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新生儿肠闭锁NGF与P75NGFR表达的研究

张光磊 林晓明 曾洪飚

【摘要】 目的研究NGF与P75NGFR在先天性肠闭锁(CIA)患儿肠擘内的表达情况，探讨其l临

床意义。方法应用免疫组化技术检测15例先天性肠闭锁患儿肠壁内NGF、P75NGFR的表达情况，

以死于与肠道发育异常无关的尸检新生儿小肠标本6例作为正常对照。结果先天性肠闭锁组肌间

神经丛NGF显色程度及表达量明显低于对照组，P75NGFR在肠闭锁组肠壁肌问神经丛中存在高表

达，而对照组为低表达。结论NGF与P75NGFR'在先天性肠闭锁肠壁的异常表达町能与肠闭锁的发

病机理有关。
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‘【Abstract】Objective This study aims to evaluate the distribution of nerve growth fa,-tor fNGF)and

nerve growth factor receptor Pr75(P75NGFR)in congenital intestinal atresia and discuss the clink·al

significance．Methods lmmunohistochemical analysis of small bowel from patients with congenital intestinal

atresia(rt--15)and normal intestine(n=6)was performed to explorer the expressions of NGF and P75N(；FR．

Results A significantly higher proportion of NGF in myenteric plexuses was found in control group when

compared with samples of small bowel atresia．The proportion of myenteric plexuses glial,；ells in the

jntestinal atresia expressed hisher P75NGFR than contr01．Conclusions the expression of NGF and

P75NGFR in congenital intestinal atresia might be related with the pathogenesis of atretic intesine．
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小肠闭锁是新牛儿时期常见的一种先天性消

化道畸形，因胚胎早期小肠发育停滞而引起的一处

或多处小肠闭锁所致。目前，其病囚尚不十分清楚，

空化不全和血液循环障碍是两种主要的学说。自从

huw和Barnard于1955年关于肠闭锁病因学的实

验T作建立以后，胚胎期血液循环障碍被普遍认为

是造成肠闭锁的主要原因。最近有研究证实，肠闭

锁患儿的肠神经系统(enteric nervous system，ENS)

存在发育不良。神经生长因子(NGF)在神经存活与生

长过程中发挥着重要的调节作用。本研究收集2005

年至2006年本院临床诊断为先天性肠闭锁患儿的

手术标本15例，以7例无肠道疾病的新生儿小肠

标本作为对照组，利用免疫组化的方法研究NGF与

NGFR在先天性肠闭锁患儿肠壁内的表达情况，并

探讨其l临床意义。
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材料与方法
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一、临床资料

15例中，男8例，女7例，均经手术确诊。临床

分型：II型2例，III型13例。术中选取距闭锁近端

3—5 cm的全层肠壁组织，经10％1手t醛同定。常规石

蜡包埋，备用。以与肠道发育异常无关的尸检新生

儿小肠标本7例作为正常对照组。

二、实验方法

1．试剂：NGF T．作液采用美国CHEMICON公司

产品，NGFR]：作液采用R&D Systems公司产品，过

氧化物酶sP试剂盒购自北京中山HisLosLain公司。

2．方法：石蜡切片脱水和水化后。用PBS(pH7．

4)冲洗3次，每次3 min；室温冷却后用自来水冲洗，

再用PBS(pH7．4)冲洗3次，每次3 min：每张片子加

50斗L 3％过氧化氢，室温下孵育10 min，以阻断内
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源性过氧化物酶的活性，PBS液冲洗3次，每次3

min，除去PBS液；每张片加50仙L的第一抗体，室

温下孵育60 min；PBS液冲洗3次，每次3—5 min，

除去PBS液。每张片子加50¨L即用型

MaxvisionTM试剂，室温下孵育15 min，PBS液冲洗

3次，每次3 rain；除去PBS液，每张片子加入

100斗L新鲜配制的DAB溶液，显微镜下观察3—5

min；自来水冲洗，苏木素复染，PBS液冲洗返蓝，梯

度酒精脱水干燥，中性树胶封同。

3．结果判定：NGF、NGFR染色强度利用LEICA

Q5001w图像获取及分析系统将图像录入计算机。

对所有组织化学切片在放大400倍的显微镜下观

察，选取lo个有阳性颗粒出现的代表性视野，以所

测定的平均灰度值作为染色强度。所有数据输人

Microsoft Excel 2003软件处理。各组间比较采用t检

验，P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

正常组肠壁NGF阳性反应神经元较多，弥散分

布于结肠壁肌问及粘膜下，肠闭锁组均存在神经节

细胞减少，肠壁肌间神经丛较细，NGF阳性反应神

经元细胞少于对照组，经图像分析系统显示，肠闭

锁肠壁NGF的表达数明显低于对照组，差异有统计

学意义(P<0．05)；而P75NTR在肠闭锁组神经元细

胞的阳性表达强度明显高于对照组(P<0．05)．NGF、

P75NTR的平均灰度值比较见表1。

表1两组NGF、P75NTR的平均灰度值(OD)比较

讨论

神经生长因子(nerve growth factor。NGF)为最早

发现的神经营养因子家族成员，是中枢胆碱能神经

元和来源于神经嵴的感觉神经元存活所必需的因

子，也是胚胎期和生后早期交感神经元和背根神经

节细胞仔活和成熟所必需的因子。NGF能促进和诱

导轴突生长，促进髓鞘的形成，加速轴突的成熟。近

年来研究发现，NGF可通过促进血管内皮细胞生长

因子(vascular endothelialgrowth factor，VEGF)的表达
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而间接地促进血管形成，甚至认为NGF具有直接促

进血管形成的作用⋯。

本组资料显示，NGF在对照组肠壁肌间神经丛

中存在高表达，在小肠闭锁患儿中表达明显减低。

NGF在肠神经系统的生长、发育中起着十分重要的

作用，而肠闭锁的肠神经系统发育存在明显异常【21，

同时，NGF能影响血管的生长，胚胎期血液循环障

碍已被普遍认为是造成肠闭锁的主要原因。因此，

推测NGF的低表达在肠闭锁的形成发育过程中起

着一定的作用。

NGF需与位于细胞膜上的受体结合才能发挥

作用。神经生长因子受体(NGFR)分为高亲和力受体

和低亲和力受体。高亲和力受体为trkA，它是与细

胞信号传递有关的原瘤基因TRK编码的蛋白产物

之一；低亲和力受体是一种分子量为75 kd的蛋白

质，即P75NTR，NGF／P75NTR激活后能抑制TrkA

介导的神经元增殖、分化和迁移13I。P75 NTR还能通

过增加神经酰胺14l和生长调节蛋白RhdsI来抑制神经

元轴突的生长，P75NTR缺陷的动物基底前脑胆碱

能神经原出现肥大和纤维过度长人海马。本实验

中，肠闭锁组患儿肠壁P75NGFR存在高表达，可能

是导致肠神经系统发育异常的原因之一。

本研究显示，先天性肠闭锁患儿肠壁存在NGF

与P75NGFR的异常表达，但它们与肠闭锁的发生

关系还有待更深入的研究。
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