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【摘要】　目的　探讨亚甲蓝染色透光方法（以下简称透光染色法）在早期胃癌内镜黏膜下剥离术

（endoscopic submucosal dissection，ESD）标本诊断中的价值。方法　选取 2021年 10月至 2023年 8月

首都医科大学附属北京友谊医院早期胃癌ESD标本进行回顾性研究，75例通过透光染色法取材，即

在体视显微镜下先后进行放大观察及透光染色法观察，对比两种方法对病变边界线（demarcation 
line，DL）、不规则微血管结构（irregular microvascular pattern，IMVP）及不规则表面微结构（irregular 
microsurface pattern，IMSP）的显示情况及不同组织学类型间的差异。进一步，以88例传统方法取材病

理结果为对照，分析切缘假阳性率、未分化癌发现率、多灶病变发现率之间是否有差异。结果　透光

染色法显示 DL、IMVP 及 IMSP［96.0%（72/75），89.3%（67/75），98.7%（74/75）］均优于放大观察［72.0%
（54/75），6.7%（5/75），26.7%（20/75）］（χ2=8.036，P<0.001；χ2=0.640，P<0.001；χ2=0.369，P<0.001）。分化

型、未分化型及混合型病变之间内镜下病变符合率差异无统计学意义［92.2%（59/64）、50.0%（1/2）、

77.8%（7/9），χ2=5.145，P=0.055］。与 88例传统方法取材病例相比，透光染色法可提高未分化癌发现

率［14.7%（11/75）比 4.5%（4/88），χ2=4.964，P=0.026］，减少切缘假阳性率［1.3%（1/75）比 11.4%（10/88），

χ2=4.585，P=0.032］，但多灶病变发现率差异无统计学意义［5.3%（4/75）比 0.0%（0/88），χ2=2.841，P=
0.094］。结论　透光染色法通过显示病变 DL、IMVP 及 IMSP，提高病理医师取材过程中对病变的识

别，更易发现未分化癌、减少切缘假阳性。
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【Abstract】  Objective　To explore the diagnostic efficacy of methylene blue staining combined 
with light transmission method (termed as light transmission and staining) in endoscopic submucosal 
dissection (ESD) specimens of early gastric cancer. Methods　A retrospective study was conducted on 75 
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specimens of early gastric cancer treated with ESD at Beijing Friendship Hospital, Capital Medical 
University from October 2021 to August 2023. Under a stereomicroscope, magnified observation and 
transmitted light transmission and staining observation were performed to compare the demarcation line 
(DL), irregular microvascular pattern (IMVP) and irregular microsurface pattern (IMSP) of the lesion, and the 
differences among histological types were compared. Furthermore, the false positive rate of surgical margin, 
the detection rate of undifferentiated cancer and multifocal lesions were compared against the 88 controls 
processed by traditional method. Results　Using the light transmission and staining method, DL, IMVP and 
IMSP were detected in 96.0% (72/75), 89.3% (67/75), and 98.7% (74/75), which was higher than 72.0% (54/
75), 6.7% (5/75), and 26.7% (20/75) by using the magnified observation (χ2=8.036, P<0.001; χ2=0.640, P<
0.001; χ2=0.369, P<0.001). There was no statistical difference in the coincidence rate of endoscopy and 
pathology between differentiated type, undifferentiated type and mixed type [92.2% (59/64), 50% (1/2), 
77.8% (7/9), χ2=5.145, P=0.055]. Compared to traditional methods, light transmission and staining could 
increase the detection rate of undifferentiated cancer [14.7% (11/75) VS 4.5% (4/88), χ2=4.964, P=0.026] 
and reduce the false positive rate of surgical margins [1.3% (1/75) VS 11.4% (10/88), χ2=4.585, P=0.032], but 
showed no statistical difference in the detection rate of multifocal lesions [5.3% (4/75) VS 0.0% (0/88), χ2=
2.841, P=0.094]. Conclusion　 Light transmission and staining enhances pathological recognition of DL, 
IMVP and IMSP during specimed processing, improving detection of undifferentiated cancer and reducing 
false positive of margin.

