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文章亮点： 

1 常用的脱细胞方法有机械法、酶消化法、化学去垢剂法等，这些方法或多或少会影响胞外基质的生物性能，

但是目前对脱细胞方法的研究多集中在组织器官的脱细胞处理及其形态学和生物力学分析，缺少探讨这些脱

细胞方法对所得无定形胞外基质生物学效应的直接影响。 

2 实验的创新在于分别采用冻融法、胰酶法、去污剂法、弱碱法制备胞外基质，发现物理冻融法能够更好地

保留胞外基质成分和活性，所构建基质涂层更有利于细胞的增殖。 
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摘要 

背景：比起单一或复合的生物活性分子材料，脱细胞胞外基质更接近天然生物体内的细胞外环境，在组织工

程中得到越来越多的重视和应用，但脱细胞方法会影响所得胞外基质的结构和成分，目前缺少脱细胞方法对

胞外基质影响的研究。 

目的：分析不同脱细胞方法所得胞外基质的成分和作为修饰表面对细胞生物学效应的影响。 

方法：取生长良好的第 3 代 SD 乳鼠成骨细胞，分别采用冻融法、胰酶法、去污剂法、弱碱法脱去细胞留下

基质，形成 4 组胞外基质，通过酶联免疫吸附实验分析胞外基质的生物成分。分别在 4组胞外基质表面接种

成骨细胞，以常规培养的细胞为对照，进行 MTT比色实验、碱性磷酸酶活性检测，对比 5组成骨细胞的生物

活动。 

结果与结论：冻融法组胶原成分与胞体残留成分较多，去污剂法组和弱碱法组次之，胰酶法组最少。冻融

法组接种第 3，5，7天的细胞 A值高于对照组(P < 0.05)，去污剂法组接种第 3，5，7天的细胞 A值低于

对照组(P < 0.05)。胰酶法组接种第 5，7天的细胞碱性磷酸酶活性低于对照组(P < 0.05)；弱碱法组接种

第 7天的细胞碱性磷酸酶活性低于对照组(P < 0.05)；去污剂法组接种第 3，5，7天的细胞碱性磷酸酶活

性低于对照组(P < 0.05)。表明 4种方法中，冻融法脱细胞能够获得更多的胞外基质，所构建基质涂层更

有利于细胞的增殖。 
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Effect of different decellularizing methods on cell-secreted extracellular matrix in vitro   
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Abstract 

BACKGROUND: Compared with single or composite biomolecular materials, decellulazied matrices are more 

biomimetic to natural ectocytic surroundings. So cell-secreted extracellular matrix is paid more and more attention 

in the field of tissue engineering, and the composition of these matrices are influenced by decellulezired 

preparation methods more or less. But there are few studies about the biological effect of different decellulazried 

methods on the extracellular matrix.  

OBJECTIVE: To investigate the composition of cell-secreted extracellular matrices in vitro by different 

decellularizing methods and their effects as surface modification on cytobiological reaction. 

METHODS: After the treatment of different decellularizing methods (freeze/thaw cycles, trypsin, weak alkal, 

detergents), the extracellular matrix was obtained and grouped into four kinds. The biological composition of the 

extracellular matrix was determined by ELISA assay. Then osteoblasts were seeded onto the four kinds of 

extracellular matrix surfaces. Cells cultured normally served as controls. The effect of extracellular matrix 

coatings on cell growth and differentiation were determined by MTT test and alkaline phosphatase activity test. 

RESULTS AND CONCLUSION: The residual components were the most in the freeze-thaw group, followed by 
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the detergent and weak alkal groups, and the least in the trypsin group. Compared with the control group, the 

absorbance value of cells were lower in the freeze-thaw and detergent groups at days 3, 5, 7 after inoculation (both P < 

0.05); the alkaline phosphatase activity was lower in the trypsin group at days 5, 7 after inoculation (P < 0.05), in the 

weak alkal group at 7 days after inoculation (P < 0.05), and in the detergent group at days 3, 5, 7 after inoculation (P < 

0.05). Therefore, we can harvest more extracellular matrices by the freeze-thaw method, and the extracellular matrix 

coating synthesized by the freeze-thaw method is more helpful for cell growth than others. 

