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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
localization of apoptosis-regulatory protein 
cellular FLICE-like inhibitory protein (cFLIP) 
and its downstream apoptotic factor caspase-8 
in the formation of benign biliary strictures after 
bile duct injury.

METHODS: An animal model of benign biliary 
strictures was established in dogs by inducing 
bile duct injury. Tissue specimens were taken 
from the anastomotic sites created in 15 model 
dogs (experimental group) and 15 matched 
sham-operated dogs (control group) at 2, 3, 4, 5 

and 6 months after injury induction. The expres-
sion and localization of c-FLIP and caspase-8 
proteins in these specimens was detected by 
immunohistochemistry using the streptavidin-
biotin complex (SABC) method. The average op-
tical density for each slice was then calculated, 
and the differential expression of c-FLIP and 
caspase-8 proteins at different time points was 
compared between the two groups.

RESULTS: Strong positive expression of c-FLIP 
protein was found in anastomotic tissue in the 
experimental group at all time points, mainly 
distributed in the cytoplasm of fibroblasts. Sig-
nificant differences were noted in the expression 
levels of c-FLIP protein between the experimen-
tal group and the control group at all time points 
(22.33 ± 3.40 vs 3.41 ± 0.69, 21.01 ± 5.43 vs 3.28 ± 
0.95, 18.93 ± 2.54 vs 3.11 ± 1.01, 18.88 ± 3.40 vs 3.35 
± 0.74, and 17.23 ± 3.53 vs 3.19 ± 0.91, respec-
tively; all P < 0.05), but not among different time 
points in either of the two groups (all P > 0.05). 
Weak expression of caspase-8 was observed in 
anastomotic tissue in the experimental group at 
all time points, mainly concentrated in glandular 
epithelium and less localized in stromal tissue, 
Significant differences were also noted in the ex-
pression levels of caspase-8 between the experi-
mental group and the control group at all time 
points (3.20 ± 0.86 vs 11.66 ± 2.80, 3.42 ± 1.17 vs 
10.16 ± 3.08, 3.65 ± 0.90 vs 10.03 ± 1.93, 3.91 ± 0.71 
vs 10.90 ± 4.02, and 4.01 ± 0.88 vs 11.23 ± 2.73, re-
spectively; all P < 0.05) but not among different 
time points in either of the two groups (all P > 
0.05). A negative correlation was noted between 
the expression of c-FLIP and caspase-8 (r = -0.94, 
P < 0.05).

CONCLUSION: cFLIP may exert anti-apoptotic 
effects during the formation of benign biliary 
stricture by down-regulating the expression of 
caspase-8.

Key Words: Bile duct; Immunohistochemistry; Ap-
optosis; Cellular FLICE-like inhibitory protein; Cas-
pase-8
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■背景资料
胆道良性狭窄即
胆道在受到急慢
性良性损伤后以
瘢痕形式愈合, 从
而导致后期瘢痕
挛缩形成狭窄的
病理转归. 常导致
胆道梗阻, 结石形
成以及肝硬化的
发生. 病理特点以
慢性炎症的持续, 
成纤维及肌成纤
维细胞大量增生
为主.

■同行评议者
姜慧卿, 教授, 河
北医科大学第二
医院消化科



c-FLIP and caspase-8 during the formation of canine 
benign biliary strictures after bile duct injury. Shijie 
Huaren Xiaohua Zazhi  2010; 18(8): 773-778

摘要
目的: 观察凋亡调控蛋白FLICE样抑制蛋白
(FLICE-like inhibitory protein, c-FLIP)及其下
游凋亡因子caspase-8在胆道损伤愈合良性狭
窄形成过程中的表达和定位. 

