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胆道闭锁与肝移植专题·论著·

ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ－１及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在胆道闭锁
肝纤维化中的作用研究

高　婷１　詹江华２　陈　扬１　张爱华２　卫园园１

【摘要】　目的　研究ｃ—Ｊｕｎ氨基末端激酶２（ｃ—ＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ２）、金属蛋白酶组织抑制
剂—１（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，ＴＩＭＰ—１）及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ 在胆道闭锁（ＢＡ）肝组织中的表达情
况及在肝纤维化进程中的作用。　方法　选取胆管扩张症肝活检病例１０例，为胆扩组；ＢＡ肝活检病例
１５例，为ＢＡ组；ＢＡ晚期因肝功能衰竭而行肝移植患者自体肝活检１０例，为肝移植组。采用 ＨＥ染色
观察并评价肝标本纤维化程度；免疫组化染色检测ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在肝组织中的表达；实时
荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ—ＰＣＲ）检测肝组织中ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ基因表达情况。　结
果　①ＨＥ染色：胆扩组偶可见少许纤维细胞增生；ＢＡ组汇管区增宽，纤维组织增生、桥接纤维化现象
普遍，可见假小叶形成；肝移植组汇管区明显增宽，纤维组织增生较重，广泛桥接纤维组织形成，假小叶

显著。②免疫组化：胆扩组ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ表达为弱阳性，ＢＡ组及肝移植组ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１
及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白均在肝细胞、汇管区胆管上皮细胞及血管内皮细胞胞质中阳性表达。③半定量分析：
三组ＪＮＫ２（０１２２±０００８、０１８２±００１７和０１９８±００３３），ＴＩＭＰ—１（０１２３±０００９、０１８５±００１２和
０２０１±００１７）和ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ（０１２６±００１２、０１９４±０００８和０２０８±００３３）表达比较，差异有显著统
计学意义（Ｐ＜０００１）；三组中，ＢＡ组及肝移植组 ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ－１及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ表达明显高于胆扩组（Ｐ
＜００５）；肝移植组 ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白含量与 ＢＡ组比较，差异无统计学意义（Ｐ值均 ＞
００５）。④ｑＲＴ—ＰＣＲ：三组ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅢｍＲＮＡ表达水平比较，差异有统计学意义（０２２１
（０１７）ｖｓ１３９５（１２２）ｖｓ１０９５（１２１），Ｈ＝１７６８６，Ｐ＝０００３；０４３９（０３１）ｖｓ１４０４（０８５）ｖｓ１５７１
（０６６），Ｈ＝２０６４８，Ｐ＝００００；０９１７（００９）ｖｓ１８０２（１３５）ｖｓ１９５７（１３０），Ｈ＝１５５５５，Ｐ＝０００７），ＢＡ
组及肝移植组肝内ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢｍＲＮＡ表达含量比胆扩组高（Ｐ值均小于００１７）。　结
论　ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在ＢＡ患儿随着肝纤维化加重而表达升高，表明其可能参与并促进 ＢＡ
肝纤维化进程。

