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小口径组织工程血管基质材料的生物学和力学评价

谭　菊，曾　文，周静婷，李　刚，张晓彦，朱楚洪　（第三军医大学基础部人体解剖学教研室，生物力学与组织工程重点实
验室，重庆４０００３８）

　　［摘　要］　目的　研制一种具备正常血管的生理结构和良好的生物相容性，而且具有血管力学特性的小口径组织工程血管基
质材料，并按医用输血材料的力学及生物学国家标准评价。方法　以去细胞生物衍生材料作为基质，按照国家标准对其进行力学
和生物学评价。结果　血管的轴向、径向拉伸应力分别为２３．１４Ｎ和３６．７９Ｎ，均大于标准规定的７．５Ｎ；拉伸率分别为９５．１９％和
８０．２４％，大于标准规定的２０％。血管的缝合强度为１３．７１Ｎ，不小于０．５Ｎ，血管符合力学规定。生物学检测主要用血管或其浸提
液检测血管的ｐＨ值在对照去离子水ｐＨ（７．５２±１．５）范围内、溶血率１．３９７２％，小于５％、全血凝固时间比对照长５０％、对细胞毒
性为０级，皮内注射无刺激。结论　血管基质材料具有良好的力学及生物学性能，它将在小口径血管替代治疗中起重要作用。
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　　外科替换或旁路移植手术是治疗冠状动脉等疾病
的主要手段。临床上主要的血管移植物来源是自体血

管和人工合成血管，但自体可供采集的血管数量有限，

或者由于患者自身原因而不能使用自体血管［１］，很难

满足临床需求；人工合成血管在大直径血管移植中取

得较好的效果，但在小口径血管（内径小于６ｍｍ）移植
中易导致内膜增生、血栓形成、血管狭窄、阻塞等现

象［２４］，这些因素都限制了组织工程血管的应用。因

此，研制一种优良的小口径血管移植物就显得特别迫

切。为了寻求具备正常血管的生理结构和良好的生物

相容性，而且具有血管的力学特性的小口径组织工程

血管［５１１］，本实验室的小口径组织工程血管基质材料

采用天然脱细胞生物衍生材料制备而成，并且按照“中

华人民共和国国家标准”对上述血管材料进行生物学

和力学性能方面的评价［９１２］。现报告如下。

１　材料

１．１　血管浸提液制备
　　根据实验的不同，采用不同的浸提液和浸提时间，标准采
用ＧＢ／Ｔ１６８８６．１２２００５／ＩＳＯ１０９９３１２：２００２（医疗器械生物学
评价第１２部分：样品制备与参照样品）细胞毒性实验：采用
３ｃｍ２／ｍＬ（表面积）的比例将无菌血管置于细胞培养液中在二
氧化碳培养箱中浸提２４ｈ。不加血管样品，同条件制备空白对
照液。皮内刺激试验：同样采用３ｃｍ２／ｍＬ（表面积）的比例浸
提，将无菌血管放入０．９％氯化钠注射液中，封闭后置ＣＯ２培养
箱中浸提７２ｈ，即得血管浸提液。不加血管样品，同条件制备
０．９％ＮａＣｌ注射液空白对照液。

·０３·
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１．２　动物来源
　　本试验采用的 Ｃ５７健康小白鼠、初成年，同一品系同一来
源，雌鼠无孕，动物体重差异不超过平均体质量的 ±２０％。在
试验前使小白鼠适应实验室环境，做过本试验的小白鼠不得重

复使用。本试验采用的兔健康、初成年的白化兔，雄性，同一品

系，体质量大于２ｋｇ，无任何皮肤疾病或损伤，未做过任何试验。

２　方法与结果

２．１　力学特性检测
　　方法参考ＧＢ／Ｔ５２８２００９［１５］。取已处理好血管样品１根，
用无菌蒸馏水清洗后沥干备用。在血管样品上截取长度不小

于血管内径的一小段测试样本。测量其内径，外径。轴向拉伸

测试，将测试样本两端固定在力学测试仪夹具上，小心确保样

本没有被拉伸，测量其有效长度（见表１），力学测试模式为管状
物模式。径向拉伸测试（见表２），在力学测试仪夹具两端各附
加一个９０°直角夹具，使两附加夹具水平端平行。将测试样本
套在附加夹具上。确保样本没有被拉伸，力学测试模式为块状

