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绵羊颈动脉脱细胞基质制备方法的研究 

张翊华，窦忠英 

（西北农林科技大学/陕西省干细胞工程技术研究中心，杨凌 712100） 

 
摘要：【目的】证明酶-去污剂法制备绵羊颈动脉脱细胞基质的可行性，进一步探索制备绵羊颈动脉脱细胞基

质的新方法，制备比较理想的绵羊颈动脉脱细胞基质，为构建组织工程化血管提供支架材料。【方法】分别采用反

复冻融-1%曲拉通（Triton X-100）加蛋白酶抑制剂（PMSF）法（蛋白酶抑制剂（PMSF）-1%曲拉通（Triton X-100）

反复冻融法）和 0.25%胰蛋白酶-1%Triton X-100 法制备绵羊颈动脉脱细胞基质，标本进行大体、光镜和扫描电镜

观察，力学性能检测并做比较。【结果】反复冻融-1%Triton X-100 加 PMSF 法（PMSF-1%Triton X 反复冻融法）不

仅能完全脱除细胞、保持基质纤维的正常结构，而且制备的脱细胞基质能保持良好的形状和力学性能、不塌陷；

0.25%胰蛋白酶-1%Triton X-100 法虽能完全脱除细胞，但制备的脱细胞基质不能保持良好的形状和张力强度，有

不同程度的管腔塌陷。【结论】与 0.25%胰蛋白酶-1%Triton X-100 法比较，反复冻融-1%Triton X-100 加 PMSF 法

是制备绵羊颈动脉脱细胞基质更好的新方法。 
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Study on Methods for Preparing Acellular Matrices of Sheep Carotids 
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(The Research Centre of Stem Cell Engineering Technique in Shaanxi Province, Northwest Sci-Tech University of Agriculture and 

Forestry, Yangling 712100) 

 

Abstract:【Objective】This paper is to test the feasibility of preparing acellular matrices of sheep carotids with  
enzyme-eradicator method, further explore a new method, and prepare good acellular matrices of sheep carotids to provide scaffolds 
for constructing tissue-engineering blood vessels.【Method】Methods A and B were used for preparing acellular matrices of sheep 
carotids. A method was that sheep carotids (n=20) were frozen and thawed repeatedly for four times, then treated with 
phosphate-buffered saline (PBS) containing 1%Triton X-100 and 1μmol·L-1 phenyl methyl sulfonyl fluoride (PMSF) for 4-7 d. B 
method was that sheep carotids (n=20) were treated with PBS containing 0.25% trypsin and 0.04% ethylene diamine tetraacetic acid 
( EDTA) for 1 d, and then with PBS containing 1% Triton X-100 for 3-6 d. Treated specimens were observed with naked eyes, 
optical microscope and scanning electron microscope, their mechanic properties were measured and compared among them.【Result】
A method not only entirely removed the cells of samples and maintained the normal structure of matrix fiber in samples, but also 
maintained good shape and mechanical properties of the acellular matrices prepared with it. Though B method entirely removed the 
cells of samples, the acellular matrices prepared with it did not maintain shape and strain. 【Conclusion】 Compared with B method, 
A method is a better and new method for preparing acellular matrices of sheep carotids. 
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0  引言 

