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长期失神经支配人的环杓后肌形态观察的研究
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［摘要］　目的：探讨长期失喉返神经后人的环杓后肌形态学的变化规律，为临床晚期喉神经修复的有效性提供理论依据。

方法：不同时限喉返神经损伤的患者环杓后肌标本按神经损伤时限分为４个组：６～１２个月（１２例）、１～２年（１０例）、２～３年

（８例）及大于３年组（８例）。以正常环杓后肌作为对照组（１２例）。采用 ＭＡＳＳＯＮ三色染色、图像分析系统定量分析失神经

后喉肌截面的肌纤维和胶原结缔组织纤维截面积的变化；采用肌肉琥珀酸脱氢酶（ＳＤＨ）染色和运动终板胆碱酯酶（ＡｃｈＥ）染

色，细胞计数分析失神经不同时限的环杓后肌两类肌纤维和运动终板数量的变化。结果：随着失神经时限的延长，胶原纤维

截面积逐渐增加，而肌纤维的截面积逐渐减少。各组间比较均有显著性差异（Ｐ＜０．０１），失神经０．５～２年内肌肉截面积／胶原

截面积比率下降最为明显，失神经２年以后肌纤维化明显减缓，但失神经３年后仍残留肌纤维相对截面积为正常对照组的

４８％。长期失神经后会导致肌纤维类型发生变化，红肌的比例逐渐上升，白肌的比例逐渐下降，各组间比较均有显著性差异

（Ｐ＜０．０１）。运动终板的数量随失神经时限的延长而减少，１年以上标本未观察到ＡｃｈＥ染色的运动终板。结论：长期失神经

喉肌和胶原结缔组织截面积变化提示失神经２年内是肌肉纤维化最严重时期，但失神经３年后仍残留肌纤维相对截面积为正

常对照组的４８％。失神经后喉肌纤维类型的变化提示该变化的目的是为了减少肌细胞凋亡。人环杓后肌运动终板消失时限

为１年。本实验表明晚期神经修复仍能获得部分或全部喉功能是有其形态学基础。
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　　喉返神经损伤为平战时常见伤病。微创甲状腺
手术的兴起，手术切口小，手术视野狭小，甲状腺手
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术后引起喉返神经损伤有上升的趋势，造成不同程
度的发音、呼吸及吞咽困难，严重影响患者的工作、
生活。周围神经损伤，神经修复越早越好，但临床所
遇喉返神经损伤患者病程往往较长，我科对病程３
年内的患者实施喉返神经颈袢主支吻合术仍能较好

恢复嗓音功能，但为何长期去神经后神经修复仍有
效，其机制至今还不明确。本研究通过对长期失神
经环杓后肌的形态学观察为上述现象的解释提供理

论依据。

１　材料和方法

１．１　研究对象　第二军医大学长海医院２００５年２
月至２００７年３月耳鼻喉科３８例不同时限喉返神经
损伤的患者和１２例对照组患者，按神经损伤时限归
入小于６～１２个月、１～２年、２～３年、大于３年组及
对照组。在行喉返神经探查修复术中确定喉返神经
损伤为完全切断，损伤的远端神经及肌肉均有不同
程度的萎缩。正常对照组选喉癌需行全喉切除术的
患者，且肿瘤未侵及侧环杓后肌作为正常对照肌肉。

１．２　分组资料　６～１２个月组：１２例，男４例，女８
例，平均年龄（３８．５±８．１）岁（１８～６５岁）。１～２年
组：１０例，男４例，女６例，平均年龄（４５．４±１０．５）
岁（２２～６３岁）。２～３年组：８例，男３例，女５例，平
均年龄（４０．８±８．６）岁（２３～６２岁）。大于３年组：８
例，男４例，女４例，平均年龄（４７．８±１１．５）岁（１７～
６４岁）。正常对照组：１２例，男８例，女４例，平均年
龄（５２．４±７．５）岁（２８～６５岁）。

