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胆道闭锁患儿肝组织 TGF-茁1、CD34在肝纤维化中的作用
及血清 TGF-茁1的诊断价值研究 *
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摘要目的：探讨转化生长因子 -茁1（transforming growth factor-茁1，TGF-茁1）和白细胞分化抗原 34（Cluster of Differentiation，CD34）

在胆道闭锁患儿肝组织中的表达及在肝纤维化中的作用，验证血清 TGF-茁1浓度对该病患儿肝纤维化的诊断价值。方法：选取
2016年 4月 -2019年 1月我院收治的胆道闭锁（Biliary atresia，BA）患儿 66例作为研究组、胆管扩张症患儿 30例作为对照组，比

较两组肝组织中 TGF-茁1及 CD34因子的免疫组化检测结果，以及研究组不同肝纤维化分级患儿的 TGF-茁1及 CD34因子表达情

况及其与肝纤维化分级的相关性。比较两组血清 TGF-茁1浓度，以及研究组不同肝纤维化分级患儿血清 TGF-茁1浓度情况及其与
肝纤维化分级的相关性，最后绘制 ROC曲线检测血清 TGF-茁1浓度对该病患儿肝纤维化的诊断价值。结果：研究组肝组织
TGF-茁1 IOD值及 CD34因子表达面积均高于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）；随着研究组患儿的肝纤维化程度不断加重，

TGF-茁1及 CD34因子的阳性表达率均不断增加，差异有统计学意义（P＜0.05），且分别与肝纤维化程度呈正相关（籽=0.594，P＜
0.05；籽=0.616，P＜0.05）。研究组血清 TGF-茁1浓度高于对照组，差异有统计学意义（P＜0.05）；随着研究组患儿肝纤维化程度不断

加重，血清 TGF-茁1浓度不断增加，差异有统计学意义（P＜0.05），且与肝纤维化程度呈正相关（籽=0.944，P＜0.05）。血清 TGF-茁1
对胆道闭锁患儿肝纤维化有诊断意义（AUC=0.917，P＜0.001），诊断的最佳界值为 436.4 ng/L（敏感度为 0.879，特异度为 0.867）。

结论：TGF-茁1及 CD34在胆道闭锁患儿肝组织的表达显著升高，提示可能通过抑制患儿 TGF-茁1及 CD34表达进而阻止或延缓

胆道闭锁所致肝纤维化进展；血清 TGF-茁1可用于诊断患儿胆道闭锁所致肝纤维化。
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The Role of TGF-茁1 and CD34 in Liver Tissues on Liver Fibrosis and the
Diagnostic Value of Serum TGF-茁1 in Children with Biliary Atresia*

To investigate the expression of transforming growth factor-1 (transforming growth factor-茁1, TGF-茁1) and
leukocyte differentiation antigen 34 (cluster of differentiation, CD34) in the liver tissues of children with biliary atresia and the effect of

TGF-茁1 and CD34 in liver fibrosis, and to verify the diagnostic value of serum concentration of TGF-茁1 in liver fibrosis. 66

children with biliary atresia admitted to our hospital from April 2016 to January 2019 were selected as the research group, and 30

children with biliary dilatation as the control group. The immunohistochemical detection results of TGF-茁1 and CD34 in liver tissues of
the two groups were then compared, the expression of TGF-茁1 and CD34 in children with different grades of liver fibrosis in research
group and the correlation between TGF-茁1 or CD34 with the grade of liver fibrosis were respectively detected. The serum TGF-茁1
concentration of the two groups were compared, the serum TGF-茁1 concentration in children with different grades of liver fibrosis in

research group and the correlation between it with the grade of liver fibrosis were detected, and at last the diagnostic value of serum

TGF-茁1 concentration in children with liver fibrosis caused by biliary atresia were measured by ROC curve. (s): The TGF-茁1 IOD
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前言