【研究意义】血管脱细胞基质是构建组织工程化 

血管比较理想的支架材料。迫切需要寻求更好的制备

血管脱细胞基质的方法。本研究目的在于证明酶-去污

剂法制备绵羊颈动脉脱细胞基质的可行性，进一步探



12 期           张翊华等：绵羊颈动脉脱细胞基质制备方法的研究 2921 

索制备绵羊颈动脉脱细胞基质的新方法，制备比较理

想的绵羊颈动脉脱细胞基质，为构建组织工程化血管

提供支架材料。【前人研究进展】目前制备血管脱细

胞基质的方法主要有 3 种，酶消化法、去污剂法和酶-
去污剂法。由于单纯的酶消化法对细胞外基质成分有

损害，单纯的去污剂法又难以全部脱除细胞，所以人

们普遍将酶消化法和去污剂法结合起来制备血管脱细

胞基质。根据资料，酶-去污剂法制备血管脱细胞基质

的效果还不一致，有些报道效果良好[1~5]，有些报道基

质管腔塌陷或不全塌陷[6]。【本研究切入点】鉴于酶-
去污剂法脱细胞效果的不确定性，本研究从证明酶-
去污剂法制备绵羊颈动脉脱细胞基质的可行性入手，

进而以此为基础，寻求制备绵羊颈动脉脱细胞基质的

新方法。【拟解决的关键问题】 保持基质结构完整和

形态良好是构建组织工程化血管对支架材料的基本要

求。本研究拟在酶-去污剂法的基础上探索能够维持绵

羊颈动脉基质结构完整和形态良好的脱细胞新方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料  

新鲜屠宰绵羊颈动脉 50 根，立即置于无菌生理盐

水中，用冰壶带回实验室，热缺血时间不超过 10 min。
冲净管腔积血，截为 10 cm 长，套于玻璃棒上，剥除

外膜，-20℃冰箱保存。 
1.2  主要仪器和试剂 

THZ-D 型台式恒温振荡器（江苏太仓市实验设备

厂），DMIRB 型相差显微镜（Leica，德国），MDF-330
型低温冰箱（SANYO，日本），DK-8D 型电热恒温

水浴箱（北京西城区医疗器械厂），AO 型组织切片

机（上海中华医疗器械厂），450 型日立扫描电镜，

PT-680 型微电脑抗张测定仪（宝大国际仪器有限公

司），蛋白酶抑制剂（PMSF）（Merk 公司），Triton 
X-100（Sigma 公司），胰蛋白酶和 EDTA（Gibico 公

司）。 
1.3  方法 

1.3.1  脱细胞处理  将样品（50 根）随机分成试验 1
组（20 根）、试验 2 组（20 根）和对照组（10 根）。 

试验 1 组：采用反复冻融-1%曲拉通（Triton 
X-100）加蛋白酶抑制剂（PMSF）法处理。 

（1）-20℃冰箱和 4℃冰箱（各 1 d）交替放置，

反复冻融 4 次。 
（2）0.5%新洁尔灭 PBS 溶液浸泡 30 min，PBS 

振荡冲洗 3 次，每次 30 min。 

（3）1%Triton X-100 PBS 溶液+1μmol·L-1 PMSF， 
室温（22～30℃）振荡 4～7 d，PBS 溶液振荡冲洗 3
次，每次 30 min。 

试验 2 组：采用 0.25%胰蛋白酶-1%Triton X-100
法处理。 

（1）0.5%新洁尔灭 PBS 溶液浸泡 30 min，PBS
振荡冲洗 3 次，每次 30 min。 

（2）0.25%胰蛋白酶 PBS 溶液（含 EDTA 0.04%）

在 37 ℃、5%CO2培养箱中作用 1 d。 

（3）1%Triton X-100 PBS 溶液室温（22～30℃）

振荡 3～6 d，PBS 溶液振荡冲洗 3 次，每次 30 min。 
对照组：置 4℃冰箱解冻后不做任何脱细胞处理，

只用于管壁厚度和力学性能检测。 
1.3.2  组织学观察  从脱细胞处理后的第 5 d 开始，

每天抽取样品，制作石蜡切片，进行 H.E 染色，在光

镜下观察细胞脱除情况，纪录样品中细胞成分被完全

脱除时的处理时间，并抽取完全脱除细胞后的样品，

制作石蜡切片，进行 Van Gieson 和 Weigert 染色，观

察弹力纤维和胶原纤维及其排列结构。 
1.3.3  扫描电镜观察  抽取脱除细胞后的样品，用

4%戊二醛固定，送电镜室进行扫描电镜观察并拍照。 
1.4  管壁厚度和力学性能检测 

用千分尺测量 2 试验组和对照组样品的管壁厚

度，用微电脑抗张测定仪测量样品的最大张力和伸长

率。用 SPSS 13.0 软件进行分析，统计数据用 x± s 表
示，组间比较用 t 检验。 

2  结果与分析 

2.1  大体观察结果 

绵羊颈动脉被剥去外膜、充分冲洗后，管壁呈淡

黄色，弹性良好，管腔不塌陷，内膜光滑，经一次性

冻存后没有明显改变，反复冻融后（试验 1 组）表面

变粘。脱除细胞后的样品，管腔内面光滑，管壁呈乳

白色、半透明状；试验 1 组样品管腔不塌陷，管壁弹

性良好（图 1 下）；试验 2 组样品管腔轻微塌陷，管

壁弹性较差（图 1 上）。 
2.2  光镜观察结果 

在脱细胞处理的第 5～6 d，样品中的细胞碎片从

外向内逐渐减少；到第 7 d（约 156 h），2 试验组样

品中的细胞成分被完全脱除。脱除细胞后的样品，除

试验 2 组管壁较薄外，其余结构 2 实验组基本相似，

即管腔内表面比较光滑、基底膜清晰，管壁纤维排列

规律、呈网格状、形态结构完整。样品切片经 Van 
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上：试验 2 组；下：试验 1 组 
up: trial group 2; down: trial group 1 

