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钙视网膜蛋白在先天性无神经节细胞症中的表达特点及临床意义
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　　摘　要：目的　探讨将钙视网膜蛋白（ＣＲ）用于诊断先天性无神经节细胞症（ＨＤ）的可行性。方法　采用免疫组织化学法检

测ＣＲ在５０例 ＨＤ（ＨＤ扩张段组、ＨＤ痉挛段组）和１０例对照组结肠壁的表达，并与常规 ＨＥ染色进行对比分析。用ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ图文分析系统定量分析染色结果。结果　ＨＤ痉挛段组与对照组及 ＨＤ扩张段组黏膜下层、肌层间ＣＲ表达的平均光密度

值（ＭＯＤ）差异均有统计学意义（犘＜０．０１）；ＨＥ染色扩张段肠壁神经丛中可见神经节细胞，痉挛段神经节细胞缺失，ＣＲ免疫组织

化学染色与 ＨＥ染色诊断结果一致；新生儿与年长儿ＨＤ痉挛段黏膜下层ＣＲ表达差异无统计学意义（犘＝０．８１６）。结论　ＣＲ免

疫组织化学染色用于新生儿 ＨＤ的诊断与传统方法比较具有明显优越性。
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　　先天性无神经节细胞症（ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）又称

先天性巨结肠症，其基本病变是病变肠段肠壁黏膜下和肌间神

经丛内缺乏神经节细胞。病理学检查是确诊 ＨＤ的依据。传

统的病理学检查有苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色

和乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡｃｈＥ）染色法。但是这

两种方法的准确性均欠佳，尤其新生儿期易出现假阴性结果。

因此，需要更准确的诊断方法为临床医生提供诊断依据。近年

来，免疫组织化学法研究广泛，本研究拟采用免疫组织化学染

色方法，检测钙视网膜蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｎｉｎ，ＣＲ）用于 ＨＤ患儿（尤

其是新生儿 ＨＤ）的诊断。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集重庆医科大学附属儿童医院２０１０～

２０１１年诊断为散发性 ＨＤ的根治切除术患儿５０例，其中男４０

例，女１０例；年龄２ｄ至７岁。其中小于１个月６例，１～３个

月２３例，＞３个月至１岁１１例，＞１岁１０例。临床分型为常

见型３６例，长段型９例，短段型５例。每份标本分别取扩张段

近端切缘肠壁作为 ＨＤ扩张段组（ＨＥ染色可见神经节细胞）、

取痉挛段肠壁作为 ＨＤ痉挛段组。诊断标准为 ＨＥ染色显示

痉挛段肌间神经丛中神经节细胞缺失。本研究将年龄小于３

个月患儿视为新生儿。尸检结肠标本１０份，经光镜检查可见

发育成熟的神经节细胞，作为对照组。

１．２　方法

１．２．１　试剂与仪器　兔抗人ＣＲ免疫组织化学单克隆抗体、

即用型免疫组织化学ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＴＭｓｕｐｅｒ试剂盒（福州迈新生物

技术开发公司）、二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色剂（北京中杉金桥生

物技术有限公司）、ＮｉｋｏｎＥＣＬＩＰＳＥ５５ｉ显微镜、ＩｍａｇｅＰｒｏ

Ｐｌｕｓ图像分析系统。

１．２．２　免疫组织化学染色　取石蜡切片６０℃烤片２ｈ；脱蜡、

８６４３ 重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３３期

 基金项目：国家自然科学基金面上项目（３０９７３１３６）。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２３）６３６３８８３４；Ｅｍａｉｌ：ｅｔｚｈｌ＠１６３．ｃｏｍ。



水化；３％过氧化氢溶液室温静置１０ｍｉｎ；滴加一抗，４℃过夜；

第２天拿出玻片，０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗；滴加

ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＴＭｓｕｐｅｒ试剂盒中 Ａ液（放大剂），室温孵育１０ｍｉｎ；

