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要"目的
!

探讨肥大细胞'神经纤维在先天性肠无神经节细胞症!

[M

"患者不同肠段中有无数量及形态变化以及在
[M

中的可能作用&方法
!

选择
$)')

年
'

月至
$)''

年
'$

月重庆医科大学附属儿童医院收治的
!)

例
[M

患者肠组织标本为实验

组&选择
')

例尸检患儿!死于非消化道疾病"直肠标本作为对照组%分别采用甲苯胺蓝化学染色法'

U2'))

免疫组织化学染色法及

复合染色法处理%显微镜观察肥大细胞及神经纤维的分布及变化情况&结果
!

镜下肥大细胞主要集中在肠段黏膜层及黏膜下层%

与神经纤维毗邻%

[M

患者痉挛段肥大细胞较对照组及扩张段明显增多!

"

'

)-)(

"%脱颗粒明显%黏膜下层
U2'))

阳性神经纤维表

达增强!

"

'

)-)(

"%肥大细胞密度与神经纤维的密度及面积具有相关性!

7̀ )-("#

%

"

'

)-)'

(

7̀ )-('!

%

"

'

)-)'

"&结论
!

肥大细

胞与神经纤维关系密切%两者的变化及相互作用在
[M

的发病机制中具有重要意义&

关键词"先天性肠无神经节细胞症(肥大细胞(神经纤维
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先天性肠无神经节细胞症*

[,80BD0

4

8C1

R

j0*,07507

!

[M

+

是一种由于肠内正常神经节缺如导致肠功能障碍而影响儿童

健康的疾病!是小儿常见的消化道畸形!占消化道畸形的
'

'

!

!

临床主要表现为便秘!小肠%结肠炎等"近年来研究表明!

[M

的发病与免疫因素有关!但其具体机制不详(

'

)

"作为胃肠道免

疫系统重要成员!肥大细胞与肠神经系统*

71:78,B1789+C00

<

02

:7;

!

HYU

+之间相互作用!肥大细胞被有害信号激活后!通过释

放组胺等介质将信号放大并传递至邻近的神经纤维或神经元!

HYU

被激活后亦可释放
S

物质等神经递质或神经肽反作用于

肥大细胞参与免疫系统及胃肠道功能的调节(

$

)

"这种作用对

维持胃肠道正常的功能至关重要!并与肠易激综合征%食物过

敏相关慢性便秘等胃肠道疾病的发生%发展密切相关(

#2!

)

"现

将本院
!)

例
[M

患者的肥大细胞%神经纤维在不同肠段中有

无数量%形态变化以及在
[M

中的可能作用报道如下"

!

!

资料与方法

!-!

!

一般资料
!

选择
$)')

年
'

月至
$)''

年
'$

月重庆医科

大学附属儿童医院收治的
!)

例
[M

患者肠组织标本为实验组

*痉挛段%移行段及扩张段+"其中!男性
#'

例!女性
.

例!年龄

'!*

$

'#

岁!其中小于
'

个月
#

例!

'

至
#

个月
''

例!

#

个月至

'

岁
''

例!

(

'

岁
'(

例!临床分型为常见型
$.

例!长段型
&

例!短段型
(

例"选择同期
')

例尸检患儿*死于消化道疾病直

肠标本+为对照组!其中!男
&

例!女
!

例!年龄
')*

$

'$

岁"

取病例中肠管全层组织!以痉挛段%移行段及扩张段肠组织

[H

染色镜下可见发育成熟的神经节细胞"患者术前均经钡

剂灌肠%直肠黏膜乙酰胆碱酯酶组织化学%直肠肛管测压检查!

术中冰冻及术后
[H

染色病理检查均明确诊断为痉挛段肌间

神经丛中神经节细胞缺如!病理资料完整"

!-"

!

试剂与仪器
!

甲苯胺蓝*

:+6C,*,17L6C7

!

>F

!上海化学试

#"!'

重庆医学
$)'$

年
(

月第
!'

卷第
'(

期

$

基金项目"国家自然科学基金资助项目*

#)."#'#&

+"

!

%

!

通讯作者!
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&*

)$#

+

&#&#%%#!
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&

7:XD6

"

'&#-B+;

"



剂公司+%

U2'))

兔抗人抗体*福州迈新生物技术开发公司+%即

用型免疫组化
H6,9,0,+1

>?

0C

4

78

试剂盒*福州迈新生物技术开

发公司+%二氨基联苯胺*

M3F

+显色剂*北京中杉金桥生物技术

有限公司+%

Y,G+1H=KASUH((,

显微镜%

V=-Vc2$)()

型病理

图文分析系统*

bHAUU

公司+"

!-#

!

>F

染色方法
!

