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用骨髓基质干细胞分化的内皮细胞体外构建组织工程心脏瓣膜

杨立信，徐志云，张宝仁，黄盛东 （第二军医大学长海医院胸心外科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：探讨用骨髓基质干细胞（ＢＭＳＣｓ）诱导分化产生的内皮细胞和去细胞异种天然瓣膜支架体外构建组织工程心脏

瓣膜（ＴＥＨＶ）的可行性。方法：以含ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＩＧＦ和肝素的 Ｍ１９９培养液培养绵羊原代ＢＭＳＣｓ，并以ＶＥＧＦ诱导ＢＭＳＣｓ向

内皮细胞分化。采用去污剂和酶消化法制作去细胞猪主动脉瓣支架，通过静态种植方法构建ＴＥＨＶ。经ＨＥ染色、免疫组化、扫

描电镜及透射电镜检查观察ＴＥＨＶ的组织学和超微结构。结果：诱导分化产生的内皮细胞在去细胞瓣叶支架及整体瓣膜支架

上呈单层生长，形成完整的内皮细胞单层。瓣叶表面细胞呈梭形，ＣＤ３４及Ⅷ因子相关抗原免疫组化染色阳性。结论：ＢＭＳＣｓ
诱导分化产生的内皮细胞具有与成熟内皮细胞相同的生物学特性。采用ＢＭＳＣｓ诱导分化内皮细胞构建ＴＥＨＶ更为简便可行。
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　　组织工程心脏瓣膜（ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｈｅａｒｔ
ｖａｌｖｅ，ＴＥＨＶ）具有自我改建和生长能力，可望克服
现有人造心脏瓣膜的不足。内皮细胞可为组织工程
心脏瓣膜提供完整而光滑的表面，并具有抗炎、抗氧
化和防止血栓形成作用，是构建组织工程心脏瓣膜
重要的种子细胞。已有研究表明骨髓基质干细胞
（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）在
特定培养条件下能够诱导分化为内皮细胞［１，２］，从而
为心血管组织工程提供了新的种子细胞来源。本研
究探讨用ＢＭＳＣｓ诱导分化产生的内皮细胞和异种
去细胞瓣膜支架体外构建ＴＥＨＶ的可行性。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　雄性成年绵羊１只，第二军医大

学实验动物中心提供，新鲜猪主动脉瓣取自上海市
大场肉联场。胰蛋白酶、ＲＮＡ酶、ＤＮＡ酶Ⅰ、ＥＧＦ
购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＴｒｉｔｏｎＸ１００，ＥＤＴＡ 购自美
国Ａｍｒｅｓｃｏ公司；Ｍ１９９培养基，胎牛血清（ＦＣＳ）购
自Ｇｉｂｃｏ公司；鼠抗人ＣＤ３４抗体，兔抗人Ⅷ因子相
关抗原抗体，羊抗鼠、羊抗兔二抗购自 ＤＡＫＯ
（Ｃａｒｐｉｎｔｅｒｉａ，ＣＡ）公司；ｒｈＶＥＧＦ购自ＰｅｐｒｏＴｅｃｈ
ＥＣ公司，ｂＦＧＦ、ＩＧＦ购自Ｒ＆Ｄ公司；Ｍ１９９全培养
液含１０％ＦＣＳ，青霉素８０Ｕ／ｍｌ，链霉素１００Ｕ／ｍｌ，
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肝素１０Ｕ／ｍｌ；诱导分化培养加入细胞因子 ＶＥＧＦ
（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＥＧＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）、ｂＦＧＦ（２ｎｇ／ｍｌ）、ＩＧＦ
（２ｎｇ／ｍｌ）。

１．２　骨髓采集及单个核细胞的分离　以２．５％戊
巴比妥钠静脉注射麻醉动物，备皮，无菌条件下于髂
后上棘穿剌抽取骨髓液５ｍｌ，注射器内预置１０ｍｌ
肝素盐水（１００Ｕ／ｍｌ）。分别沿管壁注入２支含５
ｍｌＦｉｃｏｌｌ分离液的离心管内，立即４００×ｇ离心３０
ｍｉｎ；抽取界面处细胞悬液４００×ｇ离心５～１０ｍｉｎ，
弃上清，制成细胞悬液。

１．３　ＢＭＳＣｓ的纯化及诱导分化培养　将单个核细
胞悬液接种于２个７５ｃｍ２培养瓶中，加入含ＶＥＧＦ、

ＥＧＦ、ｂＦＧＦ和ＩＧＦ的 Ｍ１９９全培养液（使细胞密度
为１×１０４～５×１０４／ｃｍ２），置于５％ＣＯ２３７℃恒温保
湿培养箱中培养。分别于２４、７２ｈ换液，去除未贴
壁细胞以纯化ＢＭＳＣｓ。此后，每３ｄ换液１次，相差
倒置显微镜观察细胞形态，当细胞达９０％融合时以

