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组织工程重建修复犬膀胱后对上尿路的影响
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　　摘　要：目的　组织工程技术重建膀胱后对上尿路结构及功能影响的分析和评估。方法　将８只雄性比格犬随机分为两组：

假手术对照组（Ａ组）４只，胶原支架修复组（Ｂ组）４只，建立Ｂ组膀胱缺损动物模型，利用胶原支架材料修复重建膀胱。两组于修

复前及修复后２３周行肾功能相关生化指标测定以及肾脏超声检查，术后２４周行标本大体形态观察及组织学检查。结果　肾脏

超声检查两组动物肾脏形态、血流信号正常。大体观察两组实验动物肾脏及输尿管无结石、新生物。两组肾功能相关生化指标比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。组织学检查提示组织结构完整，两组肾单位无明显病理改变。结论　利用胶原支架材料重建

膀胱后对上尿路结构及功能未产生不良影响，这种组织工程方法具有较好的可行性。
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　　近年来随着在组织工程领域的进步与发展，组织工程技术

已在一些临床应用中获得了成功，作为该领域在泌尿系统中应

用也逐渐成为研究和探索的热点［１４］。临床上常见到由于先天

性疾病、创伤、炎症、感染、肿瘤等各种因素导致膀胱结构与功

能的严重破坏，需要进行修复与重建［５］。既往组织工程技术修

复与重建膀胱的研究表明，利用人工提取合成胶原支架材料在

膀胱重建上获得了一定的成功［６９］。但鲜有提及重建后对于上

尿路结构及功能的影响，因为它对该组织工程的进一步研究及

应用，甚至于未来推广到临床将会产生深远的影响。通过对组

织工程重建膀胱后上尿路的预后评估与分析研究，某种程度上

决定着该组织工程技术的成败。本实验研究利用胶原支架材

料重建膀胱后，对上尿路结构及功能进行系统评估，论证了该

方法的可行性。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　主要材料　实验动物为国际标准化实验用犬（比格

