
表 1　积水耳与正常耳前庭膜长度的比较 (点计数值 )

蜗管 正常耳 积水耳

C1 149. 6± 14. 7 228. 8± 62. 7*

C2 142. 2± 9. 2 234. 4± 33. 0*

C3 152. 8± 6. 7 228. 9± 31. 8*

C4 143. 5± 15. 5 210. 3± 13. 9　

C5 157. 7± 14. 6 209. 9± 30. 0　

C6 136. 2± 11. 0 184. 6± 20. 2　

C7 145. 5± 14. 3 172. 8± 13. 3　

C8 121. 3± 22. 0 129. 4± 21. 9　

* : P < 0. 01与正常耳比较

表 2　积水耳中阶面积与正常耳中阶面积比较 (点计数值 )

蜗管 正常耳 积水耳

C1 12443. 0± 407. 0 23366. 8± 5045. 8*

C2 11043. 6± 528. 1 21078. 3± 5063. 6*

C3 10572. 7± 611. 5 18912. 0± 2873. 1*

C4 10126. 0± 787. 4 16965. 4± 1421. 5*

C5 9501. 7± 796. 3 15585. 0± 2287. 7*

C6 9292. 2± 756. 8 13922. 2± 1254. 6*

C7 8725. 4± 782. 6 12376. 3± 1400. 6*

C8 7652. 2± 1559. 2 10202. 0± 2927. 9*

* : P < 0. 01与正常耳蜗管比较

3　讨论

　　近年来计算机图像分析及三维重建技术引入医学

研究领域 [ 3～ 5] ,使生物结构、形态学研究的定量和立体

再现成为可能。由于定量、准确客观地记录结果 ,使研

究结果更加科学、可靠。判断膜迷路积水传统的方法是

在光镜下根据前庭膜向前庭阶膨隆情况分为轻、中、重

度积水 ,此法在不同观察者 ,不同实验室之间具有很大

差异 ,因而失去了观察结果的客观性、可比性。计算机

图像分析技术的引入给内耳疾病的研究提供了科学、

准确的数据 ,使实验结果更具说服力 [4 ]。本实验选用两

个参数:中阶面积 ( S) ,前庭膜长度 ( L) ;积水组蜗管各

部 ( C1～ C8)中阶面积均较正常组显著增加 ,而前庭膜

长度只在底回 ( C1～ C3)较正常组显著增加。选用面积

参数敏度较高。

　　由于耳蜗结构的特殊性 (多腔隙、迂回、脆弱 ) ,其

病理制片较一般组织复杂 ,在脱钙、梯度浓度火棉胶浸

胶等过程中很可能影响到耳蜗的自然形态。尤其基底

膜、前庭膜组织呈悬浮状态 ,在制片、切片等步骤中都

可能使基底膜移位 ,由此影响到实验结果的判断。以往

的实验常见在正常耳蜗组织切片中前庭膜移位 (膨隆

或萎陷 ) ,在膜迷路积水实验中可能因制片的因素影响

到对积水程度客观的判断。本实验借助计算机图像分

析经统计处理得出正常耳蜗中阶面积和前庭膜长度的

客观数值 ,为内耳疾病的研究确立了基础。

　　耳蜗截面积由底至顶呈螺旋形递减 ,过轴的切片

在顶回难以保证所有切片方向与蜗管长轴相垂直 ,顶

回部分切片可能呈斜截面积从而影响所测算截面积及

前庭膜长度的准确性 (测算值可能较实际值偏高 ) ,这

一缺陷有待进一步探索和改进。

　　关键词　计算机图像分析 ;豚鼠 ;耳蜗积水

　　中图法分类号　 R764. 35
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犬脑干缺血后血小板聚集功能的改变

Changes of platelet agregation gauge af ter brainstem ischemia in dogs

何　英
 
　王东武　 邓志宽　 张　蔚

  
　　 (第三军医大学附属新桥医院神经内科 )重庆 , 400037

　　提　要　目的: 观察脑干缺血后外周血血小板聚集功能 ( PAG)和脑干听觉诱发电位 ( BAEP)的变化。方

法: 建立犬局灶性脑干缺血模型。结果: 犬局灶性脑干缺血后 0. 5、 1、 1. 5、 3、 6和 12h BAEP的Ⅰ 、Ⅲ 、Ⅴ波潜伏
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期 ( PL )及Ⅰ ～ Ⅲ 、Ⅲ ～ Ⅴ 、Ⅰ ～ Ⅴ 波峰间期 ( IPL )均非常显著地延长 ;缺血后 0. 5、 1. 5、 3及 6 h

