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构建组织工程瓣膜支架中3种去垢剂的比较★ 
李正卿，马  捷 

Construction of tissue-engineering heart valve scaffold with three cell detergents 

Li Zheng-qing, Ma Jie 

Abstract 
BACKGROUND: The method and effect of construction of tissue-engineering heart valve scaffold with cell detergents are 
different, and the method of detergent combining with the trypsase and nuclease is more suitable than others. 
OBJECTIVE: To investigate the effect of different detergents (sodium deoxycholate, sodium dodecylsulfate, and triton) combined 
with trypsase on decellularized porcine heart valve and the influence on the accellular scaffold.  
METHODS: Porcine aortic valve leaflets were sterilized by antibiotics for 12 hours, maintained in the solution of the trysin and the 
EDTA for 12 hours, and treated with sodium deoxycholate, sodium dodecylsulfate, and triton. Finally, the sample was dip in 
nuclease solution for 12 hours to remove endothelial cells and interstitial cells. HE staining was used to detect whether the 
endothelial cells were removed completely, Masson staining was used to evaluate damage level of collagen fiber and elastic fiber, 
and electronic scanning was used to observe the microstructure.  
RESULTS AND CONCLUSION: All the three detergents completely removed the endothelial cells; however, the effect of sodium 
deoxycholate on collagen fiber and elastic fiber was light, and then sodium dodecylsulfate and triton. This suggested that the 
method of DOA combining with the enzyme digestion was a suitable technique to construct tissue-engineering heart valve 
scaffold. 
 
Li ZQ, Ma J.Construction of tissue-engineering heart valve scaffold with three cell detergents. Zhongguo Zuzhi Gongcheng Yanjiu 
yu Linchuang Kangfu. 2010;14(8):1349-1352.         [http://www.crter.cn  http://en.zglckf.com] 

 
摘要 
背景：目前，组织工程瓣膜去细胞支架的制备方法和效果各不相同，但总的来说，酶结合去垢剂法显示出一定的优势作用。 
目的：探讨脱氧胆酸钠、十二烷基硫酸钠、曲拉通 3 种去垢剂结合酶消化法对于猪主动脉瓣膜脱细胞的效果以及去细胞后

对支架的影响。 
方法：将新鲜猪主动脉瓣膜用抗生素溶液浸泡 12 h 后，置于胰蛋白酶和 EDTA 溶液中 12 h，再分别用脱氧胆酸钠、十

二烷基硫酸钠、曲拉通进行处理，最后转入核酸酶溶液中浸泡 12 h，以达到去除内皮细胞和间质细胞的目的，常规苏

木精-伊红染色观察内皮细胞是否除完全，Masson 染色观察胶原纤维和弹力纤维损害程度，电子扫描显微镜观察纤维

结构以评价效果。 
结果与结论：3 种去垢剂结合酶消化法均能彻底去细胞，但脱氧胆酸钠对支架胶原纤维和弹力纤维的损害较轻微，十二烷基

硫酸钠次之，曲拉通对支架的损害作用最大。提示脱氧胆酸钠结合酶消化法是一种较合理的组织工程瓣膜支架构建方法。 
关键词：脱氧胆酸钠；十二烷基硫酸钠；曲拉通；去垢剂；酶消化法；组织工程；支架材料；心脏瓣膜 
doi:10.3969/j.issn.1673-8225.2010.08.005 
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0  引言 
 

各种原因引起的心脏瓣膜结构破坏和功

能失调，是心脏瓣膜病患者发病和死亡的主要

原因[1]。瓣膜置换是治疗瓣膜衰竭主要且有效

的办法[2]，但是其置换物机械瓣和生物瓣存在

需要终身抗凝、瓣膜衰败、不能生长等缺点，

在临床应用上受到一定的限制[3]。组织工程瓣

膜是一种能够克服上述缺点的理想瓣膜，其基

本点可以概括为以下3点：①细胞支架材料的

研究。②种子和细胞支架之间的黏附、增殖。

③种子细胞的研究[4-5]，其中瓣膜支架具备低

抗原、高亲水、可生长等性能[6]，所以支架的

选取是构建组织工程瓣膜成功与否的关    

键 [7-9]。猪主动脉瓣膜与人心脏瓣膜在解剖结

构和组织形态类似，在去除内皮细胞后是一种

比较理想的组织工程瓣膜支架[10]。目前，去垢

剂结合酶消化法与单纯酶消化法和单纯去垢

剂相比显示出一定的优势作用。本实验采用3
种常用的去垢剂—脱氧胆酸钠(DOA)﹑十二

烷基硫酸钠(SDS)、曲拉通(Triton-X100)分别

结合胰蛋白酶和核酸酶对猪主动脉瓣膜进行

处理，以期获得一种较好的组织工程瓣膜支架

的构建方法。 
 

1  材料和方法 

 
设计：体外对比观察实验。 
时间及地点：实验于2009-04/07在山西医
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科大学第二医院心胸外科实验室完成。 
材料： 