胆道闭锁（Biliary atresia，BA）发病率约 0.1‰左右[1，2]，却是

新生儿时期导致梗阻性黄疸的最常见病因。BA会对患儿肝脏

内外的胆道系统产生直接影响，可引发进行性胆管受损及肝脏

纤维化，如不及时治疗，可出现胆汁淤积性肝脏疾病、进行性加

重的肝脏纤维化以及门静脉高压等，后期甚至可能需要接受肝

脏移植以挽救生命[3，4]，严重影响生存质量。

目前治疗 BA的主要方式是外科手术，常用的为肝门肠吻

合术（简称 Kasai手术）[5]。该手术可使患儿体内的胆汁通畅引

流进而减轻肝胆系统受损，但是，由于该手术仅能暂时性缓解

患儿肝外胆道梗阻，无法缓解肝内胆道闭锁、梗阻及其所致肝

内胆管纤维化，因此肝功能仍会持续恶化，患儿的远期有效生

存率并不理想[6，7]。所以，寻找一种可以阻止或抑制患儿进行性

肝纤维化进程、作为 Kasai手术的补充以提高临床疗效进而提

高患儿预后及生活质量的方法，有重要的临床意义。

由于肝纤维化的主要原因是细胞外基质（extracellularma-

trix，ECM）的合成远高于降解，而目前公认最强的促进器官纤

维化的因子之一是转化生长因子（transforminggrowthfactorbe-

ta1，TGF-茁1）[8]；另外，白细胞分化抗原 34（Cluster of Differentia-

tion，CD34）作为细胞膜糖蛋白，既能作为表面标志物用于细胞

分离及鉴定，同时还在细胞的激活、迁移、发育、分化、成熟及生

长过程中发挥诸多作用[9]，因此，本研究选取 66例胆道闭锁患

儿，与 30例胆管扩张症患儿进行对比，观察 TGF-茁1和 CD34

在其肝组织中的表达及在肝纤维化中的作用以及血清 TGF-茁1
浓度情况，以进一步探索通过抑制患儿体内的 TGF-茁1 及
CD34因子表达来缓解或阻止胆道闭锁患儿肝纤维化的可行

