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摘  要 

目的：探讨闭锁小带蛋白1 (zonula occludens-l, ZO-1)和闭锁蛋白(occludin)与儿童原发性胆汁反流性胃

炎(Primary bile reflux gastritis, PBRG)的关系。方法：选取2016年1月至2019年1月因“腹痛、恶心、

呕吐”就诊于青岛大学附属医院儿科的62名患儿作为研究对象，根据胃镜检查结果将该62例患儿分为

PBRG组32例和胃黏膜未见明显异常的对照组30例，再根据胆汁反流程度将32例PBRG患儿分为I级10例，
II级22例。取胃窦黏膜病变组织，采用SP免疫组织化学半定量法检测胃粘膜组织ZO-l和occludin的含量。

结果：儿童PBRG组ZO-l蛋白染色结果阳性率为50% (16/32)，其水平明显低于对照组的83.3% (25/30)，
差异有统计学意义(P < 0.01)，而occludin在两组中的表达差异无统计学意义(P > 0.05)。与此同时在32
例儿童PBRG中，ZO-1在胆汁反流程度分级中所占的比例分别为I级90.0% (9/10)，II级31.8% (7/22)，
差异有统计学意义(P < 0.05)；PBRG组和对照组中occludin的阳性表达率分别为78.1% (25/32)，86.7% 
(26/30)，差异无统计学意义(P > 0.05)。结论：ZO-l蛋白在儿童PBRG组中的表达较对照组明显减弱，

且ZO-l蛋白的表达量与胆汁反流程度呈负相关；occludin的表达量与胆汁反流的严重程度无关。 
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Abstract 
Objective: This paper discusses the relationship between zonula occludens-l (zo-1), occludin and 
primary bile reflux gastritis (PBRG). Methods: A total of 62 children who were admitted to the 
Department of Pediatrics, the Affiliated Hospital of Qingdao University from January 2016 to Jan-
uary 2019 due to “abdominal pain, nausea and vomiting” were selected as the subjects. According 
to the results of gastroscopy, the 62 children were divided into PBRG group (n = 32) and control 
group (n = 30) with no obvious abnormalities in gastric mucosa. According to the degree of bile 
reflux, the 32 children with PBRG were divided into grade I (n = 10) and Grade II (n = 22). The 
contents of ZO-L and occludin in gastric mucosa were detected by SP immunohistochemical 
semi-quantitative method. Results: The positive rate of ZO-l protein staining in the children PBRG 
group was 50% (16/32), which was significantly lower than that in the control group (83.3% 
(25/30), and the difference was statistically significant (P < 0.01). There was no significant differ-
ence in occludin expression between the two groups (P > 0.05). Meanwhile, in 32 children with 
PBRG, the proportion of ZO-1 in the degree of bile reflux was 90.0% (9/10) in grade I and 31.8% 
(7/22) in grade II, respectively, with statistical significance (P < 0.05). The positive expression 
rate of occludin in PBRG group and control group was 78.1% (25/32) and 86.7% (26/30), respec-
tively, with no statistical significance (P > 0.05). Conclusion: Compared with non-bile reflux gastri-
tis, the expression of ZO-1 in children’s PBRG was significantly decreased, and the expression level 
of ZO-1 was negatively correlated with the pathological damage degree of gastric mucosa. The ex-
pression of occludin was not related to the severity of bile reflux. 
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1. 引言 

随着电子纤维内镜技术的广泛开展，儿童胆汁反流性胃炎的检出率和诊断率越来越高，据近年来国

内文献报道，我国胃镜下儿童胆汁反流性胃炎检出率为 12.3% [1]。胆汁反流性胃炎分为 PBRG 与继发性

胆汁反流性胃炎两种，继发性主要见于胃肠道手术后，而 PBRG 主要见于儿童，常见原因有胃动力不足、

十二指肠运动异常活跃以及胃窦和十二指肠协调运动破坏等，本文章主要研究 ZO-1 和 occludin 与儿童

PBRG 的关系，为研究儿童 PBRG 的发病机制提供参考依据。各种原因导致的胆汁反流入胃内，引起胃

黏膜的损伤，幽门括约肌功能失调，进一步加重胆汁反流。胃粘膜上皮细胞、内皮细胞间存在各种连接，

是组成胃粘膜屏障的结构基础。细胞间的连接方式主要有紧密连接、缝隙连接、黏附连接和桥粒连接[2]，
它们共同维持着胃黏膜上皮的完整性和正常功能，紧密连接在其中发挥着关键的作用。紧密连接是由多