方法: 建立胆管损伤后良性狭窄犬模型, 利用
采用免疫组织化学SABC法分别对15例犬胆
道损伤后2、3、4、5、6 mo及其配对的15例
假手术组的吻合口组织中c-FLIP及caspase-8
表达和定位进行分析 ,  根据染色细胞的比
例, 计算每张切片的平均吸光度值, 分别比较
cFLIP及caspase-8在实验组及其配对的假手术
组胆道吻合口组织表达的差异, 及两组内不同
时相之间c-FLIP及caspase-8在吻合口组织表
达的差异. 

结果: c-FLIP蛋白于实验组内各时间点均呈阳
性表达, 定位于间质细胞, 以成纤维细胞胞质
最明显, 各时间点内实验组与对照组比较有
显著性差异(22.33±3.40 vs  3.41±0.69, 21.01
±5.43 vs  3.28±0.95, 18.93±2.54 vs  3.11±
1.01, 18.88±3.40 vs  3.35±0.74, 17.23±3.53 
vs  3.19±0.91, 均P <0.05), 而各时间点之间无
显著性差异(P >0.05). caspase-8于实验组各时
相均呈现弱表达, 定位以腺上皮居多, 间质组
织表达相对较弱, 与配对之对照组比较均差异
显著(3.20±0.86 vs  11.66±2.80, 3.42±1.17 vs  
10.16±3.08, 3.65±0.90 vs  10.03±1.93, 3.91
±0.71 vs  10.90±4.02, 4.01±0.88 vs  11.23±
2.73, P <0.05), 而各时间点之间亦无显著性差
异(P >0.05). c-FLIP与caspase-8蛋白表达成负
相关(r  = -0.94, P <0.05).

结论: cFLIP可能通过抑制caspase-8的激活在
胆道良性狭窄形成过程中发挥了其抗凋亡的
作用.

关键词: 胆道; 免疫组织化学; 凋亡; FLICE样抑制

蛋白; 半胱氨酸特异性蛋白酶8
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0  引言

有研究表明, 胆道良性狭窄的形成类似于皮肤
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病理性瘢痕的发生机制, 均由成纤维细胞大量

增殖分化 ,  细胞外基质过度合成及分泌所造 
成[1]. 而近年来对病理性瘢痕机制的探索日益深

入, 细胞增殖与凋亡平衡观的引入[2,3]也为胆道

良性狭窄形成机制的研究提供了新的思路, 但
在胆道良性狭窄研究领域中, 尚未涉及对细胞

凋亡的探索. 本实验旨在通过犬胆道良性狭窄

模型, 对凋亡调控蛋白cFLIP及其下游凋亡因子

caspase-8在胆道损伤吻合后狭窄瘢痕组织内的

表达水平进行动态观察及定位情况研究, 为寻

求胆道良性狭窄解决办法提供一条新思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 本地健康杂交犬30只, 由四川大学动物

实验中心提供, 雌雄不限, 平均体质量12.6 kg±
2.1 kg. 40 g/L多聚甲醛溶液及PBS(pH7.0-7.6)均
购于四川大学华西医学中心, 第一抗体c-FLIPs/L
兔抗狗IgG(bs-0119R, 北京博奥森), caspase-8兔
抗狗IgG(bs-0052R); 二抗羊抗兔IgG生物素标记

(ZB2010.Lot Uo221, 北京中杉金桥), DAB显色

试剂盒(DAB-0031, 福州迈新).
1.2 方法 
1.2.1 造模及分组: 分笼饲养, 并随机(数字法)分
为实验组15只, 对照组15只. 术前晚禁食, 氯胺

