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前 言
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引 言

周围神经植入物包括生物源性材料、合成材料及其复合材料等，被制备成条索、膜片、套管、水凝

胶等不同形态，在周围神经损伤的再生修复过程中可以提供引导神经轴突生长、防止瘢痕侵入或防止吻

合口粘连的微环境，促进受损神经结构的修复和功能的重建。周围神经植入物的安全性和有效性必须通

过临床前的体内试验来进行验证和评价，建立有效的周围神经损伤修复动物模型和普适性的统一评价体

系是保证体内试验可靠和可比较的关键。由于每一种动物模型都各有其优势和不足，并没有某个确切的

动物种属能完全复制人体周围神经损伤后再生的特征性生物学过程，因此，需要综合考量动物种属的神

经生物学特性、遗传稳定性、寿命、可用实验动物数量、动物的经济及管理成本，以及社会伦理和管理

法规的相关要求等诸多因素，遵循相似性、再现性、可靠性、适用性、可控性、易行性等实验动物模型

复制的一般原则，将周围神经植入物临床前体内评价的动物模型及其试验和评价方法合理化、标准化。

常用的周围神经损伤动物模型按损伤建立方法的不同，有卡压伤模型、牵拉伤模型和横断伤模型等，

其中横断伤通过选择性切断目标周围神经来造成受损神经支配区的运动功能、感觉功能及自主神经功能

障碍，模拟了神经断裂的情况，是最严重的一种神经损伤；其制作流程简单，建模方法稳定，可重复性

强，具有损伤级别的统一性，有利于定性定量分析，适用于神经再生组织工程研究和失神经支配区病理

变化及其影响因素探讨。

周围神经损伤修复按手术范式的不同，可分为直接缝合、移植物桥接和吻合口包裹三种类型，其中，

直接缝合适用于无缺损或无明显张力的微小神经缺损的修复，移植物桥接适用于不能直接缝合或缝合后

产生较大张力的神经缺损修复，吻合口包裹则用于防止神经端端吻合后吻合口与周围组织粘连，以及非

完全离断性神经损伤的辅助治疗。

常用的周围神经损伤修复动物模型按实验动物分类，包括大鼠、兔等小动物和狗、猪、羊以及猴等

大动物试验模型，不同动物基于其神经直径、长度、类型等解剖形态特征，适用于不同的研究目的。小

动物模型易于管理，成本较低，其中，大鼠坐骨神经是其周围神经中最大的神经，周围软组织条件良好，

易于显微手术操作，不易感染，遗传稳定性好，能够便利地进行神经修复的功能性评价，利于在更短的

时间内高通量产出研究结果以进行统计分析和评估，可参考比较的研究数据丰富，相较于其他动物模型

具有显著优势，故大鼠坐骨神经损伤模型是周围神经修复研究中最普遍应用的小动物模型；但啮齿类动

物的神经再生能力过强，限制了其试验结果预示临床疗效的可靠程度；此外，大鼠周围神经长度有限，

通常< 15 mm，不适于作为长段神经缺损修复的研究模型。实验兔的体型、体重和神经结构均较大鼠更大，

易于造模、取材及对神经微结构进行观察与研究，是周围神经损伤修复研究的常见选择；其坐骨神经长

度较长，易于制作3-4厘米的缺损，常用作较大神经缺损的非啮齿动物模型；其咀嚼肌运动活跃，下颌

发育充分，适用于面神经修复模型，是头颈周围神经修复的代表模型。大动物模型的优势在于其神经组

织修复及功能重建行为更接近于人，寿命更长，可以实现更长时间内对周围神经再生行为的评价。其中，

比格犬则是世界卫生组织推荐的标准化动物，是大动物模型中最常使用的动物；狗的神经纤维数量和神

经大小接近人，其腓总神经常用于周围神经损伤修复模型。猴在物种上与人高度相似，且能够进行远端

的精细运动，主要用于建立桡神经、尺神经等上肢神经模型；羊的正中神经与人尺神经和正中神经的尺

寸相当，股神经与人尺神经长度相近，再生行为也与人相似，羊正中神经模型有望成为周围神经修复研

究的大动物代表模型。但大动物体积更大，导致神经再支配的距离增加；大动物模型，尤其是灵长类动

物的神经再生研究，普遍受限于周期较长、成本过高、实验动物数量有限、伦理审核难于通过、可参考

比较的数据较少等问题。

遵循《医疗器械动物试验研究注册审查指导原则》、结合产品用途选择适宜的动物模型、获得充分

的临床前体内评价基础数据，是符合减少（Reduction)、替代（Replacement）和优化（Refinement）

的3R原则、科学客观评价周围神经修复材料安全性和有效性的优化模式。

周围神经损伤修复动物模型及其试验方法的研究仍处于持续发展中，本文件提供了具有代表性的大

鼠坐骨神经、兔坐骨神经/腓总神经及面神经、犬坐骨神经及腓总神经损伤模型和方案以及手术操作示

例，但并不排除其他可用的动物模型及试验方法应用于临床前评价。
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尽管动物模型近似模拟了临床上人体的生理条件, 这些模型也仅仅代表人体对病理因素的大致反

