳性药组比较

表
'

!!

给药后各组大鼠血中
D̀ E

$

<EC

$

[D=

$

ZZC

$

[=N

$

X̀

$肝糖原及
;XZ.

!

水平检测结果&

QdF

'

组别
( D̀ E

$

b

"

2

&

<EC

$

,O"G

"

2

&

[D=

$

O

?

"

2

&

ZZC

$

#

O"G

"

2

&

[=N

$

OO"G

"

2

&

X̀

$

#

O"G

"

2

& 肝糖原$

O

?

"

?

&

;XZ.

!

$

7?

"

2

&

正常组
) /6&'0d0&1( 0&((d%&)0 '&/$d%&60 1)/&('d0'&16 $-&%'d%&/6 1-&0/d6&'1 $1&1/d$&%0 $%1&'1d$1&16

模型组
) -$&0-d0&')

>

(&60d$&1$

>

1&$'d%&'1

>

611&'/d'/&0'

>

10&/0d$&$'

>

61&'/d/&'(

>

-&'1d%&/-

>

$1(&0/d$0&'0

>

阳性药组
) /0&6'd6&$6

N

6&%1d%&6-

N

'&-/d%&0$

N

1($&00d'-&)6

N

$-&/0d%&-0

N

1/&/0d)&/0

N

$$&61d$&1$

N

$%%&(0d$6&1(

N

实验组
) -(&'/d0&$1

>NI

-&$'d%&(/

>NI

'&%(d%&)1

>NI

'1$&0'd'(&0-

>NI

$(&'1d%&(0

>NI

'1&66d)&$(

>NI

(&$1d%&($

>NI

$$%&/0d$'&1-

>NI

!!

>

!

:

$

%&%6

#与正常组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与模型组比较%

I

!

:

$

%&%6

#与阳性药组比较

验组血中
<EC

水平明显低于模型组#

D̀ E

及
[D=

水平明显高于模型组$

:

$

%&%6

&*实验组大鼠血中

ZZC

+

[=N

+

;XZ.

!

及
X̀

水平明显低于模型组#肝糖

原水平明显高于模型组$

:

$

%&%6

&%实验组大鼠

;XZ.

!

水平明显高于阳性药组$

:

$

%&%6

&#见表
'

*

@

!

讨
!!

论

!!

维持机体内血糖水平稳定多是通过利用+贮存及

转化血中葡萄糖的动态平衡实现的'

0

(

*

W.@

也是人体

内由胰腺
"

细胞合成并分泌的产物#因其不被肝脏代

谢和摄取#也不受外源性胰岛素影响#所以血中
W.@

水平可作为评估胰腺
"

细胞功能的重要指标之一'

6

(

*

有研究指出#在糖尿病早期#机体肾小球内皮细胞功

能异常#导致大量生成
X̀

#而过量
X̀

则会进一步转

化为过硝酸根离子等自由基#通过其细胞毒作用对胰

腺
"

细胞的功能及结构造成损害'

)

(

*

D;c

致糖尿病大鼠采用秋龙筋中药制剂给药后#

机体
W.@

及胰岛素水平明显提高#

X̀

水平明显降低*

本研究结果提示#秋龙筋中药制剂可能具有调节糖尿

病大鼠受损的胰腺
"

细胞功能*有学者指出血糖水

平与体内糖化血红蛋白水平呈明显正相关#机体内糖

化血红蛋白水平可有效反映机体内蛋白质糖基化水

平'

-

(

*秋龙筋中药制剂可有效降低糖尿病大鼠体内

[=N

及
Z9[

水平#笔者分析认为这可能是通过上调

大鼠体内肝糖原的合成并改善胰腺
"

细胞分泌功能

而实现*

有研究指出#在
1

型糖尿病患者体内#可见明显

的脂代谢紊乱症状#并伴有明显的
;W

+

;[

+

2E2.W

水

平异常升高#

=E2.W

水平异常降低'

/

(

*糖尿病大鼠

体内氧化自由基水平增高#使细胞膜增强脂质过氧化

作用#降低血中
[D=

及
D̀ E

水平#并提高
<EC

水

平'

(

(

*采用秋龙筋中药制剂给药后#可有效提高糖尿

病大鼠血中
D̀ E

+

=E2.W

及
[E=

水平#并降低大鼠

血中
<EC

+

;[

+

;W

及
2E2.W

水平*结果表明#秋龙

筋中药制剂可减少脂质过氧化#清除自由基#有效防

止糖尿病脂肪代谢并发症的发生及发展*

;XZ.

!

是机体内重要的具有多种生物活性的细

胞活性因子#在机体免疫应答及炎性反应过程中起到

重要的调节作用'

$%.$$

(

*有研究指出#脂肪组织是内源

性
;XZ.

!

的主要来源#其参与机体内的诸多代谢过

程#包括脂质代谢+胰岛素代谢+葡萄糖代谢等#在机

体的胰岛素抵抗过程中起到十分重要的作用'

$1

(

*

;XZ.

!

可有效调节脂肪细胞基因#降低体内脂蛋白酯

酶水平#抑制脂肪细胞分化#加速脂肪分解#并升高血

清中
ZZC

水平'

$'.$0

(

*研究指出#

ZZC

升高可加速糖

异生#降低胰岛素清除率#使胰高血糖素水平升高#抑

制糖原合成及骨骼肌利用葡萄糖作用#导致机体出现

胰岛素抵抗'

$6

(

*本研究结果显示#在
D;c

诱导的糖

尿病大鼠血中#

ZZC

及
;XZ.

!

水平均明显升高#提示

该模型大鼠可能出现胰岛素抵抗*而
D;c

诱导的糖

尿病大鼠采用秋龙筋中药制剂干预后可有效降低其

血中
ZZC

及
;XZ.

!

水平#提示秋龙筋中药制剂可有

效抑制胰岛素抵抗#调节胰岛素水平*

综上所述#采用秋龙筋中药制剂对
D;c

诱导糖尿

病大鼠干预后#可有效降低体内血糖水平#提高胰腺
"

细胞功能#改善糖脂代谢紊乱及胰岛素抵抗#抗脂质

过氧化并促进肝糖原合成*

参考文献

'

$

(

<C=< b̀EC<

#

C=<AE`<

#

CD= b̀5<9

#

:4>G&

Y,T#T">,!#,T#48">,4#!#>N:4#I:PP:I4+"PI#48L+PG>.

T","#!+

%

>+4L!

3

",4M:O:IM>,#+O"P>I4#",

'

F

(

&Y,4FE#>.

N:4:+E:TW48#:+

#

1%$6

#

'6

$

'

&!

16%.1)'&

'

1

(

[C̀ Ea

#

c=C̀ <

#

iYV<

#

:4>G&=

37

"

?

G

3

I:O#I:PP:I4

%0$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



"P[

3

,"+4:OO>

7

:,4>

7

M

3

GGLO+>

7

",#,+N

3

:,M>,I#,

?

4M:

X8P1+#

?

,>G#,

?7

>4MR>

3

#,D;c.#,!LI#,

?

!#>N:4#I8>4+

'

F

(

&

C8IM@M>8O5:+

#

1%$)

#

'(

$

1

&!

11$.1'%&

'

'

( 李小英#肖新华
&

第
6$

届欧洲糖尿病研究学会$

ACDE

&年

会热点聚焦'

F

(

&

中华内分泌代谢杂志#

1%$6

#

'$

$

$$

&!

$%%0.$%%)&

'

0

(

2Y][

#

FYEZ

#

c= X̀[D

#

:4>G&=

37

"

?

G

3

I:O#I:PP:I4"P

!:"B

3

,"

*

#8#O

3

I#,.

7

"G

3

+>IIM>8#!: ", M#

?

M P>4 !#:4 >,!

+48:

7

4"Q"4"I#,.#,!LI:!!#>N:4#IO#I:T#>8:

?

LG>4#","PM:.

7

>4#I

?

GLI"+:O:4>N"G#+O

'

F

(

&WM:O 9#"GY,4:8>I4

#

1%$6

#

116

$

)%(-

&!

-%.-(&

'

6

(

<C][

#

c=CX[]9

#

9CY][

#

:4>G&9:8N:8#,:>GG:T#.

>4:+4M:I:8:N8"T>+ILG>8I",48>I4#G#4

3

#,+48:

7

4"Q"4"I#,.#,.

!LI:!!#>N:4#I8>4+4M8"L

?

M O"!LG>4#","P#,48>I:GGLG>8

W>

1K

M>,!G#,

?

#,+O""4MOL+IG:I:GG+

'

F

(

&W>8!#"T>+IE#>.

N:4"G

#

1%$)

#

$6

$

$

&!

)'&

'

)

( 吕娟#白甫#魏鹏飞
&

姬松茸多糖对糖尿病大鼠氧自由基

及炎症相关因子的影响'

F

(

&

贵州医药#

1%$-

#

0$

$

1

&!

$'(.

$0%&

'

-

(

DAYX̀ ]

#
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&#主治医师#硕士#主要从事妇科肿瘤综合治疗方面的研究*

论著!基础研究
!!
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"
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青蒿琥酯逆转人卵巢癌
'C̀

细胞所致
;

淋巴细胞的免疫抑制研究

陈
!

晓!高英芳!张志敏!张雪玲!王
!

岩!郝红娟

"河北省石家庄市第四医院妇产科
!

%6%%$$

%

!!

"摘要#

!

目的
!

研究新型抗瘤中药制剂青蒿琥酯"

C5;

%对
;

淋巴细胞表面免疫因子的影响&方法
!

噻唑

蓝"

<;;

%法筛选对卵巢癌
'C̀

细胞增殖无明显影响的最高
C5;

浓度&收集经
C5;

预处理后的
'C̀

细胞

培养上清液"

C5;.D

组%及连续两次再培养上清液"

C5;.D

$

组和
C5;.D

1

组%!以不经
C5;

作用的相应同步培

养的
'C̀

细胞培养上清液作对照"

W",.D

组'

W",.D

$

组'

W",.D

1

组%!以完全培养基代替
'C̀

细胞培养上清液

组为正常对照组"

W",

组%!流式细胞计数法分析各组上清液对
;

细胞表面
WE'

(

K

'

WE'

(

K

)

K

'

Y2.15

!

