
#基础研究 #

小肠粘膜下层在膀胱组织修复中生长因子释放的研究
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≈摘要  目的 了解小肠粘膜下层k≥�≥l在膀胱组织修复中外源性生长因子血管内皮生长因子k ∂ ∞�ƒl和碱性成纤维细胞生

长因子k¥ƒ�ƒl释放 ∀方法 用 ∞��≥� 法和 � × × 法体外测量冻干 ≥�≥在 °�≥孵育液中 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 的含量及对上皮细胞的增

殖作用 ~用猪小肠粘膜下层行大鼠膀胱部分修复 ∀术后在不同时间观察大鼠膀胱修复情况 o并用组织学免疫组化方法观察 ∂ ∞�ƒ

和 ¥ƒ�ƒ的表达 o单纯大鼠粘膜及部分肌层缺损组作为对照 ∀结果 ≥�≥在 °�≥孵育液中 ¥ƒ�ƒ 含量约为ktut1 { ? u1 y{vl ±ªr�o

∂ ∞�ƒ含量约为k|v1 { ? v1 svvl ±ªr�o且对上皮细胞有促进增殖作用 ∀移植的 ≥�≥上可见新生毛细血管和平滑肌肌束 ∀实验组和

对照组 ∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ在术后第 t周均呈弱阳性表达 o第 u周以后实验组 ∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ表达逐渐增强 o至第 y周达到高峰 o第 {

周 ∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ的表达逐渐减弱 ~而对照组在第 t ∗ ts周 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 的表达均呈弱阳性 o未见明显的表达高峰 ∀结论 ≥�≥

作为载体将外源性生长因子带入大鼠体内 o在 ≥�≥逐渐降解的同时释放生长因子 o刺激血管生成和宿主细胞的长入和分化 ∀
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膀胱扩大术和替代术是治疗由先天性或因炎症 !

感染 !肿瘤 !创伤引起的膀胱病损的常用术式 ∀由于缺

乏足够的自体泌尿系组织作为修复物 o人们尝试用天

然或合成材料作为膀胱重建术的替代材料 ∀聚乙烯海

绵 !尼龙等曾被作为替代材料用于实验或临床中 o但因

合成材料存在结构 !组织相容性或机械性能等方面的

问题而限制了其使用 ~目前临床多采用胃肠道组织作

为替代材料 o但会产生如生理代谢异常 !感染 !穿孔 !形

基金项目 }国家自然科学基金资助项目k�²qvsvssvw|l ∀

作者单位 }t q第四军医大学研究生院 o陕西西安市 ztssvu ~u q解放

军总医院第一附属医院泌尿外科 o北京市 tsssvz ~v q解放军总医院医

院感染与疾病控制科 o北京市 tss{xv ~w q二炮通信总站卫生队 o北京市

tsss{x ∀作者简介 }林茂虎kt|y|2l o男 o黑龙江齐齐哈尔市人 o主治医

师 o主要从事泌尿外科临床工作 ∀

成结石或发生恶性肿瘤等不同程度的不良反应 ∀小肠

粘膜下层k¶°¤̄¯¬±·̈¶·¬±¤̄ ¶∏¥°∏¦²¶¤o≥�≥l是天然细

胞外基质类生物衍生材料 o通常由猪小肠制备 o具有免

疫原性低和生物相容性好的特点 o引起了人们广泛关

注 ∀ ≥�≥植入宿主体内后 o能迅速诱导细胞浸润 o刺激

血管生成和宿主细胞的长入和分化 o产生的再生组织

在结构和功能上均与原有组织相似 o但其确切机制还

不清楚 ∀我们制备了 ≥�≥ o将其应用于大鼠膀胱重建 o

并在体外和大鼠体内对血管内皮细胞生长因子

k∂ ∞�ƒl和碱性成纤维细胞生长因子k¥ƒ�ƒl的含量

及对细胞的增殖作用进行了观察 ∀

1 材料与方法

1 q1 材料  雄性 • ¬¶·¤µ大鼠 vy只 o体重 uss ∗ uxs ª

k动物质量合格证号 }≥≤ ÷ �2k军lussu2sstl ~∂ ∞�ƒ 和
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¥ƒ�ƒ ∞��≥� 试剂盒 }晶美生物公司 ~免疫组化抗体和

