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犬肾脏脱细胞基质凝胶的制备及生物相容性实验研究
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　　［摘要］　目的　制备犬肾脏脱细胞基质凝胶，检测肾脏脱细胞基质凝胶与肾小管上皮细胞的生物
相容性。方法 　取１０～１２ｋｇ成年雄性比格犬肾脏，进行脱细胞处理，制备肾脏脱细胞基质凝胶，利用
ＨＥ染色ＤＡＰＩ染色观察其是否有细胞残留，扫描电镜观察结构，进行ＤＮＡ、糖胺聚糖（ＧＡＧｓ）含量检测，
对肾小管上皮细胞株（ＨＫ２细胞）进行培养，检测肾脏脱细胞基质凝胶的生物相容性。结果　 脱细胞
处理后的肾脏组织仅留下细胞外基质，无明显细胞核残留；制备的脱细胞基质凝胶呈白色半透明胶状，

扫描电镜下呈网状、多孔结构，富含ＧＡＧｓ，并有效去除 ＤＮＡ，体外促进 ＨＫ２细胞的生长。结论　成功
制备了犬肾脏脱细胞基质凝胶，该凝胶能够促进肾小管上皮细胞的生长。
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１２６．ｃｏｍ

　　目前，我国慢性肾脏疾病已成为非常严重的公共
卫生问题，且其发病率呈逐渐上升趋势［１］。血液透析

和肾移植依然是治疗肾衰竭的主要方法。血液透析能

够移除体内代谢废物，维持内环境的稳定，但其仅是作
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为延长患者生存的一种技术手段，并不能恢复患者的

肾脏功能。肾移植术较血液透析可大大改善肾衰竭患

者的生活质量，随着手术技术日趋成熟，存活率较以前

大大提高，但术后要长期服用抗排斥药物，需要大量费

用，有时会因急性或慢性排斥反应而造成移植肾功能丧

失，而且供肾来源有限，无法满足临床患者的大量需求。

　　脱细胞基质材料是通过理化方法去除生物体原组
织中的实质细胞制备的一种特殊的天然生物材料。由

于其是由机体本身多种生物大分子组成的维网络状结

构，较其他支架材料免疫排斥性小，具有完整的三维空

间结构和脉管系统，对于调节细胞在材料上的黏附、生

长和增殖具有重要作用［２－３］。脱细胞外基质材料是目

前组织工程研究的热点，本研究尝试制备犬肾脏脱细

胞基质的凝胶形式，并检测肾脏脱细胞基质凝胶与肾

小管上皮细胞的生物相容性，探讨将其应用于组织工

程重建肾脏的可能性。

１　材料与方法

１．１　材料
　　１０～１２ｋｇ成年雄性比格犬（四川都江堰市养麝
研究所提供）；冷冻研磨机（美国 ＳＰＥＸ公司）；０．２ｍｍ
的针头式过滤器（美国 ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；糖胺聚
糖（ＧＡＧｓ）测定试剂盒（英国 Ｂｉｏｃｏｌｏｒ公司）；ＤＮＡ提
取试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司）；ＭＴＳ试剂盒（美国
Ｐｒｏｍｇａ公司）胃蛋白酶（美国 ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；
ＳＤＳ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；Ｔｒｉｔｏｎ（美国Ｓｉｇｍａ公司）。
１．２　方法
１．２．１　肾脏脱细胞化　　１０～１２ｋｇ成年雄性比格犬
１０只，无菌条件下取犬肾脏，切成３ｃｍ×２ｃｍ×０．５ｃｍ
的薄片，分为实验组和对照组，对照组不行脱细胞处理

过程，直接进行相关检测，实验组行脱细胞处理，大体

过程如下，加入蒸馏水＋１０ｋＩＵ／ｍＬ的抑肽酶，于４℃
４８ｈ不断搅拌，然后在１％ 的 Ｔｒｉｔｏｎ于４℃恒定搅拌
下２４ｈ，１％ 的ＳＤＳ于４℃恒定搅拌下２４ｈ，５０ＩＵ／ｍＬ
的ＤＮＡ酶Ⅰ、１ＩＵ／ｍＬ的ＲＮＡ酶Ａ在４℃，不断搅拌
２４ｈ，ＰＢＳ洗涤、冷藏、冻干并通过１２ｋＧｙ６０Ｃｏ照射灭
菌，并于－２０℃直至使用密封，ＨＥ染色及 ＤＡＰＩ染色
观察脱细胞效果及相应组织结构。

