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　　［摘要］　目的　研究ＣＤ３４抗体修饰的脱细胞血管支架植入动物体内后募集循环中的内皮祖细胞参与再内皮化过程的
性能。方法　新鲜的羊前肢动脉经反复冻融和超高压处理，ＳＤＳ彻底去除细胞，通过光交联法将ＣＤ３４抗体固定于脱细胞血
管内腔面。２０只新西兰大白兔右下腹做一带蒂皮瓣，皮瓣供血动脉为股动脉的分支血管，血管移植部位选取股动脉，做１ｃｍ
长的全段缺损，随机分为２组（ｎ＝１０），实验组选用ＣＤ３４抗体修饰的脱细胞血管支架，对照组用未修饰的脱细胞血管支架，显

微外科端端吻合替代缺损的兔股动脉。术后通过对皮瓣色泽质地的观察，了解皮瓣的血供情况；行彩色多普勒、数字减影血

管造影检查和病理切片观察移植血管的通畅情况及细胞黏附情况。结果　实验组皮瓣术后血运较好，对照组皮瓣术后肿胀
坏死。彩色多普勒、数字减影血管造影检查显示，实验组移植术后１周有３只动物发生血管闭塞，另７只动物在术后４周血管

仍通畅、无明显狭窄；对照组术后１周无１只动物血管通畅。实验组术后４周解剖移植血管，Ｈ－Ｅ染色显示脱细胞血管支架

表面形成连续融合单层细胞，管腔无明显狭窄；对照组术后１周解剖移植血管可见血栓形成，Ｈ－Ｅ染色显示血管腔内表面缺

乏细胞覆盖。结论　ＣＤ３４抗体修饰的脱细胞血管支架在早期抗凝及通畅率上均优于未经修饰的脱细胞血管支架。
　　［关键词］　脱细胞血管支架；ＣＤ３４抗体；交联试剂；血管内皮
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　　组织工程血管构建过程步骤繁多，包括干细胞
体外诱导分化内皮细胞、血管支架构建、在生物反应
器中复合内皮细胞、移植体内，任何环节出现问题都
会导致失败，而且构建过程所需时间长，不适于临床
应用和产品化［１］。研究认为，支架材料内皮化对植
入早期防止血栓形成起关键作用［２］。目前内皮化的
研究大多数局限在体外，但干细胞体外诱导分化后
移植体内可能引起的病理改变依然不得而知，如细
胞因为结合欠牢固，是否会被血流冲走；细胞本身
的营养供应是否足够其分裂增殖等。机体本身就是
一个生物反应器，于是我们设想能否把体外内皮化
放到体内，设计具有自动黏附能力的血管支架，使内
皮化在体内自行完成，这样就把组织工程血管体外
构建的过程简化，时间缩短。本实验拟通过共价交
联的方法，以化学交联剂 ＳＡＮＰＡＨ 为介导，用

ＣＤ３４抗体表面修饰脱细胞血管支架，研究ＣＤ３４抗
体修饰的脱细胞血管支架材料植入动物体内后募集

循环中的内皮祖细胞参与再内皮化过程的可能，以
期简化组织工程血管体外构建的过程，找到一种更
接近现实应用的组织工程血管。

１　材料和方法

１．１　主要试剂、仪器　十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ，Ｓｉｇ
ｍａ，美国）；ＳＡＮＰＡＨ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；内
皮细胞培养基（Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ，美国）；Ｌ－９２９成纤维细
胞（第四军医大学口腔医院组织工程中心）；新西兰
大白兔（第四军医大学动物实验中心）；ＦＩＴＣ标记
的兔抗兔ＣＤ３４抗体（北京博奥森生物技术有限公
司）；超高压生物处理器（ＨＰＰ－Ｌ２，ＨＴＳＭ Ｃｏ．
Ｌｔｄ，天津华泰森淼公司）；荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ５５ｉ，日
本）；普通倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，ＩＸ７０，日本）；光学
显微照相系统（Ｏｌｍｐｕｓ，ＰＭｅｅＣＢＡＤ，日本）；超低温
冰箱（ＮＵＡＩＲＥ，日本）；ＨＨ－Ｓ恒温水浴锅（江苏
医疗仪器厂）；真空冷冻干燥机（ＬＧＪ－１０Ｃ，上海）；
扫描电镜（ＨｉｔａｃｈｉＭｏｄｅｌＳ－３４００Ｎ，日本）；ＢＢ１６
型ＣＯ２培养箱（ＨＥＲＡＥＵＳ公司，上海）；Ｐｈｉｌｉｐｓ彩
超 ＨＤ３（Ｐｈｉｌｉｐｓ）；血管造影系统（ＳｉｅｍｅｎｓＡＸＩＯＭ
ＡｒｔｉｓＴＡ，德国）。