１．３　标本处理及研究方法

１．３．１　Ｍａｓｓｏｎ三色染色法　将切片脱蜡至蒸馏
水，苏木精染５～１０ｍｉｎ，盐酸乙醇分化，流水蓝
化，蒸馏水洗，丽春红酸性品红液中染５～８ｍｉｎ，
蒸馏水洗，１％ 磷钼酸中染１～３ｍｉｎ，不用水洗直
接入苯胺蓝液５ｍｉｎ，水速洗，置６０℃温箱中烘干，
二甲苯透明，封固。结果：胶原纤维蓝色（苯胺蓝复
染），肌纤维红色。

１．３．２　琥珀酸脱氢酶（ｓｕｃｃｉｎａｔｅｄｌｈｙｄｒａｇｅｎａｓｅ，

ＳＤＨ）方法　将肌肉的冰冻切片，放入ＳＤＨ孵育液
内，在３７℃温箱内１５ｍｉｎ，在此期间可见显微镜下
观察肌纤维酶反应程度。白肌纤维呈浅蓝色。红肌
纤维呈深蓝色，分清２种肌纤维型，即可停止孵育，
水洗。甘油明胶封片。

１．３．３　乙酰胆碱酯酶（ａｃｅｔｙｌｃｈｅｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅ，ＡｃｈＥ）
方法　将肌肉的冰冻切片．放入ＡｃｈＥ孵育液内，在

３７℃温箱内，放２０ｍｉｎ，取出放入１％ 硫化铵内１～
２ｍｉｎ，Ｈ２Ｏ冲洗。甘油明胶封片。运动终板呈棕色

的卵圆形和圆形。

１．４　肌纤维面积的测量、肌肉类型和运动终板计
数　用Ｂｉｏｓｅｎｓ高分辨彩色图像分析系统（由本校基
础部提供）对其中所有失神经组及对照组 Ｍａｓｓｏｎ
三色染色切片进行分析进行如下２个参数的测量：
（１）参数Ａ表示测量窗内肌纤维相对截面积，客观
反映肌纤维截面积占测量窗总面积的百分比。（２）
参数Ｂ表示测量窗胶原纤维相对截面积，客观反映
胶原纤维截面积占测量窗总面积的百分比。

　　用Ｂｉｏｓｅｎｓ高分辨彩色图像分析系统。将红肌
表达灰度设为阳性阈值，每张切片测量不少于５个
视野，至少１００个肌纤维细胞，采用彩色图像分析系
统，对红肌、白肌分别进行计数，计算各组红、白肌百
分率及其相互比值。

　　将对照组和失神经各组有运动终板表达的切片
进行计数。

１．５　统计学处理　用统计软件ＳＰＳＳ１１．５处理所
有数据，所有数据均用珚ｘ±ｓ表示，组间比较用单因
素方差分析，统计时先进行各组方差齐性检验，各组
间由于例数不同，对检验结果进行加权。两组间比
较用Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ法。

２　结　果

２．１　长期失神经支配环杓后肌肌肉和纤维的形态
学研究　Ｍａｓｓｏｎ三色染色法显示肌纤维为红色，胶
原纤维为蓝色，对照组肌纤维排列整齐，无明显肌纤
维细胞萎缩，肌细胞间有少量胶原结缔组织包绕（图

１Ａ）。失神经６～１２个月组可见肌纤维因萎缩而导
致肌纤维截面积缩小，肌纤维间的距离因胶原结缔
组织增生而增宽，染色为蓝色的胶原结缔组织的数
量明显增加（图１Ｂ）。失神经１～２年组、２～３年组
和大于３年组随着失神经时限的延长，肌纤维截面
积逐渐缩小，胶原纤维的截面积逐渐增大（图１Ｃ～
１Ｅ）。失神经示大于３年组可见大量的胶原结缔组
织增生，肌纤维萎缩明显，原肌纤维占据的空间被大
量的胶原结缔组织所取代（图１Ｅ）。

　　图像分析系统能显示各组肌肉组织内单位截面
积的肌纤维与纤维结缔组织的相对面积和肌肉／纤维
面积比见表１，失神经支配的五组及正常对照组之间
两两比较均有非常显著性差异（Ｐ＜０．００１）。失神经

