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声带组织切片方法的比较 *
韩 鹏 1 赵 昱 1 王延辉 2 梁媛媛 1 刘 阳 1 杨润琴 1 邓志宏 1△

(1 第四军医大学西京医院耳鼻咽喉头颈外科中心 陕西 西安 710032; 2 西安市中心医院耳鼻咽喉头颈外科 陕西 西安 710003)

摘要 目的：探讨犬声带冠状位切片与水平位切片各自的特点，为声带实验提供合适的切片方法。方法：家犬 4 只，2 只取材后行冠

状位石蜡切片，2 只取材后行水平位石蜡切片。通过 HE 染色观察声带固有层的一般组织结构，Masson 三色染色观察固有层中胶

原的排列情况。结果：HE 染色示冠状位、水平位切片均可见声带表面被覆复层鳞状上皮，固有层内有大量排列紧密的纤维组织，

纤维组织中夹杂少量腺体，固有层下方为肌层。冠状位切片可观察声带某一点冠状面固有层的情况，若观察整个声带的情况需声

带连续切片；水平位切片可在一张切片中观察到前联合、声带膜部及声带突部位的固有层情况，解剖标志明显，利于定位。Masson
三色染色示冠状位、水平位切片均可见固有层浅层有较细的胶原纤维束，中层有较粗的纤维束与较细的纤维束交织排列，深层纤

维束排列更紧密。结论：冠状位切片可观察声带某一点冠状面固有层的整体情况，水平位切片可在一张切片中观察到前联合、膜
部及声带突部位的固有层情况。
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ABSTRACT Objective: To investigate the methods of vocal folds sections in a Canine model, and provide reliable section methods
for vocal fold experiment. Methods: 4 dogs were chosen, 2 underwent coronal paraffin sections ,while 2 underwent horizontal paraffin
sections. The general structure and the collagen of lamina propria (LP) were observed by HE staining and Masson trichrome staining.
Results: In both coronal sections and horizontal sections the surface of vocal folds were covered with stratified squamous epithelium.
There was a large number of tightly packed fibrous tissue mixed with a small amount of glands in the lamina propria, and beneath the LP
was muscle layer . The coronal situation of LP can be observed in coronal sections, and serial sections will be needed to detect the whole
situation of vocal folds. The anterior parts, membranous parts and vocal process of vocal folds can be observed in horizontal sections with
obvious anatomical landmarks. Masson trichrome staining shows thinner collagen fiber bundles can be observed in the superficial layer
of the LP, in the Middle layer thicker and thinner fiber bundles are arranged together, and in the deep layer the thick fiber bundles are
arranged closely. Conclusion: The coronal situation of LP can be observed in coronal sections, and serial sections will be needed to
observe the whole situation of vocal folds. The anterior parts, membranous parts and vocal process of vocal folds can be observed in
horizontal sections with obvious anatomical landmarks.
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前言

