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&&!摘&要"&目的&观察缝隙连接蛋白 @"$'N@"%及 '3X36间质细胞$[''%在先天性巨结肠$Bb%肠壁中的分

布&探讨'N@" 和[''与Bb发病的关系' 方法&运用免疫组织化学方法观察 @# 例经病理诊断为Bb的肠壁标本

内各层之间'N@" 蛋白和[''的分布情况&其中男 "" 例&女 % 例$年龄 # 个月至 !$ 岁%&实验标本均为散发病例&全

部取材经组织病理学检测符合Bb诊断&包括常见型 "$ 例&短段型 !# 例&并取 = 例肠套叠患儿$"$ 2 至 : 岁&男 @

例&女 ! 例%作为对照组' 结果&Bb狭窄段$无神经节细胞肠段%肠壁肌层内 'N@" 和 [''表达缺失&各层中几乎

未见'N@" 表达和 [''分布&与 Bb扩张段 $有神经节细胞肠段%及正常对照组之间的差异有显著性意义

$!C$7$!%' Bb移行段肠壁'N@" 和[''有中等强度表达&与扩张段)狭窄段之间差异有显著性$!C$7$!%' Bb

扩张段肠壁'N@" 和[''呈强阳性分布&黏膜下层和纵肌层未见或少见'N@" 表达' Bb扩张段和正常对照组肠壁

内'N@" 和[''表达差异无显著性' 结论&'N@" 表达缺失或减少)缝隙连接结构的破坏及 [''结构)分布异常&导

致细胞间物质)电信号的传递障碍&可能是Bb发病的原因之一' !中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&!$% '!$&"
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&&G+8 :5*A1*&B)4DE(D04O*?mD2)D.3D.# ',**.N)* @"# [*-.4D-)-)36E.66,F'3X36# [//O*,()D-,E(./)D-4M# '()62

&&先天性巨结肠 $B)4DE(D04O*?mD2)D.3D.&Bb%是

以结肠远端或直肠内缺失神经节细胞为特征的胃肠

动力性疾病&其病变肠段缺乏推进式运动&从而引起

梗阻症状&是新生儿期低位肠梗阻常见原因之一'

病因尚未阐明&目前大多认为系遗传及环境多种因

素综合作用)共同调控的结果!!"

'

'3X36间质细胞$)*-.4D-)-)36E.66D,F'3X36&[''%广

泛分布于消化道&是胃肠慢波活动的起搏细胞及其
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基本电节律的主要传播细胞&并参与胃肠道神经信

息的传递!#"

' 近年研究表明&[''与众多胃肠道疾

病关系密切&其分布异常)数目减少可能是这些疾病

发病的重要病理生理机制之一' [''的基因表达产

物EPS)-$一种编码酪氨酸激酶膜受体的原癌基因%

对于[''表型的发育与维持是必须的&是胃肠道

[''的特异性标志物&采用抗 EPS)-抗体可选择性标

识[''&有较高的特异性'

缝隙连接$?30 XO*E-),*&d+%是相邻两个细胞之

间的连接通道排列而成的一种特殊膜结构&相邻细

胞通过缝隙连接进行信息)能量和物质交换&参与细

胞间物质)电信号的传递' 其中连接蛋白 @"$E,*P

*.N)* @"&'N@"%是人类主要细胞缝隙连接蛋白&其

表达异常与多种疾病发生有关!""

'

本研究采用免疫组化法检测 [''及 'N@" 在

Bb患儿正常及病变肠段肠壁内的分布&探讨 [''

和'N@" 与Bb发病机制的关系&为先天性巨结肠病

因的研究奠定基础'

$H材料与方法

$7$H临床资料

标本取自 #$$> 年 : 月至 #$$A 年 % 月西安市儿

童医院)唐都医院收治的 Bb患儿手术切除标本共

@# 例&其中男 "" 例&女 % 例$年龄 # 个月至 !$ 岁%&

西安市儿童医院收治的肠套叠手术病人 = 例为对照

组$"$ 2至 : 岁&男 @ 例&女 ! 例&经病理证实为正常

节段标本%' 本实验收集患儿全部为散发病例&包

括常见型 "$ 例&短段型 !# 例&合并回肠闭锁 ! 例&

合并先天性肠扭转不良 # 例' 取材经 cP!$$ 蛋白组

织病理学检测符合Bb诊断!@"

'

$7!H试剂

一抗为兔抗人'N@" 多克隆抗体$!v=$& fM/.2

公司%和鼠抗人 EPS)-单克隆抗体$!v=$& c3*-3E4OZ

公司%&二抗由北京中杉试剂公司提供&用磷酸盐缓

冲液代替一抗做阴性对照'

$7%H免疫组化方法步骤

标本经 :H多聚甲醛固定&石蜡包埋)连续切

片&每例行EPS)-及'N@" 染色' 苏木精P伊红染色按

常规法进行&确认标本取材准确)完整#免疫组化染

色按常规进行'