物模式。缝合强度测试，用一根４０号缝合线从样本一层边缘
２ｍｍ处穿过血管缝合成一半环。将缝合线和样本固定，以棒
状物模式。以上测试均以１００ｍｍ／ｍｉｎ的稳定速度将缝合线拉
出血管样本，直至样本断裂。从表１的数据可以看出，人工血
管基质材料轴向拉伸应力为２３．１４Ｎ，大于７．５Ｎ，且拉断伸长
率为９５．１９％，大于２０％；人工血管基质材料径向拉伸应力为
３６．７９Ｎ，大于７．５Ｎ，且拉断伸长率为８０．２４％，大于２０％；检测
血管缝合强度为１３．７１Ｎ，不小于０．５Ｎ。从血管的轴向拉伸、
径向拉伸及缝合强度测试结果可以判定该血管符合规定。

表１　血管轴向拉伸力学测试数据

检测指标
有效长度

（ｍｍ）

内径

（ｍｍ）

外径

（ｍｍ）

最大载荷

（Ｎ）

拉断伸长率

（％）

轴向拉伸 ６３ ３．５ ５．３７５ ２３．１４ ９５．１９

表２　血管径向拉伸力学测试数据

检测指标
宽度

（ｍｍ）

厚度

（ｍｍ）

最大载荷

（Ｎ）

拉断伸长率

（％）

径向拉伸 ８５ ２７．５ ３６．７９ ８０．２４

２．２　ｐＨ值检测
　　方法参考ＧＢ／Ｔ１６８８６．５２００３［１６］。通过检测脱细胞血管的
ｐＨ值，初步判定血管的血液相容性。无菌条件下将待测血管
剪取一小段，测量其重量，将剪下的血管剪碎，分别放入编号

１～１０的４ｍＬ离心管中，按表 １在各离心管中添加去离子水
（血管重量与去离子水体积比为０．１ｇ∶１ｍＬ）。振荡后，使血
管在去离子水中完全浸泡，３７℃下浸提２４ｈ。另取１支４ｍＬ
离心管，加入３ｍＬ去离子水作对照。２５℃下，用ＰＨＢ２型酸度
检定仪计测试各管中液体 ｐＨ值，记录所测数据（见表３）。同
样条件下测得去离子水ｐＨ值为７．５２。检测标准规定样品 ＰＨ
值需在空白对照液ｐＨ值±１．５的范围内。实验测得各血管浸
提液ｐＨ值均在对照去离子水 ｐＨ（７．５２±１．５）范围内，与正常
血液ｐＨ值接近，符合规定要求，由此可得出血管符合要求。

２．３　溶血试验检测
　　溶血试验方法参考ＧＢ／Ｔ１４２３３．２２００５［１７］。按照５０％（质
量体积比）浸提比例称取血管，剪成０．５ｃｍ长小段，装入ＥＰ管
中，加入４ｍＬ生理盐水。阴性对照和阳性对照不加血管，分别
加入４ｍＬ生理盐水和无菌蒸馏水。另心脏采取新鲜兔血，按
比例（兔血／草酸钾＝２０／１）加入２０ｇ／Ｌ草酸钾制成抗凝血，再
按比列稀释（兔血／生理盐水 ＝８／１０）加入生理盐水混匀，配制
稀释血液，待用。用前先从中取出０．１ｍＬ，与５ｍＬ蒸馏水混
匀，紫外分光光度计下波长为５４５ｎｍ时的光密度值（ＯＤ５４５），
当其值在（０．８±０．３）时，该稀释血液才可正常使用。将样品和
对照在水浴放满３０ｍｉｎ后取出，按０．５％比例加入稀释血液，再
次放入３７℃恒温水浴箱１ｈ后，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清
液，测上清液的 ＯＤ５４５（见表４）。紫外可见风光光度计测量。
血管浸提液溶血率按下式计算：溶血率 ＝（试验样品的溶血吸
光度值－阴性对照的吸光度值）／（阳性对照的吸光度值－阴性
对照的吸光度值）×１００％。
　　材料的溶血率高表明对血细胞（主要是红细胞）的破坏程
度大。溶血率与血管的性质有关，若血管的溶血率小于５％，则
说明血管符合医用材料的溶血率试验要求，若溶血率大于５％，
则预示试验血管有溶血作用。国家标准［１７］规定，溶血实验中，

