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手术创伤引起喉内瘢痕过度增生 , 导致喉狭

窄是喉外科手术常见的并发症 , 虽然发病率不高 ,

但临床处理较困难。对其发生原因 ,临床上大多数

学者认为与喉支架大块缺损、喉腔组织大范围损

伤而又修复不良有关。但从喉瘢痕组织形成的病

理学角度去探索形成瘢痕的机理 , 从而明确产生

喉瘢痕狭窄个体差异原因的研究不多 [1, 2]。喉部分

切除术后瘢痕性喉狭窄的病理方面研究 , 国内外

有关此方面报道也较少[3]。本研究通过对垂直喉部

分切除术后喉腔创面愈合不同转归 (非狭窄与狭

窄)的喉腔瘢痕肉芽组织病理学的研究 , 从病理学

角度探索术后瘢痕性喉狭窄的发病机理。

垂直喉部分切除术后喉狭窄瘢痕组织中炎症细胞表达及意义
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摘 要 : 【目的】 通过喉狭窄瘢痕组织的病理学研究, 了解炎症细胞在狭窄瘢痕组织表达及意义。【方

法】 垂直喉部分切除术后 2～3 月出现喉狭窄 10 例和未狭窄 16 例喉瘢痕肉芽组织为实验组及 10 例正常声

带组织为对照组 , 分别进行苏木精-伊红及免疫组化染色 , 观察组织切片中中性粒细胞、巨噬细胞、T淋巴细胞

表达 , 并在全自动图像分析系统下进行细胞计数。【结果】喉狭窄瘢痕组织与非狭窄喉瘢痕组织、正常声带比

较 , 固有层炎症细胞大量聚集 , 主要以巨噬细胞和 T淋巴细胞为主。比较非狭窄喉瘢痕组织及正常声带组织 ,

喉狭窄瘢痕组织的中性粒细胞、巨噬细胞、T淋巴细胞数量均明显增加 , 差异有统计学意义 ( P< 0.01)。【结论】

喉狭窄瘢痕肉芽组织中存在明显炎症反应 , 持续炎症反应可能是导致喉狭窄瘢痕肉芽增生重要因素之一。
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Abstract:【Objective】 To explore the significance of the expression of inflammation cell in the laryngeal

stricture scar by the study of the pathological features of laryngeal stenosis scar.【Methods】The laryngeal tissues

were 10 human surgical specimens of laryngeal stenosis scar and 16 human surgical specimens of laryngeal scar

which no- stenosis after vertical partial laryngectomy; 10 human normal vocal folds were control. Expression of

neutrocytes, macrophage, and T lymphocyte were observed by Van Gieson and immunohistochemistry staining

respectively in laryngeal tissue sections. The amount of inflammatory cells were analyzed with KONTRON IBAS 2.5

automatic image analysis system.【Results】The soakage density of neutrocytes, macrophage, and T lymphocyte were

high in inhesion layer of laryngeal stenosis scar. The count of neutrocytes, macrophage, and T lymphocyte in

laryngeal stenosis group were significantly higher than those in the no- stenosis scar group and normal vocal folds

group (P﹤0.01).【Conclusion】There were obvious inflammation reaction in the laryngeal stenosis scar. Persistence

inflammation reaction may play an important role in the hyperplasia of laryngeal stenosis scar.
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1 资料与方法

1.1 临床资料

1.1.1 病例入选标准 非狭窄组: ① 声门型喉癌

T2 期患者行垂直喉部分切除术 , 单侧胸骨舌骨肌

瓣重建喉腔; ② 术后均成功拔管。随访期间未出

现喉狭窄。喉狭窄组: ①声门型喉癌 T2 期患者行

垂直喉部分切除术 , 单侧胸骨舌骨肌瓣重建喉腔;

