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人脐静脉脱细胞基质的制备★
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Preparation of extracellular matrix of human umbilical veins

Wang Hai-jiang1, Fan Ying-zhong2, Li Lu-ping2, Zhang Zhen2, Zhang Da2

Abstract
BACKGROUND: Preparation of extracellular matrix (ECM) aims to remove the cellular components in tissues, there is no
uniform standard for the current acellular methods, but the prepared ECM should be proved to be without residual cells.
OBJECTIVE: To prepare human umbilical vein ECM by using hypotonic and hypertonic solutions, detergent and proteinase in a
multistep process, mixed solution of Triton X-100 and ammonia water, and to explore the ideal method of preparing human
umbilical vein ECM.
METHODS: ECM of human umbilical veins was prepared by use of hypotonic and hypertonic solutions, detergent and
proteinase in a multistep process and solution of Triton X-100 and NH3·H2O. The physical properties and hematoxylin-eosin
staining of human umbilical vein before and after acellular matrix were observed, the amount of residual cell debris in 50 images
at 400 magnification was measured.
RESULTS AND CONCLUSION: The acellular umbilical veins exhibited translucent porcelain-white jelly-like tubular structure.
The cell components of the human umbilical veins resulting from hypotonic and hypertonic solutions, detergent and proteinase
were almost removed, ECM maintained an integrity, and fibrous structures were preserved. ECM resulting from solution of
Triton-X100 and NH3·H2O had different quantities of remaining cellular elements. There were significant differences between the
two groups (P < 0.05). Hypotonic and hypertonic solutions, detergent and proteinase are ideal methods to prepare ECM from
human umbilical veins.

Wang HJ, Fan YZ, Li LP, Zhang Z, Zhang D.Preparation of extracellular matrix of human umbilical veins. Zhongguo Zuzhi
Gongcheng Yanjiu yu Linchuang Kangfu. 2010;14(47): 8783-8786. [http://www.crter.cn http://en.zglckf.com]

摘要

背景：细胞外基质的制备以去除组织中的细胞成分为目的，目前脱细胞方法尚无统一的标准，但是制备的细胞外基质均需

证实有无细胞残留。

目的：观察应用酶消化、去污剂、渗透溶液方法和 TritonX-100 与氨水混合液方法制备脐静脉脱细胞基质的效果，以探讨

制备人脐静脉脱细胞基质的理想方法。

方法：分别采用酶消化、去污剂、渗透溶液法和曲拉松与氨水混合液两种方法处理人脐静脉，制备人脐静脉脱细胞基质。

观察脱细胞处理前后脐静脉基质的物理性状和苏木精-伊红染色结果，随机观察 50 个 400 倍镜像下残留细胞碎片数目。

结果与结论：脐静脉经脱细胞处理后呈瓷白色半透明胶冻样管状结构。酶消化、去污剂、渗透溶液方法组的人脐静脉细胞

成分几乎全部去除，细胞外基质保持完好，纤维结构完整，曲拉松与氨水混合液方法组有不同数量的残余细胞成分，两组

差异具有显著性意义(P < 0.05)。结果表明，酶消化、去污剂和渗透溶液法是制备人脐静脉脱细胞基质较为理想的方法。
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0 引言

尿道狭窄或缺损一直是泌尿外科面临的棘

手问题，关键是缺乏理想的替代材料。近年来，

一种组织工程材料细胞外基质在修复组织缺损

中表现出良好的促再生特性。作者采用不同方法

处理人脐静脉，制备人脐静脉脱细胞基质，为尿

道组织工程研究提供较为理想的支架材料。

1 材料和方法

设计：对比观察。

时间及地点：于2008-04/06在郑州大学基

础医学院病理生理实验室完成。

材料：

试剂及仪器 来源

甲醛 上海溶剂厂

磷酸盐缓冲液(PBS) 粉装剂、EDTA 上海协瑞

胰蛋白酶、DNA 酶、 科技有限公司

乙二胺四乙酸

戊二醛、叠胆钠、脱氧胆酸 郑州宝赛生物

钠、氯化钠、青霉素、链 科技有限公司

霉素、Triton X-100、氨水

倒置显微镜(XSP-18CE) 上海长方光学仪器有限公司

恒温摇床(26~75 ℃)、微孔滤 中国，上海

膜滤菌器、电热压力蒸汽灭

菌器(LDZX-40AI)、自动双重

纯水蒸馏器(SZ-93)
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根据国务院《医疗机构管理条例》规定[1]，

