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Abstract
AIM: To investigate expressions of platelet-
derived growth factor (PDGF) and connective 
tissue growth factor (CTGF) in cholangitic 
stenosis, and analyze molecular mechanism for 
innocuousness biliary tract stricture.

METHODS: SP immunohistochemistry was 
applied to defect the expression of PDGF and 
CTGF in 10 normal bile duct tissue specimens, 
20 scar tissue specimens of extrahepatic bile duct 
and 12 scar tissue specimens of intrahepatic bile 
duct, and the relationship of the expression with 
cholangitic stenosis was also analyzed.

RESULTS: The positive expression of PDGF and 
CTGF was remarkably stronger in scar tissues of 
extrahepatic and intrahepatic bile ducts than in 

normal bile duct tissues. Kruskal-Wallis Test and 
Man-Whitney Test revealed that expressions of 
PDGF and CTGF in scar tissues of extrahepatic 
bile duct were not positively related to that of in-
trahepatic bile duct, whereas there was a positive 
relationship between the expression of PDGF and 
CTGF in scar tissues of extrahepatic and intrahe-
patic bile duct and that of in normal bile duct (P < 
0.01). Correlation analysis revealed that there was 
a positive relationship between the expression of 
PDGF and that of CTGF in scar tissues of extrahe-
patic bile duct (r = 0.63, P < 0.05). Moreover, there 
was a positive relationship between the expres-
sion of PDGF and that of CTGF in scar tissues of 
intrahepatic bile duct (r = 0.58, P < 0.05).

CONCLUSION: PDGF and CTGF may play a 
coordinate regulatory role in benign cholangitic 
stenosis, and the expressions of PDGF and CTGF 
have a close correlation with benign cholangitic 
stenosis.
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摘要
目的: 检测血小板衍化生长因子(PDGF)和结
缔组织生长因子(CTGF)在胆管炎性疤痕组织
中的表达, 拟从分子水平来初步探讨良性胆道
狭窄形成机制. 

方法: 采用免疫组化SP法检测10例正常胆管
组织、20例肝外胆管疤痕组织及12例肝内胆
管疤痕组织中PDGF和CTGF的表达, 并初步
分析两者表达的相关性及其表达与胆管炎性
疤痕形成的相关性. 

结果: 肝内、外胆管疤痕组织PDGF和CTGF
表达均较高, 正常胆管组织表达最弱. 经两两
比较, 肝外、内胆管疤痕组间差异无显著性意
义(P >0.05). 而两组与正常胆管对照组比较差
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■背景资料
肝内、外胆管疤
痕组织中生长因
子PDGF和CTGF
均被激活, 可能参
与了成纤维细胞
的分化增殖、胶
原合成与降解以
及对细胞因子的
调控, 并导致疤痕
增生, 两者具有协
同 性 .  生 长 因 子
PDGF和CTGF与
胆道炎性疤痕形
成密切相关, 可能
为今后的炎性疤
痕的治疗提供了
一个新的靶点.

■同行评议者
徐智, 教授, 北京
大学第三医院外
科



异均有非常显著性意义(P <0.01). Spearman相
关分析表明: 肝外、内胆管疤痕组织中PDGF
和CTGF的表达均呈正相关(r  = 0.63, 0.58, 均
P <0.05).

结论: 在肝内、外胆管疤痕组织中, PDGF和
CTGF均被激活, 两者的表达呈正相关, 与胆
道炎性疤痕形成密切相关.

