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Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ神经染色法再改良在中空器官中的应用
李　艳，黄小勇，邓义波，黄　建，陈道邦　（四川大学华西基础医学与法医学院，四川 成都 ６１００４１）

　　［摘　要］　目的　探讨Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ肌内神经染色法再改良在中腔器官染色中的应用。方法　使用再改良的Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ肌内神经染
色法整体染色人的食管、胃、膀胱。结果　各器官染色后，不需要剪开器官，支配食管、胃、膀胱的神经在器官壁内清晰可见，神经的
分支以及分支间的联系可见。结论　Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ肌内神经染色法不仅适用于骨骼肌肌内神经染色，也适用于平滑肌，只要处理得当较
大的器官不剪开的情况下也适用。
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　　随着现代微创外科的发展，医生越来越重视术后
病人的生活质量，如何才能在手术中尽可能地保留手

术部位残留器官的功能以及减少相关并发症的发生是

医生十分关注的问题。因此对器官壁内神经分布的了

解有了更多的要求。一般对器官神经支配的研究是采

用大体和显微外科解剖的方法，可以粗略显示神经在

肌内分布情况，但是随着神经的不断分支，神经纤维越

来越细小，变得难以与血管和结缔组织区别［１］。自从

１９世纪ＣｈａｒｌｅｓＳｉｈｌｅｒ采用Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ神经染色法进行完
整肌内神经研究以来，经过学者的不断改良［２４］，到目

前为止被认为是完整肌内神经分支分布研究优先选择

的方法，主要应用于研究哺乳动物的骨骼肌。杨胜波

等［５］用该法研究了人胃壁内迷走神经的分布；赵泽驹

等［６］用该法研究了人膀胱肌内的神经支配及分布，认

为Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ神经染色法也适用于研究平滑肌肌内神经
的分布。但是在研究迷走神经的实验过程中沿胃大弯

侧切开胃，研究膀胱壁内神经时自膀胱尖沿膀胱长轴

纵行剪开膀胱前壁，这些切开破坏了器官结构的整体

性，有可能破坏神经在切开区域的分布，且染色效果不

好。本实验中在不切开中空器官的情况下应用再改良

的Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色法完整清晰显示了神经在器官壁内的
分布以补充解剖学的资料，为临床应用提供依据，也为

以后研究中空器官提供一定的实验方法。

１　材料与方法

１．１　材料
　　以合法途径取得人食管标本１５例，胃标本１５例，膀胱标本
１５例。从舌骨平面到十二指肠上部取食管和胃，保留食管两侧
的组织结构；切取膀胱并保留双侧输尿管盆段约４ｃｍ。生理盐
水冲洗，１０％福尔马林常温固定６周。

１．２　再改良的Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ肌内神经染色法
１．２．１　除色素　　组织固定后用流水冲洗至无甲醛味，约１０
ｈ。冲洗胃、食管时可以从胃幽门处插乳胶管，冲洗膀胱时可以
从尿道内口插入带有特制玻璃管的乳胶管，缓慢冲洗胃、食管、

膀胱内壁，水从食管端、输尿管端流出。为了加快冲洗膀胱壁

可在膀胱壁上插入两个 ５号针头以便水流出。然后用 ３％
ＫＯＨ加３％ Ｈ２Ｏ２溶液灌入胃、食管、膀胱内，除色素，液体变浑
浊后及时更换，并随时观察标本中神经在器官壁内变化，此过

程约需３～４周。
１．２．２　脱钙　　标本置于流水下冲洗３０ｍｉｎ，浸入 Ｓｉｈｌｅｒ’ｓⅠ
溶液进行脱钙，在胃、食管、膀胱内灌入脱钙液，约每４ｄ换脱钙
液１次。需要３周左右至透明。
１．２．３　染色　　脱钙后的标本在流水下冲洗３０ｍｉｎ，在胃、食
管、膀胱内灌入染色液，浸入Ｓｉｈｌｅｒ’ｓⅡ溶液染色，每１～２周换
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染色液１次，直至肌内神经染色为止，此过程需２～３周。
１．２．４　脱色　　将染好色的标本置于流水下冲洗３０ｍｉｎ，然后
将标本放入酸性分化液（由１份盐酸，１００份７０％酒精溶液配制
而成）进行脱色，随时在 Ｘ线片阅片箱下观察肌内神经与肌肉
颜色的对比度，直到肌内神经显示紫蓝色，肌肉呈棕红色为止。