应，不一定能完全预示人体使用效果，标准的使用者有责任保证体内试验的可靠性、确定规则的适用性，

谨慎解释临床前体内试验结果在人体的可能适用条件。
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组织工程医疗器械产品 周围神经植入物 周围神经损伤修复的临床
前体内评价方法

1 范围

本文件规定了大鼠坐骨神经、兔坐骨神经/腓总神经及面神经和犬坐骨神经/腓总神经损伤动物模型

的制备方法和相应试验操作示例，以及形态学、组织学、电生理、行为学分析等测定和评价方法。

本文件适用于周围神经植入物的临床前体内试验评价。
注：特定临床应用目的的动物试验研究，可选用相应的特定神经损伤模型，如指/趾神经等。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 16886.1 医疗器械生物学评价 第1部分：风险管理过程中的评价与试验

GB/T 16886.2 医疗器械生物学评价 第2部分：动物保护要求

GB/T 16886.6 医疗器械生物学评价 第6部分：植入实验

GB/T 16886.12 医疗器械生物学评价 第12部分：样品制备与参照样品

GB 14925 实验动物 环境及设施

YY/T 1576 组织工程医疗器械产品 可吸收材料植入试验

YY/T XXXX 组织工程医疗器械产品 生物源性周围神经修复植入物通用要求

3 术语和定义

YY/T 1670.1及YY/T XXXX 中界定的术语和定义适用于本文件。

3.1

髓鞘 Myelin sheath

包绕有髓神经纤维的管状外膜，其化学成分为髓磷脂，又称髓磷脂鞘；周围神经系统的髓鞘由施万

细胞的胞膜融合、并呈同心圆状包裹轴突而形成。
注：髓鞘具有绝缘作用，能提高神经冲动的传导速度，并保证其定向传导，增强神经细胞与组织间的连接。

3.2

髓鞘化 Myelination

神经系统发育或神经损伤修复过程中髓鞘形成的过程。

3.3

周围神经临界缺损长度 Critical Gap Length (CGL) of peripheral nerve[3]

指动物周围神经损伤后可以自行修复的最大长度，是由动物种属决定的固有性能。

4 缩略语

下列缩略语适用于本文件。

CGL 周围神经临界缺损长度 Critical Gap Length；

DRG 背根神经节 Dorsal root ganglion；

5 动物模型

5.1 动物种属
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本文件推荐用于周围神经损伤修复的小动物模型首选大鼠和兔，大动物模型首选比格犬。如选用其

他动物种属的，应说明合理性。

5.2 周围神经损伤动物模型选择原则

应按照GB/T 16886.2规定的实验动物要求选择动物和设计；根据产品的预期用途、适用的手术范式、

周围神经缺损的长度、以及动物的体型限制来选择和建立动物模型。一般考虑参见表1。一般情况下，

神经组织修复及功能重建等中长期评价项目推荐选用大动物模型进行。

表 1 周围神经损伤动物模型选择

产品预期用途 手术范式
周围神经缺

损长度 mm

选用

模型

动物

种属
品系

基线情况

年龄/体重/性别

防粘连、辅助治

疗等膜类产品
神经端端吻合 0

大鼠坐骨神经离

断伤模型
大鼠

Sprague- Dawley (SD)

