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前　言

《内科学进展》第一版于2000年出版，2004年经学校教材建设委员会评审决定，将《内科学进展》列入浙江大学研究生教材，同年，我们组织校内有关专家、教授对《内科学进展》进行修订，出版了《内科学进展》第二版。出版五年来，我们收到了许多教师、研究生及临床医师在使用《内科学进展》过程中提出的宝贵意见和建议，我们深表谢意。

当今世界医学科学技术发展迅速，知识更新日新月异。免疫学、分子生物学、心理学及微创医学等学科广泛渗透到内科学领域，使内科学不断涌现新理论、新知识、新技术，其内容之多，研究生欲在短时间内去学习和掌握它们十分艰难。因此，学校有关部门决定把《内科学进展》列入浙江大学2009年示范性课程建设项目，并要求有一套全新的教材。我们内科教研室承担了此项任务，组织了医学院有关专家、教授，在第二版《内科学进展》的基础上，编写了这本较为完整的研究生教材《内科学新进展》。

本书在编写过程中，采纳了国内外有关研究生教材编写的先进经验，在内容上体现教材先进性、科学性、启发性和适用性。引用了国内外最新研究成果，以反映现代医学的最新进展。全书共15章52个专题，采用专题论述方式，对有关内科学领域的新理论、新知识、新技术做了重点介绍。在每个章节末列出推荐阅读最新文献资料和思考题。同时增加了中英文内容提要，强调规范英文注译，有利于学生提高专业英语水平，方便查阅和自学。本书除了满足临床医学研究生内科学教学外，还可作为临床医师继续教育用书以及医学院高年级本科生的课外读本。

本书由浙江大学医学院附属医院学有专长、临床和教学经验丰富的专家、教授撰稿，每位编委对稿件尽职尽责，查阅了国内外大量文献，去芜增菁，反复审校与修改，在此，谨向各位编委以及学术秘书表示衷心感谢。

在编写过程中，我们力求内容新颖、重点突出。但由于本书涉及面广，编写人员较多，知识水平所限，书中错误和疏漏之处在所难免。敬请各位教师，研究生以及临床医师在教学和临床研究中不断提出意见和建议、补充新的资料，以供今后修订时参考。
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第一章　心血管系统疾病


 第一节　心血管病的抗血小板和抗凝治疗



摘　要
 　动脉粥样硬化性血栓病占所有死亡原因的首位，血小板及凝血酶原在体内的激活在粥样斑块的破裂形成血栓过程中占据至关重要的地位。如何抑制血小板及凝血酶原在体内的激活是药物预防及治疗急性冠状动脉综合征的关键，本节简要介绍了抗血小板药物阿司匹林、抵克立得、氯吡格雷和GPⅡb/Ⅲa拮抗剂以及抗凝药物肝素与低分子肝素。




Abstract
 　Atherosclerosis and thrombosis disease is the most important cause of the death. The activation of prothrombin and platelet is essential in the process of the formation of thrombus following the plaque rupture. How to inhibit the activation of prothrombin and platelet is critical in the treatment of acute coronary syndrome. In this section, we introduce the anti-platelet drug: Aspirin, Ticlid, Clopidogrel and GPⅡb/Ⅲa antagonist agents, as well as the anticoagulant drugs: Heparin and low-molecular-weight heparin.






据1990年全球8个地区统计，动脉粥样硬化性血栓病，包括心肌梗死、脑梗死及其他血管疾病的死亡占所有死亡原因的首位。这些动脉粥样硬化性血栓病的预防和治疗，主要在于应用抗血小板和抗凝药物。

动脉粥样硬化可累及全身许多动脉，如冠状动脉、脑动脉、肾动脉、颈动脉、胸及腹主动脉以及下肢的大动脉等，造成这些动脉的狭窄、急性或亚急性堵塞。最危险的血栓性事件为急性冠状动脉综合征、心肌梗死、脑梗死及危急的下肢缺血。粥样斑块的破裂或裂隙是血栓事件发生的基础。

一、血小板在体内的激活

血管损伤后，流经该血管处的血小板被血管内皮下组织表面激活，立即黏附于损伤处暴露出来的胶原纤维上。血小板膜上的糖蛋白Ⅰb及由内皮细胞韦-巴 (Weibel Palade) 小体释放的血管性血友病因子 (von Willebrand factor, vWF) 在黏附过程中起作用。黏附的血小板活化并通过三种协同机制和其他血小板形成血栓：①促进血小板表面的凝血因子聚集，刺激凝血酶的产生；②利用周围的血小板释放ADP；③活化的血小板产生并释放血栓烷A2 (TXA2)。凝血酶、ADP、TXA2与胶原、血小板激活因子均可激活及显露血小板的糖蛋白Ⅱb/Ⅲa受体，此为纤维蛋白原的受体，两者结合后造成血小板的紧密聚集和血栓形成。血管性血友病因子（即vWF）亦参与血小板的聚集。

在血小板激活的同时血液与组织因子接触，激活凝血系统，使凝血酶原在凝血活酶的作用下转变为凝血酶，凝血酶使纤维蛋白原转变为纤维蛋白，后者网络血流中的细胞完成最后的凝血反应。

二、抗血小板药物

（一）阿司匹林

阿司匹林自首次人工合成至今已有100多年的历史，近20年来人们发现它具有抑制TXA2的作用，因此有抗血小板聚集抗血栓的作用，对防治缺血性脑卒中、心肌梗死有一定的作用。

（1）Wolf（1998）报道对以往曾罹患脑卒中或缺氧性脑缺血的患者使用阿司匹林可使缺血性脑卒中、心肌梗死或血管性死亡的发生率减少27％。

TiJooes（1998）对不同剂量阿司匹林联用或不联用双嘧达莫预防缺血性卒中的疗效（二级预防）进行了文献复查，结果：单用阿司匹林治疗组4981例患者中，19.7％（981例）发生了一次脑血管意外；安慰剂组4192例中的发生率为22.2％（931例），表明阿司匹林使缺血性脑卒中的相对危险性减少了13％（P
 =0.0011）。阿司匹林大剂量（1000～1500mg/d）、中等剂量（250～500mg/d）和小剂量（50～100mg/d）组缺血性脑卒中的相对危险性分别减少13％、9％和13％。结论是各剂量组预防缺血性脑卒中的疗效相当，但小剂量的不良反应轻微。联用双嘧达莫组的3259例中463例（14.2％）发生了一次脑血管意外，安慰剂组3259例患者中的发生率为20.1％（656例），即相对危险性减少了30％（P
 ＜0.0001），故联用双嘧达莫可增强对脑卒中的预防作用。但单用阿司匹林预防缺血性脑卒中的疗效优于单用双嘧达莫。

（2）非瓣膜病性慢性持久性房颤患者亦可用阿司匹林预防缺血性脑卒中，SPAFⅢ的研究表明，对低危患者用阿司匹林325mg/d，栓塞的年发生率为1.1％；高危患者的年发生率为3.6％。脑卒中年发生率在高危患者为1.4％，低危患者仅为0.5％，故低危患者可用阿司匹林预防治疗，而高危患者则尽量用华法林。

（3）心肌梗死后给予阿司匹林160mg/d（CARSI研究，1997），3393例患者脑卒中1年后，230例发生非致命性再发性心肌梗死。华法林3mg加阿司匹林80mg，1年后210例发生再梗塞，故联用的疗效并不优于单用阿司匹林。

（二）抵克立得（Ticlid, 噻氯匹定）

1．药理作用与药代动力学

抵克立得可抑制血小板活化后所释放的ADP与其受体结合，使GPⅡb/Ⅲa不能活化，从而防止血栓形成。此外，尚有减少血浆纤维蛋白原，增加红细胞变形能力，降低全血黏滞性及抑制血管壁平滑肌增生作用。ADP对血小板的作用远大于TXA2。口服抵克立得，吸收好且迅速，服药后7～10d可达稳态血浓度，主要在肝脏代谢，在尿（59％）及粪便（25％）中排泄，最大抗血小板聚集作用出现在服药后8～10d，停服后其作用持续7～10d。

2．适应证

主要适应证有血栓栓塞性中风，稳定或不稳定型心绞痛，短暂性脑缺血发作，心肌梗死和再梗塞，可逆性缺血性神经功能障碍，PTCA和支架术后、冠脉搭桥后冠脉阻塞，糖尿病性视网膜病变，肾、神经的微血管病变，间歇性跛行（下肢动脉粥样硬化），周围动脉硬化性闭塞症。

3．剂量与用法

抵克立得，每片250mg，1～2片/d，进餐时服。

副作用：偶有中性白细胞减少或粒细胞缺乏症，血小板减少，罕见再生障碍性贫血。多数副作用为一过性，且多出现于用药开始3个月内，停药后可消失。

4．临床研究

（1）加拿大、美国抵克立得研究 (CATS)：为随机、双盲、多中心研究。

试验目的：探讨抵克立得能否减少新近患血栓栓塞性中风患者继发中风、心肌梗死或死亡。

研究对象：抵克立得组531例和安慰剂组541例，随访时间3年。

结果：再发脑卒中、心肌梗死或血管性死亡相对危险性减少30％，中风复发危险性降低34％。

（2）抵克立得、阿司匹林脑卒中研究（TASS）：为随机、双盲、多中心研究。

试验目的：比较抵克立得和阿司匹林减少脑卒中发生危险性和降低脑卒中死亡率的效果。

研究对象：为3068例新近出现短暂性局灶性脑或视网膜缺血的患者（抵克立得组1529例和阿司匹林组1549例）。随访2～6年。

结果：抵克立得组较阿司匹林组血管性死亡或非致命性脑卒中的危险减少42％（P
 =0.048）。

抵克立得组较阿司匹林组血管性致命或非致命性脑卒中的危险减少48％。

白细胞减少发生率为0.9％，余为腹泻和皮疹。

阿司匹林组胃肠道出血发生率达1.4％，活动性溃疡发生率为2.9％。

（三）氯吡格雷 (Clopidogrel)

1．药理作用与药代动力学

药理作用为抑制血小板的ADP受体而起抗血小板聚集防止血栓形成的作用。表1-1为三种血小板聚集抑制剂的比较。


表1-1　三种血小板聚集抑制剂的比较


[image: ]


口服氯吡格雷，吸收很快，不受食物或抗酸药影响，1h达血浆浓度高峰。肝脏内代谢，在尿（50％）、粪（46％）中排泄，5d后排泄完。

口服氯吡格雷75mg，对血小板聚集有明显抑制作用，在服药后2h开始，最大抑制ADP诱导的血小板聚集可达40％～60％。出血时间约为基线的1～2倍。

口服氯吡格雷75mg的抗血小板聚集效果与抵克立得250mg相当。与地高辛或茶碱类药物同用不影响药效，与阿替洛尔、硝苯啶、苯基巴比妥、西咪替丁或雌激素同用无药代动力学的相互作用；但与华法林、肝素等抗凝药合用需小心。

2．临床CAPRIE研究

观察目的：高危动脉粥样硬化人群血栓栓塞事件的发生率和脑卒中、心肌梗死及血管性死亡率。

入选患者需符合下列条件：

（1）缺血性脑卒中患者（1周至6月内）；

（2）心肌梗死（35d内）；

（3）周围动脉疾病（现有间歇性跛行或动脉介入治疗史）。

研究计划：19185例患者，双盲、随机分为两组。

氯吡格雷组75mg/d，9599例；阿司匹林组325mg/d，9586例。随访1～3年。

分析：观察期再发脑卒中、心肌梗死或血管性死亡。

患者的基本情况：有缺血性脑卒中、TIA、心肌梗死、稳定性心绞痛、不稳定性心绞痛、间歇性跛行，两组比较情况相似；危险因素如高血压、高胆固醇血症、糖尿病、吸烟的情况两组相似。

疗效与结果：与阿司匹林组相比，氯吡格雷组对各个终点产生的相对危险度降低，分别为致死性或非致死性心肌梗死19.2％，致死性或非致死性脑卒中5.2％，血管性死亡事件7.8％，所有事件8.7％。阿司匹林相对于安慰剂可降低相对危险度25％。氯吡格雷每治疗1000例患者，每年可预防24起血栓栓塞事件。氯吡格雷可进一步降低再发率达26％。

不良反应：除皮疹和腹泻外，恶心、消化不良、颅内出血、胃肠道出血，氯吡格雷均较阿司匹林为低。严重皮疹和腹泻的发生率很低，且氯吡格雷多种不良反应均较抵克立得为低。氯吡格雷对血液学影响很少，故无需实验室监测，此点亦与抵克立得不同。

3．应用范围

缺血性脑卒中（1周后），短暂性脑缺血发作，心肌梗死，不稳定性心绞痛，介入治疗辅助用药和阿司匹林同用，一级预防（有动脉粥样硬化的危险因素，尚未有血栓事件）。

（四）GPⅡb/Ⅲa拮抗剂

1．阿昔单抗 (abciximab)

为抗GPⅡb/Ⅲa的单克隆抗体，可抑制血小板聚集并延长出血时间。目前仅有注射剂，在静注30min后开始作用，2h后出现最大抑制作用。目前主要用于PTCA术中预防急性缺血并发症。

2．Eptifibatide (即integrelin)

为含KGD序列结构的环状七肽，与非肽类的替罗非班 (tirofiban) 和拉米非班 (lamifiban) 均为人工合成。对不稳定心绞痛和非Q波心肌梗死及PTCA术前后的应用尚在进一步研究中。

三、抗凝药物

（一）肝素与低分子肝素

凝血是由血液接触到位于破裂的动脉粥样硬化斑块的坏死中心，以及受损的血管内皮和黏附在破损的血管上且被激活的白细胞表面的组织因子所激发。组织因子和Ⅶa因子结合后激活Ⅸ和Ⅹ因子，Ⅹa再激活Ⅴ因子，后者与Ca2+
 及血小板磷脂形成复合物为凝血活酶，此为外源性途径。另一方向，接触因子（Ⅻ）与胶原接触后激活，再激活Ⅺ因子，后者又激活Ⅸ因子，与Ⅷa因子一起激活Ⅹ因子，再通过上述相同的程序复合成凝血活酶，凝血活酶形成后在Ca2+
 协同作用下转变为凝血酶，然后凝血酶将纤维蛋白原转变为可溶性纤维蛋白单体，再在ⅤⅢa因子作用下交联成稳定的纤维蛋白多聚体，完成凝血过程。

1．作用机制及药代动力学

肝素及低分子肝素的抗凝血作用在于它能特异地与抗凝血酶（ATⅢ）结合，而后抑制凝血酶（Ⅱa）和Ⅹa因子的活性。肝素对凝血酶活性的抑制，需要其肽链上的五聚糖有足够的长度，较短的肽链不能催化此反应，但仍能抑制Ⅹa因子。低分子肝素常用的有速避凝、法安明等，速避凝的平均分子量为4.5kD（其中90％的分子量在2～8kD），其抗Ⅹa因子和抗Ⅱa因子的比率为4:1。速避凝对血小板功能的影响明显小于肝素，故它比肝素更少引起出血和血小板减少。皮下注射速避凝的生物利用率为90％～100％，而肝素只有24％，3～4h达最大抗Ⅹa因子作用，持续18h。

速避凝与普通肝素特点比较（见表1-2）。


表1-2　速避凝与普通肝素特点比较


[image: ]


2．适应证

预防或治疗血栓栓塞性疾病（深静脉血栓形成，肺栓塞，在血液透析中预防血块形成，不稳定型心绞痛，急性缺血性中风）。

3．剂量与用法

缺血性中风：0.4ml，每日2次；不稳定性心绞痛：0.05～0.1ml/10kg，每日2次，腹部皮下注射。

治疗：持续7～14d。

预防：0.3ml，1×7d。

（0.6ml=15000ICUAⅩa，相当于6150IUAⅩa。）

4．副作用及禁忌证

低分子肝素偶可引起出血，主要发生于其他危险因子并存的情况下，偶有血小板减少症，偶有过敏性反应，一过性GPT升高。故仍应常规监测血小板，慎用于肝、肾功能不全者；不宜用于难以控制的高血压；不可用于肌肉注射；禁用于有凝血障碍、血小板＜60×109
 /L、脑出血、急性细菌性内膜炎、有易出血的器质性病变患者。

5．临床应用

肝素在心血管病的临床应用已多年，在介入治疗中亦已作为常规应用，不再赘述。下面重点介绍低分子肝素对不稳定性心绞痛及冠脉缺血的作用。

Gurfiakel报道了1项临床试验，共219例。随机分成3组：①阿司匹林组73例（A组，2mg/d）；②阿司匹林+肝素组70例（B组，400IU，kg/d）；③阿司匹林+速避凝皮下注射组68例（C组，0.1ml/kg，每日2次）。观察5～7d。

结果：3组心绞痛的再发生率分别为37％，44％和21％，C组的心绞痛再发生率显著降低；非致命性心肌梗死的发生A组9人，B组7人，C组无心肌梗死发生；无症状冠脉缺血3组发生率分别为38％、41％和25％；总的事件发生率A组59％，B组63％，C组22％。

FRISC试验报道了法安明对不稳定性心绞痛或非Q波心肌梗死的作用，入选1506名，随机分为两组：①法安明组120IU/kg（最大10000IU，其包装1ml为10000IUAXa），每日2次。应用6d，在接下来的35～45d内，7500IU/d；②安慰剂对照组。

结果：法安明组较对照组最初6d及试验终点的死亡和新的心肌梗死的发生率明显降低（4.8％，1.8％:10.5％，5.4％）。

（二）凝血酶抑制剂

直接抑制凝血酶活性及其与纤维蛋白的结合。已进行评估的药物有水蛭素 (hieradin)、半合成水蛭素衍生物比伐卢定 (bivaliradin)；低分子量活性部位抑制剂阿加曲班 (argatroban)、依非加群 (efegatren)。以上药物仅少量在临床应用，部分尚在研究中。仅水蛭素临床已治疗不稳定型心绞痛和非Q波心肌梗死疗效优于肝素，但水蛭素价格昂贵且较肝素更多导致出血。

（三）华法林

华法林为香豆素类口服抗凝血药，其抗凝作用是竞争性拮抗维生素K的作用，维生素K环氧化物在体内必须转变为特定的氢醌形式，方能激活凝血因子Ⅱ、Ⅶ、Ⅸ、Ⅹ。华法林阻断维生素K环氧化物转变为氢醌形式，致产生无疑血活性的上述凝血因子的前体，从而抑制血液凝固。华法林可治疗血栓塞性静脉炎，降低肺栓塞的发生率和死亡率，作为人工瓣膜置换术后及心肌梗死的辅助用药。目前研究较多的为预防心房内附壁血栓（心房颤动所致）所致的脑卒中，据AFASAK、SPAFI、BAATAF、CAFA、SPINAF五个大型临床研究，用华法林预防房颤致脑卒中的疗效与对照组相比，风险降低68％（95％CI）。用华法林必须监测凝血酶原时间，使INR（国际标准化比值）控制在2.0～3.0，才能起到有效作用及少发生出血事件。华法林与酒精、胺碘酮、西咪替丁等合用可增加出血倾向，与巴比妥类、卡马西平、硫唑嘌呤等合用可减弱疗效，故必须注意。






【思考题】



1．试述新的抗血小板药物抵克立得和氯吡格雷的药理作用、药代动力学、适应证、不良反应。



2．试述低分子肝素与普通肝素的异同。
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 第二节　心房颤动的机制与治疗



摘　要
 　心房颤动是临床常见的心律失常之一，房颤发生一段时间以后引起心房一系列的电及生物学的变化。触发因素和维持基质是房颤发生的基本要素。心房颤动的治疗主要包括转复和维持窦性节律、控制心室率、预防血栓栓塞3个方面。




Abstract
 　Atrial fibrillation has a tendency to become more persistent over time. The mechanism of electrical and structural remolding can explain the initiation and maintenance of atrial fibrillation. Management strategies for atrial fibrillation include restoration and maintenance of sinus rhythm, rate control and anticoagulation.






心房颤动（房颤，atrial fibrillation, AF）是一种心房活动失去协调性导致心房机械功能恶化为特征的室上性快速心律失常，是临床常见的心律失常之一，可导致血栓栓塞、心力衰竭、心动过速性心肌病，加重心肌缺血，降低患者生活质量。

随着人口老龄化，房颤的发病人数在不断上升。

中国房颤的大规模流行病学研究对14个自然人群的29019例进行了调查，结果发现其中房颤患者224例，房颤发生率0.77％，根据中国人口1990年标准人口构成标准化后房颤发生率为0.61％，其中50～59岁人群中房颤患病率为0.5％而＞80岁组上升为7.5％。中国男性房颤总发生率为0.9％，略高于女性（0.7％）。在所有房颤患者中，瓣膜性、非瓣膜性和孤立性房颤分别占12.9％、65.2％和21.9％。非瓣膜性房颤发生率明显高于瓣膜性和孤立性房颤，其中1/3为阵发性房颤，2/3为持续或永久性房颤。在房颤的抗凝治疗中，仅2.7％患者服用华法林，37％服用阿司匹林。由中华医学会心血管病学分会组织实施的中国部分地区房颤病例调查资料表明，在房颤的相关因素中，高血压病占40.3％、冠状动脉粥样硬化性心脏病占34.8％、心力衰竭占33.1％、风湿性瓣膜病占23.9％。

房颤目前尚无普遍满意的分类方法。目前常用的分类方法为：①初发房颤：为首次发现的房颤，不论其有无症状和能否自行复律；②阵发性房颤：指持续时间＜7d的房颤，一般＜48h，多为自限性；③持续性房颤：持续时间＞7d的房颤，一般不能自行复律，药物复律的成功率较低，常需电复律；④永久性房颤（慢性房颤）：复律失败或复律后24h内又复发的房颤，可以是房颤的首发表现或由反复发作的房颤发展而来，对于持续时间较长、不适合复律或患者不愿意复律的房颤也归于此类。有些房颤患者，不能得到房颤的病史，尤其无症状或症状轻微的患者，可采用新近发生的房颤或新近发现的房颤来命名。新近发生的房颤也可指房颤持续时间＜24h者。

一、房颤的发生机制

房颤的机制一直未得到完全阐明，经典的学说包括多发子波折返、自旋波折返和局灶激动学说，随着认识的不断深入，目前认为房颤是多种机制共同作用的结果。异位局灶快速冲动发放引起的单个或成对的房性早搏或房速、房扑是房颤最常见的一个触发因素 (trigger)。房性早搏可引起心房内多个子波折返而导致房颤，但若心房内没有形成多条折返径路的基质 (substrate)，即使有触发因素，也不能发生房颤；反之，有形成多个子波折返激动的异常基质存在，若没有触发因素，房颤也很少发生或复发。

1988年，法国学者Haissaguerre等发现，心房及肺静脉内的异位兴奋灶发放的快速冲动可以导致房颤的发生，提出了局灶性房颤的概念，各种因素导致心房及肺静脉自律性异常或触发活动是房颤发生的重要始动机制。异位兴奋灶90％～95％以上位于肺静脉内，其他位置包括左房后游离壁、上腔静脉、终末嵴、Marshall韧带、冠状窦口、心房间隔等部位。

房颤发生一段时间以后引起心房一系列的电及生物学的变化，可以形成维持房颤持续发作的基质。根据房颤发生后的持续时间，其病理改变有以下特点：①早期：由于心动过速导致心房肌细胞内钙超载，引起基因表达的变化，从而使L型钙电流下调，引起心房肌细胞有效不应期缩短，并且使心房不同部位心肌细胞有效不应期缩短程度不同，导致有效不应期的离散度增加，频率适应性下降、消失或反向变化。这些表现为电生理及离子通道特征的变化被称为心房电重构 (electrical remodeling)。心房有效不应期离散度增加，导致可兴奋心肌与不可兴奋心肌混杂存在，构成折返的条件，并且使已经形成的折返不易消失。②数周后：心房肌结构发生改变，在慢性房颤模型中，光镜及电镜可观察到心房肌的肌细胞体积增大、肌溶解、糖原聚集、基质网断裂、连接蛋白表达改变、线粒体增大、核染色质分散，这些改变与慢性冬眠的心室肌细胞相似，被称为收缩重构 (contractile remodeling)。③房颤持续数月至数年后：心肌结构发生不可逆的损伤，表现为心房的纤维化、淀粉沉积、细胞凋亡等组织结构改变，称为结构重构 (structural remodeling)。结构重构可致心房收缩性丧失，从而致心房扩张，扩张的心房可以增加折返子波的数量。一些研究表明，心房扩大与房颤的发病率及稳定性呈正相关。上述心房重构形成了房颤的维持基质，促进了房颤的维持，并被认为是房颤致房颤的理论基础。心房重构的过程中，如果能够及时将房颤转复为窦性心律，电重构与收缩重构是可以逆转的，而一旦发生结构重构，便发生了不可逆转的损伤。

二、心房颤动的药物治疗

心房颤动的药物治疗主要包括转复和维持窦性节律、控制心室率、预防血栓栓塞3个方面。

（一）转复窦性心律

转复窦性心律的益处是消除症状，改善血流动力学，减少血栓栓塞性事件，消除或减轻心房电重构。房颤的转复成功与否及能否维持窦律，与房颤持续的时间、左房大小、心功能状态、年龄、基础心脏病、能否耐受药物等有关。房颤持续时间的长短是能否自行转复窦性心律的最重要因素，持续时间愈长，复律的机会愈小。

1．房颤复律的对策

房颤复律的对策，根据患者血流动力学等的临床表现，有以下两种。

（1）血流动力学不稳定的患者　凡急性心肌梗死、有症状的低血压、晕厥、休克、心绞痛、心力衰竭患者出现快速性阵发性房颤时，急需转复，若药物无效应立即进行电转复。

（2）血流动力学稳定的患者　可以根据以下几种情况选择：①房颤持续＜24h，50％的新发房颤可自动复律；持续时间24～48h，自动转窦律的可能性减少，如没有禁忌证，应积极复律。②一旦房颤持续≥48h，心房血栓形成概率明显增大，复律前后必须抗凝治疗。临床有两种方案：一种是先用华法林抗凝治疗，使国际标准化比值 (INR) 达到2.0～3.0，3周后再复律；另一种是行经食道超声心动图检查，且静脉注射肝素，如果没有发现心房血栓，可进行复律。复律后肝素和华法林合用，直到INR≥2.0停用肝素，继续应用华法林。在转律后几周，患者仍有全身性血栓栓塞的可能，不论房颤是自行转复窦律或是经药物或直流电复律，均需再行抗凝治疗至少4周。③伴有潜在病因的患者，如甲状腺功能亢进、感染、电解质紊乱等，在病因未纠正前，一般不予复律。

2．房颤复律的方法

ACC/AHA/ESC 2006年房颤指南认为：氟卡尼、多非利特、普罗帕酮和伊布利特是药物转复的Ⅰ类推荐。胺碘酮和单次口服较大剂量的普罗帕酮或氟卡尼是药物转复的Ⅱa类推荐。院外顿服普罗帕酮（600mg）以中止房颤是安全的，但应除外在窦房结或房室结功能异常、束支传导阻滞、QT间期延长、Brugada综合征或器质性心脏病患者中应用。地高辛和索他洛尔在房颤转复时可能有害，不建议应用。奎尼丁不作为转复房颤有效的药物。

在具体房颤复律药物的选择中，房颤不超过7d者的药物复律率较高，房颤超过7d者的复律成功率显著降低。对阵发性房颤，明确有效的药物是氟卡尼、多非利特、普罗帕酮、伊布利特和胺碘酮，国内可以应用的为普罗帕酮和胺碘酮。房颤超过7d的，多非利特、胺碘酮、伊布利特为有效的药物。房颤患者如心功能正常或无器质性心脏病，可首选普罗帕酮复律，也可用氟卡尼。对有心功能不良或器质性心脏病的房颤患者，首选胺碘酮，也可选伊布利特和多菲利特。胺碘酮对于有器质性心脏病患者相对安全，特别是可以应用于对Ⅰc类抗心律失常药物有禁忌证的左室功能不全的患者。

房颤患者血流动力学稳定，但症状显著、不能耐受药物或药物转复窦律无效者，可选择直流电复律。直流电复律是指在感知心电图R波（保证电击发生在心室易损期之外）的情况下，通过直流电电击使心脏内电活动同步化的一种电复律治疗。在紧急情况下（心绞痛发作、有症状的低血压、心肌缺血、心力衰竭、房颤合并预激综合征出现的快心室率或血液动力学不稳定时）应予以快速直流电复律。如果电复律后房颤复发，可在应用抗心律失常药物后尝试再次电复律。

（二）维持窦性心律与预防复发

无论是阵发性还是持续性房颤，大多数房颤在复律成功后都会复发。因而，通常需要应用抗心律失常药物预防房颤复发。有研究提示，现有的抗心律失常药物在维持窦性心律中，虽可改善患者的症状，但有效性差，副作用较多，且不降低总死亡率。在选择抗心律失常药时，首先要评估药物的有效性、安全性及耐受性。Ⅰ类药物应避免在心肌缺血、心力衰竭和显著心室肥厚的情况下使用。而胺碘酮特别适用于左室肥厚、心力衰竭、冠状动脉粥样硬化性心脏病或陈旧性心肌梗死的患者。

根据各种抗心律失常药物的特点，选择药物的原则如下：①若无器质性心脏病，首选Ⅰc类药物；索他洛尔、多菲利特、丙吡胺和Azimilide可作为第二选择。②若伴高血压无左心室肥厚，药物选择与①相同。若左心室肥厚（室间隔厚度≥14mm），Ⅰ类抗心律失常药不适宜，可能引起尖端扭转性室性心动过速。故胺碘酮可作为选择。③若伴心肌缺血，避免使用Ⅰ类药物。可选择胺碘酮、索他洛尔，也可选择多菲利特与β受体阻滞剂合用。④若伴心力衰竭，应慎用抗心律失常药物，必要时考虑胺碘酮，或多菲利特加一个适当的β受体阻滞剂。⑤对迷走神经性的房颤，丙吡胺具有抗胆碱能活性，疗效肯定；对交感神经性房颤，β受体阻滞剂可作为一线治疗药物，此外还可选择索他洛尔和胺碘酮。⑥对孤立性房颤可先试用β受体阻滞剂；普罗帕酮、索他洛尔和氟卡尼的疗效肯定；胺碘酮和多菲利特仅作替代治疗。

另外，血管紧张素Ⅱ受体阻断剂 (ARB) 和血管紧张素转换酶抑制剂 (ACEI) 通过抑制间质纤维化，改善心房电学和结构的重构，预防房颤复发的效果显著。近来研究显示，炎症是房颤发生及维持的独立危险因素。他汀类药物具有降脂以外的抗炎作用，并通过抑制炎症可减少房颤的复发。

（三）控制心室率

药物维持窦性心律和控制心室率的研究提示，控制心室率在死亡率和生活质量方面没有发现逊于维持窦性心律的治疗。主要原因可能是复律并维持窦性心律治疗过程中的风险，尤其是抗心律失常药物的副作用，抵消了维持窦性心律所带来的益处，故在降低房颤复发率的同时并没有改善患者的预后。

控制心室率在以下情况可作为一线治疗：①无转复窦性心律指征的持续性房颤；②有证据表明房颤已持续几年，在没有其他方法干预的情况下（如经导管消融治疗），即使转复为窦律后，也很难维持窦性心律；③抗心律失常药物复律和维持窦性心律的风险大于房颤本身的风险；④心脏器质性疾病，如左心房内径＞55mm、二尖瓣狭窄等，如未纠正，很难长期保持窦性节律。

心室率控制的目标是减少和（或）消除症状。控制标准是静息时心室率达到60～80次/min，而运动时达到90～115次/min。24h动态心电图检测记录的频率趋势图是评定心室率控制的有用方法，也可采用运动试验来评价运动耐量。

房颤时心室率与房室结的有效不应期有关，因此，一般采用抑制房室结内传导和延长其不应期的药物以减慢心室率、缓解症状和改善血流动力学。这些药物包括β受体阻滞剂、钙通道拮抗剂、洋地黄类等。

心功能正常，除外预激综合征的持续或永久性房颤，口服β受体阻滞剂和非二氢吡啶类的钙拮抗剂对绝大多数患者控制静息和运动时心室率有效。紧急情况下，静脉注射β受体阻滞剂（艾司洛尔、美托洛尔、普萘洛尔）和非二氢吡啶类钙拮抗剂（维拉帕米、地尔硫[image: ]
 ）控制心室率疗效迅速。β受体阻滞剂和钙拮抗剂慎用于心力衰竭未控制的房颤患者。

洋地黄适用于心功能不全合并房颤的患者。洋地黄对控制静息时的心室率有效，但对控制运动时的心室率无效。不推荐洋地黄类药物单药用于阵发性房颤患者的室率控制。地高辛联合β阻滞剂或非二氢吡啶类的钙通道阻滞剂控制快心室率优于单独使用，但应注意治疗的个体化和调整药物剂量，以避免心动过缓。

对于单独或联合使用β受体阻滞剂、非二氢吡啶类的钙通道阻滞剂或地高辛的房颤患者，其静息和运动时的心室率控制不佳时可考虑采用胺碘酮控制心室率。胺碘酮在控制心室率方面为二线用药。

β受体阻滞剂、洋地黄、腺苷、利多卡因和非二氢吡啶类钙拮抗剂禁用于房颤合并WPW综合征患者，因为这些药物使房室结前传受到抑制，可使心房激动经房室旁路前传加快，致心室率明显加快，产生严重血流动力学障碍，甚或诱发室性心动过速和（或）心室颤动。当房颤合并WPW综合征有血流动力学障碍时，及早电转复治疗是必要的。对血流动力学尚稳定者，可采用普罗帕酮、普鲁卡因酰胺、双异丙吡胺、依布立特或胺碘酮静脉注射。

（四）房颤的抗凝治疗

房颤患者中风的危险是窦性心律者的5～6倍。预防房颤引起的栓塞性事件，是房颤治疗中的重要一环，也是前瞻性随机多中心研究较多、结果肯定的治疗策略。在有血栓栓塞危险因素的房颤患者中，应用华法林进行抗凝治疗是目前唯一可明确改善患者预后的药物治疗手段。

ACC/AHA/ESC 2006年房颤指南中首次采用了明确的卒中危险分层作为确定治疗策略的标准：①高危因素：包括既往血栓栓塞病史（包括脑卒中、短暂性脑缺血发作病史、其他部位的栓塞病史）、风湿性二尖瓣狭窄；②中度危险：因素包括年龄在75岁以上、高血压、心力衰竭、左室收缩功能受损（EF≤35％或Fs≤25％）或糖尿病患者；③未证实的危险因素：包括年龄65～74岁、女性、冠状动脉粥样硬化性心脏病。

该指南推荐，除非患者为孤立性房颤或存在禁忌证，所有房颤（包括阵发性、持续性或永久性房颤）患者均应接受抗凝治疗。有任何一种高危因素或≥2种中度危险因素的房颤患者应选择华法林抗凝。有1种中度危险因素或≥1种未证实的危险因素的患者可以选择阿司匹林（81～325mg/d）或华法林治疗。对于没有脑卒中危险因素的房颤患者，推荐应用阿司匹林（81～325mg/d）预防脑卒中。长期使用华法林抗凝，应调整剂量维持国际化标准比值（INR）2.0～3.0。置换金属瓣膜的房颤患者应根据瓣膜类型使INR维持在2.5以上。对于75岁以上的老年患者，指南建议适当降低抗凝强度，INR1.6～2.5。

华法林尽管可以有效减少房颤患者的卒中危险，但华法林的治疗窗窄、监测麻烦，华法林的药理作用受机体和许多食物、药物的影响，应用不当可能出血或血栓栓塞。因此研发新的安全有效的抗凝药物是目前的研究热点之一。

三、房颤的非药物治疗

（一）射频消融治疗房颤

ACC/AHA/ESC 2006年房颤指南中导管消融已成为房颤治疗的Ⅱa类适应证，导管消融是一种抗心律失常药物治疗无效的阵发性房颤的推荐治疗。2006年中华医学会心电生理和起搏分会房颤工作组发布新版的《心房颤动：目前的认识和建议》也指出：在有经验的电生理中心，对于阵发性房颤、无或具有轻度器质性疾病、年龄＜75岁、左心房直径＜50mm的患者，经导管消融可作为一线治疗。对持续性和永久性房颤，如果药物无法维持窦性心律并有效控制心室率，也应积极开展导管消融的临床研究。

当前射频消融治疗房颤的术式：

（1）节段性肺静脉电隔离 (SPVI)　SPVI也称为节段性肺静脉消融 (segmental ostial ablation of the pulmonary veins)，其前身是肺静脉内点消融、环形消融。消融终点是肺静脉电位 (pulmonary vein potential, PVP) 完全消失，处于电静止状态；或者肺静脉内虽有电活动，但其节律和频率与心房的电活动无关。现有的临床资料显示，该术式对阵发性房颤的效果较好，单次消融的成功率在50％～70％之间，对复发患者行2～3次消融后根治率为70％～80％。该术式存在的问题是：①由于肺静脉在解剖上存在很大变异，要保证消融导管始终位于肺静脉开口处有一定难度；②形成连续、透壁的损伤仍有难度；③术后复发率较高，大于20％。

（2）环肺静脉消融 (CAPV) 及其扩展术式　CAPV (circumferential ablation of pulmonary veins) 又称解剖指导下的左心房线性消融或左房基质改良术，其方法是在CARTO标测系统指导下重建肺静脉和心房的模拟三维图像，然后在每个肺静脉口周围做环形线性消融，由CARTO系统监测线径是否连续。目前的消融径线主要是环绕左侧和右侧肺静脉各形成一条环形径线，左房后壁顶部行线性消融连接上述环形径线，再消融左房峡部。其消融终点为CARTO监测下，消融径线连续。该术式对阵发性房颤及非阵发性房颤均有较高的成功率。参考近期文献报道，将复发后接受2～3次消融的患者计算在内，其远期随访的成功率最高可达88％。该术式的问题是：由于心房结构复杂，许多部位导管仍难以到达，最终难以形成连续的消融径线，对术者的操作技术要求较高。

（3）复杂碎裂电位 (CFAEs) 消融　CFAEs (complex fractionated atrial electrograms) 消融方法是在房颤节律下，通过CARTO系统或Ensite3000记录并消融所有的CFAEs，如果在消融过程中房颤转为窦律，也视为达到终点。CFAEs的具体定义尚未统一，Nademanee给出的解释：①心房电位碎裂，有两个或两个以上曲折和（或）基线在较长的一段时间里持续曲折；②与心房其他部位的记录相比，心房电位周长很短（≤120ms），伴或不伴多组分的电位。CFAEs的机制是电活动由主导频率 (dominant frequency, DF) 区向周边扩布时，由于心房结构和电重构导致波形的不规整，进而形成颤动波。CFAEs产生于DF区周边，多位于房间隔、PV周围、左心房顶部、二尖瓣环左后间隔区和冠状窦口等部位。据Oral等最近的报道，对100例慢性房颤患者行CFAEs消融，最终57％的患者在不使用抗心律失常药物的情况下维持窦性心律，另有6％的患者转为阵发性房颤，5％的患者转为房扑。CFAEs消融目前报道的样本量很小，有待多中心大规模临床研究进一步证实其效果。

（4）神经丛消融　心脏植物神经系统在房颤的发生和维持中起着重要作用，有研究显示，刺激交感神经增加局灶冲动的发放，使房颤易于发生；刺激副交感神经可使心房不应期缩短，房颤易于维持。Nademanee等人提示在迷走神经分布区域消融可以终止和预防房颤发生。Pappone等发现，去迷走神经治疗对左房基质改良术的结果有显著影响。接受左房基质改良术的患者，如果同时接受去迷走神经治疗，术后复发率仅为1％，否则高达15％。去迷走神经治疗作为一种辅助治疗方法已经被许多电生理中心采用。

（5）慢性房颤的消融方案——逐级消融　2006年，Haissaguerre提出了针对持续性和永久性房颤的消融方法——逐级消融 (stepwise ablation)。逐级消融不是一种单独的术式，而是将现有的一些消融方法整合在一起，其目的是提高对慢性房颤的成功率。从理论上看，逐级消融既消除肺静脉内的始动因素，又针对基质，而且根据每一步的效果逐级进行，避免盲目扩大消融范围导致的并发症，有其可取之处。但目前也只有单中心、小样本的临床结果。

（二）外科手术治疗

外科手术治疗是预防房颤复发的有效手段，其中以Cox迷宫术的效果较好。Cox迷宫术目前已发展到Ⅲ型。多个临床研究证实，接受Cox迷宫术的患者，窦性心律的维持率达90％，远高于药物治疗和射频消融治疗。但经典外科手术技术难度大、体循环时间长、创伤大，开展比较困难，现在的趋势是心脏外科手术时应用各种消融能量治疗房颤，消融经线与以往手术切口相似。目前对于合并房颤的外科手术患者，尤其是二尖瓣手术患者，同时行心内膜或心外膜消融治疗房颤已被广泛接受。

（三）起搏治疗房颤

起搏治疗用于预防房颤发作尚处于研究阶段。心房起搏可以阻止心脏停搏或心动过缓导致的心房不应期改变、缩短房内传导时间、降低心房不应期的弥散或减少心房异位兴奋点，从而预防折返或颤动样传导所引起的房颤。右房单部位、多部位起搏或双房同步起搏都具有这种治疗作用。但临床试验的结果没有提供足够的支持，房颤还不是永久性起搏的指征，对无心动过缓、不需要植入起搏器的患者不建议用起搏的方法预防房颤。






【思考题】



1．房颤发生的机制有哪些？



2．房颤的药物治疗策略？



3．房颤的非药物治疗方法有哪些？
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（钱安斌　胡申江）


 第三节　心脏性猝死与心电信息改变



摘　要
 　心脏性猝死是影响全球公众健康的重大问题。心脏性猝死发病复杂，常发生于以往有基础心脏疾病患者，但也见于无器质性心脏疾病患者。猝死患者最常见的基础疾病是冠状动脉粥样硬化性心脏病。发生心脏骤停患者最有效的抢救措施是及时呼叫急救系统，早期心肺复苏，早期除颤和早期高级生命支持。然而院外复苏的成功率不高，美国低于30％，我国低于10％。尽管随着诊断和治疗技术的迅速发展，对心脏性猝死高危因素进行检测和分级，并在其指导下选择有效的预防性措施，可减少恶性心律失常事件或心脏性猝死的发生。一些无创技术如心电生理检查对恶性室性心律失常和心脏性猝死的预测有较肯定的价值。而把这些无创性检查技术结合使用，则有更高的临床价值。




Abstract
 　Sudden cardiac death is a major globle public health problem. SCD is a heterogeneous condition and may be caused in patients with structural abnormalities of the heart usually as coronary artery disease. Less commonly, SCD happens in patients who may not have apparent structural heart disease. People are more likely to survive cardiac arrest when activation of the Emergency Medical Service (EMS) system, basic cardiopulmonary resuscitation (CPR), defibrillation and advanced care occur as rapidly as possible. But survival after out-of-hospital cardiac arrest remains poor, as less than 30% in America and 10% in our country. However, major developments in risk stratification and therapy have now made it possible to identify many of those at risk and to provide effective prophylactic treatment and reduce the incidence of fatal ventricular tachyarrhythmias or SCD. Several ninvasive risk stratification techniques has been proven to identify fatal ventricular tachyarrhythmias or SCD from total mortality, and it is important to combine and use these techniques in clinical practice.


一、心脏性猝死

心脏骤停 (cardiac arrest) 系指心脏泵血功能的突然停止。虽偶有自发恢复，通常会导致死亡。心脏性猝死 (sudden cardiac death, SCD) 系指由于心脏原因所致的无法预测的自然死亡。可发生于原有或无已知心脏病的病人中。在急性症状出现后1h内（亦有规定为24h，但以1h最为常见）发生心脏骤停，导致脑血流的突然中断，出现意识丧失，病人如经及时救治可获存活，否则将发生所有生物学功能的不可逆性停止。

流行病学分析，年龄的增加是心脏性猝死的危险因素：在中老年，心脏性猝死占所有突然自然死亡的80％～90％以上。男性较女性发生率高（约4:1）。在45至64岁之间，男女发生率差异更大，几乎达7:1。但在65岁之后，这一发生率在性别上的差异明显减少（约2:1）。心脏性猝死在性别上的差异及随年龄的变化与冠心病的发病情况很相似。在美国，每年约有35万～40万人发生心脏性猝死，占全部心血管死亡的50％以上，占全部死亡原因的1/4。减少心脏性猝死对于降低心血管病死亡率有重要意义。

（一）病　因

心脏性猝死者常有基础的心脏结构异常，包括以下几个方面：

（1）冠状动脉异常　在西方国家，心脏性猝死中至少80％由冠心病及其并发症所致。25％冠心病者以心脏性猝死为首发临床表现。

（2）心肌疾病　如肥厚性心肌病、扩张性心肌病、左心室肥厚、心肌炎、高血压、致心律失常性右心室发育不良、心脏瓣膜病、先天性心脏病等。

（3）心电异常　如长QT综合征、Brugada综合征、心室预激综合征、特发性室性心动过速／心室颤动、电解质紊乱、药物尤其抗心律失常药物的致心律失常作用等。

（4）其他病变　如主动脉夹层分离、急性肺动脉栓塞、急性心脏压塞等。

心脏性猝死常由以下因素诱发：心肌缺血、冠状动脉痉挛、血小板聚集、心电不稳定、自主神经系统不稳定、过度劳累、情绪压抑、电解质紊乱及某些抗心律失常药物使用等。

（二）病　理

病理解剖发现，81％心脏性猝死的病因是冠心病。常见的病理改变为广泛的多支冠状动脉粥样硬化。急性冠状动脉内血栓形成，作为心脏性猝死的促发因素，在单支血管病、尸解发现的急性心肌梗死和有前驱症状的猝死病者中起作用。偶尔，冠状动脉痉挛引起急性缺血，也可导致心脏性猝死。

病理研究还表明：左室肥厚本身易发生心脏骤停，如以往有心肌梗死史则发生心脏骤停的危险性更大；细胞凋亡也参与了SCD者心律失常或传导系统异常的发生和病理改变。

近来研究还注意到心脏神经疾病可能是SCD的致病因素，这包括冠状动脉病变导致的缺血性损伤和病毒所致的心脏神经病损。心脏神经疾病可导致自主神经的不稳定及心律失常。

（三）病理生理

各种心脏结构异常加之某些触发因素与功能性改变，可影响心肌的稳定性，诱发致命性心律失常。

导致心脏骤停的最常见心律失常是心室颤动，其次为缓慢性心律失常或心室停顿、持续性室性心动过速，较少见的为电机械分离 (electromechanical dissociation)。

致命性快速性心律失常常见于冠状动脉粥样硬化，其机制大致包括以下三个方面：①冠状动脉结构与功能障碍：慢性冠状动脉狭窄使区域性心肌血流量恒定减少，引起心肌代谢、电解质与神经调节的改变，心肌细胞丧失电的稳定性。血管痉挛、运动等导致氧需求量暂时性增加，亦可引起心律失常与猝死。病变血管内皮损伤不仅触发血栓形成，还产生一系列的生化改变，能增加或延缓对心室颤动的易感性。②心肌因素：长期处于左室压力超负荷状态下的心肌，或缺血损伤组织修复后，都可以呈现长期的细胞电生理异常，包括局部跨膜动作电位与不应期的改变。研究证明，在等同缺血程度下，病变组织较之正常组织更易产生致命性心律失常。③急性缺血的电生理效应：心肌缺血导致细胞膜完整性受到破坏、钾离子外流、钙离子内流、酸血症、跨膜静息电位下降、自律性升高、肾上腺受体活性与植物神经调节的改变等，均可导致缺血心肌电不稳定性增加，产生缓慢传导与单向传导阻滞，有利于折返性心律失常的形成。如发生过早搏动，将进一步加重病变组织与正常组织的复极弥散性，最终导致心室颤动。此外，缺血导致自律性增高，部分除极组织内的慢通道触发活动，都可引起心室颤动。

心动过缓与心搏停顿引起的心脏骤停常见于严重的心脏病，病变往往广泛地累及心内膜下蒲肯野纤维。此时，窦房结、房室结以及心室的起搏点都丧失了正常的起搏功能。缺氧、酸中毒、休克、肾功能衰竭、损伤等导致细胞外钾浓度升高，使蒲肯野系统细胞部分除极、4相期自发除极速率降低，失去自律性。长时间的心搏停顿可诱发心动过速，最终演变为心室颤动或持续性心搏停顿。

电机械分离是指心脏保留心电的节律性，但丧失有效的机械功能（电机械耦联失效）。原发性者常见于严重心脏病的终末期、急性缺血或长时间心脏骤停复苏后。继发性者可见于大面积肺梗塞、心包积血引起的突然心脏静脉回流中断。电机械耦联失效与细胞内钙离子代谢障碍、细胞内酸中毒以及三磷酸腺苷的缺失有关。

（四）临床表现

心脏性猝死的经过大致分为四个时期，即前驱期、终末事件期、心脏骤停与生物学死亡。不同病人各期表现有明显差异。

1．前驱期

在猝死前数天至数月，有些病人可出现胸痛、气促、疲乏及心悸等非特异性症状。但亦可无前驱表现，瞬即发生心脏骤停。

2．终末事件期

由心血管状态出现急剧变化至发生心脏骤停前，持续约1h。典型的表现包括严重胸痛、呼吸困难、突发心悸或眩晕等。此期主要是心血管状态发生显著改变，导致室性心动过速／心室颤动。而自主神经系统的改变可引起心脏局部或整体的电生理特性的变化，易于产生心律失常以及心肌环境的代谢状态发生改变。

3．心脏骤停

心脏骤停后脑血流量急剧减少，导致意识突然丧失。下列体征有助于立即判断是否发生心脏骤停：意识丧失，颈、股动脉等大动脉搏动消失，呼吸断续或停止，皮肤苍白或明显发绀。如听诊心音消失更可确立诊断。以上观察与检查应迅速完成，以便立即进行复苏处理。

4．生物学死亡

从心脏骤停至发生生物学死亡时间的长短取决于原来病变性质，以及心脏骤停至复苏开始的时间。心室颤动发生后，病人将在4～6min内发生不可逆性脑损害，随后经数分钟过渡到生物学死亡。持续性室速引起者时间稍长些，但如未能自动转复或被治疗终止，最终会演变为心室颤动或心搏停顿。心搏停顿或心动过缓导致的心脏骤停，进展至生物学死亡的时间更为短促。

（五）心脏骤停的处理

对心脏骤停或心源性猝死的处理主要是尽早进行心肺复苏 (cardiopulmonary resuscitation, CPR)，包括基本生命支持 (basic life support, BLS) 和高级心血管生命支持 (advanced cardio vascular life support, ACLS)。在ACLS到达之前，尽早BLS是最佳的治疗方法。病人的生存取决于BLS与ACLS的结合，及时的旁观者CPR与早期除颤能显著增加出院生存率。

2005年AHA&ECC心肺复苏指南进一步强调生存链对心脏骤停或心源性猝死患者的重要性，并简化复苏的操作过程和要求，让所有抢救人员学习、记忆和操作更容易。

首先，评估意识，若确定无反应，寻求帮助，通知急救系统并设法获取AED。然后按照以下流程进行抢救：

（1）开放气道 (airway)　用一手的掌根部压低前额，另一手的两手指托起下颌骨或用双手托下颌法。

（2）评估呼吸 (breath, 5～10s)　听有无呼吸音，看有无胸廓起伏，感觉有无气流流出。如果呼吸缺失或无效，慢慢地给予2次呼吸（用时1s/次），确保胸廓有可见的抬起，呼吸之间允许有呼气时间。避免给予过多的呼吸或潮气量过大、过猛。

（3）评估循环 (circulation, 5～10s)　检查颈动脉和其他循环的征象。如果有循环征象但无呼吸或为无效呼吸者，提供呼吸复苏（每5～6s给1次呼吸，每分钟10～12次）；如果无循环征象，开始30次胸外按压（100次/min）：2次呼吸复苏的抢救流程。按压要求用力、快速并允许胸部的完全放松，尽可能减少对按压的干扰。

（4）除颤 (defibrillation)　按30:2的按压与通气比例进行5个循环后（约2min），如AED到达，根据AED提示给予1次除颤，然后立即进行CPR，从胸外按压开始做，继续30:2的比例进行5个循环后（约2min），检查节律，如仍未改变，继续按提示给予1次除颤、然后再进行5个循环的30:2的按压与通气，直至专业急救人员到达或患者开始有活动；如节律改变，检查脉搏，如果已出现脉搏但呼吸未恢复或为无效呼吸，继续呼吸复苏（每5～6s给1次呼吸，每分钟约10～12次），直至专业急救人员到达或患者开始有活动。

二、2005年AHA&ECC心肺复苏指南关于心脏骤停处理的新进展

（一）强调有效的胸外按压

CPR中有效的胸外按压可产生血液的流动 (Class Ⅰ)，指南建议关注下列因素：

（1）为提供有效的胸外按压，所有的复苏者应用力、快速地按压，每分钟给予所有患者（除外新生儿）100次的按压。

（2）每次按压后允许胸廓完全的松弛（回复到原来位置），按压与放松的时间应大致相等。

（3）胸外按压时应尽可能减少干扰与中断，每一次按压的停止将导致血流的终止。

（4）勤换人员（2min 1次）以保证按压的质量与胸廓的放松。

（二）对所有年龄段患者提供单人复苏时使用30:2的按压与通气

（1）所有单人（包括专业与非专业人员）提供的从婴儿（除新生儿）到成人患者的CPR均使用同一按压与通气的比例，即30:2。

（2）对于专业人员提供的2人复苏，成人使用30:2的按压与通气比，婴儿和儿童复苏则使用15:2。

（三）所有CPR操作中建议用1s进行呼吸复苏，勿给过多潮气量和通气次数

胃膨胀可导致腹内压增加、膈肌被往上推挤、限制肺的活动并减少呼吸系统的顺应性。

近年来新的证据显示较小的潮气量可减少吸气压力的峰值以及胃膨胀、反流和肺误吸的危险。2005年新指南建议：

（1）为减少胃膨胀及潜在的并发症，并保证心肺骤停时有足够的动脉血氧饱和度，每次吹气前救援者行常规吸气，通气时给予约67～80ml/kg（500～600ml）的潮气量，可见胸廓有抬起即可，每次呼吸用时1s，勿用力过猛和给过大的量。

（2）高级气道设施安置后复苏者进行CPR时2位复苏者不需要配合对方而按各自的频率进行，按压者可按100次/min的频率持续、不停顿地按压，呼吸复苏者按8～10次/分给予通气，避免给予过多通气次数，因其可减少CPR时的静脉回流和心输出量，导致复苏失败。

（四）强调除颤与CPR结合的重要性

多项研究表明，除颤开始时间和CPR开始早晚与心脏骤停者存活率相关。无论CPR还是除颤延迟，均会降低存活率。

在2005年的研究会上，评估了CPR和除颤结合的两个重要问题：

1．CPR是否应在除颤前进行

目击者立即CPR并及时除颤，能使室颤型心脏骤停者的生存率提高2～3倍。同时，目击者立即CPR能使生存的成人患者保持完整的神经系统功能，尤其是突发骤停后5min内实施除颤者。CPR能延长室颤持续时间（延长除颤窗口期）使除颤成为可能，并为心、脑组织提供一定的血氧灌注。但是单纯依赖基础的CPR无法消除室颤并恢复灌注型节律，因此，为获得最佳的生存机会，对室颤型心脏骤停者应启动急救系统—开始CPR—使用AED/除颤仪。2005年新指南建议：

（1）对于室颤持续时间较短者如目击倒下的突发心脏骤停者，立即除颤是首选措施 (Class Ⅰ)。

（2）对于室颤持续时间较长的突发心脏骤停者（未有目击者），先做5个循环的CPR，然后检查心律并考虑除颤（Class Ⅱb）。

（3）在院内环境下或专业人员目击倒下的情况应尽可能早地获取除颤仪实施除颤 (Class Ⅱa)。

2．连续除颤的次数

连续除颤浪费时间，导致有效胸外按压中断时间的延长。双相波除颤仪有较高的首次放电效能，1次放电终止室颤的成功率高；如首次除颤未成功，往往因为室颤的振幅低；而对此类病人立即进行有效的CPR，其价值大于给第2次的电击。室颤终止后，患者大多会出现几分钟的非灌注型节律（PEA或停搏），恰当的措施是立即进行CPR。专家建议：

（1）复苏者应在除颤后立即开始进行CPR，从胸外心脏按压开始做 (Class Ⅱa)。不应因评估心律或脉搏而中断有效的胸外按压。应先行5个循环（约2min）的CPR后再评估节律，并按需要再次除颤 (Class Ⅱb)，随后则每2min一次检查节律。

（2）除颤剂量：成人：单相波360J，双相波150～200J（双相截顶指数波）或120J（直线双相波）不明确为何类型的双相波机器时用200J；儿童：单相和双相波均为：初次2J/kg，随后建议用2～4J/kg（与初次相同或更高剂量），建议使用儿童电极片，如无条件，也可用成人电极片替代。

（五）AED可用于1岁以上的儿童

（1）AED可用于1岁以上的儿童，无足够证据显示1岁以下婴儿是否可以或禁止使用（不确定级别）。

（2）有目击倒下的儿童应尽早使用AED；院前非目击倒下者，先进行5个循环（大约2min）的CPR，再使用AED。

（3）如没有儿童专用电极片或无法提供较小能量的电击，可使用常规AED和成人电极片。

（六）抗心律失常药物

没有证据显示在心脏骤停时常规用抗心律失常药物可增加出院生存率。

（1）胺碘酮　用于对除颤、CPR和血管加压药无反应的VF/无脉性VT的治疗 (Class Ⅱb)，初始剂量300mg IV/IO，可再用1剂150mg IV/IO。

（2）利多卡因　作为胺碘酮外的另一选择（不确定级别）；初始剂量1～1.5mg/kg静推，如VF/无脉性VT持续，可再给0.50～0.75kg/mg，可每5～10min1次直至总量达3mg/kg。

（3）硫酸镁　VF/无脉性VT型心脏骤停伴尖端扭转型室速时，可考虑用1～2g稀释至10ml的5％GS中IV/IO，5～20min推完 (Class Ⅱa)。

（七）不受研究证据支持的一些措施

（1）起搏　对停搏性的心脏骤停目前不推荐。

（2）去甲肾上腺素　研究显示其使用无益处且有恶化神经功能预后的趋势。

（3）心前区叩击用于VF/无脉性VT　不推荐在BLS中使用；无法推荐或反对在ACLS提供者中应用（不确定级别）。

三、院外心脏骤停复苏存活后的长期处理

发生于医院外的心脏停搏患者在复苏成活后，心脏骤停的复发在第1年内高达30％，在2年内高达45％，总死亡率在2年内高达60％。因此，对院外心脏骤停复苏存活者，在血流动力学达到稳定后，应予找出引起心脏骤停的结构性和功能性因素，从而针对性采用适当的干预。

（一）病因治疗

对先心病、慢性风湿性瓣膜病尽早行介入或手术治疗，冠心病者行血运重建术，对缓慢心律失常者植入心脏起搏器，对快速性心律失常者行射频消融术等。

（二）去除各种诱因

纠正电解质紊乱（尤其是低、高血钾），保持情绪稳定和生活规律，减轻工作负荷，避免饱餐、大便用力。

（三）抗心律失常药物

β受体阻滞剂对无论是否合并心功能不全的心脏病患者，都可有效地抑制室性早搏 (PVB)、VT，减少SCD, 被认为是抗心律失常治疗的基石；除此之外，现有的其他抗心律失常药物在随机的临床试验中没有显示对恶性室性心律失常或SCD的预防有益处，不应作为治疗室性心律失常和预防SCD的一线选择。

尽管几个研究和荟萃分析认为，在有心肌梗死史和非缺血性扩张型心肌病、左室功能受损情况下，胺碘酮可以减少SCD, 但心力衰竭心脏性猝死研究 (SCD-HeFT) 结果没有显示胺碘酮增加生存的益处。索他洛尔有类似于胺碘酮的抑制室性心律失常的作用，但显著的促心律失常作用使其不能改善生存率。

（四）非抗心律失常药

无论是紧急情况下通过静脉或是慢性情况下通过口服补充钾和镁，提高这些电解质在血液中的浓度可影响与室性心律失常相关的诱发电位的水平，尤其是存在低钾和低镁血症的情况下更为有效，即使在没有电解质降低的情况下，也应作为辅助治疗。对于伴有左室功能障碍的患者，充分应用具有逆转左室重构作用的药物，例如血管紧张素转换酶 (ACE) 抑制剂、血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂以及醛固酮拮抗剂等。这些药物可以通过逆转左室不良重构从而减少SCD的发生。在冠脉血栓性闭塞的高危人群中，抗栓和抗血小板治疗可能有助于降低SCD的发生率。

（五）埋藏式心脏复律除颤器 (implantable cardioverter defibrillator, ICD)

SCD多数是由VF引起的，大部分患者（＞80％）先出现VT，持续恶化发展为VF。ICD的发展已经对SCD的治疗产生了深远影响，越来越多的患者得到了ICD治疗。ICD于1980年开始用于临床，随着技术的完善，ICD已具有起搏、复律、除颤等多项功能。多中心自动除颤器植入研究 (MACIT) 是第一个对比研究ICD与抗心律失常药物效果的随机研究，该研究表明ICD是大多数曾有心脏骤停史患者的首选治疗方法。几个多中心临床试验证明，对陈旧MI和非缺血性心肌病导致左心功能不全的高危患者，ICD治疗可提高生存率。与传统的抗心律失常药物比较，ICD在不同的危险组（一级预防试验与二级预防试验）可降低死亡率23％～55％生存的改善几乎无一例外地归功于减少了SCD。基于临床试验的结果，目前国际上ICD已从用于SCD的二级预防转为用于一级和二级预防。

四、与心脏猝死相关的心电信息

SCD及恶性心律失常的早期预测对于其防治十分重要。只有早期预测、早期防治，才有可能降低其病死率。

以往认为心内电生理检查是评估和预测恶性心律失常相对科学的检测方法，但ICD的临床试验结果表明心内电生理检查对恶性室性心律失常和SCD的预测价值有限，而且该方法为一种有创性检测方法，即便有意义，也不能作为常规预测方法使用，尤其在基层医院难以普及推广。因此，选择无创性电生理检查对恶性室性心律失常和SCD的预测非常重要。

目前用于恶性心律失常早期预测的无创性电生理指标有：心率变异性、心室晚电位、QT离散度、T波电交替、特发J波等。

2006年ACC/AHA/ESC联合发布《室性心律失常的处理与心脏性猝死的预防指南》，将T波电交替作为判断室性心律失常患者是否发展为致命性室性心律失常的危险分层指标（Ⅱa类推荐）。而心率变异性有望成为SCD高危患者有独立预测价值的无创性技术。

（一）心率变异 (Heart Rate Variability, HRV)

人们从多年的临床实践和大量的实验研究中发现，植物神经调节在维护心脏的电稳定性方面起着重要的作用。其中迷走神经兴奋加强能提高室颤阈，减少室颤的发生，属保护因子；而交感神经兴奋加强则会降低室颤阈，使室颤的危险性增加，属有害因子。正常心率并不绝对规则，可受许多因素调节的影响，包括运动、体力和心理应激等。此外，正常的窦性心律周期也常常由于呼吸、血压调节、皮温调节、肾素-血管紧张素作用、24h节律性以及其他未明因素调节的影响而不断发生变化，这样的周期性变化就是心率变异产生的主要基础。HRV分析是通过测量连续正常RR间期变化的变异数，来反映心率的变化程度，它主要代表窦性心率在一定时间内逐搏跳动之间的微小变化。通常认为它们是反映交感与副交感神经张力及其平衡的重要指标。业已证明：HRV可以作为评价心脏植物神经系统功能的一种无创性手段；HRV是判断多种心血管疾病预后的一个相对独立性较强且与猝死等相关性较好的指标。

HRV的检测方法主要有：

1．时域分析法

主要以RR间期的变异为基础，运用计算机对一定时间内Holter记录的QRS综合波进行逐个识别，去除非窦性QRS综合波，将心电信号数字化后再计算各HRV指标：①24h连续正常RR间期总体标准差 (SDNN)，也称为周期长度变异性 (CLV)，正常范围50～100ms。②24h中，连续每5min时段平均正常RR间期的标准差 (SADNN)，正常范围50～100ms。③24h中每5min时段正常RR间期标准差的平均值 (SDNNindex)，正常值＞20ms。④24h中相邻正常RR间隔＞50ms的心搏“数”占总心搏数的百分比 (PNN)，正常值＞3％。⑤24h中相邻正常RR间期差值的均方根 (rMSSD)，正常值为15～40ms。有人认为，上述指标中前三者反映的是植物神经对心脏的综合影响，特异性较差，后两者代表的主要是HRV中的迷走神经张力，特异性较高。

2．频域分析法

频域分析法（又称心率功率谱分析法）是在心率周期性波动各种频率时所造成的总的心率变异量。在24h Holter记录的基础上，通过计算机运用快速富立叶变换将普通心电信号的时域信号，变换为频域信息进行多指标、多变量的综合分析。一般每次分析256个或512个连续正常RR间期。将RR间期按不同的频率特征分门别类。对心率变化的速度与幅度作频域分析，绘出心率频谱图。HRV的频谱主要包括四个频率带：高频带 (HF, 0.15～0.4Hz)，受由呼吸支配的副交感活动性的影响，主要代表呼吸变异；低频带 (LF, 0.04～0.15Hz)，受交感及副交感神经调节的共同介导，明显受压力感受器波动周期的影响；极低频带 (VLF, 0.03～0.04Hz) 和超低频带 (ULF, 1.15×10-3
 ～0.0033Hz)，可能反映皮温调节、外周血管舒缩或肾素-血管紧张素系统的影响。LF/HF主要反映交感神经的活动性。在24h记录中ULF占频谱变异性的大多数，它同时也反映了24h节律性的影响。总的频谱率 (TF) 是信号总的变异性，代表HF、LF、VLF、ULF的总和；早期研究仅包括HF、LF，因此过低地估计了真正的总频谱率。有人认为，频率分析更能特异地分别反映交感神经和副交感神经对心脏的调节。

已有许多研究证实，HRV的时域和频域测量是对应的，每一种频域的测量都与一种时域测量明显对应（＞0.85）：HF与rMSSD、PNN50对应，LF与VLF、SDNNindex对应，ULF与SDNN、SDANN明显对应。由于SDNN和总频谱率都是测定心率总的变异性，所以总频谱率应该与SDNN的平方相同。

3．其他分析方法

其他分析方法有时序分析法、直方图和心率变异的传递函数分析法等。时序分析法主要是将所记录的动态心电图连续分成均等的各个时间段，观察心率在24h或更长的时间内的变化规律。研究正常时和不同病理状态下心率的周期性变化规律有何改变。其主要的优点在于能使人们了解心率变化的昼夜规律和周期性规律。传递函数分析法是依据机体除心率外，其他生理信号如呼吸和血压也有节律性变化，而且在一定程度上和心率的变化相关的机理；试图通过建立两种生理参数间的传递函数来表征两者间的关系，从而揭示其协调性变化的机理。

一般认为，健康人HRV有明显的昼夜变化规律；白天低频成分占优势，夜间高频成分占优势；低频成分在24h内基本上保持不变，而高频成分在夜间表现为选择性增加。正常人HRV夜间高于白天，其峰值常出现在清晨。

用相关分析法发现，随着年龄的增长，HRV降低，即年龄与频谱面积呈负相关 (r
 =-0.5421～-0.5916, P
 =0.001)。由于HF比LF降低更为显著，因此LF/HF比值随年龄的增长而增加。心率与HRV的关系表现为：心率 (HR) 与LF呈正相关 (r
 =0.6267, P
 ＜0.01)，而HR与HF无相关性 (r
 =0.0289, P
 ＞0.05)。

经常参加体力活动的健康人群，其HRV要明显高于同年龄组的其他人群。SDNN在白天及夜间都较高。

心肌缺血对心室壁的机械、化学感受器是一种强有力的刺激，这种刺激可通过心—心反射活动，改变心脏自主神经的均衡性，导致心肌电不稳定，心迷走神经张力降低，室颤域降低，进而促使恶性心律失常和SDC发生。

临床应用研究发现，HRV与冠心病、心肌梗死、SCD、心力衰竭、高血压病、心脏移植等心血管疾病及糖尿病等一些非心血管疾患有明显的相关性。有研究报道，心梗后HRV明显降低，心梗时HRV的高频峰明显降低或消失。HRV＜50ms的患者死亡率是HRV＞50ms患者的5.3倍。Yoshio发现局部非特异性冠脉超敏感性在冠脉痉挛中起着重要的作用。这种敏感性与植物神经系统的活性有关。在有室颤 (VF) 发生的病人中，可能在心肌缺血或AMI时，交感神经过度兴奋，抑制了迷走神经对心脏的调节作用；或者是在应激状态下，儿茶酚胺物质增加，降低了窦房结对迷走神经的敏感性，这样迷走神经对心脏的保护作用降低或消失。正因为HRV的这些特性，将HRV作为一种无创性检测AMI患者心交感、迷走神经活动水平及其均衡性变化的有效方法，对SDC发生机制的研究、预防及其临床治疗、监护和预后估计等均有重要意义。

（二）心脏非线性动力学

近年来有人应用非线性动力学来分析HRV，以期较真实地反映心电信号每一瞬间的微细变化，并弥补线性分析方法平均效应使的有价值信息丢失的缺陷。非线性分析方法主要有：衡量系统是否是混沌的参数，如分维数（相关维、Hausdorf维或信息维）、李氏 (Lyapunov) 指数、哥氏 (Kolmogorov) 熵、测度熵或近似熵等，通过在N
 维空间中构作N
 －1维的超曲面去截N
 维空间中系统的运动轨迹或曲面的指标，如相图、Poincarè截面、Poincarè散点图等。

1．Poincarè散点图

RR间期散点图又称洛伦兹散点图 (Lorenz plot)，或称庞加来散点图 (Poincarè plot)，它反映相邻RR间期的变化，是在直角坐标上标记全部相邻RR间期数据位置的点图。Poincarè散点图既能显示HRV的整体特征，又能直观地显示逐搏之间的瞬间变化，揭示心率变异性的非线性特征。

2．Poincarè散点图的绘图及分析方法

（1）Poincarè散点图的绘图原理：

利用计算机自动测定相当数量的连续心搏的RR间期，先以第1个RR间期为横坐标（X
 轴），第2个RR间期为纵坐标（Y
 轴），在坐标上定出第1个心搏点，再以第2个RR间期为横坐标，第3个RR间期为纵坐标定出第2个心搏点，然后依次类推，X
 轴为RR
n

 ，Y
 轴为RR
n
 +1
 ，定出一定时间内（短程1h，长程24h）的全部心搏点，取窦性心律分析HRV，室性、室上性早搏、干扰等均予去除就构成了Porenz散点图（见图1-1）。
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图1-1　Poincarè散点图的绘制

对第1点，A作RR
n

 （X
 轴），B作RR
n
 +1
 （Y
 轴）；　　　　　

对于第2点，B作RR
n

 （X
 轴），C作RR
n
 +1
 （Y
 轴）。　　　　

依据检测目的不同，异位心搏的处理不一。利用人机对话，自动识别的Holter分析系统可分别绘制正常的异位心搏及宽大的QRS综合波的RR间期散点图，这个图可以测定各种类型的心律失常，使其临床诊断价值进一步扩大和提高（见图1-2）。

[image: ]


图1-2　具有完全性代偿间期的VPC的相继RR间期的Poincarè散点图

横坐标是RR
n

 ，纵坐标是RR
n
 +1
 。分布在对角线上的A点代表了基本的窦性节律。任何低于对角线的点，相对于前一个RR间期有一个较短的耦联间期，如B点代表了期前搏动。

（2）Poincarè散点图的分析方法

1）定性分析：Poincarè散点图的大小及形状可以估计HRV的大小及心率变化的规律。一般来说，按RR间期长度的差异，可绘制下列5种图形（见图1-3～图1-7）。

①彗星状 (comet shape)：图1-3表现了RR间期在双轴大约在500～1000ms的区域，头端指南坐标零点，沿45°角从狭窄的底部呈对称性扩散开来，其尾端逐渐变宽，形成独特的头小尾大的彗星状图形。
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图1-3　彗星状

散点大多集中在45°角的直线附近，表明正常人相邻的RR间期大致相等，而围绕45°角散开，表明有窦性心律不齐的现象。

从图1-3还可见到，在散点图的上部，由于心率缓慢，RR间期变长，说明窦性心律不齐程度大，而在散点图的下端，散点图逐渐变窄，说明心率加快时，窦性心律不齐的程度减小。

散点图在45°角方向的长短，代表了24h内平均心率有较大的差异，若散点图较短，说明其24h内平均心率变化不大；散点在垂直于45°角直线方向散开的大小，即代表了RR间期快速变化成分的大小。

一般认为散点图的浓密核心表示相邻RR间期一致，反映交感神经活性，其分散稀疏部分代表相邻RR间期差异较大，反映迷走神经活性。

②鱼雷状 (torpedo shape)：图1-4表现了形态短小呈头端略大，尾端不增宽的鱼雷状的散点图。这种图形表明了交感神经活动较强而迷走神经活动所占比例较少。

③短棒状 (short bar shape)：图1-5表现了散点图分布范围集中在短范围的RR间期内，形态短小，呈头尾一致短棒状图形，反映交感神经和迷走神经张力都降低，HRV小。
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图1-4　鱼雷状
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图1-5　短棒状

④扇状 (fan shape)：图1-6表现了散点图分布浓密，基底较宽，而尖端对向坐标零点，形如扇形，反映了心率缓慢时，快速变化仍增大。
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图1-6　扇状

⑤复杂形 (complex shape)：图1-7表现了散点图呈多簇分散，形态互异的点区构成了复杂状的图形。
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图1-7　复杂形

2）定量分析：上述Poincarè散点图可反映逐搏之间一每搏的瞬间变化，但这种方法只能观察图形的特征，无法定量分析，2000年徐征提出4个量化指标。

首先设散点图集为Ω；AX
 ，AY
 表示A
 点的X
 轴和Y
 轴的值。

①长轴 (long axil, LA)：在X=Y
 方向上的散点图区域内最长的两点间距离。

②短轴 (short axile, SA) 在X=Y
 方向上的散点图区域内最宽的两点间距离。

③夹角 (angle of long-axile and short-axile, ALS) 计算公式：
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④面积（SQ）散点图所包含的面积。

图1-8显示了散点图4个参数的具体形态。
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图1-8　Poincarè散点图的量化指标

LA：长轴；SA：短轴；ALS：夹角；SQ：面积

Poincarè散点图是HRV非线性分析方法中研究比较多的一种。正常人Poincarè散点图呈彗星状 (comet-shaped)，当散点图呈鱼雷状、短棒状 (short bar-shaped)、三角状 (triangular-shaped) 或纸扇状 (paper fan-shaped) 时则表示HRV减小。Poincarè散点图，能动态地反映HRV的变化，使病理（如严重心衰）和某些非生理因素（如药物、剧烈运动等）的影响减小。

（三）心室晚电位 (ventricular late potentials, VLP)

心室电不稳定可引起室性心律失常甚至猝死。因此，众多的研究均在试图寻找尽早捕捉到心室电活动信号的有效方法。信号平均心电图 (signal-averaged electrocardiogram, SAECG) 作为一种无创的、且能捕捉到心室电不稳定信息——心室晚电位的方法，近年来引起了国内外学者的广泛关注。

VLP是局部心室肌延迟除极所引起的电活动，是心室肌损伤性碎裂电位的体表反映。VLP是出现在QRS终末部、ST段内的一种高频、低振幅、多型性的心电活动。它是心室某部小块心肌内延迟发生除极所产生的电活动。这种电信号非常微弱，一般在几十微伏以下，频率下限为25～100Hz，上限为300～500Hz，与肌电频谱部分重叠，加之环境电磁干扰，故常规心电图难以捕捉到。1961年Durrer等在研究缺血实验犬心肌兴奋时，每一次在动物心内膜下梗塞区的相应心外膜区记录到延迟电活动。Josephson等则于1978年第一次在病人的心内膜直接记录到碎裂的延迟电活动，并发现这种延迟的低振幅信号与室性心律失常有关。1980年，Hombach等第一个报道用SAECG记录延迟电位；次年，Mehra等开发了信号向量综合放大技术，能逐搏记录延迟电位。尔后，随着SAECG记录技术的不断完善，世界范围的VLP临床研究便日趋广泛、深入。

临床上记录VLP的方法主要有两种，即通过心室标测直接记录和自体表记录SAECG，前者是一种有创性技术，仅限于以研究为目的或在少数特殊临床情况时应用；后者为无创性方法，可作为病人的常规检查之用。晚近，尚有经食道电极记录VLP的报道，但其方法学未臻成熟。目前，SAECG仪的基本工作程序是：病人→前置放大→带通滤波→A/D转换→QRS波检测→建立模板→叠加平均→显示与记录。SAECG的记录方法通常采用Simson倡导的X、Y、Z
 双极导联进行叠加。电极位置为：X
 轴上第4肋间左右腋中线；Y
 轴上胸骨柄上缘和左上肢；Z
 轴上V2
 及后背相应位置；另设一无关电极。正极方向是左、下、前。一般先输入6～12个正常的心电周期到晚电位仪叠加器的记忆系统，组成辨识计算模板，以便在嗣后的叠加过程中剔除不正常的QRS波，如室性早搏及伴有室内差异传导的室上性早搏等，然后进行叠加。经叠加后的心电信息，在频率置于25～250Hz时进行高通滤波，以显著地削弱低频心电信息而允许高频心电信息不经减弱地通过。最后，把这种经过放大、叠加、滤波的心电信息记录下来，便是信息叠加心电图或称高分辨心电图。

VLP的识别：VLP起始于QRS终末部并延伸入ST段内，表现为低振幅、高频的碎裂波，其中有一个或几个尖搏。识别VLP时，务必注意以下几点：①确定VLP的终点——通常把基础噪声（位于ST段后半部，通常在1μ
 V以下）作为参考标志。当低振幅高频波超逾基础噪声3倍时便为VLP与噪声的拐点，亦即VLP的终点；②确定VLP的起点——各家所用标准不一。在经过滤波的叠加心电图上，如果在QRS波与低振幅高频碎裂波之间有一段等电位存在，则VLP的起点不难确定，然此种情况并不多见。在大多数情况下，VLP是与QRS波终末部融合在一起而延伸入ST段内的。在这种情况下，有的学者把QRS终末部低于40μ
 V处作为VLP的起点，有的则把低于25μ
 V或20μ
 V处作为起点；③测定VLP的时限——自VLP起点至终点的距离便是VLP的时限，它至少为10ms；④测定总QRS时限——指在经过滤波的综合导联叠加心电图上，自QRS起点至高频波的振幅超逾基础噪声3倍以上之处的时距；⑤测定标准QRS时限——指在未经滤波的X、Y、Z
 或综合导联上所测得的最长的QRS时限；⑥观察RMS40
 ——即观察经过滤波的综合导联叠加心电图上的QRS波最后40ms内的振幅大小，如果振幅≤25μ
 V，表明有VLP存在。

VLP的阳性标准至今未完全统一，但大多数学者认为Denes所订的标准较为适当，即除外束支传导阻滞，在滤波为40Hz的条件下，符合下述三项中的两项或三项者可确定为VLP阳性：①QRS-D≥120ms；②LAS≥40ms；③RMS≤20μ
 V。晚近尚有采用频域分析法的报道，认为该方法可以揭示心电信号的频率成分和结构，在一定程度上弥补了经时域分析难以发现的异常心电信息。

VLP的临床意义：VLP与心律失常有着密切关系，许多报道指出，MI后90％以上发生持久性室速的患者有VLP阳性，提示VLP阳性的病人，心室内的电活动呈不稳定状态，有发生恶性室性心律失常的可能，并因此认为，VLP可作为恶性室性心律失常乃至猝死的预测指标。尚有报道认为，VLP检测的阴性结果更具预测意义，即VLP阴性者，其发生恶性室性心律失常可能性很小。也有报道指出，VLP与室壁运动失调和左室功能障碍的严重程度有关，即室壁运动失调越严重、或左室射血分数越低，则VLP的阳性检出率就越高。

综上所述，VLP的临床意义在于：①是心室内折返的标志，可有助于解释部分室性心律失常的发病机理；②是心室内折返的定位依据，可为手术切除折返组织提供指南；③可作为部分室性心律失常，尤其是室速、室颤的预测指标；④可作为一种鉴别不明原因性晕厥病人的诊断方法；⑤可作为某些抗心律失常药物疗效观察的辅助指标。

VLP的临床局限性：已知VLP与室性心律失常，尤其是室速、室颤关系密切，但并非所有的室性心律失常患者都会出现VLP。像其他检测方法一样，VLP检测同样具有假阳性和假阴性的问题。其原因为：①信号平均时触发点的不稳定，可使电位低小；②信号太小，无法从噪声中提取；③VLP发生太早，埋藏在QRS波群内；④信号出现太短暂，恰好落在QRS波之后，有时可被滤掉；⑤计算机识别误差；⑥非折返性室性心律失常一般不会出现VLP。不少学者认为：临床评定VLP的意义，还需与其他检查如运动心电图、动态心电图和电生理检查作综合性判断。VLP阳性者，运动能诱发室早，动态心电图能记录到室速，电生理检查能诱发持续性室速，则VLP意义基本肯定。VLP阳性伴射血分数＜0.4，则心律失常事件发生几率成倍增长，1年内猝死率可达36％。因此，VLP可作为初筛指标：①原因不明昏厥都应作SAECG，VLP阳性者应进一步作电生理检查；②心肌梗死、心肌疾病者SAECG宜列为常规检查，VLP阴性者日后发生心律失常的几率极小；③VLP阳性者具持续室速、室颤史，应接受预防性治疗，包括药物、消融和植入自动复律除颤器。可见SAECG将成为心律学中一项重要检查方法，在心原性猝死防治中起积极作用。

（四）QT离散度 (QT disperse, QTd)

QT离散度 (QTd) 是近年来发展起来的一项预测心脏复极同步的新指标。其定义为常规12导联心电图中最长QT与最短QT之差，一般将QTd的正常值上限定为＜50ms，目前认为其可以较好地预测心律失常和猝死的发生。在不同导联上QT间期不同这一现象早已被发现，但在很长时间内被归因于非同步记录引起测量误差。Campbell和Cowan等采用了12导联同步记录心电图仪后，才首先证明不是测量误差，而是一种规律性的现象，并提出了QTd的概念。Day等在1990年发现QTd增大与室性心律失常及猝死密切相关，并提出QTd可作为预测恶性室性心律失常及猝死的指标。随后的大量研究明确了QTd的重要临床意义，至今QTd已作为心肌复极不均匀性和电不稳定性的一个重要指标。国内自1995年以来也迅速在全国形成一个新的研究热点。

1．QTd的电生理机制

已经证明心室不同部位的单向动作电位时程不同，反映了不同部位心室肌复极时间的差异。因此而认为同样可反映在体表心电图上，不同导联上QT间期的差异，反映了不同部位心室肌复极的不均匀性。Kuo和Zabel等的研究证明了心室不同部位的单向动作电位时程的差异，与体表心电图上的QTd密切相关。这更证明了体表心电图上QT间期的差异并非是测量误差，而是反映了心室肌的复极差异。随后的许多临床研究表明，QTd对于预测心脏性猝死的危险性，是一个有用的独立预测指标。

已知有多方面的因素能影响QTd，除了影响动作电位时程（QT间期）的因素外，还包括心室不对称肥厚、局部室壁运动异常、神经体液因素尤其是自主神经张力的改变等。一些研究表明QTd增大和心肌后除极密切相关。因此QTd和室性心律失常与猝死的主要危险因子，心室肌的非同步复极及后除极都密切相关。

2．QTd的临床研究

现在已经对QTd进行了大量的临床研究，发现QTd具有很大的临床应用价值。最近的资料表明，AMI患者QTd延长，在AMI早期数小时内，QTd最大，以后随时间延长或成功的溶栓而降低，在发生室颤时QTd可达最大。但早期（1周内）QTd对AMI死亡率的预测无意义，而4周后QTd则对AMI死亡率有明显预测价值，QTd是AMI病人猝死的独立危险因子。

QTd已经实际应用于评价抗心律失常药物的疗效和安全性。Day等发现在长QT间期病人中伴有心律失常者，其QTd明显延长，而无心律失常者则QTd多＜100ms。Hii等的研究表明，Ⅰa类药物及胺碘酮都显著延长QT间期，Ⅰa类药物还明显延长QTd，而胺碘酮则不延长QTd。他们发现在Ⅰa类药物治疗中，发生了尖端扭转性室速。而同样的病人在改用胺碘酮后，虽然QT间期延长程度相同，但QTd未延长，也未再发生室速。所以认为胺碘酮是均匀地延长QT间期，而不增加复极离散。因而胺碘酮较Ⅰa类药物安全，比较不易导致抗心律失常药致心律失常。所以，QTd不但能指示抗心律失常药的疗效，还能了解其安全性，是非常有用的药物评价指标。目前已列为美国食品和药品管理局 (FDA) 抗心律失常药必检的指标。

QTd对室性心律失常的预测亦很有意义，已有许多资料表明，室性心律失常患者，包括特发性室速，QTd显著增加，但在不同的疾病中，QTd的预测意义不同。对长QT间期综合征 (LQTS) 病人，QTd和室性心律失常及死亡率明显相关，而且能评价治疗措施的疗效。在肥厚性心肌病人中，QTd均有明显增加，伴有严重室性心律失常的QTd均大于无室性心律失常者，且差异非常明显。但在一般性左室肥厚病人中，QTd对室性心律失常则无预测价值。对慢性心衰病人包括扩张性心肌病人，QTd不能预测室性心律失常的发生，和死亡率亦无关。

QTd具有重要的临床意义，并已经实际应用于对抗心律失常药物疗效和安全性评价。目前测定方法尚存在许多问题需研究解决。目前采用严格、统一的测量方法，特别是必须采用12导同步记录尤为重要。

（五）T波电交替和T波切迹

1983年Adame报道了T波电交替和形态改变与室颤的关系。自20世纪90年代以来已基本证实了T波电交替是心肌缺血时预测恶性心律失常发生的独立指标。

1．T波电交替的特点和测定方法

（1）形态　体表心电图上T波电交替分成两种类型：一是单向性；T波电振幅交替变化，另一种是双向性，即T波在等位线上下振荡。动物和临床研究证明，在缺血时T波电交替为单向性，缺血—再灌注时呈双向性。

（2）时间　动物和临床试验表明，T波电交替出现的时间多发生在缺血后2～3s；再灌注后20～30s。

（3）部位　T波电交替严格局限于缺血部位。在心脏手术时可见，当探查电极移出缺血区仅0.5～1cm，就不能测到T波电交替。在体表心电图上，T波电交替一般多见于胸前导联。

（4）测定方法　有不少T波电交替在常规心电图上不能被观察到，目前采用特殊的低频频谱分析技术，能从噪声及呼吸波中高选择性地分辨出电交替波动，用T波交替指数 (T-wave alternate index, TWAI) 和交替比作为定量指标，交替比＞3为T波电交替阳性。

2．T波电交替的发生机制

目前还不清楚T波电交替确切的发生机制，复极化振荡或折返是可能的两种原因，有实验和数学模型为依据。近年来倾向于认为逐搏发生的振荡电流，可能是引起T波电交替的主要原因。在再灌注时引起的T波电交替，其发生机制目前较一致认为是早期后除极伴2:1传导阻滞所致。

已经证明钙离子流对冠心病心肌缺血时发生T波电交替起重要作用。钙通道阻滞剂可抑制T波电交替和恶性心律失常的发生。已知自主神经系统在T波电交替的发生上也起重要作用，在心肌缺血时肾上腺素能系统起主要作用，再灌注时因缺血释放的代谢产物起重要作用。迷走神经兴奋可抑制心肌缺血时的T波电交替和恶性心律失常的发生，但不能抑制再灌注时的T波电交替和室颤的发生。

体表心电图上记录到的T波电交替，对预测恶性室性心律失常的发生有重要意义，虽然其发生机制尚不清楚，但目前已是国际公认的重要预测指标。

3．T波电交替的临床意义

目前临床上已在变异性心绞痛、心肌梗死、冠脉旁路术、PTCA术、心肺移植术等观察到T波电交替。另外，还在LQTS、扩张性心肌病、二尖瓣脱垂征及无器质性心脏病人中，在室速或室颤发生前记录到T波电交替。因此，T波电交替已是国际上公认的恶性心律失常的预测信号。

（1）T波电交替预测室性心律失常和电生理检查有同等价值　大量临床和动物研究表明，T波电交替是预测恶性室性心律失常和心脏性猝死的独立指标。T波电交替对预测电生理检查中诱发的室性心律失常，其敏感度为81％、特异性为84％、相对危险度为5.2、阳性预测值为76％、阴性预测值为88％。因此，T波电交替预测室性心律失常和电生理检查有同等价值。而有几组报道，ST段压低仅反映心肌缺血程度，与室颤的发生无相关性。室早在预测室速和室颤上也不可靠。

（2）T波电交替较晚电位优越　晚电位对恶性室性心律失常和心脏性猝死的预测，有明显的局限性，仅能对折返性室性心律失常预测，而且不能用于束支阻滞及心律不齐者。另外，药物也能影响其阳性预测值。

T波电交替不受束支阻滞和心律不齐的影响，对折返和触发激动引起的室性心律失常都能有效预测。由于两者反映了不同的电生理机制，故两者联合应用可能更具优越性。

（3）用于抗心律失常药物疗效评定　研究表明只有T波电交替水平显著降低的药物，才能有效抑制恶性心律失常的发生，故T波电交替可能会成为一种能可靠评定抗心律失常药物疗效的方法。

（六）特发性J波和Brugada-Brugada综合征

自20世纪90年代初以来，人们逐渐发现和报道了多组未发现心脏有器质性病变，但都有心脏性猝死或室颤史而仅在体表心电图上有特殊表现的病例。目前对这些病例尚无统一的命名，一般称为特发性J波和Brugada-Brugada综合征。

1．特发性J波

常规心电图上的J波是指J点上移，并呈特殊的形态，一般呈驼峰形或圆顶状，常起始于R波降支部分，这种呈特殊形态的J点上移，才是目前所谓的J波。在1950年首先由Osborn在低温病人中发现并报道，故一般也称为Osborn波。

已知J波可在低温、高血钙、早期复极综合征、中枢神经系统病变等病人中出现，但一般认为这些原发病变引起的J波很少导致恶性心律失常和猝死。1994年Bjerregaad和日本的Aizawa等分别报道了一些特殊的病例，无以上原发病变，也无器质性心脏病变和QT延长，仅在体表心电图上有J波，而都有室颤或猝死史。他们把此称为特发性J波，并认为这种特发性J波是发生恶性室性心律失常的指标。

2．Brugada综合征

1992年西班牙巴塞罗那大学的Brugada等报道了一组8例心脏性猝死，都无器质性心脏病变，而在心电图上呈右束支阻滞伴V1
 ～V3
 导联ST段抬高的病例。他们认为这种心电图形是预测恶性室性心律失常的指标，而称此为Brugada综合征。在1998年，他们又报道了西班牙、法国、意大利、荷兰、瑞士、巴西、乌拉圭等近20家医院的63例病例，都无器质性心脏病，而在心电图上都有RBBB伴V1
 ～V3
 导联ST段抬高，其中41例有至少一次的猝死或晕厥发作史，22例无症状病人在随访期间6例发生了心脏事件。因此认为此综合征强烈提示发生恶性室性心律失常。他们的研究认为，β受体阻滞剂和胺碘酮等药物对预防此类恶性室性心律失常无效，植入型心脏除颤器有效。

3．发生机制

特发性J波目前认为和心外膜及M层心肌细胞关系密切，心外膜及M层心肌细胞动作电位上1位相终末部位上的切迹，与体表心电图上的J波密切相关。J波的图形和此切迹相似，都为尖峰—圆顶 (splike-dome) 形状，其振幅两者亦密切相关。在低温时切迹增大，J波振幅也增高。早搏刺激、4-氨基吡啶 (4-Aminopyridine, 4-AP) 等，使动作电位切迹抑制，J波振幅亦降低或消失。

已经证明，心外膜及M层心肌细胞动作电位上1位相终末部位上的切迹，反映心外膜及M层心肌细胞的全或无复极形式，以及2相折返倾向。

2相折返是1993年由Antzelevitch和Di Diego等提出的，是指在缺血或药物作用下，心外膜及M层心肌细胞表现为全或无的复极形式。动作电位的平台期被抑制或消失，使动作电位时程缩短约40％～70％。此时，动作电位的平台期丢失区和正常区之间电的异质性，导致2相折返。一般的折返激动，都是0相去极化电流所致，而这种2相折返是由2相复极电流折返引起的。2相折返途径可与0相折返一致，亦可与此不同，但肯定不是解剖依赖性。

因此，体表心电图上的J波，可以作为诊断和预测2相折返倾向的重要指标。最近的资料显示，Brugada综合征的发生机制，可能亦和2相折返有关。心外膜动作电位的平台期的丢失，引起相应部位ST段抬高，这和Brugada综合征的表现相同。事实上，所谓的Brugada综合征的图形和J波亦有明显的相同之处。

乙酰胆碱由于抑制Ica内向电流，使平台期消失；β受体兴奋剂则增加Ica，使平台恢复；钠阻滞剂使平台期消失，因此钠通道阻滞剂虽然抑制了0相折返，但同时又诱发了2相折返；兴奋迷走神经和Ⅰ类抗心律失常药加重相应部位ST段抬高，因此也有可能诱发2相折返；β受体阻滞剂则使相应部位ST段抬高减少，从而抑制2相折返。但Brugada最近报道，β受体阻滞剂并不能有效预防Brugada综合征病人的猝死。






【思考题】



1．试述心脏性猝死的处理流程及心肺复苏新进展。



2．常用的心脏性猝死相关的心电信息检测手段有哪些？各有何特点。



3．何谓Brugada综合征。
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（徐秋萍）


 第四节　心脏病介入治疗学概论



摘　要
 　介入性心导管技术发展迅速，目前已发展成一门新学科——介入性心脏病学。目前介入心脏病学的应用涉及冠状动脉粥样硬化性心脏病、风湿性心脏病、先天性心脏病及心律失常等领域，成为这些疾病诊断及治疗的重要手段。本节简要介绍在什么时候如何应用介入手段治疗上述疾病。




Abstract
 　The cardiac catheterization techniques have currently developed into a new subject - Interventional Cardiology. At present, Interventional Cardiology has become more and more important and has been widely used in the diagnosis and treatment of coronary heart disease, rheumatic heart disease, congenital heart disease and arrhythmias. In this section, we introduce briefly when and how to use these techniques in the treatment of these diseases.






随着医学科学的发展，心导管技术的临床应用已超越了诊断的范畴而进入治疗的领域。它的出现，使心脏血管疾病的诊断和治疗发生了翻天覆地的变化。目前，介入性心导管技术已发展成一门新兴的学科——介入性心脏病学。

1929年，Forssmann将一根导尿管在X线下从自己左上臂静脉插入至右心房，从而开创了临床心导管的应用。20世纪40年代，Cournard、Richards使右心导管技术广泛应用于临床。1950年Zimmerman首先开展逆行性左心导管技术。1953年，Seldinger发明了经皮穿刺血管技术，使心导管插管技术大为简化。1959年，Sones应用切开肱动脉方法行选择性冠状动脉造影。60年代开始，Rickettes、Amplatz及Judkins等相继应用经皮穿刺技术，经股动脉成功地进行了选择性冠状动脉造影。1964年，Dotter用轴导管扩张外周血管取得成功，使其被誉为“血管成形术之父”。1977年9月，Gruentizig进行了首例经皮腔内冠状动脉成形术 (PTCA) 获得成功，PTCA的成功是介入性心脏病学发展史上最重要的里程碑。1983年，Dotter和Cragg分别报道了用镍钛合金丝制成热记忆合金内支架的实验结果，标志着内支架的系统研究进入了一个新纪元。进入80年代以后，随着PTCA的发展，各种新的冠心病介入手段不断涌现，如旋切术、冠脉内支架术、激光或超声成形术，此外，1989年加拿大Campeau首先报道了经桡动脉进行冠状动脉造影术。1995年，Kiemeneij报道经桡动脉行冠脉腔内成形术，方法和径路的发展使经皮冠心病介入治疗 (PCI) 日臻完善。心导管技术开展以后，使心脏电生理和心脏起搏得到了很大的发展。目前，射频消融术 (RFCA) 已是一种对多种室上性心动过速及某些类型的室性心律失常安全有效的根治手段。1984年，日本Inoue研制成经皮穿刺二尖瓣球囊成形术的器械，使心导管技术在一定范围内成为风湿性心瓣膜病外科闭式分离术治疗的一种替代手段。心导管技术也向先天性心脏病（简称先心病）治疗方向发展，1967年Porstmann等首创用导管法经股动脉置入泡沫塞子堵闭动脉导管未闭 (PDA) 获得成功，开辟了非开胸手术治疗先心病的新途径，目前已开展房间隔缺损、室间隔缺损的导管关闭手术。

一、心脏瓣膜病的介入治疗

1982年，Kan首先采用经皮球囊肺动脉瓣成形术治疗肺动脉瓣狭窄获得成功。1984年，Inoue研制成二尖瓣球囊导管并成功应用于临床，从而使经皮球囊瓣膜成形术成为瓣膜心脏病的一种安全有效的非外科手术疗法，在一定范围内已替代了开胸瓣膜分离术。

（一）经皮球囊二尖瓣成形术 (PBMV)

1984年，Inoue首先报告PBMV治疗6例二尖瓣狭窄患者。国内自1985年引进该项技术，获得了良好的效果。Inoue方法是采用经股静脉径路穿刺房间隔，再置Inoue球囊导管于二尖瓣口，通过球囊机械的膨胀力作用于黏连的瓣膜，使黏连的瓣膜沿黏连处撕裂分离，从而扩大二尖瓣瓣口面积。

1．PBMV理想适应证

（1）单纯性二尖瓣狭窄，年龄55岁以下；

（2）心功能Ⅱ～Ⅲ级（NYHA分级）；

（3）无风湿活动，心房内无血栓；

（4）二尖瓣口面积＞1.5cm2
 ；

（5）二尖瓣瓣叶无钙化，瓣下结构无融合。

随着技术的成熟及经验的丰富，PBMV的适应证有所拓宽，目前适应证还包括：

（1）外科二尖瓣分离术后再狭窄；

（2）老年患者；

（3）妊娠合并二尖瓣狭窄；

（4）合并轻度二尖瓣关闭不全、轻度主动脉瓣关闭不全及（或）主动脉狭窄而左室无明显扩大者；

（5）二尖瓣狭窄合并轻度瓣膜及瓣下结构钙化者；

（6）二尖瓣狭窄合并心功能Ⅴ级，术前充分准备后；

（7）二尖瓣狭窄合并左房血栓，经3个月以上抗凝治疗，血栓机化者及有体循环栓塞史，经抗凝治疗3个月以上者；

（8）重度二尖瓣狭窄合并风湿活动。

2．PBMV禁忌证

（1）二尖瓣狭窄合并中、重度二尖瓣关闭不全及（或）主动脉瓣关闭不全或主动脉瓣狭窄；

（2）左房内有新鲜附壁血栓；

（3）严重二尖瓣瓣下结构病变；

（4）有房间隔穿刺禁忌证者。

PBMV方法除Inoue法外，其他有用双球囊及三球囊法及经动脉逆行二尖瓣扩张，但这些方法手术复杂，操作技术难度大而限制了在临床的广泛应用。

3．PBMV方法 (Inoue法)

房间隔穿刺术：该术的关键是房间隔穿刺点的正确定位。房间隔穿刺成功后，可测得左房压力及曲线，亦可通过穿刺针注入少量造影剂使左房显影，以证实房间隔穿刺无误。退出穿刺针留其套管于左房内，并插入左房钢丝，再沿其送入扩张管扩张房间隔穿刺点，以利于球囊导管顺利进入左心房。退出扩张管，将球囊导管沿左房钢丝进入左房下方，然后撤出左房钢丝，再把弯头钢丝插入球囊导管内，逆时针转动弯头钢丝，使球囊导管倾斜通过二尖瓣口进入左心室。充盈球囊前端，并稍回拉球囊导管，使其中央正好嵌在二尖瓣环水平，并迅速加压使球囊完全充盈，充盈后立即回抽排空球囊。扩张后再听杂音，测左房压等。若疗效满意，则撤出导管，如未达到理想效果，可逐级增大球囊直径1～2mm再次扩张，可重复扩张数次。

4．PBMV并发症

（1）心脏穿孔致心包填塞。主要由房间隔穿刺引起，需及时发现积极处理，必要时行外科手术措施，以免严重后果。

（2）严重二尖瓣关闭不全。多见于瓣膜质量差或球囊直径选择过大，分级递增二尖瓣球囊扩张有益于预防二尖瓣反流。

（3）血栓栓塞尤其是脑栓塞。

（4）急性肺水肿。

（5）房间隔缺损，Inoue法少见。

（6）各种心律失常，一般不需要特殊处理。

（7）一过性低血压及短暂意识障碍。

5．PBMV疗效

（1）PBMV成功的标准：二尖瓣口面积较术前增加25％以上或达1.5cm2
 ；心尖区舒张期杂音减轻或消失；左房平均压明显下降或正常；无严重并发症。

（2）即刻效果：PBMV疗效确切，成功率高，临床症状改善明显，术后血流动力学、临床症状及运动耐量均有明显改善。

（3）远期疗效：PBMV术后再狭窄的发生率，文献报道多数为15％～20％，国内有报道3年再狭窄率为17％，10年再狭窄率为39％。影响再狭窄的因素很多，包括患者的年龄、病程、二尖瓣瓣膜及瓣下结构受累的程度、有无心房颤动、有无并发症和随访时间等。外科术后二尖瓣再狭窄者疗效比首次PBMV差。

（二）经皮球囊肺动脉瓣成形术（PBPV）

单纯肺动脉瓣狭窄大多属于先天性畸形。1982年，Kan首先报告PBPV成功。PBPV操作简单，疗效确切，手术并发症少，典型肺动脉瓣狭窄应用PBPV可替代外科开胸手术。其适应证：中重度肺动脉瓣狭窄、跨肺动脉瓣收缩压差＞6.67kPa（50mm Hg）者。PBPV术后即刻跨肺动脉瓣压差明显下降。近期疗效确切，远期随访再狭窄＜10％。主要并发症为肺动脉瓣关闭不全，一般不具有重要的临床意义；短暂低血压及心动过缓；其他严重并发症如肺动脉壁撕裂、心脏穿孔都极少见。

（三）经皮球囊主动脉瓣成形术 (PBAV)

PBAV有一定的危险性，国内开展较少。

PBAV适应证：

（1）中重度主动脉瓣狭窄左心室与主动脉压差≥6.67kPa（50mm Hg）者。

（2）高危主动脉瓣狭窄患者（如高龄、左心室功能不全者）；伴有严重心外疾患、不宜行瓣膜置换术者。

（3）严重主动脉瓣狭窄伴有外科急症，可先行PBAV缓解主动脉瓣狭窄症状，以利外科手术进行。

PBAV手术方法有股动脉逆行主动脉瓣途径及穿刺房间隔顺行插管至主动脉途径，尤以逆行插管法应用较多。

PBAV成功的指标为：术后左室与主动脉压差下降50％以上，主动脉瓣口扩大＞25％，临床症状明显改善。

PBAV的并发症常见且严重，包括严重主动脉瓣反流、心脏穿孔、脑栓塞、低血压、心肌梗死、心搏骤停、股动脉损伤与血栓形成。

PBAV的近期疗效尚可，远期疗效差，仅为姑息疗法，大多仍需行换瓣手术。

（四）经皮导管人工瓣膜置换术

经导管人工主动脉瓣植入术的设想由Davis于1965年首先提出。在其后的30余年中，其他学者先后设计出多种可经导管置入的人工瓣膜，以期实现经导管人工主动脉瓣置入术，但均未取得突破性的进展。Cribier等于2001年报道了一种可经导管植入的人工主动脉瓣支架 (percutaneous heart valve, PHV)，2002年对1例有外科换瓣手术禁忌证的钙化性主动脉瓣狭窄患者经股静脉穿刺房间隔后成功置入人工瓣膜支架，术后即刻和术后48h，瓣膜功能良好，血液动力学显著改善，在4个月随访期内，食管超声检查显示，瓣膜功能良好，未复发心衰。2002年Lutter等报道了一种可经股动脉逆行插管植入的人工主动脉瓣支架，将此装置置入14只猪的体内，12只获得技术成功。德国Eberhard等使用第三代CoreValve主动脉瓣置换术，从2005年8月至2007年2月共纳入86名有症状的重度主动脉瓣狭窄患者，急性期装置成功率为88％，手术成功率为74％，手术死亡率为6％，30d总死亡率为12％，死亡、卒中和心肌梗死的总发生率为22％。研究者发现，成功的瓣膜植入可明显降低经主动脉瓣口的压力梯度。第三代瓣膜支架实现真正意义上的经导管主动脉瓣置换，此项新技术的应用面临着诸多的问题，比如定位的问题，瓣膜固定的问题，合适的手术径路问题，以及术后的瓣膜反流等，对于这些问题目前还不能得到很好的解决。

（五）经导管二尖瓣修复术

经导管二尖瓣修复术受外科二尖瓣瓣环缩环术和边—边缝合法修复二尖瓣膜手术的启发对二尖瓣关闭不全进行不同方法的修复。

二尖瓣瓣环缩环术针对继发于左室扩张所产生的左房室瓣瓣环扩大造成的二尖瓣关闭不全，利用冠状静脉窦与二尖瓣后叶瓣环邻近的解剖关系，将不同型号特制的器械置入冠状静脉窦，通过减少其与二尖瓣后叶瓣环的相对距离，进而使二尖瓣口面积减少。该装置由具有形状记忆和超弹性的镍钛合金构成，两端具有特制铆，置入冠状窦后近端和远端分别固定冠状窦开口和二尖瓣后瓣瓣环，并形成一定张力从而缩小瓣环。Bailey等报道了一种C形环缩器的急性实验研究结果，给7只羊的冠状静脉窦内置入环缩器后，左房室瓣瓣环直径明显缩小；Condado等则对8只羊进行了经皮置入C形环缩器的慢性实验研究：左房室瓣瓣环直径平均缩小28％。稍后，Condado等进行的临床研究则初步证明了这种方法的有效性。

但是，该技术目前仍存在的主要问题有：①对后瓣环成形术而言，部分病例（20％）冠状窦解剖变异使得冠状窦并非总是紧邻二尖瓣瓣环、部分患者瓣环钙化均可能使手术不成功；②围手术期或迟发性冠状窦破裂致心包填塞；③有冠状静脉回流受阻、冠状动脉回旋支受影响、乳头肌移位致瓣叶缩窄等潜在风险。Siminiak等最近报道使用一种比较新颖的冠状窦支架，形状似编钟样乐器，该装置植入到冠状静脉内，良好的顺应性可以根据二尖瓣环大小及形状调整，明显减少并发症，手术植入后4天病人出院，随访证实症状明显改善，活动耐量增加。目前已经有多中心临床试验以观察疗效及安全性。

经导管二尖瓣边对边修复则针对瓣膜原因导致的二尖瓣关闭不全，常采用钳夹法及抽吸与缝合法。钳夹装置由一种外科手术合金制成，外表覆盖生物相容性聚酯，在心脏超声的指导下，这种钳夹装置经股静脉送入心脏，经房间隔到达左心室后，将其置于二尖瓣心室侧的下面，操作者打开装置头部分叉，在心室收缩末将其关闭，使其钳夹住二尖瓣反流部位瓣叶的游离缘，这样形成一个功能正常的双孔型二尖瓣。EVERESTⅠ试验初步证实这种双瓣膜出口技术可以通过经导管二尖瓣修复技术安全进行，而且绝大多数患者可以有效地减轻二尖瓣反流。另一种二尖瓣边对边修复是以导管为基础的抽吸与缝合法，同样需要穿刺房间隔，将二尖瓣叶通过一个真空的抽吸装置牵引，然后用一根16F的导管固定，在导管顶端，通过抽吸口以冲压的方式缝合二尖瓣叶。

相对于外科边—边缝合法，钳夹法修补二尖瓣的优点包括：无需开胸和体外循环；能够在完全生理状态下通过影像设备评价左房室瓣修补的效果，如果效果不满意，夹合器可重新进行定位和释放。

二、冠心病的介入性治疗

（一）经皮腔内冠状动脉成形术

经皮腔内冠状动脉成形术 (percutancous transluminal coronaryangioplasty, PTCA) 是采用Seldinger法经皮穿刺动脉，将球囊导管送到冠状动脉病变部位以扩张狭窄的冠状动脉，改善心肌血供，缓解冠心病症状并减少并发症的一种导管治疗技术。Gruentzig于1977年9月成功地完成世界上首例PTCA。如今PTCA已被广泛应用于临床，1992年已超过冠脉搭桥术（CABG）成为冠心病治疗的主要手段。它具有血管再通完全、简便、安全、损伤小、恢复快的优点。

1．PTCA的作用机制

（1）粥样硬化斑块压缩及重建，粥样物质和水分被挤出，但被认为不占主要地位。

（2）局部动脉瘤形成：当持久过度扩张时，斑块与动脉壁一致性地向外移位，形成医源性动脉瘤。减压后粥样硬化的动脉壁可保持其扩张状态，血管腔因此而扩大。此为PTCA的重要机制。

（3）内膜撕裂和斑块碎裂：为PTCA的主要机制，属“有控制的损伤”。

2．PTCA的设备要求需要一个装备齐全的心导管室，至少应具备：

（1）影像设备：要求影像设备高。

（2）心电监护及压力监测系统。

（3）导管系统，如各种类型导引导管、球囊导管、导引导丝等。

（4）急救设备，包括心肺复苏设备、主动脉内球囊反搏装置 (1ABP) 及各种急救药品等。

3．PTCA的适应证与禁忌证

（1）适应证　取决于冠状动脉病变的解剖特征以及手术成功把握和危险性的利弊权衡。

理想的适应证是从技术上能成功扩张所有病变而风险又较低者，患者术后能显著缓解症状和改善心功能，并能提高远期生存率和改善生活质量。随着经验的积累和技术的提高以及设备的改进，PTCA适应证已显著拓宽，早期的有些禁忌证如今也可进行PTCA。1998年美国ACC/AHA PTCA专家组总结了过去10年的经验，将病变分为A、B、C三型，并提出了冠状动脉病变特征与PTCA成功和危险性的相互关系，作为PTCA适应证选择的指南（见表1-3）。


表1-3　冠状动脉病变的特征（ACC/AHA PTCA专家组，1988年）
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目前的主要适应证有：①临床适应证：各种心绞痛（稳定型、不稳定型、CABG术后及高龄者等），药物难以控制；急性心肌梗死（溶栓后或急诊PCI）；高危性，即在左室功能明显受损时（LVEF＜30％）。②血管适应证：无禁忌证的冠状动脉病变；CABG术后血管桥及被搭桥后的冠状动脉病变。③病变适应证：除早期认为的近端、孤立、短（＜10mm）、向心性等病变外，远端病变长（＞10mm）、偏心性、钙化、不规则、位于血管分叉处、一支多处、完全闭塞病变及冠脉口病变等均可考虑PCI。

（2）禁忌证　①冠脉病变狭窄程度＜50％者，后加上考虑病变斑块不稳定除外。②左冠状动脉主干有＞50％狭窄而未被保护者为相对禁忌证。③凝血机制障碍，包括出血性疾病和高凝状态者。④无心肌缺血临床依据者。

4．PTCA的步骤和方法

（1）术前准备　术前晚上及当日清晨口服阿司匹林300mg，继续服硝酸盐类药物。

（2）操作步骤　①局麻后穿刺股动脉或桡动脉，留置动脉鞘，对病态窦房结综合征、房室传导阻滞患者以及扩张较大的右优势冠状动脉或左优势冠状动脉回旋支病变时，可预先放置临时起搏导管至右心室备用。经静脉注入肝素75～100mg。②经动脉鞘插入Judkins导引导管至病变冠状动脉口，行多方位冠状动脉造影，选病变显示最佳的体位为“工作位”。③将导引钢丝缓慢送入病变部位并达其远端，再沿导引钢丝将球囊导管送到狭窄部，使球囊中点恰好位于狭窄中点。然后连接压力泵注入稀释的（1:1）造影剂充盈球囊，由4个大气压开始，每次持续30～60s，回抽造影剂。最后逐渐增加压力，适当延长充盈时间，可反复数次。一般压力＜10个大气压，时间＜90s较安全。④每次扩张后均由导引导管注射造影剂观察狭窄程度，如狭窄消失则撤出球囊导管，保留导引钢丝，行冠状动脉造影。如狭窄扩张达到成功标准而又无明显撕裂，则可保留导丝观察5min后重复造影，如理想则撤除导丝及导引导管，保留动脉鞘12～14h，患者送到ICU监护。

5．成功标准

（1）冠脉狭窄程度较术前减少20％以上，且术后残余狭窄＜50％（在支架应用时PCI后残余狭窄应小于20％）。

（2）心绞痛症状减轻或消失。

（3）心电图和（或）负荷试验有改善。

（4）无重要并发症（急性心肌梗死，需紧急CABG或死亡）。

6．并发症

（1）急性血管闭塞：是PTCA最严重的并发症，发生率为1.8％～7.0％。可造成急性心肌梗死和死亡，主要原因有内膜严重撕裂、血栓形成、冠脉痉挛等，或是三者合并存在的结果。处理方法有：①冠脉内注射硝酸甘油200～300μ
 g；②再次PTCA；③冠脉内支架术，此为目前最有效的手段。

（2）心律失常：包括室性早搏、室性心动过速或心室颤动以及窦性心动过缓等。原因为缺血及再灌注等。处理方法：一过性可不必处理；持续者除颤或起搏治疗。

（3）血管并发症：穿刺部位出血、血肿或动脉损伤等。

7．PTCA后再狭窄

在PCI发展历程中面临的最主要问题是再狭窄。PTCA后再狭窄发生率高达30％～50％。

研究表明，再狭窄的机制主要为：①血管弹性回缩；②血管负性重塑 (remodeling)；③血栓形成并机化；④平滑肌细胞过度增生，细胞外基质聚集。支架植入术有效地制止了血管弹性回缩及负性重塑，使再狭窄发生率降低至20％～30％。

（二）冠状动脉内支架术

冠状动脉内支架术 (intracoronary stenting, ICS) 是在PTCA的基础上将金属支架置于冠状动脉病变处，可有效防治急性血管闭塞，并能降低PTCA术后的再狭窄。Sigwan等于1986年首先应用于临床。目前已成为冠心病介入治疗中的一个重要手段。

1．性能要求

理想的支架应具有以下特性：

（1）柔韧性（flexibility）：质地应柔韧，易通过弯曲处到达病变。

（2）生物相容性（biocompatibility）：不刺激血栓形成。故应具有最小的表面积，低表面电位，最少的杂质，特别光滑的表面，耐疲劳、耐腐蚀。

（3）可视性 (visibility)：应不透X线，透视下清晰可见。

（4）可靠的伸展性能 (reliableexpandability)

（5）较高的伸展比 (expansion ratio)：缩闭时直径尽可能小，扩张后能扩展很多倍，达预定直径，适应较大管腔。

2．支架类型

（1）自体扩张支架 (self-expanding stent)：支架达病变处可自动打开撑在血管内壁。有Wallstent、记忆支架Nitino等。

（2）球囊扩张支架 (balloonexpandable stent)：支架包绕在球囊上，达预定病变处后充盈球囊打开支架，使之撑在血管壁上。

3．药物涂层支架 (drug-eluting stent, DES)

支架植入术有效地制止了血管弹性回缩及负性重塑，使再狭窄发生率降低至20％～30％，成为介入性心脏病学发展史上的一次突破性进展。但由于血管壁损伤、血栓形成以及炎性反应刺激各种生长因子和细胞因子产生，通过血管平滑肌受体使平滑肌细胞分裂，平滑肌细胞增生、基质分泌，平滑肌细胞向内膜迁移，使新生内膜过度增生，内膜增厚，导致病变血管再狭窄，因而支架置入术后再狭窄发生率仍高达20％～30％。近年携带并释放抑制平滑肌细胞增生药物的药物洗脱支架的临床应用，使再狭窄率进一步显著降低。达到5％～20％，成为介入心脏病学发展史上的一个里程碑。

目前药物支架主要有以下四类：

（1）西罗莫司洗脱支架 (sirolimus-eluting stent, SES)　SES是第一个应用于临床的DES。目前有Cordis, Johnson&Johnson公司研制的Cypher支架和我国上海微创公司生产的Firebird支架等。

（2）紫杉醇洗脱支架 (paclitaxel-eluting stent, PES)　目前在临床上广泛使用的PES为Boston Scientific公司研制的Taxus支架。

（3）可降解多聚物支架　为解决聚合物载体 (polymer) 残留在血管内的问题研制，目前主要有Medtronic公司研制的Endeavor支架及我国吉威公司研制的Excel支架

（4）生物工程支架　目前主要有由Orbus Neich公司研制的CD34抗体涂层支架（Genous支架），该支架利用CD34抗体涂层吸引循环中内皮祖细胞 (endothelial progenitor cell, EPC) 到支架部位，加速血管再内皮化过程而减少再狭窄，并减少支架血栓形成。

虽然DES明显降低了支架内再狭窄的发生率，改善了患者的生活质量，降低了再次靶血管重建的需要，然而DES也同时存在未解决的问题，如DES再狭窄、血栓形成、聚合物载体（Polymer）残留在血管内等的问题。

4．适应证

（1）PTCA中急性闭塞并发症的处理　为PTCA术中急性血管闭塞的补救措施之一，能有效地避免急性心肌梗死、紧急CABG和死亡。

（2）PTCA术后再狭窄。

（3）对未经治疗的 (De nove) 及PTCA术后不理想的 (suboptimal) 冠脉病变放置支架　用于预防PTCA术中的内膜撕裂、急性闭塞发生率高的病变及术后再狭窄的病例，如不稳定心绞痛、左冠状动脉主干病变、CABG静脉桥及偏心、钙化、成角病变时，以提高介入治疗的效果。

5．操作步骤

（1）术前准备　同PTCA术前，加抵克力得0.25g，每日2次，术前两天及术日当天或波立维改为300～600mg术前顿服。

（2）操作步骤　同PTCA，先用小球囊（直径2～2.5mm）预扩张病变，然后将球囊预装支架送达病变部位，在造影确定位置后，迅速加压充盈球囊，可以高压（10～14个大气压）充盈，透视下见球囊完全撑开即可（15～20s），回抽造影剂，撤出球囊，重复造影。支架完全打开后，撤除导丝及导管，保留动脉鞘。

（3）术后处理　术后患者送CCU监护。术后动脉鞘拔除时间在2～24h，由术者决定。

术后抗血小板聚集治疗方案为：①抵克力得0.25g，每日2次，用1个月，改0.25g，每日1次，1个月后停药；目前抵克力得已少用，改用波立维300mg顿服，75mg，每日1次，1个月，如植入药物支架，则波立维75mg，每日1次，持续1年以上。②阿司匹林肠溶片150～300mg，3个月后改100～150mg。

6．并发症

冠脉内支架术后严重并发症（AMI, CABG和死亡）发生率较低。

药物支架植入术后支架内血栓形成近来引起关注，在急性、亚急性及晚期均可发生。但目前的临床研究尚不能证明其为DES特有的并发症，随机对照研究并未显示DES置入后血栓发生率明显高于裸金属支架，但近年的确报道了一些DES置入后延迟晚发支架内血栓的病例。DES置入后再内皮化延迟或再内皮化不完全可能是导致晚发支架血栓的原因。延长氯吡格雷、阿司匹林双重抗血小板治疗时间对减少晚发支架血栓发生有利，目前观点认为至少服用1年以上，但究竟需多少时间目前仍无依据。

三、射频消融治疗快速性心律失常

经导管消融治疗某些快速性心律失常技术，是近几年来心脏电生理领域内的重要进展，它的原理是把维持心动过速的关键心肌作为靶点，经导管电极施加电能，使之破坏变性，从而破坏了维持心动过速所需的解剖—电生理基础，达到根治的目的。这种技术具有创伤小、安全性好、疗效确切的特点，现已成为某些快速性心律失常的首选治疗方法。

（一）射频消融（RFCA）的基本原理

射频电流通过特制的电极导管（称为大头电极）传送到与电极导管接触的心肌组织，使之产生局限性、均质性、凝固性坏死。损伤范围较小，约为5mm×3mm。这种病理变化无致心律失常作用。射频消融（RFCA）具有损伤范围小，输出能量可调和没有气压伤等优点。自1987年报道RFCA可在人体安全使用以来，一系列大样本研究也证实RFCA的安全性和可靠性。RFCA已成为房室折返性心动过速、房室结内折返性心动过速及某些房性和室性心律失常的首选治疗方法。

（二）房室结内折返性心动过速的射频消融（RFCA）

房室结内折返性心动过速的发生机制是因为房室结传导系统有双重或多重径路，最典型的表现为有一条不应期短、传导缓慢的慢径路（SP）和一条不应期长、传导较快的快径路（FP）。近来报道除了典型的双径路外，房室结传导系统尚有多条径路存在，并引起不同的心动过速。

房室结改良方法：射频消融治疗房室结折返性心动过速是在房室交界区消融阻断其折返运动，即阻断快径路或慢径路，保留房室之间的传导，称为房室结改良术。从理论上讲房室结改良可消融慢径路而达到治疗目的。由于快径路走行部位靠近希氏束，发生完全房室传导阻滞的危险性大，且尚有血流动力学及其他电生理方面的不利影响，除极个别情况外，均采用消融慢径路的方法。

慢径路消融有三种方法：

（1）后位法：右前斜位30°，将希氏束导管顶端与冠状窦口之间的区域分为三等分，从上至下依次为A区、B区和C区，靠近希氏束的部分为A区，靠近冠状窦口的部分为C区。冠状窦口的下方为D区，冠状窦稍向内的部分为E区。首先用大头导管在三尖瓣环的后方，以冠状窦口为中心，在C区和D区标测，寻找记录到小A大V波，其间无希氏束电位的部位放电消融。如不成功，移至B区和E区。

（2）下位法：首先用大头电极导管记录到希氏束电图，然后用导管尾部的控制装置将导管顶端下弯，记录到小A大V波，其间无希氏束电图，在此可行放电消融。

（3）中位法：右前斜位30°，将大头电极导管放在希氏束导管顶端与冠状窦口连线的中点，寻找记录小A大V波，其间没有希氏束电图的部位进行消融。应用较多的方法是中位法。房室结改良时射频电流的发放采用时间或能量滴定法。

改良术成功的标准：①慢径路阻断，即使在静滴异丙肾上腺素也不能诱发房室结折返性心动过速。②虽然有跳跃式A-H延长，但无心房回波或仅一个心房回波，且静滴异丙肾上腺素也不能诱发心动过速。房室结改良术的成功率为95％～100％，复发率为3％左右，最严重及常见的并发症为Ⅲ度房室传导阻滞。

（三）房室旁路的射频消融

房室旁路是在发育过程中遗留在房室之间的一股肌束，它具有前传和／或逆传功能。由于房室旁路的存在，在心房和心室之间有两条传导途径，即正常的房室结—希氏—蒲肯野系统轴和异常的房室旁路。当心房冲动下传时，如果适逢其中一条途径未脱离不应期而不能传导时，冲动只能从另一条途径下传到心室，当心室激动波抵达前一条途径的心室端时，它的不应期已经消逝而能够应激传导，冲动遂由之而逆传到心房，完成房室之间的折返激动。如此循环不已，形成房室折返性心动过速。射频消融即通过阻断异常的房室旁路传导而达到根治房室折返性心动过速的目的。

1．房室旁路的定位

房室旁路可位于二尖瓣环、三尖瓣、室间隔的各个部位。跨越二尖瓣环的左侧旁路可分为：左前侧壁 (LAL)、左侧壁 (LL)、左后侧壁 (LPL)、左后间隔 (LPS)。跨越三尖瓣环的右侧旁路有：右前间隔 (RAS)、右前侧壁 (RAL)、右侧壁 (RL)、右后侧壁 (RPL)、右后间隔 (RPS) 及右中间隔 (RMS)。旁路分布左侧多见，其中以外侧壁最为常见。显性房室旁路，即具有前传功能旁路，可通过分析1、2导联体表心电图上的S波及QRS波形态特征而进行初步定位。不同的定位方法各有其优缺点。

隐匿性旁路从体表心电图上无法定位，心动过速时可根据逆传P波的形态进行初步估计。无论是显性还是隐匿性旁路的精确定位，均有赖于电生理检查和大头电极的标测定位。旁路的准确定位是消融成功的关键所在。

2．房室旁路的消融方法

经颈静脉、左右股静脉放置冠状窦、希氏束、右房及右室电极进行常规的电生理检查，进一步明确心动过速的机制及是否尚合并其他心律失常，同时通过激动顺序分析，初步判断旁路的位置。经粗略判断旁路的位置后，以大头电极沿着二尖瓣环（左侧旁路）或三尖瓣环（右侧旁路）进行仔细标测定位。标测方法有三种：①对显性旁路可标测心室最早激动点，在窦性搏动时寻找V波的最早激动处。②对显性或隐匿性旁路可作心房标测，在心室起搏经旁路逆传（和）顷向型房室折返性心动过速时，寻找心房波的最早激动处，该处VA间隔最短，甚至V波和A波融合在一起。③记录旁路电位（AP）。现常用的方法是寻找心室最早激动点及心房最早激动点。

经过细致标测确定靶点且消融电极（大头电极）与靶点心肌贴靠紧密，电极靠近瓣环处，记录到小A大V波，就可在大头电极顶端与放在患者背后的电极板之间放电。能量20～40W，试放电10s有效，则继续巩固放电至90s，如无效，则需进一步标测靶点。不同部位旁路消融具有不同的特点。

3．房室旁路消融成功判断标准

（1）显性旁路S波消失。

（2）心室起搏时室房分离或虽然有室房逆传，但为经房室结逆传，具有递减传导特征，且可被ATP阻断。

（3）各种程序刺激不能诱发阵发性室上性心动过速。

房室旁路消融成功率为95％，复发率3％～9％。

（四）室性心动过速的射频消融

室性心动过速（室速）的电生理机制多数是由于折返所致，也有少数病例是由于触发活动引起。RFCA的机制是通过射频阻断折返环路或环路出口，或消除异位自律性和（或）触发活动灶。RFCA已成为特发性室速和束支折返性室速的首选治疗方法，器质性心脏病室速的RFCA治疗尚有待于进一步研究。

1．特发性室速

室速患者中约有10％的患者经检查后找不到器质性心脏病的证据。这些室速称为特发性室速，不同特发性室速机制可能有所不同。根据起源部位可分为特发性右室室速和特发性左室室速。特发性右室室速：多见于中青年，室速呈左速支阻滞图形，电轴正常或右偏。不易被程序刺激所诱发，易被儿茶酚胺所诱发。右室流出道是最常见的部位。特发性左室室速：多见于中青年，室速呈右束支阻滞图形，电轴左偏，部分患者对异搏定有效，绝大多数起源于左室间隔部左后分支区域。

特发性室速的标测和消融：①根据体表ECG对特发性室速起源部位作出大致判断；②起搏和激动标测：起搏标测力求起搏时QRS波形态在12个导联上与自发室速时的QRS波形态完全一致。激动标测，寻找室速发作时最早心室激动处消融。成功消融靶点的局部电图较体表心电图提早20ms以上；③隐匿拖带和舒张期碎裂电位法：主要用于心肌梗死后及扩张性心肌病室速，消融成功率为90％，复发率为3％～5％。具有上述特发性室速特点的无器质性心脏病性频发室性早搏也是RFCA的适应证，并具有良好的疗效。

2．束支折返性室速

束支折返可引起室速，常见的折返径路是以左束支作为逆传支，而经右束支前传，少数是以右束支作为逆传支，而左束支作为前传或左束支的分支之间折返。这类室速易被程序刺激诱发。非缺血性扩张性心肌病是束支折返性室速的主要原因。消融方法是寻找参与折返的束支或分支电位，然后以RFCA阻断相应的束支。成功率达100％。长期预后主要取决于原发性心脏病的情况。

（五）房性快速性心律失常的消融治疗

近年来，RFCA技术已开始应用于治疗多种房性快速性心律失常，包括房性心动过速、Ⅰ型或Ⅱ型心房扑动、窦房折返性心动过速和心房颤动。由于房性心律失常机制的多样性，折返环及异位兴奋灶可分布在左右心房的任一部位，因而消融靶点的标测就更为困难。但随着标测技术的进一步发展以及经验的总结，RFCA也将成为某些房性快速性心律失常的主要和首选治疗手段。

1．心房扑动的消融治疗

心房扑动（以下简称房扑）系由激动在房内环行运动所致的一种主动性、快速而规则的心律失常。根据体表心电图的特点和心房激动／顷序将房扑分为Ⅰ型或Ⅱ型。

Ⅰ型房扑的心房率为250～300次/min，ECG上Ⅱ、Ⅲ、avF导联F波为负向，V导联F波正向。Ⅰ型房扑的折返环局限于右房，有固定的缓慢传导区，即下腔静脉与三尖瓣环隔瓣之间的峡部。房扑时右房激动顺序呈逆时针／顷序，右房间隔按足头方向除极，右房游离壁则按头足方向除极。Ⅱ型房扑的心房率为350～440次/min，可无典型“锯齿波”，Ⅱ、Ⅲ、avF导联F波呈正向。部分Ⅱ型房扑具有与I型相同的折返环路，但右房激动则呈顺时针／顷序。除了Ⅰ型房扑和Ⅱ型房扑外，尚有左房房扑、手术“疤痕”房扑等，这些房扑的折返环路不恒定。目前适合RFCA的房扑是Ⅰ型房扑和部分Ⅱ型房扑。

房扑消融方法：①局部电位标测消融法，即在右房下部冠状窦口附近测较体表心电图F波提早40ms以上的碎裂电位作为消融靶点。②局部定位线性消融，即在下腔静脉与三尖瓣环之间的嵴部行线性消融，从而产生完全阻滞区。Ⅰ型房扑消融成功率95％～100％，复发率为15％。

消融成功标准：①采用各种心房刺激方式，均不能诱发房扑；②消融后在冠状窦口及右房低位外侧刺激，激动顺序证实在嵴部有明确的双向线性阻滞区。

2．房性心动过速的消融治疗

房性心动过速（以下简称房速）相对少见，但常常难以用药物控制，呈无休止型，而引起心动过速性心肌病。房速的机制有折返、触发活动和异常自律性。其起源部位多数位于右房，少数位于左心耳颈部，左房的肺静脉口等。标测消融方法有：①激动／顷序标测法。②起搏激动／顷序标测法。③隐匿拖带标测。当选定靶点后，于房速时试放电消融10s，输出功率为20～30W，如房速终止，继续巩固放电消融30～60s，如试放电10s内房速不终止，则需重新调整大头电极的位置，为防止心房壁穿孔，最好应选用温控大头。消融成功标准为：原诱发房速的程序刺激不再诱发房速，静滴异丙肾上腺素后，使自身心率提高20％后，重复上述刺激，仍未诱发房速则为消融成功。消融成功率90％，复发率5％～15％。

3．心房颤动的消融治疗

房颤的电消融是近年来的重大进展。目前ACC/AHA/ESC指南中导管消融已成为房颤治疗的Ⅱa类适应证，导管消融是一种抗心律失常药物治疗无效的阵发性房颤的推荐治疗。房颤导管消融的治疗地位在多数情况下已至少等同于胺碘酮，在无器质性心脏病或有高血压但左室间隔厚度＜14mm的房颤患者，如考虑应用胺碘酮时就可以应用导管消融。任何情况下胺碘酮无效时亦可以选择导管消融作为维持窦性心律的治疗。

房颤的消融策略很多，但从消融的机制来看主要包括两大类，即消融房颤的促发机制和消融房颤的维持机制。肺静脉的促发在阵发性房颤发病机制中占有重要地位，目前阵发性房颤的消融方法趋于一致，即在3D系统指导下，以肺静脉为主要干预靶点的环肺静脉消融，成功率可达80％～90％。慢性房颤的最佳消融策略仍在进一步探索之中，复杂碎裂电位、冠状窦、额外经线、右心房均成为消融的靶点。在慢性房颤中维持机制较肺静脉的促发更加重要，针对与维持机制的心房复杂碎裂电位的消融在2004年由Nademanee医师提出以后，该策略日益受到重视。无论对于阵发性房颤还是慢性房颤，左房内房颤的维持机制是必需的，而心房复杂碎裂电位可能正是这种房颤维持的关键位点。

与消融策略相对稳定形成鲜明对比的是导管消融新器械的发明日新月异。磁导航系统是导管介入操作领域具有里程碑意义的突破。磁导航导管在磁力线的牵引下可轻易到达心腔内的靶点，减少对术者手术技巧的依赖。

相对成熟、统一的技术策略和方法以及不断革新的器械，有助于房颤导管消融技术的推广和普及。目前文献报道心房颤动的消融治疗成功率达到80％～95％，多项研究一致证明，导管消融对左房大小、左室射血分数、生活质量等方面均有明显的改善。

四、先天性心脏病介入性治疗

1967年，Porstmann等首创用导管法经股动脉置入泡沫塞子堵塞动脉导管未闭获得成功，开辟了非开胸手术治疗先天性心脏病（以下简称是先心病）的新途径。随着科技进步，器械的成熟和技术的提高，大大开拓了介入性治疗先心病的新领域，使经导管介入法成为动脉导管未闭(PDA)、继发孔型房间隔缺损 (ASD)、室间隔缺损 (VSD) 等许多先心病的有效治疗途径之一，是介入性心脏病学的新方向之一。

（一）经导管关闭PDA术

PDA是临床上常见的先天性心脏病，约占先心病的15％～35％。1967年Porstmann等用导管以Ivalon泡沫塞子经股动脉成功关闭PDA。1983年国内钱晋卿首先开展了这项手术，用改良的Porstmann法堵塞PDA，手术成功率高。由于超声心动图或造影等方法测量PDA内径有一定的误差，国内任森根等改进用球囊探测PDA内径，Porstmann法堵塞PDA成功率更高。Porstmann法适合于动脉导管直径5～12cm的较大儿童或成人PDA患者和直径不超过自身股动脉内径1.5倍的PDA患者。Porstmann法价格便宜，手术效果确切，残余分流少，但技术操作复杂，塞子引入鞘较大，常需13F以上的鞘经股动脉途径置入，引起严重血管并发症可达8％，且塞子压缩径要求与股动脉径相匹配，因此临床应用受到了一定的限制。1987年Rashkind等用Rashkind双伞闭合器关闭PDA。Rashkind双伞闭合器装置（美国Bard公司制造）由金属骨架及被覆其上的聚合材料组成，呈双伞形，有两种规格：12mm闭合器，需用8F传递鞘，适应于动脉导管直径2～4mm的PDA；17mm闭合器，需用11F传递鞘，适应于动脉导管直径4～8mm的PDA，手术成功率达85％以上。Rashkind法可经动脉法或静脉法操作，血管并发症少，适应于2～8mmPDA患者，包括较小儿童的各年龄层次。国内1993年陈君柱等首先采用此法关闭PDA10余例，成功率达100％，主要并发症为闭合器脱落所致异位栓塞及术后残余分流。术后报道异位栓塞目前已罕见。伞片栓塞于肺动脉内，可经导管法或外科手术法摘除，在行导管法去除的同时，可再次安置第二个闭合器。也有少数伞片留置肺动脉内，随访观察未见严重并发症；如伞片栓塞于主动脉系统内，多需手术取出。即刻残余分流多见，彩色多普勒显示术后即刻残余分流可达32％，3个月后降为21％，随着结缔组织长入闭合器，还会有所降低，残余分流大多在半年内消失。该法是一种简单、安全、有效的根治PDA方法。1991年Rao和Sideris等报道了用纽扣式装置 (buttoned device) 关闭PDA，成功率达95％以上，有15～60mm10种尺寸，用7～11F导管输送，适应于不同类型、不同大小的PDA患者，即刻及随访结果均佳，术后随访残余分流较Rshkind法稍低。1992年Cambier首先用Gianturco弹簧圈 (Coil) 关闭细小的PDA成功，该方法适应于动脉导管直径＜3.3mm以下的PDA。Coil法价格便宜，4～5F的心导管即可输送，并发症及术后残余分流极少。1998年Masura等报道用美国AGA公司推出的Amplatzer蘑菇型封闭器关闭PDA，成功率近100％。Amplatzer封堵器由具有自膨胀性单盘及连接单盘的“腰部”两部位组成，呈蘑菇状，单盘及“腰部”均系镍钛记忆合金编织成的密集网状结构，内充三层高分子聚合材料，封堵器长7mm，“腰部”直径有所不同，有6mm、8mm、10mm、12mm、14mm多种型号，输送器由内芯和外鞘组成，内芯顶端有螺旋纹，末端附有旋转柄。其操作十分简便，输送鞘小 (6F)，致创伤小，适应范围广，适应于动脉导管直径4～12mm的患者，也适于幼儿的PDA封堵，封闭完全，残余分流率极低。Amplatzer法并发症极少见，主要潜在并发症有封堵器的脱落；婴幼儿心血管内径细，若选择封堵器过大或位置不当，造成主动脉或左肺动脉狭窄。术后动脉导管内膜炎未见报道。

（二）经导管关闭继发孔型ASD术

1976年King首次用双伞装置关闭ASD，但由于其安装操作复杂，且需23F鞘送入，故临床难以接受。1986年Rashkind用单伞闭合器关闭ASD，仍需16F外鞘管送入，且难以操作，失败率高。1988年Lock等进一步完善将双伞闭合器改造成蛤壳型装置 (Clamshell device)，用11F运载导管送入，成功率达63％以上，只适用于ASD＜20mm的小房缺，术后残余分流达37％，且在血管和心内可出现栓塞和断裂等并发症，限制了临床应用。新近出现的蚌状夹式双伞闭，合器 (Cardio SEAL) 有了一定的改进。1996年Sideris用纽扣式补片经8F鞘关闭ASD，适应于ASD直径（球囊测量）＜30mm者。ASD周边的房间隔组织应≥5mm，能支撑补片方可应用本疗法。纽扣式装置易于安装，安全有效，成功率达90％残余分流不超过10％，有一定的应用前景。1998年用AmplatzerASD封堵器关闭ASD成功，该方法适应证广，中央型继发孔型ASD直径4～34mm均可关闭，操作简单且有完全可控性，成功率高达95％以上，创伤小，疗效可靠，是目前最常用的ASD非外科手术方法。

（三）经导管关闭VSD术

VSD介入性治疗是有争议的问题。1988年，Lock等用Rashkind双伞闭合器关闭VSD以来，此技术一直在研究中。1994年，Sideris用纽扣式补片装置关闭VSD，其直径可达25mm。适应证要考虑不损伤瓣膜及腱束的功能，并且关闭VSD有可能引起左束支传导阻滞。近年来，Amplatzar封堵器研制成功，对于肌部、膜周部VSD介入治疗取得成功，开始应用临床，取得较高的技术成功率，有报道为98％。






【思考题】



1．试述PBMV的适应证和禁忌证。



2．PTCA的适应证和成功标准是什么？



3．试述冠状动脉B型病变的特征。



4．试述房室旁路消融的标测方法及成功判断标准。
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（朱建华　陈君柱）


 第五节　细胞移植治疗充血性心力衰竭进展



摘　要
 　充血性心力衰竭 (CHF) 发病率逐年升高，已成为威胁公众健康的一大问题。近年来大量基础和临床研究提示，干细胞移植是一种崭新的治疗方法，骨髓基质干细胞 (MSC) 具有良好的分化潜能，能分化为心肌样细胞、血管内皮细胞和平滑肌细胞，从而再生心肌和血管，延缓心肌重塑，改善心肌收缩功能和室壁顺应性，促进血管再生，建立有效冠脉侧支循环，提高心脏整体功能，既改善了血供又解决心肌细胞数量减少这一心力衰竭的根本原因；而且自体移植不受来源限制，取材方便、创伤小，也不存在免疫排斥和基因突变等安全性问题，因此作为充血性心力衰竭治疗的新途径有着广阔的前景。现就近年来国内外MSC自体移植在治疗CHF方面的研究进展作一综述。




Abstract
 　The incidence rate of congestive heart failure is annually increasing, which is threaten for the public health. In the recent years a large number of basic and clinical studies showed that stem cell transplantation was a new treatment. The bone marrow-induced mesenchymal stem cells (MSCs) have multi-potent to differentiate into cardiomyocytes andvascular endothelial cells. And smooth muscle cells, which contributes to myocardium regeneration, revascularization, and ventricular remodeling with the improvement of cardiac function and compliance. Withmore, MSCs transplantation promotes neoangiogensis, establishes coronary collaterals, improves global cardiac function and attenuates cardiomyocytes less, thus retard heart failure. Autologous MSCs transplantio transplantation is unlimited, available, easy taken, noninvasive, without no immune rejection, gene mutation or other safety problems. It is a new way to treat congestive heart failure with autologous MSC transplantation and with bright prospects. In this review, the development of autologous MSC transplantation in the treatment of congestive heart failure is in troduced as follows.


一、前　言

充血性心力衰竭是一个严重的全球性公众健康的问题，有着很高的致残率和致死率。据世界卫生组织统计，目前充血性心力衰竭发病率逐年升高，平均约2％，65岁以上达到6.4％，其发病率每十年增加一倍，因此在发达国家及一些疾病谱正向发达国家靠拢的发展中国家（包括中国），充血性心力衰竭已成为卫生健康工作者面临的主要问题之一。常见病因为冠状动脉粥样硬化性心脏病心肌梗死、未控制达标的高血压病、原发性扩张型心脏病等。当各种因素作用于心肌细胞引起不可逆损伤后，心肌细胞死亡，纤维组织形成，左室重构，最终导致心力衰竭。目前治疗充血性心力衰竭的方法主要有药物治疗、心脏再同步化治疗和心脏移植等。心脏移植近期效果满意，但受到供体来源少、创伤大、远期移植心冠脉粥样病变、排斥等因素的制约。近年来大量基础和临床研究提示，干细胞移植是种崭新的治疗方法，胚胎或者成体干细胞在梗死的心脏中可以分化成心肌细胞，参与新生血管形成，恢复心功能，显示出良好应用前景。干细胞的“干”译自英文 "Stem"，意为“树”、“干”和“起源”。顾名思义，干细胞即起源细胞。干细胞研究已成为生命科学中最活跃的研究领域之一。干细胞特性包括可无限自我复制和可分化为组成器官的多种细胞。根据分化能力可将干细胞分为多能干细胞和单能干细胞。多能干细胞可分化为任一种细胞，如胚胎干细胞。而单能干细胞只能沿一个细胞系分化，如造血干细胞。按照来源又可将干细胞分为胚胎干细胞、躯体多能干细胞（多数起源于骨髓，在脐血中也有发现）、躯体组织祖细胞（如卫星细胞、成肌细胞）。骨髓细胞表现出显著的异质性，含有骨髓造血干细胞、间充质干细胞和各种组织的祖细胞。骨髓间充质干细胞 (mesenchymal stem cells, MSCs) 是一种多能干细胞，具多向分化的潜能，同时又具有获取方便、扩增能力强、免疫原性低、不受伦理学限制等优点，故而成为近年来细胞治疗和细胞工程的首选种子细胞。

MSCs又称为髓基质细胞或间充质祖细胞，于1966年首次被Friedenstein发现，他从骨髓中分离出成纤维样形态的细胞，称之为骨、软骨祖细胞。它能分化成不同的间充质组织细胞如骨、软骨、脂肪、腱和肌肉组织。另外，MSCs还能分化成一些其他类型组织细胞，如肝、肾、血管内皮细胞、心肌和神经细胞。

二、动物实验

Koh等首先将心房肿瘤 (AT1) 心肌细胞成功移植入宿主心肌并发现其对宿主心功能无损害。Reinecke等将胚胎、乳鼠及成年大鼠心肌细胞移植入正常心肌、急性冷冻损伤心肌以及肉芽组织（损伤后6d），发现成年大鼠心肌细胞在任何情况下都未存活，而胚胎与乳鼠心肌细胞则能形成成熟的心肌组织并能与宿主心肌耦合。Tomita等采用鼠冻伤心肌模型进行自体MSC移植，以BrdU作标记，移植后5周在移植区域组织切片中检测到BrdU染色阳性细胞且其肌钙蛋白T染色阳性，证实自体移植的5-氮胞苷诱导的MSC转化为心肌样细胞，并改善梗死心肌的功能；2002年他们还观察了自体MSC移植对大动物的心肌再生作用，结果提示移植细胞可形成岛样心肌细胞，促进血管新生，防止左室重塑，提高局部及全心的收缩功能。

Tang等采用结扎左前降支的方法制作大鼠MI模型，1周后将体外扩增的自体MSCs用DAPI标记后多点注射至心肌梗死区及其周围，结果表明，在移植区域组织切片中能检测出DAPI标记的植入细胞，移植后第1、2及4周，MI区移植细胞逐渐分化成心肌细胞和平滑肌细胞，免疫荧光分析表明MSCs表达cTnT，说明一小部分MSCs分化成了心肌样细胞；半定量分析表明MSCs移植组毛细胞血管密度明显增加，而且4周后血流动力学表明MSCs移植组心功能明显改善，半定量组织形态学检查表明MI区域面积显著减小，左室壁厚度较对照组为厚，左室心腔扩张指数较低；超声心动图、心导管检查也均证实了MI后MSC移植能改善心功能。该研究说明，MSCs移植能够通过血管重建和心肌再生改善心脏结构和功能。

我们对新西兰大白兔大鼠等心梗模型中的研究表明，将同种异体骨髓间充质干细胞直接注射移植入心肌梗死区域能改善心肌梗死后的心脏功能。新西兰白兔分为3组。其中实验组制成MI模型后即刻在MI局部区域注射1×107
 个/ml的同种异体MSCs悬液，共0.3ml；模型组制成MI模型后在MI局部区域注射0.3ml磷酸缓冲液 (PBS)；假手术组冠状动脉下穿线而不结扎，对应实验组MSCs移植部位注射0.3ml PBS。MSCs移植前用BrdUrd体外标记。4周后发现实验组死亡率16.7％（2/12）显著低于模型组35％（7/20）（P
 ＜0.05）。存活4周动物中，实验组术后LVIDd、LVIDs为1.17±0.21cm、0.74±0.13cm，显著小于模型组1.64±0.14cm、1.19±0.12cm（P
 ＜0.05）；实验组术后LVEF为（63±6）％，显著大于模型组（53±6）％（P
 ＜0.05）。实验组存活4周的10例动物中，8例（80％）发现移植细胞存活于非MI区、MI区及其周边，并部分转化成心肌样细胞；7例（70％）移植细胞参与构成MI区域血管组织。

也有些研究发现MSCs移植只是短期改善心功能，并无长期稳定效果，只能提高局部心肌收缩功能和改善心室重构。出现这种情况可能是由于短期心功能受益来源于MSCs的旁分泌作用，很少MSCs分化成真正意义上的心肌细胞。还有一个重要原因就是移植的MSCs在宿主心肌微环境中存活率很低。MSCs移植在一个极度恶劣的微环境中，缺乏血液供应、低氧浓度、组织损伤触发炎性反应以及产生氧化应激反应和细胞毒性物质等都可能导致移植细胞的死亡，其中之一是通过凋亡的机制。MSCs移植后生存率低大大限制了细胞治疗的效果，因此保护移植的MSCs，提高其在宿主中的存活率是细胞治疗成功的关键。目前提高MSCs存活的方法主要有两种：一是基因修饰MSCs，二是用有利于生存的细胞因子或其他物质预处理MSCs。Chang等发现活化的Akt/PKB能够作用于下游关键的凋亡蛋白如Bcl-2家族成员的促凋亡因子Bad，使之失活，起到抗凋亡的作用。Li等在MSCs中转染抗凋亡基因Bcl-2，减少了32％的细胞凋亡和增加了60％的VEGF分泌。体内移植后，转染了Bcl-2的MSCs存活率也明显增加。Song等转染基因进入MSCs，使MSCs表达组织转谷氨酰胺酶增高，继而增高细胞的黏附，最终提高移植后细胞的生存。肾上腺髓质素 (adrenomedulin, AM) 能通过PI3K/Akt通路抑制细胞凋亡，分别用MSCs和AM或者两者联合经静脉输入到大脑中动脉阻塞2h的大鼠中，发现MSCs和AM联合治疗组效果最好，AM能提高MSCs的治疗潜力，可能是通过抑制移植的MSCs的凋亡和诱导血管形成。聚胺是哺乳动物细胞生存和生长有力的调节剂，Muscari等研究检测显示聚胺耗损能是一种对抗MSCs凋亡有用的手段。还有研究显示用洛伐他汀处理MSCs能激活PI3K/Akt和ERK1/2通路，显著地抑制缺氧与缺血清诱导的MSCs凋亡。

我们先前的研究发现缺氧预处理可降低缺氧缺血清诱导的MSCs凋亡，增强MSCs对心肌细胞的保护作用。MSCs表面表达Heregulin和ErbB受体，且Heregulin对无血清和缺氧诱导的MSCs凋亡具有保护作用，从而促使其对心肌细胞的保护作用。用环胞霉素A预处理的MSCs可通过线粒体途径抗细胞凋亡，增强移植后细胞的存活率。MSCs的抗凋亡作用可能与电压依赖性的通道相关，因而K+
 通道阻滞剂能有效降低MSCs移植后的凋亡率。

三、临床应用

目前临床研究中使用的细胞主要为自体骨髓干细胞和骨骼肌成肌细胞。报道细胞移植所采用的途径主要为经冠状动脉注入、开胸手术时注射入心外膜下、经导管注射入心内膜下三种。

Strauer等用PTCA球囊将自体骨髓单核细胞植入梗死相关动脉，随访3个月后发现10例接受BMC移植的患者梗死区显著小于接受标准治疗的急性心肌梗死患者 (P
 =0.04)，每搏输出量、左室收缩末期容积、收缩能力、梗死区心肌灌注显著改善。

REPAIR-AMI (reinfusion of enriched progenitor cells and infarcted remodeling in acute myocardial infarction) 是第一个分析AMI后早期冠状动脉内移植骨髓祖细胞治疗效果的随机双盲安慰剂对照多中心研究，共入选204例患者，患者接受移植的时间平均为心肌梗死后4天，经冠状动脉内注射骨髓干细胞（约2×108
 ）或是无细胞的上清液。随访4月时LVEF的绝对增加值在细胞移植组为（5.5±7.3）％对照组为（3.0±6.5）％，P
 =0.01。亚组分析表明基线LVEF在平均值或以下的患者（≤48.9％）获益最大，特别在开始治疗迟的患者（AMI后5d）LVEF增加更显著（7.0％比1.9％）。治疗组中，改善原因部分与收缩末容积缩小有关，而舒张末容积无改变。随访1年时细胞移植组临床终点事件（死亡、心肌梗死再发、血运重建）显著低于对照组（P
 =0.01）。研究提示冠状动脉内骨髓干细胞移植对急性心肌梗死患者来说是安全可行的策略，可促进新近梗死心肌的功能再生。

MAGIC Cell-3-DES试验 (myocardial regeneration and angiogenesis in myocardial infarction with G-CSF and intra-coronary stem cell infusion-3-drug eluting stents trial) 评价基于G-CSF动员的干细胞疗法的安全性和比较冠状动脉内注射动员的外周血干细胞对AMI和陈旧性心肌梗死 (OMI) 的效果。96例心肌梗死患者用药物涂层支架血运重建后随即分为4组，其中82例完成了6个月随访。细胞移植组用G-CSF 3d动员外周血干细胞并收集，再经冠状动脉内注射移植。与对照组相比，AMI细胞移植组LVEF显著增加、重构改善〔LVEF改变：（+5.1±9.1）％比（-0.2±8.6）％，P
 ＜0.05；收缩末期容积改变（-5.4±17.0）mL比6.5±21.9mL，P
 ＜0.05〕。OMI患者LVEF和左室重构无明显改善，但冠状动脉血流储备显著增加。用药物涂层支架后基于G-CSF的干细胞治疗并不促进内膜增生。

BOOST试验是心肌梗死后经冠状动脉移植自体骨髓细胞的随机对照研究。患者入选标准：急性ST段抬高性心肌梗死（5天内）成功行PCI。细胞移植时间：PCI后4.8±1.3d。主要终点：6、18月后的LVEF改变（MRI检查）。结果发现6月时细胞移植组LVEF增加显著高于对照组（6.7％比0.7％），但18个月时两组间差异无统计学意义（5.9％比3.1％）。研究提示单次冠状动脉内注射BMCs可加速AMI后LVEF恢复。那么这种LVEF的加速恢复能否给患者带来更多的临床益处值得我们认真考虑和进一步研究。

TOPCARE-CHD试验 (transplantation of progenitor cells and recovery of LV function in patients with chronic ischemic heart disease trial) 为随机对照交叉设计，共入选75例稳定的缺血性心脏病患者（心肌梗死至少3个月以上）。向供应左心室运动最差区域的冠状动脉内输注外周血祖细胞（24例）、骨髓祖细胞（28例），对照组不输注细胞（23例）。随访3个月后，对照组患者随机分为接受外周血祖细胞或骨髓祖细胞输注，研究初始接收外周血祖细胞或骨髓祖细胞移植的患者分别交叉到接受骨髓祖细胞或外周血祖细胞输注。结果发现移植骨髓祖细胞患者的LVEF改变绝对值（+2.9％）要显著高于输注外周血祖细胞（-0.4％，P
 =0.003）或不输注细胞的患者（-1.2％，P
 ＜0.001）。心脏收缩功能的增加与冠状动脉内输注骨髓祖细胞区域心肌收缩显著增强有关。研究的交叉相分析显示无论患者是从对照交叉到骨髓祖细胞还是从外周血祖细胞交叉到骨髓祖细胞，冠状动脉内输注骨髓祖细胞后左心室整体和局部收缩功能均显著改善。研究提示对于OMI心肌已经愈合的患者冠状动脉内输注祖细胞是安全可行的，骨髓祖细胞移植3月后LVEF有轻度但是统计学显著意义的升高。

我们自己的研究也发现自体骨髓间充质细胞移植对OMI患者也是安全有效的，22例陈旧性心肌梗死伴心功能不全患者随机分为对照组和移植组各11例，在常规药物治疗的基础上，经冠状动脉内注射自身骨髓间质干细胞或等量生理盐水。术后3个月和6个月，与对照组比较，细胞移植组BNP降低，6min步行试验距离增加，与自身术前比较差异亦具显著性。术后3个月，细胞移植组LVEF增加，与对照组和自身术前比较差异有显著性（0.40±0.03比0.37±0.09，0.35±0.05，P
 ＜0.05）。术后6月，细胞移植组左室舒张末容积缩小，与对照组和自身术前比较差异有显著性。双核素心肌显像提示移植组术后6个月灌流—代谢不匹配节段数增加，与对照组和自身术前比较差异具显著性（7.60±1.26比6.20±1.14，5.80±1.69，P
 ＜0.05）。围手术期及术后6个月随访中未见任何严重心律失常发生。对于原发性扩张型心肌病，MSCs移植虽然不改变LVEF，但能改善6min步行试验，降低BNP的增高，改善心功能不全。

四、结　论

目前提高MSCs存活的方法主要有转染促存活基因以及用细胞因子和其他物质处理MSCs等，取得一定的效果。但用病毒转染时有免疫原性及毒性作用，可能会限制在临床上的使用，所以需要寻找一种更安全有效的转染方法。另外转染的基因高表达也会带来一定的风险。而用细胞因子和其他物质处理MSCs仍处于体外细胞的研究阶段，其疗效还需要大量的体内动物实验以及大规模、多中心、双盲、对照临床研究来证实。ASTAMI (autologous stem cell transplantation in acute myocardial infarction) 研究发现细胞移植前后 CK、CK-MB无明显改变。REPAIR-AMI研究发现随访4个月时细胞移植组LVEF增加更多，1年时临床事件（包括死亡、心肌梗死再发、血运重建）更少；细胞移植组和对照组均有2例死亡，对照组6例再发心肌梗死，血运重建更多（28:19）。关于再狭窄，MAGIC Cell-3-DES试验已证实在药物涂层支架基础上干细胞治疗并不增加再狭窄。因此从目前的证据看，缺血性心脏病的干细胞治疗是安全有效并且切实可行的。未来应该进行更大样本（每组几百例）、更长时间（3～5年）的大规模随机对照多中心研究来进一步评价它的效果和风险。同时基础和临床研究应该齐头并进，明确哪种细胞能够真正有效改善心功能、细胞移植的效果能持续多久、如何安全有效地提高移植后MSCs存活率、重复移植是否带来更大的益处等。






【思考题】



1．细胞移植治疗充血性心力衰竭的可能机理如何？



2．目前用于临床治疗充血性心力衰竭的移植细胞有哪些？有哪些证据支持？



3．试述干细胞的特性及分类，并举例说明。
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（王建安）


第二章　呼吸系统疾病


 第一节　肺血栓栓塞症 (PTE) 的诊断和治疗进展



摘　要
 　肺血栓栓塞症 (PTE) 的发病率、病死率高，误诊、漏诊率高。本章综述了肺血栓栓塞症的危险因素，诊断方法，包括通气／灌注扫描 (ventilation-perfusion scanning, V/Q)、CT肺动脉造影 (CT arteriography, CTPA)、磁共振肺动脉造影 (magnetic resonance pulmonary angiography, MRPA)、肺动脉造影 (pulmonary arteriography, PAG) 和诊断思路。同时探讨肺血栓栓塞症的内科学治疗，主要包括溶栓和抗凝治疗。其中，抗凝为肺血栓栓塞症患者所必需，而溶栓适用于大块和次大块肺栓塞。




Abstract
 　Pulmonary thromboembolism (PTE) has high morbidity, case fatality as well as high rate of misdiagnosis. The state of risk factors, the art of diagnostic evaluation and treatment of PET was reviewed. Recent advances in imaging and pharmacotherapeutics have tremendously improved the diagnosis and treatment of pulmonary thromboembolism. Nuclear lung scan (V/Q scan), CT pulmonary angiography (CTPA), magnetic resonance pulmonary angiography (MRPA) and pulmonary arteriography (PAG) have revolutionized the diagnostic methodology and risk assessment criteria. While all patients of pulmonary embolism require anticoagulation, systemic thrombolytic therapy is the mainstay of initial treatment in massive and submassive pulmonary embolism.


一、基本概念

肺栓塞 (pulmonary embolism, PE) 是以各种栓子阻塞肺动脉系统为其发病原因的一组疾病或临床综合征的总称，包括肺血栓栓塞症 (pulmonary thromboembolism, PTE)、脂肪栓塞综合征、羊水栓塞、空气栓塞等。PTE是PE的常见类型，是临床常见的危重病症，为继冠状动脉粥样硬化性心脏病和脑卒中后的第3大死因。深静脉血栓形成 (deep venous thrombosis, DVT) 是PTE的主要病因，约有70％～90％的PTE的血栓来源于下腔静脉系统，以股静脉及髂静脉多见。

二、PTE和（或）DVT危险因素

DVT和PTE是同一疾病过程的不同部位、不同阶段的两种表现形式，DVT、PTE共属于静脉血栓栓塞症 (venous thromboembolism, VTE)。PTE的危险因素同VTE, 即Virchow的三大经典风险因子——静脉血液淤滞、静脉系统内皮损伤和血液高凝状态，并往往有一个以上因素叠加参与血栓的形成。

（一）获得性危险因素

某些危险因素增加了DVT和PTE的风险。包括：年龄≥40岁；肥胖；有VTE病史；恶性肿瘤；卧床≥5d; 外科手术，尤其术后制动的手术，如髋或膝关节置换；充血性心力衰竭或心肌梗死；静脉曲张；下肢骨折；雌激素治疗；脑卒中；多发性创伤尤其如脊髓损伤；分娩；中心静脉置管；长途旅行。

（二）原发性危险因素

年龄＜40岁的患者无明显诱因反复发生VTE, 或于不典型部位（颅内、肠系膜、门或肝静脉）发生者应考虑为原发性因素。包括：V因子Leiden突变，引起活性蛋白C抵抗；蛋白S缺乏；蛋白C缺乏等。

三、PTE的临床表现

PTE的临床表现复杂多样，与疾病的发生发展的三个不同阶段相关。以下分述之。

（一）深静脉血栓形成时期，表现为DVT的症状和体征

有相当一部分下肢近端DVT表现为：大腿部或腓肠肌不适，皮肤温度升高，水肿，皮肤红斑，沿受累静脉径路压痛，束状物，浅静脉扩张，浅表侧支静脉隆起。小腿DVT表现为：腓肠肌疼痛或压痛，组织肿胀，水肿有或无，而束状物极少见。约半数以上的下肢深静脉血栓患者无自觉症状和体征。

（二）栓子脱落栓塞肺动脉时期，为肺动脉栓塞期症状和体征，主要包括

（1）肺通气和换气功能障碍症候群　突发不能解释的呼吸困难，呼吸急促，RR＞20次/min，紫绀。

（2）肺动脉高压和右心功能不全症候群　进行性呼吸困难，肝区胀痛；颈静脉充盈，怒张，搏动增强和压力升高，P2
 亢进，三尖瓣收缩期反流性杂音和下肢水肿。

（3）体循环低灌注症候群　即循环性虚脱，表现为心搏骤停、休克、低血压、晕厥、心绞痛、大汗、恐惧、SBP≤90mm Hg（或15min内SBP下降≥20mm Hg）、脉搏细弱、HR≥100次/min、胸骨左缘奔马律等。

（三）栓塞后期，表现为梗塞期症状和体征

栓塞面积＞50％的大块或多发性PTE, 临床症状比较典型：①突发性呼吸困难；②胸痛，吸气时加重，多呈胸膜炎样胸痛；③咯血，多发生在栓塞后24h内；④伴或不伴发热；⑤浅快呼吸，哮鸣音，局限性细湿啰音以及胸膜炎和胸腔积液的相应体征。

在有以下情况时，须警惕PTE的发生：①突发的原因不明的呼吸困难，同时伴以下四项之一者：有一侧或双侧不对称性的下肢肿胀；呼吸困难与肺部体征不相称，难以用基础肺部疾病解释；患者可以平卧，手术后突然出现。②突发的晕厥或休克。③突然出现的急性右心室负荷增加，表现为：ECG显示明显右心室负荷增加，但既往无慢性肺部疾病史；UCG显示肺动脉高压和右心室负荷增加，但左心室功能正常；有慢性肺动脉高压和右心室负荷增加的临床表现，但无慢性支气管炎病史，肺通气功能正常。

四、基本诊断检查

（一）血浆D-二聚体 (D-dimer)

血浆D-二聚体是交联纤维蛋白的特异性降解产物，含量增高提示体内呈高凝状态及微血栓形成。PTE发作时其血浆中D-二聚体常＞500μ
 g/L，但感染、肿瘤、外伤及其他炎症状态时也可使其含量增高。基于ELISA的D-二聚体测定敏感性可高达96％～98％，特异度仅60.4％在临床应用中，D-二聚体对急性PTE有较大的排除诊断价值，≤500μ
 g/L是排除PTE的筛选指标之一。

（二）心电图 (ECG)

多数病例表现非特异性的心电图异常，且改变常为一过性，动态观察有助于诊断。最常见的ECG表现有：V1
 ～V4
 的T波改变和ST段改变，新出现的S
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 ，不完全右束支传导阻滞 (imcomplete right bundle-branch block, ICRBBB)，肺型P波，电轴右偏图形。

（三）X线胸片 (CXR)

胸片常有改变，但缺乏特异性。可出现：①肺动脉高压征象：如右下肺动脉增宽，肺动脉段膨隆以及右心室扩大征；②肺栓塞征象：如区域性肺血管纹理变细、稀疏或消失，肺野透过度增加；③肺梗塞征象：肺不张、肺野局部浸润性阴影，尖端指向肺门的楔形阴影，以及患侧膈肌抬高，少至中等量胸腔积液征等。X线胸片可提供线索、除外其他与PTE相类似的疾病，但不能以此确诊或排除PTE。

（四）动脉血气分析 (ABG)

主要表现为低氧血症，约有80％PTE患者PaO2
 ≤80mm Hg。PaCO2
 降低，PA-aO2
 增加，动脉氧饱和度降低。但血气正常不能除外PTE。

（五）超声心动图 (ECHO) 和双下肢静脉超声

超声心动图是发现与评价PTE的重要手段，其直接征象为肺动脉主干及其分支内有血栓存在，间接征象是右室壁局部运动幅度降低，右心室和（或）右心房扩大，室间隔左移和运动异常，近端肺动脉扩张，三尖瓣反流速度增快，下腔静脉扩张，吸气时不萎缩。同时，双下肢静脉超声 (VU) 能及时发现和证实DVT, 辅助诊断PTE。

五、确定诊断方法

（一）通气／灌注扫描 (ventilation-perfusion scanning, V/Q)

通气／灌注扫描是传统的一线诊断方法，安全，无创伤，敏感性高，特异性低，需密切结合临床进行判断。阳性标准为：出现两个或两个以上呈肺段分布的灌注缺损区，或出现呈亚段分布的灌注缺损；肺通气显像基本正常，灌注缺损区通气显像有明显的放射性充填，即V/Q不匹配；多数同时存在下肢深静脉显像异常。

（二）CT肺动脉造影 (CT arteriography, CTPA)

CTPA有取代V/Q扫描，甚至PA的趋势。BTS2003指南指出“CTPA已经成为诊断肺栓塞的主要影像学方法”。CTPA可显示PTE直接征象，即肺动脉血管内充盈缺损、血管部分性或完全性闭塞，其中最特征性的征象是与血管壁成锐角的充盈缺损。还可显示PTE的间接征象，如局限性肺血管纹理纤细，与相对正常密度肺组织镶嵌形成“马赛克”征、肺梗塞、肺动脉高压改变，呈“残根征”，右心室增大、胸腔积液。近来，肺栓塞诊断实验比较了联合应用CTPA和CT静脉造影，发现单独CTPA的敏感率是83％，而联合应用可提高敏感率至90％，尤其适用于复杂病例。

（三）磁共振肺动脉造影 (magnetic resonance pulmonary angiography, MRPA)

MRPA是另一种无创性检查方法，其诊断价值与CTPA相似。因无放射性损害，很少引起对比剂过敏反应，适用于碘过敏患者。

（四）肺动脉造影 (pulmonary arteriography, PAG)

PAG是诊断PTE的金标准，但随着CT和MR技术的发展，有创性的导管法肺动脉造影技术在诊断PTE方面的地位正在不断削弱，目前主要用于肺血管病鉴别诊断及获取血流动力学资料。

六、诊断思路

为降低肺栓塞误诊漏诊率，提高诊断正确率，必须完善规范肺栓塞的诊断方法。①对存在危险因素，特别是并存多个危险因素的病例，需要有较多的诊断意识；②临床症状、体征，特别是高危病例出现不明原因的呼吸困难、胸痛、晕厥和休克或伴有单侧或双侧不对称性下肢肿胀、疼痛等，对诊断具有重要提示意义；③结合心电图、X线胸片、血气分析、超声心动图、血浆D-二聚体等可初步诊断PTE或排除其他疾病。表2-1为加拿大Wells PTE临床可能性预测评分。图2-1为可疑PTE诊断流程。


表2-1　PTE临床可能性预测评分
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图2-1　可疑PTE诊断流程

七、肺血栓栓塞症的内科治疗

（一）治疗选择

内科抗凝溶栓治疗对大和（或）致命性PTE是确定的标准疗法；外科则有肺动脉血栓内膜剥脱术；经皮导管介入治疗有经导管肺动脉溶栓和经导管栓子祛除。治疗应遵循个体化原则，需要综合考虑以下一些因素：栓塞面积，血流动力学状态，基础疾病，心肺基础功能状态，年龄，并发症，合并症，治疗方法的适应证、禁忌证。

以下详述内科治疗。

（二）一般处理

一般处理包括：监测；安静，绝对卧床2～3周，有效抗凝者卧床时间可适当缩短；吸氧；止痛；抗生素（预防肺栓塞合并感染，治疗下肢血栓性静脉炎）；纠正心律失常。

（三）呼吸循环支持治疗

抗休克：多巴胺5～10μ
 g/(kg·min)，或多巴酚丁胺3.5～10μ
 g/(kg·min)，或去甲肾上腺素0.2～2.0μ
 g/(kg·min)，以维持平均动脉压＞80mm Hg，心脏指数＞2.5L/(min·m2
 )，尿量＞50ml/h。

（四）溶栓治疗

1．溶栓治疗的目的

溶栓的目的是为了度过危急期，减少病死率，改善病程和复发率。它能迅速溶解部分或全部血栓；恢复肺组织再灌注；减小肺动脉阻力，降低肺动脉压，改善右室功能；改善体循环血流动力学；改善机体氧合。

2．适应证

大块肺栓塞；肺栓塞并发休克或体动脉低灌注；原有心肺疾病的次大块肺栓塞引起循环衰竭者。血压和右室功能均正常者不推荐进行溶栓。

3．禁忌证

（1）绝对禁忌证　①近期（6个月内）活动性胃肠道大出血；②两个月内的脑血管意外、颅内或脊柱创伤或外科手术；③活动性颅内病变（动脉瘤、血管畸形、肿瘤）。

（2）相对禁忌证　①未控制的重症高血压（收缩压＞180mm Hg, 舒张压＞110mm Hg）；②出血性糖尿病，包括合并严重肾病和肝病者；③近期（10d内）外科大手术、不能用压迫止血部位的血管穿刺、器官活检或分娩；④2个月内的缺血性脑卒中；⑤6个月以上的胃肠道出血；⑥15天内的严重创伤；⑦一个月内的神经外科或眼科手术；⑧近期心肺复苏；⑨感染性心内膜炎；⑩妊娠；⑪出血性视网膜病；⑫动脉瘤；⑬左房血栓；⑭心包炎；⑮肺栓塞并发咯血；⑯高龄（＞70岁）；⑰血小板计数＜100×109
 /L，或凝血酶原时间大于对照值的50％；⑱潜在的出血性疾病。

4．溶栓治疗时间窗

一般定为2周以内，越早越好（国内＜1周疗效达90％）；同时鉴于血栓的动态变化，对溶栓时间窗不作严格规定，2周以上也可能有效，但显效率下降；溶栓应尽可能在PTE确诊的前提下慎重进行。

5．溶栓方案

《中国肺血栓栓塞症诊断与治疗指南（草案）》推荐溶栓方案：①尿激酶：12h溶栓方案：负荷量4400IU/kg，静注10min，随后以2200IU/(kg·h) 持续静滴12h; 2h溶栓方案：20000IU/kg量持续静滴2h。②链激酶：负荷量250000IU，静注30min，随后以100000IU/h持续静滴24h。由于链激酶具有抗原性，诱导产生循环抗体，因此6个月内不能重复使用，避免出现过敏反应。③rt-PA：50～100mg持续静脉滴注2h，其优点是对纤维蛋白特异性高。

6．溶栓疗效的评价

症状改善：呼吸困难好转；血流动力学改善：心率减慢，血压升高，脉压增宽；机体氧合改善：动脉血气分析好转，PaO2
 、PaCO2
 ↑；心电图改善：右心室负荷改善；胸部X线平片改善：肺血管纹理减少区域血流增加，肺血分布不均改善；超声心动图好转：室间隔左移减轻、右心房室内径缩小、右心室运动功能改善、肺动脉压下降、三尖瓣反流减轻；最明确的评价溶栓疗效的指标是核素肺灌注显像、螺旋CT、电子束CT、MRA及肺动脉造影。

7．溶栓治疗的并发症

（1）出血　溶栓疗法最重要的并发症，各家统计不一，平均为5％～7％，致死性出血约为1％。三种溶栓药的大出血发生率相似，rt-PA、UK和SK分别为13.7％、10.2％和8.8％。最严重的出血是颅内出血，为1.2％，约半数患者死亡，舒张压升高是颅内出血另一个危险因素。腹膜后出血症状比较隐匿，多表现为原因不明的休克，应注意观察。另外较重要的出血是肺动脉造影静脉穿刺部位，多形成血肿，少量出血可不处理，严重出血应立即停药，输冷沉淀或新鲜冷冻血浆，并给对羧基苄胺或6-氨基乙酸。

（2）溶栓治疗的其他并发症　发热；过敏反应，链激酶多见；胃肠道反应；肌痛、头痛；复栓；DVT脱落。

（五）抗凝治疗

抗凝治疗的目的是阻止已形成血栓的延伸，阻止新血栓的形成。抗凝治疗能迅速改善消除PTE症状，降低急性PTE病死率＜5％，减少严重出血并发症，降低PTE复发率，并降低医疗费用。

1．适应证

不伴肺动脉高压及血流动力学障碍的非大面积急性PTE; 非近端肢体DVT; 临床高度怀疑PTE; 肺栓塞溶栓后的抗凝治疗—序贯治疗，巩固加强溶栓疗效，避免栓塞复发。

2．禁忌证

活动性内脏出血；凝血机制障碍；血小板减少症（＜100×109
 /L）；严重的未控制的高血压（180/110mm Hg）；亚急性细菌性心内膜炎、心包渗出、动脉瘤；严重肝肾功能不全、肝素过敏及近期手术史；妊娠前3个月，产前6周；消化道溃疡。但须注意，当PTE确诊时，以上即均为相对禁忌证。

3．常用抗凝治疗方案

（1）开始时静脉泵入普通肝素，然后过渡为口服华法令。

（2）开始时皮下注射低分子肝素，然后过渡为口服华法令。

（3）整个疗程一直使用皮下注射低分子肝素。

4．用药方法和用量

（1）普通肝素　用药原则：快速、足量和个体化。大多数患者的足够标准肝素 (standard heparin, SH) 抗凝量为1000～2000U/h, 使最初24h内的APTT延长至正常值的1.5～2.5倍，维持5～7d后过渡到口服抗凝药；严重、复发性PTE或广泛髂股DVT的急性期，肝素抗凝疗程应为7～10d甚至延长到21d或更长。

用药方案：①持续静脉泵入，首剂负荷量80U/kg（或5000～10000U静推），继之以18U/(kg·h) 速度泵入；然后根据APTT调整剂量（1.5倍为起效剂量，1.5～2.5倍为抗凝的适当范围，APTT每6h监测1次）；②间隙静脉滴注：5000U, q4h; 或7500U, q6h静脉滴注；③间隙皮下注射：一般先静注3000～5000U, 然后按250U/kg, q12h皮下注射。

（2）低分子肝素 (low molecular weight heparin, LMWH)　LMWH是SH的短链剂。特点：抗凝血Ⅹa因子的作用强于抗Ⅱa因子2～4倍，更能预测抗凝剂量—效应关系，药物吸收完全、皮下注射、生物利用度高（＞90％），T1/2较长，较少发生血小板减少，一般不需监测凝血指标，故适用于非大面积肺栓塞治疗及PTE和DVT的院外治疗。注意事项：①由于各种LMWH的抗Ⅹa:Ⅱa比值不同，药代动力学、治疗作用及安全性也存在一定差异，因此推荐剂量各不相同；各种LMWH并不等效，抗凝治疗不能简单互换。②LMWH在无禁忌证情况下是安全的，但在重度肥胖者（体重＞150kg）或体重过轻者（＜40kg）、孕妇或重度肾功能不全者须严密监测血浆抗Ⅹa因子活性（维持在0.4～1.0U/ml），特别是肌酐清除率低于30ml/min时，应慎用。

（3）维生素K拮抗剂　用SH/LMWH3～7d后或达到治疗性APTT水平后都应口服维生素K拮抗剂作为长期抗凝维持治疗，防止血栓形成及复发。因维生素K拮抗剂起效慢，对已活化的凝血因子无效，因此不适用于血栓形成的急性期。

常用维生素K拮抗剂方案：华法令：首剂3～5mg口服，维持量1.5～3.0mg/d；新抗凝片：第1天2～4mg，维持量1～2mg/d；双香豆素或新双香豆素：第1天200mg、第2天100mg，维持量25～75mg/d。

特点：口服5d后效果最明显，最初3～5d内有促凝血可能，应在使用肝素稍后（第3天）开始给药并与肝素合用4～5d，避免冲击剂量。调节剂量使国际标准化比值 (international normalized ratio, INR) 达2.0～3.0（抗磷脂综合征者INR2.5～3.5），连续两天达2.0～3.0后可停用肝素。

口服抗凝药的疗程：①低危人群，危险因素一过性（如手术创伤）：危险因素去除后继续抗凝3个月；②中危人群，存在手术以外的危险因素或初次发病且找不到明确危险因素：治疗6个月以上；③高危人群，复发或危险因素不能去除的病例：包括恶性肿瘤、易栓症、抗磷脂抗体综合征、慢性血栓栓塞性肺动脉高压、复发性VTE、放置下腔静脉滤器等。应长期甚至终生抗凝。

5．抗凝治疗并发症

（1）出血　发生率约3％～7％，表现为皮肤淤点、咯血、血尿、胃肠道出血，甚至颅内出血。原有消化性溃疡、脑血管疾病、严重心脏病、肝肾功能不全、高龄者易发生出血。

（2）肝素导致的血小板减低 (HIT)　约5％包括：①轻型：肝素直接引起血小板聚集，用药2～4d发生，停药后恢复，血小板在7万以不停药也能恢复；②重型：肝素依赖性的IgG抗体导致：初用4～15d内发生，再次用药2～9d内出现，血小板常降至5万以下或较基础值减少1/3以上，必须停用肝素，置入腔静脉滤器并改用其他血栓抑制剂，如重组水蛭素，直到血小板升至10万时再用华法令。

（3）其他并发症　皮肤坏死，由于长期注射肝素可能引起注射部位皮肤坏死；肝素纯度不够所致过敏反应；骨质疏松，多见于不孕女子，与早期大量使用肝素有关。

6．抗凝药的紧急终止

（1）肝素　半衰期1～6h，平均1.5h，停药后凝血功能很快恢复；或使用硫酸鱼精蛋白，1mg可中和肝素100U。

（2）LMWH　半衰期6h，停药后凝血功能很快恢复；可用0.6ml鱼精蛋白拮抗速避凝0.1ml。

（3）华法令　半衰期42h，停药2d凝血功能可恢复；Vitk1
 10mg注射6～12h内可终止抗凝作用；紧急情况下用新鲜冷冻血浆或浓缩凝血因子补充Vitk依赖性凝血因子可迅速终止出血。

七、结　语

PTE的发病率和病死率均很高，严重危害人民健康。目前欧美国家对PTE的漏诊误诊率达70％，国内远在其上。降低肺栓塞误诊漏诊率，提高诊断正确率，需要广大临床医生增强基本诊断意识，摆脱“呼吸困难、胸痛、咯血”三联征的束缚；从PTE病理生理角度，认识DVT→栓塞期→梗死期“三部曲”；采用简化的临床可能预测评分联合D-dimer结果，初步评估和诊断PTE; 合理选择确定诊断方法。

与介入治疗和外科手术相比，内科治疗PTE创伤小、起效快、病死率低，因此，急性肺动脉栓塞的内科治疗仍然是确定的标准疗法。进一步探索适合于我国患者的抗凝与溶栓治疗方案，将促成新版的《肺血栓栓塞的诊断与治疗指南》的产生。






【思考题】



1．简述PTE的诊断思路和诊断流程。



2．PTE的溶栓的适应证和溶栓方案如何？
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 第二节　特殊类型的结核病



摘　要
 　支气管内膜结核是气管、支气管黏膜或黏膜下层的结核病变，又称支气管结核。其临床表现无特异性，但咳嗽是几乎所有病人的主要症状。影像学检查对诊断支气管内膜结核有一定帮助，支气管镜是诊断和治疗内膜结核最主要的手段。支气管内膜结核的治疗包括全身抗结核药物治疗、局部给药治疗、介入治疗以及手术治疗。



老年结核是指在老年期发病或老年前期发病未彻底治愈而迁延至老年期者。内源性复燃是老年结核的主要发病机制。其临床表现以及影像学改变往往不典型，且并发症多、复治病例多。因此，针对老年结核病的诊治强调个体化、重视全身情况、多病同治以及关注心理、加强督导等。



耐药结核病 (DR-TB) 系指病人排出的结核菌对常用抗结核药物产生耐药，包括原发耐药和获得性耐药。耐药的发生包含三个方面的因素：医生、病人和药物，其中医生的因素是最主要的。耐药性结核病的治疗目前尚缺乏成熟的方案，但有原则可以遵循。耐药结核病的重点应放在预防而非治疗上。



无反应性结核病是一种少见的、严重的全身性结核病，是全身血行播散型结核病的一种特殊类型，因其缺乏增殖反应而被命名为无反应性结核病。其病理改变非常具有特征性，是其名称的来源，也是诊断的最终依据。其发病机制以免疫耐受和免疫抑制为重点。无反应性结核病临床表现多种多样，病变累及范围广，死亡率高。其治疗按照结核病治疗原则进行并加强全身支持。



化疗反应性结核病指的是结核病人在接受抗结核药物治疗的初期强化阶段可出现病灶的暂时“恶化”现象，发生机制尚未明了，但多认为与变态反应有关。类赫氏反应以青壮年、初治病例、菌阳者、强化治疗3个月以内、使用利福平者为多见。在临床诊断时，尚需与真正的病变恶化和继发感染相鉴别。反应性结核病的处理比较简单，在原方案治疗的基础上加用或不加用类固醇激素治疗。




Abstract
 　Endobronchial tuberculosis means the tuberculosis invaded in mucous membrane or subnatan of trachea and bronchus, it is named bronchial tuberculosis, too. It's no specifical symptoms, but cough is the present symptoms. There is some assistance in diagnosie about imageology. Bronchoscope is the most method in diagnost and therapy of EBTB. The main methods are antitubercular drug, interventional therapy and operation.



When an old age patience falls ill of tuberculosis for the first time or have not cure the disease, them tuberculosis means Tuberculosis of gerontism.



Endogenous recrudescence may be the main pathogenesy. There are no specifical symptoms and imageology, but more complication and retreatment in tuberculosis of gerontism. It's important of individuation, sickliness and psychological therapy.



When mycobacteria cann't be kill by commonly used antituberculosis drugs, it is named drug resistant tuberculosis, including primarily drug resistance and acquired drug-resistance. Its happened agent may be doctor, patience and drug, especial doctor. There are no full-blown program in therapy of drug resistant tuberculosis. It is more important in precaution than in therapy.



Non-reactive tuberculosis is a rare and severe generalized tuberculosis, it is a special type of hematogenous dissemination tuberculosis and named by defect of proliferative response. It's pathogenesy include immune tolerance and immune suppression. There are varied symptoms, extensive affection and high mortality. The therapy emphasis booster beside tuberculotherapy.



The focal aggravates when the patients accept the antituberculosis drugs in the early days, it is named chem reactive tuberculosis. It is concerned with allergy happened in young patience, initial treatment patience, positive mycobacteria patience, the first three months of intensification therapy, caplendus rifampicin patience. It differentiate from aggravation and secondary infection. You can add steroid hormone to improve the condition.






人类与结核病的斗争已经进行了几千年，但直到一百多年以前我们才知道我们的“对手”是谁。1882年德国科学家Robert Koch发现了结核杆菌是导致结核病的病原菌。在一个多世纪里，结核病的治疗经历了几个重要的阶段，尤其是1946年结核病的治疗进入了化疗时代以后，相继推广了联合用药、长程标准化疗、不住院治疗、间歇化疗以及短程化疗等治疗手段，堪称结核病治疗进程中的“里程碑”。本节介绍几种特殊类型的结核病，以期对结核病有更广泛和深入的了解。

一、支气管内膜结核

支气管内膜结核 (endobronchial tuberculosis, EBTB) 是气管、支气管黏膜或黏膜下层的结核病变，又称支气管结核。其发现率在肺结核尸检中为10％～70％，支气管镜发现率10％～85％国内报道为15％～45％。通常重度肺结核并发支气管内膜结核比轻度者高3倍，空洞型和痰，菌阳性病例又较痰菌阴性者多出3倍。女性是男性的2～3倍，中青年多见，其感染途径有直接植入（最常见）、附近器官结核的蔓延及淋巴、血行感染。其典型的病理改变为黏膜下上皮样细胞结节形成，中心干酪样坏死，继而结节增大，干酪坏死液化，破溃到管腔引起溃疡，并有肉芽组织形成，进一步管壁严重受损，肌层和软骨破坏。根据病变的不同时期，可分成黏膜下浸润期、溃疡期、增殖期和瘢痕期。

支气管结核的临床表现以咳嗽最多见，几乎所有的病人均可出现。其次是咯血、喘鸣、呼吸困难及胸痛，另外可有结核中毒症状。据陈琼等对145例支气管结核病例的分析，有33例痰血，长期低热者11例，反复高热者5例，声嘶3例，气促2例。体征上15例有肺部湿啰音，12例干啰音，局部哮鸣音5例，满肺哮鸣音1例。

支气管内膜结核的X线表现可归纳为直接和间接征象。直接征象包括病变支气管狭窄阻塞，支气管播散病灶，早期肺内的浸润渗出病灶。间接征象包括相应肺段肺不张或者阻塞性肺炎、阻塞性肺气肿和张力性空洞。

支气管结核在CT上的特征有：受累支气管病变广泛，74％多发，多支多部位受累是EBTB的特点；78％有肺结核，有肺门淋巴结的肿大，增强可显示其环状强化。但多家的统计认为CT在EBTB的诊断上价值有限。

由于纤支镜的广泛开展，支气管内膜结核的诊断和治疗都有了质的飞跃。由于纤支镜的直观并可用多种方法获取组织学和细胞学材料，使相当多的疑诊病例得以确诊。纤支镜镜下所见有多种病变，包括浸润、溃疡、增殖、瘢痕，有时这些病变可合并存在。

炎症浸润型，又叫充血水肿型，局限或弥漫性黏膜充血水肿，易出血；慢性期黏膜呈灰白色，粗糙呈颗粒状，此型占20％～35％。溃疡型，黏膜浅表溃疡或同时有黄白色脓苔或胶状物覆盖，此型占18％～44％。增殖型，管腔内有肉芽组织或新生物突出管腔，有的呈黏膜下隆起，造成不同程度的管腔狭窄，活检易出血，看似肿瘤。瘢痕狭窄，管腔呈不规则瘢痕样狭窄或漏斗状狭窄，局部黏膜肿胀，表面较光滑或苍白，活检富于弹性，此型占20％。多见于主支气管和两上叶段支气管。

支气管内膜结核的治疗包括全身抗结核药物治疗、局部给药治疗、介入治疗以及手术治疗。药物治疗，其用药与肺结核相同，可首选异烟肼 (INH)、利福平 (RFP)、吡嗪酰胺 (PZA)、链霉素 (SM) 或乙胺丁醇 (EMB)联合化疗，但强调时间要充足，疗程可达12～18个月。在对是否运用激素的问题上，现在比较一致的看法是在两种情况下使用，其一是对结核杆菌超敏者，其二是儿童纵隔淋巴结结核引起的结核性支气管炎。激素治疗可在早期减轻炎症，改善通气，但无法预防和消除狭窄。局部治疗主要有雾化吸入疗法。常用5％异烟肼3～5ml加链霉素0.25g每日1～2次雾化吸入，30～60d为一疗程，一般用2～3个疗程。也有人认为雾化治疗在使痰菌转阴上并无差别，但对减轻狭窄改善症状有效。对于EBTB的病人，尤其是发展到增殖期和溃疡期的患者，单纯的药物和雾化效果都不理想，其可能原因是内膜结核引起支气管管壁结构破坏，纤维增生，药物不易渗入病灶。作为全身抗结核治疗的有效补充，支气管镜下治疗EBTB的各项技术得以广泛开展和应用。无论是经支气管镜抗结核药物灌注还是气道黏膜下抗结核药物注射，或者是经支气管镜介导的热效应疗法（微波、激光、高频电刀）、冷冻疗法、球囊扩张及支架治疗，对处于不同阶段和病变的EBTB患者其选择的方法有所不同。如对于溃疡坏死、肉芽增殖等仍处于活动的支气管结核病人，局部化疗联合微波等腔内治疗可以提高疗效；而激光、高频电切割电凝等治疗通过使病变组织凝固、坏死、汽化或（及）炭化而迅速解除气道阻塞，恢复肺通气，故对于增殖改变为主或疤痕增生的EBTB更有意义；至于冷冻治疗，则因其克服了激光、高频电刀等疗法损伤大、易刺激肉芽组织进一步增生的不足，尤其适用于肉芽组织增生期。而一旦因为各种原因造成病变进一步发展至瘢痕收缩、管腔狭窄导致远端肺组织反复感染、肺不张，甚至明显呼吸困难时，选择支气管球囊扩张术或者行支气管支架置入即可达到近期或远期扩张支气管的作用。总之，在临床运用中，支气管镜下的各种介入治疗技术可以同时或序贯进行，以达到最佳治疗效果。

手术治疗的指征：①气管狭窄并有严重呼吸困难；②气管支气管疤痕狭窄超过管腔周径2/3者，并合并反复感染，或有毁损肺和支扩者；③支气管狭窄并远端肺结核，抗痨无效者。

二、老年结核

老年结核是指在老年期发病或老年前期发病未彻底治愈而迁延至老年期者。结核发病向老年推移是当今世界结核病流行的普遍现象和特征。我国1990年流行病学调查结果显示，在结核病疫情出现下降的趋势下，老年组患病率和涂阳患病率增高。目前认为内源性复燃是老年结核的主要发病机制，是结核病疫情较轻的国家和地区发生老年结核病的主要原因；而外源性发病（包括初染、再染或重染）在疫情较重的国家和地区起主要作用。

老年结核病的临床表现往往不典型，这是因为老年人细胞免疫功能下降，对感染缺乏细胞免疫反应，干酪和坏死组织内有大量结核菌，无明显的细胞浸润。因此，老年肺结核有其自身的临床特点：①临床症状不够典型。发热、咯血、盗汗相对少见，而咳嗽、咳痰等常见，心慌、胸闷、呼吸困难等亦较多见。②并发症多。结核并发症有结核性胸膜炎、脑膜炎和骨关节结核等；非结核性并发症以心血管和呼吸系统疾病最常见。③胸部X线征象不典型，复杂多样化；多为两肺发病，且常累积下肺叶；空洞性病变多见。④病程冗长迁延，复治病例多；且痰菌阳性率高，部分病人甚至长年排菌，成为社会传染源。⑤结素皮试弱阳性或阴性多，这是因为老年人免疫力下降，常常导致皮肤迟发型变态反应减弱或消失；对有些病人可重复试验，复强作用对老年结核诊断有一定的帮助。⑥无论初治还是复治，治疗效果均较差。其原因可能与诊断不及时，病情严重，合并症多以及免疫功能低下以及抗结核药物不良反应多、治疗依从性较差有关。⑦死亡率高。所以在老年结核病的诊断中需要注意的方面有：①凡老年人出现咳嗽、咳痰2周以上不缓解，或原有的呼吸道症状加重，应常规行X线检查，并送痰涂片找抗酸杆菌。②仔细询问病史以及结核病的治疗史，询问有无基础疾病和免疫抑制剂的使用情况。③熟悉老年结核病的临床表现特征，不失时机地进行各项相关检查。对高度疑诊的病人可先行抗结核药物诊断性治疗。

老年结核病的治疗应注意下列几个问题：①因人因病而异，合理选择化疗方案在遵守早期、联用、适量、规律、全程原则的前提下，老年人用药要强调个体化。对老年初治肺结核病人可选用2HRZ(E)/7HR(E)，治疗9个月；复治病例应根据药敏结果选用3～4种敏感药物治疗1年左右；对已行正规治疗后仍长期排菌且无手术条件者可单用异烟肼，虽无治疗效果，但可争取避免病情恶化。②谨慎选择药物及剂量，氨基糖苷类药物原则上应避免使用；慢性肝病、肾病、肝炎病毒携带者及嗜烟的高龄病人应避免使用利福平，必须用时应减少剂量并合用保肝药物。也可选用利福喷汀0.45～0.6g，1～2次/周。③免疫制剂的辅助治疗。在化疗同时加用免疫调节剂可提高治疗效果。④合并症的治疗。老年结核病人的合并症与肺结核的发生发展相互影响，相互促进，导致不良预后。应积极治疗并发症以改善预后。⑤加强营养和支持治疗，加速机体康复。⑥加强心理治疗和督导化疗，保证完成疗程，获得疗效。

三、耐药性结核病

20世纪50年代结核病的治疗进入了化疗时代，尤其是70年代推广应用短程化疗以来，结核病的治疗进入了一个新的时代。但自80年代以后，全球结核病出现了第三次回升。导致这次回升的四大原因是HIV/AIDS的感染流行、人口增长与移民、全球忽视结核病的控制以及化疗管理不完善使多耐药结核病增多。WHO估计约有2/3的患者处于发生耐药病例的危险之中。因此，耐药性结核病受到了全球的极大关注，也成为全球研究的热点和难点。

耐药结核病 (DR-TB) 系指病人排出的结核菌对常用抗结核药物产生耐药，包括原发耐药和获得性耐药。对不包括INH或RFP的其他任何一种药物耐药，一般不会影响疗效；对不包括INH或RFP的其他任何两种药物耐药，影响疗效较小，也不会发展成慢性病人。对INH和RFP以外的其他抗结核药物联合治疗耐药被称之为多元耐药 (polyresistance)。而多耐药结核病 (MDR-TB)，WHO的定义是指结核病人标本中的结核菌至少对INH和RFP两者耐药。广泛耐药性结核 (XDR-TB) 的定义是：体外试验证实对所有一线抗结核药物及抗结核针剂和氟喹诺酮类耐药的结核菌株。XDR-TB被认为是最难治疗的结核病。

耐药发生的原因是多方面的。耐药的潜在原因有：①应用单药治疗；②将不可靠的药物作为联合用药，如初治病人联合INH和EMB或在INH原始耐药高的地区对初治病人联合INH和RFP治疗，可以造成很高的治疗失败率；③增药综合征或单药综合征。指在原来耐药的方案中加入另一种敏感药物，不久新的药物也产生耐药；又在此基础上加入单一药物，最终造成多重耐药；④应用药效不可靠的药物，如血药浓度不够，生物利用度差的复合制剂等；⑤药物供应不规则；⑥短时间内频繁更换药物，或间断重复使用。而耐药性结核病的发生原因是医源性的，完全是人为因素造成。这其中也包含三个方面的因素：医生、病人和药物。医生的因素是最主要的。包括治疗方案不合理；防痨宣教不够或缺乏；未实施督导治疗；对病人的治疗管理缺乏责任心等。病人的因素是全球普遍存在的依从性差，表现在不按治疗方案用药，擅自变动药物的种类、剂量和疗程以及不规律用药等方面。药物方面存在的问题是药物的质量、剂型、价格以及供应等情况。

耐药性结核病的治疗目前尚缺乏成熟的方案，正在探索阶段。其治疗应遵循三个原则：①必须根据药敏试验选用敏感的药物，与已发生耐药的药物无交叉耐药的药物综合治疗：②以化疗为主，适当选择应用辅助治疗，两者不可偏废；③必须实行全程督导治疗；目前对MDR-TB多主张住院治疗。其治疗方法是：单耐一种药物，或耐HR以外两种以上的药物，只要更换同数量的敏感药物，就可保证疗效。若耐HR两种以上的药物，则必须选用三种以上的敏感药物或新药治疗。可选择的药物有利福喷汀 (RPT)、利福布丁 (RBT)、喹诺酮类（氧氟沙星、左氧氟沙星等）、丙硫异烟胺 (Pth)、阿莫西林与克拉维酸钾、阿米卡星 (AK)、环丝氨酸 (CYC)、力克肺疾等。制定耐药性结核病的化疗方案与确定疗程长短的原则是个体化，一般认为至少需要3种敏感药物组成化疗方案，绝大多数由4～5种有效药物组成。疗程长短尚无一致意见。有认为需要24个月，也有认为要痰菌阴转后继续治疗至少1年，总的疗程18～36个月。耐药性结核病在化疗的同时必须联合应用辅助治疗以增强疗效。辅助治疗有手术治疗、免疫治疗、人工气腹、局部治疗。对于高度耐药、具有咯血等并发症及培养和涂片证实不能转化的病人，外科治疗特别有意义，而且早期手术比晚期手术更有益。

四、无反应性结核病

无反应性结核病是一种少见的、严重的全身性结核病，是全身血行播散型结核病的一种特殊类型，是结核病的主要死因。在临床上常被误诊漏诊，应引起临床医师的广泛重视。

无反应性结核病的病理改变非常具有特征性，是其名称的来源，也是诊断的最终依据。其病变累及范围极广，可同时累及全身所有组织和脏器，包括肺、肝、脾、淋巴结、肾、肾上腺、脑（脑膜、脑实质）、浆膜（胸膜、心包膜）、心脏（心内膜、心肌）、胰腺、肠道、子宫及附件等，其中以肺、肝、脾、淋巴结和肾是最常见的受累器官。其典型的病理改变为病变组织和器官内的大量灰白色粟粒样病灶，有时形成较大的多发性脓肿样坏死，偶尔也可见到巨块型病灶。显微镜下见病灶组织内大量的结核杆菌，病灶周边区没有增殖性反应细胞（类上皮细胞、郎汉氏巨细胞等）——这正是该病与一般粟粒性结核的重要区别，也因其缺乏增殖反应而被命名为无反应性结核病。

无反应性结核病的发病机制尚有不同的解释，影响因素很多。但以免疫耐受和免疫抑制为重点，无反应性结核病与这两种免疫状况均有关联。免疫耐受是特异性的，即机体免疫系统对结核杆菌应有的特异性免疫反应消失，但对其他抗原的免疫应答仍正常存在。免疫耐受的诱导与免疫系统的发育程度相关，成年期是最难诱导的。免疫抑制是指机体免疫系统对各类抗原的特异性或非特异性免疫应答均减弱或丧失的状态。它主要由免疫抑制剂的使用、机体营养不良、免疫缺陷性疾病等造成。免疫抑制对机体造成完全负面的影响。而且，机体在免疫抑制状态下有利于免疫耐受，成年机体单独诱导耐受不易，而与免疫抑制措施联合作用则可诱导成功。还有学者认为抗酸杆菌L型可能与无反应性结核病尤其是无反应性淋巴结核有关，因L型菌细胞壁中的大量磷脂成分的缺失不能刺激巨噬细胞转变成类上皮细胞和郎汉氏细胞。另外，随着免疫遗传学的发展，许多学者发现是否出现免疫缺陷还存在个体的遗传易感性，也就是与个体的遗传类型有关。

无反应性结核病的临床表现多种多样，多数呈急性起病，全身中毒症状明显，病情凶险危重。病人往往因急性发热、寒战、胸痛、腹胀痛、头痛、腰痛、肌无力、肝脾肿大、阻塞性黄疸，甚至全身水肿等表现就诊。许多病人迅速出现恶液质的典型表现，且经过强力的抗结核治疗，病情不但不好转反而进一步加重，常常不治而亡。在未经抗结核治疗的情况下一般在半年内死亡，而经过积极的强力抗结核治疗，部分病人仍可在2～3月后死亡。死因多为全身衰竭、水电失衡、感染等。

无反应性结核病病人的标本中抗酸杆菌阳性率很高，痰、胸腹水、脑脊液、血培养等都有很高的抗酸杆菌的检出率；淋巴结穿刺活检的抗酸杆菌的阳性率更是高达90％以上；血液学检查可见类白血病反应和外周白细胞减少、血小板减少、严重的贫血等；骨髓象可见到严重抑制、反应性网状细胞及浆细胞增多等改变；肝、肾功能可有异常；血沉明显增快；水电解质紊乱如低钾、低钠等；血气分析可有明显的代谢性酸碱失衡改变；结核菌素试验阴性。

无反应性结核病的胸部X线改变多为弥漫不均的粟粒样、片絮样阴影，也有部分病人呈巨块样改变。但病人胸部出现阳性病灶的时间较普通结核病灶晚。一旦出现病灶，则变化十分迅速，加重过程明显，很快出现支气管播散。肺部病变常同时伴有胸膜渗出、肺门及纵隔淋巴结肿大等。

由于无反应性结核病的临床表现极为复杂且缺乏特征性，临床上也很少见，故极易误诊漏诊。常被误诊的疾病有：恶性淋巴瘤、再障、多发性骨髓瘤、慢粒、伤寒等传染病、各种细菌感染及风湿性疾病等。其诊断的依据就是细菌学和组织学检查，应尽量多收集痰和胃液等标本。对于病人的免疫功能状况要重点检查，包括体液免疫、细胞免疫、结核菌素试验等。X线和血气分析也是重要的参考内容，严重的酸碱失衡对诊断可能有帮助。临床诊断尚无标准可言，但对大量排菌且临床经过险恶者应按无反应性结核病对待，并应进行细致的检查。但最终的确诊似乎离不开病理学诊断。

无反应性结核病的处理按照结核病治疗原则进行，要坚持采用强有力的化疗方案。有条件者加用免疫辅佐剂或免疫增强剂。全身支持治疗对一部分病人可能是很关键的。

五、化疗反应性结核病

化疗反应性结核病，又称结核的类赫氏反应，指的是结核病人在接受INH、RFP等药物的初期强化治疗时可出现病灶的暂时“恶化”现象，与梅毒治疗时的赫氏反应相似，因此称其为“类赫氏反应”。

类赫氏反应的发生机制尚未明了，但多数学者认为与变态反应有关。依据有：①类赫氏反应多数出现在临床应用利福平治疗结核病以后。RFP是强杀菌剂，在短时间内杀死大量的结核杆菌，菌体崩解后的抗原成分如磷脂和蛋白质等导致机体发生变态反应；②此症多发生于抗结核强化治疗初期的菌阳患者，此时病人体内结核杆菌数量较多；③反应性结核病中，除肺部病灶“暂时恶化”外，还有浆膜渗出、淋巴结肿大等结核病常见的高敏表现与卡介苗接种时的某些反应相同，支持该机制。此时，结核杆菌在很短的时间内被大量杀灭，巨噬细胞被激活，经过巨噬细胞的抗原提呈作用和释放大量细胞因子使得淋巴细胞活性增强而加强炎症反应，表现为肺部病灶恶化或产生新的病变。其病理改变主要为病灶中毛细血管扩张，中性粒细胞渗出，郎汉斯巨细胞和淋巴细胞聚集形成结节甚至坏死灶，但病灶内结核杆菌很少。

类赫氏反应以青壮年为多；均为初治病例；发生时间绝大多数在强化治疗期3个月以内，其中一半以上在化疗后30～60d内发生。与类赫氏反应有关的药物主要是INH、RFP、RPT和SM, 其中以RFP最为重要，其他一些药物如PAS、PZA、乙硫异烟胺、TH-1314等均很少见。由于目前的化疗方案均为联合化疗，实际上联合用药发生率更高，其中HRS所占比例更大于其他各种方案的总和。类赫氏反应的临床特点有：①继发型肺结核和粟粒型肺结核多，均为初治病人；②痰菌阳性率高，约为75％；③发生反应时病灶虽恶化但临床中毒症状轻微甚至好转，痰菌可继续转阴；④对激素治疗反应敏感；⑤X线改变主要为原有病灶恶化、浆膜腔积液的产生以及淋巴结的肿大。

反应性结核病的诊断以下列几点作为依据：①肺结核或其他结核的菌阳初治病例；②在含有RFP尤其是HRS的联合化疗方案治疗下；③疗程开始后1～2个月，最多3个月内发生病灶恶化或出现新的病灶；④X线改变与临床表现不一致，一般临床症状非常轻微；⑤对激素治疗反应良好或不更改原有化疗方案病灶应在1～3个月内好转，临床经过良好。在临床诊断时，尚需要与真正的病变恶化和继发感染相鉴别。

反应性结核病的处理比较简单，一般不需要加用类固醇激素治疗，仅用原方案即可。如出现胸膜渗出或淋巴结肿大者可进行胸腔抽液和淋巴结穿刺活检，并按相应疾病进行常规治疗，也可加用类固醇激素治疗。如在治疗3个月后出现新病灶增大则反应性结核病的可能性极小。
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（王雪芬）


 第三节　侵袭性肺真菌病诊治进展



摘　要
 　随着社会老龄化、特殊免疫抑制人群的出现、长时间大剂量广谱抗生素使用、化疗药物及免疫抑制剂的广泛应用、器官与骨髓移植的广泛开展，侵袭性肺真菌病的发病率明显增高，伴随而来的是极高的死亡率。侵袭性肺真菌病临床诊断较为困难，分级诊断对此有一定帮助。新的抗真菌药物，如依曲康唑、伏立康唑、卡泊芬净等具有一定的治疗效果。




Abstract
 　Invasive pulmonary mycosis (IPM) have emerged as an important cause of life-threatening infections in immunocompromised patients who suffered stem cell transplantation, high dose chemotherapy and other conditions accompanied with high morbidity and mortality. Based on poor laboratory findings and variant clinical manifestations, it is very difficulty to diagnosis of IPM. It was assigned 3 levels of probability to the diagnosis of IPM as "proven", "probable" and "possible". New anti-fungal drugs as voriconazole, itraconazole, and caspofungin give us more choices to treat IPM.