【Key words】 Methylene blue; Light transmission; Early gastric cancer; Endoscopic 
submucosal dissection; Endoscopy‑pathological comparison
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内 镜 黏 膜 下 剥 离 术（endoscopic submucosal 
dissection，ESD）是胃癌早诊早治的关键手段，已成

为早期胃癌规范化诊疗流程［1‑3］。但早期胃癌病灶

常较小，幽门螺杆菌（Helicobacter pylori，HP）感染、

萎缩、肠上皮化生及固定，以及早期胃癌某些生长

方式导致病变边界判断困难，如未分化癌的未分化

细胞呈弥漫浸润性生长、“爬行癌/牵手癌”的低异

型性肿瘤横向生长等，对组织的影响导致病灶与背

景黏膜区分困难［4‑7］，需通过谱系图及内镜-病理对

照分析，判定切缘是否为假阳性，验证内镜下病变

性质、范围、深度判断的准确性。传统方法取材只

有病理结果，无法与内镜下边界线（demarcation 
line，DL），不 规 则 微 血 管 结 构（irregular 
microvascular pattern，IMVP）及不规则表面微结构

（irregular microsurface pattern，IMSP）所在区域的病

理结果相对应。前期研究发现，透光方法可显示

IMVP（78.8%）及 IMSP（88.6%），但显示 IMSP 仍不

够直观［8］。日常工作中我们进一步发现亚甲蓝染

色可更清晰地显示出 IMSP。基于此，我们建立了

亚甲蓝染色结合透光方法（以下简称透光染色法）

辅助早期胃癌ESD标本精细化观察，此方法可作为

桥梁，通过显示 ESD 标本中病变 DL、IMVP 及

IMSP，在验证内镜下病变性质、范围、深度判断基

础上，将内镜下病变区域与病理进行对照分析。

材料与方法

一、一般资料

纳入 2021年 10月至 2023年 8月间首都医科大

学附属北京友谊医院早期胃癌ESD治疗标本，收集

临床病理资料并进行回顾性分析，由内镜-病理研

究团队共同完成。纳入标准：术前活检病理诊断为

癌；ESD标本为类圆形且最大线性径≤4 cm；病变肉

眼分型为浅表型。排除标准：非完整切除、有出血

等影响观察的标本。根据取材方法不同，分为透光

染色法和传统方法。采用透光染色法取材的病变

先后在体视显微镜下放大观察、透光染色观察病变

DL、IMVP及 IMSP的显示情况；分析应用透光染色

方法，病变不同组织学类型间内镜下病灶符合率

（无论内镜下观察、透光染色法观察是否显示 DL、
IMVP 及 IMSP，二者对 DL、IMVP 及 IMSP 的判断结

果相同即为符合）。与采用传统方法取材病例比

较，分析透光染色法和传统方法在切缘假阳性率、

未分化癌（组织学类型为未分化型及混合型）发现

率、多灶病变发现率之间是否有差异。本研究通过

首都医科大学附属北京友谊医院伦理委员会审查

（编号BFH20241111007/BFHHZS20240284）。

二、研究材料

3%（w/v）亚甲蓝溶液（亚甲蓝 3 g，95% 乙醇溶
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液 30 mL，0.01% 氢氧化钾水溶液 70 mL，Diff‑Quick 
A 溶 液 ，Baso，中 国 ，BA‑4100），体 视 显 微 镜