关键词: 胆管; 炎性疤痕; 血小板衍化生长因子; 结

缔组织生长因子; 免疫组化
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0  引言

胆管组织结构受损伤后, 由增生的肉芽组织经

改建成熟后形成纤维结缔组织来修复, 进而致

胆道管腔炎性狭窄. 炎性反应既有对机体有利

方面, 如填补创口和缺损以保持组织器官的完

整性和坚固性; 也可能对机体产生不利或有害

的影响, 如炎性反应增生可引起体内各种管道

的狭窄, 引发器官的功能障碍等. 如何预防和治

疗炎性反应对机体产生的不良影响是当今医学

界所面临的棘手问题. 目前, 有关胆道炎性狭

窄的形成机制及防治措施的研究则少见文献报

道. 胆管损伤后出现炎性狭窄在临床中较为常

见, 突出表现为胆道管腔疤痕增生狭窄, 尤以肝

门部或肝门部以上胆管狭窄尤为显著[1]. 现代

细胞生物学和分子生物学在炎性疤痕形成方面

的研究发现: 修复细胞(主要是成纤维细胞)的
大量增殖与凋亡抑制、细胞外基质中胶原合成

与降解失衡、部分细胞因子的大量产生及三者

的密切关系构成了炎性疤痕的生物学基础. 我
们应用免疫组化方法检测了血小板衍化生长因

子(platelet-derived growth factor, PDGF)和结缔

组织生长因子(connective tissue growth factor, 
CTGF)在肝外、肝内胆管疤痕组织、正常胆管

组织中的表达强度、阳性细胞数及组织定位, 
拟从分子水平来初步探讨胆道良性狭窄形成机

制, 探讨PDGF和CTGF的表达与胆管炎性疤痕

形成的相关性, 为临床防治胆管炎性狭窄提供

理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2003-01/2008-06咸宁医学院附属
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第一医院经病理证实的肝外胆管狭窄疤痕石蜡

包埋标本20例(肝外胆管疤痕组), 其中男12例, 
女8例, 发病年龄24-78(平均51)岁; 肝内胆管狭

窄疤痕石蜡包埋标本12例(肝内胆管疤痕组), 其
中男6例, 女6例, 发病年龄29-79(平均52)岁; 同
时, 取肝移植供肝的肝外胆管组织6例, 肝血管

瘤切除的肝内胆管组织4例(共10例, 作为正常胆

管组织对照组). 鼠抗人PDGF mAb(武汉博士德

生物工程有限公司产品); 兔抗人CTGF mAb(武
汉博士德生物工程有限公司产品); 聚合物增强

剂(试剂A)酶标抗鼠聚合物(试剂B); 即用型SP试
剂盒(武汉博士德生物工程有限公司产品); DAB 
KID; Lli Vision+Polymer HRP(Ms/Rb)IHC Kit; 
PBS磷酸盐缓冲液(粉剂); Poly-L-Lysine; 柠檬酸

型抗原修复缓冲液.
1.2 方法 采用免疫组织化学技术链霉菌抗生素

蛋白-过氧化物酶连接法(SP法)检测肝外、肝

内胆管炎性疤痕组织和正常胆管组织PDGF和
CTGF的表达和定位.
1.2.1 免疫组织化学法检测PDGF的表达: 石蜡

切片脱蜡和水化后, 用PBS(pH7.4冲洗3次, 每次

3 min; 对组抗原进行相应的修复; 每张切片加50 
µL 30 mL/L过氧化氢溶液, 室温孵育10 min; PBS
冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 每张切片加50 
µL的一抗(鼠抗人PDGF mAb), 室温下4℃过夜; 
PBS冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 每张切片

加50 µL聚合物增强剂(试剂A), 室温下孵育20 
min. PBS冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 每张

