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cTGF、TGF I3；3及其受体在唇腭裂裂缘组织中的表达及意义 

田晓菲，金先庆，罗 庆，邱 林，傅跃先 

(重庆医科大学儿童医院整形烧伤外科，重庆 40o014) 

【摘 要】目的：探讨转化生化因子 p 3(Tansf0衄ing mwfacotr p 3，TGFp 3)、结缔组织生化因子(connectiretissuegmwt}l tor，cT— 

GF)及其受体 TGFBRⅡ、氓P6与非综合征性唇腭裂(Nonsyndr0mic cl lipand／0rcl硪palate，NscLP)发生的关系。方法：实验组 

标本40例，为NscLP患儿裂缘皮肤、粘膜组织。对照组标本 18例，为正常儿童的口唇部皮肤、粘膜组织。通过免疫组织化学sP 

法，检测TGFB 3、cTGF及其受体TGFpRⅡ、LRP6在实验组和对照组中的表达。结果：实验组 c rGF的表达与正常对照组相比 

无显著性差异(尸>0．O5)；实验组cTGF受体 LRP6的表达较正常对照组降低(P<0．01)；实验组 TGFB 3的表达较正常对照组明 

显增高(尸<O．O1)；实验组 TGFp 3受体 TGFBRⅡ的表达与对照组无显著性差异(|p>0．05)。结论：cTGF受体 LRP6及 TGFp 3的 

表达异常可能与 NScLP的发生有关。 
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The expression and significance of CTGF，TGF p 3 and their receptors in 

fissure tiSsues Of the patientS with NSCLP 
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【Abstract】O馥 抛e：Tl0 explore t}le ass0ciation 0f cTGF，TGF p 3 and their recept0rs(TGF p RⅡ、LRP6)witll tlle generation 0f 

NSC【JP．肘 ￡， d ：There were 4O samples in experimental gmup and 1 8 samples in c0ntml gmup．The expres8i0n 0f CTGF， rGF B 3 and 

出eir recept0rs(TGF p RⅡ、LRP6)in fissure tissues the patjents with NSCLP were me删 red by sP immunohis协chemis and明alyzed． 

眈 s钆Z招：The was no variahility f0r tIle expression 0f CTGFbetween the experimental group and the contr0l group( 0．05)，but 

tlle expression ofCTGF recept0r(LRP6)decreased in experimenta1 group，c0mpared with tllat in contml gr0up(尸<O．O1)．Signmcant in— 

crease in the expression 0f TGF p 3 was observed in the experimental gr0up(p<0．01)，but there was no di rence in the expressi0n 0f 

TGFp 3 receptor(TGFp RⅡ)be【ween the experimental group and the control group(尸>0．05)． 彻 0 ：CTGF recept0r(LRP6) 

．dnd TGF p 3 might have r lationship with the genemtion of NSCLP 

【Keywords】N0nsyndmmic cleftlip and／0r c1eft palate；c0nnectiretissue gmwthfactnr(c rGF)；rransf0nTlinggmwfac0tr p 3(TGFp 3)； 

Immunohist0chemistrv 

非综合征性唇腭裂(N0nsyndmmic cleft lip and／0r 

c1eft pa1ate，NsCIJP)属多基因遗传疾病 ，发病机制至 

今不明确。笔者通过免疫组织化学法，检测结缔组 

织生化因子(Connective tissue gmwth factor，CTGF)、 

转化因子 p 3(Tansfoming 0 hfact0r p 3，TGF p 3) 

及其受体在NscLP患儿裂缘组织中的表达，探讨 

CTGF、TGF B 3及其受体与 NSCLP发生的关系，为 

确定cTGF、TGF B 3及其受体是否为人类NscLP发病 

新的后选基因提供依据。 

作者介绍：田晓菲(1969一)，女，讲师，硕士， 

研究方向：儿童烧伤整形。 

1 材料与方法 

1．1 标本来源及实验分组 

实验组标本 40例。男性 25例，女性 15例。年龄 2个 

月 l4岁。单纯腭裂 8例，单纯唇裂 9例，单侧唇裂伴腭裂 

l4例，双侧唇裂伴腭裂9例。均不伴其他畸形，排除综合征 

性唇腭裂。于唇腭裂整复手术中，调整切 口时切取多余的裂 

缘皮肤、黏膜组织约 2mm×2mm面积大小。 

对照组标本 l8例，取自同期就诊的口唇外伤、口唇部囊 

肿等手术的正常儿童，家族中无唇腭裂患者。年龄6个月～ 

l2岁，男性 1l例，女性7例。术中调整切口时切取约2mm× 

2 mm大小皮肤、黏膜组织。 
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1．2 免疫组织化学染色(SP法) 

