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血小板源性生长因子受体在实验性蛛网膜下腔出血后早期脑损伤中的作用
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　　［摘要］　目的　通过研究大鼠蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）后脑水肿及细胞凋亡情况，初步探讨
血小板源性生长因子受体（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＤＧＦＲ）参与早期脑损伤的可能机制。方法　 采用随机
数字表法将成年雄性 ＳＤ大鼠分配至假手术组、ＳＡＨ组、ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组、ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组。Ｉｍａｔｉｎｉｂ为 ＰＤＧＦＲ拮抗
剂，ＰＤＧＦＢＢ为其激动剂，每组１８只。采用血管内丝线穿刺颈内动脉分叉处的方法，建立ＳＡＨ模型。ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组大
鼠在建模前１ｈ，行腹腔注射 Ｉｍａｔｉｎｉｂ处理；ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组大鼠建模前１ｈ，行侧脑室注射 ＰＤＧＦＢＢ处理。处理后
２４ｈ，对各组动物的死亡率、神经功能学评分和脑水含量指标进行研究；ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测海马组织Ｃａｓｐａｓｅ３的表
达。结果　 ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组大鼠死亡率、脑组织含水量最高，神经行为功能学评分最低（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组
与ＳＡＨ组比较，大鼠死亡率、脑组织含水量有所下降，神经行为功能学评分有所提高（Ｐ＜０．０１）；与其他组比较，ＳＡＨ＋
ＰＤＧＦＢＢ组大鼠海马组织 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达最高（Ｐ＜０．０１），ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组与 ＳＡＨ组比较，海马组织 Ｃａｓｐａｓｅ３
ｍＲＮＡ表达有所下降（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测趋势与ＲＴＰＣＲ检测结果一致。结论 　 ＰＤＧＦＲ参与ＳＡＨ后早期脑损
害，其拮抗剂Ｉｍａｔｉｎｉｂ能在一定程度上减轻早期脑损伤。
　　［关键词］　 蛛网膜下腔出血；早期脑损伤；血小板源性生长因子受体；凋亡；脑水肿
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　　动脉瘤性蛛网膜下腔出血（ａｎｅｕｒｙｓｍａｌｓｕｂａｒａｃｈ
ｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）是神经外科常见的颅内自发性

出血性疾病，因其可怕的致死率和致残率，严重威胁人

类生命健康。早期脑损伤被认为是产生后期脑血管痉

挛和神经后遗症的重要原因之一［１］。因此，了解 ＳＡＨ
后早期脑损伤的形成机制才是预防晚期脑血管痉挛和

神经后遗症的首要前提。早期脑损伤是指动脉瘤破裂
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后，血液进入蛛网膜下腔后的最初７２ｈ内对全脑所造
成的急性损伤。目前，早期脑损伤的发生机制仍无定

论，综合国内外的研究显示，ＳＡＨ后血脑屏障的破坏
与神经元的凋亡是其中的关键［２］。研究报道，ＳＡＨ可
致脑脊液中血小板源性生长因子的表达水平升高，激

活血小板源性生长因子受体［３］（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＤＧＦＲ）。而Ｒａｓ／ＭＡＰＫ途经的启动则
是ＰＤＧＦＲ信号转导通路的重要环节之一［４］。ＭＡＰＫ
可以促进ＪＮＫ的磷酸化，再通过转录依赖或转录非依
赖的方式调控下游靶基因的表达或靶蛋白的活性而介

导细胞凋亡和脑水肿［５］。因此，本研究以ＰＤＧＦＲ作为
切入点，对ＳＡＨ后早期脑损伤的发生机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　材料
　　ＳＤ雄性成年大鼠７２只，体质量（２５０±３０）ｇ；均由重庆医科
大学实验动物中心提供。外科手术器械１套（上海浦东金环医
疗用品有限公司），４号尼龙线购自日本 Ａｓｔｒｏｎ公司，Ｉｍａｔｉｎｉｂ、
ＰＤＧＦＢＢ粉剂购自美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，单克隆即用型兔抗大鼠
Ｃａｓｐａｓｅ３抗体试剂盒购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，硝酸纤维素膜（上
海普易生物技术有限公司），抗βａｃｔｉｎ单克隆抗体（美国 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），Ｔｒｉｚｏｌ、逆转录和扩增试剂盒、引物合成（上海生物
工程公司），ＤＮＡ标准（广州威佳公司）。
１．２　方法
１．２．１　分组及给药方法　　按照随机数字表将 ＳＤ大鼠分为
４组：假手术组、ＳＡＨ组、ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组、ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组，
每组均为１８只，若动物死亡，随机补充，以保证每组的样本量。
本实验采用Ｂｅｄｅｒｓｏｎ等［６］报道的血管内丝线穿刺颈内动脉分