阴性对照管的吸光度应不大于０．０３；阳性对照管的吸光度应为
（０．８±０．３），检测结果可信。如表３所示，实验结果可信，且血
管的溶血率结算结果为１．３９７２％，小于标准规定的５％，则判定
血管符合医用材料的溶血率试验要求。

２．４　全血凝固时间检测
　　方法参考ＧＢ／Ｔ１４２３３．２２００５［１７］。本试验系将脱细胞血管
与动物静脉血液接触，通过观察供试品对凝血时间的影响，以

平价供试品是否为内源凝血系统激活物。取处理好的内径

３～４ｍｍ，外径４～５ｍｍ长约１０ｃｍ的血管两根，分别用缝合线
封闭血管一端。准备相同内外径的医用硅橡胶管１根（２０ｃｍ）
作为阴性对照管。将血管和对照管清洗后沥干备用。麻醉实

验兔，将连接实验导管的静脉针刺入兔颈静脉，使静脉血分别

充盈两根血管和硅橡胶管。血管用缝合线将开口端闭合，硅橡

胶管用止血钳夹住两端，并开始计时。室温下，每５ｍｉｎ剪取约
表３　血管重量及所需去离子水体积以及测得的ｐＨ值

编号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

血管（ｇ） ０．３７０．３６０．３５０．３４０．３３０．３５０．３７０．３７０．３３０．３８

去离子水

（ｍＬ）
３．７０３．６０３．５０３．４０３．３０３．５０３．７０３．７０３．３０３．８０

ｐＨ值 ６．３９６．３０６．６８６．４５６．６１６．２０６．４２６．３８６．４４６．５２

表４　血管浸提液在５４５ｎｍ时的光密度值（ＯＤ５４５）

组别 １ ２ ３ 平均值

ＯＤ５４５阳性 ０．５６８０ ０．５６７０ ０．５５５０ ０．５６３０

ＯＤ５４５阴性 ０．０２５０ ０．０２５７ ０．０２７９ ０．０２６２

ＯＤ５４５血管 ０．０３３０ ０．０３２０ ０．０３６０ ０．０３３７

·１３·
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３ｃｍ长一段血管，放入９ｍＬ低渗溶液（１．０８ｇＮａＣｌ／３００ｍＬ蒸
馏水）中，将血全部挤出，观察有无凝块或血栓条（表５）。凝块
或血栓条出现时即为血管的凝血时间。对照硅橡胶管操作方

法同血管。表４实验结果显示，血液在血管中的凝固时间比在
对照硅橡胶管长５０％。因此可以判断血管具有一定的抗凝血
性能。

表５　血管及硅橡胶管的凝血时间
检测时间点

（ｍｉｎ）
５ １０ １５ ２０ ２５ ３０

血管　　 无凝块 无凝块 无凝块 无凝块 无凝块 有凝块

硅橡胶管 无凝块 无凝块 无凝块 有凝块 有凝块

２．５　细胞毒性检测
　　方法参考ＧＢ／Ｔ１６８８６．５２００３［１６］。将血管基质材料浸提液
接触培养的平滑肌细胞７ｄ，通过对细胞形态、增殖和抑制影响
的观察，评价血管对体外细胞的毒性作用。置显微镜下进行形

