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［摘　要］目的：研究人羊膜细胞外基质（ＨＡＥＣＭ）修复新西兰兔阴茎型尿道下裂的效果。方法：选择新鲜健
康剖宫产胎盘分离出羊膜，制备ＨＡＥＣＭ；将３６只雄性新西兰白兔切除１ｃｍ前尿道黏膜，建立尿道下裂动物模
型，并随机分为对照组、ＨＡＥＣＭ单层修复组及多层修复组，每组１２只；对照组采用传统的加盖岛状皮瓣（Ｏｎｌａｙ
式）对兔尿道下裂进行手术修复，ＨＡＥＣＭ单层和多层修复组分别采用单层和多层ＨＡＥＣＭ作为修复材料对兔尿
道下裂进行手术修复，于术后第２０和４０天时行尿道造影和尿道镜检查，并于术后第１０、２０和４０天时对术后尿
道标本进行病理学观察，了解术后尿道情况。结果：成功制备出优质的ＨＡＥＣＭ；尿道病理组织学检查结果示：术
后第１０天时，实验组尿道管腔面有少量尿道上皮细胞生长；术后第２０天时，实验组可见尿道管腔被覆上皮已基
本覆盖ＨＡＥＣＭ修复区；术后第４０天时，单层修复组、多层修复组脱细胞羊膜修复处尿道管腔被覆尿路上皮细
胞完整，黏膜下层可见平滑肌生长，纤维组织、小血管增生，少量炎细胞浸润；对照组可见尿道管腔完整，平滑肌

层连续性完好，可见少量炎细胞；尿道造影检查示术后第４０天时，单层、复层修复组和对照组尿道通畅，未见狭
窄、造影剂外渗、憩室形成；尿道镜检查示术后第４０天时，单层、多层修复组和对照组尿道通畅，未见明显狭窄。
结论：单层和复层ＨＡＥＣＭ对兔尿道下裂修复效果良好，ＨＡＥＣＭ是一种前景良好的修复材料。
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　　尿道下裂是指尿道异位开口于阴茎腹侧至会
阴的任何部位，同时伴包皮分布异常，是泌尿生殖

系统常见的先天性畸形，在国内的发病率约为

５８‰［１］。关于尿道下裂的治疗一直是医学界的

一个难题，目前，主张采用以外科手术治疗为主结

合内分泌治疗和心理治疗的综合治疗方法。在尿

道下裂手术中，常面临因自身尿道组织不足而难以

修复的难题［２］，所以临床上常采用患者其他部位

的组织，如包皮、阴囊皮肤、口腔黏膜和颊黏膜组织

等代替尿道组织作为修复材料修复尿道［３］。但这

些方法多以牺牲正常组织作为代价，而且容易出

现毛发生长、结石形成、尿道狭窄、憩室等并发

症，多数需要再次手术处理，给患者带来新的痛

苦和经济负担。人羊膜细胞外基质（ｈｕｍａｎａｍｎｉ
ｏｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＨＡＥＣＭ）中不含细胞结构，
主要成分是纤维粘连蛋白、层粘连蛋白、Ⅳ型胶
原、硫酸乙酰肝素蛋白多糖，以及其他蛋白多糖

大分子和细胞生长因子，包括表皮生长因子、碱

性成纤维细胞生长因子等，这些成分在细胞粘

附、迁移、增殖和分化等领域有重要功能［４］。目

前国内关于 ＨＡＥＣＭ作为修复材料修复尿道下裂
的研究报道不多，且疗效不确切。本实验建立尿

道下裂动物模型，使用人胎盘羊膜制备 ＨＡＥＣＭ
作为修复材料，分别采用单层或复层 ＨＡＥＣＭ修
复尿道，探讨 ＨＡＥＣＭ作为修复材料用于尿道下
裂手术中修复尿道的可行性，为临床上手术治疗

尿道下裂提供可靠的新方法。

１　材料及方法

１．１　实验动物
经严格检疫合格的新西兰兔（由贵州医科大

学实验动物中心提供）３６只，雄性，体质量（３．０±
０．５）ｋｇ。
１．２　主要试剂和仪器

胰蛋白酶（Ａｍｒｅｓｃｏ分装）、曲拉通 Ｔｒｉｔｏｎ１００
（Ｇｅｎｖｉｅｗ分装）、ＥＤＴＡＮａ２（乙二胺四乙酸二钠
盐）、醋酸纤维薄膜纸（上海过望化工有限公司），