或 Wistar 或 Lewis

或 Fischer

成年

150 g～300 g

雌雄不限

小间隙移植桥接

材料等
神经小间隙吻合 0～5

大鼠坐骨神经小

间隙缺损模型
大鼠 同上 同上

周围神经导管等 神经桥接修复

5～15
大鼠坐骨神经长

段缺损
大鼠 同上 同上

5～50

兔坐骨神经/腓总

神经缺损 兔

新西兰白兔

日本大耳白兔

中国白兔

成年

2.5 kg～5 kg

雌雄不限兔面神经缺损

5～50
犬坐骨神经/腓总

神经缺损
犬 比格犬

成年

8 kg～15 kg

雌雄不限

注1：根据文献报道，推荐大鼠坐骨神经临界缺损长度CGL为10 mm，宜不大于15 mm；兔腓总神经临界缺损长度CGL

为30 mm，宜不大于50 mm；比格犬坐骨神经/腓总神经临界缺损长度CGL为30 mm，宜不大于50 mm。

注2：常用不同动物种属的周围神经临界缺损尺寸以及各模型选用的最大缺损尺寸值参见附录A。

5.3 实验动物管理

5.3.1 动物饲养与管理按 GB/T 16886.2 和 GB 14925 的要求进行。动物试验方案需经过动物福利和伦

理审查，应符合国家《实验动物管理条例》、《实验动物质量管理办法》、《医疗器械动物试验研究注

册审查指导原则》有关规定。

5.3.2 应使用质量合格的 SPF 级实验动物或检疫合格的实验用动物，在具备动物实验资质（如：有关

部门颁发的动物实验资格证明文件）的机构开展动物实验，以保证动物实验结果真实、可靠。

5.3.3 应将动物饲养记录、镇痛麻醉记录、手术过程记录、原始病理照片、手术切片、手术录像等实

验原始资料、对动物麻醉死亡等非预期事件的有关证据及分析资料等归档保存，避免不同术者手术操作

差异、动物麻醉死亡、手术死亡、术后感染及其他意外情况对产品评价产生影响。

6 试验方案设计和试验方法

6.1 供试品和对照品

6.1.1 供试品：应按 GB/T 16886.1 的要求经过生物学评价，可吸收生物材料的相容性宜参考 YY/T 1576

进一步评价。应参照 GB/T 16886.12 的要求进行制备，与最终产品的制造、处理、清洗及灭菌等全过程

一致，且保持完好直至植入。

6.1.2 对照品：应参照 GB/T 16886.12 的要求，所选择的对照品材质、结构设计、预期用途应与供试

品一致或尽可能相似，其所采用的处理、清洗及灭菌方法应能保持可接受性和良好的对照性，以境内已

上市产品或已被临床所接受的同类材料作为首选对照样品；无同类或已上市产品时，可选择切取自体神

经作为对照。

6.1.3 对照品和供试品应以相同条件施行植入手术，试验动物的种属、品系、年龄、性别、体重及解

剖部位均应保持一致。
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6.1.4 试验需进行随机化分组，如适用，建议设置如下 2 个对照组：空白组、上市产品组或自体神经

移植组。

6.2 试验样品尺寸

试验样品应根据供试品产品的预期用途和使用的动物模型设定植入尺寸。一般地，基于受损神经功

能重建要求和供试品促进神经修复有效性评价的考量，试验样品尺寸宜至少长于模型缺损长度 2 mm。

6.3 样本量

鉴于实验动物的变异性，综合统计学因素，应保证试验植入的试验品及对照品的动物样本量均不少

于10只。

6.4 评价指标

宜根据供试品的预期用途、动物神经损伤模型设置评价指标；常用检测及评价的项目如表2。

表 2 检测评价指标

序号 评价项目 检测/观察指标 大鼠模型 兔模型 比格犬模型

1 行为学（运动功能）

足迹分析-坐骨神经功能指数/趾展试验（大鼠适用）

踝关节指数（兔坐骨/腓总神经适用）*
面部对称指数/触须运动评分（兔面神经适用）

录像法（比格犬适用）*

√ √ √

2 感觉神经功能* 针刺试验 √ / /

3 神经电生理
神经传导速度(NCV)；

动作电位波幅(CMAP)
√ √ √

4 大体观察
与周围组织的粘连、受压情况；

缝合口的连续性、有无神经瘤的形成等
√ √ √

5 组织反应*
炎性细胞的数量、纤维包囊的厚度

血管的生成、细胞浸润程度等
√ √ /

6 肌肉恢复率
靶肌肉称重（患侧/健侧）（坐骨/腓总神经模型适用）；或

靶肌肉小腿中段周长比（患侧/健侧）（大鼠适用）
√ √ √

7 组织形态学
新生神经纤维，包括轴突和髓鞘；

髓鞘数量、厚度及直径，G-ratio
√ √ √

8 免疫组化/荧光 新生神经纤维，包括轴突和髓鞘 √ √ √

9 超微结构观察* 再生神经纤维的超微结构观察 √ √ √

注1：*项为选做项目；

注2：同一评价项目中，可根据评价目的，选择1项或多项指标进行检测评价。

6.5 试验周期和观察时间

6.5.1 在开展体内试验前，应通过体外实时、加速降解实验等预先评估供试品的降解性能和降解周期。

对于可降解吸收的供试品，试验周期应长于试验样品降解吸收的时间；对不降解或不能完全降解的产品，

试验周期应覆盖相应的组织反应达到一定稳定状态所需的时间。

6.5.2 根据所选择的动物模型种类、产品的降解/吸收周期、轴突形成、髓鞘化及趋化性再生等因素，

原则上观察期应至少设置 3 个节点，宜覆盖供试品于体内转归的各个阶段，包括：

a) 移植反应的早期阶段, 没有或仅有少许降解；

b) 降解及组织修复过程，降解达到 50 %～70 %左右；

c) 完全降解或达到组织修复的稳定阶段。

6.6 试验方法

6.6.1 大鼠坐骨神经损伤模型手术方法

手术操作示例如下，见表3：
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表 3 大鼠坐骨神经损伤模型手术操作示例

