
　
医用生物力学　 第 ３５ 卷　 第 １ 期　 ２０２０ 年 ２ 月

Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｂｉｏｍｅｃｈａｎｉｃｓ， Ｖｏｌ． ３５　 Ｎｏ．１， Ｆｅｂ． ２０２０

收稿日期：２０１９⁃０３⁃２９； 修回日期：２０１９⁃０５⁃０７
基金项目：泸州市科技局基金项目［２０１５⁃Ｓ⁃４７（１ ／ ２）］，四川省医学会基金资助项目（Ｑ１４０３０）
通信作者：邓明彬，副教授， Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｄｍｂｚｌ＠ ２６３．ｎｅｔ

文章编号：１００４⁃７２２０（２０２０）０１⁃００９０⁃０５

脱细胞肠系膜制备生物膜支架的实验研究
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摘要：目的　 应用肠系膜脱细胞基质制备生物膜支架，探讨其理化特性和生物学特性。 方法　 应用反复冻融肠系

膜组织后，将肠系膜置于胰蛋白酶消化脱肠系膜脱细胞，并分为肠系膜基质组（Ａ 组）和去细胞肠系膜基质组

（Ｂ 组），通过 ＨＥ 染色、电镜、ＤＮＡ 检测、细胞毒性实验、拉伸力学测试，检测两组肠系膜基质的理化特性；制备覆膜

支架，植入兔髂血管，术后 １ 周、１ 月、２ 月超声检测血管血流情况，血管取材病理检测。 结果　 ＨＥ 染色、电镜检测

结果表明，Ｂ 组基质组织疏松，纤维排列较整齐，未见细胞存留；ＤＮＡ 检测结果表明，Ｂ 组 ＤＮＡ 表达水平低，脱细胞

较彻底；ＣＣＫ⁃８ 细胞毒性实验检测结果表明，两组均无细胞毒性；ＦＤＡ⁃ＰＩ 荧光染色结果表明，两组细胞存活良好，未
见死亡细胞；拉伸力学测试结果表明，两组最大拉伸力、最大力伸长率、屈服强度、屈服点伸长率差异无统计学意

义；脱细胞肠系膜支架植入兔血管后超声检测两组早期通畅性良好，支架植入 ２ 月内皮增生较明显。 结论　 冻融

和酶消化法脱肠系膜细胞，肠系膜基质去除细胞彻底，无细胞毒性，力学特征良好；肠系膜支架植入血管后早期通

畅性良好，２ 月后内皮增生明显。
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　 　 目前治疗主动脉血管疾病除了传统开胸手术

以外，部分主动脉夹层和主动脉瘤临床采用血管覆

膜支架植入术。 该覆膜支架治疗最常选用涤纶作

覆膜材料，涤纶覆膜支架的覆膜均为人造涤纶

膜［１］，这种膜厚、硬、顺应性差，而且贴附性和组织

相容性差，易产生炎症反应，血管内皮修复功能差。
临床覆膜支架植入术后，常出现内漏，且经久不愈，
可能与移植物与主动脉相容性差有关［２］。 为改善

覆膜支架的生物学特点，使其具备更好的组织相容

性以及良好的内膜修复功能，本课题组采用猪肠系

膜脱细胞处理，制备生物膜支架，检测其理化特性

以及在体功能特点，以期为临床提供一种新的覆膜

支架生物材料。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

取新鲜猪肠系膜，５ ℃冷藏转移至实验室，选取

无损伤、厚度均匀的肠系膜部分，ＰＢＳ 清洗 ３ 遍后，
迅速剔除脂肪块，分割肠系膜组织，分别进行常规

去污和脱细胞处理。 实验分为肠系膜基质组和肠

系膜脱细胞基质组。
实验动物： 大白兔，雄性，体质量 ２􀆰 ８ ～ ３􀆰 ０ ｋｇ，

由西南医科大学实验动物中心提供。 实验方案均

经过西南医科大学附属医院伦理委员会批准。
胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国），高糖 ＤＭＥＭ 培养

液（Ｓｉｇｍａ 公司，美国），青霉素＋链霉素（Ｇｉｂｃｏ 公司，
美国），０􀆰 ２５％ 胰酶（碧云天生物技术公司，中国），
ＣＯ２ 细胞培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ 公司，美国），倒置荧光显微