 

Subject headings: osteoblasts; extracellular matrix 
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0  引言  Introduction 

胞外基质作为细胞自身分泌代谢的产物，含有多种

生物活性分子，对细胞的生物学行为起到重要的调节作

用。各种胞外基质分子(如胶原、纤连蛋白、生长因子等)

的生物材料研究都已获得了较为肯定的结果
[1-11]
。但是从

仿生的角度，完整的胞外基质更接近天然生物体内的细

胞外环境和成分，更能够参与促进组织愈合，同时具有

低抗原性和可降解性，成为生物材料领域的又一热点。

一方面保有组织形态的胞外基质，如脱细胞处理的真皮、

血管、膀胱等作为相应组织的替代物相继开发成功，它

们无论在动物实验及临床应用上都显示出了良好的应用

前景
[12-21]

。另一方面通过脱细胞得到的无定形胞外基质，

既可以作为植入体表面改性材料，也可以作为不规则缺

损的植入材料，也成为了生物材料学界备受关注的新型

材料
[22-29]

。 

脱细胞胞外基质是通过脱出组织细胞的方法得到完

整的胞外基质，最大程度保留了其生物活性，去除组织

的移植免疫原性。常用到的脱细胞方法有机械法、酶消

化法、化学去垢剂法等，这些方法或多或少会影响胞外

基质的生物性能，但是目前对脱细胞方法的研究多集中

在组织器官的脱细胞处理及其形态学和生物力学分   

析
[30-40]

，缺少探讨这些脱细胞方法对所得无定形胞外基

质生物学效应的直接影响。实验采用不同方法脱细胞，

分析所得胞外基质的成分，并将所得的胞外基质作为生

物反应表面接种细胞，观察其上细胞的生物行为，从而

评估各种构建方式，为进一步筛选高效、安全的脱细胞

方法提供依据。 

 

1  材料和方法  Materials and methods  

设计：细胞-材料学体外对照观察实验。 

时间及地点：于2013年7至12月在安徽医科大学口腔

医学院中央与地方共建口腔医学中心实验室完成。 

材料：SPF级SD乳鼠由安徽省实验动物中心提供。 

实验方法： 

    成骨细胞的培养：采用改良组织块法培养成骨细   

胞
[41-45]

，取2只新生1-3 d SD乳鼠断颈处死，放入体积分

数75%乙醇中浸泡消毒5 min，无菌操作取下颅盖骨组织， 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

