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胆管闭锁是新生儿阻塞性黄疸最常见的原因之

一#以肝内外胆管闭锁和梗阻性黄疸为特点#

\*<*.

手

术是其一线治疗方法#但最终仍有
%"Z

成功应用
\*<*.

手术治疗的患儿发展为肝硬化#需要接受肝移植治

疗*

#G!

+

&胆管闭锁发病机制至今未明#研究多认为与肝

内炎症反应#尤其是激活的
J@C

j细胞
NM#

亚型及其

分泌的细胞因子介导的特异性炎症有关*

&G$

+

#有研究认

为
J@C

j细胞
NM!

亚型所分泌的细胞因子在胆管闭锁

的发病过程中也起着重要作用*

'

+

&先天性胆管扩张也

是临床较常见的小儿胆管发育畸形#有报道胆管闭锁

和胆管扩张可能具有共同的病因学基础*

%

+

&白介素
G

#&

$

BRG#&

%是一种多功能细胞因子#主要由
$

型
N

辅助

细胞'肥大细胞'嗜碱性细胞和单核巨噬细胞等在活化

状态下分泌#对单核细胞'

]

细胞'树突状细胞及内皮

细胞等具有多种生物学效应#可调节免疫应答'炎症反

应等*

EGF

+

&本研究观察了
BRG#&

在胆管闭锁及先天性胆

管扩张患儿外周血及肝组织中的表达情况#初步探讨

其在先天性胆管疾病发病中的意义&

C

!

资料和方法

#=#

!

研究对象
!

样本均来自本院
!"##

年至
!"#&

年

住院病例&胆管闭锁
#!

例#胆管扩张
#"

例&所有胆

管闭锁及胆管扩张病例均经手术探查及病理证实&胆

管闭锁组男
$

例#女
%

例#平均年龄$

!=$c"=&

%个月#

胆管扩张组男
$

例#女
$

例#平均年龄$

!"=!cF=E

%个

月&所有全血标本均在清晨空腹时抽取#离心
#"-.3

#

提取血清#

eE"[

保存&获取肝组织穿刺活检标本后

置于
CZ

甲醛溶液或冻存于
eE"[

&本研究方案经我

院伦理委员会批准#胆管闭锁和胆管扩张患儿监护人

均签署知情同意书&

#=!

!

主要试剂
!

BRG#&HRB6(

试剂盒及单克隆抗体购自美

国
Oi@

公司(

O?(

提取试剂盒购自北京天根有限公司(反

转录及荧光定量试剂盒购自日本
N*\*O*

公司&

#=&

!

血清
BRG#&

水平检测
!

采用
HRB6(

法#按照试剂

盒说明书进行&于波长
C$"3-

的酶标仪上读取各孔

的光密度$

;

%值#绘制标准曲线#在标准曲线上查找对

应的浓度范围&

#=C

!

肝组织
BRG#&-O?(

表达的检测
!

采用荧光定

量
ONGDJO

法&

BRG#&

和内参对照
&

G*)8.3

引物由生工

生物工程$上海%股份有限公司合成&

&

G*)8.3

引物上

游!

$gGJ(NJNJNǸ JNJ (̀(JNJJ(G&g

#下游!

$gG(NJ(Ǹ NNN D̀Q((JJNNJ((J(G&g

#产物

大小为
&""U

K

&

BRG#&

引物上游!

$gGJ̀ `NJ(NǸ

JNJNJ(JNN J̀JNNG&g

#下游
$gGNN(JJJJNJ

,
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在胆管闭锁和先天性胆管扩张患儿外周血及肝组织中的表达

JJN((JJJNJJNNG&g

#产物大小为
$""U

K

&按照

O?(

提取试剂盒说明书#提取肝组织内总
O?(

#并进

行
O?(

样品的检测&按照反转录及荧光定量试剂盒

说明书#将提取的
O?(

反转录转化为
)@?(

#并进行

DJO

扩增#采用标准曲线相对定量法进行结果分析&

#=$

!

肝组织中
BRG#&

蛋白表达的检测
!

采用蛋白质

印迹法&液氮法提取蛋白#

eE"[

保存待用&稀释并

定量组织蛋白样品#使用时取样品
!"

%

R

#行
6@6G

D(̀ H

#

D>@Y

转膜#脱脂牛奶封闭#依次加入一抗$

BRG

#&

鼠抗人单克隆抗体%'二抗及显色剂后#于暗室中显

影'定影#凝胶成像系统扫描条带灰度值#

&

G*)8.3

作为

内参照#计算蛋白质表达水平&

#='

!

统计学处理
!

采用
6D66#&="

软件进行统计学分

析#计量资料以
(

>c(

表示#采用
"

检验对两组间进行比

较&检验水准$

#

%为
"="$

&

D

!