� × × }华美生物工程公司 ~人内皮细胞株 ∞≤ ∂2vsw由

军事医学科学院惠赠 ∀

1 q2 方法

1 q2 q1 ≥�≥的制备  无菌操作取一段实验用小型猪小

肠 o剪去肠系膜 o刮去小肠外膜层及肌层 o翻转小肠 o使

粘膜层朝外 o同法刮去粘膜上皮层和固有层 o剩下一层

约 s1 t °°厚 o白色半透明的薄膜 o浸泡于 ts h硫酸新

霉素溶液中消毒约 us °¬±o冻干保存 ∀

1 q2 q2 大鼠膀胱重建  将大鼠按随机数字分为实验

组和对照组 o每组 t{只 ∀实验组大鼠麻醉成功后 o取

腹正中切口切开显露膀胱 o游离出膀胱顶部 o切除约 t

≅ t ¦° o取消毒处理后的小肠粘膜下层 o用可吸收线全

层吻合于膀胱缺损区 o吻合后边缘用丝线标记 ∀对照

组制作同实验组面积相同的膀胱粘膜及部分肌层缺

损 ∀分别在术后 t周 !u周 !w周 !y周 !{周 !ts周取植

入的小肠粘膜下层和再生组织 o固定于 w h多聚甲醛

溶液中 uw «o脱水 !透明 !浸腊包埋后切片 o苏木精2伊

红染色 o观察大鼠膀胱修复情况 ∀

1 q2 q3 免疫组化染色  经 |x h乙醇固定 ts °¬± o°�≥

洗涤 u 次 o每次 v °¬± ~室温干燥后加入 vs ° r̄�

�u �u o室温下 us °¬±灭活内源性过氧化物酶 o°�≥洗

涤 v 次 o每次 x°¬±~加入 tss ° r̄�羊血清封闭 vs

°¬±o甩掉多余血清 ∀向细胞爬片中依次滴加 t Βtsss

稀释的 ∂ ∞�ƒ一抗和 ¥ƒ�ƒ一抗 ovz ε 静置 t «o°�≥

洗涤 v次 o加入生物素标记的 ∂ ∞�ƒ 二抗和 ¥ƒ�ƒ 二

抗 ovz ε ws °¬±o °�≥ 洗涤 o加入 ≥��≤ 复合物 ovz

ε vs °¬±o显微镜下用 ⁄��显色 ∀常规脱水至透明

及封片 o光镜下观察 ∀每张组织切片光镜下随机取 t

个视野 o观察 tss个细胞 o统计 ∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ阳性细

胞数 ∀

1 q2 q4 ∞��≥� 法检测 ≥�≥内 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 蛋白含

量  取冻干的 ≥�≥ ts °ªo置于 °�≥ t °¯ k³� � z1 wl

中 vz ε 摇动孵育 o于不同时间点取样 o按 ∞��≥� 试剂

盒说明书测定标准品及样品 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 的蛋白

含量 ∀

1 q2 q5 � × × 法检测 ∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ的生物学活性  

将人内皮细胞株 ∞≤ ∂2vsw 用含 ts h 胎牛血清的

⁄� ∞� 培养基培养后 o以 u ≅ tsvr孔的密度接种于 |y

孔培养板中 ouw «后换无血清培养基培养 tu «o将各

孔换成 ts h 胎牛血清液 o分别加入 tru 体积的上述

≥�≥孵育液或 °�≥ o继续培养 w{ «o加入 � × × 后 w «

弃上清液 o再加入 ⁄� ≥� 液 tss Λ̄ o震动摇晃 o待蓝

色沉淀充分溶解后 o用酶标仪测定各孔 �⁄w{s光密度

值 ∀

1 q3 统计学方法  采用 ≥�≥ y1 s软件进行 τ检验 oΠ

� s1 sx为有显著性差异 ∀

2 结果

2 q1 体外 ≥�≥中 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 的蛋白含量和活性

 ≥�≥在 °�≥液中孵育 vy «后 o∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 浓度

达到高峰 o∂ ∞�ƒ 含量约为k|v1 { ? v1 svvl ±ªr�o¥ƒ2

�ƒ含量约为ktut1 { ? u1 y{vl ±ªr�k图 tl ∀ � × × 法

检测 ≥�≥孵育液对上皮细胞的增殖作用中 o实验组 �⁄

值为ks1 uvu ? s1 sxwl o高于对照组ks1 s{z ? s1 su|lk Π

� s1 stwl ∀图 1  ΣΙΣ体外培养时 ς ΕΓΦ和 βΦΓΦ变化

2 q2 大鼠体内 ≥�≥ 组织修复再生的组织学变化  实

验组术后 t周 ≥�≥上可见膀胱移行上皮形成 o同时有

炎性细胞侵润 ~第 u周 ≥�≥上可见新生毛细血管渗入 ~

第 w周已有完整膀胱移行上皮形成 o同时可见少量不

成熟平滑肌纤维细胞 ~第 ts周可见明显的平滑肌肌

束 ∀对照组术后第 t周膀胱缺损区已有膀胱移行上皮

形成 o第 u周新生的膀胱粘膜已覆盖缺损区 ∀免疫组

化显示 o实验组和对照组 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 在术后第 t

周均呈弱阳性表达 o第 u周以后实验组 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ2

�ƒ表达逐渐增强 o至第 y周达到高峰 o第 {周 ∂ ∞�ƒ

和 ¥ƒ�ƒ 的表达逐渐减弱 ~而对照组在第 t ∗ ts 周

∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ的表达均呈弱阳性 o未见明显的表达

高峰 ∀见表 t o封三彩图 t1 t ∗ t1 w ∀
表 1  术后不同时间点 βΦΓΦ和 ς ΕΓΦ表达的比较(ν = 3)

