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３Ｄ多孔结构的小肠黏膜下组织在兔膀胱再生中的应用
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　　［摘要］　目的　探讨３Ｄ多孔结构的小肠黏膜下组织（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓｕｂｍｕｃｏｓａ，ＳＩＳ）在新西兰大
白兔膀胱再生中的应用。方法　用物理及化学方法制备具有３Ｄ多孔结构的ＳＩＳ。将２４只雄性新西兰
大白兔随机分为３组（ｎ＝８），分别行膀胱半切术建立膀胱缺损模型，使用３种不同处理的ＳＩＳ进行膀胱
重建。Ａ组：未经过氧乙酸（ｐｅｒｏｘｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡＡ）处理的 ＳＩＳ组；Ｂ组：ＰＡＡ处理的 ＳＩＳ组；Ｃ组：ＰＡＡ
处理后１００％胎牛血清浸润的ＳＩＳ组。３组在术前及术后４周测定膀胱容量，并于术后４周取材，行大体
观察及组织学检测，评估膀胱再生情况。结果　应用ＳＩＳ行兔膀胱重建术后４周，３组再生膀胱组织与
周围组织粘连依次降低，结石率分别为３３．３％、２８．６％、１４．３１％。与术前自身比较，术后４周３组膀胱
最大容量均缩小且依次增加，组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。术后组织学检测示３组膀胱上
皮细胞均有再生，与Ａ组比较，Ｂ、Ｃ组的上皮再生更好，边缘区和中心区无明显差异。３组膀胱平滑肌
的再生均不理想，但边缘区平滑肌再生较中心区多；在边缘区和中心区，组间比较差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。３组在边缘区和中心区的再生血管面积依次增加，３组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。结论　经ＰＰＡ及胎牛血清处理后３Ｄ多孔结构的 ＳＩＳ，具有良好的促进膀胱组织再生能力，是
一种比较理想的修复支架材料。
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　　膀胱疾病是泌尿系统最常见的疾病。而膀胱的先
天发育畸形（如膀胱外翻）、慢性感染及肿瘤等疾病都

会导致膀胱结构与功能的严重破坏，需要进行修复与

重建［１］。目前临床的治疗方法主要为膀胱扩大术或

者替代术，最常用的组织材料来自胃肠道组织。这些

重建手术虽然有效地增加了膀胱的容积，但是也可能

引起一系列严重的并发症，包括感染、肠梗阻、黏液产

生、结石形成、电解质紊乱、穿孔以及癌变等［２－３］。因

此找到合适的生物支架材料应用于膀胱组织修复重

建，是膀胱组织工程研究的重点。大量研究表明猪来

源的小肠黏膜下组织（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｓｔｉｎｅｓｕｂｍｕｃｏｓａ，ＳＩＳ）
是一种天然的生物材料，可用于膀胱组织再生［４－５］，但

通过常规方法去细胞化后，ＳＩＳ基质仍然含有致密的
胶原组织，阻止细胞向基质内生长，影响膀胱组织再

生。而作为外源性移植物，ＳＩＳ中残存的细胞增加了
其免疫原性［６－８］。本课题组前期研究中采用过氧乙酸

（ｐｅｒｏｘｙａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＰＡＡ）处理的方法，制作出具有３Ｄ
多孔结构的ＳＩＳ，使其胶原组织致密程度及 ＤＮＡ含量
明显降低，形成了适宜细胞向内生长的多孔结构，并能

保持良好的生物材料的机械性能，将膀胱细胞种植在

ＳＩＳ上植于裸鼠皮下，膀胱细胞可以较好地生长［９－１１］。

本研究将从新型的３Ｄ多孔结构的 ＳＩＳ这个新视点探
讨其在膀胱组织再生中的应用，以期为膀胱及泌尿系

统疾病的治疗提供新的生物修复材料。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　雄性新西兰大白兔 ２４只，４～５月龄，体质量约
２５ｋｇ，购自重庆医科大学实验动物中心（２０１２
０００１），饲养温度２４～２５℃，正常喂食及饮水。术前禁
食１２ｈ，禁饮５ｈ。
１．２　主要实验材料及试剂
　　新鲜猪小肠（重庆市渝中区黄沙溪屠宰场，冰盒
保存运输），过氧乙酸（成都市科龙化工试剂厂），戊巴

比妥钠（Ｎｏｔｌａｓ公司），异氟烷（瑞沃德公司），胎牛血

清（Ｇｉｂｃｏ公司），ＨＥ染色试剂（Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司），Ｍａｓｓｏｎ
三色染色液（森贝伽生物科技有限公司），无菌手术器