镜（Ｚｅｉｓｓ 公司，德国），摇床（上海一恒科学仪器有限

公司）。 血管支架（上海微创医疗器械（集团）有限公

司），ＢＭＷ 导引导丝（Ａｂｂｏｔｔ 公司，美国），静脉穿刺

包（深圳市益心达医学新技术有限公司），万能材料

拉力试验机（东莞市力显仪器科技有限公司）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 肠系膜脱细胞制备　 清除肠系膜附着脂肪

组织，ＰＢＳ 溶液中漂洗 ３ 次，每次 ２０ ｍｉｎ。 Ａ 组：恒
温水浴 ３７ ℃ 摇床震荡 ２４ ｈ，ＰＢＳ 溶液 ４ ℃ 洗涤

２４ ｈ， 漂洗 ２ 次，铺片，转移至－８０ ℃冻存备用。 Ｂ 组：
反复冻融肠系膜组织后，将肠系膜置于 ０􀆰 ２５％ 胰蛋

白酶＋０􀆰 ０５％ ＥＤＴＡ 溶液中，恒温水浴 ３７ ℃摇床震

荡 ２４ ｈ，ＰＢＳ 溶液 ４ ℃洗涤 ２４ ｈ， 漂洗 ２ 次；将脱细

胞处理的肠系膜铺片于转移至－８０ ℃冻存备用。
１􀆰 ２􀆰 ２　 生物膜支架制备　 取出制备的肠系膜铺片，
根据支架 ２ ｍｍ×７ ｍｍ 修剪肠系膜成条状约 ５ ｍｍ×
７ ｍｍ，用 ７－０ ｐｒｏｌｅｎｅ 线将肠系膜缝于支架表面，使
其两端与支架平齐，中间与支架紧密贴合，缝制肠

系膜支架。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＨＥ 染色 　 将标本用 ４％ 中性甲醛固定，脱
水、透明、石蜡包埋，制备 ４ μｍ 切片，行常规 ＨＥ 染

色，观察肠系膜脱细胞情况及纤维排列情况。
１􀆰 ２􀆰 ４　 电镜观察 　 将两组样本用 ２􀆰 ５％ 戊二醛固

定，梯度酒精逐级脱水，临界点干燥，先喷碳，后喷

金，扫描电镜观察两组肠系膜基质脱细胞和纤维排

列情况。
１􀆰 ２􀆰 ５　 伸展性能　 两组肠系膜基质切割成 １ ｃｍ×
４ ｃｍ大小的长条，进行机械性能检测。 在拉力试验

机上加载拉伸力，加载速度为 １０ ｍｍ ／ ｍｉｎ，测定材料

的最大张力、最大伸长率、断裂伸长率。
１􀆰 ２􀆰 ６　 细胞毒性检测　 ＣＣＫ８ 法检测细胞毒性，提取

组织浸提液，浸提液和内皮细胞共培养，检测细胞活

性改变；ＦＤＡ⁃ＰＩ 荧光染色，观察细胞存活、死亡情况。
１􀆰 ２􀆰 ７ 　 ＤＮＡ 含量检测 　 称取各组肠系膜基质

２０ ｍｇ（ｎ＝５），按照 ＤＮＡ 抽提试剂盒步骤抽提、溶解

ＤＮＡ。 采用微量分光光度计测量各组 ＤＮＡ 含量。
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１􀆰 ２􀆰 ８　 兔体内实验 　 成年新西兰大耳兔，体质量

