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【摘要】 　 目的　 观察Ⅰ型小肠闭锁肠腔隔膜组织黏膜 β干扰素 ＴＩＲ结构域衔接蛋白（ＴＩＲｄｏｍａｉｎ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ａｄａｐｔｅｒｉｎｄｕｃｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎβ，ＴＲＩＦ）、肿瘤坏死因子受体相关因子蛋白 ３（ ｔｕｍｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄ ｆａｃｔｏｒ，ＴＲＡＦ３）、干扰素β（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｂｅｔａ，ＩＦＮβ）和 干扰素λ１（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ λ１，ＩＦＮλ１）分子的表达特
征，探索胚胎期 Ｔｏｌｌ样受体 ４（ ｔｏｌｌ ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４，ＴＬＲ４） ＴＲＩＦ非依赖性信号通路与肠管再通过程的相关
性。 　 方法　 采用免疫组化技术观察和比较新生儿正常肠壁和Ⅰ型肠闭锁隔膜组织黏膜层内 ＴＲＩＦ通
路内重要分子的表达特征。 收集 １６ 例患儿组织标本（解放军总医院儿科医学部 １ 例，首都儿科研究所
１ 例，河北医科大学第二医院 ６ 例，哈尔滨市儿童医院 ５ 例，长春市儿童医院 ３ 例），均为术中证实的Ⅰ
型肠闭锁隔膜组织，为隔膜组；以同一患儿术中行肠切除、肠吻合过程中钳取收集的正常肠壁组织为对

照组。 患儿手术年龄为出生后 １ ～ ３ ｄ，其中空肠闭锁 １３ 例（男 ５ 例，女 ８ 例），回肠闭锁 ３ 例（男 １ 例，女
２ 例）。 将组织标本转入快速组织处理系统进行组织标本连续切片。 采用常规 ＨＥ 染色进行定位，隔膜
组和对照组各 １６ 例，每个病例染色后随机取 ４ 个视野（非肌肉区域），应用图像分析软件 Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ
６． ０ 测量积分光密度（ ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ ，ＩＯＤ）和面积（Ａｒｅａ），并计算出平均吸光度（Ａ） （ＯＤ）。
ＯＤ ＝ ＩＯＤ ／ Ａｒｅａ。 采用 ｔ检验和双盲法分析免疫组化平均光密度。 　 结果　 新生儿正常肠壁组织黏膜层
的 ＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ３、ＩＦＮβ和 ＩＦＮλ１的分子表达不明显或低表达，在隔膜组织黏膜层表达显著。 半定量分析
结果显示，ＴＬＲ４、ＭｙＤ８８、ＴＲＡＦ６和 ＩＲＡＫ４分子在隔膜组织黏膜层表达比新生儿正常肠壁黏膜层多，二者
差异有统计学意义（隔膜组织分别为 ０． ６ ３１６ ± ０． ０ ２６８，０． ５ ０６６ ± ０． ０ ３７８，０． ６ ０９１ ± ０． ０ ２７０，０． ３ ８４１ ±
０． ０ ６１０，正常肠壁分别为 ０． ４ ３３３ ± ０． ０ ４０９，０． ３ ７５８ ± ０． ０ ３６５，０． ４ １０８ ± ０． ０ ２６３，０． ２ １０８ ± ０． ０ ５７３，Ｐ
值分别为 ０． ０ ０４２，０． ０ ３６０，０． ０ ０５７，０． ０ １３７。 　 结论　 ＴＬＲ４ ／ ＭｙＤ８８ 信号通路参与了Ⅰ型肠闭锁隔膜
组织的形成或发展。
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０． ０ ３６５，０． ４ １０８ ± ０． ０ ２６３，０． ２ １０８ ± ０． ０ ５７３，ｐ ｖａｌｕｅ ｐｏｉｎｔ ｒａｔｉｏ ０． ００４２，０． ０ ３６０，０． ０ ０５７，０． ０ １３７） ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＴＬＲ４ ／ ＴＲＩＦ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｅｐｔｕｍ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎ ｔｙｐｅ Ｉ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｔｒｅｓｉａ ｄｕｒｉｎｇ ｆｅｔａｌ ｐｅｒｉｏｄ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ａｔｒｅｓｉａ， Ｅｔｉｏｌｏｇｙ； Ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ Ａｔｒｅｓｉａ， Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ； Ｓｅｐｔｕｍ； Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ； Ｔｏｌｌ
ｌｉｋｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｐａｔｈｗａｙ

Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍ：Ｂｅｉｊｉｎ Ｍｕｎｉｃｉｐａｌ Ｎａｔｕｒｕｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ（７２２２０１５）
ＤＯＩ：１０． ３７６０ ／ ｃｍａ． ｊ． ｃｎ１０１７８５ —２０２１０８０７５ —０１５

　 　 小肠闭锁是先天性消化道畸形的常见类型和
新生儿肠梗阻常见原因，确切发病机制目前尚不清

楚。 已有研究显示肠壁组织黏膜层高表达促炎症

因子，包括肿瘤坏死因子（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒａｌ
ｐｈａ，ＴＮＦα），可进一步诱导巨噬细胞炎症因子蛋白
（ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｐｒｏｔｅｉｎａｌｐｈａ，ＭＩＰα）的表
达，通过配体介导树突状细胞进行抗原呈递和效应

性 ／记忆性 Ｔ ／ Ｂ 淋巴细胞再进行免疫应答与调
控［１ － ２］ 。 由于炎症调控异常伴随胚胎或新生儿组织

结构发生过程，影响组织代谢和凋亡，提示促使

ＴＮＦα上调表达的上游分子信号通路可能引起炎症
－凋亡平衡调控异常，从而导致隔膜组织胚胎期残
留液泡的发育和形成。 此前本课题组已观察和描

述了Ⅰ型肠闭锁肠隔膜组织内胚胎期残留液泡的
形态［３］ 。 在此基础上证实隔膜组织内 Ｔｏｌｌ 样信号
通路（Ｔｏｌｌｌｉｋｅ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｐａｔｈｗａｙ，ＴＬＲｓ）中
ＴＬＲ４ 分子高表达，通过与ＭｙＤ８８ 分子结合诱导 ＩκＢ
磷酸化，并促使炎症蛋白因子转录和表达，即上游

ＴＬＲ４ＭｙＤ８８ 依赖性途径参与了信号转导和调控下
游炎症信号通路，从而引起胚胎期隔膜组织黏膜层

炎症反应的激活［４］ 。

与其他 ＴＬＲｓ 家族成员不同的是，ＴＬＲ４ 可以同
时调控 ＭｙＤ８８ 依赖性途径或 ＭｙＤ８８ 非依赖性途
径，实施信号转导和调控下游信号通路，并通过连

接蛋白及其远端调控分子的调控引起免疫应答和

凋亡。 本研究在前续 ＴＬＲ４ＭｙＤ８８ 依赖性途径基础
上，采用免疫组织化学技术观察Ⅰ型小肠闭锁肠腔
隔膜组织黏膜层内 ＴＬＲ４ ／ ＴＲＩＦ信号通路（即 ＭｙＤ８８
非依赖性途径）分子表达特征，探索胚胎期 ＴＲＬ４
ＴＲＩＦ依赖性信号通路与肠管再通的相关性。

资料与方法

一、实验材料

双蒸水和三氯化铁溶液自行配置。 磷酸盐缓

冲液，多聚甲醛和枸橼酸盐溶液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国），不
同浓度酒精溶液（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，中国）。 一抗见表 １。 山
羊抗兔 ＩｇＧ 和大鼠抗小鼠 ＩｇＧ （ Ｂｉｏｗｏｒｌｄ，美国），
ＤＡＢ检测试剂盒（中杉金桥，中国）用于免疫组织化
学检查。 Ｈ＆Ｅ 染色溶液（购于 Ｓｉｇｍａ，美国）购自
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Ｓｉｇｍａ（美国），用于组织学形态研究。 组织标本固
定专用容器，快速组织处理系统（ＨＴ —３１００，山东骏
腾），金属包埋模具，石蜡包埋平台，切片机，染色平

台。 显微镜及影像系统（Ｏｌｙｍｐｕｓ ＳＺＸ７，Ｎｉｋｏｎ，Ｅ
ｃｌｉｐｓｅ Ｅ６００，日本）用于观察和拍摄。

表 １　 本研究所用单 ／多克隆抗体
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｉｎｇｌｅ ／ ｐｏｌｙｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ
表达靶点 抗体名称 稀释倍数 宿主 来源

