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Abstract 
Background: Aldehyde dehydrogenase 1 (ALDH1) has been proved to be the marker of cancer 
stem cells (CSCs) in different types of tumors. However, the research of its source is rare. Recent 
studies showed that transforming growth factor β1 (TGF-β1) could induce the generation of CSCs. 
However, the correlation of TGF-β1 and ALDH1 expression in patients with intrahepatic cholangi-
ocarcinoma (ICC) is unclear. Method: Expression of TGF-β1 and ALDH1 were detected in seven 
normal bile duct and eighteen cholangiocarcinoma tissues by quantitative PCR. Expression of 
TGF-β1 and ALDH1 were detected in fifty eight ICC tissues by using immunohistochemistry (IHC) 
technique. Results: Quantitative PCR showed that the expression of TGF-β1 in cholangiocarcinoma 
patients was higher than normal bile duct (P = 0.046). Immunohistochemical staining showed that 
the expression of TGF-β1 was correlated with the expression of ALDH1 in ICC patients (P < 0.001). 
Both of TGF-β1 and ALDH1 expression were correlated with tumor differentiation (P = 0.003 or P 
= 0.011) and ALDH1 expression was correlated with the level of CA199 (P = 0.041). Both of TGF-β1 
and ALDH1 expression were prognostic factors in ICC patients (P = 0.012 or P = 0.033). Cox multi-
variate model showed that TGF-β1 expression was independent prognostic factors in ICC patients 
(P = 0.014). Conclusion: The expression of TGF-β1 is related to the expression of ALDH1 in ICC pa-
tients. And the expression of TGF-β1 can be used as the independent predictor for the prognosis of 
patients with ICC. 
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摘  要 

背景：乙醛脱氢酶1 (ALDH1)可作为多种肿瘤干细胞的标志，而对其来源报道较少。体外研究表明转化

生长因子β1( transforming growth factorβ1, TGF-β1)能诱导肿瘤干细胞的产生，而胆管细胞癌组织中

TGF-β1表达与ALDH1的关系尚未阐明。方法：采用定量PCR检测7例正常胆管、18例胆管细胞癌新鲜组

织中TGF-β1和ALDH1 mRNA的表达，免疫组织化学染色的方法检测58例肝内胆管细胞癌石蜡组织中

TGF-β1和ALDH1蛋白的表达。结果：胆管细胞癌组织中TGF-β1的mRNA水平明显高于正常胆管(P = 
0.046)，ALDH1的mRNA水平无统计学差异。肝内胆管细胞癌组织中TGF-β1低表达组28例，高表达组

30例，高表达阳性率为51.72%，ALDH1低表达组23例，高表达组35例，高表达阳性率为60.34%，TGF-β1
与ALDH1的表达呈正相关(r = 0.583, P < 0.001)。肝内胆管癌组织中TGF-β1及ALDH1表达在肿瘤低分化

组高于高分化组(P值分别为0.003、0.011)，ALDH1表达在术前血浆CA199浓度高水平组高于低水平组

(P = 0.041)。肝内胆管细胞癌组织中TGF-β1及ALDH1高水平组患者的总生存率低于低水平组(P值分别

为0.012、0.033)。多因素Cox回归模型分析显示TGF-β1表达量是影响肝内胆管细胞癌患者预后的独立

危险因素(P = 0.014)。结论：肝内胆管细胞癌组织中TGF-β1表达与ALDH1表达有关；肝内胆管细胞癌

组织中TGF-β1表达量可作为预测患者术后预后的指标。 
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1. 引言 

肝内胆管细胞癌在肝胆恶性肿瘤中发病率仅次于肝细胞癌，近年来发病率逐渐升高[1]。目前治疗肝

内胆管细胞癌最有效的方法是手术切除，但多数患者并不具备手术的指征和条件。然而即使手术，术后

的复发转移率也极高，导致肝内胆管细胞癌患者的总体 5 年生存率处于较低水平[2]。因此，阐明复发和

转移的机制对于肝内胆管细胞癌的诊治具有重要的意义。 
肿瘤的复发和转移是约 90%的肿瘤患者治疗无效及死亡的主要原因，肿瘤干细胞(Cancer stem cells, 

