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论著·临床研究

Ｗｎｔ５ａ在肛门直肠畸形患儿末端直肠
组织中的表达及意义

贾慧敏　陈青江　张涛　白玉作　王维林

（中国医科大学附属盛京医院小儿外科，辽宁 沈阳　１１０００４）

　　［摘　要］　目的　通过检测Ｗｎｔ５ａ在肛门直肠畸形（ＡＲＭ）患者末端直肠壁的表达，探讨其与ＡＲＭ之间的可
能关系。方法　应用免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测２０例ＡＲＭ患儿、７例后天性肠瘘和６例非胃肠道疾病患儿
（对照组）末端直肠壁Ｗｎｔ５ａ的表达并对比分析。结果　对照组Ｗｎｔ５ａ表达于直肠壁内肌间神经丛、黏膜层及黏膜
下层，ＡＲＭ组的末端直肠壁内Ｗｎｔ５ａ表达较对照组减少，尤其高位畸形组减少更为明显。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白印迹结
果：ＡＲＭ高位组、中位组和低位组Ｗｎｔ５ａ蛋白表达均明显低于对照组和后天肠瘘组（Ｐ＜０．０１）。高位组和中位组
Ｗｎｔ５ａ蛋白表达明显低于低位组（Ｐ＜０．０１）。后天瘘组与对照组比较差异无统计学意义。结论　 Ｗｎｔ５ａ在 ＡＲＭ
末端直肠的表达水平减低，可能与ＡＲＭ的发生密切相关。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（６）：４９５－４９８］
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　　肛门直肠畸形（ａｎｏｒｅｃｔａｌｍａｌｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＡＲＭ）是
常见的小儿消化道畸形之一，其疾病谱很广，包括从

单纯的肛门狭窄到复杂的泄殖腔畸形等，并且常合

并盆底肌发育不良、骶骨缺如、盆底肌神经支配异常

及脊髓异常等［１２］。目前认为 ＡＲＭ的发生是多因
素的，但具体发育过程及畸形演变规律仍不清楚。

文献报道Ｗｎｔ５ａ为Ｗｎｔ信号家族中的重要成员，在

控制肠管发育中起重要作用［３］。研究显示，Ｗｎｔ信
号至少存在下列路径：经典的 Ｗｎｔ／ｂｅｔａｃａｔｅｎｉｎ通
路、非经典的 Ｗｎｔ通路、Ｗｎｔ／Ｃａ２＋和 Ｗｎｔ／ＰＣＰ等途
径，而Ｗｎｔ５ａ被认为是非经典路径的典型代表［４］。

Ｗｎｔ５ａ／突变鼠表现出严重的肠管发育障碍，并伴发
肛门闭锁［５］。目前关于 ＡＲＭ患儿直肠末端 Ｗｎｔ５ａ
蛋白的表达及分布的研究国内外未见报道，故本研
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究应用免疫组织化学法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋白定量分
析方法对 ＡＲＭ患儿直肠末端组织中的 Ｗｎｔ５ａ的表
达进行定位和定量研究，以探讨 ＡＲＭ与 Ｗｎｔ５ａ表
达之间的关系。

１　资料与方法

１．１　标本来源
收集我院２００７～２００９年２０例 ＡＲＭ患儿直肠

末端标本，男１４例，女６例，平均年龄８．５月，其中
高位畸形５例，中位畸形７例，低位畸形８例。正常
对照为７例死于非胃肠道疾病患儿的直肠末端标
本，男５例，女２例，平均年龄７．３月。另取６例后
天肠瘘患儿的直肠末端组织为另一对照组。标本取

