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京尼平交联脱细胞猪膀胱的体外生物学性能研究
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　　［摘要］　目的　探讨新型生物交联剂京尼平对脱细胞猪膀胱性能的影响，为女性盆底功能重建提供理想的组织工程
补片。方法　采用表面活性剂＋酶消化法对猪膀胱进行脱细胞处理后，用０．６２５％京尼平溶液交联脱细胞膀胱７２ｈ。通
过ＨＥ、Ｗｅｉｇｅｒｔ弹力纤维＋ＶａｎＧｉｅｓｏｎ结缔组织（ＥＴ＋ＶＧ）染色及扫描电镜进行组织形态观察，使用万能材料试验机检测
材料生物力学性能，并对交联前后的脱细胞猪膀胱进行厚度、吸水性、体外胶原酶降解性能测定，以 Ｌ９２９细胞为实验细
胞，采用ＭＴＴ法评估材料的细胞毒性。结果　京尼平交联脱细胞猪膀胱后呈深蓝色，保持了天然组织构架的完整，胶原
纤维更加致密，吸水性提高，力学性能良好，脱细胞猪膀胱在第７天已完全降解，交联后在第２８天降解率为２％。交联前
后材料的细胞毒性为０～１级。结论　经天然交联剂京尼平交联的脱细胞猪膀胱吸水性好，具有良好的生物力学性能，抗
酶解能力强且无细胞毒性，是一种较为理想的盆底重建材料。
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　　近年来，盆底缺陷修复和重建手术有了较大的进
步，目前认为加用组织替代物的术式是治疗盆底功能

障碍的最佳手段，特别是重度和复发患者。当前临床

使用的组织替代物主要是聚丙烯材料合成的不可吸收

补片，性质稳定，疗效确切，但并发症多，如阴道侵蚀、

疼痛、感染、出血、性交困难、器官穿孔、泌尿问题。为

此，美国ＦＤＡ就关于盆腔器官脱垂和尿失禁修复使用
聚丙烯补片多次提出警告［１］。因此有必要寻求理想

的组织替代物，而经过脱细胞处理的天然生物材料由

于具有很好的生物相容性，在组织工程中得到了广泛
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的应用。但脱细胞材料面临的最大问题是不易控制其

自然降解周期和组织生长之间的平衡，可能在组织未

充分修复完全时材料已完全降解。因此经交联处理的

生物材料越来越受到研究者的重视，但常用的人工合

成化学交联剂本身或其反应产物常常具有细胞毒性等

不良反应［２］。京尼平是一种从栀子果实中提取的天

然交联剂，和其他交联剂相比，其细胞毒性很小［３］。

本课题组在前期研究［４］的基础上，采用京尼平交联脱

细胞猪膀胱，在体外对材料的性能特征及细胞相容性

进行研究，为进一步研究优化盆底补片材料提供实验

依据。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器
　　京尼平（成都康邦生物技术有限公司），三羟甲基氨基甲烷
（ＢＢＩ），苯甲基磺酰氟（北京鼎国生物技术有限公司），Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００、ＤＮＡ酶及ＲＮＡ酶（生工生物工程上海有限公司），十二
烷基硫酸钠（捷瑞生物工程有限公司），Ⅰ型胶原酶（Ｓｉｇｍａ公
司，美国）。ＲＧＴ５Ａ微机控制电子万能试验机（深圳市瑞格尔
仪器有限公司），精密测厚仪（日本东洋精机），冻干机，扫描电

镜，ＣＯ２培养箱，ＣＫ２型倒置相差显微镜，ＢｉｏＲａｄ６８０ＸＲ型酶
标仪。

１．２　方法
１．２．１　脱细胞处理　　采用表面活性剂＋酶消化法［５－８］，对新

鲜猪膀胱进行脱细胞处理。取封闭饲养健康成年猪处死３０ｍｉｎ
内的膀胱，置入４℃生理盐水中尽快带回实验室，无菌ＰＢＳ反复
冲洗，剔除外周脂肪和结缔组织，沿膀胱颈部剪开膀胱，取无损

