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ＴＧＦβ１调控组织工程瓣膜力学性能机制研究

洪　昊，董念国，史嘉玮
华中科技大学同济医学院附属协和医院心血管外科，武汉４３００２２

［摘要］　目的：采用转化生长因子（ＴＧＦβ１）联合肌成纤维细胞构建组织工程心脏瓣膜（ＴＥＨＶ），探讨 ＴＧＦβ１能否改善

ＴＥＨＶ的力学性能及其可能机制。方法：分离培养大鼠肌成纤维细胞，细胞鉴定后种植于去细胞瓣叶支架上。将瓣叶置于含

１０ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１的培养液中，培养１４ｄ构建的ＴＥＨＶ做为实验组，对照组除培养液中不添加ＴＧＦβ１外，其余同实验组。检测

两组ＴＥＨＶ的赖氨酰氧化酶（ＬＯＸ）和羟脯氨酸含量，ＬＯＸ和Ⅰ型胶原（ＣＯＬＬ１）ｍＲＮＡ表达，以及力学性能。结果：实验组

ＴＥＨＶ的ＬＯＸ和羟脯氨酸含量均高于对照组（Ｐ＜０．０５），ＬＯＸ和ＣＯＬＬ１ｍＲＮＡ表达均高于对照组（Ｐ＜０．０５），最大负荷、最

大应力均高于对照组（Ｐ＜０．０５），而两组的最大应变和弹性模量的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论：在体外构建ＴＥＨＶ
过程中，通过ＴＧＦβ１对肌成纤维细胞的调控作用，可以在基因水平增强细胞ＣＯＬＬ１和ＬＯＸｍＲＮＡ的表达，使得胶原蛋白合

成和交联程度增加，从而使ＴＥＨＶ的力学强度增加，力学性能得到改善。
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　　组织工程心脏瓣膜（ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｈｅａｒｔ

ｖａｌｖｅ，ＴＥＨＶ）是具有自我更新和修复能力的理想人

工心脏瓣膜替代物，同时也是瓣膜外科研究的热

点［１］。理想的ＴＥＨＶ应具备良好的力学性能，而

ＴＥＨＶ的力学性能主要由细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）中胶原成分恰当的含量、胶原分子内

和分子间适中的交联等因素决定［２］。去细胞瓣膜支

架被认为是一种较理想的ＴＥＨＶ支架，但已有实验

证实去细胞瓣膜支架构建的ＴＥＨＶ力学性能欠佳，

而种子细胞合成的ＥＣＭ 不足是其中的重要原因之

一［３］。转化生长因子β１（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃ

ｔｏｒｂｅｔａ１，ＴＧＦβ１）是一类具有高活性和多种功能
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的生长因子，能促进细胞的迁移、分化和 ＥＣＭ 合