种蛋白组成的结构复合体，包括外周膜蛋白、细胞骨架蛋白和跨膜蛋白等[3]，occludin 是跨膜蛋白的主

要成分之一，起着调节紧密连接的通透性和细胞的极性作用，而 ZO-1 蛋白属于外周膜蛋白[4]，是第一

个被发现并研究得最为透彻的紧密连接相关蛋白[5]，它通过形成细胞桥接蛋白成分，维持紧密连接的完

整性，提高细胞间连接的紧密程度。众多的研究结果显示，ZO-1 的表达与胃肠道的炎症、肿瘤等有关，

随着炎症程度的增加而其表达减弱。目前关于 ZO-l 和 occludin 与儿童胃肠道疾病的关系尚未研究透彻，
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本文旨在探讨 ZO-l、occludin 在儿童 PBRG 中的作用，以便于指导临床诊断与治疗。 

2. 对象与方法 

2.1. 对象 

选取 2016 年 1 月至 2019 年 1 月因“腹痛、恶心、呕吐”就诊于青岛大学附属医院儿科并接受胃镜

检查留取胃粘膜标本的 62 名患儿作为研究对象，纳入标准：① 症状：反复腹痛，以脐周或脐上痛为主，

常伴有恶心、呕吐、饱胀、食欲不振，常因刺激性食物或发烧、感冒使症状加重；② 体征：脐周和(或)
剑突下可有压痛，舌苔厚腻；③ 除外其他系统疾病。PBRG 内镜诊断标准[6]：检查中患者合作，无明显

恶心、呕吐，胃黏膜尤其是胃窦部黏膜有水肿、出血或脆性增加；胃黏液湖有黄色或绿色胆汁染色和/或
胃黏膜有胆汁染色。 

2.2. 分组 

儿童 PBRG 患儿 32 例(男 16 例，女 16 例)为试验组，最小年龄 9 岁，最大年龄 14 岁，平均年龄 11.0
岁；同期选取对照组患儿 30 例(男 20 例，女 10 例)，最小年龄 7 岁，最大年龄 15 岁，平均年龄 11.8 岁，

病程 1 个月~3 年不等。其中儿童 PBRG 组再根据胆汁反流程度将 32 例再分为 I 级 10 例，男性 6 例、女

性 4 例，平均年龄为 11.5 岁；II 级 22 例，男性 10 例、女性 12 例，平均年龄为 10.3 岁。儿童 PBRG 组

与对照组、不同胆汁反流程度组之间的性别、年龄、病程、种族、基础疾病、用药情况之间差异无统计

学意义(P 值 > 0.05)。纳入标准：① 症状：反复腹痛，以脐周或脐上痛为主，常伴有恶心、呕吐、饱胀、

食欲不振，常因刺激性食物或发烧、感冒使症状加重；② 体征：上腹部可有压痛，舌苔厚腻；③ 除外

其他系统疾病；④ 无剧烈干呕动作，进镜时见胃底黏液湖呈淡黄色，黏膜黄染或附着多量黄绿色胆汁。

试验前患儿家属已签署知情同意书，试验符合医学伦理学。 

3. 方法 

1) 胃黏膜标本的采集：在行胃镜检查时于胃窦部(距幽门 3~5 cm)取 2 块胃黏膜组织，分别用于免疫

组织化学染色及病理分析。 
2) 免疫组织化学 
a) 标本处理及制备：将标本石蜡切片脱蜡至水，反复洗涤，加入牛奶液体封闭 5 min。滴加适当稀

释的 ZO-1 (Abcam 公司，滴度均为 1:1000) 37℃孵育 2 小时，PBS 洗 2 分钟 × 3 次，加入荧光标记的二

抗(Abcam 公司)，37℃孵育 20 分钟，PBS 洗涤，DAB 显色，封片，光学显微镜下观察。以 PBS 代替一

抗作为阴性对照。 
b) 结果判断：染色结果综合染色强度及阳性细胞数两方面进行半定量分析。在排除非特异性染色及

边缘效应的前提下，进行光镜下分析，以黄色、棕黄色、棕褐色为阳性表达。参照孙桂彬等[7]的方法，

将染色强度判定为：无着色(O 分)；淡黄色为(1 分)；棕黄色为(2 分)；棕褐色为(3 分)。阳性细胞数判定：

按组织切片中阳性细胞比例评分，每例随机观察 5 个视野，每个视野 100 个细胞，计数 500 个细胞中染

色阳性细胞数：阳性细胞比例 < 5%为 0 分，5%~25%为 1 分，25%~50%为 2 分，50%~75%为 3 分，≥76%
为 4 分。总分为阳性细胞比例评分与染色强度评分的乘积，≤6分为阴性表达，≥7分。 

