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静电纺丝ＰＬＧＡ纳米纤维支架修复
猪胆管损伤

毛静芳　李 佳　许蓉蓉　余泽前　杨 扬　周家华

【摘要】　目的　观察不同质量比聚乳酸－羟基乙酸（ＰＬＧＡ）胆总管支架在体外胆汁中降解情况，

实验探索可降解支架修复胆道损伤的可行性。方法　用扫描电镜观察不同质量比的ＰＬＧＡ纳米纤
维膜微观形貌，并测定其短期体外胆汁中降解率。观察其在胆总管Ⅰ期缝合、胆总管切开置入支架
和胆管缺损修补手术中的作用。术后观察动物黄疽和胆漏情况和动物自身术前和术后肝酶（ＡＬＴ、

ＡＳＴ、ＡＬＰ）和血胆红素的变化。进行 Ｍａｓｓｏｎ染色和平滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）、增殖细胞核抗原
（ＰＣＮＡ）免疫组化观察肝脏及胆管损伤部位组织病理学改变。结果　ＰＬＧＡ　７５／２５和９０／１０两种比
例的纤维在胆汁中没有发生明显的降解和变形。胆管缺损修补手术的猪胶原增生程度轻，排列相对
有序，α－ＳＭＡ免疫组化评分最低，ＰＣＮＡ免疫组化示胆管缺损区域有新生胆管上皮细胞形成。结论
可降解静电纺丝ＰＬＧＡ纳米纤维支架能有效支撑和修复胆管缺损。
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　　对于胆道损伤缺损过多的患者，寻找能维护胆
管功能的修复材料重建胆管是治疗的最有效手段。
无论自体材料还是人工材料替代胆道缺损，动物实
验均证实了胆管断端可以出现新生胆管生长，取代
或者覆盖移植物，填补缺损、保持胆道的生理连续
性［１，２］。本研究以生物相容性良好、生物可降解性

的聚乳酸－羟基乙酸（ＰＬＧＡ）为原料，通过静电纺丝
法制备ＰＬＧＡ纳米纤维管状支架。评价可降解支
架在胆管损伤胆管修复中的作用。

材料与方法

一、材料

ＰＬＧＡ（济南岱罡生物科技有限公司）；实验用
小型猪，体重在２０－２５ｋｇ，雌雄不限，由南京军区总
医院动物实验中心提供和饲养；Ｈｉｔａｃｈｉ　Ｓ－３０００Ｎ扫
描电子显微镜（ＳＥＭ，日本日立公司）。
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二、方法

１．ＰＬＧＡ纳米纤维的制备　将配置好的ＰＬＧＡ
溶液抽入到配有１２号不锈钢针头的５ｍｌ玻璃注射
器中，将针头尖端磨平作为喷针，针尖到收集装置的
距离调整为２０ｃｍ。针尖接高压电源正极，接收装置
接高压电源负极，喷射电压为１５ｋＶ，溶液流速为

０．５ｍｌ／ｈ。所制备的ＰＬＧＡ纳米纤维膜连同铝箔
一起放在７０℃真空干燥箱中，干燥２ｈ。

２．ＰＬＧＡ纳米纤维的体外降解实验　将三种
质量 比的 ＰＬＧＡ［聚乳酸 （ＰＬＡ）／聚 羟 基 乙 酸
（ＰＧＡ）分别为５０／５０、７５／２５、９０／１０］纳米纤维材料，
裁成２４孔培养平板孔径大小，室温干燥４８ｈ后称
重，并放入孔中，浸泡于新鲜人体胆汁中，放入３７℃
恒温箱内，每日更换新鲜胆汁。隔日取出每种质量
比的纤维膜各３片，进行测试及表征。

３．测试及表征方法　（１）失重率的测定：采用
烘干称重法测定试样降解前后的质量。失重率＝
（Ｗｏ－Ｗｔ）／Ｗｏ×１００％；其中，Ｗｏ为降解前干燥

４８ｈ质量，Ｗｔ为降解后干燥４８ｈ质量。（２）扫描电
镜（ＳＥＭ）测试：在第１４天将三种不同比例ＰＬＧＡ纳
米纤维膜表面喷金后，用ＳＥＭ观察其形貌。

４．手术方法　逐层进腹，暴露肝十二指肠韧
带，沿着胆囊管与肝总管汇合处往下，在胰头左侧、
十二指肠上方可找到一条索状管道，用针筒回抽有
少许金黄色胆汁明确即为胆总管并游离胆总管中下

