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#摘要$

!

目的
!

探讨逆行吻合神经法重建皮瓣感觉的可行性$方法
!

选择豚鼠
!''

只!随机分为
$

组,逆

行吻合神经组"

9

组!

&'

只#'顺行吻合神经组"

T

组!

&'

只#'未吻合神经组"

)

组!

&'

只#及正常组"

O

组!

!'

只#$

分别在
9

'

T

'

)

组各豚鼠左后肢切取隐神经营养血管皮瓣!

9

组在皮瓣近远端切断隐神经!皮瓣远端隐神经与

近断端近侧吻合.

T

组在皮瓣近端切断隐神经再予以吻合.

)

组切除一长约
!2#L<

皮瓣近端隐神经$

9

'

T

'

)

组在术后第
!

'

.

'

&

月末前
.

周切开皮缘并向中心游离!原位缝合皮肤$术后
!

'

.

'

&

个月各组任选
!'

只豚鼠!

9

'

T

'

)

组原位切取皮瓣!

!

个月时!

O

组直接切取皮瓣!离体皮瓣行抗神经丝抗体免疫组化法检测!观察皮瓣内

原神经纤维及神经末梢再生情况$结果
!

9

组与
T

组相似!术后
!

个月!神经吻合远侧可见再生神经纤维!密

度较
O

组低!术后
.

个月!皮瓣内整段神经可见再生神经纤维!并以神经为中心!真皮层形成神经网丛!表皮下

形成游离神经末梢及毛囊感受器!术后
&

个月!上述再生神经组织与
O

组皮肤神经组织密度相仿$

)

组全程未

见神经纤维再生$结论
!

逆行吻合神经法通过中央途径机制!能使皮瓣恢复良好感觉$
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!!

临床及基础研究证明#重建皮瓣感觉具有重要意

义)

!6&

*

#可明显减少破溃及感染等远期并发症#增加皮

瓣耐磨性)

$

*

%因其与未重建感觉皮瓣相比#除了通过

外周途径机制#还通过中央途径机制恢复皮瓣感

觉)

#

*

%目前临床中重建皮瓣感觉方法有神经植入法

及神经吻合法#后者其实为顺行吻合皮瓣原近端皮神

经重建皮瓣感觉的方法#因为少有逆行吻合皮瓣远端

皮神经重建皮瓣感觉的报道%随着显微外科的发展

及+追求正常,的理念的推广#很多皮瓣#如游离的远

端蒂的小腿后外侧皮神经营养血管皮瓣等#难以采用

顺行吻合神经法重建皮瓣感觉#而逆行吻合神经法则

很容易%但其能否像前者一样恢复皮瓣良好感觉/

为此#本研究建立了该重建皮瓣感觉方法的动物模

型#并利用抗
RP

抗体免疫组化法#在光镜下观察皮

瓣感觉神经末梢再生情况#从组织形态学上观察该方

法的疗效#为进一步推广临床应用提供理论依据%

!

!

材料与方法

!2!

!

实验动物及主要试剂&仪器
!

健康豚鼠
!''

只#

雌雄不限#体质量为
.-'

!

&.'

F

#由昆明医科大学动

物实验中心提供%苯巴比妥钠!福建省闽东九捷迅药

业有限公司"(

$C

多聚甲醛!苏州泽科生物技术有限

公司"(蔗糖!

(1

F

<=

公司#美国"(明胶!东莞市新成明

胶有限公司"(

'2'!<<0?

$

MBT(

!磷酸盐缓冲液"溶

液!福州迈新生物技术开发有限公司"(

J;1@05\6!''

溶液!

(1

F

<=

公司#美国"(抗神经丝鼠单克隆抗体!福

州迈新生物技术开发有限公司"(抗鼠抗体!福州迈新

生物技术开发有限公司"(卵白素溶液!

(1

F

<=

公司#美

国"(

O9T

显色试剂盒!武汉博士德公司"%显微器械

!宁波市成和显微器械厂"(显微镜!宁波市成和显微

器械厂"(冰冻切片机
MA1L=!"#'

!北京中仪光科科技

发展有限公司"(载玻片!福州迈新生物技术开发有限

公司"(冰箱!青岛海尔集团公司"(光学显微镜!上海

富莱光学科技有限公司"%

!2"

!

实验方法

!2"2!

!

实验动物分组
!

将
!''

只豚鼠按手术时对皮

瓣神经处理方式#分为
9

组!逆行吻合神经组"&

T

组

!顺行吻合神经组"&

)

组!无神经组"&

O

组!正常组"

$

组#

9

&

T

&

)

组各随机挑选
&'

只豚鼠#

O

组
!'