０．２５％Ｔｒｙｐｓｉｎ／０．０２％ＥＤＴＡ消化传代，取第３代
以后的细胞进行瓣膜种植实验。

１．４　去细胞猪主动脉瓣支架的制作　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’ｓ平衡液中带回实验室，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
生素的Ｈａｎｋ’ｓ液中３０ｋＧｙγ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。将消毒瓣叶及整体主动脉瓣加
入含０．０５％胰蛋白酶／０．０２％ＥＤＴＡ、核酸酶及１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＰＢＳ液３７℃持续震荡４８ｈ，制备猪
去细胞主动脉瓣叶及整体瓣膜支架［３］。ＰＢＳ液反复
冲洗后放入 Ｍ１９９全培养液中４℃保存备用。

１．５　ＴＥＨＶ瓣叶的构建　将去细胞瓣叶放入１２
孔板中，Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ涂布处理３ｈ后接种２×１０５／

ｃｍ２绵羊ＢＭＳＣｓ诱导分化产生的内皮细胞（以下简
称诱导分化内皮细胞）悬液，贴壁１ｈ后加入适量含

ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ和ＩＧＦ的 Ｍ１９９全培养液。第

３天将瓣叶翻转，以同样方式再次接种，加入培养液
继续培养５～７ｄ。

１．６　整体ＴＥＨＶ的构建　将在抗生素液中保存的
整体去细胞主动脉瓣支架放入特制的培养杯中，含

１０％ＦＣＳ的 Ｍ１９９全培养液浸泡１０～１２ｈ，吸除培
养液，Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ涂布处理３ｈ，接种诱导分化内皮
细胞悬液２ｍｌ（１×１０６／ｍｌ），３７℃、５％ＣＯ２培养箱中

贴附１～２ｈ后，缓慢加入含ＶＥＧＦ、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ和

ＩＧＦ的 Ｍ１９９全培养液至瓣膜完全浸入，培养２４ｈ
后吸除培养液，再次行细胞种植。此后每天换液１
次，继续培养５ｄ。

１．７　组织学及超微结构观察　取出ＴＥＨＶ瓣叶及
整体瓣膜，ＰＢＳ液轻轻冲洗后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，ＣＤ３４和Ⅷ因子相关抗原免疫组化染色，扫
描及透射电镜检查。

２　结　果

２．１　光镜观察　猪主动脉瓣叶支架细胞去除完全，
经二次细胞种植体外培养１周后，种植细胞能够完
全覆盖瓣叶表面，在去细胞瓣叶支架上形成完整的
内皮细胞单层（图１Ａ）。高倍镜下细胞呈扁平状，紧
密排列（图１Ｂ、１Ｃ），ＣＤ３４及Ⅷ因子相关抗原免疫组
化染色阳性（图２Ａ、２Ｂ）。诱导分化内皮细胞在去细
胞整体瓣膜支架上也呈单层生长，整体瓣膜的瓣叶、
主动脉和瓣膜交界处、主动脉管道及瓣下肌肉内面
均有细胞分布，管道外部及瓣叶的心室面无细胞生
长（图３Ａ、３Ｂ）。

２．２　电镜观察　扫描电镜见诱导分化内皮细胞在
去细胞瓣叶支架上呈单层生长，在瓣叶表面形成完
整的细胞单层。细胞呈梭形，排列有序，细胞间无明
显纤维连接（图４Ａ），正常主动脉瓣叶表面内皮细胞
呈卵圆形或短梭形（图４Ｂ）。透射电镜观察见瓣膜
支架细胞去除完全，瓣叶表面为单层细胞覆盖，细胞
呈梭形，胞质内粗面内质网及分泌小泡较少（图５）。

３　讨　论

　　内皮细胞可为ＴＥＨＶ提供完整而光滑的表面，
并具有抗炎、抗氧化和防止血栓形成作用，是构建

ＴＥＨＶ的重要种子细胞。体外预种内皮细胞可以加
速ＴＥＨＶ的在体改建，防止 ＴＥＨＶ发生钙化和衰
坏。ＢＭＳＣｓ是一含有多种干细胞成分的异质体，其
中的内皮祖细胞（ＥＰＣ）和成体多能祖细胞（ＭＡＰＣ）
均可分化为内皮细胞，从而为心血管组织工程提供
了新的种子细胞来源［４～６］。作者前期研究采用含

ＶＥＧＦ和ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＩＧＦ的内皮细胞诱导分化培
养基将常规分离的混合原代ＢＭＳＣｓ诱导分化为内
皮细胞，较单纯由ＥＰＣ诱导分化为内皮细胞简化了
分离程序，提高了分化效率（９０％～９４％）［２］。本研
究考察诱导分化内皮细胞在去细胞异种瓣膜支架上

