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钙视网膜蛋白在先天性巨结肠病理诊断中的应用
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　　［摘要］　目的　研究钙视网膜蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｎｉｎ，ＣＲ）免疫组织化学染色及胆碱酯酶染色（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇ，
ＡｃｈＥ）在先天性巨结肠（ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）病理诊断中的作用对比，并探讨在直肠黏膜活检标本不足时ＣＲ的诊断
作用。方法　采用回顾性研究的方法对比１６３例直肠黏膜活检ＣＲ免疫组织化学染色与 ＡｃｈＥ染色诊断 ＨＤ准确性及敏
感性。研究２６例只含有１个黏膜下神经丛的直肠黏膜活检标本中，ＣＲ免疫组织化学染色辅助病理诊断的准确率。结果
　在年龄＜３个月的病例组中，ＣＲ免疫组织化学染色敏感度显著高于 ＡｃｈＥ染色。ＣＲ免疫组织化学染色能够准确诊断
２１例只含有１个黏膜下神经丛的直肠黏膜活检ＨＤ病例。结论　ＣＲ免疫组织化学染色是一种优于 ＡｃｈＥ染色的直肠黏
膜活检诊断ＨＤ的必要辅助方法。
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　　先天性巨结肠（ｃｏｎｇｅｎｉｔａｌａｇａｎｇｌｉｏｎｉｃｍｅｇａｃｏｌｏｎ，
又称Ｈｉｒｓｃｈｓｐｒｕｎｇｄｉｓｅａｓｅ，ＨＤ）是一种以远端直肠及其
相邻结肠神经节细胞缺失为特征的先天性发育畸

形［１］。直肠黏膜活检被广泛应用于诊断 ＨＤ。钳取包
含黏膜下层的直肠黏膜组织，行病理检查，找到神经节

细胞则排除ＨＤ，反之则诊断ＨＤ。但是黏膜下神经丛
中含神经节细胞较少时，如神经节细胞减少症或３个
月以内的健康婴儿，切片中可能没有神经节细胞，极易

误诊。所以诊断过程中普遍存在的问题是：①活检标

本没有神经节细胞是否能够证明相应肠壁中没有神经

节细胞？②需要多大的活检组织，才能代表肠壁的真
实情况？胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｓｔａｉｎ，ＡｃｈＥ）染
色最早并最为广泛应用于辅助诊断，在无神经节细胞

肠段胆碱能神经的数量增多和直径增粗，但 ＡｃｈＥ染
色敏感性不足，易漏诊。因此，免疫组织化学被寄予厚

望，常用神经特异性烯醇化酶等标记神经丛，用神经元

抗核抗体等标记神经节细胞，但这些抗体仍无法解决

上述问题［２］。钙视网膜蛋白（ｃａｌｒｅｔｉｎｉｎ，ＣＲ）的出现给
病理医师带来了希望［３－４］。在含有神经节细胞的肠

段，神经节细胞及神经纤维均表达 ＣＲ；在无神经节细
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胞肠段，神经纤维不表达ＣＲ。本研究回顾性分析对比
ＣＲ免疫组织化学染色与ＡｃｈＥ染色在ＨＤ诊断中的敏
感性及准确性，并选择了仅含１个神经丛的直肠黏膜
活检标本，观察ＣＲ的诊断是否有效。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及仪器
　　ＣＲ兔抗人抗体、Ｅｌｉｖｉｓｉｏｎ免疫组织化学试剂盒（福州迈新
生物技术开发公司）、碘化乙酰胆碱（德国 ＭｅｒｃｋＭｅｄｉｃａｌｓ）、蔡
司Ａｘｉｏｓｋｏｐ４０显微镜及ＹＣ（ＹＸ２０５０）型病理图文分析系统。

