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研究原著

基于脱细胞方法制备 3D 植物肝组织工程支架及表征

文题释义：

脱细胞方法：是一种通过物理、化学和生物酶法去除组织或器官中的细胞成分，以消除抗原性，同时保留器官的微观三维结构和含有生物

活性的细胞外基质的技术。经过脱细胞处理获得的组织衍生脱细胞生物材料是组织工程应用中的理想选择。

植物脱细胞支架：经过脱细胞处理获得，保留了原有的三维结构和生物活性成分，能够很好地模拟体内微环境，具有良好的生物相容性。

植物脱细胞支架来源丰富、制作简单，具有显著的经济发展及环境友好优势。

摘要

背景：组织工程为肝衰竭这一临床困境带来了新的希望，通过简单的制备方法制备植物脱细胞纤维支架对肝脏组织工程具有重要意义。

目的：采用新鲜苹果切片和十二烷基硫酸钠溶液制备苹果组织脱细胞支架材料，并评估其生物相容性。

方法：将新鲜苹果分别采用磷酸盐缓冲液和十二烷基硫酸钠溶液进行脱细胞处理，然后用磷酸盐缓冲液进行脱毒获得处理后的苹果组织和

苹果脱细胞支架材料，然后在扫描电镜下观察苹果材料的脱细胞效果。实验从BALB/C小鼠腹股沟脂肪中提取脂肪干细胞，并且通过流式细

胞术鉴定其干细胞相关标记物(CD45，CD34，CD73，CD90，CD105)的表达。然后分为无支架对照组和有支架组，在两组中接种等量脂肪干

细胞，通过CCK-8、苏木精-伊红染色、鬼笔环肽骨架染色评价该脱细胞支架与脂肪干细胞的生物相容性，在光学显微镜、扫描电镜下观察

细胞在支架上的黏附及生长情况。然后将支架分为非诱导组和成肝诱导组，将脂肪干细胞种植在脱细胞苹果支架上，分别在普通培养基和

成肝诱导培养基中培养14 d后进行对比，通过肝细胞标记物(白蛋白、细胞角蛋白18、细胞色素P450家族1亚家族1)进行免疫荧光染色，通

过酶联免疫吸附实验来检测白蛋白、甲胎蛋白的分泌情况，并通过扫描电镜观察支架上诱导培养的细胞形态，验证该脱细胞支架材料上肝

细胞相关蛋白的表达。最后，实验通过将钴60照射消毒后的苹果脱细胞支架移植于小鼠肝脏表面，28 d后通过大体观及苏木精-伊红染色

观察该支架的降解情况。

结果与结论：①扫描电镜结果显示，脱细胞后的苹果支架材料具有约100 μm大小的孔隙结构，不存在残余细胞。②通过流式细胞学鉴

定，提取培养的细胞为脂肪间充质干细胞。③CCK-8结果表明，所制备的苹果组织脱细胞支架材料无细胞毒性；苏木精-伊红染色和鬼笔环

肽骨架染色观察到脂肪间充质干细胞能够在苹果组织脱细胞支架上黏附和聚集生长。④免疫荧光染色、酶联免疫吸附实验结果显示，培养

在苹果组织脱细胞支架上的脂肪间充质干细胞高表达白蛋白、甲胎蛋白、细胞角蛋白18及细胞色素P450家族1亚家族1肝脏相关蛋白，说

明被诱导分化为了具有肝细胞功能的肝细胞样细胞。⑤干预7 d时植入的苹果脱细胞支架与肝脏融合，部分支架已经降解，干预28 d时苹果

脱细胞支架已完全降解，被新生组织替代。⑥结果表明，来源于苹果组织制备的脱细胞支架材料具有良好的生物相容性，可促进脂肪间充

质干细胞的增殖、黏附及成肝细胞分化。 
关键词：植物组织；支架；脱细胞；肝衰竭；脂肪间充质干细胞；组织工程；肝细胞样细胞

Preparation and characterization of 3D plant-based scaffold based on decellularization method in liver 
tissue engineering 

Hu Jingjing1, 2, He Songlin1, Zhang Daxu1, 2, Zhao Shuo1, 2, Shi Xiaonan1, 2, Li Weilong1, Ye Shujun1, Wang Jingyi1, Guo Quanyi1, 2, Yan Li1

1Second Medical Center and National Clinical Research Center of Geriatric Diseases, Chinese PLA General Hospital, Beijing 100853, China; 2Institute of 