自然界中真菌超过30余万种，能引起呼吸道感染者约有300种，其中仅少数是致病菌。近年来随着社会老龄化、特殊免疫抑制人群的出现、长时间大剂量广谱抗生素使用、化疗药物及免疫抑制剂的广泛应用、器官与骨髓移植的广泛开展，侵袭性真菌病的发病率明显增高。由于环境中的真菌极易通过呼吸道进入肺部，同时其他脏器真菌感染也极易通过血流进入肺部，因此侵袭性肺真菌病目前对我们构成了较大的威胁。据美国资料显示，真菌感染已由1980年的第十位感染死因上升到1997年的第七位，死亡率升高3倍。目前念珠菌属感染已居ICU内血行感染的第四位，侵袭性曲霉菌感染是移植患者的主要感染并发症，并且其死亡率超过80％。

由于缺乏特异性的临床症状、体征，继发性真菌病往往被患者严重的基础疾病或治疗药物（免疫抑制剂、激素）等所掩盖与混淆。而继发性真菌病常呈双重感染或复合菌感染，常规实验室检查很难揭示所有致病微生物，易导致处理上的偏颇；同时目前实验室病原体检测手段尚不能完全满足临床需求；影像学改变又表现多样，缺乏特异性；多数条件致病性真菌常为体内常居菌，通常咳痰标本甚至经纤支镜吸引标本分离到此类真菌很难确定其病原性。因此侵袭性肺真菌病的早期诊断极为困难。但由于侵袭性肺真菌病多发生在危重患者身上，若缺乏及时有效的治疗，病死率极高，因此在呼吸内科临床工作实践中加强对侵袭性肺真菌病的认识，具有重要的意义。

一、基本概念

侵袭性真菌病指的是不包括真菌寄生和过敏所致的深部组织真菌感染性疾病。多易累及肺、肝、脾、脑、肾等各个重要脏器，发生全身播散真菌血症，症状严重、死亡率高达50％～90％。侵袭性肺真菌病 (invasive pulmonary mycosis, IPM) 指真菌直接侵犯肺或支气管引起的急、慢性感染性病理损害的临床疾病，非寄生、过敏和毒性反应。其定义较肺真菌感染更严格。

根据真菌的菌落形态及生长方式，可将其分为以下四类：

（1）丝状真菌或霉菌 (mold)　指在组织及培养基中均呈菌丝型生长的一类真菌，如曲霉属、毛霉属等。

（2）酵母菌 (yeasts)　生长方式以芽殖为主，多数为单细胞，该类真菌在组织和培养基内均为芽生孢子，一般无菌丝。临床上常见的有酵母属、假丝酵母属、球拟酵母属、丝孢酵母属、隐球菌属 (cryptococcus) 等，其中以新型隐球菌最为常见。

（3）类酵母样菌 (yeast-like fungi)　在组织内菌丝为主，培养基上产生类似葡萄球菌的菌落。如念珠菌属 (candida)，包括白念、热带念珠菌、克柔念珠菌等。

（4）双相型真菌 (dimorphic fungus)　该类真菌在不同环境条件下，如不同的温度、营养或其他因素的改变而可生长成酵母状或菌丝体状两种形态。大多数致病性真菌为双相型，如组织胞浆菌、球孢子菌、副球孢子菌、皮炎芽生菌等。

根据致病性可分为致病性真菌与条件致病性真菌：引起深部真菌病的致病性真菌主要有球孢子菌、副球孢子菌、组织胞浆菌、皮炎芽生菌、足癣菌、孢子丝菌等；条件致病性真菌包括隐球菌、念珠菌、曲霉、毛霉等。条件致病性真菌毒力低，对正常人群不致病，但若存在诱发因素，则可引起感染。在深部真菌病中，条件致病性真菌占重要地位。

临床上易引起侵袭性肺真菌病的病原体包括念珠菌属、曲霉属、隐球菌属、接合菌（主要指毛霉）、球孢子菌等。不同的基础疾病状态，致病病原体分布有一定的特点，如实体器官移植易合并念珠菌属感染，而造血干细胞移植易合并曲霉菌感染，HIV感染患者易出现球孢子菌感染。充分掌握患者基础疾病状态对于准确诊断侵袭性肺真菌病非常重要。

二、侵袭性肺真菌病的诊断

鉴于侵袭性肺真菌病临床和影像学表现大多缺少特征性，更无诊断特异性方法。患者基础疾病往往严重，继发性真菌病往往被其严重基础疾病或治疗药物（免疫抑制剂、激素）等所掩盖与混淆。继发性真菌病常呈双重感染或复合菌感染，常规实验性检查很难揭示所有致病微生物，易导致处理上的偏颇。条件致病性真菌常为体内常居菌，通常咳痰标本甚至经纤支镜吸引标本分离到此类真菌很难确定其病原性。且侵袭性肺真菌病进展快、死亡率高，据统计侵袭性念珠菌感染的病死率达30％～60％，念珠菌血症的病死率可高达40％～75％，侵袭性曲霉感染的病死率达58％～90％。及时、准确地诊断侵袭性肺真菌病，并在疾病早期即进行针对性的抗真菌治疗，对于降低相关病死率至关重要。

目前侵袭性肺真菌病诊断通常采用分层诊断体系，根据《侵袭性肺部真菌感染的诊断标准与治疗原则（草案）》，临床上依据患者宿主因素、临床特征、微生物学检查及组织病理学证据将侵袭性肺真菌病分为确诊、临床诊断及拟诊三个层次，而在诊断过程中，与其他感染性疾病不同，临床诊断侵袭性肺真菌病时要充分结合宿主因素，除外其他病原体所致的肺部感染或非感染性疾病。

1．宿主因素

（1）外周血中性粒细胞减少，中性粒细胞计数＜0.5×109
 /L，且持续＞10d。

（2）体温＞38℃或＜36℃，并伴有以下情况之一：①之前60d内出现过持续的中性粒细胞减少（＞10d）；②之前30d内曾接受或正在接受免疫抑制剂治疗；③有侵袭性真菌感染病史；④患有艾滋病；⑤存在移植物抗宿主病的症状和体征；⑥持续应用类固醇激素3周以上；⑦有慢性基础疾病，或外伤、手术后长期住ICU, 长期使用机械通气，体内留置导管，全胃肠外营养和长期使用广谱抗生素治疗等。

2．临床特征

（1）主要特征　①侵袭性肺曲霉感染出现如下典型胸部X线和CT影像学特征：早期出现胸膜下密度增高的结节实变影；数天后病灶周围可出现晕轮征；约10～15d后肺实变区液化、坏死，出现空腔阴影或新月征。②肺孢子菌肺炎的胸部CT影像学特征为：两肺出现毛玻璃样肺间质病变征象，伴有低氧血症。

（2）次要特征　①肺部感染的症状和体征；②影像学出现新的肺部浸润影；③持续发热96h，经积极的抗菌治疗无效。

3．微生物学检查

（1）合格痰液经直接镜检发现菌丝，真菌培养2次阳性（包括曲霉属、镰刀霉属、接合菌）。

（2）支气管肺泡灌洗液经直接镜检发现菌丝，真菌培养阳性。

（3）合格痰液或支气管肺泡灌洗液直接镜检或培养新生隐球菌阳性。

（4）支气管肺泡灌洗液或痰液中发现肺孢子菌包囊、滋养体或囊内小体。

（5）血液标本曲霉菌半乳甘露聚糖抗原（简称GM）(ELISA) 检测连续2次阳性。

（6）血液标本真菌细胞壁成分1, 3-β-D葡聚糖（G试验）连续2次阳性。

（7）血液、胸液标本隐球菌抗原阳性。

因此确诊侵袭性肺真菌病需至少符合一项宿主因素、肺部感染的一项主要或两项次要临床特征及一项微生物学或组织病理学依据。确诊侵袭性肺真菌病的微生物学或组织病理学依据包括：①霉菌：肺组织标本用组织化学或细胞化学方法检出菌丝或球形体（非酵母菌的丝状真菌），并发现伴有相应的肺组织损害。肺组织标本、胸液或血液霉菌培养阳性，但血液中的曲霉菌属和青霉属（除外马尼菲青霉）真菌培养阳性时需结合临床，要排除标本污染。②酵母菌：肺组织标本用组织化学或细胞化学方法检出酵母菌细胞和（或）假菌丝。肺组织标本、胸液或血液酵母菌培养阳性，或经镜检发现隐球菌。③肺球孢子菌：肺组织标本染色、支气管肺泡灌洗液或痰液中发现肺孢子菌包囊、滋养体或囊内小体。

临床诊断侵袭性肺真菌病需具备以下条件：至少符合一项宿主因素，肺部感染的一项主要或两项次要临床特征及一项微生物学检查依据。

拟诊侵袭性肺真菌病需具备以下条件：至少符合一项宿主因素及肺部感染的一项主要或两项次要临床特征。

进一步的研究对于真菌分层诊断的宿主因素、微生物学检查、临床特征等也不断地进行修正、补充。如现有研究表明粒细胞缺乏、激素应用＞3周、造血干细胞移植受者、T细胞免疫抑制治疗、遗传性严重免疫功能不全均可作为纳入诊断体系的宿主因素中去。而对于临床特征，国外最新指南不再区分主要、次要特征，包括下呼吸道感染、鼻窦感染、CNS感染及慢性播散性念珠菌病的表现。下呼吸道感染涵盖：①CT显示下列特异性改变：光晕征、结节、楔形病灶、空气新月征及空洞；或②新发非特异性局灶渗出+以下至少一项：胸膜摩擦、胸痛、咯血等两种临床表现。


表2-2　侵袭性肺真菌病的分级诊断
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图2-2　侵袭性肺真菌病X影像学表现

三、侵袭性肺真菌病的治疗

（一）侵袭性肺真菌病的防治策略





基于侵袭性肺真菌病的分层诊断，针对不同人群其防治策略包括一般预防、靶向预防、拟诊治疗、临床诊断治疗及确诊治疗。

一般预防的原则是：①有宿主因素特别是HSCT者，防止曲霉孢子经呼吸道吸入是预防IPFI的重要环节；②无发病时应注意保护环境；③一旦有侵袭性肺真菌病发病时应加强监测，评价和改进保护性环境，消毒污染物包括房间墙壁，清除感染源；④除非出现医院感染暴发流行病例，不主张使用抗真菌药物预防。

靶向预防原则是：①对于艾滋病患者，外周血CD4+
 ＜200/μ
 l或出现口咽部念珠菌病时，应用复方磺胺甲唑 (SMZ-TMP) 预防肺孢子菌肺炎，推荐方案为口服SMZ-TMP2片（每片含SMZ400mg、TMP80mg），1次/d，疗程持续至外周血CD4+
 ＞200/μ
 l后3个月；②当外周血CD4+
 ＜50/μ
 l时亦可用氟康唑或伊曲康唑口服预防隐球菌病；③对异体或自体HSCT受者，推荐口服SMZ-TMP2片，1次/d，预防性用药，于移植前2～3周开始服药，至植入后6个月，若持续接受免疫抑制剂或慢性移植物抗宿主病患者，预防用药应予继续；④对实体器官移植受者，术后可用氟康唑100mg/d，或伊曲康唑口服液200mg/d，预防真菌感染，疗程视病情而定。

拟诊治疗即通常所谓经验性治疗，应综合考虑广谱、有效、安全和效价比等因素选择抗真菌药物。目前FDA批准的经验性治疗药物有两性霉素B〔0.6～1.0mg/(kg·d)〕，两性霉素B脂质体〔3mg/(kg·d)〕，或伊曲康唑〔400mg/d，连续2d，之后200mg/d，连续5～12d (IV)，序贯服用口服液400mg/d，连续14d〕。

临床诊断治疗，亦称先发治疗 (pre-emptive therapy)，对有宿主因素的患者开展系统性连续监测，包括每周2次胸部摄片或CT扫描或真菌培养，或真菌抗原检测。如发现阳性结果，按临床诊断IPFI, 立即开始抗真菌治疗。药物选择参考所检测到的真菌种类而定。

确诊治疗，即靶向治疗，针对真菌种类进行特异性抗真菌治疗。药物选择要参考药物抗菌谱、药理学特点、真菌种类、临床病情和患者耐受性等因素后选定。

（二）抗真菌药物

近年来，虽然抗真菌药物研发脚步不断加快，不断有新的抗真菌药物进入临床一线，但或由于其较大的毒副反应，或因其较窄的抗菌谱，或由于其昂贵的治疗代价，同时耐药真菌的出现，无一不给临床医师带来了极大的挑战。

目前常用的抗真菌药物可分为五大类：①多烯类：如两性霉素B；②氟胞嘧啶类：如5-氟胞嘧啶；③吡咯类：包括咪唑类如咪康唑、酮康唑、三唑类如氟康唑、依曲康唑、Voriconazole、Posaconazole、Ravuconazole; ④棘白菌素类：卡泊芬净、米卡芬净、Anidulafungin; ⑤丙烯胺类：特比萘芬。

根据不同作用机制可分为：①作用于真菌细胞膜，主要影响真菌细胞膜，主要影响真菌细胞膜麦角固醇的合成（如唑类、烯丙胺类和吗啉类），以及损害细胞膜脂质结构和功能（如多烯类）；②作用于真菌细胞壁，主要影响几丁质合成酶，抑制甘露聚糖和甘露聚糖－蛋白质复合体，抑制葡聚糖合成等；③干扰真菌核酸合成，主要有5-氟胞嘧啶，干扰真菌DNA合成；④其他尚未明确的作用机制（如碘化钾等）。


表2-3　常用抗真菌药物及其分类
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1．两性霉素B (AmB)

用于临床治疗系统性真菌感染已有40多年的历史，现仍是治疗系统性真菌感染的首选药物，抗菌谱广，覆盖大多数会引起系统性感染的病原体。多用于隐球菌性脑膜炎、侵袭性曲霉病等深部真菌感染的治疗。在使用过程中要关注其不良反应，如肾毒性、胃肠道反应、血栓性静脉炎、寒战、高热、头痛和肝损害、心肌损害、低血压、贫血、低钾血症和神经毒性等。但只要注意其正确使用方法，临床密切监测毒副反应，严格掌握适应证，在多种严重的系统性真菌感染的治疗中仍具有重要地位。

2．两性霉素B脂质体剂型

与AmB相比，AmB脂质体降低了肾毒性，但其临床疗效未超过AmB。适应证为深部（系统性）真菌感染伴有下列情况：①伴肾功能减退（血肌酐＞2.5mg/dL，Ccr＜25ml/min）；②不能耐受两性霉素B常规制剂者；③同时使用肾毒性药物：cisplatinum, aminoglycoside, cyclosporine; ④难治性深部真菌感染或经两性霉素B常规制剂治疗无效者；⑤可用于粒细胞缺乏患者经验性抗真菌治疗。

目前临床有三种两性霉素B脂质体可供选择。①两性霉素B硫酸胆甾醇酯 (amphotericin B colloidal dispersion, ABCD, AmB胶体分散剂，Amphotec)，为两性霉素B和胆固醇硫酸钠胶体微盘组成的复合体，肾毒性低，但寒战和发热等速发型不良反应发生率仍较高。②两性霉素B脂质复合物 (amphotericin B lipid complex, ABLC, AmB脂质复合物，Abelcet)，为两性霉素B和脂质稳定结合的细微带状结构，肾毒性明显降低，但速发型不良反应仍占相当比例。③脂质体两性霉素 (bliposomal amphotericin B, L-AmB, AmB脂质体，AmBisome)，是双层脂质体的新制剂，内含两性霉素B, 具有较高的稳定性，AmBisome的毒性较传统两性霉素B降低98.6％，研究显示，对系统性真菌感染包括曲霉病和隐球菌感染有效，且肾毒性和直接毒性低。


表2-4　不同剂型两性霉素B比较
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3．唑类药物中常用的有氟康唑、伊曲康唑、伏立康唑等

（1）氟康唑：是投入临床使用时间最长的三唑类药物。其抗菌活性包括白色念珠菌、近平滑念珠菌、热带念珠菌与新型隐球菌，对于光滑念珠菌表现为剂量依赖性敏感，而对于克柔念珠菌则耐药。近来在某些特殊人群中发现白色念珠菌逐渐出现对氟康唑获得性耐药。氟康唑与伊曲康唑之间存在较高的交叉耐药比率。

氟康唑口服吸收好，生物利用度80％；蛋白结合率低（12％），脑脊液浓度相当于血药浓度的60％；80％通过肾脏排泄；半衰期30h。在使用中，要注意与利福平的相互关系，氟康唑使利福平代谢及外流提高。

（2）伊曲康唑：抗菌活性涵盖白色念珠菌、近平滑念珠菌、热带念珠菌，光滑念珠菌（剂量依赖）、克柔念珠菌（剂量依赖）、新型隐球菌、曲霉（体外试验发现存在耐药菌株—A. terreus）。近来在某些特殊人群中发现白色念珠菌逐渐出现对伊曲康唑获得性耐药，伊曲康唑与氟康唑之间存在较高的交叉耐药比率。

伊曲康唑口服吸收与剂型有关，生物利用度胶囊剂型仅20％，混悬液60％，因此胶囊剂型不适用于深部真菌病的治疗；蛋白结合率高（99％）；脑脊液浓度不足血药浓度的5％；主要通过肝脏代谢；半衰期35h；Ccr≤30ml/min避免使用静脉剂型。

（3）伏立康唑：抗菌谱广，对所有念珠菌属，包括克柔念珠菌也非常有效；但对于同时耐伊曲康唑、氟康唑的菌株（RR表型），抗菌活性明显低于只耐氟康唑的菌株（RS表型）。对曲霉菌可能较伊曲康唑更为有效，2008年IDSA曲霉菌诊治指南中，已将其列为治疗侵袭性肺曲霉菌病的首选方案。

伏立康唑口服吸收好，生物利用度96％；蛋白结合率58％；脑脊液浓度是血药浓度的50％；主要通过肝脏代谢；Ccr≤50ml/min避免使用静脉剂型。由于伏立康唑既是CYP酶系统的底物又是其抑制剂，药物相互作用较复杂，亚洲人种存在CYP2C19基因多态性，AUC4倍增高，因此在使用中要注意毒副反应的发生。其独特的毒副反应为视觉障碍，发生频率约20％～45％，多于用药25～30min后出现，持续15～30min，表现为视野、视力改变，视物模糊，色视，畏光，研究显示停药两周均恢复正常。发生频率可能与剂量有关，3mg/kg时为21％，而4～5mg/kg时为29％。

（4）posaconazole, 即将进入中国市场，具备目前最强的抗丝状真菌活性，2008年IDSA曲霉菌诊治指南中，已将其列为治疗侵袭性肺曲霉菌病的备选方案。

（5）ravuconazole, 药物半衰期长，可维持约100h。具体应用范围及疗效有待进一步的前瞻性对照研究和循证医学资料的支持。

4．卡泊芬净

卡泊芬净 (caspofungin) 是棘白菌素类中首个被美国FDA批准上市的抗真菌药物，系葡聚糖合成酶抑制剂，通过抑制对于维持包括曲霉菌和念珠菌属的细胞壁完整性至关重要的β-(1, 3)-D-葡聚糖合成，而破坏真菌细胞壁，使其通透性改变，渗透压消失，细胞溶解。由于人类细胞中无β-(1, 3)-D-葡聚糖合成，因此卡泊芬净的作用机制使其发生毒性作用的可能性很低。为现有抗真菌药物中最安全的品种。

卡泊芬净抗菌谱广，对所有念珠菌属（包括非白念），对耐氟康唑、两性霉素B或氟胞嘧啶的念珠菌均具有体外抗菌活性。对于曲霉菌、卡氏肺孢子菌均有效。并且与氮唑类或多烯类无交叉耐药，对念珠菌分离株未发现天然耐药现象。但对隐球菌无效。

5．米卡芬净

米卡芬净 (micafungin) 其抗菌谱与卡泊芬净相似，但药物的最佳剂量尚有待于进一步研究。研究显示与米卡芬净AmB联合使用无药物拮抗作用；两者联合使用对曲霉菌和镰刀霉菌具有附加或协同作用。

（三）抗真菌药物的联合应用

联合应用抗真菌药物具备以下优点：增强抗菌活性、尽快控制感染、拓宽抗菌谱、防止耐药产生、组织分布更理想及减少药物毒性。但在联合应用中必须注意可能存在的缺陷：药物之间可能出现拮抗，毒性增加，治疗费用昂贵等。因此抗真菌药物的联合应用需慎重。两性霉素B和5-FC的联合使用已得到公认，动物试验和体外药敏试验均证实两者合用具有协同作用，并作为临床常规治疗用药。现将有关联合抗真菌治疗临床试验结果归纳如下（表2-5）。


表2-5　联合抗真菌治疗临床试验结果


[image: ]


侵袭性肺真菌病的诊断与治疗是近年呼吸内科及相关学科研究发展迅速的一个领域，但仍有许多令人感到困惑的方面，如真菌病早期床边诊断方法，既安全又价廉的药物，抗真菌治疗的疗程如何判断等等，有待于进一步的研究来揭示。






【思考题】



1．试述真菌的分类，并各举一例子。



2．抗真菌药物可分为哪几类？并各举一例子。







参　考　文　献







[1] Ascioglu S, Rex JH, de Pauw B, et al. Defining opportunistic invasive fungal infections in immunocompromised patients with cancer and hematopoietic stem cell transplants: an international consensus. Clin Infect Dis, 2002, 34:7-14.



[2] Annie WB, Jane K. Systemic antifungal therapy: new options, new challenges. Pharmcotherapy, 2003, 23:1441-1462.



[3] Thomas J. Walsh, Elias J. Anaissie, David W. Denning, et al. Treatment of aspergillosis: clinical practice guidelines of the infectious diseases society of America. Clin Infect Dis, 2008, 46:327-360.


（沈毅弘）


第三章　消化系统疾病


 第一节　胃癌基础研究的若干进展



摘　要
 　正常细胞发展为癌细胞是多基因突变累积和细胞内外分子环境发生重大改变的结果，其过程极为复杂。在上述情况下，正常细胞可能失去控制而形成肿瘤。恶性肿瘤不仅在原发部位生长，浸润累及邻近组织，而且能通过毛细血管、淋巴管等多种途径扩散到其他部位，生成同样类型的肿瘤，这个过程称为肿瘤的转移。它是恶性肿瘤的特征之一，也是导致肿瘤患者死亡的主要原因。转移是一个多阶段复杂的过程，肿瘤细胞需经过脱离原发瘤群体、黏附、降解、运动迁移、血管生成等一系列过程。总之，肿瘤的发生、发展及转移是一个多因素、多步骤、复杂的渐进过程，涉及一系列分子生物学变化，包括原癌基因的激活、抑癌基因的失活、细胞周期调节因子、基因的多态性、微卫星不稳定、端粒酶、细胞凋亡相关基因、细胞因子及其受体、细胞黏附分子、细胞外基质降解酶、运动因子及转移相关基因等。各个因素在不同的阶段或同一阶段的不同方面发挥其作用，同时相互之间存在复杂的协调、促进或制约的关系。胃癌亦是如此，其发生与遗传因素、免疫因素、社会经济状况、理化因素、感染因素尤其是幽门螺杆菌 (helicobacter pylori, Hp) 等多种因素有关。值得注意的是，自从Hp发现以来，其在胃癌中的作用越来越受到重视。按照组织学差异，胃癌可分为肠型（或分化良好型，即腺管型）和弥漫型（或分化不良型，即无腺管形成的腺癌、印戒细胞癌及硬癌），两种类型的病因、好发部位、发生率及生物学行为和分子改变明显不同。因此，研究胃癌不同发展阶段的分子和基因表达变化不仅有助于阐明其发病机制，而且对于其预防、早期诊断、治疗及预后判断具有重要的意义。随着分子生物学尤其是基因芯片等技术在胃癌基础研究中的应用，目前已发现多种与其发生、发展及转移相关的分子和基因。本文重点回顾近年来有关胃癌发生、发展和转移相关的因子及其作用机制，以及Hp相关性胃癌的分子机制。




Abstract
 　The process of normal cells turning into cancer cells is intricate, as is the result of accumulation of multiple gene mutations and great changes of molecular environment inside or outside cells. Under the conditions above-mentioned, normal cells may be out of control and result in tumorigenesis. Malignant tumors not only grow in the primary site and invade ambient tissues, but also can extend to distant places and develop into new tumors of the same kind via blood capillary, lymph vessel, etc, which is called metastasis. It is one of the features of malignant tumors, as well as the main cause of tumor suffers' death. Metastasis is a complex multistep process that includes tumor cells abscission, adhesion, degradation, migration and angiogenesis, etc. In a word, the process of tumorigenesis, progression and metastasis is gradually, multifactorial, multi-phases and complicated, various molecular events and signal transduction pathways involved, including activation of oncogenes, inactivation of anti-oncogenes, regulation factors of cell cycle, polymorphism of genes, microsatellite instability, telomerase, apoptosis-associated genes, cytokines and their receptors, cell adhesion molecules, extracellular matrix degradation enzymes, motility factors and tumor metastasis-associated genes, etc. All the factors play a part in different stages or different aspects of the same stage of tumorigenesis, progression and metastasis. Meanwhile, they promote, restrict or cooperate with each other in the procedure. So is gastric cancer. Many agents such as genetic factors, immune agents, socioeconomic status, physical and chemical agents, infect agents especially helicobacter pylori, etc, are related to development of gastric cancer. It's notable that since helicobacter pylori was discovered, more and more attention has been paid to its role in gastric cancer. According to histological difference, Gastric cancer can be divided into intestinal type (well-differentiated type, i.e. cryptae type) and diffuse type (mal-differentiated type, i.e. adenocarcinoma with no cryptae, signet-ring cell carcinoma and scirrhous carcinoma), whose etiopathogenisis, predilection site, incidence rate, biological behavior and molecular changes are quite different. Therefore, to study the genetic and molecular changes of gastric cancer not only conduces to elucidating its pathogenesis, but also is very important to its prevention, early diagnosis, treatment and prognosis judgement. As the application of cell molecular biology technique especially gene chip in researches of gastric cancer, many related molecular factors and genes have been found. In this text, recent advances in associated factors of gastric cancer and their mechanisms of action were summarized, as well as the molecular mechanism of helicobacter pylori-associated gastric cancer.






胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，我国胃癌的发病率和死亡率均居各种恶性肿瘤的前列。胃癌与社会经济状况、理化因素、免疫因素、遗传因素、感染因素尤其是幽门螺杆菌 (helicobacter pylori, Hp) 等有关，因此胃癌的发生发展是多因素、多步骤、多基因变化的演进过程，各个因素或基因在不同的阶段或同一阶段发挥其作用，同时相互之间存在复杂的协调、促进或制约的关系。胃癌可分为肠型（或良好分化型，即腺管型）和弥漫型（或差分化型，即无腺管形成的腺癌及印戒细胞癌和硬癌），两种类型的病因、好发部位、发生率及生物学行为和分子改变明显不同。肠型胃癌好发于胃窦部，与Hp引起的慢性胃窦炎及肠上皮化生有关，常遵循慢性胃炎→萎缩性胃炎→肠上皮化生→异型增生→癌变的演变过程，而弥漫性胃癌多见于非萎缩性的胃体部，缺乏明显的前驱病变。因此，研究胃癌不同发展阶段的基因表达变化，不仅有助于阐明胃癌的发病机制，而且还能为进一步开展胃癌的基因诊断和基因治疗提供重要的理论依据。本章重点回顾近年来有关胃癌发生、发展和转移相关方面的基础研究的若干热点，及Hp在胃癌形成发展中分子机制，以指导和帮助临床上胃癌的早期诊断和预后判断，有助于了解胃癌治疗方向和前景。

一、与胃癌形成和生长相关的因素

胃癌发生的本质是细胞增殖的调节失控。在细胞周期中，G1→S→G2→M期相互转化过程中有多个关卡调节着细胞周期的演进速度，这些关卡受多种基因的调控。当这些基因出现异常扩增及突变导致过度表达，或表达下降、缺失都可导致基因组不稳或本应停止增殖的细胞不断越过关卡进入细胞增殖周期，引起细胞周期失控从而引起癌变。

（一）原癌基因

研究表明，胃癌的发生涉及ras、c-myc、met、k-sam、HER2/neu、c-erb-2、midkine及Reg等多种原癌基因，而且在不同阶段具有不同的基因表达改变，这些癌基因表达改变影响着胃癌的生物学和临床行为。

1．ras基因

人的ras基因家族包括同源的Ha-ras、Ki-ras和N-ras, 它们分别定位于不同的染色体上，但均编码分子量约21kD的十分相似的P21蛋白。P21蛋白具有内源性GTP酶活性，与细胞的信号传递、增殖和分化有关，由于基因突变而激活扩增，不断地向细胞内传递增殖信号，促使细胞分裂增殖过度。在日本某地胃癌高发区，Ki-ras突变率达20％～50％；欧洲亦以Ki-ras基因突变为主，突变率为21％；韩国、美国Ki-ras和Ha-ras总突变率分别为13％、18％。国内约33.3％～43.1％胃癌发生Ha-ras的点突变，78％～100％的突变发生于肠型胃癌，同样P21蛋白表达肠型胃癌高于弥漫型胃癌，且在肠上皮化生 (intestinal metasplasia, IM)、异型增生 (dysplasia) 的胃黏膜呈过表达，表明P21蛋白可作为胃黏膜癌变发生的一个早期指标。对转移性肿瘤的研究显示，Ha-ras能诱导转移表型的转化和表达。胃癌中ras基因突变者局部淋巴结转移率为100％，而无突变者淋巴结转移率为66％，似乎在胃癌的转移中有一定作用。但ras基因的表达似乎并无肿瘤特异性，在发育不良、肠化生及消化性溃疡邻近的再生上皮，甚至在肿瘤附近的正常黏膜中同样呈高表达。总之，从现有资料看，ras基因并不是一个在胃癌中特异性很好的高表达基因。

2．K-sam基因

K-sam基因是从弥漫型胃癌的KATO-Ⅲ细胞系分离出来的，为编码酪氨酸激酶受体家族成员。低分化胃癌中检测到K-sam基因的扩增，而高分化胃癌和其他消化道肿瘤中未发现有该基因的扩增，并发现K-sam基因在弥漫型胃癌有过度表达，为形态学上两种胃癌不同的分子发病机制提供了证据。此外，K-sam基因表达与年轻妇女（＜40岁）的胃癌淋巴结转移及浸润程度相关。

3．再生基因 (regenerating gene, Reg)

Reg家族属钙依赖的植物血凝素超家族，它代表一组分泌蛋白，其功能相当于急性反应蛋白、抗凋亡因子或胰腺β细胞和神经细胞的分泌因子。根据Reg基因编码蛋白的一级结构，Reg家族可分为四个亚型（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ），RegⅠ包括RegⅠα和RegⅠβ，其中以RegⅠ和RegⅣ与胃癌的关系较为密切。

RegⅠ不仅存在于正常胃黏膜，而且存在于胃癌组织。在胃癌的发展过程中，RegⅠα可以被细胞因子诱导，其基因产物可能是一种促有丝分裂因子或抗凋亡因子。在胃癌细胞中，RegⅠα通过介导STAT3信号通路的抗凋亡作用导致肿瘤的发生，RegⅠα在胃癌的发生中具有重要作用。RegⅣ亦为胃癌中表达上调基因之一，在胃癌的发生发展中具有重要价值。免疫组化方法发现正常胃组织不表达RegⅣ，而癌组织的表达率为29.4％，胃癌中RegⅣ的表达与肿瘤分级和预后无相关性。采用RT-PCR检测胃癌细胞系及临床胃癌，标本中的RegⅣ，发现腹膜播散的胃癌细胞系及胃癌组织高表达RegⅣmRNA, 且mRNA丰度与癌细胞浸润腹膜厚度成正比，提示RegⅣ基因的高表达可能与胃癌的发生、腹膜播散及侵袭能力有关；RegⅣ在伴腹膜播撒的胃癌中的表达水平是正常黏膜的20倍，且RegⅣ在伴腹膜播撒的胃癌中的表达水平明显高于不伴腹膜播撒的胃癌，表明RegⅣ与胃癌有关，并可能是胃癌发生腹膜转移的一个生物标记，提示RegⅣ蛋白可能参与胃癌的生长侵袭等过程，作为临床病理诊断浸润性胃癌的标志物具有重要的参考价值。

（二）抑癌基因

1．p53抑癌基因

p53基因定位于17p13.1，全长约20kb，由11个外显子和10个内含子组成，其产物为53kD的核内磷酸蛋白，分为野生型和突变型，已证明野生型p53基因作为细胞周期的开关，调节G0
 -G1
 期的转化，且可抑制ras基因和myc基因协同作用引起的细胞转化，对细胞生长和分裂起调控作用，并能诱导细胞凋亡。野生型p53基因突变型p53基因丧失了野生型p53基因的正常功能，部分基因还能促进细胞增殖转化而具有致癌潜能并能抑制细胞凋亡。p53基因异常不仅可见于早期胃癌，IM及胃腺瘤中也有低度的p53基因突变或丢失。这一现象提示p53基因在胃癌从癌前病变到癌的整个发生发展过程中起着重要的作用，且出现在胃黏膜癌变的早期阶段，特别是在肠型胃癌的发展过程中，p53基因的作用尤其突出。综合文献报道，超过60％的胃癌表现出p53基因的突变和17p上p53位点的杂合子丢失 (loss of heterozygosity, LOH)，且无论高分化和低分化癌均可出现LOH。目前认为可能首先发生点突变，通过反式灭活作用引起突变细胞克隆的增殖，接着发生野生型p53等位基因丢失，从而使细胞发生转化和癌变，并抑制细胞的凋亡。p53基因缺失是胃癌晚期的特征，在胃癌由早期向晚期发展过程中，p53基因突变先于LOH，且随肿瘤的进展LOH的发生率呈递增趋势。进展期胃癌中p53基因的改变与低分化胃癌、淋巴结转移及浸润深度紧密相关。但有资料表明，p53基因及其蛋白在肠型和弥漫型胃癌进展中的作用大小、作用途径和方式可能不同。p53基因在肠型胃癌和进展期胃癌中的表达率明显高于弥漫型胃癌和早期胃癌。p53基因阳性的胃癌患者存活时间明显比阴性者短，说明p53基因的表达与胃癌预后有关。

2．APC抑癌基因 (adenomatous polyposis coli gene, APC)

APC基因即结直肠腺瘤性息肉基因，定位于5q21。APC基因于1991年被Kinzler和Grodrn等首先分离出来，编码含2843个氨基酸的蛋白，分子量约311kD，与钙调素连接参与细胞之间的黏附和细胞内外信息，抑制细胞生长。据报道，肠型胃癌中，APC基因的LOH发生率为20％～80％，早期胃癌亦发生APC基因LOH。因此APC基因的异常在肠型胃癌发生的早期具有一定的意义。

3．FHIT基因 (fragile histidine triad gene, FHIT)

FHIT基因即为脆性组氨酸三联体基因，1996年由Ohta等发现，定位于染色体3p14.2, 其cDNA全长1095bp，共10个外显子，其中5～9为编码外显子，跨越t(3;8)易位断裂点和极脆性区域FRA3B。FHIT基因编码二腺苷三磷酸 (diadenosine triphosphates, Ap3A) 水解酶，分子量为16.8kD。该基因在全身正常组织器官中有低水平表达，而在多种肿瘤中存在异常，出现基因缺失或突变，现被认为是一抑癌基因，可能通过Ap3A与蛋白激酶C抑制剂 (protein kinase C inhibitor, PKCI) 竞争性结合蛋白激酶C (protein kinase C, PKC) 而促进细胞增殖。Siprashvili发现FHIT体外明显抑制AGS胃癌细胞株的生长，且抑癌作用和其蛋白水解活性无关。Huiping、Lee等均发现胃癌中21％～84％出现FHIT基因杂合子缺失，主要位点是D3S1300、D3S1313、D3S1481、D3S1234; 有57.1％～87％出现转录异常，并导致FHIT蛋白表达缺失。徐建华等发现不仅胃癌组织有65％FHIT基因转录异常，而且相应癌旁组织有15％FHIT基因转录异常。上述结果提示，FHIT基因的改变在胃癌形成过程中具一定作用。

4．PTEN基因 (phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten, PTEN)

PTEN基因是具有磷酸酶活性的抑癌基因，在维持细胞增殖与凋亡中起作用，并参与调节细胞黏附、肿瘤浸润与转移。PTEN基因的完全失活与绝大多数肿瘤的恶性程度高、浸润性生长及远处转移有关。PTEN基因的突变和LOH主要发生在染色体10q23.31上，突变常预示着较短的生存期。胃癌组织中PTEN蛋白表达显著低于远癌胃黏膜的表达，且与肿瘤的组织分化程度、浸润深度及淋巴结转移密切相关，提示该基因在胃癌发生发展及浸润转移过程中起重要作用。

5．人类runt相关转录因子3 (human runt related transcription factor, Runx-3)

Runx家族成员包括Runx1、Runx2和Runx3，其中Runx3是近年新发现的抑癌基因，其基因定位于人染色体1号短臂1p36.1, 可能是迄今发现的与胃癌关系最为密切的抑癌基因。Runx3蛋白是TGF-β超家族信号传导通路下游的一个转录因子，介导TGF-β生长抑制的功能，在哺乳动物的发育及组织分化过程中发挥重要作用，对防止肿瘤的发生及遏制肿瘤的发展具有重要意义。Runx3基因的缺失或失活可以导致胃黏膜上皮细胞增生和分化的平衡失调，导致胃黏膜上皮细胞的过度增生和分化异常，进而参与胃癌的发生过程。研究发现，胃癌组织中的Runx3蛋白表达明显低于相应正常胃黏膜组织，尤其是低分化胃癌更加明显，而高分化胃癌差异并不明显，早期胃癌中Runx3基因表达下降约40％，而在进展期胃癌细胞中Runx3基因表达下降超过90％，表明Runx3基因与胃癌的演进也密切相关。Runx3基因在慢性胃炎、肠化生和胃腺瘤、胃癌组织中的甲基化率呈递增趋势 (P
 ＜0.05)。目前所发现的胃癌Runx3基因突变的频率很低，而绝大多数其功能丧失是由启动子CpG岛高甲基化所致。有资料显示，胃癌组织中Runx3基因甲基化与肿瘤大小显著相关，肿瘤长＞5cm者发生基因甲基化的几率大于长径≤5cm者。但关于Runx3基因甲基化与肿瘤大体类型、分化程度、生长方式、浸润深度等因素的关系报道不一。

6．MHC基因 (major histocompatibility complex, MHC)

肿瘤的发生与机体的免疫监控失调有关。组织相容性抗原复合体 (MHC) 参与机体免疫反应，在肿瘤生长和转移中起作用，特别是MHC-Ⅰ分子的表达下调普遍存在于人类肿瘤。该变化为T细胞对肿瘤细胞免疫选择的结果。胃癌组织较癌旁组织、慢性胃炎、胃溃疡和正常胃黏膜组织的MHC-Ⅰ、MHC-Ⅱ类抗原表达均明显降低。在高、中、低分化胃癌组织中MHC-Ⅰ表达差异明显，而MHC-Ⅱ则不显著，表明MHC-Ⅰ、Ⅱ类抗原表达降低在胃癌发生发展中起作用，但其作用机制尚不明确。

7．CDX2基因 (caudal-related homeobox transcription factor2)

CDX2即果蝇相关同源异型框转录因子2，最早由Mlodzik于果蝇体内分离，是人体终身在肠道特异性表达的核转录因子，在肠黏膜上皮细胞的发育及保持形态、结构特征中起着重要作用。CDX2基因位于染色体13q12～13，全长22～23kb，由3个外显子和2个内含子构成，CDX2蛋白包含311个单氨基酸。越来越多的研究发现，CDX2基因的异常表达与胃黏膜肠上皮化生和异型增生以及胃癌的发生密切相关。研究表明，CDX2蛋白在正常胃黏膜中无表达，在绝大多数胃黏膜肠化生中呈阳性表达，随着异型增生的发展CDX2的表达可呈递减趋势，CDX2基因可能为胃癌发生的早期事件。在一组胃癌和非胃癌的病例对照研究中也发现在胃腺癌中CDX2表达较高，尤其在组织结构为管状腺癌，且分化较好的肠型胃癌中，而作为对照的正常胃黏膜上皮却为阴性。同时人们也已经在CDX2转基因小鼠模型中成功诱导出胃黏膜上皮的肠上皮化生并进一步演变成胃腺癌。CDX2在肠化生及胃癌组织中高表达，且其表达与胃癌组织类型独立相关，肠型胃癌高于弥漫型。胃黏膜CDX2异位表达之后发生的胃黏膜肠上皮化生，伴有p53、APC基因突变，提示在CDX2异位表达后合并发生其他分子事件是导致肠化生进展为胃癌的重要原因。另一方面，CDX2蛋白表达在肠型胃癌和弥漫型胃癌中的差异提示CDX2蛋白异位表达似与肠型胃癌的发生更为相关，而CDX2蛋白表达后进一步诱导MUC2等肠道特异性表达基因的表达是肿瘤细胞呈现肠型表型的重要原因。目前在CDX2与胃癌转移的关系方面的研究不是很多，对于其关系还有待进一步的研究。

（三）细胞周期调节因子

研究表明，肿瘤的发生、发展与细胞周期蛋白和其他周期相关基因的异常有关。细胞周期蛋白 (cyclin) 和细胞周期蛋白依赖激酶 (cyclin dependent kinase, CDKs) 形成的复合物是细胞周期性核性调控装置。在同一细胞周期的不同阶段，各种细胞同期蛋白按一定的顺序与其相应的CDKs结合并激活，细胞同期蛋白作为调节亚基，CDKs作为催化亚基，其复合物对细胞周期具有正向调节作用，而细胞周期蛋白依赖激酶抑制剂 (cyclin dependent kinase inhibitor, CKIs) 具负向调节作用，被认为是肿瘤抑制基因。CKIs主要有p16、p21和p27等。

1．细胞周期蛋白 (cyclin)

cyclin D1基因定位于染色体11q13，长度约120kb，基因跨距约15kb，含有5个外显子，编码295个氨基酸构成的蛋白质，分子量为34kb。Cyclin D1蛋白在细胞周期关键限速点G1
 -S转换中起重要正调控作用，与其CDK配体CDK4/CDK6结合并激活形成复合物，可引起RB蛋白的磷酸化，启动DNA合成，使细胞由G1
 期过渡到S期。而p16蛋白则能与cyclinD1竞争性结合 CDK4使之灭活，引起细胞增殖周期失调，细胞失控性生长形成肿瘤。研究发现，Cyclin D1与胃上皮细胞的增殖密切相关，其在胃癌中的表达比率明显高于正常胃黏膜和慢性浅表性胃炎。Cyclin E作为CDK2的调节亚基，控制CDK2对各种底物的作用，一旦过度表达可使G1
 期缩短，是G1
 期的限速因子。资料表明，胃癌中cyclin D1和Cyclin E过度表达，并与淋巴结转移和预后密切相关。

2．p21WAF1/CIP1基因

p21WAF1/CIP1基因定位于6p21.2，全长约2.1kb，编码21kD的蛋白。在CIP1/WAF1基因上游分别约2.4kb和8kb处，各有一p53蛋白特殊结合位点，p53蛋白在其近氨基端有一转录活性很强的序列，可以刺激其结合位点下游基因的表达。p21在正常人的细胞中是以4价复合物的形式存在，它连接了细胞周期蛋白、CDK和增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear antigen, PCNA)，这是其发挥生物学功能的结构基础。体外实验外源性p21WAF1/CIP1基因在胃癌细胞株SGC7901中有高水平表达，并抑制癌细胞的生长和集落形成，流式细胞仪检测显示G1
 期阻滞并发生凋亡。Noda等报告在133例浸润至黏膜下的早期胃癌中其蛋白表达率为65.4％，表达的缺失与淋巴结转移相关；另一资料显示进展期胃癌表达率56.3％，明显低于癌旁胃黏膜组织96.6％，表达率与淋巴结转移呈负相关。Okuyama和Aoyagi联合检测胃癌组织p53、p21蛋白表达，p53(－)p21(+)胃癌的凋亡指数及5年生存率均高于p53(+)p21(－)、p53(－)p21(－)、p53(+)p21(+)三种表达方式的胃癌。表明P21蛋白表达缺失促进早期胃癌的增殖，并加速胃癌的转移。

3．p16、p27kipl基因

p16和p27kipl基因分别定位于人类染色体9p21和12p13，其编码的蛋白均参与细胞周期的调节，是细胞G1期重要的负调控因子。p16基因除与CDK4有高度亲合性外，还能抑制与CDK4结构相似的CDK6，其编码蛋白能特异性抑制CDK4和CDK2的活性，参与正常细胞周期的调控。在胃癌中纯合性缺失和5′端启动子区域的CpG岛高度甲基化是p16基因失活的主要原因。实验证实，野生型p16基因导入p16基因功能缺失的胃癌细胞，能恢复其抑制细胞生长的功能。p27kipl蛋白是一种非特异性周期素依赖激酶抑制剂，它在肿瘤中的表达异常则是由于转录水平降低或蛋白降解活性增强引起的。有研究显示，两种蛋白的表达在胃黏膜癌变过程中逐步下降，如假定两者在正常胃黏膜中的表达为100％，在胃癌组织中则显著降低为43％和53％，这说明它们的表达缺失与胃癌的发生有关，是胃癌发生的早期事件。

（四）端粒 (telomere) 及端粒酶 (telomerase)

端粒是染色体末端的DNA重复序列 (1TrAGGG)，是DNA与相关蛋白质的复合体。端粒的主要功能为维持染色体结构的完整性，防止DNA被核酸酶降解相互融合及结构基因在复制时的丢失，其长度在一定程度上决定细胞的分裂增殖能力及生存期限。端粒酶的主要作用是维持端粒的长度，可使缩短的端粒恢复，导致细胞无限制复制。除生殖细胞、造血干细胞及T、B淋巴细胞中端粒酶有不同程度的表达，正常的人体细胞中端粒本身处于失活状态，因此体细胞随细胞分裂次数的增加端粒逐渐缩短。绝大部分细胞由于端粒极度缩短不能维持其功能而死亡。

永生性是恶性肿瘤细胞的一个重要的生物学特征，永生性的获得与端粒酶的激活有密切关系。近几年来研究发现，慢性浅表性胃炎、肠上皮化生、异型增生和胃癌中端粒酶阳性率逐步增高，85％以上胃癌可测到。Kakeji等发现高端粒酶活性的胃癌比低端粒酶活性者更具恶性潜能，包括浸润深度、淋巴结转移、肝转移和腹膜播散等。

三种端粒酶相关分子已被克隆，即人端粒酶RNA组分 (human telomerase RNA component, hTR)、人端粒酶相关蛋白 (human telomerase-associted protein, hTEP1) 和人端粒酶逆转录酶 (human telomerase reverse transcriptase, hTERT)。hTERT为限速酶，对端粒酶的活性起重要的调控作用，hTERT编码核蛋白酶，可以自身RNA为模板，合成端粒DNA并加到染色体末端，延长细胞寿命。hTERT基因表达上调是端粒酶激活的主要途径，其mRNA的表达与胃癌细胞的恶性化倾向呈正相关。端粒重复结合因子1结合蛋白 (PINX1)，结合hTERT直接抑制它的活性。在大部分胃癌中可以检测到PINX1表达减少，导致端粒酶活性升高。端粒末端结合蛋白 (POT1)表达的减少与端粒的缩短和端粒酶活性的下降有关。POT1在进展期胃癌中高表达，而在早期胃癌中表达水平相应较低。通过反义核酸抑制POT1的表达，能促使端粒缩短、端粒酶活性下降，而抑制POT1能诱导端粒失去功能，可见POT1表达水平的改变与胃癌的演进有关。此外，有研究显示，p53基因在端粒酶活化过程中起重要作用。

王维等分别检测正常胃黏膜、肠上皮化生、异型增生、胃癌中hTERTmRNA和hTERT蛋白，hTERTmRNA阳性率分别为10％、39％、67％和85％，hTERT蛋白为0、30％、60％、78％。因此端粒酶及其相关分子的活化是胃癌发生的早期事件，对hTRT基因表达的检测可作为早期诊断胃癌前病变组织癌变潜能和趋势的客观指标。

（五）细胞凋亡相关基因

胃癌的发生不仅与癌基因的激活和抑癌基因的突变、缺失有关，还与细胞凋亡被抑制有关。

1．凋亡调控基因Fas、Bcl-2、Bax基因

这三个基因在胃癌前病变和胃癌早期已有异常表达。Fas基因在细胞凋亡过程中起独特的引号传导作用，Bcl-2基因是研究最早和最多的凋亡抑制基因，Bax基因的功能与Bcl-2相对，可促进细胞凋亡，两者在体内的表达呈部位互补形式。Bcl-2倾向于分布在生长细胞和增殖细胞，与胃癌的浸润转移有关，而Bax倾向于分布在终末分化细胞和退化细胞，在凋亡旺盛的细胞中表达更强。Bax蛋白表达程度高分化胃癌显著高于低分化胃癌。三种凋亡相关基因的联合检测可能对胃黏膜癌变的早期诊断具有指导意义。

2．Caspases

Caspases是细胞凋亡中一类关键的半胱氨酸蛋白酶，直接参与凋亡早期启动、凋亡信号的传递并在凋亡晚期作用于不同底物。Caspases的表达与肿瘤发生密切相关。胃癌组织内Caspases-3的表达较正常组织显著降低，且较周围IM黏膜降低。Park等新近发现胃癌中Caspase-8、Caspase-10基因的杂合子缺失和Caspase-10基因的突变，因此猜测Caspase表达异常可能与胃癌的发生和发展相关。

3．Survivin

Survivin是凋亡抑制蛋白 (inhibitor of apoptosis protein, IAP) 家族中最具有表达特异性的一种凋亡抑制蛋白。Survivin基因位于17q25，编码产生一含有142个氨基酸的蛋白，分子量为16.5kD。Survivin不仅能与p16竞争性结合CDK4，诱导cyclinE/CDK2的激活，驱动细胞周期进行，而且也是G2/M期的重要调节基因，以保证细胞复制的忠实性。Survivin作用于caspase-3和caspase-7，从而抑制外源性Fas/caspase-8和内源性Bax/cytochrome C引起的凋亡。另外还可通过p21抑制Caspase。研究发现，Survivin的表达与抑癌基因p53的突变之间存在一定的同步性，野生型p53基因对Survivin基因表达可能有负反馈调节，当机体细胞抑癌基因p53发生突变后，野生型p53基因抑制Survivin基因表达的功能因此丧失，可能促使了Survivin基因转录失控而大量表达。过度表达的Survivin有助于肿瘤细胞逃避细胞周期检测点，从而逃避凋亡实现异常增殖。多项研究表明，Survivin mRNA在胃癌组织中表达显著高于非癌组织，在伴淋巴结转移的胃癌中显著高于不伴淋巴结转移者，并认为在胃癌的早期就开始出现Survivin mRNA表达增加，检测其表达水平可作为判断肿瘤恶性程度的一个指标。Survivin表达水平与组织学类型、肿瘤病理分期有关，Survivin可能是胃癌预后差的预测因素。Survivin在胚胎发育期间和大多数肿瘤组织中出现高表达，而较少表达于成人的终末分化组织，但有报道其在增殖的正常成人组织也有一定数量的表达，表明Survivin可能不仅与凋亡抑制有关，与细胞增殖也有关，但其在正常组织表达的意义还有待于进一步研究。

（六）基因的不稳定性及基因的多态性

基因的不稳定性指微卫星不稳定性 (microsatellite instability, MSI) 和染色体不稳定。MSI是指由于DNA复制错误引起的简单重复序列的增加或丢失，又称复制错误阳性表现。基因组中这些小于10个核苷酸的简单重复序列，即微卫星可通过改变DNA结构或与特异性蛋白质结合而发挥其基因调控，是基因和变异的来源，呈稳定地遗传，并具有低遗传突变特征。现已证实，胃癌组织中有不同程度MSI存在，阳性率为17％～64％，国内资料总的MSI阳性率在33％～41.8％。现已测定了胃癌的几十种MSI位点。日本学者发现在肠型胃癌患者胃黏膜IM部位亦有27％发生MSI，且仅限于不完全性IM；韩国学者Leung等进一步比较胃癌和非胃癌患者的IM中MSI的阳性率，MSI-H分别为26.7％和9.3％，MSI-L分别为50％和38％；同时在75％MSI-H的胃癌患者IM黏膜有MSI存在，而MSS胃癌患者的IM黏膜未有MSI阳性，且MSI-H阳性均为肠型胃癌。国内新近报道肠型胃癌MSI阳性率为64.7％，明显高于弥漫型胃癌的22.2％和IM组织的30％。从上看出，在IM至胃癌的组织演变中有不稳定性的连续积累，很可能是胃癌发生和发展的多步骤、多基因异常过程中的早期事件。研究显示MSI不仅仅是胃癌发生的早期事件，而且与胃癌发生的数目有关。在单发与多发性胃癌中MSI有所区别，Takahashi等报道多发性胃癌MSI发生率为33.3％，单发性胃癌为7.7％；Miyoshi报道在单发性胃癌、同时发生的 (synchronous) 多发性胃癌和不同时发生的 (metachronous) 多发性胃癌中MSI-L阳性率分别为8％、27％和43％，且单发性胃癌中MSI-H仅3％。Wu等亦发现MSI阳性的较MSI阴性的胃癌更易并发多灶胃癌病变，MSI-H与MSI-L/MMS胃癌存在不同的遗传途径。综合多组资料，MSI与胃癌的大小、部位、分化程度、淋巴结转移、临床分期和浸润深度等临床病理特征之间的关系尚有争议，可能与病例数目、测定方法及测定的位点不同或位点数量有关，亦不排除种族遗传不稳定的差异。如Theuer等发现日本人胃癌的MSI阳性率（39％）高于美国人（20％）。目前认为，MSI的主要原因是由于DNA错配修复基因 (mismatch repair gene, hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2) 功能异常和某些抑癌基因的缺失所致。Baek和Jung等证实MSI-H胃癌中出现hMLH1表达缺失，并存在hMLH1促进子的高甲基化，而hMSH2仍有表达；相反，MSI-L及MSS胃癌中hMLH1和hMSH2基因均有表达。Lee等12.9％MSI阳性胃癌有hMSH2基因表达。此外亦发现有TGF-β受体、BAX、hMSH3和E2F4基因的移码突变。

（七）性激素受体

目前在多种激素依赖性和非依赖性肿瘤中均存在性激素受体，并在肿瘤的发生、发展中具有重要作用。胃癌性激素受体的研究起步较晚，有一些散在的报道。现已发现胃癌中许多激素受体出现过度表达的现象，如胆囊收缩素A受体、胆囊收缩素B受体、人绒毛膜促性腺激素、催乳素、血管活性肽、性激素等，表达率约50％左右。虽然女性的胃癌发病率低于男性，但女性胃癌多为低分化腺癌、印戒细胞癌或BorrmannⅣ型，且年青人中女性胃癌发病率高于男性，更以妊娠及生育后多见。因此女性激素对胃癌变过程及进展有刺激作用。国内应用免疫组织化学方法测定91例胃癌，雌激素受体 (estrogen receptor, ER) 的阳性率为38％，而正常胃黏膜和不典型增生均为阴性；原位杂交显示ERmRNA的阳性率男性为73.33％，女性为86.67％。Takano等报道胃癌中ERαmRNA和ERβmRNA表达阳性率分别为51％和73％。Ohkura将ER阳性的胃癌转移至裸鼠体内形成抑制瘤，发现移植瘤对外源性雌激素存在明显的依赖，部分ER阳性的胃癌根治切除术后对内分泌治疗反应良好，表明胃癌ER具有代谢活性。胃癌中性激素受体不仅有过度表达，而且与胃癌的分化、临床分期、转移等有关。Oshima报道胃癌细胞ER阳性率为62.5％，孕激素受体 (progesterone receptor, PR) 阳性率为75％，同时ER在年轻女性和低分化胃癌中的阳性率较高，随分化降低，ER的阳性率增高，高分化腺癌、低分化腺癌、未分化腺癌、黏液癌及印戒细胞癌的表达率分别为10％、43％、53％、63％和75％。临床Ⅲ、Ⅳ期胃癌ER表达率（38.5％）高于Ⅰ、Ⅱ期（23.7％），BorrmannⅢ、Ⅳ型（56％）明显高于BorrmannⅠ、Ⅱ型（22％），淋巴结转移者（55％）高于未淋巴结转移者（23％），ER阳性的胃癌术后10年生存率（15.7％）明显低于ER阴性者（62.7％）；PR阳性者10年生存率（18.2％）低于PR阴性者（48.3％）；且ER、PR同时表达的胃癌预后极差。提示性激素阳性胃癌患者可进行内分泌治疗，以提高疗效，改善预后。目前性激素受体在胃癌中的促癌机制的研究尚处于初级阶段。性激素通过其相应的受体介导的细胞信号传导途径，使胃癌细胞生长调控和代谢发生异常。胃癌细胞经雌二醇处理后癌细胞克隆形成率及增殖指数升高，亦能促ER阳性的胃癌细胞株AGS的凋亡。雌二醇能增加胃癌细胞c-myc基因的表达，而这种过度表达可受ER抑制剂的抑制。有证据认为，ER和c-erbB-2基因共同表达的胃癌淋巴结转移率明显增高；胃癌组织中ER表达与cyclinD1、PCNA存在正相关，而ER、PR的表达与p53蛋白表达呈负相关。体外实验表明，低浓度16酮-雌二醇能增加EGF促进AGS的生长，但高浓度时则受到抑制，提示性激素对胃癌细胞的调控可能与EGF有关。ER作为胃癌细胞合成的蛋白质与体内雌二醇结合，形成激素受体复合物，调节与细胞分裂、增殖、凋亡有关的基因表达，更进一步的机制尚待研究。

（八）真核细胞起始因子4E (eukaryotic initiation factor 4E, eIF4E)

真核细胞起始因子 (eIF) 是指参与真核细胞蛋白质生物合成起始阶段作用的蛋白因子。目前已发现包括eIF2A、eIF2B、eIF4A、eIF4B和eIF4E在内的多种真核细胞起始因子，其中以eIF4E与肿瘤的关系最为密切。人eIF4E基因定位于染色体4q21－q25。eIF4E的作用一般认为是通过增强某些生长因子或重要的细胞生长调节因子的翻译而发挥的。eIF4E的过度表达不仅能促进细胞的增殖反应，而且更能促进细胞的恶性转化。有资料显示，eIF4E能使一些肿瘤恶性相关基因的表达量发生变化，是肿瘤恶性表型产生的决定子，通过调节一些特异的恶性相关分子的翻译表达量，促使细胞跃过正常生长限制而发生癌变。胃癌中eIF4E的表达阳性率较正常胃组织有显著性差异，且eIF4E阳性表达率与肿瘤浸润深度、淋巴结转移以及TNM分期有关，提示eIF4E基因表达上调与胃癌的形成密切相关，并随着本病恶化程度的增加而持续增加，其表达水平对评价胃癌的恶性程度有一定价值。

（九）热休克蛋白 (heat shock proteins, HSP)

HSP是机体细胞在一些应激原诱导下激活HSP基因，高效表达的具有高度保守性质的一组蛋白质，与多种蛋白形成复合体，陪伴蛋白分子在细胞内转运、跨膜，参与蛋白的折叠与伸展、多聚复合体的组装，发挥其调节靶蛋白的作用，但又不改变靶蛋白的结构，故HSPs又称为“分子伴侣”(molecular chaperone)，依据分子量的不同可分为HSP70和HSP90等。葡萄糖调节蛋白 (glucose regulative proteins, Grp) 是一种内质网分子伴侣，是细胞为了适应内质网应激状态所产生的一类应激蛋白，与HSPs有高度的同源性，因而被认为是热休克蛋白的一种。HSPs通过多种途径参与细胞生长繁殖，可与许多癌基因、抑癌基因的产物相互作用，参与肿瘤细胞周期调控和凋亡，在肿瘤的发生发展中发挥重要作用。有文献报道HSPs通过影响增殖必需的蛋白的构象而参与细胞周期调节，这些蛋白包括C-fos、C-myc、src、p53和Rb等。此外，HSP还通过抑制凋亡激活基因p53、Bax的表达以及抑制氧自由基的生成而抑制凋亡促进增殖，参与肿瘤的发生发展过程。另外，HSPs能促进肿瘤原性的一个明显的原因就是它们对应激因子如葡萄糖缺乏、缺氧、酸中毒等应激因素起到一种保护作用，这些应激因素普遍存在于肿瘤细胞快速生长的恶劣环境中。多项研究发现，胃癌时HSPs表达呈递增之势，癌组织中HSPs显著高于癌旁非癌组织，且其表达程度随细胞分化程度降低、浸润深度增加及淋巴结转移而增高。

二、胃癌浸润和转移相关的因素

肿瘤的浸润转移是有多种复杂的因素相互作用、相互依赖和相互制约的过程，包括：①肿瘤细胞黏附性改变，细胞从原发瘤中逃逸，进入邻近组织或血管；②肿瘤细胞在循环中被动扩散，与亲和性器官毛细血管或淋巴管内皮细胞相黏附；③肿瘤细胞降解血管内皮基质，进入靶器官和组织；④肿瘤细胞生长形成微转移灶，新生血管形成。在胃癌浸润转移过程中存在多种促进或抑制因素的异常，同时各因素之间具有多种相互作用，尤其是由细胞跨膜信号传导机制改变而导致影响转移的因子或基因的启动、激活或失活。

（一）细胞黏附分子

1．整合素 (integrin)

一组二价离子依赖性细胞表面糖蛋白，介导细胞之间及细胞与ECM之间的黏附反应。每种整合素分子都由2个α亚单位和1个β亚单位以非共价键组成的异二聚体跨膜糖蛋白，不同的αβ亚基组成至少20多种不同的分子。其与Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原、层黏蛋白 (LN)、纤维连接蛋白 (FN)、玻璃黏连蛋白、血小板反应素、纤维蛋白原等结合，通过识别精氨酸—甘氨酸—天冬氨酸 (R-G-D) 三肽位点介导黏附作用。整合素分子的结构和表达水平的改变与胃癌细胞的侵袭转移行为密切相关。研究表明，高表达整合素β1的NUGC胃癌细胞系接种裸鼠后早期即可播散至腹腔；若用整合素β1抗体处理可以抑制NUGC-4细胞与间皮细胞的黏附，将此处理的细胞再接种至裸鼠后，腹腔内播散亦受到抑制。Kawamura等体外黏附测定显示整合素α2β1中和抗体能抑制MKN-45-P胃癌细胞与Ⅰ型胶原和Ⅱ型胶原的黏附，体内注射整合素β1单克隆抗体能减少裸鼠中MKN-45-P移植瘤腹壁上转移的细胞数。Matsuoka在伴腹腔转移的胃癌患者检测腹膜转移灶整合素α2β1的阳性细胞百分比明显（70.4％）高于原发胃癌部位（48％），且整合素β与胃癌的临床病理参数无关。可见整合素α2β1与胃癌腹腔种植有密切关系，多因素分析表明整合素α2β1亦与肝转移相关。有学者发现整合素β4的表达水平与胃癌的播散呈负相关，将整合素β4的全长cDNA导入胃癌细胞能显著抑制腹膜播散，120例胃癌中整合素β4阳性者几乎没有腹膜播散，提示整合素β4转移抑制因子。此外α3β1、α4β1、α5β1、α6β1的表达亦有报道，不同的亚单位在胃癌中表达水平及作用不同，对胃癌的浸润转移的机制意义可能有所区别，有待于进一步研究筛选。

2．钙黏素 (cadherin, Cad)

钙黏素是一组钙离子依赖性跨膜糖蛋白，其作用主要是利用胞外结构中的组氨酸—丙氨酸—缬氨酸 (H-A-V) 序列来识别和介导同种细胞之间的黏附反应。钙黏合素存在着E-, P-, N-, V-,M-, B-, R-, T-等多种分子，其中以E-Cad与胃癌关系最密切。连环素 (Catenin) 是近年来发现的一种细胞内信号传导分子，E-Cad只有与之结合成复合物才能发挥作用，这一系统功能障碍可使细胞间黏附发生缺陷，造成肿瘤的浸润与转移。E-cad和Catenin对胃癌细胞浸润转移能力的影响主要是由于编码E-Cad的CDH1基因发生了等位基因突变、杂合子缺失或其启动子区的异常CpG二核甘酸甲基化而导致CDH1基因转录的沉默和其作为抑制基因功能的失活。

E-Cad和Catenin表达异常与胃癌的分化、侵袭深度、淋巴结转移及预后密切相关。正常情况下E-Cad和Catenin均位于胃上皮细胞膜上，呈均一表达，而大多数胃癌E-Cad异常表达，包括E-Cad表达降低或缺失，可出现胞浆内阳性表达并呈异质性。免疫组化显示IM、萎缩性胃炎有正常的E-Cad和β-Catenin膜染色，而异型增生和胃癌中E-Cad异常表达为36％和46％，β-Catenin为16％和44％～76.8％。弥漫型胃癌中癌细胞浆E-Cad阳性率达30％～50％β-Catenin为78.5％肠型胃癌中E-Cad阳性仅18％或更低，可能与癌发生机制有关，40％～83％的自发性弥漫型胃癌发生CDH1基因突变，而较少发生在肠型胃癌中。E-Cad、β-Catenin与分化程度和浸润深度有关，异常表达多为分化差的胃癌，如印戒细胞癌、黏液癌、低分化癌等；且随浸润程度加深，正常的E-Cad表达率下降。多篇研究资料显示，E-Cad和β-Catenin异常表达与淋巴结转移有关，淋巴结转移者两种黏附分子异常表达率＞60％，远处转移者可达100％；有报道α-Catenin生物学行为的判断比E-Cad更敏感。但Fujiwara、Joo等结果显示两者无相关性。Liu、Ikeguchi等进一步研究转移的淋巴结中两种分子的表达，发现淋巴结有异常表达者5年生存率明显低于淋巴结表达正常者，提示对转移灶内的胃癌细胞生长具有重要作用。值得注意的是，Cai对162例早期胃癌的4522个淋巴结的分析表明，淋巴结微转移不仅易发生在＞1.0cm、低分化癌和黏膜下癌，而且与E-Cad有关，其表达缺失与微转移有密切关系。最近Tanaka的报告认为分化型早期胃癌E-Cad异常与浸润黏膜下有关，β-Catenin异常提示胃癌伴有淋巴结转移。

3．选择素 (selectin)

一些以糖基为其识别配体的黏附分子，具有独有的类似凝集素样的细胞外结构，目前已发现至少三类：L-Selectin、E-Selectin、P-Selectin。与肿瘤转移关系较密切的是E-Selectin, 又称ELAM-1 (endothelial cell leukocyte adhesion molecule-1)。在生理条件下可通过细胞表面的糖基配体 sialyl lewis A (SleA) 或 sialyl lewis X (SleX) 介导，与内皮细胞黏附。近期研究表明E-Selectin表达在决定进入循环的肿瘤细胞识别靶器官血管内皮细胞的过程中起重要作用，因此E-Selectin与肿瘤转移的器官选择性有关。Gulubiva证实胃癌肝内转移灶的血管上皮有E-Selectin的表达；胃癌原位移植瘤的裸鼠模型中，伴转移的移植瘤ESelectin mRNA水平明显高于不伴转移的移植瘤；有腹膜转移的患者血清可溶性E-Selectin水平可增高。同时配体的水平与胃癌的转移有关。胃癌组织血管内皮SleX表达的阳性率为55％，SleX的表达与分化性胃癌的淋巴结转移、分期和肝转移率呈正相关；血清SleX测定表明，高水平SleX与肝转移和腹膜播散有关，Cox回归分析同样显示高水平SleX肝转移及预后不良的独立相关因子。

4．CD44

CD44是存在于细胞表面的跨膜糖蛋白，能介导淋巴细胞归巢并参与细胞和细胞外基质成分的黏附。表达的蛋白分为标准型 (CD44s) 和变异型 (CD44v)。CD44v在肿瘤淋巴道转移中的作用机制可能是促进肿瘤细胞黏附力下降脱离原发灶，降低肿瘤转移阻力；在淋巴结与ECM的透明质酸结合而停留、生长；表达在癌细胞表面使其逃避免疫系统的识别与攻击。CD44v中以CD44v6与胃癌关系最密切。文献报道CD44v6在人类胃癌的阳性表达率为64％～78％，且与胃癌的分化、进展程度、淋巴结转移有关，与肠型胃癌的关系最为密切，低分化癌明显高于中、低分化癌；并与进展期有关。近来Yamaguchi等发现血道转移的胃癌CD44v6阳性率更高。值得注意的是，CD44v6可在部分IM和异型增生出现表达，但强表达仅发生在癌组织内。CD44v6的异常强表达不仅可区分胃癌与非癌黏膜，而有助于预测转移及预后的良好指标。免疫球蛋白超基因家族这一类分子的细胞外结构中含有免疫球蛋白样折叠，多数介导钙离子非依赖性细胞之间的黏附反应，与整合素家族互为配体、受体。包括CEA、DCC基因、细胞间黏附分子 (ICAM)、血管细胞间黏附分子 (VCAM)、神经细胞间黏附分子 (NCAM) 等。

5．DCC基因 (deleted in colon cancer)

DCC基因即大肠癌缺失基因，定位于18q21.3，编码750个氨基酸，分子量为190kD的磷酸化蛋白，具有黏附因子样功能，其表达异常可能会引起细胞异常，导致细胞的恶性转化，肿瘤的浸润与转移。Iino等研究发现，该基因表达缺失或减低与胃癌的浸润深度、肝转移、临床分期相关。DCC基因mRNA表达缺失多出现在临床Ⅲ、Ⅳ期及伴有淋巴结转移组，提示其表达改变在胃癌转移中可能起重要作用。文献显示VCAM、ICAM在胃癌中表达的阳性率分别为75.5％和34.5％～49％，不仅在胃癌血管内皮细胞有高表达，而且在胃癌细胞的胞膜上有表达。VCAM的表达率、表达强度与胃癌的浸润深度、临床分级和淋巴结转移相关，亦与胃癌的新生血管生成有关。对于ICAM与胃癌淋巴结转移之间的关系尚有不同结果，Maruo等认为淋巴结转移者ICAM表达率高于淋巴结未转移者，两者存在正相关性，但Fujihara和瑞金医院的资料表明淋巴结转移组的ICAM表达率反而低于淋巴结未转移组。最近Tanaka等发现转染ICAM-1基因的胃癌细胞株2MD3/ICAM-1接种大鼠腹腔后，其生存率高于对照组MD3细胞株，ICAM-1基因治疗对胃癌腹膜转移似乎有效。因此ICAM在胃癌转移中的作用有待进一步研究和思考。

（二）细胞外基质 (extracellular matrix, ECM)

ECM主要由胶原、糖蛋白、黏多糖和氨基葡聚糖组成，ECM的各种成分不但在组织中起分隔作用，而且动态调节组织细胞的代谢和行为。已有充分证据表明肿瘤的转移能力与其产生或诱导产生降解ECM或基底膜的蛋白有密切相关。这些蛋白酶可分为：丝氨酸蛋白酶、金属蛋白酶、弹力蛋白酶、半胱氨酸蛋白酶，其中以金属蛋白酶 (matrix metalloproteinase, MMP) 与胃癌的研究较多。

1．MMP

MMP属于锌肽酶超家族，已有约20种具有MMP基本结构的MMP分子被发现 (MMP1～MMP20)，它们分别属于胶原酶、明胶酶、间质溶素、基质溶素、膜性金属蛋白酶、金属弹力蛋白酶等。MMPs被激活后通过水解细胞ECM和BM中胶原和纤维连接蛋白等成分导致基底膜破坏，肿瘤细胞浸润结缔组织基质，侵入小血管和淋巴管而发生转移，并可通过促进肿瘤血管形成，重塑肿瘤生长微环境来促进肿瘤浸润转移。MMP抑制物 (TIMP) 是MMP的天然抑制物，细胞外基质中MMP与TIMP的失衡与肿瘤的浸润和转移密切相关。在MMP/TIMP的表达研究中发现，明胶酶MMP-2和MMP-9、膜性金属蛋白酶 (MT1-MMP) 在胃癌细胞中有明显表达，并与浸润深度、淋巴结转移和临床分期呈正相关，TIMP-1、TIMP-2分别可与MMP-9、MMP-2前体形成复合物，使后者失活。胃癌组织中MMP-9和TIMP-1表达失衡有4种类型，其中MMP-9表达超过TIMP的胃癌者发生浆膜浸润、淋巴结转移高于TIMP表达低于MMP-9者或两者平衡者，MMP-9阳性表达与胃癌浸润转移正相关，而TIMP-1阳性表达与胃癌浸润转移呈负相关。在非浸润性胃癌中TIMP-2表达大于MMP-2,而浸润性胃癌则相反。近年发现基质溶素MMP-7在胃癌中表达较多，存在癌细胞膜和胞浆内，其阳性强度与浆膜浸润、淋巴结转移、低分化及短生存期有关，而且MMP-7阳性胃癌发生腹膜播散的危险性是阴性者的10倍。MMP在转移中的作用主要表现在降解基底膜和细胞外基质，同时还与其他有关因子协同在新生血管形成和调节细胞黏附中发挥作用。MMP-2、MMP-9能降解Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原，MT1-MMP在内皮细胞表面表达促使局部胶原和层黏蛋白的降解。MMP-2的外源性抑制物或反义核酸均能导致肿瘤蛋白水解能力和新生血管能力丧失。体内外试验表明抑制MMP-2活性可使肿瘤体积下降70％，减少胃癌的淋巴结和腹膜转移率。MMP对新生血管形成的作用受到VEGF、TGF、bFGF、HGF的调控。

2．uPA

尿激酶型—血浆纤维蛋白原激活因子 (uronase-type plasminogen activator, uPA)，是丝氨酸蛋白酶类中与肿瘤浸润转移相关密切的一种因子，能激活纤溶酶原使之转换为纤溶酶并降解细胞外基质。影响其活性的因素主要包括uPA受体 (uPAR) 及抑制剂PAI (plasminogen activator inhibitor, PAI)，uPA结合uPAR后可以增强uPAR与亲玻黏连蛋白 (vitronectin, VN)、整合素的亲和力，从而启动细胞内、外信号传导，激活蛋白激酶、FAK等促进细胞迁移，PAI可以干扰uPAR与VN和整合素结合。国内外资料均显示，胃癌中uPA、uPAR在mRNA和蛋白水平的增高与浆膜浸润、淋巴结转移有关。

3．乙酰肝素酶

肝素酶基因位于4号染色体上，全长39kB，其表达产物经剪接修饰后成为一种异二聚体，分子量为50kD，是至今发现的唯一一种可以降解硫酸乙酰肝素蛋白多糖聚糖链的葡萄糖醛酸内切酶。乙酰肝素酶在心、脑、肺、肾、胰等脏器中不表达，但在增生性病变、炎症、损伤、免疫反应及恶性肿瘤的生长与转移等多种病理改变中普遍存在。乙酰肝素 (HS) 是ECM和BM的主要成分，它能与细胞表面及ECM中的活性分子结合，黏附于细胞表面，介导细胞—细胞、细胞—组织间的黏附作用，以及细胞的迁移、分化、增殖过程。这些分子主要有：碱性成纤维生长因子、血小板衍生性生长因子、纤维结合素、胶原、肝素辅助因子—Ⅱ、IL-2、脂蛋白、DNA拓扑异构酶、淀粉样蛋白活性酶等。当乙酰肝素酶降解HS后，不仅产生一系列HS的活性片段，也使这些活性分子被释放。

乙酰肝素酶促进肿瘤浸润转移的主要机制为：①降解ECM和BM, 破坏了细胞侵袭的屏障；②自身以及释放的一些生长因子促进肿瘤血管生成；③HS的降解片段具有抑制激活的T淋巴细胞的生物学功能；④释放结合在HS上的尿激酶型纤溶酶原激活物和组织纤溶酶原激活物，从而活化生长因子，激活ECM中蛋白酶级联反应，可活化部分基质金属蛋白酶；⑤释放的脂蛋白酶可以降解脂蛋白。肝素酶也可直接激活内皮细胞发生侵袭，而不依赖酶自身的活动度以及细胞膜HSPG的存在与否，直接介导蛋白激酶B/AKT发生磷酸化，从而通过磷脂酰肌醇3－磷酸激酶 (PI3K) 信号通路来促进依赖这种通路的细胞发生侵袭和转移。

高转移潜能的肿瘤细胞比低转移潜能的肿瘤细胞肝素酶活性高4～10倍。国内外学者通过RT-PCR法及免疫组化技术检测乙酰肝素酶在胃癌中表达，且与胃癌的不良预后有关。但对于它与胃癌血管、淋巴管转移的关系尚有争议。

（三）细胞的移动能力

肿瘤细胞穿入和穿出血管除了需要黏附反应和黏蛋白水解外，活跃的细胞移动能力也是完成侵袭转移的重要因素之一。常见的与胃癌转移有关的细胞促动因子有高迁移率族蛋白 (HMGB1)、胰岛素样生长因子 (IGF-1, IGF-2)、肝细胞生长因子／扩散因子 (HGF/SF)、神经自分泌促动因子 (AMF)、成纤维细胞生长因子 (FGF)、转化生长因子 (TGF)、表皮生长因子 (EGF)、单核细胞衍生分散因子、白细胞介素IL-1、IL-3、IL-6、IL-18和干扰素等。

1．HGF/SF

HGF/SF是一种旁分泌运动因子，通过影响细胞间作用，诱导不同上皮克隆扩散或趋化运动，导致侵袭和转移，HGF/SF的受体是由c-met基因编码，胃癌中HGF、HGF受体表达与淋巴结转移、肝转移有关。亦有文献认为纤维母细胞可通过HGF/c-met系统的激活刺激硬癌的生长和浸润。

2．AMF及AMF受体

AMF能刺激肿瘤细胞定向运动和随意运动。AMF受体 (AMFR) 不仅与胃癌浸润深度有关，而且与胃癌中E-Cad正常表达之间存在负相关性；AMF-AMFR在转录水平诱导内皮细胞VEGFR (Flt) 表达，促进胃癌血管形成。

3．骨桥蛋白 (osteopontin, OPN)

OPN是一种分泌型、黏附性的磷酸化糖蛋白，其基因定位于染色体4q13,分子结构中含有精氨酸—甘氨酸—天冬氨酸（Arg-Gly-Asp, 简称RGD序列）序列，RGD序列是与细胞黏附功能有关的重要功能区域。细胞的移动和黏附两者相互协调是细胞游走缺一不可的，因此许多黏附分子都与细胞骨桥蛋白相连。OPN的已知受体为CD44和整合素ανβ1、ανβ3、ανβ5、α9β1等，通过与其受体结合后启动多条信号传导系统，促进细胞的趋化、黏附和迁移。OPN在肿瘤转移的各个环节起着重要作用：①OPN通过激活C-Src/EGFR/ERK信号转导通路诱导整合素ανβ3受体介导AP-I活化及uPA分泌；②OPN通过PI-3K/Akt/IKK信号传导通路诱导NF-κB激活，上调uPA mRNA; ③OPN与ανβ3结合激活内皮细胞NF-κB通路，并激活Src和Ras, 最终激活Ras-MAPK信号途径，调节细胞迁移等功能；④Philip等报道OPN通过激活IκBα/IKK信号通路从而激活NF-κB, 最终激活Pro-MMP-2。OPN在肿瘤发展和转移中的作用正引起关注，可能是一个肿瘤转移相关基因。在利用MNNG至大鼠胃癌实验中，OPNs的表达随腺瘤、腺癌的发生而增强。Ue和Yokozaki发现胃癌中OPN mRNA过度表达，与临床病理的进展有关。

4．CCL21/6 chkine-CCR7

CCL21是趋化因子 (chemokine) 的一个家族成员，其受体为CCR7。研究发现，许多趋化因子及其受体与肿瘤细胞运动、侵袭、转移密切相关。研究显示，淋巴管内皮细胞通过分泌趋化因子吸引肿瘤细胞，并与肿瘤细胞表面受体结合，诱导肿瘤细胞骨架重排，促进肿瘤细胞黏附，从而促进肿瘤细胞淋巴定向转移。

5．转化生长因子β (transfonning growth factor β, TGF-β)

TGF-β是一种多功能的细胞因子，可通过细胞表面的信号传导途径调控细胞的增殖、分化和凋亡等作用。TGF-β与受体结合后通过磷酸化将信号传递给转录调控因子Smads, 形成Smads复合体与转录因子作用而发挥作用。Smads表达异常也会影响到TGF-β/Smad4信号传导。TGF-β/Smad4可能通过免疫抑制逃逸、增加血管生成、增加肿瘤细胞与胞外基质的相互作用来促进肿瘤的侵袭和转移。另有报道，TGF-β诱导锌指类转录因子Snail和SIP1的表达，而Snail和SIP1可抑制CDH1基因从而促进转移。TGF-β还能上调细胞外蛋白溶解酶活性降解细胞外基质，促进肿瘤细胞的转移。大量的研究提示，浸润型或伴有淋巴结转移的胃癌患者，其血清TGF-β浓度以及癌组织中的TGF-βmRNA表达皆明显高于膨胀型或不伴淋巴结转移者，因此检测血清中TGF-β可用来预测胃癌的转移和复发。

（四）新生血管形成 (angiogenesis)

新生血管是肿瘤生长和转移的基础，血管生成过程涉及许多血管生成因子、细胞因子及其抑制因子之间的调节失衡。目前已分离和纯化了20多种血管生成因子和相关因子。主要包括血管内皮细胞生长因子 (vascular endothelial growth factor, VEGF)、酸性及碱性成纤维细胞生长因子 (aFGF, bFGF)、血管生成素 (angiogenin)、胎盘生长因子 (PIGF)、表皮生长因子 (EGF)、白介素-8、肿瘤坏死因子α（TNF-α）等，其中VEGF被认为是作用最强、特异性最高的调控因子。

VEGF基因定位于69，21，3位点上，全长14kd，其8个外显子和7个内含子通过不同的剪接至少产生6种剪接体。VEGF具有增加血管通透性的作用，能刺激血管内皮细胞增殖，促进血管形成。研究表明，肿瘤细胞能合成并周期性分泌VEGF，并与血管内皮细胞上的VEGF受体结合，促进肿瘤新生血管形成。肿瘤组织的血管内皮细胞存在VEGF受体的强烈上调，正常组织与肿瘤的交界处即肿瘤浸润的区域表达尤其丰富，但在周围的正常组织则无表达。目前已在内皮细胞膜上检出的VEGF受体有3种：flt-1、KDR和flt-4，属于酪氨酸激酶c-fms家族。现已证实在胃癌的血管生成、血行转移及淋巴结转移过程中VEGF扮演重要角色。VEGF-A主要是Flt-1和Flk-1/KDR的配体，在肿瘤血管生成方面具有重要意义，其机制为诱导内皮细胞的迁移和促进有丝分裂。VEGF-C和VEGF-D与KDR结合发挥促进血管生成的作用，但较VEGF-A明显弱。VEGF-C和VEGF-D与VEGFR-3结合后通过MEF/ERK和PI3K/Akt途径促进淋巴管内皮细胞增生，其中VEGF-C是促进淋巴管生成的主要因素。多项研究已发现胃癌组织中有VEGF mRNA的表达，且与淋巴结转移、TNM分期密切相关，而与肿瘤大小、分化程度等无关，同样VEGF-C、flt-1、KDR与胃癌的浸润和转移也呈显著相关性。实验示外源性VEGF能直接刺激KDR阳性的胃癌细胞株AGS-1的生长，而对KDR阴性的胃癌细胞株NCI N87无作用；KDR反义寡核苷酸能抑制人血管内皮细胞 (human vascular endothelial cell, HVEC) 和人胃癌细胞 (human gastric carcinoma cell, HGCC) 的增殖，HGCC能刺激HVEC的生长，而HVEC却抑制HGCC的生长，提示VEGF通过旁分泌和自分泌途径促进胃癌的生长与转移，且KDR在旁分泌途径中起重要作用。另外，p53、COX-2、CerbB-2、MMP2、iNOs、PIEN、CYCLIND等分子对胃癌的生长、转移过程的影响与VEGF的表达有一定的相关性，这给胃癌的生物学治疗提供了重要靶点。

（五）转移相关基因

癌基因及抑癌基因不仅参与肿瘤的发生，也参与肿瘤的浸润与转移。与胃癌关系较密切的有：nm23基因、c-erbB-2基因、p53抑癌基因、Ras基因、mts-1基因、APC基因、DCC基因、CD44基因等。一些基因不仅参与胃癌的发生，而且在胃癌浸润转移中同样具有重要意义。

1．癌基因

（1）C-met基因　C-met基因定位于染色体7q21-31，编码190kD跨膜糖蛋白，具有酪氨酸磷酸化蛋白激酶活性，在信号传递中起重要作用。通过促进有丝分裂的肝细胞生长因子 (HGF) 作为配体，使C-met受体的酪氨酸磷酸化，从而促使细胞有丝分裂和向腺上皮形态分化，导致癌细胞浸润和增殖。研究表明弥漫型胃癌C-met蛋白表达显著高于肠型胃癌；多篇文献均一致认为C-met蛋白表达程度与胃癌的浸润深度、淋巴结转移有关。

（2）C-erbB-2基因　C-erbB-2基因定位于17q21，编码185kD的跨膜糖蛋白，具有酪氨酸激酶活性，参与信号转导。C-erbB-2在胃癌中有较高的表达率，C-erbB-2表达出现于胃黏膜癌变过程的后期，是胃黏膜细胞恶性变的标志。研究表明，C-erbB-2基因表达与肠型胃癌发生关系密切，C-erbB-2阳性胃癌转移性和侵袭性均较强，易侵及浆膜层，并易于出现淋巴结转移和腹膜种植。最近Ougolkov等发现肝转移性胃癌C-erbB-2阳性率（63％）明显高于未发生肝转移者（13％）提示胃癌C-erbB-2也是胃癌进展期的晚期事件。

2．抑癌基因

（1）转移抑制基因 (Non-metastatic gene-23，nm23)基因　nm23基因位于染色体17q22，由于nm23蛋白与核苷二磷酸激酶 (NDPK) 具有高度同源性，NDPK在细胞信号传导机制中起重要作用，即在G蛋白活性调节中NDPK可能参与GDP-GTP的转换，人nm23基因与c-myc基因的转录因子PuF有99％同源性，两者联系起来更说明癌基因／抑癌基因产物与肿瘤细胞信号传导密切相关；此外细胞微管的聚合异常和解聚需要NDPK的参与，推测nm23蛋白可能使微管聚合异常而引起减数分裂时纺锤体异常，从而导致癌细胞染色体非整倍体的形成，促使肿瘤的发展，另一方面也可能通过影响细胞骨架而引起细胞运动，从而参与浸润转移过程。目前发现胃癌组织中nm23mRNA和nm23蛋白均呈低表达，可能与胃癌的浸润和转移有关。

（2）p27（kip1）基因　p27基因定位于12p13，为CDKIs的一种。p27基因一方面抑制CDK激活，另一方面可抑制激活后的cyclin-CDK复合物的活性，在细胞周期增殖调控中阻止细胞从G1
 进入S期。季洪亮等应用PCR-SSCP技术检测，结果在早期胃癌和进展期胃癌中p27基因突变率为20％和21.9％，外显子1是该基因突变的集中区域，且以第1～90密码子区域突变率最高。进展期胃癌中p27蛋白表达缺失或低表达率达76％～89％，而早期胃癌中为44％。郑建明、Nitti等进一步研究显示p27蛋白表达缺失或低表达与低分化、淋巴结转移、浸润至浆膜外等临床病理特征有关，p27蛋白阴性或低表达者的5年生存率明显低于p27蛋白高表达者，多数学者认为p27蛋白是预后判断的重要指标。然而Wkisten认为虽然大多数胃癌中p27蛋白出现低或不表达，但对预后判断并无价值。

（3）Smad4（DPC4）基因　Smad4基因位于染色体18q21.1，属Smad家族，参与由TGF-β家族受体激活的信号传导通路，是TGF-β信号通路关键的转换物质。Smad4基因突变与癌症进展和淋巴结转移有关，它在胃肠道中是一种肿瘤抑制因子，在胃癌中的平均缺失率约为40％，并在高、中、低分化胃癌中平均吸光度逐渐降低，该基因可用于提供一个能够促进或阻止胃癌发生的很有价值的监视因子模型。

（4）KAI1基因　KAI1基因位于11号染色体P11.2-13区，属细胞表面膜糖蛋白家族，正常KAI1有一个较大的细胞外亲水区域，该区有3个N端糖基化位点，N端连接的寡聚糖的变化同细胞转移表型有关，并在细胞膜上位置及细胞和细胞外基质之间的相互作用上有一定功能，暗示其在肿瘤侵袭和转移中起作用。KAI1在非转移的胃癌中有中度到高度的表达，而转移的胃癌呈低或无表达，同时该基因表达的缺失与胃癌的分化程度、浸润深度、淋巴结转移有关，可作为检测胃癌转移潜能的一个指标。

（5）RECK (reversion-inducing-cysteine-rich protein with Kazal motifs) 基因　RECK基因具有独特的抑制基质金属蛋白酶 (MMPs) 表达与活性的功能，该基因的表达与肿瘤的浸润转移及血管生成密切相关。MMP-9在胃癌组织中的表达增加，MMP-9的高表达可促进细胞外基质的降低，有利于肿瘤细胞的转移。RECK基因在正常胃组织的表达水平显著高于癌组织，抑制MMP-9的分泌和活性，其作用发生在翻译后水平，表明肿瘤信号对MMP-9的调节，除了直接上调MMP-9基因的表达外。还有另一途径即通过下调RECK基因的表达间接上调MMP-9的活性。

三、COX-2与胃癌

环氧合酶 (cyclooxygenase, COX) 又称前列腺素过氧化物合成酶，是花生四烯酸代谢的关键性限速酶，主要有结构型COX (constitutive COX) 和诱生型COX (indusible COX)，分别简称为COX-1和COX-2.在正常状态下COX-2的表达受到高度限制，绝大多数组织细胞中COX-2基因并不表达，只有在细胞受到严重刺激物作用后才诱导表达。所有胃肠道均发现COX-2的表达。研究表明在多种肿瘤、瘤旁细胞中有COX-2的表达，可能与原癌基因的突变、肿瘤促进子、有丝分裂原、细胞因子及其受体、乃至病原菌如Hp感染有关。COX-2的过度表达一方面能逃逸细胞凋亡，使细胞间具有异常的连接，从而获得浸润表型；另一方面COX-2能上调肿瘤细胞周围的血管生成因子，促进肿瘤的血管生成。因此COX-2与肿瘤的发生、发展及转移密切相关。

（一）COX-2在胃癌中的表达及其意义

正常胃黏膜中没有COX-2的表达，当胃黏膜炎症、溃疡，尤其胃癌时可出现异常表达。研究证实大多数胃癌细胞株均有COX-2表达，如MKN-45、MKN-28、AGS、SGC7901等，但MGC803未发现有COX-2表达。应用RT-PCR、Western斑点杂交及免疫组织化学等方法显示胃癌组织中COX-2mRNA和COX-2蛋白的表达，其阳性率为58％和74％，阳性染色位于癌细胞的胞浆内，并没有发现癌组织基质中有表达。Saukkonen等进一步发现胃黏膜异型增生和肠型胃癌中COX-2的表达阳性率分别为44％和58％，而弥漫型胃癌的阳性率仅6％；33例早期胃癌中肠型胃癌中COX-2阳性细胞数高于弥漫型，胃癌，癌旁肠化黏膜的阳性数高于非肠化黏膜。Uefuji在增生型息肉中未发现COX-2表达，而20％胃腺瘤有阳性表达，上述结果提示COX-2是胃癌发生的早期事件，尤其是在慢性萎缩性胃炎→肠上皮化生→不典型增生→肠型胃癌这一演变过程中具有重要作用。资料表明，COX-2与胃癌的临床病理特征相关。Xue等分析33例胃癌的COX-2mRNA表达，淋巴结转移组的COX-2指数高于非淋巴结转移组，Ⅲ、Ⅳ期高于Ⅰ、Ⅱ期，同时COX-2指数 (COX-2 index) 与年龄、性别、血型、肿瘤部位及大小、浸润深度、分化无关。Gao等327例胃癌COX-2蛋白表达与淋巴结转移及临床分期呈正相关。Ohno、Uefuji等亦有相似结果。香港Lee等109例回顾性分析显示不表达COX-2的胃癌患者生存期较长。由此可见COX-2与胃癌的进展、转移及预后有关。值得注意的是，在高分化胃癌细胞株MKN-28、MKN-74中COX-2的阳性率高于低分化细胞株HSC-39、KATOⅢ，高分化的肠型胃癌高于低分化的弥漫型胃癌。COX-2在胃癌早期、晚期中的作用说明可能存在不同的分子机制。

（二）COX-2在胃癌中作用的可能机制及途径

1．癌基因与抑癌基因p53

体外证实野生型p53基因竞争性结合与COX-2的促进子区域，并抑制其转录。Leung等检测胃癌中p53基因和COX-2的表达，有51.5％p53基因发生错义突变，并且p53基因突变患者COX-2阳性率高于未突变者，同样Kawabe在91例胃癌中P53蛋白的表达与COX-2的表达有相关性。

2．细胞增殖和凋亡

细胞转化后，早期肿瘤通过细胞不断的扩增，同时减少细胞凋亡取得生长。一部分鳞状化生、不典型增生、原位癌病灶遗传性状不稳定，在不良环境中能发生基因突变，产生抑制凋亡和转移倾向的基因表现型。研究表明，COX-2可抑制细胞凋亡，可能有如下机制：首先，COX-2的表达增加了前列腺素E2 (prostaglandin E2, PGE2) 的合成，PGE-2可诱导细胞增殖并刺激Bcl-2蛋白表达，后者可抑制细胞凋亡，或直接抑制凋亡，使细胞增殖和凋亡失去平衡而促进肿瘤发生。其次，COX-2和其他基因相互作用亦很重要。大鼠肠上皮细胞 (RIE) 过度表达COX-2能上调Bcl-2水平，继而拮抗丁酸盐诱导的凋亡；也可以通过上调Bark基因和细胞色素C来抑制凋亡。

此外，COX-2可通过其产物PGE2刺激肿瘤细胞的增殖，可能机制是：PGE2作用于同种或邻近周围细胞，与细胞膜的EP受体结合，通过G2蛋白耦联途径或核内过氧化物酶增殖体激活受体 (PPAR) 来促进细胞的生长。另有研究表明，COX-2可通过对表皮生长因子 (EGF) 受体的诱导使细胞对生长因子的敏感性增加从而发挥促细胞增殖作用。

Wambuda检测的63例胃癌患者凋亡指数低于功能性消化不良者，而增殖指数则相反，同时发现COX-2的表达与凋亡／增殖指数比相关，提示COX-2的过度表达与胃上皮动力学紊乱有关，从而在胃癌形成中发挥作用。许多文献表明，COX-2抑制剂在体外能抑制胃癌细胞的增殖，并提高凋亡指数；阻断细胞周期，使G1
 期延长，S期缩短，并降低凋亡抑制基因bcl-2蛋白的表达水平。Kim在大鼠体内亦得到证实。

3．血管生成

体内外实验显示，COX-2表达增加能够上调肿瘤细胞内的血管生成因子，促进肿瘤血管生成；其抑制剂通过抑制血管生成因子和血管内皮细胞的移行而具抗血管生成作用。Uefuji等分析发现42例胃癌患者中COX-2表达阳性者的微血管密度 (density microvessel, MVD) 明显高于表达阴性者，COX-2表达增高者伴有PGE2的高水平，而与血栓素B2 (thromboxane B2，TXB2)和6酮前列腺素F1无关联。但有关资料未发现另一与血管生成相关的蛋白诱生型一氧化氮合酶 (indusible nitric oxide synthase, iNOS) 与COX-2有相关性，可能两者作用机制不同。在肿瘤血管内皮中也有COX-1的表达，亦参与肿瘤血管生成，应用COX-1反义寡核苷酸能在体外抑制有COX-2诱导的血管生成。COX-1在胃癌的血管生成中表达及其作用值得进一步研究。COX-2促进肿瘤血管生成的机制可概括如下：①诱导肿瘤细胞产生VEGF; ②肿瘤组织产生的PGE2，PGF2及TXA2等直接或间接促进血管生成；③促使基质金属蛋白酶 (MMPS) 表达激活血管生成素；④刺激bcl-2的表达来抑制内皮细胞凋亡，促进血管生成；⑤缺氧诱导COX-2促进肿瘤血管的形成。

4．促进肿瘤浸润与转移

近年来的研究表明，COX-2参与了肿瘤的侵袭和转移。肿瘤的浸润转移涉及肿瘤细胞穿过细胞基质屏障、血管基底膜及穿过血管壁进入宿主微环境等多个环节。可能通过以下机制：COX-2的过度表达可以导致组织中PGE2水平增高，PGE2可以激活Bcl-2、抑制细胞凋亡、诱导IL-6的产生，后者又可以促进结合珠蛋白的合成，IL-6与癌细胞的浸润有关，结合珠蛋白则参与肿瘤种植和血管形成；COX-2高表达可以介导肿瘤侵袭转移分子的CD44（细胞表面透明质酸受体）表达升高，特异性阻断CD44可以显著降低肿瘤细胞的侵袭性；诱导产生降解细胞外基质的金属蛋白酶2 (MMMP-2), 为细胞侵袭转移开辟道路；导致肿瘤细胞中一种肿瘤浸润抑制因子E-cadheria的缺失。

5．甲基化

半数以上的胃癌均有COX-2的表达，但部分胃癌不表达COX-2的原因尚不清楚。Kikuchi和Song均发现无COX-2表达的胃癌细胞株及原发性胃癌（11/93例）在COX-2CpG岛有高度甲基化，COX-2基因的甲基化与其表达下降有密切关系。使用甲基化抑制剂或脱甲基治疗能恢复COX-2的表达，进一步研究表明甲基化的COX-2促进子上出现组蛋白的脱乙酰基。COX-2的甲基化可能是部分胃癌的发生与进展独立于COX-2之外的原因。

6．细胞内信号传导机制的激活

有丝分裂原活化蛋白激酶 (MAPK) 是包括细胞外信号调节激酶 (ERK)、蛋白激酶P38和C-Jun-N末端激酶 (JNK) 在内的细胞信号分子家族，可调节细胞增殖、分化、凋亡及细胞因子产物。MAPK可被上游的激酶（MAPK磷酸酶）和细胞外许多刺激物激活，并把信号从细胞表面传递至细胞核内调节基因的表达。Husain采用凝胶电泳滞留测定法发现选择性COX-2抑制剂NS-398及非选择性COX抑制剂消炎痛均能抑制MKN-28胃癌细胞株的MAPK活性，抑制率分别为53％和70％，同时细胞增殖明显受抑。体外实验发现MAPK特异性抑制剂能够抑制由白介素-1β (interleukin-1β, IL-1β) 诱导的胃腺癌细胞株AGS的COX-2表达，而且MAPK活性下调。在胃癌发生、发展和转移过程中众多的因素、基因并非孤立地作用于某一时间段、某一位点，它们可能在某时间段发挥主要作用，并且相互之间互为制约、互为促进，其复杂的调节关系构成了胃癌发生、发展和转移的一张不甚清晰的网络图，尚有待于大家进一步的探索。

7．抑制免疫调节

机体主要通过细胞免疫机制来发挥抗肿瘤免疫效应。COX-2通过抑制调节性淋巴因子，抑制T细胞和B细胞增殖，抑制自然杀伤细胞（NK细胞）、淋巴因子激活杀伤细胞（LAK细胞）及细胞毒性T淋巴细胞的活性，抑制干扰素7 (IFN-7)、CD25、CD71、IL-2的产生，是外周血淋巴细胞和巨噬细胞的潜在诱导剂；PGE2可以抑制肿瘤坏死因子的产生以及诱导IL-10的生成，而后者是一种免疫抑制因子。这些作用可能使肿瘤的免疫识别形成屏蔽，从而抑制免疫反应，导致肿瘤生长。






【思考题】



1．与胃癌形成和生长相关的基因有哪些？



2．试述与胃癌浸润和转移相关的基因。







参　考　文　献







[1] Yoo J, Park SY, Robinson RA, et al. Ras gene mutations and expression of ras signal transduction mediators in gastric adenocarcinomas. Arch Pathol Lab Med, 2002, 126:1096-1100.



[2] Huiping C, Kristjansdottir S, Bergthorsson JT, et al. High frequency of LOH, MSI and abnormal expression of FHIT in gastric cancer. Eur J Cancer, 2002, 38:728-735.



[3] Lee SH, Kim WH, Kim HK, et al. Altered expression of the fragile histidinetriad gene in primary gastric adenocarcinomas. Biochem Biophys Res Commun, 2001, 284:850-855.



[4] Noda H, Maehara Y, Irie K, et al. Increased proliferative activity caused by loss of p21 (WAF1/CIP1) expression and its clinical significance in patients with early stage gastric carcinoma. Cancer, 2002, 94:2107-2112.



[5] Okuyama T, Maehara Y, Kabashima A, et al. Combined evaluation of expressions of p53 and p21 proteins as prognostic factors for patients with gastric carcinoma. Oncology, 2002, 63:353-361.



[6] Kakeji Y, Maehara Y, Kona T, et al. Gastric cancer with high telomerase activity shows rapid development and invasiveness. Oncol Rep, 2001, 8:107-110.



[7] Kameshima H, Yagihahi A, Yajiama T, et al. Expression of telomerase-associated genes: reflection of telomerase activity in gastric cancer? World J Surg, 2001, 25:285-289.



[8] Park WS, Lee JH, Shin MS, et al. Inactivating mutations of the caspase-10 gene in gastric cancer. Oncogene, 2002, 21:2919-2925.



[9] Theuer CP, Campbell BS, Peel DJ, et al. Microsatellite instability in Japanese vs European American patients with gastric cancer. Arch Surg, 2002, 137:960-965.



[10] Takahashi H, Endo T, Yamashita K, et al. Mucin phenotype and microsatellite instability in early multiple gastric cancers. Int J Cancer, 2002, 100:419-424.



[11] Lee HS, Choi SI, Lee HK, et al. Distinct clinical features and outcomes of gastric cancers with microsatellite instability. Mod Pathol, 2002, 15:632-640.



[12] Baek MJ, Kang H, Kim SE, et al. Expression of hMLH1 is inactivated in the gastric adenomas with enhanced microsatellite instability. Br J Cancer, 2001, 85:1147-1152.



[13] Takano N, Iizuka N, Hazama S, et al. Expression of estrogen recetor α and β mRNAs in human gastric cancer. Cancer Lett, 2002, 176:129-135.



[14] Pricci M, Linsalata M, Russo F, et al. Effects of 17β estradiol administration on apoptosis and polyamine content in AGS cell line. Anticancer Res, 2001, 21:3215-3220.



[15] Kawamura T, Endo Y, Yonemura Y, et al. Significance of integrin in peritoneal oma and its correlation with the clinicopathological features and patient survival. World J Gastroenterol, 2002, 8:987-993.



[16] Joo YE, Rew JS, Kim HS, et al. Changes in the E-cadherin-catenin complex expression in early and advanced gastric cancers. Digestion, 2001, 64:111-119.



[17] Liu J, Ikeguchi M, Nakamura S, et al. Re-expression of the cadherin-catenin complex in lymph nodes with metastasis in advanced gastric cancer: the relationship with patient survival. J Exp Clin Cancer Res, 2002, 21:65-71.



[18] Tanaka M, Kitajima Y, Edkuni G, et al. Abnormal expression of E-cadherin and β-catenin may be a molecular marker of submucosal invasion and lymph node metastasis in early gastric cancer. Br J Surg, 2002, 89:236-244.



[19] Gulubova MV. Expression of cell adhesion molecules, their ligands and tumor necrosis factor alpha in the liver of patients with metastatic gastrointestinal carcinomas. Histochem J, 2002, 34:67-77.



[20] Yamaguchi A, Goi T, YU J, et al. Expression of CD44v6 in advanced gastric cancer and its relationship to hematogenous metastasis and long term prognosis. J Surg Oncol, 2002, 79:230-235.



[21] Maruo Y, Gochi A, Kaihara A, et al. ICAM-1 expression and the soluble ICAM-1 level for evaluating the metastatic potential of gastric cancer. Int J Cancer. 2002, 100:486-490.



[22] Tanaka H, Yashiro M, Sunami T, et al. Lipid mediated gene transfection of intercellular adhesion molecule 1 suppresses the peritoneal metastasis of gastric carcinoma. Int J Mol Med, 2002, 10:613-617.



[23] Liu XP, Kawauchi S, Oga A, et al. Prognostic significance of matrix metalloproteinase 7 (MMP-7) expression at the invasive front in gastric carcinoma. Jpn J Cancer Res, 2002, 93:291-295.



[24] Nakase Y, Sakakura C, Miyagawa K, et al. Frequent loss of RUNX3 gene expression in remnant stomach cancer and adjacent mucosa with special reference to topography. Br J Cancer, 2005, 92(3):562-569.



[25] Ren J, Dong L, Xu CB, et al. The role of KDR in the interactions between human gastric carcinoma cell and vascular endothelial cell. World J Gastroenterol, 2002, 8:595-601.



[26] Ougolkov A, Yamashita K, Bilim V, et al. Abnormal expression of E-cadherin, beta-catenin, and c-erbB-2 in advanced gastric cancer: its association with liver metastasis. Int J Colorectal Dis, 2003, 18:160-166.



[27] So JB, Samarasinge K, Raju GC, Moochhala SM, et al. Expression of cell cycle regulators p27 and cyclin E correlates with survival in gastric carcinoma patients. J Surg Res, 2000, 94:56-60.



[28] Nitti D, Belluco C, Mammano E, et al. Low level of p27 (Kip1) protein expression in gastric adenocarcinoma is associated with disease progression and poor outcome. J Surg Oncol, 2002, 81:167-175.



[29] Wiksten JP, Lundin J, Nordling S, et al. The prognostic value of p27 in gastric cancer. Oncology, 2002, 63:180-184.



[30] Yamagata R, Shimoyama T, Fukuda S, et al. cyclooxygenase-2 expression is increased in early intestinal-type gastric cancer and gastric mucosa with intestinal metaplasia. Eur J Gastroenterol Hepatol, 2002, 14:359-363.



[31] Xue YW, Zhang QF, Zhu ZB, et al. Expression of cyclooxygenase-2 and clinicopathologic features in human gastric adenocarcinoma. World J Gastroenterol, 2003, 9:250-253.



[32] Gao HJ, Yu LZ, Bai JF, et al. Multiple genetic alterations and behavior of cellular biology in gastric cancer and other gastric mucosal lesions: Hp infection, histological types and staging. World J Gastroenterol, 2000, 6:848-854.



[33] Ohno R, Yoshinaga k, Fujita T, et al. Depth of invasion parallels increased cyclooxygenase-2 levels in patients with gastric carcinoma. Cancer, 2001, 91:1876-1881.



[34] Leung Wk, To KF, Ng YP, et al. Association between cyclooxygenase-2 over expression and missense p53 mutations in gastric cancer. Br J Cancer, 2001, 84:335-339.



[35] Kawabe A, Shimada Y, Uchida S, et al. Expression of cyclooxygenase-2 in primary and remnant gastric carcinoma: comparing it with p53 accumulation, Helicobacter pylori infection, and vascular endothelial growth factor expression. J Surg Oncol, 2002, 80:79-88.



[36] Uefuji K, Ichikura T, Shinomiya N, et al. Induction of apoptosis by JTE 522, a specific cyclooxygenase-2 inhibitor, in human gastric cancer cell lines. Anticancer Res, 2000, 20:4279-4284.



[37] Kim TI, Lee YC, Lee KH, et al. Effects of nonsteroidal anti-inflammatory drugs on Helicobacter pylori infected gastric mucosae of mice: apoptosis, cell proliferation, and inflammatory activity. Infect Immun, 2001, 69:5056-5063.



[38] Rajnkova A, Moochhala S, Goh PM, et al. Expression of nitric oxide synthase, cyclooxygenase, and p53 in different stages of human gastric cancer. Cancer Lett, 2001, 172:177-185.



[39] Kikuchi T, Itoh F, Toyota M, et al. Aberrant methylation and histone deacetylation of cyclooxygenase-2 in gastric cancer. Int J Cancer, 2002, 97:272-277.



[40] Akhtar M, Cheng Y, Magno RM, et al. Promoter methylation regulates Helicobacter pylori stimulated cyclooxygenase-2 expression in gastric epithelial cells. Cancer Res, 2001, 61:2399-2403.



[41] Fan XM, Wong BC, Lin MC, et al. Interleukin 1 beta induces cyclooxygenase-2 expression in gastric cancer cells by the p38 and p44/42 mitogen activated protein kinase signaling pathways. J Gastroenterol Hepatol, 2001, 16:1098-1104.



[42] Rugge M, Bersani G, Bertorelle R, et al. Microsatellite instability and gastric non-invasive neoplasia in a high risk population. J Clin Pathol, 2005, 58(8):805-810.



[43] Wang W, Luo HS, Yu BP. Expression of NF-kappaB and human telomerase reverse transcriptase in gastric cancer and precancerous lesions. World J Gastroenterol, 2004, 10(2):177-181.



[44] Kondo T, Oue N, Mitani Y, et al. Loss of heterzygosity and histone hypoacetylation of the PINX 1 gene are associated with reduced expression in gastric carcinoma. Oncogene, 2005, 24(1):157-164.



[45] Deng H, Wu RL, Zhou HY, et al. Significance of Survivin and PTEN expression in full lymph node-examined gastric cancer. World J Gastroenterol, 2006, 12(7):1013-1017.



[46] Cheng A S, Chan H L, ToK F. Cyelooxygenase-2 pathway correlates with vascular endothelial growth factor expression and tumor an giogenesis in hepatitis B virus-associated hepatocellular carcinoma. Int J Oncol, 2004, 24(4):853-860.



[47] Smakman N, Kranenburg O, Vogten JM, et al. Cyclooxygenase-2 is a target of KRASD12, which facilitates the outgrowth of murine C26 colorectal liver metastases. Clin Cancer Res, 2005, 11(1):41-48.



[48] Ko S, Chu KM, Luk JM, Wong BW, et al. CDX2 co-localizes with liver-intestine cadherin in intestinal metaplasia andadenocarcinoma of the stomach. J Pathol, 2005, 205:615-622.



[49] Kondo T, Oue N, Mitani Y, et al. Loss of heterozygosity and histone hypoacetylation of the PINX 1 gene are associated with reduced expression in gastric carcinoma. Oncogene, 2005, 24:157-164.



[50] Park GY, Joo M, Pedchenko T, et al. Regulation of macrophage cyclooxygenase-2 gene expression by modifications of histone H3. Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol, 2004, 286:956-962.



[51] Mitani Y, Oue N, Hamai Y, et al. Histone H3 acetylation is associated with reduced p21 (WAF1/CIP1) expression by gastric carcinoma. J Pathol, 2005, 205:65-73.



[52] Woerner SM, Kloor M, von Knebel Doeberitz M, et al. Microsatellite instability in the development of DNA mismatch repair deficient tumors. Cancer Biomark, 2006, 2:69-86.



[53] Cervantes A, Rodriguez Braun E, Perez Fidalgo A, et al. Molecular biology of gastric cancer. Clin Transl Oncol, 2007, 9:208-215.



[54] Jaffee IM, Rahmani M, Singhal MG, Younes M. Expression of the intestinal transcription factor CDX2 in carcinoid tumors is a marker of midgut origin. Arch Pathol Lab Med, 2006, 130:1522-1526.



[55] Mizoshita T, Inada K, Tsukamoto T, et al. Expression of the intestine-specific transcription factors, Cdx1 and Cdx2, correlates shift to an intestinal phenotype in gastric cancer cells. J Cancer Res Clin Oncol, 2004, 130:29-36.



[56] Kim HS, Lee JS, Freund JN, et al. CDX-2 homeobox gene expression in human gastric carcinoma and precursor lesions. J Gastroenterol Hepatol, 2006, 21:438-442.



[57] Li YL, Tian Z, Wu DY, et al. Loss of heterozygosity on 10q23.3 and mutation of tumor suppressor gene PTEN in gastric cancer and precancerous lesions. World J Gastroenterol, 2005, 11:285-288.



[58] Ciocca DR, Calderwood SK. Heat shock proteins in cancer: diagnostic, prognostic, predictive, and treatment implications. Cell Stress Chaperones, 2005, 10:86-103.



[59] Sekikawa A, Fukui H, Fujii S, et al. REG Ialpha protein mediates an anti-apoptotic effect of STAT3 signaling in gastric cancer cells. Carcinogenesis, 2008, 29:76-83.



[60] Miyagawa K, Sakakura C, Nakashima S, et al. Overexpression of Reg IV in peritoneal dissemination of gastric cancer and its potential as a novel marker for the detection of peritoneal micrometastasis. Anticancer Res, 2008, 28:1169-1179.



[61] Homma N, Tamura G, Honda T, et al. Spreading of methylation within Runx3 CpG island in gastric cancer. Cancer Sci, 2006, 97:51-56.



[62] Wei D, Gong W, Oh SC, et al. Loss of Runx3 expression significantly affects the clinical outcome of gastric cancer patients and its restoration causes drastic suppression of tumor growth and metastasis. Cancer Res, 2005, 65:4809-4816.


（季峰　赵静丽　黄怀德　宋震亚）


 第二节　胃食管反流病研究的若干进展



摘　要
 　由于生活习惯、饮食结构的变化，胃食管反流病 (GERD) 已成为较为常见的疾病，且其发生率日趋增高，GERD的诊治日益受到重视。近年研究进展，尤其是蒙特利尔GERD全球定义和分类、遗传因素和HP感染与GERD的关系、许多新的诊治技术的出现，使我们对该病的认识逐步深入，但仍有诸多问题有待进一步研究。




Abstract
 　For the changes of living condition and dietetical structure, gastroesophageal reflux disease (GERD) has become a common disease and its incidence is going up. The diagnosis and treatment of GERD have attracted considerable attention. It has been extensively studied and steady improvements have been made continuously, such as the Montreal definition and classification of GERD, the relationship between genetic factors and HP infection with GERD, and many new methods of diagnosis and treatment. Recognition of this disease gradually deepens, but many questions remain to be answered.






胃食管反流病 (gastroesophageal reflux disease, GERD) 是一种困扰全球数百万人的常见疾病，且正在迅速成为临床中遇到的最重要的疾病——上胃肠道异常。肥胖、摄入过多脂肪、缺乏运动的生活方式等使GERD的患病率呈增长趋势。

一、关于定义和分类

目前认为关于GERD的定义是明确的，即GERD是指胃内容物反流入食管引起不适症状和（或）并发症的一种疾病。它的分类如下：

（一）食管综合征

（1）症状综合征：①典型反流综合征；②反流性胸痛综合征。

（2）伴食管破损的综合征：①反流性食管炎 (reflux esophagitis, RE); ②反流性食管狭窄；③ Barrett食管；④食管腺癌。

（二）食管外综合征

（1）明确相关的：①反流性咳嗽综合征；②反流性喉炎综合征；③反流性哮喘综合征；④反流性牙侵蚀综合征。

（2）可能相关的：①咽炎；②鼻窦炎；③特发性肺纤维化；④复发性中耳炎。

新定义认为，反流相关的症状对患者生活质量产生明显负面影响时就称为不适的症状。反流症状如果没有对患者生活质量产生负面影响，就不作为GERD的诊断依据。当轻度症状在1周中≥2d或者中度、重度症状在1周中≥1d时就被认为是不适症状。在临床实践中，是否为不适症状应由患者自己来决定。

二、认识GERD的发病机制

迄今GERD的发病机制尚未完全明了，主要观点如下。

（一）食管下括约肌压力 (lower esophageal sphincter pressure, LESP)

近年研究发现，食管有三道保护屏障以抵抗胃反流物中的损伤因子。第一道是食管下括约肌 (LES) 和膈肌，故 LES具有重要抗反流屏障作用。短暂的LES松弛是大多数反流发生的必要条件。GERD患者发生胃食管反流的机制是一过性食管下括约肌松弛 (TLESRs)，这一观点已被广泛接受。当然，并非所有的反流都由LES松弛所致。LES静息压降低和腹压增高反应性收缩功能异常也是重要的发病机制，尤其是对于重度GERD患者。

调控LES的因素很多，抗胆碱能药物、巧克力、咖啡、脂肪、烟草、酒精等会降低其张力。另外还有多种原因可引起LESP降低，如妊娠后期、肥胖体型、餐后不活动等。这里还要提醒注意在GERD的自然病程中食管裂孔疝是一重要因素。食管裂孔疝时括约肌存在分离，从而形成一个憩室以残留胃酸，然后反流入食管。

（二）反流物对食管黏膜的损害

胃酸与胃蛋白酶是反流物中损害食管黏膜的主要成分。GERD症状发生频率、严重程度与食管酸暴露和持续时间有关。因此酸损伤无疑在本病发病中起主要作用。这一机制是当前内科治疗策略中使用制酸药物的依据。

以往的GERD研究主要集中于酸反流，但若同时在食管中监测酸与胆红素，发现在GERD患者中有相当一部分同时伴有胆汁反流。Marshall对113例具有反流症状患者联合24h动态pH和胆红素监测作前瞻性研究发现，未见异常的占33％，单纯酸反流占15％，单纯胆汁反流占8％，混合反流占44％。Vaezi等也发现无食管炎的GERD患者酸、胆汁混合反流占50％无并发症的RE混合反流占79％，有并发症的可达100％，同时发现70％～91％胆汁反流发生在pH＜4的情况下。动物实验还表明胆汁反流造成的食管黏膜损害远远超过单纯酸的损伤。以上说明酸和胆汁反流共同参与食管黏膜的损伤，且食管损伤程度越重混合反流发生的比例越高。因而提出在治疗GERD时，必须重视胆汁对疾病的影响。

另外，食管对反流的清除能力减弱也是GERD发生的重要机制之一，它也支持当前内科治疗的另一策略，即使用促动力药抗反流。

（三）遗传因素

遗传因素在GERD发病中的作用和机制尚不清楚，但有研究发现，同卵双生的GERD一致性增加，要明显高于异卵双生，提示遗传因素在GERD发病中有重要作用。Hu等发现，与小儿GER相关基因 (CERD1
 ) 位于染色体Bq
  14上，位置可能靠近SNP160或SNP168。

（四）HP与GERD的关系

目前认为HP与GERD发病无相关，以及根除HP无充足证据说明加重GERD发病。但鉴于GERD患者可能较长时间使用PPI，以及HP本身作为致病因子，可能会加重萎缩等病理发生。因此，仍主张GERD患者HP阳性者支持根除治疗。

三、GERD的诊断

对GERD的诊断可以从3个方面考虑。

（一）对反流症状的识别

反流的典型症状为烧心和反流，其他少见或不典型的相关症状包括以下一种或多种：上腹痛、胸痛、嗳气、腹胀、上腹不适、咽部异物感、吞咽痛、吞咽困难等，还有食管外症状如慢性咳嗽、咽喉炎、哮喘等。

可以根据GERD症状群作出诊断，在临床上，如患者①有典型的烧心和反流症状，又无幽门梗阻或消化道梗阻证据，临床上可考虑是GERD。②有食管外症状，又有反流症状，可考虑是反流相关或可能相关的食管外症状，例如反流相关的咳嗽、反流相关的哮喘。但③仅有食管外症状，而无典型的烧心和反流症状，尚不能诊断GERD。宜进一步了解食管外症状发生的时间、与进餐和体位的关系以及其他诱因。需注意有无重叠症状（如同时有GERD和肠易激综合征或功能性消化不良）、焦虑抑郁状态以及睡眠障碍等。

（二）寻找反流的证据

24h食管pH测定因其敏感性及特异性均较高，曾被认为是诊断CERD的金标准，但目前发现，即使典型的糜烂性食管炎，也有1/4显示正常酸暴露，而NERD则为1/3～1/2，其中，少数患者食管酸暴露情况在重复监测时可发生改变。分析其原因可能与反流物并不一定是“酸”，也可能24h内并不一定能“捕捉”到酸反流，可能需要更长时间的监测有关。近年来，无线pH监测胶囊问世，该技术的代表产品为食管Bravo胶囊。无线pH胶囊监测克服了定位不准和带导线的缺点，不影响患者的日常活动，可连续检测48h或96h，能更加准确地掌握患者日常状态下酸暴露的情况。患者的耐受性好，依从性佳。但其缺点是需要进行内镜操作以将胶囊固定在食管黏膜上，且存在胶囊提前脱离和固定不合适的可能性。

对胆汁反流诊断目前尚无金标准。食管24h胆红素监测可能系pH监测的一个有用的新增加指标，可以为胆汁反流的诊断提供客观依据。

食管多极腔内电阻抗可以同时测食管酸和非酸反流，并区分气体和液体反流，根据不同反流物产生对电极电阻值的动态变化，分析反流事件和症状的关系，所以，MII联合食管pH监测手段，可以增加诊断GERD的敏感性。

高频腔内超声是评估食管解剖形态学与食管功能的技术，提供食管生理与病理信息，记录食管扩张收缩现象、各种反流事件和反流内容物体积，与24h pH或食管测压同步监测，有助于对GERD的发病原因和机制进一步的探讨，并能够指导治疗。

（三）食管炎症的诊断

虽然胃镜检查的敏感性低于24h食管pH监测，但它能提供食管黏膜有无损害的直接证据，所以胃镜检查是诊断反流性食管炎的主要方法。内镜直视下观察，活检组织学检查或Lugol液染色可判定RE的程度，同时在一定范围内明确可能与RE有关的异常所见及并发症。内镜检查还可用于帮助判断预后，指导长期治疗，排除其他疾病。国内外的内镜诊断标准主要有1978年Savary Miller分级，分为Ⅰ～Ⅳ级；1994年制定的洛杉矶分类，分为A～DIV级，目前它被采用较多，但仍有争议的地方。1996年日本学者对LA分类进行了修正。我国在1999年制定出简单实用的RE分级，建议推荐使用。

病理学方面多数是依靠活检取材提供的标本进行诊断，活检时多数仅能取到上皮组织，取到黏膜固有层和黏膜肌层很少，病理如不能观察到黏膜固有层，对炎症的评价是相当困难的。溃疡和糜烂的病理诊断无分歧意见，但轻型的RE病理诊断尚存在问题。因此，对轻型的RE内镜所见应作为主要的依据。

对GERD的诊断除了以上提及的几种检查手段外，还有食管测压、食管钡餐X线检查、酸清除试验、胃食管ECT、标准酸反流试验等，它们各有优点，但又有一定局限性，采用哪些检查方法需要具体患者具体对待。对那些有典型症状且治疗效果佳的患者并不需要太多检查就可确诊；内镜对于怀疑有GERD并发症、症状顽固、严重和频繁复发的患者是合适的；24h食管pH监测对一些有非典型症状或治疗疗效不佳者是一项有效的检查手段，24h胆汁监测可同时进行；食管pH监测和食管阻抗测定联合检查主要对于有明显烧心或反流症状，但PPI治疗无效的NERD病人进行评价，寻找非酸反流的证据，以考虑改变治疗策略，或应用于以胸痛为主诉或无明显食管外症状的顽固性反流病人；食管钡餐X线检查对诊断吞咽困难的GERD有一定价值，对于食管裂孔疝、食管狭窄等的诊断有很高的准确率。

关于PPI试验，已经被证实是行之有效的方法。对拟诊患者或怀疑反流相关的食管外症状患者，初始治疗时，有典型GERD症状但无报警症状〔体重下降、贫血、出血迹象、胃癌和（或）食管癌的家族史、使用非类固醇类抗炎药、进行性吞咽困难、吞咽痛、胃癌高发地区40岁以上人群〕的患者可以给予1～2周高剂量的PPI治疗，如PPI治疗有效更加证实了GERD的诊断。症状反复发作、症状不典型、症状严重或有报警症状的患者应接受胃镜检查。

图3-1提供了GERD的诊断程序，可供参考。
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图3-1　GERD的诊断程序

四、治疗GERD的药物

GERD治疗上的最新进展已使内科医生能治疗反流症状和食管炎，并使患者维持于临床缓解，而且人们也已普遍接受药物治疗可对患者进行长期维持治疗的观点，GERD已被认为是一种慢性病，有可能需终身治疗。

（一）制酸剂

制酸治疗是必不可少且十分重要的。中和胃酸的药物有多种，用于缓解GERD症状。尽管高泌酸状态在GERD极少见，但酸分泌抑制剂无疑是针对发病过程的阻断剂，常用于临床的有两种制酸剂——H2
 受体阻滞剂 (H2
 RA) 和质子泵抑制剂 (PPIs)。常用的H2
 RA包括西咪替丁、雷尼替丁、法莫替丁、尼扎替丁、罗沙替丁，它们对GERD的疗效并无差别，可使32％～82％GERD症状缓解。这里需要提醒的是，H2
 RA治疗GERD时必须采用每天2次的给药方法，即使加大剂量，每天1次给药的治疗效果与安慰剂几乎相同。另外，H2
 RA的疗效与GERD的严重程度成反比，对重症RE、H2
 RA疗效不佳。因此，轻症RE才考虑单独使用H2
 RA, 对中、重症RE已不主张单独使用。

PPIs因其疗效的优越性和剂量的灵活性，是治疗GERD包括控制症状、治愈炎症和预防复发的理想药物。PPIs与H2
 RA、安慰剂比较，在不同时间治疗GERD的治愈率均远远高于后两者，对症状的缓解率也是同样的。在Ⅱ～Ⅳ级RE治疗中，PPIs缓解患者烧心症状及促进食管炎愈合速度为H2
 RA的两倍。Tytgat教授建议将PPIs用于以下情况：以重度反流症状（经常发生、重度或夜间出现的烧心和反酸）为特征的GERD；经H2
 RA或其他抗反流治疗难以控制的任何反流症状；中、重症RE或轻症RE但症状严重或难以控制；伴食管外症状或有并发症患者。尽管有文献报道几种PPIs在抑酸作用上存在各种差异，但它们在疗效上的差异并不明显，主要是起效时间和费用上的差别。

夜间酸突破 (NAB) 是指在每天早、晚餐前服用PPI治疗的情况下，夜间胃内pH＜4持续时间＞1h。PPIs标准剂量治疗，有近70％患者出现NAB，控制NAB是治疗GERD的措施之一。治疗方法包括调整PPI用量、睡前加用H2
 RA、应用血浆半衰期更长的PPI等，雷贝拉唑和埃索美拉唑受CYP2C19影响较小，发生NAB少于其他PPI, Tenatoprazole和ilaprazole制酸时间长，可以减少NAB。

（二）促动力药

由于反流为一种动力障碍，从理论上讲首先的治疗措施应为改善动力，基于此点，促动力药应该是适宜的、最初的、单一的治疗药物。胃复安、新斯的明曾被用于治疗GERD，但它们的副作用局限其应用。吗叮林被认为治疗GERD可能有效，但缺乏对该药的有效性研究。西沙必利曾作为治疗GERD的促动力药物的首选，但近年来因其心血管的副作用而不再在临床上使用，而莫沙必利则在亚洲和我国应用广泛，虽然临床研究资料有限，但有研究证实莫沙必利联合PPI治疗GERD较单独应用PPI有更好的疗效。

（三）黏膜保护剂

可能由于体制问题，国外很少用黏膜保护剂，各种黏膜保护剂对GERD的疗效相关研究报告也甚少。硫糖铝、CBS、达喜等被认为在促进愈合、防止复发方面有一定疗效。达喜有多种作用机制，对于明确有混合反流或胆汁反流时，可能是这类GERD治疗的重要药物。前列腺素E2——喜克溃有黏膜保护及促胃肠运动作用并适度抑酸，可以试用于GERD。目前认为，黏膜保护剂是孕妇GERD患者的一线治疗药物。

五、GERD的治疗策略

在过去的30年，对GERD的治疗方案是多种多样且不断发展的。对GERD患者治疗的首要目的是消除（至少是缓解）症状；有食管炎和（或）并发症患者还需促进炎症愈合、预防复发和并发症；已有并发症的需加强抗酸治疗或选择其他治疗预防复发。一旦GERD被确诊并开始治疗，还必须考虑到GERD通常是一种慢性病可能需长期治疗。

（一）一般治疗

改变生活方式是GERD治疗的第一步，且应贯穿在整个治疗过程中。它包括抬高床头，减少脂肪摄入，餐后3h避免平卧，避免巧克力、咖啡、抗反流药物，戒烟酒，肥胖患者减轻体重等。

（二）药物治疗

选择适当药物，并进行长期维持治疗是目前大部分GERD患者的较好选择。如前述，治疗GERD药物大致分三类，联合用药较单一用药疗效佳。表3-1提供了各种药物治疗方案的疗效比较。

由表3-1可看出PPIs或H2
 RA三联治疗及每日2次PPIs抑酸治疗可达到较佳的治愈缓解率。考虑到费用投入与疗效，我们推荐PPIs为主的三联治疗为首选。在过去对248例RE患者采用PPIs为主三联与H2
 RA三联对比治疗，发现虽然两组总疗效无明显差别，但以PPIs为主的治疗在显效率及生活质量改善方面明显优于H2
 RA为主的三联治疗，所以高生活质量的治疗需以PPIs为主。另外就经济—效益比显示PPIs为主的三联明显优于H2
 RA为主的三联方案。

许多采用递增法（首先用H2
 RA治疗，对于无效患者逐步改用PPIs、加用促动力药）和递减法（用PPIs治疗，待症状控制后再减量维持）也表明递增法治疗过程中部分患者症状控制不满意，达到理想的治疗方法常需长时间摸索。而递减法症状控制快，临床调查时患者满意率高，药物经济学研究发现其并不增加患者治疗总体费用。从效价比分析以PPIs为主的治疗方案应为首选。


表3-1　各种药物治疗方案的疗效比较
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GERD是一种慢性病，复发率高。PPIs治疗停药后年复发率可高达75％～92％，因此长期维持治疗是有必要的。维持治疗应在正规治疗8周后，复查胃镜食管炎症已愈合后开始，用治疗量的半量通常可达到满意效果。很多人认为GERD复发与LESP下降有相关性，因此维持治疗除制酸剂外，应联合使用促胃肠动力剂。关于维持时间尚不确定，只能视病情而定，对重症患者疗程可能更长。还有研究提到按需治疗，即症状复发时再次给药。但有研究显示按需治疗仅对缓解症状有效，对抑制复发疗效不佳。所以这两种方法需进一步长期随访研究比较。在治疗GERD时有部分患者即使经正规、足量长期维持治疗，症状和炎症仍不能控制，称之为“难治性患者 (refractory patient)”。这类患者有三种可能：①误诊为GERD; ②是GERD, 但症状非GERD引起；③确为GERD, 但对所使用的药物不敏感 (medically refractory patient)。

图3-2为推荐的关于GERD的药物治疗方案。
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图3-2　GERD 的药物治疗方案

（三）手术治疗

胃底折叠术特别是经腹腔镜胃底折叠术逐步成了最常采用的抗反流手术方式，其疗效已被证实。现认为TLESRs在反流的发病机制中起关键作用，而胃底折叠术在括约肌松弛期间使胃食管交界处的残余压增加。这一机制对预防反流非常重要，尤其是当出现严重并发症时。

抗反流手术不但适用于内科治疗失败的GERD患者，且对确诊为GERD的不希望长期服药或不愿改变生活方式的患者作为治疗的一种选择。然而手术有一定风险，抗反流手术只有在经验丰富、技术熟练的外科医生操作时才会取得最好效果。

内镜治疗创伤小、安全性较好，但疗效需进一步评估。FDA批准的GERD内镜治疗方法有两种即射频能量治疗 (radiofrequency energy, RF) 和内镜下胃折叠术 (endoluminal gastroplication)，目前至少还有6个内镜下治疗正在临床试验中或待批准。治疗程序见图3-3。
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图3-3　内科治疗GERD—手术程序

（四）并发症的处理

对GERD并发症，人们关注最多的是Barrett食管。因为它被认为是食管腺癌的癌前病变。虽有文献报道PPI能延缓BE的进程，但尚无足够的循证依据证实其能逆转BE。BE伴有糜烂性食管炎及反流症状者，建议采用大剂量PPI治疗，并提倡长期维持治疗。光动力学治疗 (PDT) 是FDA唯一治疗重度不典型增生的 BE内镜治疗方法，另外，多极电凝 (MPEC)、血浆凝固 (APC)、射频消融 (RF) 及黏膜下剥离术 (EMR) 等均显示了良好的治疗前景。有研究认为抗反流手术后进行双极电凝是清除Barrett上皮的一种有效安全的方法，可降低以后发生腺癌的危险，但它会使残留的Barrett上皮可能位于新生鳞状上皮下，这将限制内镜监测早期检出异常增生和腺癌的价值。因此需要有更大规模和更长期的数据来验证这一疗法。

六、结束语

目前，对GERD的诊治研究逐渐形成了一些共识：①LESP降低为主的因素导致胃、十二指肠液中酸、胆汁和消化酶等对食管黏膜的侵蚀，造成GERD的发生和发展；②有典型反流症状的患者可不通过任何检查，临床诊断为GERD；③确认反流应采用24hpH和胆汁监测，联合食管多极腔内电阻抗检测可以增加诊断GERD的敏感性；④RE及其严重程度的判断依赖于胃镜检查；⑤以PPIs联合促胃动力药及黏膜保护剂的三联疗法可取得满意疗效和高生活质量，效价比较优；⑥抗反流手术时机的选择和对Barrett食管的处理需进一步探讨。

推荐的诊治流程见图3-4。
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图3-4　GERD推荐的诊治流程






【思考题】



1．根据GERD的发病机制，提出你认为适当的治疗原则和方法。



2．RE与GERD两者概念上有什么区别？
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（姒健敏）


 第三节　幽门螺杆菌与胃十二指肠疾病



摘　要
 　幽门螺杆菌是一种定植于胃黏膜的专性微需氧的革兰阴性菌。幽门螺杆菌是慢性胃炎和消化性溃疡的重要病因。Hp与胃癌的关系也十分密切，世界卫生组织已明确指出Hp为第一类致癌因子。根除Hp的治疗显得尤为重要，但随着抗生素的广泛使用，Hp的耐药性也逐渐增加。除了传统的三联或四联根除方案，对于耐药菌株可改换用左氧氟沙星等抗生素，必要时根据体外Hp培养和药敏试验结果选择抗生素。




Abstract
 　H. pylori is a gram-negative, microaerophilic bacterium that colonizes the human stomach. It is a pathogenic bacterium associated with the development of gastritis and peptic ulcers as well as gastric adenocarcinoma. H. pylori has been classified as a carcinogen for stomach cancer by the World Health Organization (WHO) and eradication of this organism is very important. Current treatment options for the eradication of H. pylori commonly include multiple drug therapy with antibiotics and other compounds such as proton pump inhibitors. However, with the extensive use of antibiotics, the emergence of drug-resistant strains of H. pylori deserves particular mention. Except conditional triple or quadruple eradication therapeutic, Levofloxacin is available for antimicrobial-resistant H. pylori strains. If necessary, antibiotics is chosen based on the results of H. pylori culture and susceptibility test in vitro






一、幽门螺杆菌概述

1983年，澳大利亚学者Warren和Marshall首次成功从胃内分离出该菌，引起医学界的广泛关注，至1989正式命名为幽门螺杆菌 (helicobacter pyloyi, Hp)。Hp是一种专性微需氧的革兰阴性菌，长2.5～4.0μ
 m，宽0.5～1.0μ
 m。在胃黏膜上皮细胞表面常呈典型的螺型或弧型。延长培养时间，典型的细菌形状会发生圆球体样的形态变化，这可能属于Hp的L型。Hp能特异地定居于胃黏膜上皮细胞表面，胃窦部较为多见，也可见于胃肠道的其他胃上皮化生区域。体外试验显示Hp具有严格的嗜组织性，只与胃黏膜的分泌上皮细胞黏附，而不与颈黏液细胞、壁细胞和主细胞黏附，说明Hp在胃内或胃上皮化生区定居，可能与胃黏膜上皮细胞表面的特异性受体有关。Hp传播途径至今尚未完全明了。多数学者认为，在自然环境中，Hp仅寄居于人类，人是唯一传染源，人—人间传播是唯一传播途径。通过粪—口传播、口—口传播，还是其他途径传播目前尚有争论。中华消化病学分会Hp学组织的我国自然人群Hp感染的流行病学调查和我国Hp对抗生素耐药的流行病学调查两项大规模的全国多中心协作研究显示：全国自然人群的Hp感染流行病学调查历时3～4年，涉及全国19个省、10个城市、39个中心。其调查结果显示，全国各地Hp感染率存在很大差异，我国Hp感染率为40％～90％，平均为59％，Hp感染率最低的地区是广东省，为42％；Hp感染率最高的是西藏喇嘛，为90％。研究结果表明，我国是Hp感染率相当高的国家。在不同地区和城市，Hp感染率有较大差异，证实了Hp感染与生活环境和生活习惯等因素相关，并具有家族聚集性。贫穷、教育程度低、卫生条件差、居住拥挤以及宿主胃酸分泌减少、营养状况差、免疫功能低下等是Hp感染的高危因素。Hp较为顽固，一时受感染，如未能接受正规方案治疗将终生受累，自愈率接近零，感染率随年龄上升。对正常人群的大量血清流行病学调查资料显示，Hp感染率随年龄上升的模式有两类。第一类为儿童易感型，即儿童期为感染率剧增期，至10岁有40％～60％人受感染，以后感染速度减慢，以每年0.5％～1.0％速度缓增，至50岁左右感染率基本平衡。发展中国家包括我国属这一类型。第二类为感染均衡型，感染率随年龄增加的速率在儿童期和成年期基本一致，以每年0.5％～1.0％的速度上升，发达国家属这一类型。

Hp的发现使慢性胃炎和消化性溃疡的发病学和治疗学研究面临着一场革命；Hp与胃癌的关系也十分密切，世界卫生组织已明确指出Hp为第一类致癌因子，可见Hp感染与上胃肠道疾病关系极为密切。

二、幽门螺杆菌与慢性胃炎

（一）幽门螺杆菌与慢性胃炎的关系

现已确认Hp是慢性胃炎的重要病因，特别是B型胃炎的重要病因，故文献上称其为Hp相关性胃炎。其依据是：①Hp在慢性胃炎中检出率超过70％而在活动性胃炎中的检出率达100％；②Hp主要存在于胃窦部，这与慢性胃炎的病变主要在，胃窦部（B型胃炎）是一致的；③Hp相关性胃炎的炎症程度与数量呈正相关；④针对Hp感染的治疗，可以使慢性胃炎患者症状改善，活动性炎症消失；⑤健康志愿者在吞服含活Hp的混悬液之后可以引起急性胃炎，这是Hp作为胃炎致病因子的有力证据。

（二）幽门螺杆菌在慢性胃炎发生中的致病机制

1．Hp的定植

（1）鞭毛与动力　Hp呈S形弯曲，表面较光滑，一端常有2～6根鞭毛，使Hp具有能动性，借其螺旋状菌体与特殊鞭毛的运动，迅速穿越不溶性黏液层与胃黏膜上皮接触。

（2）尿素酶　尿素酶是Hp最主要的定植因子，分子量为550kD, 含两个亚基 (UreA30kD和 UreB62kD)，其基因族包括9个基因，即UreA、UreB和一些调节基因。尿素酶的主要作用是水解代谢产物尿素，释放氨和二氧化碳。尿素酶分解尿素产生的氨可以中和盐酸，这种一过性低酸和高pH使细菌能顺利穿过胃黏液层到达黏膜表面，并在此碱性微环境中生存，免受胃酸损害。

（3）黏附和细胞受体　Hp产生一种特殊的黏附素，将Hp黏附至胃或十二指肠胃化生的上皮细胞上，引起这些细胞表面变形，细胞骨架改变，细胞内肌醇三磷酸增加。Hp只特异地定植于胃组织，故推测上皮细胞表面有特异的受体存在。Hp产生的血凝素可能与黏附有关，有证据表明，血型抗原介导了对黏液细胞的黏附，而这些受体在血型A、B表型的个体中减少，因而有助于解释O型血患者易患十二指肠溃疡的观点。

2．损害胃黏膜屏障

（1）细胞毒素　研究显示，Hp的肉汤培养基上清液中含有一种细胞毒素，它能使细胞造成不同程度的空泡变性。这种空泡毒素被称为VacA。VacA在所有的Hp菌株中均存在，但仅有65％的菌株有活性表达。还有一种物质与VacA同时存在，被称为细胞毒素相关基因A (CagA)，CagA基因仅出现于VacA产生细胞毒效应时，是VacA产生效果的标志。根据Hp能否表达VacA和CagA可以把Hp菌株分为Ⅰ型和Ⅱ型，Ⅰ型菌株能表达VacA和CagA，Ⅱ型菌株则不能表达。这两种菌株均能导致胃炎，但Ⅰ型菌株与较重的胃十二指肠疾病有关，几乎所有与Hp相关的十二指肠溃疡患者的Hp菌株均有VacA的表达。

（2）尿素酶　尿素酶除了对Hp本身起保护作用外，还能造成胃黏膜屏障的损害。尿素酶产生的氨能减低黏液中黏蛋白的含量，破坏黏液的离子完整性，削弱屏障功能，造成H+
 反向弥散。氨还能消耗需氧细胞的α-酮戊二酸，破坏三羧酸循环，干扰细胞的能量代谢，造成细胞变性。氨可与中性粒细胞产生的HOCl结合形成NH2
 OH和NH2
 Cl等毒性产物。有研究显示，高浓度的氨可导致细胞的空泡变性，其结果类似于VacA所致的空泡变性。有报道在慢性肾功能不全Hp阳性的患者中，胃炎的严重程度与胃液中的氨浓度显著相关。

（3）黏蛋白酶　Hp产生一种细胞外蛋白酶可裂解胃液黏蛋白，黏蛋白酶破坏黏液层的屏障作用和结构，使胃黏膜上皮细胞直接暴露于胃腔内的攻击因子，如胃酸、胃蛋白酶、胆汁、药物等，从而形成糜烂或溃疡。

（4）脂多糖　Hp产生的脂多糖 (LPS) 能抑制层黏连蛋白和嵌有脂质体的层黏连蛋白受体的结合，这种抑制与脂多糖的量呈正相关。由于层黏连蛋白是维持上皮完整性所需的一种细胞外基质，抑制了层黏连蛋白与其特异性受体的结合会造成胃黏膜的损害。

（5）脂酶和磷脂酶A　胃黏液中的脂质和磷脂在维持其黏性，防止H+
 反向弥散，保持疏水性上起重要作用。Hp的脂酶和磷脂酶A可以分解黏液中的脂质和磷脂，破坏黏液的屏障功能。磷脂酶A还能降解双软脂卵磷脂为游离卵磷脂和溶血卵磷脂，破坏细胞膜的完整性；并促使花生四烯酸的释放，形成前列腺素和血栓素等炎性介质，介导炎症反应。磷脂类物质的降解产物溶血卵磷脂对细胞亦有毒性作用。

（6）溶血素　在肉汤培养基上生长的某些Hp菌株能分泌一种溶血作用较弱的溶血素，具有细胞毒性，能介导炎症反应，造成胃黏膜屏障的损害。

3．炎症与免疫反应

（1）炎性介质与细胞免疫反应：Hp感染后各种炎症细胞相继被激活和趋化，造成炎症反应。炎症细胞释放的炎性细胞因子、氧化自由基、水解酶、溶解酶造成胃黏膜的损伤。慢性Hp感染者在黏膜内尚可看到淋巴滤泡，其中有对Hp起特异性反应的T淋巴细胞和B淋巴细胞。

（2）体液免疫反应：Hp可刺激固有层T淋巴细胞和浆细胞产生特异性抗体，参与体液免疫反应。Hp的菌体、鞭毛、尿素酶等可刺激机体产生特异性抗体。这些抗体可激活补体系统，产生趋化因子，造成损伤。

（3）自身免疫反应：Hp感染后能诱发机体的自身免疫反应，Hp感染形成的抗体与人胃窦部抗原有交叉免疫反应，这可能与热休克蛋白和某些抗体有关。Hp诱导的自身免疫反应可能在胃黏膜全层炎症的发生上起一定的作用。

三、幽门螺杆菌与胃溃疡

（一）幽门螺杆菌与胃溃疡的关系

Hp在胃溃疡中的检出率在世界各地的报道有所不同在早期的研究中，只从胃窦黏膜取活组织检测Hp，势必影响Hp的检测结果，其Hp的检出率59％～86％。最近的研究报道，Hp在胃溃疡中的检出率有升高的趋势：一组对170例胃溃疡的研究显示Hp的检出率是92％；另一组在芬兰的10个不同医院的276例胃溃疡，其Hp检出率82％。Hp检出率在不同的研究组中尚存较大差异，其原因除与诊断方法不统一有关外，显然这些结果也表明在不同国家，Hp的感染率不同。

近来有研究表明，根除Hp后可加速胃溃疡的愈合和降低胃溃疡的复发率。芬兰的一个多中心胃溃疡协作组对Hp在胃溃疡愈合和复发中的重要性进行了一项前瞻性的长期随访研究，结果显示在Hp阳性者12周溃疡复合率为76％；而在Hp阴性者为92％。对溃疡愈合患者随访一年，结果发现Hp阳性者一年的复发率为7％；而Hp阴性者一年之内则无一例溃疡复发。该研究有力地证明了Hp的存在不仅影响胃溃疡的愈合，而且也影响胃溃疡的复发。

（二）幽门螺杆菌在胃溃疡发生中的致病机制

Hp是慢性胃炎的重要病因，如果Hp持续存在，可以引起肠上皮化生，腺体萎缩及异常增生。在十二指肠溃疡中胃窦炎明显，而在胃溃疡中则为全胃炎，且伴有肠上皮化生及胃体黏膜腺体的萎缩。Hp对胃黏膜的损伤是通过炎症反应造成的。Googwin的“漏屋顶”学说 ("the leaking roof" concept) 把发炎的胃黏膜比喻为“漏雨的屋顶”。Hp的致病因子包括尿素酶、蛋白酶、磷脂酶、过氧化物酶以及Hp的毒素等都可以激活中性粒细胞和噬酸细胞，从中性粒细胞中释放出自由基而引起炎症反应。由Hp造成的黏膜损伤在胃酸和胃蛋白酶的共同作用下而导致胃溃疡的形成。Hp本身可刺激胃酸的分泌，而高胃酸更促使溃疡的形成。

四、幽门螺杆菌与十二指肠溃疡

（一）幽门螺杆菌与十二指肠溃疡的关系

Hp感染人群发生十二指肠溃疡的危险性为非感染者的9倍以上。其次十二指肠溃疡患者有较高的幽门螺杆菌检出率，80％以上甚至100％的十二指肠溃疡患者中存在Hp感染，在无服用非甾体抗炎药病史的患者中，无Hp感染的溃疡非常少见。有证据表明只有Hp的某些菌株与溃疡的发生有关，而且其致溃疡能力与VacA、CagA等相关，从十二指肠溃疡患者体内分离出的Hp多为产毒菌株，即Ⅰ型Hp菌株。此外，根除Hp可以加速溃疡的愈合；Hp根除还可以使溃疡复发率显著降低。这是Hp在十二指肠溃疡致病中起病因作用的最有力证据。抗Hp药物可促进溃疡愈合，达到与H2
 受体拮抗剂相近甚至相同的疗效，部分难治性十二指肠溃疡经抗Hp治疗得以愈合。Hp根除后，十二指肠溃疡的复发率明显降低已被研究证实。对700例十二指肠溃疡患者的复发情况进行分析，未根除Hp者，1年内溃疡复发率达80％，而根除Hp者，则仅为4％，差异显著。

（二）幽门螺杆菌在十二指肠溃疡发生中的致病机制

目前Hp导致十二指肠溃疡的致病机制主要有以下四种假说。

1．胃上皮化生学说

Hp通过定植于十二指肠内的胃化生上皮，引起黏膜损伤并导致十二指肠溃疡形成。这一过程与Hp相关性胃炎的致病过程相似。

2．胃泌素—胃酸学说

Hp是通过胃泌素及胃酸分泌的作用而导致溃疡的产生。目前有几种假说：①Hp的尿素酶水解尿素产生氨，使胃窦局部pH值增高，破坏了胃酸对胃泌素分泌的反馈性抑制作用，导致胃窦部G细胞胃泌素释放的增加。②胃窦黏膜中，释放胃泌素的G细胞与释放生长激素 (SS) 的D细胞相邻，SS通过旁分泌的途径抑制G细胞释放胃泌素。研究发现，Hp感染者的胃窦黏膜内D细胞数量、SSmRNA/rRNA及SS的含量低于无Hp感染者，故认为Hp相关性高胃泌素血症可能是D细胞释放SS减少的结果。③Hp感染者胃黏膜内的G细胞数量并不增多，而黏膜内胃泌素含量增高，提示可能是胃黏膜内的G细胞对刺激的敏感性增高的结果。④研究发现，血浆基础胃泌素水平的提高与胃窦炎症有关，Hp可能通过胃窦炎症而增加胃泌素释放。⑤胆囊收缩素 (CCK) 具有通过反馈机制降低胃泌素释放的作用，而Hp可使CCK对G细胞释放胃泌素的反馈机制发生障碍。

3．介质冲洗学说

此理论认为十二指肠黏膜的损伤是由于从胃内排至十二指肠的炎症介质所造成。这些介质随胃液排入十二指肠。从而引起免疫反应和黏膜损伤，并导致十二指肠溃疡产生。但仅是从胃至十二指肠的介质本身可能不足以导致溃疡产生，胃酸等导致的黏膜损伤可能为Hp引起十二指肠溃疡的先决条件。

4．免疫损伤学说

Hp通过免疫机制导致溃疡的产生。此学说法认为黏膜损伤是未能根除Hp而引发的持续免疫反应的结果，Hp导致从急性炎症反应到体液及细胞免疫等一系列免疫反应，并导致黏膜损伤的发生。

五、幽门螺杆菌与胃癌

20世纪80年代以来，在人群中具有较高感染率的Hp与胃癌的关系已受到广泛关注。目前多数研究认为，胃癌可能是Hp长期感染与其他因素共同作用的结果。在慢性胃炎→胃黏膜化生→肠化生→异型增生→胃癌这一癌变模式中，Hp可能起着先导作用。现在世界卫生组织已将Hp列为Ⅰ类致癌原。Hp也是胃黏膜相关性淋巴样组织 (MALT) 淋巴瘤重要的致病因素。

（一）幽门螺杆菌与胃癌的流行病学

大量流行病学研究表明Hp流行与胃癌的流行有许多相似之处。首先，Hp感染高发于社会经济水平发展较低下的国家和地区，而胃癌也是贫困性疾病，在低经济收入及低社会层次的人群中以及发展中国家中，胃癌的发病率相对较高。如秘鲁、哥伦比亚及中国Hp感染率较高，其胃癌发病率也高，相反西方发达国家Hp感染率较低，胃癌发病率也低。在我国，胃癌年死亡率＜10/10万的广州从化市，其Hp感染率为34.5％；胃癌发病率居中的安徽蚌埠市Hp感染率为55.9％；而在胃癌调整死亡率高达120.47/10万的福建长乐市，其Hp感染率则为59.4％，感染率与胃癌死亡率呈明显的正相关。其次，在胃癌高发地区，Hp的感染年龄提前。如我国的胃癌高发区兰州，10岁以下儿童感染率已达40％～50％，明显高于低发区。而在西方国家，儿童的Hp感染率随年龄的增长而增加，在20～30岁年龄人群中只有20％左右。胃癌高发国家胃癌的发病年龄较低发国家低10～20岁。早年感染Hp的人群易出现慢性活动性胃炎和肠化生等病变，从而增加了胃癌发生的可能性。一般认为从病因接触到胃癌发生需要10～20年以上的时间，而成年人胃癌发生的危险性取决于儿童及少年期的状况

但值得注意的是，有流行病学资料表明某些Hp感染率高的地区，如非洲和越南，胃癌发病率并不高；在我国农村部分高Hp感染率地区，胃癌发病率也不高。提示Hp感染并非胃癌发生的必要或独立因素，而仅在胃癌发生中起一定作用或激发了胃癌发生的某一环节而导致胃癌。另有一系列研究指出胃癌患者Hp检出率与正常对照组无明显区别，其原因可能与胃黏膜发展至萎缩性胃炎和继之癌变过程中伴Hp消失有关。

不同的Hp菌株感染引起胃癌的危险性不同，具有CagA基因的幽门螺杆菌感染者发展成萎缩性胃炎及发生胃癌的危险性是CagA阴性菌株感染者的两倍。在来自胃癌高发区的人群中，VacA和CagA抗体的检出率显著高于低发人群，胃癌患者的CagA抗体检出率高于对照组，且以20～29岁人群的检出率最高。实验还证实，CagA阳性菌株更容易引起胃黏膜的炎症浸润，其刺激胃黏膜上皮细胞增生的能力也强于阴性菌株。胃癌患者中分离的幽门螺杆菌多为vacA基因型Sib/mI菌株，而十二指肠溃疡患者中则多为SIa/mI菌株，说明vacA基因型的不同亚型可能与不同疾病的发生有关。

（二）幽门螺杆菌感染与胃癌发生的可能机制

1．Hp感染与胃癌前病变的关系

目前多数学者认为，Hp感染主要作用于癌变的起始阶段，在活动性胃炎、萎缩性胃炎和肠化生的发展中起主要作用，即启动因子的作用。

2．胃液内抗坏血酸减少及氧自由基增加

研究发现，Hp感染者胃液中抗坏血酸含量明显低于对照组，同时胃液中铜锌过氧化物岐酶 (CuZuSOD) 亦显著降低，而脂质过氧化物 (LPO) 则明显升高。Hp感染时CuZuSOD降低，引起氧自由基的堆积，使细胞内线粒体及溶酶体受损害，导致胃黏膜细胞变性坏死，甚至癌变。

3．Hp细胞毒素的直接致癌作用

动物诱癌促癌试验发现，用Hp培养滤液喂饲大鼠，可诱导胃腺体萎缩、黏膜肠化、异型增生，其程度随Hp培养滤液浓度升高和喂饲时间延长而加剧，表明Hp毒素在萎缩性胃炎、肠上皮化生、异型增生乃至胃癌的发生中起着重要作用，Hp毒素可能具有直接的致癌和促癌作用，其中CagA被认为与胃癌的发生密切相关。研究发现Hp感染者血清抗CagA抗体阳性者，患非贲门部胃癌的危险性比CagA抗体阴性者高5倍。

4．细胞因子的作用

Hp感染后诱导淋巴细胞产生的细胞因子具有促进胃上皮细胞增殖的特异作用，并可引起多形核白细胞和巨噬细胞合成大量的一氧化氮及自由基，可引起DNA损伤，基因突变而致癌。

5．诱导细胞凋亡

细胞凋亡是细胞坏死以外的另一种死亡方式。对Hp感染的胃黏膜进行胃上皮细胞凋亡研究，发现Hp感染的胃黏膜上皮凋亡细胞占16.6％，较Hp阴性及根除Hp治疗后（3.1％）显著增加。体外实验证实，HpCagA及VacA蛋白可直接诱导上皮细胞凋亡。与Hp感染有关的细胞凋亡增加主要发生在胃黏膜病变的早期，随着黏膜病变加重、萎缩、肠上皮化生及不典型增生的出现，Hp感染者与非感染者细胞凋亡的差异就逐渐缩小或消失。因此，目前认为凋亡增加是Hp感染早期阶段的一种现象，并刺激胃上皮细胞过度增殖，使DNA在复制中发生内源性错误的几率增加，而且增加了内、外源致癌因子作用于DNA使基因突变的机会，导致胃癌发生。

6．一氧化氮的作用

Hp感染可诱导胃黏膜细胞产生大量的诱生型一氧化氮合成酶 (iNOS)。NO与内源性致突变途径有关，NO在氧的存在下很快分解产生有致癌作用的N-亚硝基复合物和多种氮氧化物。此外，NO还可通过增加肿瘤血供和免疫抑制而促进肿瘤形成。

7．基因的突变

研究发现，C-Ha-rsa基因突变组的Hp感染率高于无突变组，并且Hp阳性组的p21和p53的基因表达产物均显著高于Hp阴性组，说明Hp感染可能通过激活癌基因途径，协同起致癌作用。

（三）幽门螺杆菌的治疗与胃癌预防

关于对Hp感染者是否进行治疗以防止癌变，多数学者认为应该具体情况采取具体措施。在胃癌低发区，如美国约3％的人感染Hp，而胃癌发生率不足其中的0.5％，因此不必进行预防治疗。如果是胃癌高发国家和地区，则预防性治疗就有意义。特别是对有癌变家族史及伴有萎缩、肠化或不典型增生的Hp感染者进行预防性治疗可有效降低胃癌发生的危险性。但目前关于根除Hp后减少胃癌危险性的前瞻性研究尚少，同时由于胃癌的发生是多因素的，因此对胃癌的预防应采取综合措施。

六、幽门螺杆菌与肝脏疾病

（一）肝炎

Francavilla观察5例转氨酶升高者，但无肝脏疾病的临床表现，经内窥镜检查，发现3例有胃黏膜弥漫性缺血，1例有十二指肠溃疡，组织学显示5例患者均患有慢性活动性全胃炎。通过免疫组化等方法发现患有慢性活动性胃炎患者肝组织中有空泡毒素，表明Hp vacA可达到肝脏。McCathey通过口喂或腹腔内注射途径使大鼠感染上Hp或一种新的螺杆菌。结果发现，可以从通过腹腔接种1d后老鼠的肺、脾、肝、盲肠和胃等组织中培养出Hp; 3d后，从肝和胃组织中可培养出Hp; 30d后只能从胃组织中培养出Hp。提示Hp可优先渗透到胃部，还可以渗透到肝脏、脾脏、盲肠，使大鼠肝脏损害，引起肝炎。

（二）肝硬化及肝性病

肝硬化及肝性脑病慢性肝病患者易并发消化性溃疡，这是否与Hp感染相关，目前一直有争论，Ito报道两例有Hp感染的肝硬化肝昏迷患者，根除Hp后，患者血氨水平明显下降，肝性脑病完全恢复，随访5个月，未见复发。其机制是Hp可产生高活性的尿素酶，分解尿素产生氨，形成高氨血症，导致肝性脑病。但有人持不同看法，认为用抗生素根除Hp出现血氨下降，并非完全是根除Hp后的结果，而是用抗生素抑制胃肠道细菌的非特异性结果。

七、幽门螺杆菌与胆石症

胆汁中含有分子量为130kD的蛋白质，具有氨肽酶属性，能促进胆固醇结晶的形成，而90％以上的Hp具有氨肽酶活性。半数Hp菌株具有cag A蛋白，后者分子量为110～140kD。因而Hp可能参与胆石症的形成。

八、幽门螺杆菌感染的胃肠外表现

（一）Hp感染与冠心病

冠心病患者Hp感染率远远高于健康人，并且缺血性心脏病患者抗Hp抗体较高，同时发现Cag A在缺血性心脏病患者中明显增高。Hp感染导致冠心病可能与下列因素有关：①Hp持续感染，导致胃黏膜发生炎症、溃疡，影响钴胺素吸收，引起高半胱酸血症，后者与冠心病的形成有关；②Hp感染产生的细菌热休克蛋白与动脉粥样硬化坏死的热休克蛋白交互激活，促进冠心病的发展和心肌梗死的发生；③Hp在胃内的慢性活动性感染，影响血液中脂质过氧化物和载脂蛋白A的浓度，而两者均与冠心病的发生有密切关系。目前大多数学者认为，Hp感染与冠心病有密切关系，但非独立危险因素。

（二）幽门螺杆菌感染与脑血管疾病

研究发现感染Hp患者有颈动脉内层增厚，脑血管疾病患者中Hp感染也高于健康人，故推测Hp感染与脑血管疾病有关，其机制可能为人体持续感染Hp后，Hp的尿素酶、Cag A、vac A等刺激血管内皮细胞产生TNF-α、白介素、C反应蛋白，长期刺激血管内皮细胞，使内皮细胞增生增厚，同时Hp本身所含的热休克蛋白等共同作用最终导致颈动脉狭窄，影响脑部血供。

（三）幽门螺杆菌感染与缺铁性贫血

Hp感染可能与缺铁性贫血有关，其可能机制为Hp持续感染，产生炎症介质，形成慢性胃炎、胃溃疡，从而引起消化和吸收不良或慢性失血，同时Hp生存消耗体内转铁蛋白，最终导致缺铁性贫血。

（四）幽门螺杆菌感染与其他疾病

Hp感染与偏头痛、膜性肾病、干燥综合征等自身免疫性疾病、儿童生长发育迟缓、婴儿猝死综合征、原发性雷诺现象、复发性口腔溃疡和酒渣鼻等疾病有关。

九、幽门螺杆菌感染的治疗

（一）Hp根除治疗

中华医学会消化病学分会认为：Hp阳性的下列疾病必须根除治疗，如：消化性溃疡病、早期胃癌术后、胃MALT淋巴瘤、合并糜烂、中—重度萎缩、中—重度肠上皮化生、轻—中度不典型增生等的胃炎等。随着对Hp致病因子的研究，Hp根除治疗就显得愈发重要。2003年安徽桐城中华全国Hp共识会议对Hp感染的治疗建议为：Hp感染的治疗首先需确定根除治疗的适应证，实施根除治疗时，应选择根除率高的治疗方案，以免引起全国范围Hp及其他抗生素的普遍耐药性。根除Hp推荐的治疗方案：一线方案：①PPI/RBC（标准剂量）+A(1.0)+C(0.5), bid×7d; ②PPI/RBC（标准剂量）+M(0.4)+C(0.5), bid×7d; ③PPI/RBC（标准剂量）+A(1.0)/M(0.4), bid×7d; ④B（标准剂量）+F(0.1)/M(0.4)+C(0.5), bid×7d; ⑤B（标准剂量）+M(0.4)+T(0.75-1.0), bid×14d; ⑥B（标准剂量）+M(0.4)+A(0.5), bid×14d。代号说明：PPI（质子泵抑制剂）：目前有埃索米拉唑 (E) 20mg、雷贝拉唑 (R) 10mg、兰索拉唑 (L) 30mg、奥美拉唑 (O) 20mg; RBC（枸橼酸铋雷尼替丁）350mg；A阿莫西林；C克拉霉素；M甲硝唑；T四环素；B铋剂（枸橼酸铋钾、果胶铋等）；F呋喃唑酮。也可以H2
 (H2
 RA) 受体阻断剂替代PPI（如：西咪替丁400mg、雷尼替丁150mg、法莫替丁20mg）。但根除率可能会有所降低。二线方案：（1）PPI/RBC（标准剂量）+B（标准剂量）+M(0.4tid) +T(0.75-1.0), bid×7～14d;（2）PPI/RBC（标准剂量）+B（标准剂量）+F(0.1)+T(0.75-1.0), bid×7～14d。

（二）Hp的耐药性

但随着Hp根除治疗的广泛使用，Hp对抗生素的耐药现象也日趋严重，特别是对克拉霉素和甲硝唑的原发耐药率在普遍上升，对常用根除方案的疗效产生了影响。阐明耐药机制、克服原发耐药、避免继发耐药和治疗失败后的补救治疗是近年Hp治疗方面的研究热点。

1．Hp对硝基咪唑类的耐药性

在硝基咪唑类抗生素中，甲硝唑是治疗Hp感染的首选药物，其MIC较高，胃内的pH条件对药性影响不大，且在胃黏膜上分布较多。硝基咪唑类耐药的产生，严重影响Hp的根除。Thijs等报道，奥美拉唑+阿莫西林+替硝唑的三联疗法对咪唑敏感菌株的Hp根除率为95％，而对耐药菌株的根除率仅为69％。究其耐药原因主要有：甲硝唑在其他感染中的广泛应用；甲硝唑药理作用中的诱变特性；曾经用药对Hp的选择压力。甲硝唑的耐药率是几种抗Hp药物中最高的，在欧洲和美国的统计约为20％～40％，发展中国家的耐药率更高，达50％～80％，日本的耐药率就比较低（9％～12％）。这是由于硝基咪唑类抗生素在发展中国家广泛使用，用于治疗厌氧菌感染和原虫感染的缘故。在女性患者中，Hp对甲硝唑的耐药性明显高于男性，这可能与女性患者以往经常使用硝基咪唑治疗妇科感染有关。

近来研究表明，还原型NADPH硝基还原酶对硝基还原起作用。如果编写这个酶的基因发生突变，酶活性就会降低。Goodwin等报道rdxA基因的变异引起其编码产物RdxA蛋白的氨基酸替换，引起酶活性丧失，不能还原甲硝唑而引起耐药。rdxA是编码氧不敏感的NADPH硝基还原酶的基因，而frxA是另一个硝基还原酶的基因，如果rdxA基因发生突变失活，可导致细菌产生耐药，但frxA基因突变不能单独引起耐药。研究证实，rdxA基因的低表达在Hp对甲硝唑高度耐药形成中起了重要作用。

2．Hp对克拉霉素的耐药性

近年来随着克拉霉素的广泛使用，其耐药率亦呈逐年上升的趋势。国外资料报道，Hp对克拉霉素的耐药率在3％～14％之间。儿童中高耐药率已有报道，日本为29％，92％与阿奇霉素有交叉耐药，波兰儿童1998—2000年为23.5％（23/99），而葡萄牙一份研究显示儿童对克拉霉素的耐药率高于成人，这可能与儿童呼吸道感染中克拉霉素和其他新的大环内酯类药物广泛应用有关。在联合应用不同抗生素的根治方案中，因Hp耐药导致治疗失败的案例屡有报道，且有不断上升趋势，Hp耐药给临床治疗带来很大困难。Ducons等采用兰索拉唑+克拉霉素+阿莫西林的三联疗法，在克拉霉素敏感菌株中的根治率为83％，而在其耐药菌株中的根治率仅为20％。Bazzoli等报道，根除失败者，对克拉霉素的继发耐药率至少为50％。由于出现Hp耐药菌株而使含克拉霉素的治疗方案根除率下降至17％，也有报道对克拉霉素耐药使克拉霉素三联方案疗效下降为55％，研究显示，含克拉霉素治疗方案根治Hp失败，至少约2/3治疗后出现耐克拉霉素菌株。国内克拉霉素的原发耐药率为6.1％～25％，这可能与大环内酯类抗生素的广泛应用而不断出现耐药菌株有关，提示国内克拉霉素耐药率在增加。目前认为克拉霉素耐药Hp菌株的产生是由于抗生素选择性压力的结果。

有关Hp对大环内酯类耐药的研究中，23S rDNA（核糖体rRNA编码DNA）突变引起Hp对大环内酯类耐药的机制现已成为共识，而争论主要集中在23S rRNA突变的位置和形式，对突变形式和耐药水平之间关系的研究也较多。突变的形式以A2143G为主，占突变的45.2％～82.1％，其他的突变形式有A2142G、A2142C、G2115A、G2141A、A2142T、A2143C，甚至发生在染色体的其他区段，突变的形式与耐药程度密切相关，A2142G菌株的最低抑菌浓度 (CMICs) 明显大于A2143G菌株及其他菌株。耐药菌株的耐药性、稳定性也与突变形式有关，总的耐药性丧失（菌株恢复敏感）率约为10％，以A2143G突变最稳定。

3．Hp对β-内酰胺类的耐药性

β-内酰胺类药物是通过细菌β-内酰胺类5靶蛋白PBPs（青霉素结合蛋白）结合，破坏细菌细胞膜的完整性，使细菌死亡。细菌对β-内酰胺类药物的耐药机制有：产生β-内酰胺酶、产生新的PBPs和药物作用PBPs的位点改变。阿莫西林是唯一用于抗Hp的β-内酰胺类药物。尽管在过去的二十年中，阿莫西林被广泛应用于抗菌治疗，但目前Hp对阿莫西林的耐药非常少见，许多研究都未发现阿莫西林的耐药株，大部分报道耐药率低于1％。少数地区也有报道对阿莫西林的高耐药率。所以目前阿莫西林仍是根除Hp治疗中获得较好疗效的药物之一。

4．Hp对喹诺酮类的耐药性

喹诺酮类抗生素较少用于Hp根除治疗，其单独或与其他药物联合应用时，很快产生耐药。喹诺酮类药物中的代表是环丙沙星，其耐药率约为10％，国外报道耐药率为3.3％～20.9％。Hp对喹诺酮类耐药主要与DNA旋转酶的改变有关，该酶由gyrA和gyrB两个基因编码而成，gyrA的突变引起细菌对喹诺酮的高度耐药，而gyrB突变则与低度耐药有关。对Hp研究中也发现，在耐药菌株的gyrA发生了4种突变。

5．Hp对利福霉素的耐药性

由于利福平往常用于治疗分支杆菌，故对Hp耐药性很少有人研究，近年来一些体外研究初步结果显示Hp对利福布丁（利福霉素衍生物）高度敏感，在其他疗法治疗失败后，无论Hp是否对其他抗生素耐药，包含利福布汀的三联治疗可有效清除Hp。40mg泮托拉唑每日2次，1g阿莫西林每日2次和400mg利福布汀每日1次的联合治疗可达78.6％的有效率。与其他抗生素一样，利福霉素类用于治疗Hp后也能产生耐药。利福布汀耐药性突变与高水平利福平耐药及rpoB基因第525～544位和585位密码子的突变有关。

6．其他

庆大霉素对Hp也有较强抗菌活性，据报道，庆大霉素联合铋剂或洛赛克，Hp根除率在80％以上，但也有资料显示34.8％Hp菌株对庆大霉素耐药。

（三）如何避免耐药株的产生

Hp治疗中最大的难题是对抗生素的耐药性。如何避免Hp耐药株的产生，中华医学会消化病学分会的共识认为：①严格掌握Hp根除的适应证，选用正规、有效的治疗方案。②联合用药，避免使用单一抗生素或抗菌药。③加强基层医生对Hp治疗知识的普及与更新。④对根除治疗失败的病人，有条件的单位再次治疗前先做药物敏感试验，避免使用对Hp耐药的抗菌药。⑤由于Hp的耐药性，PPI三联方案必要时可以使用两周。⑥对一线治疗失败者，改用补救疗法，尽量避免使用硝基咪唑类药物，应改用其他药物，如：呋喃唑酮、胃内滞留型庆大霉素缓释片等。






【思考题】



1．幽门螺杆菌的致病机制是什么？



2．如何预防幽门螺杆菌的耐药？
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 第四节　从基因水平认识肝纤维化研究进展



摘　要
 　从基因水平讨论肝纤维化研究进展，扼要介绍肝纤维化新概念，肝纤维化与肝癌的关系。基因的多态性与肝纤维化发生机制，基因诊断与治疗肝纤维化。




Abstract
 　Progression of liver fibrosis be discussed from genetic level. The present review summarises the actual knowledge on the modern concepts of hepatic fibrosis, the relation ship between fibrosis and cancer, the genetic polymorphisms and the pathogenesis of lever fibrosis, the genetic diagnosis and treatment in hepatic fibrosis.






肝纤维化是一切慢性肝病的共同病理学基础，阻止或减慢这一过程的发生与发展，可以预防肝硬化和肝癌的发生，故人们十分重视肝纤维化的研究。笔者于1993年根据分子水平与细胞水平的研究结果，提出后天性肝纤维化是一种继发性基因调控失调性肝病，先天性肝纤维化则属于原发性（遗传性）基因失调。参与细胞外基质 (ECM) 代谢的基因调控失调是造成肝纤维化的原因，其基因产物含量在血循环中增高或降低有利于对肝纤维化的诊断，促使基因表达得到正常调控是肝纤维化的治疗目的。由于分子生物学 (DNA与RNA) 技术的进展，笔者认为需全面认识肝纤维化，2008年提出肝纤维化的新概念，从本质上讲，疾病的发生与发展，诊断与治疗均和基因有关，本文就这几方面作扼要介绍。

一、全面认识肝纤维化及其研究的重要性

人们认识肝纤维化与疾病的关系可能也仅有百余年历史，笔者手旁可查到的资料，是1904年英国病理学家Symmers首先描述肝脾型血吸虫病所见到门脉周围纤维化，称为“干线型肝纤维化”(pipestem fibrosis, symmers'fibrosis)，其认为属于肝硬化的一种新的类型。在公元前450—300年古代希腊，Hippocrates认为触及坚硬的肝脏认为严重病症，此视为肝硬化最早记载。1970年Popper和Udenfriend提出肝纤维化产生于新形成的结缔组织而不是原有基质的萎陷，认可肝纤维化是结缔组织异常增生性肝病。美国肝病学会已召开了3次肝纤维化专题讨论会，1989年第1次肝纤维化专题讨论会，主题是ECM的生物特性及其对肝细胞的作用，称基质生物学时代；2000年第2次会议主要研究肝星状细胞 (HSC)，涉及肝纤维化发生机制与治疗，称HSC生物学时代，确定ECM主要来源活化的HSC（称肌成纤维细胞，MFB）；2006年美国肝病学会第3次肝纤维化专题会议报道，该次会议回顾了近年迅猛出现的新进展，议题广泛，认为肝纤维化的研究进入“整体创伤愈合反应时代”(the era of the integrated wound healing response)，意味着人体各部位只要发生创（损）伤，总可能发生纤维化，还提出了11项后重点肝纤维化研究内容，此大致反映了纤维化研究的3个不同阶段。另值得我们重视的是Schiff主编，堪称肝脏病学领域“圣经”的Schiff's diseases of the liver
 一书第9版（2003），被翻译为《希夫肝脏病学》，2006年已有市售，此书列为我国“十一五国家重点图书”，此书无“肝硬化”专门章节，代之译文约3万字的由世界著名的肝纤维化专家Friedman编写的“肝纤维化”，列为本书的第二部分肝脏疾病后果的第一节。

1978年WHO专家组将肝纤维化定义为胶原的过度形成，因为当时认为胶原是纤维化肝脏最突出的结缔组织成分。经20多年的研究，认为肝纤维化是指各种原因引起的动态创伤——愈合过程。有研究表明肝硬化时肝脏Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、V、Ⅵ至胶原分别为正常肝脏的8、4、14、8和10倍，而透明质酸、6-硫酸软骨素和硫酸皮肤素分别增加8、10和10倍。肝纤维化是慢性非自限性肝损伤之后果，是一种可逆性创伤修复反应，与肝细胞再生、肝脏炎症反应共同构成机体抗损伤反应。肝纤维化是发展到肝硬化必经阶段，并与肝癌有关。近年笔者在总结国内外结合本人研究体会的基础上，提出“肝纤维化的新概念”，认为应从形态学、生化学、细胞学、免疫学、基因水平全面认识肝纤维化。此有助了解肝纤维化发展机制、诊断与治疗的进展。

（一）全面认识肝纤维化及其新概念

1．形态学

从形态学上讲是肝结缔组织（间质细胞、纤维、基质—蛋白多糖和非胶原糖蛋白）异常增生，肝窦毛细血管化（基底增厚和窦内皮细胞窗孔消失）。若伴有肝细胞结节性再生，假小叶形成称肝硬化。肝纤维化程度分期 (S) 有分S0～4，S4为早期肝硬化。Ishak修改的HAI方案则由S0～4改为S0～6，其中S6相为典型肝硬化。S5为不完全性肝硬化，相当于早期肝硬化。另有半定量计分法，可用于抗肝纤维化药物疗效考核。仅有治疗前、后计分的显著差异，用于疗效评定可能不够全面。有称降低≥5分称显效。判断肝纤维化程度的“金标准”受穿刺部位、标本大小及病理专家对病变认识深度不同而可能不同，故对不同研究单位，分别进行的计分结果，不能进行荟萃分析 (meta analysis)。判断肝纤维化程度还有使用天狼猩红染色后图像分析方法，此已有详细讨论，这里不赘述。在肝纤维化形成前，已有肝窦毛细血管化的改变，经治疗可好转，临床上要严格区别肝纤维化与肝硬化，特别是早期与代偿性地硬化区别是很困难的。

2．生化学

从生化考虑则为ECM合成、分泌增加，降解减少，肝内沉积增加，肝纤维化逐渐形成即瘢痕形成。现已知胶原的生化合成过程是mRNA经加工并转移到粗面内质网，翻译合成前α-肽链→羟化→糖苷化→前胶原→高尔基复合体经微管排出细胞外，切除N端及C端肽形成原胶原，经交联成不溶性纤维化，约30％合成后几分钟内在细胞内降解，不溶性纤维化可在胶原酶和肽酶作用下降解。用14
 C标记脯氨酸示踪研究大鼠的胶原，其半衰期约为300天，并与鼠龄相关 (Lindstedt等1961)，临床提示抗肝纤维化需要长疗程，老年者效果差。

3．细胞学

从细胞考虑是产生ECM主要细胞HSC被激活（称肌成纤维细胞MFB）、增殖，合成、分泌大量的ECM, 促ECM降解物质合成减少；MFB多源性已有较多研究，后文将详细讨论。

4．免疫学

从免疫学考虑，近认为肝纤维化是CD8介导的疾病，活化的HSC可抑制T细胞的活化，活化的NK细胞可杀伤活化的HSC，通过免疫调节作用而可抗肝纤维化；新近研究认为未活化的CD8+
 T细胞通过肝窦内皮细胞的窗孔与肝细胞接触而活化，B细胞促HSC的活化；其遗传缺陷小鼠有助于肝纤维化的恢复，B细胞缺乏可减轻肝纤维化，活化的HSC有免疫调节作用，可作用肝脏疾病治疗的新策略。

5．基因水平

从基因水平考虑则为参与ECM代谢的基因调控失调造成肝纤维化，具体讲是促肝纤维化因子（TGF-β、NF-κB、肾素、血管紧张素等）致ECM基因表达增强，抑制纤维化因子（IFN-γ等）致促降解的基因表达下降；促使基因表达到正常调控水平是抗肝纤维化的治疗目的。目下治疗主要针对HSC。

前述的因子也非绝对，在疾病不同时期可能作用不同。Chou等报道在慢乙肝时，TGF-β1
 可直接抑制HBV复制及抑制抗病毒的免疫应答，可减轻肝损伤。若在肝硬化之期HBV复制与免疫应答已处次要地位则不同。从基因 (DNA、RNA) 水平、细胞水平、生化与形态学去研究肝纤维化，已认识到它们之间关系不一致性，例如HSC活化后分泌大量胶原到沉积在肝脏（纤维化），是一个从mRNA→形态学多个复杂过程，众多因素可以影响其最后结果。目下临床常用的肝纤维化指标在无肝纤维化的急性肝损伤期均可增高，但有肝纤维化病理改变炎症不明显者也可无肝纤维化指标异常，病理改变也不可能与血清生化改变完全一致。对肝纤维化发生与发展的机理全面认识可利于治疗药物的选择、疗程的安排与疗效的判断。Frideman（2003）认为抗肝纤维化治疗很快成为临床现实，临床大夫头脑中始终保持一个概念，就是即使晚期肝硬化也有逆转之可能，代偿性肝硬化已证实可逆。

二、肝纤维化研究的重要性

1．肝纤维化的临床重要性已通过组织病理的研究得以确认

凡能致慢性肝损的任何生物、理化因子，长期、持续作用均能导致肝纤维化的发生，通常认为肝炎→肝纤维化→肝硬化，从本质上讲这三者均是肝组织学检查作出的形态学诊断。某些肝纤维化发生可能炎症不明显，例如酒精性肝病、铁过量（人类色素沉着症）造成肝纤维化和肝硬化，几乎没有炎症发生，是经过氧化产生活化枯否细胞 (KC)，通过转化生长因子 (TGF)-β和肿瘤坏死因子 (TNF)-α激活HSC而发生肝纤维化 (Bonkovery, 1996)。先天性肝纤维化及转TGF-β基因小鼠发生肝纤维化，肝脏均无明显炎症，肝纤维化可致肝窦血流障碍和肝细胞 (HC) 功能受损，其受损可能为正常细胞外间质的提供的HC生物支撑作用的破坏，另是肝纤维化产生的某些因子例如TGF-β，可致HC凋亡等。

Seki等在2007年Nat Med
 (www.nature.com) 讨论了炎症与肝纤维化发生之间的分子联系，主要通过Toll样受体-4 (TLR4) 上调TGF-β信号在HSC内传导，经TLR4—MyD88—NK—κB轴线调节，促肝纤维化形成，此提供促炎症因子与促肝纤维化因子新的联系信号。

2．肝纤维化是造成门脉高压、肝功能异常和影响预后的重要因素

业已有肯定肝窦活化的HSC的收缩与门脉高压有关。目下已有较多的抗肝纤维化治疗方法，已发现可使HSC数目减少，肝窦毛细胞血管化改善，门脉压下降，现认为抗肝纤维化治疗是预防与治疗门脉高压最根本的方法。20世纪80年代已故肝病专家Hans Popper认为谁能阻止或减慢肝纤维化的发生，将会治愈大多数慢性肝病患者。

血吸虫病肝纤维化的研究已证实彻底祛除原发病因与肝纤维化治疗即吡喹酮+IFN-γ，可使肝窦毛细胞化逆转到正常，但要早期，晚期则有困难。

3．肝纤维化与肝癌发生有一定的关系

1995年日本报道，在2年内登记的3017例肝癌病例，正常肝组织仅有7％，余均有肝纤维化／肝硬化。坂井田等采用无胆碱的氨基酸饲料，大鼠肝癌发生率达90％，而加用HOE077（脯氨酸羟酶抑制剂）大鼠为50％，仅通过抑制肝纤维化就能降低肝癌的发生率。病理学家希望通过对肝纤维化形成机理的进一步了解，为防治肝癌提出一条新的途径。Elsharkawy等（2007年）进一步阐明了肝脏炎症→纤维化→癌 (inflammation→fibrosis→cancer) 轴线之间的关系。还指出NF-κB在其中起重要作用，为今后治疗提供新依据。Bergamini等研究指出间质成分的层黏连蛋白 (LN) 与通过整合素刺激肝细胞癌的生长。Friedman（2008）对肝纤维化分子生物学的了解关键不仅在于开发有效靶向性抗肝纤维化治疗，还在于了解肝脏肿瘤的发生。

4．祛除病因治疗，不能代替抗肝纤维化治疗

近来研究证实单纯的祛除病因不能使肝纤维化→肝癌发生完全中止，第三次美国肝纤维化专题会议提出抗病毒治疗的同时进行抗肝纤维化治疗，2008年NIH已组织这方面研究，对HCV致肝硬化患者，在抗HCV治疗的同时抗肝硬化治疗。血吸虫病肝纤维化从动物实验、临床、现场大规范的随访研究证实，已有肝纤维化者单纯杀虫治疗，肝纤维化仍可进展。在理论方面早已阐明，主要是活化的HSC可以通过自分泌与旁分泌机理再活化HSC。

三、ECM基因调控失调导致肝纤维化的发生与发展

（一）ECM的组成与合成

目前常将细胞外间质与ECM视为同义词。在形态学上，基质是指不包括纤维的极其复杂的凝胶或溶胶，在常规电镜与光镜下不能看到。ECM的组成为纤维和基质，基质包括非胶原结构的粘连糖蛋白如LN, 和蛋白多糖如HA。亦有人将基质金属蛋白酶 (MMPs)、基质金属蛋白酶组织抑制剂 (TIMPs) 及ECM受体（整合素）纳入ECM内。以往对肝纤维化研究集中在胶原、层黏蛋白、纤维连接蛋白和透明质酸等ECM的合成方面，近年来更重视对ECM降解的研究，例如研究MMPs和TIMPs。

目前已知胶原的基因型有30多种，编码的蛋白质有19种，用罗马数字表示，这些胶原蛋白有不同的肽链结构、免疫特征与体内分布。胶原蛋白占人体蛋白总量的1/3，占肝内蛋白总量的1/20～1/10，当肝脏发生纤维化时胶原蛋白可增加到50％左右，主要是Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅵ、Ⅷ、Ⅹ、ⅩⅥ、ⅩⅧ型8种胶原，肝脏中胶原以纤维形式存在，每一条纤维可能由多种胶原混合而成。胶原的合成是一个复杂的过程。胶原基因由RNA多聚酶Ⅱ转录形成mRNA, TGF-β能够刺激胶原基因复制并使转录形成的mRNA保持稳定。mRNA经加工并转运至粗面内质网，翻译合成前α-肽链，其中脯氨酰、赖氨酰残基经相应的羟化酶作用生成羟脯氨酰及羟赖氨酰，羟赖氨酰在糖基转移酶的催化下糖苷化，形成半乳糖羟赖氨酰及葡萄糖半乳糖基羟赖氨酰，3条前α-肽链的羧基端间相互作用形成三螺旋结构的前胶原，从内质网转运到高尔基复合体，通过分泌系统经微管排出细胞外。再经氨基N端和羧基C端肽酶作用切除N端及C端肽形成原胶原，在赖氨酰氧化酶作用下，微纤维聚集（可溶性），经交联成不溶性纤维，此仍可在胶原酶和肽酶的作用下降解成肽和氨基酸。胶原基因在肝脏的表达已有较多报道。笔者等（2002年）对日本血吸虫感染新西兰兔肝脏内Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型胶原mRNA水平进行了较系统的动态观察，用RT-PCR加Dot blot法检测胶原mRNA水平，以β-actin作内对照。与正常兔肝比较，感染第4周，Ⅰ、Ⅲ和Ⅳ型胶原mRNA水平增高分别为10.5、11.7和6.6倍；感染第10周时达高峰，分别为12.0、11.9和6.6倍；感染第16周骤降，第28周三者mRNA水平均下降至2倍左右，但降解明显减少。原位杂交研究认为胶原、蛋白多糖和非胶原糖蛋白主要来源于HSC。枯否细胞 (KC)、内皮细胞 (SEC)、成纤维细胞、胆管细胞及HC可能不是合成ECM的主要细胞。

但有人认为尽管HC生成ECM少，但其细胞数量大，在肝纤维化中的作用也不可忽视。近认为MFB来源较多，MFB的多源性笔者已综述，认为正常肝脏不存在MFB, 正常情况下HSC存在于Disse间隙，成纤维细胞在门静脉结缔组织及肝小叶中央静脉周围。在肝纤维化时，已有较多研究证实这些细胞可转化为MFB, 另研究认为骨髓间质干细胞可分化为HSC, 转化为MFB, 也可直接转化为MFB, 胆管上皮细胞 (BEC) 转化为MFB, 上皮细胞转化为间质细胞 (epithelial-mesenchymal transition, EMT)，已被认为某些器官纤维化纤维生成细胞增加的重要途径，周围血循环中的单核细胞与肝细胞也可衍生成MFB。近研究显示门脉的成纤维细胞 (portal fibroblast) 与HSC不同，通过desmin染色可区别，体外培养10～14d才转化MFB, 在TGF-β和坚硬的基质（在聚丙烯酰胺维持下）培养下，可转化为MFB。Zisberg等研究证实在CCl4诱导肝纤维化鼠中，成熟鼠的肝细胞在TGFβ1的诱导下，经上皮类型表型与功能改变，转化为MFB。此受骨形态发生蛋白（骨形成蛋白）-7 (BMP-7)（又称生骨蛋白）和骨性蛋白 (OP-1) 的调节。肝脏的MFB至少来源肝内HSC、BEC和肝细胞。MFB的主要标志为纤维细胞特异蛋白1 (FSP1) 和α-SMA, MFB也有可能转化为上皮细胞此称MET, 能否再演变为肝细胞均待研究。MFB的多源可能与不同病因的肝纤维化有关。

人们特别重视肝纤维化肝细胞转化MFB, 此已有较多研究，翁红雷等已有报道IFN-γ治疗9个月后肝纤维化患者肝细胞表达上调抗肝纤维化因子Smad7，下调Smad3与CTGF等促肝纤维化因子。为考核疗效提供了新的方法。

（二）ECM的降解

肝纤维化时胶原纤维在肝脏增加显著，其降解对肝纤维化恢复正常起决定作用。既往以为胶原降解主要在细胞外进行，近发现大约15％～30％（近认为更高比率）新合成的胶原，合成后数分钟在细胞内降解，可能是在内质网和溶酶体内的酶参与其降解。细胞外降解主要经过胶原酶的作用，将三螺旋的胶原分子裂解为原分子长度的3/4和1/4两个片段，较大的片段可被巨噬细胞吞噬，在溶酶体内降解成较小片段；而较小的片段在体内很快自发性变性，在明胶酶等酶的作用下降解成寡肽或氨基酸，一部分被重新利用，一部分如羟脯氨酸 (Hyp) 随尿液排出。参与胶原降解的胶原酶主要MMPs。1989年在美国佛罗里达州举行的MMP专题会议上，确定以阿拉伯数字将其名称系统化，系统命名为MMP-1, MMP-2. MMP-3...MMP在组织中浓度很低（1～10μ
 g/g组织），与间质结合紧密，具有活性的MMP难于从组织中提取出来，在哺乳动物的众多MMP之间氨基酸序列仅有50％左右的同源，利用cDNA作探针时需考虑种属之间的交叉性。

1．MMPs的生化特征与分类

MMPs是参与ECM降解的主要酶家族，目前已发现至少有25个成员。MMPs以酶原形式分泌，对钙离子和锌离子有活性依赖性。根据底物的特异性，MMPs主要分为5个功能亚型（表3-2）。


表3-2　MMPs分类
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2．MMPs的调节

（1）MMPs合成调节：①MMPs的合成受到多种细胞因子、生长因子和激素的调节。研究发现MMPs转录的增强和抑制因子位于MMPs基因的前肽区。TNF-α、PDGF、bFGF、EGF和IL-1对MMPs的表达具有上调作用，而TGF-β1、IL-4则有下调作用；②原癌基因C-jun和C-fos在MMPs的活化中发挥重要作用，可在MMP-1和MMP-3基因的启动子区活化蛋白结合位点结合，增强MMPs基因转录；③与基质结合的整合素也参与调节MMPs的合成，且ECM通过此途径还能调节自身平衡；④基质蛋白降解产物或它们合成的类似物也可通过与细胞膜受体的相互作用来刺激MMPs的表达，此现象不发生在完整的基质分子；⑤巨噬细胞对MMPs合成的调节是由不同机制所介导。内毒素和淋巴因子混合物可以兴奋巨噬细胞。而γ干扰素 (IFN-γ) 对巨噬细胞合成MMPs起抑制作用。内毒素对巨噬细胞MMPs合成的刺激作用可被皮质类固醇、前列腺素合成抑制剂所抑制。NF-kappa B、激活蛋白-1 (activator protein-1, AP-1) 等可刺激MMP基因表达。人纤维细胞中原始肿瘤基因C-jun和C-fos参与前胶原酶的基因表达与调节，C-jun的蛋白产物可分为AP-1的成分，基质分解素与间质胶原酶有5′-TGAGTCA-3′，是基因表达与调控区，该区可被AP-1结合，引起信号转录，改变基因转录水平从而调节表达。另外与C-jun和C-fos的蛋白结合亦可达到调节作用。已有报道IL-1、TNF-α增加C-fos和C-jun mRNA水平，继而前胶原酶mRNA逐步增加。此研究也说明在肝纤维化形成的不同阶段，基因表达不同，在诊断与治疗时应考虑不同。

（2）MMPs活性调节：MMPs酶原的活化细胞分泌无活性MMPs, 通过激活因子作用后，切除胶原酶的前端（即两个单体，10kD）约为80个氨基酸，形成具有活性的酶。现认为主要活化系统是纤溶酶活化系统。纤溶酶是一种丝氨酸蛋白酶，由纤溶酶原经尿激酶型纤溶酶原激活物 (urokinase-type plasminogen activator, uPA) 或组织纤溶酶原激活物 (tissue plasminogen activator, tPA) 催化生成。纤溶酶可部分活化MMP-1和MMP-3，进而导致MMPs的完全活化和超活化。

抑制MMPs活性的因素：①TIMPs是一类重要的调节细胞外MMPs活性的酶家族，目前已知四种TIMP-1～4，分子量在20～29kD之间，在肝脏中仅发现有TIMP-1和TIMP-2表达。TIMPs可由多种结缔组织产生，在肝脏由KC、HSC及MFB产生，以活化的HSC细胞表达最强，常与MMPs协同分泌，在一定程度上介导MMPs活性的自身调节。TIMPs与等比例的MMPs以非共价键可逆性结合而抑制MMPs活性。TIMP有N末端和C末端基本结构。C末端与MMPs结合，N末端介导对活化MMPs活性的抑制。TIMPs分子内含有大量的二硫键，Cys1和Cys70间的二硫键是抑制MMPs活性的决定性基团。近来研究表明，TIMP既可抑制MMPs活性，也可保持MMPs的稳定性，防止其酶原活化。Bahr等（1999年）研究认为AP-1 DNA结合蛋白具有调节活性HSC中控制TIMP-1的启动子作用。②α巨球蛋白可抑制MMPs的活性。α2巨球蛋白是一个高分子量（725kD）的血浆糖蛋白。可结合抑制间质胶原酶和基质分解素。③纤溶酶原激活抑制因子－1 (PAI-1)，通过抑制uPA和tPA而抑制纤溶酶的生成，从而抑制MMPs的活化。④Banda等（2001年）在人肿瘤细胞的条件培养液里，找到一种分子量为16.5kD的MMPs抑制物。这种新的抑制物不是TIMP-1 TIMP-2、TIMP-3的片段。实验证实PCPE（前胶原C端蛋白酶增强物）的羧基片段可能就是这种新一类的MMPs的抑制物。

（三）ECM代谢的调节

1999年Gressner总结参与ECM调节的细胞因子即肽类物质有20余种，分别来自肝内细胞，包括HC、KC、SEC、外周单个核细胞 (PBMC)、血小板、成纤维细胞、平滑肌细胞、巨噬细胞、内皮细胞等。单纯研究体内某一个细胞因子的功能，同时又排除其他因素干扰时，基因敲除 (gene knock-out) 技术或转基因 (transgenic) 技术是比较理想的方法。基因敲除技术原理是利用受体细胞基因组内同源序列间发生同源重组的原理，将敲除某一靶基因的载体导入受精卵或胚胎干细胞 (ES) 后通过同源重组使染色体上的目的基因失活，最终获得不表达目的基因的动物。转基因技术是通过分子克隆的方法将带有目的基因的表达载体直接导入动物受精卵或导入体外培养的ES中，ES细胞注入受精卵发育为四细胞或八细胞囊胚后植入假孕鼠内，最终发育形成的子代个体中的部分细胞将携带有已经整合入染色体的目的基因，再通过近交繁殖，获得纯系转基因动物。转基因可以使某一基因过量表达，从而观察其生物效应。从本质上讲，转基因是基因敲除的逆过程。D'sonza等（1998年）发现敲除了TGF-β1基因的幼鼠因无法控制的感染而死亡，成年鼠则形成播散性炎症，说明TGF-β1具有明显的抗炎作用。Kanzler等（1999年）将TGF-β1基因转入小鼠体内，使其过度表达，结果发现给转基因小鼠皮下注入脂多糖100mg15h后，转基因小鼠血浆TGF-β1可高达600ng/ml, 是正常小鼠血浆TGF-β1水平的100倍，表达高峰期15h后，肝内Ⅰ、Ⅲ型前胶原mRNA水平显著上升。此与Hellerbrand等（1999年）研究结果一致，后者将大鼠TGF-β1基因敲除，再以CCL4诱导肝纤维化形成，发现TGF-β1基因敲除的大鼠Ⅰ型胶原增加很少，仅为模型组的20％，而将TGF-β1基因敲除后的大鼠给予TGF-β2或TGF-β3转基因治疗，发现Ⅰ型胶原的合成抑制作用不能被TGF-β2或TGF-β3替代。从而得出结论在TGF-β1肝纤维化形成中起重要作用。TGF-β1在肝纤维化形成过程中参与信号传导。Munger等（2000年）发现，TGF-β1分泌后被封闭在前多肽内处于潜伏状态。这种潜伏状态叫做潜伏状态伴随多肽 (latenly-associated peptide, LAP)，潜伏状态的TGF-β1在信号传导前必须在细胞外活化。另有人认为，TGF-β诱导基质产生的机制是即通过上调有关产生基质的基因转录，也通过下调有关降解基质的基因的表达。这些活性由细胞内的信号蛋白Smad家族介导。Smad家族是1995年和1996年分别在果蝇和线虫体内发现的，Smad的命名是由果蝇的Mad基因和线虫的Sma基因组合而成。Smad家族是TGF-βⅠ型受体目前已知的唯一底物。TGF-β与细胞表面TGF-βⅡ型受体结合，进而结合TGF-βⅠ型受体，使得I型受体激酶活化，随后Smad2和Smad3的磷酸化（TGF-β受体与Smad蛋白家族结合，使Smad蛋白家族在胞浆内磷酸化）。磷酸化的Smad蛋白再与公共介导物Smad4结合形成复合物，转入细胞核，调节TGF-β应答基因的转录。Tahashi等（2002年）研究认为，在培养的肌成纤维样细胞上TGF-β受体活化并诱导Smad2磷酸化，这一信号传导过程可被Smad7抑制。Schnable等（2001年）指出TGF-β在诱导肝纤维化发生的信号传导过程中，可以是Smad3依赖性的也可以是Smad3非依赖性的。近有报道减少Smad蛋白的表达，可减少TGF-β1介导肝硬化肝细胞生长抑制。多种因子对HSC均有作用，近来发现肝癌细胞亦能分泌致HSC活化因子，使之分泌胶原，在肝癌的癌块周围常有纤维包绕，此可防止癌细胞扩散。

2008年第163届Falk论坛，Friedman专题报告中，指出HSC的活化是肝纤维化发生发展的中心环节。对这过程分子机制的认识已取得很大进展，主要有：①阐明了关键的细胞因子对HSC和其信号传导通路的影响；②认识了HSC活化的调节；③基质蛋白酶 (MMPS) 及其抑制剂的特征；③证明凋亡（活化HSC）在肝纤维化消退的重要性并认识到其调节介质；④认识了HSC和ECM之间的复杂性及其动力学相互作用；⑤了解了其他细胞组分在肝纤维化中的作用及其与HSC的相互作用。此外，临床研究已经开始探索宿主的遗传多态性，以便预测肝纤维化的进展的危险性。

1．HSC的活化

多种因子（细胞与非细胞）、氧化应激（活性氧-ROS）及ECM的改变等外部因素，通过TGFβ/Smad, NF-κB、PPAR、MAKP、P13K、JAK/STAT等使转导通路活化HSC, 促进活化的有TGF-β、TGF-α、IL-1、IL-4、胰岛素样生长因子、IL-6、PDGF、单核细胞趋化因子、成纤维细胞生长因子、凝血酶、血管内皮生长因子、内皮素-1、去甲基肾上腺素、血管紧张素Ⅱ、CTGF、血小板反应蛋白、瘦素、激活素A。认为主要为TGF-β1
 、PDGF、单核细胞趋化因子、胰岛素样生长因子、IL-6等，肝细胞生长因子列入可能是促肝纤维化因子。有报道HCV的核心蛋白与HBX
 Ag也有直接激活HSC的作用。

2．HSC与其他细胞有关系

前述HSC及活化HSC的多源性，活化的NK细胞可杀伤活化的HSC, 活化HSC可抑制T细胞的活化，从而调节免疫。目前人们十分重视与脂肪细胞的关系。HSC与脂肪细胞相似性，如贮存脂肪，对脂肪介质反应及被相似的信号分子——过氧化物酶体增殖物激活受体γ (PPARγ) 调节，PPARγ在维持HSC静状态的表型具有重要作用，其减少有助于HSC的活化。PPARγ属配体激活的核因子，因此PPARγ配体有望成为抗肝纤维化新一类药物。脂肪有益于HSC, 但有害于肝细胞。活化HSC有一定的胰岛素抵抗。

3．凋亡与HSC的关系

凋亡与肝纤维化关系密切。Canbay等（2004）总结肝细胞凋亡与炎症、肝纤维化关系时，指出肝细胞的凋亡能诱导HSC的活化，抑制肝细胞凋亡的一个小分子半胱氨酸——天门冬氨酸蛋白酶抑制剂近已发展为临床试用；还可以通过RNA干扰技术 (iRNA) 阻止肝细胞凋亡而达抗肝纤维化治疗目的。现认为抗肝纤维化治疗应更多考虑能促进和加速活化HSC的凋亡，较抑制HSC的活化更为重要。动物试验发现一个真菌代谢物可通过加速活化HSC的凋亡，减轻肝纤维化的程度，而对肝细胞与静止HSC的凋亡均无影响。近认为HSC是肝脏炎症后的效应细胞，不直接参与炎症，肝脏炎症反应重要的细胞内介质NF-κB，有促肝细胞凋亡，抗HSC凋亡，通过下调NF-κB活性，可发挥抗肝纤维化作用。因此认为NF-κB是一个切合实际的治疗肝纤维化的靶标。

4．与肝纤维化发生发展有关的基因（候选基因）

Bataller等（2003年）总结了在动物实验和人类有关肝脏疾病中与肝纤维化发生发展有关基因。其中在动物实验中确定的候选基因见表3-3。影响人体肝纤维化进展的候选基因有17种，主要是在酒精性肝病方面，但研究中存在着诸多不足：①样本过小；②病人来源于三级医院，病情往往较为严重；③研究中采用的分子生物学技术缺乏标准化；④属于单基因研究；⑤未对基因和环境的相互作用进行观察；⑥对等位基因研究，尚未明确基因功能意义。肝纤维化是一种多基因调控失调病。Bataller等（2003）总结通过基因修饰法进行肝纤维化动物实验，显示候选基因至少有14种。人类肝纤维化研究，相关基因有17种，并指出目下研究中存在较多方法学的问题。Friedman（2003）认为宿主的基因表型是肝纤维化进展的内源性决定因素，更多的与特异的基因和单个核苷酸多态性的联系，很可能在以后5～10年内明确。近对HCV感染者全基因组扫描分析，从1500例中明确了400多个单核苷酸多态性，其中7个与肝纤维化进展有关。基因治疗的研究从单基因进入多基因方面考虑。Magness等（2004）用α-SMA与Ⅰ型胶原双基因转入原代培养HSC和小鼠，可提供更多的表示纤维产生细胞株的特征和评价抗肝纤维化药物的有用工具。


表3-3　啮齿类动物模型中确定的候选基因 (Bataller等 2003)
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不同病因慢性肝病肝纤维化发生的相关因素不完全相同。Bataller和Brenner（2005）总结慢丙肝与酒精性肝病肝纤维化进展相关基因完全不同，另尚有非基因因素参与。提示在研究与选择治疗时也应考虑；通过免疫调节者抗肝纤维化。2006年美国肝病年会，Muhanna等报道经小iRNA (siRNA) 作用活化NK细胞杀伤活化HSC已获可喜的苗头。已有较多的报道T、B细胞、NK细胞与HSC的关系。免疫调节的抗肝纤维化作用值得重视。近年认为幼稚T细胞通过肝窦有孔的窦内皮细胞与肝细胞接触而活化，HSC有免疫负调节作用。关于肝纤维化发生机理研究诸多进展提示，肝纤维化治疗应全面考虑，既要针对致纤维化主要因子，又要不影响对人体重要生理功能。

四、肝纤维化的基因诊断

（一）由遗传病引起的肝纤维化的诊断

因染色体变异、单基因遗传病和多基因遗传病所致的肝纤维化诊断，从理论上讲均可发现变异的基因，有关方面正处于研究中。例如先天性肝纤维化是因先天性染色劣性遗传所致的肝脏结缔组织增生，但肝实质细胞一般正常。原发性胆汁性肝硬化是由MHC编码遗传易感性免疫介导所致的慢性胆汁淤滞。特发性血色病是一种常染色体隐性遗传性代谢障碍或代谢缺陷性疾病，以铁离子代谢紊乱为特征。肝豆状核变性 (Wilson病) 是好发于青少年的常染色体隐性遗传病，主要是铜代谢异常而引起肝脏和锥体外神经综合征，用RFLP连锁分析，证实P68RS2.0标记可用于本病的症状前诊断。Alain等（1996年）对巴西人群中曼氏血吸虫高感染率产生原因分析后认为：高感染率的产生在很大程度上取决于患者染色体5q31－33区的基因。其后（2001年）对苏丹人群中血吸虫感染者进行分析后认为：感染者是否会发生严重的肝纤维化取决于一个主要的基因位点，该位点与IFN-γR1基因紧密连锁。该位点基因与5q31－33区的基因之间的关系尚不清楚。McManus等（2001年）对中国血吸虫感染者的HLAⅡ类抗原进行分析后发现：HLA-DRB1的等位基因为0901或1302者、HLA-DQB1的等位基因为0303或0609者易发展为肝纤维化。而HLA-DQB1的等位基因为1501或0601者即使感染了血吸虫，肝脏和脾脏也不会受累。另外还指出，当患者HLA-DQB1的等位基因位点为0601时，即使同时有HLA-DRB1*0901、HLA-DQB1*0303，也不易发展为肝纤维化。

（二）测定mRNA水平

1．测定肝组织中ECM、细胞因子、MMPs与TIMPs的mRNA水平有助于对肝纤维化机理的研究及对其诊断、治疗及预后的判定。

2．测定患者外周血单个核细胞 (PBMC) 内的细胞因子、MMPs与TIMPs的mRNA水平，有助于对肝纤维化发生和发展的预测及肝纤维化的诊断。PBMC中的TGFβ1mRNA与肝组织中差异无显著性，并发现肝纤维化患者PBMC中TGFβ1和IFNγmRNA的含量比值可能有较大的临床意义。笔者等（2003年）对慢性乙型肝炎引起的肝纤维化患者诊断指标的研究中发现，筛选肝纤维化病人时，以血清PDGF-BB、PBMC中TIMP-1mRNA、TIMP-1mRNA/MMP-1mRNA联合最佳，同一项指标的诊断价值如TIMP-1的血清浓度优于其mRNA水平（见表3-4）。多种因素可以影响肝纤维化指标水平，因此，对于肝纤维化指标异常者应综合分析。前已述测患者PBMC中的SNP, 预测肝纤维化的进展可能有实用价值。肝纤维化是一个伴有千个基因及其编码蛋白变化的复杂疾病，高通量分析方法如基因表达芯片，质谱技术和反向蛋白质组学等正在应用于该病的研究。研究较多的丙型肝炎肝纤维化的研究，发现2个基因的变化与慢丙肝发展为进展性肝纤维化有关。近有报道对慢丙肝患者发展为肝硬化的危险因素分析，发现7个指标（基因）有关。目前已建立了小鼠肝脏基因表达网络的基因调节的基因组学水平分析，数量性状基因座 (quantitative trait loci, QTLs) 图可供比较使用 (www.genenetwork.org)。郑敏等成功地构建了日本血吸虫病肝纤维化小鼠与正常小鼠HSC差异表达的消减cDNA文库，还发现有特异性蛋白分子YKL-40（人体软骨糖蛋白－39）有助于诊断，测定血吸虫病肝纤维化者血清YKL-40与透明质酸 (HA) 比较，结果显示其反映肝纤维化程度，优于目前认为最敏感的肝纤维化指标HA。近有报道小鼠肝脏与血浆全面的定量蛋白组学分布图，此有助研究各种肝病的发现机理、诊断、治疗和预防。


表3-4　对9个指标进行ROC分析
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（三）测量血清（浆）相关基因产物

过去研究较多的测定血清ECM成分的变化例如HA、PⅢP/PCⅢ、Ⅳ-C、LN称4项指标，国内外有根据多种相关指标，组合联合检测，通过数学演算从而建立数学诊断模型，已有10余种之多，2008年有两篇报道：分别为欧洲推荐的HA、PⅢP、TIMP-1和美国推荐的HA、TIMP-1、血小板计数。

Lai等报道了小鼠肝脏与血浆的蛋白组学研究结果、获得全面的和定量的蛋白组学分布图，存在肝脏内的大都能在血浆内检测到，有助于更好地了解肝脏疾病的发病机制、诊断、治疗与预防。Morra等用表面增强激光解析电离蛋白质芯片飞行时间质谱 (SELDITOF) 法血清蛋白谱和已有肝纤维化检测指标在诊断慢丙肝活动中肝纤维化的比较，前者优于后者，但由于费用高昂、变化多等原因还是影响其在临床应用。目前还在寻找新的诊断方法，强调测定低浓度的血清蛋白的测定。必定要与老的方法比较。N-糖组分析是目下值得关注的，具有应用前景的用于辅助肝病诊断的重要手段。

五、基因治疗

表3-3提及有关抑制肝纤维化的基因已有用于抗肝纤维化的基因治疗动物实验研究。已有报道导入MMP-1、反义TIMP基因有一定的抗肝纤维化的作用，还有报道反义寡核苷酸 (ASO) DNA, 能抑制Ⅰ型胶原mRNA的表达。IFN-γ基因的转入与TGFβ1基因的敲除对肝纤维化均有抑制作用。Rudolph等（2000年）报道端粒酶基因治疗端粒酶缺失的实验性肝硬化小鼠获较好效果，引人注目。期望在短期内通过动物实验从体外到体内进行大量研究仍属必要，进入临床试验恐非短期内能达到目的。基因治疗是正在快速发展成为极有前途的治疗人类疾病的方法。

治疗肝纤维化已有较多的研究包括祛除病因、抗HBV基因治疗和抗肝纤维化治疗。前者另有专门介绍，本章从略，现仅介绍后者。人们更为重视的利用分子生物技术，发现有效的靶向抗肝纤维化治疗方法（药物），目下列为靶标的有抗肾素—血管紧张素系列 (RAS)、GTGT拮抗选择性抑制Smad3小分子，下调NK-κB及PPARγ（激动剂），以及新近研究的大麻素受体1 (CB1)、骨形态发生蛋白7 (BMP-7) 神经营养素受体 (neurotrophin receptor P75NTR
 ) 等，这方面已有较多报道，本章仅作简介。

（一）抑制HSC活化

抑制HSC活化，减少ECM生成，包括TβRⅠ和TβRⅡ反义核糖核酸PDGF受体或PDGFβ反义互补DNA、瘦素、SiRNACB1、BMP-7、P75NTR
 , 后3者最引人注目。

1．CB1

CB1拮抗剂体是治疗肝纤维化新的方法，CB1受体阻滞剂可以降低肝脏对急性损伤的修复反应，抑制肝纤维化的发生发展，敲除CB1基因小鼠TGFβ1
 表达减少，HSC活化抑制，胆汁性肝硬化肝组织中CB1受体表达较正常者增加，日本血吸虫病肝纤维化小鼠约增加2倍，并与门脉高压发生有关。其机制被认为是通过HSC的活化与肝内免疫调节，还有被认为是通过活化Th1细胞促进IFN-γ分泌，提高血清脂联素水平，降低胰岛素抵抗及促进MFB凋亡，从而达到溶解ECM的作用。2006年6月欧洲市场上已有供应其阻滞剂rimonabant (SR141716A)。近获悉正在开始多中心、大样本的临床研究。

2．BMP-7

Kinoshita等（2007）在整体水平与细胞水平证实腺病毒介导BMP-7在HSC内表达可抑制Ⅰ型胶原和α-SMA的合成。BMP-7维持肝脏健康，促进肝脏再生，具有抗炎与抗肝纤维作用。BMP-1于1990年被克隆，是TGFβ的亚（家）族，具有刺激成骨作用。最初是在作用一种可在异位诱导骨和软骨形成的蛋白中被发现。从牛生骨蛋白质中提取，是经胰蛋白酶作用产生的肽类。Sungimoto等研究认为BMP-7是一种新的促肝脏再生的激素，BMP-7是有关肝脏发生与发育的关键蛋白，血循环浓度100～300μ
 g/ml，正常肝脏不表达BMP-7，但受体存在成熟肝细胞上，可能具有内源性调节肝细胞增殖和肝脏内环境稳定作用。肝脏部分切除，BMP-7促进肝脏再生，给予重组人BMP-7后显著增强肝脏再生及促进肝脏功能；还证明肾与骨产生的BMP-7内源性的肝细胞健康的调节者。肝病专家评论指出，BMP-7与TGFβ是两者相互拮抗的细胞因子，作用于不同的细胞表面受体。细胞内信号传导通过Smads系统，BMP抑制EMT, 提示BMP-7是一个有前途的治疗肝纤维化的靶点。有认为BMP-7还有抗凋亡和抗炎症作用，TGFβ1
 /BMP-7比值是估价肝纤维化进展速度及判断预后的有用指标。BMP-7是一个老药，FDA在2004年批准基因工程产品，OP-1PUTTY用于临床脊柱融合手术。BMP-7已进入临床应用。2007年某杂志误译为骨髓蛋白7。

3．P75NTR


2007年《Science》发表了Passino等“神经营养素P75NTR
 调节肝星状分化”的论文。P75NTR
 是TNF受体亚族，在肝纤维化和肝硬化的肝脏损伤后HSC内表达，是肝脏修复的调节者。在小鼠体内P75NTR
 耗竭时，加重肝脏的病理和抑制肝细胞的增生。P75NTR
 -/-的HSC不能分化到MFB; 不能维持肝细胞增殖，P75NTR
 的信号的抑制可减少GTP酶Rho导致的损伤HSC的分化，此研究证实患病的肝脏中，P75NTR
 可调节HSC分化和维持肝细胞再生。肝病专家以“简单的真理是很少正确的，真理从不简单：P75NTR
 对HSC的分化与死亡的双重作用”为题做评论并综述这方面的研究进展，提出人们将揭示在肝脏中使人有极大吸引力的一个调节网络，应进一步研究。

（二）促进HSC凋亡，抑制肝细胞凋亡

活化的HSC是ECM的主要来源，促其凋亡可促使纤维化的消退，而在肝细胞则相反，肝受损后肝细胞凋亡后，可诱导HSC的活化。现已研究发现IFN-γ与扶正化瘀胶囊均有抑制肝细胞凋亡和促进活化HSC的凋亡的作用。在细胞凋亡的调节中，Fas-FasL系统是凋亡调节过程中的重要因素，研究发现可溶性FasL诱导的HSC凋亡是一种蛋白和RNA合成依赖过程，如果用环酰胺阻断蛋白人工合成或用放线菌素D阻断RNA的合成，可溶性FasL诱导的HSC凋亡即受抑制。采用多霉黏素 (gliotoxin)——真菌抗代谢药物，在动物体内可选择地诱导HSC凋亡，减轻肝纤维化。Zou等（2007年）发现合成YLGA肽，通过中止蛋氨酸作用，抑制肝细胞凋亡和肝损伤而达到治疗脂肪性肝炎肝纤维化的目的。

（三）促ECM降解

主要是导入MMPS和其活性调节因子的表达，抑制TIMPs的表达。Roderfeld等（2006）将MMP-9突变体插入腺病毒载体，在CCl4诱导大鼠肝纤维化模型中，能捕获TIMP-1减少血管压及周围的胶原沉积，肝脏羟脯氧酸含量及肝纤维化标志物mRNA都显著降低，在体内外研究均显示MMP-9突变体均能抑制HSC活化，促其凋亡。Hu等采用靶向TIMP2的SiRNA治疗CCl4诱导大鼠肝纤维化模型，能抑制HSC活化促进ECM降解和促进肝细胞再生。

（四）其他方面

肝细胞生长因子与表皮生长因子均能诱导肝细胞增殖，促进肝细胞再生可能成为肝纤维化基因治疗的一种手段，但对前者诱导肝细胞癌生长有不同看法。另外IL-10、IFN-γ及α-黑色素细胞刺激素（α-MSH）均能抑制肝纤维化，而单核细胞趋化蛋白-1 (MCP-1) 可刺激纤维化发生，这些可通过诱节细胞因子抑制间质炎症反应也是肝纤维化基因治疗的重要策略。特别是MSH是一种神经内分泌激素，近发现α-MSH对动物生理活动发挥广泛的调节作用。包括对成纤维细胞。Wang等（2006年）用电穿孔方法诱导α-MSH表达质粒导入硫代乙酰胺大鼠肝细胞化模型，能降低TGFβ1、Ⅰ型胶原及细胞黏附分子的mRNA水平，减少α-SMA和环氧合酶-2的表达。增强MMP活性，使TIMPs失活，α-MSS能逆转肝纤维化。

六、基因工程药物及疫苗

通过基因工程生产真核细胞中微量、超微量合成的多肽或蛋白质，如激素、酶、神经递质、疫苗等，用于临床、科研、工农业、畜牧业乃至满足人们生活上的需要。血液中干扰素的含量只有105
 U/L, 用基因工程菌可生产含量为1011
 U/Lα-干扰素低营养培养物。利用转基因动物生产多肽药物，把动物看成是合成多肽药物的生物反应器，从而形成了合成活性多肽和蛋白质药物的新颖、廉价的技术路线。利用基因工程生产蛋白质有以下特点：①方法简便、可行；②适合大量获得目的基因的表达产物；③可实现常规无法解决的问题。

抗肝纤维化基因工程药物——IFN-γ是目前认为最强的抗肝纤维化药物。IFN-γ是NK细胞和T淋巴细胞产生的细胞因子。上海克隆生物高科技有限公司生产的注射用重组人IFN-γ（克隆伽玛）于2001年11月通过SFDA新药审评中心评审，成为世界上第一个由政府批准的抗肝纤维化生物制品。

浙江大学附属医院在IFN-γ抗肝纤维化的研究方面做了大量工作，体外实验、动物实验与临床研究均有甚多报道。国内外研究得最多的抗肝纤维化药物是IFN-γ。笔者等曾作过综述，从体外与动物实验肯定了其抗肝纤维化疗效。近翁红雷等报道原代培养HSC, 细胞生长2d和7d给予IFN-γ和（或）TGFβ刺激，Western blot观察细胞因子刺激后STATC信号转导和转录激活及Smad蛋白表达，免疫组化方法观察IFN-γ治疗前、后慢乙肝肝纤维化患者肝组织Smad蛋白表达变化。结论STAT途径是IFN-γ在HSC的信号传导途径IFN-γ可诱导产生HSC Smad7蛋白表达。并有剂量依赖关系。后者抑制TGFβ信号传导可能是IFN-γ抗肝纤维化可能机制之一。Saile等报道IFN-γ促进活化HSC凋亡，而IFN-α则不能。IFN-γ尚有抑制IFN-α的信号传导，不利于其对丙肝的治疗。

经3种不同剂量的IFN-γ治疗3种不同动物模型肯定了IFN-γ抗肝纤维化的疗效，在1998年12月通过SFDA专家评审，批准进行临床研究，新药研究批件由浙江大学附属一院牵头，北京、上海、重庆、武汉、广州等医院参加协作，经2年共同研究，2002年获准IFN-γ作为抗肝纤维化治疗药物。临床研究治疗完成慢乙肝肝纤维化的289例，IFN-γ组153例，对照组136例，治疗结束时，接受2次肝活检83例（治疗组54例，对照组29例），疗效判断、肝活检以SSS计分下降5分显效，下降2分有效；非肝活检者以主要肝纤维化指标下降60％，症状消失，门脉主干内径宽达正常，脾脏缩小为显效；有效为肝纤维化指标下降40％，症状消失，门脉主干内径及肝缩小；未达显效与有效者为无效。总有效率为66％，显效2.2％，对照组14％（显效5.6％），肝活检组有效63％（显效27.8％），对照组24.1％（显效13.8％）。其中26例代偿期（早期）肝硬化者，5例肝小叶达正常。

翁红雷等研究证实了IFN-γ不仅对HSC有作用而且对肝纤维化的肝细胞也有作用，慢乙肝纤维化患者经IFN-γ治疗9个月后，肝组织学免疫组化发现肝细胞的CTGF、Smad3下降，而Smad7增长，其差异均有显著性，并认为在肝细胞内TGFβ1通过活化受体样激酶5 (ALK5)/Smad3通路使肝细胞分泌CTFG, 而IFN-γ可对抗CTGF发挥抗肝纤维化作用。因此可认为IFN-γ对HSC可抑制其活化增殖，对肝细胞有抑制凋亡与促生长作用，IFN-γ对抗TGFβ1抗肝纤维化作用通过TGFβ的信号传导而发挥作用。近认为IFN-γ与原发性胆汁性肝硬化、酒精性肝纤维化肝硬化发病有关。但有报道IFN-γ治疗丙肝致肝纤维化无效。HCV致肝损伤机制与HBV不同，后者比较肯定通过机体的免疫清除而发病。

此也显示不同病因所致肝纤维化发病机制、治疗与预后均不同，甚至同种肝纤维化在发病的不同时期基因表达不同，治疗也应考虑不同的方法，因此肝纤维化的诊断与治疗均应考虑病因，病期（早、中、晚），病情（轻、中、重）与病理（炎病活动程度）不同而进行不同处理。若能阐明炎症→纤维化→癌之间的关系，人们诸多疾病防治均有益。






【思考题】



1．如何全面认识肝纤维化及其研究的重要性？



2．试述TGF-β1在肝纤维化发病机理中正负两方面的作用。



3．试述肝纤维化基因诊断与治疗的进展。
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（蔡卫民）


 第五节　药物性肝损害的临床类型及诊断策略



摘　要
 　药物性肝损害是指药物在治疗过程中，肝脏由于药物的毒性损害或对药物的过敏反应所致的疾病，也有称为药物性肝炎。临床上把药物性肝损害分为中毒性肝损害和变态反应性肝损害两种。导致药物性肝损害的相关因素有药物本身的因素、个体因素、原发疾病、性别和年龄、疗程与剂量等。药物性肝损害按其临床特征可分为急性和慢性两型；按其损害部位又可分为肝细胞型、肝内淤胆型、混合型、肿瘤型和胆红素代谢障碍型等。




Abstract
 　Drug-induced liver injury (DILI) is defined as a hepatic disease due to the toxicity of or hepatic hypersensitive response to certain drugs. It also termed as drug-induced hepatitis. There were two types of DILI in clinic, toxic liver injury and allergic liver injury. Several conditions leading to DILI including drug, individuality, primary diseases, gender, age, course of treatment and dosage. DILI is divided into acute and chronic DILI according to the clinical characteristics. It is also divided into five subtypes according to the damage sites including hepatocyte, cholestasis, mixing, tumor, and bilirubin dysmetabolism subtypes.






