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文题释义： 

细胞外基质：是细胞合成并分泌到胞外，分布于细胞表面和细胞之间的一类大分子蛋白质的总称，其可构成

复杂的网状支架结构，为细胞提供结构和生化支持，调节组织的发生和细胞的生理活动。细胞外基质包括多

种分子，如：蛋白多糖、非蛋白多糖类多糖、胶原、弹性蛋白、粘连蛋白、层粘连蛋白、细胞外载体。 

五色套染：是一种特殊染色方法，能用于识别组织中的不同组分，其由阿利新蓝、Verhoeff 苏木精、天狼星

红、酸性品红和番红花粉 5种染料混合而成，能够将弹性蛋白和细胞核染成黑色、胶原纤维染成黄色、不定

形细胞外基质染成蓝色、纤维蛋白染成亮红色、平滑肌染成红色。 

 

摘要 

背景：获得适宜的支架材料是构建组织工程小直径血管的基础，前期研究发现，非离子型去垢剂的脱细胞效

果差，联合应用离子型去垢剂能更有效去除细胞成分。 

目的：比较不同脱细胞方法制备猪颈动脉脱细胞支架的有效性，探索更适宜的细胞外基质支架制备方法。 

方法：取普通猪颈动脉 30 根，随机分为 5 组(n=6)，其中 A 组不进行脱细胞处理；B 组采用 1%十二烷基硫

酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C 组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；D

组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton X-100 进行脱细胞处理；E 组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton 

X-100进行脱细胞处理。对各组样本分别行苏木精-伊红染色、五色套染、扫描电镜、免疫组织化学及生物机

械力学检测。 

结果与结论：①苏木精-伊红染色、五色套染显示，B、C组脱细胞完全，D、E组于局部可见细胞残留；②扫

描电镜显示，脱细胞各组胶原纤维束和弹性蛋白保存完整，B组孔隙结构的形态、尺寸优于 C、D、E组；③

免疫组织化学评估显示，脱细胞各组均有异种抗原 α-1，3-Gal表达，B组 α-1，3-Gal抗原表达低于 C、D、

E组；④生物机械力学检测显示，脱细胞各组爆破压力、缝线保持力和缝合保留强度较 A组显著下降(P < 0.05)，

脱细胞各组间比较无差异；脱细胞各组顺应性、长轴断裂伸长率、横轴最大应力、横轴断裂伸长率、横轴杨

氏模量与对照组比较无差异(P > 0.05)；脱细胞各组长轴最大应力和长轴杨氏模量较 A组显著下降(P < 0.05)，

其中 B、C组长轴最大应力和长轴杨氏模量下降较 D、E组明显(P < 0.05)；⑤结果表明，基于 1%十二烷基

硫酸钠+1%脱氧胆酸钠的方法可获得更佳的猪颈动脉细胞外基质支架，适用于构建组织工程小直径血管。 

关键词： 

脱细胞；细胞外基质；组织工程小直径血管；细胞外基质支架 
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十二烷基硫酸钠：sodium dodecyl sulfate，SDS 

 

 

 

 

猪颈动脉脱细胞支架制备方法的比较 

获取并分离猪颈动脉，置于抗生素溶液中进行杀菌处理 
 

分组对猪颈动脉进行脱细胞处理，制备细胞外基质支架 
 

A 组： 
对照组 

B 组： 
1%十二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠 
C 组： 
0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸钠 

 

D 组： 
1%十二烷基硫酸钠+1%Trition X-100 
E 组： 
0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Trition X-100 

 

苏木精-伊红染色 五色套染 电镜观察 免疫组织化学 生物力学测定 
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Abstract 

BACKGROUND: A proper scaffold is the basis for construction of tissue-engineered small diameter blood vessels. Preliminary study has 

shown non-ionic detergents with limited effects of decellularization, and combined application of ionic detergents exhibits more effective 

decellularization.  

OBJECTIVE: To compare the effectiveness of different preferable methods for preparing porcine carotid artery derived extracellular matrix 

scaffold, and to explore the optimal preparation method.  