3) 胃镜下 PBRG 分级：分级标准根据王吉[8]等提出的黏液糊胆汁黄染程度分级 I 级为黏液糊清亮，

淡黄色，少量胃液潴留，黏膜无黄染；II 级为黏液糊呈黄色清亮，中等量胃液潴留，黏膜局部或散在黄

染；III 级为黏液糊呈淡绿色或深绿色，黏膜广泛黄染，大量胃液潴留。内镜病理：病理检查按照狄克逊

(Dixon) [9]评分的病理积分(RFI)标准，将胃小凹增生、固有层水肿、血管扩张、黏膜肌增生按程度分别
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分为正常、轻度、中度、重度分别记为 0、1、2、3 分；炎症程度按炎细胞浸润程度，以轻度炎细胞浸润

为 1 分，中度 2 分，重度为 3 分，总分最高 l5 分。 
4) 统计学方法。应用 SPSS19.0 统计学软件，数据以 x ± s 表示，计数资料的比较采用 x2检验。以 P 

< 0.05 为差异有统计学意义。 

4. 结果 

(一) 免疫组织化学法检测胃窦黏膜中 ZO-1 的蛋白表达 
ZO-1 定位于正常胃黏膜上皮细胞胞浆中，ZO-1 染色棕黄色，蛋白表达强阳性；ZO-1 定位于 I 级胆

汁反流性胃炎胃粘膜上皮细胞胞浆中，ZO-1 染色黄色，蛋白表达阳性；ZO-1 定位于 II 级胆汁反流性胃

炎胃粘膜上皮细胞胞浆中，ZO-1 染色浅黄色，蛋白表达弱阳性(见图 1)。 
 

 
(a)                               (b)                               (c) 

Figure 1. Immunohistochemical map of gastric mucosa ZO-1. (a) is a control group ZO-1 protein dyeing, (b) is a level I bile 
reflow group ZO-1 protein dyeing, (c) is a level I bile reflow group ZO-1 protein dyeing. Yellow and brown pulls represent 
the dye strength of ZO-1, the more coloring, the greater the expression. 
图 1. 胃黏膜 ZO-1 的免疫组化图谱。(a)为对照组 ZO-1 蛋白染色，(b)为 I 级胆汁反流组 ZO-1 蛋白染色，(c)为 II 级
胆汁反流 ZO-1 蛋白染色。黄色及棕黄色颗粒代表 ZO-1 的染色强度，着色越深，表达量越大 

 
(二) PBRG 组与对照组 ZO-1 蛋白阳性表达率的变化 
PBRG 组 ZO-l 阳性表达率为 50% (16/32)，对照组的阳性表达率为 83.3% (25/30) (见表 1)，差异有统

计学意义(P < 0.01)。 
 

Table 1. PBRG group and control group ZO-1 content n (%) comparison 
表 1. PBRG 组与对照组 ZO-1 含量 n (%)比较 

 阳性 阴性 χ2值 P 值 

PBRG 组 16 (50.0) 16 (50.0) 
7.681 0.006 

对照组 25 (83.3) 5 (16.7) 

 
(三) PBRG 组与对照组 occludin 蛋白阳性表达率的变化 
PBRG 组和对照组中 occludin 的阳性表达率分别为 78.1% (25/32)，86.7% (26/30) (见表 2)，差异无统

计学意义(P > 0.05)。 
 

Table 2. Comparison of occludin content n (%) in the PBRG group and the control group 
表 2. PBRG 组与对照组 occludin 含量 n (%)比较 

 阳性 阴性 χ2值 P 值 

PBRG 组 25 (78.1) 7 (21.9) 
0.774 0.379 

对照组 26 (86.7) 4 (13.3) 
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(四) PBRG 组Ⅰ级、II 级 ZO-1 阳性表达率的变化 
PBRG 组 I 级、II 级 ZO-1 阳性表达率分别为 90.0% (9/10)，31.8% (7/22) (见表 3)，差异有统计学意

义(P < 0.05)。 
 

Table 3. PBRG group I and II ZO-1 content n (%) comparison 
表 3. PBRG 组 I 级和 II 级 ZO-1 含量 n (%)比较 

 阳性 阴性 χ2值 P 值 

I 级 9 (90.0) 1 (10.0) 
5.954 0.015 

II 级 7 (31.8) 15 (68.2) 