切片加50 µL酶标抗鼠聚合物(试剂B), 室温下孵

育30 min. PBS冲洗3次, 每次3 min; 除去PBS液, 
每张切片加50 µL新鲜配制DAB溶液, 显微镜下

观察10 min; 自来水冲洗, 苏木素复染, 1 mL/L盐
酸分化, 自来水冲洗, PBS返蓝; 梯度酒精脱水干

燥, 二甲苯透明, 中性树胶封固.
1.2.2 免疫组织化学法检测CTGF的表达: 一抗

用兔抗人CTGF mAb, 二抗用生物素标记羊抗兔

IgG, 余步骤同PDGF检测方法.
1.2.3 阳性对照实验: 己知的PDGF和CTGF阳性

切片用作阳性对照.
1.2.4 阴性对照实验: 空白对照: 用0.01 mol/L 
PBS代替一抗, 其余步骤不变. 置换实验: 用正常

鼠和兔血清代替一抗进行相同步骤的免疫组化

染色.
1.2.5 结果判定标准: 参照1996年全国免疫组织

化学技术与诊断标准化专题研讨会意见: 细胞

质或核内见淡黄色颗粒明显高于背景色为阳性

www.wjgnet.com

■研发前沿
在胆管炎性疤痕
组织形成过程中, 
许多因子参与作
用, 但任何一种细
胞因子的研究结
果都无法解释复
杂的纤维化过程, 
但立足于每种细
胞因子的体内或
体外研究, 仍有助
于去揭示这些细
胞因子在炎性疤
痕纤维化过程中
的调节作用, 并为
今后临床上纤维
化靶向治疗提供
新的思路.
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细胞. 阳性细胞评定标准: PDGF和CTGF主要

以棕色颗粒着色于胞质和胞膜为阳性细胞. 细
胞的着色强度可分为以下级数: “-”为阴性细

胞; “+”为细胞核和/或细胞质染成淡棕黄色: 
“+++”为深棕黄色; “++”则介于两者之间. 
每例标本随机取5个高倍(100倍)视野观察和计

数阳性细胞, 计算出平均值.
统计学处理 统计学处理应用SPSS12.0软件

系统, 计算机处理. 数据用mean±SD表示, 采用

非参数检验中Kruskal-Wallis Test和Man-Whitney 
Test进行多组间的比较. 检验标准: P <0.05表示

两组差异有显著性. 采用Spearman相关分析进

行PDGF和CTGF表达关系的分析.

2  结果

2.1 PDGF蛋白的表达 正常胆管组织PDGF蛋白

无表达或极少量表达, 淡染(图1A). 在肝外、内

胆管疤痕组织中表达呈强阳性, 阳性细胞呈棕

黄色, 主要定位于胆管上皮细胞、血管内皮细

胞、增生的FB、巨噬细胞、中性粒细胞和淋巴

细胞的细胞核中, 胞质中少量表达(图1B-C).
2.2 CTGF蛋白的表达 正常胆管组织CTGF蛋白

无表达或极少量表达, 淡染(图2A). 在肝外、内

胆管疤痕组织中表达呈强阳性, 阳性细胞呈棕

黄色, 主要定位于细胞核, 细胞质中少量弱阳性

表达, 在胆管上皮细胞、血管内皮细胞、增生

的FB及炎细胞中均有强阳性表达(图2B-C), 两
者的分布较一致. 阴性对照片不着色.

2.3 PDGF和CTGF蛋白表达分析 每张组织切

片在低倍镜下(×100)随机选择五个视野 ,  计
数PDGF和CTGF蛋白表达的阳性细胞数, 计算

出平均值. 数据经统计分析, 发现两指标中, 肝
外、内胆管疤痕组织表达均较高, 正常胆管组

织表达最弱. 经两两比较, 肝外、内胆管疤痕组

间差异无显著性意义(P >0.05). 而两组与正常胆

管对照组比较差异均有非常显著性意义(P <0.01, 
表1).
2.4 PDGF和CTGF蛋白表达的关系 Spearman相
关分析表明: 肝外、内胆管疤痕组织中PDGF
和CTGF蛋白两者的表达均成正相关(r  = 0.63, 
P <0.05; r  = 0.58, P <0.05).

3  讨论

PDGF是一种与损伤愈合有关的生长因子, 在
损伤愈合中可以不同的方式产生. PDGF主要

由血小板分泌的α颗粒释放, 以AB亚型最丰富, 
在人血小板和急性伤口渗出液中主要是AA亚

型. 此外, 巨噬细胞、激活的单核细胞、内皮细

表  1  各组中PDGF和CTGF蛋白分析结果 (mean±SD)

     
分组		  n           PDGF	        CTGF

肝外胆管疤痕组     20    36.90±2.48b      34.23±1.30b

肝内胆管疤痕组     12    35.67±11.89b    32.61±13.20b

正常胆管组            10      1.54±0.96         1.22±0.98

bP<0.01 vs  正常胆管组.

A B C

图  1  PDGF蛋白的表达(SP×400). A: 正常胆管组; B-C: 疤痕组.

