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原发性胆汁性胆管炎患者肝脏雌激素受体与
外周血细胞因子及自身抗体的相关性分析

姚煜，戴峰，徐春阳

（南京市第二医院 肝脏肿瘤治疗中心，江苏 南京 210003）

摘要：目的 探讨原发性胆汁性胆管炎（PBC）患者肝脏雌激素受体（ER-α）与外周血Th1、Th2细胞

因子及自身抗体的相关性。方法 选择2015 年12 月—2017 年12 月南京市第二医院收治的PBC 患者62 例

（PBC组）、自身免疫性肝炎患者60例（AIH组）及同期门诊体检健康者50例（对照组）为研究对象。酶联免

疫吸附试验（ELISA）检测受试者外周血 Th1 细胞因子［干扰素（INF-γ）、白细胞介素-2（IL-2）］、Th2 细胞

因子［白细胞介素-4（IL-4）、白细胞介素-10（IL-10）］的质量浓度和自身抗体（AMA-M2、抗LKM-1抗体、

抗 LC1 抗体、抗 GP210 抗体、抗 SLA 抗体、抗 SP100 抗体）的阳性情况。免疫组织化学（IHC）检测 PBC 组、

AIH 组肝组织中 ER-α表达情况。Pearson 法分析 ER-α与 Th1/Th2 细胞因子、自身抗体的相关性。结果

3 组 INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10 质量浓度的比较，差异有统计学意义（P <0.05），PBC 组均高于 AIH 组

（P <0.05），AIH组均高于对照组（P <0.05）。PBC组和AIH组ER-α的阳性表达比较，差异有统计学意义

（P <0.05），PBC 组以高表达为主（53.23%），AIH 组以低表达为主（75.00%）。PBC 组 ER-α与血清 AMA-

M2、抗 GP210 抗体、抗 SP100 抗体阳性率呈正相关（r =0.530、0.602 和 0.652，P <0.05），与外周血 INF-γ、
IL-2、IL-4、IL-10呈正相关（r =0.615、0.593、0.558和0.601，均P <0.05），与抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、

抗SLA抗体无关（r =0.135、0.068和0.095，均P >0.05）。结论 PBC患者肝组织中ER-α阳性表达升高，INF-γ、
IL-2、IL-4、IL-10质量浓度升高，AMA-M2、抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗GP210抗体、抗SP100抗体

阳性表达升高，ER-α与INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10呈正相关，ER-α与AMA-M2、抗GP210抗体、抗

SP100抗体表达呈正相关。ER-α阳性表达可能是PBC发病原因之一。
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Correlation analysis of estrogen receptor, cytokines, and
autoantibodies in liver of patients with primary biliary cholangitis
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(Liver Tumor Treatment Center of Nanjing Second Hospital, Nanjing, Jiangsu 210003, China)

Abstract: Objective To investigate the correlation between liver estrogen receptor (ER-alpha) and Th1/Th2

cytokines and autoantibodies in peripheral blood of patients with primary biliary cirrhosis (PBC). Methods From

December 2015 to December 2017, 62 patients with PBC (PBC group), 60 patients with autoimmune hepatitis (AIH

group) and 50 healthy outpatients (control group) were selected as subjects. Enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) was used to detect the level of Th1 cytokines [interferon-gamma, interleukin-2 (IL-2)], Th2 cytokines

[interleukin-4 (IL-4), interleukin-10 (IL-10)], autoantibodies (MA-M2, anti-LKM-l, anti-LCI, anti-GP210, anti-SLA,

anti-SPl00). Immunohistochemical staining (IHC) was used to detect the expression of ER- alpha in liver tissue of

PBC group and AIH group. Bivariate correlation was used to analyze the correlation between ER- alpha and Th1/

Th2 cytokines and autoantibodies. Result Comparison of the levels of INF-γ, IL-2, IL-4, and IL-10 in the three
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groups showed statistically significant differences (P < 0.05) after analysis of variance. The levels of IL-10 and IL-10

were higher than those in AIH group (P < 0.05), and the levels of NF-γ, IL-2, IL-4 and IL-10 in AIH group were

higher than those in control group (P < 0.05). The expression of ER-alpha was mainly high in PBC group (53.23%)

and low in AIH group (75.00%). There was significant difference between the two groups (P < 0.05). ER-alpha in

PBC group was positively correlated with serum MA-M2, anti-GP210 antibody and anti-SPl00 antibody (r = 0.530,

0.602, and 0.652, P < 0.05), and positively correlated with peripheral blood INF-γ, IL-2, IL-4 and IL-10 (r = 0.615,

0.593, 0.558, and 0.601, P < 0.05), but not with anti-LKM-l antibody, anti-LCI antibody and anti-SLA antibody (r =

0.135, 0.068, and 0.095, P > 0.05). Conclusion The positive rates of ER-alpha in liver tissue, Th1/Th2 cytokines

and autoantibodies in peripheral blood of PBC patients are significantly increased. The expression of ER-alpha is

significantly correlated with Th1/Th2 cytokines and autoantibodies in peripheral blood. The positive expression of

ER-alpha may be one of the causes of PBC.