②术后早期能成功拔管 , 术后 2～3 月时出现进行

性呼吸困难 , 需重新行气管切开 , 喉狭窄组织病理

活检已排除复发。内镜和影像学发现喉腔瘢痕肉

芽堵塞 ,喉腔狭窄。

1.1.2 临床及病理特征 非狭窄组 : 中山大学附

属第一医院耳鼻咽喉科医院 2003 年 4 月- 2005 年

4 月间收治的 16 例符合入选标准的喉部分切除术

患者 , 所有患者均为首次手术 , 术前术后未做过放

疗和化疗 , 无远处转移 , 年龄 46～71 岁 , 平均年龄

59 岁 , 病理类型 :高分化鳞癌 11 例 , 中分化鳞癌 5

例。按照 UICC1997 年 TNM分类和分期法对本组

病例进行分期 , T2N0M0 13 例 , T2N1M0 3 例。随访时

间为 6 月～12 月 ,平均 10 月。

狭窄组 : 收集中山大学附属第一医院耳鼻咽

喉科医院 1994 年 1 月- 2005 年 6 月期间收治的符

合入选标准的喉部分切除术后喉狭窄患者 10 例 ,

所有病例喉部分切除术前术后均未做过放疗、化

疗、无远处转移 , 年龄 42～69 岁 , 平均年龄 56 岁。

病理类型 : 高分化鳞癌 7 例 , 中分化鳞癌 3 例 , 按

照 UICC1997 年 TNM分类和分期对 10 例进行分

期 , T2N0M0 8 例 , T2N1M0 2 例。

1.2 标本提取及保存

①正常对照组 : 取自双声带麻痹行声带切除

术的 10 例组织蜡块 ;②非狭窄组 : 喉部分切除术

后 2～3 月 , 电子喉镜下钳取喉腔创面瘢痕肉芽组

织 (创面边缘、中央 2- 3 处钳取 ) , 经 40 g/L多聚

甲醛固定 , 石蜡包埋 , 储存备用 ;③狭窄组 :喉部分

切除术后 2～3 月出现瘢痕性喉狭窄 , 支撑喉镜或

电子喉镜送检的瘢痕肉芽组织 , 经 40 g/L多聚甲

醛固定 ,石蜡包埋 ,储存备用。

1.3 组织学观察

组织石蜡切片 HE 染色 , 光镜下组织学观察。

细胞计数 : HE 染色组织切片 , 每张切片于固有层

随机取 8 幅视野 , 采用德国 KONTRON IBAS 2.5

全自动图像分析仪对中性粒细胞进行计数 ,在 400

倍显微镜下记录每屏幕 ( 10814 μm2)中的中性粒

细胞数。

1.4 免疫组化检测组织中巨噬细胞( CD68)、T 淋

巴细胞( CD3)

①试剂 : CD3 T淋巴细胞鼠抗人单克隆抗体

购自福建迈新生物公司 , 产品编号 MAB- 0030;