１．２　血管材料的准备　选取西安近郊屠宰场新鲜
屠宰的成年山羊前肢动脉２０根，置于４℃含青霉素
和链霉素各１８０ｍｇ／Ｌ的无菌ＰＢＳ液中，热缺血时
间不超过１５ｍｉｎ。无菌ＰＢＳ液冲洗数次去除血液杂
质，锐性去除附属结缔组织和脂肪成分以及大部分
血管外膜。截取长度为１５ｍｍ、无明显分支、内径约

２ｍｍ的动脉作为实验材料。

１．３　脱细胞处理步骤

１．３．１　反复冻融　将采集的血管材料分别置于４℃
预冷、－８０℃ 冷冻２ｈ、３７℃水浴复温１５ｍｉｎ，上述
冻融过程反复进行３次。

１．３．２　超高压处理　将血管以无菌 Ｄ－Ｈａｎｋ液反
复冲洗干净后，密封入特制塑料袋中，袋中浸满 Ｄ－
Ｈａｎｋ液。将塑料袋置入超高压机器中，５０００ａｔｍ
（约５０６ＭＰａ）、４℃条件下处理２０ｍｉｎ，处理结束后
无菌条件下将内层特制塑料袋中的血管取出。

１．３．３　化学方法脱细胞处理　将经反复冻融和超高
压处理的血管在０．１２５％ＳＤＳ中３７℃振摇（１００次／

ｍｉｎ）１２ｈ，在大容器中使用ＰＢＳ缓冲液振摇漂洗４８
ｈ，彻底去除残留的ＳＤＳ，即得到脱细胞血管支架。

１．３．４　脱细胞血管支架的冻干及消毒　将脱细胞
血管支架在－８０℃低温冰箱中速冻 ２４ｈ，再置入

－７０℃、６．６７×１０－４ｋＰａ的干燥冷冻机内６ｈ作冷冻
干燥处理。用包装袋密闭分装后，６０Ｃｏ辐照消毒。

１．３．５　脱细胞血管支架的评价　经 Ｈ－Ｅ染色、

Ｍａｓｓｏｎ三染色及扫描电镜对脱细胞的效果进行评
价，通过接触细胞毒性实验及皮下埋植毒性实验，对
制备的脱细胞血管基质进行生物相容性分析。

１．４　制备ＣＤ３４抗体表面修饰的脱细胞血管支架

１．４．１　制备ＣＤ３４抗体和ＳＡＮＰＡＨ 反应液　用

４％ＮａＯＨ滴定无水乙醇，调整ｐＨ 值到７９，在避光
下配制０．１３３ｍｍｏｌ／ＬＳＡＮＰＡＨ溶液；按ＣＤ３４抗
体和ＳＡＮＰＡＨ反应摩尔比为１∶２０加入抗体溶液
中，室温避光混合反应２ｈ，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ
去除未反应的抗体和ＳＡＮＰＡＨ。

１．４．２　验证光交联效果　将制备脱细胞血管剪成

０．８ｃｍ×０．５ｃｍ大小片状，放置在６孔板内，注意血
管内腔面与外壁面，滴１００μｌ的上述离心剩液，用波
长为３６５ｎｍ的３００Ｗ紫外灯预热１０ｍｉｎ，置于６孔
板上１０ｃｍ，照射５ｍｉｎ；在６孔板中加入蒸馏水，在
恒温振荡器中漂洗６ｈ（振荡频率１００次／ｍｉｎ），彻底
漂洗未结合的抗兔ＣＤ３４抗体。将血管片进行快速
冰冻切片，厚度为５μｍ，将ＦＩＴＣ标记的羊抗兔ＩｇＧ
分别滴加在血管切片上，荧光显微镜下观察、照相，
验证用光交联方法将ＣＤ３４抗体固定于脱细胞血管
内腔面的可行性。

１．４．３　制备ＣＤ３４抗体修饰的血管支架　证明抗
体通过光交联的方法可以牢固结合在脱细胞血管支

架上后，将血管支架用手术丝线固定一端，翻转内
壁，滴加ＣＤ３４抗体和ＳＡＮＰＡＨ反应液，同样方法
紫外灯照射，恒温振荡器漂洗后再次翻转备用，整
个过程无菌操作完成。

