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家兔再造阴茎再生神经纤维轴浆流的恢复

吴包全江 华l\李文鹏张盈帆倪灿荣2

(1.第二军医大学长征医院整形外科，上海 200003; 2. 第二军医大学长海医院病理科，上海 200433)

[摘要] 町的:观察家兔再造阴茎植入神经轴浆流恢复情况，以探讨感觉神经末梢再生以及阴茎再造后感觉功能恢复的可能

性。方出奇:将游离隐神经移植体与阴茎背神经吻接后植入腹壁浅血管筋膜蒂岛状皮瓣内，以建立阴茎再造重建感觉功能的

动物模型。术后不同时间切取 S2~5，节段双侧背根神经节 (dorsal root ganglia , DRG) ，应用辣根过氧化酶法 (horseradish per­

oxidase method , HRP) 对实验组(植入神经)和对照组(未植神经)进行逆行神经示踪，观察 DRG 内辣根过氧化酶法 CHRP) 阳

性标记细胞出现的时间和数量。结果:术后 1 个月实验组动物吻接侧 DRG 内开始出现 HRP 阳性细胞，且随着时间延长，阳

性细胞数逐渐增多，植入隐神经束也可见 HRP 阳性;而对照组术后始终未见 DRG 内 HRP 阳性标记细胞出现。术后 1 个月、

3 个月和 6 个月 3 个时间点的 HRP 阳性神经元计数结果 :S2 为 35. 0 ::1: 9. 3 、 97.0 土 12. 5 、 106. 6 土 17. 9 , S3 为 22.1 ::1: 7.7 、

71. 3 土 16. 7 、 103.8 ::1: 29.4 ， 5，为 17.8 土 6. 5 、 35.0 ::1: 7.1 、 8 1. 1 土 6. 2 。结抢:家兔阴茎再造术后，植入神经轴浆流恢复，提示其

感觉神经末梢再生与感觉功能重建是可能的 o
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Axoplasm f10w restoration in regenerative nerve fiber in reconstructed penis of rabbits 

WU Bao-jin' ,]IANG Hua '
曾 ， LI Wen-peng l , ZHANG Ying-fan' , NI Can-rong' (1. Department of Plastic Surgery , Changzheng 

Hospita!, Second Military Medical University , Shanghai 200003 , China; 2. Department of Pathology , Changhai Hospital , Second 

Military Medical University , Shanghai 200433) 

[ABSTRACT] Objective: To observe the axoplasm flow restoration in regenerative nerve fiber and to investigate the regenera 

tion of sensory nerve endings and the restoration of se口sory function in the reconstructed penis in rabbits. Methods: Animal mod 

els were established as follows: one segment of dissociative saphenous nerve was end-to-end anastomosed to pudendal nerve and 

then embedded in a superficial epigastric faciovascular pedicle flap to reconstruct penis. HRP retrograde tracing method was per 

formed postoperatively to observe the restoration time and quantity of HRP positive neuron in dorsal root ganglion (DRG) in 

the nerve implantation group and the control group. Results: HRP-positive neurons in DRG appeared 1 month after operation 

and the number of the labelled neurons increased gradually with the prolonged survival time in experimental group , while the 

HRP-positive cell was not scanned in the control group all the time after operation. The numbers of HRP positive neuron in the 

1 month group , 3 months group and 6 months group were S, (35. 0 ::1: 9. 3 , 97. 0 ::1: 12. 5 , 106. 6 士 17.9) , S, (22.1 土 7.7 ， 7 1. 3 士

16. 7 , 103.8 ::1: 29. 4) and 5 , 07. 8 ::1: 6. 5 , 35.0 ::1: 7. 1 , 81. 1 ::1: 6. 2) respectively. Conclusion: The implanted nerves in the rabbit re­

constructed penis have resumed axoplasm flow. It is suggested that both sensory nerve ending regeneration and sensory function 

restoration are possible. 
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阴茎是重要的泌尿排?世和性器官， iI伍床上各种

病因引起的阴茎缺如、缺损或发育不全、性别畸形以

及易性病等治疗都需行阴茎再造。理想的阴茎再造

术不仅应具备接近正常的良好外形，尿道开口于再

造阴茎顶端，能站立排尿;还要有良好的感觉功能。

目前的阴茎再造均以游离皮瓣或带蒂皮瓣再造阴茎

体和尿道，并内置软骨、骨或假体为支撑物，基本达

到了形态的要求川。但再造阴茎的感觉功能缺失一

直是困挠临床的难题，它严重影响了性生活的质量，

给患者身心带来极大痛苦。迄今尚无有关再造阴茎
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感觉功能重建的研究报道。轴浆流或轴浆运输功能

的恢复是感觉功能重建的基础。辣根过氧化酶法

(HRP)逆行示踪技术是判断神经纤维之间或神经

纤维与神经元之间是否建立了联系的最可靠研究方

法。 Hattori 等问曾经应用该方法对移植肌瓣表面
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皮片移植物的感觉重建进行研究，证明它是行之有

