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Abstract
AIM: To investigate the distribution and 
expression of tight junction protein occludin 
and observe changes in intercellular space in 
the esophageal epithelium in patients with 
gastroesophageal reflux disease (GERD).

METHODS: Sixty-two GERD patients (30 cases 
of reflux esophagitis (RE) and 32 cases of noner-
osive reflux disease (NERD) and 10 non-GERD 
patients were included in the study. Immuno-
histochemistry was used to examine the distri-
bution and expression of occludin in the esopha-
geal epithelium in these patients. The stained 

sections were observed and photographed 
under light microscopy. The intercellular space 
in the esophageal epithelium was measured by 
computer-assisted morphometry. One hundred 
measurements were performed in each case to 
calculate the mean intercellular space diameter. 

RESULTS: Occludin was distributed continu-
ously in the cell membrane in normal esophageal 
epithelium. Of 32 NERD patients, 4 showed nor-
mal occludin expression, and 28 showed varying 
degrees of aberrant occludin expression (e.g., 
incomplete membrane expression, cytoplasmic 
expression and expression loss). In contrast, all 
RE patients showed aberrant occludin expres-
sion. The rates of aberrant occludin expression 
in NERD and RE patients were significantly 
higher than that in non- GERD patients (both P 
< 0.01). No significant difference was observed 
in the rate of aberrant occludin expression be-
tween RE and NERD patients (P > 0.05). The 
mean intercellular space diameters in NERD and 
RE patients were significantly higher than that 
in non- GERD patients (1.38 ± 0.26 µm and 1.51 ± 
0.31 µm vs 0.77 ± 0.12 µm, respectively; both P < 
0.01). No significant difference was noted in the 
mean intercellular space diameter between RE 
and NERD patients (P > 0.05). 

CONCLUSION: Occludin shows diminished ex-
pression and altered distribution in the esophageal 
epithelium in patients with gastroesophageal re-
flux disease. Aberrant expression of occludin may 
result in dilated intercellular space and impair the 
integrity of mucosal epithelial barrier, which may 
partly explain the pathogenesis of GERD. 
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■背景资料
胃食管反流病是
消化系常见病之
一 ,  目前所知临
床发病机制主要
是下食管括约肌
一过性松弛 ,  进
一 步 的 机 制 并
不是很确切 .  临
床上分为反流性
食管炎(RE)、非
糜烂性胃食管反
流病 ( N E R D )及
Barrett's食管.

■同行评议者
潘秀珍, 教授, 福
建省立医院消化
内科



摘要
目的: 研究胃食管反流病(GERD)患者食管上
皮细胞紧密连接蛋白Occludin表达的变化及
食管上皮细胞间隙的改变. 

方法: 采用免疫组织化学法检测62例GERD患
者[其中反流性食管炎(RE组)患者30例, 非糜
烂性反流病(NERD组)患者32例]及10例正常
对照食管下段上皮的紧密连接蛋白Occludin
表达, 并在光镜下观察切片并采集图像, 采用
图像分析系统对每例切片测量100个细胞间
隙, 进行统计学分析. 

结果: 10例正常对照组Occludin呈正常连续
的细胞膜表达, NERD组4例正常表达, 28例
不同程度异常表达, 为细胞膜不完整表达、
细胞质表达及表达缺失, 30例RE均表达异常; 
RE组和NERD组Occludin阳性率与正常对照
组比较, 差异均有显著性(P <0.01), 而RE组与
NERD组间比较, 无显著差异. RE组和NERD
组平均细胞间隙与正常对照组比较, 均有显著
性差异(1.51±0.31 µm, 1.38±0.26 µm vs 0.77
±0.12 µm, 均P <0.01), 而RE组和NERD组间
无显著差异. 

结论: 胃食管反流病患者食管上皮Occludin数
量减少、分布异常, 导致细胞间隙增宽, 影响
黏膜上皮屏障的完整性, 可能是胃食管反流病
的发病机制之一. 