Keywords: primary biliary cholangitis; receptors, estrogen, liver; cytokines, peripheral blood; autoantibodies

原发性胆汁性胆管炎（primary biliary cholangitis,

PBC）是一种慢性进展性自身免疫性肝病，其病因和

发病机制尚不清楚，病理表现为肝内小胆管非化脓

性炎症性破坏及梗阻。相关数据显示近年来PBC发

病率呈升高趋势[1-3]，好发于中年女性，患者一旦发

病往往发展为肝硬化，预后较差。肝脏负责雌激素

灭活，雌激素可刺激Th1细胞因子应答，介导自身

免疫性疾病[4]，因此 PBC 发病可能与雌激素受体

（estrogen receptor, ER）功能有关，本研究通过检测

PBC患者肝组织雌激素受体α（ER-α）、外周血Th1细

胞因子[干扰素（INF-γ）、白细胞介素-2（IL-2）]、Th2

细胞因子[白细胞介素-4 （IL-4）、白细胞介素-10

（IL-10）]的质量浓度及自身抗体（AMA-M2、抗

LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗GP210抗体、抗SLA抗

体、抗SP100抗体）的阳性表达，分析其相关性，以

探讨PBC可能的发病机制。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2015年 12月—2017年 12月南京市第二医

院收治的PBC患者62例（PBC组）、自身免疫性肝炎

（autoimmune hepatitis, AIH）患者 60 例（AIH 组）及同

期门诊健康体检者 50 例（对照组）作为研究对象。

PBC组符合《临床肝脏病学（第2版）》中PBC诊断

标准[5]，并排除肝内占位性病变、酒精性肝病、药

物性肝病、妊娠、感染等。本研究已经获得医院伦

理委员会批准。3组患者性别构成、年龄比较，差异

无统计学意义（P >0.05），PBC组、AIH组病程比较，

差异无统计学意义（P >0.05），具有可比性。见表1。

1.2 主要试剂及仪器

Ficoll-Hypaque淋巴细胞分离液（加拿大Cedarlane

公司），Th1细胞分泌的IFN-γ、IL-2、Th2细胞分泌

的IL-4、IL-10试剂盒购自上海彩佑实业有限公司，

血清AMA-M2、抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗GP210

抗体、抗SLA抗体、抗SP100抗体购自德国胡曼生

化诊断有限责任公司，一抗（兔抗人ER-α，武汉博

士德生物工程有限公司）。Eppendorf 5810型离心机

（德国Eppendorf公司），超低温冰箱（日本Sanyo公司）。

1.3 血清学指标检测

1.3.1 Th1、Th2 细胞因子检测 所有受试者均于

09:00在门诊体检科抽取空腹静脉血5 ml，分别注入

EDTA 抗凝试管，充分混匀后送检。离心管加入

Ficoll-Hypaque淋巴细胞分离液（密度1.075～1.090）

进行密度梯度离心，分离出淋巴细胞，清洗后加入

含10 ml小牛血清的RPMI 1640液100 ml，细胞数调

至1×109个/L，滴入0.05 g/L刀豆球蛋白，置入37℃、

75% 二氧化碳孵育箱48 h，3 000 r/min 离心 10 min

后弃上清液，置入-70℃冰箱冷冻保存待检。采用

酶联免疫吸附试验（ELISA）检测 IFN-γ、IL-2、IL-4、
IL-10的质量浓度，按试剂盒说明书操作。

1.3.2 自身抗体检测 ELISA 检测血清 AMA-M2、

抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗GP210抗体、抗SLA

抗体、抗SP100抗体，将血清1∶100稀释（同时加入

表1 3组基线资料的比较

组别

PBC组

AIH组

对照组

χ2/ F / t 值

P 值

n

62

60

50

男/女/例

10/52

6/54

2/48

4.456

0.107

年龄/（岁，x±s）

46.82±5.61

45.02±6.93

45.39±7.01

0.516

0.128

病程/（年，x±s）

3.15±1.09

3.27±1.28

-

0.681

0.537
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标准品、阳性和阴性对照）加入微孔与抗原孵育反应