伤、厚度均匀、大小不等（＞２０ｍｍ×１０ｍｍ）组织，浸泡于三羟甲
基氨基甲烷缓冲液（内含苯甲基磺酰氟０．０３５ｍｍｏｌ／Ｌ），室温下
振荡搅拌４８ｈ，间隔 ８～１２ｈ更换缓冲液；再置入 １％ Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ１００的三羟甲基氨基甲烷缓冲液，缓冲液同样含有苯甲基磺
酰氟，室温下振荡搅拌４８ｈ，间隔８～１２ｈ更换缓冲液１次；转
移至ＤＮＡ酶和ＲＮＡ酶的双酶消化液中室温消化２４ｈ；漂洗后
置入三羟甲基氨基甲烷缓冲液的１％十二烷基硫酸钠溶液中持
续浸泡搅拌４８ｈ，定时换液。ＰＢＳ充分漂洗，４℃保存备用。
１．２．２　材料交联和固定　　将已脱细胞处理的猪膀胱随机分
成２组：Ａ组为脱细胞组，Ｂ组为京尼平交联组。Ｂ组采用
０６２５％的京尼平溶液，ｐＨ＝７．４，室温摇床交联７２ｈ［９］。用２
块玻璃平板将所有未交联和交联的脱细胞膀胱压平并固定，

－８０℃ 冰箱快速冷冻后，置于真空冷冻干燥机中，持续１０ｈ
左右。经密封包装后，送至第三军医大学辐照中心用６０Ｃｏγ射
线照射除菌，４℃保存备用。
１．２．３　组织学检测　　将 Ａ、Ｂ两组材料多聚甲醛固定，石蜡
包埋，切片。用ＨＥ染色观察交联前后的脱细胞情况和纤维排
列；用Ｗｅｉｇｅｒｔ弹力纤维＋ＶａｎＧｉｅｓｏｎ结缔组织（ＥＴ＋ＶＧ）染色
法观察交联前后纤维的变化情况。用体积分数２．５％戊二醛和
１％锇酸固定２组材料，梯度酒精逐级脱水，置换，临界点干燥

后喷金，扫描电镜观察细胞脱落和纤维排列情况。

１．２．４　厚度　　用精密测厚仪（精度０．０００１）对交联前后的
组织厚度进行测量，观察交联前后组织的大体形态学变化。

１．２．５　吸水性检测　　分别将２组材料放入盛有２０ｍｌ去离
子水的烧杯中，放入前测定材料质量，浸泡２４ｈ后再测定各材
料的质量。吸水性由如下公式进行计算：吸水性 （Ｗ）＝（Ｗｔ
－Ｗｉ）／Ｗｉ×１００％。Ｗ代表材料的吸水能力，Ｗｉ是最初的
材料质量，而 Ｗｔ是去离子水浸泡２４ｈ后的质量，每组材料共
测定５个样本，算出５个Ｗ值，取其平均值最后代表每种材料
的吸水性能。

１．２．６　生物力学检测　　按照ＧＢ／Ｔ７７４２．１２００５，试样剪成长
条状（约４０ｍｍ×１０ｍｍ），用 ＲＧＴ５Ａ微机控制电子万能试验
机进行抗拉强度、弹性模量、断裂伸长率测定。测试条件：常

温、常压下，加载速度为５ｍｍ／ｍｉｎ，断裂即停止加载。
１．２．７　体外降解　　采用加了双抗的５０Ｕ／ｍｌ的Ⅰ型胶原酶
溶液作为降解液，按组织质量（ｍｇ）∶降解液用量（ｍｌ）＝１∶０．５
添加，３７℃恒温震荡，每７天更换１次降解液。每天取样后将样
品冷冻干燥后，称量，计算降解率，降解率（％）＝（Ｗ－ｗ）／Ｗ×
１００％，式中 Ｗ是降解前样品干质量，ｗ为降解后样品干质
量［１０］。

１．２．８　细胞毒性试验　　参照 ＩＳＯ１０９９３５（２００９）［１１］，采用细
胞增殖度法检测各组材料的细胞毒性。以含血清 １０％的
ＲＰＭＩ１６４０培养基为浸提介质，６ｃｍ２／ｍｌ为浸提比例，３７℃浸
提样品２４ｈ制备浸提液。空白对照：含血清１０％的 ＲＰＭＩ１６４０
培养基。阴性对照：聚苯乙烯（浸提方法同试验样品）。阳性对