械等由重庆医科大学附属儿童医院提供。

１．３　制备３Ｄ多孔结构的ＳＩＳ
　　取新鲜猪小肠８～１０ｃｍ，手工机械分离小肠的黏
膜层和浆肌层，清洗后浸泡于无菌去离子水中，置于摇

床上以２００ｒ／ｍｉｎ振荡摇晃２４ｈ；２％过氧乙酸溶液中
浸泡２ｈ，无菌去离子水清洗８次，２５ｍｉｎ／次；于含有
０．１％过氧乙酸及２０％无水乙醇溶液中浸泡２ｈ，无菌
去离子水冲洗８次，２５ｍｉｎ／次；最后储存在１％青链霉
素的无菌去离子水中，４℃保存。术前将ＳＩＳ材料浸泡
于１００％胎牛血清中，３７℃孵箱内２４ｈ。其中未经ＰＡＡ
处理的ＳＩＳ为Ａ组，ＰＡＡ处理的ＳＩＳ为Ｂ组，ＰＡＡ处理
后１００％血清浸润的ＳＩＳ为Ｃ组，每组８只。
１．４　ＳＩＳ组织学检测
　　ＳＩＳ经１０％中性福尔马林缓冲液固定２４ｈ后，乙
醇梯度脱水及石蜡包埋固定，切片厚度为５μｍ，行ＨＥ
染色、Ｍａｓｓｏｎ染色，镜下观察其组织结构并摄片。
１．５　扫描电镜检测ＳＩＳ结构
　　取制备好的ＳＩＳ以２．５％戊二醛室温下固定２ｈ，
ＰＢＳ清洗，固定清洗和系列梯度酒精脱水等处理后，在
２０．０ｋＶ×２００扫描电镜下观察并摄片。
１．６　兔膀胱容量测定
　　兔膀胱术前和修复重建术后４周行膀胱容量测
定。异氟烷呼吸麻醉兔子后，通过尿道外口逆行插入

６Ｆ导尿管，排空膀胱，用注射器向膀胱内缓慢注入温
热生理盐水，当尿道外口有液体溢出时记录的生理盐

水量即为膀胱最大容量（Ｖｏｌｍａｘ）。
１．７　兔膀胱损伤模型建立及修复重建
　　取雄性新西兰大白兔，３％戊巴比妥钠３０ｍｇ／ｋｇ
腹腔注射麻醉，麻醉成功后固定于手术台上，下腹部术

区备皮、消毒、铺单后，取下腹部旁正中切口，长约

５ｃｍ，依次切开皮肤、皮下、肌肉、腹膜进入腹腔，暴露
膀胱。排空膀胱后注入１０ｍＬ无菌生理盐水，牵起膀

８８４１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



胱顶部，浆膜层标记３ｃｍ×３ｃｍ膀胱，切除约４０％膀
胱组织，建立膀胱损伤模型。分别用经过不同处理的

３组ＳＩＳ修复膀胱缺损组织；用４０可吸收线连续锁边
缝合ＳＩＳ与膀胱的浆肌层，并用４０丝线在吻合处浆
膜面的前、后、左、右各缝１针作为标记。冲洗膀胱并
检查吻合口有无漏尿，最后用大网膜包裹重建的膀胱；

检查无活动性出血后，将膀胱复位，关闭切口并留置导

尿１周。各组大白兔术后连续３ｄ肌肉注射青霉素
４０×１０４Ｕ，观察其切口、排尿和进食情况等。
１．８　术后兔膀胱组织学检测
　　各组大白兔于术后４周处死，取出膀胱，观察大体
情况，其中粘连度分级为４种，＋＋＋＋：与周围组织粘
连严重，无法分离；＋＋＋：粘连较重，可分离伴出血；
＋＋：粘连轻，分离时少量出血；＋：粘连较轻，分离时
极少出血。行ＨＥ染色、Ｍａｓｓｏｎ三色染色。把距离移
植物边缘０．５ｃｍ的区域定义为边缘区，超出边缘０．５ｃｍ
的区域定义为中心区，镜下分别观察组织学变化并摄