METHODS: Porcine carotid arteries (n=30) were obtained and randomized into five groups (n=6 per group). Then porcine carotid arteries 

were decellularized, followed by treatment with 1% sodium dodecyl sulfate and 1% sodium deoxycholate (group B), 0.5% sodium dodecyl 

sulfate and 0.5% sodium deoxycholate (group C), 1% sodium dodecyl sulfate and 1% Triton X-100 (group D), 0.5% sodium dodecyl sulfate 

and 0.5% Triton X-100 (group E). Native procine carotid aitery served as control (group A). Tissue samples of each group underwent 

hematoxylin-eosin staining, and Movat’s pentachrome staining, scanning electron microscope, immunohistochemistry and biomechanical test.  

RESULTS AND CONCLUSION: Hematoxylin-eosin staining and Movat’s staining revealed that the cellular components were completely 

removed in the groups B and C; however, cellular residues were visualized in the groups D and E. Under the scanning electron microscope 

collagen and elastin fiber bundles were well preserved in the decellularization groups; however, the morphology and size of porous structure 

in the group B were superior to those in the groups C, D and E. Immunohistochemistry staining showed that the xenogeneic antigen, α-1,3-Gal, 

expressed in the decellularization groups; however, the expression of α-1,3-Gal was lower in the group B than the other groups. 

Biomechanical test indicated that burst pressure, suture-holding capacity and suture-holding strength were significantly decreased in the 

decellularization groups compared with group A (P < 0.05). However, there was no significant difference in the compliance, longitudinal 

elongation at brake, circumferential ultimate tensile stress, circumferential elongation at break and circumferential Young’s modulus compared 

with control group (P > 0.05). Decellularization caused a significant decrease in the longitudinal ultimate tensile stress and longitudinal 

Young’s modulus in the decellularization groups (P < 0.05). Furthermore, the longitudinal ultimate tensile stress and longitudinal Young’s 

modulus in the groups B and C were significantly lower than those in the groups D and E (P < 0.05). Our results suggest that the novel 

decellularization method based on 1% sodium dodecyl sulfate and 1% sodium deoxycholate optimizes the extracellular matrix scaffold for the 

construction of tissue-engineered small-diameter blood vessel.  

Subject headings: Extracellular Matrix; Blood Vessel Prosthesis; Biomechanics; Tissue Engineering 

 