冷冻干燥机（美国ＳＩＭ公司，ＦＤ８５）、超纯水器（美
国ＰＡＬＬ公司，ＰＬ５１２３）、倒置显微镜（上海，ＸＤＳ
１Ｂ）、超低温冰箱（日本ＳＡＮＹＯ公司）、电热恒温干
燥箱（成都，ＤＢ２１０型）、图像采集系统（日本 Ｏ
ＬＹＭＰＵＳ公司）。
１．３　实验方法
１．３．１　ＨＡＥＣＭ的制备　经过知情同意后，选取
贵州医科大学附属医院产科新鲜健康剖宫产胎盘

２０个，分离出羊膜，置入双抗溶液中浸泡１５ｍｉｎ，
将羊膜上皮平铺于乙酸纤维薄膜纸上，采用１００％
甘油溶液脱水３次。将脱水后的羊膜取出，ＰＢＳ漂
洗５次，置入１％Ｔｒｉｔｏｎ１００溶液中，３７℃恒温振荡
２４ｈ。再用ＰＢＳ反复漂洗５次，使用０．２５％胰蛋
白酶联合０．０２％ ＥＤＴＡ，３７℃恒温振荡 ４ｈ，ＰＢＳ
充分漂洗脱尽细胞。取部分材料行病理切片检查，

了解脱细胞情况。将脱尽细胞的 ＨＡＥＣＭ平铺于
４６２
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已消毒的醋酸纤维薄膜纸上，裁剪成３ｃｍ×３ｃｍ
大小，放入无菌玻璃瓶中，置入 －２０℃冰箱放置
２４ｈ，后移入 －８０℃低温冰箱保存２４ｈ，再置入冷
冻真空干燥机内－８８℃冷冻干燥１８～２０ｈ。取部
分羊膜及羊膜细胞外基质行 ＨＥ、ＶＧ染色，确认
ＨＡＥＣＭ是否符合要求。将制备好的ＨＡＥＣＭ行环
氧乙烷消毒灭菌后保存备用。

１．３．２　尿道下裂动物模型的建立和分组　将３６
只雄性新西兰白兔随机分为对照组、单层修复组和

复层修复组，每组１２只。麻醉成功后，置入 Ｆ８导
尿管，切开会阴，游离显露前尿道在距尿道外口约

１．５～２．０ｃｍ处，将前尿道腹侧剪去１／２管周，长
约１．０ｃｍ尿道，建立尿道下裂动物模型。
１．３．３　ＨＡＥＣＭ修复兔尿道下裂手术　将经环氧
乙烷灭菌后的 ＨＡＥＣＭ取出，除去醋酸纤维膜，置
入生理盐水中１０ｍｉｎ，取出备用。对照组：在制备
好尿道缺损模型后，采用加盖岛状皮瓣（Ｏｎｌａｙ）法
修复尿道，用５－０可吸收线间断缝合，逐层缝合皮
下组织及皮肤。单层修复组：采用上述手术方法，

用单层 ＨＡＥＣＭ材料裁剪后覆盖在尿道缺损处，
５－０可吸收线间断缝合，充分止血，逐层覆盖在尿
道缺损处，５－０可吸收线间断缝合，充分止血，逐层
缝合皮下组织及皮肤。多层ＨＡＥＣＭ修复组：前期
手术方法同前两组，在造成尿道缺损模型后，将

ＨＡＥＣＭ两次对折裁剪后，覆盖在尿道，５－０可吸
收线间断缝合，逐层缝合皮下组织及皮肤。将各组

新西兰兔尿管固定稳妥，防止实验兔舔咬伤口及尿

管。

１．３．４　术后处理　术后肌注青霉素钠及硫酸链霉
素１周，观察动物的伤口及尿管引流等情况，术后
第１０天拔除尿管。分别于术后第１０、２０和４０天

分批处死动物，每组每次处死４只新西兰兔。
１．４　观察项目
１．４．１　术后观察　尿管引流情况、有无尿瘘、尿道
狭窄，新西兰兔的精神状态、饮食饮水、排尿排便，

术区有无肿胀、炎症及感染等。

１．４．２　人胎盘羊膜、ＨＡＥＣＭ和术后尿道观察以
及术后尿道病理学检查　通过标本肉眼和显微镜
下观察对人胎盘羊膜和ＨＡＥＣＭ进行观察；采用阴
茎脱套法暴露阴茎，观察阴茎外观形态；切取移植