叉处的方法成功建立大鼠 ＳＡＨ模型，ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组大鼠在
建模前１ｈ，行腹腔注射ＰＤＧＦＲ拮抗剂（Ｉｍａｔｉｎｉｂ１２０ｍｇ／ｋｇ）处
理；ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组大鼠建模前１ｈ，行侧脑室注射 ＰＤＧＦＲ
激动剂（ＰＤＧＦＢＢ１００μｇ／ｋｇ）处理。
１．２．２　观察指标　　在建立ＳＡＨ模型后２４ｈ，分别对各组动
物的死亡率、神经功能学评分和脑含水量指标进行观察。神经

功能学评分参考Ｇａｒｃｉａ神经功能评分标准，包括以下６项：自
主运动；四肢运动的对称性；前爪的伸展性；攀爬运动；肢体的

本体感觉；触须反应。最低分３分，最高分１８分，得分越低则
神经功能缺失越严重。采用双盲法于术后２４ｈ评分并记录。
评估实验大鼠脑水分含量的方法如下：各组大鼠在断头取脑并

切取双侧海马后直接称重（湿质量），后用烤箱（１０５℃，７２ｈ）
烘烤，随后再称量（干质量）。脑含水量＝（湿质量 －干质量）／
湿质量×１００％。
１．２．３　标本处理　　观察结束，断头取脑；手术切取双侧海马
组织，用４℃ ＰＢＳ缓冲液１００ｍＬ冲洗３次，将标本取适当大小
装入微量离心管内，编号后同上清液置入 －７０℃冰箱内保存，
供ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测。
１．２．４　检测指标　　ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测海马组织
Ｃａｓｐａｓｅ３表达。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ　　大鼠 Ｃａｓｐａｓｅ３上游引物：５′ＧＡＣＡＡ
ＣＡＡＣＧＡＡＡＣＣＴＣＣＧＴ３′，下游引物：５′ＧＧＣＡＧＴＡＧＴＣＧＣＣＴＣＴ

ＧＡＡＧ３′；全长３５０ｂｐ；βａｃｔｉｎ上游引物：５′ＴＧＡＣＧＴＧＧＡＣＡＴＣ
ＣＧＣＡＡＡＧ３′，下游引物：５′ＣＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′；
全长２００ｂｐ。将在－７０℃冰箱中保存的标本组织取出，按说明
书依次进行提取总 ＲＮＡ，合成第１、２链，电泳分析等步骤。凝
胶图像分析系统检测灰度，Ｃａｓｐａｓｅ３／βａｃｔｉｎ比值表示
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ相对水平。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测　　标本从冰箱取出，依次进行蛋
白质提取、定量（Ｂｒａｄｆｏｒｄ法）、ＳＤＳＰＡＧＥ电泳、考马斯亮蓝染
色、转移及免疫显色等步骤。使用图像分析软件分别测定４组
中Ｃａｓｐａｓｅ３条带的灰度值，将条带灰度值与 βａｃｔｉｎ条带灰度
值相比，得出统计数据。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件，多组间比较
行单因素方差分析，组间比较行ｔ检验。

２　结果

２．１　成功建立ＳＡＨ模型后２４ｈ各组动物的死亡率、
神经功能学评分和脑含水量指标的比较

　　ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组与其他３组比较，大鼠死亡率和脑组织
含水量最高，神经功能学评分最低（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ
组与ＳＡＨ组比较，大鼠死亡率有所下降，脑组织含水量有所减
少，神经功能学评分有一定程度的提高，差异具有统计学意义

