
书书书

·论　　著·　　ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１５．０９．００１

选择适宜的灌注去细胞方法应用于全肝脏去细胞支架的制备

王康华１，２，３，程　远
１，２，３，宫绪萌１，２，３，康利民１，２，３，洪　合

１，２，３，高　毅
１，２，３，潘明新１，２，３△

（南方医科大学：１．珠江医院肝胆二科；２．器官衰竭防治国家重点实验室；

３．器官衰竭防治协同创新中心，广州５１０２８２）

　　［摘要］　目的　对比低浓度十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）和１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００对制备大鼠肝脏去细胞支架（ＤＬＢＳ）的影响，建立一

种简单且适宜的ＤＬＢＳ的制备方法。方法　将低浓度ＳＤＳ（０．２５％、０．５０％）和１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００分别加入大鼠肝脏去细胞流程，

通过免疫荧光及扫描电子显微镜观察支架结构，并对支架内成分进行定量分析，再通过四氮唑盐比色法（ＭＴＴ，Ａｓｓａｙ）观察支架

对Ｃ３Ａ的细胞毒性。结果　０．２５％ＳＤＳ和０．５０％ＳＤＳ处理组的ＤＮＡ定量均小于５０ｎｇ／ｍｇ干质量，并且糖胺聚糖在０．２５％

ＳＤＳ和１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组的定量要高于０．５０％ ＳＤＳ处理组。同时，ＭＴＴ实验表明３种方法处理后的去细胞支架对于

Ｃ３Ａ细胞的生长无毒性作用。结论　应用０．２５％ＳＤＳ在５ｍＬ／ｍｉｎ灌注流速下去细胞能够制备更为理想且有效的ＤＬＢＳ，从而

为器官再生打下基础。
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　　 最近几年在组织工程和再生医学领域出现一些明显进

步，有功能的组织和器官已经在体外被创造，并且成功地被移

植入受体。一些工程性组织及器官例如血管［１］、膀胱［２］及角

膜［３］已有了明显的进步。以上的这些器官结构简单，然而像肝

脏、肾脏、肺及心脏等成分、结构复杂，人工合成的支架材料难

以模仿。对于大型并具有复杂结构的器官，以灌注为基础的去

细胞方法已成功应用于心脏［４］、肝脏［５７］、肺［８］及肾脏［９］，这种

方法不仅能够去除细胞及核性物质并避免了潜在的免疫反应

的发生，还保留三维的细胞外基质结构及完整的脉管系统，提

供了细胞生长和功能表达的最自然微环境。

目前，对于不同种属的肝脏已有多种灌注去细胞方法应用

于制备肝脏去细胞支架（ｄｅｃｅｌｌｕｌａｒｉｚｅｄｌｉｖｅｒｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｃａｆｆｏｌｄ，

ＤＬＢＳ），主要以十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）和ＴｒｉｔｏｎＸ１００在去细胞

过程中的应用最为广泛。其中，１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００已广泛应用于

各种器官和组织的去细胞化［１０］。而对于ＳＤＳ，根据已报道文献

ＳＤＳ使用浓度可从０．１％～５％
［９］。这些去细胞方法流程、效果

各有不同，难以统一。因此，作者使用了低浓度ＳＤＳ（０．５％

ＳＤＳ、０．２５％ＳＤＳ）及１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００均以５ｍＬ／ｍｉｎ的灌注流

速对大鼠肝脏进行脱细胞，比较三者对于大鼠ＤＬＢＳ的影响，从

而确立一种耗时短且非常有效的大鼠肝脏去细胞方法。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳＰＦ级２月龄ＳＤ大鼠２０只（雌雄不限），体质量

约２００～３００ｇ，购自本校实验动物中心（合格证号：粤２０１３

０００２），ＴｒｉｔｏｎＸ１００（美国Ｓｉｇｍａ公司），ＳＤＳ（上海化学试剂公

司），ＤＮＡ酶（美国Ｓｉｇｍａ公司），羊抗大鼠Ⅰ型胶原蛋白多克

隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），兔抗大鼠Ⅳ型胶原蛋白多克隆抗体（武汉

博士德生物工程有限公司），羊抗大鼠弹性蛋白多克隆抗体

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），羊抗大鼠层粘连蛋白多克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），