肠上皮细胞膜表

面和胞浆
ＡｎｔｉＴＲＩＦ １ ∶ ２００ 兔 Ａｂｃａｍ

肠上皮细胞浆 ＡｎｔｉＴＲＡＦ３ １ ∶ ２００ 兔 Ａｂｃａｍ

肠上皮细胞胞浆

或核浆
ＡｎｔｉＩＦＮβ １ ∶ ３００ 兔 Ａｂｃａｍ

肠上皮细胞胞浆

或核浆
Ａｎｔｉ ＩＦＮλ１ １ ∶ ５００ 兔 Ａｂｃａｍ

　 　 二、组织标本获取和处理
所有研究程序和组织标本均遵循知情同意原

则，经解放军总医院儿科医学部、解放军总医院第

七医学中心伦理学委员会批准（２０２２ — １６９）。 患儿
均采取常规开放手术，术中找到闭锁部位，于肠管

近端扩张与远端狭窄交界处用刀片划开肠壁，暴露

其内隔膜组织，采用组织剪贴壁完整剪取隔膜组

织，放入包埋篮浸入 ４％多聚甲醛溶液，２４ ｈ 后转入
７０％酒精溶液内。 收集 １６ 例患儿组织标本（解放
军总医院第七医学中心八一儿童医院 １ 例，首都儿
科研究所 １ 例，河北医科大学第二医院 ６ 例，哈尔滨
市儿童医院 ５ 例，长春市儿童医院 ３ 例），均为术中
证实的Ⅰ型肠闭锁隔膜组织。 患儿手术年龄为出
生后 １ ～ ３ ｄ，其中空肠闭锁 １３ 例（男 ５ 例，女 ８ 例），
回肠闭锁 ３ 例（男 １ 例，女 ２ 例）。 组织标本转入快
速组织处理系统进行脱水、透明、浸蜡后备用。 本

研究采用免疫组化技术观察和比较新生儿正常肠

壁和Ⅰ型肠闭锁隔膜组织黏膜层内 ＴＲＩＦ 通路内重
要分子的表达特征。

三、免疫组织化学染色

连续切片（切片厚度为 ４ μｍ），室温放置 ５ ｍｉｎ
待切片恢复室温并干燥。 ＰＢＳ 清洗 ３ 次（每次
５ ｍｉｎ）。 ３％ Ｈ２Ｏ２阻断内源性过氧化物酶室温孵育
１０ ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗，山羊血清封闭非特异性抗原室温
孵育 ３０ ｍｉｎ，弃血清后直接加一抗（稀释浓度见表
１），于 ４℃冰箱内孵育过夜。 第 ２ 天室温下复温 ２０
ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗后加二抗（生物素标记的山羊抗兔
ＩｇＧ）室温孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗后滴加辣根酶标记
链霉素工作液，室温孵育 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 清洗后滴加

ＤＡＢ液显色。 苏木素复染后用 ０． １％盐酸分化，２％
氨水返蓝。 最后切片经梯度酒精脱水、二甲苯透明

后中性树胶封固，显微镜下观察。

四、半定量表达分析

采用双盲法进行免疫组化半定量表达分析。

普通光学显微镜下放大 ２００ 倍，棕黄色颗粒为阳性
蛋白表达，隔膜组和正常对照组每组 １６ 例，每例染
色随机取 ４个视野（非肌肉区域），应用图像分析软件
Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６． ０ 测量积分光密度（ ＩＯＤ）和面积
（Ａｒｅａ）并计算出平均吸光度（Ａ）（ＯＤ）。 ＯＤ ＝ ＩＯＤ ／
Ａｒｅａ。

五、统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １８． ０ 处理数据，用 Ｐｒｉｓｍ６． ０ 作图，用
Ｉｍａｇｅ ｐｒｏ ｐｌｕｓ 分析免疫组化平均光密度。 计量资
料用 ｘ ± ｓ表示，两组间均数比较采用独立样本 ｔ 检
验，Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

结　 果

正常肠壁黏膜层腺体内干扰素 β 抗体（ ｉｎｔｅｒｆｅｒ
ｏｎβ，ＴＲＩＦ）分子低表达，腺体外组织内 ＴＲＩＦ 分子
散在表达，量微；隔膜组织黏膜层内未见典型腺体，