 
 
 
 
 
 
 
实验方法： 

猪主动脉瓣膜的获取：在猪宰杀后1 h内清洁条件下取

出心脏，生理盐水冲洗，将主动脉瓣连同瓣上2 cm升主

动脉一并取出。置入4 ℃PBS液中带回实验室，无菌条

件下剪取主动脉瓣膜，仔细修剪去除附瓣肌肉组织。后

置于4 ℃含抗生素DMEM(头孢唑林100 g/L，庆大霉素

0.4 g/L，二性霉素B 0.5 g/L)溶液浸泡12 h。 
猪主动脉瓣膜的处理： 

DOA组(n=20)：①瓣叶置入37 ℃含0.05%胰蛋白

酶和0.02%EDTA的PBS溶液中持续振荡12 h，磷酸盐缓

冲液清洗3次，15 min/次。②转入37 ℃ 1%DOA持续

振荡24 h，再用PBS液清洗3次，15 min/次。③转入 37 ℃ 
20 mg/L RNaseⅠ和200 mg/L DNaseⅠ振荡1 h。 

SDS组(n=20)：①瓣叶置入37 ℃含0.05%胰蛋白

酶和0.02%EDTA的PBS溶液中持续振荡12 h，磷酸盐缓

冲液清洗3次，15 min/次。②转入37 ℃ 0.03% SDS持
续振荡24 h，再用PBS液清洗3次，15 min/次。③转入

37 ℃ 20 mg/L RNaseⅠ和200 mg/L DNaseⅠ振荡1 h。 
TritonX-100组(n=20)：①瓣叶置入37 ℃含0.05%

胰蛋白酶和0.02%EDTA的PBS溶液中持续振荡12 h，磷
酸盐缓冲液清洗3次，15 min/次。②装入4 ℃1% 
TritonX-100溶液持续振荡48 h，再用PBS液清洗3次，

15 min/ 次。③转入 37 ℃  20 mg/L RNase Ⅰ和     
200 mg/L DNaseⅠ振荡1 h。 

主要观察指标： 

 

光镜观察： 

脱细胞完毕后，标本用体积分数为10%中性甲醛固定，石蜡包

埋，100 μm厚切片，行苏木精-伊红染色和Masson染色。 
 

电镜观察： 

用于扫描电镜标本固定于2.5%戊二醛溶液，4 ℃储存送检。 
 

瓣叶DNA含量分析： 

将样本组织置液氮中研磨成粉，分别加入digetion buffer﹑
Proteinasek和BDbuffer充分裂解，无水乙醇提取，吸附柱吸取样

品DNA，洗脱液Elution buffer回收基因组DNA，分光光度计按

10A260=50 μg测定样本A值，以A值表达组织基因组DNA含量。 

 
设计、实施、评估者：实验设计、资料收集、实施、

评估均由作者完成，评估时采用盲法。 

统计学分析：应用SPSS 13.0软件进行统计分析。

分析方法采用单因素方差分析，所有数据以x
_

±s表示，

组间比较采用Bonferroni法，P < 0.05认为差异有显著性

意义。 
 
2  结果 

 
2.1 大体观察  3组去细胞瓣膜均白色透明，DOA组去

细胞瓣膜表面伸展，有光泽，富有弹性；SDS组去细胞

瓣膜变软，表面皱缩，弹性减退；Triton-X100组处理后

瓣膜丧失其弹性，变为柔软的一团。 
2.2  光镜观察结果  3组处理后瓣膜支架苏木精-伊红

染色均未见蓝染的内皮细胞核和间质细胞的残留。胶原

纤维染色可见DOA组胶原纤维走向自然清晰，纤维结构

紧密，波浪状结构保存完好；SDS组胶原纤维走向模糊，

纤维间隔变窄，可见纤维肿胀，结构模糊，波浪状结构

消失；Triton-X100组可见胶原纤维肿胀明显，纤维有断

裂，结构松散。见图1。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1  Comparison of collagenous fibers under optic mi-
croscope (×200) 

图 1  光镜下胶原纤维的变化对比(×200) 

主要试剂 来源 

DOA，SDS，Triton-X100，胰蛋

白酶，乙二胺四乙酸二钠(EDTA)
上海生物工程有限公司 

核糖核酸酶(RNaseⅠ)， 
脱氧核糖核酸酶(DNaseⅠ) 

