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平滑肌细胞与小肠黏膜下层体外复合培养分析
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　　【摘要】　目的　对平滑肌细胞与小肠黏膜下层体外复合培养进行分析研究。方法　将平滑肌细胞与小肠黏膜

下层培养方式作为实验组，将传统平滑肌细胞培养方式作为对照组，通过内皮细胞与平滑肌细胞分离与培养、种植

与拟生态环境下培养以及组织工程化血管的自体移植等步骤，对比分析两组培养出的细胞数量情况。结果　实验

组培养细胞的数量为（３６．４２±１１．０１）×１０５，明显高于对照组中培养细胞的数量（２８．１６±１０．１４）×１０５，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。结论　应用平滑肌细胞与小肠黏膜下层体外复合培养技术对平滑肌细胞进行培养后，其细胞

数量明显高于常规培养方法，可以在临床上广泛应用。
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　　目前全世界每年大约有２０万例周围血管移植，自体血管

移植是迄今最理想的替代物，但其应用受到一定限制［１］。小肠

黏膜下层（ＳＩＳ）是天然细胞外基质类生物衍生材料，通常由猪

小肠制备，人工处理后的ＳＩＳ主要由Ⅰ、Ⅲ型胶原蛋白及少量

Ⅴ、Ⅵ胶原构成，制备的ＳＩＳ厚度约８０μｍ，具有无免疫原性、

抗微生物活性、优良的生物力学性能，并能促进组织再生，是组

织工程细胞外基质很有前途的生物材料［２３］。以异种ＳＩＳ为细

胞外基质预构成三维管道，将内皮细胞与平滑肌细胞在三维管

道上联合培养，复合构建组织工程化血管的设想，其可行性值

得探索。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器　本研究中采用的胎牛血清、高糖 ＤＭＥＭ

培养基及胰蛋白酶等材料均由美国Ｇｉｂｃｏ公司生产，北京中杉

金桥生物技术有限公司生产的鼠抗人 Ａ肌动蛋白单克隆抗

体，日本Ｓａｎｙｏ公司生产的ＣＯ２ 培养箱，日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司生

产的倒置相差显微镜，日本 Ｈｉｔａｃｈ公司生产的透射电镜等

仪器。

１．２　方法

１．２．１　猪ＳＩＳ的制备与检测　（１）制备：取健康猪的空肠长约

１０ｃｍ，冲净，机械法去除外面的浆膜层与肌层，翻转后去除黏

膜层，纵向切开黏膜下层基质，浸泡于１００ｍｍｏｌ／Ｌ乙二胺四

乙酸与１０ｍｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠（ｐＨ１１～１２）溶液中，去离子水冲

净，再浸泡于１ｍｏｌ／Ｌ盐酸与１ｍｏｌ／Ｌ氯化钠（ＮａＣｌ）溶液中

６～８ｈ，去离子水冲净，在含１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）（ｐＨ７．０～７．４）中浸泡１６ｈ，去离子水冲净，在ＰＢＳ中浸

