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摘   要	 目的：探讨转化生长因子 β1（TGF-β1）和碱性成纤维生长因子（bFGF）与儿童先天性胆管扩张症（CBD）

的关系。

方法：采用免疫组化方法检测 85 例 CBD 患儿病理标本中 TGF-β1 和 bFGF 蛋白表达。

结果：TGF-β1 和 bFGF 蛋白在不同胆管扩张症患儿的胆管壁、胆囊壁均有不同程度的表达，两者在

胆管壁的表达大于胆囊壁，且不同分型、亚型间的表达程度有明显差异，但均高于正常胆管壁与胆囊壁，

其中 II 型中两者表达最强（均 P<0.05）；TGF-β1 与 bFGF 蛋白 CBD 胆管壁与胆囊壁中的表达随黏膜

细胞脱落程度、增生肥厚程度，炎症细胞浸润程度加重而升高（均 P<0.05）；TGF-β1 与 bFGF 蛋白

在 CBD 胆管壁与胆囊壁中的表达均呈明显正相关（r=0.893；r=0.953，均 P<0.05）。

结论：TGF-β1 与 bFGF 可能在 CDB 的发生发展中起了重要的协同作用，有望为从分子生物学角度治

疗 CBD 提供新的途径。
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先 天 性 胆 管 扩 张 症 （ C B D ） 在 我 国 儿 童 人 群 中发病率较高 [1-2]，较容易并发胆道结石、胆道感

染、囊肿破裂、胆汁性肝硬化, 并且囊肿癌变率较

正常人高，该病治疗上较为棘手[3]。关于CBD的病

因 现 不 十 分 清 楚 ， 现 存 在 诸 多 学 说 ， 胰 胆 管 合 流

异 常 、 胆 总 管 远 端 神 经 肌 肉 发 育 不 良 、 胆 总 管 远

端 的 狭 窄 、 病 毒 感 染 均 是 引 起 胆 管 扩 张 的 原 因 ，
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以 上 均 是 从 解 剖 结 构 方 面 阐 述 病 因 ， 但 从 分 子 生