１．２　病例选择
　　随机选择２００８－２０１１年重庆市儿童医院直肠黏膜活检含
２个及以上黏膜下神经丛的有效病例１６３例，对比 ＣＲ免疫组
织化学与ＡｃｈＥ染色敏感性及准确性。其中男性１３２例，女性
３１例。年龄＜３个月病例中，非 ＨＤ５例，根治术后病检证实
ＨＤ的３４例；≥３个月的非ＨＤ１２例，根治术后病检证实ＨＤ的
１１２例。这些病例送检后均行快速法 ＡｃｈＥ染色及 ＣＲ免疫组
织化学染色。采用１～１６３号标签代替原玻片上的病理号。
　　选择２００８－２０１１年重庆儿童医院直肠黏膜活检仅含１个
黏膜下神经丛病例２６例，研究ＣＲ诊断有效性。当次活检均未
予诊断，并行再次活检。其中５例被排除 ＨＤ，根治术证实为
ＨＤ的２１例。采用ａ～ｚ号标签代替原玻片上的病理号。
　　３名病理医师独立观察ＨＥ染色切片、ＣＲ免疫组织化学染
色及ＡｃｈＥ染色切片，评定结果为ＨＤ、非ＨＤ及可疑病例。

１．３　染色方法及结果判断
　　石蜡块５μｍ切片。免疫组织化学染色采用 ＥｌｉＶｉｓｉｏｎ法，
具体如下：石蜡切片脱蜡水化，ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）冲洗３次，每次
３ｍｉｎ；高压修复；加３％过氧化氢溶液，室温下孵育１０ｍｉｎ；ＰＢＳ
冲洗；加ＣＲ，３７℃下孵育６０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗；加聚合物增强剂，
室温下孵育２０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗；加酶标抗兔聚合物，室温下孵育
３０ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗；加现配ＤＡＢ溶液，显微镜下观察３～１０ｍｉｎ。
自来水冲洗，苏木精复染，０．１％盐酸分化，自来水冲洗返蓝；脱
水、透明、封片。

　　ＡｃｈＥ染色步骤［５］：活检标本冰冻７μｍ连续切片１６个面。

现配孵育液［每１０毫升孵育液含碘化乙酰胆碱５０ｍｇ、蒸馏水
１ｍｌ、０．１ｍｏｌ／Ｌ醋酸盐缓冲液（ｐＨ值 ５．５～６．０）６．５ｍｌ、
０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸钠液 ０．５ｍｌ、３０ｍｍｏｌ／Ｌ硫酸铜液 １ｍｌ及
５ｍｍｏｌ／Ｌ铁氰化钾１ｍｌ］中３７℃下孵育１５ｍｉｎ。冲洗后，滴加
双氧水孵育５ｍｉｎ，然后冲洗、苏木精复染、脱水、封片。
　　结果判定方法如下：ＣＲ免疫组织化学染色，黏膜下神经丛
中神经纤维棕黄色着色，判定为阳性，即排除 ＨＤ；若未着色判
定为阴性，即诊断ＨＤ。ＡｃｈＥ染色［６－７］，黏膜固有层、黏膜肌层

或／和黏膜下层出现棕黄色粗大的神经纤维，≥１０条／１００倍视
野，判定为阳性，即诊断ＨＤ。若 ＜３条或未着色，判定为阴性，
及排除ＨＤ。若３～１０条，则判定为可疑病例。

１．４　统计学分析
　　数据采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件处理，采用配对计数资料的
χ２检验判断ＣＲ免疫组化染色及ＡｃｈＥ染色在不同年龄组的敏
感性差异。

２　结果

２．１　ＣＲ免疫组织化学染色及 ＡｃｈＥ染色在直肠黏膜
活检诊断和排除ＨＤ中的应用

　　ＣＲ免疫组织化学及 ＡｃｈＥ染色在直肠黏膜活检诊断结果
如表１。３名病理医师观察ＣＲ免疫组织化学切片后，一致诊断
ＨＤ的有１４４例（图１Ａ），均被证实为ＨＤ；一致排除ＨＤ的有１７
例（图１Ｂ），均被证实为非ＨＤ。其中年龄 ＜３个月病例组及≥
３个月组敏感度及特异度均为１００％。意见不一致２例，这２例
均可见在黏膜下层找到细点状淡黄色的神经纤维（图１Ｃ），２名
病理医师判断为可疑病例，１名病理医师判定为 ＨＤ。再次活
检及根治术后病检证实为ＨＤ。

