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血清 ACE2 在评估胆道闭锁肝纤维化及其预后中的应用价值

吴一波，吕志宝，徐伟珏，刘江斌，郑露露

(上海交通大学附属儿童医院普外科，上海 200062)

[摘　要]	 目的：研究血管紧张素转化酶2(angiotensin conver ting enzyme 2，ACE2)的表达在评估胆道闭锁

( bi l iar y atresia，BA)患儿肝纤维化和预后中的应用价值。方法：收集35例BA患者(BA组)，14例 

胆 总 管 囊 肿 患 者 ( 对 照 组 ) ， 分 别 取 肝 组 织 及 外 周 血 ， 通 过 P C R ， E L I S A 以 及 病 理 切 片 评 估

A C E 2 表达情况及其与肝纤维化和预后的相关性。结果：1 ) B A 组患儿术前血清中 A C E 2 基因在

mRNA(0.42±0.3 vs 1.0±0.2，P=0.03)及蛋白[(3.4±0.8) μg/μL vs (4.8±0.5) μg/μL，P=0.04)]的表达

水平均明显低于对照组，差异均有统计学意义。2)BA组内，术前轻度肝纤维化(Fa)组患儿血清

ACE2蛋白的表达水平显著高于严重纤维化组[(3.8±0.94) μg/μL vs (2.5±0.39) μg/μL]，差异有统计

学意义(P<0.01)。3)BA组内，Fa组患儿术后血清ACE2蛋白表达水平高于术前[(5.09±0.96) μg/μL vs 

(3.8±0.94) μg/μL]，差异有统计学意义(P<0.01)；Fb组患儿术后和术前血清ACE2蛋白表达水平无

明显差异[(2.57±1) μg/μL vs (2.52±0.39) μg/μL，P=0.87]。4)BA Kasai术后，非黄疸组(No-Jaun组)

患儿血清ACE2蛋白的表达水平明显高于黄疸组( Jaun组)，差异有统计学意义[(5.3±0.7) μg/μL vs 

(2.9±0.9) μg/μL，P=0.003]。结论：血清ACE2的表达水平与肝纤维化程度呈负相关，在评估BA患

儿肝纤维化程度和预后中具有较好的临床应用价值。
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Abstract Objective: To understand the influence factors for liver fibrosis, to explore the expression and serum 

concentration of angiotensin converting enzyme 2 (ACE2) and liver fibrosis in biliary atresia (BA), and to 

determine the relationship between serum ACE2 and prognosis in children suffering from postoperative BA. 

Methods: A total of 35 BA infants (the BA group) and 14 choledochocyst ones (the control group) who donated 

the blood and liver tissue were enrolled in this study to figure out the ACE2 by real time polymerase chain reaction 

and ELISA methods. The extent of fibrosis in liver samples was blindly evaluated by two experienced pathologists 

depending on Ishak system. Then the BA liver samples were divided into a mild liver fibrosis group (grade I to 
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胆道闭锁(biliary atresia，BA)是导致婴幼儿终

末期肝病的最常见病因，其发病机制尚不清楚，主

要表现为进行性肝内外胆道炎症性纤维化闭锁，

并最终导致胆汁性肝硬化[1]。BA在东亚地区发病率

较高，约为1/5 000，一旦明确诊断需尽早行Kasai
手术(肝门空肠吻合术)，且预后与肝纤维化程度

密切相关 [ 2 - 3 ]。血管紧张素转化酶 2 (a n g i o t e n s i n -
converting enzyme 2，ACE2)是ACE的同源蛋白，