结
!

果

!=#

!

患儿血清
BRG#&

水平
!

胆管闭锁患儿血清
BRG#&

水平为$

#$C=$"c#E=!&

%

3

L

"

R

#低于胆管扩张患儿

*$

!'E=!"c#F=&"

%

3

L

"

R

+#差 异 有 统 计 学 意 义

$

8

&

"="#

%&

!=!

!

患儿肝组织
BRG#&

的表达
!

胆管闭锁患儿肝组

织 中
BRG#& -O?(

及 蛋 白 表 达 量 分 别 为

"="#$"c"=""!#

和
"=&CC'c"="#$"

#均低于胆管扩

张患儿$

"="&!"c"=""$"

#

"=$%'$c"="!#$

%#差异

均有统计学意义$

8

&

"="$

%&蛋白质印迹检测结果

见图
#

&

图
C

!

胆管闭锁%

<

&和先天性胆管扩张%

J

&

患儿肝组织
P;FCE

的表达%蛋白质印迹法&

E

!

讨
!

论

肝内炎症反应主要是
J@C

j细胞
NM#

亚型及其所

分泌的细胞因子介导的特异性炎症过程&天然
J@C

j

细胞遇到外来抗原后可分化为
NM#

细胞和
NM!

细胞#

激活的炎症细胞又会各自分泌特异性细胞因子&

NM#

特征性细胞因子包括
BRG!

'

BY?G

-

'

N?YG

#

和
BRG#!

#

NM!

特征性细胞因子包括
BRGC

'

BRG$

和
BRG#&

&

BRG#&

调控着表面抗原的表达'抗体依赖性细胞毒

性'单核细胞形态的改变和细胞因子合成(并诱导单核

巨噬细胞的分化#抑制其产生致炎细胞因子和趋化因

子$如
BRG#

&

'

BRG'

'

BRGE

'

N?YG

#

等%(同时
BRG#&

促进单

核巨噬细胞产生
BRG#

受体拮抗蛋白#参与抑制炎症反

应*

F

+

&

本研究采用
HRB6(

技术检测
BRG#&

在胆管闭锁和

胆管扩张患儿外周血中的表达#发现胆管闭锁患儿血

清
BRG#&

表达水平*$

#$C=$"c#E=!&

%

3

L

"

R

+明显低于

胆管扩张患儿*$

!'E=!"c#F=&"

%

3

L

"

R

+#差异有统计

学意义$

8

&

"="#

%&有报道健康体检儿童*

"=$

"

C

$

!=&c"=F

%岁+血清
BRG#&

水平为$

%%=!%c#E=#'

%

3

L

"

R

*

#"

+

&本组胆管闭锁或胆管扩张患儿血清
BRG#&

水平是

健康体检儿童的数倍之多#提示胆管闭锁和胆管扩张患

儿较正常儿童免疫应答反应水平增加&进一步采用

ONGDJO

和蛋白质印迹法检测
BRG#&

在胆管闭锁和胆管

扩张患儿肝组织中的表达#发现类似于外周血中的表达

趋势#胆管闭锁患儿肝组织中
BRG#&

的表达在基因和蛋

白水平均明显低于胆管扩张患儿#差异均有统计学意义

$

8

&

"="$

%&

免疫应答起因于
NM#

和
NM!

作用之间的平衡#是

维持正常免疫功能和身体健康的基础&胆管闭锁患儿

血清及肝组织中
NM!

特征性细胞因子
BRG#&

表达水平

均低于胆管扩张患儿#提示
BRG#&

在胆管闭锁和胆管

扩张这两类先天性胆管疾病发病中有不同的作用和意

义&鉴于本研究样本量有限#尚需积累更多资料#进一

步进行深入研究&
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第二军医大学荣获
!"#$

年)上海市专利工作示范单位*

!!

!"#$

年
'

月#经上海市知识产权局评审我校获批
!"#$

年-上海市专利工作示范单位.&我校的成功入选#既是上海市知识

产权局对我校知识产权工作的认可#也是我校坚持科技创新'注重知识产权管理的直接体现&

近年来#我校高度重视知识产权工作#专利申请量持续增长&截止到
!"#C

年
#!

月
&#

日#我校作为第一专利权人共拥有

有效专利
F!!

件#其中有效发明专利
C!'

件'有效实用新型专利
CEC

件'有效外观专利
#!

件&有效国防专利
'

件#国际专利

&

件&

我校将以荣获-上海市专利工作示范单位.为动力#进一步强化技术创新工作和知识产权管理工作#以市场为导向#充分发

挥示范单位的带头作用#引领和推动技术的创新发展&

,

"#E

,


