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2005年举行的第4届国际先天性巨结肠及其

相关神经嵴病专题研讨会将先天J陛巨结肠、肠神经

元性发育异常(intestinal neuronal dysplasia，IND)、肛

门内括约肌神经性失弛缓症(Internal Anal Sphincter

Neurogenic Achalasia，IASNA)、神经节细胞减少症【”

统称为肠神经元异常(Intestinal Dysganglionoses，

IDs)。这类疾病是A,JL便秘的常见原因，症状相似，

病理学特征不同。通过病理学方法检出标本中的神

经节细胞，了解其发育情况并将其大小量化对于诊

断肠神经元异常性疾病具有重要意义。目前病理学

方法有很多，临床上最常用的是HE染色和AchE

染色，但由于HE染色对于未成熟的神经节细胞检

出率不高，且受到病理技师个人水平的影响；而

AchE同时存在于胆碱能神经元和非胆碱能神经元，

假阳性率高，所以人们寻求其他方法。研究较多的

是免疫组织化学法。本文试将近几年利用免疫组化

方法在诊断肠神经元异常性疾病方面所取得的进

展进行综述。

一、肠神经异常性疾病的病理学特征

HD病变肠管处神经节细胞缺如，神经纤维增

生。乙酰胆碱脂酶(acetyl eholinesterase，AchE)活性

升高；IND表现为神经节细胞发育不良、未成熟时的

胞体小，胞浆少，细胞核小或同时合并细胞数目减

少Ⅲ；或为我们以往所说的神经元发育异常的表现，

分A、B两型，以B型多见。近年来Meier—Ruge提

出了对IND—B采用定量标准明确诊断，即对同一活

组织连续切片30张，如发现15％～20％神经丛是

巨大神经丛(≥8个神经节细胞，1个神经丛)即可

确诊删；肛门内括约肌神经性失迟缓症直肠活检有

正常节细胞，仅括约肌不能松弛，直肠肛管测压证

实患儿的肛管静息压力明显升高；神经节细胞减少

症的病理特点为肠壁单位长度内神经丛和节细胞

数的数目分别小于正常的1／2和1／4；丛间距是正常
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的1．2倍嗍，直肠黏膜AchE缺乏或较HD减低，环

肌和粘膜下肌层增生。

二针对神经节细胞的免疫组化染色方法

通常能标记神经细胞和纤维的标记物都被用

于肠神经异常的实验室诊断和科学研究。包括蛋白

酶类、蛋白类和一些神经因子。

1、蛋白酶类标记物代表物有蛋白基因产物

9．5(Protein gene product 9．5，PGP 9．5)、神经元特异性

烯醇酶neuron—specific enolase，NSE)、组织蛋白酶D

(CathepsinD，CAD)等。

(1)PGP 9．5是一种对粘膜肌层和固有层中异常

胆碱能神经染色的神经元标志物，存在于中枢和外

周神经系统的各个水平及神经内分泌细胞中，表现

为黄褐色团块状的神经丛中散在分布深褐色神经

节细胞，在神经胶质中细胞不表达，特异性好，但问

题在于，由于PGP9．5在神经节细胞胞浆、神经节细胞

核和神经纤维均表达，假阳性和假阴性都比较高f7】。

(2)NSE是一种糖酵解酶，在神经母细胞分化为

成熟的神经细胞后，NSE也由非神经元特异性烯醇

化酶转变为NSE。因此NSE是神经元发育成熟的标

志物，用标记的抗NSE抗体与直肠吸引活检标本中

NSE结合，可显示肠粘膜下神经组织。如HD病例，

可见到不同程度的NSE阳性神经纤维增生，而见不

到神经节细胞ISl。许多学者的研究表明：作为神经节

细胞的标志物，NSE免疫组织化学技术能使神经组

织清晰可见，即使新生儿粘膜下层发育不够成熟的

神经节细胞也容易辨认。神经组织的特异性着色，能

够避免出现HE染色时与炎性细胞、巨噬细胞、淋巴

滤泡相混淆的问题，提高诊断HD的准确率搠。问题在

于与PGP9．5类似，在胞体、纤维上同时染色。

(3)CAD是一种天冬氨酸酶，属于溶酶体酸性

蛋白酶家族，其在细胞内蛋白质的分解代谢中起关

键作用，可催化许多神经肽的降解，如P物质、生长

抑素、B脂蛋白和血管紧张素原，在人类脑组织神经

元、体内神经节细胞中含量丰富，广泛分布于几乎

所有神经原和胶质细胞，但不存在于神经纤维，故
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可作为肠壁神经节细胞的标记嗍。染色特异性高，仅