（Olympus，日本，SZX10）。

三、研究方法

1.传统方法ESD标本处理及观察流程：①标本

准备：冷缺血时间<30 min，经福尔马林（4%甲醛溶

液）固定 24 h后取材。②取材前准备：标本经自来

水冲洗去除表面黏液。③通过传统方法（自然光线

下）观察并记录标本大小，病灶大小、肉眼分型、数

量。④判断最近水平切缘的位置，改刀后置入标本

盒 中 。 ⑤ 标 本 处 理 后 制 备 苏 木 精 - 伊 红

（hematoxylin‑eosin，HE）染色切片、免疫组织化学

（immunohistochemistry，IHC）染色切片。⑥绘制病

变谱系图。

2.透光染色法ESD标本处理及观察流程：①②
同传统方法。③在体视显微镜下，利用自带光源使

光线垂直穿透标本（以下简称“透光”），精细化观察

有无 DL、IMSP 及 IMVP 并拍照。④亚甲蓝染色

90 s，自来水冲洗掉多余染液，在体视显微镜下，精

细化观察 DL、IMSP 及 IMVP 显示情况并拍照。亚

甲蓝染色后，能够清晰显示病变 IMSP 视为染色成

功。⑤⑥⑦分别同传统方法④⑤⑥。体视显微镜

物镜自 2 倍至 63 倍放大观察，以 20 倍显示病变整

体情况，63倍显示局部细节。见图1。
四、统计学分析

应用 SPSS 26.0 软件进行统计学分析，计量资

料用 x̄±s表示，比较应用 t检验；计数资料用例（%）

表示，比较应用卡方检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

结 果

一、透光染色法标本的临床病理特点

75 例早期胃癌 ESD 标本采用透光染色法取

材，88例采用传统方法取材，临床病理数据见表 1。

75 例病变行透光染色法观察的患者，平均年龄

63 岁，男性为主（69.3%），病变多见于胃下部

（57.3%），肉 眼 分 型 以 0‑Ⅱ c 和 Ⅱ c+ Ⅱ a 多 见

（69.3%）；病理结果显示85.3%（64/75）为分化型癌，

其中黏膜内癌 60 例，4 例浸润深度达黏膜下层，

2.7%（2/75）为未分化型癌，均为黏膜内癌，12.0%
（9/75）为混合型癌，2例浸润至黏膜下层；切缘阳性

率2.7%（2/75），血管/淋巴管侵犯检出率2.7%（2/75），
5.3%（4/75）存在多灶病变，6.7%（5/75）存在溃疡，

92.0%（69/75）病变周围黏膜有萎缩肠化。随访显

示，切缘阳性患者无新发病变或根治术后未见癌

残留。

二、透光染色法的诊断价值

行透光染色法观察的 75例病变，DL识别率放

大观察 72.0%（54/75），透光染色法 96.0%（72/75），

差异有统计学意义（P<0.001）。放大观察可在

6.7%（5/75）的病例中显示 IMVP，26.7%（20/75）显

示 IMSP；透光染色法可在 89.3%（67/75）的病例中

显示 IMVP，98.7%（74/75）显示 IMSP，差异有统计

学意义（P<0.001）（表2）。

在不同组织学类型间，对 DL、IMVP及 IMSP显

示情况进行比较（表 3），结果显示通过透光染色

法，组织学类型为分化型时，98.4%（63/64）可见

DL，90.6%（58/64）可见 IMVP，100.0%可见 IMSP，与
内镜下病灶符合率 92.2%。组织学类型为未分化

型时，仅 50.0% 的病例见 IMVP，但均可识别 IMSP
并观察到DL，与内镜下病灶符合率 50.0%。组织学

类型为混合型时，88.9%（8/9）可显示 IMVP、IMSP，
但仍有 22.2%（2/9）无法识别病变 DL，与内镜下病

灶符合率 77.8%。应用透光染色法，不同组织学类

型之间内镜下病灶符合率差异无统计学意义（χ2=
5.145，P=0.055），这表明该方法对早期胃癌 ESD标

本的精细化观察具有普适性。

此外，与 88 例应用传统方法取材的病例对比

注：DL指边界线；IMVP指不规则微血管结构；IMSP指不规则表面微结构

图1　早期胃癌内镜黏膜下剥离术（ESD）标本传统方法、透光染色法取材及观察流程图
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（表 4），应用透光染色法，未分化癌发现率提高（P=
0.026）、切缘假阳性率降低（P=0.032），但多灶病变

