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不同冷冻时间对异体神经移植后生理特性的影响
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　　摘　要：目的　观察超深低温（－１９６℃）条件下不同冷冻时间对异体神经移植后生理特性的影响。方法　将８０只雌性 Ｗｉｓ

ｔａｒ大鼠随机分为取材组（２０只），对照组（Ａ组：新鲜自体神经移植组；Ｂ组：新鲜异体神经移植组，每组１０只）和实验组（按取材神

经冷冻保存３、６、９、１２周后移植分为Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组，每组１０只）。术后做大体、光镜、电镜观察，神经电生理测试。结果　移植９周

后，大体、光镜、电镜结果显示：Ｂ组生理特性影响最大，Ａ组最小，Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组次之；电生理结果显示：Ａ与Ｂ、Ａ与Ｅ、Ａ与Ｆ之间

差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　异体神经移植后的生理特性和冷冻时间存在依从关系。
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　　异体神经是临床上修复长段主要神经缺损重要的研究材

料。但它最大弊端是免疫排斥［１］，从而影响神经移植后的生理

特性。在这方面国内外学者做了大量的基础研究［２８］。研究普

遍认为：降低异体神经移植免疫排斥的较好方法是超深低温

（－１９６℃）冷冻保存。那么，究竟保存多长时间才能使移植后

的生理特性最佳呢？目前最长研究时间为３周，更长的时间有

待进一步探索。本研究的目的就是观察超深低温条件下不同

冷冻时间对异体神经移植后生理特性的影响。

１　材料与方法

１．１　主要实验试剂和器械　甘油（纯度大于９９．０％，泸州生

物试剂公司）；水合氯醛（纯度大于９８．０％，泸州生物试剂公

司）；电镜（ＪＥＭ１４００，日本电子株式会社）；光镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ

Ｂｘ５０，苏州易微光学公司）；显微手术镜（ＸＴＳ４Ａ，江苏镇江中

天光学仪器公司）；电生理实验系统（ＢＬ４２０Ｆ，成都生物设备

有限公司）。

１．２　实验动物及分组　８０只雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（重庆医科大学

动物实验中心提供），质量（２８０±３０）ｇ。取材组２０只，其余６０

只按随机原则分为对照组（Ａ组：新鲜自体神经移植组；Ｂ组：

新鲜异体神经移植组，每组１０只）和实验组（按取材组神经在

－１９６℃条件下保存３、６、９、１２周后移植分为Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组，每

组１０只。）

１．３　方法

１．３．１　取材　用水合氯醛将 Ｗｉｓｔａｒ大鼠麻醉后，暴露双侧的

坐骨神经，切取神经干１．０ｃｍ，总计４０根。将取下的神经分４

组每组１０根放于５０％甘油的ＥＰ管中，而后在超深低温条件

下按不同冷冻时间进行保存。

１．３．２　神经移植　Ａ组：坐骨神经取下后立即原位移植于自

体；Ｂ组：坐骨神经取下后立即两两交叉移植；Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组分

别在坐骨神经冷冻保存相应时间后，在常温下（２５℃）用生理盐

水复温，按随机原则进行移植。所有组别术后均不用药物

处理。

１．３．３　观察指标　术后间隔一定时间观察移植侧肢体的情

况；术后３、６、９周做神经电生理检测，术后第９周做光镜、电镜

观察。

１．４　统计学处理　结果用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行数据处

理，计量资料用狓±狊表示，各组间采用狇检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大体观察　Ａ组术后第３天大鼠足部轻微肿胀糜烂，术

后１周趋于稳定，术后３周肿胀糜烂渐消，移植段表面散在少

许毛细血管分布，和周围组织无黏连。术后６周肿胀糜烂基本

消除，移植段神经表面分布大量毛细血管。术后９周肿胀糜烂
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完全消除，移植段神经表面已形成网状毛细血管。Ｂ组术后第

