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摘 要：【目的】探讨碱性成纤维细胞生长因子（%&’&）在实验性自体筋膜硬脑膜重建中的应用价值。【方法】

取 ()大鼠 *!只，分成 ! 组。其中 +组 * 只，直接将背部筋膜覆盖在硬膜外，,组 !只，采用自体筋膜硬脑膜重建
模型，通过免疫组织化学方法观察这两组大鼠自体筋膜硬脑膜移植的愈合过程及细胞因子 %&’&在其中的表
达；-组、)组、.组各 /只，分别进行自体筋膜硬脑膜重建，)组加用外源性 %&’&，.组仅用明胶海绵，通过脑脊
液漏研究、免疫组织化学方法研究外源性 %&’&对自体筋膜重建硬脑膜愈合过程的影响并用 0123-0方法研究
内源性 %&’& 405+的表达情况。【结果】大鼠自体筋膜移植硬脑膜部位 %&’&表达明显；-、)、.组大鼠重建硬
脑膜抵抗脑脊液漏压力值 （44678）分别为 *"" 9 :!; </: 9 "!*; **$ 9 $$，!型胶原纤维表达值分别为 <= / 9
#= $，"#= / 9 "= >，!= * 9 #= /，)组均好于对照组（! ? #= #!）；内源性 %&’& 405+的表达没有明显变化。【结论】在
自体筋膜移植硬脑膜的愈合过程中 %&’&可能起了重要的作用；外源性 %&’&处理的大鼠其移植筋膜愈合要好
于对照组。
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颅底重建是决定颅底手术成功的关键之一，自

身的肌肉筋膜仍然是最为广泛接受的硬膜修补方

式 7 " I，但自身肌肉筋膜硬脑膜重建修复术后，脑脊液

漏、皮下积液及脑膜膨出的发生率仍然较高，如何

提高重建成功率，依旧是临床的难题 7 C I。!型胶原纤
维是构成深筋膜细胞外基质的主要成分，其含量与

组织的修复过程密切相关，含量增加意味着纤维化

程度的增加及胶原组织强度的增加 7 # I。近年来国外

有学者在体外和体内实验中分别发现碱性成纤维

细胞生长因子 （$%&’( )’$*+$,%&- .*+/-0 )%(-+*B $JKJ）
对于硬脑膜的愈合过程非常重要 7 E，! I，但还没有直

接应用外源性 $JKJ 来促进硬脑膜重建的研究报
告。硫糖铝作为 $JKJ的稳定剂和载体，可以保护其
不被降解从而增加并延长其生物学活性 7 F I。本研究

拟采用 9L大鼠动物模型，观察自体筋膜硬脑膜移
植的愈合过程及 $JKJ在其中的作用B 并探讨外源
性 $JKJ对自体筋膜重建硬脑膜愈合过程的影响。

" 材料与方法

"M " 自体筋膜硬脑膜重建动物模型的制作
参照 N%(0’$%5%7E I的方法，质量 #DD O EDD .雄性

9L大鼠（中山大学医学院实验动物中心提供），!D O
FD 6. P Q.戊巴比妥钠腹腔注射麻醉。右顶部冠状缝
和人字缝之间做 R 66 S F 66 颅骨钻孔，剪除 T
66 S E 66硬膜，注意不要损伤脑表面。从该动物背
部取一块 U 66 S ! 66大小的游离深筋膜覆盖在硬
膜缺损部位的表面，然后缝合伤口。"周后腹腔内大
量注射戊巴比妥钠处死动物，小心分离移植的筋

膜，作为标本。

"M C 实验动物分组
V组 #只大鼠，开颅后不剪硬膜，直接取背部筋

膜覆盖在硬膜外，W组 !只大鼠，按以上方法进行自
体筋膜硬脑膜重建，" 周后处死动物取标本，"DD
6X P X甲醛溶液固定，石蜡切片，分别进行 $JKJ、表
皮生长因子 （4Y’-04,’%, .*+/-0 )%(-+*B ZKJ）、转化生
长因子 =""（-*%5&)+*6’5. .*+/-0 )%(-+*=""B NKJ=""）的

免疫组织化学检测及 [Z染色。\组 R只大鼠，自体
筋膜硬脑膜重建后 "周处死，其中 F只先进行脑脊
液漏的研究，然后取标本，石蜡切片，进行!型胶原
纤维的免疫组化分析；其余 #只大鼠取标本放入液

氮中冻存，做 ]N=^\]研究。L组 R只大鼠，自体筋
膜硬脑膜重建后，在游离筋膜外表面覆盖浸泡了外

源性 $JKJ（CDV:）（重组牛 $JKJ）和 "DD #. P 6X的
硫糖铝溶液共 DM ! 6X的明胶海绵，明胶海绵的大
小为 U 66 S ! 66。"周后处死，其余同 \组处理。
Z组 R只大鼠，按以上方法行自体筋膜硬脑膜重建
后，在游离筋膜外表面仅覆盖浸泡了硫糖铝溶液的