5. 讨论 

儿童 PBRG 是一类不明原因导致的胆汁、胰液等十二指肠内容物反流入胃，溶解胃黏膜的磷脂层和

胆固醇，使胃黏膜发生炎症、糜烂甚至出血，减弱了胃黏膜的屏障功能，导致胃黏膜病变的一种疾病。

本研究在电子纤维胃镜下发现，胆汁反流性胃炎患儿胃窦黏膜有不同程度的损伤，包括黏膜欠光滑、散

在出血点、糜烂以及十二指肠球部黏膜充血水肿，这些均提示胆汁对胃黏膜屏障功能的损伤。胃黏膜屏

障由上皮细胞及细胞间连接组成，可有效防止 H+的反向弥散，阻止大分子入侵，是防止有害微生物从胃

侵入机体的第一道防线[10]。胆汁反流入胃，胃内 PH 值升高，胃黏膜屏障被打破，细胞间连接遭破坏，

进而导致细胞连接中具有重要作用的紧密连接相关蛋白 ZO-1 结构破坏。因此 ZO-1 常被作为评估机体内

各种组织的紧密连接屏障功能障碍的指标[11]。occludin 属于跨膜蛋白的一种，维持着紧密连接的通透性，

是 ZO-1 蛋白的作用点，在紧密连接中的作用更是不可忽视。 
在本研究中，将儿童 PBRG 组胃黏膜组织与对照组进行比较，发现无论是染色强度还是阳性细胞数，

实验组均比对照组中显示的 ZO-1 蛋白含量减少，表明胆汁反流会破坏胃黏膜细胞的结构。胆汁反流入胃

促进胃酸及胃蛋白酶分泌，破环胃黏膜屏障功能，导致黏膜损伤[12]。紧密连接的功能受多种信号因子的

影响，比如蛋白激酶 C、钙离子以及酪氨酸激酶系统等[13]，当细胞外钙离子降低时，肌球蛋白轻链激酶

被激活，导致细胞质或者细胞膜上 ZO-1 与 occludin 蛋白分离，进而导致相邻细胞的间隙增大[14]，这可

能与反流入胃内的胆汁致使胃泌素分泌增加有关。另外，ZO-1 蛋白和 occludin 与细胞膜的位置关系，导

致了当胃黏膜屏障受损时，ZO-1 蛋白含量所受影响要远大于 occludin 的含量，这就是在试验组和对照组

中 occludin 的阳性表达率无统计学差异的原因之一。 
在研究儿童胃黏膜受胆汁反流程度对 ZO-1 蛋白和 occludin 含量影响的试验中发现，随着反流程度的

增加，ZO-1 蛋白含量逐渐减少，这表明 ZO-1 蛋白可作为评估胃黏膜炎症程度的指标。张太坤等[15]研
究发现，胆汁中的主要成分胆汁酸及胆盐破坏胃黏膜屏障，导致氢离子反向弥散，进而刺激肥大细胞释

放组胺，使血管扩张，渗透性增大，炎性渗出物增多，粘膜下血管淤血，血运差，进一步加重了粘膜的

损伤。因此，胆汁反流越重，炎症程度越重，进而致使 ZO-1 蛋白含量也越少，这与陈俊等[2]的研究结

果相符。而 occludin 的含量在不同反流程度中仍未见统计学差异，进一步证明了儿童胃黏膜屏障功能受

损后，对 occludin 影响不明显，易不排除标本数量少因素。 

6. 总结 

综上所述，ZO-1 蛋白与儿童 PBRG 关系密切。通过对儿童 PBRG 的研究，发现胆汁在胃黏膜紧密连

接的损伤中起着重要的作用。它通过多种机制在不同的分子水平上阻碍紧密连接的正常功能，影响了

ZO-1 蛋白与细胞膜上闭锁蛋白的结合[16]，导致 ZO-1 蛋白表达下调，细胞骨架破坏，粘膜渗透性增加，
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各种刺激性因子进入粘膜，加重粘膜的损伤，儿童 PBRG 就是典型病例。在成人溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)患者的相关研究中发现，UC 组 occludin 的表达较正常对照组明显减少，这与本文章的研究结

构不同，而 ZO-1 蛋白的表达变化是一致的[17]。儿童胆汁反流导致的胃黏膜损伤与成人溃疡性结肠炎由

炎症导致的肠粘膜的损伤为何对 occludin 表达的影响不同？是 occludin 在两种消化道黏膜中的结构不同，

还是儿童与成人有一定的差异，本文对此未进行详细的研究，需进一步对儿童 PBRG 进行相关研究，明

确其致病机理，以做出更好的治疗方案。 
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