段适当长度。方案一：在胆总管前壁纵行切开约

１．０ｃｍ用５－０薇乔直接行原位Ⅰ期缝合胆总管；方
案二：胆总管前壁纵行切开约１．０ｃｍ，于胆总管切
口处置入可降解内支架，用５－０薇乔直接行胆总管
缝合；方案三：保留部分胆管后壁，防止滑脱，胆管壁
其余部分缺损，植入支架，仅予薇乔捆绑固定支架两
端。胆总管旁放置腹腔引流管并引至腹外固定。

５．测定术前和术后相关指标　于术前、术后

１个月时间点抽取实验动物血液样本测定 ＡＬＴ、

ＡＳＴ、ＡＬＰ、ＴＢｉｌ和ＤＢｉｌ，并比较不同手术方式对实
验动物肝功能的影响情况。术后１个月处死实验动
物，观察腹腔情况，吻合口标本组织常规石蜡包埋、
切片，ＨＥ染色。

６．Ｍａｓｓｏｎ染色　切片常规脱蜡、水化；天青石
蓝染５ｍｉｎ水洗，Ｈａｒｒｉｓ苏木素染５ｍｉｎ；丽春红酸
性品红液染５ｍｉｎ，１％醋酸快速洗１次；１％磷钼酸
水溶液处理２ｍｉｎ至胶原呈淡红色，但肌肉纤维仍
呈鲜红色；祛除磷酸钼，１％醋酸浸洗片刻；淡绿染色

数秒，１％醋酸浸洗片刻；无水酒精脱水，二甲苯透
明，中性树胶封片。

７．免疫组化检测平滑肌肌动蛋白（α－ＳＭＡ）和
增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）　切片脱蜡，梯度酒精水
化，蒸馏水洗２ｍｉｎ；滴加１％甲醇－双氧水（９９ｍｌ
ＣＨ３ＯＨ，１ｍｌ　Ｈ２Ｏ２），室温静置５ｍｉｎ，ＰＢＳ浸泡

３ｍｉｎ×３次；抗原热修复１０ｍｉｎ，冷却至室温，ＰＢＳ
冲洗３ｍｉｎ×３次；滴加正常山羊血清封闭液，室温

２０ｍｉｎ，分别滴加一抗（α－ＳＭＡ，ＰＣＮＡ，１∶６００）室
温孵育 １ｈ；用磷酸盐缓冲液 （ＰＢＳ）冲洗切片

３ｍｉｎ×３次，滴加聚合物增强剂，室温孵育１０ｍｉｎ，

ＰＢＳ冲洗３ｍｉｎ×３次；滴加二抗液于组织上，室温
静置３０ｍｉｎ；用ＰＢＳ冲洗切片３ｍｉｎ×３次，滴加新
鲜配置的二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色剂，显微镜下控
制显色。显色完全后，用蒸馏水冲洗终止显色；苏木
素复染。酒精脱水，中性树脂封片。

结 果

测试材料原始呈白色，质地柔韧；降解初期
（６ｄ）材料逐渐吸水膨大，质地变硬变脆，形状无明
显变化，颜色因胆汁附着呈淡黄色；降解后期（２８ｄ）
材料表面出现裂痕、小碎片，材料尚保留原有形。

ＰＬＧＡ纤维膜浸入在胆汁中，随着时间的延长，
降解程度加深，部分降解产物溶于胆汁中造成质量
损失即失重率。所以失重率的变化可以用来表征材
料降解的快慢。降解初期（６ｄ）三种不同质量比的

ＰＬＧＡ纳米纤维质量变化不大，随后质量减少逐渐
加快，由于更易于降解的 ＰＧＡ 所占比例较大，

ＰＬＧＡ　５０／５０的质量损失较其他两种比例的材料稍
快。实验结果也验证了ＰＧＡ比例越大，吸水性越
强，共聚物降解越快。在２周时其残留质量为初始
质量的８６．４４％。ＰＬＧＡ　７５／２５、ＰＬＧＡ　９０／１０纳米
纤维的残留质量分别为初始质量的 ８９．６８％和