滴加二抗试剂盒中Ｂ液（多聚酶结合物），室温孵育１０ｍｉｎ；

ＤＡＢ显色３ｍｉｎ；自来水冲洗；苏木精复染；自来水冲洗；中性

树胶封片观察。用ＰＢＳ代替一抗做阴性对照。

１．２．３　ＨＥ染色　观察对照组、痉挛段组及扩张段组结肠肠

壁组织形态学变化，制备组织石蜡切片后行 ＨＥ染色，了解肠

壁一般情况及神经丛、神经节细胞情况。

１．２．４　图像分析　采用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析系统测定所

有标本所采集图像的平均光密度值（ｍｅａｎｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，

ＭＯＤ），测定区域为神经丛细胞区域。测量前设置统一图像校

正指数，以避免染色过程中非特异性染色所造成的误差。

１．３　统计学处理　数据均录入ＳＰＳＳ１７．０软件进行处理，结

果采用狓±狊表示，两组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＲ在对照组及 ＨＤ不同肠段不同层次中的表达　５０例

患儿 ＨＤ扩张段组及对照组结肠壁黏膜下及肌层间神经丛均

呈ＣＲ阳性表达，呈棕黄色，分布于神经节细胞胞质及神经纤

维（封２图１、２），而 ＨＤ痉挛段组５０例患儿中４９例肠壁各层

未发现或仅有极少量ＣＲ蛋白表达，近乎缺失（封２图３），图像

分析系统定量检测其黏膜下、肌层间区 ＭＯＤ值很小，与扩张

段组黏膜下、肌层间区 ＭＯＤ值比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１），与对照组黏膜下、肌层间去 ＭＯＤ值比较，差异亦具有