0  引言  Introduction 

血管旁路移植手术是许多血管闭塞性疾病的有效治疗

手段，而自体血管材料的不足使很大一部分患者无法得到

有效治疗[1-2]。基于涤纶和聚四氟乙烯的人造血管已被成功

用于大直径血管重建，然而其在小直径血管(< 6 mm)中的

应用却面临血栓栓塞、内膜增生和通畅率低等问题的困扰，

因此临床医生急需研发一种无血栓、无免疫原性和具备一

定机械强度的血管移植物[3]。组织工程在骨、软骨和肌腱

再生，皮肤、膀胱重建，心脏瓣膜、血管移植物和器官构

建等领域具有广阔的应用前景。应用工程学原理，联合支

架材料、细胞和生物信号分子构建的组织工程小直径血管，

为解决血管旁路移植物来源不足问题提供了新的思路，是

目前最具潜力的方式[2，4]。 

适宜的支架材料是决定组织工程小直径血管能否取得

成功的首要步骤，也是限制其研发的关键问题。在组织工

程研究中，常用的支架有聚合物材料和生物材料，脱细胞

生物支架已被成功用于构建组织工程移植物，获得了良好

的临床前研究和临床结果[5-6]。脱细胞生物支架具有天然的

解剖结构，特异的细胞外基质成分和结构，一定的机械性

能和相容性[7]，这些优势使其有望成为最适合的支架，用

于构建组织工程小直径血管。脱细胞的目的在于完全去除

细胞成分，获得多孔结构，尽可能降低对细胞外基质的破

坏，维持一定的机械强度。虽然获得血管脱细胞支架的方

法已有不少报道，但这些方法获得的细胞外基质支架与理

想的支架还存在差距，特别是针对脱细胞支架生物机械力

学性能的研究较少。研究表明，基于胰酶的脱细胞方法会

引起细胞外基质严重受损和支架机械力学性能的下降，而

基于去垢剂的脱细胞方法不能完全去除细胞和获得多孔结

构[2，7]。可以认为，脱细胞方法的选择决定脱细胞支架的应

用潜力，去垢剂已被广泛用于制备细胞外基质支架。前期

研究发现，非离子型去垢剂的脱细胞效果差，其联合应用

离子型去垢剂能更有效去除细胞成分[8]。然而，应用离子

型去垢剂制备细胞外基质支架的脱细胞有效性、细胞外基

质损坏程度和生物力学性能变化与去垢剂浓度是否有关尚

待进一步研究。因此，此次研究联合不同去垢剂对猪颈动

脉进行脱细胞，观察脱细胞和异种抗原α-1，3-Gal移除的

有效性，更重要的是评价细胞外基质的破坏和生物力学性

能，探索最适合的小直径血管异种细胞外基质支架制备方

法。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  探索性观察实验。 

1.2  时间及地点  实验于2015年10月至2016年9月在昆

明医科大学附属延安医院中心实验室完成。 
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1.3  材料 

实验主要试剂及仪器：十二烷基硫酸钠 (sodium 

dodecyl sulfate，SDS)、脱氧胆酸钠、万古霉素、两性霉

素B、环丙沙星、庆大霉素(Sigma公司，美国)；Triton 

X-100(MP公司，美国)；1%青霉素-链霉素(BI公司，以色

列)；五色套染试剂盒(Scy Tek公司，美国)；兔抗猪α-1，

3-Gal多克隆抗体(1:5，US Biological公司，美国)；辣根过

氧化物酶标记羊抗兔二抗(Dako公司，丹麦)；恒温摇床

(Thermo公司，美国)；光镜(Nikon公司，日本)；扫描电镜

(Hitachi公司，日本)；万能材料试验机MTS DY-30(Adamel 

Lhomargy公司，法国)；精密数字压力表(创威科技有限公

司，陕西)；5-0 Polypropylene缝线(COVIDIEN公司，美国)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  颈动脉的获取  在当地生猪定点屠宰交易中心相