序号 手术流程 手术操作步骤示例

1 麻醉、备皮

a.对试验大鼠称体质量后腹腔注射2 % 戊巴比妥钠（30 mg/kg）麻醉；

b.麻醉成功后，将术区（臀部和大腿后方）毛发剃干净；

c.取俯卧位固定四肢，2 %碘町和75 %酒精常规消毒，铺无菌孔巾。

2 显露、游离神经

a.于一侧股后外侧、股骨下缘行纵行、长约30 mm切口，逐层切开皮肤和皮下组织；

b.沿肌肉间隙分离，显露坐骨神经及其主要分支；

c.将盐酸利多卡因滴于显露的坐骨神经上。

3
模型

制备

端端吻合模型 剪断坐骨神经，过程中应尽量避免和减少出血。

小间隙缺损模型 剪断坐骨神经，自然回缩形成缺损，过程中应尽量避免和减少出血。

长段缺损模型
剪断坐骨神经，待自然回缩，由近端至远端切除神经，制作试验方案所设定长度的缺损；

过程中应尽量避免和减少出血。

4
材料

植入

端端吻合模型

a.显微镜下用8/0-10/0无损伤缝线行神经端端吻合；

b.供试品组/上市产品对照组：在缝合口包裹受试品，确认植入材料无扭曲、翻转等异常；

c.空白组：不做处理。

小间隙缺损模型

a.供试品组/上市产品对照组：保持神经缺损为1mm～3mm，将受试品置入缺损部位，显微

镜下用8/0-10/0无损伤缝线将材料两端分别与两断端神经外膜各间断缝合2～4针，确认远

近端解剖学标志对位良好；

b.空白组：于显微镜下用8/0-10/0无损伤缝线行神经端端吻合。

长段缺损模型

a.供试品组/上市产品对照组：将受试品置入缺损部位，显微镜下用8/0～10/0无损伤缝线

将材料两端分别与两断端神经外膜各间断缝合2～4针，确认神经远近端解剖学标志对位良

好；

b.自体神经移植组：切取所需长度的自体神经段，翻转后回植，于显微镜下用8/0-10/0

无损伤缝线分别与两神经断端吻合；

c.空白组：不做处理。

5 缝合 以4/0缝线逐层缝合肌肉、筋膜、皮下及皮肤，常规消毒包扎，清除皮肤表面血迹。

6 术后管理 术后常规管理，防止撕咬和感染，观察精神状态、饮食状况及伤口愈合情况。

6.6.2 兔坐骨/腓总神经缺损模型手术方法

手术操作示例如下，见表4：

表 4 兔坐骨/腓总神经缺损模型手术示例

序号 手术流程 手术操作步骤示例

1 麻醉、备皮

a.对试验兔称体质量后以3%戊巴比妥钠(30 mg/kg) 腹腔麻醉；

b.麻醉成功后，将术区（臀部和大腿后方）毛发剃干净；

c.取俯卧位固定四肢，2 %碘町和75 %酒精常规消毒，铺无菌孔巾。

2 显露、游离神经

a.于一侧大腿中下段后外侧切口，切口长度根据试验方案待植入受试品的长度确定；

b.沿股二头肌和内收肌之间肌肉间隙分离，显露坐骨神经、腓总神经和胫神经；

c.将坐骨神经自梨状肌下缘至膝关节上缘游离,滴加盐酸利多卡因。

3
模型

制备

坐骨神经缺损模型
自梨状肌以远切断坐骨神经，待自然回缩，由近端至远端制作试验方案所设定长度的

缺损。

腓总神经缺损模型
距坐骨神经分叉处2 mm～10 mm剪断腓总神经，待自然回缩，由近端至远端制作试验

方案所设定长度的缺损。

4 材料植入

供试品组/上市产品对照组：将受试品置入缺损部位，显微镜下用8/0～10/0无损伤缝

线将材料两端分别与两断端神经外膜各间断缝合4～8针；

自体神经移植组：切取所需长度的自体神经段，翻转后回植，于显微镜下用8/0-10/0

无损伤缝线分别与两神经断端吻合；

空白组：不做处理。

5 缝合 以4/0缝线逐层缝合肌肉、筋膜、皮下及皮肤，常规消毒包扎。

6 术后管理 术后常规给予分笼饲养。连续3天肌肉注射恩诺沙星（5 mg/kg），预防感染。

6.6.3 兔面神经缺损模型手术方法
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手术操作示例如下，见表5：

