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注射疗法用于促肛瘘术后内口不愈组织修复的实验价值

王爱华, 宾东华, 李 逵, 曹 晖, 严 健, 唐 剑, 郑凤萍, 杨 赛

®

■背景资料
肛瘘是一种高发
病率及高复发性
的疾病, 高位复杂
性肛瘘更是公认
的肛肠外科难治
性疾病, 肛瘘术后
复发的因素很多, 
内口不愈是其最
主要的原因之一, 
再次手术是肛瘘
术后复发最主要
的治疗手段, 注射
疗法是治疗内口
不愈导致肛瘘术
后复发的一种微
创治疗方法. 
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Abstract
AIM: To explore the mechanism by which injec-
tion therapy promotes the repair of unhealed 
internal opening after surgery for anal fistula in 
rats.

METHODS: A total of 80 SD rats were used 
to create unhealed internal opening models 

after surgery for anal fistula. The rats were 
then randomly divided into four groups (n = 
20 for each group): A, B, C and D. Two days 
after successful modeling, group A was in-
jected with gentamicin sulfate in the apical 
internal opening and the potential side wall 
of fistula; group B did not receive any further 
processing; group C received an injection of 
physiological saline; and group D underwent 
traditional incision and drainage and washing 
with normal saline. Some fistulas were taken 
to collect granulation tissue in the internal 
opening 24 h, 3, 7 and 14 d after treatment, 
and the contents of macrophages, fibroblasts 
and collagen Ⅰ in the tissue were measured 
by immunohistochemistry.

RESULTS: On the 3rd and 7th days after treat-
ment, macrophage contents were significantly 
lower in the injection-therapy group than in 
the other three groups (38.7 ± 4.7 vs 30.2 ± 4.1, 
30.8 ± 3.9, 32.1 ± 4.2, P < 0.05; 43.2 ± 5.1 vs 32.8 
± 4.8, 32.2 ± 4.3, 34.6 ± 5.2, P < 0.05), while the 
contents of fibroblasts (81.25 ± 7.72 vs 30.54 ± 
6.21, 31.36 ± 5.78, 48.75 ± 6.45, P < 0.05; 143.53 
± 13.23 vs 89.63 ± 8.32, 87.46 ± 7.84, 115.57 ± 
11.26, P < 0.05) and collagen Ⅰ were greater 
than those in the other three groups (123621.4 
± 23512.3 vs 2632.5 ± 1846.8, 76352.8 ± 18462.5, 
96342.6 ± 19637.4, P < 0.05; 342753.9 ± 24317.7 
vs 124356.8 ± 21475.6, 126789.3 ± 23124.8, 
185783.4 ± 24315.6, P < 0.05). On the 14th day 
after treatment, the contents of macrophages 
(11.2 ± 2.7 vs 18.8 ± 4.1, 19.1 ± 4.7, 14.2 ± 3.8, 
P < 0.05), fibroblasts (56.72 ± 5.81 vs 73.83 ± 
6.58, 75.67 ± 7.14, 64.84 ± 6.73, P < 0.05), and 
collagen Ⅰ (52896.5 ± 12351.3 vs 113267.8 ± 
20567.4, 119467.9 ± 21486.5, 82748.4 ± 18575.9, 
P < 0.05) were significantly lower in the in-
jection-therapy group than in the other three 
groups. 

CONCLUSION: Gentamycin injection therapy 
can promote the healing of unhealed internal 
opening following anal fistulectomy, prevent 
scars from forming and improve the quality of 
wound healing.

■同行评议者
刘占举, 教授, 同
济大学附属上海
市第十人民医院
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■研发前沿
肛瘘一直是肛肠
外科难治性疾病
之一, 其瘘管走行
的复杂性决定了
手术的难度及手
术的复发率. 手术
并发症及后遗症
一直是临床医师
选择治疗方式时
很难抉择的一个
方面, 微创的手术
方式是治疗肛瘘
及肛瘘复发的研
究热点, 内口的正
确处理是治疗肛
瘘的重点, 肛瘘的
低复发率与微创
治疗有机结合是
肛瘘治疗有待解
决的重要问题.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨注射疗法促肛瘘术后内口不愈大
鼠模型的愈合机制. 