PAG值也均非常显著地升高。结论:脑干缺血时血小板聚集功能加强。

　　基底动脉缺血引起的脑干损伤是脑血管疾病的重

要死亡原因。我科成功建立局灶性犬脑干缺血模型 ,观

察到缺血后脑干组织细胞内钙含量明显增高 ,电镜下

耳蜗核处神经元缺血性改变随时间延长而加重 [1 ] ,犬

脑干听觉诱发电位Ⅰ 、Ⅲ、Ⅴ波潜伏期及Ⅰ -Ⅲ 、Ⅲ -Ⅴ 、

Ⅰ -Ⅴ的波峰间期缺血后均显著延长 [2 ]。为了进一步研

究脑干缺血 ,使模型建立方法更成熟 ,我们设立本研究

观察外周血血小板聚集功能的变化。

1　材料与方法

1. 1　实验动物与分组
　　选用体重 10～ 14 kg成年杂种犬 25只 ,雌雄不限 ,随机分为

两大组:假手术组 5只 ,脑干缺血组 20只。其中脑干缺血组设立

0. 5、 1. 5、 3、 6 h 4个时相点 ,各时相点 5只犬。

1. 2　犬脑干局灶性缺血模型的建立
　　犬用 3%戊巴比妥钠 30 mg /kg静脉麻醉 ,行气管切开插

管 ,参照 Joan等 [3 ]的办法 ,经颈入路 ,枕骨基底开窗 3 cm× 0. 5

cm ,暴露并结扎基底动脉全段 ;假手术组暴露但不结扎基底动脉。

1. 3　取材与测定
　　血小板聚集功能 ( PAG)的测定:在犬缺血前和缺血后 0. 5、

1. 5、 3、 6 h各抽取静脉血 4 ml入硅化后的玻璃管 ,抗凝剂采用

枸椽酸钠 ,按常规方法分离富含血小板血浆 ( PRP)和贫血小板

血浆 ( PPP) ,用上海通用电技术研究所生产的 TYXN-91智能

血液凝集仪测量血小板聚集前后光通量的变化 ,来描述血小板

聚集率。测定按仪器的程度进行 ,富含血小板血浆中加入血小

板诱聚剂 ADP6μm,分别测定第 1分钟 ,第 5分钟及最大血小板

聚集率。 TYXN-91智能血液凝集仪是目前国内唯一用计算机

自动检测处理实验数据的用于血小板聚集功能测定的高技术

产品 ,采用红外光比浊法检测 ,不受自然光干扰。仪器操作全部

为触摸按键式 ,无需手工调零、调幅等 ,进一步提高测试精度。

2　结果

　　脑干缺血组与假手术组的血小板聚集功能 ( PAG)相比较 ,

第 1分钟 ,第 5分钟及最大血小板聚集率均无差别 ( P > 0. 05) ;

在缺血后 0. 5、 1. 5、 3、 6则非常显著地升高 ( P < 0. 01) ,从 1. 5 h

后则各值渐降低 ,见附表。

附表　犬脑干缺血后积压组血小板聚集功能的变化 (x-± s )

第 1分钟聚集率 第 5分钟聚集率 最大聚集率

假手术组 脑干缺血组 假手术组 脑干缺血组 假手术组 脑干缺血组

0 h 23. 260± 1. 457 33. 760± 1. 576 26. 780± 1. 297 27. 340± 1. 332 34. 760± 2. 449 35. 160± 2. 618

0. 5 h 34. 020± 2. 445 74. 340± 2. 285** 26. 100± 2. 187 47. 560± 1. 436** 37. 160± 2. 652 81. 940± 1. 632**

1. 5 h 35. 340± 2. 997 65. 340± 3. 320** 27. 500± 0. 992 38. 360± 1. 596** 38. 280± 0. 581 76. 880± 2. 327**

3 h 34. 560± 1. 117 45. 500± 2. 507** 25. 920± 2. 139 36. 860± 1. 893** 38. 300± 1. 239 51. 620± 1. 013**

6 h 35. 180± 1. 555 44. 200± 2. 451** 27. 580± 1. 535 35. 960± 2. 455** 38. 620± 0. 743 50. 020± 0. 823**

