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胆道闭锁 ";/,/+)7 +4)2</+= >?# 是新生儿期阻塞
性黄疸最为常见的病因! 其发病率约为 @ A @" """$
病变累及肝内外胆管系统! 导致进行性胆管破坏和
肝脏纤维化$ 肝门空肠吻合术 "B+<+/ 手术% 能使
胆汁引流通畅! 是治疗的重要方法! 但由 C 于进行
性肝脏纤维化& 胆汁郁积性肝硬化和门静脉高压的
出现! 多数患儿最终仍需肝移植 D@E$ 进行性肝纤

维化是制约 B+<+/ 手术疗效的重要因素! 阻止肝纤
维化的发展将显著提高 B+<+/手术的疗效$
肝脏纤维化是细胞外基质 F2G4)+02,,(,+) H+4)/G=

I.JK 合成大于降解的结果 $ 转化生长因子
"4)+*<-’)H/*6 6)’L4M -+04’) ;24+ @! NOPQ!@% 是目
前公认的强有力的器官纤维化促进因子$ 基质金属
蛋白酶 "H+4)/G H24+,,’R)’42/*+<2! JJ1% 在细胞外
基质的转换中发挥了关键性的作用$ 本研究运用免
疫组化方法 "51 法% 观察胆道闭锁患儿肝脏组织
中 JJ1Q! & NOPQ!@ 的表达规律! 并与对照组进

胆道闭锁肝脏组织 JJ1Q!&NOPQ!@的表达
及意义

毛永忠 汤绍涛 阮庆兰 童强松 王 勇 李时望

!摘要" 目的 研究胆道闭锁患儿肝脏组织中 JJ1Q!&NOPQ!@的表达!探讨其与胆道闭锁患儿肝纤

维化的关系$ 方法 利用免疫组化法"51法%检测 %% 例胆道闭锁患儿肝脏组织中 JJ1Q!&NOPQ!@蛋白

的表达!通过图像分析技术进行定量研究$ 结果 胆道闭锁患儿肝组织中 JJ1Q!&NOPQ!@蛋白均有不

同程度的表达!以肝细胞胞浆&胞膜表达最为明显$ JJ1Q!&NOPQ!@蛋白在肝组织中的阳性表达随肝纤

维化程度的加重而增强!呈正相关"前者 ! S "9T"$%= 1 ! "9"T’后者 ! S "9$@#U= !1 ! "9"T%$ JJ1Q!&NOPQ
!@在胆道闭锁患儿肝组织中的表达强度明显高于对照组"1 V "9"@%!JJ1Q! 与 NOPQ!@的表达有高度相

关性"! S "9U!""= 1 V "9"@%$ 结论 JJ1Q!&NOPQ!@与胆道闭锁肝纤维化的发生&发展密切相关’抑制

JJ1Q!&NOPQ!@的表达有望阻止胆道闭锁患儿肝纤维化进程$

!关键词" 胆道闭锁!金属蛋白酶类 " 分析!转化生长因子#$分析
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行比较! 以探索胆道闭锁肝组织中;;1<!" =>?<!@

的表达与肝纤维化的关系#

材料和方法

一" 临床资料
收集我院 @AAA年 @ 月 B !""C年 D月收治的 %%

例胆道闭锁患儿临床资料! 其中女 !" 例! 男 @%
例! 手术时日龄 DC ! !#" 3! 其中手术时日龄 $" 3以
内的患儿 E例! $@!A"3 @D例! A@!@!"3 C例! @!"
3 以上 $ 例$ 临床和病理诊断均为胆道闭锁! 选择
同年龄段无肝胆系统疾病小儿 @!例作为对照组$
二% 肝脏纤维化分级
手术中取肝脏组织标本! 予常规石蜡包埋" 切

片 " 脱蜡及 FG 染色 ! 于显微镜下观察 $ 根据
HIJ(K+LM 分级标准将肝脏纤维化程度分为"! #
级! "级为肝门管区轻度纤维化& $级为邻近门管
区轻度桥接纤维化& %级是指伸向邻近门管区重度
桥接纤维化& &级指肝硬化% 假小叶形成$
三% 免疫组织化学染色及结果判断
免疫组织化学染色方法采用 51 法$ ;;1<!%

=>?<!@单克隆抗体均购于北京中山生物技术有限

公司! 均为鼠抗人单克隆抗体$ 每组设阴性对照!
以 1N5 代替一抗作为阴性对照 ! OPN 显色 $ 以
;;1<!% =>?<!@表达位于胞浆内! 有明显棕色颗
粒状染色为阳性& 免疫组化染色阳性反应根据显色
强度及阳性细胞百分率分为 % 级 ’ 弱阳性反应

(Q)’ 胞浆染色呈淡棕黄色! 阳性细胞数占 @"R !
!CR& 中阳性反应 (QQ)’ 胞浆染色呈棕黄色! 阳
性细胞数占 !CR ! C"R& 强阳性反应 (QQQ)’ 胞
浆染色呈深棕黄色! 阳性细胞数 S C"R#
四% 图像分析及统计学处理
于物镜 !" 倍视野下! 每张切片随机选取 C 个

视野! 用 F;TP5<!""" 型全自动医学彩色图像分
析系统测定细胞内棕黄色颗粒的平均吸光度 (P)
值! 对切片进行扫描! 自动测定受检视野的阳性强
度均值! 结果以均数 " 标准差 (! " 5) 表示# 通
过 5P5 E9@ 统计软件进行统计学处理! 采用 !! 检
验及 ?/MI2) 精确检验法进行相关分析#

结 果

一% 胆道闭锁患儿肝脏组织 FG染色结果
镜下见肝细胞不同程度变性! 呈空泡样改变!