１．５　移植　新西兰大白兔２０只，雌雄不限，体质量

２．０２．５ｋｇ，随机分为对照组和实验组，每组１０只。
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全部动物经１％戊巴比妥２５ｍｇ／ｋｇ兔耳缘静脉注
射麻醉，在右下腹做一带蒂皮瓣，皮瓣供血动脉为股
动脉的分支血管，血管移植部位选取股动脉，做１ｃｍ
长的全段缺损。实验组选用ＣＤ３４抗体修饰的脱细
胞血管支架，对照组用未经处理的脱细胞血管支
架，管径尽量匹配，９－０丝线进行显微外科端端吻合
替代缺损的兔股动脉，术毕原位缝合皮瓣。术后常
规饲养，庆大霉素８万 Ｕ肌注，１次／ｄ，连续５ｄ；肝
素钠５０Ｕ／ｋｇ，１次／１２ｈ，连续３ｄ；阿司匹林７５
ｍｇ／ｄ、辛伐他汀１０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）至实验结束。通过
对皮瓣色泽质地的观察，了解皮瓣的血供情况，间接
反映吻合血管的通畅性。４周后行彩色多普勒超声、
数字减影血管造影检查和病理切片观察移植血管的

通畅情况及细胞黏附情况。

２　结　果

２．１　脱细胞血管支架的评价　血管经多步处理后，
不同染色，光镜及电镜下观察（图１Ａ－１Ｅ），血管细
胞已完全去除。接触细胞毒性实验可见细胞在脱细
胞血管支架上生长良好（图１Ｆ）；皮下埋植实验见２
周时炎性细胞浸润程度减轻（图１Ｇ），４周仅见少量
炎性细胞（图１Ｈ），说明脱细胞血管支架在动物体内
无排斥，经过脱细胞处理后的血管材料具有较好的
生物相容性和较低的细胞毒性。

２．２　光交联效果验证　图２Ａ为交联抗体的荧光显
像，图２Ｂ为脱细胞血管的明场成像，图２Ｃ为两张照
片的叠加，可以看到抗体牢固交联在脱细胞血管支
架内腔壁上。

２．３　皮瓣观察　实验组皮瓣术后血运较好，主要表
现为颜色正常，皮温正常，无明显肿胀，质地松软（图

３Ａ）；２周后缝线自行脱落（图３Ｂ）；３周皮瓣与周围再
建血运（图３Ｃ）；４周皮瓣瘢痕愈合（图３Ｄ）。对照组皮
瓣术后肿胀，１周呈现暗红色改变，皮温低，无弹性（图

３Ｅ）；２周呈紫黄色坏死的表现，无张力（图３Ｆ）；３周后
由于周围血供的重新建立，部分坏死皮瓣转归（图

３Ｇ）；４周皮瓣颜色、皮温恢复正常，无明显肿胀，质
地松软，周围瘢痕愈合（图３Ｈ）。

２．４　移植血管通畅情况　移植术后每周行彩色多
普勒超声检查，移植术后４周，行数字减影血管造影
检查，实验组术后１周有３只动物发生移植血管闭
塞，另７只直到术后４周移植血管仍通畅，血管管腔
无明显狭窄（图４Ａ、４Ｂ），通畅率为７０％；术后４周
处死动物，解剖移植血管，病理切片行 Ｈ－Ｅ染色，
显示脱细胞血管支架表面形成连续融合单层细胞，
管腔无明显狭窄（图４Ｃ）。对照组术后１周行彩色
多普勒、数字减影血管造影检查无一例通畅（图４Ｄ、

４Ｅ），解剖移植血管可见血栓形成，Ｈ－Ｅ染色显示
血管腔内表面缺乏细胞覆盖（图４Ｆ）。

３　讨　论

　　脱细胞血管支架材料是将同种异体或异种血管
经过特殊处理将具有免疫原性的实质细胞去除，保
留相对完整的细胞外骨架结构，具有良好的组织相
容性和促细胞生长能力，是目前组织工程血管研究
较为理想的支架材料。我们通过物理化学方法结合
对羊的前肢动脉进行脱细胞处理，对处理后的血管
进行组织形态学观察，评价脱细胞的效果，通过接
触细胞毒性实验及皮下埋植毒性实验，对制备的脱
细胞血管支架进行生物相容性分析，实验结果证
明，血管细胞被彻底清除，但保留了原有的生物力学
性能，无细胞毒性，有良好的生物相容性，为构建组
织工程血管找到了一种理想的支架材料。

