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Abstract
AIM: To invest igate the express ion and 
distribution of osteopontin (OPN) in hepatic 
hydatid cyst and its significances.

METHODS:  Proteins extracted from 60 surgi-
cally excised hydatid cyst tissues were subjected 
to polyacrylamide gel electrophoresis followed 
by Western blotting, using polyclonal antibodies 
directed against OPN; the distribution of OPN 

was also observed by immunohistochemical tech-
niques.

RESULTS: OPN expression was detected in 
48(80%) cases of cysts by Western blotting. OPN 
was mainly distributed in the side of pericystic 
layer near the parasite, which was significantly 
higher than that distributed near the liver (75% vs 
8.3%, P < 0.05).

CONCLUSION: OPN plays a regulated role in 
the granuloma reaction of the pericystic layer of 
hepatic hydatid cyst.
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摘要
目的: 研究肝细粒棘球蚴(肝包虫)周围纤维囊
壁中骨桥蛋白(osteopontin, OPN)的表达定位. 

方法: 采用免疫印记法检测OPN在肝细粒棘
球蚴(n  = 48)周围纤维囊壁中的表达, 并结合
免疫组化方法观察其组织学分布. 

结果: 肝细粒棘球蚴周围纤维囊壁经免疫印
记分析80%有OPN表达, 形态学观察集中分布
于近虫体侧纤维性囊壁(内层), 与近肝侧纤维
性囊壁(外层)比较有显著差异(75% vs  8.3%, 
P <0.05).

结论: OPN参与肝细粒棘球蚴周围内层纤维
性囊壁肉芽肿反应的调节. 

关键词:  肝; 细粒棘球蚴; 骨桥蛋白; 免疫印记
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■背景资料
肝细粒棘球蚴病
是一种在我国西北
部牧区广泛流行
的人畜共患寄生虫
病. 由于目前尚无
特效药物, 外科治
疗仍为首选. 彭心
宇在外科实践中
发现肝包虫周围
纤 维 性 囊 壁 的
病 理 组 织 结 构
与 传 统 理 论 不
符 ,  外囊可分为
内层和外层 ,  两
层 之 间 有 可 分
离间隙存在 ,  沿
此 间 隙 可 完 整
摘 除 包 虫 -“肝
包 虫 外 膜 内 完
整摘除术” .  我
们 对 肝 包 虫 周
围 纤 维 性 囊 壁
形 成 机 制 的 阶
段 性 实 验 结 果
表明 :  肝包虫周
围 纤 维 性 囊 壁
分层 ,  且形成机
制不同 ,  近肝侧
外 层 纤 维 性 囊
壁 主 要 以 受 挤
压 和 纤 维 化 的
G l i s s o n 系统和
肝 静 脉 系 统 为
主 ;  并观察到内
层 纤 维 性 囊 壁
以 肉 芽 肿 反 应
为主.
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0  引言

骨桥蛋白(osteopontin, OPN)是一个磷酸化的钙结

合蛋白, 为骨的有机基质[1-2]. 最初发现OPN 与骨

病理生理、一些肿瘤及心血管疾病的发生、发展相

关, 近来一些学者研究发现OPN参与结核病、矽

肺、血吸虫卵肉芽肿病灶的形成过程[3-11]. 前期研

究初步证实肝包虫纤维囊壁分层且形成机制不

同: 近肝侧外层纤维囊壁为受挤压的Glisson系
统和肝静脉系统纤维化所致, 并初步认为近虫体

侧内层纤维囊壁为肉芽肿反应的产物, 这一研究

结果为“肝包虫外膜内完整摘除术”提供了初

步的理论基础[12-17]. 我们采用免疫印记和免疫组

化方法检测OPN在肝包虫周围纤维囊壁中的表

达和分布, 旨在进一步探讨肝包虫周围纤维囊壁

的形成机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 电泳仪, 垂直电泳槽以及电泳转移槽

(Bio-Rad公司), 低温高速离心机(Backman公司). 
脱脂奶粉(伊犁牌产品), 三氨基甲烷(Tr is), 丙
烯酰胺、甲叉双丙烯酰胺(分析纯)、β2巯基乙