表１　ＣＲ免疫组化及ＡｃｈＥ染色在直肠黏膜活检诊断应用中的对比

ＣＲ免疫组化 ＡｃｈＥ染色
年龄 ｎ

一致诊

断ＨＤ

一致排

除ＨＤ

意见不

一致

一致诊

断ＨＤ

一致排

除ＨＤ

意见不

一致

＜３个月 ３９ ３４ ５ ０ ２７ １１ １

≥３个月 １２４ １１０ １２ ２ １０７ １４ ３

合计 １６３ １４４ １７ ２ １３４ ２５ ４
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" #

!

!
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Ａ：ＨＤ痉挛段　↑：ＣＲ在ＨＤ活检标本黏膜下神经丛无表达，小图示阴性的神经丛（×４００）；Ｂ：非ＨＤ　↑：ＣＲ在非ＨＤ肠壁黏
膜肌层中的神经纤维及黏膜下神经丛中神经节细胞及神经纤维的表达，小图示阳性的神经丛（×４００）；Ｃ：ＨＤ痉挛段　↑：ＣＲ在
ＨＤ活检标本黏膜下神经丛中可见淡黄色颗粒状染色，小图示淡黄色颗粒状染色（×４００）

图１　ＣＲ免疫组织化学染色在直肠黏膜活检诊断和排除ＨＤ中的应用　（ＥｌｉＶｉｓｉｏｎ×１００）
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Ａ：ＨＤ痉挛段（×２００）　↑：ＨＤ痉挛段黏膜固有层、黏膜肌层及黏膜下层增生的胆碱能神经；Ｂ：非 ＨＤ肠壁 ＡｃｈＥ染色阴性（×４００）；
Ｃ：非ＨＤ肠壁（×４００）　↑：黏膜固有层中少量粗颗粒状结构

图２　ＡｃｈＥ染色在直肠黏膜活检诊断和排除ＨＤ中的应用

　　观察ＡｃｈＥ切片后，一致诊断ＨＤ１３４例（图２Ａ），均被证实
为ＨＤ。一致排除 ＨＤ的有 ２５例，其中 １５例被证实为非 ＨＤ
（图２Ｂ），１０例被证实为ＨＤ。其中年龄＜３个月病例组敏感度
为８１．８％，≥３个月的病例组敏感度为９６．４％。２个年龄组特
异度均为１００％。假阴性１０例中，６例为 ＜３个月的小婴儿。
意见不一致４例，均可在黏膜固有层看到少量阳性的粗颗粒状
结构（图２Ｃ），部分病理医师判断为可疑病例，其余病理医师判
定为ＨＤ。再次活检证实２例为非ＨＤ，２例为ＨＤ。
　　经χ２检验，在年龄＜３个月病例组中，ＣＲ免疫组织化学与
ＡｃｈＥ染色敏感度比较差异具有显著性（Ｐ＝０．０３），ＣＲ免疫组
织化学敏感度更高。在年龄≥３个月病例组中，ＣＲ免疫组织化
学与ＡｃｈＥ染色敏感度比较差异无显著性（Ｐ＝０．２５）。

２．２　ＣＲ免疫组化在仅含少量黏膜下层（含有１个黏
膜下神经丛）标本中的表达

　　２６例病例中，２１例黏膜下神经丛未见ＣＲ表达。再次黏膜活
检及根治术切除标本证实为ＨＤ。５例黏膜下神经丛可见ＣＲ表
达。再次黏膜活检黏膜下神经丛中找到神经节细胞，除外ＨＤ。

３　讨论

　　ＡｃｈＥ染色是一种快速高效的染色方法［６］，根据碘

化乙酰胆碱与ＨＤ患者病灶肠壁增生的胆碱能神经特
异性结合的原理，通过了解胆碱能神经的多少和分布

方式来诊断ＨＤ。切片上强烈的色彩对比使判断结果
非常容易。但染色操作复杂、试剂要求高，可导致人为

的错误结果。小婴儿假阴性的染色结果也是困扰病理

医师的难题。

　　ＣＲ是一种钙结合蛋白，能够在Ｃａ２＋离子浓度升高
时防止细胞内自由Ｃａ２＋离子的急剧升高引起的兴奋性
中毒损伤，具有保护神经的作用［８］。国内外关于ＣＲ的
研究发现，ＣＲ基因变异与ＨＤ发病有关，可致胚胎期神
经细胞内Ｃａ２＋离子缓冲能力下降及细胞损伤［９］；在正