３天足部肿胀糜烂便很明显，术后１周足趾便开始散在性脱

落，术后３周肿胀糜烂范围加大，程度加深，移植段神经和周围

组织黏连重，神经表面毛细血管稀少。术后６周趋于稳定，移

植段神经与周围组织黏连很严重，神经表面只可见少量毛细血

管。术后９周糜烂基本修复，移植段神经近远端被纤维组织包

裹，难以分离，神经表面毛细血管依旧稀少。Ｄ、Ｃ组很接近，稍

逊于Ａ组，明显优于Ｂ组。Ｅ、Ｆ组的效果优于Ｂ组，逊于 Ａ、

Ｃ、Ｄ组；Ｅ组的效果稍好于Ｆ组。

２．２　神经电生理　动作电位峰值、神经传导速度统计分析：移

植３周、６周后：Ａ组与Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组之间比较差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。移植９周后，Ａ组和Ｂ、Ｅ、Ｆ组之间比较差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；Ａ组与Ｃ、Ｄ组之间比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５）；Ｃ、Ｄ组之间比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），这说明坐骨神经组冷冻保存３周、６周后移植，９周后的

电生理特性近似于Ａ组，见表１、２。

图１　　术后９周各组光镜结果（×２００）

图２　　术后９周各组电镜结果（×１２０００）
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２．３　光镜观察　各组别术后９周取移植神经中段做半薄切片

ＨＥ染色观察，结果见图１。Ａ组：少量轴突肿胀和空泡变性，

轴突密度高，施万细胞大小均一增生明显，极其少量的淋巴细

胞浸润，新生毛细血管大量生成；Ｂ组：空泡变性明显，大部分

轴突水肿，施万细胞大小不一散在增生，淋巴细胞大范围、高密

度浸润，少量新生毛细血管；Ｃ、Ｄ组无明显差别，整体效果接

近于Ａ组；Ｅ组差于Ａ、Ｃ、Ｄ组，优于Ｂ、Ｆ组，Ｆ组优于Ｂ组。

表１　　术后３、６、９周各组别动作电位峰值

　　　（狓±狊，狀＝５，ｍＶ）

组别 ３周 ６周 ９周

Ａ组 ８．１５±０．４３ ８．９３±０．６９ ９．０２±０．７８

Ｂ组 ４．９７±０．１８ ５．２９±０．８２ ５．８０±０．３２ａ

Ｃ组 ７．０１±０．３９ ８．１３±０．１２ ８．８９±０．６９

Ｄ组 ７．２３±０．４６ ８．２１±０．５７ ８．９２±０．４４

Ｅ组 ６．０３±０．６１ ７．１７±０．７２ ７．５７±０．５２ａ

Ｆ组 ５．９１±０．８２ ６．８１±０．５９ ７．１９±０．３９ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较。

表２　　术后３、６、９周各组别神经传导速度

　　（ｍＶ，狓±狊，狀＝５）

组别 ３周 ６周 ９周

Ａ组 １０．２４±０．４２ １２．４４±０．１７ １２．５７±０．６７

Ｂ组 ５．２２±０．３８ ５．８７±０．４１ ６．８１±０．３６ａ

Ｃ组 ７．６９±０．８９ ９．１５±０．３８ １２．０３±０．４２

Ｄ组 ７．９３±０．３２ ９．３７±０．２２ １２．２１±０．３９

Ｅ组 ５．９６±０．４６ ７．２９±０．４２ ９．１２±０．７３ａ

Ｆ组 ５．６８±０．８９ ７．０８±０．５６ ９．０１±０．６４ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较。