方法: 选用SD大鼠80只, ♂40只、♀40只, 共
造模成80个肛瘘内口不愈模型, 随机分为4组, 
每组20个. 造模成功后第2天起, A组每日在内
口顶端及其潜在的瘘道侧壁上注射硫酸庆大
霉素; B组不做任何处理; C组注射生理盐水; 
D组行传统的切开扩创引流术并每日生理盐
水冲洗. 分别于治疗后24 h、第3、7、14天剪
开部分瘘管夹取内口创缘肉芽组织, 用免疫
组织化学法测定组织中巨噬细胞、成纤维细
胞、Ⅰ型胶原含量情况. 

结果: 在治疗后的第3、7天, 注射疗法组中的
巨噬细胞含量高于其他3组(38.7±4.7 vs  30.2
±4.1、30.8±3.9、32.1±4.2, P <0.05; 43.2
±5.1 vs  32.8±4.8、32.2±4.3、34.6±5.2, 
P <0.05)、成纤维细胞含量高于其他3组(81.25
±7.72 vs  30.54±6.21、31.36±5.78、48.75±
6.45, P <0.05; 143.53±13.23 vs  89.63±8.32、
87.46±7.84、115.57±11.26, P <0.05)、Ⅰ

型胶原含量(免疫组织化学指数)高于其他3
组(123621.4±23512.3 vs  2632.5±1846.8、
76352.8±18462.5、96342.6±19637.4 , 
P <0.05; 342753.9±24317.7 vs  124356.8±
21475.6、126789.3±23124.8、185783.4±
24315.6, P <0.05). 在治疗的第14天注射疗法
组中巨噬细胞含量低于其他3组(11.2±2.7 vs  
18.8±4.1、19.1±4.7、14.2±3.8, P <0.05)、
成纤维细胞含量低于其他3组(56.72±5.81 
vs  73.83±6.58、75.67±7.14、64.84±6.73, 
P <0.05)、Ⅰ型胶原(免疫组织化学指数)含量
低于其他3组(52896.5±12351.3 vs  113267.8
±20567.4、119467.9±21486.5、82748.4±
18575.9, P <0.05). 

结论: 庆大霉素注射疗法能促进肛瘘术后不

愈内口的愈合, 并抑制瘢痕形成, 改善创面修
复质量. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本文是从临床出发, 即在寻求一种微
创的治疗方法(注射疗法)来解决临床中常见病、
多发病, 通过实验的方法进一步明确注射疗法的
疗效及探索注射疗法治疗肛瘘内口未愈的机制, 
为临床提供一种微创、实用的治疗方法, 以减轻
患者的痛苦, 降低医疗成本.
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0  引言

肛瘘是肛管直肠与肛门周围皮肤之间的异常通

道, 大部分的肛瘘是由肛周脓肿发展而来的. 中
医称为“肛漏”. 肛瘘是一种高发病率及高复

发率的疾病, 我国肛瘘发病率占肛肠病发患者患者

数的1.67%-3.6%, 国外相对较高, 为8%-25%. 
多为20-40岁的青壮年, 且男性高于女性, 男女

之比为5∶1, 其中高位复杂性肛瘘占全部肛瘘

的5%-10%[1]. 肛瘘临床表现为肛周肿痛, 反复

流脓或粪水甚至肛周瘙痒等, 严重影响着人们

的生活质量. 且肛瘘不能自愈, 手术治疗是根治

的唯一办法, 而术后创面愈合时间长, 术后复发

率高, 术后复发最常见原因为内口不愈, 再次手

术以切开扩创引流术为主[2], 其失败率亦高, 再
加上多次手术极大的增加了患者的治疗成本和

痛苦, 所以肛瘘, 特别是高位复杂性肛瘘是当今

世界公认的外科领域内难治性疾病之一[3]. 注
射疗法是我们在长期的临床治疗中总结出来的

一种治疗肛瘘术后内口不愈的有效方法, 且其

具有微创性, 在以往的临床观察中得到证实[4]. 
本课题研究是在以往的临床研究基础上, 采用

大鼠体表瘘管内口不愈动物模型, 在庆大霉素

注射治疗后采集内口标本, 测定组织中巨噬细

胞、成纤维细胞、Ⅰ型胶原含量情况, 探索注

射疗法促肛瘘术后内口愈合的机制, 为临床治

疗肛瘘术后内口不愈提供新的有效可行的思路

与方法. 

