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文题释义： 

细胞角蛋白 19(cytokeratin19，CK19)：通常作为胆管细胞的标志，在人类肝祖细胞中低表达，但在鼠类肝

祖细胞中不表达，在胆管细胞分化早期检测细胞角蛋白 19存在技术上的困难。 

肌成纤维细胞：是指含有肌动蛋白、肌球蛋白和其他肌肉蛋白的成纤维样细胞。收缩蛋白质排列成可具有

收缩功能的形式。成纤维细胞及其表达的细胞因子是肿瘤组织重要的微环境成分，在促进肿瘤的增殖、转

移和新生血管形成方面起着非常重要的作用 

 

摘要 

背景：研究表明肌成纤维细胞具有促进肝祖细胞分化为胆管细胞作用，但对于肌成纤维细胞在体内胆管发

育中作用仍不清楚。 

目的：观察小鼠肝内胆管发育的特点，以及肌成纤维细胞在胆管发育过程中的作用。 

方法：SPF级 C57小鼠购自重庆医科大学实验动物中心，实验方案经重庆医科大学动物实验伦理委员会批

准，批准号为 2017-182。采用 14.5 d、16.5 d孕鼠及刚出生(0 d)和出生后 10 d的小鼠，麻醉后取其胎鼠

肝脏(E14.5、E16.5)和出生后小鼠肝脏(P0、P10)，采用免疫组织化学技术观察 α 平滑肌肌动蛋白、Sox9

及细胞角蛋白 19在 E14.5、E16.5小鼠胎肝和 P0、P10小鼠肝脏中的表达。 

结果与结论：①E14.5小鼠胎肝中，α平滑肌肌动蛋白阳性肌成纤维细胞环绕门静脉周围，Sox9阳性胆管

细胞紧靠 α 平滑肌肌动蛋白阳性肌成纤维细胞，并形成单层细胞排列的胆管板；②E16.5 小鼠胎肝中，紧

靠 α平滑肌肌动蛋白阳性肌成纤维细胞的细胞角蛋白 19阳性胆管细胞形成双层胆管细胞结构；③P0小鼠

肝脏中，细胞角蛋白 19阳性胆管细胞发育形成具有管腔的胆管结构，并且 α平滑肌肌动蛋白阳性肌成纤维

细胞开始包绕胆管；④P10 小鼠肝脏中，胆管进一步发育扩张，门静脉周围未形成胆管的胆管细胞开始消

失。并且 α 平滑肌肌动蛋白阳性肌成纤维细胞环绕胆管，胆管旁发育形成肝动脉；⑤结果表明了小鼠肝内

胆管发育的特点，发现 α 平滑肌肌动蛋白阳性肌成纤维细胞与肝内胆管发育的关系密切，且在肝内胆管发

育中发挥了重要作用。 
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观察 α 平滑肌肌动蛋白、Sox9 及细胞角蛋白 19 在E14.5、E16.5 鼠胎肝和 P0、P10 小鼠肝脏中的表达
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Abstract 

BACKGROUND: Existing evidence has shown that myofibroblasts can promote hepatic progenitor cells to differentiate into bile duct cells. But, 

the role of myofibroblasts in the development of bile duct in vivo remains unclear.  

OBJECTIVE: To investigate the developmental features of intrahepatic bile duct in mice and role of myofibroblasts in the development of bile 

duct.  

METHODS: C57 mice, SPF grade were proved by the Laboratory Animal Center of Chongqing Medical University, and the study was 

approved by the Ethics Committee of Experimental Animal Ethics of Chongqing Medical University, approval number: 2017-182. The mice in 

gestational day 14.5 and 16.5, postnatal 0 and 10 days (P0, P10) mice were selected. After anesthesia, the liver was removed from fetal mice 

of embryonic day 14.5 and 16.5 (E14.5, E16.5) and P0 and P10 mice. The expression levels of α smooth muscle actin, Sox9 and cytokeratin 

19 in liver were examined by immunocytochemical method.  

RESULTS AND CONCLUSION: (1) In the fetal liver of E14.5 mice, myofibroblasts positive for α smooth muscle actin were main located 

around the portal vein, which was adjacent to the bile duct cells positive for Sox9, and single layered ring called ductal plate formed. (2) In the 

fetal liver of E16.5 mice, the ductal plate positive for cytokeratin 19, which neared the myofibroblasts positive for α smooth muscle actin, 

became focally bilayered. (3) In the liver of P0 mice, the cholangiocytes positive for cytokeratin 19 formed bile ducts, which were surrounded 

by myofibroblasts positive for α smooth muscle actin. (4) In the liver of P10 mice, the bile duct expanded further, and cholangiocytes that could 

not form bile duct surrounding the portal vein disappeared. The bile duct was encircled by myofibroblasts positive for α smooth muscle actin, 

and a well-formed hepatic artery was found near the bile duct. (5) The developmental characteristics of intrahepatic bile ducts are systematic 

displayed. Myofibroblasts positive for α smooth muscle actin are closely related to intrahepatic bile duct development, and play critical role.  