１．２．２　制备凝胶　　参考其他组织脱细胞凝胶制备
方法［４－７］，将肾脏脱细胞样品于 －８０℃冷冻过夜，然
后采用冷冻研磨机，４８ｈ研磨成粉末，１ｇ粉末和１００ｍｇ
胃蛋白酶混合在１００ｍＬ的０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ中，室温
搅拌４８ｈ，将混合物在４℃下转移至５０ｍＬ管中，并在
３０００ｒ／ｍｉｎ下离心 １５ｍｉｎ。在收集上清液，并通过

０２ｍｍ的针头式过滤器过滤，－８０℃储存备用，准备
凝胶化前，将溶液在４℃下加入１０×ＰＢＳ和０．１ｎｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ将ｐＨ值调制至７．４，并放置于３７℃下孵育３０ｍｉｎ
成凝胶。

１．２．３　ＨＥ染色　　样本１０％甲醛灌注固定，脱水、
透明、浸蜡、包埋、切片、脱蜡，ＨＥ染色后光镜下观察。
１．２．４　ＤＡＰＩ染色　　样本 １０％甲醛灌注固定，脱
水、透明、浸蜡、包埋、切片、脱蜡，经 ＤＡＰＩ染色后荧光
显微镜下观察。

１．２．５　扫描电镜　　样本２．５％戊二醛固定，脱水、
干燥、真空喷镀后扫描电镜下观察。

１．２．６　ＤＮＡ定量　　采用ＤＮＡ提取试剂盒，从２５ｍｇ
样品中提取ＤＮＡ，波长２６０ｎｍ处测定ＤＮＡ含量。
１．２．７　ＧＡＧｓ检测　　加１．０ｍＬ的Ｂｌｙｓｃａｎ染料溶液
到待测样本中，充分混匀，待不溶物出现，离心，弃上清，

加入１．０ｍＬ的染料释放剂，充分混匀，溶解５ｍｉｎ以上，
使染料充分释放，用分光光度计于波长６５６ｎｍ处测定。
１．２．８　细胞培养　　将１×１０４的人肾小管上皮细胞
株（ＨＫ２细胞）与１００μＬ凝胶混合，加入２４孔板３７℃
下孵育 ３０ｍｉｎ，然后加 ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）＋１０％ＦＢＳ
在３７℃，５％ ＣＯ２条件下进行培养，未加凝胶组作为对
照，每２天换液１次，ＭＴＳ法测定细胞增殖，分别在１、
３、５、７、９、１１ｄ收集细胞，ＭＴＳ试剂与细胞３７℃避光
孵育１ｈ，将上清液加入１００μＬ至９６孔板，使用分光
光度计在波长４９０ｎｍ处测定光密度值［Ｄ（４９０）］。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，两两
比较行ｔ检验。

２　结果

２．１　形态学观察
　　ＨＥ染色结果对照组可见肾小球、肾小管等组织
结构清楚，细胞核清晰可见；实验组可见仅留下细胞外

基质，肾小球及肾小管内均未发现细胞残留。ＤＡＰＩ染
色观察结果对照组可见细胞核充满视野；实验组仅见

微弱的荧光，提示无明显细胞核残留（图１）。脱细胞
基质经处理后可形成白色半透明的凝胶状；扫描电镜

观察结果提示脱细胞基质凝胶呈网状、多孔结构，适合

细胞长入（图２）。
２．２　成分含量检测
　　经脱细胞处理后，实验组 ＧＡＧｓ含量为（１５．８３±
１．５３）μｇ／ｍｇ，对照组为（２８．５１±１．０４）μｇ／ｍｇ；实验组
ＤＮＡ含量为（４．３８±１．４７）ｎｇ／ｍｇ，对照组为（７１．７６±
４．３８）ｎｇ／ｍｇ，两组比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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Ａ、Ｃ：对照组；Ｂ、Ｄ：实验组；Ａ、Ｂ：ＨＥ染色；Ｃ、Ｄ：ＤＡＰＩ染色
图１　犬肾脏脱细胞处理与对照组的组织形态学检测结果　（×１００）

! "