作为专一的单羧基肽酶，可高效催化Ang II转化为

Ang(1–7)[4]。近期研究[5-7]表明Ang(1–7)在动物肝硬

化模型中具有抗纤维化作用，并且ACE2基因敲除

促进了肝纤维化过程，而在这些小鼠中通过每日

注射重组蛋白rhACE2可以阻遏肝纤维化的进程，

提示ACE2是调控肝纤维化发生发展的一个关键基

因，但其在BA中的研究目前尚未见报道。本研究

通过检测BA患儿血清中ACE2基因的表达水平及其

与肝纤维化和预后的相关性，评价ACE2在BA肝纤

维化及预后中的应用价值。

1  资料与方法

1.1  一般资料

回顾性分析上海交通大学附属儿童医院2016年

1月至2017年1月收治的35例BA患儿(BA组)、14例

胆总管囊肿患儿(对照组)的临床资料，包括性别、

年龄、术前及术后肝功能指标如ALT，AST，总胆

红素等。

1.2  方法

1.2.1  血清中 ACE2 含量的检测 
收集静脉血液后，静置30 min，3 000 r/min

离心1 0  m i n，− 2 0  ℃保存。采用双抗体一步夹心

法E L I S A在4 5 0  n m波长下检测吸光度，计算样品

浓度。 A C E 2  E L I S A 试剂盒购自美国 R & D 公司，

ELISA分析仪为德国BMG Labtech 公司的FLUOstar 
OPTIMA。

1.2.2  qRT-PCR 检测

按 照 P A X g e n e 血 液 R N A 提 取 试 剂 盒 和

Q i a c u b e 提 取 血 液 中 的 R N A 。 利 用 B i o a n a l y z e r
和 N a n o D r o p 来 检 测 提 取 的 R N A 浓 度 、 纯 度 和

完 整 度 。 P C R 引 物 由 生 工 生 物 工 程 ( 上 海 ) 股 份

有 限 公 司 合 成 。 引 物 序 列 如 下 ： β - a c t i n ， 上

游 5 ’ - G C G T C C A C C C G C G A G TA C A A - 3 ’ ， 下 游

5’-CG ACG ACG AGCGCAGCG ATA-3’；ACE2，上

游5’-CATTGGAGCA AGTGTTGGATCTT-3’，下游

5’-GAGCTAATGCATGCCATTCTCA-3’。PCR反应在 
10 µL的体系中进行，其中包含2 µL稀释10倍的cDNA
溶液，0.33 U Platinum DNA聚合酶，0.2 mmol/L 
dNTPs，5 mmol/L MgCl2，0.5 µL的ResoLight Dye
荧光染料，1 µL 10× PCR缓冲液，及37.5 ng引物。

反应条件设置为50 ℃ 2 min，95 ℃ 10 min，40个循

环，循环内设置95 ℃ 15 s，退火温度72 ℃，15 s。

最后以0.05 ℃/s的速度将温度从60 ℃缓慢升到95 ℃
以做出熔解曲线。每个样本重复3次。反应的仪器

为LightCyclerR 96(罗氏公司)。

1.3  肝纤维化的评估

术 中 收 集 B A 患 儿 的 肝 组 织 ， 经 福 尔 马 林 固

定、石蜡包埋、组织切片及HE染色，由病理科医

师独立进行病理评分。通过Ishak分级标准判定肝

纤维化：0级为无纤维化； I级为有些汇管区纤维

化，和短的纤维间隔； I I 级为汇管区纤维化，纤

维间隔形成；III级为多数汇管区纤维化，偶尔有

汇管与汇管的桥接纤维化；I V级为汇管区纤维化

伴明显的汇管区与汇管区桥接纤维化，和汇管与

中央桥接纤维化； V 级为明显的汇管与汇管桥接

IV, Fa) and a severe liver fibrosis group (grade V to VI, Fb). Results: 1) Compared to the control group, ACE2 

gene (0.42±0.3 vs 1.0±0.2, P=0.03) and ACE2 protein [(3.4±0.8) μg/μL vs (4.8±0.5) μg/μL, P=0.04] decreased 

significantly in BA group. 2) Compared to severe liver fibrosis group, ACE2 relative protein increased significantly 

[(3.8±0.94) µg/µL vs (2.5±0.39) µg/µL, P<0.01]. 3) In mild liver fibrosis, ACE2 relative protein increased 

significantly when compared to pre-operative [(5.09±0.96) µg/µL vs (3.80±0.94) µg/µL, P<0.01]. In severe liver 

fibrosis group, there were no difference between post- and pre-operative [(2.57±1) µg/µL vs (2.52±0.39) µg/µL, 