【关键词】　胆道闭锁；肝硬化；转化生长因子β１；免疫组织化学
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】ＯｂｊｅｃｔｉｖｅＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｃＪｕｎＮｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ（ＪＮＫ２），ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
ｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ—１（ＴＩＭＰ—１）ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｉｎｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｅｌｕｃｉｄａｔｅｔｈｅｉｒｆｕｎｃｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆ
ｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｏｆｂｉｌｉａｒｙａｔｒｅｓｉａ（ＢＡ） ＭｅｔｈｏｄｓＬｉｖｅｒｂｉｏｐｓｙｓｐｅｃｉｍｅｎｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｃｏｎｇｅｎｉｔａｌｂｉｌｉａｒｙ
ｄｉｌａｔａｔｉｏｎ（ＣＢＤｇｒｏｕｐ，ｎ＝１０），ＢＡｌｉｖｅｒｂｉｏｐｓｙ（ＢＡｇｒｏｕｐ，ｎ＝１５），ＢＡｃｈｉｌｄｒｅｎｕｎｄｅｒｇｏｉｎｇｌｉｖｅｒｔｒａｎｓ
ｐｌａｎｔａｔｉｏｎｄｕｅｔｏｌｉｖｅｒｆａｉｌｕｒｅ（ｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｎ＝１０）Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓ
ｕｓｅｄｆｏｒｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓＡｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ—１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｉｎｌｉｖｅｒ
ｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌ－ｔｉｍｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ｑＲＴ
—ＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ－１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ Ｒｅｓｕｌｔｓ①ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ：
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ｈｅａｖｉｅｒ，ｂｒｉｄｇｉｎｇｆｉｂｒｏｓｉｓｇｅｎｅｒａｌｌｙｆｏｒｍｅｄ，ｐｓｅｕｄｏ－ｌｏｂｕｌａｒｗａｓｒｅｍａｒｋａｂｌｅｉｎｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ②
Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ－１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｗｅｒｅｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎＣＢＤ
ｇｒｏｕｐＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ—１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｉｃｃｙｔｏｐｌａｓｍ，ｐｏｒｔａｌａｒｅａ
ｏｆｂｉｌｅｄｕｃｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｉｎＢＡａｎｄｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓＳｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａ
ｎａｌｙｓｉｓ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ—１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｐｒｏｔｅｉｎｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇ
ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（０１２２±０００８ｖｓ０１８２±００１７ｖｓ０１９８±００３３，Ｆ＝７５６８７，Ｐ＝００００；０１２３±０００９ｖｓ
０１８５±００１２ｖｓ０２０１±００１７，Ｆ＝９９４１８，Ｐ＝００００；０１２６±００１２ｖｓ０１９４±０００８ｖｓ０２０８±
００３３，Ｆ＝５４００１，Ｐ＝００００）；ＢＡａｎｄｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎ
ＣＢＤｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）ＮｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｅｘｉｓｔｅｄｉｎｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｂｅｔｗｅｅｎＢＡａｎｄｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞００５）；ｑＲＴ—ＰＣＲ：ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ—１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｈａｄｓｉｇｎｉｆｉ
ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（０２２１（０１７）ｖｓ１３９５（１２２）ｖｓ１０９５（１２１），Ｈ＝１７６８６，ｐ＝
０００３；０４３９（０３１）ｖｓ１４０４（０８５）ｖｓ１５７１（０６６），Ｈ＝２０６４８，Ｐ＝００００；０９１７（００９）ｖｓ１８０２
（１３５）ｖｓ１９５７（１３０），Ｈ＝１５５５５，Ｐ＝０００７）；ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ－１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ ｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｉｎＢＡｇｒｏｕｐａｎｄｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆＣＢＤｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００１７）
ＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ—１ａｎｄＣｏｌｌａｇｅｎⅢ ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｌｉｖｅｒｏｆＢＡｄｕｒｉｎｇｆｉｂｒｏｓｉｓＩｔ
ｈｉｎｔｓｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＪＮＫ２，ＴＩＭＰ—１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｍａｙｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓｉｎＢＡ

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】ＢｉｌｉａｒｙＡｔｒｅｓｉａ；ＬｉｖｅｒＣｉｒｒｈｏｓｉｓ；ＴｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒｂｅｔａ１；Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ

　　胆道闭锁（ｂｉｌｉａｒｙａｔｒｅｓｉａ，ＢＡ）是危及婴幼儿生
命的肝胆系统疾病之一，以肝内外胆管进行性炎症、

纤维性梗阻及胆汁淤积为特点，导致进行性肝纤维

化和肝硬化，是婴幼儿时期肝移植的主要指征［１－２］。

ＢＡ患儿早期行Ｋａｓａｉ手术虽能缓解胆汁淤积症状，
但仍有２／３的患儿肝纤维化继续进展，最终发展成
为肝硬化［３］。有研究证实转化生长因子—β１（ｔｒａｎｓ
ｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ—β１，ＴＧＦ—β１）蛋白能够调节机
体细胞生长、分化、凋亡，ＴＧＦ－β１／Ｓｍａｄｓ促纤维化
通路在 ＢＡ肝纤维化进程中起重要作用［４］；而 ｃ—
Ｊｕｎ氨基末端激酶 ２（ｃＪｕｎＮ— ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，
ＪＮＫ２）对Ｓｍａｄ２／３蛋白磷酸化等起重要作用［５］；有

