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·论著·

Ｃａｊａｌ间质细胞凋亡在先天性巨结肠症
及其同源病发病中的作用

杨晓锋　李索林　徐伟立　李英超　孙　驰

【摘要】　目的　探讨Ｃａｊａｌ间质细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣｓ）凋亡在先天性巨结肠症（Ｈｉｒ
ｓｃｈｓｐｒｕｎｇ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）及其同源病（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ’ｓａｌｌｉｅｄｄｉｓｅａｓｅ，ＨＡＤ）结肠肌层中的表达及作用。
方法　２０１４年２月至２０１５年２月我们采取腹腔镜手术治疗１５例 ＨＤ和１３例 ＨＡＤ，切取 ＨＤ痉挛段、
移行段及扩张段和ＨＡＤ近端与远端全层肠壁作检验组。另选取１０例正常儿结肠标本作对照组。应用
免疫荧光双标记技术检测不同病变肠管肌层中ＩＣＣｓ分布密度以及ｃａｓｐａｓｅ—３、ｂｃｌ—２表达情况。应用透
射电镜观察不同病变肠管肌层中ＩＣＣｓ超微结构改变。 结果　结肠肌层中ＩＣＣｓ分布密度（个／视野）在
ＨＤ组痉挛段（５８±１１）、移行段（１００±１８）及扩张段（１３１±２１）和 ＨＡＤ组近端（１６５±２４）与远
端肠段（８６±１６），除ＨＡＤ组近端与对照组（１７８±１５）相比差异无统计学意义（Ｐ＞００５）外，其余各
组两两比较均存在明显差异（Ｐ＜００５）；各组中 ｃａｓｐａｓｅ—３阳性 ＩＣＣｓ表达率分别为（７７６±１３８）％、
（５３６±１０２）％、（３１９±８０）％、（２３６±６８）％、（５７２±１２１）％，均明显高于对照组的（６３±
４３）％（Ｐ＜００５）；同时各组中ｂｃｌ—２阳性ＩＣＣｓ表达率分别为（１８３±９３）％、（３１５±７３）％、（４２３±
７９）％、（４８７±６５）％、（３８５±６７）％，与对照组的（６０３±５４）％相比均明显降低（Ｐ＜００５）。ＩＣＣｓ
分布密度与ｃａｓｐａｓｅ—３表达呈负相关（ｒ＝－０９１５，Ｐ＜００１）、与 ｂｃｌ—２表达呈正相关（ｒ＝０．７５４，Ｐ＜
００１）。电镜观察 ＨＤ组、ＨＡＤ组病变肠管均发现 ＩＣＣｓ凋亡样改变。 结论　ＨＤ、ＨＡＤ病变结肠肌层
ＩＣＣｓ分布密度及ｃａｓｐａｓｅ—３、ｂｃｌ—２表达异常，表明ＩＣＣｓ细胞凋亡可能在ＨＤ、ＨＡＤ的发病中发挥重要作
用。
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　　先天性巨结肠症（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ’ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）
及其同源病（Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇ’ｓａｌｌｉｅｄｄｉｓｅａｓｅ，ＨＡＤ）是
临床常见的胃肠动力障碍性疾病。研究证实，胃肠

运动的协调有赖于 Ｃａｊａｌ间质细胞（ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｃｅｌｌｓ
ｏｆＣａｊａｌ，ＩＣＣｓ）的正常作用，而 ＩＣＣｓ异常可能与 ＨＤ
和ＨＡＤ发病有关［１，２］。但其具体机制尚不十分明

确。研究显示ＩＣＣｓ细胞凋亡与许多胃肠道疾病相
关［３］。本文通过检测ＩＣＣｓ在ＨＤ和ＨＡＤ结肠中的
分布及其ｃａｓｐａｓｅ—３、ｂｃｌ—２的表达，以探讨 ＩＣＣｓ细
胞凋亡在ＨＤ和ＨＡＤ中的作用。