药物性肝损害是指药物在治疗过程中，肝脏由于药物的毒性损害或对药物的过敏反应所致的疾病，也有称为药物性肝炎。药物性肝损害是引起肝功能异常的常见原因。在美国，药物性肝炎约占住院肝病患者的2％～5％，占成人肝病患者的10％。25％的暴发性肝衰竭是由药物引起的。药物性肝损害占整个药物不良反应的10％～15％。而且，由于新药的不断上市，世界范围内药物性肝损害的发病率仍在不断上升。我国病毒性肝炎的发病率较高，药物性肝炎所占的比率低于国外，但发病率并不少见，约占急性肝炎住院病人的10％，是一个值得重视的医源性疾病。现就其发病机制、发病的相关因素、临床类型以及诊断方法等方面作一介绍。

一、药物性肝损害的发病机制

肝脏是药物代谢的主要器官。大多数药物均要经过肝内进行氧化、还原、水解、羟化、脱巯或脱羧基化学反应和排出体外过程。即药物进入人体后必须通过肝脏的肝细胞摄取药物，在肝内代谢，再由胆道系统排泄。这使肝脏与药物有着十分密切的关系，也决定了肝脏最容易受到药物的损害。药物损伤肝脏的机制包括：药物对肝脏的毒性损害、机体对药物的特异质性反应和药物干扰肝脏的血流三个方面。根据发病机制不同，临床上把药物性肝损害分为中毒性肝损害和变态反应性肝损害。

（一）中毒性肝损害

某些药物在肝内经过细胞色素P450作用，代谢转化为一些毒性产物，如亲电子基、自由基和氧基等，它们与蛋白质、核酸和脂质等分子结合，干扰细胞代谢，破坏膜的完整性和膜的Ca-ATP酶系，使细胞内外环境Ca的稳态破坏，最终造成肝细胞死亡。药物对肝脏的直接毒性往往与给药的剂量有关。

（二）变态反应性肝损害

临床上发生的药源性肝损害，大多为变态反应性肝损害，它与药物的剂量无关，主要受机体的致敏状态、个体遗传差异等影响。药物半抗原与肝的特异蛋白质结合成为抗原，肝的特异蛋白质包括肝细胞的部分膜成分、肝细胞膜的微粒体成分或含有肝特异性抗原的可溶性成分。其肝的特异性抗原经巨噬细胞加工后，被免疫活性细胞识别，导致变态反应。该反应包括体液免疫和细胞免疫。

二、导致药物性肝损害的相关因素

（一）药物本身的因素

有些药物本身就具有肝脏毒性，可直接或间接地引起肝脏损害。例如四氯化碳、扑热息痛等，这些药物作为细胞原浆毒，广泛地损伤包括肝脏在内的多个器官，药物经代谢产生亲电基、自由基和氧基等毒性产物，干扰或破坏肝细胞的正常代谢或正常结构，导致肝细胞变性坏死或胆汁淤滞。这些药物不仅引起肝脏损害，还可使胃肠、肾、胰等多种脏器受损。还有些药物，如四环素影响肝脏脂肪代谢过程而导致肝脏脂肪变性；氨甲喋呤、6-巯嘌呤等选择性地干扰肝实质细胞代谢的某一环节，影响肝脏蛋白质的合成；甲氰咪胍和心得安使肝脏血流减少引起肝脏解毒功能障碍；利福平和新生霉素干扰胆红素向胆小管排泌或由血中摄取，而引起淤胆型肝炎；这些药物均可通过不同途径间接地引起肝脏损害。

（二）个体因素

遗传性特异质体质或遗传因子的变异均可使某些人对一些药物的敏感性增加。例如一些与药物代谢有关的酶类（如P450同功酶）的遗传性多形性差异导致药物在某些个体中的代谢特殊，使药物变成有毒物质而引起肝损害，这种个体差异可能与常染色体隐性基因有关。如异烟肼在肝内经乙酰化后分解为异烟酸和乙酰肼，乙酰肼与肝内大分子共价结合造成肝细胞坏死。由于个体乙酰化酶数量和活性的差别，使得某些个体乙酰肼产生过多过快，而使其肝毒增大。药物或其他代谢物作为半抗原与肝特异蛋白结合成为抗原引起变态反应性炎症损伤。因此，过敏体质或有药物过敏史的患者，更易发生药物性肝炎。

（三）原发病对药物性肝损害产生的影响

有慢性肝病、肾功能不全、营养不良的患者均可增加机体对药物毒性的易感性。例如结核病患者中HBsAg阳性的携带者在应用抗结核药物治疗时发生肝损害的几率比无HBV感染者高3倍以上。

（四）性别和年龄对药物性肝损害产生的影响

药物性肝损害较多见于女性。老年人易发生药物性肝损害，其原因可能与微粒体酶系统活性降低，肝肾功能减退，以及随着年龄的增长疾病增多，用药的机会增多有关。例如氟氯西林引起的肝炎常出现在老年人中。新生儿肝内药物代谢酶系统发育不全，因此某些婴儿在使用维生素K、抗疟药和解热镇痛药后可能引起黄疸，甚至诱发核黄疸。

（五）疗程与剂量对药物性肝损害产生的影响

一般对肝细胞有直接毒性的药物与应用剂量有关。剂量越大疗程越长，肝损害也越重。如四氯化碳、黄药子引起肝损害的潜伏期及病情的轻重与药物的剂量相关，剂量越大，潜伏期越短，病情越重。多数患者在服黄药子总量达500～1500g后发病。

（六）其他

妊娠可加重肝脏的负担，在妊娠期使用某些药物可诱发肝脏脂肪变性。饮酒引起肝脏酶系统功能降低，造成酒精性肝损害。

三、药物性肝损害的临床类型及诊断方法

药物性肝损害按其临床特征可分为急性和慢性两型；按其损害部位又可分为肝细胞型、肝内淤胆型、混合型、肿瘤型和胆红素代谢障碍型等。

1．急性药物性肝损害

（1）肝细胞型　①急性肝炎型：药物引起肝实质细胞的损害或坏死，其临床表现、实验室检查和病理改变均与急性病毒性肝炎类似。②急性脂肪肝型：主要是药物引起肝细胞的脂肪变性，其临床表现类似妊娠急性脂肪肝。

（2）急性肝内淤胆型　药物引起胆汁分泌过程发生障碍，使胆汁不能到达十二指肠而反流入血液，临床上引起明显黄疸。临床表现类似于病毒性肝炎的胆汁淤积型或梗阻性黄疸。

（3）混合型　有许多药物引起的肝损害不易归类，病理上兼有肝实质损害和胆汁淤积的两种病理改变，因此称之为混合型。国际卫生组织所属医学科学国际组织委员会认为：当ALT上升至正常上限2倍以上时，ALT/ALP≥5，为“肝细胞型”；ALT/ALP≤2，为“肝内淤胆型”；ALT和ALP均升高，ALT/ALP在2～5之间，为混合型肝损害。

2．慢性药物性肝损害

医学科学国际组织委员会认为：如肝功能异常持续时间不超过3个月，为“急性肝损伤”；如肝功能异常持续时间超过3个月，为“慢性肝损伤”；而我国临床上一般以第一次发病，肝功能异常持续半年以内的肝损伤为急性，两次以上发病或肝功能异常持续半年以上者为慢性。

（1）慢性肝炎型　临床表现与病理改变均与肝炎病毒引起的慢性活动性肝炎相似。潜伏期较长，6个月～2年，起病缓慢，多在长期用药的情况下发生，有乏力、厌食、肝区疼痛、黄疸等症状，可有肝脏肿大、肝掌、蜘蛛痣等慢性肝病的体征，及关节痛、皮疹、闭经、多毛、痤疮等肝外系统表现。血清ALT升高，胆红素升高，凝血酶原时间延长，γ-球蛋白增高，IgG、IgM增高，此外尚能检测到自身抗体。多数病人停药后可恢复，再次用药症状迅速出现。

（2）慢性肝内淤胆型　氯丙嗪和磺胺类等还可引起慢性胆汁淤积，临床有长期黄疸的表现，肝、脾肿大，肝功能异常，血清ALP和胆固醇明显增高，结合性胆红素增高。

（3）慢性脂肪肝型　长期应用生长激素、肾上腺皮质激素、门冬酰胺酶等可引起像长期饮酒所致的酒精性脂肪肝一样的病理改变和临床表现。

（4）肝血管病变型　6-巯鸟嘌呤和口服避孕药可引起肝静脉血栓形成和肝静脉阻塞综合征。某些抗肿瘤药物可直接损伤血管壁引起血管周围肝细胞坏死，继而引起肝小静脉阻塞病。

（5）肝硬化　以上任何一型肝损害长期持续发展均可演变成为坏死后肝硬化、脂肪性肝硬化、胆汁性肝硬化或淤血性肝硬化等。

3．其他

（1）无症状性肝肿大　临床症状轻，但有肝脏肿大，轻度ALT和丙种球蛋白升高。病理组织学改变也很轻，仅有肝细胞肥大。

（2）肿瘤型　有些药物，如睾丸酮、口服避孕药可诱发肝脏良性和恶性肿瘤。影像学检查肝内有占位性病变。

（3）胆红素代谢障碍型　使胆红素的代谢发生障碍的药物可对胆红素的代谢途径中的生成、转运、结合和分泌等任何一个环节进行干扰，以致引起黄疸，但黄疸是可逆的，停药后能逐渐消退。

要准确诊断药物性肝损害，首先应提高对它的认识和警惕性，尤其是对找不到明确病因、不典型的肝病，应想到药物性肝损害的可能。仔细询问患者的服药史和服药剂量甚为重要。如果患者有可疑用药病史，肝功能损害发生在用药后1～4周内，停用药后肝损害很快恢复，除外其他原因的肝病，则可考虑药物性肝损害。如果有典型的临床表现和实验室指标，则诊断更有把握。药物性肝损害需要与病毒性肝病、酒精性肝病和自身免疫性肝病相鉴别。但有时鉴别诊断十分困难。有学者根据临床医师诊断药物性肝损害的难点，提出一个容易操作的评分标准（表3-5）。


表3-5　药物性肝损害的评分诊断标准 (Maria 1997年)


[image: ]


近年来，引起药物性肝损害的药物组成也有所改变。我们统计近年来报道的318例引起药物性肝炎的药物分布。发现除抗结核药仍居首位外，中草药所致的肝损害呈逐年上升趋势。过去认为，中草药安全性高，毒副作用少，很少引起肝损害。可近年来中草药所致的不良反应逐年增多，引起肝损害的病例也随之逐年增多。这可能与近年来大量开发中草药制剂有关。据国内1995—1997年间文献报道，中草药所致的肝损害占所有药物性肝损害的20％～30.2％之间，且呈逐年上升的趋势。单味中药如雷公藤、黄独、何首乌、斑蝥、蜈蚣粉、苍耳子、白果等；中成药：壮骨关节丸、消核片、逍遥丸、消银片、消癣宁、消石丹、天麻丸、首乌片、消咳喘、安络丸、华佗再造丸、大活络丹、小柴胡汤等均可引起肝损害。雷公藤引起的肝损害为轻度ALT升高；而壮骨关节丸引起的肝损害发生黄疸者多见，临床上表现为淤胆型肝炎；治疗银屑病的中药与黄独常可引起重型肝炎，甚至造成病人死亡。治疗肝病的药物也可引起肝损害：许多治疗肝病的药物也可引起肝损害。众所周知，治疗病毒性肝炎的抗病毒药物（如干扰素）和免疫调节剂可引起肝损害。另外，近年来发现，一些保肝药物、降酶药物和治疗肝病的中草药也可引起肝损害。例如联苯双酯，过去多用联苯双酯治疗药物性肝损害，近来发现，联苯双酯仅能够降低ALT, 而不能使原有肝损害的病理改变得到改善，反而可加重肝损害。引起AST升高及黄疸。还有治疗肝炎常用的小柴胡汤中的柴胡，Itoh等报道40例服用小柴胡汤治疗的患者，9例在用药过程中出现转氨酶升高及黄疸，肝活检证实为急性肝损害，停药后恢复。其中4例再次用药后，重现肝损伤，说明小柴胡汤确能诱发急性肝炎。作者认为该方剂引起肝损伤的机理可能与柴胡或黄芩的细胞原浆毒有关。






【思考题】



1．导致药物性肝损害的相关因素有哪些？



2.药物性肝损害的临床类型及诊断方法如何？


（厉有名）


 第六节　消化道内镜治疗学概论



摘　要
 　消化内镜主要包括胃镜、十二指肠镜、小肠镜、结肠镜、胆道镜、子母镜、消化道超声内镜以及胶囊内镜。本节详细介绍消化道疾病的内镜治疗，包括食管狭窄的扩张治疗、GERD的内镜治疗、消化道息肉切除术、胃肠道恶性肿瘤的内镜治疗术、内镜下胆道取石术、胃毕氏Ⅱ式术后的ERCP和EST、胰腺疾病的内镜治疗、消化道出血的内镜治疗、消化道术后内镜直视下营养管的放置、经皮内镜下胃造瘘术和上消化道取异物术等。内镜治疗在明确诊断的同时完成治疗，具有简便、快速、高效、安全、对患者损伤小、并发症低、死亡率低和总耗费低等特点。




Abstract
 　Digestive endoscopy mainly contains gastroscope, duodenoscope, enteroscopy, choledochoscopy, mother-babyscope, ultrasonic endoscope and capsule endoscopy. In this section, therapeutic endoscopy for digestive diseases was introduced in detail, including dilation of esophageal stenosis, polyp removal, resection of early gastrointestinal malignancies, stone removal by percutaneous choledochoscopy, retrograde cholangiopancreatography (ERCP) and endoscopic sphincterotomy (EST) after Billroth II anastomosis, endoscopic therapies for pancreatic disease and gastrointestinal bleeding, nutrition tube placement, percutaneous endoscopic gastrostomy, foreign body removal from upper gastrointestinal tract. Diagnostic and therapeutic endoscopy can be performed at one time, wihch is much more convenient, efficient and securitive, with less injury, complication, mortality and cost.






内镜诊断与治疗是近30年来发展起来的一门新兴学科，是现代医学科学和高新科学技术相结合的艺术结晶，是一门新的医学分支。主要研究解决内科不能解决的问题，简化和替代一些外科手术，从而为疾病的诊断和治疗提供一种新的选择和途径。消化内镜，作为内镜检查的先驱，也是现今内镜治疗最活跃的领域。早在1868年德国医生发明第一台硬式胃镜，到现在的纤维内镜、电子内镜、胶囊内镜，经历了120多年的发展。现今的消化内镜主要包括胃镜、十二指肠镜、小肠镜、双气囊套管式小肠镜、结肠镜、放大变焦结肠镜、胆道镜、子母镜、消化道超声内镜以及胶囊内镜。各种消化内镜有其各自特点和检查范围。如胆道子母镜：通过母镜的大活检管道将细径子镜送入胆道系统；超声内镜：进入胃肠道内进行超声检查，可非常清晰地显示食管、胃及肠道壁的正常层次结构，同时可显示邻近器官及淋巴结有无转移；胶囊内镜：从口腔吞入后利用胃肠蠕动到达不同部位，并将内镜图像发送到绑在患者腰际的无线感应接收器，利用电脑储存和分析，能比较清楚地看到小肠的内镜图像。

消化内镜治疗既不同于内科保守治疗也不同于外科手术，是利用插至病灶局部的内镜，术者在直视或在X线介导下在患者体外进行各种治疗操作，操作结束后退出内镜即完成全部治疗。内镜治疗对于良性疾病有治愈作用，对于恶性病变可以有效地解除患者的痛苦，延长生存时间，提高其生活质量。随着内镜器械的逐步改进和内镜技术的不断发展，消化内镜的治疗手段日新月异，并深刻地改变了一些消化道疾病的临床治疗思路：①主动而有效地解决内科保守治疗难以解决的问题，如食管胃底曲张静脉破裂出血；②简化原有复杂而危险的治疗，替代某些手术，如急性化脓性胆管炎、急性胆原性胰腺炎、手术后胆管残留或复发结石等；③对不能手术的患者进行有效的姑息性或治愈性治疗，如食管癌性食管—气管（支气管）瘘、恶性胆道梗阻及食管吻合口漏等。内镜治疗为消化系统疾病患者在治疗上提供了一个新的选择和途径，是医学方法学的又一次进步。内镜治疗在明确诊断的同时完成治疗，具有简便、快速、高效、安全、对患者损伤小、并发症低、死亡率低和总耗费低等特点。例如，结肠镜检查确诊肠息肉后需行息肉摘除术。以往“经腹大肠息肉切除术”须开腹手术，肠管切开后切除息肉，部分病例需作“结肠次全切除术”，手术风险大，创伤重，并发症多，费用高。相比“结肠镜下高频电凝息肉切除术”，术前酌用普通镇静药，不需麻醉，术后一般不禁食，卧床和流质饮食3天后，即可下床活动和进食无渣半流质，两周后可恢复正常活动和饮食。正因为有此优点和特点，内镜治疗为广大患者，特别为急诊危重、高龄多病者所接受。

通过消化内镜进行治疗已成为消化系疾病治疗的一个极其重要的组成部分，并且对消化道疾病的传统治疗产生了划时代的变革。随着今后科技的不断进步，相信内镜治疗将有更广大的应用领域。

一、消化道狭窄的内镜治疗

消化道狭窄患者中以食管狭窄的发病率最高、最常见，因其影响患者的进食，造成营养摄入障碍、生活质量低下而加重病情，失去各种治疗机会。引起狭窄的原因很多，主要包括先天性畸形、炎症、肿瘤、食管腐蚀伤后疤痕狭窄、放、化疗后和术后吻合口狭窄、贲门失弛缓症、周围器官占位病变压迫等因素。我国以食管癌及术后吻合口狭窄最多见。

（一）食管狭窄的扩张治疗

扩张器的类型众多，但原理基本相同，主要是通过机械性的扩张作用使狭窄食管组织扩张、撕裂而发挥治疗作用。

1．食管狭窄扩张治疗的适应证

食管贲门失弛缓症、炎性食管狭窄、腐蚀性食管狭窄、放射性食管狭窄、手术后食管疤痕狭窄、先天性食管狭窄和癌性食管狭窄的姑息扩张治疗等。

2．扩张器类型

目前常用的有两类：

（1）气囊扩张器　目前应用的气囊扩张器有3种形式：第一种为通过内镜活检孔道插入的，称TTS气囊；第二种是导丝引导气囊，称TTW气囊，如Rigiflex气囊；第三种可套在内镜前端的气囊。这三种气囊均可在内镜直视下或X线荧光屏监视下进行扩张。

（2）非气囊扩张器　目前主要是Savary Gilliard扩张器，由聚乙烯制成，头部呈圆锥形，较细长，易通过较细的狭窄区，移行于圆柱体部分较硬，以增强扩张效果。有大小不同型号。可在内镜直视下或X线荧屏监视下操作。

3．操作方法

在进行扩张前必须例行常规内镜检查和食管吞钡造影检查，以充分了解狭窄的部位、狭窄程度和狭窄的范围以及狭窄的性质，然后根据病情和本单位的条件选择扩张术。

（1）气囊扩张术　根据狭窄程度和部位选用不同型号的气囊，在内镜直视下或X线透视下，将气囊放置在狭窄区，充气3～5min，可反复扩张数次。此扩张方法的优点较为安全，操作方便。最适用于食管贲门失弛缓症，能改善吞咽困难，但往往需要多次反复扩张治疗。

（2）Savary Gilliard扩张术　操作方法为先经内镜活检通道插入导引钢丝，并通过狭窄部位，退出内镜，留置导引钢丝，再沿导引钢丝缓缓插入扩张器。进行机械性扩张，根据临床需要，再依上法递增扩张器外径型号进行扩张，最后退出扩张器及导引钢丝，再插入内镜检查狭窄部位的扩张情况。如病情需要可间隔一星期再扩张一次。该扩张术具有方法简便，比较安全可靠的特点，是目前治疗食管狭窄较有效的方法之一。

4．扩张后观察和注意事项

食管狭窄扩张后，不可马上进食。应密切观察病情，注意有无胸痛、发热、咳嗽等。扩张后2h，如无不适，可以饮水，进少量半流食。扩张6～8h内，如无不适，可离院，随诊，如出现以上情况，应及时处理。

（二）镜下放置食管支架术

食管支架置入术通过在狭窄处放置支架产生持续扩张、支撑作用，形成人工食管腔道。

1．放置食管支架的适应证和禁忌证

（1）适应证　晚期食管贲门部癌性狭窄无法手术者；食管吻合口疤痕性狭窄，经扩张治疗无效者；或手术后癌肿复发；其他原因引起的食管狭窄、扩张治疗无效者；食管气管瘘患者。

（2）禁忌证　第一胸椎水平以上的食管狭窄患者，以及食管化学烧伤后不久，疤痕未形成者。

2．食管支架的种类和性能目前临床应用较多的食管支架有两种：网状支架和带膜 "Z" 形支架。

（1）网状支架　是由钛记忆合金丝编织而成，呈网状圆筒形，内径18mm，支架光滑，环状末端与食管壁呈瓦式结合。支架弹性佳，且有较好的柔性，能给患者提供较为舒适的吞咽感。其缺点为不能阻止周围组织向网孔内生长，易引起支架内腔缩小，再次狭窄。

（2）带膜　"Z" 形支架　是由不锈钢丝 "Z" 形焊接而成，也呈圆筒状，外带硅胶薄膜，内径15～20mm。该支架的优点为外带两根倒刺，能防止支架下没，并且装有取出装置。其缺点为支架柔软度不如钛记忆合金的网状支架，如放置在食管上段狭窄，患者常有吞咽不适感。食管支架安装系统，不论何种食管支架，均由支架、固定杆和管鞘组成。

3．操作步骤

内镜下放入引导钢丝，并通过狭窄部10cm以上，先采用扩张器对狭窄部进行必要的扩张。然后，在内镜直视下或结合X线透视下确定狭窄部位，进一步确定放置支架的长度，一般要求支架两端超过病变狭窄部2cm。内镜或在X线透视下沿引导钢丝插入固定杆，根据狭窄部位的标志，将支架通过狭窄部位，并确定支架放置的位置，在保持固定杆位置不变的情况下，把管鞘缓缓地向后拉出，使支架暴露，自然张开。内镜及X线下观察支架基本张开后，拔除固定杆。为使支架扩张更充分，加强扩张效果，可再沿引导钢丝插入气囊，进行气囊扩张，帮助支架完全张开。食管狭窄尚可用激光治疗、微波治疗及高频电切治疗。如扩张较深部位狭窄，需要采用较长的器械。

二、反流性食管炎的内镜治疗

内镜治疗也因腹腔镜技术的发展重新引起人们的兴趣。许多作者认为对药物治疗无效的GERD病例可以内镜治疗。

1．胃镜下贲门缝合术Endocinch

运用特殊器械将胃底近贲门处胃壁局部折叠缝合。此法可明显延长LES长度，从而抵抗反流。

2．胃镜下胃底全层缝合术 "NDO Plicator"

3．stretta射频治疗

运用射频在贲门部作点状凝固放电，从而形成疤痕收缩，抵抗反流。

4．胃镜下贲门括约肌注射术

通过注射特殊液体，使括约肌局部产生硬化收缩，以提高LES压力。

5．内镜下Nissen胃底折叠术或Nissen-Rossetti方案

已被世界各地证实具有高效、可靠性，是公认的抗反流术的金标准。该治疗方式损伤小，但可招致一些明显的术后并发症如食管周围疝、食管裂孔狭窄，特别是早期和后期的吞咽困难。

三、消化道息肉切除术

消化道息肉分为为炎症性息肉、增生性息肉、错构瘤性息肉和腺瘤性息肉。息肉切除治疗的意义在于全瘤活检明确息肉的性质，而且可治疗息肉所致的出血等症状，如癌前期病变切除也可预防癌的发生。

1．息肉切除的适应证

①各种大小的有蒂息肉；②直径＜2cm的无蒂息肉；③分布散在，数目较小的多发性腺瘤。

2．息肉切除的禁忌证

①有内镜检查禁忌者；②直径＞2cm无蒂息肉；③局限于某部位密集分布，数目较多的多发性息肉；④家族性腺瘤病；⑤内镜下形态已有明显恶变者。

上述一些禁忌证是为了避免并发症产生而制定的，故属相对禁忌证。随着内镜操作技术改进和新器械的不断地开发，相对禁忌证也可变成适应证。在临床上要根据具体所见息肉的性质和范围、患者的年龄与全身情况以及术者所具有的技术和器械来决定。

3．息肉切除方法

（1）对于直径＜0.5cm无蒂小息肉用圈套法在关闭套圈袢时经常会滑脱，故一般采取电凝灼除或热活检灼除法。热活检灼除法适用于相对体积较大无蒂息肉，用热活检钳咬持息肉头部，然后向上轻轻提拉息肉，使基底形成天幕状假蒂，通凝固电流后基底黏膜发白，即行拔取，钳杯中央组织不会灼伤，仍可做病理学检查。电凝灼除术适用于更小息肉，插入电凝器，轻轻接触息肉然后即通电，息肉发白、坏死即可灼除。因该法不能取活组织，故也可先用活检钳咬取部分息肉后再电凝灼除。如无电凝器也可用圈套器钢丝稍伸出数毫米来代替。本法最适宜于多发性无蒂息肉。

（2）对于直径＜2cm的无蒂息肉，圈套钢丝套入息肉后圈套管抵达息肉基底然后稍向上，在息肉基底稍上方是切除息肉最佳部位，轻轻地关闭圈袢套，稍收紧后再轻柔地提拉，使息肉向肠腔内提起，基底呈天幕状时即可通电。先电凝后电切或用混合电流，注意避免过度电凝，逐渐割下，否则会使肠壁灼伤过深引起穿孔。圈套时且不可选择过深部位或将临近正常黏膜套入。

（3）对于有蒂息肉，为长蒂息肉时，圈套位置选择蒂的中央，尽可能保留残蒂1cm左右长短，并提起悬在肠腔中，与周围肠壁没有接触通电。不要怕残蒂留得过长引起息肉复发，因为息肉蒂柄是正常的肠黏膜，是由于息肉重力和随蠕动将黏膜牵拉而形成，并非是肿瘤性组织。一旦息肉摘除后重力消失，残蒂3～5d自然消失，恢复平坦。而残留较大蒂柄可保证电凝安全，避免穿孔。如摘除后发生即刻出血时，可立即再套圈凝固止血。短蒂息肉的圈套位置尽可能选择在蒂的息肉侧，当圈袢套入息肉后先不紧收钢丝，提高圈套器放置在蒂与息肉交界颈部再收紧钢丝，并将息肉悬在肠腔中，与周围肠壁无接触再通电。息肉圈套选择位置太近肠壁，如将邻近正常黏膜一起套入，或息肉未悬在肠腔中，而与周围或对侧肠壁有接触会引起异常电流，或圈套钢丝未收紧，钢丝接触周围黏膜均不正确，容易引起穿孔。细蒂息肉要注意关闭套袢钢丝时一定轻而慢，稍有阻力即停止勒紧，即可通电。一般可只用电凝电流，在充分凝固后即用力割断。如关闭套袢用力稍过猛即会引起机械性切割而出血。对粗蒂息肉一般应在套袢收紧后即通电，并应该交替使用电凝和电切电流。因为粗蒂息肉供血的血管较粗，位于蒂中央，如很快用电凝电切将息肉割下，因通电时虽表面黏膜发白，实际中央血管并未凝固会造成即刻出血。只有反复用电凝电切电流，逐渐割向中央，得到完全凝固后才割断可避免出血。头部大的有蒂息肉圈套后悬于肠腔中与周围黏膜不接触有一定困难，则要用密接法切除。即若与周围黏膜有接触，就要使该接触面有足够大，使单位面积中通过电流量减少，则接触面的温度就会降低不至于灼伤接触部肠壁或引起穿孔。如头大的息肉一次不能圈套入，可用分块切除，即先切除部分息肉头部，使头部体积变小再套入摘除。

（4）直径＞2cm无蒂息肉，内镜下摘除该形态息肉极易引起出血和穿孔。应按剖腹手术肠道准备方案施行术前准备，一旦切除后出现并发症可立即进行手术处理。如基底较窄仍可按上述方法圈套摘除。如宽基底者可用多田倡导的大块活检法 (strip biopsy)，即先高渗盐水注入黏膜下，在息肉的基底部注射1～2点，每点用1ml，然后用同样方法作圈套摘除。如用双活检管治疗镜可先伸入抓持钳咬持息肉头部提拉使基底形成假蒂，再圈套电凝摘除，此法可避免穿孔。如为更大的息肉可用分块分期切除法。即第一次先圈套息肉头部的一部分作斜形切除，然后再斜形切除对侧部分，使头部变小，再次完整地圈套息肉基底上方，完整地摘除。需注意该方法每次摘除息肉宁少勿多，每次切除后表面残留溃疡，再间隔2～3周待溃疡面愈合后作第二次切除，切除次数视息肉大小而定。即可避免穿孔并发症，又可得到病变组织，根据病理学检查结果决定治疗是否要继续或终止。有蒂性大息肉行内镜电凝切除术中应用金属夹作出血的预防性治疗，可先在病灶近基部的蒂柄上行金属夹一至数枚钳夹结扎，完整阻断血流后再行圈套电凝法切除病灶。

四、胃肠道恶性肿瘤的内镜治疗术

胃肠道恶性肿瘤的内镜治疗主要包括早期癌和进展期癌肿两部分。早期癌肿因病变浅表、病灶小、淋巴结转移率低、部分年老体弱或伴有其他器质性疾病不能耐受外科手术、不愿手术者，内镜下根治术是最理想的方法。目前主要采用经内镜黏膜切除术的方法切除病灶。应用内镜黏膜切除术 (endoscopic mucoresectomy, 简称EMR) 治疗早期胃癌，是随着内镜治疗技术的不断进步而逐渐发展起来的。它是一种对常规活检难以确诊的病变或对胃癌浸润深度难以估计的病例进行较大块活检的方法，后来又将此法应用于早期黏膜层胃癌的切除，又称胃镜下黏膜切除术。胃黏膜切除技术可应用于：①常规内镜活检不足以做出诊断的某些病变，如早期胃癌深达度、反应性淋巴组织增生症、黏膜下肿瘤等；②癌前病变的切除，如重度异型增生病灶、扁平隆起型腺瘤等；③治疗早期黏膜层胃癌：对小于2cm的高分化型腺癌或小于1cm的低分化型腺癌，多可一次性完全切除；如果病变范围较大，患者因高龄或全身情况较差不能耐受手术或拒绝手术，亦可行内镜下多次分割局部切除治疗。有文献报道，对2～5cm大小病变进行分次切除获得成功，但手术应在两周之内完成，以免瘢痕形成影响再切除的疗效。④内镜下黏膜切除法不仅适合于隆起型病变，也适合于平坦型及凹陷型病变，术前估计内镜切除成功的可能性非常重要，如提示癌肿已累及黏膜下层，内镜下无法完全性切除，应属禁忌。EMR治疗早期黏膜层胃癌前进行超声内镜检查是必要的，适合于行 EMR者超声内镜检查显示回声改变仅限于第一层高回声与第二层低回声层内（黏膜层），提示无溃疡性改变的癌侵犯仅限于黏膜层。

超声内镜检查发现在第三层高回声层（黏膜下层）出现低回声改变伴或不伴固有肌层因癌侵犯破坏引起的中断和（或）溃疡性改变和（或）由于溃疡瘢痕所致的第二、四层的融合，为不适于EMR的指征。这些超声内镜发现提示，癌浸润或溃疡性改变或两者均存在已超出黏膜肌层。临床常用的内镜黏膜切除法有三种，包括单纯圈套切除法、双腔道内镜切除法和注射加圈套切除法。大量临床实践表明内镜黏膜切除术能够根除胃肠道早期癌肿，随着超声内镜的逐渐普及，对早期癌肿诊断的正确率明显提高。术后当病理检查提示切缘阳性、黏膜下层浸润和低分化腺癌时，应追加外科手术治疗；切缘阴性的早癌术后1、3、6、12个月内镜随访加活检检查。病变切除后造成的溃疡其治疗与消化性溃疡相同。内镜黏膜切除术的并发症主要有出血和穿孔。

对于因各种原因不能手术治疗的进展期癌肿患者和术后复发患者，通过内镜下治疗能够稳定病灶、减少浸润、缓解症状、控制梗阻、出血等症状。治疗方法主要有经内镜用激光、微波和冷冻等使病灶凝固坏死法和注射法。激光治疗的机制是激光辐射点或区域的组织吸收光能，并将光能转化为热能，热能使组织凝固、碳化、气化。激光可用于治疗胃肠道癌肿引起的出血、梗阻和局部病灶，对黏膜下肿瘤效果差，肿瘤外压引起的腔内阻塞禁用激光治疗。目前应用最多的是Nd: YAG激光和氩离子激光等，激光治疗的主要并发症是穿孔。研究表明在肿瘤注射部位及其所属淋巴结内抗癌药物浓度极高，高浓度抗癌药对肿瘤细胞有较高的杀伤力，能阻碍癌细胞的复制和合成，较全身化疗浓度高而副作用小。注射法通过对病灶注射抗肿瘤药物、硬化剂使肿瘤缩小甚至消失，注射治疗的主要并发症是出血和穿孔。用于注射治疗的药物主要有5－氟尿嘧啶 (5-FU)、丝裂霉素 (MMC)、阿霉素 (ADM) 和各种硬化剂等。

五、内镜下胆道取石术

自1972年内镜下胆道取石术开展以来，很多患者避免了剖腹手术。目前主要有两种方法。

1．气囊导管扩张取石

主要用于数量较多的小结石，也可用取石后的胆道清扫，该方法的优点在于比较安全，不会引起结石嵌顿，并保持了乳头括约肌的完整性。缺点是不能取出大于1cm的结石，否则易造成乳头撕裂，气囊导管易受损等。

2．内镜下十二指肠乳头切开术 (EST)

1974年Erlangrn首先报道了“内镜下十二指肠乳头括约肌切开术”，同年，川井、相马、Classen在第二届世界内镜会议上作了这方面的报告，近年来发展了一种针形切开刀进行内镜下十二指肠乳头切开。EST为目前广泛使用的内镜直视下手术。

1982年Demling首先报道了内镜下机械碎石 (EML)，采用该方法胆道取石不再受结石大小的限制。而且如遇到取石时发生结石及网蓝嵌顿时，即钳断网蓝柄部钢丝，退出内镜，将其钢丝插入碎石器套管，X线直视下，拉紧钢丝，用摇轮将网蓝收紧并挤碎结石。

有条件也可用电气水压碎石及激光碎石。

六、胃毕氏Ⅱ式术后的ERCP和EST

BillrothⅡ式胃大部切除术后，因解剖位置的改变，又缺乏适用于BillrohⅡ术式患者ERCP和EST使用的专用内镜和器械，使得这些患者行ERCP和EST时变得较为困难。BillrothⅡ式术后ERCP成功率较正常的ERCP成功率低，据国外文献报道大约为89％～100％，因此不能因患者行过BillrothⅡ式手术而拒绝行ERCP检查。国内报道的成功率为75.4％。

BillrothⅡ式术后行ERCP和EST困难的原因为：①通过输入袢困难：由于输入袢开口隐蔽，内镜较难进入；由于牵拉角度的关系，内镜难于越过屈氏韧带；输入袢过长，尤其是结肠前缝合，内镜难于抵达乳头。②乳头角度不佳，胆管造影插管困难，亦难于获得理想的切开角度。

BillrothⅡ式术后ERCP和EST的特点及相应对策。

1．辨认输入端

BillrothⅡ式马鞍部两端有两个开口，首先必须辨认哪个是输入端：①根据手术记录，如近端对大弯侧者则下面这个开口为输入袢口，反之近端对小弯侧者，则上面的开口为输入袢入口。②如无手术资料可查，则应根据两者特点进行鉴别，输入袢进镜易受阻，肠腔不干净有气泡，有时有胆汁，而输出袢则较易进镜且肠腔干净。③必要时可借助X线进行鉴别，如透视下见十二指肠镜前进入盆腔，则肯定是误进了输出袢，可退镜并在输出端做一活检，活检的血迹可作为错误路径的标志的。

2．通过输入端侧视镜进入输入袢的方法与进幽门口的方法相同，但较困难，尤其是近端对小弯侧者，输入端在上方较隐蔽。而前视镜进入输入端则较容易。对进入输入端困难者，则可患者改变体位，或可用退镜法。

3．越过屈氏韧带

在屈氏韧带处的情况与肠镜通过肝曲和脾区相似，可采用谨慎滑镜、钩拉或转动体位等，一般都能超过屈氏韧带。

4．插管

BillrogthⅡ式术后的十二指肠乳头与正常的情况正好相反，因此插管是6点而不是12点，因标准导管往往形成一弧度故常易插入胰管，相对对策是：①在导丝引导下进入；②新的造影管；③前视镜；④变动患者体位；⑤操作者身体作较大转动并配合旋钮的调节；⑥先抽出造影管，使前壁放在开口上，使内镜移动接近乳头；⑦用对吻式造影法。

5．切开

切开的位置变化，切开的位置是6点而不是12点，如发生困难可采用特殊“乙状弓形”切开刀，或用针形切开刀先在乳头上方胆总管末端区域作一切开，然后逐渐将与乳头开口之间的黏膜切开。

BillrothⅡ式术后患者ERCP及EST时肠穿孔发生率高，其原因为：①输入袢较长，游离而活动度较大，镜身结圈亦造成肠撕裂。②屈氏韧带处肠腔易形成锐角，进镜不当时易造成穿孔。③插管、切开及取石不当易造成乳头附近穿孔。

十二指肠侧视镜和胃镜前视镜的比较：直视镜视野清楚，插镜方便，尤其是较易进入输入端和越过屈氏韧带，插管方面亦与BillrothⅡ式术后的胆道相一致。其缺点为直视镜较短，但必要时可用小儿肠镜克服之；第二个缺点是无抬举器，但由于直视镜的钳道方向与BillrothⅡ式术后乳头胆道方向相对一致，故不用抬举器亦能插入。国内胡冰报道的前视镜15例和侧视镜46例的成功率分别为73.3％和67.4％。但亦有很多学者提倡采用侧视镜。

虽然BillrothⅡ式术后的ERCP和EST操作困难，并发症高，但仍不失为一项有价值的诊疗手段。随着操作技术的改进及专用器械的开发，其诊疗水平必将大大提高。

七、胰腺疾病的内镜治疗

对可疑有胆源性轻、中型胰腺炎患者，发病后24～72h内实行早期ERCP检查不会加重病情，增加并发症，延长患者的住院天数及增加费用。治疗性ERCP可清除胆管结石，恢复胆流，减少胆汁胰管反流，从而使重症胆源性胰腺炎患者病情迅速改善并可减少复发。

对没有明确的酗酒史及胆石症病史的急性特发性胰腺炎患者中，行ERCP约有40％～50％患者被发现有潜在病因，如胆道微结石、胆管囊肿、乳头部肿瘤、十二指肠憩室、胰管或乳头狭窄、胰腺分裂症等。ERCP同时测定胰管及胆管压力，可发现Oddi括约肌压力升高及功能障碍。如狭窄可气囊扩张并放置内支架；若胰腺炎的反复发作与括约肌功能障碍有关，可常规行乳头括约肌切开术，以降低胰管压力。

胰管结石常位于壶腹部胰管近端2～4cm内，可在乳头括约肌切开或主胰管括约肌切开后，用气囊导管或网篮将结石取出。如胰管多发性结石需分次内镜处理，治疗间期可放置鼻胰管引流，必要时放置内支架以充分引流。胰管内大的结石或狭窄处的结石可辅用体外震波碎石治疗。经超声内镜腔内（胃或十二指肠）穿刺引流紧贴胃或十二指肠壁胰腺假性囊肿已成为重要临床治疗手段。＞4～6cm的假性囊肿一旦确诊宜立即行内引流。囊肿与主胰管相通者可鼻胰管引流。如胰腺假性囊肿合并主胰管完全阻塞，经超声内镜腔内穿刺引流囊液是内镜介入唯一可行途径。经超声内镜证实囊肿与胃壁或十二指肠紧贴的患者可在超声内镜引导下，以针型乳头切开刀作囊肿胃造瘘或囊肿十二指肠造瘘，气囊扩张后放置内支架，为避免因囊液含组织碎屑而阻塞支架致引流失败，放置多支架可显著改善引流效果。

八、消化道出血的内镜治疗

消化道出血是一类常见疾病，主要由炎症、溃疡、肿瘤（良、恶性）、曲张静脉破裂、血管畸形、憩室和血液系统疾病等引起。通过内镜下治疗不但能够迅速有效地控制急性出血，而且对防止再出血也具有重要意义。临床上主要适应于药物治疗无效，不具备手术条件、不能手术或不愿手术、内镜诊治过程中出血以及具有再次出血危险的患者。常用内镜下止血方法有止血药物病灶喷洒法、凝固止血法、局部注射法、结扎法和止血夹等方法。喷洒止血法是最常用的内镜下止血方法，具有简单、易行、可重复和并发症少等优点，主要适用于内镜诊治过程中出血和以渗血为主的急、慢性出血病灶的止血。常用止血药物包括冰去甲肾上腺素液、孟氏液、凝血酶液和组织黏胶剂等。凝固止血法包括高频电、微波、激光、热探头和冷冻等技术方法，目前临床应用最多的是高频电凝固止血法，主要适用于内镜诊治过程中出血和以渗、涌血为主的急、慢性出血病灶的止血。其主要并发症是穿孔、出血和电灼伤。注射止血法主要用于食管和胃底曲张静脉破裂出血者和其他各种原因引起的胃肠道急、慢性出血者。用于注射的药物有高渗盐水、无水酒精、肾上腺素、凝血酶、组织黏胶剂和各种硬化剂等。并发症有疼痛、发热、溃疡、菌血症、出血、狭窄、穿孔、栓塞、胸腔和心包积液等。结扎法主要用于食管静脉曲张破裂出血的止血和预防，通过结扎曲张静脉，闭塞曲张静脉腔，使曲张静脉纤维化，从而达到止血、减少再出血和消灭曲张静脉的目的。止血夹止血治疗是近年来出现的新技术，主要用于小动脉的破损出血，疗效确切可靠，对喷血病灶的作用明显优于它法。也有报道用于控制EV和GV破裂出血和消除曲张静脉。经内镜止血术具有创伤小、速度快、疗效确切等优点。

下面以食道静脉曲张为例来介绍消化道出血的内镜治疗。

胃底静脉断流术后，食管静脉曲张破裂出血的复发率高达20％～30％，内镜治疗的方法主要有注射硬化剂和内镜下食管曲张静脉结扎术，也可同时联合应用组织黏合剂或钛夹，以进一步提高治疗的可靠性。

1．注射硬化剂

硬化剂注射对食管静脉曲张的疗效确切，但术中拔针后出血的发生率高，术后并发症也较多。对术中拔针后针孔出血，可采用预先降低压力的方法，如采用生长抑素等，或可先用三腔管压迫胃底再插入胃镜进行治疗。亦可采用胃镜外套气囊进行操作，该气囊作用有：①注射前气囊先压迫食管静脉，使静脉鼓起，便于穿刺。②注射后压迫穿刺点，有助于压迫止血。③对穿刺点压迫也有助于防止硬化剂的迅速流散。④如万一发生大出血，可将胃镜插入胃腔后，气囊压迫胃底出血。总之大大地提高了操作的效果及其安全性。对术后食管穿孔的并发症的预防主要是进针不宜太深，血管旁注射硬化剂剂量宜小。

2．内镜下食管静脉结扎术 (EVL)

该方法已从单个皮圈结扎发展到五环或六环皮圈连续结扎，对EVL和硬化剂治疗比较结果显示，在控制活动出血，预防再出血效果方面两者相仿。但EVL并发症少，存活期长，且操作简便，故相当数量的原本可能进行硬化剂注射的患者被EVL所取代。而较多报道认为EVL对肝功能无不良影响。许多ChildⅢ级患者经EVL治疗，亦取得较好的疗效。

注射硬化剂和食管结扎均为治标措施，因此治疗后食管曲张静脉又可再出现。近来又出现两者联合使用的报道，即先行硬化剂注射，同时在同根静脉下2cm处进行结扎，以后随访对未闭合的小静脉多次注射治疗，直至全部闭合，据报道有良好的疗效。

EVL尽管操作相对简便，但仍有几点必须注意：

（1）对轻度食道静脉曲张者不宜实施，因曲张静脉细而吸引不佳，反而引起出血。

（2）结扎不应在同一个平面上，而应螺旋式上升。

（3）每次结扎应从食管下端开始，因被结扎组织常呈团块状突入食管腔内，并伴有食管痉挛，影响其后的胃镜操作。

（4）虽然一般认为对肝功能无影响，但仍有结扎后腹水急骤增多的报道，故对有大量腹水的患者应慎重。

3．注射组织黏合剂Histoacryl和TH胶

食管静脉曲张患者常伴有胃底静脉曲张，后者出血时硬化剂治疗疗效差，并发症发生率高，组织黏合剂注射已成功地应用胃底曲张静脉破裂出血。凡出血性胃底静脉曲张、出血性食管静脉曲张同时有胃底静脉曲张，均适合于做内镜下Histoacryl注射治疗。Histoacryl注入出血的曲张静脉后立即固化，止血极为迅速，一次性治疗就可减少再次出血的危险，但为了避免曲张静脉破裂出血，必须设法完成清除曲张静脉。

（1）操作步骤：内镜检查确定采用组织黏合剂注射疗法后，选择合适的静脉，在直视下将用碘化油冲洗过的内镜注射针直接插入曲张静脉，注入组织黏合剂—碘化油混合物，并迅速注入第二管碘化油，以冲掉注射针内残留的组织黏合剂，然后迅速退出注射针及内镜，用水清洗。根据需要可按lipiodol→混合物→lipiodol→生理盐水冲洗的步骤重复进行。

（2）注意点：①注射针要合适，原则上应较粗（外径0.7mm），针头应突出8～10mm。术前应仔细检查针头伸缩是否顺利，注射针内预先充满lipiodol (0.5～0.8ml) 即可。②注射的量一般大的食管静脉需1～2ml, 胃底静脉需3～4ml, 但每次均以0.5ml和1ml的量增加，一次量过大可引起全身其他部位栓塞，故应避免。③注射中内镜的注射针头以及注射部位均应保持一定距离且不断冲洗掉，一次注射后20s内避免吸引。④黏合剂必须注射入静脉内，故每次注射前可先注射生理盐水少量检查是否注射针在静脉内，局部无隆起，即可确定。⑤注射Histoacryl的技术要求高，注射顺序不能颠倒，应严格按操作过程操作，注射时防护操作者及患者的眼睛，注意及时清洗内镜等。每个不同用途的注射器应标明。

九、上消化道术后内镜直视下营养管的放置

胃次全切除后，尤其是毕Ⅱ式术后，由于机体敏感性增高，常在第一次摄入食物后出现吻合口水肿，以及由于手术创伤和体质虚弱等可产生胃蠕动功能不良或空肠逆蠕动，因此可出现吻合口梗阻的征象。对这些患者进行内镜下置管，既可满足机体的营养需求，又可避免食物继续和吻合口接触。

常用的置管方法是插入直径3mm左右塑料管至胃腔，再插入胃镜用活检钳夹持塑料管，通过吻合口抵达空肠约20cm，为避免营养塑料管扭曲，也可在塑料管前端缝扎一枚小钢球，由于重力的关系，可防止塑料管的扭曲和移位。也可在营养管上间断扎一些线结以利活检钳夹持，内镜直视下用活检钳将胃管逐段夹持并推入空肠。置管后可注射造影剂X线下观察营养管位置是否到位，内镜下营养管的置入可管饲供给机体的营养，使吻合口肿及梗阻得以解除，达到营养治疗的目的。一般在1～2周后拔管，再进食时患者无上腹部症状。

十、经皮内镜下胃造瘘术

经皮内镜下胃造瘘术 (percutaneous endoscopic gasterostomy, PEG) 是借助于内镜置入胃造瘘管以进行胃肠营养。这一方法自1980年由Gaudcrer等开创使用以来，已在临床广泛应用，适用于神经疾病（中风、运动神经元疾病、颅脑损伤）、颌面部创伤、头颈肿瘤等各种原因所致的昏迷患者或吞咽困难者，也可以用于化疗或手术前的高营养。在持续营养支持的质量方面明显优于鼻饲和静脉营养；患者较为舒适，护理负担减轻，明显减少胃食管反流和吸入性肺炎的发生率。与传统胃造瘘手术相比，具有简便、微创、安全、经济和适用范围广等优点，手术并发症和死亡率也明显低于外科手术胃造瘘。

目前常用牵拉法，又称为Ponsky法。腹壁手术者利用套管针行腹壁穿刺，通过套管将一根丝线放进套圈内。内镜操作者置入一息肉切除术用套圈，并定位在确定的穿刺点下方，用闭套圈以抓住丝线，然后退出胃镜，将丝线经口牵出。胃造瘘管经患者口腔与丝线相连，由腹壁手术者牵拉丝线的腹壁外端，将造瘘管固定于胃壁上。重新放入胃镜，查看放置位点是否正确。不要将造瘘管与腹壁贴得太紧，以避免引起腹壁压迫性坏死和造瘘管脱出。

推进法又称Sacks Vine法，穿刺等步骤与Ponsky法相同。但不用丝线，而用一根导丝经腹壁送入胃腔，将一带有扩张器的长硬造瘘管顺着导丝推入胃腔直至露出腹壁。而Russell法是经腹壁放入造瘘管。

如需在小肠置营养管时，可将一根较细的管子经造瘘管放入胃腔，内镜操作者再将其送入十二指肠。造瘘管放好以后，外接一引流袋，12～24h后可开始进行管饲。

PEG术后，可出现造瘘口周围蜂窝组织炎。预防性应用抗生素可以降低其发生率。一旦发生，可以用抗生素保守治疗，或行清创引流。如在术后早期发生造瘘管脱落，需改作开腹胃造瘘术。手术1周以后，局部将成为一小孔径，如这时造瘘管脱落，可经此另置入一根造瘘管。

十一、上消化道取异物术

上消化道异物包括有意无意吞入的各种物件，临床较为常见的有硬币、首饰、钥匙、假牙、玻璃、刀片和剪刀等；亦包括胃石、术后残留缝线和排出的胆石等非吞入性异物。原则上对于各种锐器、直径＞2cm或长度＞5cm、在胃内停留48h仍未通过幽门孔、有梗阻症状的异物均应积极取出。异物的取出方法主要是通过内镜，采用各种辅助器械包括圈套器、各种抓取钳、网篮以及根据异物形状、质地不同而自制的一些附件来帮助取出异物。经内镜消化道取异物术可分为紧急内镜取异物和择期内镜取异物。前者主要用于各种估计排出有困难的锐器和有毒性的异物；后者则指那些估计能自行排出而对患者不会引起严重后果的异物。可先让其自行排出，待不能自行排出时，再择期内镜取异物。在行内镜取异物前，首先应通过检查明确异物的性质、形状、大小和部位，确定进行紧急内镜取异物抑或择期内镜取异物，然后决定采用内镜的型号和何种辅助器械，在取异物时应注意方式和方法，这不仅关系到取物的成败，还与并发症的发生有关，经内镜消化道取异物术的并发症有出血、穿孔、窒息和吸入性肺炎等。临床实践表明经内镜上消化道取异物术具有快速、经济、并发症少等优点，能使绝大多数病例避免外科手术。

十二、活体显微内镜技术

细胞学内镜 (endocytoscopy)，它是一条小口径子镜，可将被观察的表面黏膜细胞高度放大1125倍，该子镜通过治疗胃镜的钳道进入管腔并由安装于其顶端的软性塑料圈使镜面与表面黏膜保持稳定接触，并经亚甲蓝染色后提高其分辨率，使细胞核结构清晰显示。共焦显微内镜 (endomicroscopy) 是微型共聚焦显微镜和标准电子内镜组合形成的，使内镜放大倍数超过1000倍，能在活体中对细胞和亚细胞结构进行观察，如对隐窝结构、黏膜细胞和杯状细胞、上皮内淋巴细胞、毛细血管和红细胞等进行高清晰度细致观察，并且它还能对表层黏膜细胞250μ
 m深度的固有层进行观察，对影像的后处理还能将断面影像进行重建而显示其三维结构。






【思考题】



1．消化道疾病内镜治疗的并发症及其防范措施？



2．消化内镜治疗学的发展前景如何？
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（厉有名　陈卫星）


第四章　血液系统疾病


 第一节　弥漫性血管内凝血研究的若干进展



摘　要
 　弥漫性血管内凝血 (DIC) 不是一种独立的疾病。许多疾病或病理状态均可引致，见于临床各科。发生的机理极为复杂，多种致病因素激活凝血因子Ⅻ，导致内源凝血途径激活；组织因子释入血液，引致外源凝血途径激活；血小板在血管内皮处黏附、聚集并释放一系列物质，促进DIC形成、发展以及纤溶亢进等引致凝血—抗凝—纤维蛋白溶解失衡。此外，AT-Ⅲ、蛋白C、S系统及TFP等凝血抑制物被消耗，也是加重的原因。临床表现颇为悬殊，以广泛的严重出血、顽固性休克、多发性脏器栓塞和功能衰竭、溶血性贫血等为主要的表现，常危及生命。临床上，DIC分为：①高凝血期；②消耗性低凝血期；③继发性纤溶期。目前，国内DIC的诊断是根据第七届中华血液学会全国血栓与止血学术会议制定的标准（1999年），但尚有一些不同意见。于2001年，国际血栓与止血学会DIC分会提出DIC诊断积分系统。国际上对DIC实验室筛检项目，有不同评论。存在易于发生DIC的基础疾病时，应该动态观察临床表现和实验室指标。DIC需要与原发性纤溶、血栓性血小板减少性紫癜以及严重肝病等做鉴别。DIC的治疗应该根据不同病期，治疗措施包括：①治疗原发病和消除诱因，如纠正产科意外、大手术时减少组织损伤；休克时尽快改善微循环，纠正休克等；②阻断血管内凝血过程；③阻断继发性纤溶亢进；④恢复正常血小板和血浆凝血因子水平等。目前，肝素是最主要的抗凝治疗药物，包括普通肝素和低分子量肝素。用药期间必须作凝血指标监测。此外，补充凝血因子、AT-Ⅲ和血小板以及溶栓治疗等。目前，国外已报道新的抗凝血酶药物和新的丝氨酸蛋白酶抑制剂。




Abstract
 　Disseminated intravascular coagulation (DIC) is not an isolated disorder and happens in response to a variety of clinical and pathological events. The mechanisms of DIC are complicated which are initiated upon the activation of coagulation factor Ⅻ by multiple pathological factors. Intrinsic coagulation pathway is then activated followed by the release of tissue factor exposed to the circulation and trigger the extrinsic pathway. Thus, platelets adhere and aggregate on the endothelium yielding a series of substances leading to the formation and development of DIC, fibrinolysis activation, and imbalance of coagulation-anticoagulation-fibrinolysis system. Besides that, subsequent consumption and exhaustion of coagulation inhibitors including AT-Ⅲ, Protein C and S System, TFP also contribute to the aggravation of DIC. As we know, DIC is manifested to a large variety including extensive hemorrhage, refractory shock, multiple organ thrombosis, organ failure, hemolytic anemia and carries a high mortality rate. Clinically, DIC is divided into 3 stages: ①hypercoagulatin stage; ②consumptive hypocoagulation stage; ③secondary fibrinosis stage. At present, the domestic diagnostic criterion of DIC was established according to the 7th
 National Thrombosis and Homeostasis Congress in 1999. The Scientific Subcommittee on Disseminated Intravascular Coagulation of the International Society on Thrombosis and Homeostasis proposed the DIC scoring system in 2001. Comments on DIC laboratory screening assay are different globally. When predisposing condition of DIC exists, continuous monitoring of clinical manifestation and laboratory markers are required. DIC is distinguished from primary fibrinolysis, thrombotic thrombocytic purpura and severe liver disease. The management of therapy is determined according to clinical stages which includes: ①the treatment of primary disease and eliminate predisposing conditions such as therapy of obstetrical calamities, alleviate tissue injury during surgery, ameliorate microcirculation, overcome shock, etc; ②blockade of intravascular coagulation; ③blockade of secondary fibrinoysis; ④and elevate platelets and coagulation factor in plasma to a normal level. Heparin is the most effective anticoagulants involving normal heparin and low molecular heparin. Coagulation markers monitoring is required. Moreover, supplement of coagulation factors, AT-Ⅲ, platelets and thrombolysis therapy are recommended. Novel antithrombin and inhibitor of serine proteases have been reported recently abroad.






Seegers等（1950年）首先描述有关弥漫性血管内凝血 (disseminated intravascular coagulation, DIC) 的临床及病理现象。DIC不是一种独立的疾病。其特点为循环血液首先处于高凝状态，微循环中存在广泛的血小板及（或）纤维蛋白性血栓，并由此引起循环功能及其他的内脏功能障碍，常引起不可逆性脏器损害，功能衰竭导致死亡。临床上以广泛严重的出血、顽固性休克、多发性脏器栓塞和功能衰竭、溶血性贫血等为主要表现。通常，起病急骤、病情复杂、发展迅猛，常危及生命。几十年来已被广泛地研究，新的、高度敏感的诊断技术已应用于临床，并有大量的、详细的文献综述，近年来已较少见。

一、病因学

许多疾病或病理状态均可引致，见于临床各科。

（1）临床上最常见的易于引发急性DIC的疾病如下：①产科意外：胎盘早期剥离、前置胎盘、羊水栓塞、死胎滞留、子宫破裂、感染性流产、重症妊娠高血压综合征、高渗盐水引产等；②感染性疾病，如革兰氏阴性或阳性细菌、病毒、真菌、原虫及立克次体等引起的感染；③恶性肿瘤，如血液系统恶性肿瘤（急性早幼粒细胞白血病尤为多见）以及各种实体肿瘤等；④内科疾病，如心血管病（原发性肺动脉高压、恶性高血压、严重心力衰竭等）；消化系统疾病（肝硬化、急性出血性胰腺炎、伪膜性肠炎等）；肺部疾患（肺梗死、呼吸窘迫综合征等）；肾脏疾病（急性肾小球肾炎、急性肾小管坏死及肾皮质坏死等）以及糖尿病酮症、系统性红斑狼疮、药物过敏、中暑等；⑤肝病和阻塞性黄疸、急性肝功能不全。

（2）其他：休克、输血及输液反应、中毒以及各种物理、化学、生物等因素皆可诱发。有的报道以感染为多见，但有一组大宗病例报道，＞50％的病例是产科病人。而热休克、自身免疫性疾病及溶血性贫血等较少见。

二、发病机理

发病机理极为复杂，主要是在某些严重疾病基础上，受到一些因素影响，机体内凝血系统激活、血小板活化、纤维蛋白沉积，导致微血管内弥散性微血栓形成，多种凝血因子及血小板消耗性降低，并伴以继发性纤维蛋白溶解（纤溶）亢进。凝血—抗凝血及纤维蛋白溶解的作用相互关联，相互影响。细胞因子TNF-α或IL-1等介导下，凝血系统激活；纤溶酶形成及tPA释放。此外，内皮细胞一旦被损伤，其对止血—凝血机理的调控作用即被破坏、丧失。总之，多种致病因素激活凝血因子Ⅻ导致内源凝血途径激活是发病机制中的重要一环；组织、细胞受损时，组织因子释入血液，引，致外源凝血途径激活是触发DIC的重要因素之一；致病因素使血小板在血管内皮处黏附、聚集并释放一系列物质，促进DIC形成、发展以及纤溶激活、亢进，以致凝血—抗凝失调进一步加重，在病程进展中起十分重要的作用。此外，AT-Ⅲ、蛋白C、S系统及TFP等凝血抑制物被消耗，也是加重的原因。基本可以分为五种类型：①大量的组织凝血活酶流入血中，如暴发性肝炎、急性早幼粒细胞白血病（如107
 个白血病细胞可释放55～280U组织凝血活酶）、产科意外等；②单核细胞产生的组织因子，如白血病、败血症时；③血管内皮细胞抗凝机制受损，如血栓调节蛋白和肝素样物质减少；④补体系统和免疫复合物从不同途径激活凝血；⑤其他的促凝物质直接作用于凝血途径，促发血液凝固，如腺癌分泌的黏蛋白或蛇毒等。

三、病理生理

由于病因及发病机理不同，病理生理作用可极为复杂，临床表现及实验室检查结果变化也大。DIC病理生理见图4-1。
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图4-1　DIC的病理生理

四、分期

根据血液凝固性的增高或减低，出血症状和继发性纤溶，DIC分为三期：①高凝血期：可无典型的DIC临床表现，常仅在抽血时发现血液凝固性增高，此期在急性型明显。②消耗性低凝血期：凝血因子和血小板被大量消耗，血液凝固性降低，出血症状逐渐明显。临床有典型的DIC表现。③继发性纤溶期：临床上出血更明显。

五、临床表现

除有原发病或诱发因素存在的表现外，主要的临床表现归纳以下：

1．微血栓形成与脏器栓塞，组织器官受损的表现

终末器官血栓及功能紊乱的发生率大致如下：皮肤70％、肺50％、肾50％、垂体后叶50％、肝脏35％、肾上腺30％、心脏20％等。临床上可有指和（或）趾端、鼻尖、耳垂等部位发绀，严重者有干性坏死，或导致肾、心、肝、肺和脑等器官缺血坏死等的表现；诸如不明原因的心跳加快，常规方法难纠正；少尿、无尿及肾衰；不明原因呼吸窘迫、发绀；肝大和黄疸。在恶性肿瘤，可见到游走性血栓性静脉炎。血管瘤患者可伴有Kasabachmerritt综合征。栓塞的症状常被原发病的表现掩盖，易被忽视。

2．休克

发生率约44.3％～83.3％以急性型为多见。突然的原因未明的不同程度休克与出血量不成比例，以革兰杆菌引起的最，常见。常规抗休克治疗效果不佳，此为病情严重的征兆。发生的原因：①内脏和周围小血管内微血栓使回心血流量减少，导致心搏出量降低，血压下降。同时，凝血因子Ⅻ致胰舒血管素及缓激肽产生使小动脉扩张，血浆渗出，循环血容量减少；②毛细血管内血流淤滞，血黏稠度增加，加重休克；③纤维蛋白肽A和B以及凝血酶引起血管痉挛；④心肌受累，心排出量减少；⑤出血导致血容量进一步减少。

3．出血

病人大多有程度不同的皮肤、黏膜及内脏等出血。手术切口、伤口和穿刺部位常有渗血不止，分娩和产后出血难止。暴发性紫癜多见于感染后2～4周，尤其在流行性脑膜炎儿童患者还可发展为界限清楚的紫黑色皮肤坏死及下肢坏疽。随着病程进入低凝状态，出血现象逐渐突出。

4．溶血

以微血管病性溶血为主。其原因是血管内凝血，纤维蛋白网形成和微血管管径变窄，红细胞受到机械性损伤，变形破裂。

5．神经系统表现

嗜睡、烦躁、惊厥、颅神经麻痹及肢体瘫痪等。严重者颅内出血、脑水肿而迅速死亡。主要由于颅内微血管内广泛的血栓存在和休克，引起脑缺氧、水肿、出血。

根据发病的快慢和病程的长短，大致分为三种临床类型：①急性型：常见于败血症、大手术后或体外循环后、羊水栓塞、溶血性尿毒综合征、肾移植等。其特点为起病急、持续数小时至数天；病情凶险，可呈暴发性；出血症状严重以及可能伴有低血压或顽固性休克。②亚急性型：常见于恶性肿瘤，如肿瘤扩散、急性白血病（尤以急性早幼粒白血病多见）、死胎滞留及局部血栓形成。其特点为起病较缓，可持续数天、数周。③慢性型：其特点为起病缓，病程可达数月或数年；出血不严重，可仅有瘀点或瘀斑。

DIC的临床表现颇为悬殊，往往因人而异。临床上，将DIC分为：①高凝血期；②消耗性低凝血期；③继发性纤溶期。各期的临床表现各有一定特点，但不能截然分开，可有交叉或同时有三期的不同的实验室发现，故应充分地注意这一点，根据具体资料，仔细分析，做出准确判定。

六、实验室检查

1．血液学基本检查

血小板计数减少最常见。非血液病患者，血小板计数＜100×109
 /L, 有诊断价值；＞150×109
 /L时，DIC基本排除。但正常基数个体不同，以及病情发展，故应动态观察，进行性下降更有意义。外周血液涂片中常见到畸形或破碎红细胞，若占红细胞计数的10％以上，是重要的佐证之一。

2．凝血缺陷检查

（1）凝血时间 (CT)　临床常用而不敏感的一种指标，当凝血因子减少至正常水平的5％以下才出现明显的延长，故不作为DIC的过筛试验。

（2）凝血酶原时间 (PT)　约90％的患者有PT延长，即使早期其数值正常或缩短，随着病情进展也逐渐延长，若PT值完全正常，DIC的可能性微乎其微。

（3）部分凝血活酶时间 (APTT)　在低凝状态及纤溶亢进时，比正常高限延长10s以上有诊断意义。

（4）凝血酶时间 (TT)　比正常对照值延长3s有诊断意义。它是有用的过筛试验之一，主要反映纤维蛋白原 (FG) 含量，但亦受肝素、FDP等影响。若加入甲苯胺蓝及FG均不能纠正，提示血中纤维蛋白（原）降解产物 (FDP) 增加。

（5）凝血因子ⅧC/ⅧR　Ag比值＜1（正常值为1）

（6）抗凝血酶 (AT) 测定　血中AT活性下降，被认为具有诊断、指导治疗和疗效的意义。

3．反映血浆内有纤维蛋白形成的检查

（1）血浆纤维蛋白肽A　表示有凝血酶形成，有助于DIC的诊断。

（2）鱼精蛋白副凝试验（3P试验）　其敏感性较乙醇凝胶试验为高。

4．反映继发性纤维蛋白溶解的检查

（1）FDP及D－二聚体　前者浓度可增加，但非特异性；后者浓度增加，且特异性较高。

（2）血块溶解试验　凝血块在数分钟或数小时内溶解。

（3）优球蛋白溶解时间　明显缩短，若＜70min有诊断意义（正常值＞120min），但不够敏感，阳性率仅18％～42％。

（4）纤溶酶原测定　明显降低（正常值为7～12U）。

（5）纤溶酶—抗纤溶酶复合物测定　一种新的免疫检测方法，可用于DIC早期的检测。

5．反映DIC的分子标志物

（1）反映血管内皮损伤的分子标志物　①vW因子 (vWF); ②血栓调节蛋白 (TM); ③纤溶酶原活化素抑制物－1（PAI-1）; ④组织纤溶酶原活化素 (tPA)。

（2）反映血小板激活的分子标志物　①β-血小板球蛋白 (β-TG); ②血小板因子4 (PF-4); ③血小板颗粒膜糖蛋白 (GMP-140); ④凝血酶敏感蛋白 (TSP)。

（3）反映凝血—纤溶活化的分子标志物　①凝血酶原活化肽 (F2/F1+F2); ②纤维蛋白肽A (FPA,Aα1－16)／纤维蛋白肽B (FPB,Bβ1－14); ③可溶性纤维蛋白单体复合物 (sFMC); ④纤维蛋白肽Bβ1－42.15－42; ⑤蛋白C活化肽 (PCP); ⑥纤维蛋白降解产物 (FDP)-D二聚体。

（4）活化的凝血纤溶因子—抑制物复合物　①凝血酶—抗凝血酶Ⅲ (TAT) 复合物；②Ⅸα-ATⅡ复合物；③α1抗胰蛋白酶-Ⅺα复合物；④α2抗胰蛋白酶—弹性硬蛋白酶复合物；⑤α2PI-纤溶酶复合物 (PIC)。

在非血液病的DIC患者，血液大多已处于低凝状态，凝血因子被消耗而减少（如凝血因子Ⅰ、Ⅱ、Ⅳ、Ⅷ以及血小板减少），但以纤维蛋白原及血小板减少为突出。

目前临床开展的检测项目较多，常缺乏足够的敏感性和特异性，故应在病程中动态观察，以助准确判断。DIC时需要及时确定并治疗，故对临床的化验项目要求简单、实用。首先要完成简单的初筛实验，若结果异常，DIC的实验诊断可基本确定；对于疑难病例或合并存在影响实验结果的原发病时，则针对性地选用AT-Ⅲ、纤溶酶原、α2-抗纤溶酶等指标，以助诊断。

七、诊　断

（一）第七届中华血液学会全国血栓与止血学术会议制定的DIC诊断标准（1999年）

1．一般诊断标准

（1）存在易于引起DIC基础疾病　如感染、恶性肿瘤、病理产科、大型手术和创伤等。

（2）有下列2项以上临床表现　①多发性出血倾向；②难以原发病解释的微循环衰竭或休克；③多发性微血管栓塞症状、体征，如皮肤、皮下、黏膜栓塞坏死和早期出现的肾、肺、脑等脏器功能不全；④抗凝治疗有效。

（3）实验室检查符合下列标准　在上述指标存在的基础上，同时有以下3项以上异常：①血小板＜100×109
 /L或呈进行性下降；②血浆纤维蛋白原含量＜1.5g/L或呈进行性下降，或＞4.0g/L；③3P试验阳性或血浆FDP＞29mg/L或D-二聚体水平升高；⑤凝血酶原时间缩短或延长3s以上或呈动态变化或APTT延长10s以上；⑥疑难或其他特殊患者，可考虑进行抗凝血酶、因子Ⅷ：C和凝血、纤溶、血小板活化分子标志物测定。

2．肝病合并DIC的实验室诊断标准

（1）血小板＜50×109
 /L或有2项以上血小板活化产物增加 (β-TG、PF4、TXB2、GMP-140)。

（2）血浆纤维蛋白原含量＜1.0g/L。

（3）血浆因子Ⅷ：C＜50％。

（4）凝血酶原时间延长5s以上或呈动态性变化。

（5）3P试验阳性或血浆FDP＞60mg/L或D-二聚体水平升高。

3．白血病并发DIC时实验室诊断标准

（1）血小板计数＜50×109
 /L/或进行性下降，或血小板活化、代谢产物水平高。

（2）血浆纤维蛋白原含量＜1.8g/L。

（3）3P试验阳性或血浆FDP量＞40mg/L或D-二聚体水平显著升高。

4．基层医院DIC实验室诊断参考标准（同时有下列3项以上异常）

（1）血小板计数＜100×109
 /L或呈进行性下降。

（2）血浆纤维蛋白原含量＜1.5g/L或呈进行性下降。

（3）3P试验阳性或血浆FDP量＞20mg/L。

（4）凝血酶原时间缩短或延长3s以上或呈动态性变化。

（5）外周血破碎红细胞比例＞10％。

（6）红细胞沉降率＜10mm/h。

（二）国际血栓与止血学会DIC分会的DIC诊断积分系统（2001年）

1．风险评估

与典型DIC发病有关的潜在疾病是否存在。若“是”则进入下述程序。

2．进行全面的凝血指标检测

包括血小板计数、凝血酶原时间、纤维蛋白原浓度、可溶性纤维蛋白单体或纤维蛋白降解产物。

3．积分凝血试验结果

血小板计数（＞100×109
 /L=0，＜100×109
 /L=1，＜50×109
 /L=2）；纤维蛋白相关标志（包括可溶性纤维蛋白单体／纤维蛋白降解产物）（无增加=0，中度增加=2，显著增加=3）；凝血酶原时间延长（＜3s=0，＞3s但＜6s=1，＞6s=2）；纤维蛋白原浓度（＞1.0g/L=0，＜1.0g/L=1）。

4．将“3”项中的各分数相加

5．结果判定

如积分≥5，符合典型DIC, 每天重复积分；如积分＜5，提示非典型DIC, 其后1～2d重复积分。

在1999年第七届全国血栓与止血会议（武汉），国内专家对1994年制定的DIC诊断标准做了修改，较全面地反映出DIC研究的新进展。目前，所制定的新诊断标准已被国内临床医师普遍接受和应用。但是，在2001年第八届全国血栓与止血会议（武汉）上，许多学者提出该标准中实验检查项目不适合目前许多医院常规开展，难以达到急诊要求。Colman教授等坚持认为，若PT、APTT、纤维蛋白原、纤维蛋白降解产物 (FDP) 和血小板计数的变化符合DIC, 又有相关的原发病因和典型的临床表现，DIC基本成立。值得指出，容易引起DIC的基础疾病及（或）促发因素十分重要，若未发现这些情况，诊断应该慎重。而存在易于发生DIC的基础疾病时，应该常规动态观察临床表现和有关的实验室指标。准确地认识DIC的临床表现特点才能提高识别能力，有助于早期诊断。近年来，国际上对DIC实验室筛检项目，有不同评论：①FDP和D-二聚体的增高，其意义无多大区别，唯FDP敏感性较高，但有假阳性；D-二聚体对纤溶蛋白有其特异性。②慢性或代偿性DIC时，FDP水平增高，而凝血因子和血小板数可能正常或偏高，此时检测血纤维蛋白或凝血酶原碎片F1.2含量有助于诊断。③血小板计数在急性DIC常减低，但非特异性，如果呈进行性下降，有临床意义。④TT试验不够标准化，其可靠性不及FDP和纤维蛋白原含量的检测。⑤AT-Ⅲ和纤溶酶原活性常减低，但当其他的实验结果不易判断时，则可能有助于诊断；在严重纤溶亢进出血者，α2抗纤溶酶活性也常降低。⑥3P试验、乙醇胶试验和冷纤维蛋白试验在理论上对DIC有高度敏感性，实际上，仅在某些病例或可证实DIC的存在。⑦血浆纤维蛋白A可以估计纤维蛋白原转变为纤维蛋白的速率，有一定敏感性，而非特异性，可用于凝血酶的追踪观察。⑧纤维蛋白肽15－42，纤维蛋白原Bβ1－42反映纤维蛋白溶解和纤维蛋白原溶解的速率；血浆凝血酶—抗凝血酶试验和纤溶酶复合物的测定，也有助于诊断。值得注意，仅凭某一项或几项试验结果确定或排除DIC是不恰当的。

国际血栓与止血学会DIC分会的DIC诊断积分系统所涉及的凝血指标简单易行，实用性强。在ICU患者，该积分系统诊断的敏感性为91％，特异性为97％。评分≥5分时诊断DIC的阳性预测值为96％；评分5＜分时排除DIC的阴性，预测值为97％。不过，该积分诊断系统对诊断DIC的敏感性和特异性，尚需前瞻性的大量的临床研究，尤其在肝病或白血病并发DIC时，证实其诊断价值。

八、鉴别诊断

（一）原发性纤溶

血小板计数通常正常，微血管溶血性贫血表现缺如，D-二聚体水平正常或仅轻度升高，硫酸鱼精蛋白副凝试验阴性。

（二）血栓性血小板减少性紫癜

以血小板减少和微血管病性溶血为突出表现，可伴有发热、神经系统症状、肾脏损害，而无凝血因子消耗性降低及纤溶亢进等表现。

（三）严重肝病

常常难以鉴别，但严重肝病者多有肝病病史，黄疸、肝功能损害症状较为突出，血小板减少程度较轻而较少见，FⅧ：C活性正常或升高，纤溶亢进和微血管病性溶血等表现较少可作为鉴别参考。不过，必须注意严重肝病合并DIC。

九、治　疗

DIC属于危重病症，故治疗须及时、果断、迅速，并根据不同病期，予以相应的治疗措施（见表4-1）。治疗的原则和主要目的包括：①治疗原发病和消除诱因是最为关键的措施；②阻断血管内凝血过程；③阻断继发性纤溶亢进；④恢复正常血小板和血浆凝血因子水平等。由于发生微循环障碍、栓塞，重要脏器衰竭，尤其急性型病情凶险，若存在相关的基础疾病或促发因素，预计可能发生急性DIC时，可以应用适量肝素。休克病人宜尽快改善微循环，纠正休克。及时纠正产科意外并及时处理，包括对DIC的防治；大手术病人，尽量减少组织创伤，避免输入库存过久的血液制品等。


表4-1　DIC的治疗


[image: ]


（一）抗凝治疗

临床实践证实，抗凝治疗仍是阻断DIC病理过程最重要的措施之一。其抑制广泛的毛细血管内微血栓形成的病理过程，从而防止血小板和各种凝血因子进一步消耗。目前，肝素仍是最主要的抗凝治疗药物，临床上可使用标准肝素亦称“普通肝素”和低分子量肝素 (low molecular weight heparin, LMWH)。

1．肝素

肝素于1959年用于临床，已为人们熟悉。其为AT-Ⅲ的激活剂，与AT-Ⅲ分子中赖氨酸残基结合成复合物，具有抗凝作用，而不会溶解已形成的血栓。目前，对于应用肝素的利弊、效果和用法尚有分歧。多数认为，应用指证从严，尤其并发颅内出血时，应慎用或忌用。肝素剂量应视原发病及高凝状态而定。近年来，肝素用量已趋小剂量化，通常，成人24h总用量在50～100mg，4～6h分次皮下注射或静脉滴注，但急性白血病等疾病已存在凝血因子含量或活性有缺陷，故剂量要酌减，宜个体化。用药期间必须作凝血指标监测，现多采用APTT, 其数值应维持在正常值的1～2½倍。

低分子量肝素 (LMWH) 的应用正日益广泛，有取代标准肝素的趋势。其药理作用特点为：①抗因子Xa活性高（半寿期长，较普通肝素长两倍，而达峰值所需时间短），抗凝血酶活性低；②促进纤溶；③增强血管内皮细胞的抗血栓作用；诱发血小板减少和功能障碍相对少见；对AT的依赖性较低，且不诱发其水平下降。总之，其抗凝血作用较弱而抗血栓作用较强。此外，LMWH用量较小〔200U/(kg·d)，分2次皮下注射，间隔8～12h，疗程5～8d〕，常规剂量下，可不做严格的血液学监护。其应用适应证和禁忌证与标准肝素基本同。

2．活化蛋白C (APC)

动物实验已证实，其对内毒素所致的DIC具有良好的治疗作用。临床已有少数治疗成功的报道。用量为300～3000U/kg, 静脉滴注，每日1～2次。

（二）补充凝血因子和血小板

一般认为，若肝素治疗有效，肝功能无异常，凝血因子水平常会自然回升，无须补充。

1．新鲜血浆

凝血因子获得较理想的补充，有利于肝素的安全应用。

2．纤维蛋白原

适用于急性DIC有明显的低纤维蛋白原血症或出血极为严重者。首剂2～4g，静脉滴注，此后按血浆纤维蛋白原水平酌情补充，以其含量＞1.0g/L为度。

3．血小板悬液

血小板计数＜20×109
 /L，疑有颅内出血或有广泛而严重脏器出血时，需紧急输注。

（三）补充AT-Ⅲ

当AT-Ⅲ血浓度＜50％时，肝素作用显著地减低。静脉补充AT-Ⅲ冻干浓缩剂1500U，每日一次，或30U/(kg·d)。

进行上述治疗时，必须仔细、谨慎，补充的血液成分应根据其种类及缺乏程度；进行补充疗法时，应定时监测相关的实验室指标。

（四）抗纤溶治疗

应用这类药物的原则：①早期高凝状态和弥散性血栓形成期，不宜用；②消耗性低凝期，仍有血栓形成或轻度继发性纤溶亢进，可在抗凝治疗基础上用小剂量抗纤溶药，不宜单独使用；③继发性纤溶亢进为主，伴低凝状态和出血症状，微血栓基本不形成时，可单独使用该药。

（五）其他治疗

1．抗血小板药物

应与肝素同时使用，其临床作用尚待进一步实践证明。

2．维生素K

特别在肝病、阻塞性黄疸、急性胆囊炎、中毒性休克并发DIC时应用，K1
 剂量为40～60mg/d，静滴，疗效佳。

3．丹参或复方丹参注射液

国内已使用，对轻症DIC或对肝素有禁忌的病例，有一定效果。无须严格的血液学监测。

4．抑肽酶 (aprotinin)

能双相阻断纤溶和凝血，但对纤溶酶的抑制作用比凝血酶强5～10倍。通常不单独使用。常用剂量8～10万U/d，分2～3次，或首剂5万U, 随后1万U/h，缓慢静脉注射。

5．MD-805 (argipidine)

新的抗凝血酶药物，选择性结合抗凝血酶活性中发挥抗凝血酶作用，不依赖AT-Ⅲ。

6．溶栓治疗

急性DIC时，广泛的血栓形成，当纤溶活力不足或太迟时，需要使用溶栓药物。但是，溶栓治疗时可能有35％～40％并发出血，故仅在包括肝素治疗在内的各种治疗无效的顽固性休克或有危及生命的重要脏器功能衰竭时，试用溶栓治疗。

国外已报道，新合成的丝氨酸蛋白酶抑制剂，如gabexate mesilate、nafemostat mesilate。经动物实验证实，活化蛋白C (APC) 对内毒素引起的DIC疗效佳。临床报道，少数病例用APC治疗成功，剂量为300～3000U/kg，静脉滴注，每日1～2次。治疗效果尚待临床进一步证实。

十、疗效标准

国外文献中未见DIC的疗效标准。国内疗效标准如下：

1．痊愈

（1）引起DIC的基础疾病治愈或病情达到稳定；

（2）DIC引起的出血、休克、血栓栓塞等症状、体征消失，脏器功能不全恢复正常或回到DIC前的状态；

（3）血小板计数、纤维蛋白原含量及其他凝血试验和实验室指标恢复正常或回到DIC前的水平。

2．显效

以上三项指标中，有两项符合要求。

4．无效经过治疗，DIC症状、体征和实验室指标无好转，或病情恶化、死亡。

十一、预　后

据资料统计，DIC治愈率为50％～80％，好转率为20％～30％，死亡率为20％～40％。主要取决于引起DIC的原发病病情和机体的基础状态以及治疗措施得当例如急性早幼粒细胞白血病并发DIC, 由于全反式维甲酸等诱导分化剂疗效极佳，且不会促发或加重DIC, 常常无须肝素治疗，随基础病的好转或完全缓解，DIC痊愈。






【思考题】



1．DIC的临床表现有哪些？



2．试述DIC的诊断标准及治疗措施。
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（林茂芳）


 第二节　急性白血病及治疗新进展



摘　要
 　急性白血病 (acute leukemia, AL) 是一组异质性的造血干、祖细胞的恶性克隆性疾病，主要表现为白血病细胞在骨髓或其他造血组织中进行性、失控性的异常增生，浸润各组织器官如肝脾、淋巴结、脑膜、皮肤及睾丸等，使正常血细胞生成减少，产生相应临床表现如贫血、感染、血小板减少。本文主要讲述了急性白血病的临床表现、诊断、分型及治疗预后等方面的新进展。




Abstract
 　The leukemias are a group of disorders characterized by the accumulation of malignant cells in the bone marrow and blood. These abnormal cells cause symptoms including anemia, neutropenia, thrombocytopenia because of bone marrow failure, and infiltration of organs, e.g. liver, spleen, lymph nodes, meninges, brain, skin or testes. Here, we described the new progression of AL, including clinical features, diagnosis, classification, treatment and prognosis.






急性白血病 (acute leukemia, AL) 是一组异质性的造血干、祖细胞的恶性克隆性疾病，主要表现为白血病细胞在骨髓或其他造血组织中进行性、失控性的异常增生，浸润各组织器官，使正常血细胞生成减少，产生相应临床表现。

急性白血病分为急性淋巴细胞白血病（ALL, 简称急淋）和急性髓细胞白血病（AML, 简称急非淋）两大类。急性白血病病程进展迅速，白血病细胞积聚在骨髓内取代了正常的造血细胞，并向肝、脾、淋巴结、中枢神经系统等脏器浸润。由于这些细胞是由血液所携带的，因而可浸润任何器官或部位。急性淋巴细胞性白血病常侵犯中枢神经系统；急性单核细胞性白血病常累及齿龈、皮肤；白血病浸润脑膜可导致颅内压增高。

一、临床表现

各类急性白血病具有共同的临床表现，按发生机制可由于正常造血细胞生成减少，导致感染发热、出血、贫血；也可由于白血病细胞浸润而导致的浸润表现：肝、脾、淋巴结肿大及其他器官病变。症状的缓急主要取决于白血病细胞在体内的积蓄增长速率和程度。

（一）发热和感染

约半数以上患者以发热起病，当体温高于38.5℃时常常是由感染引起。感染是急性白血病最常见的死亡原因之一。急性白血病发生感染的机制：①正常中性粒细胞数量减少和功能缺陷，由于白血病细胞抑制骨髓正常祖细胞的生成，加上化疗药物对骨髓的抑制毒性，常发生显著的中性粒细胞缺乏症，极易并发各种细菌或真菌感染；②免疫缺陷，化疗及肾上腺皮质激素等应用可加重免疫紊乱；③皮肤黏膜屏障的破坏更有利于病原体的入侵。感染以咽峡炎、口腔炎最多见，肺部感染、肛周炎、肛周脓肿也很常见。

（二）出血

约半数患者起病时伴出血倾向。并发弥散性血管内凝血 (DIC) 的患者，几乎全部有出血，其中死于DIC者占20％～25％，DIC最常见于急性早幼粒细胞性白血病。出血机制主要是血小板减少，其次为血管壁损伤、凝血障碍和抗凝物质增多等。

（三）贫血

绝大多数确诊患者均有不同程度的贫血。某些AL在发病前数月甚至数年可先出现难治性贫血，这种AL多为AML, 又称为继发性AML。贫血发生的机制为：①AL的白血病细胞克隆抑制正常多能造血干细胞以及红系祖细胞，并使红系祖细胞对促红素的反应性降低；②无效性红细胞生成；③失血。

（四）淋巴结和肝脾肿大

初诊时约半数患者有浅表淋巴结肿大，以ALL多见，60％～80％T-ALL有纵隔淋巴结肿大。AML中以M4与M5发生淋巴结肿大为多见。肝脾肿大也约占50％，以ALL为著。

（五）神经系统

中枢神经系统白血病 (CNL) 以蛛网膜及硬脑膜的浸润最高，其次为脑实质、脉络丛及颅神经，可发生在白血病发病期或缓解期。多见于ALL和高白细胞性白血病。临床表现为头痛、呕吐或感觉异常。脑脊液检查可有脑脊液压力增高、蛋白增高、糖降低、白细胞数增多。若涂片检到白血病细胞可以确诊为CNL。

（六）口腔及皮肤

白血病细胞浸润口腔黏膜可引起齿龈肿胀，以M5和M4多见。皮肤浸润的表现有斑丘疹、皮下结节、斑块等，亦多见于M5与M4。

（七）骨和关节

胸骨下端压痛常见，是白血病最重要的体征之一。骨关节疼痛可见于儿童或白血病复发、极高白血病数和慢粒急变患者。骨痛可由于：①白血病细胞增生对骨膜的刺激；②不明原因的骨梗死；③高尿酸血症致痛风发作等。

（八）性腺

约2％ALL初诊时即有睾丸白血病。睾丸白血病是第二个髓外易复发的部位。睾丸白血病的发生机会ALL多于AML, 尤以白细胞明显增高病例更易发生。病变睾丸可无症状，常呈双侧或单侧弥漫性肿大，质硬，不透光，可经局部穿刺或活检证实。卵巢白血病少见。阴茎异常勃起偶见于AL患者，可能和海绵体内白血病细胞栓塞有关。

（九）其他

胸膜浸润表现为胸水，以T-ALL多见。约25％患者在确诊白血病时胃肠道已有白血病细胞浸润，但临床表现少见，即使有症状，也与浸润程度不相称，表现为腹痛、腹泻、胃肠道出血、黏膜炎症、肠梗阻等。白血病细胞肾脏浸润率也很高，有报道可达52％。白血病细胞可浸润肺、甲状腺、胰腺、下丘脑和垂体后叶，且可并发糖尿病、低血糖或尿崩症等。

（十）生化代谢紊乱

AL的生化代谢紊乱常是多因素的，化疗可使之加重，造成症状的复杂化，严重者可致死，故需及时纠正。

1．高尿酸血症

高尿酸血症是AL最常见的代谢紊乱。由于AL细胞的高代谢状态，故尿酸可增高，尤其见于初治患者。联合化疗使大量白血病细胞破坏，使血浆尿酸浓度显著增高。大量尿酸经肾小球、肾小管排出，可引起肾小球、肾小管损伤，出现严重的尿酸性肾病，可导致急性肾功能衰竭，是致命的并发症。

2．电解质紊乱

高钾血症在初治的高白细胞白血病化疗时易出现，由于大量的白血病细胞破坏，细胞内钾释放到血中引起高钾血症，重者可致心搏骤停，应高度重视。低钠血症较常见，可由于原发性或由于化疗药物如环磷酰胺所引起的继发性抗利尿激素分泌过多综合征引起。此外，化疗后引起的恶心、呕吐、食欲降低常可引起低钾。急性白血病化疗后大量白血病细胞杀伤，细胞内容物大量释放入血，还可引起急性肿瘤溶解综合征，出现高磷、高钾和低钙、高尿酸血症、少尿、急性肾功能衰竭。

二、实验室检查

（一）血象

绝大多数患者存在不同程度贫血，且呈进行性发展。贫血为正常细胞正常色素性，白细胞计数可增高、减少、正常，分类中可见到某一类原始或幼稚细胞增多。当白细胞数超过100×109
 /L，称为高白细胞性白血病。初诊时均有不同程度血小板减少，半数以上病例血小板低于50×109
 /L。

（二）骨髓象

大多数病例骨髓有核细胞明显增多，主要是白血病的原始或幼稚细胞增生，占20％以上，而中间阶段的细胞缺如，残留少量成熟细胞，形成“裂孔”现象。正常的幼红细胞和巨核细胞减少。少数病例增生低下，但白血病细胞仍占20％以上，称为低增生性白血病。急性粒细胞白血病，急性单核细胞白血病和急性粒—单核细胞白血病细胞胞浆中有时可见到Auer小体，而急性淋巴细胞白血病细胞内无Auer小体。因此Auer小体有助于鉴别急淋和急非淋。

（三）细胞化学染色

细胞化学染色是区别急淋和急非淋的有效方法。包括过氧化物酶 (POX)、苏丹黑 (SB) 染色、糖原 (PAS) 染色和酯酶染色。淋巴细胞POX阴性，如POX阳性率达3％，可以肯定排除急淋，SB染色意义类似POX。急淋PAS强阳性，表现粗颗粒或粗大的块状形式。急性红白血病的异常原红细胞也能见到粗颗粒状的PAS阳性表现，如用Romanovsky法染色很容易将急性红白血病与急淋区分开来。应用α-萘酚丁酸非特异性酯酶，急淋阴性，急单阳性，且被氟化钠抑制；急粒可阴性或弱阳性，但不被氟化钠抑制。因此，非特异性酯酶+氟化钠抑制试验可以鉴别急粒与急单。急淋巴细胞白血病、急粒细胞白血病和急单核细胞白血病细胞化学染色的区别见表4-2。


表4-2　各亚型白血病细胞化学染色区别
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（四）细胞表面免疫标记检查

白血病细胞表面具有特异的抗原表达，可以用单克隆抗体来识别。这些抗原和抗体是根据分化群的号码来区别。随着对细胞免疫学的进一步研究，对白血病相关的免疫表型的认识正在逐步提高，细胞免疫表型不仅有助于白血病亚型的诊断，还有助于判断预后，并可进行疾病的监测。目前，应用单克隆抗体，已能正确识别淋巴细胞、髓细胞、巨核细胞表面抗原。细胞表面免疫学标记对白血病亚型诊断的意义，见表4-3。

ALL的免疫分型具有重要价值，按照免疫学标记85％ALL属B-ALL, 15％为T-ALL。B-ALL又可按分化程度分为B祖细胞型、早前B细胞型、前B细胞型和B细胞型。早前B细胞型白血病细胞缺乏Cyμ
 与SmIg, 但表达CD19和CD24，约70％儿童和50％成人ALL属于此型，其中90％儿童早前B细胞型ALL表达CD10，以前称为普通型ALL。


表4-3　各类急性白血病的细胞表面免疫标记
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氧核苷酸转换酶 (TdT) 和CD34(+)，预后较好。前B细胞型ALL表达Cyμ
 但缺乏SmIg, TdT、HLA DR、CD19、CD20和CD24均(+)，CD10（+/-），20％儿童ALL属于此型，生存期较早前B细胞型为短，易有骨髓和中枢神经系统复发。B细胞型ALL表达SmIg, 多为IgM, 伴HLA DR、CD19、CD20、CD24(+)、CD10和TdT多为(-)，此型少见，仅占儿童和成人ALL的1％～2％。该型大多数病例形态学属FAB-L3型，易有中枢神经系统浸润，对ALL标准化疗方案效果不佳。

T-ALL初诊时常伴高白细胞数，50％～60％病例有纵隔肿块，中枢神经系统累及发生率较高。细胞免疫学检查发现10％～20％成人和5％～10％儿童ALL有髓系抗原的表达 (CD13和CD33)，称为表达髓系抗原的ALL (My+ALL)，在成人ALL常提示预后不佳；约20％～30％AML表达淋系抗原，常见TdT、CD7、CD2和CD19，称表达淋系抗原的AML (Ly+AML)。诊断双表型或双系列型或混合细胞白血病必须有严格的诊断标准（采用积分系统）。

（五）细胞遗传学检查

绝大多数AL具有非随机的染色体畸形。某些特异性染色体异常与某些类型的白血病相关。因此，染色体异常已成为诊断分型、预后判断、检测微小残留病变的有用指标。t(8;21) (q22;q22)见于10％～20％成人AML和17％儿童AML, 主要见于FAB-M2，少数见于FAB-M4，MIC分型为M2/t(8;21)。t(15;17) (q22;q21)见于90％以上的APL患者，MIC分型为M3/t(15;17)，少数APL患者为MIC分型为t(11;17) (q23;q21)及t(5;17) (q35;q21)，后两者对全反式维甲酸治疗无效。t/del (11) (q23)见于22％AML-M5，MIC分型为M5a/t(11q)。inv/del (16) (q22)见于50％AML伴嗜酸粒细胞增多，MIC分型为M4Eo/inv (16)。t(6;9) (P23;q34)多见于AML-M2和AML-M4，骨髓常有嗜碱粒细胞增多，20％患者有MDS病史，MIC分型为M2/t(6;9)。成人ALL常见的染色体异常是Ph染色体，约占20％其预后不佳，缓解后多于一年内复发，FAB-L2为主。t(4;11) (q21;q23)多见于＜1岁和＞15，岁的ALL, 常伴高白细胞数，婴儿ALL伴t(4;11)预后不良。见表4-4。


表4-4　白血病的染色体与基因改变
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（六）分子生物学检测

急性白血病的染色体异常可累及某些基因，有时染色体检查尚无异常发现，但分子生物学检查已有特征性融合基因出现，因此分子生物学检测对急性白血病分型、预后判断及微小残留病变的检测都具有重要意义。APL伴t(15;17)使位于17号染色体上的RARα基因与15号染色体上的PML基因相互易位，形成PML/RARα或RARα/PML融合基因。根据PML基因断裂点的不同，有短型（S型）和长型（L型）融合基因转录本，S型的预后较L型为差。APL变异型易位t(11;17)系17号染色体上RARα基因与11号染色体上早幼粒白血病锌指蛋白 (PLZF) 基因发生融合，形成PLZF/RARα融合基因。APL伴PML/RARα融合基因转录本阳性的患者，对全反式维甲酸治疗效果甚佳，85％～90％可获得完全缓解，而PLZF/RARα融合基因转录本阳性者，对全反式维甲酸治疗无效。Ph染色体t(9;22) (q34;q11)为慢粒 (CML) 的标志染色体，分子生物学检测有BCR/ABL融合基因，由于断裂点不同，形成的BCR/ABL融合基因有差异编码的蛋白不同，Ph+CML其BCR/ABL融合基因转录8.5kb mRNA编码蛋白P210，而Ph+AL其BCR/ABL融合基因转录7.5kb mRNA编码蛋白p190。

近些年，除了基础的细胞遗传学分析，新的分子生物学标记的出现预示着预后的好坏。包括FLT3-ITD, c-KIT和NPM1。但目前，对它们的检测还不普遍。FLT3 (FLT3-ITD) 基因编码一种跨膜生长因子受体，NPM1基因编码一种位于细胞核的穿梭蛋白。这两个基因在正常核型的患者中单独或同时出现。NPM1基因的突变可在细胞质中表达本应在细胞核中出现的穿梭蛋白，预示着一种好的预后，而FLT3基因的突变的预后意义还不确定，多数学者认为与预后不良相关。在伴有t(8;21)或inv (16)的患者中，伴有c-KIT基因突变者易复发。

根据细胞遗传学及分子生物学可将AML分为低、中、高危，见表4-5。


表4-5　AML的细胞遗传学及分子生物学危险因素
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三、诊断、鉴别诊断及分型

（一）诊断

根据临床表现、实验室检查、骨髓检查，急性白血病不难诊断。但有时应与某些疾病进行鉴别。

1．传染性单核细胞增多症（以下简称传单）

传单有发热，浅表淋巴结肿大，血象中有异常淋巴细胞易与急淋混淆。但传单无进行性贫血，无血小板减少和出血。血清嗜异体凝集试验阳性，病程呈良性自限性。

2．肿瘤浸润骨髓

少数累及骨髓的实体瘤，可产生类似白血病的临床和血液学表现。如神经母细胞瘤易与急淋相混淆。虽然瘤细胞在骨髓中成簇出现或呈玫瑰花结倾向，但瘤细胞可弥漫性侵犯骨髓。采用电子显微镜观察，很容易区分原淋巴细胞与神经母细胞瘤。此外，神经母细胞瘤患者尿儿茶酚胺含量升高，测定尿儿茶酚胺有助于鉴别诊断。

3．再生障碍性贫血、骨髓增生异常症、粒细胞缺乏症及特发性血小板减少性紫癜

这些疾病有时临床表现与急性白血病相似，应加以区别。但根据骨髓检查鉴别并不困难。

急性白血病确诊后还应进行分类、分型。通过细胞化学、遗传学、免疫表型和分子生物学方法（即MIC-M分型）可将急性淋巴细胞白血病和急性髓细胞白血病区别开来。

（二）急性淋巴细胞白血病

分三型。ALL各亚型的形态学特征，见表4-6。目前认为形态分型意义不大，而应该根据免疫学分型，对治疗、判断预后均有帮助。


表4-6　ALL各亚型形态学特征
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（三）急性非淋巴细胞白血病

按FAB分型共分成八型，诊断标准如下。

1．M0

急性粒细胞白血病微小分化型 (minimally differentiated)。原始细胞在光镜下类似L2型细胞。核仁明显，胞浆透明、嗜碱性，无嗜天青颗粒及Auer小体。髓过氧化酶 (MPO) 及苏丹黑B阳性细胞＜3％。在电镜下，MPO(+)，CD33或CD13等髓系标志可呈(+)。通常淋巴系抗原为(-)，但有时CD7+、TDT+。

2．M1

急性粒细胞白血病未分化型 (myeloblastic leukemia without maturation)。未分化原粒细胞（Ⅰ型+Ⅱ型）占骨髓非红系细胞的90％以上，至少3％细胞为过氧化物酶染色(+)。

3．M2

急性粒细胞白血病部分分化型 (myeloblastic leukemia with maturation)。原粒细胞（Ⅰ型+Ⅱ型）占20％～89％，单核细胞＜20％，其他粒细胞＞10％。

4．M3

急性早幼粒细胞白血病 (acute promyelocytic leukemia)。骨髓中以多颗粒的早幼粒细胞为主，此类细胞占≥20％。

5．M4

急性粒—单核细胞白血病 (acute myelomonocytic leukemia)。骨髓中原始细胞占20％以上，各阶段粒细胞占20％～80％，各个阶段单核细胞＞20％。CD14阳性。M4Eo为伴嗜酸细胞增多、变异型、急性粒—单核细，胞白血病 (acute myelomonocytic leukemia, variant, increase in marrow eosinophils): 除M4型各特点外，嗜酸性粒细胞在非红系细胞中≥5％。

6．M5

急性单核细胞白血病 (acute monocytic leukemia)。骨髓中原始单核细胞加幼稚单核细胞≥20％。若原单核细胞≥80％为M5a，如＜80％为M5b。

7．M6

急性红白血病 (acute erythroleukemia)。骨髓中幼红细胞≥50％，非红系细胞中原始细胞（Ⅰ型+Ⅱ型）≥20％。

8．M7

急性巨核细胞白血病 (acute megakaryoblastic leukemia) 骨髓中原始巨核细胞＞20％。

说明：原始细胞浆中无颗粒为Ⅰ型，出现少数颗粒为Ⅱ型。



WHO AML分类



由于染色体异常与急性白血病的诊断、预后密切相关，世界卫生组织 (WHO) 将染色体异常作为重要的分类依据，2002年WHO将AML重新分类，具体如下。

（一）AML伴常见染色体异位 (AML with recurrent cytogenetic translocations)

（1）AML伴t(8;21) (q22;q22)异位 〔AML with t(8;21) (q22;q22)AML1/CBFα/ETO〕。

（2）急性早幼粒细胞白血病：AML伴t(15;17) (q22;q21)异位〔AML with t(15;17) (q22;q21)and variants PML/RARα〕。

（3）AML伴inv(16) (p13;q22)或t(16;16) (p13;q22)异位〔AML with abnormal bone marrow eosinophils inv(16) (p13;q22)〕或t(16;16) (p13;q22)CBFβ/MYH1。

（4）AML伴11q23MLL异常 (AML with 11 q23 MLL abnormalities)。

（二）AML伴多系异常 (AML with multilineage dysplasia)

（1）有MDS病史 (with prior MDS)。

（2）无MDS病史 (without prior MDS)。

（三）治疗相关的AML

（1）与烷化剂相关。

（2）与拓扑异构酶抑制剂相关。

（3）其他药物。

（四）其余AML分类

（1）AML微小分化型 (aML minimally differentiated)。

（2）AML未分化型 (aML without maturation)。

（3）AML部分分化型 (aML with maturation)。

（4）急性粒—单核细胞白血病 (acute myelomonocytic leukemia)。

（5）急性单核细胞白血病 (acute monocytic leukemia)。

（6）急性红白血病 (acute erythroid leukemia)。

（7）急性巨核细胞白血病 (acute megakaryocytic leukemia)。

（8）急性嗜碱细胞白血病 (acute basophilic leukemia)。

（9）急性全髓细胞白血病伴骨髓纤维化 (acute panmyelosis with myelofibrosis).

四、急性白血病的治疗

AL为一大类疾病的总称，这些疾病有不同的致病性、异常基因、临床特征和对治疗的反应及预后。细胞遗传学和分子生物学在鉴别这些疾病类型中提供了重要的检测手段，同时也指导治疗。AL的治疗源自精确的诊断，所以在治疗前要进行评估，评估的目的有两个，一是骨髓增生情况和细胞遗传学及分子生物学异常等可影响治疗效果及复发可能性的因素；二是评估每个不同患者的具体情况，如其他共存病等可影响其对化疗的耐受性。这些疾病及患者的特殊性都将影响治疗方案的选择。治疗常常包含诱导缓解治疗（其目的在于达到完全缓解）和缓解后治疗阶段（其目的在于根除“可能存在的”微小残留病）。

治疗的首要目的是达到完全缓解，即临床症状体征消失，血细胞计数恢复正常，骨髓原始细胞不超过5％。细胞遗传学及分子生物学的异常是影响预后的主要因素（见表4-6），所以治疗的有效与否需建立在骨髓形态学、细胞遗传学及分子生物学的反应上。同时支持治疗非常重要，出血主要是血小板减少，因而输血小板悬液常是有效的。贫血可输注浓缩红细胞。感染发热是急性白血病治疗过程中最常见的并发症，由于正常的粒细胞严重减少，加上化疗对免疫抑制及黏膜屏障的破坏，患者感染往往非常严重，治疗应给予有效的广谱抗生素，如强有效的广谱抗生素治疗一周无效，应考虑真菌感染可能，给以抗真菌药物。由于开始治疗后白血病细胞迅速破坏，应密切关注体内水分、尿液的碱化和电解质平衡，以防止高尿酸血症、高钾血症的发生。为了将高尿酸血症限制在最低程度，可在开始化疗前使用黄嘌呤氧化酶的抑制剂别嘌呤醇以抑制黄嘌呤转化成尿酸的过程，如白细胞数高，还应同时予以水化、碱化，有条件应行白血病去除术，降低白血病细胞数，减少并发症的发生。

（一）一般治疗

1．感染的防治

白血病患者易感染而发热，所以预防感染，尤其在强化疗期间显得尤为重要。病区中应设置层流床，以降低感染率。一旦感染应行多种培养和药敏试验，同时进行各种的必要检查，并立即给予广谱抗生素。

2．出血的防治

出血是另一个重要的并发症，循环中白细胞数过高，脑部血管白细胞淤积性出血，常是致命并发症，因此高白细胞性白血病可行白细胞分离术，设法降低白细胞。当血小板减少时出血，应予以输注单采血小板。

3．贫血的防治

应予以输少浆全血或红细胞悬液，以改善机体缺氧状态，提高抗病能力。

4．尿酸性肾病的防治

高尿酸血症者应给予别嘌呤醇口服，同时碱化尿液，并静脉补液。

5．DIC的防治

急性早幼粒细胞性白血病和某些其他急性非淋巴（髓）细胞性白血病患者，在诊断时可发生弥散性血管内凝血 (DIC)，由于白血病细胞溶解释放促凝物质所致。对于M3白血病合并DIC者，主要应补充血小板与凝血因子如纤维蛋白原。

（二）联合化疗

治疗急性淋巴细胞性白血病和急性髓细胞性白血病的基本原则相同，但化疗方案不同。

1．急性淋巴细胞性白血病

有利预后因素，包括年龄3～8岁、白细胞数低于25×109
 /L、FAB分型为L1型、染色体为高倍体（＞50条染色体）和t(12;21)以及诊断时无中枢神经系统病变。不利预后因素，包括Ph染色体、白细胞数高于30×109
 /L，年龄＞60岁以及伴有胞膜表面和胞浆免疫球蛋白的B细胞免疫表型（表4-7）。无论危险因素如何，儿童和成人患者首次缓解率分别为≥95％和70％～90％。约80％的儿童持续无病生存5年并可痊愈。几种治疗方案都强调早期应该用强烈的多药联合疗法。VDP（长春新碱、强的松、柔红霉素）或VLP（长春新碱、强的松、左旋冬酰胺酶）可使绝大部分患者病情缓解。可以早期应用的其他药物和联合应用的药物还有：阿糖胞苷和鬼臼乙叉甙，环磷酰胺和阿霉素。在有些治疗方案中，采用静脉给予中等和大剂量的甲氨蝶呤，同时用亚叶酸解毒。各种制剂的联合使用及其剂量大小可根据高危因素情况进行调整。白血病浸润的主要部位是脑膜，因此必须进行中枢神经系统的防治，包括鞘内注射甲氨蝶呤、阿糖胞苷和皮质类固醇；颅神经和全头颅照射，尤其对于有中枢神经系统病变的高危患者（如白细胞数高，血清LDH高，B细胞表型）应该是基本的治疗措施；大剂量阿糖胞苷和大剂量的甲氨蝶呤静脉给药。


表4-7　ALL的预后影响因素
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大多数治疗方案中都包含维持疗法，疗程通常持续2.5～3年。有些方案在治疗早期阶段使用较强的化疗，总的疗程便可缩短。持续完全缓解达2.5年的患者停止治疗后的复发率约为20％复发通常出现在一年内。复发通常发生在骨髓，但也可单独发生在中枢神经系统和睾丸或与，骨髓一并发生。骨髓的复发是一个不祥的预兆。虽然80％～90％的患儿，30％～40％成人患者还可再次缓解，但随后的缓解期趋向于短暂。骨髓复发患者中虽有少数可获第二次缓解后的长期无病生存，甚至痊愈。但若有组织相容性抗原相配的同胞，则应力促大多数第二次缓解的患者进行骨髓移植。即使在那些积极地进行了中枢神经系统预防治疗的患者，中枢神经系统疾病也可能是复发的首要证据。治疗包括鞘内注射甲氨蝶呤（伴用或不伴用阿糖胞苷），每周2次，直至所有体征消失。持续应用鞘内药物疗法或中枢神经系统放射疗法的治疗价值仍然不清楚。睾丸持续性无痛性肿大可能是睾丸白血病复发的证据。临床症状表明单侧睾丸被累及时，应对看来未被累及的另侧睾丸进行活检。对其治疗可采用受累睾丸放疗以及如对单独中枢神经系统复发一样采取的全身再诱导疗法。

（三）急性髓细胞白血病治疗

1．诱导缓解治疗

急性髓细胞性白血病开始治疗的目的在于诱导缓解，治疗方案不同于急性淋巴细胞性白血病。基本的诱导缓解治疗方案包括阿糖胞苷注射5～7d，同时使用柔红霉素或去甲氧柔红霉素静注3d。蒽环类药物和阿糖胞苷仍为成人AML诱导缓解治疗的一线药物，有时会加用鬼臼乙叉甙。这些方案使年龄低于60岁的成人AML完全缓解 (CR) 率达到60％～80％。最重要的预后因素是高龄、有骨髓增生异常综合征病史、继发性白血病、出现提示预后差的染色体异常（表4-8）。单凭FAB分型不能预示疗效。约30％～50％患者可获长期无病生存。获得CR是长期无病生存的前提。因此，对于CR的评估是检测治疗效果的关键。CR传统上被定义为骨髓中原始细胞数≤5％，没有髓外白血病的表现，没有白血病的特殊分子生物学表现，中性粒细胞恢复 (PMN≥1.5×109
 /L) 和血小板恢复 (PLT≥100×109
 /L)。由于各国对CR的定义有差别，因此目前有人提出将CR分为：骨髓CR、血液学CR (CRi)、细胞遗传学CR (CRc) 和分子生物学CR (CRm)。

2．缓解后治疗

（1）巩固强化治疗：在过去的20年里，诱导缓解后治疗已由原来的1～2年的低剂量维持治疗转变为集中在4～6个月时间内的强化治疗。巩固强化治疗可以使获得CR的患者进一步根除微小残留病。这些强化疗往往使用高剂量的细胞周期依赖性药物（如：高剂量的阿糖胞苷）或连用高剂量的细胞毒药物，或进行自体或异基因干细胞移植。


表4-8　AML的预后影响因素
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（2）自体干细胞移植术 (Auto-SCT)：目前认为对于预后好的AML患者，缓解后进行自体干细胞移植没有获益；对于预后中等的AML患者，缓解后治疗可以选择，但资料统计也没有和联合化疗存在差异；预后不良者不主张自体干细胞移植。

（3）异基因外周血干细胞移植术 (Allo-SCT): 在第一次诱导缓解后即行异基因外周血干细胞移植术可以明显减少白血病的复发。因此，在摧毁性预处理后进行异基因外周血干细胞移植术被认为是目前最强有力的抗白血病治疗措施。但是其移植相关死亡率更高，也明显削弱了移植的优势。移植相关死亡率与年龄有关。年龄越大，则死亡率越高。目前发展的关键是寻找一种有效而毒性较低的治疗策略。在临床实践中目前应当采取的治疗策略为：对于预后较好的患者（复发率为≤25％），则在第一次诱导缓解治疗后无需行异基因干细胞移植术，因为异基因干细胞移植术的移植相关死亡率为10％～25％。一旦复发则可行异基因干细胞移植治疗来挽救生命。事实上对于预后较好的患者异基因干细胞移植术相对于化疗并未显示出优势。对于染色体正常的中危患者，异基因干细胞移植的优势也不明显；而对于高危患者，异基因干细胞移植可显著降低复发率，明显延长患者生存期，因此，对于这类患者，缓解后应尽快进行异基因干细胞移植治疗。异基因干细胞移植治疗效果在成年的年轻患者好于老年患者。

（四）老年白血病的治疗

老年白血病（＞60岁）属于高危组，尤其是75岁以上或是60～75岁之间但伴有其他并存病的，治疗相对较困难。单独用化疗，则2年生存率为20％，4年生存率为10％。主要由于老年白血病患者往往有提示预后不良的细胞遗传学异常，并且常有前期的骨髓增生异常综合征病史，又不能耐受高强度的化疗。如果临床症状稳定，明确他们的细胞遗传学异常的危险因素对于治疗方案的选择是有帮助的。伴有复杂染色体的患者应用标准化疗方案的缓解率为25％。伴有正常核型的患者的缓解率为40％～50％。目前有人试用直接用单抗治疗此类患者，如用抗CD33单抗或以分子生物学缓解为目标的免疫治疗和基因治疗，如用酪氨酸激酶抑制剂。一些新的制剂也在研究中，如地西他滨，一种DNA甲基转移酶抑制剂，用于老年AML患者的缓解率为29％；氯法拉滨，一种嘌呤核苷类似物，主要用于儿童复发或难治性ALL, 单用或与阿糖胞苷合用在老年AML中也有一定的效果。达缓解后，可使用原来药物或其他药物进行巩固治疗。

（五）急性早幼粒细胞白血病 (APL) 治疗

1．ATRA治疗APL

临床疗效：ATRA是初诊APL的首选治疗药物。从1986年开始临床应用ATRA治疗APL, 取得明显的疗效。世界许多中心的随机研究表明，ATRA治疗APL的CR率明显提高，严重的副作用减少，缓解的持续时间延长。ATRA联合蒽环类抗生素为基础的化疗能使90％～95％的APL患者获CR, 70％～75％的患者得以治愈。目前认为，ATRA和化疗药物联合治疗是APL的标准治疗方法。ATRA的常规每天剂量是40mg/m2
 ，口服，直到获得缓解。一个疗程治疗通常需要28～32d，少数病例则需要42d。更低剂量的ATRA (30mg/m2
 )能获得相同的疗效，对于普通剂量ATRA难以耐受或年龄较大的患者可以使用。

ATRA治疗APL的主要致命的副作用是发生维甲酸综合征 (RAS)，其发生率为20％～25％，在ATRA治疗开始时加用化疗使RAS发生率明显下降，为5％～7％。

ATRA诱导分化治疗的作用机制：APL典型的染色体异常是t(15;17) (q22;q21)，结果产生了在APL发病机制中起关键作用的PML-RAR融合基因和蛋白。PML-RAR蛋白有以下活性：①和抑制靶基因转录表达的维甲酸受体 (RXR)、核内辅阻遏物 (N-CoR)、Sin3A及组蛋白脱乙酰酶 (HDAC) 等结合形成复合物；②它是维甲酸信号传导通路的主要负性调控因子，可阻止髓系细胞的分化；③它和野生型的PML蛋白形成异源二聚体，从而破坏PML核小体或PML致瘤结构域 (PODs)，当和PML-RAR结合时，PML作为生长抑制因子和凋亡调控者的作用受到干扰。ATRA的作用机制可归纳为以下几点：①ATRA和RAR结合，细胞色素—蛋白酶原和caspase系统导致PML-RAR蛋白的退化，使早幼粒细胞终末分化恢复；②ATRA作用于APL细胞后，可诱导APL细胞内PML的重新定位，重建正常的PODs结构域；③在ATRA药理学浓度 (1μ
 m) 的作用下，CoR和抑制性复合物分离，解除了靶基因的转录激活抑制，早幼粒细胞的分化过程重建。为进一步阐明ATRA诱导分化的分子机制，有学者用补充DNA排序、抑制负性杂交、差异显示PCR的方法对APL细胞株NB4用ATRA治疗前和治疗后基因表达特点进行了比较。发现ATRA调控的基因有169个，在这些基因中，100个基因上调，69个基因下调。这些基因包括转录因子，DNA合成／修复及重组蛋白，细胞因子和化学素，信号传导调控因子和效应因子，干扰素信号、细胞周期调节和凋亡相关蛋白，细胞结构／活动性蛋白，细胞黏附蛋白等。一个很有趣的现象是这些基因的上调和下调时间和白血病细胞的终末分化的过程一致。最近，用含有12630个克隆的互补DNA微序列平台技术，联合生物信息分析，分析了药理学浓度ATRA处理后6h，12h，24h和48h后的NB4细胞，表现为细胞周期停滞、细胞分化抑制、细胞凋亡受阻、细胞色素—蛋白酶原降解系统激活，按时间先后顺序和PML-RAR融合蛋白和PML致瘤结构域 (PODs) 装配的退化有关。随着中性粒细胞的分化和成熟，控制细胞凋亡过程的基因上调。除了蛋白激酶C (PKC)、蛋白激酶A／环腺苷酸 (PKA-cAMP)、JAK/STAT途径有关的基因以外，已发现许多基因和其他途径有关，如胰岛素受体信号和钙信号，是通过ATRA诱导分化进行调控的。此外，研究还发现组蛋白家族的特殊成员显著上调，提示在分化过程中发生了染色体重构的过程。而且，调控基因包括一些参与血液系统肿瘤不同转化过程的潜在的造血调控因子。下一步的研究将进一步阐明参与分化过程的分子途径和血液系统肿瘤的关系。

2．砷化合物治疗APL

500多年以前，传统中医就开始用砷 (As) 治疗疾病。在20世纪70年代早期，中国北方哈尔滨医科大学的研究组报道，根据中医以毒攻毒的原则，天然的三氧化二砷（癌灵1号）可用于治疗APL。第一篇相关文献发表于1992年。1996年后，纯化的三氧化二砷开始应用于临床。两个临床研究组报道了用纯化的1％三氧化二砷治疗APL的结果。在一个研究中，30例初诊APL患者中22例获CR（73.3％），42例复发或难治性APL患者中22例获CR（52.4％）。体外和体内的研究都发现三氧化二砷对APL细胞有双重作用：凋亡和诱导分化效应。用传统中医中的雄黄（主要成分为四硫化四砷）治疗60例APL患者，CR率高达96％。1999年，有研究报道，纯化的四硫化四砷可有效地用于APL的治疗。重要的问题是三氧化二砷能否获得分子生物学缓解。用很敏感的巢式RT-PCR方法对接受一个疗程三氧化二砷治疗获CR的患者即刻进行检测，10例患者中只有1例获分子生物学缓解。Soignet等发现2个疗程治疗后，11例患者中8例PML/RAR融合基因转阴，巩固治疗后，31例（91％）患者持续缓解，t(15;17)染色体检测阴性。用四硫化四砷治疗APL, 16例患者中14例获分子生物学缓解。而且，砷化合物治疗获CR后，无论是用砷化合物、ATRA还是化疗作为巩固治疗，都可获得分子生物学缓解。

另一个重要的问题是砷化合物是否可提高5年生存率。如果能提高生存率，对于缓解后治疗的APL患者该怎样用砷化合物进行治疗呢？对33例三氧化二砷治疗获得缓解的复发APL患者，随访8～48个月，预期1年无病生存率 (DFS) 和2年DFS分别为63.6％和41.6％。马等报道化疗作为巩固治疗的APL患者7年总生存率 (OS) 为58.5％张等报道，缓解的APL患者，用三氧化二砷和／或化疗作为巩固治疗，5年和7年生存率，分别为92.02％和76.69％。在美国的多中心研究中，三氧化二砷治疗复发APL患者，32例获缓解患者中，18例接受三氧化二砷治疗，11例接受异基因或自体骨髓移植，预期18个月OS和DFS分别为66％和56％。Mathews等报道，10例初诊APL患者，用三氧化二砷治疗获CR, 中位随访时间15个月，患者仍处于持续缓解中。陆等最近用口服四硫化四砷治疗103例处于血液学缓解状态的APL患者，1年和6年DFS分别为96.7％和87.4％。由此可见，合理应用砷化合物作为APL患者的缓解后治疗方法能防止复发，获得更长的生存时间。砷化合物是否为防止APL复发的最佳方案仍需前瞻性随机对照研究确定。

砷化合物的副作用一般比较轻，患者能较好耐受，包括恶心、呕吐、腹痛等。然而，也可发生严重的肝功能损害，特别在初诊的患者中易出现。有研究报道，可在63％患者中观察到心脏毒性（EKG提示QT间期延长）。伴随白细胞增高的维甲酸综合征类似表现的发生率为25％，但其对地塞米松治疗的反应良好。

三氧化二砷的作用机制：三氧化二砷对APL细胞有双重作用。体外实验表明，高浓度的三氧化二砷（0.5～1.0μ
 mmol/L）诱导NB4细胞凋亡，表现为典型的形态学改变，琼脂凝胶电泳出现DNA阶梯，流式细胞仪显示凋亡峰，细胞表面annexin V表达增高。凋亡机制的研究显示，线粒体跨膜电位消失、氧自由基产生增加、细胞色素C和凋亡诱导因子 (AIF) 释放入胞浆，激活caspases, 下调Bcl-2的表达。三氧化二砷的作用机制是激活Jun N末端激酶 (JNK) 和催化蛋白－1，抑制双重特异性磷酸酶、CD95非依赖性的caspase8的活化、抑制核因子 (NF)-B。而且，三氧化二砷能增强组蛋白H3的丝氨酸10的磷酸乙酰化和caspase10染色质的磷酸乙酰化。最重要的发现是三氧化二砷在很宽的浓度范围（0.1～1.0μ
 mmol/L）内都能降解PML-RAR肿瘤蛋白。三氧化二砷在更低浓度时能诱导APL细胞向中性粒细胞部分分化，其主要依据是CD11b和CD14表达增加，CD33表达下降。砷剂诱导分化的机制尚不清楚。更低浓度的三氧化二砷下，虽然在动力学上PML-RAR降解减慢，但有助于APL细胞的分化。组蛋白3和组蛋白4的乙酰化作用可能是促进砷剂诱导分化的机制之一。

（六）致癌基因—或机制—为基础的靶向治疗

ATRA和砷化合物治疗APL十分有效，提供了通过诱导分化和凋亡机制成功治疗APL的模型。然而，还存在一些问题：为什么它们对其他类型的急性白血病疗效有限或无效。上述的发现可能帮助理解其原因。APL有着唯一的特异性的染色体异常t(15;17)，导致PML-RAR融合基因和蛋白的产生，它在APL的产生、分化的停滞、凋亡的减少中发挥关键作用。尽管ATRA和砷化合物的作用机制尚未完全清楚，上述资料表明这两种药物有着共同的药理学活性：针对融合蛋白，使其降解。ATRA和砷化合物治疗APL的成功为致癌基因—或机制—为基础的靶向治疗提供很好的模型。

近几年对AL的靶向治疗是研究的热点，表4-9列出了一些已在应用及仍处于研究中的靶向治疗药物及其机制和应用。


表4-9　靶向治疗药物及其机制和应用。
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（七）髓外白血病的防治

髓外白血病是指骨髓以外部位所发生的白血病，这些部位在常规化疗时药物不能达到有效浓度，即所谓白血病的“庇护所”，这是造成临床复发的主要原因。这些部位包括中枢神经系统、睾丸、卵巢、眼眶等。

中枢神经系统的侵犯在AML（＜3％）比ALL少见的多，对于AML是否应进行常规鞘内化疗预防没有统一的意见。但是当有神经系统症状，如头痛、意识模糊、神志改变等出现时，应给与CT/MRI, 排除颅内出血后应常规进行CSF的细胞学检查，并给予鞘内化疗作为预防或治疗（CSF结果阳性）。

中枢神经系统白血病防治：

（1）鞘内化疗：①鞘内注射MTX: 剂量8～12mg/(m2
 ·次)，每周1～2次，连用4～6次，然后间隔4～6周鞘内注射一次，维持1～3年。②鞘内注射Ara-C：可作为二线用药，常用剂量为30～50mg/(m2
 ·次)，使用方法与MTX同。③Dex：与抗白血病药物联合应用，以减少副作用，提高疗效。每次5mg加入化疗药物中。严重者可三药联用。

（2）放疗：全颅+全脊髓放疗：全颅照射以头颅侧平行相对两侧野，脊髓采用俯卧位照射，照射野宽4～6cm。

（3）全身化疗：由于血脑屏障存在，应使用易透过血脑屏障的药物并采用大剂量给药。如中大剂量MTX, 中大剂量Ara-C静脉给药。

五、急性白血病疗效标准

（一）缓解标准

1．完全缓解 (CR)

（1）临床无白血病细胞浸润所致的症状和体征，生活正常或接近正常。

（2）血象：Hb≥100g/L（男），或≥90g/L（女及儿童），中性粒细胞绝对值≥1.5×109
 /L, 血小板≥100×109
 /L。外周血白细胞分类中无白血病细胞。

（3）骨髓象：原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型（原单核细胞+幼稚单核细胞或原淋巴细胞+幼稚淋巴细胞）＜5％，红细胞及巨核细胞系正常。

M1，M2型：原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型＜5％，中性中幼粒细胞比例在正常范围。

M3型：原粒细胞+早幼粒细胞＜5％。

M4型：原粒细胞Ⅰ、Ⅱ型+原始及幼稚单核细胞＜5％。

M5型：原单核细胞Ⅰ型+Ⅱ型及幼稚单核细胞＜5％。

M6型：原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型＜5％，原红细胞及幼红细胞比例基本正常。

M7型：粒细胞．红细胞二系比例正常，原巨核细胞+幼稚巨核细胞基本消失。

急性淋巴细胞白血病：原淋巴细胞+幼稚淋巴细胞＜5％。

2．部分缓解 (PR)

骨髓原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型（原单核细胞+幼稚单核细胞或原淋巴细胞+幼稚淋巴细胞）＞5％，而≤20％；或临床。血象项中有一项未达完全缓解标准者。

（二）白血病复发

有下列三者之一者称为复发：

（1）骨髓原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型（原单核细胞+幼单核细胞或原淋巴细胞+幼淋巴细胞）＞5％又≤20％经过有效抗白血病治疗一个疗程仍未能达到骨髓象完全缓解标准者。

（2）骨髓原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型（原单核细胞+幼单核细胞或原淋巴细胞+幼淋巴细胞）＞20％者。

（3）髓外白血病细胞浸润。






2008NCCN的急性白血病疗效标准：


1．形态学无白血病状态

（1）骨髓中原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型（原单核细胞+幼稚单核细胞或原淋巴细胞+幼稚淋巴细胞）＜5％

（2）Auer小体消失或髓外无白血病细胞浸润

2．完全缓解

患者达到形态学无白血病状态同时伴有

（1）中性粒细胞绝对值≥1.0×109
 /L。

（2）血小板≥100×109
 /L。

（3）髓外无白血病细胞浸润。

（4）形态学上完全缓解—患者不需要输血维持。

（5）细胞遗传学上完全缓解—原有核型异常的转成正常。

（6）分子生物学上完全缓解—融合基因阴性。

3．部分缓解

骨髓中原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型（原单核细胞+幼稚单核细胞或原淋巴细胞+幼稚淋巴细胞）下降至少50％至5％～25％，同时外周血正常。

4．治疗失败

患者未达到完全缓解被认为治疗失败。

5．复发

完全缓解后骨髓中原粒细胞Ⅰ型+Ⅱ型（原单核细胞+幼稚单核细胞或原淋巴细胞+幼稚淋巴细胞）再次＞5％，排除其他原因的，或出现髓外白血病浸润。






【思考题】



1．试述与急性白血病相关的染色体异常及其融合基因。



2．试述急性早幼粒细胞白血病的临床表现、实验室检查及治疗。



3．何谓急性白血病完全缓解？
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 第三节　慢性病贫血



摘　要
 　慢性病贫血是临床常见的综合征之一，其基础疾病为慢性感染、炎症和肿瘤等。其发病机制主要涉及细胞因子引起红细胞生成受损、红细胞寿命缩短及铁代谢异常。治疗包括基础病的治疗以及EPO、干细胞因子、铁剂、铁螯合剂、抗细胞因子等的应用。




Abstract
 　Anemia of chronic disease is a common clinical syndrome. Underlying disease are chronic infection, inflammation, neoplastic disorder and so on. The pathogenesis is including damage of erythropoiesis, shorten the life span of red blood cells and abnormal iron metabolism caused by cytokine. Therapy of ACD includes the cure of the underlying disease, applications of EPO, stem cell factor, iron, iron chelating agents, anti-inflammatory cytokine.






慢性病贫血 (anemia of chronic disease, ACD) 系指继发于慢性感染、炎症和肿瘤的贫血，是临床常见的综合征之一，其发生率仅次于缺铁性贫血 (iron deficiency anemia, IDA)。慢性病贫血的诊断需先排除这些疾病本身造成失血、肾功能衰竭、药物导致的骨髓抑制或肿瘤侵犯骨髓引起的贫血。但近来也有报道约25％～40％的病人并没有慢性疾病的依据，其贫血的发生是由细胞因子介导的。慢性病贫血也并非是慢性系统性疾病（肝病、肾病及内分泌疾病如甲亢、垂体功能减退、肾上腺功能不全）伴随的贫血，后者称慢性系统疾病性贫血，是由系统性疾病的症状等多种原因引起。

一、ACD的病因

ACD的常见病因为：①急、慢性感染如病毒、细菌、寄生虫、真菌等引起的感染；②慢性非感染性炎症，包括类风湿关节炎、风湿热、血管炎、系统性红斑狼疮等结缔组织病，类肉瘤病、炎性肠病等；③恶性肿瘤无骨髓转移时，包括血液系统肿瘤及其他实体瘤；④各种创伤如烧伤、外科创伤；⑤其他如酒精性肝病、充血性心力衰竭、缺血性心脏病等。2006年国内一篇综合报道264例ACD患者的病因分析，其中慢性炎症103例（39％），非感染性炎症90例（34％），肿瘤71例（27％），在慢性炎症中以结核病、肠道感染居多，在非感染性炎症中以系统性红斑狼疮和类风湿关节炎居多。

二、ACD的发病机制

已有研究表明，在慢性病贫血患者中贫血的产生与细胞因子的增多较为密切。细胞因子引起贫血涉及三方面的作用，即红细胞生成受损、红细胞寿命缩短及网状内皮细胞铁动员受阻。

（一）红细胞生成受损

1．细胞因子直接抑制红系造血

慢性疾病状态下由于细胞免疫系统被激活后引起巨噬细胞的活性增强，产生细胞因子增多，这些因子有肿瘤坏死因子 (TNF)、白细胞介素1(IL-1)和干扰素 (IFN) 等。1987年Roodman等报道慢性炎性反应时活化的巨噬细胞产生TNF-α对骨髓红系祖细胞BFU-E、CFU-E具有强烈抑制作用，此作用在TNF-α0.2U/mL时即可显示，后来的研究也发现IL-1和IFN-γ具有相同的作用。临床上也发现在ACD病人的血清中有TNF-α、TGF-β、IL-6水平的增高，并与红细胞压积和血红蛋白水平呈显著负相关。

2．骨髓对贫血的代偿不足

（1）细胞因子抑制体内促红细胞生成素 (EPO) 的产生，使EPO生成减少。EPO主要是由肾脏分泌，其作用为促进造血干细胞定向分化为红系祖细胞，促进幼红细胞增殖与分化，在红系造血中起关键作用。增高的细胞因子IL-1、TNF-α、TGF-β及IFN-α等使EPO产生受到抑制，并降低EPO生物学活性在ACD发病中起重要作用。正常情况下，EPO与血红蛋白 (Hb) 水平呈负相关，随着Hb下降，EPO水平增高，通常在红细胞压积Hct＜35％时EPO呈现代偿性增高。但在ACD病人中虽有EPO水平的增高，但低于贫血时应有的水平，提示ACD病人对贫血反应较迟钝，可见于类风湿关节炎和肿瘤患者伴贫血的病人中。在体外细胞培养研究中发现重组TNF-α能抑制低氧诱导的促红细胞生成素EPOmRNA表达，表明TNF-α可能通过抑制EPO产生而引起贫血。

（2）骨髓红系祖细胞对EPO的反应性降低，CFU-E的生长受损。在ACD病人中EPO水平虽然低于相同贫血程度的其他贫血病人，但高于正常人。在ACD的形成中骨髓红系祖细胞对EPO反应减低，使BFU-E和CFU-E形成受损，也是引起贫血的原因之一。

（3）其他。也有人认为，ACD患者处于保护性甲状腺功能减退状态，三碘甲状腺原氨酸T3向甲状腺素T4转换率降低，组织的氧消耗降低，导致缺氧信号不明显，也是EPO生成减少的原因。此外，骨髓对贫血代偿不足的另一原因是铁的供应不足和ACD患者幼红细胞上的转铁蛋白受体相对减少，使转铁蛋白进入幼红细胞受到影响，血红蛋白合成减少。

（二）红细胞寿命缩短

ACD时红细胞寿命缩短的机制可能与下列因素有关。

1．吞噬细胞活性加强

动物实验显示小鼠注射TNF-a后可诱发小鼠贫血的产生，显示红细胞寿命缩短，贫血呈正细胞正色素性，其机制与单核—巨噬细胞活化吞噬红细胞能力增强有关。RA病人血清中也可见IL-1水平的增高并与红细胞寿命呈负相关，提示IL-1水平介导了红细胞寿命的缩短。

2．红细胞溶解

细胞毒素和肿瘤患者溶血素的作用引起红细胞溶解。

3．红细胞膜损伤

ACD在感染、免疫系统疾患时，由于发热、细菌及免疫机制等造成红细胞膜损伤，使红细胞寿命缩短。

4．微血管病性溶血

慢性感染、肿瘤及抗原抗体复合物引起的ACD也可通过血管壁损伤引起的，血管壁损伤胶原纤维暴露，血管内微血栓形成而使微血管变窄，红细胞通过这些微血管时与纤维蛋白条状物相互作用以及血流的冲击，引起红细胞机械性损伤和变形，造成红细胞破坏产生血管内溶血。

5．原位溶血

有研究报道，ACD时EPO水平低下也可诱发原位溶血。

（三）铁代谢异常

1．铁的吸收减少

机体在慢性疾病状态下常伴有消化道功能的异常，表现为铁摄入的减少和吸收减少导致机体缺铁。也有研究认为，铁吸收减少也是机体在发生肿瘤和感染时机体对细菌和肿瘤细胞的一种防御反应，因为细菌和肿瘤细胞均需要铁的营养，慢性炎症患者通过铁吸收减少，使微生物合成带铁体减少，从而使其生长受限，病原微生物中依铁酶的活性下降而减轻对机体的损伤，发挥免疫防御功能。

2．铁分布异常及利用障碍

在ACD病人中存在铁代谢异常，铁代谢紊乱是ACD的特征性表现也是ACD的主要病因，表现为血清铁降低和储存铁增加。铁分布异常可能与慢性疾病时细胞因子激活的巨噬细胞过度摄取铁而释放铁受阻有关。新喋呤是由激活的单核细胞或巨噬细胞释放的一种活性物质，是反映淋巴细胞、巨噬细胞所介导的细胞免疫活化状态的早期、敏感指标，有报道肿瘤病人免疫活性标记新喋呤 (neopterin) 和血清铁蛋白的增高相关。在鼠动物实验中发现注射TNF3h后，小鼠血清铁显著降低，同时伴有铁在脾脏积聚增加，伴随网状内皮系统释放铁和进入红细胞障碍。感染性疾病产生的急性时相反应蛋白α1抗胰蛋白酶通过转铁蛋白结合到转铁蛋白受体后形成复合物也影响铁的利用。在炎症和类风湿关节炎时IL-1分泌增加，刺激了中性粒细胞释放乳铁蛋白，乳铁蛋白与转铁蛋白竞争性与铁结合，而与乳铁蛋白结合后的铁不能再被利用，而是与肝脾内巨噬细胞的特殊受体结合，导致血清铁水平的降低和巨噬细胞内贮存铁增加。也有研究显示感染情况下肝源性抗菌蛋白Hepcidin (hepatic bactericidal protein) 在IL-6的作用下明显增高，其主要生物学功能为抑制肠道铁吸收和抑制单核—巨噬细胞系统铁释放。此外，IFN-γ/LPS也可诱导自由基如NO、过氧化氢、超氧化物阴离子生成，通过活化铁调节蛋白 (IRP) 影响细胞铁蛋白和转铁蛋白受体转录后的调节，自由基还可损伤红细胞膜导致巨噬细胞对红细胞吞噬而进一步增加其铁的积聚，炎性刺激因子IL-1α、IL-1β、TNF-α还可通过诱导二价金属转运蛋白－1 (DMT-1)表达，增加单核巨噬细胞对铁离子摄取，因此，ACD时显著的低铁血症和储存铁增加释放障碍直接导致骨髓幼红细胞铁利用受限，血红蛋白合成障碍而产生贫血。

（四）其他因素

HIV感染病人也常致贫血的发生，其可能的原因是HIV同时感染了骨髓基质细胞，而并非感染造血干细胞本身所致，而骨髓微血管内皮细胞是其主要的成分，在HIV感染状况下受感染的基质细胞，产生粒细胞集落刺激因子和白细胞介素6(IL-6)减少，对贫血的反应性减弱，进而引起红细胞生成不足。

三、ACD的诊断及鉴别诊断

（一）ACD的诊断

（1）ACD常伴有慢性感染、炎症和肿瘤的病史。

（2）ACD的临床表现多系轻、中度贫血，常被原发病所掩盖。

（3）红细胞形态呈正细胞正色素性，30％～50％呈小细胞和低色素性，但平均红细胞体积MCV很少＜72fl。

（4）血液铁有关指标：血清铁 (SI) 减低、总铁结合力 (TIBC) 降低、转铁蛋白饱和度 (TS) 正常或减低。

（5）骨髓铁染色：骨髓可染铁增高，但铁粒幼细胞减少。

（6）血清铁蛋白 (SF) 高于正常。

（7）红细胞游离原卟啉 (FEP): 在ACD中虽有升高，但发生缓慢，在贫血严重时才明显。

（8）血清促红细胞生成素 (EPO) 水平常较正常人升高，但与贫血时应有水平相比是降低的。

（9）血清TNF、INF-γ、IL-1、IL-6增高。

（二）ACD与IDA的鉴别

在ACD病人中也有一部分病人呈小细胞低色素性贫血，ACD与IDA鉴别具有重要的临床意义，研究报道血清可溶性转铁蛋白受体 (sTfR) 是新的铁参数，是反映缺铁性红细胞生成的指标，80％以上的转铁蛋白受体存在于骨髓红细胞表面，转铁蛋白受体调控二铁转铁蛋白由胞外向胞内转运铁的速度，细胞表面的受体数受铁的需要量而调节，与缺铁程度呈正相关。sTfR是转铁蛋白受体的一个片断，与机体总的转铁蛋白受体成比例，sTfR用于诊断缺铁的优越性在于具有较强的特异性，测定值较少受炎症及恶性疾病的影响，且无显著的性别差异。研究发现sTfR在IDA病人中显著增高，而在ACD病人中表达量减少，故对鉴别ACD与IDA极有帮助（见表4-10）。


表4-10　IDA与ACD的鉴别要点
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（三）ACD伴缺铁

慢性病贫血伴缺铁是一个临床诊断的难题，因为这些疾病本身也可致失血和营养摄入和吸收减少，总铁结合力＞360μ
 g/dl，运铁蛋白饱和度＜15％以及MCV＜80fl者应同时考虑合并缺铁的可能。下列检查指标也对ACD伴缺铁 (CDID) 的，诊断具有一定的价值：

1．骨髓铁染色

骨髓铁染色是鉴别IDA和ACD的金标准，CDID时骨髓可染铁也阴性，而ACD时骨髓可染铁增高，但铁粒幼细胞减少。

2．缺铁标准

WHO将SF＜12μ
 g/L（国内常用14μ
 g/L）作为缺铁标准仅适用于单纯性IDA诊断，在ACD伴缺铁时SF可降低，但常高于实际铁的储存，有研究报道ACD病人骨穿显示储存铁(-)，但仍有病人测得的SF值＞100μ
 g/L，即使有缺铁其SF值不会低于WHO诊断IDA的标准。一组研究显示，SF值在IDA时平均为8.3μ
 g/L，CDID为78.30μ
 g/L，ACD为208μ
 g/L。国内将SF＜60μ
 g/L作为类风湿关节炎 (RA) 合并缺铁的诊断标准，国外文献中，有人认为，慢性病贫血患者SF＜90μ
 g/L或140μ
 g/L者应考虑合并缺铁的可能。或用 sTfR/logSF＞2，低色素红细胞 (HYPO) ＞5％，网织红细胞的血红蛋白 (CHr) 含量＜28pg/cell, 表示伴缺铁。

3．血清可溶性转铁蛋白受体sTfR

如前所述，sTfR是组织缺铁的敏感定量指标，虽然CDID时sTfR的水平比单纯IDA低，但仍明显高于ACD, 而ACD患者的sTfR水平低于正常参考值，因此并不影响sTfR在慢性病伴贫血病例中诊断缺铁的价值。陈氏研究提示：sTfR在缺铁性贫血病人中平均为50±15.3nmol/L, 在CDID中为36.8±18.7nmol/L, 在ACD中为24±12.5nmol/L, 认为应将sTfR＞26.5nmol/L作为缺铁诊断的临界值。

四、治　疗

（一）基础病的治疗

ACD的治疗主要是针对基础疾病，基础疾病治愈后，免疫反应恢复正常，细胞因子减少，抑制红细胞生成因素消除，贫血得以纠正。多数病人贫血不甚严重，其临床症状主要由基础疾病引起，因此一般并不需特殊治疗。贫血严重且有症状者，尤其是65岁以上，或有其他危险因素（如冠心病，慢性肺或肾疾患）的患者，可予在其他治疗无效的基础上适当输血。

（二）EPO的应用

EPO治疗ACD, 最早试用于RA伴贫血的病人，结果显示这类病人对EPO有良好的治疗反应，并随使用剂量的提高和时间的延长有效率增加。目前EPO已用于AIDS病人、恶性肿瘤病人（包括血液系统恶性肿瘤如MM）、克隆氏病、SLE病伴贫血病人和慢性心力衰竭的病人。在多发性骨髓瘤患者中有效率达80％在类风湿关节炎患者中接近95％。EPO常用剂量和方法为100～150U/kg, 每周3次，据报道，也可采用每周1次4万U。一般病人在治疗后6～8周可见Hb上升。EPO对慢性病贫血患者的疗效与原发病活动程度、EPO水平以及机体获取铁的能力有关，有研究显示在非髓性恶性血液病病人中治疗前EPO水平相对较低，sTfR水平相对较高者疗效好，原发病的活动程度高（CRP浓度增高）和伴有缺铁且未同时补铁者疗效差。EPO治疗ACD的作用机理为EPO能逆转IFN-γ等细胞因子对红系的抑制。同时也提示，患者血清IFN-γ等细胞因子的浓度越高，可能需要EPO的量越大，故对于一些ACD病人常规量的EPO治疗无效的病人可通过加大EPO剂量来提高治疗反应率。也有研究报道，EPO能诱导某些肿瘤细胞向红系分化，结论有待进一步证实。EPO治疗的优点为：①减少输血量及避免输血带来的副作用；②作为ACD病人的术前准备，以提高机体对手术的耐受性，必要时可采用自身血回输，减少异体血输入；③改善肿瘤等慢性病病人缺氧状态，提高生活质量。恶性肿瘤病人使用EPO的适应证为：凡恶性肿瘤患者除外失血、缺铁、维生素B12或叶酸缺乏，肿瘤转移及微血管性、DIC等因素引起的贫血和自身免疫性溶血性贫血均可应用EPO治疗。

（三）干细胞因子的应用

干细胞因子 (SCF) 和白细胞介素11（IL-11），既具有使多能造血干细胞向红系定向干细胞转化、增殖的作用，又有促进有核红细胞由骨髓释放入血再到脾脏继续增殖、成熟的作用，与EPO合用可起协同作用。

（四）铁剂应用

对ACD伴缺铁者，应酌情补充铁剂，但对于血清铁蛋白＞100ng/L的患者补充铁剂应予慎重，另外也可通过测定转铁蛋白受体的浓度来指导补铁。但在慢性感染性疾病或肿瘤所致贫血中应慎用，避免铁过量促使肿瘤细胞或微生物的增生和生长而减弱细胞介导的免疫反应。

（五）铁螯合剂应用

有研究报道，RA病人EPO治疗反应与RA病人铁储存呈负相关，即EPO治疗疗效在铁储存量多的病人中差，由此提出铁鳌合剂在ACD治疗中的应用。一组RA伴贫血的患者的治疗结果显示EPO联用铁螯合剂后，于治疗后4周Hb升高，病人无不良反应。机制可能是通过诱导低氧调节因子与EPO启动子的结合来刺激EPO的产生，也对细胞因子和巨噬细胞介导的对红细胞直接损害的细胞毒作用具有抑制作用。因此，在EPO治疗前确定ACD病人中铁状态很重要。

（六）抗细胞因子的应用

ACD发病中细胞因子起了重要的作用，这使人们开始注意抗细胞因子在患者中的价值，一组双盲资料显示用抗TNF双价抗体治疗RA伴贫血的患者，结果贫血得到了明显的改善。目前国外学者正在积极研究和开发Hepcidin拮抗剂，以增加肠道铁吸收，促进单核巨噬细胞系统铁的释放，在ACD的防治方面具有重要意义。
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 第四节　造血干细胞移植新进展



摘　要
 　造血干细胞移植是近半个世纪临床医学中重大的技术创新，已广泛应用于血液系统恶性疾病的治疗，同时也是某些免疫缺陷性疾病、遗传性疾病、代谢性疾病及部分实体瘤的有效治疗方法。随着造血干细胞来源的多元化、HLA配型技术的进步、移植物抗宿主病 (GVHD) 和移植物抗白血病 (GVL) 效应的基础和临床研究的深入以及支持治疗的发展，造血干细胞移植用于治疗各种疾病的适应证不断扩大、临床疗效日益提高。在过去几十年的发展中，造血干细胞移植后并发症仍是影响移植疗效的重要原因，有效预防、早期诊断、及时处理移植并发症是移植成功的关键。此外，随着分子生物学和细胞免疫学的研究进展及临床实践的不断探索，越来越多的过继性免疫治疗方法应用于造血干细胞移植领域，突破了传统药物治疗的局限。各种造血干细胞移植新技术的研究和应用旨在减少移植相关并发症发生的同时让更多的患者获得无病生存，针对不同患者的疾病特征，采用个体化的移植方案，进一步提高地移植疗效、改善移植患者的生活质量。




Abstract
 　Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a potentially curative therapy for many malignant and nonmalignant hematologic diseases, and the number of HSCT has been increasing gradually, especially since the 1990s. The development of novel strategies such as, unrelated donor HSCT, cord blood transplantation (CBT), haploidentical HSCT, non-myeloablative HSCT have helped expand the indications for allogeneic HSCT over the last several years. The outcomes of HSCT have improved considerably, while better HLA-matching techniques, improved supportive treatment, and integration of therapy in an overall strategy are responsible for this positive evolution. However, the acute graft-versus-host disease (GVHD), infection and some other severe complications with the toxicity of the treatment remain the sources of significant morbidity and mortality following allogeneic HSCT and limit its wider application. It's really important to reduce the risk of transplant-related mortality with improvements in quality of life. In addition, the role of graft-versus-leukemia (GVL) effect is important in patients with malignant disease following transplantation and major advance in adoptive immunotherapy post-transplant have contributed to the success of allogeneic HSCT. HSCT as a curative modality appears more promising in the future.


一、造血干细胞移植概论

造血干细胞移植 (hematopoietic stem cell transplantation, HSCT) 是近半个世纪临床医学中具有巨大创新的新技术，已被广泛应用于血液系统恶性疾病的治疗，同时也是某些免疫缺陷性疾病、遗传性疾病、代谢性疾病及部分实体瘤的有效治疗方法。随着人们对人类白细胞抗原 (human leukocyte antigen, HLA) 的认识和HLA配型技术的发展、移植物抗宿主病 (graft-versus-host disease, GVHD) 和移植物抗白血病 (graft-versus-leukemia, GVL) 效应的深入研究以及临床实践的不断探索，造血干细胞移植技术有了显著的进步，造血干细胞移植用于治疗各种疾病的适应证不断扩大、临床疗效日益提高。

（一）造血干细胞移植的历史与发展

1950年至1980年是造血干细胞移植技术的早期研究阶段。1951年，Lorenz等证实输入同基因骨髓可延长经致死剂量照射后小鼠和豚鼠的存活期。1956年，Barnes和Loufit开始用照射和骨髓移植治疗白血病小鼠。我国于1959年起也进行了多批次狗的试验，经射线照射的狗给予同种或自体骨髓移植能有效地延长实验动物的存活时间。接着几个研究组开始探索骨髓移植应用于临床白血病和其他骨髓疾病的治疗，Kurnick研究组和McGovern研究组分别报道自体骨髓移植治疗恶性血液病的研究。1955年Thomas领导的Seattle研究组开始进行人的异基因骨髓移植研究。随着细胞学、免疫学的发展，尤其是HLA系统的确定和HLA分析方法的完善，使临床开展骨髓移植成为可能。Thomas领导的Seattle研究组成功地治疗再生障碍性贫血和白血病，标志着临床试用骨髓移植治疗血液疾病的开始。Thomas更是作为现代骨髓移植的奠基人获得1990年度诺贝尔医学生理学奖，成为获此殊荣的少数几位临床医生之一。

1980年至今是造血干细胞移植技术的发展时期，新的移植技术相继出现。1988年，Gluckman报道首例脐血移植获得成功，为造血干细胞移植提供了新的移植来源。1989年，第一例异基因外周血干细胞移植 (PBSCT) 获得成功，1995年以后，外周血干细胞移植作为一种新的移植技术被广泛应用。随着GVL效应的提出，即供者来源的同种异体反应性T细胞和NK细胞对受者白血病细胞的杀伤作用，1998年至1999年，Slavin等在动物及部分病人中使用非清髓性的预处理方案进行异基因骨髓移植取得了成功。非清髓性造血干细胞移植 (non-myeloablative HSCT, NST) 采用减轻预处理强度的方案，并加入强有效的免疫抑制剂以保证移植物植入，通过供者淋巴细胞输注 (DLI) 产生GVL效应，清除残余病变。非清髓性预处理方案由于其低血液学毒性而降低了移植相关死亡 (TRM)，扩大了异基因造血干细胞移植的对象，使得一些高龄或有其他并发症的患者获得了移植机会，该移植方案近年来备受关注。

（二）造血干细胞移植的基本概念

1．造血干细胞移植的定义

造血干细胞移植是经大剂量放化疗或其他免疫抑制预处理，清除受者体内的肿瘤细胞、异常克隆细胞，阻断发病机制，然后把自体或异体造血干细胞移植给受者，使受者重建正常造血和免疫功能，从而达到治疗目的的一种治疗技术手段。目前这种方法广泛应用于恶性血液病、非恶性难治性血液病、遗传性疾病和某些实体瘤治疗，并获得了较好的疗效。

2．造血干细胞移植的分类

造血干细胞移植按供者来源可分为：自体造血干细胞移植 (auto-HSCT)、同基因造血干细胞移植、异基因造血干细胞移植 (allo-HSCT)，其中异基因造血干细胞又分为亲缘供者异基因造血干细胞移植 (siblling HSCT) 和无关供者异基因造血干细胞移植 (unrelated donors HSCT, URD-HSCT)。造血干细胞移植按造血干细胞的来源可分为：骨髓移植 (BMT)、外周血造血干细胞移植 (PBSCT)、脐带血干细胞移植 (umbilical cord blood transplantation, UCBT)。造血干细胞移植按照预处理方案的不同可分为：清髓性造血干细胞移植 (myeloablative HSCT) 和非清髓性造血干细胞移植 (non-myeloablative HSCT, NST)。

3．不同来源造血干细胞的特性

（1）骨髓造血干细胞　在正常骨髓组织中，造血干细胞的数量大致是恒定的。骨髓细胞中CD34+细胞含量约1％～5％，但真正能重建长期造血的长期培养起始细胞 (long term culture initial cell, LTC-IC) 含量仅为1/50000～1/20000。由于骨髓采集不可避免混入大量外周血，骨髓干细胞混悬物中混有外周血淋巴细胞，但其数量只是外周血干细胞采集物中的1/10，其T细胞亚群的构成也不同。

虽然体外培养证实骨髓造血干细胞增殖能力高于外周血干细胞，可是临床上骨髓移植后造血重建的时间却比外周血干细胞移植晚。这说明干细胞采集物中除了干细胞外还有不同的细胞组分影响移植效果。有学者认为骨髓干细胞采集物中成熟T淋巴细胞含量更低，有助于减少GVHD, 但只有很少的临床证据支持这一点。此外，骨髓移植物中可能混有非造血组织干细胞如间充质干细胞 (mesenchymal stem cell, MSC)。目前认为间充质干细胞可以分化为成骨细胞、脂肪细胞等重建造血微环境，还可以分泌多种造血细胞因子，因此可能有支持造血重建的作用。体外实验也表明间充质干细胞可以支持造血干细胞的扩增和发育，但是目前临床骨髓移植并未观察到这种优越性。

（2）外周血造血干细胞　一般认为，外周血造血干细胞 (PBSC) 来源于骨髓。正常状态下，外周血中造血干／祖细胞占单个核细胞的0.01％～0.1％，相当于骨髓的1％～10％。经过化疗和（或）集落刺激因子的动员后，外周血中造血干细胞的水平可接近或达到骨髓造血干细胞。异基因外周血造血干细胞移植后完全持久的造血重建表明，外周血造血干细胞具有重建持久造血的潜能。但与骨髓和脐带血干细胞相比，其重建持久造血的潜能较低，主要原因是外周血造血干细胞中具有高增殖潜能和自我更新能力的早期干细胞所占的比例较低。经过动员后，尤其是应用集落刺激因子动员后，外周血造血干细胞中的早期干细胞比例可显著增高，但多数报道仍低于骨髓。外周血造血干细胞重建免疫功能尤其是细胞免疫的功能较强，可能与移植时输入大量的淋巴细胞尤其是大量的T细胞有关。由于外周血采集物中T淋巴细胞过多，曾被担忧是否会增加GVHD的发病率。但近两年来几项大宗的病例报道认为外周血造血干细胞移植并不增加急性GVHD, 但可能增加慢性GVHD的发病率，其原因可能与集落刺激因子动员使移植物T淋巴细胞亚群和树突状细胞 (dendritic cell, DC) 亚群改变有关。

（3）脐血造血干细胞　与成人骨髓和外周血相比，脐带血中有较高含量的CD34+
 细胞，具有高增生和长期骨髓重建的能力。流式细胞仪的分析结果显示，脐带血中的CD34+
 CD38-
 细胞的百分率最高，骨髓中次之，外周血中最低。这一结果提示脐带血中的造血干／祖细胞较外周血和骨髓中的干／祖细胞更原始。体外培养显示脐带血中的CFU-GM、BFU-E和CFU-mix集落相同或高于骨髓。

脐带血的免疫学特点是其免疫系统较不成熟。脐带血中的T淋巴细胞绝大多数是未与抗原接触的初始型T细胞，其表面标志为CD45RAhigh
 CD45ROlow
 。脐带血中的NK细胞活性同样是减弱的，但通过抗原刺激后可被激活，该特征可能与脐带血移植后急性GVHD发生率和严重程度较成人造血干细胞移植低的原因。

（三）造血干细胞移植技术的发展

随着细胞生物学、免疫学、分子生物学和药理学的飞速发展，对造血干细胞的生物学特性、体外分离技术、GVHD预防、GVL效应、全环境保护、预防感染、减少移植相关毒副作用等方面进行了综合深入的研究，使接受造血干细胞移植者的生存率日益提高、死亡率逐渐降低。缺乏适合的供者成为制约造血干细胞移植技术广泛应用的重要原因，若以全球50亿人口计算，每年白血病的患病人数约有15万人，但20多年间异基因造血干细胞移植只有10万例左右，仅1％～2％的患者接受移植治疗。在患者缺乏适合的同胞供者时，HLA相合的无关供者和脐血干细胞成为造血干细胞的重要来源，单倍体相合造血干细胞移植的成功实施又进一步扩大了供者选择的范围。

1．无关供者异基因造血干细胞移植

目前全球范围大约有超过50个国家成立造血干细胞捐赠登记中心，已登记的捐赠志愿者及脐血干细胞资料超过1250万份，巨大的协作网络为寻求适合的供者提供了便利，也推动了造血干细胞移植事业的蓬勃发展。美国国立骨髓捐赠者登记中心 (National Marrow Donor Program, NMDP) 是全球最大的造血干细胞捐献志愿者登记处，创立于1986年，目前已登记的志愿捐赠者达600万份，为全球25000余例造血干细胞移植提供了移植物，每天都有超过8000人在NMDP数据库中寻找可以匹配的供者。在华人骨髓库中，台湾慈济骨髓干细胞中心成立于1993年10月，至2008年7月志愿捐赠者已超过31万份，为全球提供骨髓和外周血干细胞1600余份。我国大陆地区的造血干细胞捐赠事业始于1993年，2001年成立了“中国造血干细胞移植捐赠者资料库 (CMDP)”，截至2008年7月中华骨髓库入库资料已超过80万人份，已为患者提供造血干细胞1000余份。全球造血干细胞资料库的建立和完善为寻找适合的供者提供了前提和便利，虽然无关供者异基因造血干细胞移植合并症和死亡率均较同胞间移植要高，但随着分子生物学配型技术及移植相关技术的改进，其结果在不断改善，多家单位的疗效已接近同胞间移植。

2．脐血干细胞移植 (UCBT)

尽管全球范围的造血干细胞登记中心日益扩大，但是骨髓及外周血干细胞HLA相合的供者仍不能满足异基因移植的需要。1988年，Gluckman和他的同事进行了世界上首例同胞供者脐血干细胞移植，在过去十年的临床观察中发现，合适的脐带造血干细胞也是一种可供选择的造血干细胞移植的来源。相对于成人供者，脐血干细胞的供应几乎是无限的，目前全球大约有25万份可供移植的脐血储备，其中已开展脐血移植已超过8000例次。

脐血干细胞移植相对于无关供者骨髓移植 (BMT) 及外周血干细胞移植 (PBSCT) 有一定的优势：获得脐血的时间较短，患者可耐受相对较高程度的HLA配型不一致，移植后急性GVHD和慢性GVHD的发生率和严重程度较配型相合或是不相合的骨髓移植低。美国NMDP一份关于脐血移植HLA配型的报告中指出，只要HLA 6个位点有4个甚至3个位点相合就可以用于移植，有99％的病人能够配型成功，且没有种族的差别，所以认为只要有一定数量的合适的脐血就能够解决很大一部分人的移植问题。

脐血干细胞移植在儿童异基因造血干细胞移植中的地位已确立，无论是同胞还是无关供者脐血干细胞移植临床疗效均与相应的同胞和无关供者骨髓移植疗效相当。但是脐血干细胞移植的一个主要弊端是单位受者体重的总有核细胞数 (TNC/kg) 较低，导致其在成人和高体重患者移植后植入率偏低，进而限制了其临床应用。在成人脐血干细胞移植中，达到植入所需的最低有核细胞数仍未确定：最初认为1×107
 /kg, 但发现移植后100d死亡率高达40％以上，随后又修订的标准为3×107
 /kg。欧洲骨髓移植组 (EBMT) 报告了98例成人进展期恶性血液病接受无关供者脐血干细胞移植与无关供者HLA相合骨髓移植的结果，显示脐血干细胞移植组GVHD的发生率低于骨髓移植组，中性粒细胞植入明显延迟，但两组术后TRM、复发率、慢性GVHD发生率、无病生存期无明显差异。因此，对于需要进行异基因造血干细胞移植但无合适HLA配型供者的成年病人，脐血干细胞移植是一种可供考虑的有效的治疗手段。对脐血干细胞移植中植入失败和造血重建延迟问题的研究，目前在双份脐血移植、非清髓性预处理等方面均取得了一定的进展。随着脐血干细胞扩增技术的研究进展及移植策略的改进，相信在未来脐血干细胞移植临床应用范围会更加广泛。

3．单倍体异基因造血干细胞移植 (haploidentical, HSCT)

几乎所有患者均有至少1位HLA部分相合亲缘供者，包括父母、子女、同胞或表亲，积极开展单倍体异基因造血干细胞移植符合我国的国情。在早期的临床试验中，单倍体异基因造血干细胞移植的效果并不尽如人意，主要问题是移植失败率高和GVHD发生率高；其次，免疫功能重建缓慢，致命性感染机会增加和继发淋巴增殖性疾病均影响了移植的疗效。单倍体异基因造血干细胞移植的发展经历了常规方式移植、移植物T细胞体外去除及供者免疫细胞功能调节等几个阶段，取得了一定进展。

（1）体外未去除T细胞的单倍体异基因造血干细胞移植资料显示，对于HLA 1个位点不合，未去除T细胞移植能形成免疫耐受；但对1个以上位点不合，常规未去除T细胞移植技术尚不能克服HLA不合的免疫屏障，也不能达到满意的植入率和存活率。

（2）体外去除T细胞可以降低单倍体异基因造血干细胞移植后GVHD的发生率及严重程度，但同时明显提高了移植排斥的发生，且移植排斥率与HLA不合程度成正比。此外，体外去除T细胞会导致移植后白血病复发率的上升。目前许多研究组正尝试使用增强预处理方案强度、选择性去除T细胞、体外诱导T细胞免疫耐受、增加干细胞数量等方法来解决T细胞体外去除所引起移植排斥率上升这一问题。

（3）供受者同时诱导免疫耐受进行单倍体异基因造血干细胞移植的临床研究，取得了显著的进展。我国北京大学人民医院采用GIAC移植技术体系在单倍体异基因造血干细胞移植治疗中取得了巨大的成功，即粒—集落刺激因子 (G-CSF) 体内诱导供者免疫耐受，强免疫抑制（包括ATG）诱导受者免疫耐受，联合G-CSF动员的骨髓和外周血作为移植物。GIAC体系与传统体外去T细胞单倍体异基因造血干细胞移植体系相比，G-CSF动员的供者T细胞比例和功能改变以及ATG体内去T作用可能在减轻GVHD、诱导免疫耐受方面起重要作用。

随着对造血干细胞植入动力学和GVHD发生机制的深入研究，更为有效地提高植活和控制GVHD的方法不断出现，相对克服了单倍体异基因造血干细胞移植HLA不合的障碍。由于单倍体异基因造血干细胞几乎为每一个需要移植的患者都提供了供体，在不久的将来其必然会得到广泛地应用。

二、造血干细胞移植的适应证

造血干细胞移植对恶性疾病的治疗占临床病例的大部分，异基因造血干细胞移植主要用于白血病的治疗，约占异基因造血干细胞移植70％以上。移植后可以使50％的白血病患者无病生存5年以上，对治疗早期白血病（首次缓解，CR1）和年龄＜45岁以下者预后良好。国际骨髓移植登记处 (IBMTR) 和欧洲骨髓移植协作组 (EBMT) 报道，成人急性淋巴细胞白血病 (ALL)CR1患者异基因造血干细胞移植后3年无病生存率 (DFS) 为56％，急性髓性白血病 (AML)CR1患者移植后3年DFS为62％慢性粒细胞白血病慢性期 (CML-CP) 患者移植3年DFS为59％。造血干细胞移植对非恶性，疾病的治疗以往仅限于重型再生障碍性贫血及某些先天性疾病，近些年来对一些非恶性疾病（如骨髓纤维化、骨髓增生异常综合征、高嗜酸细胞综合征、肥大细胞增多征、真性红细胞增多征，以及纯红再生障碍性贫血、夜间阵发性血红蛋白尿等）、难治性自体免疫性疾病（如严重的难治性类风湿关节炎、红斑狼疮等）也尝试开展异基因造血干细胞移植。自体造血干细胞移植主要用于实体瘤的治疗，包括恶性淋巴瘤、多发性骨髓瘤 (MM)、乳腺癌等。自体造血干细胞移植对恶性淋巴瘤的治疗效果3年存活率为40％～80％。对年龄＞45岁或合并其他脏器功能不全的患者，临床可以采用相对低毒性、小剂量、非清髓性预处理方案，其目的不仅清除肿瘤细胞，而是提供足够的免疫抑制以达到异基因造血干细胞的植入，形成供受者混合性嵌合体，由此产生移植物抗白血病 (GVL) 效应而清除恶性病变，并通过移植后供者淋巴细胞输注 (DLI) 争取持续缓解，达到完全治愈血液系统恶性疾病的目的。

三、造血干细胞移植供者的选择

（一）HLA分型技术

造血干细胞移植在血液系统恶性疾病治疗中取得的巨大成功与HLA分型技术的进步是分不开的。HLA分型技术在最近几十年有了突破性的进展，经历了从血清学、细胞学到分子生物学的演变。20世纪90年代之前，HLA分型使用血清学和细胞学方法，通过检测HLA-A、-B、-DR和-Dw抗原来选择供者。80年代后期，分子生物学技术的迅速发展与成熟，尤其是PCR技术的发明，为分子生物学技术应用于HLA研究领域提供了有效的方法。1991年和1992年，基因分型技术首次被用于HLA-DRB1和-DQB1的分型。基因分型技术直接从基因水平对HLA多态性进行分析，方法准确、灵敏，可实现高分辨率分型，识别血清学、细胞学无法识别的基因型别，为HLA精确配型提供了可能，并显著改善了移植效果，在国内外大多数实验室已经完全取代了传统的HLA分型方法。高通量、高自动化及高集成性技术将是未来HLA分型方法发展的趋势。

（二）HLA配型与造血干细胞移植结果的关系

异基因造血干细胞移植是血液系统恶性或非恶性疾病的有效治疗手段之一，在缺乏适合的亲缘供者的情况下，HLA相合的无关供者亦可作为造血干细胞移植物的重要来源。在异基因造血干细胞移植中，供受者间HLA等位基因完全相同被称为全相合 (match)，如果有基因位点不相同则被称为不相合 (mismatch)。

国内外有大量的临床回顾性研究试图阐明HLA不相合与移植结果的关系，但由于疾病种类及其阶段、供者选择标准、HLA分型技术分辨率、移植前危险因素、GVHD防治措施等差异造成所得结论差别较大。尽管如此，这些数据对HLA不全相合供者的选择和移植风险的评估有重要的参考价值。最初，潜在供者的选择主要依靠血清学技术检测供受者HLA-A、-B、-DR抗原的相合度。随着分子生物学分型技术被应用于HLA配型，人们发现许多血清学相合的非血缘关系供受者的基因型其实并不相合，相同的抗原可由不同的等位基因编码。同时，越来越多的研究表明，除了经典的HLA-A、-B、-DR等位基因外，其他HLA位点的差异对造血干细胞植入、GVHD的发生和受者的长期生存也有较大的影响，必须在配型时予以考虑。

1．HLA等位基因不相合数量与移植风险

大量研究表明，造血干细胞移植疗效与HLA等位基因不相合的数量有显著关系。植入失败、GVHD发生的风险和移植相关死亡率均随着HLA等位基因不相合数量的增加而增加。美国NMDP在2007年的最新报告中回顾性分析了1988年至2003年间3857例无关供者造血干细胞移植，结果显示HLA-A、-B、-C或-DRB1任意一个位点不相合移植的急性GVHD的发生率和移植相关死亡率均随之增高，而其对疾病的复发、慢性GVHD和移植物植入无显著影响。HLA等位基因8/8、7/8、6/8相合患者的一年生存率分别为52％、43％、33％，即每增加一个HLA等位基因的不合则患者的生存率约降低10％。总之，HLA等位基因不相合数量是造血干细胞移植的重要危险因素之一。

2．HLA等位基因不相合位点与移植疗效

HLA等位基因不相合的数量与移植结果的关系已得到了充分的证实，但HLA-Ⅰ类位点和HLA-Ⅱ类位点不相合对移植结果的影响尚有待深入研究。以往的观点认为，植入失败的发生主要与HLA-Ⅰ类位点不合有关，而急性GVHD的发生与HLA-Ⅱ类位点不合有关。近期多项临床研究表明，HLA-Ⅰ类位点不合对急性GVHD的发生也有重要的影响。HLA-C位点不相合的造血干细胞移植患者的复发率较低，并有研究认为HLA-C位点不相合与GVL效应有关。HLA-DRB1与急性GVHD和生存率均有关。根据NMDP的最新报道，患者的生存率与HLA-A、-B、-C、-DRB1基因位点不相合有关，与HLA-DP、-DQ不相合无显著关系。在无HLA 8/8基因位点相合的供者时，单个HLA-B或-C等位基因不相合的移植疗效较单个HLA-A或-DRB1位点不相合好。

单个HLA-DQ位点不相合对移植结果无明显影响，但在其他位点有一个或多个不相合基础上再增加HLA-DQ不相合则会降低患者的生存率，因此多个位点不相合的配型应尽可能避免HLA-DQ不相合。目前HLA-DP位点不相合也越来越受到研究者的重视。在HLA8/8基因位点相合的配对中，HLA-DP位点相合的大约只占14％。在HLA-A、-B、-C、-DRB1基因位点均相合而HLA-DPB1不合的GVHD患者皮肤活检中可分离获得HLA-DP特异性T细胞，说明DPB1参与GVHD的发病机制。HLA-DP不相合对总生存率无显著影响，但HLA-DPB1不相合增加了急性GVHD的发生率，但同时也降低恶性肿瘤患者移植后的复发率，后者可能与HLA-DP不相合参与GVL效应有关。最近Shaw等对5929例造血干细胞移植供受者配对情况的研究进一步证实了HLA-DPB1不相合增加急性GVHD的发生率的同时也伴随着移植后复发率的降低，该效应在HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1相合的患者中更为明显。因此，移植时选择DPB1相合还是不相合供者，必须仔细权衡GVHD和复发对患者生存率的影响。

3．其他因素对HLA配型及移植结果的影响

HLA配型对移植的成功与否至关重要，但患者方面的因素，如年龄、疾病类型、疾病进程、巨细胞病毒 (CMV) 携带情况、种族等均为影响移植后生存的因素。处于疾病早期的年轻患者（40岁以下）生存率较高，一般其五年生存率约为50％～60％。慢性粒细胞白血病 (CML) 和骨髓增生异常综合征 (MDS) 移植患者的生存率要高于急性淋巴细胞白血病 (ALL) 和急性髓性白血病 (AML) 患者。此外，CM V阴性受者的生存率较阳性患者高。在诸多患者因素中，疾病进程是移植医生可通过尽早实施移植而改变的唯一因素。Lee等对3857例无关供者异基因造血干细胞移植的回顾性研究显示，在进行HLA8/8或7/8基因位点相合的异基因造血干细胞移植后，疾病早期患者一年生存率分别为63％和50％，而疾病中期患者一年生存率仅为48％和40％。Petersdorf等的研究显示，在疾病低、中危险组中HLA单个位点不相合对移植后死亡的风险较高危组明显增加。对疾病高危组患者而言，移植后复发是引起死亡的主要因素，而GVHD和移植相关并发症对死亡率无显著影响。因此，患者应在疾病早期尽早选择进行移植，而对于高危组的患者，在找不到HLA全相合供者的情况下，可选择1～2个HLA等位基因不相合的无关供者。

（三）HLA配型原则

供者的选择有赖于供受者间HLA的相合程度。尽管关于HLA等位基因不相合对移植结果产生影响的相关机制尚未完全阐明，合适的造血干细胞移植供者的定义也随着HLA的研究进展而不断发生变化，供者的选择不仅受到当前对已知HLA基因分型技术的制约，也受移植术式和疾病特性的影响，但一些基本的观念已得到较普遍的认同：①高分辨率的基因分型技术是目前无关供者配型和选择的标准技术；②HLA等位基因不相合的数量是影响移植结果的重要危险因素；③HLA等位基因不相合与移植排斥、GVHD、移植相关死亡等有关；④非HLA因素对造血干细胞移植临床结果有一定影响。这些基本观点强调了基因分型在造血干细胞移植供者评估和选择中的重要性，同时也表明HLA配型应尽可能包括HLA-A、-B、-C、-DRB1、-DQB1，甚至HLA-DPB1位点。此外，还应充分考虑到非HLA因素对供者选择和移植结果的可能影响。

1．亲缘供者的选择

造血干细胞移植往往首先考虑的是HLA基因型相合的同胞供者。大多数情况下，HLA-A、-B、-DR的低分辨率分型（血清学分型或2位数DNA分型）足够用于确定病人和其同胞供者携带的父系和母系的单体型。如果测得同胞供者的HLA相合，则无需进一步的HLA高分辨率检测即可进行移植。如双亲之间有一条单体型相同或一方为HLA-A、-B、-DR纯合子，则还需要进行高分辨率的HLA-Ⅰ类和Ⅱ类分型以确认患者究竟遗传了哪一条单体型。如果找到只有一个HLA位点不相合（5/6相合）的亲缘供者，也可进行移植，但GVHD的发生风险会增加，且需要进行高分辨率的HLA-Ⅰ类和Ⅱ类分型以更精确地确认HLA相合程度。患者与父母或同胞有相同的单体型，还可以进行半相合亲缘移植 (haploidentical related donor transplant)。

2．无关供者的选择

选择适合的无关供者必须进行HLA-Ⅰ类和Ⅱ类基因的高分辨率分型检测。目前的分型技术可以识别多种相合水平：12/12相合 (A、B、C、DRB1、DQB1、DPB1)，10/10相合 (A、B、C、DRB1、DQB1)，8/8相合 (A、B、C、DRB1)或6/6相合 (A、B、DRB1)。不同移植中心的HLA配型标准会有所不同，但应尽可能选择等位基因匹配程度最高的供者。HLA10/10相合是目前国际公认的标准，由于近年来HLA-DP在移植中的作用逐渐被人们所认识，在有多个10/10匹配的供者的情况下可考虑进行DPB1分型的检测。

当等待进行移植的患者找不到HLA全相合的无关供者时，必须考虑到疾病进展对预后的影响，可选择可获得的HLA匹配最合适的不全相合的供者而尽早进行移植。在未找到适合的无关供者或时间不容许拖延，也可选择脐血干细胞移植，一般要求有核细胞＞2×107
 /kg, 且不多于2个HLA基因位点不相合（4/6）。

四、造血干细胞移植的预处理

造血干细胞前的预处理是指在造血干细胞移植前14d（－14d）到移植时（0d）给予患者的化学药物治疗及放射治疗。预处理化疗或放疗对异基因骨髓移植、自体骨髓移植及同基因骨髓移植都是重要的。其主要目的在于3个方面：①最大限度地杀灭白血病细胞及肿瘤细胞（对白血病及恶性肿瘤而言）；②抑制机体的免疫功能以减轻受者对植入造血干细胞的排斥反应，以利造血干细胞的顺利植入；③使受者骨髓龛腾空，以利造血干细胞的“归巢”和植入。自20世纪80年代以来，全身照射 (total body irradiation, TBI) 联合环磷酰胺 (Cy) 以及白消安 (busulfan, Bu) 联合Cy方案被认为是标准的清髓性预处理方案，随着造血干细胞移植技术的发展及广泛应用，预处理方案也逐步个性化，例如TRM高而复发风险低的病人应采取与低TRM而高复发的病人风险不同的预处理方案。个性化处理应将预处理方案与移植物处理、GVHD预防方案、患者及疾病特征等因素综合起来考虑，不同预处理方案的目的在于降低TRM的同时提高移植后无病生存。

（一）常规预处理方案

1．全身照射的方案

Cy/TBI

Cy（环磷酰胺）120mg/kg:60mg/kg, －7d、－6d。

TBI12Gy:2Gy, －5d、－4d、－3d、－2d、－1d、0d。

TBI/Mel

Mel（马法兰）140mg/m2
 :140mg/m2
 , －1d（静脉滴注＞12h）。

TBI8.5～11.5Gy: Mel后＞6h，一次照射。

Cy/Ara-C/TBI

Cy（环磷酰胺）90mg/kg:45mg/kg, －7d、－6d。

Ara-C（阿糖胞苷）18g/m2
 :3.0g/m2
 , 2/d, －8d、－7d、－6d。

TBI12Gy:2Gy2/d, －3d、－2d、－1d.，

Cy/Bu/TBI

Cy（环磷酰胺）47mg/kg:47mg/kg（总量），－8d、－7d, 分2次用。

Bu（马利兰）6.9mg/kg:6.9mg/kg（总量），－12d、－11d、－10d、－9d, 分4次用。

TBI12Gy:2Gy, －5d、－4d、－3d、－2d、－1d、0d。

2．无全身照射的方案

Bu/Cy

Bu（马利兰）16mg/kg:4mg/kg, －8d、－7d、－6d、－5d。

Cy（环磷酰胺）120mg/kg:60mg/kg, －3d、－2d。

VP16（鬼臼乙叉甙）30mg/kg:30mg/kg, －4d。

BACT

BCNU（卡氮芥）200mg/m2
 :200mg/m2
 ,－6d。

Ara-C（阿糖胞苷）800mg/m2
 :200mg/m2
 ,－5d、－4d、－3d、－2d。

Cy（环磷酰胺）200mg/kg:50mg/kg,-5d、-4d、-3d、-2d。

6-TG（6-硫甙鸟嘌呤）800mg/m2
 :200mg/m2
 , －5d、－4d、－3d、－2d。

BAVC

BCNU（卡氮芥）800mg/m2
 :800mg/m2
 , －6d。

AMSA（氨苯吖啶）450mg/m2
 :150mg/m2
 , －5d、－4d、－3d。

VP16（鬼臼乙叉甙）450mg/m2
 :150mg/m2
 , －5d、－4d、－3d。

Ara-C（阿糖胞苷）900mg/m2
 :300mg/m2
 , 连续静脉滴注-5d、-4d、-3d。

CBV

Cy（环磷酰胺）6mg/m2
 :1.5mg/m2
 , －5d、－4d、－3d、－2d静脉持续滴注。

BCNU（卡氮芥）300mg/m2
 :300mg/m2
 ,－5d。

VP16（鬼臼乙叉甙）600mg/m2
 :100mg/m2
 ,2/d, －4d、－3d、－2d。

Bu/Melph

Bu（马利兰）16mg/kg:1mg (P. O)，4/d×4d。

Mel（马法兰）110mg/m2
 :110mg/m2
 （静脉滴注＞5min），－2d。

国际上最经典和基础的预处理方案为：①Bu-CY方案：Bu 1mg/kg, q6h，－7d至－4d（总剂量16mg/kg），CY50mg/(kg·d)－5d至－2d（总剂量200mg/kg）。②改良Bu-CY方案：Bu1mg/(kg·q6h)，－7d至－4d（总剂量16mg/kg），CY60mg/(kg·d)，－3d至－2d,（总剂量120mg/kg）。③TBI-CY方案：fTBI 200cGY,Bid, －3d至－1d（总剂量12GY），CY60mg/(kg·d)，－5d至4d（总剂量120mg/kg）。

（二）非清髓性预处理方案

大量的临床研究表明，异基因造血干细胞移植的疗效主要是供体细胞植入后产生的GVL效应，而非大剂量TBI和（或）化疗的清髓性预处理。新的观点支持了NST的发展，目前非清髓方案通常是根据以下特征定义的：①无造血干细胞支持的情况下，骨髓抑制可以恢复（通常在28d内）；②第一次评估时部分患者应达到混合嵌合体（如移植排斥，应能恢复自身造血）；③非血液学毒性发生率低。CIBMTR和NMDP对非清髓预处理方案的定义为：①TBI≤500 cGy; ②Bu总剂量≤9mg/kg; ③MEL总剂量≤140mg/m2
 ; ④ thiotepa总剂量≤10mg/kg; ⑤通常包括一种嘌呤类似物，如 fludarabine、cladribine或pentostatin。

非清髓性预处理方案又被进一步区分为减低剂量预处理 (reduced intensity conditioning, RIC) 和真正的非清髓性预处理 (non-myeloablative conditioning, NMC)，并认为区分这两种方案有一定的临床意义。RIC方案的原则是在减低预处理相关发病率和死亡率的前提下，保留较强的抗肿瘤药物以进一步杀灭肿瘤细胞，从而获得产生GVL效应所需的时间，该方法可能对侵袭性恶性肿瘤如中／高度恶性淋巴瘤、ALL、MM及未缓解的急性白血病等GVL效应不佳或疾病进展较快的患者较为有利；而NMC主要通过移植前后的免疫抑制药物来克服宿主抗移植物反应，从而使移植物植入，不清除宿主的造血功能，在DLI的帮助下逐渐清除肿瘤细胞和宿主的造血成分，达到完全嵌合，该方法适用于对GVL较为敏感的恶性肿瘤，如CML、CLL、低度恶性淋巴瘤等，或者无须清除肿瘤细胞的非恶性血液病如再障、地中海贫血等。此外，一些临床研究将靶向治疗药物（如 imatinib、rituximab、alemtuzumab等）加入到非清髓预处理方案中，旨在增强GVL效应同时并不增加GVHD发生风险，或者联合特异性过继免疫治疗（如联合NK细胞、特异性T细胞），用于治疗恶性程度较高的血液疾病，也获得了令人鼓舞的结果。

五、造血干细胞的采集、处理和输注

（一）异基因骨髓的采集、处理和输注

1．骨髓的采集

在受者预处理结束的0d, 供者在手术室完成骨髓采集。在全麻或硬膜外麻醉下，以骨穿针在供者髂后上棘抽取骨髓血，一般为10～20ml/kg, 按受者体重有核细胞数为2～3×108
 /kg, CD34+
 细胞数2×106
 /kg,CFU-GM2×105
 /kg。在采髓时输注供者自体备血以利安全。

2．骨髓的输注

再次复检有核细胞数、CD34+
 数、CFU-GM、细菌学检查、病毒学检测。留取供髓样本。供髓一般在取髓后24h内输入患者体内。输入时监测病人生命体征，并以鱼精蛋白中和肝素、以葡萄糖酸钙拮抗ACD。

3．供受者血型不相合的处理

（1）供受者间ABO血型次要不相合 (O→A、B、AB; B→AB) 骨髓的处理：需测定供髓的凝集素效价，以决定是否需去除供髓中血浆；或直接将供髓离心后去除血浆部分，然后输注给受者。

（2）供受者间ABO血型主要不合 (A、B、AB→O; AB→A、B) 骨髓的处理：①以重力沉降法去除供髓中红细胞，6％羟乙基淀粉与骨髓比例1:8～1:4，沉降时间30～90min; ②以血细胞分离机去除供髓中红细胞部分；③或者用血细胞分离机以AB型血浆对受者进行等容量血浆置换，以降低体内抗A、抗B滴度。

（3）供受者间主次要均不合 (A→B; B→A) 的骨髓处理：需同时采用针对主要不合和次要不合的措施。

（二）异基因外周血造血干细胞的动员、分离和采集

供者以粒（粒／单）集落刺激因子G-CSF (或者GM-CSF) 10μ
 g/(kg·d)，进行外周血造血干细胞动员。在应用G-CSF第6～7d, 以血细胞分离机中造血干细胞采集程序收集造血干细胞。采集细胞数要求为：有核细胞数＞6～8×108
 /kg, CD34+
 细胞＞2×106
 /kg,GM-CFU集落数＞2×105
 /kg。

（三）脐血造血干细胞的采集、处理和保存

1．脐血的采集

脐血来自于正常足月分娩胎儿的脐带和胎盘。有以下情况者不予采集脐血：①妊娠不足32周；②胎盘剥离时间与分娩时间相差12h以上；③分娩时发热＞38℃；④羊水中有胎粪；⑤产妇有严重贫血；⑥胎儿呼吸窘迫；⑦红细胞致敏；⑧产妇有HBV、HCV、梅毒、HIV等感染。脐血采集方法可用：①胎儿娩出后立即断脐，在胎盘侧作脐静脉穿刺抽血；②胎盘娩出后，将胎盘托高，在胎盘侧血管穿刺抽血；③胎盘娩出后，在脐动脉侧注入适当液体冲洗，从静脉侧收集脐血。

2．脐血的处理与保存

用脐血全血或者适当方法分离出脐血单个核细胞，加适量冻存保护剂后以计算机程控速率（1℃/min）降至－80℃，然后置－196℃液氮长期保存。

（四）移植后血液制品输注

血小板和全血需进行照射以防止诱发GVHD, 照射剂量15～25Gy。异基因骨髓移植后输血：①对ABO次要不合的骨髓移植后输血，改输供者型红细胞、血小板和血浆继续用受者型，直至病人血型转变为供者型再改输供者型血小板和血浆。②ABO主要不合骨髓移植后输血，如移植时用去除供髓红细胞的方法进行骨髓移植者，则在移植后输受者红细胞直到病人原凝集素消失后改输供者型红细胞，对于血小板和血浆输注，则移植后即可输供者型。如移植时用去除受者体内凝集素方法进行骨髓移植者，在移植早期就可开始输供者型成分血，如遇凝集素反跳，则可暂时改输受者型或 "O" 型红细胞和供者型或AB型血小板、血浆。③ABO主次要均不合骨髓移植后输血，如用去除供髓红细胞的方法进行骨髓移植者，拟输 "O" 型红细胞和AB型血小板、血浆至病人原凝集素消失后改输供者型。如用去除病人体内凝集素方法进行的骨髓移植，可开始输AB型成分血或全血。如有凝集素反跳，可暂时改输受者型或 "O" 型红细胞和供者型或 "AB" 型血小板、血浆。

六、造血干细胞移植的临床应用

1．急性白血病 (AL)

异基因造血干细胞移植应用于急性白血病的主要适应证是具有高危染色体特征的CR1患者、诱导缓解超过1个疗程的患者以及残余病变检测阳性的患者。无关供者造血干细胞移植治疗急性白血病有更强的GVL效应，移植后复发率低，其在治疗ALL中的疗效随疾病状态的不同而有所区别。一般来说，年龄较轻，处于CR1的病人长期生存率较高，CR2及复发患者疗效明显下降。因此，高危ALL患者可在CR1尽早进行异基因移植。异基因造血干细胞移植并非所有急性白血病的一线治疗方案，传统化疗和支持治疗技术的不断提高使相当一部分病人得以长期生存；对一些具有不良预后因素的病人，应考虑及早进行移植。

2．骨髓增生异常综合 (MDS)

异基因造血干细胞移植是治疗骨髓增生异常综合征 (MDS) 的有效方法，尤其适用于国际预后积分系统 (IPSS) 界定的高危患者。移植结果和MDS类型、患者年龄、病程、CMV血清学状态、原始细胞比例、中性粒细胞数量有关。用毒性更低的预处理方案可降低TRM; 移植前病程长和移植时中性粒细胞低与患者非复发死亡率有关，其原因可能和多次输血引起的铁负荷过重、自身免疫反应等并发症相关；移植后复发受移植时MDS阶段影响，RA和RAEB复发率低，RAEB-T复发率超过50％且复发和移植时IPSS分值、是否存在预后不良细胞遗传学改变以及治疗相关MDS有关。复，发和移植时IPSS分值、存在预后不良细胞遗传学改变、治疗相关MDS有关。

3．慢性粒细胞白血病 (CML)

美国NCCN已经将伊马替尼 (imatinib) 作为CML治疗的一线用药，但迄今为止异基因造血干细胞移植仍是已证实的可治愈CML的唯一方法，同时亦是伊马替尼治疗失败及伊马替尼耐药患者的有效治疗方法。异基因造血干细胞移植是缺乏HLA相合同胞供者并有强烈移植指征情况下的有效选择。NMDP对移植治疗CML病例中无关供者造血干细胞移植（2464例）和同胞供者造血干细胞移植（450例）的疗效进行比较分析，结果表明在慢性期进行移植，诊断到移植时间小于一年的患者中，年龄＜30岁、30～40岁、＞40岁患者接受无关供者移植后5年DFS分别为61％、57％、46％同胞供者造血干细胞移植组分别为68％、67％、57％。目前伊马替尼和异基因造血干细胞移，植联合应用治疗CML的尝试取得了优于两者单独应用的疗效。

4．非霍奇金氏淋巴瘤 (NHL)

关于异基因造血干细胞移植治疗NHL的报道很少。JMDP (Japan Marrow Donor Program) 一项无关供者异基因骨髓移植治疗124例NHL的临床报道显示，移植后3年总生存率、无进展生存率分别为48.7％、42.6％。患者年龄、既往自体造血干细胞史、移植时对化疗敏感是总生存率、无进展生存率的独立预后因素，发生Ⅱ-Ⅳ度急性GVHD的患者移植后疾病进展率低，提示存在移植物抗淋巴瘤效应。异基因骨髓移植对于缺乏HLA相合同胞供者的高危NHL患者是可选择的治疗方法之一。

5．其他非肿瘤疾病

目前异基因造血干细胞移植治疗的其他非肿瘤疾病有再生障碍性贫血、Fanconi贫血、地中海贫血、严重联合免疫缺陷及代谢性疾病等。很多再生障碍性贫血 (AA) 病人通过异基因造血干细胞移植治疗AA获得了令人可喜的疗效，40％～50％接受移植的患者获得无病生存，这给那些免疫抑制治疗无效的病人提供了一个可供选择的机会，通过改良移植预处理方案可减少化疗药物的毒性，同时提高了治疗的成功率。近些年临床医生在治疗骨髓纤维化、高嗜酸细胞综合征、肥大细胞增多症、真性红细胞增多症以及纯红再生障碍性贫血、夜间阵发性血红蛋白尿等疾病中也开始尝试进行异基因造血干细胞移植，并取得了一定的疗效。

七、造血干细胞移植并发症的诊断和治疗

随着异基因造血干细胞移植的广泛开展以及移植技术不断成熟，移植成功率及患者的生活质量有了明显提高，但移植相关并发症仍是引起患者死亡的重要原因，有效预防、早期诊断、及时处理移植并发症是移植成功的关键所在。

（一）急性移植物抗宿主病

移植物抗宿主病 (graft-versus-host disease, GVHD) 仍是目前移植后最严重和最难处理的并发症之一。传统GVHD的分类按照移植后GVHD发生时间分为急性GVHD和慢性GVHD两种，一般移植后100d内发生的GVHD, 称急性GVHD, 100d后发生的GVHD, 称慢性GVHD; 但是临床发现接受减剂量预处理方案的移植患者在移植100d后出现急性GVHD的临床症状，同时也发现慢性GVHD可发生在移植后100d以内。目前美国国立卫生研究院 (NIH) 制定的新标准不再依据时间划分急性和慢性GVHD, 而是根据GVHD发生特异的症状和体征定义急性和慢性GVHD。目前研究者一致认为组织相容性抗原的差异是引起急性GVHD的根本原因，而供者成熟T淋巴细胞是参与急性GVHD发生、发展的主要细胞，其识别宿主细胞引起免疫反应，导致宿主多脏器或组织的损伤。急性GVHD发生的“三阶段模式学说”或称“细胞因子瀑布学说”即：①既往的治疗及预处理所致的组织细胞损伤；②抗原提呈、供者T细胞的活化与增殖、细胞因子的分泌；③细胞及细胞因子介导的靶组织损伤。

1．诊断

急性GVHD的发生率为10％～80％其主要累及皮肤、肝脏、胃肠道。一般结合病史及临床表现，就能尽早明确诊断。皮肤活检等，组织病理一直作为急性GVHD诊断的“金标准”，但其为有创性检查且需2～3d以上。有报道采用表面增强激光解吸电离飞行时间质谱技术 (SELDI-TOF) 通过分析血清蛋白能快速准确作出诊断。临床上区分其严重程度往往先对急性GVHD累及器官的严重程度分级，并进一步以此为依据进行急性GVHD严重程度的分度（表4-11，4-12）。此方法虽不是很全面，但较实用，为多数造血干细胞移植中心所采用。


表4-11　急性GVHD累及器官严重程度法分级
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表2　急性GVHD严重程度分度法
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急性GVHD的诊断应注意排除其他各种因素引起的类似临床表现：①急性GVHD出现的皮疹应与抗生素或其他药物、血清类引起的过敏反应、疱疹病毒感染相鉴别，一旦怀疑急性GVHD, 应尽早进行皮肤活检；②肠道GVHD应与病毒、细菌感染性腹泻及药物引起的腹泻相鉴别，为明确原因，肠镜检查和肠黏膜活检对确立诊断有重要帮助，对疑为CMV肠炎的患者可通过检测CMV的pp65抗原以确诊；③在造血干细胞移植过程中，约70％的患者会出现一过性的胆红素增高，但仅有15％是由肝脏GVHD所致。因此应与肝窦状隙阻塞综合征 (sinusoidal obstruction syndrome, SOS)、病毒性肝炎及药物或溶血引起的肝功能异常相鉴别。

2．防治

根据急性GVHD的病理机理，在有效控制急性GVHD的基础上，尽量使免疫功能不受到进一步的损害。根据急性GVHD发生的不同时期的病理生理学特点，采用相应的策略，以达到合理的防治目的。

（1）针对组织损伤及细胞因子激活级联反应　急性GVHD的病理生理改变开始于异基因移植之前的预处理过程中，预处理方案损害宿主组织，损伤组织激活的细胞分泌多种炎性细胞因子，如IL-1、TNF-α、GM-CSF和IFN-γ，这些细胞因子可促进供者淋巴细胞的识别、活化。采用减低强度的移植预处理方案可明显减低炎症细胞因子风暴强度，继而减少急性GVHD的发生，特别是严重急性GVHD的发生。此外，在预处理阶段使用IL-11、角化细胞生长因子 (KGF) 和肝细胞生长因子 (HGF) 可以保护胃肠道黏膜屏障，防治因预处理化／放疗所致黏膜损伤而触发的急性GVHD。TNF-α是参与急性GVHD发生发展的重要的炎性细胞因子，应用抗TNF抗体英夫利昔 (infliximab) 或抗TNF受体抗体依那西普 (etanercept)，不仅阻断TNF-α与其受体的结合，而且可溶解产生TNF-α的细胞。目前英夫利昔或依那西普已经用于急性GVHD的预防和治疗，特别是用于肠道急性GVHD的预防及治疗。

（2）针对供者T淋巴细胞的激活　此阶段包括供者T细胞识别、激活，诱导IL-2受体表达和释放IL-2.目前广泛使用的防治急性GVHD的药物和方法主要集中在此阶段，用于抑制或清除活化的供者T细胞。防治急性GVHD的药物主要有：环孢菌素A (CsA)、他克莫司 (FK506)、西罗莫司 (Sirolimus)、霉酚酸酯 (MMF)、肾上腺皮质激素等。防治急性GVHD的非药物途径：①T细胞去除，包括体内去T细胞和体外去T细胞（如应用ATG去除体内T淋巴细胞）；②通过阻断T细胞受体信号或共刺激信号以抑制T细胞活化，如采用CTLA-4-Ig竞争性地与CD80/CD86结合，可阻断APC与T细胞CD28的结合；③促使供者Thl型细胞向Th2型细胞转化，如利用Th2型细胞分泌的IL-4、IL-10抑制Thl细胞，减少IL-2和IFN-γ的分泌。

（3）阻断效应细胞及炎性细胞因子的攻击　采用急性GVHD细胞因子中和抗体，如抗CD25单抗 (daclizumab)、抗TNF抗体英夫利昔 (infliximab) 及抗TNF受体抗体依那西普 (etanercept)，已用于激素耐药的重症急性GVHD的治疗。此外，可采用“诱饵受体”(decoy receptors)，如DCR3和Fas-IgFc、金属蛋白酶抑制剂或人源化FasL中和抗体阻断Fas/FasL途径，减轻急性GVHD所致的靶器官的损伤。

（4）细胞水平防治急性GVHD　近年来，应用免疫或非免疫细胞用于防治GVHD的临床及基础研究日益增多，并取得了一定的疗效，间充质干细胞、CD4+
 CD25+
 调节性T细胞、NK细胞等是目前用于急性GVHD防治的主要“细胞药物”。Katarina Le Blanc等应用间充质干细胞 (mesenchymal stem cell, MSC) 治疗激素耐药的重度急性GVHD患者，55位患者接受间充质干细胞输注后有30例（54.55％）获得完全缓解，9例（16.36％）获得部分缓解。“细胞药物”由于其无明显的毒副作用，可能会成为今后GVHD防治的重要手段之一。

（二）慢性移植物抗宿主病

1．诊断

慢性GVHD多发生于移植后100d, 为移植晚期主要并发症，其发生率为30％～45％。可以累及身体的任何器官，其临床表现与自身免疫性胶原蛋白脉管性疾病相似，如口腔溃疡（扁平苔藓）、干燥性角结膜炎 (keratoconjunctivitis sicca)、口干燥症 (xerostomia)、多浆膜炎 (polyserositis)、食管炎 (esophagitis)、肝内阻塞性肝脏疾病、肌炎 (myositis)、阻塞性肺病、阴道溃疡、硬皮病 (scleroderma)、筋膜炎 (fasciitis) 等。由于其临床表现的多样性，临床医生对慢性GVHD的诊断、分级以及决定何时治疗很难取得一致，传统的按照移植后发病时间定义的诊断方法已经不能满足临床需要。最近美国国立卫生研究院 (NIH) 对慢性GVHD的诊断提出了新的标准，新标准以特异性的疾病表现为基础，慢性GVHD的诊断至少需要一个具有诊断意义的临床表现（如口腔黏膜苔藓样表现、阻塞性肺疾病、皮肤异色病等）；或者至少包括一个特征性的临床表现（如甲营养不良、秃发、白癜风样色素缺失等），但同时需要实验室检查或病理学检查证实（表4-13）。


表4-13　慢性GVHD的症状和体征
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2．防治

慢性GVHD没有特异性的预防方法，由于急性GVHD是发展为慢性GVHD的高危因素，故预防慢性GVHD的主要方法是减少急性GVHD的发生和降低急性GVHD程度。药物预防方面选用CsA等神经钙蛋白抑制剂，能减少慢性GVHD的发生及严重程度。

慢性GVHD由于病变累及多个器官，而且伴血液学和免疫学功能障碍，因此慢性GVHD治疗较困难。慢性GVHD一旦明确诊断，选择治疗方案时需考虑以下危险因素：皮肤广泛累及、血小板减少、进展型慢性GVHD。强的松联合一种钙调神经磷酸酶抑制剂 (calcineurin inhibitor, CNI)，比如CsA或者FK506，被认为是一线治疗的标准方案，使用该方案，高危患者的3年生存率为52％。难治性慢性GVHD患者对激素为基础的一线治疗无效，应进行二线治疗。二线治疗无标准的治疗方案，在过去十年内尝试的治疗方法包括：①抑制T细胞活性、增殖或存活的免疫抑制剂，如MMF、雷帕霉素 (rapamycin)、抗IL-2α受体单抗等；②抗细胞因子或抑制B细胞的药物，TNF-a拮抗剂 (etanercept)、利妥昔单抗 (rituximab) 等；③紫外线A照射 (PUVA) 和体外光疗 (ECP)。以上治疗方案作为挽救治疗的总有效率在30％～70％以上，完全缓解率可达5％～50％。

（三）肝静脉窦阻塞综合征 (SOS)

1．诊断

肝静脉窦阻塞综合征 (sinusoidal obstruction syndrome, SOS) 又称肝静脉阻塞病 (venoocclusive syndrome, VOD)，是造血干细胞移植后出现的一种严重早期并发症，其发生率为6％～54％死亡率为3％～67％居移植相关死亡的第3位。临床诊断标准为移植后21d内胆红素超过，34μ
 mo1/L且至少有，以下3条中的2条：①肝肿大（通常疼痛）；②腹水；③体重增加超过原有的5％。实验室辅助检查有肝组织活检和肝静脉压测定，但易引起出血；其他非侵袭性检查包括影像学检查如超声、彩色多普勒、磁共振；血液学检查如检测TNF-α、IL-2、透明质酸 (HA)、CA-125、纤溶酶原活化物抑制剂-1 (PAI-1) 等升高，AT-Ⅲ、蛋白C、vwF切割蛋白酶ADAMTS13活性降低。