CSCs)可能是其中的“源头”细胞。乙醛脱氢酶 1 (Aldehyde dehydrogenase, ALDH1)是一种组织的代谢功

能分子，能催化细胞内的乙醛氧化成乙酸，参与组织的分化与多种基因表达。近年来研究表明，ALDH1
是组织中 CSCs 生长、分化的必需物质。ALDH1 被鉴定为乳腺癌、头颈癌、肺癌、前列腺癌、胰腺癌、

结直肠癌及卵巢癌干细胞的标记物[3]，是目前最具应用前景的干细胞通用标记物之一。转化生长因子

( transforming growth factor β1, TGF-β1)在是诱导细胞发生上皮间质转化(EMT)的关键分子。近年来研究也

表明 TGF-β1 诱导 EMT 的过程中能使肿瘤获得干细胞的特性[4]。肝内胆管细胞癌易复发和转移的特性可

能与肿瘤的 EMT 机制形成的 CSCs 有关。然而，肝内胆管细胞癌组织中 TGF-β1 表达与 ALDH1 表达的
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关系尚不明确。 
基于此，为了探讨 TGF-β1 与 ALDH1 的关系及在肝内胆管细胞癌中临床意义，我们收集了 7 例正常

胆管和 18 例胆管细胞癌组织，检测了 TGF-β1 与 ALDH1 mRNA 水平的表达。同时，我们收集了 58 例肝

内胆管细胞癌石蜡标本，通过免疫组化检测了 TGF-β1 与 ALDH1 在组织中蛋白水平的表达，并分析他们

与患者预后的关系。 

2. 材料与方法 

2.1. 患者一般资料和组织标本 

本研究选取 2000 年 1 月至 2009 年 12 月，在中山大学肿瘤防治中心肝胆科行手术切除并且临床和随

访资料完整的 58 例肝内胆管细胞癌患者。术后病理诊断均为胆管癌。标本获取均通过中山大学肿瘤防治

中心伦理委员会讨论，符合伦理学要求。肿瘤分化程度根据 Edmondson. Steiner 分级标准。肿瘤分期采用

国际抗癌联盟(Intemational Union Against Cancer, UICC)和美国癌症联合委员会(American Joint Committee 
on Cancer, AJCC)制订的第七版 TNM 分期标准。 