A B C

图  2  CTGF蛋白的表达(SP×400). A: 正常胆管组; B-C: 疤痕组.

■相关报道
国内外对炎性疤
痕的研究多集中
在皮肤疤痕和整
形美容领域, 而对
胆道炎性狭窄的
形成机制及防治
措施的研究则少
见文献报道. 
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胞、表皮细胞和成纤维细胞等都可以分泌该因

子. PDGF对成纤维细胞、平滑肌细胞、单核

细胞、中性粒细胞等有趋化吸引作用, 并强烈

刺激成纤维细胞增殖及诱导其合成胶原、纤

维连接蛋白(fibronectin, Fn)和细胞外基质(extra 
cellular matrix, ECM)等成分, 以形成肉芽组织, 
促进创面愈合. 由于血小板凝聚和脱颗粒是对

组织损伤的起始反应, 所以现在认为是创面愈

合早期的重要介质. 
研究发现, 创伤后释放的PDGF是单核细胞

和FB的黏附趋化剂, 并促进其增殖, 激活巨噬细

胞诱导FB产生胶原蛋白和纤维连接蛋白, 并使

胶原酶活化, 调节胞外基质的更新. FB在过度增

生炎性组织中的化学趋化和促进有丝分裂的反

应明显高于炎性组织, 可能与细胞表面PDGF受
体水平不同有关. Haisa et al [2]发现炎性组织FB
表面受体水平比正常皮肤FB高4-5倍, 而两者β
受体水平无差别. 而Schneider et al [3]通过对大鼠

胰腺星形细胞(pancreatic stellate cells, PSC)原代

培养发现, 在α-SMA阳性的MFB样细胞中存在

PDGFα和PDGFβ受体, 在培养基中加入50 mg/L 
PDGF和5 mg/L bFGF可显著加快细胞增殖, 认为

PDGF是最有效的分裂原. 目前有学者用重组人

PDGF(recombinant human platelet-derived growth 
factor, rhPDGF)来促进伤口的愈合, 其机制是通

过促进伤口的上皮化来实现的[4]. 
C T G F是一种新发现的可刺激成纤维细

胞增殖和胶原沉积的生长因子, 是高度保守的

CCN(CTGF、Cef10/cyr61和Nov的缩写)多肽家

族中的成员. CTGF为肝素结合型, 含349个氨基

酸, 富含半胱氨酸, 其分子质量约为36-38 kDa, 
可由成纤维细胞、平滑肌细胞和内皮细胞合成

分泌. 成年哺乳动物心、脑、肾、肺、肝等中

均有表达. 人类CTGF基因定位于染色体6q23.1, 
包括5个外显子, 4个内含子. 

CTGF富含半胱氨酸的促分裂原, 属间充质

细胞生长因子, 其具有多种生物学活性如: 促进

细胞增殖及ECM的产生、促进有丝分裂细胞增

殖、合成胶原、调节细胞外基质基因的表达、

介导细胞的趋化、黏附、调节新生血管形成、

刺激细胞迁移、促进软骨和骨骼的发育等. 
CTGF是近年来备受重视的促纤维化蛋白

因子. 在病理状况下, CTGF过度表达, 他可以直

接作用于间充质来源细胞(如成纤维细胞), 促进

其增殖和ECM的合成, 还能作为TGF-β的下游

蛋白的角色介导其促纤维化作用, 而TGF-β已

被认为是炎性组织形成及不同组织中纤维化发

生的关键介导因素[6]. 李世荣 et al [7]发现体外培

养的人增生性炎性组织成纤维细胞与正常皮肤

的相比, 胶原合成、CTGF及CTGF基因表达均

显著增高. 刘剑毅 et al [8]用反义寡核甘酸作用于

体外培养的人炎性组织成纤维细胞, 能抑制其

CTGF表达、胶原合成. Garrett et al [9]认为CTGF
对于TGF-β1诱导的MFB的分化是必需的, 但
仅CTGF不足以引起MFB的分化和胶原基质的