兔抗大鼠纤维粘连蛋白多克隆抗体（武汉博士德生物工程有限

公司），倒置荧光显微镜（Ｌｅｉｃａ，ＤＭＩ６０００Ｂ），ＤＮＡ提取试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ），ＤＮＡ 定量试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓ

ｂａｄ，ＣＡ），ＧＡＧｓ定量试剂盒（Ｂｉｏｃｏｌｏｒ，Ｂｅｌｆａｓｔ，ＵＫ），超级酶联

３５１１重庆医学２０１５年３月第４４卷第９期

 基金项目：国家高技术研究发展计划（８６３计划）基金资助项目（２０１２ＡＡ０２０５０５）；国家自然科学基金资助项目（８１４７０８７５）；广东省中国科

学院全面战略合作基金资助项目（２０１１Ｂ０９０３０００１５）。　作者简介：王康华（１９９０－），医师，在读硕士，主要从事肝脏去细胞化支架的研究。　△　

通讯作者，Ｔｅｌ：１８９２８９１８２１６；Ｅｍａｉｌ：Ｐｍｘｗｘｙ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。



表１　　３组的灌注去细胞的过程

组别 灌注去细胞方法

０．２５％ＳＤＳ组 ５００ｍＬ１×ＰＢＳ（０．０２％ＥＤＴＡ、２ｍＬ肝素钠），０．２５％ＳＤＳ６００ｍＬ（５ｍＬ／ｍｉｎ），１０００ｍＬ去离子水冲洗ＤＬＢＳ，

５００ｍＬ１×ＰＢＳ（０．０６ｍｍｏｌＤｎａｓｅ、１０ｍｍｏｌＭｇＣｌ２），５００ｍＬ去离子水冲洗ＤＬＢＳ。

０．５０％ＳＤＳ组 ５００ｍＬ１×ＰＢＳ（０．０２％ＥＤＴＡ、２ｍＬ肝素钠），０．５％ＳＤＳ６００ｍＬ（５ｍＬ／ｍｉｎ），１０００ｍＬ去离子水冲洗ＤＬＢＳ，

５００ｍＬ１×ＰＢＳⅠ（０．０６ｍｍｏｌＤｎａｓｅ、１０ｍｍｏｌＭｇＣｌ２），５００ｍＬ去离子水冲洗。

１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００组 ５００ｍＬ１×ＰＢＳ（０．０２％ＥＤＴＡ、２ｍＬ肝素钠），１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００６００ｍＬ（５ｍＬ／ｍｉｎ），１０００ｍＬ去离子水冲洗