得后放入经ＤＥＰＣ处理的无菌ＥＰ管中，立即置于液
氮中速冻后置于－８０℃冰箱中保存。标本获取均取
得监护人书面授权并获得医院伦理委员会认可。

１．２　试剂
Ｗｎｔ５ａ多克隆抗体 （ＣＡＴＡＬＯＧ：ｓｃ３０２２４）；

ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭＳＰ超敏试剂盒（产品编号：ｋｉｔ９７０６）、
多聚赖氨酸、ＤＡＢ显色剂购自福州迈新生物技术开
发有限公司。

１．３　免疫组化检测肠组织Ｗｎｔ５ａ蛋白表达
肠壁组织经４％ 多聚甲醛固定，常规石蜡包埋、

切片，进行免疫组化染色，一抗为１∶２００山羊抗人
Ｗｎｔ５ａ抗体，４℃孵育１４ｈ，滴加辣根过氧化物酶标
记的二抗，ＤＡＢ显色。经苏木素复染，脱水、透明后
封片。ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照，已知阳性片作
为阳性对照。胞质中出现棕黄色颗粒者为阳性，观

察阳性细胞出现的部位和分布，经显微摄像扫描后

（ＮｉｋｏｎＥ８００，日本），将图像输入计算机。每张切片

选取３个视野，采用计算机图像分析软件（ＮＩＳｅｌｅ
ｍｅｎｔｓｂａｓｉｃｒｅｓｅａｒｃｈ）计算分析单位面积内累积光密
度值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测肠组织Ｗｎｔ５ａ蛋白表达

取直肠末端全层肠组织约１００ｍｇ，经破碎、匀
浆后低温离心，提取总蛋白。各取５０μＬ蛋白定量，
其含量按改良Ｌｏｗｒｙ法测定，以浓度最低管为基准，
调节蛋白浓度，于 －２０℃冻存备测。经电泳转印等
步骤后，用ＧＩＳ２０２０凝胶图象分析系统扫描分析结
果。对蛋白质含量进行密度分析，以相对灰度值代

表蛋白表达量。相对灰度值 ＝Ｗｎｔ５ａ蛋白的灰度
值／该组βａｃｔｉｎ的灰度值。
１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，所有数据
均以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组间比较采用方
差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｗｎｔ５ａ在各组末端直肠的形态学表达特点
Ｗｎｔ５ａ的阳性表达为胞浆内棕黄色颗粒。本研

究发现，在正常对照组 Ｗｎｔ５ａ主要表达于直肠壁肌
间神经丛和黏膜下层的神经节细胞胞浆内，另外在

肠壁黏膜层和黏膜下层也有少许表达，其中肌间神

经丛神经节处表达最强（图１Ａ）。畸形组的末端直
肠壁表达的阳性表达细胞根据不同类型的畸形而存

在不同程度的差异，低位畸形组末端直肠肌间仍可

见阳性细胞，较正常对照组略减少，表达稍弱（图

１Ｂ），但中／高位畸形患儿末端直肠内却未见明显阳
性细胞存在（图１Ｃ）。不同组别 Ｗｎｔ５ａ表达的 ＩＯＤ
值比较见表１。

　　图１　末端直肠中Ｗｎｔ５ａ的表达（免疫组化，×４００）　Ａ：正常对照组，可见在肌间神经节细胞胞浆内大量
Ｗｎｔ５ａ阳性表达；Ｂ：低位ＡＲＭ组，可见阳性表达的细胞，表达强度较正常组稍弱；Ｃ：高位ＡＲＭ组，无Ｗｎｔ５ａ阳性细
胞表达。Ｗｎｔ５ａ阳性表达为胞浆内棕黄色颗粒。
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２．２　Ｗｎｔ５ａ蛋白在各组末端直肠的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示，ＡＲＭ高位组、中位组和低位

