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【摘* 要】目的：研究应用重组人骨形态发生蛋白#$（ C8NHO#
$）P 胶原缓释系统 诱 导 犬 冷 冻 气 管 移 植 软 骨 再 生 的 作 用-

方法：将 +$ 只杂种犬随机等分为 ) 组，行 ’ 个颈部气管环原

位异体移植，带血管蒂大网膜包绕- Q 组为未冷冻组，气管环

间植入 C8NHO#$ P 胶原组标记为 Q! 组，空白对照标记为 Q$
组；N 组术前将移植体气管经深低温液氮保存 $ 2@，处理同 Q
组，分别标记为 N!、N$ 两组- 所有实验犬于术后 , RS 处死，行

大体及病理学检查，评测各组新生软骨面积- 结果：N 组犬移

植气管结构保持较好、狭窄程度低- ) 组均有软骨再生，N! 组

新生软骨面积 !,+’T &（’$%T $）高于 Q! 组 !)",T ’（)&$T (）及

N$ 组 ++(T ,（!$!T +），各组新生软骨面积差异有显著性（ !$ U
$)T "!" ，=6 U + ，4 V "T "!）- 结论：应用 C8NHO#$ 可刺激冷冻

气管移植体软骨再生，其刺激深低温冷冻犬气管移植体成骨

效果优于未冷冻气管移植体-
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IJ 引言

气管置入保护液进行长期深低温冷冻保存，可以

明显降低气管的抗原性［!，$］，避免了异体移植后的排

斥反应，术后可不用免疫抑制剂，但在液氮中冷冻超

过 $ 2@ 后气管软骨细胞数会降为原来的 (’X Y
%’X之间［+，)］，且移植后由于缺血及轻微的慢性排斥

反应，气管移植体的软骨会被进一步损伤［’］- 我们根

据以往气管移植系统研究的思路［(，%］，应用重组人骨

形态发生蛋白 Z $（ C/7@2[4>3>: 8<23> [@>/ 2@CB8@#
E/>/:47 BC@:/4> Z $，C8NHO#$）P 胶原缓释系统植入深

低温冷冻的犬气管移植体诱导软骨再生- 试图抵抗冷

冻对气管移植体的损伤，从而最大程度保持冷冻移

植体的生理结构和功能-

KJ 材料和方法

KL KJ 材料J 选择西安地区健康成年杂种犬 +$ 只，均

为雄性，体质量 !’ Y$" SE- ! C8NHO#$ 由第四军医大

学西京医院全军骨科研究所提供，小鼠肌袋生物学活

性试验证实 C8NHO#$ 诱导成骨活性良好；" 胶原的制

备：根据文献［,］方法，用胃蛋白酶液消化新鲜牛腱，

经纯化后获得#型胶原溶液，冻干保存备用；$ C8NHO#
$ P 胶原缓释系统的制备：取 ’(" 2E 胶原冻干品，溶于

适量"T "! 2@0 P \ 盐酸溶液，将 BF 值调至’，使其成为
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较黏稠的液体! "#$%&’( 干粉 ))( *+ 溶于适量灭菌水