ＤＬＢＳ，５００ｍＬ１×ＰＢＳ（０．０６ｍｍｏｌＤｎａｓｅ、１０ｍｍｏｌＭｇＣｌ２），５００ｍＬ去离子水冲洗。

免疫检测仪（Ｍｏｄｅｌ６８０，ＢｉｏＲａｄ，ＵＳ），扫描电子显微镜（Ｆｅｉ

Ｑｕｓｎｔａ２００）。

１．２　方法

１．２．１　动物及肝脏的获取　将大鼠分为４组，每组５只，包含

３个实验组和１个对照组。所有大鼠均腹膜下注射麻醉；大鼠

麻醉后，按以下步骤操作：（１）打开腹腔，游离肝周韧带；（２）游

离门静脉，并经门静脉插管固定后灌注５００ｍＬ冲洗液（１×

ＰＢＳ、０．０２％ ＥＤＴＡ和２ｍＬ肝素钠）；（３）切断下腔静脉，将其

作为液体流出道灌注后；（４）将肝脏移至大鼠体外，将行灌注去

细胞。

１．２．２　大鼠肝脏去细胞　将去细胞液通过已插好的管道灌入

肝脏内；具体各组的灌注去细胞的过程见表１。

１．２．３　免疫荧光　每组取１个样本，用４％多聚甲醛固定

１２ｈ；将样本包埋，将样本切成厚度为５μｍ薄片，将其黏附在

载玻片上；进行荧光分析前，用二甲苯脱蜡２次；接着依次经梯

度乙醇及纯水进行脱水。用ＰＢＳ冲洗，将样本浸泡在柠檬酸

溶液中，再用１×ＰＢＳ洗３次。用１０％正常山羊血清在室温下

封闭样本３０ｍｉｎ；用一抗在４℃环境下孵育过夜；荧光标记二

抗在室温下湿盒避光封闭孵育１ｈ；４′，６二脒基２苯基吲哚

（ＤＡＰＩ）室温下湿盒避光封闭孵育５ｍｉｎ；抗荧光淬灭剂封片，

用倒置荧光显微镜拍片。

１．２．４　ＤＮＡ定量实验　将正常肝脏组织和去ＤＬＢＳ切成小

片，放入离心管，进行冻干，再称好各组样本质量（ｎ＝５），对样

本进行消化，蛋白沉淀后，将蛋白去除，用 ＤＮｅａｓｙＴｉｓｓｕｅｋｉｔ

按照操作说明对样本进行 ＤＮＡ 提取；接着用 ＱｕａｎｔｉＴＰｉ

ｃｏＧｒｅｅｎｄｓＤＮＡａｓｓａｙ按照操作说明对样本ＤＮＡ水平进行定

量；根据ＤＮＡ定量的标准曲线，测定样本ＤＮＡ水平。

１．２．５　ＧＡＧｓ定量实验　使用ＢｌｙｓｃａｎＧＡＧａｓｓａｙｋｉｔ对ＧＡＧｓ

进行定量。将样品冷冻干燥（狀＝５），称质量，然后在６５℃的环

境下用木瓜蛋白酶孵育（１５０μｇ／ｍＬ）。取上清液放入１．５ｍＬ

ＥＰ管中。添加Ｂｌｙｓｃａｎ染料试剂后，离心１０ｍｉｎ。用分离剂将

离心后的沉淀进行溶解，读取６５０ｎｍ处的吸光（Ａ）值。

１．２．６　扫描电子显微镜观察ＤＬＢＳ微观形态　用２．５％戊二

醛将少量ＤＬＢＳ固定２４ｈ，并保存在４℃冰箱内；然后用加入

乙醇逐级梯度脱水。加入醋酸异戊酯，将乙醇置换出来，再加

入纯醋酸异戊酯将样本浸泡，干燥样本，将样本均匀喷镀金属。

再用扫描电子显微镜观察样本。

　　Ａ：０．２５％ＳＤＳ处理组；Ｂ：０．５０％ＳＤＳ处理组；Ｃ：１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组。

图１　　各处理组的灌注过程图
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１．２．７　ＭＴＴ 检测 ＤＬＢＳ对 Ｃ３Ａ 细胞增殖的影响 　 按

ＤＭＥＭ培养液与ＤＬＢＳ之比为１ｍＬ／ｍｇ加入ＤＭＥＭ培养液

（１０％ＦＢＳ），于３７℃下静置２４ｈ制备浸提液，取一代生长良

好的Ｃ３Ａ细胞，稀释成２×１０３ 个细胞／ｍＬ，接种到３块９６孔

板上，每块板上接种４组，每组５孔，每孔２００μＬ，于５％ ＣＯ２

培养箱中３７℃下培养２４ｈ，弃原培养液，对照组加新配制的含

１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ１００μＬ，实验组分别加各处理组样品浸出

液１００μＬ，置培养箱中继续培养，于１、３、５ｄ各取出１块培养

样板，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ，倒出

培养液，再加１５０μＬ二甲基亚砜，振荡１０ｍｉｎ，酶联免疫检测

仪上以４９０ｎｍ波长测吸收值。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ判断各处理组与对

照组有无差异，各处理组的差异性采用ＳＮＫ检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　大鼠肝脏的灌注去细胞　以０．２５％ＳＤＳ、０．５０％ＳＤＳ、