K免疫功

能指标的影响&结果
!

对
'C̀

细胞增殖无明显影响的最高
C5;

浓度为
$1&6%O

?

#

2

&

W",

组的
WE'

(

K

'

WE'

(

K

)

K

'

Y2.15

!

K细胞表达阳性率分别为"
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%

J
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16&%(d6&/0
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J
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'(&$$d6&/'
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组
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项免疫指标明显受抑制!抑制率分别为"
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C5;

直接作

用后可明显下调单纯的
'C̀

肿瘤细胞所致的
'

项
;

细胞免疫功能抑制&结论
!

青蒿琥酯对人卵巢癌
'C̀

细

胞所致
;

淋巴细胞免疫功能有一定的逆转作用&
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卵巢癌是常见的妇科恶性肿瘤之一#确诊时多数

已至晚期#预后较差*目前#临床多采用手术切除及

术后化疗方法治疗#但
/%J

患者会出现复发和病灶转

移'

$

(

*医学界对卵巢癌的发病机制进行了深入的研

究#发现卵巢癌细胞分泌的多种免疫因子异常超表

达#从而使机体处于免疫抑制状态#并导致肿瘤细胞

的,免疫逃逸-

'

$

(

*随着肿瘤免疫学的广泛研究#肿瘤

免疫生物学治疗已经成为肿瘤治疗的新型辅助治疗

模式#具体包括抗体免疫导向疗法+接种肿瘤疫苗的

特异性主动免疫疗法+癌基因表达封闭及抑癌基因恢

复的基因疗法+肿瘤血管生成拮抗方法+表观遗传修

饰等'

1

(

*然而#上述几种肿瘤免疫疗法多处于试验研

10$'
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年
/
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卷第
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究阶段#缺点为作用靶点单一#且毒副反应较明显*

抗瘤中药制剂具有多靶点的优点#不仅可明显干扰肿

瘤细胞的增殖#上调机体免疫功能#还可增强放化疗

敏感性+降低毒副反应'

'

(

*本课题组前期的试验结果

显示#砷剂+黄芪+川芎嗪+猪苓多糖+苦参碱和青蒿素

衍生物等可有效逆转结直肠癌所致免疫抑制#弥补放

化疗和肿瘤生物制剂在临床使用中的不足'

0

(

*其中#

青蒿琥酯$

C5;

&可抑制自然杀伤细胞$

X̂

&杀伤抑制

及结直肠癌细胞株
W"G",1)

所致的
WE'

(

.

)

K表达抑

制#但其在卵巢癌免疫抑制中的作用鲜见相关报道*

本研究旨在原有报道的基础上#体外试验研究
C5;

对卵巢癌所致
;

细胞免疫抑制的影响#以进一步验证

C5;

具有逆转肿瘤免疫抑制的作用#为解决卵巢癌

治疗中的瓶颈难题提供新思路和新依据*

>

!

材料与方法

>&>

!

材料

>&>&>

!

试验材料
!

人卵巢癌
'C̀

细胞为河北医科

大学基础医学院免疫教研室宋淑霞教授惠赠*外周

血取自健康的女性志愿者$共
1%

名&#年龄
$-

%

11

岁#平均$

$(&''d$&06

&岁#所有志愿者均已知情同

意#本研究操作均遵循石家庄市第四医院科学研究

规范*

>&>&?

!

主要试剂
!

E<A<

购自北京海克隆生物化

学制品有限公司%标准胎牛血清购自天津市灏洋生物

制品科技责任有限公司%植物血凝素$

@=C

&+噻唑蓝

$

<;;

&购自美国
D#

?

O>

公司%二甲亚砜$

E<D̀

&购自

天津市永大化学试剂开发中心%淋巴细胞分离液购自

上海恒信化学试剂有限公司%青蒿琥酯粉剂购自桂林

南药股份有限公司%异硫氰酸荧光素$

ZY;W

&标记的

小鼠抗人
WE'

(

单抗$

WE'.ZY;W

&及
WE0

单抗$

WE0.

@A

&+藻红蛋白$

@A

&标记的小鼠抗人
WE16

$

Y2.15

!

&

单抗$

WE16.@A

&及
WE10-

$

WE'

)

链&单抗$

WE10-.

@A

&购自美国
:9#"+I#:,I:

公司*

>&?

!

方法

>&?&>

!

试验分组
!

按照细胞培养上清液进行分组*

完全培养基组为正常对照$

W",

&组#不含及含
C5;

的完全培养基组分别为
W",.D

组和
C5;.D

组#连续

两次
C5;

再培养组为
C5;.D

$

组及
C5;.D

1

组#不

经
C5;

作用的同步两次再培养组为
W",.D

$

组及

W",.D

1

组*

>&?&?

!

人外周血单个核细胞$

@9<W

&的制备
!

抽取

健康女性志愿者外周血
$6

%

1%O2

入抗凝管#

=>,eh

+

液
$&6

倍稀释#淋巴细胞分离液沿管壁缓慢加入$淋

巴细胞分离液与稀释前血液等体积&#保持清晰的分

层状态*

1%%%8

"

O#,

离心
1%O#,

后吸取液体界
@9.

<W

层入新离心管#

=>,eh+

液轻柔清洗#加完全培养

液制备细胞悬液*

>&?&@

!

<;;

法检测
!

%&16J

胰蛋白酶消化处于对

数增长期的
'C̀

细胞#完全培养基重悬至
1H$%

/

"

2

#

接种于
()

孔板
0/M

*细胞培养结束前
0M

#每孔加入

<;;

$

6

?

"

2

&

1%

#

2

*细胞培养结束后离心弃上清

液#每孔加入
$6%

#

2E<D̀

#酶联免疫检测仪检测

,

0(1,O

值*

>&?&A

!

C5;

作用及作用后再培养的
'C̀

细胞培养

上清液的制备
!

%&16J

胰蛋白酶消化对数生长期

'C̀

细胞#分别用不含和含
C5;

的完全培养基重悬

至
1H$%

/

"

2

#使
C5;

的终浓度为
$1&6%O

?

"

2

*预试

验已证明
$1&6%O

?

"

2

的
C5;

对
'C̀

细胞增殖无明

显影响*培养
0/M

后收集不含及含
C5;

作用的细

胞培养上清液$

W",.D

组和
C5;.D

组&*彻底清洗掉

残余药物#重悬细胞至初始接种浓度#收集连续两次

C5;

再培养上清液$

C5;.D

$

及
C5;.D

1

&#以不经

C5;

作用的同步再培养上清液$

W",.D

$

组及
W",.D

1

组&作对照*台盼蓝染色法进行活细胞计数#

<;;

法

进行细胞增殖率检测$

,

0(1,O

值&#细胞培养上清液
U

-%f

冻存*

>&?&K

!

C5;

对
;

淋巴细胞表面活化信号分子表达

的影响
!

参考文献'

6

(报道#培养瓶中分别加入
%&16

O2

的
@9<W

$

$H$%

-

"

O2

&和
@=C

$

1%O

?

"

2

&及
%&6

O2

的待测上清液#以完全培养基为正常对照$

W",

组&*培养
0/M

后消化+重悬细胞#并取
$H$%

) 个细

胞分别加入
WE0.ZY;W

及
WE16.@A

或
WE'.ZY;W

及

WE10-.@A

单抗各
1%

#

2

#室温避光孵育
1%O#,

*离

心弃上清液后悬浮细胞#流式细胞仪检测
WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K

+

Y2.15

!

K阳性细胞表达百分率#表达抑制率

$

J

&

g

'$

W",

组阳性细胞表达百分率
UW",.D

和

C5;.D

各组阳性细胞表达百分率&"

W",

组阳性细胞

表达百分率(

H$%%J

*相同荧光素标记的人
Y+"4

37

:

Y

?

[

作为阴性对照*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD1%&%

软件进行方差齐

性分析#计量资料用
QdF

表示#

E

检验进行单因素方

差分析$

,̀:.a>

3

CX̀ \C

&#

O

检验进一步对多个样

本间进行两两比较#检验水准
"

g%&%6

#以
:

$

%&%6

为

差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

试验用
C5;

浓度的确定
!

添加不同浓度的

C5;

作用于
'C̀

细胞#

<;;

检测结果显示#最高浓

度为
$1&6%O

?

"

2

的
C5;

对
'C̀

细胞增殖与
W",

组

比较差异无统计学意义$

:

%

%&%6

&#见图
$C

*

C5;.D

和
W",.D

组的培养基作用
'C̀

细胞
0/M

及作用后连

续两次再培养
'C̀

细胞#

<;;

法结果显示#与未经

C5;

作用同步培养的
'C̀

细胞相比#

$1&6%O

?

"

2

的

C5;

未明显影响细胞增殖$

:

%

%&%6

&#见图
$9

*本

课题组考察了
W",

组+

W",.D

组和
W",.D

$

组+

W",.D

1

组对
@<9W

增殖的影响#

<;;

检测结果显示#各组

的
,

0(1,O

值分别为
%&1/d%&%'

+

%&1(d%&%)

+

%&1(d

%&%6

和
%&1/d%&%0

#差异无统计学意义$

:

%

%&%6

&*

'0$'
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!!

C

!不同浓度的
C5;

细胞的
,

0(1,O

值%

9

!各组细胞的
,

0(1,O

值

图
$

!!

<;;

法检测结果

?&?

!

C5;

对
'C̀

细胞所致
;

淋巴细胞表面活化信

号分子表达抑制的影响
!

在
W",

组#淋巴细胞

WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K

+

Y2.15

!

K 阳性细胞百分率分别为

$

/)&%-d$%&%6

&

J

+$

16&%(d6&/0

&

J

+$

'(&$$d

6&/'

&

J

*

W",.D

组+

W",.D

$

组和
W",.D

1

组中
'

项免

疫功能指标均明显受抑$

:

$

%&%6

&*与
W",.D

组相

比#

C5;.D

组中
;

淋巴细胞表面
WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K

+

Y2.15

!