材料与方法

一、临床资料

选取河北医科大学第二医院 ２０１４年 ２月至
２０１５年２月经腹腔镜手术治疗的ＨＤ和ＨＡＤ患儿。
所有患儿均为散发型，并经钡剂灌肠、直肠肛管测

压、乙酰胆碱酯酶检测及术后病理组织学检查确诊。

均于术中切取标本，４％甲醛固定；另取 ２ｍｍ×２
ｍｍ×２ｍｍ组织以４％戊二醛固定（４℃）。各组患
儿在性别和年龄组成上比较无统计学意义。

表１　患儿一般资料（例）

分组 ｎ
性别

男 女
年龄（岁）

对照组 １０ ６ ４ １～１３

　　肿瘤 ２

　　回结型肠套叠 ３

　　外伤 ５

ＨＤ组 １５ １２ ３ ０．５～１２

ＨＡＤ组 １３ ８ ５ 　１～１３
　　神经节细胞减少症 ７
　　神经节细胞发育不良症 ４
　　神经节细胞未成熟症 ２

　　二、实验方法
１．主要仪器及试剂：ｃ—ｋｉｔ兔抗人多克隆抗体

（Ｂｉｏｗｏｒｌｄｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）、ｃａｓｐａｓｅ—３鼠抗人多克隆抗
体、ｂｃｌ—２鼠抗人多克隆抗体、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８标记羊

抗兔荧光二抗、ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４标记羊抗鼠荧光二抗
（北京中杉金桥生物技术公司）、ＬＥＩＣＡＲＭ２２３５型
石蜡切片机（德国ＬＥＩＣＡ公司）、Ａｘｉｏ—ＳｅｒｉｅｓＵｐｒｉｇｈｔ
Ｍｉｒｃｒｏｓｃｏｐｅ（ＣａｒｌＺｅｉｓｓＭｉｃｒｏｓｃｏｐｙＧＭｐＨ）、透射电
子显微镜（日本日立公司）。

２．ＩＣＣｓ、ｃａｓｐａｓｅ—３、ｂｃｌ—２的免疫荧光检测：将
固定良好的组织经石蜡包埋后切片（４μｍ），采用免
疫荧光双标记方法进行染色，实验操作均按照试剂

盒说明书进行，荧光显微镜下（２００×）随机选取视
野，观察每组标本中随机１０个视野并计数。
３．ＩＣＣｓ电镜检测：按照电镜取材标准取材后以

４％戊二醛固定切片后行锇酸染色，透射电镜观察
ＩＣＣｓ细胞凋亡。

三、统计学处理

数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分析。不同组间
ＩＣＣｓ分布密度应用单因素方差分析进行比较；不同
组间阳性细胞百分率应用多个样本比较 Ｋｒｕｓｋａｌ—
ＷａｌｌｉｓＨ检验、Ｎｅｍｅｎｙｉ法或单因素方差分析进行比
较；ＩＣＣｓ分布密度与阳性细胞百分率相关性采用直
线相关分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

一、ＩＣＣｓ在各组病变肠管肌层内分布密度比较
荧光显微镜下ＩＣＣｓ呈绿色（图１），分别计数各

组病变肠管肌层内 ＩＣＣｓ分布密度（个／视野）：ＨＤ
组痉挛段５．８±１．１、移行段１０．０±１．８及扩张段
１３．１±２．１；ＨＡＤ组近端 １６．５±２．４、远端 ８．６±
１６；正常对照组１７．８±１．５。结果显示除 ＨＡＤ近
端与对照组相比无差异（Ｐ＝０．０７９，＞０．０５）外，其
余各组较对照组均明显降低，尤以痉挛段为著（Ｐ＜
００１）。同时，ＨＤ组中痉挛段、移行段、扩张段两两
比较也均有差异（Ｐ＜０．０５）；ＨＡＤ组远端也较近端
明显减少（Ｐ＝０．０００２，＜０．０１）。

二、各组间ｃａｓｐａｓｅ—３阳性ＩＣＣｓ百分率比较
ｃａｓｐａｓｅ—３阳性ＩＣＣｓ呈黄色（图２），计数各病变
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肠管肌层内ｃａｓｐａｓｅ—３阳性ＩＣＣｓ百分率，ＨＤ组痉挛
段（７７．６±１３．８）％、移行段（５３．６±１０．２）％、扩张
段（３１．９±８．０）％，ＨＡＤ组近端（２３．６±６．８）％、远
端（５７．２±１２．１）％，正常对照组（６．３±４３）％。
ＨＤ组与 ＨＡＤ组较对照组均升高，尤以痉挛段为著
（Ｐ＜０．０５）；ＨＤ组各段两两比较也有差异（Ｐ＜
００５）；ＨＡＤ组近端与远端比较同样存在差异（Ｐ＜
０．０５）。ｃａｓｐａｓｅ—３阳性ＩＣＣｓ百分率与 ＩＣＣｓ分布密
度呈负相关（ｒ＝－０．９１５，Ｐ＜００１）。