所有标本经 l0％甲醛液固定后，石蜡包埋切片。标本连 

续 5 m切片，自然贴于多聚赖氨酸处理好的载玻片上，37℃ 

孵箱烘干。标本切片经二甲苯、乙醇脱蜡、水化后，一蒸水洗 3 

次各5 min。置入pH6．0枸橼酸钠缓冲溶液中，微波修复抗原 

1O min。冷却后PBs洗 3次各 5 min。滴加双氧水阻断内源性 

过氧化物酶活性，PBS洗 3次各 5 min。滴加血清封闭液，室 

温放置 10 min，滴加适当稀释的 I抗 50 l，放入 37℃湿盒内 

孵化 1 h。阴性对照省略第一抗体，用 PBS缓冲液代替。PBs 

洗3次各5min。滴加生物素标记的Ⅱ抗5O l，室温静置lO 

min。PBs洗 4次各 5 min。滴加链霉菌素抗生物素 一过氧化物 

酶复合物进行蛋白结合，室温下孵育 10 min。PBs洗 4次各 5 

min。滴加新鲜配制的DAB显色剂显色后，苏木精复染。 

1．3 免疫组化反应检测 

采用半定量的记录方法，4o0倍光学显微镜下随机观察 

lO个视野并计数 l0o个细胞 ，按阳性细胞数量所 占比例计 

算：无阳性细胞为阴性(一)，阳性细胞在 25％以下为弱阳性 

(+)，25％ 50％为阳性(++)，50％以上为强阳性(+++)。 

1．4 统计学处理 

运用 sAs8．2软件包 ，进行非参数检验。 

2 结 果 

2．1 CTGF的表达 

CTGF在皮肤、黏膜中的的阳性表达主要在真皮 

成纤维细胞中，表皮基底层细胞中有少量表达，阳性 

细胞胞浆呈棕色。实验组和对照组CTCF的表达以阴 

性及弱阳性为主，二者之间无显著性差异( =0．8O5 5> 

0．05)。见表 1。 

2．2 CTGF受体(LRP6)的表达 

CTGF受体 LRP6在皮肤 、黏膜中的阳性表达主 

要分布在成纤维细胞的细胞内膜和胞浆中。阳性细 

胞胞膜呈棕色或胞浆呈棕色。实验组和对照组 LRP6 

的表达有显著性差异( 0．000 4<0．01)。实验组 LRP6 

的表达降低，以阴性表达为主。见表 2，图 1。 

2．3 TGFB3的表达 

TGFB3在皮肤 、黏膜中的阳性表达主要见于表 

皮基底层细胞、汗腺和毛囊细胞的胞浆和胞外基质 

中，阳性细胞胞浆呈棕色。实验组和对照组 TGFB3 

的表达有显著性差异( ．000 3<0．01)，实验组TGFB3 

的表达明显增强，以阳性表达为主。见表 3、图2。 

2．4 TCFB3受体(TGFBRⅡ)的表达 

TGFp3受体TGFBRⅡ在皮肤、黏膜中的阳性表 

达主要在表皮的基底层细胞、真皮附属器的上皮细 

胞 、血管内皮细胞 、真皮深层的成纤维细胞胞浆和 

细胞表面，阳性细胞胞浆呈棕色。实验组和对照组 

TGFBRⅡ的表达无显著性差异(P-0．926 3>0．05)。均 

以弱阳性表达为主。见表 4 

表 1实验组与对照组 CTGF的表达 

尸>O．05，与对照组比较 
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A ． L R P 6 在 唇 腭 裂裂 缘组 织

中的 阴性 表 达

B ． L R P 6 在 正 常组 织 中的

弱 阳性 表 达 ， T ：胞 膜棕

色 的 阳性 细胞

图 1 L R P 6 在 唇 腭 裂 裂 缘 组 织 和 正 常组 织 中的

表 达 ( S P x 4 0 0 )

3 讨 论

C T G F 的生 物 学 功 能 较 广 泛 ， 其 主 要 生 物 学 功 能

有 ：加 速 D N A 合成 、 促 进 细 胞 增 殖 ， 介 导 细 胞 粘 附 ，

促 进 软 骨 和 骨 骼 发 育 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 刺 激 细 胞 迁