醇、十二烷基硫酸钠(SDS)、低分于量标准蛋白

和硝酸纤维素膜, 二硫苏糖醇(DTT)、苯甲基磺

酰氟化物(PM SF)、B-巯基乙醇, Tween 20(上海

生物工程有限公司); 兔抗人OPN多克隆抗体(效
价为1∶200, 美国NeoMarkers公司, 福洲迈新生

物技术有限公司提供); 辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔二抗(北京中杉生物有限公司). 二氨基联

苯胺(DAB)(美国Sigma公司), EnVision免疫组化

试剂盒(Dako, 美国). 我院2002/2005行肝包虫外

膜内完整摘除术的肝包虫病患者60(男36, 女24)
例, 年龄5-82岁.

标本来源及取材: 收集新鲜手术切除肝包

虫囊肿60例, 实验标本均从囊壁多部位取材, 并
包括肝包虫周围纤维囊壁及其邻近肝实质组织. 
标本用40 g/L福尔马林固定, 石蜡包埋, 制成厚

4-5 μm连续切片, 用于病理学检查. 同时一部分

新鲜标本取材后立即置于液氮, 于-80℃冰箱保

存, 用于免疫印记分析.
1. 2  方法 
1.2.1 免疫印记分析 样品缓冲液含100 mmoL/L 
Tris-HCI pH 6.8, 200 mL/L甘油, 2.5 g/L溴酚蓝, 
200 mmol/L DTT. 取手术切除肝包虫周围纤维

囊壁及周围正常肝组织分别称质量, 用冰生理

盐水冲洗干净, 盛放在一干净培养皿中. 用经酒

精消过毒的剪刀将组织块剪碎, 转移至组织研

磨器中. 向研磨器中加入5倍组织块体积的生理

盐水和苯甲基磺酰胺(PMSF)溶液, 将组织块研

磨, 制成匀浆, 12 000 r/min离心10 min, 取上清

为待检蛋白样品, -20℃保存. 沸水浴加热上清

液, 使样品变性, 经SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳(浓
缩胶浓度150 g/L, 分离胶浓度100 g/L, 上样量

每孔分别按20 mL). 电泳完毕, 小心剥下凝胶, 
将凝胶在中央位置切为左右两半, 一半用于考

马斯亮蓝染色, 脱色后拍照分析; 另一半用于下

步实验. 将切好的另一半凝胶转膜至硝酸纤维

膜(NC膜)上, NC膜经丽春红染色, 用防水性印

度墨汁标出标准分子质量位置, 50 g/L脱脂奶

粉PBS 溶液4℃封闭2 h, 兔抗人OPN多克隆抗

体(1∶500)4℃缓摇孵育过夜,  PBS洗膜3次, 每
次15 min, 羊抗兔IgG-HRP(1∶1  000)室温缓摇

2 h, PBS溶液清洗3次, 每次10 min, 加入DAB
显色清晰后用EDTA缓冲液终止反应,  PBS 和
水冲洗薄膜后拍照分析, 室温下将膜晾干永久

保存[18].
1.2.2 免疫组织化学定位 采用免疫组织化学二

抗-酶标多聚体(EnVision)二步法. 兔抗人骨桥

蛋白(1∶100), 每批染色以磷酸盐缓冲液(PBS)
代替一抗作阴性空白对照. 结果判断: 细胞质、

膜、间质出现棕黄色颗粒为OPN表达阳性; 根
据显色深浅划分为4级, 呈棕褐色或棕黄色反应

分别为强阳性(+++)或阳性(++), 呈浅黄色反应

为弱阳性(+), 无着色为阴性(-)[15-17].
统计学处理 统计学处理采用c2检验, P <0.05

为有统计学差异.
    
