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探讨肝外胆道闭锁"

6!0)

#婴儿肝组织中多药耐药相关蛋白
.

"

+Y/.

#'法尼醇受体"

]XY

#蛋白的表达及其

与胆汁淤积的关系%方法
!

将临床和病理诊断为
6!0)

的
.-

例患儿肝组织作为
6!0)

组!肝移植手术中成人供体的肝组织
7-

例作为对照组!比较两组患者肝功能指标&采用免疫组织化学法检测肝组织中
+Y/.

'

]XY

的表达情况!并进行病理图像分析%

结果
!

6!0)

组患儿血清总胆红素'直接胆红素'丙氨酸转氨酶'天冬氨酸转氨酶及
*

&

谷氨酰转肽酶"

*

&\2

#浓度明显高于对照组

"

.

$
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#%对照组和
6!0)

组肝组织
+Y/.

蛋白吸光度"

)

#值分别为
-=7BA-=-,

和
-=7-A-=-.

!对照组和
6!0)

组肝组织

]XY)

值分别为
-=7;A-=-B

和
-=-BA-=-.
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6!0)

组肝组织
+Y/.

'

]XY

表达水平明显低于对照组"

.
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+Y/.)

值与

血清
*

&\2

浓度呈负相关"

4fV-=,7;

!

.

$

-=-;

#%

]XY

与
+Y/.

的表达呈正相关"

4f-=,B8

!

.

$
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#%结论
!

6!0)

患儿肝

组织
+Y/.

表达降低可减少胆汁流!加重胆汁淤积!

+Y/.

的下调可能与
]XY

相关%
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研究表明胆汁的形成和分泌与肝细胞毛细胆管膜上的一

些转运子密切相关'胆汁淤积症多药耐药相关蛋白
.
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#

%EQ$FI.
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%主要表达于肝细

胞#定位于毛细胆管面#负责胆红素和其他胆汁成分的排泄(

7

*

'

先天或后天因素引起的该蛋白缺陷可导致高胆红素血症和胆

汁流障碍'法尼醇受体$

SO%I$HEFCX%$K$

#

QE%

#

]XY

%为
A;..

的转录调节因子#可转录激活
A;..

基因#增加
+Y/.

的表

达(

.

*

'肝外胆道闭锁$

$WQ%OP$

#

OQFK<FTFO%

"

OQ%$HFO

#

6!0)

%为肝

外胆管中断#管腔部分或全部闭锁#呈条索状#临床表现为进行

性阻塞性黄疸)胆汁性肝硬化和门静脉高压#甚至肝功能衰竭#

是婴儿持续阻塞性黄疸最常见的病因之一'目前#人们对

6!0)

患儿肝组织中
+Y/.

及
]XY

表达情况的报道较少'

本研究采用免疫组织化学法检测
6!0)

婴儿肝组织中

+Y/.

)

]XY

蛋白的表达#以探讨二者与婴儿
6!0)

发病的

关系'
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资料与方法

A=A

!

一般资料
!

选择本院
.---

年
7

月至
.--?

年
7-

月经临

床和病理检查诊断为
6!0)

的患儿
.-

例作为
6!0)

组#其

中#男
7.

例#女
8

例&平均年龄$

.=.7A-=;?

%个月'将
7-

例肝

移植手术中成人供体的肝组织蜡块作为对照组#其中#男
8

例#

女
.

例&平均年龄$

3-=--A;=8;

%岁#肝功能检测指标及病理组

织学检查提示正常'

6!0)

诊断标准参考文献(

3

*'
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!

主要试剂与仪器
!

主要试剂为即用型快捷免疫组织化学

+OW(FHFEI

2+试剂盒$福州迈新生物技术开发有限公司%#

+Y/.

$

+

.

"

&B

%鼠单克隆抗体及
]XY

$

!&73-

%兔多克隆抗体

均购自美国
1OIQO'%L[

公司&主要仪器为高清晰彩色病理图像

分析系统$德国
*+Y9i;;-

%'

A=C

!

肝功能指标的检测
!

6!0)

组患儿及对照组成人均抽

取空腹静脉血
.N@

进行肝功能指标检测#包括!血清总胆红

素$

QEQOT<FTF%L<FI

#

20:@

%)直接胆红素$

CF%$KQ<FTF%L<FI

#

*0:@

%)

丙氨酸转氨酶$

OTOIFI$ONFIEQ%OIHS$%OH$

#

)@2

%)天冬氨酸转氨

酶$

OH

#

O%QOQ$ONFIEQ%OIHS$%OH$

#

)12

%及
*

&

谷氨酰转肽酶$

M

ON&

NO&

M

TLQON

"

TQ%OIH

#

$

#

QFCOH$

#

*

&\2

%的测定'

A=D

!

标本采集
!

6!0)

患儿行肝组织活检#将活检肝组织立

;3J

重庆医学
.-7.