1
解放军总医院第二医学中心老年医学科，北京市  100853；2

解放军总医院第一医学中心骨科研究所，骨科再生医学北京市重点实验室，全军骨

科战创伤重点实验室，北京市  100853
第一作者：胡婧婧，女，1996 年生，汉族，解放军总医院在读硕士，主要从事肝脏再生智能化材料相关方向的研究。

通讯作者：阎丽，博士，主任医师，教授，解放军总医院第二医学中心老年医学科，北京市  100853
共同通讯作者：郭全义，博士，主任医师，教授，解放军总医院第二医学中心老年医学科，解放军总医院第一医学中心骨科研究所，骨科再生医

学北京市重点实验室，全军骨科战创伤重点实验室，北京市  100853
https://orcid.org/0000-0001-8795-2466( 胡婧婧 )；https://orcid.org/0000-0001-8881-1921( 阎丽 )；https://orcid.org/0000-0001-7154-2227( 郭全义 )
资金资助：国家重点研发计划课题 (2019YFA0110600)，项目负责人：郭全义；国家自然科学基金项目 (31971263)，项目负责人：

阎丽

引用本文：胡婧婧，何松霖，张大旭，赵烁，史潇楠，李伟龙，叶淑君，王静怡，郭全义，阎丽 . 基于脱细胞方法制备 3D 植物

肝组织工程支架及表征 [J]. 中国组织工程研究，2024，28(29):4645-4651. 

胡婧婧 1，2，何松霖 1，张大旭 1，2，赵  烁 1，2，史潇楠 1，2，李伟龙 1，叶淑君 1，王静怡 1，郭全义 1，2，阎  丽 1

文章快速阅读：采用脱细胞法制备三维植物肝组织工程支架
https://doi.org/10.12307/2024.588  

投稿日期：2023-11-17

采用日期：2023-12-23

修回日期：2024-01-17

在线日期：2024-02-21

中图分类号： 

R459.9；R318；R331 

文章编号： 

2095-4344(2024)29-04645-07

文献标识码：B 

新鲜苹果

微观结构 大体观
成肝验证

苏木精-伊红染色

CCK 实验

细胞骨架染色

扫描电镜

细胞

相容性

大体观

体内降解实验

负载脂肪干细胞的支架

扫描电镜 ELISA 免疫荧光

脱细胞苹果支架



4646｜中国组织工程研究｜第28卷｜第29期｜2024年10月

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Researchwww.CJTER.com

研究原著

0   引言   Introduction
目前，肝衰竭的治疗方式主要有内科综合治疗、人工肝

治疗和原位肝移植治疗等 [1-8]
。内科综合治疗肝病目前缺乏

特效药物，原位肝移植受供肝的缺乏等因素限制无法在临床

广泛应用，人工肝治疗则仅仅是提供临时的替代或过渡治疗，

无法达到临床治愈的目的
[9-10]

。近年来，组织工程技术的发展，

为治疗肝脏疾病提供了一种新型治疗策略，有可能克服目前

临床治疗的局限性
[11-14]

。在各种类型的种子细胞中，脂肪间

充质干细胞因显著的多能分化能力和易于获取，以及改变微

环境以减轻肝损伤和促进肝组织再生的能力而受到高度重 

视
[15]
。然而，脂肪间充质干细胞在肝脏上的直接应用一直伴

随着血栓形成和细胞保留不足等问题
[16]
。为了成功生成工程

肝组织，研究人员通常使用生物材料联合种子细胞植入损伤

肝脏，但选择适宜的支架材料仍是肝脏组织工程所面临的重

要问题
[17-18]

