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上皮间质转化相关蛋白在胆道闭锁肝纤维化中

的表达研究
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【摘要】 　 目的　 检测上皮间质转化相关蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ＳＭＡ，ＣＫ１９）在胆道
闭锁（ｂｉｌｉａｒｙ ａｔｒｅｓｉａ，ＢＡ）患儿肝组织中的表达情况，初步探讨其在 ＢＡ患儿肝脏上皮间质转化中的意义。
　 方法　 采用免疫组化法对 ３４ 例 ＢＡ患儿（实验组）及 １３ 例胆总管囊肿患儿（对照组）的肝组织标本进
行上皮间质转化相关蛋白检测，分析其表达差异及其与肝纤维化严重度的相关性。 　 结果　 实验组与
对照组相比，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＳＭＡ、ＣＫ１９ 抗体不同表达等级的构成比存在统计学差异
（Ｐ ＜ ０． ０５）。 　 结论　 上皮间质转化相关蛋白在 ＢＡ患儿肝组织中的表达水平总体高于胆总管囊肿患
儿，提示上皮间质转化相关蛋白可能参与 ＢＡ患儿肝纤维化的发生与发展。
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　 　 胆道闭锁（ｂｉｌｉａｒｙ ａｔｒｅｓｉａ，ＢＡ）是新生儿先天畸
形中相对常见的一种类型。 据不完全统计，我国胆

道闭锁的发病率为 １ ／ ８ ０００ ～ １ ／ １５ ０００，如不及时治
疗，短期内可引起胆汁性肝硬化，患儿平均生存时

间仅 １９ 个月。 目前，Ｋａｓａｉ 手术是治疗 ＢＡ 最有效
的方法，但大部分患儿在接受手术后，肝纤维化仍

不断进展，其进行性发展的机制目前尚不清楚。 上

皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）
是指上皮细胞丢失上皮特征而获得间质特征的变

化过程，主要表现为： Ｅ钙粘蛋白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达
下调，Ｎ钙粘蛋白（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ）、平滑肌肌动蛋白
（αＳＭＡ）、波形蛋白（ ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达上调。 上述过
程有可能会导致肝细胞和胆管细胞发生上皮间质

转化，促使肝纤维化进程加快，最终导致肝硬化发

生。 因此，本研究对 ＢＡ 患儿的肝组织标本进行
ＥＭＴ相关蛋白检测，并与对照组结果进行比较，初
步探讨 ＥＭＴ与 ＢＡ病理特征的关系和发病机制。

材料与方法

一、材料

收集江西省儿童医院 ２０１２ 年 １ 月至 ２０１５ 年 １２
月经胆道造影和肝组织病理检查证实为 ＢＡ 的肝组
织标本共 ３４ 例，同期选取胆总管囊肿肝组织标本
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１３ 例作为对照组。 于术中取 ０． ５ ｃｍ ×０． ５ ｃｍ × ０． ５
ｃｍ大小肝组织进行病理检查。 剔除甲型及乙型病
毒性肝炎的患儿。 临床资料来源于病历记录。

二、方法

免疫组织化学采用 ＳＰ 法。 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅｃａｄ
ｈｅｒｉｎ 阳性表达的典型特征为棕黄色颗粒定位于细
胞膜； Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＳＭＡ、ＣＫ１９ 阳性表达的典型特征为
棕黄色颗粒定位于细胞质。

三、结果判读

ＢＡ病理组织形态学诊断标准参照 ２０００ 年中华
医学会传染病与寄生虫病学分会、 肝病学分会联合

修订的病毒性肝炎防治方案［１］ 。 肝纤维化程度分

为 ５ 个等级，０ 级：无肝纤维化；１ 级： 汇管区纤维化
范围扩大，局限在窦周及小叶内；２ 级：汇管区周围
纤维化，纤维间隔形成，小叶结构保留；３ 级：纤维间
隔伴小叶结构紊乱，无肝硬化；４ 级：早期肝硬化。