黏膜绒毛倒伏，杯状细胞内未见 ＴＲＩＦ 分子表达，组
织间隙内 ＴＲＩＦ 分子表达明显，与正常新生儿肠壁
黏膜层比较，隔膜组织黏膜层 ＴＲＩＦ 分子表达显著
（图 １）。 进一步观察 ＴＲＡＦ３ 分子的表达特征，在正
常肠壁内，ＴＲＡＦ３ 分子表达特征同 ＴＲＩＦ 分子，隔膜
组织黏膜层内 ＴＲＡＦ３ 分子表达显著（图 ２）。

　 　 注 　 Ａ：正常肠壁，ＨＥ 染色， × ４０； Ｂ：隔膜组织，ＨＥ 染色，
× ２００

图 １　 Ⅰ型肠闭锁隔膜组织中 ＴＲＩＦ的表达
Ｆｉｇ． １　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＩＦ ｉｎ ｄｉａｐｈｒａｇｍａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ

ｔｙｐｅ Ⅰ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｔｒｅｓｉａ
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　 　 注 　 Ａ：正常肠壁，ＨＥ 染色， × ４０； Ｂ：隔膜组织，ＨＥ 染色，
× ２００

图 ２　 Ⅰ型肠闭锁隔膜组织 ＴＲＡＦ３ 表达
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＡＦ３ ｉｎ ｄｉａｐｈｒａｇｍａｔｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ

ｔｙｐｅ Ⅰ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｔｒｅｓｉａ

　 　 由于 ＴＲＩＦ通路激活最终将介导核内转录和表
达干扰素（ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ，ＩＦＮ）分子，因此我们进一步检
测两种组织内 ＩＦＮβ 和 ＩＦＮλ１ 的表达特征。 隔膜
组织黏膜层 ＩＦＮβ 和 ＩＦＮλ１ 分子表达较正常新生
儿肠壁黏膜层显著（图 ３、图 ４）。 采用半定量检测
进一步证实，ＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ３、ＩＦＮβ 和 ＩＦＮλ１ 分子在
隔膜组织黏膜层表达增多，见表 ２。

　 　 注 　 Ａ：正常肠壁，ＨＥ 染色， × ４０； Ｂ：隔膜组织，ＨＥ 染色，
× ２００

图 ３　 Ⅰ型肠闭锁隔膜组织 ＩＦＮβ表达
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮβ ｉｎ ｔｙｐｅ Ⅰｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｔｒｅｓｉａ ｄｉａｐｈｒａｇｍ

　 　 注 　 Ａ：正常肠壁，ＨＥ 染色， × ４０； Ｂ：隔膜组织，ＨＥ 染色，
× ２００

图 ４　 Ⅰ型肠闭锁隔膜组织 ＩＦＮλ１ 表达
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＮλ１ ｉｎ ｔｙｐｅ Ⅰ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｔｒｅｓｉａ ｄｉａｐｈｒａｇｍ

讨　 论

胚胎肠管充实期的再通障碍是解释小肠闭锁

病因的假说之一。 该学说认为：胚胎发育第 ５ 周时
胚胎肠管已形成一个贯通的管腔，随后肠管上皮细

胞增殖形成上皮栓（ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｐｌｕｇ）导致管腔阻塞，
形成暂时性充实期；胚胎第 ６ ～ ７ 周时闭塞管腔内出
现很多胚胎液泡，并逐步扩大、融合；至胚胎第 １２ 周
时肠腔再贯通，形成真正意义的肠道管腔［５ － ６］ 。 而

发生在胚胎 ８ ～ １２ 周的各种原因所致的再通停止或
管腔再通不全，形成闭锁或狭窄［７ － ８］ 。 前期研究中

我们已在Ⅰ型肠闭锁，肠隔膜组织内观察到残留液
泡，作为胚胎时期肠腔再通过程发育残迹，对其形

态特征进行描述并为再通障碍学说提供了初步的

组织学依据［３］ 。 目前已有研究显示肠壁组织黏膜

层高表达 ＴＮＦα 等促炎症因子，并可进一步诱导
ＭＩＰα表达，通过配体介导树突状细胞进行抗原呈
递，效应 ／记忆性 Ｔ ／ Ｂ 淋巴细胞再进行免疫应答和
调控［１ － ２］ 。 由于炎症－凋亡调控异常参与了胚胎或
新生儿组织结构的发生，炎症介质异常表达可能导