经产妇同意后，自郑州大学第一附属医院产科

获得健康新生儿脐带标本。

实验方法：

脐静脉脱细胞基质的制备：酶消化、去污剂、

渗透溶液方法：经产妇同意后自郑州大学第一

附属医院产科获得脐带标本，无菌条件下肝素

盐水冲洗脐静脉，去除残血。从脐带中分离脐

静脉，剥去血管外膜及结缔组织，将标本于新

洁尔灭溶液中浸泡30 min消毒处理，取出后用

磷酸盐缓冲液冲洗两三次。剪成3.0 cm左右的

小段，置于10 mmol PBS和0.1%叠氮钠的混合

溶液中，恒温摇床连续振荡24 h；然后置于

0.5 mmol/L EDAT和4 g/L胰蛋白酶的混合溶液

中，37 ℃恒温摇床中连续振荡5 h；PBS漂洗

后用体积分数为1%甲醛、2 g/L戊二醛液对组织

进行交联保护10 min；1 mol/LNaCI、40 U/mL
DNA酶溶液，37 ℃恒温摇床中连续振荡8 h；
再置于40 g/L脱氧胆酸钠和1 g/L叠氮钠溶液中

振荡6 h；用大量三蒸水反复漂洗。置入含青霉

素(100 U/mL)和链霉素(100 U/mL)两种抗生素

的PBS溶液中，4 ℃冰箱内保存备用。随机切

取长5 mm的标本50份作苏木精-伊红染色组织

切片，观察细胞去除情况。

TritonX-100与氨水混合液方法：将消毒处理后

的脐静脉标本浸泡在蒸馏水中，置于4 ℃的恒

温摇床中连续振荡24~48 h，初步溶解细胞，去

除部分细胞碎屑。再将脐静脉组织取出，浸于

1%的TritonX-100与0.1%的氨水混合液中，

4 ℃恒温摇床中连续振荡72 h；用磷酸盐缓冲

液冲洗标本两三次，随机切取长5 mm的标本50
份作苏木精-伊红染色组织切片，观察细胞去除

情况。标本置入含青霉素(100 U/mL)和链霉素

(100 U/mL)两种抗生素的PBS溶液中，4 ℃冰

箱内保存备用。

主要观察指标：①脱细胞处理前后脐静脉

基质的物理性状观察。②脱细胞处理后脐静脉

基质组织学观察。③两种方法处理的脐静脉基

质行苏木精-伊红染色后，各随机观察50个400
倍镜像下残留细胞碎片数目。

设计、实施、评估者：设计为第一作者，

实施为第一、三、四作者；评估为第二、五作

者，实验参与者均受过相关专业培训。

统计学分析：由第一作者采用SPSS统计软

件包进行分析，数据以
_

x±s表示，采用t 检验，

P < 0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 脐静脉脱细胞处理前后大体观察 脐静

脉处理前为淡红色，管壁弹性良好，管腔无塌

陷，内膜光滑，见图1。倒置显微镜下细胞排

列呈铺路石样，见图2。脐静脉经脱细胞处理

后呈瓷白色半透明胶冻样管状结构，见图3。
倒置显微镜下观察呈网状结构，可见细胞脱落

后留下的蜂窝状孔隙，见图4。

Figure 2 Inverted microscopy observation of
umbilical veins before treatment (×400)

图 2 脐静脉处理前倒置显微镜下观(×400)

Figure 1 Gross observation of umbilical veins
before treatment

图 1 脐静脉处理前大体观

Figure 3 Gross observation of umbilical veins
after treatment

图 3 脐静脉脱细胞处理后大体观
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2.2 脐静脉脱细胞处理前后苏木精-伊红染色光镜观察