部位尿道，观察尿道有无狭窄、瘢痕结节和结石形

成、尿道黏膜的连续性和光滑度等。切取的尿道组

织标本，采用 ＨＥ染色和 ＶＧ染色，观察尿道组织
的愈合情况和纤维增生情况。

１．４．３　尿道镜检查及尿道逆行造影检查　术后第
４０天麻醉各组剩余的新西兰兔后，固定稳妥、会阴
部消毒，输尿管镜由尿道外口进镜至尿道，观察尿

道内情况。同时，经尿道外口注入造影剂，采集 Ｘ
线照片图像，观察尿道及膀胱显影情况。

１．５　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１３．０统计学软件分析，计量资料用

均数±标准（ｘ±ｓ）表示；各组见比较采用方差分
析，两组间比较采用ｔ检验，率的比较采用χ２检验，
以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＨＡＥＣＭ
２．１．１　肉眼观察　ＨＡＥＣＭ质地柔软、光滑，半透
明、薄膜状，有一定弹性和柔韧；冷冻干燥、灭菌后

的ＨＡＥＣＭ呈薄片状、半透明、无色、质地略韧，有
一定机械强度，可折叠弯曲。见图１。

图１　ＨＡＥＣＭ和灭菌封装的ＨＡＥＣＭ
Ｆｉｇ．１　ＲａｗＨＡＥＣＭａｎｄｔｈｅｓｔｅｒｉｌｉｚａｔｉｏｎｐａｃｋａｇｉｎｇｏｆＨＡＥＣＭ

２．１．２　显微镜观察　ＨＡＥＣＭ未见细胞及细胞碎
片残留，细胞脱除完全，无蓝染细胞核物质；可见大

量浅红色纤维组织，未见神经、血管和淋巴组织，与

脱细胞前的胎盘羊膜组织有明显区别。见图２。
２．２　术后尿道观察
２．２．１　术区观察和手术并发症　所有实验动物手
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术当天可以进食水，导尿管引流通畅；术后前３ｄ，
所有动物术区均轻度肿胀，之后肿胀逐渐减退；术

后１～３ｄ出现间歇性轻度血尿。单层、多层
ＨＡＥＣＭ修复组拔除尿管后漏尿（８．３％，８．３％）低
于对照组（１６．７％），差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）；各组兔术后尿管堵塞和死亡情况无明显差
异（Ｐ＞００５），多层 ＨＡＥＣＭ修复组伤口感染
（１６７％）高于对照组（８．３％）和单层 ＨＡＥＣＭ修
复组（８．３％），但各组间差异无统计学意义（Ｐ＞
００５）。见表１。

表１　各组新西兰兔术后并发症（ｘ±ｓ，ｎ）
Ｔａｂ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｃｏｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｏｆｒａｂｂｉｔｓ

分组 ｎ
术后并发症（ｎ，％）

尿漏 尿管堵塞伤口感染 死亡

对照组 １２ ２（１６．７）４（３３．３） １（８．３） １（８．３）
单层修复组 １２ １（８．３）３（２５．０） １（８．３） ０（０．０）
多层修复组 １２ １（８．３）４（３３．３）２（１６．７） １（８．３）
　　χ２ ０．５６３ ０．２６２ ０．５６３ １．０５９
　　Ｐ ０．７５５ ０．８７７ ０．７５５ ０．５８９