后，将其倒入制备好的胶原溶液中! 持续搅拌直至 "#’
$%& ,( 与胶原充分混匀! 再将此 "#$%& , ( - 胶原溶

液均匀分成 (. 份，冻干，冻干品呈白色海绵状! 均用

环氧乙烷消毒后，密封保存于 / 0下备用! 使制备的每

份复合物含 "#$%&’( 为 / *+，胶原 (1 *+；!冷冻保护

液：以 2&%3 )4/1 培养液为培养基，在洁净工作台内

配制冷冻保护液，其他成分和浓度分别为 (11 + - 5 胎

牛血清，)11 + - 5 二甲基亚砜，)11 111 6 - 5 青霉素，

)11 *+ - 5链霉素和 (11 *+ - 5 二性霉素 $!
!" #$ 方法

)7 (7 )8 动物分组8 将 9( 只杂种犬随机等分为 / 组!
: 组为未冷冻组，气管环间植入 "#$%&’( - 胶原组标

记为 :) 组，空白对照标记为 :( 组；$ 组术前将移植

体气管经深低温液氮保存 ( *;，处理同 : 组，即气管

环间植入 "#$%&’( - 胶原组标记为 $) 组，气管环间未

植入 "#$%&’( - 胶原组标记为 $( 组!
)7 (7 (8 异体气管冷冻准备8 切取犬颈部 < 个环的气

管段! 经生理盐水冲洗，并在 (11 111 6 - 5 青霉素和

(11 *+ - 5 庆大霉素溶液中浸泡 9 *=> 后用于即刻移

植! $ 组先将供体气管放入无菌生物冷冻袋，使气管

浸没于冷冻保护液中，置于 / 0冰箱冷平衡 (1 *=>，

再于程控降温仪的冷冻箱中程序降温，降温速率 )
0 - *=> ，至 , .1 0后投入液氮保存 ( *;! 移植前将

冷冻袋从液氮中取出，置于 9? 0恒温水浴箱内，轻轻

摇动，使气管段均匀快速解冻复温!
)7 (7 98 气管移植手术8 速眠新（17 )< *+ - @+）=* 全

身麻醉! 仰卧位固定于手术台上，经口气管插管，自主

呼吸! 颈部正中纵形切口，长约 )1 A*! 分离皮下及肌肉

组织显露颈段气管，切开气管前筋膜! 切取 < 个环气管

段! :)，:( 两组同时开始手术，术中交换气管移植体，

行即刻移植，$ 组供体气管复温后反复冲洗其上残留

的冷冻保护液，各组供体气管移植前均经大量生理盐

水冲洗 ) *=> 浸泡于 (11 1116 - 5 青霉素和 (11 *+ - 5
庆大霉素混合溶液中 ( *=>，所有移植体各环间均匀植

入 "#$%&’( - 胶原载体复合物，方法见下述! 用 9 B1 无

损伤缝合线于移植体与受体气管断端行褥式吻合，将

其移植于缺损气管处! 同时腹正中切口，游离大网膜，

并将大网膜沿皮下隧道提至颈部，包绕气管移植体及

上下吻合口! 逐层缝合颈部及腹部切口!
)7 (7 /8 "#$%&’( - 胶原载体复合物植入方法8 取上述

"#$%&’( - 胶原载体复合物 ) 份，用灭菌用水溶解至 /
*5，抽吸入 < *5 注射器内! 依据分组情况，采用多点

环形注射方法，注射移植体各软骨环间隙内! / 个软

骨环之间的软组织内各注射入 "#$%&’( - 胶原载体复

合物 ) *5!
)7 (7 <8 术后处理及取材时间8 动物均于术后立即予

青霉素 =*，术后第 ) 日起 =* 青霉素 .11 111 C，每日

两次，共 ? D，并接受相同喂养! 均于术后 ( *; 处死观

察!
!" %$ 观察指标

)7 97 )8 动物存活情况8 各组动物术后生存状况，如

有无切口感染、呼吸困难等现象；各实验动物的存活

时间；未达到预杀期动物的详细死亡原因!
)7 97 (8 大体改变8 达到预杀期的 91 只实验犬处死

后立即取材，/1 + - 5 甲醛溶液中固定，观察大网膜组

织与移植体气管结合状况及移植体气管的生长状况!
)7 97 98 组织学观察8 将各组动物的气管移植体标本

的软骨部纵形取材，经软骨脱钙、脱水、固定、石蜡包

埋及切片，均行 EF 染色，光镜下观察!
)7 97 /8 定 量 组 织 学 测 定 新 生 软 骨 面 积 8 应 用

E&3:G , )111 彩色病理图像分析仪测定移植体新生

软骨的面积! 取上述组织学切片，以 / 个 "#$%&’( - 胶
原载体复合物植入区为测定区!
8 8 统计学处理：用 H"CI@JK ’ LJKK=I 非参数检验方

法（方差不齐）及多个独立样本两两比较的 MN*N>O=
法检验，比较组间新生软骨面积，! P 17 1< 为有统计

学意义!