２􀆰 ８～３􀆰 ０ ｋｇ，术前 ３ ｄ 给予阿司匹林 １０ ｍｇ ／ ｋｇ、氯吡

格雷 １０ ｍｇ ／ ｋｇ 管喂。 耳缘静脉注射 ２％ 戊巴比妥钠

１􀆰 ５ ｍＬ ／ ｋｇ，常规脱毛，备皮，腹股沟区切开皮肤、皮
下组织、 分离股动脉， 并悬吊血管。 假手术组

（ｎ＝ ５）：未行覆膜支架支架置入， 仅悬吊血管

３０ ｍｉｎ；覆膜支架血管植入组（ｎ ＝ ５）：悬吊血管后，
５Ｆ 穿刺针穿刺并置入导丝，送入血管鞘，更换 ＢＭＷ
导丝，沿导丝送入球囊覆膜支架，于髂动脉处扩张

球囊，与血管壁充分贴合，撤出导丝、球囊导管、
７－０ ｐｒｏｌｅｎｅ线缝合血管穿刺口，逐层缝合皮下层及

皮肤。 术后给予管喂阿司匹林 ５ ｍｇ ／ ｋｇ，氯吡格雷

５ ｍｇ ／ ｋｇ，血管超声术后 １ 周、１ 月、２ 月随访检测支

架血流情况，２ 月后取材血管组织。
１􀆰 ２􀆰 ９　 统计学处理 　 实验数据均以均数±标准差

表示，两组数据间的差异采用 ｔ 检验，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。

２　 实验结果

２􀆰 １　 生物膜形态

脱细胞处理前，肠系膜组织脱水皱缩，组织厚，
弹性差；脱细胞后组织柔软，伸缩性能良好。 ＨＥ 染

色结果表明：Ａ 组未去细胞肠系膜基质，可见较多深

染的细胞核， 纤维排列致密；Ｂ 组未见深染的细胞

核，纤维排列疏松（见图 １）。

图 １　 肠系膜基质 ＨＥ 染色（１０×）
Ｆｉｇ．１　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ　 （ ａ） Ｕｎａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｓｅｎ⁃

ｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ， （ｂ） Ａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ

２􀆰 ２　 电镜结果

两组肠系膜进行扫面电镜检查。 观察结果表

明：Ａ 组未去细胞肠系膜基质，纤维散乱、排列致密；
Ｂ 组纤维排列疏松（见图 ２）。
２􀆰 ３　 伸展性能

将两组肠系膜基质剪成 １ ｃｍ×４ ｃｍ，进行力学检

图 ２　 肠系膜基质扫描电镜（２ ０００×）
Ｆｉｇ．２　 Ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　

（ａ） Ｕｎａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ， （ｂ） Ａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ

测。 两组肠系膜基质最大拉伸力、最大力伸长率、屈服

强度、屈服点伸长率的差异无统计学意义（见表 １）。

表 １　 两组肠系膜基质伸展性能比较（ｎ＝ ３）
Ｔａｂ．１ 　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ ｓｔｒｅｔｃｈ ａｂｉｌｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ

组别
最大拉

伸力 ／ Ｎ
最大力

伸长率 ／ ％
屈服

强度 ／ ＭＰａ
屈服点

伸长率 ／ ％
Ａ 组 ３１􀆰 ４１±７􀆰 ０９ １１８􀆰 ８３±１５􀆰 ７９ ８􀆰 ３５±６􀆰 ４６ １１８􀆰 ８３±１７􀆰 ２４
Ｂ 组 ２５􀆰 １５±７􀆰 １３ １１１􀆰 ０９±１５􀆰 ９９ ７􀆰 ４３±４􀆰 ５３ ９５􀆰 １６±２２􀆰 ４６
Ｐ 值 ０􀆰 ３４２ ０􀆰 ５８３ ０􀆰 ８５０ ０􀆰 ７５６

２􀆰 ４　 细胞毒性检测

提取 Ａ、Ｂ 组组织浸提液和人脐静脉内皮细胞

共培养，ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞毒性。 结果表明，两组细

胞活性改变无差异；两组浸提液脐内皮细胞共培养

ＦＤＡ⁃ＰＩ 荧光染色，观察细胞存活、死亡情况，结果未

见明显死亡细胞（见图 ３）。

图 ３　 人脐静脉内皮细胞 ＦＤＡ⁃ＰＩ染色（２０×）
Ｆｉｇ．３　 Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ＦＤＡ⁃ＰＩ ｓｔａｉｎｉｎｇ

（ａ）Ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｕｎａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ ｅｘｔｒａｃｔ，
（ｂ）Ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｍａｔｒｉｘ ｅｘｔｒａｃｔ
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２􀆰 ５　 ＤＮＡ 含量检测

经微量分光光度计检测，两组 ＤＮＡ 浓度分别为

（８８􀆰 ３０±２􀆰 ７９）、（４５０􀆰 １７±９０􀆰 ９０） ｎｇ ／ μＬ，差异具有

统计学意义。
２􀆰 ６　 生物膜支架大体观察

脱细胞肠系膜制备覆膜支架前，裸支架形态，
支架镂空，呈网状；制备覆膜支架后，支架外紧密贴

敷脱细胞肠系膜，表面平滑（见图 ４）。

图 ４　 支架形态

Ｆｉｇ．４　 Ｓｔｅｎｔ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　 （ａ） Ｂａｒｅ ｓｔｅｎｔ， （ｂ） Ｓｔｅｎｔ ｇｒａｆｔ