（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　各组大鼠死亡率、脑含水量、神经功能学评分结果（ｎ＝１８，珋ｘ±ｓ）
组别 死亡率（％） 脑含水量（％） 神经功能学评分（分）

假手术组 ０ ７６．２７±０．３４ａ １６．２４±１．４２ａ

ＳＡＨ组 ４４．４４ ８０．９１±０．７９ａ １０．１５±２．２４ａ

ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组 ３３．３３ ７８．１４±０．４５ａｂ １４．４７±１．７４ａｂ

ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组 ８３．３３ ８４．７７±１．０４ ７．０４±１．０７

ａ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＡＨ组比较

２．２　海马组织Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达
　　ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组（１．９０９±０．１７１）与其他３组［假手术组
（０．２０１±０．１３４）、ＳＡＨ组（１．７４３±０．１１４）、ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组
（１．５３２±０．１２７）］比较，海马组织 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达最高
（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组与 ＳＡＨ组比较，海马组织
Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达有所下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１）。见图１。
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１：假手术组；２：ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组；Ｍ：标准；３：ＳＡＨ组；４：ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组
图１　ＲＴＰＣＲ检测各组大鼠海马组织Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达

２．３　海马组织Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
　　ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组（０．６９７±０．０１９）与其他３组［假手术组
（１．３１７±０．２１３）、ＳＡＨ组（０．５５８±０．０２７）、ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组
（０．３２６±０．１２１）］比较，海马组织 Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达最高
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（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组与 ＳＡＨ组比较，海马组织
Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达有所下降，差异具有统计学意义（Ｐ＜
００１）。Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达趋势与 ＲＴＰＣＲ检测结果一致，进
一步验证Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白在各组的表达趋势。见图２。
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１：ＳＡＨ组；２：ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组；３：ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组；４：假手术组
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组大鼠海马组织Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

３　讨论

　　尽管近些年在动脉瘤的诊断和治疗上都取得了长
足的进步，如ＣＴＡ技术广泛应用、介入治疗迅速普及，
但ＳＡＨ的总体死亡率仍高达５１％，而且１／３的幸存者
都遗留有不同程度的神经功能缺失，从而严重影响生

活质量。目前，国内外关于ＳＡＨ的研究主要包括两个
方面：即ＳＡＨ后早期脑损伤和 ＳＡＨ后期脑血管痉挛。
在过去的很长时间，研究的重点都是脑血管痉挛，但进

展甚微，近些年来，ＳＡＨ的死亡率和致残率并无明显
改善。然而，不容忽视的是，ＳＡＨ后的大部分死亡病
例均发生于起病后的早期（尚未发生脑血管痉挛），且

许多ＳＡＨ后遗症也无法用脑血管痉挛解释。研究表
明，ＳＡＨ致脑脊液中 ＰＤＧＦ表达增加，激活 ＰＤＧＦＲ。
而Ｒａｓ／ＭＡＰＫＪＮＫ途经与细胞凋亡及脑水肿密切相
关［４］，因此，本实验以 ＰＤＧＦＲ作为切入点，论证 Ｒａｓ／
ＭＡＰＫＪＮＫ通路参与早期脑损伤的过程。目前，鲜有
报道ＰＤＧＦＲ的激活与 ＳＡＨ后早期脑损伤的关系，而
论证Ｒａｓ／ＭＡＰＫＪＮＫ通路参与早期脑损伤的过程则
是本研究的创新点之一。应用ＰＤＧＦＲ抑制剂Ｉｍａｔｉｎｉｂ
及其激动剂 ＰＤＧＦＢＢ来验证 ＰＤＧＦＲ在 ＳＡＨ后早期
脑损伤中的作用，则尚少见文献报道。

　　国外研究证实ＳＡＨ后２４ｈ，实验动物脑内有显著
脑水肿存在，ＳＡＨ后脑水肿是混合型的，但早期以血
管源性水肿为主，ＳＡＨ后的血管源性水肿与血脑屏障
的破坏有关。ＳＡＨ后血脑屏障的破坏主要有几方面
的诱发因素：一是与ＳＡＨ后血管内皮细胞和星形胶质
细胞发生凋亡有关，这主要是由ＳＡＨ后ｐ５３、ＴＮＦα等
因子的诱导凋亡的作用引起，这些因子的活化及表达