2．防治

避免主要的危险因子仍然是预防SOS的最成功的方法，如患有急性肝炎的患者推迟移植期，降低细胞毒药物的剂量及分次TBI, 还可选择CD34阳性干细胞移植等。其他可能有效的预防方法有低剂量肝素、前列腺素E1、己酮可可碱（一种TNF-α阻滞剂）、熊去氧胆酸等。也可用新鲜冰冻血浆预防SOS, 有报道使用新鲜冰冻血浆加肝素预防，SOS的发生率为5.9％，而未预防及单用肝素的分别为15.7％与20％。

目前治疗SOS患者血管阻塞的主要策略为组织型纤溶酶原激活物 (t-PA) 的应用。但是t-PA易致出血，不能用于肝衰竭的患者。同样在高危患者，前列腺素E (PGE1)的毒性远远大于它所带来的治疗效应。去纤苷 (defibrotide) 是一种单链多聚脱氧核糖核苷的钠盐，近年来研究证实其对SOS的治疗有效，且毒性小，不影响全身凝血活性。2002年美国一项多中心的临床研究报道了87例造血干细胞移植后重症SOS合并多脏器功能衰竭的患者应用去纤苷，用量为5～6mg/(kg·d)，用药的中位时间为15d, 结果36％患者获得完全缓解，研究显示去纤苷无明显毒副作用，是一种安全有效的治疗SOS药物。有报道应用血浆置换可以消除炎症因子及一些促凝成分，从而缓解肝衰竭。经颈静脉肝内门脉系统分流术也可用于SOS的治疗，但临床经验有限。

（四）植入综合征 (ES)

1．诊断

植入综合征 (engraftment syndrome, ES) 是发生于造血干细胞移植后中性粒细胞恢复过程中，以发热、皮疹和非心源性肺水肿为主要表现的临床综合征，又称毛细血管渗漏综合征 (capillary leak syndrome, CLS)。早期报道通常局限于自体造血干细胞移植后，最近报道在异基因造血干细胞移植患者中，尤其采用非清髓性预处理方案的患者中也经常发生。Spitzer推荐下列诊断标准：主要诊断标准为：①体温≥38.3℃，无确定的感染原；②非药物所致的红斑性皮疹，累及全身皮肤25％以上；③表现为弥漫性肺浸润的非心源性肺水肿及缺氧症状。次要诊断标准为：①肝功能异常，总胆红素≥34μ
 mol/L或转氨酶水平≥基值2倍以上；②肾功能不全，肌酐≥基值2倍以上；③体重增加≥基础体重的2.5％；④不能用其他原因解释的一过性脑病。确诊ES需要3条主要诊断标准或2条主要标准加1条或1条以上次要标准。

2．治疗

目前还没有治疗ES的标准方案。自体造血干细胞移植后轻度ES（如一过性低热、局限性皮疹）可以不处理，在造血完全恢复和停用细胞因子、抗生素后能自行缓解。皮质激素对进展性或全身性ES效果显著，能够降低持续时间及减轻疾病程度。也有学者应用C1酯酶抑制剂阻断补体激活途径，获得了较好的疗效。另外降低血容量、改善血管通透性的药物可能增加CsA及FK506的肾毒性，应慎用，尤其是袢利尿剂；多巴胺常用于改善肾血流灌注；ES患者一旦发生呼吸衰竭，往往需要机械通气支持。

（五）移植相关血栓性微血管病 (TA-TMA)

1．诊断

移植相关血栓性微血管病 (transplant associated-thrombotic microangiopathy, TA-TMA) 是指发生于移植后，以微血管病性溶血性贫血、消耗性血小板减少以及脏器功能不全为临床特征，包括血栓性血小板减少性紫癜 (TTP) 和溶血尿毒症综合征 (HUS) 在内的一组疾病的总称。TA-TMA于1980年被首次报道。TA-TMA的发生率，各文献报道很不一致，约在0～94％之间。国际工作组定义的TA-TMA诊断标准为：①外周血破碎红细胞 (schistocyte) ＞4％；②新发生的、或持续的血小板减少症；③突发性乳酸脱氢酶 (LDH) 持续升高；④血红蛋白降低，或需要输血；⑤血清结合球蛋白降低。临床可以观察到两种类型的TA-TMA: ①钙调神经磷酸酶抑制剂 (CNI) 肾毒性（或神经毒性）相关的微血管溶血性贫血 (MHA); ②与CNI毒性无关的TMA, 包括HUS和多因素暴发性TMA。

2．治疗

目前，TA-TMA尚无肯定的治疗措施。对于在应用CsA和（或）FK506过程中出现的TA-TMA, 应停用上述药物，换用硫唑嘌呤、抗T细胞抗体等其他免疫抑制剂，如同时存在GVHD, 可适当加大糖皮质激素的用量。血浆置换可用于TMA的治疗，但疗效欠佳，Sarkodee-Adoo等对11例患者应用此方法，2例有效，9例无效死亡。其他如内皮抗凋亡因子、TNF-α拮抗剂、一氧化氮 (NO) 以及去纤苷 (defibrotide) 治疗可能对阻断TA-TMA的发病机制有一定作用，但疗效尚不肯定。

（六）肺部非感染性并发症

1．特发性肺炎综合征 (IPS)

（1）诊断　特发性肺炎综合征 (idiopathic pneumonia syndrome, IPS) 的发病率占清髓性移植后并发症的3％～15％，但死亡率高达60％多伴发于年龄＞40岁、采用清髓性预处理、尤其是应用大剂量TBI、并发GVHD的患者。临床表现，类似CMV-间质性肺炎，但血CMV多为阴性，抗CMV治疗无效，而免疫抑制剂治疗有效；多伴有慢性GVHD的临床表现；肺功能主要表现为一氧化碳弥散 (DLCO) 下降，但也可伴有阻塞性通气功能受损及残气量增加。

（2）治疗　IPS的治疗包括支持治疗和免疫抑制治疗。加强支持治疗，包括机械辅助通气、广谱抗生素的应用。IPS的免疫抑制治疗主要采用强的松，其他免疫抑制剂（如CsA、6-巯基嘌呤）也有一定的疗效。早期治疗对IPS的预后有明显的影响，患者早期使用皮质激素，肺功能可在短期内恢复正常；而病程较长的患者，激素治疗后症状虽有明显改善，但生活质量下降。此外，也可选用TNF-α拮抗剂依那西普 (etanercept)。

2．弥漫性肺泡出血 (DAH)

（1）诊断　弥漫性肺泡出血 (diffuse alveolar hemorrhage, DAH) 在自体造血干细胞移植中发病率为1％～5％，在异基因造血干细胞移植中为3％～7％。DAH诊断标准包括：①咯血，从极少量到大咯血，且需要排除已知病因的咯血，如感染、结核等；②胸部CT提示间质性病变或广泛的肺泡弥漫浸润影，亦可有不对称的局限浸润，一般无胸水和肺不张；③无明显原因的气憋、呼吸困难、血氧分压下降、阻塞性通气障碍，甚至呼吸衰竭；④超过一个肺段的进行性增多的血性支气管肺泡灌洗液。DAH的早期表现（移植后2周以内）为呼吸困难、缺氧、咳嗽，但通常没有明显的咯血。该综合征病情十分严重，据报道，死亡率为70％～100％。

（2）治疗　DAH的患者需对症纠正凝血异常和呼吸机机械通气支持治疗。由于炎症反应在DAH的发病中起到了关键的作用，一般给予患者大剂量糖皮质激素治疗。但也有许多临床试验显示激素对DAH的预后并无显著改善。一项对96例DAH患者进行大剂量甲基强的松龙治疗的临床研究显示，激素治疗组患者60d的生存率为26％，而未使用组为25％两组无明显差异。重组凝血因子Ⅶa在一些临床试验中取得了一定的疗效，此外细胞因子拮抗，剂和抗炎药物在DAH治疗中的作用仍有待评估。

3．慢性阻塞性肺病

（1）诊断　慢性阻塞性肺病又称梗阻性细支气管炎 (bronchiolitis obliterans, BO)。BO患者一般于移植后80～700d之间出现气道梗阻，患者常有进行性呼吸困难、干咳及哮喘等。与梗阻性细支气管炎伴机化性肺炎 (BOOP) 不同，BO患者无发热。由于缺乏特异的症状，诊断时应特别注意详询病史，有目的地进行有关慢性GVHD表现的体格检查，怀疑有BO的移植患者应检测肺活量、肺DLCO及血气分析等。气道梗阻是BO的特征性表现，其依据为：1s用力呼气量 (FEV1)下降预计值的80％和1min用力呼气量与用力肺活量比值 (FEV1/FVC) ＜70％。实验室检查应侧重于排除感染和GVHD的其他并发症。BO患者胸片检查常无特殊发现或仅表现为肺过度通气，胸部高分辨率CT的主要表现为弥漫性肺泡实变、支气管和细支气管扩张、呼出气体滞留。支气管肺泡灌洗 (BAL) 液检查提示中性粒细胞和（或）淋巴细胞炎症。由于BO累及呼吸性及膜性细支气管，经支气管肺活检通常无助于诊断，电视胸腔镜下肺活检可获得确定性组织学诊断。组织病理学主要表现为细支气管炎症和大量纤维结缔组织造成的管腔闭塞，也可表现为坏死性支气管、细支气管炎、细支气管周围中性粒细胞、淋巴细胞等炎症细胞浸润。

（2）治疗　目前对BO没有很好的治疗手段，基本参照慢性GVHD的治疗方法，主要应用强的松进行治疗，若激素治疗1月无效，可改用CsA或硫唑嘌呤。使用免疫抑制剂的同时需预防卡氏肺囊虫及肺炎链球菌的感染。有报道显示应用阿奇霉素治疗BO取得了一定的疗效，甚至有应用肺移植成功治疗BO的报道。BO预后很差，5年生存率仅为10％。

4．慢性阻塞性肺病伴机化

（1）诊断　慢性阻塞性肺病伴机化又称梗阻性细支气管炎伴机化性肺炎 (bronchiolitis obliterans with organizing pneumonia, BOOP)，移植后并发BOOP, 也多由于放化疗所致的肺损伤，易误诊为GVHD。最早在1992年被报道。BOOP相对于BO来说较为少见，其特征性病理表现为肺泡管和肺泡内形成肉芽组织。相对于其他气道疾病来说，其表现更像肺炎。大多数接受移植的BOOP患者中都伴发有GVHD, 其临床表现包括干咳、呼吸困难、发热和体重减轻，此类症状主要出现于移植后1～13个月之间。由于BOOP无特异性临床症状，故鉴别诊断相当重要。肺功能检测主要表现为限制性通气功能障碍，DLCO降低，正常呼吸流速。血气分析表现为低氧血症。胸片和胸部CT检查常表现为双肺多发性浸润影、毛玻璃样改变和结节状阴影、中隔肥厚，小部分患者可见晕轮征，但没有特异性。本病确诊需经外科手术或经支气管肺活检取得病理学证据。因需长期激素治疗，所以本病经组织病理学确诊十分重要。诊断的“金标准”为经外科手术肺组织活检，经病理学证实。其特征性组织学表现为远端气道、肺泡管及支气管周围肺泡腔内形成结缔组织肉芽肿。

（2）治疗　造血干细胞移植后有BOOP的患者80％对激素治疗反应良好，但激素的使用疗程及剂量尚无定论。使用激素1～3月内，患者肺部影像学异常通常恢复正常。结合非造血干细胞移植后BOOP患者的资料经验，BOOP的激素治疗初始剂量可为强的松0.75～1.5mg/(kg·d)，最大剂量为100mg/d，使用1～3月随后逐渐减量并维持6～12月。

（七）肺部感染性并发症

随着造血干细胞移植的深入进行，移植后感染性并发症的问题日益突出，其中肺脏是较常见受累部位。病原主要为细菌、真菌、病毒。

1．细菌感染

（1）诊断　一旦患者发生下列情况，首先考虑细菌感染：口温超过38℃，持续24h以上，或体温不升甚至低体温，血、尿、痰、骨髓培养阳性或查出明确的感染病灶除外输血、药物等原因所致的发热。进一步需行胸片、CT甚至行支气管镜、脑脊液等检查。并需与其他疾病或感染相鉴别，如肺出血、白血病肺部浸润，真菌、病毒感染。

（2）防治　主要策略在于隔离环境与无菌护理。中性粒细胞缺乏期间，应用抗生素预防内源性细菌感染，患者常规口服非吸收性抗生素，如多粘菌素、SMZco等。近年来，喹诺酮类作为预防药物，起到了很好的作用，能减少革兰阳性菌的感染。造血干细胞移植后感染多较为凶险，发展快，病死率高。所以一开始应给予积极有效的经验性治疗。选用的抗生素须参照当地的流行病学及药敏情况。根据美国IDSA指南重症感染病人选择抗生素应能覆盖移植后细菌感染的常见菌种，并采用降阶梯治疗方案，如选用单药治疗，三代或四代头孢菌素、碳青霉烯类抗生素（亚胺培南、美罗培南等），或选用氨基糖类与上述一种抗生素联用，如果上述治疗3～5d无效，可加用针对革兰阳性菌的糖肽类抗生素，如万古霉素或他格适。一旦明确病原菌，则给予相应的敏感抗生素。

2．真菌感染

（1）诊断　近年来，真菌感染有明显上升趋势，异基因造血干细胞移植后真菌发病率为10％～25％，死亡率为70％～90％。参照中国侵袭性肺部真菌感染工作组的诊断标准，在下述情况需考虑侵袭性真菌感染：1）宿主因素：①外周血中性粒细胞减少，中性粒细胞计数＜0.15×109
 /L, 且持续＞10d; ②体温＞38℃或＜36℃并伴有以下情况之一：之前60d内出现过持续的中性粒细胞减少（＞10d）、之前30d内曾接受，或正在接受免疫抑制剂治疗、有侵袭性真菌感染病史、存在GVHD症状和体征、持续应用类固醇激素3周以上、有慢性基础疾病或外伤、手术后长期住ICU、长期使用机械通气、体内留置导管、全胃肠外营养和长期使用广谱抗生素治疗等。2）肺部感染临床特征，主要特征：①侵袭性肺曲霉感染的胸部X线和CT影像学特征，早期出现胸膜下密度增高的结节实变影，数天后病灶周围可出现晕轮征，10～15d后肺实变区液化、坏死，出现空腔阴影或新月征；②肺孢子菌肺炎的胸部CT影像学特征，两肺出现毛玻璃样肺间质病变征象，伴有低氧血症。次要特征：①肺部感染的症状和体征；②影像学出现新的肺部浸润影；③持续发热96h经积极的抗菌治疗无效。3）微生物学检查：①合格痰液经直接镜检发现菌丝，真菌培养2次阳性（包括曲霉属、镰刀霉属、接合菌）；②支气管肺泡灌洗液经直接镜检发现菌丝，真菌培养阳性；③合格痰液或支气管肺泡灌洗液直接镜检或培养新生隐球菌阳性；④支气管肺泡灌洗液或痰液中发现肺孢子菌包囊、滋养体或囊内小体；⑤血液标本曲霉菌半乳甘露聚糖抗原 (GM) 检测（ELISA法）连续2次阳性；⑥血液标本真菌细胞壁成分1，3-β-D葡聚糖抗原（G试验）连续2次阳性；⑦血液、胸液标本隐球菌抗原阳性。临床诊断真菌感染至少符合1项宿主因素，肺部感染的1项主要或2项次要临床特征及1项微生物学检查依据。

（2）防治　接受高强度免疫抑制治疗的造血干细胞移植患者是侵袭性真菌感染预防治疗的高危人群。预防阶段应选择毒性小、安全性好、性价比高的药物，可选用广谱的唑类抗真菌药，预防治疗的疗程以2～4周为宜，两性霉素B因其毒性较大而不适合在预防阶段使用。另外异基因或自体造血干细胞移植患者，于移植后常规推荐口服SMZ-TMP, 预防肺孢子菌肺炎。预防性抗真菌治疗一般于移植前2～3周开始服药，至植入后6个月；若持续接受免疫抑制剂患者或慢性GVHD患者，预防用药应予继续。

真菌感染治疗包括经验性治疗、临床诊断治疗和确诊治疗。经验性治疗可选用的药物有：唑类抗菌药如氟康唑、伏立康唑、伊曲康唑等；多烯类如两性霉素B、两性霉素B脂质体；棘白菌素类如卡泊芬净等。治疗持续的时间因病人而异。如果病人经治疗后好转并确诊真菌感染，应进行全程治疗；如果病人好转，但未确诊病原，当中性粒细胞数＞1.0×109
 /L、发热和其他症状及体征消退、有关放射性检查恢复正常，可停用抗真菌药物。确诊治疗的药物选择应参考所检测到的真菌种类而定：①白念珠菌感染应用氟康唑，参考病情严重程度确定剂量。亦可选择伊曲康唑、两性霉素B（或含脂制剂）、卡泊芬净、伏立康唑。②侵袭性肺曲霉病，传统治疗为两性霉素B（或含脂制剂），目前常选用广谱的抗真菌药物，如伊曲康唑、伏立康唑、卡泊芬净等，必要时可联合2种不同类型的抗真菌物治疗。③肺隐球菌病，播散型肺隐球菌病或病变虽然局限但宿主存在免疫损害时，推荐两性霉素B联合氟胞嘧啶或氟康唑治疗，疗程8周至6个月。④肺孢子菌肺炎，一般选用SMZ-TMP治疗，较重者可加用糖皮质激素，另选方案为“泼尼松+克林霉素+伯氨喹”连用。

3．病毒感染

移植后病毒感染主要有巨细胞病毒 (CMV)、单纯疱疹病毒、水痘—带状疱疹病毒、腺病毒、肝炎病毒等，其中CMV感染与间质性肺炎 (IP) 密切相关而引起广泛重视。

（1）CMV肺炎诊断　在未使用预防性抗病毒治疗的条件下，CMV肺炎多发生在移植后的100d内，其在异基因造血干细胞移植中的发生率约20％～35％，自体造血干细胞移植中的发生率约1％～6％。CMV感染的临床症状缺乏特异性，诊断主要依靠实验室检查：①抗体水平的检测，可用荧光免疫法和ELISA检测人血清IgG和IgM, 以CMV-IgG滴度增高4倍以上及IgM阳性为病毒激活指标。但因移植后机体免疫功能差，甚至缺陷，故有CMV活动性感染时，抗体不一定阳性，缺乏敏感性。②抗原血症检测，其为诊断急性CMV感染的直接有效的方法，可用ELISA或流式细胞仪检测血中的pp65抗原。抗原阳性出现在感染的早期，通常在CMV病发作前出现，且在CMV病发作期间持续存在，治疗后随病毒消失而转阴，检测抗原的量可指导治疗。③CMV核酸检测，其优点在于可检出未与细胞结合的病毒，并可用于不同来源的标本的检测，延迟处理标本的时间。移植患者CMV-DNA检测阳性是CMV活动的最早指标，且在抗病毒治疗后比抗原血症持续阳性时间长。

（2）CMV肺炎防治　CMV在人群中的检出率很高，故选择CMV血清学阴性献血员或采用输血滤器有效去除白细胞以预防移植后CMV感染。更主要的措施是监测潜伏的CMV激活，早期诊断，早期治疗。更昔洛韦和磷甲酸钠是目前临床预防和治疗CMV感染的主要药物。预防性使用更昔洛韦可以降低CMV感染的发生并提高生存率。在移植后定期检测CMV抗原血症、CMV抗体或CMV-DNA, 如有CMV激活依据，即应进行抢先治疗，并定期检测病毒指标，直至血清学指标转为阴性。若发生CMV-IP, 应加强针对CMV的治疗，如更昔洛韦联合膦甲酸钠，及大剂量静脉丙种球蛋白，并可加用大剂量糖皮质激素以减少渗出、改善通气功能，必要时可加以人工辅助通气。

九、移植物抗白血病效应与细胞免疫治疗的应用

造血干细胞移植治疗恶性血液病存在的一个重要问题是移植后的复发，异基因造血干细胞移植治疗白血病的复发率大约为30％，而自体造血干细胞移植后复发率高达50％，如何有效地预防和治疗移植后复发是临床上一个亟待解决的问题。动物实验和临床研究均证实在异基因干细胞移植中存在移植物抗白血病 (GVL) 效应，利用过继性免疫治疗增强GVL效应而达到清除白血病残留病变的目的成为移植免疫学家和移植医生的一个重要研究方向。1989年日本Komori等报道了第一个采用经IL-2激活的供者淋巴细胞输注 (donor lymphocyte infusion, DLI) 治疗ALL异基因造血干细胞移植后复发的成功病例。自此，过继性免疫治疗在治疗恶性血液病领域取得了极大的进展。

（一）GVL效应

1950年Barnes和Loutit第一次用经典的动物实验证明了GVL效应的存在，在该实验中白血病小鼠经全身照射后分别给予异基因和同基因骨髓移植，结果接受异基因骨髓移植的小鼠复发率明显低于接受同基因骨髓移植的小鼠。1970年到1980年，一系列临床研究表明人类造血干细胞移植中也存在GVL效应：①异基因移植的复发率明显低于同基因移植；②在异基因移植的患者中，发生GVHD的患者的复发率明显降低；③去T细胞造血干细胞移植在降低GVHD发病率的同时，白血病的复发率也明显升高。

（二）GVL效应的靶细胞抗原

（1）次要组织相容性抗原 (minor histocompatibility antigens, mHags)　mHags参与机体的免疫反应，与异基因造血干细胞移植中GVHD和GVL效应密切相关，其可分为局限性表达和广泛表达的 mHags。

目前已发现多个只存在于造血组织的mHags: HA-1、HA-2、HB-1和BCL2A1，研究表明这些抗原与异基因造血干细胞移植中的GVL效应密切相关。只表达在造血细胞的mHags, 其在异基因移植中诱导产生的特异性CTL只杀伤造血细胞，而对其他正常组织无杀伤作用，所以在产生GVL效应的同时并不导致GVHD的发生，因此确定选择性表达于造血组织的mHags对异基因造血干细胞移植非常重要。较为合适的mHags不仅要选择性地表达于造血细胞（包括白血病细胞），而且这种抗原要在维持细胞功能方面起重要作用，从而使得白血病细胞通过下调该抗原表达而逃避免疫细胞攻击的可能性大大降低。目前基因芯片技术有助于mHags的确定，运用该技术可确定选择性表达于造血组织和白血病干细胞的mHags的编码基因，然后进一步分析其序列核苷酸的多态性。

但是并非所有的移植病人都能找到选择性表达于造血细胞的mHags, 此时，可选取广泛表达的mHags作为增强GVL效应的靶点，这在临床应用中也有一定的作用。初步的临床研究表明，mHags在上皮组织中表达水平的高低与GVHD的发生密切相关。以HA-8、UGT2B17和SMCY为例，如这三种mHags在上皮组织中高表达，其GVHD的发病率就大大增加。而在上皮组织低表达的mHags引发GVHD的风险相对降低，以这类mHags为靶点诱导GVL效应在临床应用中也是可行的。此外，研究较多的是Y染色体上UTY基因编码的mHags, 该抗原在大部分非造血组织中低表达，体外实验表明UTY特异性CTL不能溶解皮肤成纤维细胞或基质细胞，该现象提示低表达于非造血组织的UTY抗原不足以诱导GVHD的发生；同时，有研究发现UTY抗原高表达于白血病细胞，UTY抗原特异性CTL可以清除NOD/SCID小鼠体内的白血病细胞。此外，UTY基因和其相对应的X染色体位点之间有丰富的多态性，可提供其他HLA分子递呈的抗原表位。因此，UTY可成为男性供者接受女性移植物的一个普遍的靶点。值得一提的是，临床上也发现男性受者接受女性移植物与其他性别搭配的病人相比复发率低，该现象与Y染色体编码的mHags产生的选择性GVL效应相符合。随着更多的mHags被发现，确定mHags的表达水平也成为预测GVHD发生的指标之一。

（2）白血病相关蛋白　肿瘤特异性抗原 (TSA) 和肿瘤相关抗原 (TAA) 均可成为GVL效应的靶点，而TSA是优先考虑的治疗靶点。在恶性血液病中已经发现了一些特异性抗原，如CML和APL特殊的染色体易位所形成融合基因的表达蛋白，但这类抗原很少可以被有效地提呈，限制了TSA相关的GVL效应。TAA往往在白血病细胞中过量表达，而在正常组织表达较低，故TAA也是可用于增强GVL效应的靶点。目前临床应用中涉及较多的TAA是WT1和PR3，以WT1为例简要说明其作用。WT1是在泌尿生殖系统发育过程中起重要作用的一个锌指结构转录因子，它在白血病细胞中高表达，而在一些正常组织包括CD34+
 造血细胞低表达。尽管在正常供者体内特异识别WT1的T细胞比例很低，在异基因移植后的病人体内也未发现WT1特异性T细胞的克隆性增生，但是在经WT1孵育的树突状细胞 (DC) 刺激后，可在体外扩增分离得到WT1特异性T细胞克隆；该细胞可杀伤白血病细胞，抑制人白血病细胞在NOD/SCID小鼠体内的克隆形成和植入，且对正常的CD34+
 造血前体细胞植入不产生影响。上述研究提示WT1特异性T细胞可以根据WT1的表达水平区分正常细胞和肿瘤细胞，从而产生特异性的GVL效应。

（三）GVL与GVHD的关系

（1）GVHD中存在GVL效应　大量的实验研究及临床实践证实，不论是急性或慢性GVHD患者均伴有白血病复发率的降低，说明在GVHD中存在GVL效应。国际骨髓移植登记处 (IBMTR) 对1680例早期白血病患者的造血干细胞移植结果的分析显示，有急、慢性GVHD的ALL、AML、CML移植患者的复发率均有显著减低。

（2）GVL效应的产生可不依赖于GVHD　在临床上应用DLI治疗白血病移植后复发时发现，在无GVHD发生的情况下也可使白血病获得治愈，该现象提示GVL效应的产生可不依赖于GVHD, GVHD和GVL效应两者是可分离的。GVHD过重会使患者死于难以控制的腹泻、便血、肝功能衰竭、感染等并发症，长期生存率和生活质量大为下降。因此，积极研究GVHD与GVL效应分离的策略，在减弱GVHD的同时增强GVL效应，具有重大的临床意义。

（四）过继性免疫治疗

1．DLI的临床应用DLI

是第一种成功应用于治疗白血病复发的过继性免疫治疗方法，DLI的成功应用更证实了GVL效应的存在。

（1）DLI治疗移植后复发的疗效　DLI治疗异基因造血干细胞移植后复发最先在ALL病人中获得成功应用。疾病的种类和病程与DLI的疗效有密切的关系。在恶性血液病中，CML的治疗效果最好，大宗的回顾性临床研究证实了DLI对移植后CML复发的治疗作用：DLI可诱导76％～79％的慢性期CML患者达到遗传学和分子学完全缓解，但对处于加速期或急变期的CML复发患者的完全缓解率仅为12％～28％。而对其他疾病的治疗效果相对较差：多发性骨髓瘤 (MM) 治疗的完全缓解率在25％～30％；其次为AML, 完全缓解率为15％～29％；而在ALL中的疗效最差。DLI对同一疾病不同阶段，其DLI疗效也存在较大的差异，对处于分子与细胞遗传学复发阶段的病人其疗效明显优于血液学复发者，疾病的慢性期的疗效优于疾病的进展期和急变期。DLI的疗效与肿瘤的生物学特性密切相关，DLI治疗时机、DLI中T细胞量与治疗方案、移植后复发的时间、是否去T细胞移植、移植后是否发生GVHD、DLI与其他方案合用等均为影响DLI疗效的因素，如何优化DLI的方案以达到最佳的治疗效果也是临床实践中亟待解决的问题。

（2）DLI调整方案　调整淋巴细胞输注的时机、剂量和组成可利于GVL效应的发生。①输注的时机。动物实验和临床研究证实移植后过早输入供体淋巴细胞容易导致GVHD, 而对GVL效应造成不利；移植后延迟数周输注供者淋巴细胞能有效地促进完全嵌合体的形成和预防肿瘤的复发，且不增加GVHD发生的风险。在临床实践中为预防移植后白血病复发，于移植后30d开始应用DLI治疗，其严重GVHD发生率无明显增加。②输注剂量。确定输注剂量的原则是在不引起严重GVHD的前提下最大限度地诱导GVL效应，其决定因素有HLA相合程度（不相合时输注量低于相合时）、供者来源（无关供者输注量低于同胞供者）、原发病的种类、肿瘤细胞负荷及DLI治疗目的（以预防复发和促进完全嵌合形成为目的的DLI所需剂量低于以治疗白血病复发为目的）。DLI一般从低细胞数量开始使用，分次逐渐提高单次剂量方案 (escalating dose regimen, EDR) 比高剂量单次方案 (buld dose regimen, BDR) 能明显降低DLI后GVHD的发生，且不影响GVL效应的作用。③调整DLI输注细胞的组成。目前研究的方向有：针对肿瘤表面特异抗原的CTL; 去除CD8+
 T细胞的淋巴细胞输注；输入基因修饰的T细胞，如给输注的T细胞预先转入一段“自杀基因”片段，当发生GVHD时，自杀基因被激活使诱发GVHD的T细胞发生凋亡。

（3）DLI并发症　①GVHD:GVHD是DLI后最主要的并发症。北美移植登记中心的报告显示，60％接受DLI的病人发生了急性GVHD, 距淋巴细胞输注的中位时间为32d, 其中Ⅱ-Ⅳ度急性GVHD的发生率为46％，Ⅲ-Ⅳ度急性GVHD的发生率为22％；慢性GVHD的发生率为61％，其中广泛性慢性GVHD占32％，局限性慢性GVHD占29％。欧洲骨髓移植协作组 (EBMT) 的报告表明，DLI后发生GVHD的风险与使用干扰素和去T细胞移植有关，但是北美移植中心的报告则认为去T细胞移植并非是发生GVHD的危险因素。②全血细胞减少症：DLI后全血细胞减少症的发病率在20％左右，其发生与疾病所处的阶段密切相关。CML血液学复发的病人在接受DLI后全血细胞减少症的发生率约为50％，但是其在遗传学和分子学复发病人中的发病率则大大降低。全血细胞减少症的发生还与移植后供者移植物的低嵌合状态有关，由此推测全血细胞减少症的发生可能是因为DLI清除了受者的造血细胞，而供者造血功能尚未重建所导致的。发生全血细胞减少症的患者部分可自行恢复，也可使用G-CSF治疗或输注造血干细胞促进造血恢复。

2．过继性免疫治疗的进展

（1）淋巴因子激活的杀伤细胞（LAK细胞）　1980年美国NIH癌症研究所Rosenberg实验室首次发现淋巴细胞在IL-2刺激下可产生一种对新鲜肿瘤细胞具有强烈杀伤作用的杀伤T细胞。这种杀伤细胞与传统的CTL和NK细胞不同，对肿瘤细胞的杀伤不受MHC抗原限制，对NK敏感和不敏感的肿瘤细胞均有杀伤作用。后来Grimm将这种细胞命名为淋巴因子激活的杀伤细胞 (lymphokine-activated killer cells)，简称LAK细胞。LAK细胞在体外表现出强大的杀伤肿瘤细胞的活性，但其临床疗效并不十分理想。同时，为获得有效的疗效，患者需输注大量的IL-2，但大剂量IL-2可引起较严重的不良反应，限制了LAK细胞的临床应用。随着一些抗瘤活性更强和特异性更高的效应细胞如CIK细胞的相继发现，LAK细胞有被逐渐替代的趋势。

（2）CIK细胞　在20世纪80年代Ritz和Phillips两个实验室分别从正常人外周血中分离出一类CD3+
 CD56+
 淋巴细胞，占外周血淋巴细胞的2％该类细胞具有NK细胞类似的功能，对K562细胞有自发性杀伤作用，同时对靶细胞的杀伤不，受抗CD3单抗的影响，是一类有别于NK和CTL细胞的非MHC限制性细胞毒T细胞。该类细胞在体外经细胞因子（IL-2、IFN-γ）和抗CD3单抗作用后，可获得高度扩增和肿瘤杀伤的活性，被命名为细胞因子诱导的杀伤细胞 (cytokine-induced killer cells)，简称CIK细胞。由于CIK细胞表达CD3和CD56，也被称为NK细胞样T细胞。Ⅰ-Ⅱ期临床试验显示CIK细胞对各种血液肿瘤均有一定的疗效，尽管对CIK细胞与放化疗联合能否提高早期恶性血液病完全缓解率尚未得出肯定的结论，但CIK细胞单用或联合放化疗可使部分化疗无效的病人获得部分或完全缓解。目前CIK细胞对机体免疫监视和造血调控的影响尚不清楚，CIK细胞对肿瘤细胞识别和杀伤机制尚需进一步研究。

（3）树突状细胞 (DC)　DC是体内提呈肿瘤抗原能力最强的抗原递呈细胞，DC将经过自身处理的MHC限制性肿瘤抗原多肽递呈给T细胞，激活T细胞免疫应答，从而激发机体抗肿瘤免疫的功能。用肿瘤表面抗原致敏DC或者诱导生成白血病细胞来源的DC, 然后回输体内，能激活体内针对肿瘤抗原的细胞毒作用，杀伤肿瘤细胞；也可以通过上述DC, 激活细胞毒性T细胞，通过回输效应性T细胞达到杀伤体内肿瘤细胞的作用。目前DC的体内外实验均取得了可喜的结果，但在临床用于治疗恶性血液病的效果还不确切，需要进一步的研究探索。随着基因工程技术的发展，可将与免疫相关的基因转染到DC, 通过基因修饰，增强DC的抗原递呈功能和抗肿瘤活性，同时增强DC的免疫调节功能，抑制移植后GVHD的发生。基因修饰的DC是过继性免疫治疗的一个重要研究方向。

（4）肿瘤浸润性淋巴细胞 (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL)　TIL是指从实体瘤组织、转移的淋巴结及癌性胸腹水中分离的淋巴细胞，经IL-2刺激后形成的具有高效杀瘤活性的淋巴细胞。在何杰金淋巴瘤和非何杰金淋巴瘤患者的淋巴结、淋巴组织以及外周血中均可分离获得TIL。对弥漫性大B细胞淋巴瘤组织中的TIL分析发现，TIL含量≥20％及CD4/CD8比例≥2的患者，预后良好。从惰性淋巴瘤中分离单个核细胞与自身照射的淋巴瘤细胞联合IL-1β、IL-2和IL-12共同培养，能诱导出具有肿瘤特异性杀伤活性的TIL细胞。应用IL-2激活白血病患者骨髓来源的前体细胞，称为激活骨髓细胞，其具有很强的杀瘤活性和体内抗瘤活性。目前在白血病病人的细胞免疫治疗中，采用化疗和（或）细胞因子动员后分离获得单个核细胞，再经IL-2激活后输注治疗，该方法已取得了一定的临床疗效，并克服了LAK细胞低杀伤活性和对IL-2高剂量依赖性的缺陷。

（五）展望

DLI是第一个成功应用于临床的恶性血液病的过继性免疫治疗方法，为其他过继性免疫治疗方法的研究提供了很好的借鉴作用，为进一步研究GVHD、GVL的发生和干预机制奠定了基础。随着分子和细胞免疫学的研究进展及临床实践的不断探索，越来越多的过继性免疫治疗方法应用于造血干细胞移植领域，旨在不引起严重GVHD的前提下最大限度地诱导GVL效应，提高移植后病人的长期无病生存率和生活质量。






【思考题】



1．试述急性移植物抗宿主病的发病机制及预防和治疗策略。



2．试述细胞免疫治疗在造血干细胞移植后复发治疗中的应用。
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（黄　河）


 第五节　多发性骨髓瘤研究现状



摘　要
 　多发性骨髓瘤 (MM) 是恶性浆细胞克隆性疾病，占血液系统恶性肿瘤的10％以上，近年来发病率有逐渐增高的趋势，其特征为骨髓恶性浆细胞克隆增生、血清免疫球蛋白升高、溶骨性骨骼破坏。近年来MM的诊断和病情评估已取得了长足进步：新的简便的分期系统 (ISS) 广泛应用于临床并正取代Durie-Salmon分期；国际统一的疗效标准出现；血清游离轻链检测的进展；细胞遗传学异常对于患者诊断、分型和预后判断的意义正在得到广泛认可。基因组学和蛋白组学的研究给MM的研究带来大量新的信息，许多靶分子得到鉴定并用于诊断和研发新的MM治疗药物。免疫调节药 (thalidomide, lenolidomide) 和蛋白酶体抑制剂 (bortezomib) 给MM的治疗带来革命性的变化；临床研究证实干细胞移植和移植后维持治疗的重要性。由于针对骨髓瘤细胞及其生长微环境的靶向新药不断涌现，这些进展使得MM的治疗选择越来越具有多样性，总体生存期越来越长，生活质量越来越高。本节综述MM研究现状，主要概述MM的发病机制、分型、分期、临床表现、诊断标准等，并讨论MM干细胞移植和药物治疗，包括一些新药、诊断和预后的进展。




Abstract
 　Multiple myeloma (MM) is clonal plasma cell malignancy that accounts for slightly more than 10% of all hematologic cancers. The incidence has gradually increased in recent years. MM is characterized by the clonal expansion of neoplastic plasma cells within the bone marrow, elevated serum immunoglobulin, and osteolytic lesions. Significant advances include a simplified staging system, which has replaced the Durie-Salmon staging system; an updated uniform international response criteria; the development of a sensitive new serum test to detect free light chain production, the recognition of specific adverse cytogenetic abnormalities. And the evolution of genomics, which will identify specific and targeted therapies for individual MM patients. For the first time in decades, major therapeutic advances have been implemented in the treatment of MM patients. These include 2 new classes of agent: immunomodulatory drugs and proteosome inhibitors. In addition, clinical trials have solidified the role of hematopoietic stem cell transplant and established the benefits of post-transplant maintenance therapy. A number of new agents are in development that specifically target the myeloma cells and the bone marrow microenvironment. These advances have resulted in expanded treatment options, prolonged disease control and survival, and improved quality of life for patients with MM. In this chapter, we present a focused review of the disease, the mechanism, typing and staging, clinical manifestation, diagnosis criteria, the evolution of drug therapy and stem-cell transplantation for the treatment of MM, as well as the development of new agents and so on is discussed. We also provide an update on current concepts of diagnosis and prognosis.






多发性骨髓瘤 (multiple myeloma, MM) 又称浆细胞骨髓瘤，是发生在浆细胞的恶性克隆增殖性疾病。骨髓内单克隆浆细胞恶性增生并分泌大量单克隆免疫球蛋白，血清出现单克隆免疫球蛋白，正常多克隆浆细胞增生和多克隆免疫球蛋白分泌受到抑制，尿内出现本周氏蛋白，引起广泛溶骨性破坏、反复感染、贫血、高钙血症、高黏滞综合征、肾功能不全等临床表现。

一、病因学

MM的病因目前尚未完全明确。电离辐射、慢性抗原刺激、遗传因素、病毒感染等可能与MM发病有关。研究发现放射线职业人群的发病率显著高于正常人群，发病率高低与接受的放射线剂量成正相关，提示电离辐射可诱发此病。少数文献报告某些化学物质如石棉、砷、杀虫剂、石油、塑料、橡胶类长期接触可诱发此病。长期慢性抗原刺激者较易发生MM。

二、发病机制

浆细胞由B淋巴细胞发育、分化而来，是一个多步骤且涉及多个解剖部位的过程。目前认为多发性骨髓瘤细胞虽然主要表现B细胞—浆细胞特点，但起源却是较前B细胞更早的造血前体细胞的恶变。至于造血前体细胞发生恶变的机制，目前尚未完全阐明。近年来也有学者认为MM细胞来源自分化晚期的B细胞。

（一）分子遗传学改变

众多证据表明MM的发生与癌基因有关，c-myc基因是具有螺旋—环—螺旋基本结构区的亮氨酸转录因子，调节肿瘤的生长和进展。研究发现马法兰耐药的MM患者常过度表达c-myc蛋白，c-myc失调刺激血小板衍生生长因子-β（PDGF-β）受体分子表达，并减少了PDGF-ββ（含两个β链的同型二聚体PDGF）的释放。MM中11q13的断裂点与IgH基因易位后，受IgH强启动子和增强子的控制，基因产物CyclinD1过度表达，研究发现MM患者t(4;14)的异常与CyclinD1表达有关。Cook等研究发现CyclinD1阳性的骨髓瘤患者生存率较高。磷酸化的Rb21蛋白具有抑癌活性，可下调IL-6的表达，Rb21基因失活或表达减少可能与MM的发病有关。研究发现超过40％的MM患者存在癌基因ras突变，骨髓瘤细胞中癌基因ras突变选择性上调cox-2表达，可导致黏附于细胞外基质蛋白的增高以及化疗药物的抵抗。

（二）感染人类疱疹病毒28（HHV28）

研究表明，HHV28特异性感染MM患者骨髓基质中的非肿瘤性树突状细胞，但还需进一步证实这种病毒在骨髓瘤发病中的作用。研究还发现，MM细胞表达CD45+
 、CD20-
 、PAX25-
 以及CD138+
 ，这些均是EB病毒编码的RNA, 但缺乏EB病毒晚期表面膜蛋白。

（三）骨髓微环境影响

骨髓瘤细胞的生长、生存与骨髓微环境密切相关。骨髓瘤细胞通过黏附分子与骨髓基质细胞发生结合，诱导基质细胞分泌破骨细胞活化因子如IL-1、IL-6、TNF-β。此外，骨髓瘤细胞表面还表达高密度的CD38，CD38可以作为黏附受体引导浆细胞进入骨髓腔。破骨细胞具有支持原发性骨髓瘤生长的能力，而成纤维细胞激活蛋白影响肿瘤发生并选择性表达于上皮及间质细胞，促进骨髓瘤细胞的存活。

（四）黏附分子受体

黏附分子的异常表达可以促进骨髓瘤细胞与细胞外基质蛋白及骨髓基质细胞黏附。浆细胞上的CD38作为黏附受体与血管内皮细胞上表达的CD31配体结合，CD38、CD31的相互作用可能是浆细胞由内皮进入骨髓腔的机制之一。进入后又由CD44、CD138等介导与细胞外基质蛋白发生黏连，几乎所有的MM患者CD138均与胶原相结合，这可能是恶性浆细胞归巢于骨髓的重要原因之一。CD56是表达于大多数MM病人中的一种神经黏附分子，对于传统化疗患者而言，CD56表达阴性患者预后更差。研究表明，胰岛素样生长因子2I (IGF2I) 可以诱导IL-6依赖的MM细胞增殖。

三、临床表现

MM起病缓慢，可数月至十多年无症状，早期易被误诊。MM的临床表现主要有贫血、骨痛、肾功能不全、感染、出血、神经系统症状、高钙血症、淀粉样变性等。

（一）骨痛、骨骼变形和病理骨折

骨髓瘤细胞分泌破骨细胞活性因子而激活破骨细胞，使骨质溶解、破坏，骨骼疼痛是最常见的早期出现的症状，约占70％疼痛程度轻重不一，早期常是轻度的、暂时的，随病程进展可以变为持续而严重，多为腰骶椎骨，、胸骨、肋骨疼痛，初起时疼痛可为阵发性或游走性，后渐加重而呈持续性，局部有压痛隆起或波动感，可伴发病理性骨折，经常在负重部位，常有几处骨折同时发生。除骨痛、病理性骨折外，还可出现骨骼肿物，常为多发性，常见部位是胸肋骨、锁骨、头颅骨、鼻骨、下颌骨等。

（二）贫血和出血倾向

贫血较常见，为首发症状，贫血程度不一，一般早期贫血轻，后期贫血严重。造成贫血的主要原因是骨髓中瘤细胞恶性增殖浸润，影响造血功能。血小板减少，出血多见，尤其是皮肤黏膜出血，严重者可见内脏及颅内出血。

（三）肝、脾、淋巴结肿大和其他

瘤细胞浸润、淀粉样变性引起，一般肝、脾轻度肿大，少数可有关节疼痛。

（四）继发感染

感染多见于细菌，亦可见真菌、病毒，最常见为细菌性肺炎、泌尿系感染、败血症，病毒性也可见。正常多克隆B细胞—浆细胞的增生、分化、成熟受阻，正常多克隆免疫球蛋白生成减少，异常单克隆免疫球蛋白生成增多，缺乏免疫活性，机体免疫力下降，导致感染反复发生。

（五）肾功能损害

肾脏病变比较常见又具有特征性。仅分子量很小的轻链能被肾小球滤过，被肾小管重吸收。由于单克隆免疫球蛋白及轻链生成过多，加重肾小管负担造成肾小管损害。50％～70％病人尿检有蛋白、红细胞、白细胞、管型，出现慢性肾功能衰竭、高磷酸血症、高钙血症、高尿酸血症，可形成尿酸结石。

（六）高黏滞综合征

常见症状有头晕、眼花、视力障碍，并可突发晕厥、意识障碍。高黏滞血症的发生和血中免疫球蛋白浓度和类型有关，多见于IgM型MM, 因IgM型分子量大、形状不对称并有聚集倾向。眼底检查可见视网膜静脉扩张呈结袋状扩张，伴有渗血、出血。

（七）淀粉样变性

免疫球蛋白的轻链与多糖的复合物沉淀于组织器官引起，受累组织器官较广泛，常发生于舌、皮肤、心脏、胃肠道、周围神经、肝、肾、脾、肺等部位。

（八）高钙血症

骨质破坏引起血钙逸出、肾小管分泌钙减少及单克隆免疫球蛋白与钙结合引起。轻者可表现头痛、呕吐、多尿、便秘，重者可表现心律紊乱、急性肾衰、昏迷甚至死亡，故需紧急处理。

（九）神经系统损害

症状多种多样，即可表现为周围神经病和神经根综合征，也可表现为中枢神经系统症状。胸、腰椎的压缩性骨折可导致截瘫。

（十）高尿酸血症

骨髓瘤细胞分解产生尿酸增多、肾脏排泄尿酸减少引起，可造成肾脏损害，应及时预防和处理。

四、实验室检查

（一）血象

贫血可为首发征象，多属正常细胞、正常色素性贫血，可伴有少数幼红细胞，也可因失血表现为小细胞低色素性贫血。红细胞常呈缗钱状排列，血沉显著增快，白细胞、血小板计数正常或减低。晚期全血细胞减少，骨髓瘤细胞在血中大量出现。

（二）骨髓

主要为骨髓瘤细胞的出现，一般占有核细胞数的5％以上并伴有质的改变。常为增生性骨髓象，异型浆细胞形态大小不一，成熟程度不同，核偏位，核浆比例大，核仁1～2个，核染色质较疏松，有时可见核畸形，胞质丰富，可见空泡与少量嗜苯胺蓝颗粒。骨髓瘤细胞可呈弥漫性或灶性分布，因而有时需多部位穿刺，骨髓活检可提高检出率。免疫分型：多数MM患者CD40、CD138表达量增多，CD56-
 不能除外MM, 但CD56+
 识别骨髓瘤细胞更可靠一些，它与MM病程的进展和恶性程度密切有关，结合CD38、CD138、CD19等有助于MM的鉴别和诊断，有望作为早期预测病程进展和预后的指标。

（三）血清、尿液蛋白检查

血清异常球蛋白增多，白蛋白正常或减少，80％患者血清蛋白电泳出现单一的M带。血清免疫球蛋白测定可见单株IgG或IgA或IgD增高，其他Ig则减少。免疫固定电泳可确定M蛋白的类别（包括亚类）和型别（κ或λ型轻链）。尿液免疫电泳证实本—周氏蛋白为单克隆性Ig轻链。血清游离轻链检测可确定98％MM患者的M蛋白型别，正常κ/λ值在0.26～1.65之间。大约2％的MM患者血清或尿液中检测不到M蛋白，血清游离κ和λ轻链的检测有助于MM的诊断。血清游离轻链检测不仅能确定70％的非分泌型MM患者的M蛋白型别，也有助于寡分泌型骨髓瘤（血清M蛋白＜1g/dl, 尿M蛋白＜200mg/24h）、恶性浆细胞病和原发性全身性淀粉样变性的诊断。血清游离轻链检测也是疾病治疗疗效和进展的敏感指标。

（四）血生化检查

因骨质广泛破坏出现高钙血症，晚期肾功能减退，血磷也增高，血清碱性磷酸酶一般正常或轻度增加。高尿酸血症、高氮质血症较常见。

（五）尿和肾功能检查

90％以上的患者有蛋白尿，血清尿素氮和肌酐有所增高，约半数患者尿中出现本—周氏蛋白；尿蛋白电泳时在β区或β区与γ区之间出现浓集区带。

（六）其他检查血清

β2微球蛋白及血清乳酸脱氢酶活力：两者均可高于正常。β2微球蛋白由浆细胞分泌，与全身骨髓瘤细胞总数有显著相关性。血清乳酸脱氢酶也可反映肿瘤负荷，所以可用以提示预后和临床分期。C反应蛋白血清浓度与疾病活动有关，随病情变化而升高或降低，反映MM病情和预后。血清IL-6可作为反映MM病情轻重的良好指标。血清可溶性IL-6受体浓度可作为判断MM病情及预后的良好指标。克隆性IgH基因重排用于MM单克隆性检查，不受临床分期和免疫分型的影响，可作为MM诊断的有力依据。

（七）放射线检查

可有以下三种X线诊断发现：①早期为骨质疏松，多在脊柱、肋骨和盆骨。②典型病变为圆形、边缘清楚如凿孔样的、多个大小不等的溶骨性损害。常见于颅骨、盆骨、脊柱和股骨等处。③病理性骨折常发生于肋骨、脊柱、胸骨，少数早期患者可无骨骼X线表现，CT、ECT和MRI也可用于本病的诊断性检查，特别当骨髓瘤侵犯中枢神经系统或脊椎骨压缩性骨折损伤脊髓、神经根时，可提供重要信息。目前认为，CT、MRI或PTE/CT可发现MM的早期骨骼病变，能发现X线检查不易发现的骨质损害。

（八）细胞遗传学检查

目前认为，t(4;14)及t(6;14)是MM比较特异的染色体异常。近年来发展起来的MM遗传学分析方法有荧光原位杂交 (FISH)、多色荧光原位杂交、纤维荧光原位杂交和比较基因组杂交等。MM染色体数目异常中，最常见数目异常是13单体，其次为3、5、7、9、11、15、19和21三体，染色体的缺失常累及13、20、22、X和Y等。其他结构异常有缺失、易位、重复和倒位等，主要累及1号染色体，最有特征的标记是14q+
 其中t(11;14)是最常见的改变。目前认为遗传学改变是判断预后的重要依据，t(11;14)的患，者预后相对较好，13q-,13q (del13)，11q-,t(4;14)，K-ras突变，P53基因突变或缺失的患者预后差。目前实验数据支持遗传学改变用于指导临床分层治疗的报道。

五、临床分期

MM的临床分期反映病程的早晚，主要取决于患者体内骨髓瘤细胞的总数。瘤细胞总数与血清单克隆免疫球蛋白水平、尿轻链含量、血红蛋白高低、骨质损害程度和血钙等密切相关，并且与治疗反应和预后等也有密切联系。Durie-Salmon分期标准从1975年开始广泛使用，疾病的临床分期主要以M蛋白、溶骨性病变、血红蛋白量、血钙水平和瘤细胞数为依据（表4-14）。根据肾功能的情况进一步分期（A或B）。


表4-14　Durie-Salmon分期标准
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亚类：A: 肾功能相对正常（血肌酐＜2.0mg/dl）。

　　　B: 肾功能不正常（血肌酐2.0mg/dl或＞2.0mg/dl）。

近年来，众多研究证明β2微球蛋白和白蛋白水平对MM的临床分期和预后有关键意义，国际骨髓瘤基金会于2005年提出了最新MM国际分期标准 (ISS)。


表4-15　国际骨髓瘤基金会2005年MM国际分期标准 (ISS) 分期
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六、分　型

（一）根据免疫球蛋白分型

（1）IgG型　最多见，约占50％～60％，易感染，但高钙血症和淀粉样变较少见。

（2）IgA型　约占25％，高钙血症明显，合并淀粉样变、出现凝血异常及出血倾向机会较多，易造成肾功能损害，骨髓中有火焰状瘤细胞，预后较差。

（3）IgD型　很少见，仅占1.5％，近年来病例报告例数增加，瘤细胞分化较差，肾衰竭、贫血、淀粉样变和高钙血症多见，易并发浆细胞性白血病和髓外浆细胞瘤，生存期短。

（4）轻链型　约占20％，M成分为免疫球蛋白的轻链而没有重链。多有本—周氏蛋白尿，易合并肾功能衰竭和淀粉样变性，诊断需有多发性溶骨病变，此型瘤细胞分化较差，细胞增殖迅速，预后很差。

（5）IgE型　极罕见。至今国际上仅有少数病例报告。溶骨性病变少见，外周血浆细胞增多，可表现浆细胞白血病血象。

（6）非分泌型　占1％以下，具有骨髓浆细胞恶性增生、骨质破坏、贫血、骨痛、正常免疫球蛋白减少、反复感染等临床表现，但血与尿中无M蛋白，M蛋白仅存在浆细胞内，极少数为不合成型，即浆细胞内亦不能测得M蛋白。

（7）IgM型　国内少见，易引起高黏滞血症。

（8）双克隆型或多克隆型　少见，双克隆常为IgM与IgG、IgA联合，轻链多属于同一种类型，偶为两种轻链。多克隆型罕见。

（二）特殊类型多发性骨髓瘤

（1）无症状多发性骨髓瘤　指患者无自觉症状，但辅助检查符合MM的诊断标准。血清蛋白电泳应作为大多数患者和有早期征象患者的常规检查。

（2）冒烟型MM　指符合MM诊断标准，但缺乏贫血、高钙血症、溶骨性病变和肾功能损害等表现，多数病人3～5年不治疗病情亦可无进展，一般不急于治疗。

（3）骨孤立性浆细胞瘤　组织学证实骨内孤立的瘤体内含单克隆浆细胞，而放射学检查无MM依据。骨髓穿刺示浆细胞＜5％。患者可发展为MM或出现新病灶，也可无症状生存数年。

（4）骨硬化骨髓瘤（POEMS综合征）　临床常以多发性神经病变、器官肿大、内分泌病变、M蛋白和皮肤改变为表现特征。常无贫血而血小板增多，骨髓内浆细胞比例＜5％，诊断需骨硬化病灶活检发现单克隆浆细胞。

（5）髓外浆细胞瘤　浆细胞瘤原发于骨髓以外的部位，常见于头颈部，血尿检查、骨髓象、放射学检查均无MM证据，一般预后良好。

七、诊　断

（一）国内诊断标准





（1）骨髓中浆细胞＞15％并有原浆或幼浆细胞，或组织活检证实为浆细胞瘤。

（2）血清单克隆免疫球蛋白（M蛋白）IgG＞35g/L，IgA＞20g/L，IgM＞15g/L，IgD＞2g/L，IgE＞35g/L，尿本周蛋白＞1g/24h。

（3）广泛骨质疏松和／或溶骨性病变。

符合（1）、（2）即可诊断MM。符合上述所有三项者为进展型MM。诊断IgM型MM时，还要有相关临床表现。只有（1）、（3）属于不分泌MM; 对于仅有（1）、（2）者，尤其无原、幼浆者，除外意义未明的单克隆丙种球蛋白血症和反应性浆细胞增多症。

（二）国外诊断标准

1．主要诊断指标

（1）骨髓中浆细胞增多＞30％。

（2）活检证实浆细胞瘤。

（3）M成分：血清IgG＞35g/L，IgA＞20g/L，尿本周蛋白＞1g/24h。

2．次要诊断指标

（1）骨髓中浆细胞增多：10％～30％。

（2）M成分存在但低于主要诊断指标。

（3）有溶骨性病变。

（4）正常免疫球蛋白减少：IgG＜6g/L，IgA＜1g/L，IgM＜0.5g/L。

MM的诊断需具有上述1项主要和1项次要指标，或三项次要指标，但其中必须包含第1项和第2项次要指标，而且患者应有相关临床表现。

（三）诊断进展

1．IgH易位检测

免疫球蛋白易位导致癌基因表达失控是B细胞肿瘤的特征，最近研究发现，MM具有与免疫球蛋白重链 (IgH) 基因易位的非随机性伙伴染色体，发生频率随疾病进展阶段不同：MGUS发生率为46％～48％髓内MM为55％～73％原发性浆细胞白血病为85％，人骨髓瘤细胞系中超过90％，可通过，细胞遗传学、SKY分析、中，期FISH分析、分子克隆及RTPCR等方法检测。MM的易位通常发生在IgH位点（14q32），研究MM的分子遗传学改变为靶向治疗MM提供理论依据。

MM的IgH易位可分为5种亚型：

（1）无IgH易位。

（2）cyclin D1和（或）cyclin D3型　MM的t(11;14)异常与Cyclin D1表达有关，Cyclin D1蛋白促进细胞由G1期进入S期，与MM的发生关系密切，应用传统的显带方法和间期FISH法检测，15％～20％的MM有此易位。MM的t(6;14) (p21;q32)易位与Cyclin D3高表达有关。研究结果进一步说明癌基因与免疫球蛋白基因的易位导致Cyclin D1、Cyclin D3等表达失控，促使浆细胞恶变。

（3）成纤维细胞生长因子配体的酪蛋白激酶受体 (FGFR3)型　t(4;14)目前被认为是MM特有的遗传学改变，其发生率约为15％。正常情况下，浆细胞不表达FGFR3，仅在有t(4;14)的MM中异常表达，t(4;14) (p16.3;q32.3)易位引起FGFR3和另一个基因MMSET调控和表达异常。

（4）C-maf或B-maf型　t(14;16) (p32.3;q23)在MM的发生率约为5％～10％，C-maf是一个经典的鸟类maf逆转录病毒，仅在有16q23易位的MM细胞中高表达。t(14;20) (p32;q12)在MM中的发生率为1％～2％，20号染色体断裂点临近癌基因B-maf, B-maf是MAF家族碱性区域／亮氨酸拉链转录因子成员之一。

（5）其他IgH易位　其他一些与14q32发生易位的伙伴染色体也有报道，但大部分基因尚未被克隆，基因表达失控的特征也不是很清楚，尚待进一步明确。

在基因型与基因表型基础上可制定分子靶向治疗方案。如伴有t(6;14)或t(11;14)和D型cyclin失调者使用周期蛋白依赖性激酶抑制剂；伴t(4;14)患者使用FGFR3酪氨酸激酶抑制剂；伴ras突变患者使用ras通路抑制剂；无ras突变患者使用无ras通路抑制活性的抑制剂（如洛伐他汀）。

2．基因表达谱 (GEP) 检测

近年来GEP的研究取得较大进展，可反映MM某些染色体改变，发现细胞周期基因联合表达和上调与细胞遗传学异常相关联，准确检测-13q, 确定14q32异位，区分MM早期与晚期，用于进展期与缓解期分级，药物治疗机制的研究，确定新的分子治疗靶位，还有助于MM骨髓微环境的研究。

八、鉴别诊断

（一）反应性浆细胞增多症

常与细菌感染、病毒感染、自身免疫性疾病、肝脏疾病等伴发，骨髓中浆细胞增多，均为正常成熟浆细胞，血清免疫球蛋白无M蛋白，呈正常多克隆性增多，且水平升高有限，IgH克隆性重排阴性、浆细胞CD56阴性，临床上常有原发性疾病的表现，无MM相关的临床表现。

（二）意义未明的单克隆丙种球蛋白血症 (MGUS)

MM早期易与MGUS混淆。MGUS具有以下特点：骨髓浆细胞＜10％，形态正常，且浆细胞标记指数 (PCL) ＜0.8％；M蛋白IgG＜30g/L，IgA＜20g/L，正常免疫球蛋白不减少；无溶骨性骨损和MM相关症状和体征。约1％MGUS患者数年后有可能进展为MM。

（三）原发性巨球蛋白血症

原发性巨球蛋血症又名Waldenström (s) 巨球蛋白血症，属浆细胞病范畴。血清中虽有大量单克隆免疫球蛋白IgM, 但骨髓中有淋巴样浆细胞增生、浸润而非骨髓瘤细胞，一般无溶骨性病变，高钙血症、肾功能不全少见。需与IgM型MM鉴别。

（四）原发性系统性淀粉样变性

淀粉样物（即免疫球蛋白的轻链）沉淀于组织器官中而引起。可有血清M蛋白和本—周氏蛋白尿，但骨髓中无骨髓瘤细胞，也无溶骨病变，无高钙血症、高黏滞综合征。

（五）重链病

血清中仅有单克隆免疫球蛋白重链存在，轻链缺如。无本—周蛋白尿，多无骨骼破坏等临床表现。

（六）骨转移癌

常有原发肿瘤，骨痛多在静止尤其是夜间时严重。一般血中无M成分，即使伴发单克隆免疫球蛋白增多，其增高水平也有限。多伴有成骨表现，溶骨缺损周围骨密度增加，血清碱性磷酸酶升高。骨髓穿刺或活检可见成堆转移癌细胞，该细胞形态及分布与骨髓瘤细胞显著不同。

（七）骨结核病

骨结核骨痛多轻微，钝痛，休息时减轻，劳动后加重，不影响夜间睡眠。骨骼X线片显示受累椎体变窄，边缘不整齐，密度不均匀，常见死骨形成。

九、治　疗

多发性骨髓瘤 (MM) 的化疗始于20世纪60年代，此后30年中，马法兰（美法仑，melphalan）联合泼尼松〔MP, 马法兰8mg/(m2
 ·d)，d1～4，泼尼松60mg/(m2
 ·d)，d1～4〕一直是MM的标准治疗方案。直到1996年，才有研究证实，大剂量化疗加干细胞移植 (SCT) 可为患者带来益处。近5年来，对疾病发病机制认识的深入和一些新药的出现，使得MM的治疗发生了划时代的改变，患者的生存预后得到明显改善。目前MM的治疗目的、目标已发生变化，MM的治疗目的是使患者迅速改善症状，提高生活质量，获得长期生存，最终目的“治愈”。治疗目标是在可耐受的情况下，尽早获得CR, 最大限度降低肿瘤负荷，减少重要脏器功能受损，以利后续治疗；通过必要的疗程和必要的巩固和维持治疗，提高疗效持续时间。

（一）化学治疗

自20世纪60年代以来，MP方案被认为是年多发性骨髓瘤患者的标准治疗方案。80年代开始，多药联合化疗方案出现，如VAD（长春新碱、多柔比星、地塞米松）方案、M2
 方案（长春新碱、卡氮芥、美法仑、环磷酰胺、泼尼松）使有效率有所提高，但中位存活期并无显著延长。MP方案应用方便，适用于门诊和家庭用药，一般用于肿瘤负荷量较小的患者，但治疗效果不令人满意，有效率在30％～60％，中位生存期为21～30个月，完全缓解率 (complete remission, CR) ＜5％。M2方案一般用于肿瘤负荷量较大的患者，起效快，该方案的有效率除个别报道略优于MP方案外，多数学者认为与MP方案比较，总有效率与中位生存期无显著差别。部分对MP方案无效者换用M2
 方案可能达到缓解。由于烷化剂对造血干细胞会造成伤害，故对于符合自体干细胞移植的患者，常用VAD方案作为移植前的诱导治疗。VAD方案对45％～66％难治性患者有效，对MP方案耐药患者，仍可取得较好疗效。但这个方案需要使用大剂量的糖皮质激素如地塞米松可增加感染等不良反应。

近年来，在MM的治疗上，认识到大剂量化、放疗并以自体干细胞移植 (ASCT) 作为支持，疗效显著优于传统化疗。目前认为对MM而言，获得CR才有可能长期生存，故对于年龄＜65岁的MM患者，尽可能进行大剂量化、放疗，争取达到CR。对于68岁以上的患者，宜首选MP方案为基础的治疗方案，不宜大剂量化、放疗。50岁以下的患者，应积极行大剂量化、放疗联合造血干／祖细胞移植，对50～65岁的患者，则应根据具体情况斟酌处理。

（二）靶向治疗

多发性骨髓瘤的靶向治疗主要是针对骨髓微环境中MM细胞生长和生存的治疗方法。在治疗过程中不仅要杀伤肿瘤细胞，抑制其生长，诱导其凋亡；又要通过药物治疗，改变微环境，改变肿瘤细胞与微环境的接触方式，使骨髓瘤细胞无法在骨髓中生存而达到治疗MM的目的。目前活跃于临床治疗中的新药：

1．沙利度胺（反应停，thalomid, thal）

沙利度胺治疗MM的作用机制：①抗血管新生：通过抑制血管内皮生长因子 (VEGF)，阻止肿瘤新生血管生成而起到抗肿瘤的作用。②免疫调节作用：通过抑制基质细胞对骨髓瘤细胞的黏附，降低白细胞介素－6（IL-6）水平，抑制肿瘤坏死因子，调节T淋巴细胞的作用而诱导瘤细胞凋亡。③对瘤细胞的直接作用：沙利度胺能抑制MM细胞DNA合成，抗肿瘤细胞增殖。用法为50～200mg/d，分2～3次口服。主要的副作用包括便秘、疲乏、嗜睡、深部静脉血栓形成和周围神经病变。本药可致畸胎，妊娠妇女禁用本药。沙利度胺单药治疗复发和难治性MM有效率约为30％左右，与地塞米松联合可提高有效率至63％。

2．雷利度胺 (lenalidomide)

雷利度胺是沙利度胺的一种免疫调节衍生物，在体外已显示出了对MM细胞系有更强有效的活性。与地塞米松联用，无论作为二线治疗难治性MM, 还是一线初治MM, 均有很好疗效，且起效快，不良反应轻，安全易耐受。目前临床试验剂量为25mg，qd, 连用21d, 28d为一周期。

3．硼替佐米 (bortezomib, BZ)

硼替佐米是人工合成的二硼酸盐类似物，是以肿瘤内蛋白酶体为靶点的全新药物。蛋白酶体途径是细胞内各种调节蛋白降解的最主要方式。万珂 (velcade) 是最早进入临床的蛋白酶体抑制剂，它特异性作用于蛋白酶体26S亚基，减少Ⅰ-κB的降解，抑制NF-κB的活性，减少IL-6分泌，促进MM细胞凋亡。主要副反应包括乏力、胃肠道反应、周围神经炎、血小板减少等。硼替佐米引起周围神经炎 (BIPN) 机制尚不清楚。可能与代谢改变硼替佐米累积在脊神经后根细胞，线粒体介导的Ca2+
 内环境稳定的失调控，神经营养因子失调控有关。BIPN可能是蛋白酶体效应，与各种危险因素有关，包括剂量累积、现在及原先存在的神经病变。临床注意神经临床、神经生理学的检查。目前尚无有效的治疗药物，主要是对症处理，减少剂量或改变方案。

单用硼替佐米对复发、难治甚至干细胞移植后或沙利度胺治疗后复发的MM病人依然有效。常用剂量和疗程是0.7～1.3mg/m2
 , 在21d的治疗周期中的第1、4、8及11d应用。硼替佐米联合用药可以达到更高的治疗效果，硼替佐米单药联合地塞米松或沙利度胺等药物在治疗难治性、复发性MM患者上取得显著疗效。

4．三氧化二砷 (arsenic trioxide, ATO)

我国于20世纪90年代初就报告用三氧化二砷治疗急性早幼粒细胞白血病 (APL) 获得成功，近年来研究发现三氧化二砷能显著加强淋巴因子激活杀伤细胞 (LAK) 介导的杀伤作用，上调CD38和CD54两个参与细胞相互作用分子的表达，从而起到免疫调节作用；抑制新生血管形成；清除硫醇，增加活性氧产生，使线粒体膜电位消失；减少MM细胞与骨髓基质细胞 (BMSC) 的黏附，抑制该黏附诱导的IL-6和血管内皮生长因子 (VGEF) 释放，阻断骨髓瘤增殖；还能增强地塞米松的凋亡诱导作用并能克服IL-6的抗凋亡作用。故可用三氧化二砷治疗MM。三氧化二砷有胃肠道、肝功能损伤、皮疹、疲乏、神经病变、发热、头痛、心动过速、Q-T间期延长、低钾、低镁和血液学毒性等不良反应。

5．法尼基转移酶抑制剂 (farnesyltransferase inhibitors, FTI)

约有30％～50％的MM患者存在Ras基因的突发激活。法尼基转移酶抑制剂可阻断Ras蛋白修饰活化，研究表明具有抑制肿瘤细胞生长的作用，同时对正常细胞无明显毒性作用。最常见副作用是疲劳，其他副作用有腹泻、恶心、神经症状、贫血、血小板减少等。

6．其他新靶向治疗药物

（1）KOS-953　KOS-953系靶向IL-6、胰岛素样生长因子受体1（IGF-R1）及其下游信号分子的热休克蛋白抑制剂。安全可靠，不良反应可耐受。单药治疗复发／难治MM, ≥3周期后治疗反应率为41％；联合硼替佐米疗效更好，总反应率为56％，其中未用过硼替佐米者为75％，对硼替佐米耐药者为50％。

（2）Atiprimod　Atiprimod抑制信号转导与转录激活因子3(STAT3)激活从而阻断IL-6信号传导通路，导致半胱氨酸蛋白酶-3（Caspase-3）激活而诱导MM细胞凋亡。Ⅰ期试验显示患者耐受良好，目前试验尚未达到最大耐受量，但已有部分患者出现治疗反应。

（3）Perifosin　Perifosin抑制蛋白激酶B (PKB) 磷酸化并阻断其下游FKHRL1和GS3Kα/β信号作用，临床前试验证明对人MM细胞具有很强的抗瘤活性。

（4）PKC41α　酪氨酸激酶抑制剂，对人MM细胞具有很高的抗肿瘤活性，有望成为新

一代MM治疗药物。

（三）免疫治疗

MM细胞分泌均一单克隆免疫球蛋白Ig或Ig片段，这种Ig是一种公认的肿瘤抗原，在发病患者血浆中始终具有肿瘤细胞的个体独特型表型，且较容易大量获得，这为免疫疗法提供了良好的物质基础。研究MM的免疫治疗，有望清除微小残留病变，改善患者生存期并治愈MM。树突状细胞 (DC) 是机体作用最强大的抗原提呈细胞 (APC)，它是一种天然的免疫佐剂，在机体抗肿瘤免疫应答中占有极其重要的地位。目前已经尝试多种方法在体外使DC负载MM个体独特型Ig, 激发自体淋巴细胞产生MHC限制的特异性融瘤作用。此外抗肿瘤独特型决定簇 (Idiotype, Id) 瘤苗、基因瘤苗等也是目前学者研究的热点。

（四）造血干细胞移植治疗

1．自体干细胞移植 (ASCT)

自体骨髓移植 (BMT) 支持下的大剂量化疗 (HDT) 作为对年轻患者一线治疗，而自体干细胞移植支持下的大剂量化疗是65岁以下新诊断MM患者的推荐的标准疗法。现有数据表明序贯自体移植使完全缓解率提高，中位无病生存期明显延长。

2．异基因干细胞移植 (allo-HSCT)

以往的研究表明高移植相关死亡率 (TRM) 限制了allo-HSCT治疗MM的应用。近年来随着支持治疗的改善，allo-HSCT的广泛开展，以及对预处理方案的调整降低了TRM, 从而使患者总体生存率和无病生存率得以改善，使allo-HSCT治疗MM的广泛应用成为可能。尤其是ASCT后进行非清髓性allo-HSCT, 移植后联合应用供者淋巴细胞回输达到了减少肿瘤负荷又保持了移植物抗骨髓瘤效应，具有低TRM和高CR率，具有良好的应用前景。非清髓或者低强度的异基因移植是一种较新的方法。非清髓性异基因干细胞移植提供了一种非肿瘤干细胞源，在产生移植物抗骨髓瘤效应的同时也会产生移植物抗宿主病和移植相关死亡率。

3．序贯自体移植／异基因移植

美国和欧洲正在进行自体序贯移植和自体／异基因序贯移植前瞻性多中心试验。临床研究（中位随访期18个月）显示两种方法在无事件生存期和总体生存期上没有显著差别，13q缺失（荧光免疫杂交）者非清髓性异基因移植后预后不佳，13q缺失患者具有较低的两年无事件生存率（18％ vs 42％）和总体生存率（18％ vs 47％）。

（五）骨质破坏的治疗

二膦酸盐类 (bisphophonates) 与骨有高度亲和力，能够抑制破骨细胞成熟和减少破骨细胞对骨小梁的溶解和破坏。因此，能阻止MM引起的溶骨性病变，减轻骨痛，阻止骨骼病变的进展及由骨转移所致的高钙血症及其并发症。进行化疗的所有MM患者，建议无论有无明显的溶骨性病变，都需要服用二膦酸盐，并根据肾功能调整用药剂量，以提高患者的生活质量。用法：常用帕米膦酸二钠，每月60～90mg; 唑来膦酸4mg，每3～4周一次，静脉点滴。二膦酸盐有肾毒性，年龄＞65岁或血清清除率＞2.0mg/L患者应特别注意。氯曲膦酸盐具有强力的破骨细胞活性抑制作用，用法：800mg，qd～bid。

（六）其他治疗

对无法控制骨痛可以行病变部位的局部放疗，并可给予镇痛药辅助对症。对脊柱压缩性骨折、脊髓压迫或脊柱不稳定患者可注射骨水泥行脊柱后凸成形术。针对贫血、血钙异常、高尿酸血症、肾功能不全、高黏滞综合征、感染等加强对症治疗措施。

随着新的细胞遗传学、分子和蛋白组学技术的进步，人们增进了对骨髓瘤疾病发病机制的认识，多发性骨髓瘤的治疗发展迅速。通过新药的单用或联合使用以及造血干细胞移植等方法，患者的缓解率显著提高，总生存期延长，明确改善了预后。目前仍有许多新的生物活性制剂正在不断研制中，通过寻找这些新药和疗法的最佳用法和最佳组合，相信在不久的将来，多发性骨髓瘤的有效率将进一步提高，并为复发和耐药的患者提供了新的选择，给MM的治疗带来新的希望。

十、疗效标准

欧洲血液和骨髓移植协作组EBMT疗效标准主要分为完全缓解 (complete remission, CR)、接近完全缓解 (near complete remission, nCR)、部分缓解 (partial remission, PR)、轻微反应 (minimal response, MR)、无变化 (no change, NC) 和疾病进展 (progress disease, PD)。CR指治疗后血、尿单克隆免疫球蛋白至少持续6周正常，骨髓浆细胞数＜5％，溶骨性病变不扩展，软组织浆细胞瘤消失。nCR指免疫固相电泳能检测出单克隆免疫球蛋，白但单克隆免疫球蛋白降低至少90％。PR指血清M蛋白减少≥50％，24h尿M蛋白减少≥90％或＜200mg/24h，软组织浆细胞瘤减少≥50％，上述症状持续至少6周，溶骨性病变不扩展。MR指血清M蛋白减少25％～49％，24h尿M蛋白减少50％～89％并＞200mg/24h，软组织浆细胞瘤减少≥25％～49％，上述症状持续至少6周，溶骨性病变不扩展。NC指达不到最低疗效标准或疾病进展。PD要求至少满足下述任何一条：血清／尿液M蛋白增加＞25％，24h尿M蛋白减少＞25％，骨髓浆细胞增加＞25％，出现新的溶骨损伤或软组织浆细胞瘤，或以前存在的溶骨损伤或软组织浆细胞瘤扩大，高钙血症（血钙＞11.5mg/dL）。

十一、预后指标

（一）浆细胞标记指数 (PCLI)

最重要的独立预后因素，＞1.7％多为病情进展，＞3.0％为预后不良。

（二）Durie-Salmon分期

Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期生存期依次缩短。

（三）β-微球蛋白 (β-MG)

反映瘤细胞总量，＞6mg/L生存期明显缩短。

（四）细胞因子

IL-6促进瘤细胞生长和溶骨，血清IL-6及可溶性IL-6受体增高提示预后不良；血清IL-1β、CD56升高也提示预后不良。

（五）细胞遗传学和分子生物学标记

13q-, 13q (del13), 11q-, t(4;14), K-ras突变，P53突变或缺失预后差。

（六）其他预后因素

多药耐药基因 (MDR) 表达与化疗耐药有关，CRP水平与IL-6水平正相关，LDH反映肿瘤量，而IL-2升高是预后良好的指标。






【思考题】



1．国内多发性骨髓瘤诊断标准是什么？



2．多发性骨髓瘤如何分期？



3．多发性骨髓瘤的治疗进展如何？



4．如何评价多发性骨髓瘤治疗疗效？
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第五章　内分泌疾病


 第一节　Graves病及Graves眼病的若干进展



摘　要
 　Graves病 (GD) 是一种器官特异性自身免疫性疾病，由T淋巴细胞介导，以TSH受体抗体 (TRAb) 作为特征性的抗体。T淋巴细胞的激活需接受双重信号，除T细胞抗原受体与MHC抗原复合物结合外，还需协同刺激信号参与，其中主要为B7-CD28/CTLA-4。GD药物治疗后复发率较高，如何降低GD的复发率目前仍是GD治疗中的难题。Graves眼病 (GO) 的发病机理主要为自身免疫，TSH受体 (TSH-R) 是最重要的自身抗原。正确仔细地判断GO的活动度和严重度对治疗方案的选择非常重要，但目前尚没有十分有效的评判标准。2008年欧洲甲状腺眼病组织 (EUGOGO) 公布了最新GO诊治共识，认为大剂量静脉使用激素治疗活动性和严重的突眼比口服激素效果更佳；131
 I治疗后1～3d开始加服强的松治疗，可将同位素治疗后15％左右的突眼加重比例降至几乎为零。




Abstract
 　Graves' disease is an organ-specific autoimmune thyroid disease mediated by T cells and characterized by the presence of anti-thyrotropin receptor antibody (TRAb). In addition to the recognition of antigen (the first immune cell signal), immune cells (both T and B) also depend on secondary signals to enter an active proliferative and secretory state. Important second signals for the T cells include the B7-CD28/CTLA-4 family of cell surface molecules found on antigen presenting cells. Because of the high recurrence rate in the treatment of Graves' disease, it remains a problem to manage the disease effectively with drugs and avoid the recurrence. Graves' Orbitopathy (GO) is also an autoimmune disorder and thyrotropin receptor (TSHR) is the most important autoantigen. Grading the activity and the severity of GO is fraught with difficulties; however, classifying patients into active/inactive GO categories is frequently possible and greatly facilitates decision-making. In 2008, the European Group on Graves' Orbitopathy (EUGOGO) published the consensus statement on the management of GO. Patients with severe or active GO should be treated with intravenous glucocorticosteroids as the first-line treatment. Patients with active GO given radioiodine should be offered prophylactic steroid cover (commencing with 0.3-0.5mg of prednisone/kg/bw per day orally 1-3 days after radioiodine). The risk that about 15% patients may develop new eye disease or experience progressions of pre-existing GO is almost eliminated by giving a short course of oral glucocorticoids after radioiodine.


一、Graves病免疫异常的研究进展

（一）体液免疫

Graves病 (GD) 是一器官特异性自身免疫性疾病，存在有TSH受体抗体 (TRAb)、甲状腺球蛋白抗体 (TGAb)、甲状腺过氧化物酶抗体 (TPOAb)、T3-Ab、T4-Ab、钾／碘同向转运体 (symport) 抗体、第二胶质成分 (second colloid component) 抗体、甲状腺生长刺激或抑制抗体等。其中以TRAb作为特征性的抗体，可作为GD的诊断、病情程度、预后的估计和停药的指标之一及治疗方式选择的参考。

（二）细胞免疫

GD是T淋巴细胞介导的自身免疫性疾病。Graves病时CD4+
 T细胞（辅助性T细胞）和CD8+
 T细胞（细胞毒性T细胞）增多（也有研究发现CD8+
 T细胞并无增加），而抑制性T细胞下降。通过T－细胞抗原受体 (T Cell Receptor, TCR)，CD8+
 T细胞识别结合于MHCⅠ类分子的抗原（大部分体细胞表达此抗原），CD4+
 T细胞识别结合于MHCⅡ类分子（仅存在于抗原提呈细胞，APC）的抗原（如GD时的表达于甲状腺滤泡细胞表面的TSH-R），T淋巴细胞对加工的抗原（抗原蛋白质的一部分）作出反应而被激活，T淋巴细胞激活产生细胞因子（如IL-2），刺激T淋巴细胞增殖，B淋巴细胞成熟及抗体产生。

诱发因素：病原体感染（如结肠耶和森菌）、应激、性激素及甲状腺内碘的水平等。

（三）细胞因子

细胞因子在GD发病中的作用尚未完全肯定。辅助性T细胞分Th1/Th2亚群，Th1以表达IL-2、IFN-r、TNF为主，Th2以表达IL-4、IL-5、IL-6为主，分别介导细胞免疫、体液免疫应答。IFN-r、TNF、IL-1可诱导甲状腺细胞表达MHCⅡ类抗原而使其成为抗原提呈细胞，参与甲状腺的免疫损伤过程。可溶性白介素2受体 (sIL-2R) 是淋巴细胞活化的标志，主要与GD的活动性相关。

（四）协同刺激因子

20世纪80年代以来，人们认识到T淋巴细胞的激活需接受双重信号，除TCR与MHC抗原复合物结合外，还需协同刺激信号参与，其中主要为B7-CD28/CTLA-4。CD28是一种存在于T细胞表面的跨膜糖蛋白，几乎表达于所有CD4+
 T细胞和大多数CD8+
 T细胞。CD28分子的传递信号启动了抗原提呈细胞 (antigen presenting cell, APC) 上的B7分子与T细胞上的CD28分子可互为配体—受体相结合而相互作用，这是APC提呈特异性抗原最大限度活化T细胞所不可缺少的。由CD28介导的辅助刺激途径具有如下功能：分泌细胞因子B7分子或抗CD28单克隆抗体与CD28的相互作用，使Th1细胞分泌高水平的IL-2，IL-6，IFN-γ，GGM-CSF及TNF-α，使Th2细胞分泌较多的IL4，IL-5和IL-10等，并可使细胞表面细胞因子受体的表达增多。CTLA-4只表达于激活的CD4+
 、CD8+
 T淋巴细胞表面，并且表达量只有CD28的2％～3％，但与B7的亲合力较CD28与B7的亲合力高出20～150倍。研究发现，CTLA-4通过其抗体，与第二抗体交联或固定成串珠状来抑制T细胞的活化，提高抗原特异性的凋亡，并抑制Th1和Th2细胞因子的产生，因此在正常T淋巴细胞增殖、活化中起着重要的抑制作用，即下调T细胞活化状态。目前认为，CD28和CT-LA4是一对具有正负调节功能的重要共刺激分子，在激活的B细胞等APC表达高水平B7分子时，B7/CD28信号传递途径占优势，B细胞被激活后，分泌IL-2等细胞因子并增殖、分化为效应细胞，大量激活T细胞，激活的T细胞大量表达CTLA4和CD28，而CTLA4与CD28竞争性结合B7分子，抑制T细胞从G1期进入S期，抑制IL-2转录因子的活性，继而下调或终止T细胞的反应。CD28分子的信号转导可导致T细胞扩大增殖和IL-2的产生，活化的T细胞及其分泌的细胞因子可诱导甲状腺上皮细胞表达HLA-Ⅱ类抗原，变成抗原提呈细胞，进一步增强自身免疫性反应，且引起抗凋亡因子Bcl的表达，而Bcl过量表达能抑制T细胞的正常凋亡。CTLA-4被认为是T细胞活化的负性调节剂，抑制TCR和CD28介导的IL-2等细胞因子的产生。

二、Graves病和感染——卫生假说 (hygiene hypothesis)

卫生假说认为多次接触不同感染使免疫系统能够更好的控制自身免疫反应。因此，生活条件改善，感染机会减少，可使自身免疫性疾病的发病风险增高。在经过免疫的Graves病小鼠模型中，卡介苗感染可使甲状腺功能亢进的发生机会减少，这与多项研究的结果相一致。Kondrashova等近期发表了一项流行病学研究结果，对象为两组遗传背景相似、生活地域相近的儿童，芬兰组生活富裕，俄罗斯组经济状况较差。他们发现，在经济状况较差的群体中，甲状腺自身抗体的发生率要低很多，而该抗体是未来发生Graves病的标记。这些资料与假设相符，即多次感染使儿童接触多种外部抗原，可防止甲状腺自身免疫的发生。当然他们的结论也存在若干问题，如两组研究对象的碘摄入状态未经核实。但这些分析的结果确实与卫生假说一致，说明感染次数减少可能会降低免疫系统防止发生自身免疫反应的能力。在这方面，Toll样受体 (TLR) 的作用对于深入研究可能是一个重要的领域。TLR能识别与病原体相关的分子结构，它们的参与可激活天然免疫系统。这可为免疫训练提供一条共同的途径。缺乏这种训练可能导致自身免疫细胞的异常激活。感染是Graves病的中介因子还是抑制因子仍无定论，还需要进一步研究探讨。

三、TRAb的临床意义

（一）TRAb的命名

TRAb是一类多克隆抗体，按照测定方法的不同而有不同的命名（表5-1）。


表5-1　TSH受体抗体的命名


[image: ]


（二）TRAb在GD诊断中的价值

在初诊GD, 75％～100％的病人中存在有TRAb, 其中TSAb的阳性率较高（85％～100％），TBII的阳性率略低（75％～96％）。用目前的测定方法，GD诊断时TRAb的阳性率在90％左右（国外，国内约75％）。由于TRAb是GD的特异性抗体，因此，在单结节或多结节性毒性甲状腺肿的患者中，TRAb阳性提示合并有GD（这种情况在轻度缺碘地区较常见）。但也有报道，15％～33％的无痛性甲状腺炎TSAb或TBⅡ阳性。

（三）TRAb可作为病情轻重的指标

一般认为，TRAb的水平与以血清甲状腺激素估计的甲亢病情程度平行，反映了甲状腺内炎症性自身免疫的程度和病程。而且有研究发现，在未治疗的GD患者，TRAb水平与甲状腺大小是一致的，而甲状腺生长刺激免疫球蛋白是否与自身免疫性甲状腺肿大有关仍未得到证实。

（四）TRAb有助于预测预后

TRAb的水平是否能预测预后？已报道的研究结果有争议，认为需要多种因素如年龄、甲状腺大小、甲亢的严重程度、尿碘的排泄率等结合，加以综合考虑。Vitti等的研究发现：甲状腺＜40ml及TBII≤30U/L的患者在抗甲状腺药物 (ATD) 治疗12～24个月后有45％的患者可获得5年的缓解，而甲状腺＞70ml及TBI＞30U/L者，5年缓解率仅10％。

1．TRAb与抗甲状腺药物 (antithyroid drug, ATD) 治疗后复发

TRAb阳性是易于复发的指标。有研究发现，ATD治疗后12个月调查，TBII阳性者62％复发，而TBII阴性者仅27％复发。18个月后前者的复发率升至83％，而后者为30％。另有报道显示，治疗后TSAb转阴较快者复发率相对较低。一组病人每3个月检测TSAb, 至阴性后停ATD, 该组病人的平均用药时间为9个月（3～18个月），复发率为41％。而治疗18个月后TSAb仍阳性者的复发率为92％。疗程结束后TRAb转阴可使复发的危险性减少65％（与TRAb阳性者对照）。提示TRAb可作为预后估计及停药的指标之一。也有不同的研究指出，疗程结束时TRAb阴性与预后关联差，25％～40％的患者仍有复发。

2．TRAb与同位素治疗

治疗前的TRAb水平与同位素治疗的预后有关。同位素治疗后的甲状腺缩小与治疗前TRAb水平呈负相关，而且，治疗后的甲亢持续或复发与治疗前较高的TRAb滴度有关。治疗前的高TRAb水平似与患者对同位素治疗的抵抗有关。这可能是因为131
 I代谢加快或是因凋亡减少和甲状腺组织再生增强有关。

四、抗甲状腺药物治疗

（一）ATD与甲状腺素联合应用的价值是否减少复发率

既往的研究认为，长程应用他巴唑或PTU与甲状腺激素联合治疗GD可以增加其长期缓解率，并减少TSH受体抗体。

然而，随后几个随机研究比较长程他巴唑／甲亢平单一治疗和大剂量他巴唑／甲亢平加L-T4
 联合治疗未能证实早期的结果。加拿大的一个研究发现，149位病人他巴唑单一治疗或他巴唑+L-T4
 治疗18个月，停用他巴唑，在联合治疗组的病人继续服用L-T4
 随后平均随访27个月（6～47个月），结果发现：两组的复发率都在59％左右。欧洲的一个研，究显示，149例患者用他巴唑10mg，3次/d治疗，至T3正常分三组：他巴唑单一治疗；他巴唑+T4
 使TSH在正常中、高限（2.0～5.4mIU/L）; 他巴唑+T4
 使TSH接近正常低限（＜0.6mIU/L）。三组病人平均随访27个月（6～47个月），单一治疗组和联合治疗组的复发率均在59％左右，三组的TSH受体抗体滴度也无明显差异。

目前的结论：抗甲状腺药物+L-TV4
 联合治疗并不能增加GD的长期缓解率。

（二）GD放射性碘治疗前应用ATD的价值是否增加治愈率

GD131
 Ⅰ治疗前常用ATD治疗至甲状腺功能正常，以防止放射性甲状腺炎引起的甲亢加重，这对伴有心脏疾患的患者尤为重要。但GD131
 Ⅰ治疗前应用ATD是否可增加治愈率？一项GD131
 Ⅰ单剂治愈率回顾性研究发现，93例131
 Ⅰ治疗的甲亢病人中，33例治疗前接受PTU治疗，22例接受他巴唑治疗，38例未用抗甲状腺药物。单剂治愈率在他巴唑治疗组（61％）与未用抗甲状腺药物组（66％）相近，但PTU治疗组明显降低（24％）。值得注意的是，即使在131
 Ⅰ治疗前停用PTU长达55d者，其单剂治愈率仍低。另一回顾性研究也发现，他巴唑和未用药物治疗组的治愈率分别为72％和75％，而PTU组治愈率仅35％（治疗后3个月及6个月随访）。提示131
 Ⅰ治疗前ATD治疗用他巴唑优于PTU。用PTU者131
 Ⅰ治疗的单剂治愈率明显低于一般的治愈率这一现象应引起重视。

五、降低GD复发的危险性

GD患者抗甲状腺药物治疗停药后复发率高，文献报道，停药后50％（30％～70％）的患者在数年内复发。如何降低GD的复发率目前仍是GD治疗中的难题。有许多前瞻性的研究发现，低龄、男性、较大的甲状腺（40ml以上）、甲状腺血流丰富、高滴度的TRAb、重度甲亢、伴甲亢性眼病、抗甲状腺药物治疗疗程过短、吸烟等是甲亢复发的危险因素。

（一）TRAb与甲亢复发

TRAb与甲亢复发的关系本文已有阐述。高滴度的TRAb尤其是治疗过程中TRAb持续阳性、停药时TRAb仍为阳性是GD易复发的标志之一。

（二）抗甲状腺药物治疗疗程

抗甲状腺药物治疗疗程过短亦是停药后GD复发的危险因素。有文献报道，短疗程的抗甲状腺药物治疗仅能获得25％～30％的长期缓解率，而18～24个月的抗甲状腺药物治疗可获得约50％的长期缓解率，因此甲亢药物治疗的疗程应在1.5～2年。

（三）吸烟

Glinoer等的前瞻性研究发现，抗甲状腺药物治疗后停药时TRAb为阴性，吸烟者和非吸烟者GD复发率分别为57％和18％，如TRAb阳性，则吸烟者GD复发率达100％，非吸烟者为86％。因此，吸烟是甲亢复发的独立危险因素，GD患者应劝导其戒烟。

（四）过量碘摄入

苏格兰的前瞻性研究提示过量碘摄入增加GD的复发率。因此，GD患者即使在停用抗甲状腺药物后仍应忌食含碘丰富的食物和含碘药物。有学者建议对某些容易复发的患者，可较长期服用2.5mg（或更小剂量）的他巴唑，以防止甲状腺内过量的碘积聚，降低甲亢复发率。

单一的危险因素预测甲亢复发的危险性意义不大，应考虑各种影响因素，综合评估抗甲状腺药物治疗停药后甲亢复发的危险。

六、Graves眼病 (Graves' Orbitopathy, GO)

（一）GO的发病机理

最近研究发现，HLA-DPB1×201及CTLA-A基因多态性与GO的发生有关。

GO的发病机理主要为自身免疫，TSH-R是最重要的自身抗原。已发现眶部的脂肪细胞、结缔组织细胞均可表达TSH-R而成为TRAb的靶点，IL-6可促进上述细胞TSH-R的表达。除TSH-R外，其他与GO发病机制有关的自身抗原可能有肌肉蛋白G2和D1、64kD的眼肌膜抗原、肌集钙蛋白（也称封钙素、聚钙素，Calsequestrin）、63K蛋白、Sarcalumenin、ID-蛋白等。目前比较一致肯定的GO致病交叉抗原是TSH-R。众多针对眼肌蛋白的抗体可能是自身免疫反应损害的继发性结果，而不是致病因子。GO早期以细胞介导的免疫反应为主，而后期以体液免疫更重要。活动性及严重的GO球后组织有免疫细胞尤其是巨噬细胞和T淋巴细胞聚集及明显的葡糖胺聚糖 (glycosaminoglucans, GAGs) 沉积。GAGs沉积导致眼外肌肥厚，并活化T淋巴细胞产生各种细胞因子，如INF-γ、THF-α、IL-12、IL-16、IL-6、IL-8、IL-10等。这些细胞因子刺激眼内或成纤维细胞增殖，产生更多的GAGs。此外，脂肪细胞的分化和增殖在致突眼机制中的作用为目前研究热点。许多研究表明，GO患者的眶内脂肪组织具有与TSH结合的高亲和力。研究证实，在GO的幼／成鼠脂肪中的TSH-R表达增加，并在脂肪生成过程中TSH-R表达上调。最近研究表明，噻唑烷二酮类可通过过氧化物酶体增殖物激活受体 (PPAR)-γ影响脂肪细胞的分化，加剧突眼的发生和发展，因此PPAR-γ拮抗剂可能具有改善GO的作用，有望成为控制和治疗突眼的有效药物。

（二）GO的危险因素

1．不可预防的危险因素

GO不可预防的危险因素有遗传因素（目前尚不能确定）、年龄（女性40～44岁、60～64岁，男性在此基础上增加5岁是浸润性突眼的好发年龄）、性别（男性浸润性突眼的相对危险高于女性，可能与男性吸烟者多有关）等。

2．可预防的危险因素

吸烟、甲状腺功能异常（甲亢和治疗后的甲减均可使突眼加重）、甲亢放射治疗。吸烟是GO的高危险因子，吸烟可诱发、加重GO, 降低糖皮质激素和眶部放射治疗的疗效，机理不十分明确。吸烟者患GO的相对风险为7.7 (95％CI: 4.3～13.7)，65％的GO患者为吸烟者，而GD无GO者中吸烟者仅占43％，正常对照吸烟者为34％。另外吸烟的GO患者，应用免疫抑制剂的疗效也差。其可能的机制为尼古丁或焦油可刺激成纤维细胞中HLADR抗原的表达，并增加GAG的产生。

（三）GO的治疗

有作者认为，GO患者中2/3者可自发缓解，仅15％的患者眼病进展。因此，涉及治疗有两个问题需要考虑：哪些患者需要积极治疗？怎样治疗？GO患者是否需要积极治疗取决于疾病的严重程度和活动性。严重和活动性的眼病需要积极的药物或手术治疗。

1．GO活动度和严重度的判断

正确仔细的判断GO的活动度和严重度对治疗方案的选择非常重要，但目前尚没有十分有效的评判标准。2008年欧洲甲状腺眼病组织 (EUGOGO) 公布的最新GO诊治共识中提出了GO严重度和活动性的评判标准见表5-2及表5-3。


表5-2　Graves眼病严重度和活动性的判断指标
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表5-3　Graves眼病严重程度分级
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2．GO的治疗方法

如GO不严重，则一般不需要积极 (aggressive) 治疗。如严重GO, 则对于活动性的判断非常重要。因为活动性GO常可用药物治疗（如糖皮质激素）或眶部放疗，而非活动性者激素治疗效果差而需要施行眶部减压术或其他眼部手术。

（1）一般治疗　非严重和非活动性的GO仅需一般治疗，如戒烟、夜间抬高头部、外出用遮光镜、外用眼药、眼罩以及棱镜矫正复视等，以减轻相关症状。

（2）糖皮质激素治疗　评估为活动性眼病后，最常用的治疗药物是糖皮质激素，剂量取决于病情的严重程度。中重度GO可口服40～100mg/d，用药1个月后逐渐减量直至最小维持量，总疗程3～6个月。也有推荐治疗方案为：60mg/d连续使用2周，40mg/d连续2周，30mg/d连续4周，20mg/d连续4周，然后在8周内逐渐减量至零。大量开放性研究结果显示静脉使用激素的疗效更佳。国内常用方案为甲基强的松龙500～1000mg/d静脉滴注，连用3天后改为口服剂量，或1000mg/d静脉注射连续使用3d, 第2周重复使用1次。国外一项随机对照临床试验显示静脉用甲基强的松龙的反应率为88％，而口服强的松的反应率为63％(P
 =0.02)，两种治疗均联合眼眶局部放疗，并且副反应相似。另外一项随机对照临床试验也显示静脉用甲基强的松龙比口服泼尼松有更高的反应率，治疗方案为：口服泼尼松为100mg/d，5个月后停药；静脉用甲基强的松龙起始剂量15mg/(kg·d)，使用4个周期后，减量为7.5mg/(kg·d) 再使用4个周期，每个周期指在2周内不同日进行的2次静脉输注。有视神经和角膜严重受损的极重度GO者，EUGOGO推荐大剂量静脉糖皮质激素治疗（例如：甲基强的松龙500mg/d静脉滴注，连用3d, 必要时第二周重复使用3d, 然后改为口服剂量，40mg/d连续2周，30mg/d连续1周，20mg/d连续1周，然后减量至10mg/d维持），视神经的损害有望在用药后1～2周内就得到明显改善，过快的减量或撤药易引起复发。

对于存在眼部急性炎症改变并且病程＜6个月的患者糖皮质激素治疗疗效较好，而对于炎症不明显且病程较长者因球后纤维组织沉积而疗效差。治疗失败的原因大多数归结为药物剂量过小或病人选择不当。

（3）免疫抑制剂　如激素减药或停药后眼部症状反复者或激素疗效欠佳者可加用免疫抑制剂如环磷酰胺、氨甲蝶呤、硫唑嘌呤、环胞霉素A等，但单独用免疫抑制剂疗效不理想。

（4）生长抑素类似物　奥曲肽 (octreotide) 可能通过直接阻断IGF-1对组织的作用或间接影响IGF-1，减少血浆中的生长激素而起作用。奥曲肽尚有抑制细胞因子释放，减少GAGs沉积的作用。其疗效尚待进一步观察，存在争议。有报道显示用奥曲肽、兰曲肽 (lantreotide) 治疗GO可取得75％的疗效。Marius等进行的前瞻性随机双盲对照临床试验结果显示，奥曲肽-LAR组的CAS积分较对照组显著改善。他们认为奥曲肽-LAR可能对活跃期GO患者有治疗作用。但最近Chang等进行了一项大范围前瞻性随机对照临床试验，方案为：兰瑞肽30mg，1次/2周，肌注，共12周。结果显示和安慰剂相比，兰瑞肽对GO没有显著疗效。另一个随机对照试验（18名患者的小样本）报道，兰瑞肽的疗效不及泼尼松；只有后者可以减少MRI显示的眼肌大小。

（5）大剂量免疫球蛋白　大剂量免疫球蛋白治疗GO亦有报道，但疗效不甚理想，且价格昂贵。

（6）血浆置换　可能通过去除抗体和免疫循环复合物而起效，在其他药物治疗无效时可试行血浆置换疗法。

（7）眶部放疗和手术　对重度进行性的GO, 可施行眶部放疗、眶内减压等手术。

（8）同位素治疗与GO　几个早期的前瞻性研究发现甲亢患者131
 Ⅰ治疗使甲状腺眼病加重较甲状腺次全切除或抗甲状腺药物治疗更常见。最近的随机研究比较了他巴唑与131
 Ⅰ治疗，3个月糖皮质激素治疗或不治疗对轻度甲状腺眼病的影响。结果发现，131
 Ⅰ治疗组有32％的患者眼病恶化或发生眼病，他巴唑治疗组5.3％眼病恶化或发生眼病。131
 Ⅰ治疗同时加服强的松治疗组〔0.4～0.5mg/(kg·d)〕，在放疗后2～3d开始，持续1个月，然后在2个月内停用）则无1例眼病恶化或发生眼病。但也有131
 Ⅰ治疗后眼病减轻的报道。EUGOGO推荐131
 Ⅰ治疗后1～3d开始加服强的松治疗 (prophylactic steroid cover) 0.3～0.5mg/(kg·d)，然后在3个月内停用，1～2个月的治疗也可能同样有效，认为该方案可将同位素治疗后15％左右的突眼加重比例降至几乎为零。






【思考题】



1．TRAb在GD诊断中的价值如何？



2．试述Grave病治疗新进展。
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（李红　董雪红）


 第二节　骨质疏松症防治进展



摘　要
 　骨质疏松症 (osteoporosis, OP) 是一种以低骨量和骨组织微结构破坏为特征，导致骨骼脆性增加和易发生骨折的代谢性疾病。OP分为三大类：原发性骨质疏松（又分为Ⅰ型绝经后骨质疏松、Ⅱ型老年性骨质疏松）、继发性骨质疏松和特发性骨质疏松。预防OP包括危险因素评估与筛查、预防骨折等。药物治疗方面包括补充钙和维生素D、二膦酸盐（阿伦膦酸盐、利塞膦酸盐、伊班膦酸盐）、雌激素及其受体调节剂、降钙素、甲状旁腺素 (PTH) 等，其他药物包括氟化物、依普拉芬、维生素K、锶盐等。目前临床上可以两药联合或者多药联合应用，如ADFR, 即活化激活骨重建、抑制骨吸收、在无干扰下进行新骨形成、重复上述过程，通过外来药物干预达到骨重建的重循环同步。




Abstract
 　A systemic skeletal disease characterized by low bone mass and microarchitectural deterioration of bone tissue with a consequent increase in bone fragility and susceptibility to fracture risk. It includes three types: primarily osteoporosis (including type 1 postmenopausal osteoporosis, PMO, and type 2 senile osteoporosis), secondarily osteoporosis, and idiopathic osteoporosis. The preventing ways consist of evaluating risk factors and screening high-risk group, to avoid fracture and so on. Medication contains that supplement of calcium agent and vitamin D, bisphosphonates (alendronate, risedronate, ibandronate), estrogen and selective estrogen receptor modulators (SERMs), calcitionin, parathyroid hormone (PTH). Others include that fluorid, ipriflavone, vitamin K, strontium chloride and so on. In clinical two or more drugs can be applicated together, such as ADFR (activation, depress, free, repeat).






骨质疏松症是一种常见的骨骼疾病。随着世界人口的增加和平均寿命的提高，这种疾病的威胁也越来越大。在中国，50岁以上的女性中，每3人便有1人受骨质疏松症威胁，而骨质疏松患者一旦出现骨折，只有不到1/3女性骨折患者能恢复她们先前的活动能力，而超过1/3患者会因终生残疾而需要持续的护理。随着人口的老龄化，骨质疏松症已跃居常见病、多发病的第7位，严重危害广大中老年人的健康和生活质量。现就近年来骨质疏松症的防治进展做一综述。

一、定义与分类

骨质疏松症 (osteoporosis, OP) 是一种以低骨量和骨组织微结构破坏为特征，导致骨骼脆性增加和易发生骨折的代谢性疾病。OP分为三大类：①原发性骨质疏松症：又分为Ⅰ型（绝经后骨质疏松，postmenepuasal osteoporosis, PMOP）、Ⅱ型（老年性骨质疏松）；②继发性骨质疏松症包括内分泌疾病、骨髓增生性疾病、药物性骨量减少、营养缺乏性疾病、慢性疾病（实质脏器疾病，结缔组织疾病）、先天性疾病、废用性骨丢失及其他疾病引起的骨质疏松；③特发性骨质疏松。1994年WHO推荐的骨质疏松症诊断标准以测得骨密度值 (BMD) 与健康成人骨峰值的比较标准差为判断依据（详见表5-4）。


表5-4　WHO骨质疏松症诊断标准
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二、骨质疏松症的预防

（一）危险因素评估与筛查

骨质疏松症发生的危险因素很多，主要包括遗传因素、不良生活方式、体力活动较少、过度吸烟酗酒饮用咖啡、过早绝经、长期摄入低钙饮食和（或）过多蛋白质饮食等。疑有骨质疏松应早期接受骨矿物质含量 (bone mineral content, BMC) 检查，如BMC低于骨峰均值1SD以上即可列为高危人群。对于这一人群应定期监测BMC, 记录其变化情况，并及时进行干预，尽可能降低骨矿丢失的速度。

（二）骨质疏松性骨折的预防

评价骨质疏松症患者发生骨折的可能性，并对高危患者及时进行预防性治疗是预防骨质疏松性骨折的核心问题。McLellan等提出建立骨折联络服务系统能成功评价和预防骨质疏松性骨折，具体地说预防骨质疏松性骨折就是预防骨质疏松症的发生和消除跌倒危险因素，包括以下几点：

1．改善营养补充钙质膳食

根据长期临床经验和营养学研究结果，我国居民的钙摄入量仍相对较低，大多数低于800mg/d。因此，注意膳食合理搭配、增加钙尤其是易吸收钙的摄入，对防治骨质疏松症有重要意义。乳制品及豆制品等含钙高并且易吸收，有学者主张在睡前喝一杯牛奶对预防骨质疏松有一定意义。

2．运动

适当运动可增加和保持骨量，并能使老年人的应变能力增强，减少骨折的发生。运动的类型、方式、运动量应根据患者具体情况决定。根据Notelovitz关于骨质形成的运动程序设计，适当的运动需具备以下目的：①运动必须如同支撑体重式样的活动方式；②运动形式要多种多样，不要做过多的重复动作；③为了能长期坚持，运动设计必须能够产生乐趣；④通过运动同时能给心血管系统带来有益的影响。根据以上要求，更年期妇女可用多功能健身器进行锻炼，以增加骨骼的力学负荷，对维持骨量起重要作用。

3．定期检测骨密度

有学者建议女性应在30～36岁做第一次骨密度测定，了解自身的峰值骨密度情况，随后每1～3年测定1次。超过48岁不论男女都应该接受骨组织密度检查测试，并至少2年复查1次。

三、骨质疏松症的药物治疗

目前批准用于防治OP的药物有抑制骨吸收类药物，包括阿伦膦酸盐、利塞膦酸盐、伊班膦酸盐三种含氮的二膦酸盐，雌激素及其受体调节剂，降钙素等；循证医学证明唯一能增加骨合成代谢的药物——甲状旁腺素 (parathyroid hormone, PTH)。在应用以上药物治疗同时以及OP的高危人群需要进行钙剂和维生素D的补充治疗。

（一）补充钙和维生素D

钙和维生素D是防治原发性OP的基本药物，有较多的临床研究证明能有效降低骨折的发生率。有人给3270例维生素D缺乏的老年女性每天补充磷酸钙（含1.2g元素钙）和维生素D20μ
 g(800IU)，不合用其他抗OP药物治疗18个月后非椎体骨折的发生率较对照组降低32％(P
 =0.015)，髋骨骨折的发生率较对照组降低43％(P
 =0.043)。另一项研究对2686例65岁以上男性和女性每4个月口服维生素D 100000IU观察5年之后的骨折发生率，发现初次骨折发生率较对照组降低22％(RR
 , 0.78; P
 =0.04)，髋骨、腕关节和前臂或椎体骨折的发生率降低33％(RR
 , 0.67;P
 =0.02)。

但是近来部分研究发现补充治疗没有降低骨折的发生，RECORD研究给5292例＞70岁既往有轻度外伤性骨折患者每日补充1000mg碳酸钙和800IU维生素D不能阻止再次骨折的发生；Porthouse等对3314例＞70岁女性具有1个以上骨折危险因素的研究报道每日补充1000mg碳酸钙和800IU维生素D没有降低髋骨骨折发生的危险性；Jackson等用钙和维生素D联合补充治疗也没有降低骨折发生的危险性；同样单用维生素D治疗的一些研究也未能降低骨折发生危险性。对于存在的不同结论，可能的解释为：①RECORD、Porthouse等和Jackson等的研究对象为社区人群，他们并不缺乏钙和维生素D; ②维生素D的剂量需要达到800IU/d才能取得最佳疗效，而是否加用钙剂是影响疗效的重要因素。

所以Boonen等指出钙和维生素D的补充治疗主要用于应用抑制骨吸收或增加骨合成药的OP患者、应用糖皮质激素治疗者以及缺乏维生素D和钙剂的老年高危人群，剂量以联合应用维生素D800IU/d、1000～1200mg/d元素钙疗效最佳。

（二）二膦酸盐

二膦酸盐治疗骨质疏松机制尚不明确，实验观察显示其对骨代谢主要有两种作用：①改变骨基质特性，抑制破骨细胞生成和骨吸收；②破骨细胞胞饮二膦酸盐并抑制其活性。阿伦膦酸盐 (alendronate; 福善美，Fosamax)、利塞膦酸盐 (risedronate)、伊班膦酸盐 (ibandronate) 是目前经美国FDA批准用于防治PMOP的一线药物。阿伦膦酸盐和利塞膦酸盐有每日／每周1次口服两种疗法，伊班膦酸盐可以每日／每月1次口服以及静脉用药。充分的临床研究证明它们有效增加BMD或BMC、抑制骨吸收，减少骨折发生。

1．阿伦膦酸盐

阿伦膦酸盐是美国最早批准用于防治PMOP的含氮二膦酸盐。Liberman等的Ⅲ期临床研究表明，994例PMOP患者随机分组分别给予阿伦膦酸盐5mg/d、10mg/d 3年或者20mg/d2年加5mg/d 1年后发现，治疗组较对照组总的椎体骨折发生率减少48％(P
 =0.03)。FIT研究包括两部分，2027例已有椎体骨折的患者随机分组分别给予阿伦膦酸盐5mg/d、10mg/d和安慰剂对照，3年后发现阿伦膦酸盐治疗组新的椎体骨折发生率较安慰剂组减少47％(P
 ＜0.001)，2个以上椎体骨折的发生率减少90％(P
 ＜0.001)，有症状的骨折减少55％(P
 ＜0.001); 另外1631例既往无椎体骨折的PMOP女性根据股骨颈T-值分为－1.6～－2.0，－2.0～－2.5和＜－2.5组，每日予以阿伦膦酸盐治疗4年后，T-值＜－2.5组髋骨折发生的危险性下降56％，其余两组则没有明显统计学差异。11项研究荟萃分析表明阿伦膦酸盐提高椎骨BMD7％～8％，提高髋骨BMD5％。

由于阿伦膦酸盐治疗的主要不良反应为上消化道不适，因此提出了每周1次用药减少胃肠道不良事件发生。Schnitzer等进行多中心，随机对照实验表明每周35mg预防OP和每周70mg治疗OP在提高BMD和抑制骨转换方面的疗效与每天1次相同，1258例OP患者随机分组给予阿伦膦酸盐10mg/d、35mgBIW、70mg QW口服1年后观察各组骨吸收生化标志尿N-末端肽（尿NTX
 ）都较对照组减少60％～70％(P
 ＜0.001)，骨形成标志骨特异性碱性磷酸酶 (alkaline phpsphatase, ALP) 减少40％～50％(P
 ＜0.001)。应用每周1次服药方法患者的依从性和耐受性都有了明显的提高。

有关阿伦膦酸盐长期治疗有效性和耐受性的研究，Bone等将前面的Ⅲ期临床实验247例患者延长到10年，结果显示阿伦膦酸盐使患者腰椎、股骨大转子、股骨颈等部位BMD缓慢持续增加，口服10mg/d患者10年时腰椎BMD较基线值平均增加13.7％，股骨大转子BMD增加10.3％。延长FIT研究长达10年的结果显示，与停止阿伦膦酸盐治疗组相比，继续接受阿伦膦酸盐治疗组髋部BMD和脊柱BMD都较高，骨转换生化标志ALP和尿NTX
 保持稳定，持续在正常水平，而停止治疗组ALP和尿NTX
 升高。两项长期研究均没有引起纤维性骨炎，骨矿化异常等不良事件。阿伦膦酸盐还能改善骨结构，在FIT长期延长研究中，部分病人在阿伦膦酸盐治疗10年后接受了骨活检结果显示骨骼形态保持正常。

2．利塞膦酸盐

利塞膦酸盐减少骨折最著名的两项研究为VERT研究和HIP研究。VERT研究包括美国、澳大利亚和欧洲两个大的随机对照试点，纳入标准为严重OP的绝经后妇女（包括2个及以上椎体骨折，或T-值≤－2.0伴1个椎体骨折）。共有3684例患者随机分组给予利塞膦酸盐2.5mg/d、5mg/d和安慰剂对照，同时补充钙和维生素D, 1年后因发现2.5mg/d组BMD增加较5mg/d明显少而改为5mg/d继续治疗。3年后在美国进行的试验表明利塞膦酸盐5mg/d组椎体骨折较对照组减少41％(P
 =0.003)，非椎体骨折减少39％(p
 =0.02); 在澳大利亚和欧洲进行的试验表明新的椎体骨折发生减少49％(P
 ＜0.001)，非椎体骨折的减少无统计学意义。两个试验都没有明显减少髋骨骨折的发生。

HIP研究观察利塞膦酸盐治疗老年绝经后女性OP患者髋骨骨折的疗效（分为70～79岁，≥80岁两个年龄组），每个年龄组都随机分组给予利塞膦酸盐2.5mg/d、5mg/d和安慰剂对照，3年后70～79岁年龄组髋骨骨折减少40％(P
 =0.009)，≥80岁年龄组髋骨骨折无明显减少。

同样，利塞膦酸盐的主要不良反应为上消化道事件，Brown等比较每周1次和每日一次治疗OP的疗效，发现35mg/wk、70mg/wk与5mg/d在增加腰椎BMD和减少骨转换生化标志方面相同。所以每周一次口服利塞膦酸盐35mg同样被美国FDA批准用于防治OP。

3．伊班膦酸盐

伊班膦酸盐有每日、每月口服以及每季静脉给药三种方法，它是目前防治OP效力最高的二膦酸盐，分别是利塞膦酸盐的2倍，阿伦膦酸盐的10倍。关于二膦酸盐类药物的用药间隔可以每周一次或每月一次甚至每季一次的原因尚不完全清楚，动物实验表明膦酸盐疗效与药物累积量的关系比与用药频率之间的关系更为密切，而在鼠类实验中发现伊班膦酸盐的半衰期可以长达440～500d, 所以伊班膦酸盐可以每月或每季给药。

BONE研究有2946例任一椎骨T-值≤－2.0的PMOP患者参加，随机分组给予伊班膦酸盐2.5mg/d、每3个月服药20mg隔天1次×12次（即每3个月前24d服药，共服12次）及安慰剂对照，同时补充钙和维生素D。3年后发现2.5mg/d组和周期用药组的骨折发生率分别减少了52％和50％(P
 ＜0.001VS对照组)，两组发生椎体骨折的危险性下降分别为－49％(P
 =0.012)和－48％(P
 =0.014)，每日服药、周期服药以及对照组腰椎BMD增加分别为6.5％、5.7％、1.3％(P
 ＜0.001VS对照组)，髋骨BMD增加分别为3.4％、2.9％、－0.7％(P
 ＜0.001)。

MOBILE研究共有1609例PMOP患者参加，随机分组给予伊班膦酸盐2.5mg/d，每月50/50mg（连续两天，每天50mg），每月100mg一次服用以及150mg一次服用，治疗1年后每月一次服用150mg组腰椎BMD增加水平较伊班膦酸盐2.5mg/d治疗组高，分别为4.9％和3.9％(P
 =0.002)，两组药物相关性副作用相同分别为22.5％和22.8％。

Recker等最初进行的静脉伊班膦酸盐用药研究，每3个月15～30s内静脉快速注射伊班膦酸盐0.5mg或1mg，3年后发现没有明显减少骨折发生（0.5mg，1mg，安慰剂组分别为8.7％，8.2％，10.7％），腰椎BMD较对照组略有增加但是没有统计学意义。Adami等进行的研究则，每3个，月静脉注射伊班膦酸盐1mg或2mg，1年后发现疗效具有明显的剂量依赖关系，2mg组腰椎BMD增加水平比1mg组明显（分别为5.0％和2.8％，P
 ＜0.001），降低骨吸收生化标志血C－端肽 (CTX
 ) 也更明显（－62.5％和－61.0％，P
 ＜0.002），该结果说明Recker等0.5mg、1mg的伊班膦酸盐未达到最佳治疗剂量。所以2006年1月美国FDA批准每3个月一次静脉快速注射（15～30s）伊班膦酸盐3mg用于治疗PMOP。

有关三种二膦酸盐之间疗效的比较，观察终点应为减少骨折发生率，但是因为以骨折事件为终点需要样本量大观察时间长，所以很多研究都是以BMD、骨转换生化标志作为反映骨折的观察指标。Rosen等最近报道比较阿伦膦酸盐70mg/wk和利塞膦酸盐35mg/wk治疗PMOP的疗效，1年后发现阿伦膦酸盐提高股骨大转子BMD明显高于利塞膦酸盐（分别为3.4％和2.1％，P
 ＜0.001）。但是现有研究结果关于BMD增加量和骨折发生率减少之间的相关性存在争论，有部分研究表明BMD增加越多减少骨折越明显，Guyatt等8项荟萃分析结论为腰椎BMD增加与椎骨骨折之间存在明显相关性，与非椎体骨折之间则没有此相关性。Lindsay在美国骨骼和矿物质研究年会上提出利塞膦酸盐治疗期间，有／无发生脆性骨折患者之间腰椎和股骨颈BMD变化没有差异。所以BMD作为评估治疗OP疗效的指标有待进一步确认，而其他的生化指标也没能证明能够准确反映骨折的发生率。

为减少消化道反应以及增加药物吸收率，二膦酸盐需要清晨空腹200ml清水送服，服后保持直立位30～60min以上，服用阿伦膦酸盐和利塞膦酸盐30min内，伊班膦酸盐60min内不能进食其他食物、药物和饮料（清水除外）。二膦酸引起骨坏死的报道在近几年逐渐增多，主要见于肿瘤骨转移患者静脉应用二膦酸所引起，这需要引起关注。

（三）雌激素及其受体调节剂

目前大部分研究证明，雌激素只有预防而没有治疗PMOP的作用。雌激素替代治疗增加乳腺癌、子宫内膜癌、肺动脉栓塞、深静脉血栓、中风等危险，虽然以往大家都认为雌激素具有心血管保护作用，但是HERS和HERSⅡ两项大的研究没有证明其心血管益处，相反却增加了心血管事件。所以雌激素替代已经不被推荐用来预防心血管事件。目前雌激素替代治疗用于更年期症状明显，低骨量以及有骨质疏松症高危因素者，建议短期使用激素替代治疗待症状消失后，换用其他药物。

选择性雌激素受体调节剂 (selective estrogen receptor modulators, SERMs
 ) 为人工合成的非激素类药物，可以与雌激素受体结合，选择性地作用于不同组织的雌激素受体，在不同的靶组织分别产生类雌激素或抗雌激素作用。雷洛昔芬 (raloxifene) 是第一个被批准用于预防和治疗PMOP的SERMs
 制剂，它对骨、脂肪代谢具有雌激素激活作用，而对乳腺和子宫内膜则具有雌激素拮抗作用。MORE研究是一项大规模多中心双盲安慰剂对照研究，有25个国家180个中心7705例PMOP患者参加，分成两个亚组，第一个亚组为腰椎或股骨颈的T－值＜－2.5，第二个亚组包括：BMD降低合并≥1个中重度或≥2个轻度椎体骨折；≥2个椎体骨折（不论BMD是否降低）。随机分组给予雷洛昔芬60mg/d、120mg/d以及安慰剂对照，研究进行了3年，并延长了1年（CORE研究）。3年研究结果显示雷洛昔芬治疗组椎体骨折的危险性都有明显降低（60mg/d: RR, 0.7; 120mg/d: RR, 0.5）。第二个亚组120mg/d组椎体骨折发生率较60mg/d组低（分别为10.7％和14.7％，P
 =0.02）。延长1年的CORE研究发现椎体骨折的危险性继续降低，第4年60mg/d组降低新的椎体骨折发生率为39％，4年累积RR为0.64，120mg/d组的累积RR为0.57。以上两个研究都没有明显降低非椎体骨折的发生率，对此提出的解释为雷洛昔芬可能选择作用于松质骨而对皮质骨的作用较弱。

雷洛昔芬同时降低了乳腺癌的发生率，5213例继续服用雷洛昔芬的CORE研究结果显示乳腺癌的危险性降低了69％(RR
 , 0.31)。最新STAR研究比较雷洛昔芬与它莫西芬（tamoxifen, 另一SERMs
 制剂，用于治疗早期和晚期乳腺癌）降低乳腺癌的危险性相同。雷洛昔芬治疗OP同时降低了乳腺癌风险，但是静脉血栓性疾病如深静脉血栓、肺动脉栓塞、视网膜静脉血栓形成等的风险增加了3倍 (RR
 , 0.31)，潮红等绝经期等症状也有所增加。

组织选择性雌激素活性调节剂 (selective tissue estrogen activity regulators, STEARs
 ) ——替勃龙 (tibolone) 对不同组织产生不同的作用，有预防绝经后妇女骨质丢失和减轻绝经期症状的作用，但对乳腺和子宫内膜无刺激作用。Gompel等报道替勃龙可以减少乳腺癌的危险，但是Beral等研究发现又发现其增加乳腺癌风险，所以替勃龙的安全性以及疗效还需要进一步临床验证。

（四）降钙素

降钙素是由甲状腺C细胞分泌的一种多肽类激素，作用于破骨细胞受体之后抑制其活性，并抑制大单核细胞转变为破骨细胞，从而抑制骨吸收。因降钙素口服后迅速在消化道内降解，所以目前用于治疗OP的降钙素为鲑降钙素鼻内喷雾。Overgaard等进行的随机对照双盲试验将208例PMOP分组给予50IU/d、100IU/d、200IU/d以及安慰剂对照，2年后观察结果为降钙素治疗组总椎体骨折和非椎体骨折的发生数减少70％（P
 ＜0.05）。Chesnut等进行了更大样本的研究，有1255例PMOP参加历时5年，分为鲑降钙素100IU/d、200IU/d、400IU/d以及安慰剂对照4组，结果显示200IU/d组椎体骨折较安慰剂组减少了33％(RR
 , 0.67; P
 =0.03)，非椎体骨折则没有明显差别，但是因为该项研究没有完全做到双盲，只有30％的研究对象完成了整个研究，所以产生了较大的偏倚。美国FDA批准降钙素主要用于治疗绝经5年以上的OP患者，通常剂量为每日鼻内喷雾200IU, 降钙素长效口服制剂尚在研究之中。

（五）甲状旁腺素 (PTH)

Selye等70多年前第一次报道PTH可以诱导骨合成代谢。临床观察也发现原发性甲旁亢患者有放射学上可见的骨质损害不到2％，而且损害主要表现为皮质骨的丢失，骨小梁BMD值与同性别年龄正常对照者接近。Rubin等研究也表明原发性甲旁亢患者长期高PTH水平同时激活成骨细胞加强骨合成和破骨细胞增加骨吸收，总的结果则对骨的某些部位（如骨小梁）有益。以上临床经验提示如果能够控制皮质骨丢失而保留合成代谢作用，那么PTH就可以用于治疗OP患者增加骨的合成。已有大量动物和临床研究均证实PTH以及PTH的活性肽片段包括PTH (1～84)、PTH (1～34)——特立帕肽每天一次注射能增加骨合成代谢防治OP。

细胞水平研究表明，成骨细胞表达PTH/PTHrP（PTH相关肽）受体，当PTH与该受体结合后可以通过以下途径增加活化的成骨细胞数量：刺激骨原细胞转化为成骨细胞、促进成骨细胞DNA合成、促进骨衬细胞转化为成骨细胞并抑制成骨细胞凋亡。Bellido等研究提示PTH抑制成骨细胞凋亡可能通过转录因子RUNX2（成骨细胞分化所必需）实现，PTH每天注射一次增加RUNX2水平促进成骨细胞分化抑制凋亡。此外，每天一次PTH注射还能刺激局部IGF-I（胰岛素样生长因子-I）表达，促进成骨细胞增殖和分化。PTH同时增加骨的合成和吸收，只有骨合成超过骨吸收，PTH的净效应才表现为促进骨合成。研究表明这是通过调整RANK-L及其受体途径与护骨素之间的平衡实现。RANK-L为破骨细胞生成的主要调节剂，护骨素则为RANK-L天然抑制剂，当长期持续PTH注射后刺激RANK-L表达并抑制护骨素表达，而当每天一次周期给药后该效应则是短暂的，骨吸收被控制，所以骨合成超过骨吸收。

临床研究也证明PTH提高骨BMD, 增加骨合成和吸收代谢的生化标志。多中心Ⅱ期临床试验表明217例PMOP患者PTH (1～84)100μ
 g/d治疗1年后，腰椎BMD增加7％。大样本Ⅲ期临床试验有1637例PMOP参加，随机分组每天注射特立帕肽20μ
 g/d、40μ
 g/d和安慰剂对照，19个月后发现腰椎BMD增加10％～14％同时PTH加强骨骼质量减少骨折发生。临床试验表明骨合成生化标志ALP、PINP（Ⅰ型胶，原N端肽）等在给药短期（3个月内）即快速增加，而骨吸收生化标志到6个月后增加，以后两者持续在一个高水平，但是平衡有利于骨合成方面，结果表现为BMD持续线性升高。McClung等比较予特立帕肽20μ
 g/d和阿伦膦酸盐10mg/d治疗PMOP患者不同疗效，发现两者骨合成和吸收的生化标志正好相反，特立帕肽组明显升高，阿伦膦酸盐组则明显降低；特立帕肽组椎骨BMD增加较阿伦膦酸盐组明显（P
 ＜0.01），股骨颈皮质BMD值则有所降低，其余部位两者BMD增加值相当。

（六）其他药物

1．氟化物

氟化物作用机制尚不清楚，其可能可以促进新骨形成，并增加BMC。对于PMOP应用氟化物后可明显提高BMC值。目前应用于临床的有氟化钠和一氟膦酸盐（特乐定），后者每片相当于含氟元素5mg和钙元素150mg。长期应用氟化物虽然可使BMC增加，但骨的强度和其他生物质量却下降，这可能与氟化物结合到羟磷石灰结晶有关。

2．依普拉芬 (ipriflavone)

依普拉芬是一种人工合成的异黄酮类衍化物，可增强雌激素的作用，刺激骨形成，调节骨吸收过程，抑制破骨细胞活性。有研究报道依普拉芬用于PMOP治疗有较明显的效果。

3．维生素K

维生素K是一类脂溶性维生素。骨钙素在形成过程中需要维生素K的参与。同时维生素K还可以促进成骨细胞的矿化反应，抑制骨吸收因子的合成和骨吸收过程，同时刺激骨胶原合成，有利于骨形成。Yonemura等报道应用维生素K2
 15mg每日3次，对于慢性肾炎应用糖皮质激素引起的骨丢失有预防作用。目前临床上对于维生素K1
 注射液和维生素K3
 片剂治疗骨质疏松的用量和疗效仍有待于进一步确定。

4．锶盐

临床应用锶盐治疗各种骨质疏松已有10多年的历史，其疗效与治疗剂量相关。大剂量锶盐可促进维生素D的合成和骨矿化；短期小剂量可抑制破骨细胞活性；长期治疗能刺激骨形成，增加骨形成单位和BMC。

（七）药物的联合治疗

有关两种抑制骨吸收药物联合应用的基本一致意见为它们虽然进一步增加BMD, 骨转换的生物学标志也进一步下降，但是没有减少骨折的发生率，而且病人的耐受性和依从性下降，长期骨转化过渡抑制也降低了骨强度。所以除了PMOP高危人群应用小剂量雌激素减轻绝经期症状或SERMs
 防治乳腺癌联合二膦酸盐提高BMD之外，不推荐其他两种抑制骨吸收药物的联合应用。

另一联合应用方案为PTH与抑制骨吸收药物联合，理论上既增加骨合成又抑制骨吸收，但是目前还存在许多问题，比如PTH该与哪种抑制骨吸收药物合用，它们之间该以怎样的给药顺序等等。Black等和Finkelstein等同时联合应用PTH和阿伦膦酸盐发现阿伦膦酸盐减弱PTH增加骨合成代谢的效应。更有学者提出PTH增加骨合成必须同时激活骨吸收。Ettinger等则先给予阿伦膦酸盐或雷洛昔芬治疗18个月后停用即予特立帕肽治疗，生化标志显示PTH的合成效应没有被阿伦膦酸盐或雷洛昔芬减弱，但是没有证明进一步减少骨折。

（八）ADFR治疗

ADFR是activation（活化激活骨重建）、depress（抑制骨吸收）、free（解除，即在无干扰下进行新骨形成）、repeat（重复上述过程）的缩写，即通过外来药物干预达到骨重建的重循环同步。在此基础上使骨代谢过程在人为干预下取得最大的疗效。

其具体药物主要包括：①激活剂，主要有电刺激、激素或药物，如PTH、甲状腺激素、生长激素和二膦酸盐（间接增加内源性PTH分泌）。在一定条件下维生素D也作为一种骨代谢的激动剂。②抑制剂，如降钙素、二膦酸盐，这类药物都能降低破骨细胞活性。③解除期，指抑制作用消失后至新的骨重建循环开始之间的时期，一般需2～4个月。在这段时间中除了补充钙剂外不需任何药物。④重复上述过程。目前对重新启动新的骨重建循环的时间点和药物选择仍存在不同意见。

常用药物有1a-(OH)D3
 、鳗鱼降钙素 (eel calcitonin, eel CT)、二膦酸盐（如羟基二磷酸乙酯，ethyl hydroxydiphosphorate, EHDP）、生长激素 (growth hormone, GH)、无机磷酸盐等。其具体实施方案参考表5-5。


表5-5　ADFR治疗方案
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四、总　结

OP的预防可通过筛查高危人群、改善饮食结构、适当运动等方式实现。在OP临床治疗中，补充钙和维生素D是基本措施，在用其他药物治疗同时更需要注意钙和维生素D的补充。二膦酸盐、SERMs
 、降钙素都被临床资料证明能够降低OP骨折发生率（各种防治OP药物的适应证、常规推荐剂量具体见表5-6）。二膦酸盐是防治OP的一线药物，每周1次、每月1次或静脉给药方法可以减少上消化道反应、增加了依从性和耐受性，用二膦酸盐治疗OP还需要注意下颌骨坏死问题；SERMs
 减少PMOP骨折的同时降低了乳腺癌风险，却提高了静脉栓塞的风险，所以近期有血栓栓塞病史者禁用。PTH是目前唯一能够增加骨合成代谢的药物，每天皮下注射一次PTH能够增加BMD, 减少骨折，所以有人想象是否可以用钙离子受体抑制剂促进内源性PTH合成以增加骨合成或者发现一种PTH的类似物可以增加骨合成却不增加骨吸收，而有关PTH与各种药物的联合治疗还有待进一步研究。


表3　各种防治OP药物的用法及常规推荐剂量
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【思考题】



1.骨质疏松症有哪些防范措施？



2.试述骨质疏松症的药物治疗。
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 第三节　糖尿病的若干进展



摘　要
 　由于生活方式的改变和人口老龄化，糖尿病患者日益增多，糖尿病是威胁人类健康，可致残、致死的疾病之一。它是由遗传和环境因素所致的以高血糖为主的一组异质性综合征。糖尿病是一种有遗传易感性的内分泌代谢病，也是常见的老年病。



现就1型及2型糖尿病的流行病学、诊断标准（根据中国糖尿病学会制定的2007年中国糖尿病防治指南）、分型、病因及发病机制（包括分子遗传、自身免疫、病毒等感染、肥胖、拮抗胰岛素激素增多及炎性因子等）、治疗包括生活方式干预（饮食控制、合适运动等）、应用口服降糖药（磺酰脲类、二甲双胍、α-糖苷酶抑制剂、噻唑烷二酮类、那格列奈及瑞格列奈）、各种胰岛素及其类似物（赖脯胰岛素、门冬氨酸胰岛素、甘精胰岛素等），胰腺或胰岛移植及其他新的治疗方法作一概述。




Abstract
 　As a result of the change life style and increase aging, the patients of diabetes mellitus, especially type 2 diabetes are increasing, which has become one of the most daunting causes of sickness, disability and death in China.



Diabetes mellitus is induced by genetic and environmental factors which is a heterogenetic syndrome manifested dominately by hyperglycemia. Diabetes is a genetic susceptible endocrine metabolic disease and is also considered as a common aged disease.



The epidemiology of type 1 and type 2 diabetes mellitus, diabetic diagnostic criteria (on the basic of 2007 edition prepared by the Chinese Diabetes Society), diabetec type classification, etiology and pathogenesis (including molecular genetics, autoimmune, virus and other infection, insulin gene and its susceptive gene mutation, increased insulin counter regulatory hormones, obesity and inflammation etc) and various treatments including intervention of life style (diet control, adequate exercise etc), application of oral antidiabetic drug (sulfonylureas, metformin, α-glycosidase inhibitors, thiazolidinedione, repaglinide, Nateglinide) different kinds of insulin and insulin analogues. Segmental pancreatic transplantation or islet transplantation and other therapies are briefly depicted.






糖尿病 (DM) 是威胁人类健康，可致残、致死的疾病之一。它是由遗传和环境因素所致的以高血糖为主的一组异质性综合征。其依据：①临床有40余种罕见的基因异常疾病伴有糖耐量减低 (IGT) 或糖尿病；②糖尿病的患病率及临床表现呈明显的差异；③糖尿病的动物模型有明显的基因不一致性。

糖尿病是一种有遗传易感性的内分泌代谢病，也是常见的老年病。

一、糖尿病的流行病学

WHO2007年报告全世界有糖尿病患者1.77亿，预测至2025年将增至3.07亿，DM成为世界的第五位死亡主因。新增加的患者主要在中国、印支次大陆及非洲等发展中国家。

（一）1型糖尿病的流行情况

1996年世界有1型糖尿病 (T1DM) 1千4百万，预计到2010年将达到2千4百万。

经典的儿童T1DM全球发病率差异颇大，以北欧地区最高，亚洲最低。芬兰为T1DM发病率最高的国家，自20世纪50年代初以来每年以2.8％的速率持续增长，1996年已达40/(10万·年)，预计2025年将高达60/(10万·年)。T1DM患者中父亲的患病率为6％，母亲患病率为3％兄弟姐妹患病率3％可见遗传易感性通过父亲遗传多于母亲。研究表明：T1DM的遗传易感，性由HLA第6对染，色体基因控制，与T1DM有关的单倍体已确定者共有39种。与这些单倍体相关的绝对危险性是25/(10万·年)至210/(10万·年)，其中单倍体型A1、C1
 、B56
 、DR4
 、DQ8
 具有非常高的绝对危险性，这可能是芬兰T1DM发病率高的原因之一。在芬兰，DR4
 及DQ8
 的基因频率高于世界其他人群，遗传因素可以解释芬兰TIDM75％的危险性。关于环境因素，母乳喂养时间短，早期加用牛奶，亚硝酸盐和咖啡大量摄入亦可能是遗传易感个体TIDM发病的触发因素。

亚洲T1DM发病率最低，韩国认为这可能与亚洲儿童高危遗传标志携带率很低及DQB1
 的保护作用（57ASP携带率高）有关。这与我国颜纯等的报告结果相似。1999年中国预防医学科学院发布了中国儿童T1DM发病率为0.59/(10万·年)，其中男0.52/(10万·年)，女0.66/(10万·年)。按1990年全国人口构成比例标化的确定校正发病率为0.57/(10万·年)。结论是我国儿童T1DM的发病率在逐年上升；发病率随年龄增长而增加；民族间的发病率差异达12倍，壮族最高，蒙族最低。

成人潜在（迟发）型自身免疫糖尿病 (LADA) 自从20世纪90年代中期提出，可能为DM的一个亚型，属于T1DM。至1997年美国、德国、意大利、日本等国报告LADA在2型DM中的检出率为10％～25％。

（二）2型糖尿病的流行情况

T2DM已居世界发病率和病死率最高的五种疾病之一。在发展中国家，这种趋势亦日益升高。T2DM的患病率在世界范围差异巨大，由＜1％～50％（后者指Pima Indian）。过去认为这是种族遗传性及地域等差异性造成，现在认为T2DM患病率增加如此之快主要由于社会经济发展、生活方式改变，即现代化或西化，高热量摄入及体力活动减少而致肥胖等环境因素所致。近年来青少年患T2DM日趋增多。

二、糖尿病的诊断和分型

1999年WHO根据ADA提出和IDF建议，将DM分为：

1．1型糖尿病 (T1DM)（胰岛素绝对缺乏）

1型DM是免疫介导的糖尿病，是由于胰腺B细胞自身免疫性损伤引起。B细胞免疫损伤的标记有：胰岛细胞自身抗体 (ICAs)、胰岛素自身抗体 (IAAs)、谷氨酸脱羧酶自身抗体 (GAD65)及酪氨酸磷酸化酶自身抗体IA-2和IA-2β。发病初期85％～90％患者血浆中可以检测出一种或几种自身抗体。这种类型的DM与HLA有很强的关联性，伴有DQA和DQB连锁基因，并且受DRB基因的影响。这些HLA、DR/DQ等位基因中，有些是致病因素，有些具有保护作用。

此型DM中，B细胞损伤的速度大不相同，某些患者病情进展比较迅速（多见于儿童），而在另一些患者中则比较缓慢（多见于成年人）。本病晚期，胰岛素分泌甚微，或无分泌，血浆C肽水平甚微或几乎检测不出。免疫介导的糖尿病通常发生在儿童及青少年，但可以任何年龄组发病。

自身免疫介导的B细胞损伤呈多基因易感性，同时与某些环境因素有关，虽然这型患者很少是肥胖的，但肥胖者并不能排除这一诊断。

2．2型糖尿病 (T2DM)（胰岛素相对缺乏）

从胰岛素抵抗为主伴有胰岛素分泌相对不足到胰岛素分泌缺陷为主伴有胰岛素抵抗。

T2DM患者不少是肥胖的，肥胖本身可引起胰岛素抵抗，标准体重不属于肥胖者可能存在腹部脂肪增多，在早期阶段缺乏典型的DM症状。因而可以多年未获诊断，然而大血管及微血管病变的危险性已升高。此型患者血浆胰岛素水平正常或增高，较高的血糖可能引起较高的胰岛素水平。因此，这些患者的B细胞功能有一定的缺陷，不足以补偿所产生的胰岛素抵抗，但可通过减低体重或降糖药物来改善胰岛素抵抗，但不能使其恢复正常。发生此型DM的危险性随年龄、肥胖及缺少体育锻炼而增加。以往曾有报告妊娠DM的妇女、高血压及血脂紊乱的患者易患此型DM。本病在不同的人种中的发病率有很大差异，且有较强的遗传易感性。

3．其他特殊类型的糖尿病

（1）B细胞功能遗传缺陷：已知某些类型DM与B细胞功能的单基因缺陷有关，其中几个类型以前命名为成年发病的青年糖尿病 (MODY)。它常在青年起病（多在25岁以前），血糖中度升高，胰岛素分泌不足，胰岛素作用有轻微或者没有缺陷。现已证实，在此型DM中，在不同染色体上的三个基因位点出现异常，最常见的一种类型是第12号染色体的肝脏转录因子又称肝细胞核因子（HNF-1α）基因发生突变，导致葡萄糖激酶基因的缺陷，葡萄糖激酶可以将葡萄糖转化为6-磷酸葡萄糖 (G-6-P) 刺激B细胞分泌胰岛素。葡萄糖激酶对于B细胞来说起到一个葡萄糖传感器 (glucose sensor) 的作用。由于葡萄糖激酶基因的缺陷，增加血浆葡萄糖水平对诱导正常的胰岛素分泌是非常重要的代偿作用。第二种类型是第20号染色体长臂的肝细胞核因子（HBF-4α）突变。TNF-4α为一种转录因子，在调控TNF-1α中发挥作用。线粒体DNA点突变伴有糖尿病和耳聋，最常见的点突变发生在tRNA亮氨酸基因中的3243位点上，导致了亮氨酸基因A-3’G的转位。在一些家族中还发现，基因的异常使胰岛素原不能转化为胰岛素，且以常染色体显性遗传方式进行遗传，临床表现有轻度IGT。

（2）胰岛素作用中的基因缺陷：已发现几种少见的糖尿病是由于胰岛素作用异常引起的。这种糖尿病存在胰岛素受体基因突变，导致代谢异常，可以从仅有高胰岛素血症到中度高血糖及严重高血糖。存在这种突变的患者表现为黑棘皮病，女性男性化，多囊卵巢，以前被称为A型胰岛素抵抗。尚有两种见于儿童的代谢异常综合征，小妖精貌综合征和Rabson-Mendenhall综合征。也存在胰岛素基因突变，导致胰岛素受体功能改变，表现为严重的胰岛素抵抗。小妖精貌综合征有特征性的面部表现，常在婴儿期夭折。Rabson-Mendenhall综合征伴有牙齿和指甲异常以及松果体肥大。

在伴有胰岛素抵抗及脂肪萎缩的DM中，未发现胰岛素受体结构和功能的异常。因此推测病变部位可能存在于受体后胰岛素信号传递过程中。

（3）胰腺疾病：包括胰腺炎、胰腺创伤、胰腺切除、胰腺癌、胰腺囊性纤维化及血色病。

（4）全身内分泌疾病：肢端肥大症、皮质醇增多症、嗜铬细胞瘤、醛固酮瘤、胰高糖素瘤及生长抑素瘤。

（5）药物或化学品诱发的DM: Vacor（灭鼠剂）和静脉注射五月末 (pentamidine) 可以持续地破坏胰岛B细胞，烟酸及糖皮质激素可减少胰岛素分泌。有报道使用α-干扰素的患者可发生糖尿病，并可检测出胰岛细胞抗体。

（6）感染：某些病毒感染可以发生T1DM, 如先天性风疹病毒、柯萨奇病毒、腮腺炎病毒、腮腺炎、呼吸肠道病毒等。

（7）免疫介导的少见型DM: 僵人综合征是一种中枢神经系统的自身免疫性疾病，其特征表现为中枢性肌肉强直，并伴痉挛性疼痛，血浆中可检测到高滴度GAD抗体，大约有1/3患者发展为DM。

4．妊娠糖尿病 (GDM)

妊娠期间发生的DM或妊娠期间首次确认的IGT均为GDM。分娩后6周或6周以后对这些患者应重新分类，大部分GDM患者分娩后IGT可恢复正常。

三、糖尿病的诊断标准和控制目标

（一）诊断标准（根据2007年中国2型糖尿病防治指南）

1．糖尿病症状加随机血糖≥11.1mmol/L(200mg/dl)。典型症状包括多饮多尿和不明原因的体重下降。

2．空腹血糖≥7.0mmol/L(126mg/dl)。

3．75g葡萄糖负荷后2h血糖≥11.1mmol/L。

（二）控制目标

见表5-7。


表5-7　糖尿病生化指标控制目标值
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四、病因及发病机制

（一）1型糖尿病

1．遗传学方面

多因素遗传，白人HLA DRW3
 、DRW及DR3
 、DR4
 频率增加；我国1型DM HLADR3
 频率也增加。澳大利亚发现了一个可激发1型DM的发病基因，定位于染色体29。美国ADA报告DM儿童的同胞中约10％可能在50岁左右发病。

目前通过全基因组扫描，发现至少20个T1DM易感基因位点，已知有VitD受体 (VDR) 基因、白细胞介素－6(IL-6)基因、IL-12β、淋巴酪氨酸磷酸酶 (LYP) 基因、PTPN22、小泛素样修饰分子 (SUMO)－4基因、转录调控因子T-bet基因等。易感基因只能解释部分T1DM家族聚集性，易感基因只能赋予个体对该病的易感性，其发病率常依赖于多个基因的共同参与及环境因素的影响。

对家族资料基因组筛查表明，10个不同染色体上至少17个位点（染色体片段）与1型DM的遗传易感性有关。这些染色体片段10分摩尔大小。在对1型DM全基因组随机化标记的蛋白质组分分析中，通过已识别的蛋白基因的定位图，可以肯定地识别较大染色体片段上的有关基因，这比分子遗传学分析速度快且经济。

丹麦的Pociot提出非HLA基因对1型DM的重要性，认为非HLA基因综合作用相当于甚至超过组织相容性复合体 (MHC) 基因。在10个染色体上，至少已发现17个非MHC位点与1型DM易感性有关。

2．自身免疫

利用白细胞介素2 (IL-2) 和白细胞介素6 (IL-6) 细胞株检测1型DM患者单个核细胞体外诱生IL-2和IL-6的能力，见到IL-2水平显著降低，IL-6水平明显增高，说明免疫功能紊乱和淋巴细胞参与发病。此外，还可在患者血清中测得下述抗体：①胰岛细胞抗体 (ICA); ②补体结合性ICA (CF-ICA); ③胰岛素抗体 (AIA); ④胰岛素受体抗体；⑤谷氨酸脱羧酶 (GAD) 抗体，抗GAD与ICA、AIA三者同为直接B细胞免疫学标志。

英国剑桥大学Cooke医师报告CD4、CD8淋巴细胞和巨噬细胞均参与T1DM的病理进程。DM鼠的研究表明：致病性CD4细胞系Th1
 表型，CD4Th1
 淋巴细胞促进细胞介导的细胞毒性反应，从而引起胰岛细胞的损害而导致DM。

3．病毒感染

腮腺炎、柯萨奇B4
 、风疹、水痘、传染性单核细胞增多症。脑心肌炎及肠呼吸道病毒等均可引起胰岛感染，使胰岛细胞受损、坏死而引起1型DM, 各种病毒感染后至发病的潜伏期差异甚大。

4．近有报道黏附分子有对免疫活性细胞的归巢、迁移、刺激信号的传递作用，参与T1DM的发病。

（二）2型糖尿病

1．遗传因素

90％以上有遗传因素，可能发生在第11对染色体上，导致产生异常的胰岛细胞而合成异常的胰岛素原。已发现8个家系，其中3个有异常的胰岛素原，为常染色体显性遗传，多基因，有不同的外显率，同卵孪生儿共显率达90％以上。

胰岛素作用的遗传缺陷所致的2型DM, 主要为胰岛素受体基因异常。其共同特点为：①明显的胰岛素抵抗；②糖尿病程度不重；③常伴黑棘皮病。

现就胰岛素受体基因突变的可能分子机制和其与胰岛素抵抗、2型糖尿病之间关系介绍如下。

（1）胰岛素受体基因突变的可能分子机制：胰岛素受体 (INSR) 是细胞表面的一种糖蛋白，由两个α亚单位和两个β亚单位所构成的异四聚体。编码人胰岛素受体的基因位于第19对染色体断臂的末端，为一系列重复的核苷酸序列，全长超过150kb。胰岛素与位于膜外的α亚单位结合后的信息，通过跨膜的β亚单位传到膜内，引起受体及其底物发生一系列的磷酸化反应而介导胰岛素生物效应的发挥。根据胰岛素受体功能的损伤机制可将胰岛素受体基因分为5种类型。

1）突变抑制受体的生物合成：这可能由于形成了成熟前链终止密码导致INSR基因完成全部或部分缺失，从而降低了mRNA的表达使INSR的生物合成受到抑制。

2）突变削弱受体向膜的转运：这可能由于突变干扰了受体分子折叠成正常构象，抑制了受体从内质网和高尔基体向胞膜的转运而使得细胞表面受体数目减少。

3）突变降低受体与胰岛素的亲和力：这可能由于与胰岛素高亲和力的INSR基因第2外显子区和α亚单位N末端的突变使突变受体与胰岛素的亲和力下降。

4）突变抑制受体酪氨酸激酶的活性：这可能由于突变与正常受体竞争底物，使杂合的突变受体酪氨酸激酶的活性异常，同时，一些发生在酪氨酸激酶区保守序列上的突变也会明显抑制酪氨酸激酶的活性。

5）突变加速受体的降解：有Lys（赖氨酸）460
 →Glu（谷氨酸），Asn（天冬氨酸）462
 →Ser（丝氨酸）两种类型报告。这可能由于这些突变使核内体腔难以维持酸性pH值，胰岛素不易从受体上解离，使受体的降解占优势，从而影响了受体的再利用。

迄今，已有40余种胰岛素受体基因的突变被鉴定。

（2）胰岛素受体基因突变与胰岛素抵抗及2型糖尿病的关系：胰岛素受体基因突变可以通过减少细胞表面INSR数目或者削弱INSR的正常功能而导致胰岛素抵抗。其具体的分子机制如前所述。

1997年ADA糖尿病分型中的2型糖尿病，是一异质性疾病，胰岛素作用遗传缺陷、β细胞功能缺陷及胰岛素抵抗是2型糖尿病的一个重要特征，对于2型糖尿病高发人群的长期研究表明，胰岛素抵抗先于糖尿病发生，胰岛素抵抗与2型糖尿病的密切联系，使INSR基因成为重要的糖尿病候选基因。

O'rahill等应用单链构象多态性 (SSCP) 分析技术对30例2型糖尿病患者的酪氨酸激酶分区进行筛选，发现2例有突变序列Lys（赖氨酸）1068
 →Glu1068
 （谷氨酸）及Val1985
 →Met1985
 其中前者可抑制受体酪氨酸激酶功能。Cocozza等采用变性凝胶电泳 (DGGE) 技术筛查了103例2，型糖尿病，也发现了1例酪氨酸激酶区的基因突变Gln1152
 →Arg1152
 。Odawara等也在1例胰岛素抵抗的患者中发现了INSR基因突变Gly996
 →Val996
 。由于SSCP、DGGE等分子扫描技术阳性率约为80％～90％故有假阴性的可能。1995年Massham等对51例日本2型糖尿病患者INSR基因内的22个外显，子做了克隆分析，发现了4例突变。Tayllor认为1％～10％的2型糖尿病患者胰岛素抵抗的发生与INSR基因突变有关。

另外，黑棘皮病与胰岛素抵抗的关系已为人所知，但其发生机制迄今未明，可能与胰岛素作用于皮肤受体有关。

（3）胰岛素受体基因突变所致糖尿病的常见类型及临床特点：胰岛素基因异常症是由胰岛素受体基因异常所致糖耐量异常或糖尿病综合征的总称。根据其临床特点可分为A型和C型胰岛素受体异常症、小妖精貌综合征、Rabson-Mendenhall综合征。A型由胰岛素受体基因异常所致，C型的胰岛素抵抗主要由胰岛素受体后信息传递障碍所致，又称A型的变异型，而所谓的B型是由胰岛素受体抗体的自身免疫性疾病，不属于胰岛素受体异常。

1）A型胰岛素受体基因异常症：1976年Kahn等首次描述的女性患者，有黑棘皮症和高胰岛素血症，表现为多毛、闭经、多囊卵巢并呈高雄激素状态，这可能与高浓度胰岛素和卵巢的胰岛素样生长因子I (IGT-I) 受体结合，促进卵巢生成睾酮，而致男性化特征有关，但后来逐渐发现男性也可患此症，在出现糖耐量异常之前一般无其他任何症状。血红细胞和培养的纤维细胞研究提示，在某些患者胰岛素受体数目和功能存在原发性缺陷，主要病因为INSR基因突变，可为杂合子或复合突变杂合子或纯合子，后两者病情较重。

2）小妖精貌综合征（leprechaunism综合征）：患儿宫内发育滞缓、瘦小、前额多毛，四肢长，皮下脂肪少，皮肤松弛，畸形面容，眼距增宽，鼻梁塌陷，下置耳，患者特征性面容犹如爱尔兰传说中的妖精而得其名，属先天性疾病。某些罹患女婴有卵巢性高雄激素血症和阴蒂肥大，伴有黑棘皮病和严重的胰岛素抵抗，多数早年夭折。尽管有高度的胰岛素抵抗，但有时发生空腹低血糖。分子病因学研究证实，胰岛素受体缺陷为一对等位基因的纯合子突变或杂合子突变。从突变的意义上看，既有无意突变，也有错意突变。

3）Rabson-Mendenhall综合征：属常染色体隐性遗传性疾病。患儿有松果体肥大，性早熟，易感染，出牙早且明显排列不整，指甲增厚，腹膨隆，多毛黑棘皮病，伴有胰岛素抵抗，胰岛素结合显著低下，红细胞的亲和力降低。另外，培养的成纤维细胞中最大剂量下的胰岛素作用正常，故认为胰岛素受体后功能正常，为INSR基因的无意突变和替换突变，影响了受体前的加工过程，导致受体结合能力降低，常为INSR基因突变纯合子或复合杂合子。

4）脂肪萎缩性糖尿病 (sepi-lawrence综合征)：患者皮下、腹内、肾周脂肪萎缩或完全消失，肌肉及静脉轮廓暴露，伴肝脾肿大、皮肤黄色瘤、高甘油三酯血症，基础代谢率高，还可有多毛等雄性化表现。本病与胰岛素受体基因遗传缺陷的关系尚未明了，由于其表现与此类疾病相似，故暂归入此型。

胰岛素作用的遗传缺陷主要是指INSR基因突变，由此发生的糖尿病逐渐被人们所认识。目前，对2型糖尿病的遗传异质性已确定无疑，其遗传异质性不但存在于不同种族、糖尿病家族及个体间，而且基因突变的性质及蛋白质产物的功能改变也是千变万化的。通过深入研究糖尿病分子遗传学发病机制，可以对胰岛素作用遗传缺陷所致的糖尿病有一个更加全面深入的认识和了解。

通过关联分析、定位克隆、定位候选克隆和全基因组关联分析的方法，发现T2DM可定位的易感基因尚有：①TCF7L2，它在人胰岛素中也有表达，提示它有可能直接参与胰岛素分泌的调节以及B细胞的生长分化；②染色体1912－924区域可能参与T2DM发生的基因有激活转录因子6（ATF）、核纤维蛋白A/C、白细胞介素6受体 (IL-6R) 等多个基因，参与调控糖脂代谢；③全基因组关联研究：入选来自2500例中国人群样本发现CDKAL1基因rs7756992和rs13266634与T2MD显著相关。

2．环境因素

（1）人口老龄化：2型DM的发病率和患病率随着年龄的递增而增加，这是由于老人机体处理葡萄糖的能力（糖耐量）减退，老年人红细胞、脂肪细胞及肝细胞上胰岛素受体数目减少（胰岛素与胰岛素受体的亲和力和成年人一样），导致胰岛素相对缺乏。老年人表现结构异常的胰岛素频率增加，线粒体功能异常，线粒体密度下降。

（2）拮抗胰岛素的激素增多，如生长激素、胰岛激素、皮质醇等。

（3）神经精神因素：刺激下丘脑腹中核或精神创伤可使胰岛素分泌下降，血糖升高。

（4）ß内啡肽及神经降压素可引起高血糖，对脑啡肽敏感性增高。

（5）胰岛素抵抗 (IR) 是亚细胞、细胞、组织或机体的一种病理生理状态，是指需要超过正常量的胰岛素始能在胰岛素的效应器官上产生正常的生理效应。胰岛素主要的效应器官是肝、骨骼肌、脂肪组织。胰岛素主要的生理效应包括其介导的葡萄糖的摄取及处置（糖的氧化及贮存）能力。近年发现IR具有明显异质性和组织选择性，例如，肝脏对胰岛素 (INS) 抵抗而对脂肪无抵抗或抵抗不明显。IR往往同时伴有高胰岛素血症、原发性高脂血症等。IR以INS受体及受体后缺陷为主，现认为单有IR尚不足以引起2型DM, 须同时存在INS分泌缺陷，即B细胞功能缺陷。

（6）低体重儿：子宫内营养不良可致胎儿体重不足，而低体重儿（小于3000g）在成年后肥胖，则DM及INS抵抗发生率增加，这是英国剑桥大学Hales提出的“节约基因表现型”假说。他认为节约基因使人在营养缺乏的环境下节约能量，以适应不利环境，当食物充足后，此基因使人肥胖，致胰岛素分泌缺陷和IR。

（7）感染：各种感染对机体是一种严重应激，从而使机体分泌大量激素，其中多数为升糖激素，故感染可诱发DM, 或使DM加重。

（8）妊娠：怀孕时胎盘分泌多种拮抗INS激素，如HPL、E、P、ACTH样物质等。同时妊娠时肾糖阈降低，尿糖常阳性，故妊娠时高血糖要区别一过性糖尿病还是原有潜在性糖尿病被诱发为糖尿病。

（9）肥胖：是指患者体重超过标准体重20％或BMI≥24kg/m2
 ，且超重组织是脂肪。已知脂肪代谢需要较多的INS, 影响糖代谢的无氧酵解，使血糖升高肥胖者多伴有高INS血症，通过降调节使脂肪细胞等INS受体位点减少，即胰岛素相对缺乏。

近年来炎症学说备受关注，认为DM是一种自然免疫和低度炎症性疾病。

炎症因子包括：①免疫炎症反应细胞如白细胞；②急性期反应炎症蛋白如C反应蛋白 (CRP); ③细胞因子如肿瘤坏死因子 (TNF)-α，白介素系列；④凝血因子和纤溶酶原激活物抑制物 (PAI-1)凝血因子Ⅷ，Ⅶ及von Willabrand因子 (vWF); ⑤脂肪因子如瘦素 (Leptin)、抵抗素 (Resistin); ⑥其他如唾液酸、血清粘蛋白、淀粉样物质、γ球蛋白、内皮黏附分子和Tains蛋白，以上种种称为炎性标志物。CRP是T2型DM发病最强的预测因子，CRP升高者老年DM发病率增加2.3倍。CRP在2型DM和动脉粥样硬化的发生发展中的具有致病作用，与糖尿病、肾病的程度存在一致性。

（三）少年起病的成人型糖尿病 (MODY)

胰岛B细胞功能遗传缺陷所致的糖尿病是一种单基因遗传性疾病，其发病机制是由于某些基因的突变而使胰岛B细胞分泌功能缺陷，胰岛素分泌减少。本型的糖尿病主要包括青少年发病的成人型糖尿病 (MODY) 及线粒体基因突变糖尿病，现主要介绍MODY。

1．MODY的定义

MODY既往归类于非胰岛素依赖性糖尿病 (NIDDM)，目前按ADA新的分类方法归

于特殊类型糖尿病——胰岛B细胞功能缺陷所致的糖尿病。MODY定义为：早年发生的2型糖尿病和常染色体显像遗传，即家系中至少三代有糖尿病，而且至少有1人以上在25岁以前发生糖尿病，诊断5年内不需要胰岛素治疗，或虽需要胰岛素治疗，但血循环中仍有较高的C-肽水平。在糖尿病中，MODY占2％～5％。

2．MODY基因

MODY是一单基因、常染色体显性遗传病，有很高的外显率。目前发现的MODY基因共有6种：葡萄糖激酶 (GCK) 基因，1992年发现；肝细胞核因子 (HNF)-1α基因、HNF-4α基因，1996年发现；HNF-1ß基因，1997发现；胰岛素启动因子 (IPF) 1基因，1997年发现。英国40个MODY家系的研究发现，65％为HNF-10基因突变，12.5％为GCK基因突变，5％为HNF-4α基因突变，17.5％与上述基因无关，提示存在着尚未发现的MODY基因。

3．各型MODY的临床特征

（1）GCK基因突变-MODY2的临床特征：GCK仅在胰岛B细胞和肝细胞内表达，CCK促进葡萄糖转化为6-磷酸葡萄糖 (G-6-P)，在葡萄糖的代谢中起了非常重要的作用。GCK对于B细胞来说起到一个葡萄糖传感器的作用。X、K基因定位于染色体7q。是最早确定的MODY基因，目前已发现GCK基因有40多个致病突变位点。虽然GCK基因突变的位点不同，但有十分相似的临床表型 (phenotype)。患者血糖轻度升高（很可能在出生时就已经升高），一般空腹血糖不超过6～8mmol/L。随着年龄增大，空腹血糖有轻度升高的趋势，但很少超过10mmol/L。口服葡萄糖耐量试验 (OGTT) 时血糖增高一般不超过3mmol/L, 患者虽然空腹血糖增高，但约50％者服糖后血糖未达到糖尿病诊断标准。患者通常无症状，大多数患者是在体检时或妊娠时而发现高血糖，所以对大多数患者来说，他们的诊断年龄取决于他们首次测定血糖的年龄。GCK基因突变者的血糖升高轻微，一般不需要药物治疗，但在妊娠时需要胰岛素治疗。MODY2患者很少发生微血管病变，但其大血管病变的危险性可能增高。

（2）HNF-1α基因突变——MODY3的临床特征：HNF-1α是一个可以调节其他基因表达的转录因子。HNF-1α基因定位于染色体12q, 目前发现40余个致病突变。HNF-1α基因突变引起糖尿病的机制尚不明确，可能与其改变了其他基因的表达（如胰岛素基因的表达）等有关。HNF-1α基因突变是MODY最常见的原因，临床表型与MODY2不同。大多数患者在10岁以前空腹血糖正常，糖耐量正常，然后随年龄增长，B细胞功能进行性减退。大多数患者25岁前发生糖尿病，少数患者在中年或老年时方被诊断。患者往往有多饮、多尿的症状。早期（在青少年期和青年期）仅有轻度的空腹血糖升高，但OGTT 2h血糖已达糖尿病诊断标准。由于MODY3患者一旦发生糖尿病，糖耐量逐渐恶化，因此患者需要口服降糖药或胰岛素治疗。英国100名HNF-1α基因突变糖尿病患者的调查发现，约1/3的患者单纯饮食治疗，1/3口服降糖药治疗，1/3胰岛素治疗，胰岛素治疗者年龄大于前两组，且较肥胖。

少数MODY3患者由于发病年龄在20岁左右，多饮、多尿症状明显，随机血糖高达15～20mmol/L而被误诊为1型糖尿病。这些患者需要胰岛素治疗。与1型糖尿病的鉴别诊断：MODY3患者有常染色体显性遗传的家族史，即使血糖很高，但无酮症，小剂量胰岛素就能获良好控制。MODY3患者微血管病变的发生率较高，尤其是糖尿病视网膜病变。

（3）HNF-4α基因突变——MODY1的临床特征：HNF-4α基因定位于染色体20q, 属于类固醇／甲状腺激素受体的超家族成员。HNF-4α作为一种转录因子，在调控HNF-1α中发挥作用。MODY1的临床特征与MODY3相似，患者多在10～30岁发生糖尿病，呈现进行性的B细胞功能减退和糖耐量恶化，但一些患者单用饮食控制或口服降糖药治疗后仍能获良好控制。HNF-4α基因突变的外显率低于HNF-1α基因突变，表现为10％～20％的HNF-4α基因突变者糖耐量正常。MODY1患者常伴有脂蛋白 (a) 增高，其微血管病变及大血管病变的发生率与1型糖尿病相似。

（4）HNF-1ß基因突变——MODY5的临床特征：HNF-1ß基因定位于染色体17-cenq。目前已发现数个家系HNF-1ß基因突变糖尿病，但对其病理生理和临床特征的研究仍较少。现有的报道认为MODY5的临床特征与MODY3相似，微血管病变的发生率也较高，多囊肾、肝功能损害是MODY5的特征之一。

（5）IPF-1基因突变——MODY4的临床特征：IPF-1在胰腺发育及胰岛素的调节方面起了关键的作用。IPF-1基因定位于染色体13q, 目前至少已在一个家系中证明IPF-1基因突变与MODY有关。在这一家系6代成员中，诊断糖尿病的平均年龄为35岁（17～68岁），8个糖尿病患者中仅有1个小于25岁发病，一名22岁和一名23的成员发现IPF-1基因突变但糖耐量正常。MODY4的治疗可予饮食控制、口服降糖药或胰岛素。

（6）MODY6: 许多MODY家系的突变基因尚未确定。据报道，在英国和法国，约15％～20％的MODY家系的突变基因不明，提示至少存在MODY6，甚至MODY7……因此，仍需深入研究以发现新的MODY基因。这些基因很可能是一些涉及基因转录或胰岛内葡萄糖传感器的基因。

4．分子基因诊断MODY的意义

分子基因诊断MODY有何临床价值？是否有助于MODY的预防和治疗？回答是肯定的。通过分子基因诊断MODY有以下几方面的作用：①分子基因诊断有助于确诊MODY、指导治疗及预测预后。例如，GCK基因突变——MODY2表现为轻度而稳定的B细胞功能缺陷，而且很少发生糖尿病微血管病变，因此除了在妊娠时这些患者需要随访和治疗，一般不需要长期随访。而HNF-1α基因突变——MODY3表现为进行性的B细胞功能减退，而且糖尿病微血管病变的发生率较高，因此需要早期用胰岛素治疗。②通过分子基因检测，可以了解MODY患者的子女是否遗传了MODY基因的突变，从而预测其患MODY的可能性。③通过分子基因检测，发现高危的家庭成员，进行干预治疗。干预措施，包括饮食控制、运动锻炼及增加胰岛素敏感性药物的应用。对于高危的家庭成员的干预治疗可延缓高血糖的发生。随着科学的发展，有可能通过基因治疗，预防MODY。

1983年报道的一个家系是胰岛素原转化成胰岛素的水解酶本身不正常或其代谢异常，另一类是释放结构异常的胰岛素。迄今有3组报道：①在芝加哥发现的B链25位上的苯丙氨酸转变为亮氨酸，该胰岛素仅有2％的生物活性；②在洛杉矶发现的B链24位上的苯丙氨酸转变为丝氨酸，仅有15％生物活性。③在东京发现的A链上第3位缬氨酸转变为亮氨酸，其生物活性几乎丧失殆尽。上述3类患者因胰岛素含量增高，产生降调节而使胰岛素受体减少。胰岛素受体的α亚单位和β亚单位也可导致DM。

芝加哥Howard Hughs医学中心使用一种480DNA标志物，将其沿着每一条染色体排列，进行了全基因组筛查，以寻找一种随病遗传标志物，最终在第2条染色体的长臂上定位了一个基因，并称此基因为NIDDM基因，这是第一个在2型DM中起主要作用的基因，携带NIDD M1
 基因的人群中，30％～75％的人有T2DM遗传倾向。

五、治　疗

1．生活方式干预（饮食管理、适量运动、心理治疗等）

贯穿于各型糖尿病患者的终身。

2．药物

根据不同病情个体化选用口服降糖药（磺酰脲类、二甲双胍、α-葡萄糖甘酶抑制剂、格列奈类及格列酮类等）。各种人胰岛素及胰岛素类似物（疗效佳、副作用小）以及胰腺或胰岛移植等治疗方法。

短效人胰岛素有诺和灵R (Novolin R) 及优泌林R (Humulin R) 等。

短效和中效胰岛素可按各种比例（从90/10到50/50）配成胰岛素预混制剂，最常用的制剂是70/30、50/50，有诺和灵30R（70/30）及50R（50/50）、优泌林30R（70/30）及50R（50/50）。

预混胰岛素类似物（诺和锐30）是新一代的胰岛素预混制剂，其速效部分起始更快，峰值更高，对餐后血糖的控制优于人胰岛素30R, 同时其中有效部分可以有效控制空腹血糖，控制血糖更为全面，此外尚有25％的赖脯胰岛素 (Lispro) 和75％中性精蛋白 (NPL) 组成预混胰岛素优泌乐25 (Humalog Mix 75/25)，其控制餐后血糖水平比预混胰岛素70/30更好。

赖脯胰岛素 (Lispro) 是第一个被批准用于人类的超短效胰岛素类似物，其吸收速度较常规胰岛素快，起始时间低于15min, 在注射后60～90min时可发挥最大生物效应，并可持续4～5h，它具有达到胰岛素峰值更快，血药浓度达峰时间更短，餐后血糖水平低及低血糖发生率低等优点。

门冬氨酸胰岛素 (Aspart) 是一种超短效人胰岛素类似物，与正规胰岛素相比，它皮下注射后吸收迅速，可达到更高的胰岛素峰值，它的有效性和安全性已得到证明。目前Lispro和Aspart已成为一日多次的餐前胰岛素治疗的方案的合理选择。

总之，超短效胰岛素类似物的应用，可以模拟生理性第一时间胰岛素分泌，有效降低餐后血糖。

甘精胰岛素 (Glargine) 是一种长效人胰岛素类似物，它比人长效胰岛素制剂吸收更缓慢，没有明显胰岛素高峰，从而降低了夜间低血糖事件，且有利于控制空腹血糖，故现被认为是控制基础血糖的首选。当口服降糖药疗效不明显时，可加用甘精胰岛素，长效胰岛素类似物主要的作用是提供一个基础的血浆胰岛素水平。

地特胰岛素 (Detemin) 是另一种长效胰岛素类似物，注射后在皮下吸收扩散速度缓慢，入血后99％与白蛋白结合，作用持续时间长，血糖波动少，夜间低血糖的发生明显减少。

1型糖尿病患者必须应用胰岛素治疗，剂量个体化，目前主张应用基因工程重组人胰岛素及胰岛素类似物，也可用胰岛素泵以利严格控制血糖。

妊娠糖尿病也需应用胰岛素，以避免胎儿致畸。

特殊类型糖尿病除降糖外，更应重视病因治疗。

2型糖尿病患者可按传统的序贯治疗，即先用口服降糖药，但最终因B细胞功能衰竭，也需应用胰岛素，也有主张治疗开始即用胰岛素强化治疗，以期获得较长的缓解期，基础—餐时治疗方式是合理的。

胰岛素剂量的计算：

在理想体重20％以内的T1DM患者，每日所需胰岛素为0.5～2.0U/kg, 如在蜜月期，因B细胞尚有一定分泌功能，故0.2～0.6U/(kg·d) 的胰岛素即可满足需要。一般按以下方法分配胰岛素泵注射量：①每日注射量的40％～50％作为基础胰岛素；②15％～25％在早餐前，15％在午餐前，15～20％在晚餐前；③若患者有睡前加餐的必要，也需10％左右的胰岛素。

T2DM患者应用胰岛素指征：①血HbA1C: ＞7.5％～8.0％，胰岛素水平低；②口服降糖药减效或失效，空腹血糖＞10.0mmol/L; ③严重的高血糖，出现尿酮体或严重并发症；

④出现严重的急性疾病或需进行较大手术。

胰岛素剂型选择：①空腹血糖高，可选白天口服药物，睡前应用甘精胰岛素或NPH; ②餐后高血糖，选用速效胰岛素；③晚餐后高血糖，晚餐前注射预混胰岛素；④早餐后或午餐后高血糖，选用速效和甘精胰岛素。

胰岛素剂量根据病情个体化：

胰岛素注射泵（持续皮下胰岛素输注法）的适应证：①1型糖尿病；②严重胰岛素抵抗伴口服降糖药失效的T2DM患者；③伴有严重并发症的T2DM患者。新的治疗制剂及方法：

（1）胰升糖素释肽-1(GLP-1)受体激动剂　GLP-1是小肠和大肠的内分泌细胞（L型细胞）及脑神经细胞中产生的一种激素，GLP-1呈葡萄糖依赖性地作用于胰岛B细胞，可促进胰岛素基因的转录，胰岛素的合成和分泌，抑制胰升糖素分泌，抑制餐后胃排空，抑制食欲及促进肝脏、肌肉、脂肪组织糖原合成等，从而降低餐后血糖。GLP-1还能刺激胰岛B细胞的增殖和分化，抑制其凋亡。

T1DM和T2DM都存在胰岛β细胞凋亡，GLP-1能保护胰岛β细胞免于多种因素所致的凋亡；能够抑制Calpain-10的活性，后者是近年发现的T2DM易感基因，还可保护移植的游离胰岛。但由于外源性GLP-1在体内很快被血浆中的DDP-IV降解，半衰期短，限制了其临床应用。

合成的Exendin-4依克那肽 (exenatide) 是GLP-1R激动剂，与GLP-1R有高亲和力，缺乏二肽基肽酶4(DDP-IV) 酶解的位点，不是DDP-IV作用的底物，半衰期长，而且对鼠胰岛移植的研究中也发现，用Exendin-4预处理可以提高胰岛移植的成功率。目前Exendin-4已用于T2DM治疗的第三阶段临床试验。最新报道的新型GLP-1类似物 (val8)GLP-1作用更有效，疗效更持久，而且能够抵抗DDP-IV的降解。2005年4月美国FDA的批准上市。

（2）利拉鲁肽 (liraglutide)　是一种GLP-1类似物，一系列研究结果显示，Liraglutide具有优异的降糖效果，无论其单独应用还是与其他口服降糖药联用，均能迅速、持久地降低血糖及糖化血红蛋白水平，而且其具有葡萄糖依赖的降糖机制，它仅在血糖水平高的时候通过刺激B细胞释放胰岛素效果，患者出现低血糖的几率非常低。另外，它能改善B细胞功能，降低血压及减少糖尿病心血管并发症的潜能。Liraglutide仅需1次注射就能促进降糖作用，估计不久将上市。

DDP-IV抑制剂能延长内源性GLP-1的活性，临床试验已显示，DDP-IV抑制剂可以有效控制T2DM患者的高糖血症，患者可以耐受，并且不引起低血糖和体重增加。

（3）维格列汀 (vidaglptin)　每日口服1次100mg，持续治疗4周，空腹及餐后血糖下降，血浆胰高糖素浓度减少，治疗T2DM病人一年以上，可改善β细胞功能，不会发生有意义的低血糖或增加体重。

（4）西格列汀 (sitagliptin)　作用与维格列汀相似，已于2006年被美国FDA批准用于治疗T2DM。

3．胰岛胰腺移植

从1974年到1995年底270名1型DM患者在不同国家的31个治疗中心接受了胰岛移植。这些患者中有27名转为NIDDM, 持续时间13d～14年。但胰岛移植仍面临两大问题，一是排斥反应未解决，接受移植者从长期（每日）注射胰岛素变为应用免疫抑制剂；而且人胰岛细胞来源匮乏。对于前者，如不用免疫抑制剂还有两种方法：①诱导供者特异的免疫耐受，或诱导对B细胞的反应的淋巴细胞的凋亡；②免疫隔离（屏障）法可用微囊或大囊包被胰岛细胞，此法可防止淋巴细胞的攻击，但不能防止小分子细胞因子，如IL-I及NO对胰岛细胞的损伤，因这些小分子可以穿越微囊半透膜；再者囊的最佳孔径，囊内胰岛细胞的增殖与死亡不平衡等问题仍有待解决。对于解决供体来源不足的办法主要有：①非人猪胰岛的应用，以猪胰岛异种移植研究较多。以色列的Bloch报告婴猪胰岛较成熟猪胰岛更佳，因其免疫原性较低；②用基因工程细胞系，仿正常B细胞功能。美国德州的Clark等已获得稳定的细胞系，作为移植细胞，已能保持基因型及表型的稳定性。Newgard等也报告了应用RIN细胞系表达人类胰岛基因，其他细胞系表达高水平的GLUT-2和GCK, 将人工细胞移植到裸鼠体内所有的转基因至少表达48d。

胰肾联合移植对终末期DM有近期疗效。






【思考题】



1．试述糖尿病的诊断标准和控制目标。



2．糖尿病的治疗措施有哪些？
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（童钟杭）


第六章　肾脏疾病


 第一节　肾脏疾病慢性进展理论与实践



摘　要
 　慢性肾功能衰竭 (CRF) 发病机理甚为复杂，迄今尚未完全明了。历年来先后提出“尿毒症毒素学说”、“完整肾单位学说”、“矫枉失衡学说”、“肾小球高滤过学说”、“脂质代谢紊乱学说”等等，但没有一种学说能完整解释其全部的发病过程。近年来，随着分子生物学的飞速发展及其在肾脏病领域的应用，加深了人们对慢性肾功能衰竭发病机理的认识，已有的学说不断得到补充和纠正，新的学说不断涌现，特别是逐渐认识了各种生长因子和血管活性物质在慢性肾功能衰竭进展中的作用，使慢性肾功能不全发展过程中的多种变化有了更深入细致的认识。随着慢性肾功能衰竭发病机理的逐渐阐明，延缓慢性肾功能衰竭进展的治疗方法不断完善。




Abstract
 　The pathogenesis of Chronic renal failure (CRF) is very complicated, and has not yet been fully understood. Over the years the "uremic toxics hypothesis," "integrity nephron hypothesis", "trade-off hypothesis", "glomerular homo-filtration hypothesis", "lipid metabolism disorder hypothesis", and so on have been put forward, but none of them can completely explain the whole pathogenesis. In recent years, with the rapid development of molecular biology and its applications in the field of kidney disease, we have understood the pathogenesis of chronic renal failure more deeply, the existent hypothesis has been constantly added and corrected and new theories are emerging. Particularly, with the growing recognition of the various growth factors and vasoactive substances which affect in the progress of chronic renal failure, people have got a more in-depth and detailed understanding of the various changes in the development of chronic renal insufficiency. With the pathogenesis of chronic renal failure being gradually clarified, the treatment that delay the progress of chronic renal failure has been continuously improved.


一、慢性肾功能衰竭发病机理进展

（一）肾小球高滤过学说

20世纪80年代初，Brenner等在5/6肾切除大鼠，应用微穿刺研究证实残余肾单位肾小球滤过率增高（高滤过）、血浆流量增高（高灌注）和毛细血管跨膜压增高（高压力），即著名的“三高学说”或“肾小球高滤过学说”。

近年来的研究认为，其产生机制主要是残余肾单位入球小动脉较出球小动脉扩张更加显著所致。一般认为，入球小动脉扩张与该动脉处扩血管物质前列腺素分泌过多，局部内皮细胞来源血管舒张因子（现认为主要是NO）分泌增多，以及该动脉对血管紧张素Ⅱ不敏感有关；而出球小动脉扩张相对较少则与该动脉对血管紧张素Ⅱ敏感性增加有关。

在高滤过、高灌注、高压力的血流动力学状态下，肾小球可显著扩展，进而牵拉系膜细胞。周期性机械性牵拉系膜细胞，可以使胶原Ⅳ、V、Ⅰ、Ⅱ、纤维连接蛋白和层黏连蛋白的合成增多，细胞外基质增加，肾小球肥大在某种程度内得到缓冲并减轻了肾小球压力。然而，大量细胞外基质积聚，加以高血流动力学引起肾小球细胞形态和功能异常，又会使肾小球进行性损伤，最终发展为不可逆的病理改变即肾小球硬化。

（二）矫枉失衡学说

20世纪60年代末、70年代初，Bricker等根据对慢性肾功能衰竭的一系列临床和实验研究提出了矫枉失衡学说。这一学说认为慢性肾功能衰竭时体内某些物质积聚，并非全部由于肾脏清除减少所致，而是机体为了纠正代谢失调的一种平衡适应，其结果又导致新的不平衡，如此周而复始，造成进行性损害，成为慢性肾功能衰竭患者病情进展的重要原因之一。

典型的例子是慢性肾功能衰竭时，甲状旁腺激素 (PTH) 升高造成的危害。随着肾功能的下降，尿磷排泄减少，引起高磷血症，血清钙磷乘积升高，一方面使无机盐在各器官沉积，出现软组织钙化，另一方面低钙血症又刺激了甲状旁腺激素的合成和分泌，以促进尿磷排泄，升高血钙。但对甲状旁腺的持续性刺激可导致甲状旁腺增生和继发性甲状旁腺功能亢进，从而累及骨骼、心血管及造血系统。

近年来对矫枉失衡学说有了新的认识。首先，磷的潴留并非产生继发性甲状旁腺功能亢进的始动因素。大量研究报告表明，在肾衰早期，患者血清甲状旁腺激素升高之前，并未出现高磷血症，血磷水平反而降低。只有当肾衰进入晚期 (GFR＜20ml/min) 时，才出现磷的潴留。高磷血症不仅通过低钙血症，亦可以通过其他途径或直接促进甲状旁腺激素分泌。肾小管细胞内磷负荷升高，抑制了1α-羟化酶的活性，使25-(OH)D3
 转化为1,25-(OH)2
 D3
 减少，削弱了对甲状旁腺激素分泌的抑制。磷对甲状旁腺还可能具有直接作用，因为低磷饮食可在血清中钙和1,25-(OH)2
 D3
 浓度无变化的情况下，降低甲状旁腺激素及其前体PTHmRNA的水平。其次，低钙血症并非引起继发性甲状旁腺功能亢进的唯一直接原因。实际上，早期肾衰患者在低钙血症出现之前血清甲状旁腺激素已经升高，补充血钙至正常水平不能阻止继发性甲状旁腺功能亢进的产生与发展。因此，除了低钙血症外，还有其他重要因素参与了继发性甲状旁腺功能亢进的形成。

（三）肾小管高代谢学说

近年来，肾小管间质病变引起的进行性肾损害引起了人们的广泛重视。研究认为，慢性肾衰进展过程中，肾小管并不是处于被动的代偿适应或单纯受损状态，而是直接参与肾功能持续减低的发展过程，肾小管高代谢已为动物实验所证实。残余肾单位高代谢的损伤过程包括：

1．当大鼠切除5/6肾后，其残余肾单位氧耗量相当于正常大鼠的三倍。残余肾单位氧耗量增加，从而产生过多反应性氧代谢产物，后者可以氧化细胞膜以及与生命活动有密切关系的成分，从而造成代谢异常、细胞损害，以致死亡。进而炎症细胞浸润、吞噬等。

2．氧化受损通过Ca2+
 在细胞内聚积，使细胞内某些酶的活性发生变化，如磷脂酶被激活，促进细胞内的氧化反应，产生活性氧自由基，对肾小管上皮细胞直接造成损害，干扰球管反馈，使肾小球滤过率下降。

3．残余肾单位细胞因子增加。多种细胞因子、生长因子或细胞合成、分泌的某些活性物质与肾小管间质损伤有关。包括内皮素-1(ET-1)、肾上腺素、血管紧张素Ⅱ (ATⅡ)、一氧化氮／内皮舒张因子 (NO/EDRF)、血小板来源生长因子 (PDGF)、转化生长因子 (TGF-β)、胰岛素样生长因子 (IGF-1)、神经生长因子 (NGF)、肿瘤坏死因子 (TNF-α)、白介素-1(IL-1)、白介素-6(IL-6)、白介素-8(IL-8)、多肽趋化因子 (MCP-1)、补体C3、C4及主要人类相关抗原Ⅱ(MHCⅡ)、肝细胞生长因子 (HGF)、结缔组织生长因子 (CTGF) 等。这些因子能通过自分泌、旁分泌等途径来影响自身细胞、周围细胞或更远的靶细胞的功能，参与细胞的分化与增殖，调节细胞间相互作用，并能直接介导炎症反应。如在肾组织培养中，IGF-1可刺激肾间质纤维母细胞增殖，并促进胶原和糖蛋白合成，基质产生过多，是造成组织缺氧受损和小管萎缩的重要原因之一。又如，PDGF能直接促进间质细胞有丝分裂与增殖，使细胞外基质生成增加，而IL-1能诱导PDGF在靶细胞上的表达，能增强PDGF的作用。再如，在肾活检标本中，慢性肾小管间质损害常伴随着CTGF的高表达，并与损害程度正相关，表达CTGF的间质细胞同时表达平滑肌细胞肌动蛋白α(α-SMA)，α-SMA被认为是肌成纤维细胞的标记性抗体，故可认为这些间质细胞发生了转分化 (transdifferentiation)，说明CTGF在肾小管间质损害中亦起重要作用。

4．在多种病因所致慢性肾间质纤维化发病过程中，肾素—血管紧张素系统 (reninangiotensin system, RAS) 激活，血管紧张素Ⅱ (ATⅡ)增加，促进转化生长因子β (TGF-β) 分泌很可能是其中的关键环节。

（1）肾脏间质细胞外基质 (ECM) 合成　在生理情况下，肾间质ECM的合成与降解处于动态平衡。在慢性肾间质纤维化的过程中，这种平衡受到损坏，肾间质ECM的合成增加，导致ECM在肾间质增多。Morrissey等发现，在单侧输尿管梗阻 (UUO) 模型中大鼠肾脏间质可见Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原沉积及其mRNA表达增加，而血管紧张素转化酶抑制 (ACEI) 及血管紧张素受体阻滞剂 (ARB) 可以减少间质胶原的累积及mRNA表达。同样，在环孢霉素肾病及肾大部切除的模型中，ACEI及ARB可以减少ECM在间质的累积及mRNA表达。

（2）肾间质ECM的降解　在慢性肾间质纤维化时，ECM降解酶活性受到抑制，其降解减少。金属蛋白酶几乎可以降解所有的基质蛋白，金属蛋白酶组织抑制因子-1 (tissue inhibitor metalloproteinase-1, TIMP-1)是其最重要的抑制因子，它通过抑制金属蛋白酶原生成金属蛋白酶，减少ECM的降解，在间质纤维化中起重要作用。ACEI可减少肾皮质TIMP-1 mRNA的表达，同时改善肾间质纤维化。此外，纤溶酶在ECM的降解中也起着重要的作用。纤溶酶不仅可以使前胶原酶分解为胶原酶，它本身还可以降解多种胶原。纤溶酶原激活因子的抑制因子 (plasminogen activator inhibitor, PAI) 可以抑制纤溶酶的产生，从而减少胶原的降解。在对放射性肾病的动物模型的研究中发现，ACEI和ARB可以抑制PAI-1 mRNA的表达，改善肾间质纤维化。

（3）肾间质炎性细胞浸润　当给大鼠静脉输入ATⅡ后，肾间质有明显的单核／巨噬细胞浸润。在肾大部分切除的动物模型中发现，大鼠肾间质出现单核／巨噬细胞浸润，而给予ACEI可以减少肾间质的单核／巨噬细胞浸润。ATⅡ导致炎症细胞浸润的机制可能是通过促进TGF-β分泌，进一步激活核因子κB (nuclear factor-kappaB, NF-κB)，NF-κB具有调控炎症因子表达的作用，炎症趋化因子的表达促使了炎症细胞的浸润，而ACEI可阻断上述过程。

（4）间质细胞的转化　在某些病理情况下，肾间质成纤维细胞激活，成为肌成纤维细胞 (myofibroblasts, MF)。有人认为在慢性肾间质纤维化时，MF是肾间质细胞外基质 (ECM) 的主要来源。当给大鼠静脉输入ATⅡ后，肾间质平滑肌细胞肌动蛋白α(α-SMA) 表达增加，而ACEI及ARB可以减少单侧输尿管梗阻 (UUO) 模型中肾间质α-SMA表达。

（5）ATⅡ与TGF-β的关系　在众多与慢性肾间质纤维化有密切关系的细胞因子中，以TGF-β最为重要，它可以增加肾间质ECM的合成，减少ECM的降解，并对单核／巨噬细胞具有趋化作用。由于TGF-β的升高早于ECM的增加，并且TGF-β的中和抗体可以消除ATⅡ刺激胶原合成增加的作用，因此，认为ATⅡ促进ECM合成的作用很可能是通过TGF-β介导的。

5．淋巴细胞的作用　在CRF的肾组织尤其是肾间质中，多有不同程度的细胞浸润，包括淋巴细胞、单核巨噬细胞等。肾间质浸润的淋巴细胞可通过多种途径造成肾间质的进一步损害，主要有：①T细胞分泌TGF-β、IL-4、TNFα，直接刺激成纤维细胞增殖，并使细胞外基质产生增多。T细胞也可通过分泌IL-2、γ干扰素 (IFN-γ) 作用于巨噬细胞，后者产生IL-1、TNFα、PDGF、TGF-β，再作用于成纤维细胞使基质增殖，进而促进肾间质纤维化。②辅助T细胞通过分泌T细胞辅助因子 (ThF)，直接作用于肾小管上皮细胞，使肾小管基底膜中Ⅳ型胶原的产生下降。由于Ⅳ型胶原是小管基底膜的主要组成成分，故其产生减少可直接导致小管萎缩。③T细胞可直接或间接地调节小管上皮细胞免疫应答反应，增强炎症反应。T细胞通过其分泌的IFN-β或IFN-γ，促进MHCⅡ类抗原在肾近端小管上皮细胞的表达，从而使小管上皮细胞在起抗原呈递细胞作用时，促进CD4+
 细胞对小管上皮所呈递的抗原识别和结合，进而促进免疫应答反应。

（四）蛋白尿学说

现已公认，决定肾脏病预后的主要因素是肾小管—间质性损害，而非肾小球病变。除了肾小管高代谢可引起肾小管—间质损害外，近年来，临床和实验研究均证实蛋白尿作为一个独立的因素直接同肾功能损害程度正相关。蛋白尿加重肾功能损害的机制尚未真正阐明，可归纳为以下几个方面：

1．蛋白尿对肾小球系膜细胞的毒性作用

大多数进行性肾功能衰竭动物模型都可观察到大量蛋白在系膜区积聚，促进系膜细胞增生，增加细胞外基质蛋白产生，加重肾小球硬化。特别是，脂蛋白在此过程中起重要作用。动物实验表明，在蛋白尿状态下，肾小球内有大量脂蛋白如ApoB、LDL、VLDL及ApoA积聚，脂蛋白可引起一系列变化：①LDL同其系膜细胞上受体结合，刺激原癌基因如c-fos和c-jun表达，导致系膜细胞增生；②LDL可以增加细胞外基质蛋白中糖蛋白产生，诱导多肽趋化因子 (MCP-1)和血小板来源生长因子 (PDGF) 基因表达增加；③LDL可以在巨噬细胞和系膜细胞中形成氧化型LDL, 氧化型LDL比LDL更具有毒性，可以刺激巨噬细胞产生多种生长因子、细胞因子和其他能刺激胶原合成和系膜细胞增殖的介质，进一步促进肾小球硬化。给予抗氧化剂如维生素E能明显降低氧化型LDL的毒性作用。

2．蛋白尿对足细胞的毒性作用

从肾小球基底膜滤过的蛋白，尤其是大分子量的蛋白质分子在进入Baumann囊腔后，可对肾小球脏层上皮细胞，即足细胞产生直接的损害。目前认为足细胞的损害也是发生肾小球硬化的关键之一。

3．尿蛋白对近端肾小管细胞的直接毒性作用

正常情况下，肾小球滤过的蛋白质可以出现在肾小管液中，再通过入胞作用在近端肾小管重吸收入血，但大量蛋白尿超过肾小管重吸收能力，可以引起肾小管的损害。例如，大量蛋白尿时，尿中可出现反映肾小管损害的物质，如溶菌酶和N-乙酰-β-葡萄糖氨基酶 (NAG) 增加，其水平与蛋白尿成正相关。大量蛋白尿引起近端肾小管损害的机制，一般认为过度的尿蛋白可以增加溶酶体的负荷，引起溶酶体肿胀、破裂，大量溶酶体中蛋白酶释放出来，引起近端肾小管损伤。低蛋白饮食和ACEI不仅能降低蛋白尿，而且能降低这些物质水平。

4．尿蛋白可以改变肾小管细胞生物活性

在组织胚胎来源上，近端肾小管细胞来源于间充质细胞，与成纤维细胞和免疫系统的细胞接近，最近的研究表明尿蛋白可以调节肾小管细胞功能改变它们的生长特性和细胞因子及基质蛋白的表型。例如，在肾病综合征动物和人类，尿液中胰，岛素样生长因子 (IGF-1)排泄增加。当近端肾小管细胞暴露在高白蛋白浓度环境中，可引起一个剂量依赖性IGF-1合成和释放。IGF-1可以使其受体β-亚单位自动磷酸化，刺激细胞增生，促进Ⅰ、Ⅳ型胶原合成，还能增加TGF-βⅡ型受体表达。又如，大量蛋白尿时内皮素-1 (ET-1)产生增加，ET-1是一种强有力缩血管多肽物质，当它在间质积聚时，可以增加肾小球入球小动脉和出球小动脉张力，降低肾小管周围毛细血管血流量，导致肾间质缺血和硬化。另外，ET-1还是一种强有力的有丝分裂原，刺激各种细胞特别是系膜细胞增生。蛋白尿介导的肾小管损害亦与整合素表达有关。整合素是一种介导细胞与细胞、细胞与细胞外基质 (ECM) 黏附的异二聚体糖蛋白，在细胞外基质蛋白合成、降解及再分布方面起重要作用。

5．一些特殊蛋白质引起的肾损害

（1）有研究表明，白蛋白携带脂质分子时对肾小管损伤作用增强，目前认为这种损伤是因为脂质分子在肾小管中产生的脂肪酸引起的，只有白蛋白携带脂肪酸时才有这种作用。在微小病变型肾病综合征，尽管有大量白蛋白尿存在，发生肾功能衰竭却罕见，因为微小病变型肾病综合征时，尿中脂肪酸含量极低。

（2）转铁蛋白是一种分子量稍大于白蛋白的物质，肾小球损害时可以滤过，当肾小球滤过液流过肾小管时，其酸性环境可以使转铁蛋白释放出Fe2+
 离子，Fe2+
 离子可引起肾小管细胞释放乳酸脱氢酶 (LDH) 和脂质过氧化物丙二醛，通过氧自由基损害肾小管。转铁蛋白还可以使近端肾小管细胞多肽趋化因子 (MCP-1)表达上调，加重肾小球损害。

（3）补体滤出到肾小管中，含有大量膜攻击复合物C5b-9
 。另一方面，尿中氨的水平同尿蛋白水平呈正相关，大量尿蛋白重吸收使氨的产生增加，氨可以通过旁路途径激活补体，产生CC5a
 和C5b-8
 。C5b-9
 可以促进肾小球上皮细胞产生细胞介质，刺激胶原合成，引起肾小球进行性硬化。

（五）脂质代谢紊乱学说

进行性肾功能损害常表现有脂质代谢紊乱，如血浆甘油三酯、极低密度脂蛋白、低密度脂蛋白、饱和脂肪酸增多，特别是富含载脂蛋白 (ApoB) 的脂蛋白增多，而高密度脂蛋白和不饱和脂肪酸降低。脂质代谢紊乱除引起动脉硬化而加速肾功能损害外，还可通过多种途径促进肾小球硬化，进一步导致肾功能进行性下降。

（六）酸中毒矫枉失衡学说

肾脏是机体调节酸—碱平衡最重要的器官之一，慢性肾脏疾病由于多种途径异常，导致肾脏对酸负荷调节能力下降。部分健存肾单位通过多种机制代偿，如诱使氨新生作用加剧，在一定时间内，往往会维持相对正常的酸—碱平衡。但是，这要付出一定的代价，甚至会促进肾脏病进展。同矫枉失衡学说一样，有学者亦把因酸中毒引起的肾脏损害称之为酸中毒矫枉失衡学说 (Trade-off hypothesis in acidosis)。

氨产生过多及酸中毒可以通过多种机制促进肾脏病进展：

（1）氨的促生长作用：氨能够增加AngⅡ促进二酰甘油 (DAG) 生成的效应；氨亦能与各种生长因子协同刺激三磷酸肌醇通路，促进蛋白质合成；氨还能够抑制蛋白质降解。

（2）补体机制：氨可以通过激活补体旁路途径，引起肾小管—间质损害。例如，氨能直接裂解途径中C3
 分子中硫脂键形成酰胺化C3
 ，后者再通过C3
 /C5
 转化酶，进而裂解C3
 。激活的C3
 可直接与系膜表面氨基起反应引起损害；亦能产生C5a
 和C5b-9
 ，C5a
 作为趋化因子吸引各种炎症细胞在肾小管—间质积聚，C5b-9
 则作为膜攻击复合物直接溶解，细胞膜。Nath等通过对大鼠双肾次全切除CRF模型的观察，证实肾小管周围C3
 、C5b-9
 的沉积量与肾皮质中氨的浓度及肾损害程度密切相关。

（七）蛋白质饮食与肾功能不全进展

高蛋白饮食引起或加重肾功能进展的机制主要有以下几方面：

1．血流动力学机制

以往认为高蛋白饮食引起跨肾小球毛细血管压升高，主要是由于扩血管前列腺素如PGE2
 和PGI2
 增加所致。现在人们在实验中发现，高蛋白饮食引起的血流动力学紊乱主要集中在尿液浓缩区，如外髓质内层 (IS) 和近髓质肾单位。一次高蛋白饮食后2～3h，血浆抗利尿激素 (ADH) 水平上升约2倍，同时尿渗透压亦明显增加。长期高蛋白饮食则血浆ADH水平约增加2.6倍。因此，高蛋白饮食所致血流动力学损害同尿液浓缩过程相近似，一方面血浆ADH升高引起髓袢升支粗段 (TAL) 氯化钠重吸收增加，导致TAL和IS段肥大，同时增加髓质间质溶质梯度，增加尿液浓缩能力，自由水清除率下降。另一方面TAL段氯化钠重吸收增加，流向致密斑的氯化钠浓度下降，抑制局部RAS系统，进而抑制管—球反馈 (TGF)，肾小球入球小动脉扩张，GFR增加，长期肾小球高滤过可致肾脏肥大。

2．非血流动力学机制

高蛋白饮食能增加近端肾小管Na+
 /H+
 逆向转运蛋白活性和氨的产生，进一步促进肾脏肥大。

3．高蛋白饮食与RAS

高蛋白饮食不仅能激活全身RAS系统，亦能激活肾局部RAS系统，众多临床和实验证实一次高蛋白饮食后血浆肾素活性、血浆AngⅡ浓度以及肾脏肾素mRNA表达明显增加。蛋白饮食后肾皮质、肾小管刷状缘ACE活性明显增加。AngⅡ不仅是一个血管活性物质，促进肾小球高滤过，更是一种促生长因子，可以通过多种途径促进肾脏病进展。

4．色氨酸代谢产物的作用

色氨酸代谢产物硫酸吲哚酚 (indoxylsulfate) 能引起或加重肾小球硬化。正常情况下，色氨酸在肠道中大肠杆菌的作用下代谢为吲哚，在大肠中吸收入血，在肝脏中转化为硫酸吲哚酚，由肾脏排泄。肾功能不全时，硫酸吲哚酚在体内积蓄，不仅作为一种尿毒症毒素引起一系列尿毒症症状，还能刺激肾组织产生转化生长因子 (TGF-β)、金属蛋白酶组织抑制因子 (TIMP) 和1α (Ⅳ) 型胶原，促进肾脏纤维化。

5．精氨酸及其代谢产物的作用

L-精氨酸在内皮细胞型NO合成酶作用下产生的NO, 产生量相对较少，可扩张血管，有一定肾脏保护作用。L-精氨酸在组织诱生型NO合成酶作用下产生的NO, 在某些肾脏病如膜增生性肾小球肾炎中则有明显的损害作用。然而，在其他肾脏病如糖尿病肾病晚期，NO则起明显的保护作用。

（八）肾内低氧与慢性肾脏病进展

由肾小球损害引起的肾内低氧主要继发于肾小球损害导致的肾内血流动力学紊乱。一方面，残存的肾小球处于高滤过状态，入球小动脉和出球小动脉常代偿性扩张，加上原来的系统性高血压，使肾小球毛细血管网向肾小管间质毛细血管发生压力性传递，引起球后毛细血管内皮细胞损伤；另一方面，增生性肾小球疾病会引起肾小球毛细血管网阻塞，也会间接地影响肾小管间质毛细血管网。

此外，由于继发于肾小球损害引起的蛋白尿，肾小管细胞重吸收尿蛋白增加，会相应地增加肾小管间质耗氧量，加重肾内低氧血症。

低氧可以诱导多种损伤介质，如血管内皮细胞生长因子 (VEGF)、血小板来源生长因子 (PDGF)、胎盘生长因子 (PGF)、转化生长因子1 (TGF-β1)、白介素-1、6、8（IL-1，6，8）等，损伤肾组织。

（九）尿毒症毒素学说

尿毒症毒素分为三类：

1．小分子物质

分子量＜0.5kD, 包括无机磷、氢离子、某些酸根、尿素、肌酐、尿酸、胍类、酚类和胺类等。

尿素具有神经毒性，其神经毒性与其代谢产生氰酸盐有关。氰酸盐可以引起神经蛋白的氨甲酰化，干扰高级神经中枢的整合功能。

低浓度的肌酐毒性不大，达到一定浓度时，肌酐能引起细胞寿命缩短，进而溶血，还可引起嗜睡、乏力等神经肌肉系统的功能异常。

尿酸主要是引起痛风。最近认为尿酸能干扰1,25(OH)2
 D3
 的产生和代谢，CRF患者给予别嘌呤醇后不仅能降低血尿酸水平，而且能提高1,25(OH)2
 D3
 水平。尿酸与CRF患者1,25(OH)2
 D3
 抵抗亦有一定的关系。

胍类在达到一定浓度时才会产生毒性作用。甲基胍带正电荷，易于与细胞膜系统的磷脂等结合，引起各器官系统损害，出现厌食、恶心、呕吐、腹泻、消化性溃疡和出血、皮肤瘙痒、贫血、抽搐、肺水肿、心室传导阻滞、心功能不全等。

酚类代谢生成假性神经递质，引起中枢神经系统的抑制作用；高浓度的酚类还可引起体内酶如Na+
 -K+
 -ATP酶、Mg2+
 -ATP酶、Ca2+
 -ATP酶活性抑制。

胺类包括脂肪族胺、芳香族胺和多胺。脂肪族胺可引起肌阵挛、扑翼样震颤及溶血作用，还可抑制某些酶的活性。芳香族胺主要引起脑组织抑制作用。高浓度的多胺类物质可引起厌食、恶心、呕吐、蛋白尿，对促红细胞生成素有抑制作用，对Na+
 -K+
 -ATP酶、Mg2+
 -ATP酶有抑制作用。多胺物质还能增加微循环的通透性，与尿毒症肺水肿、腹水、脑水肿形成有关。

2．中分子物质

分子量0.5～5kD。主要是一些多肽类物质，主要引起周围神经病变、尿毒症脑病、糖耐量异常，还对细胞生成、白细胞吞噬、淋巴细胞与纤维细胞增生有明显的抑制作用。

3．大分子物质

分子量＞5kD。正常人肾（主要是近曲小管）具有降解清除多种肽和小分子蛋白（分子量＜50kD）的作用。尿毒症时，肾脏清除这些物质的能力降低，体液中浓度增加。这些物质主要是一些内分泌激素，如生长激素、甲状旁腺激素、促肾上腺皮质激素、胰高血糖素、胃泌素、胰岛素等。

甲状旁腺激素过高可引起肾性骨营养不良、无菌性骨坏死、转移性钙化、皮肤瘙痒、透析痴呆、周围神经病变、肾小管损害、抑制促红细胞生成素产生并降低其活性，还能抑制脂蛋白脂酶的活性，加重尿毒症脂质代谢异常。

高胰岛素血症可引起红细胞膜Na+
 -K+
 -ATP酶、Mg2+
 -ATP酶活性下降，抑制肾小管Na+
 -H+
 交换，同尿毒症水钠潴留有一定关系。还可引起脂肪和肝细胞胰岛素受体信号传导途径异常，加重尿毒症糖代谢紊乱。

若干种低分子量蛋白质如核糖核酸酶、β2
 -微球蛋白、溶菌酶、β2
 糖蛋白等。这些物质在体内浓度升高，均可能有毒性作用。其中β2
 -微球蛋白引起全身性淀粉样病变，已为人们所熟知。

CRF时循环和组织中的晚期糖基化产物 (AGE) 含量明显增加。AGE参与许多尿毒症并发症的发生，是一种新发现的“尿毒症毒素”。AGE潴留主要引起CRF的远期并发症，如血管壁胶原增加，引起血管硬化；AGE能修饰LDL, 损害LDL受体介导的清除机制，参与AGE脂质代谢紊乱的发生。AGE能修饰β2
 -MG (β2
 -MG-AGE)，与AGE淀粉样病变密切相关。AGE修饰的β2
 -MG能促进尿毒症骨病的发生，β2
 -MG-AGE能增加单核细胞趋化性、刺激单核—巨噬细胞分泌IL-1β、TNFα和IL-6等促进骨吸收的细胞因子、刺激关节滑膜细胞分泌胶原酶，增加结缔组织降解，促进破骨细胞的骨吸收作用、抑制成纤维细胞胶原蛋白的合成。

（十）各种细胞介质、生长因子与肾脏病进展

1．促炎症分子

促炎症分子增加局部炎症反应，可通过激活补体，亦可通过刺激或增加局部淋巴细胞和血小板聚集。例如许多肾小球疾病由于局部免疫复合物沉积或形成，可激活补体，激活的补体成分如C5b-9
 功能上可看作一种“细胞介质”，刺激肾小球细胞增生、生长因子释放、氧自由基产生、类花生四烯酸形成。其他细胞介质如IL-1、TNFα与IFNγ等则通过增加淋巴细胞趋化、黏附和释放氧自由基来上调炎症反应，损害肾小球。

2．血管活性物质

缩血管物质有AngⅡ、ET-1、血栓素。AngⅡ优先收缩肾小球出球小动脉，增加肾小球跨毛细血管压而损害肾小球、促进肾小球硬化。AngⅡ亦能收缩球后毛细血管床，导致局部缺血，促进肾小管－间质损害。AngⅡ还可作为一种生长和基质促进因子加重肾小球损害，此不依赖于血流动力学效应。ET-1引起肾脏血液灌注不全，降低GFR。扩血管物质有前列腺素、NO、PGE2
 可改善肾功能，减轻局部细胞介质和基质产生。在环孢素肾病模型中证实，肾组织NO能明显减轻肾小管—间质损害。然而，NO亦可不依赖血流动力学效应而损害肾小球，如NO能刺激肾小管系膜细胞释放多种细胞介质。

3．生长因子／基质促进物质

生长因子／基质促进物质主要介导肾组织损伤后的过度修复。其中较重要的是TGF-β介导的效应。TGF-β是一种多功能的细胞介质，广泛存在于成纤维细胞、单核细胞、血小板、血管内皮细胞、肾小球系膜细胞、肾小管上皮细胞。主要参与细胞外基质 (ECM) 形成过程。AngⅡ和ET-1不仅能作为一种血管活性因子促进肾小球损伤，亦能作为一种基质促进物质，加重肾组织纤维化。

4．细胞外基质 (ECM) 与蛋白酶

正常情况下，肾组织细胞内蛋白和ECM处在合成和降解的动态平衡状态下。在肾小球和肾小管—间质纤维化过程中，这种平衡被打破，即蛋白合成增加，各种蛋白酶活性下调，其抑制物水平增加。增加的ECM过去认为仅仅是一种组织支撑物，现在被认为是一种“细胞介质”，可结合和潴留多种生长因子，亦可能对细胞直接作用改变它们的表型。

二、延缓肾脏疾病慢性进展的新策略及新概念

积极处理原发病因，阻断促使肾脏病变进展的各种因素（包括纠正异常血流动力学，干预炎症介质，阻断参与纤维化以及凝血纤溶的异常机制），促进抗炎症机制的发展，治疗可能参与肾脏病变及全身合并症发生发展的机制等为延缓肾脏疾病慢性进展的主要治疗策略。

（一）肾素—血管紧张素系统 (RAS) 阻断

RAS阻断可以延缓肾脏疾病慢性进展的事实，不仅在各种实验肾病模型中确认，而且已有众多大型临床前瞻性研究得到证实。RAS阻断所取得的效果，除了通过降低血压外，还通过舒张肾小球出球小动脉，降低肾小球内跨毛细血管压，改善残存肾单位高灌注、高滤过，从而延缓肾功能发展，还在一定程度上通过对抗Ang的非压力依赖作用所致。AngⅡ的这些作用包括促生长、促炎症、促代谢效应胰岛素、氧自由基、氨、促进大分子物质从肾小球滤过屏障通过，促进细胞外基质生成，抑制纤溶过程等等。晚近由于基因工程基因技术的发展，已经有明确证据证明：①在由过多表达RAS所致的小鼠中，肾小球硬化及小管间质纤维化病变仅能通过阻断RAS而获得减轻，而非特异性降压措施所取效果甚差；ACEI抑制ECM的合成，促进其降解，减少肾间质的单核／巨噬细胞浸润，抑制间质细胞的转分化，从而减轻了肾小管间质的损伤，改善了肾功能。②TGF-β为AngⅡ所导致的心、肾损害的主要介质；有不少学者提出应将TGF-β视为治疗靶点，这一观点正逐渐为人们所接受。如何使TGF-β恢复正常呢？单用ACEI能否使TGF-β降至正常？Border等回顾了11篇有关文献，发现在大多数研究中，使用了ACEI后，TGF-β虽有所降低，但仍高于正常。由于在这些研究中，ACEI的剂量以血压下降为准，故可能存在剂量不足的问题。为此，Border等专门设计了一个实验对比进行研究，发现再增大剂量并不能使TGF-β进一步下降。故认为ACEI虽可延缓肾功能进展，但并不能完成阻止病变发展。要彻底控制疾病，必须同时使用其他TGF-β抑制剂。③AngⅡ通过促进P27kipl表达，直接促进血管平滑肌增生。④AngⅡ影响正常血管内皮功能，可能机制有：促进氧反应代谢产物生成，促进血管黏附因子及化学趋化因子生成，促进血管平滑肌细胞游移，促进动脉粥样硬化斑块形成等等。⑤AngⅡ直接参与免疫反应，钙调蛋白 (Calcineurin) 可能为重要中间调节因子。

使用血管紧张素转换酶抑制剂 (ACEI) 与血管紧张素Ⅰ型受体阻滞剂 (ARB) 的差异研究证实：①两者均可降低蛋白尿，但应用ACEI所致的蛋白尿减少作用在缓激肽阻断后并无改变，证明主要是通过减少AngⅡ作用的影响；②AngⅡ二型受体 (AT2R) 在出生以后确实仍存在；③AT2R刺激后许多作用通过增加缓激肽、促使NO及PG产生所致；④AT1R与成纤维细胞增殖、肌成纤维细胞 (MF) 的转化及TGF-β合成有关。ATⅡ与AT2R结合后可能有下列作用：①降低血压；②抗增生；③促进成纤维细胞转化为MF; ④促进细胞凋亡。ACEI抑制ATⅡ合成，使ATⅡ对AT1R和AT2R作用均降低。而ARB则不同，由于拮抗ATⅡ对AT1R的作用，通过负反馈机制使肾素的分泌增加，ATⅡ升高，对AT2R作用增强。不少试验观察到在达到最大降压作用后继续加量，在一定范围内可进一步减少蛋白尿。ACEI可以同时抑制激肽酶Ⅱ使缓激肽升高。而ARB不影响激肽系统。缓激肽对肾脏的保护作用主要是由于缓激肽对出，球小动脉具有较强的扩张作用。因此，使用ACEI时，往往伴有肾小球滤过率 (GFR) 的短暂下降，而ARB对GFR的影响较小。缓激肽升高后还可以间接促进NO的合成。有研究发现，NO可以改善单侧输尿管梗阻模型 (UUO) 的肾间质纤维化，而抑制NO的合成将消除ACEI对肾间质纤维化的有效作用。ACEI可以减少UUO模型中单核／巨噬细胞在肾间质的浸润。而ARB则没有这样的作用，这可能也与NO有关。在RAS系统中，从血管紧张素原到ATⅡ，除了有传统的肾素和血管紧张素转换酶的参与外，还存在许多旁路途径。

（二）纠正异常脂血症

虽然，慢性肾脏疾病可以表现为不同类型的异常脂血症，但以饱含ApoB脂质颗粒的脂蛋白为主，后者为高度致动脉硬化性，纠正脂代谢异常对肾病进展虽不如RAS阻断明显，但已成为研究的热点。

诸多实验性研究证明低密度脂蛋白 (LDL)，特别是氧化性LDL可直接促进系膜细胞及肾小管上皮细胞增生。典型的遗传性高脂血症（LCAT缺陷）动物伴蛋白尿、高脂饮食饲大鼠可观察到肾小球内压力升高等，提示高脂血症对肾脏的直接作用。氧化性LDL (oxLDL) 在体外细胞培养中证实有许多毒性作用包括引导细胞凋亡，促进炎症反应，减少NO的作用，削弱抗炎作用等而致病，持续oxLDL的存在可以在体内形成oxLDL抗体，后者在部分肾病中为狼疮性肾炎，在慢性肾功能衰竭中可能有促进病变进展的作用。在少数临床研究中也提示，脂质异常与肾脏病进展的可能关系。除直接对肾脏病进展的影响外，更多的认识是在肾脏疾病中异常脂质血症对合并动脉粥样硬化的影响，以及对移植肾存活的影响等。

他汀类药物在阻断肾病进展中十分引人注目。本类药物能降低血胆固醇，抑制平滑肌细胞增殖和迁移，诱导血管平滑肌细胞凋亡，抑制巨噬细胞内胆固醇的酯化最终减少动脉粥样斑块中泡沫细胞的形成，抑制单核巨噬细胞对LDL的氧化修饰，抑制循环血单核—巨噬细胞对血管内皮的黏附聚集，稳定内皮细胞功能。另外，他汀类药物不依赖于降血脂的肾保护作用表现在：①抑制系膜细胞增殖；②诱导系膜细胞凋亡；③抑制系膜细胞外基质的聚集和TGFβ-1的表达；④抑制肾小管上皮细胞的增生。上述作用可发生在血胆固醇下降之前，因此，对血脂正常的肾病患者也同样可能通过使用他汀类药物来改善患者的肾脏病理改变并相应地减少尿蛋白，延缓肾功能不全的进展。

（三）环加氧酶－2(COX-2)抑制剂

环加氧酶可将花生四烯酸代谢成一系列具有活性的脂肪酸即前列腺素。其中，COX-1为原生型加氧酶，在全身多处存在，对肾脏、胃肠道固有功能起重要作用。而COX-2则为诱生型，主要在肾脏的致密斑、髓袢升支及髓质间质部分，参与水钠代谢、肾素调节等。当肾脏组织损伤时，COX-2表达明显上升，后者可能参与了生长因子、细胞因子等释放。选择性COX-2抑制可以主要抑制由炎症等引导的结果，对肾脏、胃肠道等由COX-1所诱导的固有功能影响较少。应用COX-2抑制可以减少尿蛋白。近年来有实验证实在5/6肾大部分切除的动物模型中，使用COX-2抑制剂可以明显减轻肾小球硬化、小管间质纤维化，对TGF-β表达也明显减轻。也有实验证实，COX-2抑制剂对糖尿病肾病、阿霉素肾病、单侧输尿管结扎所致的梗阻性肾病等病变有好处。上述模型中COX-2抑制所致的效应，可能机制包括：改善肾脏血流动力学，减少TGF-β的生成，改善胰岛素代谢，减少多肽趋化因子 (MCP-1)生成等。COX-2在各型临床肾病中应用尚缺乏足够证据。

（四）PPAR-γ激动剂

PPAR为核激素受体超家族转录因子，能调节许多细胞代谢过程包括脂肪代谢、糖代谢、细胞周期、细胞分化、炎症和细胞外基质重塑等。肾脏组织中可检测出多种PPAR异构体。肾小球系膜细胞、髓质集合小管等都存在PPAR-γ。实验证实，应用PPAR-γ激动剂如罗格力酮、曲格力酮等，不仅可以改善异常代谢，还可以减轻某些肾脏病病变程度。糖尿病肾病、单侧输尿管结扎所致的梗阻性肾病等，应用罗格力酮可以减轻小管间质纤维化程度，降低TGF-β、MCP-1等表达。还观察到在由内皮素阻滞剂所致糖尿病肾病进展的保护机制中，PPAR-γ下游的抑制因子脂肪酸转运蛋白参与作用。






【思考题】



1．试述ACEI肾功能保护作用的非降压、非血流动力学机制。



2．根据目前研究状况，在肾脏疾病慢性进展理论方面还可以进行哪些研究？
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（陈伊伦）


 第二节　延缓慢性肾功能衰竭进展策略



摘　要
 　任何病因的肾脏疾病都会导致肾单位丢失，并产生蛋白尿、高血压、肾功能不全的临床综合征。RAS阻断可作为延缓慢性肾脏病 (CKD) 进展的基础治疗。目标血压＜130/80mm Hg; 蛋白尿＜0.5g/d应作为一个独立的治疗目标；尽管有争议，低蛋白饮食〔0.6g/(kg·d) 〕对于CKD患者是合适的。高脂血症会加重CKD进展，治疗高脂血症可能改善肾功能；戒烟与血糖控制有助于延缓CKD进展。这些干预措施简单有效，将有效延缓肾功能衰竭，并减少终末期肾功能衰竭的发生率。




Abstract
 　Kidney disease of any cause all results in substantial loss of nephrons, characterised by hypertension, proteinuria and a progressive decline in renal function, Therefore, the use of renin-angiotensin-system (RAS) antagonists should be regarded as fundamental therapy for slowing the progression of CKD. Hypertension should be treated aggressively to achieve a blood pressure target of ＜130/80mmHg. Reduction of proteinuria to ＜0.5g/day should be regarded as an independent therapeutic goal. Although inconclusive, there is some evidence to support moderate dietary protein restriction to 0.6g/(kg·d) in CKD patients. Hyperlipidaemia may contribute to CKD progression and should be treated to reduce cardiovascular risk and potentially improve renal protection. Smoking cessation should be encouraged and, where necessary, assisted. Among diabetic patients tight glycaemic control should be achieved (glycosylated haemoglobin ＜7%). These interventions are simple and relatively inexpensive. If applied to all patients with CKD, they will result in substantial slowing of renal function deteriorations in many patients and thereby reduce the incidence of end-stage renal disease and require renal replacement therapy.






