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　　摘　要：目的　 观察血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）在失神经皮瓣中对白细胞功能的影响，探讨 ＶＥＧＦ在皮瓣抗感染中的作用

机理。方法　选用６０只 Ｗｉｓｔｅｒ大鼠，制作右下腹２ｃｍ×２ｃｍ岛状皮瓣的动物模型，随机分为３组。所有皮瓣接种金黄色葡萄球

菌悬液（５×１０７／ｍＬ）２ｍＬ，动物观察９６ｈ后处死。测定白细胞计数、白细胞活力、中性粒细胞化学发光、组织细菌计数、皮瓣组织

肉眼观察及光镜观察等指标。结果　术后９６ｈ三组渗出液中白细胞计数比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而在白细胞活力、中

性粒细胞化学发光、组织细菌计数等指标测定中，慢性失神经组较对照组差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＶＥＧＦ治疗组较慢性失

神经组差异有统计学意义（犘＜０．０１）。皮瓣组织病理变化：对照组及ＶＥＧＦ治疗组皮瓣的病理改变较轻。结论　软组织失去神

经支配后，降低了白细胞的功能。而血管内皮生长因子能改善皮瓣微循环，并有增强白细胞功能的作用。
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　　截瘫患者长期卧床，极易产生褥疮，褥疮容易反复感染，不

但增加了患者的护理难度，还加重了患者的心理负担，所以对

于截瘫患者褥疮的治疗及研究进展，国内外一直有相关报道。

有研究发现，在没有神经支配软组织伤口中，其细菌增长数量

是有神经支配伤口的１００倍。１９９２年，Ａｌｉｓｏｎ等
［１］建立了失

神经岛状皮瓣模型观察发现，在慢性失神经皮瓣中，其细菌生

长的数量是有神经支配皮瓣和急性失神经皮瓣组的２５倍。因

此，截瘫患者易患褥疮，与局部长期失神经有关。血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）是一种能特异性地作用于血管内皮细胞的糖

蛋白，具有促进内皮细胞增殖，增加血管通透性，诱导血管生成

等多种功能［２］。国内外学者对ＶＥＧＦ在不同类型皮瓣存活中

的具体作用和相关机制做过一些报道［３５］，但是 ＶＥＧＦ用于失

神经皮瓣白细胞功能的研究，国内外尚未见有报道。为此作者

制作了大鼠失神经感染皮瓣模型，通过检测白细胞功能的一些

重要指标，为截瘫患者褥疮的治疗提供新的治疗途径。

１　材料与方法

１．１　实验动物　健康４月龄 Ｗｉｓｔｅｒ雌性大鼠６０只，体质量

２５０～３００ｇ，分笼喂养，自由饮水，室温（２５±２）℃，湿度４０％～

５０％。

１．２　方法

１．２．１　大鼠慢性失神经感染皮瓣模型的制作
［６７］
　实验动物

术前１ｄ８％硫化钠脱毛，备皮，温水清洗试干，实验前晚停止

喂食，３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射，麻醉成功后俯卧位

固定，在右侧腹股沟区设计２ｃｍ×２ｃｍ以腹壁下血管为蒂的

岛状皮瓣，皮瓣内下角定位在腹股沟第二乳腺，皮瓣逆行切取，

完全游离血管、分离腹部神经并离断，制作下腹壁失神经皮瓣，

所有动物皮瓣原位缝合，室温下饲养７ｄ，使其形成慢性失神经

模型。整个手术在显微镜下进行并注意无创操作。７ｄ后，按
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原切口切开皮肤，皮下埋置长１．５ｃｍ直径０．５ｃｍ的铜网圆柱