此过程时间视标本大小及肌肉厚度而不同。再次改良的方法

不需要中和，脱色完毕后只需置于流水下冲洗３０ｍｉｎ。
１．２．５　透明　　剔除筋膜，然后将标本依次放入４０％、６０％、
８０％、１００％梯度甘油中进行透明，及时更换甘油。每个梯度透
明３ｄ，透明过程中注意观察，进行轻轻搅拌以透明均匀。避光
保存在加入少许麝香草酚的１００％甘油中。在Ｘ线片阅片箱下
仔细观察肌内神经与血管的分支分布，照相。

２　结果

２．１　迷走神经在食管的分布
　　经染色处理后的食管成透明胶冻状，迷走神经在食管壁内
的走行清晰可见（图１）。食管上段前壁神经分支鲜见，后壁左
右两侧均有迷走神经分支穿入，且两侧的神经分支之间有联

系，吻合成不规则的多边形。两侧的迷走神经在食管中下段的

前、后壁形成丰富的神经丛。右迷走神经发出分支形成食管后

丛，部分神经纤维与左侧迷走神经形成食管前丛。左侧迷走神

经分出的分支主要形成食管前丛，部分神经纤维参与右侧迷走

神经形成食管后丛。

ａ：食管上段后壁神经分布及分支间的联系；ｂ：食管中段前壁迷
走神经的分布及分支间的联系；Ａ：食管上段左侧迷走神经分
支；Ｂ：食管上段右侧迷走神经分支；Ｃ：左右分间的联系；Ｄ：上下
左右分间吻合成不规则多边形；Ｅ：右侧迷走神经；Ｆ：左侧迷走
神经分支

图１　食管壁迷走神经的分布及分支间的联系

２．２　胃迷走神经的分支分布
　　染色后的胃成透明胶冻状，神经分支较细小，有胃底支、胃
体支、幽门前支、幽门后支。分支间在临近胃小弯１／３处开始
有分支，向胃大弯发出各级分支，呈扇形分支分布，且分支间有

吻合联系。在胃大弯侧胃前支和胃后支有吻合（图２）。

ａ：胃迷走神经前干的分支分布；ｂ：胃迷走神经后干分支分布；Ａ：
胃底支；Ｂ：胃体支Ｃ：幽门前支；Ｄ：胃体支；Ｅ：胃体支；Ｆ：胃底支

图２　胃迷走神经的分支分布

２．３　膀胱壁内神经的分支分布
　　染色后的膀胱成透明状，在左右输尿管附近有较多的神经
分布，向前下走行，沿途发出分支，分支间有交叉连接，支配膀

胱两侧面及膀胱尖。右侧输尿管附近神经较左侧多。左右输

尿管口之间有较多的神经纤维分布，神经纤维向前延伸（图３）。
膀胱三角区神经密集，是否和膀胱三角区一些疾病的发生存在

联系，有待进一步研究。膀胱前壁神经分布较少。

ａ：两输尿管间的神经向前延伸；ｂ：膀胱右侧面观（神经向侧面
走行）

图３　膀胱壁内神经的分支分布

３　讨论

　　Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色法是目前研究骨骼肌内神经分布的
优先选择方法，从实验结果可以看出，此法不仅适用于

骨骼肌肌内神经的染色，同样适用于平滑肌肌内神经

的染色。虽然杨胜波、赵泽驹等［５６］用该法研究了胃和

膀胱壁内的神经分布，但是都不同程度地破坏了器官

·７４２·
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的完整性。现就Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ神经染色法在空腔器官中的
应用以及笔者在实验中的一些经验加以讨论。