表 5 兔面神经缺损模型手术操作示例

序号 手术流程 手术操作步骤示例

1 麻醉、备皮
对试验兔称体质量后以3%戊巴比妥钠(30mg/kg) 腹腔麻醉；

去除面部毛发，侧卧位固定于手术台上并消毒。

2 显露、游离神经
取口角至耳前连线中点切开皮肤，切口长度根据试验方案待植入受试品的长度确定；

分离咬肌表面筋膜，显露面神经主干及其分支。

3 模型制备：下颊支缺损模型 切断下颊支，待自然回缩，制作试验方案所设定长度的神经缺损。

4 材料植入

供试品组/上市产品对照组：将受试品置入缺损部位，显微镜下以10/0无损伤丝线3～

4针吻合神经外膜；

自体神经移植组：切取所需长度的自体神经段，翻转后回植，显微镜下以10/0无损伤

丝线分别与两神经断端吻合；

空白组：不做处理。

5 缝合 庆大霉素喷洒创面后，以4/0缝线逐层缝合肌肉、筋膜、皮下及皮肤，常规消毒包扎。

6 术后管理 术后常规给予分笼饲养。每2天以碘伏溶液消毒术区创面，连续3次。

6.6.4 比格犬坐骨/腓总神经缺损模型手术方法

手术操作示例如下，见表6：

表 6 比格犬坐骨/腓总神经缺损模型手术示例

序号 手术流程 手术操作步骤示例

1 麻醉、备皮

对试验比格犬称体质量后用3 %戊巴比妥钠（1 mg/kg）静脉注射+速眠新注射液(846

合剂)（0.08 ml/kg）肌肉注射麻醉；

常规备皮消毒、配皮，侧卧位固定四肢，铺无菌孔巾。

2
显露、游

离神经

坐骨神经缺损模型

于一侧臀部至大腿后外侧切口，切口长度根据试验方案待植入受试品的长度确定；

沿肌肉间隙分离，显露坐骨神经及其主要分支；

滴加盐酸利多卡因于显露的坐骨神经上。

腓总神经缺损模型

于一侧大腿中下段后外侧切口，切口长度根据试验方案待植入受试品的长度确定；

沿肌肉间隙分离，显露坐骨神经、腓总神经和胫神经；

滴加盐酸利多卡因于腓总神经上。

3
模型

制备

坐骨神经缺损模型
自梨状肌以远剪断坐骨神经，待自然回缩后由近端至远端制作试验方案所设定长度的

缺损。

腓总神经缺损模型
距坐骨神经分叉处2 mm～10 mm剪断腓总神经，待自然回缩后由近端至远端制作试验

方案所设定长度的缺损。

4 材料植入

供试品组/上市产品对照组：将受试品置入缺损部位，显微镜下用8/0～10/0无损伤缝

线将材料两端分别与两断端神经外膜各间断缝合4～8针；

自体神经移植组：切取所需长度的自体神经段，翻转后回植，显微镜下以10/0无损伤

丝线将其两端分别与两神经断端吻合；

空白组：不做处理。

5 缝合 以4/0缝线逐层缝合肌肉、筋膜、皮下及皮肤，常规消毒包扎。

6 术后管理 术后三天均肌肉注射80万单位青霉素，预防感染。术后常规给予分笼饲养。

7 临床观察与评价

7.1 临床观察

植入周期内每天观察动物的一般状态，记录任何异常，如自噬、伤口、双下肢足底有无溃疡形成及

愈合情况等。若有动物死亡，应及时尸检并分析、记录原因；垂死动物应及时隔离处理。

在试验方案设定的观察时间点进行活体评价项目。

7.2 临床评价
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7.2.1 行为学分析

7.2.1.1 小动物行为学分析：大鼠

7.2.1.1.1 足迹分析-坐骨神经功能指数的测定

在试验方案设置的观察时间点进行。

（1） 在大鼠双侧后足底部涂上黑墨水，然后让其走过一个40 cm×8 cm底部铺有白纸、末端连

接暗箱的过道，行走后白纸上留下足迹；

（2） 分别测量实验侧（E）和正常侧（N）的足印长度（Print length，PL）、足距宽度（Toe

spread，TS）和中间足趾宽度（Intermediary toe spread，ITS）。其中，足印长度PL

测量值为足跟到足尖的最长距离；足距宽度（Toe spread，TS）测量值为第一趾到第五

趾之间的连线距离；中间足趾宽度（Intermediary toe spread，ITS）测量值为第二趾

到第四趾之间的连线长度。

（3） 将测得的参数代入式（1），计算坐骨神经功能指数（Sciatic Function Index，SFI ）。

SFI =− 38.3(EPL − NPL)/NPL + 109.5(ETS − NTS)/NTS + 13.3(EITS − NITS)/NITS − 8········· (1)

式中：

SFI ——坐骨神经功能指数；

EPL ——试验侧足印长度，mm；

NPL ——正常侧足印长度，mm；

ETS ——试验侧足距宽度，mm；

NTS ——正常侧足距宽度，mm；

EITS——试验侧中间足趾宽度，mm；

NITS——正常侧中间足趾宽度，mm。

（4） 结果判定：

SFI为0表示功能正常；-100表示坐骨神经功能完全丧失。SFI绝对值越大，代表运动功能越差。

7.2.1.1.2 趾展试验

在试验方案设置的观察时间点进行。

提住大鼠尾巴根部使大鼠悬吊，待健侧后肢足趾完全伸展时，根据足趾伸展分级评价量表（表7）

对患肢足趾伸展情况进行赋分。操作中注意双侧对比。

表 7 足趾伸展分级评价量表

评分 临床特征

0 级 患肢没有足趾伸展

1 级 患肢足趾部分伸展

2 级 患肢足趾完全伸展，并且维持伸展状态超过2 s

7.2.1.2 小动物行为学分析：兔

7.2.1.2.1 兔坐骨/腓总神经损伤：踝关节指数

在试验方案设置的观察时间点进行。

1) 采用高速摄像机记录实验免踝关节跳跃过程中踝关节活动情况，实验兔从静止-跳跃-静止即为

一个完整跳跃周期；

2) 录制5个跳跃周期，通过MATLAB软件将获取的视频输出为系列图片(2帧/张)；

3) 测量系列图片中免在跳跃过程中的踝关节角度(Q°)，即以踝关节为支点，其连接的下肢与足

爪之间形成的夹角；

4) 绘制运动时间(t)-角度(Q°)曲线，分析踝关节指数。

踝关节指数 = Q°最大 − Q°最小········································· (1)