$7IH统计学分析

每张切片取 !$ 个高倍镜视野下的阳性细胞计

数&取其平均值计算均数及标准差&采用 c1cc !!7=

软件进行统计学处理&多样本均数之间比较采用单

因素方差分析&多重比较采用 \cbP@检验&!C$7$=

认为差异有显著性意义'

!H结果

!L$HD9I% 的分布

#7!7!&正常结肠肠壁内 'N@" 的分布情况&&

'N@" 在正常结肠肠壁内分布主要位于环肌层与纵

肌层交界部$环肌层最外层%&黏膜下层及纵肌层偶

见阳性细胞分布&与 Bb扩张段肠壁分布相似$图

!<%' 正常对照组及扩张段肠壁肌间层)环肌层

'N@" 的表达明显强于黏膜下层'

#7!7#&Bb肠壁内 'N@" 的分布情况&&Bb狭窄

段肠壁各层中几乎未见 'N@" 的表达$图 !a%#Bb

扩张段肠壁环肌层与纵肌层交界部位 'N@" 呈强阳

性分布$图 !'%#移行段肠壁环肌层与纵肌层交界部

位可见'N@" 中等强度阳性分部$图 !b%#黏膜下层

和纵肌层未见或少见'N@" 表达'

#7!7"&肠肌层内'N@" 的半定量分析&&正常结肠

及Bb结肠肠壁内'N@" 的半定量分析&显示 Bb狭

窄段肠壁肌层内'N@" 的表达与正常对照组之间的

差异有显著性$@J>7@=A&!C$7$!%&与扩张段之间

的差异有显著性$@J=7"=A&!C$7$!%#对照组与

Bb扩张组比较差异无显著性' 扩张组与移行组比

较差异有显著性$@J"7=:$&!C$7$!%#移行组与狭

窄组比较差异有显著性$@J@7"A!&!C$7$!#表 !%'

&&表 $HD9I% 蛋白和PDD在OV肠壁环(纵肌层交界部

的表达
$UnH%

分组 标本例数 'N@" 蛋白阳性 [''阳性细胞数

对照组 = =:7"# n>7!A !$7#@ n$7:"

扩张段组 @# ="7:= n=7"$ :7"A n$7A"

移行段组 @# !>7#> n"7>% "7@% n$7@:

狭窄段组 @# !7@$ n!7!A $7:@ n$7">

!L!HPDD的分布

#7#7!&正常结肠肠壁内 [''的分布情况&&[''

在正常结肠肠壁内分布主要位于环肌层与纵肌层及

其交界部&黏膜下层偶见阳性细胞分布&与Bb扩张

段肠壁分布相似$图 #<%'

#7#7#&Bb肠壁内[''分布情况&&Bb狭窄段肠

壁各层中几乎未见[''的表达$图 #a%#Bb移行段

肠壁环肌层与纵肌层部位[''逐渐增多$图 #'%#扩

张段肠壁环肌层与纵肌层部位 [''呈强阳性分布

$图 #b%'

(@!#(
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&&图 $H各组肠壁 D̀ I% 分布情况$ a$""#箭头所指为D9I% 染色阳性细胞%H

;*对照组肌间层可见 'N@" 表达# M*Bb

狭窄段肠壁&无神经节细胞段未见'N@" 表达# D*Bb有神经节细胞段可见 'N@" 呈强阳性分布# V*Bb移行段细胞可见 'N@" 中等强

度分布'

&&图 !H各组肠壁PDD分布情况$ a$""#箭头所指为PDD染色阳性细胞%H

;*对照组环肌层&偶见[''阳性细胞分布#

M*Bb无神经节细胞段可见[''的表达# D*Bb有神经节细胞段可见[''表达# V*Bb移行段细胞[''呈强阳性表达'

#7#7"&肠肌层内 [''的半定量分析&&正常结肠

及Bb结肠肠壁内 [''的半定量分析&显示 Bb狭

窄段肠壁肌层内[''的表达与正常对照组之间的差

异有显著性$@J>7@=A&!C$7$!%&与扩张段之间的

差异有显著性$@J=7"=A&!C$7$!%#对照组与 Bb

扩张组比较差异无显著性#扩张组与移行组比较差

异有显著性$@J"7=:$&!C$7$!%#移行组与狭窄组

比较差异有显著性$@J@7"A!&!C$7$!&表 !%'

%H讨论

Bb病因目前尚不完全清楚&对该病病因和发

病机制的研究仍然是国内外学者的热门话题' 近年

来&人们对Bb的发病机制有了更深入的认识&大多

数学者认为Bb是具有多基因遗传特性的先天性发

育畸形&胚胎早期阶段微环境改变及遗传学因素在

巨结肠发病中起重要作用&既往研究发现&Bb肠动

力障碍与多种因素相关&如遗传因素*#(O)(>)")

)"L等基因的改变!="

#早期胚胎阶段微环境改变*

细胞外基质蛋白)细胞黏附分子)神经生长因子等减

少&可能导致病变肠段神经元的发育和成熟障

碍!>"

