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【摘要】　目的　探讨小牛血清去蛋白注射液对缺血皮瓣成活面积的影响及可能机制。方法　３６只ＳＤ大鼠随机分为３

组，在背部建立３ｃｍ×１０ｃｍ缺血皮瓣模型。分别于术后当天经腹腔注射不同药物：实验１组给予小牛血清去蛋白注射液

３０ｍｇ／ｋｇ治疗，实验２组给予小牛血清去蛋白注射液４５ｍｇ／ｋｇ治疗，对照组给予等量生理盐水注射。２周后对皮瓣成活率

及组织学进行检测，并对坏死边界组织成血管和凋亡相关基因进行检测。结果　实验１组和２组皮瓣成活率分别为６２．２％±

６．３％和６４．９％±３．５％，均显著优于对照组的４７．８％±１．７％（犘＜０．０１）。实验１组和２组新生血管标记物ＣＤ３１、ＣＤ３４、

ｖＷＦ密度显著高于对照组（犘＜０．０１）。实验１组和２组凋亡指标犅犆犔２及犅犃犡基因表达较对照组显著下调（犘＜０．０５），而

３组中成血管基因犲犖犗犛表达无显著性差异（犘＞０．０５）。结论　小牛血清去蛋白注射液可下调缺血皮瓣凋亡基因表达水平，

改善皮瓣缺血状态下细胞能量代谢，从而促进皮瓣新生血管生成，增加缺血皮瓣成活面积。
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　　带蒂皮瓣移植技术是临床常用的修复肢体组织

缺损的方法。当皮瓣切取面积超过血管蒂的供血范

围时，常出现因缺血造成的皮瓣部分坏死，影响皮瓣

移植效果［１］。因此，增加缺血皮瓣成活面积具有重

要的研究意义［２］。小牛血清去蛋白注射液是目前治

疗缺血性脑血管病的常用药物，受其可以减轻脑组

织缺血再灌注损伤［３４］和改善供氧、能量供应的启

发，本研究以大鼠为实验对象，观察小牛血清去蛋白

注射液对皮瓣缺血坏死及皮瓣成活面积的影响，为

临床应用提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　缺血皮瓣模型建立

取雄性清洁级ＳＤ大鼠３６只，４周龄，体质量

３００ｇ，由上海交通大学附属第六人民医院实验动物

中心提供。经１％戊巴比妥（１ｍＬ／１００ｇ）麻醉成功

后，在大鼠背部设计远端蒂随意皮瓣，长３ｃｍ，宽

·５１３·
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１０ｃｍ，在深筋膜下将皮瓣掀起，彻底止血后使用４０

缝线将皮瓣缝回原处。

１．２　动物分组及处理

将上述大鼠随机分为３组，分别于术后当天经

腹腔注射不同药物，每天１次，持续给药１４ｄ。实验

组给予不同浓度的小牛血清去蛋白注射液（奥德金，

锦州奥鸿药业有限责任公司），其中实验１组给予小

牛血清去蛋白注射液３０ｍｇ／ｋｇ，实验２组给予小牛

血清去蛋白注射液４５ｍｇ／ｋｇ，而对照组给予生理盐

水。所有大鼠术后单笼饲养，正常进食和活动。

１．３　观察指标及检测方法

１．３．１　大体观察

术后１４ｄ，根据皮瓣外观、质地、针刺后出血反

应判断皮瓣成活情况。标记皮瓣坏死成活界限，拍

照后统计皮瓣存活及坏死面积，并计算皮瓣存活率。

１．３．２　组织学检查

术后１４ｄ，对坏死边界组织取材并进行 ＨＥ染

色，观察皮肤组织结构，利用免疫组化染色（ＣＤ３１、

ＣＤ３４、ｖＷＦ）检测血管再生情况。将标本固定于

１０％福尔马林液，用石蜡包埋，切成５μｍ 厚的切

片。于梯度酒精脱蜡至水，加入枸橼酸钠进行抗原

修复，用抗ＣＤ３１、ＣＤ３４及ｖＷＦ多克隆抗体进行标

记，并用二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色。于光学显微镜

下检查，并比较各组结果。

１．３．３　凋亡基因及成血管基因检测

采用逆转录聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术检测凋亡

基因犅犆犔２、犅犃犡 及成血管基因犲犖犗犛 表达。在

组织中加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ试剂研磨彻底后，取上清。

根据说明书指示提取总ＲＮＡ。然后，取１μｇＲＮＡ

样本用Ａｍｖ逆转录酶与ｏｌｉｇｏｄｔ１５一起逆转录成

ｃＤＮＡ。使用ＰｏｗｅｒＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ

试剂 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）在７５００ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ系