式中：Q°——免跳跃过程中踝关节角度
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7.2.1.2.2 兔面神经损伤：面部对称性分析、触须运动评分

a) 面部对称性指数：

于术前及术后观察时间点进行。

用高清相机拍摄静止状态下的兔面部表情，分别测量鼻唇中线与双侧上唇之间的夹角Q°，观察唇

部偏斜情况，统计分析面部对称性指数。

结果判定：对称性指数绝对值越低表明对称性越好，面神经的修复越好。

面部对称性指数 = Q°术侧 − Q°健侧······································ (1)

式中：Q°——鼻唇中线与上唇之间的夹角

b) 触须运动

于术前及术后观察时间点进行。

使用固定机位高清摄像机（25 帧/s）拍摄兔的面部运动视频15 s，记录触须运动。通过MATLAB软

件将获取的视频输出为系列图片(2帧/张)。由两位经过培训、且对干预措施不知情的测试员独立评估视

频，比较术侧和正常侧触须拂动的程度和对称性，并根据触须运动分级评价量表（表8）赋分。

结果判定：分值越高表明面神经运动功能恢复越好。

表 8 触须运动分级评价量表

评分 临床特征

0 触须拂动消失

1 触须拂动轻微

2 触须拂动缓慢

3 触须拂动正常且双侧对称

7.2.1.3 大动物行为学分析：录像法

在试验方案设置的观察时间点进行。用高精度摄像机拍照和录像，进行步态分析：比较手术侧后肢

的运动行为特征及双侧后肢的运动协调能力，包括保持上肢抬起的站立姿势时后肢的负重表现和跖趾关

节跖屈位情况等。

7.2.2 感觉神经功能:针刺测试 Pinprick Test

在试验方案设置的观察时间点进行。

由经过培训、且对干预措施不知情的测试员用标准钝头骨针对大鼠后肢脚趾到膝关节段皮肤施加挤

压刺激，观察因疼痛刺激引起的反应，并根据刺激分级评价量表（表9）对感觉功能恢复情况赋分。

结果判定：分值越高表明感觉神经功能恢复越好。

表 9 刺激分级评价量表

评分 临床特征

0 对任何区域的刺激均无反应

1 刺激踝关节以上区域有反应

2 刺激足跟/足底区域脚踝远端有反应

3 刺激跖骨区域有反应

7.2.3 神经电生理检测

在试验方案设置的观察时间点进行。

腹腔麻醉试验动物后，无菌条件下，在原手术切口处暴露所植入受试品的近、远侧端，采用电生理

仪检测并记录复合肌肉动作电位（Compound muscle action potentials，CMAP）。刺激电极位于神经

移植物的近、远端，记录电极位于神经支配的目标肌肉，地线位于记录电极附近肌肉。

测量两个刺激电极间的距离和潜伏期，并通过式（4）计算出神经传导速度(Nerve conduction

velocity, NCV)。同时记录双侧CMAP的波幅，数据用实验侧与正常侧波幅之比来表示。
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神经传导速度 = 冲动传导距离／冲动传导所需时间······························ (1)

