脱细胞真皮组织工程鼓膜在豚鼠鼓膜修补术中的应用
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【摘要】  目的　观察脱细胞真皮组织工程鼓膜在鼓膜修补术动物实验中的效果。方法　建立豚鼠慢性鼓膜穿孔模型30只，同时构建复合成纤维细胞的脱细胞真皮组织工程鼓膜。将每只豚鼠左耳作为手术耳，施行内植法植入组织工程鼓膜，右耳作为空白对照。每周观察鼓膜愈合情况、听阈变化，同时观察组织学结构改变。结果　鼓膜修补手术30耳中，2耳因感染而未愈合，愈合率为93.3％；对照耳仅4耳愈合，愈合率为（13.3％）；愈合鼓膜外观与正常鼓膜相似，听性脑干反应测试示术耳听力恢复正常。苏木精-伊红染色结果表明采用组织工程鼓膜修复的的鼓膜有着正常鼓膜的三层结构，即鳞状上皮层、中间纤维层及粘膜层，而空白对照耳自行修复的鼓膜中缺少纤维层结构。结论　组织工程鼓膜可以作为良好的鼓膜移植材料。
　　 

【关键词】  　组织工程鼓膜；　鼓膜穿孔；　鼓膜成形术

　　     
　　鼓膜穿孔是耳科常见的临床表现，多见于慢性化脓性中耳炎、耳外伤等，患者可出现听力下降、耳鸣等。目前用于修补鼓膜的移植材料多限于自体组织，如颞肌筋膜、软骨及软骨膜［1- 4］，虽然疗效好，但是增加了患者手术创伤，延长了手术愈合时间；尤其对于二次手术的病例，取材范围受到限制。采用异体组织材料通过组织工程技术合成新的移植材料则可以克服上述不足之处。本实验通过采用组织工程鼓膜修补30耳鼓膜穿孔，探讨利用组织工程鼓膜行鼓膜修补术的可行性。　　

　　1　材料与方法

　　1.1　材料
　　
　　30 ～ 40 kg健康小白猪1只， 体重400 ～ 450 ｇ的雌性健康白色豚鼠30只，豚鼠耳廓反射灵敏，鼓膜完整、标志清晰（由第四军医大学实验动物  中心提供）。明胶海绵；手术显微镜（OMS-85， Topcon）；速眠新（长春实验动物研究所）；磺胺嘧啶钠（海南制药厂）；耳科手术显微器械（上海医疗手术器械厂）；TRAVERLER EXPRESS型听觉脑干诱发电位（ABR）测试仪（Bio-logic Systems Corp）。

　　1.2　方法

　　1.2.1　慢性鼓膜穿孔动物模型的建立：按鼓膜部分切除加创缘内翻方法构建慢性鼓膜穿孔模型（具体方法见参考文献5）。穿孔不足8周、感染及死亡者，不纳入实验。

　　1.2.2　脱细胞真皮组织工程鼓膜的构建：将30 ～ 40 kg健康小白猪处死后去毛，先用肥皂及清水将皮肤洗净,剥离皮下组织后，自背部取皮肤约9 cm × 15 cm大小，用无菌等渗盐水清洗。用取皮鼓将表皮去除，冰冻切片机将真皮组织切成30 ?滋m厚，继而加入高渗盐水（3 mol/L） 震荡12小时（37℃），磷酸缓冲液 （PBS） 震荡冲洗3次，10分钟/次。10%Triton X-100脱脂后，PBS震荡冲洗。加入0.2% 胰酶（福州迈新生物技术开发公司）消化12小时（4℃），PBS震荡冲洗。DNA核酸酶/RNA核酸酶（福州迈新生物技术开发公司）消化4小时后冻干， 60Co γ射线照射消毒。
　　
　　将预先培养扩增的对数生长期豚鼠鼓膜成纤维细胞 （具体方法见参考文献6）以1 × 106/ml的浓度种于脱细胞真皮上，加入2 ml DMEM培养液，每日更换培养液。连续培养一周。

