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　　摘　要：目的　评价脱细胞膀胱基质作为盆底修复替代材料的生物相容性。方法　通过细胞毒性试验、溶血试验、阴道埋植

试验等体内外生物学实验相结合的方法评价该材料的生物相容性。结果　在细胞毒性试验中，材料毒性级别０～１级。材料浸提

液的溶血率为１．５％。大体和组织学观察示材料未引起宿主免疫排斥反应，植入后引起轻度的异物反应，移植１２周后基本降解。

结论　该材料具有良好的生物相容性，但需调整其降解率，以适应盆底修复手术要求。
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　　近年来，随着材料科学和组织工程学的进步，脱细胞基质

成分的组织工程补片大量涌现，并逐渐在盆底修复重建手术中

采用，替代薄弱受损的盆底筋膜组织［１］。膀胱损伤后能迅速进

行自我修复，用膀胱基质修复受损组织是合乎逻辑的选择［２］。

目前，脱细胞膀胱基质（ａｃｅｌｌｕｌａｒｂｌａｄｄｅｒｍａｔｒｉｘ，ＡＢＭ）已成为

泌尿外科研究和应用的热点，但还未见其用于盆底修复方面的

报道。本研究在前期实验基础上采用表面活性剂联合酶消化

法［３５］，对新鲜健康猪膀胱（屠宰场获取）进行脱细胞处理，制成

ＡＢＭ补片，采用体内外相结合的实验方法对生物相容性进行

评价，为其在盆底修复方面的应用进一步提供依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康新西兰大白兔１５只，体质量２．１～２．５

ｋｇ，雌性；由第三军医大学实验动物中心提供，实验动物使用合

格证：ＳＣＸＫ（渝）２００７０００２。

１．２　仪器与试剂　苯甲基磺酰氟（北京鼎国生物技术有限公

司），三羟甲基氨基甲烷（ＢＢＩ），ＴｒｉｔｏｎＸ１００、ＤＮＡ酶及ＲＮＡ

酶（上海生工有限公司），十二烷基硫酸钠（捷瑞生物工程有限

公司），苯酚（北京化工厂），聚丙烯网片（美国强生公司）。冻

干机，扫描电镜，ＣＯ２ 培养箱，ＣＫ２型倒置相差显微镜，ＢＩＯ

ＲＡＤ６８０ＸＲ型酶标仪。

１．３　方法

１．３．１　材料浸提液制备　参照ＩＳＯ１０９９３５（２００９）
［６］，浸提介

质为ＲＰＭＩ１６４０培养液，浸提比例为６ｃｍ２／ｍＬ，培养液完全浸

没样品，密封后在３７℃无菌条件下浸泡２４ｈ制成浸提液。完

成后用 ＲＰＭＩ１６４０培养液分别稀释，制备１００．０％、５０．０％、

２５．０％、１２．５％的浸提液，放入冰箱４℃保存（实验组）。空白

对照组：ＲＰＭＩ１６４０培养液。阴性对照组：聚苯乙烯（浸提方

法同试验样品）。阳性对照组：含０．５％苯酚溶液（由 ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液配置）。

１．３．２　细胞毒性试验　冻存 Ｌ９２９细胞复苏后经过两次传

代，取对数生长期的Ｌ９２９细胞，用０．２５％胰蛋白酶消化２～３

ｍｉｎ。倒去消化液，ＲＰＭＩ１６４０培养液将细胞稀释至１×１０５

个／ｍＬ。将Ｌ９２９细胞悬液加至９６孔细胞培养板，１００μＬ／孔，

在３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱内培养２４ｈ。培养结束后，

弃去培养板内培养液，按实验分组分别进行换液（每组５孔），

再把培养板放入培养箱内继续培养，于１、３、５ｄ各取出一块培

养板，倒置相差显微镜下观察细胞形态、照相，每孔加入 ＭＴＴ

染色剂５０μＬ（１ｍｇ／ｍＬ），置培养箱内培养２ｈ。吸尽原液，每

孔加入１００μＬ异丙醇，吹打震荡，充分混匀，用酶标仪以检测

波长５７０ｎｍ，参考波长６３０ｎｍ，分别测定各孔ＯＤ值。并根据

公式计算细胞相对增殖率（ＲＧＲ）＝供试品组（阴性、阳性组）

ＯＤ值／空白对照组 ＯＤ值×１００％。按照评分标准（ＲＧＲ≥

１００％为０级，７５％～９９％为１级，５０％～７４％为２级，２５％～

４９％为３级，１％～２４％为４级，０％为５级），对样品细胞毒性
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程度进行评价。