30 min后洗板3次，后加入二抗（酶标记）进行避光孵

育30 min后再洗板3次，加入底物反应15 min后终止，

在SUNRISE酶标仪上读取吸光度（A）值，≥20 kRU/L

为阳性。

1.4 肝组织雌激素受体检测

PBC组和AIH组患者在B超引导下经空心针肝

穿刺取肝组织。肝组织4%多聚甲醛固定24 h，常

规脱水石蜡包埋。常规切片（厚4 μm），脱蜡入纯

水。组织切片放入高压锅加入EDTA pH 8.0修复液

高压2.5 min。PBS液洗片后加入一抗（兔抗人ER-α）
37℃ 60 min。PBS 液洗涤 3 次，4℃过夜，37℃孵育

40 min，加DAB显色，水洗后苏木精复染，脱水、透

明、封片，奥林巴斯显微镜BX41审片。免疫组织化

学细胞染色强度分级：0%～10%染色为（-），>10%～

30%染色为（+），>30%～70% 染色为（++），>70% 染

色为（+++）；（-）和（+）为低表达，（++）和（+++）为高

表达。

1.5 统计学方法

数据分析采用SPSS 25.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，比较采用t 检验或方差分

析，两两比较采用LSD-t 检验；等级资料以等级表示，

比较采用秩和检验；计数资料以率（%）表示，比较采

用 χ2检验，两两比较用 χ2分割法，校正检验水准为

0.0125；相关分析用Pearson法，P <0.05为差异有统计

学意义。

2 结果

2.1 3组INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10质量浓度的比较

3组 INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10质量浓度的比较，

经方差分析，差异有统计学意义（P <0.05）；进一步两

两比较，PBC组高于AIH组（P <0.05），AIH组高于对

照组（P <0.05）。见表2。

2.2 自身抗体阳性情况比较

3组AMA-M2、抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗

GP210抗体、抗SP100抗体阳性的比较，经 χ2检验，

差异有统计学意义（P <0.05），进一步两两比较，PBC

组AMA-M2、抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗GP210

抗体、抗SP100抗体阳性高于AIH组和对照组（P <

0.0125），AIH组AMA-M2阳性高于对照组（P <0.0125）。

见表3。

2.3 PBC组和AIH组患者肝组织中ER-α表达比较

PBC组和AIH组肝组织中ER-α表达比较，采用

秩和检验，差异有统计学意义（Z =1.960，P =0.025）。

见表4和图1。

表2 3组外周血INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10质量浓度的比较 （pg/ml，x±s）

组别

PBC组

AIH组

对照组

F 值

P 值

n

62

60

50

INF-γ
60.77±10.13①②

53.77±9.13①

45.51±6.62

10.262

0.000

IL-2

47.92±6.09①②

42.22±5.06①

35.52±4.73

9.652

0.000

IL-4

37.09±8.14①②

29.02±7.25①

16.65±5.30

12.054

0.000

IL-10

19.99±6.15①②

13.65±5.29①

10.32±4.92

11.052

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与AIH组比较，P <0.05。

表3 3组AMA-M2、抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗GP210抗体、抗SLA抗体、抗SP100抗体阳性检出情况 例（%）

组别

PBC组

AIH组

对照组

χ2值

P 值

n

62

60

50

AMA-M2

54（87.10）①②

11（18.33）①

0（0.00）

6.352

0.000

抗LKM-1抗体

6（9.68）①②

0（0.00）

0（0.00）

4.021

0.013

抗LC1抗体

3（4.84）①②

0（0.00）

0（0.00）

3.965

0.025

抗GP210抗体

26（41.94）①②

4（6.67）

3（6.00）

8.261

0.000

抗SLA抗体

1（1.61）

0（0.00）

0（0.00）

1.785

0.410

抗SP100抗体

16（25.81）①②

6（10.00）

2（4.00）

6.321

0.000

注 ：①与对照组比较，P <0.05；②与AIH组比较，P <0.05。
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2.4 ER-α表达与 INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10、