美国 Sigma 公司 

UNIQ-10 柱式动物基因组 DNA 
抽提试剂盒 

上海生物工程有限公司 

c: Triton-X100 collagenous fiber staining 

a: DOA collagenous fiber staining 

b: SDS collagenous fiber staining 

www.CRTER.org 李正卿，等. 构建组织工程瓣膜支架中 3 种去垢剂的比较 
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2.3  扫描电镜观察  3组处理结果均未见内皮细胞和

间质细胞的碎片残留。但DOA组纤维结构呈波浪状，排

列致密、有序，未见明显断裂；SDS组见纤维结构较为

松散、纤维间间隙增大且不规则，纤维有轻度肿胀断裂；

Triton-100组纤维结构紊乱，有明显的肿胀，断裂。 
2.4  瓣叶DNA含量测定  DOA组(0.051±0.007) mg/g；
SDS 组 (0.055±0.005) mg/g ； Triton-100 组 (0.053± 
0.006 3) mg/g。3组之间差异无显著性意义(F=0.059，
P > 0.05)。 

 
3  讨论 

 
组织工程瓣膜是20世纪80年代提出来的一种新概

念，到目前为止，组织工程学已经在骨外科，烧伤整形

等领域有比较广泛而成功的应用[11-14]，组织工程瓣膜在

实践过程中曾经历过重大的挫折，并且导致3例患者的

死亡[15-17]，有研究认为这是由于去细胞瓣膜上的细胞外

基质与宿主之间的免疫反应导致了细胞外基质结构的

消弱而引起瓣膜支架的撕裂造成的[18-20]。 
组织工程瓣膜包括3个要素：特定的组织细胞、细

胞支架材料、促细胞生长因子[4,21]。其中细胞支架起中

心作用，为特定的细胞提供结构支撑作用、引导组织再

生和控制组织结构。瓣膜的内皮细胞是抗原性最强的成

分，如果去除内皮细胞不完全而残余细胞碎片(如磷酸盐

结晶，膜磷脂)可诱发钙盐沉积，致植入的生物源性瓣膜

变性、钙化及衰败[22-23]。去除瓣膜细胞和细胞内可溶性

蛋白后，其免疫性降低，而细胞外基质抗原性较弱，其

中含有多种促细胞黏附生长的因子及多肽片断，对细胞

的黏附、迁移、增殖、分化以及基因表达的调控具有重

要作用。因此，去细胞天然猪主动脉支架中应无细胞及

细胞碎片留存，而瓣叶细胞外基质，胶原纤维与瓣膜的

负荷承受有关，弹性纤维与瓣膜的弹性回缩有关。因此

保留完整的胶原纤维和弹性纤维，对组织工程瓣膜的生

物力学特性极为重要，否则可导致瓣膜撕裂或脱垂，引

起植入瓣膜功能的衰败[24]。 
组织工程瓣膜去细胞支架的制备方法主要有：胰蛋

白酶法、十二烷基硫酸钠法和去氧胆酸钠法等，虽然几

种脱细胞方法的效果各不相同[25-29]。但总的来说，酶结

合去垢剂法显示出一定的优势作用。  
Booth等[24]发现，0.03%SDS和0.5%~2%的DOA能

完全去除内皮细胞，而瓣叶基质的主要成分保存了下

来。Courtman等[30]用去垢剂和核酸酶的方法得到去细

胞猪主动脉瓣，结果显示在去除了细胞和部分可溶性蛋

白成分的同时，瓣膜的基本结构和力学特性如热皱缩温

度和抗张强度均得以保存。董念国等[31]比较了数种去细

胞方法后，认为联合应用胰蛋白酶与Triton-X100优于反

复冻融和单纯胰蛋白酶法，细胞外基质保存完整,所得去

细胞支架与新鲜瓣膜组织形态学特征接近，是一种良好

的去细胞方法。 
本实验采用DOA、SDS、Triton-X100分别结合胰

蛋白酶和核酸酶对猪主动脉瓣膜进行去细胞处理。先用

0.05%胰蛋白酶对血管壁中的某些基质进行溶解使细胞

间隙疏松和对细胞的完整性加以破坏，再分别利用离子

型去污剂1%DOA、0.03%SDS、1%Triton-X100，溶解

细胞的脂质双分子层，使细胞溶解，后加入核酸酶以破

坏细胞核碎片的核酸，防止残留细胞核碎片引起炎性反

应。实验发现3种方法都完全去除了瓣叶内皮细胞。但

0.03%SDS和1%Triton-X100均使去细胞支架胶原纤维

产生不同程度的肿胀，断裂。而1%DOA对支架的影响

轻微。 
结论：脱氧胆酸钠法处理的瓣叶较为理想，去除细

胞彻底，又不改变瓣叶支架结构，是一种良好的组织工

程瓣膜支架制作方法。 
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背景：学术交流日益国际化的今天，