生长的生物学行为及构建ＴＥＨＶ的组织学特点。
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图１　ＢＭＳＣｓ诱导分化的内皮细胞种植瓣叶的ＨＥ染色

Ｆｉｇ１　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＴＥＨＶｌｅａｆｌｅｔｒｅｐｏｐｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｉｎｌｏｗｅｒｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ，×４０；Ｂ：Ｉｎｈｉｇｈｅｒｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ，×２００；Ｃ：ＳｉｔｅｏｆｆｉｓｓｕｒｉｎｇｏｎｔｈｅＴＥＨＶｌｅａｆｌｅｔ，×１００．Ｓｈｏｒｔａｒｒｏｗｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｌｏｎｇａｒｒｏｗ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｖａｌｖｅｍａｔｒｉｘ

图２　ＢＭＳＣｓ诱导分化的内皮细胞
种植瓣叶的免疫组化染色

Ｆｉｇ２　ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＴＥＨＶｌｅａｆｌｅｔ
ｒｅｐｏｐｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（×２００）

ＲｅｐｏｐｕｌａｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅｆｏｒＣＤ３４（Ａ）ａｎｄｆａｃｔｏｒⅧｒｅｌａｔｅｄ

ａｎｔｉｇｅｎ（Ｂ）．Ａｒｒｏｗｓ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ；Ｐｉｃｔｕｒｅｓａｔｔｈｅ

ｌｅｆｔｌｏｗｅｒｃｏｒｎｅｒ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｓ

图３　ＢＭＳＣｓ诱导分化的内皮细胞
种植于整体瓣膜的ＨＥ染色

Ｆｉｇ３　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＴＥＨＶｃｏｎｄｕｉｔｒｅｐｏｐｕｌａｔｅｄ
ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

Ａ：Ｌｅａｆｌｅｔｏｆｔｈｅａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｃｏｎｄｕｉｔ，×１００；Ｂ：Ｉｎｎｅｒｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅ

ｃｏｎｄｕｉｔｗａｌｌ，×４０

图４　ＢＭＳＣｓ诱导分化的内皮细胞种植瓣叶（Ａ）及
正常主动脉瓣叶（Ｂ）扫描电镜所见

Ｆｉｇ４　ＳｃａｎｎｉｎｎｇｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆＴＥＨＶｌｅａｆｌｅｔ
ｒｅｐｏｐｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（Ａ，×１０００）

ａｎｄｎｏｒｍａｌａｏｒｔｉｃｖａｌｖｅｌｅａｆｌｅｔ（Ｂ，×１０００）
Ａｒｒｏｗｓ：Ｌｉｎｉｎｇｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

图５　ＢＭＳＣｓ诱导分化的内皮细胞种植
去细胞瓣叶的透射电镜

Ｆｉｇ５　Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｏｆ
ＴＥＨＶｌｅａｆｌｅｔｒｅｐｏｐｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（×７０００）
Ａｒｒｏｗ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
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　　结果表明：诱导分化的内皮细胞表现出与成熟

内皮细胞相同的生物学行为，在去细胞瓣膜支架表

面成单层生长，形成完整的单细胞层。细胞表面光

滑，细胞间无明显纤维连接。整体瓣膜支架细胞种

植实验表明，诱导分化内皮细胞能够在管道内表面

及瓣叶主动脉面生长，并形成完整的单细胞层。但

ＢＭＳＣｓ分化产生的内皮细胞仍然保持了基质干细

胞的形态学特点，没能形成成熟内皮细胞的铺路石

状外观，这可能与ＢＭＳＣｓ的非同质性及体外培养条

件有关。其形态学分化还有待于进一步研究。

　　由ＢＭＳＣｓ诱导分化产生的内皮细胞与单纯扩

增培养的ＢＭＳＣｓ在去细胞瓣膜支架上的生长的生

物学行为不同，后者在去细胞瓣膜支架表面呈复层

生长，瓣膜凹陷及裂隙部位细胞层数更多，且有向基

质内部生长和改建瓣膜基质变的趋势。超微结构显

示细胞表面有分泌颗粒，细胞间有纤维连接，胞质内

粗面内质网丰富，提示细胞分泌功能旺盛［７］。

　　ＢＭＳＣｓ获取简便，体外扩增能力强大，５ｍｌ骨

髓液体外培养扩增２周即能达到构建ＴＥＨＶ所需

的细胞数量。用ＢＭＳＣｓ分化的内皮细胞作为种子

细胞构建 ＴＨＥＶ，取材方便，对机体创伤微小。理

论上其转分化特性还可能使分化内皮细胞转分化为

基质细胞，从而加速ＴＨＥＶ的在体改建。体外构建

ＴＥＨＶ的在体生物学性能及改建情况尚待进一步

研究。
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