K的表达抑制明显下降$

:

$

%&%6

&*

C5;.D

$

组对免疫功能抑制作用与
W",.D

$

组相比均明显降低

$

:

$

%&%6

&%

C5;.D

1

组对
WE'

(

K及
Y2.15

!

表达抑

制的逆转作用与
W",.D

1

组相比明显增加$

:

$

%&%6

&#

但是对
WE'

(

K

)

K的表达抑制无明显逆转作用$

:

%

%&%6

&#见图
1

*

?&@

!

C5;

对
;

淋巴细胞表面活化信号分子表达抑

制率的影响
!

在
W",.D

组中#

WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K

+

Y2.

15

!

K阳性细胞表达抑制率分别为$

6%&$-d/&%1

&

J

+

$

/-&6$d(&$-

&

J

+$

)0&/0d(&-0

&

J

*与
W",.D

组相

比#

C5;.D

组中
WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K

+

Y2.15

!

K表达抑制

率明显降低$

:

$

%&%6

&*与
W",.D

$

组和
W",.D

1

组相

比#

C5;.D

$

组和
C5;.D

1

组对
WE'

(

K

+

Y2.15

!

K的表

达抑制率有明显下调$

:

$

%&%6

&#

W",.D

1

组与
C5;.

D

1

组中
WE'

(

K

)

K的表达抑制率比较差异无统计学意

义$

:

%

%&%6

&#见图
'

*

!!

C

!各组
WE'

(

K的阳性表达%

9

!各组
WE'

(

K

)

K的阳性表达%

W

!各组
Y2.15

!

K的阳性表达

图
1

!!

C5;

对
;

淋巴细胞表面
'

种免疫功能指标表达的影响

!!

C

!各组
WE'

(

K的表达抑制率%

9

!各组
WE'

(

K

)

K的表达抑制率%

W

!各组
Y2.15

!

K的表达抑制率

图
'

!!

C5;

对
;

淋巴细胞表面
'

种免疫功能指标的抑制效率

@

!

讨
!!

论

!!

卵巢癌是严重危害女性身心健康的恶性肿瘤之

一'

)

(

*常规采用的手术切除和放化疗治疗后患者
6

年生存率不足
'%J

'

-

(

#手术及术后放化疗多加重卵巢

癌所致的免疫抑制*

患者被诊断为卵巢癌时多数已至癌症晚期#此时

肿瘤细胞已经跨过,免疫消除-和,免疫均衡-阶段#进

入到 ,免疫逃逸-阶段'

/

(

*经典的手术及术后化疗会

进一步加重免疫抑制*因此#寻找具有肿瘤免疫抑制

作用的逆转类药物成为肿瘤治疗的关键所在#但此类

药物目前尚处于试验阶段#初步研究结果与目标疗效

尚有一定差距*

考虑到抗瘤中医制剂具有清热解毒+以毒攻毒+

活血化瘀+化痰祛湿+软坚散结+扶正祛邪的作用特

点'

6

(

#本课题组前期选取苦参碱和青蒿素衍生物$清

热解毒类&+砷剂$以毒攻毒类&+川芎嗪$活血化瘀

类&+猪苓多糖$软坚散结类&+黄芪$扶正祛邪类&

)

味

中药#研究其在直肠癌所致免疫抑制中的逆转作用#

结果显示我国科学工作者自主研发的抗疟药
C5;

对

结直肠肿瘤免疫抑制的下调效应强而持久'

(

(

*另有

文献报道#

C5;

抑制人
;:,",

囊成纤维细胞和人肺

腺癌细胞系
C60(

的增殖'

$%.$$

(

#并将乳腺癌细胞阻滞

在
[

1

"

<

期'

$1

(

#提示
C5;

具有抑制肿瘤细胞增殖作

用*与现有的抑瘤药物相比#

C5;

注射液制剂具有

00$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



起效较快+作用较强#促进肿瘤细胞的分化和凋亡+调

控肿瘤新生血管形成的作用'

$'

(

#但其对卵巢癌免疫抑

制的影响尚未见报道*

WE'

)

链是一种受体激活的蛋白酪氨酸激酶底

物#受体与配体的结合导致
)

链发生酪氨酸磷酸化#

参与淋巴细胞胞内活化信号的转导*

WE'

(

链基因缺

陷可致
;

细胞信号传导缺陷'

$0

(

*

Y2.15

分布于活化

的
;

细胞+

X̂

细胞和
9

细胞表面#其
!

链对形成高

亲和力受体有重要意义*考虑到上述
'

种免疫因子

在免疫细胞信号转导中的重要作用#本研究考察

C5;

对其表达的调控作用*

肿瘤细胞自身分泌的免疫抑制物质可以引起肿

瘤免疫抑制#且肿瘤细胞的分泌功能取决于自身的增

殖活性*

C5;

超过一定浓度范围后可影响免疫细胞

的增殖#在本研究中#

$1&6%O

?

"

2C5;

用
'C̀

细胞

0/M

#及连续两次
0/M

传代培养的细胞#其
,

0(1,O

值

与未经药物作用同步对照培养的
'C̀

之间差异无统

计学意义$

:

%

%&%6

&*单纯的
'C̀

细胞培养上清液

对
@9<W

的增殖率的影响与完全培养基代替
'C̀

细

胞培养上清液的
W",

组相比也无明显差异#说明单纯

的
'C̀

细胞培养上清液对免疫细胞的增殖无影响*

本研究收集添加或不添加
C5;

$

$1&6%O

?

"

2

&的

'C̀

细胞培养上清液#各种培养上清液处理
@9<W

后检测
C5;

对
'C̀

所致
;

淋巴细胞表面免疫因子

的表达抑制是否具有逆转作用*流式细胞术结果显

示#

C5;

可明显下调卵巢癌
'C̀

细胞所致
WE'

(

K

+

WE'

(

K

)

K和
Y2.15

!

K的表达抑制#但是不可以完全消

除表达抑制#提示
C5;

可以与其他抗瘤药物组方以

调整癌症患者的免疫抑制*崔贗等'

6

(报道了
C5;

明

显下调小鼠结直肠癌细胞
W"G",1)

所致
X̂

细胞的

杀伤抑制和脾细胞表面
WE'

(

K

)

K的表达抑制*本研

究与崔贗的研究结果一致#提示
C5;

可能通过降低

癌细胞所致靶细胞表面免疫因子的表达抑制#进而激

活免疫应答反应*卵巢癌细胞可以分泌多种免疫抑

制因子#使机体处于免疫抑制状态#是卵巢癌免疫抑

制的机制之一'

$

(

#本研究将在未来的工作中考察

C5;

对卵巢癌细胞分泌免疫因子的影响#结合
C5;

与其他抗瘤药物联合用药对免疫抑制的逆转作用#以

期获得逆转卵巢癌免疫抑制的最佳方剂*

目前#肿瘤免疫抑制作用是制约手术+放化疗及肿

瘤生物治疗的瓶颈性难题#其中关键的是肿瘤细胞所致

;

淋巴细胞免疫抑制'

$6

(

*因此#研发具有
;

淋巴细胞

免疫抑制逆转效应的新型多靶点抗瘤药物已经成为医

学热点*本研究通过体外卵巢癌细胞的免疫抑制试验

证明了
C5;

对卵巢癌所致
;

淋巴细胞免疫抑制的下

调有一定的逆转作用#初步证明了
C5;

具有抗瘤潜

力#为考察
C5;

的抗瘤机制提供了理论依据*
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论著!临床研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$/&10&%%)

脑白质病变与帕金森病伴认知功能障碍发生的相关性"

彭泽艳$

!董舒阳$

!周华东1

#

"

$&

蚌埠医学院研究生院!安徽蚌埠
1''%'%

$

1&

陆军军医大学大坪医院野战外科研究所神经内科!重庆
0%%%01

%

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨脑白质病变"

a<2

%与帕金森病"

@E

%患者认知功能障碍的相关性&方法
!

纳入
)%

岁

以上的
@E

患者
0$1

例!收集患者年龄'临床特征和磁共振
a<2

影像学资料!并进行认知功能障碍的神经心理

学评估&

a<2

的严重程度按
Z>Q:e>+

视觉模拟评分法分为
%

%

'

级&认知功能障碍分为轻度认知功能障碍

"

<WY

%和痴呆&根据
@E

患者的认知功能状态!分为
@E

认知功能正常组"

@E.XW

组!

(g'1(

%'帕金森轻度认知

功能障碍组"

@E.<WY

组!

(g0)

%及帕金森痴呆组"

@EE

!

(g'-

%&探讨
@E

患者认知功能障碍的危险因素!以及

a<2

严重程度与
@E

患者认知功能障碍之间的关系&结果
!

在调整了混杂因素后!多因素
2"

?

#+4#I+

回归分析

结果显示
@E

患者的年龄'病程'低教育水平'高血压'糖尿病'高脂血症'

b@E5D

7

>84

*

评分及改良
=_]

分期

数值及
a<2

是
@E

发生认知功能障碍的危险因素"

:

$

%&%6

%&同时
2"

?

#+4#I+

回归分析结果显示!

a<2Z>Q:.

e>+'

级与
@E.<WY

明显相关"

6Rg1&61

!

(6JA3

)

$&/'

%

'&1$

%!同时
a<2Z>Q:e>+1

级及
Z>Q:e>+'

级均与

@EE

明显相关"

1

级!

6Rg1&1-

!

(6JA3

)

$&6/

%

1&/(

$

'

级!

6Rg1&/)

!

(6JA3

)

$&(0

%

'&/-

%&结论
!

a<2

是

@E

患者的认知功能障碍一种重要的危险因素!同时
a<2

的严重程度与
@E

患者的认知功能障碍发生存在明

显相关性&

"关键词#
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!!

帕金森病$

@E

&和认知功能障碍是老年人群常见

的+缓慢进展的神经退行性疾病#常在同一老年个体

中发生'

$

(

*有研究显示#

)6

岁以上的人群中
@E

的发

生率为
$&-J

#认知功能障碍的发生率为
6J

%

$%J

'

1.'

