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·先天性巨结肠专题·

ＡＱＰ１在先天性巨结肠肠壁的表达及其意义

甘　亮１　杨文萍２　张守华１　徐红艳２　曾　华２　陶俊峰１　陈　快１　
黄金狮１　陶　强１

【摘要】　目的　本研究应用免疫组织化学染色方法，观察先天性巨结肠症（Ｈｉｒ－ｓｃｈｓｐｒｕｎｆｆｓｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＨＤ）患儿有神经节细胞肠段、无神经节细胞肠段及非 ＨＤ小儿肠壁（对照组）中水通道蛋白—１
（ＡＱＰ１）的表达结果，探讨ＡＱＰ—１在先天性巨结肠症的表达意义及其在 ＨＤ发病机理中可能起到的作
用。 方法　收集江西省儿童医院小儿外科２００９—２０１４年经手术切除的ＨＤ肠组织标本６５例，包括扩
张段与痉挛段；将２１例年龄与之相仿的非ＨＤ患儿的手术切除结肠标本作为对照组。分别对ＨＤ痉挛
段、扩张段、对照组肠壁组织切片进行ＨＥ染色和ＡＱＰ１、组织蛋白酶Ｄ和Ｓ１００的免疫组织化学染色，通
过计算机成像系统照相存盘，分别判定ＡＱＰ１在各组肠组织黏膜下、肌间神经丛中阳性细胞染色面积的
百分比，所得数据用ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进行处理分析。 结果　①对照组、ＨＤ的扩张段经ＨＥ和组
织蛋白酶Ｄ和Ｓ１００免疫组化染色，均证实神经节细胞存在；痉挛段未见神经节细胞（图１，２）；②对照
组、ＨＤ痉挛段、扩张段肠组织中见ＡＱＰ１表达于所有血管内皮细胞；③在正常结肠、ＨＤ扩张段肠组织
黏膜下丛、肌间神经丛中，神经节细胞和雪旺细胞均可见ＡＱＰ１呈阳性表达，ＨＤ痉挛段相应部位 ＡＱＰ１
表达大多呈阴性（９０．２％），仅少量呈弱阳性表达；④半定量分析：ＡＱＰ１在神经丛中阳性染色评分，ＨＤ
痉挛段评分低于 ＨＤ扩张段评分，二者间差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。 结论　ＡＱＰ１在 ＨＤ痉挛
段和正常结肠、ＨＤ扩张段肠壁神经丛的表达有显著差异，我们猜测在肠道神经系统发育过程中，ＡＱＰ１
对神经节细胞迁移具有一定的调控作用，在ＨＤ的发病机理中扮演了一定角色并可能成为一种新的诊
断ＨＤ的神经标志物。
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ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｒｅｓｅｃｔｅｄｃｏｌｏｎｉｎｂｏｔｈａｇａｎｇｌｉｏｎｉｃｂｏｗｅｌｓｅｇｍｅｎｔｓａｎｄｇａｎｇｌｉｏｎｉｃｓｅｇｍｅｎｔｓｏｆ６５ＨＤｐａｔｉｅｎｔｓ．
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ｐｒｅｓｕｍａｂｌｙｔｈａｔＡＱＰ—１ｍａｙｐｌａｙａｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｎｅｒｖｅｃｅｌｌｓｍｉｇｒａｔｉｏｎｔｏｉｎｄｕｃｅｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐ
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】ＨｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇＤｉｓｅａｓｅ；Ａｑｕａｐｏｒｉｎ１；Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　　先天性巨结肠症（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ＇ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是
小儿常见疾病，存活婴儿中发病率约为１／５０００，居
先天性消化道畸形第二位。应用 ＨＥ和组织蛋白酶
Ｄ和Ｓ１００免疫组化染色发现，ＨＤ主要病理改变是
远端的狭窄肠管内肌间神经丛（Ａｕｅｒｂａｃｈ丛）和粘
膜下神经丛（Ｍｅｉｓｓｎｅｒ丛）内神经节细胞缺如，神经
纤维增粗［１］。近年来我院新生儿外科逐步实行快