8 解剖和取材

8.1 大体解剖观察

在试验方案设定的试验终点，按GB/T16886.2的要求，以适用方式人道地处死动物并取材。

无菌条件下，由原手术入路完整暴露受试品，肉眼观察受试品与周围组织的粘连、离断情况，有无

神经瘤的形成、材料降解情况等。沿受试品上下各5 mm截断坐骨/腓总/面神经取样，处理后制备切片，

方法参照附录B。

8.2 组织形态学评价-组织反应

用石蜡切片进行HE染色，在光学显微镜下观察并采集图像，观察炎性细胞浸润，纤维包囊厚度，血

管生成及细胞浸润程度。

8.3 组织形态学评价-新生神经纤维：髓鞘数量、厚度、直径、G-ratio

按下列步骤进行：

a）将受试品和远端神经进行修剪，4 ℃条件下在2.5 ％（v/v）的戊二醛中固定2 h后，继续使用1 %

（w/v）四氧化锇进行后固定20 min。梯度乙醇脱水，并包埋在Epon 812环氧树脂中，使用超薄切片机

制备半薄切片(1.0 μm)和超薄切片（50.0 nm）。

b）超薄切片经乙酸双氧铀和枸橼酸铅染色后，应用透射电镜观察。半薄切片用1 %的甲苯胺蓝/1 %

硼砂溶液染色后，光学显微镜下观察。形态学测量评估：各组轴突再生情况通过平均髓鞘厚度（the mean

thickness of myelin sheath）、有髓神经纤维平均直径（the mean diameter of the nerve fibers）、

G-ratio（the axon to fiber diameter ratio）评价。

c）切片行甲苯胺蓝染色后，在光学显微镜下观察并采集图像，其中每个切片选择5个高倍视野（×

1000，切片的中央、顶部、底部、左侧和右侧）进行分析，通过Image-Pro Plus软件计算有髓神经纤维

的平均密度（轴突数量/mm2）。

8.4 免疫组化/荧光-新生神经纤维轴突、髓鞘

冰冻切片免疫荧光染色。冰冻切片0.3 % (v/v) Triton-X溶液漂洗30 min，10 %马血清封闭2 h，

加入一抗（NF200 1:1000和 S100 1:1000），4 ℃湿盒内孵育24 h，PBS（p H 7.4）彻底漂洗 3次后，

加入荧光标记的二抗（FITC 1:200和 CY3 1:200），室温下避光完全反应 2 h后，PBS彻底漂洗后甘油

封片，激光共聚焦显微镜、荧光显微镜观察结果。

8.5 超微结构观察-透射电镜（TEM）

使用超薄切片透射电镜观察髓鞘纤维、施万细胞、再生血管、髓鞘板层结构等，进一步分析再生轴

突和髓鞘的成熟度。

8.6 运动神经功能-靶肌肉神经再支配评价

按以下方法进行运动神经功能分析。

a) 靶肌肉湿重比

完整切取术侧与健侧神经支配的靶肌肉，以纸巾等将表面附着血液吸取干净，电子天平称重。按式

（5）计算靶肌肉湿重比。

靶肌肉湿重比 = （术侧肌肉湿重/健侧肌肉湿重） ∗ 100%························ (1)
b) 小腿中段周长比

分别测量术侧与健侧小腿中段周长，按式（6）计算。

小腿周长比 = （术侧小腿中段周长/健侧小腿中段周长） ∗ 100%····················(2)

9 结果分析和试验报告
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9.1 结果分析

采用观察、检测记录分析，结合病理解剖的综合评价方式进行试验结果的分析和评价。具体宜包括

如下内容：

a) 定量指标的统计描述应计算均值、标准差、中位数、最小值、最大值，下四分位数（Q1），

上四分位数（Q3）；分类指标的统计应描述各类的例数、发生率及构成比；

b) 动物模型实验采用单只动物分别植入受试品或对照产品，对两组一般情况的比较应根据指标

的类型采用适当的方法进行分析，定量资料的组间比较采用成组 t 检验或 Wilcoxon 秩和检验，

分类数据采用卡方检验或精确概率法，等级资料采用 Wilcoxon 秩和检验。提供试验组与对照

组的优良率差值及其可信区间。

c) 动物试验结论需包括统计学分析与生物学数据分析，并结合临床预期用途作出综合总体评价。

9.2 试验报告

试验报告应提供详细的数据资料，以能够对结果作出独立的评价，至少应包括以下内容：

a) 所有受试品及对照品的详细信息、试验方案、手术操作过程及评价方法；

b) 取样与组织学制备方法、图像分析软件的名称及版本号、结果的综合及比较评价；

c) 应注明检测机构和检测日期。
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A
A

附 录 A

（资料性）

常见周围神经缺损模型

表A给出了文献报道的及选用的最大缺损尺寸。

表 A.1 文献报道的不同种属动物的各种周围神经缺损模型及选用的最大缺损尺寸

种属 品系 年龄 体重 神经类型
选用的缺损

长度/mm
材料特征

大鼠

Lewis, SD, Wistar 成年 250 g~300 g 坐骨神经 15*[3]/30 Collagen[4], PCL[5], PVC[6] , Chitosan[7], Silicone[8],
PLGA[9], Collagen[10]

Lewis 成年 200 g~220 g 正中神经 20 trimethylenecarbonate-co-epsilon-caprolactone[11]

Lewis 成年 200 g~300 g 股神经 10 羊膜[12]

Wistar 成年 ~250 g 胫神经 20 Collagen[13]

Fischer 成年 ~250 g 腓神经 14 Glycolide trimethylene carbonate/ collagen[14]

Wistar 成年 ~400 g 腓肠神经 10 硅胶[15]

Lewis 成年 —— 面神经 7 硅胶[16]

SD 成年 ~350 g 齿槽神经 10 Collagen[17]

Fischer 成年 250 g~300 g 海绵体神经 5 硅胶+施万细胞[18]

兔

新西兰大白兔 成年 2.5 kg~3 kg 腓总神经 30*[3]/40 Collagen/Col+ GAG[19]、PHB[20]

新西兰大白兔 成年 2.5 kg~3 kg 腓神经 40 PHB+GGF[21]

日本大白兔 成年 4 kg~4.5 kg 坐骨神经 50 Polylactic acid+e-caprolactone (PLAC)+肌肉 [22]