年
3

月第
,7

卷第
8

期

'

基金项目#广西自然科学基金$桂科青
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6!0)

组与对照组血清
20:@

%

*0:@

%

)@2

%

)12

及
*

&\2

浓度的比较

组别
# 20:@

$

#
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"

@

%
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$

#

NET

"

@
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%
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&\2
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@

%

对照组
7- ?=.7A.=8; 3=.?A7=BB .3=-?AB=-? .,=7JAB=3; .-=B3A;=77

6!0)

组
.- .-8=3-A;?=JJ

'

7.7=--A3B=,8

'

77?=7;A7-,=?;

'

.,;=33A77.=BJ

'

B8-=-;A;-7=?-

'
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'

!

.

$
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#与对照组比较'

即置
,-

M

"

@

甲醛固定#石蜡包埋#切片#分别行苏木素
&

伊红染

色和免疫组织化学染色'

A=E

!

肝组织
+Y/.

)

]XY

的免疫组织化学检测
!

石蜡切片常

规脱蜡水化#高压修复抗原#

3-N@

"

@

过氧化氢阻断内源性过

氧化物酶#分别采用
+Y/.

鼠单克隆抗体)

]XY

兔多克隆抗体

作为第一抗体#

3J_

孵育
.P

$工作浓度
7e;-

%#磷酸盐缓冲溶

液$

#

PEH

#

POQ$<LSS$%$CHETLQFEI

#

/01

%冲洗#滴加辣根过氧化物

酶$

PE%H$%OCFHP

#

$%EWFCOH$

#

!Y/

%标记的第二抗体孵育
.-NFI

#

二氨基联苯胺显色#苏木素复染#中性树胶封片#

/01

代替第一

抗体作为阴性对照'染色结果进行病理图像分析#每张切片在

高倍显微镜下随机选取
;

个视野进行分析#

+Y/.

)

]XY

表达

量以吸光度$

O<HE%<OIK$

#

)

%值表示#

)

值越高表示
+Y/.

)

]XY

表达水平越高'

A=F

!

统计学处理
!

应用
1/117B=-

软件进行统计学分析#计

量数据用
IA<

表示#组间比较采用两独立样本非参数检验#组

间相关性分析采用
1

#

$O%NOI

相关分析#以
.

$

-=-;

为差异有

统计学意义'

B

!

结
!!

果

B=A

!

肝功能指标的检测结果
!

6!0)

组患儿血清
20:@

)

*0:@

)

)@2

)

)12

及
*

&\2

浓度明显高于对照组#差异有统计

学意义$

.

$

-=-;

%#见表
7

'

B=B

!

肝组织
+Y/.

和
]XY

的表达
!

+Y/.

表达位于肝细胞

膜#呈颗粒状#对照组和
6!0)

组肝组织
+Y/.

蛋白
)

值分

别为
-=7BA-=-,

和
-=7-A-=-.

#

6!0)

组肝组织
+Y/.

表达

水平明显低于对照组 $

.

$

-=-;

%#

+Y/.)

值与
*

&\2

浓度呈

负相关$

4fV-=,7;

#

.

$

-=-;

%'

]XY

表达位于肝细胞核#呈

棕黄色#对照组和
6!0)

组肝组织
]XY)

值分别为
-=7;A

-=-B

和
-=-BA-=-.

#

6!0)

组肝组织
]XY

的表达显著低于对

照组$

.

$

-=-;

%#

]XY

与
+Y/.

的表达呈正相关$

4f-=,B8

#

.

$

-=-;

%#见封
.

图
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论

遗传性突变或胆汁淤积损害都会导致肝转运系统的表达

和功能改变'一些转运蛋白可能促进或维持胆汁淤积#另一些

则可能随胆汁淤积的持续出现适应性改变而缓解胆汁淤积所

致的肝损害'所以当机体出现胆汁淤积的时候#了解肝细胞转

运蛋白的表达情况有助于认识胆汁淤积的分子机制#也有助于

针对这些转运蛋白的改变制订治疗策略'

+Y/.

是三磷腺苷结合盒$

)2/&<FICFI

M

KOHH$QQ$

#

)0'

%载

体蛋白家族中的一员#主要表达在人体肝细胞的毛细胆管面

$顶端面%'

+Y/.

是介导结合型胆红素向毛细胆管排泄的主

要转运子(

,

*

'

aONFHOZE

等(

;

*通过转染
+Y/.

细胞的膜囊泡证

明双价葡萄糖醛酸结合胆红素和单价葡萄糖醛酸结合胆红素

是
+Y/.

的底物#并发现黄疸肝脏色素沉着综合征患者的肝

细胞毛细胆管面上存在
+Y/.

缺失#这表明
+Y/.

的缺失可

能与该综合征的发生有关'

研究发现#在胆总管
&

肝胆管结扎的动物淤胆实验模型)原

发性胆汁性肝硬化及原发性硬化性胆管炎患者的肝组织中

+Y/.

蛋白及
NY5)

的表达水平下降(

B&J

*

#梗阻解除后#

+Y/.

的表达水平缓慢恢复(

8

*

'由于婴儿的正常肝脏组织来

源极少#本研究采用肝移植手术中成人供体的正常肝组织作为

正常对照'

'P$I

等(

?