P=0.87]. ACE2 protein in the Jaun group was significantly higher than that in the No-Jaun group (5.3±0.7 vs 

2.9±0.9, P=0.003). Conclusion: ACE2 decreases in BA group, and is associated with liver fibrosis, which may be 

used for evaluation of prognosis.
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纤维化，和汇管与中央桥接纤维化，偶有结节；

V I 级 为 假 小 叶 ， 可 能 或 肯 定 肝 硬 化 。 无 纤 维 化

(F0)：正常肝组织；轻度肝纤维化(Fa)：Ishak分

级I级到IV级；重度肝纤维化(Fb)：Ishak分级V级

到VI级。

以上所有标本应用取得上海市儿童医院伦理

委员会的同意并且家属签署知情同意。

1.4  统计学处理

应用SP S S 2 2 . 0统计软件进行统计学分析，计

量资料数据以均数±标准差(x±s)表示，采用 t检验

或χ 2检验，样本量较小时采用Fisher确切概率法，
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  临床结果

两 组 一 般 资 料 见 表 1 ， 对 照 组 年 龄 明 显 大 于

B A 组，符合临床实际情况。 B A 组中肝功能指标

A ST，A LT，T B明显高于对照组，并且差异有统

计学意义( P < 0 . 0 5 )。H E染色(图1 )显示B A组肝有

不同程度的纤维化，21例Fa，14例Fb；而胆总管

囊肿患儿6例F0，8例Fa，无Fb，差异具有统计学

意义 ( P < 0 . 0 0 1 ) 。此外，还可清楚观察到， Fa 组

(Ishak分级I~IV级)，多数的汇管区纤维化偶尔伴

有汇管区和汇管区的桥接纤维化；Fb组(Ishak分级

V~VI级)，出现明显假小叶，可能存在肝硬化。

表1 BA与胆总管囊肿患儿的临床资料

Table 1 Clinical data of biliary atresia and choledochal cyst in children

项目 BA组 Control组 P

性别 0.775

男 15 10

女 20 4

年龄/d 69±30 186±50 <0.01

ALT/(U·L−1) 195.7±11.7 34.1±13.6 <0.01

AST/(U·L−1) 238.9±26.0 34.7±12.9 <0.01

TB/(mg·dL−1) 8.7±0.7 1.5±0.6 <0.01

肝纤维化(Ishak) <0.001

F0 0 6

Fa 21 8

Fb 14 0

图1 肝组织H&E染色

Figure 1 H&E staining showing the normal liver and liver fibrosis 

(A)Control：正常肝组织胆总管囊肿F0(×200)；(B)BA1：轻微肝纤维化III级，多数汇管区纤维化，偶尔有汇管与汇管的桥

接纤维化(×200)；(C)BA2：严重肝纤维化VI级，肝内见广泛的假小叶的形成，可能或肯定肝硬化(×200)。

(A) Control group: Normal liver was obtained from choledochocyst (×200); (B) BA1: mild liver fibrosis grade III, majority of portal areas 

are fibrosis, and some portal areas join together with fibre rod (×200); (C) BA2: severe liver fibrosis grade VI, extended formation of pseu-

dolobule, or liver cirrhosis (×200).

A B C
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2.2  术前血清中 ACE2 在 mRNA 和蛋白水平的表