态学观察，细胞毒性记分为０，细胞形态正常，贴壁生长良好，细
胞呈棱形或不规则三角形（见图１），说明血管浸提液对细胞无
毒性作用。阳性（含６．３％苯酚）、阴性和血管组细胞平均浓度
分别为：０．４９３０５６×１０４ 个／瓶、６２．９４５４２×１０４ 个／瓶和
２２０．９７２２×１０４个／瓶，计算出各组相对增值率（ＲＧＲ）分别为
阳性０．７８３３％、血管组３５１．０５３７％。血管浸提液的相对增殖
度为０级（ＲＧＲ≥１００），则可判断血管样品合格。

图１　浸提液培养７ｄ后细胞形态

２．６　皮内刺激试验检测
　　试验方法参考 ＧＢ／Ｔ１６８８６．１０２００５［１８］。取体质量２．０～
２．５ｋｇ健康兔２只，分别标记为１号、２号，实验前４～２４ｈ在兔
脊柱两侧各剪剃 ５ｃｍ×１５ｃｍ区域兔毛，避免损伤皮肤。用
７５％乙醇清洁家兔暴露皮肤，在兔脊柱一侧选择１０个点，每点
间隔２ｃｍ，各点注射０．２ｍＬ血管浸提液；脊柱另一侧选择５个
点，每点间隔２ｃｍ，各点注射０．２ｍＬ空白对照液。注射后２４ｈ、
４８ｈ、７２ｈ观察注射局部及其周围皮肤组织反应，包括红斑、水
肿和坏死等，按照标准进行皮内反应记分。

　　注射后家兔皮内反应记分情况计算，溶剂对照皮肤红斑与
水肿综合平均记分为０，血管组的红斑与水肿综合平均记分为
０，试验样品和溶剂对照平均记分之差为０不大于１．０，表明血
管浸提液对皮肤无刺激作用，血管样品符合试验要求。

３　讨论

　　目前，血管组织工程的热点主要是制备管径小于
６ｍｍ的小口径血管。以往小血管移植失败的主要原
因是在急性期血栓形成，在慢性期主要为移植物管腔

内膜增生和吻合处的血管瘤形成导致管腔堵塞［２４］。

目前主要通过组织工程构建的方法来解决以上问题，

组织工程构建需要种子细胞和血管机制材料，在血管

基质材料方面，人工材料尽管有许多优点，但在降解时

可导致无菌性炎症，同时有亲水性差、机械强度不足。

天然材料可促进细胞吸附和保留分化功能，促进细胞

种植。目前利用上述材料合成的组织工程血管顺应性

要与人血管顺应性相匹配尚有相当的距离［１９］。有研

究表明猪血管与人血管极为相似，具有相似的机械张

力、弹性系数和顺应性，及适合外科缝合的特性，是优

良的人血管替代品［２０］。因此我们通过一系列酶处理，

将猪血管进行脱细胞处理，血管纤维完整，未见断裂，

血管力学特性无明显改变，仅留下具有三维结构的基

质［２１］。经脱细胞处理后的猪血管，其保留胶原蛋白和

弹性纤维，这种结构使血管具有良好的机械性和顺应

性，其生理功能及机械性能接近正常血管组织［２２］。

　　通过检测发现血管基质材料轴向拉伸和径向拉伸
应力分别为２３．１４Ｎ和３６．７９Ｎ，均大于７．５Ｎ，且拉断
伸长率分别为９５．１９％和８０．２４％，大于２０％；检测血
管基质材料缝合强度为１３．７１Ｎ，不小于０．５Ｎ。结果
表明该血管基质材料符合医用材料的力学性能试验要

