
定测将是其发展的趋势#

DL>U,*J扩增反应中可以形成可视的焦磷酸

镁白色沉淀!因此肉眼也可进行结果判别
.'/

# 目前!

日本已利用这种特性研制出专门用于 U,*J检测的

实时监控浊度仪!可以实现对 U,*J扩增过程的全程

实时监控!但其价格昂贵不适于推广应用# 利用电泳

检测法判定结果具有灵敏度高的优点!对于一些弱阳

性样本或扩增效率较低时的结果判定具有良好效果#

其缺点是需要电泳设备和时间!并且要开盖检测!而

此过程易产生气溶胶污染!影响后续实验# 通过肉眼

观察焦磷酸镁沉淀进行结果判定简便易行!反应后不

用开盖!避免了气溶胶污染!但此方法判定结果比电

泳检测灵敏度低 % )3 个数量级!在模板拷贝数很低

或扩增效率不高时!此方法容易造成假阴性# 反应后

加荧光染料法的优点是灵敏度较高!在直接观察不能

准确判断结果时!加入荧光染料可增加其可视性!提

高判断的准确度,缺点是需要反应完成后开盖加染

料!易产生气溶胶污染# 反应前加染料法在反应完成

后不需开盖即可观察结果!避免了气溶胶污染!同时

该染料经优化后!阴阳性色差明显!更容易判断结果!

避免了前 3 种方法的缺点#

从临床诊断需求来说!大部分检测只需要定性!

因此!反应前加入不抑制反应的染料是即满足检测的

灵敏度需求!又可避免气溶胶污染!同时价格低廉的

结果判定方法!在未来的 U,*J诊断试剂中有较大的

发展空间!有望在临床诊断上得到广泛应用#
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获得性食管气管瘘食管改道术后旷置

食管结构及屏障功能研究

杨!光!白光振!李小飞!王小平!周勇安!韩!勇!姜!涛!程庆书

摘!要!目的!探讨获得性食管气管瘘):08=X/2/12ZX8H/8@\Q1:[@8!LAC*食管改道术后旷置段食管组织结构及屏障功能的变

化情况# 方法!对 "& 只瘘旷置),组*杂种犬""& 只食管单纯旷置)<组*杂种犬及 & 只正常)S组*杂种犬的旷置段食管及正常

食管进行大体标本"EA染色"透射电镜)LA**"扫描电镜)RA**"硝酸镧示踪观察研究# 结果!,组与 <组犬旷置段食管组织结

构及屏障功能变化一致# ,"<组与 S组相比(

*

食管组织结构发生改变!黏膜下层腺体减少"缺失,

+

细胞间隙增宽!桥粒数目减

少!屏障功能降低!但基膜完整未见破坏!镧颗粒未能突破,

,

细胞间隙极易见到镧颗粒填充!呈线状分布# 结论!对于难治性获

得性 LAC!食管旷置术并食管改道术是简便"可行"有效的方法!术后并发症少!值得推广应用#

关键词!瘘!旷置!屏障功能
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!!获得性 LAC是一种少见的难治性胸部疾病# 对

于瘘口位置低"面积大及直接修补困难且失败的获得

性 LAC在处理上仍然是一个问题# 我们采用食管改

道术 j瘘旷置术先后治疗了多例患者!术后恢复了呼

吸道和食管功能!效果良好# 然而术后旷置段食管结

构及功能有何改变尚不清楚!为此我们首先建立犬食

管气管瘘动物模型!行食管改道术 j瘘旷置术!进而

观察旷置段食管的结构及屏障功能有何变化!这些变

化对此术式是否有利!为采用该术式治疗难治性获得

性 LAC提供依据#

对象与方法

"Y实验动物与分组(

*

实验动物(体重为 "& )%4PH成年

健康杂种犬 3& 只!雌雄不限!均购于第四军医大学动物实验

中心,

+

分组(随机分为 ,组 )LAC模型建立 j食管旷置术*

"& 只!<组)单纯食管旷置术*"& 只"S组)空白对照*& 只#

%Y模型制作(

*

,组犬术前用硫化钠脱毛备皮# 速眠新

)

注射液 4Y%I@5PH肌内注射麻醉后!将犬固定于手术台上!