另外收集 7 例正常胆管(取自胰头癌手术的远端胆管)、18 例胆管癌新鲜标本进行了研究，所有的组

织标本均归档和储存在组织标本库中，−80℃保存到使用。所有的组织学诊断经 H&E 染色证实。 

2.2. 定量 PCR 检测 

将−80℃保存的正常胆管和胆管癌组织置于 1 ml Trizol 中，使用提 RNA 专用的组织搅碎机搅拌 5 分

钟，沉淀 5 分钟后取上层液体提取 RNA，逆转录为 cDNA，用 Invitrogen 公司的 SYBER green 试剂盒进

行实时荧光 PCR 实验。PCR 条件为：95℃ 5 分钟预变性后，95℃ 15 秒、65℃ 35 秒(荧光检测)，40 个

循环。PCR 结束后，根据反应得到的 Cp 值，使用 2−ΔΔCT 法的分析计算相对表达水平，以标准曲线进

行校正。引物 TGF-β1 为 F: TGGCGATACCTCAGCAACC、R: CTAAGGCGAAAGCCCTCAAT；ALDH1
为 F: GGGCAGCCATTTCTTCTCAC、R: ATTGTCCAAGTCGGCATCAG。 

2.3. 免疫组化染色 

所有收集的组织均经过 HE 染色证实为肝内胆管细胞癌。免疫组化染色采用二步法进行：组织切片

脱蜡、水化、枸橼酸盐修复抗原，PBS 洗 4 次后加入 3%过氧化氢阻断内源性过氧化物酶，反应 10 分钟，

一抗 4℃孵育过夜，PBS 洗 4 次后二抗室温孵育室温 30 分钟，二氨基联苯氨(DAB)染色，苏木素复染细

胞核。结果判断由 2 名病理科医师双盲阅片。主要抗体包括：TGF-β1 鼠抗人单克隆抗体(Acris 公司，德

国)，ALDH1 鼠抗人单克隆抗体(BD 公司，美国)。 

2.4. 结果评定 

TGF-β1 和 ALDH1 的免疫组化结果采用十三分法进行评价。阳性强度计为 0 分(−)、1 分(+)、2 分(++)、
3 分(+++)；阳性比率计为 0 分(<5%)、1 分(5%~25%)、2 分(25%~50%)、3 分(50%~75%)、4 分(>75%)。
将两者分数相乘得总分。根据阳性强度和阳性比例评分乘积，其表达可分为 2 个等级，0~4 分定为低表

达，5~12 分定为高表达以进行预后分析。 

2.5. 统计学分析 

应用 SPSS18.0 软件(SPSS Inc. Chicago, IL)进行统计分析。计数资料用平均数 ± 标准差表示，组间

比较采用 Student’s t 检验，p < 0.05 认为有差异，相关性采用 Spearman 分析。定性资料组间比较采用χ2
检验或 Fisher 精确检验。生存分析采用 Kaplan-Meier 分析，单因素分析采用 log-rank 检验，将有意义的
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单因素引入 Cox 模型多因素分析，p < 0.05 认为有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 胆管细胞癌组织中 TGF-β1 和 ALDH1 mRNA 水平的表达 

为了研究 TGF-β1 和 ALDH1 在胆管细胞癌组织中的表达情况，我们首先用定量 PCR 检测了 7 例正

常胆管和 18 例胆管细胞癌组织中 TGF-β1 和 ALDH1 的 mRNA 水平。胆管细胞癌组织中 TGF-β1 比正常

胆管中高，两者之间具有统计学差异(P = 0.046) (图 1(A))。胆管细胞癌组织中 ALDH1 比正常胆管中稍高，

但无统计学差异(P = 0.157) (图 1(B))。通过 Spearman 相关性分析，TGF-β1 和 ALDH1 的表达水平正相关

(P = 0.012) (图 1(C))。 

3.2. 肝内胆管细胞癌组织中 TGF-β1 和 ALDH1 蛋白水平的表达 

我们用免疫组化检测了 58 例肝内胆管细胞组织中 TGF-β和 ALDH 的表达情况。TGF-β1 在胆管癌组

织中主要定位于胞浆和胞膜，低表达组 28 例，高表达组 30 例，高表达阳性率为 51.72% (图 2(A)，图 2(B))。
ALDH1在胆管癌细胞中主要定位于胞浆，ALDH1低表达组 23例，高表达组35例，高表达阳性率为 60.34% 
(图 2(C)，图 2(D))。相关性分析提示 TGF-β1 与 ALDH1 的表达呈正相关(χ2 = 77.632, P < 0.001) (表 1)。 

3.3. TGF-β1 和 ALDH1 表达与肝内胆管细胞癌的临床预后分析 

将 TGF-β1 和 ALDH1 分为低表达和高表达组，在肝内胆管细胞癌进行临床病理特征的相关性分析，

结果提示：TGF-β1 和 ALDH1 的表达水平都与肿瘤分化相关(P = 0.003 或 P = 0.011) (表 2)。进一步进行

预后分析发现：TGF-β1 低表达组的中位生存时间为 31.0 个月，TGF-β1 高表达组的中位生存时间为 10.7
个月，高表达组总体生存时间短于低表达组(P = 0.012) (图 3(A))；ALDH1 低表达组的中位生存时间为 28.7
个月，ALDH1 高表达组的中位生存时间为 14.5 个月，高表达组总体生存时间短于低表达组(P = 0.033) (图
3(B))。进行 Cox 回归模型分析，结果提示：TGF-β1 表达水平、ALDH1 表达水平、肿瘤数目、TNM 分