成［４］。本实验采用 ＴＧＦβ１联合肌成纤维细胞构建

ＴＥＨＶ，探讨ＴＧＦβ１能否改善ＴＥＨＶ的力学性能及

其可能机制。

１　材料和方法

１．１　动物和试剂　６～８周龄雄性ＳＤ大鼠，体质量

１５０～２００ｇ（华中科技大学同济医学院实验动物中

心，清洁级）；猪心６个、牛主动脉６根（武汉市肉联

厂）；无血清和酚酞的ＤＭＥＭ、高糖ＤＭＥＭ、胎牛血

清（Ｇｉｂｃｏ公司）；ＴＧＦβ１、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、胰蛋白酶、

ＥＤＴＡ、核糖核酸酶Ⅰ（ＲＮａｓｅⅠ）、脱氧核糖核酸酶

Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）、Ⅱ型辣根过氧化物酶、１，５ｄｉａｍｉｎ

ｏｐｅｎｔａｎｅ、β氨 基 丙 腈 （βａｍｉｎｏｐｒｏｐｉｏｎｉｔｒｉｌｅ

ｆｕｍａｒａｔｅ，ＢＡＰＮ）均购自 Ｓｉｇｍａ公司；鼠抗人 α

ＳＭＡ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ公司）；逆转录反应试

剂盒、ＰＣＲ试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）；Ａｍｐｌｅｘｒｅｄ、

ＴＲＩｚｏｌＴＭ Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＤＥＰＣ、无水乙

醇、氯仿、异丙醇、琼脂糖、Ｔｒｉｓ碱、冰乙酸、溴化乙

啶、载样缓冲液、ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ、尿素、四硼酸钠（凌

飞公司）；羟脯氨酸试剂盒（南京建成生物工程研究

所提供）；９７０ＣＲＴ荧光分光光度仪（上海华岩仪器

设备有限公司）；基因扩增仪（ＰＣＲ仪），ＰｏｗｅｒＰａｃ

３００电泳仪（ＢｉｏＲａｄ）；Ｐｏｌａｉ一次性成像系统（华中

科技大学同济医学院附属协和医院中心实验室）。

１．２　大鼠主动脉肌成纤维细胞的分离和扩增　无

菌条件下取大鼠胸主动脉，剥离主动脉血管内层，保

留中层和外层，采用组织块培养法，于３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中体外培养，培养液为高糖ＤＭＥＭ（含１５％
胎牛血清、青霉素１００Ｕ／ｍｌ、链霉素１００Ｕ／ｍｌ），５～
７ｄ成纤维细胞和平滑肌细胞移行于瓶底，２～３周

两种细胞融合形成单层的肌成纤维细胞。待细胞密

度达到９０％进行传代培养，取第２代细胞行细胞鉴

定，第３代以后细胞用于瓣叶种植。

１．３　去细胞瓣叶支架的制备［５］　应用胰蛋白酶＋

ＥＤＴＡ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００和ＲＮａｓｅⅠ＋ＤＮａｓｅⅠ等处理

猪主动脉瓣叶，制备去细胞瓣叶支架。

１．４　ＴＥＨＶ的构建和分组　将去细胞瓣叶支架放

入１２孔板中（每孔１片），收集培养至第３代的细胞

悬液１００μｌ（密度５×１０
６个／ｍｌ）接种到去细胞瓣叶

支架上，孵化１ｈ，将瓣叶翻转，以同样方式再次接

种，然后加入含１０ｎｇ／ｍｌＴＧＦβ１的高糖ＤＭＥＭ 培

养液 （含１５％ 胎牛血清、青霉素１００Ｕ／ｍｌ、链霉素

１００Ｕ／ｍｌ）５ｍｌ，在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中连续培

养１４ｄ，每日换液，第１５日用无血清和酚酞的

ＤＭＥＭ培养２４ｈ，作为实验组。对照组除培养液中

不添加ＴＧＦβ１外，其余同实验组。

１．５　细胞免疫化学检测　收集培养至第２代的细

胞接种于预先放入玻片的６孔板中，贴壁１ｈ后加入

培养液，次日取出玻片，ＰＢＳ冲洗２次，１１（Ｖ／Ｖ）

无水乙醇和丙酮固定１５ｍｉｎ，并按常规细胞免疫化

学方法加入鼠抗人αＳＭＡ及 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗体，观察

染色结果。

１．６　ＴＥＨＶ生化检测

１．６．１　ＴＥＨＶ中赖氨酰氧化酶含量检测　参见文

献［６］方法绘制赖氨酰氧化酶（ｌｙｓｙｌｏｘｉｄａｓｅ，ＬＯＸ）标

准曲线，然后通过检测ＴＥＨＶ培养液中 ＬＯＸ的浓

度，反映种植于瓣叶上的细胞所产生的ＬＯＸ的量。

收集两组ＴＥＨＶ（ｎ＝４）第１５日的无酚酞培养液７００

μｌ，加入荧光试剂（１．２ｍｏｌ尿素，０．０５ｍｏｌ四硼酸

钠，１Ｕ／ｍｌⅡ型辣根过氧化物酶，１０μｍｏｌＡｍｐｌｅｘ

ｒｅｄ，１０ｍｍｏｌ１，５ｄｉａｍｉｎｏｐｅｎｔａｎｅ），组成总体积为２

ｍｌ的溶液，并分为各１ｍｌ的２等份，其中１份溶液

记为Ｄ组，对应的另１等份溶液中加入５００μｍｏｌ

ＢＡＰＮ记为 Ｅ 组，然后将 Ｄ、Ｅ 两组溶液均放入

３７℃、５％ＣＯ２培养箱中培养３０ｍｉｎ后置冰上，立即

用荧光分光光度仪以激发波长５６３ｎｍ和发射波长

５８７ｎｍ检测其荧光值。用Ｄ组溶液的荧光值减去

Ｅ组中对应溶液的荧光值，然后根据标准曲线计算

出相应的浓度值，即为两组ＴＥＨＶ中 ＬＯＸ的浓度

值。

１．６．２　ＴＥＨＶ中羟脯氨酸含量检测［７］　取出２组

ＴＥＨＶ（ｎ＝４）弃培养液后按羟脯氨酸试剂盒说明操

作检测羟脯氨酸含量。

１．７　ＲＴＰＣＲ检测　按ＴＲＩｚｏｌＴＭ试剂盒说明书分

别提取两组ＴＥＨＶ（ｎ＝４）的总ＲＮＡ，紫外分光光度

法测定ＲＮＡ浓度和纯度，要求Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２８０ｎｍ在１．８
以上。然后分别取４μｇ各组ＴＥＨＶ中的总ＲＮＡ逆