体（５０目金属滤网卷成，两端用硅胶膜封闭，穿刺针可自此进

出），以便抽取渗出液。放回岛状皮瓣，覆盖圆柱体，１号丝线

间断原位缝合。术后即用７号针头经皮穿刺，从圆柱体近端刺

入，清除渗出后，接种金黄色葡萄球菌悬液（５×１０７／ｍＬ）２ｍＬ。

皮瓣手术均由同一人完成，所用器械及材料均经过严格消毒且

整个过程均在无菌条件下进行。为防止大鼠自行撕咬及皮瓣

回缩变形，从而使测量结果更准确，采用石膏环形固定皮瓣。

方法是先以数层纱布包裹腹部，再以石膏环形固定于纱布上

面，上、下界略超出皮瓣。

１．２．２　实验分组　随机分成对照组、慢性失神经组和 ＶＥＧＦ

治疗组。对照组、慢性失神经组每瓣皮下注射０．４ｍＬ生理盐

水，分多位点注射。ＶＥＧＦ治疗组每瓣皮下注射０．４ｍＬ浓度

为１μｇ／ｍＬ的ＶＥＧＦ，分多位点注射。分别于细菌注射的同

时给药。所有动物观察９６ｈ后处死，抽出渗液，用于分离白

细胞。

１．２．３　渗液白细胞的分离　术后９６ｈ从金属圆柱体内抽出

０．５ｍＬ渗出液，用１０ｍＬＭ１９９溶液稀释，反复多次离心，并

用０．８３％ ＮＨ３ＣＬＴｒｉｓＨＣｌ溶液将红细胞溶解掉，收集白细

胞，悬浮到３ｍＬＭ１９９溶液中。

１．２．４　白细胞计数及白细胞活力的检测　用血球计数器计数

总的白细胞数，采用台盼蓝拒染法检测白细胞的活力＝有活力

的白细胞数／总白细胞数。

１．２．５　化学发光法检测中性粒细胞氧化暴发功能

１．２．５．１　调理酵母多糖，准备发光溶液
［８］
　１００ｍｇ酵母多糖

加入到２０ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）溶液中，煮沸、离心，扔掉上

清液，加入到羊血清中，孵育、再离心，扔掉上清液，剩下的酵母

多糖加入到１０ｍＬＰＢＳ溶液中，待用。１７．７ｍｇ的ｌｕｍｉｎｏｌ加

入到２ｍＬ二甲亚砜和４８ｍＬ０．９％ ＮａＣｌ溶液中，充分混合

后，取５ｍＬ加入到４５ｍＬ０．９％ ＮａＣｌ溶液中，配制成５０ｍＬ

的ｌｕｍｉｎｏｌ溶液。

１．２．５．２　测定化学发光　取１ｍＬ中性粒细胞悬浮液放入到

聚乙烯发光小瓶，加入２ｍＬｌｕｍｉｎｏｌ溶液和０．１ｍＬ调理过酵

母多糖，小瓶被放到液体闪烁计数仪上，在室温下测定，每次

６ｓ，共测１０次，取平均值，结果用每分钟化学发光脉冲数

（ＣＰＭ）表达。

１．２．６　组织细菌计数
［８］
　切取皮瓣皮下及肉膜层少许组织，

无菌称重，以１∶１０比例稀释在无菌盐溶液中，并培养在５％

血液琼脂培养皿中，在３７℃温箱中孵育４８ｈ，然后计数，用每

克组织中含菌落形成单位（ＣＦＵ）表示。

１．２．７　组织学观察

１．２．７．１　肉眼观察　观察皮瓣的色泽及脓肿分布情况。

１．２．７．２　光镜观察　术后９６ｈ从皮瓣中央取材，固定包埋，

切片，苏木精伊红染色，光镜下观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，各

组数据均作正态性检验及方差齐性检验，结果用狓±狊表示。

统计方法采用单因素方差分析检验各组间的差异性，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　白细胞计数及白细胞活力　术后９６ｈ３组渗出液中白细

