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去细胞方法及其在组织工程中的应用 *
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摘要：去细胞基质在组织工程及再生医学的大量应用为解决组织器官的修复和重建等难题带来了希望。去细胞方法大致可以分
为三类：化学处理法、物理处理法及酶学处理法，且已经应用于组织工程及再生医学的各个方面。本文总结并分类目前常用的去
细胞方法及其在组织工程各方面的应用，对目前国内外常用的去细胞方法及其在组织工程及再生医学中的应用进行回顾总结与
分析。
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ABSTRACT: Application of decellularized methods and decellularized matrix scaffolds in tissue engineering and regenerative

medicine bring hope to solve the problems of organ and tissue reparation and reconstruction. The methods of decellularization can be
summarized as chemical methods, physical methods and enzymatic methods. And it has successfully been used in a variety of tissue engi-
neering and regenerative medicine. this article summarized the regular decellularized methods and its application in a variety of tissue
engineering and regenerative medicine and analyzed on the basis of recent related literatures inside and outside.
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引言

近年来组织工程及再生医学的迅猛发展为组织与器官的
修复和重建等难题提供了新的解决途径。组织工程的研究主要
包括种子细胞和支架材料两大方面。其中种子细胞的体外培养
技术已经相对成熟；如何构建出适应种子细胞生长所需的支架
材料则成了组织工程研究的关键。理想的组织工程支架材料需
有以下几方面特点：(1)良好的生物相容性和降解性；(2)具有三
维立体多孔结构；(3)可塑性及一定的机械强度；(4)良好的材料
-细胞界面。去细胞基质天然支架材料是一种广泛存在于物种
间并能很好地被异种宿主耐受[1]，在体内容易被机体降解。其三
维结构与体内细胞生长的天然环境接近，不仅可以起着支架材
料的作用，而且具有特殊的生理功能，所包含的多种生长因子
在组织修复和重建中有重要促进作用，即使经过去细胞制备过
程处理仍有活性[2]，是细胞生长的理想环境。因此目前去细胞技
术与方法的研究已越来越受到重视。

1 去细胞方法

去细胞化方法的目的在于有效的去除细胞及细胞核物质
同时对剩余细胞外基质的副作用最小化，尽可能保留其成分、
生物活性及机械活动的完整性而降低其免疫源性。去细胞方法
的基本原理是运用物理方法或离子溶剂将细胞膜溶解，然后应

用酶学处理使细胞与细胞外基质分离，再用离子剂使细胞核与
细胞外基质产生增溶作用，最后将细胞碎片移除[2]。在这过程中
进行机械搅拌可增强其效力。去细胞基质的获取可采取多种方
法。目前常用的去细胞方法有物理处理法、化学处理法、酶学处
理法。
1.1 化学方法

化学处理方法是目前使用最多的一类方法，包括离子去污
剂，非离子去污剂，两性离子去污剂，酸碱处理法，低渗盐法及
高渗盐法。
1.1.1 离子去污剂 离子去污剂能同时溶解细胞质及细胞核膜，
但容易破坏蛋白质间相互作用使蛋白质发生变性。最常用的离
子去污剂是十二烷基硫酸钠 (SDS)、去氧胆酸钠及 Tri-
tonX-200。