物 学 的 角 度 来 研 究 C B D 发 生 原 因 的 报 道 在 国 内 外

较 少 见 。 目 前 手 术 是 惟 一 有 效 的 治 疗 手 段 ， 但 手

术后会发生众多并发症，甚至还会发生癌变 [4],手

术方式的选择影响了患者的后期预后效果[5]。因此

寻 找 更 有 效 的 治 疗 方 法 ， 减 少 或 减 轻 该 病 并 发 症

的 发 生 在 临 床 治 疗 方 面 较 为 迫 切 ， 是 现 阶 段 国 内

外在该病治疗领域的研究重点。

转 化 生 长 因 子 β 1 （ T G F - β 1 ） 和 碱 性 成 纤

维生长因子（bFGF）同属转化生长因子家族，它

们 在 介 导 组 织 细 胞 的 正 常 生 长 、 调 节 细 胞 的 增 殖

迁 移 、 细 胞 外 基 质 的 形 成 及 促 进 损 伤 修 复 等 方 面

发 挥 着 非 常 重 要 的 作 用 ， 在 诸 多 领 域 的 基 础 研 究

较 多 ， 且 部 分 研 究 成 果 已 应 用 到 临 床 治 疗 实 验 当

中 ， 但 其 在 C B D 中 的 研 究 尚 无 报 道 。 本 研 究 采 用

免 疫 组 化 方 法 （ E n v i s i o n 二 步 法 ） 检 测 C B D 患 儿 

85例手术标本中TGF -β1和bFGF蛋白表达，旨在

为 该 病 寻 找 新 的 治 疗 方 法 提 供 临 床 试 验 资 料 和 基

础理论依据。

1  材料与方法

1.1  患者来源

选取2008年6月—2014年8月我院收治的CBD

患 儿 8 5 例 ， 其 中 男 4 9 例 ， 女 3 6 例 ； 年 龄 8 个 月 至 

14岁，平均（6.9±3.8）岁。临床表现腹痛34例，腹

胀26例，腹部包块32例，发热28 例，黄疸46例，白

陶土样大便15例。85例患儿中，按Todani分类[6]：

I型58例，其中Ia亚型25例，Ib亚型25例，Ic亚型 

8例；II型3例；IV型24例；无III型病例。所有患

者行根治性手术，术前均经B超和CT检查证实，其

中3例因急性梗阻性化脓性胆管炎先行胆总管造瘘

外引流术，病情稳定后再行根治性手术。

1.2  试剂 

T G F - β 1 兔 抗 人 多 克 隆 抗 体 ， b F G F 兔 抗 人

多克隆抗体，氨基联苯胺（DAB ）显色试剂盒及

Envision二步法免疫组化试剂盒均为武汉博士德生

物工程有限公司生产。

1.3  方法

1.3.1  标本取材　经家长及医院伦理委员会论证

批准，收集患儿术中切除的胆管壁、胆囊壁病理标

本各 1 块，均于术后 2 h 内完成标本取材，标本均

经 10% 甲醛固定，梯度酒精脱水、石蜡包埋，备用。

以 10 例尸检的正常儿童胆总管作为对照组。

1.3.2  病 理 组 织 学 检 查　 将 患 儿 标 本 4 μm 连 续

切 片 6~7 张， 行 常 规 病 理 检 查（HE，MASSON，

PAS，PASM+MASSON），采用高清晰度图文分析

系统进行分析。

1.3.3  TGF-β1 及 bFGF 检 测　 采 用 Envision 二

步 法 进 行 TGF-β1 及 bFGF 表 达 定 位 及 半 定 量 分

析。严格按试剂盒说明书进行操作。标本经 4 μm

连续切片，置 60 ℃烤箱 60 min 烤干。经二甲苯脱

蜡，酒精梯度水化至蒸馏水。3% 过氧化氢室温处

理 15 min， 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶， 蒸馏 水 洗 涤  

2 min， 微 波 修 复 抗 原 10 min， 滴 加 一 抗：

TGF-β1 兔抗人多克隆抗体、bFGF 兔抗人多克隆

抗 体 用 PBS 按 1:100 稀 释， 每 张 切 片 滴 加 稀 释 的

一 抗 50 μL，4 ℃ 孵 育 过 夜。 次 日 PBS 冲 洗 切 片

3 次，每次 3~5 min。每张切片滴加二抗生物素化

羊抗兔 IgG 50 μL，在 37 ℃恒温箱孵育 30 min。

PBS 冲 洗 切 片 3 次， 每 次 3~5 min。 每 张 切 片 滴

加 DAB 50 μL 显色，苏木素复染，脱水，中性树

脂封片。阴性对照以 PBS 缓冲液代替一抗。每张

切 片 随 机 抽 取 5 个 高 倍 镜 下 视 野， 计 算 阳 性 细 胞

百分数。

1.3.4  结果判定　应用彩色病理图像分析系统在

高倍镜下测定免疫组化结果。胆管壁、胆囊壁切片

中 出 现 棕 黄 或 棕 黑 色 物 为 TGF-β1 及 bFGF 阳 性

染色，不着色为阴性。按阳性染色面积进行分级，

Photoshop 软件图像分析测量阳性染色区域占总面

积的百分比。所有区域均无阳性染色定为（-），

阳性染色小于总面积的 50% 定为（+），阳性染色

大于总面积的 50% 定为（++）。

1.4  统计学处理

统计分析采用SPSS 17.0进行分析处理，多个

独立样本差异比较用Kruskal -Walls检验，两因素

间关系作Spearman等级相关分析。P<0.05为差异

有统计学意义。

2  结  果

2.1  TGF-β1 和 bFGF 蛋白在胆管壁、胆囊壁

的表达和分布

免 疫 组 化 结 果 显 示 ， T G F - β 1 及 b F G F 蛋
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表 1　TGF-β1 与 bFGF 蛋白在不同分型胆管扩张患者胆管壁中的表达 [n（%）]

分型 n
TGF-β1 阳性率

（%）
bFGF 阳性率

（%）（-） （+） （++） （-） （+） （++）

正常对照 10 9（90.0） 1（10.0） 0（0.0） 10.0 9（90.0） 1（10.0） 0（0.0） 10.0

Ia 22 2（9.1） 8（36.4） 12（54.6） 90.9 1（4.6） 7（31.8） 14（63.6） 68.2

Ib 25 9（36.0） 10（40.0） 6（24.0） 64.0 7（28.0） 11（44.0） 7（28.0） 72.0

Ic 8 1（12.5） 4（50.0） 3（37.5） 87.5 1（12.5） 4（50.0） 3（37.5） 87.5

II 3 0（0.0） 2（66.7） 1（33.3） 100.0 0（0.0） 2（66.7） 1（33.3） 100.0

IV 24 2（8.3） 15（62.5） 7（29.2） 91.7 1（4.2） 15（62.5） 8（33.3） 95.83
H 287.90 315.34
P 0.000 0.000

表 2　TGF-β1 与 bFGF 蛋白在不同分型胆管扩张患者胆囊壁中的表达 [n（%）]