汇管区及汇管区周围小胆管增生的程度分为 ５
个等级。 ０ 级：无增生的小胆管；１ 级：汇管区出现少
量增生、畸形的小胆管；２ 级：汇管区及小叶间出现
较多增生、畸形的小胆管，且轻度向小叶间延伸；３
级：汇管区小胆管出现明显增生、畸形或萎缩，且明

显向小叶间延伸；４ 级：汇管区小胆管出现增生或减
少、萎缩，并包绕肝小叶。

免疫组化结果采用半定量分析法。 每张切片

随机选取 ５ 个高倍视野，分别计算其阳性细胞百分
数和着色强度。 按阳性细胞百分比计分：阳性细胞

百分数≤５％计 ０ 分，６％～ ２５％计 １ 分，２６％～ ５０％
计 ２ 分，５１％～７５％计 ３ 分， ＞ ７５％计 ４ 分；按着色强
度计分：无色计 ０ 分，浅棕色计 １ 分，棕色计 ２ 分，深
棕色计 ３ 分。 将两项得分结果相乘：０ 分判定为阴
性（ － ），１ ～ ４ 分判定为弱阳性（ ＋ ），５ ～ ８ 分判定为
阳性（ ＋ ＋ ），９ ～ １２ 分判定为强阳性（ ＋ ＋ ＋ ）。 由
两位病理医师进行双盲法阅片并判定病理诊断结

果及其对应得分，取二者平均值作为最终结果。

四、统计学分析

采用 ＳＰＳＳ２３． ０ 进行统计学分析，病例组与对照
组间抗体不同表达等级构成比的比较采用 Ｆｉｓｈｅｒ精
确概率法，以 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异具有统计学意义。

结　 果

一、临床资料

ＢＡ组共 ３４ 例，其中男 １８ 例，女 １６ 例，手术时
患儿日龄 ２５ ～ １２０ ｄ。 血清总胆红素（ＴＢＩＬ）９６． ５ ～

３８４． ４ μｍｏｌ ／ Ｌ，血清直接胆红素（ＤＢＩＬ）７７． ３ ～ ２９２． ５
μｍｏｌ ／ Ｌ，谷丙氨酸（ＡＬＴ）３５ ～ ３３８ μｍｏｌ ／ Ｌ，谷草氨酸
（ＡＳＴ）９８ ～ ５８４ μｍｏｌ ／ Ｌ，γ谷氨酰转肽酶（ＧＧＴ）１２８
～ １３４５ μｍｏｌ ／ Ｌ。 对照组共 １３ 例，男 ２ 例，女 １１ 例，
手术时患儿年龄 ５ 个月至 １０ 岁；血清总胆红素
（ ＴＢＩＬ） ５． １ ～ ２６４． ９ μｍｏｌ ／ Ｌ， 血清直接胆红素
（ＤＢＩＬ）１． ９ ～ １９４． ９ μｍｏｌ ／ Ｌ，谷丙氨酸（ＡＬＴ）１０ ～
３５９ μｍｏｌ ／ Ｌ，谷草氨酸（ＡＳＴ）１７ ～ ３９２ μｍｏｌ ／ Ｌ，γ谷
氨酰转肽酶（ＧＧＴ）１２ ～ １２２９ μｍｏｌ ／ Ｌ。

二、病理学特征

３４例 ＢＡ标本均显示不同程度的肝纤维组织增
生、小胆管增生及炎症细胞浸润。 不同肝纤维化程度

（Ｆ１ ～ Ｆ４）例数分别为：０例、１０例、２２例、２例；不同炎
症程度（Ｇ１ ～ Ｇ４）例数分别为：１２ 例、２２ 例、０例、０
例。 １３例胆总管囊肿患儿中，不同肝纤维化程度（Ｆ１
～ Ｆ４）例数分别为：３ 例、７ 例、３ 例、０ 例；不同炎症程
度（Ｇ１ ～ Ｇ４）例数分别为：９例、４例、０例、０例。