慢性肾脏病 (chronic kidney disease, CKD) 是各种肾脏病于急性阶段未经控制后的共同转归，它是一种临床综合征。目前国际上公认的定义为：肾脏损害≥3个月，表现为下列之一者：肾脏病理异常和（或）尿成分异常（如有血尿、电解质异常、pH异常）和（或）影像学异常；或GFR＜60ml/(min·1.73m2
 )，有或无肾脏损害。慢性肾脏病一旦形成，常常以不同的速度发展、进行、直到终末期肾功能衰竭。长期的血液透析患者的快速增长给全世界各国卫生保健系统带来了巨大的负担，也占用了巨大的医疗资源。即使在完善的社会保健体系中，目前对于慢性肾功能不全的认识和治疗都还是远远不够的，肾功能衰竭的发病率在过去15年中成倍增长。虽然随着透析技术的明显进步，但慢性肾功能衰竭 (CRF) 临床长期透析患者的年死亡率仍高达20％以上。而且由于慢性肾脏病的持续进展的性质，以及平均年龄寿限的延长，糖尿病、动脉粥样硬化、心、脑血管事件等与慢性肾脏病有密切相关疾病的发病率上升，因此在原发病因治疗的基础上，应尽可能采用行之有效的综合治疗措施以延缓进展到终末期肾衰，是一件非常急迫的需要。近年来，随着对CRF发病机制研究的不断深入，在延缓CRF进行性恶化措施方面也取得了长足的进展。

一、慢性肾功能衰竭进展的机制

肾单位不断遭受破坏而丧失其功能，从而导致一系列病理改变，仍然被认为是慢性肾功能衰竭进展的主要机理（见图6-1）。

（一）肾小球毛细血管血流动力学改变

在慢性肾疾病时，很多肾单位不断遭受破坏而丧失其功能，残存的部分肾单位轻度受损或仍属正常，称之为健存肾单位。在代偿期，健存肾单位发生代偿性肥大，其肾小球毛细血管血压和血流量增加，从而导致单个健存肾单位的肾小球滤过率增多。长期负荷过重会导致肾小球发生纤维化和硬化，因而促进肾功能不全的发生。

[image: ]


图6-1　慢性肾功能衰竭疾病进展机制

（二）大量蛋白尿

病变小球大量异常超滤出蛋白导致小管间质损伤。大量蛋白尿成为小球损伤到继发肾小管间质纤维化的中间桥梁。同时大量蛋白尿容易导致足突细胞损伤，受伤的足突细胞是纤维化因子TGF-β的重要产生来源。

（三）血管紧张素Ⅱ升高

血管紧张素Ⅱ是导致肾损伤相关血液血流动力学改变的关键因子。研究还发现血管紧张素Ⅱ具有其他促进慢性肾病加重进展的因素。能促进系膜细胞的增殖和TGF-β的产生；刺激纤溶酶原激活物抑制剂－1的产生。激活巨噬细胞活化并增强吞噬功能，刺激肾上腺异常产生醛固酮。

二、慢性肾衰进展的治疗策略

（一）抗高血压治疗

高血压是慢性肾脏疾病最为重要的并发症之一，在血液透析和腹膜透析的患者中，高血压的发生率约为80％和50％在肾脏疾病的早期，高血压的发生率也很高。多个流行病学研究证实高血压是肾病进展的高，危和独立因素。高血压与肾脏进行性损害密切关系，高血压能加速肾脏疾病恶化。在CRF患者，如能经常观察血压水平，并将其控制在正常范围，则CRF的自然恶化趋势将会得到延缓或控制，减少心血管疾病的发生、发展。降低高血压实际上是延缓各种肾脏病进展的最简单、最有效的方法之一。降压要求的主要关键有：①降压的目标；②使用合理的降压药物。传统的观点认为肾脏病不宜降压过低，因此普遍的实践是将血压控制在140/90mm Hg左右。这种概念的历史原因，主要是降压药物不够理想，一方面难以将血压降到更低，另一方面认为血压降得过低，可以造成肾脏灌注不良。而现在应用的许多降压药物对肾脏血流自我调节的影响已很少，因此降压到更低的目标，一般不会出现肾脏灌注不良的影响。让所有医师以及肾病患者充分了解肾脏病时应该达到降压目标的道理是一件非常简单的事，虽然充分的实施必然十分困难，但可以为延缓肾病进展带来重要的实际好处，应该加以坚持。证据提示，CKD进展与系统高血压有关，血压增高肾功能恶化加快。系统高血压传递到肾小球毛细血管床使球内压增高，这可能是肾小球硬化的始动因素。舒张压超过90mm Hg的患者，其肾脏病进展速度是血压正常者的两倍。GFR的下降速度与血压有关，控制血压低于130/85mm Hg，GFR的下降大约为每年2ml/min。有蛋白尿的非糖尿病肾病和糖尿病肾病患者，若用ACEI或ARB控制平均动脉压 (MAP) 在92mm Hg(125/75mm Hg)，其GFR的下降速率几乎接近正常人。MDRD研究提示有蛋白尿的CKD患者控制血压尤为重要。为了取得同样的肾脏保护作用，蛋白尿＞3g/24h的患者需控制血压在更低的水平即MAP92mm Hg（相当于血压125/75mm Hg），蛋白尿1～3g/24h的患者可将血压控制在145/85mm Hg以下 (MAP98mm Hg)。

1．合理使用肾素—血管紧张素系统 (RAS) 阻断药物

在选择肾病高血压治疗药物时应尽量将RAS阻断药物包括在内。RAS阻断药物除了可以很好地起到降压作用外，还对许多脏器有保护作用，主要为心、脑、肾等脏器。阻断RAS治疗所获得的好处主要是来自降压效果，但从近年来大型临床实验证实，RAS阻断剂除降压以外还有其他作用。这是因为：血管紧张素Ⅱ除升高血压外，还有以下多种作用：①促进心肌增生、肥大；②促进炎症趋化因子产生；③刺激NAD(P)H/NADP氧化酶产生超氧化合物；④加剧胰岛素耐受；⑤促进血浆凝血活化抑制因子 (PAI2I) 生成；⑥促进动脉粥样硬化等而使心、肾、脑（血管）过度重塑等。另外，除循环RAS以外，还有组织RAS的存在，后者在应用降压剂量的RAS阻断药物时往往未被充分抑制，此类的研究发现在糖尿病肾病中最为明确。因此，选用血管紧张素转化酶抑制剂 (ACEI) 或血管紧张素Ⅱ受体拮抗剂 (ARB) 已成为本病治疗的常规。

随着ACEI在临床上广泛运用，其副作用也越来越受到人们的重视。美国心脏学会 (AHA) 杂志Circulation刊登了一篇题为“血管紧张素转换酶抑制剂治疗肾病的反思”的文章，该文指出ACEI治疗心衰和高血压过程中可能会出现肾功能恶化，届时应中止给药，并检查肾功能。AHA的报告总结了ACEI使用原则和药理机制：①ACEI可改善充血性心衰患者的肾血流量，稳定肾小球滤过量；②ACEI适用于糖尿病肾病患者，以及尿蛋白排泄超过1g/d的非糖尿病肾病患者；③ACEI可使充血性心衰患者的血肌酐很快上升，其中有10％～20％的患者呈非进行性改变，这是ACEI造成肾血流动力学改变的结果。当血流动力学改善后，血肌酐常常较稳定，并会有所下降；④尽管没有标志着ACEI禁忌的血肌酐值，但慢性肾衰患者使用ACEI过程中常出现血肌酐增高；⑤在纠正急性肾衰前应暂时停用ACEI, 也不能用AⅡ受体拮抗剂代替ACEI, 当急性肾衰纠正后，还可再用ACEI; ⑥出现急性肾衰时应尽可能排除是否有全身性低血压、细胞外体液量减少及是否使用肾毒性药物等，还要排除肾动脉狭窄的可能；⑦高钾血症是糖尿病肾病和慢性肾衰患者使用ACEI过程中常出现的并发症，在使用ACEI初期就应该根据血肌酐减少饮食中的钾摄取，并避免使用促发高钾血症的药物。著名的肾病学家Bakris认为，当ACEI使肾功能损害的患者血肌酐上升30％时，可以减半量使用，若血肌酐上升超过30％，则须停药。

血管紧张素转换酶抑制剂具有降蛋白尿，保护肾脏，延缓肾功能衰竭的作用。目前已广泛应用于降蛋白尿、延缓肾功能衰竭的治疗。但是应当注意到ACEI使用不当可导致慢性肾衰加重，甚至不可逆转，进入血液透析治疗。

2．钙通道阻滞剂 (CCB)

对于慢性肾病，CCB是安全的并能有助于患者达到降压目标。然而二氢吡啶类CCB不能延缓CRF的进展，并有可能增加蛋白尿并促进CKD进展。因此二氢吡啶类CCB是应用于非蛋白尿患者降压的一线用药，对于蛋白尿患者应联合运用ACEI或ARB; 相反对于非二氢吡啶类CCB具有抗蛋白尿作用，因此均有肾保护作用。

3．β受体阻滞剂

CKD患者经常处于交感神经过度兴奋状态。因此抗肾上腺药具有一定的针对作用，β受体阻滞剂通过阻断突触后的β受体降低CKD患者血压，并伴随减轻心率下降，心输出量减少，肾素释放减少。美托洛尔与阿替洛尔已经被证明具有降低蛋白尿和延缓CKD进展功能。

4．联合治疗

因为CRF中，高血压是多种因素所致，因此单一的治疗难以达到血压良好控制和减轻蛋白尿的目的。几乎一半以上的患者需要联合治疗方能使血压控制达标。JNC7指南指出血压高于正常范围＞20/10mm Hg（成人＞160/100mm Hg），需要联合治疗。在CKD患者治疗过程中，RAS阻断剂与CCB和利尿剂联合是最常见的组合，RAS阻断剂与β-阻滞剂的联合常不足以良好控制血压。ACEI与ARB的联合对血压的控制影响小，大约降低3～4mm Hg, 但是其联合治疗对于降低蛋白尿功效确能提高30％～40％。但目前研究显示对于单用ACEI或ARBVS联用，在肾功能保护，药物用量上尚未有肯定的结论。

5．恢复日夜血压的节律性

流行病学研究显示非杓型高血压的夜间高血压是CKD的独立危险因素。因此推荐运用长半衰期药物，每日一次的用法以及夜间服药均有可能降低夜间高血压，并部分恢复CKD患者日夜血压的节律性。夜间服用ACEI和CCB对恢复日夜血压的节律性有一定的作用，但β-阻滞剂对日夜血压的节律性确没有明显的影响。然而我们也应注意通过药理作用恢复患者的血压的节律性对CKD心血管系统和肾脏保护是否具有长期的益处，还待进一步的研究。但目前研究显示ARB缬沙坦恢复患者的血压的节律性对减少患者蛋白尿有明显的作用。

（二）减少蛋白尿

损伤肾小球过度蛋白的滤出以及继发小管以及血管小球细胞重吸收将导致CRF的进展。临床研究也发现严重的蛋白尿与CRF的进展密切相关。REIN研究显示，患者高水平的基线蛋白尿与GFR快速下降密切相关。在每天蛋白尿＞3g的患者，ACEI的减少蛋白尿的水平与GFR下降呈负相关。蛋白尿减少与肾功能保护密切相关的临床研究暗示在延缓CRF进展中，最大限度减少蛋白尿应该被作为一个独立的治疗目标。多个研究者建议蛋白尿治疗目标应限定在＜0.5g/d。

（三）控制血糖

2007年2月，美国国立肾脏病基金 (National Kidney Foundation) 发表的《糖尿病及慢性肾脏病临床实践指南及专家建议》（下简称“指南”）指出，既往临床常用的“糖尿病肾病”(diabetic nephropathy, DN) 这一专业术语应被“糖尿病肾脏疾病”(diabetic kidney disease, DKD) 所替代。DKD是指临床考虑由糖尿病引起的肾脏病变，如经肾穿刺病理检查证实则称为糖尿病肾小球病变 (diabetic glomerulopathy)。

尽管糖尿病病人中急性并发症不再成为威胁生命的主要病症，但各种慢性并发症却越来越常见，肾脏便是其中最常见的受累器官之一。血糖控制不佳是糖尿病患者发生肾脏损害的一个重要危险因素。在1型糖尿病 (IDDM) 患者，一旦发生持续微量白蛋白尿，10～15年后80％的患者将发展为临床肾病，其中50％的患者发生肾衰竭；而在2型糖尿病患者中，一旦出现持续性微量白蛋白尿，则20％～40％将会发展为显性肾病，其中20％的患者发展为肾衰竭。近年多项大样本前瞻性随机对照研究证实，强化血糖控制可延迟1型和2型糖尿病患者微量白蛋白尿的发生，并延缓微量白蛋白尿向临床蛋白尿的进展。

糖尿病肾病的发生及发展是多因素综合作用的结果，其中糖代谢紊乱、肾脏血流动力学的改变、多种细胞因子以及遗传背景均起非常重要的作用。1993年由美国和加拿大29个医学中心对1441例1型糖尿病患者所进行的著名的DCCT (the diabetes control and complications trial, DCCT) 研究，首次通过严格的临床实验证实了胰岛素强化治疗使血糖长期维持在接近正常水平能有效延缓糖尿病肾病的发生并减慢其进展速度，并以令人信服的临床研究资料肯定了高血糖在糖尿病肾病发生和发展中的作用。因此严格控制血糖可以减缓糖尿病肾病的形成和进展。在药物选择上，英国糖尿病前瞻性研究 (UKPDS) 并未强调必须使用胰岛素。降糖药的选择及血糖控制的目标值要根据患者年龄、并发症等因素进行综合考虑。为防止发生微量白蛋白尿，ADA建议尽早强化血糖控制，使糖化血红蛋白＜7％。

（四）低蛋白饮食以及维生素D的补充

蛋白质代谢产生的尿素、肌酐等毒性产物必须经过肾脏随尿液排出，因此限制饮食蛋白有助于减轻肾脏负担，减少毒素堆积，延缓肾脏疾病恶化。限制蛋白摄入除可以明显减轻尿毒症症状以外，还可减轻肾脏病时异常血流动力学指标，明显延缓肾脏病进展。低蛋白饮食对肾脏保护作用的机制有：①减少肾小球高灌注、高滤过。在糖尿病患者中这种高灌注、高滤过发生得更早，更为重要。过高的压力在肾小球内，除可以促使蛋白尿的形成外，也使肾小球毛细血管受到损害，最终导致肾脏病变的发生与发展。②减轻局部RAS兴奋以及氧化应激代谢产物 (ROS) 的产生，包括肾脏和心血管等方面。近年来已在培养的系膜细胞中证实，压力升高可促使RAS中许多成分（包括血管紧张素转化酶、前肾素等）过多表达。低蛋白饮食可使肾小球内跨毛细血管压力下降，避免了这种后果。在减轻局部RAS兴奋同时，低蛋白饮食还可明显减少反应性ROS, 同时还减少许多炎症趋化因子的产生等。③减少蛋白尿。如同时加用ACEI或ARB可使降蛋白尿作用明显加强。④可以改善胰岛素抵抗，减轻继发性甲状旁腺功能亢进。⑤低蛋白饮食对改善患者肾小管酸中毒、肾小管高代谢以及肾间质纤维化均有一定的意义。

低蛋白饮食一般为每日每公斤体重0.8g，在肾小球滤过率 (GFR) 下降到60ml/min以下时宜更少，最好能减少到0.6g/(kg·d)。低蛋白饮食时必须保证足量的热卡摄入，应达到30kcal/(kg·d)〔126kJ/(kg·d) 〕。为了保证病人的营养和蛋白代谢的正常，应补充α-酮酸（开同）。多随机对照研究显示α-酮酸联合低蛋白饮食对延缓肾功能衰竭有明显的作用。研究表明，低蛋白饮食加复方α-酮酸制剂治疗有如下益处：①减轻氮质血症，改善代谢性酸中毒；②补充机体所缺必需氨基酸，改善蛋白质代谢；③减轻胰岛素抵抗，改善糖代谢；④提高脂酶活性，改善脂代谢；⑤降低高血磷，改善低血钙，减轻继发性甲状旁腺功能亢进；⑥减少蛋白尿排泄，延缓CRF进展。

CRF患者钙磷代谢的异常可以影响肾血管以及小管间质的钙化，小管间质的钙化将刺激其炎症以及纤维化加重，因此CRF患者钙磷代谢的异常对残肾功能有一定的毒害作用。因此无钙的磷结合剂将对延缓CKD的进展具有一定的作用。活性维生素D还具有免疫调节和调节RAS系统以及具有抗纤维化、蛋白尿的作用也被报道。

（五）治疗血脂障碍—应用他汀类降脂

CRF患者血浆蛋白的异常超滤常常导致患者出现血脂代谢紊乱。高脂血症是CRF患者的一个特征。预防脂质紊乱代谢的主要措施包括营养不良、代谢性酸中毒的纠正，甲状旁腺功能亢进症以及贫血的干预。评价慢性肾脏病患者脂质代谢紊乱状态主要是为了证实能否通过降脂治疗降低患者的心血管疾病发生率。他汀类药物能减少尚未进入ESRD的中到重度CKD成年患者心血管时间的死亡率。目前，尚缺乏足够的证据来明确降脂治疗是否可以延缓肾功能衰竭进展的结论。近年来的研究证实，他汀类药物除可降低胆固醇以外，还具有降脂以外的肾保护作用。包括改善内皮细胞功能、能抑制多个炎症通路的信号传导分子，抑制微炎症状态，减少氧化应激均可以减少CKD相关CVD时间发生以及肾保护作用。同时也有证据显示他汀类药物与RAS阻断剂对于延缓CKD进展具有协同作用。目前国际上已有几家大型临床实验观察本类药物在肾病领域中的应用，值得认真追踪和参与。

（六）治疗肾性贫血

肾小管缺氧是肾间质纤维化和肾小管细胞损坏的主要原因，运用EPO治疗纠正贫血，可以增加肾小管细胞氧的供给，减轻肾小管损伤，保护由于肾小管损伤导致的肾单位的丢失，此外由于减少了低氧导致的肾间质细胞外基质的增生和促纤维化因子的释放，氧化应激的减轻，以及抗细胞凋亡的作用，均为延缓慢性肾脏病带来益处。

（七）戒烟

吸烟是Ⅰ型、Ⅱ型糖尿病发展到微量蛋白尿、明显蛋白尿、肾功能损伤进展的危险因素。同样，对于非糖尿病患者，吸烟也是CKD进展的危险因素。对于严重肾实质性高血压患者，吸烟是最有力的血清肌酐预测因子。对于原发性肾炎，相对于血肌酐水平正常的患者，血清肌酐＞1.7mg/dl的患者更多是长期烟民。对于多囊肾以及IgA肾病，长期吸烟的患者发展到ESRD危险10倍于非吸烟患者。吸烟加重肾损伤可能与其加重肾小球的高滤过、内皮损伤和增加蛋白尿有关。尽管目前戒烟对于肾脏有益的前瞻性研究未有发表，但戒烟能减少CKD患者肺部感染以及CVD的发生，也要求CKD患者戒烟。

三、恶化因素的控制

很多因素可能加重CRF的病情，引起GFR迅速下降，必须祛除这些诱发因素。①血容量不足；②肾脏毒性药物的使用，如具有肾毒性的抗生素、造影剂、前列腺素合成抑制剂；③肾内外的梗阻，如肾内尿酸盐结晶、尿路结石、前列腺增生肥大、严重肾病综合征引起的水肿压迫肾小管、糖尿病肾乳头坏死；④非甾体消炎药，包括环氧化酶2;⑤ACEI或ARB不适当运用；⑥环孢素A和FK506不适当运用。上述因素如能及时发现并得到控制，往往可以使肾功能逆转，临床上应加以重视。

四、结论和建议

在临床上为了达到最佳的肾脏保护作用需要有清楚的治疗目标以及持续不断的努力。基于可以获得的研究基础上我们提出了7点治疗目标（见表6-1）。RAS阻断应作为基本首选的肾保护药物，如单用不能达到血压以及蛋白尿的控制目标，应考虑联合用药，使血压控制在130/80mm Hg以下，应经常定期监测蛋白尿水平，应给予充分治疗，控制最低程度的蛋白尿，虽然没有前瞻性研究确定合适的蛋白尿控制水平，但目前认为蛋白尿控制＜0.5g/d是比较合适的。在临床实践中还应该积极避免可能恶化肾功能的各种因素。目前正在进行的各种研究有助于进一步明确CRF的复杂发病机制。这对进一步寻找延缓CKD进展提高理论基础。


表6-1　干预措施以及治疗目标
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【思考题】



1．试述慢性肾衰进展的机制。



2．慢性肾衰进展的治疗策略有哪些？
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（陈江华　田炯）


 第三节　慢性肾功能衰竭的肾脏替代治疗



摘　要
 　肾脏替代治疗是慢性肾功能衰竭患者维持生命的重要方法，包括血液净化（血液透析和腹膜透析）和肾脏移植两大类。经多年的发展，血液净化技术在生理性、充分性方面有了长足的进步，透析并发症大大减少。肾脏移植方面，免疫抑制剂的合理应用和术后长期随访显著提高了移植肾的存活率。然而，仍有很多问题影响的患者的长期生存，寻找更接近生理状态的肾脏替代治疗方法，提高生活质量是今后发展的方向。




Abstract
 　Renal replacement is an important therapy for survival of the chronic renal failure patients, including blood purification (blood dialysis and peritoneal dialysis) and kidney transplant. After years of development, blood purification technology has made substantial progress in physiological and sufficient dialysis. Complications reduced significantly. Rational application of immunosuppressive agents and long-term follow-up after kidney transplantation significantly increased the survival rate. But there are still many issues affect the long-term survival of chronic renal failure patients. Then looking for a more physiological state of renal replacement therapy, and improving the quality of life are the aims for future development.






肾脏替代治疗包括血液净化和肾脏移植，作为慢性肾功能衰竭患者不可或缺的治疗手段，肾脏替代技术已成功挽救了了众多尿毒症及其他危重病人的生命，并使部分病人得到长期存活。但是目前的技术水平下血液净化技术均不能完全替代肾脏的功能，依靠血液净化技术生存的患者长期生存率和生活质量还远达不到理想。而肾脏移植尽管是一种真正能完全替代肾脏功能的治疗技术，患者的长期生存率和生活质量也明显高于前者，但是由于供体短缺，只有少部分患者有条件接受肾脏移植，而接受了肾脏移植的患者也存在不同程度的排异与抗排异治疗的风险。近年来，随着肾脏替代治疗领域基础和临床科研工作的深入，慢性肾衰患者的长期存活率和生存质量不断提高。

一、血液净化技术在治疗慢性肾衰竭中的应用及发展

血液净化是指应用物理、化学或免疫等方法清除体内过多水分及血液中代谢废物、毒物、自身抗体、免疫复合物等致病物质，同时补充人体所需的电解质和碱基，以维持机体水、电解质、酸碱平衡。血液净化技术主要包括血液透析和腹膜透析两大方面。

（一）血液透析

1．血液透析的历史与发展方向

1913年Abel Rowntree和Turner首先建成并命名了“人工肾脏 (artificial kidney) ”装置，对兔进行了体外循环治疗，开创了血液透析的先河。20世纪中期血液透析逐步在临床推广，主要用于急性肾功能衰竭的抢救。1960年动静脉外瘘技术的出现避免了反复血管穿刺，使得长期透析成为可能。1966年美国的Brescia及其同事建成的动静脉内瘘，解决了外瘘易出血、感染、凝血的问题，成为慢性透析患者首选的血管通路。透析设备和血管通路的飞速发展也促进了血液透析的推广。血液透析作为一种常规治疗手段已非常普及和成熟，目前全球估计120万慢性肾衰竭患者依赖其维持生命。单纯依赖血液透析治疗的患者最长存活时间也已超过30年。

生理性透析是血液透析治疗过程中所追求的目标，与提高长期存活率有重要的关系，其不仅要考虑到血液透析材料、透析用水的生物相容性，也要考虑到血液透析过程中毒素和水分清除的生理性。早期的长期维持血液透析病人，往往只进行每周2～3次，每次4～5h的普通透析，其非生理性是显而易见的。近年来透析治疗中的新技术发展很快：连续血容量监测 (BVM)、血温度监测 (BTM)、实时Kt/V测量、可调钠透析等都为预见性的调整透析方案，为“无症状透析”概念的提出提供了可能。但要达到生理透析还任重道远。

2．血液透析设备的改进

早期使用的透析膜多为纤维素膜，如铜仿膜、醋酸纤维膜等。近年来，国内高分子合成材料膜如聚砜膜，聚丙烯氰膜的应用已越来越普及。合成膜的通透性好，生物相容性高，有较强的吸附功能，已显示出明显的优越性。对β2-微球蛋白的吸附量，铜仿膜为零，聚砜膜为16mg/m2
 ,聚丙烯氰膜、聚酰胺膜、聚甲基丙烯酸甲酯膜均在50mg/m2
 以上。研究表明，长期用聚丙烯氰膜的透析患者“腕管综合征”(CTS) 的发生率较用铜仿膜的要低。

透析液水质是影响维持血透患者营养状态和长期并发症的独立危险因素。要改善透析液水质，必须严格净化透析水，作好定期的水质检测，此外非常重要的是对管路进行严格的消毒，并去除微生物和热源。消毒除原有的化学消毒法外，近来又出现热消毒法，从而可进一步减少水质污染。超纯透析液是透析用水的发展方向。研究发现应用超纯透析液可以明显改善血液透析患者微炎症状态，但透析水质与血透患者长期存活的确切关系尚需前瞻性对照研究来阐明。

3．血液透析剂量、透析方式的发展

充分透析是肾脏病医生追求的无限接近的目标。有了高分子合成膜和超净水以后，就可以进行高通量透析和滤过，从而较充分的除去中分子尿毒症毒素，减轻透析过程中的急性反应，并改善慢性透析并发症。但目前究竟采用怎样的透析剂量，高通量透析是否真有优势还仍缺乏循证医学证据。透析膜的通透性与透析效果 (MPO) 研究是目前欧洲正在开展的随机对照研究，主要是前瞻性评价膜通透性与长期存活的关系，其结果值得期待。

尽管大的透析剂量和高通量透析可能提高患者的长期生存，但透析剂量增加有一个限度，透析频率也是一个重要的可控因素。临床研究显示：和传统透析方式相比，每日透析可使大部分物质的清除增加，生活质量提高，并发症减少，生存率提高。这种特别适用于心血管系统不稳定，不能耐受常规每周三次透析治疗的慢性终末期肾病患者。

4．临床操作的循证医学依据和实践指南

为了提高血液透析的质量，改善慢性肾衰竭的长期生存，很多国家和地区都制定了血液透析临床操作指导意见，其中以美国国家肾脏基金会 (National Kidney Foundation, NKF) 制定的《肾脏疾病预后质量指导》(kidney disease outcomes quality initiative, K/DOQI) 影响最大。截止到2007年6月已发表了透析心血管病、CKD高血压和降压药物、CKD中骨代谢异常和疾病的处理、儿童CKD中骨代谢异常和疾病的处理、血脂异常的处理、慢性肾脏病评价与分级、慢性肾功能衰竭营养治疗、贫血的治疗、血管通路、腹膜透析、血透充分性、糖尿病和CKD共12个临床实践指南。

5．并发症的预防和处理

血液透析患者存在着许多短期和远期并发症。对于长期血透患者，心血管疾病是最常见和最严重的并发症。其危险因素很多，除了传统的老年高血压、高血脂、糖尿病、吸烟、绝经、CVD家族史外，血液透析患者特异性的危险因素有：容量负荷过重、贫血、钙磷代谢紊乱、尿毒症毒素的积累、氧化应激、慢性炎症过程、营养不良、同型半胱氨酸血症等。提高透析效率，积极处理危险因素有助于降低心血管事件的发生。心血管转移性钙化也是维持性血液透析患者独立的危险因素。异位钙化中钙磷的过负荷是主要原因，降磷治疗仍是目前的难点，增加透析频率和延长透析时间可能是有效清除血磷的方法，新型磷结合剂、新型活性维生素D类似制剂和生理性钙浓度透析液的确切疗效也迫切需要前瞻性对照研究来证实。

蛋白—能量营养不良和微炎症是维持性透析患者中非常普遍的问题，其发生率在23％～73％之间。临床研究发现营养不良、微炎症反应与心血管并发症三者互为因果，密切相关，被称为MIA综合征（营养不良—慢性炎症—动脉粥样硬化综合征）。MIA综合征的预防与治疗在于定期营养管理、保持充分的透析剂量、足够的蛋白与能量摄入、避免酸中毒、积极处理慢性炎症、应用促进食欲和营养代谢的药物、应用氨基酸透析液和L－肉碱等。

6．生物人工肾

血液透析或血液滤过并不是一种完整的肾脏替代治疗，因为它们仅仅提供了肾脏对小分子溶质的清除和滤过功能，不能替代肾小管的重吸收、平衡代谢和内分泌等重要功能。生物人工肾小管辅助装置 (bioartificial renal tubule assist device, RAD) 模拟肾单位的解剖结构，将有用的代谢物质重吸收回病人体内，是组织工程学技术和细胞治疗技术的结合，对长期维持性血透病人可改善动脉粥样硬化、肾性骨营养不良、透析相关性淀粉样变等慢性并发症。实验研究已证实对患尿毒症动物的治疗有显著效果。若正式投入临床应用，将对肾功能衰竭的治疗有革命性的意义。

随着医疗科技的进步，必将产生出更接近人类生理状态的肾脏替代治疗方法，使尿毒症患者的预期寿命接近正常人，且具有较好的生活质量。

（二）腹膜透析

1．腹膜透析的历史和现状

19世纪，人们就发现了腹膜的半透膜作用。1923年Ganter首次应用腹膜透析技术治疗一名因子宫癌所致梗阻性肾病的尿毒症患者，使患者症状暂时改善，腹膜透析开始进入临床试验阶段。之后腹膜透析导管不断改进，腹透袋和体外管道的发展促进了对腹膜透析的广泛应用起了很大的作用。腹膜透析方式也在相应地发展。1975年Popovich和Moncrief提出了持续性非卧床的腹膜透析 (continuous ambulant peritoneal dialysis, CAPD) 的概念，使慢性维持性腹透的效果明显改善，提高了患者的生活质量。1981年，Diaz-Buxo提出了持续循环的腹膜透析 (continuous cyclic peritoneal dialysis, CCPD) 的概念，成为目前最常用的APD治疗方法，其疗效和CAPD相当，使患者能在夜间进行自动连续性腹膜透析，进一步减少了导管连接次数，降低腹膜炎发生率，也使患者白天能够自由工作，提高了患者的生活质量。

在过去的20多年中，腹膜透析技术日益完善，腹膜透析患者的预后明显改善，腹膜透析人数也在逐年稳步增长。统计资料显示：目前全球采用腹膜透析的患者人数已超过16万人，占全球透析人数的15％左右。选用腹膜透析作为初始的肾脏替代治疗有着许多独特的优势，包括：相对延缓残余肾功能的减退，提高患者的早期生存率，有较高的生活质量，保护和延长血管通路的使用，减少病毒血行感染的机会，而且有可能获得更好的肾移植疗效。有资料显示：采用腹膜透析的病人在尿毒症开始的2～3年里，有更高的生存率、更良好的生活质量。

2．腹膜透析液的改进与临床应用

传统葡萄糖腹膜透析液中的高糖、低pH值、乳酸盐等成分都能引起严重的葡萄糖与脂质代谢紊乱，腹膜功能的减退以至衰竭。新型透析液是当前研究的热点。

理想的腹透液应以碳酸氢盐为缓冲液，而且pH为中性，符合人体的生理状态，双袋腹透液的发明以及热消毒理论的改进为碳酸氢盐腹透液提供可能。临床上已有碳酸氢盐或乳酸与碳酸氢盐混合的腹透液应用，对于改善因pH值低或乳酸盐引起的腹痛治疗效果明显。

目前应用最广泛的是多聚糖腹透液，它能显著改善患者的超滤功能，有效控制血压以及高脂血症，在高转运以及超滤功能衰竭的病人中最常用。多聚糖腹透液不仅超滤量增大，而且对肌酐、尿素、血B2-微球蛋白等溶质的清除率明显增加，可改善腹膜的功能。氨基酸腹透液对改善腹透病人的营养状况效果明显，但也存在着血尿素水平增高以及有轻度的代谢性酸中毒等问题，临床上提倡每天最多应用1～2次。

低钙透析液 (PD4)的推出解决了血透病人的正钙平衡，过量的钙容易导致转移性钙化，心血管并发症增多的问题。低钙透析液中钙离子的浓度为1.25mmol/L, 它在多中心的临床应用中证明是安全的，能提高对含钙磷结合剂的耐受性。

其他腹透液的改进包括多肽腹透液、丙酮酸腹透液等，它们对腹膜的作用都在深入的研究中。

3．腹膜透析充分性的新认识

在临床上主要应用透析对小分子的清除——KT/V和CrCl来评估透析充分性。美国国家肾脏病基金会KDOQI2001清除目标是：CAPD病人的KT/V为2.0以上，CrCl为60L以上（低和低平均转运的病人为50L）。

近几年来，一些大规模的随机性研究发现增加腹膜透析的清除率并没有提高病人的生存率，质疑了近些年关于溶质清除率的指南。最近出版的欧洲最佳实践指南（腹膜透析治疗指南）指出：透析充分性的目标值不应仅包括小分子溶质——尿素氨的清除，而且还应包括液体的清除。此外，我们需要将更多的注意力放在如何改善腹膜透析患者的营养状态，纠正钙磷代谢紊乱，控制炎症状态，减少各种尿毒症性并发症的发生等方面。

4．腹透相关性腹膜炎的防治

随着自动化腹膜透析的开展及导管连接系统的改进和成熟，腹膜炎的发生率已经降至1次/2～4病人年，但是，反复发作的腹膜炎仍然是退出腹膜透析的主要原因之一。腹膜炎的种类有细菌性腹膜炎、霉菌性腹膜炎、化学性腹膜炎、硬化性腹膜炎等，以导管相关性的细菌性腹膜炎最为常见。金黄色葡萄球菌在近10年的许多研究中被认为是腹透管感染被拔除的首要致病菌，多数腹膜炎患者的鼻腔中存在着携带金黄色葡萄球菌的情况，一些研究证实：鼻腔或皮肤携带金黄色葡萄球菌增加了金黄色葡萄球菌腹膜炎的危险。近来的多项研究表明规律的鼻内或出口处应用莫匹罗星 (mupirocin) 可以减少感染金黄色葡萄球菌的风险。

（三）肾脏移植

肾脏移植是真正能完全替代肾脏功能的肾脏替代治疗手段。是慢性肾衰竭患者恢复健康并保证良好生活质量的最佳选择。由于手术技巧和免疫抑制剂的进展，移植肾的近期存活和长期存活都有了很大的提高。目前大中心首次移植的尸体供肾移植肾一年存活率超过90％，而首次移植的活体供肾移植肾一年存活率达到96％。但慢性排斥、带功死亡、难治性排斥、迟发性急性排斥、药物肾中毒、复发性肾病或新生肾病以及多瘤病毒性间质性肾炎等问题仍突出，且由于免疫抑制剂的副作用使肾移植病人处于感染及肿瘤的高风险中；肾移植后内科处理显得尤为重要。

1．免疫抑制剂的合理应用

钙调神经蛋白抑制剂 (CNI) 是最常用的一类免疫抑制剂，但是这类药物的急性和慢性肾脏毒性限制了其临床使用。随着CNI药物浓度检测指标的应用，包括峰值 (C2)和曲线下面积 (AUC) 的推广，客观地评价患者CNI的暴露剂量成为可能，及时调整剂量可以减少患者细胞性排斥发生率，同时在不增加排斥风险的前提下，最大限度地减少肾脏毒性，提高患者的长期存活。

许多作用更强、副作用更少或更特异的免疫抑制剂在临床肾脏移植应用日益广泛，如霉酚酸酯 (MMF)、西罗莫司 (SRL)、FTY720，还有许多单克隆抗体，如白细胞介素2受体 (IL-2R) 单克隆抗体、Campath1H、抗CD154单克隆抗体等应用于临床或正在进行临床前期的研究，这些新型免疫抑制剂应用有望不久的将来使无肾脏毒性免疫抑制方案成为可能。

长期以来，肾脏移植受者多接受经验性的免疫抑制剂方案，然而不同个体之间免疫状态差异很大，部分患者可能存在着“免疫抑制过度”，而部分患者可能“免疫抑制不足”。对不同肾脏移植受者“量体裁衣”，实现免疫抑制剂的个体化应用是目前及未来器官移植临床发展的趋势。

2．慢性移植肾肾病的预防

慢性移植肾肾病 (CAN) 是移植肾失功的重要原因。CAN的发生包括免疫因素，如HLA配型、肾移植急性排斥的有无、免疫抑制剂剂量等；非免疫因素：包括受体的年龄、性别，供肾冷、热缺血时间的长短，供肾受者匹配，病毒感染，免疫抑制剂肾毒性等。迄今CAN尚无明确有效的处理方法，主要针对CAN的各危险因素进行预防，包括：改善供肾保存，减少缺血再灌注损伤、供受体年龄匹配、供肾体积／受者体重匹配、HLA相配或相容、致敏状态的及时处理、应用新型肾毒性小及预防和抗排斥作用强的免疫抑制剂、合理使用钙调免疫抑制剂或应用非钙调免疫抑制剂方案、控制高血压、治疗高脂血症、预防机会感染、诱导免疫耐受或免疫低反应等。

3．肾脏移植后的免疫监测和临床诊断肾脏移植后

如何综合判断患者的免疫功能，预测排斥、及时诊断排斥和排斥的严重程度，对于及时合理治疗，提高移植肾和患者存活率意义重大。

可溶性CD30(sCD30)是一种Th2免疫反应激活的标志，大样本研究已认识到其是移植前后预测排斥风险的重要危险因素，低sCD30（＜100U/ml）的移植肾存活率明显优于高sCD30(＞=100U/ml) 的患者，应用sCD30检测可以发现无淋巴毒抗体，无HLA抗体的“高敏患者”，提高移植前风险评估，及时处理，提高肾脏移植的安全性。

激活的补体C4和C3的降解产物C4d、C3d是体液性排斥的重要标志，肾小管周毛细血管内皮上C4d的沉积与排斥严重程度以及预后差密切相关，C4d在管周毛细血管的沉积已作为诊断体液性排斥的必要条件。

目前，程序活检 (protocol biopsy) 是诊断移植肾状态的金标准。程序性活检是指在移植后即使移植肾功能正常，也定期对移植肾进行活检。移植肾程序活检能部分反映移植肾组织中供受体免疫反应的真实情况，及时发现亚临床排斥，及时判断免疫抑制治疗效果，有助及时针对性的治疗与调整，提高移植肾的长期存活。

程序性活检作为一种有创检查限制了它的普遍推广，一系列无创性的移植肾功能和免疫状态的监测指标已经或即将进入临床应用。

尿液是反映肾脏功能最直接的，最代表性的物质，通过尿液成分定性定量指标，如：穿孔素和颗粒酶B、IL-6、可溶性黏附分子、C4d、供体型DNA、CD103等的变化来监测移植肾功能、诊断排斥是较理想的临床肾脏移植监测手段。但需要排除机体代谢状况、药物、食物等的影响。






【思考题】



1．试述血液净化技术在治疗慢性肾衰竭中的应用及发展。



2．试述肾脏移植在治疗慢性肾衰竭中的应用及发展。



3．试述程序活检的临床意义。


（陈江华　何强）


 第四节　原发性肾病综合征的免疫抑制治疗进展



摘　要
 　肾病综合征是指以大量蛋白尿〔成人＞3.5g/d，儿童＞40mg/(m2
 ·h) 或＞1.0g/(m2
 ·d) 〕、低白蛋白血症（血浆白蛋白成人＜30g/L，儿童＜25g/L）、水肿和高脂血症为特征的临床综合征，其中大量蛋白尿和低蛋白血症为诊断肾病综合征的必备条件。多种病因可引起肾病综合征，本节中讨论的仅限于原发性肾病综合征，按照病理分类，介绍目前肾病综合征免疫抑制治疗的研究现状及进展，特别介绍了一些临床随机对照研究的结果。




Abstract
 　Nephrotic syndrome consists of heavy proteinuria〔adult ＞3.5g/d, children ＞40mg/(m2
 ·h) or ＞1.0g/(m2
 ·d)〕, hypoalbuminaemia and oedema. Hyperlipidaemia and thrombotic disease are also frequently observed. In this chapter, we introduce current situation and research development in immunosuppressant regimen of primary nephrotic syndrome, according to pathological classification, including minimal change nephropathy, mesangial proliferative glomerulonephritis, membranous nephropathy, membranoproliferative glomerulonephritis and focal segmental glomerulosclerosis. The introduction focuses on the results of clinical randomized controlled trials.


一、肾病综合征定义及相关概念

肾病综合征 (nephrotic syndrome) 是指以大量蛋白尿〔成人＞3.5g/d，儿童＞40mg/(m2
 ·h) 或＞1.0g/(m2
 ·d) 〕、低白蛋白血症（血浆白蛋白成人＜30g/L，儿童＜25g/L）、水肿和高脂血症为特征的临床综合征，其中大量蛋白尿和低蛋白血症为诊断肾病综合征的必备条件。多种病因可引起肾病综合征，本节中讨论的仅限于原发性肾病综合征。

在肾病综合征的治疗过程中有几个重要概念：①缓解：成人尿蛋白≤0.2g/d且血白蛋白＞35g/L; 儿童1周内至少3次尿蛋白＜4mg/(m2
 ·h) 且血白蛋白＞35g/L被视为完全缓解。成人尿蛋白在0.21～3.4g/d之间伴/不伴尿蛋白水平较基线下降≥50％；儿童水肿消失，血白蛋白＞35g/L，尿蛋白量维持＞4mg/(m2
 ·h) 或＞100mg/(m2
 ·d) 被视为部分缓解。②激素抵抗：成人强的松1mg/(kg·d) 治疗4月后肾病综合征仍然持续存在；儿童强的松60mg/(m2
 ·d) 治疗4周后肾病综合征仍然持续存在。③复发：成人治疗缓解后出现尿蛋白＞3.5g/d; 儿童治疗缓解之后出现有3d尿蛋白定性＞3+或尿蛋白＞40mg/(m2
 /h)。④频繁复发：6月内复发次数≥2，或者1年内复发次数≥4。⑤激素依赖：成人治疗撤药期间连续2次复发或激素停药后2周内连续复发2次或以上；儿童在激素隔日使用或停药2周内连续2次或以上复发。

二、不同病理类型的原发性肾病综合征的免疫抑制治疗

1．微小病变性肾病 (minimal change nephropathy, MCN)

病理学特征为光镜下肾小球基本正常，近端肾小管上皮细胞可有脂肪变性，免疫荧光阴性，电镜下脏层上皮细胞足突融合。

糖皮质激素的常用剂量为泼尼松1～1.5mg/(kg·d)〔儿童2mg/(kg·d) 〕，连用8～12周，然后每1～2周减少10％，减至30mg/d时维持4～8周，然后缓慢减量直至停药，整个疗程1～1.5年，该方案称为“双平台疗法”。本型大部分对糖皮质激素治疗有效，4周内尿蛋白转阴者在儿童可达90％，在成人约为60％～70％，但缓解后容易复发。对于激素依赖或激素抵抗者，需减慢激素撤药速度或加用其他免疫抑制剂。

细胞毒药物如环磷酰胺、苯丁酸氮芥在激素诱导缓解的基础上可以减少复发。对于激素依赖或激素抵抗的儿童肾病综合征患者，加用静脉环磷酰胺500mg/(m2
 ·d) 连用6个月，或口服环磷酰胺2mg/(kg·d) 连用12周，可降低复发率，延长缓解持续时间并且减少激素使用量。成人微小病变性肾病综合征患者使用细胞毒药物也可达到81％的完全缓解率及8.5％的部分缓解率。但由于其具有性腺毒性、致癌等毒副作用，仍需多中心循证医学证据验证其近远期安全性。

目前在微小病变性肾病综合征中循证医学证据较多的是环孢素。早在1992年，法国儿科肾脏病协会发起的一项多中心随机对照试验比较了环孢素和苯丁酸氮芥在40例患儿中的疗效，发现两组的缓解率均较好，但环孢素组复发率高，且多发生在减量过程中及停药后6个月内；环孢素和苯丁酸氮芥的两年维持缓解率分别为5％和45％。一项2006年发表的多中心前瞻性随机对照试验比较了单用激素〔60mg/(m2
 ·d) 共6周，然后减为隔日40mg/(m2
 ·d) 继续6周〕与联用环孢素〔蛋白尿缓解后开始加用环孢素150mg/(m2
 ·d) 共8周〕在儿童患者中的疗效。结果发现随访至1年时，单用强的松组复发率高，但随访至2年时，两组的复发率相似；联合用药对＜7岁并且起病时血清总蛋白小于44g/L的患儿有益。

基于细胞毒药物的毒副作用和环孢素的高复发率和肾毒性，其他免疫抑制剂在微小病变性肾病综合征中的研究一直在进行中。有报道表明，激素联合咪唑立宾治疗频繁复发或激素抵抗的小儿肾病综合征可降低复发率并延长缓解期，且咪唑立宾联合环孢素或甲泼尼松冲击治疗效果更佳。2005年发表的一项队列研究观察了霉酚酸酯在儿童激素或环孢素抵抗／依赖的肾病综合征中的疗效，其中纳入了11例微小病变性肾病患者，发现其对维持激素依赖患者的蛋白尿缓解率方面与环孢素有相似的效果，且副反应较少。另外尚有相关回顾性研究报道了他克莫司在激素抵抗或激素依赖的微小病变性肾病综合征中的有效性。

2．系膜增生性肾小球肾炎 (mesangial proliferative glomerulonephritis, MsPGN)

主要病理特点是肾小球系膜细胞增生，系膜基质增多，肾小球毛细血管壁基本正常，包括局灶性增生和弥漫性增生，根据系膜细胞增生，系膜基质增生的程度分轻、中及重度系膜增生性肾小球肾炎。是我国最常见的肾小球疾病，占原发性肾病综合征的5％～10％。由于病人的临床表现、病理改变、病程改变和预后差异较大，治疗上也应该做到因人而异。其中，对于病理表现为轻度系膜增生性肾小球肾炎的肾病综合征患者，常规激素治疗方案（同微小病变性肾病）可以获效，对于激素抵抗的系膜增生性肾小球肾炎或病理表现为中、重度系膜增生性肾小球肾炎的患者，一般主张采用糖皮质激素和（或）其他免疫抑制剂的方案。有关环磷酰胺、环孢素、霉酚酸酯、他克莫司治疗的相关报道都有，但以霉酚酸酯的临床研究最多，尚缺少大样本临床研究结果。

轻度系膜增生性肾小球肾炎的治疗方案可参照微小病变性肾病，中重度系膜增生性肾小球肾炎的相关临床研究很少。早在2002年日本学者Ikezumi等的基础研究表明，他克莫司通过抑制Th1型细胞因子对系膜组织的损伤达到减少尿蛋白和延缓肾功能恶化的作用，提示其在系膜增生性肾小球肾炎中的可能应用前景。一项对60例表现为轻度系膜增生性肾炎病理改变的肾病综合征患者的随机对照研究比较了低剂量激素 (30mg/d) 联用他克莫司(2mg/d) 和单用全剂量激素1mg/(kg·d) 的临床疗效，6个月后他克莫司组的蛋白尿缓解率和血白蛋白上升效果均优于单用激素组，且没有出现副反应。这些新型免疫抑制剂在治疗中均显现出较好的缓解率，但长期复发率情况以及相比于传统免疫抑制方案的优势尚有待更多的多中心随机对照研究进一步证实。

3．膜性肾病 (membranous nephropathy, MN)

病理学特征为肾小球基底膜弥漫性增厚，免疫复合物沿毛细血管壁或基底膜弥漫颗粒样沉积，电镜下上皮下电子致密物沉积。特发性膜性肾病在老年人群中发病率较高，膜性肾病存在肾功能逐渐恶化和自然缓解两种不同趋势，但仍有约30％～40％患者在5～15年内进展为终末期肾病。目前对于免疫抑制治疗方案尚无定论，可根据发病年龄、尿蛋白水平、肾功能、病理改变严重程度以及并发症等因素综合考虑是否需要采用免疫抑制治疗。

早在1995年，Ponticelli等报道了意大利方案——6个月甲基泼尼松龙和苯丁酸氮芥周期性治疗〔1，3，5个月甲强龙1g静脉冲击3d, 接着口服泼尼松龙0.4mg/(kg·d) 27d, 2，4，6个月口服苯丁酸氮芥0.2mg/(kg·d) 〕，对82例患者进行10年随访的结果，发现该方案具有降低尿蛋白和保护肾功能的作用。最近发表的一项随机对照研究通过对93例患者长达10年的随访表明，与未治疗组相比，泼尼松龙与环磷酰胺交替治疗6个月的方案〔1，3，5个月甲强龙1g静脉冲击3天，接着口服泼尼松龙0.5mg/(kg·d) 27天，2，4，6个月口服环磷酰胺2mg/(kg·d) 〕能显著提高蛋白尿缓解率，延缓肾功能进展，提高生活质量。细胞毒药物的疗效虽然确切，但其毒副作用仍然不容忽视。

1999年，Frische等报道了小剂量环孢素（平均3.3mg/d）长期治疗特发性膜性肾病的安全有效性。2001年，Catteran等报道了一项随机对照试验的结果，比较了每日环孢素3～4mg/kg联合小剂量激素0.15mg/kg与安慰剂联用小剂量激素的疗效，发现26周后治疗组蛋白尿缓解率达75％，而对照组仅为22％；但远期效果不理想，随访52周后复发率高达43％。

2004年，一项纳入了18个随机对照研究包括1025例患者的Meta分析表明，口服激素与安慰剂或不治疗相比没有任何优势；烷化剂（或联用糖皮质激素）能显著提高蛋白尿缓解率，其中环磷酰胺的副反应明显少于苯丁酸氮芥；但没有证据表明免疫抑制治疗能够提高人肾的长期存活率；环孢素与安慰剂相比，不能提高蛋白尿的缓解率及人肾长期存活率，但与糖皮质激素或烷化剂相比，有助于提高蛋白尿的部分缓解率。

其他目前用于治疗特发性膜性肾病的新型免疫抑制剂均缺少大样本的随机对照研究结果。早期4个系列病例研究中共59例患者使用霉酚酸酯后40.7％达到部分缓解，8.5％达到完全缓解，但因随访期较短，没有对蛋白尿的长期缓解率做出评价。最近印度学者Senthil等发表的一项前瞻性随机对照研究纳入了21例膜性肾病患者，治疗组口服霉酚酸酯2g/d联用0.5mg/(kg·d)强的松2～3月，对照组采用环磷酰胺和激素隔月治疗共6个月，蛋白尿缓解率分别为64％和80％，没有统计学差异，两组间的复发率和感染发生率没有差异，提示采用霉酚酸酯与传统方法相比同样有效，而且可以减少激素用量，但长期疗效有待进一步观察。香港Chan等的随机对照研究也报道了相似的结果。他克莫司在膜性肾病治疗中的相关报道并不多。最近发表的一项前瞻性随机对照研究纳入了48例患者，其中25例口服他克莫司0.05mg/(kg·d)一年，随后的6个月内逐渐减量，对照组不治疗，结果表明他克莫司组能显著缓解蛋白尿，并延缓肾功能恶化。减量期间无复发，但停药后约一半缓解患者复发。本中心进行的一项前瞻性队列研究结果发现，膜性肾病发病早期使用激素联用口服他克莫司或静脉使用环磷酰胺持续24周可有效提高蛋白尿缓解率（24周疗程完全缓解率分别为66.7％和30.8％），且他克莫司组患者能更快达到完全缓解。美罗华（利妥昔单抗）在膜性肾病中的治疗仅有个案报道，尚无定论。

4．膜增生性肾小球肾炎 (membranoproliferative glomerulonephritis, MPGN)

膜增生性肾小球肾炎又称系膜毛细血管性肾小球肾炎，特征性病理改变为系膜细胞和基质明显增生，插入邻近的肾小球基底膜和内皮细胞之间，使毛细血管壁增厚。该类型患者预后最差，10年内约半数病人发展为终末期肾病。目前尚无统一的治疗方案，也无相关循证学依据。既往认为激素或环磷酰胺冲击治疗副反应大，且大多无效，但长期隔日强的松、环磷酰胺治疗在有一定疗效且无毒性反应时可以低剂量长期维持。

5．局灶性节段性肾小球硬化 (focal segmental glomerulosclerosis, FSGS)

本病为多种病因和发病机制所致的临床病理综合征，病理特征为部分肾小球（局灶）的部分袢发生硬化性病变。

原发性局灶性节段性肾小球硬化的主流治疗仍然是糖皮质激素。为了有效达到缓解，激素使用的剂量和疗程非常重要。达到缓解的平均时间为3～4个月，而大部分对激素敏感的患者在6个月内达到缓解。一般治疗后1月内蛋白尿有显著下降者（减少＞50％）可考虑持续口服激素6月观察疗效。

对复发或激素依赖的FSGS患者，目前尚无明确的最佳治疗方案。最终的治疗目标是无需使用激素的前提下维持长期缓解。环磷酰胺和环孢素可使复发患者分别达到78％和73％的缓解率；但环孢素停药后的再次复发率更高。环磷酰胺的常用剂量为2mg/(kg·d) 治疗2～3个月。

对于激素抵抗的FSGS, 不主张使用烷化剂，研究较多的是环孢素。使用6～12个月环孢素后，与安慰剂组相比，缓解率有明显提高，但停药1年后复发率高达60％～80％。也有学者主张延长环孢素使用时间可提高缓解率，减少复发。但是环孢素的肾毒性可在血肌酐水平保持稳定的情况下加重肾脏纤维化程度。因此肾功能已有损害的患者不适用。且长期治疗的副反应尚不确切。

其他新型免疫抑制剂治疗激素抵抗FSGS的相关研究不多，且缺乏前瞻性随机对照研究证据。一项2004年发表的前瞻性开放试验观察了18例激素抵抗FSGS使用霉酚酸酯2g/d联合低剂量激素治疗6个月的临床疗效，没有1例患者达到完全缓解，26周时的部分缓解率为33％，78周时的部分缓解率为78％。更大样本量的前瞻性多中心随机对照研究正在进行中。2006年发表的一项临床研究观察了12例儿童肾病综合征患者使用他克莫司合并小剂量激素2个月后的疗效，其中1例FSGS患者达到部分缓解。2006年发表的一项前瞻性开放试验观察了21例激素抵抗FSGS口服西罗莫司6个月后的临床疗效，19％的患者达到完全缓解，38％的患者达到部分缓解，西罗莫司起效者的肾功能在随访期间明显优于无效者。关于美罗华（利妥昔单抗）在激素抵抗FSGS中的治疗仅有个案报道。

三、免疫抑制剂使用过程中的注意事项

肾病综合征具有病程长，复发率高，部分病理类型难治的特点，免疫抑制剂是目前唯一有效的药物，但长期用药可诱发感染，增加恶性肿瘤发生率以及影响生育和致畸等副作用。因此在使用过程中需掌握以下原则：掌握好适应证，合理选择药物，尽量避免副作用的产生，强调个体化治疗，若有病情需要根据不同免疫抑制剂的作用特点选择联合用药。关于激素等传统免疫抑制剂在肾病综合征中的使用方案已基本成定论，但新型免疫抑制剂尚缺乏大样本的多中心前瞻性随机对照研究以及相关经济学方面的研究结果，但随着使用经验的不断积累和循证医学的严格评价，必然会对肾病综合征的治疗起到更好的作用。






【思考题】



1．试述不同病理类型原发性肾病综合征的免疫抑制治疗进展。
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（李夏玉　徐莹）


第七章　多器官功能障碍综合征



摘　要
 　多脏器功能障碍综合征 (MODS) 是指机体遭受严重创伤、休克、感染等急性损伤24h后，同时或序贯地出现两个或两个以上系统或器官功能障碍或衰竭，即急性多个器官功能障碍已不能维持内环境稳定的临床综合征。全身炎症反应综合征 (SIRS) 的症状是MODS的主要临床特征，表现为继发于各种打击全身持续高代谢、高动力循环状态及过度的炎症反应。对于MODS治疗，主要措施是针对器官功能的有效支持。现代的免疫疗法和CRRT技术等方法体现了防治结合的原则，取得一定的效果。




Abstract
 　Multiple organ dysfunction syndrome (MODS) is defined as the original non-organ dysfunction of the body, in serious infection, trauma, shock, and other damage after 24h at the same time or sequential emergence of two or more systems or organ dysfunction or failure. This is a clinical syndrome that the patient's organ dysfunction has been unable to maintain a stable environment. Systemic inflammatory response syndrome (SIRS) is the main clinical feature of MODS. It refers to persistently high body metabolism, high circulatory state and excessive inflammatory response secondary to t a variety of fight against the body. The main treatment of MODS is effective support to the organ function. Modern immunotherapy, CRRT, and other technical methods combination of the principle of prevention and treatment and achieve positive results.






多系统器官功能衰竭 (multiple system organ failure, MSOF) 是指在疾病演进中有两个或两个以上的脏器或系统序贯性进行性发生功能衰竭。它是一种以高血流动力学和高代谢状态为特征的特殊性临床综合征。一个器官衰竭者的死亡率为30％，两个器官衰竭的为60％，三个器官衰竭的为85％，而四个或四个以上的器官衰竭的死亡率几乎为100％。据美国1992年统计，在美国外科监护病房 (ICU) 中，治疗平均每例MSOF花费15万美元，但真正能救治成功的例数甚微，死亡人数占整个ICU死亡人数的50％以上。MSOF已成为当今外科ICU患者第一位的死因，也是许多疾病的共同归宿。而近年来提出的多脏器功能障碍综合征 (MODS) 更强调器官障碍是一个过程，在该综合征演变的早期阶段能得到的及时治疗将有利于改变疾病的预后。

一、MODS的历史回顾

第一次世界大战期间，由于失血性休克和感染是严重创伤后的首要致病因素，当时提出了心血管功能衰竭的概念。20世纪40年代以后，随着休克复苏技术的进步和各种抗生素的应用，使许多严重休克的感染伤员得以渡过早期的打击而幸存下来，但这些伤员面临着器官衰竭这一新的并发症的威胁。50年代朝鲜战争以及60年代越南战争期间，急性肾功能衰竭 (ARF)、急性呼吸窘迫综合征 (ARDS) 以及弥散性血管内凝血 (DIC) 等单器官衰竭 (single organ failure, SOF) 成为严重创伤休克复苏后的主要死亡原因，从而促进了各种器官支持治疗的研究。血液透析的开展和人工机械通气技术的完善，使许多危重患者可以从早期的单器官衰竭中存活下来。然而，60年代末和70年代初，在外伤领域人们注意到当全身或某一器官遭受严重创伤应激后能导致其他器官的相继损害。据此，1969年，Skill-man提出外科危重病的一个最后共同途径：呼吸衰竭、低血压、脓毒病和黄疸综合征。1973年，Tilney报道一组18例腹主动脉瘤破裂被成功实施手术的患者，虽然开始时似乎稳定，不久却相继出现了多个器官和系统的衰竭，虽全力治疗，死亡率仍高达90％，因此Tilney将此综合征称为序贯性系统衰竭 (sequntial system failure)。1975年，Baue在《Arch Surg》上发表一篇著名论文，题为“70年代综合征——进行性序贯性多系统器官衰竭”，对MSOF概念的确立做出了贡献。1976年Border和1977年Eiseman分别将其作为一个新的综合征正式命名为多系统器官衰竭 (MSOF) 和多器官衰竭 (MOF)，以后十几年间，MSOF和MOF的命名被普遍承认和接受。直到1992年，美国胸科医师学会 (ACCP) 和危重病学会 (SCCM) 共同倡议将MOF更名为多器官功能障碍综合征 (multiple organ dysfunction syndrome, MODS)，更加准确地反映此综合征呈进行性可逆性的特点，以指导早期诊断和防治。1995年10月，中华医学会也决定将MOF更名为MODS。目前，国际和国内学术界正逐步习惯于接受MODS这一新的命名。

二、MODS及相关名词的概念及关系

MSOF可简单地被定义为：“同时或相继发生的两个或两个以上器官或系统衰竭。”也就是不同打击疾病最终的一个不可逆的过程。这个定义的缺点在于不利于对这一综合征的早期诊治。

而MODS是指机体遭受严重创伤、休克、感染等急性损伤24h后，同时或序贯地出现两个或两个以上系统或器官功能障碍或衰竭，即急性患者多个器官功能障碍已不能维持内环境稳定的临床综合征。MODS的定义表明器官功能障碍可以是绝对的，也可以是相对的；MODS随着时间的延伸以及治疗干预的情况而改变，可以加重，也可逆转。MODS概念的特点是以器官障碍作为病程发展的一个整体，而器官功能异常的早期出现有助于在该综合征演变的早期阶段得到及时治疗；而且疾病发展过程，器官功能的改变可以作为预测预后的重要参数。

MODS可以分为原发性和继发性两种：①原发性MODS是某种明确的生理损伤直接作用的结果。器官功能障碍由损伤本身所造成，故早期即出现。例如创伤的即刻后果可引起肺挫伤，同时骨骼肌破坏，产生大量肌红蛋白引起急性肾功能衰竭，多次输血引起凝血功能障碍等，结果导致原发性MODS。原发性MODS发生发展过程中炎症反应以局部为主。②继发性MODS并非由原始损伤本身直接引起，而是机体异常反应的结果，原始损伤引起全身炎症反应综合征 (SIRS)，而过度的全身性炎症反应造成多器官功能障碍，所以继发性MODS与原始损伤之间存在着一段间歇期。继发性MODS发生发展过程中炎症反应是全身的。

1991年，ACCP及SCCM首次提出全身炎症反应综合征 (systemic inflammatory response syndrome, SIRS) 概念，即在广泛的因素包括感染及非感染因素的严重打击下出现的全身炎症反应。临床表现有以下四种临床表现的两种或两种以上：①体温高于38.0℃或低于36.0℃；②心率超过90次/min; ③呼吸频率＞20次/min或PaCO2
 ＜4.3kPa; ④白细胞计数＞12×109
 /L或＜4×109
 /L, 其中杆状核细胞＞0.10。而另一个概念——脓毒症 (sepsis) 仅指感染导致的全身炎症反应，它也可以具有上述四种临床表现。与SIRS相对应产生一个新的概念：代偿性抗炎反应综合征 (compensatory anti-inflammatory response syndrome, CARS): 特征为抗炎介质占主导地位的状况，这与临床医师习惯沿用的免疫功能低下或免疫功能抑制等名词在概念上是一致的。SIRS与CARS的关系反映了免疫系统中促炎症介质与抗炎症介质两种力量的抗衡，两者之间的相互作用往往是不平衡的，如果不同介质彼此取得平衡，则内环境稳定得以保护，否则，将出现过度炎症反应或SIRS, 或者免疫功能低下或CARS。尽管不是所有的SIRS都转向MODS, 但SIRS是MODS的危险因素，SIRS很可能发展为MODS, 前提在于缺乏内源性抗炎症介质足以与炎症介质抗衡，而不仅限于炎症介质的过度释放。MODS、SIRS、Sepsis、CARS与MSOF的关系可以用图7-1表示。
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图7-1　MODS、SIRS、Sepsis、CARS、MSOF之间关系

三、MSOF、MODS的临床特征

对于MSOF或MODS临床特征，Deitch曾经作过很好的描述：①衰竭的器官通常并不直接来自原发；②从原发伤至器官衰竭在时间上有一长的间隔；③并非所有患者都有细菌学证据；④30％以上患者临床及尸检中无病灶出现；⑤明确并治疗感染未必能改善患者的存活率。临床中我们也看到MSOF表现为一个渐进的过程，始发时间不一致，器官衰竭顺序不一致，器官衰竭程度不同，发病至死亡的平均时间大约为30d, 发病越早，病死率越高。

（一）临床特征

除了表现为各受累及器官相应的临床症状外，MODS可具有以下较普遍的特征。

1．两次打击 (two-hit) 或应激过程

大多数典型MODS患者在发病过程中经历了创伤休克和失控炎症两次打击或应激过程，而从首次打击到再次打击导致器官衰竭或功能障碍时间上常有几天至数周的间隔，表现出所谓的“双相迟发”临床特征。

2．全身炎症反应综合征

SIRS的症状是MODS的主要临床特征，表现为继发于各种打击全身持续高代谢、高动力循环状态及过度的炎症反应。MODS的代谢模式有三个突出特点：①持续性高代谢：基础代谢率可达正常两倍以上；②耗能途径异常：糖、脂肪代谢受抑制及蛋白质尤其肌蛋白代谢增加；③对外源性营养底物反应差：对自身具有“强制性”，称为“自噬代谢”。

3．多系统器官功能障碍

MSOF的临床表现按Carrico 1986年标准，通过观察患者一般状况，以及心脏、呼吸、血液、神经系统、肾、肝功能变化，分为四期：第Ⅰ期患者尚无器官衰竭临床症状，仔细检查才可发现各器官功能已有异常改变；第Ⅱ期患者处于亚稳定状态，略作检查即可发现各器官功能已有异常改变；第Ⅲ期患者已有明显的MSOF表现，全身情况不稳定，需各种支持；第Ⅳ期患者处于临终状态，死于器官功能衰竭。

（二）MSOF或MSOD的诊断标准

以往MSOF的诊断标准以各器官功能衰竭为依据，定性诊断为主，主要参照Fry1991年提出的标准，见表7-1。目前主张定量评分，判断严重程度见表7-2。


表7-1　器官功能障碍、衰竭的标准
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表7-2　MODS病情分期及严重程度评分标准


[image: ]


[image: ]


其他一些评价器官衰竭及MODS严重程度指标，包括疾病严重程度评分 (severity of illness scoring)、脓毒症评分 (sepsis scoring)、创伤严重程度评分 (injury severity scoring, ISS)、死亡预警评分 (predictors of mortality) 和急性生理和慢性健康评估Ⅱ、Ⅲ（APACHEⅡ、Ⅲ）。这些指标对评价MODS的严重程度、治疗方法选择和预后判断具有一定参考价值，特别是APACHEⅢ的应用目前较广泛。

四、MODS或MSOF的发病机制

迄今为止，MODS或MSOF的发病机制尚未完全阐明，目前存在着各种与MODS发病机制有关的假说，包括“缺血—再灌注假说”、“基因调控假说”等，这些假说从不同侧面阐明MODS发病机制，相互又有重叠及联系。随着研究的进一步深入，其免疫学发病机制成为当前探讨的热点，也成为血液净化治疗新的理论基础。

（一）炎症失控及免疫失调

早在1985年，Goris研究证明，MSOF可以不依赖于细菌毒素，而直接由机体全身炎症反应引起。之后，大量研究证实：①受细菌毒素及创伤刺激后，机体可释放大量炎症介质，如TNF-a、IL-1β、IL-6、IL-8、IL-10等；②给动物注射炎症介质，能复制出与人类MODS过程相似的动物模型；③注射炎症介质的单克隆抗体，对MODS动物具有一定的保护作用。由此产生炎症失控假说：MODS是由于机体受到创伤和感染刺激而产生的炎症反应过于强烈，即所谓“瀑布效应”，机体因而损伤自身细胞的结果。

炎症反应失控，即当促炎反应占优势时，表现为“免疫亢进”或SIRS, 使机体对外来打击反应过于强烈而损伤自身细胞，导致MODS; 当抗炎反应占优势时，则表现为“免疫麻痹”或CARS, 使机体对外来打击反应低下，对感染更为易感，从而加剧脓毒症与MODS。无论SIRS还是CARS均导致内环境稳定破裂，这可能是导致MODS和死亡的根本原因之一。目前临床应用检测外周血单核细胞HLA-DR的表达量及TH1
 向TH2
 的漂移程度来反映SIRS与CARS的失衡，但在临床具体应用中仍有局限性。

炎症反应可分为五个阶段：

（1）第一阶段：局部反应。各种诱因启动可迅速导致体内各种前炎症介质的释放，以便创伤局部修复，清除受伤的组织，促进新的组织生长，杀死致病微生物等。为确保前炎症介质不对机体产生破坏作用，机体很快产生抗炎症反应，产生代偿性因子如IL-4、IL-10、IL-11、STNFR、TGF-β等。

（2）第二阶段：全身反应启动阶段。最初原发病的诱因严重至一定程度，循环中可出现大量前炎症介质和抗炎症介质。前炎症可促进中性粒细胞、淋巴细胞、血小板和凝血因子向创伤部位移动，同时启动代偿性全身性炎症反应。

（3）第三阶段：全身反应加重。在这阶段，患者丧失了调节炎症反应的能力，多数患者最初表现为前炎症反应，即SIRS, 出现：①低血压及氧利用障碍；②心肌抑制，内皮细胞炎症及血管通透性增加；③血液高凝状态及微血栓形成；④持续高代谢和蛋白质营养不良等。最终导致严重休克，重要器官的血供进一步减少，遂致发生器官功能障碍进而衰竭。

（4）第四阶段：免疫抑制过度。如果感染持续存在或前炎症反应失控，大多数患者死于休克；少数存活者，抗炎机制可能控制了炎症，但部分患者代偿性全身性炎症反应过程可导致免疫抑制，或促炎和抗炎介质失衡，也会发生免疫抑制。可表现为单核细胞数量增加但功能异常，产生氧自由基和细胞因子的能力下降。IL-10和TGF-β可通过抑制MHCⅡ类抗原的表达而抑制抗原的递呈和T淋巴细胞的增生等。

（5）第五阶段：免疫失调。MODS最终阶段的病理生理实质是免疫反应失去平衡，只要机体能重建免疫平衡，器官功能可再恢复，否则将发生器官功能的衰竭。要避免患者死亡，必须精确调节促炎和抗炎反应，直至内环境稳定。

在炎症反应过程中，有多种免疫细胞和细胞因子参与。目前对免疫细胞和炎症因子的作用研究较多的包括：

1．免疫细胞作用

（1）中性粒细胞被全面刺激后，聚集形成微小血栓，造成局部微循环障碍。在吞噬过程中，释放出多种蛋白酶花生四烯酸的代谢产物、氧自由基，引起器官实质细胞和细胞器损伤，线粒体和溶酶体膜受损，溶酶体膜破裂，细胞自溶，使器官功能失调。

（2）巨噬细胞被激活后释放大量细胞因子和其他介质，如肿瘤坏死因子、白细胞介素、花生四烯酸代谢产物、氧自由基等，通过一个连锁效应，对局部和全身产生有害作用。

（3）EC (endothelial cell) 可被炎症的多种介质激活，激活后可使中性粒细胞结合到膜表面蛋白的受体上，放出细胞毒因子进一步破坏EC。EC还可直接扩大炎症反应，参与微血管损伤及器官功能失调的病理过程。MODS存在过度的炎症反应及细胞免疫抑制，主要是与炎性免疫细胞寿命延长、功能改变有关，如分泌过多的细胞因子及细胞表面受体异常等，尤其是巨噬细胞、淋巴细胞相互紊乱，增加EC屏障的渗透性，使细胞和体液成分进入炎症区。当这种过程超出了局部控制能力，就将扩散到整个机体，造成多器官弥漫性微血管血栓形成，在MODS的早期可见到肺、肝、肾等多器官中血栓形成，进一步加剧损伤和器官功能失调，最终导致器官功能衰竭。

2．多种炎症介质的作用

MODS的发生主要与TNF-a、IL-1、IL-6等有关，在这些细胞因子中TNF-a居首位（见表7-3）。TNF-a能够刺激其他因子的生成，如IL-1、IL-6等，注入超大剂量的TNF-a可引起典型的MODS。TNF-a可以通过以下方面发挥作用：

（1）TNF-a激活中性粒细胞，使其表达白细胞分化抗原CD11+
 /CD18+
 复合物，同时激活血管EC, 使其表达细胞间黏附分子－1与EC黏附分子－1，从而导致白细胞和EC间相互作用，促使释放大量活性氧与弹性蛋白酶，对血管EC和器官组织细胞产生损害作用。细胞内Ca2+
 超负荷，抑制线粒体呼吸功能，同时激活细胞膜结构磷脂酶A2、核酸内切酶与蛋白酶，从而引起细胞本身的破坏。

（2）TNF-a刺激血管EC表达组织因子，使微血管表面促凝活性升高，抑制凝血酶调节蛋白表达。同时TNF-a抑制血管EC表达组织纤溶酶原激活剂，促进纤溶酶原激活剂抑制物－1的表达，导致纤溶活性降低。此外，TNF-a还可引起诱发型NO合成酶 (NOS) 活性增高，大量NO导致微循环障碍，加重微血栓的发展。

（3）TNF-a过量可以通过直接或间接途径促使血管EC与器官组织细胞凋亡。在病理条件下，如果引起不应淘汰的大量细胞发生细胞凋亡，则导致或加重MODS的发生和发展。


表7-3　已知的参与MSOF发病机制的炎症介质及类别
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（二）细胞凋亡

1．Fas及Fas-L与细胞凋亡

Fas基因的作用在机体清除受病原体感染而活化的免疫细胞的过程中是必需的。因此，Fas表达障碍将不能有效清除活化的炎症细胞，导致过度炎症反应和自身免疫紊乱；而Fas基因超量表达也将引起多种炎症细胞和实质细胞的过度凋亡，导致淋巴细胞减少及免疫抑制而诱发脓毒症和MODS。

2．血管内皮细胞的凋亡

内皮细胞损伤是SIRS早期的特征之一，中性粒细胞在实质器官微血管内聚集，致微血管损伤，进而器官灌注减少而导致MODS的发生。

3．器官实质／间质细胞的凋亡

研究表明，内毒素诱导内皮细胞凋亡有器官的特异性，这意味着不同器官对内毒素有不同的敏感性。MODS时最先受累的器官可能是肺脏，继之发生肝、肾、肠和心肌功能不全。

4．免疫炎性细胞的凋亡

多项体外实验证实，炎性免疫细胞凋亡异常（增加或减少）或时相改变（延迟或提前），引起功能及数量上的改变，可能是参与MODS过程中过度炎症反应及免疫调节的重要机制之一。

5．相关细胞因子及炎性介质对凋亡的影响

主要是TNF-a、ILv1β、IL-6、IL10、NO等对细胞凋亡的诱导。

（三）自由基损伤

自由基生成的明显增多，引起抗氧化剂含量显著降低，诱发机体内氧化、过氧化、脂质过氧化反应及一系列自由基连锁反应病理性加剧，促使生理生化反应和新陈代谢发生紊乱，导致蛋白质、酶和生物膜的氧化、过氧化及脂质过氧化损伤，临床表现为MODS。

（四）肠道免疫屏障损伤

MODS的发生发展往往先有创伤、出血、烧伤、手术等始发刺激，引起肠缺血及再灌注损伤，黏膜下水肿、肠绒毛顶部细胞坏死、肠通透性增加，从而破坏肠道特异性免疫屏障（如分泌型免疫球蛋白A和肠道黏膜免疫）和非特异性免疫屏障（如黏液屏障、生物屏障和黏膜屏障）功能。黏膜上皮坏死，黏膜修复能力降低，为致病微生物的入侵敞开大门，进一步加快了MODS的发展。

（五）基因多态性

随着分子生物学的发展，人们把基因特征引入了MODS的发病过程，并证实炎症性介质及抗炎介质均具有基因多态性。

编码TNF的基因位于人类第6号染色体短臂的HLA-Ⅲ上。TNF-β双等位基因Ncol为一种限制性长度的基因多态性片段，位于TNF-β基因的第1内含子上，与创伤后严重脓毒病和MODS的发生密切相关。分析等位基因Ncol的多态性可有助于评估脓毒病和MODS的易感性和抗TNF免疫治疗的反应性。TNF-β2
 纯合子患者循环中TNF-a的水平和病死率明显高于TNF-β1
 /TNF-β2
 杂合子或TNF-β1
 纯合子的基因型，可能是严重脓毒病患者出现高水平的TNF-a和预后不良的基因标志。

IL-10基因启动子区域存在三个因单碱基点置换所致的基因多态性：IL-10-592（C被A置换）、IL-10-819（C被T置换）、IL-10-1082（G被A置换）。IL-10-1082位点的单碱G被A置换，使淋巴细胞合成分泌IL-10水平降低，基因多态性位点IL10-592、IL-10-819、IL-10-1082间呈现连锁不平衡现象。IL-10通过抑制TNF的释放，减轻全身炎症反应和多脏器损害，减少死亡，在脓毒症和MODS发病过程中对机体起保护作用。

在调控内毒素的机制中，脂结合蛋白 (LBP) 膜结合CD14具有关键性的作用。CD14基因启动子C-159T的多态性与脓毒症的易感性及病死率密切相关。

杀菌性通透性增强蛋白质 (BPI) 是近年来从中性粒细胞浆内噬天青蓝颗粒中发现的既能杀灭细菌又能灭活内毒素的蛋白质，BPI的杀菌机制与其增加细菌外膜的通透性有关。BPI和LBP基因位于人类第20号染色体上，它们的基因结构几乎完全相同。BPI和LBP基因的多形性会影响宿主对内毒素的反应而导致脓毒症及MODS的发生。

五、MODS及MSOF的防治

对于MODS及MSOF治疗，主要措施是针对器官功能的有效支持，这是由于对其病理变化缺乏有效遏制手段，但支持治疗仅可延长患者生命，很难改变预后。最重要的是预防MODS发生。现代的免疫疗法，CRRT技术等方法体现了防治结合的原则，取得一定的效果。

（一）MODS及MSOF的预防原则

（1）大手术前器官储备功能的评估。

（2）预防感染积极处理原发病灶。

（3）积极心肺复苏，最大限度缩短组织低灌注状态。

（4）复苏早期给予抗氧化剂治疗，减轻再灌注损伤。

（5）早期积极的胃肠道功能保护。

（6）早期抗介质治疗，阻断SIRS。

（7）早期连续性肾脏替代治疗 (continuous renal replacement therapy, CRRT)。

（8）器官功能监护，包括血流动力学、呼吸功能、消化系统功能、肾功能、凝血功能和中枢神经系统监护等。

特别要注意对肺、脑挫伤患者的输液原则：在维持有效循环血容量前提下宁少毋多，尽量避免大输液（6h输液＞6L, 24h输液＞14L）及大输血（6h输血＞6个单位）。要注意晶体液与胶体液的比例应适当，一般4L晶体液才能代替1L血液容量，如果晶体液过多，易诱发肺水肿及脑水肿，加速MODS及MSOF的发生。

（二）MODS及MSOF的治疗原则

（1）控制损害来源，阻断刺激因素。

（2）恢复组织氧供和营养、代谢支持。

（3）阻断体液介质，控制SIRS及CARS。

（4）减轻脏器损害，早期器官功能支持。

（三）MODS及MSOF的治疗

1．充分地复苏

由于缺血—再灌流损伤是MODS的重要发病机制之一，因此对有发展为MODS的高危患者及时积极合理地液体复苏是预防的关键。其目的是恢复维持理想的组织灌注和氧合。晶体液和胶体液要合理匹配。同时要严密监测血气分析、血清乳酸。使用漂浮导管计算氧输送和氧耗以指导液体复苏，有条件的可用胃黏膜张力计测定胃黏膜pH值，以了解组织器官氧代谢乃至全身氧代谢动力学，指导治疗。

维生素C、维生素E、甘露醇、普鲁卡因、654－2、别嘌呤醇、超氧化物歧化酶 (SOD) 等氧自由基抑制剂在复苏及复苏后早期应用，可以防止氧自由基对PMN和巨噬细胞的作用，减轻组织或亚细胞水平的损伤。某些中药，如丹参、川芎嗪、虎杖、金银花、蒲公英亦有清除氧自由基的作用。

2．原发病处理和抗感染治疗

感染是MODS及MSOF的主要发病因素。但是危重病患者的原发伤病和病情的复杂性和多样性，判断是否存在感染有时并非易事；其次寻找感染灶有时也是一个艰巨的任务。因此，对于危重患者疑有感染时，应详细了解患者的原发伤病情况，有无免疫功能低下，仔细体检，积极反复运用有效的辅助检查手段。

反复收集病原学资料。北京5家医院资料显示危重病患者常见细菌排列顺序为：铜绿假单孢菌、大肠杆菌、凝固酶阳性葡萄球菌、肠杆菌属、克雷伯菌属、不动杆菌、肠球菌和金黄色葡萄球菌。

预防感染需注意肠源性感染，尽量避免肠道的缺血、缺氧，预防肠道菌群紊乱。

合理应用抗菌药物。一般而言，预防用药仅应用于特殊病例如创伤或大手术、休克复苏后、重症胰腺炎等患者。预防的主要原则为：①时间要恰当；②所选药物抗菌谱要广；③剂量要足够；④应用时间要短。

经验治疗应用抗菌药物的原则：①应能有效地覆盖最常见的感染病原菌，另外又要考虑到不同细菌对常用抗生素的耐药情况；②宜用杀菌性，联合用药应选择有协同作用的药物；③尽量选用不良反应少的抗生素，特别注意肾毒性及肝毒性，以免加重MODS; ④剂量要正确。

3．抗炎症介质治疗

促炎和抗炎因子在MODS的发展过程中起来非常重要的作用，故维持两者的平衡是治疗MODS的有效方法。因SIRS时炎症因子的释放量较多，机制极为复杂，临床上曾试图应用细胞因子的单克隆抗体以及细胞因子受抗体进行“一对一”的拮抗治疗来阻断炎症反应，虽然在动物试验取得了一定的进展，但在临床应用时疗效均不佳。因此目前已从单因子的阻断，转向从较高水平对产生炎症因子的总体环节进行调控。许多试验证实核转录因子 (NF-KB) 通过激活因子的级联反应，生成促炎介质，抑制炎症细胞的凋亡，在SIRS和MODS的病理生理过程中起重要作用，并证实阻断NF-KB的激活，可以减轻细胞因子产生过多引起的炎症失控，有可能成为阻断炎症反应的一种新途径。

4．脏器功能支持

分析MODS或MSOF发病过程不难看出各脏器功能是失调→平衡→再失调→衰竭动态发展的。迄今MODS或MSOF的发病机制尚不清楚，治疗策略可从两方面考虑；一是病因学治疗，即去除病因；二是对已发生功能紊乱的系统或器官给予恰当的支持，包括药物、机械设备等。

（1）呼吸功能支持：①早期通气支持：目的在于早期保持肺泡张开或再张开，防止缺氧和低氧血症。早期应最好地恢复患者的自主呼吸，避免人工通气对其他系统器官的损害。此期可采用：持续气道正压通气 (CDAP)、间歇指令通气 (IMV)、间歇辅助通气 (IAV)、高频通气 (HFV)。②完全人工通气宜采用呼吸终末正压通气 (PEEP) 或高频正压通气 (HFPPV)。PEEP的优点在于：a．易提高PaO2
 ；b．增加功能残气量，减少肺内分流；c．能张开萎陷肺泡；d．能改善肺泡表面活性物质生成和功能；e．能改善肺顺应性；f．能减轻肺水肿；g．能降低氧吸入浓度 (FiO2
 ＜0.6)，避免氧中毒。

（2）循环功能支持：对循环功能支持包括三个方面：即维持有效血容量，保持心脏有效泵功能和调整血管紧张度。早期纠正微循环灌注不足是防治MODS或MSOF的重要措施，通常应维持PaO2
 高于8.00kPa (60mm Hg)，动脉血氧饱和度＞90％，维持最适的Hb水平100～125g/L。补液原则为：先补充晶体液，后补充胶体液；速度先快，后慢；严重失血时，还要补充全血，使血细胞比容不低于30％。保持心脏有效的泵功能可采用正性肌力药如洋地黄类、多巴酚丁胺等；改善血管紧张度药物包括硝酸甘油、硝普钠、立其丁、多巴胺等。尤其是多巴胺可有选择性地增加肾和肠系膜血流，预防急性肾功能衰竭 (ARF)。必要时应用麻醉技术可减轻应激反应造成的血流动力学、呼吸、免疫及生化指标变化，减少组织需氧量；对于有创性监测、机械通气、气管切开等患者麻醉技术可以减少疼痛、焦虑及不适，麻醉技术有利于稳定血流动力学状态及组织氧平衡，有助于患者度过MODS。

（3）肾功能支持：毒素、炎症介质、药物等清除及排泄，都要通过肾脏，肾功能支持相当重要。预防阶段要注意恢复组织的灌注和氧合状态，维持足够的尿量，早期及时诊断急性肾损伤 (AKI) 给予适当地预防和治疗能够降低MODS的死亡率。如果肾脏损伤不能及时逆转，应早期血液净化治疗，包括CRRT技术，以维持内环境的稳定。研究显示CRRT早期干预能显著改善存活率，以CRRT对心脏手术的AKI患者为例，以尿量减少超过6～8h为开始CRRT早期治疗的标准和以常规的血钾、血肌酐增高开始CRRT治疗的标准，结果早期治疗显著改善整体生存率。

（4）肝功能支持：临床上对肝功能衰竭尚无特殊治疗手段，现有一些支持措施，目的在于赢得时间，使受损的肝细胞有恢复及再生的机会，包括：①营养支持：维持白蛋白＞25g/L, 增加支链氨基酸补充，限制芳香族氨基酸；②减少肠源性毒素吸收：灭滴灵等抗菌药物的应用；③胰岛素—胰高糖素疗法；④肝细胞生长因子的应用；⑤血液净化—人工肝支持技术，包括：血液灌流、血浆置换、血液滤过、胆红素吸附等。

（5）胃肠道功能支持：预防胃肠道衰竭在于早期恢复胃肠道灌注，保持屏障功能及抗氧化剂治疗；早期胃肠营养以免肠道菌群失调；预防应激性溃疡和无结石性胆囊炎；选择性消除革兰阴性需氧菌，预防肠道细菌易位。治疗包括：①保护胃肠道黏膜药物，早期胃肠营养；②胃肠减压，防止胆盐反流及胃肠扩张；③改善胃肠动力；④提高胃内pH值，保持胃液pH值在3～3.5以上；⑤止血治疗：冰盐水灌注、垂体后叶素、H+
 泵阻滯剂、胃黏膜保护剂、生长抑素、内窥镜下止血、选择性动脉插管栓塞术及手术治疗。

（6）营养代谢支持：由于MODS或MSOF代谢特点是高代谢状态，特征为静息状态能量消耗 (REE)，氧消耗增加，能源底物，尤其氨基酸利用增加。所以MODS或MSOF营养支持中，一般热卡应达到35～40kcal/(kg·d)，其中葡萄糖4～6kg/d，脂肪0.5～1.0g/(kg·d)，氨基酸2～3g/(kg·d)，尤其应富含支链氨基酸 (BCAA)。过度补充非蛋白热量的危害在于：①导致肝脏脂肪变性；②高渗性昏迷；③干扰巨噬细胞功能；④加重器官功能损害。改进办法在于增加蛋白质氨基酸补给，降低糖负荷。静脉输入BCAA的优点在于：①使患者易于耐受高蛋白摄入，防止脑病，延长支持；②提供必需氨基酸，促进蛋白质合成；③提供特异性能源底物，减少蛋白质分解，节氮效应；④有利于恢复正常血清氨基酸谱。

MODS或MSOF患者应尽可能早期通过胃肠道给予营养支持，其优点有：①促进分泌型IgA生成；②调节肠道菌群，减少细菌易位；③促进胃肠道蠕动，减少麻痹性肠梗阻危险；④消除肝脏胆汁郁积，减少无结石性胆囊炎危险；⑤预防应激性溃疡；⑥肠道必需氨基酸的补充，改善肝功能，促进肝细胞再生。

5．连续性肾脏替代治疗 (CRRT)

连续性肾脏替代治疗在MODS患者治疗中应用越来越广泛，与传统的肾脏替代疗法相比，具有连续、缓慢清除溶质和血流动力学状态稳定等显著特点，已成为急性肾功能衰竭、SIRS、MODS疾病的重要治疗措施之一。CRRT对MODS的治疗作用，除了控制患者的液体平衡、氮质血症和水电解质、酸碱失衡之外，还可纠正全身性感染导致炎症介质内稳态紊乱，降低细胞因子的峰值浓度，重建免疫平衡，在危重病患者治疗中，CRRT与机械通气和营养支持具有同等地位。

连续性血浆滤过吸附 (CPFA)，其方法是用血浆滤过器连续分离血浆，滤过的血浆进入包裹的碳或树脂吸附装置，净化治疗后的血浆再经静脉通路返回体内。这些方式形成了系列的连续性血液净化治疗系统。这是近20年来血液净化领域的新成就之一，在多种危重病如SIRS、MODS等的治疗中已被广泛应用。

传统的血液净化疗法时间短，血流动力学影响大，需特殊设备。这些均不利于血流动力学状态不稳定、高分解代谢和超容量负荷的重症ARF患者。而CRRT对溶质和液体的清除持续缓慢地进行，渗透压变化小，血流动力学状态稳定，溶质清除满意，即使是高分解代谢的患者也可较好地控制氮质血症；CRRT使用合成膜滤器，不仅生物相容性好，血—膜反应小，而且通透性好，可以持续清除各种中、大分子的炎症介质如TNF、IL-1、心肌抑制因子、前列腺素、血栓素等，使血流动力学状态更为稳定。此外，CRRT设备简便，应用灵活，可以床边进行，特别适宜于不便搬运的重症患者。这些都是传统血透无法比拟的。

CRRT在危重病救治中的临床效应已逐渐为人们认识，其应用范围也在逐渐推广之中。但CRRT在脓毒症和SIRS是如何发挥效应的，是近几年的研究热点。

以往研究显示，CRRT通过超滤和吸附作用清除了脓毒症患者血循环内的高浓度的可溶性炎症因子。但部分研究发现脓毒症患者外周血炎症因子水平并不高，Debete报道43例尿毒症患者中只有11例可监测到TNF-a。似乎清除炎症介质并不是CRRT治疗脓毒症疗效的全部。最近研究认为，CRRT可调节脓毒症时机体混乱的免疫状态，恢复机体的免疫能力。Brendolan等研究发现，连续性血浆滤过吸附 (CPFA) 治疗10h后，TNF-a等细胞因子水平并无显著变化，但单核细胞的反应性明显改善，滤出的血浆能抑制正常人的单核细胞在LPS刺激下分泌TNF-a。最近，余晨等研究发现在早期急性坏死胰腺炎患者单核细胞分泌功能活跃。循环中的TNF-a、IL-6和IL-10均较正常偏高，经过CRRT治疗后迅速下降，同时病情得到缓解。而一些重症坏死性胰腺炎患者单核细胞功能处于抑制状态，循环中上述炎症因子含量均显著减少，CRRT治疗后也无显著变化，但显著改善了单核细胞的抗原递呈能力（HLA-DR的表达），尤其是早期病例组。显示CRRT的治疗能改变脓毒症的免疫失常现象，重建免疫系统内稳定状态。Ronco等提出了CRRT治疗脓毒症的炎症因子峰值浓度假说：认为脓毒症是全身性恶性炎症反应状态，是一系列反复的刺激导致机体产生大量的促炎症介质，紧跟着促炎性介质浓度高峰的是IL-10等抗炎性因子的迅速释放，导致血浆中的促炎和抗炎症介质浓度的峰值交替出现，而连续有效的血液净化治疗（包括CRRT、CPFA等）通过非选择性地清除两种炎性介质，降低了炎症介质峰值浓度，减少了对内皮细胞和血流动力学的影响。能削弱各峰的高度，降低炎症反应和细胞抑制的程度，减轻病情，改善体液和细胞免疫反应。

对于未发生ARF的重危患者是否采取CRRT治疗的意见并不一致。有研究认为，早期治疗似乎能改善预后，国内一组研究报道，重病急性胰腺炎行CVVH治疗，存活组患者从起病到开始CVVH治疗的时间显著短于死亡组。Ronco的研究也发现，早期治疗有利于改善预后，可能与早期纠正内环境紊乱、维持内稳态、预防更严重的并发症的发生有关。有作者称之为CRRT的健康开始，但目前尚无研究表明：何时是开始为CRRT治疗的最佳时机。

行CRRT治疗时应注意：①CRRT尤其是置换量大时，营养物质丢失较多，Mokrzychi报告CRRT时超滤液中蛋白质丢失达1.3g/L，如果CRRT排出量为50L/d，则总的蛋白质丢失达65g/d。所以CRRT时要适当增加能量、蛋白质、氨基酸、微量元素的补充。②CRRT对不同药物有不同的清除，有必要根据CRRT的置换量调节药物用量，以免影响药效。③CRRT系体外循环，既要抗凝又要预防危重病患者出血，掌握合适的抗凝方法非常重要，具体可根据患者的凝血状态、出血情况以及医生的经验，采用小剂量肝素抗凝、低分子肝素抗凝、无肝素技术、枸橼酸、体外局部抗凝技术及抗凝基团吸附滤过器等。






【思考题】



1．试述Sepsis、SIRS、CARS、MODS、MOF的概念及相互的关系。



2．试述MODS治疗的原则和新进展。
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（陈江华　张萍）


第八章　心肺复苏新进展



摘　要
 　基本生命支持包括判断技能和支持技术。判断技能需要快速准确的识别患者有无生命体征；支持技术包括开放气道、呼吸支持、胸外按压和电除颤，简称A、B、C、D四项步骤。有效的循环支持依靠有效的胸外按压、合适的胸外按压／通气比例和电除颤。2005年指南推荐成人的按压／通气比例无论单人或双人均为30:2，这与2000年指南有着明确的不同。电除颤分为单向波除颤和双向波除颤，如为单向波除颤能量应用360J, 而双向波除颤能量≤200J与单向波除颤同样安全有效的。BLS成功的标志是自主循环恢复。随后实施的进一步生命支持包括建立静脉通路，应用各种血管活性药物、抗心律失常药物，进行脏器功能监测。复苏后治疗能够改善早期由于血液动力学不稳定和多脏器功能衰竭引起的死亡率。




Abstract
 　Basic life support (BLS) includes the technology of recognition and support. Recognition of signs of cardiac arrest should be quick and accurate, then support maneuvers including opening the airway, delivering rescue breathing, chest compressions and defibrillation are exerted sequentially, four support maneuvers are abbreviated to ABCD according to their words. Effective support of circulation depends on effective chest compressions, appropriate compression ventilation ratio and defibrillation. The compression ventilation ratio has been changed from 15:2 to 30:2 according to the 2005 AHA Guidelines for CPR and ECC, in despite of one or two rescuers. It is definitely difference from the 2005 guidelines. Modern defibrillators are classified according to 2 types of waveforms: monophasic and biphasic. The consensus was that rescuers using monophasic waveform defibrillator should give an initial shock of 360 J; if ventricular fibrillation (VF) persists after the first shock, second and subsequent shocks of 360 J should be given. Defibrillation with biphasic waveforms of relatively low energy (≤200 J) is safe and has equivalent or higher efficacy for termination of VF than monophasic waveform shocks of equivalent or higher energy. Return of spontaneous circulation (ROSC) is the symbol of success of BLS. At the period of ACLS, establish or verify existing intravenous access, and verify the function of any catheters in place. Vasoactive agents and anti-arrhythmic drugs should be used to keep hemodynamics stabilization. The function of organs should be monitored. And post-resuscitation care has significant potential to improve early mortality caused by hemodynamic instability.






《国际心肺复苏和心血管急救指南2000》颁布后，近年又有新的科学研究证据，以及专家们对其进一步的学术评价，经过5年之久的使用后，再度获得科学上的意见共识，在此基础上重新修订了《国际心肺复苏和心血管急救指南2005》，使推荐方案更适于挽救患者生命。现代心肺复苏术的确立是临床医学的一个里程碑。


 第一节　成人基本生命支持

基本生命支持 (base life support, BLS) 是心肺复苏指南中讨论和关注的重点。BLS包含A、B、C、D步骤与方法，A、B、C、D分别指开放气道 (airway)、呼吸 (breathing) 支持、循环 (circulation) 支持和电除颤 (defibrillation)。

BLS看似简单，但经科学证实并非易事，必须严格按照要求实施。

一、基本生命支持的适应证

（一）呼吸骤停

很多原因可造成呼吸骤停 (respiratory arrest)，包括溺水、卒中、气道异物阻塞、吸入烟雾、会厌炎、药物过量、电击伤、窒息、创伤、心肌梗死、电击伤以及各种原因引起的昏迷。原发性呼吸停止后，心脏仍可在数分钟内得到已氧合的血液供应，大脑及其他脏器也同样可得到数分钟的血供，此时，尚未出现循环停止的征象。当呼吸骤停或自主呼吸不足时，保证气道通，进行急救人工通气非常重要，可防止心脏发生停搏。

（二）心搏骤停

心搏骤停 (cardiac arrest) 时血液循环停止，各重要脏器失去氧供。心跳骤停早期，可出现无效的“叹息样动作”，但不应与有效的呼吸动作相混淆。

四种心律可引起无脉性心搏骤停：心室颤动 (ventricular fibrillation, VF)、快速性室性心动过速 (rapid ventricular tachycardia, VT)、无脉性电活动 (pulseless electrical activity, PEA) 和心脏停搏 (asystole)。

（三）自动体外除颤仪 (automated external defibrillators, AED) 的应用

心搏骤停时的心律失常主要是心室颤动和室性心动过速，最有效的治疗方法是早期电除颤。目前认为，AED是BLS中抢救生命的重要手段之一。经过培训的非专业急救或保健人员均可使用AED。

二、BLS的程序

（一）复苏程序

BLS包括判断技能和支持／干预技术。BLS的判断阶段极其关键，患者只有经过准确的判断后，才能接受进一步的CPR（纠正体位、开放气道、人工通气或胸外心脏按压）。判断患者心搏、呼吸骤停涉及急救人员的反应能力，无论是判断过程，还是随后采取的急救，时间要求非常短暂、迅速，因为时间就是生命。

生存链：美国心脏病协会 (AHA) 用一个四个环的链（所谓“生存链”）来描述VF所致心搏骤停患者复苏时间的重要性。生存链的具体环节：①早期识别和启动急救医疗系统 (emergency medical services, EMS) 或联系当地急救反应系统；②早期由旁观者进行CPR: 立即进行CPR可使VF的心搏骤停患者生存率增加2～3倍；③早期进行电击除颤：CPR联合3～5min内的电击除颤可使生存率增加49％～75％；④早期由医务工作者进行复苏后的高级生命支持。

首先需要判断患者有无反应、呼吸和循环体征。如果发现无任何反应，应首先求救急救医疗服务系统，即尽快启动EMS系统。如果有2名急救者，一名立即实施CPR, 另一名快速求救。

（1）判断患者反应：在判定事发地点宜于就地抢救后，急救人员在患者身旁快速判断有无损伤，是否有反应。如果患者有头颈部创伤或怀疑有颈部损伤，只有在绝对必要时才能移动患者。对有脊髓损伤的患者不适当地搬动可能造成截瘫。

（2）在急救中，如何启动EMS系统，应根据当地的实际情况，事发地点距医院的距离，决定具体实施急救。在美国，发现患者无反应，即启动EMS系统；在欧洲很多国家，是在打开气道，确定无呼吸时才启动EMS系统；在澳洲，急救人员开始建立通气后才启动EMS。

（3）气道：如果患者无反应，急救人员判断患者有无呼吸或通气是否充分时，应使患者取仰卧位，并打开气道。

（4）患者的体位：为实施CPR, 判断复苏效果，须使患者仰卧在坚固的平（地）面上，如果患者面朝下时，应把患者整体翻转，即头、肩、躯干同时转动，避免躯干扭曲，头、颈部应与躯干始终保持在同一个轴面上。将双上肢放置身体两侧，这种体位更适于CPR。

（5）急救者的位置：经过训练的急救者应位于患者一侧，或两人分为两侧，适于急救时人工通气和胸外按压，急救人员应携带AED到场，或准备一有AED即行电除颤。

（6）开放气道：患者无反应／无意识时，肌张力下降，舌体和会厌可能把咽喉部阻塞。舌又是造成呼吸道阻塞最常见的原因，因为舌附在下颌上，因此把下颏向上抬，即舌离开咽喉部，使气道打开。有自主呼吸，吸气时气道内呈负压，也可将舌、会厌或两者同时吸附到咽后壁，产生气道阻塞。如无颈部创伤，可以采用仰头抬颏法开放气道，并清除患者口中的异物和呕吐物，用指套或指缠纱布清除口腔中的液体分泌物；清除固体异物时，一手按压开下颌，另一手食指抠出异物。①仰头抬颏法：为完成仰头动作，应把一只手放在患者前额，用手掌把额头用力向后推，使头部向后仰，另一只手的手指放在下颌骨处，向上抬颏，使牙关紧闭，下颏向上抬动。勿用力压迫下颌部软组织，否则有可能造成气道梗阻，避免用拇指抬下颌。开放气道后有助于患者自主呼吸，也便于CPR时口对口呼吸。如果患者假牙松动，应取下，以防脱落阻塞气道。②托颌法：把手放置在患者头部两侧，肘部支撑在患者躺的平面上，握紧下颌角，用力向上托下颌。如患者紧闭双唇，可用拇指把口唇分开。如果需要进行口对口呼吸，则将下颌持续上托，用面颊贴紧患者的鼻孔。此法效果肯定，但费力，有一定技术难度。对于怀疑有头、颈部创伤患者，此法更安全，不会因颈部动作而加重颈部损伤。

（二）人工呼吸

1．检查呼吸

开放气道后，先将耳朵贴近患者的口鼻附近，感觉有无气息，再观察胸部有无起伏动作，最后仔细听有无气流呼出的声音。若无上述征象，可确定无呼吸。判断及评价时间不得超过10s。多数呼吸或心搏骤停患者均无呼吸，偶有患者出现异常或不规则呼吸，或有明显气道阻塞征的呼吸困难，这类患者开放气道后即可恢复有效呼吸。开放气道后发现无呼吸或呼吸异常时，应立即实施人工通气，如果不能确定通气是否异常，也应立即进行人工通气。

2．人工呼吸 (rescue breathing)

急救人工呼吸时，每次吹气必须使患者的肺充分膨胀。

（1）口对口呼吸：口对口呼吸是一种快捷有效的通气方法，呼出气体中的氧气足以满足患者需求。人工呼吸时，要确保气道通，捏住患者的鼻孔，防止漏气，急救者用口唇把患者的口全罩住，呈密封状，缓慢吹气。每次吹气持续1s以上，确保呼吸时胸廓起伏。如急救者只实施人工呼吸，那么，通气频率应为10～12次/min。开始人工通气次数拟为2～5次/min。

（2）口对气管套管呼吸：气管切开的患者需人工通气时可采用口对套管呼吸，对套管主动吹气，被动呼气，易于操作。如果气管套管梗阻，解除梗阻有困难时，需更换新套管。如放置套管出现困难，应立即从皮肤孔道处人工通气，气管套管的套囊可防止通气时漏气，如果发生漏气，用手或面罩把口鼻紧紧封严即可。

（3）口对通气防护装置呼吸：在工作场所，推荐使用有防护装置的通气，以防疾病相互传播。目前有两类装置，口对面罩和面部防护板，口对面罩是单向阀门，因此，患者呼出气进不到急救者的口中；面部防护板没有呼吸阀门，患者呼出气位于患者面部的防护板之间，通气装置气流阻力要低，以免影响患者呼气。

（4）口对面罩呼吸：用透明有单向阀门的面罩，可将急救者呼气吹入患者肺内，有的面罩有氧气接口，以便口对面罩呼吸时同时供给氧气。用面罩通气时双手把面罩紧贴患者面部，闭合性好，通气效果非常好。口对面罩通气时有两种疗法，一种是头部法，急救人员位于患者头顶部，此法可用于呼吸骤停而非心搏骤停患者，可以看到胸廓起伏，或两名急救人员在行CPR时的通气位置，托下颌时多用此法。另一方法是急救人员位于患者头侧，仰头抬颏法时多用此法，在一人CPR时比较理想，既可通气，又可行胸外按压。

（5）球囊面罩装置：使用球囊面罩可提供正压通气，一般球囊充气容量约为1000ml, 足以使肺充分膨胀，但急救中挤压气囊难保不漏气，因此，单人复苏时易出现通气不足，双人复苏时效果较好。双人操作时，一人压紧面罩，一人挤压皮囊通气。

成人球囊面罩通气应具以下特点：①有入口阀门，允许最大氧气流量30L/min; ②如有减压阀门，须处于关闭状态；③标准的15mm/22mm接口；④有氧气存储器，能保证提供高浓度氧气；⑤具有非重复呼吸出气阀门，而且不能被梗阻；⑥正常环境及高温情况下易于操作，功能良好。如果仅单人提供呼吸支持，急救者位于患者头顶。如果没有颈部损伤，可使患者头后仰或下填毛巾或枕头，使之处于嗅闻位，便于打开气道，一手压住面罩，一手挤压球囊，并观察通气是否充分，双人球囊—面罩通气效果更好；如还有第三人，可通气时压住环状软骨，防止气体充入胃内。

环状软骨压迫法：压迫受害者的环状软骨可以使气管后移，将食管压迫在颈椎上面．防止胃膨胀、降低反流和误吸的危险。环状软骨压迫法通常需要第三名救助者，即一人通气，一人胸外按压，一人按压环状软骨。如果受害者已经丧失意识（如没有呛咳或吞咽反射），即应该使用环状软骨压迫法。其技术操作如下：①食指寻找并固定甲状腺韧带（喉结）；②食指沿甲状腺韧带茎部下滑并触及环状软骨下缘；③用拇指和食指用中等力量把环状软骨向后压。

（三）循环支持

1．检查脉搏

非医务人员检查无脉搏成功率只有10％（对心搏骤停的敏感性差），而对有脉搏者有40％被认为无脉搏（特异性差）。在ECC指南2000中，非医务人员的培训中去掉了脉搏检查，而医务人员的培训中也不再强调。然而，没有证据表明通过呼吸、咳嗽或移动对循环进行检查判断更好。为了使培训更加容易，非医务人员被教授对昏迷没有呼吸的患者要假设其心搏骤停。即使医务人员也需要太长时间检查脉搏，在检查脉搏是否存在时也有困难。医务人员检查脉搏不应超过10s。如果在10s内没有脉搏，立即开始胸外按压。

2．胸外按压

胸外按压是在胸骨下1/2实施连续规则的按压。按压可以使胸内压力升高和直接按压心脏而引起血液流动。尽管正确的实施胸外按压能使收缩压峰值达到60～80mm Hg, 舒张压略低，但颈动脉的平均动脉压很少超过40mm Hg。尽管胸外按压所产生的血流很少，但是对于脑和心肌提供氧气和营养来说却至关重要。

（1）胸外按压的标准方法：胸外按压技术：①固定恰当的按压位置，在胸部正中双乳头之间的胸骨上，用手指按压患者靠近急救者一侧的胸廓下缘；②手指向中线滑动，找到肋骨与胸骨连接处；③将手掌贴在患者胸骨的下半部，另一手掌重叠放在这只手背上，手掌根部长轴与胸骨长轴保持一致，保证手掌全力压在胸骨上，可避免发生肋骨骨折，不要按压剑突；④无论手指是伸直，还是交叉在一起，都不应离开胸壁。

（2）有效按压的标准：①肘关节伸直，上肢呈一直线，双肩正对双手，以保证每次按压的方向与胸骨垂直。如果按压时用力方向不垂直，有可能造成身体滚动，影响按压效果。②对正常形体的患者，按压幅度为4～5cm，为达到有效的按压，可根据体形大小增加或减少按压幅度，最理想的按压效果是触及颈动脉或股动脉搏动。但按压力量以按压幅度为准，而不仅仅依靠触及脉搏。在关于院外胸外按压和院内胸外按压的研究中，有40％按压幅度不够。③每次按压后，放松使胸骨恢复到按压前的位置，血液在此期间可回流到胸腔，放松时双手不要离开胸壁，一方面使双手位置保持固定，另一方面，减少直接对胸骨本身的冲击力，以免发生骨折，按压频率为100次/min。④按压与放松间隔比为50％时，可产生有效的脑和冠状动脉灌注压。⑤在按压周期内，保持双手位置固定，不要改变手的位置，也不要将手移离胸壁，每次按压后，使胸廓重新恢复到原来的位置。

研究人员在2005年共识会议上就胸外按压达成几项共识：①CPR中“有效”的胸外按压对推动血流形成是必需的，以触及颈动脉或股动脉搏动为有效。②为了使按压“有效”，按压时应“有力而快速”。成人复苏按压为100次/min，按压的幅度约4～5cm。每次压下后胸廓完全弹回，保证松开的时间与压下的时间基本相等。③按压中尽量减少中断。④按压与人工呼吸最好的协调方法和最佳的按压／通气比值对生存率和神经系统转归仍需进一步研究。

有效的CPR是复苏成功的关键，专家们更强调不间断地进行心脏按压，因此间断按压和通气时未能按压的因素尤为重要。这涉及两个问题：一是按压／通气比例；二是电除颤中分析心律与电击时所占的时间。

指南2005中制定：无论单人或双人，按压／通气比例均为30:2，但在婴幼儿和儿童救助者所使用的比例为15:2。心脏按压频率为100次/min。指南2000中建议无论单人或双人CPR, 按压／通气比例均为15:2，这样用于人工通气的时间太长，且实际CPR操作中很难完成按压频率达100次/min的规定目标，因此新的建议按压／通气比例为30:2。

救助者应该练习正确的按压，数分钟更换，以减少疲劳对胸外按压的幅度和频率的影响。救助者的疲劳可能会导致按压的力度和幅度不够。在CPR开始后1min就可以观察到明显疲劳和按压减弱，但复苏者可能在开始后5min还否认疲劳。如果有两名或更多的救助者，应该每2min更换按压者（或在5个比例为30:2的按压与人工呼吸周期后）。每次更换尽量在5s内完成。如果有两名救助者位于患者的两边，其中一名应做好准备每2min接替“按压操作者”。

3．仅胸外按压CPR (compression-only CPR)

在成人心搏骤停的CPR中，仅有胸外按压而没有人工呼吸的转归也明显优于没有CPR。经过研究发现，医务人员和非医务人员一样不容易给陌生的心跳骤停者进行口对口人工呼吸。在一些观察性研究中发现，由非医务人员进行胸外按压的心跳骤停患者的转归优于没有CPR者，但转归最好的仍然是按压和人工呼吸均有。一些动物实验研究和临床证据的推断表明在室颤型心跳骤停 (VF sudden cardiac arrest, VF SCA) 成人患者进行CPR, 最初的5min内人工呼吸并非必需的。

胸外按压时的心排出量只有正常的25％，因而，也减低了维持通气血流比例所需的通气量。如果气道开放，偶尔的喘息和胸廓被动活动也可能提供气体交换。尽管最佳的CPR是按压和人工呼吸均有。但由于非专业人员也许不能或不愿意进行人工呼吸，那么应该鼓励其进行只有胸外按压的CPR。

4．电除颤

除颤是指发出电流通过胸部到达心脏使心肌细胞除极化并终止室颤的过程。除颤仪能量设置提供了终止室颤所需的最低有效能量。

电除颤成功经典的定义是电击后终止室颤至少5s。电击成功后屡次出现室颤不应视为除颤失败。除颤显示的电击成功不应与复苏成功相混淆，例如心脏有效灌注节律的恢复、存活至入院或存活至出院等。尽管复苏表现（包括存活）会受到除了电击之外的许多因素的影响，但除颤程序必须争取改善病人的存活，而不应仅仅以电击成功为目的。

根据除颤波形的不同，现代除颤仪分为两种类型，即单向型和双向型。虽然单向波形除颤仪先应用于临床，但现在AEDs和人工除颤仪都倾向于使用双向波除颤。不同的装置具有不同的能量级。而且无论是单向还是双向波形都与自主循环恢复 (return of spontaneous circulation, ROSC) 的比例或心脏停搏后存活至出院的比例无关。

单向电击的首次电击效率低于双向电击的首次电击效率。尽管两者的最佳除颤能量都未确定，但专家们认为，使用单向电流除颤仪除颤时推荐一开始即应用高能量除颤。急救者使用单向AEDs除颤时应该一开始就用360J进行除颤已经得到一致认可，如果第一次电击后VF仍持续存在，则第二次以及以后的电击均应予360J。单向电流电击的单一能量旨在简化营救人员的操作程序，医务人员必须经常练习以使CPR和除颤有效协调。

采用双向截断指数波形首次电击时可选择150～200J, 或者采用直线双向波形第一次除颤时选择120J, 而第二次和后续除颤则应选择相同或更高的能量。如果采用单向波除颤仪，则所有电击均应选择360J。如果一次电击就终止 VF但后来又出现心脏停搏，那么以后的电击应该选择先前成功除颤的能量值。

成人发生室颤配合CPR实施电除颤可增加ROSC和出院存活率，特别是AED可改善院前心脏猝死患者近期或远期的预后。VF持续超过1min, 心肌的氧和代谢物就会耗竭。短期胸外按压可以提供氧和能量物质，使除颤后（VF终止）恢复灌注心律的可能性增加。电击成功的VF波型特点预测分析表明，胸外按压和电击间隔时间越短，除颤成功的可能性越大。减少按压到电击的时间间隔，即使是几秒钟，也能增加电击成功的可能性。救助者胸外按压时尽量避免因节律分析和电击造成按压中断并随时准备重新CPR。当有两名营救者在现场时，一旦按压者将手离开病人的胸部，操作AED者应立即电击．同时不能和病人有任何身体接触。而只有一个营救人员时，则应该熟练地联合应用CPR和AED。

当出现VF或无脉室速 (pulseless ventricular tachycardia) 时，急救者应该首先进行胸外按压，然后予以1次电击并立即恢复CPR, 5个循环的CPR后（约2min），应利用AED分析心律，必要时进行另一次电击，当电击后心律存在时，胸外按压一般也不会诱发 VF。


 第二节　呼吸与循环的支持方法

一、供氧与气道管理

（一）供氧

心肺复苏时立即进行人工呼吸，急救者吹入患者肺部的气体是含0.16～0.17氧浓度 (FiO2)的空气，理想时肺泡内氧分压可达10.7kPa (1kPa=7.5mm Hg)。心搏骤停或CPR时，心排血量低、氧释放障碍及动静脉血氧分压差值较大均导致组织缺氧。其他因素还包括通气异常致肺内分流和呼吸系统疾病、组织缺氧导致无氧代谢和代谢性酸中毒、化学药品和电解质治疗对酸碱平衡产生影响。

基于上述原因，基本生命支持 (BLS) 和进一步生命支持 (ACLS) 时推荐吸入纯氧，高的氧分压可以增加动脉血中氧的溶解度，进而加大循环氧的输送（心排血量×血氧浓度），短时间吸入纯氧治疗有益无害，而只有长时间吸入高浓度氧才会产生氧中毒。

（二）人工通气

1．面罩通气

对训练有素的急救人员来说，一个适合的面罩可有效、简便地进行人工通气。透明面罩便于观察到胃的反流。面罩封严面部，同时罩住口鼻，但有一个提供氧的入口和15～22mm大小的连接头，备有不同型号的面罩以适合成人及儿童使用。用口—面罩通气，推荐采用单向阀装置，可避免患者的呼出气体与急救者口腔接触，与球囊—面罩相比，更宜于控制潮气量。急救人员位于患者头端处能使口—面罩密封效果最好，用嘴密封面罩进气孔对患者吹气，用双手固定面罩，将头部侧倾，保持气道通畅。

2．球囊—瓣装置通气

球囊—瓣装置由球囊与阀瓣组成，可连用在面罩、气管导管以及其他可选择气道连接装置。最常用的是球囊—面罩，可每次提供通气容量约1600ml, 但这远远超过CPR所需的潮气量 (10ml/kg)。如过度通气会引起胃膨胀，其次是反流与误吸。几项研究显示，急救人员可用球囊—阀装置或面罩，在非气管插管情况下调整适当的潮气量 (6～7ml/kg)。

为最恰当地使用球囊—瓣与球囊—面罩，复苏人员必须位于患者的头侧，一般应使用经口气道，假如没有颈部损伤，可将患者的头部抬高，保持适当位置。吹入一次潮气量的时间一般不少于2s。缓慢、均匀供气可最大限度地避免胃膨胀的可能性。球囊—阀装置也可与任何其他气道连接。如气管插管、喉罩气道、食管—气道通气道。恰当地使用需要训练、实践与理论提高。

3．转运中通气

患者转运通气装置 (ATVs) 是为院前救治而设计，从20世纪80年代初开始在欧洲使用，而这一概念美国接受的较慢，部分原因是因为通气与胸外按压不能同步进行，但这种看法并不正确。对非插管患者行机械通气呼吸，胸外按压容易进行，一旦需要急救人员控制气道只需让另外的急救人员将通气机打开。另外，插管患者通气与胸外按压无需保持同步。

ATVs有很多优点。院内转运通气装置与自动充气球囊通气装置相比，两者均能保持满意的分钟通气量及动脉血气体交换，而球囊通气只有在行通气量与潮气量监测的条件下才能保持准确。虽然不十分精确，但在没有潮气量与分钟通气监测的条件下，ATVs通气方式是很有效的。有研究提示，ATVs在院前急救的气管插管患者中和其他设备一样有效。另外，有关ATVs在呼吸骤停非气管插管患者机械通气的模式及动物实验表现出明显的优越性。

目前在选择通气方法时，ATVs技术拥有很大的优势：①对气管插管患者，可使急救人员能同时完成其他工作；②在非气管插管患者，急救人员可用双手固定面罩和维护气道开放；③用一只手即可保持面罩所需密封压力；④一旦应用，ATVs可提供特定的潮气量、呼吸频率以及通气量。研究证实，与其他方法比较，包括与口—面罩、球囊—面罩以及手控通气装置比较，当使用ATVs时可改善肺膨胀以及减少胃膨胀。

使用ATVs的缺点是需要氧源与电源。此外，ATVs一般不适用于5岁以下的儿童。因为ATVs需要用氧源与电源，而自动膨胀气囊—阀装置或其他简易面罩在氧源耗尽或无氧源与电源时均可使用。院前救治使用的ATVs应该是简易采用时间或容量控制，避免压力控制模式。在肺阻力变化时（10％以内）输送的潮气量相对恒定，气体消耗应＜5L/min。ATVs至少应具备以下特点：①1个轻便的标准接头，可与面罩、气管插管以及其他种类的气道连接；②重量轻（4kg以下）、结构紧凑、设计简单、便于携带；③在极度温度下照常工作；④吸入压限制在5.88kPa（1kPa=10.20cm H2
 O），调整的范围在1.96～7.84kPa, 使用者易于评估；⑤当吸入压超出限制自动报警时，提醒急救人员有气道高阻力或肺脏低顺应性，应减小潮气量；⑥在呼吸器内的循环气体容量维持在最小；⑦提供0.5～1.0的FiO2
 ；⑧吸气流量成人为30L/min，儿童为15L/min； 吸气时间成人为2s, 儿童为1s； 一旦患者实施气管插管或其他气道支持，可调节吸气时间与流量；⑨呼吸频率成人为10次/min，儿童为20次/min； 一旦患者实施气管插管或其他气道支持，可调节呼吸频率。

院前与转运计划的指导要求只有接受过培训的人员才能实施ATVs通气。使用的监测和复杂的频率是保证ATVs通气安全与有效的保证。

4．辅助气道

（1）口咽气道　口咽气道在浅昏迷而不需要气管插管的患者应予保留使用，但应注意其在口腔中的位置，因为不正确的操作会将舌推至下咽部而引起呼吸道梗阻。清醒患者用口咽气道可引起恶心、呕吐，或由呕吐物引起喉痉挛。受过适当训练的人员才可使用口咽气道。

（2）鼻咽气道　鼻咽气道在牙关紧闭、咬伤、颞颌关节紧闭、妨碍口咽气道置入的颌面部创伤时是很有用的。对疑有颅骨骨折的患者使用鼻咽气道要谨慎。在浅昏迷患者，鼻咽气道比口咽气道的耐受性更好。鼻咽气道置入可引起鼻黏膜的损伤而致出血，如果导管过长，可刺激声门引起喉痉挛、恶心及呕吐。如应用其他气道辅助物，使用人员需要有训练—实践—再训练的过程。

（3）可选择的气道　对有些患者不宜行气管插管或急救人员经验太少时，可选择气道导管盲目插入气道，可能比明视下气管插管更简单有效。可选择的气管导管包括喉罩气道 (LMA)、食道气管导管 (ETC) 和咽气管导管 (PTL)。经过适当训练，在心搏骤停时与面罩相比，LMA和ETC可提供更好的通气条件。

1）ETC:ETC有两个腔及气囊，盲目将其置入声门，确定远端开口的位置，患者即可通过近端开口通气。其构造是一个腔在下咽部侧孔进行通气，远端为封闭的盲端；另一个腔的远端开口类似气管导管。当咽部的气囊在舌与软腭间膨起，ETC滑入预定位置，从舌咽部进入下咽部。因为导管的硬度、弧度、形状以及咽部的结构，导管一般首先进入食道。当导管上的刻度位于牙齿之间时插管完成，然后使咽部与远端的球囊膨胀，使其位于在口咽部上面和食管下面的球囊之间。

与面罩相比，ETC的优点如同气管插管与面罩之间比较一样明显，隔离气道、降低误吸及更可靠的通气。在学习和掌握置管技巧上ETC较气管插管有明显的优点。因为置入喉镜与暴露声门在ETC是不必要的。在通气与氧合方面ETC都可与气管插管相比，置管成功率在69％～99％。因此，当急救人员必须要有气道管理的策略，插管没有保证时，就不能保证首选插管进行通气。

ETC致命的并发症是其在食管或气管的远端腔位置不正确。另外可能发生的并发症是食管损伤，在一份1139例的调查中有8例出现了继发性气肿，4例由尸检发现，2例出现食管撕裂伤。为提高插管成功率，减少并发症，急救人员应接受必要的训练并在仪器上加以实践。

2）LMA: 喉罩是由一根通气导管和远端一个卵圆形可充气罩组成，LMA被置入咽部，在远端开口进入下咽部感觉有阻力时，向罩内注入适量空气，密封喉部，即可进行通气。与面罩相比，喉罩通气更安全可靠，虽然不能绝对保证LMA能防止误吸，但研究已证实，LMA与面罩相比反流发生率确实低很多，误吸很少见。与气管插管相比，LMA同样可提供通气，训练置放的位置LMA更简单，因为置入LMA不需要使用喉镜和暴露声门。对于可能存在颈部损伤或为进行气管插管所必需的位置达不到时，LMA可能具有更大的优势。

研究调查由护士、呼吸病治疗人员、求救急救医疗服务 (EMS) 人员使用LMA的情况发现，他们当中很多人从没有使用过LMA及气管插管，其插管成功率也会为64％～100％。即使置入LMA, 也有部分患者不能通过LMA通气，因为置管与通气没有保证。采取有效的气道管理策略是非常重要的。

3）PTL:PTL是一种双腔管结构，类似ETC。插管盲插入咽喉，进入气管或食道，然后评估它的位置，患者通过恰当的腔通气。这种方法在1992年才开始使用，易于掌握，但不如ETC容易，目前还没有广泛使用。

4）充气口咽道通气 (COPA) :COPA在1992年才出现，虽然当初是为存在自主呼吸的麻醉患者而设计，但它在复苏中也很有用处。此装置在口—咽通气道的基础上，远端加一套囊并有一个15mm的接头。近来研究表明，COPA使用容易，为在复苏期间没有受过这方面训练的人提供了一种有效的气道管理的方法。

5．气管插管

在缺乏气道保护的复苏时，尽可能进行气管插管。气管插管前应先给患者吸氧。如果患者存在自主呼吸，应先让患者吸高浓度氧3min。如自主呼吸不足，应使用球囊—面罩辅助呼吸。

近年来，通气时常应用气管插管是因为它可保证通气，便于吸痰，保证吸入高浓度氧，提供一种给药途径，准确控制潮气量，保证胃内容物、血液及口腔黏液不误吸入肺。患者病情以及复苏环境的复杂性，要求实施者有很高的技能与经验。如果没有足够的初始训练以及实践的经历，可能会产生致命的并发症。

反复插管及插管失败都可影响心搏骤停复苏的预后。在EMS系统中因操作机会少，气管插管的失败率高达50％。气管插管可引起下列并发症：口咽黏膜损伤，肺脏长时间无通气，耽误胸外按压，误插入食管或分支气管。

气管插管的指征包括：①复苏人员用非侵入性措施无法保证昏迷患者的通气方法；②患者缺少保护性反射（如昏迷、心搏骤停等）。在插管操作时，人工呼吸支持停止时间应少于30s。如果插管时间超过1min, 必须调节通气及氧浓度。如果患者有循环，插管中需要连续监测经皮氧饱和度和心电图。在有第二位急救人员时，应在插管期间持续行负压吸引，以免胃内容物反流吸入肺内，确保气管插管在气管开口处，并用拇指与食指从右至左固定环状软骨，压力不能过大，否则会梗阻气道或影响气管插管。固定环状软骨保持至气管导管的套囊充气，向后、向上、向右 (BURP) 的技术在暴露声门时很有用途。

确定气管导管位置的基本方法：气囊—阀单元开始通气，必须立即确定导管的位置。①当气囊压缩时，行上腹部听诊，观察胸廓的运动。如果听见胃内吹哨音或见胸廓无运动，说明导管已经进入食管，不要再进行通气，应拔除导管重新插管。再次插管前经气囊给予纯氧15～30s后进行。②如果胸廓运动正常，胃部未及气过水音，应进行双肺听诊，先听双肺前部及中部，然后再听胃部。听到呼吸音后应进行医疗纪录，如果存有任何疑问，应立即停止导管通气。③如果对导管的位置有怀疑，可使用喉镜直接观察导管是否在声门里。如果导管在声门里，应再次确定导管在前牙的刻度。④在通过传统的方法确定导管的位置后，可使用先进的监测仪器再次予以确定。⑤一经确定插管成功，应使用口咽道或牙垫防止患者咬破或阻塞导管。

进一步精确判定气管导管位置的方法：①呼气末CO2
 检测：检测呼气末CO2
 浓度可提示气管导管位置。如果检测仪显示CO2
 缺乏，意味气管导管不在气管内，尤其是存在自主呼吸时。有时存在假阳性的情况（气管导管确实在气管里，而仪器提示在食管中，而导致气管导管不必要的拔除），因为心搏骤停患者伴有回心血量减少或死腔增大时（如重度肺气肿）可致呼气末CO2
 减低。持续呼气末CO2
 监测在插管后数秒钟内即可判定插管是否成功。这种检测也可判定是否出现气管导管脱落，而这种情况在院外转运的患者中很容易发生。②食管检测：此仪器在气管导管末端产生吸引力，如果气管插管在食管中，这种引力推压食管黏膜阻碍检测仪的末端，阻止检测仪活塞的运动或使吸引囊再次膨起。

呼气末CO2
 检测仪在肺灌注正常时可靠性很高，并可用于患者气管插管的评估。但在心搏骤停时，因肺循环血流极低，以致呼气末CO2
 浓度过低。所以，此时不能通过呼气末CO2
 判断气管导管的正确位置，而用食管检测仪是提供第二个确定气管导管位置的方法。

确定气管导管在气管内后，为避免导管进入右侧主支气管，仔细听诊是必要的。一经调整好气管导管的位置，记录导管在前牙的刻度，即置入口咽通气道或牙垫。气管插管后，心跳呼吸骤停的患者呼吸频率可保持在12～15次/min。气管插管后，通气时不必保持自主呼吸与胸廓挤压的同步。

确定及固定好导管后，应行胸部X线检测以确定导管是否在气管隆突的上方。在患有严重阻塞性肺疾病的患者常伴有呼气阻力增加，注意不要诱发气道塌陷，引起内源性呼气末正压 (PEEP)。在低容量患者可引起低血压，应降低呼吸频率（6～8次/min），使之有更多的时间进行气体交换。

二、循环支持方法

有许多新兴的CPR技术可改善血液灌注，包括插入性腹部挤压CPR (IAC-CPR)、高频（快速按压率）CPR、主动性加压—减压CPR (ACD-CPR)、同步通气—按压CPR (SVC-CPR)、阶段性胸腹加压—减压CPR (PTACD-CPR)、气背心CPR、机械（活塞）CPR和有创CPR。与标准CPR相比，CPR辅助方法通常需要更多的人员，而且需接受额外训练并配备辅助设施。额外的力量可能会使CPR时的血液流动增加20％～100％，但这一水平仍显著低于心脏的正常输出量，在心搏骤停CPR早期，应用辅助方法益处最大，因此辅助方法的使用应限于医院内。不能把辅助方法作为延期复苏或ACLS失败后的补救措施，这样做无任何益处。目前尚未发现有哪一种辅助措施在院前BLS救治中的应用效果优于标准CPR。

1．机械（活塞）CPR

按压胸骨的机械装置不是人工胸外按压的替代物，而是由受过专门训练的人员使用的辅助措施，可进行最佳按压，减少复苏人员疲劳，延长复苏时间，但仅限于成人使用。所有机械胸外按压装置的缺点都是安装和启动仪器时可能会中断胸外按压。机械按压器可手动操作也可自动操作。

手动操作的胸外按压器可简单地提供有效胸外按压。自动胸外按压器如同一个安放在垫板上的气泵活塞。该仪器可预设程序，实施标准CPR, 包括按压／通气比为5:1，按压时间占整个周期的50％，以及其他标准比例。关于本方法与其他CPR (标准CPR、CD-CPR和SVC-CPR) 相比对血流动力学的影响情况，各种动物实验和临床研究的结果并不一致。最近的两项临床研究证实，机械CPR时呼气末CO2
 值优于标准CPR。有限的临床资料显示，机械CPR与标准CPR相比，救治心跳骤停患者的存活率无改善。

机械装置的一个优点是始终保持一定的按压频率和按压幅度，从而消除了由于操作者疲劳或其他因素引起的操作变动。但也存在如下缺点：胸骨骨折，价格昂贵，体积重量的限制而难以搬动，活塞脱位等。仪器放置或操作不当会造成通气和（或）按压不充分。此外，按压器加在胸部的重量会限制减压时胸部回弹和静脉回流，尤其在发生单根或多根肋骨骨折时更为明显。关于机械复苏器能否比标准CPR更好地改善血流动力学指标和存活率，尚缺乏一致性报道。在进行人工胸外按压困难时，如转运途中或人员不足时，机械复苏可替代标准人工CPR。

2．有创CPR

直接心脏按压是一种特殊的复苏方法，可能会为脑和心脏提供接近正常的血流灌注。实验研究表明，心搏骤停早期，经短期体外CPR无效后，直接心脏按压可提高患者的存活率。虽相关的临床研究较少，但有证据表明，开胸心脏按压对血流动力学会产生有利影响。但是如果时间延迟（心搏骤停25min以后），再使用本方法并不会改善抢救结果。有一项非随机对照试验表明，开胸直接心脏按压可提高ROSC。

急诊开胸心脏按压必会导致部分患者的死亡，因此进行这一操作需要有经验的抢救队伍，并能在事后给予最佳护理。故不建议心搏骤停患者常规开胸抢救，尤其不能把这一方法作为长时间复苏的最后努力。进行研究以评价心搏骤停救治早期开胸治疗的效果是必要的。

临床行开胸心脏按压的指标已有了改变，以前建议的指征包括非穿透性钝性创伤所致的心跳骤停。而目前认为，与钝性腹部损伤有关的心跳骤停对有创性复苏无反应，不应作为适应证。开胸的指征是胸部穿透伤引起的心跳骤停，其他应考虑开胸复苏的情况还包括：①体温过低，肺栓塞或心包填塞；②胸廓畸形，体外CPR无效；③穿透性腹部损伤，病情恶化并发生心搏骤停。可见开胸心脏按压只可用于某些特殊情况，而不应作为复苏后期的最后补救措施。

有人提出，急诊体外循环也可作为心搏骤停治疗的循环辅助措施，该方法通过股动脉和股静脉连接旁路泵而不必开胸。试验研究显示，救治延迟的心跳骤停时，体外循环可改善血流动力学状况和存活率。临床研究证实，体外循环治疗了一些特殊的可逆转因素（如药物过量或中毒）造成的心跳骤停。但迄今为止，尚未见有显著性结果的报道。


 第三节　进一步生命支持

BLS成功的标志是自主循环恢复 (return of spontaneous circulation, ROSC)，相继需要进行ACLS, 也就是进一步的生命支持，以及处理复苏后的问题。

一、心脏骤停时的药物应用途径

心脏停搏时，用药基于其他方法之后，如急救人员应首先开展基本生命支持 (BLS) 如适当的气道管理，而非先应用药物。开始BLS后，应尽快建立静脉通道，同时考虑应用药物抢救。

（一）中心静脉与外周静脉用药

心脏停搏前，如无静脉通道，应首选建立周围静脉（肘前或颈外静脉）通道，建立颈内或锁骨下静脉等中心静脉通道往往会受胸外按压术的干扰。但外周静脉用药较中心静脉给药的药物峰值浓度要低，起效循环时间较长。外周静脉给药到达中央循环时间需1～2min, 而通过中心静脉给药时间则较短。但外周静脉穿刺易操作，并发症少，且不受心肺复苏术的干扰。在复苏时，行周围静脉快速给药能立即开始，而且在10～20s内快速推注20ml液体，可使末梢血管迅速充盈。

如果电除颤、周围静脉给药均未能使自主循环恢复，在急救人员有足够经验的前提下，尽管有中心静脉穿刺禁忌证，可能出现并发症，但权衡利弊，仍要考虑放置中心静脉导管。对接受溶栓治疗的患者行中心静脉穿刺更可能发生并发症，行中心静脉穿刺时血管无法压迫，无论是否穿刺到血管，均视为相对禁忌证，如果有明显出血和血肿就作为绝对禁忌证。对要行药物再灌注治疗的患者应尽量避免做中心静脉穿刺。

（二）气管内给药

如在静脉建立之前已完成气管插管，肾上腺素、利多卡因和阿托品都可通过气管给药，其用药量应是静脉给药的20～25倍，并用10ml生理盐水或蒸馏水稀释。蒸馏水比生理盐水在气管内的吸收更好，但对氧分压 (PaO2
 ) 的不良反应影响大。在气管末端插入导管，停止胸外按压，迅速向气管喷药，经过几次快速喷药形成可吸收的药雾后，再重新行胸外按压。

二、心脏骤停时的药物应用

没有早期有效的CPR和及时的除颤，复苏药物并不能增加存活率。

（一）肾上腺素

盐酸肾上腺素适用于心搏骤停的病人，主要因为具有α-肾上腺素能受体激动剂的特性。肾上腺素的肾上腺素能样作用在心肺复苏时可以增加心肌和脑的供血，但是其β-肾上腺素能样作用是否有利于复苏尚有争议，因为该作用能增加心肌作功和减少心内膜下的血供。

曾有四个临床实验比较了大剂量肾上腺素与标准剂量肾上腺素的疗效，结果表明，大剂量组 (0.07～0.20mg/kg) 的自主循环恢复率增加，但是出院病人的存活率无明显改善。有意义的是，却没有一个实验发现应用大剂量肾上腺素会导致明显心脏损害。依据这一结论，1992年美国心脏协会 (AHA) 的心肺复苏指南仍建议首次静脉推注肾上腺素的剂量为1mg，而且提出两次应用肾上腺素的时间间隔为3～5min。如果应用1mg肾上腺素无效，可以静脉推注较大剂量肾上腺素，其方式可以逐渐增加剂量 (1,3,5mg)，直接使用中等剂量（每次5mg，而不是原来的1mg），也可根据体重增加剂量 (0.1mg/kg)。

总之，初始大剂量的静脉应用肾上腺素可以增加心搏骤停病人的冠状动脉灌注压，改善自主循环的恢复率，但同样也可能导致复苏术后心肌功能不全。开始治疗时应用更大剂量的肾上腺素不能改善长期预后和神经系统的副作用，但没有证据表明大剂量肾上腺素可以导致明显的危害。目前不推荐常规大剂量静脉应用肾上腺素，如果1mg肾上腺素治疗无效时可以考虑应用，但是否需要使用大剂量肾上腺素治疗目前尚无定论。

肾上腺素气管内给药吸收作用良好，合理给药剂量尚不清楚，但至少应是静脉内给药的2～2.5倍。因心内注射可增加冠脉损伤、心包填塞和气胸的危险，同时也会延误胸外按压和肺通气开始的时间，因此，仅在开胸、其他给药方法失败或困难时才考虑应用。心肺复苏时静脉应用肾上腺素的方法为每3～5min给药1mg，每次从周围静脉给药时应该稀释成20ml, 以保证药物能够到达心脏。

肾上腺素作为一种血管收缩药，还可用于那些有应用血管收缩药适应证的非心搏骤停患者。例如，对有症状的心动过缓患者，当阿托品和经皮起搏失败后，肾上腺素可以考虑应用。用于非心搏骤停患者，肾上腺素1mg加入500ml生理盐水或5％葡萄糖液中持续静滴，对于成人其给药速度应从1μ
 g/min开始，逐渐调节至所希望的血流动力学效果 (2～10μ
 g/min)。

用于心搏骤停患者，抢救心搏骤停患者时，可能需要连续静滴肾上腺素，其给药剂量应该与标准静脉推注的剂量 (1mg/3～5min) 相似。可以将1mg肾上腺素加入250ml生理盐水中，给药速度应从1μ
 g/min开始加至3～4μ
 g/min。为减少发生液体渗漏的危险并保证好的生物利用度，持续静脉滴注肾上腺素时应该建立大静脉通道。

（二）血管加压素

血管加压素实际上是一种抗利尿激素。当给药剂量远远大于抗利尿激素效应时，它将作为一种非肾上腺素能样的周围血管收缩药发挥作用。血管加压素是通过直接刺激平滑肌V1受体而发挥作用。平滑肌的收缩可产生一系列的生理效应，包括皮肤苍白、恶心、小肠痉挛、排便感和支气管痉挛，对女性还可引起子宫收缩。如果动脉给药，血管加压素因其对血管的收缩作用，对食道静脉曲张破裂出血有良好的治疗效果。此外，在腹部血管造影时，血管加压素可以促进胃肠道平滑肌收缩，减少肠道内气体的影响。对意识清楚的冠心病患者并不建议使用该药，因为该药增加周围血管阻力作用可诱发心绞痛的发作。在正常循环的模型中，血管加压素的半衰期为10～20min, 这较心肺复苏时肾上腺素的半衰期要长。

复苏成功患者的内源性血管加压素水平明显高于未能建立自主循环者。这一发现说明，外源性血管加压素可能对心搏骤停患者有益。短暂心室颤动后行CPR时，血管加压素可增加冠脉灌注压、重要器官的血流量、室颤增幅频率和大脑氧的输送。类似结果也在心搏骤停和电机械分离较长时间后出现。而且血管加压素在自主循环恢复后不会造成心动过缓。

CPR时血管加压素与V1受体作用后可引起周围皮肤、骨骼肌、小肠和脂肪血管的强烈收缩，而对冠脉血管和肾血管床的收缩作用相对较轻，对脑血管亦有扩张作用。因该药没有β-肾上腺素能样活性，故CPR时不会引起骨骼肌血管舒张，也不会导致心肌耗氧量增加。联合应用血管加压素和肾上腺素与单独应用血管加压素相比，两者对左心室心肌血流量的影响相似，前者可以显著地降低脑血流量。尽管在CPR时血管加压素可以降低猪和人的血清儿茶酚胺水平，但目前尚不能肯定该药可以降低心肌耗氧量。

重复给予血管加压素对维持冠脉灌注压高于临界水平的效果较肾上腺素好，而这一压力水平的维持与自主循环的恢复密切相关。在复苏后期，血管加压素不增加心肌耗氧量，因由压力感受器介导的心动过缓（对一过性高血压的反应）保持不变。而且此时心脏指数的降低是一过性的，在不用其他药物治疗的情况下可以完全恢复。尽管，复苏成功患者应用血管加压素后可以导致内脏血流的减少，CPR后静滴小剂量的多巴胺可在60min内恢复血流至基础状态。

总之，血管加压素是一种有效的血管收缩药，可以用来治疗伴有顽固性休克的室颤患者，可作为除肾上腺素外的另一种备选药物。血管加压素可能对心跳停搏和电机械分离有效。对于应用肾上腺素后仍未恢复心率的患者，应用该药可能有效，但无足够的资料来评价血管加压素对这类患者的有效性和安全性。

（三）去甲肾上腺素

去甲肾上腺素是一种血管收缩药和正性肌力药。药物作用后心排血量可以增高，也可以降低，其结果取决于血管阻力大小、左心功能的好坏和各种反射的强弱，例如颈动脉压力感受器的反射。去甲肾上腺素经常会造成肾血管和肠系膜血管收缩。严重低血压（收缩压＜70mm Hg）和周围血管低阻力是其应用的适应证，其应用的相对适应证是低血容量。应该注意该药可以造成心肌需氧量增加，所以对于缺血性心脏病患者应谨慎应用。

去甲肾上腺素的具体用法：将去甲肾上腺素4mg或重酒石酸去甲肾上腺素8mg（2mg重酒石酸去甲肾上腺素效价与1mg去甲肾上腺素相同）加入250ml含盐或不含盐的平衡液中，产生16μ
 g/mL去甲肾上腺素液或32μ
 g/mL重酒石酸去甲肾上腺素液。去甲肾上腺素起始剂量为0.5～1.0μ
 g/min，逐渐调节至有效剂量。顽固性休克患者需要去甲肾上腺素量为8～30μ
 g/min。需要注意的是给药时不能在同一输液管道内给予碱性液体，后者可以使药物失活。如果发生药物渗漏，尽快给予含5～10mg酚妥拉明的盐水10～15ml, 以免发生坏死和组织脱落。

三、心律失常与药物治疗

（一）血流动力学稳定——宽QRS波形的快速心律失常

宽QRS波形心动过速的诊断较难，医生必须明确其诊断，以便能准确判定宽QRS波心动过速是否稳定并需加以处理。其标准如下：①静息状态下，常规心动过速的心室率大于窦性心动过速的心率120次/min上限；②QRS波形态均一，宽度＞120ms；③无意识障碍或组织低灌注的症状。

患者血流动力学须维持稳定，以便有时间明确心律失常的诊断或前往医院确诊。抗快速心律失常的药物同时也有降血压作用，故此类患者应维持足够的血压水平以便使用抗心律失常药物治疗，如药物引起低血压需立即行电转复终止异常心律。常见的宽QRS波心动过速包括：①VT；②伴随室内传导阻滞的室上性心动过速，包括窦性心动过速、异位或折返性房性心动过速、伴房室传导阻滞的房扑、房室结折返性心动过速和交结性心动过速；③与旁路有关的过早激动性心动过速，包括房性心动过速、房扑和房室折返性心动过速。

（二）宽QRS波形快速心律失常的治疗

以往对成人宽QRS波心动过速的治疗，无论是否是室上性，均应用利多卡因。但《国际心肺复苏指南2000》强调：对血流动力学稳定的患者，应该明确诊断心律失常的性质。治疗原则的改变基于对宽QRS波心律失常治疗的两条原则：①如是室性心律失常，利多卡因治疗可使其逆转为窦性心律；②如是室上性心律失常，则用腺苷转复。指南中，专家们认为腺苷在宽QRS波心律失常治疗中已应用过度，特别对利多卡因疗效欠佳的室性心律失常，腺苷的过度应用常会延误其他更有效的治疗。

情况允许时，应尽可能区分血流动力学稳定的VT与变异的室上性心动过速。有冠心病或其他心脏病史的患者多发生VT, 而以往有心脏节律异常、旁路传导、提前激动的束支传导阻滞或频率依赖的束支传导阻滞的患者，如出现宽QRS波，心律失常多提示为室上性心动过速。

12导联心电图：在药物复苏前、复苏过程中和药物复转为正常心律后，均应作12导联心电图。心电图的QRS波形态有助于区分室上性心动过速与VT, 但确诊需要经验。如果12导联心电图诊断价值不大，在设备及人员允许的情况下，经食管心电检测对诊断会有帮助。仔细分析12导联心电图、心电监测及经食管心电监测有助于识别房室分离现象、心房电活动（P波）与心室电活动（QRS波）。宽QRS波心动过速对判断是室性或是室上性非常关键，常见的错误是将VT误诊为变异性室上性心动过速，而采用治疗变异性室上性心动过速药物治疗VT。

1．利多卡因

利多卡因是治疗室性心律失常的常用药物，对AMI患者可能更为有效。发生AMI时，预防性使用利多卡因可减少早期VF的发生，但并不能降低病死率。因该药的中毒剂量和治疗剂量接近，故并不建议AMI患者常规预防性使用利多卡因。在没有除颤设备的情况下，如果是单支病变的AMI或心肌缺血，若出现频发室性期前收缩 (PVC) 可给予利多卡因。基于这一用法，有学者认为利多卡因还可用于：①电除颤和给予肾上腺素后仍表现为VF或无脉性VT；②控制已引起血流动力学改变的PVC；③血流动力学稳定的VT。在上述情况下，利多卡因只作为其他药物无效时的第二选择（胺碘酮、普鲁卡因酰胺和索他洛尔）。给药方法：心脏停搏患者，初始剂量为静注1.0～1.5mg/kg, 快速达到并维持有效浓度。顽固性VT或VF, 可酌情再给予1次0.50～0.75mg/kg冲击量，3～5min内给完。总剂量不超过3mg/kg (或＞200～300mg/h)。VF或无脉性VT时，除颤或肾上腺素无效，可给予大剂量的利多卡因 (1.5mg/kg)。只有在心脏停搏时才采取冲击量疗法，但对心律转复成功后是否应给予维持用药尚有争议。有较确切的研究资料支持在循环恢复后预防性给予抗心律失常药或持续用药维持心律的稳定是合理的。静滴速度最初应为1～4mg/min，若再次出现心律失常则应小剂量冲击性给药 (0.5mg/kg)，并可加快静滴的速度（最快为4mg/min）。

利多卡因作为治疗宽QRS波心律失常的常用一线药，但事实上利多卡因对于室上性心动过速并无治疗作用。研究表明，应用利多卡因并不能区别VT或难以确定起源的宽QRS波心动过速。利多卡因对急性心肌缺血或AMI引起的室性心律失常有效，但预防性用药常能导致较高的病死率，并已禁止预防性应用。两项研究提示，利多卡因对终止血流动力学稳定的持续性VT无效；同时在治疗VT时，静注普鲁卡因酰胺和索他洛尔较利多卡因效果要好。综上所述，利多卡因对血流动力学稳定的单形或多形的VT有效，主要为以下4种情况：①心功能正常；②心功能异常但为单形VT；③伴有 Q-T间期正常；④Q-T间期延长。需要注意的是，对上述4种情况，利多卡因并非是首选药物。

2．腺苷

腺苷是一种内生性嘌呤核苷，可抑制房室结和窦房结。阵发性室上性心动过速 (PSVT) 最常见的形式是包括房室结在内的折返，腺苷可有效终止这类心律失常。若心律失常并非由包括房室结或窦房结在内的折返所致（如房扑、AF、房性或室性心动过速），腺苷则无法中断心律失常，但会产生一过性的房室或反向（室房）阻滞，有助于明确诊断。腺苷作用时间短暂，因为它很快会被血或周围组织中的酶降解。腺苷的半衰期＜5s, 建议初始剂量6mg快速（1～3s内）推注完毕，给药后再静注20ml生理盐水。若1～2min内无反应，可以同样方式重复给药，剂量12mg。因大剂量用药经验有限，但已用茶碱类药物患者对腺苷的敏感性差，应加大剂量。腺苷的不良反应往往呈一过性：以面色潮红、呼吸困难和胸痛最常见。由于半衰期短，PSVT可能再次发作。此时，可再给腺苷或钙通道阻滞剂。若心律失常未能终止，腺苷往往可能会促发持续性低血压。

理论上，腺苷有引发心绞痛、支气管痉挛、心动过速和加速旁路传导的危险。故腺苷主要用于血流动力学稳定的窄QRS波的室上性心动过速和宽QRS波的VT。

3．胺碘酮

静脉使用胺碘酮的作用复杂，可作用于钠、钾和钙通道，并且对α受体和β受体有阻滞作用，可用于房性和室性心律失常。其临床应用：①对快速房性心律失常伴严重左室功能不全患者，在使用洋地黄无效时，胺碘酮对控制心室率可能有效。②对心脏停搏患者，如有持续性VT或VF, 在电除颤和使用肾上腺素后，建议使用胺碘酮。③可控制血流动力学稳定的VT、多形性VT和不明起源的多种复杂心动过速。④可作为顽固性PSVT、房性心动过速电转复的辅助措施，以及AF的药物转复方法。⑤可控制预激房性心律失常伴旁路传导的快速心室率。

对严重心功能不全患者静注胺碘酮比其他抗房性或室性心律失常的药物更适宜。如患者有心功能不全、射血分数＜0.4、有充血性心衰征象时，胺碘酮应作为首选的抗心律失常药物。在相同条件下，胺碘酮作用更强，且比与其他药物致心律失常的可能性更小。给药方法为先静推150mg/10min, 后按1mg/min持续静滴6h，再减至0.5mg/min。对再发或持续性心律失常，必要时可以重复给药150mg。一般建议，每日最大剂量不超过2g。

胺碘酮主要不良反应是低血压和心动过缓，预防的方法可减慢给药速度，若已出现临床症状，可通过补液，给予加压素、改变时相剂或临时起搏。胺碘酮通过改变旁路传导而对治疗室上性心动过速有效。虽对胺碘酮治疗血流动力学稳定的VT研究不多，但对于治疗血流动力学不稳定的VT或VF效果较好。胺碘酮与普鲁卡因酰胺一样均有扩血管和负性肌力的作用，这些作用会使血流动力学变得不稳定，但常与给药的量和速度有关，而且通过血流动力学观察，静脉应用胺碘酮较普鲁卡因酰胺有更好的耐受性。

4．溴苄胺

溴苄胺可用于对电除颤和肾上腺素治疗无效的VT和VF。溴苄胺的心血管作用复杂，注射初时可引起儿茶酚胺释放，后产生节后肾上腺素能阻断作用，常常出现低血压。1999年后因不再生产，由此引发了对该药的总结，提出理论上可继续使用溴苄胺治疗VF或VT, 并提出了一些适应证，包括低温致心脏停搏。相继，在ACLS治疗流程和指南中均取消推荐该药，主要原因是其不良反应、来源受限，而且已有同样有效又更为安全的药物。

5．阿托品

阿托品作用于逆转胆碱能心动过缓，使血管阻力降低和血压下降。可治疗窦性心动过缓，对发生在交界区的房室阻滞或室性心脏停搏可能有效，但怀疑为结下部位阻滞时（MobitzⅡ型），不用阿托品。使用方法：治疗心脏停搏和缓慢性无脉的电活动，即给予1mg静注；若疑为持续性心脏停搏，应在3～5min内重复给药；仍为缓慢心律失常，可每间隔3～5分钟静注1次0.5～1.0mg，至总量0.04mg/kg体重。总剂量3mg (约0.04mg/kg) 的阿托品可完全阻滞人的迷走神经。因阿托品可增加心肌氧需求量并触发快速心律失常，完全阻断迷走神经的剂量可逆转心脏停搏。如剂量＜0.5mg时，阿托品有拟副交感神经作用，并可进一步降低心率。阿托品气管内给药也可很好吸收。

AMI患者应慎用阿托品，因致心率过速会加重心肌缺血或扩大梗死范围。静注阿托品极少引发VF和VT。阿托品不适用于发生在浦肯野氏纤维水平的房室阻滞（Ⅱ型房室阻滞和伴宽QRS波的Ⅲ度阻滞），此时，该药很少能加快窦房结心率和房室结传导。

6．β受体阻滞剂

β受体阻滞剂对急性冠状动脉综合征患者有潜在益处，包括非Q波心肌梗死和不稳定型心绞痛。若无其他禁忌证，β受体阻滞剂可用于所有怀疑为心肌梗死或高危的不稳定型心绞痛患者。β受体阻滞剂也是一种有效的抗心律失常药，再灌注时代前的研究已证实，β受体阻滞剂可降低VF的发生率，作为溶栓的辅助性药物可减少致死性再梗死和心肌缺血的复发，而不适宜溶栓的患者早期使用β受体阻滞剂也可降低病死率。

氨酰心安、倍他乐克和普萘洛尔可显著降低未行溶栓心肌梗死患者VF的发生率。一般建议使用剂量为5mg，缓慢静注（5min以上），观察10min, 如患者能够耐受，可再给5mg缓慢静注（5min以上），而后每12h口服50mg。倍他乐克按每5min缓慢静注5mg1次至总量达15mg，静注15min后开始口服50mg，每日2次，如患者能耐受，24h后改为100mg，每日2次。Esomolol是一种静脉用的短效（半衰期2～9min）β受体阻滞剂，建议SVT紧急治疗应用，包括PSVT, 并在以下情况中用于控制心率：非预激AF或房扑、房性心动过速、异常窦性心动过速和尖端扭转性VT或心肌缺血。

β受体阻滞剂的不良反应包括：心动过缓、房室传导延迟和低血压，有少数患者会出现心功能失代偿和心源性休克，因此，对严重充血性心衰患者应禁用。轻、中度心衰的患者用β受体阻滞剂应注意加强监护，并酌情给予利尿剂。β受体阻滞剂的绝对禁忌证为：Ⅱ、Ⅲ度房室传导阻滞、低血压、严重充血性心衰、与支气管痉挛有关的肺部疾病。此外，对有预激性窦房结性心动过缓和病态窦房结综合征（病窦）的患者应慎用。

7．钙通道阻滞剂

异搏定和硫氮[image: ]
 酮属于钙通道阻滞剂，可减慢房室结传导并延长其不应期，此作用可终止经房室结的折返性心律失常。对AF、房扑或频发房性期前收缩患者，给予钙通道阻滞剂可控制心室率。由于此类药物可能降低心肌收缩力，因此对严重左心功能不全者可能会导致心功能恶化。

静脉给予异搏定可有效终止窄QRS波形的PSVT, 并可用来控制AF时心室率。但须注意，腺苷应是治疗窄QRS波形PSVT的首选药物，但由于腺苷的半衰期极短，在控制AF或房扑心室率时往往无效。异搏定初始剂量为2.5～5.0mg，2min内静脉给药完毕，若无效或无不良反应，可每15～30min重复给药5～10mg，最大剂量20mg。只有存在窄QRS波形PSVT或确定为室上性心律失常患者才使用异搏定。异搏定切不能用于左室功能受损或有心衰的患者。

硫氮[image: ]
 酮初始剂量为0.25mg/kg，第2次剂量为0.35mg/kg, 与异搏定作用相似，其优点是心肌抑制作用比异搏定强。硫氮[image: ]
 酮控制AF或房扑心室率的给药方法为5～15mg/h静滴。

8．多巴胺

多巴胺是一种内源性儿茶酚胺类药物，对多巴胺受体、β和α受体均有激活作用，在3.0～7.5μ
 g/(kg·min) 给药剂量范围，对β受体激活作用明显，可增加心排血量和心率。但人们往往更重视其类似异丙肾上腺素的作用，以及静滴速度易调节的优点。多巴胺的正性肌力作用与多巴酚丁胺比较，一般认为多巴胺更安全。对阿托品治疗无效的心动过缓或有用阿托品禁忌证时，可用于替代异丙肾上腺素。多巴胺可引起肺静脉收缩已被增加用药剂量而增加肺毛细血管嵌压所证实，左室充盈压增高不明显。此外，儿茶酚胺贮备量减少时会出现药物失敏现象。小剂量多巴胺2μ
 g/(kg·min) 有肾血管舒张作用，但对急性少尿性肾功能衰竭（肾衰）并无治疗作用，因而并不建议在急性少尿性肾衰时使用。

9．异丙肾上腺素

异丙肾上腺素是β受体激动剂，具有正性肌力作用和加速时相效应，可增加心肌氧耗、心排血量和心脏作功，对缺血性心脏病、心衰和左室功能受损患者会加重缺血和心律失常。建议在抑制尖端扭转型VT前给予异丙肾上腺素可作为临时性措施。此外，对已影响血流动力学的心动过缓，而用阿托品和多巴酚丁胺无效，又尚未行经皮或经静脉起搏处置时，给予异丙肾上腺素可作为临时性治疗措施。但在上述情况中，异丙肾上腺素均非作为首选药。小剂量使用时，异丙肾上腺素有加快心率作用，会引起血压升高以代偿血管扩张作用。用药方法：建议静滴速度为2～10μ
 g/min，并根据心率和心律的反应进行调节。将1mg异丙肾上腺素加入500ml液体中，浓度为2mg/L。治疗心动过缓时必须非常小心，只能小剂量应用；大剂量时会导致心肌耗氧量增加，扩大梗死面积并导致恶性室性心律失常。异丙肾上腺素不适用于心脏停搏或低血压患者。

10．镁剂

严重缺镁也可导致心律失常、心功能不全或心脏性猝死。低镁时可能发生顽固性VF, 并阻碍K+
 进入细胞。紧急情况下可将1～2g硫酸镁用100ml液体稀释后快速给药，1～2min注射完毕。但必须注意，快速给药有可能导致严重低血压和心脏停搏。有学者建议，镁剂可能是治疗药物引起的尖端扭转型VT的有效方法，即使在不缺镁时也可能有效。但不建议AMI患者常规预防性补镁。心脏停搏者一般不给予镁剂，除非怀疑患者心律失常是由缺镁所致或发生尖端扭转型VT。

11．普鲁卡因酰胺

普鲁卡因酰胺可抑制房性和室性心律失常，可用于转复室上性心律失常（尤其是AF或房扑），控制预激性房性心律时旁路传导所致的快速心室过速，或无法确定是室上性还是室性的心动过速。按20mg/min的速度静滴至心律失常得以控制。冲击量给药可出现不良反应、严重低血压，而对给药速度的限制影响了该药在紧急情况中的应用。一般情况紧急，可按50mg/min给药，至总剂量为17mg/kg体重。心脏停搏患者快速给予普鲁卡因酰胺的危险性需进一步研究，维持剂量为1～4mg/min静滴。肾衰患者需减低维持量，且持续静滴3mg/min以上，超过24h者需监测血药浓度。预激性Q-T延长和尖端扭转型VT的患者禁用该药，给药期间需持续进行心电图和血压监测，给药速度过快可能出现血压急剧下降。

12．普罗帕酮

普罗帕酮与氟卡胺属Ic类药物，可减慢传导并具有负性肌力作用。此外，该药可非选择性阻断β受体，在美国允许无器质性心脏病的患者口服用于治疗室性或室上性心律失常，静脉用药（在美国未获许可）的适应证与氟卡胺相似。由于有明显的负性肌力作用，因而左室功能受损者禁用。由于普罗帕酮与氟卡胺属于同一类抗心律失常药，而已证实后者可增加心肌梗死患者的病死率，因此，疑有冠心病的患者禁用本药。给药方法：静脉给药剂量为1～2mg/kg体重，给药速度为10mg/min。不良反应包括心动过缓、低血压和胃肠道反应。

所有抗心律失常药均有致心律失常作用，其中快速心律失常占大多数，而这些快速心律失常中尖端扭转型VT占主要部分。药物间的作用是复杂的，连续合用两种或两种以上抗心律失常药物会产生不良反应，特别是快速心律失常、低血压和尖端扭转型VT, 故除绝对必须，应用抗心律失常药不要超过一种。对多数患者，如单一抗心律失常药物用量足够而不能终止心律失常时，应尝试应用电转复而不是再继续加用另一种抗心律失常药。

临床有充血性心衰或左心室功能不全患者，应用抗心律失常药物应小心谨慎，这些患者中许多在使用抗心律失常药物后可进一步加重左心室功能不全，从而使充血性心衰加重。但胺碘酮和利多卡因对左室功能影响较小，故胺碘酮是目前治疗心动过速的主要药物。如果胺碘酮治疗效果不佳，应尽早采用电转复方法。

四、监测和药物治疗

（一）血流动力学与呼吸评估

1．冠状动脉灌注压 (CPP)

CPP≥15mm Hg是ROSC的前提。肾上腺素、血管升压素、血管紧张素Ⅱ试验中CPP与心肌血流量、ROSC、24h出院率呈正相关。复苏中如果有动脉血压监测，应最大限度提高动脉舒张压以提高CPP。

2．氧饱和度

在心脏骤停中，外周血管床无充分搏动血流。此时氧饱和度无法监测。心脏骤停时它快速下降．而在自主循环建立后即恢复至基线。

3．呼气末二氧化碳监测

呼气末二氧化碳监测是一种安全有效的无创监测技术。它既是心输出量的指标，也可能是ROSC的早期指征。在CPR中，呼气末二氧化碳浓度是一种无创有效的监测心输出量的指标。在自主循环恢复的病人中，持续或间断监测呼气末二氧化碳浓度可确保气管导管是否在气管内，可与动脉血气分析中的PaC02
 指导调节通气。

（二）心血管支持药物

血管活性药物可用于心脏骤停之前、之中、之后以增加心输出量，特别是心脑的血流量，主要包括增加心率、提高心肌收缩力、增加血压和降低前后负荷等。

1．肾上腺素

在心脏骤停中的用法见前。治疗心动过缓和低血压病人时，成人首次剂量1μ
 g/min持续滴注，调节至2～10μ
 g/min达到预期血流动力学反应。该剂量非心脏骤停病人用法和用量。

2．血管加压素

在心脏骤停中的用法见前。血管加压素也用于治疗血管舒张性休克 (vasodilatory shock)，例如，脓毒血症和感染性休克。

3．去甲肾上腺素

可应用于对多巴胺或甲氧胺无效的严重低血压。去甲肾上腺素在低血容量时应用可增加心肌氧需求量，在缺血性心肌病的病人应用时要小心。

4．多巴胺

在复苏中多巴胺常用于治疗低血压，尤其是有症状的心动过缓或R0SC之后的低血压。联合其他的药物如多巴酚丁胺可作为复苏后低血压的治疗选择。常用剂量在2～20μ
 g/(kg·min)。剂量＞10～20μ
 g/(kg·min) 增加内脏血管收缩力，更大剂量则和其他肾上腺素能药物一样减少内脏器官血流灌注。

5．多巴酚丁胺

多巴酚丁胺具有强大正性肌力作用，可用于治疗严重收缩性心力衰竭。一般剂量在2～20μ
 g/(kg·min)，老年病人对多巴酚丁胺的反应显著下降。剂量＞20μ
 g/(kg·min)，心率加快＞10％可导致或加重心肌缺血。高达40μ
 g/(kg·min) 也有应用，但副作用明显增加，尤其是心动过速和低血压。

6．磷酸二酯酶抑制剂

磷酸二酯酶抑制剂氨力农和米力农具有强心和扩血管作用，常联合儿茶酚胺类药物用于治疗严重心衰、心源性休克和其他对单独应用儿茶酚胺无效的病人。应用时应行血流动力学监测。氨力农10～15min内予以负荷剂量0.75mg/kg, 再以5～15μ
 g/(kg·min) 维持滴注，调节达到临床效应。

7．洋地黄药物

作为正性肌力作用的洋地黄药物在CPR中应用较少。通过减慢房室结传导速度而减少房扑、房颤病人的心室率，但其治疗窗窄，特别是存在低钾时，容易引起严重的室性心律失常和心脏骤停。

8．硝酸甘油

首选用于怀疑缺血性胸痛不适，静脉治疗用于多种原因引起的充血性心衰和高血压急症，尤其是容量超负荷引起。常见不良反应为心动过速，反常心动过缓，头痛。持续输注10～20μ
 g/min，据血流动力学变化每5～10min增加5～10μ
 g/min。

9．硝普钠

硝普钠是一种直接作用于外周血管的快速强效药物，可用于治疗严重心衰和高血压急症。扩张静脉血管，减少左右心室充盈压。舒张动脉可以减小后负荷，从而降低左室容积，室壁张力和氧耗。推荐剂量为0.1～5μ
 g/(kg·min)。

10．碳酸氢钠

在心脏骤停和心肺复苏中，由于无血流或血流较少，可产生代谢性酸中毒和酸血症。但较少证据支持CPR开始时用碱性药物可增加除颤成功率和复苏存活率，并且有很多不良反应：①降低CPP；②细胞外酸中毒，氧离曲线右移，氧释放减少；③高钠血症和高渗血症；④产生大量的二氧化碳，弥散到心肌细胞和脑细胞内，引起反常性酸中毒；⑤加重中枢神经系统酸中毒；⑥使儿茶酚胺失活。但在已经存在代谢性酸中毒、高钾血症、三环类抗抑郁药物过量时，碳酸氢盐是有益的。在CPR中，碳酸氢钠并非一线药物。

11．利尿剂

速尿具有强大的利尿作用，首次剂量为0.5～1mg/kg,IV。

四、复苏后支持治疗

复苏后治疗，对改善血流动力学不稳定和多器官功能衰竭的早期病死率，以及脑损伤引起的病死率，有重要的意义。

复苏后治疗的起始目标是：①使心肺功能和全身灌注特别是脑灌注最优化；②将心脏骤停的院外病人CPR后转运到医院的急诊室 (ED)，并继续在有良好设施的ICU充分治疗，努力寻找引起心脏骤停的原因；③进行预防再发心脏骤停的治疗；④开始有关提高长期生存和神经功能恢复治疗；⑤改善复苏后预后。

复苏后治疗是进一步生命支持 (ACLS) 的重要组成部分。自主循环恢复 (ROSC) 后，病人仍有很高的病死率。最初72h的预后很难评估，也很难估计复苏存活者以后能否恢复正常生活。复苏后的阶段，医务人员应当：①优化血流动力学、呼吸和神经支持；②确认并治疗引起心脏骤停的可逆性病因；③监测体温，并考虑体温和代谢调节障碍的处理措施。

（一）自主循环恢复 (ROSC)

复苏后治疗的主要目标是重建有效的器官和组织灌注。ROSC恢复后医务人员应考虑和处理引起心脏骤停的原因，及所有缺血缺血、再灌注损伤的问题。复苏后可能出现明显的心肌损伤和血流动力学不稳定，需要使用血管活性药物。大多数复苏后死亡发生在24h内，伴有昏迷的心脏骤停病人，存活出院后大约有20％一年后神经功能恢复。越来越多的令人兴奋的措施和良好的实践被证实可改善其自主循环恢复后病人的预后。

医生应该反复评估和处理生命体征异常或心律失常，并深入评估病人的病情可能出现的变化。确认并处理任何心脏的、电解质的、毒理学的、肺的和神经性的致心脏停止原因是很重要的。

（二）体温调节

1．诱导低体温

自发性低体温（允许性轻度低体温）和主动诱导的低体温对复苏后治疗均有作用。

2．心脏骤停后降低体温

降低体温能改善代谢终点。医务人员不应主动恢复那些血流动力学稳定的、心脏骤停复苏后自发性低体温（＞33℃）。轻度低体温对病人的神经功能恢复有益，而且没有严重的并发症。复苏后昏迷且血流动力学稳定的病人，主动诱导低体温是有益的。因此，心脏骤停病人，ROSC恢复后无意识者，应降低体温至32～34℃，持续12～24h。

3．体温过高

复苏后体温高到正常以上，会出现氧供与氧耗失衡，从而损害脑功能。许多脑损伤的动物模型研究显示，在心脏骤停复苏时或复苏后，如果机体体温升高，会加剧损伤效应。因此，复苏后医务人员应监测病人的体温，避免出现体温过高。

（三）血糖控制

心脏骤停复苏后高血糖与神经功能损害有强烈相关性。

在昏迷病人，出现低血糖症状不常见，但临床医生也应密切注意监测，以防出现低血糖，同时监测并处理高血糖。危重病人控制血糖至正常水平能改善预后，医务人员应严格控制复苏后病人的血糖水平。

（四）器官特异性评估和支持

ROSC后，如果没有自主呼吸或自主呼吸很差，需要通过气管插管或其他高级气道进行机械通气。如果心率不稳、异常心律、血压异常、器官灌注异常时，血流动力学可能不稳定。临床医生应该预防、监测、处理低氧血症和低血压，因为这些情况可能引起器官功能恶化。临床医生应该确定复苏后器官功能的基本状况，必要时应做器官功能支持。

1．呼吸系统

ROSC后病人可能表现出呼吸功能障碍。有些病人可能需要依靠呼吸机来维持通气，并需要较高吸入氧浓度。医生还应根据病人的血气分析、呼吸频率、呼吸能力等调整呼吸机的通气参数。一旦病人的自主呼吸增强，就应减少呼吸支持，直到自主呼吸完全恢复而撤除呼吸机。如果病人需要持续吸入较高氧浓度，医生应该判断这是否是由心或肺引起的，并以此指导治疗。

通气支持的病人镇静多长时间存在争议，镇静剂与气管插管病人出现肺炎有一定相关性。目前尚没有足够资料要求心脏骤停的病人用或不用镇静剂或神经肌肉阻滞剂。使用神经肌肉阻滞剂尽量应用最少剂量，镇静剂对控制低氧产生的抽搐是必要的。如果应用镇静剂后仍然抽搐，应加用神经肌肉阻滞剂以加强镇静作用。

2．心血管系统

心脏骤停病人的缺血，再灌注损伤和电除颤均会引起心肌顿抑和功能障碍。这种情况会持续数小时，但使用血管活性药可以改善。在心脏骤停和CPR期间的冠脉缺血或血流减少，导致全心普遍性缺血，出现心肌标志物水平增高。心肌标志物水平增高也可能表明心脏骤停是心肌梗死所致。心脏骤停后血流动力学不稳定是很常见的，多器官功能衰竭所致的早期死亡与复苏后的最初24h持续低心输出量相关。

与脓毒症一样，心脏骤停也被认为是多器官缺血损伤和微循环功能障碍重要的启动因素。用扩容和血管活性药物作为目标导向治疗提高了脓毒症的存活率，存活的最大益处是由于改善了急性的血流动力学障碍，这一临床经验也可指导复苏后病人的临床处理。从脓毒症的目标导向治疗研究推测，心肺复苏后应当尽力维持氧含量和氧运输，改善多器官缺血损伤和微循环功能障碍。

3．中枢神经系统

心肺脑复苏的主要目标是使病人有健康的大脑和完好的功能。ROSC后，由于心肌功能障碍，在短暂的脑充血之后出现脑血流减少。无反应病人的神经功能支持，应包括使脑灌注压最合适，即通过维持病人平均动脉压于正常或略高水平，如果有颅内高压应给予降低颅内压。因为高热和抽搐会使病人的脑部需氧量增加，医生应治疗过高热，并考虑给予治疗性低体温。应及时控制明显的抽搐，随后应用抗惊厥药维持治疗。

4．预后因素

复苏后一段时间内医务人员压力非常大，因为病人家属最关心的是病人的最终预后问题。复苏时或复苏后可靠的预后评估指标目前尚未出现。最近一份包含11项研究共1914例病人的meta分析，发现5个临床征象强烈预示死亡或神经功能预后很差，复苏后24h具备5项预测指标中的4项表明预后差。这些临床征象是：①24h没有角膜反射；②24h没有瞳孔对光反射；③24h对疼痛刺激没有躲避反应；④24h没有运动反应；⑤72h没有运动反应。在复苏24～48h后做脑电图，对预测预后也很有用，并可帮助确定预后。

复苏后阶段常有血流动力学不稳定，在此阶段每个器官系统均有风险，病人可能最终发展为多器官功能障碍。复苏后阶段的目标是维持病人生命体征和纠正实验室异常，进行器官系统功能支持，提高神经功能完好的可能性。






【思考题】



1．如何实施基本生命支持 (BLS) 的程序？



2．如何提高心肺复苏的成功率？
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（方　强）


第九章　感染性疾病


 第一节　艾滋病研究进展



摘　要
 　艾滋病又称获得性免疫缺陷综合征 (acquired immunodeficiency sydrome, AIDS)，是由人类免疫缺陷病毒 (human immunodeficiency virus, HIV) 感染引起的传染病性疾病。1981年在美国首先发现，其病原体80年代早期被国际病毒分类委员会确认。HIV是一种能对人免疫系统产生破坏力的逆转录病毒，最后感染者并发各种严重机会性感染和恶性肿瘤。现在艾滋病呈世界性流行，全球共有3320多万人感染了艾滋病病毒，2007年全球艾滋病死亡人数为210万人，其中330000为儿童，非洲是艾滋病蔓延最严重的地区，超过3/4的死亡发生在非洲撒哈拉以南地区，艾滋病已对人类社会和经济发展产生了严重影响。HIV主要通过血液、体液、性接触和母婴传播。虽然在艾滋病发病机制研究和治疗药物开发上有了较大的进展，但目前还没有有效的疫苗可以用于艾滋病的防治，高效抗逆转录病毒治疗可延缓艾滋病病程，降低的艾滋病发病率和死亡率，但这些药物价格昂贵尚不能普及到所有国家。因此，预防HIV感染是目前控制艾滋病蔓延最主要的目标，提倡安全性行为和推行针具交换计划等措施是控制HIV进一步传播的重要手段。




Abstract
 　Acquired immune deficiency syndrome (AIDS) is a set of symptoms and infections resulting from the damage to the human immune system caused by the human immunodeficiency virus (HIV). AIDS was first recognized by the U.S. centers for disease control and prevention in 1981 and HIV, identified by American and French scientists in the early 1980s. This condition progressively reduces the effectiveness of the immune system and leaves individuals susceptible to opportunistic infections and tumors. AIDS is now a pandemic. An estimated 33.2 million people lived with the disease worldwide, and it killed an estimated 2.1 million people, including 330,000 children. Over three-quarters of these deaths occurred in sub-Saharan Africa, retarding economic growth and destroying human capital. HIV is mainly transmitted through blood, body fluids, sexual contact and mother to child transmission. Although the pathogenesis of AIDS research and treatment of drug development have been greatly on the progress, but there is no effective vaccine could be used for AIDS prevention and treatment. Antiretroviral treatment reduces both the mortality and the morbidity of HIV infection, but these drugs are expensive and routine access to antiretroviral medication is not available in all countries. Due to the difficulty in treating HIV infection, preventing infection is a key aim in controlling the AIDS epidemic, with health organizations promoting safe sex and needle-exchange programmes in attempts to slow the spread of the virus.






艾滋病全名为获得性免疫缺陷综合征 (acquired immunodeficiency sydrome, AIDS)，1981年在美国首先发现，其病原体是一种能对人免疫系统产生破坏力的逆转录病毒，1983年命名为人类免疫缺陷病毒 (human immunodeficiency virus, HIV) 现已被国际病毒分类委员会确认。HIV感染人体后，病毒特异性地侵犯并损耗T淋巴细胞造成机体细胞免疫损伤，临床初始表现为无症状病毒携带状态，继而发展为持续性全身淋巴结肿大综合征 (PGL) 和艾滋病相关综合征 (ARS)，出现发热、倦怠、盗汗、消瘦、恶心、呕吐、腹痛、腹泻、全身淋巴结肿大、鹅口疮、口唇疱疹及带状疱疹等，最后并发各种严重机会性感染和恶性肿瘤。1994年以来，艾滋病在我国的发展速度明显加快，流行范围不断扩大。因此，控制艾滋病流行已是我国卫生工作的一项非常重要的任务，各科的临床医学工作者应提高对该病的识别能力，以达到对该病的早期诊断和采取必要的措施控制该病传播。

一、病原学

人类免疫缺陷病毒它属于逆转录病毒科慢病毒属 (Lentivirus
 )，人类于1983年首次分离出HIV-1型，1986年又分离出HIV-2型。成熟病毒为圆形颗粒，直径为100～200nm，电镜下可见HIV是一个外包病毒囊膜的二十面体结构，囊膜表面有80个规则排列的突起。这些突起由外膜gp120蛋白和跨膜gp41蛋白组成，外膜蛋白gp120的球状物，突出于病毒包膜之外，另一端贯穿病毒包膜与运转蛋白gp41相接。此外，脂质双层膜上还散布着宿主细胞蛋白，包括病毒芽生时获得的MHCⅠ和MHCⅡ分子，病毒粒子含一个呈圆锥形的致密核心，位于中央，它由核蛋白包裹的基因组RNA和病毒酶组成。

HIV基因组为单正链的RNA, HIV-1长约9.3kb, HIV-2长约9.7kb, 5’端有帽结构，3’端有Ploy (A) 尾，中间有9个开放读码框架 (ORF)。三个结构基因即gag、env和pol编码结构蛋白：gag编码核心蛋白，env编码包膜蛋白，pol编码病毒复制所必需的逆转录酶和DNA聚合酶，此外，HIV-1还有6个ORF可编码6种不同的蛋白，即三种调节病毒复制的蛋白：反式活性转录基因tat, 它在CD4+
 细胞受抗原刺激时，导致CD4+
 细胞内的病毒复制激增；病毒粒子蛋白调节因子rev和负调节因子nef有向下调节病毒复制作用。另三种蛋白与病毒成熟和释放有关：病毒侵染因子vif, 病毒蛋白vpu和病毒蛋白vpr。HIV-2基因中无vpu, 而在vif和vpr之前有病毒蛋白vpx。艾滋病毒生活周期的调控系统是复杂精密的系统，其中包括转录水平的调节（如LTR vpr tat基因），mRNA加工过程的调节（rev基因），病毒蛋白翻译调节（如tat基因）和病毒释放调节（如vpu和vpx基因）。除病毒增殖的正调节（tat, rev基因）、负调节（nef基因）外，还有病毒感染力调节（vif基因）。病毒增殖就是依赖于这些基因的调节结果，如正调节占优势，则HIV处于增殖性感染，如负调节占优势，则HIV处于潜伏性感染。

HIV-1型高度变异，起源于中非，以后扩散到海地、欧美地区，HIV-2型仅局限于西非，二型核心蛋白有较强的交叉反应，但包膜蛋白有明显差别，如gp36。根据env基因序列分析结果，HIV-1型可分为A、B、C、D、E、F、G、H、Ⅰ、J和O型十一个亚型，各型间毒力有差异。两者感染的结果不同，HIV-1型是感染的主要毒株，一旦感染终身带毒，进展快，预后差。HIV-2型感染的潜伏期长，致病性低。

HIV对外界抵抗力较弱，离开人体后不易存活。对热敏感，60℃以上可迅速被杀灭。常用的10％漂白粉，2％戊二醛，4％福尔马林等均可很快灭活病毒。

二、流行病学

HIV的传播途径主要是血液和血制品，性接触，共用针头及注射器吸毒。在性接触传播时，与性伴数和性伴HIV感染状态有关。一次性接触中，HIV传播与否与性别（由男性传染给女性的几率要大于女性传染给男性），是否患有其他性病、性接触方式（肛交较之阴道性交、口交传染的机会更大）、性交时是否使用避孕套等有关。我国男男同性恋的性传播要引起高度重视，有资料表明，一次无保护性性交中，HIV传播的几率为0.1％～l％。经血传播中目前静脉药瘾者共用注射器是导致HIV传播重要的途径。HIV尚可通过胎盘传播，患有艾滋病或感染HIV的母亲，将HIV传给其婴儿的几率介于15％～50％之间。我国主要在云南边境地区静脉吸毒传染，我国中原地区因职业献血而感染HIV的势头得到了有效的抑制，医源性传播在我国值得高度重视，妇女儿童的感染将会成为一个重要问题。在HIV-l型的11个亚型中，中国目前以B亚型和C亚型为主。

自1981年发现首例艾滋病病例以来，世界上已有2500多万人死于艾滋病。目前全球共有3320多万人感染了艾滋病病毒，全球每天大约有7400人新感染艾滋病病毒，其中96％以上的人生活在中、低收入国家。2007年全球艾滋病死亡人数为200万人，全球艾滋病病毒感染者中，年龄在15～24岁之间的有1000万人，15岁以下的有250万人。非洲是艾滋病蔓延最严重的地区，撒哈拉以南非洲仍是重灾区，2007年该地区艾滋病病毒感染者占全球总数的68％，死于艾滋病的人数占全球的72％；亚洲为艾滋病泛滥的第二大陆，HIV感染人数已达740万，其中100多万为新增艾滋病病例，死亡50万人，若干年后感染人数将超过非洲；全球5岁以下儿童将有500万人通过母婴传播途径感染HIV。

我国艾滋病处于总体低流行、特定人群和局部地区高流行的态势。我国从1985年发现第一例艾滋病患者以来，截至2008年9月30日，我国累计报告艾滋病例264302例，其中病人77753例，报告死亡34864例。2008年1～9月共报告发现艾滋感染者和病人44839例，报告死亡6897例。近年来，我国艾滋病流行呈现出新的特点，艾滋病疫情的地区分布差异大，艾滋病流行因素广泛存在，经性传播的比例开始超过静脉吸毒传播比例，性传播目前在许多地区已经成为艾滋病的首要传播途径，性传播比例的上升，是艾滋病流行从高危人群向一般人群扩散的标志。在性传播途径中，特别是男男同性恋性行为传播上升较为明显，高于性传播中异性传播所占比例。

三、发病机制和病理

AIDS的发病原理还不清楚，尚需进一步研究探讨。HIV感染人体后，主要的靶细胞为CD4+
 淋巴细胞，在被感染的细胞内完成细胞的复制。HIV在进入靶细胞时先需吸附在有相应受体的宿主细胞上，然后脱去包膜，暴露出核心和RNA核酸，进入CD4+
 淋巴细胞，在细胞内在逆转录酶的作用下，将RNA转录成DNA, 形成前病毒DNA, 该前病毒DNA整合到宿主细胞DNA, 转录成mRNA, 并翻译合成病毒所需的蛋白质，在宿主细胞表面重新装配新的病毒颗粒并释放，从而完成了病毒的生活周期。但科学工作者在几年前就已经意识到HIV-1表面蛋白与CD4分子结合并不足以导致病毒与细胞融合进入细胞，HIV-1成功地感染细胞可能尚需一个辅助因子。1996年发现这个辅助因子是位于细胞表面的某些趋化因子的受体，现统称为HIV的第二受体，趋化因子受体4 (CXCR4)只能帮助嗜T细胞的HIV-1进入细胞，但不能帮助嗜巨噬—单核细胞HIV-1感染细胞。CCR5 (C-C Chemokine receptor 5)是嗜单核巨噬细胞的HIV-1的第二受体，这是对AIDS发病机理的新认识，趋化因子、趋化因子受体的研究进展，为抗HIV-1药物的研究指出了新的方向；CCR5受体发生变异的个体，对HIV-1的感染具有明显的抵抗力，但健康状况正常，这一现象提示人们特异性地封闭CCR5受体，可能会抑制HIV-1对宿主细胞的吸附，达到治疗目的。

目前认为HIV感染的发病机制大致为，当个体细胞感染了HIV, 感染初期机体免疫功能尚好可暂时清除，在T细胞和巨噬细胞内病毒复制呈相对静止状态，因而没有造成严重的T细胞和巨噬细胞损伤，临床上保持长期无症状携带状态。由于协同因素的刺激，T细胞和巨噬细胞内HIV可大量复制，使大量细胞在HIV侵入1～2周后发生细胞凋亡，大量病毒被释放，此过程周而复始，最终导致大量T细胞死亡，使人体T细胞明显减少，使这些病人从无症状期发展到ARS和AIDS, 患者免疫功能遭到严重破坏，导致免疫缺陷。临床上表现为各种机会性感染和继发性肿瘤的发生。HIV除可感染上述免疫细胞外，还可直接感染郎氏细胞、树突状细胞、枯氏细胞和神经胶质细胞，从而产生与HIV感染相关的神经系统病变和症状，当然，这些病变和症状也可能与神经系统的机会性感染（弓形虫病、新型隐球菌感染等）有关。

HIV感染的一个重要的生物学特征是在培养中形成多核细胞（合胞体），在培养2～3天内能否有合胞体形成常常作为HIV感染外周血单个核细胞 (PBMC) 的重要标志。伴随着细胞病变可出现细胞的空泡样变，这主要可能是膜通透性改变的结果，合胞体的形成是否直接与病毒和细胞间的融合有关仍不清楚。在人体可表现为以下病理变化：

（一）机会性感染

由于严重免疫缺陷而表现出的多种机会性现原体反复重叠感染，组织中病原体繁殖多而炎性反应少。常见有皮肤单纯疱疹、带状疱疹和真菌感染以及口腔白念珠菌感染等所致的皮肤黏膜病变。卡氏肺囊虫感染引起的卡氏肺囊虫肺炎病变。巨细胞病毒感染引起的溃疡性结肠炎病变。分支杆菌属感染引起的肺结核病变等。由于严重免疫缺陷，在多种因素，尤其是致癌因子的共同作用下，可有卡氏肉瘤、淋巴瘤或其他恶性肿瘤发生。

（二）淋巴结病变

包括反应性病变和肿瘤性病变，主要有四种类型。Ⅰ型：滤泡增生性淋巴结肿大，在淋巴结肿大期最常见。主要是淋巴结生发中心发生淋巴滤泡增生、增大、融合。有两个特点具诊断价值；①滤泡周围淋巴细胞冠状明显减少；②生发中心的渐进性小淋巴细胞浸润。Ⅱ型：类血管免疫母细胞性淋巴结病，较为少见。其特点是弥漫性淋巴细胞增生，滤泡生发中心模糊不清，大量淋巴细胞浸润，从而成为混有淋巴细胞的免疫母细胞巢。其皮质深部和滤泡间可有免疫母细胞和浆细胞浸润，以及大量血管性增殖，酷似血管免疫母细胞性淋巴结肿大，与之不同的是滤泡和窦结构尚存。Ⅲ型：淋巴细胞缺失的淋巴结病。正常结构消失，淋巴结减少，代之以纤维水肿或纤维变，含有浆细胞、免疫母细胞性组织细胞、少量淋巴细胞。可由于结核性干酪样坏死或病原体在淋巴结内迅速大量繁殖导致淋巴结内淋巴细胞完全消失。Ⅳ型：卡氏肉瘤的局部淋巴结及其他淋巴瘤。主要表现为血管裂口旁梭形细胞增生，能清楚显示血管裂口边界。伴有含铁血黄素巨噬细胞和胶原纤维的沉着。一般而言，淋巴结的最初病理变化为淋巴结滤泡增生。这种病变可以稳定也可消退，也可或快或慢地向Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ型发展，而Ⅳ型只有在已确诊的艾滋病患者中才能看到，发展至Ⅱ型时，常说明病变已进入快速进展期，不久即可发展成艾滋病。

（三）中枢神经系统病变

HIV常侵犯中枢神经系统，病理变化主要为胶质细胞增生，灶状坏死，血管周围炎性浸润，合胞体形成及脱髓鞘现象等。

四、临床表现

（一）临床分期

本病潜伏期不定，可短至数月，长至20年以上，据发达国家的观察，平均为8～10年，但在发展中国家，潜伏期往往比较短一些。经输血感染者，潜伏期较短，而通过性接触传播一般较长。趋化因子受体的研究进展表明，CCR5受体发生变异的个体，对HIV-1的感染具有明显的抵抗力，即使感染后，发展到的艾滋病的时间也可大大延迟，有的表现为长期无进展。一般情况下根据临床表现可分为四期。

（1）急性感染期　有53％～93％的感染者在感染HIV后6天至6周内，常常出现急性症状，以流感样表现为常见，如发热、淋巴结肿大、咽痛、皮疹等。血象中单核细胞一次性增多。一般持续2周后自行消退。个别感染者可出现全身关节和肌肉疼痛以及神经系统症状。也有一部分出现脑膜一脑炎症状。一般不经过治疗，上述临床表现可自行消退。此期内HIV抗体检测可呈阴性，故称为“窗口期”。

（2）无症状感染期　该期的特点是无症状，血液中不易检出HIV抗原，但可以查到HIV抗体。此期常可持续几年至十几年不等。在此期间，大约1/3的HIV感染者可出现持续性的全身淋巴结肿大。

（3）临床早期　相当于艾滋病相关综合征 (ARS) 和全身性持续性淋巴结病综合征 (PGL) 期。病人可出现病毒、细菌、真菌及寄生虫等多种感染。全身症状包括淋巴结肿大、乏力、全身不适、厌食、体重明显减轻、发热、盗汗、长期腹泻、血小板减少等。

（4）临床晚期　即艾滋病期，由于机体免疫力严重受损，患者出现各种机会性感染、肿瘤及HIV相关性脑瘤。由于不同的国家和地区，此期主要的临床表现会有不同。最近，美国诊断艾滋病的标准的新改为，不管患者有无症状，只要其辅助T淋巴细胞计数少于200/μ
 l, 即可诊断为艾滋病。疾病晚期患者可出现全身脏器功能衰竭。

（二）艾滋病常见的临床表现

1．呼吸系统

主要是机会性感染引起的卡氏肺孢子虫肺炎、肺结核、卡波济肉瘤等，约80％的艾滋病人死于肺部感染。患卡氏肺孢子虫时，患者表现干咳、胸部不适。多数病例胸片显示对称性、非特异性间质性炎症渗液。肺功能检查表明二氧化碳扩散能力减低。支气管镜检查通常可以明确诊断，并在获取的肺泡渗液，玻片中找到卵圆形卡氏肺孢子虫。

2．神经系统

脑部弓形虫病、隐球菌性脑膜炎、原发性脑部淋巴瘤、进行性多灶性脑白质病常引起急性局灶性神经系统疾病或头痛。HIV相关性脑病常表现为慢性意识丧失。其他巨细胞病毒性视网膜炎等引起视力受损。

3．消化系统

口腔念珠菌病常可累及食道，出现吞咽困难。隐孢子虫、小孢子菌、兰氏贾第鞭毛虫、沙门氏菌等引起病人腹泻。

4．皮肤黏膜表现

多数艾滋病早期表现为皮肤瘙痒症，患者均有皮肤黏膜感染、常见的黏膜感染有口腔黏膜念珠菌感染、皮肤感染有复发性单纯疱疹性口炎、慢性单纯疱疹性肛周溃疡、带状疱疹、水痘、皮肤真菌感染及甲癣等。同性恋患者可发生肛周尖锐湿疣和传染性软疣。83％患者在生殖器、头皮、面、耳及胸等处常可见脂溢性皮炎的鳞屑斑，面部常呈蝶形分布。卡氏肉瘤亦常侵犯皮肤和口腔黏膜出现红色浸润性结节。20％患者可见丘疹性皮疹，2～5mm直径大小皮色丘疹、不融合，常伴瘙痒。

5．肿瘤

艾滋病病人常见的肿瘤为卡波济肉瘤和非何杰金淋巴瘤。卡波济肉瘤是由卡波济肉瘤疱疹病毒感染所致。多数病例初起时皮肤上有单个或多个结节，呈粉红色、紫色，接着结节颜色加深、变暗、扩大，表面可有溃疡。发病部位多见于躯干、手臂、头面部、颈、腿。有些病人在黏膜、胃肠道和淋巴结也能出现典型的卡波济肉瘤。

6．小儿艾滋病的特殊表现

70％～80％小儿艾滋病来源母婴垂直传播（宫内、产道、哺乳），20％来源于输血、血制品，其表现为：①发育异常：母亲在妊娠早期感染者胎儿可发生颅骨畸形，如小头、前额呈方形，鼻梁塌陷，眼裂小等，生长发育迟缓者，身高、体重降至同龄者标准以下。②神经系统损害：患儿常表现为合并神经系统感染，表现为HIV直接引起的脑病为主，条件致病菌引起的中枢神经系统感染较成人少见。③慢性腹泻、衰竭、营养不良，腹泻可表现为反复发作，引起腹泻的原因可能是HIV对胃肠道黏膜的直接作用，也可以是条件性感染所致。④肺部病症：是小儿患者常见并导致死亡的主要原因，最多见的是肺卡氏孢子虫性肺炎和慢性淋巴性间质性肺炎。⑤皮肤黏膜感染；75％患儿可发生复发性疱疹性口腔炎和念珠菌性口腔炎，20％左右患儿可发生念珠菌性食道炎。⑥淋巴结肿大等：79％患儿全身多部位淋巴结肿大，直径＞2cm无触痛，可持续数月数年，20％患儿可见对称性腮腺肿大伴血清淀粉酶升高。⑦恶性肿瘤：多见小儿淋巴瘤、卡波西肉瘤，在患儿中为早期诊断依据。

五、实验室检查

（一）抗体检测

间接酶免疫检测 (EIA)，常用于初筛检测，试验方法要求敏感性高，不能出现假阴性，但允许有少量的假阳性，为此应挑选质量好的试验盒，最近又发展了快速简便的检测方法如明胶颗粒凝集法，乳胶凝集法，快速全血凝集法等，这些方法只需数分钟就可得结果。操作简便，步骤少，不需要特殊仪器设备，结果易于判断，对数量大的检测较合适。目前有关文献报道，不仅从感染患者血清中检测到抗－HIV, 也可从尿和唾液中检测到抗－HIVIgG, 最近有报道检测抗HIVIgA, 亦有助于诊断。目前各种试验盒均同时能测抗HIV-1和抗HIV-2，常用方法如下：

1．酶联免疫法 (ELISA)

其原理是将HIV抗原包被在96孔板上或其他固相载体上，加入待检血清，如血清中有抗－HIV则与之结合，经洗涤后加入酶标抗人球蛋白IgG, 再加入底物，用显色来判定血清中是否有抗－HIV抗体，此法敏感性高，但容易出现假阳性结果，故阳性者需用其他试剂盒重复做一次，如二次均阳性，则可判为阳性或进一步作蛋白印迹法确诊之。

2．蛋白印迹法 (Westernblot)

（1）原理：HIV经粉碎后，其不同蛋白成分在十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰胺凝胶上电泳，按其蛋白分子大小排列于凝胶上，形成若干条特异的HIV蛋白区域，经印迹技术被转录于硝基纤维膜上，用适当浓度的不相关蛋白封闭非特异蛋白部位后，再与待检血清孵育，抗HIV特异性蛋白抗体与其对应的抗原蛋白相结合，经洗涤除去非特异结合的血清成分，再通过酶标抗人IgG和底物显色，出现有颜色的条带，然后根据不同带型为诊断提供较正确的信息，临床用来判断是否存在HIV感染。

（2）蛋白印迹法的判断标准：①美国疾病控制与预防中心确证标准：在P24，gp41，gp120，gp160中出现2条以上区带阳性，可判断为阳性；②世界卫生组织确认阳性标准：有1条env区带加1条pol区带；或1条env区带加1条gag区带；或2条env区带为阳性时，均判断为确证试验阳性；③我国阳性确证标准为：至少有1条env (gp160，gp120，gp41)区带和1条pol (P65，p51，p32)区带；或至少有1条env区带和1条gag (p55，p24，p18)区带；或至少有1条env区带，1条gag区带和1条pol区带；或至少2条env区带。阴性者无病毒特异区带。可疑的标准是1条gag区带和1条pol区带；或只有gag区带；或只有pol区带。

（二）抗原检测

P24抗原的检测是用鼠的抗HIVP24抗原的单克隆抗体制备的，待检血清中有P24抗原就可与之结合，经酶标检测可鉴别阳性或阴性，可较早检测出HIV感染。

（三）核酸检测

是用PCR法检测法，测定感染者或艾滋病病人血液中的HIV-RNA或外周血单核细胞中的HIV-DNA, 目前国内已有这类试验盒，因HIVRNA在HIV/AIDS患者体内量的多少直接反映病情，如增加很快不管是HIV感染者或AIDS患者均需考虑开始用药，可联合用逆转录酶抑制剂和蛋白酶抑制剂，使病毒在体内的量下降，减慢HIV感染进展至AIDS。HIV-DNA检测在母婴传播和儿童艾滋病的诊断上有作用。

（四）病毒分离

是一种可靠的确定病毒存在的手段，但操作复杂，需时较长，且需有P3实验室才能进行。

（五）免疫学检查

CD4细胞的计数，用流式细胞仪检测CD4和CD8总数。

（六）机会性感染病原体或抗体的检测

1．卡氏肺孢子虫的检查

可收集痰或支气管分泌物，支气管灌洗液或肺活组织检查制成涂片或切片用姬姆萨或苏木素—伊红染色找卡氏肺孢子虫包囊或滋养体。

2．隐孢子虫检查

从大便涂片中找隐孢子虫。

3．真菌的检查

直接涂片检查可见特殊的真菌孢子和菌丝，对隐球菌脑膜炎可取脑脊液涂片用墨汁染色，最特异的是可见隐球菌有芽生。

4．弓形虫、病毒性肝炎抗体的检测

可用ELISA法检查。

5．细菌的检测

对结核杆菌可取痰，脑脊液作涂片然后用抗酸染色检查，其他细菌可分别作血或分泌物培养。

6．淋巴瘤或卡波济肉瘤

要取活组织检查送病理作切片检查，人类疱疹病毒8型 (HHV-8)的检测对卡波济肉瘤的诊断有较大价值。

7．其他检查

可检测梅毒血清抗体 (RPR,TPHA)、人巨细胞病毒 (CMV)-IgM抗体、人类乳头状病毒 (HPV) 抗体、人单纯疱疹病毒 (HSV) 抗体等，分泌物涂片或培养找念珠菌等。

六、诊断与鉴别诊断

高危人群突然出现发热、出汗、头痛、咽痛、恶心、厌食、全身不适等症状，出现红斑样皮疹、全身淋巴结肿大等体征。特别是淋巴细胞亚群CD4/CD8比例倒置，应高度怀疑艾滋病的诊断，及时作HIV抗原、抗体检测可得到明确的诊断。抗体测定常用ELISA或其他方法初筛，初筛阳性后，再用蛋白印迹法 (Western-Blot) 加以确认，也可用P24抗原测定或HIV核酸检测来诊断，诊断标准如下：

1．急性HIV感染期

病人近期内有流行病学史和临床表现，结合实验室HIV抗体由阴性转为阳性即可诊断，或仅实验室检查HIV抗体由阴性转为阳性即可诊断。

2．HIV感染期无症状期

有流行病学史，结合HIV抗体阳性即可诊断，或仅实验室检查HIV抗体阳性即可诊断。

3．艾滋病期

（1）原因不明的持续不规则发热38℃以上，＞1个月；

（2）慢性腹泻次数多于3次/d，＞1个月；

（3）6个月之内体重下降10％以上；

（4）反复发作的口腔白念珠菌感染；

（5）反复发作的单纯疱疹病毒感染或带状疱疹病毒感染；

（6）肺孢子虫肺炎 (PCP);

（7）反复发生的细菌性肺炎；

（8）活动性结核或非结核分支杆菌病；

（9）深部真菌感染；

（10）中枢神经系统占位性病变；

（11）中青年人出现痴呆；

（12）活动性巨细胞病毒感染；

（13）弓形虫脑病；

（14）青霉菌感染；

（15）反复发生的败血症；

（16）皮肤黏膜或内脏的卡波氏肉瘤、淋巴瘤。

有流行病学史、实验室检查HIV抗体阳性，加上述各项中的任何一项，即可诊为艾滋病。或者HIV抗体阳性，而CD4+
 T淋巴细胞数＜200/mm3
 ，也可诊断为艾滋病。

本病临床表现复杂多样，易与许多疾病相混淆。

（1）本病急性期应与传染性单核细胞增多症及其他感染性疾病如结核、结缔组织性疾病等相鉴别。

（2）淋巴结肿大应与血液系统疾病相鉴别，特别要注意与良性性病性淋巴结病综合征鉴别。后者淋巴结活检为良性反应性滤泡增生，血清学检查提示多种病毒感染。

（3）本病的免疫缺陷改变须与先天性或继发性免疫缺陷病相鉴别。

详细询问病史，根据高危人群，出现一般人不易患的疾病，本病鉴别诊断一般不难。病原学检查是主要的鉴别手段。

七、治　疗

至今无特效药，现有药物只能抑制病毒在体内复制，停药后病毒可恢复其繁殖。目前主张联合用药，就是所谓的鸡尾酒疗法、高效抗逆转录病毒治疗 (HAART)，有人估计每天血浆中产生病毒的数量约10亿，其中每1～2d有50％被清除，如能利用几种抗HIV的药，将病毒繁殖抑制至最低，这样可延长存活期，减慢发展至AIDS病的速度。可以两种或两种以上药物合用，可选两种逆转录酶抑制剂如AZT、DDI、DDC、3TC和D4T中的两种（AZT不能和D4T合用而且有拮抗作用），再加一种蛋白酶抑制剂。很多临床试验发现联合用药的优点是：①起协同作用使抗病毒能力加强，②可使持续抑制病毒复制增强，③可延缓或阻断因变异而产生的耐药性，④对药物引起病毒的变异，有相互制约作用。

（一）抗病毒治疗

1．核苷类逆转录酶抑制剂 (nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NRTIs)

叠氨胸苷 (azidothimidine, AZT)，又称 ZDV (zidovudine)，双脱氧胞苷 (dideoxycytidine, DDC)，双脱氧肌苷 (dideoxyinosine, DDI)，拉咪呋啶 (lamivudine, 3TC)，2’，3’－二脱氢－3’脱氧胸苷 (stavudine, d4t)，它们均为核苷类似物，可作为DNA合成期间逆转录酶的抑制剂。由于这些核苷类似物的3’位置缺乏羟基，使DNA合成受阻，从而导致病毒的DNA合成提前终止。①AZT: 为首选药物，可通过抑制逆转录酶而阻止艾滋病毒复制，可使CD4+
 细胞增加，改善免疫功能和临床症状。一般一岁以内10mg (kg.d)，分三次服用；13岁以下，每天360mg，分三次服用；成人300mg，一日二次，或200mg，一日三次，症状缓解后，每天100～200mg长期维持。原则为外周血CD4+
 T淋巴细胞数维持在0.5×109
 /L以上，无论是HIV携带者或艾滋病病人均可使用，中性粒细胞低于0.5×10-9
 /L应停药，早期使用效果较好。副作用：骨髓抑制，表现为贫血，中性粒细胞减少，少数有发热、皮疹和指甲色素沉着。可通过给予骨髓兴奋剂丙酸睾丸酮、苯丙酸诺龙，对巨幼细胞贫血可用叶酸及维生素B12
 治疗。②DDI:400mg，空腹顿服。副作用，约5％～7％可出现腹泻和胰腺炎、周围神经炎、中性粒细胞减少、中枢神经系统障碍、胃肠反应。③DDC:0.01mg/kg, 每天三次或0.75mg，每天三次，8～12周为一个疗程。副作用：主要为神经毒性，表现为视觉改变、麻木、无力、眩晕、甚至痴呆，停药后可逐渐改善，其他副作用为贫血、皮疹、口腔溃疡、关节痛和腹泻。DDI和DDC优点：无明显骨髓抑制作用，能有效地抑制病毒P24抗原，并使辅助性T细胞绝对值数增加，临床表现改善，体重增加。④Stavudine: 商品名Zerit, 又称D4T。成人，体重≥60kg者，40mg，每12h一次；体重小于60kg者，30mg，每12h一次。副作用：周围神经病变，发生率约15％，与剂量相关，其次为肾功能损伤，可随肌酐清除率调节剂量，其他副反应与AZT相似而略低于AZT。与逆转录酶相反，细胞的DNA聚合酶在DNA合成期间能校正和清除这些物质，因而后者并不影响细胞内DNA的转录过程，此类药物中的AZT最佳，它可抑制50％的病毒复制，但由于HIV的变异，易产生对这类药物的耐药。

2．非核苷类逆转录酶抑制剂 (non nucleoside reverse transcriptase inhibitors, NNR-TIs)

这是一类强力抗病毒药物，其特点：不能防止细胞被感染，但能阻止病毒后代的发育，能在毫微克分子浓度下抑制HIV复制，它与HIV非竞争性结合，从而使HIV酶活性下降，HIV复制减少。常用的有NVP (nevirapine, pyridinones)、L697、661等能使病人血清P24抗原减少，CD4细胞增加，与核苷类药物合用，能长期降低P24抗原水平、β-2微球蛋白和胞浆中HIV的mRNA含量，也可直接抑制HIV逆转录酶，从而减少HIV-1 DNA水平，但对HIV-2无作用，对人DNA多聚酶无效，常用于对AZT类耐药者。由于本身用药后6～20周，病毒变异对其产生耐药，因此临床很少单独应用。

3．蛋白酶抑制剂 (proteinase inhibitors, PI)

这类化合物与前两类不同，它不仅抵抗病毒的初期感染，还阻止病毒复制后期在慢性感染细胞内复制。蛋白酶抑制剂是一个对称的同源二聚体，它可在gag、gag-pol多肽前体之间裂解，通过设计仿HIV蛋白酶结晶肽结构的蛋白酶抑制剂模型化合物，能使宿主细胞合成不成熟的病毒颗粒，并阻止再感染新细胞。常用的有SAQ (sequinavir)、SC-52151、Ro 31-8950、Ro 24-7429、1592号、nelfinavir、Ritonavir、Indinavir, 体外实验对HIV-1、HIV-2均有效，能抑制急性和慢性感染细胞中HIV复制。其血浆中降低病毒滴度作用比AZT强，常与AZT、DDC等药合用，有协同作用。

4．Tat抑制剂

Tat为HIV-1编码的调节基因，某些药物如阿普唑仑衍生物可抑制Tat, 对HIV前病毒DNA有抑制作用，体外证明对HIV-1、HIV-2和AZT耐药株有效，用药剂量不详。

5．其他

整合酶抑制剂已在美国上市，重组可溶性CD4与免疫球蛋白IgG复合物 (rsCD4-IgG)，可阻止HIV-1与T淋巴细胞结合而避免感染。TNFα抑制剂、IFN-α及抗氧化剂对HIV均有一定作用。此外，唾液、乳汁中发现有灭活式凝集HIV的因子，体外有抗HIV-1复制作用，可用于制成表面用药。

（二）各种机会性感染的病原学治疗

1．抗原虫治疗

（1）卡氏肺孢子虫肺炎　可首选复方磺胺甲[image: ]
 唑，剂量为2片2～4次/d，长期服用副作用有：发热、周围白细胞减少、血小板减少和肝功能异常，如用药7～10d效果不佳者应改药或加用其他药，最新研究发现，卡泊芬净对卡氏肺孢子虫有效。

（2）喷他脒 (pentamidine)　有效率为60％～80％，对复方磺胺甲[image: ]
 唑无效者，喷他脒效果也差，副作用有肾功能不全、白细胞减少、低血糖、低血钙及肝功能异常。目前国外采用雾化吸入喷他脒，对轻症的感染效果好。

（3）弓形虫病

常用乙胺嘧啶和磺胺嘧啶联合治疗，副作用有药物疹、发热及骨髓抑制引起的周围白细胞减少（可口服叶酸预防），亦可用乙胺嘧啶加复方磺胺甲[image: ]
 唑或加林可霉素，最近有用阿奇霉素治疗的报道。

（4）隐孢子虫肠炎　口服乙酰螺旋霉素或阿奇霉素，亦可用甲硝唑和林可霉素，服药后可减轻症状，但不能清除原虫体。

2．抗真菌治疗

（1）隐球菌脑膜炎　首选两性霉素B静脉滴注，常与5-氟胞嘧啶合用，前者副作用有肝肾功能受损、低血钾和心肌受损等。亦可联用两性霉素B加氟康唑。

（2）念珠菌性口腔炎和咽炎　轻者可用制霉菌素加甘油局部涂擦，重者可口服氟康唑。

（3）组织胞浆菌病　常经活组织检查后病理诊断，治疗同隐球菌脑膜炎。

3．抗机会性病毒治疗

（1）疱疹病毒感染　如巨细胞病毒、单纯疱疹病毒、EB病毒和带状疱疹病毒感染，可引起皮肤黏膜和生殖器局部感染，亦可引起全身播散性感染，治疗可用阿昔洛韦，轻者口服0.2g每日5次，重者可静滴800～1200mg/d，分次给药，疗程2～4周，副作用有中性粒细胞减少，停药后可逆转。

（2）肝炎病毒感染　AIDS患者常合并乙型和丙型肝炎病毒感染，可试用干扰素，对早期丙型病毒性肝炎疗效约30％～40％。

4．抗细菌感染治疗

（1）抗结核或胞内鸟分支杆菌感染　可用异烟肼、利福平、乙胺丁醇、链霉素和氧氟沙星，如肝功能正常亦可考虑用吡嗪酰胺等。如用链霉素有反应时则可改用阿米卡星，疗程为6～12个月，需定期查肝肾功能。

（2）其他革兰阳性球菌或革兰阴性杆菌感染　可用哌拉西林或1～2代头孢菌素，如为耐药金黄色葡萄球菌，可选用去甲万古霉素，如系绿脓杆菌可选用头孢他啶或环丙沙星或亚胺培南—西拉司丁，严重者可加用阿米卡星或立克菌星。

（三）继发恶性肿瘤的治疗

1．卡波济肉瘤 (Kaposi’s sarcoma)

可用长春新碱或长春碱或博来霉素，亦可选用α-干扰素，偶有用放疗者，手术效果不好。

2．淋巴瘤

可用COPP方案（C: 环磷酰胺；O: 长春新碱；P: 甲基苄肼；P: 泼尼松）或CHOP方案（C: 环磷酰胺；H: 多柔比星；O: 长春新碱；P: 泼尼松）。

（四）中草药在治疗艾滋病上的作用

主要是调节机体免疫功能，对其能否对HIV有抑制作用持怀疑态度，近年随着艾滋病研究工作的深入进行，国内外报告中草药同时有调节免疫功能与抑制病毒作用，我国已研制了多个中药复方如艾克冲剂、克艾可、红宝方、扶正袋泡冲剂、艾滋宁、中国1号等多个复方，其目的是通过扶正，增强免疫功能以达到祛邪抑制病毒的目的，许多中药有清热解毒、活血化瘀、祛邪解表、通里攻下的作用，在这方面潜力很大，深入发掘和开发，大有可为。

（五）对症治疗

加强营养，不能口服者可用胃肠高营养或静脉高营养，贫血、白细胞血小板低者可输血。患者常有忧郁、绝望等表现，需进行心理和精神治疗，应和其他危重病人一样，不应对之有歧视的态度。

八、预　防

目前预防HIV的疫苗正在实验阶段，由于一旦感染HIV后尚无特效治疗，因此普及宣传教育非常重要，艾滋病不仅是一个医学问题，更是一个社会问题，面对艾滋病的斗争将是一场残酷、持久的人民战争。要使所有成人都了解HIV传播途径，要大力开展宣传教育，动员全社会力量，尤其各地宣传部门应明确规定新闻媒介单位有义务免费开展防治艾滋病的宣传教育。

（一）管理传染源

人是该病的传染源，无症状HIV感染者及艾滋病患者均具有传染性，病毒存在于血液、唾液、泪水、乳汁、精子和阴道分泌物中，均能造成传播，因此要加强传染源的管理。

（二）切断传播途径

由于HIV主要通过性接触、注射途径、血或血制品及围产期传播，因此必须强调：①对献血者检查，献血者献血前进行HIV抗体检测，通过检测可避免90％以上的HIV传播；②血制品的灭活，通过检测可降低HIV的传播风险，经灭活还可以清除其他风险，通常用巴氏消毒法和应用去污剂，HIV-1和HIV-2能被有效地灭活，免疫球蛋白也应使用灭活法，酒精类物在蛋白沉降中不能完全保证对HIV的有效灭活或清除；③消毒注射器的应用，注射海洛因几乎在所有国家均未得到政府批准，因此，因害怕被发现，吸毒者常在秘密购买交易和注射，禁毒只能限止毒品的消费，但不能使药瘾者放弃它，对青少年进行禁毒教育是一种好方法，大力推广一次性注射用品，也是一种行之有效的方法，此法在荷兰、德国等推广效果甚佳，HIV的传播得到明显控制；④忠实的性伙伴及应用安全套，保持忠实的性伙伴可有效防止HIV传播，正确使用安全套可以达到近乎100％的保护，其保护作用依赖于乳胶的质量、存储时间、性交等机械摩擦与需求及是否及早取出安全套以防外漏有关；⑤防止母婴传播；为预防胎儿感染，必须检测风疹、梅毒、乙肝、丙肝和艾滋病毒，对有HIV感染的孕妇必须得到医生的严密观察，许多研究表明在产前3月内应用AZT, 在出生后6周的婴儿感染率可下降60％以上。其他逆转录酶抑制剂可以和AZT合用，由于一些尚不明确的作用，我们建议不使用蛋白酶抑制剂。孕妇产前顿服Nevirapine 200mg，产后新生儿72h内每日2mg/kg也可大大降低HIV的母婴传播。⑥预防HIV-1的意外感染，医务工作人员在工作中被HIV-1血污染的针头或其他器械刺伤皮肤会有0.3％感染危险，感染可能性与针头刺入的位置，注入被污染的血量，血中HIV-RNA水平及原病人疾病严重程度相关。AZT是预防此类感染的主要药物，给被HIV-1污染针头刺伤者每天使用双肽芝 (AZT+3TC) 连续3～4周，可减少病毒传播危险达80％。如果损伤伤口大而深，为使感染HIV的机会降至最低，建议用AZT 100mg，3次/d; DDC 0.75mg，3次/d（或3TC 150mg，2次/d）加上一种蛋白酶抑制剂如indinavir, 三个药联合应用4～6周。

（三）加强健康教育

艾滋病的传播与人们的行为有密切关系，因此，健康教育是当前被公认的能有效地控制艾滋病传播的手段。健康教育是指通过有计划、有组织、有系统的教育活动，促使个人或群体自愿地采纳有益于自身健康的行为，从而消除或降低危险因素，降低发病率、死亡率，提高生活质量，并对教育效果作出评价。由于行为决定因素的多重性，因此多样化的学习活动及多种教育相互配合是重要的。“自愿”是指在完全地理解和接受了行为目的情况下采取的行动，而不是强迫的；健康教育所要改变的行为或生活方式是与健康有关的，它包括个体、家庭和组织行为，目前进一步扩大到影响生活和工作的条件范围。健康教育与卫生宣传的区别在于健康教育是有计划、有系统、有评价的活动，它的目的是改变行为，降低发病，提高生活质量；卫生宣传仅是实现特定健康教育目的的一种手段。

（四）疫苗防治艾滋病

疫苗的研究一直是HIV分子生物学研究的中心，由于HIV感染的特点和所致疾病的严重性，减毒或灭活疫苗均不在考虑之中，基因工程亚单位疫苗以及其他温和病毒如痘苗病毒为载体的重组活疫苗以及多肽疫苗是主要选择研究疫苗，尽管世界研制疫苗有数千人，花费数千万美元，但到本世纪末还不可能制成有效临床应用的疫苗，其主要原因：①HIV基因的高度变异，特别是作为疫苗研究主要候选抗原的外膜蛋白gp120，其氨基酸序列差异性在不同地区分离的毒株可达20％，用单一毒株gp120免疫得到只是针对该株亚型特异性中和抗体。②缺乏适宜的动物模型，对HIV-1易感的唯一动物是被列为濒危物种的猩猩，且感染后尚未有类似人的AIDS症状。自1989年开始研制HIV疫苗的11年间，曾经研制了16种以上毒株疫苗，但对于HIV疫苗的临床试验仍采取谨慎态度，由于疫苗毒株的选择要适合当地流行的毒株型别，且一种亚型并不能完全保护其他型别引起的感染。因此，迫切需要开发一种安全有效的，防止HIV感染的预防疫苗。一种理想的疫苗将保护人们免受在全球流行的所有不同亚型或组别的HIV感染。






【思考题】



1．了解艾滋病的流行病学概况，掌握艾滋病的传播途径和干预措施。



2．了解艾滋病发病机制最新进展，设想其对艾滋病防治的启示。



3．掌握艾滋病的临床表现、实验诊断流程。



4．了解艾滋病病程中病毒、细胞免疫及抗HIV抗体的动态规律，进一步认识艾滋病检测“窗口期”和艾滋病临床分期的关系。



5．掌握艾滋病抗病毒治疗和主要机会性感染治疗原则。



6．你认为目前控制艾滋病应重点做好哪些工作？
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（陈亚岗　朱彪）


 第二节　严重急性呼吸综合征



摘　要
 　严重急性呼吸综合征 (severe acute respiratory syndrome, SARS) 是一种新的急性呼吸道传染病，该病由SARS冠状病毒 (SARS-coronavirus, SARS-CoV) 引起，具有传染性强、流行面广、病死率较高等特点。临床上以进展性病毒性肺炎为特征，表现为发热、乏力、头痛、肌肉关节酸痛等全身症状和干咳、胸闷、呼吸困难等呼吸道症状为主要表现，腹泻等消化道症状是最常见的肺外表现；胸部影像学检查可见毛玻璃样改变以及局部实变；实验室检查外周血白细胞计数正常或降低；抗菌药物治疗无效是其重要特征。重症病例表现明显的呼吸困难，并可迅速发展成为急性呼吸窘迫综合征 (acute respiratory distress syndrome, ARDS)。诊断主要以流行病史，临床特征以及实验室检查为主，病原学检查进一步明确SARS的诊断。治疗上主要为对症支持，正确合理地使用糖皮质激素。




Abstract
 　Severe acute respiratory syndrome (SARS) is a novel infectious respiratory diseases caused by a novel coronavirus (the SARS-coronavirus, SARS-CoV) with intensive infectivity and high mortality. The typical clinical presentation of SARS is that of viral pneumonia with rapid respiratory deterioration. Fever, malaise, headache, myalgia, nonproductive cough and dyspnoea are the major symptoms. Diarrhea is the most common extrapulmonary manifestation. Chest radiographs typically show ground-glass opacities and focal consolidations.



