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三种去细胞方法构建的猪主动脉瓣膜支架的性能比较
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［摘要］　目的：评价不同去细胞方法制备的猪主动脉瓣支架的组织学、生物力学特性及组织相容性，寻找更合适的去细胞心脏瓣膜

支架制备方法。方法：分别采用３种不同的去细胞方法对新鲜猪主动脉瓣叶及带瓣主动脉管道进行脱细胞处理：０．０１％胰蛋白酶＋

１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组用含有０．０１％胰蛋白酶１％Ｔｒｉｔｏｎ和核酸酶的去细胞溶液３７℃持续震荡２４ｈ；０．０１％胰蛋白酶８ｈ＋１％脱氧胆

酸（ＤＣＡ）＋核酸酶组先用０．０１％胰蛋白酶３７℃持续震荡消化处理８ｈ，终止胰酶后加入含有１％ＤＣＡ和核酸酶的去细胞溶液３７℃持

续震荡２４ｈ；１％ＤＣＡ＋核酸酶３２ｈ组：用含有１％ＤＣＡ和核酸酶的去细胞溶液３７℃持续震荡３２ｈ；同时以ＰＢＳ漂洗的新鲜瓣叶作为

对照组。通过ＨＥ染色、扫描电镜和透射电镜观察评价去细胞效果。测定瓣叶弹性模量、最大抗张强度、应力伸长比及断裂伸长比以

评价各组瓣叶的生物力学特性。大鼠皮下包埋实验评价去细胞支架的免疫源性、体内炎性反应及改建情况。结果：０．０１％胰蛋白酶

８ｈ＋１％ＤＣＡ＋核酸酶组细胞去除完全，优于０．０１％胰蛋白酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组和１％ＤＣＡ＋核酸酶３２ｈ组。所制备瓣膜支架

的弹性模量及最大抗张强度大于０．０１％胰蛋白酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组。应力伸长比及断裂伸长比则小于０．０１％胰蛋白酶＋１％

Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组，与新鲜瓣叶无明显差异。体内埋植实验炎症反应轻微，宿主成纤维细胞能够长入支架并对其进行改建。结论：短

时间低浓度胰蛋白酶与１％ＤＣＡ和核酸酶相结合的去细胞法方便有效，既能完全去除猪带瓣主动脉管道的细胞成分，使免疫源性显

著下降；同时瓣叶的生物力学特性保持稳定，可为受体细胞化组织工程心脏瓣膜的提供可靠的支架材料。
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　　去细胞天然瓣膜支架保留了完整的细胞外基质
结构和功能，为细胞的黏附和生长提供了重要的微
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环境，同时还具有良好的生物力学性能，是构建组织
工程心脏瓣膜的重要支架材料。制备去细胞带瓣管
道支架一方面要求完全去除管道壁内部和瓣下肌肉

组织的细胞成分，同时还要保持瓣膜的力学性能不
受损害。现有去细胞方法的研究多侧重于去细胞瓣
叶支架的制备，对整体带瓣管道支架的研究较少。
本研究采用短时间低浓度胰酶、核酸酶与表面活性
剂脱氧胆酸（ＤＣＡ）相结合的方法制备去细胞猪主动
脉带瓣管道，以寻找更合适的去细胞心脏瓣膜支架
制备方法。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　新鲜猪主动脉瓣，取自上海市大
场肉联场。雄性ＳＤ大鼠，第二军医大学实验动物
中心。０．０１％胰蛋白酶（ｍ／ｍ）、２００μｇ／ｍｌＤＮＡ酶

Ⅰ、２０μｇ／ｍｌＲＮＡ酶Ａ和ＤＣＡ购自美国Ｓｉｇｍａ公
司，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００（Ｖ／Ｖ）购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公
司，胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司。所有去细胞溶
液均由自制的ＰＢＳ液配制而成。

１．２　猪主动脉瓣的获取　在猪宰杀后２０ｍｉｎ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２ｃｍ升主动脉一并取出。置入４℃ Ｈａｎｋ液中
带回实验室，无菌条件下清除主动脉外膜，仔细修剪
瓣下肌肉组织，制备整体主动脉瓣。７５％乙醇消毒

２ｍｉｎ，ＰＢＳ液冲洗后放入含抗生素 Ｈａｎｋ液中３０
ｋＧｙγ射线照射消毒。主动脉瓣叶则于切取后ＰＢＳ
液冲洗，直接采用７５％的乙醇溶液消毒２ｍｉｎ。之
后进行脱细胞处理。