。

组织工程中所选择的生物材料应尽可能的去模拟体内微

环境，立体多孔的结构可为细胞的代谢提供结构支撑，保证

营养物质更好的交换，促进细胞的黏附和增殖，利于组织的
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Abstract
BACKGROUND: Tissue engineering has brought new hope to the clinical challenge of liver failure, and the preparation of plant-derived decellularized fiber 
scaffolds holds significant importance in liver tissue engineering.
OBJECTIVE: To prepare apple tissue decellularized scaffold material by using fresh apple slices and a solution of sodium dodecyl sulfate, and assess its 
biocompatibility. 
METHODS: Fresh apples were subjected to decellularization using phosphate buffer saline and sodium dodecyl sulfate solution, separately. Afterwards, the 
decellularized apple tissues and apple decellularized scaffold materials were decontaminated with phosphate buffer saline. Subsequently, scanning electron 
microscopy was used to assess the effectiveness of decellularization of the apple materials. Adipose-derived mesenchymal stem cells were extracted from the 
inguinal fat BALB/C of mice, and their expression of stem cell-related markers (CD45, CD34, CD73, CD90, and CD105) was identified through flow cytometry. The 
cells were then divided into a scaffold-free control group and a scaffold group. Equal amounts of adipose-derived mesenchymal stem cells were seeded onto 
both groups. The biocompatibility of the decellularized scaffold with adipose-derived mesenchymal stem cells was evaluated using CCK-8 assay, hematoxylin-
eosin staining, and phalloidine staining. Cell adhesion and growth on the scaffold were observed under light microscopy and scanning electron microscopy. 
Furthermore, the scaffold was subdivided into the non-induced group and the hepatogenic-induced group. Adipose-derived mesenchymal stem cells were 
cultured on the decellularized apple scaffold, and they were cultured for 14 days in regular culture medium or hepatogenic induction medium for comparison. 
Immunofluorescent staining using liver cell markers, including albumin, cytokeratin 18, and CYP1A1, was performed. Enzyme-linked immunosorbent assay 
was used to detect the secretion of alpha fetoprotein and albumin. Additionally, scanning electron microscopy was employed to observe the morphology of 
the induced cells on the scaffold, verifying the expression of liver cell-related genes on the decellularized scaffold material. Finally, the cobalt-60 irradiated 
and sterilized decellularized apple scaffolds were transplanted onto the surface of mouse liver and the degradation of the scaffold was observed by gross 
observation and hematoxylin-eosin staining after 28 days.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The scanning electron microscopy results revealed that the decellularized apple scaffold material retained a porous structure 
of approximately 100 μm in size, with no residual cells observed. (2) Through flow cytometry analysis, the cultured cells were identified as adipose-derived 
mesenchymal stem cells. (3) CCK-8 assay results demonstrated that the prepared decellularized apple tissue scaffold material exhibited no cytotoxicity. 
Hematoxylin-eosin staining and phalloidine staining showed that adipose-derived mesenchymal stem cells were capable of adhering and proliferating on 
the decellularized apple tissue scaffold. (4) The results obtained from immunofluorescence staining and enzyme-linked immunosorbent assay revealed that 
adipose-derived mesenchymal stem cells cultured on the decellularized apple scaffolds exhibited elevated expression of liver-specific proteins, including 
albumin, alpha-fetoprotein, cytokeratin 18, and CYP1A1. These results suggested that they were induced differentiation into hepatocyte-like cells possessing 
functional characteristics of liver cells. (5) The decellularized apple scaffold implanted at 7 days has integrated with the liver, with partial degradation of the 
scaffold observed. By 28 days, the decellularized apple scaffold has completely degraded and has been replaced by newly-formed tissue. (6) The results indicate 
that the decellularized scaffold material derived from apple tissue demonstrates favorable biocompatibility, promoting the proliferation, adhesion, and hepatic 
differentiation of adipose-derived mesenchymal stem cells.
Key words: plant tissue; scaffold; decellularization; liver failure; adipose-derived mesenchymal stem cell; tissue engineering; hepatocyte-like cell
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再生
[19]
。对于肝脏组织工程，生物材料除了应具有生物相容

性外，还应具有能够模拟肝脏组织结构的稳定三维微环境，

以及能够与肝脏重建血管以进行物质交换和废物代谢
 [20-23]

。

为了实现此目的，血管系统的重建至关重
[24-26]

。目前，基于

3D 打印的方法和基于动物脱细胞组织的方法由于存在精度

不足、成本昂贵和伦理等问题，并不能满足这一需求
[27-29]

。

然而有研究表明，植物和动物组织的脉管系统都遵循默里定

律：在有限体积内连接的多孔网络将所有毛孔的运输阻力降

至最低，并确保整个网络的顺畅传输
[30-31]

。近年来，植物基

材料在组织再生中的应用逐渐增加，主要是由于其制备简单、

可获得性广且生物相容性好
[32-34]

。然而，目前尚无关于在肝

组织工程中使用植物性材料构建血管系统的报道。细胞不仅

围绕植物脉管系统生长，同时植物支架的微观结构可引导细

胞行为、维持细胞形态和功能
[35-36]