对清洁环境下，获取市售猪双侧颈动脉40根，热缺血时间 

小于30 min，冰上转运至实验室，解剖并分离颈动脉，去

除颈动脉周围脂肪及结缔组织。检查分离颈动脉的完整性，

保留完整的颈动脉30根，直径4.0-5.0 mm，长10-13 cm，

其余丢弃。将30根颈动脉平均放入含万古霉素(120 mg/L)、

两性霉素B(250 μg/L)、环丙沙星 (3 mg/L)和庆大霉素  

(120 mg/L)的PBS(200 mL)中，置于4 ℃冰箱内过夜，行

杀菌处理。 

1.4.2  实验分组及脱细胞处理  无菌条件下，分别将30根

劲动脉随机分为5组(n=6)，其中对照组置于4 ℃冰箱(A

组)，不行脱细胞处理。另外4组进行脱细胞处理，恒温摇

床持续震荡，24 ℃条件下250 r/min，为去除细胞外基质

支架残存的去垢剂，脱细胞处理后，所有组均用PBS漂洗。

①B组：双蒸水进行破膜处理24 h，加入去垢剂1%SDS+1%

脱氧胆酸钠混合溶液35 mL脱细胞72 h，24 h更换，PBS

漂洗120 h，12 h换液；②C组：双蒸水进行破膜处理24 h，

加入去垢剂0.5%SDS+0.5%脱氧胆酸钠混合溶液35 mL脱

细胞72 h，24 h更换，PBS漂洗 120 h，12 h换液；③D

组：双蒸水进行破膜处理24 h，加入去垢剂1%SDS+1% 

Triton X-100混合溶液35 mL脱细胞72 h，24 h更换，PBS

漂洗 120 h，12 h换液；④E组：双蒸水进行破膜处理24 h，

加入去垢剂0.5%SDS+0.5%Triton X-100混合溶液35 mL

脱细胞72 h，24 h更换，PBS漂洗120 h，12 h换液。 

1.5  主要观察指标 

1.5.1  苏木精-伊红染色  脱细胞处理后，观察各组标本

大体形态，取3-5 mm组织样本，以中性甲醛固定24 h，梯

度乙醇脱水，二甲苯透明处理后，石蜡包埋，切片(4 μm)，

脱蜡后行标准苏木精-伊红染色，脱水，干燥后中性树脂封

固，显微镜下观察脱细胞有效性和脱细胞支架的大体形态。 

1.5.2  五色套染  应用五色套染评估各组脱细胞方法对

猪颈动脉细胞外基质的影响。取各组石蜡包埋样本，切片

(4 μm)，脱蜡，按五色套染试剂盒内所附的操作流程进行

染色，显微镜下观察。平滑肌细胞染成红色，细胞核染成

黑色，弹性蛋白染成棕色或褐色，胶原染成黄色，不定形

的细胞外基质(糖胺聚糖、蛋白聚糖类)染成蓝色。 

1.5.3  扫描电镜  取组织样本，3.5%戊二醛室温固定48 h，

应用磷酸盐缓冲液漂洗，经1%鹅脱氧胆酸固定2 h，梯度

乙醇脱水，叔丁醇渗透，冷冻干燥，电镀喷金处理后，应

用扫面电镜观察各组脱细胞支架内膜面内皮细胞移除及基

底膜破坏情况，观察横切面细胞外基质纤维完整性和多孔

结构。 

1.5.4  免疫组织化学  通过观察异种抗原α-1，3-Gal的表

达情况，评估异种抗原移除有效性，研究采用Envision系

统行免疫组织化学检测。石蜡包埋样本切片(4 μm)，脱蜡

后采用煮沸法行抗原修复，体积分数3%双氧水阻断内源性

过氧化物酶，加一抗α-1，3半乳糖，室温孵育1 h，PBS漂

洗，加入二抗，室温孵育，DAB显色，苏木精染色后封固，

显微镜下观察。 

1.5.5  单轴应力测试  为评价脱细胞支架的单轴机械应

力，研究应用万能材料试验机测定各组猪颈动脉的单轴机

械性能。沿长轴取猪颈动脉样本3 cm，两端分别固定于万

能材料试验机的夹具上，以20 mm/min的速度拉伸，测定

长轴最大应力，于样本断裂时记录最大应力和位移。 

沿长轴取猪颈动脉样本1 cm，将样本套入2个自制金

属钩，将金属钩固定万能材料试验机夹具上，确保血管处

于自然状态，以20 mm/min的速度拉伸，测定横轴最大应

力，于样本断裂时记录最大应力和位移。按公式计算断裂

伸长率，断裂伸长率(%)=位移(mm)/初长度(mm)。计算杨

氏模量(ε)，ε=(F·L0)/(A·ΔL)，其中F为最大应力，L0为初长

度，A为横截面积，ΔL为位移。 

1.5.6  爆破压力测定和顺应性测定  爆破压力和顺应性

是评估支架材料能否耐受体内血流动力环境和血管弹性的

重要指标，因此研究应用精密数字压力表测定爆破压力。

取各组猪颈动脉样本4 cm，分别将两端固定于50 mL注射

器和精密数字压力表换能器，将PBS以5 mL/min的速度持

续泵入，于0 mm Hg(1 mm Hg=0.133 kPa)时用游标卡尺

测定各样本内径和厚度，分别于80和120 mmHg压力时用

游标卡尺测定移植物外径，记录猪颈动脉破裂时的最大压

力。参照ANSI 7 198标准，按公式计算顺应性： 

顺应性(%)/100 mm Hg=                  ， 

 

 

 

其中，P2为120 mm Hg，P1为80 mm Hg，Ripn为压

力n时颈动脉样本的外半径(mm)，Ri为静息状态下(0 mm Hg)

颈动脉样本的内半径(mm)，t0为静息状态下(0 mm Hg)颈

动脉样本的厚度(mm)。 

1.5.7  缝合保留强度测定  缝合保留强度是判断支架材

料能否耐受移植早期局部血管张力和是否出现缝线切割局

部撕脱的关键指标，因此研究应用万能材料试验机测定各
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组样本的缝线保持性能和缝合保留强度。取各组血管移植

物1.5 cm，其中一端修剪成水平方向和45°角斜面，分别用

5-0 Polypropylene缝线等距缝合3针，进针点距切缘2 mm，

将移植物和缝线分别固定于万能材料试验机夹具上，以  

20 mm/min的速度拉伸，于样本断裂时记录水平方向和倾

斜方向的缝线保持力(N)，按公式计算缝合保留强度，缝合

保留强度(MPa)=SHC/(As×Am)，其中SHC为缝线保持力

(N)，As为缝线横截面积(mm
2
)，Am为颈动脉样本厚度

(mm)。 

1.6  统计学分析  采用SPSS 17.0统计软件进行数据分

析。计量资料以x
_

±s表示，组间比较采用单因素ANOVA，

组内比较采用S-N-K法；检验水准α=0.05。 

 