达情况

B A 组 中 A C E 2 在 m R N A 水 平 的 表 达 较 对 照 组

显著降低(0.42±0.3 vs 1.00±0.2)，差异具有统计学

意义(P=0.03，图2)；同时ACE2蛋白在BA组中的

表达水平也比对照组显著降低[(3.4±0.8) μg/μL vs 
(4.8±0.5) μg/μL]，差异具有统计学意义(P=0.04，

图3)。说明BA患儿ACE2基因在转录和翻译水平均

明显降低。

另外，在 B A 组中， Fa 患儿血清中 A C E 2 蛋白

的表达水平远远高于Fb患儿[(3.8±0.94) μg/μL vs 
(2.5±0.39) μg/μL]，差异具有统计学意义(P<0.01，

图4)。

2.3  BA 患儿术前与术后血清中 ACE2 蛋白表达水

平的比较

在 F a 组 中 术 后 A C E 2 蛋 白 表 达 高 于 术 前

[(5.09±0.96) μg/μL vs (3.80±0.94) μg/μL]，差异具有

统计学意义(P<0.01)。在Fb组中术后ACE2蛋白表达

与术前表达量[(2.57±1.00) μg/μL vs (2.52±0.39) μg/μL]
基本相同，差异无统计学意义(P=0.87，图5)。

术后根据黄疸情况分为非黄疸组(No-Jaun组，

TB<2 mg/dL)和黄疸组( Jaun组，TB≥2 mg/dL)。

ACE2蛋白在术后No-Jaun组中的表达水平较Jaun组

显著升高[(5.3±0.7) μg/μL vs (2.9±0.9) μg/μL]，差

异具有明显的统计学意义(P=0.003，图6)。同时发

现术后Jaun组术中肝纤维化程度明显高于No-Jaun
组(表2)。

图2 ACE2基因相对表达量

Figure 2 Relative expression of ACE2 gene

图4 轻度和严重肝纤维化BA患儿术前血清中ACE2蛋白的

表达量

Figure 4 Expression of serum ACE2 protein between Fa and Fb 

in BA group
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图5 BA患儿术前与术后ACE2蛋白表达变化

Figure 5 Changes of expression of ACE2 protein between pre- 

and post-operation in BA

图6 BA患儿术后黄疸组和非黄疸组中ACE2蛋白表达情况

Figure 6 Expression of ACE2protein in post-operation in BA  

between the Jaun and No-jaun groups
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图3 ACE2蛋白的表达情况

Figure 3 Expression of ACE2 protein
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3  讨论

在BA中，由于肝外胆道系统完全梗阻，即使

进行K asai术引流胆汁，患儿术后的肝纤维化仍会

持续进行。BA的病因很多，至今为止没有一种能

完全解释该疾病，但K asai术仍然是目前延缓肝纤

维化的最有效手段。如果不进行K asai手术治疗，

BA患儿多在1岁至1岁半死于肝硬化或肝衰竭 [8]。

本研究首次发现 A C E 2 基因及蛋白在 B A 患儿外周

血中的表达低于胆总管囊肿患儿，且差异具有统

计学意义。同时通过病理切片证实BA患儿的肝纤

维化程度明显高于胆总管囊肿，差异具有统计学

意义。该实验结果与之前的假设一致，提示ACE2
作为关键因子，在肝内调控致纤维化ACE -Ang II-
AT1R和抗纤维化ACE2-Ang(1–7)-Mas两条信号通