(

*随着中国老年人口的急速增加#

@E

和认知

功能障碍的防治已成为老年医学研究中的重点课题*

1%J

%

16J

的
)%

岁以上的
@E

患者同时伴有认知功

能障碍#其中约
$-J

的
@E

患者伴有痴呆'

$

(

*目前

@E

患者认知功能障碍的病因及机制尚不完全清楚#

其中高血压+糖尿病+血脂异常+吸烟+饮酒已经被证

明与老年人群的
@E

+认知功能障碍发生有关*随着

磁共振成像$

<5Y

&的发展和广泛应用#脑白质病变

$

a<2

&与
@E

和认知功能障碍的关系引起了神经病

学研究学者的关注*

a<2

被认为是一种脑小血管疾

病#通常在
<5Y

的检查中可被观察到'

0

(

#目前有不少

研究已经证明
a<2

与认知功能障碍的发生明显相

关'

6

(

*有文献报道#在
)6

岁以上的老年人群中#

'%J

%

66J

的
@E

患者伴有
a<2

'

)

(

*但是#目前仍

少有文献研究
a<2

对
@E

伴认知功能障碍发生所起

的作用及相关作用机制*因此#本课题组对此进行研

究#现将研究结果报道如下*

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

选择
1%$6

年
-

月至
1%$-

年
)

月在

大坪医院野战外科研究所神经内科住院的
)%

岁以上

的
0$1

例
@E

患者纳入研究#其中男
11'

例#女
$/(

例#平均年龄$

)(&-d'&/

&岁*纳入标准!年龄大于或

等于
)%

岁%被诊断为
@E

%头颅
<5Y

影像学资料完

整%能配合神经心理学测试*排除标准!有明确脑卒

中+脑外伤及颅内肿瘤病史%有其他可能引起锥体外

系症状及运动功能障碍的疾病%非
@E

的痴呆或认知

功能下降%有其他可能影响认知功能的神经系统疾

病#如颅内感染+中枢神经系统脱髓鞘疾病+一氧化碳

中毒等%因失语或其他原因不能配合神经心理评估*

本研究获陆军军医大学大坪医院野战外科研究所伦

理委员会批准#所有研究对象签署知情同意书*

>&?

!

方法

>&?&>

!

临床一般资料收集
!

入院后#收集所有纳入

患者的年龄+性别+教育水平+

9<Y

等基本资料#以及

吸烟+饮酒情况#高血压+糖尿病+高脂血症+冠心病+

颅内肿瘤+脑卒中等病史*

>&?&?

!

@E

的诊断
!

@E

的诊断依照我国
1%$)

年制

定的
@E

临床诊断标准'

-

(

*具体如下!诊断
@E

基于
'

个核心运动症状#即必须存在运动迟缓#并且至少存

在静止性震颤或肌强直
1

项症状中的
$

项%上述症状

必须显而易见*对患者
@E

症状严重程度的判断基于

统一
@E

评定量表第
'

部分$

b@E5D

7

>84

*

#运动检

查&及改良
=":M, _ ]>M8

分期$

=_]

&

'

/.(

(

*

b@.

E5D

7

>84

*

量表共
$0

项#每项按照相应症状严重程

度不同为
%

%

0

分#无症状为
%

分#分数越高相应症状

越重'

/

(

*改良
=_]

分期按照症状严重程度不同分

为
$

%

6

期共
-

个分期$包括
$&6

+

1&6

期&#

$

期仅有单

侧症状%

$&6

期有单侧症状及轴向$躯体&症状%

1

期有

双侧症状但无平衡功能障碍%

1&6

期有轻度双侧症状#

能从后拉测试中恢复%

'

期为轻至中度的双侧症状#存

在姿势不稳#但能自理%

0

期为有严重的功能障碍#但

站立和行走时不需要辅助%

6

期为卧床或需轮椅辅助*

分期数值越高#表示
@E

症状越重'

(

(

*

>&?&@

!

认知功能的评估
!

认知功能障碍的神经心理

学评 估 方 法!$

$

&采 用 简 易 精 神 状 态 评 价 量 表

$

<<DA

&中文版评价
@E

患者的认知状态*

<<DA

量表共
$%

项
'%

分#低教育水平者$受教育年限小于
)

年&小于或等于
1%

分#高教育水平者$受教育年限大

于或等于
)

年&小于或等于
10

分#被诊断为认知功能

障碍'

$%

(

*$

1

&通过
9>84M:G

指数量表评价日常生活能

力#共
$%

项
$%%

分#分数越高代表患者独立生活能力

越强#

%

)%

分表示有轻度功能障碍#

0$

%

)%

分为中度

功能障碍#

&

0%

分为重度功能障碍'

$$

(

*本研究中#轻

度认知功能障碍$

<WY

&的患者
9>84M:G

指数评分应大

于
)%

分*$

'

&使用蒙特利尔认知评估量表$

<"WC

&对

@E

患者的各认知功能领域$注意力+执行力+记忆力+

语言能力及视觉空间能力&进行评估'

$1

(

*

>&?&A

!

a<2

的诊断
!

a<2

诊断标准!脑室旁和大

脑深部区域在
;1aY

和
Z2CY5

像呈高信号的斑块状

或片状病变#并且排除留空信号'

$'

(

*

a<2

严重程度

的分级诊断基于
Z>Q:e>+

视觉模拟评分法'

6

(

#分为

Z>Q:e>+%

%

'

级共
0

个等级*$

$

&

%

级表示无
a<2

%

$

1

&

$

级表示存在点状病灶!单个病灶直径小于或等于

(OO

#或簇状病灶直径小于
1%OO

%$

'

&

1

级表示存在

融合的病变#但病变中无桥状连接!单个病灶面积

$%

%

1%OO

#或簇状病灶直径大于或等于
1%OO

%$

0

&

'

级表示存在融合的病变#但是单个或融合为病灶直

径大于或等于
1%OO

*

!!

a<2

的检测采用
'&%; <5Y

进行头颅扫描$德

国
D#:O:,+

#

<C[XA;̀ < \:8#"'&%;

&#自旋回波序

列头部
;$aY

+

;1aY

+

Z2CY5

轴位和
;$aY

矢状位扫

描#

;$aY

重复时间$

;5

&

06%O+

#回波时间$

;A

&

$6

O+

#

;1aY;50%%%O+

#

;A$1%O+

*所有患者进行

横断面扫描#层厚
'&%

%

)&%OO

#层间距
%&'

%

%&)

OO

#根据需要进行矢状面及冠状面扫描*所有
<5Y

影像的
a<2

诊断均由有经验的神经内科医师进行

评估*

>&?&K

!

@E.<WY

及
@EE

的诊断
!

@E.<WY

和
@EE

-0$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



分别基于国际运动学会$

<ED

&于
1%$1

年及
1%%-

年

制定的诊断标准'

$0.$6

(

*

@E.<WY

的诊断标准为!$

$

&患

者被确诊为
@E

*$

1

&

@E

患者认知功能逐渐下降*

$

'

&神经心理测验已确认患者认知缺陷*$

0

&认知功

能障碍不足以干扰功能独立性#但可能在复杂的功能

任务上存在少许困难'

$0

(

*

@EE

的诊断标准为!$

$

&患

者被确诊为
@E

*$

1

&患者痴呆在
@E

发病后
$

年出

现*$

'

&智能减退并影响患者日常生活*$

0

&患者的

认知功能评估注意力+执行力+记忆力及视觉空间能

力中有
1

项下降'

$6

(

*根据认知功能状态的不同#将纳

入研究的
@E

患者分为
@E

认知功能正常组$

@E.XW

组#

(g'1(

&+

@E

伴轻度认知功能障碍组$

@E.<WY

组#

(g0)

&及
@E

伴痴呆组$

@EE

组#

(g'-

&*

>&?&N

!

观察指标
!

所有符合入组标准的
@E

患者均

收集临床一般资料#进行认知功能评估#完善颅脑

<5Y

检查#并进行
@E.<WY

+

@EE

和
a<2

的诊断*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD$(&%

统计软件进行数

据分析#计数资料用率表示#组间比较采用
!

1 检验#

计量资料符合正态分布+方差齐的数据用
QdF

表示#

组间比较采用
?

检验#不服从正态分布的使用非参数

检验*使用多因素
2"

?

#+4#I

回归分析
@E

患者认知功

能障碍的危险因素及
a<2

严重程度与
@E

患者认知

功能障碍之间的关系#检验水准
"

g%&%6

#以
:

$

%&%6

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

@E

伴认知功能障碍的临床特点
!

与
@E.XW

组

相比#

@E.<WY

组和
@EE

组患者年龄明显较高#

@E

病

程明显较长#低教育水平+高血压+糖尿病+高脂血症+

a<2

发生的比例明显较高#

b@E5D

7

>84

*

评分及

改良
= _]

分期数值明显较高$

:

$

%&%6

&#

<<DA

评

分和
9>84M:G

指数评分较低$

:

$

%&%6

&*同时#

@EE

组与
@E.XW

组相比#

9<Y

明显较高#见表
$

*

?&?

!

相关危险因素的
2"

?

#+4#I+

回归分析
!

在调整了

年龄+

9<Y

+

@E

病程+低教育水平+吸烟+高血压+糖尿

病+高脂血症+

b@E5D

7

>84

*

评分+改良
= _]

分期

及
a<2

后#多因素
2"

?

#+4#I+

回归分析结果显示年

龄+

@E

病程+低教育水平+高血压+糖尿病+高血脂症+

b@E5D

7

>84

*

评分+改良
= _]

分期分值与
@E.

<WY

和
@EE

明显相关#

a<2

也与
@E.<WY

和
@EE

明显相关$

6R

!

1&1/

#

(6JA3

!

$&)'

%

1&/6

%

6R

!

1&6(

#

(6JA3

!

$&)0

%

'&'-

&*同时#

9<Y

+吸烟与
@EE

也明

显相关#见表
1

*

?&@

!

a<2

与
@E

伴认知功能障碍的关系
!

与
@E.

XW

组患者相比#

@E.<WY

组患者中
a<2Z>Q:e>+'

级的比例明显较高$

$(&)JJF&6&6J

#

:g%&%%$

&#同

时
@EE

组患者中
a<2Z>Q:e>+1

级及
'

级的比例也

明显较高$

1$&-JJF&-&'J

#

:g%&%%'

%

1(&-JJF&

6&6J

#

:g%&%%$

&#见图
$

*

表
$

!!