#肠壁内抑制性神经递质8V含量异常#胆碱能

纤维增生)肾上腺素能神经纤维功能减弱#非肾上腺

素性抑制性肽类递质含量改变#神经细胞黏附分子

表达异常致神经肌肉接头减少!A"

#以及与胃肠动力

有关的'3X36间质细胞分布异常或减少有关等!:"

'

[''广泛分布于消化道&是胃肠慢波活动的起

搏细胞及基本电节律的主要传播细胞&是肠神经系

统与肠道平滑肌之间的桥梁和纽带!#"

' [''的基因

表达产物EPS)-对于 [''表型的发育与维持是必须

的&是胃肠道 [''的特异性标志物!%"

' [''的主要

功能有*作为胃肠道平滑肌的起搏细胞&产生生理慢

波&并促进电活动的扩布&从而控制胃肠道平滑肌的

收缩和蠕动!#"

#它们是胃肠道非肾上腺能)非胆碱

能抑制性神经传递的介质#还与某些胃肠激素的运

动调节功能有关' 近年研究表明&[''作为消化道

一种特殊的间质细胞&与众多胃肠道疾病关系密切&

如胃食管反流!!$"

)胃轻瘫!!!"

)溃疡性结肠炎!!#"

)慢

传输性便秘!!""等&其数量及结构的变化可能是 Bb

发病过程中的重要病理生理机制之一'

缝隙连接是细胞间信息传导的主要通道&缝隙

连接蛋白在动物体内分布很广' 其中 'N@" 是一种

主要的细胞间隙连接蛋白&由总长度为 # A>: 碱基

对$R0%的 " 条互补脱氧核糖核酸$Eb8<%所编码'

'N@" 蛋白与机体许多病理生理过程有密切的联系&

其表达异常与多种疾病的发生有关!""

' 有研究显

示&心脏'N@" 蛋白表达缺失&心律失常和心肌梗塞

的发生率明显增加!!@"

#多种癌细胞中都有 'N@" 表

达下降!!="

' 膀胱平滑肌 'N@" 表达上调&膀胱的收

缩排空能力增加!!>"

' 'N@" 蛋白的表达高低与分娩

过程中子宫平滑肌的收缩强度也密切相关!!A"

' 高

红等!!:"的研究发现&Bb组织中 13N" 和 'N@" 基因

突变及表达异常可能与 Bb的发生密切相关&13N"

和'N@" 突变可能造成信息传递缺陷&扰乱了神经嵴

(=!#(
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细胞的迁移&从而导致Bb的发生' 由此推测&各种

先天性或后天性因素引起缝隙连接结构破坏&导致

细胞间信息和物质传递障碍&可能是 Bb肠动力障

碍的多种致病因素之一'

[''的研究发现&[''与 [''之间&[''与平滑

肌之间&[''与神经细胞之间形成网络和很多缝隙

连接!#"

' 由此推测&缝隙连接作为细胞间物质)信

息传导的主要通道&可能影响 [''与平滑肌间信号

传递&从而影响[''胃肠慢波起搏的功能&参与 Bb

发病的病理生理过程'

本实验采用免疫组织化学方法&在石蜡切片上

显示并利用普通光学显微镜观察&分别对 'N@" 和

[''进行定位)定性和半定量分析&所需仪器设备简

单&经济实用&为先天性巨结肠发病机制的研究奠定

了实验基础&并为[''结构和功能的研究提供了新

思路' 本实验收集 @# 例Bb患儿肠壁标本&运用免

疫组织化学方法观察正常及病变肠段内 'N@" 和

[''的表达情况&结果发现在正常对照组及 Bb扩

张段肠壁的环肌层)肌间层&尤其是环肌层的最外

层&有阳性至强阳性的 'N@" 和 [''表达#Bb移行

段'N@" 和 [''的表达减弱#在狭窄段肠壁内 'N@"

和[''表达明显减少或消失' 'N@" 和 [''在 Bb

有神经节细胞肠段肠壁内均呈阳性表达&且表达部

位相似&此肠段肠壁的蠕动功能正常#在Bb移行段

细胞肠壁&'N@" 和 [''表达均减少#在 Bb无神经

节细胞肠段&'N@" 和 [''表达均为阴性&肠蠕动功

能减弱或消失' 由此推测&Bb发病可能与 'N@" 和

[''的表达缺失有关#'N@" 和 [''在正常及病变肠

段内的分布基本一致&提示二者之间可能存在联系&

即[''之间可能存在缝隙连接&Bb肠壁内缝隙连

接结构缺失或结构破坏&可能妨碍细胞之间物质信

号的传递&从而引起肠蠕动功能异常!!%"

'

然而'N@" 与[''的确定定位关系&及 'N@" 对

[''和胃肠功能的作用机制&有待更先进技术的研

究&如免疫双染法等将二者同时定位于同一张切片#

究竟是'N@" 和[''缺失引起Bb的肠功能障碍&还

是肠功能障碍导致'N@" 和[''表达缺失&是否为原

发始动因素&亦或是继发改变&尚待于进一步研究'
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