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 研究现实性。为为了消除在传统的外科手术中在尿道置换术范围内出现的困难，近年来已经使用组织工程
技术开发了替代材料。这项研究致力于使用各种组织来源的细胞和生物聚合物开发新型的尿素塑料组织工程
结构，这是现代医学迫切需要解决的问题。

目的：实验证明了使用组织工程结构替代尿道缺损的可能性。

材料与方法。两阶段的研究，实验，控制。致力于基于植入间充质干细胞或颊上皮细胞的生物聚合物的组织工
程构建体（TEC）的开发。将准备好的TECs植入兔子的急性创伤模型中，插入尿道中。TEC申请结果与金标准的
比较—口腔塑料。

结果。通过尿道造影，在所有动物组中都获得了相似的结果，无论植入材料的类型如何。没有发现尿道不正常
现象，共聚焦显微镜检查尿道冰冻切片发现粘液层中存在有纳米颗粒标记的间充质干细胞/口缘上皮细胞具
有在尿路上皮方向上分化的迹象。

结论。替代尿素塑料的试验条件下，展示了使用生物聚合物组织日内瓦结构的可能性，就含自体工程学中层干细
胞或口缘上皮细胞。实验中发达的TEC可以作为颊道尿道成形术的替代方法。

 关键词：尿道；组织工程结构；颊上皮细胞；组织工程；尿道成形术。

 Introduction. In order to exclude the difficulties arising in the course of traditional surgical interventions in the 
scope of substitutional urethroplasty, in recent years, alternative materials have been developed using tissue engineering. 
This study is devoted to the development of new tissue-engineered constructions for urethroplasty using cells of different 
tissue origins and biopolymers, which is an urgent problem of modern medicine.

Aim. Experimental provision of a rationale for the possibility of using tissue-engineered constructions to replace urethral 
defects.

Methods and materials. Two-staged, experimental, controlled study. Dedicated to the development of tissue-engineered 
constructions (TEC) based on biopolymers seeded with mesenchymal stem cells or buccal epithelial cells. The prepared 
TECs were implanted into the rabbit’s urethra wall in a acute trauma model. Comparison of the results of the TECs usage 
with the “gold standard” – buccal urethraplasty was carried out.

Results. Urethrography showed similar results in all groups of animals, regardless the type of implanted material. No ure-
thral patency was found, and confocal microscopy of urethral cryosections revealed the presence of nanoparticle-labeled 
mesenchymal stem cells / buccal epithelium cells with signs of their differentiation in the urothelial direction in the mucous 
layer.
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Conclusion. The possibility of using tissue-engineered constructions based on biopolymers containing autologous mesen-
chymal stem cells or buccal epithelium cells for experimental substitutional urethroplasty was shown. The developed TECs 
can be used as an alternative to buccal urethroplasty in an experiment.

 Keywords: urethra; tissue engineered construct; buccal epithelial cells; tissue engineering; urethroplasty.

图.	1. 制备的支架材料样品：a—由PL	+	PC制成的多孔两层；b—两层PLG	+	PLC

Fig. 1.	Samples	of	prepared	scaffolds:	a	–	porous	two-layer	scaffold	based	on	PL	+	PC;	b	–	flat	two-layer	scaffold	based	on	PLG	+	PLC