Key words: myofibroblasts; bile duct; development; liver; mice; cytokeratin 19; the National Natural Science Foundation of China 

Funding: the National Natural Science Foundation of China (General Program), No. 81470898 (to LDW) 

 

0  引言  Introduction 

胆道系统是由肝内胆管和肝外胆管组成，负责运输肝

脏分泌的胆汁至小肠。肝脏的发育起源于腹侧壁前肠末端

内胚层，在胚胎发育到14-20体节期腹侧壁上皮细胞迅速

增生向外突起形成肝芽，构成肝芽的这些细胞称之为肝祖

细胞，是构成肝脏的主要原始细胞。多数胆管疾病是由于

胆管发育异常所致。因此，胆管发育的研究越来越引起临

床胆道医生的重视。了解胆道的正常发育，为临床胆道疾

病的发生的机制及治疗有着非常重要的意义
[1-2]
。胎肝发

育过程中，门静脉周围区域的胚胎肝祖细胞分化为胆管细

胞，而远离门静脉区域的胚胎肝祖细胞分化为肝细胞
[3-4]
。

研究表明门静脉周围间质细胞可分泌转化生长因子β1、

Jagged1等细胞因子，诱导胚胎肝祖细胞分化为胆管细 

胞
[5-7]
。Clotman等

[5]
发现门静脉区域转化生长因子β信号

高表达，而作者前期研究发现肌成纤维细胞主要围绕门静

脉区域，并且证实转化生长因子β信号调控门静脉周围间

质细胞激活转化为肌成纤维细胞
[8]
。 在胆管发育中，在

胆管形成后门静脉间质细胞围绕胆管
[9]
。然而，门静脉周

围间质细胞在胆管形成后围绕胆管的过程也尚不清楚。因

此，文章探索肌成纤维细胞在小鼠胆管发育过程中各个阶

段的分布特点，以明确肌成纤维细胞在胆管发育中的作

用。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

1.1  设计  组织学实验观察。 

1.2  时间及地点  实验于2016年11月至2017年4月在重

庆医科大学附属第一医院实验研究中心完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验动物  SPF级C57小鼠购自重庆医科大学实验

动物中心，许可证号为：SCXK(渝)2012-0001。自由饮水

和进食，雌雄按2∶1合笼过夜，次日晨查，以雌鼠出现阴

栓为受孕标志，以发现阴栓的当天上午计为孕0.5 d。采用

14.5 d、16.5 d孕鼠及刚出生(0 d)和出生后10 d的小鼠，取

其胎鼠肝脏(E14.5、E16.5)和出生后小鼠肝脏(P0、P10)

作为实验材料。实验方案经重庆医科大学动物实验伦理委

员会批准，批准号为2017-182。 

1.3.2  实验用主要试剂和仪器  兔抗小鼠Sox9单多克隆

抗体(Merck Millipore公司)；兔抗小鼠细胞角蛋白19(CK19)

单克隆抗体(Abcam公司)；Dylight 488标记的山羊抗兔

IgG、Dylight 594标记的山羊抗小鼠IgG(美国Abbkine公

司)；冰冻切片机(Leica, Heidelberg，Germany)；激光共

聚焦荧光显微镜(Nikon，Tokyo，Japan)由重庆医科大学生

命科学研究院提供；普通荧光显微镜(Olympus，Tokyo，

Japan)由重庆医科大学实验研究中心提供。   

1.4  实验方法 

1.4.1  冰冻切片的制备  麻醉后分别解剖取出E14.5、

E16.5胎肝和P0、P10小鼠肝脏，置于4 ℃的杜氏磷酸缓

冲液(DPBS)中冲洗2次，置于-80 ℃冰箱保存。取出肝脏

标本，用冰冻切片机制备10 μm厚连续切片，置于-20 ℃

冰箱保存。 

1.4.2  免疫荧光实验  免疫荧光检测E14.5、E16.5胎肝和

P0、P10小鼠肝脏中α平滑肌肌动蛋白(α-smoothmuscle 
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actin，α-SMA)、Sox9和细胞角蛋白19的表达情况。冰冻