研究证实基质金属蛋白酶抑制因子－１（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒｓｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ—１，ＴＩＭＰ—１）参与肝纤维化
过程中的组织重塑，与肝纤维化程度密切相关［６］；

而ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ作为ＴＧＦ—β１信号通路产物，已被证实
在动物模型肝纤维化中表达增多［７］。但以上三种蛋

白在ＢＡ肝组织中不同纤维化时期表达情况尚不十
分清晰，本研究旨在检测ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ
三种蛋白在ＢＡ患儿肝组织中的表达情况，并探讨其
在ＢＡ患儿肝纤维化发展过程中的作用机制。

材料与方法

一、标本来源与分组

本研究收集２０１４年１月至２０１６年１０月入住

天津市儿童医院且确诊为胆管扩张症的患儿１０例
（为胆扩组），其中男性４例，女性６例，日龄２４８～
２１２３ｄ，平均（１０３２±５９５）ｄ；ＢＡ患儿１５例（为 ＢＡ
组），其中男性７例，女性８例，日龄１９～９５ｄ，平均
（５４±１８）ｄ。另外收集２０１３年１月至２０１６年１０月
在天津市第一中心医院行肝移植的患儿（均已行

Ｋａｓａｉ手术，后因肝功能衰竭行肝移植）１０例（为肝
移植组），其中男性６例，女性４例，日龄２１９～２１７６
ｄ，平均（１０３３±５１６）ｄ。本实验均通过天津市儿童
医院及天津市第一中心医院伦理委员会审查，且患

儿监护人均签署了知情同意书。

二、主要试剂与仪器

ＴＩＭＰ—１一抗工作液，二抗 （辣根过氧化物酶标
记的羊抗兔聚合物）、３，３－二氨基联苯胺（３，３—ｄｉａ
ｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色试剂盒，均购自北京中杉
金桥生物技术有限公司。ＪＮＫ２一抗（１∶２００），Ｃｏｌ
ｌａｇｅｎⅢ一抗（１∶４００）购自北京博奥生物技术有限公
司。实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ—ＰＣＲ）引
物由北京奥科生物技术有限公司设计及合成，引物

序列见表 ２。主要仪器：ＩＱ５实时定量 ＰＣＲ仪（美
国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司），手执式组织匀浆机（德国 ＩＫＡ
公司）。ＦａｓｔＱｕａｎｔＲＴＫｉｔ（ＷｉｔｈｇＤＮａｓｅ）、ＴＲＩｚｏｌ（天
根生 化 公 司），ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘＰｌｕｓ（ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）。定量分析所用的ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ５０自动分
析系统购自美国 ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司。

三、实验方法

·８２１·
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１组织学检测：将蜡块标本连续４μｍ切片，分
别进行ＨＥ染色及免疫组化染色。①ＨＥ染色。病
理切片经二甲苯脱蜡，梯度乙醇水洗，浸染苏木素５
ｍｉｎ，经酸化伊红乙醇液浸染２ｍｉｎ，梯度乙醇脱水，
透明剂浸泡至透明，中性树胶封片等一系列操作，在