　　1.2.3　组织工程鼓膜修补手术：取慢性鼓膜穿孔豚鼠30只，每只豚鼠左耳作为手术耳，右耳设为对照耳。速眠新 （0.08 ml/kg）肌注麻醉后，常规消毒铺巾，采用耳后切口，暴露鼓膜，解剖显微镜下将鼓膜穿孔边缘上皮挑除，明胶海绵碎块充填鼓室腔内。修剪组织工程鼓膜后以内植法植入，明胶海绵碎块填充于鼓膜外侧及外耳道，缝合耳后切口。对照耳仅将鼓膜穿孔边缘上皮挑除。术后每日肌注磺胺嘧啶钠 （0.08 ml/kg） 一次。连续注射7天。

　　1.2.4　组织工程鼓膜修补术疗效观察：术后每周行ABR听阈测试，并分别于术后1周、2周、3周、4周及8周在手术显微镜下观察移植鼓膜生长情况，观察均在麻醉下进行。每次观察后处死豚鼠6只，将鼓膜自鼓环上完整剥离，制作石蜡切片，进行苏木精-伊红（HE） 染色。

　　1.2.5　统计学分析：实验组与对照组鼓膜穿孔愈合情况采用卡方检验进行比较，采用SPSS统计软件（10.0） 进行统计学处理。

　　2　结果

　　2.1　穿孔鼓膜愈合情况
　　
　　鼓膜移植手术30耳中，2耳于术后1周时出现感染而未愈合，其余28 耳均愈合，愈合率为93.3％。对照耳仅有4耳愈合（13.3％），无感染发生。各组愈合率以卡方检验，提示两组愈合率差异有显著性（P < 0.01）。结果见表1。

　　2.2　大体观察
　　
　　术后每周于手术显微镜下观察鼓膜愈合情况。1周时见鼓膜充血、增厚，穿孔边缘已弥合，无明显裂隙（图1）；2周后鼓膜充血逐渐减退，移植鼓膜逐渐变薄 （图2）；8周时鼓膜色灰白，表面光滑，外观与正常鼓膜相似 （图3）。

　　2.3　HE染色结果
　　
　　术后1周时可见移植材料与残缘鼓膜上皮紧密连接、融合，移植材料表面有上皮细胞生长，呈多层，其间有大量淋巴细胞浸润、充血，移植鼓膜明显增厚（图4）；术后2周后可见上皮层细胞减少，淋巴细胞浸润明显减轻，移植鼓膜变薄；术后8周时见移植鼓膜炎症反应消失，包含表面鳞状上皮、中央纤维层及鼓室粘膜上皮层3层结构 （图5），鼓膜厚度约6 ?滋m，与正常鼓膜组织学结构相似。
　　
　　4例自然愈合的对照耳中，切片HE染色见愈合组织仅含有复层鳞状上皮与粘膜上皮的结构，其间缺乏纤维组织层（图6）， 组织结构较正常鼓膜薄。