а b

绪论

治疗尿道病理的主要方法是外科手术。

有些情况下需要计划和执行操作的技术中的

非标准方法[1，2]。有许多替代性和增强尿道

塑料，选择取决于病理过程的定位、病因和损

伤范围。被植入的材料是用自己的组织：包皮

上的皮碎片，阴茎的皮肤，阴囊，会阴，阴道包

片，睾丸，颚粘膜移植术，膀胱粘液[3]。

除了传统的碎屑和移植之外，替代性尿素

塑料目前正在使用组织工程开发替代材料。目

的是避免传统的业务干预过程中出现的图形

长度不足的复杂性，以及在捐助区的并发症

和持续时间的增加[4]。

我们自己的使用包含间充质干细胞

（MSC）的组织工程构造物替代膀胱缺损的经

验表明，MSC具有形成类似于尿路上皮的结构

的能力[5，6]，从而有可能扩大其应用范围。

我们项研究致力于使用各种组织来源

的细胞和生物聚合物开发新型的尿素塑料组

织工程结构，这是现代医学迫切需要解决的 

问题。

研究目的—实验证明了使用组织工程结

构替代尿道缺损的可能性。

材料与方法

两阶段的研究，实验，控制。第一阶段

in vivo研究中包括了10种成熟的雌雄性非线

性大鼠,体重393.7	±	29.97克(350-444克)，

作为细胞基质生物降解研究的一部分。

第二阶段，创建了组织工程结构（TEC）

对实验动物（兔子）植入急性尿道损伤模型。

本阶段研究包括31种成年雄性毛兔，体重为

3919.1	±	378.01克（3366-5145克）。

根据当前的法规文件，将动物饲养在标

准条件下，并在两周的隔离检疫后进入研究，

在没有外部病理迹象的情况下，一般行为反应

均发生了变化。

制备两种类型的支架材料。对于间充质

干细胞的播种，我们使用了由聚（D，L）—丙

交酯（PL）和聚己内酯（PC）组成的多孔基质

（图1，a）。

由聚（D，L）—丙交酯组成的两层基质的

多孔层为间充质干细胞的后续培养创造了有

利条件。

对于使用颊上皮细胞（CBE）进行的尿 

道成形术，制作了基于聚羟基醚的两层支架 

（图1，b）。与尿液接触的内层由聚L—丙交酯—
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图.	2.	大鼠背部皮下植入支架

Fig. 2.	Subcutaneous	implantation	of	scaffolds	in	the	rat	back

己内酯（PLC）（70/30）（h	=	3.8	dl/g，Purac）
形成。固体和液体不可渗透的结构提供了屏

障功能（对尿液）和整个结构的机械强度。

根据聚L-丙交酯-乙交酯（PLG）（85/15） 

（h	=	3.13	dl/g，Purac）制备第二层接种

了颊上皮细胞的第二层，这对CBE的培养最 

有利。支架材料通过臭氧化法灭菌。

在10只非线性的白色雄性大鼠上，进行了

支架材料生物降解的研究。大鼠皮下植入支架

材料PL	+	PC和PLC-PLG。

手术方案

全身麻醉下使用肌肉注射剂量为 

25 	m g/k g体重的盐酸瓦他敏/盐酸左拉 

西am（Zoletil，Virbac	SA，法国）和浓度为

1.0–1.5的2％盐酸甲苯噻嗪（Bioveta，捷克）

制成的制剂	 在背部肌肉内每毫升1毫升，在

椎骨线的两侧制作10个横向切口（每侧5个）， 

每个切口长1.0厘米（图2）。第一对切口用于

控制，第二对和第三对切口中，将PL	+	PC细

胞基质皮下植入，第四和第五个—支架材料

PLC-PLG中。然后缝合伤口，用消毒液治疗术

后伤口，并进行无菌敷料。

1和4周后大鼠从实验中删除（每次分 

别5只大鼠）使用盐酸瓦他敏制剂/zolazepam	

hydrochloride（盐酸盐）（Zoletil，Virbac	SA， 

法国）以及肌肉松弛药盐酸赛拉嗪（Rome-

tar，Bioveta，捷克共和国）的剂量是治疗药物

的5倍。进行了宏观影响评估。

研究的第二阶段是在实验动物的急性尿

道损伤模型上创建并植入TEC。根据所用的移

植物，将兔子分为三组：

•	 第1组包括9只兔子，将它们以基于

PL	+	PC的MSCs支架材料植入背外侧

的尿道中。

•	 第2组由15只兔子组成，这些动物 

植入了基于PLG	+	PLC和CBE的支架材

料。

•	 第3组包括4只经颊尿道移植的兔子。

为了随后在体内实验中鉴定细胞， 

in vivo MSC和CBE用氧化铁的超顺磁性纳米 

粒子（Fe3O4，SPION）标记。

外科手术的进展情况见在图3.