转录成ｃＤＮＡ，再用ＰＣＲ仪扩增目的基因。目的基

因上下游引物序列分别为：ＬＯＸ５′ＧＣＡＣＣＡＴＴＴ

ＣＡＣ ＣＧＴ ＡＴＴ３′和 ５′ＡＡＣ ＣＣＡ ＴＣＡ ＴＣＡ

ＴＴＧＴＣＴ ＣＡ３′，产物长度 ４２１ｂｐ ，退火温度

４９℃，共进行３６个循环；Ⅰ型胶原（ＣＯＬＬ１）５′ＣＣＴ

ＧＧＡ ＡＧＡ ＧＡＴ ＧＧＴ ＧＣＴ３′和 ５′ＣＣＡ ＴＴＣ

ＴＴＧＣＣＡＧＣＡＧＧＡＣ３′，产物长度１２２ｂｐ，退火
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温度５２℃，共进行３５个循环；内参基因（βａｃｔｉｎ）５′

ＴＧＣＴＴＣＴＡＧＧＣＧＧＡＣＴＧＴＴＡ３′和５′ＣＧＴ

ＣＡＣＡＴＧＧＣＡ ＴＣＴＣＡＣＧＡ３′，产物长度３１４

ｂｐ，退火温度５７℃，共进行３４个循环。取终产物

５μｌ，行琼脂糖凝胶电泳，采用Ｐｏｌａｉ一次性成像系

统快速照相。计算机软件（Ｂａｎｄｓｃａｎ５．０）分析目的

基因和内参基因灰度值之比，即为目的基因相对含

量。

１．８　力学测试［８］　取出两组ＴＥＨＶ（ｎ＝４），沿长轴

方向剪成１．５ｃｍ×０．５ｃｍ矩形条块，将其夹持在自

制的两片细砂纸做成的框架中。带瓣叶条块的砂纸

框架两边夹于力学测试仪，夹持间距为８ｍｍ。剪断

两边的砂纸，夹子以５ｍｍ／ｍｉｎ速率进行将瓣叶向

两边拉伸，记录最大负荷、最大应力、最大应变和弹

性模量。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行

数据分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，两组间均数比较采用ｔ
检验，Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　细胞免疫化学检测　细胞免疫化学染色显示

细胞经传代后αＳＭＡ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ染色增色均为阳

性 （图１）。

２．２　ＴＥＨＶ生化检测　ＬＯＸ标准曲线方程为ｙ＝

６５５．９ｘ－３５．１１４，Ｒ２＝０．９９０１。实验组ＬＯＸ含量

高于对照组［（０．１３５±０．００２）ｖｓ（０．１２７±０．００２）

μｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０５］，羟脯氨酸含量也高于对照组

［（８．３０±０．１８）ｖｓ （６．００ ± ０．１１）μｇ／ｍｇ，Ｐ＜
０．０５］。

２．３　ＲＴＰＣＲ检测　ＲＴＰＣＲ检测产物凝胶电泳

图见图２，灰度值结果表明，实验组ＬＯＸ和ＣＯＬＬ１

ｍＲＮＡ表达［（２．０２±０．１０）和（１．４９±０．０４）］均高于

对照组［（１．５８±０．０６）和（１．２０±０．０６），Ｐ＜０．０５］。

图１　细胞免疫化学检测

Ｆｉｇ１　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｏｆｍｙｏｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ
Ａ：αＳＭＡ；Ｂ：Ｖｉｍｅｎｔｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００

图２　ＲＴＰＣＲ检测两组ＴＥＨＶＬＯＸ和

ＣＯＬＬ１ｍＲＮＡ产物的凝胶电泳图

Ｆｉｇ２　ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｏｆＬＯＸａｎｄＣＯＬＬ１
ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＥＨＶｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＬＯＸｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；２：ＬＯＸｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；