　　2.4　ABR测试结果
　　
　　术后1周时鼓膜修补术耳平均反应阈约为    75 dB，此后反应阈逐渐下降，术后5周时反应阈接近正常，平均反应阈达30 dB，术后7周达到正常反应阈水平，约15 dB。结果见图7。

　　3　讨论
　　
　　正常鼓膜结构包括上皮层，纤维层和内侧粘膜层。Johnson等 ［7］ 发现穿孔鼓膜自然愈合经历三个不同的阶段：第一阶段与其他部位的创伤相类似，有局部的出血与炎性渗出；第二阶段则与其他部位的创伤不同，主要是通过鼓膜表面上皮的移行进行愈合；继而是内侧鼓室粘膜上皮进行迁移。中央纤维层的增生常常不足，因而形成了修复后仅含有少量杂乱的纤维组织的、缺乏正常鼓膜中间纤维组织的两层上皮结构。由于缺乏支架，鼓膜自行愈合的时间较长，而且随着时间的延长，新生鼓膜逐渐变得菲薄，易发生鼓膜内陷和再穿孔。
　　
　　目前开展的鼓膜修补手术所需修补材料多取自患者自身颞肌筋膜、软骨膜等，虽然疗效好，但增加了手术损伤，存在取材部位术后出现畸形的风险，尤其对于二次手术的病例，则限制了取材范围。而采用组织工程方法构建的组织工程鼓膜进行修补，不仅扩大了修补材料的来源，减少了手术时间，而且可以根据病变的不同特点采用不同的组织工程鼓膜材料进行手术，具有使用方便的特点。
　　
　　本实验以表面植有成纤维细胞的脱细胞猪真皮组织工程鼓膜进行鼓膜修补，鼓膜愈合后均具有完整的包含中央纤维层与鳞状上皮和粘膜上皮的三层组织结构，与正常鼓膜结构完全相同。在鼓膜愈合过程中，脱细胞真皮逐渐被部分吸收，而植入的成纤维细胞可以不断地产生纤维组织，从而保证了愈合鼓膜的完整结构，减少了鼓膜菲薄继而发生内陷与再穿孔的可能性。与对照组的自愈鼓膜相比，具有不可比拟的优势。
　　
　　组织学检查表明，组织工程鼓膜植入１周时，成纤维细胞与上皮细胞增生明显，有大量淋巴细胞浸润。２周后炎症反应明显减轻，淋巴细胞减少，上皮层及纤维层变薄。８周时可清晰观察到鼓膜三层结构，鼓膜厚度约为6 ?滋m，与Igarashi等［8］测得正常豚鼠鼓膜3.5 ?滋m ～ 16.5 ?滋m的厚度相近。实验中未发现胆脂瘤组织形成。2例术耳出现感染，可能与实验组创伤较大或与术耳的消毒不够有关。
　　
　　对组织工程鼓膜修补耳的ABR测试结果表明，术后1周时术耳ABR反应阈达75 dB，此后随着移植鼓膜炎症的消退以及鼓室内明胶海绵的吸收，ABR反应阈值逐渐下降，术后5周时接近正常，术后7周达到正常水平。
　　
　　上述动物实验结果表明，通过组织工程方法构建的鼓膜，不仅具有取材方便、易裁剪、成本低的特点，而且修复后的新生鼓膜的外观、组织学结构、厚度与正常豚鼠鼓膜相似，鼓膜穿孔愈合率高，可能用作良好的鼓膜修补材料。
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【摘要】  目的 通过新生儿听力筛查，早期发现听力障碍患儿，做到早发现、早诊断、早干预。方法 采用美国产Bio-logic耳声发射仪进行筛查，可疑阳性病例采用丹麦MADSEN公司生产的脑干诱发电位仪BRA2进行诊断性测试。结果 对2006年无锡市妇幼保健院出生的5375例新生儿进行听力筛查，其中正常出生新生儿5159人，NICU住院高危儿216人，听力障碍发病率分别为0.97‰和1.85%。结论 全面普及开展新生儿听力筛查工作，尤其是对高危儿的筛查十分必要。 

【关键词】  新生儿 听力筛查 耳声发射


    听力障碍是常见的出生缺陷,国外报道先天性听力损失的发病率为1‰～3‰［1］，我国每年约有1950万新生儿出生，因此进行新生儿听力筛查具有重大的医学应用价值和深刻的社会学意义，是一项系统化社会优生工程。做到早期筛查、早期诊断、早期干预，尽量降低听力障碍的发生率和减少对语言和其他各方面的影响。