 
图 1  颈动脉变化 
Fig. 1  The change of coratide 
 
Gieson 染色后镜检，可见被染成紫红色的胶原纤维，

粗细不一，相互交织，形成条梭状网孔，网孔中无细

胞成分（图 2）；经 Weigert 染色后镜检，可见被染成

蓝黑色的弹力纤维和土黄色的胶原纤维，粗细不一，

相互交织，呈网格状，网孔中无细胞成分（图 3）。 
 

 
 
图 2  Van Gieson 染色（×200） 
Fig. 2  Van Gieson’s dyeing (×200) 
 

  

 

图 3  Weigert 染色（×100） 

Fig. 3  Weigert’s dyeing (×100) 

 
2.3  扫描电镜观察结果  

管壁纵切面观，基底膜结构完整、致密（图 4）， 
中膜纤维结构完整、相互交织呈网格状，孔径约 50～ 

150 μm（图 5）。管壁内表面观，基底膜纤维细而稠

密，相互交织呈微小的网格状，孔径约 2～10 μm（图

6）。管壁外表面观，纤维呈波浪状，粗细不一，排列

疏松、自然，孔径约 100～200 μm（图 7）。 
2.4  管壁厚度和力学测定 

 

 

 
图 4  纵切面（×100） 
Fig. 4  Slit surface (×100) 
 

 

 
图 5  中膜（×700） 
Fig. 5  Middle layer (×700) 
 

 

 
图 6  内表面（×1000） 
Fig. 6  Inner surface (×1000) 
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图 7  外表面（×500）  

Fig. 7  Outer surface (×500) 

应用 SPSS 13.0 统计软件在 α=0.01 标准下对组间

平均数进行 t 检验。管壁厚度在试验 1 组与对照组之

间差异不显著（P＞0.01），在试验 2 组与对照组之间

差异极显著（P＜0.001），在 2 试验组之间差异极显

著（P＜0.001）。最大张力在试验 1 组与对照组之间

差异不显著（P＞0.01），在试验 2 组与对照组之间差

异极显著（P＜0.001），在 2 试验组之间差异极显著

（P＜0.002）。伸长率在 3 个组之间差异均不显著（P
＞0.01）（表）。 

3  讨论 

3.1  血管脱细胞基质的组成、结构、功能及特点 
 
表  不同方法制备的绵羊颈动脉脱细胞基质管壁厚度和力学性能比较 

Table  Comparation of pipe wall thickness and mechanics properties of acellular matrices of sheep carotids prepared with different 
methods (x±s, n=10) 

组别 Group  管壁厚度 Pipe wall thickness (mm) 最大张力 Most strain (N) 伸长率 Elongation rate (%) 

试验 1 组 Trial group 1 0.222±0.0125 b 12.819±2.628 c 120.97±13.718 

试验 2 组 Trial group 2 0.181±0.0174 a,b 8.790±1.943 a,c 115.29±7.795 

对照组 Control group 0.239±0.0171 a 13.145±2.345 a  119.89±9.619 

a 表示与对照组相比差异极显著（P＜0.001）；b 表示 2 试验组之间差异极显著（P＜0.001）；c 表示 2 试验组之间差异极显著（P＜0.002） 

a represents remarkable difference between test and control group (P＜0.001), b represents remarkable difference between two test groups (P＜0.001), c 
represents remarkable difference between two test groups (P＜0.002) 

 