除去附着的血管及结缔组织，用Hank液清洗3次，剪成  

1 mm
3
大小的碎块。用0.25%胰蛋白酶在37 ℃条件下消

化20 min；中止消化后用弯吸管吸取碎骨片，均匀接种

于25 mL的培养瓶中，翻转培养瓶在体积分数5% CO2的

培养箱中孵育二三小时，转正培养瓶并加入含有体积分

数20%小牛血清的高糖DMEM培养液后继续培养，3 d后

换液，7-10 d后待细胞融合成单层后再传代培养。取第3

代细胞用DMEM培养液将成骨细胞浓度调整为1×10
8 

L
-1
，

取1 mL/孔接种与多个24孔板中，培养三四天直至细胞长

满表面，待用。 

胞外基质表面的分组构建：①冻融法组：取3板上述成

骨细胞，吸出长满成骨细胞培养板中的培养液，0.01 mol/L 

PBS漂洗3次后，反复快速冻融3次，PBS漂洗3次，备用。

②胰酶组：取3板上述成骨细胞，吸出长满成骨细胞培养板

中的培养液，0.01 mol/L PBS漂洗3次后，每孔加入300 µL

胰酶20 min，加入培养基中和，吸出培养基，PBS漂洗3

次，备用。③去污剂法组：取3板上述成骨细胞，吸出长满

成骨细胞培养板中的培养液，0.01 mol/L PBS漂洗3次后，

每孔加入500 µL 0.1% TritonX-100，4 ℃过夜，PBS漂洗

3次，备用。④弱碱法组：取3板上述成骨细胞，吸出长满

成骨细胞培养板中的培养液，0.01 mol/L PBS漂洗3次后，

每孔加入500 µL 20 mmol/L氨水，4 ℃过夜，PBS漂洗3

次，备用。 

    ELISA检测胞外基质成分：4组胞外基质各取3孔，吸

出培养液，PBS漂洗3次，每孔加入1∶500Ⅰ型胶原

(collagen typeⅠ)一抗500 µL，4 ℃过夜。弃孔内溶液，

PBS漂洗3次，每孔加入1∶500二抗在37 ℃孵育1 h。弃

孔内溶液，PBS漂洗3次，加入新鲜配制TAB 500 µL，室 

不同脱细胞方式下所得胞外基质差异实验的主要试剂： 

试剂 来源 

新生小牛血清 杭州四季青 

高糖 DMEM培养基 HyClone 

胰蛋白酶 Solarbio 

兔抗鼠CollagenⅠ抗体、兔抗鼠actin抗体、

羊抗兔 IgG抗体、TAB显色试剂盒 

镇江厚普生物科技有限公司 

碱性磷酸酶测定试剂盒 南京建成生物研究工程所 
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温下显色10 min，弃孔内溶液，蒸馏水漂洗3次，酶标仪 

450 nm波长测定吸光度值。 

    细胞接种：取生长良好的第3代成骨细胞，用DMEM

培养液将细胞浓度调整为5×10
7
 L

-1
，以500 µL/孔接种于各

组胞外基质和空白24孔板(对照组)。 

主要观察指标： 

    碱性磷酸酶活性检测：接种后第1，3，5，7天，从各

组3孔中吸取培养液30 µL，置入另一块96孔板中，用碱性

磷酸酶检测试剂盒进行测定吸光度值。 

MTT检测：在接种后第1，3，5，7天，从每组各取3

孔，PBS漂洗3次，每孔加入500 µL培养液和50 µL MTT

底物，继续培养4 h，吸除培养液，每孔加入500 µL溶解液，

继续培养20 min，振荡3 min，每孔取出150 µL加入96孔

板，用酶标仪以490 nm波长测吸光度值。 

    统计学分析：采用SPSS 20.0进行统计分析，多组比

较采用方差分析，两组比较采用t 检验。 

 

2  结果  Results  

2.1  ELISA检测胞外基质成分  方差分析显示，4组基质

化表面的Ⅰ型胶原、actin含量差异有显著性意义。①对于

Ⅰ型胶原，冻融法组最多 (1.223±0.085)，去污剂法组

(1.097±0.067)、弱碱法组(0.707±0.064)次之，胰酶法组

(0.356±0.034)最少。②对于肌动蛋白，结果相似：冻融法

组最多(1.576±0.126)，去污剂法组(0.945±0.090)、弱碱法

组(0.725±0.070)次之，胰酶法组(0339±0.039)最少。但两

两比较时，冻融法组所得Ⅰ型胶原与去污剂法组比较差异 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

无显著性意义(表1)。 

2.2  MTT检测细胞增殖  方差分析显示，接种第3，5，7

天4组细胞增殖差异有显著性意义。冻融法组接种第3，5，

7天的细胞吸光度值均高于对照组(P < 0.05)；去污剂法

组接种第3，5，7天的细胞吸光值均低于对照组 (P < 

0.05)，见表2。 

2.3  碱性磷酸酶活性检测  方差分析显示，接种后第1，3，

5天4胞外基质组间细胞碱性磷酸酶活性差异有显著性意

义，第7天4胞外基质组间细胞碱性磷酸酶活性差异无显著

性意义。胰酶法组第5，7天的细胞碱性磷酸酶活性低于对

照组(P < 0.05)；弱碱法组在第7天的细胞碱性磷酸酶活性

低于对照组(P < 0.05)；去污剂法组第3，5，7天的细胞碱

性磷酸酶活性低于对照组(P < 0.05)，见表3。 

 