９１．４３％。第２周至第４周，失重率进一步增加，

ＰＬＧＡ　５０／５０、ＰＬＧＡ　７５／２５、ＰＬＧＡ　９０／１０三种纤维
膜的失重率分别增加了１７．２７％、１２．２４％、１０．５５％。
胆汁中降解２周后三种不同比例的ＰＬＧＡ纳

米纤维微观形貌变化（见封二图１），ＰＬＧＡ　７５／２５和

９０／１０的纳米纤维结构仍然存在，没有发生明显的
变形，但ＰＬＧＡ　５０／５０纳米纤维吸水溶胀，同一根纤
维粗细极其不均匀，纤维大面积出现断裂甚至因溶
蚀出现较大孔洞，其在胆汁中发生了明显的溶解，与
其质量损失最明显是相符的。ＰＬＧＡ７５／２５的纳米
纤维未见明显的溶解，但纤维表面发生吸水溶胀，纤

·８８７２· 江苏医药２０１２年１２月第３８卷第２３期　Ｊｉａｎｇｓｕ　Ｍｅｄ　Ｊ，Ｄｅｃｅｍｂｅｒ　２０１２，Ｖｏｌ　３８，Ｎｏ．２３



维致密紊乱、粗糙，部分纤维出现断裂、粘连，但较

ＰＬＧＡ　５０／５０少。ＰＬＧＡ　９０／１０的纳米纤维较降解
前改变不多，未见明显的溶解及孔洞，表明其降解较
其他两种比例的材料缓慢。
所有手术均顺利完成，麻醉效果满意，未出现术

中死亡，术后未出现胆漏、黄疸。猪肝功能平均在正
常范围之内，术前及术后比较未见明显差异。（１）

ＨＥ染色可见手术方案三的胶原纤维合成最少，镜
下可见手术缺如部分排列整齐的平滑的单层胆管上

皮黏膜，与周围正常胆管上皮细胞形态、排列方式相
似，同时可见少量增生腺体，视野中仍可见小块胆管
上皮细胞缺损部位。手术方案一组表现为黏膜下固
有层成纤维母细胞大量增生，成纤维细胞细胞功能
活跃，处于合成状态，细胞外可见大量胶原纤维，胶
原增厚明显伴有纤维化，胶原纤维结构杂乱，可见小
血管增生、扩张（见封二图２）。（２）Ｍａｓｓｏｎ三色染
色可见正常胆管 Ｍａｓｓｏｎ染色胶原分布稀疏，排列
整齐，小血管壁薄，胆管壁可见少量平滑肌。三组术
后１个月染色可见胶原纤维大量增生伴有纤维化，
排列致密呈结节状，胶原结节中包含高密度的成纤
维细胞和致密排列的无定向的胶原纤维。手术方案
三的胶原增生程度最轻，排列相对有序；而方案一的
胶原纤维增生最为严重，排列紊乱无序，与 ＨＥ染色
结果相似（见封二图３）。（３）免疫组化：α－ＳＭＡ表
达于肌成纤维细胞（ＭＦＢ）胞浆、血管及平滑肌组
织。正常胆管表达于管壁少量平滑肌组织（见封二
图４）。手术方案三再生的胆管上皮细胞层通过

ＰＣＮＡ免疫组化研究，可见原胆管缺损处新生胆管
细胞生成，新生胆管上皮细胞形成规则的单层黏膜，
与周围组织类似，镜下视野中仍可见小块胆管上皮
细胞缺损部位（见封二图５）。

讨 论

组织工程支架的材料研究最多、应用最广的就是
脂肪族聚酯，特别是ＰＬＡ、ＰＧＡ及其共聚物ＰＬＧＡ。

ＰＧＡ材料生物相容性较好，适合细胞的黏附和增殖，
但是其降解速度过快，体内应用时很快失去力学性
能；而ＰＬＡ材料的降解速度较慢，能满足支架在人体
内的力学要求，但是其生物相容性较差，不利于细胞
的黏附、增殖。故将两者结合，制备出具有高内表面
张力和不同机械性能及降解速率的组织工程支架