切片标本用40 g/L多聚甲醛固10 min 4 ℃，PBS洗3次, 

0.4% Trition 透膜10 min, PBS洗2次，10% BSA室温封闭

1 h，加α-SMA、Sox9和细胞角蛋白19一抗，4 ℃过夜, PBS

洗3次，加入适量相应二抗，室温孵育1 h，避光操作。在

荧光显微镜或激光共聚焦显微镜下观察并收集图像。 

1.5  主要观察指标  ①E14.5胎肝中胆管板的形成；②

E16.5胎肝中胆管板发育形成双层胆管细胞；③P0肝脏中

发育形成胆管及胆管发育扩张，α-SMA+肌成纤维细胞包

绕胆管。 

 

2  结果  Results  

2.1  E14.5胎肝中胆管板的形成  胆管发育起始于一层排

列的胆管细胞，也称为胆管板
[5]
。E14.5胎肝的免疫荧光结

果提示：Sox9
+
的胆管细胞主要表达在门静脉周围，多个

胆管细胞排列形成单层的胆管板。此外，α-SMA
+
肌成纤维

细胞环绕在门静脉周围，胆管板紧靠α-SMA
+
肌成纤维细胞

的外侧，见图1。说明α-SMA
+
肌成纤维细胞可能诱导相邻

的胚胎肝祖细胞分化为胆管细胞。 

2.2  E16.5胎肝中胆管板发育形成双层胆管细胞   胆管

板进一步发育形成双层胆管细胞结构
[9]
。在E16.5胎肝中，

紧邻α-SMA
+
肌成纤维细胞外侧出现双层结构的细胞角蛋 

白19阳性胆管细胞，见图2。说明胆管板进一步发育形成

双层胆管细胞。此阶段的α-SMA
+
肌成纤维细胞仍主要环绕

门静脉，与双层胆管细胞结构相邻。 

2.3  P0肝脏中发育形成胆管，α-SMA
+肌成纤维细胞开始

包绕胆管  双层胆管细胞结构进一步发育形成具有官腔的

胆管结构
[9]
。在P0肝脏中，门静脉周围的细胞角蛋白19阳性

胆管细胞形成管道，说明胆管细胞进一步发育形成成熟的胆

管(粗箭头)。此时期，门静脉周围胆管的α-SMA
+
肌成纤维细

胞开始包绕细胞角蛋白19阳性胆管(细箭头)。见图3。 

2.4  P10肝脏中胆管发育扩张，α-SMA
+肌成纤维细胞围绕

胆管  胆管结构在出生后重塑成成熟的胆管，门静脉周围

的间质细胞开始包绕胆管。在P10肝脏中，门静脉周围形

成规则圆形胆管，管径变大，胆管细胞形态变为柱状，说

明胆管发育进一步成熟。α-SMA
+
肌成纤维细胞进一步围绕

胆管，将胆管完全包围。值得注意是，门静脉周围未形成

胆管的胆管细胞大部分消失，残留少量胆管细胞在门静脉

周围(细箭头)，残留细胞角蛋白19阳性胆管细胞同时表达

α-SMA，见图4。说明胆管细胞可能向肌成纤维细胞转化。

同时，此期可见胆管周围发育出肝动脉, 肝动脉周围可见

少量α-SMA
+
肌成纤维细胞。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图注：pv：门静脉。Sox9
+

的胆管细胞主要表达在门静脉周围，形成单层的胆管板(箭头所指)；α-SMA
+

肌成纤维细胞环绕在门静脉周围。 

图 1  免疫荧光实验检测 α 平滑肌肌动蛋白(α-SMA)及 Sox9 在 E14.5 胎肝中的表达(标尺=100 μm) 

Figure 1  Expression of α smooth muscle actin and Sox9 in liver of E14.5 mice examined by immunofluorescence (scale bar=100 μm) 

 

图注：*：门静脉。E16.5胎肝中，紧邻 α-SMA
+

肌成纤维细胞外侧出现双层结构的细胞角蛋白 19
+

胆管细胞(箭头所指)。 

图 2  免疫荧光实验检测 α 平滑肌肌动蛋白(α-SMA)及细胞角蛋白 19 在 E16.5 胎肝中的表达(标尺=40 μm) 

Figure 2  Expression of α smooth muscle actin and cytokeratin 19 in liver of E16.5 mice examined by immunofluorescence (scale bar=40 μm)
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3  讨论  Discussion 