胞计数差异无统计学意义（犘＞０．０５）。与对照组比较，慢性失

神经组的白细胞活力显著降低（犘＜０．０５）。ＶＥＧＦ治疗组经

ＶＥＧＦ干预后，其白细胞的活力显著提高，与慢性失神经组比

较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。见表１。

表１　　各组渗出液中白细胞计数及白细胞活力比较（狓±狊）

组别 狀 白细胞计数（１０９／Ｌ） 白细胞活力（％）

对照组 １０ １８１．２０±６３．４５ ６６．００±１０．２７

慢性失神经组 １０ １７０．５０±７６．２７ ４０．５０±１３．９７

ＶＥＧＦ治疗组 １０ １８４．１０±１１４．０７ ５９．４０±１１．７４

２．２　中性粒细胞化学发光　与对照组比较，慢性失神经组中

性粒细胞化学发光显著降低（犘＜０．０１）。经 ＶＥＧＦ治疗后，

ＶＥＧＦ治疗组化学发光显著提高，与慢性失神经组比较差异有

统计学意义（犘＜０．０１）。见表２。

表２　　各组渗出液中性粒细胞化学发光比较（狓±狊）

组别 狀 中性粒细胞化学发光（ＣＰＭ／１０６）

对照组 １０ １４０．２０±３６．９８

慢性失神经组 １０ １３．５０±６．２５

ＶＥＧＦ治疗组 １０ １２５．６０±４７．１５

２．３　组织细菌计数　与对照组比较，慢性失神经组每克组织

细菌计数差异有统计学意义（犘＜０．０１）。经 ＶＥＧＦ治疗后，

ＶＥＧＦ治疗组组织细菌计数显著降低，与慢性失神经组比较差

异有统计学意义（犘＜０．０１）。见表３。

２．４　组织学观察

２．４．１　肉眼观察　对照组：皮瓣弹性较好，色泽尚可，稍有苍

白，散在稀疏的脓肿，未见坏死区。慢性失神经组：皮瓣弹性较

差，色泽苍白，肿胀，脓肿较大，较密集，可见明显的溃疡，部分坏

死。ＶＥＧＦ治疗组：皮瓣弹性尚可，肿胀，脓肿稀疏，坏死较轻。

表３　　各组组织细菌计数比较（狓±狊）

组别 狀 组织细菌计数（×１０５ＣＦＵ／ｇ）

对照组 １０ ２．６３±１．３４

慢性失神经组 １０ １３．３５±６．７６

ＶＥＧＦ治疗组 １０ ５．７６±３．５７

２．４．２　光镜观察　对照组：皮肤表皮、毛囊及皮脂腺等结构基

本正常，散在炎性渗出，没有明显的组织细胞损伤。慢性失神

经组：皮肤结构严重破坏，皮肤附件（毛囊、汗腺及皮脂腺）消

失，组织坏死明显，病变部位较深、较广，炎症反应较重，可见大

片炎性渗出，皮下大量炎性细胞浸润。ＶＥＧＦ治疗组：皮肤结

构尚清，炎症反应较轻，组织坏死不明显。

３　讨　　论

许多实验均证实了失神经能够增加软组织的易感性。然

而这一事实的确切机制却一直不清楚。有实验证实了失神经

能够使血管舒缩紊乱，并能导致软组织水肿，而压力和失神经

所导致的水肿是淋巴性和静脉性的，它能导致皮肤免疫功能的

改变，而这些改变最终导致了皮肤抗感染能力的低下，增加了

软组织在褥疮中受破坏的程度。有学者也证实了压力、局部缺
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血以及组织水肿所导致的细菌大量繁殖与组织失神经有密切

关系。缺少神经生长因子（ＮＧＦ）或其他神经递质确实能够降

低机体对于局部组织感染发生后应激反应的能力，这个结论在

慢性失神经感染皮瓣模型中得到了证实。有实验证实Ｐ物质

能够增强机体组织的炎性反应，所以在失神经的组织中炎性反

应明显减弱。ＮＧＦ被认为能够影响非特异性炎性细胞的氧化

物质代谢［９］，而且能够调节中性粒细胞的趋化性。所以无论是

在急性失神经皮瓣还是在慢性失神经皮瓣，软组织中的局部

ＮＧＦ水平都会降低，特别是在慢性失神经皮瓣中，表现尤为突

出。可以从一个侧面解释为什么失神经的组织比没有失神经

的组织更具有易感性。然而，缺乏神经递质和 ＮＧＦ到多大程

度才能影响机体的抗感染能力，目前还不清楚。

Ｋｉｍ等
［１０］研究发现 ＶＥＧＦ可以刺激细胞间黏附分子１

（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、内皮细胞选择素

和血管细胞黏附分子１（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，

ＶＣＡＭ１）的ｍＲＮＡ的表达，这种上调效应可被 ＫＤＲ（Ｆｌｋ１）

的拮抗剂所抑制，也可被磷脂酶Ｃ，ＮＦκＢ、鞘氨醇激酶与蛋白

激酶Ｃ的抑制剂所抑制。但抑制 ＮＯ合酶及有丝分裂原激活

蛋白激酶的激酶后对此无影响。凝胶移动分析显示 ＶＥＧＦ可

以刺激ＮＦκＢ的活性，上述结果说明ＶＥＧＦ增加ＶＣＡＭ１和

ＩＣＡＭ１蛋白质表达及促进白细胞的黏附是通过 ＮＦκＢ信号

通路实现的。ＶＥＧＦ增加了ＶＣＡＭ１、ＩＣＡＭ１蛋白表达和主

要组织相容性复合体Ⅰ、Ⅱ的表达，促使自然杀伤细胞（ｎａｔｕｒａｌ

ｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）与内皮细胞黏附，并且ＶＥＧＦ对单核细胞具有趋化

性。因此，ＶＥＧＦ能吸引单核、巨噬细胞到达损伤处，诱导

ＭＨＣ、ＩＣＡＭ１等分子表达，参与组织的免疫反应
［１１］。另外，

ＩＣＡＭ１主要与中性粒细胞表面的 ＬＦＡ１和 Ｍａｃ１结合，

Ｍａｃ１表达于中性粒细胞、单核细胞、ＮＫ细胞上，是中性粒细

胞表达的主要整合素家族成员，可促进中性粒细胞的吞噬功能

和氧自由基的释放［１２］。因此，ＶＥＧＦ有增强白细胞特别是中

性粒细胞功能的作用。

本实验研究结果显示，术后９６ｈＶＥＧＦ治疗组的白细胞

活力较慢性失神经组显著提高，中性粒细胞化学发光亦显著提

高，组织细菌计数显著降低。这充分说明 ＶＥＧＦ改善了白细

胞的功能水平，提高了白细胞吞噬细菌、杀灭细菌能力，从而提

高了皮瓣清除细菌的能力。

总之，从本实验的数据中可以得出，在感染岛状皮瓣模型

中，慢性失神经不但增强了细菌生长繁殖的能力，而且降低了

白细胞的功能。适量的ＶＥＧＦ可以增强失神经皮瓣的抗感染

能力，为修复重建外科提供新的途径，但这并不是说 ＶＥＧＦ没

有缺点，和其他细胞因子一样，在机体中它也是扮演着双重角

色，它既能改善微循环、增强血供，以及增强白细胞功能，又有

诱导炎性反应的作用，从而加重组织的炎性水肿。所以，进一

步研究ＶＥＧＦ在失神经皮瓣中对白细胞功能影响的作用机

制，以便在应用时选择适当的给药方法和给药途径，减少

ＶＥＧＦ带来的不利影响。
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