发现率差异无统计学意义（P=0.094）。

三、一例早期胃癌ESD标本透光染色法观察及

病理

以一例 53岁女性胃窦部病变为例。胃窦前壁

见 0‑Ⅱc 型病变，最大径约 10 mm，周边稍隆起，表

面发红，可见白苔，可见 DL。ESD 标本黏膜大小

40 mm×35 mm，表面见一浅表凹陷（0‑Ⅱc型），大小

10 mm×4 mm（图2）。通过传统方法，仅可见病变与

周围黏膜间 DL（图 3A、3B），通过透光方法，可见

DL内部 IMVP（各血管呈不规则的封闭性或开放性

袢状，性质不均一，排列不规则，分布不对称），但

IMSP无法清晰显示（图 3C）；进一步通过亚甲蓝染

色辅助观察，DL 内部见 IMSP（隐窝边缘上皮包围

隐窝开口形成的表面结构数量减少，窝间部增宽，

染色方法显示隐窝边缘上皮增厚、深染，同时裂隙

状结构减少或消失）（图 3D、3E）。经与谱系图对

表4 早期胃癌内镜黏膜下剥离术标本透光染色法与传统

方法取材病理结果对比分析[例(%)]
方法

透光染色法

传统方法

χ2值
P值

例数

75
88

发现未分化癌

11（14.7）
4（4.5）
4.964
0.026

切缘假阳性

1（1.3）
10（11.4）

4.585
0.032

发现多灶病变

4（5.3）
0（0.0）
2.841
0.094

表2 75例早期胃癌内镜黏膜下剥离术标本透光染色法观

察DL、IMSP及 IMVP显示情况[例(%)]
方法

放大观察

透光染色观察

χ2值
P值

例数

75
75

显示DL
54（72.0）
72（96.0）

8.036
<0.001

显示 IMVP
5（6.7）

67（89.3）
0.640

<0.001

显示 IMSP
20（26.7）
74（98.7）

0.369
<0.001

注：DL 指边界线；IMVP 指不规则微血管结构；IMSP 指不规则

表面微结构

表1 早期胃癌内镜黏膜下剥离术治疗病变的临床病理特点

资料

年龄（岁，x̄±s）

性别（例，男/女）

肿瘤部位［例（%）］

　胃上部和胃中部

　胃下部

肉眼分型［例（%）］

　0‑Ⅱa，Ⅱa+Ⅱc
　0‑Ⅱc，Ⅱc+Ⅱa
组织学类型［例（%）］

　分化型

　未分化型

　混合型

切缘阳性［例（%）］

肿瘤浸润深度［例（%）］

　黏膜层

　黏膜下层

血管/淋巴管侵犯［例（%）］

溃疡［例（%）］

病变数量［例（%）］

　1个

　≥1个

周围黏膜萎缩肠化［例（%）］

透光染色法（n=75）
63.0±8.8

52/23

32（42.7）
43（57.3）

23（30.7）
52（69.3）

64（85.3）
2（2.7）
9（12.0）
2（2.7）

69（92.0）
6（8.0）
2（2.7）
5（6.7）

71（94.7）
4（5.3）

69（92.0）

传统观察法（n=88）
64.0±8.2

60/28

30（34.1）
58（65.9）

25（28.4）
63（71.6）

84（95.5）
0（0.0）
4（4.5）

10（11.4）

79（89.8）
9（10.2）
2（2.3）
2（2.3）

88（100）
0（0.0）

75（85.2）

统计量

t=0.933
χ2=0.024
χ2=1.263

χ2=0.099

χ2=5.625

χ2=3.305
χ2=0.240

χ2=0.026
χ2=1.902
χ2=2.841

χ2=1.803

P值

0.352
0.874
0.260

0.752

0.060

0.069
0.623

0.871
0.167
0.094

0.179

表3 75例早期胃癌内镜黏膜下剥离术标本组织学类型与

内镜下病灶符合率[例(%)]
组织学
类型

分化型

未分化型

混合型

合计

例数

64
2
9

75

显示DL
63（98.4）
2（100.0）
7（77.8）

72（96.0）

显示IMVP
58（90.6）

1（50.0）
8（88.9）

67（89.3）

显示IMSP
64（100.0）

2（100.0）
8（88.9）

74（98.7）

病灶
符合率 a

59（92.2）
1（50.0）
7（77.8）

67（89.3）
注：DL 指边界线；IMVP 指不规则微血管结构；IMSP 指不规则

表面微结构；a 透光染色法与内镜下病灶符合率：无论内镜下观察、

透光染色法观察是否显示 DL、IMVP 及 IMSP，二者对 DL、IMVP 及

IMSP的判断结果相同即为符合
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照，病变位于 5号（图 3F）及 6号组织。亚甲蓝染色