只%

9

组采用逆行吻合皮瓣内神经重建皮瓣感觉(

T

组采用

顺行吻合皮瓣内神经重建皮瓣感觉(

)

组切除皮瓣近

端长约
!2#L<

神经(

O

组直接切取皮瓣行抗神经丝

抗体免疫组织化学法检查%

!2"2"

!

皮瓣设计与制作
!

用苯巴比妥钠!

!''<

F

$

W

F

"麻醉成功后#剔除豚鼠乳头以远左后肢毛发#聚维

酮碘消毒#铺无菌巾%以后肢内侧中点为蒂部#隐神

经走形为轴线#设计一大小约
.2'L<`.2'L<

隐神

经营养血管皮瓣!图
!9

"%按设计线切开皮肤#从四

周向轴线及蒂部深筋膜层切取皮瓣#显微镜下分离#

勿损伤隐神经伴行动静脉穿向皮瓣内的分支#最后皮

瓣仅与近端蒂部相连%

9

组在皮瓣以远的轴线上#做

一长约
.2.L<

切口#游离出隐神经及伴行血管
.2.

L<

#在其远端离断#血管用
"6'

显微缝合线予以结扎%

然后在蒂部游离出隐神经#予以离断#将远端隐神经

旋转
!-'

度#通过皮瓣与蒂部隐神经近端用
!'6'

显微

缝合线#端端吻合!图
!T

&

)

"%皮瓣远侧端所带神经

与受区神经吻合的方式称为逆行吻合%

T

组皮瓣在

蒂部游离出隐神经#并予以离断#然后用
!'6'

显微缝

合线#端端吻合!图
!O

&

d

"%皮瓣近侧端所带神经与

!!

9

'皮瓣设计(

T

&

)

'

9

组方法(

O

&

d

'

T

组方法(

P

&

S

'

)

组方法(

H

&

*

&

e

'将愈合良好的
9

&

T

&

)

组皮瓣沿原切口切开至肌层后#缝合切口(黄色箭

头'神经吻合处

图
!

!!

实验中所用手术方法
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受区神经吻合的方式称为顺行吻合%

)

组皮瓣在蒂

部游离出一长约
!2#L<

隐神经#并予以切除!图
!P

&

S

"%

O

组为直接切取皮瓣行免疫组化检查%为避免

术后吻合神经端端裂开#

9

&

T

组用石膏固定术肢%术

后
&/

#每天腹腔注射一次青霉素!

!'

万
K

"预防感染

治疗%为避免外周途径的长入#分别在术后第
!

&

.

&

&

个月末前
.

周#在
9

&

T

&

)

组各选取
!'

只豚鼠#消毒

铺单#将
9

&

T

&

)

组皮瓣沿原切口切开至肌层后#缝合

切口!图
!H

&

*

&

e

"%术后处理同前%然后在术后第
!

&

.

&

&

个月末#将各组皮瓣原位游离#行抗神经丝抗体免

疫组织化学检查%

!2#

!

观测指标

!!

9

!

)

'

9

组&

T

组及
)

组
!

个月时神经再生情况(

O

!

P

'

O

组神经分布情况(

S

!

M

'

9

组&

T

组及
)

组
.

个月时神经再生情况(

I

!

7

'

9

组&

T

组

及
)

组
&

个月时神经再生情况(蓝色箭头'神经干内再生神经(绿色箭头'真皮层形成的神经网丛(红色箭头'毛囊感受器(黄色箭头'表皮层内形成

的游离神经末梢

图
.

!!

各组感觉末梢术后
!

'

.

'

&

个月形态学观察结果

!#&$
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!2#2!

!

大体观察
!

麻醉后保暖#观察呼吸及苏醒状

况%手术后观察豚鼠精神及饮食情况#观察固定肢体

石膏是否松动#皮瓣循环是否良好#缝合口是否出现

感染等征象%

!2#2"

!

感觉末梢形态学观察
!

有毛动物肢体皮瓣感

觉恢复的客观指标#主要取决于游离神经末梢与毛囊

感受器!超微结构"再生的数量#与数量成正比%在观

察有毛动物皮肤超微结构的方法中#主要有免疫组化

法和改良
T1A/4LN0Z4W

>

银染法#本研究选择抗神经

丝抗体免疫组化法
8

光镜观察豚鼠各种重建感觉方

法的皮瓣的感觉末梢形态学观察%具体方法步骤如

下'!