三、各组间ｂｃｌ—２阳性ＩＣＣｓ百分率比较
ｂｃｌ—２阳性 ＩＣＣｓ也呈黄色（图３），分别计数各

病变肠管肌层内 ｂｃｌ—２阳性 ＩＣＣｓ百分率，ＨＤ组痉
挛段（１８．３±９．３）％、移行段（３１．５±７．３）％和扩张

段（４２．３±７．９）％，ＨＡＤ组近端（４８．７±６．５）％和
远端（３８．５±６．７）％，对照组（６０．３±５．４）％。结果
显示ＨＤ组和ＨＡＤ组较对照组均明显降低，以痉挛
段为著（Ｐ＜０．０５）；ＨＤ组中各段两两比较有差异
（Ｐ＜０．０５）；ＨＡＤ组近端与远端比较也存在差异（Ｐ
＜０．０５）。ｂｃｌ—２阳性ＩＣＣｓ百分率与ＩＣＣｓ分布密度
呈正相关（ｒ＝０．７５４，Ｐ＜０．０１）。

四、电镜观察

透射电镜显示，对照组、ＨＤ组及 ＨＡＤ组均可
见ＩＣＣｓ凋亡现象，呈现核染色质浓缩，边集于核膜
下，细胞器数量变少，细胞质出现空泡变性，内含肿

胀的线粒体、内质网或溶酶体（图４）。

!

"
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图１　免疫荧光双标记 （×４００）Ａ和ａ中黄色箭头指示为ｃ—ｋｉｔ标记的ＩＣＣｓ，Ｂ和ｂ中白色箭头指示分别为ｃａｓｐａｓｅ—３阳性
和ｂｃｌ—２阳性细胞，Ｃ和ｃ为合成图，其中红色箭头指示分别为ｃａｓｐａｓｅ—３阳性和ｂｃｌ—２阳性ＩＣＣｓ；　图２　ｃａｓｐａｓｅ—３阳性
ＩＣＣｓ在各组中分布（×２００），ａ对照组，ｂ痉挛段，ｃ移行段、ｄ扩张段，ｅ近端，ｆ远端，图中黄色箭头指示为 ｃａｓｐａｓｅ—３阳性
ＩＣＣｓ、白色箭头指示为ＩＣＣｓ；　图３　ｂｃｌ—２阳性 ＩＣＣｓ在各组中分布（×２００），ⅰ，对照组；ⅱ，痉挛段；ⅲ，移行段；ⅳ，扩张
段；ⅴ，近端；ⅵ，远端，图中黄色箭头指示为ｂｃｌ—２阳性ＩＣＣｓ、白色箭头指示为ＩＣＣｓ；　图４　ａ中所示ＩＣＣｓ可见明显核染
色质浓缩、边聚（×３５００），ｂ、ｃ、ｄ可见不同倍数下ＩＣＣｓ与ＳＭＣ间关系（箭头），ｅ中可见胞浆空泡化，并可见肿胀的线粒体、
溶酶体（×１５０００）。

讨　论

ＨＤ和ＨＡＤ是一类以结直肠动力障碍为主的
疾病。结直肠运动功能的产生与调节是多种细胞包

括肠神经节细胞、ＩＣＣｓ、平滑肌细胞共同参与、协作
的过程，三者共同构成一个完整的功能元件［４］。

ＩＣＣｓ作为其重要构成，主要功能包括产生和传播慢
波、传递神经递质和电活动［５］。因此，ＩＣＣｓ功能异
常或缺失可导致相关胃肠道疾病的发生与发展。已

有研究证实，ＨＤ病变肠管内 ＩＣＣｓ数目较正常肠管
减少，但其机制尚不明确［２］。

细胞凋亡是由外来因素诱发、基因调控的细胞

自主且有序的程序性死亡过程，是机体自我保护的

重要措施，细胞凋亡过程的增强还是减弱都会导致

相关疾病的发生［６］。细胞凋亡外来诱发因素包括

感染、炎症、高温、中毒等，而 ＨＤ或 ＨＡＤ患儿常因
梗阻而继发结肠炎、感染、局部缺血或坏死、甚至中

毒性休克等并发症［７］，因此这些并发症可成为肠管

相关细胞凋亡的诱发因素。但是，ＩＣＣｓ细胞凋亡在

·１５·
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ＨＤ和 ＨＡＤ中的作用目前国内外尚未见相关报道，
而ｃａｓｐａｓｅ—３和 ｂｃｌ—２分别是细胞凋亡的执行者与
保护者［８］。