常肠段中神经节细胞和神经纤维能够正常表达ＣＲ，但
是在痉挛段的肠管不能见到阳性显色的神经节细胞，神

经纤维不表达或呈少量细点状淡黄色着色［３，１０］。

　　本研究结果显示，在年龄 ＜３个月病例组中，ＣＲ
免疫组化敏感度明显高于 ＡｃｈＥ染色。准确区分了

ＨＤ及非 ＨＤ。ＡｃｈＥ染色假阴性的１０个病例中６例
均为＜３个月的小婴儿。有研究认为，ＡｃｈＥ染色假阴
性多见于小婴儿的原因多为超短段型巨结肠和没有取

材到无神经节细胞区［１１－１２］。这６例均被 ＣＲ免疫组
化染色结果正确诊断为 ＨＤ，从而否认了以上说法。
说明ＡｃｈＥ染色假阴性结果的部分原因是染色原理和
方法的缺陷。当神经节细胞缺失的时候，出现胆碱能

神经的增生，从而被碘化乙酰胆碱结合，由铁离子染

色。但是３个月以内的ＨＤ患儿增生的胆碱能神经量
不足以被ＡｃｈＥ染色。ＣＲ免疫组织化学染色则不受
患者年龄因素影响。

　　本研究 ＡｃｈＥ染色中，有 ４例意见不一致病例。
黏膜固有层中可见少量阳性粗颗粒状结构，而不是纤

维状结构。其中２例为ＨＤ，２例为非ＨＤ，这种染色结
果让病理医生很难诊断。ＣＲ免疫组织化学染色中，有
２例意见不一致病例，均为 ＨＤ，因其切片黏膜下神经
丛中可见少量细点状淡黄色着色，明显不同于非 ＨＤ
病例中ＣＲ阳性着色的棕黄色粗大神经纤维，应判定
为阴性，诊断ＨＤ。这种染色差异的鉴别并不困难，总
结后不会影响诊断。文献［４］报道这种淡黄色结构可
能为肥大细胞的着色或血浆的非特异性染色。

　　本研究 ＣＲ免疫组织化学染色准确鉴别了２６例
仅含有１个黏膜下神经丛的病例标本。其中２例非
ＨＤ病例。经连续切片，黏膜下神经丛中未见神经节
细胞。但 ＣＲ免疫组织化学染色阳性，提示神经节细
胞存在。经再次活检找到神经节细胞，证实为非 ＨＤ。
可见在神经丛较少的情况下，即使切片中未找到神经

节细胞，也不能轻易诊断ＨＤ。
　　本研究解决了前言中直肠黏膜活检诊断ＨＤ的难
题。切片中如果没有神经节细胞，ＣＲ免疫组织化学染
色能够通过神经纤维是否染色，间接提示神经节细胞

是不存在于相应肠壁还是没有切到，具有极高的敏感

性及准确性，能够准确诊断含１个及以上神经丛的直
肠黏膜标本，并不受年龄影响。该方法操作简单，适合

各级医院开展，应广泛推广于ＨＤ病理诊断中。
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以周围神经病变为主要表现的ＡＮＣＡ相关性血管炎１例

钟家菊１，魏有东１，曹　笃１，周婵娟２，谢　鹏２　　（４０００１６重庆，重庆医科大学：附属第一医院神经内科１，神经科学研究中

心２）

　　［关键词］　 ＡＮＣＡ；血管炎；周围神经病变
　　［中图法分类号］　Ｒ５４３　　［文献标志码］　Ｂ

［通信作者］　谢　鹏，Ｅｍａｉｌ：ｐｅｎｇ．ｘｉｅ５８＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　ＡＮＣＡ相关性血管炎（ＡＮＣＡａｓｓｏｃｉａｔｅｄｖａｓｃｕｌｉｔｉｓ，ＡＡＶ）通
常以肾脏损害及肺部受累为主要表现，也可累及全身皮肤、关