。在没有任何促血管生成

因子的情况下，未经修饰的植物脱细胞材料在体内具有良好

的生物相容性和促血管形成能力
[37-39]

。因此，植物脱细胞支

架有望成为组织工程中潜在的生物材料，帮助解决血管网络

重建的难题。
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实验首先利用扫描电镜观察苹果纤维素支架的微观结

构，发现苹果纤维素支架和肝小叶具有类似多面体腔的微结

构；然后通过与脂肪干细胞共培养对其进行细胞相容性和生

物学性能评估，并进行体外成肝诱导分化。此外，实验将苹

果脱细胞支架移植于小鼠肝脏表面，28 d 后通过大体观及苏

木精 - 伊红染色观察该支架的降解情况，探究其作为肝脏组

织工程支架的可行性，为组织工程材料的选择提供新的思路，

为体内修复受损肝脏相关实验研究提供理论基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   动物实验，评估制备的苹果脱细胞支架的生物相

容性，独立样本 t 检验，单因素方差分析和 Bonferroni 事后

检验。

1.2   时间及地点   实验于 2023 年 1 月至 2023 年 11 月在中国

人民解放军总医院第一医学中心骨科研究所完成。

1.3   材料   新鲜苹果，品种：红富士，产地：山东省烟台市。

1.3.1   实验动物   BALB/c 乳鼠 10 只，6-8 周龄 BALB/c 小

鼠 20 只，雌雄不限，均购于中国人民解放军总医院实验

动物中心，合格证号：SCXK( 京 )2019-0010。实验得到中

国人民解放军总医院动物实验伦理委员会批准，批准号：

2019YFA010600，批准时间：2019-03-05。
1.3.2   实验主要试剂及仪器   DMEM/F-12培养基、胎牛血清、

青霉素 - 链霉素双抗 ( 美国 Gibco 公司 )；体积分数 0.25% 胰

蛋白酶 ( 美国 Sigma 公司 )；CCK-8 试剂盒 ( 日本同仁公司 )；
DAPI 染液 ( 美国 Molecular Probes 公司 )；苏木精 - 伊红染色

液、十二烷基硫酸钠溶液 ( 北京索莱宝科技有限公司 )；多聚

甲醛 ( 北京化学试剂有限公司 )；酶联免疫吸附试验试剂盒 

( 北京诚林生物科技有限公司 )；Actin 微丝红色荧光探针 ( 上

海碧云天生物技术有限公司 )；Alexa Fluor® 488 二抗、Anti-  

CYP1A1、Anti-Albumin( 英国 Abcam 公司 )，Anti-Cytokeratin18 

( 美国 Cell Signaling 公司 )；扫描电子显微镜 ( 日本 Hitachi 

S-4800 公司 )；EPOCH TAKE 3 酶标仪 ( 美国 BioTek 公司 )；激

光共聚焦显微镜 ( 日本 Nikon 公司 ) 等。

1.4   实验方法   

1.4.1   制备苹果组织脱细胞支架   将新鲜的苹果切成 3 mm 厚

的薄片，弃去靠近果核处苹果组织后将薄片切成直径为 1.5 cm 

的圆形片。将苹果片分为 2 组，其中一组为磷酸盐缓冲液对

照组，另一组为支架组。磷酸盐缓冲液对照组置于磷酸盐缓

冲液中，支架组置于含有体积分数 1% 十二烷基硫酸钠溶液的

磷酸盐缓冲液中，二者连续振荡 48 h，每 12 h 更换 1 次液体。

然后将两组置于磷酸盐缓冲液中连续振荡 48 h 进行脱毒。随

后，将获得的脱细胞苹果组织在钴 60 射线照射后立即使用，

或在 4 ℃冰箱中储存不超过 1 周。将得到的磷酸盐缓冲液处

理的苹果组织与脱细胞苹果组织分别在电镜下观察微观结构。 

1.4.2   苹果组织脱细胞支架的理化性质评估   取新鲜及脱细

胞后的苹果组织，观察脱细胞处理前后苹果组织的大体形态，

之后经过冻干及真空喷金处理于扫描电镜下观察脱细胞前后

实验中使用的脱细胞支架材料介绍

项目 材料名称 

来源  新鲜苹果 ( 品种：红富士，产地：山东省烟台市 )