增加与ＳＡＨ后急性期发生的缺氧损伤和凝血酶的作
用相关［７－８］。ＳＡＨ后血脑屏障的破坏的另一个重要
原因则是血管周围基质的降解。有研究表明，ＳＡＨ后
２４ｈ，ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎａｍｉｎｏｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，
ＪＮＫ）的表达被明显上调［９］，在磷酸化 ｃＪｕｎ启动凋亡
通路的同时，ＪＮＫ可以诱导基质蛋白酶（如基质金属
蛋白酶－９／２）的活化，降解细胞外基质成分及增加水
通道蛋白（ＡＱＰ１、ＡＱＰ４）的表达造成血脑屏障的渗

透性增加［１］。第三，ＪＮＫ使内皮紧密联系蛋白（ｚｏｎｕｌａ
ｏｃｃｌｕｄｅｎｓ１，ＺＯ１）和Ｏｃｃｌｕｄｉｎ不仅表达下降，而且从
正常的细胞膜移位至细胞质［１０］。ＺＯ１是构成内皮细
胞紧密连接的重要成分之一，为血脑屏障的紧密连接

的特异性标志，对各种影响血脑屏障功能的刺激敏感。

　　细胞凋亡是早期脑损伤的另外一种表现形式，
ＳＡＨ后细胞凋亡的发生、调控涵盖了凋亡的各种通
路，包括线粒体通路、死亡受体通路、Ｃａｓｐａｓｅ依赖或非
Ｃａｓｐａｓｅ依赖方式等。文献［５］报道，ＭＡＰＫ可以促进
ＪＮＫ的磷酸化，再通过转录依赖或转录非依赖的方式
调控下游靶基因 Ｃａｓｐａｓｅ３的表达或活性而介导细胞
凋亡。ＪＮＫ被活化后可从胞质转位入核，通过磷酸化
激活ｃＪｕｎ、ｃＦｏｓ、Ｅｌｋ１等转录因子而调节下游凋亡
相关靶基因Ｃａｓｐａｓｅ３表达，同时介导线粒体途径的细
胞凋亡［１１－１３］。活化的 ＪＮＫ也可留在胞质内，通过磷
酸化直接调节Ｂｃｌ２家族成员的活性而介导细胞凋亡
的发生［１４］。

　　本研究发现，ＳＡＨ组大鼠脑组织含水量较假手术
组增加，ＳＡＨ＋Ｉｍａｔｉｎｉｂ组大鼠死亡率、脑组织含水量
均较ＳＡＨ有所下降，而神经功能学评分有所提高，凋
亡相关因子Ｃａｓｐａｓｅ３表达有所下降，差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＨ＋ＰＤＧＦＢＢ组与另３组比较，大
鼠死亡率，脑组织含水量最高，神经功能学评分最低，

Ｃａｓｐａｓｅ３表达最活跃，差异显著（Ｐ＜０．０１）。研究表
明，ＳＡＨ可致脑脊液中 ＰＤＧＦ的表达水平升高，激活
ＰＤＧＦＲ，而 Ｒａｓ／ＭＡＰＫ途经的启动则是 ＰＤＧＦＲ信号
转导通路的重要环节之一。因此，我们有理由推测：

ＳＡＨ后血脑屏障的破坏与ＰＤＧＦＲ的活化有关。ＰＤＧＦＲ
的活化可通过ＪＮＫ途径：一方面导致胶质细胞和内皮细
胞凋亡；另一方面促进细胞外基质降解；再一方面，调节

Ｏｃｃｌｕｄｉｎ和ＺＯ１的磷酸化，促使其从细胞膜移位至细
胞质，从而调节内皮细胞间的通透性，以上３个方面共
同作用，导致血脑屏障被破坏，使其通透性增加，脑水

肿加重。早期脑损伤中细胞凋亡的发生和调控也与

ＰＤＧＦＲ的活化有关，ＭＡＰＫＪＮＫ途经可能是关键环节。
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ｈｔｍｌ（２０１３０５３０）

