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上皮间质转化在人胚胎肝胆管板发育过程中的发生情况及其意义
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　　［摘要］　目的　观察上皮间质转化（ＥＭＴ）标记物在人胚胎肝胆管板发育过程中的表达，探讨胆管板发育过程中ＥＭＴ

的发生和意义。方法　应用免疫组化法观察ＥＭＴ相关标记物细胞角蛋白１９（ＣＫ１９）、波形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、α平滑肌肌动蛋

白（αＳＭＡ）在３１例８～４０周龄人胚胎肝胆管板发育过程中的表达和变化情况。结果　从８周龄开始，随着胆管板阶段、胆管

板重新塑形阶段、胆管形成阶段的发展，汇管区内ＣＫ１９染色阳性细胞百分率也逐渐增加，而ｖｉｍｅｎｔｉｎ和αＳＭＡ阳性细胞百分率

则逐渐减少，ＣＫ１９染色阳性细胞百分率分别与ｖｉｍｅｎｔｉｎ和αＳＭＡ阳性细胞百分率呈负相关（ＣＫ１９与ｖｉｍｅｎｔｉｎ：狉＝－０．８２０，犘＜

０．００１；ＣＫ１９与αＳＭＡ：狉＝－０．７９７，犘＜０．００１）。９周龄胚胎肝胆管板细胞开始表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ，１３～１９周时达到高峰，之后减少，

２８周时检测不到；１４～３２周龄胚胎肝部分发育中的胆管细胞也表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ，观察到汇管区ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性的肌纤维母细胞

（ｐＭＦｓ）向胆管（板）内整合、移行。通过连续切片观察到９～３２周龄胚胎肝部分胆管板或胆管细胞共表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＣＫ１９。

结论　人胚胎肝胆管板发育过程中存在间质上皮转化，与胆管形成有关。

　　［关键词］　肝干细胞；胚胎肝；胆管板；上皮间质转化；免疫组织化学
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　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉ

ｔｉｏｎ，ＥＭＴ）在胚胎发育、组织重建、癌症转移过程中

发挥着重要作用。研究表明，从小鼠胚胎肝中提取

肝干细胞进行体外细胞培养可诱导出ＥＭＴ
［１２］，发

育早期（８周龄前）的人胚胎肝组织中的肝干细胞具

有ＥＭＴ表型，人肝芽来源的肝干细胞系（ｈＬＢＳＣ）不

仅具有肝干细胞特征，还表达间质标记物［３］，均说明

ＥＭＴ的产生和干细胞密切相关。我们前期研究证

实８周龄后胚胎肝内出现的胆管板内含有丰富的肝

干细胞，并且具有双向分化潜能［４］，由此设想胆管板

干细胞及其所在的汇管区间质之间也可能存在

ＥＭＴ。本研究用免疫组化方法观察ＥＭＴ相关蛋白

在３１例８～４０周龄人胚胎肝组织中的表达，探讨胆

管板发育过程中ＥＭＴ的发生和意义。

１　材料和方法

１．１　组织来源　３１例８～４０周龄胚胎肝标本取自

解放军１０５医院和安徽省妇幼保健院，其中１５例为

孕妇自愿流产（４例行米非司酮流产，１１例行水囊引

产），１６例意外流产（７例因孕妇创伤、４例因孕妇心

脏疾病、５例因孕妇合并子宫肌瘤），所有标本收集均

征得孕妇本人知情同意，实验过程符合伦理标准，经

解放军１０５医院医学伦理委员会批准；胚龄按

Ｊｉｒａｓｅｋ（１９８３）制定的人体胚胎正常发育表、Ｂ超测

定胚胎双顶径与股骨径和孕妇的末次月经来确定。

１．２　免疫组化染色　采用 ＭａｘＶｉｓｉｏｎ两步法，所有

标本均用１０％中性缓冲甲醛固定，常规石蜡包埋、连

续切片，一张切片行 ＨＥ染色，其余脱蜡至水，柠檬

酸高温高压抗原修复２０ｍｉｎ，滴加０．３％ Ｈ２Ｏ２ 室温

孵育２０ｍｉｎ，阻断内源性过氧化物酶，滴加一抗鼠抗

人细胞角蛋白１９（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１９，ＣＫ１９）、波形蛋白

（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、α平滑肌肌动蛋白（αＳＭＡ）单克隆抗体

（Ａｂｎｏｖａ公司），然后放置于４℃过夜，滴加即用型

ＭａｘＶｉｓｉｏｎＴＭ／ＨＲＰ试剂（福州迈新生物技术开发公

司），室温孵育１５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染。分

别设阳性对照、阴性对照和空白对照。判定标准：背

景清晰；细胞质或细胞膜出现棕黄色颗粒为阳性。

每张切片均观察５个完整的汇管区，用ＬＯＧＥＮＥＩ

ＰＡＳ９０００图像分析系统分别计算ＣＫ１９、ｖｉｍｅｎｔｉｎ和

αＳＭＡ阳性细胞百分比。

１．３　统计学处理　所有数据均用ＳＰＳＳ１６．０统计软

件处理，ＣＫ１９、ｖｉｍｅｎｔｉｎ和αＳＭＡ阳性细胞百分率

之间的关系采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级资料相关分析，各组

间ＣＫ１９、ｖｉｍｅｎｔｉｎ和αＳＭＡ阳性率比较用单因素方

差分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　８周龄后胚胎肝汇管区的特点　８周龄后胚胎

肝内在较大门静脉间质周围发现胆管板（图１Ａ ），９

周龄胚胎肝内中央静脉及汇管区开始形成，１１周时

肝索开始沿着中央静脉呈放射状排列，１４周龄胚胎

肝内胆管板旁门静脉间充质内出现单个完整的胆

管，肝索也逐渐演变成肝板，参考Ｌｉｂｂｒｅｃｈｔ等
［５］胆

管板发育可分为３个阶段：（１）胆管板阶段可见汇管

区周围包绕单层或两层胆管板细胞；（２）胆管板重新

塑形阶段除胆管板外还可见胆管形成；（３）胆管板塑

形完成阶段，可见单个独立的胆管。

图１　上皮、间质标记物在人胚胎肝组织中

的表达（免疫组化 犕犪狓犞犻狊犻狅狀法）

Ａ：胆管板阶段（１１周），肝索中肝母细胞、汇管区周围的双层

胆管板细胞（箭头示）ＣＫ１９强阳性；Ｂ：胆管板阶段（１６周），

汇管区肌纤维母细胞（箭头示）；Ｃ，Ｄ：胆管板重塑阶段，胆管

上皮和周围的间充质细胞表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ，可见ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋肌纤

维母细胞向胆管内整合、移行．Ｃ：２２＋３周；Ｄ：２４＋１周．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ），×２００（Ｂ），×４００（Ｃ，Ｄ）

２．２　ＣＫ１９、ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ在人胚胎肝组织中的

表达及相关性　８周龄胚胎肝细胞已经表达ＣＫ１９，

阳性染色位于胞质和胞膜，ＣＫ１９阳性程度在８～１１

周龄胚胎肝组织的肝索细胞中达到最高峰，胆管板

ＣＫ１９染色始终强于肝索细胞（图１Ａ），１２周龄胚胎
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肝组织肝索细胞和ＣＫ１９的表达逐渐减少，１６周龄