酮4 mg/kg及速眠醒0.1 mL/kg肌肉注射诱导麻

醉, 上肢静脉穿刺补液, 青霉素320万U加入10%
葡萄糖氯化钠注射液中, 术中静滴. 经右上腹肋

缘下弧形切口入腹, 首先距十二指肠上缘2 cm处

游离出胆总管(上下游离范围不超过1 cm), 实验

组横向切开胆总管前壁及侧壁,保留后壁2 mm,
以5-0不吸收丝线作胆总管壁全层吻合, 针距约

0.4-0.5 mm, 边距约0.3-0.4 mm. 术毕探查吻合口

无渗漏, 于肝肾隐窝放置引流管后关腹. 对照组

游离胆总管后直接关腹. 术后于皮下注射生理

盐水补液并预防感染治疗3 d, 3 d后拔除腹腔引

流管. 
1.2.2 标本采集及检测: 分别于术后2、3、4、
5、6 mo取材, 每次取材6只, 实验组及对照组各

3只. 切取吻合口连同上、下1 cm组织, 40 g/L多
聚甲醛溶液, PBS(pH7.0-7.6)固定, 常规脱水、

透明、浸蜡、包埋制成蜡块后行4 μm连续切

片, HE染色, 光镜观察. 免疫组织化学染色采用

SABC法, 切片常规脱蜡至水, H2O2灭活内源性

过氧化物酶, 微波修复抗原, 正常山羊血清封闭,
分别滴加一抗, 4 ℃过夜; 滴加生物素化二抗及

SABC复合液, DAB-H2O2显色, 染色步骤按DAB

www.wjgnet.com

■研发前沿
胆道良性损伤后
的远期狭窄问题
一直是临床上非
常棘手的难题. 目
前对其机制的探
讨国内外相关报
道较少, 但已有学
者证实其与瘢痕
发生机制相类似, 
而胆道环境的复
杂性使其具有异
于普通瘢痕形成
机制的独特性. 胆
汁成分对创面的
影响使其愈合处
于慢性持续性的
炎症环境中. 现今
热点及重点集中
于对肌成纤维细
胞表型转化, 胆管
细胞群的生物特
性, 及某些细胞因
子, 信号通路的作
用研究. 而胆管细
胞群之间的作用
与影响以及如何
减少成纤维细胞
增生, 基质成分沉
积是目前亟待研
究的问题.
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试剂盒说明进行; 苏木素复染, 封片, 观察. 用已

知c-FLIP/caspase-8的阳性切片作阳性对照, 用
PBS液分别代替一抗、二抗作阴性对照. 每张切

片随机选取5个互不重叠的高倍镜视野(400倍), 
进行统计. 
1.2.3 结果判定标准及统计指标: 阳性细胞评定

标准: c-FLIP/caspase-8均以细胞质或核染成黄

色为阳性细胞. 应用Image pro plus4.5图像分析

软件, 对各组切片平均表达强度进行定量分析, 
即测量其平均吸光度值(IA ).

统计学处理 采用SPSS16.0统计软件包进行

统计学分析, 各组数据以mean±SD表示; 组间

及组内比较采用方差分析, P <0.05为有统计学意

义. c-FLIP及caspase-8数据进行Spearman相关性

分析, P <0.01有统计学意义.

2  结果

2.1 一般情况 实验组1只犬术后15 d死于腹腔感

染, 另有1犬术后9 d死于胆漏, 为保证样本量, 于
同样条件下按上述造模方法, 另外补入新样本. 
其余犬只, 食欲, 反应尚可. 
2.2 组织学观察 各组均有慢性炎症细胞浸润, 纤
维组织增生并分割腺上皮, 灶性淋巴滤泡形成

的现象, 为典型的慢性炎症表现. 其中2、3、4 
mo组均有胆管壁, 上皮下的灶性充血及出血现

象. 并有不同程度的腺体扩张. 而5、6 mo组出

现腺体深陷肌层的表现, 这可能是纤维增生所

造成的腺体移位. 由此可见, 胆管损伤愈合后即

处于慢性持续性的炎症环境中, 管壁结构明显

破坏, 纤维组织大量增生是其主要的病理改变. 
2.3 免疫组织化学结果 c-FLIP蛋白于实验组内

各时间点均为阳性表达, 定位上来看, 主要集中

于上皮下间质组织细胞质, 以成纤维细胞最为

明显, 染色较深, 炎症细胞如单核巨噬细胞, 淋
巴细胞及血管内皮细胞均有不同程度表达, 而
腺上皮表达不明显(图1). caspase-8于实验组各

时相均呈现弱表达, 定位上以腺上皮居多, 间质

组织表达相对较弱(图1).
c-FLIP蛋白于实验组内各时间点均较与其

配对的对照组有显著表达(P <0.05), 前者明显强

于后者. 各时间点之间比较无明显差异(P >0.05), 
但总体上随时间推移呈下降趋势(表1). caspase-8
于实验各组均呈现弱表达, 与对照组差异显著