SDS能有效地从组织去除细胞成分，完全去除细胞核残留
物及细胞质内蛋白，而保持胶原成分。Ott等[3]曾用 1% SDS经
大鼠冠状动脉对大鼠离体心脏进行灌注，保留了心脏的天然结
构，经鉴定胶原蛋白酶 I、III、层粘连蛋白及弹性蛋白仍存在于
薄层去细胞化细胞外基质中。纤维组成(网眼、支架、螺旋结构)
及心肌细胞外基质的方向性均存在，同时心肌细胞被去掉。去
氧胆酸钠也能有效去除细胞残留物，但与 SDS相比对组织自
身结构造成的破坏程度更大，一般不单独应用，而是与两性离
子去污剂合用对神经组织行去细胞作用。TritonX-200与两性
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离子剂 S16、S10合用也能使神经组织完全去细胞化[4,5]，其效果
还优于去氧胆酸钠。也有报道将脱氧胆酸和 TritonX100联合
使用构建去细胞食道支架，结果发现脱氧胆酸钠能更有效保留
支架原有特性[6]。
1.1.2 非离子去污剂 非离子去污剂由于其对组织结构损害较
小已广泛用于去细胞技术中。非离子去污剂破坏脂肪链间和脂
蛋白间的相互作用，但保存了蛋白与蛋白之间的相互作用，因
此经过非离子去污剂处理的器官或组织中剩余的蛋白质仍保
留原有的功能构象。去细胞化技术中最常用的非离子去污剂是
TritonX-100。但使用此种溶剂进行去细胞化结果利弊兼有，其
有效性还依赖于所要去细胞的组织 [7-9]。Grauss [11] 等用 Tri-
ton-X100对猪心脏瓣膜进行去细胞处理，发现 TritonX-100可
以在 24小时以后将细胞核内物质全部移除而保留瓣膜原有的
结构。然而对细胞外基质成分鉴定后发现 TritonX-100造成瓣
膜组织的葡萄糖胺聚糖全部丢失，粘连蛋白和胶原蛋白含量降
低。但也有研究报道单用 TritonX-100对血管、筋膜及韧带等组
织进行处理，第四天时仍未将细胞内容物有效去除。Woods[8]等
用 TritonX-100对前十字交叉韧带进行处理 4天以后硫酸葡萄
糖胺聚糖却并未丢失，对组织进行组织学及免疫组化染色发现
细胞支架弹力蛋白及胶原蛋白仍存在。但 Cartmell[10]等用 Tri-
tonX-100处理鼠尾肌腱 24小时以后发现胶原蛋白从肌腱中分
离出来，造成肌腱性质严重改变。由此看来 TritonX-100虽然是
一种有效的去细胞剂，但是其有效性还依赖于所要去细胞的组
织及与其联合使用的去细胞技术。
1.1.3 两性离子去污剂 两性离子去污剂同时有着离子去污剂
与非离子去污剂的特性。相对于非离子去污剂来说更容易使蛋
白质变性。两性离子去污剂包括 CHAPS 缓冲液、SB-10 和
SB-16。CHAPS缓冲液一般用于血管去细胞，经其处理后的血
管经组织学检测保持正常血管的弹性胶原及组织学形。SB10、
SB16则用于周围神经去细胞，其一般与 TritonX-200联合应用
的方法进行去细胞化。此种联合应用的方法比 TritonX-100与
去氧胆酸钠联合应用对神经细胞外基质结构的影响更小[4,5]。
1.1.4 酸碱处理法 去细胞技术中运用酸碱处理法主要是溶解
掉细胞质成分及核酸如 RNA和 DNA。比如：乙酸、过氧乙酸、
盐酸、硫酸及氢氧化铵都能有效溶解细胞膜及细胞器。用浓度
大约 0.1%-0.15%的过氧乙酸可以将猪小肠粘膜下层及膀胱输
尿管粘膜层去细胞[12]。Badylak[13]、Hodde[14]等分别对小肠粘膜下
层和膀胱基底膜反复研究表明这两种物质是体外细胞培养较
好的支架，在体外用过氧乙酸去细胞并且消毒后已成功地用于
体外组织工程细胞培养。Burugapalli等[15]用机械法先后分离出
胆囊壁环肌层及浆膜层下结缔组织，并用过氧乙酸与乙醇联合
处理去细胞化，成功地制造出完整的胆囊网状细胞外基质，并
证实弹力蛋白含量并未减少，也未对细胞外基质生物支架的生
物活性造成不良影响。
1.1.5 低渗盐法及高渗盐法 低渗盐法和高渗盐法常用于组织
或器官脱水而导致细胞溶解。Dahl等 [7] 曾将离体血管置于
Trizima盐酸 /EDTA低渗盐溶液中浸泡数小时，然后再在 Triz-
ima盐酸 /氯化钠 / EDTA高渗盐溶液中浸泡数小时，发现能使
细胞溶解，但由于组织中 DNA有生物粘性容易附着在细胞外
基质蛋白上，所以并不能完全溶解掉细胞残余物。需进一步的
酶学或化学处理方法加速细胞残余物的清除过程。
1.2 物理学方法

物理学方法可以加速去细胞进程，包括：冻干法、直接加压
法、声裂法及搅拌法。快速冻干法是在严格控制温度变化的速

率下，快速冷冻使组织在细胞内形成冰晶破坏细胞膜，导致细
胞溶解。常用于腱膜及韧带的去细胞。Jackson等[16,17]曾用冻干
法处理山羊前十字交叉韧带，发现运用此法处理的山羊前十字
交叉韧带机械性能与处理前无明显差别，但其后用于临床研究
中发现冻干灭菌法制作的前十字交叉韧带在植入机体后会产
生非特异性免疫排斥反应，能否用于临床需进一步研究。直接
加压法也能使细胞溶解，但只适用于稀疏排列的细胞外基质
(如肺、肝)或天然组织分层的器官(如小肠粘膜、膀胱)，可以有
效地保留其细胞外基质的三维结构。机械搅拌法可以运用磁力
搅拌器、定轨振荡器、叠放式转动机等。机械搅拌和声裂法与
化学处理法同时运用可以加速细胞溶解和细胞碎片的移除。
1.3 酶学处理