２．４　电镜观察　各组别术后９周取移植神经中段做超薄切片

电镜观察，结果见图２。Ａ组：髓鞘外形光滑，发育成熟，有髓

或无髓神经纤维大量再生，施万细胞轴浆均匀、丰富，呈旺盛

状，效果最好。Ｂ组：难见神经纤维、施万细胞、轴突再生，紊乱

的结缔组织多见，效果最差。Ｃ、Ｄ组差别不大但稍逊于 Ａ组。

Ｅ、Ｆ组明显差于Ａ、Ｃ、Ｄ组。

３　讨　　论

３．１　自体和异体神经移植后生理特性差别的主要原因　 通

过本实验可以看出：自体神经移植后生理特性是明显优于异体

神经的。造成其差别的主要原因是免疫排斥的影响。免疫排

斥是机体对移植物（异体细胞、组织或器官）通过特异性免疫应

答使其遭受破坏的过程。一般是指移植术后，受者可识别移植

物抗原并产生应答，移植物中免疫细胞也可识别受者抗原组织

并产生应答。在同种异体移植中，排斥反应有两种基本类型：

宿主抗移植物反应（ＨＶＧＲ）和移植物抗宿主反应（ＧＶＨＲ）。

免疫排斥反应过程既有细胞介导的又有的抗体介导。异体神

经移植后的免疫排斥，主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）起了主

要作用［９１０］，它存在于施万细胞，是主要的抗原成分。此外，神

经基底膜管的完整性也会影响神经的再生修复后的生理特性，

因为它是神经固有基质框架。因此，最大限度地去除施万细胞

抗原性并保留基底膜管的完整性是优化异体神经移植后生理

特性的必要条件。

３．２　冷冻处理法对异体神经移植后生理特性的影响　异体神

经经超深低温冷冻处理后，主要抗原成分被最大限度清除，而

且对神经基底膜管的完整性损伤较小，最大程度降低了异体神

经移植的免疫排斥性，使异体神经移植后的生理特性得到优

化［１１１２］。这种兼顾二者的特性使其比化学法［１３］、放射辐照

法［１４］、川芎嗪处理法［１５］、绿茶多酚处理法［１６］、免疫抑制法［１７］

显得更胜一筹。通过本实验可以看出：冷冻法异体神经处理

后，其移植免疫后的生理特性可以得到不同程度的改善，再生

效果优于新鲜异体神经移植。

３．３　不同冷冻时间对异体神经移植后生理特性的影响　冷冻

法处理异体神经后，虽然可以改善移植后的生理特性，但若保

存时间过短，难以清除施万细胞的抗原成分，排斥反应仍然强

烈，生理特性难以达到最佳状态；反之过长，冰晶会对基底膜管

造成机械性和渗透性损伤［１８］，也将影响移植后的生理特性。

由此可知，异体神经冷冻保存存在一个最佳时间。有研究表

明，冷冻保存时间低于３周，异体神经移植后效果明显逊于新

鲜自体神经移植［１９］。从本实验可以看出，冷冻保存时间太长，

如９、１２周后的移植效果也是明显次于新鲜自体神经移植的，

而保存３周、６周后的移植效果却和新鲜自体神经移植很接

近。由此可知：异体神经移植后的生理特性与冷冻时间存在依

存关系。不过，３周到６周之间的冷冻移植效果尚未明确，仍

需进一步的探索。

冷冻时间的长短对异体神经移植后的生理特性起了极大

的影响作用，找到最佳的保存时间显得尤为重要。最佳的保存

时间不仅可以使异体神经移植后的生理特性达到最优状态，更

能使移植后的恢复效果达到最佳，是极有临床实用价值和发展

前景的。
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理横切面积／肌重比率较高，而速度型的肌肉则肌纤维长／生理

横切面积比率较高［１０］。本研究证实：颞肌前、中、后３部分的

ＰＣＳ比较前部与后部差异有统计学意义（犘＜０．０５），中部与

前、后部差异无统计学意义。前部肌的ＰＣＳ／ＷＭＷ也高于中、

后部（犘＜０．０１），这与ＶａｎＥｉｊｄｅｎ等
［８］的研究结果是部分相符

的。颞肌前部属高张力型肌，颞肌中、后部 ＭＦＢＬ较长，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）。其ＣＦＬ／ＰＣＳ相比较，前部与后部

差异有统计学意义（犘＝０．０１），中部与前后部差异无统计学意

义，后部较前部高，说明后部肌较前部肌的收缩速度快，但产生

的张力小。

胡志奇等［９］研究表明颞肌中束由颞肌后动脉、神经支配，

支配动脉、神经在颧弓上缘１～２ｃｍ处分出二级分支，因此将

颞肌中束再分为具有独立结构的两束是可行而不影响其功能

的。本研究颞肌中束的ＰＣＳ是（３９６．５９±１１０．０５）ｍｍ２，与Ｖａｎ

Ｅｉｊｄｅｎ等
［８］按前后方向作均等的６个部分进行测量研究的中

间两束４３９ｍｍ２ 相较，约为后者的９０％，考虑为黄色人种与白

色人种之间的差异。应用时中束可以再分为两束，每束约１９８

ｍｍ２，仍大于５条提上唇口角表情肌的合力
［１１］，但临床经验证

实供肌转位或移植到受区后会发生不同程度的萎缩，致使肌力

下降，从而力量趋近。也有学者研究了将颞肌从矢状面劈开，

形成逆行肌瓣，用于修复跨越头面部中线的组织缺损的解剖学

基础，将颞肌的应用解剖进一步深化，提供了新的思路，相信在

未来的修复重建外科中颞肌将起到更重要的作用。
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