@E

伴认知功能障碍的临床特点

项目
@E.XW

组

$

(g'1(

&

@E.<WY

组

$

(g0)

&

@EE

组

$

(g'-

&

年龄$

QdF

#岁&

)(&1d0&-

-%&)d0&$

>

-$&'d'&(

>

@E

病程$

QdF

#年&

'&1d$&0

'&/d$&-

>

0&$d$&/

>

9<Y

$

QdF

#

e

?

"

O

1

&

10&/d$&( 16&'d$&-

16&6d$&/

>

男性'

(

$

J

&(

$-(

$

60&0

&

10

$

61&1

&

1%

$

60&$

&

低教育水平'

(

$

J

&(

$%0

$

'$&)

&

11

$

0-&/

&

>

1%

$

60&$

&

>

吸烟'

(

$

J

&(

/6

$

16&/

&

$-

$

'-&%

&

$)

$

0'&'

&

>

饮酒'

(

$

J

&(

-/

$

1'&-

&

$6

$

'1&)

&

$0

$

'-&/

&

高血压'

(

$

J

&(

$)1

$

0(&1

&

'$

$

)-&0

&

>

1)

$

-%&'

&

>

糖尿病'

(

$

J

&(

$'6

$

0$&%

&

1-

$

6/&-

&

>

1'

$

)1&1

&

>

高脂血症'

(

$

J

&(

$$-

$

'6&)

&

10

$

61&1

&

>

1%

$

60&$

&

>

冠心病'

(

$

J

&(

$%/

$

'1&/

&

1$

$

06&-

&

$/

$

0/&-

&

腔隙性脑梗死'

(

$

J

&(

$0$

$

01&(

&

16

$

60&0

&

11

$

6(&6

&

a<2

'

(

$

J

&(

-0

$

11&6

&

$(

$

0$&'

&

>

10

$

)0&(

&

>

b@E5D

7

>84

*

评分$

QdF

#分&

1%&/d(&)

10&)d(&'

>

16&-d(&0

>

改良
=_]

分期$

QdF

#分&

$&-d%&)

$&(d%&6

>

1&$d%&/

>

<<DA

评分$

QdF

#分&

1/&6d1&$

1$&-d$&)

>

$/&0d$&'

>

9>84M:G

指数评分$

QdF

#分&

(6&$d'&-

-)&/d0&0

>

0(&'d0&1

>

!!

>

!

:

$

%&%6

#与
@E.XW

组比较

表
1

!!

@E

伴认知功能障碍相关危险因素的
2"

?

#+4#I+

回归分析

项目
@E.<WY

组

6R

$

(6JA3

&

:
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本研究结果显示#在中国老年人群中#

a<2

增加

了
@E

伴认知功能障碍的发生风险#并且
a<2

的严

重程度与
@E

患者认知功能障碍的严重程度也有明显

相关性*

ĈXEYC=

等'

$)

(基于新加坡老年人群的研

究结果显示#

a<2

是
@E

患者出现认知功能障碍的

一种重要的独立危险因素*

^̀ D=Y< 5̀Y

等'

$-

(的研

究结果显示#许多澳大利亚的
@E

患者都被发现同时

存在
a<2

#尤其是在双侧的额叶及颞叶的皮质下部

分#而这些部位与患者的执行能力和其他认知功能均

有明显相关性*所以他们认为这些部位的
a<2

对

@E

患者的认知功能障碍而言#是一种早期的病理基

础*一项韩国的研究则发现#

a<2

体积的大小是

@E.<WY

向
@EE

转化的一种重要的预测指标'

$/

(

*也

有研究通过磁共振弥散张量$

E;Y

&观察
@E

患者脑白

质纤维完整性#结果显示脑白质纤维完整性破坏的严

重程度与
@E

患者认知功能障碍的严重程度密切

相关'

$(

(

*

关于
@E

伴认知功能障碍的其他危险因素#有研

究进行了报道*一项美国的前瞻性研究对
$0$

名年

龄为
)1

%

-'

岁的
@E

患者进行随访#结果显示认知功

能正常的
@E

患者在随访
)

年的过程中大约有一半发

展为
@E.<WY

#而所有新发的
@E.<WY

在
6

年内均发

展为
@EE

*同时他们认为更差的
b@E5D

运动功能

评分是
@E

患者出现认知功能障碍的预测指标'

1%

(

*

一项来自于挪威+英国+美国+西班牙+意大利的多中

心研究纳入了
$'0)

例
@E

患者#平均年龄为
)-&6

岁#其中
16&/J

的
@E

患者被诊断为
@E.<WY

#而
@E.

<WY

患者最常见的症状为记忆力下降'

1$

(

*目前有研

究者认为
@E

患者的认知功能障碍也与年龄+低教育

程度+

@E

的病程长短+

@E

患者运动功能及语言功能

障碍的严重程度有关'
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(

*还有部分研究还认为
@E.

<WY

是
@EE

的一种重要危险因素#并且随
@E.<WY

的程度加重#

@EE

的风险也随之增加'

1'

(

*

a<2

增加
@E

伴认知功能障碍发生的机制目前

尚不完全清楚*有研究表明#血管危险因素与认知功

能障碍的发生是密切相关的'

10

(

*而
a<2

是一种小

血管疾病#

a<2

的发生目前已被证实与高血压密切

相关#并且与糖尿病和血脂异常等血管危险因素也有

关'

16

(

*本研究结果显示
a<2

在中国老年
@E

患者

中有较高的发生率#同时存在着较多的血管危险因

素#所以
a<2

与
@E

患者认知功能障碍的关系可能

与血管危险因素有一定相关性*目前#

a<2

导致认

知功能障碍的机制已被许多文献证实*其基本机制

是
a<2

造成脑白质纤维完整性破坏#使大脑皮质的

各脑叶间联系发生中断#两侧大脑半球之间联系异

常#与情感和思维相关的神经环路受到破坏'

1)

(

*

a<2

与黑质纹状体中多巴胺的病理性损失也有关#

从而加重
@E

患者的椎体外系症状'

)

(

*有研究证明#

严重
@E

的运动功能症状与
@E

患者的认知功能障碍

也明显相关'

1%

(

*因此#

a<2

对神经环路的破坏和多

巴胺病理性损失的影响#可能与
@E

患者的认知功能

障碍有关*

此项研究仍存在一些局限性*$

$

&此研究为一项

横断面研究#没有对
@E

伴认知功能障碍进行前瞻性

研究#也没有能够进行
a<2

对
@E.<WY

向
@EE

转

化影响的研究*$

1

&本项目仅对
a<2

的严重程度进

行的分级#而没有按照
a<2

部位进行分类研究#如

a<2

可以分为脑室旁和大脑深部区域*$

'

&

E;Y

可

以对脑白质纤维完整性进行更精准地观察#由于条件

的限制#此项研究仅采用磁共振的
;1aY

和
Z2CY5

像对
a<2

进行观察*

此研究结果显示#

a<2

是
@E

患者发生认知功

能障碍的重要危险因素*通过控制
a<2

可能对
@E
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伴认知功能障碍的防治有重要作用*

参考文献

'

$

(

D\AXXYX[DD̀ X@

#

aAD;<CXA

#

9C22C5EW

#

:4>G&

W"

?

,#4#T:#O

7

>#8O:,4#,

7

>4#:,4+R#4M@>8e#,+",h+!#+:>+:

!

!#.

>

?

,"+#+

#

N#"O>8e:8+

#

>,!48:>4O:,4

'

F

(

&2>,I:4X:L8"G

#

1%$1

#

$$

$

/

&!

)(-.-%-&

'

1

(

c=CX[cV

#

5̀ <CX[W

#

= X̀[c

#

:4>G&@>8e#,+",h+

!#+:>+:#,WM#,>

!

7

8:T>G:,I:#,9:#

*

#,

?

#

V#>,

#

>,!DM>,

?

M>#

'

F

(

&2>,I:4

#

1%%6

#

')6

$

(06(

&!

6(6.6(-&

'

'

(

=b[̀ F[ <

#
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92CŴ DA

#

:4>G&\>+IL.

G>8I",48#NL4#",+4"I"

?

,#4#T:#O

7

>#8O:,4>,!!:O:,4#>>

+4>4:O:,4P"8M:>G4MI>8:

7

8"P:++#",>G+P8"O4M:CO:8#I>,

M:>84>++"I#>4#",

"

CO:8#I>,+48"e:>++"I#>4#",

'

F

(

&D48"e:

#

1%$$

#

01

$

(

&!

1)-1.1-$'&

'

16

(

<CY22C5E@

#

WC5<YW=CA2`;

#

5AAE9

#

:4>G&W""I.

IL88:,I:"PT>+ILG>88#+eP>I4"8+>,!G>4:.G#P:RM#4:.O>44:8#,.

4:

?

8#4

3

IM>,

?

:+

'

F

(

&X:L8"N#"GC

?

#,

?

#

1%$6

#

')

$

0

&!

$)-%.

$)--&

'

1)

(

ZY22A]W<

#

ZYA2ED5E&aM#4:O>44:8>,!I"

?

,#4#",

!

O>e#,

?

4M:I",,:I4#",

'

F

(

&FX:L8"

7

M

3

+#"G

#

1%$)

#

$$)

$

6

&!

1%('.1$%0&

$收稿日期!

1%$/.%1.%0

!

修回日期!

1%$/.%6.11

&

%6$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



论著!临床研究
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阴性症状为主的首发精神分裂症患者血清
7

.O;̀ 5

和

Y2.$%

水平变化及相关性分析"

赵心灵!曾
!

勇!于
!

玲!李
!

明!李
!

婷!张缙涛!王婷婷!熊
!

鹏#

"昆明医科大学第一附属医院精神科!昆明
)6%%'1

%

!!

"摘要#

!

目的
!

探讨以阴性症状为主的精神分裂症血清磷酸化雷帕霉素靶蛋白"

7

.O;̀ 5

%'白细胞介素

$%

"

Y2.$%

%水平变化及其与精神分裂症的相关性&方法
!