反复的声带损伤、炎症均可导致声带瘢痕，引起声嘶、声音

沙哑等症状，了解声带瘢痕的组织学变化对声带瘢痕的修复有

着极其重要的意义。声带固有层的组织结构是正常发声的基

础，胶原纤维是声带固有层最主要的细胞外基质成分（ECM），

起到 ECM 支架的作用，当声带固有层受到损伤时，胶原纤维增

生并排列紊乱，影响声带的粘弹性，从而产生发声障碍。因此，

胶原纤维的改变可以大体反映声带固有层瘢痕的形成情况[1-4]。

为更好的观察声带损伤后瘢痕形成的情况，选择合适的声

带切片方式十分重要。目前常用的声带切片方式有冠状位切片

和水平位切片，但很少有文献报道此两种切片方式的不同[5-7]。
犬因其声带结构与人相似，是理想的实验动物，因此本研究选

用犬声带为实验对象，冠状位及水平位切片后 HE 染色观察固

有层的一般组织结构，Masson 三色染色观察固有层中胶原纤

维的排列，为声带瘢痕修复实验提供合适的切片方式。

1 材料与方法
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1.1 实验动物

健康成年家犬 4 只，体重 10-15 kg，随机分为 2 组。实验动

物由第四军医大学实验动物中心提供。
1.2 主要材料及器材

石蜡切片机 (Leica RM2125)、速眠新 II (沈阳畜牧公司)、
Masson 三色染色套装（珠海贝索生物）、图像采集电脑及显微

镜(Olympus DP2BSW)。
1.3 实验方法：

动物麻醉前禁食 12 h，经后肢肌肉注射速眠新 0.1 mg/kg，

麻醉后声带取材，4%多聚甲醛固定，2 对声带行冠状位石蜡切

片，2 对声带行水平位石蜡切片，切片厚 3 μm，切片常规脱蜡至

水，分别行 HE 染色及 Masson 三色染色。通过 HE 染色观察声

带固有层的一般组织结构，Masson 三色染色观察固有层中胶

原的排列情况。

2 结果

2.1 组织学切片

2.2.1 HE 染色结果 光镜下 HE 染色示冠状位、水平位切片均可

见声带表面被覆复层鳞状上皮，固有层内有大量排列紧密的纤

维组织，纤维组织中夹杂少量腺体，固有层下方为肌层。
冠状位切片可观察到声带某一点冠状面固有层的情况，声

带冠状面上端（近室带部）及下端（近环状软骨部）的固有层较

薄，分层不明显，冠状面中部（声带闭合时的接触面）固有层较

厚，分层明显；水平位切片可在一张切片中观察到前联合、声带膜

部及声带突部位的固有层情况，声带突在此切片中可见（图 1）。
2.2.2 特殊染色结果 Masson 三色染色示胶原纤维呈蓝色，肌肉

组织呈红色。冠状位、水平位切片均可见固有层浅层有较细的

胶原纤维束，中层较细的纤维束与较粗的纤维束交织排列，深

层纤维束排列更紧密。在胶原纤维的分布及排列上，冠状位与

水平位未见明显的区别（图 2）。

图 1 声带石蜡切片 HE 染色

A: HE 染色示声带冠状位切片，固有层分层清楚，利于固有层结构的观

察；B: HE 染色示声带水平位切片（前联合处）；C: HE 染色示声带水平

位切片（膜部中点）；D: HE 染色示声带水平位切片（声带突部，声带突

为蓝色软骨组织）

Fig.1 Paraffin sections of the vocal folds by HE staining

A: The coronal section of vocal fold (HE staining)；B: The horizontal

section of vocal fold (Anterior part, HE staining)；C: The horizontal section

of vocal fold (Membranous part, HE staining)；D: The horizontal section

of vocal fold (Vocal process, HE staining)

图 2 声带石蜡切片 Masson 三色染色

A: Masson 三色染色示声带冠状位切片胶原排列情况（胶原纤维呈蓝

色）；B: Masson 三色染色示声带水平位切片胶原排列情况

Fig.2 Paraffin sections of the vocal folds by Masson trichrome staining

A: The collagen arrangement of vocal fold in coronal sections(Collagen is

blue bundle, Masson trichrome staining)；B: The collagen arrangement of

vocal fold in horizontal sections(Collagen is blue bundle ,Masson

trichrome staining)

3 讨论

声带位于喉腔室带下方，左右各一，从浅至深由上皮层、固
有层和肌层组成，前起甲状软骨板交角内面，后端止于杓状软

骨的声带突。为观察声带损伤修复的情况，研究人员不仅要从

大体形态上观察声带损伤愈合的情况，还要从组织水平观察声

带愈合情况[8-15]。而声带组织的解剖结构是研究声带损伤的关

键，尤以声带前 2/3，即膜部最重要，经研究证实，声音是由膜部

震动产生，声带后 1/3 的软骨部只对发声起支持作用。固有层

位于声带上皮及肌层之间，是产生正常黏膜波的重要组织结

构，因此固有层的情况是保证声带正常震动的基础[16-20]。
然而，声带的形状为长条形，组织切片的方式有冠状位、水

平位及矢状位。由于解剖的因素，矢状位切片无法满足对声带

固有层结构的观察，因此应用很少。冠状位、水平位为最常用的

切片方式，但至今无文献报道两种方式的不同。本实验从组织

学水平观察两种切片方式的特点，通过 HE 染色观察固有层的

一般组织结构，Masson 三色染色观察固有层中胶原的排列情

况。HE 染色示冠状位、水平位切片均可见声带表面被覆复层鳞

状上皮，固有层内有大量排列紧密的纤维组织，纤维组织中夹

杂少量腺体，固有层下方为肌层。冠状位切片可观察声带某一

点冠状面固有层的情况，若观察整个声带的情况需声带连续切

片，声带冠状面顶端（近室带部）及底端（近环状软骨部）的固有

层较薄，分层不明显，冠状面中部（声带闭合时的接触面）固有

层较厚，且分层清楚，利于固有层结构的观察；水平位切片可在

一张切片中观察到前联合、声带膜部及声带突部位的固有层情

况，解剖标志明显，声带突清晰可见，利于定位，但水平位切片

的不同层面固有层薄厚不一，若双侧声带切片进行比较时，两

侧切片固有层厚度可能不一致，需连续水平位切片选择厚度相

近切片进行比较。Masson 三色染色示冠状位、水平位切片均可

见固有层浅层有较细的胶原纤维束，中层有较粗的纤维束与较

细的纤维束交织排列，深层纤维束排列更紧密，两种切片方式

在胶原纤维的观察上无明显区别。

4 结论

冠状位切片可观察声带某一点冠状面固有层的整体情况，
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水平位切片可在一张切片中观察到前联合、膜部及声带突部位