照：含０．５％苯酚溶液（由 ＲＰＭＩ１６４０培养基配置）。Ｌ９２９细胞
在９６孔细胞培养板内，每孔加入１００μｌ上述细胞悬液，培养
２４ｈ后，分组换液：浸提液组（１００％、５０％、２５％和１２．５％ ４个
剂量）、阴性对照组、阳性对照组和空白对照组，每组５孔。培
养２４ｈ后，观察细胞形态，行 ＭＴＴ活性检测（在５７０ｎｍ波长
测光密度值），根据公式计算细胞相对增殖率（ｒｅｌａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈ
ｒａｔｅ，ＲＧＲ）。ＲＧＲ＝供试品组（阴性、阳性组）Ｄ（５７０）值／空白
对照组Ｄ（５７０）值×１００％。按照评级标准，对样品细胞毒性程
度进行评价。ＲＧＲ≥１００％为０级，７５％ ～９９％为１级，５０％ ～
７４％为２级，２５％～４９％为３级，１％～２４％为４级，０％为５级。

１．３　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件对结果进
行方差分析，行ＬＳＤ检验。两组间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　组织形态学观察
　　脱细胞猪膀胱冻干前呈半流体状，厚度及形状可调节。冻
干后呈白色半透明状，交联后呈深蓝色，变厚半透明（图 １）。
ＨＥ染色及ＥＴ＋ＶＧ染色光镜观察可见大量淡红色胶原，排列
整齐，无蓝染核物质，无残留细胞（图２、３），经京尼平交联后，
胶原纤维和弹力纤维都保存得很完整。扫描电镜观察，材料上

未见细胞残留，细胞完全脱落，且纤维保存完好，排列紧密

（图４），交联后纤维更加致密。
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图１　冻干脱细胞猪膀胱（Ａ）和京尼平交联后脱细胞猪膀胱（Ｂ）
大体观察

! "

图２　脱细胞猪膀胱（Ａ）和京尼平交联后脱细胞猪膀胱（Ｂ）ＨＥ染
色观察　（×２００）

! "

图３　脱细胞猪膀胱（Ａ）和京尼平交联后脱细胞猪膀胱（Ｂ）ＥＴ＋ＶＧ
染色观察　（×２００）

! "

图４　脱细胞猪膀胱（Ａ）和京尼平交联后脱细胞猪膀胱（Ｂ）扫描电
镜观察

２．２　厚度测定
　　交联后组织厚度明显增加，两者差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）。见表１。

表１　２组材料的生物力学测试结果（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 厚度（ｍｍ） 断裂伸长率（％）抗拉强度（ＭＰａ）弹性模量（ＧＰａ）

脱细胞组 ０．１６±０．１０ １７．５７±２．９７ ７．７２±０．９１ ０．０３４±０．０３５

京尼平交联组 ０．３７±０．１４ａ ２５．３５±２．６８ａ ７．６９±１．１７ ０．００７±０．００８ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与脱细胞组比较

２．３　吸水性检测
　　脱细胞猪膀胱吸水率为（５８５±７３）％，交联后吸水率增加
［（７３６±９７）％］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．４　力学性能测试
　　２组材料的力学测试结果见表１。交联后抗拉强度无变
化，弹性模量下降，断裂伸长率明显提高，表明交联后的材料脆

性降低、弹性更好，这与盆底重建对替代材料的要求相符。

２．５　体外降解
　　脱细胞组第７天完全降解，而交联组在２８ｄ后的降解率为
２％，基本无降解。表明交联后材料的抗酶降解能力明显提高。

２．６　细胞毒性
　　倒置显微镜观察在细胞培养２４ｈ时阳性对照浸提液中细
胞正常形态消失，细胞核固缩、细胞崩解成碎片；２组材料的４
个浓度组浸提液中的细胞生长良好，细胞数量明显增加，与阴

性对照组相似。见图５。从表２可见，阳性对照材料毒性为４
级，阴性对照材料毒性为０～１级，２组材料的４个浓度组的细
胞毒性分级为０～１级，为合格医用材料。

! "

# $

%&& !' %&& !'

%&& !' %&& !'