2  结果  Results  

2.1  组织学观察结果  脱细胞处理后，猪颈动脉呈乳白

色，血管形态与对照组无差异，弹性良好。苏木精-伊红染

色显示，B组及C组脱细胞完全；D组及E组于中膜层内侧

局部区域可见细胞核残留，未完全去除细胞成分；对照组

结构紧密，平滑肌细胞均匀分布于中膜层，各脱细胞组细

胞外基质与对照组相比变得疏松，见图1。 

五色套染显示，弹性蛋白位于中膜层，胶原纤维位于

外膜层；A组平滑肌细胞位于中膜层，被弹性蛋白和细胞

外基质包绕；脱细胞处理后，弹性蛋白和胶原纤维完整性

良好，排列整齐，而糖胺聚糖和蛋白聚糖类不定形细胞外

基质成分遭到不同程度破坏，B组和C组平滑肌细胞完全去

除，D组和E组局部可见红色平滑肌显色，见图2，进一步

表明B组和C组的脱细胞方案能完全去除猪颈动脉的细胞

成分，而D组和E组只能去除绝大部分细胞成分。 

2.2  扫描电镜观察结果  观察内膜面拓扑结构，A组颈动

脉内膜面可见均匀分布的内皮细胞，局部略隆起，呈鹅卵

石样；各脱细胞组内皮细胞被有效去除，B组和C组基底膜

被破坏，细胞外基质纤维完整，多处可见多孔结构，D组

基底膜局部遭到破坏，可见细胞外基质纤维多孔结构，而

E组基底膜较完整，未见细胞外基质纤维暴露，见图3。 

观察猪颈动脉横截面的细胞外基质纤维和多孔结构，

A组可见细胞成分，纤维束完整、形态良好；各脱细胞组

细胞外基质纤维束完整，B组和C组纤维束较对照组和未完

全脱细胞组(D组、E组)变薄，同时B组和C组的多孔结构较

D组、E组多，B组“蜂房”样多孔结构优于C组，见图4。 

2.3  免疫组织化学检测结果  免疫组织化学评估显示，A

组异种抗原α-1，3-Gal均匀分布于颈动脉的内膜、中膜和

外膜层；脱细胞能去除部分异种抗原α-1，3-Gal，异种抗

原α-1，3-Gal移除程度与脱细胞有效性密切相关，脱细胞

处理后，B组猪颈动脉中膜较其他组疏松，α-1，3-Gal抗原

表达亦低于其他组，见图5。 

2.4  单轴力学性能检测结果  与A组相比，脱细胞处理导

致猪颈动脉长轴-最大应力和杨氏模量不同程度的降低 

(P=0)，其中B组、C组的长轴-最大应力和杨氏模量较A组、

D组、E组显著降低(P < 0.05)，D组和E组与A组比较差异

有统计学意义(P < 0.05)。脱细胞处理后，长轴断裂伸长率，

横轴最大应力、断裂伸长率和杨氏模量与对照组比较差异

无统计学意义(P > 0.05)，见图6。 

2.5  爆破压力和顺应性检测结果  脱细胞处理导致猪颈

动脉支架的抗爆破能力降低，与A组相比，脱细胞组爆破

压力均降低(P < 0.001)，各脱细胞组间比较无明显差异

(P > 0.05)；与A组相比，脱细胞处理未引起显著的猪颈动

脉支架顺应性改变(P > 0.05)，见图7。 

2.6  缝合保留强度检测结果  与A组比较，脱细胞处理导

致猪颈动脉支架的缝线保持力和缝合保留强度在水平方向

和斜面方向均下降(P < 0.001)，然而在各脱细胞组间比较

差异无显著性意义(P > 0.05)，见图8。 

 