组成成分 纤维素

材料外形 直径为 1.4 cm 的圆片，偏向透明状

制备方法 使用体积分数 1% 十二烷基硫酸钠溶液进行脱细胞 48 h，然后在

磷酸盐缓冲液连续振荡 48 h 脱毒制备而成

理化性质 不溶于水，吸水性强

功能 为细胞提供三维立体结构，为组织再生提供支撑作用

不良反应 未知

苹果支架的微观结构并采集照片。

1.4.3   小鼠脂肪间充质干细胞的分离培养和鉴定   取 BALB/c 

雄性 3 d 乳鼠 10 只，在无菌条件下分离腹股沟脂肪组织置于

含有青霉素 - 链霉素双抗的磷酸盐缓冲液中，剔除小鼠脂肪

组织周围的皮下与筋膜组织，将其剪成小于 1 cm3
的碎块，

置于含 1 mg/mL 的Ⅰ型胶原酶的磷酸盐缓冲液中进行消化，

加入培养基终止消化后，细胞重悬接种于 25 cm2
培养瓶，加

入适量含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM/F-12 培养基，每

隔 48-72 h 更换 1 次培养基。然后每日在显微镜下观察细胞

生长情况，待细胞融合度达到 80%-90% 时进行传代培养至

P3 代备用。采用流式细胞术来鉴定所提取、培养的细胞是否

为脂肪间充质干细胞。通过胰蛋白酶消化、收集培养的细胞，

在 4 ℃下用体积分数 70% 乙醇固定细胞。用预冷的磷酸盐缓

冲液洗涤后，向样品中加入 500 μL 碘化丙啶染色剂，37 ℃ 

条件下避光孵育 30 min。然后，使用流式细胞仪 (BD FACS 

Celesta，USA) 检测，最后使用 FlowJo 软件进行分析。

1.4.4   细胞接种至支架及培养   取 P3 代脂肪间充质干细胞，

消化计数后种植于无菌的苹果脱细胞支架上，细胞密度为

1×106
个 / 支架，置于 37 ℃细胞培养箱中孵育 120 min 后细

胞黏附于苹果脱细胞支架上，添加含有体积分数 10% 胎牛血

清的 DMEM/F-12 培养基置于 37 ℃恒温细胞培养箱中进行培

养，每隔 48 h 换液 1 次，用于后续实验。

1.4.5   支架细胞毒性检测   细胞接种步骤同前。细胞密度 

2 000 个 / 支架作为实验组，细胞密度 2 000 个 / 孔作为对照

组 ( 无支架 )，分别在 96 孔板中培养 1，3，5，7 d 后，将支

架在磷酸盐缓冲液中漂洗 2 遍，然后每孔加入含 10 μL CCK-8

溶液及含体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基 110 μL，

置于恒温细胞培养箱中孵育 120 min 后，在紫外线 450 nm 波

长处检测吸光度值。每组样品重复进行 3 次实验，结果取平

均值。

1.4.6   支架上细胞的黏附情况和细胞形态观察   细胞接种步

骤同前。脂肪间充质干细胞接种至苹果脱细胞支架中培养 

5 d 后，以磷酸盐缓冲液清洗 3 次，取足量的 40 g/L 多聚甲

醛溶液完全覆盖样品，固定 10 min，随后以磷酸盐缓冲液清

洗 3 遍，加入适量鬼笔环肽染色工作液覆盖样品，室温下避

光染色 30 min，磷酸盐缓冲液洗涤 3 遍后加入 DAPI 染液覆
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盖样品，避光条件下染色 15 min，最后于共聚焦显微镜下观