速康复外科技术，对１—４月ＨＤ患儿住院期间的康
复起到一定的积极作用［２］。但是，ＨＤ病患术后远
期的肠道功能恢复，包括自主排便恢复、生存生活质

量及社会活动等预后指标，与术前病理病变类型之

间并没有必然联系。ＨＤ的发病机制尚不十分清
楚，一般认为是胚胎发育过程中肠神经嵴细胞迁移

障碍或迁移后不能正常生长分化所致。而细胞的生

长和转移与其微环境相关，为了满足细胞增殖和侵

袭的需要，其成分合成需要较正常细胞更多水份的

参与。水通道蛋白家族是近年来发现对水有特异性

通透的小分子跨膜蛋白家族，它所介导水的快速的

跨膜转运，是水进出细胞的主要途径。本研究应用

免疫组织化学方法观察水通道蛋白（ａｑｕａｐｏｒｉｎ—ｌ，
ＡＱＰ—１）在ＨＤ肠壁的表达情况，根据结果分别对其
进行定性分析。目的在于了解 ＨＤ的病理生理改
变，探讨ＨＤ发病机制。

材料与方法

一、临床资料

病例组标本来自江西省儿童医院２００９年１月
至２０１４年３月手术并经病理检查证实的６５例 ＨＤ
患儿肠组织，按照巨结肠痉挛段（无神经节细胞

段）、扩张段（有神经节细胞段）分类。住院时年龄

１０ｄ～１２岁（平均１３．１个月）。男４１例，女２４例。
所有病例均为散发性，其中８例伴先天性心脏病，３
例伴腹股沟斜疝，近系亲属无 ＨＤ患儿。对照组选
取年龄相似的肠套叠肠坏死、肛门外伤结肠造瘘患

儿，共２１例，将手术切除的结肠标本作为对照组，患
儿均不合并ＨＤ，家族中也没有患ＨＤ的病例。

二、方法

１．主要试剂：兔抗人ＡＱＰ—１一抗，组织蛋白酶
Ｄ和Ｓ１００均购自武汉博士德生物工程有限公司；二
步法免疫组织化学染色试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒购
自北京中杉生物技术有限公司，其他试剂均为国产

分析纯。

２．方法：分别对收集的 ＨＤ痉挛段、扩张段、对
照组肠壁组织切片进行常规ＨＥ染色、ＡＱＰ—１、组织
蛋白酶Ｄ和Ｓ１００免疫组化染色。
３．结果判定：光镜下发现棕黄色沉淀物为阳

性反应，其密度及部位即为抗原的多少与分布，选择

肌间神经丛，分别记录４种神经标志物在肠道表达
的部位、分布和特点，采用半定量方法记录不同组的

各种标志物在细胞体的表达强度，３分为表达明显，
２分为表达，１分表达微弱，０分为不表达。成像系
统摄取图像，存盘，判定 ＡＱＰ—１在对照组、ＨＤ扩张
段与痉挛段神经丛中评分。

三、统计学方法

全部病理切片均随机取肠壁黏膜下和肌间中５
个高倍视野，由有经验的病理医师进行阳性染色结

果鉴定，计算机图像分析软件分别计算５个视野中
的神经丛中棕黄色染色面积所占百分率以及评分，

再取平均数。所有数据均用均数±标准差（ｘ±ｓ）表
示，各指标在ＨＤ扩张段、痉挛段、对照组肠壁组织
免疫组化染色阳性评分采用方差分析，应用 ＳＰＳＳ
１９．０统计软件分析。

结　果

一、ＨＥ染色结果
正常对照组肠壁和ＨＤ的扩张段均可见典型的

成熟神经节细胞并易于辨认；ＨＤ痉挛段未见神经
节细胞。

二、免疫组化染色结果

１．正常对照组肠壁和 ＨＤ的扩张段经组织蛋
白酶Ｄ和 Ｓ１００均证实神经节细胞存在；痉挛段未
见神经节细胞。

２．ＨＤ痉挛段、扩张段、对照组肠组织中所有血
管内皮细胞均表达ＡＱＰ１（图１，图２）。

·３０１·
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３．在正常结肠及ＨＤ扩张段肠组织黏膜下、肌
间神经丛中，神经节细胞和雪旺细胞 ＡＱＰ１呈阳性
表达（图３，图４）。