明胶海绵。其余同 \组。
"M # 移植后局部细胞因子表达的免疫组化（*+,-
法）研究

将 V 组、W 组标本按说明书进行免疫组化研
究，一抗及 9VW\试剂盒均购自北京中山生物技术
有限公司，$JKJ、NKJ=""按 " _ "DD，ZKJ按 " _ CDD
稀释。

"M E 脑脊液漏的研究
将 \、L、Z #组大鼠处死后评定移植的硬膜抗

脑脊液漏的强度 7 E I。在左侧顶骨部位钻小孔，打开硬

膜，插入吸引器吸除脑组织，然后通过骨腊固定 "
个带三通接头的灌注管（大号注射针头）在小孔处，

另外两个接口 "个接测压计，"个接输液泵。通过输
液泵以持续均匀压力向脑内灌注含美兰的生理盐

水（灌注速度 #DD 6X P 0），直至硬膜移植处渗漏出蓝
色液体，此时压力计所显示的压力（66[C‘）即为所
要的数值。

"M ! 胶原纤维的免疫组织化学分析
将 "M E步骤所得石蜡标本，进行!型胶原的免

疫组织化学染色。步骤同 "M #。
"M F ./01-.技术检测移植筋膜内 2343 5.6+
的表达情况

将 \、L、Z组保存在液氮中的标本，用 Za;V总
];V 提取试剂盒 （‘64.% W’+=-4Q 公司）提取总
];V，紫外分光光度计检测其纯度和浓度。取总
];V "M D #.，以 ]4>4*-V’2第一链 (L;V合成试剂盒
（@Wb J4*645-%&公司）进行逆转录反应。参照文献 7 T I

大鼠 $JKJ (L;V 的引物为：上游 !cVV\KK\
KK\NN\NN\\NK#c，下游 !c VK\VKV\VNNKKVV
KVVV\V#c，扩增片断长度 #!E $Y；内参照为大鼠
"=%(-’5：上游 !cVNNKNVV\\ VV\NKKKV\K#c，下游
!c N\N\\VKKKVKK VVKVKK#c，扩增片段长度 ERD
$Y（上海博亚生物技术有限公司合成）。^\]条件：
初变性 RE d，C 6’5；变性 RE d，FD &；退火 !! d，FD
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图 ! "组大鼠移植筋膜!型胶原纤维免疫组化图

#$%& ! ’() $**+,-($./-0()*$012 ./1$,$,% -3 /() 31.0$1 -3
%4-+5 " 3-4 /65) !0-221%), 3$7)4 $ %&& ’ (

图 8 9组大鼠移植筋膜!型胶原纤维免疫组化图

#$%& 8 ’() $**+,-($./-0()*$012 ./1$,$,% -3 /() 31.0$1 -3
%4-+5 9 3-4 /65) !0-221%), 3$7)4 $ %&& ’ (

)；延伸 *% +，,& )；最后 *% +，* -./，共 0&个循
环。扩增产物在 %& 1 2 3琼脂糖凝胶（含 ! 1 2 3溴化
乙锭）中电泳。

"4 * 图象分析
采用 56/786/ 9:;< %4 ! 全自动图象分析系统，

显微镜下（"& ’ %&）随机选取 !个视野，观测!型胶
原免疫组织化学阳性反应产物灰度级 （!=）和面积

（"> !-%）、测试区域的灰度级 （!;）和背景面积

（#）。测试仪器的最大灰度分级（!-=?）为 %!,。并应
用定量计算公式：@A B C != D !; C $ # $ " ( ’ "&& 2
$ !-=? ’ $" D " ( (，得出阳性单位（@A）。
对 EFG@HE 后琼脂糖凝胶电泳结果用 IJK L6M

%&&& 型凝胶成像仪 （美国 :.6GE=N 公司产品，
OP=/7.7Q R/J分析软件）分析各组大鼠其 STIT条带
和内参照 "G=M7./ 条带的整合光密度比值即代表各
组 STIT -EU;的相对表达量。
"4 V 统计学处理
采用 <@<< "&4 &统计软件包对数据进行统计学

处理，所有计量资料数据用 % & ’表示，组间比较用
单因素设计资料的方差分析，两两比较采用 <GUG5
法，( W &4 &!认为有统计学意义。

% 结 果

%4 " 大体观察
各组自体筋膜移植大鼠筋膜内表面和脑组织

之间均没有形成明显的粘连。

%4 % 大鼠 7#:#、;:#、’:#<"=免疫组化结果

:组 !只大鼠均出现 STIT染色阳性结果 （图
"），尤以移植筋膜表面及边缘部为明显。而 XIT、
FITG"" 均染色阴性。; 组仅仅将筋膜放置在硬膜
外，而没有损伤硬脑膜，其每个大鼠的移植筋膜各