Ａ：阴性对照组；Ｂ：阳性对照组：Ｃ：５０％浓度的脱细胞组；Ｄ：１００％
浓度的京尼平交联组

图５　倒置显微镜观察２组培养２４ｈ细胞形态

表２　２组细胞毒性

组别　　　 Ｄ（５７０）值
细胞增

殖率（％）
细胞毒

性等级
组别　　　　　 Ｄ（５７０）值

细胞增

殖率（％）
细胞毒

性等级

１００％浓度的京尼平交联组 ０．３８１±０．０３１ １００±８ ０～１ １００％浓度的脱细胞组 ０．４４７±０．０２３ ９７±８ ０～１

５０％浓度的京尼平交联组 ０．３８５±０．０２８ １０１±１ ０ ５０％浓度的脱细胞组 ０．４４７±０．０２６ ９８±９ ０～１

２５％浓度的京尼平交联组 ０．３５５±０．０１１ ９３±４ １ ２５％浓度的脱细胞组 ０．４７０±０．０２７ １０３±９ ０～１

１２．５％浓度的京尼平交联组 ０．３５１±０．０３４ ９２±７ １ １２．５％浓度的脱细胞组 ０．４３０±０．０２８ ９４±４ １

阴性对照组 ０．３７８±０．０２４ ９９±６ ０～１ 阴性对照组 ０．４６２±０．０３６ １０１±８ ０～１

阳性对照组 ０．０５０±０．００３ １３±１ ４ 阳性对照组 ０．０４８±０．００２ １１±１ ４
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３　讨论

　　脱细胞膀胱主要由Ⅰ型、Ⅲ型胶原和弹性蛋白组
成［８，１２］，也包含细胞外基质以及各种生长因子［５］等，这

种结构特点有利于材料植入体内的重构。目前，脱细胞

膀胱已成为泌尿生殖外科研究和应用的热点，但还少见

脱细胞膀胱进行交联和盆底修复应用方面的报道。

　　研究表明京尼平对生物材料的交联是一种环状的
分子间和分子内交联［２］，而且会生成一种称为栀子蓝

色素的深蓝色物质。京尼平不仅细胞毒性低，文献报

道应用京尼平对生物材料进行交联可以在机械强度方

面获得较好的效果［１０，１３－１４］，通过动物体内实验证实京

尼平有良好的生物相容性［１５］。

　　本研究用京尼平交联脱细胞猪膀胱后，材料呈深
蓝色半透明，柔韧，可剪裁成不同形状，适宜阴道内放

置。扫描电镜和ＥＴ＋ＶＧ染色显示，经京尼平处理的
脱细胞膀胱主要由胶原纤维和弹力纤维组成，纤维增

多、致密、保存完整，组织的整体结构保持较好。

　　吸水性能是理想支架材料的重要评价指标，高的吸
水性能有利于营养的传输和细胞在材料上生长［１６］，交联

后材料吸水性能增加，有利于纤维细胞增殖、组织修复。

　　本研究生物力学性能结果显示：京尼平交联后，材
料厚度增加，其原因可能是交联剂使胶原分子之间形

成分子内和分子间交联，拉近了胶原分子的距离，组织

收缩。交联后材料的抗张强度无明显变化，可能是由

于组织厚度的影响，交联后组织厚度大约增加了１倍。
断裂伸长率是材料的脆性指标，值越大则脆性越小，交

联后断裂伸长率明显增加，提示材料脆性降低。弹性

模量越大，材料的刚性就越强，弹性则越差，交联后材

料的弹性模量降低提示材料的弹性增强。分析表明交

联后的脱细胞猪膀胱力学性能得到改善，符合盆底重

建替代材料的要求。

　　本研究体外降解实验说明，京尼平交联的脱细胞
猪膀胱体外抗酶解能力明显增强，材料的稳定性提高，

在体内停留时间延长，能保证有足够长的时间修复薄

弱、受损组织。

　　为了检测材料的生物相容性，细胞毒性实验是材
料初选时的必测项目，本研究采用间接接触方法，通过

细胞的增殖率来测定细胞的生长增殖情况，从而间接

检测材料对细胞的毒性作用。材料浸提液４个浓度组
对小鼠成纤维细胞的增殖均无明显影响，说明京尼平

交联的脱细胞材料不会干扰生物细胞的正常功能，可

以认为该材料对人体是安全的。

　　综上所述，京尼平交联的脱细胞猪膀胱，吸水性
强，维持了很好的力学性能，稳定性高，细胞毒性小。

初步研究表明，用其来作为盆底重建的支架材料，有很

好的应有前景。
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