!

"离体皮瓣立即放入
$C

多聚甲醛中固定
!.N

!

$

_

"(!

.

"侵入
.'C

蔗糖溶液
-

!

!.N

脱水处理!

$_

"(

!

&

"样本做
#'

微米厚冰冻切片#并保持每个样本切取

量的总长度为
.''<<

#载玻片预先用
!b!''

的明胶

液做防脱片处理(!

$

"

'2'!<<0?

$

MBT(

液简洗切片(

为增加膜通透性#室温下
'2&C J;1@05\6!''

溶液孵

育
'2#N

(!

#

"用
!b$'''

抗
RP

单克隆抗体
$_

孵育

&/

(!

+

"

!b!#'

抗鼠抗体室温
+N

(!

,

"用
O9T

加强染

色法显色(!

-

"光镜下观察感觉末梢再生情况#阳性神

经纤维呈藏蓝色束状或丝状结构#背景呈淡棕色或

棕色%

"

!

结
!!

果

"2!

!

大体观察情况
!

所有豚鼠麻醉后经保暖#均顺

利苏醒#术后第
.

日正常饮食#精神状况好#所有豚鼠

均成活%

)

组
!

只豚鼠皮瓣发生完全坏死#考虑无穿

支血管进入皮瓣所致(

T

组
!

只豚鼠皮瓣发生感染#周

缘出现坏死(其余豚鼠皮瓣均成活#未发生感染及坏

死%

9

&

T

组豚鼠石膏未出现松动断裂#固定有效%

"2"

!

光镜下各组皮瓣内感觉末梢形态学观察结果

"2"2!

!

术后
!

个月
!

9

组'逆行吻合神经反折段已

有神经纤维再生#但未达到皮瓣内原有神经近侧端#

皮瓣内神经末梢溃变#神经周围未见神经再生现象

!图
.9

"%

T

组'皮瓣内原有新生神经纤维长入#神经

周围未见显著神经再生现象#表皮内未见游离神经末

梢及毛囊感受器形成!图
.T

"%

)

组'皮瓣原有神经纤

维及神经末梢部分溃变#无再生神经纤维形成#神经末

梢密度较正常降低!图
.)

"%

O

组'皮瓣神经干内神经

纤维分布均匀#皮瓣真皮层可见大量神经网丛#表皮层

可见游离神经末梢及毛囊感受器存在!图
.O

&

d

&

P

"%

"2"2"

!

术后
.

个月
!

9

组'皮瓣内原有及反折段神

经均有新生神经纤维长入#密度较正常稍低#并以神

经为中心#真皮层可见神经网丛#表皮下可见游离神

经末梢#密度未达正常#皮瓣周缘未见神经再生现象

!图
.S

&

H

"%

T

组'皮瓣内原有新生神经纤维密度较

术后
!

个月时明显增加#神经周围真皮层神经网丛形

成#表皮可见游离神经末梢#密度未达正常#皮瓣周缘

未见神经再生现象!图
.*

&

e

"%

)

组'皮瓣原有神经纤

维及神经末梢完全溃变#无再生神经纤维形成#神经

末梢密度较正常明显降低!图
.X

&

M

"%

"2"2#

!

术后
&

个月
!

9

组'皮瓣内原有及反折段神

经新生神经纤维完全长入#横切面神经纤维密度接近

正常#除神经周围外#皮瓣周缘真皮层可见神经网丛#

表皮下可见游离神经末梢及毛囊感受器#密度与正常

相仿!图
.I

&

R

"%

T

组'皮瓣内原有新生神经纤维密

度接近正常#皮瓣周围亦可见真皮层神经网丛形成#

表皮可见游离神经末梢及毛囊感受器#密度与正常相

仿!图
.Q

&

B

"%

)

组'皮瓣原有神经纤维及神经末梢

完全溃变#无新生神经纤维再生#神经末梢密度极低#

与其他组结果有明显区别!图
.f

&

7

"%

#

!

讨
!!

论

#2!

!

建模背景
!

.''!