2  结果

2.1 免疫印记结果 蛋白质电泳(SDS-PAGE)后, 
考马斯亮蓝染色, 呈现清晰显色条带, 这些条带

与转移到NC膜上的丽春红染色带相对应, 说明

转移电泳成功(图1). 经抗人OPN多克隆抗体, 免
疫印记结果显示48例(80%)内层纤维囊壁出现

分子量约50.5 ku的特异阳性条带(图2, 结合电

泳图经Quantity One软件初步确定分子质量), 相
邻正常肝组织及近肝侧外层纤维囊壁未见该蛋

白明确表达. 
2.2 免疫组织化学染色结果OPN表达 45例(75%)
囊壁中观察到不同程度的OPN表达, OPN表达呈

棕黄色片状, 集中分布于近虫体侧纤维性囊壁(内
层), 近肝侧纤维性囊壁(外层)表达甚少, 二者比

较有显著差异(P <0.05), 内外层交界处浸润细胞

胞质亦有散在表达, 肝细胞未见明确表达(图3).

■研发前沿
骨桥蛋白(osteopon-
tin, OPN)是一个磷
酸化的钙结合蛋
白.最初发现OPN
与骨病理生理、

一些肿瘤及心血
管疾病发生、发
展 相 关 ,  近 来 一
些学者研究发现
O P N 参 与 结 核
病、矽肺、血吸
虫卵肉芽肿病灶
的形成过程, 研究
表明在肉芽肿病
理方面OPN可能
调节巨噬细胞聚
集, 而参与正常的
肉芽肿形成.

■创新盘点
在我们前期研究
之基础上, 本研究
进一步证实肝包
虫周围纤维性囊
壁可分为内外两
层, 且形成机制不
同, 内层为肉芽肿
反应的结果, 为临
床开展“肝包虫
外膜内完整摘除
术”提供新的理
论依据.
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3  讨论