3  讨论  Discussion 

获得适宜的支架材料是构建组织工程小直径血管面临

的一个重要挑战，理想的血管组织工程支架应具备以下性

能：适合的三维立体结构和生物机械力学性能；良好的细

胞相容性、血液相容性和组织相容性；具有适当的多孔结

构，易于种子细胞迁移和组织重塑；可控的生物降解率[2，9]。

目前，各种合成和天然的脱细胞生物材料已被用于构建组

织工程小直径血管，然而这些血管移植物均未能满足临床

应用的要求。获得细胞外基质支架的方法大致分为物理法、

酶处理法和化学试剂脱细胞法，为了完全去除细胞成分和

异种抗原，通常应用基于胰蛋白酶的方法，然而多个研究

表明，胰蛋白酶处理会导致细胞外基质的严重破坏，致使

其生物力学性能的下降[10]。因此需要探索新的、能完全去

除细胞成分、保留细胞外基质完整性和生物机械强度，同

时获得较好孔隙结构的脱细胞方法。通过比较4种不同脱细

胞方法获得的猪颈动脉细胞外基质支架，此次研究发现基

于1%SDS+1%脱氧胆酸钠的脱细胞方案能获得最适宜的

猪颈动脉细胞外基质支架，用于构建组织工程小直径血管。

该方法可完全去除细胞成分，保留完整的弹性蛋白和胶原

纤维，移除异种抗原α-1，3-Gal，获得最佳的多孔结构和

适宜的生物机械力学性能。 

脱细胞生物支架的核心内容是完全去除细胞成分，移

除异种抗原，尽可能完整的保留细胞外基质，具备一定的

生物力学性能。SDS和脱氧胆酸钠属于离子型去垢剂，通

过溶解细胞成分得到细胞外基质，脱细胞效果较好。Triton 

X-100属于非离子型去垢剂，通过破坏脂-脂和脂-蛋白间

的分子连接而去除细胞，其脱细胞作用温和[11-12]。之前引

用不同去垢剂对猪主动脉脱细胞的研究表明，基于脱氧胆

酸钠和Triton X-100的脱细胞方案不能完全去除细胞成分[8]。

此次研究基于SDS和脱氧胆酸钠的2种方法获得良好的结

果，苏木精-伊红染色和五色套染未见细胞核成分残余，细

胞外基质完整性良好，然而基于SDS和Triton X-100的方法
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可于局部观察到细胞核成分，表明未完全脱细胞。细胞核

