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应用人工神经修复周围神经损伤的研究
关
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摘要 借助人工 神经
一

明胶导管作载体
,

连接大鼠坐骨神经 10 m m 缺损
,

观察周 围神经 再生的规

律
.

结果表 明
,

热脱水架桥处理 的明胶导管组 1 个月后
,

其内壁已形成毛细血 管网
,

2 个月后 导管

被分解吸收
,

缺损部位神经 再生完成
.

而用戊二 醛交联组 未见神经 再 生
.

手术后 2 个月和 4 个月

进行饿染色
、

B o id a n 染色及 S
一

10 0 蛋 白染色
,

2 个月 时
,

发现再生轴索已到达缺损部 位的远 端
,

新

生髓鞘 已经 形成
.

结合麦芽凝集素辣根过氧化物酶 (W G A一H R )P 追踪显示
,

脊髓前角 的运 动神经

元和后角的感觉神经 末梢四 甲基联苯胺显色法 ( T M B ) 反应呈 阳性
.

机能检测可见诱发肌 电图和大

脑体性感觉诱发电位恢复
.

以上结果提示 明胶是用来修复周围神经损伤 的良好医用载体材料
.

关键词 人工神经 明胶导管 热脱水处理 神经再生 大鼠坐骨神经

周 围神经损伤或切除后不能直接缝合时
,

临床

常用 自体神经进行移植
,

但因取材部位易被损伤而

受到限制
,

因此有必要研制周围神经再生用的人工

神经
.

本文探讨用明胶制作人工神经修复周围神经

损伤的可能性
.

明胶的特点是生物相容性好
,

在体

内可被分解吸收
,

几乎无抗原性
.

以此材料修复周

围神经缺损的动物实验迄今未见报道
.

应用 人工神

经的 目的是诱导神经 干中枢端再生的神经轴索沿着

正确的方向经导管到达神经干远端进而与末梢的靶

器官重新建立联系并恢复功能
.

1
.

2 动物实验

雌性 W i s t e :
大鼠 (体重约 3 0 0 9 ) 5 0 只

.

其 中 1 0

只使用 G A 导管
、

4 0 只用 D H T 导管
.

动物麻醉用

戊 巴比妥 (体重 o
.

07 m 工
J

八 0 0 9 )腹腔注射
.

暴露右侧

坐骨神经
,

制作 10 m m 缺损 将坐骨神经两断端插

入导管中
,

在手术显微镜下缝合两断端 (图 1 )
.

术

后 l
,

2
,

3
,

4 个月
,

通过 肉眼和光学显微镜观察
,

并用 电生理学 方法对 16 只动物进 行神经再生机 能

的评价
.

1 材料与方法
缝合部
Zm m

缝合部
Zmm

1
,

1 明胶导管制作方法

将外径 1
.

0 一 1
.

s m m 的医用硅胶管洗净干燥后

竖直浸入质量分数 二 为 20 % 的明胶溶液
,

缓慢拔

出
,

竖直状态放置
,

室温下干燥
,

重复该过程直至

管径达到要求
.

将硅胶管与明胶导管分离即得到透

明的明胶导管
.

热脱水处理的导管 ( D H T )在真空干

燥
,

1 50 ℃
,

24 h 条件下制作 (含水率 64
.

3 % ){1 ]
.

戊二醛 交联导 管 ( G A )用 0
.

5% G A 溶液 在 4 ℃
,

24 h 条件下制作 (含水率 65
.

1 % )[
2〕

.

导管用 75 %

酒精浸泡消毒
.

乞乞二二二二二二二二二二印二二

图 1 手术图解
,

神经两断端插人明胶导管
,

并且导管

用 10 一 。 的尼龙线缝合
.

神经两断端之间的距离是 10 mm

.

3 形态学观察

.

3
.

1 组织学观察 在体视显微镜下观察后
,

用

2 0 0 2
一

20
一

2 8 收稿
,

2 0 02
一

12 3 1 收修改稿

关

国家重点高技术产业发展基金 ( 19 9 8一 2 4 4 4)
,

和国家自然科学基金 ( 批准号
:

3 9 8 7 0 1 91 ) 资助项 目

E
一

m a 、
l
:

l跟 e h
ln a

@
s ln a

.

e o m
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光学显微镜观察
.