■相关报道
肛瘘术后内口不
愈导致肛瘘复发
的治疗主要是通
过手术切开引流, 
在此领域研究其
微创的治疗方式
较少, 其主要还是
局限在如何通过
手术技巧减少肛
瘘术后复发率及
术后换药促进肛
瘘术后创面修复.
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1  材料和方法

1.1 材料 选用健康成熟未交配过的清洁级SD
大鼠80只, ♂40只、♀40只, 体质量180-200 
g,  购自湖南斯莱克景达实验动物有限公司 , 
许可证号: SCXK(湘)2013-0004. 硫酸庆大霉

素注射液(2 mL∶8万U, 批准文号: 国药准字

H42022058, 宜昌人福药业有限责任公司生

产)、金黄色葡萄球菌大肠杆菌混合菌液(湖
南中医药大学微生物实验室提供)、生理盐水

(500 mL, 国药准字H43020480, 湖南科伦制药

有限公司)等. 
1.2 方法
1.2.1 造模: 参照王琛等[5]建立体表瘘管大鼠动物

模型的方法上加以改进, 制造肛瘘术后内口不

愈动物模型. 术前对SD大鼠背部手术区域备皮, 
以10%水合氯醛经预试验确定为4 mL/kg剂量腹

腔注射进行麻醉, 麻醉成功后, 在备皮区用络合

碘常规消毒后切开一约0.3 cm宽的切口, 切口深

至肌层, 将无菌直钳从肌层探入长约2.5 cm, 分
离肌层形成一潜在单口内盲管道, 充分止血后

将浓度为1.0麦氏单位大肠杆菌和1.0麦氏单位

金黄色葡萄球菌标准混合菌液30 mL浸泡过的

弹簧纱条置入内盲管道内, 每日以1.0麦氏单位

大肠杆菌与1.0麦氏单位金黄色葡萄球菌标准混

合菌液0.1 mL滴入管道中, 48 h后拔除弹簧纱条, 
在老鼠背部可触及一明显条索状管道并见瘘管

口有脓性分泌物流出者为瘘管造模成功, 然后

将瘘管切开2/3形成内口未愈合肛瘘术后创面模

型, 以后每次治疗前0.5 h在瘘道及创面内滴加

1.0麦氏单位大肠杆菌与1.0麦氏单位金黄色葡

萄球菌标准混合菌液0.1 mL. 
1.2.2 分组: 将造模后的80只大鼠肛瘘术后内口

不愈模型随机分为4组, 分别为A组(注射疗法

组)、B组(空白组)、C组(生理盐水组)、D组(手
术组), 每组20只. 
1.2.3 治疗与疗程: A组(硫酸庆大霉素组): 确定

内口所在部位后, 在内口处消毒3遍后用生理盐

水冲洗, 再用注射器抽出硫酸庆大霉素注射液

(4万U/mL), 在内口顶端及其潜在的瘘道侧壁上

注射, 注射的深度控制在0.3 cm左右, 注射点不

超过3处, 每次注射的总量约1 mL. 注射前先回

抽, 不可将药液注入血管, 1次/d, 3次为1疗程; B
组(空白组): 内口清洁消毒后不做任何处理; C组
(生理盐水组): 消毒后内口及潜在瘘道侧壁注射

生理盐水, 每次总量约1 mL, 1次/d, 1次为1疗程; 

D组(手术组): 造瘘成功后行传统的切开扩创引

流术, 每日创面清洁消毒. 
1.2.4 检测指标: (1)肉芽组织中成纤维细胞含量, 
数值为免疫组织化学指数 = 阳性面积×A ; (2)
肉芽组织中巨噬细胞含量; (3)肉芽组织中Col-
lagen-Ⅰ含量. 
1.2.5 检测[6]: 组织学检查在术后第1、3、7、
14天于内口处肉芽组织取材, (1)将所采集的实天于内口处肉芽组织取材, (1)将所采集的实于内口处肉芽组织取材, (1)将所采集的实