分型 n
TGF-β1 阳性率

（%）
bFGF 阳性率

（%）（-） （+） （++） （-） （+） （++）

正常对照 10 9（90.0） 1（10.0） 0（0.0） 10.0 10（100.0） 0（0.0） 0（0.0） 0.0

Ia 22 4（18.2） 7（31.8） 11（50.0） 81.8 3（13.64） 8（36.4） 11（50.0） 86.4

Ib 25 10（40.0） 8（32.0） 7（28.0） 60.0 9（36.0） 10（40.0） 6（24.0） 64.0

Ic 8 2（25.0） 3（37.5） 3（37.5） 75.0 2（25.0） 3（37.5） 3（37.5） 75.0

II 3 0（0.0） 2（66.7） 1（33.3） 100.0 0（0.0） 2（66.7） 1（33.3） 100.0

IV 24 5（20.8） 13（54.2） 6（25.0） 79.2 3（12.5） 16（66.7） 5（20.8） 87.5
H 289.95 268.30
P 0.000 0.000

表 3　不同损伤类型胆管壁 TGF-β1 与 bFGF 蛋白表达情况 [n（%）]

 　　损伤类型 n TGF-β1
χ2 P bFGF

χ2 P
（-） （+） （++） （-） （+） （++）

黏膜上皮细胞完全脱落 23 0（0.0） 12（52.2） 11（47.8）
28.051 0.000

0（0.0） 8（34.8） 15（65.2）
0.000 0.000

黏膜上皮细胞部分脱落 52 16（30.8） 28（53.8） 8（15.4） 18（34.6） 25（48.1） 9（17.3）
脱落上皮部分被肉芽组织代替 43 9（20.9） 25（58.1） 9（20.9）

1.892 0.146
1（2.3） 28（65.1） 4（9.3）

0.935 0.385
黏膜上皮细胞假复层排列 68 17（25.0） 36（52.9） 15（22.1） 19（27.9） 38（55.9） 11（16.2）

管壁壁中度增生、肥厚 26 8（30.8） 11（42.3） 7（26.9）
23.694 0.000

6（23.1） 12（46.2） 8（30.77）
11.540 0.000

管壁重度增生、肥厚 18 0（0.0） 11（61.1） 7（38.9） 1（5.6） 10（55.6） 7（38.9）

中等量炎细胞浸润 35 4（11.4） 28（80.0） 3（8.6）
15.396 0.000

8（22.9） 19（54.3） 8（22.9）
9.3296 0.000

大量炎细胞浸润 43 0（0.0） 30（69.7） 13（30.2） 1（2.3） 28（65.1） 14（32.6）

白 表 达 阳 性 细 胞 胞 浆 或 胞 膜 呈 粗 细 不 等 的 棕 黄

色 颗 粒 ， 阴 性 细 胞 胞 浆 胞 膜 均 不 着 色 ， 胞 核 呈

紫 蓝 色 。 T G F - β 1 及 b F G F 蛋 白 在 不 同 类 型 C B D

患 儿 的 胆 管 壁 、 胆 囊 壁 均 有 不 同 程 度 的 表 达 ，

与 正 常 胆 管 壁 、 胆 囊 壁 比 较 差 异 有 统 计 学 意 义

（P<0 .05）；其表达主要位于胆管壁，胆管壁表

达程度明显高于胆囊壁（P<0.05）。

I a 、 I b 、 I c 、 I I 、 I V 型 T G F - β 1 与 b F G F 蛋 白

有明显差异（P<0.05）。组间比较，Ia、Ib、Ic、

II、IV型TGF -β1与bFGF蛋白表达与正常对照组

比较差异均具有统计学意义（χ2=6.320~30.295，

均P<0.05）。II型胆管扩张表达TGF-β1与bFGF蛋

白最强（表1-2）。

2.2  TGF-β1 与 bFGF 蛋白在不同程度胆管损

伤中的表达

TGF -β1与bFGF蛋白在不同程度胆管损伤中

的 表 达 见 表 3 - 4 。 不 同 病 理 类 型 胆 管 壁 T G F - β 1

与 b F G F 蛋 白 随 黏 膜 细 胞 脱 落 程 度 ， 管 壁 增 生 、

肥 厚 程 度 ， 炎 症 细 胞 浸 润 程 度 加 重 而 表 达 水 平

升 高 （ P < 0 . 0 5 ） ， 脱 落 上 皮 部 分 被 肉 芽 组 织 代

替 和 黏 膜 上 皮 细 胞 假 复 层 排 列 比 较 无 统 计 学 差 异

（P>0.05）（表3）。类似的结果同样在不同损伤类

型胆囊壁TGF-β1与bFGF蛋白表达情况（表4）。
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2.3  TGF-β1 与 bFGF 蛋 白 在 CBD 组 织 中 的