犬），由四川都江堰市养麝研究所提供。胶原支架材料由中国

科学院遗传与发育研究所提供。胶原支架来源于牛皮肤胶原

提取物，经工业加工制备成直径８．０ｃｍ×８．０ｃｍ大小圆形膜

片，厚度为２．０ｍｍ，一次性灭菌成品包装。

１．１．２　试剂及仪器　ＰＢＳ缓冲液（博士德公司）；甲醛溶液分

析纯化ＡＲ（成都科龙化工试剂厂）；组织固定液ＯＣＴ（ＳａＲｕｒａ，

ＵＳＡ）；３％戊巴比妥钠（惠利公司）；超净工作台；倒置显微镜；

德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司台式离心机；美国ＧＥ公司ＬＯＧＩＱＣ５型

全身彩色多普勒超声仪；德国西门子 ＡＤＶＩＡ全自动生化分

析仪。
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１．２　方法

１．２．１　动物分组及组织工程重建膀胱模型建立　雄性比格犬

８只，１０个月龄，体质量（１０±１）ｋｇ，随机分为 Ａ、Ｂ两组（狀＝

４）。其中Ａ组为假手术对照组，Ｂ组为胶原支架修复组。３％

戊巴比妥钠（１ｍＬ／ｋｇ）经犬腹腔注射麻醉。麻醉满意后常规

消毒铺巾，取犬下腹正中纵行切口长约６ｃｍ，逐层切开皮肤、

皮下及前后鞘，开腹充分暴露膀胱，行膀胱次全切除，将膀胱上

部约占膀胱总体积２／３予以切除，保留膀胱三角区及膀胱颈。

应用胶原支架修补重建Ｂ组膀胱缺损，逐层缝合关闭切口。

留置Ｆ８号猪尾巴管作为尿管引流膀胱尿液，远端缝合固定于

包皮上，保留２周后拔除。术后第２天恢复进食，常规应用抗

菌药物３ｄ。

１．２．２　２４ｈ尿量测定、２４ｈ尿蛋白定量测定及肾功能生化测

定　于术后２３周行肾功能生化指标、２４ｈ尿量、２４ｈ尿蛋白

定量测定，评估术后肾脏功能改变情况。比格犬禁食１２ｈ，在

清醒不麻醉状态下于后肢内侧隐静脉采血约４～５ｍＬ，注入血

清生化指标测定的采血管，３０００～４０００ｒ／ｍｉｎ离心５～８

ｍｉｎ，分离血清，为待检血清生化指标样品。同时经留置于犬膀

胱猪尾巴管，收集２４ｈ尿量，进行防腐处理，测定尿量后，测算

体表面积，同法于后肢内侧隐静脉采血约４ｍＬ。应用全自动

生化分析仪对上述采样标本进行生化检测。

１．２．３　 肾脏超声多普勒检查 　 根据实验犬体质量按

１ｍＬ／ｋｇ，腹腔内注射戊巴比妥钠灭菌溶液，麻醉生效后，将犬

取仰卧位固定于检查台上，腹部及腰背部剃毛备皮，采用美国

ＧＥ公司ＬＯＧＩＱＣ５型全身彩色多普勒超声仪，探头频率５．０

ＭＨｚ，二维常规观察肾脏、输尿管形态、结构，彩色多普勒血流

显像观察肾脏血流信号。

１．２．４　大体形态及组织学观察　于术后２４周处死动物行标

本取材。观察两组实验动物肾脏、输尿管有无明显炎性及恶性

肿瘤改变，是否有结石、憩室等并发症存在。标本经１０％中性

福尔马林缓冲液固定２４ｈ后，乙醇梯度脱水及４％石蜡包埋固

定，切片厚度为５μｍ行 ＨＥ染色镜下观察。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计处理，计量

资料用狓±狊表示，两两比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　术后一般情况　Ｂ组实验组动物术后均正常生存，肉眼

血尿于术后４ｄ消失，手术切口无感染。于２周后拔除尿管，均

能正常自行排尿。

２．２　大体观察　术后２４周处死动物行标本取材，两组肾脏、

输尿管表面浆膜层完整，大小、形态正常，色泽红润，无异常包

块占位病变，无明显充血炎性改变。剖开输尿管管腔见黏膜连

续性完整，输尿管管腔内未见狭窄、结石、憩室、新生物形成，无

僵硬纤维化改变。剖开肾脏后见肾皮质、髓质分界清晰，肾实

质未见占位、囊性改变，皮质无受压变薄，肾脏各盏无牵拉受压

变形，盏颈、肾柱、肾乳头等解剖结构清晰，盏内未见结石、新生

物，黏膜光滑，无炎性充血表现。Ａ、Ｂ两组术后２４周取材，见

图１。

图１　　术后２４周后取材

图２　　术前肾脏超声多普勒检查

２．３　肾脏超声多普勒检查　根据术前及术后２３周超声多普

勒检查，手术前后两组肾脏形态、大小正常，肾实质厚度正常，

轮廓完整，没有萎缩表现，皮质、髓质交界欠清，肾实质内未见

强回声、液性暗区表现，各盏结构清晰，无扩张、牵拉受压表现，

盏内未见强回声表现，肾脏血流信号均正常，未发现肾积水、肾

结石及肾脏囊性甚至实性占位病变，见图２、３。

图３　　术后２３周肾脏超声多普勒检查
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２．４　２４ｈ尿量测定、２４ｈ尿蛋白定量测定及肾功能生化测定