验标本进行石蜡包埋后将石蜡切片常规脱蜡至

水, PBS洗3次×3 min; (2)用pH 6.0 0.01 mmol/L 
CB热诱导修复(微波3档20 min), 室温自然冷

却, PBS洗3次×3 min; (3)0.3%H2O2抑制内源性

过氧化物酶20 min, 室温; (4)PBS洗3次×3 min; 
(5)20%正常羊血清室温孵育30 min, 不洗; (6)
滴加一抗, 37 ℃孵育2 h; (7)PBS洗3次×3 min; 
(8)EnVision试剂(HRP/R)37 ℃, 30 min; (9)PBS
洗3次×3 min; (10)DAB显色8-12 min; (11)苏
木素衬染色, 热水蓝化; (12)吹干后, 树脂封片; 
(13)镜下观察, 背景呈紫蓝色, 阳性产物呈棕黄

色或黄色. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件分析, 

计量资料用mean±SD表示, 多组间均数比较

采用单因素方差分析, 组间两两比较方差齐者

采用LSD检验; 计数资料组间比较采用χ 2
检验, 

P <0.05表示差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 造模情况 肛瘘造模2 d后在大鼠背部可触及

一明显条索状管道, 并见瘘管口有脓性分泌物

流出, 80只大鼠体表肛瘘造模均成功, 肛瘘造模

成功率为100%. 
2.2 大鼠创面肉芽组织中巨噬细胞含量 治疗

后第1天各组内口组织中巨噬细胞含量无差异

(P >0.05); 治疗后第3、7天A组(注射疗法组)内口

组织中巨噬细胞含量高于其他3组(P <0.05); 治
疗后第14天A组(注射疗法组)内口组织中巨噬细

胞含量低于其他3组(P <0.05)、D组(手术组)内口

组织中巨噬细胞含量低于B(空白组)、C(生理盐

水组)两组(P <0.05)(表1). 
2.3 大鼠创面肉芽组织中成纤维细胞含量 治
疗后第1天各组内口组织中成纤维细胞含量无

差异(P >0.05); 治疗后第3、7天A组(注射疗法

组)内口组织中成纤维细胞含量高于其他3组
(P <0.05)、D组(手术组)内口组织中成纤维细

胞含量高于B(空白组)、C(生理盐水组)两组

■创新盘点
本文的研究重点
是在如何更好地地
通过微创的治疗
方法来治疗肛瘘
术后内口不愈合
及假性愈合的问
题, 暂时未发现在
此领域的相关报
道. 现有的治疗此
类问题还是以手
术治疗为主.
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(P <0.05); 治疗后第14天A组(注射疗法组)内口

组织中成纤维细胞含量低于其他3组(P <0.05)、
D组(手术组)内口组织中成纤维细胞含量低于

B(空白组)、C(生理盐水组)两组(P <0.05)(表2). 
2.4 大鼠创面肉芽组织中胶原纤维Ⅰ含量 治
疗后第1天各组内口组织中胶原纤维Ⅰ含量无

差异(P >0.05); 治疗后第3、7天A组(注射疗法

组)内口组织中胶原纤维Ⅰ含量高于其他3组
(P <0.05)、D组(手术组)内口组织中胶原纤维

Ⅰ含量高于B(空白组)、C(生理盐水组)两组

(P <0.05); 治疗后第14天A组(注射疗法组)内口

组织中成纤维细胞含量低于其他3组(P <0.05)、
D组(手术组)内口组织中成纤维细胞含量低于

B(空白组)、C(生理盐水组)两组(P <0.05)(表3). 