　　大肠侧向发育型肿瘤（ｌａｔｅｒａｌｓｐｒｅａｄｉｎｇｔｕｍｏｒ，ＬＳＴ）易发生
癌变，须及时治疗。传统的ＬＳＴ治疗主要采取内镜下黏膜切除
术（ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃｍｕｃｏｓａｌｒｅｓｅｃｔｉｏｎ，ＥＭＲ）［１］，本例因病灶大小限制
不能采用传统 ＥＭＲ，故采取内镜下黏膜剥离术（ｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃ
ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌｄｉｓｓｅｃｔｉｏｎ，ＥＳＤ）治疗。现将本例治疗方法、疗效及
围术期护理报告如下。

１　临床资料

１．１　资料
　　患者，女性，６６岁，以“反复腹泻２年余”为主要临床表现。
解黄色糊样便，４～５次／ｄ，伴有黏液，未见脓血，伴有腹胀、肛门
坠胀感。２０１１年１０月外院肠镜提示：升结肠管状腺瘤，直肠病
变。并予内镜下行“升结肠管状腺瘤钳除术”。２０１２年８月上
述症状逐渐加重，外院肠镜提示：直肠绒毛管状腺瘤改变，病理

活检提示：直肠活检组织绒毛管状腺瘤。２０１３年４月以“直肠
侧向生长型息肉”收入我科，建议其行手术治疗。

１．２　器械和材料
　　ＣＦＱ２６０ＪＩ电子结肠镜，ＣＦＱ２６０ＡＩ放大染色内镜，ＨＯＯＫ
刀、ＩＴ刀，ＭＡＪ７０注射器，钛夹及释放器均为 Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＡＰＣ３００
氩离子型凝固器（ＲＥＢＥ德国），０．４％靛胭脂，１∶１０００肾上腺
素生理盐水等。

１．３　术前准备
　　检查准备：术前患者完善３大常规及凝血４项，ＨＩＶ、梅毒、
肝炎１０项等化验，心电图、Ｂ超、ＣＴ、肠镜结果等。肠道准备：
患者前１ｄ晚上进食清淡、易消化的流质饮食，术前禁食１２ｈ，
用聚乙二醇电解质散（和爽散剂）溶解在２０００ｍＬ的清水中＋
比沙可啶片１０ｍｇ顿服，行彻底肠道准备。必要时用０．９％生
理盐水１０００ｍＬ行清洁灌肠。心理护理：详细向患者及家属介
绍此次手术的目的、操作过程、可能发生的并发症及术前术后

的注意事项，消除患者的恐惧、紧张及疑虑心理。护理人员要

及时评估患者的心理状况，加强与患者的有效沟通，及时汇报

病情，减轻患者的心理负担［２］。

１．４　术中配合
　　患者取左侧卧位，双腿屈膝靠近腹部，充分暴露臀部，予心
电监护，吸氧２Ｌ／ｍｉｎ。静脉留置针按（２～２．５ｋｇ）［３］予丙泊酚
进行静脉麻醉。充分麻醉后常规进境，于直肠距门齿８～１５ｃｍ
处可见黏膜结节样增生，边界清晰，表面大小不等结节样增生，

ＮＢＩ观察可见ＩＰＣＬ倾向于ⅢＡ型（佐野分型），靛胭脂溶液染
色后可见病变边界清晰，近环周，局部点状标记，使用玻璃酸钠＋
甘油果糖进行黏膜下层注射，使病变与固有层分离，以整个病

灶明显隆起为标准。于标记点外侧２ｍｍ用Ｈｏｏｋ刀环周切开，
然后用ＩＴ刀进行剥离治疗，注射与剥离交替进行，最后切除整
块病变。过程中可见创面少量渗血，给予止血钳处理，剥离后

可见数处直径０．４～０．５ｃｍ。全层切开，给予内镜下钛夹夹闭，
创面大小约１４ｃｍ×１０ｃｍ，病变大小约１３ｃｍ×８ｃｍ，整个过程
顺利，用时７ｈ，切除物送病检。术后予止血、抗感染等对症支
持治疗。
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