光学显微镜下观察肝组织细胞形态、肝纤维化程度。

②免疫组化染色。病理切片脱蜡至水，枸橼酸盐缓
冲液进行抗原修复１５ｍｉｎ，冷却至室温，ＰＢＳ缓冲
液冲洗５ｍｉｎ×３次，于 ３％ Ｈ２Ｏ２３７℃中孵育 １０
ｍｉｎ，再用ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ×３次，滴加一抗（ＪＮＫ２、
ＴＩＭＰ—１及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ），于冰箱中４℃过夜，次日取
出置于室温，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，加二抗于３７℃下
孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗５ｍｉｎ×３次，经ＤＡＢ显色５～
１０ｍｉｎ，镜下观察染色情况，充分水洗，苏木素液染
核，脱水、透明、中性树胶封片，于低倍镜（×１００）下
观察染色（棕色）区域，高倍镜（×４００）下辨别阳性
细胞种类及表达情况。③ｑＲＴ—ＰＣＲ。术中取各组
患儿肝右叶前缘为实验标本，置无菌 ＥＰ管中储存
在－８０℃冰箱，依照 ＴＲＩｚｏｌ法研磨并提取总 ＲＮＡ，
经反转录后，合成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ反应体系共２０μＬ，
其中包括上、下游引物各０５μＬ，ｃＤＮＡ模版１μＬ，
１０μＬ２×ＳｕｐｅｒＲｅａｌＰｒｅＭｉｘ，无酶水补足到２０μＬ。
９５℃预变性１５ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，５８℃退火２０ｓ，
７２℃延伸３２ｓ，扩增４０个循环。分别测定样本内
参（ＧＡＰＤＨ）、ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ的基因扩
增的Ｃｔ值，每个样本重复３次，取３次结果平均值
为最终Ｃｔ值；ΔＣｔ＝每个基Ｃｔ值—内参Ｃｔ；样本基因
相对定量＝２－ΔＣｔ。

表１　ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ引物序列
Ｔａｂｌｅ１　ＢａｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｑＲＴ—ＰＣＲｆｏｒＪＮＫ２，

ＴＩＭＰ—１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ

基因名称 引物序列（５′→３′）
产物

大小（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ
上游：ＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧＣＡＴＣＴＴＣＴＴ

下游：ＴＴＣＣＣＧＴＴＣＴＣＡＧＣＣＴＴＧＡＣ
２５２

ＪＮＫ２
上游：ＧＣＣＡＡＣＴＧＴＧＡＧＧＡＡＴＴＡＴＧＴＣＧ

下游：ＧＧＴＧＧＴＧＧＧＧＣＴＴＣＴＧＣＴＴ
２４６

ＴＩＭＰ—１
上游：ＣＡＣＣＡＧＡＧＡＡＣＣＣＡＣＣＡＴＧＧＣ
下游：ＣＡＣＴＣＴＧＣＡＧＴＴＴＧＣＡＧＧ

５０９

ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ
上游：ＴＴＧＡＡＧＧＡＧＧＡＴＧＴＴＣＣＣＡＴＣＴ
下游：ＡＣＡＧＡＣＡＣＡＴＡＴＴＴＧＧＣＡＴＧＧＴＴ

８３

　　四、免疫组化结果判断免疫组化阳性标准［８］

１．定性分析：根据染色强度分为无棕黄色（阴
性）、淡棕黄色（弱阳性）、棕黄色 （阳性）、棕褐色

（强阳性）。

２．半定量分析：每张切片于阳性部位处取５个
不同视野１００倍显微镜下图片，经 ＩＰＰ（Ｉｍａｇｅｐｒｏ
ｐｌｕｓ）５０分析图片计算ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ
蛋白的平均光密度值（ＡＯＤ），ＡＯＤ＝肝组织阳性细
胞光密度总和／阳性面积。

五、统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１５０统计软件分析，正态分布的计
量资料用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采
用方差分析，多重比较方差齐性用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法，非
齐性用Ｔａｍｈａｎｅ法；非正态分布的计量资料用中位
数及四分位数间距［Ｍ（ＩＱＲ）］表示，多组间比较使
用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ检验，多重比较用 Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法
进行显著性水平校正。Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。

结　果

一、ＨＥ染色结果
胆扩组肝组织标本中可见少许纤维细胞增生、

少量炎症细胞；ＢＡ组肝组织标本中可见肝细胞变
性，偶有坏死，炎细胞大量增生，汇管区增宽，纤维组

织增生、桥接纤维化普遍，有假小叶形成；肝移植组

肝组织标本中肝细胞严重变形、坏死，汇管区增宽显

著，纤维组织增生较重，广泛桥接纤维化，假小叶明

显（见图１）。
二、免疫组化定性分析结果

ＪＮＫ２蛋白：在三组肝组织标本的肝细胞、血管
内皮细胞及汇管区胆管上皮细胞胞质中均有表达，

在胆扩组表达呈弱阳性，在 ＢＡ组和肝移植组表达
呈阳性（图２Ａ～Ｃ）；ＴＩＭＰ—１蛋白：在胆扩组肝组织
标本的肝细胞、汇管区胆管上皮细胞及血管内皮细

胞胞质中呈弱阳性表达；在 ＢＡ组及肝移植组肝组
织标本的肝细胞、汇管区胆管上皮细胞及血管内皮

细胞胞质中呈阳性表达（图 ３Ａ～Ｃ）；ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋
白：在胆扩组肝组织标本中，仅在血管内皮细胞、胆