CD68 巨噬细胞鼠抗人单克隆抗体购自福建迈新

生物公司 , 产品编号 MAB- 0041; SP 免疫组化法检

测试剂盒 , 产品编号 KIT- 9710, 购于福建迈新生

物公司。②SP 免疫组化方法:组织石蜡切片 , 60 ℃

恒温箱内烤片 1h。脱蜡和水化 , 酒精梯度脱二甲

苯 ,蒸馏水清洗。抗原修复: CD3,高温高压修复法

处理 ; CD68, 胰酶消化 ,“Trypsin Kit”加胰酶液 ,

37 ℃孵育 15 min, 蒸馏水洗 2 次。置于体积分数

3% H2O2 溶液中室温下孵育 30 min, 去除内源性

过氧化物酶活性, PBS液洗。滴加正常山羊血清封

闭 , 37 ℃孵育 10 min。滴加一抗 , 4 ℃过夜 , PBS清

洗。滴加二抗 (生物素化羊抗鼠抗体) , 37 ℃孵育

20 min, PBS清洗。加三抗链霉菌抗生物蛋白- -过

氧化物酶溶液 , 37 ℃孵育 20 min, PBS清洗。DAB

显色剂显色。苏木素复染 , 烤干 , 封片 , 光镜下观

察 ,计数阳性细胞数。

1.5 统计学处理

计量数据用均数±标准差 ( x±s)表示 ; 采用多

个样本均数比较的方差分析(ANOVA)和 Student-

Newman- Keuls 检验 ( SNK- q) , P﹤0.05 表示差异

具有统计学意义 ,统计在 SPSS11.0 软件下完成。

2 结 果

2.1 组织学观察

正常对照组, 喉黏膜为复层鳞状上皮 , 上皮下

固有层可见胶原纤维 , 下方有脂肪组织及黏液腺

组织 , 炎症细胞很少 (图 1A) 。非狭窄组, 创面大

部上皮化 ,上皮细胞层数增多。上皮下固有层可见

炎症细胞浸润 ,成纤维细胞和胶原纤维多。喉狭窄

组, 部分组织可见上皮细胞 , 上皮下固有层可见大

量炎症细胞 ,间质可见多量胶原纤维 (图 1B) 。

2.2 免疫炎症细胞表达分布情况

以细胞膜和/或细胞浆染成黄色或棕黄色为阳

性细胞。正常对照组, 固有层少量中性粒细胞 , 未

见巨噬细胞、T淋巴细胞浸润。非狭窄组, 固有层
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中性粒细胞不多 , 巨噬细胞、T淋巴细胞浸润密度

低, 上皮下浅层有少量分布 (图 2A, 3A) 。喉狭窄

组, 中性粒细胞浸润密度高 , 固有层组织内巨噬细

胞分布广泛、密度高, 尤其在部分细小血管周围,

可见很多巨噬细胞围绕血管聚集现象, 细胞体积

较大,呈圆形或椭圆形(图 2B) 。T淋巴细胞分布趋

势与巨噬细胞非常相似, 较为丰富, 但未见围绕血

管浸润聚集现象, 细胞体积明显比巨噬细胞小, 呈

圆形(图 3B)。细胞计数及比较结果见表 1。

3 讨 论

研究表明 , 创面愈合起始的炎症反应阶段 , 中

性粒细胞能分泌多种介质和酶 , 这些介质和酶有

助于单核细胞、成纤维细胞和内皮细胞的趋化、迁

移和基质结构的降解 , 刺激新生血管的再生和纤

维组织的形成 ,从而影响创伤修复[4]。

巨噬细胞在创面愈合早期炎症和免疫反应中

作用复杂、功能多样 , 除吞噬清创作用外还产生多

种活性介质、蛋白酶和生长因子 , 对成纤维细胞的

增殖、胶原合成和血管形成起着重要调节作用 [5],

是早期创面修复的关键细胞。研究资料已表明 , T

淋巴细胞对创伤愈合起重要的调节作用 , 在缺乏

T淋巴细胞时创面愈合仍可进行 , 但完整的 T淋

巴细胞系统是确保创面正常愈合所必需的 , T 淋

巴细胞在创面愈合中起主要的调节作用 , 不适当

的 T淋巴细胞增多在瘢痕及纤维化疾病中有重要

作用 , T淋巴细胞可通过释放细胞因子 , 激活巨噬

细胞释放介质 , 从而诱导成纤维细胞的增生和胶

原的合成[6]。

本研究中 , 10 例喉狭窄组患者 ,术后 1 月均能

顺利拔除气管套管 , 术后 2~3 月渐出现吸入性呼

吸困难 , 再次入院行气管切开 , 内镜检查发现重建

喉腔创面水肿 , 瘢痕组织增生突向喉腔 , 喉腔明显

狭窄。组织学检查 ,喉狭窄瘢痕肉芽组织部分可见

上皮细胞 , 固有层可见大量炎症细胞、成纤维细

胞 ,多量细胞外基质 ,毛细血管丰富。

本研究中 , 通过免疫组化染色 , 我们发现 , 即

使是创面已上皮化 , 喉狭窄喉瘢痕组织中固有层

炎症细胞仍大量聚集 , 主要以巨噬细胞和 T淋巴

细胞为主 , 中性粒细胞亦较多。而非狭窄组 , 喉腔

创面上皮化后 , 组织中巨噬细胞、T淋巴细胞和中

性粒细胞浸润已经不明显。经统计分析 ,喉狭窄瘢

痕组织中巨噬细胞、T淋巴细胞和中性粒细胞数

量较非狭窄组多 , 差异有统计学意义。Martin 等 [7]