成分残留可能引起不良的体内炎症反应，目前对于细胞核

成分残留与体内免疫反应程度之间的关系尚未完全阐释清

楚。虽然一些含有细胞核成分的商业化医用产品临床应用

已取得成功，但研究证实，基于戊二醛固定的牛心包或猪

主动脉瓣制备的生物瓣，钙化首先发生于细胞成分残余局

部[13]。Keane等[14]的研究表明，脱细胞有效性与巨噬细胞

极化和体内重塑结局密切相关，未有效脱细胞组以M1型巨

噬细胞为主，重塑结局不良。因此认为，B、C组的脱细胞

方案优于D、E组，基于SDS和Triton X-100的脱细胞方案

有待进一步改进，提高脱细胞有效性。 

异种抗原α-1，3-Gal是引起异种移植超急性免疫排斥

的关键分子[15]，脱细胞的其中一个要素就是去除异种抗原。

异种移植超急性免疫排斥是引起移植早期移植物衰败和功

能障碍的主要原因之一。因此，为削弱超异种移植超急性

免疫排斥的强度，需要降低或有效去除α-1，3-Gal。此次

研究表明，脱细胞能移除异种抗原α-1，3-Gal，但不能全

部移除。Böer等[16-17]应用去垢剂对马颈动脉脱细胞的实验

表明，基于去垢剂的方法不能完全去除α-1，3-Gal。有学

者认为，α-1，3-Gal主要表达于细胞膜[18]；也有学者认为，

α-1，3-Gal通过特定糖链结合于哺乳动物(人和高级灵长类

动物除外)的蛋白及脂类分子[19]。此次研究中，细胞膜和细

胞外基质也可观察到α-1，3-Gal表达，在此作者认为，α-1，

3-Gal不仅表达于内皮细胞表面，可能表达于细胞外基质或

与某些细胞外基质蛋白形成紧密连接。目前，已有不少关

于α-1，3-Gal基因缺失猪来源组织用于构建组织工程移植

物的报道[15，20]。 

支架材料应具备一定数目和大小的孔隙结构，易于种

植细胞黏附和迁移，促进细胞养分的供应和代谢产物的运

输。虽然基底膜是细胞黏附和增殖的理想锚基，但Faulk

等[21]的研究显示完整的基底膜影响细胞迁移。此次研究中

扫描电镜观察显示，B组和D组脱细胞方案引起明显的基底

膜破坏，C组和E组基底膜完整性较好；脱细胞支架横截面

扫描电镜观察显示，B组细胞外基质支架孔隙结构的大小、

形态和孔隙间连接均优于C组。 

血管支架材料应具备足够的机械强度和爆破压力，以

承受体内血流和压力，应具有同天然血管相近的顺应性，

以规避移植物与天然血管之间顺应性不匹配导致的血栓形

成和内膜增生。脱细胞处理通常引起细胞外基质完整性破

坏和生物机械力学的改变，然而针对主要细胞外基质结构

破坏与机械性能改变的关系报道较少。因此，此次研究基

于猪颈动脉和4种脱细胞方案，探讨细胞外基质和力学性能

间的关系。五色套染结果显示，脱细胞处理导致动脉结构

完整性破坏，主要细胞外基质蛋白胶原纤维和弹性蛋白完

整性良好，B组和C组平滑肌细胞被完全移除，细胞外基质

疏松；D组和E组局部有平滑肌着色，细胞外基质尚紧密。

此外，不定形细胞外基质(蛋白聚糖和糖胺聚糖类)的破坏

与脱细胞完全性密切相关。生物机械性能测定显示，脱细

胞导致长轴最大应力、长轴杨氏模量、爆破压力、缝线保

持力和缝合保留强度不同程度下降，其中完全脱细胞组(B、

C组)长轴最大应力和杨氏模量较未完全脱细胞组(D、E组)

下降明显，参照ANSI 7 198标准，脱细胞对横轴最大应力、

横轴杨氏模量、断裂伸长率等生物机械力学指标无显著影

响。五色套染显示，B、C组平滑肌细胞完全移除，D、E

组仍有平滑肌细胞着色，胶原纤维和弹性蛋白着色未见明

显差异；扫描电镜观察显示胶原纤维束和弹性蛋白板层完

整性良好，在脱细胞组和A组间无明显差异，这些结果表

明平滑肌细胞移除是导致机械性能改变的首要因素，特别

是长轴最大应力和长轴杨氏模量。Venkatasubramanian 

等[22]对猪股动脉冻融处理的研究显示，平滑肌细胞破坏是

引起机械性能改变的关键因素。顺应性不匹配是引起血管

移植物血栓形成和内膜增生的限制性因素[23]，因此移植物

顺应性与靶血管是否匹配决定血管移植物的应用潜能。此

次研究结果表明，脱细胞未引起猪颈动脉支架的顺应性改

变；Murase等[24]对犬颈动脉脱细胞的研究与此次研究结果

相似，脱细胞未引起顺应性改变。虽然脱细胞导致爆破压

力下降，然而爆破压力的最低值(2 000 mm Hg)远远高于

生理血压的极限。此外，脱细胞支架具备一定的缝线保留

强度。 

此次研究存在一定不足：首先，研究从组织学角度探

索细胞移除的有效性，可考虑从DNA、细胞膜和细胞器相

关蛋白的定性和定量分析角度探索是否完全去除细胞成

分；其次，生物相容性是决定异种颈动脉细胞外基质支架

临床应用的重要方面，需要在组织相容性、血液相容性和

细胞相容性等方面进行研究；再次，炎症反应是介导移植

物体内重塑、成熟的基础，然而具体的哪一类炎性细胞或

哪一类炎性因子经过相应信号通路调控移植物重塑的分子

机制仍待阐释；在今后的研究工作中，将针对这些方面进

行探索。 

综上，基于1%SDS+1%脱氧胆酸钠的脱细胞方案获得

的猪颈动脉支架优于其他3种方案，该方案获得的猪颈动脉

细胞外基质支架，具有极大的潜力用于构建组织工程小直

径血管，值得进一步研究。脱细胞无法避免猪颈动脉支架

不定形细胞外基质的破坏和生物机械力学性能的改变，平

滑肌细胞的移除是引起力学性能下降的关键因素。遗憾的

是异种抗原α-1，3-Gal未完全移除，其不但表达于细胞膜，

还表达于细胞外基质。 
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图注：A 组不进行脱细胞处理；B组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸

钠进行脱细胞处理；D组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton X-100进行脱细胞处理；E组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton X-100进行脱

细胞处理。B、C组脱细胞完全；D、E 组中膜层内侧局部区域可见细胞核残留，未完全去除细胞成分。 

图 1  各组颈动脉样本苏木精-伊红染色观察结果(标尺为 100 μm) 

Figure 1  Hematoxylin-eosin staining results of carotid arteries in each group (scale bars=100 μm) 

 

图注：A 组不进行脱细胞处理；B组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸

钠进行脱细胞处理；D组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton X-100进行脱细胞处理；E组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton X-100进行脱

细胞处理。B、C组显示平滑肌细胞完全去除，D、E 组显示局部可见红色平滑肌显色。 

图 2  各组颈动脉样本五色套染观察结果(标尺为 100 μm)  

Figure 2  Movat’s pentachrome staining results of carotid arteries in each group (scale bars=100 μm) 

图注：A 组不进行脱细胞处理；B组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸

钠进行脱细胞处理；D组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton X-100进行脱细胞处理；E组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton X-100进行脱

细胞处理。B、C组的基底膜被破坏，细胞外基质纤维完整，多处可见多孔结构；D组的基底膜局部遭到破坏，可见细胞外基质纤维多孔结构；

E 组的基底膜较完整，未见细胞外基质纤维暴露。 

图 3  各组颈动脉样本内膜面扫描电镜观察结果(标尺为 50 μm) 

Figure 3  Intimal surface of carotid arteries in each group under scanning electron microscope (scale bars=50 μm) 

图注：A 组不进行脱细胞处理；B组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸

钠进行脱细胞处理；D组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton X-100进行脱细胞处理；E组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton X-100进行脱

细胞处理。各脱细胞组细胞外基质纤维束完整，B、C组纤维束较 A、D、E组变薄，同时 B、C组的多孔结构较 D、E 组多，B 组的“蜂房”

样多孔结构优于 C组。 

图 4  各组颈动脉样本横截面扫描电镜观察结果(标尺为 50 μm) 

Figure 4  Cross-sectional observation of carotid arteries in each group under scanning electron microscope (scale bars=50 μm) 

图注：A 组不进行脱细胞处理；B组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸

钠进行脱细胞处理；D组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton X-100进行脱细胞处理；E组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton X-100进行脱

细胞处理；NC为空白对照。B 组的猪颈动脉中膜较其他组疏松，α-1，3-Gal抗原表达亦低于其他脱细胞处理。 

图 5  各组颈动脉样本 α-1，3-Gal 免疫组织化学观察结果(标尺为 100 μm) 

Figure 5  Immunohistochemistry observation of α-1,3-Gal in carotid arteries of each group (scale bars=100 μm) 
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图注：A 组不进行脱细胞处理；B组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸

钠进行脱细胞处理；D组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton X-100进行脱细胞处理；E组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton X-100进行脱

细胞处理。 

图 6  各组颈动脉样本的单轴生物力学测定结果 

Figure 6  Uniaxis biomechanical test of carotid arteries in each group 

 

图注：A 组不进行脱细胞处理；B 组采用 1%十

二烷基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；

C 组采用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸

钠进行脱细胞处理；D 组采用 1%十二烷基硫酸

钠+1%Triton X-100进行脱细胞处理；E 组采用

0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%Triton X-100进行脱

细胞处理。 

图 8  各组颈动脉样本缝线保持力和缝合保留强

度测定结果 

Figure 8  Suture holding capacity and suture 

holding strength tests of carotid arteries in each 

group 

 

图注：A 组不进行脱细胞处理；B组采用 1%+二烷

基硫酸钠+1%脱氧胆酸钠进行脱细胞处理；C组采

用 0.5%十二烷基硫酸钠+0.5%脱氧胆酸钠进行脱

细胞处理；D组采用 1%十二烷基硫酸钠+1%Triton 

X-100 进行脱细胞处理；E 组采用 0.5%十二烷基

硫酸钠+0.5%Triton X-100 进行脱细胞处理。     

1 mm Hg=0.133 kPa 

图 7  各组颈动脉样本爆破压力和顺应性测定结果 

Figure 7  Burst pressure and compliance tests 

of carotid arteries in each 
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