#$ 结果

#" !$ 生存状况和存活率$ :)、$( 组中各有 ) 只实验

犬术后未存活至 ( *;，91 只实验犬存活达到预杀期!
均未发生切口感染等并发症! :) 组中有 ( 只犬，:(
组中有 9 只在达到预杀期前略有呼吸困难，其余各组

犬无明显呼吸困难!
#" #$ 大体改变$ $ 组动物标本表现较 : 组好! / 组

移植体外覆的大网膜血管丰富，网膜组织与移植体气

管粘连紧密! : 组各犬移植体管壁增厚，管腔明显狭

窄均超过 <1 Q，$ 组移植体管腔通畅气管狭窄均未

超过 <1Q（ R=+ ):）；轻微的狭窄均因吻合口瘢痕增

生所致，各软骨环间肉眼下均未见到新生软骨组织!
#" %$ 病理学检查结果$ : 组标本管腔内只有在距吻

合口 17 < A* 处见少量上皮分化为稀疏的柱状纤毛上

皮，黏膜下层增厚明显，可见大量的肉芽组织增生，见

大量软骨错位明显，软骨间见大量浸润的淋巴细胞和

单核细胞，$ 组标本管腔内布满密集的柱状纤毛上

皮，两组黏膜下层及软骨层见少量淋巴细胞、单核细

胞浸润，软骨层厚度轻度变薄，未见明显变形! :)，$)
组标本环间见大量间充质细胞聚集，并可见软骨及软

骨岛形成（ R=+ )$，)S，)T），而 :(，$( 组标本环间少
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见间充质细胞聚集，无软骨及软骨岛形成，! 组均有

软骨膜下成骨，但未见质与量上明显差别"

#：$%& ’%()* + , -./01-.2 1’345’&6&’7&/ 8’91%&9: 9::42’9;86 %9/ .4’<9: 95=
5&9’9.1&，>-8%408 4?7-406 6%’-.@92& 4’ .&1’46-6；(：A&> 19’8-:92& -6:9./ -.
8%& 1’345’&6&’7&/ 8’91%&9: 9::42’9;86，B CDD；E：A&> 19’8-:92& -. 8%& 1’34=
5’&6&’7&/ 8’91%&9: 9::42’9;86，B !DD；F：A&> 19’8-:92& -. 8%& .4.1’345’&=
6&’7&/ 8’91%&9: 9::42’9;86 B !DD"

G-2 CH ’%()* + , -./01-.2 8’91%&9: 9::42’9;86
图 CH 植入 ()* 气管移植体术后大体及镜下情况

!" #$ 定量组织学结果$ 将各组织切片在统一的倍数

下观察，计算各环间成软骨的像素面积" 用 I’06@9:=
J9::-6 K 非参数检验（ 方差不齐）及多个独立样本两

两比较的 A&<&.3- 法检验，比较新生软骨面积（$9?
C）" ! 组间整体比较差别有显著性（ ! , L ,!M DCD ，

/; L N ，! O DM DC）；两两比较：#C 与 #,、(C 与 (, 有

显 著 性（ ! , L ,PM NC, ，! O DM DC，! , L N!M DPQ ，

! ODM DC），而且 #C 组与 (C 组间比较差异有显著性

（!, LC,M QQR，! ODM DQ）"