3  讨论

肛瘘是由于病理原因所导致肛门或直肠与肛周

皮肤相通所形成的异常管道, 肛窦感染未及时

治疗, 肛周组织感染化脓形成肛门直肠周围脓

肿, 脓肿破溃后或切开引流后形成肛瘘, 另外, 
溃结、克罗恩病、多发性化脓性汗腺炎以及外

伤等均能引起肛瘘. 肛腺感染学说是目前公认

的肛瘘发病学说[7], 而张荣在等[8]对109例肛瘘患

者分泌物行细菌培养及药敏试验中发现革兰氏

阴性菌61例占56.0%, 革兰氏阳性茵(金黄色葡萄

球菌)18例占16.5%, 无菌生长30例占37.5%. 得

出结论: 肛瘘患者的主要病原菌为革兰氏阴性

菌和金黄色葡萄球菌, 其最敏感的抗生素为妥

布霉素、庆大霉素、环丙沙星等.
目前, 手术是治疗复杂性肛瘘唯一可靠的方

法, 但是手术成功率报道不一, 尤其是高位肛瘘, 
其首次手术复发率高达50%, 再次手术失败率

仍高达10%以上[9]. 一般认为肛瘘术后复发的主

要原因有术中未能准确找到内口、未能正确处

理内口、复杂肛瘘的支管漏诊误诊、术后换药

处理不当[10]. 因此, 找到并正确处理内口是肛瘘

治疗的关键, 而肛瘘术后复发的主要原因是内

口的不愈合或假性愈合. 肛瘘术后内口不愈的

最主要原因是由于大便残留、引流不畅等因素

导致内口处持续感染, 再次手术是目前治疗肛

瘘术后内口不愈最有效的方法, 然而再次手术

增加了患者的痛苦和治疗成本, 并且多次手术

导致肛门组织缺损、肛门狭窄或括约肌功能障

碍等并发症的几率会明显增加. 所以, 我们在长

期临床工作中总结出一种注射疗法治疗肛瘘内

口不愈并取得了显著疗效, 该注射疗法是通过

注射庆大霉素至肛瘘术后内口及周围潜在瘘管, 
来治疗肛瘘术后内口不愈的一种微创治疗方法, 
此方法可以提高肛瘘术后内口愈合率, 减少术

后复发率, 减轻患者痛苦, 缩短治疗时间, 节约

社会医疗资源, 解决因多次手术致肛门组织缺

损、肛门狭窄、括约肌功能障碍等不适合再次

表  1  各组大鼠瘘管内口组织中巨噬细胞含量比较 (n  = 10, mean±SD)

     
分组 治疗后第1天 治疗后第3天 治疗后第7天 治疗后第14天

注射疗法组 28.1±4.2 38.7±4.7 43.2±5.1 11.2±2.7

空白组 27.8±3.9  30.2±4.1a  32.8±4.8a   18.8±4.1ac

生理盐水组 27.5±4.1  30.8±3.9a  32.2±4.3a   19.1±4.7ac

手术组 28.8±4.7  32.1±4.2a  34.6±5.2a 14.2±3.8

aP<0.05 vs  注射疗法组; cP<0.05 vs  手术组.

表  2  各组大鼠瘘管组织中成纤维细胞含量(免疫组织化学指数)比较 (n  = 10, 
mean±SD)

     
分组 治疗后第1天 治疗后第3天   治疗后第7天 治疗后第14天

注射疗法组 24.32±6.21 81.25±7.72 143.53±13.23 56.72±5.81

空白组 24.18±5.98 30.54±6.21ac   89.63±8.32ac 73.83±6.58ac

生理盐水组 24.32±6.15 31.36±5.78ac   87.46±7.84ac 75.67±7.14ac

手术组 24.24±6.32 48.75±6.45a 115.57±11.26a 64.84±6.73a

aP<0.05 vs  注射疗法组; cP<0.05 vs  手术组.

■应用要点
本文中介绍的注
射疗法是一种微
创的治疗手段 , 
其具有微创性、
易操作性及有效
性等特点 ,  可以
在临床中得到较
快的推广 ,  可以
减少患者的痛苦, 
提高疾病的治愈
率及降低手术的
复发率节约社会
医疗资源.
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手术的情况.
创面修复是多种细胞因子参与调控的, 以