(P<0.05), 各时间点间亦无显著性差异(P>0.05), 但
总体上随时间推移呈上升趋势(表2). 相关性分析

结果: 胆道损伤愈合之瘢痕形成过程中, c-FLIP与
caspase-8蛋白表达成负相关(P<0.01, r  = -0.94).

3  讨论

胆道良性损伤后的远期狭窄问题一直是临床上

■相关报道
Lu等发现, Fas介
导的凋亡途径的
阻断可能是导致
病理性瘢痕的原
因 之 一 ,  他 们 在
文中引入了凋亡
与增殖的平衡观. 
Aarabi等也证实
在增生性瘢痕形
成过程中, AKT通
路依赖的凋亡的
抑制发挥了重要
作用 .  而Geng等
发现胆道损伤后
即处于慢性炎症
环境下, 成纤维及
肌成纤维细胞大
量增生, 胶原过度
沉积造成了瘢痕
的增生及塑形失
败. TGF-β是此过
程中最为重要的
信号蛋白.

A B

C D

图  1  cFLIP和caspase-8在实验组及对照组犬胆道吻合口组织中的表达(×400). A: 实验组cFLIP在间质组织中染色明显, 在

腺体组织中无明显染色; B: 对照组cFLIP总体表达较弱, 部分腺体组织轻度染色; C: 实验组caspase-8总体表达较弱, 在腺体组

织中染色较间质组织明显; D: 对照组caspase-8在间质及腺体组织中均有表达.
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非常棘手的难题. 目前对其机制的探讨国内外

相关报道较少, 但已有学者证实其与瘢痕发生

机制相类似, 均由成纤维细胞大量增殖并过度

分泌胶原等基质成分所致[1]. 而胆道环境的复杂

性又使其具有异于普通瘢痕形成机制的独特性, 
由此对其的研究进展远远落后于对病理性瘢痕

的探究. 就前者来说, 胆道损伤后即处于胆汁成

分所造就的慢性炎症环境下[1], 各种复杂的刺激

因素仍于探索之中. 而就后者而言, 目前研究集

中与对凋亡的探讨. Aarabi等[2]证实在增生性瘢

痕形成过程中, AKT依赖的凋亡通路的抑制发挥

了重要作用. Lu等[3]也发现, Fas介导的凋亡途径

的阻断可能是导致病理性瘢痕的原因之一. 而
Messadi等[4]则认为NF-κB及其靶基因, 尤其是抗

凋亡基因可能在瘢痕疙瘩的发病机制中起重要

作用. 本实验即是选取受NF-κB激活的下游抗凋

亡基因cFLIP作为研究重点. 
caspase-8同源结构FLICE抑制蛋白(cFLIP)

是一种针对死亡受体诱导凋亡的负性调节因

子. 因其碳末端含有两个类似caspase蛋白的死

亡效应域(death effector domains, DEDs)可竞争

性招募某些死亡域(death domain, DD), 从而造

成caspase失活, 凋亡受阻. cFLIP对抑制caspase-8
前体特异性较高, 与其结构上所具有的caspase-8
同源性有关. 本实验中选用caspase-8作为观察

cFLIP凋亡抑制作用的另一个指标也正是基于

此点. 目前, 发现受cFLIP抑制的死亡受体包括: 
Fas, TRAIL, DR3、DR4 以及DR5等[5]. cFLIP已
经被发现在胃癌[6], 胰腺癌[7], 大肠癌[8]等肿瘤