气管插管并行静脉切开输液# 取左颈前距正中线约 "Y&=I纵

行切口!切口长约 "4=I!充分暴露食管及气管!将食管后壁正

中纵行切开约 F=I!经此切口将食管前壁及气管膜部纵行切

开约 %Y&=I)图 "*!将食管前壁和气管膜部切口边缘间断缝合

固定!后将食管后壁切口间断缝合# 取腹部正中切口!行常规

胃造瘘术# 术后 ,组犬行氨苄西林.F 克5)只-天*/抗炎治

疗 3 天!并行胃饲营养 )饲料购于第四军医大学动物中心*#

术后第 F 天行电子支气管镜检查!并在食管腔内注入亚甲蓝

观察模型建立是否成功)图 %*# 模型建立成功后!在术后第 '

天行食管改道术 j瘘旷置术!距瘘口上下缘约 "=I处切断食

管!间断缝合旷置段食管两端)图 3*!随后将上下段断离食管

分别在颈前右外侧行外置术)图 F*!术后 ,组犬行氨苄西林

.F 克5)只-天*/抗炎治疗 ' 天!并行胃饲营养,

+

<组犬术

前准备及切口同 ,组犬!将一段约 $=I食管旷置!间断缝合

旷置段食管两端!上下段断离食管分别在颈前右外侧行外置

术# 取腹部正中切口!行胃造瘘术# 术后 <组犬行氨苄西林

.F 克5)只-天*/抗炎治疗 ' 天!并行胃饲营养,

,

S组犬正

常饲养#

图 ()大体标本

食管前壁及气管膜部纵行切开

!

图 -)电子支气管镜检

CY食管气管瘘瘘口,LY气管

!

3Y实验方法(

*

观察 ,"<组犬一般情况,

+

标本获取和

观察(,"<组犬分别在旷置术后第 " 周"3 周"( 周股动脉放血

处死各 & 只!S组犬在第 ( 周股动脉放血处死 & 只# 在各时间

点取 ,"<"S组每只犬食管标本!观察食管腔内及黏膜层变

化,

,

EA染色(在各时间点取 ,"<"S组每只犬食管组织各 3

-"'-
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图 .)大体标本

旷置段食管

!

图 /)大体标本

食管外置上"下口

!

块!中性甲醛固定!常规脱水!二甲苯透明!石蜡包埋!行 EA

染色,

-

透射电子显微镜 )LA**观察(在各时间点取 ,"<"S

组每只犬食管组织各 % 块)"IIi"IIi3II*!冲洗! 36戊

二醛预固定!"6锇酸后固定!脱水!环氧树脂包埋!半薄切片

定位)甲苯胺蓝染色!光镜观察*后!超薄切片!用醋酸铀及铅

双染色!行 LA*观察,

.

硝酸镧示踪(在第 ( 周取 ,"<"S组每

只犬食管组织各 " 块!大小约 "IIi"IIi3II!以 36戊二

醛加 F6硝酸镧 )4Y"I2@5U二甲砷酸钠缓冲液配制!ZE'YF*

预固定!用 %6硝酸镧二甲砷酸钠缓冲液漂洗!"6锇酸后固

定!脱水"环氧树脂包埋!超薄切片后用醋酸铀及铅双染色!行

LA*观察,

0

扫描电子显微镜) RA**观察(在各时间点取 ,"

<"S组每只犬食管组织各 " 块)( )"4II

%

*!36戊二醛预固

定!锇酸 >丹宁酸 >锇酸处理后脱水"干燥!用离子溅射仪喷

涂!行 RA*观察#

FY实验仪器(日本电子 NA*>%444Ag透射电子显微镜!

日立 R >3F44b扫描电子显微镜!均由第四军医大学电镜中心

提供#

结!!果

"Y,"<组犬一般情况(

*

,"<组犬在各时间点

时均存活,

+

,组犬在瘘旷置术后 ' 天内呼吸急促!

有呛咳现象!未见咳痰咯血!后恢复正常,

,

<组犬在

食管旷置术后 % 天内呼吸稍急促!未见咳嗽"咳痰"呛

咳等现象!后恢复正常#

%Y标本观察!EA染色及电镜结果(

*

标本观察(

,"<组犬与 S组犬相比!存活 " 周时未见明显变化,

存活 3 周时!旷置段食管黏膜表面黏液性物质减少!