采用
A2YDC

测定
6)

例以阴性症状为主的首发未服药

精神分裂症和
6)

例健康对照者血清中
7

.O;̀ 5

'

Y2.$%

水平!采用阳性与阴性症状量表"

@CXDD

%评定精神分裂

症患者症状&结果
!

研究组血清
7

.O;̀ 5

值高于对照组*"

0&'/d$&'%

%

,

?

#

2JF&

"

'&//d%&-)

%

,

?

#

2

+!差异有

统计学意义"

:

$

%&%6

%$

7

.O;̀ 5

与
@CXDD

阴性症状评分呈正相关"

;g%&1/'

!

:

$

%&%6

%&而研究组血清
Y2.

$%

水平与对照组比较差异无统计学意义!但是与
@CXDD

总分呈负相关"

;gU%&6%-

!

:

$

%&%$

%&研究组血清

7

.O;̀ 5

与
Y2.$%

水平呈正相关"

;g%&0'-

!

:g%&%%$

%&健康组血清
7

.O;̀ 5

与
Y2.$%

水平呈负相关"

;g

U%&0%'

!

:g%&%%1

%&结论
!

O;̀ 5

信号通路活性增高可能与阴性症状为主精神分裂症的病理机制相关!

O;̀ 5

活性越高!阴性症状越严重$

O;̀ 5

信号通路激活后还可能与
Y2.$%

水平相关&
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精神分裂症是精神科最难治疗的重性精神疾病 之一#其中以阴性症状为主的精神分裂症预后更差#
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目前其发病机制仍不明确#但神经免疫异常不断被验

证'

$.1

(

*雷帕霉素靶蛋白$

O;̀ 5

#激活后为磷酸化
.

O;̀ 5

#即
7

.O;̀ 5

&信号通路障碍可影响神经网络+

突触形成及神经可塑性相关蛋白的合成#更重要的是

还参与神经元的免疫反应调节及白细胞介素$

Y2

&

.$%

的抗炎效应'

1.'

(

*精神分裂症存在
O;̀ 5

活性异常#

降低与增高均已被揭示'

'

(

#且
O;̀ 5

与明确的认知+

情感障碍相关#

O;̀ 5

拮抗剂能明显逆转神经发育过

程中
O;̀ 5

高活化后所致的行为紊乱'

0.)

(

*

O;̀ 5

级联反应通路中人第
$%

号染色体缺失的磷酸酶及张

力蛋白同源基因$

@;AX

&+结节硬化症基因$

;DW

&

$

+

;DW1

与精神分裂症相联系'

-

(

*

O;̀ 5

通路还可被

精神分裂症断裂基因
$

$

EYDW$

&负性调控'

'

(

*既往

Y2.$%

血清水平被发现在精神分裂症患者中异常#并

多次被报道涉及阴性症状及认知损害'

/.(

(

%

Y2.$%

不仅

能减缓脂多糖$

2@D

#来源于细菌&所致的黑质多巴胺

能神经元的损耗而发挥神经保护作用'

$%.$$

(

#其表达能

被抗精神病药物上调#与后者的治疗作用关系密

切'

$1

(

*值得注意的是#

O;̀ 5

被激活后下调了信号

转导与转录激活因子
'

$

D;C;'

&水平#从而抑制了

Y2.$%

的释放'

$'

(

*由此可见#

O;̀ 5

+

Y2.$%

与精神分

裂症密切相关*目前外周血清
O;̀ 5

与精神分裂症

的研究比较少见#特别是以阴性症状为主的精神分裂

症*因此#本课题组对此进行研究#现将研究结果报

道如下*

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

选择本院精神科
1%$)

年
6

月至

1%$-

年
0

月门诊就诊及住院治疗的首发未服用抗精

神病药物精神分裂症患者*纳入标准!$

$

&符合国际

疾病与相关健康问题统计分类$

YWE.$%

&精神分裂症

的诊断标准%$

1

&阳性与阴性症状量表$

@CXDD

&总分

大于或等于
)%

分%$

'

&首发未服药%$

0

&无电休克治疗

史*排除标准!$

$

&有精神发育迟滞+癫痫+脑炎等脑

器质性疾病或其他神经系统疾病史%$

1

&曾诊断为其

他精神障碍#或最近
$

个月服用过抗精神病药物%$

'

&

有免疫+内分泌或代谢障碍等系统性疾病%$

0

&有药物

或精神活性物质滥用史%$

6

&具有明显自杀+危害自身

或他人风险倾向*以阴性症状为主的研究组入组条

件!$

$

&

@CXDD

量表中与阴性症状和瓦解思维"认知

相关的
$0

项条目$

@1

+

X$

%

)

+

[6

+

[-

+

[$%

+

[$$

+

[$'

+

[$6

+

[$)

&总分大于
0%

分%$

1

&与阳性症状相关

的
/

项条目$

@$

+

@'

+

@6

+

@)

+

X-

+

[$

+

[(

+

[$1

&总分小

于
11

分#并且
@$

+

@'

+

@)

+

[(

这
0

个条目中评分大于

0

分的条目不超过
1

项#且
0

项条目评分均小于或等

于
6

分*按照纳入与排除标准收集阴性症状为主的

研究组
6)

例*对照组来自本院体检中心的健康体检

者*纳入标准为无现患精神疾病或病史且无精神疾

病家族史#排除标准同研究组*对照组共入组
6)

名*

该研究已通过伦理委员会批准*所有被试者或其监

护人$家属&均签署书面知情同意书*

>&?

!

方法

>&?&>

!

血清蛋白因子浓度检测
!

患者于入组当日或

次日清晨#用促凝管取空腹肘静脉血约
6O2

#血样静

置后以
'%%%8

"

O#,

离心
$%O#,

#取血清分装#置于
U

1%f

储存待检%对照组入组时同法采血+分装+储存*

采用
A2YDC

#用美国
<:8Ie<#GG#.

7

"8:

公司生产的试

剂盒及其配套试剂检测
7

.O;̀ 5

及对应的
Y2.$%

血

清水平*每份血清都进行双份检测#结果取其平

均值*

>&?&?

!

@CXDD

量表评估
!

由经过量表培训并达到

合格要求的两名精神科医师共同对患者进行精神检

查#并结合家属提供的有关信息进行评价打分*

>&@

!

统计学方法
!

采用
D@DD1$&%

软件进行统计分

析#研究组与健康对照组的血清
7

.O;̀ 5

经过对数转

换后采用独立样本
?

检验#两组血清
Y2.$%

水平经对

数转换后采用独立样本
?

检验%组间性别+吸烟比较采

用
!

1 检验#年龄+

9<Y

+血清蛋白因子水平比较采用
?

检验*研究组血清
7

.O;̀ 5

+

Y2.$%

水平与
@CXDD

评分的关系采用
@:>8+",

相关分析#检验水准
"

g

%&%6

#以
:

$

%&%6

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

一般资料
!

研究组与健康对照组的社会人口学

资料年龄+性别和
9<Y

+吸烟比较差异均无统计学意

义$

:

%

%&%6

&#见表
$

*

?&?

!

两组血清
7

.O;̀ 5

及
Y2.$%

比较
!

研究组与健康

对照组血清
7

.O;̀ 5

取对数值后比较差异有统计学意

义$

?lg1&0/(

#

:

$

%&%6

&%两组血清
Y2.$%

水平取对数值

后比较差异无统计学意义$

:g%&/)'

&#见表
1

*

表
$

!!

研究组与对照组的一般资料

组别
(

性别$

(

&

男 女

年龄

$

QdF

#岁&

9<Y

$

QdF

#

e

?

"

O

1

&

吸烟$

(

&

@CXDD

总分

$

QdF

#分&

@CXDD

阴性

$

QdF

#分&

@CXDD

阳性

$

QdF

#分&

研究组
6) 1( 1- 10&66d-&/' 1$&1-d'&%' $% --&'0d/&1$ 10&1(d0&%( $)&0'd'&0'

对照组
6( 1/ '$ 1/&10d-&$1 1$&1)d'&%1 $6

16$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



表
1

!!

两组血清
7

.O;̀ 5

与
Y2.$%

取对数值后比较&

QdF

'

组别
(

7

.O;̀ 5 Y2.$%

研究组
6) 0&'/d$&'%

>

6&')d%&/1

对照组
6) '&//d%&-) 6&'(d%&6'

!!

>

!

:

$

%&%6

#与对照组比较

?&@

!

研究组
7

.O;̀ 5

+

Y2.$%

水平分别与
@CXDD

评

分的相关性
!

研究组血清
7

.O;̀ 5

与
@CXDD

阴性

症状评分呈正相关$

;g%&1/'

#

:

$

%&%6

&#但是与

@CXDD

总分无统计学相关性$

;g U%&%--

#

:

%

%&%6

&*研究组
Y2.$%

水平与
@CXDD

总分呈负相关

$

;gU%&6%-

#

:

$

%&%$

&#研究组
Y2.$%

水平与
@CX.

DD

阴性症状评分无统计学相关性$

;gU%&%(/

#

:

%

%&%6

&*

?&A

!

两组
7

.O;̀ 5

与
Y2.$%

水平的相关性
!

研究组

血清
7

.O;̀ 5

水平与
Y2.$%

水平均经对数转换后分

析呈正相关$

;g%&0'-

#

:g%&%%$

&%对照组血清
7

.

O;̀ 5

与
Y2.$%

经对数转换后分析呈负相关$

;g

U%&0%'

#

:g%&%%1

&#见图
$

+

1

*

图
$

!!

研究组血清中
7

.O;̀ 5

与
Y2.$%

水平的

相关性&对数值'

图
1

!!

对照组血清中
7

.O;̀ 5

与
Y2.$%

水平的

相关性&对数值'

@

!

讨
!!

论

!!