节、肌肉、胃肠道、神经系统等，但以周围神经病变为主要表现

的病例十分少见，我科收治１例，报告如下。

１　临床资料

　　患者女性，６９岁，因“发热２个多月，四肢疼痛、麻木、无力
２０余天”于２０１２年４月１７日入院。２个多月前，患者无明显诱
因出现反复高热及咳嗽咳痰，最高体温３９．９℃，于当地诊所行
感冒治疗，体温反复，病情无缓解，转入当地三甲医院治疗，仍

反复发热，体温波动在３７．５～３８．５℃；２０多天前，患者感右下
肢肢体疼痛、麻木、无力，半天后逐渐向左下肢及双手蔓延，不

能行走，无头痛、恶心、呕吐及大小便障碍。肌电图示：双下肢

备检肌神经源性损害，脑脊液无色透明，细胞总数１０×１０６／Ｌ，
有核细胞数２×１０６／Ｌ，蛋白０．３５ｇ／Ｌ，糖和氯化物正常，骨髓培
养、血培养及肥达试验（－），胸部 ＣＴ提示双肺间质性病变及
双下叶肺炎，纤维支气管镜未找到肿瘤及结核依据，心脏彩超

未见异常，当地三甲医院全院会诊后考虑诊断“肺部感染、吉

兰巴雷综合征（ＧＢＳ）”，予以抗感染、止痛、营养神经等治疗

后，咳嗽咳痰明显好转，但高热及全身疼痛、麻木仍持续存在，

为进一步诊治遂来我院。既往：高血压病史３年，否认外地久
居史及旅游史。

　　入院查体：神清，精神差，对答切题，查体合作，颅神经
（－），双侧大小鱼际肌可见轻度萎缩，双上肢肌力Ⅳ级，双下肢
肌力Ⅳ，肌张力不高，四肢腱反射对称（－），双上肢及双下肢大
腿下１／３以下肢体痛觉减退，深感觉未见异常，双侧病理征
（－）。体温：３８．９℃，全身皮肤未见皮疹，咽部未见充血，双肺
呼吸音粗，未闻及干湿音，心腹查体未见异常。

　　辅助检查：ＷＢＣ１８．９８×１０９／Ｌ，Ｈｂ９６．０ｇ／Ｌ，ＰＬＴ４４３×
１０９／Ｌ，ＢＵＮ３．１０μｍｏｌ／Ｌ，ＣＥＲＡ３９μｍｏｌ／Ｌ，ＵＡ１０１μｍｏｌ／Ｌ，脑
脊液无色透明，细胞总数５０×１０６／Ｌ，有核细胞数５×１０６／Ｌ，蛋
白０．３７ｇ／Ｌ，糖和氯化物正常。肌电图提示：双侧正中、尺、胫、
腓及右侧桡神经损害，双Ｆ波及 Ｈ反射传导速度减慢，右侧肱
三头肌及双侧肱二头肌、大小鱼际肌、腓肠肌神经源性损害。肝

功、电解质、血脂血糖、肌酶谱、癌谱、大小便常规等未见异常。

进一步辅查：ＥＳＲ７５ｍｍ／ｈ，ＣＲＰ１２５．００ｍｇ／Ｌ，ＲＦ１９７．０ＩＵ／ｍｌ，
ＨｓＣＲＰ＞２０；ｐＡＮＣＡ（＋，１∶３２），ＭＰＯ（＋），ｃＡＮＣＡ（－），ＰＲ３
（－）。结合患者病史体征，我科考虑诊断：①ＡＮＣＡ相关性血
管炎；②肺部感染；③高血压病２级，中危。结合风湿免疫科会
诊意见，予以甲泼尼龙４０ｍｇ，１次／ｄ，静滴２周治疗后改为口
服泼尼松片５０ｍｇ，１次／ｄ，同时予以抗感染、营养神经等对症治
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