统（ＡＢＩ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ＵＳＡ）完成实时定量 ＰＣＲ扩

增，检测犅犆犔２、犅犃犡、犲犖犗犛等相关基因。

１．４　统计学分析

实验数据用珔狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ２５．０软件进

行数据分析，采用ＩｍａｇｅＪ进行图像处理。犘＜０．０５

时，认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　大体观察

所有ＳＤ 大鼠均成活，无感染或死亡。术后

１４ｄ皮瓣坏死界限清晰，实验１组和２组皮瓣成活

率分别为６２．２％±６．３％和６４．９％±３．５％，均显著

优于对照组（４７．８％±１．７％）（犘＜０．０１），其中实验

１组与实验２组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　组织学观察

ＨＥ和免疫组化染色显示，实验１组和２组皮

肤结构及新生血管数量均明显优于对照组（图１）。

定量分析显示，实验１组和２组新生血管标记物

ＣＤ３１、ＣＤ３４、ｖＷＦ 密度显著高于对照组 （犘＜

０．０１），实验１组与实验２组ＣＤ３１密度无统计学差

异（犘＞０．０５），ＣＤ３４及ｖＷＦ密度差异有统计学意

义（犘＜０．０５）（图２）。

２．３　相关基因检测

实验１组和２组凋亡指标犅犆犔２及犅犃犡基因

表达较对照组显著下调（犘＜０．０５），而３组成血管

基因犲犖犗犛表达无显著差异（犘＞０．０５）（图３），提

示小牛血清去蛋白注射液可以下调凋亡基因表达，

但对血管指标基因表达无影响。

３　讨论

皮瓣移植是修复重建外科治疗软组织缺损的重

要方法。尽管皮瓣外科学技术已较成熟，但当皮瓣

切取面积过大或修复距离较远时，仍会出现皮瓣远

端缺血坏死的现象，这也是皮瓣手术最常见的并发

症。皮瓣移植后，皮瓣血运重建有多种途径，主要包

括蒂部血管供氧、皮瓣内原有血管扩张、皮瓣内新生

血管生成及受区基底和周边新生血管长入。当蒂部

血管供血不足时，其他途径便成为皮瓣成活的重要

因素。近年来已有多种方法如皮瓣延迟技术、全身

或局部药物、细胞移植、生长因子、基因治疗、体外震

波治疗等用于改善皮瓣手术后血供［５８］。本研究采

用小牛血清去蛋白注射液增加大鼠腹腔缺血皮瓣成

活面积，为其临床应用提供了实验依据。

小牛血清去蛋白注射液改善脑及外周神经功能

的作用及安全性已得到临床认可［４］。它是从发育旺

盛的健康小牛血清中提取的一种生物活性物质，包

含小分子激活肽、磷酸肌醇寡糖、氨基酸、脂类等。

一般认为，前两者是其主要有效成分。在低氧条件

下，细胞内的葡萄糖会发生无氧糖酵解，产生大量乳

酸，乳酸会进一步影响细胞功能，加重细胞损伤。而

磷酸肌醇寡糖则可以促进和改善组织细胞对葡萄糖

的摄取利用，使葡萄糖利用由无氧酵解向有氧氧化

转化，通过三羧酸循环和呼吸链产生大量能量，既增

加了葡萄糖的利用率，又降低了代谢产物对组织的

损害，为细胞修复和再生提供了良好条件［３］。李娟

等［９］研究小牛血清去蛋白注射液对急性重型颅脑损

伤患者脑脊液乳酸浓度的影响，结果显示治疗组乳

酸含量从第３天开始出现明显下降，治疗组患者远

期预后也优于对照组。
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图１　ＨＥ及免疫组化染色（×２００）

图２　免疫组化定量分析

图３　犅犆犔２、犅犃犡及犲犖犗犛基因检测

本研究显示，实验１组和２组皮瓣平均缺血坏

死面积占比较对照组分别减小１４．４％和１７．１％，成

活率较对照组分别提高了３０．１％和３５．８％；组织学

检测表明，经小牛血清去蛋白注射液治疗后缺血皮

瓣中有更多的新生血管生成；进一步的基因检测结

果提示，小牛血清去蛋白注射液通过下调调亡基因

表达，稳定内环境，而非通过直接上调成血管基因表

达来发挥作用。这表明小牛血清去蛋白注射液在改

善缺血皮瓣再生方面起着积极的作用。此结论与文

献报道的小牛血清去蛋白注射液在脑梗塞治疗中起

作用相辅［１０］，即其可有效抑制炎症因子过度反应，

降低机体损伤性反应，但对血管再生基因无明显调

控作用。

综上所述，小牛血清去蛋白注射液可以通过下

调缺血皮瓣凋亡基因表达，改善皮瓣缺血状态下细

胞能量代谢，从而促进皮瓣新生血管生成，达到增加

皮瓣成活面积的治疗目的。
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