效的方法。本研究在建立隐神经游离移植与阴茎背

神经吻合植入腹壁浅血管筋膜蒂皮瓣再造阴茎术动

物模型的基础上，将 HRP 注入再造阴茎皮下，根据

再生神经纤维轴浆逆行运输的原理，观察感觉神经

元和植入神经的标记结果，了解再生纤维轴浆流的

恢复情况，推断再造阴茎皮肤感觉神经未梢能否通

过植入神经再生轴突及吻合口，并与髓部背根神经

节 CDRG) 内的感觉神经元重新建立联系，能否恢复

正常的神经传导功能，以探讨感觉神经纤维再生和

再造阴茎感觉功能重建的可能性。

1 材料和方法

1. 1 实验动物及分组 雄性新西兰白兔 40 只，体

质量 2. 0~2. 5 峙，由本校实验动物中心提供，随机

均分为实验组和对照组，实验组在阴茎再造的同时

行隐神经游离移植与阴部神经吻接植入皮瓣，对照

组仅行腹壁浅血管筋膜蒂阴茎再造术。

1. 2 动物模型的制备 参考本实验室建立的方

法[3 ， 4J 制备家兔阴茎再造术模型。动物以 3% 戊巴

比妥铀 0.5 ml/ kg) 腹腔内麻醉。阴茎再造术采用

腹壁浅血管筋膜蒂岛状皮瓣法进行:设计 5 cmX 

3 cm的矩形腹壁浅血管筋膜蒂皮瓣，蒂部去表皮，

经皮下隧道将皮瓣转移至会阴部。实验组均在右下

肢切取一段 5cm 长隐神经游离移植，供神经近端与

左侧阴茎背神经近断端用 11-0 元损伤缝线行外膜

端端吻合纵向植入皮瓣中央，远端固定于皮瓣远侧

游离缘，皮瓣包绕埋植神经后于会阴部阴茎成形。

对照组再造阴茎内未植入神经。术后单笼饲养。

1. 3 HRP 逆行神经示踪及标本制备[5J 两组均分

别于术后 l 周、 2 周、 1 个月、 3 个月与 6 个月各取 4

只动物，经 3%戊巴比妥铀 O. 5 ml/ kg)腹腔内注射

麻醉后，用微量注射器于再造阴茎中远段皮下多点

注射 50% HRPCRZ3. 0+ , Cat. P6782 ， Sigma)50μ1 ， 

并留针片刻 o 5 d 后动物在过量麻醉状态下，经左

心室快速灌注 4%多聚甲醒 500 ml; 立即手术切取

S2~也节段双侧 DRG 置于 4%多聚甲醒固定液中

固定 4 h，再放入 5%"'*糖 4
0

C过夜 ;20μm 连续冰冻

切片，DAB 显色液孵育 20 min ， PBS 液漂洗 1 min , 

贴片待干，二甲苯、乙醇常规脱水透明，中性树胶封

片。再造阴茎标本则直接置于 10% 中性缓冲甲醒

溶液固定 12 h 后，横断面取材，甲基纤维素糊胶
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COCT)包埋，连续冰冻切片，DAB 显色镜检，观察再

造阴茎内的隐神经染色情况。阳性着色呈棕色颗粒

状，位于细胞质及神经轴突。

1. 4 阳性细胞计数 应用 MIAS 2000 病理图像分

析系统对切片进行阳性细胞计数。将整个 DRG 切

面进行分区，图像经 CCD 摄像头转入计算机图像分

析系统进行处理。镜下先定性观察，确定阳性神经

元分布区域。为避免棕色着色的少量红细胞及神经

轴突与神经元相提淆，在选择阳性神经元所在目标

区域的同时，先人工剔除干扰细胞及假象。阳性神

经定性标准:神经元胞质染成棕色，不计着色深浅程

度。根据着色与否，图像分析仪对阳性细胞进行自

动计数，并进行自动门限分割与统计，测定 DRG 内

HRP 阳性标记神经元数量。

1. 5 统计学处理 数据以 x:::!::s 表示。组间均数两

两比较用 SNK-q 检验，由 SAS 6. 12 统计软件完成。

2 结果

2.1 DRG 内的感觉神经元 对照组动物在阴茎再

造术后 1 周、 2 周、 1 个月、 3 个月和 6 个月各时间

点，也 ~S4 节段的双侧 DRG 内均未见 HRP 阳性神

经元(图 1A) 。实验组动物再造阴茎术后 1 周和 2

周， S2~S\ 节段的双侧 DRG 内均未观察到 HRP 阳

性标记神经元。术后 1 个月移植神经侧(左侧)的

DRG 内开始出现少量 HRP 阳性神经元，细胞呈圆

形或椭圆形，以小细胞为主，浓淡不一，阳性颗粒定

位于细胞质，呈棕褐色(图 1B) 。随着时间延长，阳

性细胞数逐渐增多，密集深染。术后 6 个月，大、中、

小型神经元内均可见 HRP 阳性颗粒，着色深，位于

细胞质内(图 1C) 。阳性标记神经元在 S2 、 S3 ， SI 各

节段 DRG 内的分布并不均等， 1 个月、 3 个月和 6

个月的 HRP 阳性神经元计数结果: S2 为 35.0:::!::