３．１　关于空腔器官的固定
　　王林波等［７］在消化道肿瘤切缘伸缩性的研究中指

出：空腔器官离体后就有不同程度的回缩，切除标本离

体后食管回缩４４．５％、胃回缩１３．６％。标本在固定的
过程中又有一定的回缩，不同的器官回缩率不等，以固

定后６～８ｈ回缩率明显，超过１２ｈ后标本基本不再回
缩。因此在固定空腔器官时，应当把空腔器官内腔用

生理盐水冲洗干净，在腔内灌入适量固定剂使空腔器

官处于适当充盈状态以维持器官的正常形态。固定１
周后固定液浑浊要更换固定液。

３．２　器官的除色素
　　在用流水冲洗的过程中，为了加快甲醛被冲洗去
除的速度，可以在空腔器官内放置连有特制玻璃管的

乳胶管。冲洗后向空腔内灌入适量除色素的液体以加

快除色素的速度和保证除色素内外壁均匀。不需要切

开空腔器官以保证器官的完整性。在除色素的过程中

器官组织会变软，组织间隙也会增大，因此每次换液时

操作要轻柔以免折断在器官外的神经干。

３．３　除钙和染色
　　在除钙和染色的过程中，每次流水冲洗时都应该
冲洗器官的内壁，除钙液和染色液都要适量灌入空腔

器官内以达到器官除钙和染色均匀。由于空腔器官软

化后体积增大，壁变薄，在Ｘ线片阅片箱上观察时器官
也应灌入适量相应的液体，以免空腔器官前后壁重叠，

影响观察效果。

３．４　脱色与透明
　　在脱色的过程中，器官腔内灌入适量脱色液使壁
内、壁外同时脱色，脱色过程中，标本放在适当的容器

内在摇床上震荡以脱色均匀。据实验观察发现：支配

空腔器官壁内的神经相对细小。在脱色的过程中要不

断观察，及时终止脱色过程以防脱色过度。使用的酸

性分化液脱色快，其中含有的７０％酒精具有部分脱水
作用，脱色的过程中有透明效果，脱色后就可以看到神

经之间的细小分支。透明过程中，不同梯度浓度的甘

油适量灌入器官腔内增加透明的速度，标本完全浸泡

在甘油溶液中。标本在低浓度的甘油溶液中会有部分

脱色，注意观察，适当缩短标本在低浓度甘油溶液中的

时间。拍照时，避免器官壁重叠，在器官腔内灌入适量

１００％的甘油。
　　国内外学者应用Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色法对骨骼肌进行了
大量的研究，但该方法本身也有局限性［８］。其优点首

先是，Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色法能在不切开或者不对标本切片的

条件下，在完整的标本上观察到细小神经。其次，可以

显示神经分支之间的联系。再者，整体染色不需要切

片，能够清楚显示相邻结构之间的毗邻关系。可以同

时观察到内在神经和动脉血管。Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色法还是
存在一定的局限：①不能区分运动神经元和感觉神经
元，只是选择性的使包绕神经轴突的髓鞘着色，神经种

类的辨别只能追踪到穿入标本的神经干。②与其他实
验方法相比，该方法十分费时，并且成功与否与实验者

的经验相关。每一步骤的终止都依赖于实验者的经

验。③由于是整体标本的染色方法，染色的质量会随
着标本的大小和肌肉厚薄的不同而有差异。王启明

等［９］通过对Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色法中固定、脱色、除钙、透明
这几个步骤改良，研究家兔不同形态肌的神经分布，得

出再改良后的Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ肌内神经染色法较再改良前更
省时、更经济、更实用。但是总体来看整个染色过程还

是较长。

　　随着修复重建外科以及微创外科等相关学科的发
展，对肌内和中空器官壁内神经分支分布有了更高的

要求，Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色技术的开展可以指导选择和切取部
分肌肉用作移植，尽最大可能地减少肌肉内的神经损

伤，保证肌肉移植后具有正常的神经支配，以重建其运

动功能，尽可能地保留供区的各项功能。１９６４年
Ｎｉｅｌｓｅｎ［１０］指出：迷走神经切断治疗十二指肠溃疡可以
引起胆结石的形成，同时胰腺的降低分泌反应，失去胰

岛素反应，小肠扩张，肠绒毛减少，脂肪的吸收降低。

研究中空器官壁内的神经分支分布有助于临床工作中

对中空器官手术入路和手术方式的选择，最大限度地

保护手术区器官功能，同时保留与相邻器官之间的功

能关系。本文认为Ｓｉｈｌｅｒ’ｓ染色法的进一步应用和改
良尚需要深入探索。
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·个案与短篇·