期是影响预后的相关因素，多因素回归模型分析显示，TGF-β1 表达水平(HR = 2.258, P = 0.014)、肿瘤数

目以及 TNM 分期是预后的独立影响因素(表 3)。 

4. 讨论 

TGF-β1 在肿瘤中的作用复杂，既可抑制肿瘤生长，也可促进肿瘤生长[5]。有研究发现肿瘤中 TGF-β1
表达降低，低于正常组织[6]。也有研究发现肿瘤中 TGF-β1 表达增加，高于正常组织[7]。我们的研究与

后者一致，胆管细胞癌组织中 TGF-β1 的 mRNA 表达水平要高于正常胆管，说明 TGF-β1 可能是胆管细

胞癌发生的一个重要因素。TGF-β1 既可以由肿瘤细胞本身所分泌，也有一部分来源于肿瘤间质细胞，两

者共同发挥作用[8]。目前，TGF-β1 表达与患者预后的关系尚存在争议。在肺腺癌组织中的免疫组化检测

发现，TGF-β1 表达水平与患者的预后呈负相关，TGF-β1 高表达的患者生存率要低于低表达者[9]。而在

宫颈癌组织的 PCR 检测，未发现 TGF-β1 表达水平与患者的临床预后有明显的相关[10]。另外有研究发

现在肝癌组织中 TGF-β1 的 mRNA 表达水平与患者总体预后正相关，TGF-β1 高表达组临床预后更好[11]。
以上结果的差异可能与各研究者所采用的检测方法不一致有关。我们的研究发现肝内胆管细胞癌组织中

的 TGF-β1 表达水平与术后总体生存成负相关，低表达组生存时间较长，而且 TGF-β1 表达水平是肝内胆

管细胞癌患者术后总体生存的独立预后指标，提示 TGF-β1 可促进肝内胆管细胞癌的发展。 
同时，我们也相应的检测了 ALDH1 在肝内胆管细胞癌组织中的表达水平。ALDH1 在胆管癌组织中

mRNA 的表达和正常胆管无明显差异，可能是因为 ALDH1 是正常组织和肿瘤通用的干细胞标记，而正 
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Figure 1. The expression levels of the mRNAs encoding TGF-β1 and ALDH1 in normal bile 
ducts and CCA tissues 
图 1. 定量 PCR 检测正常胆管和胆管细胞癌中 TGF-β1 和 ALDH1 的表达。(A) TGF-β1，
(B) ALDH1，(C) 相关性 

 

 
Figure 2. Representative images of TGF-β1and ALDH1 staining in ICC 
图 2. 免疫组化检测 TGF-β1 和 ALDH1 在肝内胆管细胞癌组织中的表达。(A) TGF-β1 低

表达，(B) TGF-β1 高表达，(C) ALDH1 低表达，(D) ALDH1 高表达 
 
Table 1. The relationship between TGF-β1 and ALDH1 expression in ICC 
表 1. 肝内胆管细胞癌组织中 TGF-β1 与 ALDH1 的相关性 

 
ALDH1  

Low High Total 

TGF-β1 
Low 21 7 28 

High 2 28 30 

Total 23 35 58 
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Table 2. Clinicopathological characteristics of TGF-β1 and ALDH1 in ICC patients 
表 2. TGF-β1 和 ALDH1 的表达与肝内胆管细胞癌临床病理特征的关系 

 