黏膜层光滑完整!食管韧性及收缩性良好!余未见异

常,存活 ( 周时!旷置段食管黏膜表面缺乏黏液性物

质!黏膜层光滑完整!色泽发白!食管韧性及收缩性良

好!余未见异常,

+

EA染色(,"<组犬与 S组犬相

比!存活 " 周时!黏膜层未见明显改变!黏膜下层有少

到中量炎性细胞浸润)图 &*!食管腺体萎缩"减少!肌

层及外膜未见改变,存活 3 周时!黏膜层存在!但细胞

层数减少!缺少乳头样结构!黏膜下层腺体较前明显

萎缩"减少)图 $*!黏膜下层微血管数量"密度减少并

有少量炎性细胞浸润!肌层及外膜未见改变,存活 (

周时!黏膜层存在!但细胞层数较前明显减少!乳头样

结构缺失!黏膜下层腺体大量减少"缺失!微血管数

量"密度较前有所增加)图 '*!肌层及外膜未见明显

改变,

,

电镜观察结果(,"<组犬存活 " 周"3 周"(

周!与 S组犬相比!RA*见食管黏膜层上皮细胞间隙

逐渐增宽)图 (*!部分上皮细胞脱落"紊乱!细胞表面

微皱减少"不规则!存活第 ( 周!,"<组犬食管黏膜层

胶原束露于表面,LA*见黏膜层细胞间隙逐渐增宽!

桥粒"半桥粒数量减少!细胞间连接结构减少!但都未

发现细胞器严重损害!基膜完整无改变,硝酸镧示踪(

存活第 ( 周!,"<组犬食管黏膜层细胞间隙极易见到

镧颗粒填充!呈线状分布)图 #*!部分呈不规则斑点

状!细胞内偶可见小颗粒状镧颗粒!未见镧颗粒突破

基膜!并见巨噬细胞吞噬镧颗粒现象#

图 4)P6染色) i%44*

箭头所示为中性粒细胞

!

讨!!论

获得性 LAC的诊断方法主要包括 SL"食管造影

及食管镜"电子支气管镜检查等方法
."/

# 一般来说!

-%'-
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图 _)P6染色) i%44*

黏膜层细胞层数减少!黏膜下层腺体明显萎缩"

减少!黏膜下层微血管数量"密度减少

!

图 `)P6染色) i"44*

黏膜层乳头样结构缺失!黏膜下层腺体大量减少"

缺失!微血管数量"密度较前有所增加

!

图 R)W63) i&P*

见食管黏膜层上皮细胞间隙增宽

!

根据气管处瘘口的位置及尺寸!外科治疗主要包括气

管食管瘘切开分别修补术,食管双瓣修补气管缺损!

同期完成胃或结肠代食管术,食管后壁瓣修补气管缺

损"结肠代食管术
.%!3/

,支架及纤维蛋白胶
.F/

等治疗

方法!以上方法对于复杂性"面积过大及直接修补失

败的获得性 LAC!无法取得良好效果!术后早期会出

图 Z)+63) i34K*

黏膜层细胞间隙镧颗粒呈线状分布

!

现再瘘和后期气管或食管狭窄等并发症
.&/

# 因此我

们在 e:@/̂等
.$/

介绍的方法上进行了改进
.'/

!用此方

法治疗了多例经直接修补"直接修补加间置皮瓣均失

败的 LAC及巨大型 LAC患者!手术操作简便"有效!

术后恢复了呼吸道和食管功能!无一例再瘘及气管狭

窄等并发症!效果良好# 为了进一步了解旷置段食管

的病理改变及屏障功能有何改变!这些改变对此术式

和恢复是否有利!为此我们设计了该动物实验!为采

用该术式治疗难治性的获得性 LAC提供可靠依据#

此实验在制作动物模型之际!采用颈部食管旷

置!上下段游离食管外置的方法!此方法的优点在于

不需开胸手术!减少创伤及术后肺部并发症的发生!