后垂直观察 5号组织可见腺管结构（图 3G），对应组

织学诊断：高分化管状腺癌（tub1）（图3H）。

讨 论

国内外专家一直致力于内镜-病理对照观察，

以期通过内镜观察更快更精准地发现早期癌，实现

早诊早治。然而，内镜医师通过对黏膜表面观察判

断病变，病理医师通过对黏膜结构异型及细胞异型

判断病变，二者间难以对应。此外，与进展期胃癌

比较，早期胃癌病灶小、背景黏膜常有萎缩肠化，组

织固定后标本有时难以精准判断病变。本研究根

据日本消化道学会、日本消化内镜学会、日本胃癌

学 会 联 合 推 出 的 早 期 胃 癌 诊 断 简 化 流 程

（MESDA‑G）［9］，借鉴早期胃癌内镜放大观察的原理

及经验，在早期胃癌ESD治疗标本规范化处理经验

基础上［10‑13］，通过透光染色法辅助早期胃癌ESD标

本精细化观察，在取材的过程中精准地判断肿瘤位

置、数量、大小、最近切缘；同时探索一种将内镜下

DL、IMSP、IMVP与组织学点对点对应的新方法，促

进内镜、病理交流。

图 2　一例早期胃癌病例内镜观察及内镜黏膜下剥离术治疗　2A、2B：白光内镜远景及近景观察，胃窦前壁近胃角处见一 0‑Ⅱc型病变，周

边稍隆起，表面发红，可见白苔；2C、2D：窄带光成像及放大观察可见病变边界线、不规则微血管结构及不规则表面微结构；2E：靛胭脂染色

并标记切除范围；2F：内镜黏膜下剥离术标本展开并固定　　图 3　一例早期胃癌内镜黏膜下剥离术标本应用透光染色法观察及病理　

3A：传统方法观察显示病变位于中央（*标记病变）；3B：高倍放大可见一 0‑Ⅱc型病变；3C：透光辅助观察不规则微血管结构（IMVP）；3D：亚

甲蓝染色辅助观察不规则表面微结构（IMSP）（*标记病变）；3E：高倍放大观察 IMSP（黄色短曲线处为 IMSP，黄色虚线标记取材线）；3F：对
应内镜下 IMSP图像（黄色短曲线处为 IMSP，黄色虚线标记取材线）；3G：翻转 90°从垂直黏膜方向观察，可见黏膜腺管结构；3H：组织病理学

示高分化管状腺癌　HE　×20
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内镜医师常使用靛胭脂染色观察隐窝开口的

形态，其原理是染料在重力作用下，流向小凹上皮

深部，显示出胃小沟、隐窝开口的结构［14］。通过实

践我们发现亚甲蓝可用于 ESD 标本病变黏膜精细

化观察，其原理是亚甲蓝被细胞吸收后与细胞内

DNA 结合而被染成蓝色，清晰显示黏膜微表面结

构，而传统方法无法做到。本研究发现，通过放大

观察，72.0% 可见 DL，6.7% 显示 IMVP，26.7% 显示

IMSP。我们前期研究发现，透光方法 78.8%清晰显

示出病变 IMVP，88.6%清晰显示病变 IMSP［8］；本研

究进一步联合亚甲蓝染色辅助观察，对前期建立的

透光辅助病理检查方法进行优化，可 98.7%显示病

变 IMSP。基于此，建立了透光及染色辅助早期胃

癌ESD标本精细化观察方法。

透光染色法对早期胃癌病灶DL、IMVP及 IMSP
显示效果，在分化型、未分化型及混合型间病灶符

合率差异无统计学意义。虽然与放大观察相比，此

方法对 DL 识别率从 72.0% 提升至 96.0%，但仍有

3 例未显示 DL，分别占混合型 22.2%（2/9）、分化型

1.6%（1/64）；仍有 8例无法显示清晰的 IMVP，分别

占未分化型 50.0%（1/2）、混合型 11.1%（1/9）、分化

型 9.4%（6/64）。分析发现，无法显示 IMVP 可能与

存在未分化癌、癌浸润至黏膜下层、存在HP或曾行

HP根除治疗、同时存在多个病灶有关。

透光染色是内镜-病理沟通的桥梁，此方法与

内镜下病变符合率 89.3%。以谱系图作为对照，将

内镜下 IMVP及 IMSP处与组织学对应分析，可验证

内镜医师对病变性质、边界判断的准确性，形成良

好反馈。通过此方法，病理医师可精准定位病灶，

减少切缘假阳性，同时发现可疑低分化癌病灶，通

过以分化最差点为中心向两侧改刀、对面包埋的方

式实现此部位组织学观察，减少低分化癌灶的漏

诊。有意思的是，对显示 IMSP 部位，翻转 90°从垂

直黏膜方向可初步观察病变黏膜腺体的结构异型

性，可发现低分化癌，在 HE染色切片之前，即可部

分反映组织学特点，这种观察方法更接近病理诊断

模式，有益于内镜-病理间进一步对应分析。

本文所述透光染色法仍属探索性研究，避免亚

甲蓝染色过度的关键是固定染色时间、冲洗多余染

色液，尤其是垂直黏膜面观察的方法，仍需进一步

研究染料浓度及作用时间，如何最大限度清晰观察

腺体结构，更准确地判断组织学类型，是否能通过

垂直观察的方法判断浸润深度与垂直切缘情况等。

此外，对于小病灶、病灶与周围黏膜境界不清的病

例仍需进一步积累经验。在此基础上形成早期胃

癌ESD标本精细化观察及取材流程，将有效指导病

理初学者对早期胃癌 ESD 标本规范化的观察及取

材工作，这是规范化病理报告的基础，也是对内镜

治疗效果的有效反馈。在内镜、病理医师共同参与

下，将达到内镜-病理水平双提高。
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