时间
¥ƒ�ƒ ∂ ∞�ƒ

对照组 实验组 对照组 实验组

术后 t周 tv qy ? t q{ t{ qw ? u qs¤ ty qv ? v qv tz qt ? u qy

术后 u周 tw q{ ? u qx uw qy ? v qy¤ t| qu ? u qw ut qv ? v qw

术后 w周 tv qu ? u qz u{ q| ? v qu¤ ty q| ? v qt vs qx ? u q{¤

术后 y周 tw qt ? v qt v{ qx ? v qy¤ ty qz ? w qs v| qu ? u qu¤

术后 {周 tv qz ? u qw u| qw ? v qt¤ tx qt ? u qz vt qt ? u qz¤

术后 ts周 tu qy ? u qv ut qt ? v qx¤ tx qy ? u q{ uw qx ? v qt¤

  注 }¤}与对照组比较 oΠ� s1 sx ∀

3 讨论

小肠粘膜下层是一种新型的具有良好生物降解性

及胶原组织结构的细胞外基质框架 o在超过 tsss种的

跨种交叉移植实验中均表现为无免疫原性 o直接诱发
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实验无应答反应≈t  o同时 ≥�≥具有良好的细胞相容性 o

可促进多种细胞在材料上粘附 !生长和分化 o�·¤̄¤等

曾将 ≥�≥应用于鼠和狗膀胱扩大术 o术后经组织学检

查证明 o≥�≥ 移植物有泌尿上皮 !平滑肌与浆膜再

生≈u2w   ∀细胞能够在移植物上增殖 !定向分化并形成有

生物功能的替代物的关键在于解决细胞的营养问题 ∀

研究证实 o如果没有新生毛细血管的长入 o超过数

°°u 的组织无法在体内成活 ∀

∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ已证明与组织修复密切相关 o能

促进内皮细胞 !成纤维细胞 !平滑肌细胞分裂 o促进形

成新的毛细血管和肉芽组织 ∀在本实验中 o冻干 ≥�≥

在体外 °�≥孵育液中可检测到 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ o且显

示对上皮细胞有增殖活性 ~同时组织学证实 o大鼠 ≥�≥

移植组术后第 u周 ≥�≥上可见新生毛细血管渗入 o第 w

周已有完整膀胱移行上皮形成 o且可见少量不成熟平

滑肌纤维细胞 o第 ts周可见明显的平滑肌肌束 ∀免疫

组化显示 o实验组和对照组 ∂ ∞�ƒ 和 ¥ƒ�ƒ 在术后第

t周均呈弱阳性表达 o第 u 周以后实验组 ∂ ∞�ƒ 和

¥ƒ�ƒ 表达逐渐增强 o至第 y 周达到高峰 o第 { 周

∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ 的表达逐渐减弱 o而对照组在第 t ∗

ts周 ∂ ∞�ƒ和 ¥ƒ�ƒ的表达均呈弱阳性 o未见明显的

表达高峰 ∀可见 ≥�≥不仅是一种生物相容性良好的细

胞外基质框架 o而且可作为载体将外源性生长因子带

入大鼠体内 o在 ≥�≥逐渐降解的同时释放生长因子 o诱

导细胞浸润 o刺激血管生成和宿主细胞的长入和分化 ∀

∂ ²¼·¬®2 �¤µ¥¬±等也报道了用尿素和盐酸胍抽提 ≥�≥ o

将抽提物与 ¶º¬¶¶v×v成纤维细胞共同培养 o分析抽

提物对细胞增殖和对细胞 ⁄�� 合成的影响 o发现尿

素抽提物作用类似 ¥ƒ�ƒ o而盐酸胍抽提物可改变细

胞的形态 o其作用类似 × �ƒ2Βo但具体成分还不太清

楚≈x  ∀另外 o≥�≥由 ´型 ! ¶型纤维胶原蛋白构成 o含

有少量的 · !∏型胶原 o·型胶原是促使血管内皮细胞

向形成微血管方向分化的主要物质 o研究表明 o当 ´ !

¶型胶原存在时 o可诱导内皮细胞增生 o但仅增生融合

成单层 o只有在长期培养时 o才可偶然见到管样毛细血

管结构 ~在含有 ·型胶原的培养基里 o内皮细胞可形成

管样结构≈y  ∀最近 o�¤±¨°¤·¶∏等也报道天然和合成

的胶原基质中的 ´型胶原可作为载体储存并释放生长

因子≈z2{  ∀

虽然本实验证实了小肠粘膜下层在膀胱组织修复

中存在外源性生长因子的释放 o但外源性生长因子的

释放在 ≥�≥ 植入 { 周左右开始下降 ∀如何充分利用

≥�≥作为生长因子的载体 o并使生长因子能得以持续

释放 o实现重建膀胱的血管化 o解决细胞2基质材料移

植物血液供应 o有待我们深入研究 ∀
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