肝板结构紊乱! 慢性炎性细胞浸润! 见增生杂乱的
小胆管结构! 汇管区纤维组织不同程度增生# 根据
肝纤维化分级! 本组病例中"级 A例! $级 @" 例!
%级 E例! &级 $ 例#
二% 胆道闭锁患儿肝脏组织中 ;;1<!% =>?<

!@表达与肝纤维化的关系

胆道闭锁组所有病例 ;;1<!% =>?<!@蛋白均

有不同程度阳性表达! 阳性表达位于胆道闭锁肝细
胞和肝纤维化组织细胞胞浆中! 呈棕黄色颗粒! 以
肝细胞表达最明显 (见图 @ ! $)#

图 @ 对照组肝组织 ;;1<! 表达
阴性 (51 # !"")#

图 ! NP 肝纤维化"级! ;;1<
! 表达 (QQ) (51 # !"")#

图 % NP 肝纤维化%级! ;;1<!
表达 (QQQ) (51 # !"")#

图 D 对照组肝组织 =>?<!@ 表达

阴性 (51 # !"")#
图 C NP 肝纤维化"级! =>?<!@

表达 (QQ) (51 # !"")#
图 $ NP 肝纤维化%级! =>?<!@

表达 (QQQ) (51 # !"")#

#! !
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! ! ! ! ;;1<! " =>?<!@ 蛋白在胆道闭锁肝组织中

的阳性表达随肝纤维化程度的加重而增强! 呈正相
关性 #前者 ! A "9B"$%C 1 ! "9"B$ 后者 ! A "9$@#DC
1 ! "9"B%& =>?<!@ 与 ;;1<! 的表达有高度相关
性 #! A "9D!""! 1 ! "9"@%& 如表 @’ !所示(

表 ! 不同程度肝纤维化病例 ;;1<! 蛋白的表达

注) ! A "9B"$% C " A "9"%E"(

表 " 不同程度肝纤维化病例 =>?<!@蛋白的表达 *例%

注) ! A "9$@#DC " A "9"!%#&

三’ 胆道闭锁患儿肝组织与对照组 ;;1<!’
=>?<!@的表达

胆道闭锁患儿及对照组肝组织中 ;;1<!’
=>?<!@均有表达& 定量分析结果显示) 胆道闭锁
组均高于对照组! 两者比较! " F "9"@! 差异有显
著统计学意义 *表 %%&

表 ! GH肝组织与对照组的比较 *平均吸光度 H值%

讨 论

胆道闭锁患儿的预后取决于年龄’ 闭锁类型’
肝脏纤维化的严重程度以及术后并发症等多种因

素 I!J& 进行性肝纤维化是影响手术效果的重要因
素& 阻止肝门空肠吻合术后肝纤维化的发展进程对
提高手术疗效有重要作用&
肝纤维化是细胞外基质 *主要为"’ #型胶

原% 合成大于降解的结果& 在胆道闭锁的病程中!
由于病毒感染或局部免疫反应性炎症异常! 释放出

大量的细胞因子! 引起胆管上皮细胞凋亡和坏死I%J$
同时在细胞因子的作用下! 肝脏 K.; 的质和量发
生改变! 合成与降解失去平衡& 在众多的细胞因子
中! =>?<!@是公认的肝纤维化促进因子$ 而基质
金属蛋白酶在细胞外基质的转换中亦发挥了关键性

的作用&
基质金属蛋白酶 *;;1L% 是一类依赖金属离

子锌并以细胞外基质成份为水解底物的蛋白水解

酶! 至今已发现数十余种& ;;1<! 是一种重要的
明胶酶! 它主要降解变性间质胶原’ 完整的$型胶
原 *基底膜的主要成分%’ %型胶原及非胶原蛋白
如弹性蛋白’ 纤维连接蛋白 I E J& ;;1<! 可以降解
正常肝窦基底膜! 破坏肝脏生存的内环境! 有利于
肝星状细胞的激活! 是诱发和促进肝纤维化的重要
病理因素& 本研究结果显示) 胆道闭锁患儿肝脏组
织中 ;;1<! 蛋白的表达明显高于正常儿童 *1!F
"9"@%! 且随着胆道闭锁肝纤维化程度的加重而
;;1<! 蛋白表达增强! 统计学处理也显示! 二者
有明显的相关性 *)!A "9B"$% ! 1 F "9"B%& 说明胆
道闭锁患儿肝组织中 ;;1<! 的异常表达与肝纤维
化有密切联系&
在肝纤维化的病理过程中! 一方面基质堆积!