染色方法采用 Bd oi an 染色
、

饿染

色 [ ] 3和 S
一

1 0 0蛋 白质免疫组织 化学 染色
.

5
一

1 00蛋

白质广泛分 布于 少突胶 质 细胞
、

星形 胶质 细胞 和

c s hwn a
n 细胞 〔 4 ]中

,

并在其中作为周 围神经的标志

蛋白质
.

1
.

3
.

2 w G A
.

H R P 逆行性追踪神经细胞及轴索染色

用生理盐水溶解制成 1 % W G A
一

H R P 10 “ L
,

从坐

骨神经再生部位的末梢侧 10 m m 处注射
,

并在同一

只动物左侧相 同部位进行注射
.

饲 养 Z d 后
,

在戊

巴 比妥麻醉下
,

从左心室用生理盐水及 10 % 的多聚

甲醛灌流
,

并 取出脊髓 ( L l 一 2S )和 两侧 的坐骨神

经
,

浸入 30 % 的蔗糖溶液 ( 4 ℃ ) 18 h 后制作成 60 一

80 胖m 的冰冻切 片
,

经 T M B 反应 (醋酸 浓度 0
.

2

m ol / )L 〔5〕观察结果
.

T M B 反应阳性物质 (图 3 )
.

2 个 月时
,

正常与对照

侧相 比运 动神经 元数 目多
,

感觉 神经 末梢 的密 度

大 ; 4 个月时
,

再生侧运 动神经元数 目较 2 个月时

增多
.

图 2

(
a

) 移植术后 1 个月
,

管壁上有新生血管形成
.

( b) 移植术后 2

个月
,

明胶导管完全分解吸收
,

再生的神经进入缺损部位
,

如

箭头所示

1
.

4 神经电生理学检测

肌肉注射 氯氨酮 ( s m g / 10 0 9 )后
,

腹腔注射 戊

巴 比妥 〔l m g (/ 1 00 g’ h) 〕
,

同时观察并记录
.

将动

物固定并对大脑和脊髓定
口

位
.

刺激坐骨神经记录诱

发的肌电图 ; 刺激大脑记录感觉诱发 电位
.

刺激神

经所用电极为 白金双 电极 (极 间距离为 5 一 7 m m )
,

刺激强度为 r 一 10 v
,

脉冲幅度为 0
.

5 一 1
.

o m s
.

记

录电极用直径 10 0 拌m 不锈钢电极
.

介…魂兹乡
( b ) 砂

寸

燕2 结果

本实验共使用大鼠 50 只
.

40 只使用 D H T 交联

的明胶导管桥接坐骨神经再生
.

手术后 1
,

2
,

3 及

4 个月进行形 态学观察
.

其中
,

39 只有神经再生
.

约 2 个月再生神经的直径接近正常
.

机能检测以肌

电图和大 脑体感诱 发 电位作为指标
.

16 只中
,

巧

只机能所有恢复
.

而 以 G A 交联 的明胶导管组
,

无

神经再生
.

2
.

1 形态和组织学

D H T 处理组手术后 1 个 月用体视 显微镜观察
,

缺损部位神经已经再生
,

但与对照组 比较 细
,

明胶

导管仍残 留
,

导管 内壁 已形成丰富的 毛细血管网
.

而且再生 的 神经 表 面也 有 毛 细血 管 网形 成 (图 2

( a) )
.

手术后 2 个月明胶导管全部溶解吸收
.

再生

神经的直径与正常对照组相似 (图 2 ( b ) )
.

W G A
一

H R P 逆行性追踪染色观察可见
,

坐骨神

经纵 向切 片从 中枢端经过导管部位至末梢端有清晰

的神经轴索走行
.

而脊髓的横切片中
,

脊髓前角运

动神经元 和后角 的感 觉神经 末梢有 w G A
一

H R P 的

图 3 H R P 染色

(
a

) 手术后 3 个月
,

纵向切片的坐骨神经
,

用 w G A
一

H R P 染色
.