管上皮细胞及肝细胞胞质中有弱阳性表达，而 ＢＡ
组及肝移植组在以上细胞胞质中呈阳性表达（图

３Ｄ～Ｆ）。
三、三种蛋白免疫组化半定量分析结果

ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白在三组间的表
达差异有统计学意义（Ｐ＜００５），两两比较发现ＢＡ
组和肝移植组肝组织标本中ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１和Ｃｏｌｌａ
ｇｅｎⅢ蛋白表达水平均高于胆扩组（Ｐ＜００５），但
ＢＡ组与肝移植组比较差异无统计学意义（Ｐ＞

·９２１·
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图１　各组肝组织标本肝纤维化程度比较 （ＨＥ，×１００），Ａ：胆扩组；Ｂ：ＢＡ组；Ｃ：肝移植组。黄色箭头表示肝细胞空泡样变；
　图２　ＪＮＫ２在三组肝脏组织标本中的表达情况（ＩＨＣ，×１００），Ａ：ＪＮＫ２在胆扩组的表达；Ｂ：ＪＮＫ２在ＢＡ组的表达；Ｃ：ＪＮＫ２
在肝移植组的表达。黄色箭头为胆管上皮细胞、红色箭头为血管内皮细胞、绿色箭头为肝细胞；　图３　ＴＩＭＰ—１及Ｃｏｌｌａｇｅｎ
Ⅲ在三组肝脏组织标本中的表达情况（ＩＨＣ，×１００），Ａ：ＴＩＭＰ—１在胆扩组中的表达；Ｂ：ＴＩＭＰ—１在ＢＡ组的表达；Ｃ：ＴＩＭＰ—１在
肝移植组的表达；Ｄ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在胆扩组的表达；Ｅ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在ＢＡ组的表达；Ｆ：ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在肝移植组的表达。黄色箭头为
胆管上皮细胞、红色箭头为血管内皮细胞、绿色箭头为肝细胞

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｉｂｒｏｓｉｓｅｘｔｅｎｔｏｆｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓａｍｏｎｇｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ，×１００）；　Ｆｉｇ．２　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ
ｏｆＪＮＫ２ｉｎｈｅｐａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ＩＨＣ，×１００）；　Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＴＩＭＰ－１ａｎｄＣｏｌｌａｇｅｎⅢｉｎｔｈｅｌｉｖ
ｅｒｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ＩＨＣ，×１００）

００５），见表２。
表２　三组患儿肝内ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ蛋白半定

量表达

Ｔａｂｌｅ２　 Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｉｎｔｒａｈｅｐａｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ＪＮＫ２，ＴＩＭＰ—１ａｎｄｃｏｌｌａｇｅｎⅢ ｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

分组 ＪＮＫ２ ＴＩＭＰ—１ ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ

胆扩组（ｎ＝１０） ０１２２±０００８　 ０１２３±０００９　 ０１２６±００１２　

ＢＡ组（ｎ＝１５） ０１８２±００１７ａ０１８５±００１２ａ０１９４±０００８ａ

移植组（ｎ＝１０） ０１９５±００３３ａ０２０１±００１７ａ０２０８±００３３ａ

Ｆ值 　７５６８７ 　９９４１８ 　５４００１

Ｐ值 ＜０００１　 ＜０００１　 ＜０００１　

　　注：ａ，与胆扩组比较，Ｐ＜００５

　　四、肝脏组织标本中ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１和Ｃｏｌｌａｇｅｎ
ⅢｍＲＮＡ表达水平比较

ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１和ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在三组间比较差异
有统计学意义（Ｐ＜００５），两两比较发现 ＢＡ组及
肝移植组肝组织标本中表达水平高于胆扩组（Ｐ＜
００１７），见表３。
表３　三组患儿中 ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１，ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ ｍＲＮＡ相

对含量比较［Ｍ（ＩＱＲ）］
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＪＮＫ２ｅｔｃｍＲ

ＮＡｂｅｔｗｅｅｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓＭ［（ＩＱＲ）］

分组 ｎ ＪＮＫ２ｍＲＮＡ ＴＩＭＰ—１ｍＲＮＡ ＣｏｌｌａｇｅｎⅢｍＲＮＡ

胆扩组 １０ ０２２１（０１７） ０４３９（０３１） ０９１７（００９）

ＢＡ组 １５ １３９５（１２２）ａ １４０４（０８５）ａ １８０２（１３５）ａ

移植组 １０ １０９５（１２１）ａ １５７１（０６６）ａ １９５７（１３０）ａ

Ｈ值 １７６８６ 　２０６４８ １５５５５

Ｐ值 　０００３ ＜０００１ 　０００７

　　注：ａ，与胆扩组比较，Ｐ＜００１７

讨　论

ＢＡ患儿以肝内外胆管梗阻，肝脏进行性炎症
及纤维化为主要病理特征，早期行 Ｋａｓａｉ手术可改
善胆汁淤积，但不能终止其纤维化进程［９］。已有实

验研究证实ＴＧＦ—β１信号通路在 ＢＡ肝纤维化过程
中起促进作用。在 ＢＡ肝纤维化进程中，肝脏内
ＴＧＦ—β１信号通路经各种因子刺激下被激活，进而
诱导肝细胞细胞质内的Ｓｍａｄ２／３磷酸化，生成磷酸
化—Ｓｍａｄ２／３（ｐ—Ｓｍａｄ２／３），ｐ—Ｓｍａｄ２／３与 Ｓｍａｄ４
形成络合物，并向细胞核内移动，启动细胞外基质蛋

白基因转录，促进肝纤维化进程［２，１０－１１］。ＪＮＫ２、
ＴＩＭＰ—１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ作为ＴＧＦ—β１信号通路的调节
蛋白及产物，在肝纤维化中的作用已有研究［５－７］。

但其在ＢＡ患儿肝脏中的表达情况尚未见报道。本
研究通过从蛋白水平及基因水平检测 ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—

１及ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在 ＢＡ肝内表达情况，探讨这几种因
子在ＢＡ肝纤维化进展的作用。

一、ＪＮＫ２主要参与ＴＧＦ—β１信号通路相关蛋白
磷酸化及核易位过程，进而促进肝纤维化进程。

ＪＮＫ２是丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）信号通路中的不同亚型，Ｊｉａｎｇ
Ｙ等研究结果显示ＭＡＰＫ信号蛋白抑制剂通过阻断
Ｓｍａｄ２／３磷酸化及ｐ—Ｓｍａｄ２／３与Ｓｍａｄ４核易位，
阻断Ｓｍａｄ２／３／４复合物形成，进而导致血浆纤溶酶
原激活物抑制剂—１（Ｐｌａｓｍａｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｏｒｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ—１，ＰＡＩχ２１）蛋白及 ｍＲＮＡ表达降低，提示
ＪＮＫ２信号蛋白参与并促进肝纤维化进程［１２］。ｐ３８、

·０３１·
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ＥＲＫ１／２蛋白在ＢＡ肝纤维化中的作用，已在前期研
究中得到证实［１３］。本研究结果显示，ＪＮＫ２在 ＢＡ
患儿肝脏组织中肝细胞、汇管区血管内皮细胞及胆

管上皮细胞胞质等中阳性表达，其表达水平较对照

组明显增高，ＢＡ组 ＪＮＫ２免疫组化半定量及 ｍＲＮＡ
表达量均较对照组高，提示其可能在 ＢＡ肝纤维化
进程中起促进作用。

二、ＴＩＭＰ—１参与ＢＡ肝纤维化过程中的的组织
重塑过程

ＴＩＭＰ—１由活化的肝星状细胞产生，其通过抑制
基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）
和通过抗细胞凋亡和增殖来影响 ＭＭＰ之间的相互
作用，具体通过促进可溶性 ＭＭＰ与膜结合位点之
间的相互作用，使可溶性 ＭＭＰ在细胞—基质界面活