１．３　实验分组及脱细胞处理　分别采用３种不同
的去细胞方法对新鲜猪主动脉瓣叶及带瓣主动脉管

道进行脱细胞处理：０．０１％胰蛋白酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋
核酸酶组用含有０．０１％胰蛋白酶１％Ｔｒｉｔｏｎ和核酸
酶的去细胞溶液处理２４ｈ；０．０１％胰蛋白酶８ｈ＋
１％ＤＣＡ＋核酸酶组：先用０．０１％胰蛋白酶消化处
理８ｈ，胎牛血清终止胰酶、ＰＢＳ液漂洗后放入含有

１％ＤＣＡ和核酸酶的去细胞溶液再行脱细胞处理２４
ｈ；１％ＤＣＡ＋核酸酶３２ｈ组：用含有１％ＤＣＡ和核
酸酶的去细胞溶液处理３２ｈ。同时以ＰＢＳ液漂洗
的新鲜瓣叶作为对照组。所有去细胞过程均在

３７℃持续震荡中进行，核酸酶包括ＤＮＡ酶Ⅰ（２００

μｇ／ｍ１）和ＲＮＡ酶 Ａ（２０μｇ／ｍ１）。脱细胞瓣叶和
整体瓣膜经ＰＢＳ液反复震荡漂洗后，移入含抗生素
的保存中备用。

１．４　组织学观察　去细胞瓣叶经ＰＢＳ液振荡漂洗

后以分别以中性甲醛溶液和４％多聚甲醛溶液固
定，常规行石蜡包埋切片 ＨＥ染色，扫描及透射电
镜检查。去细胞主动脉管道行石蜡包埋切片 ＨＥ
染色。

１．５　生物力学测试　（参照Ｖｅｓｅｌｙ等
［１］的方法）将

各组去细胞瓣叶周向裁成１．０ｃｍ×０．５ｃｍ样品条，
每组各６个。台式测厚仪（上海市轻工业局标准计
量管理所实验二厂）测量样品两端及中间的厚度，取
平均值作为样品的初始厚度，计算出样品的初始横
截面积。将标本固定在Ｉｎｓｔｒｏｎ１１２２（英国Ｉｎｓｔｒｏｎ
公司）拉伸机上进行单轴横向拉伸试验，整个测试过
程中用 Ｈａｎｋ液保持样品的湿润。以１０ｍｍ／ｍｉｎ
的速度将试件拉到承受５００ｇ应力时卸载，预调５
次后可见滞后环基本消失，然后进行加载卸载试验
（载荷范围、应变率同预调）、拉断试验（应力松弛试
验后以２０ｍｍ／ｍｉｎ的速度加载至标本破坏，记录破
坏应力值，并记录试件拉伸长度）。以应力为纵坐
标，应变为横坐标绘制出应力应变关系曲线；采用

Ｍａｔｌａｂ力学分析软件处理数据。

１．６　组织相容性评价　将去细胞瓣叶及主动脉管
道裁剪后埋植入ＳＤ大鼠背部皮下，并分别于埋植２
周和４周后取出瓣叶，４周和８周后取出主动脉壁，
常规石蜡包埋切片 ＨＥ染色评价去细胞支架的免
疫源性、体内炎性反应及改建情况。

１．７　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，采用软件

ＳＰＳＳ１０．０，应用Ｆ检验和ｔ检验进行统计学分析。

２　结　果

２．１　去细胞瓣膜支架的组织学及超微结构观察　３
种去细胞方法均可完全去除猪主动脉瓣叶的细胞成

分，ＨＥ染色示瓣叶组织表面及中间的细胞成分完
全消失，纤维波浪状结构保存完好（图１Ａ），０．０１％
胰蛋白酶８ｈ＋１％ＤＣＡ＋核酸酶组完全去除了猪带
瓣主动脉管道的细胞成分（图１Ｂ），０．０１％胰蛋白
酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组和１％ＤＣＡ ＋核酸酶３２
ｈ组未能去除主动脉壁深层的细胞成分（图１Ｃ）。
扫描电镜示去细胞瓣叶表面细胞去除完全，０．０１％
胰蛋白酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组瓣叶表面胶原纤
维束的排列稍紊乱，但无断裂现象（图２Ａ）。０．０１％
胰蛋白酶８ｈ＋１％ＤＣＡ＋核酸酶组和１％ＤＣＡ ＋
核酸酶３２ｈ组瓣叶表面胶原纤维束排列整齐（图