表 ２　 Ⅰ型肠闭锁隔膜组织与正常肠壁免疫组化半定量检测结果（ｘ ± ｓ）
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ⅰ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ａｔｒｅｓｉａ ｄｉａｐｈｒａｇｍ ｔｉｓｓｕｅ

ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｗａｌｌ（ｘ ± ｓ）
分类 ＴＲＩＦ ＴＲＡＦ３ ＩＦＮβ ＩＦＮλ１

正常肠壁 ０． ４ ３３３ ± ０． ０ ４０９ ０． ３ ７５８ ± ０． ０ ３６５ ０． ４ １０８ ± ０． ０ ２６３ ０． ２ １０８ ± ０． ０ ５７３

隔膜组织 ０． ６ ３１６ ± ０． ０ ２６８ ０． ５ ０６６ ± ０． ０ ３７８ ０． ６ ０９１ ± ０． ０ ２７０ ０． ３ ８４１ ± ０． ０ ６１０

统计量 １６． ２２１ ９． ９５７ ２１． ０４４ ８． ２８３

Ｐ值 ０． ００４ ０． ０３６ ０． ００６ ０． ０１４

　 　 注　 ＴＲＩＦ：ＴＩＲ结构域衔接蛋白； ＴＲＡＦ３：肿瘤坏死因子受体相关因子蛋白 ３； ＩＦＮβ：干扰素β； ＩＦＮλ１：干扰素λ１



·184· 临床小儿外科杂志 2023 年 2 月第 22 卷第 2 期    J Clin Ped Sur,  February 2023, Vol.22, No.2

致胚胎闭塞管腔内液泡凋亡的延迟甚至停滞，从而

导致残留液泡发生和隔膜组织形成［９］ 。 因此促使

ＴＮＦα表达上调的上游炎症信号通路调控异常可能
参与了隔膜组织胚胎期残留液泡的发育和形成。

ＴＬＲｓ是介导天然免疫的信号通路，在免疫应答
及炎性反应中起关键作用。 ＴＬＲｓ 不仅和感染性疾
病相关，而且和一些炎性或自身免疫应答异常性疾

病相关。 已有研究显示肠上皮细胞 ＴＬＲｓ 信号通路
激活在促炎反应中发挥关键作用［１０ － １１］ 。 前续课题

组发现隔膜组织黏膜层 ＴＬＲｓ中 ＴＬＲ４ 分子高表达，
通过与 ＭｙＤ８８ 分子结合诱导 ＩＢ 磷酸化，并促使炎
症蛋白因子转录和表达［４］ 。 这也证实 ＴＬＲ４ＭｙＤ８８
依赖性途径参与了胚胎期隔膜组织黏膜层炎症反

应的激活。 ＴＬＲ４ 分子可同时调控 ＭｙＤ８８ 依赖性途
径或 ＭｙＤ８８ 非依赖性途径，实施信号转导和调控下
游信号，通过不同的桥接蛋白 Ｍａｌ 和 ＴＲＡＭ 介导远
端调控分子的调控，引起免疫应答和凋亡［１２ － １３］ 。 本

研究结果显示，隔膜组织黏膜层较正常肠壁黏膜层

ＴＲＩＦ、ＴＲＡＦ３、ＩＦＮβ和 ＩＦＮλ１ 均高表达，结合此前
隔膜组织黏膜层 ＴＬＲ４ 高表达，提示 ＴＬＲ４ ／ ＴＲＩＦ 信
号通路参与了Ⅰ型小肠闭锁肠腔隔膜组织黏膜层
内炎症反应的激活［４］ ；也提示 ＴＬＲ４ 支配的双信号
通路在胚胎期参与了隔膜组织的发生和形成。 但

本研究为体内研究，我们尚无法在体外研究中准确

模拟Ⅰ型小肠闭锁的形成过程，因此本研究无法通
过细胞实验来探索 ＴＬＲ４ ／ ＴＲＩＦ 信号通路参与Ⅰ型
小肠闭锁的形成，以及分析信号传导通路的改变情

况。 后续研究中，我们将聚焦 ＴＮＦα 和 ＭＩＰα 的表
达情况，探索和比较上述双信号通路在隔膜组织内

介导树突状细胞进行抗原呈递和效应性 ／记忆性 Ｔ ／
Ｂ淋巴细胞进行免疫应答以及调控过程中可能存在
的异常。
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