
(0 期)到肝昏迷(IV期)等不同程度类型 MHE为HE广

义概念的一部分[1-2]. HE动物模型的制备方法很多 适

合不同研究目的. 文献报道TAA致鼠急性肝衰竭模型具

有良好的重复性和可行性 已成为目前国内外最成

熟和最常用的HE模型,其中以TAA隔日腹腔内重复注

射(2-3次)为公认的制备常规 TAA总量波动于500-

1 200 mg/kg TAA剂量-症状关系也未达成共识[3].

        脑诱发电位(EP)和智力检测为MHE患者的主要诊

断手段 由于动物难行智力检测 因此EP成为MHE动

物模型的惟一识别手段. 鉴于近年动物EP检测技术的广

泛应用[4-5] 建立动物MHE模型及其诊断标准的时机

已日渐成熟 国内外少数学者进行了初步尝试. Albrechit

和Hilgier et al学者[3, 6]提出了MHE模型制备方法,认为

采用TAA(250 mg/kg)隔日 ip大鼠2次后停药 第21 d后

即可制成鼠MHE模型 由于未行EP检测致使动物MHE

诊断不明 仍为MHE假想模型.2000年 国内李瑞军et al
[7]首次把EP检测应用于乳果糖对TAA致兔HE/MHE的

防治研究 但较粗略和笼统 未建立MHE模型和确立

动物MHE的诊断标准等.

       本文前期研究显示TAA剂量与HE发生率呈正相

关 250 mg组(250 mg/kg隔日 ip 2次)的临床HE发生率

接近100% 明显高于200 mg组(200 mg/kg体重隔日 ip

2次) 因此 本文采用小剂量TAA制备鼠MHE模型.

研究显示小剂量TAA (200 mg/kg体重隔日 ip 2次)既可

显著延长鼠BAEP I波的潜伏期和产生高内毒素血症

又无临床HE和鼠死亡发生; 若以正常对照组BAEP I波

潜伏期均值±1.96标准差作为MHE诊断标准,本组SD大
鼠的MHE确切发生率为83.3% 适用于MHE疗效学的

定量研究.
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摘要

目的: 研究我国湖北汉族人NOD2基因3020insC移码突变

频率与炎症性肠病(IBD)的相关性.

方法: 采用特异性等位基因PCR方法对74例溃疡性结肠炎

(UC) 15 例克罗恩病(CD)患者以及 172 例正常对照者

NOD2基因3020insC多态性进行检测.

结果: 正常对照者 UC以及CD患者NOD2基因3020等

位基因频率分别为0.29% 1.35%及 3.33% 均无显著性

差异. 但CD对比健康对照组的P =11.828 95% CI=0.7 205-

194.17 提示NOD2基因3020insC移码突变是CD的危

险因素.

结论: NOD2基因3020insC移码突变与中国湖北汉族CD与

UC患者无显著相关性.

瞿艳, 郭秋莎, 夏冰. NOD2基因3020insC移码突变与中国湖北汉族炎症性

肠病的相关性. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1208-1210

http://www.wjgnet.com/1009-3079/12/1208.asp

0  引言

炎症性肠病(IBD)包括溃疡性结肠炎(UC)和克罗恩病(CD)
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两种临床类型 其免疫和遗传因素在发病机制中起重

要作用. 至今 NOD2基因是所发现的CD的第一个易

感基因[1-2]. 在大多数西方人群已被证实 然而 未被

日本和香港人所证实[3-4]. NOD2是参与细胞调亡调控的

NOD1/APAF-1家族的成员 表达于外周血单核细胞和

回肠黏膜 通过NF-κB信号转导通路激活一系列炎性
细胞因子的转录与表达 在肠黏膜的炎性损伤中起重

要作用[5].目前 鲜见NOD2 基因多态性在中国汉族人

群中的分布及与IBD患者相关性的报道.本研究旨在探

讨我国湖北汉族人中NOD2基因移码突变的频率及其与

IBD的相关性.

1   材料和方法

1.1 材料  收集2001/2003在武汉大学中南医院以及武汉

市其他大型综合医院就诊的湖北汉族无亲缘关系的IBD

患者89例(74例UC 15例CD)以及健康对照者172例.

UC及CD诊断标准参照中华医学会消化病学分会2001

对炎症性肠病诊断治疗规范的建议 [6]. 健康对照者来

自正常体检者.

1.2 方法  基因组DNA提取: 采血 5 mL EDTA抗凝

常规蛋白酶K消化 苯酚-氯仿提取.提取的DNA 溶

解于TE液中 -25 保存. NOD2基因3020insC移码

突变检测: 采用特异性等位基因PCR (allele specific PCR)

方法 检测NOD2基因3020insC移码突变. 在25 µL的反
应体系中加入特异性引物(表1) 引物设计参照文献[2].

94 预变性5 min. 变性94 45 s; 退火59 45 s;

延伸72 45 s; 共 35次循环.最后彻底延伸于72 

7 min. PCR 产物于 20 g/L 琼脂糖电泳 溴乙锭染色

在紫外分析仪下分析鉴定. PCR产生533 bp的非特异性

产物及319 bp片段(野生型)和/或214 bp片段 (3020insC

突变型). 3020insC突变型DNA参考标本由荷兰阿姆斯

特丹自由大学惠赠.

表1  NOD2基因3020insC突变特异性等位基因PCR引物

引物 序列

顺式引物 5 -CTGAGCCTTTGTTGATGAGC-3

反式引物 5 -TCTTCAACCACATCCCCATT-3

野生型顺式引物 5 -CAGAAGCCCTCCTGCAGGCCCT-3

3020insC反式引物 5 -CGCGTGTCATTCCTTTCATGGGGC-3

        统计学处理  通过SPSS 11.5软件包 采用 χ2检验
P <0.05认为有统计学意义.