组蛋白表达水平均明显低于正常对照组和后天瘘组

（Ｆ＝１５．４４，Ｐ＜０．０１）；而且高位组和中位组明显
低于低位组（Ｐ＜０．０１）；后天瘘组与正常对照组比
较差异无统计学意义（Ｐ＝０．６３）。见表１，图２。

　　表１　各组免疫组化测定的 Ｗｎｔ５ａ表达的 ＩＯＤ值及
Ｗｎｔ５ａ蛋白定量的比较　（ｘ±ｓ）

组别 例数 Ｗｎｔ５ａＩＯＤ Ｗｎｔ５ａ蛋白

正常对照组 ７ ８２±２０ ０．７２±０．０３
后天肠瘘组 ６ ７７±１８ ０．６３±０．０５
低位畸形组 ８ ６１±１４ａ，ｂ ０．３０±０．０４ａ，ｂ

中位畸形组 ７ ３１±１０ａ，ｂ，ｃ ０．２３±０．０４ａ，ｂ，ｃ

高位畸形组 ５ １５±６ａ，ｂ，ｃ ０．１９±０．０５ａ，ｂ，ｃ

Ｆ值 ２４．８５ １５．４４
Ｐ值 ＜０．０１ ＜０．０１

　　ａ：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１；ｂ：与后天肠瘘组比较，Ｐ＜０．０１；

ｃ：与低位畸形组比较，Ｐ＜０．０１
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　　图２　Ｗｎｔ５ａ蛋白在各组直肠末端的表达　高位畸形
组、中位畸形组和低位畸形组蛋白表达水平均明显低于后天瘘组和

正常对照组。

３　讨论

ＡＲＭ的疾病谱较广泛，不仅肛门直肠本身发育
缺陷，盆腔肌肉神经亦发育异常。另外 ＡＲＭ不仅
可以独立存在，还常常合并其他畸形。目前认为

ＡＲＭ的发生是胚胎期尿直肠隔与泄殖腔膜持续存
在所致。Ｂａｉ等［６］的研究提示 ＡＲＭ的发生是胚胎
期直肠发育发生障碍的结果；张海兰等［７］发现在泄

殖腔的胚胎发育过程中，尿直肠隔间质、直肠背侧间

质和泄殖腔膜细胞凋亡的异常是导致 ＡＲＭ的原因
之一。由于 ＡＲＭ的病理改变十分复杂，因而其发
生机制至今仍不清楚。

Ｗｎｔ５ａ基因定位于染色体 ３ｐ１４～ｐ２１，目前对
Ｗｎｔ５ａ的研究主要涉及肿瘤方面［８］，而且主要集中

于Ｗｎｔ５ａ基因在肿瘤转录和翻译水平的变化。既往
研究证实Ｗｎｔ５ａ在器官发生的过程中，对于上皮细
胞增殖迁移，细胞黏附及神经干细胞的增殖分化等

方面都起着重要的调节作用［９］，Ｗｎｔ５ａ蛋白主要通
过自分泌和旁分泌途径产生，起细胞间的相互联系

作用，对于调控生物体肛门直肠正常发育有非常重

要的意义［１０］。最近国外学者在小鼠胚胎发育中研

究认为Ｗｎｔ５ａ基因在小鼠肠道延长发育过程中起着
重要作用，Ｗｎｔ５ａ／突变鼠的肠道明显较野生型短
小，而且发育差，另外后肠也存在发育异常，而且伴

发肛门闭锁［１１］。本课题组的前期研究也发现了

Ｗｎｔ５ａ在正常Ｗｉｓｔａｒ大鼠和 ＥＴＵ致畸 ＡＲＭ大鼠的
末端直肠肠壁的发育过程中的表达存在差异［１２］。

本研究进一步在形态学上对无胃肠道疾病患儿和

ＡＲＭ患儿直肠末端组织中的 Ｗｎｔ５ａ的表达进行研
究，发现在正常对照组直肠末端的肌间神经丛、直肠

黏膜及黏膜下层处 Ｗｎｔ５ａ阳性细胞较多，而 ＡＲＭ
组直肠末端Ｗｎｔ５ａ阳性细胞减少或消失；另外高位
组、中位组和低位组蛋白表达水平均明显低于正常

对照组。而且高位和中位 ＡＲＭ患儿 Ｗｎｔ５ａ蛋白表
达明显低于低位组。考虑在 ＡＲＭ发生过程中，如
果Ｗｎｔ５ａ信号降低，可能影响了肠管正常胚胎发育
过程中的信号传导，从而不同程度地影响了末端直