收缩. CTGF是一种重要的促纤维化因子, 作为

TGF/SMADs途径的下游介质参与炎性组织的

形成. 阻断CTGH的产生及其促纤维化效应可能

为今后的炎性疤痕的治疗提供了一个新的靶点. 
相比TGF-β1来说, CTGF对抗纤维化作用应该更

有效和安全, 因为CTGF的生理条件下表达水平

很低, 其作用范围也主要局限于结缔组织. 阻断

CTGF不会出现阻断TGF-β1后可能产生的有害

的临床反应. 因此, CTGF可作为选择性干预纤

维化疾病结缔组织形成的特殊靶子, CTGF可作

为选择性干预纤维化形成具有诱人前景[10]. 
本实验结果表明, PDGF和CTGF在肝内、

外胆管疤痕组织的胆管上皮细胞、增生的FB、
血管内皮细胞及一些炎症细胞中均有强阳性表

达. 主要定位于细胞膜和细胞质表达. 正常胆管

组表达较弱, 甚至无表达. 说明PDGF和CTGF与
胆管疤痕形成有密切的关系. Lading et al [11]在病

理性疤痕组织里培养FB实验研究中表明, PDGF
蛋白的表达升高. 创伤后释放的PDGF是单核细

胞和FB的黏附趋化剂, 并促进其增殖, 激活巨噬

细胞诱导FB产生胶原蛋白和纤维连接蛋白, 并
使胶原酶活化, 调节胞外基质的更新. PDGF表
达与多种生长因子在调控创面修复方面有相互

影响的作用, 他们相互协调控制, 共同作用影响

组织的修复增生[12-13]. CTGF在FB、成肌细胞、

造血细胞等多种细胞的增殖和分化中起重要的

作用. 在正常的胆管组织中, CTGF仅呈极低水

平表达. 在各种因素的刺激下, CTGF能迅速表

达, 他可以直接作用于间充质来源细胞(如成纤

维细胞), 促进其增殖和ECM的合成, 还能作为

TGF-β的下游蛋白的角色介导其促纤维化作用, 
从而促进胆管组织中FB的增殖与合成. 

在组织修复过程中, PDGF和CTGF和某些

相关的细胞因子表达存在相互的网络调控作

用, 并由此影响修复细胞的增殖与分化. Heikkila 
e t a l [14]研究表明PDGF和CTGF基因的表达是

触发平滑肌细胞增殖的关键因素和始动因素. 

■应用要点
本研究检测PDGF
和CTGF在胆管炎
性疤痕组织中的
表达, 以及两者表
达的相关性和协
同性, 拟从分子水
平来初步探讨良
性胆道狭窄形成
机制, 为临床防治
胆管炎性疤痕狭
窄提供理论依据. 
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Simpson et al [15]报道, 多种生长因子可以激活细

胞内某些酶的变化, 增加PDGF和CTGF的表达, 
最终引起一系列生物效应. 通过Spearman相关

分析表明PDGF和CTGF两者成正相关关系, 说
明两者在促进疤痕形成的过程中是相互协同作

用的. PDGF和CTGF的激活和协同作用可能参

与了FB的增殖甚至表型的转化, 或胶原合成与

降解及细胞因子的调控过程[16]. 并导致异常的疤

痕增生. PDGF和CTGF蛋白的高表达与良性胆管

狭窄的疤痕组织纤维化的发生有着密切的关系. 
因此, 肝外、内胆管疤痕组织中PDGF和

CTGF被激活, 可能参与了成纤维细胞的分化增

殖、胶原合成与降解以及对细胞因子的调控, 
并导致疤痕增生. 在肝外胆管疤痕组织中PDGF
和CTGF蛋白两者的表达成正相关, 且在肝内胆

管疤痕组织中PDGF和CTGF蛋白两者的表达亦

成正相关, 表明两者具有协同性. PDGF和CTGF
与良性胆道狭窄疤痕形成密切相关. 
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■同行评价
本文选题密切结
合临床, 拟在解决
临床问题, 选题得
当, 方法正确, 结
果 可 靠 ,  讨 论 切
题, 文笔流畅, 有
一定的基础研究
价值.
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