发现增生性瘢痕组织中 T淋巴细胞与瘢痕增生发

表 1 3 组不同类型炎症细胞计数

Table 1 The amount of inflammation cells in different groups

(x±s, cells/visual field)

Group

Control

No- stenosis

Stenosis

n

10

16

10

Neutrocyte cell

4.5±1.89

15.8±1.75

28.1±2.17

CD68 cell

5.7±4.34

25.8±4.47

41.6±3.66

CD3 cell

7.3±4.17

27.4±4.33

39.4±6.04

ANOVA of the amount inflammation cells in different groups:

F=12.31, 8.46, and 10.17, respectively, all P < 0.05. Compared

with control group and no- stenosis group, SNK- q test: all P< 0.01

1A 1B

2A 2B

3A 3B

图 1 对照组和喉狭窄组喉组织炎症细胞 HE 染色

图 2 非狭窄组和喉狭窄组喉组织 CD68 免疫组化染色

图 3 非狭窄组和喉狭窄组喉组织 CD3 免疫组化染色

Fig.1 The inflammation cells in control largnx mucous

membrane and stenosis scar

A: normal vocal fold; B: laryngeal stenosis scar, HE staining×400

Fig.2 The CD68 cells in no - stenosis scar and stenosis

scar

A: no- laryngeal stenosis scar; B: laryngeal stenosis scar,

immunohistochemiscal staining,×400

Fig.3 The CD3 cells in no - stenosis scar and stenosis

scar

A: no- laryngeal stenosis scar; B: laryngeal stenosis scar,

immunohistochemiscal staining,×400
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展有一定联系 ; 赵烨德等 [8]亦证实 , T淋巴细胞和

巨噬细胞 ,在瘢痕增生组织内浸润均非常丰富。他

们认为伤口上皮化愈合后局部免疫炎症细胞仍大

量聚集是继发瘢痕增生的重要因素。本研究表明 ,

结果与既往文献有关瘢痕肉芽增生中炎症细胞报

道相似。

本研究结果表明 , 喉狭窄瘢痕肉芽组织中巨

噬细胞、T淋巴细胞和中性粒细胞浸润显著多于

非狭窄喉瘢痕肉芽组织。因此 ,我们认为喉部分切

除术后喉腔创面愈合过程中 , 如果创面组织中炎

症细胞过度增多 ,会影响喉腔创面愈合转归。喉狭

窄瘢痕组织中巨噬细胞、T 淋巴细胞和中性粒细

胞局部聚集是喉瘢痕肉芽增生的重要因素。其形

成机理可能是 : 术后呼吸道感染、细菌炎症刺激、

胃食管返流等因素对创伤后的喉腔创面刺激可产

生严重炎症反应。由于得不到有效控制 ,喉腔创面

反复感染 , 炎症反应持续 , 中性粒细胞吸引大量巨

噬细胞和 T淋巴细胞至创面 , 巨噬细胞和 T淋巴

细胞通过释放大量细胞生长因子 , 刺激成纤维细

胞合成和分泌胶原纤维、纤维连接蛋白和透明质

酸等细胞外基质 , 细胞外基质大量沉积导致瘢痕

增生。既往已有研究表明 , 局部应用环孢霉素 A

(Cyclosprine)治疗增生性瘢痕 , 增生瘢痕组织中 T

淋巴细胞明显减少, 同时环孢霉素 A也能显著抑

制瘢痕组织中的成纤维细胞活性[9]。

因此 , 在临床上设法控制喉腔创面组织内免

疫炎症细胞过度浸润, 以及抑制免疫炎症细胞活

性功能 ,或许是防治喉瘢痕过度增生的有效途径。
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