类风湿性关节炎累及环杓关节致呼吸障碍１例
彭　雪，黄茂华　（第三军医大学西南医院耳鼻咽喉科，重庆 ４０００３８）

　　［关键词］类风湿关节炎；环杓关节炎；呼吸障碍
　　［中图分类号］Ｒ５９３．２２　［文献标识码］Ｂ　［文章编号］１６７２５０４２（２０１３）０３０２４９０１

　ＤＯＩ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．１６７２５０４２．２０１３０３００６
　［收稿日期］２０１３０３２５　　［修回日期］２０１３０４１０

　　类风湿性环杓关节炎具有较高的发病率，１／４的环杓关节
炎患者患有类风湿性关节炎［１］。该病多见于成人，由于临床症

状不典型，且症状和体征易被误诊为喉炎、声带麻痹等其他喉

部相关疾病，因此得不到及时合理地检查和治疗。本文就我科

诊断的１例类风湿性关节炎累及环杓关节病例报告如下。

１　资料与方法

　　患者，女，３１岁，现因声音嘶哑６个月，呼吸困难４个月，症
状加重７ｄ后于２０１３年２月２６日以“Ⅱ度呼吸困难待查”收入
我院，就诊于耳鼻咽喉科。入院后给予持续低流量吸氧，予以

雾化吸入布地奈德混悬液２ｍｇ，每日２次。完善患者相关检
查，电子鼻咽喉镜示（图１）：喉黏膜稍充血，表面尚光滑，声门
裂较窄，左杓会厌襞固定，右杓会厌襞动度可。磁共振（头颈

ＭＲＩ）检查提示：左侧声带形态不规则，局限性隆起，右侧声带
增厚，声门变窄。双侧梨状窝形态正常。双侧颈部未见明显肿

大淋巴结影。超声（小器官）检查提示：甲状腺超声未见明显异

常。ＲＦ（胃肠检查）检查提示：食管吞钡检查未见明显异常。
追问病史，患者反复多关节肿痛１８年余，多关节畸形１０年，经
外院确诊类风湿性关节炎并间断治疗该病１０年余。根据患者
病史、症状、体征诊断为Ⅱ度呼吸困难：类风湿性环杓关节炎。

图１　电子鼻咽喉镜检查

２　结果

　　建议行气管切开术加杓状软骨切除术加声带切除术，但患
者拒绝手术治疗，要求出院，经反复劝说无效，于２０１３年２月
２８日出院。出院时患者仍诉声嘶，平静时无呼吸困难，稍运动
后呼吸困难可达Ⅱ度。

３　讨论

　　类风湿关节炎是一种以关节滑膜炎为特征的慢性全身性
自身免疫性疾病。在耳鼻咽喉科的特殊表现以环杓关节炎为

临床特征，其主要表现有声嘶、喉痛、呼吸困难等。对于类风湿

性关节炎病史短或者未曾确诊的患者临床应该与由各种原因

引起的声带麻痹相区别。特别是有上诉主要表现的类风湿性

关节炎患者或有关节痛史者应考虑环杓关节炎的存在。并利

用辅助检查，如喉 ＣＴ、颈部磁共振、超声等以排除咽喉和甲状
腺肿瘤，以及肺、食管、纵膈等胸腔疾病。该病例类风湿性关节

炎诊断明确，以后出现声嘶、呼吸困难，检查见左杓会厌襞固

定，右杓会厌襞动度可，声门裂较窄，其原因为类风湿关节炎致

环杓关节固定。

　　环杓关节炎还应区别于病毒感染引起的双侧喉返神经麻
痹或者急性喉炎。此类患者多有上感史，后出现声嘶。但喉腔

检查无明显环杓关节僵硬、固定。该病例无上感史，无支持喉

返神经炎和急性喉炎的根据。针对环杓关节炎患者的治疗，主

张一旦确诊尽早开始规则联合使用非甾体抗炎药物，耳鼻咽喉

科对症治疗，如雾化吸入等。若保守治疗无效且出现呼吸困难

应及时行气管切开术。对于慢性声带固定患者可行杓状软骨

拨动术、杓状软骨黏膜下切除并声带外移动术等［２］。
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