9. 3 、 97. O:::!:: 12.5 、 106. 6 :::!:: 1 7. 9 , S3 为 22. 1 土 7.7 、

71. 3:::!:: 16.7 、 103. 8:::!:: 29. 4 , S4 为 17. 8:::!::6. 5 、 35.0:::!::

7. 1 、 8 1. 1:::!::6. 2 。同一时间点比较: S2>S3>S\; 同

一髓髓节段 DRG 比较: 6 个月 >3 个月 >1 个月，两

两比较差异具有统计学意义CP<O.0 1) 。

2. 2 再造阴茎内的移植隐神经末 实验组动物再

造阴茎内植人的隐神经束，在术后 1 个月时也可见

HRP 阳性标记(图 1D) ，且其 HRP 阳性颗粒及纤维

密度随时间延长更趋浓密。对照组动物再造阴茎内

各时间点均未见 HRP 阳性标记神经束。
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图 1 HRP 逆行神经示踪结果

Fig 1 HRP retrograde tracing results 

A: HRP negative reaction in the DRG 6 months after operation in control group , B: HRP positive neurons in the DRG 1 month after operation 

in experimental group , C: HRP positive neurons in the DRG 6 months after operation in experimental group; 0: HRP positive staining in the 

saphenous nerve bundle embedded in the reconstructed penis 1 month after operation in experimental group 

3 讨论

迄今，临床上尚无一种理想的重建再造阴茎感

觉功能的于术方法[6.7J 。本实验建立了兔隐神经游

离移植体与阴茎背神经吻合植入腹壁浅血管筋膜蒂

岛状皮瓣再造阴茎的动物模型。再造阴茎感觉功能

的恢复有赖于游离神经末梢的再生以及末梢与神经

元之间轴突联系完整性和连续性的再建立。 HRP

逆行神经示踪则是追踪感觉神经末梢、周围神经柬

与 DRG 感觉神经元之间神经纤维联系重建与否的

最具说服力的方法[8J 。研究结果首次发现，再造阴

茎植入神经后 1 个月，植入的神经束及同侧 S2~S"

节段 DRG 内开始出现少量 HRP 阳性标记，并随着

时间延长，阳性标记物逐渐增多，这表明再造阴茎内

的感觉神经不仅获得了形态结构上重建，而且皮肤

感觉神经末梢与感觉神经元之间通过再生神经已经

重新建立了联系。 Sz 、 S3 和 S" 各节段 DRG 内阳性

神经元分布的差异性可能与以下两种因素有关: (1) 

DRG 主要由感觉神经元和神经纤维组成，其大小与

相连的后根的粗细成正比， S2 节段的 DRG 体积较

大， S3 节段次之，而且节段的 DRG 体积较小， DRG

内所含神经元数量依次递减; (2) 阴茎感觉支配主要

源自 S2~S" 脊神经节，而兔阴部神经躯体感觉传入

纤维的定位投射也位于 S2~乱节段 DRG ，以 S2 、 S3

为主，并呈明显节段性分布[9J 。

注入 HRP 后，动物需存活二段时间，称为存活

期，因为 HRP 在注入部位被神经末梢摄取，摄取后

经轴浆逆行运输至胞体，其积累需要一定的时间。

存活期超过 5 d, HRP 容易出现胞内降解。为了防

止出现假阴性或假阳性，或降低假阳性发生率，实验

中应注意:(1 )HRP 是注入皮下，而不是直接注射或

涂于神经束内，相对来说，它可能需要更长时间的运

输才能到达神经元胞体。所以在行 HRP 逆行神经

示踪时最好选择多点注射并皮下留置数分钟，存活

期适当延长。 (2)低等动物具有较强的神经再生能

力，邻近的神经可能长入皮瓣，又因 HRP 的标记结

果易受注射范围、过路纤维等因素的干扰，所以注射

点不可太靠近阴茎阴囊根部，最好选在再造阴茎的

中远段。 (3)在注射 HRP 时，注射点外垫塑料薄膜

或贴膜，注射后局部用固体凡士林封闭，以防 HRP

的外渗与污染。

本研究结果表明，家兔阴茎再造术后植入神经

轴浆流恢复，感觉神经末梢再生与感觉功能重建是

有可能的。这为临床采用隐神经游离移植体与阴茎

背神经吻合植入腹壁浅血管筋膜蒂岛状皮瓣再造阴

茎，以重建再造阴茎感觉功能提供了直接依据。
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