轴突可被追踪从远侧端到近侧端
.

点线所示边界线
,

箭头 示从

远侧端到近侧端
.

( b) 手术后 2 个月
,

脊髓背根神经节中 2 个

感觉神经元被 T M B 标记染色阳性
.

( C ) 手术后 2 个月
,

脊髓的

运动神经元被 w G A
一

H R P 染色
.

v H
:

腹侧角的运动神经元
.

C C
:

中央管
,

D H
:

背侧
.

( d) 手术后 4 个月
,

脊髓横切面

( w G -A H R P 染色 )
.

T M B 阳性的前侧运动神经细胞和后侧的

感觉神经末梢

将再生的坐骨 神经用 B od ian 方法染色可见
,

2

个 月 时 再 生 的轴索 达 远 侧端
,

髓 鞘 已 经 形 成
.

cS h w an
n 细胞增 生

,

但未见 R a
vn ie r 节

.

神经纤维

较正 常组细
,

可 见许多新 生的血管
.

与正常组 比

较
,

Shc w a n n
细胞和成纤维细胞数 目多

、

呈无规律

排列
.

但 4 个月时
,

则与正常相似 (图 4)
.

图 5 是用饿 染色法显示 的再生神经的髓鞘
.

4

个月后再生有髓神经标本 的直径比 2 个月大
,

且髓

鞘也增厚
.

S
一

10 0 蛋白质染色标本如图 6 所示
.

2 个月时可

见大量 S e hw a n n 细胞增生
,

4 个 月后 S e h w a n n 细胞

数 目减少且排列有序
.
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龚葬攀
图 4 B记 ia n 染色

(
a

) 正常坐骨神经
.

( )b 手术后 2个月
,

新生神经纤维排列紊乱
,

s hc w an n 氏细胞生长显著
.

( c ) 手术后 4 个月与 2 个月和 3 个月相 比
,

神经纤维的排列趋于规律
,

s hc w an n 细胞数量减少
、

S hc w an n
细胞核平行排列

图 5 蛾染色

( a) 正常的坐骨神经
.

( b) 手术后 2 个月
,

有许多新生的髓鞘
,

数量较多
,

但髓鞘壁较薄
.

( c )手术后 4 个月
,

新生的髓鞘与 2 个方相比

直径增大
,

但仍比正常髓鞘薄

痴碎嗯
, ( e )

_

碌才二矿
,蜂翻睡忿醉( 磷

从泊脚
产

沪
喇止曰改 润 公泌

留 月名黔

` 一赢 :
,由袱斑 一

.

阳临 翎和
舫

图 6 -5 1 0 0 蛋白质免疫组织化学染色

( a) 正常坐骨神经
,

箭头所示为髓鞘
.

( b) 2 个月后 S ch w an
n
细胞大量增生

,

排列紊乱
.

( c ) 4 个月后 s ch w an n 细胞数量减少
,

排列有序

2
.

2 电生理学观察

手术后 2 个月
,

诱发肌电图显示 M
一

波和 H
一

波
,

说明再生神经的机能恢复 (图 7)
.

以 1
.

5 倍闭值的

电流刺激再生侧坐骨神经时
,

可以同时观察到 M
-

波和 H
一

波 ; 对照侧需 以 1
.

35 倍阑值的电流刺激
,

可以同时观察到 M
一

波和 H
一

波
.

再生侧和正常侧 H
-

波的阂值均较 M
一

波低
.

即感觉神经纤维的闭值低
.

再生侧 M
一

波 的潜伏 时间是 正常侧 的 2 倍
.

再生侧

H
一

波峰的潜伏时间约是正常的 2 倍
.

再生侧的潜伏

时间所以延长
,

是 因为再生侧神经的传导速度较正

常侧 慢
.

M
一

波 的潜伏 时 间 的平 均 值
,

正 常侧 为

( 3
.

5 2士 0
.

5 3 ) srn
,

再生侧为 ( 7
.

6 2 士 2
.

6 4 )nsr ( 二 一 8 )
.