片。对组织切片随机进行编号，如有血管的圆形或椭

圆形样结构，即判定为血管；使用 ＩｍａｇｅｐｒｏＰｌｕｓ６．０
软件计算面积和切片总面积。

１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表达，
组间比较采用单因素方差分析。

２　结果

２．１　３Ｄ多孔结构ＳＩＳ的检测
　　Ａ组大白兔 ＳＩＳ的 ＨＥ及 Ｍａｓｓｏｎ三色染色显示，

ＳＩＳ仍残留较多的细胞核，胶原组织结构仍较致密，多
孔性差；Ｂ组、Ｃ组的 ＳＩＳ细胞核残留较少见，呈疏松
多孔结构，与 Ａ组相比，ＰＡＡ处理后的 ＳＩＳ去细胞化
效果显著（图１）。
２．２　ＳＩＳ扫描电镜观察
　　３组大白兔经过不同处理的 ＳＩＳ生物材料扫描电
镜下观察，Ａ组 ＳＩＳ表面光滑，胶原为致密纤维结构，
表面孔隙少（图２）。与 Ａ组比较，Ｂ组、Ｃ组的 ＳＩＳ浆
膜侧表面粗糙，黏膜侧网状纤维结构，孔隙更多，有利

于细胞的黏附、生长，但Ｂ、Ｃ两组差异无统计学意义。
２．３　术后膀胱大体标本观察
　　３组大白兔取材前Ａ组死亡２只，Ｂ组死亡１只，
Ｃ组死亡１只，死因均为 ＳＩＳ与膀胱缝合处尿漏导致
腹腔感染，其余全部存活至取材。膀胱取材时，Ａ、Ｂ、Ｃ
组的膀胱局部粘连程度依次降低（粘连度分别为＋＋＋＋、
＋＋＋、＋＋）；Ａ、Ｂ、Ｃ组均有结石形成（结石率分别为
３３．３％、２８．６％、１４．３％），质硬，黄豆大小，呈黄色，黏
膜局部无钙斑形成。与Ａ、Ｂ组比较，Ｃ组的黏膜颜色
最接近正常膀胱（图３），且其挛缩程度亦最轻。
２．４　重建膀胱容量的测定
　　术后４周Ａ、Ｂ、Ｃ组膀胱最大容量均缩小且依次
增加，组间比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。
提示ＰＡＡ及血清处理后的 ＳＩＳ有利于膀胱的再生和
功能的恢复，而膀胱容量的变化还与术后的炎症反应、

手术粘连以及ＳＩＳ大小等因素有关。
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图１　３组大白兔ＳＩＳ的ＨＥ染色和Ｍａｓｓｏｎ三色染色观察结果
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图２　３组大白兔的ＳＩＳ扫描电镜观察
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Ａ：Ａ组；Ｂ：Ｂ组；Ｃ：Ｃ组
图３　膀胱重建术后４周３组兔膀胱黏膜侧的大体形态

表１　３组大白兔术后４周膀胱最大容积值比较（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 术前（ｍＬ） 术后（ｍＬ） 术后／术前（％）
Ａ组 ６ ４７．６±５．５ ２４．７±４．５ ５１．５±３．６
Ｂ组 ７ ４６．７±８．５ａ ２８．０±７．０ａ ５９．９±４．２ａ

Ｃ组 ７ ４６．３±５．６ａｂ ３１．７±１．５ａｂ ６７．７±３．２ａｂ

ａ：Ｐ＜０．０５，与Ａ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与Ｂ组比较

２．５　重建膀胱的组织学观察
２．５．１　膀胱上皮细胞的再生　　术后４周移植 ＳＩＳ
的ＨＥ染色示，３组再生膀胱组织分中心区和边缘区
（图４），均可见膀胱上皮细胞再生；与中心区比较，边
缘区上皮细胞再生较好；与 Ａ组比较，Ｂ、Ｃ组再生较
好；与Ｂ组比较，Ｃ组略好，但差异不明显（图５）。
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图４　再生膀胱组织的中心区和边缘区示意图

２．５．２　平滑肌形成　　术后４周再生膀胱的 Ｍａｓｓｏｎ
三色染色结果显示，Ａ、Ｂ、Ｃ组膀胱平滑肌的再生均较
少，排列不规则。Ａ、Ｂ、Ｃ组膀胱平滑肌再生的数量占
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总面积的比例依次增加。边缘区分别为（１．４４±
１２６）％、（４．８４±２．３５）％、（５．９８±１．５６）％。Ｂ、Ｃ组
与Ａ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；Ｂ组与 Ｃ
组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。中心区分次
为（０．１１±０．１０）％、（０．８１±０．３７）％、（０．８２±
０３２）％，Ｂ、Ｃ组与Ａ组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）；Ｂ组与 Ｃ组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。表明３Ｄ多孔结构的 ＳＩＳ可以较好地促进平
滑肌的再生；与 Ｂ组比较，血清浸润的 Ｃ组更有利于