化，进而使细胞通过基质迁移，活化的 ＭＭＰ通过降
解正常肝脏基质和抑制积累的纤维状胶原蛋白降

解，来促进肝纤维化［６，１４］。已有研究证实，在终末期

肝硬化患者中，ＴＩＭＰ—１基因表达和血清水平上
调［１５］。而其在ＢＡ肝组织中的表达及与 Ｋａｓａｉ术后
肝纤维化进展的关系则有不同观点。本研究结果证

实，其在ＢＡ患儿肝脏组织标本中肝细胞胞质、汇管
区血管内皮细胞胞质及胆管上皮细胞等呈阳性表

达，其表达水平较对照组明显增高，ＴＩＭＰ—１ｍＲＮＡ
表达量也较对照组高。这些实验结果表明ＴＩＭＰ－１
可能通过抑制 ＭＭＰ—９等及影响 ＭＭＰ之间相互作
用，进而有助于肝脏组织肝纤维化过程中组织重塑

过程，并加速ＢＡ肝纤维化进程。
三、ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ作为ＴＧＦ—β１信号通路产物，与

ＢＡ肝纤维化形成直接相关
在ＢＡ肝纤维化进展中，肝星状细胞具有关键

作用，当肝组织受损后，在各种细胞因子及炎症因子

作用下，激活ＴＧＦ—β１信号通路，最终使肝星形细胞
转换成肌成纤维细胞，使富含胶原蛋白的细胞外基

质过量沉积如Ｃｏｌｌａｇｅｎ，发生肝纤维化［１６］。ＳｆｅｒｒａＲ
通过动物模型证实在肝纤维化过程中，α—平滑肌肌

动蛋白、ＣｏｌｌａｇｅｎＩ—Ⅲ和结缔组织生长因子的表达增
加，同时伴随着 ａｖβ６、ＴＧＦβ１、Ｓｍａｄ３等表达上
调［７］。ＳｕｏｍｉｎｅｎＪＳ等研究证实 ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ在 ＢＡ肝
组织中表达较对照组高，且 Ｋａｓａｉ手术时表达量少
的自体肝生存率较表达高者预后好［１７］。而对于

ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在 ＢＡ的作用目前未见文献报道。本实
验结果显示，在胆扩组肝组织标本中仅在血管内皮

细胞、胆管上皮细胞及肝细胞胞质中有弱阳性表达；

在ＢＡ组及肝移植组肝组织标本中，以上细胞胞质

中呈阳性表达，且ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在ＢＡ组及肝移植组无
论在蛋白水平还是基因水平表达均高于胆扩组。由

此表明ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ作为ＴＧＦ—β１信号通路产物，在肝
纤维化进程中，可能随着肝纤维化严重程度增加而

持续增多，说明其在肝纤维化后期加速肝硬化进程。

综上所述，ＴＧＦ—β１在ＢＡ患儿肝纤维化中起促
进作用，在肝纤维化早期阶段其促进作用大于晚期

肝硬化阶段。另外，ＪＮＫ２、ＴＩＭＰ—１及 ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ在
肝纤维化过程中表达明显增高，ＪＮＫ２可通过影响
ＴＧＦ—β１信号通路蛋白磷酸化及核易位进而促进肝
纤维化进程；而 ＴＩＭＰ—１则有利于肝脏组织肝纤维
化过程中组织重塑，促进肝纤维化进展；ＣｏｌｌａｇｅｎⅢ
作为ＴＧＦ—β１信号通路产物细胞外基质的组成部分
之一，尤其是在肝硬化时期，对肝纤维化进程起直接

作用。以上几种蛋白对ＢＡ肝纤维化不同时期都有
相应的促进作用，在将来的研究中，是否可以通过相

关抑制实验来终止或是延缓肝纤维化进程，还有待

更进一步通过建立ＢＡ小鼠慢性纤维化模型行体外
抑制实验来进一步研究。
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