取石蜡切片
&)d

烤片
$D

,脱蜡%水化,

)-(_>F

染色
$);,1

,自来水冲洗,

)-(_

冰醋酸分化!镜下观

察至肥大细胞颗粒呈紫色,中性树胶封片"

!-$

!

U2'))

免疫组织化学染色
!

取石蜡切片
&)d

烤片
$D

,

脱蜡%水化,抗原修复,

#_

双氧水室温静置
');,1

,滴加一抗!

!d

过夜,第
$

天拿出玻片!

)-)';+6

'

KSFU

冲洗,滴加
H6,9,2

0,+1

>?

0C

4

78

试剂盒中
3

液*放大剂+!室温孵育
');,1

,滴加

二抗试剂盒中
F

液*多聚酶结合物+!室温孵育
');,1

,

M3F

显

色
#;,1

,自来水冲洗,苏木精复染,自来水冲洗,中性树胶封片

观察"用
SFU

代替一抗做阴性对照"

!-E

!

复合染色
!

按上述免疫组织化学染色步骤至
M3F

显色,

)-(_>F

染色
$);,1

,自来水冲洗,

)-(_

冰醋酸分化!镜下观

察至肥大细胞颗粒呈紫色,中性树胶封片"

!-J

!

结果判定
!

肥大细胞
>F

染色显微镜下呈蓝紫色!在黏

膜或黏膜下层随机取
')

个
$))

倍视野!分别计数完整肥大细

胞和脱颗粒肥大细胞数量!肥大细胞密度以肥大细胞总数'
')

表示!脱颗粒肥大细胞比值以脱颗粒肥大细胞数'肥大细胞总

数表示"

U2'))

阳性神经纤维在镜下呈棕黄色!在黏膜下层中

随机选取
')

个
$))

倍视野!观察完整神经丛个数并记录!神经

纤维密度以神经纤维总数'
')

表示"平均神经纤维面积由

V=-Vc2$)()

型病理图文分析系统算出"

!-K

!

统计学处理
!

应用
USUU'"-)

统计软件进行数据分析!

计量资料以
1a<

表示!组间比较采用方差分析!两变量间关系

运用
S7580+1

相关系数!

"

'

)-)(

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

肥大细胞染色及密度
!

肥大细胞
>F

染色光镜下可见胞

浆呈蓝紫色!胞核浅蓝色或不染色!未脱颗粒的肥大细胞完整!

呈圆形或梭形!胞质均匀!胞膜清晰!脱颗粒细胞形态不规则!

胞膜破溃!颗粒涌出胞膜"肥大细胞主要分布于黏膜固有层%

黏膜下层!在肌层及浆膜层分布较少"实验组痉挛段%移行段%

扩张段及对照组肥大细胞密度*个+分别为
'%-)(a#-#%

%

''-(!a$-%$

%

!-).a)-.!

%

$-$%a)-&)

!差异有统计学意义

*

"

'

)-)(

+!痉挛段及移行段较对照组脱颗粒现象明显*

"

'

)-)(

+!见封
#

图
'

!各肠段组具体测量结果见表
'

"

"-"

!

神经纤维密度及形态
!

显微镜下可见
U2'))

免疫反应阳

性的神经纤维呈黄棕色颗粒!位于黏膜下神经丛及肌间神经丛

中!呈散在的点状%线状或簇集分布"而神经节细胞呈阴性表

达!形成神经丛中的#空白区$"在
[M

患者痉挛段黏膜下层可

见
U2'))

阳性反应的神经纤维增生明显!染色增强!呈波浪形!

面积较对照组明显增大*

"

'

)-)(

+!见封
#

图
$

!各不同肠段组

测量具体结果见表
$

"

表
'

!!

两组患儿肥大细胞密度及脱颗粒肥大细胞

!!!

比值对比#

1a<

$

组别
!

肥大细胞密度*个+ 脱颗粒肥大细胞比值*

_

+

实验组

!

痉挛段
!)

'%-)(a#-#%

5L

$(-#.a!-&"

5L

!

移行段
!)

''-(!a$-%$

5L

$)-((a(-#$

5L

!

扩张段
!)

!-).a)-.!

5

'$-)(a$-%.

对照组
') $-$%a)-&) ')-.$a#-('

!!

5

&

"

'

)-)(

!与对照组比较,

L

&

"

'

)-)(

!与实验组扩张段比较"

表
$

!!

两组患儿黏膜下层
U2'))

阳性神经

!!

纤维测量对比#

1a<

$

组别
!

神经纤维密度*个+ 平均神经纤维面积*

#

;

$

+

实验组

!

痉挛段
!)

%-"'a$-%$

5L

'!&'-(&a(#"-$"

5L

!

移行段
!)

&-")a$-)(

5L

..&-("a#.(-).

5L

!

扩张段
!) #-(#a'-#) !("-!&a'(.-')

对照组
') #-)$a'-'$ #%)-'#a'%$-'"

!!