性，并验证血清 TGF-茁1浓度对该病患儿肝纤维化的诊断价值。

1 资料与方法

1.1 对象和分组

选取 2016年 4月 -2019年 1月我院收治的胆道闭锁患儿

66例，作为研究组；胆管扩张症患儿 30例，作为对照组。

纳入标准：① 均确诊胆道锁闭或胆管扩张症；② 年龄

60～80d；③ 患儿家属均知情，且签署知情同意书；④ 未合并其

他先天性疾病。

排除标准：① 拒绝研究；② 合并其他胆道疾病；③ 不符合手术

指征。

对照组 30例，其中男性患儿 16例，女性患儿 14例；研究

组 66例，其中男性患儿 36例，女性患儿 30例。两组的一般资

料如年龄、体重等比较，无统计学差异（P＞0.05），具有可比性。

本研究已获院伦理委员会审批。

1.2 研究方法

1.2.1 肝组织样本采集 两组均在手术过程中取肝右叶前缘

部组织样本；甲醛固定后常规进行石蜡包埋、病理切片、脱蜡及

染色，制作肝组织病理切片，使用显微镜进行观察。

1.2.2 TGF-茁1 及 CD34 的免疫组化检测 采用 TGF-茁1、
CD34因子的单克隆抗体（鼠抗人单克隆抗体，艾康生物技术

(杭州)有限公司），应用 SP法进行 TGF-茁1及 CD34检测，并采

用 PBS作为阴性对照、DAB法显色。使用 Image-Pro-Plus图像

分析软件判定 TGF-茁1在组织样本中的分光密度（IOD）、CD34
阳性表达面积。比较两组肝组织中 TGF-茁1及 CD34因子的上

述免疫组化检测结果。

1.2.3 TGF-茁1及 CD34的阳性标记强度特征 首先按免疫组

化染色强度计分：胞浆未着色计 0分，胞浆染色呈淡棕黄色计

1分，胞浆染色呈棕黄色计 2分，胞浆染色呈深棕黄色计 3分。

然后根据免疫组化染色阳性细胞占同类细胞百分比计分：样本

组织中阳性细胞数占≤ 5 计 0 分，5％～25％计 1 分，26％～

50％计 2分，＞51％计 3分。随后根据两项分值的乘积进行判

定：＜3分为阴性（-），≥ 3分为弱阳性反应（＋）, ≥ 4分为中阳

性反应（＋＋），≥ 6分为强阳性反应（＋＋＋）。

1.2.4 肝脏纤维化分级与 TGF-茁1 及 CD34 的关系 依据

Ohkuma's纤维化分级标准，共分为Ⅰ级～Ⅳ级，具体分级标准

如下：Ⅰ级，肝门管部位出现轻微的纤维化现象；Ⅱ级，邻近门

管部位存在轻微的桥接纤维化表现；Ⅲ级，伸往邻近门管区的

位置存在严重的桥接纤维化表现；Ⅳ级，形成假小叶、肝硬化。

随后分析肝纤维程度与 TGF-茁1及 CD34阳性（中阳性反应 +

强阳性反应）表达的相关性。

1.2.5 血清 TGF-茁1 Elisa 检测及其与肝脏纤维化分级的关系
术前禁饮食 8h后，抽 5 mL外周静脉血，室温静置 2h后 4℃离

心，取上清，随后使用 TGF-茁1试剂盒（上海恒远生物科技有限
公司）按照说明行 ELISA检测。然后分析肝纤维程度与血清

and expression area of CD34 in liver tissues of the research group were significantly higher than those of the control group (P<0.05). The
positive expression rates of TGF-茁1 or CD34 increased with the aggravation of liver fibrosis in the research group (P<0.05), and
respectively had positive correlation with the degree of liver fibrosis(籽=0.594 and P<0.05, 籽=0.616 and P<0.05). The serum concentration

of TGF-茁1 in the research group was significantly higher than that of the control group (P<0.05), increased with the aggravation of liver
fibrosis in the research group (P<0.05), and had positive correlation with the degree of liver fibrosis (籽=0.944 and P<0.05). The serum
concentration of TGF-茁1 had diagnostic significance for liver fibrosis in children with biliary atresia (AUC=0.917, P<0.001), and the best
diagnostic threshold is 436.4 ng/L, of which the sensitivity is 0.879 and the specificity is 0.867. : The expression of TGF-茁1
and CD34 is significantly increased in liver tissues of children with biliary atresia, which suggest that inhibiting the expression of TGF-茁1
or CD34 may prevent or delay the further development of liver fibrosis induced by biliary atresia. The serum concentration of TGF-茁1
can be used to diagnose the liver fibrosis caused by biliary atresia in children.

Biliary atresia; TGF-茁1; CD34; Liver fibrosis
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Groups Amount(n) TGF-茁1 IOD Expression area of CD34 Serum TGF-茁1(ng/L)

Control group 30 4977.3依115.8 10686.3依544.4 400.7依31.6

Research group 66 15519.8依730.0 15328.3依1055.6 581.7依145.4

t / 70.241 28.005 9.250

P / ＜0.001 ＜0.001 ＜0.001

表 1两组肝组织中 TGF-茁1及 CD34因子免疫组化检测及血清 TGF-茁1浓度比较（x依s）
Table 1 Comparison on immunohistochemical detection of TGF-茁1 and CD34 in liver tissues and serum concentration of TGF-茁1 of the two groups

表 2研究组中不同肝纤维化分级患儿的 TGF-茁1表达情况（例）
Table 2 The expression of TGF-茁1 in children with different grades of liver fibrosis in the research group(n)

Note: a, compared with GradeⅠ group, P<0.05; b, compared with GradeⅡ group, P<0.05; c, compared with GradeⅢ group, P<0.05.

Grade of liver

fibrosis
Amount(n)

Expression of TGF-茁1
TGF-茁1 IOD Serum TGF-茁1(ng/L)

- + ++ +++

GradeⅠ 18 7 6 3 2 15113.2依701.2c 420.8依48.8bc

GradeⅡ 20 4 4 8 4 15246.6依556.3c 531.7依52.9ac

GradeⅢ 16 1 1 4 10 15772.8依616.3ab 656.1依48.7ab

GradeⅣ 12 0 0 2 10 16247.7依509.4abc 807.1依52.5abc

掊2/H/F 掊2=9.431/H=25.502 10.746 157.114

P P=0.024/P＜0.001 P＜0.001 P＜0.001

Note: a, compared with GradeⅠ group, P<0.05; b, compared with GradeⅡ group, P<0.05; c, compared with GradeⅢ group, P<0.05.

表 3研究组中不同肝纤维化分级患儿的 CD34因子表达情况（例）

Table 3 The expression of CD34 in children with different grades of liver fibrosis in the research group(n)

Grade of liver

fibrosis
Amount(n)