平滑肌再生，但差异不明显（图６）。
２．５．３　血管再生　　术后４周再生膀胱组织的 ＨＥ
染色结果显示（图７），Ａ、Ｂ、Ｃ组再生血管面积与总面
积的百分比在边缘区依次递增，分别为（１．１０±
０２９）％、（１．９４±０．５３）％、（３．６４±０．３２）％，组间比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；在中心区，Ａ、Ｂ、Ｃ组
再生血管面积与总面积的百分比分别为（０．４５±
０２０）％、（０．４９±０．１３）％、（０．７９±０．０８）％，组间比
较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
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图５　ＨＥ染色观察膀胱重建术后４周３组兔再生膀胱上皮细胞
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图６　Ｍａｓｓｏｎ三色染色观察膀胱重建术后４周３组兔再生膀胱组织
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图７　ＨＥ染色观察膀胱重建术后４周３组兔再生膀胱组织

３　讨论

　　生物支架材料是膀胱组织工程研究的关键和基
础，如何选择一种理想的生物支架材料是近年来组织

工程研究领域的热点。生物支架材料主要分两大类，

即天然生物材料［１２］（如 ＳＩＳ等）和人工合成的支架材
料（如聚乳酸等）。人工合成的支架材料由于生物相

容性的局限性而限制了其应用［１３－１４］。体外研究表明

小肠黏膜下组织具有免疫原性低、生物相容性好等特

点，且含有胶原、蛋白多糖及功能性生长因子等成

分［９，１５］。本研究中使用的３Ｄ多孔结构的 ＳＩＳ由于其
独特的处理方式，使其具有３Ｄ多孔结构，有利于细胞
向内生长、增殖和功能维持等，在组织工程中作为支架

材料具有明显的优势［９］。

　　应用于组织工程的生物材料很多，如 Ｐｅｒｃｈｏｔａ
等［１６］研究中用膀胱扩大术将膀胱的无细胞基质移植

到大鼠模型体内，可观察到膀胱上皮细胞、血管和平滑

肌组织的再生，但是术后结石形成率、感染等并发症

多。本研究结果显示３Ｄ多孔结构的 ＳＩＳ可较好地促
进膀胱的再生，膀胱的结石形成率低和粘连程度轻。

　　研究表明，支架材料在移植后快速血管化是组织
工程再生的关键因素之一。Ｈｏｄｄｅ等［１７］发现ＳＩＳ内的
Ⅳ型胶原可促进血管内皮细胞在 ＳＩＳ表面形成细胞层
并穿透基质生长，从而促进血管内皮细胞血管化；Ｚｈｏｕ
等［１８］研究发现生长因子和去细胞化基质可以结合，移

植后可促进膀胱组织再生。ＳＩＳ含有丰富的Ⅳ型胶

原，膀胱的无细胞化基质Ⅳ型胶原含量较少，而 ＳＩＳ中
的Ⅳ型胶原可结合血清中的生长因子，且具有较好的
促进细胞的黏附、生长和增殖，进而促进膀胱组织的再

生和血管化。但本研究的移植材料中心区域的膀胱再

生较差，使其快速血管化是进一步促进膀胱组织再生

的新途径。

　　本研究从３Ｄ多孔结构的 ＳＩＳ这个新视点，揭示
了其能较好地促进膀胱组织的再生，是膀胱组织工程

的一种理想的生物材料。既往研究表明，单纯应用支

架材料修复与重建膀胱，结石形成、移植物萎缩和钙化

等并发症高，从而影响重建器官结构与功能的恢

复［１６］。利用种子细胞结合生物支架较单纯利用支架

修复重建膀胱有明显优势，获得了更好组织再生效果，

特别是在膀胱平滑肌层的再生修复方面［１９－２０］。本课

题组前期研究［２１－２３］发现尿液中存在一种具有多向分

化潜能的干细胞，即尿源性干细胞（ｕｒｉｎｅｄｅｒｉｖｅｄｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ，ＵＳＣｓ），由于其获取简单无创、单克隆性和可分泌
多种生长因子（如血管内皮生长因子、血小板源性生长

因子）等优点，且其来源于肾脏，在修复膀胱等泌尿系统

疾病等方面具有独特的优势，应用前景广泛。因此，在

前期研究的基础上制作的３Ｄ多孔结构的ＳＩＳ作为支
架材料为下一步种子细胞和调控因子与材料的结合，制

作组织工程化的膀胱提供了可能，希望为膀胱及泌尿系

统的组织再生提供新的手段和方法。
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