１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００灌注的肝脏在灌注２ｈ后大鼠肝脏均成功地

去细胞，产生了全肝脏细胞支架，并呈现透明外观，包膜完整，

保留了肝脏的形态，肉眼可见包膜内的 Ｇｌｉｓｓｏｎ系统保存（图

１）。各组残留ＤＮＡ定量（图２），０．２５％ ＳＤＳ、０．５０％ ＳＤＳ及

１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组的ＤＮＡ残留量为（４６．１４±６．０８）ｎｇ／

ｍｇ、（４０．８９±６．７３）ｎｇ／ｍｇ、（６４．０７±５．９９）ｎｇ／ｍｇ。０．２５％

ＳＤＳ组和０．５０％ ＳＤＳ组的 ＤＮＡ 定量小于５０ｎｇ／ｍｇ（干质

量）；另外，各处理组的残留 ＤＮＡ 量仅为对照组 ＤＮＡ 量

（２５４６．８１±５２６．３９）ｎｇ／ｍｇ的２％～３％。各处理组间比较差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　ＤＬＢＳ成分的免疫荧光分析　通过免疫荧光，可以展现

细胞外基质中的５种蛋白成分在ＤＬＢＳ中的分布（图３）。在所

有样本，可见ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ的阳性标记广泛存在于细胞外基质，

主要位于肝小叶之间的纤维连接组织中。ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ则位于

正常肝脏中内大管道，在以上３种去细胞方法处理组中可见

ＣｏｌｌａｇｅｎⅣ阳性标记存在于细胞外基质中一些保持着血管结

构的区域。Ｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｏｎ在荧光图片中与ＣｏｌｌａｇｅｎⅠ阳性标

记区位置大致相同；而ｅｌａｓｔｉｎ与ｌａｍｉｎｉｎα２的阳性标记可见于

一些较大的管道周围。

２．３　ＧＡＧｓ定量分析　ＧＡＧｓ在０．２５％ＳＤＳ处理组、０．５０％

ＳＤＳ处理组、１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组干质量分别为（４．０５±

０．７７）μｇ／ｍｇ、（３．１２±０．６８）μｇ／ｍｇ、（４．２５±０．５４）μｇ／ｍｇ，约为

正常肝脏 ＧＡＧｓ水平［（８．１６±０．２８）μｇ／ｍｇ］的５０％左右，

０．２５％ＳＤＳ处理组和１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组的ＧＡＧｓ定量

高于０．５０％ＳＤＳ处理组（犘＜０．０５），前两组间比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５），见图２。

　　Ａ：各处理组之间的残留ＤＮＡ定量，组间比较差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；Ｂ：各组ＧＡＧｓ定量，０．５０％ＳＤＳ处理组的ＧＡＧｓ定量小

于其他两组（犘＜０．０５）。

图２　　各组残留ＤＮＡ定量图

　　Ａ：对照组；Ｂ：０．２５％ＳＤＳ处理组；Ｃ：０．５０％ＳＤＳ处理组；Ｄ：１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组。所有切片均以ＤＡＰＩ复染，Ｓｃａｌｅｂａｒｓ：１００μｍ。

图３　　各组正常大鼠肝脏和去细胞肝脏组织的５种蛋白的免疫荧光染色
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　　Ａ：０．２５％ＳＤＳ处理组；Ｂ：０．５０％ＳＤＳ处理组；Ｃ：１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组。