２􀆰 ７　 血管病理检测

假手术组血管结构清晰，包括外膜、中层平

滑肌、内膜，未见明显增厚改变；肠系膜支架植入

术后 ２ 月，可见内膜增生明显、管腔狭窄 （ 见

图 ５） 。

图 ５　 血管结构 ＨＥ 染色（１０×）
Ｆｉｇ．５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　 （ａ） Ｓｈａｍ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ， （ ｂ ） Ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ｓｔｅｎｔ ｇｒａｆｔ ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ
２ ｍｏｎｔｈｓ

２􀆰 ８　 超声检测

超声检测结果表明，假手术组血管血流通畅；
覆膜支架植入术后 １ 月，支架血管形态及血流情

况，显示支架扩张良好，血流通畅。 术后 ２ 月，检测

支架血管形态及血流情况，显示存在支架狭窄，血
流加速（见图 ６）。

图 ６　 血管超声图像

Ｆｉｇ．６　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ ｉｍａｇｅ　 （ ａ） １ ｍｏｎｔｈ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ，
（ｂ） ２ ｍｏｎｔｈｓ ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｌｙ

３　 讨论与结论

生物膜是具有较高开发和应用前景的一种组

织工程材料。 生物膜主要来自源于自体或异体浆

膜组织、静脉血管、小肠黏膜下层及胶原纤维等组

织或器官［１，３⁃４］。 和其他组织工程材料一样，生物膜

应该具有可控制的生物降解速度，低免疫原性，生
物相容性和力学性能良好，不需要体外细胞，易于

生产及加工［２，５］。
本实验采用猪肠系膜作为生物膜材料。 猪肠

系膜有其自身结构特点，由中间的疏松结缔组织和

两面被覆的间皮构成，疏松结缔组织主要由胶原纤

维、弹性纤维、成纤维细胞、巨噬细胞、肥大细胞等

组成。 经脱细胞制备成肠系膜基质，其具备良好的

力学性能。 该脱细胞基质是一个极性基质，一侧有

一个紧凑的基底，另一侧有一个开放的纤维结

构［６］。 经病理切片染色、电镜检测，肠系膜脱细胞

基质未见残留细胞，ＤＮＡ 检测脱细胞基质表达少，
说明该肠系膜基质中细胞残留少，该细胞基质脱细

胞彻底，减少宿主免疫反应发生的可能。 基底面结

构有利于支架血管腔内保持光滑，防止血细胞聚集

形成血栓，而电镜检测到开放侧纤维结构疏松，空
隙度大，开放纤维结构可以为受损血管内皮细胞的

黏附、增殖和产生新的血管内膜提供支架，避免种

植种子细胞移植带来的免疫反应。
组织工程生物材料的理化特性决定其作为移

植物的效果。 良好的伸缩特性、组织相容性、无细

胞毒性是作为支架材料的一个重要特性，其性能直

接决定肠系膜支架移植重建效果。 经力学检测，未
脱细胞肠系膜基质的最大拉伸力、最大力伸长率、
屈服强度、屈服点伸长率大于脱细胞肠系膜基质，
但这种差异尚不具有统计学差异，表明反复冻融和
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酶消化肠系膜基质对组织纤维损伤较小，去细胞肠

系膜基质仍具备良好的生物力学特性，其屈服强度

大于 ７ ｍＰａ，能满足制备生物膜支架的材料特性要

求［７］。 经 ＣＣＫ⁃８ 细胞毒性检测，未见脱细胞基质及

其降解产物对脐带内皮细胞产生毒性作用，该脱细

胞基质对机体无毒无害［８］。
经制备生物膜支架植入兔髂动脉，手术前后给

予阿司匹林、氯吡格雷管喂，超声检测术后早期血

管通畅情况良好，未见血栓形成；术后 １ 月超声检

测血管腔未变窄，２ 月后经超声检测血管腔变窄，经
病理切片检测为内皮细胞增生，兔髂血管较细，血
管内皮增生致管腔狭窄［９］。

肠系膜脱细胞制备生物膜支架，可用于修复受

损的血管组织，但仍存在内膜增生程度调控困难。
后续将进一步优化脱细胞肠系膜覆膜支架，提高其

生物学性能，减少应力集中效应［１０］，使血管内皮的

增生控制在合适的程度，既达到修复血管的目的，
又不影响血管的通畅。 在后续的实验中也将进行

大动物脱细胞肠系膜覆膜支架植入，更真实地反映

该支架的生物力学性能及对血管损伤的修复作用，
为脱细胞肠系膜的临床应用奠定理论基础。
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