处理前脐静脉苏木精-伊红染色石蜡切片中有大量蓝染

的细胞核，胶原纤维呈红色，波浪状平行排列，见图5。

酶消化、去污剂、渗透溶液方法组处理后的脐静

脉苏木精-伊红切片几乎见不到蓝染的细胞核，胶原纤

维呈波浪状平行排列，有许多细胞和可溶性蛋白质脱

除后的间隙，见图6。

TritonX-100与氨水混合液方法处理后的脐静脉比

前一种方法苏木精-伊红切片残留的细胞数量多，两种

方法脱细胞后脐静脉基质残留细胞数目差异有显著性

意义[(0.88±1.33)个，(15.7±4.68)个，P < 0.05]。

3 讨论

组织工程技术的兴起为尿道的修复与重建开辟了新

的途径，细胞外基质作为一种天然的生物衍生物材料已

愈来愈成为医学界的研究热点。理想的细胞外基质替代

物应具备以下性能[2-3]：①有良好的组织相容性。②可降

解性，其降解产物对人体无害，可吸收。③有一定力学

强度，可塑形。④能调节细胞黏附、增殖、迁移和分化，

能诱导组织再生的能力。⑤有一定空隙率。

El-Ahmed等[4]采用片状和管状的猪小肠黏膜下层

两种方法进行尿道成形的动物实验结果显示，单层的

和管状的猪小肠下黏膜不适合作为替代物。Palmineri
等[5]报道利用猪小肠下黏膜作为补片分别从背侧、腹侧

和侧面置人的方法对20例尿道狭窄的患者行尿道成形

术，认为猪小肠下黏膜可以作为尿道替代物治疗尿道

狭窄。朱英坚等[6]应用猪小肠黏膜下层修复兔部分尿道

缺损，实验证明猪小肠黏膜下层对于兔尿道损伤的修

复是一种有用的材料，该基质制作简单，在尿道的结

构和功能重建方面具有良好的特性。Xie等[7]将猪颈动脉

进行处理获得弹性蛋白制成补片或将管状结构在兔身上

进行尿道重建。结果强调弹性蛋白材料仅可作为补片支

架进行尿道修复，但管状化的弹性蛋白不适宜用作尿道

重建。实验还有应用猪膀胱黏膜下组织进行脱细胞制作

支架[8]、同种及异种的膀胱脱细胞基质支架修补兔尿道缺

损等[9-11],均取得一定的研究成果。

细胞外基质的制作方法自Meezan等[12]提出了化

学除污剂法，并以此法制作了一些脱细胞基质后，许

多新的脱细胞方法应运而生，主要包括酶消化法、去

垢剂法等。吴春根等[13]应用十二烷基硫酸钠和核酸酶

联合消化人脐动脉，制备脱细胞血管支架。光镜下对

照组样品中观察到深蓝色的细胞核，实验组细胞结构

被完全破坏，核破碎后被彻底清除，未见核碎片，血

管壁纤维组织染成红色，呈整齐排列。Wilson等[14]应

用化学除污剂＋酶联合对狗颈总动脉进行脱细胞处

理，组织学及电镜观察无细胞成分存在，在基质中主

要为胶原和弹性蛋白，结构良好。张金明等[4]采用曲拉

松与氨水混合液处理兔尿道11 d后，尿道基质组织中未

见细胞存在，有排列规则的胶原及弹力纤维组成，管

腔光滑，证明脱细胞尿道基质制备成功。

细胞外基质的制备以去除组织中的细胞成分为目

的，目前脱细胞方法尚无统一的标准，但是制备的细胞

外基质均需证实有无细胞残留。本研究参考文献报道分

别采用酶消化、去污剂、渗透溶液法和TritonX-100与氨

水混合液两种方法处理人脐静脉，制备人脐静脉脱细胞

基质，探讨制备人脐静脉脱细胞基质的较好方法[15-19]。

Triton X-100为非离子型去垢剂，通过其上的亲水基团而

Figure 5 Umbilical veins before treatment
(Hematoxylin-eosin staining, ×400)

图 5 脐静脉处理前(苏木精-伊红染色，×400)

Figure 4 Inverted microscopy observation of umbilical
veins after treatment

图 4 脐静脉脱细胞处理后倒置显微镜下观(×400)

Figure 6 Umbilical veins after treatment
(Hematoxylin-eosin staining, ×400)