关键词: 胃食管反流病; 紧密连接蛋白; 细胞间隙增

宽; 免疫组织化学; 光镜测量
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0  引言

胃食管反流病(gastroesophageal reflux disease, 
GERD)系指胃内容物反流入食管, 引起不适症

状和(或)并发症的一种疾病 [1]. 诊断标准主要

结合: (1)临床典型的烧心、反流症状; (2)胃镜; 
(3)PPI试验; (4)食管24 h pH及胆汁监测. 临床上

分为反流性食管炎(reflux esophagitis, RE)、非

糜烂性胃食管反流病(nonerosive reflux disease, 
NERD)及Barrett's食管, 其发生与抗反流屏障功

能失调有关, 包括下食管括约肌松弛、食管内

反流物清除障碍、食管黏膜防御能力下降等. 
食管黏膜防御主要为上皮屏障, 结构上由细胞
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膜和紧密连接蛋白(tight junction, TJ)组成, TJ由
跨膜蛋白(Occludin、Claudin)、胞质附着蛋白

(ZO-1)、细胞骨架蛋白相连组成. 近年研究表

明, H+进入和破坏食管上皮的主要途径是经由损

坏的细胞间连接弥散到细胞间隙, 使酸浸润到上

皮下层而产生症状或黏膜破损, 而紧密连接的破

坏, 继发细胞间隙的增宽. 国外动物实验[1]显示

食管炎大鼠Claudin-1表达增强, Claudin-3表达

减低, 而Claudin-4和Occludin由细胞膜表达转换

为胞质表达. 其在人GERD中的表达尚未见类似

报道. 本文对紧密连接蛋白的一种-Occludin在
GERD患者食管上皮中的表达及细胞间隙变化

进行研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2007-01/2008-12我院门诊有反流症

状患者62例, 其中男34例, 女28例, 年龄26-78(平
均50.02±13.65)岁, 根据最新中国GERD共识意

见的GERD诊断标准[1], 行电子胃镜检查及食管

24 h pH监测, 确诊为GERD患者, 并区分RE及
NERD, 分别为30例及32例, 其中RE男18例, 女12
例, NERD男16例, 女16例. RE患者在距离食管下

端3-5 cm处选择糜烂处取活检, NERD在相同水

平位置取活检, 再选择无反流症状非GERD的患

者(食管上中段病变手术者切缘为下段食管达到

相同水平位置)10例做比较, 其中男6例, 女4例, 
年龄43-72(平均54.7±9.74)岁, 均送病理检查. 
1.2 方法 
1.2.1 组织学和免疫组织化学染色: 采用SABC
法, 光镜下观察Occludin表达. 组织用10%甲醛

固定24 h后, 取材, 经脱水透明浸蜡包埋制成

蜡块, 蜡块切片后进行脱蜡, 梯度酒精至水, 用
PBS(pH7.4)冲洗3次, 每次3 min, 对切片用胃酶

消化处理37℃ 20-30 min, PBS冲洗3次, 每次3 
min, 除去PBS液, 每张切片加1滴Occludin抗体

(美国Zymed公司), 冰箱4℃过夜, PBS冲洗3次, 
每次3 min. 除去PBS液, 每张切片加1滴DAKO抗

兔二抗, 温箱37℃孵育40 min, PBS冲洗3次, 每
次3 min. 除去PBS液, 每张切片加2滴新鲜配制

的DAB溶液, 显微镜下观察1-3 min. 自来水冲洗,
苏木素复染1 min, 自来水冲洗返蓝. 则切片经过

梯度酒精脱水干燥, 二甲苯透明, 中性树胶封固. 
采用显微镜下观察其表达部位及类型. 结果判

断: Occludin正常表达于上皮细胞, 呈完整的胞

膜表达; 当细胞膜表达不完整、胞质表达或不

表达时均视为Occludin表达异常.  

www.wjgnet.com

■相关报道
Calabrese的研究
显示, 伴有病理性
酸反流N E R D患
者, 经质子泵抑制
剂(PPI)治疗后随
着症状的消失其
DIS亦恢复正常 . 
谷仲平 et al研究
发现, GERD患者
食管黏膜上皮细
胞间隙明显增大, 
而内镜下黏膜正
常与黏膜异常的
G E R D患者细胞
间隙无明显差异.
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1.2.2 HE染色标本制作及光镜下细胞间隙测量: 
另取切片后行HE染色. 光镜(×400)观察并采集

图像, 采用RAS9000病理图像分析系统(无锡朗

伽公司)测量细胞间隙宽度. 光镜测量时, 选取基

底上层或棘层的细胞核居中、核仁明显的细胞, 
采用盲法对每例切片随机选择10个不同位置取

10张照片, 每张测量10个细胞间隙, 计算测量得

到的100个细胞间隙平均值, 然后计算平均值.  
统计学处理 使用SPSS15.0软件进行分析, 

正态分布的计量资料以mean±SD表示, 采用t检
验, 计数资料采用χ2检验, P <0.05为差异有统计

学意义. 