以阴性症状为主的精神分裂症是临床治疗的重

点与难点*现有的抗精神病药物对阴性症状的疗效

都不理想#这可能与抗精神病药物未能减轻阴性症状

的神经病理异常有关*本研究结果提示研究组外周

血清
7

.O;̀ 5

水平高于对照组#这与既往研究一

致'

'

(

%且
7

.O;̀ 5

水平与
@CXDD

阴性症状评分呈正

相关#说明
7

.O;̀ 5

水平越高#患者阴性症状越重*

可认为
O;̀ 5

信号通路过度活化参与以阴性症状为

主的精神分裂症的发病机制*而研究组与对照组血

清
Y2.$%

水平比较差异无统计学意义#这与先前研究

部分一致#不过也有研究揭示首发精神分裂症
Y2.$%

与阴性症状负相关'

$'.$0

(

*本研究结果显示
Y2.$%

水平

与
@CXDD

总分呈负相关#这间接揭示
Y2.$%

水平可

部分反映精神分裂症病情程度*本研究还发现研究

组血清
7

.O;̀ 5

与
Y2.$%

呈正相关#与对照组相反#

结合研究组
7

.O;̀ 5

水平增高#说明阴性症状为主患

者已被诱导
O;̀ 5

过度活化#

Y2.$%

虽受到影响#但

还未达到统计学的增高异常*该影响可能仅限于

O;̀ 5

活性增高时#

O;̀ 5

活性低下时#

Y2.$%

生成

不一定降低*

近期动物研究发现母体免疫激活$

<YC

&可致后

代发生类精神分裂症行为异常#被认为是疾病起点#

而后致细胞因子等蛋白变化#影响神经环路+突触形

成及可塑性#使后代终身的精神疾病易感性增加*这

些病理过程均可归因于
O;̀ 5

通路障碍'

1

(

*说明

O;̀ 5

通路与精神分裂症免疫调控异常的密切关系*

本研究发现
O;̀ 5

活性越高#阴性症状越重#而雷帕

霉素为
O;̀ 5

的特异性拮抗剂#早已被用于动物及

细胞研究中'

'

#

)

(

#以后或许成为以阴性症状为主精神

分裂症早期识别与治疗的新契机*另外#注射抗炎因

子可部分逆转
<YC

后代的行为异常'

1

(

#可能是由于

Y2.$%

对中枢小胶质细胞活化后各种促炎细胞因子的

拮抗效应#从而减轻神经退化表现'

$%

#

$0.$6

(

*细胞研究

也显示部分抗精神病药物的抗炎特性依赖胶质细胞

的强烈激活#并涉及外周或大脑
Y2.$%

的效应'

$)

(

*而

本研究未显示研究组与对照组
Y2.$%

水平有明显差

异#可能与样本量小+病程短有关*既往无健康人群

外周血清
O;̀ 5

与
Y2.$%

关系的医学数据*本研究

结果说明阴性症状为主患者
O;̀ 5

对
Y2.$%

的调控

机制不同于健康组*因在先前的研究中#外源性
2@D

可激活
@Y'̂ .Ce4.O;̀ 5

信号通路增加
Y2.$%

的表

达#雷帕霉素抑制
2@D

诱导的
Y2.$%5XC

及蛋白的表

达'

$-.$/

(

*是否表明阴性症状为主患者受到细菌
2@D

等的刺激#而过度激活了
O;̀ 5

#使抗炎因子
Y2.$%

生成增多*这可能揭示了阴性症状的发病机制#不过

这仅是推测*或者还有这种可能#研究组
O;̀ 5

通

路下游还存在其他影响
Y2.$%

的调控通路#抵消了本

身的调控关系*因为细胞研究发现#

O;̀ 5

抑制剂降

低
Y2.$%

的表达时#并未通过信号传导子及转录激活

子
'

$

D;C;'

&通路产生效应#间接说明可能存在下游

其他通路影响'

$(

(

*该研究样本量小#未来需扩大样

'6$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期



本#将年龄+饮食+压力等影响蛋白水平因素纳入研

究#低血糖状态也可能影响
O;̀ 5

活性'

1%

(

*并定量

测定磷酸肌醇
.'

激酶+蛋白激酶
9

+

D;C;'

等调控蛋

白#进一步验证
O;̀ 5

+

Y2.$%

与阴性症状为主精神分

裂症关系#进一步阐释以阴性症状为主精神分裂症免

疫调控的小分子通路异常机制*

总之#

O;̀ 5

信号通路活性增高可能与阴性症状

为主精神分裂症的病理机制相关#

O;̀ 5

活性越高#

阴性症状越严重%

O;̀ 5

信号通路激活后还可能与

Y2.$%

水平相关*
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枸橼酸咖啡因治疗新生儿呼吸窘迫综合征的临床研究"
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1
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#
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$&

西南医科大学附属医院新生儿科!四川泸州
)0)%%%

$

1&

四川省南充市中心医院新生儿科
!

)'-%%%

%

!!

"摘要#

!

目的
!

探究枸橼酸咖啡因治疗新生儿呼吸窘迫综合征"

X5ED

%的疗效&方法
!

将收治的
(%

例

X5ED

患儿分为枸橼酸咖啡因组和氨茶碱组'对照组!每组各
'%

例!在使用肺表面活性物质"

@D

!固尔苏%替代

治疗及机械通气等基础上!咖啡因组用枸橼酸咖啡因药物进行治疗!氨茶碱组用氨茶碱药物进行治疗!对照组

仅给予基础治疗&治疗前后检测患者的呼吸力学变化!治疗后仍无效的患者给予持续的常频机械通气或鼻持

续气道正压通气"

,W@C@

%治疗&结果
!

咖啡因组整体有效率达到
/)&-J

!氨茶碱组整体有效率为
-'&'J

!对

照组整体有效为
6)&-J

!咖啡因组明显高于氨茶碱组及对照组"

:

$

%&%6

%$咖啡因组与氨茶碱组'对照组相比!

内源性呼气末正压'气道阻力均明显较低"

:

$

%&%6

%!咖啡因组静态顺应性水平明显高于氨茶碱组"

:

$

%&%6

%$

咖啡因组机械通气和
,W@C@

治疗的时间明显短于氨茶碱组及对照组"

:

$

%&%6

%$治疗后!

'

组的
@>Ẁ

1

和

@>̀

1

比较差异有统计学意义"

:

$

%&%6

%!咖啡因组
@>Ẁ

1

最低!

@>̀

1

最高&结论
!

使用枸橼酸咖啡因药物方

法联合肺表面活性物质治疗呼吸窘迫的新生儿对呼吸力学影响有效&
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新生儿呼吸窘迫综合征$

X5ED

&是由于出生时或

出生后短期内肺泡功能不成熟导致肺表面活性物质

$

@D

&缺乏及肺结构发育不成熟所致的疾病#主要见于

早产儿#在生后最初
1!

逐渐加重'

$

(

*临床上#

X5ED

66$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
10

期

"
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&*

!

作者简介!尚彪$

$(/1U
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病方面的研究*
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!
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表现为早期出现的呼吸窘迫#包括紫绀+呻吟+吸气性

三凹征及呼吸急促#甚至发生呼吸衰竭#血气分析可

提示呼吸衰竭的严重性#一般体质量越轻#胎龄越小#

越容易发生'

1.'

(

*目前欧洲指南推荐治疗新生儿呼吸

窘迫除了使用
@D

物质$固尔苏&替代治疗#还联用甲

基黄嘌呤类药物等兴奋呼吸中枢治疗'

1

(

*有研究表

明#枸橼酸咖啡因较茶碱药物存在不良反应小#疗效

更佳#半衰期长#易于给药等优点#是联合
@D

物质治疗

新生儿呼吸窘迫的理想药物'

0./

(

*本文对收治的
(%

例

存在呼吸窘迫的新生儿进行分组对比#发现使用枸橼酸

咖啡因药物治疗
X5ED

效果令人满意#现报道如下*

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

将南充市中心医院新生儿科收治的

(%

例存在呼吸窘迫的新生儿分为咖啡因组+氨茶碱组

和对照组#每组各
'%

例*咖啡因组用枸橼酸咖啡因

药物进行治疗#其中男
$)

例#女
$0

例#体质量为

$

$$()d$-0

&

?

#胎龄为$

1)&1d'&-

&周%氨茶碱组用

氨茶碱药物进行治疗#其中男
$0

例#女
1)

例#体质量

为$

$$1)d$)'

&

?

#胎龄为$

1-&)d1&/

&周%对照组男

$1

例#女
$/

例#体质量为$

$1%1d$6(

&

?

#胎龄为

$

1-&1d1&/

&周*排除标准!败血症患者%重度窒息和

遗传代谢疾病者*

'

组一般资料比较差异均无统计学

意义$

:

%

%&%6

&#具有可比性*

>&?

!

方法

>&?&>

!

治疗方法
!

咖啡因组+氨茶碱组和对照组新

生儿均放入培养恒温箱保温#生后
)M

内给予
@D

物

质$固尔苏&替代治疗#治疗剂量
1%%O

?

"

e

?

#用插管

U

表面活性剂
U

拔管$

YXDb5A

&方法气管内给药'

(

(

#

然后给予常频机械通气或经鼻持续气道正压通气

$

,W@C@

&及营养支持+预防抗感染等治疗#出生
$1

%

10M

内#咖啡因组首次注入
1%O

?

"

e

?

枸橼酸咖啡因#

10M

后改为
6&%O

?

/

e

?

U$

/

!

U$

'

$%

(

%氨茶碱组首次注

入
6&%O

?

"

e

?

氨茶碱#

$1M

后改为每次
1&6O

?

"

e

?

#

每
$1

小时
$

次%对照组不给予枸橼酸咖啡因或氨茶

碱治疗%治疗后仍无效的患者给予持续的
,W@C@

或

常频机械通气治疗#同时于治疗开始前及治疗后
)M

使用呼吸机并用呼气末阻断法测定内源性呼气末正

压#与此同时记录下气道阻力*治疗前及治疗后
-!

测动脉血气分析指标*

>&?&?

!

检测指标
!

$

$

&治疗
$

%

'!

#呼吸窘迫现象明

显减少且消失#无呼吸暂停#吸氧浓度小于或等于

'%J

#吸气峰压$

@Y@

&

&

$6IO =

1

`

或无需辅助通气

者为显效%$

1

&治疗
0

%

6!

#呼吸窘迫现象缓解并消

失#呼吸暂停次数小于或等于
'

次"天#吸氧浓度小于

或等于
'%J

#

@Y@

&

$6IO =

1

`

或转为
,W@C@

治疗

为有效%$

'

&治疗
6

%

-!