3  讨论  Discussion 

胞外基质是由生物自组装的水凝胶体系，混合有多种

生物分子，它作为细胞分泌代谢的产物，同时也对细胞生

物学行为起到重要的调节作用，细胞与细胞外基质相互作

用，相互依存，相互影响，有利于保持细胞特定的形态、

代谢、增殖、分化、迁移及信息传递。基于此，许多学者

都会选用胞外基质中的各种生物分子进行修复缺损和材料

改良等研究。然而比起单一或复合的生物活性分子材料，

理论上完整的胞外基质更接近天然的生物体内的细胞外环

境，最大程度保留了其生物活性，因此在组织工程中得到

越来越多的重视和应用。 

    脱细胞基质的研究出现在20世纪90年代初，是通过

脱出组织细胞的方法去除组织的移植免疫原性。其研究

多见于脱细胞处理的真皮、血管、膀胱等组织和器官，

作为相应组织的替代物和支架材料，显示出了良好的应

用前景。而由目标细胞产生的无定形胞外基质，既可以

作为植入体表面改性材料，也作为不规则缺损的植入材

料，近年来成为生物材料领域的又一热点。人们希望在

去除胞外基质免疫原性的同时最大程度保留其生物活

性，诱导周围细胞生长和组织愈合。不可忽略的是脱细

胞方法或多或少会影响所得胞外基质的结构和成分，然

而目前对脱细胞方法的研究多集中在对组织器官的脱细

胞处理及其形态学和生物力学分析，缺少研究这些脱细 

表 1  ELISA检测不同方法制备胞外基质中Ⅰ型胶原、肌动蛋白的吸

光度值 

Table 1  The absorbance values of type I collagen and actin on 

extracellular matrix surfaces detected by ELISA assay   (x
_

±s, n=3)

表注：①对于Ⅰ型胶原，冻融法组最多，去污剂法组、弱碱法组次之，胰酶法

组最少。②对于肌动蛋白，结果相似：冻融法组最多，去污剂法组、弱碱法组

次之，胰酶法组最少。 

组别 Ⅰ型胶原  肌动蛋白 

胰酶法组              

冻融法组 

去污剂法组 

弱碱法组 

0.356±0.034 

1.223±0.085 

1.097±0.067 

0.707±0.064 

0339±0.039 

1.576±0.126 

0.945±0.090  

0.725±0.070 

表 3  不同方法制备胞外基质表面细胞的碱性磷酸酶活性 

Table 3  Alkaline phosphatase activity on extracellular matrix 

coatings prepared by different methods             (x
_

±s, n=3, A) 

表注：与对照组比较，
a

P < 0.05。 

组别 第 1天 第 3天 第 5天   第 7 天 

对照组 

胰酶法组    

冻融法组 

弱碱法组 

去污剂法组 

0.348±0.021  

0.398±0.011  

0.338±0.016  

0.338±0.009  

0.310±0.016  

0.459±0.027 

0.480±0.030 

0.416±0.076 

0.501±0.015 

0.284±0.033
a

0.526±0.014   

0.496±0.005
a

 

0.470±0.042  

0.503±0.005  

0.422±0.026
a

 

0.427±0.015 

0.374±0.009
a

0.403±0.025 

0.368±0.022
a

0.402±0.021
a

表 2  不同方法制备胞外基质表面细胞增殖的 MTT吸光度值 

Table 2  MTT test about cell growth on extracellular matrix 

coatings prepared by different methods                (x
_

±s, n=3)

表注：与对照组比较，
a

P < 0.05。 

组别 第 1天 第 3天 第 5天   第 7 天 

对照组 

胰酶法组    

冻融法组 

弱碱法组 

去污剂法组

0.695±0.028  

0.652±0.030  

0.664±0.016  

0.662±0.024  

0.615±0.050  

0.949±0.035  

0.930±0.013 

1.161±0.051
a

 