１．３．３　溶血试验　参照ＩＳＯ１０９９３４（２００９）设计实验。采集

新西兰兔血２ｍＬ与１ｍＬ肝素混合，并加１．５ｍＬ生理盐水稀

释备用。设实验组（ＡＢＭ 生理盐水１００％浸提液）；阴性对照

组（生理盐水）；阳性对照组（蒸馏水）各５ｍＬ，每组５支试管。

每支试管加入稀释的抗凝兔血０．１ｍＬ，３７℃孵育６０ｍｉｎ。离

心１０ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ），观察上层液体颜色及红细胞沉积情

况。酶标仪４９２ｎｍ处测ＯＤ值，计算溶血率，溶血率＝［待测

ＯＤ值 （Ｄｔ）－阴性对照组 ＯＤ值（Ｄｎｃ）］／［阳性对照 ＯＤ组

（Ｄｐｃ）－Ｄｎｃ］×１００％。

１．３．４　阴道埋植试验　新西兰大白兔１０只，雌性，未孕未产。

分为实验组和对照组，每组５只。采用３％戊巴比妥钠（４５

ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，阴道消毒，剪开阴道直肠交界处皮肤，

分离阴道后壁黏膜与直肠间隙，达顶点处，长约２．０～２．５

ｃｍ
［７］。ＡＢＭ裁剪成１０ｍｍ×２０ｍｍ大小植入实验组家兔阴

道后壁黏膜下方，将目前临床上最常用于盆底修复的人工合成

材料聚丙烯网片［８］剪成同样大小植入另一组家兔阴道作对照。

术后每天观察手术切口及动物反应变化，于１２周处死动物后

采集样本（植入材料及表面附着组织），甲醛固定，石蜡包埋，伊

红苏木素染色制成病理切片，在光镜下观察炎症反应、新生血

管形成和成纤维细胞增殖情况。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件对结果进行方差

分析，计量资料用狓±狊表示，组间比较采用ＬＳＤ狋检验，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　细胞毒性试验　倒置相差显微镜观察培养１ｄ后（图１），

实验组细胞贴壁生长，形态良好，为长梭形或不规则三角形与

阴性对照组相似；阳性对照组细胞无明显生长，变圆、皱缩。随

时间延长可见实验组和阴性对照组细胞数量逐渐增多，两组相

比未见明显差异，而阳性对照组随着时间的延长，细胞数目减

少，细胞死亡。染色后，实验组 ＭＴＴ结晶物密度与阴性对照

组相似，呈现为透明的蓝紫色，阳性组染色后变色不明显。从

表１可见，培养同样的时间实验组各浓度的 ＯＤ值之间差异无

统计学意义（犘＞０．０５）；随培养时间延长，各浓度组ＯＤ值都逐

渐增高，不同浓度的实验组与阴性对照组之间差异无统计学意

义（犘＞０．０５）；各实验组均与阳性对照组比较差异有统计学意

义（犘＜０．０１）。阳性对照组细胞毒性级别为４～５级，实验材

料组细胞毒性级别与阴性对照组同为０～１级，可以认为ＡＢＭ

无细胞毒性。

２．２　溶血试验　生理盐水组和实验组静置后个管内均可见血

细胞沉积，而蒸馏水组各管颜色均一，呈淡红色，无明显血细胞

沉积。见表２。阴性对照组与实验组 ＯＤ值差异无统计学意

义（犘＞０．０５），与阳性对照组比较差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。实验组溶血率为１．５％，低于５％，因此判定 ＡＢＭ 符