４．ＨＤ痉挛段肠组织黏膜下、肌间神经丛中
ＡＱＰ１大多表达阴性（９０．２％），仅少量呈弱阳性表
达（９．８％）（图５，图６）。

! " # $ % &

图１　正常组肠管壁血管内皮细胞ＡＱＰ１阳性表达（×４００）；　图２　ＨＤ痉挛段肠管壁血管内皮细胞 ＡＱＰ１阳性表达（×
２００）；　图３　正常组肠管壁肌间丛间ＡＱＰ１阳性表达（×４００）；　图４　ＨＤ扩张段肠管壁黏膜下丛见ＡＱＰ１阳性表达（×
２００）；　图５　ＨＤ痉挛段肠管壁黏膜下丛 ＡＱＰ１阳性表达（×４００）；　图６　ＨＤ痉挛段肠管壁肌间丛见 ＡＱＰ１阳性表达
（×２００）
Ｆｉｇ．１　Ｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｎｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：ＡＱＰ—１ｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（×４００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）；　Ｆｉｇ．２　Ｎａｒｒｏｗ
ｓｅｇｍｅｎｔｏｆＨＤｇｒｏｕｐ：ＡＱＰ—１ｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（×２００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）；　Ｆｉｇ．３　Ｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｎｏｆｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ：ＡＱＰ—１ｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎＡｕｅｒｂａｃｈｐｌｅｘｕｓ（×４００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）；　Ｆｉｇ．４　ＤｉｌａｔｅｄｓｅｇｍｅｎｔｏｆＨＤｇｒｏｕｐ：ＡＱＰ—１ｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎ
Ｍｅｉｓｓｎｅｒｐｌｅｘｕｓ（×２００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）；　Ｆｉｇ．５　ＮａｒｒｏｗｓｅｇｍｅｎｔｏｆＨＤｇｒｏｕｐ：ＡＱＰ—１ｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎＭｅｉｓｓｎｅｒｐｌｅｘｕｓ（×４００ｍａｇ
ｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）；　Ｆｉｇ．６　ＮａｒｒｏｗｓｅｇｍｅｎｔｏｆＨＤｇｒｏｕｐ：ＡＱＰ—１ｉｓｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎＡｕｅｒｂａｃｈｐｌｅｘｕｓ（×２００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ）

　　５．选取免疫组化染色后有效图像分析标本各
１２例，ＡＱＰ１在三组肠组织神经丛中的综合评分显
示：狭窄段组（２２４．７８±２３．２４），扩张段组（２３９．４９
±１８．７２），对照组（２９３．４９±２４．６２），Ｆ值：Ｆ＝
３１３６．ＡＱＰ１在正常以及 ＨＤ扩张段结肠肠组织神
经丛明显高于ＨＤ痉挛段肠组织（Ｐ＜０．０１）。

讨　论

先天性肠无神经节细胞症（ａｇａｎｇｌｉｏｎｏｓｉｓ）是临
床表现以便秘为主，病变肠管神经节细胞缺如的一

种消化道发育畸形，又称先天性巨结肠（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌ
ｍａｇａｃｏｌｏｎ；ＨＤｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ′ｓｄｉｓｅａｓｅ）；其发病率约
１／２０００～５０００，男女比例约４∶１，约３０％合并染色
体异常；无神经节细胞症肠壁肌间神经丛中神经节

细胞缺如，是由于胚胎期６～１２周时，外胚层神经嵴
细胞迁移发育过程停顿所致［１］。１９６７年日本 ＯＫＡ
ＭＯＴＯ与ＵＥＤＡ实验证明，神经嵴的神经母细胞从
头端到尾端的方向，移行到消化道壁内，从而形成肌

间神经丛和黏膜下神经丛；整个移行过程停顿越早，

无神经节细胞段越长，因此，探索肠道神经节细胞迁

移停顿的时间节点和影响因素至关重要。

雪旺细胞属于外周胶质细胞的一种，在神经系

统中，胶质细胞扮演许多不同的角色。有些细胞的

主要功能是替神经元提供物理性支持，有些则为神

经元提供养分及氧气，并维持周围液体环境恒定。

亦有胶质细胞可形成髓鞘以维持绝缘的效果、或是

摧毁病原体，并移除死亡的神经元。除此之外，胶质

在神经发育上也扮演了重要角色，可于发育早期导

引神经元的迁移，并分泌可影响轴突及树突生长的

分子，并在突触可塑性和突触发生（ｓｙｎａｐｔｏｇｅｎｅｓｉｓ）
的过程中扮演关键的角色。另外一个显著作用，就

是控制减少细胞体积，允许细胞从胞质中移除过多

的水分，试图维持水平衡，这些显著的水分外排，就

是通过特殊的水通道进行的，叫做ＡＱＰｓ［３］。
目前，在中枢神经系统多见 ＡＱＰｓ的报道，但在

周围神经系统的报道少见，周围神经系统中的ＡＱＰｓ
种类目前尚有争论［４］。ＭａｓａｔｏＮａｇａｈａｍａ在小鼠回
肠的ＥＮＳ中，发现了ＡＱＰ１免疫阳性（ＡＱＰ１—ＩＲ）表
达在一些特殊的神经细胞亚型中；这些ＡＱＰ１—ＩＲ神
经元同时表达神经元性特异标记物 ＨｕＣ／Ｄ，大部分
ＡＱＰ１—ＩＲ神经元表达在肌间丛（Ｍｙｅｎｔｅｒｉｃ丛），但很
少发现于黏膜下丛（Ｓｕｂｍｕｃｏｓａｌ丛）［５］。Ｇａｏ等进一
步在食管中做了 ＡＱＰ１的检测，发现在胶质细胞中
表达，且在胰腺神经丛和食管黏膜下及肌间神经丛