本研究免疫荧光双标记结果显示，ＨＤ、ＨＡＤ及
对照组患儿结肠肌层ＩＣＣｓ内均可见ｃａｓｐａｓｅ—３蛋白
的表达，但 ＨＤ和 ＨＡＤ较对照组 ｃａｓｐａｓｅ—３阳性细
胞百分率明显升高，以ＨＤ组痉挛段为著，表明各病
变组肠管内肌层ＩＣＣｓ死亡程序激活程度有所差异。
另外，ＨＤ、ＨＡＤ与对照组 ｂｃｌ—２阳性细胞百分率亦
均有差异，ＨＤ与 ＨＡＤ较对照组均明显降低，尤以
ＨＤ组中痉挛段为著，表明各病变肠管内肌层 ＩＣＣｓ
保护性机制较正常组均有所减弱。细胞凋亡是人体

的自我保护机制，保护和死亡程序的自我平衡是维

持正常功能的基础，若二者失衡便可导致相关疾病

的发生［９］。本研究结果也证实细胞凋亡可能导致

ＩＣＣｓ异常，从而在ＨＤ、ＨＡＤ发病中发挥作用。
已有研究证实细胞转型异常及细胞凋亡是

ＩＣＣｓ异常的两种方式［３］。ＩＣＣｓ是一类来源于间叶
细胞的间质细胞，其产生和维持依赖于 ｋｉｔ的表达，
表达ｋｉｔ阳性的ＩＣＣｓ前体细胞与 ｋｉｔ结合后可转型
活化为ＩＣＣｓ［１０］。当ｋｉｔ信号途径受损或 ｋｉｔ表达降
低时，ＩＣＣｓ转型即会减少或向平滑肌细胞样表型转
换。ＨＤ和ＨＡＤ的基本病理改变为病变肠管神经
节细胞发育异常或缺如，而部分 ｋｉｔ来源于神经节
细胞的分泌，因此神经节细胞异常可导致 ＩＣＣｓ异
常。本研究显示，除 ＨＡＤ近端肠管肌层内 ＩＣＣｓ分
布密度与正常肠管无明显差异外，其余各病变肠管

较对照组均有不同程度减少，这与既往文献报道一

致［２］。且其减少趋势与神经节细胞变化趋势基本

一致。然而，本研究及既往研究均显示不同病变肠

管肌层内ＩＣＣｓ仅表现为数目的减少，在ＨＤ组痉挛
段中未因神经节细胞的完全缺如而零表达。Ｔａｎ
ｉｇｕｃｈｉ等［１０］在ｌｓ／ｌｓ小鼠无神经节细胞的动物模型
中亦观察到ＩＣＣｓ的表达，但数量及分布较正常肠管
不同。同时，解除ｋｉｔ信号通路干扰因素后 ｋｉｔ表达
阳性的ＩＣＣｓ表型可逐渐恢复［１１］。但手术成功的巨

结肠症虽切除全部神经节细胞异常肠管后仍有部分

患儿表现有肠功能障碍，可能与 ＩＣＣｓ异常相关［２］。

同时，本研究中电镜下亦观察到 ＩＣＣｓ发生细胞凋
亡。因此，ＨＤ和ＨＡＤ中ＩＣＣｓ异常不是单纯表型转
换机制异常所致，ＩＣＣｓ自身的改变（细胞凋亡）亦可
能导致ＩＣＣｓ异常。

同时，有学者指出 ＨＤ或 ＨＡＤ的发生继发了
ＩＣＣｓ改变，从而引起肠管的运动障碍，而 ＩＣＣｓ的异

常进一步加重或促进了 ＨＤ或 ＨＡＤ的发展［１２］。本

研究结果显示ＨＡＤ组中远端肠管肌层内ＩＣＣｓ的分
布密度低于近端结肠，与 ＨＤ中移行段及扩张段形
成原因类似，由于远端运动功能障碍导致大便蓄积

引起近端肠管病变，而远端肠管较近端肠管病变时

间较长所致，细胞凋亡可能是其机制之一，但其具体

机制尚待进一步研究证实。
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