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猪血管脱细胞细胞外基质制备的初步探讨
!

赵! 瑛

（重庆师范大学 重庆市动物生物学重点实验室 生命科学学院，重庆 C###CD）

摘! 要：采用高渗、低渗溶液，结合去污剂—酶联合处理猪腹主动脉，进行组织学检查，从而制备血管脱细胞细胞外

基质。结果表明：经该法处理的猪血管细胞全部脱除，细胞外基质保持完好，未见胶原纤维、弹性纤维有断裂现象。

作者认为，高渗、低渗溶液结合去污剂—酶联合处理，是制备血管脱细胞细胞外基质理想的方法。
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! ! 血管疾病是目前死亡率最高的疾病之一。血管

损伤、缺血性疾病以及动脉瘤等疾病，都需要合适的

血管移植物，全球每年大约超过 $# 万人需要各种血

管的外科手术。目前，血管移植物包括自体血管、异

体血管和人工合成材料血管。自体血管来源有限，

供区牺牲较大，又因易形成血栓、内膜增生、管壁纤

维化和血管瘤等，限制了其应用［*］。涤纶或四氟乙

烯等人工材料血管，可部分模拟人体血管的某些功

能，但与自身血管相比弹性系数低，顺应性及组织相

容性差。异体血管从理论上讲，是目前最理想的重

建血管移植物，但至今未能在临床应用，关键是异体

组织抗原性排斥反应的难题未能得到解决。与异体

血管移植排斥反应直接有关的是异体血管壁细胞及

胶原成分，其中起主要作用的是血管壁细胞，因此，

提出去除细胞保留细胞外基质作为组织工程血管支

架。猪血管是理想的异体血管源，它来源广泛，制备

成本低，具有与一般血管类似的生物学特性。作者

用高渗、低渗溶液结合去污剂—酶联合法对猪腹主

动脉进行处理，制备血管脱细胞外基质，以期为血管

组织工程支架研究提供资料。

*! 材料、试制与方法

*) *! 材料、试制

*) *) *! 材料! 于屠宰场获取 F# S *##T3 家养猪腹

主动脉。

*) *) " ! 试剂! 胰蛋白酶、O(5<,.UI*##、磷酸盐缓冲

溶液（VN>）、三羟甲基氨基甲烷（O(5;）、乙二胺四乙

酸钠（@WOH）、W6H’;:、X6H’;: 等试剂均为 >537’
公司生产。青霉素和链霉素购于重庆师范大学医

院，组织切片试剂购于重庆市化学试剂商店。

*) "! 方法

猪腹主动脉离体后，小心剥去血管外膜，将其浸

入 *Y 新洁尔灭溶液中浸泡 %#75. 消毒，用加双抗

的 VN> 冲洗若干遍，以去除血管表面的新洁尔灭。
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取新鲜的血管在 !"#、$% &’ 的环境中，分别用

$% (&’胰蛋白酶 ) $% $( *+,- ) 双抗的溶液振荡处

理 (./，在 $% $(’ *+,- ) .’ 0123 ) 双抗 ) &$4456
,789:23 溶液和 $% $(’ *+,- ) 双抗 ) ;$4456 ,789
:26 溶 液 各 处 理 (./，(’ ,78<5= >?;$$ ) 双 抗 )
&4456 ,789 :26 溶液中处理 ;@A/，最后在 +0-19B 和