移 ， 促 进 新 生 血 管 形 成 ， 调 节 细 胞 外 基 质 基 因 的 表

达 等 。 C T G F 的 受 体 是 一 种 多 配 基 受 体 ， 即 低 密 度 脂

蛋 白受 体 相 关 蛋 白 ( L o w d e n s i t y l i p o p r o t e i n r e c e p t o r —

r e l a t e d p r o t e i n ， L R P ) ， 在 介 导 C T G F 的 生 物 活 性 方 面

发 挥 着 重 要 的 作 用 。 有 研 究 发 现 在 小 鼠 E 9 ． 5 期 的 胚

胎 中 C T G F 开 始 表 达 于 腮 弓 、 鼻 突 等 处 ， 到 E I I ． 5 期

维 持 高 表 达 1̈
。 鼻 突 即 面 突 之 一

， 提 示 C T G F 参 与 小

鼠 面 突 的 形 成 。 C T G F 对 人 类 面 突 的 发 育 有 无 影 响 ，

尚 无 相 关 研 究 ， 结 合 唇 腭 裂 的 胚 胎 学 发 生 机 理 和

C T G F 的 生 物 学 功 能 ， 考 虑 是 否 在 唇 腭 裂 患 者体 内存

在 着 C T G F 表 达 的 异 常 ? C T G F 表 达 的 异 常 是 否 与

唇 腭 裂 的 发 生 有 关 ?

C T G F 受 体 之 一 L R P 6 不 仅 作 为 受 体 与 C T G F

结 合 ， 还 参 与 发 育 ， 是 W n t 信 号 转 导 途 径 必 不 可 少

的 受 体[2 1
， W n t 信 号 途 径 是 胚 胎 早 期 发 育 过 程 中调 控

细 胞 生 长 、 发 育 和 分 化 的 关 键 途 径 ， 使 细 胞 沿 着 某

一 方 向定 向 分 裂 ， 使 新 产 生 的 细 胞 定 位 于 某 个 区 域 ，

决 定 着 细 胞 分 化 的 命 运 。 L R P 6 的 表 达 异 常 可 以 影

响 W n t 信 号 转 导 途 径 的 功 能 ， 也 就 可 能 影 响 胚 胎 早

期 面 部 的 发 育 。

本 实 验 发 现 ， C T G F 在 N S C L P 患 儿 裂 缘 组 织 中

的表 达 与 正 常 对 照 组 比较 无 差 异 ， 提 示 CT G F 可 能 和

N S C L P 的 发 生 无 直 接 关 系 。 C T G F 受 体 L R P 6 的 表

达 在 实 验 组 较 正 常 对 照 组 降低 ， 提 示 L R P 6 可 能 与

A ． T G F l3 3 在 唇腭 裂 裂缘组

织 中的 阳性 表达 ， t ：胞质棕

色 的 阳性 细 胞

B ． T G F l3 3 在 正 常组 织 中

的 阴性 表 达

图 2 T G F ~3 在 唇 腭 裂 裂缘 组 织 和 正 常组 织 中的

表 达 ( S P x 4 0 0 )