#呼吸窘迫现象缓解并消失#

@Y@

&

$6IO =

1

`

吸氧浓度小于或等于
'%J

#呼吸暂

停次数小于或等于
'

次"天或可转为
,W@C@

治疗#为

基本有效%$

0

&治疗
-!

以上#呼吸窘迫现象仍不缓解#

吸氧浓度大于或等于
'%J

且呼吸暂停次数大于或等

于
'

次"天#仍需要辅助通气或者死亡为无效*整体有

效率为显效率+基本有效率+有效率的总和*治疗开始

前
$M

内及治疗后
10M

使用呼吸机并用呼气末阻断法

测定内源性呼气末正压#与此同时记录下气道阻力*治

疗前
$M

及治疗后
'!

测动脉血气分析指标*

>&@

!

统计学处理
!

采用
D@DD1%&%

进行统计分析#计

量资料用
QdF

表示#组间比较采用
?

检验*以

D

7

:>8O>,

相关系数进行相关性分析#检验水准
"

g

%&%6

#以
:

$

%&%6

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

'

组使用不同药物的疗效对比
!

咖啡因组整体

有效率达到
/)&-J

#氨茶碱组整体有效率为
-'&'J

#

对照组整体有效为
6)&-J

#咖啡因组明显高于氨茶碱

组及对照组#差异有统计学意义$

:

$

%&%6

&#见表
$

*

表
$

!!

'

组治疗疗效对比

组别
(

显效$

(

& 有效$

(

& 基本有效$

(

& 无效$

(

& 整体有效率$

J

&

咖啡因组
'% $% ( - 0 /)&-

氨茶碱组
'% ) / / / -'&'

对照组
'%

1

>

) (

$'

>

6)&-

>

!

1

)&))- %&/$/ %&'0$ )&-6- )&-6-

: %&%') %&))0 %&/0' %&%'0 %&%'0

!!

>

!

:

$

%&%6

#与咖啡因组比较

?&?

!

'

组呼吸力学在治疗前及治疗后
10M

的变化
!

咖啡因组与氨茶碱组+对照组相比#内源性呼气末正压+

气道阻力均明显较低#咖啡因组静态顺应性水平明显高

于氨茶碱组#差异有统计学意义$

:

$

%&%6

&#见表
1

*

?&@

!

'

组机械辅助通气和
,W@C@

治疗时间及治疗

前后的血气指标比较
!

咖啡因组机械辅助通气和
,W.

@C@

治疗时间明显短于氨茶碱组及对照组#差异有统

计学意义$

:

$

%&%6

&%治疗后#

'

组的
@>Ẁ

1

和
@>̀

1

比较差异有统计学意义$

:

$

%&%6

&#见表
'

*

表
1

!!

'

组呼吸力学在治疗前后的变化&

QdF

'

组别
(

内源性呼气末正压$

IO=

1

`

&

治疗前 治疗后

气道阻力$

IO=

1

`

/

2

U$

/

+

U$

&

治疗前 治疗后

静态顺应性$

O2

"

IO=

1

`

&

治疗前 治疗后

咖啡因组
'% -&0d1&/ 0&$d1&) 1%&$d1&1 $6&-d1&$ 16&0d$&6 '%&1d'&(

氨茶碱组
'% -&(d1&0

)&%d'&$

>

$(&/d1&(

$/&'d1&$

>

16&/d1&- 1/&$d'&/

对照组
'% /&%d'&1

-&(d'&$

>N

$(&-d1&'

1%&$d1&%

>N

16&(d'&/

16&/d'&(

>

E %&'(% $1&6%) %&1$% '0&'6' %&1)' (&-$-

: %&)-/

$

%&%$ %&/$$

$

%&%$ %&--%

$

%&%$

!!

>

!

:

$

%&%6

#与咖啡因组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与氨茶碱组比较

)6$'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
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表
'

!!

'

组机械通气和
,W@C@

治疗时间及治疗前后的血气指标&

QdF

'

组别
(

机械通气和
,W@C@

治疗时间$

!

&

7

=

治疗前 治疗后

@>Ẁ

1

$

OO=

?

&

治疗前 治疗后

@>̀

1

$

OO=

?

&

治疗前 治疗后

咖啡因组
1) 1&-d%&6 )&(d%&0 -&$d%&0 6'&/d/&$ 01&)d-&1 0/&/d(&1 )1&'d(&$

氨茶碱组
11 '&-d%&)

>

-&$d%&) -&'d%&) 6'&$d-&( 0-&/d)&(

>

6$&1d(&) 6)&'d-&/

>

对照组
$- 0&6d%&/

>N

)&(d%&6 -&1d%&) 6'&-d-&) 0(&/d)&-

>

0-&1d(&) 66&1d-&'

>

E 00&0/( $&$)% %&/66 %&%61 )&'$% %&/(( 0&($(

:

$

%&%$ %&'1% %&0'% %&(6% %&%%' %&0$1 %&%$%

!!

>

!

:

$

%&%6

#与咖啡因组比较%

N

!

:

$

%&%6

#与氨茶碱组比较

@

!

讨
!!

论

!!

X5ED

多发于早产儿#刚出生不久就会出现呼吸

衰竭和呼吸困难等症状#发病机制主要是因为肺泡表

面的活性物质不足#从而造成肺泡萎陷#产生大量分

流#形成了严重的肺内低氧血症'

$$

(

*目前临床上治疗

X5ED

主要是尽早使用
@D

物质和辅助通气*除此以

外#欧美
X5ED

防治指南指出#联合枸橼酸咖啡因对

X5ED

治疗更佳'

1

(

*枸橼酸咖啡因作为甲基黄嘌呤

药物的代表#除了治疗早产儿原发性呼吸暂停外#还

可以增强延髓化学传感器对二氧化碳的敏感性#使呼

吸规律#潮气量增加#抑制磷酸二酯酶#增加环磷酸腺

苷
IC<@

水平*枸橼酸咖啡因作用于各种神经介质

如多巴胺等#同时通过钙动员增加舒张压和呼吸动

力#减少膈肌疲劳#增强儿茶酚胺改善氧合作用#可广

泛地用于早产儿疾病的治疗和预防中'

$1.$'

(

*

]̀ EA5

等'

$0

(研究后认为在出生后的
10M

内早期应用咖啡因

联合
@D

预防性治疗可以提高肺表面张力及肺功能*

而动物实验研究表明#在出生
$1

%

10M

内经咖啡因治

疗的动物与未经咖啡因治疗的相比#呼吸道阻力明显

降低#呼吸系统顺应性明显升高'

$6

(

*美国病理家协会

$

WC@

&研究也证实#与安慰剂组相比#咖啡因治疗组

能将有创机械通气或者任何气道正压通气和氧气疗

法的应用治疗时间缩短
$

周'

$6.$)

(

*

ĈDDY<

等'

$-

(甚

至认为咖啡因通过改善肺部肌肉功能来抵御
X5ED

*

本研究也发现使用枸橼酸咖啡因治疗
X5ED

的整体

有效率明显高于氨茶碱组和对照组#咖啡因组使用了

枸橼酸咖啡因药物治疗后#呼吸力学得到了极大的改

善#其原因可能与枸橼酸咖啡因枸橼酸咖啡因具有可

以舒缓支气管#缓解膈肌疲劳的作用有关*也有研究

者认为其原因可能是枸橼酸咖啡因可以刺激肺泡上

皮细胞分泌的活性物质有关'

$/.$(

(

*国内郑伟等'

1%

(认

为早产儿应用枸橼酸咖啡因可增加局部组织血氧供

应#有助于组织氧合#尤其是
,W@C@

辅助通气的
5ED

早产儿*此外#咖啡因组的机械辅助通气时间明显要

短于氨茶碱组及对照组#可能是咖啡因组有效余气

量+吸气末最大压力及呼气末最大压力均明显升高#

而且观察到呼吸系统顺应性明显增加+气道阻力降

低#这些药效学行为通过改善呼吸肌的力量#在一定

程度上辅助早产儿脱离机械通气'

1$

(

*

综上所述#在使用
@D

物质替代治疗基础上联合

使用枸橼酸咖啡因药物方法治疗呼吸窘迫的新生儿

安全有效#易于给药且呼吸力学改变明显#有助脱离

机械通气#临床积极有效#可作为
@D

联合治疗
X5ED

的推荐药物#值得推广和运用*
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aY;;Â YXEW&;X<WG>++#P#I>4#","PO>.

G#

?

,>,44LO"8+&bYWW#,4:8,>4#",>GL,#",>

?

>#,+4I>,I:8

'

<

(

&

-4M:!&X:RF:8+:

3

!

a#G:

3

.9G>IeR:GG

#

1%%(

!

1)1.1)6&

'

6

(

W=AX a

#

c=AX[5

#

9CCEA@E

#

:4>G&W>,I:8+4>4#+.

4#I+#,WM#,>

#

1%$6

'

F

(

&WCW>,I:8FWG#,

#

1%$)

#

))

$

1

&!

$$6.$'1&

'

)

( 马旭东#王全好
&

浅表膀胱癌的治疗现状'

F

(

&

广东医学#

1%%/

#

1(

$

)

&!

$%66.$%6)&

'

-

(

5YW=C5ED^ C

#

D<Y;= XE

#

D;AYX9A5[[E&;M:

#O

7

"84>,I:"P48>,+L8:4M8>G8:+:I4#","PNG>!!:84LO"8#,

4M:O>,>

?

:O:,4"P,",OL+IG:#,T>+#T:NG>!!:8I>,I:8

!

>

+

3

+4:O>4#I8:T#:R"P,"T:G4:IM,"G"

?

#:+

'

F

(

&Fb8"G

#

1%$0

#

$($

$

)

&!

$)66.$))0&

'

/

( 贾永中#肖序仁
&5:T"2#B1

#

O

激光治疗浅表膀胱肿瘤的

疗效观察'

F

(

&

临床泌尿外科杂志#

1%%/

#

1'

$

$$

&!

/1)./1-&

'

(

(

EYY\5YŶ 5;
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