图.	3.	尿道成形术植入由PL	+	PC和间充质干细胞组成的组织工程结构：a—尿道背外侧暴露；b—打开尿道腔；c—具有间充质干细胞的组织工程构
建体；d—组织工程结构和尿道缺损边缘的比较

Fig. 3.	Urethroplasty	with	implantation	of	the	TEC,	based	on	PL	+	PC	with	MSCs:	a	–	the	urethra	is	exposed	dorso-laterally;	b	–	the	lumen	of	the	
urethra	is	opened;	c	–	TEC	with	MSC;	d	–	comparison	of	the	TEC	and	the	edges	of	the	urethral	defect

а b c d
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表1 / Table 1
机械性能支架材料

Mechanical properties of scaffolds
支架材料 宽度，毫米 厚度，毫米 强度，MPa 断裂伸长率，％ 弹性模量，MPa

PL	+	PC 3 1.2 0.19 ± 0.09 15.9 ± 3.4 1.68 ± 0.09

PLG	+	PLC 3 0.2 0.22 ± 0.07 19.1 ± 4.1 2.16 ± 0.18

注:	 p >	0,05.

光
学
显
微
镜

控制（玻璃） PLC，70/30 PLG，85/15

共
聚
焦
显
微
镜

图.	4.	聚合物膜上培养1天后的人骨髓间充质基质细胞（光学显微镜，×4；共聚焦显微镜，×40）

Fig. 4.	Human	bone	marrow	mesenchymal	stem	cells	after	1	day	of	cultivation	on	polymer	films	(light	microscopy	×4;	confocal	microscopy	×40)

全身麻醉下（Zoletil，Virbac	 SA，法

国，肌肉注射剂量为25毫克/公斤体重和国

Bioveta的Rometar，捷克共，以2％的溶液注

射，肌肉注射剂量为1.0–1.5毫升）Foley6号

沿尿道通过尿道被带入膀胱腔。沿阴茎表面

纵向切开阴茎皮肤3厘米，左侧以钝性和尖锐

的方式突出显示带有海绵状体的尿道，在背

侧表面形成7	×	2毫米的粘膜缺损。第3组的

兔子接受口腔黏膜的水准备，取一个尺寸为 

1.5×0.5厘米的粘液移植物，将其清除下面

的组织并固定在海绵体的中膜白膜和缝合线

中断的尿道缺损边缘（Vicryl	6/0）。对于第

1组和第2组的动物，将支架固定在缺损和海

绵体的白膜边缘上，并使用单独的间断缝合线

（Vicryl	6/0）。将伤口分层缝合。用间断的缝

合线将尿道导管固定在龟头上，并在鼻孔处切

断。手术前1小时，用10毫克/千克的铯来进行

Cefazolinum抗生素预防。手术后时期也使用

了Cefazolinum抗生素预防10毫克/千克/日，

每天3次，在5天内肌肉注射。

结果

我们的研究目标包括对支架材料的机械

特性的研究，如表所示第1图。

从表中的数据可以看出，基于PLH	+	PLC

的支架材料更具弹性和耐用性。进行手术干预

时，无论如何都没有缝合线。这项研究获得的

支架材料的机械强度特性与C描述的天然兔

尿道的相应特性相当。C.Feng和合著者[7]。

评估用于细胞基质的材料的毒性-聚L-丙

交酯-己内酯（PLC，70/30）和聚L-丙交酯-乙

交酯（PLG，85/15）—in vitro确定了间充质干

细胞在合成聚合物膜上培养的条件下的活力

（图4）。

1天后拍摄MSC培养的照片在如图所示4，

表明细胞可以保持其完整性，并与测试材料一

样良好地扩散和粘附，而控制材料（玻璃）。

这些标准显示了细胞的活力和材料的毒性。
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图.	5.	支架的生物降解过程—将研究的支架皮下植入大鼠（1、2—PL	+	PC；3、4—PLC	+	PLG）中：a—1周后。植入后，确定介入面积；b—4周后。
从宏观上看，干预区域不可见