N S C L P 的 发 生 有 关 。 L R P 6 对 N S C L P 发 生 的 影 响 。

其 作 用 机 制 可 能 是 因 受 体 降低 使 C T G F 生 物 学 活 性

相 应 降低 ， 也 可 能 是 通 过 影 响 W n t 信 号 传 导 途 径 ，
二

者 均 可 影 响 胚 胎 的 面 部 发 育 ， 对 唇 腭 裂 的 产 生 起 作

用 。 但 C T G F 受 体 L R P 有 多 种 ， L R P 6 本 身 是 多 配 基

受 体 ， 不 排 除 一 些 协 同 因 素 的 影 响 ， C T G F 及 其 受 体

L R P 6 对 人 类 胚 胎 腭 融 合 的 作 用 有 待 进 一 步 的 分 析

研 究 。

T G F l3 3 是 一 种 多 功 能 的 生 物 活 性 调 节 因 子 ． 广

泛 调 控 细 胞 增 殖 与 分 化 、 机 体 的 生 长 和 发 育 、 组 织

修 复 、 各 种 癌 变 等 生 理 和 实 验 过 程 ， 具 有 重 要 的 生

物 学 功 能 。 同 时 对 细 胞 生 长 有 双 向 调 节 作 用 ， 对 大

多 数 间 充 质 细 胞 ， 胚 胎 成 纤 维 细 胞 ， 上 皮 角 化 细 胞 ，

T 和 B 淋 巴 细 胞 以 及 内皮 细 胞 。 是 一 种 强 有 效 的 生

长 抑制 剂 。 G a b r i e l e 首 次 报 道 T G F B 3 对 小 鼠胚 胎 腭

融 合 具 有 抑 制作 用 p 1
。 P r o e t z e l 等 在 动 物 实 验 中用 抗

新 霉 素 基 因 替 代 小 鼠 模 型 的 T G F l3 3 基 因 ， 使

T G F l3 3 基 因 发 生 突 变 。 纯 合 体 在 表 现 型 没 有 明 显 变

化 ， 杂 合体 却 由 于 腭 板 融 合 不 全 导 致 腭 裂 发 生 ， 这 种

缺 陷 明 显 由 于 腭 板 中缝 上 皮排 列 的 损 害 而 致 ， 而 面

部 的 其 他 异 常却 未 发 现 14 ]
。

T G F l3 3 与 人 类 N S C L P 的

发 生 是 否 有 关 ， 国 内 外 已 有 的 研 究 结 论 不 一

， 研 究

主 要 集 中 在 高 加 索 人 群 中 。 L i d r a l 等 证 实 T G F Ig 3 等

位 基 因 与 N S C ∽ 患 者 的 连 锁 不 平 衡 统 计 分 析 结 果

有 显 著 性 意 义 。 同 时 对 T G F l3 3 等位 基 因 进 行 突 变 部

位 查 询 ， 未 发 现 普 遍 性 突 变 ， 但 在 T G F I~3 等 位 基 因

发 现 了 可 以 改 变 基 因 正 常 功 能 的 几 种 罕 见 突 变 f5J
。

M a e s t ri 等 证 实 D 1 4 s 6 1 标 记 T G F J3 3 等 位 基 因 6 与

N S C L ／P 患 者 和 单 纯 腭 裂 患 者 呈 显 著 性 相 关 I“
。 但

V i e i r a 等 在 N S C L ／P 患 者 中 未 发 现 T G F ~3 变 异 吲
。
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Moreno等通过基 因分析的研究未发现 TGFB3与 

NSCL／P的发生有关联【 ，Beaty等【9】也认为 TGFp3 

在NSC 患者中的等位基因频率和连锁不平衡无 

统计学意义。在亚洲人群的研究中，焦晓辉检出3种 

等位基因且发现 TGF—B3的基因频率在患病组与对 

照组和有无家族史的病例比较中均有统计学意义， 

认为中国人群 NSCLP的发生与 TGFB3基因多态性 

有关 。但李志萍的研究否认其相关性【l1]。Tanabe在 

对 日本人群 的研究中仅发现两种等位基 因的多态 

性，未发现 TGFB3与NSCLP的发生有关联[ 。 

TGFB的受体主要有 I、Ⅱ、Ⅲ3型，其中 I型受 

体不能单独与TGFB结合，只能在Ⅱ型受体与TGFB 

结合后再与形成的复合物结合，Ⅲ型受体参与高亲 

合力受体复合物的形成。It0 Y等[13]发现剔出TGFBR 

Ⅱ基因的小鼠可以发生腭裂和颅骨发育不全，认为 

TGFBRⅡ在腭融合时对颅神经嵴细胞的调节上起 

着关键的作用。这种剔出TGFBRⅡ基因小鼠腭裂的 

发生，可能是由于 TCFBRⅡ基 因本身功能的缺失造 

成。TGFBRⅡ基因对人类胚胎腭融合的影响，目 

前尚无相关研究 ，研究 TGFB3及其受体TGFBRⅡ 

在 NSCLP患者裂缘组织中的表达．可以对此作初步 

的分析。 

本实验观察到，TGFB3在 NSCLP裂缘组织中 

的表达较正常对照组明显增高( 0．01)，提示TGFp3 

的表达异常可能与中国人群NSCLP的发生有关，此 

结果与焦晓辉等的研究一致。TG邛3在正常胚胎唇 

及腭 突组织发育的关键时期表达以调节颌面部的 

发育 ，TGFB3的基因突变可能导致唇腭裂畸形 的发 

生。目前国内外学者对 TGFB3与唇腭裂发生的相关 

性认识不统一，原因可能与不同人种、地区、样本量 

以及所采用的方法不同有关。本实验进一步证实了 

TGFB3与人类 NSCLP发生的相关性，提示 TGFB3可 

能是人类NSCLP发生机制的后选基因之一。但实验 

组 TGFB3升高的同时，TGFBRⅡ的表达与对照组之 

间无显著性差异 ，本实验未发现 TGFBRⅡ对人类胚 

胎腭融合的影响。虽然TGFBRⅡ对小鼠胚胎腭融合 

起着关键的调控作用，但人类胚胎腭融合的机制可 

能与小鼠不同。 

综上所述 ，本研究结果提示 ：CTGF受体 LRP6 

及 TGFp3的表达异常可能与 NSCLP的发生有关 

系，LRP6、TGFB3可能是人类 NSCLP发病新的后选 

基因。 
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