TGF-β1 
P 

ALDH1 
P 

Low High Low High 

Age: 
≤53 
>53 

  
13 
15 

  
20 
10 

0.124 
  

13 
10 

  
20 
15 

0.964 

Gender: 
male  
female 

  
18 
10 

  
24 
6 

0.187 
  

15 
8 

  
27 
8 

0.329 

CA19-9: 
≤100 u/ml 
>100 u/ml 

  
16 
12 

  
21 
9 

0.317 
  

11 
12 

  
26 
9 

0.041 

Hepatitis: 
No 
Yes 

  
17 
11 

  
15 
15 

0.421 
  

13 
10 

  
19 
16 

0.870 

Liver cirrhosis: 
No 
Yes 

  
17 
11 

  
17 
11 

1.000 
  

14 
9 

  
20 
13 

0.985 

Tumor number: 
Solitary 
Multiple 

  
19 
9 

  
18 
12 

0.542 
  

15 
8 

  
22 
13 

0.858 

Tumor size: 
≤5 cm 
>5 cm 

  
12 
16 

  
10 
20 

0.464 
  

11 
12 

  
11 
24 

0.215 

Tumor differentiation: 
I+II 
III+IV 

  
18 
10 

  
8 
22 

0.003 
  

15 
8 

  
11 
24 

0.011 

Lymph node metastasis: 
No 
Yes 

  
18 
10 

  
21 
9 

0.650 
  

15 
8 

  
24 
11 

0.794 

TNM stage: 
I+II 
IIIA+IIIB+IIIC 

  
15 
13 

  
14 
16 

0.607 
  

12 
11 

  
17 
18 

0.793 

 

 
Figure 3. Kaplan-Meier plots of patient overall survival in ICC 
图 3. TGF-β1 和 ALDH1 在 ICC 中的总体生存曲线。(A) TGF-β1，(B) ALDH1 
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Table 3. Univariate and multivariate analyses associated with survival in ICC 
表 3. 肝内胆管细胞癌预后因素的 Cox 回归模型因素分析 

Variables Univariate 
p valuea 

Multivariate 

HR 95% CI p valueb 

Age:>53 vs. ≤53 (years) 0.991     NA 

Gender: male vs. female 0.085     NA 

CA19-9: >100 vs. ≤100 0.073     NA 

Hepatitis: yes vs. no 0.979     NA 

Liver cirrhosis: yes vs. no 0.059     NA 

Tumor number: multiple vs. solitary 0.002 2.148 1.065~4.329 0.033 

Tumor size: >5 vs. ≤5 (cm) 0.035     NS 

Tumor differentiation: I+II/III+IV 0.070     NA 

Lymph node metastasis: yes vs. no 0.006     NS 

TNM stage: I+II/IIIA+IIIB+IIIC 0.001 2.230 1.077~4.620 0.031 

TGF-β1: high vs. low 0.012 2.258 1.179~4.324 0.014 

ALDH1: high vs. low 0.033     NS 

TNM = tumor-node-metastasis; HR = hazard ratio; CI = confidence interval; NA = not applicable; NS = not significant. 
 
常的胆管干细胞也会有 ALDH1 的表达。我们通过连续切片的免疫组化发现 ALDH1 和 TGF-β1 可以表达

在组织中共同的区域内，并且相关性分析也证明两者密切相关。同时，我们发现 TGF-β1 和 ALDH1 在分

化程度较低的癌组织中表达更高，反映它们主要表达在恶性程度较高的细胞群中。基于干细胞理论，CSCs
是维持肿瘤恶性行为和持续生长的主要根源，那么其细胞形态结构将更加原始且处于细胞周期外的静止

期，在免疫组化染色下这些细胞就可能会表现为分化较低的细胞群。因此，以上结果也进一步证实了

TGF-β1 和 ALDH1 与 CSCs 关系密切。另外，预后分析表明 ALDH1 在肝内胆管细胞癌组织中的表达与

患者术后总体生存呈负相关。此结果也与其他类型肿瘤中的研究结果保持一致[12] [13] [14]。 
综上所述，本文对肝内胆管细胞癌组织中 TGF-β1 和 ALDH1 表达水平的检测发现：TGF-β1 在胆管

细胞癌组织中的表达高于正常胆管，提示其可能是胆管细胞癌潜在的肿瘤标志物；TGF-β1 与 ALDH1 表

达具有相关性，并且均与肝内胆管细胞癌的患者术后总体生存呈负相关；TGF-β1 可作为肝内胆管细胞癌

患者术后独立的预后预测指标。 
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