泡２ｈ，去离子水冲洗２ｈ，０．２％过氧乙酸（含５％无水乙醇）消

毒３０ｍｉｎ，在含０．０５％叠氮化钠的ＰＢＳ溶液清洗２ｈ，用２．５×

１０－１Ｇｙγ射线照射。（２）光化学交联剂固定处理后
［３］，进行光

镜、扫描电镜及免疫组化检测，验证其脱细胞情况。（３）由于

ＳＩＳ黏膜面较浆膜面有更低的孔隙率，因此将ＳＩＳ黏膜面朝内

包绕在细玻璃棒上，于显微镜下应用９／０无创线缝合出直径为

２ｍｍ长约２０ｍｍ管状基质，在体外检测其生物力学性能，包

括平均破裂压、弹性模量及纵向的屈服应力。处理后的管状脱

细胞基质以玻璃化法保存。

１．２．２　猪ＳＩＳ基质抗原性检测　将处理后的猪小肠黏膜细胞

基质，切取１ｃｍ２ 植入家兔皮下组织，７ｄ后取材，于光镜、免疫

组化检测脱细胞基质在家兔体内的免疫反应情况。如有条件

可行单克隆抗体检测家兔单核淋巴细胞黏附蛋白（ＣＤ１８）。

１．２．３　内皮细胞与平滑肌细胞分离与培养　（１）无菌条件下

取家兔自体大隐静脉，去污，胶原酶灌流消化，采集内皮细胞进

行传代培养，应用荧光显微镜或细胞流式仪进行细胞鉴定；（２）

类似方法对平滑肌细胞进行分离、培养与鉴定。

１．２．４　内皮细胞与平滑肌细胞种植与拟生态环境下培养　

（１）取传代培养２～３代的内皮细胞，胰蛋白酶消化、离心漂洗

后，种植内皮细胞于１ｃｍ２ 的猪ＳＩＳ基质上，培养鉴定内皮细

胞能否在此基质上成活。（２）拟生态环境动态旋转反应器的制

备：血管细胞在生理条件下，受到流体切变应力、管壁舒缩产生

的牵张应力及静水压等应力，这些应力环境对于血管细胞的形

态、增殖、极性及基质构成与结构有重要影响。参考相关资料，

制备简便有效、适于血管灌注培养的动态旋转反应器。（３）内

皮细胞与平滑肌细胞种植：取２ｃｍ制备好的直径为２ｍｍ的

管状ＳＩＳ基质置于反应器内，接种内皮细胞，在３７℃与５％

ＣＯ２ 条件下孵化，动态培养液灌注，第２天用微型注射器将平

滑肌细胞多点随机注射入管状脱细胞基质内，继续动态培养四

周。培养期间定期进行细胞计数器计数、光镜、电镜及免疫组

化检测基质内细胞量及活性。

１．２．５　组织工程化血管生物学及生物力学性能检测　（１）应

用乙酰胆碱、氯化钾、硝普钠等药物，比较正常股动脉与工程化

血管间生物学方面的差别。（２）检测正常股动脉与工程化血管

平均破裂压、弹性模量及纵向的屈服应力，比较ＳＩＳ基质、正常

股动脉、工程化血管三者间生物力学方面的差别。（３）通过光

镜、电镜及免疫组化检测，比较正常股动脉与工程化血管二者

形态学方面的差别。

１．２．６　组织工程化血管的自体移植　（１）管状ＳＩＳ基质种植
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细胞后２周，经鉴定细胞成活后，分别取自体股动脉及管状

ＳＩＳ基质作为对照，行工程化血管移植（均不行全身抗凝药物

治疗），于１、２、４、８周定期取材，应用乙酰胆碱、氯化钾、硝普钠

等药物，比较正常股动脉与工程化血管间生物学方面的差别；

并行大体、光镜、电镜及免疫组化检测，观察其血管通畅率、形

态学及免疫相容性，以确定其可行性。（２）取管状ＳＩＳ基质行

血管替代，以自身作为对照（均不行全身抗凝药物治疗），定期

取材检测，在血管通畅率、形态学及免疫相容性等方面，与组织

工程血管相比较。

１．３　观察指标　分别观察两组培养方式和培养细胞的数量，

并记录分析。

１．４　统计学处理　统计分析时采用ＳＰＳＳ１７．０软件分析，计

量资料以狓±狊表示，采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

分别对细胞进行培养，实验组培养细胞的数量为（３６．４２±

１１．０１）×１０５，明显高于传统平滑肌细胞培养方式培养细胞的

数量（２８．１６±１０．１４）×１０５，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

３　讨　　论

近几年来，随着医学技术水平的不断发展与提高，人们对

生物细胞培养技术的要求日益增加，平滑肌细胞是人体十分重

要的细胞之一，其临床上应用十分广泛，但在平滑肌细胞的培

养过程并不是十分简单［４］。因此，本研究采用的ＳＩＳ管状基质

与平滑肌细胞培养相结合的复合培养过程，是经三维拟生理环

境培养，复合构建组织工程化血管，故其临床效果十分显著，明

显弥补了传统平滑肌细胞培养过程中的不足之处，是一种十分

有效的细胞培养方法［５６］。用猪ＳＩＳ管状基质作为细胞种植与

培养的三维支架，其优良的组织结构相似性与低廉的价格，是

人工材料所难以比拟的，探索其可行性，为小管径血管支架寻

找一种新材料［７］。异种ＳＩＳ管状基质与自体内皮细胞、平滑肌

细胞复合构建组织工程化血管，在动物体内、外对其生物学及

生物力学特性进行对比研究，探索其作为小血管移植的可行

性［８］。寻找口径小于４ｍｍ小血管的移植替代物，已成为骨科

研究的一个难点，通过研究异种ＳＩＳ管状基质在体外拟生态环

境下，预内皮化培养复合构筑组织工程化血管的可行性，以探

索适于小血管移植的替代物［９１０］。临床上ＳＩＳ血管较ｅＰＴＦＥ

有更强的抗感染力，其提取液能够抑制多种细菌生长，与此同

时，ＳＩＳ有比自体血管更强的再生能力。虽然血管顺应性无明

显变化，但相应的时间后ＳＩＳ移植物壁厚较原来增厚１０倍以

上，随着ＳＩＳ蜕变与吸收的同时，应按照血管生理与力学的要

求不断改造［１１１２］。

本研究结果显示，分别对细胞进行培养，平滑肌细胞与

ＳＩＳ培养方式培养细胞的数量为（３６．４２±１１．０１）×１０５，明显高

于对照组中培养细胞的数量（２８．１６±１０．１４）×１０５，差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。研究结果表明，在应用平滑肌细胞与

ＳＩＳ培养复合培养的过程中，明显提高了平滑肌细胞的培养数

量，临床意义十分重大［１３］。

综上所述，临床上采用平滑肌细胞与ＳＩＳ体外复合培养技

术对平滑肌细胞进行培养后，其细胞数量明显高于常规培养方

法，较大程度地提高了平滑肌细胞的培养数量，安全可靠，可以

在临床上广泛应用。
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