数据分析　通过对术后２３周收集两组动物２４ｈ尿量及血液

生化标本采集，测定２４ｈ尿量、２４ｈ尿蛋白定量、肾功能生化

指标测定结果，将上述结果进行统计学分析，两组间各项指标

差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

２．５　组织学观察　术后６个月取材标本经石蜡包埋处理切片

后行 ＨＥ染色光镜下观察，见两组间的组织学相似，输尿管黏

膜层细胞覆盖完整，上皮细胞排列有序，平滑肌层细胞亦见规

律排布，层次完整分明，未见输尿管及肾间质局部出血水肿及

大量炎性细胞浸润。两组肾脏肾小球体积大小正常，少数肾小

球可见轻度充血，系膜区未见系膜细胞大量增生及基质增加，

未发现异型细胞，肾小管上皮细胞排列整齐有序，无大量坏死、

脱落现象，未见细胞肿胀、空泡样变性，官腔未见扩张、狭窄，无

管型形成，肾单位完整，见图４。

表１　　术后２３周两组２４ｈ尿量测定、２４ｈ尿蛋白

　定量测定及肾功能生化测定（狓±狊，狀＝４）

检测项目 Ａ组 Ｂ组 犘

２４ｈ尿量（ｍＬ·ｋｇ－１·ｄ－１） １９．５０±２．０８１９．２５±３．４０ ０．９１

血尿素氮（ｍｍｏｌ／Ｌ） ４．６０±０．５１ ４．５５±０．５２ ０．９０

肌酐（μｍｏｌ／Ｌ） ６１．０３±８．１７６１．２８±９．６２ ０．９７

２４ｈ尿蛋白定量（ｍｇ／ｋｇ） ４９．９３±４．７４５５．３０±６．９７ ０．２５

　　Ａ１：Ａ组输尿管；Ａ２：Ａ组肾脏；Ｂ１：Ｂ组输尿管；Ｂ２：Ｂ组肾脏。

图４　　术后２４周组织学检测（ＨＥ，×１００）

３　讨　　论

膀胱的大面积修复与重建一直以来都是困扰泌尿外科的

一大难题。过去采用以胃肠道节段为主的重建修复方法存在

大量难以避免的问题，严重影响患者预后［１０］。随着近年来组

织工程领域的不断进步为该难题的解决带来了曙光。但关于

膀胱重建后对于上尿路结构及功能的评估和分析却鲜有报道，

仅停留在单纯对重建区域及组织工程材料的研究［１１１４］。从而

缺乏标准化上尿路的量化指标，对于其所可能产生的远期预后

影响无法进行及时、准确有效的判断，这个盲区有可能导致该

组织工程技术可行性受到质疑，甚至出现对其潜在可能的风险

预判不足，由此导致整个治疗方案的失败。

在组织工程重建后对上尿路检测指标方面，本实验采取了

既往国内外曾经通常采取的常规检查进行相关研究［１５１６］。

Ｌａｒｏｕｔｅ等
［１７］曾对成年犬的肾脏功能的检测计算方法及相关

指标测定进行了有益的探索和研究，对检测方法优缺点进行了

深入的比较和分析。通过对组织工程重建膀胱半年后上尿路

形态病理学、超声影像学以及相关反映肾脏功能生化指标的检

测及对比，从中可以看到上尿路的宏观形态结构能够得以正常

维持，微观方面反映作为输尿管这个肌性管道的肌层结构以及

反映肾脏功能的肾小球、肾小管、肾单位的完整排布，反映肾脏

功能方面的生化指标也未出现异常，能够有效承担起生命支持

保障的使命。从而有力论证了该组织工程技术对上尿路未产

生负面的影响，具有可行性。

同时由于半年的观察时间仍然有限，对该方法的远期影响

仍缺乏判断，以及实验观察指标有待进一步规范和完善。上述

这些方面都是需要进一步进行相关研究的方面。但仍能反映出

至少在短期内该组织工程重建膀胱后，上尿路功能及结构的完

整性。通过本研究结果证明了应用胶原生物支架结合组织工程

修复膀胱的可行性，对上尿路结构及功能未产生不良影响。
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激巨噬细胞促进其泡沫化，激活巨噬细胞分泌炎性细胞因子，