　　1  资料和方法
　　1.1  临床资料 

　　筛查对象是2006年1～12月无锡市妇幼保健院产科出生的活产新生儿5375人。其中正常活产新生儿5159人，NICU住院216人。

　　1.2  方法

　　1.2.1  畸变产物耳声发射测试 

　　采用美国产Bio-logic耳声发射仪，采用两个不等强度L1=65dBSPL，L2=55dBSPL F1、F2为纯音刺激声。F1/F2=1.2。记录DPOAE频率范围为1000～4000Hz，共选取4个测试点，有3个或3个以上测试频率的反联幅值低于所设定的正常值下限或引不出，即为DPOAE筛选阳性。

　　1.2.2  脑干听觉诱发电位测试 

　　采用丹麦MADSEN公司生产的脑干诱发电位仪BRA2进行检查，在屏蔽室内进行测试。先用10%的水合氯醛灌肠，按0.4ml/kg的量给予，使其入睡，单耳予以短声刺激，对侧耳予以白噪音屏蔽，输入带通80～2000Hz，刺激时间0.1ms，频率9Hz，极间电阻<5kΩ，分析时间15 ms，常规刺激声强70、60、50、40、30dB，所有结果均由计算机处理。ABR主要测试双耳I、III、V波潜伏期和I～III、I～V、III～V波间期，三项以上指标异常确定为ABR异常。听阈≥30dBnHL诊断为异常。

　　1.2.3  至出生后48～72小时由专人操作进行双耳DPOAE听力筛查，筛查未通过的小儿常规进行复筛，于满月或42天时进行。复筛未通过的小儿于3个月时预约进行脑干诱发电位检查（ABR）。

　　2  结果
    共有5375人进行了筛查，同期出生人口为5615人，筛查率为95.73%。有862人未通过初筛，初筛阳性率为16.04%。满月复查842人，通过764人，通过率达90.74%，78名未通过小儿于3个月时进行诊断性ABR检查。最后确认听力障碍患儿9人，占总筛查人数的1.67‰。其中5人为正常出生新生儿，占正常出生儿的0.97‰，另4人出生前均在本院NICU高危病房住院，占NICU住院患儿的1.85%。其中2例诊断为高胆红素血症，1例诊断为缺血缺氧性脑病，另1例为低出生体重儿并带有其他部位脏器畸形。

　　3  讨论
　　3.1  进行新生儿听力筛查具有重要现实意义 
 
　　我国人口约占世界总人口的21%，且人均资源相对不足，而每个聋哑儿一生将耗费大量的财富用于特殊教育和其他生活救济。给社会和家庭带来沉重的经济负担。因此，早期筛查、早期发现、早期诊断尽可能使每个听力障碍儿童做到聋而不哑，对提高出生人口素质和增强综合国力起到较好的促进作用。

　　3.2  利用DPOAE进行听力筛查精确可靠 

　　在本次筛查中使用的DPOAE有准确的频率特性，能比瞬状声耳声发射（TEOAE）更精确地反映特异频率区域的毛细胞功能，二者幅值及信噪比有良好的相关性［2］。DPOAE尤其可提供高频区（4～8KHz）的频率特征信息。而且操作灵活方便，无创伤，容易被家长所接受。

　　3.3  加强对高危儿的监测管理 

　　高危儿特别是具有听觉高危因素的患儿是听力障碍好发人群，从以上资料表明，高危儿听力障碍的发生率1.85%，明显高于正常出生小儿。由于一些高危因素如：高胆红素血症、新生儿窒息可导致第VIII对脑神经受损，因此，应加强围产期保健、提高产科质量，最大可能避免高危因素的发生；有条件的产院对高危患儿特别是NICU住院的新生儿可采用耳声发射和自动脑干诱发电位（AABR）联合筛查模式。提高蜗后性聋检出率，并做好定期随访，以提高新生儿听力筛查质量。