Laboratory abnormalities in SARS include lymphopenia, while total white blood cell counts are normal or slightly low, Administration of antibiotic has no improvement for SARS patient, which is another important clinical feature. In severe cases, respiratory function may occur and progress to acute respiratory distress syndrome (ARDS). The diagnosis of SARS is mainly based on the clinical, epidemiologic, and laboratory features, which will be further confirmed by the pathogenic examination. Clinical management of SARS has relied largely upon supportive care, and the use of corticosteroids should be appropriately managed.






严重急性呼吸综合征 (severe acute respiratory syndrome, SARS) 是一种新的急性呼吸道传染病，具有传染性强、流行面广、病死率较高等特点。在我国该病称为传染性非典型肺炎。该病由SARS冠状病毒 (SARS-coronavirus, SARS-CoV) 引起，是可累及多个脏器系统的特殊肺炎，临床上以发热、乏力、头痛、肌肉关节酸痛等全身症状和干咳、胸闷、呼吸困难等呼吸道症状为主要表现，部分病例可有腹泻等消化道症状；胸部X线检查可见肺部炎性浸润影；实验室检查外周血白细胞计数正常或降低；抗菌药物治疗无效是其重要特征。重症病例表现明显的呼吸困难，并可迅速发展成为急性呼吸窘迫综合征 (acute respiratory distress syndrome, ARDS)。截至2003年8月7日，全球累计发病例数为8422例，依据报告病例计算的平均病死率达到了9.3％。SARS是21世纪第一个发现的烈性传染病，我国已将SARS按照甲类传染病处置。

一、流行病学

（一）流行分布

2002年11月，在我国广东发现第一个SARS病例。至2003年2月，广东发病进入高峰。在经历了两个多月的始发期后，扩散到我国内地24个省、自治区、直辖市。在全球共

波及亚洲、美洲、欧洲等32个国家和地区。截止2003年8月7日，全球累计发病例数为8422例，中国内地总发病数达5327例。2004年，在我国台湾发现1例实验室感染的SARS患者，之后我国广东省出现4例经病原学确诊的SARS患者。目前全球没有SARS患者和SARS疫区。

（二）传染源

SARS患者是最主要传染源。极少数患者在刚出现症状时即具有传染性。一般情况下传染性随病程而逐渐增强，在发病的第2周最具传播力。通常认为症状明显的患者传染性较强，特别是持续高热、频繁咳嗽、出现ARDS时传染性较强。退热后传染性迅速下降，尚未发现潜伏期患者以及治愈出院者有传染他人的证据。尚未发现隐性感染者的传染性。一般认为，症状不典型的轻型患者不是重要的传染源。迄今尚未证实有长期带毒者。

（三）传播途径

近距离呼吸道飞沫传播，即通过与患者近距离接触，吸入患者咳出的含有病毒颗粒的飞沫，是SARS经空气传播的主要方式，是SARS传播最重要的途径。气溶胶传播是经空气传播的另一种方式，被高度怀疑为严重流行疫区的医院和个别社区暴发的传播途径之一。通过手接触传播是另一种重要的传播途径。目前尚不能排除经肠道传播的可能性，尚无经过血液途径、性接触途径和垂直传播的流行病学证据。由我国专家提出的SARS传播五大特点：有慢性病的老人感染易成超级传播者；所有感染者均与上一代患者有症状期接触；接触越是密切，就越容易被感染；未发现潜伏期SARS患者具有传染性；隔离患者终止了进一步传播。根据我们的观察发现，在狭小、通风不良空间内的密切接触者最易传播。然而，加拿大报告采取防护措施的医护人员中仍有SARS广泛传播，提出可能与以下几点有关：医护人员较多接触患者呼吸道分泌物；接触危险期更具传染性的患者；暴露于护理患者过程中产生的气溶胶中。除了呼吸道飞沫外，人们还能产生其他具有传染性的气溶胶，如粪便或尿液的气溶胶也会被吸入进而造成传染，SARS也可能通过患者飞沫污染物（如通过手、衣物、食物、水等）途径传播。此次SARS流行具有家庭和医院聚集的特点。

（四）易感性

由于SARS病毒是一种新型病毒，全人类对其均无免疫力。故人群对SARS病毒普遍易感，但儿童感染率较低，原因尚不清楚。本次发病以青壮年人为主，可能与这一年龄段人群社交广、接触机会多有关。感染SARS病原后，已证实可以产生体液免疫，已有观察到发病10个月时血清抗SARS-Co VIgG仍呈强阳性的报道，但其持续时间及其对机体的保护作用，以及流行病学意义均有待深入研究。该病感染后可否获得终身免疫尚不清楚，至今尚未发现SARS患者感染后复发的报告。

二、病原学

2003年4月16日WHO正式宣布一种以前未知的冠状病毒 (coronavirus) 为导致SARS的病原体，并命名为SARS冠状病毒。SARS冠状病毒属于巢状病毒目，冠状病毒科冠状病毒属，属于单链RNA病毒。已在患者的血液、呼吸道分泌物、粪便以及尿液中检测到SARS病毒。目前已完成了该病毒的全基因组测序，并发现了其主要蛋白酶的三级结构。在不同国家发现的SARS病毒没有显著变异，但这种新的病毒可能有不同株。过去曾推测SARS病毒可能以动物为自然宿主，由于某种原因开始感染人体。我国SARS病毒起源研究工作取得突破，已从蝙蝠、猴、果子狸及蛇等动物体内检测到冠状病毒基因，已测出的病毒基因序列与SARS病毒的基因序列完全一致。病毒在37℃条件下生长良好，细胞感染24h即可出现病变，可用空斑进行病毒滴定，在RD（人横纹肌肿瘤细胞）、MDCK（狗肾细胞）、293（人胚肾细胞）、2BS（人胚肺细胞）等细胞系上也可以培养，但滴度较低。室温24℃下，病毒在尿液里至少可存活10d, 在腹泻患者的痰液和粪便里能存活5d以上，在血液中可存活约15d, 在塑料、玻璃、马赛克、金属、布料、复印纸等多种物体表面均可存活2～3d。病毒对温度敏感，随温度升高抵抗力下降，37℃可存活4d, 56℃加热90min、75℃加热30min能够使病毒灭活。紫外线照射60min可杀死病毒。病毒对有机溶剂敏感，乙醚4℃条件下，作用24h可使病毒完全灭活，75％乙醇作用下5min可使病毒失去活力，在含氯的消毒剂作用下5min病毒亦被灭活。

三、发病机制和病理

SARS的发病机制不明。现有研究提示，病毒感染可能为本病发病的启动因子，病毒感染后又激发机体的免疫超敏反应并产生免疫病理损害，导致一系列复杂的病理生理过程。

（一）病毒作用

目前并不清楚病毒何以进入肺的深部，从而引起足以致命的肺泡损伤。绝大多数感冒和流感病毒定位于上呼吸道。SARS病毒有可能定位于此继而顺路而下，也有可能弥散入血再次进入肺部。如果后者属实，则血中的病毒滴度是划分病程的重要指标。然而现在还没人作病毒滴度与疾病严重度的相关性研究，因为样本并非取自疾病暴发早期。欧洲研究组发现在患者的呼吸道分泌物中有高滴度的冠状病毒RNA, 而在血浆和粪便中滴度较低，提示SARS病毒呈嗜肺性感染。SARS病毒侵入宿主细胞和复制的细胞学和分子学机制不明。然而，Ksiazek等利用冠状病毒相关抗体检测患者肺组织中病毒抗原，结果均未检测到有病毒抗原的存在，进一步用免疫组化分析发现在病程1～2周中病毒已从肺组织中清除，与其他呼吸道病毒感染相似，在SARS病毒感染后两周内病毒被清除，故作者认为SARS病毒引起的弥漫性肺损伤不是病毒直接作用的结果。

（二）免疫病理反应

SARS病毒所具有的结构蛋白（S蛋白、N蛋白、M蛋白）和五个全新的未知蛋白进入人体后作为异常抗原，诱导机体变态反应的发生。这些蛋白不能被机体已有抗体有效中和，导致体内异体蛋白持续增高，刺激机体发生过度的免疫反应，从而引起强烈的肺组织免疫损伤。有人通过定量 (real-time) PCR测定了SARS患者鼻咽分泌物中病毒含量，发现病毒量在发病后第10d达到高峰，第15d后病毒量明显下降，提示在第二周出现的病情恶化可能不是由病毒复制所致，而是由免疫病理损伤造成的。

（三）T细胞免疫反应

大多数情况下，SARS-CoV感染时，人体免疫系统能够激发体液免疫和细胞免疫反应并逐渐控制感染、清除病毒。有许多证据表明，SARS-CoV可以直接侵犯免疫系统，导致患者淋巴细胞、白细胞减少和外周淋巴组织的病理损伤。多数SARS患者外周血白细胞计数正常或降低，而CD3+
 、CD4+
 、CD8+
 T淋巴细胞较正常人明显降低，病情越重，T淋巴细胞计数下降越明显。SARS患者恢复后，T淋巴细胞的数量和功能逐渐恢复正常。我国北京和广州的研究报告均发现，SARS患者从发病第一周至第四周外周血CD4+
 、CD8+
 T淋巴细胞均有不同程度的下降，其中以病程第二周疾病处于高峰发展时期最为突出，与CD4+
 T淋巴细胞的下降程度比较，此时期CD8+
 T淋巴细胞降低更为明显，从第三周起随着病情的好转，CD4+
 、CD8+
 T淋巴细胞有逐渐上升的趋势。与艾滋病病毒等三种病毒感染者相比，SARS患者的CD4+
 细胞和CD8+
 T细胞数量也均显著减少。此与通常病毒感染后患者的CD8+
 T细胞数量显著增加不一致，表明SARS病毒对患者的T细胞免疫功能产生了严重的破坏，甚至比艾滋病病毒急性感染时所造成的免疫功能破坏程度更为严重。

（四）病理变化

目前只有有限的资料探讨了SARS的肺部病理改变。肺活检和尸检发现，弥漫性肺泡损伤、肺透明膜形成、单核巨噬细胞浸润、肺泡细胞增生等是其主要改变。在病程早期（少于10d），可见气道黏膜上皮脱落、纤毛丢失，伴有透明膜形成的肺水肿，提示早期已有急性呼吸窘迫综合征 (ARDS) 的征兆。病程超过10d出现弥漫性肺泡损伤。有人据此将SARS的病理改变分为三期：炎症或渗出期、增生期和最终的纤维化期。研究还发现，肺泡内被激活的巨噬细胞上调细胞因子在SARS的病理改变过程中起了相当重要的作用，并为应用皮质激素进行干预可能调节细胞因子的应答并防止病情恶化的理论提供了依据。

四、临床表现

（一）潜伏期

SARS的潜伏期通常限于两周之内，一般约2～10d。

（二）临床症状

急性起病，自发病之日起，2～3周内病情都可处于进展状态。主要有以下三类症状。

1．发热及相关症状

常以发热为首发和主要症状，体温一般高于38℃，常呈持续性高热，可伴有畏寒、肌肉酸痛、关节酸痛、头痛、乏力。在早期，使用退热药可有效；进入进展期，通常难以用退热药控制高热。使用糖皮质激素可对热型造成干扰。

2．呼吸系统症状

可有咳嗽，多为干咳，少痰，小部分患者出现咽痛。可有胸闷，严重者渐出现呼吸加速、气促，甚至呼吸窘迫。常无上呼吸道卡他症状。呼吸困难和低氧血症多见于发病6～12d以后。

3．其他方面症状

部分患者出现腹泻、恶心、呕吐等消化道症状。

4．体征

SARS患者的肺部体征常不明显，部分患者可闻少许湿啰音，或有肺实变体征。胸部叩诊偶有局部浊音、呼吸音减低等少量胸腔积液的体征。

SARS的临床表现无特异性。据广州、北京和香港的临床资料分析，起病急，可出现发热（98.1％～100％）、畏寒（59.0％～78.5％）、肌痛（38.6％～45.5％）、咳嗽（71.7％～83.1％）、咳痰（15.0％～55.4％）、呼吸困难（43.3％～74.4％）、腹泻（22.0％～24.5％）、头痛（43.4％～55.5％）等症状。早期呼吸道症状不明显。

五、实验室检查

（一）外周血象

白细胞计数一般正常或降低；常有淋巴细胞计数减少 [若淋巴细胞计数＜0.9×109
 /L, 对诊断的提示意义较大；若淋巴细胞计数介于 (0.9～1.2)×109
 /L, 对诊断的提示仅为可疑]; 部分患者血小板减少。

（二）T淋巴细胞亚群计数

常于发病早期即见CD4+
 、CD8+
 细胞计数降低，两者比值正常或降低。

（三）胸部影像检查

病变初期肺部出现不同程度的片状、斑片状磨玻璃密度影，少数为肺实变影。阴影常为多发和（或）双侧改变，并于发病过程中呈进展趋势，部分病例进展迅速，短期内融合成大片状阴影。当肺部病变处于早期阶段，阴影小或淡薄，或其位置与心影和（或）大血管影重合时，X线胸片可能难以发现。故如果早期X线胸片阴性，尚需每1～2d动态复查。若有条件，可安排胸部CT检查，有助于发现早期轻微病变或与心影和（或）大血管影重合的病变。必须定期进行胸部X线影像学复查，以观察肺部病变的动态变化情况。

（四）特异性病原学检测

1．SARS-CoV血清特异性抗体检测

发病10d后采用免疫荧光抗体 (IFA) 测定，在患者血清内可以检测到SARS-CoV的特异性抗体（若采用ELISA, 则在发病21d后）。从进展期至恢复期抗体阳转或抗体滴度呈4倍及以上升高，具有病原学诊断意义。首份血清标本需尽早采集。广州呼吸疾病研究所、广州市第八人民医院检测36例临床诊断的典型病例的恢复期血清，全部（100％）抗体呈强阳性反应；而在密切接触患者的医务人员50人中，阳性率＜5％。

2．SARS-CoV RNA检测

准确的SARS-CoV RNA检测具有早期诊断意义。采用RT PCR方法，在排除污染及技术问题的情况下，从呼吸道分泌物、血液或粪便等人体标本中检出SARS-CoV的RNA, 尤其是多次、多种标本和多种试剂盒检测SARS-CoV RNA阳性，对病原学诊断有重要支持意义。

3．其他早期诊断方法

免疫荧光抗体试验 (IFA) 检测鼻咽或气道脱落细胞中SARS-CoV，SARS-CoV特异性结构蛋白检测，以及基因芯片技术等检测方法，尚有待进一步研究。

六、诊断和鉴别诊断

SARS的诊断主要依靠流行病学史和临床资料。我国卫生部在2003年5月4日制订的SARS诊断标准对我国控制SARS起到了重要作用，但随着SARS疫情的完全控制，这个诊治指南已不适应。因此，我国在2003年10月重新修订了新的诊治指南。

（一）诊断

结合流行病学史、临床症状和体征、一般实验室检查、胸部X线影像学变化，配合SARS病原学检测阳性，排除其他表现类似的疾病，可以作出SARS的诊断。具有临床症状和出现肺部X线影像改变，是诊断SARS的基本条件。流行病学方面有明确支持证据和能够排除其他疾病，是能够作出临床诊断的最重要支持依据。对于未能追及前向性流行病学依据者，需注意动态追访后向性流行病学依据。对病情演变（症状、氧合状态、肺部X线影像）、抗菌治疗效果和SARS病原学指标进行动态观察，对诊断具有重要意义。应合理、迅速安排初步治疗和有关检查，争取尽速明确诊断。

1．临床诊断和确诊

对于有SARS流行病学依据，有症状，有肺部X线影像改变，并能排除其他疾病诊断者可以作出SARS临床诊断。在临床诊断的基础上，若分泌物SARS-CoV RNA检测阳性，或血清SARS-CoV抗体阳转，或抗体滴度4倍及以上增高，则可作出确定诊断。

2．疑似病例

对于缺乏明确流行病学依据，但具备其他SARS支持证据者，可以作为疑似病例，需进一步进行流行病学追访，并作病原学检查以求印证。对于有流行病学依据，有临床症状，但尚无肺部X线影像学变化者，也应作为疑似病例。对此类病例，需动态复查X线胸片或胸部CT, 一旦肺部病变出现，在排除其他疾病的前提下，可以作出临床诊断。

3．医学隔离观察病例

对于近2周内有与SARS患者或疑似SARS患者接触史，但无临床表现者，应自与前者脱离接触之日计，进行医学隔离观察两周。

（二）鉴别诊断

由于目前SARS的诊断主要根据临床，应特别强调流行病学的调查，特别强调发挥各地专家组的集体作用，对疑似病例进行严格的鉴别诊断。目前在没有SARS患者和疫情的情况下，发现首发病例非常重要。对首发病例的诊断，在相当程度上属于排除性诊断。在作出SARS诊断前，需要排除引起类似临床表现的其他疾病和与SARS进行鉴别的重点疾病，包括：普通感冒、流行性感冒（流感）、一般细菌性肺炎、军团菌性肺炎、支原体肺炎、衣原体肺炎、真菌性肺炎、艾滋病和其他免疫抑制（器官移植术后等）患者合并肺部感染、一般病毒性肺炎。其他需要鉴别的疾病还包括肺结核、流行性出血热、肺部肿瘤、非感染性间质性肺疾病、肺水肿、肺不张、肺栓塞、肺血管炎、肺嗜酸粒细胞浸润症等。对于有与SARS类似的临床症候群的病例，若规范地进行抗菌治疗后无明显效果，有助于排除细菌或支原体、衣原体性肺部感染。

我国制定的重症SARS的诊断标准为：具备以下三项之中的任何一项，均可以诊断为重症SARS。

（1）呼吸困难　成人休息状态下呼吸频率≥30次/min，且伴有下列情况之一。①胸片显示多叶病变或病灶总面积在后前位胸片上占双肺总面积的1/3以上；②病情进展，48h内病灶面积增大超过50％且在后前位胸片上占双肺总面积的1/4以上。

（2）出现明显的低氧血症　氧合指数低于300mm Hg（1mm Hg=0.133kPa）。

（3）出现休克或多器官功能障碍综合征 (MODS)。甄别出SARS患者中危重者并及时加以干预治疗，对控制病情是至关重要的。

七、治　疗

虽然SARS的致病原已经基本明确，但发病机制仍不清楚，目前尚缺少针对病因的治疗。基于上述认识，临床上应以对症支持治疗和针对并发症的治疗为主。在目前疗效尚不明确的情况下，应尽量避免多种药物（如抗生素、抗病毒药、免疫调节剂、糖皮质激素等）长期、大剂量地联合应用。

（一）监测病情变化

多数患者在发病后14d内都可能属于进展期，必须密切观察病情变化，监测症状、体温、呼吸频率、SpO2
 或动脉血气分析、血象、胸片（早期复查间隔时间不超过2～3d）及心、肝、肾功能等。

（二）一般性和对症治疗

（1）卧床休息，避免劳累、用力。

（2）避免剧烈咳嗽，咳嗽剧烈者给予镇咳；咳痰者给予祛痰药。

（3）发热超过38.5℃者，可使用解热镇痛药。高热者给予物理降温。儿童忌用阿司匹林，因该药有可能引起Reye综合征。

（4）有心、肝、肾等器官功能损害，应做相应的处理。

（5）加强营养支持。注意水电解质平衡。

（6）出现气促或PaO2
 低于70mm Hg或SpO2
 ＜93％给予持续鼻导管或面罩吸氧。

（7）糖皮质激素的应用。应用指征如下：①有严重的中毒症状，持续高热不退，经对症治疗3天以上最高体温仍超过39℃；②X线胸片显示多发或大片阴影，进展迅速，48h之内病灶面积增大＞50％且在后前位胸片上占双肺总面积的1/4以上；③达到急性肺损伤或ARDS的诊断标准。具备以上指征之一即可应用。成人推荐剂量相当于甲泼尼龙80～320mg/d，静脉给药具体剂量可根据病情及个体差异进行调整。当临床表现改善或胸片显示肺内阴影有所吸收时，逐渐减量停用。一般每3～5d减量1/3，通常静脉给药1～2周后可改为口服泼尼松或泼尼松龙。一般不超过4周，不宜过大剂量或过长疗程，应同时应用制酸剂和胃黏膜保护剂，还应警惕继发感染，包括细菌和（或）真菌感染，也要注意潜在的结核病灶感染扩散。

（8）预防和治疗继发细菌感染。

（9）早期可试用抗病毒药物，但疗效没有确定。

（10）重症可试用增强免疫功能的药物。

（11）可选用中药辅助治疗。治则为：温病，卫、气、营、血和三焦辨证论治。

（12）心理治疗：对疑似病例，应合理安排收住条件，减少患者担心院内交叉感染的压力；对确诊病例，应加强关心与解释，引导患者加深对本病的自限性和可治愈的认识。

（13）重症病例的处理：①加强对患者的动态监护。②使用无创正压机械通气 (NPPV)。模式通常使用持续气道正压通气 (CPAP)，压力水平一般为4～10cm H2
 O; 吸入氧流量一般为5～8L/min，维持血氧饱和度大于93％，或压力支持通气+呼气末正压 (PSV+PEEP)，PEEP水平一般为4～10cm H2
 O, 吸气压力水，平一般为10～20cm H2
 O。NPPV应持续应用（包括睡眠时间），暂停时间不宜超过30min, 直到病情缓解。③若患者不耐受NPPV或氧饱和度改善不满意，应及时进行有创正压机械通气治疗。④出现休克或MODS, 予相应支持治疗。

八、预防和预后

（一）早期发现和迅速诊断

预防SARS的关键是及时报告、就地隔离诊断和诊断疑似病例，对可疑病例也要及时隔离。我国已将SARS按照甲类传染病来处置。在流行期间应减少大型集会和集体活动，接触者应戴口罩。保持良好的通风和注意个人卫生是个人预防SARS最主要的手段。

（二）药物预防

目前没有证明任何药物对SARS有预防作用。

（三）疫苗预防

目前世界各国科学家正在积极研究SARS疫苗。由于SARS病毒较为稳定，不用担心开发的疫苗会因病毒快速变异而失去效用。

（四）预后

该病为自限性疾病，大部分患者预后良好。2002—2003年流行中，我国SARS的死亡率为0.024/10万，病死率为7％。全球SARS病死率为18％左右。老年人所占比例较大（60岁以上患者的病死率为11％～14％，其死亡人数约占全部死亡人数的44％）。随着年龄增加，病死率也增加，合并其他疾病如高血压病、糖尿病、心脏病、肺气肿及肿瘤等疾病的患者病死率高。






【思考题】



1．SARS的流行病学特点有哪些？



2．如何及早发现可疑SARS患者并作出疑似诊断和临床诊断？



3．为何用糖皮质激素治疗SARS存在较大分歧？
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（沈华浩）


 第三节　病毒性肝炎病原学研究现状



摘　要
 　引起病毒性肝炎的病原体主要有甲型、乙型、丙型、丁型和戊型肝炎病毒病毒。此外近年来又发现一些可引起肝脏炎症的病毒，HGV/GBV-C、TTV、TLMV和SEN病毒等。对于肝炎病毒病原学的研究近年来主要集中于对它们的基因结构的深入解析，即基因结构与功能的分析。研究的侧重点已从纯病毒颗粒本身的研究延伸至病毒种群、基因型别、基因准种在感染者体内的动态变化及其意义。研究手段已不仅仅以经典的生物遗传学（正向遗传学 forward genetics），而是结合反向遗传学 (reverse genetics) 的研究思路，应用如基因突变、敲除 (knockout) 或敲倒 (knockdown) 等技术，以期发现新的嗜肝性肝炎病毒病原体与揭示肝炎病毒的基因结构与其功能。




Abstract
 　Viral hepatitis is caused by five reasonably well-characterized hepatitis viruses, hepatitis A, B, C, D and E virus. Hepatitis A virus is a picornavirus, a small single strand RNA virus; hepatitis B virus belongs to the hepadnavirus family of double stranded DNA viruses; hepatitis C virus is a flavivirus, a single stand RNA virus; hepatitis E, also an RNA virus, is similar to a calicivirus. Hepatitis D which is also known as Delta agent is a circular RNA that is more similar to a plant viroid than a complete virus. Additionally, other viruses which can cause hepatitis were found in recent years, involved hepatitis G/GB virus, TTV (transfusion transmitted virus), TMLV (TTV-liked mini virus) and SEN virus. Recent researches for the pathogenic characteristics focus on viral mutations, genotypes and quasispecies distribution in the infected individuals. In methodology, traditional forward genetics has been combined with reverse genetics, applying gene mutated viruses, gene knockout or knockdown techniques in looking for new hepatitis viruses as well as analyzing the viral genetic structures and functions.






目前，比较明确的肝炎病毒有甲型、乙型、丙型、丁型和戊型。此外，其他病毒如巨细胞病毒、EB病毒、黄热病毒、风疹病毒、单纯疱疹病毒、柯萨基病毒、ECHO病毒等也可致肝脏损害，但它们主要引起肝外的临床表现，故不在病毒性肝炎病原讨论范围。近年来又发现一些可引起肝脏炎症的病毒，HGV/GBV-C、TTV、TLMV和SEN病毒等，分别讨论如下。

1．甲型肝炎病毒(hepatitisAvirus, HAV)

HAV属小RNA病毒科，曾归类于肠道病毒属72型。但随后的研究表明，HAV的许多特性与肠道病毒属成员不同，主要表现在以下几个方面：①HAV核苷酸和氨基酸序列与其他肠道病毒不同。②HAV很难适应于细胞培养，复制慢且无细胞病变。③HAV对温度和药物等有抵抗，而其他肠道病毒则敏感。④HAV在pH1时稳定。⑤HAV只有一个血清型。⑥肠道病毒特异性单抗不能与HAV反应。据此现将其归为小RNA病毒科的一个新属——肝病毒属 (hepatovirus)。

HAV为正20面体立体对称球形颗粒，直径为27～28nm，无包膜。颗粒中包含病毒核酸，为线状正链RNA分子。病毒衣壳则由多拷贝的病毒3种多肽，即VP1、VP2和VP3组成。

HAV基因组是一条长约7.5kb (HM～175株为7478nt) 的线状正单链RNA, 具有感染性。基因组结构主要分成5’非翻译区－P1区－P2区－P3区－3’非翻译区－多聚A尾等部分，其中P1、P2和P3区合称为翻译区，分别编码不同的结构蛋白和功能蛋白（图9-1）。
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图9-1　HAV基因组结构（刘克洲、陈智主编：《人类病毒性疾病》P.808）

5’非翻译区（5’NTR）全长为734nt, 是HAV基因组中最保守的区域。其中151～734nt为HAV IRES (internal ribosomal entry site) 元件，在宿主细胞性蛋白多肽作用下，40S核糖体亚单位与HAV IRES元件结合，以“非帽依赖方式”(Cap-independent translation manner) 在合适的起始密码处起始翻译。核糖体RNA与HAV的IRES结合，是病毒蛋白翻译的必由之路。如果这种结合不能正确和有效地进行，将严重阻碍病毒蛋白的表达。

3’NTR在HAV毒株间差异较大，达20％，其功能不明，可能与HAV RNA合成调控有关。

HAV翻译区位于第735～7415nt, 以单顺反子的形式翻译约含2225个氨基酸的多聚蛋白。该区可分成P1、P2和P3三个功能区，分别编码结构蛋白（P1区蛋白）和两个非结构蛋白（P2和P3区蛋白，转录和调控蛋白）。

HAV只有一个血清型，但可根据其核苷酸序列分成7个基因型 (genotype)，型间差异为15％～25％。基因型Ⅰ、Ⅱ、Ⅶ仅来源于人，Ⅲ型则来源于人或猿猴，Ⅳ、V、和 Ⅵ仅来源于猿猴。目前世界上流行或散发的人源HAV株绝大多数为基因Ⅰ型 (IA和IB)，约占80％，少数为基因Ⅲ型（ⅢA和ⅢB），其他型极少。

HAV在感染者体内呈准种 (quasispecies) 分布。准种是指遗传学上高度相关、个体之间又有差别的种群组合。感染者体内的HAV虽为同一基因型，但各自的基因组核苷酸序列又有差别，尤其是在VP1和VP3区，这种序列差别尤为明显，成为一群混合体，其构成可随疾病进展和药物治疗而变化。

HAV在肝细胞内复制。脱去壳蛋白后，病毒RNA进入细胞质并与细胞核糖体形成多聚核糖体，然后将HAV的RNA翻译成一个多聚蛋白。多聚蛋白经自身或细胞蛋白酶的裂解而产生病毒的成熟蛋白质。其中HAV的RNA依赖性RNA聚合酶将病毒正链RNA复制成负链RNA, 形成复制中间体。以负链RNA为模板复制产生多条正链RNA分子。子代RNA分子与核壳蛋白结合包装，形成完整病毒颗粒。

HAV的抗原性不仅取决于抗原蛋白的一级结构，且与其立体构型有关。只有完整病毒颗粒或空衣壳（无RNA的病毒样颗粒）或五邻体才能激发产生中和抗体，而纯化的壳蛋白或合成多肽产生的抗体中和能力很弱或几乎没有，除非能形成类似病毒的立体构型。HAV VP3和VP1构成其主要中和抗原决定簇，VP2也可能参与抗原性的形成。

2．乙型肝炎病毒 (hepatitisBvirus, HBV)

HBV与鸭肝炎病毒 (DHBV)、土拨鼠肝炎病毒 (WHBV) 和地松鼠肝炎病毒 (GSHV) 归为嗜肝DNA病毒科 (Hepadna Viridae)。

（1）形态和结构　HBV为直径42nm的球形颗粒，称Dane颗粒。由双层衣壳和核心组成。外层衣壳为包膜 (envelope)，由乙型肝炎表面抗原 (HBsAg) 组成。内层衣壳为核壳 (nuclear capsid)，由乙型肝炎核心抗原 (HBcAg) 组成。核心 (Core) 内有双股部分环状DNA和DNA多聚酶。电镜下HBV感染者血清中可见三种不同形态的颗粒：直径22nm的小球形空心颗粒、宽22nm，长40～100nm的管状颗粒（以上两种颗粒均不含病毒的核酸）和直径42nm的双层球形颗粒，内含病毒核酸，称Dane颗粒，即为HBV颗粒。

基因组的结构、功能及其编码蛋白　HBV基因组为部分环状双股DNA, 由正链和负链组成，负链为长链，呈闭合型的环状DNA, 全长约3200个核苷酸，有转录和翻译蛋白的功能。正链为短链，呈半闭合型的环状DNA, 全长为负链的50％～75％，与负链以碱基配对方式结合成双股DNA。正链没有转录和翻译的功能。负链5’端有11个碱基组成的重复序列称为DR1。同样，在正链5’端也有11个碱基组成的重复序列，称为DR2。DR1和DR2是HBV DNA成环和病毒复制的关键区域，与病毒复制有关（图9-2）。
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图9-2　HBV基因组结构（李梦冬主编：《实用传染病学》第二版，P.106）

HBV负链DNA有S、C、P和X4个开放读框区 (open reading frame, ORF)。S基因区：全长为1167bp。由S基因、前S1和S2基因组成，分别编码226个氨基酸的S蛋白或主蛋白 (major protein) 即HBsAg、108个和55个氨基酸的前S1蛋白和前S2蛋白。前S2蛋白和S蛋白结合称为中蛋白 (middle protein)。前S1蛋白、前S2蛋白和S蛋白结合称为大蛋白 (large protein)。大蛋白、中蛋白和主蛋白均是构成HBV外膜的成分。HBsAg可以有 a、d/y和r/w抗原决定簇，故可以分为多个亚型。a抗原决定簇为组中和抗原决定簇，对各个亚型有交叉保护作用。C基因区：包括前C基因和C基因，全长636bp。其中前C基因为87bp, 编码29个氨基酸的信号肽 (signal peptide)。C基因为549bp, 编码183个氨基酸的乙型肝炎核心抗原 (HBcAg)。从前C基因开始编码，连续编码至C基因，可以产生乙型肝炎 e抗原 (HBeAg) 前体蛋白，由信号肽引导至细胞内质网，在前C区蛋白氨基端除去19个氨基酸和C蛋白羧基端除去富含精氨酸区而形成HBeAg。P基因区：是HBV基因组最长的开放读框区，与S基因区和部分C基因及X基因区重叠。全长2496bp, 编码832个氨基酸的P蛋白，具有DNA多聚酶、逆转录酶和RNA酶H活性。在HBV前基因组RNA逆转录为负链HBVDNA须要逆转录酶（DNA多聚酶）作用。X基因区：全长为462bp, 编码含154个氨基酸的乙型肝炎X抗原 (HBxAg)。

HBxAg具有反式激活HBV基因的作用，增强HBV基因的复制和表达。同时，还有反式激活细胞内原癌基因 (oncogen) 的作用，可能与肝癌的发生有关。HBV基因组在肝细胞内具有两种调控方式：其一是顺式调节，如启动子及增强子序列，以直接方式影响另外一些基因组的功能，是基因组内部调节方式；其二是反式调节，即基因组中一部分基因片段通过其转录或翻译产物产生对另一部分基因片段表达的调节方式，如病毒基因组表达的反式激活蛋白，以其表达产物的间接方式参与另外一些基因的功能调节，可以对基因组内部的基因片段，甚至可以对另外细胞或病毒的基因组有调控作用。这种病毒蛋白对肝细胞基因组的反式调节作用，影响了肝细胞的基因表达谱，是病毒感染慢性化以及引起感染的肝细胞发生恶性转化的重要的分子生物学机制之一。核内的HBx可通过与DNA结合蛋白作用，激活转录因子或基本转录过程，通过反式激活转录元件而促进病毒的复制。HBx还能在DNA水平激活转录。而胞质中的HBx则主要通过刺激信号转导途径而引起一系列的反应，激活AP-1、NF-κB等一批转录因子，干扰细胞内信号转导通路反式激活转录，导致细胞的转录、增生。研究发现HBx的反式激活作用呈现明显的广谱性，能够反式激活多种同源或异源的病毒或细胞转录调节基因区，包括HBV增强子／核心启动子、S基因启动子、SV40的增强子及早期启动子、单纯疱疹病毒胸腺嘧啶核苷激酶启动子 (HSV-TK)、人T淋巴细胞Ⅰ型病毒 (HTLV-1) 的长末端重复序列 (LTR)、人免疫缺陷病毒Ⅰ型 (HIV-1)、罗氏肉瘤病毒 (RSV) 及β-干扰素等的启动子；HBx也可反式激活聚合酶 (pol) Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ启动子，并且对c-myc、HLA-DR、MHC-Ⅰ及IL-8等都有反式激活作用。

除了上述4种HBV蛋白外，近年来研究发现，从肝癌细胞系或肝癌组织甚至是外周血中发现有一种截短型前－S2/S基因表达产物——羧基末端截短型分子MHBst, 它能够调控肝细胞某些基因表达从而影响细胞生长调节，也具有反式激活功能。这种变异的病毒表面中蛋白，由于缺失了位于C-末端的膜定位信号，未能进入分泌途径而在内质网 (ER) 滞留，其前－S2区指向胞质区，从而有机会与胞质蛋白相互作用，发挥其广泛的反式激活效应；而全长的MHBs蛋白可进入高尔基复合体而分泌。

HBV表面抗原大蛋白 (LHBs) 同MHBst相似，具有同样的反式激活效应，并且也是与依赖于蛋白激酶C (PKC) 的信号传导途径有关，调控细胞异常增生，引发HCC的发生。HBV前S1蛋白在酵母细胞及哺乳动物细胞（如HepG2细胞、中国仓鼠卵巢细胞）中，具有转录的反式激活功能。缺失突变分析显示前－S1氨基酸残基21－56对于转录活性是必需的，已知此段序列富含6个精氨酸残基，这是酸性反式激活因子常见的特征，而且前－S1含有HBV中和表位以及肝细胞受体结合位点，可见HBV前－S1蛋白是一种多功能的蛋白质。在HBV感染者体内的毛玻璃样肝细胞中，前－S1蛋白与转化生长因子α（TGFα）存在共表达的现象，进一步研究发现，在人肝癌细胞株HuH6中，前－S1蛋白能够转录反式激活TGFα启动子基因，增加TGFα的表达水平，在HBV感染的HCC中起着重要作用。

（2）病毒变异　HBV P区编码的P蛋白具有逆转录酶活性。在HBV前基因组RNA逆转录为负链DNA时，因HBV的逆转录酶缺乏校正功能 (proof reading) 的功能，难以纠正其间可能发生的核苷酸的变异，致HBV基因组序列易发生变异。根据HBV基因组全核苷酸序列变异＞8％的原则将HBV分为A~G七种基因型：A型在全球内流行，B、C型主要分布在亚洲，D型主要分布在南欧（地中海、中东），E型分布在非洲，F型见于美国，G型主要分布在美国和欧洲。我国流行的基因型主要为B型和C型。HBV的变异可以发生在各个基因区。最常见为前C区第83位核苷酸（1896位核苷酸）发生由G被A替代，使第28位色氨酸 (TGG) 变为终止密码 (TAG)，使HBeAg的产生终止。又如C基因启动子发生变异，亦可使HBeAg阴性。S区基因发生变异，在 "a" 抗原决定簇位点第124～147位氨基酸 (AA 124～147)，尤其是AA 145发生变异时，引起 "a" 抗原发生变异，使乙肝疫苗免疫产生的抗－HBs不能与变异病毒结合，引起免疫逃逸 (immune escape) 而致免疫失败。又如在AA 122～124间发生插入变异 (insertion mutation) 时，可发生变异的HBsAg, 不能被一般试剂检出，出现HBsAg(－)的HBV感染。前S区基因发生变异，亦可使Pre S1和Pre S2蛋白发生变异，不能被抗-Pre S1和抗-Pre S2中和，引起免疫逃逸。P区和X区基因发生变异，可以影响HBV的复制和表达。有严重变异时，使HBV复制终止。

不同的慢性乙型肝炎患者血清中HBV基因序列是不同的，因为HBV存在不同的基因型 (genotype) 和血清型 (serotype)。但同一个患者体内，HBV基因的突变造成基因序列有微小差别的种群，一般不会超过核苷酸总长度的2％～5％，这种差别不构成病原体不同的基因型或血清型，但的确存在着基因序列的差别，即：HBV虽为DNA病毒，但亦存在准种现象。乙型肝炎病毒基因序列的异质性及准种有如下一些特点：第一，HBV基因序列的异质性和准种特点是慢性HBV感染患者普遍存在的一种现象，而不是仅存在于个别患者的特点。第二，HBV基因序列的异质性和准种特点在HBV基因序列的结构基因区和调节基因区都是普遍存在的。在S、X、前-C/C、P基因区都存在基因序列的异质性和准种的特点，而且在HBV基因的调节序列如启动子、增强子序列中都是存在的，这种特点贯穿于HBV整个基因组。第三，由于HBV基因序列存在着异质性和准种的特点，可产生具有反式激活和抗药性的突变株，因而具有十分重要的生物学和临床医学意义。第四，HBV基因序列的异质性和准种的特点，将HBV基因序列的动态变化和种群的概念引入到了HBV的研究领域中。HBV基因突变始终都在进行之中，是一个动态变化的过程，由于HBV基因序列这种持续的变化，从而形成了一系列的准种，这种突变的特点，不是指单一的病毒基因序列的改变，而是指HBV种群的漂变 (shift)。HBV变异可使病原学的性状、复制和表达、免疫机制、临床表现和类型等发生改变，给诊断和防治工作带来新的问题，而且，病毒变异的生物学和临床意义及其关系还不很清楚，尚须进一步研究。HBV变异在患者中普遍存在，更重要的是许多变异在治疗前已经存在。其原因是由于HBV在复制过程中有逆转录过程，逆转录酶不能纠正在转录时出现的错误而发生变异。

（3）HBV DNA整合　总的来讲，参与整合的乙型肝炎病毒的基因序列多集中在HBVDNA的2个反式激活的蛋白的编码基因区，即HBV的表面抗原，特别是羧基末端截短型的表面抗原的基因整合，以及具有反式激活功能的X蛋白编码基因的整合。Okubo等对HBVDNA在肝细胞整合的情况进行总结，认为HBVDNA在肝细胞中的整合可以分成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型。Ⅰ型整合子属于简单型 (simple type)，病毒基因组的结构非常简单，部分已经缺失。病毒的黏性末端序列仅见于1处病毒—细胞DNA连接处，整合位点处的细胞DNA存在小片段的缺失。这种整合可能是HBVDNA复制的中间产物作为整合的底物。这一类型的整合是最为常见的。第二种称为复杂型 (complex type)，与Ⅰ型整合类似，但整合的病毒基因组比较复杂，形成过程与Ⅰ型相似，但整合底物却是新型DNA (novel form DNA)。在胎儿肝细胞的实验感染研究过程中，感染HBV以后几天时间就可以见到整合的HBVDNA, 其中发现了第三种整合子，即Ⅲ型整合子，具有较为简单的病毒基因序列，但却存在较大范围的细胞DNA的缺失。在整合过程中，不同的HBVDNA形式都参与了整合过程，可以引发大小不等的细胞基因组DNA片段的缺失，最为常见的就是简单HBVDNA片段的整合，只是引起细胞基因组DNA的小片段的缺失。

总的来讲，HBV DNA在肝细胞基因组整合的位点是随机的。整合有乙型肝炎病毒DNA的肝细胞在细胞遗传学上的异常，是HBV DNA整合，引起肝细胞肿瘤的重要机制所在。Simon等在HCC组织和肝癌细胞系Hep 40细胞中发现了整合的HBVDNA, 在HCC组织中发现1p36染色体位点的异常，在正常肝组织中这种染色体的异常是不存在的。HepG2.2.15细胞系中检测到几处染色体重排和肿瘤抑制基因p53位点的杂合子丢失 (loss of heterozygosity, LOH)。Tokino等在HBV DNA整合的肝组织中发现了大片段的染色体基因组DNA的缺失现象，分别为25、12、11kb。HBV DNA整合除了造成细胞基因组的插入激活，还造成了基因重排，激活癌基因的表达，造成肝细胞的恶性转化。Pineau等发现在HBV相关性HCC组织中存在t(3;8)的染色体转位现象。一边是8p23整合位点，位于羧基肽酶N (carboxypeptidase N) 编码基因的附近，在肝组织中这种酶的转录水平很高，在HCC和其他表皮细胞肿瘤组织中经常出现缺失突变。另一边是3q27－29，这是一个多种肿瘤类型如大细胞型淋巴瘤等都能见到的多发性染色体转位位点。该研究结果为HBV诱导的染色体转位，进而为引发HCC的理论提供了直接的证据。

（4）HBV的复制、表达及感染细胞的过程　HBV侵入人体后，籍Pre S1和Pre S2与肝细胞膜上的受体结合，吸附于肝细胞表面，脱去包膜后穿入肝细胞内，经脱去核壳，双股HBVDNA进入细胞核内成为共价闭合环状DNA (covalent closed circular DNA, cccDNA) 作为HBV复制的原始模板，转录为不同大小的mRNA, 主要的有3.5kb、3.4kb、2.4kb、2.1kb、和0.8kb 5种mRNA。0.8kb mRNA编码HBxAg蛋白。2.1kb mRNA编码Pre S2和S蛋白 (HBsAg)。2.4kb mRNA编码Pre S1、Pre S2和S蛋白。3.4kb mRNA既是HBV前基因组，又可编码P蛋白（包含HBVDNA多聚酶、逆转录酶和RNA酶H）和C蛋白 (HBcAg)。3.5kb mRNA编码HBeAg前体蛋白。HBV前基因组 (3.4kbRNA) 作为逆转录模板，经逆转录酶催化可以逆转录为负链DNA, 而负链DNA又可以作为复制的模板，在HBVDNA多聚酶的作用下，转录为正链DNA。新转录的正、负链DNA结合成为新的双股部分环状DNA, 与上述编码的病毒蛋白在内质网中装配成新的、完整的病毒颗粒，“芽生”于肝细胞膜上，最后释放至肝细胞外，可以重新感染其他的肝细胞。

3．丙型肝炎病毒 (hepatitis c virus, HCV)

HCV的病毒学特征　HCV为单正链RNA病毒，属黄病毒科丙型肝炎病毒属，是黄病毒科中唯一的嗜肝病毒。

关于病毒颗粒的研究报告不一，有认为直径55～65nm的病毒颗粒，为完整病毒颗粒；另一种为直径30～35nm核心颗粒，称为裸病毒颗粒，为病毒的核心部分。HCV颗粒的外层为包膜糖蛋白，内有30～35nm核心颗粒，含病毒的核酸。

（1）HCV的基因组　HCV基因组为单链RNA, 约由9600个核苷酸组成，有一个开放读码框架，可编码一个约含3010个氨基酸的前体蛋白。HCV基因组5’末端为非编码区（5’NTR），位于ORF上游；HCV基因组3’末端也为非编码区（3’NTR），位于ORF的下游。5’NTR和3’NTR在病毒的复制和稳定病毒的生物学性状等方面起重要的作用。ORF编码的多蛋白前体，被病毒或宿主蛋白酶切成至少10个结构或非结构病毒蛋白。结构基因分为核心区 (C) 和包膜区 (E1、E2/NS1)，分别编码病毒的核心蛋白和包膜蛋白。这些蛋白参与病毒的组装，故又称为结构蛋白。非结构基因 (NS) 包括NS2、NS3、NS4a、NS4b、NS5a、NS5b, 分别编码NS2-NS5非结构蛋白或功能蛋白（图9-3）。
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图9-3　HCV基因组结构和编码蛋白 (Simmonds, 2003)

（2）HCV各基因区的功能　5’非编码区（5’NTR）：为约340个核苷酸组成的高度保守区。含有内在核糖体结合的位点 (internal ribosome entry site, IRES)。

核心 (core) 区：核心区位于HCV基因组342～914核苷酸位点，编码核心蛋白（C蛋白）中191个氨基酸组成，分子量为21kD, 该蛋白是高度保守的，有多个B细胞表位，免疫原性好，是建立血清学检测的基础。

包膜 (envelope, E) 区：包膜区基因分别为E1区和E2/NS1区两个部分，分别位于第915～1490位（191～383aa）和第1491～2768位（384～809aa），其编码的糖基化蛋白构成病毒外膜。不同的HCV分离株的E1 E2蛋白具有很高异源性，在E2区有两个高变区 (hypervariable region, HVR)。HVR1是诱导人体体液免疫产生中和抗体的表位，也是疫苗制备的靶位点。P7蛋白：位于E2末端，为E2蛋白不完全裂解多肽，分子量为7×103
 ，含有较高的疏水氨基酸，功能尚不清楚。

NS2基因：位于HCV基因组2722～3419核苷酸位点，编码由216个氨基酸组成的非结构蛋白P23，疏水的NS2蛋白与NS3的N端共同构成一种蛋白酶，可裂解NS2/NS5间的连接。

NS3基因：位于HCV基因组3420～5312核苷酸，编码632个氨基酸P22蛋白，在末端具有丝氨酸蛋白酶活性，在裂解多蛋白活体中发挥协同作用。在NS3羧基末端含有NTP酶和RNA解旋酶。该解旋酶是在HCV复制时解开病毒基因组RNA, 所需能量有NTP酶水解NTP所得。

NS4基因：位于基因组5313～6257核苷酸区段，其编码蛋白可分成NS4a和NS4b, 这些蛋白具有较高免疫原性，在HCV检测中首先在此区克隆出HCV抗原C100用于抗体检测。

NS5基因：位于HCV基因组6528～9374区段，所编码蛋白经加工处理后分为NS5a和NS5b。1b型的NS5a中有一个短片段称为干扰素敏感性决定区 (interferon-sensitive determining region, ISDR)，在ISDR中氨基酸发生突变的患者干扰素治疗常有良好的应答。

NS5b具有RNA依赖的RNA聚合酶，与病毒复制有关。

3’非编码区（3’NTR）：位于ORF终止密码之后，它有一段短的可变区，一段长短不等的多聚嘧啶链 (polypyrimidine)，以及98个核苷酸构成3’末端保守序列，这些序列对病毒复制起调控作用。

近年报道，HCV在翻译蛋白过程中存在程序性核糖体移码现象。核糖体维持正常的读码对蛋白质的正确翻译和细胞的正常生长繁殖是非常重要的。在生物的进化过程中，蛋白质翻译机制的读码错误率已下降到非常低（每个密码子5×105
 之一）。但是很多病毒在蛋白翻译过程中存在程序性核糖体移码 (programmed ribosomal frameshifting) 现象，即能使延伸中的核糖体（5’→3’方向）以一定的效率向5’方向（－1移码）或向3’方向（+1移码）移动一个碱基，这是受病毒基因高度控制的翻译调节形式。对此研究较多的有HIV1、HIV2、HTLV1和MMTV等。发生程序性核糖体移码的病毒基因组有重叠基因 (overlapping gene) 现象，具有两个或两个以上的开放读码框 (open reading frame, ORF)。重叠基因符合遗传节约 (genetic economy) 的原则，它增加了病毒基因组遗传信息的容量，使病毒能够利用有限的基因序列编码较多的蛋白质，以满足病毒繁殖和执行不同功能的需要。

在HCV 10个病毒蛋白以外，最近几年陆续有证据表明存在HCV基因编码的其他新蛋白：①一种证据来自于信息学分析。生物信息学分析发现C区密码子的第3位核苷酸的同义密码突变率低于随机发生率，提示HCV存在新读码框的可能性。②而大多数证据则来自实验室结果。新蛋白是由C区基因编码的，分子量约为16kD, 和C蛋白有相同的N末端，但是不能用C蛋白的抗体检测，提示该蛋白是C区基因以外的 ORF翻译而来。Xu等则证实该蛋白是由于发生核糖体+1移码而产生的HC VF蛋白 (frameshifting protein)，其移码信号位于第8～14个密码子处。Alam和 Ogata等人也报道了从HCV阳性患者中检测到F蛋白抗体，表明F蛋白是在HCV自然感染中产生的。

病毒基因翻译蛋白时发生程序性核糖体移码的意义何在呢？目前认为，病毒发生核糖体移码合成的蛋白大多是病毒生命周期所需的酶。很多导致人类疾病的病毒都是利用程序性核糖体移码调节结构蛋白与酶蛋白的产生。一旦这种移码效率被改变，其产生的蛋白比例不均衡，病毒就不能继续繁衍，从而消除或减少病毒的产生。研究程序性核糖体移码效率调控的重要意义之一在于其具有潜在的抗病毒作用。程序性核糖体移码具有以下4个特点：①除少数几个特例外，真核生物基因几乎不存在程序性核糖体移码；②移码效率发生很小的改变就会对病毒粒子的形成造成很大影响，这已经在很多体内外实验中得到证实；③使程序性核糖体移码效率发生改变的药物浓度低于抑制细胞生长和蛋白质合成的浓度，不会抑制宿主细胞的翻译机制，从而减少了对宿主的毒性；④病毒变异快，因此对很多药物会很快产生耐药。而程序性核糖体移码作为药物作用靶位，是影响病毒蛋白在翻译过程中的宿主的翻译机制，不涉及病毒本身的变异能力。

（3）HCV的基因变异与基因分型　HCV呈现广泛的基因异质性。目前世界各地分离的HCV株在核苷酸、氨基酸序列上存在不同程度差异，目前已将HCV分成6个基因型和100多个亚型。目前比较通用的是由Simmonds提出的亲缘关系分析基因型，即NS5区222bp（7975～8196nt）的亲缘树结构：基因同源性在不同型间为56％～72％，亚型间为74％～86％，不同株间为88％～100％。按发现先后分为6个基因型和11个主要亚型。基因分型的意义：①HCV基因型与地理分布有关。中国、日本以1b、2a为主，美国以1a、1b为主，在美洲、欧洲以3a为多，埃及以4a为主。②HCV基因型与疾病严重性相关。1b型HCV RNA载量高，肝病理变化较重，易导致肝硬变和肝癌，但也有人认为基因型与疾病严重性无关。③HCV基因型与IFN-a疗效相关，多因素分析表明1b型和血清HCV-RNA高水平是唯一对IFN-a治疗无反应的独立性预测因素。④HCV基因型与疫苗有关。疫苗设计应覆盖不同基因型的序列以能诱导机体不同型的广泛免疫反应。

（4）HCV的准种特性　HCV在体内常以准种分布。是由HCV优势株及种系密切相关，但又由不同的变异株共同构成病毒群。准种的产生可能是病毒感染过程中在宿主免疫压力下发生突变累积的结果，或是在多个病毒株同时感染机体的致病过程中引发突变的结果。目前认为，HCV的准种复杂性可影响急性HCV感染的结果、慢性化、疾病的严重程度以及IFN-a治疗效果等。

4．丁型肝炎病毒 (hepatitis D virus, HDV)

HDV是一种缺陷RNA病毒，颗粒呈球形，直径为35～37nm，其外壳是嗜肝DNA病毒表面抗原（在人类为HBsAg），内部含有丁型肝炎抗原 (HDAg)。该病毒必须有HBV或其他嗜肝DNA病毒的辅助才能复制、表达抗原及引起肝损害。

HDV基因组为一环状单负股RNA, 全长为1679bp。在HDV感染的肝细胞中还存在着与HDV基因组互补的RNA复制中间体，称为抗—基因组 (antigenome)，为环状正股RNA, 该RNA也可折叠成双股杆状结构。HDV基因组和抗基因组股上均有开放读码框架 (ORF)，但只有抗—基因组RNA的ORF5能编码HDAg。

HDAg为分子量68kD的蛋白质，包括分子量为27kD和29kD的2种蛋白成分，分别称为HDAg-P24和HDAg-P29，均能与其相应的抗-HD发生特异性反应，但在血清中测不出游离的HDAg。只有用去垢剂NP-40处理除去HDV颗粒的外壳后才能检出。

HDV-RNA的环状基因组RNA以滚环机制 (rolling circle mechanism) 进行拷贝。先以基因组为模板，在RNA指导下的RNA多聚酶作用下重复抗基因组分子链，这些分子链被核酶 (ribozyme) 裂解后形成许多独立的等长正股RNA分子，而后再环化成许多环状抗—基因组RNA, 再以每个环状抗—基因组RNA为模板，在RNA多聚酶的作用下产生重复基因组分子链，这些分子链被核酶裂解后形成许多独立的等长负股RNA分子，而后再环化成许多新的环状基因组RNA。HDV是一种缺陷病毒，其复制需要HBV等嗜肝DNA病毒的辅助。现已证明，嗜肝DNA病毒家族中，除HBV外，土拨鼠肝炎病毒 (WHV) 及鸭乙型肝炎病毒 (DHBV)，也能为HDV提供外壳蛋白支持HDV感染。

HDV仅一个血清型，但可分为3个基因型，据报道Ⅰ型主要分布于美国、欧洲和中国，Ⅱ型分布于日本，Ⅲ型见于南美洲。

5．戊型肝炎病毒 (hepatitis E virus, HEV)

HEV最早是由苏联学者Balayan等于1983年用免疫电镜技术 (IEM) 从一名经口感染的志愿者粪便中检测到的直径为27～30nm病毒颗粒。1989年Reyes等应用分子克隆技术获得本病毒的基因克隆，并正式将此型肝炎及其相关病毒分别命名为戊型肝炎 (hepatitis E) 和戊型肝炎病毒 (hepatitis E virus, HEV)。它是继HCV后又一以反向遗传学方法克隆获得的肝炎病毒（图9-4）。
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图9-4　HEV克隆、鉴定流程

HEV为直径27～34nm圆球状颗粒，无包膜，表面有锯齿状刻缺和突起，类似嵌杯病毒。但也有报道表面无突起，具有羽毛样轮廓，呈20面对称体。

（1）基因组　见图9-5所示。HEV基因组为单股正链RNA, 全长7.2～7.6kb，编码2400～2533个氨基酸，由5’端非结构区 (NS) 和3’端结构区 (S) 组成，5’端和3’端各有一非编码区 (NC)，5’端NC区长28bp；3’端NC区长68bp。此外，3’端有一个150～300个腺苷酸残基组成的多腺苷 (A) 尾巴。HEV基因组由3个开放读码框架 (ORFs) 组成。ORF1位于NS区第28～5107个核苷酸之间，由5079bp组成，编码螺旋酶 (helicase) (2950～2973bp)、RNA依赖的RNA聚合酶 (RNA dependent RNA polymerase, RDRP) (4674～4683bp)，两者均与病毒复制有关；其中第2011～2325核苷酸为相对高变区 (hypervariable region, HR)。ORF1的抗原表位主要集中在RDRP区。ORF2位于S区第5147～7127个核苷酸，编码HEV结构蛋白，抗原表位数量多，且结构复杂。ORF3位于S区的ORF1和 ORF2之间，由369bp组成，编码123个氨基酸。ORF3的起始端含Met密码子，可独立编码多肽，其中至少有4个抗原表位，可能为型特异性抗原表位。
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图9-5　HEV基因组结构 (Suzanne U. Emerson and Robert H. Purcell, 2003)

（2）基因型　目前认为HEV至少有7个基因型，即缅甸株（1型），墨西哥株（2型），美国株和猪HEV（3型），新近从中国台湾和辽宁分离的中国株（4型），意大利株（5型），希腊－1株（6型），希腊－2株（7型），从中国台湾和广州分离的毒株可归为4型或8型。我国的大多数HEV分离株与缅甸株为同一基因型。

HEV可在人胚肺二倍体细胞 (2BS) 和FRh K4细胞体外培养，用HEV cDNA探针斑点杂交法和免疫荧光法检测细胞培养物为HEV RNA和HEV抗原阳性；用培养细胞的提取液感染猕猴也获成功。用感染HEV的食蟹猴肝细胞体外培养，可见HEV在肝细胞内复制。但目前HEV尚不能大量体外细胞培养。

除已知人类感染HEV外，近年来发现凡＞3周龄猪100％都可检测到抗-HEV抗体、HEV RNA等血清标志物，现已明确全球猪都存在HEV感染，其意义尚不明确，提示HEV有潜在的动物源性传播，是HEV感染又一个储存宿主，可能与人类感染有关。关于HEV疫苗的研究与评价，目前正处于研究当中的疫苗有NIH杆状病毒表达的疫苗，另还有NIH日本株状病毒表达的病毒样颗粒 (VLPs) 口服疫苗，但疗效还不确切。

6．庚型肝炎病毒 (hepatitis G virus/GBV-C)

1995年，Simons等发现庚型肝炎病毒 (hepatitis G virus, HGV)，最初曾认为该病毒是非甲—非戊型肝炎病原。但是，近年来的多数研究表明，HGV可能不致病，它不是严格意义上的肝炎病毒的一种。

HGV/GBV-C和HCV同属黄病毒科，为单正链RNA病毒，其基因组全长9.1～9.4kb, 有一个连续的开放读码框架，编码一个长度约2870～2900个氨基酸的多聚前体蛋白。5’端和3’端均有一个较短的非编码区 (UTR)。多聚前体蛋白的氨基端为结构区，羧基端为非结构区。结构区分为衣膜1 (E1)和E2。与丙型肝炎病毒 (HCV) 不同之处是无核心区或核心区较短，仅编码79个氨基酸。非结构区分为NS2、NS3、NS4 A/B、NS5 A/B等区，分别编码蛋白酶、解旋酶和RNA依赖的RNA聚合酶（图9-6）。

至今尚未观察到HGV的病毒颗粒。
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图9-6　HGV/GBC-C基因组结构 (Simmonds, 2003)

7．TTV (transfusion transmitted virus)

（1）病毒学特征　TTV系无包膜的小型病毒，病毒颗粒大小约30～50nm，核壳内含有单链环状DNA, 基因组长度约3.9kb。病毒分类尚未定。

（2）基因结构　TTV系由3852个核苷酸组成圆环状单链（负链）DNA, 为约1.2kb的非翻译区和约2.6kb的翻译区，翻译区中有长 (ORF1)、短 (ORF2) 两种编码病毒蛋白的主要开放阅读框架 (ORF)，部分 ORF相互交错重叠，TA278株 ORF1和 ORF2分别编码770与202个氨基酸。ORF1位于TTV基因组的第589～2898位核苷酸，编码构成核壳的结构蛋白。ORF2位于第107～712位核苷酸，编码病毒复制中所必需的非结构蛋白。

（3）TTV基因组的变异和基因型　TTV虽为DNA病毒，但其基因变异发生率不亚于RNA病毒。目前的TTV株至少可分类出11种基因型（基因型1～11）。在人体内存在准种现象。

目前较多文献认为，TTV不存在肝脏致病性。也有部分文献发现TTV有一定致病性。有关TTV在人群中的感染率，各研究报告差异也较大。TTV在各国及各种人群确切感染率及致病性均应进一步研究。

总之，TTV在普通人群及肝病患者中存在高度感染率。G1型TTV与肝脏疾病有一定相关性。不同区域引物对TTV的检测有明显不同的检测结果，应根据TTV检出型别情况探讨TTV与疾病的关系。鉴于TTV在人群中高度感染，应对其传染途径及与人类其他疾病关系进一步研究。

8．TMLV (TTV-liked mini virus, TLMV)

2000年Takahashi等报告，应用TTV-DNA引物作PCR, 检测日本300份因抗-HCV阳性而未被使用的供血员血浆，结果10份TTV DNA滴度＞105
 拷贝/ml, 其中3份（分别为CBD231、279和203）血浆PCR产物的长度较预期为短（约1.2kb），称为扩增产物0。然后对此扩增产物进行测序，并设计新引物作反向PCR, 获得一个长约2.1kb DNA, 称为扩增产物1，再根据其序列设计引物作反向PCR, 获得约1.2kb DNA, 称为扩增产物2，经测序证明其与扩增产物0的序列相同。由扩增产物1和2序列推算，该病毒的全长DNA序列较TTV为短，分别为2860nt（CBD231株）、2856nt（BD279株）和2897nt（CBD203株），但较鸡贫血病毒 (chicken anemia virus, CAV) 长，认为是一种新病毒，称为TTV样微小病毒 (TTV-like mini virus, TLMV)。

TLMV与TTV和CAV相似，其基因组为负链DNA。其基因结构也与TTV和CAV相似，TLMV和CAV有3个开放读框 (ORFs)，但TTV仅有2个 ORFs, 三者均有一个较长的 ORF1和较短的 ORF2，在 ORF1前端均与 ORF2部分重叠，虽然TLMV与TTV和CAV基因组全长不等，但均有一个含T-Ag功能区和GGGCAA重复序列的相对保守区。根据保守区的基因序列作基因发生树分析表明，TLMV更接近于TTV, 但与CAV距离较远。TLMV的 ORF1编码约660个氨基酸，因该蛋白具有若干N糖基化功能区，推测为糖蛋白，这与TTV和CAV相似。关于TLMV在人群中流行率及致病性的问题仍在研究中。

Takahashi等认为，TTV、TLMV和CAV可能组成一个病毒科（或超级科），该科具有下列特点：①基因组为单链闭合环状DNA；②在ORF2上游非编码区具有保守的TATA盒子、T-Ag和Cap位点功能区；③存在ORF2编码的蛋白功能区；④ORF1编码一个糖蛋白，其氨基末端富含精氨酸。本病毒科很可能存在更多的成员，其非编码区的保守核苷酸序列对发现新成员可能有用。

虽然目前从人类分离的本科病毒对人几乎不致病，但在其众多成员中，某些病毒可能致病。由于本科病毒的异源性较高，因此，在研究致病性时，必须按各组单个成员或同一小组内关系最亲近的成员进行分析。但最后不同新病毒的发现命名与研究，仍需要国际病毒命名委员会和其他专业机构来确定。

9．SEN病毒

2000年意大利学者Primi等从1例感染HIV的毒瘾者血清中分离到一种约3800个核苷酸的单链DNA病毒，以该患者姓名的第一个字母命名为SEN病毒 (SENV)。该病毒有8个成员，分别命名为SENV-A~H。SENV属于TTV相关病毒的超级家族成员，为小的、无包膜的单链环状DNA病毒。对SENV、TLMV、TA278（3.852bp）及YONBANV的ORFs全序列分析比较发现，SENV的ORF1氨基酸残基为642～762个。N末端富含精氨酸／赖氨酸区相对保守，与TTV原型株、SANBAN、YONBAV和CAV相似。SENV的ORF1具有三个Rep蛋白基序，其中SENV-A、SENV-C及SENV-H的羧基端包含一个亮氨酸拉链结构。在不同人群中SENV流行率各异，在意大利健康献血员中流行率较低，但在经血传播疾病发病率高的人群中流行率较高。但其致病性问题尚未证实。目前一般将SENV视为TTV的一个分离株。






【思考题】



1．对于非A-E、HGV/GBV-C、TTV、TLMV和SEN-V性病毒性肝炎，请设计研究方案，以反向遗传学手段克隆、鉴定其嗜肝性肝炎病毒病原体。



2.肝炎病毒在感染者体内的准种特性及其意义。
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（刘克洲　沃健儿）


 第四节　内毒素与肝病



摘　要
 　内毒素血症 (endotoxaemia, ETM) 分外源性及内源性两大类，前者多因革兰阴性菌感染或输入含内毒素的液体、腹水或血液引起，后者则因肝病肠道微生态失衡、肠道细菌过度生长、肠道屏障受损、肠道细菌及内毒素过量易位，而肝脏单核巨噬细胞系统功能低不能有效清除来自肠道内毒素等因素引起。在肝病尤其是重型肝病易发生内毒素血症，后者又可加重肝脏损害，并引起各种肝外并发症。肠道选择性脱污染、应用微生态调节剂、合理应用抗生素及人工肝治疗是预防治疗肝病内毒素血症的有效方法。




Abstract
 　Endotoxaemia (ETM) includes extraneous and endogenous ETM. The main causes of the former (extraneous ETM) are both Gram negative bacteria (GNB) infections, infusion of fluid contained endotoxin, re-infusion of contaminated ascites and blood. Endogenous ETM are the common complication in liver diseases, especially in severe hepatic diseases. On one hand, patients with liver diseases always having gut microbiological imbalance, bacterial overgrowth, damaged barrier of intestinal wall, which could lead to the intestinal bacteria (including endotoxin, etc) translocation, On the other hand, the dysfunction of kupffer cell make the liver could not clear effectively the overfull translocate endotoxin from intestine, ETM of liver diseases is connected with the above factors. As the complication of liver diseases, ETM can further both the hepatic injury and other extra-hepatic complications such as hemorrhage of digestive tract, hepatorenal syndrome, and so on. Intestinal selected decomtamination (ISD), administration of prebiotics, probiotics, synbiotics, rational administration of antibiotics and artificial liver support system are the effective prevention and therapy methods for ETM in liver diseases.






各种肝病，有原发性因素，如病毒、药物、酒精、肝癌等；也有继发性因素，即在原有肝病的基础上，某些因素可促进与加重肝脏损害，内毒素血症是多种继发因素之一。内毒素血症 (endotoxaemia, ETM) 分外源性及内源性两大类，前者多因革兰阴性菌感染或输入含内毒素的液体、腹水或血液引起，后者则因肝病使单核巨噬细胞系统功能降低等因素，不能有效清除来自肠道的内毒素所引起。早在1936年曾有人推测某种细菌因子在肝病的发病过程中具有致病因子，自70年代将鲎试验用于临床检测内毒素血症以来，国内外对各种肝病内毒素血症的有关问题进行了广泛的研究和有价值的探讨，使内毒素血症与肝病关系的研究日趋深入。许多研究资料证明，肝病尤其是重型肝病易发生内毒素血症，后者又可加重肝脏损害，并引起各种肝外并发症，如急性胃黏膜糜烂、弥漫性血管内凝血、肾功能衰竭等，往往成为致死的原因。

一、各种肝病时内毒素血症发生率

各种肝病内毒素血症发生率国内外报道不一，在严重肝病时，往往出现内毒素血症，其发生率见表9-1。


表9-1　各种肝病的内毒素血症（％）
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二、肝病发生内毒素血症的机理

内毒素源自革兰阴性杆菌。肠道是人体最大的贮菌库，含大量革兰阴性杆菌，肠道也是人体最大的内毒素池。在正常人，门静脉血可因肠道微量内毒素易位 (endotoxin translocation) 而存在门静脉内毒素血症，门静脉血中存在的微量内毒素是一种生理现象，起免疫调节剂 (immunomodulator) 作用。一般肝脏清除内毒素能力很强，进入肝脏的内毒素几乎全被肝脏单核巨噬细胞系统吞噬清除，故不引起内毒素血症。

肝病尤其是重型肝炎极易并发细菌、真菌感染及内毒素血症。英国皇家医学院的一项急性肝衰竭并发感染的前瞻性研究发现，50例急性肝衰竭患者中80％患者并发细菌感染，真菌感染者达32％，其中10例经细菌学检查证实为大肠杆菌状细菌 (coliform)，如大肠埃希杆菌、不动杆菌、肺炎克雷伯杆菌等。李兰娟的一项研究则提示暴发性肝衰竭并发内毒素血症者达88.9％，也有的报道达100％。革兰阴性菌感染固然可以伴有内毒素血症，但重型肝炎及肝硬化高达90％～100％的内毒素血症发生率难以用革兰阴性菌感染来解释。

肝病发生内毒素血症与下述因素有关。

（一）肠道内毒素产生和易位增加

肝病尤其是重型肝炎及肝硬化内毒素血症不但与革兰阴性菌感染有关，而且还与肠源性内毒素过量易位而肝脏灭活功能下降有关。肠道作为人体最大的贮菌库、内毒素池在肝病内毒素血症形成中所起的作用受到重视。

重型肝炎时肠道内肠杆菌科细菌过度生长、繁殖，以致内毒素产生增加。Van leeuwen证实肠道内90％的内毒素由占肠道菌群总量不到0.1％的需氧革兰阴性杆菌产生，余10％的内毒素则由其他的革兰阴性厌氧菌产生，内毒素主要产生于革兰阴性杆菌的对数生长期。重型肝炎时，肠道肠杆菌科细菌可异常生长、繁殖。李兰娟等的研究证实慢性重型肝炎患者有肠道菌群失衡，肠杆菌科细菌过度生长的情况，且慢性重型肝炎内毒素血症与肠杆菌科细菌过度生长繁殖有关。动物研究已证实急性肝损伤、肝缺血再灌注损伤、肝移植大鼠等均存在肠道屏障损伤，伴有肠道细菌及内毒素等的易位。同样在肝硬化病人，也存在肠道菌群失衡，伴腹水者较不伴腹水者更为显著，其内毒素血症的形成与肠道细菌过度生长有关。在肝硬化肝移植术中采样研究证实存在肠道细菌易位，严重黄疸是肠道细菌易位的高危因素。临床由于抗生素的干扰，加之取材困难，临床肠道细菌易位监测受到较大的限制。但采用PCR及核酸测序技术研究发现，肝硬化患者尤其是在伴有腹水的病人，即便是常规腹水、血细菌培养阴性的患者，也存在肠道细菌的DNA, 这从分子角度证实了肝硬化患者存在肠道细菌易位。

一般认为，在正常情况下，肠道菌群平衡，完整的肠道屏障可防止内毒素易位，但在肝病情况下，尤其在急性肝衰竭者可因以下机制的受损，而促使内毒素易位：①肠道菌群失衡，肠道菌群失衡可因肠道细菌尤其是肠杆菌科细菌过生长，使肠道定植抗力降低，肠菌膜屏障受损，而降低肠道屏障功能。双歧杆菌等益生菌可以通过抑制肠杆菌科细菌的过度繁殖生长，纠正肠道菌群失衡，稳定肠黏膜屏障，降低肠壁通透性，具有降低内毒素血症的作用。②肠黏液层，主要成分为糖蛋白，内含有分泌性免疫球蛋白A (SIgA)，急性肝衰竭时免疫功能受损，肠道菌群紊乱使肠道SIgA含量减少，可因此降低肠道屏障功能。双歧杆菌可促进SIgA的分泌，补充双歧杆菌则对肠黏液具有一定的稳定修复作用。③肠细胞层屏障的减弱，肠上皮细胞的更新，高度依赖于足够的氧供和营养，内毒素血症可选择性降低回肠、结肠的血液供应量，使耗氧量大且对缺氧敏感的肠细胞绒毛顶部坏死，甚至造成肠透壁性坏死，在随后的再灌注时，又可因损伤组织过量产生黄嘌呤氧化酶，产生大量的氧自由基，进一步破坏肠细胞膜，降低肠黏膜屏障，促使内毒素易位。因此内毒素血症的存在可因损伤肠黏膜屏障而加速促进内毒素易位，彼此互为因果，若不能及时清除循环内毒素，则可形成恶性循环。④肠—肝轴 (gut-liver axis) 受损，肠—肝轴在防止肠道内毒素过量易位方面起重要作用，其中胆盐不但可与肠道内毒素结合，形成一种类似于去污剂样的难以吸收的复合物限制内毒素易位，而且胆盐还对肠黏膜细胞具有营养作用。伴有淤胆的肝病可因肠道缺乏胆盐而促进肠道内毒素的易位。⑤防御素。防御素是一类由肠细胞分泌的肽类抗菌物质。防御素包括主要由潘氏细胞产生的α-Defensins (HD-5、HD-6)，肠上皮细胞产生的β-Defensins (hBD-1、hBD-2) 及Cathelicidins (LL37/hCAP18)。作用机理在于其独特的结构及阳离子作用，它可与原核细胞膜磷脂中的阴离子结合并插入细胞膜中，形成膜孔，使原核细胞丧失能量及其他离子成分，细胞随之裂解。研究发现，大鼠失血性休克后，肠道潘氏细胞α-防御素产生增加10倍，结合失血性休克后，肠壁屏障功能下降，易发生细菌易位这一事实，认为防御素是肠壁黏膜屏障的组成部分。

肠道易位的内毒素主要通过门静脉系统及胸导管途径进入体循环。

（二）感染

肝病尤其是重型肝炎患者的感染主要与其免疫功能受损有关。这些患者在防御机制方面常有诸多缺陷，如血浆中的纤维连接蛋白、调理素、趋化因子等的活性减弱，补体连锁反应所需成分的不足，库普弗细胞数量和功能异常，中性粒细胞黏附性和吞噬作用的削弱。因此，肝病易发生各种感染，如体内有革兰氏阴性菌感染灶，可释放大量内毒素人血。

（三）含内毒素的腹水回输

凡腹水直接或浓缩回输前，未测腹水内毒素含量者，有可能将腹水中的内毒素迅速大量输入体循环。随腹腔—颈动脉分流术（Leveen氏管）治疗腹水的开展，如术前或术后腹水内毒素量增多，亦可将腹水中的内毒素持续流入体循环。

（四）血浆、肝脏灭活内毒素能力下降

循环内毒素既可通过与血液中的蛋白质如内毒素结合蛋白 (lipopolysaccharide binding protein, LBP)、增加通透性和杀菌性蛋白 (bactericidal/permeability increasing protein, BPI)、高密度脂蛋白 (high density lipoprotein, HDL) 结合来灭活，也可以由血浆中的水介酶、补体C5、C6灭活，但内毒素主要由存在于肝窦和肝实质细胞之间的库普弗细胞和内皮细胞通过受体依赖和非受体依赖（胞饮作用）机制来清除，肝细胞也参与内毒素的清除。因此肝脏清除内毒素功能的下降或衰竭是全身性内毒素血症形成的重要原因。一些严重的肝脏病变如慢活肝、肝硬化、重型肝炎等可因库普弗细胞数量减少和（或）功能下降，吞噬内毒素能力削弱，以及血浆中灭活内毒素的物质减少，不能有效清除内毒素，使门静脉内毒素大量进入体循环，形成肠源性内毒素血症。Nakao给由D-半乳糖胺 (D-galactosamine, GaLN) 构建的重型肝炎小鼠注射内毒素，发现肝脏库普弗细胞和肝窦内皮细胞吞噬内毒素能力均明显下降，循环中内毒素浓度高，且下降速度很慢，表明肝脏及血浆灭活内毒素能力的下降。活检发现原发性胆汁性肝硬化和其他类型的肝硬化患者，库普弗细胞数量减少，没有肝硬化的急、慢性肝炎的库普弗细胞功能正常，而约40％的肝硬化患者及大部分重型肝炎患者库普弗细胞功能受损。因此慢性肝病可发生不同程度的内毒素血症。Bigateiio等报道肝硬化内毒素血症发生率高达92.3％（36/39，血内毒素含量＞6ng/L表示有内毒素血症），而且这些内毒素血症的患者临床均无脓毒血症 (sepsis) 的依据。

三、内毒素血症对肝脏的损害

有关内毒素 (LPS) 与肝脏损害关系的研究已持续多年。目前已公认，内毒素血症与肝损害可互为因果，从而对肝病的发生、发展产生重要影响。近年来LPS所致肝损害机理的研究方面取得较大进展，主要有以下几方面。

（一）肝微循环障碍

LPS所致肝损害的突出特点是肝脏出血性坏死，病理上可见肝窦内纤维素血栓形成和红细胞淤集。

芝山等用大肠杆菌LPS注入大鼠门静脉，发现门静脉压急剧上升，2h达到峰值，以后迅速降低，8h后可见中性粒细胞及单核细胞浸润，纤维样絮状物析出，库普弗细胞肥大及数量增多；8h后见灶性分布的肝细胞凝固性坏死，并逐渐扩大增多。早期出现转氨酶增高，8h后急剧增高。如以凝血酶取代LPS，所致改变基本一致。在注射LPS的同时静注肝素则可起阻断作用。以上结果提示LPS通过引起肝窦内纤维素血栓形成而致肝损害。至于门静脉压增高的原因，利用离体灌流实验证明，LPS可作用于血液成分释放血管收缩物质，使肝内门静脉强烈收缩而致门静脉压增高。

临床上注意到肝部分切除术后发生急性肝坏死。有研究认为，术后发生的肝再生和增殖，使机体处于Shwartzman反应的预备阶段，在受LPS作用后，可发生大片肝坏死。Shibayama等对wistar大鼠分别行35％肝切除及给予肝细胞增殖刺激物质一亚硝酸铅，发现给LPS并不能加重肝细胞损害，认为肝切除术后LPS相关性肝坏死与肝细胞再生及增殖无关，而可能与手术所致肝循环障碍及内毒素血症所致肝窦循环障碍有关。

目前各家提出LPS所致肝微循环障碍的机理为：①当机体处于Shwartzman反应的预备阶段时激发该反应；②LPS直接作用肝窦内皮细胞及肝内微血管，并激活内凝系统；③LPS通过刺激库普弗细胞，释放肿瘤坏死因子 (TNF)、血小板活化因子 (PAF)、白三烯 (LTs) 等介质，进一步作用于肝窦内皮细胞及微血管、激活内凝系统。有关库普弗细胞及其介质在LPS所致肝微循环障碍中的作用尤其受到重视。

（二）肝细胞毒性作用

内毒素可通过不同的途经引起肝脏损伤。内毒素可直接对肝细胞产生毒性作用，内毒素可与肝细胞膜的非特异性部位结合干扰肝细胞的跨膜信号传导，降低肝细胞细胞色素P450水平，抑制肝细胞线粒体呼吸率和氧化磷酸化，但目前国内外研究的焦点之一是内毒素通过诱导单核巨噬细胞产生肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor alpha, TNFα)、白细胞介素-1（interleukin-1，IL-1β）等细胞因子导致的肝细胞凋亡、坏死，及由此给肝脏带来的损伤（见后）。

（三）肝非实质细胞及其介质的作用

目前大多数学者认为，肝非实质细胞在LPS所致肝细胞损害中起关键作用。已发现给大鼠中毒剂量的LPS可致肝库普弗细胞及肝窦内皮细胞数量急剧增多，一般认为，在肝非实质细胞中上述两种细胞作用较为重要。

1．库普弗细胞及其介质

肝内的巨噬细胞包括定居的库普弗细胞及渗出巨噬细胞。内毒素主要作用于库普弗细胞等效应细胞后产生一系列炎症介质。近年来的研究表明，内毒素一般需要通过内毒素结合蛋白转运与内毒素受体CD14结合起作用。已知血液中存在许多可与内毒素结合的物质，如LBP、BPI、HDL, 其中LBP在内毒素发挥其生物效应中起重要作用。LBP是肝细胞合成的一种糖蛋白，氨基酸序列分析比较表明LBP与胆固醇脂转运蛋白 (cholesterol ester transport protein, CETP) 有部分相同的序列，约23％的氨基酸残基相同，认为LBP与CETP可能属同一种蛋白质家族成员，也是一种运输蛋白。正常时血浆中LBP量很微小，＜0.5μ
 g/ml, 急性期反应24h后可上升到50μ
 g/ml。LBP对内毒素亲和力高，通过与脂质A结合，可形成LPS:LBP复合物，随后将LPS转运到单核巨噬细胞及PMNS, 与这些细胞膜表面的和GPI (Glycophosphateidylinositol, GPl) 相连的分子量为55kD的内毒素受体CD14结合，形成LPS:LBP:CD14复合物，LPS通过CD14与Toll-like receptors (TLR) 4及MD-2蛋白结合形成内毒素受体复合物 (LPS receptors complex)，通过信号转导激活核因子 κB (nuclear factorκB, NF-κB)，进而活化单核巨噬细胞等引起各种细胞因子的基因转录，产生、分泌各种细胞因子，如TNFα、IL-1等。研究发现CD14主要起连接内毒素与TLR4的作用，并不直接参信号转导，而TLR4是跨膜蛋白，是内毒素受体信号转导亚单位，在内毒素信号转导中起重要的作用。在慢性肝炎患者肝组织中，TLR4表达显著增加，且重度慢性肝炎较中度慢性肝炎表达的更为显著。TLR2主要是革兰阳性细菌脂蛋白信号转导受体，研究发现革兰阳性及革兰阴性细菌脂蛋白在诱导前炎症细胞因子产生方面与内毒素起协同作用。此外血浆中存在的可溶性CD14 (Soluble CD14, sCD14)同样可介导内毒素对不表达CD14细胞如内皮细胞的毒性作用。Frey认为不表达CD14的内皮细胞对内毒素的反应依赖于血浆的存在，即内毒素通过与血浆中的sCD14结合，形成复合物后再激活内皮细胞，如果同时存在LBP, 则内毒素与CD14的相互反应更快而完全。研究发现在慢性肝病患者血LBP、sCD14均显著增高，并与内毒素血症有关。

库普弗细胞在LPS所致肝损害中具有双重作用。它一方面具有清除LPS的功能，另一方面，又可被LPS激活，通过多种途径，引起肝细胞损害。因此，LPS所致肝损害与库普弗细胞保护功能降低及过度激活有关。

（1）保护功能降低：库普弗细胞在清除LPS中的重要性主要根据以下三点：①肝病的内毒素血症多为肠源性，这些肠源性LPS都要经过库普弗细胞的处理。Van Leeuwen等将鼠分成3组进行LPS拮抗剂的管饲：新霉素加头孢唑啉组，消胆胺加乳果糖组，对照组为里理盐水组，病死率及下腔静脉血浆谷氨酰胺及氨均显著高于对照组，提示肠源性LPS与肝衰竭有密切相关。②已证明肠源性LPS主要由库普弗细胞吞噬。③库普弗细胞对LPS的结合量远较其他巨噬细胞为多，其吞噬的LPS的量也最大。

（2）过度激活：在病理形态学方面，对动物注射LPS后，发现渗出的巨噬细胞分布于肝小叶，且分布与肝细胞坏死区域相一致。与库普弗细胞相比，此类巨噬细胞更大，伪足伸出更明显，高度空泡化，浆核比例增大，受LPS刺激后的库普弗细胞和巨噬细胞（尤其是新的巨噬细胞）在吞噬、化学趋化、细胞毒及代谢等功能方面均明显增强，并可释放大量中间介质，如TNF、IL-l、IL-6、LTs和PAF、一氧化氮 (NO)、超氧化物阴离子、过氧化氢等，还有各种蛋白酶等，目前认为，上述毒性分泌产物是肝损害的重要原因。

PAF主要由库普弗细胞及血管内皮细胞合成。有报道，以丙酸菌加LPS可致小鼠急性肝坏死，同时给予PAF拮抗剂预处理，则可抑制腹水形成。Kitagawa等的研究发现静注PAF后血压及门静脉压迅速下降，然后逐渐回升；门静脉注射PAF后血压稍降低，但注射后4min PVP一过性升高，门静脉注射LPS后8～20min, 也见PVP升高，第12min血压轻度降低，PAF的拮抗剂CV-6209可显著减轻LPS所致PVP升高及血压降低，提示PAF是LPS所致门静脉高压的重要原因。已知PAF可广泛结合于门静脉周围的微血管系统，库普弗细胞具有PAF的特异性受体，结合后可致花生四烯酸释放及花生四烯酸生成，这两点可能是PAF导致门静脉压增高的原因。

关于NO及其代谢产物在机体对LPS的反应中的作用，主要发现是，在肝细胞—库普弗细胞混合培养时加入LPS, 可生成大量左旋精氨酸，在氧化酶作用下进一步转化为NO,NO的终产物是瓜氨酸及硝酸盐／亚硝酸盐 (NO2
 -
 /NO3
 -
 )，它们能抑制肝细胞线粒体呼吸，减少ATP生成，从而在转译后水平抑制蛋白质的合成。这种细胞功能的下调作用有助于细胞渡过低氧症等应激期。用NO生成抑制剂可抑制LPS诱发的N0代谢产物生成，同时加重肝损害程度。适量的NO对肝细胞的保护作用，是因为它能调节肝动脉及门静脉的灌流；抑制肝脏微循环的炎症；抑制活性氧中间产物的产生及TNFα引起的肝脏损伤；抑制低血流量下的血小板聚集，并与超氧化物结合，形成无毒代谢产物N03
 ，避免细胞受损害。过量的刺激如LPS引起NO产生过量则可损伤肝脏。NO可直接或通过产生过氧化亚硝酸盐 (peroxynitrite) 损伤肝脏。研究还发现，由LPS导致NO过量产生引起的肝损伤与iNOS、TN Fα、IL-6的mRNA转录持续上调有关。

此外，还有有关其他介质如前列腺素、血栓素及LTs等作用的研究报道。

2．肝窦内皮细胞及其介质

最近研究表明，肝窦内皮细胞在LPS所致肝损害中也有重要作用，给大鼠LPS后，肝窦内皮细胞除数量增多外，其体积大，颗粒增多，并产生活性中间介质、IL-1和II-6。研究发现血管内皮细胞受巨噬细胞生成的细胞因子刺激后，可发生增殖并生成超氧化物阴离子、IL-l和IL-6等内皮细胞受炎症介质刺激，可释放花生酸、PAF反应性氮中间介质、纤维蛋白溶酶原活化因子及溶酶体等，它们又反过来调节微血管的生长和完整性。

关于库普弗细胞和肝窦内皮细胞的关系，Laskin提出，受毒性物质（包括LPS）刺激后先有库普弗细胞的活化，生成细胞因子等中间介质，后者作用于肝窦内皮细胞，进一步释放各种中间介质，引起一系列病理反应。

3．肿瘤坏死因子在内毒素所致肝损害中的作用

肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF)-α是具有广泛生物学活性的多肽介质，一方面参与机体的免疫防御机能，另一方面与介导炎症反应、组织损伤、休克等病理生理过程有关。近年研究表明，TNF介导了内毒素的许多生物学作用及病理生理过程，在内毒素所致肝损害过程中起重要的作用。

（1）TNF-α的一般生物学特性：TNF-α为17kD的多肽。人TNF-α由157个氨基酸残基组成，不含糖基，而鼠TNF-α为156个氨基酸残基，含有唾液酸或氨基半乳糖，人与鼠TNF-α的氨基酸顺序有78％的同源性，人TNF-α的基因位于第6染色体的主要组织相容复合体。TNF-α具有疏水性，等电点为4.7～5.3，对某些蛋白酶敏感。其活性形成55kD的三聚体。

巨噬细胞及单核细胞是产生TNF-α的主要细胞。淋巴细胞、自然杀伤细胞、肥大细胞等受刺激也可合成少量TNF-α。肝库普弗细胞为体内最大的固定巨噬细胞池，是产生TNF-α的主要部位。库普弗细胞受内毒素刺激可显著增加TNF-α的释放。γ-干扰素可增强内毒素诱导的TNF-α的释放。前列腺素E2和地塞米松则抑制TNF-α产生。而TNF-α又可诱导库普弗细胞合成释放前列腺素E2形成反馈抑制，这对TNF-α合成具有重要的调控作用。内毒素是诱生TNF-α最强的刺激剂。内毒素可诱导巨噬细胞的TNF-α基因转录迅速增加，致使细胞内相应的mRNA含量和TNF-α的释放显著增加。给人或哺乳动物注入小剂量内毒素后约30min, 血中即可检出TNF-α，在1～2h内，其TNF-α水平达到峰值。此后开始下降，约5h降至基线水平，TNF-α的半衰期约为5～10min。体内示踪实验表明，TNF-α主要分布于肝脏，其次为皮肤、胃肠道和肾，提示肝脏富含TNF-α受体。

TNF-TNFα可通过内分泌、旁内分泌 (paracrine) 和自分泌 (autocrine) 发挥生物学作用，但TNF-α介导的组织器官病理生理效应可能主要取决于特定组织的旁分泌和（或）自分泌作用。TNF-α的生物学效应是由细胞膜特异受体介导的，其信号的跨膜传递及效应机制尚未完全明了。

（2）TNF-α在内毒素所致肝损害中的作用：近年研究表明，内毒素除直接对肝细胞造成损害外，更主要的是通过激活库普弗细胞和肝内核细胞释放促炎介质，包括多肽介质 (TNFα、IL-1、II-6)、脂类介质（白三烯、血栓素、PAF）和氧自由基等介导肝损害。内毒素可刺激库普弗细胞和浸润的单核细胞产生TNF-α受体，对TNF-α的毒性效应有高度的敏感性。TNF-α不仅能介导内毒素的多种生物学作用，而且通过诱生其他炎性介质协同作用，扩大其生物学效应，从不同环节对机体产生炎性反应和组织损伤。因此TNF被视为内毒素所致肝脏病理生理过程的关键性促炎介质。

Iehmann等在内毒素敏感小鼠C3H/TifF和内毒素耐受小鼠C3H/HeJ的实验中可观察到，给动物预先注入肝毒性剂氨基半乳糖 (CaIN)，随后输入重组TNF-α或内毒素，可使C3H/TifF小鼠表现出类似的致死效应，不能合成TNF-α的C3H/HeJ小鼠可耐受致死剂量的内毒素，但接受外源性TNF-α后则产生致死效应。在痤疮丙酸杆菌加内毒素引起的肝损害小鼠模型中，肝内单核巨噬细胞产生TNF-α明显增多，血清TNF-α水平显著升高并伴有肝细胞广泛性坏死，TNF-α代替内毒素也可诱发类似的肝细胞坏死。肝细胞生长因子可抑制诱生TNF-α，从而明显减轻GaLN加内毒素所致的肝细胞广泛性坏死，有实验表明内毒素血症诱导血中TNF-α水平升高，而TNF-α增加与肝组织损害程度和血清谷丙转氨酶 (ALT) 活性升高呈明显正相关，抗TNF-α抗体可显著减轻肝损害程度和降低血清ALT活性。上述结果强烈提示TNF-α在内毒素引起的肝损害过程中起介质作用。Hishinuma等的实验进一步证实TNF-α介导内毒素/GaLN所致的肝损害。作者给内毒素敏感的小鼠静脉注入内毒素 (0.2μ
 g/kg) 加GaLN (800mg/kg) 导致大片肝坏死且伴有血清转氨酶水平显著升高，重组TNF-α代替内毒素输入内毒素耐受小鼠C2H/HeJ可诱发类似的急性肝坏死和血清转氨酶升高。内毒素/GaLN和TNF-α/GaLN可诱发类似的急性肝坏死和血清转氨酶升高。内毒素/GaLN和TNF-α/GaLN诱导的肝损害在组织病理学上十分相似。

预先给予抗TNF抗体可防止内毒素引起的肝损害，其保护作用与抗TNF抗体有剂量依赖关系。

肝脏急性期反应与TNF-α生物作用发挥有密切关系。肝细胞产生的急性期反应蛋白对TNF-α有拮抗作用。GaLN抑制肝细胞的TNF合成，干扰细胞合成分泌急性期反应蛋白，因此GaLN与内毒素合用能显著增加肝细胞对TNF-α毒性的敏感性。有实验证明诱导内源性急性期反应蛋白增加可明显改善内毒素GaLN或TNF-α/GaLN引起的肝损害和致死反应。

肝库普弗细胞的功能状态在TNF-α介导内毒素所致肝损害中具有非常重要的意义。Hartung等应用肝细胞和肝非实质细胞（含3％库普弗细胞）混合培养，加入内毒素（10μ
 g/ml）可诱导培养液中TNF-α浓度升高，产生肝细胞毒素反应。但抑制库普弗细胞功能则不能造成肝细胞毒性，用重组TNF-α代替内毒素加入上述混合培养中也不能引起肝细胞毒性反应。内毒素（3μ
 g/ml）联合应用则要重建毒性效应，还进一步证实内毒素诱导的肝损害不但取决于库普弗细胞的功能状态，而且依赖于肝细胞对内毒素诱生的炎性介质的反应性。而TNF-α并非介导肝细胞损害的唯一介质，说明TNF-α是介导内毒素毒性反应的必要条件，但仍需要内毒素刺激库普弗细胞产生的其他炎性介质共同作用，介导肝损害的发生。

（3）TNF-α介导肝损害的机制：TNF-α介导肝损害的机制尚未阐明，现有资料提示与以下几方面有关：①介导脂类介质或其他多肽介质的产生。

TNF-α能诱导合成磷脂酶A2活化蛋白，并激发磷脂酶A2促进花生四烯酸代谢生成具有生物活性的脂类介质 (PAF, LTS, TSA2, PCs)TNF-α刺激鼠巨噬细胞，中性粒细胞和血管内皮细胞合成和释放血小板活化因子 (PAF) 明显增多，给大鼠输入TNF-α后，肠组织PAF水平升高，伴有组织坏死，用PAF拮抗剂可减轻TNF-α引起的肠组织坏死。外源性输入TNF-α可导致动物体内产生白三烯 (LTS) 明显增多。而应用抗TNF抗体能有效防止TNF-α或内毒素诱生的白三烯。此外，TNF-α还诱生其他多肽介质 (IL-1, IL-6) 参与炎性反应和组织损伤。②诱导自由基的产生及脂质过氧化。TNF-α介导的细胞毒性作用与氧自由基的产生有关。TNF-α可诱导细胞线粒体的锰超氧物歧化酶 (MnSOD) 增加而表现出对TNF毒性作用的耐受性。MnSOD为自由基清除酶，间接表明TNF-α介导自由基的生成。进一步实验表明，重组TNF-α引起细胞内自由基产生，导致细胞膜脂质过氧化和杀细胞效应。③活化中性粒细胞和单核巨噬细胞。TNF-α可直接激活中性粒细胞，增强吞噬活性，释放溶酶体酶和“呼吸爆发”产生氧自由基；TNF-α还以自分泌方式活化单核巨噬细胞，促进其细胞毒性作用。体外实验表明TNF-α对血循环单核细胞有明显的趋化作用，并可诱导丝氨酸蛋白酶介导中性粒细胞向肝组织浸润并促进肝窦状隙内皮细胞的黏附作用。近年研究表明，TNFα通过一种不同于Fas系统的途径引起肝细胞凋亡，通常IL-1对TNFα有协同作用，随后TNFα、血小板活化因子又可激活中性粒细胞并趋化至垂死的肝细胞，最终引起肝脏的严重损伤。④对内皮细胞的作用。TNF-α可直接激活中性粒细胞黏附于肝窦状隙内皮细胞可能是内毒素引发肝脏炎性反应的早期细胞反应。TNF-α可诱导内皮细胞膜表面C3bi
 受体，白细胞黏附分子和释放PAF, 促使炎性细胞对内皮细胞的黏附及损伤。TNF-α还增强血管内皮细胞的促凝活性，诱发血管内凝血，影响肝脏微循环，促进了肝损害的发生和发展。

4．IL-18

IL-18是内毒素引起肝脏损伤重要介质。包括活化的巨噬细胞尤其是库普弗在内的很多种细胞可产生IL-18，IL-18可激活Th1细胞，引起炎症性组织损伤。由病毒引起的暴发性肝炎及原发性胆汁性肝硬化病人血清IL-18水平升高，并与疾病的严重程度有关。在肝硬化患者，外周血单个核细胞 (PBMC) IL-18-mRNA增加，并与血液内毒素、CD14水平相关。IL-18结合蛋白 (IL-18-binding protein, IL-18BP) 可抑制IL-18的生物效应，是IL-18抑制剂，应用IL-18BP可预防内毒素引起的肝脏损伤。

五、肝病并发内毒素血症的临床表现

肝病并发内毒素血症可出现一系列临床表现和并发症，这些并发症往往影响预后。主要有以下几方面：

1．发热

内毒素可直接作用于下丘脑的体温调节中枢，或刺激白细胞释放致热原，使体温升高。血中仅有100ng/ml内毒素就可引起发热反应。重型肝病的无名热可能与此有关。

2．弥漫性血管内凝血

重型肝病和内毒素两者均引起DIC, 如两者合并存在，则发生DIC的可能更大。Wikinson报告14例发生DIC的暴发性肝衰竭者中，9例有内毒素血症，而内毒素阴性组只有1例发生DIC。

给动物注射非致死量内毒素（“封闭”网状内皮系统），24h后第二次注射同样的内毒素，数小时后动物即发生DIC, 在血液中可查到脱落的内皮组织，提示内毒素引起DIC的始动因素是血管内皮损伤，后者激活内源性凝血系统而发病。此外，内毒素还可激活因子Ⅶ、对血小板凝聚有促凝的作用。内毒素性休克及休克引起的组织缺氧、酸中毒等因素也能损伤血管内皮，参与DIC的发生。局部过敏 (schwartzman) 反应表现为局部皮肤坏死，可能是内毒素引起的DIC的一种特殊形式。

重型肝病发生DIC的机理是：①肝细胞坏死和红细胞破坏释出“凝血活酶样”物质，激活了外源凝血系统；②暴发性肝衰竭多由暴发型肝炎引起，肝炎病毒或抗原抗体复合物可损伤血管内皮，激发内源凝血系统；⑧肝病时网状内皮系统受损或者肠源性内毒素“封闭”了网状内皮系统，以致不能有效地清除血中的促凝物质（如内毒素）和已被活化的凝血因子（如因子Ⅳa、Ⅹa、Ⅵa）；④肝病时抗凝血酶Ⅱ、Ⅲ以及血浆素原等在肝内合成减少，相应地增加了已活化的凝血因子的活力。

现将肝病、内毒素引起DIC的机理概括如图9-7。
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图9-7　肝病、肉毒素引起DIC的过程

暴发性肝衰竭、内毒素血症并发DIC常呈急性经过（急性型DIC），在肝衰竭及毒血症发生后数小时至1～2d发生DIC, 病程急剧。出血严重，常有低血压或休克，预后极差。失代偿期肝硬化发生DIC, 常先有一较长的高凝期，其时只有血液凝固性增高的表现，典型症状（出血及内脏栓塞所致的功能减弱、微血管病性溶血性贫血等）常在数天至数周内发生（亚急性型）。

3．急性胃黏膜糜烂出血

失代偿期肝硬化和急性肝衰竭时均易发生胃出血，发病机理主要是内毒素激活激肽系统，使组织缺血；它亦阻碍细胞代谢，致黏膜抵抗力降低，部分患者的出血与内毒素引起的DIC或应激反应有关。Clemente等报告肝硬化合并急性胃黏膜糜烂7例中，6例LALT阳性。重型肝病并发胃出血者并不少见，经尸解证实，出血为胃肠道黏膜糜烂和肺泡破坏所致。ETM诱发DIC, 使胃肠道黏膜和肺泡微血管有血栓形成和局部组织缺血，可能是引起局部糜烂、坏死的主要原因。但也有人认为这类患者多有肝功能衰竭，胃黏膜糜烂可能与肝病本身有关。因此ETM和消化道出血的关系有待进一步研究。

4．肝性腹水与腹水感染

Tarao等报告，29例肝硬变腹水患者中75.9％有内毒素血症，而17例无腹水的肝硬变患者仅为23.5％，两者有显著差异。显然，内毒素在腹水形成上可能具有一定作用。

现知肝血流输出道受阻使肝窦压增高，在腹水形成上有重要意义。血管对内毒素的反应是肝脏静脉输出道的迅速阻塞，门脉压升高。这可能是与内毒素所致的星状细胞肿胀、肝细胞微绒毛肿胀、血小板凝集及纤维蛋白沉积等作用有关。而有人认为是内毒素本身对肝脏血管的直接作用。

Tarao发现的内毒素血症阳性、有腹水的肝硬化患者腹水的蛋白含量比内毒素阴性的高1倍，可能是内毒素引起的毛细血管对血浆中大分子物质通透性增加的结果。而腹水含量增高，又提高了腹水的胶体渗透压，反过来加速腹水生成。内毒素血症不断损伤肝细胞，致使白蛋白合成与对激素（如醛固酮）灭活功能发生障碍，特别是内毒素对肾功能的影响，对导致内毒素血症阳性肝病患者发生难治性腹水起着重要作用。内毒素对晚期肝硬化难治性腹水的影响有：①腹水感染；②影响肾功能；③内毒素还可直接损伤血管壁，在受损血管内容易形成血栓。门脉高压时，门腔短路在腹膜间形成交通支，血栓形成或血管壁损伤可使交通支破裂引起血性腹水。

5．引起局部变态反应 (schwartzman)

ETM可诱发类似猩红热，麻疹样的多种形态皮疹，易误诊为发疹性传染病。另ETM患者易并发过敏症状，且更易发生输血反应。

6．并发肝肾综合征

晚期肝硬化和暴发性肝功能衰竭时常并发功能性肾功能衰竭，甚至急性肾小管坏死。Wilkinson用LLT测定19例功能性肾功能衰竭者的血浆内毒素，其中15例LLT阳性，而6例急性肾小管坏死者的LLT均为阳性。他还在一组暴发性肝功能衰竭病例中发现肾小球滤过率＜25ml/min者均有ETM, 而＞40ml/min者均无ETM。

肝病时ETM对肾脏的作用可能是：①使肾血管强烈收缩，致肾内血液动力学发生改变，形成皮髓分流，肾脏缺血。但并不引起肾实质性的损害，一旦病因去除，肾功能可逆转。②使机体发生Schwartzman反应，造成肾小球和肾周围毛细血管内纤维蛋白沉淀和血管栓塞。严重时可导致肾小管急性坏死，甚至肾皮质坏死。尚有报道内毒素可激活肾素—血管紧张素系统，提高肾血管对儿茶酚胺的敏感性。ETM所致的功能性肾功能衰竭和急性肾小管坏死是肝硬化死亡的主要原因之一。有人统计死于肝性昏迷的患者中73％～84％存在肾功能衰竭。

7．肝内胆汁郁积

内毒素通过一些炎性介质的产生降低肝细胞膜外侧钠依赖性牛黄胆酸盐协同转移 (sodium-dependent taurocholate cotransporter, Ntcp) 蛋白的表达（约达90％）和钠—钾ATP酶的活性（约50％），引起肝内胆汁郁积性黄疸。

8．内毒素与肝性脑病

脑水肿是暴发性肝衰竭最常见的合并症，Warc等对32例因大块性肝坏死而死亡者作了尸检，发现16例有脑水肿，并认为暴发性肝衰竭伴发之脑水肿以细胞毒性为主，但亦可导致血管源性脑水肿，北京地坛医院尸检诊断认为急性坏死的14例中有10例有脑水肿，并提出脑水肿可能是暴发性肝衰竭时肝昏迷的主要原因。

内毒素阻断糖原异生，故往往伴有严重低血糖，致使肝星状细胞功能受到抑制，进而影响对内毒素的清除与胰岛素的分解代谢。由于高胰岛素血症有助于脑水肿的形成，因此，内毒素在肝性脑病发生中具有一定作用。

Goresky在大块性肝坏死和摘除肝脏的动物上观察肝性脑病Ⅲ或Ⅳ级情况下的血脑屏障功能，发现由于血脑屏障功能异常使某些物质，如血液中短链脂肪酸、芳香族氨基酸等进入脑实质，而通常存在于脑内的一些物质如正常神经介质被漏出。从而可以推断血脑屏障异常在肝性脑病的发生上可能具有一定作用。有学者取暴发性肝衰竭合并脑水肿患者脑组织作连续切片，证实微血管内有栓塞存在。由于DIC使脑血液供给不足，低氧血症使血脑屏障发生改变，促进昏迷的发生。

最近，Canalase观察36例暴发性肝衰竭患者中仅6例肝脏的星状细胞功能正常患者未发生脑病，从而提出星状细胞功能受损与脑病发生的内在联系。Reye's综合征患者脑病的严重度与内毒素水平密切相关，这些报道均支持内毒素血症在肝性脑病的发病中具有重要作用这一观点。

9．代谢紊乱

内毒素血症可引起胰岛素分泌增多及肝脏对胰岛素灭活能力下降，因而常有低血糖，同时还有高乳酸血症、低碳酸血症、血液pH降低、氧分压下降；微量元素也有改变，主要是肝内锌含量升高，齿槽和血清铜含量增加；由于P456活性下降而导致药物代谢延缓，血脑屏障功能降低，血液有毒物质易于进入脑细胞，故内毒素血症可加重肝昏迷。

10．血小板下降

多数病例血小板计数有轻至中度下降，严重病例可降至3万/mm2
 以下，血小板下降与白细胞下降无平行关系，故不好用脾功能亢进解释。

11．凝血酶原活动度下降

轻型内毒素血症病例，凝血酶原活动度可降至50％乃至40％以下，严重病例可降10％以下。凝血酶原活动度下降与黄疸及其他肝功能损害无平行关系。故此种下降不像是严重肝坏死所致，与内毒素血症引起的慢性DIC对第Ⅱ因子的消耗有关，输鲜血不能纠正。

五、肝病内毒素血症治疗

对肝病内毒素血症的治疗主要是减少内毒素的产生和吸收以及改善因内毒素血症引起的微循环障碍。

1．减少内毒素的产生和吸收

肝病患者常有不同的肠道微生态失衡，且微生态失衡又可通过内毒素易位等加重肝脏原有的病理损伤，因此两者之间存在着密切联系。可以认为两者之间互为因果，如若不有效预防治疗，可形成恶性循环，导致严重的临床后果。肠道微生态变化既可以急剧的变化，也可以是缓慢的变化，但若不加以有效保护，不及时去除诱因，则最终可引起严重的生态灾难，如同人类生态失衡所导致的洪水泛滥、沙尘暴等等。因此，我们认为肠道微生态调节治疗必须作为肝病综合治疗的一个不可缺少的方面，强调预防为主。肝病微生态调节治疗种类，方法均较多，简述如下。

（1）选择性肠道脱污染　该疗法起源于欧洲，据理于肠道微生物定植抗力学说。即用窄谱抗生素去除肠道革兰阴性杆菌及真菌尽可能地保护肠道专性厌氧菌，减少肠道革兰阴性杆菌过度繁殖，缩小肠道内毒素池水平，减少细菌易位，降低感染的发生率及内毒素血症的发生率。该法在ICU、血液病等防止继发感染方面已取得了一定的疗效。自发性腹膜炎是肝硬化最常见的并发症，其病因主要为来自肠道的革兰阴性细菌，肝硬化并发自发性腹膜炎的发生率达60％～70％，病死率达30％，因此，对肝硬化病人用选择性肠道脱污染预防自发性腹膜炎是有临床意义的。1990年西班牙学者报告应用诺氟沙星在预防肝硬化腹水患者自发性腹膜炎发生方面认为有较好的疗效。2002年西班牙学者在美国《Hepatology》杂志发表文章认为长期应用诺氟沙星作选择性肠道脱污染预防自发性腹膜炎，肠道菌群可产生耐喹诺酮的革兰阴性杆菌 (quinolone-resistant gram-negative bacilli, QR-GNB)。一项为期2年的临床前瞻性研究表明：长期应用诺氟沙星的93例伴有自发性腹膜炎的肝硬化病人近50％由QR-GNB引起，而在414例未长期用诺氟沙星的伴自发性腹膜炎的肝硬化病人中由QR-GNB的只占16％(P
 ＜0.01)。此外，在长期用诺氟沙星预防感染的并发有自发性腹膜炎肝硬化病人，其病原菌主要为革兰阳性球菌。研究者提出选择性肠道脱污染应严格限制于那些易发生细菌感染的高危病人，此外，还要进一步研究其他新的选择性肠道脱污染方法。

考虑到慢性肝病尤其是肝硬化病人病程较长，应用抗生素作选择性脱污染来预防感染、控制内毒素血症并非是优选方法，其理由：①肝病患者，可因应用抗生素不当，可致药物性肝损，加重肝病病情；②长期应用抗生素，则易诱导耐药菌的产生，反而导致治疗困难。

（2）微生态调节剂的应用　目前，微生态调节剂主要包括活菌制剂及促活菌生长制剂。活菌制剂又称医学益生菌 (medical probiotics)，应用于临床的活菌制剂较多，国内外不下200多种。主要为对人体起有益作用的优势种群制剂（主要为双歧杆菌和乳酸杆菌等），如丽珠肠乐、培菲康等等。促活菌生长制剂包括：①耗氧量大且具有较强定植抗力能力的微生物制剂——需氧芽孢杆菌制剂，商品名为“整肠生”。其原理在于生物夺氧，消耗肠道内的氧，造就一种利于专性厌氧菌容易生长的环境；②优势种群生长的促进物质，包括寡糖类物质，如乳果糖、果寡糖、菊糖、海藻糖、壳聚糖等等。中药类促进物质尚有待进一步深入开发，相信应当有广阔的发展前景。活菌与促活菌生长的物质合并使用，称为合生元，这是一个发展方向。此外，还有死菌及活菌的代谢产物。目前，国外将以上制剂及其他可维护肠道屏障功能，包括促进肠上皮细胞生长，促进肠黏液产生的物质等称为生态免疫营养剂 (ecoimmunonutrient)。有研究表明，补充微生态制剂可以增强肝病患者外周血中性粒细胞的吞噬功能。

我们用丽珠肠乐对照治疗60例慢性肝炎病人，经过一个月的治疗，其血内毒素水平显著下降，从78.3±37.4ng/L下降到28.5±18.7ng/L (P
 ＜0.01)，临床症状明显改善，病程缩短，生活质量有较大的提高。同样采样益生元制剂（拉克替醇）可以显著调节肠道菌群，增加双歧杆菌及乳酸杆菌数量，减少肠道腐败菌，有效降低慢性肝炎患者内毒素血症。国外应用乳酸杆菌制剂治疗肝硬化门静脉高压症患者以预防上消化道出血，经过一个月的治疗，治疗前后经胃镜检查发现，曲张的食管静脉红色征消失，B超检查门静脉直径缩小 (P
 ＜0.05)，认为乳酸杆菌制剂可预防上消化道出血。此外，临床应用乳果糖预防、治疗肝性昏迷（氨性昏迷）已取得了非常肯定的疗效。应用乳果糖或乳梨糖，在选择性刺激肠道有益菌双歧杆菌及乳杆菌的生长的同时，可抑制肠杆菌科细菌的生长，减少有毒代谢物质的产生；又可通过产生短链脂肪酸 (C2－C4)如乙酸、乳酸使氨酸化为铵离子，并以此为其生长所需的氮源，减少肠道氨的产生，同时又可刺激肠蠕动，促进肠内有毒物质的排出。这在肝硬化氨性昏迷治疗中已得到了广泛应用，疗效也得到了充分的肯定。因此，调整肠道菌群，扶植以双歧杆菌为主的专性厌氧菌生长可降低肠道有毒物质的产生，减少人体的吸收。故可应用于慢性重型肝炎患者的肠道微生态调节治疗，并已成为肝昏迷治疗的必选药物。用微生态调节剂治疗肝病有广阔的应用前景，同时，也有众多机理需深入研究。

胆盐具有调节肠道微生态的作用。研究表明口服结合型胆盐可降低肝硬化大鼠空肠内细菌的含量，减少肠道细菌、内毒素易位，认为对降低肝硬化自发性腹膜炎及内毒素血症有较好的作用。

（3）抗生素与微生态调节剂合用的问题　临床需用抗生素控制感染降低内毒素血症，这是毋庸置疑的，抗生素应用尤其是长期广谱抗生素应用，引起微生态失衡，耐药菌形成，二重感染发生，导致难以控制的感染的发生也是一个不能回避的全球性问题。因此，如何有效应用抗生素控制感染，同时积极防治微生态失衡，对医者及患者来说，将是一个双赢的措施。这需要：一方面了解各种抗生素的抗菌谱、毒副作用，做到合理应用抗生素；另一方面又要了解人体微生态尤其是肠道微生态的结构、功能，要明了微生态是一把双刃剑，处理不当则会引起致死性的感染。

故从肠道微生态学的角度，要求首选不干扰定植抗力的抗生素，如需用广谱抗生素，则在经验性用药的基础上，结合药敏试验，及时调整，不长期使用抗生素。停用抗生素后，需用微生态调节剂尽快扶持、恢复肠道微生态平衡，以利于康复，提高生活质量。

2．改善微循环

潘生丁具有抗内毒素血症，活跃微循环，阻止血小板聚集作用，用量为500mg/d。山莨菪碱类药物对解除微循环动脉痉挛，打开动静脉间阀门，解除动静脉短路有效，每日可用40～200mg分次静脉滴注。川芎嗪注射液有抗内毒素、活跃微循环、解除血小板聚集，阻止免疫复合物形成等作用，每天可用1.50～200mg静脉滴注。丹参注射液有活跃微循环作用。Onitsuka等研究丹参中新的血小板凝集抑制作用比罂粟碱强30倍。用大剂量丹参（12～24g/d）静脉滴注疗效较好。丹参加小剂量肝素（500～1000U）静脉滴注对消除内毒素血症及阻断内毒素引起的微循环障碍有很好的疗效，若再加低分子右旋糖酐静脉滴注效果更好。钱家骏等研究证明复方人参注射液在体外可抑制家兔花生四烯酸钠盐、胶原及凝血酶诱导的血小板聚集。三川潮研究结果表明某些中草药成分作用于花生四烯酸流程，如PGH2-TXB2异构酶等环节而抑制TXB2的合成。王继锋等研究结果表明，赤芍成分及其衍生物对胶原诱导的血小板聚集性有抑制作用。用赤芍精抑制血小板聚集可以减少TXB2的合成。

3．增强网状内皮系统吞噬功能以清除ETM

目前多处于动物实验阶段，钮振报告用云芝胞内多糖Ⅱ给大鼠腹腔内注射，能增强网状内皮系统功能。邓文龙等用参麦液注射小白鼠、大白鼠、豚及家兔的大量实验，证明参麦液对多种动物的网状内皮系统吞噬功能均具有良好的激活作用，且随用药量增大和给药次数增加，其激活作用也随之增强。

4．人工肝支持系统中的血浆置换与内毒素清除

血浆置换是人工肝治疗重型肝炎的重要组成部分，其疗效已得到公认。血浆置换应用于重型肝炎治疗，使重型肝炎的存活率有明显提高，这可能与重型肝炎患者血液循环中的病理性物质包括内毒素得到有效清除有关。

人体循环血液量为体重的7％～8％50kg，体重患者的血液量为4200～4800ml。李兰娟等报导血浆置换治疗重型肝炎，置换量从原来的1000ml提高到3500～4000ml, 即一次治疗将患者体内带有内毒素、胆红素等有毒物质的3500～4000ml血浆丢弃，直接清除了内毒素等有毒物质，而补充替代的则是正常人的新鲜血浆，故使重型肝炎患者血内毒素明显降低至正常范围。88例重型病毒性肝炎患者进行血浆交换+血液活性碳灌流的临床研究发现血浆内毒素从治疗前54±11.76ng/L下降到治疗后的35.22±5.80ng/L (P
 ＜0.005)。血浆置换联合血浆活性炭灌注在清除内毒素方面较单用血浆转换更胜一筹。

国外Nagaki等用血浆置换方法治疗8例重型肝炎患者（5例为暴发性肝炎，2例为慢性重型肝炎，1例为手术后肝衰竭）及8例重度急性肝炎，分别在治疗前、血浆置换治疗（一次）后取血液标本测定内毒素，急性肝衰竭组内毒素从12.0pg/ml（3.0～56.1pg/ml）下降至6.9pglml（4.0～72pg/ml）（P
 ＜0.01），也认为血浆置换能有效清除重型肝炎患者循环中的内毒素。

临床实践证明根据不同情况进行有针对性的治疗收效较好，但是在治疗中有几个问题值得注意：

（1）因为肝病病变修复需要相当长的过程，其库普弗细胞和单核细胞吞噬功能于短期内不易恢复，内毒素血症仍继续产生，肝脏对内毒素的灭活功能又未恢复的情况下，仍有再发生内毒素血症的可能。

（2）因为目前尚缺乏强有力的对抗内毒素药物，虽应用中医中药疗法，可以纠正内毒素血症引起的微循环障碍，肝病临床及生化指标复常，如果再发生内毒素血症或内毒素血症未消失，又将再引起微循环障碍而加重肝功能损害，即所谓：肝炎复发。

基于上述原因，对有内毒素血症的各种肝病（主要是肝炎）应在其生化指标复常、临床期治愈后继续服药，以期巩固疗效，这是笔者近几年来对慢性活动性肝炎（轻型、中型、重型黄疸病例）及胆汁郁积型肝炎取得较好的远期疗效的一条重要体会。






【思考题】



1．内毒素造成肝脏损害主要表现在哪几个方面？



2．试述肝病内毒素血症的治疗。







参　考　文　献







[1] Bagatelle LM, Broitman SA, Fattori L, et al. Endotoxemia, encephalopathy, and mortality in cirrhotic patients. Am J Gastroenterol, 1987, 82(1):11-15.



[2] Lee FY, Lee SD, Tsai YT, et al. Endotoxemia in patients with chronic liver diseases: relationship to severity of liver diseases, presence of esophageal varices, and hyperdynamic circulation. J Hepatol, 1995, 22(2):165-172.



[3] 厉有名主编．内科学进展．杭州：浙江大学出版社，2004.



[4] 李兰娟．四种检测内毒素方法的比较．浙江医科大学学报，1992，(6):274-276.



[5] Li LJ, Wu ZW, Ma WH, et al. Changes in intestinal microflora in patients with chronic severe hepatitis. Chin Med J, 2001, 114(12):869-872.



[6] 李兰娟，吴仲文．重视肠道微生态变化在慢性肝病中作用的研究．中国微生态学杂志．2002，14:63-64.



[7] 李兰娟．肝功能衰竭并发感染与肠道细菌易位．中国微生态学杂志．2001，13(2):76-79.



[8] 吴仲文，李兰娟，马伟杭，等．慢性重型肝炎患者肠道定植抗力变化的研究．中华肝脏病杂志，2001，9(12):329-330.



[9] McKim SE, Gabele E, Isayama F, et al. Inducible nitric oxide synthase is required in alcohol-induced liver injury: studies with knockout mice. Gastroenterology, 2003, 125(6):1834-44.



[10] Tsutsui H, Adachi K, Seki E, et al. Cytokine-induced inflammatory liver injuries. Curr Mol Med, 2003, 3(6):545-559.



[11] Faggioni R, Cattley RC, Guo J, et al. IL-18-binding protein protects against lipopolysaccharide-induced lethality and prevents the development of Fas/Fas ligand-mediated models of liver disease in mice. J Immunol, 2001, 167(10):5913-5920.



[12] Xing HC, Li LJ, Xu KJ, et al. Protective role of supplement with foreign Bifidobacterium and Lactobacillus in experimental hepatic ischemia-reperfusion injury. J Gastroenterol Hepatol, 2006, 21(4):647-656.



[13] 吴仲文，李兰娟．肝硬化并发症与肠道菌群．国际流行病学传染病学杂志，2006，33:34-37.



[14] 吴仲文，徐凯进，李兰娟，等．78例肝硬化患者肠道细菌易位及其相关性研究，中华外科杂志，2006，44(21):1456-1459.



[15] Chen C, Li L, Wu Z, et al. Effects of lactitol on intestinal microflora and plasma endotoxin in patients with chronic viral hepatitis. J Infect, 2007, 54(1):98-102.



[16] Riordan SM, Skinner N, Nagree A, et al. Peripheral blood mononuclear cell expression of toll-like receptors and relation to cytokine levels in cirrhosis. Hepatology, 2003, 37:1154-1164.



[17] Hanck C, Manigold T, Bocker U, et al. Gene expression of interleukin 18 in unstimulated peripheral blood mononuclear cells of patients with alcoholic cirrhosis. Gut, 2001, 49(1):106-111.



[18] Frances R, Benlloch S, Zapater P, et al. A sequential study of serum bacterial DNA in patients with advanced cirrhosis and ascites. Hepatology, 2004, 39(2):484-491.



[19] da Silva Correia J, Soldau K, Christen U, et al. Lipopolysaccharide is in close proximity to each of the proteins in its membrane receptor complex. transfer from CD14 to TLR4 and MD-2. J Biol Chem, 2001, 276(24):21129-21135.



[20] Lorenzo-Zuniga V, Bartoli R, Planas R, et al. Oral bile acids reduce bacterial overgrowth, bacterial translocation, and endotoxemia in cirrhotic rats. Hepatology, 2003, 37(3):551-557.



[21] Wei XQ, Guo YW, Liu JJ, et al. The significance of Toll-like receptor 4 (TLR4) expression in patients with chronic hepatitis B. Clin Invest Med, 2008, 31(3):123-130.



[22] Kitazawa T, Tsujimoto T, Kawaratani H, et al. Expression of Toll-like receptor 4 in various organs in rats with D-galactosamine-induced acute hepatic failure. J Gastroenterol Hepatol, 2008, 23(8 Pt 2):494-498.



[23] Ojaniemi M, Liljeroos M, Harju K, et al. TLR-2 is upregulated and mobilized to the hepatocyte plasma membrane in the space of Disse and to the Kupffer cells TLR-4 dependently during acute endotoxemia in mice. Immunol Lett, 2006, 102:158-168.


（李兰娟　吴仲文）


 第五节　若干耐药致病菌感染近况及抗菌药物治疗的选择



摘　要
 　随着临床上应用的抗菌药物日益增多，耐药性问题已引起全球的关注，现将近日研究有关若干主要致病菌耐药概况（包括发生率、耐药机制等）及其感染，抗菌药物治疗的选择等方面作重点阐述。10种常见致病菌感染包括：①耐甲氧西林金黄色葡萄球菌／凝固酶阴性葡萄球菌 (MRSA/MRCNS)，并对其耐药机制及对万古霉素耐药 (VISA/VRSA) 作了重点介绍。②耐青霉素肺炎链球菌 (PISP/PRSP)。③肠球菌感染，并对其耐糖肽类抗生素的机制及治疗作了重点介绍。④肺炎克雷伯菌感染，并对其产超广谱β-内酰胺酶 (ESBLs) 作了重点介绍。⑤铜绿假单胞菌感染，并对其耐药机制中的外膜蛋白 (Opr) D2的缺失及主动外排系统作了介绍。⑥阴沟肠杆菌感染，并对其产AmpC酶作了介绍。⑦嗜麦芽窄食单胞菌感染，该菌能水解碳青烯类抗生素而呈多重耐药。⑧鲍曼不动杆菌感染，并对其产 OXA型碳青霉烯酶耐药机制作了介绍。⑨嗜肺军团菌感染，重点对其引起肺炎临床特征作了介绍。⑩李斯特菌感染。




Abstract
 　The present situation on the infection of antibiotic resistance of some pathogenic bacteria and selection of treatment with antibiotic drugs In the wake of the spread application of antimicrobial agents on the clinical fields, an increasing incidence of the baterial resistance is a worldwide problem. This article is the present situation on the resistance profile of some pathogenic bacteria, it contain the explain briefly about the incidence and mechanism of antibiotic resistance, and its infection with selection of treatment of antibiotic drugs. The infections of 10 common antibiotic resistance of pathogenic bacteria are expounded: ①Methicillin-resistant staphylococcus aureus (MRSA) and coagulase-negative staphylococcus (MRCNS) infections, and some strains of MRSA and MRCNS are found the resistance to vacomycin (VISA/VRSA). ②Penicillin-resistant streptococcus pneumoniae (PRSP/PISP) infections. ③Enterococcus infections, and few strains of E. faecium are found resistance to vancomycin or teicoplanin. ④Klebsiella infections, and some strains of K. pneumoniae producing extended-spectrum β-lactamases (ESBLs). ⑤Pseudomonas aeruginosa infections, and its mechanism of antibiotic resistance about the outer membrane protein (Opr) D2 and active efflux system (MexAB). ⑥Enterobacter cloacae infections, and some strains of E. cloacae producing AmpCβ-lactamases. ⑦Stenotrophomonas maltophilia infections, most strains of S. maltophilia are resistant to multiple drugs. ⑧Acinetobacter baumannii infections, and the producing OXA genotype of carbapenemase. ⑨Legionnaire's disease, pneumonia is the predominant clinical manifestation of this disease caused by Legionella pneumophilia. ⑩Listeriosis, caused by Listeria monocytogenes.






值此新世纪到来之际，人类在感染领域中仍面临着各种难题和巨大挑战，其中主要的问题是细菌耐药性问题日益严重，例如在革兰阳性球菌中出现耐甲氧西林或苯唑西林葡萄球菌 (MRSA或 ORSA、MRCNS或 ORCNS)、耐青霉素肺炎链球菌 (PRSP) 和耐万古霉素肠球菌 (VRE) 等；在革兰阴性杆菌中有高产AmpC酶或产超广谱β-内酰胺酶 (ESBLs) 的肠杆菌科细菌。针对上述耐药致病菌的出现，人类也不断地研制和开发出各种新的抗菌药物，20世纪90年代就有24种新上市的抗生素，合成抗菌药物也有10种以上。现将近日研究有关若干主要致病菌耐药概况及其感染，抗菌药物治疗的选择等方面综述如下，供大家参考。

一、2006年国内主要致病菌耐药概况

随着临床上应用的抗菌药物日益增多，耐药性问题已引起全球的关注。细菌耐药的机制主要通过染色体DNA的突变、质粒的介导（转化、转导、接合、转座或易位），表现为：①灭活酶或钝化酶的产生，如β-内酰胺酶、氯霉素乙酰转移酶、红霉素酯化酶及氨基糖苷类钝化酶（乙酰转移酶、磷酸转移酶及核苷转移酶）；②抗生素的渗透障碍，如细胞壁、膜的通透性的改变，外膜孔蛋白 (Opr) 缺陷；③抗生素的泵出系统（主动外排），由膜蛋白介导的能量依赖性泵出系统增强，如内膜转运系统载体蛋白 (Mex)、外膜通道蛋白 (Opr) 及周质辅助蛋白 (AcrA) 等，因而，出现多耐药系统 (MDR); ④靶位蛋白的改变，使抗菌药不能与之结合而导致耐药；⑤其他，如代谢拮抗剂的产生，细菌休眠状态及菌膜的形成（藻酸盐多糖和蛋白复合物黏连形成膜状物），阻止巨噬细胞吞噬和抗体、药物的作用。

目前β-内酰胺类抗生素（青霉素和头孢霉素）广泛、大量的应用，使致病菌产生了耐药，其中β-内酰胺类抗生素水解失活的酶—β-内酰胺酶是常见致病菌耐药的主要原因，β-内酰胺酶的种类和数量迅速增加，现已超过400多种。了解这种酶的分类、特性等分子生物学方面的进展，对指导临床合理使用抗生素有帮助。目前β-内酰胺酶的分类主要有两种方法，即Bush-M-J功能分类法和Ambler分子分类法（依据酶的氨基酸序列的保守性和相似性分类），两者相关性见表9-4。


表9-4　β-内酰胺酶Bush-M-J功能分类法和Ambler分子分类法
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近几年来国内各地多家单位开展了细菌耐药的监测，报道结果有较大的差异。就以上海地区2006年常见若干致病菌耐药情况与列年比较，逐年在上升，必须引起重视，更应注意抗菌药物合理应用和防止滥用（见表9-5）。


表9-5　国内2006年主要致病菌耐药情况（上海）
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二、常见耐药致病菌感染及抗菌药物治疗的选择

1．葡萄球菌感染

葡萄球菌有20余种，致人类感染约10余种，其中以金葡菌 (S. aureus
 ) 及凝固酶阴性葡萄球菌 (MRCNS) 为最常见致病菌，后者主要为表葡菌 (S. epidermidis
 )、溶血葡菌 (S. haemolyticus
 )、腐生葡球菌 (S. saprophyticus
 ) 及人型葡球菌 (S. hominis
 )。这类致病菌可出现以下两种耐药情况：

（1）产生灭活酶　主要为青霉素酶，由质粒介导，国内各地分离的金葡菌有90％以上含此酶，表葡菌也＞80％。能破坏各种青霉素，但对苯唑西林、氯唑西林及第一、二代头孢菌素仍较稳定。

（2）耐甲氧西林金葡菌 (MRSA)/凝固酶阴性葡球菌 (MRCNS)　MRSA对β-内酰胺类抗生素主要耐药机制，因其染色体上带有耐药基因 mec, 该基因由调节基因及结构基因组成（见图9-8），其中结构基因 mecA编码PBP2a (PBP2’)。mecA基因受其上游区 mecRI (编码诱导因子MecRI)-mecI（编码抑制因子MecI）控制，通常MecI蛋白结合到mecA基因的启动子部位，使mecA基因不被转录。但MecRI蛋白可被β-内酰胺类抗生素结合诱导而活化，从而解除MecI蛋白对mecA的阻遏作用，启动合成大量低亲和力的PBP2a, 导致细菌细胞壁的合成不受抑制而出现耐药。其次尚有耐药辅助基因如femA基因等的表达在高水平耐药中起一定作用。其他尚有苯唑西林临界耐药的金葡菌 (BORSA) 及修饰青霉素结合蛋白的金葡菌 (MODSA, 修饰PBP2s)。据美国CDC资料，MRSA在金葡菌中分离率1974年仅2％，1995年为22％，至2004年已升为63％。国内占金葡菌中分离率大概在24％～79％，2006年上海14家医院分离的3497株金葡菌中，MRSA占64.6％，但在3所儿童医院中MRSA检出率仅为8.0％～13.7％；MRCNS主要为MRSE, 其分离率在32.8％～92.5％。MRSA/MRCNS已成为医院获得的血流感染主要致病菌，对一些有基础病、应用免疫抑制剂、老年、婴幼儿及留置导管等患者容易发生。研究发现，MRSA SCC mec基因 (staphylococcal cassette chromosome mec) 为一移动的基因序列，为葡萄球菌间水平传播的载体，又可整合其他耐药基因，使MRSA呈现多重耐药。该基因可分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ四型，根据其型别可鉴别菌株来源背景，一般医院内感染型别为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型，社区感染者多为Ⅳ型。MRSA对各类青霉素、多数头孢菌素和其他β-内酰胺类均耐药，同时对四环素类、氨基苷类、大环内酯类、氟喹诺酮类及林可霉素类等耐药性也较高。但对万古霉素、替考拉宁及利奈唑胺 (Linezolid) 全部敏感，是治疗MRSA/MRCNS感染最有效的药物。新上市的氨基苷类—阿贝卡星 (Arbekacin) 也有相当的抗菌活性（有效率达76.9％）可以选用。利福平、磷霉素钠及复方磺胺甲噁唑也较敏感，但单独应用易发生耐药性，可选用联合用药。近来发现少数MRSA/MRSE对万古霉素中度耐药 (VISA, MIC8～16μ
 g/ml) 或耐药 (VRSA, MIC＞16μ
 g/ml)，引起人们的重视，研究发现当接触万古霉素后，即出现异质型VISA (Hetero-VISA, hVISA, MIC1～4μ
 g/ml)，是VISA的前体，国外韩国及日本均有报道；国内研究经PAP-AUC确认hVISA/VISA的总发生率为13.5％，其中hVISA为13％，VISA为5％。其次金葡菌L型的感染（约占16％），该菌为耐万古霉素，必须加以注意。利奈唑胺（600mg2次/d，口服）及达托霉素〔Daptomycin, 4～6mg/(kg·d)，静滴〕，对VISA/VRSA感染治疗有效。
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图9-8　mec基因结构及染色体定位示意图

2．耐青霉素肺炎链球菌 (PRSP/PISP) 感染

1987年前经美国疾病控制中心调查耐青霉素肺炎链球菌耐药率低于1％，而1994—1996年增加至10％，目前国内呈中度敏感和耐药者约占分离株14％～30％或以上，小儿的菌株耐药性较成人者为高，其中半数对阿莫西林也耐药。其耐药机制不由质粒介导，亦不产生β-内酰胺酶，主要是由于细菌细胞膜上的靶位——青霉素结合蛋白 (PBP) 发生改变，导致PBP与抗生素的亲和力下降所致，低亲和力的PBP是由变异的pbp基因编码。肺炎链球菌含有6种PBP, 即PBP1a、PBP1b、PBP2a、PBP2b、PBP2x及PBP3，在耐药菌株 (PRSP) 中至少有3种PBP与青霉素亲和力下降，即PBP1a、PBP2b和PBP2x。临床上高耐药株 (MIC≥2μ
 g/ml, PRSP) 极为少见，主要为青霉素中度敏感株 (MIC0.12～1μ
 g/ml, PISP)。PISP对红霉素、克林霉素、SMZ/TMP、第1、2代头孢菌素均较差，阿齐、克拉霉素耐药率也很高（74.2％），因而可选用大剂量青霉素、阿莫西林／克拉维酸、第三代或四代头孢菌素，如头孢曲松、头孢噻肟、头孢吡肟等。氟喹诺酮的耐药率还不高，可选用左氟沙星，莫西沙星是第四代喹诺酮类，具有双重作用靶位，可抑制两种拓扑异构酶Ⅱ或Ⅳ，是治疗PRSP较理想的药物。由PRSP引起的系统性感染，有人推荐帕尼培南为首选，新开发的链阳性菌素类 (streptogramins) 如奎奴普汀／达福普汀 (quinupristin/dolfopristin) 即 synercid, 对PISP、PRSP均有良好效果。

3．肠球菌感染

肠球菌至少有12个菌种，临床上分离粪肠球菌 (E. faecalis
 ) 占80％～90％，屎肠球菌(E. faecium
 ) 占5％～10％。据国外报道，近年来该菌引起感染呈上升趋势，在血流感染致病菌中已占第3～4位，多见于医院内感染及免疫功能低下者。由于粪肠球菌易附着于心瓣膜上而发生心内膜炎，其病死率及复发率较高，难以治愈。肠球菌感染一般以氨苄西林为首选，近来发现其对粪肠球菌耐药率为22％，屎肠球菌耐药率为85.4％。环丙沙星对肠球菌耐药率也相当高（粪肠球菌为58.3％，菌为84.4％），并且出现了高水平氨基糖苷类耐药菌株 (HLARE)，其检出率粪肠球菌为55.6％，屎肠球菌为77.8％。因而临床上只能选用糖肽类如万古霉素或去甲万古霉素、替考拉宁及利奈唑胺最为有效。第四代头孢菌素如头孢匹罗及碳青霉烯类如亚胺培南的抗菌活性也较强。近来已发现对糖肽类抗生素产生耐药 (VRE) 的菌株感染，日益引起人们的注意。据1998～2000年资料显示，北美为12.4％＞欧洲为3.2％＞拉丁美洲为1.6％＞亚太为1.3％。国内细菌耐药监测发现VRE检出率甚低，2006年上海报道3株屎肠球菌为VRE, 其中2株为VanA, 另1株为VanB。其耐药机制是肠球菌的细胞壁上五肽肽糖前体的羧基末端D-丙氨酰-D-丙氨酸 (D-Ala-D-Ala) 改变为D-丙氨酰-D-乳酸盐 (D-Ala-D-Lac)，使万古霉素不能与之结合，因此不能抑制VRE的细胞壁合成。肠球菌对糖肽类抗生素获得性耐药至少有6种表型，即VanA、VanB、VanC (C1、C2、C3
 )、VanD、VanE及VanG。VanA特点是对万古霉素和替考拉宁呈现明显耐药性；而VanB则只对万古霉素耐药，而对替考拉宁敏感；VanC表型对万古霉素呈现固有低水平耐药，多见于鸡肠球菌、黄色肠球菌等。VanD、VanE表型对万古霉素敏感情况见表9-6。前一段时期VRE分离株中以VanA表型为多，但现时VanB表型菌株已较以前更为常见。在美国及欧洲引起医院内VRE感染暴发的菌株多属VanB表型。VanE型目前只在加拿大、美国等少数国家报道，VanG型仅在粪肠球菌WCH9株中发现。新药Synercid对肠球菌抗菌活性差异较大，对屎肠球菌包括VRE大多呈敏感，而粪肠球菌可呈耐药，上海分离3株VRE对利奈唑胺均敏感。


表9-6　耐万古霉素肠球菌主要表型耐药情况
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4．肺炎克雷伯菌感染

己成医院感染的重要致病菌，其所致的原发性肺炎病死率在37％～50％。青霉素类敏感性较差，多选用第三代头孢菌素。近来该菌易产生质粒介导的TEM及SHV中突变出来的超广谱β-内酰胺酶 (extended spectrumβ-lactamases, ESBLs)，即TEM-3至TEM-130中约60多种变异酶及SHV-2至SHV-50中的变异酶；尚有OXA-10至 OXA-58中的约16种变异酶，近来又发现CTX-M1-28型。据文献报道，国内肠杆菌科细菌中产生的ESBLs主要为CTX-M型。TEM/SHV型ESBLs来源于母体酶TEM-1和SHV-1，其氨基酸序列发现在活性部位通常仅存在1～3处的差异。主要由定位于自行移动的R质粒上的转座子编码产生，通过接合转移，容易在同种或不同种属的革兰阴性杆菌之间传播。ESBL产生菌存活时间较长，可借人类活动在同一医院或不同医院传播，甚至造成更远距离传播。ESBLs属分子分类法为A类和功能分类法为2be (2b’) 组，可被酶抑制剂所抑制，据报告院内ICU有20％肺炎克雷伯菌产生此酶。2000年以来克雷伯菌属产ESBLs逐年在增加，使多种β-内酰胺类抗生素包括头霉素、氨曲南及三代头孢菌素（头孢噻肟、头孢他啶）均耐药（见表9-7）。2003年法国又在一株本菌中发现一种16SrRNA甲基化酶ARMA, 并且该酶的编码基因和CTX-M-3编码基因同一个质粒上，可能对氨基糖苷类抗生素呈高度耐药。只有碳青霉烯类如亚胺培南／西司他丁 (imipenem/cilastatin即泰能)，美罗培南（meropenem即美平）及帕尼培南／倍他米隆 (panipenem/betamipron, 即克倍宁carbenin) 等有较好的效果，其他与酶抑制剂复合的他唑西林 (Tazocillin)、舒普深 (Sulperazon) 等也有一定的抗菌作用。


表9-7　2000—2006年克雷伯菌属产ESBLs检出率和耐药率
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5．铜绿假单胞菌感染

铜绿假单胞菌是医院感染最主要的条件致病菌，可引起败血症、心内膜炎、呼吸道感染及中枢神经系统感染等。尤其在机体免疫功能低下的病人中，可引起一系列严重的化脓性感染，已成为支气管扩张、慢性支气管炎、囊性肺纤维化等基础疾病继发感染的重要致病菌。一般来说，半合成新青霉素（哌拉西林、阿洛西林、美洛西林）、第三、四代头孢菌素（头孢他啶、头孢哌酮、头孢匹罗）、碳青霉烯类（亚胺培南、美罗培南、帕尼培南）、单环类（氨曲南）及氟喹诺酮类（氧氟沙星、左氧氟沙星、环丙沙星）等对铜绿假单胞菌感染都有较好的疗效。近年来随着抗菌药物的广泛应用，尤其在第三代头孢菌素及单环类治疗的诱导下，该菌的耐药性越来越严重，而且出现了泛耐药株 (PDRS)，给临床治疗造成极大困难。耐药机制包括有四大类：①外膜通透性低下、外膜蛋白 (Opr)D2的缺失及外膜存在主动外排系统。②产生β-内酰胺酶，如ESBLs、质粒介导的AmpC酶及碳青霉烯酶及氨基糖苷类钝化酶等。③靶位的改变，如改变二氢叶酸合成酶，使该酶与磺胺药结合力下降；改变PBP的结构，使其与β-内酰胺类抗生素的亲和力下降及DNA旋转酶中gyrA基因突变，或Ⅳ型拓扑异构酶伴parC基因突变，使其对喹诺酮类耐药。④细菌生物被膜 (biofilm) 的形成。其中最主要的是铜绿假单胞菌外膜存在着独特的药物主动外排系统，此系统由三部分组成：一是外膜通道蛋白，如 OprM、OprJ、OprN等，具有孔蛋白的作用，形成门通道，使药物排出菌体外；二是内膜蛋白，如MexB、MexD、MexF等为主要的主动外排蛋白；三是联结蛋白或辅助蛋白，如MexA、MexC、MexE等，能连接内、外膜蛋白，使药物直接泵出到菌体外。铜绿假单胞菌至少存在MexAB-OprM、MexCD-OprJ、MexEF-OprN三类主动外排系统，其中Mex-AB-OprM在本菌多重耐药中起着最为重要的作用（见表9-8）。


表9-8　铜绿假单胞菌3种主动外排泵的比较
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综上所述，产β-内酰胺酶的铜绿假单胞菌的对第三代、第四代头孢菌素及单环类抗生素—氨曲南耐药，但对β内酰胺酶抑制剂复方制剂、头霉素类和碳青霉烯类抗生素敏感。产AmpC酶的铜绿假单胞菌对多数β内酰胺类抗生素、头霉素类耐药，克拉维酸、舒巴坦及三唑巴坦等β-内酰胺酶抑制剂也不能抑制AmpC酶的活性，因而复合制剂也不宜应用于治疗产AmpC酶耐药株感染。第四代头孢菌素、碳青霉烯类是治疗高产AmpC酶突变株感染最有效药物，其次哌拉西林联合氨基糖苷类或氟喹诺酮类也可能有效。生物被膜中的绿脓杆菌必须要较大剂量的抗菌药物才能有效。目前发现对亚胺培南的铜绿假单胞菌耐药率2005年为20.9％，2006年为24.4％（上海），使治疗带来了较大的困难。据报道新型β甲基碳青霉烯类抗生素—Doripenem (S-4661)，2005年9月在日本上市，该药无需与DHP-1抑制剂联合。其抗菌活性对革兰阳性强于美罗培南，对革兰阴性强于亚胺培南，尤其增强了对铜绿假单胞菌抗菌作用，可考虑选用。

6．阴沟肠杆菌感染

阴沟肠杆菌 (E. cloacae
 ) 是肠杆菌属中最常见的条件致病菌，多见于应用过广谱抗生素后的病人，可引起下呼吸道感染如化脓性支气管炎、肺炎及肺脓肿等。阴沟肠杆菌败血症常继发于粒细胞缺乏症和癌症患者，其临床表现类似其他革兰阴性杆菌败血症，但不同的为病死率高、发病率高、多有抗生素应用史。也是外科手术后感染的重要致病菌，已达第四位，占心脏手术后感染的1％～6％，其中25％的病人常与金葡菌感染同时存在。

本菌耐药机制既存在产ESBLs酶，又存在产AmpC酶，即形成了ESBLs+AmpC=SSBLs（超广谱β-内酰胺酶），使治疗带来了更大的困难。AmpC β-内酰胺酶具有很强的可诱导性，通常情况下，AmpC酶不表达或低水平表达，但在β-内酰胺类抗生素存在时，该酶产量显著上升。AmpC酶的表达受amp复合操纵子（包括4个不连锁的基因ampC、ampR、ampD和ampG组成）调控。近来发现一些阴沟肠杆菌染色体上控制酶高水平表达的AmpD基因发生突变，产生有功能缺陷的AmpD（N-乙酰葡糖胺-L-丙氨酸酰胺酶）时，由ampR基因编码的AmpR（诱导性反式转录调控因子）即以激活子状态发挥作用，使阴沟肠杆菌AmpC酶活性比诱导前提高数百倍，甚至1000倍达到去阻遏持续高产水平，导致对β-内酰胺类抗生素耐药，并抵抗酶抑制剂而使复合抗生素也会出现失效（见图9-9）。据浙一医院报道144株阴沟肠杆菌对奥格门汀、头孢呋辛的敏感率均在25％以下，对氨曲南、头孢噻肟、环丙沙星、他唑西林和阿米卡星的敏感率仅在35％～55％之间，而对舒普深、头孢吡肟敏感率在60％以上，对亚胺培南的敏感率高达98.61％。因此，临床上可选用后两类抗菌药物治疗，对去阻遏持续高产型AmpC酶感染者只能选用头孢吡肟或亚胺培南。
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图9-9　AmpC酶的表达调控示意图

7．嗜麦芽窄食单胞菌感染

嗜麦芽窄食单胞菌 (Stenotro phomonas maltophilia
 ) 是一种非发酵的革兰阴性杆菌，1995年前称为嗜麦芽假单胞菌。在人类及动物体内、水、牛奶中及住院病人的呼吸道及伤口中常可分离到此菌，但主要为细菌易生而非感染致病菌。近年来随着临床应用碳青霉烯类抗生素的明显上升，使该菌在临床上的分离率逐渐增加，已成为医院感染的重要致病菌。大多发生在免疫功能低下且伴有严重基础病或使用化疗、放疗及肾上腺皮质激素等一些病人中。临床上多见于呼吸道感染（占50％以上），其次为泌尿道感染（占25％以上）或其他部位感染。由于该菌外膜的低渗透性，是造成多种抗菌药物耐药的原因之一，对亚胺培南存在着天然耐药，其耐药率几乎100％。又因该菌能产生青霉素酶、头孢菌素酶及含锌离子的金属β-内酰胺酶 (MBL)，不仅对β-内酰胺类抗生素耐药，并且对β-内酰胺酶抑制剂敏感性差，还能水解碳青霉烯类抗生素，是当前最为棘手的条件致病菌。据国内报告药敏试验敏感率＞60％有复方磺胺甲[image: ]
 唑及替卡西林／克拉维酸（特美汀）；＞40％～50％的有头孢他啶、哌拉西林／三唑巴坦（特治星）、环丙沙星及舒普深。多西环素（强力霉素）或米诺环素（美满霉素）也有一定的敏感性。上述药物可供临床治疗中选用。

8．不动杆菌感染

主要为鲍曼不动杆菌 (Acinetobacter Baumanni
 ) 感染（占80％～90％）。该菌广泛存在于自然界、医院环境及人体皮肤的条件致病菌，也是人体呼吸道的寄居菌。在呼吸道有慢性炎症，特别是一些慢阻肺 (COPD)、呼吸道防御机能下降或支气管癌病人中，当该菌成为优势菌时就可引发严重的呼吸道感染。多药耐药鲍曼不动杆菌 (MDRAB) 的出现，它可在住院病人中尤其在ICU造成暴发流行，如肺炎、脑膜炎及泌尿道感染等，尤其最近报道的呼吸机相关肺炎必须引起高度重视。

本菌存在着多药耐药机制，对β-内酰胺类抗生素主要是产β-内酰胺酶，易经质粒结合方式获得耐药性，常有多种耐药质粒共存。也可由染色体介导的β-内酰胺酶，也可由PBPs的改变及外膜蛋白通透性降低机制而导致耐药。近来本菌发现碳青霉烯酶（D类酶），即OXA-23、24、25、26、27及OXA-51、58等都能水解头孢他啶、亚胺培南及酶抑制剂，其中OXA-51/69-like目前也被确认为鲍曼不动杆菌染色体天然携带的一组碳青霉烯酶基因（见表9-9）。对氨基糖苷类抗生素的耐药主要是产生修饰酶 (AAC、APH及ANT)。据国内报道药敏试验耐药率比较高的有头孢噻肟（38.3％）、庆大霉素（30.9％）、氨曲南（89.2％）、哌拉西林（42.9％）、头孢他啶（32.8％）及头孢吡肟（26.1％）；耐药率较低的有亚胺培南（2.8％）、环丙沙星（2.9％）、阿米卡星（12.8％）、舒普深（13.0％）及左氟沙星（23.6％）。据2007年CHINET监测网数据表明，我国临床分离的鲍曼不动杆菌对亚胺培南、美罗培南和头孢他啶的耐药率分别达到35.3％、38.9％和52.4％。临床上治疗可选用氨苄西林／舒巴坦、喹诺酮类（如环丙沙星、左氟沙星、莫西沙星）、头孢派酮／舒巴坦（舒普深）或亚胺培南等，但对碳青霉烯类耐药者，多推荐多粘菌素E联合其他抗生素（如利福平、头孢吡肟、派拉西林／三唑巴坦等）。有报道替加环素（Tigecycline, 甘氨酰环素类抗菌药）治疗多药耐药菌株 (MDRAB) 感染的总有效率达到76％，可考虑选用。


表9-9　鲍曼不动杆菌的OXA型碳青霉烯酶
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9．嗜肺军团菌感染

嗜肺军团菌 (Legionella pneumophilia
 ) 感染暴发流行报道较多，但在国内对散发军团菌感染重视不够。由于该菌培养需在2.5％CO2
 孵箱中培养、培养基营养要求较苛刻，又因为痰中正常菌群对军团菌的影响，从痰标本中检出比较困难，一般医院很难作出病原学诊断，造成误诊、误治甚至引起死亡者较多，病死率可高达40％。本菌在自然界中广泛存在，在人工管道的水源中如医院空调冷却水、淋浴头、辅助呼吸机等所产生的气溶胶颗粒中均带有此菌。据国外报道军团菌感染占社区获得性肺炎的3.4％，占院内感染肺炎的5.9％。国内报道肺炎住院病人中，经血清学及PCR检测军团菌感染约占27％，已成为医院感染值得重视的致病菌。

军团菌肺炎临床特点为高热占多数，热程常超过2周，应用退热药或糖皮质激素效果较差，以干咳、胸痛及呼吸困难较多见，并易造成多器官损害。X线可见以胸水、肺边缘影、片状影及两肺病变比例较高。实验室诊断采用：①取痰、胸水标本作嗜肺军团菌巨噬细胞感染力增强子基因PCR法检测LP特异DNA; ②血清作间接免疫荧光抗体法检测LP抗体呈4倍以上增高或单一效价1:256以上才可诊断；③尿中可溶性抗原的检出：用酶免疫测定法，已有商品试剂盒（德国Biotest公司产品）可检出LP 1－14型（国内主要为1、5、6、9型及麦氏军团菌）。

由于本菌为细胞内寄生菌，又能产生β-内酰胺酶及乙酰转移酶，故β-内酰胺类及氨基糖苷类抗生素均效果不佳（有效率仅为2％），只有在细胞浓缩的红霉素及利福平最为有效（有效率为96％），其次为氟喹诺酮类也可能有效（有效率为63％），并发现应用肾上腺皮质激素者会减低抗菌药物的有效性，并延长病程。

10．李斯特菌感染

李斯特菌属主要有4种：①产单核细胞性李斯特菌 (Listeria monocytogenes
 ); ②去硝基化李斯特菌 (L. dentri ficans
 ); ③格兰李斯特菌 (L. grayi
 ); ④茂兰李斯特菌 (L. murryi
 )。仅产单核细胞李斯特菌是人和动物的病原体。该菌为细胞内寄生菌，能在单核－巨噬细胞内长期生长繁殖，并可以菌血症的形式随血液循环中的巨噬细胞播散至全身，引起中枢神经系统、肝、脾、肺等脏器感染。李斯特菌是一种食源性病原菌，主要通过消化道排出，广泛污染水、土及周围环境，通过奶酪、牛奶、冰淇淋、生牛肉、羊肉、香肠及多种蔬菜等食品经口传播。孕妇感染后可通过胎盘或产道感染胎儿或新生儿是本病的主要特点之一。临床可有妊娠期李斯特菌病、新生儿李斯特菌病；免疫功能缺陷或低下也易感染本菌。

从标本（脓液、血、脑脊液、骨髓、羊水等）中分离到细菌是诊断本病的关键。由于该菌培养易被实验室误认为污染菌而提前抛弃，不作进一步鉴定，使临床诊断率不高，因此标本送检时最好注明疑似李斯特菌感染。血清抗体IgM升高，PCR法有助诊断。治疗一般以氨苄西林或阿莫西林加氨基糖苷类为首选；磺胺类如SMZ+TMP也有效。头孢菌素（包括三代）及喹诺酮的疗效尚未肯定。






【思考题】



1．常见致病菌的耐药机制及其新进展如何？



2．试述常见耐药致病菌感染及抗菌药物治疗的选择。
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（马亦林）


 第六节　细菌耐药机制研究概况



摘　要
 　抗菌药物的应用日益增多，细菌耐药性问题也日趋严重，已成为全球关注的问题。本文介绍了细菌对β-内酰胺类、氨基糖苷类、喹诺酮类以及大环内酯类等临床常用抗菌药物耐药的主要机制。细菌通过产生各种灭活酶、膜通透性下降、靶位改变、外排泵高表达、生物被膜形成等机制造成细菌耐药或多重耐药。




Abstract
 　With the increasing use of antimicrobial agents, the resistance of antimicrobial agents has become a severe problem in the world. The research progress on resistance mechanism of antimicrobial agents including β-lactam antibiotics, aminoglycoside antibiotics, quinolones, and macrolide antibiotics et al were reviewed in this paper, including inactive enzymes production, deceleration of drug permeation, alternation of the drug target, acceleration of efflux pump, bacterial biofilm and so on.






从20世纪40年代Flemming发现青霉素起，各种抗生素和化学合成抗菌药不断出现，对控制人及畜禽感染性疾病发挥了巨大的作用。但近20年来，随着抗菌药物的广泛应用，各种病原菌对抗菌药物的耐药性日趋严重。目前抗菌药物耐药产生的速度快于科学家发现新抗菌药物的速度，而抗菌药物的滥用又促进了细菌耐药性的增长。耐药性产生的直接后果是严重影响临床疗效，增加治疗成本，同时缩短新药的应用周期，增大了新药的研究与开发成本，因此耐药性问题已经引起人们的广泛关注。

一种抗菌药物若要有效清除病原菌必须满足3个条件。第一，抗菌药物必须能穿透细菌且以足够的量到达靶位；第二，抗菌药物在与特定的靶位作用之前不能被灭活；第三，细菌中必须存在敏感性靶位。因此，细菌可以通过改变外膜通透性，主动外排使抗菌药物不能到达靶位；产生灭活酶及钝化酶使抗菌药物失活；改变靶位使抗菌药物不能与之结合等机制产生耐药。但一些多重耐药菌株其耐药机制并非独立存在，而是由两种或更多种不同耐药机制共同造成。细菌对抗菌药物耐药主要机制有：

一、外膜蛋白的缺失或数量的减少

对革兰阴性杆菌而言，外膜通透性对抗菌药物进出菌体至关重要。革兰阴性细菌细胞壁两侧具有内膜和外膜两层膜，其中内膜结构与真核细胞中的磷脂双分子层生物膜相似，具有很高的流动性；而外膜脂质成分与多数生物膜不同，主要为脂多糖 (lipopolysacharide, LPS)。脂溶性药物难以通过细胞外膜。外膜中存在由孔蛋白 (porin) 组成的充满水的传送通道，这些蛋白质在维持细胞的通透性方面起着重要作用。孔蛋白镶嵌于细胞外膜的脂质层中并和胞外相通，建立起胞内胞外物质交换的通道，能让亲水性物质如β-内酰胺类抗生素通过细菌外膜进入细胞。细菌可通过改变外膜孔蛋白组成和数量比例来改变其通透性。某些细菌本身存在的膜孔蛋白较少或蛋白通道较小，使一些抗菌药物不能进入菌体内部，称为“内在性耐药”或“固有性耐药”(intrinsically resistant)，即这种耐药并非是由于任何染色体的突变或是耐药质粒的获得所致。如铜绿假单胞菌的细胞外膜上没有大多数革兰阴性细菌所具有的典型的高渗透性孔蛋白，它的孔蛋白通道对小分子物质的渗透速度仅为典型孔蛋白通道的1％。

不同的细菌有不同的孔蛋白，目前研究较多的是大肠埃希菌。大肠埃希菌的主要孔蛋白有OmpA、OmpF、OmpC, 另外还有PhoE、LamB。参与药物运输的主要有OmpF和OmpC, 大部分亲水性小分子物质都可经这两种通道进入胞内。目前认为能够通过孔蛋白扩散的抗菌药物除了β-内酰胺类抗生素以外，还有氟喹诺酮类、四环素、氯霉素、氨基糖苷类等。许多氟喹诺酮类药物（分子量为232～400D, 在中性溶液中呈两性离子状态）和β-内酰胺类抗生素都主要通过OmpF进入胞内。OmpF、OmpC均由ompB基因调控。OmpF的低表达或缺失对某些药物的通透性产生明显影响，而OmpC则影响不明显。当OmpF比例增大，膜孔蛋白通透性增加。反之则通透性减低，膜通道关闭。

细菌在接触抗菌药物后，可使外膜通道蛋白发生非特异性或特异性的改变，使与抗菌药物通透有关的外膜孔蛋白表达减少。OmpF和OmpC均为非特异性蛋白，当OmpF蛋白的基因失活，使OmpF蛋白丢失，结果可使亲水性的β-内酰胺类、氟喹诺酮类、四环素、氯霉素等抗菌药物不能进入细胞而产生耐药。影响较大的抗菌药物是β-内酰胺类（如D2微孔蛋白丢失造成铜绿假单胞菌耐药）和氟喹诺酮类（大肠埃希菌的OmpF突变株耐药）。引起孔蛋白低表达的突变株都可因药物内流减少而导致耐药性的上升。但是，大肠埃希菌单纯OmpF缺失株对亲水的喹诺酮类抗菌药物的耐药性仅呈两倍的增加，这有可能是由于OmpC代偿性增加的结果。另外，OmpF的表达水平也可受温度、渗透压等环境因素的影响；当温度下降、渗透压降低时，OmpF的表达水平增加。而在高渗、高温环境时，OmpF的表达水平受到明显抑制。

亚胺培南是通过细菌的OprD孔蛋白 (D2)通道进入细胞的，亚胺培南耐药的铜绿假单胞菌大部分存在OprD（外膜特异性通透蛋白）基因表达的降低或缺陷，使菌株的OprD (D2)通道通透性降低，使亚胺培南无法进入或减少进入菌体，导致耐药。

OprD耐药的发生需与染色体β-内酰胺酶两种耐药机制并存，根据对阴沟肠杆菌耐药模式的研究，亚胺培南的MIC取决于进入胞质的抗菌药物分子数目与被β-内酰胺酶所抑制的药物分子数目之差。铜绿假单胞菌的耐药机制也可能如此。

孔蛋白本身的功能状态的变化也可影响其通透性。研究表明，孔蛋白在生理状态下，一般处于两种功能状态，开放状态和关闭状态，多氨基物质能使之关闭。细菌可随外界渗透压的变化产生不同程度的多氨基物质，从而调节孔蛋白的功能状态。但如何来实现这种调节目前尚不清楚。

总而言之，外膜屏障在细菌耐药过程中起着重要作用。Omps是维系细胞内外小分子亲水性物质交换的通道，Omps的减少或缺失使细菌耐药性大大增强。进一步研究其调控机制将有助于耐药机制的最终阐明。

二、产生灭活酶或钝化酶

细菌产生一种或多种水解酶或钝化酶来水解或修饰进入细胞内的抗菌药物，使之到达靶位之前失去活性。目前，细菌产生的灭活酶主要有β-内酰胺酶、氨基糖苷类钝化酶、氯霉素乙酰转移酶和MLS（大环内酯类—克林霉素类—链阳菌素类）类钝化酶，其中最重要的是β-内酰胺酶。

1．β-内酰胺酶

β-内酰胺酶是一类由细菌产生的能够降解β-内酰胺类抗生素（如青霉素类，头孢菌素类，碳青霉烯类抗生素等），使其抗菌活性减弱或消失的酶。至今，已发现β-内酰胺酶有四百多种，目前普遍采用的分类方法有两种：一种为分子生物学的分类，根据末端氨基酸序列及编码基因的位点来分，可分为四类：A类，为丝氨酸酶，由质粒编码；B类，为金属酶，由染色体编码；C类，为丝氨酸酶，由染色体编码；D类，为丝氨酸酶，由质粒编码。另一种为临床上较为实用的分类方法，即1995年Bush等的分类方法，此分类方法是根据各种酶的等电点、水解底物、是否被克拉维酸抑制及酶的分子结构类别来分，主要分成四类：Ⅰ类：由染色体编码的头孢菌素酶，不能被克拉维酸抑制；Ⅱ类：通常可被克拉维酸抑制，根据对各种β-内酰胺类抗生素的优先水解顺序分为6个亚组；Ⅲ类：金属β-内酰胺酶，含有活性位点锌而不是丝氨酸，水解底物广（包括亚胺培南）；Ⅳ类：主要由染色体编码、耐酶抑制剂的青霉素酶。β-内酰胺酶的分类方法和特点见表9-10。


表9-10　β-内酰胺酶的分类方
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在革兰阳性菌中β-内酰胺酶较为简单，只有两种：青霉素酶和头孢菌素酶，研究的人较少。革兰阴性菌β-内酰胺酶种类较为复杂，几乎所有的肠杆菌科细菌其β-内酰胺酶均阳性。Jacoby和Bush等学者建立了各类β-内酰胺酶的网站 (http://www.lahey.org/studies/webt.htm.)。截止2008年11月18日，共发现近400余种β-内酰胺酶，其中TEM型约170余种，SHV型约110余种，CTX-M型82种，OXA型有135种，以及其他基因型 (www.Lahey.org/studies/)。其中超广谱β-内酰胺酶、AmpC酶和碳青霉烯酶愈来愈受到重视。

（1）超广谱β-内酰胺酶 (extended-spectrum β-lactamases, ESBLs)　ESBLs是由质粒介导的能水解氧亚氨基β-内酰胺抗生素，并可被β-内酰胺酶抑制剂克拉维酸等抑制的一类β-内酰胺酶。ESBLs在分子生物学分类中属于A类酶，在Bush分类中属于2be类酶。根据2001年Bradford的分类方法，将ESBLs分为TEM型、SHV型、OXA型、CTX-M型、其他型五类。此类酶不仅可水解青霉素类和第一、第二、第三代头孢菌素，还能水解单酰胺菌素（如氨曲南 aztreonam），甚至第四代头孢菌素；但含有7-α甲基侧链的头霉素类如头孢西丁、头孢替坦等相对稳定。除了TEM-50，68同时具有ESBLs和IRT（耐酶抑制剂）的特点外，其余的ESBLs都能被克拉维酸、舒巴坦所抑制。各类型的ESBLs最优化的底物各不相同。ESBLs主要由克雷伯菌属、大肠埃希菌和奇异变形杆菌产生，也可由其他肠杆菌科细菌、不动杆菌以及铜绿假单胞菌产生。对产ESBLs细菌引起的感染，碳青霉烯类抗生素如亚胺培南／西司他丁、美罗培南等疗效最确切；复合制剂如头孢哌酮／舒巴坦、哌拉西林／三唑巴坦也有较好的疗效。头霉素类，如头孢西丁、头孢替坦等，治疗成功率相对较低，最多只有70％。环丙沙星、阿米卡星等必须根据药敏结果选择。

（2）AmpC酶（头孢菌素酶）　AmpC酶（头孢菌素酶）最初是在氨苄西林耐药大肠埃希菌中发现的一种染色体编码的β-内酰胺酶，并且根据其耐药性而命名。因其水解的优先底物是头孢菌素，故又称头孢菌素酶。而现在AmpC酶的概念有了很大的拓展，它代表由革兰阴性杆菌产生的不被克拉维酸抑制的“丝氨酸”头孢菌素酶组成的一个酶家族，属β-内酰胺酶Bush分类中1类酶，它们在分子结构上具有同源性，都属于分子分类中的C类。AmpC酶存在于大多数肠杆科细菌和铜绿假单胞菌中，分为诱导酶和非诱导酶两类，诱导性AmpC酶存在于肠杆菌、柠檬酸杆菌、普罗威登斯菌、不动杆菌、黏质沙雷菌、小肠结肠炎耶耳森菌、摩氏摩根菌以及铜绿假单胞菌等，可被青霉素类和头孢菌类抗生素诱导；非诱导性AmpC酶存在于大肠埃希菌、志贺菌、克雷伯菌等，其表达不受β内酰胺类抗生素和其他外部因素的影响，但具有代谢调节性。AmpC酶的表达受amp复合操纵子调控，amp操纵子由4个不连锁基因即ampC、ampR、ampD和ampG组成，ampC是AmpC酶的结构基因；ampR编码诱导性转录调控因子；ampD编码一种新的N-乙酰葡糖胺-L丙氨酸酰胺酶；ampG编码膜结合转运蛋白；目前研究发现，AmpC酶出现由原来局限于染色体编码逐渐向质粒编码转移趋势，大大提高了AmpC酶的横向传播能力。对于产AmpC酶细菌的感染的治疗可以选择的抗菌药物有：第四代头孢菌素；碳青霉烯类抗生素；对其敏感的非β-内酰胺类抗生素（如氨基苷类、喹诺酮类）；常规的青霉素类、第一、二、三代头孢菌素、β-内酰胺酶抑制剂和β-内酰胺抗生素合剂往往对该类细菌无效。

（3）碳青霉烯酶　指所有能明显水解亚胺培南或美罗培南等碳青霉烯类抗生素的一类β内酰胺酶，分别属于Ambler分子分类中的A类、B类、D类酶。其中B类为金属酶，在Bush分群中为第三组，可由染色体、质粒或转座子介导，由后者编码的获得性金属酶可见于铜绿假单胞菌、不动杆菌、肠杆菌科细菌；A类、D类为丝氨酸酶，属于Bush分群中的2f和2d亚组，A类酶目前主要见于一些肠杆菌科细菌，D类酶主要见于不动杆菌。碳青霉烯类抗生素水解酶包括：①分类属于2f型的A类酶，具有丝氨酸位点，A类碳青霉烯酶较少见。它包括阴沟肠杆菌、黏质沙雷菌中由染色体介导的NMC-A、Sme-1～Sme-3、IMI-1-2酶，以及肺炎克雷伯菌中质粒介导的KPC-1、KPC-2、KPC-3、KPC-4、KPC-5酶、铜绿假单胞菌中GES-2、GES-3、GES-4、GES-5酶，居泉沙雷菌的SFC-1酶。NMC-A、IMI-1、Sme-1-3早在碳青霉烯类抗生素应用于临床之前就已存在，是天然来源的碳青霉烯酶。A类碳青霉烯酶都是青霉素酶，对亚胺培南的水解活性强于美罗培南，可以引起青霉素类、氨曲南、碳青霉烯类耐药。NMC-A、IMI-1、Sme-1-3不能水解三代头孢菌素，IMI-1、NmcA能被克拉维酸抑制，而Sme-1-3则不被抑制。②分类属于3型的B类酶，也叫金属酶，金属酶不仅对β-内酰胺酶的抑制剂敏感性差，而且能够水解包括碳青霉烯类抗生素 (carbapenems) 在内的几乎所有β-内酰胺类抗生素。金属酶分别属于功能分类的Ⅲ类酶和分子生物学分类的B类酶。按水解底物的不同，金属酶分为3组功能亚群3a、3b、3c。3a组金属酶作用底物最广，包括青霉素类、头孢菌素类及碳青霉烯类抗生素，但氨曲南例外，对头孢菌素类的水解速度通常比碳青霉烯类慢。3b组金属酶主要包括来自气单胞菌属的金属酶CphA/CphA2、ACP、ImiS、AsbM1、ASA-1、A2h以及洋葱伯克霍尔德菌、芳香黄杆菌的金属酶，特别易于水解碳青烯类抗生素，但并不导致青霉素、头孢菌素耐药，属于真正意义上的碳青霉烯类酶。多数金属酶被EDTA抑制后加入Zn2+
 能恢复活性，但至少有3种来自3b组的酶ACP、AsbM1、ASA-1的活性能被低浓度的Zn2+
 (≤15μ
 m) 抑制。3c亚群目前只包括来自军团菌的金属酶，主要水解头孢菌素类和碳青霉烯类抗生素。多数金属酶对亚胺培南的水解能力强于美罗培南，但也有例外，蜡样芽孢杆菌Ⅱ酶和3b中的AsbM1对美罗培南的水解能力更强。金属酶对氨曲南的水解能力都很弱。根据氨基酸的同源性，Bush又把金属酶分成三组结构亚型B1、B2、B3。已知的获得性金属酶主要包括IMP、VIM、SPM-1、GIM和SIM型金属酶，都属于B1亚型。只有SPM-1较特殊，是B1亚群和B2亚型的混合体。这些酶不仅存在于铜绿假单胞菌、不动杆菌和肠杆菌科细菌中，还可以通过整合子、转座子或质粒等进行水平扩散。最近，澳大利亚学者从铜绿假单胞菌中分离出一种新的金属酶，命名为AIM-1。③D类β内酰胺酶，又称OXA酶，在Bush分群中属于2d类，对苯唑西林的水解活性很强。OXA型碳青霉烯酶对亚胺培南的水解活性较低，Vmax是水解青霉素的1％～3％，其耐药性的表达有赖于膜透通性降低的协同作用，对苯唑西林的Vmax是青霉素的两倍，对头孢他啶、头孢噻肟、氨曲南水解活性也很弱。除OXA-23外，其他酶能被三唑巴坦、克拉维酸抑制。OXA型碳青霉烯酶编码基因可位于质粒或染色体上，或定位在I型整合子基因盒中，具备向其他菌种转移的能力。由于产碳青霉烯酶细菌耐药机制比较复杂，目前尚无可以高效控制该类产酶菌感染的药物，临床治疗方案还需依赖药敏结果进行制定。单环酰胺类、环丙沙星、庆大霉素对部分产酶株有活性。对于产OXA型碳青霉烯酶的鲍曼不动杆菌，可选用含舒巴坦的复合制剂如头孢哌酮／舒巴坦等，产A类酶菌株可选用第三代头孢菌素。值得注意的是，部分携带碳青霉烯酶基因的菌株对碳青霉烯类抗生素表型敏感，其原因可能是：①沉默型基因的存在；②质粒拷贝数较少，对碳青霉烯类抗生素水解率较低。这种情况下也不宜应用碳青霉烯类抗生素，容易诱导碳青霉烯酶高水平表达。

2．氨基糖苷类抗生素钝化酶

氨基糖苷类抗生素钝化酶可修饰抗菌药物分子中某些保持抗菌活性所必需的基团，使其与作用靶位核糖体的亲和力大为降低。这些钝化酶包括酰基转移酶、腺苷转移酶、核苷转移酶以及磷酸转移酶等。目前已经在许多氨基糖苷类抗生素的耐药菌中发现了不同特性的钝化酶。在临床上使用的许多半合成氨基糖苷类抗生素都是根据细菌产生耐药性的机制进行结构改造得到的。如在卡那霉素分子中引进保护基团以免钝化酶修饰（如阿米卡星），或是去除钝化酶修饰的基团（如地贝卡星），或是两者皆有（如阿贝卡星）。

3．MLS类钝化酶

MLS (macrolides-lincosamids-streptogramins) 类抗菌药物因其结构的差异，细菌产生的钝化酶也有差异。对红霉素具有高度耐受性的肠杆菌属、大肠埃希菌中存在红霉素钝化酶，红霉素钝化酶可水解红霉素和竹桃霉素的大环内酯类抗菌药物，它们对十六元环抗菌药物如交沙霉素、麦迪霉素、蔷薇霉素和螺旋霉素都没有作用。林可霉素类钝化酶在很多葡萄球菌和乳酸杆菌中被发现，使抗菌药物分子的羟基磷酸化或核苷酰化。编码MLS钝化酶的基因主要位于质粒上，最近发现在对链阳菌素A和林可霉素类抗菌药物产生耐药的金黄色葡萄球菌中，存在位于染色体上的编码钝化酶的isa基因。

4．氯霉素钝化酶

氯霉素钝化酶是酰基转移酶 (chloramphenicol acetyltransferase, CAT)。该酶存在于葡萄球菌、D组链球菌、肺炎链球菌、肠杆菌属和奈瑟球菌中，其编码基因可以定位在染色体上，也可以定位在质粒上。

三、靶位改变

抗菌药物进入菌体后作用于特定的靶位，影响细菌的新陈代谢杀灭细菌或抑制细菌的生长，靶位改变后使抗菌药物不能与作用位点结合而发挥抗菌作用，如MRSA由于PBP2a与β-内酰胺抗生素亲和力低，且又能替代其他PBPs的功能，即使在高浓度的β-内酰胺抗生素存在的情况下，仍能生长繁殖，表现出耐药性。肺炎链球菌由于BPP1a, 2a, 2b, 2x的亲和力下降，而呈现对β-内酰胺抗生素的耐药性。各类抗菌药物主要作用靶位改变情况如下。

1．β-内酰胺类抗生素作用靶位改变

β-内酰胺类抗生素是临床最常用的抗菌药物，其作用靶位是青霉素结合蛋白 (penicillin binding protein, PBPs)。PBPs是一组位于细菌内膜、具有催化作用的酶，参与细菌细胞壁的合成、形态维持和细菌糖肽结构调整等功能。目前研究发现的由PBPs改变而引起的耐药细菌主要有葡萄球菌、肺炎链球菌以及铜绿假单胞菌、不动杆菌属细菌、流感嗜血菌和淋病奈瑟菌等。

（1）甲氧西林耐药金黄色葡萄球菌 (methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) 的耐药机制为产生PBP2a, 其中PBP2a对β-内酰胺类药物亲和力很低，分子量为78kD, 当β-内酰胺类抗生素以共价结合的方式使正常的4种主要PBPs失活，PBP2a可替代完成细胞壁合成的功能，从而产生耐药。表皮葡萄球菌中也存在甲氧西林耐药表皮葡萄球菌 (methicillin-resistant Staphylococcus epidermidis, MRSE)，其耐药机制与MRSA相同。有效药物较少，仅有万古霉素、替考拉宁、利奈唑胺、达托霉素、褐霉素、阿贝卡星、利福霉素等。

（2）肺炎链球菌有6种PBPs包括PBP1a、1b（100kD）、PBP2a、2x、2b（95～78kD）、PBP3（43kD）。在青霉素耐药肺炎链球菌 (penicillin-resistant Streptococcus pneumoniae, PRSP) 中，PBP1a、2a、2x、2b对β-内酰胺类抗生素的亲和力下降。PRSP菌株也常存在主动外排系统。有效药物包括第三代头孢菌素、万古霉素等。

（3）在革兰阴性细菌中，PBPs改变造成耐药并不重要。实验室研究发现铜绿假单胞菌的PBP3、PBP4、PBP5改变，淋病奈瑟菌的PBP1、PBP2改变，脑膜炎奈瑟菌的PBP2改变与其β-内酰胺类抗生素耐药有关。目前在其他革兰阴性细菌，如肠杆菌属、肺炎克雷伯菌、沙门菌属、变形杆菌属、沙雷菌属以及大肠埃希菌中，PBPs改变有关与耐药性相关的报道较少。

2．万古霉素作用靶位改变

万古霉素是一种高分子量的糖肽类抗生素，它和革兰阳性菌的细胞壁肽聚糖前体五肽中的D-丙氨酸-D-丙氨酸末端 (D-Ala-D-Ala) 结合，抑制细菌细胞壁合成。绝大多数临床的革兰阳性菌均对万古霉素敏感。万古霉素是治疗MRSA临床感染的最为有效的抗菌药物。但由于临床上万古霉素的大量使用导致了万古霉素耐药肠球菌 (vancomycin-resistant Enterococcus, VRE) 的出现。根据VRE对万古霉素和替考拉宁耐药水平、耐药的诱导性和可转移性的差异，可以将已出现的VRE的耐药基因分为5种类型：VanA、VanB、VanC (C1、C2、C3)、VanD、VanE。其耐药机制主要与万古霉素结合靶位改变有关。如VanA, 其耐药基因位于转座子Tn1546上，易于转移，并且伴随vanA基因编码生成多种功能蛋白，包括VanA、VanH、VanS、VanR、VanX、VanY。VanS是膜传感蛋白，可检测到环境中万古霉素的存在，探测到后，VanS就会向应答蛋白VanR发出信号，后者再激活与耐药功能相关的VanH、VanA、VanX的合成。VanH是一种产生D-乳酸的脱氢酶。VanA蛋白是D-乳酸：D-丙氨酸连接酶，它催化生成D-Ala-D-Lac二肽，代替了正常肽聚糖合成五肽前体中的D-Ala-D-Ala二肽。D-Ala-D-Lac在细胞自身染色体编码的作用下与UDP-NAM三肽连接生成新的UDP-NAM五肽前体。万古霉素对该五肽的亲和力很低，无法再与之结合，从而细菌对万古霉素产生耐药。VanX蛋白则是存在于细胞质中的D,D-二肽酶，它解离已生成的D-Ala-D-Ala, 而不水解D-Ala-D-Lac或含D-Ala-D-Lac的五肽前体，从而进一步阻止含D-Ala-D-Ala肽聚糖的正常前体的合成。如果有部分D-Ma-D-Ala逃过了VanX蛋白的水解作用而合成了正常的肽聚糖前体五肽，那由vanA基因簇编码产生VanY蛋白（羧肽酶）仍可以将正常的肽聚糖前体五肽的末端残基（如D-Ala）解离，生成一种万古霉素不能与之结合的四肽，而产生对万古霉素耐药性。目前用来治疗VRE感染的有效抗生素不多，如果药物敏感，可用氯霉素、多西环素或磷霉素。新抑菌剂恶唑烷酮类的利奈唑胺已证明对VRE感染有较好疗效。另一有效的药物为达托霉素是一种新的脂肽类杀菌剂。关键在于预防和控制VRE的流行。所采取措施包括：限制使用头孢噻肟等第三代头孢菌素和万古霉素，用哌拉西林／三唑巴坦代替第三代头孢菌素治疗对万古霉素敏感的肠球菌、革兰阴性菌及厌氧菌，同时采取其他预防感染的措施。VRE还可将糖肽类耐药性转移到毒性更强的细菌如金黄色葡萄球菌，即万古霉素耐药的金黄色葡萄球菌 (vancomycin-resistant Staphylococcus aureus, VRSA)，造成对人类健康更大的危险。2002年美国疾病控制中心分别确证并公布了两例VRSA载有VanA基因。至今已有9例VRSA报道。

3．大环内酯类、林可霉素、链阳菌素、四环素类、氨基糖苷类药物作用靶位改变

此类药物主要通过与细菌核糖体结合，抑制细菌蛋白质合成，而发挥抗菌作用。细菌核糖体由大亚基（50S）、小亚基（30S）构成，亚基中mRNA及蛋白质的改变，可引起与抗菌药物亲和力的变化，而产生对上述几类药物的耐药性。

（1）大环内酯类耐药菌可合成甲基化酶，使位于核糖体50S亚单位的23S rRNA的腺嘌呤甲基化，导致抗菌药物不能与结合部位结合。因大环内酯类抗菌药物、林可霉素及链阳菌素的作用部位相仿，所以耐药菌对上述3类抗菌药物常同时耐药，称为MLS耐药。此类耐药菌的耐药基因位于质粒或染色体上的erm (erythromycin-resistance methylase) 基因，目前至少已发现8类erm基因，常见的有ermA、ermC（葡萄球菌属耐药基因）、ermAM（链球菌属耐药基因）。

（2）细菌对四环素耐药的主要原因之一是细菌产生基因tetM编码的6.8×103
 及7.5×103
 的溶性蛋白，该蛋白与核糖体结合，保护核糖体或其他决定簇，从而阻止四环素对蛋白合成的抑制作用。该基因与多西环素、米诺环素耐药有关。

（3）细菌对氨基糖苷类耐药的主要原因是细菌产生钝化酶，而有些细菌也可通过编码核糖体蛋白的基因突变导致核糖体结构改变，从而阻止细菌与抗菌药物的结合，如抗结核分支杆菌、金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌等对链霉素的耐药。

近年来，出现了一种新的由质粒介导的耐药机制——16SrRNA甲基化酶，导致革兰阴性杆菌对庆大霉素等多种临床常用氨基糖苷类药物高度耐药。氨基糖苷类药物结合在原核生物30S核糖体亚基16SrRNA上A位点的一个高度保守基元内，引起核糖体功能的改变，导致细菌蛋白合成过程中转录错误和移位抑制。16SrRNA甲基化酶则通过甲基化16SrRNA A位点的某个或某几个碱基，使氨基糖苷类药物不能与其作用靶点相接合，从而导致细菌耐药。目前，已从多个国家和地区及多种革兰阴性杆菌中检测到编码这种酶的基因，包括rmtA、rmtB、rmtC、rmtD和armA, 介导对多种氨基糖苷类抗生素高度耐药 (MIC＞512μ
 g/mL)。16SrRNA甲基化酶有的对卡那霉素类和庆大霉素类耐药，有的对卡那霉素类和安普霉素类耐药，而RmtA、RmtB、RmtC、RmtD和ArmA仅介导对卡那霉素类（包括阿贝卡星、阿米卡星、卡那霉素、妥布霉素）和庆大霉素类（庆大霉素、萘替米星、西梭米星、异帕米星）药物耐药，对新霉素、安普霉素和链霉素无作用。这些基因位于质粒和转座子上，具有易于传播和扩散的特点，成为临床抗感染的重要问题。

4．利福霉素类作用靶位改变

利福霉素类通过与RNA聚合酶结合，抑制细菌转录过程，而达到抗菌效果。利福霉素耐药细菌，如大肠埃希菌、结核分支杆菌，编码RNA聚合酶β亚基的基因 (rpoB) 可产生突变，导致其不易与利福霉素类药物相结合，而产生耐药。

5．喹诺酮类药物作用靶位改变

喹诺酮可抑制DNA拓扑异构酶活性，阻止DNA复制、修复、染色体分离、转录及其他功能，从而发挥杀菌作用。DNA拓扑异构酶Ⅱ又常称为DNA促旋酶，其基因突变可引起耐药，以大肠埃希菌最为多见。大肠埃希菌gyrA基因序列上，残基67－106区域常发生突变，因而命名为喹诺酮类药物耐药区 (QRDR)。GyrA的改变产生耐药可能有两种解释，一种是由于酶结构的改变引起空间上的障碍，阻止喹诺酮进入喹诺酮作用区；另一种是由于物理、化学变化干扰喹诺酮－酶-DNA相互作用。每一种gyr A突变都可造成对喹诺酮类抗菌药物产生对药物的低水平耐药。当拓扑异构酶Ⅱ、Ⅳ均发生变化，则耐药程度更大。喹诺酮类抗菌药物耐药大多是由染色体突变引起的，但也可能由含Qnr基因的质粒介导。Qnr蛋白保护DNA不受喹诺酮类药物的影响而降低敏感性，如萘啶酸。Qnr蛋白包括QnrA蛋白、QnrB蛋白和QnrS蛋白，在亚洲广泛存在于可被克拉维酸抑制的超广谱β-内酰胺酶和质粒介导的头孢菌素酶的肠杆菌科中，并快速蔓延。

6．磺胺类药物作用靶位改变

由于细菌不能使用外源性叶酸，磺胺类药物可通过抑制二氢叶酸合成酶或二氢叶酸还原酶，使细菌发生叶酸代谢障碍，而发挥抑菌作用。耐磺胺类药物亲和力降低，或靶位酶的合成量增加。

四、主动外排

近年发现有些多重耐药的菌株具有底物广泛的主动泵出药物的系统，这种系统能将进入细胞内的多种抗菌药物主动泵出细胞外，使菌体内抗生素蓄积减少，最低抑菌浓度 (MIC) 增加，从而导致细胞获得耐药性。氟喹诺酮类、β-内酰胺类（包括第四代头孢菌素、亚胺培南等）、氯霉素、四环素、大环内酯类、磺胺类和氟康唑等抗菌药物均能被其泵出细胞外，甚至还发现β-内酰胺酶抑制剂克拉维酸也能被其泵出细胞外。但是，目前尚未发现能够泵出氨基糖苷类药物的主动外排系统，可能与其独特的化学结构有关。

主动外排系统首先是在大肠埃希菌对四环素的耐药机制的研究中被发现的，是一种被称为Tet的蛋白。此后从金黄色葡萄球菌的染色体上克隆到一个主动外排泵基因norA, 该基因的过度表达是导致部分金黄色葡萄球菌对氟喹诺酮类药物耐药的直接原因。现已证明其编码的产物NorA为细菌膜上的多重药物外排泵，能将细菌体内的氟喹诺酮类药物、嘌呤霉素、氯霉素和一些阳离子染料泵出细菌外。虽然在具有药物主动外排机制的氟喹诺酮类耐药菌株中，也发现同时存在药物作用靶位的改变，但仅药物主动外排机制单独作用才可导致细菌发生高水平氟喹诺酮类耐药。

细菌的主动外排系统根据其超分子结构、机理和顺序的同源性等可以将其分为四大类：①主要易化超家族 (major facilitator superfamily, MFS)，与哺乳动物的葡萄糖易化转运器具有同源性；②耐药结节分化家族〔resistance-nodulation division (RND) family〕，包括能够泵出镉、钴和镍离子的转运蛋白；③葡萄球菌多重耐药家族〔staphylococal multidrugresistance (SMR) family〕，由比较小的含有四个跨膜螺旋的转运器组成；④ATP组合盒〔ATP-bindingcassette (ABC) 〕转运器，包括两个跨膜区和两个ATP结合亚单位。前三类主动泵出系统运行所需能量由氢离子药物反转运体逆转H+
 ，形成H+
 浓度差而产生的势能所提供，而第四类利用ATP水解所释放的自由能排出细胞内有毒物质。主动外排系统作为细菌耐药机制之一，广泛存在于革兰阳性菌（如金黄色葡萄球菌）、革兰阴性菌（如大肠埃希菌、铜绿假单胞菌、空肠弯曲菌等）、真菌及哺乳类细胞（如癌细胞）中，常见于对大环内酯类、四环素类和喹诺酮类抗菌药物的主动泵出。

肺炎链球菌可主动外排大环内酯类。革兰阴性菌可主动外排喹诺酮类，有些细菌的主动泵出系统仅导致低水平的耐药，如与其他突变同时存在则表现出明显耐药作用。近年发现有些多重耐药的菌株具有底物广泛的主动泵出药物的系统，如铜绿假单胞菌至少有4种膜主动泵出药物系统共存。

五、细菌生物被膜的形成

细菌生物被膜 (Biofilm) 是指细菌黏附于固体或有机腔道表面，形成微菌落，并分泌细胞外多糖蛋白复合物将自身包裹其中而形成的膜状物。其生化组成为藻酸盐多糖和蛋白复合物。菌膜可阻止巨噬细胞、抗体、药物作用于菌体。细菌形成生物被膜后，往往对抗菌药物产生高度耐药性，其原因有：①细菌生物被膜可减少抗菌药物渗透。②吸附抗菌药物钝化酶，促进抗菌药物水解。③细菌生物被膜下细菌代谢低下，对抗菌药物不敏感。④生物被膜的存在阻止了机体对细菌的免疫力，产生免疫逃逸现象，减弱机体免疫力与抗菌药物的协同杀菌作用。

铜绿假单胞菌、葡萄球菌、肠杆菌、沙雷菌属、肺炎链球菌均可产生生物被膜，其厚度不一。其中最常见的临床致病菌为铜绿假单胞菌。由细菌生物被膜引起的感染主要有两种，一种是生物医学材料相关感染，如导管、插管、生物材料移植物（心脏瓣膜、骨关节等）相关感染；另一种为细菌生物被膜疾病，如肺囊性纤维化、慢性骨髓炎等。细菌生物被膜相关感染往往反复发作、难以治愈。用抗菌药物治疗时，14和15元环大环内酯类药物如克拉霉素、罗红霉素、地红霉素、阿奇霉素等可抑制细菌合成多糖蛋白复合物，提高喹诺酮类药物对细菌生物被膜的渗透性和对细菌的杀菌活性。大剂量的哌拉西林和妥布霉素、亚胺培南、环丙沙星对已形成稳态的生物被膜有一定疗效，但不能彻底清除被膜。

六、结束语

总之，细菌耐药机制日趋复杂，且耐药性常为多种机制并存。抗菌药物在医院、农场、社区滥用是抗菌药物耐药的主要原因。不当的抗菌药物的使用对细菌耐药产生筛选作用，使耐药菌株有更好的生存环境，导致耐药菌株的流行。因此应针对致病菌，合理选择抗菌药物、制定个体化给药方案具有重要意义。近来，循环使用抗菌药物的概念又重新活跃起来，其依据是恢复调节基因发生突变理论，有人推荐，在经验性治疗严重的全身感染时，β-内酰胺类抗生素应循环使用，即先用第三或第四代头孢菌素，然后停下来换用酶抑制剂复合制剂，再停下来换用碳青霉烯类抗生素，再回到使用第三或第四代头孢菌素，如此依次循环。美国芝加哥一所教学医院，由于医院制定了一套控制抗菌药物使用的对策，10年来，第三代头孢菌素一直保持了较高的抗菌活性，延迟了耐药性的发展。另外，需要对致病菌的耐药性进行监测，预测耐药细菌的流行情况。细菌对抗菌药物的耐药性可以是先天的或基因突变产生的，但引起耐药菌的流行主要是外源性获得耐药，如带有耐药基因的质粒或转座子在细菌之间的传递。质粒可以通过接合、转导、转化等在细菌间传播。含耐药基因的转座子带有转座酶、溶解酶及其抑制物基因，可以随机转位插入复制体或任一位置而导致细菌产生耐药性。因此，对于耐药细菌的感染，应注意严格执行消毒隔离制度，避免或减少医源性交叉感染。






【思考题】



1．试述常见细菌耐药机制。
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（俞云松）


第十章　风湿免疫性疾病


 第一节　风湿免疫性疾病诊疗标准及治疗原则



摘　要
 　本章介绍了临床上较为常见的风湿免疫性疾病包括类风湿关节炎、系统性红斑狼疮、皮肌炎／多发性肌炎、干燥综合征、混合性结缔组织病、系统性硬化、系统性血管炎、成人斯蒂尔病、强直性脊柱炎的诊断标准及治疗原则。




Abstract
 　This section describes the diagnostic criteria and treatments of common rheumatic autoimmune diseases, including rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus, dermatomyositis / polymyositis, Sjogren's syndrome, mixed connective tissue disease, systemic sclerosis, the system vasculitis, adult onset Still's disease, ankylosing spondylitis.