限于肠神经节细胞，不显示任何神经纤维，不在内

皮细胞、淋巴细胞及支持细胞等与未成熟的神经细

胞相似的细胞中反应，CAD染色深浅与神经节细胞

的成熟度有关，对不同成熟程度的神经节细胞表达

强度不同，肌间神经丛内神经节细胞染色一般强于

黏膜下神经丛，目前认为是一种较好的标志物，不

仅可应用于HD的诊断，而且可以判断神经节细胞

的成熟程度，用于评估预后【¨1。但在神经节细胞表达

阳性率不是100％，缺乏术中冰冻组织切片的染色

特征，使术中快速诊断受限。应注意到的是，组织细

胞对CAD也呈现阳性表达，需要进行鉴别：①组织

细胞常有长而扭曲的胞核，缺乏明显的核仁；②组

织细胞常是单个存在，远离神经纤维『121。

2、蛋白类标志物近几年使用较多的有S一100

蛋白，外周蛋白(peripherin，PR)和钙视网膜蛋白

(calretinin)。

(1)s一100是一组可溶性相对低，分子质量高的

酸性蛋白，属于神经胶质细胞特异性蛋白，亦可存

在于神经纤维中，可作为肠道神经丛中胶质细胞和

神经纤维的标记。s一100对神经丛中神经纤维、施万

细胞和周围细胞均为阳性染色，在阳性染色的神经

丛中可观察到一种特征性形态，表现为特征的细胞

状阴影“空白区”，S一100抗体的染色模式很有用，

因为它突出了阴性染色的神经节细胞。已有多位学

者研究建议，联合应用PGP 9．5、S一100抗体可以互

补，提高先天性巨结肠术前诊断的敏感度和特异

性。Petchasuwan C等『131在实验中同时用S一100蛋白

来测定了神经纤维的直径。

(2)PR是57kDa的Ⅲ型中间丝，其基因序列与

波形蛋白、结蛋白和胶质原纤维酸性蛋白高度同源；

PR为周围神经元(包括肠神经节细胞)的特异性标志

物，其对肠神经元的标记特异性优于其他神经元标

志物(如神经元特异性烯醇化酶、S100蛋白和神经

丝)。应用PR免疫组织化学染色不仅容易识别成熟

和未成熟的神经元，而且可测量神经节细胞密度，这

将有助于先天性肠神经系统畸形的诊断和分类㈣。

(3)calretinin是一种钙结合蛋白，在中枢神经系

统的结构功能方面起着重要作用。近来有人发现，

在HD患者结肠的无神经节区及其伴随的神经纤

维，没有钙视网膜蛋白的表达，而在HD患者结肠的

有神经节区域及正常人的结肠粘膜下层和肌层，可

见钙视网膜蛋白的表达【151。

以上这些标记物或同时作用于神经节细胞及

神经纤维，存在背景染色的问题；或与其他细胞有交

叉反应，而一种理想的神经元标志物应满足以下条

件：标志物应为神经元所特有，可显示所有的神经

元包括未成熟的神经元而不标记神经纤维，背景染

色少，同时可将不同发育程度的细胞同时染色，目前

常用的标记物尚不能完全满足这些要求。这就要求

人们继续寻找理想的标记物。Hu蛋白被适时提出

来。Hu蛋白是一种神经元特异蛋白，有4种类型：

HuA、HuB、HuC和HuD，除HuA在神经组织发生的

早期在神经干细胞中有表达，其他3种Hu蛋白在

神经胶质细胞中不表达，有高度的神经元特异性。

最近，国内杜勇【J61发现在HD患者巨结肠的狭窄段

和移行段HuD表达明显减少，HuD蛋白主要分布

于胞浆，抗HuD蛋白抗体使神经元的胞体和胞核都

染色，胞核的染色深于胞浆，神经纤维不染色。可能

是一种有前景的标记物。

三、神经节细胞与肠神经系统周围微环境的关

系研究

随着对先天性巨结肠病因研究的不断深入，人

们发现，单以神经节细胞缺失并不能解释所有的临

床症状，比如巨结肠类缘病。神经节细胞与肠神经

系统周围微环境的关系开始得到重视，Cajal细胞、

突触素等成为近几年研究的新方向。

1、Cajal间质细胞(interstitial cells of cajal，ICCs)

是胃肠道平滑肌运动的起搏点。分布在胃肠道神经

末梢与平滑肌之间的一类特殊细胞，近来发现ICCs

表达原癌基因c—kit，采用c—kit标记ICCs后发现，无

神经节细胞肠管的肌间神经丛周围ICCs数量明显

减少，环肌、纵肌内的ICCs也减少甚至缺如，仅有少

许ICCs分布在环肌内表面，ICCs网络呈断续及紊

乱状态旧。但有人发现，在HD的有神经节肠管间

ICCs也减少。应用c—kit进行染色要注意区分ICCs

和肥大细胞”Sl。

2、突触素(synaptophysin，SY)是突触泡膜表面

的特有蛋白质，存在于中枢及周围神经系统的神经

轴突终末，与神经递质释放和兴奋传导有关。

Dzienis—Koronkiewicz E等【191在实验中发现，在正常

结肠及巨结肠非神经节细胞缺失段的粘膜下层、粘

膜肌层，神经节细胞、神经纤维突触素单克隆抗体

呈棕色反应。低倍镜下示黄褐色的小团块状，高倍

镜下可见黄褐色深染的神经节细胞胞浆，其间有圆

形的细胞核，神经丛中雪旺细胞和周围星形细胞对

突触素单克隆抗体呈阴性反应，而在巨结肠神经节

细胞缺失段，无突触素的表达。是判断消化道神经
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发育的优良技术。

此外还有神经节细胞黏附分子㈣等也被用于诊

断HD及其他肠神经系统疾病。目前尚无大规模试

验来评价各种免疫组化方法的优缺点，鉴于免疫组

化方法对于实验室要求较高，价格较普通，HE染色

和AchE染色昂贵，未能常规用于临床诊断。但随着

对肠神经系统疾病病因、临床病理生理变化研究的

不断深人，以及分子生物技术、病理实验技术的发

展，寻找理想的标记物，提高诊断的敏感性和特异

性，同时实现免疫组化技术在临床上的普及，将是

今后工作的重点。
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