在医学界从事学术研究的您经历了艰

辛的努力与劳动观察和得到很多首发

或验证性的有意义的实验结果，如果这

些能够抢先在国际相关的学科杂志上

发表，不仅能使学科界认可，且有利于

扩大和提升您科研成果的价值，确定您

进一步深入开展此项实验的意义。 
面临的问题：鉴于语言习惯问题，

文章语言表述的准确性及母语化无法

得到保证。致使大多数稿件都会因语言

问题而被退回。  
解决的途径： 

○ 找代译公司翻译？可能存在的弊端

是学科专业语言的使用受到限制，降低

文章的学科专业性。 
○ 与长期从事生物医学中文及英文稿

件的编辑工作，又与国际英文编辑机构

有良好的合作与沟通的本刊进行合作会

使您乘上国际杂志发表文章的直通车。 

承诺的依据： 

专业性：具有14年生物医学中文英

文文章的编辑和出版经验，时刻站在学

术的前沿，洞悉国际上的学术研究热

点。 
言语保障：与国际英文编辑机构进

行良性的无障碍沟通，可实现文章语言

的精确表达与母语化。信心更源于本社

《中国神经再生研究（英文版）》已被

SCI收录，使我们积累了这方面的诸多

经验。 
实施的步骤： 

○ 中文稿件：为避免在投稿后因稿件

体例不符而被国际期刊退回，可提前选

择好准备投稿的国际杂志，并按该杂志

体例要求整理稿件后再委托本刊译文

服务。也可提供国际期刊体例的投稿体

例要求和样稿一篇，在本刊委托专业人

员翻译完成译文时进行参考。 
○ 英文稿件：自行按国际杂志的投稿

体例要求整理好的稿件会直接送交专

业医学英语高级编辑进行英语言润色。

只提供该杂志的投稿体例要求和样稿

一篇的文章，本刊会在送交专业医学英

语高级编辑英语言润色修改前根据投

稿杂志要求对稿件进行编辑。 
○ 作者投稿后，国际期刊对稿件英语

言表述提出问题，本刊可负责沟通国外

编辑机构修改至符合要求。如系作者本

人对文章语言进行修改所出现的语言

问题，本刊将不再负责。 
服务程序： 

○ 作者如同意本刊代为服务，请先将

稿件用E-mail投来，经国际编委评估后

方能决定本刊是否接受为其做相应服

务工作。 
○ 本刊同意为其服务后，将与作者签

定一份协议，双方签定协议后，本刊通

知作者相关费用。 
○ 作者认可相关费用并寄至本刊，本

刊可开展相关服务。 
○ 如果作者能及时配合相关工作的前

提保证下，从服务开始至作者收到英文

润色后稿件需30~60天，如有特殊时间

要求，可双方沟通解决。 

来自本文课题的更多信息--  

致谢：感谢在实验中给予帮助的 2007 级师兄梁艳盆同学

和 2008 级师弟成尚林同学。以及在指标测定过程中给予指导

的山西医科大学寄生虫教研室赵老师。 

利益冲突：无利益冲突。 

课题意义：组织工程瓣膜去细胞支架的制备方法和效果

各不相同，目前各种探索研究方法均显示出酶结合去垢剂法的

优势作用，本文选取不同去垢剂分别结合酶消化法进行对比研

究，求取一种最佳技术方法，减少未来一些不必要的实验浪费。

课题评估的“金标准”：对组织工程瓣膜支架各项评价指

标有：内皮细胞是否去除完全，胶原纤维和弹力纤维是否有损

伤，细胞 DNA 碎片残留量的多少。实验在评价时均以此为标

准。 

设计或课题的偏倚与不足：课题选取传统的组织工程瓣

膜支架制备方法中认为最佳的制备方式以进行组间对比，以确

立一种最佳的制备方法，但在制备过程中各项步骤用时较长，

是否对瓣膜支架有不良影响，是否在时间缩短后能制备出更佳

的瓣膜支架，尚需进一步的实验研究。 

提供临床借鉴的价值：本实验以对比观察的方式证实脱

氧胆酸钠结合酶消化法对组织工程瓣膜支架的损伤最轻，为临

床制备组织工程瓣膜提供必要的实验意见。 
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