风湿免疫性疾病的研究范畴，当今已远远不仅指风湿热、风湿关节炎以及类风湿性关节炎，而是泛指累及骨、关节及其周围软组织，如肌腱、滑囊、筋膜、肌肉等的一组疾病。病因多样，如感染性、免疫性、代谢性、内分泌性、退化性、地理环境性、遗传性等。随着分子生物学、细胞生物学、免疫学、遗传学和临床医学的迅猛发展，风湿免疫性疾病的研究范畴不断扩充，美国风湿病学学会从疾病的病因学、组织学、病理学、生物化学、遗传学、免疫学以及临床学等不同角度进行归纳分类，分为十类，共包括了100多种疾病。而临床上比较多见的仍是第一大类即弥漫性结缔组织病如系统性红斑狼疮 (SLE)、类风湿关节炎 (RA)、多发性肌炎／皮肌炎 (PM/DM)、干燥综合征 (SS)、混合性结缔组织病 (MCTD)、系统性硬化症、系统性血管炎等。由于近年来风湿免疫性疾病诊断及治疗水平不断提高，新病种不断发现，现将以上这些临床上较为常见的风湿免疫性疾病的诊断标准、治疗原则及疗效标准介绍如下。

一、类风湿关节炎 (rheumatioid arthritis, RA)

（一）分类标准

（1）晨僵：关节内或关节周围晨僵，每日持续至少1h，持续至少6周。

（2）3个或3个以上关节炎：14个关节区中至少有3个同时出现肿胀，持续至少6周。

（3）手部关节关节炎：腕、掌指关节和近端指间关节至少1处肿胀，持续至少6周。

（4）对称性关节炎：身体两侧相同关节区同时受累（近端指间关节／掌指关节／跖趾关节区受累时可不是完全对称）。

（5）类风湿结节：医生观察到在关节伸侧、关节周围或骨突出部位的皮下结节。

（6）类风湿因子阳性，该方法在正常人群中的阳性率＜5％。

（7）影像学改变：手及腕部前后位摄片有骨质侵蚀或骨质疏松。

符合以上7项中的4项者，即可诊断为RA。

（二）临床缓解标准

（1）晨僵不超过15min。

（2）无疲劳感。

（3）无关节疼痛。

（4）无关节触痛或运动时疼痛。

（5）无关节区及腱鞘软组织肿胀。

（6）血沉（魏氏法）女性＜30mm/h，男性＜20mm/h。

至少符合以上5条标准，并至少持续2个月时间才能判断为临床缓解。若有临床活动性血管炎、胸膜炎、心包炎、肌炎、不明原因体重减轻或发热时，均不能认为是临床缓解。

（三）治疗原则

类风湿关节炎是一种慢性系统性炎性疾病，以外周关节滑膜炎为主要表现，可累及全身所有关节。RA致残率高，起病10年后约有35％～50％的患者将丧失工作能力，而20年后将升至50％～70％。RA诊断明确后，以药物治疗为主，同时配合病人教育、物理康复、饮食、外科和心理治疗等多种手段，强调早期治疗和综合治疗，以达到控制炎症、缓解症状、改善关节功能，降低关节畸形发生率，尽可能控制疾病发展，减少复发，提高生活质量。

1．药物治疗

20世纪90年代以来所推崇的联合疗法，特别是改善病情的抗风湿药 (DMARDs) 的早期治疗和联合治疗，目的是发挥药物的协同作用，提高疗效。近十年来生物制剂，特别是肿瘤坏死因子拮抗剂的使用，大大改善了RA的病情，减少疾病的致残率。

治疗RA的药物常分为四大类，即非甾类抗炎药 (NSAIDs)、改善病情的抗风湿药 (DMARDs)、糖皮质激素和生物制剂。

（1）NSAIDs　通过抑制环氧化酶活性，减少前列腺素合成而具有解热镇痛抗炎作用。起效较快，小剂量解热镇痛作用为主，较大剂量则有抗炎作用。能减轻关节炎症的症状和体征，但不能控制疾病的进展，也不能对受损的关节和软组织起保护作用。这类药物主要包括阿司匹林、保泰松、吲哚美辛、布洛芬、双氯芬酸、奈普生、依托度酸、美洛昔康及昔布类（塞来昔布、罗非昔布、依托考昔）等。所有NSAIDs均有胃肠道症状、肝肾毒性、抗凝作用和骨髓抑制等，昔布类药物还应注意心血管事件的发生。

（2）DMARDs　发挥作用较慢，起效约需1～6个月，故又称慢作用药。DMARDs没有即刻的止痛和抗炎作用，但能改善和延缓病情进展，故又称为改善病情药。对RA病人尽早联合使用DMARDs治疗已成为目前风湿病学界的共识。最常使用的DMARDs有甲氨喋呤 (MTX)、羟氯喹 (HCQ)、柳氮磺胺吡啶 (SSZ)、来氟米特 (LEF); 也有使用金制剂、青霉胺、硫唑嘌呤、环孢素和米诺环素等。从疗效和费用等考虑，一般首选MTX (10～15mg/w)，并作为联合治疗的基本药物。对于病情重，RF滴度高，病情反复发作者可联用两种或两种以上DMARDs。常用的联合用药组合包括MTX+LEF、MTX+HCQ、MTX+SSZ、SSZ+HCQ、LEF+SSZ及MTX+SSZ+HCQ等，但应注意联合用药的毒副反应。

（3）糖皮质激素　能迅速减轻关节疼痛、肿胀，在关节炎急性发作，或伴有心、肺、眼和神经系统等器官受累的重症患者，可给予短效激素，其剂量依病情严重程度而调整。小剂量糖皮质激素（泼尼松＜10mg/d）可缓解多数患者的症状，并在DMARDs起效前发挥“桥梁”作用，或NSAIDs疗效不满意时的短期措施，用激素时应同时服用DMARDs。激素治疗类风湿关节炎的原则是：不需用大剂量时叫小剂量；能短期使用者，不长期使用；在治疗过程中，注意补充钙剂和维生素D以防止骨质疏松。关节腔内注射激素有利于缓解受累关节疼痛、肿胀，减轻滑膜炎症，改善关节功能。但同一关节一年内不宜超过3次，并且需排除其他原因所致关节炎。

（4）生物制剂　近十余年的研究表明，TNFa是RA滑膜炎关键的细胞因子之一，TNFa与局部炎症反应、组织损伤和RA骨破坏的持续进展密切相关。目前用于治疗RA的生物制剂最主要为抗肿瘤坏死因子-α（TNF-α）拮抗剂，有TNF-α单克隆抗体（英夫利西单抗和阿达木单抗）和TNF-α受体融合蛋白（依那西普）。现有的研究提示，抗TNF-α拮抗剂联合MTX可能延缓早期RA的病程进展。TNF-α拮抗剂在RA治疗中应用广泛，患者耐受性较好，严重不良反应发生率较低。其他的生物制剂还有CD20靶向生物制剂（利妥昔单抗、TRU-015、HuMax-CD20）、CTLA-4Ig (Abatacep)、白介素-1受体拮抗剂 (Anakinra、ACZ885)、抗白介素-6受体抗体 (Tocilizumab) 和抗白介素-15受体抗体 (AMG714)等。

（5）植物药制剂

雷公藤多甙（10～20mg，3次/d）不良反应：胃肠道反应，性腺抑制，骨髓抑制，肝肾损害等。青藤碱（20～80mg，3次/d）不良反应：皮肤瘙痒、皮疹等过敏反应，少数可有白细胞减少。白芍总甙（600mg，2～3次/d）不良反应：大便次数增多，轻度腹痛，纳差等。

2．外科治疗

对早期RA患者经积极正规的内科治疗仍有关节肿胀、疼痛和滑膜肥厚，关节软骨已受侵犯，病情相对稳定，受累关节局限，为防止关节软骨进一步破坏可考虑行滑膜切除术。晚期严重关节畸形可施行关节松解术、关节融合术及人工关节置换术。

3．其他治疗

有血浆置换、自体外周血干细胞移植、基因治疗等。

4．治疗原则

在当今RA还不能根治的情况下，早期诊断，早期治疗，尽早使用DMARDs和生物制剂是尽快改善和延缓病情进展的重要手段。治疗的目标是防止关节破坏，保护关节功能，最大限度地提高患者的生活质量。

二、系统性红斑狼疮 (systemic lupus erythematosus, SLE)

（一）分类标准

目前普遍采用美国风湿病学学会 (ACR) 1997年推荐的SLE分类标准，该分类标准的11项中，符合4项或4项以上者，在除外感染、肿瘤和其他结缔组织病后，可诊断SLE。

（1）颊部红斑：固定红斑，扁平或高起，在两颧突出部位。

（2）盘状红斑：片状高起于皮肤的红斑，黏附有角质脱屑和毛囊栓；陈旧病变可发生萎缩性瘢痕。

（3）光过敏：对日光有明显的反应，引起皮疹，从病史中得知或医生观察到。

（4）口腔溃疡：经医生观察到的口腔或鼻咽部溃疡，一般为无痛性。

（5）关节炎：非侵蚀性关节炎，累及2个或更多的外周关节，有压痛，肿胀或积液。

（6）浆膜炎：胸膜炎或心包炎。

（7）肾脏病变：尿蛋白＞0.5g/24h或+++,或管型（红细胞，血红蛋白，颗粒或混合管型）。

（8）神经病变：癫痫发作或精神病，除外药物或已知的代谢紊乱。

（9）血液学疾病：溶血性贫血，或白细胞减少，或淋巴细胞减少，或血小板减少。

（10）免疫学异常：抗ds-DNA抗体阳性，或抗Sm抗体阳性，或抗磷脂抗体阳性（包括抗心磷脂抗体，或狼疮凝集物，或至少持续6个月的梅毒血清试验假阳性三者中具备一项阳性）。

（11）抗核抗体：在任何时候和未用药物诱发“药物性狼疮”的情况下，抗核抗体滴度异常。

（二）SLE病情活动性和病情轻重程度的评估

1．活动性表现

SLE为多器官多系统受累，有以下表现提示SLE活动：中枢神经系统受累（可表现为癫痫、精神病、器质性脑病、视觉异常、颅神经病变、狼疮性头痛、脑血管意外等，但需排除中枢神经系统感染）、肾脏受累（包括管型尿、血尿、蛋白尿、脓尿）、血管炎、关节炎、肌炎、皮肤黏膜表现（如新发红斑、脱发、黏膜溃疡）、胸膜炎、心包炎、低补体血症、DNA滴度增高、发热、血三系减少（需除外药物所致的骨髓抑制）和血沉增快等。

国际上通用的几个SLE活动性判断标准包括：SLEDAI (systemic lupus erythematosus disease activity index)，SLAM (systemic lupus activity measure)，OUT (henk jan out score) 等。其中以SLEDAI最为常用，其理论总积分为105分，但实际绝大多数患者积分＜45，活动积分在20以上者提示很明显的病情活动。

2．病情轻重程度的评估

SLE活动性和病情轻重程度的评估是治疗方案拟定的先决条件。根据病情轻重可分为轻型SLE、重型SLE和狼疮危象。

（1）轻型SLE　诊断明确或高度怀疑者，但临床稳定，所累及的靶器官（包括肾脏、血液系统、肺脏、心脏、消化系统、中枢神经系统、皮肤、关节）功能正常或稳定，呈非致命性。

（2）重型SLE　①心脏：冠状动脉血管受累，Libman-Sacks心内膜炎、心肌炎、心包填塞、恶心高血压；②肺脏：肺动脉高压、肺出血、肺炎、肺梗塞、肺萎缩、肺间质纤维化；③消化系统：肠系膜血管炎、急性胰腺炎；④血液系统：溶血性贫血、粒细胞减少 (WBC＜1.0×109
 /L)、血小板减少 (＜50×109
 /L)、血栓性血小板减少性紫癜、动静脉血栓形成；⑤肾脏：肾小球肾炎持续不缓解、急进性肾小球肾炎、肾病综合征；⑥神经系统：抽搐、急性意识障碍、昏迷、脑卒中、横贯性脊髓炎、单神经炎／多神经炎、精神性发作、脱髓鞘综合征；⑦其他：包括皮肤血管炎、弥漫性严重的皮损、溃疡、大疱、肌炎、非感染性高热有衰竭表现等。

（3）狼疮危象：是指急性的危及生命的重症SLE。包括急进性狼疮性肾炎、严重的中枢神经系统损害、严重的溶血性贫血、血小板减少性紫癜、粒细胞缺乏症、严重心脏损害、严重狼疮性肺炎、严重狼疮性肝炎、严重的血管炎等。

（三）治疗原则

由于SLE是一复发与缓解交替的自身免疫性疾病，起病形式多样，可累及多个器官和系统，目前尚无根治SLE的方法，恰当的治疗可使大多数患者达到病情完全缓解。经正规治疗，SLE5年的存活率为85％10年已超过75％。大多数SLE患者需长期服药治疗，定期随诊、规范化治疗和遵循医嘱对，SLE患者至关重要。

1．一般治疗

对确诊SLE的患者，应避免过多的紫外线暴露，避免过度疲劳，避免病毒或链球菌感染，避免服用易引起本病恶化或诱发本病的药物。

2．药物治疗

（1）轻型

SLE的药物治疗　患者虽有疾病活动，但症状轻微，无明显内脏损害。药物治疗包括：①非甾类抗炎药 (NSAIDs)：用于控制发热、关节炎。注意消化道损害、肝功能损害、血象等方面的副作用。②抗疟药：可控制皮疹和减轻光敏感，常用氯喹0.25g，每日一次，或羟氯喹200mg，每日1～2次。主要不良反应是视物模糊和眼底病变，用药超过6个月者和有视力明显下降者，应检查眼底，明确原因。有心脏病史者，特别是心动过缓或有传导阻滞者禁用抗疟药。③含激素的外用药膏：可短期局部应用治疗皮疹，但脸部应尽量避免使用强效激素类外用药，一旦使用，不应超过一周。④小剂量激素（泼尼松≤10mg/d）：可明显减轻症状，控制病情。⑤权衡利弊，必要时可用硫唑嘌呤 (AZA)、甲氨喋呤 (MTX) 或环磷酰胺 (CTX) 等免疫抑制剂。应注意轻型SLE可因过敏、感染、妊娠生育、环境变化等诱发因素而加重，甚至进入狼疮危象。

（2）重型SLE的药物治疗　分两个阶段，即诱导缓解和巩固治疗。诱导缓解目的在于迅速控制病情，阻止和逆转内脏损害，力求疾病完全缓解（包括血清学指标、临床症状和受损器官的功能恢复）。但应注意过分抑制免疫可诱发感染、性腺抑制等并发症。目前，多数患者需要超过半年甚至1年才能达到缓解。①糖皮质激素：具有强大的抗炎作用和免疫抑制作用，是治疗SLE的基础用药。重型SLE的激素标准剂量是泼尼松1mg/(kg·d)，病情稳定后2周或疗程8周内，开始以每1～2周减10％的速度缓慢减量，在减药过程中，如果病情不稳定，可暂时不减或酌情加量或加用免疫抑制剂联合治疗。对有重要脏器受累，乃至出现狼疮危象的患者，可以使用较大剂量［泼尼松≥2mg/(kg·d)］，甚至甲泼尼龙 (methylprednisolone, MP) 冲击治疗，MP可用至500～1000mg，每天一次，连续3d为一疗程。间隔期和冲击后需用泼尼松0.5～1mg/(kg·d)，病情稳定后逐渐减量。在大剂量MP冲击治疗前、中、后应密切观察有无感染发生。②免疫抑制剂：适用于单用糖皮质激素效果欠佳，或激素减量后病情复发或长期大量使用激素有严重副作用的患者。环磷酰胺 (CTX) 是治疗重症SLE的有效药物之一，与激素联合治疗能有效地诱导疾病缓解，阻止和逆转病情发展，改善远期预后，特别是合并肌炎、狼疮脑病、狼疮肾病等情况下。标准环磷酰胺冲击疗法是0.5～1.0g/m2
 体表面积，每3～4周一次，难治性或危重患者可缩短治疗间期。CTX的副作用有胃肠道反应、出血性膀胱炎、骨髓抑制及性腺抑制、诱发感染、肝功能损害等。其他免疫抑制剂还有硫唑嘌呤、甲氨喋呤、环孢素及酶酚酸酯等。

（3）狼疮危象的治疗　治疗目的在于挽救生命，保护受累脏器，防止后遗症。通常狼疮危象的患者需要大剂量甲泼尼龙冲击以及针对受累脏器的对症支持治疗，渡过狼疮危象后可按照重型SLE的原则治疗，继续诱导缓解和维持巩固治疗。

3．其他治疗

大剂量丙种球蛋白静脉滴注、血浆置换、免疫吸附、干细胞移植等，抗CD20单克隆抗体。

4．妊娠生育

妊娠生育曾被认为是SLE的禁忌证，SLE患者在无重要脏器受损、病情稳定1年以上，仅用小剂量糖皮质激素（每日7.5～10mg）或不用糖皮质激素，且停用免疫抑制剂6个月以上的情况下可允许妊娠。SLE患者妊娠期间发生流产、早产、胎儿发育迟缓、先兆子痫的危险性较正常妇女明显升高。有抗SSA抗体的母亲所育新生儿可能发生新生儿狼疮或心脏传导阻滞。妊娠期间和分娩后SLE病情也易复发，故SLE患者妊娠后应到风湿科和妇产科随诊和监护。妊娠头3个月病情明显活动，建议终止妊娠。妊娠3个月以后出现病情活动，可酌情短期加大激素用量。地塞米松（倍他米松）可通过胎盘屏障，不宜使用；而泼尼松通过胎盘时可被灭活，短期使用对胎儿影响不大。妊娠前3个月和妊娠全期都禁用CTX、MTX等免疫抑制剂，以免影响胎儿正常发育而导致畸胎。

三、皮肌炎 (dermatomyositis, DM) 和多发性肌炎 (polymyositis, PM)

（一）分类标准

（1）对称性近端肌无力，伴或不伴吞咽困难和呼吸肌无力。

（2）血清肌酶升高，特别是CK升高。

（3）肌电图异常。

（4）肌活检异常。

（5）特征性的皮肤损害。

具备上述（1）、（2）、（3）、（4）者可确诊PM, 具备上述（1）～（4）项中的三项可能为PM, 只具备两项为疑诊PM。具备第（5）条，再加（3）或（4）可确诊为DM。第（5）条，加上两项可能为DM。第（5）条，加上一项为可疑DM。

（二）病情评估

定期对病情进行全面评估，有助于判定药物疗效、监测副作用及调整治疗方案。病情评估主要包括以下几个方面：

1．监测肌力

肌无力程度的判定：

0级：完全瘫痪

1级：肌肉能轻微收缩不能产生动作

2级：肌肉能平面移动，但不能抬起

3级：肌肉能抬离床面（抗地心吸引力）

4级：能抗阻力

5级：正常肌力

一般情况下，肌力与病情轻重程度成正比。但是，对于延误治疗或治疗不当的慢性肌炎患者，由于肌萎缩和肌纤维化，肌力与病情不一致。在治疗过程中，疾病好转之后又出现肌力下降，除要考虑疾病复发外，还应排除类固醇肌病可能。DM患者的肌力与皮疹不一定平行。

2．监测肌酶

包括肌酸磷酸激酶 (CK)、醛缩酶 (ALD)、天冬氨酸氨基转移酶 (AST) 和乳酸脱氢酶 (LDH) 的监测。其中CK水平与疾病严重程度关系最为密切。但是CK水平与肌力可以不平行，肌力的改变往往要滞后一个月左右；在肌病较重的患者由于血清中有CI：抑制物，CK水平反而较低或正常；或患者肌力已恢复正常，但CK水平仍较高，可能与细胞膜“渗漏”有关。

3．了解其他脏器受累情况

必要时做X线胸片、胸部CT、肺功能、钡餐造影、心电图等。

（三）治疗原则

1．一般治疗

急性期宜卧床休息，并适当进行肢体被动运动，以防肌肉萎缩。症状控制后适当锻炼，加强肌力的恢复。同时给予高热量、高蛋白饮食。

2．药物治疗

（1）糖皮质激素　是本病的首选药物，剂量为泼尼松1.5～2mg/(kg·d)。大多数患者于治疗6～12周后肌酶下降，逐渐接近正常。待CK值恢复正常，肌力明显改善，肌痛和皮疹减少或消失后激素开始缓慢减量（1年左右），减至维持量5～10mg/d后继续用药2年以上。在减量过程中如病情反复或激素减量困难时应及时加用免疫抑制剂。对病情发展迅速或有呼吸肌无力、呼吸困难或吞咽困难者，可用甲泼尼龙500～1000mg静脉冲击治疗，连用3～5d, 后改为60mg/d，再根据症状及肌酶水平逐渐减量。

（2）免疫抑制剂　对病情反复及重症患者应及时加用免疫抑制剂。激素与免疫抑制剂联合应用可提高疗效、减少激素用量，及时避免不良反应。①甲氨蝶呤 (MTX): 常用剂量为10～15mg/w, 若无不良反应，可根据病情加量至30mg/w, 待病情稳定后减量维持。②硫唑嘌呤 (AZA): 常用剂量为2～3mg/(kg·d)，初始剂量可以从50mg/d开始，逐渐增加至150mg/d，待病情控制后逐渐减量，维持量为50mg/d。不良反应主要有骨髓抑制、血细胞减少、肝酶增高、脱发等。③环磷酰胺 (CTX): 对MTX不能耐受或疗效不佳者可用CTX50～100mg/d口服，重症者可0.8～1.0g静脉冲击治疗。主要不良反应有骨髓抑制、血细胞减少、出血性膀胱炎、卵巢毒性、诱发恶性肿瘤等。

（3）其他药物　①抗疟药如羟氯喹（200～400mg/d）和磷酸氯喹（250～500mg/d）对皮肤病变有一定疗效。②大剂量丙种球蛋白静脉滴注〔200～400mg/(kg·d)，连续5d〕③沙利度胺（50～150mg/d）对难治性皮疹有一定疗效。④皮肤可涂遮光剂如对氨基苯甲酸、双氧化钛、二甲基辛酯和二苯甲酮等。

3．其他　血浆置换，抗CD20单克隆抗体等。有报道35例难治性皮肌炎，通过血浆置换疗法，32例肌无力得以改善。

四、干燥综合征 (Sjogren's syndrome, SS)

（一）诊断标准

（1）口腔症状（3项中有1项或1项以上）：①每日感口干持续个月以上；②成人后腮腺反复或持续肿大；③吞咽干性食物时需水帮助。

（2）眼部症状（3项中有1项或1项以上）：①每日感到不能忍受的眼干持续3个月以上；②反复感到砂子进眼或砂磨感；③每日需用人工泪液3次或以上。

（3）眼部体征（下述检查任1项或以上阳性）：①SchirmerⅠ试验(+)（≤5mm/5分）；②角膜染色(+) (≥4van Bi-jsterveld)。

（4）组织学检查：小唇腺淋巴细胞灶≥1。

（5）唾液腺受损（下述检查任一项或以上阳性）：①唾液腺率(+)（≤1.5ml/15min）；②腮腺造影(+); ③唾液腺同位素检查(+)。

（6）自身抗体：抗SSA和（或）抗SSB(+)（双扩散法）。

1．原发性干燥综合征

无任何潜在疾病的情况下，有下述2条则可诊断：

（1）具有上述条目中4条或4条以上者，但必须包括（4）和（5）其中之一。

（2）（3）、（4）、（5）、（6）4条中任3条阳性。

2．继发性干燥综合征

患者有潜在的疾病（如任一结缔组织病），符合上述（1）和（2）中任1条，同时符合（3）、（4）、（5）中任2条。

3．诊断原发性干燥综合征及继发性干燥综合征者必须除外颈头面部放疗史、丙型肝炎病毒感染、艾滋病 (AIDS)、淋巴瘤、结节病、移植物抗宿主病 (GVHD) 及抗乙酰胆碱药的应用（如阿托品、莨菪碱、溴丙胺太林、颠茄等）等情况。

（二）治疗原则

1．对症治疗

（1）口干　症状减轻较为困难，应停止吸烟、饮酒及避免可引起口干的药物如阿托品等。保持口腔清洁，勤漱口，减少龋齿和口腔继发感染的可能。可服用副交感乙酰胆碱刺激剂，如匹罗卡品片等，以刺激唾液腺中尚未破坏的腺体分泌，改善口干症状，但有出汗、尿频等不良反应。也可咀嚼口香糖或话梅等刺激唾液腺分泌，缓解口干。

（2）眼干　可予人工泪液滴眼，以减轻眼干症状，并预防角膜损伤。

2．全身治疗

有系统损害者可根据受损器官及严重程度进行相应治疗。对合并有神经系统损害、肾脏损害、间质性肺炎、肝损、血细胞减少尤其是血小板减少以及肌炎等则要给予糖皮质激素，剂量与其他结缔组织病治疗用法相同。对于病情进展迅速者可合用免疫抑制剂如羟氯喹、环磷酰胺、硫唑嘌呤等。

五、混合性结缔组织病 (mixed connective tissue disease, MCTD)

混合性结缔组织病 (MCTD) 是一组具有系统性红斑狼疮 (SLE)、系统性硬化 (SSC)、皮肌炎 (PM)、类风湿关节炎 (RA) 等疾病的某些症状，血清中有高滴度的抗 U1
 -RNP抗体的病人的临床特征，预后相对良好。现在认为，MCTD是结缔组织病的中间状态或亚型，重视该病并认真随访将有助于患者的治疗和预后的评价。

（一）分类标准

国内外尚无统一的诊断标准，大多采用1986年美国Sharp诊断标准：

1．主要标准

（1）严重肌炎。

（2）肺部受累：CO弥散功能＜正常的70％和（或）肺动脉高压；肺活检示增殖性血管病变。

（3）雷诺现象或食管蠕动功能降低。

（4）手指肿胀或手指硬化。

（5）抗ENA抗体阳性（＞1:10000，血凝法）和抗U1
 -RNP阳性，而抗Sm抗体阴性。

2．次要标准

（1）脱发。

（2）白细胞减少，＜4.0×109
 /L。

（3）贫血，血红蛋白女性＜100g/L，男性＜120g/L。

（4）胸膜炎。

（5）心包炎。

（6）关节炎。

（7）三叉神经病变。

（8）颊部红斑。

（9）血小板减少，＜100×109
 /L。

（10）轻度肌炎。

（11）手肿胀。

3．判断标准

（1）确诊：4个主要标准加血清学抗U1
 -RNP抗体(+)，滴度＞1:4000（血凝法），抗Sm抗体(-)。

（2）可能诊断：3个主要标准或1，2，3中任何2条及2条次要标准，伴抗U1
 -RNP抗体(+)，滴度＞1:1000（血凝法）。

（3）可疑诊断：3个主要标准但抗U1-RNP抗体(-)；或2个主要标准；或1个主要标准和3个次要标准，伴抗U1
 -RNP抗体滴度≥1:100。

（二）治疗原则

以SLE/PM/DM/RA和SSc的治疗原则为基础。

1．雷诺现象

注意保暖，避免外伤。应用阿司匹林等抗血小板聚集药物，以及扩血管药物如钙通道拮抗剂如硝苯地平和血管紧张素转化酶抑制剂如卡托普利。局部可试用前列环素软膏外用改善症状。如出现指端溃疡或坏死，可使用静脉扩血管药物（如前列环素）。

2．关节炎

轻者可应用NSAIDs, 重者加用甲氨蝶呤或抗疟药。

3．肌炎

以肌炎为主要表现者，可用糖皮质激素和免疫抑制剂治疗。轻症和慢性病程应用（泼尼松0.5mg/d），急性起病和重症患者应用大剂量激素（泼尼松1mg/d），同时加用甲氨蝶呤。

4．肺动脉高压

肺动脉高压是MCTD患者致死的主要原因之一，应早期、积极治疗，给予大剂量糖皮质激素和免疫抑制剂治疗。免疫抑制剂首选环磷酰胺，也可根据病情选用甲氨蝶呤或硫唑嘌呤口服。同时给予阿司匹林、低分子肝素等抗凝治疗，钙离子拮抗剂、血管紧张素转化酶抑制剂及前列腺素均有一定疗效。

5．其他

血浆置换、大剂量丙种球蛋白和干细胞移植及生物制剂等。

六、系统性硬化 (systemic sclerosis, SSc)

系统性硬化是一种原因不明的临床上以局限性或弥漫性皮肤炎性、变性、增厚和纤维化进而萎缩和硬化为特征的结缔组织病。除皮肤受累外，它也可以影响内脏（心、肺、肾脏和消化道等器官）。

（一）分类标准

1．主要诊断条件

指端到掌指关节或（拇指）关节近端皮肤对称性增厚、绷紧。类似病变也可累及整个肢体、面部、颈部及躯干。

2．次要诊断条件

（1）指端硬化　以上皮肤改变仅出现在手指。

（2）指尖凹陷性疤痕，或指垫消失　由于缺血导致指尖凹陷性疤，或指垫消失。

（3）双肺基底部纤维化　在立位胸片上，可见条状或结节灶致密影，以双肺底为著，也可呈弥漫斑点或蜂窝状肺。要除外原发性肺病所致。

凡具有主要诊断条件或两个以上次要诊断条件者，可诊断为系统性硬化。此外雷诺现象、多发性关节炎或关节痛、食道蠕动异常、皮肤活检示胶原纤维肿胀和纤维化、血清有ANA（阳性）、抗Scl-70抗体（阳性）和抗着丝点抗体（阳性）均有助于诊断。

（二）治疗原则

1．一般治疗

对病人进行健康教育、心理辅导以及物理治疗，注意保暖。

2．药物治疗

（1）抑制胶原合成　青霉胺、秋水仙碱等，连续用3个月至数年。

（2）扩张血管，降低血液黏滞度，改善微循环：钙通道阻滞剂、潘生丁、低分子肝素、阿司匹林、低分子右旋糖酐等。

（3）糖皮质激素及免疫抑制剂　糖皮质激素对水肿期的皮肤损害有效，患者合并肌炎或间质性肺病的炎症期，可给泼尼松30～40mg/d，连用数周减至10～15mg/d维持。早期（2年内）的弥漫性SSc患者，可使用MTX治疗，剂量7.5～15mg，每周1次，口服或静脉注射，疗程1年。

七、系统性血管炎 (systemic vasculitis)

系统性血管炎是一大类不明原因的，以血管炎性破坏为基本病变并引起相应的组织器官缺血、炎症和坏死的结缔组织病。

根据1993年Chapel Hill会议，将系统性血管炎分为累及大血管的血管炎（巨细胞动脉炎和大动脉炎）、累及中等血管的血管炎（结节性多动脉炎和川崎病）、累及小血管的血管炎（包括韦格纳肉芽肿、变应性肉芽肿性血管炎、显微镜下多血管炎、过敏性紫癜、原发性冷球蛋白血症性血管炎和皮肤白细胞碎裂性血管炎），这是目前国际上最受公认和通用的系统性血管炎的分类方法。其中，韦格纳肉芽肿、Churg-Strauss综合征和显微镜下多血管炎均主要累及小血管，有相似的临床特点（具有肺、肾小球损害）和实验室检查抗中性粒细胞胞浆抗体 (ANCA) 阳性，因此又将这三种小血管炎合称为ANCA相关的小血管炎。

（一）巨细胞动脉炎分类标准

（1）发病年龄≥50岁　在50岁以后出现症状和体征。

（2）新发头痛　新近发作的头痛，或新起的，与过去类型不同的局限性头痛。

（3）颞动脉异常　颞动脉触痛，搏动减弱，并与颈动脉硬化无关。

（4）血沉增高　血沉≥50mm/h（魏氏法）。

（5）动脉活检异常　活检病理显示动脉炎症，以单核细胞浸润为主，或肉芽肿性炎症，常含有多核巨细胞。

以上5项中，符合3项或3项以上者，可诊断为巨细胞动脉炎。

（二）大动脉炎分类标准

（1）发病年龄≤40岁　出现症状或体征时年龄在40岁以下。

（2）肢体间歇性跛行　活动时一个或更多肢体出现乏力，不适或症状加重，尤以上肢明显。

（3）臂动脉搏动减弱　一侧或双侧肱动脉搏动减弱。

（4）脉压差≥10mm Hg　双侧上肢收缩压差＞10mm Hg。

（5）锁骨下动脉或主动脉区杂音　一侧或双侧锁骨下动脉或腹主动脉闻及杂音。

（6）动脉造影异常　主动脉一级分支或上下肢近端的大动脉狭窄或闭塞，病变常为局灶或节段性，且不是由动脉硬化，纤维肌发育不良或类似原因引起。上述6项中，符合3项或3项以上者，可诊断为大动脉炎。

（三）结节性动脉炎分类标准

（1）体重下降≥4kg　自发病起，体重下降≥4kg, 并除外饮食和其他因素。

（2）网状青斑　四肢和躯干的网状青斑。

（3）睾丸疼痛和（或）压痛　睾丸疼痛或压痛，并除外感染、创伤或其他原因。

（4）肌肉疼痛，无力或下肢触痛　弥漫性肌痛（除外肩胛和骨盆带肌），或肌无力以及下肢肌肉压痛。

（5）单神经病变或多神经病变。

（6）舒张压≥90mm Hg。

（7）血肌酐＞40mg/dl或尿素氮＞1.5mg/dl, 除外脱水或少尿如梗阻等因素。

（8）乙型病毒性肝炎标记阳性　血清HbsAg或HbsAb阳性。

（9）血管造影异常　动脉造影显示内脏动脉的动脉瘤形成或动脉血管阻塞，除外动脉粥样硬化或纤维肌性发育不良或其他非炎症因素。

（10）中小动脉活检可见粒细胞浸润　血管壁组织学检查见粒细胞或（和）单核细胞浸润。

上述10项中，符合3项或3项以上者，可诊断为结节性多动脉炎。

（四）韦格纳肉芽肿分类标准

（1）鼻或口腔炎症　逐渐加重的痛性或无痛性口腔溃疡，脓性或血性鼻腔分泌物。

（2）异常的胸部X线片　胸片显示有结节，固定位置的肺浸润或空洞的存在。

（3）尿沉渣异常　镜下血尿或尿沉渣中有红细胞管型。

（4）病理有肉芽肿性炎性改变　动脉壁内，血管周围或血管外有肉芽肿炎性改变。

具备上述两项或两项以上者，可诊断韦格纳肉芽肿。

（五）Churg-Strauss综合征（变应性肉芽肿性血管炎）分类标准

（1）哮喘　有哮喘史或呼气时广泛的肺部高调啰音。

（2）血嗜酸粒细胞增多　外周血白细胞计数中，嗜酸粒细胞占10％以上。

（3）单发性或多发性神经炎。

（4）非固定性肺内浸润　由系统性血管炎所致的X线胸片上迁移性或一过性肺浸润。

（5）鼻窦炎　急性或慢性鼻窦疼痛或压痛史，或放射学显示鼻窦炎。

（6）病理显示血管外有嗜酸粒细胞积聚。

（六）白塞病分类标准

（1）反复口腔溃疡　1年内反复发作3次以上，由医生观察到或患者诉说有阿弗他溃疡。

（2）反复外阴溃疡　由医生观察到或患者诉说有外阴部阿弗他溃疡或疤痕。

（3）眼病变　前或后色素膜炎、裂隙灯检查时玻璃体内有细胞出现或由眼科医生观察到视网膜血管炎。

（4）皮肤病变　医生观察到或患者诉说的结节性红斑、假性毛囊炎或丘疹性脓疱；或未服糖皮质激素的非青春期患者患者出现痤疮样结节。

（5）皮肤针刺试验阳性　试验后48～72h由医生判断。

第1项+其他4项中两项以上者，可诊断白塞病。

（七）系统性血管炎的治疗原则

系统性血管炎的治疗原则是早期诊断，早期治疗，防止不可逆的器官损害。即使分型困难的患者，只要确诊为系统性血管炎就应及早治疗，以免延误病情。特别是ANCA相关小血管炎多累及肺、肾，且病情进展迅速，甚至危及生命。

目前对ANCA相关小血管炎的治疗尚无十分严格的标准化治疗方案，药物治疗主要分为诱导缓解，维持缓解以及复发的治疗。

1．诱导缓解

足量糖皮质激素联合环磷酰胺已成为治疗ANCA相关小血管炎，特别是伴有肾脏损害的首选方法。足量激素+环磷酰胺冲击治疗ANCA相关小血管炎，显著地改善了其自然病程，大大提高了患者的生存率。甲氨蝶呤则主要是用于轻型病人和环磷酰胺治疗到病情减轻或缓解阶段的维持药物。霉酚酸酯、来氟米特等有待于临床证实。

2．维持治疗

采用小剂量激素联合静脉环磷酰胺（每2～3个月1次）疗法，维持1.5～2年。同时注意激素和环磷酰胺长期使用所带来的不良反应。

八、成人斯蒂尔病 (adult onset still's disease, AOSD)

（一）分类标准：推荐应用较多的为美国的Cush标准和日本标准

1．美国Cush标准

（1）必备条件　发热≥39℃；关节痛或关节炎；类风湿因子＜1:80;抗核抗体＜1:100。

（2）另具备下列任何两项　血白细胞≥15×109
 /L; 皮疹；胸膜炎或心包炎；肝大或脾大或淋巴结肿大。

2．日本标准

（1）主要条件　发热≥39℃并持续一周以上；关节痛持续两周以上；典型皮疹；血白细胞≥15×109
 /L, 包括中性粒细胞≥0.80。

（2）次要条件　咽痛；淋巴结和（或）脾肿大；肝功能异常；类风湿因子和抗核抗体阴性。

此标准需排除：感染性疾病、恶性肿瘤和其他风湿病。符合5项或更多条件（至少含两项主要条件），可做出诊断。

（三）治疗原则

1．一般治疗

急性期患者应卧床休息，同时注意补充水分，并给予易消化并富有蛋白质、糖和维生素的饮食。

2．药物治疗

（1）非甾体抗炎药 (NSAIDs)　急性发热炎症期可首先使用足量NSAIDs。并遵循个体化原则；不宜两种NSAIDs联合使用；一种NSAIDs足量使用1～2周无效可更换另一种。待病情缓解后减量。

（2）糖皮质激素　以下情况需使用糖皮质激素：①NSAIDs疗效不好或出现毒副作用（如肝功能损害）或减量后病情复发；②重要脏器受累时，如心脏压塞、心肌炎、严重肺炎、血管内凝血及其他脏器严重损害。通常激素剂量为泼尼松0.5～1mg/(kg·d)，少数病情危重者需用甲泼尼龙（500～1000mg/次，连用3～5d）冲击疗法。必要时1～3周后可重复，间隔期和冲击后继续口服激素治疗。

（3）改善病情抗风湿药物 (DMARDs)　当出现以下情况时应尽早加用DMARDs, 用激素后仍不能控制发热或激素减量即复发者；或关节炎表现明显者。首选甲氨蝶呤（7.5～15mg/周）。病情较轻者也可有羟氯喹。对较顽固病例可考虑使用硫唑嘌呤、环磷酰胺及环孢素A。

（4）植物制剂　如雷公藤多甙、青藤碱、白芍总甙。在本病慢性期，以关节炎为主要表现时亦可使用。

（5）生物制剂　抗TNF-α拮抗剂和抗IL-1的制剂对部分难治性成人斯蒂尔病有一定效果，尤其对系统性炎症表现的患者而言。但确凿的结论还有待进一步研究。

九、强直性脊柱炎 (ankylosing spondylitis, AS)

强直性脊柱炎是一种慢性进行性炎症性疾病，主要侵犯中轴关节，以骶髂关节、脊柱骨突、脊柱旁软组织及外周关节受累为主要表现，并可伴发关节外表现。

（一）分类标准

1．纽约标准（1966年）

（1）腰椎在前屈，侧屈和后伸的3个方向运动均受限；

（2）腰背痛史或现有症状；

（3）胸廓扩展范围＜2.5cm。

诊断肯定的AS要求有：X线片证实的Ⅲ～Ⅳ级双侧骶髂关节炎，并附加上述临床表现中的至少1条；或者X线证实的Ⅲ～Ⅳ级单侧骶髂关节炎或Ⅱ级双侧骶髂关节炎，并分别附加上述临床表现的1条或2条。

2．修订的纽约标准（1984年）

（1）下腰背痛的病程至少持续3个月，疼痛随活动改善，但休息不减轻；

（2）腰椎在前后和侧屈方向活动受限；

（3）胸廓扩展范围小于同年龄和性别的正常值；

（4）双侧骶髂关节炎Ⅱ～Ⅳ级，和单侧骶髂关节炎Ⅲ～Ⅳ级。

如果患者具备（4）并分别附加（1）～（3）条中的任何一条可确诊AS。

3．欧洲脊柱关节病研究组标准

炎性脊柱痛或非对称性，以下肢关节为主的滑膜炎，并附加以下项目中的任何一项，即：①阳性家族史；②银屑病；③炎性肠病；④关节炎前1个月内的尿道炎、宫颈炎或急性腹泻；⑤双侧臀部交替疼痛；⑥肌腱末端病；⑦骶髂关节炎。

（二）治疗原则

目前AS尚无根治方法，但是早期诊断及合理治疗，可控制症状并有可能改善预后。

1．一般治疗

强直性脊柱炎的治疗目的是缓解疼痛和僵硬感，定期治疗性体育锻炼对减少或防止畸形和残废是最重要的治疗方法。游泳是最好的运动方式。

2．药物治疗

（1）非甾体抗炎药 (NSAIDs)　无论急性发病还是慢性病程中，都可使用NSAIDs来改善脊柱和外周关节症状，NSAIDs可减缓疼痛（后背痛、骶髂关节痛和外周关节炎引发的疼痛，以及附着点炎）和僵硬感，但对骨性强直的进展无效。

（2）糖皮质激素　口服激素在AS的长期治疗中价值不大，长期使用弊大于利，且不能阻止AS病程进展。但在顽固性肌腱端病和持续性滑膜炎中治疗反应较好，可短期或局部使用。

（3）改善病情抗风湿药物 (DMARDs)　柳氮磺胺吡啶 (SASP) 可改善AS的外周关节疼痛、肿胀和发僵，并可降低血沉和C-反应蛋白等实验室活动指标，主要用于改善AS患者的外周关节炎。通常推荐剂量为每日2.0g，分2～3次口服。活动性AS患者经SASP和NSAIDs治疗无效时，可采用甲氨蝶呤 (MTX) 和来氟米特等治疗。SASP、MTX和来氟米特等对AS中轴关节的病情进展和影像学改变无改善证据。

3．生物制剂

近年来国内外已将抗肿瘤坏死因子-α用于治疗活动性或对抗炎药无效的AS, 有TNF-α单克隆抗体（英夫利西单抗和阿达木单抗）和TNF-α受体融合蛋白（依那西普）。临床使用发现，抗TNF-α拮抗剂可明显改善患者晨僵、脊背痛及肌腱端炎，扩胸度增加，血沉降低和C反应蛋白下降。早期使用可使患者的脊柱和骶髂关节炎症、水肿消退。






【思考题】



1．试述类风湿关节炎的分类标准和治疗原则。



2．试述ANCA相关性小血管炎的概念及治疗原则。
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 第二节　生物制剂在风湿性疾病中的应用



摘　要
 　目前应用于治疗风湿性疾病的生物制剂包括：①针对促炎细胞因子生物制剂；抗肿瘤坏死因子抑制剂：依那西普、英夫利昔单抗、阿达木单抗；白细胞介素 (IL)-1受体拮抗剂阿那白滞素和抗IL-6受体单克隆抗体 tocilizumab；②针对抗B细胞的特异性抑制剂：抗CD20单克隆抗体利妥昔单抗、抗CD22单抗依帕珠单抗、B淋巴细胞刺激因子 (BLys) 家族的单克隆抗体贝利单抗；③抗T细胞特异性抑制剂：细胞毒性T淋巴细胞抗原4-免疫球蛋白 (CTLA4-Ig)。生物制剂目前已应用于类风湿关节炎、强直性脊柱炎、银屑病关节炎、系统性红斑狼疮等的治疗，收到了良好的效果。但生物制剂也存在一定的不良反应，使用过程中要注意掌握适应证和禁忌证。




Abstract
 　In general, three categories of biological agents have been introduced into market for treatment of rheumatic disease: ①biological agents against inflammatory cytokines including anti-TNF agents (Etanercept, Infliximab and Adalimumab), receptor antagonist of IL-1 (Anakinra) and anti-IL-6 receptor monoclonal antibody (tocilizumab); ②inhibitor specific for B lymphocytes: monoclonal antibody to CD20 (Rituximab), monoclonal antibody to CD22 (epratuzumab) and monoclonal antibody from B lymphocyte stimulator (BLys) famili (LymphoStat-B, belimumab); ③inhibitor specific for T lymphocytes: cytotoxic T lymphocyte antigen 4-immunoglobulin (CTLA4-Ig).



These biological agents have been working effectively in clinical treatment of rheumatoid arthritis, ankylosing spondylitis, psoriasis arthritis, systemic lupus erythematosus and many other rheumatic diseases. However, as adverse effect has been reported with biological agent usage, indication and contraindication should be taken into consideration carefully.






近年来，随着基础免疫学研究的进展，对风湿性疾病的发病机制有了更深入的了解，特异性地抑制某个异常免疫反应的环节成为可能。生物制剂用于治疗风湿性疾病二十余年已经取了重要的研究成果，并开发出了一系列全新和鼓舞人心的生物制剂，其中包括：①针对促炎细胞因子生物制剂：抗肿瘤坏死因子 (tumor necrosis factor, TNF) 抑制剂：依那西普 (etanercept)、英夫利昔单抗 (infliximab)、阿达木单抗 (adalimumab); 白细胞介素 (IL)-1受体拮抗剂阿那白滞素 (anakinra) 和抗IL-6受体单克隆抗体 (tocilizumab, 商品名ActemraTM, MRA); ②针对抗B细胞的特异性抑制剂：抗CD20单克隆抗体利妥昔单抗 (ritux-imab)、抗CD22单抗依帕珠单抗 (epratuzumab)、B淋巴细胞刺激因子 (BLys) 家族的单克隆抗体贝利单抗 (lymphoStat-B, belimumab); ③抗T细胞特异性抑制剂，如细胞毒性T淋巴细胞抗原4-免疫球蛋白 (cytotoxic T lymphocyte antigen4-immunoglobulin, CTLA4-Ig)。

一、生物制剂的种类及特性

（一）抗炎性细胞因子的生物制剂

1．TNF-α抑制剂的种类

目前有3种TNF-α抑制剂：①重组Ⅱ型TNF受体-抗体融合蛋白（etanercept, 依那西普，商品名：enbrel或益赛普），是由Ⅱ型TNF受体与IgG1的Fc部分组成的完全人源化二聚体。使用方法为每次25mg，皮下注射，1周2次。经皮下注射后缓慢吸收，平均半衰期为4.8d。该药与血浆中可溶性TNF-α以及细胞膜表面的TNF-α高亲和结合并中和其作用，使TNF-α的生物活性丧失，它还可以和TNF-β结合，后者与TNF-α有相似的生物活性，在机体的免疫功能尤其是淋巴器官的形成和炎症过程中发挥作用，但依那西普结合TNF-β并产生抑制作用与临床疗效的关系还不清楚。②英夫利昔单抗（infliximab, 商品名：remicade或类克）是人嵌合的抗TNF-α的特异性IgG1单克隆抗体。英夫利昔的半衰期为9.5d, 使用方法为每次3～5mg/kg, 2h内静脉缓慢滴注，第0, 2和6周，以后每4～8周1次维持。英夫利昔也与可溶性和细胞膜表面的TNF-α高亲和结合，从而使TNF-α丧失生物活性，但它不与TNF-β结合。当英夫利昔与细胞膜表面特异性抗原结合，通过激活经典的补体激活途径和抗体依赖细胞介导的细胞毒作用（ADCC作用）导致细胞溶解。③阿达木单抗（adalumimab, 商品名：humira），全人源化的TNF-α的特异性IgG1单克隆抗体。阿达木单抗的半衰期为14d。使用方法为每次40mg，皮下注射，每2周1次。体内和体外实验观察到，阿达木单抗与可溶性的TNF结合进而抑制TNF与细胞表面的TNF受体结合以达到其抗TNF作用。尽管还不知道其能否与膜型TNF结合，但是它具有固定补体或激发效应细胞而导致细胞裂解的潜在作用。

2．抗IL-1受体拮抗剂（anakinra, 阿那白滞素）

到目前为止，anakinra是唯一被批准用于治疗类风湿关节炎 (RA) 的直接抑制IL-1活性的人重组抗IL-1受体拮抗剂 (IL-1Ra)。Anakinra能与可溶性及细胞表面的IL-1受体结合，通过完全抑制IL-1与受体的结合来阻断其生物活性。Anakinra可抑制滑膜细胞和软骨细胞产生前列腺素，抑制活化的滑膜细胞和软骨细胞产生基质金属蛋白酶，具有软骨保护作用。分析RA患者的药物动力学观察到，Anakinra的最大血浆浓度出现在皮下给药1～2mg/kg后的3～7h。此外，Anakinra的终末半衰期是4～6h，每天给药直到第24周并未出现药物蓄积。

3．抗IL-6受体单克隆抗体 (tocilizumab, MRA)

MRA是由日本Chugai制药公司利用重组DNA技术开发出来的完全人源化的抗IL-6受体 (anti-IL-6R) 的单克隆抗体。MRA通过竞争性与可溶性和膜结合型IL-6R结合，从而抑制IL-6的功能。

（二）抗B细胞特异性生物制剂

1．抗CD20单克隆抗体——利妥昔单抗（rituximab, 商品名：美罗华）

利妥昔单抗是人／鼠嵌合的抗CD20单克隆抗体，由抗人CD20的小鼠抗体的多变区和人IgG1κ链的恒定区组成。CD20表达于前B细胞、未成熟B细胞和所有成熟B细胞，其确切的功能并不清楚，被磷酸化后作为钙离子通道。利妥昔单抗可通过补体介导的B细胞溶解、抗体依赖细胞毒作用和激活Caspase-3蛋白酶诱导凋亡3种途径去除循环中表达CD20的B细胞。

2．抗CD22单抗——依帕珠单抗 (epratuzumab)

依帕珠单抗是人源化的抗CD22单抗，同利妥昔单抗一样，依帕珠单抗可以去除B细胞。但不同的是，由于CD22仅表达在成熟B细胞表面，因此，抗CD22抗体仅能使B细胞下降40％～60％。此外，可能通过抑制B细胞受体 (BCR) 从而反向控制极度活跃的B细胞。

3．贝利单抗 (lymphoStat-B, belimumab)

贝利单抗是一种人源化单克隆抗体，能与B细胞刺激剂 (Blymphocyte stimulator, BlyS, 又称BAFF) 结合并抑制其生物学活性，BlyS与其受体结合后促进淋巴细胞增殖、分化并增加免疫球蛋白的产生。目前该药正用于SLE患者的Ⅱ/Ⅲ期临床试验。

（三）抗T细胞特异性生物制剂（abatacept, 阿贝西普）

活化的T细胞在风湿性疾病的发病中起重要作用，T细胞的活化需要两种信号，第一信号为抗原递呈细胞 (APC) 表达的MHC携带抗原与T细胞表面受体相结合；第二信号是APC表达的CD86/CD80与T细胞表达的CD28相结合，即辅助刺激信号。CTLA-4是与CD28具有同源性的免疫球蛋白超家族成员，和CD28竞争与CD80/CD86的结合，不同的是，CD28是T细胞活化的正性信号，而CTLA-4是抑制T细胞活化的信号，可以下调T细胞的增殖和细胞因子合成，抑制免疫应答。CTLA-4Ig, 是由人CTLA-4胞外部分和人IgG1Fc段形成的融合蛋白，抑制炎症反应的进展。

二、生物制剂在风湿病中的应用

（一）生物制剂在类风湿关节炎的临床应用

类风湿关节炎 (rheumatoid arthritis, RA) 的发病机制相当复杂，涉及一系列免疫反应：抗原进入关节腔后诱导巨噬细胞和树突状细胞等抗原呈递细胞释放细胞因子和趋化性细胞因子，并上调黏附分子在外周血免疫细胞和滑膜上皮细胞上的表达，招募炎症细胞向关节腔内聚集。抗原、主要组织相容性复合体 (MHC) Ⅱ分子和T细胞受体结合形成的三分子复合物 (MHC-Ⅱ-Ag-TCR, ) 激活T细胞，加上黏附分子和协同刺激分子表达的上调，导致细胞因子进一步释放。这些促炎症细胞因子刺激滑膜纤维母细胞、巨噬细胞、破骨细胞增生，又反过来产生基质金属蛋白酶，最终导致软骨和骨的降解。

在诸多RA炎症反应的细胞因子中，TNF-α是最重要的前炎性细胞因子，参与RA的滑膜炎症和骨侵蚀。其主要致病作用为：①诱导内皮细胞表达黏附分子和血管内皮生长因子，促进白细胞与血管内皮黏附、渗透，导致局部炎症反应和血管翳生成；②作用于肝细胞，产生C反应蛋白 (CRP); ③作用于破骨细胞、滑膜细胞和软骨细胞，诱导这些细胞产生金属蛋白酶、胶原酶、基质溶解酶等，破坏软骨并引起骨侵蚀；④促使滑膜细胞、巨噬细胞、纤维母细胞和软骨细胞产生炎性细胞因子，加重组织损伤。因此，抑制TNF-α的作用对控制RA的病情和改善预后非常重要。

1．TNF-α抑制剂治疗RA的临床疗效

（1）依那西普　依那西普是目前全球应用最广泛的TNF-α抑制剂之一。单用或与甲氨喋呤 (MTX) 联合治疗RA的有效性和安全性在全球许多中心的临床试验（包括COMET试验、TEMPO试验和ERA试验等）中均已被肯定。随机、双盲、安慰剂对照临床试验显示，依那西普治疗RA可快速、显著缓解病情活动性，且疗效与剂量相关，每次25mg疗效显著优于每次10mg; 在治疗早期RA试验中，与MTX比较，依那西普起效快，RA疾病活动性改善迅速，阻止关节骨侵蚀进展显著优于MTX; 比较依那西普和MTX联合与单药治疗疗效临床试验表明无论在降低疾病活动性和改善功能障碍，还是延缓放射学关节损害方面，联合治疗比任何一种药单用更有效。在依那西普的长期疗效（随访2年）的试验中也证实，长期治疗，依那西普组达ACR20、骨侵蚀未增加以及健康问卷改善者均高于MTX治疗组。

（2）英夫利昔　英夫利昔是第一个在美国获批准上市治疗RA的抗TNF-α单克隆抗体，是目前TNF抑制剂使用病例数最多的药物。大量的前瞻性临床试验（ASPIRE试验、ATTRACT试验、BEST研究等）已表明，该药可有效控制RA病情，减缓关节侵蚀。双盲随机对照试验表明，接受英夫利昔3mg/kg或10mg/kg治疗，患者的病情改善显著优于单独使用MTX者，且合用MTX时2种药物表现协同作用。ASPIRE试验是迄今为止研究早期RA最大的临床试验。125个中心1049名RA患者参加，随机分成3组：单用甲氨喋呤组、3mg/kg英夫利昔+MTX组和6mg/kg英夫利昔+MTX组，观察1年。结果证实，与MTX相比，英夫利昔+MTX组可迅速产生临床反应，效果也更好。根据意向治疗分析，从基线期至第54周，改善程度的中位数在英夫利昔治疗患者为44％，而MTX单独治疗的患者只有28％。3mg/kg英夫利昔和6mg/kg英夫利昔治疗组间没有显，著差异。在第54周，英夫利昔治疗患者分别约2/3、1/2和1/3达到ACR20、ACR50和ACR70反应，单用MTX治疗的患者反应率只有54％、32％和21％。此外，有1/7接受英夫利昔治疗患者达到ACR90反应，而MTX单独治疗患者只有7％。关节影像学检查也证实，英夫利昔+MTX可阻止关节破坏的进展，此疗效优于单独使用MTX治疗。MTX组患者的关节破坏明显持续恶化，总Sharp评分平均改变了3.7分，而接受3mg/kg或6mg/kg英夫利昔治疗的患者的关节破坏几乎没有进展。

（3）阿达木单抗　阿达木单抗在2002年被批准上市治疗RA, 临床数据证实可显著减轻RA患者的症状和体征，抑制放射学进展，改善关节功能。西班牙Navarro-Sarabia F总结分析了6项阿达木单抗治疗RA的临床试验，共2390例RA患者参加。结果显示，阿达木单抗可显著改善RA的活动性和放射学进展。在挪威进行的一项为期6个月的多中心研究证实，阿达木单抗与MTX合用治疗RA较单用阿达木单抗更好。在联合治疗病情活动指数DAS28、肿胀关节数、关节损伤指数、SF-36、检查者总体评价均优于单药治疗组。

另一项多中心、随机、双盲临床试验比较阿达木单抗合并MTX, 阿达木单抗单用或MTX单用治疗早期进展型RA的疗效，观察期为2年，共799例早期RA患者参加。阿达木单抗剂量为40mg，皮下注射每2周1次，MTX为每周1次，口服或注射。结果显示，联合治疗效果显著优于单药治疗。在1年时，达ACR50的患者在联合治疗组、MTX单用组和阿达木单抗单用组分别为62％、46％和41％。同样，在1年和2年时，达到ACR20、ACR70和ACR90的比例在联合用药组也显著高于单药组。另外，对减少患者影像学进展也优于单药治疗组，1年和2年时Sharp评分在联合治疗组分别为1.3和1.9，在MTX组分别为5.7和10，在阿达木单抗组分别为3.0和5.5。

2．抗CD20单克隆抗体治疗RA

一项随机、双盲、对照Ⅱa期试验比较MTX、利妥昔单抗（1000mg d1，d15）、利妥昔单抗+环磷酰胺 (CTX) (750mg d3，d17)、利妥昔单抗+MTX治疗RA患者。第24周各组达ACR50缓解率依次为13％、33％、41％、43％，而且在治疗后第48周，利妥昔单抗+MTX组患者的ACR缓解情况仍然得以维持，说明无论是单药使用还是联合其他药物，利妥昔单抗在RA的治疗方面都有较好疗效。另一项Ⅱb期随机、双盲、对照、多中心试验入选了465名RA患者，随机分为不同剂量利妥昔单抗（500mg组和1000mg组）和激素交叉治疗共9组。结果表明利妥昔单抗500mg组和1000mg组同样有效，达ACR20的比例分别为55％和54％达ACR50的比例分别为33％、34％,达ACR70的比例分别为13％、20％，而糖皮质激素剂量，和治疗效果之间无明显相关性。此外，Strand等也证实利妥昔单抗+MTX, 以及利妥昔单抗+CTX临床疗效和关节功能恢复更佳。多中心临床研究还表明，利妥昔单抗对TNF抑制剂疗效不佳的RA患者也部分有效。

3．抗T细胞特异性生物制剂治疗RA

美国FDA于2005年批准阿贝西普治疗RA。阿贝西普最早的临床试验是用于传统治疗无效的RA患者，旨在确定人体的最佳剂量。结果发现静脉注射阿贝西普0.5mg/kg、2mg/kg和10mg/kg的患者都有临床改善，且呈剂量依赖效应。此后的一项Ⅱ期临床试验比较阿贝西普与MTX联合应用及单用MTX治疗RA的疗效，治疗6个月后，10mg/kg阿贝西普+MTX组可以很好地控制症状和体征，改善患者和医生对疾病的整体评价。最近报道的一项临床试验在339名经MTX治疗但病情仍处于活动的RA患者中进行的随机、双盲、安慰剂对照研究，分别使用安慰剂+MTX, 或2mg/kg阿贝西普+MTX, 或10mg/kg阿贝西普+MTX。治疗1年时，阿贝西普10mg/kg组达到ACR20、ACR50和ACR70的患者分别为62.6％、41.7％和20.9％，均显著高于安慰剂组，而2mg/kg阿贝西普组与安慰剂组没有差别。该研究结果表明，阿贝西普+MTX对单用MTX无效的RA患者具有一定的疗效，而且是安全的。另一项临床试验，将322名对TNF-α单抗治疗3个月无效的患者随机、双盲分为安慰剂和阿贝西普治疗组，患者还可服用另外一种DMARD。治疗6个月后，阿贝西普治疗组达到ACR20、ACR50和ACR70缓解的明显优于安慰剂组，说明阿贝西普对TNF-α单抗治疗无效的患者仍然有效。

4．抗IL-1受体拮抗剂

到目前为止，只有1个抗IL-1受体拮抗剂（Anakinra, 阿那白滞素）已经被FDA批准用于治疗RA, 与TNF-α抑制剂比较，一些专家认为当RA患者对TNF抑制剂治疗失败后，应该立即使用阿那白滞素作为另外一种DMARDs。阿那白滞素可以单独或与MTX联合应用治疗活动性RA。在欧洲治疗RA, 阿那白滞素被标明需要与MTX联合应用。阿那白滞素的推荐剂量是100mg/d，皮下注射，在治疗活动性RA患者2～16周内，RA患者症状、体征和实验室参数均显著改善。对于活动性RA患者，给予单一阿那白滞素（150mg/d）治疗24周后，有43％患者达到ACR20改善，安慰剂组只有27％患者达到ACR20改善。阿那白滞素同时也与MTX联合应用，一项研究将506例具有侵蚀病变的RA患者随机给予阿那白滞素（100mg/d）加上MTX或MTX单独治疗，24周后阿那白滞素与MTX联合治疗组对MTX单独治疗组达到ACR20、ACR50、ACR70改善分别38％、22％，17％对8％，6％、2％。

5．抗IL-6受体单克隆抗体

完全人源化的抗IL-6受体的单克隆抗体tocilizumab也用于治疗RA, 目前药物试验发现，治疗RA有效剂量是4mg～10mg/kg, 每4周给药1次，连续3个月。最近一项多中心、双盲和安慰剂对照的药物验证试验表明，164例难治性RA患者随机接受tocilizumab（4mg或8mg/kg）或安慰剂治疗，每4周静脉给药1次，连续治疗3个月。结果分别有78％（8mg/kg）、57％（4mg/kg）和安慰剂组11％患者达到ACR20改善；分别有40％（8mg/kg）和1.9％安慰剂组患者达到ACR50改善（P
 ＜0.001）。

（二）生物制剂在强直性脊柱炎的临床应用

目前临床用于治疗强直性脊柱炎 (AS) 的生物制剂主要是抗TNF-α抑制剂。

（1）英夫利昔　为研究其治疗AS的有效性，最早于2000年6月柏林进行了一项为期12周的开放性研究，入选者为平均病程5年的重症AS患者，英夫利昔使用剂量为5mg/kg, 在第0、2、6周3次静脉输注。结果表明，10例患者中9例Bath强直性脊柱炎疾病活动指数 (BASDAI) 改善＞50％，在开始治疗4周后BASDAI平均改善＞70％，更重要的是SF-36生活质量特别是躯体健康部分在治疗4周后显著改善。此后比利时、加拿大、法国、西班牙先后进行了英夫利昔治疗AS或脊柱关节病 (SpA) 的开放性研究，所有患者治疗反应相似达80％。为评估英夫利昔治疗AS的安全性和疗效，Braun等进行了双盲、安慰剂对照、多中心的应用英夫利昔治疗70例AS患者的临床试验。入选者均是只接受过非甾类抗炎药 (NSAIDs) 治疗的活动性AS患者，分别在0、2、6周给予英夫利昔 (5mg/kg) 或安慰剂治疗，并连续观察至第12周。结果分别有53％的英夫利昔治疗组和9％的安慰剂组BASDAI改善达到50％(P
 ＜0.001)，并且发现基线期C反应蛋白高的患者对治疗反应更好。此外，其他评估病情活动性指标如功能指数 (BASFI) 和生活质量等均有显著改善。比利时的类似研究发现，40例脊柱关节病 (SPA) 患者（具有更多外周关节炎）经过英夫利昔治疗后，与对照组比较，脊柱关节病患者外周关节和脊柱症状，包括严重的肌腱端炎经英夫利昔治疗后都得到了显著改善。此外，最近在随访研究中对急慢性脊柱病变的MRI影像学评估结果显示，英夫利昔对AS的脊柱炎进程有明显抑制作用。这提示英夫利昔对外周和中轴关节均有明显疗效。关于英夫利昔治疗AS最适剂量的研究资料尚少。最近柏林在一小样本的开放性研究中使用英夫利昔治疗6例SpA, 3例患者给予英夫利昔3mg/kg, 另外3例给予5mg/kg, 在开始治疗后短期内5例患者症状显著改善，当治疗持续至第12周，大剂量组症状改善＞50％，小剂量组疗效不如大剂量组。接受长期（3年）英夫利昔治疗，患者病情能够得到长期缓解，耐受性良好。

（2）依那西普　依那西普用于强直性脊柱炎的多项短期和长期临床研究均证实了其改善临床症状、减少脊柱炎症和增加腰椎活动度的临床效果，一项应用MRI的观察显示，AS患者接受依那西普治疗24周后以MRI检测其脊柱炎症改变，治疗组脊柱炎症减少达69％。另一项227例AS患者参与的为期96周的多中心临床研究（随机临床试验+延续观察）显示，74％的持续治疗两年的AS患者96周时达到ASAS20。

有报道对英夫利昔和依那西普治疗无效的AS患者，可换用阿达木单抗治疗。

（三）生物制剂在银屑病关节炎的应用

在美国、欧洲和中国已经批准依那西普和英夫利昔治疗银屑病关节炎 (psoriatic arthritis,PsA)，阿达木单抗在欧洲被批准治疗PsA。多项对照试验的结果显示，依那西普、阿达木单抗和英夫利昔治疗PsA不仅关节症状显著改善，而且皮疹也有明显改善。可以单独或与其他DMARDs联合应用。

（四）生物制剂在SLE的临床应用

随着生物抑制剂在治疗RA、AS和PsA等疾病所取得的巨大进展，研究和开发相应的生物制剂治疗其他结缔组织病特别是SLE也已经取得了初步成果。由于SLE的病理基础是多克隆的B细胞活化及增殖，产生高滴度的自身抗体，从而形成自身免疫复合物。基于该病理基础，目前应用于SLE治疗的生物抑制剂包括：①抗CD20的单克隆抗体利妥昔单抗；②抑制协同刺激信号即抑制T细胞依赖性的B细胞活性，如CTLA4-Ig; ③抗B淋巴细胞刺激因子 (BlyS) 的单克隆抗体，BlyS拮抗剂。

（1）利妥昔单抗　利妥昔单抗治疗难治性SLE取得了成功。一项研究报道24名难治性SLE患者接受利妥昔单抗治疗，6名患者联合利用利妥昔单抗（500mg静滴×2次）、CTX（750mg静滴×2次）以及强的松（每日30mg或60mg，应用5d）分2周进行，另18名患者使用大剂量利妥昔单抗（1000mg静滴×2次）以及甲泼尼龙（250mg静滴×2次）和CTX治疗。平均随访23个月，患者BILAG评分显著下降，浆膜炎、关节炎和皮肤血管炎对治疗反应最好，蛋白尿也有改善。辅助检查中红细胞沉降率 (ESR)、血红蛋白和补体C3
 水平明显改善，但抗-dsDNA抗体水平无下降。另一项由11名常规治疗无效的患者接受每周1次的利妥昔单抗治疗（剂量375mg/m2
 ），共4周，在每次给药前给予甲泼尼龙100mg。共8名患者完成全部治疗，其中6名B细胞去除达99％以上，患者临床症状明显改善，2名获得长期临床缓解持续6～14个月，且口服激素剂量也有所降低。4名患者获得短期的缓解，持续4周至6个月，需重新接受免疫抑制剂治疗，但病情较试验前有全面好转。治疗期间，血清补体C3、C4、抗ds-DNA抗体滴度以及免疫球蛋白水平均无明显改变。

（2）CTLA4-Ig　CTLA4-Ig主要在活化的T细胞表面表达，通过产生抑制信号来下调T细胞功能，从而达到抑制T细胞依赖性B细胞的活性。目前在狼疮鼠的研究中发现，CTLA4-Ig可以降低狼疮鼠蛋白尿的发生率及病死率。而另一研究发现单用CTLA4-Ig不能明显改善狼疮鼠狼疮肾炎的进展，但与CTX联合治疗则可明显延长生存期。至于CT-LA4-Ig是否能够被批准治疗SLE则还依赖于大量的临床验证结果。

（3）贝利单抗　BlyS拮抗剂属于TNF家族，其受体绝大部分表达在B细胞表面。在动物模型中发现过度表达BlyS导致狼疮样疾病，而敲除BlyS则可缓解疾病。贝利单抗是完全人源化的BlySIgG单克隆抗体，其Ⅰ期临床发现70例SLE患者经过贝利单抗治疗后，临床疗效显著优于安慰剂组；其Ⅱ期临床试验正在进行中。

（五）生物制剂在其他风湿性疾病的应用

生物制剂特别是TNF抑制剂不仅被用于治疗RA、AS、PsA, 还同时被试用于治疗其他结缔组织病。

1．干燥综合征 (SS)

早期一项单中心、开放标签试验，用TNF抑制剂治疗16例活动性SS, 临床症状、实验室指标均有改善。但2004年发表的多中心、随机、双盲试验治疗103例SS, 结果认为TNF抑制剂疗效不明显。而有一项回顾性分析表明，利妥昔单抗对PSS患者口眼干燥症、严重的关节炎、严重的血细胞减少、周围神经病变以及相关的淋巴瘤均有较好的疗效。

2．成人Still病 (AOSD)

一些小样本、开放性临床研究证实TNF抑制剂对于某些经激素和一种或多种免疫抑制剂治疗无效的难治性AOSD患者有效，大多数患者可达到部分缓解。对部分顽固性的多发性肌炎／皮肌炎、复发性多软骨炎等的临床观察也表明，抗TNF-α治疗联合激素以及免疫抑制剂有效。

3．系统性血管炎

少数病例的观察性研究提示，TNF抑制剂可缓解部分顽固性大动脉炎的血管壁水肿，降低血沉和C反应蛋白等。英夫利昔联合其他免疫抑制剂治疗顽固性韦格纳肉芽肿患者，临床症状、c-ANCA滴度和血管炎活动性评分均显著改善。但依那西普对韦格纳肉芽肿无效。有4项前瞻性的研究共入选40例难治性ANCA相关血管炎患者，利妥昔单抗每2周1000mg，共计2次，联合应用或不应用CTX治疗后，37例完全缓解，仅1例无反应。因而认为利妥昔单抗可用于治疗难治性ANCA相关血管炎。

4．白塞病

TNF抑制剂治疗白塞病的临床数据多源于英夫利昔的治疗，证实其对白塞病眼病、中枢神经系统受累、肠白塞和关节炎以及皮肤黏膜病变的患者均有效。在激素和免疫抑制剂正规治疗无效患者可推荐使用。

三、生物制剂的不良反应和处理建议

临床使用病例数最多，时间最长的是TNF-α抑制剂，因此生物制剂的不良反应和处理以TNF-α抑制剂为例。

（一）TNF-α抑制剂的不良反应

1．常见不良反应

为注射部位局部反应，包括轻至中度红斑、瘙痒、疼痛和肿胀等。益赛普最常见的是注射部位的不良反应，英夫利昔最常见的是静脉输液反应。大多为轻到中度、无需特殊处理。但应警惕有极个别病人可能需要停药处理

2．感染

荟萃分析提示抗TNF-α治疗可增加严重感染的危险性，危险度比值为2.0.最常见的感染是上呼吸道感染，严重感染有肾盂肾炎、支气管炎、化脓性关节炎、蜂窝组织炎、骨髓炎、腹部脓肿、结核和败血症等。感染率（泌尿道，上呼吸道，下呼吸道）约为0.9/患者年，其中部分是致命的，为0.05/患者年。

3．免疫源性

少数患者产生针对药物蛋白成分的抗体或中和性抗体，导致药物在使用一段时间后有效性降低。

4．自身抗体

部分患者治疗后产生自身抗体如抗核抗体和抗ds-DNA抗体。

5．恶性肿瘤

长期使用TNF抑制剂淋巴瘤的发生率高于对照组。一项依那西普治疗试验提示淋巴瘤发生率是正常人群预期值的两倍。2005年英夫利昔和阿达木单抗治疗RA临床试验的荟萃分析显示，其增加肿瘤危险性比值为3.3。

6．其他

罕见不良反应有血细胞减少、中枢神经系统脱髓鞘病变等。

利妥昔单抗的不良反应主要来自治疗血液系统肿瘤的患者，治疗RA的不良反应与治疗肿瘤性疾病类似。

（1）输液反应　一般发生在第一次用药开始输液后30～120min。轻度输液反应包括发热、寒战、面色发红或苍白、恶心、呕吐、心动过速、呼吸急促和胸背部疼痛。严重时可有低氧血症、严重心血管事件、血管神经性水肿、支气管痉挛、肺部浸润、急性呼吸窘迫综合征。

（2）肿瘤溶解综合征　一般见于淋巴瘤治疗的患者。

（3）严重皮疹　很少见，包括Stevens-Johnson综合征、苔藓样皮疹、大泡样皮疹、中毒性表皮坏死溶解等。

（二）结核的筛查和防治建议

1．筛查

在启动TNFα拮抗剂治疗前，为排除结核潜伏感染者，所有患者必须检查X线胸片，应仔细体检和详细询问结核既往史、家族史以及近期与结核病人接触史，可以进行结核菌素 (PPD-C 5TU) 皮肤试验。如怀疑活动性结核，应结合微生物学、影像学和病理学检查加以确诊和排除。

2．防治结核的建议

（1）活动性结核应经标准治疗后才能应用TNF-α拮抗剂。

（2）既往有结核病史且已经接受标准治疗者无需再进行预防治疗，但需临床密切随访和每隔3月查胸片。

（3）既往有未足量治疗结核史或结核疑似者，都应进行预防治疗。

（4）结核标准治疗方案和预防性治疗方案应遵循当地结核病专科医生的建议。

（5）如临床急需治疗关节炎，应在结核标准治疗或预防性治疗启动1～2个月后，并征得结核病专科医生的同意和建议，才可考虑应用TNF-α拮抗剂治疗。

（6）TNF-α拮抗剂使用过程中发生结核病，应立即停用TNF-α拮抗剂并启动抗结核标准治疗。

（7）TNF-α拮抗剂治疗中应加强对结核的监测，随访时须询问结核特征性症状，建议定期行痰涂片检查和X线胸片检查。由于英夫利昔有较长的消除半衰期，应在停用英夫利昔后的6个月内继续进行结核监测。

（三）慢性肝炎

对于乙型和丙型病毒性肝炎慢性感染患者，目前还没有TNF-α拮抗剂治疗关节炎的长期疗效和安全性数据。从已有的观察性研究来看，TNF-α拮抗剂停药后辅以抗病毒治疗可以预防乙型病毒性肝炎复发，TNF-α拮抗剂用于HCV阳性的RA患者时未见显著不良反应且HCV RNA负荷还较治疗前降低。但也注意到有些案例报道TNF-α拮抗剂用后出现病毒性肝炎复发。建议：

（1）TNF-α拮抗剂禁忌用于急性病毒性肝炎患者。

（2）对于要接受TNF-α拮抗剂治疗的病人，必须检查HbsAg、抗HCV抗体以及肝功能。对于HBV携带者，还应查HbeAg和外周血HBV DNA水平。对于HCV携带者，还应查外周血HCV RNA水平。

（3）如果基线肝功能异常，应进一步查清病因。对于慢性活动性HBV或HCV感染患者，应请肝脏病专科医生进行相应评估和治疗。

（4）如果基线肝功能正常且外周血HBV或HCV拷贝数增加，应就是否需要相关治疗征询肝脏病专科医生。

（5）如果基线肝功能正常且外周血HBV或HCV拷贝数未增加，可以在TNF-α拮抗剂治疗过程中密切监查肝功能。在停药后还应定期检查一段时间。

（四）机会性感染

TNF-α拮抗剂可引发机会性感染，如李斯特菌病、球孢子菌病或组织胞浆菌病，但发生率极低，尚未证实高于DMARDs或糖皮质激素。建议发生机会性感染应暂时停用TNF-α拮抗剂，在抗感染治疗成功后再继续使用TNF-α拮抗剂。

（五）细菌感染

有报道在接受TNF-α拮抗剂治疗的患者中发生严重细菌性感染，估计其发生率为0.05～0.06/(患者·年)，而传统DMARDs为0.03～0.09/(患者·年)。其他非严重性细菌感染的发生率，在TNF-α拮抗剂组仅略微升高。建议对于严重细菌感染，应立即停用TNF-α拮抗剂，在充分抗感染治疗后才可继续使用。

（六）恶性肿瘤

与健康人群相比，慢性炎性疾病患者（高度活动性RA、AS）本身的淋巴瘤发病率是增加的。目前的资料显示使用TNF-α拮抗剂的RA患者发生淋巴瘤（尤其是非霍奇金淋巴瘤）的风险增加2～5倍，这可能是由于应用这些制剂的患者病情较重、病程较长，有较高的淋巴瘤发生危。对于TNF-α拮抗剂是否增加AS患者恶性肿瘤发生风险，目前尚存争议。没有可靠证据提示TNF-α拮抗剂增加其他恶性肿瘤的发生率或导致原有实体瘤复发。几个大型观察性研究数据库和病例对照研究未证实TNF-α拮抗剂治疗会增加实体瘤发生风险。建议TNF-α拮抗剂禁用于有淋巴瘤既往史患者。对于那些有肿瘤发生高风险患者，在治疗过程中，应密切监查恶性肿瘤的相关生物制剂的适应。

（七）TNF-α拮抗剂治疗的禁忌证

绝对排除：

（1）活动性感染。

（2）在最近12个月内感染性固有关节或假体关节关节炎。

（3）NYHA分级为Ⅲ或Ⅳ级的充血性心衰。

（4）恶性肿瘤。除外皮肤基底细胞癌、已经治疗且至少有10年缓解期的肿瘤。

（5）既往脱髓鞘综合征病史或多发性硬化症病史。

高度警惕：

（1）妊娠或哺乳妇女。

（2）有依据或既往史证明曾经有结核病，或有依据证明结核潜伏感染。

（3）已经治愈的感染性假肢关节关节炎。

（4）有高感染风险者。

生物制剂的疗效是肯定的，但仍然有许多问题有待长期观察。如长期使用生物制剂治疗的安全性如何？患者是否可以停药？停药后复发率如何？不同生物制剂之间如何进行转换？免疫系统是复杂的网络系统，生物制剂是否因抑制某一环节而导致其他免疫反应的异常活化，从而削弱某些保护作用，增加其他免疫病发生的可能？上述问题都有待进一步探讨。






【思考题】



1．常用生物制剂的种类及主要特性有哪些？



2．试述生物制剂治疗类风湿关节炎的疗效。



3．生物制剂常见不良反应有哪些？



4．使用生物制剂的注意事项有哪些？
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（吴华香）


 第三节　免疫紊乱性疾病概论

一、免疫紊乱性疾病的定义和历史

（一）定义

免疫紊乱性疾病包括一大类临床特点各异，但具有共同病因和发病机制——针对自身抗原发动过度的免疫反应引起的疾病。据估计，至少约有80多种人类疾病中，自身免疫反应是明显的起始原因或主要原因。

（二）历史

免疫紊乱性疾病主要是指自身免疫性疾病，或也有人称之为胶原病、风湿病或结缔组织病中的发病机制涉及机体免疫功能紊乱的一类疾病。称谓的不同反映了不同时代人们看问题的角度不同和对问题认识的层次不同，也反映了人们对免疫学和免疫紊乱性疾病认识的不断深入。

虽然免疫紊乱性疾病的发生已有几千年的历史，但作为一个独立的免疫性疾病来认识，它仅有近几十年的历史。“风湿病学家”(Rheumatologist) 一词由Bernard Comroe于1940年提出，而“风湿病学”(Rheumatology) 一词最早见于1949年Joseph L. Hollandar所编写的一本书中。古代对风湿病的描述实际上是描述一组临床症状，正如我们现在所说的关节炎和荨麻疹一样，不是一个特定疾病的诊断。Sydenham首先将痛风与一种“主要侵犯青壮年”的急性热性多关节炎区别开来，根据他的描述，后者大部分符合急性风湿热，也可能夹杂一部分类风湿关节炎。Antonj van Leeuwenhoe于1684年描述了痛风石中尿酸盐结晶的显微镜下外观。1776年Carl W. Scheele证明尿结石含有一种前所未知的有机酸，即现在所称的尿酸。Alfred B. Carrod在痛风患者的皮下组织和关节软骨中查出尿酸，他推测痛风可能是肾脏排泄障碍或尿酸生成增加所致。1899年Max Fretidweiler用尿酸钠微结晶皮下注射诱发实验性急性炎症。其他风湿性疾病如类风湿关节炎、强直性脊柱炎、红斑狼疮、硬皮病、皮肌炎都经历了一个类似的认识过程。这种对疾病认识的累积过程，就是风湿病学的发展史。

祖国医学对风湿病的认识，更是源远流长。远在马王堆汉墓出土的竹简中即有“疾畀”等记载。《黄帝内经》中更有“风寒湿三气杂至，合而为痹也”的论述。嗣后汉、三国、隋、唐、宋、元、明、清历代医圣对风湿病均有著述。中医和西医在对风湿病的诊断治疗方面有很大的不同，但现在看来两者是殊途同归，都对风湿病的防治作出了巨大贡献，应取长补短共同提高。

1942年美国病理学家克莱姆普尔 (Klemperer) 根据结缔组织中有类纤维化这一共同点将风湿热、类风湿关节炎、结节性多动脉炎、系统性红斑狼疮、硬皮病和皮肌炎统称为胶原病 (collagen disease)。1952年Willim E. Ehrich建议用结缔组织病 (connective disease) 这一概念取代胶原病。1969年大高裕一将骨和软骨疾病也包括进来，提出了广义的结缔组织病概念。因此广义的结缔组织病包含了胶原病，但比胶原病范围更广。引起自身免疫病的免疫损伤可以局限于一个器官或多个器官。如桥本甲状腺炎甲状腺自身免疫病是器官特异性自身免疫病的典型代表；而系统性红斑狼疮则是非器官特异性自身免疫病的典型代表。以这两个病为自身免疫病病谱的两端，许多自身免疫病依次分布其间。在自身免疫病病谱中靠近系统性红斑狼疮这一端的疾病大都属于结缔组织病，显然并非所有自身免疫病都是结缔组织病，前者的范围更广，只有部分和后者交叉重叠。

近代临床免疫学的新观点：对某些病种按共同的临床病理改变特征进行归类：例如把以血管炎症性坏死为主要病理特征的结节性多动脉炎、结节性红斑等10多个病种归为一类；根据以类风湿因子（19M型）阴性为共同免疫特征进行归类：强直性脊柱炎、银屑病关节炎、瑞特综合征、克隆病等；风湿病的重叠：根据日本人的观点，把系统性自身免疫性风湿病的相互过渡或重叠，如干燥综合征、混合结缔组织病单独归为一类；边缘性风湿病：把原因不明的以免疫失调为致病机制而又不能归入美国风湿病学会分类法的少数几个疾病，如斯维特综合征 (Sweet's syndrome)、纤维化综合征及高嗜酸粒细胞症单独列为一类。

二、免疫紊乱性疾病的现状和展望

免疫紊乱性疾病学是一个古老而又年轻的医学分支，说它古老，是因为其历史源远流长，可上溯至公元一世纪；说它年轻，是因为近一二十年它才得到了长足的发展，充满了勃勃生机。现在它是最活跃的临学学科之一，表现在新概念、新术语不断涌现，新的病因和发病机制不断被阐明，新的检查手段和新的治疗方法不断被应用于临床。

免疫紊乱性疾病在世界各国均属多发病，我国也不例外。在美国丧失劳动力的人中，风湿病患者占第二位；在我国虽无准确的统计资料，但从临床观察看，该类疾病确实是多发病、常见病，且其中有的病较某些国家更尤为多见，如与乙型肝炎病毒 (HBV) 相关的慢性关节病等疾病及白塞病等。

近年来免疫紊乱性疾病学已发展成为临床免疫学的主体组成部分。临床免疫学以研究免疫紊乱性疾病为主要对象，系一门新兴的学科，目前尚未被人们完全重视，因而当听到免疫紊乱性疾病这一名词时，人们就习惯联想到以类风湿关节炎和系统性红斑狼疮为代表的一组疾病。

由此可见，免疫紊乱性疾病不仅是内科学的问题，而且还是一门与许多临床医学专业有关的边缘学科，从国内外的研究现状和发展来看，自身免疫已成为两者的研究中心。由于医学免疫学的发展和对自身免疫性疾病的研究，一大批新技术、新方法的发明及应用，使临床医师能够在更新的层次上认识疾病，阐明发病机制，尤其是酶标技术、免疫荧光技术及单克隆技术的应用被誉为生物技术上的一次革命，为自身免疫性疾病的深入研究奠定了决定性基础。人类基因组计划为确定免疫紊乱性疾病的遗传易感位点奠定了基础。

（一）新的病因、发病机制不断被阐明

1．新的病因被阐明

1981年美国微生物学家Burgdorfer发现蜱的肠道中有螺旋体，这种蜱可使新西兰白兔出现皮肤红斑且血中出现抗螺旋体抗体。此后发现莱姆病患者的血液、脑脊液和皮疹标本中可检出螺旋体，血清中有抗螺旋体抗体，从而确定了螺旋体与莱姆病的因果关系。

2．关于发病机制的新认识

已知许多途径可引发自身免疫，自身免疫又通过很多效应器而致病。但对大多数自身免疫病而言，都有一个共同的关键步骤，即自身反应辅助性T细胞 (CD4) 的活化 (mobilization of self reactive helper T cell)。引发自身免疫方式很多，常见有：“隔绝”抗原 (sequestered antigen)，某些未被觉察的微小抗原及佐剂，与自身抗原相似的外源分子，以及基因缺失等。例如，晶状体贯穿伤造成交感性眼炎就是因“隔绝”抗原暴露引发自身免疫病；β溶血性链球菌具有肌球蛋白样抗原，可诱发心肌炎；胸腺选择性清除T细胞的基因机制可能有缺陷，以致宿主残留具有高度亲和力的自身反应性T细胞。实验动物可因基因缺失引起Fas途径细胞凋亡障碍，最终发生狼疮样疾病。以上仅列举众多因素中有限的几个例子说明自身免疫辅助性T细胞如何被激活。一旦T细胞激活，就会促进自身免疫病的发生。辅助性T细胞依其分泌的细胞因子的类型分为两个亚群——TH1和TH2。TH1产生白介素2（IL-2）和γ干扰素，参与对细胞内病原体的防御。TH2以产生IL-4、IL-5及IL-10为特征，主要作用在于通过促进抗体的产生而对细胞外的入侵者起抵御作用。TH2造成的破坏作用相对较小。TH1亚群促进细胞免疫的产生，为甲状腺炎和胰岛素依赖型糖尿病等器官特异性自身免疫病最为突出的发病特征。其发病机制涉及巨噬细胞的激活，细胞毒性CD8淋巴细胞的生成，以及释放可引起细胞损伤的介质如肿瘤坏死因子α-（TNF-α）及TNF-β。TH2分泌的细胞因子促进体液免疫反应而致病，最常见于血液病和红斑狼疮。自身抗体与靶细胞结合，通过介导补体溶解细胞，或通过调理作用促进细胞吞噬，这是抗体对靶细胞的直接效应。也可形成免疫复合物沉积于血管床，激活补体系统并诱发炎症反应，引起狼疮样病。抗体依赖性细胞毒作用 (ADCC)，则是特异性抗体与非特异性细胞毒细胞合作的结果。一部分自身免疫病是由细胞表面受体的抗体介导。这些自身抗体阻碍着受体功能，例如重症肌无力中的乙酰胆碱受体。自身抗体还可以拟似自然激素并刺激受体，如抗TSH受体的抗体模拟TSH的作用，导致Graves病甲状腺功能亢进症。由此可见，自身免疫病的触发途径及效应方式多种多样，但从触发到致病效应阶段有一共同通路，即抗原特异性自身反应辅助T细胞。尽管这些特异性T细胞在浸润细胞群中占很少比例，但对为数众多的非特异性细胞却有着举足轻重的调控作用。因此，若要发展终止自身免疫反应的特异性疗法，显然T细胞是主要的靶细胞。

（二）新的发病机制的研究

1．TH1和TH2亚群及细胞因子

1986年Mosmann等发现小鼠的CD4+
 T细胞具有两种功能不同的亚群，即TH1和TH2细胞。TH1细胞分泌IL-2、IFN-γ、TNF-α及TNF-β促进细胞免疫；TH2细胞分泌IL-4、IL-5、IL-10、IL-13，主要参与体液免疫反应。1991年Maggi证明人类也存在类似的T细胞亚群。TH1和TH2细胞分泌的细胞因子能通过自分泌刺激自身的增殖，并相互下调对方的生长和分化。TH的极性偏离在疾病的发生和发展中起重要作用。研究表明，系统性红斑狼疮是TH1仅占优势反应的自身免疫病。发病初期系统性红斑狼疮患者机体内短暂地产生TH1型细胞因子，随后产生TH2型细胞因子，而TNF-α和IL-1始终保持较高水平。TH1和TH2T细胞亚群失调与类风湿关节炎的关系也是人们关注的焦点，但也有相互矛盾的文献报道。有报道类风湿关节炎的滑膜炎是TH1型反应，也有人认为在类风湿关节炎中TH1和TH2细胞反应均增强，但一般认为在类风湿关节炎中，细胞因子有向TH1偏离的倾向。

2．调节性T细胞

早在20世纪70年代，就有人提出“抑制性T细胞”的概念。接着发现这些抑制细胞可以是外周血单核细胞亚群和（或）T细胞亚群，并且发现在系统性红斑狼疮等自身免疫性疾病中这些细胞的功能有异常。1995年Sakaguchi等发现将去除CD4+
 CD25+
 T细胞转移到裸鼠体内会引发多种自身免疫性疾病；而同时回输CD4+
 CD25+
 T细胞可抑制自身免疫性疾病的发生。随后体外研究也证实，CD4+
 CD25+
 T细胞具有低反应性和免疫抑制功能。在人类胸腺和外周血中同样发现了CD4+
 CD25+
 Treg细胞的存在。近年来研究发现，在系统性红斑狼疮等一些自身免疫性疾病中调节性T细胞都有不同程度的减少，而且与疾病活动程度相关。随着对疾病状态下Treg细胞数量和功能的深入研究，有望将来通过调节Terg细胞来干预和阻止自身免疫性疾病的发展。

3．细胞凋亡

1990年Rumore等人发现系统性红斑狼疮患者循环血浆中DNA大约为150～200、400、600和800bp, 接近细胞凋亡过程中释放出的电泳图呈梯形的寡聚核苷酸DNA。1994年Emlen和Joamn发现系统性红斑狼疮患者外周淋巴细胞在体外凋亡加速，活动期患者淋巴细胞凋亡快于非活动期患者，推测凋亡细胞释放到细胞外间质中的完整核小体可能作为自身抗原驱动自身免疫反应。

类风湿关节炎是另一个典型的自身免疫性疾病，其病理特征为滑膜增生。1994年，Mounts提出滑膜细胞增殖与细胞凋亡障碍有关，引起人们广泛的注意。

4．组织相容性抗原

在自身免疫病的发病机制中，一般认为具有某种特定空间构型的组织相容性抗原分子是外源或自身抗原的载体。T细胞受体识别抗原多肽与组织相容性分子结合形成多肽——组织相容性分子复合物，引起一系列自身免疫反应而导致自身免疫病。1978年Stastny首次报道了类风湿关节炎与HLA-DR4相关，进一步的研究发现在以色列犹太人、希腊人、部分亚洲印度人群中类风湿关节炎与HLA-DR4无相关性，而与HLA-DR1、HLA-DR10或HLA-DR6有相关性。Nepom等还发现在白人中，表达两个疾病相关HLA-DRB1*04等位基因的个体发展成临床类风湿关节炎的危险性比表达一个疾病相关HLA-DRB1*04等位基因的个体约高5倍。从临床上看，具有两个致病基因的患者的疾病进展快，关节破坏严重，都有关节外表现，说明致病基因有“剂量作用”。新的疾病易感基因定位正在进展中。

5．神经—内分泌—免疫网络

大量研究证明神经、内分泌和免疫系统之间信息交流的存在。控制产热、行为、睡眠和情绪的神经靶位点受到感染过程中激活的巨噬细胞和单核细胞分泌的炎症性细胞因子影响。在中枢神经系统内的大脑损伤、细菌和病毒感染、神经退行性变过程中也已经发现各种细胞因子的产生。神经内分泌系统可通过诸如脾、胸腺、淋巴结等免疫器官内的交感神经和感觉神经元的支配来直接调节免疫系统。例如，2/3的大鼠肠黏膜的肥大细胞与表皮下多肽神经元密切接触。交感神经系统直接参与机体免疫功能的证据还来自于交感神经切断术和大脑某些特殊部位的损伤都能加强和（或）减弱免疫反应。例如下丘脑部位的精确的切割可引起大颗粒淋巴细胞数量的减少。已经发现下丘脑前叶的切割与免疫反应性降低有关。已知垂体切除术能损害机体的体液免疫和细胞免疫功能。这种损害又能通过一些诸如催乳素或生长激素等神经调节性的介质作用而得到纠正。已经发现，大鼠和小鼠的垂体切除术能抑制体液免疫的抗体产生，延长移植物生存时间，减少淋巴细胞增殖，减少脾脏自然杀伤细胞活性以及阻止佐剂性关节炎的发生。机体免疫器官的神经支持需要局部存在高浓度的神经肽和其他神经介质，这样才能与表达于免疫活性细胞上的受体相互作用。有人还观察到免疫活性细胞进入神经系统的过程。单核细胞、巨噬细胞和T细胞能够通过血脑屏障。巨噬细胞作为大脑的小胶质细胞能存活相当长一段时间，并且大约占到胶质细胞总量的10％。激活的T细胞如果与中枢神经系统的抗原起特异反应，则能停留数天。许多不同的刺激物能诱导星状胶原细胞、小胶质细胞和寡树突状细胞 (oligo dendrocytes) 表达MHC分子。这些细胞能提呈抗原并成为细胞毒性T细胞的靶细胞。已经发现，在免疫反应和炎症反应部位存在一些达到具有生物学功能浓度的神经肽。许多不同种类的分子，包括细胞因子、神经激素、神经递质和许多非肽类介质与神经免疫系统的信号通路的放大、协调和调节有关。这些物质似乎不但作用于经典的神经内分泌靶细胞，而且还作为机体免疫系统的内源性调节剂，作用表达免疫细胞的受体并且具有自分泌和（或）旁分泌功能。

已经证明，外周血循环中的免疫活性细胞是一种流动着的神经调节剂的源泉。这些调节剂分子能达到机体内几乎所有类型的细胞。大多数内分泌腺都含有大量的淋巴样细胞。例如，这些淋巴样细胞可以占肾上腺所有细胞总数的20％。然而，许多免疫系统中经典的细胞因子可以由许多不同的包括神经元和胶质细胞在内的脑细胞产生。免疫反应中神经激素的作用早已为人知，尤其是糖皮质激素的免疫抑制作用已得到广泛的应用。在鼠类肾上腺产生皮质酮以及在人类肾上腺产生可的松都是受ACTH刺激的结果。垂体切除能引起肾上腺萎缩，因为肾上腺依赖于垂体分泌的ACTH。皮质激素的含量升高能抑制垂体ACTH的分泌，而且同时关闭特异性下丘脑释放因子的产生，这正是调节垂体激素合成的机制。IL-1可抑制这些细胞产生催乳素。当静脉注射IL-1时，抗促皮质激素释放因子的抗体能封闭皮质类固醇激素的诱导产生。ACTH的合成增强可引起皮质类固醇的产生增多，继而引起巨噬细胞减少IL-1的产生。已经证明，IL-1也是神经分化因子和神经指导因子的诱导剂。这些因子能改变特殊神经元神经递质类型的利用。

临床上免疫紊乱性疾病中的一些神经内分泌介质的改变可能在发病机制中起着重要作用。正由于这些重要作用以及临床上使用单纯免疫抑制剂收效有限，我们有理由相信这将为今后探索免疫紊乱性疾病的发生机制提供新的研究方向，伴随而来的有关神经肽、内分泌肽拮抗剂的研制也将为某些免疫紊乱性疾病的治疗展示新的前景。

（三）新病种不断发现

由于有了许多风湿病特异而又敏感的试验方法，因此新的病种不断被发现。夏普 (Sharp) 1971年建立了抗RNP抗体检测方法，发现一种当时认为新的风湿病，即现在所谓的混合结缔组织病 (mixed connective tissue disease, 简称MCTD)。舒曼 (Shuman) 于1974年通过临床和免疫学研究发现一种需与进行性系统性硬皮病仔细鉴别的新风湿病即伴有嗜酸粒细胞增多的弥漫性嗜酸性筋膜炎。从20世纪50年代在非洲大陆发现获得性免疫缺陷综合征，称之为艾滋病 (AIDS) 以来，该病在非洲大陆迅速蔓延。同时随着国家间往来增加，直到现在仍然呈无法控制的态势并向非洲以外世界各国蔓延传播。随着我国对外开放30多年来，与国外交往日益频繁，艾滋病在我国迅速蔓延，我国艾滋病的发病率呈快速增加。艾滋病是一种慢病毒感染性疾病，由于体内长期持续形成抗原抗体复合物，以及组织受免疫缺损病毒 (HIV) 感染后，其抗原性受到修饰，体内继发自身免疫异常，从而引起自身免疫性病变，出现骨关节病、干燥综合征的特征。故20世纪90年代以来由艾滋病继发风湿病症状群日益受到人们的重视，它与慢性肝炎病毒感染继发引起风湿病症状群一样，严重危害着人们的健康及生存，这是我国医务工作者必须引起高度重视的问题。像艾滋病一样，近年来梅毒在我国呈急剧上升趋势，由梅毒引起的骨关节病及心血管病也必须引起医学工作者的高度重视，这样既有利于患者的及时合理治疗，又有利于风湿病专业工作者的鉴别诊断。

（四）新检查和诊断手段不断出现

1．诊断抗体

1982年Davies等首先从局灶性坏死性肾小球肾炎患者血清中发现抗中性粒细胞胞浆抗体。1989年Falk等用乙醇固定的中性粒细胞作底物，用免疫荧光法测定ANCA, 发现有两种染色类型。抗Sa抗体是1992年由加拿大学者Despres首先从一个名为Savoie的患者血清中发现的，它在类风湿关节炎患者中的阳性率为7％～61％，特异性为94％～98.9％。它在疾病早期出现，对疾病的早期诊断有帮助。由于自身抗体的产生导致多个系统损害。一般情况下SLE中的某些自身抗体在SLE症状表现之前的很长时间就已经产生。如88％的患者在SLE诊断之前的3.3年，血清中至少出现过一种自身抗体，如抗核抗体 (ANA)、抗磷脂抗体、抗Ro和抗La抗体出现在诊断SLE前的3.4年出现，抗 ds-DNA抗体在SLE诊断前的2.2年出现。抗Sm和抗核核糖核蛋白抗体则在诊断前1.2年出现，是最晚出现的先兆性抗体。一旦确立SLE的诊断，某些自身抗体可以作为疾病活动性或器官特异性表现的标志。狼疮性肾炎的患者硫乙酰肝素 (heparan sulphate, HS) 活性显著增强；SLE活动期及狼疮性肾炎的患者抗核小体抗体明显增高。患有SLE的孕妇，抗Ro抗体标识其子女患新生儿狼疮和先天性心脏传导阻滞的危险性显著增加，需要慎重监测。抗磷脂抗体与SLE孕妇流产、胎儿生长迟滞和早产密切相关，这类患者应加强抗凝治疗。另外，处于临床健康状态的孕妇若抗Ro和抗La抗体阳性，则其将来可能患有SLE和干燥综合征。抗磷脂抗体和抗核糖体P蛋白抗体可能是SLE中枢神经系统损害的先兆。

天疱疮的特征是自身抗体诱导表皮细胞的分离（棘层松解），这些自身抗体主要是针对角质形成细胞桥粒抗原的循环IgG自身抗体。抗桥粒核心糖蛋白 (desmoglein, Dsg) 3和抗Dsg1自身抗体分别是寻常型天疱疮和落叶型天疱疮的主要自身抗体。研究发现，抗Dsg1抗体在落叶型天疱疮发病前的几个月甚至几年即可检测到；同时，疾病活动性亦与这些自身抗体密切相关。因此，特异性自身抗体可能预示无症状性天疱疮患者。

系统性硬皮病的特点是组织纤维化、小血管病变以及对多种特异性自身抗体的自身免疫应答。系统性硬皮病疾病的初发起始于皮肤的受累，但亦有研究者认为应将雷诺氏症的出现作为硬皮病病程的起始点。但不管如何定义硬皮病临床症状的起始，自身抗体却在临床症状开始前即已经表达，而且这些自身抗体与硬皮病特异性临床表型密切相关。例如，抗着丝粒抗体与局限性硬皮病和CREST综合征有关；抗拓扑异构酶抗体预示弥漫性硬皮病和重症间质性肺病；抗RNA聚合酶抗体标识弥漫性硬皮病和肾脏损害以及患者预后不良；抗B23（核仁磷蛋白）抗体与硬皮病肺动脉高压有关；抗核纤维蛋白抗体说明患者病情严重，可能出现肌肉和心肺病变；抗PM-Scl（核蛋白复合体）抗体与硬皮病炎症性肌病有关；而抗U1snRNP（核RNA剪接体）抗体则表明硬皮病与其他自身免疫性疾病的重叠。

2．核磁共振和超声波检查

普通X像可显示类风湿关节炎的骨侵蚀，有助于类风湿关节炎的诊断和疗效观察，但它的敏感性低，应用价值有限。新的多维影像设备（如核磁共振和超声诊断）可显示软组织和骨骼的早期改变，能够使我们对早期类风湿关节炎的发病机制和治疗反应有更好的了解。一些研究证实，核磁共振可发现早期类风湿关节炎的骨侵蚀，在这一方面，它比X线检查更敏感。在应用静脉对照剂的情况下，核磁共振是一个检测滑膜炎的好方法。核磁共振测定的滑膜体积是一个判定临床活动度的敏感指标。因此核磁共振可用于类风湿关节炎的早期诊断和追踪观察。和核磁共振一样，近年来超声技术在类风湿关节炎中的应用也是热门话题。随着微处理系统、数字成像系统的改善和高分辨率传感器的出现，软组织和骨的超声成像更清晰。初步研究显示磁共振、CT和超声比普通X像更敏感，磁共振和超声敏感性相似，两者均优于CT。

3．诊断技术和水平的不断提高

在20世纪50年代，类风湿因子 (RA) 和狼疮细胞（LE细胞）曾对自身免疫性风湿病的诊断起到重要的推动作用。随着免疫生物学和免疫化学的进展，免疫活性细胞起源、分化和功能，以及免疫调控反应机制的实验研究，充分证实了这些疾病的发生是因机体免疫调节功能失调造成的。免疫化学研究已确定了参与风湿病致病的免疫分子结构、种类和功能，如类风湿因子、补体系统、细胞活性因子及白细胞抗原 (HLA) 等。免疫荧光技术、免疫电镜技术及单克隆技术的问世及应用，已肯定了造成这类疾病组织损伤的原因是免疫病理改变及致病物质（即免疫复合物），该种致病物质就是由自身抗体、补体及细胞因子组成的。通过免疫化学、免疫荧光技术及免疫电泳技术的综合应用，从而建立了免疫荧光抗核抗体、抗DNA抗体、抗ENA（可提取的核抗原）抗体谱（包括抗RNP、Sm、SSA/Ro、SSB/La、PM-1、Jo-1抗体等）。这就为风湿病的诊断、鉴别诊断及深入研究提供了特异性高的免疫学检查方法，并且对其研究也有巨大的推动作用。应用免疫荧光技术和酶标技术建立抗中性粒细胞浆自身抗体 (ANCA) 试验方法对韦格内肉芽肿及多种血管炎的诊断提供了较为敏感而相对特异性的血清学检查。该试验检查对于血管炎类疾病的诊断、鉴别诊断起到良好的筛选作用，是对血管炎类疾病研究的灵敏方法，目前国内不少医院开展了该试验。

医学免疫学研究的不断深化，发现新的细胞因子。就白细胞介素 (interleukin.IL) 而言，目前已发现30多种，并初步确定了它们各自的生物学功能，进一步确定了其他细胞因子如干扰素、肿瘤坏死因子等的生物效应，同时也阐明了各细胞因子间的相互调节及对整个免疫系统的调控作用，从而深化了对风湿病发病机制的了解，这无疑对风湿病的医疗实践起到良好的指导作用，如应用抗肿瘤坏死因子以及TNF-α单克隆抗体治疗类风湿关节炎，已获得初步疗效。

近年，由于分子免疫学的建立，发现了一类介导细胞间、细胞与细胞外起黏附作用的细胞表面糖蛋白，它们对胚胎发育和组织分化、正常组织结构的维持、炎症的发生、免疫应答、创伤修复和肿瘤的浸润、转移等多种病理生理过程均具有重要的作用。这类起黏附作用的生物分子称为黏附分子，其种类繁多，目前已知包括选择素家族、整合素家族、免疫球蛋白超家族、钙依赖黏附素等。它们的发现，对指导风湿病临床研究起到了重要的作用。

由于免疫遗传学的建立，业已肯定了人类白细胞抗原 (HLA) 对免疫反应具有调控作用。通过大量实验研究和临床研究证实，HLA与许多风湿病有相关作用，如强直性脊柱炎与HLAB27相关，对可疑的病例进行HLA表现型测定，即可辅助诊断。

（五）新的诊疗方法和观念不断应用于临床

1．治疗水平的提高

随着医学免疫学的发展，现已建立了许多敏感而特异性高的风湿病试验方法，因此使许多风湿病能够得到早期诊断和早期治疗。通过抗ENA抗体谱测定可以早期确定可疑性系统性红斑狼疮的诊断。通过cANCA的测定可以早期确诊韦格内肉芽肿，从而对这些疾病进行早期治疗，延缓病情的发展，达到改善预后的目的。对早期表现为骶髂关节炎的强直性脊柱炎患者进行HLA-B27定型，可以早期诊断，让患者早期进行功能锻炼和加强治疗，阻止病情发展，并能减轻致残的后果。

由于目前已认识到自身免疫病的组织损伤是由体内免疫失调造成的，因此通过纠正体内免疫失衡来治疗该病，这也是在治疗自身免疫病过程中始终贯穿的主线，可达到控制病情的效果。大多数风湿病患者治疗前体液免疫功能亢进，应用免疫抑制剂进行治疗，可使病情明显缓解，延缓疾病发展，从而延长患者的存活时间。患者体内体液免疫亢进是由于CD8+
 T细胞的功能缺损造成的，通过使用非特异性T细胞调节剂如左旋咪唑来提高CD8+
 T细胞的功能，可间接抑制体液免疫的亢进状态，抑制病变的活动性，改善患者症状和预后。目前应用对体液免疫抑制作用较强的糖皮质激素与T细胞调节剂联合用药，取得了较满意的疗效，同时亦大大减少了激素用量。应用小剂量免疫抑制剂和免疫调节剂，也可获得同样效益。

现代医学主要治疗手段：①肾上腺皮质激素。具有较快抑制免疫反应和较强的抗炎作用，是最常用的治疗药物。近年采用的激素冲击疗法提高了危重症的缓解率，但是激素也有不少副作用，导致肥胖、多毛、各种感染、高血压、青光眼、糖尿病、消化道溃疡、出血、精神症状、骨质疏松、股骨头坏死等。②免疫抑制剂。通过抑制免疫反应使自身抗体生成减少，用于大剂量激素治疗效果不佳或激素减量、病情复发或有心、肾、脑等重要器官受损的重症患者。近年来环磷酰胺冲击疗法或与甲基强的松龙配合的双冲击疗法、甲氨喋呤鞘内注射以及环孢霉素A、霉酚酸酯等药物的应用，使顽重症疗效有所提高，但毒副作用较多，可导致脱发、胃肠道反应、贫血、白细胞减少、血小板减少、肝肾功能损伤、月经紊乱或闭经、并发各种感染等。另外，环孢菌素A、霉酚酸酯价格昂贵，应用受到一定限制。③丙种球蛋白。大剂量球蛋白静脉注射通过抗体封闭作用治疗用激素和免疫抑制剂不能控制的难治性患者，国内外均有成功经验。但此法对不同的患者疗效上也有差异，有一定副作用。④血浆置换、双重滤过、血浆吸附。能迅速减少血液中的抗体和免疫复合物，较快改善病情，但仍属短期缓解病情的权宜疗法，需和激素及免疫抑制剂配合应用。也有并发感染、凝血障碍、水和电解质失衡等副作用，而且价格昂贵。⑤骨髓移植和干细胞移植在治疗自身免疫性疾病中已展示了良好的前景。对严重的、难治性自身免疫性皮肤病可给予造血干细胞移植的治疗方法，经动物试验、临床观察，20世纪90年代中期造血干细胞移植正式用于治疗严重的自身免疫性疾病，其中包括系统性硬皮病、系统性红斑狼疮、类风湿关节炎、青少年反应性关节炎。对现有的病历资料分析，造血干细胞移植有效、可行。目前，仍在开展大型、多中心、随机、对照试验及长期随访，比较造血干细胞移植与常规治疗的安全性和疗效。基因疗法尚在初步临床试验研究中。

2．治疗观念的改变

随着对疾病认识的不断深入，人们对自身免疫病的治疗策略也在不断变更。以类风湿关节炎为例，在十几年前联合治疗还被视为仅适用于严重类风湿关节炎的非常规疗法，而现在几乎所有风湿病医师都在应用联合治疗。这种观念上的转变部分得益于下列三个方面的进展：①提倡进行积极的防御性治疗；②许多患者可接受联合治疗；③对不能控制的进展，应采取积极的联合治疗。早期流行病学研究提示大部分类风湿关节炎患者的病情迁延，对治疗药物反应不佳，长期预后不好，会导致关节畸形、功能受损及寿命缩短。而且大部分关节侵蚀都发生在头1～2年。药物治疗可延缓病情发展，但一般不能恢复已经破坏的关节，因此提倡在关节尚未被破坏之前进行积极的防御性治疗。研究表明，单一病情缓解药物仅能使不足2％的患者病情缓解；持续应用病情缓解药物确实能延缓病情进展；现在使用的药物如羟基氯喹、柳氮磺胺吡啶及甲氨蝶呤有更好的疗效／毒性比，特别是甲氨蝶呤长期应用疗效好，毒性低，患者耐受性好。在治疗高血压、肿瘤等疾病时，一种药物疗效不满意，同时应用多种药物几乎已成惯例。而类风湿患者很少有完全缓解的，因而许多患者可接受联合治疗。近几年几家长期（5～10年）临床观察结果显示尽管疾病活动度包括关节压痛、关节肿胀、晨僵、握力以及血沉均有改善，但放射学检查显示疾病仍在进展。提示部分控制炎症并不能控制放射学改变的进展，应采取积极的联合治疗。

3．生物治疗的引入和基因治疗的展望

自身免疫性疾病大部分病因不明，对患者的危害较大，缺乏有效的治疗措施。近几年方兴未艾的生物治疗，在一些重要的作用靶点进行阻断，为解决这一难题带来了新的希望。生物治疗指用生物制剂选择性地针对免疫系统中参与炎症反应的细胞或分子而达到治疗目的。它可分为非特异方法和特异性方法。非特异方法能选择性地针对参与免疫应答的细胞亚群或生物介质，通过清除异常活化细胞，下调致炎细胞因子水平，从而抑制过度的免疫病理反应，改善临床症状。采用基因治疗、单克隆抗体、可溶性多肽（细胞因子片断或可溶性受体）、免疫毒素 (imnunotoxin) 和免疫配体 (imnunoligands)。免疫毒素为由能与细胞结合的导向成分（细胞因子或单克隆抗体）和植物或动物毒素结合而成的细胞毒制剂；免疫配体是将膜受体的细胞外部分与免疫球蛋白的Fc段融合在一起构成的可溶性蛋白。依坦奈塞 (entanercept)，商品名恩博 (enbrel)，是由美国惠氏白宫和Immunex推出的一种治疗类风湿关节炎的可溶性TNF-α受体融合蛋白。它是由TNF-α受体蛋白的膜外区与人IgG1的恒定区 (Fc) 段融合蛋白构成的二聚体。依坦奈塞可结合血清中的可溶性TNF-α及TNF-β，由此阻断两者与细胞表面TNF受体的结合，抑制由TNF受体介导的异常免疫反应及炎症过程。依坦奈塞含934个氨基酸，其半衰期为115h。另一项临床观察发现，经正规MTX治疗（每周15～25mg）6个月仍处于活动期的类风湿关节炎患者，合并应用依坦奈塞25mg，每周2次，24周后71％的患者达 (ACR) 20％有效标准，而MTX与安慰剂合用的对照组则仅有27％有效。Infliximab (RemicadeTM,CA2)是美国Centor药厂生产的一种人鼠融合TNF-α单克隆抗体。该抗体可变区 (Fab′) 为小鼠蛋白，而Fc则为人的蛋白序列，因此，其抗原性较小。Infliximab可特异性地结合可溶性及膜结合型TNF-α，从而抑制TNF-α引起的免疫及炎症反应。迄今为止，已进行了至少6次多中心随机双盲临床观察，结果有效。临床观察也发现，Infliximab使类风湿关节炎患者上呼吸道感染、鼻炎、咽炎及头痛的发生率增加，其他不良反应有腹泻及头晕等。迄今的报道提示，Infliximab并未增加肿瘤的发生率。

骁悉（mycophenolate mofetil, 霉酚酸酯）是一种新型免疫抑制剂，其活性成分为次黄嘌呤5’磷酸脱氢酶抑制剂——霉酚酸，后者则是三磷酸鸟苷 (GTP) 合成的限速酶。由于激活的T、B淋巴细胞的增殖高度依赖于嘌呤合成途径，而其他细胞则可通过替代途径增殖。因此，骁悉可选择性抑制淋巴细胞的增殖，除此之外，骁悉尚可抑制新血管的形成、抗体的产生及淋巴细胞表面糖蛋白分子（如黏附分子）的表达。近年来多数临床观察发现：骁悉1.5g/d，2～3个月后改为1.0g/d，连用4～6个月以上可显著改善系统性红斑狼疮患者的临床症状及实验室异常。骁悉对IgA肾病的治疗作用优于泼尼松，骁悉治疗可使患者的蛋白尿减少、血脂减低及血浆白蛋白升高，其改变程度优于泼尼松治疗的患者。临床观察发现，骁悉的不良反应主要有恶心、消化不良、感染、白细胞减少及转氨酶增高等，但比较少见，发生率远低于环磷酰胺。

他克莫司 (tacrolimus, FK506)是真菌的代谢产物，其结构与大环内酯类抗生素相似。他克莫司口服吸收缓慢，半衰期为8.7h，其免疫抑制机制与环孢菌素A类似，但作用更强。它在比环孢菌素A低10～100倍的浓度下即具有抑制IL-2，IL-3及IL-4产生的作用。该药主要作用于淋巴细胞，是T淋巴细胞活化的抑制剂，尤其具有很强的抑制细胞因子、炎性介质及组胺释放的作用。

特异性方法针对三分子复合物Ag/MHC/TCR, 选择性地干扰致病抗原的递呈过程，特异地终止机体对特异病原体或自身抗原的反应，而不削弱机体正常的免疫反应。可采用：①T细胞疫苗 (T cell vaccination)；②口服免疫耐受 (oral tolerance)；③可溶性多肽 (solublepeptides)。

T细胞疫苗：早期动物实验提示，用灭活自身反应T细胞克隆作“疫苗”，注射给尚未发生自身免疫反应的动物，可以出现针对该T细胞受体的免疫反应。更新的研究则分离此类T细胞受体或其主要结合序列，并用来诱导主动免疫。

口服抗原诱导免疫耐受也是一种值得探索的方法。临床已用该法治疗过敏性哮喘﹑过敏性鼻炎﹑特应性皮炎，取得实效。用该法治疗多发性硬化、类风湿关节炎、糖尿病及葡萄膜炎等几种自身免疫病已进入临床研究阶段。

可溶性多肽：T细胞发生反应不仅需接受被递呈的抗原多肽刺激，同时需要MHCⅡ类抗原参与，即所谓MHC限制。因此，若能阻断自身抗原多肽与抗原递呈细胞（如巨噬细胞）的MHC分子结合，就能防止T细胞被激活。MHC阻断剂是指竞争性与MHC结合但不触发T细胞增殖的多肽，有阻止特异性免疫反应的作用。以上两种方法，通过抑制特异性自身反应T细胞达到治疗目的。关键在于起病初期及早使用，随着病程进展，治疗成功机会减少。近年来，TCR多肽疫苗已试用于类风湿关节炎的治疗，并取得了较好的疗效。国外一项多中心随机双盲对照临床研究对99例类风湿关节炎患者予以TCR3种多肽混合的疫苗IR501治疗。两种剂量均明显改善了患者的关节肿痛及晨僵等临床症状，并未引起不良反应发生。研究者认为，TCRVβ疫苗可能是一种有希望的类风湿关节炎生物治疗的有效药物。值得注意的是，我国的类风湿关节炎患者的TCRV亚型不同于西方人，上述TCR多肽IR501并不一定完全适用于我国的类风湿关节炎患者。T细胞的激活在通过受体识别抗原决定簇的同时，还要接受刺激信号。若未收到辅助刺激信号，T细胞就不会被激活。中断辅助刺激信号为抑制自身免疫反应提供了另外一条途径。该法优点是不需鉴定致病特定抗原，但有普遍抑制免疫和炎症反应的缺点。

治疗自身免疫病的另一可能途径，是调节TH1和TH2的平衡，使T细胞向破坏性较少的TH2分化。给予特定细胞因子或其抑制剂，将能取得这种效果。由于细胞因子网络的复杂性，该领域的研究才刚刚起步。生物治疗最新进展：已投入临床的如抗CD4单克隆抗体，效果有的并不非常理想。新近面市的infliximab（抗TNFα抗体）和etanercept（可溶性P75TNF受体与IgG1的Fc段所构成的免疫配体），ImmunexBMS、Amevive、ABXIL8等炎症性细胞因子抗体，细胞活化重要标记的抗体和配受体制剂等，临床效果不错。总之，生物治疗和基因治疗的研究任重而道远，但充满希望，它很可能成为治疗免疫紊乱性疾病的主流药物。自身免疫病的治疗目标：①恢复丧失的功能，如给胰岛素依赖型糖尿病者补充胰岛素以替代损伤的胰岛β细胞功能，但这类治疗需终生维持；②通过药物抑制自身免疫反应的致病性而达到治疗自身免疫病，主要有抗代谢药、糖皮质激素及抗炎药，这些药物的副作用已是众所周知。目前，针对自身反应性辅助T细胞的新疗法正在形成，包括T细胞疫苗、MHC阻断剂、刺激阻断剂 (costimulating blockage)、调节TH1/TH2比例、调节Treg的数量和功能以及口服抗原诱导免疫耐受等。相信随着人类基因功能及相互影响的逐步阐明，将有可能用这种方法在人群中进行普查。此外，环境因素也是自身免疫病不可忽视的诱因。避免环境中的危险因素是最经济的预防措施。






【思考题】



1．讨论自身免疫性疾病与人类进化的关系。



2．试述自身免疫性疾病与人类机体免疫防御功能之间的关系。



3．试述自身免疫性疾病的发病机制与治疗策略之间的关系。



4．试述自身免疫性疾病的生物治疗的非特异方法和特异性方法。
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（郑　敏）


第十一章　内科领域的心身疾病



摘　要
 　心身疾病也称心理生理疾病，是一组与精神紧张状态有关的躯体疾病。在这组疾病中，心理因素贯穿于疾病的整个过程，从病人发病前自身具有的疾病倾向，即易罹性，到直接发病、转归、预后，每一个阶段都与心理社会因素相联系。



心理社会因素（应激）是导致发病的种子，通过合适的土壤（如个性因素、价值观、情绪等），最后发展成为心身疾病（结果）。在这个从种子到结果的过程中，其生长过程（生物中介机制）也是研究的重点。



应激的生物中介机制与下丘脑—垂体—肾上腺轴、蓝斑—去甲肾上腺素／自主神经系统、下丘脑—垂体—性腺轴、下丘脑—垂体—生长激素轴、下丘脑—垂体—甲状腺轴等其他神经—内分泌系统以及免疫系统和凝血系统有关。



根据《中国精神障碍分类与诊断标准第3版》的分类，心理因素相关生理障碍指一组与心理社会因素有关的以进食、睡眠及性行为异常为主的精神障碍。




Abstract
 　Psychosomatic disease also known as psychophysiological diseases, are a group of physical disease related to nervous state. In this group of diseases, psychological factors penetrate the entire process of the disease, from the liability of patients before the onset of the disease, to direct the incidence, outcome and prognosis, each of the stages is linked to psychological and social factors.



Psychosocial factors (stress) is the seeds, through the appropriate soil (such as personality, values, emotions, and so on), and finally develop into a psychosomatic disease (the result). From seeds to outcome of the process, the growth of its (biological intermediation) is the focus of the study.



The biological mechanisms of stress is linked to the hypothalamus-pituitary-adrenal axis, the blue plaque-norepinephrine / autonomic nervous system, the hypothalamus-pituitary-gonadal axis, the hypothalamus-pituitary-growth hormone axis, the hypothalamus-pituitary-thyroid, other neural endocrine system, immune system and clotting system.



According to the the Chinese Classification and diagnostic criteria of Mental Disorders, Version
 3, Physiological disorders related to psychological factors refer to a group of mental disorders characterized by the abnormality of eating, sleeping, and sexual behavior related to psychosocial factors.



 第一节　概　述

心身疾病 (psychosomatic disease) 也称心理生理疾病 (psychophysiological disease)，是一组与精神紧张状态有关的躯体疾病。在这组疾病中，心理因素贯穿于疾病的整个过程，从病人发病前自身具有的疾病倾向，即易罹性，到直接发病、转归、预后，每一个阶段都与心理社会因素相联系。

随着医学模式从生物学模式逐步转变为社会—心理—生物学模式，对心身疾病的研究也越来越重视，被认为与心理社会因素关系密切的躯体疾病种类也越来越多。

目前公认的主要心身疾病有：原发性高血压、冠心病、胃及十二指肠溃疡、神经性厌食、神经性贪食、神经性呕吐、过敏性结肠炎、直肠刺激综合征、支气管哮喘、偏头痛、遗尿症、过敏性膀胱炎、原发性痛经、功能性子宫出血、功能性不孕症、性冷淡、经期紊乱、晕动症、复发性口腔溃疡、神经性皮炎、痤疮、斑秃、荨麻疹、慢性湿症等。

心身医学 (psychosomatic medicine) 是一门研究心理因素和社会因素与人体健康和疾病之间相互关系的学科，这是一门跨学科的边缘科学。作为一门正在发展中的年轻学科，其主要研究内容可以概括地描述为：心理社会因素（应激）是导致发病的种子，通过合适的土壤（如个性因素、价值观、情绪等），最后发展成为心身疾病（结果）。在这个从种子到结果的过程中，其生长过程（生物中介机制）也是研究的重点。

近年来，行为科学、神经内分泌学、神经生物学、神经免疫学等方面的进展，为我们讨论这个过程提供了更多的科学依据，使研究和实践有了更广阔的天地。


 第二节　心身医学的基础概念与基本理论

一、应激与反应

从单细胞到人类，都有接受外界刺激并作出反应的能力。在日常生活中，物理的、化学的、生物性的、语言和文字的刺激都可引起人的反应，这种反应包括生理反应和心理反应。它们对机体的意义被理解之后，就构成了精神刺激。

自1930年以来，各学科由于研究领域及目标的不同，对应激 (stress) 的认识存在差异。目前认为应激是各种刺激作用于个体，使其生理或心理的内稳态受到干扰，个体努力维持内稳态的动态过程，是应激源到应激反应多种中介因素相互作用的过程。

个体为对抗应激源的影响，表现出一系列生理、心理和行为动态变化。

塞里 (Selye) 认为，不论外界何种刺激，作用于机体后，机体均会产生一种非特异性的“一般适应综合征”，可分为三个发展阶段：第一阶段为警觉期，表现为肾上腺活动增强、血压升高、脉搏和呼吸加快和心、脑、肺和骨骼肌血流量增加以及血糖增加、应激激素增加。此时，机体尚未产生适应性；第二阶段为抵抗期，机体动员全身的防御机制，通过提高体内的结构和功能水平以增强对应激源的抵抗程度，表现为肾上腺皮质变小、淋巴结恢复正常和激素水平保持恒定；第三期为衰竭期，如果刺激超强且持续存在，机体抵抗力下降，较高的皮质醇水平对循环、消化、免疫等系统产生影响，机体即可出现各种疾病。

参照塞里的生理应激过程，心理应激也可分为三个阶段。第一阶段为唤醒阶段，个体出现警觉，采用各种应付手段，以满足应激的要求；第二阶段为抵抗阶段，个体加强自我心理防御机制，进一步抵抗应激。在此阶段，个体会有心身障碍的症状和轻微心理异常表现；第三阶段为衰竭阶段，面临连续的极度应激，个体应对手段开始失败，自我防御手段的不适应，常常出现心理失代偿表现。如果应缴持续存在，会进入心理全面崩溃的阶段，甚至会出现死亡。当然，更常见的代偿失调是逐渐的、长期的过程。另外，通常在代偿失调前，就开始运用生理的和心理的治疗手段，这些手段可能会增加个体的适应能力，使失代偿过程得到重新的调整。

另外，还有社会文化的失代偿。在面临战争、经济问题和超过顺应能力的其他内外部应激源时，社会和团体也会经历不同程度的代偿失调，经常企图依赖极端方式以维持组织和防止组织的瓦解。

塞里将应激分为两类：良性应激 (eustress) 可以使人振奋、增强动力，带来益处；不良应激 (distress) 包括悲痛和苦恼等，若处理不当可导致疾病发生。

二、社会心理应激

人是社会生活的高等生物，具有一定的社会属性，其行为和心理活动受社会因素（包括家庭、工作学习环境以及社会环境因素）的影响和限制。例如，婚姻危机、家庭经济困难、丧偶、工作负担过重、职业变换等以及严重的自然灾害，如地震、飓风、水灾等突然发生；城市人口剧增，交通事故、环境污染以及现代快节奏生活等都可能成为应激源而产生心身疾病。

近年来，社会环境因素对心身健康影响的研究也有了许多发现。

（一）应激来源

凡需要个体动员自身的心理生理资源或外部资源进行调节，重新加以适应生活境遇变化和环境改变的都可以认为是社会心理应激源。具体可分为：

1．恋爱婚姻及家庭问题

主要包括恋爱受挫、夫妻长期异地分居、一方或双方有外遇、配偶患病、夫妻关系不合导致分居或离婚、配偶死亡等；而家庭内部矛盾还包括两代成员之间的矛盾等；此外，家庭经济收入低下或者管理方法上的矛盾、家庭内有需要长期照顾的患者、残疾人或精神病患者等，以及家庭成员间宗教信仰或社会政治观点、教育子女等方面的重大分歧也使家庭成为慢性应激的来源。

Blair等在研究神经性厌食和神经性暴食患者时发现，这些患者的家庭往往具有情感表达困难并缺乏解决实际问题的能力。而Waldron等从婚姻状态的角度分析社会因素与心身疾病之间的关系发现，24～34岁而未结婚的女性比离婚或分居的女性有更高比例和更多的躯体健康问题，而年龄较大的女性中，则离婚或分居的女性有更多的躯体健康问题。Rodgers等在进行非癌症性慢性疼痛家庭因素研究中发现，家庭因素是产生这些症状的原因之一。

从这些文献资料中可以发现，家庭因素对心身疾病的发生具有非常重要的影响。随着社会变迁、家庭稳定性和家庭矛盾的发生，心身疾病的发生也会增加。

2．职业（学业）问题

现代社会中，职业稳定性越来越差，转换职业（跳槽）越来越频繁，这本身就可以构成应激来源。此外，在职业（学业）的环境中，与上下级（老师）或同事（同学）的人际关系长期紧张，晋升、晋级受挫，职业（学业）负担过重，主观愿望或现实要求超出了本人的实际能力，对职业（学业）不满意但无法改变，工作频繁调动，受到处分，对从事的职业（学业）毫无兴趣等，都可以成为应激源。

Arnetz等认为，从事与高科技工具，如移动电话、计算机、电脑网络等有关工作的人员，由于面对大量的信息以及缺乏应对工作的能力，常产生诸如睡眠障碍、心身压力和躯体化等症状。

某些特殊的工种同样可以对从业者带来心理的压力并导致生理功能的变化，从而产生心身障碍。Engels等对从事护士职业者进行了研究，并认为躯体肌肉疼痛、头痛、烦躁等心身症状与其职业因素有关。而Sluiter在研究司机工作后发现，职业因素可以导致心身症状、睡眠障碍和情感表达障碍。除了职业因素以外，失业对心身健康的影响同样也是目前关注的问题。Varela的研究发现，失业者中抑郁症、恐怖症、厌食／贪食症、腰背疼痛和胃肠道功能紊乱的发生率非常高。

从这些文献资料中可以发现，目前职业因素越来越在心身疾病的形成和发展过程中扮演了重要的角色。

3．社会环境因素

我们都生活在社会环境中，无法避免或逃避社会因素对我们心身的影响。同样，社会环境因素已经成为心身疾病的重要发病原因，即成为应激源。家庭迁徙导致的环境变化、自然灾害与人为灾害，如战争、洪水、地震、空难车祸、种族歧视、经济萧条、传染病大规模传播等等，都可引起急性应激反应或慢性精神抑郁。

Sasaki等发现，家庭住址迁徙可以引起睡眠障碍和其他的心身疾病症状，如进食障碍等。因此，他认为家庭环境变化是引起心身疾病的因素之一。Wright等认为，哮喘这样的心身疾病明显受到社会心理因素的影响，社会和家庭支持比较好、生活压力较少的患者就可能减少发病次数。Levi通过综合许多文献后认为，社会心理因素可以通过身体器官而产生躯体化症状并导致心身疾病的发生。Deshields等认为：临床上慢性疼痛患者应考虑有社会适应功能不良的可能性，但这些患者可能并不出现明显的抑郁或焦虑症状。

同样，心身医学的研究也涉及社会文化背景和性别差异的因素。Bekker等通过研究荷兰人和日本人的心身疾病状态后认为，由于文化背景的不同，人们对疾病的态度、关注程度、生活环境和价值观念等也不同，从而反馈到心身疾病的发生率的差异。Brezinka等发现，在基本疾病程度相同的情况下，女性比男性有更多的躯体功能失调和心身症状出现，并可能与其有较高的社会依赖有关。而Stenberg等的研究则认为，女性比男性可能有更高的心身疾病发病率，究其原因可能与社会对女性的要求的差别有关。

4．个人特殊境遇

个体先天或后天的缺陷，如某些遗传病、精神病、难治性疾病，被虐待、遗弃、强暴，事业失败、经济破产、政治冲击与法律纠纷等，都可能成为重要的应激源。

（二）生活事件及量表评定

其实，社会生活中的任何重要事件都可以成为应激源。从1967年开始，Holmes等将生活过程中对人们情绪产生不同影响的事情称为生活事件，并加以量化，制定了社会再适应量表 (social readjustment rating scale, SRRS)。在SRRS量表中，生活事件共43项，如丧偶定为100分，离婚为73分。Holmes等人对5000人进行了调查，发现生活事件得分的多少与疾病发生明显有关。若第一年得分为150分以下，提示第二年基本健康；150～300分，第二年有50％可能性患病；300分以上，第二年患病的可能性增加到70％。与生活事件有关的疾病有心肌梗死、糖尿病、多发性硬化等心身疾病。

由于文化背景的不同会导致应激源的意义的差异，各国对生活事件的理解是不同的。我们无法单纯地套用外国的经验来判断我国的情况。因此，我国学者对生活事件引起心身疾病的产生进行了研究。张明圆等1987年编制了我国的生活事件量表 (LES)，并制定了中国的常模。LES共65项目，包括职业、学习、恋爱和婚姻、家庭和子女、经济、人际关系等方面常见的生活事件，并根据不同的年龄给予不同的分值。

（三）影响应激反应的相关因素

影响应激反应的因素一方面是应激源的性质、强度和持续时间，如果该应激源对一些个体来说是事关重大的事件，历时长久，其对个体的生理、心理的损害必然巨大。另一个重要的因素就是个体对应激源的认知和评价。这种认知则受个体的性格特征，价值观，既往经历、社会支持等多种因素的影响。个体常会根据应激的严重程度以及应付能力去评估应激源。另外，应激反应还可因个体当时的心理生理状况（如疲劳、情绪状况、躯体疾病等）而不同。下面主要对个体对应激源的认知因素作具体的分析。

1．个性因素

在日常生活中，我们可能意识到有些个性的人容易患心身疾病，或者说，有些疾病的患者比较具有自己的个性特点。这就是心理素质与心身疾病关系的问题。多年以来，对此曾经有过许多的研究，获得了一些启发性的结果。例如，人们发现A型行为者以个性强、过分的抱负、固执、好争辩、紧张、具有攻击性为特点，而容易发生冠心病、心肌梗死、高血压等疾病。近年的研究也发现了一些心理素质与心身疾病之间的联系。

Kampe等认为，心身症状之一的夜间磨牙行为者具有较明显的焦虑和社会交往障碍。而Mongini等采用明尼苏达多项人格调查表 (MMPI) 等心理学工具对20名头疼患者进行了研究，发现这些患者具有焦虑和癔症个性特点，并对治疗效果产生影响。他们发现，具有癔症个性者往往治疗效果较差。而具有神经质和高敏感性特点的1型糖尿病患者更容易出现肾功能障碍。心血管疾病患者的心理素质则被发现具有焦虑、抑郁和更强烈的攻击性。Shapiro PA的研究也证实了心血管疾病患者在个人性格方面具有抑郁、焦虑和敌意的特点。这些心理特点还对疾病的严重程度和预后产生影响。在对功能性消化不良患者进行的研究中，Kawakami等发现，这些患者的心理素质表现为疑病和歇斯底里的特点。在多项研究的基础上，Selic等得出这样的结论：心身疾病的患者往往在心理素质方面存在一些负性的心理特点，在生活环境中处理应激事件时容易出现不恰当的方式，并可能缺乏合适的社会支持。

2．其他因素

除了个性因素（心理素质）以外，个人经历、价值观、可利用的社会支持等也影响应激的个人认知与评价。当然，个人认知水平，包括智力发育水平、受教育程度及是否有足够的应对技能等也决定了个人对应激源采取的应激反应。

人本主义心理学家马斯洛将人类的需要分为五个层次，即生理需要、安全需要、爱的需要、尊重的需要和自我实现的需要。生理需要是一切需要中最基本的，是个体生存的所必需的，包括空气、水、食物、睡眠等；安全需要也是基本的需要之一，防御是动物与人类普遍的本能，生活在缺乏起码的安全保障环境中的人和动物，其食欲、性欲都会受到明显的抑制；个体不能脱离社会，人类需要有所交流，有所归属，有所凝聚，因此就有社交与爱的需要，有父母爱、朋友爱和性爱的需要；而社会公认与尊重的获得、个人理想的自我实现这类纯社会性的、高级的需求则是在以上一些较低级的需要得到基本满足后才为人们所追求的。

因为人类有获得新的生理需要与精神需要的欲望，这就成为推动人类去从事某种有目标的活动的内部刺激，即行为的动机。而动机就是唤起、推动与维持行为去达到一定目标的内部动力。动机的产生源于个体需要与主观愿望，但动机的实现还有受到许多客观环境条件的限制。个人利益与团体利益、主观愿望与客观现实条件等冲突常导致动机冲突或受挫。而需要不能得到满足、动机行为在实行过程中受挫，就会产生应激反应。由于在现实社会中，每个人已经获得的满足的层次是有明显差别的。因此，同样的社会环境或遭遇可能对不同的人产生完全不同的，甚至是截然相反的结果。

三、心身疾病形成中的生物中介机制

应激是生活中的常见状态，与躯体健康的维持或疾病的产生关系密切。当面对应激时，躯体的各种调节系统被激活，从而增强机体适应内外挑战的能力。适应性反应可以是特异性的，也可以是一般的，即非特异性的。

对物理和心理刺激的应激反应主要取决于个体的解释 (interpretation) 和个体有效处理应激源的能力，同时与社会背景、社会地位、遗传因素、性别、发育阶段和个体的生活经历也密切相关。早年的经历能成为个体终生的生理应激反应固定方式。

应激时的生理变化有助于机体适应应激的需要和维持内环境的稳定，从而在短期内对机体起保护作用；相反，长期如此便会导致损害，并最后会产生严重的应激相关疾病，如糖尿病、高血压、肿瘤和心血管疾病。应激的中介机制与以下系统有关。

1．下丘脑—垂体—肾上腺轴

下丘脑—垂体—肾上腺轴是机体重要的控制和调节系统。HPA轴功能的失调与心身疾病和精神病性障碍密切相关。例如，HPA轴功能的亢进在重症抑郁时常会出现，同时似乎也与感染性疾病、心血管疾病和麻醉剂的自我给药及苯丙胺成瘾的易感性相关；HPA轴功能亢进也可见慢性酒中毒及酒和镇静剂戒瘾过程中。而HPA轴的功能低下则与一些自身免疫性疾病相关，如红斑狼疮、多发性硬化、神经性皮炎、纤维肌痛、慢性疲劳综合征、类风湿关节炎。有趣的是：当个体面对不可控制的状况而出现无助感时，下丘脑—垂体—肾上腺轴会被激活；而当个体面对通过努力而能控制的状况时，被激活的却是交感—肾上腺—髓质轴。

2．蓝斑—去甲肾上腺素／自主神经系统

蓝斑—去甲肾上腺素／自主神经系统的激活导致脑部神经网络的去甲肾上腺素神经递质的释放，导致觉醒度升高、警觉和焦虑增加。杏仁核／海马复合体和中脑皮层以及中脑边缘多巴胺系统（与前额皮层相连）等主要的脑系统能被应激系统激活并影响其活动。肾上腺素（和少部分去甲肾上腺素）是从肾上腺髓质释放的，而去甲肾上腺素是交感神经系统的交感神经末梢释放的。在静息状态下，肾上腺髓质仅释放低水平的儿茶酚胺入血；而在应激期间，肾上腺髓质大量地分泌儿茶酚胺（其量可达整个循环去甲肾上腺素量的35％），而其余部分则从交感神经末梢被释放入血。儿茶酚胺因此被运输到全身而对器官系统产生作用（除部分具有完整血脑屏障的中枢神经系统外）。

3．其他神经—内分泌系统

除下丘脑—垂体—肾上腺轴和下丘脑—垂体—肾上腺轴两大轴系统外，还有其他一些神经—内分泌系统也参与应激反应。在应激时，下丘脑—垂体—性腺轴功能受到抑制。下丘脑—垂体—生长激素轴是被激活还是受到抑制则主要取决于应激源的类型，如在身体锻炼、疼痛、手术、出血、低血糖，和有时面对心理应激任务如算术、演讲、考试或跳伞时，导致生长激素的释放；相反，当面对诸如寒冷、脱水、电休克、行动受限制时，血浆中的生长激素水平下降。能导致生长激素的释放的应激源也能激活下丘脑—垂体—催乳素轴释放催乳素。在急性应激时，下丘脑—垂体—甲状腺轴的功能受到抑制，以便保存能量资源求生和维持内环境的稳定。

4．免疫系统和凝血系统

应激对免疫功能的影响是双向的，急性应激起增强作用，而慢性应激则主要起抑制作用，这和其他研究发现CRH、儿茶酚胺和交感神经激活对免疫系统既有激活作用，也有抑制作用相一致；慢性应激对细胞免疫和体液免疫均有有抑制作用。在应激状态下，血液处于高凝状态，这使患心血管疾病的风险大大增加。


 第三节　常见心理生理相关生理障碍的诊治

根据《中国精神障碍分类与诊断标准第3版 (CCMD－3)》的分类，属于心理因素相关生理障碍的疾病中，有进食障碍、睡眠障碍和非器质性性功能障碍等。本节，我们简单介绍有关睡眠障碍和进食障碍的诊断和治疗情况。

一、睡眠障碍

1．睡眠的生理分期

睡眠是人的基本需要之一，人的一生有1/4～1/3的时间是在睡眠中度过的。睡眠可分为两个不同时相或状态，它们有规律地周期出现。①眼快动睡眠，也称快波睡眠。此阶段不仅有眼球的快速水平方向的运动，还有大约80％的人从眼快动睡眠醒来时会诉说鲜明生动的梦境，他们全身肌肉松弛，肌张力消失；脑电图显示此期为低电压快波，与觉醒时相似；有显著的生理波动，如体温和代谢率的升高，心悸、血压、呼吸等也有明显改变。②非眼快睡眠期，也称慢波睡眠，是指此期没有眼球的快速运动，但仍然保持一定程度的肌张力，脑电图波随睡眠深度而不断变慢。此期可分为四期：浅睡眠期，中度睡眠期，深度睡眠期。成人每隔90～120min会有两个时相睡眠的周期出现，每夜有4～6个睡眠周期，每个周期持续约90min。

2．睡眠障碍临床表现及治疗

睡眠障碍可分为四类：失眠；睡眠过度；醒睡时间排列障碍；睡眠有关的功能障碍。其中醒睡时间排列障碍是近年来认识的，这些患者能深沉地睡眠，但不是在预期的时间里睡眠，这与人的生物钟节律失调有关。

（1）失眠　失眠是指各种原因引起的睡眠不足，可有入睡困难、频繁醒转和早醒等形式。其原因主要有：生物因素（包括环境、口服兴奋性物质）、躯体因素（包括各种疼痛、瘙痒、剧烈咳嗽、气急、频繁夜尿、心悸等）、精神因素（包括焦虑、恐惧、兴奋等）、药物因素（包括中枢兴奋药物以及催眠镇静药撤药所至的“反跳性失眠”）等。

失眠的治疗原则主要是：注意睡眠卫生，改善卧室及周围环境，调整作息时间，减少或停止烟、酒、茶、咖啡的摄入；检查有无原发疾病，如有应首先处理原发疾病；有选择地运用心理治疗；合理使用安眠药物。

（2）睡眠过多　此类睡眠障碍常不被重视，事实上睡眠过度不但是疾病的症状，其中有些类型（如睡眠呼吸暂停综合征）还会引起心脏病发作而突然死亡。①发作性睡病是一种与眼快动睡眠异常表现有关的白天过度睡眠的一种综合征。此时眼快动期异常表现有猝倒症、睡眠瘫痪和入睡前幻觉。治疗上可用中枢兴奋剂，如哌甲酯、苯丙胺及匹莫林等。近年来有学者提出5-羟色胺重摄取抑制剂对发作性睡病有效。②睡眠呼吸暂停综合征：如果白天有过度睡眠，则睡眠时极强的鼾音提示有呼吸道的阻塞和呼吸暂停发作。可有醒后不清晰感，夜间出汗，短暂的记忆丧失、早晨头痛等表现。患者一般为中等肥胖。实验室检查发现，睡眠呼吸暂停时血氧饱和度明显降低。治疗前应做仔细检查，如果睡眠呼吸暂停继发于颈、喉部疾病，应设法解决梗阻因素。如为中枢性睡眠暂停，使用中枢兴奋剂是唯一的治疗方法，但禁用镇静催眠药。③Kleine Levin综合征：又称“周期性嗜睡综合征”。本症主要见于10～20岁的男性，特点是周期性嗜睡，一天睡眠可达18个小时以上，连续发病数日至数星期。与嗜睡同样出现的是贪食。部分患者还可以伴有兴奋、易激惹，有言语散漫与幻觉等症状。发病原因目前认为与下丘脑有关。用苯丙胺等中枢兴奋剂治疗有良好效果。

（3）与睡眠有关的功能障碍　①睡行症：俗称夜游症。患者在睡眠中起立行走、穿衣、进食，甚至有更加复杂的行为。多发生在睡眠的深睡眠期。需要排除癫痫的精神运动性发作。治疗可选用地西泮、中枢兴奋剂等，但任何一种药物不是普遍有效。②夜惊：常见于儿童，一般入睡后1h左右出现，患儿在睡眠中突然惊叫，表现为极大的恐惧、出汗、呼吸急促、心跳加快2～4倍。摇晃几分钟后才能唤醒，如未被唤醒，则第二天不能回忆。一般不需要用药，少数可用小剂量的地西泮。③梦魇：或称睡梦焦虑发作。常有生动、清晰的回忆和轻度的生理激活。以20岁之前发生最多见。梦魇有时表明有精神疾患的可能，如精神分裂症或创伤后应激障碍，成人梦魇可用地西泮治疗。④夜尿症：大约10％的5岁女孩，15％的5岁男孩有遗尿。大约2/3的遗尿是在夜间最初1/3时间内发生。遗尿有功能性和器质性之别。如泌尿生殖系统疾病、代谢与内分泌疾病、癫痫等。但大部分夜尿与应激或不良生活事件有关。治疗前应查明原因，因为其他疾病所致遗尿症首先应治疗原发病，对功能性遗尿患儿应用行为治疗、生物反馈训练等有肯定的治疗效果。

如果生物反馈训练效果不佳，可试用米帕明等治疗。

二、进食障碍

进食障碍是指与心理因素有关的厌食、贪食和呕吐，一般童年期的拒食、偏食或异食癖不属于此类障碍。它包括神经性厌食、神经性贪食和神经性呕吐。

1．神经性厌食

（1）临床表现　体重低于标准体重的25％，多见于青少年期，好发于女性。约1/3患者起病前有轻度肥胖。半数以上患者在起病前有明显的社会心理因素。患者主要的心理问题是怕胖和对低体重的强烈追求，为此故意节制进食量，常采用过度运动、引吐、导泻、服用食欲抑制剂或利尿剂、藏匿或抛弃食物的方法减轻体重。患者有体像障碍，即自觉过胖或部分躯体肥胖，所以即使已明显消瘦，仍认为并不瘦。女性患者常有闭经或月经紊乱；男性则可表现为性欲减退或勃起功能障碍。在青春期前可有性心理和生理发育迟缓。严重者往往伴有营养不良、毛发呈脱发样、浮肿、低血压、低体温、心动过缓，甚至出现电解质紊乱和酸碱平衡紊乱。另外，患者可伴有明显的抑郁症状和强迫症状，并拒绝承认有病，不愿意配合治疗。尤其是不愿意承认体重过低或进食过少的病态，而患者的就诊原因常为闭经、营养不良等继发症状。

（2）治疗　治疗时首先应保持一定的进食量，舒必利有助于减轻进食焦虑、降低代谢和增加体重。伴有抑郁症状者可应用抗抑郁药，辅与行为治疗、心理治疗及对症支持治疗。

2．神经性贪食

（1）临床表现　有发作性的不可抗拒的摄食欲望或行为，一次可大量进食，每星期至少2次，且已持续至少3个月。暴食不是神经系统器质性病变所致，也非癫痫、精神分裂症等继发所致。有担心发胖的恐惧心理，常采用引吐、导泻、增加运动量等方法，以消除暴食引起的发胖。

（2）治疗　药物治疗如抗抑郁药氟西汀等可减少暴食行为和改善情绪症状，抗精神病药氟哌啶醇对控制患者的暴食行为有一定的疗效。

3．神经性呕吐

又称心因性呕吐，通常在紧张或不快的情绪下发生。反复发生的进食后呕吐，呕吐物多为刚吃进去的食物，不影响食欲，呕吐后即可进食，体重减轻不显著，可保持在正常体重的80％以上，无害怕发胖和减轻体重的想法，无导致呕吐的躯体疾病。患者个性多具有自我中心、易受暗示、夸张做作等癔症样特点。抗焦虑药物对症状的缓解有一定的帮助，小剂量舒必利对部分患者有效。


 第四节　心身医学的当代研究方向

心身医学的研究虽然取得了很大的进展，使得越来越多的临床医生肯定和承认了心理因素在许多传统观念上的“生理性疾病”中的存在和作用。但是，由于在某些特殊细节上缺乏可经受科学检验的论据，世界上许多国家将心身医学的研究工作列为首要的任务。当前，各国主要进行的研究工作有以下几个方面。

1．研究方式

（1）回溯性研究　此类研究主要是对已经确诊的心身疾病患者进行以往病史资料的分析，以期能建立和发展某种假说。这种方式的优点是资料来源比较广泛，所费研究经费较少，允许研究者从广泛的角度进行自由设想和观察，但缺点是无法排除其他干扰因素，得出的结论缺乏明确的说服力，而且由于资料的误差可以导致结论的不正确性。

（2）预测性研究　在已经拥有足够的资料的情况下，可以对某种特殊疾病提出各种假说，并通过实验来加以验证。在预测特定环境对人的影响时，纵向研究常需要对研究对象进行长时间的追踪观察，这样往往不容易做到。如果在同一时期，对代表不同历史时期的人群进行对照研究，这种预测既可以缩短纵向研究的时间也可达到同样的目的。

（3）交叉对比研究　对有关项目将患病组与相等数量的相对健康者进行匹配对照比较。例如，我们观察某种个性与胃溃疡之间的关系时，就可以对胃溃疡患者与非胃溃疡患者进行个性调查研究，计算两者之间的差异，得出具有某种特殊个性者预期的胃溃疡患病情况。

2．观察和实验技术

传统的精神科观察技术主要是进行精神检查并进行主观的判断。正是由于这种主观性，使得精神科检查变得不那么“可信”。同样，也使得精神科的研究缺乏真正意义上的“科学性”。近年来，一些评定量表、实验技术介入精神科研究，使得我们逐渐摆脱了这方面的窘境。我们可以凭借这些研究工具使得研究更为数据化和可比性，也使我们的研究更容易得出科学的结论，并为其他研究者提供了科学验证的机会。

（1）心理测验　在心身医学的研究中，需要进行心理测验并对所获得的数据进行数据统计。经过几十年的发展，心理测验的项目已经达到100多项。比较常用的有Cornel医学指数 (CMI)、MMPI、自评抑郁量表 (SDS)、Eysenck人格问卷 (EPQ) 等。越来越多的研究者利用这些工具在进行着心身医学的研究，并得出了许多科学的结论。

（2）实验室的心理生理测验　为了能发现和确定心身疾病前后的病理生理机制，必须进行实验室的心理生理测验，观察各种心理生理指标，以判别心理因素引起的生理性变化。例如，我们可以对被实验者进行心理刺激的同时，运用脑功能检测的仪器（如功能性MRI），来观察特殊心理应激情况下的生理机制。也可在心理应激的情况下，通过植物神经功能检测仪器观察神经功能变化。

此外，也可将心理测验与生理功能测验结合在一起进行研究。例如，我们可以通过量表的方式对某些心身疾病患者的抑郁症状进行量化测定，同时测量内分泌功能，如性激素或皮质醇。经过抗抑郁治疗后，再次进行心理测验和内分泌因素的测定。所获得的结果进行统计分析就可以推测心身疾病中内分泌功能的变化。

（3）利用“自然的实验”　这类研究方法主要是利用可能引起剧烈情绪波动的自然环境，如大地震、大洪水等，来观察由此而产生的生理和心理后果。例如，我国唐山大地震后，就有一些科研工作者进行了心身医学的研究，以观察自然灾害等重大环境变化对人群带来的心理应激情况。目前，我国台湾的大地震同样可以为我们的心身医学研究提供良好的契机。

此外，移民与心身疾病的关系的研究也是心身医学中的重要研究课题。近年来，我国大量的学子纷纷赴海外求学，其子女或配偶也随之改变了原来的生活、学习环境，这样就为心身医学研究环境因素作用提供了机会。

（4）流行病学调查　心身疾病的流行病学研究存在着一些困难。因为心身疾病缺乏明确的定义，对患者或有症状都难以界定其心理因素的确切作用。例如，我们无法确定一个高血压患者起病过程中的心理因素作用，也很难确定究竟是搬家还是夫妻感情问题或者是工作不顺心在高血压的发病和发展过程中所起的作用。因此，要进行流行病学调查一定要检查到足够数量的样本，以便取得统计学上的可信性。

此外，比较可行的一个办法是将心身疾病的常见症状列出一个症状谱，并与人口统计和社会因素相对照，找出他们之间的联系。

在流行病学研究中，跨文化研究是一种特殊类型的研究。它有特殊的目标、兴趣和困难。由于对调查意义、价值观念和文化内容在不同的地区和民族中都存在着巨大的理解差别。因此，必须选择恰当的测量文化、社会和心理方面的指标，用来统计它与心身疾病之间的联系，并寻找共同的心身症状在不同文化背景下可能出现的差异。

（5）遗传倾向的研究　许多研究表明，一些主要的心身疾病（如胃溃疡、高血压和哮喘）患者的家属中存在许多相同疾病患者。在阐明心理因素对这些疾病的影响时，必然涉及遗传问题。现代研究认为，某些性格特点具有遗传可能性，并与心身疾病关联。

（6）动物实验　动物实验可使研究进行得较为细致和精确，还可采用某些不能在人体上应用的技术。著名的俄罗斯生物学家巴甫洛夫就是在狗的身上进行了条件反射实验，从而制造了“实验性神经症”。有关神经生理与神经内分泌学研究也可在动物上进行，如我们可以对动物进行应激性刺激，并通过无线电遥控技术观察内分泌和神经功能变化。同样，我们也可以通过动物研究来了解中枢神经介质在心身疾病中的作用，如我们可以对动物进行应激性刺激，观察动物大脑内中枢神经介质的变化，也可以通过药物事先阻断某种中枢神经介质的通路来观察相应的变化。






【思考题】



1．试述心身疾病形成中的生物中介机制。



2．试述神经性厌食临床表现及治疗。
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（许　毅）


第十二章　血浆净化疗法在内科难治性疾病中的临床应用



摘　要
 　血浆净化疗法通过体外循环分离、置换血浆，清除患者血浆中致病物质以达到治疗目的的一种血液净化治疗新方法。根据分离血浆的方法，分为离心法和膜式血浆分离法，膜式血浆分离法在临床上易于实施，临床应用日益广泛。血浆净化疗法临床适应证相当广泛，已应用于抗基底膜病及各种难治性肾小球肾炎、肾病综合征等肾脏疾病，此外还应用于系统性红斑狼疮、慢性及恶性类风湿关节炎等自身免疫性疾病和重症肌无力、格林—巴利综合征等免疫性神经系统疾病及重症肝炎、血液系统疾病、高脂血症的治疗等。目前新的研究和发展还在不断进行，以使这一技术更趋完善合理，今后将在临床上将发挥越来越重要的作用。




Abstract
 　Plasmapheresis is a new technique to clean plasma pathogens by extracorporal plasma separation and exchange. The technique originated in the development of centrifugal devices separating plasma from cells. Subsequently, membrane filtration was developed and widely used in clinic for its facility to operate. So far, plasmapheresis was applied to treat various intractable diseases described following: kidney diseases including anti-glomerular basement membrane glomerular nephritis, intractable glomerular nephritis, nephritic syndrome et al., autoimmune diseases including systemic lupus erythematosus, chronic and malignant rheumatoid arthritis et al., neurological diseases including myasthenia gravis, acute Guillain-Barre syndrome et al., severe hepatisis as well as hyperlipidemia. Currently, plasmapheresis is a rapidly developing blood purification technique, and it would be a reasonable and perfect therapeutic way to play important role in clinical practices.






血浆净化疗法 (plasmapurification) 是一种通过体外循环分离、置换血浆，清除患者血浆中的一些致病物质，以达到治疗目的的一种血液净化新方法。根据分离血浆的方法，主要分为离心法和膜分离法两大类，特别是膜式血浆分离法的开发应用使治疗性血浆净化技术变得更加安全，并在临床治疗上易于实施，从而使得该技术得到迅速普及。

目前，膜分离法血浆净化技术在临床上已逐步取代离心分离法，成为血浆净化治疗主要方法。膜分离法血浆净化技术主要包括单纯血浆置换 (PE)、血浆成分交换（双重膜滤过法、冷却滤过法、热滤过法、肝素诱导LDL沉淀法等）和血浆吸附法 (PA) 三种。其基本原理是：利用一定孔径的半透膜分离血液中的有形成分与血浆，通过直接丢弃血浆 (PE) 或丢弃部分血浆成分（利用半透膜滤过、温度的变化、pH值的改变、特异性吸附等），以去除特定的致病大分子物质，其中大多数方法需要补充一定量的置换液（新鲜冻干血浆、白蛋白液等）。

血浆净化疗法的临床适应证相当广泛，已应用于抗基底膜病及各种难治性或急进性肾小球肾炎、肾病综合征等肾脏疾病，系统性红斑狼疮、恶性类风湿关节炎等系统性疾病，重症肌无力、格林—巴利综合征等神经系统疾病，暴发性肝炎、手术后肝功能不全以及血液系统疾病、高脂血症的治疗等，目前也作为多脏器功能障碍的支持治疗，在感染性休克、多脏器功能衰竭以及器官移植前后的脏器支持治疗中发挥很重要的作用。目前新的研究和发展还在不断进行，以使这一技术更趋完善合理。血浆净化治疗法作为血液净化技术的手段之一，今后在临床上将发挥越来越重要的作用。

表12-1列举目前已知可以采用血浆净化疗法治疗的疾病，以及病因基本明确，血浆净化效果明显的疾病（见表12-2）。


表12-1　可采用血浆疗法治疗的疾病
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表12-2　可采用血浆疗法治疗的疾病
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以下分别介绍常见各系统疾病的血浆净化治疗方案。

一、肾脏疾病

在肾脏疾病中由于自身抗体、免疫复合体的发病原因及进展因素的情况较为多见，在肾移植后也常见到这样的疾病复发情况，这种现象说明血液中存在致病物质。对于部分疾病，血浆净化疗法有一定的疗效。

1．急进性肾小球肾炎 (RPGN)

肾功能常呈急速低下，对适应的疾病有必要与药物治疗并用，积极进行血浆净化治疗。

（1）疾病概念　①快速进展，数周至数月便进入肾功能不全状态；②活检肾组织有明显新月体形成的肾脏疾病；③Volhard急性肾炎、EllisⅠ型中的包性进行型、Lohlein中以周或月为单位进行性发展的重症肾炎均属此范畴；④ANCA阳性的病例；⑤常与表12-3中所示疾病合并，这些疾病中多数自身抗体阳性或血浆中免疫复合物升高。


表12-3　可采用血浆疗法治疗的疾病
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（2）病因与血浆净化疗法的关系　①抗肾小球基底膜 (GBM) 抗体、ANCA等自身抗体阳性，免疫复合物增加时，血浆净化治疗可使其浓度下降，同时合并使用免疫抑制剂可控制肾脏病变的急速进展。②许多病例仅通过激素、免疫抑制剂无法有效地防止肾功能进行性恶性，对于这些病例，有报告认为药物与血浆净化治疗合用能改善肾功能。

（3）血浆净化指征　一般认为，当RPGN确诊，肾功能进行性恶化，并通过肾活检判定为：①抗基底膜抗体型；②免疫复合体型；③免疫缺少型时，应在明确自身抗体类型的同时与免疫抑制剂联合应用。

（4）血浆净化方法　可选用PE或双重膜滤过法 (DFPP)。PE治疗中一般用新鲜冻干血浆 (FFP) 作为置换液，FFP不足时部分用5％白蛋白液替代，DFPP置换液用5％白蛋白液。治疗频率每天1～1.5个血浆容量 (PV)，连续进行3～5次，若血肌酐未下降至正常，再隔天1～1.5个PV×5次。

（5）疗效判断标准　①内生肌酐清除率 (Ccr) 的改善；②高尿素氮血症的改善；③抗GBM抗体、ANCA等自身抗体效价下降；④肾活检病理改善。

（6）注意事项　①合并肾衰时应同时透析治疗；②无尿或已接受透析不是停止血浆净化治疗的指征；③ANCA阴性的患者血浆净化治疗也有效；④新月体形成范围与短期进展不完全一致。

2．抗GBM疾病

（1）血浆净化指征　①急进性肾衰伴红细胞管型；②肾活检与抗GBM疾病表现一致；③溶血或肺出血。

（2）血浆净化疗法　可选取用PE或DFPP, 每天2个PV×7d。可用等量5％白蛋白液置换液，如患者存在液体负荷，可用去除血浆量的85％置换。第3次治疗后，去除量的50％用FFP置换。

（3）疗效判断判断标准　①尿量增加；②血清肌酐下降；③血气改善；④抗GBM抗体效价下降。

（4）注意事项　治疗越早、预后越好；如治疗7d后血清肌酐仍未下降至正常，继续隔天1次×5次。

3．局灶节段性肾小球硬化 (FSGS)

肾小球呈局灶节段状细胞增殖、硬化并进行性发展。多表现为肾病综合征，并表现难治性及激素抵抗性。

（1）病因与血浆净化的关系　目前认为在高脂血症的情况下，具有阳性电荷的载脂蛋白B沉积在系膜区并被酸化，同时巨噬细胞浸润并分泌细胞因子引起硬化。因有些病例血液中存在有促使白蛋白在肾小球基底膜的通透性增加的因子。此外，高脂血症时由于LDL受体下调，使环孢菌素进入细胞内减少，所以认为清除LDL可使环孢菌素的效果增强。

（2）血浆净化指标　对激素及环孢菌素抵抗的FSGS。

（3）血浆净化方法　一般以LDL吸附疗法为主，一次处理血浆3L左右每周1～2次，12次为1个疗程。

（4）疗效判断标准　①尿蛋白减少；②激素、环孢菌素疗效加强。

4．溶血性尿毒症综合征 (HUS)

HUS是有血管内皮功能障碍血栓形成、溶血、血小板减少和肾性血栓性微小血管病造成的肾功能损害、尿毒症并常伴神经系统症状的综合征。风湿性疾病、产生毒素的致病性大肠杆菌感染、丝裂霉素C等抗肿瘤物、环孢菌素、分娩等是发病的主要原因。

（1）病因与血浆净化关系　①正常血浆中存在的前列环素前体在HUS时呈现不足，前列环素产生能力下降，所以输注新鲜血浆有一定意义：但有报告认为仅给予新鲜冻干血浆不能改善病情，有报道通过血浆净化治疗有效。②根据不同病因清除不同致病物质，如对风湿性疾病的自身抗体、免疫复合物的清除，抗肿瘤药物及环孢菌素等药物代谢产物的清除均有一定疗效。

（2）血浆净化指征　应根据病因的治疗效果及肾保护效果两方面考虑，如有治疗指征应尽早进行治疗，另外，对致病性大肠杆菌感染的HUS多不建议进行血浆净化治疗。

（3）血浆净化方法：一般选用PE治疗，每次置换量2～3L, 连续3～5d, 此后每周3次，共约6～15次，置换液用新鲜冻干血浆。

（4）效果判断指标　①血小板正常；②凝血酶原时间正常；③血尿中FDP正常；④溶血性贫血指标改善；⑤肾功能改善。

（5）注意事项　HUS是由多种病因引起，所以应尽早找出病因并进行针对性治疗。

5．Goodpasture综合征

Goodpasture综合征是一种合并有肾脏病变，同时有咯血、血痰等肺部病变的综合征。肾小球基底膜、肺泡毛细血管基底膜均有病变荧光抗体法可见IgG、补体的线状沉积血清中抗基底膜抗体阳性。

（1）病因与血浆净化的关系　①由于抗基底膜抗体的存在，造成基底膜损害；②病变中常发生RPGN, 肺部病变常伴有咯血等，呈重症急性进展，急性期血浆净化疗法与激素冲击、免疫抑制剂合用有一定疗效；③部分病例仅通过药物治疗，病情将会慢性化进而发展至慢性肾功能不全。

（2）血浆净化指征　肾功能损害、肺部症状严重者，但应与激素冲击及免疫抑制剂合用。

（3）血浆净化方法　可选用PE或DFPP, 每日3L×(3～5)d, 此后每周2～3次，共12次左右，置换液选择5％白蛋白或FFP。抗基底膜抗体大多属于IgG、IgG4亚型，与蛋白A结合率高达100％，而与蛋白A结合率低的IgG3较少累及，故理论上也可用蛋白A免疫吸附治疗。

（4）疗效判断标准：①肺部病变改善；②肾脏病变改善；③抗基底膜抗体下降。

6．IgA肾病、紫癜性肾炎 (HSPN)

IgA肾病是一种伴有系膜IgA-IgG沉积的肾病，以血尿、蛋白尿、高IgA血症为主，肾脏病理系膜区有IgA、C3
 沉积。HSPN被认为是IgA免疫复合物沉积所致的系统性血管炎的一种。

（1）病因与血浆净化的关系　①已证明血中有免疫复合物存在，由于免疫复合物在血管及系膜沉积而致病；②IgA肾病中部分预后不良的病例，即使用激素冲击疗法等药物治疗仍难以阻止肾功能的急速下降；③IgA肾病患者移植后有复发现象说明了血液中存在致病物质的可能；④有报道有些病例在血浆净化治疗后蛋白尿、血尿及肾组织病理有改善。

（2）血浆净化指标　基本上HSPN的所有病例及肾功能急速恶化的IgA肾病均为治疗的适应证。

（3）血浆净化方法　PE或DFPP, 每日2～3L×(3～5)d, 此后每周2～3次，共12次后判断效果。

（4）疗效判断标准　①蛋白尿、血尿、高血压的改善；②Ccr改善；③肾病理情况改善；④IgA型免疫复合物浓度下降。

二、器官移植

血浆净化治疗常常通过清除移植患者体内的抗体、免疫复合物等致病因子，用于治疗移植术后体液性排斥反应、复发性肾炎等疾病。移植前主要是清除ABO血型不合的抗A、抗B抗体，淋巴细胞交叉配型试验阳性的抗HLA抗体。移植后主要应用于急慢性排斥反应，肾移植后再发性局灶增生型肾小球硬化症的治疗。此外，也应用于异种移植清除自然抗体。

1．ABO血型不合肾移植的抗A、抗B抗体清除

ABO血型是由存在于红细胞膜表面的抗原物质决定的。这一抗原并不仅是特异性地存在于红细胞表面，也存在于机体内多种细胞表面，也就是说，进行ABO血型不一致的肾移植时，存在于受体血清中的抗血型抗体与存在于移植肾血管内皮细胞中的抗原物质结合，可引起超急性排斥反应，增加移植肾失功几率。一般ABO血型不合不进行肾移植，有作者报道对于ABO血型错配的肾移植后的排斥反应通过血浆净化的治疗达到控制，也有作者采用计划性地清除抗A、抗B抗体后进行ABO血型不合肾移植，取得良好的效果。因此，以前认为是禁忌的ABO血型不合的肾移植，在通过血浆净化治疗后使原先禁忌的肾移植成为可能。

血浆净化方法的选择：抗血型抗体清除方法有DFPP和免疫吸附两种，从致病物质的清除效率上讲，DFPP较好，从致病物质的选择性清除来讲，免疫吸附法更好。PE由于需要FFP作置换液，随着置换量的增加有感染的可能以及由于淋巴细胞的混入造成移植物抗宿主病 (GVHD) 的危险性增加，一般不采用。DFPP能相对选择性清除IgG、IgM抗血型抗体，通常一次治疗分离3～4L血浆，排除0.7～1L废液。免疫吸附一般使用Biosynsorb吸附罐吸附抗血型抗体（以硅胶小球为载体）。一次治疗一般进行3～4L血浆灌流，移植前与血透同时进行3～4次免疫吸附，使抗血型抗体效价下降后再进行肾移植。

2．预存抗HLA抗体 (PRA) 的清除

移植前由于输血、妊娠、感染以及多次移植后可产生PRA, 这一抗体有T细胞、B细胞（温、冷两种）抗体两类，活性的强弱以T细胞大于B温抗体大于B冷抗体为顺序。PRA阳性且术前供受淋巴细胞交叉反应阳性者移植后出现超急性排斥反应的可能性很高。PRA阳性者术前进行积极的血浆净化治疗清除预存抗体显著提高了肾移植的成功率。PRA清除可采用DFPP或免疫吸附法。DFPP一般每周1～2次，每次分离血浆2.5～5L。免疫吸附应用蛋白A吸附柱，如IM-TR350 (Immumosrba，Aledical)。PRA强阳性者血浆净化治疗可与大剂量免疫球蛋白联合应用，以提高疗效和抑制抗体反跳。

3．移植后抗排斥治疗

药物治疗一般对体液性排斥反应无效，激素抵抗性急性排斥反应一般存在有体液免疫因素，这类排斥反应移植肾失功率很高。血浆净化疗法是治疗这类排斥反应的一种有效方法，并成为免疫调节的手段之一。

（1）血浆净化抗排斥治疗机制　主要是对体液免疫的调节，即清除抗淋巴细胞抗体、抗HLA抗体或免疫复合物。免疫系统并不是细胞免疫和体液免疫各自调节单独发生作用，而是一个相互联动的复杂过程，通过体液免疫调节可能间接对细胞免疫发生调节作用。

（2）血浆净化指征　①急性体液性排斥；②激素和（或）抗淋巴细胞球蛋白抵抗的急性排斥；③慢性体液性排斥；④PRA阳性患者术后一周内发生的排斥。

（3）血浆净化方法　可根据排斥病理类型、临床情况来选择PE、DFPP、冷却滤过法和免疫吸附法等。

4．肾移植后再发局灶节段性肾小球硬化

FSGS预后不良，移植后复发率为20％～40％，复发病例中约一半发展为慢性移植肾功能丧失。FSFS的病因不明，可能是由于肾小球基底膜电荷屏障障碍造成基底膜通透性增加而出现大量蛋白尿所致，也可能是由于血管通透性因子 (VPF) 参与了使肾小球基底膜通透性发生变化这一过程，此外，淋巴细胞功能异常与FSGS初期病变时VPF的产生有关，清除VPF可能对阻止FSGS的进展有利。临床报道血浆净化大多数对FSGS有效，也有结果为不利的报道。

5．异种移植

由于供体器官严重不足，近年异种移植再次受到注目。人类存在的自然抗体、补体等对异种器官会发生超急性排斥，若不进行处理术后数小时内即出现移植器官失功。要将异种移植应用于临床，如何抑制这一超急性排斥反应是一个焦点，尤其是如何抑制自然抗体是一个重要课题。为了达到这一目的，移植前可采用血浆净化方法清除自然抗体。具体方法与同种移植一样可选用血浆置换和免疫吸附。

三、系统性红斑狼疮

系统性红斑狼疮 (SLE) 是一种病因尚不完全明确的自身免疫性疾病，其发病可能与抗 ds-DNA等自身抗体有关，以清除这些物质为目的血浆净化疗法是SLE治疗的方法之一。

1．主要病因

（1）SLE累及皮肤、关节、浆膜、心、肺、肾、神经等多脏器；临床可表现多系统损害。

（2）目前认为SLE与免疫功能紊乱相关，是典型的免疫复合体病，组织内免疫复合物沉积，补体激活造成多脏器官的损害，此外SLE与遗传、免疫异常、内分泌异常、环境因素等复杂因素相关。

2．血浆净化治疗机制

（1）清除造成脏器损害的免疫复合物，包括ds-DNA等自身抗体。

（2）使网状内皮系统功能正常化。

（3）通过免疫调理作用使淋巴细胞功能正常化。

3．血浆净化指征

关于何时开始进行血浆净化治疗的意见尚不统一。一般适用于急速进行性狼疮性肾炎和中枢神经系统累及的重症狼疮。此外，对下列病例有一定疗效：

（1）对药物治疗反应差，难治性SLE, 疾病活动性高。

（2）血液免疫复合物、自身抗体效价极高。

（3）冷球蛋白血症。

（4）高球蛋白血症性紫癜。

（5）过黏稠综合征。

（6）由于副作用无法使用主要治疗药物，或有必要进行减量的病例。

一般认为血浆净化治疗对以下这些临床病症也有一定效果。

（1）活动性狼疮性肾炎。

（2）弥漫增生性肾小球肾炎 (DPGN)。

（3）急进性肾小球肾炎 (RPGN)。

（4）肾病综合征等。

（5）精神神经症状：痉挛、失调症、精神症状、听力障碍、多发性单神经炎等浆膜炎。

（6）皮疹、皮肤溃疡。

（7）全身性血管炎。

（8）血小板减少症。

（9）遗传性血管神经性水肿。

（10）妊娠。

4．血浆净化方法

可采用PE、DFPP、冷却滤过、免疫吸附法等。近年来对抗ds-DNA抗体核心磷脂抗体具有选择性吸附的免疫吸附技术已应用于临床。一般每次需处理血浆1个PV以上，每周2～3次，以后视临床症状的指标决定治疗频度。

5．注意事项

为了抑制反跳现象，血浆净化与免疫抑制药物的合用非常重要。

四、慢性、恶性类风湿关节炎

慢性类风湿关节炎 (RA) 的治疗目标是提高患者的生活质量，减轻炎症，纠正免疫异常，以减轻关节的疼痛、畸形和强直等。

1．疾病概念

RA是以关节滑膜增生性炎症性改变为主的原因不明的疾病。受累关节进行性损害造成功能障碍，好发于30～50岁女性，男女比例为1:3，也可见小儿和高龄发病。临床症状主要表现在关节面部，如晨僵、关节疼痛、肿胀，急性期有面部发热发红等。大部分为慢性进行性，逐渐发展至软骨、骨破坏、变形、强直等表现，严重影响患者的日常生活，另外，尚可见皮肤溃疡、坏死、多发性单神经炎、胸膜炎、心包炎、心肌炎、间质性肺炎等，是由于各个部位的血管炎造成的，表现为关节外症状的病态，这种状态被认为是恶性类风湿关节炎 (MRA)。

2．病因与发病机制

RA的发病与自身免疫有关，其发展过程中有巨噬细胞、T细胞、嗜中性粒细胞、滑膜细胞、软骨细胞、破骨细胞等参与，涉及细胞因子、黏附因子、蛋白酶、前列腺素、氧自由基、一氧化氮等各种因子。

3．治疗

治疗目标是纠正免疫异常、抑制炎症以减轻痉挛和关节破坏，维持关节功能、防止关节畸形强直和提高生活质量。实际治疗手段有基础疗法、理疗、药物治疗、血浆净化和细胞净化疗法以及外科治疗等。其中以非甾体类解热镇痛药 (NSAIDs)、肾上腺皮质激素、疾病修饰性抗风湿药 (DMARDs)、免疫抑制剂等药物为主，近年DMARDs的大力发展使药物疗法有了急速的进步，但是，由于RA的病因尚不明确，所以DMARDs及免疫抑制剂的有效性也不十分肯定，而且以上药物均有短期或长期的副作用，无法长期充分地使用，对于药物不敏感的RA, 由于副作用造成药物使用困难或合并有关节外症状的MRA, 血浆净化治疗的意义非常大。

4．血浆净化治疗机制

血浆净化可清除与补体激活，嗜中性粒细胞的活化及损伤有关的自身抗体、免疫复合物以及可影响细胞免疫及与慢性炎症有关的细胞因子，白细胞清除疗法可以清除与细胞免疫有关的T淋巴细胞、产生抗体的B淋巴细胞以及参与骨破坏的嗜中性粒细胞、单核细胞等，颗粒细胞清除疗法主要清除颗粒细胞和单核细胞，但对疾病起到治疗效果的作用机制尚不清楚。

5．血浆净化指征

可根据以下疾病状态选择血浆净化治疗。

（1）对药物疗法抵抗，处于进展期的活动性病例。

（2）由于过敏或副作用，使药物无法继续使用的病例。

（3）类风湿因子、免疫复合物升高的病例。

（4）合并高球蛋白血症造成的血液过黏稠状态。

（5）MRA。

6．血浆净化方法

根据临床病态不同可选择PE、DFPP、冷却过滤、免疫吸附法（蛋白A）、白细胞（颗粒细胞）清除法等。置换量一般1次1个PV左右，但应根据体重、年龄、全身状况等进行调整。临床导入初期每周2～3次，见效后逐渐延长间隔，以每月2～4次的维持治疗为宜。

7．疗效判断标准

（1）关节病、晨僵、握力、步行时间及高黏稠综合征伴随症状改善。

（2）皮肤溃疡、坏死、多发性单神经炎、皮下结节等关节外症状改善。

（3）实验室检查血沉、血黏稠度、高球蛋白血症、免疫复合物、类风湿因子等下降。

（4）可使肾上腺皮质激素、DMARDs、免疫抑制剂等药物剂量减少。

8．注意事项

（1）由于单次治疗效果是一过性，所以需反复维持治疗，原则上与药物疗法合用；

（2）临床上可见到由RA进展为MRA的病例，如发现有关节外症状，应尽早考虑进行血浆净化治疗；

（3）选择不同的血浆净化方法在效果上差异并不明显。

五、抗磷脂抗体综合征 (antiphospholipid antibody syndrome, APS)

APS是一种可以导致血栓形成的疾病，近年来受到重视，对发生脏器栓塞的病例，仅通过药物治疗难以奏效，有必要进行血净化清除抗体治疗。

1、APS的病理生理

磷脂是细胞膜的组成成分之一，除了维持膜构造以外，还与某些蛋白质相互作用以修饰其功能，尤其在血管受到损害造成出血时，被激活的凝血反应过程中阴性磷脂的存在非常重要，可使反应系的多个过程得到明显促进。与这一磷脂结合的自身抗体，即抗磷脂抗体是针对多种不同抗原以不同方法测定的抗体的总称。通常用于检测抗体指标有：生物学假阳性血清梅毒反应、狼疮抗凝固因子 (LAC)、核心磷脂抗体（ACLA, 20GPL单位以上）等（见表12-4）。最近发现ACLA的一部分能与血清蛋白辅因子发生反应，这一辅因子便是β2
 -黏糖蛋白 (β2
 -GPI)。血栓的形成机制是抗磷脂抗体通过磷脂结合蛋白介导结合于血管内皮细胞被激活并诱导组织因子、Ⅰ型纤溶酶原激活物抑制因子等致血栓物质，形成血栓。原发病有以SLE代表的风湿性疾病、感染、恶性肿瘤等，也有不明原因的原发性APS（见表12-5）。临床症状有动静脉血栓形成、习惯性流产、血小板减少症等。1992年，Asherson报告了有突然发病、数日内由于多脏器血管闭塞而陷入危重状态的病例，即暴发型APS。


表12-4　抗磷脂抗体的检测
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表12-5　合并APS的疾病
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血浆净化指征：

（1）疾病活动性高、抗体效价异常增高，仅药物治疗难以迅速控制病情发展的病例；

（2）对一般药物疗法抵抗；

（3）由于副作用、合并症等必须进行药物减量或终止治疗的病例。

日本顺天堂大学报道一组14例狼疮凝固因子阳性的SLE患者经血浆净化后好转率达到85.7％（12/14）。

3．血浆净化方法

DFPP对清除抗磷脂抗体有效，近年又开发出选择吸抗CL抗体的免疫吸附法应用于临床并取得一定疗效。

一次性血浆处理一般为2～3L。抗凝剂可使用肝素。但是血小板减少或有出血倾向的病例建议使用甲磷酸萘莫司他 (futhan)。

4．结语

在APS中脏器栓塞、血小板明显减少造成出血倾向的病例并不少见，也有一些由于全身多脏器栓塞造成死亡（暴发型）的病例，另外，尚有部分病例对药物治疗抵抗。

所以，以血清梅毒反应生物学假阳性、APTT延长等作为筛选检查，进一步确立诊断后，进而与抗血栓疗法、肾上腺皮质激素合用的血浆净化治疗非常重要。

六、血液疾病

（一）过黏稠综合征 (hyperviscosity syndrome)





多发性骨髓瘤等免疫球蛋白异常增多的疾病，多由于过黏稠综合征导致各种临床症状的出现，这时应早期实施血浆净化治疗以改善症状。

1．疾病概念和病因

过黏稠综合征是由于血液黏稠度增高、微循环血流停滞、血管通透性增加而引起的闭塞性微小血管病变。临床表现多样。主要的症状有眼症状、神经症状、循环系统症状等（见表12-6）。降低血液黏度可改善这些症状。


表12-6　过黏稠综合征的临床表现
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引起血浆黏度上升的原因可以是以下免疫球蛋白异常增加的疾病（见表12-7）。并且，增多的免疫球蛋白的分子量越大，血浆黏度上升越明显，以IgM＞IgA＞IgE＞IgG为顺序。此外，还与跟其他蛋白形成重合体（1gG3、IgM）、多聚体（1gA）分子的形状及寒冷沉降性（冷球蛋白）等因素有关，也就是说，应在把握免疫球蛋白的量、种类的基础上选择血浆置换的方法。另一方面，必须鉴别某些与过黏稠综合征表现相似的疾病，主要有红细胞增多症（Hct上升）、镰状红细胞病（红细胞形态异常）、白血病（高度白细胞增多）、血小板增多症（原发性血小板血症）等。


表12-7　过黏稠综合征的原发病
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2．血浆净化的适应证

综上所述，在遇到原发病诊断明确，出现过黏稠综合征症状，尤其是症状严重、针对原发病的药物治疗尚未起效的紧急病例时，应进行血浆净化治疗。治疗时应合用药物疗法。尤其是对骨髓瘤等肿瘤性疾病，由于肿瘤细胞引起免疫球蛋白大量产生，仅通过清除疗法难以取得长期的效果；而且，由于存在反跳现象，有使病情进一步恶化的危险。

3．血浆净化的实施方法

（1）根据症状的严重程度决定治疗的频度和血浆处理量。

在过黏稠综合征症状消失前应频繁实施。症状消失后，可根据免疫球蛋白的量，在可能的情况下同时监测血浆黏度，延长治疗间隔，而且，必须同时进行针对原发病的药物治疗。

（2）一次治疗的血浆处理量为2～3L。置换液应用最小需要量，并尽可能使用生理盐水、右旋糖酐、白蛋白溶液。

（3）注意：针对不同的免疫球蛋白，血浆净化治疗的效果有可能不同，这与各免疫球蛋白不同的分布容积有关。IgM分布容积小，大部分存在于血管内，血浆净化的效果明显。而IgG分布容积相对较大，很多病例常在1次治疗后没有明显的血IgG浓度降低，症状改善所需的时间也较长。

（4）针对不同的免疫球蛋白，可采用PE、DFPP、血浆吸附等不同的血浆处理方法。

当需清除的蛋白质为IgM时，利用分子量为900kD的IgM和60kD的白蛋白之间的分子量差较大这一特点，选择适当孔径的膜，采用DFPP基本上可以选择性地清除IgM。同样由于IgM以外的免疫球蛋白的分子量为150～200kD, 在通过膜孔分离时难以与白蛋白彻底分离。此时进行DFPP效果不佳，可考虑采用PE。

综上所述，在巨球蛋白血症及以清除IgM或高分子量蛋白为目标时，应进行双重血浆滤过。其他情况时应进行单纯血浆置换。

另外，在冷球蛋白血症时，温度下降会造成冷球蛋白形成，应当注意避免在回路内形成冷球蛋白，也有作者报道，首先采取血浆，在低温下使冷球蛋白充分形成，之后通过离心清除冷蛋白，将上清液血浆成分作为下一次血浆净化治疗的置换液使用。

（二）ABO血型不合的骨髓移植

1．概念

在骨髓移植时，由于HLA (human leukocyte antigen, HLA) 适合的供体有限，如果供体和受体的白细胞抗原适合，即使ABO血型不一致，也不致成为骨髓移植的禁忌，即在预防由此引起的副作用的基础上仍可进行骨髓移植。

ABO血型不一致造成的副作用有：移植时的溶血、移植后的红细胞造血延迟、抗A抗体或抗B抗体产生造成的溶血。主试验不相容 (major incompatible) 时，移植过程中溶血发生的危险较高。另外，由于受体来源抗A抗体和抗B抗体的存在可导致移植后的供体骨髓的红细胞造血延迟。副试验不相容 (minor incompatible) 时，移植过程中溶血的危险较低，但也不可忽视，此外，供体骨髓中产生抗A或抗B抗体的B细胞，生存于受体体内并产生抗体，可引起造成溶血的B细胞介导的GVHD。

2．血浆净化的适应标准

避免移植时的溶血是第一目的。

骨髓移植前，当主试验不相容时，可在清除供体骨髓中的红细胞或利用血浆净化技术使受体的抗A或抗B抗体的抗体效价下降至8倍以下后进行移植。副试验不相容时，可清除骨髓中血浆成分，然后进行移植。

对于移植后的红细胞造血延迟或B细胞介导的GVHD引起的溶血，在严重时必须通过血浆净化疗法进行抗体清除。

3．血浆净化的实施

血浆净化主要用于清除受体的抗A或抗B抗体，并使之下降至8倍以下，目前已有吸附A抗体的Biosynsorb A和吸附B抗体的Biosynsorb B。

七、血栓性微小血管病

以微小血管为中心发生多发血栓性变化的状态称作血栓性微小血管病 (thrombotic microangiopathy, TMA)。主要包括：溶血性尿毒综合征 (hemolytic uremic syndrome, HUS) 和血栓性血小板减少性紫癜 (thromotic thrombocytopenic purpura, TTP)，两者的病理都是以TMA为主，在肾脏的微小血管处都能观察到组织学的变化。

目前认为，TMA中适合进行血浆净化治疗的为TTP和不伴有腹泻的非典型HUS。

（一）血栓性血小板减少性紫癜 (thrombotic thrombocytopenic purpura, TTP)

一般认为，血管内皮细胞损害和血小板的活化为TTP的发病机制，并与冯·威利布兰德因子 (von Willebrand factor, vWF) 多聚体的形成有关。本病在1970年以前死亡率接近100％。之后多方报告证明了血浆输注及PE的有效性，目前已成为TTP必要的治疗手段。以下为日本TTP研究会制定的PE治疗步骤，血浆置换液选择新鲜冻干血浆 (FFP)。

（1）第1～3d, 每天进行1～5个循环血浆量的血浆置换。

（2）第4～9d, 隔日进行1个循环血浆量的血浆置换。

（3）之后对于部分有效的病例第一周进行3次、第二周进行2次1个血浆容量的血浆置换。

（4）对于部分有效的病例在第10d和第16d之间进行5次1个血浆容量的血浆置换。

大多数情况下，10次PE之后症状可见改善，也有的病例需要20次以上治疗。治疗有效的指标有血小板增加、LDH正常化、精神神经症状改善等。PE较单独血浆输注更加有效，对于危重病例应不失时机地实施该治疗方法。

（二）溶血性尿毒综合征 (hemolytic uremic syndrome, HUS)

HUS是各种原因造成的以肾小球血管内皮细胞损害和TMA产生的疾病。临床表现为溶血性贫血、血小板减少、急性肾功能不全三个特征。根据不同原因分为感染性HUS和非感染性HUS。病因大部分是由于肠道出血性大肠埃希杆菌 (enterohemorrhagic Escherichiacoli, EHEC) 感染所致。根据临床表现可分为预后良好的D+
 HUS（以腹泻开始的HUS）和常对治疗抵抗的D-
 HUS（不伴有腹泻的HUS）两类。感染性HUS90％以上是D+
 HUS。

1．针对D+
 HUS的治疗

EHEC感染造成的D+
 HUS好发于幼儿，成人也有散在发现。无论在小儿或在成人，其临床表现都为一过性，几乎没有再发的情况。治疗上以等待TMA恢复的体液管理等支持治疗为主，与后面叙述的D-
 HUS以及TTP的治疗方法不可混淆。

D+
 HUS的PE疗法的有效性尚不明确。其适应基准可参照表12-8。但是，必须考虑PE治疗的利弊。对于无尿的小儿，如果体外循环治疗时进、出量失衡，易造成肺水肿、心功能不全、脑水肿而加重病情，尤其是针对10kg以下的低体重儿，如果没有丰富的经验，进行该治疗是有一定危险的。

2．针对D-
 HUS的治疗

D-
 HUS多发生于较大的小儿和成人。由于对治疗有抵抗性以及遗传性、再发生，容易同D+
 HUS鉴别。另外，成人型D-
 HUS可伴有脑神经症状。有一部分为TTP的临界型病例。D-
 HUS对治疗呈抵抗性的较多，与TTP同样需积极进行治疗。水平衡的管理为治疗的基本方法。但是，由于持续性血小板减小、高度中枢神经系统症状等原因，对很多病例需进行反复的血浆置换治疗。


表12-8　适合于PE治疗的HUS
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八、神经疾病

在神经疾病治疗方面，血浆净化疗法可以作为对主要以免疫异常为病因的急性及慢性多发性神经炎、重症肌无力症等的有效治疗手段。在日本，每年大约有2000名神经疾病患者进行1600次的血浆净化治疗。以下叙述血浆净化疗法在上述免疫性神经系统疾病中应用的理论背景、有效性和适应标准。

1．理论背景

血浆净化主要是一种在短时间内清除大量大分子量病因物质以改善病情的治疗。神经疾病中，因为出现脏器特异性自身抗体的重症肌无力症 (myasthenia gravis, MG)、随着B细胞单克隆异常增殖产生M蛋白而发病的多发性神经炎、代谢性物质蓄积造成的雷夫叙姆 (Refsum) 病等均有相应的病因物质存在，所以理论上支持血浆净化治疗。在1986年NIH Consensus Development Conference上，大多认为对有重度神经损害、发病开始数周后症状没有改善的患者应进行血浆净化治疗。

2．病理和血浆净化的意义

免疫性神经疾病是以神经组织（中枢神经、末梢神经、神经肌肉接头、肌肉）为靶目标引起的抗原特异性自身免疫反应造成神经组织损害的疾病。这类疾病患者血中可见脏器特异性自身抗体，并与白介素 (ILs)、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、干扰素-γ（IFN-γ）等炎症性细胞因子有关。所以，血浆净化疗法的目的也在于清除这些体液因子以调节从抗原表达至T细胞增殖、自身抗体产生等一系列的免疫反应。

3．血浆净化方法的选择

离心分离法、单膜过滤的单纯血浆置换法 (PE) 是治疗重症肌无力症 (MG)、Lamberteaton肌无力综合征 (LEMS) 等的有效方法。通过这种方法可用置换液置换全部分离以后的血浆以确实清除病因物质。但是，需要大量的白蛋白制剂或新鲜冻干血浆 (FFP)，而且大量置换液可能造成一些副作用（肝炎、过敏反应、AIDS等）。此外血浆制剂的不足也是一个很大的限制因素。

针对免疫性神经疾病最为有效的是应用与病因物质有亲合性的吸附材料进行的免疫吸附法。亲合性吸附材料在无白蛋白及其他有用血浆成分损失的情况下特异性吸附清除免疫关联物质（自身抗体、补体、细胞因子等），非常安全，疗效也较高，尤其是以色氨酸 (Try) 这样的疏水性氨基酸为配位体，结合于聚乙烯乙醇 (PVA) 凝胶上的亲和性吸附材料Try (IMTR) 在清除自身抗体的效能上基本与单纯血浆置换相同。另外，1ml Try-PVA可吸附2ng肿瘤坏死因子 (TNF-a)，即350ml的IM-TR350吸附筒可清除700ng的TNF-α。

4．各种免疫性神经疾病的适应标准

（1）格林—巴利综合征 (GBS)　对Hughes分类Ⅲ度以上（步行时需要帮助）肌无力急速进行的患者，Ⅳ度（四肢麻痹、卧床）、V度（需要辅助呼吸）的重症病例，有严重自主神经症状（心律失常、心率加快、窦性心动过缓）的病例，在发病14d以内（最好是7d以内）应实施血浆置换治疗。针对小儿GBS, 血浆置换治疗非常安全有效。但是以16岁以上（体重40kg以上）的患儿为宜。对Ⅱ度以下的GBS, 血浆置换的疗效不肯定。

（2）慢性炎症性脱髓性多发神经炎 (chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy, CIDP)　综合Dyck及Hahn等的随机试验 (RCT) 中诸多非对照试验的结果：①血浆净化治疗可以改善运动障碍，但对感觉障碍无效；②血浆净化治疗对复发型的治疗效果较好；③可每周进行2～3次血浆净化治疗，至运动机能改善后数月内逐渐减少次数。④对于症状易再发的慢性进行型病例，为了维持治疗效果，除了每日进行1次血浆净化治疗外，大剂量免疫球蛋白静脉注射、足量的免疫抑制剂和肾上腺皮质激素的合用非常必要。

在血浆净化及肾上腺皮质激素、免疫抑制剂大剂量免疫蛋白静注等免疫疗法中，Dyck等认为血浆净化为CIDP的第一选择。当然治疗方法的选择还应根据疾病的缓解率、治疗费用、疾病的严重程度、发展速度、年龄及副作用等各方面情况来决定。

（3）伴有M蛋白的多发性神经炎 (polyneuropathy associated with monoclonal gammopathy of undermined significance, CIDP-MGUS)　单克隆性免疫球蛋白血症（M蛋白血症）是由于B细胞单克隆的异常增殖所致，伴有多发性神经炎的M蛋白血症患者的原发病有原发性淀粉样变、骨髓瘤（多发性骨破坏型）、Waldenstrom巨球蛋白血症、冷球蛋白血症、淋巴瘤等多种，而无原发病的伴有CIDP的M蛋白血症称作CIDP-MGUS。

根据出现的M蛋白种类不同，CIDP-MGUS分为IgM-MGUS、IgG-MGUS、IgA-MGUS。根据Dyck等的研究，血浆净化治疗对CIDP-IgG-MGUS、CIDP-IgA-MGUS有效，而对CIDP-IgM-MGUS无效。

（4）重症肌无力症 (myasthenia gravis, MG)　针对重症肌无力的治疗，发病早期可行胸腺摘除，之后给予长期足量的肾上腺皮质激素 [强的松1～1.5mg/(kg·d) ]。一般发病2年以内的患者60％～80％可见缓解。血浆净化治疗的适应证是：①胸腺摘除，给予强的松、免疫抑制治疗均无效的难治病例。②胸腺摘除前或术后1年内肌无力症状明显的患者。③危重的患者。④由于激素、免疫抑制剂的副作用及合并症使得继续用药困难者。

一般情况下，与激素及免疫抑制剂合用，在10～14d内进行5～6次血浆净化治疗，以加强血浆置换疗法。之后，到临床症状改善和抗乙酸胆碱受体 (AchR) 抗体持续下降为止，进行每2～3周1次的重复治疗，为间歇性血浆净化治疗。在与强的松合用的加强血浆净化治疗实施后，可见肌无力的改善和AchR抗体效价的下降，治疗效果可持续4～6周。这是由于IgG的异化率 (fractional turnover rate) 每天为7％，比其他血浆蛋白低。连续的血浆净化使IgG连续5周以上持续减少，病情得以缓解。

通过加强血浆净化治疗，可以从血中清除约60％的抗AchR抗体，使AchR机能得以恢复。此外，血浆净化对抗AchR抗体阴性的重症肌无力症患者也有临床效果。

在血浆净化疗法中，单纯血浆置换、免疫吸附等不同方法的治疗效果无明显差异。

对有必要长期给予免疫抑制剂治疗的患者应进行维持性血浆净化治疗（每2～6周1次），以减少免疫抑制剂的使用量和副作用。针对重症全身型MG的血浆净化治疗，有报告认为男性、病史较短、合用强的松龙、硫唑嘌呤的患者治疗效果较好，但也有作者认为，血浆净化的效果与这些因子及至胸腺摘除的期限无任何关联，而与胸腺的组织学变化有关，即对胸腺过度形成的病例有效而对胸腺癌的病例无效。

九、高脂血症

针对高脂血症的血浆净化治疗是针对动脉硬化的最大危险因子——高胆固醇血症，尤其是低密度脂蛋白 (low density lipoprotein, LDL) 呈现高值时的治疗。在此，以难治性家族性高LDL胆固醇血症 (familial hypercholesterolemia, FH) 为中心简述血浆净化疗法的实际应用情况。

（一）家族性高胆固醇血症 (familial hypercholesterolemia, FH)

1．疾病概念

家庭性高胆固醇血症 (FH) 是一种常染色体显性遗传性疾病。由于血中特异性的LDL受体异常导致发病。从双亲双方继承了异常基因的纯纯合子型FH的发病率为1/1000000，比较少见，而仅从双亲的某一方继承了异常基因的杂合子型FH则较多，发病率为1/500。纯合子型FH的LDL受体活性多在10％以下，而杂合子型FH受体活性大约为正常的50％。由于这种LDL受体活性的低下导致LDL代谢延迟，造成高LDL胆固醇血症的发生。

FH的临床表现有一定特征，主要表现为高胆固醇血症、肌腱黄色瘤、早发性冠状动脉硬化三个方面。血清总胆固醇 (total cholesterol, TC) 值以平均值±标准差 (mmol/L) 来表示，正常人为4.65±0.67mmol/L; 杂合子FH为8.79±1.64mmol/L, 纯合子FH则可达18.5±2.91mmol/L, 为正常人的4倍以上。肌腱黄色瘤也是FH的特征之一，好发于手背伸侧肌腱及跟腱。X线显示跟腱厚度在9mm以上，即可诊断为黄色瘤。在冠状动脉硬化方面，由于纯合子型FH所致的冠状动脉病变的死亡年龄平均为26岁，全部为心脏原因所致的死亡。有在杂合子型FH造成的心肌梗死，男性在30岁以后呈直线增加，而女性则在闭经期以后急速增加。

2．血浆净化疗法的适应标准及FH治疗的意义

FH是高LDL胆固醇血症和冠状动脉粥样硬化之间呈因果关系的一种疾病，所以应早期导入降低LDL胆固醇的治疗。

纯合子型FH对饮食疗法（限制胆固醇摄入）、药物疗法有抵抗性，药物疗法包括：①HMG-CoA还原酶阻滞剂，②阴离子交换树脂，③其他药物合用疗法。所以可以说，血浆净化是纯合子型FH的绝对适应证。在日本，对空腹时血清总胆固醇值高于13mmol/L的纯合子型FH进行血浆净化治疗已被列入健康保险的适用范围内。而且，纯合子型FH在儿童期即有很高的伴有动脉硬化的可能性，所以必须及早开始治疗。有文献报告了在持续进行以清除LDL胆固醇为目的的血浆净化治疗后成功妊娠、分娩的病例。

对于杂合子型FH的血浆净化治疗的适应标准，目前尚有一事实上争议。在日本，健康保险认定血清胆固醇值在进行饮食治疗后平常状态下（可以维持体重和血浆白蛋白的状态下）仍在13mmol/L以上；经过药物治疗血清胆固醇难以下降至6.5mmol/L以下，并伴有黄色瘤、负荷心电图及血管造影显示冠状动脉硬化明显的情况为适应的治疗对象。更积极的意见认为，针对冠状动脉硬化病例，当通过药物疗法难以使LDL胆固醇下降至2.6mmol/L以下时，应考虑采取血浆净化治疗。

3．针对LDL胆固醇的几种血浆净化方法的开发

（1）血浆置换法 (plasma exchang, PE)　1975年Thompson等通过持续离心法，以人体白蛋白制剂为置换液对纯合子型FH进行了单纯血浆置换治疗。血清胆固醇值从13.0～15.6mmol/L明显下降至治疗后的150～200mg/dl。大约2周1次的治疗，使血浆胆固醇维持在平均350mmol/dl左右。由于持续进行了这一治疗，皮肤黄色瘤也明显消退并延迟了冠状动脉硬化的进展，达到了使纯合子型FH患者生命延长的效果。但是，由于这一方法需要大量的白蛋白置换液，有感染及过敏的危险，昂贵的医疗费用也是一个问题。另外，这一治疗方法也清除了一部分被认为是动脉硬化的负性危险因子——高密度脂蛋白 (high density lipoprotein, HDL)。

（2）LDL吸附清除法 (liposorber system)　在日本，1983年开始应用利用硫酸葡聚糖进行特异性的LDL吸附的选择性清除方法。这是利用了LDL粒子中的载脂蛋白B所富含的正电荷与硫酸葡聚糖的负电荷直接作用并结合的特性，将血液通过充填了上述物质的吸附筒，使LDL被选择性地清除。通过这种方法，400ml的吸附筒最多可以清除8g胆固醇 (liposorber LA-40system)，使极低密度脂蛋白 (VLDL) 胆固醇下降86％，中间密度脂蛋白 (HDL) 胆固醇只下降了37％。但是，随着血浆净化的血浆处理量增加，吸附筒的LDL清除能力也随之下降，当处理血浆到3000～4000ml时，一只吸附筒将达到饱和并失去效果。为了解决这一问题，150ml吸附筒持续交替使用的方法 (LDL continuous apheresis) 得到了开发。这就是liposorber LA-15 system。

由于硫酸葡聚糖与LDL是静电的相互作用，所以通过改变溶液的离子强度，可以使吸附在吸附筒内的LDL脱离。利用这一特性，liposorber LA-15 System在系统中设置两个吸附筒，当一个吸附筒在进行LDL的吸附时，向另一个吸附筒中注入0.7mmol NaCl溶液，使吸附的LDL脱离并使筒内保持等渗化。这样通过计算机控制使两支吸附筒交替处理作用，避免了LDL吸附筒吸附能力的下降，使大量的血浆处理成为可能。

利用liposorber system，HDL胆固醇、白蛋白、球蛋白等LDL、VLDL以外的血浆成分除了在体外循环中被稀释外几乎不受影响，所以没有使用置换液的必要。而且，由于体外循环量小，对小儿及心功能较差的病例也易于治疗。另外，由于这一系统对血浆的处理量多，治疗后LDL胆固醇值下降也大，具有实用性，所以目前这一方法在全世界得到了普及，成为针对高脂血症的血液净化治疗的主流方法。

（3）其他　除此治疗法以外，尚有双重滤过血浆置换法、肝素沉淀法 (heparin extracorporeal LDL precipitation, HELP) 等。

4．注意事项

（1）一次血浆处理量　根据病例的不同，处理量各异。一般使治疗后TC值会出现反跳，在1～2周后基本上回到以前的水平，所以需要反复治疗。治疗频度以TC值及冠状动脉疾病的严重程度为标准进行判定。

5．临床效果

（1）对黄色瘤的效果　持续进行治疗，6～12个月皮肤及肌腱黄色瘤明显退缩，2～3年几乎完全消失。

（2）对冠状动脉硬化的效果　有学者将有冠状动脉病变的杂合子型FH患者130例分为两组，单独药物治疗组87例，药物治疗并用血浆净化治疗组43例。观察了约6年的临床效果并进行比较研究。结果药物疗法并用血浆净化治疗组与单独药物疗法组相比，总胆固醇值、低密度脂蛋白胆固醇值均明显下降（见表12-9）。另外，包括心肌梗死、PTCA、CABG、冠状动脉病变致死等心血管事件的发生率在药物单独治疗组为36％，而药物疗法并用血浆净化治疗组则为10％明显下降。这项调查结果肯定了对有冠状动脉疾病的杂合子型FH的LDL血浆净化治疗的，长期治疗成绩，对今后的治疗有重要的指导意义。


表12-9　LDL血浆净化与药物治疗冠状动脉硬化的疗效比较
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（3）对心绞痛的效果　可降低血液黏稠度，改善红细胞变形能力。

（4）对血管内皮机能的影响　有报告认为长期的降低脂质的治疗效果毋庸置疑，即使是短期内的旨在降低血脂的LDL血浆交换治疗，在Strain-gauded plethysmography测定前腕部血流量 (forearm blood flow) 的实验中，发现在治疗后内皮依存性血管扩张作用有改善。这也可能是在LDL血浆净化开始的早期便可见到心绞痛症状减轻的理由之一。

（5）LDL血浆净化的注意事项　①对合并有高度的冠状动脉硬化并适于PTCA及CABG治疗的病例，应先进行这些治疗后再导入LDL血浆净化。②对正在服用降压药的患者应该注意导入期可能出现的一过性低血压，特别是ACEI可能引起休克。

（二）非家族性的高脂血症

表现为显著的高甘油三酯血症的高乳糜颗粒血症而易造成严重的胰腺炎，可以通过血浆净化进行治疗。此时，一般不进行LDL血浆净化，而是选择单纯血浆置换或双重滤过血浆置换法。针对APOE异常造成的原发性Ⅲ型高脂血症。在严重的情况下也可进行血浆净化治疗。

十、皮肤疾病

在对于难治性皮肤疾病。尤其是自身免疫性水疱病的治疗方面，随着对病因研究的深入，血浆净化疗法引起了人们的注目。在日本皮肤科领域，1979年，小川等对寻常性天疱疮患者实施了离心心血浆分离法，获得了事实上效果。之后，双重膜滤过法 (DFPP)、联合治疗法 (combination method)、免疫吸附疗法等不断得到发展，适应证不断扩大，临床效果也越来越明显。

1．适用于血浆净化治疗的皮肤疾病

（1）血液净化法有明确效果的疾病　①寻常性天疱疮 (pemphigus vulgaris, PV); ②水疱性类天疱疮 (bullous pemphigoid, Bp); ③系统性红斑狼疮 (systemic lupus erythematosus, SLE); ④后天性表皮水疱病 (epidermolysis bullosa acquisita, EBA); ⑤皮肌炎 (dermatomyositis, DM)。

（2）血液净化一定效果的疾病　①妊娠性疱疹 (herpes gestationis, HG); ②进行性系统性硬化症 (progressive systemic sclerosis, PSS); ③混合结缔组织病 (mixed connective tissue disease, MCTD); ④中毒性表皮坏死病 (toxic epidermolytic necrolysis, TEN); ⑤其他。

2．血浆净化疗法的适应标准

在选择血浆净化的治疗对象时，应充分考虑到患者精神、肉体和经济方面的负担。以下列举了日本对寻常性天疱疮患者实施血浆净化治疗时的适应标准。

（1）绝对适应证　①为避免使用肾上腺皮质激素、免疫抑制剂（环孢菌素、硫唑嘌呤等）等的病例，尤其是合并糖尿病、骨质疏松、胃溃疡等的病例。②有肝功能、造血功能障碍的病例。

（2）相对适应证　①即使长期大量使用上述药物，临床症状也没有得到改善的病例。②循环血液中存在大量自身抗体，病变范围广而严重的病例。

这一适应标准对寻常性天疱疮以外的皮肤病患者，在考虑进行血浆净化治疗时也可参考。

3．血浆净化的方法

可根据不同的疾病选择离心分离法、双重滤过法（DFPP法）、结合法 (combination method)、免疫吸附法 (ITR, IPH)。

4．血浆净化疗法的效果

表12-10总结了针对寻常性天疱疮 (pemphigus vulgaris, PV) 的血浆净化疗法的效果。目前日本对于治疗效果的判断标准依据为：①天疱疮抗体效价的变动；②临床症状的改善等；③肾上腺皮质激素的减量情况；④缓解期间长短；⑤副作用。表12-10显示了根据上述标准判断，在实施离心分离法、双重滤过法（DFPP法）、结合法 (combination method)、免疫吸附法 (ITR, IPH) 后的治疗效果比较。除了IPH法以外，通过其他方法治疗后均观察到天疱疮抗体效价的减少，80％以上病例的临床症状得到改善。另外，对缓解的病例，在其后长期的观察中也未见复发的情况。同时，各种治疗方法实施后均未发现严重的副作用。


表12-10　寻常性天疱疮的血浆净化治疗效果
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【思考题】



1．简述血浆净化疗法治疗难治性疾病的原理。



2．血浆置换的原理、分类，并简述应用范围。
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（陈江华　黄洪锋）


第十三章　分子生物学在内科领域中的应用



摘　要
 　随着生命科学各个学科的发展和相互促进，医学分子生物学得以惊人的速度向临床医学的各个领域渗透，并在研究和认识人体的生理和病理现象、揭示疾病的病因及发病机理等方面发挥着越来越重要的作用。目前，分子生物学诊断技术在临床检测方面日益显现出举足轻重的地位。而基因治疗方式的完善与不断深入研究，使其在内科领域中逐步展示出广阔的应用前景。本文就分子生物学手段在临床内科疾病诊治领域的研究与应用作一简要介绍。




Abstract
 　With the development and mutual enhancement of the different sub-disciplines in Life Science, the Medical Molecular Biology got a high speed of progress in the territories of Clinical Medicine. It gradually shows an important role in the understanding of the physiological and pathological phenomena, as well as in the demonstration of the etiology and pathogenesis of different diseases. Nowadays, in the practice of daily clinical detection in many hospitals, the development of Molecular Diagnosis urges a high ratio of positive measurement. Meanwhile, the progress of Genetic Therapy shows an extensive prospect in the therapy application of hereditary diseases. This article will give a brief introduction on the study and application of Medical Molecular Biology in Clinical Internal Medicine.