表 CH 各组移植体处理情况及软骨新生情况

$9? CH $’&98<&.8 9./ 9’&9 4; .&> 19’8-:92& -. &91% 2’405

S’405 E’345’&6&’7&/ ()* -<5:9.8&/ "
#’&9 4; .&>

19’8-:92& )F（TU）

’%()*=,（#C） V ! <2 W C!DRM Q（!P,M X）

E4.8’4:（#,） V V R NCNM C（CN,M W）

’%()*=,（(C） , <4 ! <2 R CRNQM P（Q,WM ,）

E4.8’4:（(,） , <4 V W NNXM R（C,CM N）

%$ 讨论

冷冻气管移植虽然还主要处在动物实验的阶段，

但动物实验结果［C，,，Q，R，P］证实冷冻气管移植具有保持

气管活性，降低免疫原性，可使气管移植体长期保存

的优点，个别临床成功的报道，更使气管移植领域展

现了乐观的前景" 长段气管移植再血管化的完善，又

为冷冻气管移植打下了一个坚实的基础"
软骨是对气管起结构支撑作用的组织，保持软骨

结构的完整性在气管移植领域中至关重要" 随着使移

植体再血管化方法的成熟，软骨移植术后坏死、软化

的几率已大大降低" 冷冻气管移植抗原性的降低主要

是以损 伤 部 分 气 管 组 织 活 性 为 代 价 的，)4’-39<9
K［CD］等通过动物实验表明移植体在冷冻 ND / 后移植

体软骨细胞数略有减少，冷冻 XD / 后移植体软骨细

胞数只减少 ,DY " I06%-?& I 等［!］通过 A9,
NQ Z[! 融合

实验对大鼠气管移植体进行研究得出结论：热缺血

对气管移植体软骨的影响大，X % 的热缺血时间使软

骨细胞活性数降为新鲜气管软骨细胞数的一半，而

C, % 后软骨活性细胞数仅为原来的 C \ N" 在液氮中冷

冻 , <4 后气管软骨细胞数会降为原来的 XQY ]
WQY之间，后又证实冷冻 C，,，N，X，P，C, <4 后气管软

骨细胞的活性均为原来的 XQY ] WQY 之间" 所以，对

于更加有效促进上皮及软骨的再生的研究将是气管

移植领域的重点，本课题设计利用 ()* 的成骨特性，
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借助以往气管软骨再生的研究思路［!，"］，设计观查观

察冷冻异体气管移植软骨的再生，针对冷冻损伤软骨

这一事实，克服移植体气管的塌陷，异体气管移植体

萎缩等现象#
我们在实验中观察到了异体移植后，$%& 在冷

冻异体移植组比在单纯异体气管移植中要多# 其原因

可能是与 $%& 所处的环境不同有密切关系# $%& 虽

具有良好诱导成骨活性，但是它所存在的成骨微环境

却极大地影响着它的作用效果［’’，’(］# 单纯异体移植

后排斥反应明显，导致局部炎症反应较重，而冷冻异

体移植组可以有效地降低气管移植体的排斥反应，为

$%& 的成软骨提供了较为理想的环境，从而更加有

利于 $%& 的有效成骨# 初步研究可证明 $%& 在深低

温冷冻犬气管移植体内均可诱导软骨再生，而且其作

用效果不同# 深低温冷冻犬气管移植体成骨效果优于

未冷冻组#
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王小仲

·期刊文摘·_ 封闭负压引流技术对失感觉神经支配创伤愈合中 !"#$% 与 &’( ) &’(*+&, 表达的影响

［汤苏阳，陈绍宗，胡昭华，宋_ 玫，曹大勇，吕晓星# 中华整形外科杂志，(LLR；(L（(）：’MG I ’R(］

_ _ 目的：研究封闭负压引流技术（D+B))1A+>>,><6- B=5>):6，]4X）对失感觉神经支配的创面愈合过程中 $B=A( 与 3^W 表达的影

响# 方法：将 HL 只 /[ 大鼠随机分成 R 组（每组 (L 只），即实验组（. 组）：施加 ]4X 的失去神经支配创面；对照组 ’（X’）：未施

加 ]4X 的失去神经支配的创面；对照组 (（X(）：施加 ]4X 的正常神经支配的创面；对照组 M（XM）：未施加 ]4X 的正常神经支配

的创面# .、X( 组施加间断性 ]4X 每日 M 次，负压 ’L‘ !R *&+# 伤后 ’，M，!，G，’( -，R 组同时取材，采用免疫组化和原位杂交检测各

组各时间点 $B=A( 与 3^W a 3^W 1S34 表达# 结果：在伤后 X( 组、XM 组 $B=A( 与 3^W a 3^W 1S34 表达明显，水平逐渐升高，至第

G 日达最高，然后降低，X( 组较 XM 组 $B=A( 和 3^W a 3^W1 S34 维持相对高的状态（ 5 b L‘ LN）# .、X’ 组创缘和肉芽组织中 $B=A(
与 3^W a 3^W 1S34 表达相对 X(、XM 组处于较低水平（ 5 b L‘ LN）# 结论：]4X 通过增强创面组织抑制凋亡相关基因蛋白的表

达，影响内源性 3^W 表达，具有明显的促进创面愈合的作用#
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