三、免疫组化表达

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ主要表达在汇管区增生的小胆管上
皮和肝细胞（图 １），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ主要表达在汇管区增
生的小胆管上皮和肝细胞（图 ２）， Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＳＭＡ在
汇管区间叶组织各区域均呈阳性表达（图 ３、图 ４），
ＣＫ１９ 在胆管上皮各区域均呈阳性表达（图 ５）。 实
验组与对照组间，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、
ＳＭＡ、ＣＫ１９ 抗体不同表达等级的构成比存在统计学
差异（Ｐ ＜ ０． ０５），具体结果见表 １。

图 １　 Ａ．胆道闭锁患儿肝组织汇管区胆管（Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ 强阳
性，ＳＰ法 × ２００）； Ｂ．胆总管囊肿患儿肝组织汇管区胆管（Ｎ
ｃａｄｈｅｒｉｎ弱阳性或阴性，ＳＰ法 × ２００）
Ｆｉｇ． １　 Ａ． Ａ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒ
ｅａ ｏｆ ＢＡ ｃｈｉｌｄ； Ｂ． Ａ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ
ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｃｙｓｔ

讨　 论

上皮间质转化 （ｅｐｉｔｈｅｔｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉ
ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）参与胚胎的发育过程，并在成熟组织器
官损伤修复、重塑过程中发挥重要作用［２］ 。 在特异

性肝脏 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ基因敲除小鼠模型中，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
缺失可诱导胆管上皮细胞产生炎症及周围组织纤维
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图 ２　 Ａ．胆道闭锁患儿肝组织汇管区胆管 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ强阳性（ＳＰ法 × ２００）； Ｂ．胆总管囊肿患儿肝组织汇管区胆管 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
弱阳性或阴性（ＳＰ法 × ２００） 　 图 ３　 Ａ．胆道闭锁患儿肝组织汇管区纤维组织 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性（ＳＰ 法 × ２００）； Ｂ．胆总管囊肿患
儿肝组织汇管区纤维组织 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性（ＳＰ 法 × ２００） 　 图 ４　 Ａ．胆道闭锁患儿肝组织汇管区纤维组织 ＳＭＡ 阳性（ＳＰ 法 ×
２００）； Ｂ．胆总管囊肿患儿肝组织汇管区纤维组织 ＳＭＡ 阳性（ＳＰ 法 × ２００） 　 图 ５　 Ａ．胆道闭锁患儿肝组织汇管区纤维组织
ＣＫ１９ 阳性（ＳＰ法 × ２００）； Ｂ．胆总管囊肿患儿肝组织汇管区纤维组织 ＣＫ１９ 阳性（ＳＰ法 × ２００）
Ｆｉｇ． ２　 Ａ． Ａ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ＢＡ； Ｂ． Ａ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ
ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｃｙｓｔ　 Ｆｉｇ． ３　 Ａ． Ａ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ＢＡ； Ｂ． Ａ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ ｉｎ ｈｅ
ｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｃｙｓｔ　 Ｆｉｇ． ４　 Ａ． Ａ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭＡ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ＢＡ； Ｂ． Ａ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳＭＡ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｃｙｓｔ　 Ｆｉｇ． ５　 Ａ． Ａ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＫ１９ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ＢＡ； Ｂ． Ａ ｌｏｗ ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＫ１９ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｐｏｒｔａｌ ａｒｅａ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｃｙｓｔ

表 １　 Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、ＳＭＡ、ＣＫ１９ 抗体在 ＢＡ组与胆总管囊肿组的表达差异对比
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，ｖｉｍｅｎｔｉｎ，ＳＭＡ ａｎｄ ＣＫ１９ ｉｎ ＢＡ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｃｏｍｍｏｎ ｂｉｌｅ ｄｕｃｔ ｃｙｓｔ ｇｒｏｕｐ