　　将某些生物活性分子固定在高分子或生物源性
材料的表面，修饰其结构特征，提高材料的生物相容
性和细胞亲和力，为种子细胞黏附、增殖、扩展和分化
提供良好界面，促进细胞外基质（ＥＣＭ）产生，设计能
够引导特定细胞行为的功能性生物材料将是未来组

织工程领域的一个热点。早期的材料促内皮化的研
究是在材料表面涂覆促细胞黏附蛋白，如纤维连结蛋
白（ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎ）、胶原蛋白（ｃｏｎａｇｅｎ）和层粘连蛋白
（ｌａｍｉｎｉｎ）［３］，但是应用蛋白有很多问题，首先必须从组
织和器官中分离和纯化蛋白，其次是它有免疫原性，
而且在体内易分解，引起局部甚至是全身的反应［４］。
以上问题可以被功能性短肽克服，短肽容易合成，而
且比较稳定，如ＲＧＤ（Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ）肽，但ＲＧＤ肽
对内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）的吸附不具有特异性。

　　１９９７年，Ａｓａｈａｒａ等［５］发现外周血液中存在ＥＰＣｓ，
循环血液中的ＥＰＣｓ的数量、性质与内皮细胞修复密切
相关。ＥＰＣｓ能相对特异的表达 ＣＤ３４阳性表面抗
原［５］。我们研究的思路来源于ＣＤ３４抗体包被支架预
防动脉支架再狭窄的研究。支架术后再狭窄的主要机
制是内膜增殖，血管内膜的完整性是维持血管正常功能
和结构的重要条件。早期募集ＥＰＣｓ能使得内皮快速
修复，降低再狭窄的发生率。在支架上涂附ＣＤ３４阳性
细胞（ＥＰＣｓ）［６］或利用抗原－抗体结合原理用ＣＤ３４抗
体包被支架［７］，已成为预防支架植入后再狭窄的重要手
段并已应用于临床，我们设想是否能用ＣＤ３４抗体修饰
脱细胞组织工程血管支架用于体内再内皮化。依据抗
原－抗体结合原理，使用ＣＤ３４抗体来与ＥＰＣｓ表面抗
原结合，通过抗原－抗体反应从而达到选择性的捕捉

ＥＰＣｓ的目的，促进脱细胞血管支架植入早期的ＥＰＣｓ
黏附、增殖，防止植入早期血栓形成，可以实现脱细胞血
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管支架材料在体内的内皮化，简化组织工程血管的构建 过程，让组织工程血管进入临床应用成为可能。

图１　脱细胞血管支架组织学观察和生物相容性检测

Ｆｉｇ１　Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｖａｓｃｕｌａｒｓｃａｆｆｏｌｄｓ
Ａ：Ｆｒｅｓｈｖｅｓｓｅｌｗａｌｌ（Ｈ－Ｅ）；Ｂ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｖａｓｃｕｌａｒｓｃａｆｆｏｌｄｓ（Ｈ－Ｅ）；Ｃ：Ｆｒｅｓｈｖｅｓｓｅｌｗａｌｌ（Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｄ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｖａｓｃｕｌａｒ

ｓｃａｆｆｏｌｄｓ（Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ）；Ｅ：Ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｖａｓｃｕｌａｒｓｃａｆｆｏｌｄｓ（ＳＥＭ）；Ｆ：Ｌｉｇｈｔｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｏｆｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｔｅｓｔ；Ｇ，Ｈ：Ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｅｍｂｅｄ

ｄｉｎｇｔｅｓｔｓ２ａｎｄ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｈ－Ｅ）．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ－Ｄ，Ｇ，Ｈ），×２００（Ｅ），×４０（Ｆ）

图２　交联抗体的荧光显像

Ｆｉｇ２　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｍａｇｉｎｇｏｆＣＤ３４
Ａ：Ｄａｒｋｆｉｅｌｄ；Ｂ：Ｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ；Ｃ：Ｄａｒｋｆｉｅｌｄｏｖｅｒｌａｙｗｉｔｈｂｒｉｇｈｔｆｉｅｌｄ

图３　移植后１４周两组的皮瓣外观

Ｆｉｇ３　Ａｐｐｅａｒａｎｃｅｏｆｆｌａｐ１－４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
Ａ－Ｄ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（１，２，３，ａｎｄ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；Ｅ－Ｈ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（１，２，３，ａｎｄ４ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃ

ｔｉｖｅｌｙ）

图４　脱细胞血管支架植入体内后的通畅情况

Ｆｉｇ４　Ｐａｔｅｎｃｙｒａｔｅａｆｔｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｉｎｔｗｏｇｒｏｕｐｓ
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Ａ，Ｄ：Ｄｏｐｐｌｅｒ；Ｂ，Ｅ：ＤＳＡ，ａｒｒｏｗｓｓｈｏｗｉｎｇｔｈｅａｎａｓｔｏｍｏｔｉｃｓｉｔｅｓ；Ｃ，Ｆ：Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｅｓｔ（Ｈ－Ｅ，ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００）．Ａ－Ｃ：Ｅｘｐｅｒｉ

ｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，ｒｅｍａｉｎｅｄｐａｔｅｎｔｆｏｒ４ｗｅｅｋｓｗｉｔｈｎｏｓｔｅｎｏｓｉｓ；Ｄ－Ｆ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｏｂｓｔｒｕｃｔｅｄｉｎ１ｗｅｅｋ

　　单纯的物理黏附往往会被血流冲走而起不到生
理学作用，而共价结合是解决此问题最佳办法。光
化学技术固定蛋白质是利用化学不稳定性物质，在
紫外线辐射时被激活、可结合目标分子的特性，将蛋
白质共价结合到材料表面。ＳＡＮＰＡＨ 是一种异源
双功能交联剂，它可以在紫外线照射下，将其一端含
有Ｎ－羟琥珀酰亚胺基团（ＮＨＳ）与ＣＤ３４抗体的氨
基反应，将ＣＤ３４抗体结合到ＳＡＮＰＡＨ上［８］。本研
究发现：以化学交联剂 ＳＡＮＰＡＨ 为介导，可将

ＣＤ３４抗体牢固交联在血管内腔壁上。

　　我们通过兔右下腹皮瓣色泽质地的观察来间接
了解供血血管的通畅性，皮瓣与周围组织建立血运
的时间约为３周，早期血管通畅性对皮瓣成活非常
重要，实验组中的皮瓣术后血运较好，颜色、皮温正
常，无明显肿胀，质地松软，行彩色多普勒和数字减
影血管造影检查也证实术后移植血管通畅，而对照
组皮瓣术后肿胀，皮温低，无弹性，暗红色改变继而
呈紫黄色坏死表现，行彩色多普勒和数字减影血管
造影检查证实术后１周移植血管已堵塞，３周后因
为周围血供重新建立，坏死皮瓣转归。说明经交联
后脱细胞血管支架对比未经交联的脱细胞血管支架

无论在早期抗凝及通畅率上均有优势。我们的动物
模型在术后都给予辛伐他汀，Ｄｉｍｍｅｌｅｒ等［９］认为

他汀类药物能够动员骨髓中的 ＥＰＣｓ进外周血循
环。病理学检查实验组中脱细胞血管支架表面形成
连续融合单层细胞，推测交联ＣＤ３４抗体的血管支
架植入兔体内可能募集了受体外周血循环中的

ＥＰＣｓ，局部转换成内皮细胞。当然移植血管内表面
形成细胞衬里的途径除了募集了循环中的干细胞

外，还有可能部分是宿主血管内皮细胞从吻合口向
移植血管的迁移，但对照组术后移植血管血栓形成，
血管腔内表面缺乏细胞覆盖，说明依靠宿主血管内
皮细胞从吻合口向移植血管的迁移不足以防止早期

血栓形成。

Ｒｏｔｍａｎｓ等［１０］用ＣＤ３４抗体修饰ｅＰＴＦＥ材料，
植入猪颈动脉颈内静脉间，植入后３ｄ取材，已有内
皮细胞覆盖材料表面，未经修饰的ｅＰＴＦＥ材料植入
后无内皮细胞黏附，证实ＣＤ３４抗体７２ｈ内可黏附

ＥＰＣｓ快速内皮化。Ａｖｃｉ－Ａｄａｌｉ等［１１］提出在材料

上交联包括 ＲＧＤ多肽、ＣＤ３４抗体、磁性分子及适
配体，植入体内以募集循环中的ＥＰＣｓ，简化组织工

程血管体外构建的过程，缩短时间，减少风险，降低
费用，为我们展示了更多组织工程血管构建的新策
略。
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