5

&

"

'

)-)(

!与对照组比较,

L

&

"

'

)-)(

!与实验组扩张段比较"

"-#

!

肥大细胞与神经纤维相关性
!

复合染色可见肥大细胞主

要分布在神经纤维及血管周围!在
U2'))

阳性神经纤维周围更

易观察到肥大细胞簇集分布或沿神经走向分布!见封
#

图
#

"

在
[M

患者肠管中!肥大细胞密度与神经纤维密度*

7̀ )-("#

!

"

'

)-)'

+及面积*

7̀ )-('!

!

"

'

)-)'

+呈正相关"

#

!

讨
!!

论

[M

又称先天性巨结肠!是以病变肠管神经节细胞缺如为

主要特征的一类疾病!同时伴有功能降低(

(

)

"其病因和发病机

制目前尚不完全清楚!主要集中在
!

个理论&遗传学改变%神经

嵴细胞移行中断理论%微环境改变理论以及免疫机制理论!先

前的研究主要集中在遗传学及神经嵴细胞移行中断两个方面!

而免疫学及微环境方面相对较少"近年!有研究提出!肥大细

胞可能在
[M

的发病机制中扮演重要角色(

'

!

&

)

!但关于其作用

机制的报道尚少"

肥大细胞是重要的效应和调节性免疫细胞!源于骨髓的前

体细胞!广泛分布于呼吸道%消化道和泌尿道的黏膜和结缔组

织中!在神经
2

免疫
2

内分泌网络调节过程中起关键作用"胞质

充满圆形嗜碱性颗粒!颗粒内含有多种生物活性物质!如组织

胺%蛋白多糖%

(2

羟色胺%白三烯%血小板活化因子%前列腺素%

类胰蛋白酶%糜蛋白酶及多种白细胞介素等(

"

)

"当肥大细胞受

到外界刺激时!会以胞吐方式释放大量颗粒内物质*即脱颗

粒+!进而发挥生理作用(

%

)

"胃肠道的肥大细胞有两种亚型&即

含类胰蛋白酶不含胃促胰酶的肥大细胞!含类胰蛋白酶与胃促

胰酶的肥大细胞!参与肠道免疫%消化道的分泌等肠道生理过

程!被誉为肠道黏膜的第四道屏障"本实验通过
>F

染色在痉

挛段组中发现!不但肥大细胞数量明显增多!且脱颗粒现象明

显!与
P+L5

<

50D,

等(

'

)的研究结果一致!提示肥大细胞可能通

过脱颗粒现象在
[M

中发生作用"

U2'))

是神经胶质细胞特异性蛋白!存在于神经纤维中!

在神经节细胞中无表达"在研究肠神经系统的形态结构特征

时!

U2'))

有较强的标记功能(

.

)

"本实验中采用复合染色观察

肥大细胞与神经纤维的位置关系!效果良好"为避免两种染色

间的相互影响!在计数肥大细胞及观察神经纤维形态时又分别

进行染色"通过复合染色!可以观察到肥大细胞主要分布在肠

段黏膜层及黏膜下层的神经及血管周围!证实肥大细胞与神经

纤维之间的解剖学位置关系"进一步研究发现!肥大细胞在

[M

患者中的表达与神经纤维的数量及阳性面积呈显著正相

关!提示激活的肥大细胞在一定程度上可以促进神经纤维的增

生!机制可能是肥大细胞释放的介质通过旁分泌或内分泌机制

作用于邻近的神经纤维或神经元(

')

)

"痉挛段神经纤维增生明

显!肥大细胞数量增多!脱颗粒现象明显!说明增生的神经纤维

可以反作用于肥大细胞!可能是通过其释放的
S

物质%降钙素

基因相关肽%生长抑素等神经肽或神经递质(

''2'$

)

"本研究结

果支持在
[M

患者中肥大细胞与肠神经系统间可能存在#双

向$作用"

V5*59

等(

'#

)研究发现!肥大细胞数量与神经纤维大

!"!'

重庆医学
$)'$

年
(

月第
!'

卷第
'(

期



小仅轻度相关*

7̀ )-$"!

+!这可能与标本来源以及测定方法不

同有关"但是!肥大细胞与肠神经系统如何共同作用导致
[M

的发生!肥大细胞数量增多与肠神经节细胞缺失之间的相互联

系及作用机制都有待于进一步研究"

[M

是多因素%多机制综合作用的结果!本研究从神经免

疫学方面入手!证实肥大细胞可能在
[M

中扮演重要角色!其

机制可能与肥大细胞和肠神经系统的双向调节作用有关!这为

临床诊断和治疗
[M

提供参考"但是!肥大细胞是否是
[M

形

成中的关键因素!应用肥大细胞抑制剂是否可以改善和治疗

[M

!还需要通过大量实验来进一步研究"
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