抗体 组别 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ Ｐ值

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ
ＢＡ组 ０ １１ １４ ９

胆总管囊肿组 ２ ８ ３ ０
＜ ０． ０５

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
ＢＡ组 ０ １５ １７ ２

胆总管囊肿组 ５ ７ １ ０
＜ ０． ０５

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
ＢＡ组 ０ １５ １７ ２

胆总管囊肿组 ０ １５ １７ ２
＜ ０． ０５

ＳＭＡ
ＢＡ组 ０ １２ １７ ５

胆总管囊肿组 ０ １０ ３ ０
＜ ０． ０５

ＣＫ１９
ＢＡ组 ０ ２０ １４ ０

胆总管囊肿组 ０ １３ ０ ０
＜ ０． ０５

化。 此外，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ 基因敲除小鼠肿瘤上皮间质
转型相关的侵袭过程明显加速，其中少数能产生自

发性肝癌［３］ 。 胆管结扎模拟胆道闭锁的大鼠模型

中，可检测到肝脏中上皮标记物减少，而间质标记

物增加，提示部分上皮可能发生了上皮间质表型转

化［４］ 。 在肝内胆管结石的患者中，ＥＭＴ 相关蛋白在
小型胆管的表达量高于中型或大型胆管，且表达量

与胆管程度纤维化相关，这有可能是促进肝内胆管

结石形成的途径之一［５］ 。 胆管癌患者在某些情况

下可表现出上皮间质转化相关的功能发生变化（包

括 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＣＫ１９ 表达量降低）［６］ 。 采用胆囊
癌细胞株体外试验也检测出 ＴＧＦβ 能诱导上皮间
质转化［７］ ，另有体外试验表明，肝炎病毒能诱导人

原代肝细胞上皮间质转化［８］ ，肝癌细胞的侵袭性也

与上皮间质转化有关［９］ 。

Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ有促进和保护细胞粘附等功能，在
肿瘤进展过程中，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达增强，与肿瘤
侵袭性增强和预后不良有关。 本研究临床资料显

示，ＢＡ患儿解除肝外梗阻后纤维化过程仍在继续，
而胆总管囊肿患儿手术后肝纤维化基本不再进展，

提示 ＢＡ患儿肝脏出现 ＥＭＴ 可能是导致预后不佳
的危险因素［１０］ 。 因此，Ｎｃａｄｈｅｒｉｎ 可能是涉及 ＥＭＴ
调控的重要标志物之一，并主要作用于胆管。

ＣＫ１９、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ作为上皮细胞标志物，在胆道
闭锁患儿的肝组织中表达量并未降低，反而显著升

高，这可能是因为在肝脏病变早期，机体激发了代

偿机制以对抗纤维化发生。 有研究显示在纤维化

程度达 Ｓ２ ～ Ｓ３ 时，可以观察到新形成的小胆管明显
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增生，随着病程进一步发展，当纤维化程度达 Ｓ４ 时，
胆管管径常常变得很小，甚至看不到管腔，纤维组

织中胆管分布也并不十分密集，而肝界面处胆管明

显增多［１１］ 。 究其原因，一方面可能是纤维组织增生

压迫了新生的胆管；另一方面，胆管上皮及肝细胞

本身可能存在持续的 ＥＭＴ现象，导致机体自身修复
的能力无法对抗纤维化的进展，造成胆管逐渐萎

缩，转化成纤维细胞和肌纤维细胞，进一步加重了

纤维化程度［１２ － １３］ 。

由于 ＢＡ患儿接受手术治疗后远期效果欠佳，
因此许多患儿家属选择放弃治疗。 困扰胆道闭锁

治疗的主要原因是：经手术通畅肝外胆道后，肝脏

纤维化仍可不断进展，因此通畅肝内胆道系统、解

决胆汁淤积是治疗本病的关键。 此外，ＥＭＴ 在胆道
闭锁患儿肝纤维化过程中可能起到影响肝内胆管

增生、代偿的作用。 抑制甚至逆转 ＥＭＴ可能是改善
ＢＡ预后的新途径之一。
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