2  结果

2.1 免疫组织化学法测定Occludin的表达 Occlu-
din主要分布在细胞膜和细胞质中, 经DAB显色

后, Occludin免疫反应沉淀物在细胞膜、细胞质

呈棕色或黄色颗粒, 正常食管黏膜处Occludin主
要在黏膜层下方均匀的连续分布, 似一道屏障, 
而RE及NERD患者黏膜层Occludin数量减少, 且
分布间断、不均匀, 密度和数量上均低于正常

食管黏膜上皮, 细胞膜上Occludin明显减少, 部
分细胞出现胞质内Occludin的表达. 正常对照组

食管组织中Occludin的表达: 10例正常食管组织

中Occludin在食管基底旁细胞和棘细胞层呈连

续的细胞膜阳性, 染色强度为淡黄色, 基底细胞

Occludin的表达为连续的深棕黄色的胞膜阳性, 
上皮下间质未见Occludin表达; NERD组中Oc-

cludin的表达: 32例NERD患者, Occludin有4例正

常表达, 另外28例均有不同程度的表达异常者, 
表达异常主要位于棘细胞和基底旁细胞层, 而
基底细胞表达模式与正常食管黏膜相似, 28例
Occludin表达异常者中, 细胞膜表达不完整者5
例, 细胞质表达者11例, 失表达者12例; RE组中

Occludin的表达: 30例RE患者中, Occludin均有

不同程度的表达异常, 表达异常部位主要位于

棘细胞层和基底旁细胞层, 而基底细胞表达模

式与正常食管黏膜相似, 30例RE患者中, 细胞膜

表达不完整者7例, 细胞质表达者15例, 表达阴

性者8例(图1, 表1). 
2.2 细胞间隙 各组细胞间隙见图2, 表2.

3  讨论

TJ是细胞间连接的一个重要形式, 他是构成黏

膜机械屏障最重要的结构, 由Claud in蛋白、

Occludin蛋白、JAM、ZOs等结构蛋白及各类

连接蛋白分子共同组成[3-5], Occludin是最先分

离出来的TJ跨膜蛋白[6], 相对分子质量为65 kDa, 
形成2个细胞外环和1个短的细胞内环. 免疫电

镜显示Occludin定位在TJ上[7-9], Occludin蛋白是

TJ中最重要的结构蛋白, 他不仅能通过外环以

拉链式结合进而产生严密的细胞旁封闭, 还能

与不同的分子结合, 参与TJ形成的信号调节[10-11],  
Occludin与ZO-1形成紧密连接蛋白的基本结构, 
Occludin功能广泛, 涉及细胞间黏附、移动、调

节细胞通透性及细胞表型的改变[12]. 在低氧、炎

图   1   不 同 组 别
Occludin表达的光
镜下图谱. A: 正常
对照组正常表达(×

20); B: RE组失表

达(×20); C: NERD

组细胞膜表达不完

整(×40); D: RE组

细胞质表达(×20).

A B

C D

■应用要点
本 研 究 提 示 , 
GERD患者由于食
管上皮层紧密连
接结构和功能异
常, 细胞间隙增宽, 
黏膜通透性升高, 
H+、胃蛋白酶、
胆汁酸等透过上
皮层, 作用于黏膜
下的神经末梢, 引
起烧心、反酸、
胸痛等临床症状. 
而NERD与RE的
Occludin表达无明
显差异亦可解释
两者的临床症状
差别不大, 具体机
制有待进一步实
验研究证实.
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性因子刺激等病理情况下可引起Occludin等分