求，因此能够保证在血管缝合时能承受手术线的拉伸

负荷，确保移植血管与宿主血管的端口吻合，在力学性

能上可达到正常血管要求。

　　小口径人工合成血管移植后，易发生血管栓塞以
及生物相容性等方面的问题，这些因素都限制了组织

工程血管的应用［２３２５］。人工血管移植物的生物相容性

问题的解决至关重要。本文通过对脱细胞血管的 ｐＨ
值、溶血率、全血凝固时间和细胞毒性的检测，对脱细

胞血管的生物相容性进行平价。血管的 ｐＨ值与正常
血液接近，在植入时，不会由于过酸或过碱而发生急性

溶血。血液在血管中的凝固时间比在对照硅橡胶管长

５０％，因此可以判断血管具有一定的抗凝血性能。通
过检测血管溶血率为１．３９７２％（小于５％），表明血管
对血细胞的破坏程度不大、血液相容性好，血管符合医
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用材料的溶血率试验要求。另通过将血管浸提液接触

培养细胞，检测血管对体外细胞的毒性，细胞贴壁生长

良好，细胞呈棱形或不规则三角形，血管浸提液培养的

细胞相对增殖率（ＲＧＲ）为３５１．０５３７％（＞１００），毒性
为０级，说明血管具有较好的细胞相容性。此外通过
将血管浸提液对家兔进行皮内刺激试验，验证得出血

管进入体内后没有潜在的刺激性，刺激性方面亦符合

临床使用的要求。

　　人源性小口径血管移植物材料的供应不足使同种
异体脱细胞血管材料的应用受到极大的限制，经过脱

细胞处理的猪血管来源丰富，且具备较好的生物力学

性质，同时具有良好的血液相容性和细胞相容性，通过

检测符合生物医用植入物的国家标准，这为小口径血

管移植物提供了很好的基质材料来源。
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（１７）：２６２８－２６３６．
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ｓｔｅｍｃｅｌｌｈｏｍｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ，２０１２，３３（２）：４７３－

４８４．

［１５］ＧＢ／Ｔ５２８２００９，硫化橡胶或热塑性橡胶拉伸应力应变性能的测定

［Ｓ］．

［１６］ＧＢ／Ｔ１６８８６．５２００３，医疗器械生物学评价（第５部分）：体外细胞

毒性试验［Ｓ］．

［１７］ＧＢ／Ｔ１４２３３．２２００５，医用输液、输血、注射器具检验方法（第 ２

部）：分生物学试验方法［Ｓ］．

［１８］ＧＢ／Ｔ１６８８６．１０２００５，医疗器械生物学评价（第１０部分）：刺激与

迟发型超敏反应试验［Ｓ］．
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ａｏｒｔｉｃｔｉｓｓｕｅｂａｓｅｄｏｎａｘｅｎｏｇｅｎｅｉｃｓｔａｒｔｅｒｍａｔｒｉｘ［Ｊ］．Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，

２０００，７０（１）：７－１４．

［２１］朱楚洪，应大君，张　伟，等．生物血管基质材料的抗原表达及力学

特性［Ｊ］．生物医学工程学杂志，２００２，１９（４）∶６０２－６０５．

［２２］刘国锋，杨大平，郭铁芳．血管组织工程支架材料的研究进展［Ｊ］．

哈尔滨医科大学学报，２００７，４１（３）：２９１－２９３．

［２３］ＴｅｅｂｋｅｎＯＥ，ＨａｖｅｒｉｃｈＡ．Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｏｆｓｍａｌｌｄｉａｍｅｔｅｒｖａｓｃｕｌａｒ

ｇｒａｆｔｓ［Ｊ］．ＥｕｒＪＶａｓｃＥｎｄｏｖａｓｃＳｕｒｇ，２００２，２３（６）：４７５－４８５．
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ｔｅｒｉｅｓｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２００６，９８（１）：２５－３５．

［２５］ＮｕｇｅｎｔＨＭ，ＥｄｅｌｍａｎＥＲ．Ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ
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（编辑：左艳芳）
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（编辑：余汇洋）
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