恢复正常组织的功能和形态完整为目的的复杂

的细胞活动, 需要经历炎症期、增生期及塑形

期. 肛瘘术后内口组织因炎症的存在未能愈合, 
在炎症反应阶段中性粒细胞是最早进入创伤区

的炎性细胞, 中性粒细胞积聚后, 单核-巨噬细胞

也开始增多, 他所释放的生物活性物质多而强, 
并且单核-巨噬细胞和成纤维细胞的增殖关系密

切. 有实验表明没有巨噬细胞参与, 伤口不能愈

合[11]. 在增生阶段, 主要表现为角质细胞、内皮

细胞、成纤维细胞的迁移增殖分化, 达到再上

皮化, 形成肉芽组织, 最后进入塑形阶段. 
肉芽组织是毛细血管、成纤维细胞以及细

胞外基质等构成的幼稚结缔组织, 是创面组织

修复的主要成分[12]. 细胞外基质包含有一种或两

种胶原、氨基聚糖和蛋白聚糖, 而胶原是细胞

外基质的最基本结构, 除了对组织提供支持和

张力外, 还能对细胞施加多种影响. 其中间质胶

原与创面愈合关系最为密切, 在体内以多聚分

子结构即纤维的形式存在. 在创面愈合过程中

起主要作用的是Ⅰ、Ⅲ型胶原. Ⅰ型胶原是皮

肤胶原的重要类型, 其工型胶原起支架作用, 与
皮肤张力密切相关[13]. 在伤口愈合过程中, 新生

胶原能填充组织缺损, 还可调节细胞的迁移、

增殖、特异性基因表达, 他是组织生物力学特

性的主要决定因素, 与血纤维蛋白、纤维连接

蛋白一道构成底物促进上皮再生[14,15]. 
本实验是在以往临床观察的基础之上进行, 

其大鼠肛瘘模型的制造是在大鼠急性感染引起

的肛瘘模型基础之上, 切开部分瘘管组织予以

旷置形成肛瘘术后慢性感染创面, 使其切开瘘

管组织创面与肛瘘术后切开引流组织创面相近, 
而内口不予以切开与临床中肛瘘内口假性愈合

组织相仿, 故本实验的造模是在模仿慢性肛瘘

术后内口假性愈合(内口未愈)的感染模型. 本实

验结果示: 肛瘘术后不愈内口治疗后的第3、7
天, 注射疗法组中的巨噬细胞含量、成纤维细

胞含量、Ⅰ型胶原均较其他3组有提高, 具有统

计学意义. 在治疗后的第14天, 注射疗法组中巨

噬细胞含量、成纤维细胞含量、Ⅰ型胶原均较

其他3组有下降, 具有统计学意义. 故此研究说

明, 注射疗法在治疗特异性肛瘘术后内口不愈

的过程中通过调控不同时期的参与创面修复的

细胞及胶原蛋白的含量来起到促进肛瘘内口愈

合的目的. 但是其具体有哪些细胞因子参与及

调控还需进一步的研究来揭示. 注射疗法在非

特异性感染性肛瘘方面的治疗效果并不确切, 
其治疗机制尚不清楚, 需要在以后的治疗中进

一步的总结与探索. 
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或肛瘘复发.



WCJD|www.wjgnet.com 2014-11-28|Volume 22|Issue 33|

技术出版社, 2004: 8
13	 王琛, 陆金根, 曹永清, 郭修田, 梁宏涛. 隧道式拖线法
对瘘管大鼠I型和Ⅲ型胶原表达的影响. 中国中西医结
合外科杂志 2009; 8: 428-431

14	 Chiang T, McBride J, Chou MY, Nishimura I, Wong 
DT. Molecular cloning of the complementary 

DNA encoding for the hamster TGF-alpha mature 
peptide. Carcinogenesis 1991; 12: 529-532 [PMID: 
2009597 DOI: 10.1093/carcin/12.3.529]

15	 唐世杰, 胡素弯, 庞素芳, 曹亚. 增生性瘢痕和瘢痕疙
瘩组织中I、Ⅲ型胶原蛋白含量的改变及其意义. 医学
临床研究 2004; 21: 366-368

           编辑 郭鹏 电��� 都珍���编辑�� 郭鹏 电��� 都珍���  郭鹏 电��� 都珍���郭鹏�� 电��� 都珍���  电��� 都珍���电编�� 都珍���  都珍���都珍珍��  

■同行评价
本文从临床出发, 
到实验研究, 选题
贴近临床, 题目新
颖, 既能够解决临
床的实际问题, 又
能阐述治疗的部
分机制, 为临床治
疗提供了新思路, 
实验设计合理, 实
验结果能够反映
临床的治疗效果.
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