0.892±0.037 

0.657±0.061
a

 

0.980±0.031 

1.117±0.011 

1.358±0.023
a

 

1.081±0.061 

0.772±0.052
a

 

1.137±0.062 

1.132±0.043 

1.654±0.055
a

1.101±0.015 

0.751±0.032
a
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胞方法对所得胞外基质生物效应的直接影响。因此实验

着重以脱细胞方法作为研究方向，采用目前国内外常用

的主要脱细胞方法(冻融法、酶消化法、化学去垢剂法、

弱碱法)构建无组织形态的胞外基质表面，测定所得胞外

基质成分的差异，观察细胞在不同组别表面的生物行为，

分析不同脱细胞方法的生物效应，初步探讨脱细胞基质

的优化构建，为筛选高效和安全的脱细胞方法提供依据。 

肌动蛋白是胞体的重要成分；Ⅰ型胶原是成骨细胞分

泌的胞外基质的主要成分之一。实验中ELISA法标识并定

量检测脱细胞后的基质化表面所含胞体成分肌动蛋白和Ⅰ

型胶原，来分析不同方法的去除细胞胞体和保留基质成分

的能力。结果显示，冻融法组所留的胶原成分较多，但胞

体残留成分也相应较多；去污剂法组和弱碱法组次之，胰

酶法组最少。 

MTT比色实验是一种检测细胞存活和生长的方法，以

吸光度值反映活细胞的增殖情况。而在评估种植体材料的

生物活性时，一个重要指标就是观察材料是否有利于细胞

的增殖。实验结果表明各组增长趋势相似，到第3，5，7

天，各组表面的细胞增殖出现显著性差异。与对照组比较，

冻融法组的细胞增殖较多，在第3，5，7天出现显著性差

异，这可能是因为冻融法能获得更多的胞外基质，其中含

有较多促进细胞黏附和生长的物质，如胶原、生长因子等。

而在第3，5，7天，去污剂法组胞外基质表面的细胞增殖

数均低于对照组，这提示TritonX-100脱细胞后可能残留一

定程度的细胞毒性，不利于细胞的增殖。 

碱性磷酸酶是成骨细胞分化和功能成熟的主要特征酶

之一，对碱性磷酸酶活性的检测是鉴定成骨细胞和评价其

功能活性的重要指针之一。研究中，在接种后第1，3，5

天，各组的碱性磷酸酶活性出现显著性差异，但在第7天这

种显著性差异消失，这可能提示随着接种时间的延长，不

同脱细胞方法对碱性磷酸酶活性的影响力的差异变得越来

越小。与对照组比较时，除冻融法组以外，其余各组的碱

性磷酸酶活性在不同时间点都不同程度地低于对照组，不

利于成骨活性的维持。  

同时在实际制备过程中，每种脱细胞方法都各有特点

和局限性，如冻融组的胞外基质表面对水流等外力的抵抗

力减弱，易剥脱漂浮，在操作过程中可能会发生胞外基质

成分的丢失；而胰酶的脱细胞效果受到时间、温度，甚至

细胞数量的影响，效力过强可能会破坏胞外基质的黏附成

分，较弱又无法脱去细胞，使用较难掌控；TritonX-100和

氨水处理后虽较易获得稳定的基质表面，但可能残留细胞

毒性作用。 

上述结果证实物理冻融法能够更好地保留胞外基质成

分和活性，构建方法对胞外基质这类生物材料的生物学效

应产生不可忽视的影响。要获得比较理想的脱细胞效果，

并能最大程度地保存原有的结构和功能以适合组织工程及

临床治疗的需要，需要对不同脱细胞方法进行甄选，有时

甚至需要几种脱细胞方法的联合应用。如何根据临床应用

的实际需求，在获得胞外基质时合理运用脱细胞方法还有

待进一步的探索。 
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