表达相关性

TGF -β1与bFGF蛋白在CBD胆管壁中的表达

呈明显正相关（r=0.893，P<0.05），在胆囊壁中

的表达亦呈明显正相关（r=0.953，P<0.05）。

3  讨　论

CBD在我国儿童人群中发病率较高 [6-7]，现阶

段 其 病 因 尚 不 清 楚 ， 较 容 易 并 发 胆 道 结 石 、 胆 道

感 染 、 囊 肿 破 裂 、 胆 汁 性 肝 硬 化 ， 并 且 囊 肿 癌 变

率 较 正 常 人 高 ， 该 病 治 疗 上 较 为 棘 手 ， 可 分 为 保

守治疗和手术治疗两种方式[8]。目前手术是惟一有

效的治疗手段[9]，但手术后会发生众多并发症，甚

至还会发生癌变，具有潜在恶性 [ 10]。在对患者进

行 影 像 学 检 查 时 ， 囊 内 间 隔 增 厚 、 囊 内 出 血 等 症

状是囊腺癌的判 断标准 [ 11]。因此寻找更有效的治

疗 方 法 ， 减 少 或 减 轻 该 病 的 并 发 症 的 发 生 在 临 床

治 疗 方 面 较 为 迫 切 ， 是 现 阶 段 国 内 外 在 该 病 治 疗

领域的研究重点，存在争议[12]。

一 般 依 据 T o d a n i 分 类 临 床 上 将 C B D 分 为 

4 型 [ 1 3 - 14]，I型即胆总管扩张，不伴有肝内胆管扩

张型，临床上较多见；II型为发生于胆总管外侧壁

的先天性憩；III型肝外胆管囊肿为胆总管膨出或

称十二指肠胆总管囊肿；IV型为肝内、肝外型囊

状扩张同时发生 [15-16]。本组85例患儿中，以I型和

IV居多，与报道基本一致。本研究通过观察85例

胆 管 扩 张 患 儿 的 病 理 切 片 发 现 ， 胆 管 囊 壁 均 己 失

去 正 常 胆 总 管 组 织 结 构 ， 患 儿 胆 管 黏 膜 有 不 同 程

度 的 增 生 、 脱 落 、 上 皮 化 生 、 肉 芽 肿 等 。 韩 新 峰

等[17]报道，CBD胆管壁损伤程度比胆囊壁损伤更为

严重，且同样发现胆管黏膜的上述症状。

T G F - β 1 是 一 种 多 功 能 的 细 胞 因 子 [ 1 8 - 1 9 ]， 以

自 分 泌 、 旁 分 泌 的 方 式 通 过 细 胞 表 面 复 杂 的 受 体

信 号 传 导 途 径 调 节 细 胞 的 增 殖 和 分 化 ， 其 生 物 学

效应通过特定的信号传导途径调控，Smads蛋白是

通 路 中 的 关 键 部 位 。 本 研 究 表 明 无 论 是 胆 管 壁 还

是 胆 囊 壁 T G F - β 1 表 达 水 平 均 显 著 高 于 正 常 对 照

组。损伤胆管组织缺血缺氧可能是造成TGF-β1的

高表达的原因，而TGF-β1的持续表达又可通过自

分 泌 机 制 导 致 后 续 的 T G F - β 1 大 量 分 泌 和 过 度 表

达 ， 进 而 引 起 细 胞 外 基 质 的 过 度 沉 积 ， 细 胞 外 基

质刺激成纤维细胞分泌更多的TGF-β1，形成一正

反 馈 效 应 ， 最 终 造 成 局 部 组 织 瘢 痕 过 度 增 生 ， 从

而导致胆管壁纤维化增厚 [20]。bFGF为一种具有促

血 管 生 成 作 用 的 细 胞 因 子 ， 同 时 可 促 进 血 管 内 皮

细 胞 分 裂 、 增 殖 ， 显 著 改 善 损 伤 缺 血 ， 然 而 过 度

表达bFGF同样会增加诱发肿瘤的风险。本研究中

胆管扩张患者的bFGF表达水平显著高于正常对照

组（P<0 .05），表明其在儿童胆管扩张中具有一

定的作用。此外，实验结果发现TGF -β1与bFGF

蛋 白 在 C B D 患 儿 中 的 胆 管 和 胆 囊 壁 的 表 达 程 度 不

同 ， 胆 管 壁 表 达 程 度 明 显 高 于 胆 囊 壁 ， 差 异 有 统

计学意义。提示TGF -β1与bFGF蛋白的过度表达

主 要 参 与 胆 管 壁 的 损 害 ， 胆 管 的 损 害 可 能 更 为 敏