2   结果

对89例 IBD患者(74例UC 15例CD)以及172例健康

对照者的DNA样本进行检测 发现4例3020insC移码

突变杂合子 其中正常对照者1 例 UC 2 例 CD 1

例. 正常对照者 UC以及CD患者NOD2基因3020等

位基因频率分别为0.29% 1.35%及 3.33% 均无显

著性差异(表 2). 但 CD对比健康对照组的 P =11.828

95% CI =0.7 205-194.17 提示NOD2基因3020insC移

码突变是CD的危险因素.

表2  健康对照者 UC和CD患者NOD2基因3020insC突变基因型

和等位基因频率

基因型       健康对照者 UC             CD

n 172 74 15

野生型 171 72 14

3020insC突变杂合子     1   2   1

3020insC突变纯合子     0   0   0

3020insC等位基因频率 0.29           1.35           3.33

3   讨论

NOD2基因位于16q12 是近 2 a发现的人类CD的第

一个易感基因. 1996年Hugot et al [7]通过对IBD患者家

系的连锁分析 发现第16条染色体着丝点附近的CD易

感位点 称位IBD1. 2001年 Hugot et al [1]在 IBD1区

域 对含有D16S3136微卫星标记的细菌人造染色体克

隆进行测序 发现在该序列上 R702W G908R

1007fs 单核苷酸多态性(分别以SNP8 12 13 表示)

与CD有显著相关性. 在与人类白细胞cDNA库相比后

发现了人类的第一个CD 易感基因NOD2 现命名为

CARD15基因. NOD2蛋白质是调节细胞凋亡的超家族

CED4/APAf1的成员 由1 013个氨基酸组成 包括两个

N末端caspase补充区域(N-terminal caspase recruitment

domains CARD) 一个核苷酸结合区域(a nucleotide-

binding domain NBD) 一个由多个C末端富含亮氨

酸的重复组成的区域(multiple C-terminal leucine rich

repeats LRR 区域). NOD2 在单核细胞表达 在细胞

质中对来源于细菌的致病成分起作用. LRR区域具有结

合细菌LPS的活性 激活NF-κB信号通道. NOD2基因
LRR区域的3020insC移码突变 使NOD2蛋白LRR区

域发生Leu1007Pro氨基酸互换 终止密码子提前 最

后33个氨基酸丢失 导致NF-κB活性减弱. 由于NOD2
的缺失导致CD患者对细菌产物的先天性免疫反应减

弱 从而过度激活特异性继发性免疫反应 导致CD发

生[8]. CD患者小肠黏膜和潘氏细胞可检测到NOD2的表

达 支持NOD2与CD相关的结论[9-10]. Ogura et al [2]同时

发现这三个基因多态性与CD呈显著性相关 以3020insC

移码突变与CD的相关性最为密切 而且在功能上证实

是CD的易感基因. 一些在英国和德国人等的研究[11]证实

NOD2的3020insC移码突变与CD相关 但Yamazaki et

al [3]以及Leong et al [4]对日本人和中国香港人CD患者

UC患者以及健康对照者的研究 未发现NOD2基因的

突变. NOD2的 3020insC移码突变在不同人群中频率不

同 可能与种族差异有关.

        本研究采用特异性等位基因PCR方法 检测中国

湖北汉族74例UC 15 例 CD以及 172 例正常对照者
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NOD2基因的3020insC突变频率 未发现正常对照组

3020insC 移码突变频率与UC及CD患者有显著性差

异 提示在中国湖北汉族人中NOD2基因3020insC移

码突变与UC及CD无显著相关性 不可能是CD的易感

基因 与日本人[3]及中国香港人[4]的结果一致. 但CD对

比健康对照组的 P =11.828 95% CI=0.7 205-194.17

提示NOD2基因3020insC移码突变是CD的危险因素. 由

于本组CD 患者病例较少 有待进一步证实.

        NOD2作为所发现的人类第一个CD易感基因 将

CD 的遗传易感性 机体的先天性免疫与细菌作用有

机的联系起来 在治疗CD的策略上重视细菌的作用.

目前 尚未在亚洲人群中发现NOD2的基因突变与CD

之间存在显著相关性的报道 提示 IBD 特别是CD

涉及多基因的遗传模式 在不同地区和人群具有明显

的种族差异性.
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摘要

目的: 建立一种可同时测定胃黏膜组织微量 γ- 氨基丁酸
(GABA)和谷氨酸(Glu)含量的高效液相色谱法.

方法: 用异硫氰酸苯酯(PITC)作衍生剂 色谱柱为Pico/

Tag氨基酸专用柱 梯度洗脱 紫外检测波长 254 nm.

结果: GABA在0.125-6.25 nmoL/mL 范围 Glu在 0.025-

2.5 µmol/mL范围 线性关系良好; GABA和Glu加样回
收率分别为90.4-104% 88.1-105.5%; 批内误差分别为

3.56% 和 1.12%; 批间误差分别7.47%和 5.98%.

结论: 本法稳定 灵敏 可用于胃黏膜组织GABA和Glu

含量的检测.

朱人敏, 秦苏堤, 何小平, 汪芳裕, 李宁, 刘福坤. 高效液相色谱法测定人胃黏

膜中 γ-氨基丁酸和谷氨酸含量. 世界华人消化杂志  2004;12(5):1210-1213
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0   引言

γ-氨基丁酸(γ-aminobutyric acid GABA)主要来源于三
羧酸循环中的谷氨酸(Glu) 是一种重要的抑制性神经
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