合生物材料的溶血试验要求。

　　ａ：阴性对照组；ｂ：阳性对照组；ｃ：实验组１００％浸提液；ｄ：实验组１２．５％浸提液。

图１　　倒置相差显微镜观察培养１ｄ各组Ｌ９２９细胞的形态变化（×１００）

表１　　各组Ｌ９２９细胞增殖活力测定（狀＝５）

组别
１ｄ

ＯＤ值（狓±狊） ＲＧＲ（％）

３ｄ

ＯＤ值（狓±狊） ＲＧＲ（％）

５ｄ

ＯＤ值（狓±狊） ＲＧＲ（％）

实验组

　１００．０％浸提液 ０．４４７±０．０１９ ９６．８ ０．６５５±０．０３３ １００．３ ０．８７４±０．０２０ １０２．８

　５０．０％浸提液 ０．４４９±０．０２８ ９７．１ ０．６５４±０．０１２ １００．３ ０．８７６±０．０２１ １０３．０

　２５．０％浸提液 ０．４６０±０．０３６ ９９．５ ０．６５８±０．０３０ １００．８ ０．８６７±０．０３２ １０１．９

　１２．５％浸提液 ０．４６７±０．０２８ １００．７ ０．６５９±０．０２５ １０１．０ ０．８５４±０．０３７ １００．４

阴性对照组 ０．４６０±０．０３９ ９９．５ ０．６５９±０．０３０ １０１．０ ０．８７１±０．０４０ １０２．４

阳性对照组 ０．０５０±０．００２ １０．９ ０ ０ ０ ０

表２　　各组吸光度值和溶血率测定（狀＝５）

组别 ＯＤ值（狓±狊） 溶血率（％）

实验组 ０．０６２７±０．００３９ １．５

阴性对照组 ０．０５５２±０．００２０ ０．０

阳性对照组 ０．５４８５±０．１１５１ １００．０

２．３　阴道埋植试验

２．３．１　大体观察　ＡＢＭ 植入阴道后，伤口无红肿、渗液等炎

性反应，植入部位未见红肿、侵蚀和纤维包块形成，术后１２周

未见ＡＢＭ 补片残存；聚丙烯组均出现网片皱缩，有２例

（４０％）出现材料穿透阴道即侵蚀反应。

２．３．２　组织病理学观察　术后１２周，ＡＢＭ胶原变性断裂，成

纤维细胞增多，周边围绕极少的嗜酸性粒细胞及淋巴细胞，补
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片已基本降解。聚丙烯在体内未发生降解，网孔周围有较多成