** : P < 0. 01与假手术组比较

3　讨论

　　正常人体内血小板的聚集和解聚处于动态平衡状

态 ,从而维持体内血流的畅通 ,在脑缺血时由于细胞内

钙离子浓度升高 , Ca
2+ 依赖性磷脂酶 A2和 C的激活 ,

细胞膜磷脂水解生成溶血性血小板活化因子 ,经乙酰

转移酶的作用 ,转化为活性极强的血小板激活因

子 [4, 5 ] ,且在脑组织存在血小板激活因子结合的位点 ,

所以血小板被激活 ,血小板活化时释放的许多活性物

质可正反馈地促进血小板聚集 ;又由于磷脂降解产物

游离脂肪酸 ,特别是花生四烯酸增多 ,导致血栓烷 A2

和前列腺素的动态平衡被打破 ,血栓烷 A2的活性相对

过度增加 ,微血管过度收缩和血小板凝集 ,更加重缺

血
[6 ]
。在血小板聚集功能 ( PAG)测定中 , 1 min聚集率

反映血小板的原发聚集速度 , 5 min聚集率反映血小

板的继发聚集速度 ,根据血小板聚集前后光通量的变

化来描述。血小板在聚集剂的作用下可粘聚在一起 ,在

聚集开始前测得一初始 Dλ( OD值 ) ,一旦聚集剂被加

到富含 PRP中 ,血小板随即慢慢聚成团 ,由于未聚集

的血小板数不断减少和血小板团块不断增大 ,使 Dλ值

下降 , Dλ的下降与血小板聚集率成正比 ,本实验用

ADP作为聚集剂。

　　在正常人和脑血栓恢复期病人的血小板聚集功能

测定中 ,脑血栓形成者 1 min和 3 min血小板聚集率均

升高 ,以 3 min血小板聚集率升高最明显 ,由 37%±

20%升至 61%± 13%。脑血栓组以血小板的继发性聚

集性增高为主 ,所形成的血小板不易解聚 ,进一步形成

脑血栓
[7 ]
。在本实验中我们观察到: 犬脑干缺血后第 1

分钟、第 5分钟和最大血小板聚集率均升高 ,以第 1分钟

血小板聚集率升高最明显 ,在缺血 0. 5 h即由 33. 8%

± 1. 6%升至 74. 3%± 2. 3% 。脑干缺血组以血小板的

79第 1期　　　　　　　　　　　　　　何　英 ,等 .犬脑干缺血后血小板聚集功能的改变　　　　　　　　　　　　　　



原发性聚集性增高为主 ,所形成的血小板容易解聚。

　　脑缺血患者血小板聚集功能增强 ,本实验证实脑

干缺血时血小板聚集功能亦加强 ,这为临床应用抗血

小板聚集药物防治脑血栓形成具有现实意义。

　　关键词　脑缺血 ;脑干 ;血小板 ;聚集功能

　　中图法分类号　 R743. 31
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人胚腱细胞体外培养及其生长特性观察

In vitro culture of human embryo tenocytes and its growth characteristics

康庆林 　蒋祖言　 王爱民　 冀振亮  　　 (第三军医大学附属大坪医院骨科 )重庆 , 400042

　　提　要　目的: 建立肌腱生物学研究的体外模型。方法:贴块培养人胚腱细胞 ,观察原代及传代腱细胞生

长、形态及遗传学特征 ,用 Vimentin及 Fn免疫组化法鉴定腱细胞。结果: 腱细胞生长汇合后呈平行致密排列

并表现为接触抑制 ,传至 16代仍保持稳定的遗传特征 ,原代腱细胞 Vimentin阳性而 Fn呈阴性反应。结论:培

养的人胚腱细胞为研制新型人工肌腱提供了实验生物材料。

　　如何最大限度激发由腱细胞参与肌腱愈合是解决

肌腱粘连的关键。体外培养是研究腱细胞生理生化特

征的重要手段 ,国外早在 70年代就用酶解离法分离培

养了鸡胚腱细胞
[ 1]
,但有关人腱细胞培养一直少有报

告 ,我们成功地用贴块法培养了人胚腱细胞 ,并观察了

其生长特征。

1　材料与方法

1. 1　原代细胞培养
　　无菌条件下切断引产胎儿鞘内屈指肌腱 ,将其从鞘内快速

抽出 , D-Hanks液漂洗 3次 , 0. 25%胰蛋白酶+ 0. 1%胶原酶混

合消化整段肌腱 40 min, D-Hanks液再次漂洗后 ,眼科剪将肌

腱段剪至 1 mm3大小碎块 ,用吸管将腱块均匀接种于培养瓶 ,行

贴块培养 ,培养条件为 5% CO2、 95%空气、饱合湿度、 37℃。培养

基用 DMEM。

1. 2　细胞传代培养
　　原代细胞生长融合成单层后 ,进行传代 [2]。

1. 3　生长曲线及分裂指数曲线绘制
　　取第 3代细胞 ,按鄂征 [2]方法绘制细胞生长曲线及分裂指

数曲线。

1. 4　细胞遗传学检测
　　取原代、 7代及 16代细胞 ,按鄂征 [2]方法检测染色体众数。

1. 5　细胞免疫组化染色
　　取长有原代腱细胞的小玻片 ,进行 Vimentin和 Fn免疫组

化染色 ( ABC法 )。

1. 6　细胞形态学观察
　　倒置显微镜下观察细胞生长及形态学特征 ,透射电镜观察

细胞超微结构。

2　结果

2. 1　原代细胞培养
　　组织块置入第 4天 ,倒置镜下见 ,其周边即有腱细胞呈放射

状迁移萌出 ,方向与组织块边缘垂直 ,常很快脱离腱块 ,向远处
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