　　3.4  加强宣教工作，增强家长防病意识 

　　本资料表明有20例初筛阳性患儿未如期进行复筛，跟家长对新生儿听力筛查了解程度密切相关，部分家长保健意识薄弱，特别是单耳聋患儿，跟正常小儿区别不大，家长不易发现异常，认为复查毫无必要。因此，做好宣传工作是新生儿听力筛查工作顺利开展的基础，使家长明确听力筛查的目的以及重要性，并主动配合筛查机构做好听力筛查。
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目的 探讨新生儿听力筛查对新生儿听力障碍早期诊断的意义。方法 用双通道耳声发射仪对在我院出生的1天～1个月的新生儿进行检测，通过初筛和复筛，对新生儿听力障碍进行早期诊断。
结果 初筛异常率12.59%(84/667)，复筛异常率2.38%(2/84)。


　　结论 新生儿听力筛查可及早发现新生儿听力障碍，对早期治疗、干预听力残疾有较大意义。


　　关键词 新生儿 耳声发射 听力筛查

　　小儿听力筛查已有70余年历史［1］，约有千分之一的新生儿患有先天性听力障碍，引起言语-语言发育迟缓或缺陷，造成社会适应能力低下。许多医学专家呼吁采用听力筛查对听力障碍儿进行早发现、早诊断、早干预，促进其言语、语言的发育［2］。武汉市确定2004年1月1日起在全市启动新生儿听力筛查工作，现将我院新生儿听力筛查的情况报告如下。


　　1 对象与方法

　　1.1 对象 武钢总医院出生1天～1个月的新生儿。

　　1.2 方法


　　1.2.1 初筛 使用美国产AUDX User’s Bio-logic 590-Axumo4双通道耳声发射仪对在我院出生的1天～1个月的新生儿进行检测［3］。测试结束后，耳声发射仪自行打印双耳数据报告(通过显示pass，未通过显示refer需要复查)。


　　1.2.2 复筛 对未通过初筛的新生儿，在1个月时再次行听力筛查，方法同初筛，仍未通过者转武汉市妇幼保健院进一步检查。
1.3 确诊方法 见图1。


　　图1 新生儿听力筛查程序
2 结果


　　采用AUDX特性分析结果对新生儿听力筛查情况进行评定。


　　2.1 初筛情况 2004年1月1日～2005年2月28日活产儿774例。初筛751例，初筛率97.02%(751/774)；初筛异常84例，双耳16例，左耳46例，右耳22例，初筛异常率1259%(84/667)。


　　2.2 复筛情况 复筛新生儿84例，复筛率为100%(84/84)。对初筛时异常的82例复查听力顺力通过，复筛异常2例，1例为小耳畸形，1例有耳聋家族史。异常率2.38%(2/84)；异常转诊2例，转诊率100%。


3 讨论


　　3.1 AUDX听力筛查是发现听力障碍者的重要手段之一 只有早期发现、早期诊断、早期干预才能减少听力残疾的发生。我院AUDX听力筛查通过率与在正常新生儿听力筛查97.02%的通过瞬态耳声发射，与有关瞬态耳声发射数据［4］报道接近。


　　3.2 AUDX、ABR检测存在有假阳性现象 AUDX听力初筛率为97.02%，存在漏筛情况。初筛异常率12.59%与AUDX设备在车中携带、新生儿卫生条件差(生后外耳道内胎粪及中耳有羊水)有关。复筛异常率仅为2.38%，与场所固定、环境安静、设备功能稳定、婴幼儿卫生条件状况改善有关。确诊在市级听力筛查中心进行；转诊的2例AUDX多次筛查异常，经ABR检测仅有2例异常。说明AUDX尽管灵敏度较高但有假阳性，最后确诊听力障碍需使用ABR测试并做声阻抗确诊听力异常，AUDX和ABR检测仍存在假阳性，应进一步跟踪随访。确诊听力障碍是一项严谨的技术工作，受专业人员的诊疗技术、经验、设备设施影响，应保证设备功能良好，技术人员业务熟练，才能提高筛查诊断水平，减少听力障碍发生。
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