纤维细胞环绕，胶原纤维较紊乱，炎症反应呈中、重度，伴有坏

死。见图２。

　　Ａ：ＡＢＭ补片大部分降解断裂呈红色均质（黑色箭头），与周围宿

主基质融合。Ｂ：聚丙烯网片（黑色箭头）网孔周围胶原较少，有坏死

（红色箭头）。

图２　　阴道植入ＡＢＭ和聚丙烯１２周后的光镜下组织学

改变（ＨＥ染色×１００）

３　讨　　论

理想的盆底修复重建替代材料应具备无菌、持久耐用、不

致癌、价廉、无抗原反应并且能抵抗机体组织重塑［９１０］，目前尚

没有可以满足以上全部要求的替代材料。脱细胞基质材料由

于不含细胞表面受体的特异识别位点，不易引发受体的免疫排

斥反应，增加了组织相容性，减少了感染概率，提供了一个有利

于正常的细胞生长，分化，血管生成的环境，能快速与宿主整

合，这是组织工程移植物能长期存在体内发挥作用的关键。脱

细胞移植物按照来源可分为同种异体和异种移植物。由于同

种异体的移植材料来源有限，价格较高，且涉及伦理问题，目前

已较少作为移植材料。异种移植材料较易获得，国外已经商品

化的异种移植物包括牛阔筋膜、牛心包、马心包、猪小肠黏膜下

组织、猪真皮、胎牛皮、猪膀胱、猪心脏瓣膜等［１１１２］，在泌尿外

科、耳鼻喉头颈外科、普通外科、整形外科中已有应用，但在妇

产科仅有脱细胞猪真皮和猪小肠黏膜下组织作为盆底修复补

片的少量报道。

生物相容性是生物材料研究中始终贯穿的主题，主要采用

体外法和体内植入试验对材料生物相容性进行评价［１３］。通过

相关的物理化学法对其性能进行评价，并在简化的体外模型表

面上研究材料的细胞相容性即为体外法；将材料植入动物体内

一段时间取出观察其炎症反应及组织长入情况，即为体内植入

试验，组织学检查是其主要检查方法。本课题组在前期实验研

究中将５种最常用的猪脱细胞基质材料，进行体外相关特性检

测，结果发现ＡＢＭ具有最长的降解周期、最强的抗菌性能、最

高的吸水性、最好的生物力学性能，初步认为适合于盆底特殊

环境［１４］。因此，本实验参照ＩＳＯ１０９９３制定的相关方法和标

准，对ＡＢＭ的生物相容性进行全面评价。

在细胞毒性实验中，各实验组、空白组和阴性对照组的细

胞随着培养时间的延长，细胞数量逐渐增加，说明１２．５％、

２５．０％、５０．０％和１００．０％的ＡＢＭ浸提液对Ｌ９２９细胞的增殖

无影响。细胞毒性与被测材料的量尤其是表面积有关，实验设

计了不同浓度的浸提液比较，其结果差异无统计学意义，进一

步说明本实验材料对细胞没有毒性，符合生物材料的无毒性

要求。

在溶血实验中，阴性对照组和实验组静置后各管内均见到

有血细胞的沉积，两组 ＯＤ值差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

而阳性对照组呈淡红色，出现明显溶血，其ＯＤ值与阴性对照

组和实验组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。材料浸提液

溶血率合格，表明本实验材料无溶血作用。

ＡＢＭ补片在植入家兔阴道１２周后已基本降解；显示呈极

轻、轻度炎症反应，ＡＢＭ补片与宿主组织融合，纤维细胞增殖

明显，表现出良好的组织相容性。而聚丙烯网片炎症反应呈

中、重度，伴有坏死，出现了临床上常见的并发症即侵蚀。关于

聚丙烯网片和生物材料用于腹部疝修补的研究已大量报道，但

植入阴道的研究相对比较缺乏。同样的材料经腹部手术证明

是有用的，而其用于阴道手术中可能无效［１５］。本实验将材料

植入阴道更好地反映其作为盆底补片的生物相容性。

本实验结果表明，ＡＢＭ有良好的生物相容性，为其将来应

用于盆底重建替代材料方面奠定了一定基础。在下一步工作

中，针对盆底重建替代材料需要在体内持久修复的要求，将

ＡＢＭ进行改性处理，以提高抗酶解能力和维持力学性能的稳

定，同时延长体内植入时间，观察材料植入体内后生物力学性

能的变化，为该材料应用于盆底修复重建提供理论依据。
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５０μｍｏｌ／Ｌ格列卫作用后，Ｋ５６２细胞中甲基化酶基因 ｍＲＮＡ

的变化呈下降趋势，见表２。

３　讨　　论

ＭｉＲ１４６ａ在造血及免疫反应中具有重要作用
［５７］。格列

卫是特异性的 ＢＣＲ／ＡＢＬ酪氨酸激酶抑制剂。格列卫抑制

Ｋ５６２细胞中ＢＣＲ／ＡＢＬ活性后，导致系列生物学行为的改变，

其中包括ＮＦκＢ、ｃＭｙｃ的抑制等
［８］。作为 ＮＦκＢ的下游靶基

因之一，ｍｉＲ１４６ａ的表达在ＳＴＩ５７１作用后却并未受到抑制。

本研究在临床患者（结果未显示）及体外细胞研究中均发现，格

列卫作用后，患者外周血单个核细胞中 ｍｉＲ１４６ａ水平无显著

变化，格列卫作用于Ｋ５６２细胞，可使其细胞内 ｍｉＲ１４６ａ水平

升高，与ＳｔéｐｈａｎｅＦｌａｍａｎｔ等
［９］的研究结果相互印证。但本研

究选取的病例均为慢粒加速期的患者，而ＳｔéｐｈａｎｅＦｌａｍａｎｔ

等［９］的研究中纳入为初诊慢粒患者，并且均为首次接受ＩＭ 治

疗。Ｗａｎｇ等
［１０］的研究结果显示 ｍｉＲ１４６ａ的表达水平与

ＡＬＬ和ＡＭＬ患者的生存呈相反的关系，高表达 ｍｉＲ１４６ａ的

患者临床预后相对差。但 Ｗａｎｇ等
［１０］的研究对象为急性白血

病，与ＣＭＬ不可比较，无论细胞遗传学分型还是疾病的治疗

方面均有显著差异。因此，本研究结果为全面理解 ｍｉＲ１４６ａ

在ＣＭＬ中的调控及作用机制提供了新的证据和线索。

ＭｉＲ２９ｂ可以通过直接下调 ＤＮＭＴ３Ａ、ＤＮＭＴ３Ｂ，以及

通过ｓｐ１间接下调ＤＮＭＴ１，从而导致大部分ＤＮＡ的去甲基

化，进而使得急性白血病细胞中多种肿瘤抑制基因得以重新表

达［１１１２］。本研究结果也显示了格列卫作用后 ｍｉＲ２９ｂ的水平

升高。

本研究结果表明，格列卫作用后，三种甲基化酶的水平降

低，结合Ｓｔａｒｃｚｙｎｏｗｓｋｉ等
［３］对ｐｒｅｍｉＲ１４６ａ启动子区进行甲

基化分析的结果，本研究认为甲基化酶水平降低是格列卫作用

后ｍｉＲ１４６ａ升高的原因之一，也就是说，Ｋ５６２细胞中甲基化

酶水平升高导致ｍｉＲ１４６ａ前体启动子区的甲基化，这是Ｋ５６２

细胞中ｍｉＲ１４６ａ维持在较低水平的原因之一。

在今后的实验中将继续探讨升高 ｍｉＲ１４６ａ对Ｋ５６２细胞

的作用，并进一步从转录因子的结合能力等方面，探讨格列卫

作用后ｍｉＲ１４６ａ不降反升的可能作用机制。
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