中均呈强阳性表达，而在神经元细胞内则为阴性表

达［６］。

临床实践中，用于 ＨＤ的诊断和鉴别诊断的常
用免疫组化标记包括Ｓ—１００、组织蛋白酶Ｄ等，这些
标记物定位准确，特异性强，特别是在术中快速冰冻

免疫组化法在先天性巨结肠术中诊断及鉴别诊断有

重要的应用价值［７，８］。鉴于ＡＱＰ—１在神经系统的表
达情况，我们以ＨＤ病人的病变肠管做病理研究，结
果发现了类似现象，在正常结肠肠管壁、ＨＤ的扩张
段肠管肌间丛中的神经节细胞以及雪旺细胞可见

ＡＱＰ１强阳性表达，黏膜下丛染色相对较浅；在狭窄
段肠管肌间及黏膜下神经丛均未见雪旺细胞 ＡＱＰ１
阳性表达，提示 ＡＱＰ１在 ＨＤ肠道神经系统的表达
具有差异性，特别是在雪旺细胞中，这点和ＨＤ病变
本身的神经节细胞缺如分布情况相吻合，由此我们
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猜测：ＡＱＰ１的特定部位表达缺失，是否通过影响雪
旺细胞，改变维持神经节细胞发育、迁移的微环境，

从而假设ＡＱＰ１的差异表达与 ＨＤ肠管的神经元迁
移停顿之间具有某种联系。

ＡＱＰ１与细胞转移的现象最初是在小鼠移植黑
色素瘤试验中被证实的。在中枢神经系统，ＡＱＰ１
与恶性胶质瘤的形成及血管再生、代谢都有密切的

联系［４，９，１０］。但是ＡＱＰ是如何促进细胞迁移的分子
机制尚不明确，２００８年 Ｐａｐａｄｏｐｏｕｌｏｓ等提出了两种
理论，一是ＡＱＰｓ通过促进边缘细胞的细胞膜前段
突出形成而促使细胞迁移［４，１１］；细胞迁移中 ＡＱＰ１
促进水分通过细胞膜内流，伴随着肌动蛋白的聚合

和离子内流，细胞质浓度增加，形成静水压力的变化

从而导致细胞膜扩张。在这些迁移细胞的前段，可

见ＡＱＰ１极性表达现象，ＡＱＰＳ介导水分的特异性快
速进出，静水压力局部增加，为肌动蛋白的重新聚合

提供空间，促进了迁移细胞的前段突出形成和固定。

ＡＱＰ１在内皮细胞胞膜上极性表达是细胞迁移的重
要机制［１２］。如果没有 ＡＱＰｓ发生细胞前段突出形
成，迁移的过程将很缓慢，因为大多数细胞膜脂质双

层结构对水是中等通透的［１３，１４］。第二种理论，细胞

的迁移通过快速改变细胞形状以及体积来实现，

ＡＱＰｓ通过调控细胞体积的变化来影响细胞迁移，不
需要依赖肌动蛋白［１１］。理论上水分子进出细胞前

后边缘的比例不同，足以产生驱动细胞朝着低渗透

压移动的力量，不需要借助肌动蛋白［１３，１５］。

这些研究结果提示，ＡＱＰ依赖的胶质细胞转移
是一种普遍现象，ＡＱＰ１在迁移细胞膜前缘呈极性
表达，和细胞迁移的突出形密切相关［１３，１６］。在 ＥＮＳ
的发育过程中，肠神经元前体细胞到达肠管后再分

化为肠神经元有一个时间差，无论时间的多短，都能

够为嵴源性前体细胞提供与肠道微环境相互作用的

机会，而ＡＱＰｓ可能会通过引导胶质细胞的增值迁
移来调节局部内环境稳态，为肠道局部神经元前提

细胞的生长提供合适的环境，引导神经元前体细胞

的迁移、生长和成熟，从而为解释ＨＤ患者神经元迁
移停顿提供一条新的思路．但是，ＡＱＰ—１在 ＥＮＳ中
的促进神经元前提细胞迁移的上下游效应通路，以

及与其他影响肠神经元生长迁移的细胞因子之间的

相互作用，尚需进一步的研究证据支持。
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