经
,

再生侧 对照侧

5 0 m s

图 7 诱发肌电图

左侧为再生一侧
,

右侧为对照

图 8 是手术后 2 个月的标本
.

刺激动物坐骨神

从大脑表层的皮肤记录大脑体性感觉诱发 电位
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( S E) P
.

左侧是刺激再 生侧坐 骨神经获得 的 S P E
,

右侧是刺激正常获得的 S E P
.

再生侧的 S E P 与正常

侧比较
,

其波峰在刺激后 30 m s 以 内出现
,

快纤维

成分少
,

慢纤维经过最初成分的峰值潜伏时间比对

照侧长
.

再生侧的 S E P 与正常侧相 比
,

其绝对值也

小
.

SE P 的潜伏时间
,

正常侧为 ( 58 0 士 1 1 9) m s,

再生侧为 ( 8 5
.

1 士 2 9
.

6 ) m s ( 、 = 8 )
.

即
,

再生侧是

正常侧 的 1
.

5 倍
.

再生侧

韦

—
一丫

~

一
H波

,

\ 几八沪
M 波

图 8 诱发筋电图

左侧是刺激再生侧坐骨神经获得的 S E P
,

右侧是刺激正 常

获得的 s E P
.

大脑体性感觉诱发电位 ( s E )P 的潜伏时间
,

再生侧是 正常侧的 1
.

5 倍

3 讨论

本项研究证明
,

用热脱水架桥制作的明胶导管

作为周围神经再生的载体具有 良好 的组织亲 和性
,

而 0
.

5 % G A 架桥的明胶导管则未 见神经再生
.

其

原因之一可能是 由于架桥方法导致导管在体 内分解

速度的不同
.

热脱水架桥制作的膜在体内 8 周即完

全分解吸收
,

而 0
.

5% G A 架桥的 明胶导管
,

12 周

以上仍残留体 内 2[]
.

由于热脱水架桥的明胶导管早

期即开始分解
,

新生的毛细血管网可 以在导管 内壁

形成
,

组织液和营养因子等进人导管 内
,

为 神经再

生提供必需 的营 养
.

另一方 面
,

0
.

5 % G A 架桥的

明胶导管在体内分解速度缓慢
,

新生的血管难以 形

成
.

今后我们将采用多种交联剂
,

以控制明胶导管

的含水量和分解速度
,

有可能制成新型神经再生的

载体
,

桥接较大的周围神经缺损
.

周围神经损伤后
,

末稍侧靶组织分 泌神经生长

因子等生物活性物质诱导 中枢侧 的神经 出芽再生
,

同时
,

迅速增生的 S c h w an
n 细胞则分泌神经营养 因

子和细 胞外基质 等聚集于 损伤局部 促进神 经的再

生
.

因此
,

调整局部神经再生的微 环境
,

对促进神

经再生十分重要 6[]
.

本研究使用 D H T 明胶导管组
,

早期即有新生血管 网形成
,

2 个月时神经再生完成
.

并发现神经纤维和 cS h w an
n 细胞均 有一个从大量增

生
、

排列紊乱到细胞比例接近正常和排列有序的过

程
.

这是神经损伤后从发育到成熟过程中的一个 自

稳态调节过程
.

再生侧的 M
一

波和 H
一

波与正常侧相 比
,

潜伏期

明显延长
,

其绝对值也小
.

可能是再生的神经纤维

一般传导 速度 较慢
,

每根纤 维传 导速度 的范 围分

散
.

大脑体性感觉诱发 电位 的潜伏时间则再生侧 比

正常侧延长
.

在记录刺激再生侧后的大脑体性感觉

诱发 电位时发现短潜时的快反应纤维成分 比正常侧

显著减少
.

这是因为从坐骨神经到延髓后索核的轴

索传导速度减慢及再生轴索的总数 比正常的少所引

起
.

为了临床应用
,

我们将调节导管在体 内分解 吸

收的速度以适应神经再生的时间
,

并将转基因细胞

和参与周围神经再生相关的营养因子群体等以缓释

的方式引入导管中央
,

这样可能修复更长的神经缺

损
.

如这方面研究的进展顺利
,

最终将代替临床的

自体神经移植
.
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