图 6 脐静脉脱细胞处理后(苏木精-伊红染色，×400)
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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。

本实验结果显示该法脱细胞效果不理想，基质中

有较多的细胞残留。酶消化、去污剂、渗透溶液方法

组采用几种方法联合处理脐静脉，脱细胞效果较为理

想，细胞外基质苏木精-伊红染色光镜下观察50例，30
例未见细胞残留，其余20例只有较少细胞。本方法首

先使用包括低渗10 mmol/L的PBS和高渗的1 mol/L
NaCl处理脐静脉，利用渗透压的变化使细胞膜破裂，

细胞从基质上分离而达到脱细胞的目的。然后采用酶消

化法对材料进行处理，使脱细胞更加充分。低浓度的胰

蛋白酶能够破坏组织的细胞膜和细胞器结构，使细胞完

全裂解，细胞内的成分完全释放出来并使细胞与基质分

离，达到脱细胞的目的。但对基质中的胶原蛋白和弹性

蛋白结构并不造成破坏，保持基质的完整性。再使用DNA
酶消化处理组织内的核酸成分，使细胞组织进一步脱落。

后使用去污剂脱氧胆酸钠，能溶解残余细胞膜的双层

脂质结构和残余的细胞内脂质成分。并且在制备的3个步

骤中采用振荡搅拌机械的方法使细胞更容易脱落，用大

量的PBS液漂洗，更有利于深层的细胞破坏脱出并随同

细胞碎屑冲洗到溶液中去。在制备过程中，戊二醛和甲

醛的加入起到不可低估的作用。戊二醛和甲醛对组织进

行交联保护，增加细胞外基质的强度，延长其体内降解

时间，保证足够的机械性能。使制备的脐静脉脱细胞基

质富有弹性和韧性。

实验采用人脐静脉进行研究，避免了异种细胞外

基质存在的一些不足。异种细胞外基质虽然去除了细

胞的成分，但是仍含有少量的异种抗原[20]，在动物源

性疾病传播上，存在着一定的风险。而人脐静脉细胞

外基质，生物性能更接近人体，免疫原性进一步降低，

管径与小儿的尿道接近，更适用于小儿尿道的组织重

建。并且脐带来源丰富，没有创伤。实验结果证明，

使用酶消化、去污剂、渗透溶液方法制备的细胞外基

质，细胞基本被彻底清除，胶原纤维、弹性纤维排列

正常，结构完整。因此，人脐静脉细胞外基质作为同

种尿道支架，不失为组织工程化尿道提供了一种良好

的生物支架材料,为进一步的研究打下了基础。
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来自本文课题的更多信息--

利益冲突：课题未涉及任何厂家及相关雇主或其他经济

组织直接或间接的经济或利益的赞助。

课题的意义：人脐带来源人类，并且取材没有创伤，人

脐静脉脱细胞基质应用于临床，避免了异种细胞外基质存在

的一些不足，生物性能更接近人体，免疫原性进一步降低，

管径与小儿的尿道接近，更适用于小儿尿道的组织重建。

课题评估的“金标准” ： 细胞外基质的制备以去除组

织中的细胞成分为目的，目前脱细胞方法尚无统一的标准，

但是制备的细胞外基质均需证实有无细胞残留。

课题的偏倚与不足：酶消化、去污剂、渗透溶液法处理

人脐静脉，制备人脐静脉脱细胞基质，仍不能保证完全脱细

胞，同时对细胞外基质的活性成分造成一定的破坏，细胞外

基质的交联保护及制作的过程仍需进一步完善。

提供临床借鉴的价值：人脐静脉管腔与小儿尿道内径相

似，不需要再缝制成管状，组织来源丰富，与临床上目前应

用自体皮肤修复缺损相比，可以大大降低远期的结石形成和

毛囊分泌而致感染等并发症的发生率。因来源于人体，可以

避免异种组织移植所带来的风险。并且人脐静脉组织易于获

得，不涉及伦理问题；其细胞外基质容易制备，易于保存，

手术方式简化，创伤小，修复快。随着进一步研究，人脐静

脉脱细胞基质有望成为小儿尿道成形重建的良好支架材料。