Ａ：大体观察；Ｂ：扫描电镜（×１００）
图２　犬肾脏脱细胞基质凝胶组织形态学检测结果

２．３　细胞相容性
　　结果显示，培养瓶的２Ｄ培养和肾脱细胞基质凝
胶的３Ｄ培养的 ＨＫ２细胞存在生物学特性的差异。
在２Ｄ培养条件中，ＨＫ２细胞呈单层铺路石样生长，
并且在１周内达到融合；在细胞外基质凝胶的３Ｄ培
养条件中，ＨＫ２细胞呈簇生长，堆积成球形。ＭＴＳ测
定表明，ＨＫ２细胞在肾脏脱细胞基质凝胶中开始增殖
缓慢，第３天进入增殖期，增殖期较长，而在２Ｄ培养
条件下，细胞进入增殖期较快，第７天达到高峰，然后
进入平台期（图３）。
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Ａ：２Ｄ培养（×１００）；Ｂ：凝胶３Ｄ培养（×１００）；Ｃ：生长曲线
图３　犬肾脏脱细胞基质凝胶对ＨＫ２细胞培养

３　讨论

　　近年来，随着生命科学和工程学技术的提高，组织
工程学已经在皮肤、软骨、血管、神经、小肠、膀胱、心脏

瓣膜等组织和器官进行了深入的研究。目前国际上，

组织工程皮肤和软骨实现了规模化生产和上市销售，

组织工程研发的一些产品已进入临床研究阶段，其相

关技术手段也为肾脏组织工程的研究提供了可

能［８－９］。肾脏结构是复杂的空间立体结构，如何选择

合适的支架材料模拟体内正常的生长环境来诱导种子

细胞形成肾脏组织，对于肾脏组织工程具有重要的

意义。

　　水凝胶材料是组织工程材料的重要组成部分，具
有网状的空间结构，能保持一定的形状，性质柔软，富

含水分，利于细胞生长所需的氧气和营养物质的传递

和运输。按照其来源可分为天然水凝胶和合成水凝胶

两大类。天然水凝胶包括透明质酸明胶、海藻酸盐、壳

聚糖、胶原蛋白等，天然水凝胶的生物相容性及细胞亲

和力较好，缺点是材料的力学性能往往欠佳；合成水凝

胶包括聚丙烯酸及其衍生物、聚氧化乙烯及其衍生共

聚物、聚乙烯醇、聚磷腈和多肽等，其力学性质和加

工性能比天然水凝胶有优势，但其生物相容性和细

胞亲和力不如天然水凝胶。由于水凝胶具有良好的

理化性质和生物相容性，已被广泛应用于组织工程

领域中［１０］。

　　细胞外基质是细胞外间质中的大分子物质，构成
细胞生命活动的微环境，主要含有胶原蛋白、弹性蛋

白、糖胺聚糖等。研究表明，细胞外基质影响细胞分

化、增殖、黏附、形态发生和表型表达等一系列生物学

过程［２］。其中ＧＡＧｓ在肾脏细胞外基质中扮演重要角
色，其本身所带电荷能影响肾脏细胞外环境的信号传

导通路，并参与构成肾小球基底膜结构，对肾脏的滤过

功能有重要作用。本研究制备的肾脏脱细胞基质凝胶

富含ＧＡＧｓ，虽然较正常组有所减少，但差异并无统计
学意义，表明本方法能较好地保留ＧＡＧｓ。
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　　目前脱细胞基质的研究较多，涉及各种器官和组
织，以小肠黏膜脱细胞基质和膀胱脱细胞基质为热点，

有些已应用于临床，但脱细胞基质制备成凝胶形式的

研究较少［６］。在肾脏脱细胞基质的研究中，整体器官

脱细胞是近期的焦点［１１－１２］，肾脏脱细胞基质凝胶的研

究尚少见报道。本研究尝试将肾脏脱细胞基质制成凝

胶形式，保留器官组织结构的细胞外基质结构，利用其

器官本身的再生微环境，并检测其生物相容性，利用其

凝胶可注射的生物学特性，并打算后续的实验中，利用

注射的微创方法在动物模型上进一步验证。本课题组

在后续研究中打算采用比格犬肾脏再生动物模型来验

证制备的材料。

　　本研究成功制备出肾脏脱细胞基质凝胶，并利用
肾小管上皮细胞初步验证了其生物相容性，实验结果

表明经脱细胞处理的肾脏组织具有网状多孔的空间结

构，保留了细胞外重要的结构分子 ＧＡＧｓ，在肾脏脱细
胞基质凝胶中的ＨＫ２细胞呈球形生长。但该凝胶具
体成分构成、力学性质，是否含有相关细胞因子，能否

进行相关修饰改造，以及应用于动物实验等有待进一

步研究。
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