AMA-M2、抗GP210 抗体、抗 SP100 抗体、抗

LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗SLA抗体的相关性

PBC组ER-α与INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10呈正

相关（P <0.05），ER-α与AMA-M2、抗GP210抗体、

抗SP100抗体阳性率呈正相关（P <0.05），与抗LKM-1

抗体、抗LC1抗体、抗SLA抗体无相关性（P >0.05）；

AIH 组 ER-α与 INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10、AMA-M2、

抗GP210抗体、抗SP100抗体、抗LKM-1抗体、抗LC1

抗体、抗SLA抗体均无相关性（P >0.05），见表5。

3 讨论

PBC发病原因尚不清楚，一般认为与环境、遗传、

感染等有关，男女发病比例为1∶9[6]，好发于围绝经期

女性。由于该阶段女性雌激素水平波动幅度最大，肝

脏灭活雌激素功能障碍可导致PBC发生。雌激素是一

种脂溶性类固醇激素，包括雌二醇、雌三醇、雌酮[7]。

研究认为雌激素具有清除自由基、抑制炎症因子、调节

血管活化因子、保护肝细胞膜作用，并能抑制肝纤维化

进程[8]。近年研究显示雌二醇能通过雌激素/雌激素受

体α通路与胆汁酸受体结合，抑制胆盐输出泵表达，影

响胆汁分泌[9]，雌激素引起胆汁淤积已经被多数研究

证实[10-11]。同时雌激素可促进Th1细胞应答，介导自

身免疫性疾病。那么PBC作为一种自身免疫性疾病，

其发生、发展是否与雌激素水平有关。本研究通过分

析PBC患者肝组织ER-α表达，INF-γ、IL-2、IL-4、

IL-10的质量浓度，AMA-M2、抗LKM-1抗体、抗LC1

抗体、抗GP210抗体、抗SLA抗体、抗SP100抗体的阳

性表达，分析PBC可能的发病机制。

本研究 PBC 患者 AMA-M2、抗 GP210 抗体、抗

SP100抗体呈高度阳性表达，其中AMA-M2、抗GP210

抗体、抗SP100抗体、抗LKM-1抗体、抗LC1抗体阳性

率均高于AIH组和对照组，约90%～95%的PBC患者

外周血中可检测出AMA抗体，AMA抗体被认为是诊

断PBC的特异性指标，50%患者可检出抗GP210抗体

和抗SP100抗体，其中抗GP210抗体与肝门、肝小叶炎

症反应呈正相关[12]。免疫细胞，如B淋巴细胞、NK细

胞等在胆管浸润，大量细胞因子释放是导致PBC患者

肝脏损伤的主要机制。Th1、Th2 细胞因子在介导体液

免疫、细胞免疫中有重要作用，其中Th1细胞可分泌

IFN-γ、IL-2等细胞因子参与细胞免疫[13]，Th2细胞则

可分泌IL-4、IL-10等细胞因子参与体液免疫，介导应

变性炎症反应，发挥放大炎症反应作用[14-15]。本研究

PBC患者外周血INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10质量浓度均

升高，表明PBC患者Th1、Th2细胞出现明显异常。相

关分析显示ER-α与INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10均呈正

相关，验证了ER-α与Th1、Th2细胞的相关性，雌激素

表4 PBC组和AIH组ER-α表达的比较 例（%）

组别

PBC组

AIH组

n

62

60

低表达

-

13（20.97）

30（50.00）

+

16（25.81）

15（25.00）

高表达

++

20（32.26）

9（15.00）

+++

13（20.97）

6（10.00）

AIH组 PBC组

图1 PBC组和AIH组患者肝组织ER-α的表达

（DAB×200）

表5 PBC组和AIH组ER-α表达与INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10、AMA-M2、抗GP210抗体、抗SP100抗体、

抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗SLA抗体的相关性

组别

PBC组

r 值

P 值

AIH组

r 值

P 值

INF-γ

0.615

0.000

0.136

0.061

IL-2

0.593

0.000

0.108

0.072

IL-4

0.558

0.001

0.168

0.056

IL-10

0.601

0.000

0.134

0.064

AMA-M2

0.530

0.002

0.135

0.069

抗GP210抗体

0.602

0.000

0.065

0.102

抗SP100抗体

0.652

0.000

0.054

0.206

抗LKM-1抗体

0.135

0.165

0.024

0.315

抗LC1抗体

0.068

0.230

0.105

0.078

抗SLA抗体

0.095

0.167

0.113

0.070
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诱导 Th1 细胞应答增加自身免疫性疾病的易感

性[16-20]。分析其原因，女性围绝经期雌激素水平下降，

而PBC的发病率却升高，可能与雌激素受体介导炎症

反应，诱导线粒体抗原阳性表达有关[21-26]。本研究显

示，PBC组患者ER-α阳性表达高于AIH组，并且与

AMA-M2、抗GP210抗体、抗SP100抗体表达呈正相关，

提示ER-α可能通过激活线粒体抗原表达发挥作用。

综上所述，PBC患者肝组织中ER-α阳性表达升

高，INF-γ、IL-2、IL-4、IL-10质量浓度升高，AMA-M2、

抗LKM-1抗体、抗LC1抗体、抗GP210抗体、抗SP100

抗体阳性表达均升高，ER-α与INF-γ、IL-2、IL-4、

IL-10呈正相关，ER-α与AMA-M2、抗GP210抗体、抗

SP100 抗体表达呈正相关。ER-α阳性表达可能是

PBC发病原因之一，但雌激素受体与自身抗体、Th1、

Th2细胞因子之间的作用机制仍待深入研究。
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