去细胞技术中的酶包括蛋白酶，钙螯合剂及核酸酶。胰蛋
白酶是去细胞技术中最常用的消化酶之一，螯合剂 EDTA多与
其联合使用。Schenke等[18]将猪肺血管浸泡在胰蛋白酶 /EDTA
溶液中搅拌数小时后可以将细胞去除掉，不影响组织中的胶原
量。但长时间浸泡在胰蛋白酶 /EDTA混合液中会使正常肺血
管的细胞外基质结构遭到破坏，降低细胞外基质中层粘连蛋
白、纤维连接蛋白、弹力素、葡萄糖胺聚糖及硫酸葡萄糖胺聚糖
含量。因此严格控制组织浸泡在胰蛋白酶 /EDTA中的时间将
使细胞外基质超微结构及组成的破坏程度最小化。

2 去细胞方法的应用

目前一系列以细胞外基质为支架材料的产品及去细胞相
关技术已经用于临床，包括人体皮肤、猪小肠粘膜下层 SIS、猪
膀胱、猪心脏瓣膜。其它组织或器官也已进行了大量的临床前
期研究[19]。在心血管方面，Dohmen等[20]对病人进行了组织工程
肺动脉瓣移植，将供体肺动脉瓣膜去细胞化，从受试患者的前
臂或隐静脉取材，消化扩增血管上皮细胞接种至去细胞肺动脉
瓣膜上，并移植入患者体内，中期随访结果表明被移植的组织
工程心瓣膜有良好的血流动力学性能。吕卫东等[21]用去细胞方
法处理牛颈静脉血管壁，经检测细胞成分完全去除，弹性蛋白
含量相对减少，热皱缩温度降低，组织稳定性下降，证明细胞外
基质成分需进行进一步交联才能用于组织工程支架材料。
Mirsadraee等[22]将人心包标本先后用低张液，SDS，核酸酶进行
处理，得到去细胞支架，再将皮肤成纤维细胞接种于其上，并植
入大鼠体内后发现去细胞心包膜未发生免疫排斥反应，具有良
好的组织相容性。在泌尿系统方面，Rosario等[23]报道将猪膀胱
粘膜下层分离后进行去细胞化并消毒，然后将泌尿道基质细胞
与膀胱上皮细胞置于膀胱粘膜下层联合培养，发现膀胱粘膜下
层去细胞基质能够作为以上两种细胞培养的支架，此研究为泌
尿道重建带来希望。Mantovani等[24]将猪脱细胞小肠黏膜基质
用于临床修复 5例长段尿道缺损，术后 1月随访时都能保持尿
道通畅及正常尿流量，2个月后可见自体尿道组织长入基质支
架，6个月时尿道造影及动力学检测结果均满意。在神经系统
方面，朱国臣等[25]用 Triton-X100和脱氧胆酸钠制备兔化学去
细胞神经，桥接大鼠神经 6mm缺损，结果化学去细胞神经未被
宿主排斥，证明化学去细胞神经异种移植可能是修复面神经缺
损的一种有前景的研究方法。在其他各方面去细胞方法的应用
均有报道。Xu等[26]通过高渗盐溶液及核酸消化牛声带后脱水
制成了声带去细胞支架并将人声带成纤维细胞植入其上培养，
发现其弹力系数和动态黏度与人类声带相近，此研究给声带重
建及再生带来了希望。Lumpkins等[27]用 Triton X-100,丙酮 /乙
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醇溶液，SDS对猪颞颌关节盘去细胞化，发现用 SDS去细胞化
后组织的韧性与去细胞前相似。

3 结语与展望

去细胞基质是一种良好的组织工程天然支架材料，其制备
通常是用物理、化学及酶学相结合的方法，依赖于组织的特异
性，去除器官或组织的细胞而保留其天然三维空间结构，其主
要成分是细胞外基质，无免疫性或低免疫性，为新组织的生成
提供结构性支架及诱导细胞黏附增殖[1]。理想的去细胞方法是
对需要保留的细胞外基质无功能及结构的破坏，但任何一种方
法都会不同程度影响到细胞外基质的结构和功能。

支架材料中黏附蛋白和葡萄糖胺聚糖的丢失会减慢细胞
贴附在支架上的过程并影响支架材料本身的生物活性；胶原网
的破坏会改变支架的机械活动及胶原蛋白活性；去细胞物质的
降解也是影响支架材料生物活性及机械强度的另一重要原因；
某些化学试剂会促使支架材料对某些消化酶有亲和力，这就会
迅速降低支架材料的韧性。因此没有任何一种联合使用的方法
能完全将细胞去除掉，各种方法制备去细胞基质的研究都需不
断改进，以期达到更好的效果。目前的各种去细胞方法仍可以
使大多数细胞去除掉并安全地作为支架材料。大量的生物支架
应用于组织工程及再生医学使得去细胞化技术与临床更加密
切，并促进去细胞技术不断发展，为最终的组织与器官的修复
和重建带来了希望。
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