２Ｂ、２Ｃ）。透射电镜示３组去细胞瓣叶内的细胞成
分均完全去除，胶原纤维排列整齐，纤维横纹清晰，
无溶解和断裂现象（图２Ｄ）。
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图１　去细胞瓣叶及主动脉管道的ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｐｏｒｃｉｎｅａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｓａｎｄｃｏｎｄｕｉｔｓ
Ａ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｖａｌｖｅｓｉｎ０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ８ｈ＋１％ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ（×２００）；Ｂ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄａｏｒｔｉｃｃｏｎｄｕｉｔｓｉｎ０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ８ｈ＋１％

ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ（×１００）；Ｃ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄａｏｒｔｉｃｃｏｎｄｕｉｔｓｉｎ０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ（×１００）

图２　去细胞瓣叶扫描电镜和透射电镜观察

Ｆｉｇ２　Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙａｎｄｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｖａｌｖｅｌｅａｆｌｅｔｓ
ＡＣ：Ｓｃａｎｎｉｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆ（×１５００）；Ａ：０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ；Ｂ：０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ８ｈ＋１％ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅ

ｇｒｏｕｐ；Ｃ：１％ ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅ３２ｈｇｒｏｕｐ；Ｄ：Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｎ０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ８ｈ＋１％ ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ（×１２０００）

２．２　去细胞瓣叶的生物力学测试结果　去细胞瓣
叶的应力应变曲线与正常瓣膜组织相似，均为典型的
非线性曲线。各组去细胞瓣叶的最大抗张强度均低
于新鲜瓣叶，０．０１％胰蛋白酶８ｈ＋１％ＤＣＡ＋核酸酶
组去细胞瓣叶的弹性模量及最大抗张强度大于

０．０１％胰蛋白酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组（Ｐ＜０．０５），
特定应力（１．５ＭＰａ）时伸长比及断裂伸长比则小于

０．０１％胰蛋白酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组（Ｐ＜０．０５），
与新鲜瓣叶无显著差异。各组瓣叶应力应变实验数
据及瓣叶最大抗张强度测试结果见表１。

表１　各组瓣叶应力应变及抗张强度实验数据

Ｔａｂ１　Ｐａｔａｍｅｔｅｒｓｉｎｓｔｒｅｓｓｓｔａｉｎｔｅｓｔｓａｎｄｔｅｎｓｉｌｅｓｔｒｅｎｇｔｈｔｅｓｔｓｏｆａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｌｅａｆｌｅｔｓ
（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｅ（ｐＢ／ＭＰａ） Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎｒａｔｉｏａｔ
ｓｔｒｅｓｓｏｆ１．５ＭＰａ

ＵＴＳ
（ｐＢ／ＭＰａ）

Ｅｘｔｅｎｓｉｏｎｒａｔｉｏ
ａｔｒｕｐｔｕｒｅ

０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ＋１％ Ｔｒｉｔｏｎ＋ｎｕｃｌｅａｓｅ ４．１５±１．１３ ０．４１±０．０９ ４．６５±０．８５ ０．６０±０．０６
０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ８ｈ＋１％ ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅ ５．７７±０．９５ ０．３３±０．０４ ７．８２±１．５１△ ０．４５±０．０２

１％ ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅ３２ｈ ５．５４±１．０２ ０．３２±０．０６ ６．２４±１．１２△ ０．４４±０．０４

Ｃｏｎｔｒｏｌ ５．９０±０．８７ ０．３２±０．０５ ９．０２±０．９０ ０．４６±０．０３

　Ｐ＜０．０５ｖｓ０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ＋１％ Ｔｒｉｔｏｎ＋ｎｕｃｌｅａｓｅ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　皮下埋植实验结果　各组去细胞瓣叶包埋２
周时瓣叶结构存在，少量炎性细胞浸润，主要为单个

核及淋巴细胞（图３Ａ）。包埋４周时瓣叶结构消失，
炎性细胞减少，瓣膜基质被成纤维细胞改建为纤维
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组织（图３Ｂ）。０．０１％胰蛋白酶８ｈ＋１％ＤＣＡ＋核
酸酶组去细胞主动脉管道包埋４周时包膜下有轻度
炎症细胞浸润，并少量成纤维样细胞沿胶原纤维间
隙长入主动脉管道支架浅层（图３Ｄ）。８周时包膜
下炎症反应明显减轻，细胞长入至主动脉壁深层，胶
原纤维无明显吸收和破坏（图３Ｇ）。０．０１％胰蛋白
酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组去细胞主动脉管道包埋４