的固有层情况。本实验探讨了冠状位与水平位切片观察声带固

有层结构的特点，为声带实验提供了可借鉴的切片方式。
参考文献(References)

[1] Hirano S, Minamiguchi S, Yamashita M. Histologic Characterization

of Human Scarred Vocal Folds[J]. J Voice, 2009, 23(4):399-407

[2] Ichiro T, Tomoko T, Diane B, et al. Cell Production in Injured Vocal

Fold: ARat Stady[J]. Ann Otol Rhinol Laryngol, 2006, 115(2):135-143

[3] Hertegard S, Cedervall J, Svensson B, et a1.Viscoelastic and histologic

properties in scarred rabbit vocal folds after mesenchymal stem cell

injection[J]. Laryngoscope, 2006, 116:1248-1254

[4] Hagemann M, Seifert E. The use of polydimethylsiloxane for injection

laryngoplasty[J]. World J Surg, 2008, 32:1940-1947

[5] Gray SD, Titze IR, Alipour F. Biomechanical and histologic observati-

ons of vocal fold fibrous proteins.[J]. Ann Otol Rhinol Laryngol, 2000,

109(1):77-82

[6] Kanemanl S, NakamruaT, Omori L, et al. Regeneration of the vocal

fold using autologous mesenchymal stem cells [J]. Ann Otol Rhinol

Laryngol, 2003,112:915-920

[7] Byung G, Soo G W, Jin S J, et a1. The prevention of vocal fold

scarring using autologous adipose tissue-derived stomal cells[J]. Cells

Tissues Organs, 2006,184:198-204

[8] Halum SL, Naidu M, Delo DM. Autologous musclestem cells for the

treatment of vocal fold paralysis:pilot study [J]. Laryngoscope, 2007,

117:917-922

[9] Kanemal L, Nakamura T, Yamashita M, et a1. Destiny of autologous

bone marrow-derived stromal cells implanted in the vocal fold[J]. Ann

Otol Rhinol Laryngol, 2005,l14:907-912
[10] Andrew A, Nadine M, Eckhard A. Dermal matrix as a carrier for in

vivo delivery of human adipose-derived stem cells [J]. Biomaterials,

2008, 29(10):1431-1442

[11] Halum SL, Hiatt KK, Naidu M, et a1. Optimization of autologous m-

uscle stem cell survival in the denervated hemilarynx[J]. Laryngosco-

pe, 2008, 1l8:1308-1312

[12] Hirano S. Current treatment of vocal fold scarring [J]. Curr Opin

Otolaryngol Head Neck Surg, 2005,13(3): 143-147

[13] Black LL, Gaynor J, Gahring D, et al. Effect of adipose derived mese-

nchymal stem and regenerative cells on lameness in dogs with chron-

ic osteoarthritis of the oral joints[J]. Vetler, 2007,8:272-284

[14] CiceroV, MontelaticiE, CantarellaG, et al. Do mesenchymal stem ce-

lls play a role in vocal fold fat graft survival[J]. Cell, 2008,41:460-473

[15] Susan L, Stephanie B, et al. A method for identification of vocal fold

lamina propria fibroblasts in culture [J]. Otolaryngology-Head and

Neck Surgery, 2008, 139:816-822

[16] Tsunehisa O, Shigeru H, Shin K, et al. Expression of extracellular

matrix proteins in the vocal folds and bone marrow derived stromal

cells of rats [J]. Eur Arch Otorhinolaryngol, 2008, 265:669-674

[17] Yao T, Qiang Z, Xin Q, et al. Paracrine Action Enhances the Effects

of Autologous Mesenchymal Stem Cell Transplantation on Vascular

Regeneration in Rat Model of Myocardial Infarction [J]. Ann Thorac

Surg, 2005, 80:229-237

[18] Takashi E, Ashra M. Pathologic assessment of myocardial cell necro-

sis and apoptosis after ischemia and reperfusion with molecular and

morphological markers [J]. Mol Cell Cardiol, 2000, 32:209-224

[19] Bernard R, Ichiro T, Xin L, et al. Investigation of Anti-Hyaluronidase

Treatment on Vocal Fold Wound Healing[J]. Journal of Voice, 2006;

20: 443-451

[20] Babak J, Dinesh C, Ming Y,et al. Hylan B Gel Restores Structure and

Function to Laser-Ablated Canine Vocal Folds [J]. Ann Otol Rhinol

Laryngol, 2008, 117:703-705

1422· ·