实验从小鼠胎儿(E14.5)至出生后10 d(P10)的不同阶

段时间点，系统的探索肌成纤维细胞在肝内胆管发育各个

阶段的特点。研究表明，门脉周围的间质细胞对肝内胆管

的发育成熟发挥重要作用
[5-7]
。然而，门脉周围的具体哪种

间质细胞对胆管发育发挥作用仍不清楚
[10-11]
。有体外共培

养实验研究表明肌成纤维细胞具有促进肝祖细胞分化为胆

管细胞作用
[12]
。 但对于肌成纤维细胞在体内胆管发育中作

用仍不清楚。 

实验免疫荧光结果表明，α-SMA
+
肌成纤维细胞在胆管

发育形成时位于门脉周围，紧靠Sox9
+
/CK19

+
胆管细胞。

在P0肝脏中，α-SMA
+
肌成纤维细胞开始包绕胆管，在P10

肝脏中，α-SMA
+
肌成纤维细胞完全环绕胆管。因此，以上

结果说明α-SMA
+
肌成纤维细胞与胆管发育的关系密切。 

然而，α-SMA
+
肌成纤维细胞包绕胆管的具体过程及机制仍

不清楚。有学者提出胆管融入胆管周围间质细胞，但具体

过程不清楚
[13]
。实验结果表明，在P0肝脏α-SMA

+
肌成纤

维细胞开始包绕胆管，在P10胎肝α-SMA
+
肌成纤维细胞重

叠环绕胆管。研究表明肌成纤维细胞可分泌基质金属蛋白

酶等，说明α-SMA
+
肌成纤维细胞可能迁徙方式至胆管周

围。 近来研究发现胚胎肝祖细胞在一定条件下向肌成纤维

细胞分化
[14-15]
，提示胆管周围的肌成纤维细胞可能由胆管

细胞分化而来。在P10胎肝中可见未形成胆管的胆管细胞

消失，门静脉周围仅残留少量细胞角蛋白19弱阳性的胆管

细胞。在P10肝脏中发现共表达α-SMA及细胞角蛋白19的

细胞，说明胆管细胞可能发生上皮间质转化。未形成胆管

的胆管细胞消失的过程及机制仍不清楚。但是，门静脉周

围仅残留少量的胆管细胞细胞角蛋白19表达为弱阳性，并

且同时表达α-SMA, 说明未形成胆管的胆管细胞可能通过

横向分化为肌成纤维细胞或细胞凋亡的形式消失
[16-17]
。 

研究表明，胆管发育不良也可导致肝动脉的发育畸形。

胆管发育中，胆管细胞分泌血管内皮生长因子、Ang1等生

长因子，促进肝动脉发育
[18-19]
。的确，在P0肝脏中未见明

显发育良好肝动脉。但在P10肝脏中可见胆管旁发育形成

肝动脉，肝动脉周围可见少量α-SMA
+
肌成纤维细胞围绕，

说明胆管发育先于肝动脉发育，并且说明胆管具有促进肝

动脉发育的作用。 

综上所述，文章系统的阐明了小鼠肝内胆管发育的特

点，发现α-SMA
+
肌成纤维细胞与肝内胆管发育的关系密

切，且在肝内胆管发育中发挥了重要作用。胆管细胞分化

和胆管形成的调控因子以及调控机制近年来被不断地认识

深入
[20-21]
，各种细胞因子以及细胞间的相互作用在肝内胆

管发育过程的重要作用也逐渐被挖掘出来
[22-24]
。胆道功能

障碍将会导致肝内胆汁淤积，最终造成肝功能损伤，而许

图注：pv：门静脉。在 P0肝脏中，门静脉周围的细胞角蛋白 19阳性胆管细胞形成管道(粗箭头)；门静脉周围胆管的 α-SMA
+

肌成纤维细胞开始

包绕细胞角蛋白 19阳性胆管(细箭头)。 

图 3  免疫荧光实验检测 α 平滑肌肌动蛋白(α-SMA)及细胞角蛋白 19 在 P0 胎肝中的表达(标尺=40 μm) 

Figure 3  Expression of α smooth muscle actin and cytokeratin 19 in liver of P0 mice examined by immunofluorescence (scale bar=40 μm) 

 

图注：pv：门静脉；ha：肝动脉。α-SMA
+

肌成纤维细胞进一步围绕胆管，门静脉周围未形成胆管的胆管细胞大部分消失，残留少量胆管细胞在

门静脉周围(细箭头)。 

图 4  免疫荧光实验检测 α 平滑肌肌动蛋白(α-SMA)及细胞角蛋白 19 在 P10 胎肝中的表达(标尺=80 μm) 

Figure 4  Expression of α smooth muscle actin and cytokeratin 19 in liver of P10 mice examined by immunofluorescence (scale bar=80 μm)
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多胆道疾病是由于肝内胆管发育异常所致，通过了解胆管

发育特点及调控机制，将有利于对临床胆管疾病病因及治

疗提供理论基础。但是由于肝内胆管的发育具有时空性，

调控机制涉及广泛且复杂，因此，将胆管细胞分化和胆管

形成的不同调控途径串联整合起来以及彻底研究细胞与细

胞之间的相互作用，是下一步研究肝内胆管发育的一个重

要方向。 
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