细胞中处于表达上调的状态. 其突出的抗凋亡

功能使肿瘤细胞无论何时都能逃脱由死亡诱导

信号复合物(death-inducing signaling complex, 
DISC)所发起的凋亡攻势, 被众多学者称为“免

疫逃逸”的始作者[9]. 目前认为, cFLIP表达受核

转录因子-κB(nuclear factor kappa B, NF-κB)所
调控. Kreuz等[10]发现在药物干预诱导肿瘤坏死

因子激活NF-κB的SV80细胞系中, cFLIP呈现表

达上调. Banno等[11]应用siRNA沉默子证明在表

皮角质形成细胞中, cFLIP是主要的NF-κB依赖

性抗凋亡基因. NF-κB受TNF、IL-1等外源性炎

症因子所激活, 进入核内启动了包括许多炎症

细胞因子, 抗凋亡蛋白, 免疫相关抗体, 黏附分

子等基因表达. 因而他在炎症, 肿瘤, 免疫等众多

生物学进程中被看做是最重要的枢纽性蛋白[12]. 
胆道环境下的伤口愈合过程是一个慢性持续性

的炎症过程[1], 大量炎症因子, 免疫因子地持续

释放及缺血缺氧因素均可造成NF-κB的持续激

活[13]. cFLIP作为NF-κB依赖性抗凋亡基因完全

有可能处于过度表达状态. 本实验恰恰验证了

这一点. cFLIP于各时间点均有较强表达, 并以纤

维结缔组织为主. 这说明成纤维细胞较上皮细

胞有更强的凋亡抑制趋势, 其机制可能与胆道

上皮细胞的特殊结构有关. 胆管上皮细胞内的

胆酸转运蛋白(apical sodium-dependent bile acid 
transporter, ASBT)类似于膜受体, 决定了细胞对

胆酸的选择性和敏感性, 而他的表达量受胆汁

成分的调节[14-16]. 有研究表明[17], 胆管上皮细胞

内胆酸浓度的改变, 可通过Ca2+, P13K, PKC等信

号通路影响细胞的增殖、凋亡、分泌及基因表

达. 而Lilienbaum等[18]在研究神经元NF-κB信号

通路时发现: Ca2+, P13K, PKC这三条信号途径均

与NF-κB的激活关系密切. 因此, 有可能是胆道

■创新盘点
本文借鉴瘢痕研
究中的凋亡增殖
平衡观, 并结合胆
道自身环境, 引入
目前研究热点之
一的炎症关键性
核 转 录 因 子 N F -
κB, 取其下游凋
亡 因 子 ,  从 凋 亡
角度对胆道损伤
愈合的独特性有
了较为新颖的认
识 .  本 文 虽 然 没
有花哨的检测手
段, 但从实用角度
讲, 免疫组织化学
因其独到的组织
定位以及节约标
本量的优点而非
常适合本实验. 另
外, 文中所提出的
ASBT对NF-κB信
号通路的影响也
是一大亮点. 这是
作者总结大量相
关文献后所提炼
的一个非常值得
探究的新课题.

表  1  两组术后不同时间点吻合口组织c-FLIP蛋白表达测定 (n  = 3, IA 值, mean±SD)

     
分组	              2 mo 	           3 mo	         4 mo		         5 mo		         6 mo

实验组	     22.33±3.40a	   21.01±5.43a	 18.93±2.54a	 18.88±3.40a	 17.23±3.53a

对照组	       3.41±0.69	     3.28±0.95	   3.11±1.01	   3.35±0.74	   3.19±0.91

aP<0.05 vs  对照组.