Expression of CD34 Expression area of

CD34- + ++ +++

GradeⅠ 18 6 5 4 3 14772.6依1093.2c

GradeⅡ 20 3 2 13 2 14863.4依707.5c

GradeⅢ 16 0 2 4 10 15590.1依584.4ab

GradeⅣ 12 0 0 4 8 16587.8依824.2abc

掊2/H/F 掊2=10.382/H=21.455 14.622

P P=0.016/P＜0.001 P＜0.001

TGF-茁1浓度的相关性。
1.2.6 血清 TGF-茁1对肝纤维化的诊断价值 绘制 ROC曲线

检测血清 TGF-茁1对肝纤维化的诊断价值。
1.3 统计学方法

数据使用 SPSS 21.0进行分析，计量资料采用 表示，两组

间行 t检验检测、方差不齐行 t'检验，多组间行单因素方差分

析、两两比较行 LSD-t检验；计数资料行多组多因素卡方检验；

多组等级数据比较采用 Kruskal-Wallis秩和检验；相关分析采

用 Spearman秩相关分析；绘制 ROC曲线进行诊断价值验证并

计算 AUC，计算尤登指数以获取最佳界值。P＜0.05时，提示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组肝组织中 TGF-茁1、CD34的免疫组化及血清 TGF-茁1
浓度检测

经免疫组化检测，可见研究组肝组织当中的 TGF-茁1 IOD
值及 CD34表达面积显著高于对照组，差异有统计学意义（P＜
0.05）。经 Elisa检测，研究组血清 TGF-茁1浓度显著高于对照
组，差异有统计学意义（P＜0.05）。见表 1。

2.2 研究组中不同肝纤维化分级患儿的 TGF-茁1表达情况
随着研究组患儿的肝纤维化程度不断加重，肝组织

TGF-茁1 的阳性表达率不断增加，差异有统计学意义（P＜

0.05）；血清 TGF-茁1浓度也逐渐增加，差异有统计学意义（P＜
0.05）。见表 2。

2.3 研究组中不同肝纤维化分级患儿的 CD34阳性标记强度

特征

随着研究组患儿肝纤维化程度的不断加重，CD34因子的

阳性表达率不断增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。见表 3。
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图 1肝组织 TGF-茁1、CD34阳性表达率及血清 TGF-茁1与肝纤维化程度相关性
Fig. 1 Correlation between the positive expression rate of TGF - 茁 1 and CD34 in liver tissue and the serum concentration of TGF-茁1 with

the degree of liver fibrosis

A肝组织 TGF-茁1阳性表达率与肝纤维化程度相关性
B血清 TGF-茁1浓度与肝纤维化程度相关性

C肝组织 CD34因子阳性表达率与肝纤维化程度相关性

A Correlation between the positive expression rate of TGF - 茁 1 in liver tissue with the degree of liver fibrosis

B Correlation between the serum concentration of TGF-茁1 with the degree of liver fibrosis
C Correlation between the positive expression rate of CD34 in liver tissue with the degree of liver fibrosis