周时包膜下炎症细胞浸润明显，除单个核细胞和淋
巴细胞外，尚可见中性粒细胞和类上皮样细胞（图

３Ｃ）。８周时较多成纤维细胞长入主动脉壁深层，但
仍伴有大量炎性细胞（图３Ｆ）。１％ＤＣＡ＋核酸酶３２
ｈ组去细胞主动脉壁包埋后的组织学所见与０．０１％
胰蛋白酶＋１％Ｔｒｉｔｏｎ＋核酸酶组相似，并可见新生
血管形成，组织破坏形成空隙（图３Ｅ、３Ｈ）。

图３　去细胞猪主动脉瓣叶及主动脉管道大鼠皮下包埋后的ＨＥ染色

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｐｏｒｃｉｎｅａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｌｅａｆｌｅｔｓａｎｄｃｏｎｄｕｉｔｓａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔｅｄｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｉｎｒａｔｓ（×２００）

Ａ，Ｂ：Ｄｅｃｅｌｕｌａｒｉｚｅｄｌｅａｆｌｅｔｓｉｎ０．０１％ ｔｒｙｐｓｉｎ８ｈ＋１％ ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ２ ｗｅｅｋｓａｎｄ４ ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；

ＣＥ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｃｏｎｄｕｉｔｓａｆｔｅｒ４ｗｅｅｋｓｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；ＦＨ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｃｏｎｄｕｉｔｓａｆｔｅｒ８ｗｅｅｋｓｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ；Ｃ，Ｆ：０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ＋１％

Ｔｒｉｔｏｎ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ；Ｄ，Ｇ：０．０１％ｔｒｙｐｓｉｎ８ｈ＋１％ ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅｇｒｏｕｐ；Ｅ，Ｈ：１％ ＤＣＡ＋ｎｕｃｌｅａｓｅ３２ｈｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　目前去细胞瓣膜支架的制备方法主要有胰蛋白
酶消化法和化学方法［２３］。在体研究表明：去细胞过
程中胰蛋白酶消化过度可引起细胞外基质破坏，造
成较多氨基多糖和蛋白多糖的暴露，进而导致瓣膜
早期钙化和变性［４］。反之，如细胞成分去除不彻底
则可引起严重的免疫反应和炎性反应，同样导致瓣
膜早期衰败［５］。Ｂｏｏｔｈ等［３］的研究表明单纯非离子

型去污剂Ｔｒｉｔｏｎ作用７２ｈ也未能完全去除瓣叶中
的细胞，而采用离子型去污剂０．０１％ＳＤＳ虽能够去
除瓣叶细胞，但要完全去除主动脉壁的细胞则需加
大ＳＤＳ浓度至０．０３％。Ｓａｍｏｕｉｌｌａｎ等［６］对去细胞

主动脉组织进行热重分析和热量测定发现ＳＤＳ处
理可使胶原的螺旋结构不稳定，弹力纤维网水肿，

ＳＤＳ残留毒性，不利于细胞生长。单纯脱氧胆酸脂
的脱细胞效果也未得到一致认可［７］，且单纯去污剂
脱细胞通常需要结合渗透压的改变，需要较长时间
的浸泡和漂洗，增加了制作过程中的污染机会。

　　我们前期研究表明，低浓度（０．０１％）胰蛋白酶
加去污剂ＴｒｉｔｏｎＸ１００和核酸酶的方法能够完整去
除猪主动脉瓣叶的细胞成分，且较好地保持其生物
力学性能［８］，但这一方法对猪带瓣主动脉管道的去
细胞效果尚不确切，因此，现有的去细胞瓣膜支架制
备方法尚需进一步优化。

　　本研究采用先用低浓度（０．０１％）胰蛋白酶消化
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８ｈ，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后再终止胰蛋白酶，
加入离子型去污剂，溶解细胞的脂质双分子层，使细
胞溶解。同时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。这样既可
以缩短胰蛋白酶的作用时间，减轻胰蛋白酶对支架
结构的破坏，同时还增强了化学表面活性剂ＤＣＡ的
去细胞效果。结果表明这种去细胞方法不但可以去
除整体主动脉瓣的管道部分与瓣下肌肉组织深部的

细胞成份，而且对瓣膜支架的生物力学性能无明显
影响，而另外两种去细胞方法因未能去除主动脉壁
及肌肉组织的细胞成份，从而引起机体产生了明显
的炎性反应。

　　我们认为采用短时间低浓度胰蛋白酶与１％
ＤＣＡ和核酸酶相结合的方法去细胞效果确切，对瓣
膜支架的生物力学性能影响较小，优于低浓度胰蛋
白酶联合 Ｔｒｉｔｏｎ加核酸酶以及单纯非离子型去污
剂加核酸酶的方法。
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