表  2  两组术后不同时间点吻合口组织caspase-8蛋白表达测定 (n  = 3, IA 值, mean±SD)

     
分组	              2 mo 	           3 mo	         4 mo		         5 mo		          6 mo

实验组	       3.20±0.86a	     3.42±1.17a	   3.65±0.90a	   3.91±0.71a	   4.01±0.88a

对照组	     11.66±2.80	   10.16±3.08	 10.03±1.93	 10.90±4.02	 11.23±2.73

aP<0.05 vs  对照组.
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损伤愈合过程中的胆汁内环境的变化使ASBT
表达改变, 进而影响了胆管上皮细胞对胆汁成

分地摄取及反应, 通过复杂的信号网络传导, 最
终导致NF-κB的激活减少或c-FLIP基因表达直

接受到抑制, 但其具体机制还有待进一步探究. 
总之, 胆道纤维结缔组织细胞凋亡增殖失衡可

能是造成最终瘢痕形成, 胆管狭窄的原因之一. 
另外, Jiang等[19]发现, 在原发性硬化性胆管炎鼠

模型中, CD4+ T细胞内cFLIPL表达的上调促进

了其抗凋亡能力, 并导致了肝门部炎症的恶化. 
本实验中, cFLIP在炎症细胞如单核巨噬细胞, 
淋巴细胞及血管内皮细胞中均有不同程度的表

达, 这些炎症细胞将因为caspase-8的激活受阻而

失凋亡, 从而大量增殖并分泌炎症介质, 导致炎

症的持续并再次激活NF-κB, 进而又将启动下游

cFLIP表达, 如此反复, 成为一个正反馈的过程, 
造成炎症的不断进行且凋亡持续受阻. 这可能

也是造成胆道慢性炎症环境形成, 最终成纤维

细胞大量增殖并不断分泌基质成分导致胆道吻

合口瘢痕形成的原因之一. 
caspase即半胱氨酸特异性蛋白酶, 因含有

能在天冬氨酸残基后切割其他蛋白的关键性半

胱氨酸残基而具有独特性. 他们是细胞凋亡进

程的启动者. caspase通常以酶原(procaspase)的
形式存在, 相对分子质量为29-49 kDa. N末端具

有一个原结构(prodomain), C端包含约20 kDa的
大亚基和约10 kDa的小亚基, C端同源区存在半

胱氨酸激活位点, 此激活位点结构域为QACR/
QG. 当DISC与此结构域偶联后, N端原结构域

被去除, 在大小亚基中进行切割; 大小亚基形成

异源二聚体, 进而形成四聚体, caspase激活完 
成[20]. 因此我们可通过测定caspase的表达量来

了解Procaspase被激活的程度, 即凋亡发生率的

高低. caspase-8作为凋亡启动者在本实验中普遍

弱阳性表达, 说明细胞凋亡程度较低, 进一步表

明: (1)胆道修复细胞凋亡受阻, 尤其是成纤维细

胞, 其大量增殖分化可能与此有关. (2)cFLIP可
能发挥了竞争性抑制作用. 另外, caspase-8持续

性的弱阳性表达, 证明其前体激活持续受阻, 这
和本实验中光镜所发现的慢性炎症的持续性相

吻合. 本实验中应用Spearman相关分析还发现, 
cFLIP和caspase-8的蛋白表达呈负相关, 这说明

了cFLIP通过抑制caspase-8的激活, 充分发挥了

其在胆道修复过程中的抗凋亡作用. 
有文献表明[21], cFLIP的表达下调对许多不

同种类的肿瘤细胞抵抗均敏感, 并已成功发现

几种小分子物质能通过降低cFLIP表达以达到

抗肿瘤的目的. 他们包括DNA损伤剂(顺铂和阿

霉素), RNA的合成抑制剂(放线菌素D), 蛋白质

合成抑制剂(放线菌酮), 拓扑异构酶Ⅰ抑制剂

(喜树碱, 9-NC的, 拓扑替康)和组蛋白去乙酰化

酶抑制剂(菌素A). 是否我们可以将此运用于胆

道狭窄的治疗中, 提高成纤维细胞的凋亡率, 从
而达到减轻瘢痕形成的作用, 这还有待于进一

步的探究.
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