６～１２个月组肌纤维相对截面积最大，随着失神经时
间的延长，肌纤维相对截面积不断减少，而纤维结缔
组织相对截面积不断增加，肌肉纤维结缔组织面积比
不断下降，但失神经３年以上组肌肉相对截面积仍残
留约３６％，为正常对照组的４８％（表１）。
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表１　５组环杓后肌肌组织及纤维组织相对

截面积和肌肉／纤维组织面积比

Ｔａｂ１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅｌａｔｉｖｅｔｒａｎｓｖｅｒｓｅｓｅｃｔｉｏｎｏｆｍｕｓｃｌｅａｎｄ

ｆｉｂｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｉｎｌｏｎｇｔｅｒｍｄｅｎｅｒｖａｔｅｄＰＣＡＭｓ
（珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ
ａｒｅａｏｆ
ｍｕｓｃｌｅ

Ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ
ａｒｅａｏｆｆｉｂｅｒ

Ｍｕｓｃｌｅ／ｆｉｂｅｒ
ｔｒａｎｓｖｅｒｓｅ
ａｒｅａ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １２ ７７．４±２．８９ ２２．６±２．８８ ３．５０±０．５７
６１２ｍｏｎｔｈｓ １２ ６２．５±３．０９ ３７．５±３．１０ １．２８±０．２３
１２ｙｅａｒｓ １０ ５２．３±１．９４ ４７．７±１．９６ １．１０±０．８６
２３ｙｅａｒｓ ８ ４２．１±１．７４ ５７．１±１．７１ ０．７３±０．５２
Ｏｖｅｒ３ｙｅａｒｓ ８ ３５．９±１．１９ ６４．１±１．１０ ０．７３±０．５２

Ｆｏｒａｌｌｔｈｅ３ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，Ｐ＜０．０１ｆｏｒａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｖｅｒｙ２

ｇｒｏｕｐｓ

２．２　长期失神经支配环杓后肌肌纤维类型观察　
肌纤维ＳＤＨ染色见图２，经图像分析统计换算后得
出在正常状态（有神经支配）下，环杓后肌的红肌细
胞约占总细胞数的５２．９％，而白肌细胞数占总细胞
数４８．１％；失神经６～１２月组，红肌细胞约占总细
胞数的５９．６％，而白肌细胞数占总细胞数４０．４％；
失神经 １～２ 年组，红肌细胞约占总细胞数的

８０．２％，而白肌细胞数占总细胞数１９．８％；失神经

２～３年组，红肌细胞约占总细胞数的９０．８％，而白
肌细胞数占总细胞数９．２％；失神经大于３年组，红
肌细胞约占总细胞数的９３．６％，而白肌细胞数占总
细胞数６．４％。随失神经时限的延长，白肌细胞所
占的比例逐渐下降，而红肌细胞的比例逐渐上升，红
肌细胞数与白肌细胞数的比值逐渐上升（图２）。上
述３个指标进行图象分析及统计学处理，结果显示
各组间比较均有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　失神经不同时限环杓后肌红肌
细胞数、白肌细胞数和红白肌细胞比

Ｔａｂ２　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｕｓｃｌｅｔｙｐｅｓｉｎ
ｌｏｎｇｔｅｒｍｄｅｎｅｒｖａｔｅｄＰＣＡＭｓ

（珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｒｅｄｍｕｓｃｌｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

Ｗｈｉｔｅｍｕｓｃｌｅ
ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

Ｒｅｄ／ｗｈｉｔｅ
ｒａｔｉｏ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １２ ５４．４±４．８ ５０．３±２．４ １．１±０．１
６１２ｍｏｎｔｈｓ １２ ６１．５±２．５ ４１．９±３．６ １．５±０．２
１２ｙｅａｒｓ １０ ５２．３±１．９ １８．４±４．２ ４．３±１．３
２３ｙｅａｒｓ ８ ７３．９±４．０ ８．５±３．４ １１．４±４．９
Ｏｖｅｒ３ｙｅａｒｓ ８ ８９．２±４．８ ６．１±２．９ ２０．０±１３．１