年柴益民等)

+

*将穿支皮瓣与皮

神经营养血管皮瓣原理结合#提出了动脉穿支蒂皮神

经营养血管皮瓣的概念%该类皮瓣质地适中#不损伤

主干血管#皮瓣内所带皮神经为重建感觉创造条件%

临床中在修复感觉恢复要求高的手足部创面时得到

大量运用)

,6!&

*

%本研究采用腓动脉穿支蒂小腿后外侧

皮神经营养血管皮瓣游离移植修复手足部创面时#为

更能遵循+受区修复重建好#供区破坏损失少#成活可

靠#操作简单易行,的皮瓣设计原则#本研究多选择小

腿中下段穿支#并向近端设计皮瓣#争取供区直接缝

合或少植皮#减少供区植皮的并发症%此时#要重建

皮瓣感觉#因皮瓣近端皮神经与穿支血管方向相反#

距离远#不利于顺行吻合#临床中#选择了逆行吻合

法#通过随访#亦取得了良好疗效%但查阅文献#缺乏

逆行吻合神经法重建皮瓣感觉的基础研究方面的证

据%

#2"

!

临床意义
!

本实验通过建立逆行吻合神经组&

顺行吻合神经组&不吻合神经组及正常皮肤组的动物

模型#再采用抗神经丝抗体免疫组化法#光镜下比较

各组结果发现'!

!

"采用逆行吻合神经法与顺行吻合

神经法重建皮瓣感觉#最终均能形成与人类皮肤感觉

神经末梢相似的游离末梢及毛囊感受器#皮瓣有效重

建感觉#并以中央途径的机制恢复(!

.

"实验中排除外

周途径机制恢复感觉的影响后发现#不管是通过逆行

吻合神经法还是顺行吻合神经法#重建皮瓣感觉的效

果均优于不吻合神经的皮瓣感觉恢复效果%证明了

逆行吻合神经法重建皮瓣感觉的可行性#弥补了基础

研究的理论基础#可为后期进行相关研究提供理论依

据%更重要的是#为临床应用提供了指导意见'本实

验表明#神经纤维不像肢体粗大浅静脉#存在某种阻

碍逆行传导的因素#而像电线#不管从那端通电#都可

以传输轴浆流#到达终末感受器#形成有效感觉%因

此对于临床中需重建感觉的皮瓣#如临床使用较多的

.#&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期



蒂部设计在皮瓣远端的腓动脉穿支小腿后外侧皮神

经营养血管皮瓣#因解剖原因及美观要求#难以采用

顺行吻合神经法重建皮瓣感觉#有上述结论#可以果

断选择逆行吻合神经法重建皮瓣感觉#去避开解剖限

制及达到美观要求%临床中#经常遇到受区所需皮瓣

修复的面积大#通过单一吻合神经难以让皮瓣所有区

域获得感觉恢复#为减少术后并发症#应将皮瓣内皮

神经走形部分设计在关键区#如易受压及受摩擦的区

域(为尽量扩大感觉恢复面积#应将皮瓣内皮神经走

形部分设计在受区缺乏神经分布的区域#离皮神经支

配部位较远的皮瓣部分设计在神经分布丰富的区域%

对于临床中皮瓣难通过外周途径机制获得感觉#如皮

瓣较大较厚#创基缺乏神经)

!$

*

#而受区又需较好感觉

恢复情况下#选择逆行或顺行吻合皮瓣内神经至关重

要#应作为术前计划的重要部分%

#2#

!

建模要点
!

!

!

"选择建模动物时#应以性情温

和#便于术后观察皮瓣#神经有合适直径#便于术中吻

合#保证手术效果为原则%豚鼠满足上诉条件#且价

格适中#所以我们选择其为建模动物#大白鼠及小白

鼠因性情差及个体小而不适合%!

.

"切取豚鼠隐神经

营养血管皮瓣时#术中探查见后肢上
!

$

.

段隐神经伴

行血管穿支少或缺如#设计皮瓣时蒂部应该选择在后

肢中段以远#以确保皮瓣循环%!

&

"豚鼠行走过程中#

随着关节的位移#神经吻合口可能发生断裂#影响手

术疗效#因此#固定术肢关节对确保手术效果至关重

要%!

$

"切取样本行抗神经丝抗体免疫组化法检查前

.

周#切开原皮瓣周缘具有必要性#因为对于豚鼠厚度

较薄面积较小的皮瓣#本身通过外周途径亦可恢复良

好感觉恢复)

!#

*

%术前
.

周切开皮缘#可减少外周途径

产生的影响%

#2$

!

存在不足
!

本实验仅做到定性分析#未行定量

及统计学分析#无法确定逆行吻合法与顺行吻合法孰

优孰劣#无法确定它们重建的结果与正常皮肤的差异

大小%且神经末梢形态学评价方法单一#降低了可信

度%下一步#将采用多种对神经末梢形态学评价方

法#并增加对其功能性的研究#定量分析其可行性%
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