感地反应儿童胆管扩张过程。

本 资 料 中 ， 在 不 同 分 型 的 儿 童 胆 管 扩 张 患 儿

中 ， I a 、 I b 、 I c 、 I I 、 I V 型 T G F - β 1 与 b F G F 蛋 白

有显著性差异。组间比较，Ia、Ib、Ic、II、IV型

TGF -β1与bFGF蛋白表达与正常对照组比较差异

均具有统计学意义，以II型胆管扩张表达TGF-β1

与bFGF蛋白最强。提示TGF-β1与bFGF可作为儿

童 C B D 的 分 子 生 物 学 检 测 指 标 ， 且 提 示 其 病 理 分

型，为患儿的治疗提供借鉴指导。

表 4　不同损伤类型胆囊壁 TGF-β1 与 bFGF 蛋白表达情况 [n（%）]

 　　损伤类型 n TGF-β1
χ2 P bFGF

χ2 P
（-） （+） （++） （-） （+） （++）

黏膜上皮细胞完全脱落 12 0（0.0） 8（66.7） 4（33.3）
30.340 0.000

0（0.0） 8（66.7） 4（33.3）
25.397 0.000

黏膜上皮细胞部分脱落 36 8（22.2） 18（50.0） 10（27.8） 10（27. 8） 18（50.0） 8（22.2）
脱落上皮部分被肉芽组织代替 34 8（23.5） 19（55.9） 7（20.6）

0.396 0.538
6（17.7） 17（50.0） 11（32.4）

0.146 0.683
黏膜上皮细胞假复层排列 45 9（20.0） 26（57. 8） 10（22.2） 9（20.0） 23（51.1） 13（28.9）

囊壁中度增生、肥厚 17 5（29.4） 9（52.9） 3（17.7）
16.306 0.000

5（29.4） 10（58.8） 2（11.8）
18.477 0.000

囊壁重度增生、肥厚 9 0（0.0） 5（55.6） 4（44.4） 0（0.0） 4（44.4） 5（55.6）

中等量炎细胞浸润 30 6（20.0） 18（60.0） 6（20.0）
9.305 0.000

8（26.7） 16（53.3） 6（20.0）
13.205 0.000

大量炎细胞浸润 38 2（5.3） 23（60.5） 13（34.2） 1（2.6） 19（50.0） 18（47.4）
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随 着 对 T G F - β 1 与 b F G F 蛋 白 的 研 究 不 断 深

入，它们介导组织细胞的正常生长、调节细胞的增

殖 迁 移 、 细 胞 外 基 质 的 形 成 及 促 进 损 伤 修 复 等 方

面发挥着非常重要的作用受到越来越多的关注[21]。

本实验也证实了TGF -β1与bFGF蛋白表达与胆管

黏 膜 细 胞 脱 落 程 度 ， 囊 壁 增 生 、 肥 厚 程 度 ， 炎 症

细 胞 浸 润 程 度 密 切 相 关 ， 充 分 表 明 了 其 参 与 了 儿

童 管 扩 张 症 的 过 程 ， 且 与 C B D 的 病 情 程 度 呈 正 相

关 。 胆 管 扩 张 是 多 因 素 作 用 的 结 果 ， T G F - β 1 与

bFGF蛋白在儿童胆管患儿中良好的相关性，表明

两 者 具 有 某 种 协 同 作 用 ， 为 进 一 步 深 入 研 究 两 者

的 关 系 提 供 了 重 要 的 理 论 和 临 床 实 用 基 础 。 邵 晓

珊等 [22]证实了TGF -β1与bFGF蛋白在儿童原发性

肾 小 球 疾 病 中 的 协 同 作 用 ， 未 见 在 胆 管 扩 张 中 的

报道。因此，TGF -β1与bFGF具有成为治疗CBD

新 靶 点 的 潜 质 ， 为 将 来 从 分 子 生 物 学 角 度 治 疗

CBD提供了新的思路。
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