胚胎肝索内几乎检测不到。

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、αＳＭＡ在肝索中散在表达，可见于

血窦内皮、星状细胞、吞噬细胞，在汇管区表达于血

管内皮、平滑肌以及肌纤维母细胞（ｐｏｒｔａｌｍｙｏｆｉｂｒｏ

ｂｌａｓｔｓ，ｐＭＦｓ），后者位于汇管区间质内，长梭形、胞

质稀少（图１Ｂ）。ＣＫ１９染色阳性细胞百分率分别与

ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 αＳＭＡ 阳性 细 胞 百 分 率 呈 负 相 关

（ＣＫ１９与ｖｉｍｅｎｔｉｎ：狉＝－０．８２０，犘＜０．００１；ＣＫ１９

与αＳＭＡ：狉＝－０．７９７，犘＜０．００１）。比较３个不同

阶段的各指标表达水平，胆管板阶段、胆管板重新塑

形阶段、胆管形成阶段的ＣＫ１９阳性细胞百分率逐

渐升高，ｖｉｍｅｎｔｉｎ和αＳＭＡ阳性细胞百分率逐渐降

低（表１、图２）。９周龄胚胎肝组织胆管板细胞开始

表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ，１３～１９周阳性达到高峰，之后不断减

少，２８周后检测不到，而且部分发育中的胆管细胞

（１４～３２周）也表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ，胆管板、胆管细胞ｖｉｍ

ｅｎｔｉｎ阳性部位均位于胞质，可观察到ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性的

ｐＭＦｓ向胆管（板）内整合、移行（图１Ｃ、１Ｄ）。连续切

片可以观察到９～３２周胚胎肝胆管板或胆管细胞共

表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＣＫ１９（图３）。

表１　上皮间质转化标志物在胆管板发育

３个阶段中的阳性率比较

％，珔狓±狊

　阶段 例数 ＣＫ１９＋ Ｖｉｍｅｎｔｉｎ＋ αＳＭＡ＋

胆管板阶段 １３ ３７．４４±４．４１ ７８．５２±４．３６ ７７．５６±４．４５

胆管板重塑阶段 ９ ４６．８９±３．４６ ６８．２９±５．２０ ６１．８０±５．７１

胆管形成阶段 ９ ５１．２０±１．９８ ５９．０７±２．５１ ５２．１６±２．９７

图２　人胚胎肝胆管板发育过程中上皮间质

转化相关蛋白的表达变化

图３　连续切片观察到２１周胚胎肝组织胆管（板）

细胞共表达狏犻犿犲狀狋犻狀和犆犓１９

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００，×２００，×４００（从左到右）

３　讨　论

研究证明，从胚胎肝中提取胚胎肝干细胞进行

体外培养可诱导出ＥＭＴ
［１２］，Ｃｈａｇｒａｏｕｉ等

［６］在小鼠

胚胎肝组织中用免疫荧光双标记检测 ＣＫ１８和

αＳＭＡ的表达，在造血期胚胎肝组织中（１１．５～

１８．５ｄｐｃ）观察到了具有ＥＭＴ特征的间质细胞。苏

娟等［３］证实发育早期（８周龄前）的人胚胎肝组织内

肝干细胞具有ＥＭＴ表型特征。本实验结果显示随

着胆管板发育３个阶段的进行，汇管区内ＣＫ１９阳

性的胆管板和胆管细胞数目增加，ｖｉｍｅｎｔｉｎ和α

ＳＭＡ阳性的汇管区间质细胞数目逐渐减少，二者呈

负相关，并且在９～３２周胚胎肝内观察到部分胆管

板和胆管细胞共表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＣＫ１９，随着胆管发

育趋近成熟，ｖｉｍｅｎｔｉｎ表达消失，说明在特定时间段

内部分胆管板和胆管细胞共表达上皮和间质表型，

还观察到ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性的汇管区ｐＭＦｓ向胆管（板）

内整合、移行，说明人胚胎肝胆管板发育过程中存在

间质上皮转化（ＭＥＴ），与胆管形成有关。胆管形成

机制的一个关键的环节是需要胆管板和周围的间充

质细胞发生相互作用［５］，ＭＥＴ可能是参与这个环节

的作用机制之一，这可以促进对ＥＭＴ发生机制的深

入认识，进而为合理干预病理性ＥＭＴ及胆管发育畸

形如小儿胆道闭锁［７］，提供理论依据。

Ｖｉｍｅｎｔｉｎ是间质细胞表型，也是重要的 ＥＭＴ

标记物。我们观察到９～３２周胚胎肝部分胆管板干

细胞和胆管细胞共表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＣＫ１９，这与其他

的研究相符合：多种来源的干细胞可以具有间质表

型，如乳腺干细胞［８］、小鼠胚胎肝干细胞［６］等，从侧

面说明了ＥＭＴ的产生与干细胞密切相关。Ｌｉ等
［９］

分离培养小鼠胚胎肝内ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性的非造血细胞
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可以诱导产生ＡＦＰ，通过双标记实验发现从１１．５ｄ

至出生前的小鼠胚胎肝组织中有不同比例的ＡＦＰ、

ｖｉｍｅｎｔｉｎ和ＢｒｄＵ、ｖｉｍｅｎｔｉｎ双阳性细胞存在，这种

表型特点与本实验观察到的共表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ和

ＣＫ１９的胆管板干细胞类似，不同之处是，从小鼠胚

胎肝内分离出来的ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性细胞可能位于肝索

内，表达ＡＦＰ提示向肝系分化，而本研究中ｖｉｍｅｎ

ｔｉｎ阳性的胆管（板）细胞表达ＣＫ１９，主要是向胆管

系分化［１０］。

表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ的胆管（板）细胞可能是ＥＭＴ／

ＭＥＴ发生过程中一种处于未分化状态的肝干细胞，

具有自我更新和多向分化潜能，可以在胚胎发生的

特定阶段通过激活ＭＥＴ产生，通过分泌细胞外基质

和促进胆管游走迁移参与胆管发育成熟，随着胆管

形成，ｖｉｍｅｎｔｉｎ阳性细胞减少，最后转变成位于肝界

板处的赫令管细胞，但因赫令管细胞难以观察到，所

以无从知道其是否表达ｖｉｍｅｎｔｉｎ
［１１］。

研究证实，ＥＭＴ还是恶性肿瘤侵袭转移的始动

环节，ＥＭＴ使癌细胞失去上皮特征，获得间质细胞

特征，增加了肿瘤细胞的转移和侵袭潜能［１２］，ＥＭＴ

的产生与癌干细胞密切相关，高表达干细胞基因的

肝癌细胞株可诱导产生ＥＭＴ
［１３］。胚胎肝富于肝干

细胞的各种中间形态，胚胎肝发育与肝癌的发生、发

展有相似性，如细胞可塑性、动力学、形态学、信号转

导通路等，因此越来越多的学者从胚胎发育时的胚

胎植入、细胞增殖、分化和迁移等正常生理过程来寻

求肿瘤发生及侵袭转移等方面的机制。本研究从细

胞和分子水平对ＥＭＴ参与调控人胚胎肝胆管板发

育的相关机制进行研究，这对于理解和研究肝癌的

发生发展机制有一定的借鉴意义。
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