血管脱细胞基质的主要成分是胶原蛋白和弹性蛋

白，此外还有非胶原糖蛋白和粘多糖等[7]。本试验中，

在样品的 Van Gieson 和 Weigert 染色切片上观察到大

量被染成紫红色的胶原纤维和被染成蓝黑色的弹力纤

维，这与文献报道一致[5,7]。 
本试验所获得的血管脱细胞基质，呈网孔状或蜂

窝状。中膜层纤维结构完整、疏松，孔径约 50～150 μm；

基底膜纤维结构致密，网孔直径约为 2～10 μm，这与

郭铁芳等人[5]的测量结果基本一致。中膜层结构疏松，

有利于细胞种植与长入。基底膜结构致密，有利于内

皮细胞贴附和防止血栓形成，但会妨碍受体细胞的通

过或长入。有人[8]将血管脱细胞基质用激光打孔，密

度为 50 个/cm2，孔径为 50 μm，然后进行活体移植，

结果发现，打孔有利于受体细胞长入。 
在生理条件下，血管壁细胞外基质有调节和控制

细胞形态、功能、增殖和分化的作用，也有支持、连

接和保护细胞的功能，对细胞发挥动态的影响和调控

作用。业已证明，血管脱细胞基质也具有良好的生物

相容性，有利于内皮细胞粘附、生长和分化，还能影

响血管平滑肌细胞的表型转变、增殖和移行[9,10]，而

且具有与天然血管相似的可缝合性 [2,11]和免疫原性

低[12]等特点。因此，血管脱细胞基质具有人工材料无

法相比的生物活性，是构建组织工程血管首选的支架

材料。 
3.2  制备血管脱细胞基质的常用方法及其原理 

目前制备血管脱细胞基质常用的方法是酶-去污

剂法，即先用胰蛋白酶消化 24 h，然后用 Triton X-100
或/和十二烷基硫酸钠（SDS）振荡洗剂若干小时，时

间长短随血管样品的粗细和来源不同而异。胰蛋白酶

的浓度范围在 0.1%～0.5%之间，Triton X-100 的最佳

浓度为 1%[8]，SDS 的常用浓度为 1%。Triton X-100
和 SDS 脱细胞的原理都是破坏细胞的脂质膜结构，使

细胞及细胞器碎裂而脱除。Triton X-100 属非离子型

去污剂，脱细胞作用比较温和，细胞内蛋白酶释放缓

慢，因此对细胞外基质损伤比较小。SDS 为离子型去

污剂，脱细胞效果强，会使大量细胞在短时间内破裂、

释放大量蛋白酶，从而损伤较多的细胞外基质纤维，

影响血管基质的结构和力学特性。据文献报道 SDS 处

理后会使血管壁中的弹性膜变直，失去弹性[13]。 
本试验中采用 0.25%胰蛋白酶-1%Triton X-100 法 
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所获得的血管脱细胞基质样品，管壁变薄，管腔轻微

塌陷，弹性较差，但微观结构没有明显变化，说明胰

蛋白酶对管壁两侧的基质纤维有损伤，使基质的张力

强度明显减弱。范恒华[2]等人用高渗和/或低渗溶液代

替胰蛋白酶消化、单独应用去污剂制备血管脱细胞基

质，虽然步骤较多，但取得了比较满意的效果。 
3.3  反复冻融-1%Triton X-100 加 PMSF 法的优点 

反复冻融-1%Triton X-100加 PMSF法是本试验探

索出的制备血管脱细胞基质的新方法，它与目前常用

的方法相比具有以下优点： 
（1）反复冻融对整个样品中的所有细胞结构有同

样的破坏作用，而胰蛋白酶消化先从样品表面开始、

逐渐向内破坏细胞； 
（2）反复冻融对基质纤维成分几乎没有损伤，试

验 1 组样品经脱细胞处理后管壁厚度没有明显改变、

管腔不塌陷、弹性良好就说明这一点； 
（3）反复冻融是在-20℃冰箱和 4℃冰箱之间的低

温条件下进行的，有效的抑制了细胞内蛋白酶的活性，

保护了基质纤维成分，使其最大张力与对照组没有明

显差异； 
（4）反复冻融可降低基质的免疫原性； 
（5）1%Triton X-100 PBS 溶液中加有 PMSF，抑

制了细胞内蛋白酶活性，不但保护了基质纤维成分，

而且使该步骤可在常温下进行； 
（6）反复冻融-1%Triton X-100 加 PMSF 法步骤少，

操作简单。 

4  结论 

0.25%胰蛋白酶-1%Triton X-100 法虽能完全脱除

绵羊颈动脉中的细胞，但对其基质纤维有一定程度的

损伤，会使基质管壁变薄，管腔轻微塌陷，张力强度

降低。与其相比，反复冻融-1%Triton X-100 加 PMSF
法不仅能完全脱除细胞、保持基质纤维的正常结构，

而且制备的脱细胞基质能保持良好的形状和力学性

能，是制备血管脱细胞基质更好的新方法。 
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