图 2血清 TGF-茁1浓度对肝纤维化的诊断价值 ROC曲线

Fig. 2 ROC curve of the diagnostic value of serum concentration of

TGF-茁1 in liver fibrosis

2.4 研究组肝纤维化程度与肝组织 TGF-茁1、CD34阳性表达率
及血清 TGF-茁1浓度的关系

经 Spearman秩相关性分析得知，肝纤维化程度与肝组织

TGF-茁1的阳性表达率、血清 TGF-茁1浓度、肝组织 CD34因子

的阳性表达率均分别呈正相关性（籽=0.594，P＜0.05；籽=0.944，
P＜0.05；籽=0.616，P＜0.05）。见图 1。

2.5 血清 TGF-茁1对肝纤维化的诊断价值
绘制 ROC曲线，可见血清 TGF-茁1浓度对胆道闭锁患儿

肝纤维化有诊断意义（AUC=0.917，P＜0.001）；诊断的最佳

界值为 436.4 ng/L，此时的敏感度为 0.879、特异度为 0.867。见

图 2。

3 讨论

BA是儿科的一种严重消化系统疾病，临床上依据胆管闭

塞范围将其分为三种类型：I型，患儿的胆总管出现约 5％～

10％的闭锁，但是肝管并没有出现闭锁现象；Ⅱ型，患儿的肝管

出现闭锁，且少部分患儿存在胆总管及胆囊闭锁；Ⅲ型，患儿的

肝门部出现胆管闭锁；其中Ⅱ型及Ⅲ型胆道闭锁的患儿占绝大

部分，约超过 90％[10]。BA主要临床特征为患儿的肝外、肝内部

分胆道闭锁或者全部闭锁[6]，导致进行性梗阻和炎症，进而出现

肝脏内胆汁淤积并可进一步发展为肝纤维化[11，12]。

肝纤维化是多种致病因子导致的肝部纤维性结缔组织不

正常增生的一种病理现象，同时还伴随机体内对慢性损伤进行

修复愈合的过程[13]。与 BA这一生理及病理过程相关的肝纤维

化机制包括：① 患儿在围生期感染巨细胞病毒，活动性感染导

致 BA患儿肝纤维化及胆汁淤积加重，对患儿接受 Kasai术后

的黄疸消退产生直接不良影响[14]；② BA患儿接受 Kasai术后，

常并发胆管炎，约占 45%～80%，会进一步导致瘢痕及炎症水

肿等，加重胆汁淤积，对术后肝纤维化进程产生促进作用。因

此，Kasai手术仅能使患儿肝外梗阻现象得到暂时性缓解，但是

肝内胆管梗阻以及由此引发的纤维化不会得到改善且会持续

进展，并可最终发展为继发性胆汁性肝硬化（secondary biliary

cirrhosis，SBC），甚至导致肝功能衰竭[12]。有流行病学研究显示，

近年来 BA的临床发病率逐年增加，导致患儿接受 Kasai手术

治疗时的年龄显著变低[15]，但是患儿的远期有效生存率却并不

理想[7]，因此，需要探索一种可以阻止或抑制患儿进行性肝纤维

化进程、作为 Kasai手术补充以提高临床疗效的方法。

BA导致的肝纤维化病理生理过程复杂，以肝星状细胞

（Hepatic Stellate Cells，HSCs）激活、活化最为重要，但是其具体

发生、发展机制尚未明确[16]。患儿体内的 HSCs被激活活化后，

会进一步转化为肌纤维母细胞（myofibroblastoma of breast，

MFB），MFB可表达多种细胞因子，导致机体内富含胶原蛋白

的 ECM合成增加、降解减少 [17]，使原有 ECM平衡被打破，

ECM沉积增加并最终导致肝纤维化。

TGF-茁1是肝纤维化全程中的关键物质，是 TGF-茁超家族
成员的一种，属于蛋白多肽，包含多种生物学功能，在多种细胞
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的相互反应过程如细胞的分化、生长、黏附、凋亡、ECM的沉

积、蛋白物质的降解及生成中具有十分重要的作用[18]。相关研

究指出，胆汁淤积时，TGF-茁1被激活，可与细胞膜的特异性受
体结合，使 Smads家族蛋白被激活并形成复合物，进而诱导

HSCs激活、活化 [19]。本次研究结果提示，研究组肝组织中

TGF-茁1 IOD 值及血清 TGF-茁1 浓度显著高于对照组（P＜
0.05），且随研究组患儿肝纤维化程度不断加重，TGF-茁1因子
的阳性表达率和血清 TGF-茁1浓度也不断增加，二者均与肝纤
维化程度呈正相关性（P＜0.05）。

因有研究发现，在 BA的纤维化进程中，肝脏血管增生与

纤维化存在相互作用,可共同导致肝纤维化进展[20]；由于 CD34

不仅在细胞的激活、迁移、发育、分化、成熟及生长过程中发挥

诸多作用[9]，同时还是机体毛细血管发生的标记物之一，其表达

量可间接提示血管增生情况；且有研究发现，不同肝纤维化程

度时 CD34表达不同[21]，因此，本研究针对 BA患儿肝组织的

CD34表达情况进行研究，结果发现：研究组肝组织中 CD34表

达面积显著高于对照组（P＜0.05），且随研究组患儿肝纤维化

程度不断加重，CD34因子的阳性表达率不断增加并呈正相关

性（P＜0.05）。提示 BA患儿在疾病的整个发展过程中，随着

肝纤维化及血管增生的不断发展，CD34的表达不断增加，分

析其原因可能为：肝脏发生纤维化后激活 HSCs，对血管内皮

生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）产生诱导作

用，促使血管发生增生，随后增生的血管又可进一步加重肝纤

维化所致。

由于行肝活检判定肝纤维化不易于临床常规开展，因此探

索无创检测方法有重要意义。通过绘制 ROC曲线，我们发现血

清TGF-茁1 浓度对于 BA患儿肝纤维化有诊断意义，且血清

TGF-茁1浓度与患儿肝纤维化程度呈正相关，因此对于 BA患

儿，可通过监测其血清 TGF-茁1用以预测肝纤维化发生及进展
情况。

综上所述，TGF-茁1及 CD34在 BA患儿肝脏中的表达显

著升高，提示可能通过抑制患儿体内的 TGF-茁1及 CD34表达

来阻止或者延缓 BA 患儿肝纤维化的进一步发展；且血清

TGF-茁1浓度可用以诊断肝纤维化。
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