随着自然科学尤其是生命科学各个学科的发展和相互交叉、渗透，医学分子生物学得以迅速发展并且以惊人的速度向临床医学的各个领域渗透，并在研究和认识人体的生理和病理现象、揭示疾病的病因、发病机理等方面发挥着越来越重要的作用。目前，国内各大医院都在积极开展各种分子生物学研究，基因诊断日益普及，某些疾病的基因治疗也在积极探索之中。分子生物学在内科领域中已展示出广阔的应用前景。由于篇幅所限，本文仅作简要介绍。

一、分子生物学研究促进了在分子水平认识某些疾病的病因和发病机理

随着分子生物学的逐步发展，人们对各种疾病的发病机理也逐渐清楚起来。如机体识别自己和异己的免疫反应机理之一，甘露聚糖结合蛋白 (MBP) 能选择性识别并结合酵母菌外壁上的甘露聚糖，从而发挥其抗感染免疫的防御机制。其分子生物学基础在于C末端C型糖识别域之间及与中央螺旋之间的作用使其方向和距离都固定，结合的糖位置也是固定的，因此只能识别一些含末端Man或乙酰氨基葡萄糖 (GlcNAc) 的细菌、真菌及寄生虫。

许多血液系统的疾病被发现与细胞黏附因子有关。多细胞存在精细的细胞间网状结构，它与细胞相互接触，传递细胞内的信息。造血干细胞的分化、增殖，必须通过细胞黏附因子介导的细胞、细胞与细胞外基质及细胞因子间的相互作用，这些要素协同作用形成造血微循环，当细胞黏附因子异常时就会引起疾病。如多发性骨髓瘤与淋巴细胞功能相关抗原1 (LFA-1) 密切相关，而白细胞黏附不全则与LFA-1及Mac-1 (CD11b/CD18) 的β2亚基缺如有关；急性、慢性白血病患者体内多种黏附分子及VLA2、VLA5、VLA6、β2-ITG、HCAM等表达低下。

早老性痴呆 (AD) 发病机理的研究在过去几十年中进展不大，近几年研究水平从组织细胞深入到基因分子，才取得了巨大的进展。与AD有关的物质主要有四类：β-淀粉样蛋白，tau蛋白和MAP激酶 (MAPK) 及载脂蛋白E。β-淀粉样蛋白大量出现在AD患者大脑斑块核心内，被认为是AD发展中的关键因素；tau能促进微管蛋白连接成微管，而微管是神经元的关键系统，但研究表明tau不能单独引起AD, MAPK可以将基因激活的信息从细胞外传到细胞核内；而载脂蛋白E4则与AD有关，其含量越多，AD发生越早。另外，最近的研究表明，小RNA (miRNA) 可能在AD的发生过程中起到了重要的时序调控作用。然而，迄今为止，尽管AD发病机理的研究已取得了一系列进展，但真正揭开AD的病因与病理还需很长的时间。

近年来发现，许多致命的哺乳动物中枢神经系统机能退化症与一种传染性的致病因子——朊病毒有关。朊病毒是一种未知功能的糖蛋白，不含任何核酸，可侵犯神经元和胶质细胞，引起疯牛病人的纹状体脊髓变性病及脑软化病。朊病毒本身不能繁殖，它是通过胁迫正常朊病毒蛋白畸变进行自我复制的。这种前所未有的由蛋白质复制蛋白质的分子机制研究，也将带来分子生物学理论上的新的突破。

自2002年底传染性非典型肺炎 (SARS) 爆发以来，寻找导致该病的病原体是研究工作的重心。在研究之初，全世界各地的研究组曾对该疾病的病原体有着多种猜测，如衣原体、禽流感、副黏病毒等。2003年3月22日，香港大学微生物系首先利用非洲绿猴肾脏细胞 (African Green Monkey Kidney Cells, Vero E6) 从一个感染者的肺组织中分离到了一种未知的病毒。WHO的研究网络立即对该病毒展开研究，全世界13个实验室围绕确定病原的必要条件——郭霍氏原则，即确定为病原的病原体必须具备以下四个条件：该病原体必须在所有病人身上发现，必须能够从宿主上分离并在培养基上生长，在易感染者感染后病毒能够繁殖并引起与传染源相同的疾病，病原必须能在实验宿主上引发感染。对SARS进行了临床标本、病理组织与影像学、病毒分离培养、血清学与免疫学诊断分子生物学等多方面的研究与鉴定。在这个过程中，分子生物学技术发挥了极其重要的作用。在非常短的时间内，完成了测序、基因结构分析、比较基因组学研究，包括基因变异的研究和种系进化分析研究，以及各基因产物的结构和功能研究等，为人类认识和战胜这一危害极大的传染病作出了积极贡献。2003年4月16日，WHO在各方研究的基础上，正式宣布该未知的冠状病毒为导致SARS的病原体，并命名为SARS冠状病毒 (SARS coronavirus, SARS-CoV)。

二、分子生物学诊断技术的发展在内科领域中的应用前景

分子生物学诊断技术已广泛应用于内科领域中的病因学诊断。通过直接探查基因的存在状态或缺陷对疾病作出诊断，即基因诊断。基因诊断的探测目的物可以是DNA或RNA, 前者反映基因的存在状态，而后者反映了基因的表达状态。探查的基因又分为内源基因（即机体自身的基因）和外源基因（如病毒、细菌等）两种，前者用于诊断基因有无病变，而后者用于诊断有无病原体感染。自1976年以来，基因诊断的方法学研究取得了很大进展，先后建立了限制性内切酶酶谱分析、核酸分子杂交、限制性片段长度多态性 (RFLP) 连锁分析、聚合酶链反应 (polymerase chain reaction, PCR)，以及近年发展起来的荧光定量PCR技术，DNA芯片技术 (DNA Chip) 和蛋白质芯片 (Protein Chip)、组织芯片 (Tissue Chip) 等，本章主要介绍上述各种方法的主要原理及其临床应用。随着分子生物学技术的飞速发展，基因诊断技术必然还会进一步完善，在内科领域中发挥越来越重要的作用。

（一）内源基因病变的检测

主要应用于遗传病的诊断。传统的诊断方法是先发现疾病的表型，再把基因产物即蛋白质或其抗体氨基酸序列弄清楚，运用分子生物学技术分离到该基因，并通过测序确定突变部位，这适用于已知突变与疾病的关系。但是，由于80％～90％的疾病表型或生化特征不明，用此方法显然不行。基因诊断又称逆向遗传学，即先找出基因变异，再分析基因产物，最终探明生理作用和临床机制。因此基因诊断往往在疾病出现之前就可以完成，在诊断时间上存在显著的优越性，有利于及时预防与治疗。遗传病的基因诊断是在分子遗传学的基础上发展起来的。目前已知许多遗传病的致病基因及其突变类型，即使不知道这些情况也有许多遗传标志可资利用于基因连锁分析。基因诊断在遗传病的诊断中具有重要意义，但尽管其发展迅速，目前已用基因诊断的遗传病也只占了很小一部分，离预期目标还有较长的距离。现仅举数例加以说明。

1．血红蛋白病

血红蛋白病是第一个成功地进行了产前基因诊断的遗传病，是由于血红蛋白合成异常所致的遗传性血液病，习惯上分为异常血红蛋白病和地中海贫血两大类。前者表现为珠蛋白肽链结构的改变，主要是由于突变导致重要功能部位的氨基酸的置换，影响到血红蛋白的溶解度、稳定性及生物学功能；而后者的特征是珠蛋白肽链合成速率的降低，导致α链和非α链合成的不平衡，结果多余的珠蛋白链沉积在红细胞膜上，改变了膜的通透性和硬度，导致溶血性贫血。地中海贫血可以区分为两种主要类型：α珠蛋白链合成减少的称为α地中海贫血（简称α地贫），β链合成减少的称为β地中海贫血（简称β地贫）。导致α地贫的分子基础主要为α珠蛋白基因缺失，而β地贫则主要由β珠蛋白基因的点突变所致。迄今，世界上已发现了120种不同的地贫类型，而导致中国人β地贫的突变就有15种。从用放射性核素标记α珠蛋白DNA探针和从羊水细胞提取的DNA进行液体分子杂交，发展为DNA限制性内切酶（简称内切酶）酶谱分析法，以及现在普遍应用的PCR法，都可用于检测α珠蛋白基因有无缺失；而RT-PCR法又可用于检测其mRNA含量，由于α珠蛋白mRNA水平与病人的α珠蛋白基因的数目呈线性关系，因此可以鉴别各种类型的α地贫症。

研究者利用醋酸纤维素薄膜电泳，通过自动扫描系统分析确定HbA2的含量，可筛查可疑α地贫或可疑β地贫。而Triton-X100/尿酸/聚丙烯酰胺凝胶电泳 (TAU PAGE) 结合醋纤膜电泳可提高血红蛋白病的检出率，对检出α地贫1基因携带者和潜在性血红蛋白具有较高特异性，并能检出血红蛋白病的双重杂合体和三重杂合体。近来，有报道采用单细胞扩增前引物延伸 (PEP) 全基因组扩增，后续巢式PCR同步检测B地中海贫血突变基因CD17等10个基因位点，具有较高的扩增成功率和很低的假阳性率和假阴性率。另外，DNA斑点杂交、RFLP连锁分析、基因体外扩增等手段均已应用于产前诊断α及β地中海贫血。

2．杜氏肌营养不良症

杜氏肌营养不良症 (Duchenne muscular dystrophy, DMD) 是常见的性连锁隐性遗传病，主要特征为进行性肌肉萎缩和腓肠肌假性肥大，多数在5岁发病，在20岁左右由于心脏和呼吸衰竭而死亡。其发病率为活产男婴的1/3500。DMD是X染色体Xp21.21－21.3区抗肌萎缩蛋白基因的不同突变形式所致。由于DNA片段的突变或缺失，可以造成基因读码框架的移码，在多数情况下，移码突变将导致DMD。最近文献又报道DMD病人的抗肌萎缩蛋白基因内发现了少数碱基替代性突变。用从Xp21区不同部分分离到的多种DNA探针，如P84，XJ1.1，P87，Jbir, P20等，直接进行相应的内切酶酶谱分析；或者cDNA探针法、多重PCR、荧光定量PCR检测热点区DNA片段，可以简便快速地检测到约90％的具有基因缺失的患者；而对于非缺失型DMD的基因分析则可采用基因内及其旁侧的探针进行RFLP连锁分析，或采用CA重复序列的多态分析法。

3．苯丙酮尿症

苯丙酮尿症 (phenylketonuria, PKU) 是一种常见的常染色体隐性遗传性氨基酸代谢病。经典型PKU患者由于肝脏内的苯丙氨酸羟化酶缺乏，苯丙氨酸不能转化为酪氨酸而在体内积累，并导致血和尿液中苯丙氨酸及其衍生物排出增多。患儿在出生后若不及时获得低苯丙氨酸饮食治疗，便出现不可逆的大脑损害和严重的智力发育障碍。PKU是由于约11种不同的苯丙氨酸羟化酶基因点突变，导致苯丙氨酸羟化酶的活力减弱甚至完全丧失。用DNA分析技术，如PCR/ASO探针法和PCR/RFLP连锁分析法可鉴定导致PKU的点突变。或通过聚合酶链反应—短串联重复序列 (PCR-STR) 连锁分析苯丙氨酸羟化酶 (PAH) 基因内 (TC-TA) 多态性。另外，多重等位基因特异性聚合酶链反应 (MAS-PCR)、聚合酶链反应—单链构象多态性 (PCR-SSCP) 分析、聚合酶链反应—变性梯度凝胶电泳 (PCR-DGGE)、基因芯片等可直接检测已知基因的点突变，通过分析羊水细胞、绒毛细胞的基因或孕妇外周血分离的胎儿DNA, 可对胎儿进行该病分子水平的产前诊断或进行新生儿筛查。

（二）外源基因的检测

病原体，如病毒、细菌、支原体、衣原体、立克次体、螺旋体以及寄生虫感染均可引起机体病变，及时诊断何种病原体对于指导治疗具有十分重要的现实意义。分子生物学的发展使迅速而准确地检测病原体成为可能。下面几个例子可以说明分子生物学在病原体检测中的重要作用。

1．人乳头瘤病毒 (HPV) 的检测

HPV是双链DNA病毒，依据核酸相关性分型已发现70余型。该病毒可以感染人的皮肤和黏膜上皮细胞，诱发细胞增生，产生乳头瘤样病变。不同型别的HPV引起的感染具有不同的临床表现，6和11型与尖锐湿疣、喉头鳞状上皮乳头状瘤发生有关；HPV16和18型与宫颈癌发生有关，在前列腺癌、食道癌、肛管癌、大肠癌中也检测到HPV16、18DNA, 但与这些肿瘤发生的确切关系还不清楚。迄今，HPV难于用传统的病毒培养及血清学技术检测，只能采用分子生物学技术来诊断，早期的主要检测方法有核酸杂交，PCR或两者结合。Manas等从HPV L1区中选择保守序列设计了一对引物，该引物可扩增HPV6，11，16，18及33型等病毒序列，然后再合成一系列型特异性探针。与上述引物的扩增产物进行杂交，达到检测和分型的目的，该法灵敏度很高，能检出10个拷贝的HPV DNA, 故可用血清和脱落细胞进行检查。荧光定量PCR技术集快速、可靠、敏感、特异及操作简便于一体，从而更适用于大规模临床筛选及在临床广泛推广应用。但利用该法进行HPV分型需要将HPV常见基因型逐个筛选才能最后确定感染的HPV型别。原位杂交由于在杂交时的稳定性不高，使杂交率降低，影响HPV的检出率。第二代杂交捕获法 (HC2) 的灵敏度和特异性均较好，但存在交叉污染、费用昂贵等缺点。此外，基因芯片（反向斑点杂交）具有快捷、灵敏度高、特异性强、稳定性和重复性好的优点，能在一个反应中同时检测不同HPV亚型，但敏感性不高，且只能提供半定量结果。

液相芯片是近年才发展起来的新方法，是基于Luminex xMAP system的一个多功能生物芯片分析平台，整合了编码微球、激光技术、应用流体学、高速数字信号处理器和计算机运算法则，具有高通量、灵敏度高、速度快等特点。笔者采用液相芯片技术可同时达到对几十种HPV亚型的检测，发现该技术比反向点杂交的多重感染阳性检出率明显要高。由于检测成本和费用也相对便宜，不仅可以进行临床筛查，还对大范围的流行病学调查及HPV疫苗的研究提供可靠资料。

2．肝炎病毒的检测

应用核酸杂交和PCR检测急性甲肝和急性戊肝患者粪便中的HAV或HEV已有较多报道。乙型肝炎病毒 (HBV) 感染的诊断，主要采用免疫测定法检测血清标本中的HBsAg, HBeAg, 抗－HBs, 抗HBc及抗HBe的存在，免疫测定法简单易行，重复性好，具有重要的临床价值，但其测定的是病毒的蛋白成分和机体产生的相应抗体。基因诊断可直接测定该病毒核酸，其中PCR法可测到1/100000pg的HBV DNA。此外，在一些特定的情况下，PCR技术已显示其独特的优越性，如：①当病毒基因组发生变异时，免疫测定可为阴性而PCR仍可检出；②应用PCR可对患者血中HBV浓度进行粗略定量而对临床治疗及预后判断具有重要意义；③适用于病毒滴度很低的临床标本检测；④用于考核抗病毒治疗效果及检测基因耐药性突变；⑤明确HBV复制状态及传染性；⑥在HBV与原发性肝癌关系的研究等。时间分辨荧光免疫技术 (TRFIA) 定量测定乙肝五项指标的相对特异性、灵敏度及符合率较ELISA法要高。另外，基于PCR扩增HBV逆转录酶的编码基因后进行直接测序分析的检测方法，较限制性片段长度分析 (restriction fragment length polymorphism, RFLP)，具有准确度高、特异性和重复性好等特点。而近期，有学者报道采用微流控基因芯片来检测HBeAg (—) 感染者血清前C区及BCP热点变异。

基因诊断在丙型肝炎病毒 (HCV) 的研究中同样具有特别重要的意义，HCV是近年才发现的一种单链正肽RNA病毒，丙肝多因输血或血制品而引起，临床预后较差，死亡率较高。发达国家的输血后肝炎的90％～95％属于这一类。在输血者中还存在无症状的HCV携带者。自1989年克隆和序列分析HCV成功后，应用重组抗原和人工多肽抗原为基础的抗HCV检测技术得以发展并不断完善。但由于血清转化需要较长的迟滞期，并有相当部分病人由于机体免疫或病毒变异等各种原因，始终测不出抗HCV。此外，由于所检测的IgG抗体在机体内存在时间较久，故无法区分患者是现症感染还是既往感染。由于HCV在血液中的含量很低，难以用核酸杂交等方法直接检出，而PCR检测具有极高的敏感性和特异性，可从极低病毒含量的肝脏和血标本中检测出HCV特异序列。荧光定量聚合酶链反应 (FQ-PCR) 则是目前检测HCV RNA的最佳手段，其采用实时检测技术连续不断地检测PCR过程中反应体系对荧光信号的变化，利用荧光信号达到某一阈值时的循环次数与起始模板DNA量的对数值之间的严格线性关系，进行起始模板定量，可真实反映HCV的复制情况。因此，在HCV感染的预防、诊断及疗效判断等方面，无疑起着重要的作用。

3．HIV的检测

艾滋病是严重威胁人类生命的疾病之一，由人类免疫缺陷病毒 (HIV) 引起。由于HIV-DNA序列可整合到宿主基因组中，因此在相当长的时期内HIV处于潜伏状态。整合的HIV-DNA以很低的拷贝数存在，故需要用非常敏感而又特异的方法进行检测和研究。目前用于HIV的检测方法很多，包括病毒体外培养法、逆转录酶法、外周血中抗原直接测定等。这些方法费时、费力、稳定性较差。原位杂交可直接检测有逆转录活性的细胞内病毒核酸；Southern印迹法可同时对淋巴细胞中的HIV-DNA进行分析；PCR技术敏感、特异，为AIDS病的诊断及研究提供了有力的手段。这些基因诊断技术可用于追踪HIV的自然感染史，可在其他血清学和病毒学标志出现前检出HIV序列。因此可用于判定无症状且血清学检测阴性患者潜在的HIV传播的可能性，并可用于监测长潜伏期（4～7年）的患者。在婴儿出生后最初的6～9个月期间，由于存在母体抗体的干扰，基因诊断可判定婴儿是否真正被HIV感染。采用抗体检测法在普通门诊监测艾滋病病毒感染，虽然快速方便，但存在较长的窗口期，容易漏诊。而制备Au纳米颗粒HIV cDNA基因探针，通过液相杂交技术检测HIV cDNA, 可以缩短检测窗口期，做到早期诊断和预防。此外，基因诊断在血制品的检测中也发挥重要作用。PCR-微流芯片法具有操作简便、快速、灵敏度高、特异性强、重复性好特点，可应用于血液HBV DNA/HCV/HIV RNA的筛查工作，以进一步提高输血的安全性。

4．结核杆菌的检测

以前主要依靠痰涂片镜检抗酸杆菌和结核杆菌的培养与鉴定。但痰涂片阳性率不高，且不能确诊，而抗酸杆菌培养又需要较长的时间。目前已建立了该菌的基因诊断方法，如Hance等先用PCR技术扩增出一383bp序列，再用探针杂交，敏感度达到可检出100个细菌的水平。Eisenach等利用结核杆菌染色体中一群特异性重复序列设计的引物用PCR扩增出123bp片段。如进行30个循环，敏感性可达到10fg。由于该保守的特异性重复序列在结核杆菌染色体内有多个拷贝，因此即便某些结核菌株发生变异，只要它保留一个重要序列拷贝就能保证扩增的准确性。而通过PCR-SSCP法检测结核分支杆菌L型rpsL耐药基因，发现其突变与结合杆菌耐受链霉素密切相关。近年，有报道将单侧延长臂分子信标探针设计自然运用到芯片技术上，具有良好的检出率、特异性与敏感性，可直接对结核分支杆菌核酸分子进行特异性检测。另外，蛋白芯片技术具有简便、快速、敏感性高、特异性强和检测成本较低的特点，是结核病辅助诊断的有效方法。

5．淋球菌的检测

由于淋病的临床表现缺乏特异性，其确诊主要依靠实验室检查。传统的临床标本涂片染色在中性粒细胞内寻找革兰氏阴性双球菌检查方法，简便易行，但敏感性不高，也不能确诊。淋球菌的分离培养对营养要求较高，生化鉴定复杂，需要较长时间，难以满足临床需要。基因诊断直接鉴定淋球菌，在时间上明显缩短，且更为敏感，故是一种快速、敏感且特异检测淋球菌的新方法。当然，该法尚需广泛的临床考核验证，从根本上取代传统的分离培养法还有待于进一步的研究。根据淋球菌的基因保守序列设计引物和探针，通过制备基因芯片，结合多重PCR技术可检测淋球菌及其对抗生素的耐药性。有文献报道芯片检测结果与目前的临床检查结果具有较好的一致性。

6．幽门螺杆菌的检测

大量的临床和流行病学资料均提示，幽门螺杆菌 (HP) 感染是慢性胃炎和消化性溃疡的主要病因，与胃癌的发生也有密切的关系。随着分子生物学技术的发展，其在HP感染研究中的应用越来越广泛。1988年，研究者最早采用斑点膜杂交法将幽门螺杆菌HP基因组探针用于HP检测。后来有学者报道，PCR可扩增仅一个靶拷贝的HP质粒DNA, 与寡核苷酸探针相比，其灵敏度至少高出100倍。而用套式PCR可合成与扩增产物内部序列互补的寡核苷酸探针与扩增产物进行杂交，可使灵敏度提高10倍，即使低至1个细菌的靶DNA也能检出。此外，用套式引物双扩增或同时在引物扩增序列内选择寡核苷酸作探针，对PCR扩增产物进行Southern blot检测，可使敏感性增加10～100倍，可检出难以培养的球形HP。因此，以前对某些用常规方法不能检出而实际还存在HP的病人，往往会被误认为HP已根除而放弃治疗，而在实际临床诊断过程中采用PCR等较高灵敏度的手段来进行检测分析就显得尤为重要。

7．人类寄生虫的检测

钩端螺旋体可引起危害野生动物、家禽和人类的传染性疾病。由于其临床症状多样且不够典型，故既往主要依靠实验室ELISA或显微镜凝集诊断试验为准，但一般要8～10d病人才出现抗体。钩体培养可确诊此病，但费时较长，实验上只能作为回顾性诊断。分子生物学方法，尤其是PCR技术是检测钩体的敏感而且快速特异的方法，有助于早期诊断。但通常某些螺旋体之间存在交叉反应，如不能区分腐生的双曲钩端螺旋体和致病的钩端螺旋体。鉴于临床标本中通常无双曲钩端螺旋体存在，故实际应用时影响不大。而对于梅毒螺旋体的检测，目前所用的标准方法是放射免疫感染试验 (RIT)，但该法在临床常规应用并不现实。血清学诊断时确定感染及治疗很有意义，但缺乏早期诊断价值。并且母亲的IgG型抗体可传给胎儿，故对先天性及神经性梅毒的诊断也不够特异。应用PCR法可快速敏感地检测梅素螺旋体。另外，对于其他一些寄生虫，通常采用血涂片或光学显微镜及免疫学方法可获得比较满意的结果。但是，光镜检查费时费力，难以胜任现场大量标本检测的要求，有时也可能发生漏检。用免疫学方法检查抗体虽较灵敏，但不能鉴别以往感染还是现行感染，这对于决定治疗方案及预后极为不利。因此近年来，寻找更加灵敏、特异和简便的检测抗原的方法受到普遍重视，DNA诊断技术从这些传统的检测方法中脱颖而出并逐步显示出其强大的优势，现正被推广应用。

三、基因治疗的研究进展

所谓基因治疗，就是用正常或野生型基因置换致病基因以纠正基因结构和功能异常的一种治疗疾病的方法。狭义的基因治疗是指目的基因导入靶细胞后与宿主细胞内的基因发生整合，成为宿主基因组的一部分，目的基因的表达产物起治疗疾病的作用。而广义的基因治疗则包括通过基因转移技术或反义核酸技术、核酶技术等，使目的基因得到表达，或封闭、剪切致病基因的mRNA, 而达到治疗疾病的目的。

基因治疗目前已试用于许多疾病，国内外学者已经在体内、外进行了许多项目的尝试，研究了各种基因转移的方法，努力寻找更加安全、有效的实施方案。人类基因组计划的实施，使我们能够逐渐掌握人体内的所有遗传信息，使基因治疗的前景更为广泛。将来，基因治疗技术不仅可用于治疗，还可以用于预防许多疾病。基因治疗大致用于三方面疾病：遗传病，肿瘤和病毒感染。

1．遗传性疾病

根据疾病的发病机理确定目的基因，如β地中海贫血是由于β珠蛋白基因的点突变和（或）基因缺失，形成β链mRNA功能丧失或表达异常的血红蛋白，从而引起地中海贫血的临床表现。因此，对该病的基因治疗就要导入正常β珠蛋白的基因。β珠蛋白基因族庞大，调控非常复杂，除β珠蛋白基因组外，其上游基因调节元件即位点调控区 (locus control region, LCR) 的DNase敏感 (hypersensitive, HS) 片段（包括HS2、HS3、HS4）对转导后的基因表达非常重要。骨髓干细胞是β地中海贫血基因治疗较为理想的靶细胞。多年来应用逆转录病毒载体（常用癌瘤逆转录病毒，onco-retroviral vector）将正常β珠蛋白基因转入骨髓干细胞（或红细胞）中表达正常的β珠蛋白链，替代患者的异常基因，从而达到治疗的目的。采用癌瘤逆转录病毒载体将人珠蛋白基因导入小鼠红白血病 (MEL) 细胞进行培养，可成功表达β珠蛋白。但由于载体的容量有限（仅7kb左右），无法完全包含β珠蛋白基因组及其上游LCR片段，故表达效价低且不稳定。因此，近年广泛开展慢病毒 (lentivirus) 基因载体作为β地贫基因治疗的研究。此载体容量大，可以保证β珠蛋白基因的高效、稳定表达；同时可以转染静止期细胞，并能永久表达。常用的是HIV-1为基础的慢病毒载体。

血友病是一种性连锁的隐性遗传病。病因是凝血因子基因缺陷造成某种凝血因子的缺乏或不足。按照缺失的凝血因子种类，血友病可分为甲、乙、丙三型，其缺乏的凝血因子种类分别是Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ。血友病的传统治疗方法为静脉输入纯化的FⅧ，虽然可以有效纠正临床症状，但有感染人免疫缺陷病毒、乙型肝炎病毒等危险。因此，基因治疗血友病是一种有效的可供选择的治疗手段。国内复旦大学遗传学研究所薛京伦等自1987年起开展血友病乙基因治疗实验研究，构建了数个带有人凝血因子Ⅸ cDNA的载体，转入皮肤成纤维细胞，取得了迄今国际上动物体内外表达人凝血因子Ⅸ水平最高、持续时间最长的结果。在此基础上，该单位和第二军医大学附属长海医院合作，自1991年8月起，开始了以皮肤成纤维细胞为靶细胞的血友病乙基因治疗临床研究。将逆转录病毒载体和人凝血因子Ⅸ cDNA的重组体用细胞悬液的方式皮下注射，共治疗2例病人。随访结果表明，未发现与基因治疗相关的毒副作用，血浆内Ⅸ因子水平增高1～3倍，至少可持续表达16个月以上，患者临床症状有所改善。凝血因子Ⅷ由于基因分子量巨大，现有各种基因治疗的载体的装载能力都无法胜任，有关研究人员正在探索改造凝血因子cDNA的结构，并取得可喜的进展。目前国际上关于血友病基因治疗的临床实验正在如火如荼地展开，GenStar公司研制的MAX-ADFⅧ腺病毒载体由1种普通的感冒病毒改造而成，该载体中所有与递呈病毒相关的基因都被编码FⅧ的基因所替代，目前MAX-ADFⅧ已进入临床试验阶段。

苯丙酮酸尿症是一种氨基酸代谢异常的常染色体隐性遗传病。其中98％～99％是由于苯丙氨酸羟化酶 (phenylalaninehydroxylase, PAH) 基因突变导致肝脏苯丙氨酸羟化酶缺乏所致，1％～2％是由于苯丙氨酸羟化酶的辅酶四氢生物蝶呤缺乏，导致苯丙氨酸不能正常转化为酪氨酸，从而苯丙氨酸在体内异常蓄积并打破大脑氨基酸的平衡而致病。由于正常情况下该酶主要在肝内产生，因此该病的基因治疗主要以肝细胞作为靶细胞。目前将该酶基因导入人肝细胞的研究已经取得了成功。

囊性纤维化病 (CF) 是白种人中最常见的致死性常染色体隐性遗传病之一，黄种人中较为少见。由于基因突变导致囊性纤维跨膜通道调节因子 (DFTR) 蛋白缺馅，影响外分泌腺导管上皮对氯离子的通透性，使得大量黏液阻塞全身外分泌腺而导致慢性阻塞性肺疾病和胰腺功能不全。目前，有人设计了利用腺相关病毒重组CFTR基因导入呼吸道上皮细胞，但是表达量比较低，以后发现在黏膜下腺中CFTR的表达量很高。但由于黏膜下腺体细胞难以用呼吸道感染途径进行基因转移，所以呼吸道黏膜仍作为重要靶细胞而被选用。

2．肿瘤的基因治疗

长期以来，各种肿瘤性疾病严重威胁着人类的健康和生命，目前主要用外科手术，化学治疗，放射治疗和生物治疗四种方式。上述方法在人类治疗肿瘤性疾病中都起到了重要的作用。抗肿瘤基因治疗以基因修饰和基因失活两种方法最为常用。多数情况下，肿瘤患者处于免疫耐受状态，因此，将能提高机体免疫应答水平的基因导入患者体内，将有利于患者免疫力的提高，采用反义技术如反义核酸、核酶等抑制癌基因的表达、将野生型抗癌基因导入患者肿瘤细胞或非肿瘤细胞，抑制肿瘤的恶性生长，引导恶性肿瘤细胞的正常转化，都是肿瘤基因治疗的基础方法。近年来，肿瘤的基因治疗研究发展非常迅速，许多项目已经进入临床应用阶段。

细胞因子的转基因治疗比较成熟，基本原理是以过继免疫疗法为基础，将细胞因子基因导入抗肿瘤免疫效应细胞中，使之抗肿瘤作用增强，并以免疫效应细胞为载体细胞，使细胞因子局部浓度提高，从而更有效地激活肿瘤局部及周围的抗肿瘤免疫功能。已有文献报道的主要有干扰素类、白细胞介素类、克隆刺激因子类、肿瘤坏死因子及转化生长因子。干扰素可分为α、β、γ三种类型。抗肿瘤治疗时主要选择γ干扰素。将γ干扰素基因转入肿瘤细胞使肿瘤细胞的致瘤性发生改变。研究表明，γ干扰素的局部分泌，可以诱导很强的抗肿瘤免疫应答。白细胞介素是体内重要的免疫效应分子，在肿瘤免疫中发挥重要作用。用白细胞介素基因导入靶细胞的疗法主要有两种：①导入肿瘤细胞，使之丧失致瘤性，同时增强肿瘤的免疫原性，起所谓“肿瘤疫苗”作用。其分泌的细胞素，可以原位激活CTL作用，协助杀灭肿瘤细胞。②导入TIL进行过继免疫疗法，增强肿瘤浸润淋巴细胞 (TIL) 的抗瘤活性。TIL能浸润到肿瘤组织中，如向TIL转移细胞因子基因，可在肿瘤局部释放高浓度细胞因子，从而增强该微环境对癌细胞的杀伤作用，同时避免全身大剂量使用白介素，TNF等细胞因子所引起的严重毒副反应。目前已使用的细胞因子种类很多，如IL-1、IL-2、IL-4、IL-7、IFN-α、IFN-β、IFN-γ、TNF和G-CSF等，所针对的肿瘤包括恶性黑色素瘤、肾癌、肺癌、结直肠癌等。Rosenberg等经NIH批准开展用TNF基因治疗黑色素瘤的临床实验，其中1例存活已超过9个多月，其余还在观察之中。Ren等将IL-12基因用塞姆利基森林病毒 (SFV) 包裹，并将这种包裹体用于多形性恶性胶质瘤的治疗，结果显示在48～72h内就能诱导肿瘤细胞的凋亡，而且这种包裹体表现出了很好的生物安全性。美国Shgawler等将IL-2基因用反转录病毒载体分别导入BALB/c3T3成纤维细胞和结直肠癌细胞，然后转入到人结直肠癌的动物模型中，发现无论是诱导肿瘤免疫性还是原位杀灭肿瘤细胞，前者都占有优势，具有良好的效果。另外一种思路是将细胞因子的受体基因导入肿瘤细胞。如Isobe等用反转录病毒将控制TNF受体的基因转染人结肠癌细胞中，使之表达TNF的受体蛋白，当使用TNF时，这些转染了TNF受体的肿瘤细胞很容易就被杀灭。这是肿瘤基因治疗的一种新方法。

MHC抗原基因的转基因疗法是利用肿瘤细胞逃避机体免疫系统的一种机制，由于其不表达MHC-Ⅰ类抗原而不能被免疫系统所识别。于是，有人设计了将MHC-Ⅰ类分子的基因（如HLA-B7，HLA-B27等）原位导入缺乏MHC-1抗原表达的肿瘤细胞中，诱导产生肿瘤特异性的细胞毒作用来杀灭肿瘤。James等将MHC-Ⅱ基因导入K36.16肿瘤细胞，使肿瘤细胞充当APC的角色，将肿瘤抗原递呈给CD4+
 Th细胞，激活细胞免疫，结果肿瘤细胞的生长受到抑制。Hui等用转MHC-Ⅰ基因肿瘤疫苗免疫AKR鼠，结果在接种处肿瘤细胞不能生长，说明了肿瘤疫苗提高了肿瘤细胞的免疫原性，增强了机体的抗肿瘤应答能力。现在MHC基因治疗已经进入了临床实验，表现出了良好的临床应用前景。

（1）抗癌基因的导入治疗　抗癌基因 (Antioncogene)，又称抑癌基因 (Tumor Suppressor Gene)，根据其功能，该基因又可分为控制细胞增生的看门基因 (gate keeper gene) 和维持基因完整的看管基因 (care taker gene)。由于许多恶性肿瘤中都有抗癌基因的变异、缺失或失活，在肿瘤发生发展中起重要作用。因此用替代或添加的方法将某些含有抗癌基因的染色体片段或整条染色体臂导入那些抗癌基因缺乏的肿瘤细胞中，恢复其抗癌功能，是一种许多研究人员都感兴趣的基因治疗思路。目前已经克隆的抗癌基因中，P53基因的研究较为透彻。据报道，在大约200多种不同的肿瘤中，有50％的肿瘤带有P53基因突变。已发现P53基因中有4个位于外显子5～8的突变热点，虽然不同组织器官发生的肿瘤中，P53基因突变谱显示有差异，但约有90％的突变是集中在这部分区域。目前研究最多的是以正常的野生型P53基因的替代疗法，此方法主要是通过转基因技术将野生型P53基因整合到恶性肿瘤的基因组中去，以替换肿瘤细胞中突变的P53基因。动物实验表明应用逆转录病毒，腺病毒等载体将野生型P53基因导入P53基因突变的肿瘤细胞中，可引起癌细胞凋亡，并且丧失致瘤性。由于癌症是多基因突变协同作用的结果，有研究者还将野生型P16基因导入神经胶质瘤的肿瘤细胞内，临床治疗实验表明，导入P16基因的肿瘤细胞的生长停止在G0-G1期之间。应用野生型P21基因导入前列腺癌小鼠模型，发现其能明显抑制肿瘤细胞的生长。

（2）抑制癌基因的表达　癌基因是指细胞基因组中具有能够使正常细胞发生恶性转化的一类基因。这种基因在人的正常细胞中就已存在。在绝大部分情况下，这类潜在的癌基因处于不表达状态，或其表达水平不足以引起细胞的恶性转化，或野生型蛋白的表达不具有恶性转化作用。但是当这些基因改变时，就会导致基因异常活化而启动细胞生长，从而发生恶性转化。如Ras、Myc、Src等基因，由于突变而使其功能处于异常活跃状态，不断地激活细胞内正性调控细胞生长和增殖的信号传导途径，促使细胞异常生长。因此采用反义核苷酸序列在癌基因表达时与mRNA特异性结合，阻断癌基因的表达，是恶性肿瘤基因治疗的重要方法之一。目前在这方面已经进行了较多的临床前研究。如应用C-myc反义核酸治疗食管癌，C-kit、C-myb的反义核酸治疗白血病，K-ras反义核酸治疗直肠癌和肺癌，N-ras反义核酸治疗肝癌等，尽管效果尚不满意，但积累了不少有益的经验，其中用K-ras基因治疗非小细胞肺癌 (NSCC) 的方案已于1993年经NIH批准进行临床实验。

核酶 (ribozyme) 是一类具有RNA酶活性的RNA, 由三个部分组成，中间是酶活性中心，两侧为可与靶RNA特异性结合的序列，是构成活性基因的必需成分。它与靶RNA链结合后能使其在特定部位断裂，达到降解靶RNA的作用，而核酶本身并不被消耗，又能与另一个靶RNA结合，因此工作效率非常高。反义核酸与靶mRNA结合时，每封闭一个靶分子，就要消耗一分子的反义核酸，核酶只是催化靶mRNA断裂，而自身却没有消耗。在当代生物医学领域，利用核酶技术进行肿瘤的基因治疗已成为一项重要手段。肿瘤的生长和转移依赖于血管的生成，血管内皮生长因子 (VEGF) 是肿瘤相关性血管形成的重要诱发因子之一，因此，用抗VEGF的锤头状Rz或发夹样Rz来抑制VEGF的表达，可以抑制肿瘤细胞的生长和转移。Tokunaga等将抗VEGF189的核酶转染到胰腺癌细胞系MIA PaCa2，结果表明，抑制VEGF的水平能有效抑制肿瘤血管生成和肿瘤转移。Ciafrè等针对VEGF mRNA设计的锤头状核酶，导入恶性胶质瘤细胞，结果发现VEGF的表达下降了56％左右。VEGF mRNA的有效抑制，为核酶临床治疗肿瘤提供了实验基础。

（3）前药转换基因疗法　这一疗法的基本思路是：将某种前药转换酶基因导入肿瘤细胞，再给病人使用这种对细胞无毒的前药，在肿瘤细胞局部，经前药转换酶的作用，使肿瘤局部的前药转变为高浓度的有毒药物，从而达到杀灭肿瘤细胞的效果。目前研究较多的是胸腺嘧啶核苷激酶 (tk) 和胞嘧啶脱氨酶 (CD)。前者可将无毒的6-甲氧基嘌呤阿拉伯糖核苷 (6-methoxypurine arabinonucleoside, araM) 转变成为有毒的腺嘌呤阿拉伯糖核苷三磷酸 (araATP, adenine arabinonucleoside triphosphate)，后者是将无毒的5-氟胞嘧啶（5-FC）转变成为有毒的5氟尿嘧啶（5-Fu）。1995年，Wills等人用腺病毒为载体介导HSV-tk基因治疗肝癌。此外，他们设计了由CMV启动子和AFP特异识别的增强子调控的载体可在肝癌细胞中持续表达，而在AFP阴性的其他组织细胞中不表达或表达水平很低，这样就解决了治疗中的特异性问题。Rowley等用CD基因治疗结直肠癌，结果发现，导入CD基因后，靶细胞对5-FC的敏感性提高了200倍，7d内有90％的肿瘤细胞死亡，并表现出旁观者效应。这种方法的缺点是只有转导了前药转换基因的肿瘤细胞才被杀灭，对周围未转导的肿瘤细胞却没有任何影响。但要确保所有肿瘤细胞都进行了外源基因的转导，在实践中难以达到。

3．抗病毒基因治疗

自从20世纪80年代以来，基因工程技术生产的重组干扰素等在抗病毒治疗中发挥了重要作用。近年来核苷类药物也在抗病毒治疗中崭露头角。但是，尽管化学、免疫学等抗病毒治疗已经取得了一系列的进展，疗效仍然不十分满意。随着病毒分子生物学的进展，使得我们对病毒的基因背景了解越来越多，抗病毒基因治疗也在此基础上得以发展。

抗病毒基因治疗以基因修饰和基因灭活最为常用。目前，重组细胞因子已经广泛应用于临床上病毒性疾病的治疗。但因为其半衰期短，进入血液和组织后很快被降解或与受体结合，所以作用时间短暂，大剂量应用则可导致较严重的毒副作用。而将细胞因子基因导入体内靶细胞中持续稳定表达，则可以克服上述缺点。基因治疗时，细胞因子作为目的基因的表达产物和外源细胞因子的作用机理不一样，处于较低水平的表达就能产生较强、较持久的抗病毒效应。实验表明，重组细胞因子的抗病毒效果可以被特异性抗体所阻断，而基因治疗时其抗病毒效应不被抗体所阻断。

持续性病毒感染时，病毒复制和表达产物作为较强的抗原物质引起机体对感染细胞的免疫应答，导致损伤，所以有效的抗病毒治疗包括抑制病毒复制和表达。采用反义技术和核酶技术对病毒基因组进行封闭和抑制，可达到这一目的。目前常用的抗病毒基因治疗主要有以下几个方面：

1．基因修饰介导的免疫疗法

近年来，免疫治疗的研究进展很快，但是，经过几年的临床和实验研究，表明单用细胞因子并不能取得原先设想的抗病毒效果。影响细胞因子疗效的因素很多，如在体内的半衰期太短、体内蛋白酶的分解作用、重复应用诱导体内产生抗体、与靶器官以外的器官、组织、细胞上的受体结合等因素均有关系。基因治疗是克服这些缺点的有效手段之一。如将干扰素、白细胞介素等细胞因子的基因导入靶细胞内，持续表达的细胞因子可以克服上述半衰期短、蛋白酶水解、与无关受体相结合等缺点。1989年，Bednarik等人发现分泌IFNa2的细胞对人免疫缺陷病毒 (HIV) 复制具有抑制作用。他们将人IFNa2基因与逆转录病毒载体的DNA重组后使IFNa2在病毒的长末端重复序列 (LTR) 中的启动子序列控制下表达。将该重组体转染非洲绿猴肾细胞系 (Vero, A3.01)，分泌IFN水平可达50～150U/ml, 可以抑制HIV的复制。但是，向细胞培养系统中加入相同活性单位的重组IFNa2则不能抑制HIV的感染，即使用抗IFNa2特异性抗体也不能完全阻断对HIV复制的抑制。这一现象的机制尚不清楚，可能的原因是外源性重组IFNa2作用于病毒的装配和成熟过程，而内源性IFNa2主要是作用于病毒的转录水平及影响mRNA的稳定性。Fischer等将可溶性CD4+
 (scd4) 分子的编码基因导入到体外培养的T淋巴细胞中，发现scd4分子确实可以阻断HIV-1的感染。

还有作者针对特定目的设计特异反式激活的启动子序列，这样在病毒感染时为表达载体提供了反式激活剂，目的基因进行高水平表达，达到抗病毒基因治疗的目的；无病毒感染时，反式激活系统不启动，目的基因的表达就处于基础水平，以免细胞因子过度表达给机体带来不良影响。这样的表达方式近似于机体自然状态下的基因调控，是一种较好的设计。由于慢性肝病患者通常都有免疫功能低下或紊乱。因此许多研究都采用基因修饰介导的免疫疗法，其中包括用细胞因子基因进行基因修饰。方法是将细胞因子基因转导入细胞，使其在体内持续分泌一定量的细胞因子，直接或通过细胞因子网络刺激机体免疫系统，达到清除病毒的目的。目前，几乎所有已经克隆的细胞因子基因都已被试用于持续性病毒感染的基因治疗研究，其中大部分细胞因子的基因治疗均能不同程度地抑制病毒作用，少数（如IL-5, IL-10, M-CSF）无抑制作用。

2．基因修饰病毒诱导保护性抗体产生

由于慢性乙肝患者针对HBV呈免疫耐受状态，体内虽有大量HBsAg, 但不能产生抗HBs, 因此，诱生保护性抗体是抗HBV和保护易感者不受HBV感染的一个重要举措。Morin等利用基因治疗技术，将HBsAg基因导入仓鼠体内，结果仓鼠血清中出现抗HBs抗体。有人认为若直接将抗HBs的编码基因导入体内，目的基因的表达产物是抗HBs, 对排除HBV感染可能更为有效。Davis与Whalen在小鼠中证明用编码HBsAg及Pre S基因与真核表达载体重组后进行DNA免疫，可诱生抗HBs及CTL。他们还用2mg裸DNA给黑猩猩作肌肉注射，一次免疫即可诱生100IU/ml的抗HBs, 再次免疫后抗HBs效价可高达14000IU/ml。提示这种方法可能发展成为慢性乙肝的一种治疗方法。有学者利用质粒pJW4303构建HBAg DNA疫苗成功表达HBcAg, 小鼠经基因枪或肌肉注射接种后抗HBc液滴度升高，小鼠产生特异性细胞毒T细胞，具有对靶细胞较强的特异杀伤能力。1991年，Felgner等将编码HIVgp120抗原的基因置于巨细胞病毒 (CMV) 的早期启动子的控制之下，这种重组体进行肌肉注射可诱导高滴度的特异性抗体，同时也引起特异性细胞免疫，在艾滋病预防中可能有重要意义。

3．反义核酸的抗病毒治疗

自从1978年Zamecnik首次应用体外合成的寡聚脱氧核苷酸 (ODN) 进行抗ross肉瘤病毒 (RSV) 的研究并取得较好的结果以来，应用反义核酸进行抗病毒治疗的研究进展很快。在肝炎病毒方面，Blum等设计并构建了表达抗HBV DNA的反义RNA表达载体，导入转染有HBV DNA的肝癌细胞系，结果使HBsAg的表达量明显下降。Offensperger等在体外培养的鸭肝细胞和鸭体内进行研究，证明互补于前S区5’端的反义核酸在体内、外均能完全阻断DHBV的基因表达。国外这方面的类似报道已有很多，近年国内在这方面也做了许多很好的工作。姚志强等通过合成一系列互补于HBV不同基因位点的反义硫代寡核苷酸分别导入HBV转染的2.2.15细胞，发现反义核酸抑制HBV基因表达具有序列特异性、剂量相关性、时效依赖性、修饰增强性、联合协同性和对宿主细胞无害性等高效无毒特点，其中针对HBV MRNA SPⅡ增强子帽区、多聚腺苷信号区及S基因起始区的反义核酸的抑制活性最高，对HBsAg抑制率达85％～90％，对HBeAg抑制率也近50％～60％；继而用2.2.15转种裸鼠，建立荷瘤裸鼠HBV动物模型，再用上述反义核酸治疗结果证明反义核酸在动物体内同样具有较好的抗病毒效应。季伟报道分别用HBV pre S/S基因和pre C/70.6％，对HBeAg的抑制率为22.6％；pre C/C反义重组病毒对HBsAg的抑制率为23.1％对HBeAg的抑制率为59.1％同时发现两者对HBV DNA复制也有抑制作用。冯志华等用，人工合成互补于HBV-X基因的，反义硫代寡核苷酸在2.2.15中观察其抗病毒作用，结果发现该反义核酸不仅可以抑制X抗原的表达，而且可以抑制S抗原和E抗原的表达；此外，他们还发现该反义核酸能抑制2.2.15细胞的HLA-I类抗原的表达。反义核酸抗HCV的研究始于1994年。Wakita用设计了一系列针对HCV5’端非编码区及C区的反义核酸，在HCV体外翻译系统中进行研究，结果表明针对于C基因起始密码下游区域的反义核酸能有效、特异地阻断HCV的翻译，并呈剂量依赖性抑制，针对其他区域的反义核酸抑制作用较弱。国内刘勇等报道将合成的HCVC区反义寡核苷酸导入以HCV结构区基因重组的真核表达载体pCD-SRα1转染的H9细胞观察其反义抑制作用，结果发现该反义核酸具有抑制HCV结构基因表达的效果。Mautino等设计了US-SL3启动子，控制HIV env的反义RNA, 该反义RNA在T细胞中对HIV的抑制作用增加了10倍。反义核酸抑制病毒基因表达的确切机制尚不完全清楚，可能与抑制基因转录、抑制基因转录体加工、抑制蛋白质翻译、非特异性激活细胞内RNase H、使靶核酸序列降解等均有关。获得反义核酸的途径主要有体内转录、体外转录和体外化学合成3种方法，目前需要研究寻找安全、高效、价廉的获得反义核酸及可特异导入靶细胞的方法。

4．核酶

核酶是具有酶催化作用的RNA分子，1981年由Lelf和Alfman首先发现并因而获得1989年诺贝尔化学奖。核酶具有反义核酸的一些优点，其特异性是由碱基配对原则来决定的，位于酶活性中心的两侧序列决定了核酶的特异性，也是构成活性基团的必需成分。它与靶RNA链结合后能使其在特定部位断裂，核酶本身并不被消耗，又能与另一个靶RNA分子结合，因此其工作效率非常高。应用核酶进行抗病毒治疗通常是针对病毒特定的mRNA位点进行特异性切割，使其丧失活性。1996年，Sakamoto等报道应用4种针对HCV不同部位的核酶进行抗HCV研究，结果发现，该4种核酶在体外可直接降解HCV RNA, 在体内能抑制HCV基因的表达。2002年，Morrisey等针对HBV RNA设计了耐核酸酶的核酶，该核酶可清除HBV RNA所有的转录产物，还可通过清除前基因组RNA来打破HBV的生活周期。Ramezan等针对HIV-1主要包膜蛋白的高度保守区，设计了核酶Rzl-14，HIV-1的表达几乎完全被抑制。Chang等采用串联U6和tRNA的启动子控制HIV的核酶，上调核酶的表达，从而增强了对HIV的抑制作用。

5．RNA干扰 (RNA interference, RNAi)

RNAi是指导入针对目标基因的特异性同源双链RNA引起目标基因的不表达或减效表达。该现象首先于1995年由康乃尔大学的Su Guo和Ken Kemphues在秀丽新小杆线虫的基因研究中发现，但是该研究小组一直不能合理解释其原因。直到1998年2月，华盛顿Carnegie研究院的Andrew Fire和马萨诸塞大学医学院的Craig Mello通过大量研究证实，双链RNA的存在可以导致RNA干扰的发生。在随后的短短一年中，RNAi现象被广泛地发现于真菌、拟南芥、水螅、锥虫、斑马鱼等大多数真核生物中。这种存在揭示了RNAi很可能是出现于生命进化的早期阶段。随着研究的不断深入，RNAi的机制正在被逐步阐明，也越来越为人们所重视。

作为基因治疗的工具，RNAi既高效特异，又简便易行。RNAi在某个基因表达异常增高引起的疾病中会非常有用，如病毒感染、肿瘤等。CDK-2是调控细胞周期的一个关键基因，用以CDK-2位靶目标的dsRNA能阻断99.7％的细胞中CDK-2的表达，而在对照中只有0.2％的细胞中CDK-2基因的表达降低。因而，以CDK-2位靶目标的dsRNA能治疗细胞异常增殖相关的疾病，如肿瘤等。

RNAi目前被认为是机体阻止病毒复制、保护细胞免受病毒入侵的一种古老防御机制。当病毒在宿主细胞内进行增值时，dsRNA病毒或者ssRNA病毒的dsRNA中间体可以被降解成siRNA, 从而产生RNAi, 生物体通过RNAi的作用能抑制病毒的增值。同RNA核酶、反义RNA等相比，RNAi具有高度特异性，一个碱基的不同就可导致作用的显著降低。同时，具有高效性，少量siRNA分子就能较彻底抑制细胞内相应基因的表达。因此，RNAi被大量应用于抗病毒的研究中去。

Rossi等将HIV-1编码rev的基因和与它同源的双链RNA共转染到293细胞中，rev基因的表达被显著抑制；同时将siRNA的抑制效应与反义RNA, 核酶等进行了比较，发现只有siRNA组抑制了HIV rev-EGFP的表达，其抑制率达到90％，而反义RNA, 核酶组与对照组无显著差异，这一结果同样被Novina等学者所证实。同时，CD4基因编码细胞表面HIV病毒的受体，Novina用针对CD4的dsRNA能将细胞表面HIV病毒的受体表达减少75％，从而抵抗HIV病毒的感染。

Lieberman研究小组在自身免疫性肝炎引起的肝衰竭和肝纤维化疾病的动物模型的研究中，用针对fas基因的siRNA注射小鼠，很好地预防了小鼠肝衰竭的发生。但该研究针对的是凋亡基因fas, 并非直接针对病原体肝炎病毒基因组本身，而现今一致认为针对病毒基因的siRNA是最佳的治疗策略。已有研究表明：针对HBV病毒，一些研究者构建了含有HBV全基因的载体，和针对不同乙肝病毒的基因的shRNA表达载体分别在huh和HepG2细胞株中共转染，用放免、northern blot、southern blot等方法检测显示，siRNA中介的干扰明显抑制了HBV的复制。McCaffrey等不仅在细胞水平用shRNA抑制了HBV的复制，还在有免疫能力的小鼠和免疫缺陷的小鼠中转染shRNA, 发现HBV RNAs和基因组水平均显著下降，分泌型表面抗原下降了94.2％（细胞培养液中）和84.5％（小鼠血清中），免疫组化显示乙肝核心抗原减少99％。Shlomai等以乙型肝炎 (HBV) X区和核心区为靶点，构建siRNA表达质粒Psuper-x和Psuper-core, 将质粒分别导入HBV感染细胞后，发现能显著而特异性降低X蛋白和核心蛋白的表达水平。针对HCV基因靶序列的siRNA同样能有效抑制HCV RNA的复制及病毒蛋白的表达，Randal等以NS5B为靶点化学合成siRNA并转染Huh-7细胞，发现HCV RNA表达下降80倍。Kapadia等以非结构区为靶点构建了7个siRNA表达质粒，转染Huh-7后，运用实时RT-PCR分析发现NS3siRNA和NS5BsiRNA分别使同源的病毒基因表达下调21倍和23倍，从而有效抑制病毒的复制，此研究小组进一步发现这种抑制作用并不涉及IFN途径。此外，亦有其他学者对siRNA的抗HCV效应进行了研究，均取得了明显的靶基因沉默效果。新近这些结果表明，作为抗病毒的有力武器，RNAi能胜任多种病毒的基因治疗。

microRNA的抗病毒作用：非编码的microRNA的RNA干扰作用是植物和无脊椎动物先天抗病毒免疫反应的重要组成部分。然而哺乳动物细胞内microRNA抵抗病毒感染的机制仍不清楚。Lecellier等首次证实哺乳动物细胞的miR232抑制I型泡沫病毒PFV21病毒的富集。Hariharan等研究发现5个人编码的miRNA能够靶向HIV整个基因组，包括miR229a和miR229b靶向nef基因，miR2149靶向vpr基因，miR2378靶向env基因以及miR232425p靶向vif基因。Scaria等研究发现，人细胞编码的miR2507和miR2136能够靶向禽流感病毒A/H5N1的基因，这些靶基因对于病毒致病性和嗜组织性至关重要。最近一项研究显示，干扰素可快速调节众多microRNA的表达。通过序列预测，其中8种干扰素诱导的microRNA对丙型肝炎病毒基因组RNA有效。人工合成的相应microRNA模型也显示其对丙型肝炎病毒的复制和感染有抵抗作用。然而利用反义microRNA将这些具有抗病毒作用的microRNA中和后其抵抗丙型肝炎病毒的能力却减弱。

目前基因治疗的研究虽然有较大进展，还有许多问题尚未解决。首先，人类目前所知的与疾病有关的基因还很不充分，对许多疾病的遗传背景了解不够，故基因治疗的应用受到极大的限制；其次，目前所采用的载体系统在导入效率、靶向性、载体容量及宿主反应等方面各有优缺点，缺乏各方面都较优良的载体；第三，在导入基因表达水平的调控方面还缺乏有效手段；第四，将治疗基因和载体导入体内必须考虑其潜在的危险性如：细胞原癌基因的激活、抗癌基因的失活、细胞DNA错配修复系统被干扰、野生型病毒再感染细胞而互补激活缺陷的重组病毒载体；刺激机体对基因修饰的靶细胞进行免疫反应；治疗基因产物所产生的非期望的细胞毒性反应等安全问题还有待于进一步研究。此外，基因治疗还有许多伦理问题。虽然体细胞基因治疗已获得社会伦理的认同，但社会和医学将对这一方法进行有关安全的控制，以不伤害患者、医务人员、病人家属和公众为基本要求。

尽管现代医学已经取得许多令人瞩目的成就，但许多疾病如肿瘤、持续性病毒感染、某些遗传性疾病等的治疗效果仍有非常不理想。各国学者都寄希望于这一技术将来能在上述“难治性疾病”的治疗方面发挥重要作用。目前，美国已经批准了数百项基因治疗项目进入临床研究，其中部分研究已取得了较好的结果，显示出令人鼓舞的前景。我国这方面研究的起步虽然较晚，但相信在广大医务工作者和分子生物学工作者的共同努力下，一定会赶超国际先进水平，为人类健康事业作出贡献。






【思考题】



1．试述基因诊断的优越性及其应用前景。



2．试述RNAi在内科学研究中的应用价值。
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（陈智　彭国平）


第十四章　核素功能分子影像技术

在内科疾病诊断中的应用



摘　要
 　核素显像是显示放射性核素标记的放射性药物在体内的分布图。放射性药物根据自己的代谢和生物学特性，能特异地分布于体内特定的器官或病变组织，标记在放射性药物分子上的放射性核素由于发出射线能在体外被探测，因而核素显像是显示器官及病变组织的解剖结构和代谢、功能相结合的显像，而有别于常规的影像学方法。随着放射性药物及显像设备的发展，特别是SPECT、正电子发射断层摄影 (positron emission tomography, PET) 或PET/CT的出现，核素显像在临床疾病的诊断和研究中发挥着重要的作用。现就部分应用与进展阐述如下。




Abstract
 　Radionuclide imaging is about the profile of radio-pharmaceutical in vivo. Radio-pharmaceutical could be distributed to the specified organ or the tissue with pathological changes according to its characteristic of metabolism and biology. The rays emitted by radioisotope which is labeled on radioactive drug can be detected in vitro, so radionuclide imaging could provide not only anatomic structure but also information about metabolism and function of the organ or the tissue. Obviously it is different from conventional imageology. At present, radionuclide image is widely used in not only clinical procedures but also in scientific studies. For example, in cardiovascular system, radionuclide image is widely used in diagnosis, for instruction of clinical therapy and providing information about dangerous of disease and evaluating prognosis of cardiovascular disease; in oncology, it can offer information from point view of metabolism which made early diagnosis of tumor easy, monitor curative effect, differentiate recrudescence form scar which is different by CT technology and identify malignant or benign tumor; in nervous system, it is used in study of higher brain function in addition to diseases; in organ transplantation, the activity of transplanted organ could be monitored by radionuclide image; in the investigation of infection and inflammation, it is also useful. On the whole, with the development of radioactive drug and visualization equipment, particularly the SPECT and PET (positron emission tomography, PET) or PET/CT, radionuclide imaging plays more and more important role in diagnosis and research of clinical disease. Now we'll present some application and development of radionuclide image as follows.



 第一节　在心血管疾病中的应用

目前，核素显像不仅用于心血管疾病的诊断，更重要的是用于指导临床治疗和提供疾病危险程度及预后的评估。临床应用主要有三个方面：一是应用不同的心肌灌注显像剂评价冠状动脉的灌注；二是应用门控心血池显像或首次通过研究估计心室的泵功能；三是诊断和评价心肌梗死。现仅对心肌灌注显像、心肌细胞活力测定及粥样斑块显像三方面的进展作一介绍。

一、心肌灌注显像

心肌灌注显像 (myocardial perfusion imaging) 是心肌显像中最常用的一种。心肌灌注显像最有价值的临床应用是与负荷试验相结合评价缺血性心脏病，它可以获得比其他诊断方法更有价值的重要信息，特别是疾病预后的信息。目前用于心肌灌注显像的药物较多，常用的单光子发射显像的显像剂有201
 Tl和99m
 Tc甲氧基异丁基异腈（99m
 Tc-sestamibi, 简称99m
 Tc-MIBI）等。近年来随着新的显像剂研究进展，一些新的99m
 Tc标记药物如99m
 Tc-tetrofosmin（P53, 1, 2双 [双（2乙氧乙基）膦] 乙烷）、99m
 Tc-teboroxime已开始用于临床。此外，应用PET进行心肌灌注显像时，需用正电子发射的显像剂如82
 Rb、13
 N-NH3
 和15
 O-H2
 O等。不同的显像剂其生物学特性、显像方法及临床价值有一定差别。其主要应用于临床急、慢性冠心病的诊断、危险性分级、评价预后及疗效评估等。

（一）冠心病心肌缺血的评价

冠状动脉造影是了解冠状动脉有否狭窄等形态学改变的最好方法，但它不能反映心肌局部的血流灌注与心肌细胞的活性，而心肌灌注显像不仅可以诊断有无心肌缺血，而且还可帮助确定缺血是可逆性还是不可逆性以及冠状动脉的储备功能。因此，心肌灌注显像是诊断冠心病心肌缺血简便而且准确的方法，其灵敏度和特异性可达到90％以上。心肌缺血的典型表现是负荷试验心肌灌注显像出现显像剂分布稀疏或缺损，而静息或再分布显像呈正常或明显充填，提示为可逆性心肌缺血。负荷试验心肌灌注显像诊断冠状动脉狭窄的敏感性和特异性明显高于静息显像。而且其敏感性随着病变血管的数目增加而提高，但有时也可因为三支冠状动脉均病变而导致心肌的显像剂呈均匀性分布降低而出现假阴性结果。在冠心病患者，心肌灌注显像的主要临床价值还表现在以下几方面。

1．冠状动脉狭窄的血流动力学意义与侧支循环的评价

冠状动脉造影与心肌灌注显像两者分别反映了解剖学和血流动力学的两种不同参数，因此，两种方法的差异也显而易见。首先，血管造影估计狭窄程度的准确性取决于操作技术以及所应用方法；其次，血管造影所确定的狭窄，其重要性可能随着血管痉挛加重或小血管病变的出现而增加，当然也可能随着较完善且有功能的侧支血管的建立而减低。尽管是一个亚临界的病灶，如果其狭窄的范围很大或发生在直径已经很小的某支血管以及多支低度狭窄的血管，则仍然有其血流动力学意义。负荷心肌显像如运动试验、潘生丁试验、腺苷试验或多巴酚丁胺试验等在确定血流动力学的意义方面是十分有价值的。

2．冠状动脉疾病的危险度分级 (risk stratification in coronary artery disease)

危险度分级是目前发展迅速的应用领域。通过危险性分析预测患者冠心病、心脏性猝死的危险性、非致命性心肌梗死的危险性和发生心脏事件危险性。对已确诊为冠心病的患者，负荷心肌灌注显像对于估计进一步心脏事件 (cardiac events) 发生的危险性是非常有效的，冠状动脉病变越严重，运动心肌灌注显像异常越明显。通常高危 (high risk) 心肌灌注显像具有如下特征：①在两支以上冠状动脉供血区出现多发性可逆性缺损或出现较大范围的不可逆性灌注缺损；②定量或半定量分析有较大范围的可逆性灌注缺损；③运动负荷后心肌显像剂肺摄取增加；④运动后左心室立即呈暂时性扩大；⑤左主干冠状动脉分布区的可逆性灌注缺损。在有慢性冠状动脉疾病的患者，出现上述征象均预示有较高的心脏事件发生率，这种高危图像对多支冠状动脉病变有较高特异性（约95％），但敏感性仅70％左右，因此，当缺乏上述征象时，也不能排除多支血管病变。研究表明，在高危和低危患者中，SPECT心肌显像结果可以帮助患者合理选择冠状血管造影，避免不必要的心导管检查，因此，可作为冠状动脉造影检查的“筛选试验 (gatekeeper)”。如果定量平面显像或SPECT负荷心肌灌注显像任何一项为正常，即使冠状动脉造影证实为冠状动脉狭窄，也提示以后心脏事件（例如死亡和非致死性心肌梗死、再发性心绞痛等）的年发生率低于1％，其预后良好。负荷心肌灌注显像正常与否反映了心肌灌注缺损的范围，它所提供的有价值的生理学和独立的预后信息优于冠状血管造影所获得的解剖学信息。

3．协助血运重建 (revascularization) 治疗病例的选择

在有多支血管病变的冠心病和有严重左室功能障碍的患者，常常出现心绞痛或心衰。这些患者如果两个以上的邻近功能障碍的心肌节段有可诱导的缺血 (inducible ischemia)，往往适合于行血管再通手术治疗。冠状血管的解剖是决定手术的关键因素，而心肌灌注显像可以为血管造影确定这些高危患者。


99m
 Tc-MIBI显像可以估计心肌缺血的严重程度和范围，确定“罪犯”(culprit) 病灶，估计低危不稳定心绞痛和急性胸痛患者的预后。

（二）心肌梗死的评价

对于临床症状和常规检查不典型的心肌梗死 (myocardium infarct tion) 或已经确诊的心肌梗死的患者需要进一步了解其病变范围、侧支循环建立情况及其心肌细胞是否存活等可采用心肌灌注显像。心肌梗死时，典型的影像变化为运动或药物负荷显像梗死心肌均为分布缺损，而静息或再分布影像该区域无充填或再分布，急性心肌梗死为负荷试验的禁忌证，只能做静息显像。

1．急性心肌梗死的诊断

心肌灌注显像对急性心肌梗死 (AMI) 的早期诊断是极其敏感且是可靠的方法，通常在心肌梗死后6h，在梗死区域几乎无一例外地表现为灌注异常的影像。

2．急性胸痛的评估

临床处理急性胸痛是有一定难度的，因为10％的急性胸痛患者在出院后48h内可能发展为急性心肌梗死，而常规心电图检查的敏感性和特异性很低，只有少部分能证实或排除急性冠状动脉病变。而急性局部心肌低灌注几乎能同时被心肌灌注显像所发现，为此，静息心肌灌注显像的应用为这类患者发现心肌缺血和梗死提供了一种有效的手段，可作为急诊首诊方法。国外一些医院设有胸痛中心 (chest pain center)，常规进行心肌灌注显像。静息心肌灌注显像有助于鉴别不稳定心绞痛与急性心肌梗死，同时对急性胸痛的患者进行静息心肌显像还有助于对预后的估计。据报道，在没有诊断意义心电图表现的胸痛患者，99m
 Tc-MIBI心肌显像为异常者，随访中有较高的心脏事件发生率；而心肌显像为正常的患者，一般都有良好的结局。因此，急诊心肌灌注显像有可能成为筛查 (triage) 急性胸痛患者的重要而经济的方法。

3．指导溶栓治疗

治疗急性心肌梗死的主要目的是迅速使梗死相关血管血运重建，从而恢复心肌的血流，挽救濒死的心肌，改善患者的预后。早期静脉溶栓治疗是当今治疗急性心肌梗死的有效方法之一。过去对溶栓治疗后冠状动脉再通与否的评价主要依靠心电图ST降低、心肌酶峰提前、胸痛缓解以及再灌注性心律失常等，而这些指标均缺乏其特异性和客观的定量，在实际应用中比较困难。在急性心肌梗死后最初几个小时，利用心肌灌注显像评价溶栓治疗的患者是很重要的，动态的心肌灌注显像观察能证明心肌灌注缺损的大小伴随着患者成功的再灌注缩小的过程。在溶栓治疗开始之前注射99m
 Tc-MIBI, 并进行溶栓治疗，其后可在床边进行心肌平面或在核医学科做断层显像，随着梗死动脉的成功溶栓心肌灌注也显示缺损缩小。

在溶栓治疗后的系列显像图上，心肌灌注缺损的缩小是梗死相关动脉再灌注和左心室局部室壁运动随之改善的可靠信号，而且还是比较不同溶栓方案效果的有用的临床研究手段。

4．急性心肌梗死后预后的早期估计

心肌梗死后的患者，亚极量运动或药物负荷心肌灌注显像可为危险度分级和预后提供重要的信息，为临床医师采取相应处理对策提供帮助。对于低危患者，一般不需要作进一步评价，可以考虑出院；而高危患者，还需要作进一步估计，并考虑采用适当的血运重建治疗措施。所谓高危患者的指征主要包括梗死周围有明显的残留缺血灶（危险心肌）、急性梗死的远处出现缺血（多支血管病变）和心肌显像剂肺摄取增高等。相反，心肌显像为正常以及表现为单支血管病变的小而固定的缺损都提示为低危患者。心肌梗死后为低危的患者，心脏事件的年发生率大约为6％。如果左心室壁与心尖底部出现分离，则应怀疑为心肌梗死后室壁瘤形成。在梗死后病情稳定的患者，心肌灌注缺损的大小也是反映预后的指标。静息时或溶栓后心肌灌注缺损范围较大的患者比灌注缺损较小者的预后明显要差。在急性心肌梗死后，当心肌灌注显像显示为单个、较小和固定的缺损时，预示患者在出院后心脏事件的发生率较低；相反，当显示为可逆性缺血、多个缺损以及显像剂在肺部摄取增加时，其心脏事件的发生率要高14倍。但是，在急性心肌梗死患者接受了溶栓治疗后，心肌灌注显像的预测价值可能会降低。也有资料显示，在有近期心肌梗死病史的患者，静息时右心室显影也是心肌梗死预后不良的附加标志。在急性心肌梗死患者的早期危险阶段，有残余危险心肌证据者（即部分可逆性受损心肌），其住院期间并发症的发生率明显高于有固定的心肌灌注缺损的患者。

（三）缺血性心脏疾病治疗后的疗效评估

心肌灌注显像不仅能准确、灵敏、无创伤地反映心肌的供血情况，而且还可进行相对定量分析和进行负荷试验，因此，是评价冠心病疗效的首选方法。目前已较广泛地应用于定量评价冠状动脉搭桥手术 (coronary artery bypass surgery)、经皮腔内冠状动脉成形术 (percutaneous transluminal coronary angioplasty, PTCA)、体外反搏 (enhanced external couterpulsation) 治疗前后以及药物治疗前后心肌血流量的变化。在冠状动脉血运重建治疗之后出现的胸痛也可能是心源性的，也可能与心脏无关，两者的区别非常重要。术后心脏原因的胸痛可能与搭桥移植血管或成形血管的闭塞有关，也可因为原受累血管病情的进一步发展。术后进行运动心肌灌注显像并与手术前结果比较，可以获得血管再通术后血流动力学是否成功的信息。

1．冠状动脉搭桥术治疗

冠状动脉搭桥术仍是治疗缺血性心脏疾病的有效方法，对于术后疗效的评价，除了应用冠脉造影评价其血管本身的通。情况外，更重要的是了解其心肌血流灌注的改善情况。况且，由于费用和创伤性的原因，在搭桥术后不可能常规应用冠脉造影进行疗效评价，而心电图等常规检查的改变多为非特异性，因此，无创伤性的心肌灌注显像对于术后患者的评价有其独特的优势，能够简便、直观地了解心肌血流改善的情况。在冠状动脉搭桥移植术后，1年内有10％～20％的移植静脉发生闭塞，10年的闭塞率高达50％。而负荷心肌灌注显像对于预测移植血管的通。情况明显优于临床发现和运动心电图检查。移植血管闭塞的概率随着术前所见原缺损区的恶化或新缺损区的出现而明显增加，搭桥术后心肌灌注的改善是手术成功的良好评价指标。如果其病灶在手术前没有发现，则术后缺损提示为固有血管病变的发展，而新的固定的灌注缺损提示手术周围心肌损伤。

2．经皮腔内冠状动脉成形术治疗

心肌灌注显像也是评价和预测冠脉再通术后再狭窄的有效方法。PTCA后再狭窄是临床面临的难题，在PTCA后，约有1/3至1/2的患者发生再狭窄，半年的再狭窄率达30％～40％。术后适当时间的负荷心肌显像能够提供手术是否成功的证据，并可诊断再狭窄，而X线血管造影只能在血管狭窄＞50％时才能确定。通常在冠脉成形术后4周左右，负荷诱发心肌灌注异常是再狭窄的重要征象。如果在血管再通术后出现典型或非典型胸痛，也提示需要重复进行心肌灌注显像。当PTCA后4～6周的心肌显像提示为可逆性灌注缺损时，则高度提示为再狭窄或心绞痛复发，而显像正常提示血管通。

（四）心肌灌注显像用于术前心脏事件的预测

负荷心肌灌注显像一个很重要的用途就是评价接受非心脏外科手术患者的心肌血流状态，以预测和防止围术期心脏事件的发生。临床上，对于那些有高危冠状动脉疾病和非常低危的患者，不一定应用心肌灌注显像评估危险度分级。但是，大多数介于高危和非常低危之间的患者群仍是心肌显像非常有效的应用范畴，因为围术期有心肌梗死高危患者心脏事件的预测直接与可逆性心肌灌注缺损的数目和范围有关。如负荷心肌显像为正常或仅为固定缺损则提示为心脏事件的低危患者；而对于有明显的负荷诱发的可逆性缺血患者，应该做冠状动脉造影以进一步认识心肌缺血状况，如果问题不太大可以考虑继续手术，以降低手术和麻醉风险。在这方面，只是简单地以阳性或阴性对缺血进行定性评价是不够的，需应用潘生丁负荷心肌灌注显像定量分析，以区别高度可能的缺血和特别高危的患者，而且这对于预测超过围术期的远期结局也是有意义的方法。

二、存活心肌检测与应用

随着冠状动脉再通技术的广泛应用，存活心肌的检测 (detection of myocardial viability) 也成为近年来冠心病研究的重要课题之一，其中核素心肌显像对存活心肌的检测显得尤为重要。对心肌梗死患者，术前准确预测心肌细胞是否存活，是关系到再通术后局部心室功能能否恢复的重要依据，因此，心肌代谢显像也成为选择冠状动脉搭桥手术和冠状动脉成形手术适应证及其疗效和判断预后的重要手段。

（一）存活心肌的认识

研究表明，临床诊断为心肌梗死的患者，虽然心电图表现为病理性Q波，但18
 F-FDG（18
 氟－脱氧葡萄糖）正电子发射断层显像术 (PET) 证实仍有40％～60％的心肌存活，所以存活心肌的检测对冠心病心肌梗死尤其伴有左心功能不全或室壁运动低下的患者选择合适的血运重建术，以及对心功能的恢复和预后意义重大。心肌梗死或严重缺血后，随着缺血发生的速度、范围、程度及其侧支循环建立的不同，其心肌细胞的损害可能出现三种不同的结局：一是坏死心肌，即真正不可逆的心肌损害，即使冠脉血流得到恢复，心脏功能也不会得到改善；二是“冬眠”心肌 (hibernating myocardium)，在长期的低血流灌注状态下，心肌通过自身的调节反应减低收缩功能，减少能量消耗，以保持心肌细胞的存活，当冠脉血流恢复正常后，心脏功能可以完全或部分恢复正常；三是顿抑心肌 (stunning myocardium)，是指心肌在短暂的急性缺血后，心肌细胞虽未发生坏死，但已发生了结构、功能及代谢的变化，处于“晕厥”状态，但仍存活，当心肌得到有效的血流灌注后，心功能的恢复需要较长时间。随着核医学仪器和放射性药物的发展，存活心肌的检测技术有了发展。目前用于检测心肌细胞活性的方法主要有心肌葡萄糖代谢和心肌灌注显像法。普遍认为，正电子发射断层 (PET) 心肌葡萄糖代谢显像是目前最准确的方法，称为“金标准”。

（二）存活心肌的检测方法

1．心肌灌注显像法

心肌灌注显像已广泛用于冠心病心肌缺血的早期诊断。虽然代谢活动是反映心肌细胞存活最可靠的标志，而一定量的血流则是保证代谢活动的基础，由于存活的细胞有赖于细胞膜的完整性，只有保留完整膜的存活细胞才能蓄积和保留99m
 Tc-MIBI、201
 Tl等心肌灌注显像剂。因此，心肌对某些血流显像剂的摄取也间接反映了心肌存活的信息。然而，常规的方法（如99m
 Tc-MIBI运动/静息显像或201
 Tl运动／再分布显像）明显低估了其心肌细胞活性。在99m
 Tc-MIBI静息心肌显像表现为缺损的心肌中，仍约有23％的心肌有18F-FDG摄取，提示心肌存活。目前相继建立了许多改进后的心肌灌注显像法估计心肌活性，尽管这些方法的准确性不如PET显像，但较常规法有明显提高。

（1）硝酸甘油介入99m
 Tc-MIBI心肌灌注显像　应用硝酸甘油介入99m
 Tc-MIBI心肌显像法可以有效估计心肌细胞的存活，如介入后显像，原缺损区有放射性充填，则表明细胞存活。最简便的方法是先行常规99m
 Tc-MIBI心肌静息显像，隔日后行介入显像，给患者舌下含服硝酸甘油片0.5～1.0mg，5min后静脉注射99m
 Tc-MIBI740MBq (20mCi)，1h后行心肌断层显像。

（2）201
 Tl再分布／延迟显像　在运动显像和3～4h的再分布显像后，再行18～24h的延迟显像，如延迟显像原缺损区有放射性充填，提示心肌存活。

（3）201
 Tl再次注射法　在负荷后显像和2～4h的延迟显像后，再次立即静脉注射201
 Tl37MBq(1mCi)，15min后做静息心肌显像；也可于不同日在静息状态再次注射201
 Tl74MBq(2mCi)，15min后显像，观察有否充填，也是判断心肌存活的有效方法。

（4）99m
 Tc-MIBI心肌显像摄取比值测定　应用感兴趣区 (ROI) 计算梗死周边带与非梗死区放射性摄取的比值，也可以反映心肌细胞的活力，当比值＜30％时，心肌细胞存活的可能性较小；30％～70％时为存活的缺血心肌；＞70％为正常。

2．心肌代谢显像

葡萄糖和脂肪酸是心肌细胞代谢的重要能量底物。将这些底物应用发射正电子的放射性核素进行标记，给患者静脉注射后将被心肌细胞迅速摄取，应用PET可行心肌代谢断层显像。评价心肌存活的游离脂肪酸示踪剂有11
 C-棕榈酸、11
 C-醋酸，而葡萄糖代谢的示踪剂是18
 F-FDG。

在正常情况下，心脏的主要能量代谢底物为脂肪酸，但当各种原因引起血浆脂肪酸浓度降低时，葡萄糖的氧化利用则成为心脏的主要能量来源。正常人禁食状态下，由于血浆葡萄糖水平下降，正常心肌能够减少利用甚至停用葡萄糖，转而增加利用游离脂肪酸进行氧化以维持能量的需要，因此，心肌摄取18
 F-FDG减少，显像不清，而脂肪酸代谢显像则清晰；在葡萄糖负荷下（进餐后），血浆葡萄糖和胰岛素水平上升，血浆脂肪酸水平降低，则心脏主要利用葡萄糖作为能源物质，因此，心肌葡萄糖代谢显像清晰。

心肌缺血患者在禁食和运动状态下，由于缺血心肌的氧供应随血流减少而减少，耗氧量较大的游离脂肪酸β氧化受到限制，需氧较低的葡萄糖氧化和甚至不需氧也能进行的糖元酵解仍可进行，葡萄糖成为缺血心肌的唯一能量来源。禁食状态或葡萄糖负荷后坏死心肌均不摄取FDG。葡萄糖负荷后，缺血但仍存活的心肌以及正常的心肌可摄取FDG。在心肌灌注减低节段，葡萄糖负荷后FDG显像显示相应节段FDG摄取正常或相对增加（灌注—代谢不匹配），标志着心肌细胞缺血但仍然存活，反之，在不可逆性损伤的心肌节段，组织中葡萄糖的利用与血流量呈平行性降低，相应节段FDG摄取减低（灌注—代谢匹配）标志着心肌细胞不再存活。在两种显像方法中，其基本的血流—代谢显像模型有三种：一是血流与代谢显像的放射性分布都是均匀的，提示为正常；二是心肌灌注显像与18
 F-FDG分布均为缺损，呈血流—代谢匹配影像，为心肌疤痕和不可逆损伤的标志；三是血流灌注减低，而18
 F-FDG为正常分布或相对增加，这种血流—代谢不匹配模型，提示心肌存活。18
 F-FDG存在两方面的局限性：一是心肌对FDG的摄取与饮食状态有关；二是它只反映了葡萄糖代谢的首始过程。如在糖尿病患者，18
 F-FDG鉴别坏死与存活心肌有一定困难。即使在常用胰岛素或口服降糖药的情况下，灌注和收缩功能正常的心肌在有或无葡萄糖负荷时都可能不摄取FDG。

3．82
 Rb显像估计心肌存活

应用82
 Rb心肌动态显像结合动力学分析也可以估计心肌活性。82
 Rb静脉注射后能迅速被正常和存活的心肌提取和贮留，而82
 Rb从坏死心肌的清除非常迅速因而导致局部的缺损，通过对心肌组织的动态显像观察，了解心肌的摄取与清除过程，可以作为心肌存活的重要标志。

4．心肌乏氧显像

乏氧显像能直接提供组织低氧但存活的证据，乏氧显像不仅能用于心肌梗死的早期诊断，还能迅速区分存活、缺血和梗死心肌，为临床诊断和治疗决策提供重要的信息。放射性核素标记的硝基咪唑 (nitroimidazole) 能弥散通过细胞膜并在细胞浆中还原成基团形式。当细胞内氧丰富时，硝基咪唑则对基团阴离子起反应，产生超氧化物和无变化的硝基咪唑，然后弥散至细胞外；当细胞内缺氧时，不能产生再氧化，此时，硝基咪唑基团阴离子进一步还原成硝基化合物形式，并与细胞内的聚合分子呈不可逆性共价结合而滞留在细胞内。因此，利用放射性核素标记的硝基咪唑滞留于乏氧组织中可以进行显像。目前，研究的乏氧显像剂主要有99m
 Tc-PnA02硝基咪唑和99m
 Tc-HL91(99m
 Tc-BnAO)，尤其是后者显像效果更佳。

三、动脉粥样硬化斑块显像的实验研究

动脉粥样硬化性疾病是我国常见疾病，早期诊断动脉粥样硬化对于心脑血管疾病的预防、诊断、治疗和改善预后都有着重要价值。现有手段如血管造影、磁共振显像、CT血管造影等对动脉粥样硬化有一定的诊断价值，但这些仅依靠形态学改变的诊断手段只有在粥样斑块足够大、血管狭窄达到一定程度时才能显示其检查意义，而对早期发现以代谢紊乱为特征的动脉粥样硬化有其固有的局限性。随着对冠心病研究的深入和认识观念的改变，现在认为心肌梗死及不稳定性心绞痛的发生，主要是由于富含脂质的斑块破溃而不是冠状动脉堵塞。因此，寻找一种无创伤性的早期检测动脉粥样硬化斑块 (atherosclerotic plaque) 的手段，以便早期采取必要措施，控制动脉粥样硬化的进一步发展已成为现代医学亟待解决的重大问题。

利用核素标记的参与动脉粥样硬化形成的中间物质来进行显像为早期发现动脉粥样硬化提供了可能。通过显像方法无创性地检测斑块的数量、进展程度、分布和组成（如泡沫细胞密度、脂质沉积和平滑肌细胞增殖程度），从而区分稳定性斑块与即将破溃和不稳定性斑块，早期预测心脑血管事件的发生，为血管再通治疗提供最直接的依据。

动脉粥样硬化形成的主要环节包括脂质渗透、细胞侵入与增殖、血栓形成。动脉粥样硬化斑块的主要成分有三种：一是细胞成分包括平滑肌细胞、巨噬细胞和淋巴细胞；二是结缔组织包括胶原、弹力纤维和糖蛋白；三是细胞内外沉积的脂质，主要为低密度脂蛋白 (LDL)。冠状动脉粥样硬化斑块的不稳定性程度主要取决于巨噬细胞的含量。近20年来，国内外许多学者已根据动脉粥样硬化形成过程的某些分子和细胞进行了放射性核素显像剂的试验（见表14-1），主要有核素标记低密度脂蛋白、免疫球蛋白、多肽、内皮素衍生物、Ap4A及代谢显像剂18
 F-FDG等，而核素标记低密度脂蛋白、免疫球蛋白实验结果不甚理想。


表14-1　实验研究的动脉粥样硬化斑块显像剂


[image: ]


（一）多肽类药物

由于IgG和脂蛋白是大分子物质，所以从血液清除缓慢。与此相反，多肽是小分子（通常只有10～20个氨基酸序列），血液清除快，靶／非靶比值高，注射药物后数分钟即可成像。现已有两类多肽对动脉粥样硬化斑块显像具有应用前景：即基于LDL上apo-B的多肽和血管内皮素衍生物。

其中SP4是LDL apoB上的一段18个氨基酸的多肽，在参与调节细胞内胆固醇水平方面起重要作用，且与斑块结合并不通过LDL受体途径，因而与斑块结合特异性比LDL高。SP4具有分子量小、血液清除快、穿透力强的特点。碘标SP4的动物模型研究已显示良好的结果，在体内有较高的靶／非靶比值，成像迅速，经微观放射自显影证实SP4与斑块内的泡沫细胞结合。在SP4的基础上又发展出99m
 Tc-P199和99m
 Tc-P215等锝标记多肽。此外，内皮素是来源于内皮细胞的一种生长因子，能刺激平滑肌细胞分裂、增殖，其释放激活可能继发于内皮损伤。放射性碘标内皮素1可聚集于实验性动脉粥样硬化病变部位，但内皮素1是一种血管活性肽，超过生理浓度时有明显的血管毒性作用，并且碘标内皮素1在动物实验中靶／非靶比值低，所以并不适宜动脉粥样硬化斑块显像。内皮素衍生物99m
 Tc-ZK167054是内皮素上的一段与内皮素A、B受体结合的多肽经修饰而来，在实验动脉粥样硬化模型上15min即可清晰成像，靶／非靶比值达6.8左右，并且其聚集量与平滑肌细胞数量有良好的相关性。内皮素衍生多肽ZK167054不仅分子量小、血液清除快，而且多肽序列中含有能螯合99m
 Tc的半胱氨酸，所以用99m
 Tc标记方便迅速，有良好的应用前景。

（二）代谢显像

传统的SPECT的分辨率只有1.0～1.5cm，而PET的分辨率则可达4～5mm，为动脉粥样硬化斑块显像提供了更好的技术条件。18
 F-FDG被广泛地应用于评估心、脑、肿瘤的葡萄糖代谢率。研究表明，肿瘤内巨噬细胞对脱氧葡萄糖的摄取率远高于肿瘤细胞本身。而动脉粥样硬化斑块富含巨噬细胞，所以FDG PET显像有可能用于动脉粥样硬化斑块的诊断。研究显示，FDG在实验性动脉粥样硬化斑块有显著的浓聚，并且组织病理数据显示斑块内FDG摄取量与巨噬细胞数量有良好的相关性。FDG血液清除快，注射30min后即有很高的靶／非靶比值，从而可获得高质量的FDG PET像。

（三）ADP类似物

ADP介导的血小板聚集，在动脉粥样硬化斑块和动脉血栓的形成过程中起着重要作用。近年，99m
 Tc标记的ADP竞争性类似物四磷酸二腺苷 (Ap4A)、AppCHClppA能与粥样硬化斑块中的P2嘌呤受体特异性结合，斑块中大量存在的巨噬细胞、单核细胞、平滑肌细胞，表面都有P2嘌呤受体。在实验动物模型注药后15～30min即可显示斑块，靶／非靶比值达到7.4，且具有制备方便，产出率及纯度高等优点。Ap4A是ADP的竞争性抑制剂，同时也是抑制和治疗动脉粥样硬化的一种药物。


 第二节　肿瘤核素显像现状与进展

肿瘤是威胁人类健康的主要疾病之一，核医学显像从代谢功能的角度，为肿瘤的早期诊断创造了条件。近几年，随着医学的发展，特别是核医学影像设备、计算机技术、核医学药物、基因技术的发展，肿瘤核素显像在临床肿瘤诊断、研究中发挥着十分重要的作用。

一、非特异性亲肿瘤显像

非特异性亲肿瘤显像又叫阳性显像，是放射性显像剂被肿瘤细胞高度摄取而很少或不被正常组织吸收或摄取后排泄延缓，因此，靶／非靶组织的放射性比值明显增高，肿瘤局部浓集的放射性明显增多，对于探测脏器深部小病灶的灵敏度就明显提高。


99m
 Tc-MDP全身骨扫描探查转移性骨肿瘤是亲肿瘤显像的典型例子，由于其灵敏度高，且一次成像可以了解全身骨骼情况，较常规影像更能早期发现病变，骨转移病变往往在X线片显示前6个月已可被全身骨显像发现，因而在临床上已得到广泛应用。对于肺癌、前列腺癌、乳腺癌等各种肿瘤的分期、治疗选择、疗效观察和预后评估都有重要价值，为核医学常规显像，特别是当前骨转移瘤可以用核医学同位素内放射治疗来得到有效控制，因而已成为核医学的强项。

自1969年首次发现67
 Ga可以在肿瘤局部浓聚，至今已广泛应用于肺癌、淋巴瘤、肝肿瘤、软组织肿瘤等多种肿瘤的诊断。67
 Ga是一种金属元素，半衰期为78h，其被肿瘤组织浓聚的确切机制尚不清楚，有以下三种学说：①转铁蛋白受体学说；②细胞膜通透性理论；③乳铁蛋白受体及其他受体作用理论。一般认为67
 Ga注入血中后先与转铁蛋白相结合，而后与肿瘤细胞膜上丰富的转铁蛋白受体结合而浓集于肿瘤组织。所以，它的浓聚与病灶血供增加、血管通透性增强、白细胞趋化、组织pH降低、细胞增殖快和分化差等因素有关。目前在淋巴瘤治疗后细胞活力监测，瘢痕组织和肿瘤复发的鉴别中有重要的临床价值。但由于：①67
 Ga也可被炎性灶、肉样瘤和手术伤口等摄取；②正常肝、脾、骨髓也有较多摄取；③67
 Ga经肠道排出干扰腹部肿瘤的诊断；④肿瘤坏死和化疗后肿瘤摄取减少等等原因，影响了其特异性。

20lTl、99m
 Tc-MIBI、99m
 Tc-Tetrofosmin (TF) 等心肌显像剂也能被肿瘤细胞摄取，近年来作为非特异性亲肿瘤显像剂得到广泛应用。99m
 Tc-MIBI和99m
 Tc-MDP乳腺癌显像的研究表明，其可作为钼钯摄影、超声乳房检查、红外乳房摄像和细针穿刺等检查的一种补充。浙江大学医学院附属第一医院研究表明，99m
 Tc-MIBI核素显像诊断乳腺癌的灵敏度为83.3％，特异性80.0％，准确性为82.4％，阳性预测值90.9％，阴性预测值66.7％。99m
 Tc-MIBI尚能用于甲状腺癌、甲状腺腺瘤、甲状腺癌淋巴及远处转移以及肺癌、骨肿瘤、鼻咽癌等肿瘤的诊断。恶性肿瘤细胞能特异性地摄取99m
 Tc-MIBI可能的机制为：①被动跨膜转运，与Na+
 , K+
 ATP酶无关；②不与细胞的膜性成分结合；③与较高的细胞膜和线粒体电位密切相关；④恶性肿瘤细胞具有较高的代谢水平，能浓集99m
 Tc-MIBI。99m
 Tc-TF应有更多的优势。201
 Tl也能用于肿瘤诊断，与99m
 Tc-MIBI一样，对于寻找分化型甲状腺癌的远处转移有灵敏度高和无需停用甲状腺素的优点。201
 Tl可用于检测脑肿瘤细胞的活力，如用201
 Tl滞留指数反映脑肿瘤组织学分类和肿瘤细胞的增殖能力，对探测肿瘤术后残留、复发和鉴别良恶性病变有很大价值。201
 Tl在肿瘤中的浓聚是多因素的，包括血流、肿瘤细胞活性、Na+
 -K+
 ATP酶系统、非能量依赖转运系统、钙离子通道系统和细胞膜通特性等，其中主要与肿瘤细胞膜上的Na+
 -K+
 ATP酶的主动转运有关。

此外，131
 I探查功能性甲状腺癌转移灶，99m
 Tc (V) DMSA诊断甲状腺髓样癌，131
 I或123
 I胆固醇肾上腺皮质显像诊断原发性醛固酮症，131
 I或123
 IMIBG肾上腺髓质显像诊断嗜铬细胞瘤和癌转移等都是比较特异的亲肿瘤阳性显像，能提供CT、MRI或超声等解剖显像所不能提供的功能性信息。99m
 Tc-PPM对于肺鳞状细胞癌、腺癌和未分化癌有较高的摄取。

二、乏氧显像

组织乏氧是临床上多种疾病的一个主要特征，在判断这些疾病中的组织氧水平十分重要。血供不均一是许多恶性肿瘤的一个共有特征，从而可引起肿瘤急慢性乏氧。肿瘤组织的乏氧程度与其对放疗或化疗的抵抗性呈正相关，乏氧显像能直接提供组织低氧状况，其信息在临床诊断及治疗中有重要意义。实验研究表明，当乏氧剂进入细胞后，在酶的作用下，有效基团发生还原。在具有正常氧水平的细胞中，还原基团可重新被氧化为原有物质；而在乏氧细胞中，由于缺氧，再氧化不能发生，还原产物与细胞内物质不可逆结合，从而滞留在组织中。多数恶性肿瘤组织实质生长迅速，间质生长相对缓慢，导致肿瘤局部血供和需求失衡，发生缺氧；另外恶性肿瘤代谢旺盛，消耗大量的氧，使肿瘤局部处于乏氧状态。因此，肿瘤被归入乏氧组织，适用于乏氧剂显像。肿瘤细胞乏氧程度越高，其恶性程度就越高，且降低辐射治疗和抗癌药物的灵敏性。乏氧显像，对肿瘤乏氧程度的非侵入性测定，可以有效预测治疗效果或判断患者克服乏氧阻碍所进行治疗的有效程度。决定乏氧显像剂的灵敏度因素有：①放射性药物进入缺血区的量；②从正常含氧量细胞中清除的速度；③在乏氧组织中滞留的时间；④滞留在乏氧组织中的量。决定特异性的因素有：①病灶／本地比值的大小；②滞留区氧浓度的高低。目前乏氧显像剂有两大类，增敏剂硝基咪唑类化合物的还原产物能较多地与乏氧组织结合，用卤素类核素82
 Br或18
 F标记MISO (misonidazole); 碘标记的糖基硝基咪唑类化合物，如IAZR等；另外锝标记的化合物，如99m
 Tc-BATO硝基咪唑类化合物，均可见到肿瘤内的放射性浓集。非硝基咪唑类乏氧组织显像剂的研究取得可喜的进展，其中酮类 (AO) 化合物的HL91 (BnAo) 经99m
 Tc标记后在肿瘤组织有较高的浓集，其脂溶性较硝基咪唑类化合物明显降低，对乏氧组织的结合特异性更高，且不具有细胞毒性，是一种非常有开发前景的新型乏氧组织显像剂。总之，乏氧显像能用于肿瘤的诊断，评估乏氧程度，对于选择治疗方案，提高放疗、化疗疗效有重要意义。

三、放射免疫显像

放射免疫显像 (radioimmuno imaging, RII) 是指应用现代免疫学的基本原理与核素标记技术、核素探测技术以及核医学图像处理技术相结合的一种核医学显像方法。通过使用放射性核素标记一定量的特异性抗体，引入机体后，根据免疫学的基本原理，标记抗体与相应肿瘤表面的抗原通过免疫吸引，产生特异性的抗原抗体免疫结合反应，形成抗原抗体免疫复合物，从而使放射性核素标记抗体在肿瘤部位产生特异性集聚，然后在体外探测放射性核素在体内的分布图像，通过进行RII可以发现肿瘤存在的部位、形态、大小、肿瘤灶的多寡以及是否存在转移等情况，为临床判断肿瘤的位置、性质以及肿瘤侵犯范围、有否存在转移等提供科学依据。1953年，Pressman报道131
 I标记抗体体内脏器定位显像成功和1978年Goldenberg报道131
 I标记CEA抗体诊断结、直肠癌以来，以抗肿瘤抗体为载体，以放射性核素为“弹头”，将标记抗体这种生物导弹导向肿瘤部位的核显像技术，称为放射免疫显像 (RII)，并迅速成为肿瘤诊断和研究的热点。20世纪70年代中期的单克隆抗体，80年代基因工程抗体的发展更促进这一技术的加速发展。放射免疫主要显像药物及应用：OncoScint CR/OV (Indium-111 Satumomab pendetide) 用于CEA表达的癌症患者核素显像，主要检测原发或复发的结直肠癌患者的转移灶、位置、范围，也可以用于复发卵巢恶性肿瘤检测；ProstaScint (Indium-111 Capromab pendetide) 主要是测定前列腺癌症患者的原发或转移灶；CEA-Scan (arcitumomab) 是一个99m
 Tc标记的鼠源性单抗片段，用于CEA表达的患者，主要是测定原发或复发的结直肠癌病灶；LymphoScan和AFPScan, 应用抗AFP多克隆抗体对肝癌患者进行RII显像的阳性率在30％～90％之间，差异比较大，主要是受肿瘤组织的血供是否丰富、肿瘤细胞是否分泌AFP、肿瘤是否存在坏死以及坏死组织占整个肿瘤组织的比例有关。虽然RII在临床上得到初步应用，但其探测的灵敏度有待进一步提高，关键是首先要有一个针对肿瘤的特异性抗原决定簇的特异抗体，并在各种肿瘤和每一个患者中呈高表达，其次要有尽量多的抗体进入肿瘤内；此外要选择合适的核素标记，标记抗体的免疫活性和稳定性；加速血液清除和T/NT增高；提高图像的清晰度和避免鼠源性抗体的人抗鼠抗体反应 (HAMA) 的产生以及抗体的改造等。

四、前哨淋巴结显像

前哨淋巴结 (sentinel node) 是原发肿瘤引流区域淋巴结中的特殊淋巴结，是原发肿瘤发生淋巴结转移所必经的第一批淋巴结，其组织病理学状态可以代表整个区域淋巴结的状态。如果前哨淋巴结无转移，则可在理论上推断整个区域淋巴结未受累。黑色素瘤的转移常局限于第一级引导的淋巴结，同样乳房癌时任何癌细胞脱离原发灶后转移到腋下的前哨淋巴结。以大颗粒放射硫化锝胶体 (200～1000nm) 注射在乳房四周，手术前进行淋巴结闪烁扫描 (lymphoscintigraphy, LS) 或手术时用小探头探测 (PD) 可容易地发现前哨淋巴结转移，后者比LS更为简便，只需2～3cm切口就能把转移的前哨淋巴结切除，避免了以往盲目解剖的扩大根治方法。通常PD比LS简单，在乳房癌中探测前哨淋巴结的阳性率达到97.7％，阳性预测率的正确性很高，除非多灶性癌。对＜1.5cm的小肿瘤来说，PD的预测值达100％。相信放射引导手术不久将替代腋下解剖。

此外，PD还用于阴唇癌、胃癌、阴茎癌、宫颈癌等的淋巴结转移探测。阴唇癌四周注射硫化锝胶体可探查到盆腔前哨淋巴结转移。胃癌患者手术前静脉注射131
 I标记的胃癌单抗，最近通过胃镜注射在原发灶四周，手术时可正确地探测到腹腔淋巴结转移。

五、18
 F-FDG PET显像

正电子发射断层摄影 (positron emisson tomography, PET)，是最新一代的核显像仪，PET已由研究阶段进入临床应用，至今，国外建立了上百个临床PET中心。实际上，国际上真正广泛应用于临床是在1998年以后，一些医院和研究机构拥有多台PET。

PET显像的临床应用主要有肿瘤、心、脑疾病等三个方面，其中目前肿瘤占85％左右，心肌活力检测和脑退行性疾病、癫痫等病占15％左右。18
 F-FDG PET是应用18
 F正电子标记的脱氧葡萄糖，在己糖激酶的作用下，形成的FDG-6磷酸，不参与正常葡萄糖代谢，而在高糖酵解的肿瘤部位有较多的放射性浓集的原理来进行的。通常，肿瘤的恶性程度越高，高代谢的糖酵解越多，FDG的浓聚越多，相反低代谢良性疾病则FDG的浓聚少或不浓聚。因此18
 F-FDG PET显像不但可用于肿瘤诊断，还可用于良恶性疾病的鉴别诊断。


18
 F-FDG PET显像在肿瘤方面的应用范围很广，可用于肺孤立结节、淋巴瘤、消化道肿瘤（包括结直肠、胰腺、胃、肝和食管肿瘤）、头颈部肿瘤包括甲状腺癌、乳腺癌、卵巢癌、黑色素瘤和脑肿瘤等病的诊断。18
 F-FDG PET显像在以下情况有独特的优势：①恶性肿瘤的诊断、良恶性肿块的鉴别和全身转移灶的探查，如肺部孤立性结节的良恶性质的鉴别，纵隔淋巴结以及全身远处转移提供的肿瘤的代谢情况远比CT等解剖学信息正确；②病程病期的分类为合理的治疗方案提出依据；③肿瘤术后复发还是瘢痕组织的鉴别；④肿瘤放疗后复发还是放疗后坏死；⑤肿瘤治疗如放疗和化疗前后疗效监测等都有十分重要的临床价值；⑥对于肿瘤标志物如CEA、AFP、CAl9-9等持续增高的患者进行原发和全身转移灶的寻找更有其独特的优势；⑦根据脑肿瘤特别是星状细胞和胶质母细胞瘤对FDG摄取程度来反映组织学的分化程度可补充病理形态学的不足；⑧全身健康检查可早期发现隐匿的微小病灶为早期治疗创造有利条件；⑨为精确放疗创造条件。

由于FDG在病变组织浓聚多而血液清除快，有较高的靶／非靶比值，再加以采用全身衰减校正，图像的清晰度和分辨率有了进一步的提高，灵敏度可达到＜0.5cm的深部肿瘤也能分辨。此外，应用T/NT, 标准摄取比值 (SUV) 和局部葡萄糖代谢率 (rLGlu MR) 等定量指标，使方法的正确性得到保证，特别是对良恶性病变的鉴别有重要价值。虽然18
 F-FDG PET显像有上述诸多的优点，并有广泛的应用前景，但是FDG的摄取并非肿瘤组织所特有，FDG也可浓聚于心、脑等正常组织，而且炎症、肉样瘤、结核病变以及泌尿道等也有较多的FDG浓聚，因此也有一定的假阳性，但有较高的阴性预测值。

总之，目前18
 F-FDG PET显像是最具发展前途的一种显像技术，相信随着临床应用经验的不断积累，PET显像仪的进一步改进和正电子显像剂的不断发展，如为解决功能图像和解剖图像同机融合的PET/CT的出现应用，使PET显像对疾病的诊断治疗和研究发挥更大的潜力。

六、核素分子影像

核素显像与现代分子生物学相结合开创了核素分子影像。就显像技术而言核素分子影像已不再局限于受体显像，而扩展为反义显像、基因表达显像和肽类显像。

许多亚临床状态的疾病和隐匿的遗传性疾病得以明确诊断，分子核医学有着广阔的发展前景。

1．受体显像

受体显像 (receptor imaging) 是利用放射性核素标记的受体配体（包括各类激素、神经递质、神经调节剂、生长因子、生长抑素、细胞激动素等）与靶组织高亲和力特异受体蛋白相结合的原理，显示体内受体空间分布、密度与亲和力的一种方法，是集配体受体结合的高特异性和核素探测的高灵敏性于一体的显像技术。肿瘤受体显像就是利用放射性核素标记的配体与存在于相关肿瘤中的特异性受体相结合而使肿瘤得以显像的一种方法，鉴于诊断的灵敏性和特异性高，是肿瘤诊断的重要发展方向和新技术之一，并为今后肿瘤受体介导靶向治疗奠定了基础。因此，选择立体特异的配体作为放射性药物是实现肿瘤受体显像的重要前提和先决条件。肿瘤受体显像是一种无创的、能在活体内、从受体分子水平上研究肿瘤生物学的新方法。尽管目前尚未得到广泛应用，但人们相信它必将为肿瘤生物学研究、肿瘤显像与治疗开创新纪元，并对肿瘤病因学探讨、早期诊断、指导治疗和判断疗效具有重要的临床价值。

国外神经多肽受体显像、类固醇受体显像与σ受体显像等已用于多种肿瘤的诊断、分期、治疗方案选择与预后评价，其中神经多肽受体显像得到了较广泛的临床研究与应用。其中主要是生长激素释放抑制素 (SRS) 受体显像与血管活性肠肽 (VIP) 受体显像。SRS受体显像剂包括123
 I或111
 In奥曲肽，111
 In mauritius (lanreotide)，99m
 Tc标记的 sandostatin、RC160 (vapreotide)、P587与P829 (derpeotide) 等。SRS受体显像主要应用于神经内分泌肿瘤、神经系统肿瘤、淋巴瘤，以及乳腺癌、肾癌及小细胞肺癌等。VIP受体显像：VIP是由28个氨基酸组成的多肽，具有扩张血管、刺激呼吸与增高血糖浓度等生物活性，故称为血管活性肠肽。

VIP受体在胃肠胰腺肿瘤、嗜铬细胞瘤、成神经细胞瘤、无功能垂体瘤等神经内分泌肿瘤以及乳腺癌、卵巢癌、子宫内膜癌、前列腺癌、膀胱癌、结肠癌、食道癌、小细胞与非小细胞肺癌、脑瘤、淋巴瘤等肿瘤中具有高表达，因此，VIP受体显像可用于显示上述肿瘤。目前，131
 I标记的VIP已应用于肠道肿瘤与内分泌肿瘤、类癌、胰腺癌、嗜铬细胞瘤、甲状腺髓样癌、胃泌素瘤、Zollinger Ellison症等恶性肿瘤的临床诊断，VIP受体显像对肠道肿瘤的诊断灵敏度明显优于SRS受体显像，99m
 Tc标记的VIP目前正在研究中。

其他如肿瘤生长因子受体、雌激素受体、阿片受体、叶酸受体、肿瘤坏死因子、血管生成因子显像目前正在进一步的深入研究。利用60
 Cu、124
 I等正电子核素标记的PET肿瘤受体显像是今后发展的一个重要方向。

2．反义显像

利用核酸碱基互补原理，用放射性核素标记人工合成或生物体合成的特定反义寡核苷酸，与肿瘤的mRNA癌基因相结合显示其过度表达的靶组织，称反义显像。结合后达到抑制、封闭或裂解靶基因，使其不能表达，则达到治疗肿瘤或病毒性疾病的目的。反义和内照射治疗的双重目的称反义治疗。反义显像要求寡核苷酸易于合成，标记品体内稳定，有较强的细胞通透性，能与靶细胞特异结合和不发生非序列特异反应等。

目前，小鼠乳腺癌基因的反义显像的实验研究取得成功，与放射免疫显像相比有许多优点，诸如核苷酸不引起免疫反应，反义寡核苷酸探针分子量小，易进入瘤组织等。但寡核苷酸的修饰、标记、稳定性以及仅有少数的癌基因参与肿瘤的发生过程等都使其与临床应用有一定距离，有待继续深入研究。

3．基因表达显像

将功能基因转移至异常细胞而赋予新的功能，再以核素标记来显示其基因表达称为基因表达显像。基因表达PET显像主要包括反义 (antisense) PET显像和报告基因表达 (reporter gene expression) PET显像两种方法。反义PET显像是一种内源性基因表达显像，在这两种方法中尤为重要，但难度更大。反义PET显像技术是反义技术与PET显像有机结合的产物，即以正电子放射性核素标记的人工合成的反义寡核苷酸探针或反义寡脱氧核苷酸（具有反义RNA或DNA性质）为显像剂，通过标记反义寡核苷酸或反义寡脱氧核苷酸与体内基因表达产物mRNA结合，利用PET技术对目标基因进行显像定位的方法。反义PET显像具有分辨率高、不引起免疫反应、探针分子小、易进入瘤组织、肿瘤摄取高及对疾病的诊断达到基因水平等优点，可望用于肿瘤的早期诊断、良恶性鉴别、寻找肿瘤复发和转移灶等。近来，用于PET显像的18
 F和11
 C标记的寡核苷酸也已研制成功。

报告基因表达PET显像是以正电子放射性核素标记的报告探针为显像剂，对报告基因表达进行显像定位的方法。报告基因表达PET显像必须具备两个基本要素：PET报告基因和PET报告探针。PET报告探针常用的标记正电子放射性核素为124
 I和18
 F, 其中以18F最为常用。报告基因表达显像又称转基因表达显像，报告基因PET显像技术分为两类：一类是酶介导报告基因与报告探针PET显像技术。即用转导基因的表达物对特异标记前体底物进行代谢，转化为对分裂细胞具有杀伤作用的代谢产物，掺入到细胞DNA合成中，使DNA链延长终止而杀伤细胞，从而在抑制mRNA的翻译（即自杀基因治疗）的同时也起到基因诊断的作用。另一类是受体介导报告基因与报告探针PET显像技术。PET报告基因在启动子的驱动下，被转录成位于细胞表面、细胞内或细胞外的受体蛋白质产物，受体蛋白质与PET报告探针（配体）结合产生信号放大作用，用来测定报告基因表达的部位、表达量及表达持续时间。报告基因表达PET显像主要用于外源性基因显像。

近年来，基因表达PET显像已取得巨大发展，但仍处于实验研究阶段。反义PET显像虽在很多方面优于报告基因表达PET显像，但尚有许多关键问题未得到解决，其发展可能会落后于报告基因表达PET显像。报告基因表达PET显像已用于动物实验研究并取得一定成果，可望用于人体研究。随着人类基因组计划的实施以及分子生物学、放射化学和PET技术（如用于小动物研究的microPET以及PET与CT或MRI的融合技术等）的发展，基因靶向性放射性核素治疗将为一些难治之症提供新方法，PET将成为研究活体动物和人体基因表达显像最为重要的方法。

综上所述，核素显像在肿瘤防治和研究中发挥重要作用，相信在未来将进入一个崭新的时代。


 第三节　感染与炎症核素显像

目前，炎症定位诊断的方法主要有两大类，一类是检测病变组织结构的变化，如X线、超声、CT及MRI等；另一类方法即采用核医学技术进行功能显像。炎症发生后，病灶局部发生如下变化：①血流量增加；②由于炎症介质的作用，血管通透性升高；③白细胞在趋化因子和黏附分子的作用下穿过血管壁到达炎症灶。核素炎症显像正是基于此特征，在炎症形态学改变之前的早期阶段，定位炎症病灶。正确而有效的显像使炎症可以在早期阶段被检测，这将有助于临床了解病变的部位、范围，从而制定有效的治疗措施，减少并发症，提高治愈率。

一、67
 Ga枸橼酸盐显像


67
 Ga的生物学特性与三价铁离子很相似，67
 Ga静脉注射后，与激活的白细胞内的转铁蛋白和乳铁蛋白及细菌的铁载体结合，经血液运达炎症病灶，通过血管渗漏沉积在炎症病灶，使其显像。67
 Ga在正常肠道组织、恶性肿瘤组织及骨造血区域有放射性沉积，因而特异性较差，但其敏感性较高，目前主要应用于肺部感染和慢性骨髓炎的诊断与鉴别诊断。经用皮质激素或抗生素治疗的患者易出现假阴性结果。

二、放射性核素标记白细胞显像

白细胞是炎症反应的主要防御系统，当细菌等病原体侵入人体内，各种白细胞就由血管渗出到组织间隙内，并在白细胞趋化因子的作用下游走到炎症局部，吞噬和消化病原体以及组织崩解的碎片。由于血管通透性的改变，进入组织中的白细胞就不再返回血循环及骨髓中。

利用放射性核素标记的白细胞经静脉注射后在心血管内循环，当体内有炎症病变时，由于中性粒细胞的趋化性，在趋化因子趋化作用的引导下，放射性核素标记的白细胞则向炎症灶定向迁移并滞留在炎症灶内，与此同时，在体外用γ相机探查和定位炎症灶。这种浓聚是以炎症的病理生理改变为基础的，它可将炎症与其他疾病区别开来，并提示炎症在体内的分布与位置，但不能用于炎症的病因确定。这是目前灵敏度最高、特异性最强的炎症病灶核素定位显像的方法。目前，常用111
 In-Oxine（111
 In-8-羟基喹啉）和99m
 Tc-HMPAO（99m
 Tc-6-甲基丙二胺肟）标记WBC进行显像。由于99m
 Tc的物理特性优于111
 In, 所以在大多数情况下，111
 In-Oxine-WBC显像已被99m
 Tc-HMPAO显像取代，但是99m
 Tc-HMPAO-WBC稳定性较差，会非特异性沉积于肾脏、膀胱及胆囊，故对上述部位的炎症显像应首选111
 In-Oxine-WBC显像。因核素标记WBC显像探测急、慢性炎症病灶灵敏度高、特异性强，素有“金标准”之称。但是，核素标记WBC费时，标记过程复杂，故其在推广应用上受限。

三、放射性核素标记人非特异性免疫球蛋白 (IgG) 显像

核素标记人非特异性免疫球蛋白 (IgG) 能浓聚于炎症与感染病变部位，且灵敏度较高（90％左右），其机制尚不明了，IgG在炎症部位的定位可能是由于炎症使局部微血管通透性增加，血浆中的蛋白漏出血管而进入细胞间隙，并引起IgG发生聚合而沉淀在病灶部位所致。目前标记IgG的放射性核素主要有99m
 Tc及111
 In。99m
 Tc-IgG与111
 In-IgG体内生物学分布类似，在炎症局部的浓聚度也相近，但99m
 Tc的核射线性能较好，可用较大剂量，所以图像比较清晰。不过，111
 In的半衰期较长，便于72h内进

行反复检查，虽然大多数病灶在24h即可显像，但有的病例48h图像较早期图像具有更高的阳性率。

四、抗人粒细胞单克隆抗体 (AGAB) 显像

抗人粒细胞单克隆抗体 (anti-granulocyte antibody, AGAB) 是在筛选与纯化抗癌胚抗原CEA单克隆抗体的过程中产生的，以99m
 Tc标记的单克隆抗体 (99m
 TcMcAb) 研究得较多，并取得了较好的显像结果，也可用单抗片段Fab或嵌合抗体等来替代完整的单抗进行显像，以减少抗鼠抗体的产生。炎症病灶摄取核素标记抗粒细胞单克隆抗体的机制可能是由于粒细胞所具有的趋化作用：一方面是抗体随所标记的粒细胞向炎症病灶发生迁移；另一方面是炎症部位血管通透性增加，游离的抗体漏出血管而进入病灶，立即与局部的粒细胞结合而累积在病灶区。目前认为主要是血管通透性升高而造成非特异性外渗的结果。核素标记AGAB显像探测炎症病灶的灵敏度为80％～90％。临床和实验研究显示：99m
 Tc-BW250/183显像能有效用于血管支架和人工瓣膜感染的评价，对炎性肠道疾病的诊断准确性则低于核素标记WBC显像，并且不能用于肺部感染的评价；99m
 Tc-BW250/183为鼠源性的单克隆抗体，进入人体后易形成人抗鼠抗体，且其血液清除慢，静脉注射后24h才能显像，从而改变该显像剂的体内分布，限制了此法的广泛应用；99m
 Tc抗NCA-90Fab’的免疫源性减低，血液清除加快，用于显像似乎更具优势；99m
 Tc-抗CD15为一种IGM型单克隆抗体，具有理想的显像性能（在炎症病灶大量沉积，在血液中快速清除，无副反应），对阑尾炎诊断的灵敏度为100％，特异性为83％。

五、核素标记抗细胞黏附分子抗体显像

炎症时，细胞因子会促使E选择素（一种血管内皮黏附分子，能与WBC结合）的表达，从而导致WBC向病灶部位聚集。核素标记抗E选择素单克隆抗体或抗E选择素F (ab’)：显像已成功用于关节炎和慢性肠炎的定位诊断。同时，由于生物工程单链抗体技术的发展，使克服人抗鼠抗体的产生成为可能。

六、核素标记脂质体显像

脂质体是由双层液态脂质组成的微观液泡，内部为独立的水相。核素标记脂质体注入体内后，很容易被单核巨噬系统识别并吞噬，在富含吞噬细胞的器官（如肝、脾和骨髓）亦会有大量放射性沉积，从而导致血液清除迅速，但若用PEG（聚乙二醇）包裹脂质体后，可逃避巨噬细胞的识别，提高血液循环中的稳定性。111
 In-PEG脂质体和99m
 Tc-PEG-脂质体已用于鼠和兔的各种炎症模型显像，其诊断功效与核素标记的WBC和IgG的炎症显像相似。对骨、肌肉炎症患者进行99m
 Tc-PEG脂质体显像，其诊断灵敏度和特异性分别为94％和89％。

七、核素标记受体特异小分子蛋白和肽显像

1．核素标记趋化肽及其受体拮抗剂显像

趋化肽是一种细菌产生的三肽，其受体在多形核白细胞和单核细胞中表达。99m
 Tc趋化肽与受体亲和力高，血液清除快，用于大肠杆菌感染的动物模型炎症显像，其诊断准确性甚至高于111
 InWBC。但是，即使注射很低剂量的趋化肽，实验动物也会出现短暂的WBC减少，这最终限制了该显像的发展。促吞噬肽 (tuftsin) 是一种IgG上Fc区段的衍生物，为四肽，与中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞上的受体结合，能促进这些细胞的趋化作用和吞噬作用。

2．核素标记白细胞介素显像

IL-1能与粒细胞、单核细胞和淋巴细胞表面高亲和力受体相结合，从而在炎症部位沉积。但即使注射很低剂量也会出现副反应。IL-2是一种淋巴细胞生长因子，主要与活性T细胞表面受体结合。注射123
 I-IL-2或99m
 Tc-IL-2后，很快到达炎症部位，从血液和非靶组织中清除快，无毒副作用，可用于慢性炎症和自身免疫性疾病的显像。IL-8是目前正在研究的另一类白细胞受体结合显像剂，白细胞有两型IL-8受体，IL-8可与其呈高亲和力的结合，动物实验显示其在体内的分布与核素标记白细胞相仿，目前还只能用123
 I标记。

八、核素标记抗微生物药物显像

核素标记抗微生物药物显像是炎症显像剂中新的研究领域，以99m
 Tc-infection（环丙氟哌酸）显像最为成熟。环丙氟哌酸属吡酮酸－氟化喹诺酮类抗生素，能与各种存活细菌的DNA旋转酶结合，故可在有细菌存活的感染病灶沉积。而无菌性炎症病变则无明显摄取，99m
 Tc-环丙氟哌酸因此被认为能鉴别感染和无菌性炎症病灶。

九、18
 F-FDG

国外一些研究表明，18
 F-FDG在感染炎症方面的临床应用价值令人鼓舞，18
 F-FDG有利于明确炎症、感染灶的部位和性质，特别是对不明原因的发热 (FUO) 的病因诊断具有重要的价值，是一种很有潜力的诊断手段。感染、炎症摄取18
 F-FDG的可能机制是，当炎症细胞（如中性粒细胞、巨噬细胞等）被激活时葡萄糖转运体表达明显增加，葡萄糖转运体使得FDG可以通过细胞膜进入细胞；同时已证实多种细胞激酶和生长因子增加炎症细胞葡萄糖转运体与脱氧葡萄糖的亲和力，这种调节酶包括酪氨酸激酶和蛋白激酶C两者的活性。这些细胞激酶能在实际葡萄糖转运体数目未增加的情况下促进葡萄糖转运，因而，当炎症感染时炎症细胞被刺激趋化，FDG摄取可较平时高数倍。慢性骨髓炎、与植入假体相关的感染、获得性免疫缺陷综合征 (AIDS)、结节病、不明原因发热、动脉炎、肠道感染性疾病等均在18
 F-FDG PET图像上有一定的特征，PET对各种感染和炎症患者的诊断和治疗中是一种有应用前景的方法，作为一种纯代谢显像方法，它明显优于依赖于血流灌注增加或减少作为炎症诊断依据的诸如动态增强CT或MRI。


 第四节　核素显像在器官移植中的应用

一、在肾移植中的应用

肾移植术后移植肾的功能评价、并发症的发生与诊断，是指导临床治疗和手术成功的关键。

手术后的并发症可以是肾实质性的，主要有急性肾小管坏死和排异，也可以是机械性的，包括血管阻塞、尿路梗阻和尿漏等。放射性核素肾血流和功能显像监测移植肾，具有快速、简单、无创伤定量地评价移植肾血流灌注、肾形态学、肾小管功能和集尿系统情况。放射性核素显像检查方法主要有：

（一）肾血流灌注显像

用于评价移植肾血流的示踪剂有99m
 Tc-DTPA、99m
 Tc-MAG3和99m
 Tc-EC等。主要观察灌注项高峰出现时间及高峰放射性强度，在连续影像上，移植肾的放射性迅速增加，出现完好的肾影，继后影像减淡，放射性降至较低水平，表示移植肾血流通过正常。正常移植肾峰值在腹主动脉峰值后4～6s出现，其放射性不低于腹主动脉最大放射性。评价肾血流常用定量指标有：①Hilson灌注指数 (global perfusion index, GPI): 髂动脉曲线峰值前面积计数除以整个移植肾曲线髂动脉峰前面积计数，再乘以100，＞150为正常。②肾皮质灌注指数 (CPI): 髂动脉曲线峰值前面积计数除以移植肾周边皮质部曲线髂动脉峰前面积计数再乘以100，＜159为正常。③肾和腹主动脉灌注比 (K/A): 移植肾高峰计数与腹主动脉高峰计数之比，＞1为正常。④其他有肾血流百分数、流动压力指数 (FVI) 和肾血管通过时间 (RVTT) 等。灌注异常主要见于排异、免疫抑制剂中毒、肾血管病变和肾动脉栓塞等。

（二）肾功能显像

用以评价肾功能的示踪剂有131
 I-OIH、99m
 Tc-DTPA, 近年也有用99m
 Tc-EC或99m
 Tc-MAG3。主要是观察移植肾摄取及排泄功能。肾功能定量指标：①肾图曲线可得峰时 (Tb)、峰值和半排时 (T1/2)等。②20min膀胱／肾计数比值 (B/K)，＞1～1.5为正常，肾脏20min与3min计数比值 (R20/3)，＞0.7为正常。比值正常，表明输尿管膀胱吻合良好，尿路通畅，也是移植肾成功的重要标志。③对肾图进行反卷积分析，可克服血液中显像剂浓度（肾血流）对肾功能分析的干扰，得到肾小管平均通过时间 (MTT)，直接反映通过功能。

④肾小球滤过率 (GFR) 和肾有效浆流量 (ERPF)。移植肾正常时，GFR正常或代偿性增加，可明显高于健康者单肾；移植肾正常时，ERPF正常，当ERPF降低时，其可能原因是常规移植肾动脉与之吻合的髂内动脉其流量及压力不及腹主动脉高、动脉吻合狭窄、肾衰患者心排出量下降和环孢菌素A (CsA) 中毒等。滤过分数 (FF) 为GFR/ERPF, 正常为0.20，FF增高提示病变主要部位在肾小管；FF降低则主要是肾小球病变。肾移植后FF常可增高，提示移植肾经热缺血、冷缺血和再灌注后，肾小管有不同程度损伤，缩短热缺血时间是防止移植肾发生急性肾小管坏死的关键。其他有剩余皮质活性 (RCA)、皮质通过时间 (CTTT)、排泄指数 (EI)、摄取百分数、皮质蓄积指数 (OCA)、显像前1min肾小管摄取值、10min肾摄取容量 (MUC10)和99m
 Tc-MAG3清除率等。

（三）亲排异显像

1．99m
 Tc-硫胶体 (SC) 胶体显像血管炎、血栓形成和间质淋巴细胞浸润是急性排异的病理表现。标记的胶体颗粒在纤维蛋白血栓内积聚而显影。以George时间定量法，算出移植肾积聚99m
 Tc-SC百分比=[后期 (20～24min) 移植肾计数－本底]／〔早期（0～4min）移植肾计数－本底〕×100。正常移植肾99m
 Tc-SC积聚均值±SD为40.5％±6.2％，急性排异为85％±23.5％。如以积聚值50％作为排异判别阈，则敏感性和特异性可达95％和100％。

2．111
 In-血小板显像

急性排异反应移植肾微循环有血小板和纤维蛋白沉积，标记的血小板可大量在移植肾内沉积而显影。移植肾弥漫性放射性增加，移植肾与对侧髂动脉去本底计数比值＞1.5，提示排异存在。当然，肾小管血栓、肾内出血会导致假阳性。

二、在肝移植中的应用

对终末期肝病患者，原位肝移植和辅助肝移植已成为首选治疗手段，移植肝的功能评价是相对较新的研究领域。肝移植术后并发症主要包括血管并发症、排斥反应、肝炎、感染、胆汁泄漏和胆道梗阻等。应用核素显像技术，监测和评估移植肝的功能及术后并发症也是一个新的领域。

核素肝胆动态显像是最主要和常用的移植肝术后的监测技术，能了解移植肝的摄取、排泄及排异功能，提供有无胆道梗阻、胆漏、胆肠道吻合口通。情况等有用的信息。常用的肝胆显像剂是二乙酸亚胺的衍生物，99m
 Tc-双异丙基IDA (DISIDA) 和三甲基溴IDA (me-brofenin) 是目前IDA（乙酰苯胺亚氨二醋酸）类化合物中较理想的肝胆显像剂。静脉注射99m
 TcDISIDA或99m
 Tc-三甲基溴后能迅速被肝摄取并均匀分布，5～10min示踪剂在肝内可达高峰。肝影清晰，继而胆道、十二指肠显影，肝显影很少受高血胆红素影响。该类显像剂可以敏感地提示胆汁泄漏、胆道梗阻及肝功能的改变。CT和超声检查只能判断有无胆漏发生，但无法明确其具体部位，而利用肝胆显像则可以确定胆漏的来源部位，较小的漏口通常在注药后1～2h的早期相不显影，但延迟相可显影，24h的延迟显像是必要的。需要指出的是，不是所有胆漏的影像都是很典型的，合并腹膜炎的患者，其胆漏显像表现为辐射状沿腹膜的弥漫性放射性增加。

目前仍无精确的方法来检测肝移植后的排斥反应。应用肝显像数据的回归分析法是一种有发展前途的方法，其显像剂包括99m
 Tc-DTPA、99m
 Tc-SC和99m
 Tc-DISIDA (disofenin)，通过测定门静脉的血流分数，可以评估87％的肝移植排斥反应。通过门静脉／肝动脉血流比和肝细胞的清除率的测定，有报告判断肝移植排斥反应的灵敏度和特异性均为100％。另外，定量的肝胆显像获得的灌注、摄取参数对评价移植肝也十分有用，而肠道显影延迟且放射性分布稀疏通常提示移植肝的预后不良。

细胞凋亡 (apoptosis)，又名程序化细胞死亡，为生物体内广泛存在的、由特定基因控制的、无细胞溶解的主动过程。近来研究表明，细胞凋亡与同种异体排斥反应及与免疫介导的组织损伤有密切关系，细胞凋亡的数量常与排斥反应的严重程度一致。国外一些研究者开始探索利用细胞凋亡核素显像来早期监测肝、心脏等组织器官移植后组织排斥情况，并取得了理想的结果。

肝移植术后，由于免疫抑制剂的使用，移植物异种抗原的刺激、病毒等因素，致使免疫调节功能与防御能力受损，新生恶性肿瘤的发生率有一定的上升，特别是肝脏恶性肿瘤患者肝移植后，复发性移植肝癌和新生的转移灶是影响肝移植成功的关键。肝移植前后，尤其是对肝原发恶性肿瘤患者，全身骨骼和肿瘤PET显像，不仅可正确选择手术适应证，更可监测术后的新生恶性肿瘤及全身骨骼、淋巴结及远处脏器转移病灶，以及时处理。

三、在移植心脏中的应用

目前与核素显像有关的移植心脏术后并发症主要有排异和加速型冠状动脉粥样硬化。排异反应最常见最可靠的检测技术是右心内膜活检 (endomyocardialbiopsy,EB)，它可发现轻度排异反应，但有部分假阴性，如取样在有炎症反应的新近活检部位，则可产生假阳性。同时EB属侵入性检查，在临床应用有一定的局限性。核素显像有明显的优点：非侵入性、能早期诊断、更能反映心肌总体、可避免EB、减轻患者痛苦，因而适合用做过筛检查。

1．排异反应

移植心脏产生排异反应，病理表现为早期轻度至中度排异可见散在性淋巴细胞浸润，后期炎症浸润包括中性白细胞和嗜酸性白细胞，心肌结构破坏，心肌细胞消失，伴不同程度间质性水肿。轻度排异反应临床通常无症状，服用CsA者尤其如此。中度排异者可有低热、疲乏、软弱、胸前不适、心率加快、血压稍降，出现第3或第4心音，房性心律紊乱或室性期前收缩，重度患者出现心力衰竭症状。

核素显像主要有111
 In-抗肌凝蛋白抗体 (Fab) 显像和平衡法心血池显像两种。

（1）111
 In-抗肌凝蛋白抗体 (Fab) 显像　心脏排异时在坏死心肌细胞附近产生炎症浸润，伴有或不伴有纤维化。111
 In抗肌凝蛋白抗体能特异性地与由于细胞膜破坏而暴露于细胞外液的心肌肌凝蛋白结合，从而检出心肌细胞损害或坏死，抗肌凝蛋白摄取量与右心内膜活检评分呈正相关。

评价心脏排异的定量指标是抗肌凝蛋白摄取指数 (AM index)，AM index=心肌平均计数/pixel/肺平均计数/pixel。判读标准：正常移植心脏AM index为1.46±0.04; 排异移植心脏1.87±0.19.如以AM index1.75作为判别阈，诊断移植心脏急性排异敏感性达98％。

（2）平衡法心血池显像　移植心脏排异过程产生心肌炎症浸润，早期便损伤心肌的顺应性，表现在左室舒张功能参数异常，后期收缩功能也受波及。平衡法心血池显像计算出移植心脏高峰充盈率 (PFR)、平均充盈率 (AVFR) 和整体搏出分数 (GEF)。判读标准：非排异组PFR, AVFR和GEF分别为3.38±0.71，2.23±0.46和58.6±10.4; 排异组则分别为2.97±0.78，1.91±0.50和56.3±10.4; 排异早期仅舒张功能受损，中度以上排异则整体收缩和舒张功能同时受损。AM index增高而AVFR降低提示早期排异，需作EB进一步证实。GEF也下降提示中度至重度排异。

2．加速型冠状动脉粥样硬化

加速型冠状动脉粥样硬化的病理是大的心包冠状动脉及其穿通支内膜增殖性改变导致进行性血管腔闭塞。常由慢性排异引起，病情进展异常迅速。由于供体心脏失去神经支配，临床上心肌缺血及心肌梗死均为无痛性，运动耐量稳步下降，不明原因心力衰竭及猝死。可以通过核素心肌灌注显像来进行监测。

四、移植骨存活性的监护

显微外科技术的发展使带血管蒂自体移植骨重建大型骨缺损成为现实。通过保全主要营养血管，大节段骨可作为活骨进行移植。由于其骨细胞和成骨细胞继续存活，移植骨能有效地与宿主骨连接，并保持骨小梁结构形式，骨坏死轻微，骨密度丢失少。骨移植后重要的是确定骨存活性，血管阻塞可引起移植骨失活，进而引起皮瓣坏死，骨质吸收及伤口愈合不良。X线骨片可测出移植骨吸收范围和程度，但不能早期提供其血管化情况，因而也不能确定移植骨存活性。

核素骨显像是估价骨骼系统状态极为有用的方法。99m
 Tc-磷酸盐化合物能高度浓聚于骨，反映骨局部代谢功能，利用计算机感兴趣区 (ROI) 技术，能对局部骨代谢生理进行研究，骨SPECT可排除前场和后场结构的干扰，提供多个切面图像，从而分析整条骨的代谢过程。因此核素骨显像在20世纪70年代已应用于测定移植骨血管供应 (vascularity) 及存活性。在X线或临床变化明显前预测移植骨的预后。这样在失活骨组织坏死、感染或纤维化前，可及早采取措施。骨三相显像中第一相为血流相，特别适用于带血管蒂移植骨的血管通。性检查。此技术在四肢或覆盖骨的器官或软组织较少的部位特别有效。延迟骨显像 (2～3h) 代表骨的代谢活性和血管通。性，反映骨功能最敏感，但其特异性不太高，这是因为骨积聚99m
 Tc-磷酸盐受几方面因素影响：血管通畅性、骨代谢状态和患者临床情况如水化状态、肾功能以及由于移植技术过程缺血所引起的骨损伤。

骨显像时机在术后3～7d为佳，超过1周扫描所见有时可能误导，因为在死亡移植骨表面通过“爬行替代”(creeping substitution) 会有新骨沉积。

血管通。存活的正常移植骨，血流灌注活性≥正常对照侧，延迟静态相示移植骨的周边、中央和两端都呈均匀摄取，不出现缺损区。而失活移植骨血流灌注活性小于正常对照侧，甚至缺如。延迟静态相示局部有稀疏缺损区。

五、胰腺移植体显像

胰腺移植可使糖尿病患者摆脱对外源性胰岛素的依赖。血、尿淀粉酶、空腹血糖、餐后2h血糖、血清C肽通常被用于监测移植体功能，但通常移植体排斥后很长时间，这些功能指标才发生改变，此时相当一部分胰腺已经失去功能。除排斥反应以外，血管栓塞、感染、吻合口漏都可能使移植失败，因此，准确地评价胰腺功能有助于提高移植体的存活率。

最早应用的药物是75Se标记的蛋氨酸亚硒，后来发展的显像剂有99m
 Tc-硫胶体及99m
 Tc-葡庚糖，99m
 Tc-硫胶体可以提供胰腺血栓形成指数，反映血管损伤和血栓形成；99m
 Tc-葡庚糖显示其灌注和血池残留量，对急性排斥、胰腺炎有用，这种变化可先于血糖和尿淀粉酶的变化。201
 Tl、111
 In标记的血小板和正电子核素标记氨基酸，也用于胰腺显像。通过不同的方法可以得到胰腺移植体的半定量灌注。一种方法是99m
 Tc-DTPA注射后第3min时，移植体的放射性药物量占注射总量的百分比和比值下降就意味着排斥反应的发生，这种灌注的减少也可见于血管损伤、胰腺炎或感染，因此，是高灵敏度而非特异性的诊断指标。但仅靠单次胰腺灌注显像很难判定，需要连续的观察才能对移植体功能作出正确的评价。胰酶和尿液外漏至腹腔是腹痛的常见原因，利用膀胱核素造影可查见吻合口漏的位置。

胰腺移植体的功能评价仍是一个重要的研究领域，由于缺乏胰腺移植体排斥反应的具体划分标准，所以目前尚缺乏既灵敏、又特异性的评价方法。

六、其他移植器官显像

肠移植是新的研究领域，对肠移植体排斥反应的诊断也是核医学面临的新挑战。随着排斥反应的发生，肠的渗透性也出现异常改变，可以利用这种病理特性为排斥反应寻找早期证据。

通过核素显像提供肺移植术后移植体功能评价，尽管尚处于初步研究，但通过肺通气、灌注显像可以了解肺的基本情况，如单侧肺移植术后的通气和灌注显像所提供的数据是提示缺氧性血管异常收缩反应的重要依据；原发性肺动脉高压患者接受心肺联合移植后显像结果提示，通气显像异常，而灌注显像仅有轻度异常，经气管活检提示为非感染性的阻塞性气管炎，这是肺移植术后的一种并发症。显像应当包括基础的、术前的和术后的肺通气、肺灌注显像及三者间的相互比较。

总之，核素显像技术对了解移植器官的生理功能有重要意义，随着新药物、新技术的发展将会进一步推动对移植体更深层次的了解，从而做到早期诊断、治疗和预防并发症，以进一步提高移植器官的存活率。


 第五节　PET显像在神经系统疾病中的应用

PET对神经精神疾患、脑高级功能的研究，如意识状态功能，尤其是大脑的认知功能、记忆、学习与智能、行为等及脑肿瘤诊断、鉴别及临床治疗方面发挥重要作用，发展迅速。常用PET脑显像剂及应用见表14-2。


表14-2　常用PET脑显像剂
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一、PET脑显像分类

1．脑葡萄糖代谢显像

反映大脑皮质各叶、丘脑、小脑以及基底神经节等脑组织和神经核团的葡萄糖代谢状况，是最多用的方法，主要定量指标为全脑和局部葡萄糖代谢率 (CMRglc和rCMRglc)。

2．脑蛋白质代谢显像

主要用于脑肿瘤氨基酸代谢及增殖率测定。

3．脑血流和血容量显像

虽然显像技术复杂，但它不仅能得到影像，更重要的是获得精确定量参数，包括整体和局部脑血流量 (CBF和rCBF) 以及脑血容量 (CBV和rCBV)。50半衰期仅2min, 允许短时间内多次测定，尤其适合脑功能研究。

4．脑氧代谢显像

多采用15
 O2稳定状态持续吸入法，反映脑组织氧利用情况。主要定量指标有整体和局部脑氧代谢率 (CMRO2
 ) 以及氧提取分数 (OEF)。

5．神经递质显像

利用18
 F等核素标记神经递质（如多巴胺的前体多巴），参与递质合成并显示其功能和代谢。

6．神经受体显像

反映脑内神经受体分布、数量（密度）、亲和力（功能）以及对药物的反应，是近年PET显像的研究重点。

7．突触前膜转运蛋白显像

主要利用11
 C、18
 F制备的标记化合物对中枢多巴胺转运蛋白 (DAT) 进行显像和定量测定，提供DAT功能活动。此外，5-羟色胺转运蛋白（5-HTT）显像及去甲肾上腺素转运蛋白 (NET) 显像也都在研究中。

二、PET与脑科学研究

1．脑发育、成熟和老化

早在20世纪80年代，PET显像就被用于脑发育研究。新生儿期，脑葡萄糖代谢占优势的部位是初级感觉运动皮质、丘脑、脑干和小脑蚓部，提示此阶段脑功能主要用于支配完成初级固有的反射活动。至出生后12周，尽管额叶仍处于低代谢，但基底节和颞、顶叶皮质代谢明显增高。至1岁，包括额叶在内的脑葡萄糖代谢已接近成人，而额叶认知功能在9个月左右已经具备。11
 C-MET显像表明，为满足4～5岁儿童脑发育过程中蛋白质合成的需求，中性氨基酸由血液入脑的转运能力明显增加，超过成人5倍多，以后随年龄增长而下降。成熟期，局部脑血流、氧代谢和葡萄糖代谢在静息状态下相对恒定，但视觉皮质的血流量、血容量和氧代谢明显高于其他皮质，感觉运动皮质的氧提取率相对较低。脑代谢与血流灌注相互匹配，当代谢增加时，局部血管阻力降低，使得血流增加直至建立新的平衡。PET显像对脑老化研究发现，正常人脑皮质尤其是额叶以及尾状核、豆状核的葡萄糖代谢随年龄增长呈下降趋势，78岁老人较18岁年轻人的CMRglc平均减少26％。脑血流、氧代谢及纹状体多巴胺D1、D2受体密度也随脑老化降低。老年人多巴胺转运蛋白减少约25％～37％。PET取得的这些成果为认识正常脑发育、脑成熟和脑老化过程以及相关疾病的诊治提供了很有价值的资料。

2．脑功能活动及其定位

人脑具有十分复杂的功能活动，诸如感觉、运动、记忆、思维、语言、认知等。对高级脑功能的研究和开发是近代脑研究的重要方向和内容。脑葡萄糖代谢、脑血流及氧利用均被用于脑功能研究，基本方法是将刺激状态与静息状态比较以观察其变化。刺激方式有多种，包括视觉刺激、听觉刺激、肢体运动及联合刺激。PET显像可以对多种脑功能活动进行定位，评价不同作业时脑代谢改变程度，观察不同刺激作用下各脑区的相互协同，判断神经功能缺失与脑皮质损伤的关系。研究表明，视觉刺激使得枕叶代谢增加，简单图像只激活枕叶内侧初级视觉皮质 (PVC)，复杂图像则激活包括辅助视觉皮质 (AVC) 在内的整个枕叶。单耳听觉刺激使得对侧上颞叶代谢增高20％～25％，语言和音乐同时刺激则双侧颞叶和额叶代谢增高，记忆作业时海马活性增加。单侧手指运动使对侧中央前回和辅助运动皮质代谢增高约19％。近年采用H2
 O2
 脑血流显像发现，执行高指令语言认知作业（如同义词合成和词语复述）时左侧下额叶被激活，右小脑活性也增力。

3．神经递质、受体和转运蛋白

从分子水平看，神经元之间的突触联系是通过神经递质和神经受体相互作用实现的，此外，单胺类递质还有相应的选择性重摄取转运蛋白 (transporter) 将大部分失活的神经递质运回突触前膜进行再利用或进一步分解。近20年来，随着显像剂开发研制，已经能够利用PET技术分别进行神经递质、转运蛋白特别是神经受体的活体显像。多巴胺系统是PET研究较为深入的部分，涉及数十种放射性示踪剂。根据18
 F-FDOPA转换成18
 F-fluorodopamine的速率，可以反映多巴胺合成情况以及氨基酸脱羧酶 (AADC) 的活性，已发现AADC在尾状核和壳核活性最高。PET显像发现，D1、D2受体均以纹状体分布浓度最高，脑皮质D1受体多于D2受体。利用二室或三室模型及几项动力学参数，可以描述PET配体与多巴胺受体结合的数量、结合能力、解离能力及其他内源性神经递质竞争情况，故是一种定量显像，并已用于脑老化、情感变化、Parkinson病 (PD)、Huntington病、精神病、成瘾性疾病、受体拮抗剂和激动剂以及神经精神药物等研究。11
 C-nomifensine最早用于DAT显像，以后又有11
 C-cocaine、11
 C-methylphenidate、18
 F-FPCIT等。由于DAT定位于突触前膜，所以PETDAT显像可作为表达多巴胺能神经元功能的指标，其灵敏度高于FDOPA, 已成功地用于脑老化和PD研究。脑内单胺氧化酶 (MAO) 的作用是将DA氧化为相应的醛。PET显像也被用于MAO研究，包括其局部分布、合成率及抑制作用。11
 C-deprenyl是最多用的显像剂，给药后分布与MAOB分布相平行，此方法可以评价MAO被抑制的药理学效应。其他如多巴胺能神经元的反应性、局部葡萄糖代谢和局部血流与多巴胺系统的关系等也可采用PET研究。除多巴胺系统外，PET显像对于脑内5-羟色胺 (5-HT) 受体、乙酰胆碱受体、阿片受体、γ-氨基丁酸受体、β-肾上腺素受体以及腺苷受体等均有应用，特别是新型显像剂的合成展示了良好的前景。

三、PET与脑部疾病

1．脑肿瘤

放射治疗和动脉内化疗是治疗原发性恶性脑肿瘤的基本方法。治疗后会造成局部组织坏死，但也可能仍有肿瘤细胞残存并成为日后复发的隐患。CT、MR对此判断比较困难，FDG在肿瘤部位则呈现异常放射性浓聚，经测量有增高的葡萄糖代谢。因此，PET是鉴别组织坏死与肿瘤残存或复发的有效方法。PET还可以评价脑肿瘤的恶性程度，将肿瘤灶放射性与脑白质 (T/WM) 和脑皮质 (T/C) 比较，当T/WM＞1.5和T/C＞0.6，提示高等级 (high grade) 肿瘤，否则为低等级 (low grade) 肿瘤。脑肿瘤对FDG的摄取与患者预后密切相关，代谢明显增高者平均存活期仅7个月，低代谢者为33个月。当18
 F-FDG与11
 CMET联合显像时，可使肿瘤分级和预后估价更为准确。

2．癫痫

癫痫根据病因分为原发性和继发性两类。针对药物难治性原发性部分发作的癫痫患者，手术切除癫痫灶是有效的治疗方法，而成功的关键是术前准确定位。这类患者头皮脑电图 (EEG)、CT、MR检查约半数以上难以发现明确病灶。FDG PET研究表明，癫痫发作期病灶部位葡萄糖代谢增高，发作间期则代谢减低。依据此特征对癫痫灶进行定位诊断，尤其对结构显像阴性的颞叶癫痫可作出60％～90％的正确判断。病理学观察显示，这些部位往往存在神经胶质增生、变性或神经细胞发育不良，但范围多小于PET所见异常代谢区。近年研究已发现，与癫痫发作有关的局灶性脑皮质发育不良在MET PET显像上呈放射性摄取增高。当PET结果与EEG或MR相吻合时可依此进行病灶切除，无需皮层深部电极脑电图 (ECoG) 检查；若PET不能提供明确定位灶，即使EEG异常，仍需用ECoG进行精确定位。

3．痴呆

随着人口老龄化，老年期以及老年前期痴呆的研究、诊断和治疗越来越受到重视。FDG PET显像可用于不同类型痴呆的鉴别诊断。血管性痴呆表现为多发性非对称性代谢减低；Pick病痴呆以额叶受损为特点；Wilson病痴呆主要受损部位在豆状核；而Huntington病痴呆无论早、晚期尾状核代谢始终减低。Parkinson病伴痴呆 (PDD) 除颞顶叶代谢减低外，纹状体糖代谢异常，特别是初级视觉皮质CMRglc明显减低，侧枕叶中度减低，中颞叶相对保留。至于Alzheimer病 (AD) PET影像也具有特征。PET显像还可用于痴呆的病情评价。随着病程进展，可见脑皮质内低代谢区数目增加，范围扩大。晚期患者，受累脑叶多波及额、颞、顶、枕各叶甚至还有小脑损害。痴呆患者的神经功能缺失症状往往与低代谢或低灌注区相吻合。有明显语言功能障碍或出现失语时，可见左额、颞、顶叶以及外侧裂区代谢明显减低记忆缺失者，双侧中颞叶血流灌注减低且以右侧为著。

4．帕金森病

帕金森病 (PD) 的主要病理改变是黑质和黑质纹状体通路发生变性，神经细胞功能丧失，导致多巴胺含量明显减少。PET显像可从不同角度对PD进行研究并用于临床。18
 F-dopa显像发现，PD患者纹状体放射性摄取明显减少，提示多巴胺含量减少。18
 F-FDOPA显像表明壳核放射性摄取与肢体运动减少密切相关，尾状核则与记忆损害相关。当采用定量计算时，PET结果可以准确评价PD进展程度。单侧PD患者早期，患肢对侧豆状核氧代谢和葡萄糖代谢相对增加；双侧PD呈全脑CMRglc减低伴发痴呆者尤以顶枕叶损害更明显。近年采用18
 F-FPCIT行多巴胺转运蛋白显像发现，PD早期患肢对侧壳核后部示踪摄取减少，中后期则两侧受损。多巴胺受体显像在PD早期多为轻度增加或无明显改变，以后随病情加重而减少，提示调节功能减退。

5．脑血管疾病

近年来，急性脑梗塞早期介入治疗引起重视，但要取得满意疗效必须准确判断梗塞区脑组织是否存活。应用PET氧代谢显像或葡萄糖代谢显像，结合脑血流显像进行分析可对此做出明确判断。当局部血流明显减少而氧代谢或糖代谢保持正常，说明病灶区脑组织仍然存活。若梗塞区rCBF低于12ml/(min·100g) 及rCMRO低于65μ
 mol/(min·100g)，说明脑细胞的死亡已不可避免。另外，乙酰唑胺 (ACZ) 介入PET显像获得CBF、OEF及通过时间 (TT) 可用于闭塞性脑血管病外科治疗（如颅外、颅内旁路手术）前后血流动力学变化和储备能力的评价。采用H2
 15
 O脑血流显像配合激发试验可为脑动静脉畸形 (AVM) 的处理提供帮助。此法能够清晰地显示AVM病灶与脑功能区的关系。

6．精神疾病

精神疾病诸如精神分裂症、躁狂抑郁症等是一类以精神活动紊乱为主要症状的疾病，而精神活动是大脑的机能，脑内化学变化会引起外部行为改变。FDG PET显像和受体显像均已用于精神疾病的研究。针对精神分裂症的PET显像发现，额叶葡萄糖代谢减少和相对的基底节代谢增高；尾壳核多巴胺D2受体密度增加或虽密度正常但活性明显增高。双相障碍抑郁期，其幕上结构的葡萄糖利用率呈弥漫降低，减少约25％轻度躁狂期代谢率与正常对照相近。受体显像发现这类患者中部分患者具有与精神分裂症相当的D2受体增加。此外，5-HT受体功能受损和GABA受体活性下降在精神疾病中也起作用，说明这类疾病与神经受体关系十分密切。

四、PET与神经精神药物

已往药物研制主要依靠化学实验和动物实验，如今利用PET进行活体显像，为药物开发和应用提供了新的手段。

通过PET显像研究阿片制剂缓解疼痛的机制发现，放射性标记的阿片制剂在丘脑中部高度浓聚，丘脑侧面则很少，说明该处是阿片受体丰富的部位。11
 C-卡芬太尼 (carfentanil) 显像表明，卡芬太尼主要与μ
 型阿片受体结合，丘脑和尾状核活性最高，额叶皮质居中，小脑最低。运动和应激反应可激发内啡肽分泌，参与竞争阿片受体，使聚集减少。采用阿片受体阻断剂纳洛酮后，除可得到被阻断的影像外，还能获得剂量—反应曲线，由此定量求出阻断剂的效应。针对PD患者行多巴胺受体显像，显像正常者用左旋多巴治疗效果明显；显像不正常提示突触后神经元损伤，则左旋多巴疗效不佳，应该使用多巴胺受体激动剂如溴麦角隐亭。丙炔苯丙胺 (deprenyl) 是MAOB抑制剂，11
 C-deprenyl显像发现，在药物对MAOB抑制作用解除后新酶合成并恢复效应的半衰期平均为40d; 同时发现10mg/d的剂量可使MAOB完全受抑。多巴胺受体显像定量测定可帮助预测和评价抗精神病药物（如氟哌啶醇）的临床疗效。当治疗有效且剂量适宜时，可见纹状体放射性较治疗前受到适度抑制。一般来说，大约70％～80％的多巴胺D2受体被抗精神病药物占有时可取得满意疗效；若受体占有率达80％～90％就会出现药物的副作用。因此，PET显像一方面可从分子水平研究药代动力学、药理作用和，作用机制，另一方面对于临床正确使用药物同样有指导作用。






【思考题】



1．试述核素分子影像的进展及在肿瘤中的应用。



2．心肌活力测定的意义、方法如何。



3．PET脑成像进展及应用。
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（李林法）


第十五章　超声影像学在临床中的应用进展



摘　要
 　超声影像学是现代医学发展中最快的领域之一，近年来的发展更是迅速，诸多新技术相继涌现，如二次谐波成像、能量多普勒显像、超声造影剂、高频腔内超声、三维成像技术、影像虚拟导航技术及介入超声等，这些技术的成熟和临床应用，使得超声影像学在临床上发挥更加重要的作用。超声影像学已经渗透到各个临床专业领域，受到了临床医师的认可和青睐。



本章节将对超声医学的一个重要分支——介入性超声医学作一重点描述。从传统意义上讲，介入性超声通常是指在超声引导下的各种穿刺诊断和引流等技术。然而，从超声技术发展的新概念意义上讲，各种超声引导下的诊断与治疗、术中超声、侵入性超声、经腔超声、超声造影显像，以及高能聚焦超声治疗等，也应归属于介入性超声的范畴。固然，超声医学的发展与超声技术本身的进步密切相关，同时，也受益于临床各种微创诊断与治疗技术的不断创新和发展。无疑超声显像的自身特点，即实时、简便、无放射损伤、高分辨力、高度普及等，使之真正成为各种介入性诊断与治疗的首选方法。




Abstract
 　Ultrasonography is one of the fast developed modern medicine, especially in recent years. Many new techniques appear, such as second harmonic generation, power doppler imaging, ultrasound contrast agent, high-frequency endoluminal ultrasonography, three dimensional reconstruction, virtual navigation technology and interventional ultrasound. The development and clinical applications of the techniques mentioned above make ultrasonography play a more important role. Ultrasonography has (been) pervaded various fields of clinical medicine and is favored by the clinicians.



This chapter will introduce interventional ultrasound in detail, for interventional ultrasound is one of the most important techniques among ultrasonography, even counted as one of the best. In the traditional sense, interventional ultrasound is interventional procedures for instance biopsies or drainage of fluid collections. But interventional ultrasound from a new concept of sense, includes various kinds of interventional procedures for diagnosis and treatment, intraoperative ultrasonic monitoring, invasive ultrasonography, endoluminal ultrasonography, contrast-enhanced ultrasonography, high intensity focused ultrasound. There is no doubt that the development of ultrasonography is in close relationship with the technique itself. Moreover it also benefits from the innovation and development of the minimally invasive diagnostic and therapeutic techniques. The characteristics of ultrasonography itself such as real time, convenient, without radiation injury, high resolution, and widely used undoubtedly make ultrasonography the first choice for invasive diagnosis and treatment.



 第一节　超声进展的概述

自1972年灰阶超声显像问世以来，仅仅30多年的时间，已发展成为高清晰度、高分辨力的实时超声显像系统，并具有彩色多普勒成像 (Color Doppler Flow Imaging, CDFI) 功能。近年来其发展更是一日千里，诸多新技术相继涌出，如二次谐波成像、能量多普勒显像、高频腔内超声，超声造影剂、三维成像技术及介入超声的发展等，这些技术的成熟和临床应用，必将超声医学带入一个新的境界。

一、谐波成像

谐波成像将成为未来推出的各种超声显像系统的基本工作模式，改善二维超声图像质量。谐波成像是近几年发展起来的利用非线性声学特性的一项新技术，由于超声探头技术进步，接收比发射频率高的回波成像，图像的分辨率相应提高、对比度增大、噪声伪像更低，从而使临床超声医学的基础——二维超声图像的质量上一台阶。超声造影剂UCA (ultrasound contrast agent) 可以人为地扩大非线性现象，造影谐波成像能显著提高超声造影效果，敏感地显示各脏器内的微细血管，检测甚低速血流，利于鉴别肿瘤血管，提高心腔内膜识别。组织谐波成像在不使用UCA的情况下改善超声二维图像质量，方便、实用，使那些超声显像困难的患者可理想显像，如肥胖、肺气过多、肋间隙狭窄及腹壁较厚的病人等。这种基础二维超声图像的改善对超声医学具有重要的实用价值，必将对超声医学产生深远的影响。

二、能量多普勒

能量多普勒弥补了CDFI不足，将成为血流检测的必要辅助手段，获得更全面的人体血流信息。CDFI临床应用以来，超声诊断从形态结构诊断发展为形态结构和功能诊断，大大地丰富了临床诊断的信息。但CDFI因其本身技术问题和人体生理因素的限制，往往难以达到理想的效果，而能量多普勒的基础是依赖于多普勒能量频谱的总积分，利用单位面积下红细胞通过的数量和信号振幅大小进行成像，信号彩色和亮度代表多普勒信号能量大小，无角度依赖性，克服了CDFI角度依赖性产生的显像不佳或不显像状态。显示的信号动态范围宽，对于人体的不同速度、不同流量的血管均可清晰显现，甚至一些低流量的微小血管。从而使血流显像质量大为提高，堪称为“超声血管造影”，使超声功能诊断更上一层楼。和超声造影剂等其他技术的联合应用，可使其功能发挥得更加淋漓尽致。

三、超声造影剂的临床应用

超声造影剂UCA将依然是研究的热点，并逐步从基础走向临床。近十几年来开发的静脉注射用新一代造影剂，能穿过肺毛细血管网、进入全身动脉系统，使超声造影剂成为近年研究的热点。UCA和人体组织声学特性的特大差异，使其比周围组织质点具有更大的等效散射面积，加之微泡谐振引起的散射大大增强造影区与周围组织超声显像的对比度，提高图像的清晰度和病灶检出率。尤其近期新出现的低机械指数连续性谐波显像技术等大大改善了造影剂显像效果，能敏感探测血流，特别是低速血流，对肿瘤的诊断、治疗效果评价及判断肿瘤转归等方面发挥越来越重要的作用。心肌造影超声心动图能提供更多的心肌血供及功能的信息，正将逐渐从基础走向临床。

四、三维超声

近年来计算机技术飞速发展，图像数据采集及处理速度、数据存储量大大提高。作为数字技术的奇葩，三维超声成为超声显像技术研究的热点和发展最迅猛的领域。与二维超声相比，它能提供更多的人体信息，显现因人体解剖限制二维超声不能显示的断面，连续观察体内不规则结构，更准确测量容积和质量，更准确指导介入性超声中穿刺针的位置和布局。三维彩色多普勒显像可全方位显现人体血流信息。三维超声还能更好地沟通超声影像与临床的联系，增加超声显像的直观性和客观性。真正的实时三维超声实现将是超声医学的一次重大变革。

五、介入性超声

超声引导穿刺活检技术将在临床普及应用。随着自动弹射活检技术及活检针的不断改进，超声引导下经皮穿刺活检将广泛应用于临床。因选材精确、标本质量好、创伤小、安全，在临床将成为非手术条件下获得组织病理诊断的一种常规方法。只要是超声能显示的病变，无论在胸部、腹部或浅表，基本上都适用。取材大小可调并有多种活检针供选用，能满足临床各种诊断的需要，如病理诊断、电镜、酶学、免疫组化及原位分子杂交等项目的检查。这些对于提高临床病理诊断和鉴别诊断水平，评价临床治疗效果以及预后均有重要价值。

超声引导下介入性治疗发展迅速，应用广泛。对各种囊肿、脓肿的介入治疗已成为临床的常规治疗方法，因疗效好、创伤小、愈合快而在大多数患者中取代了传统的手术治疗。对其他良性病变的治疗，如甲状腺腺瘤、甲状旁腺腺瘤、乳腺导管乳头状瘤及包囊虫病等都取得了较好疗效。对恶性肿瘤的间质介入治疗在临床受到广泛重视，公认是继手术、放疗、化疗和免疫治疗后的又一种重要方法。其特点是定位精确、创伤轻微、效果显著而副作用小。超声引导介入治疗肝癌无论在理论上还是技术上都更加成熟，尤其是微波、射频等局部热疗能造成肿瘤一次原位灭活而同时增强机体抗肿瘤免疫功能，其远期疗效堪与根治性手术相媲美。间质介入性治疗在临床将迅速拓展到乳腺癌、甲状腺癌、肺癌及胰腺癌等治疗领域。既可以经皮做，也可以开腹、开胸进行，视病况而定。总之，超声引导下对癌肿的介入性治疗在临床将从辅助性、姑息性的治疗方法变成一种以达到根治性效果为目的的主要治疗方法，这无论在医学理论还是临床实践上将是一场重大变革，将把临床治疗学推进到一个新的高度。

六、内镜超声

内镜超声技术将成为术前确定肿瘤分期的必要检查。随着超声探头小型化、微型化及高频探头所致分辨力的极大提高，以及腔内超声可避开肠道气体的干扰，该技术在临床将广泛应用。特别是在消化系、泌尿系及妇科（经阴道）的应用，将超声影像诊断推进到空前的亚微观水平，能在术前做出癌肿的分期分型诊断，同时能开展内镜超声引导下活检和介入性治疗，尤其对疑难和早期病变的诊治发挥了特别重要的作用。


 第二节　超声引导下活检在临床的应用

超声引导下经皮活检在过去20年里已发展成为临床确诊的重要技术之一，目前广泛应用于胸腹腔脏器的病变。在早期阶段主要应用21～22G的细针做抽吸 (aspiration) 细胞学检查，以此鉴别病变的良恶性，很难做出组织学诊断。近年来，较大口径针的应用 (16～19G) 和前端切割缘的改进以及活检小标本处理技术的提高，促进了组织活检技术的临床应用，使之不仅能鉴别肿瘤的良恶性，并且能做出确切的组织病理诊断，其准确率高达90％以上，且超声引导下活检迅速、方便、安全、低费用，已成为临床诊断不可缺少的重要手段。

一、超声引导下穿刺的基本要点

超声引导下穿刺是将一个复杂的三维空间分布的穿刺的靶目标转换成一个简单的用二维超声技术显示的影像。当探头上装有穿刺导向器时，穿刺针会沿着声像图上所显示的影像平面并沿穿刺针道方向进入体内，声像图上可以同时清楚地显示穿刺针道和靶目标，保证了穿刺的准确性。

（一）超声仪和穿刺探头

目前超声引导下穿刺一般是在实时B型或彩色多普勒超声的引导下进行。不同的超声仪器，往往配有不同的穿刺探头。穿刺用的探头由探头和导向器两部分组成。

1．探头

不同器官部位的穿刺选用不同的探头，常用的穿刺探头可以分为以下几种：

（1）凸阵扫描探头　是目前经皮穿刺中常使用的一种探头。它近场较扇扫探头相比有较宽的视野，远场也有较好的分辨率，而探头与体表的接触面又小于线阵探头，因此目前广泛用于深部脏器的穿刺和部分浅器官的穿刺。

（2）线阵扫描探头　远近场均有较好的分辨率，但深部扫查的角度较小，探头底面较宽，限制了其在狭小空间的放置，目前较多的用于浅器官的穿刺。

（3）相控阵扫描探头　显像方式呈扇形，一般只用于心脏扫查。探头接触面积小，多用于深部穿刺，但图像两侧质量稍差，穿刺时探头不易把持、稳定性差。

（4）机械扇形扫描探头　探头接触面积小，便于把持，便于对肝脏肋膈角等角度较大的部位穿刺。但此型探头无动态聚焦，图像质量稍差。

（5）内腔扫描探头　此型探头用于胃肠道、直肠及阴道等部位的扫描，可用于对胃肠道病变、经直肠前列腺病变及妇科疾病的穿刺。

不同的穿刺探头有不同的穿刺导向装置，但大致可分为两类，既内部穿刺槽沟式（侧进和中央型）和附加导向器的穿刺探头。中央槽沟式多为专用的穿刺探头，价格贵且中心晶面的缺损易影响图像的质量，目前已较少应用。临床较常应用的穿刺探头是在普通扫查探头上装有穿刺导向器。

2．导向器

穿刺导向器可以保证穿刺针沿预定的平面和方向进入体内，击中靶目标，从而提高穿刺的准确性。无论使用何种穿刺导向器，必须满足以下条件：

（1）穿刺针槽的长度必须至少＞3～4cm，以防止针道偏移。

（2）导向器易于卸离与安入。这在诸多的置管引流中尤为重要，当完成了第一步穿刺后需卸离导向器。

（3）有不同规格穿刺针槽与对应的不同穿刺针或导管相配。一般针槽的孔径从14～23G。

值得注意的是，穿刺前一定要通过水槽试验观察穿刺针、导向器、引导线之间的配合是否一致，有无针道偏移，以保证穿刺的准确性。

（二）消毒

1．消毒耦合剂　有专用的消毒后密封的耦合剂，供超声引导下穿刺使用，但其成本较高。可采用常规超声检查用的耦合剂，置于耐高温的容器中，高温消毒，但开启后超过8h，应重新消毒方可使用。

2．穿刺探头消毒　理想的探头消毒应采用福尔马林气体熏蒸消毒，但当连续穿刺时，上述方法应用困难。可选用消毒液直接消毒探头，75％的酒精对探头损害小，但对肝炎病毒和霉菌无效。灭氧灵是灭菌效果较好的消毒剂，对各种细菌、病毒，尤其是肝炎病毒有较强的杀灭作用，但长期使用对探头有一定的腐蚀损害。消毒的一次性橡胶套或食品保鲜袋套在探头上既免除了探头的消毒，保护了探头，又保证了较好的局部无菌条件，保护了病人和操作者。该方法目前认为是较理想的穿刺探头消毒方法。

3．穿刺包消毒　与临床常用的胸腹穿刺包一样，送消毒供应室高温消毒。

（三）穿刺针

国际BPl6粗细针划分是以穿刺针的外径划分的。外径1.0mm及以上的针为粗针，外径1.0mm以下的针为细针。粗细针是以19G针（国产10号针）划分的，19G针（国产10号针）属于粗针。

穿刺活检针的种类颇多，细针活检我们通常是采用日本八光公司的产品Sonopsy-C1针，有21G、22G、23G多种规格，可根据需要选用。临床常用的细活检针为21G, 其外径0.8mm，内径0.6mm，针管、针芯与切割针配套成一体，提拉针栓后既形成针腔内负压，又使针尖露出切割缘并空出前端约3cm长的针腔做切割取材之用。完成负压切割抽吸后，先取出切割组织条做组织学检查，后用空针将针管内的液体涂片做细胞学涂片检查，细针活检必须配有进皮引导针。21G针活检一般采用18G引导针，外径1.2mm，内径1.0mm，引导针只穿刺皮肤及皮下，不进入腹腔，其作用是细针经过引导针做穿刺活检能够顺利地通过皮肤及腹壁，不会因阻力大而偏离穿刺方向，并且可减少沿针道对腹壁的污染，减少肿瘤性病变的针道扩散种植的几率。该型穿刺针一针穿刺取材既可做组织学活检，又可做细胞学检查。但需手动操作，操作需一定的技巧。

目前有较多与穿刺针配套的半自动或全自动弹射活检装置即活检枪，它具有切割速度快，振动小，组织损伤小，取材完整，并发症相对低等特点，其应用有日趋普及的趋势。自动弹射式活检枪是靠两个弹簧在极短时间间隔内的不同弹射，分别将针芯与针管外套送出，完成切割组织取材。目前自动弹射式活检枪已有三代产品。美国Bard公司生产的第三代活检枪为单手操作，活检枪轻而穿刺震动小，根据取材的需要可做取材长度15mm、22mm两种选择，所取标本不打开活检枪可直接置于滤纸片上。可根据取材的不同需要，选择与活检枪相配套的不同型号的粗或细穿刺针 (14G～23G)。

（四）病人的术前准备、术后处理

病人常规的术前准备如下：

（1）禁食水8h以上。

（2）查血常规和血小板、凝血酶原时间和活动度。

（3）询问病人有无过敏史、心脏病或高血压史。

（4）术前常规手术签字。

穿刺后的处理：

（1）细针穿刺无须留观。

（2）18G的粗针活检需观察2h左右。

（3）18G以下的粗针活检需住院后进行。

值得一提的是，病人的术前准备和术后处理是依据病人的基本凝血状况和使用的穿刺针两方面决定的。如病人凝血机制正常，可按上述程序进行。如病人凝血机制明显异常（凝血酶原时间＜25s, 活动度＜40％），即使细针穿刺活检，也应在住院的条件下进行。

（五）安全性与并发症

超声引导下的活检是在影像学直视下进行的，因此是十分安全的。从文献报道看，穿刺所致的并发症为0.1％～0.2％，而死亡率仅为0.005％～0.008％。在各种并发症中，出血为第一位的并发症。

二、超声引导下肝脏活检

近年来，高分辨率实时超声仪的发展，把超声显像对肝脏病变的诊断水平推进到了一个新的高度，特别是对肝占位性病变的诊断具有较高的准确性。虽然彩色多普勒的应用为鉴别肝内良恶性病变提供了重要的帮助，然而仅仅根据声像图作良恶性鉴别，有时较困难，尤其是肝内小肿块，早期往往无特征性声像图改变。而超声引导细针活检测能对占位性病变提供确切的组织病理诊断，对肝癌诊断的敏感性为96.7％，特异性为93.9％，准确性为95.7％，因此超声引导下活检对于诊断和鉴别诊断肝内占位性病变具有重要价值。

（一）体位及扫查方法

肝脏左叶穿刺一般采用仰卧位剑下或剑下偏右侧肋缘扫查定位，如显示不清，可嘱病人深吸气使肝脏下移而显示要穿刺的病变。右肝大部分深藏于肋骨中，通过右肋间扫查或右肋缘下扫查，体位多采用右前斜位或左侧卧位，其最常用的体位为右前斜位（患者面向左转体30～45°）肋间扫查；但部分Ⅶ、Ⅷ段病变肋间扫查显示困难时，可采用肋缘下扫查，以清楚地显示病变，穿刺定位。值得一提的是，部分病人肋间隙较窄，较宽大的探头穿刺引导时极易被肋骨遮挡，进针困难，此时可将病人局部垫高（如腰下垫枕头）同时右臂向头侧充分伸展，这样可以最大限度地拉大肋间的距离，便于肋间进针穿刺。半卧位肝脏的穿刺，仅用于不能平卧的患者，如呼吸困难或较严重的脊柱病变。

（二）适应证和禁忌证

1．适应证

（1）肝脏弥漫性病变　①不明原因的肝肿大，超声显示肝脏不均质改变；②弥漫性占位性病变；③全身系统性疾病可疑肝脏浸润；④可疑非均匀脂肪肝而与其他占位性病变鉴别困难等。

肝脏弥漫性病变在凝血机制正常时，一般采用18G针穿刺。

（2）肝脏囊性为主占位性病变　①发热伴肝脏囊性（多含沉积物）病变，可疑肝脓肿；②囊性病变壁不规则增厚或有不规则的囊内强回声分隔，可疑肝脏囊腺瘤或囊腺癌；③外伤后肝内较大囊性病变，可疑肝血肿，临床为诊断和治疗的目的而进行穿刺。

（3）肝脏实性占位性病变　原则上临床诊断不明的任何实性占位性病变均可行超声引导下活检，包括可疑肝脏恶性病变（肝癌、转移癌等）、良性病变（血管瘤、肝脏局限性结节性增生、肝脏各类炎性病变、肝结核等）。

2．禁忌证

没有绝对的禁忌证，以下情况穿刺应极为慎重：

（1）凝血机制显著不正常。肝脏粗针活检我们一般要求凝血酶原时间＜25s, 活动度＞50％，血小板＞50×109
 L。细针活检要求无明显出血倾向者，如询问病人刷牙不出血，可行超声引导下细针活检。

（2）肝脏囊性病变，病人来自牧区或有牧区生活史，可疑肝包虫病，应先作Casoni试验，除外该病方可穿刺。

（3）肝腺瘤易自发破裂出血，穿刺应慎重。

（4）外凸于肝表面的肝脏病变，可疑肝血管瘤。

（5）肝脏巨块型肝癌或肝癌突出肝表面，穿刺路径上无正常肝实质者。

（6）禁忌通过胆囊穿刺肝组织。

（7）大量腹水者，应尽可能减去腹水情况下方可穿刺。

（三）操作方法

穿刺消毒前，常规超声穿刺定位，肝脏穿刺，原则上在经过正常肝实质lcm的前提下，以最短的距离进入病灶穿刺，同时尽可能选取小角度穿刺，即垂直于腹壁进针。定位后以定位点为中心常规消毒铺巾，局麻后粗针穿刺需11号尖刀切皮，探头扫查当清楚地显示病变时嘱病人屏气不动，迅速进针，在病灶前缘击发（活检枪）或提拉针筒负压切割取材（细针），把针尖置于一条消毒滤纸片上，使组织在纸片上呈直线状，尽量避免卷曲碎裂。用肉眼仔细观察大致可以判断所取组织是否满意，以高出纸平面的细肉条样为佳。18G粗针穿刺2～3针即可，细针（21G）须取样4～5次。

细针穿刺活检，可常规在门诊进行，术后留观30min, 无腹痛、心慌等症状，即可离去。18G粗针穿刺，如病人出凝血机制正常，亦可常规在门诊进行，术后留观2h，无明显症状者可离去。但如病人有明显的出血倾向，应住院后方可穿刺。

（四）注意事项和并发症

1．注意事项

（1）肝脏穿刺力求经过至少lcm正常肝实质再进入肿块，这样可以减少出血或沿针道污染的可能。

（2）在经过lcm正常肝组织的前提下，选择最短的入路穿刺病灶，并尽可以选取小角度垂直进针。

（3）肝右叶近膈特别是Ⅶ段及接近下腔静脉、尾状叶的穿刺时，应避免损伤胸膜腔和肺脏，以防发生气胸。

（4）对可疑肝包囊虫病的穿刺，尽管Casoni试验为阴性，仍应在建立静脉通道和准备好急救物品的情况下，方可进行穿刺。

（5）对肝脏炎性病变，必须在有一定取材量的情况下方可明确诊断，在保证安全的前提下，尽可能采用粗针穿刺。

（6）肝腺瘤极易自发出血，穿刺应十分慎重。

（7）可疑非均匀脂肪肝的穿刺，不仅要对低回声区取样，同时要对强回声取样，因为低回声区为正常肝组织，而强回声区才代表脂肪浸润的病变组织。

（8）部分含液量较高的病变（肝囊腺瘤，囊腺癌等），不易取到完整的组织学标本，应注意细胞学涂片。

（9）肝脏肿瘤，尤其较大肿瘤中心往往伴有大片坏死，只有在周边低回声处取样才可得到阳性结果。

（10）肝内巨块型肿瘤，尤其恶性肿瘤，应以最小的创伤取得病理标本。

（11）尽可能避免通过肝内大血管穿刺后方肝组织，如无法避开，应采用细针。

（12）不同病灶不可用同一根针取材，同一病灶可用同一根针，但在每次取样后应用75％酒精纱布仔细将针杆连同针尖擦拭两遍，晾干后方可进行下一次穿刺。

2．并发症肝脏穿刺第一位的并发症为出血，第二位并发症为气胸，第三位并发症为胆汁性腹膜炎。

（五）临床意义

肝脏是腹部脏器活检最常见的部位。目前由于超声技术的发展，穿刺精确度的提高以及活检针具的不断改进，可对肝内小至5mm的占位性病变取材活检，将肝内占位性病变由单纯的影像学诊断推进到了病理组织学诊断学。

三、超声引导下胆系活检

（一）体位及扫查方法

1．仰卧位

为左叶肝胆管病变穿刺活检最常见的体位，如病变区显示不清，可嘱病人深吸气，使肝脏下移而显示要穿刺的区域。

2．右前斜位

是胆系活检穿刺最常用的体位。右叶肝胆管的病变，胆囊病变及肝外胆管病变一般均采用该体位。

3．扫查方法

肝内胆管应沿肝内胆管的解剖走行仔细扫查，即剑下扫查左肝管及分支，肋间沿右肋缘扫查右肝管及胆囊，右肋缘下斜纵断沿肝十二指肠韧带走行扫查肝外胆管。

（二）适应证和禁忌证

1．适应证

（1）肝内近端胆管扩张，远端肝实质不均质改变，可疑胆系占位性病变造成的胆系扩张。

（2）先天性Caroli病，高热抗感染治疗不退，胆管壁不规则增厚，用炎症难以解释，可疑Caroli病癌变者。

（3）肝内胆管结石和感染反复发作，超声发现胆管壁局限性僵硬不规则增厚，可疑局部癌变者。

（4）肝内实性占位性病变，可疑胆管肿瘤。

（5）胆囊壁不规则增厚，胆囊慢性炎症与胆囊癌难以鉴别者。

（6）胆囊实性占位性病变。

（7）肝外胆管壁不规则增厚或壁上乳头样病变。

（8）肝外胆管实性占位性病变造成胆管梗阻，梗阻以上的胆管扩张，临床要求确诊者。

（9）先天性胆总管囊肿，可疑局部恶变者。

2．禁忌证

（1）不经过正常肝组织直接穿刺胆囊，尤其是有张力的胆囊。

（2）肝外胆管占位性病变不明确而胆系明显扩张，张力极高。

（3）凝血机制不正常者。胆系粗针（18G）穿刺要求凝血酶原时间＜25s, 活动度＞50％，血小板＞50×109
 L, 细针穿刺要求无明显出血倾向。

（4）重度黄疸及大量腹水，都极易诱发出血且出血不止，穿刺应慎重。

（三）注意事项和并发症

1．注意事项

（1）肝内胆管和胆囊穿刺一般要经过1～2cm肝实质再进入肿块，防止胆汁外漏腹腔造成胆汁性腹膜炎，同时减少出血或沿针道污染的可能。

（2）可疑胆囊或胆管壁上的病变，穿刺前应嘱病人转动体位，将胆囊壁上病变与胆汁、凝血块、泥沙样结石区别开方可进行穿刺。

（3）应在胆囊（管）壁突起最明显，尤其是彩色多普勒显示突起处内有动脉血流信号处取材，有较高的阳性率。

（4）经过肝实质的胆道穿刺可采用18G粗针，肝外胆管的穿刺一般采用21G细针，Sonopsy-C1针可同时做组织学和细胞学检查。

2．并发症

胆系穿刺常见并发症为胆汁外溢造成胆汁性腹膜炎，因此在胆道张力较高的情况下，胆系取材应准确，同时尽可能减少取材次数。出血为另一常见的并发症，穿刺中应尽可能地避免胆道损伤。

（四）临床意义

透声性良好的胆汁为胆系疾病的检查提供了很好的条件，因此超声对于胆系疾病的诊断有其独特的优越性，可以早期发现胆囊及胆管壁上的病变，但对于定性诊断仍缺乏特异性，如胆管壁增厚，究竟为慢性炎症所致还是胆系肿瘤，单从声像图上鉴别有一定困难，需借助超声引导下活检方可确诊，我们认为临床上对于血供丰富的胆囊管壁增厚性病变，超声引导下活检是必要的。

四、超声引导下胰腺活检

胰腺肿瘤起病隐匿，早期发现十分困难。胰腺癌和慢性胰腺炎各种影像学鉴别十分困难，有时即使术中探查仍难以将两者鉴别，自1974年首例报道超声引导下经皮细针胰腺穿刺以来，超声引导下胰腺穿刺日趋普及，已成为临床胰腺疾病确诊的重要手段。

（一）体位及扫查方法

仰卧位为超声引导下胰腺活检最常采用的体位，穿刺前病人仰卧，常规扫查胰头、钩突、体尾部及其胰管，以声像图上显示最短的路径直接穿刺病变为原则，超声择点定位。如为体尾部病变，仰卧位超声难以显示时，可采取左侧卧位，配合探头加压，以清楚显示病变，便于穿刺定位。

1．适应证

（1）胰腺囊性占位性病变　囊壁局限性不规则增厚；囊壁上有乳头样强回声突起或囊壁有不规则强回声分隔，尤其隔上有血流者，上述声像图改变不符合单纯胰腺囊肿，应考虑囊腺瘤或囊腺癌。

（2）胰腺囊实性占位性病变　囊性病变区透声性差，实性区表面不规则，高度可疑胰腺肿瘤性病变者。

（3）胰腺实性占位性病变。

（4）胰腺弥漫性不均质改变，慢性胰腺炎与胰腺癌鉴别诊断困难者。

2．禁忌证

（1）合并急性胰腺炎，血清淀粉酶明显升高者。

（2）经过有张力或梗阻的胃肠道穿刺胰腺。

（3）胰管明显扩张，但胰腺肿块不明确，超声需经过扩张的胰管穿刺胰腺组织。

（4）有明显出血倾向者。

（5）大量腹水穿刺应慎重。

（6）任何胰腺区无明确占位性病变，即无明确靶目标的穿刺，均应十分慎重，否则易诱发急性胰腺炎。

（三）器具和术前准备

胰腺穿刺目前国内外多仍采用细针穿刺活检，可以采用细针单纯抽吸做细胞检查，以鉴别肿瘤的良恶性；亦可采取细针负压抽吸加切割（如sonopsy-Cl或Cure-cut），同时做组织学和细胞学检查，可得到明确的组织学诊断，如对胰腺癌、慢性胰腺炎、胰腺转移癌、淋巴瘤、胰岛细胞瘤等可做出明确的病理组织学诊断。但当某些情况下，多次细针取材难以明确诊断时，可采用18G粗针活检。

（四）操作方法

穿刺消毒前，超声扫查，病灶定位，定位中应注意：

（1）避开胰腺周围的大血管（门静脉，脾静脉，肠系膜上动、静脉，腹腔动脉，腹主动脉，下腔静脉等）。

（2）避开扩张的胆囊、胆总管或胰管。

（3）选择最短的路径直接进入胰腺肿块，穿刺路径上尽可能少地经过正常胰腺组织，这一点与肝脏穿刺正好相反。

（4）胰腺为腹膜后脏器，穿刺中应注意探头加压避开其前方的胃肠道气体，经无张力的胃肠道穿刺其后方的胰腺组织是允许的。

选择好定位点后，常规消毒铺巾，局麻后嘱病人屏住呼吸，引导针进入腹壁、腹膜前停针，穿刺细针经引导针入胰腺肿块前缘抽吸（细胞学）或抽吸加负压切割（细胞学+组织学），如为胰腺肿瘤组织，取出的组织细条肉眼观察一般呈浅黄色，取材3～4次，一般不要超过5次。

（五）注意事项和并发症

1．注意事项

（1）胰腺穿刺应严格掌握适应证，穿刺适应证强其并发症少；如病变显示不清或适应证不强，往往穿刺会带来并发症。

（2）胰腺各类占位性病变的穿刺，原则上均应采用细针，但对于较大的胰腺区肿瘤，尤其是可疑良性肿瘤，第一次取材不满意的情况下，可采用18G或19G的粗针，但穿刺针数一般为1～2针。

（3）胰腺穿刺应在避开大血管的前提下，尽可能地直接进入肿块，而不经过正常实质。

（4）经过无张力状态的胃肠道穿刺胰腺肿瘤是安全的，禁忌通过梗阻或明显扩张的胃肠道做胰腺穿刺。

（5）胰腺穿刺操作应轻柔，在肿块内减少反复提拉的次数。

（6）胰腺肿块活检，进针不宜过浅，取材要有足够的代表性，因为胰腺癌常常为大量纤维组织所包绕，并且癌灶本身常常较小而炎性反应和增生区较大。

2．并发症

胰腺活检第一位的并发症为穿刺诱发急性胰腺炎，解放军总院超声科报道246例胰腺穿刺，并发胰腺炎4例，均经保守治疗痊愈。针道种植1例，无其他严重并发症发生。

（七）临床意义

胰腺为腹膜后脏器，由于其特殊的解剖部位以及其内外分泌功能，胰腺手术较为复杂。因此术前确诊胰腺病变的性质，对于选择手术方案、手术方式是重要的，超声引导下活检为术前确诊胰腺病变提供了可能。

五、超声引导下脾脏穿刺活检

（一）体位及扫查方法

脾脏活检最常用的体位为右侧卧位。患者向右侧卧，左手举起放于头部，必要时腰下垫高，使肋间充分展开，便于肋间扫查、定位穿刺。部分脾脏肿大或病变位于下极突出于脾表面时，可采用仰卧位肋缘下进针穿刺。

（二）适应证和禁忌证

1．适应证

（1）超声发现脾脏实性占位性病变，临床需确诊者。

（2）白血病伴弥漫性脾肿大，淤血性脾肿大与白血病脾浸润两者鉴别困难者。

（3）淋巴瘤可疑脾脏浸润。

（4）各类血液系统疾病，须明确其类型或了解其脾脏的病理改变。

（5）脾脏含液性病变，须活检或抽液化验检查确诊者。

（6）不明原因的发热伴脾肿大。

2．禁忌证

（1）脾脏组织极脆易破裂出血，因此有凝血机制障碍及出血倾向者应禁止穿刺。

（2）原则上慎用粗针穿刺脾脏。

（3）位于脾表面的病变，各种影像学检查高度可疑脾海绵状血管瘤者穿刺应极慎重。

（4）大量腹水穿刺应慎重。

（三）器具和术前准备

针具：脾脏活检采用细针，一般用21G或22G, 单纯抽吸细胞学检查或抽吸+切割，同时做组织学或细胞学检查。

（四）操作方法

穿刺前超声择点定位，脾脏穿刺一般选择右侧卧位，第9～11肋间隙进针，肋间隙较窄者应嘱病人左臂充分伸展举向头部，腰部垫高使肋间充分展开。脾脏弥漫性病变的穿刺，应经过一段脾实质后抽吸或抽吸切割，脾脏实质性病变的穿刺应使用较锋利的针，快速进针取材，不易在病灶中反复提拉切割，同时尽可能少地损伤正常脾组织。

（五）注意事项和并发症

1．注意事项

（1）脾脏受呼吸运动移动度较大，穿刺时应嘱病人屏住呼吸。

（2）脾脏高位病变穿刺，应避开肺底，防止发生气胸。

（3）实性肿物穿刺应在靠近肿物边缘处的低回声区取材，避开中心坏死区，回声复杂区应在不同回声区分别取样。

（4）活检一次进针尽可能少地提拉抽吸，如抽吸血量较多，应立即拔针。同时手指按压穿刺进针处5～10min。

（5）脾脏活检一般穿刺进针次数为2～3针。

（6）穿刺时可疑有出血的，穿刺后立即用止血药，同时嘱病人平卧，每1～2h监测生命体征及腹部情况。

2．并发症

脾脏穿刺第一位的并发症为出血，我们的经验及国内外文献的报道表明，采用细针穿刺，出血并发症的发生率极低，只要严格掌握适应证，锋利的细针熟练操作，就可将脾穿刺的并发症降到最低限度。

（六）临床意义

近年来愈来愈多的研究表明，脾脏在人体免疫功能方面发挥着重要作用，因此目前外科对外伤时的脾切除和良性病变的脾切除持十分慎重的态度，超声引导下脾活检术的发展，可以使许多脾占位性病变术前确诊，减少了不必要的脾切除术。

六、腹膜后肿块穿刺活检

腹膜后间隙范围广泛，位置深在，各脏器间的邻界关系比较复杂。该区域的肿瘤初期症状不明显，临床发现和确诊一直比较困难。自CT和超声检查应用于临床以来，腹膜后肿块的检出率有了明显的提高。然而在鉴别肿瘤良恶性及明确其组织学来源时，仍有很大困难。以往常有些病人仅仅为确诊而经受剖腹探查的风险，也有因术前误诊而作了不必要的开腹手术。应用超声引导穿刺活检术能够使腹膜后肿块于术前得以确诊，还能使无法手术切除的晚期肿瘤病人避免不必要的剖腹探查即可获得组织病理诊断。

（一）适应证和禁忌证

1．适应证

（1）腹膜后实性肿块，需明确良恶性以及明确肿块系原发或继发者。

（2）腹膜后囊性肿块，需要作性质确诊或针吸引流者。

（3）肾上腺肿瘤有待于了解组织学或细胞学性质者。

（4）腹膜后（或腹腔）淋巴结肿大，需鉴别其为原发、继发性肿瘤或感染炎性者。

（5）腹膜后晚期肿瘤已失去手术机会，为确诊或是为放疗和化疗提供病理依据者。

2．禁忌证

（1）有严重出血倾向者。

（2）腹主动脉瘤。

（3）穿刺针入路无法避开大血管或胰腺者。

（4）临床症状典型的嗜铬细胞瘤。

（5）必须经腹腔穿刺腹膜后肿块，但伴有大量腹水或是胃肠瘀张、胀气者。

（二）操作方法

1．术前超声复查

用普通探头对穿刺肿块及其周围探查，确定穿刺部位，根据肿块位置决定采用仰卧位、俯卧位或侧卧位。肾上腺肿块穿刺以侧卧位或俯卧位为宜。俯卧或侧卧时可在腹、腰下方加垫，以固定体位，利于暴露穿刺区域。

2．穿刺前操作

穿刺区域皮肤常规消毒，铺无菌巾。换无菌穿刺探头探查，选择进针点，确定进针方向，测量腹壁厚度和皮肤至肿块取材区距离。穿刺点皮肤及腹壁局麻。腹膜后穿刺在不经过重要脏器时，采用18G粗针穿刺，以保证一定的取材量，获取明确的病理组织学诊断。

（三）注意事项和并发症

1．注意事项

（1）肾上腺区及肾后间隙肿块尽可能在后腰部穿刺，力求避免穿刺针通过腹膜腔。

（2）上腹部较高位置肿瘤可适当加大穿刺倾斜角度，从下向上进针，避免伤及横膈和肺组织。

（3）经前腹壁过胃肠穿刺腹膜后肿块要避开重要的大血管，并尽可能避开胰腺、肾脏和脾脏。

（4）穿刺时可用探头加压以缩短肿块与腹壁间距，并使该区胃肠管腔处于压闭的空虚状态。

（5）经膀胱穿刺时应注意膀胱勿过度充盈。

（6）经肝或脾穿刺腹膜肿块，务必使用细针，并要求在患者完全屏气状态下操作。

（7）穿刺取材重点在肿块周缘较均匀的实质处，避开坏死液化及出血区，同时注意对回声不同区域做多点分别取材。

（8）操作应熟练、准确，注意进针及针吸时手感。

（9）对距离体表近、质地硬韧或怀疑原发淋巴或纤维性肿瘤，在细针活检取材不满意时，可换粗针活检。

（10）每例常规穿刺2～4次，对于出现可疑假阴性病例应争取重新穿刺，以保证穿刺诊断准确率。

（11）穿刺后无需特殊处理，门诊病人留观l～2h，注意血压、脉搏和腹部一般情况。

2．并发症

超声引导细针穿刺腹膜后肿块的并发症极为罕见，即使穿刺针通过胃肠道也很少发生出血、胃肠穿孔、窦道形成或腹膜炎等并发症。我们十年来对207例腹膜后粗细针穿刺的结果表明，无l例发生影像学可以观察到的出血、穿孔等严重并发症，且粗细针对比在并发症发生率上无明显差别，证明腹膜后穿刺是安全的。

（四）临床意义

超声引导下腹膜后肿块穿刺活检适应范围广，方法简便，取材准确、安全，无严重并发症，一般不会出现假阳性。此方法已成为腹膜后迅速确诊的重要手段。

七、超声引导活检在胸肺部疾病诊断中的应用

经皮穿刺活检技术应用于临床进行疾病的确诊始于19世纪，由于活检时为盲穿进行，加之早期使用的穿刺针多为粗针 (12G～18G, 外经1.2～2.6mm)，很多严重的穿刺后并发症限制了它在临床的应用。直到20世纪50年代，随着穿刺针的改进及多样化，各种影像学在临床应用的推广及病理学诊断方法的丰富，尤其是70年代出现的灰阶超声及CT在穿刺引导时的应用，大大地提高了穿刺诊断的确诊率并缩短确诊时间，明显降低了穿刺活检的并发症，为临床针对性治疗提供了可靠依据，使得影像引导下穿刺活检在临床得以广泛应用。

（一）体位及扫查方法

胸穿时患者体位应视病变部位而定，原则是使病变部位处于最高点，可取仰卧位、侧卧及俯卧位，如前纵隔病变取仰卧位，肺背段病变多取俯卧位。上臂向头侧充分伸展以拉大肋间隙，若肋间隙较窄病灶显示仍不满意，可去枕并将局部垫高。在病人不能平卧时可视病情采取半卧位。扫查方法同样依病变部位而定，如锁骨上、胸骨上及肋间扫查等。

（二）适应证及禁忌证

进行超声引导经皮胸穿的先决条件为超声检查能显示病灶。因此，拟穿刺病灶必须与胸壁（胸膜）相贴近，且未被肋骨或胸骨等完全遮挡。原则上讲，凡需明确病理诊断以选择治疗的紧贴胸壁的胸部占位性病变均可以进行，即肺外周型占位病变（含位于胸水深部的病变）及实变肺深部的中央型占位病变、胸膜病变、纵隔占位病变等。这些病变位于肺周边，因无肺内气体对超声检查的影响，而成为超声引导经皮穿刺的适应证，恰好与支气管镜等检查相互弥补。

禁忌证：声像图上病灶显示不清，高度怀疑病灶为血管性病变，患者有明显出血倾向，严重咯血、呼吸困难，心肺功能极差，剧咳或不能配合者等。严重肺气肿病人肺穿应慎重。

（三）器具和术前准备

同肝脏穿刺。

应强调的是，对胸部病变的具体病理组织学类型诊断，是临床针对性地选择放疗及具体化疗方案的关键，因此，穿刺多采用18G组织学活检针。

（四）操作方法

穿刺前对照胸片、CT或MRI结果，在病灶区对应胸壁处经皮超声检查，清楚显示并记录病变特点及毗邻结构，彩超观察内部及周边血流状况，选择穿刺进针入路，即避开血管及含气部分穿刺最可疑病变处的入路。常规消毒铺巾，进针点处皮肤局麻，超声引导下迅速进针至拟取材病变前缘（进针时嘱病人屏住呼吸），穿刺病灶活检后出针，依所取标本满意情况及穿刺针粗细进针1～4次，完成后皮肤局部敷料覆盖。标本放入10％甲醛溶液中固定，送病理检查。

术后注意患者勿剧烈咳嗽及活动，注意观察有无气胸及出血情况，若无呼吸困难、呛咳、咯血等，观察1小时无明显不适后可离去。

（五）注意事项及并发症

1．注意事项

（1）超声不能清楚显示病灶时，应避免进行超声引导下穿刺。

（2）穿刺进针入路：纵隔病变应避开大血管，肺部病变应尽量避开较大血管（如明显的束状血流）及气体至最可疑病变处，必要时在彩超引导下进行。

（3）在穿刺含空洞性病变时，应避开空洞进行穿刺。

（4）穿刺时一般应在平静呼吸状态下屏住呼吸时进行。

（5）用配套活检枪穿刺时，应根据病变大小调整穿刺针进针深度，以免伤及深部结构或造成气胸。

（6）当病灶含液量大、坏死等情况下取材不甚满意而病理诊断不明确时，应警惕假阴性发生。

2．并发症

由于超声引导下胸穿时进针全过程均在超声的动态实时显示监视下进行，穿刺时所选入路安全，故并发症发生率低且轻微，多无须特殊处理。文献报道并发症发生率在0％～6％，主要为少量气胸、咯血及血胸。

（六）临床意义

超声引导经皮穿刺活检技术自1976年应用于胸部病变，由于其操作简单、诊断迅速、微创痛苦小、安全且避免了操作时暴露于射线中，目前已广泛应用于临床，成为临床获取胸部病变病理诊断的主要手段之一。文献报道，经皮穿刺活检组织学诊断准确性在92％～100％，细针穿刺细胞学诊断准确性90年代为83％～91％。其中细针穿刺细胞学诊断恶性肿瘤准确性为90％～97％，而诊断良性肿瘤准确性仅为60％～83％，因此在安全的前提下可采用更能获取组织学结果的活检方法。

总之，超声引导下经皮穿刺胸膜、紧邻胸壁的肺及纵隔占位性病变，具有确诊率高、安全、迅速等特点。尤其对位于纵隔、靠近大血管或位于梗塞肺深部及胸水后方的占位病变，其病灶显示的清晰程度、取材的准确性及安全性等较经X线及CT等指示引导下穿刺活检更具优越性。超声引导下清晰显示病变进针取材及必要的彩超引导是提高诊断率及降低并发症的重要因素。


 第三节　高能聚焦超声技术在临床治疗中的应用

高能聚焦超声 (HIFU) 主要是利用超声波的细胞穿透性和可聚焦性等物理特征，将体外低能量超声聚焦在体内肿瘤病灶处，通过焦点区高能量超声波产生的高温瞬间达到65℃以上，使组织产生凝固性坏死。我国若干高等学校及研究所率先在HIFU领域进行了研究，把超声显像探头与HIFU治疗探头安装在一起，诊断超声明确肿瘤部位和形状后，将信号传给治疗系统的计算机，计算机再控制治疗探头对整个肿瘤立体组合适形扫描治疗，完全破坏体内任意大小、形状的肿瘤病灶。同时，通过B超对HIFU治疗过程进行监控，通过治疗前后靶区超声声像图灰度和形状变化来判断治疗效果，反馈控制治疗剂量。

对于HIFU治疗肿瘤的机理研究正在不断深入，目前认为主要包括：

（1）热固化效应　使焦点区温度瞬间升至65℃至100℃，使靶区内细胞发生凝固性坏死。

（2）强大的机械力　超声波是一种正弦机械波，聚焦后的声波机械力也随之大幅提高，可在瞬间对靶细胞进行施加，挤压、膨胀交替变化的压力，致细胞破坏。

（3）空化效应　是指液体中存在的微小气泡，在超声波作用下被激活所表现出的振荡、生长、收缩、崩溃等一系列动力学过程。

（4）声化学效应　声波可以改变细胞器的各种生化反应的正常进程，从而导致细胞变性坏死。

（5）抗血管效应　HIFU可使微血管栓塞、凝固性坏死。1993年Yang等的实验表明，HIFU破坏＜0.2mm的肿瘤血管，可造成肿瘤组织凝固性坏死；对大血管是相对安全的。同时由于HIFU造成肿瘤组织凝固性坏死，阻止肿瘤产生血管再生因子，或使血管再生因子失去活性，破坏再生的血管内皮细胞等多环节阻断血管再生，从而可更有效地抑制肿瘤再生、转移。

（6）对放、化疗的增强作用　吴刚报道采用HIFU与MTX联合作用对T24
 细胞生长增殖的抑制作用明显强于单用HIFU或单用MTX。另一位学者Thomas也证实HIFU与阿霉素联合治疗神经母细胞瘤小鼠的无瘤率明显增高。其作用原理可能是HIFU使局部肿瘤组织的药物浓度增加，影响肿瘤组织血流使药物清除下降。另外，Overgaard等报告HIFU与放疗有协同作用。考虑机理为热疗具有放射增敏作用和直接细胞毒作用，可杀灭对放疗无效的耐酸、耐营养不良和乏氧的肿瘤细胞。热疗和放疗均可使肿瘤血运减少。应先放疗再热疗，以避免早期热疗致肿瘤乏氧而使其对放疗敏感性下降。

然而，作为一项新技术，HIFU用于肿瘤治疗，还存在一些问题，需要深入研究和积极解决。如：①仅在动物试验中证实靶区组织可以达到50℃～100℃温度，致凝固性坏死，而无法进行人体实时测温；②超声定位和治疗过程中的质量控制尚不完善；③对于整个肿瘤瘤体组织（包括周围浸润病灶）尚难以进行整体杀灭；④国内有的仪器定位和功率难以操作，医师经验不足，已经有医院应用HIFU治疗引起病人的胃肠穿孔、血管损伤出血等严重不良事件，对此应予高度重视和防范。

1．适应证

HIFU应用范围广泛，可以概括为：凡是腹腔、盆腔内用B超可观察全貌的实体肿瘤均可进行HIFU治疗。可以对肝脏、肾脏、胰腺、肾上腺、胃、十二指肠、结肠、直肠、膀胱、前列腺、子宫、卵巢、后腹膜等29种腹腔、盆腔深层脏器的肿瘤进行有效治疗。

2．不良反应

（1）超声发射时的感觉：少数病人存在伴随聚焦超声发射的轻微刺感、痛感或灸感，或者以上两种或多种感觉同时存在，下调节输出功率后可基本缓解。

（2）表面的损伤：表面损伤有两种情况：①界面反射，皮肤当时为苍白色，第二日出现水疱，10天左右结痂愈合。②治疗过浅、过量，皮肤当时为苍白色，但无破溃，10天后在皮下脂肪组织见有一硬结，不需处理。

3．禁忌证

（1）超声入射通道有骨骼阻挡和含气组织的阻挡，如肺、食道、颅内、纵膈区肿瘤及肋骨后肝癌不能治疗。

（2）治疗靶区距皮肤应＞2cm，避免皮肤灼伤。

（3）热杀灭要注意人体重要脏器剩余正常组织能否维持生命。

（4）下腔静脉、肾静脉癌栓禁忌使用HIFU治疗。

（5）血肿、囊肿治疗无效。

恶性肿瘤的治疗必须是综合性治疗，热疗只是在肿瘤治疗中又多了个手段，只是局部治疗，疗效也受许多因素影响。由于热疗在临床上有突出的良好疗效，大大提高了肿瘤患者的生存质量，现已在热放疗、细胞凋亡、热反应的基因基础、热休克蛋白、热增敏等新的学科和研究中蓬勃发展。


 第四节　介入性超声治疗肝癌的综合运用

肝癌是世界性常见的恶性肿瘤之一，尤其在我国肝癌的死亡率高居恶性肿瘤死亡率的第二位。目前根治方法仍认为是手术切除，但其切除率仅占20％左右，即使手术切除后复发和转移也很常见，据报道1、2、3、4、5年的复发和转移率分别为12％～23.7％、33.7％～48.5％、57.2％～64.5％、65.1％～69.3％、67.6％～76.1％。因此，研究肝癌的非手术疗法，近年来已成为国内外研究的热点。随着医学影像技术的进展，肝癌的介入性超声治疗方法不断涌现，技术也日趋成熟，已从一种辅助性、姑息性治疗方法发展成一种以追求根治性疗效为目的的重要临床治疗手段。根据治疗方法的不同可将其分为两大类：超声引导细针注射疗法和超声引导能量导入法。

一、超声引导细针注射疗法

细针是指21G（其外径0.8mm，内径0.6mm）或更细（22G、23G）的穿刺针，注射剂为液性制剂，在超声引导下经皮或剖腹术中将其注入肿瘤间质内，造成肿瘤细胞及间质组织溶解、变性、凝固坏死，达到原位灭活肿瘤的目的。细针穿刺安全，并发症少，现已得到广泛普及，依其液性制剂的不同可分为以下几种方法。

1．经皮瘤内无水酒精注射疗法 (PEIT)

1983年由杉甫等最先报道，现已得到广泛应用。PEIT的机理是促使肿瘤细胞及其间质生物大分子发生变性和凝固坏死。无水乙醇可经皮或术中注射，但术中可一次注入更大剂量的无水乙醇，有效减少治疗次数。适应证主要是小肝癌（直径≤3cm），尤适用于因肝硬化或心、肝、肺、肾功能不全，或肿瘤位置不当等，或是因病灶多而不能手术切除的患者。对＞3cm以上的肝癌，具有较完整的包膜者，可作为相对适应证。其1、3、5年生存率可达95％、70％和50％左右。与肝动脉栓塞加化疗结合使用已成为5～10cm肝癌的有效治疗措施。治疗剂量、次数和疗效依病灶的大小、数目、肿瘤复发情况、病灶对治疗的反应、患者接受治疗的耐受程度和治疗随访状况而定。无水乙醇治疗的不足之处是它的弥散范围有限。一次治疗难以杀死全部的癌细胞，必须增加治疗次数。而且，也存在肿瘤原位复发的危险。另外，治疗时乙醇可由局部血管进入正常肝脏组织引起肝功能损害，严重者可引发酒精性肝硬化。

2．经皮瘤内乙醇注射疗法 (PAIT)

PAIT是近年来出现的经皮癌内液性制剂注射的一种新方法。高浓度醋酸溶液具有很强的溶解脂质和胶原的能力，其在组织中有较强的扩散能力和毁坏细胞的作用。而且低浓度的醋酸本身及其代谢产物对人体无害。因此，乙酸对肝功能损伤明显小于乙醇。一组采用PAIT（50％乙酸）与PEIT治疗小肝癌 (SHCC) 的对比研究结果证实，PAIT组的生存率和复发率均明显优于PEIT组。目前，PAIT还被用于直径＜3cm HCC的治疗。其1、3、5年生存率可达90％、81％、61％。国内也有PAIT治疗原发性和转移性肝癌取得了较好疗效的报道。但是，与PEIT相比，PAIT的确切疗效仍需要积累更多病例加以证实。

3．经皮高温蒸馏水注射 (PHDI) 及经皮高温生理盐水注射 (PSIT)

在超声引导下经皮穿刺向肝癌结节内注射高温蒸馏水，是继乙醇和醋酸溶液治疗肝癌后出现的经皮癌内液性制剂注射的另一种新方法。高温蒸馏水的作用原理主要有两方面：首先是蒸馏水的高温效应，肝癌细胞较正常肝细胞对热损伤敏感，因此热的作用可直接导致肿瘤组织的凝固性坏死。另一方面蒸馏水为低渗溶液，可引起细胞肿胀甚至崩解死亡，而高温生理盐水冷却后即失去治疗效应，此两种方法对较小肿块效果好，刺激小，毒副作用小，即便是肝功能Child C级的病例也可使用是其突出优点，但其灭活的可控性和彻底性欠佳。

4．经门静脉栓塞化疗

肝癌常侵犯门静脉引起门静脉癌栓或肝动脉门静脉瘘，这是肝内播散转移的主要因素之一。预防和治疗门静脉癌栓对延长病人生存期具有重要作用，由于细针穿刺安全，超声又不需对比造影术即可显示肿瘤与门静脉之间的关系，进而可实现对门静脉的高度选择性栓塞化疗术。这样可达到既治疗肿瘤又不影响正常肝组织的血供。梁萍等报道对42例无门静脉癌栓病人进行了预防性门静脉化疗，对18例已出现门静脉癌栓的病人进行了治疗性的门静脉化疗。结果门静脉穿刺化疗，在预防组门静脉癌栓的发生率低于对照组；在治疗组栓塞的门静脉部分或完全再通，肝癌门静脉癌栓消失率为11.1％，缩小率为61.1％，病人腹胀减轻，腹水减少，全身情况改善。

5．经皮肝动脉栓塞化疗 (TACE)

由于肝癌的生长十分迅速，它需大量的血液供应以提供必需的养料和氧气，而根据肝癌的供血理论，肝癌血供的90％以上来自于肝动脉。所以一旦阻断肝动脉血供会造成肿瘤的缺血性坏死。另外，在肿瘤的血供中加入化疗药物也有杀死肿瘤细胞的效果。目前，这种疗法主要在X线影像引导下实施。最近，有报道在超声引导下行TACE术。治疗对象主要为瘤周或瘤内存在扩张肝动脉的中、晚期肝癌患者。对直径2mm以上肝内肝动脉分支的经皮穿刺成功率可达100％。

6．超声引导内放射疗法

超声引导下经皮穿刺将放射性核素准确导入肿瘤内部，利用放射性核素衰变过程中释放的各种射线束杀死肿瘤细胞。这种方法可以有效避免损伤肿瘤周围的正常肝组织，最大限度地保护肝脏功能。研究主要集中在将90
 Y、32
 P和131
 I等放射剂注入肿瘤间质内部。董宝玮等在动物实验和临床应用中将90
 Y注入肝癌肿块内部，取得了显著的疗效，认为是一种治疗肝癌安全有效的新方法。国外学者报告应用90
 Y玻璃微球超声导向下瘤内注射法治疗27个HCC和6个其他方法治疗失败的肝转移瘤。结果90.6％的肿瘤体积有缩小改变，其中10例术前AFP浓度增高的患者术后AFP水平恢复正常，8位患者经活检证实肿瘤完全坏死。主要缺点是内放射疗法药物来源困难，同时要注意肝肺、肝胃等分流及骨髓抑制等并发症，必须建立操作正规的防护系统，才能在临床使用。

二、超声引导能量导入疗法

超声引导下将微波、激光、电能等各种物理能量准确导入肿瘤组织内部并在肿瘤间质内转化为热能，利用高温来促使肿瘤组织发生凝固性坏死。本法也包括直接导入低温来杀死肿瘤组织。

1．经皮微波固化治疗 (PMTC)

为国内研究热点，在治疗肝癌方向上是一种较为理想的方法。在生物体中，微波致热的作用机理是：在机体的细胞内外液中，含有大量的离子和水及蛋白质等极性分子，在微波场即交变电场的作用下，发生极化旋转或振动而生热。这种植入式微波局部热疗具有热效率高、稳定性好，受影响因素小等突出优点。解放军301医院董宝玮等在超声引导下对120例HCC经皮穿刺植入单导或双导微波天线，对肿瘤进行一次整体覆盖原位灭活治疗，术后随访3～60个月AFP转为正常者达86.2％，肿瘤缩小率占61.1％，再次活检证实肿瘤完全坏死率达到90.6％。

2．经皮射频消融疗法 (RFA)

为国际研究的热点，在超声引导下把体部绝缘而针尖裸露的电极针刺入肿瘤间质内部，通过加在其上的交流电所形成的局部电场，使肿瘤组织内各种离子在电场中剧烈振荡摩擦而产生热能，使局部的温度迅速升高达60～115℃造成组织的凝固性坏死，达到破坏肿瘤细胞和周围组织的目的。不过高温也容易使针尖周围，组织发生碳化，阻碍电能及热能的传导，使肿瘤的凝固范围有限。对此，现已研制成冷循环式电极针进行PRFA治疗，其特点是在治疗过程中持续地在电极针内注入低温生理盐水（一般为2～5℃）冷却针尖，从而克服了上述缺点。有报道应用这种方法一次消融治疗肿瘤完全坏死率达到75％，接受二次消融治疗的肿瘤完全坏死率达到90％以上。随着可扩张电极针的开发，Rossi报道了应用可扩张的钩样电极针治疗37例45个肝癌病灶，直径1.1～3.5cm，结果肿瘤的完全坏死率为98％(44/45)。

3．经皮激光肿瘤凝固术

激光是局部热疗的一种，其基本原理是将光能转变为热能而被组织吸收，局部组织升温高达45℃以上并保持30min即造成肿瘤的不可逆坏死。和其他介入性治疗方法相比优点为：激光治疗采用的穿刺针较细，且穿刺在超声引导下进行，可避开大血管和重要脏器。激光治疗本身有止血作用，而热疗导致的肿瘤坏死为凝固性坏死，代之以胶原纤维结缔组织增生，因而其创伤小，出血、胆瘘等并发症少。其局限性为：激光作用于组织时，容易发生碳化和汽化，这就阻碍了能量的深入传导，局限了凝固范围（约1.5cm），故对直径＞3cm以上的肿瘤，难以达到肿瘤的完全性坏死。此外，当光纤受到血性污染时，其输出能量迅速降低，而达不到预期的临床治疗效果，而且激光为昂贵技术，成本高且费时。梁萍等报道采用双光纤导入Nd: YAG激光治疗23例共32个肿瘤结节，结果于病变区形成直径1.5cm左右的完全性凝固坏死区。临床平均随访28个月，其1、2、3年生存率分别达到100％、73％和52％。

4．经皮高强度聚焦超声 (HIFU)

本法是一种非侵入性治疗实体肿瘤的新技术，目前，在世界范围内这也是一个全新的研究热点。主要机理是将体外的低强度超声聚焦于体内肿瘤病灶处，通过焦点区高声强超声产生的瞬间高温空化和机械效应杀死肿瘤细胞。现在我国已研制成功高声强聚焦超声仪，已有临床应用的报道。伍烽等采用这种技术对13例肿瘤直径在4cm以上的肝癌患者进行了治疗，术后随访6个月证实8例体积缩小。高强度聚焦超声的优势显而易见，但是某些缺点也亟待克服，如怎样减少体内高反射组织（如骨骼，肺泡和肠管内的气体等）对声波传导的影响和怎样避免呼吸运动时损伤正常肝组织等问题。

5．经皮低温冷冻疗法

经研究发现温度低于零下50℃时，可对肿瘤达到理想灭活，又由于低温在组织内的传导不像高温传导会受到局部组织碳化的影响，所以理论上其肝癌有效治疗范围较大。目前，主要以液态氮作为制冷剂，温度控制在－196℃左右。近年，应用于临床的相关报道有所增多。Lezoche E等采用本法治疗56例原发或转移性肝癌患者，随访10.8个月。其中14例患者达到了治愈标准。另一组136例结肠癌肝转移患者，术后平均生存期达到30个月。冷冻疗法的这些突出疗效有助于拓展在临床的应用前景。

综上所述，近十余年来肝癌微创介入治疗正在刷新肝癌治疗的历史，已从早期取得姑息性疗效为目的向现在取得根治性疗效为目的方向进步，扩大了肝癌治疗适应证，有效地延长了部分患者的生存期。理想的肝癌介入治疗方法应具备微创，痛苦小，效果确实可靠，易操作，易推广等优点，但仍需指出的是目前各种超声介入治疗方法各有利弊，都存在不能彻底杀灭全部癌细胞的缺点，这就使得肝癌的局部复发与远处转移在所难免。所以，因地制宜地采用各种综合治疗措施是保证肝癌治疗疗效的关键。






【思考题】



1．近年来超声发展的新技术有哪些？



2．超声引导下肝脏活检的注意事项有哪几点？



3．超声引导下肝癌介入性治疗有哪些？并简述每种方法的优缺点。
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