个因子的免疫组化结果均为阴性（图 %）。

图 = >组大鼠移植筋膜 7#:#免疫组化图
#$%& = ?**+,-($./-0()*$./46 4)@)12)A /() 31.0$1 -3 %4-+5
> B1. $**+,-4)10/$@) 3-4 7#:# （%&& ’）

图 C D组大鼠移植筋膜 7#:#免疫组化图
#$%& C ?**+,-($./-0()*$./46 4)@)12)A /() 31.0$1 -3 %4-+5
> B1. $**+,-,)%1/$@) 3-4 7#:# （%&& ’）

%4 0 脑脊液漏的研究结果
H、L、X各组大鼠测定的数值分别为 0"" Y *!>

#Z* Y "!0> 00V Y VV，各组间有统计学差异 （) B
#4 Z,%），L组大鼠脑脊液漏压力值同 H组、X组比较
有显着差异（( W &4 &!）；X组大鼠脑脊液漏压力值
同 H组比较没有统计学差异（( [ &4 &!）。
%4 # 大鼠!型胶原纤维免疫组化结果

H、L、X组大鼠的胶原纤维免疫组化 @A值分别
为 #4 Z Y &4 V，"&4 Z Y "4 ,，!4 0 Y &4 Z。各组间有统计
学差异 （) B ",4 "%0），L组与其它各组比较， ( W
&4 &!（图 0，#）。
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#$ ! !"#$%!结果
%、&、’各组 ()*) +,-.表达无明显差异（图

!）。

图 & 各组大鼠 ’()(及 !#*+,-. /!01表达的 !"#$%!图
(-23 & "45 !"#$%! 67 ’()( *.8 !#*+,-. /!01
/012 "3 &-. 4056257 /012 #8 98 :3 %8 &8 ’ !;0<=>1；/012 ?8 !8

@3 %8 &8 ’ ()*)

? 讨 论
?$ " 9()(与硬脑膜重建
颅底重建是决定颅底手术成功的关键之一。而

硬脑膜的修复是重建的最基础一环，不充分的硬膜

封闭是许多 %A)漏的直接原因 B # C。自身的肌肉筋膜

仍然是最为广泛接受的硬膜修补方式 B " C，但自身肌

肉筋膜修复后，术后脑脊液漏、皮下积液及脑膜膨出

的发生率仍然较高。成纤维细胞是创伤修复过程中

最主要的功能细胞，它的生物学行为是伤口愈合、愈

合质量的基础与关键 B D8 E C，多种生长因子象 ()*)、
’*)、F*);!"都可以调控成纤维细胞的生物学行为，

而 ()*)又是其中最受重视的一个因子。硬膜的愈
合过程是硬膜创伤的边缘及相邻组织所诱导的成纤

维细胞分裂增殖及结缔组织纤维形成的结果 B "G C。

A<H><6等 B ! C 在硬脑膜体外培养中发现 ()*)能够促
进硬脑膜中成纤维细胞的增殖，加速硬脑膜的愈合

过程。F0<H>(010等 B 9 C在硬脑膜重建的动物模型中同

样发现局部有 ()*)表达的增强。在此基础上本研
究首先通过免疫组化方法检测了自体移植游离筋膜

重建硬脑膜的愈合过程中细胞因子的表达情况。I
组大鼠移植筋膜中均出现了 ()*) 抗体的阳性染
色，且主要出现在筋膜的边缘和表面部位；而另外两

个在创伤愈合中同样受人瞩目的细胞因子 ’*)、
F*);!"均表达阴性；.组在硬膜完好情况下的筋膜
移植也没有表现出这 ?种抗体的阳性染色。据此可
以推断在自体筋膜移植硬膜的愈合过程中，()*)可
能起了重要的作用；而其来源则可能是硬膜损伤对

其周围组织的刺激或者来源于脑脊液。

?$ # 外源性 ’()(的应用

外源性 ()*)在体内的半衰期很短，约 "G H，故
其应用受到了限制。硫糖铝分子结构上的双糖结构

使之能与 ()*)结合，保护其不被降解，增加并延长
其生物学活性，减少其用量。国内外已有不少成功应

用硫糖铝结合 ()*)的研究报告 B : C。在此基础上本文

首次尝试应用外源性细胞因子 ()*)来处理自体移
植筋膜重建硬脑膜，并分别从不同的角度比较了 %、
&、’ ?组大鼠的愈合情况，结果显示外源性 ()*)处
理的大鼠其移植筋膜愈合要好于对照组。术后早期移

植筋膜胶原纤维结缔组织的形成，不仅可以增加其强

度而且有可能促进硬膜和其邻近骨、软组织的粘着有

利于防止脑脊液漏的发生及皮下积液的发生率 B" C。而

且本实验通过 ,F;J%,技术检测了局部 ()*) +,-.
的相对含量，发现应用外源性 ()*)组大鼠的局部
()*) +,-.表达同其它各组无明显差别，故推测在
此过程中主要是外源性 ()*)在发挥作用，内源性
()*)没有起主要作用。本实验为硬脑膜重建提供了
新的思路，可能会有助于提高重建成功率。
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