肠的发育，进而产生了ＡＲＭ。本研究发现畸形位置
愈高，Ｗｎｔ５ａ分子表达愈弱，推测Ｗｎｔ５ａ信号降低的
程度不同，影响肠管发育的程度也不同，从而产生不

同的畸形类型。另一方面，Ｗｎｔ５ａ在末端直肠壁内
肌间神经节处表达较强，推测这一信号分子可能通

过调节神经干细胞的增殖分化从而调节肠壁神经系

统的发育，进而对肠道的功能产生影响。

目前研究认为 ＡＲＭ是多因素疾病，同时受到
多种环境因素的影响，对其相关因子的研究主要集

中在ｓｈｈ、ＢＭＰ４、Ｈｏｘ、ＦＧＦ、ＥｐｈＢ２及 Ｗｎｔ这些形态
发生因子上［１３］。上述基因以系统协调的网络框架

的形式参与肛门直肠的正常发育，任何一个微细的

环节的差错就就可能会影响该系统整体功能的发

挥，致使畸形出现。Ｗｎｔ５ａ是这个网络的重要一环，
本研究结果提示：Ｗｎｔ５ａ表达水平减低与ＡＲＭ的发
生有关，Ｗｎｔ５ａ在先天性ＡＲＭ的发生中可能具有重
要作用。

今后我们还将围绕Ｗｎｔ５ａ及其信号通路的相关
基因进行联合研究，克服单一基因研究的缺陷，进一

步明确基因间的交互作用和基因与表型的相互关

系，进而对疾病的认识有深入的提高。

·７９４·
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２０１１年新生儿治疗矛盾与对策学习班通知

广州市医学会新生儿科分会、广州市妇女儿童医疗中心（广州市儿童医院）和广州市花都区胡忠医院拟于２０１１年
８月１７～２１日在广州市花都联合举办新生儿治疗矛盾与对策学习班，为期 ４天。本项目系国家级继续教育项目
（２０１１－０６－０３－０４８），学习结束授予Ｉ类学分１０分。

本项目主要探讨新生儿常见病和危重症治疗中的各种矛盾，从矛盾的认定，矛盾的机制和处理等方面阐明疾病治

疗的合理性和全局性，从而更好地进行治疗，避免医源性损伤。将邀请复旦大学儿科医院、上海交通大学新华医院／附
属儿童医院、浙江大学附属儿童医院、中南大学湘雅医院、中山大学附一院／附六院、暨南大学医学院附一院、南方医科
大学、广州医学院、广州市妇女儿童医疗中心（广州市儿童医院）等单位的专家、教授授课。

报名办法：学费（含资料费）８００元，食宿统一安排，费用自理。有意参加者请来信、电话或电子邮件联系，并注明
联系方式以便发送第二轮通知。主办方联系地址：（１）广州市人民中路 ３１８号 广州市儿童医院新生儿科，邮编
５１０１２０；联系电话：０２０－８１３３０５７８；１３９２８７３７３７８（联系人：周伟，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｏｕｗｅｉ＿ｐｕ００２＠１６３．ｃｏｍ）（２）广州市花都区新
华街工业大道１７号 广州市花都区妇幼保健院（胡忠医院产科院区）新生儿科，邮编５１０８００；联系电话：１３９２６２６３８５０
（联系人：瞿柳红，Ｅｍａｉｌ：ｑｕｌｉｕｈｏｎｇ＠１２６．ｃｏｍ）。亦可从广州市妇女儿童医疗中心网站查询和下载相关资料。

·８９４·