Fig. 5.	The	process	of	scaffold	biodegradation	–	the	studied	scaffolds	(1,	2	–	PL	+	PC;	3,	4	–	PLC	+	PLG)	were	implanted	subcutaneously	
in	rats:	a	–	1	week	after	implantation,	the	intervention	zone	is	determined;	b	–	after	4	weeks,	the	intervention	zone	is	not	visualized	macro-
scopically

1
2

3
4

а b

研究1周后大鼠皮下植入支架材料的生物

降解情况确定了植入物的部分生物降解，4周

后是植入物完全生物降解（图5）。通过1周后

基于PLH	+	PLC的支架材料在宏观上经历了更

大的退化。

因此，对基于聚-L-丙交酯-己内酯和

聚-L-丙交酯-乙交酯的新型支架材料的研究

表明，这些基质具有良好的机械特性。但是当

比较它们时，基于PLG	+	PLC的支架材料有更

大的强度和弹性。生物降解的研究表明，所有

支架材料在第4周就被完全吸收。比较它们时

基于PLG	+	PLC支架材料的生物降解过程发生

得更快。

为了评估术后尿道的状态，对所有兔子进

行尸检后进行了逆行尿道造影（图6）。所有三

个组的动物中尿道的通畅得以保留。

在第6图上显示尿道完全通畅，未发现狭

窄和憩室。两只先前被诊断患有尿道皮肤瘘的

兔子中（第2组），可见造影剂超出尿道腔的渗

出（图6，b）。

因此，无论植入何种尿道置换材料。最重

要的指标之一是尿道透光率。

准备好尿道宏观制剂后评估植入区。第2

表中提交结果。

图.	6.	逆行尿道造影：a—保留尿道腔；b—造影剂渗入尿道腔外

Fig. 6.	Retrograde	urethrograms:	a	–	the	lumen	of	the	urethra	is	preserved;	b	–	the	extravasation	of	the	contrast	agent	outside	the	lumen	of	
the	urethra

а b
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表2 / Table 2
植入区的宏观特征
Macroscopic characteristics of the implantation zone

组
(n)

尸检时间，
月

植入区域的可视化吸
收绝对。（％）

种植体排斥反
应，绝对。(%)

植入物可视化，
绝对。（％）

憩室，绝对。
（％）

收窄，绝
对。（％）

针状气
孔，绝对。
（％）

№ 1 (9) 1 3 (100) 0 0 0 0 0

2 3 (100) 0 0 0 0 0

3 2 (66.7) 0 0 0 0 0

№ 2 (15) 1 3 (100) 0 0 0 0 0

2 3 (100) 0 0 0 0 0

3 8 (88.9) 0 0 0 0 2 (22.2)

№ 3 (4) 3 4 (100) 0 4 (100) 0 0 0

图.	7. 兔尿道的大量准备工作：a—组织工程化结构的植入区的可视化（第1组）；b—植入区域不可见（第2组）；c—颊侧移植物的可 
视化；d—尿道真皮瘘（箭头）

Fig. 7.	Macro	preparations	of	the	rabbit	urethra:	a	–	visualization	of	the	TEC	implantation	zone	(group	1);	b	–	the	TEC	implantation	zone	is	not	
visualized	(group	2);	c	–	visualization	of	the	buccal	graft;	d	–	urethrocutaneous	fistula	(arrow)