降低病死率# 上段食管外置可以使犬唾液流出体外

不会导致误吸!下段食管外置间接起到了胃肠减压的

作用!不会因胃造瘘胃饲营养使腹内压过高!避免反

流影响实验结果# 此动物模型稳定"易行!达到了后

期实验的要求#

正常生理状态下食管黏膜无吸收功能!其黏膜结

构的完整性决定了对离子及小分子物质的屏障功能#

食管黏膜在一定程度上能抵抗胃酸"胆盐及一些其他

化学物质的损害!从而保证食管结构与功能的稳

定
.(!#/

# 一般化学物质通过胃肠壁的途径有两种(第

" 种主要通过细胞表面的微孔"细胞间的微隙及细胞

膜的脂溶性途径!第 % 种途径主要是透过细胞间的表

面连接
."4/

!细胞间连接的变化是决定一些较大分子

量物质通透性的重要因素# 桥粒存在于上皮组织中!

主要是维持上皮结构的完整性和稳定性!半桥粒位于

上皮细胞的底面!作用是把上皮细胞与其下方的基板

连接在一起!桥粒"半桥粒及上皮基膜对维持上皮组

织的稳定性和分子屏障功能具有重要意义
.""/

# 镧离

子作为电镜示踪物目前已经在超微结构的研究中得

-3'-
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到了广泛的应用!镧颗粒不能通过正常的细胞膜及细

胞间紧密连接!可用来有效的观察细胞膜及细胞连接

的损伤情况
."%/

#

本实验通过 EA染色"RA*"LA*及镧示踪法等

技术对旷置段食管的组织结构和屏障功能进行了观

察和研究# 实验发现!,"<两组与 S组相比!旷置段

食管黏膜上皮细胞层数减少变薄!黏膜下层中腺体减

少甚至缺如!有利于减轻术后旷置段食管因分泌黏液

对呼吸道产生的刺激# ,"<组黏膜层桥粒"半桥粒数

量明显减少"密度降低!上皮细胞间隙增加!细胞间连

接结构也减少!并可见镧颗粒在黏膜层细胞间隙内存

在且细胞内偶可发现镧颗粒!以上改变使旷置段食管

易受到一些外界抗原物质"毒素等的侵害!从而加剧

局部组织的病理损害
."3/

!使旷置段食管发生糜烂"溃

疡及再瘘等并发症# 但在本实验中未见以上并发症

发生!旷置段食管肌层及外膜未见萎缩缺如!韧性及

收缩性良好!这与基膜的完整性有着重要关系# 本实

验中!虽 ,"<组桥粒"半桥粒密度减少!上皮细胞间

隙增加!但上皮基膜完整未见破坏!镧颗粒未能突破!

这对维持上皮组织的稳定性和分子屏障功能具有重

要意义
.""/

!它起到了保护性作用!保证了旷置段食管

不易发生糜烂"溃疡和再瘘等并发症!旷置段食管基

膜的完整未改变有利于本术式#

本实验还发现!,组与 <组之间食管组织结构与

上皮屏障功能的改变无明显差异!说明瘘旷置与食管

单纯旷置对食管的影响相同!所以可以认为食管旷

置对食管组织结构及屏障功能的改变起了决定性

的作用!这种改变的发生与旷置段食管黏膜层细胞

层数减少"黏膜下层炎性细胞浸润及早期微血管数

量减少密切相关!今后在该术式应用中应尽量解决

上述问题#

总之!对于难治性的获得性 LAC!食管旷置术并

食管改道术是简单"可行且有效的方法!易于推广!术

后患者恢复良好!远期未见旷置段食管糜烂"溃疡及

再瘘等并发症!效果满意#
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中国重离子治癌关键科学技术问题研究启动

!!由中科院近代物理研究所张红研究员为首席科学家主持的国家重点基础研究发展计划)$#'3%计划*项目000重离子治癌

关键科学技术问题研究日前在兰州市启动,同时启动的还有以该所所长肖国青研究员为首席科学家主持的$高能离子束与物质

相互作用的微观机理研究%# 两个项目是近代物理研究所首次作为第一承担单位主持的$#'3 计划%项目# 两个项目的开展有望

在离子束技术应用的新原理"新方法方面取得突破!为我国新型材料的发展"信息和新能源"生命医学科学等国民经济和国家安

全领域的重大需求奠定必要的理论和实验基础# $高能离子束与物质相互作用的微观机理研究%"$重离子治癌关键科学技术问

题研究%两个项目前两年将分别获得国家 #"' 万元和 #'3 万元经费支持!项目执行期为 & 年#
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