新西兰大白兔 成年 2.5 kg~3 kg 腹膜神经 60 自体静脉导管+自体施万细胞 [23]

新西兰大白兔 成年 2.5 kg~3 kg 面神经 13 硅胶+NGF[24]

新西兰大白兔 成年 2.5 kg~3 kg 胫神经 40 自体静脉导管[25]

新西兰大白兔 成年 2 kg~3 kg 桡神经 5 胶原[26]

新西兰大白兔 成年 3.5 kg 隐神经 10 硅胶[27]、胶原[28]

日本大白兔 成年 ~4.5 kg 下牙槽神经 6 ePTEF[29]、硅胶+NGF[30]

狗

比格犬 成年 6 kg~9 kg 坐骨神经 30*[3]/50 人工组织神经+神经再生素[31]、PGA/Chitosan[32]、
Chitosan/collagen[33] PLGA/Chitosan+BMSC[34]

比格犬 成年 8 kg~15 kg 腓神经 80 PGA/Collagen[35]

蒙古犬 成年 15 kg~25 kg 尺神经 54 硅胶+神经移植[36]

杂交犬 成年 8 kg~11 kg 胫神经 25 PLGA-Chitosan[37]

蒙古犬 成年 9 kg~12 kg 面神经 20 Millipore[38]

比格犬 成年 10 kg~12 kg 腹后神经 10 PGA/Collagen [39]

比格犬 成年 10 kg~15 kg 膈神经 10 PGA/Collagen[40]

比格犬 成年 7 kg~15 kg 喉返神经 10 PGA/Collagen[41]

猪

小型猪 5 m~7 m 30 kg~40 kg 腓总神经 40*[3]/50 隐神经自体移植[42]

小型猪 5 m~7 m 30 kg~40 kg 坐骨神经 10 Collagen + fibrin glue[43]

小型猪 5 m~7 m 30 kg~40 kg 尺神经 80 脱细胞神经/自体神经[44]

猴

猕猴 成年 3 kg ~6 kg 正中神经 50 Collagen[45]

狨猴 成年 3 kg ~6 kg 桡神经 25 猪脱细胞神经[46]

猕猴 成年 3 kg~6 kg 尺神经 50 Glycolide trimethylene carbonate (GTMC) [47]

羊

山羊 成年 20 kg~25 kg 腓总神经 30 Chitosan+BMSC [48]

绵羊 成年 20 kg~25 kg 桡神经 80 同种异体脱细胞神经[49]

绵羊 成年 20 kg~25 kg 正中神经 30 冻融肌肉[50]

注：*文献报道的临界缺损长度
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B
B

附 录 B

（资料性）

组织切片的制备

B.1 组织切片分类

分三种方法对取样组织进行处理及固定：

a) 4 %多聚甲醛固定液中固定，制备石蜡切片;

b) 2.5 %戊二醛液固定后，备做电镜;

c) 液氮中冷冻，备做冰冻切片。

B.2 石蜡切片制备

在4%多聚甲醛中固定6 h～24h后，乙醇梯度脱水、透明、浸蜡、包埋。石蜡块放在-20 ℃冰箱中降

温xx min，在切片机上纵行切片，切片厚度4 um，置于水槽中展开、捞片和贴片。标本玻片于60 ℃烘

烤2 h，二甲苯脱蜡（Ⅰ、Ⅱ 各15 min)，不同浓度酒精（100 ％、95 ％、80 ％、70 ％）置换二甲苯

并经蒸馏水水化后即可进行染色。

B.3 冰冻切片制备

冰冻组织采用恒温冰冻切片机连续切片。切片时，低温室内温度以-15 ℃ ~ -20℃为宜，温度过低

组织易破碎，抗卷板的位置及角度要适当，载玻片附贴组织切片，切勿上下移动。切好室温放置30 min

后，放入4 ℃丙酮固定5 min～10 min，烘箱干燥20 min。PBS漂洗5 min，重复3次。进行抗原热修复，

或微波热修复，室温自然冷却。可用3 % H2O2孵育5 min～10 min，消除内源性过氧化物酶的活性。

B.4 苏木素-伊红（HE）染色

水洗后的石蜡切片入Harris苏木素染3 min～8min，自来水洗，1 %的盐酸酒精分化数秒，自来水冲

洗，0.6%氨水返蓝，流水冲洗。切片入伊红染液中染色1 min～3 min。将切片依次放入95 %酒精Ⅰ5 min，

95 %酒精Ⅱ5 min。无水乙醇Ⅰ5 min，无水乙醇Ⅱ5 min，二甲苯Ⅰ5 min ，二甲苯Ⅱ5 min中脱水，将

切片从二甲苯拿出来稍晾干，中性树胶封片。

B.5 甲苯胺蓝染色

水洗后的石蜡切片入1 %甲苯胺蓝溶液染色5 min；蒸馏水洗涤，然后立即用95 %的酒精分色；无水

乙醇脱水后再用二甲苯Ⅰ、Ⅱ分别透明2 min；中性树胶封固。
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