病情加重$ 另一方面基质降解! 病情缓解& ;;1<
! 在肝纤维化过程中的作用存在着相互矛盾的两个
方面) 一方面! 通过降解正常的肝基底膜成份和促
进肝星状细胞增生! 启动并加重肝纤维化进程$ 另
一方面! ;;1<!又能清除部分变性的过多的 K.;!
减缓肝纤维化进程IBJ& ;()+M+N/ I$J 检测肝硬化患者

肝组织 ;;1<! 的含量显示! 肝硬化患者 ;;1<!
含量有明显升高! 升高程度与肝组织胶原含量呈正
相关& 我们在实验中也观察到胆道闭锁肝脏组织的
内皮细胞’ 肝细胞胞浆和胞膜上均有 ;;1<! 的沉
积! 表明 ;;1<! 也参与了胆道闭锁肝纤维化过
程&
胆道闭锁肝组织中 ;;1<! 表达升高的机理可

能为) & 肝脏 O(P--2) 细胞’ 胆管上皮细胞’ 肝星
状细胞和肝细胞均可分泌 =>?<!@! =>?<!@本身是

一种强有力的致纤维化促进因子! 同时还可能促进
;;1<! 的合成$ QR2)+,, 等 I#!SJ 研究发现! =>?<!@

能够在转录和转录后水平上调 ;;1<! 的表达! 同
样支持上述观点$ ’通过内平衡机制诱导 ;;1<!
的表达! 即在肝纤维化的过程中! 随着$型胶原的
过度沉积! 反馈性的使 ;;1<! 的表达增加& 本研

胆道闭锁组

对照组

# 值
" 值

=>?<!@

"9!BSB""9"%SS
"9@@BD""9"!#B

@@9#@
F "9"@

;;1<!
"9!SEE""9"ESD
"9"DS!""9"@B$

@!9SS
F "9"@

GH肝纤维化
分级

"级
(级
)级
$级

*

D
@"
S
$

T**%

B
!
@
"

;;1<! 蛋白的表达 **%

TT**%

!
#
!
!

TTT**%

!
@
B
E

GH肝纤维化
分级

*级
(级
)级
$级

*

D
@"
S
$
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@
"

=>?<!@蛋白的表达
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第六届全国小儿腹腔镜手术学习班开班通知"基础班#

第六届国家级医学继续教育小儿腹腔镜手术学习班定于 !""# 年 $$ 月 $# 日%$$ 月 !! 日在湖南长
沙开班! 欲参加者请与湖南省儿童医院普外科肖雅玲"蒋璐杏联系#&’()*+$ +,,,,-./0123(!

$消息$

究观察发现! 胆道闭锁患儿肝脏 ;;1<! 的表达明
显高于正常儿童! 与肝纤维化程度呈正相关! 说明
;;1<! 与胆道闭锁肝纤维化关系密切! 可能起促
进作用%
在许多疾病中! 过多的 =>?<!@可直接刺激基

质成分如纤维连接蛋白& 胶原和基质蛋白多糖的表
达! 促使组织器官纤维化! 因而 =>?<!@被公认为

是导致 A.;聚积的重要生长因子之一% 研究显示!
胆道闭锁患儿肝组织内小胆管增殖区可见"型& #
型胶原以及 =>?<!@表达增加! 胆管缺乏症则仅有
极少量的表达! 提示 =>?<!@表达的增加参与了胆

道闭锁进行性肝纤维化的发生% 进一步研究 BC! @"D

也发现! 在胆道闭锁早期! =>?<!@在肝组织的表

达增加! 而在晚期 ’需接受肝移植( 则表达减少!
说明 =>?<!@在胆道闭锁肝纤维化早期起着更加重

要的作用% 本研究结果显示! =>?<!@ 蛋白在胆道

闭锁肝组织的表达明显增加! 且随肝纤维化程度的
加重而增强% 在胆道闭锁的病程中! 由于局部的免
疫炎症异常! =>?<!@等细胞因子分泌增加! 滞留
于局部! 激活肝星状细胞合成大量的胶原) 同时肝
星状细胞又可反馈性地分泌大量 =>?<!@! 使 =>?<
!@ 加强肝星状细胞合成胶原的作用更加明显% 这
可能是胆道闭锁患儿进行性肝纤维化发展迅速的原

因之一%
目前许多体内外实验都证实! =>?<!@ 也是最

重要的 ;;1 的调节因子! =>?<!@对 ;;1 的调节
作用是促进还是抑制取决于组织来源& 病变性质
等! 详细机制还有待深入探讨%
本研究发现! =>?<!@ 与 ;;1<! 表达呈正相

关性! 提示 =>?<!@与 ;;1<! 有调控和协调作用!
两者在胆道闭锁肝纤维化的发生发展中起重要的作

用% 由于 =>?<!@& ;;1<! 与胆道闭锁肝纤维化密
切相关! 抑制 =>?<!@& ;;1<! 的表达可有效阻止
胆道闭锁术后肝纤维化进程! 延长胆道闭锁术后患
儿的生存时间! 提高胆道闭锁手术的疗效%
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