察，采集图片。

1.4.7   支架上脂肪间充质干细胞的诱导分化   脂肪间充质干

细胞接种至苹果脱细胞支架中培养 24 h 后，加入成肝诱导

培养基 ( 含有体积分数 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中加入

50 ng/mL 肝细胞生长因子，25 ng/mL 胰岛素样生长因子 4，
30 ng/mL 抑瘤素 M，20 ng/mL 表皮生长因子，25 ng/mL 酸

性成纤维细胞生长因子，10 ng/mL碱性成纤维细胞生长因子，

1× 胰岛素转铁蛋白硒 ) 继续培养 14 d 后，在扫描电镜下观

察支架上细胞黏附情况。与之前干细胞电镜进行对比，观察

诱导后肝细胞样细胞的形态，通过酶联免疫吸附实验检测细

胞上清中白蛋白、甲胎蛋白的分泌情况，对诱导后的细胞进

行肝细胞标记物 [ 白蛋白、细胞角蛋白 18(CK18)、细胞色素

P450 家族 1 亚家族 1 (CYP1A1)] 免疫荧光染色，使用激光共

聚焦显微镜进行观察，并用 Image J 软件统计荧光表达强度。

1.4.8   支架在小鼠体内的降解情况   6-8 周龄 BALB/c 小鼠腹

腔注射 50 mg/kg 体积分数 1% 戊巴比妥钠全身麻醉后，将苹

果脱细胞支架植入到小鼠肝脏表面，并在体内观察，于 0，7，
28 d 取材，在每个时间点通过肝脏组织大体观及苏木精 - 伊

红染色病理图片来观察降解情况。

1.5   主要观察指标   苹果组织脱细胞前后的大体观、微观结

构、细胞毒性及组织学染色比较，脱细胞苹果支架作为三维

细胞培养支架对脂肪间充质干细胞分化为肝细胞样细胞的影

响，脱细胞苹果支架在小鼠肝脏表面的降解情况。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism 8.0 统计软件进行分

析。每组数据均使用直方图判断符合正态分布，计量数据以

x-±s 表示。两组间数据差异用独立样本 t 检验，多组间数据

差异采用单因素方差分析和Bonferroni事后检验分析。P < 0.05

为差异有显著性意义。文章统计学方法已经通过中国人民解

放军总医院统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   苹果组织脱细胞前后的大体观和微观结构   图 1A 为新鲜

苹果组织的大体观，呈不透明状，图 1B 为脱细胞后的苹果

组织，偏向透明状。为观察苹果组织脱细胞前后的微观结构，

扫描电镜结果显示，图 1C 为未经脱细胞处理的新鲜苹果，

为孔隙结构不明显的致密结构，图 1D 中可见脱细胞苹果支

架具有疏松多孔、纤维交错纵横的微观结构。

2.2   脂肪间充质干细胞鉴定结果   图 2A-D 中流式细胞术结

果表明，从脂肪组织中提取到的细胞高表达 CD90，CD73，
CD105 干细胞标记物，CD34，CD45 表达为阴性，说明该细

胞为脂肪间充质干细胞。

2.3   脱细胞苹果支架的细胞毒性   在培养的第 1，5 天，实验

组 ( 支架上培养脂肪干细胞 ) 与对照组 ( 平面条件下培养脂

肪干细胞 ) 的细胞增殖吸光度值比较差异无显著性意义 (P > 

0.05)；培养第 3，7 天时，实验组增殖细胞吸光度值大于对

照组 (P < 0.05)，见图 2E。结果表明，实验所制备的苹果组

织脱细胞支架没有细胞毒性，具有良好的生物相容性。

图注：图 A-D 为提取细胞的流式细胞术
检测结果，表明从脂肪组织中提取到的细
胞高表达 CD90，CD73，CD105 干细胞标
记物，CD34，CD45 表达为阴性，说明该
细胞为脂肪间充质干细胞。图 E 显示支架
上的细胞数量随培养时间而逐渐增加，在
第 3，7 天时支架组细胞数高于对照组，
aP < 0.05，bP < 0.01。

图注：图 A，C 分别为苹果组织脱细胞前后的大体观 ( 标尺为 5 mm)；B，
D 分别为电镜下苹果组织脱细胞前后的微观结构 ( 标尺为 50 μm)。致密

的苹果组织在脱细胞处理后，呈现多孔的三维结构。

图 1 ｜脱细胞前后苹果组织的大体观和微观结构

Figure 1 ｜ Gross view and microscopic structure of apple tissue before 
and after decellularization
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图 2 ｜脂肪干细胞鉴定和苹果脱细胞支架毒性鉴定结果
Figure 2 ｜ Identification of adipose-derived mesenchymal stem cells and 
toxicity assessment of decellularized apple scaffold