Ｆｏｒａｌｌｔｈｅ３ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，Ｐ＜０．０１ｆｏｒａｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎｅｖｅｒｙ２

ｇｒｏｕｐｓ

２．３　长期失神经支配环杓后肌运动终板的形态观

察　形态学观察显示对照组２００倍光镜下即清晰可
见神经纤维末梢进入肌纤维，肌纤维上可见多个

ＡｃｈＥ染色的运动终板，结构完整（图３Ａ）。失神经

６～１２月组终板ＡｃｈＥ染色明显变淡，运动终板明显
减少，终板结构欠清晰，但４００倍光镜下仍可见运动
终板结构（图３Ｂ）。失神经１年以上各组均未见清
晰的终板结构（图３Ｃ示失神经１～２年组）。

３　讨　论

　　周围运动神经损伤后将导致肌肉组织发生一系
列的变化，在形态学上最主要变化是骨骼肌发生失
神经肌萎缩，肌间隙纤维组织增生，运动终板的退变
以及肌纤维为了适应失神经状态而发生肌纤维类型

的转化。失神经后短期内（半年内）人四肢骨骼肌及
犬环杓后肌形态学的变化已有报道［１２］，但长期失神
经人环杓后肌肌纤维截面积的变化、纤维类型如何
重塑及运动终板的形态学变化至今未见报道，观察
上述变化有助于了解长期失神经后肌肉及运动终板

的形态学基础，为确定晚期神经修复的时限提供理
论依据。

　　周围神经损伤后，骨骼肌因失去神经及废用而
发生萎缩［３］，随着失神经时间的延长，肌肉内的结缔
组织增生，肌组织被无收缩能力及无伸展性的结缔
组织所代替，严重影响神经修复后的肌功能的恢复。
因此长期失神经后肌肉截面积／胶原截面积比率可
从一个侧面反映神经修复后肌功能恢复的程度。本
实验显示：随着失神经时限的延长，肌纤维细胞逐渐
萎缩，截面积减小，胶原纤维细胞逐渐增加，胶原纤
维截面积增加。肌肉截面积／胶原截面积比率逐渐
下降。在失神经后０．５～２年内肌肉截面积／胶原截
面积比率下降最为明显，但失神经３年以上组肌肉
相对截面 积 仍 残 留 约 ３６％，为 正 常 对 照 组 的

４８％。　　　　　　
　　大多数脊椎动物的骨骼肌含有３种类型的肌纤
维，即红肌纤维、白肌纤维以及介于两型之间的中间
型纤维。红肌纤维收缩缓慢而持久，又称慢缩纤维，
或Ⅰ型纤维；白肌纤维收缩反应迅速，也称快缩纤
维，或Ⅱ型纤维。两型肌纤维在形态结构和化学成
分上都存在着差异。本研究采用ＳＤＨ的染色方法，
根据酸呈色反映的强弱，将肌纤维分白、红两种类
型。本实验表明正常环杓后肌两种肌纤维型都有，
比例相当，以红肌纤维略占优势，可能是此肌需兼顾
既要快速收缩，又不易疲劳的特点。
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图１　失神经不同时限环杓后肌 Ｍａｓｓｏｎ三色染色

Ｆｉｇ１　ＴｒｉｃｈｒｏｍｅＭａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｄｅｎｅｒｖａｔｅｄＰＣＡＭｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ＳＰ，×１００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｈｅ０．５１ｙｅａｒｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｈｅ１２ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｔｈｅ２３ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｏｖｅｒ３ｙｅａｒｓ

ｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

图２　失神经不同时限环杓后肌ＳＤＨ染色

Ｆｉｇ２　ＳｕｃｃｉｎａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｄｅｎｅｒｖａｔｅｄＰＣＡＭｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ＳＰ，×２００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｔｈｅ０．５１ｙｅａｒｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｃ：Ｔｈｅ１２ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｔｈｅ２３ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ；Ｅ：Ｏｖｅｒ３ｙｅａｒｓ

ｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

图３　失神经不同时限运动终板ＡｃｈＥ染色

Ｆｉｇ３　ＡｃｅｔｙｌｃｈｏｌｉｎｅｓｔｅｒａｓｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｄｅｎｅｒｖａｔｅｄＰＣＡＭｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ＳＰ）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（×２００）；Ｂ：Ｔｈｅ０．５１ｙｅａｒｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（×４００）；Ｃ：Ｔｈｅ１２ｙｅａｒｓｄｅｎｅｒｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（×２００）

　　以往实验报道失神经后肌细胞核逐渐凋亡，促
使肌卫星细胞（ＳＣ）共同协作来补充肌细胞核，力图
阻止肌肉进一步萎缩［５６］。但是不同肌纤维类型在
失神经后其肌细胞核丧失的速度是不同的［７］，白肌
肌细胞核丧失的速度比红肌快［８］且伴随着神经再生

和神经再支配，这些肌纤维又回转到正常的模式［９］。
这些失神经后肌肉类型的改变的趋势与本实验结果

是一致的。改变的速度有所差异，这可能与不同部
位的肌肉及不同的失神经时限有关。许多实验提示
在失去神经支配的状态下，红肌纤维和白肌纤维百
分率的变化可能是白肌纤维比红肌纤维更依赖于神

经提供的营养和神经的电刺激，更难适应失神经的
状态［１０１２］。我们推测长期失神经后肌纤维的重组可
能是延缓肌纤维萎缩的重要步骤。关于快肌容易凋
亡的机制至今未明确，但近来研究表明与快肌超氧
化物歧化酶 （ＳＯＤ１）较丰富有关，Ｋｏｓｔｒｏｍｉｎｏｖａ
等［１３］将快肌伸趾长肌（ＥＤＬ）的ＳＯＤ１基因敲除，发
现快肌失神经后的凋亡率大为减低。

　　运动终板是神经与肌肉之间相连的特有结构。
神经肌肉接头是典型纯胆碱能神经传导，神经发放
的冲动只有通过运动终板才能将神经递质 Ａｃｈ传
递给肌肉，从而引起肌肉收缩运动。ＡｃｈＥ对Ａｃｈ有
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特异性水解作用，主要分布于运动终板、研究运动终
板区ＡｃｈＥ含量的多少、能够反映运动神经元的功
能状态和终板退变及再生状况［１４］。周围神经损伤
后运动终板消失的时限，由于不同种属和不同的观
察方法而各有不同［１５１７］。本实验运用乙酰胆碱酯酶
的组织化学方法对长期失神经人的环杓后肌运动终

板的观察显示运动终板数量随着失神经时限的延长

而下降，１年后未发现运动终板结构。本研究观察
终板消失的时限较以往研究为长，可能与人环杓后
肌的肌肉特异性相关。

　　周围神经损伤修复手术疗效与神经损伤性质、
程度、部位等诸多因素有关，而肌肉组织及运动终板
状况无疑是重要因素。有学者报道对晚期周围神经
损伤进行修复手术，仍可取得４７％优良率［１８］。本研
究结果显示：随着失神经时限的延长，胶原纤维截面
积逐渐增加，而肌纤维的截面积逐渐减少。失神经

０．５～２年内肌肉截面积／胶原截面积比率下降最为
明显，提示失神经２年内是肌肉纤维化最严重时期，
失神经２年以后肌纤维化明显减缓，但失神经３年
后仍残留肌纤维相对截面积为正常对照组的４８％，
这可能与长期失神经后肌纤维类型的变化从而延缓

肌萎缩的速度有关。虽然本实验观察长期失神经后
人环杓后肌运动终板消失的时限为１年左右，但本
课题组晚期喉神经修复２～３年后又可获得喉功能
的现象已得到动物实验研究的证实［１９２０］，可见神经
修复后运动终板可以再生。因此，我们实验表明晚
期神经修复仍能获得部分或全部喉功能是有其形态

学基础。但长期失神经后神经修复而致喉肌功能恢
复的机理非常复杂，本研究仅局限于喉肌的形态学
观察，要进一步阐述其机制还需作大量的实验研究。
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