*曾对婴儿和成人正常肝组织的肝转运蛋

白及核受体
]XY

进行了免疫荧光染色及荧光定量
/'Y

检测#

结果无论是从蛋白水平还是转录水平#肝转运蛋白和核受体

]XY

在婴儿及成人正常肝组织中的表达均没有差异#所以采

用成人正常肝组织作为对照具有可比性'

'P$I

等(

?

*发现

+Y/.

蛋白的表达在
6!0)

早期及晚期均处于低水平'本研

究显示#相对于正常肝细胞膜上的
+Y/.

蛋白表达水平#

6!0)

组患儿肝细胞膜
+Y/.

蛋白低表达#表明在婴儿
6!&

0)

早期#机体即出现
+Y/.

蛋白的表达下降'

*

&\2

主要来源于肝脏#由肝细胞线粒体产生#主要位于

aL

#

SS$%

细胞)门静脉周围血管及胆管内皮细胞#是反映肝细胞

受损程度的重要指标'

*

&\2

可作为反映淤胆型肝炎综合征患

儿胆汁淤积及判断预后的敏感指标(

7-

*

'本研究发现在
6!0)

婴儿的肝组织中#

+Y/.

蛋白水平与
*

&\2

呈负相关#

*

&\2

越

高#胆汁淤积越重#

+Y/.

蛋白水平越低'淤胆时
+Y/.

的改

变减轻了胆汁成分蓄积对机体的毒性损害#但同时又导致胆汁

流减少#加重胆汁淤积'

]XY

是一种孤儿核受体#为配体依赖的转录因子#它可与

视黄醛
X

受体$

%$QFIEFCX%$K$

#

QE%

#

YXY

%形成
]XY

"

YXY

异二

聚体#后者结合到相应的
*5)

反应元件上#通过调节靶基因

的表达来实现其生理功能'

A;..

基因是
]XY

的靶基因#靶

基因启动子上的一个高度保守反向重复序列$

FIR$%Q$C%$

#

$OQ

H$

d

L$IK$

#

:Y&7

%为
]XY

的反应元件'

]XY

通过
]XY

"

YXY

二

聚体结合到靶基因的启动子$即
:Y&7

%上#转录激活靶基因启

动子#增加靶基因的表达水平(

77

*

#从而降低肝细胞内的胆汁酸

浓度'如果
:Y&7

突变或缺失#

]XY

对靶基因的调节作用消失'

本研究显示正常肝细胞核有一定量的
]XY

表达'相对于

正常肝细胞核的
]XY

表达水平#

6!0)

早期肝细胞核
]XY

蛋

白的表达量即显著降低#且
+Y/.

蛋白与
]XY

蛋白表达水平

均下调#二者呈正相关'因此#

+Y/.

表达下调可能与
]XY

表

达抑制有关'吴晓平等(

7.

*在梗阻性大鼠的肝细胞中也观察到

+Y/.

和
]XY

表达下调的同步性#推测
]XY

蛋白对
+Y/.

的

表达具有正性调控作用'

胆汁淤积最显著的特点是引起肝细胞损害#胆盐持续存在

引起肝细胞损害和肝细胞增殖#持续的炎症反应导致慢性门静

脉炎症和胆管增生(

73

*

#同时促炎症细胞因子如肿瘤坏死因子
+

$

QLNE%I$K%EHFHSOKQE%OT

#

PO

#

25]&

+

%和白细胞介素
7&

$

$

FIQ$%&

T$LZFI7&

$

#

:@7&

$

%增加并维持病变的分泌反应(

7,

*

#这些炎症反

应可以导致大胆管的闭塞#从而继发性胆汁流障碍'另外

25]&

+

和
:@7&

$

的增高也可导致核受体的表达缺失(

7;

*

#胆汁

淤积患者肝组织
]XY

的表达降低可能为细胞因子介导途径的

继发反应#但具体机制还需进一步阐明'

]XY

蛋白为转运蛋

白
+Y/.

的主要转录调节因子#

]XY

的下调可进一步降低

+Y/.

蛋白的表达#使胆汁淤积加重'

总之#

6!0)

患儿的肝细胞由于受胆汁淤积的持续损害#

其肝特异性转运蛋白的表达及功能均发生改变#

+Y/.

蛋白水

平的降低可减轻胆汁成分蓄积对机体的毒性损害#但同时却造

成胆汁流减少而加重胆汁淤积'

+Y/.

表达下调可能与
]XY

表达抑制有关'在梗阻解除后#应用
]XY

激动剂促
]XY

的表

达#将有利于转录调节
+Y/.

蛋白的表达#增加胆汁流#降低
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血清胆红素水平&同时
]XY

在脂代谢和糖代谢中均发挥重要

作用#这有利于正常肝细胞再生(

7B

*

'但由于肝组织取材困难#

婴儿
6!0)

在梗阻解除后以及在疾病晚期#其肝组织
+Y/.

)

]XY

表达情况的跟踪检测难以实现#二者在
6!0)

患儿肝脏

组织中表达的远期意义还有待进一步研究'
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