C0-19B 混合溶液中消化 ;(/，用加双抗的 DEF 冲洗

!G。

;% !H 组织学检查

将处理好的血管用 ;$’ 福尔马林溶液固定，常

规石蜡切片，片厚 &!4，作 :* 和 I16657J?/B8GB=/18=
快速一步法染色，在光镜下观察脱细胞是否完全以

及胶原纤维和弹性纤维的情况。

(H 结果

(% ;H 大体观察结果

处理前的血管淡黄色，剥去外膜后，管壁弹性良

好，管腔无塌陷，内膜光滑。脱细胞处理后，血管壁

呈现乳白色，管腔较处理前稍薄，无塌陷。

(% (H 光镜观察结果

可见处理前的 :* 石蜡切片血管壁中有大量核

被蓝染的细胞存在，清晰可见胶原纤维亮红色，呈波

浪状平行排列（图 ;）。处理后的 :* 切片未见核被

蓝染的细胞，胶原纤维仍呈波浪状平行排列，有许多

细胞和可溶性蛋白质脱除后的间隙（ 图 (）。I16?
657J?/B8GB=/18= 快速一步法染色可见完整的蓝色胶

原纤维，红色弹性纤维（图 !）。

!H 讨论

同种组织或器官的来源有限，远远不能满足临

床的需要。目前有两种方法可望解决这一问题。一

是利用干细胞克隆技术，因为干细胞能够分化成为

组织和器官，例如血管、神经等。二是利用组织工程

将体外培养扩增的正常组织细胞，吸附于一种生物

相容性良好，并可被机体吸收的生物材料上形成复

合物，将细胞 K 生物材料复合物植入机体组织、器官

的病损部分，细胞在生物材料逐渐被机体降解吸收

的过程中，形成在形态和功能方面与相应器官、组织

相同的新的器官、组织，从而达到修复创伤和重建功

能的目的。

图 ;（左）H 猪腹主动脉，胶原纤维呈波浪状平行排列，纤维间有大量细胞（:* L($$）

图 (（中）H 脱细胞后，胶原纤维（"示）呈波浪状平行排列，纤维间无细胞（:* L.$$）

图 !（右）H 脱细胞后，胶原纤维（;#示）、弹性纤维（"( 示）呈波浪状平行排列（I16657J?
/B8GB=/18= 快速一步法 L .$$）

H H 组织是由形态相似、功能相关的细胞和细胞外

基质（*2I）组成。*2I 具有支持、连接、保水和保

护等物理功能，对细胞发挥动态的影响和调控作

用［(］。

*2I 替代物可通过两条途径制成。一是人工

合成，主要为聚乳酸（DM-）、聚羟基乙酸（DN-），以

及两者的混合物聚乳酸羟基丁酸（DMN-）、聚乙酸

（DMM-）、聚氨酯（DO）等，其优点是对微结构、机械

性能、形态以及降解时间等都能预先设计和调控，最

终完全降解可以避免异物所引起的不良反应；缺点

是因为缺乏细胞外基质中的生物信号和功能基因，

与种子细胞的粘附性较差。二是天然材料，如胶原

蛋白、弹性蛋白、多肽等，由于这些材料多由正常组

织细胞外的高分子合成，本身包含许多生物信息，能

够提供细胞所需的信号，对细胞的粘附及维持具有

优势；缺点是机械强度差，抗压力弱，性能随批次不

同而有差异［!，.］。脱细胞血管作为组织工程血管，

充分利用胶原固有的三维结构从而发挥了血管壁的
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最大活性功能［!］。

脱细胞的方法有两种，一是去污剂法：它是一类

可溶于水的脂类，有亲水部分和疏水部分，因此能裂

解脂膜、溶解抗原，清除免疫复合物。二是消化酶

法。作者采用两种方法的结合处理猪腹主动脉。先

用胰酶对血管壁中的某些基质进行溶解和对细胞的

完整性加以破坏，然后用高渗、低渗溶液进一步导致

细胞膜破裂，"#$%&’()*++ 通过其上的亲水基团而溶

解细胞膜，及细胞器表面结构的蛋白质，并且清除磷

脂类核物质，从而达到清除血管壁细胞成分的目的，

最后用核酸酶水解核酸成份。实验结果证明，细胞

被彻底清除，胶原纤维、弹性纤维排列正常，结构完

整。进一步的工作将对处理后的脱细胞血管支架进

行细胞种植实验，希望能为临床移植人工血管提供

依据。
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