2.4   脱细胞苹果支架上的细胞黏附及形态观察结果   脂肪间

充质干细胞在支架上培养 7 d 后，如图 3A-B 所示，光学显

微镜下直接观察及苏木精 - 伊红染色后结果表明苹果脱细胞

支架中有细胞存活。扫描电镜下可见脂肪干细胞黏附在支架

纤维上聚集，成团生长，见图 3C。图 3D-I 中所示，共聚焦

显微镜观察所见，鬼笔环肽 ( 红色荧光 ) 染色后的脂肪间充

质干细胞能够在支架上黏附、生长、延伸，细胞形态呈梭形。

以上结果说明将脱细胞苹果组织作为体外细胞培养支架，脂

肪间充质干细胞能更好的伸展及增殖。

2.5   脱细胞苹果支架上的细胞诱导分化成肝细胞的能力   加

入成肝诱导培养基继续培养 14 d 后，在扫描电镜下观察，诱

导培养后的细胞较脂肪干细胞体积增大约 10 倍，细胞黏附

于纤维支架上分散分布，细胞形态呈现为椭圆形和多边形，

见图4A。为验证经过诱导培养后的细胞是否为肝细胞样细胞，

实验收集了诱导后的细胞上清进行白蛋白、甲胎蛋白的酶联

免疫吸附实验，图 4B 结果表明与对照组相比，实验组细胞
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图注：图 A 为正常肝组织形态 ( 标尺为 1 cm)；B 为刚植入时苹果脱细胞

支架形态 ( 标尺为 1 cm)；C 为植入后 7 d 苹果脱细胞支架形态 ( 标尺为

1 cm)，部分支架已经降解与肝脏融合；D 为植入后 28 d 苹果脱细胞支

架形态 ( 标尺为 1 cm)，支架已降解；E 为植入后 7 d 苏木精 - 伊红染色

图片 ( 标尺为 20 μm)，显示支架与肝脏融合，支架部分降解；F 为植入

后 28 d 苏木精 -伊红染色图片 ( 标尺为 20 μm)，显示支架已完全降解，

被新生组织替代。

图 5 ｜苹果脱细胞支架在小鼠体内的降解情况

Figure 5 ｜ Degradation of decellularized apple scaffold in mice in vivo

图注：A 为扫描电镜下观察支架上脂肪干细胞诱导培养后的细胞形态 ( 标
尺为 50 μm)；B 为酶联免疫吸附实验检测显示，诱导培养 14 d 内的细

胞上清中甲胎蛋白及白蛋白分泌逐渐增加，并且显著高于对照组，说明

细胞诱导为肝脏样细胞，
bP < 0.01，cP < 0.001；C-E 为脱细胞苹果支架

上种植的脂肪干细胞诱导培养 14 d 后进行肝细胞标记物白蛋白免疫荧

光染色 ( 标尺为 20 μm)，图 E 中箭头所指为白蛋白阳性细胞；F-H 为脱

细胞苹果支架上种植的脂肪干细胞诱导培养 14 d 后进行肝细胞标记物

CK18 免疫荧光染色 ( 标尺为 20 μm)，图 H 中箭头所指为 CK18 阳性细

胞；I-K 为脱细胞苹果支架上种植的脂肪干细胞诱导培养 14 d 后进行肝

细胞标记物 CYP1A1 免疫荧光染色 ( 标尺为 20 μm)，图 K 中箭头所指为

CYP1A1 阳性细胞；L 为 Image J 分析后的绿色相对荧光强度，白蛋白，

CK18，CYP1A1 均高表达，这表明脂肪干细胞在苹果脱细胞支架上被诱

导为肝细胞样细胞。CK18 为细胞角蛋白 18，CYP1A1 为细胞色素 P450
家族 1 亚家族 1。
图 4 ｜培养在苹果脱细胞支架上的脂肪干细胞可诱导分化为肝细胞样细胞

Figure 4 ｜ Adipose-derived mesenchymal stem cells on the decellularized 
apple scaffold can be induced to differentiate into hepatic-like cells
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图注：图A为光学显微镜下观察种植有脂肪干细胞的苹果脱细胞支架 (标
尺为 200 μm)；B 为苏木精 -伊红染色 ( 标尺为 20 μm)；C 为扫描电镜下

观察支架上脂肪干细胞的黏附情况 ( 标尺为 10 μm)，可以看到细胞很好

地黏附在支架上，并且有成团分布，生长空间充足；D，G 为细胞骨架 ( 标
尺为 20 μm，50 μm)，染色剂为鬼笔环肽；E，H 为细胞核染色 ( 标尺为

20 μm，50 μm)，染色剂为 DAPI；F，I 为两种染色的合并图像 ( 标尺为

20 μm，50 μm)。表明苹果脱细胞支架可以为脂肪干细胞提供良好的生长

空间，促进脂肪干细胞的黏附和迁移。

图 3 ｜脂肪干细胞在苹果脱细胞支架上的生长状况

Figure 3 ｜ Growth status of adipose-derived mesenchymal stem cells on 
decellularized apple scaffold
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上清中白蛋白及甲胎蛋白的表达量明显增加，在培养第 2，
5，7，14 天均高于对照组 (P < 0.05)。实验还对在苹果组织