统计学意义（犘＜０．０１），见表１。诊断结果与 ＨＥ染色结果一

致。但其中１例 ＨＤ患儿痉挛段肠壁ＣＲ呈强阳性表达，其黏

膜下层 ＭＯＤ值为０．２５５７８３，肌层 ＭＯＤ值为０．２３８９２３。

表１　　ＣＲ在３组不同肠壁表达的 ＭＯＤ比较（狓±狊）

组别 狀 黏膜下层 肌层间

对照组 １０ ０．２７７９９±０．０８６４８ ０．３１８９５±０．０２９３５

ＨＤ扩张段组 ５０ ０．３９２１８±０．０５５５５ ０．２９８７９±０．０６２４９

ＨＤ痉挛段组 ５０ ０．０３４４６±０．０２７３２＃ ０．０３９１４±０．０２４５３＃

　　＃：犘＜０．０１，与对照组及 ＨＤ扩张段组比较。

２．２　ＣＲ在新生儿及年长儿 ＨＤ痉挛段的表达　新生儿（狀＝

２９）及年长儿（狀＝２１）ＨＤ痉挛段黏膜下层ＣＲ蛋白 ＭＯＤ值分

别为０．０３０７９±０．０１５６３和０．０２９３３±０．０２４５３，二者比较差

异无统计学意义（狋＝０．２３４，犘＝０．８１６）。

２．３　对照组、ＨＤ扩张段组和 ＨＤ痉挛段组不同肠段中 ＨＥ

染色结果　常规 ＨＥ染色显示在所有 ＨＤ结肠标本黏膜下层

及肌间层均可见神经丛。在 ＨＤ扩张段组黏膜下层和肌层间

神经丛内可见神经节细胞（封２图４），ＨＤ痉挛段组肠壁各层

均未见神经节细胞（封２图５），对照组肠壁可见神经节细胞。

３　讨　　论

ＨＤ是以肠道黏膜下和肌层间神经丛内神经节细胞缺乏

为主要特征，临床表现为完全性或不完全性肠梗阻，严重影响

患儿的生活质量［１］，是小儿常见的消化道畸形。ＨＤ的术前诊

断除了依据病史、体征、钡灌肠Ｘ线片、肛管直肠测压检查外，

主要还是依据病理检查。ＨＤ的病理诊断主要表现为病变结

肠段神经节细胞的缺失，神经节细胞的缺失常常伴有神经纤维

的增生。在临床工作中，组织化学染色法是诊断 ＨＤ的金标

准［２］。目前临床常用的组织化学染色主要包括 ＨＥ染色和

ＡｃｈＥ染色。ＨＥ染色如在活检标本中未发现肠神经节细胞即

可确诊。ＨＥ染色神经节细胞的形态与胶质细胞、Ｓｃｈｗａｎｎ细

胞不易鉴别，加上炎症细胞的影响，使神经节细胞不易明确观

察到［３］。本研究显示５０例 ＨＤ患儿中４９例痉挛肠段ＣＲ呈

阴性表达，与 ＨＥ染色结果一致；但１例患儿痉挛肠段ＣＲ呈

强阳性表达，不应诊断为 ＨＤ，与 ＨＥ染色诊断结果不一致，二

者染色结果相反。请３位病理科经验丰富的医生对 ＨＥ染色

及免疫组织化学染色检测ＣＲ结果进行再次判定，诊断结果不

是 ＨＤ。可见，ＨＥ染色用于 ＨＤ的诊断可能出现结果难以判

定，需经验丰富的病理医生进行诊断，而ＣＲ用于 ＨＤ的诊断

结果极易判定，更准确，可能优于 ＨＥ染色。

ＡｃｈＥ染色技术主要染色 ＨＤ病变肠段肠壁粗大的神经

纤维，耗时短。临床上常用 ＡｃｈＥ染色弥补 ＨＥ染色之不足。

最近有报告显示 ＡｃｈＥ染色具有良好的特异性（高达１００％），

但敏感性不够（低至８５％）
［４６］，且需要冷冻切片组织。ＨＤ患

儿结肠壁胆碱能神经支配的变异，可能会导致ＡｃｈＥ染色结果

假阴性，患儿年龄越小越容易出现，尤其是新生儿期更容易出

现假阴性结果。因此，ＡｃｈＥ染色方法准确度亦欠佳。Ｋａｐｕｒ

等［７］的研究认为和ＡｃｈＥ染色相比较，ＣＲ染色对于 ＨＤ具有

较高的诊断价值。ＣＲ在正常肠段呈强阳性表达，且表达稳

定，在病变肠段仅有极少量ＣＲ蛋白表达，近乎缺失，结果极易

判定。本研究比较 ＨＤ痉挛组、扩张段组黏膜下层及肌层间

ＣＲ表达 ＭＯＤ值，差异均有统计学意义（犘＜０．０１），提示可通

过免疫组织化学染色检测ＣＲ行术前取直肠黏膜活检或肌层

全层活检，用于 ＨＤ的术前诊断，亦可用于术后诊断，其结果更

易判定。

新生儿期 ＨＤ由于症状不易鉴别，各种检查还存在一定的

局限性以及肠神经节细胞发育不成熟的病理复杂性，要对新生

儿早期作出正确诊断仍然是困扰临床的难题［８］。本研究首次

探讨了免疫组织化学检测ＣＲ染色在新生儿 ＨＤ诊断中的临

床意义，比较新生儿与年长儿痉挛段黏膜下层ＣＲ表达 ＭＯＤ

值，差异无统计学意义（犘＝０．８１６），提示免疫组织化学染色检

测ＣＲ方法同样适用于新生儿ＨＤ的诊断，与ＡｃｈＥ染色相比，

有明显优势。

免疫组织化学染色是目前国内外研究比较活跃、较好的诊

断方法。ＨＤ的常用的相关标志物有：ＣＲ、组织蛋白酶Ｄ、Ｓ

１００蛋白、外周蛋白、神经元特异性烯醇酶等。组织蛋白酶Ｄ

除表达于神经节细胞外，还阳性表达于组织细胞。Ｓ１００在肠

壁肌间神经丛的神经纤维、施万细胞均呈阳性表达，而神经节

细胞呈阴性表达［９］。据报道，１９８８年至今，至少１０种免疫组

织化学染色在神经节细胞中高表达，至少５种免疫组织化学染