图４　　扫描电子显微镜下显示各处理组影像

２．４　扫描电子显微镜观察　电子显微镜显示在ＤＬＢＳ中可见

包含着包膜和脉管结构的三维的细胞外基质微结构，可见一些

管道系统的存在（图４）。但１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组可见

ＤＬＢＳ内的胶原纤维排列较为松散，而０．２５％ ＳＤＳ处理组和

０．５０％ＳＤＳ处理组内的胶原纤维排列更为紧凑。

２．５　ＭＴＴ实验　体外细胞毒性实验结果见表２。０．２５％

ＳＤＳ处理组、０．５０％ＳＤＳ处理组、１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组与

对照组在１、３、５ｄ的 犃 值比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。

表２　　各组在 ＭＴＴ实验的第１、３、

　　　５天的犃值比较（狓±狊）

组别 第１天 第３天 第５天

对照组 ０．２０１±０．００９ ０．３７６±０．００８ ０．５１７±０．００４

０．２５％ＳＤＳ处理组 ０．１９２±０．００７ ０．３７８±０．０１２ ０．５１５±０．００６

０．５０％ＳＤＳ处理组 ０．１９０±０．０１４ ０．３７３±０．０１１ ０．５１２±０．００９

１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处

理组
０．１９１±０．０１５ ０．３７７±０．０１２ ０．５１４±０．００７

３　讨　　论

本研究按照既往文献中的标准进行评价０．２５％ ＳＤＳ、

０．５０％ＳＤＳ及１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的去细胞效果，标准包括：（１）

有效地去除肝脏内细胞物质（ＤＮＡ水平≤５０ｎｇ／ｍｇ）
［１１］；（２）

肝脏去细胞后的超微结构和细胞外基质成分的保留［１２］；（３）体

外细胞培养的毒性实验［９］。

所有的方法均能很大程度地降低去细胞肝脏的ＤＮＡ水

平，０．２５％ＳＤＳ和０．５０％ＳＤＳ处理后大鼠肝脏的ＤＮＡ水平

达到作者设定的标准，这两组ＤＮＡ水平的平均值低于５０ｎｇ／

ｍｇ干质量。假设去细胞肝脏应用于临床移植，其残留的ＤＮＡ

可能做为引起免疫排斥反应的潜在因素，因此，对于ＤＮＡ水

平这项标准就显得尤为重要［１３］。

细胞外基质的基础性的超微结构和本身的蛋白的保留则

是第２个评价标准，而以上２个方面恰恰是以目标细胞重建功

能器官所必须。在保留ｓＧＡＧ方面，由于ｓＧＡＧ能保护游离

生长因子以免受到蛋白降解，并且在去细胞化细胞外基质的再

细胞化过程中对细胞黏附、形态改变及运动性和细胞原始表型

保持有着重要的作用［１１］，从这２个方面看，显然０．２５％ ＳＤＳ

处理组和１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理组较其他组对支架的再细胞

可能更有优势。

另外，为了进一步研究这些ＤＬＢＳ是否能够支持细胞的生

长，同时观察是否有可溶性毒性物质存在于其中。作者通过

ＭＴＴ实验观察细胞在不同处理组的支架浸出液中的生长情

况。根据实验结果，各处理组的细胞生长基本呈现一个持续增

加的趋势。总体上，经０．２５％ＳＤＳ、０．５０％ＳＤＳ及１％ Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００等处理组ＤＬＢＳ是能够维持细胞的黏附和生长，并未留

下任何不利于细胞生长和繁殖的毒性物质。

以０．２５％ＳＤＳ处理的ＤＬＢＳ在这３个标准的评定中，较

其他处理组具备一定优势，这不支持之前的一些认为ＳＤＳ对

去细胞化细胞外基质的破坏剧烈的观点［１４１５］。说明以低浓度

ＳＤＳ灌注去细胞后，同样能够完全去除细胞及核性物质，并最

小化地破坏细胞外基质的结构和成分。

本研究证明了低浓度ＳＤＳ即０．２５％ ＳＤＳ有良好的去细

胞效果，同时确立了一个有效且快速的大鼠肝脏去细胞方法，

为以后支架的细胞再灌注及体内移植奠定基础。
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的功能。
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《四川兵工学报》增设“军事医学与卫生装备”栏目

欢 迎 赐 稿

《四川兵工学报》正在申请更名为《兵器装备工程学报》，系军事科技类综合性学术期刊，中国科技核心期刊，中国科技论

文统计源期刊，ＲＣＣＳＥ中国核心学术期刊。为使本刊栏目设置涵盖军事科技各学科专业领域，彰显本刊学术交流平台价值

功能的效益最大化，服务于更多领域的学者和专家，本刊拟增设“军事医学与卫生装备”栏目。主要刊登军事医学及相关学

科的创新性论著，辅以研究简报，技术方法及有一定指导性的文献综述。内容涉及放射医学、微生物学与流行病学、药理学

与毒理学、药物化学、基础医学、卫生学与环境医学、卫生装备、临床医学及医学高新技术等领域。欢迎赐稿。

联系电话：０２３６８８５２７０３，６２５６９３３６　　办公邮箱：ｓｃｂｇｘｂ＠１２６．ｃｏｍ　　本刊网址：ｈｔｔｐ：／／ｓｃｂｇ．ｑｋｓ．ｃｑｕｔ．ｅｄｕ．ｃｎ／
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