能直接或间接地影响免疫炎性反应，启动ＡＳ炎性反应，对ＡＳ

发生有重要促进作用［５７］。罗布麻提取物的主要成分为黄酮类

和黄烷类化合物［８］，有研究显示：罗布麻可抑制ｏｘＬＤＬ参与

ＡＳ过程
［９］。本研究结果表明：罗布麻浓度依赖性抑制ｏｘＬＤＬ

诱导的巨噬细胞表达ＴＮＦα的表达和释放，说明罗布麻有一

定的抗ＡＳ作用。

ＴＮＦα是一种主要由巨噬细胞分泌的炎症因子，具有调

节免疫诱发炎性反应等多种生物学功能。研究表明它是 ＡＳ

中重要的炎症因子，可直接作用于血管内皮致内皮细胞损伤，

启动ＡＳ过程；可诱导内皮细胞产生ＩＬ６和ＩＬ８，促进血管内

皮细胞表达黏附分子和其他炎症介质，增强局部的炎性反应；

趋化、活化单核细胞向内膜下迁移；促进新血管和血栓形成，加

速ＡＳ的发生、发展
［１０１１］。

本实验结果显示：ＴＮＦα在ｏｘＬＤＬ诱导 Ｕ９３７单核细胞

形成泡沫细胞中表达增加，这一结果印证了ｏｘＬＤＬ在 ＡＳ过

程中发挥重要作用的观点；经过不同剂量的罗布麻提取物作用

后，ＴＮＦα表达呈减少趋势。本研究结果表明：罗布麻可通过

抑制炎症因子的表达发挥抗ＡＳ作用。

综上所述，本实验初步探讨了罗布麻提取物抗 ＡＳ的作用

及可能作用途径，推测罗布麻除现有降压、抗氧化作用外，还可

作为防治动脉硬化的药物，但罗布麻在ＡＳ中的具体作用途径

尚需进一步研究。
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ＷｏｒｌｄＪＵｒｏｌ，２００４，２２（３）：１５５１５６．

［１１］ＢｒｏｗｎＡＬ，ＦａｒｈａｔＷ，ＭｅｒｇｕｅｒｉａｎＰＡ，ｅｔａｌ．２２ｗｅｅｋａｓ

ｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｂｌａｄｄｅｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘａｓａｂｌａｄｄｅｒａｕｇｍｅｎ

ｔａｔｉｏｎｍａｔｅｒｉａｌｉｎａｐｏｒｃｉｎｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２００２，

２３（１０）：２１７９２１９０．

［１２］ＬｕＳＨ，ＳａｃｋｓＭＳ，ＣｈｕｎｇＳＹ，ｅｔａｌ．Ｂｉａｘｉａｌｍｅｃｈａｎｉｃａｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆｍｕｓｃｌｅｄｅｒｉｖｅｄｃｅｌｌｓｅｅｄｅｄｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ

ｓｕｂｍｕｃｏｓａｆｏｒｂｌａｄｄｅｒｗａｌｌｒｅｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉ

ａｌｓ，２００５，２６（４）：４４３４４９．

［１３］ＣｅｎＬ，ＬｉｕＷ，ＣｕｉＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｌａｇｅｎｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ：

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｎｏｖｅｌｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．

ＰｅｄｉａｔｒＲｅｓ，２００８，６３（５）：４９２４９６．

［１４］ＭｏｎｔｚｋａＫ，ＬｕｆｅｒＴ，ＢｅｃｋｅｒＣ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅａｎｄ

ｃｙｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｃｏｌｌａｇｅｎｍａｔｒｉｃｅｓｆｏｒｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｔｉｓｓｕｅ

ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ［Ｊ］．ＢＪＵＩｎｔ，２０１１，１０７（１２）：１９７４１９８１．

［１５］李秋波，康纪平，冯晓科，等．Ｂｅａｇｌｅ犬正常血液学指标及

血清生化指标测定［Ｊ］．四川动物，２０１１，３０（２）：２６５２６７．

［１６］王冬平，洪宝庆，李慕，等．比格犬生化指标及不同性别的

比较［Ｊ］．实验动物科学，２００８，２５（５）：６２６４．

［１７］ＬａｒｏｕｔｅＶ，ＣｈｅｔｂｏｕｌＶ，ＲｏｃｈｅＬ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｅｖａｌ

ｕａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｈｅａｌｔｈｙＢｅａｇｌｅｐｕｐｐｉｅｓａｎｄｍａ

ｔｕｒｅｄｏｇｓ［Ｊ］．ＲｅｓＶｅｔＳｃｉ，２００５，７９（２）：１６１１６７．

（收稿日期：２０１４０３２５　修回日期：２０１４０５２２）

６１３３ 重庆医学２０１４年９月第４３卷第２５期