布异常、表达减少甚至融解, 导致TJ结构和功

能的异常, 细胞间隙增宽, 进而使内皮层通透性

升高[12-13]. 国内外研究显示, 在RE和内镜阴性的

NERD组中, 食管黏膜细胞间隙皆存在增宽[14-15], 
其通透性增大[16]. 有研究显示上皮细胞间隙增宽

是NERD的客观结构指标[17]. Calabrese的研究显

示, 伴有病理性酸反流NERD患者, 经质子泵抑

制剂(PPI)治疗后随着症状的消失, 其上皮细胞

间隙亦恢复正常[18]. 国内谷仲平 et al研究发现, 
GERD患者食管黏膜上皮细胞间隙明显增大, 而
内镜下黏膜正常与黏膜异常的GERD患者细胞

间隙无明显差异[19]. 本文主要研究了GERD患者

中食管上皮中Occludin表达变化及细胞间隙的

改变. 研究发现, 在GERD患者中, NERD及RE病
例Occludin表达均有异常, 为蛋白量下降、或转

为胞质表达、或失表达, 这与国外动物实验报

道结果相符, NERD组与正常对照组比较、RE
与正常对照组比较, 均有明显表达异常, 差异有

显著性(均P <0.01); 而RE组与NERD组比较, 差
异无显著性, 而细胞间隙比较GERD患者与对照

组有显著差异, RE组与NERD组无明显差异. 这
从某种意义上可以考虑GERD患者发病机制分

子学基础可能与TJ的表达异常, 特别是Occludin
的表达异常有关. 从本研究来看, GERD患者由

于食管上皮层紧密连接结构和功能异常, 细胞

间隙增宽, 黏膜通透性升高, H+、胃蛋白酶、胆

汁酸等透过上皮层, 作用于黏膜下的神经末梢, 
引起烧心、反酸、胸痛等临床症状. 而NERD与

RE的Occludin表达无明显差异亦可解释两者的

临床症状差别不大, 具体有待进一步实验研究

证实. 
GERD是消化系统常见病之一, 目前所知临

床发病机制主要是下食管括约肌一过性松弛, 
进一步的机制并不是很确切, 从本研究来看, 可
能与紧密连接蛋白, 特别是Occludin的表达异常, 
导致细胞间隙增大有关. 
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■同行评价
本文立题依据充
分, 设计合理, 病
例诊断明确, 有一
定的技术难度, 结
果可靠, 为胃食管
反流病的发病机
制提供理论依据, 
对临床诊治有参
考意义．

表  2  NERD、RE和正常对照食管上皮平均细胞间隙

     
分组              	   n             	             平均细胞间隙(μm)

正常对照组	 10         		  0.77±0.12

NERD组		  32         		  1.38±0.26b

RE组		  30         		  1.51±0.31b

bP<0.01 vs  正常对照组.

图  2  光镜下各组细胞间隙(HE×400). A: 正常对照组; B: NERD组; C: RE组.

CBA

表  1  Occludin在NERD、RE和正常对照食管组织中的表达

     
分组        		    n          正常表达

		         异常表达		
异常表达阳性率(％)

				    细胞膜表达不完整  细胞质表达  失表达

正常对照组	 10      	 10        		  0                    0               0        	     0

NERD组     	 32      	   4         	       	 5                   11            12       		   87.5b

RE组        	 30      	   0        	       	 7                   15              8        	 100.0b

bP<0.01 vs  正常对照组.
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《世界华人消化杂志》标点符号用法

本刊讯 遵照国家标准GB/T 15834-1995标点符号用法的要求, 本刊论文中的句号都采用黑圆点; 数字间的起止

号采用“-”字线, 并列的汉语词间用顿号分开, 而并列的外文词、阿拉伯数字、外文缩略词及汉语拼音字母

拼写词间改用逗号分开, 参考文献中作者间一律用逗号分开; 表示终了的标点符号, 如句号、逗号、顿号、分

号、括号及书名号的后一半, 通常不用于一行之首; 而表示开头的标点符号, 如括号及书名号的前一半, 不宜用

于一行之末. 标点符号通常占一格, 如顿号、逗号、分号、句号等; 破折号应占两格; 英文连字符只占一个英文

字符的宽度, 不宜过长, 如5-FU. 外文字符下划一横线表示用斜体, 两横线表示用小写, 三横线表示用大写, 波

纹线表示用黑体. (科学编辑: 李军亮 2009-09-28)