２．２．２　伤口和尿道恢复情况　术后第１０天时，各
组新西兰兔伤口愈合均良好，包皮水肿减退，缝合

处线头清晰可见，单层修复组尿道修复处可见皱

缩；各组修补处均未见明显狭窄及结石形成，尿道

管腔通畅，可见线头。术后第２０天时，兔尿道伤口
基本愈合，修复缝合处线头大部分脱落，尿道周围

组织生长良好，血液循环正常；多层修复组尿道通

畅，组织结构较第１０天时清晰；各组尿道修复部位
均未见明显瘢痕形成，无明显结石形成。术后第

４０天时，兔尿道伤口已完全愈合，可见轻度手术瘢
痕，多层修复组兔尿道通畅，尿道黏膜光滑均匀，与

正常组织无明显界限，与对照组无明显差异；对照

组尿道光滑，管腔通畅。

２．２．３　术后尿道组织学观察　术后第１０天时，
ＨＥ染色光镜下可见：ＨＡＥＣＭ单层、多层修复组尿
道管腔面有少量尿道上皮细胞生长，黏膜下层可见

大量炎症细胞浸润；对照组可见管腔面不规则，修

复处炎症细胞浸润。术后 ２０ｄ时，单层、多层
ＨＡＥＣＭ修复组可见尿道管腔被覆上皮已基本覆
盖ＨＡＥＣＭ修复区，但细胞层次较少，排列欠规则，
黏膜下层可见纤维组织、小血管生长及炎细胞浸

润，对照组可见尿道管腔已基本被上皮细胞覆盖，

平滑肌细胞、毛细血管生长，炎症细胞浸润。术后

第４０天时：单层、多层ＨＡＥＣＭ修复组修复处尿道
管腔被覆尿路上皮细胞完整，黏膜下层可见平滑肌

生长，纤维组织、小血管增生，少量炎症细胞浸润情

况较前明显减轻，对照组可见尿道上皮被覆，平滑

肌层连续性完好，可见少量炎症细胞。见图３。
２．２．４　逆行尿道造影　术后第４０天时单层、多层
ＨＡＥＣＭ修复组和对照组，尿道造影检查见显影结
果良好，尿道通畅，未见狭窄、造影剂外渗、憩室形

成，膀胱大小形态正常；单层、多层ＨＡＥＣＭ修复组
造影显示较对照组无明显差异。见图４。
２．２．５　术后尿道镜检查　术后第４０天时单层、多
层ＨＡＥＣＭ修复组和对照组，可见尿道通畅，管腔
形态正常，未见结石、憩室，黏膜光滑、血运正常，未

见明显瘢痕组织及狭窄。见图５。

３　讨论

羊膜具有较低的抗原性，是因为羊膜不表达

ＨＬＡＡ、Ｂ抗原，不会引起机体对羊膜移植物的排
斥反应。作为一种天然的细胞支架材料，人羊膜细

胞外基质具有良好的生物相容性和组织相容性，其

降解产物对机体无毒性等特点。此外，人羊膜细胞

外基质含有肝细胞生长因子、碱性成纤维细胞生长

因子等物质，可增强上皮细胞的粘附，并有利于上

皮细胞分化移行，能抑制和阻止成纤维细胞增殖，

下调转移生长因子 β，抑制瘢痕形成［４］。本实验

中，成功制备出良好的 ＨＡＥＣＭ材料，并结合临床
遵循无菌原则，将制备的 ＨＡＥＣＭ材料经冷冻干
燥、环氧乙烷灭菌，便于保存，手术中将制备好的

ＨＡＥＣＭ置入动物体内修复尿道，避免移植物引起
的感染。

尿道下裂是男性泌尿生殖系统最常见的先天

性畸形之一，治疗困难，手术失败率高。尿道下裂

手术中常需要修补缺损的尿道，直接修补张力大，

容易造成修复失败。某些复杂性尿道下裂的患者，

自体组织来源有限，且治疗中增加新的手术创伤，

增大手术并发症的发生几率［３］。以往采用的人工

合成材料，如聚乳酸、聚羟基乙酸等，由于降解引发

的炎症反应剧烈，影响尿道的修复效果。近年来随

着组织工程技术的发展，组织工程化尿道修复技术

是解决这一难题的有效方法［５－６］。

本实验中，术后第１０天时 ＨＡＥＣＭ上已有上
皮细胞生长，周围见炎症反应细胞，主要有淋巴细

胞和单核细胞核巨噬细胞，表明ＨＡＥＣＭ组织相容
６６２
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图２　未脱细胞和脱细胞后的胎盘羊膜（２００×）
Ｆｉｇ．２　Ｐｌａｃｅｎｔａａｍｎｉｏｎｔｈａｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｎｏｔｔａｋｅｎｏｆｆ，ａｎｄｐｌａｃｅｎｔａａｍｎｉｏｎｔｈａｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔａｋｅｎｏｆｆ

图３　各组新西兰兔ＨＡＥＣＭ组织学观察（术后第４０天，×１００）
Ｆｉｇ．３　ＨｉｔｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆＨＡＥＣＭｉｎＮｅｗＺｅａｌａｎｄｒａｂｂｉｔｏｎｔｈｅ４０ｔｈｄａｙａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

图４　尿道造影结果（术后第４０天）
Ｆｉｇ．４　Ｕｒｅｔｈｒｏｇｒａｐｈｙｒｅｓｕｌｔｏｎｔｈｅ４０ｔｈｄａｙ

ａｆｔｅｒｏｐｅｒａｔｉｏｎ

性好，排斥反应轻微，与文献报道相符［７］。术后第

２０天时可见缺损修复处被尿道上皮细胞完全覆
盖，但细胞层次较周围正常黏膜上皮减少，黏膜下

层组织疏松，周围可见炎细胞浸润，小血管形成，本

实验表明，修复处平滑肌的生长速度要明显落后于

图５　尿道镜结果（术后第４０天）
Ｆｉｇ．５　Ｕｒｅｔｈｒａｓｃｏｐｅｅｘａｍｉｎｅｒｅｓｕｌｔｏｎｔｈｅ４０ｔｈ

ｄａｙａｆｔｅｒｔｈｅｏｐｅｒａｔｉｏｎ

尿道上皮细胞的生长速度。术后第４０天时可见脱
细胞羊膜修复处尿道管腔被覆尿路上皮细胞完整，

与周围正常组织无法区分，修复材料基本降解完，

修复部位周围平滑肌和黏膜下层基本修复完毕，并

且修复处黏膜层、黏膜下层和肌层形态清晰，连续
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性好，结构分明，与相关研究报道相符［５］。尿道镜

检见修复处尿道黏膜光滑完整，尿道管腔通畅，无

新生组织向管腔突出，与相关研究结果相符［８］。

尿道造影检查证实，尿道通畅，造影剂通过顺利，无

明显尿道狭窄，与相关报道相似［５］。

本实验中还进行了单层修复和多层修复手术

的比较。本实验结果中，对照组和复层ＨＡＥＣＭ修
复组各有１只兔死亡，均因动物腹泻而引起死亡，
与修复手术无明显关系，ＨＡＥＣＭ修复组与对照组
相似；ＨＡＥＣＭ修复组尿漏、伤口感染和尿管堵塞
等并发症发生率与对照组相似。说明 ＨＡＥＣＭ材
料可安全用于尿道下裂手术中，且疗效确切，与相

关报道相符［６，９］。单层羊膜修复组，由于材料较

薄，易撕裂，手术操作不便，相比较复层材料修复

组，修复材料机械强度大，便于手术操作，节省手术

时间。为了增加移植吻合部位强度，防止术后尿瘘

的的发生，在人羊膜细胞外基质和尿道的吻合过程

中，采用错层缝合的方式，将不同组织层次交错缝

合在一起，在吻合口上部覆盖４～５层组织，以减少
尿瘘等并发症的发生。本研究发现，多层 ＨＡＥＣＭ
材料，术中使用方便，手术修复效果较好。

综上所述，本实验通过 ＨＡＥＣＭ的制备及
ＨＡＥＣＭ体内移植手术，显示在尿道下裂手术修复
中，ＨＡＥＣＭ作为支架材料重建兔尿道，尿道上皮
细胞能够在支架材料上生长爬行，最终形成完整的

尿道黏膜上皮层和肌层，能恢复尿道的泌尿通道功

能。作为修复尿道缺损的支架材料，植入新西兰兔

体内的ＨＡＥＣＭ可作为兔尿道组织的替代物，为其
重建提供适合细胞再生、分化、增殖的体内环境和

空间结构，修复、重建尿道组织。本实验研究为将

来ＨＡＥＣＭ在尿道下裂手术修复中的使用做出了
新探索，但如何进一步减少人羊膜细胞外基质修复

尿道下裂的感染、尿漏等并发症的发生，以及如何

进一步安全应用于人体尿道下裂的手术中尚需进

一步研究。
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