３：ＣＯＬＬ１ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ；４：ＣＯＬＬ１ｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．４　力学测试　力学测试结果显示实验组ＴＥＨＶ
的最大负荷和最大应力高于对照组（Ｐ＜０．０５）。两
组在最大应变和弹性模量上的差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５，表１）。

表１　ＴＥＨＶ力学性能测试结果

Ｔａｂ１　ＭｅｃｈａｎｉｃａｌｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＴＥＨＶ
（ｎ＝４，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭａｘｌｏａｄＦ／Ｎ Ｍａｘｓｔｒｅｓｓ（×１０６）ｐ／Ｐａ Ｍａｘｓｔｒａｉｎ／％ Ｅｌａｓｔｉｃｍｏｄｕｌｕｓ
×１０６ｐ／Ｐａ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ９．９０±０．３１ ２．１４±０．０９ ３７．５３±１．５１ ９．２８±０．１３
Ｃｏｎｔｒｏｌ ７．８３±０．６５ １．７８±０．０７ ３８．４９±０．９７ ９．１０±０．９０

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　力学性能是ＴＥＨＶ的重要特征。胶原蛋白是

ＥＣＭ的主要成分，其含量及交联度在很大程度上决

定了ＴＥＨＶ的力学性能［９１０］。Ⅰ型胶原在瓣膜胶原

蛋白中含量最多，而羟脯氨酸是Ⅰ型胶原中的主要

氨基酸组成，在Ⅰ型胶原中含量相对恒定，故本实验

通过检测肌成纤维细胞的ＣＯＬＬ１ｍＲＮＡ表达和
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ＥＣＭ中的羟脯氨酸含量间接反映ＥＣＭ 中胶原蛋

白的含量。ＬＯＸ是胶原合成后三、四级结构分子内

及分子间交联的关键酶，能使赖氨酸和羟赖氨酸脱

氨生成醛赖氨酸与羟醛赖氨酸，后两者残基氧化后

发生醛醇缩合及醛胺缩合，可导致邻近链交联形成

稳定的胶原纤维，此过程赋予胶原适宜的强度与弹

性，对于维持力学性能具重要价值，故本实验通过检

测ＬＯＸｍＲＮＡ表达和ＬＯＸ含量间接反映ＥＣＭ中

胶原蛋白的交联程度。

　　去细胞瓣膜支架具有优良的仿生性和组织相容

性等优点，是一种很有临床应用前景的支架。但以

往实验发现去细胞瓣膜支架构建的ＴＥＨＶ，由于种

子细胞合成的ＥＣＭ 不足等原因，导致瓣膜承受力

下降，力学强度不足，使ＴＥＨＶ无法达到正常瓣膜的

力学性能要求［３］。因此对其力学性能进行有针对性

的改善十分必要。ＴＧＦβ１是一类高活性、多功能生

长因子，具有促进细胞迁移和增殖，以及使ＥＣＭ 合

成增加等作用［４］。采用 ＴＧＦβ１改善ＴＥＨＶ的力学

性能可能比其他生长因子更有针对性。

　　本研究发现实验组ＴＥＨＶ的ＬＯＸ和ＣＯＬＬ１

ｍＲＮＡ 表达高于对照组，这说明 ＴＧＦβ１可以使

ＴＥＨＶ中肌成纤维细胞的ＬＯＸ和ＣＯＬＬ１基因表

达增强。而ＴＧＦβ１在基因水平对肌成纤维细胞的

这种作用，导致相应蛋白质的合成增加，故实验组

ＴＥＨＶ的 ＬＯＸ 和羟脯氨酸含量均高于对照组。

ＬＯＸ含量增加说明胶原蛋白的交联程度增加，而羟

脯氨酸含量增加说明胶原蛋白的含量增加。从宏观

上分析，两者共同导致了ＴＥＨＶ的最大负荷和最大

应力增加，因而实验组力学强度高于对照组，ＴＥＨＶ
的力学性能得以改善。

　　综上所述，在体外构建ＴＥＨＶ过程中，通过

ＴＧＦβ１对肌成纤维细胞的调控作用，可以改善

ＴＥＨＶ的力学性能，而其可能的机制为：ＴＧＦβ１在

基因水平增强ＣＯＬＬ１和ＬＯＸｍＲＮＡ的表达，从

而导致胶原蛋白合成和交联程度增加，最终引起

ＴＥＨＶ的力学强度增加，因而力学性能改善。但

ＴＧＦβ１对ＴＥＨＶ力学性能的改善作用，在延长体外

培养时间或将ＴＥＨＶ植入体内后的效果如何，有待

进一步深入研究。
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