ＰＬＧＡ。
利用其他技术制备的ＰＬＧＡ支架质地相对较

硬、脆，易折断，在体内应用时易造成梗阻，而利用静

电纺丝工艺制作的支架管具有一定的三维立体结构

和良好的表面活性、高表面积和高孔隙率，有利于细
胞的植入、贴附、营养物质的渗入及代谢废物的排
出，为细胞的生长、增殖提供了良好的微环境；且支
架质地柔软，具备一定的韧性和抗牵拉能力，能提供
足够的支撑作用，不易被机械力所折断，完全满足体
内应用所需要的可塑性和力学性能。
在组织学应用中，通过改变支架中ＰＬＡ、ＰＧＡ

纤维的组份比例，可以对其在降解过程中的重量、强
力等性能变化进行调控，以满足人们对不同降解速
率支架的需求。本研究发现ＰＬＧＡ　５０／５０纤维降解
速度最快，与相关报道一致［３］。通过模拟体内胆汁
环境对不同组份比例（ＰＬＡ／ＰＧＡ 分别为５０／５０、

７５／２５、９０／１０）的ＰＬＧＡ纳米纤维膜的体外降解，发
现各种比例的ＰＬＧＡ纤维膜的降解的失重率曲线
近乎成线性，且符合ＰＧＡ比例越高，材料降解速度
越快。ＰＬＧＡ（５０／５０）降解高峰在２周左右，ＳＥＭ
观察２周时纤维大面积出现断裂甚至因溶蚀出现较
大孔洞，其在胆汁中发生了明显的溶解。而质量比
为７５／２５和９０／１０的ＰＬＧＡ降解高峰在１个月左
右，与胆总管缺损部位的再生速度相一致［４］。
手术方案三组在胆道缺损较多的情况下，将缺

损胆管与内支架管两端捆绑固定，允许支架中间缺
损一段胆管，支架起到桥梁的作用，这样既能起到胆
管减压、引流胆汁和支撑胆管的作用，又避免了吻合
所产生的张力，该手术方法可行与否关键在于损伤
后的胆管能否形成新生组织替代缺损。
动物实验证明了胆管具备一定的再生能力，而

胆道替代材料能够促进胆道上皮细胞的增殖，恢复
胆道的连续性。Ｍｉｙａｚａｗａ等［５］用可生物降解的支
架分别与近端胆管和十二指肠吻合替代３．０ｃｍ的
胆总管缺损，１０周后共聚物消失，其上存在不完全
的新生胆管上皮，６个月时内皮下结缔组织增厚，新
生胆管同自体胆总管形态上几乎相同。有研究制备
了能特异结合胶原的碱性成纤维细胞生长因子，可
与胶原支架材料特异结合形成功能支架材料，建立
了猪的部分胆管切除损伤模型，并将功能支架材料
应用于胆管损伤修复［４］。实验结果提示４周左右胆
管缺损区域完成胆管上皮的迁移，胶原支架完全降
解，１２周时已无法区别手术区域与正常区域，并且
对肝功能无明显影响，说明该功能支架能够有效地
促进胆管结构和功能的修复。
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·论著·

ＳＡ４５０３对抑郁大鼠海马ＣＲＥＢ及
ＢＤＮＦ的影响

严恩石　乔慧芬　杨 春　朱美华　王 宁

【摘要】　目的　观察ＳＡ４５０３对抑郁大鼠海马环磷酸腺苷应答元件结合蛋白（ＣＲＥＢ）及脑源性
神经营养因子（ＢＤＮＦ）的影响。方法　雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠３２只随机均分为对照组（Ｃ组）和三个剂量

ＳＡ４５０３组（Ｋ１－３组）。实验药物干预前１ｄ，大鼠强迫游泳１５ｍｉｎ建立抑郁大鼠模型。药物干预当日，

分别腹腔注射１ｍｌ等容量的生理盐水（Ｃ组）、ＳＡ４５０３　２．５ｍｇ／ｋｇ（Ｓ１组）、５ｍｇ／ｋｇ（Ｓ２组）、１０ｍｇ／ｋｇ
（Ｓ３组）。给药３０ｍｉｎ后将大鼠再次行强迫游泳实验５ｍｉｎ，记录其不动时间。随后取海马组织测定

ＣＲＥＢ及ＢＤＮＦ含量。结果　与Ｃ组相比，Ｓ１－３组呈剂量依赖性地减少大鼠强迫游泳不动时间及增
加海马ＣＲＥＢ和ＢＤＮＦ表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ＳＡ４５０３对大鼠的抗抑郁作用可能与前额皮层

ＣＲＥＢ及ＢＤＮＦ表达上调有关。
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