支架上诱导培养的细胞进行肝细胞标记物 ( 白蛋白、CK18、
CYP1A1) 的免疫荧光染色，细胞均能够表达肝细胞标记物，

见图 4C-L。以上结果表明在支架上诱导培养的细胞为具有部

分肝细胞功能的肝细胞样细胞，脱细胞苹果支架不影响脂肪

间充质干细胞的干性。

2.6   脱细胞苹果支架的生物相容性   由 CCK-8 实验、ELISA 实

验、细胞染色及黏附实验结果可知，苹果脱细胞支架具有良

好的生物相容性。

2.7   脱细胞苹果支架的降解情况   培养 7 d 取材时发现支架

已经与小鼠肝脏融合，部分已降解，培养 28 d 取材发现支架

在体内降解，被新生组织替代，见图 5A-F。

3   讨论   Discussion
供肝缺乏、免疫排斥及术后并发症等因素限制了肝脏移

植的临床广泛应用
[40-42]

，近年来，肝脏组织工程是治疗肝脏

疾病最有潜力的方法
[43-45]

。目前肝脏组织工程的支架材料主

要涉及人工合成材料和天然生物材料。人工合成材料，如聚

己内酯、聚乳酸及聚二甲基硅氧烷等通过 3D 打印等技术来

模拟组织微结构
[46-50]

，具有优良的机械性能和可加工性，但

生物相容性较差、制作复杂、成本高昂。而天然生物材料包

括海藻酸盐、壳聚糖、胶原蛋白和细胞外基质等 [51-55]
，虽具

有较好的生物相容性，但存在伦理和免疫反应等问题。

此研究首次将苹果脱细胞支架作为肝组织工程的生物材

料。结果表明，苹果脱细胞支架作为肝脏组织工程材料具有

3 个主要优点：①具有良好的生物相容性；②与肝小叶微观

结构类似的立体结构；③制作成本低廉，具有良好的经济效
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益。植物组织经过脱细胞处理后能保持原有精细微观结构，

并且可以促进细胞的增殖及分化
[56-60]

。实验首先通过电镜表

征发现了苹果脱细胞支架中的类肝小叶样结构。在通过流式

细胞术鉴定提取到的脂肪干细胞后，CCK-8 实验发现，干预

7 d 内苹果脱细胞支架具有促进细胞增殖的作用，这证明了

苹果脱细胞支架无毒，且具有促进细胞增殖作用。而在光学

显微镜、苏木精 - 伊红染色、电镜和细胞骨架染色观察中，

可以观察到干细胞聚集分布，并且能保持良好形态，这说明

苹果脱细胞支架一方面可以促进脂肪干细胞的黏附和聚集，

另一方面可以为细胞生长提供支撑和立体空间。在成肝诱导

后，负载在支架上的干细胞分化为肝细胞样细胞，酶联免疫

吸附实验和免疫荧光染色显示肝细胞标记物 ( 白蛋白、甲胎

蛋白、CK18 及 CYP1A1) 显著表达，证明了其可以作为成肝诱

导的生物活性支架。在体内的降解实验证明，在干预 28 d 时，

苹果脱细胞支架可以逐步降解，与肝脏融合。这说明苹果脱

细胞支架与肝脏具有良好的生物相容性。

综上所述，经过脱细胞处理后的苹果脱细胞支架无毒且

具有良好的生物相容性和降解性，经济效益高。该支架的三

维微结构有利于细胞黏附，帮助细胞维持立体形态，有利于

细胞的增殖。该支架具有的类肝小叶样结构有利于干细胞向

肝细胞分化，促进干细胞表达肝脏相关蛋白。因此，脱细胞

苹果支架作为肝脏组织工程中新型的支架材料具有很高的应

用潜能。在未来，一方面需要进一步加工探究其作为生物墨

水的可能性，另一方面需进一步探究评估体内肝衰竭模型中

的修复效果，完善肝脏再生修复的理论基础。
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