彭心宇在外科实践中发现肝包虫周围纤维性囊

壁可分为内层和外层, 两层之间有可分离间隙

存在, 沿此间隙可完整摘除包虫-“肝包虫外膜

内完整摘除术”[12-14]. 该术式在达到根治目的同

时, 极大减少了手术并发症, 明显优于其他根治

性术式[19-20]. 基于这一发现, 我们对肝包虫周围

纤维性囊壁形成机制的阶段性实验结果表明: 
肝包虫周围纤维性囊壁分层, 且形成机制不同, 
近肝侧外层纤维性囊壁主要以受挤压和纤维化

的Glisson系统和肝静脉系统为主; 并观察到内

层纤维性囊壁为肉芽肿反应为主[15-17]. 骨桥蛋白

(osteopontin, OPN)是一个磷酸化的钙结合蛋白
[1-2]. 最初发现OPN 与骨病理生理、一些肿瘤及

心血管疾病发生、发展相关, 近来一些学者研

究发现OPN可能通过调节巨噬细胞聚集, 参与

结核病、矽肺、血吸虫卵肉芽肿病灶的形成过

程[3-11]. 因电泳条件及蛋白表达翻译后修饰等因

素, 文献报道OPN分子质量为45-75 ku[21-22].
本实验用免疫印记的方法检测到80%肝细

粒棘球蚴周围纤维囊壁有OPN表达, 其分子量

约为50.5 ku; 免疫组化染色观察OPN集中分布

于近虫体侧纤维性囊壁(内层), 与近肝侧纤维性

囊壁(外层)比较有显著差异(P <0.05). 其中3例免

疫组化观察阴性的囊壁, 经免疫印记可检测到

OPN的表达, 分析可能与实验方法检测灵敏度

有关. OPN这种选择性分布的特点进一步证实

肝包虫周围纤维性囊壁的分层, 且形成机制不

同, 内层纤维性囊壁为肉芽肿反应的结果.
许多寄生虫感染都可引起宿主的肉芽肿反

应, 但关于肉芽肿的定义与分类一直不十分明

确. James[23]对肉芽肿的定义解释为“肉芽肿是

一种由于非降解产物引起机体持续性超敏反应, 
主要由炎症细胞, 单核细胞聚集形成的局限性

病灶. Warren[24]根据肉芽肿的形成机制是否为免

疫反应, 将肉芽肿分为免疫学的与非免疫学的

二类. 沈一平[25]在Warren分类的基础上分为免疫

性肉芽肿, 非特异炎症性肉芽肿及原因不明(包
括未研究)的肉芽肿三类. 结合本实验及前期研

究[15-17], 我们认为肝包虫内层纤维囊壁为特殊类

型的肉芽肿反应的结果: 一方面作为宿主对致

病因子的一种免疫应答, 该肉芽肿反应将虫体

局限, 并能隔离和清除虫卵释放的抗原[26]; 另一

方面, 由于其内部虫体不断生长导致该肉芽肿

组织随之受压、膨大并逐渐增厚, 最终形成一

层纤维囊壁(内层), 在内层纤维囊壁膨胀性形成

过程中, 囊周Glisson系统和肝静脉系统受挤压

并不断纤维化, 形成另一层纤维囊壁(外层).
本实验有12例未检测到囊壁中OPN的表达, 

在相同样本进行的其他实验中表明, 该12例囊

壁均未观察到明显钙盐沉积, OPN表达阳性的

样本均合并有不同程度的钙化, 提示作为一种

■应用要点
本研究首次检测
到肝包虫周围纤
维性囊壁中有骨
桥蛋白 (OPN)表
达, 为阐明肝包虫
周围纤维囊壁形
成机制提供了依
据和新的线索, 深
入研究将有助于
了解虫体宿主免
疫作用机制, 对于
开辟新的治疗途
径具有潜在的理
论意义和实用价
值.

表  1  骨桥蛋白在肝包虫周围纤维囊壁中的免疫组织化
学定位

囊壁           n                  

内层
外层

60
60

15
55

                      骨桥蛋白
-        +        ++        +++       阳性率 (%)

10
  0

18
  0

17
  0

75b

8.3

图  1  肝包虫肝周围纤维囊
壁组织SDS-PAGE凝胶电泳.

图  2  肝包虫周围纤维囊壁
中OPN的Western blot测定.

bP<0.01 vs  外层.

Standard
 (ku)

116.0

  66.2

  45.0

  35.0

  25.0

  
18.4

  

14.4

OPN             50.5 ku

图  3  肝包虫周围纤维囊壁OPN表达, 集中分布于内层纤维
囊壁 (+++), 而近肝侧外层未见明确表达(-), SP×200.

EL
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■名词解释
肝包虫病属于自
然疫源性疾病, 人
类作为中间宿主
而 受 害 .  绝 大 多
数细粒棘球绦虫
(犬绦虫)的幼虫 , 
少数由泡状棘球
绦虫的幼虫入侵
肝 后 致 病 ,  以 形
成寄生虫性肝包
囊 为 特 征 ,  故 又
分别称作肝棘球
蚴病或肝泡球蚴
病. 我国主要流行
于西北、内蒙、

西藏等牧畜地区, 
20-40岁的青壮年
就诊率较高, 男女
之比约为2∶1.该
病已见于世界上
许多国家，成为
日趋严重的全球
性问题.
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钙结合蛋白[27], OPN亦参与囊壁钙化的调节; 其
表达与内层纤维囊壁形成进程某一阶段有关(未
发表数据). 目前对肝包虫肉芽肿的形成机制及

免疫调控的研究较少. 我们检测到OPN在囊壁

中的表达, 虽然其生物学意义仍然需要进一步验

证, 但为阐明肝包虫周围纤维囊壁形成机制提供

了依据和新的线索. 深入研究将有助于了解虫体

宿主免疫作用机制, 并对于开辟新的治疗途径具

有潜在的理论意义和实用价值.

致谢: 石河子大学医学院病理教研室, 李洪安, 蒋
金芳两位研究员在本实验过程中给予的支持与

帮助.
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