色高表达于神经纤维［１０］，但到目前为止仍没有一种被广泛认

可的标准。ＣＲ是一种重要的钙结合蛋白，能够在钙离子浓度

升高时防止细胞内自由钙离子的急剧升高引起的兴奋性中毒

损伤，具有神经的保护作用［１１］。有研究发现在 ＨＤ患儿无神

经节细胞肠段ＣＲ蛋白缺失，并将ＣＲ和其他 ＨＤ诊断标志物

作比较，发现ＣＲ在诊断 ＨＤ方面较Ｓ１００蛋白、ｃｋｉｔ及神经元

烯醇化酶更准确。另外，其他免疫组织化学方法常常需要全层

切片才能进一步确诊，但全层切片于术前不容易获得。

既往有报道统计，７０％～９０％ 的病例可在新生儿时期明

确诊断［１２］。本研究认为免疫组织化学法检测 ＣＲ用于诊断

ＨＤ准确性、敏感性均较高，尤其是用于新生儿 ＨＤ的诊断与

传统方法比较具有明显优越性，易于使用和解释，可以同时用
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于冷冻切片与石蜡切片标本，且不需要分析大量组织切片，可

用于术前直肠黏膜活检及术后病理检查，是一种较准确的诊断

ＨＤ的方法，有望成为新生儿 ＨＤ诊断的一种新的实用性、准

确性均较高的方法。但免疫组织化学法检测ＣＲ从技术角度

上时间需要２～３ｄ，不能用于术中快速诊断，需与其他方法联

合应用以提高 ＨＤ术中快速诊断率。
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［９］ＬｉｕＨ，ＭｅｉＺＣ，ＸｉａｏＸ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｓｕｌｉｎａｎｄＬＹ２９４００２

ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｆＰＩ３Ｋｏｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ａｑｕａｐｏｒｉｎ９ｉｎｎｏｒｍａｌｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＺｈｏｎｇｈｕａＧａｎＺａｎｇ

ＢｉｎｇＺａＺｈｉ，２０１０，１８（６）：４５５４５８．

［１０］ＭａｅｄａＮ，ＨｉｂｕｓｅＴ，ＦｕｎａｈａｓｈｉＴ．Ｒｏｌｅｏｆａｑｕａｐｏｒｉｎ７

ａｎｄａｑｕａｐｏｒｉｎ９ｉｎｇｌｙｃｅｒｏｌｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ；ｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｉｎｏ

ｂｅｓｉｔｙ［Ｊ］．ＨａｎｄｂＥｘｐＰｈａｒｍａｃｏｌ，２００９（１９０）：２３３２４９．

［１１］ＧｕｏＸＱ．Ａｄｖａｎｃｅｓｉｎｒｅｓｅｒｃｈｏｎａｑｕａｇｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎａｎｄ

ｇｌｙｃｅｒｏｌｔｒａｎｓｐｏｒｔ［Ｊ］．ＢｕｌｌＡｃａｄＭｉｌＭｅｄＳｃｉ，２００７，３１

（５）：４８７４８９．

［１２］ＲｏｄｒíｇｕｅｚＡ，ＣａｔａｌáｎＶ，ＧóｍｅｚＡｍｂｒｏｓｉＪ，ｅｔａｌ．Ａｑｕａｇ

ｌｙｃｅｒｏｐｏｒｉｎｓｓｅｒｖｅａｓｍｅｔａｂｏｌｉｃｇａｔｅｗａｙｓｉｎａｄｉｐｏｓｉｔｙａｎｄ

ｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｃｏｎｔｒｏｌ［Ｊ］．ＣｅｌｌＣｙｃｌｅ，２０１１，１０（１０）：

１５４８１５５６．

［１３］ＺｈａｎｇＨ，ＷｅｎＫ，ＳｈｅｎＪ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｍ

ｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｉｎｔｒａｎａｓａｌｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈ

ｔｈｅＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｂｏｖｉｓＣＦＰ１０ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｅｄｂｙ

ａｔｔｅｎｕａｔｅｄＳａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ［Ｊ］．ＳｃａｎｄＪＩｍｍｕ

ｎｏｌ，２０１０，７２（４）：２７７２８３．

（收稿日期：２０１２０２０３　修回日期：２０１２０７０１）

０７４３ 重庆医学２０１２年１１月第４１卷第３３期