а

c

b

d

第2表中提交结果表明在观察的第三个

月，部分动物被植入组织日内瓦结构是完全

恢复尿道组织。因此，1组和2组实验动物中

只有66.7和88.9%的动物能	 显示出植入区。

植入区的宏观评估显示，任何组均未出现

植入物排斥，尿道狭窄和憩室（图7）。

1和2个月手术后第一和第二组中在所有兔

子中都可以看到植入区（图7，a）。但是3个月

后，在第1组和第2组中，分别以66.7％和88.9％ 

看到植入区（图7，b）。所有动物的颊侧移植

物均清晰可见（图7，c）。在兔子组中发现了

两个先前描述的尿道皮肤瘘，它们被植入

了基于PLG + PLC的TEC，并带有颊上皮细胞 

（图7，d）。统计分析未显示植入材料与瘘管

形成可能性之间的显着相关性（组间比较中

Fisher精确检验的显着性水平p > 0.05）。

为了揭示活检标本中存在被纳米颗粒

标记的细胞，准备了冷冻切片。术后不同

时间对尿道壁中SPION标记的MSC进行评 



 UROLOGY REPORTS (St. Petersburg)	 2020;10(3)	 ISSN	2225-9074	

原著论文 / ORiGinaL PaPERS 207

图.	8.	共聚焦显微镜，在植入带有间充质干细胞的组织工程构建体后的
不同时间，观察粘液层中纳米颗粒的状态。比例尺对应于100微米

Fig. 8.	 Confocal	 microscopy,	 visualization	 of	 nanoparticles	 in	 the	 mu-
cous	 layer	 at	 different	 time	 after	 implantation	 of	 TECs	 with	 MSCs.	
The	scale	bars	correspond	to	100	μm

图.	9.	 共聚焦显微镜。口腔颊黏膜上皮细胞（CBE）植入组织工程构建 
体（TEC）后12周，观察粘膜层中的纳米颗粒。比例尺对应于100微米

Fig. 9.	 Confocal	 microscopy,	 visualization	 of	 nanoparticles	 in	 the	 mu-
cous	 layer	 12	 weeks	 after	 implantation	 of	 TECs	 with	 buccal	 epithelial	
cells	.	The	scale	bars	correspond	to	100	μm
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估（第1组的兔子）。使用完整的尿道作为对

照（图8）。细胞核用DAPI（蓝色）染色，并使

用二极管激光器（405	nm）检测。SPIONs在

反射激光扫描（504	nm）上显示为红光。另

外，用特异性抗体（细胞角蛋白AE1/AE3）和

用FITC（绿色）标记的二抗（图8，尿道上皮）

和抗αSMA抗体（图8，肌肉层）对制剂进行 

染色。

图7中显示了纳米颗粒标记的MSC与细胞

角蛋白染色的AE1/AE3尿路上皮的共定位。这

证明了MSC分化为新尿路上皮细胞的可能性。

肌肉层中发现存在纳米颗粒标记的MSC，但是

与抗αSMA染色的平滑肌细胞共定位没有被观

察到。标记细胞的这种排列表明植入尿道中

的TEC中包含的MSC参与肌肉层的形成，但不

要在平滑肌方向上进行分化。

评估第二组和第一组动物活检标本中纳

米粒子标记的CBE的存在使用相同的技术进

行(图9）。

组2在第12周时细胞角蛋白染色的 

AE1/AE3的局部定位并包含CBE纳米粒子，还表

明它们可能分化为新尿路上皮细胞。肌肉床上

没有发现类似的碱化。第3组的活检组织和完

整组织中，未发现标记有纳米颗粒的细胞。

因此，通过共聚焦显微镜获得的数据令

人信服地表明，不仅将TEC组合物中使用的细

胞的活力保存了3个月，而且还获得了尿路上

皮的特性。

结论

这项研究的结果令人信服地表明，在实验

条件下，使用含有自体间充质干细胞或颊上皮

细胞的生物聚合物的组织工程化构建体进行

尿道成形术的可能性已得到令人信服的证明。

这些组织工程化的构建体可用作颊部尿道成

形术的实验替代方法。

在俄罗斯基础研究基金会（项目号19-

58-55001	China_a）的支持下进行了超顺磁

性氧化铁纳米粒子的制备。实验in vitro（细胞

培养，组织工程构建体的开发和制备）在状态

分配0103-2019-0012的框架内进行。
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