路之间的动态平衡。这一发现为早期发现、防治

BA术后肝纤维化的研究提供了新的思路和靶点。

K a s a i 术 虽 然 引 流 了 胆 汁 ， 但 大 部 分 B A 患 儿

会发展为持续性肝纤维化直至肝硬化或肝衰竭，

约 6 0 % 的患儿需要行肝移植。手术时肝硬化程度

是评估患儿预后的一个有效指标，肝硬化程度越

高，患儿的预后越差。术后持续性肝硬化的病因

不 明 ， 可 能 包 括 持 续 性 的 自 身 免 疫 损 害 ， 导 致

肝 胶 原 蛋 白 持 续 性 堆 积 及 肝 小 叶 形 成 ， 从 而 释

放某些蛋白入血 [9]。研究 [ 1 0 ]表明：血管紧张素原

(ang iotensinogen，AGT)，肾素，A ng I，ACE，

Ang II以及Ang II受体等传统肾素-血管紧张素系统

(renin angiotensin system，R A S)成分均存在于肝

中， A n g  I I可引起激活的人肝星状细胞内钙明显

快速的增加，细胞收缩、增生以及胶原的合成；

Ang II能上调TGFβ1mRNA及HSC I型胶原的表达，

也能激活的人肝星状细胞，从而增加胶原合成、

细胞外基质沉积。同时联合应用Ang II与CCL4可

加速肝纤维化的进程，4周即可达到原先单独使用

CCL4 8周的纤维化程度 [11]。近年来ACE2及ACE2-
Ang-(1–7)-Mas轴的发现补充了经典R A S系统，其

作用原理为：主要活性物ACE2催化A ng II转化为

Ang-(1–7)，另一辅助通路为Ang I在ACE2的作用下

生成Ang-(1–9)，后在ACE作用下生成Ang-(1–7)。

大量研究 [12-13]发现：机体有肝疾病时，ACE2无论

在基因还是蛋白水平表达都明显增加，且活性也

显著升高，并在肝局部有调节R AS的作用。Huang 
等 [14]对胆管结扎大鼠模型的研究结果显示：在一

些慢性病中，Ang II的存在可加剧组织损伤及纤维

化，而ACE2在R A S系统中起着重要拮抗作用，它

可以通过抑制及降解Ang II，同时促进Ang-(1–7)
的生成来保护组织免受损伤。ACE2作用下生成的

A ng-(1–7)，能抑制ACE活性，从而减少A ng II的

生成，并阻断AT1受体，降低Ang II的促炎、升血

压、缩血管作用。Herath等[10]的研究发现：在人和

大鼠的肝中，ACE2的高表达、高活性可促进A ng 
II降解与Ang-(1–7)的产生。所以肝的Ang-(1–7)主

要由ACE2催化生成，而ACE催化Ang I生成Ang II 
为主，生成Ang-(1–7)却很少 [15-16]。这就很好地解

释了BA患儿ACE2表达低于对照组，提示ACE2低

表达对于肝纤维化的拮抗作用在BA患儿中可能低

表2 BA患儿术后Jaun组与No-Jaun组的临床资料

Table 2 Clinical data of jaundice and no-jaundice groups in BA post-operation

项目 Jaun组 No-Jaun组 P

性别 0.565

男 8 9

女 8 10

年龄/d 162±32 158±35 0.729

ALT/(U·L−1) 225.7±23.7 84.1±11.5 <0.01

AST/(U·L−1) 279.9±46.2 94.7±33.9 <0.01

TB/(mg·dL−1) 6.9±0.8 1.5±0.5 <0.01

肝纤维化(Ishak) <0.001

F0 0 0

Fa 7 14

Fb 9 5
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于胆总管囊肿患儿，从而符合并部分解释了BA患

儿的肝组织肝纤维化程度明显高于胆总管囊肿患

儿的现象。

然而本研究还存在一些不足：1 )样本量相对

不足会降低数据的统计说服力。2 )仅仅是由数据

推 算 出 来 的 相 关 性 ， 是 否 存 在 因 果 关 系 不 得 而

知。3 )本研究所考量的多种指标可能受到复杂并

发症的影响而产生偏差，进而影响评估的效果。

4 )本研究仅限于在上海交通大学附属儿童医院接

收并随访的病患。因此，研究结果可能不适用于

各种人群。5)本研究采用的是循环ACE2基因的表

达，而没有探讨肝ACE2的表达，故缺乏直接的作

用关系。在BA中诱导ACE2通路是否发生变化，及

通过何种途径诱导，还没有报道，这仍需要进一

步研究。未来的研究可以在本研究的基础上，拓

展思路，进一步探明ACE2在BA中的作用机制。

总之，本研究表明：与胆总管囊肿的患儿相

比， B A 患儿血清 A C E 2 基因表达和酶浓度明显降

低。BA术后有黄疸的患儿血清中ACE2浓度低于术

后无黄疸的患儿，Fb患儿血清中ACE2浓度低于Fa
患儿。此外，ACE2的表达受限与预后和肝功能障

碍相关。血清中ACE2的表达水平与血清浓度可作

为BA患儿肝纤维化预后的预测指标。尽管还不能

确认 A C E 2 与 B A 的肝纤维化发生的因果关系，但

ACE2在BA患儿肝纤维化发病中起着重要作用。
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