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摘要 组 织工程化血管的产生和发展使人 类最终解决完善血管替代物的问题 成为可 能
.

随着干

细胞功能研究的进步和材料及塑型科学的不 断发展
,

血管组 织 工程 进展 迅 速
,

备受瞩 目
.

文中就

血管组织工 程中关键 的 3 大要素
:

支架材料
、

种子细胞和共培养构建的研究进展作一 综述
.

关键词 组 织工程 血管 种子细胞 支架材料

血管损伤
、

缺血性疾病 以及动脉瘤等疾病
,

都

需要合适的血管移植物
,

全球每年大约超过 60 万

人需要各种血管外科手术
.

目前
,

临床上 已应用 的

血管移植物包括 自体血管
、

异体血管和人工合成材

料血管
.

自体血管通常采用乳 内动脉和隐静脉
,

但

由于自体血管来源有限
,

供区牺牲较大
,

自体静脉

在高压力下易形成血栓
,

内膜增生
,

动脉硬化等
,

限制了其应用 ; 异体血管包括异种血管和同种异体

血管
,

异种血管和新鲜的异体血管 因为排斥反应
、

内皮细胞脱落
、

与 白细胞反应及血管活性 的丧失等

原因已不在外科 中应用
.

几十年的临床应用 表明
,

人工合成材料血管涤纶 D ac or n 和膨化聚 四氟 乙烯

eP T E F
,

对高流量
、

低阻力 的血管替代效果较好
,

但因其在小血 管的替代 中易于形 成血栓
,

滋生 细

菌
,

所以不适宜小 口 径血管的替代
.

而利用组织工

程学方法构建 良好血管替代物 的血管组织工程学
,

因近来干细胞研究的重大进展与材料及塑型科学的

不断深人而成为研究热点
,

并使得提供一种完美的

人造血管成为可能
.

1 血管支架的选择

1
.

1 不可降解材料

普遍用于大血管替代的血管支架如涤纶 D a c oT n
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,

并不适合小血管的替代
;

尽管人们试图用肝磷脂
、

水蛙素
、

前列腺素
、

生长

因子
、

抗凝剂缩氨酸序列
、

右旋糖昔
、

抗生素等钝

化支架材料 :l,
2」 ,

同时再种植 内皮细胞
,

以 降低其

血栓形成
,

效果较为理想川
,

但却难以 进行血管塑

形
,

没有正常的血管生理反应
,

而且易感染
,

所以

非降解材料已逐渐被淘汰
.

当然
,

由非降解材料所

构建的血管严格来讲
,

也不是真正意义的组织工程

血管
.

1
.

2 可降解的高分子合成材料

目前应用于组织工程血管支架的可降解 高分子

材料主要有聚乳酸 ( P L A )
、

聚经基 乙酸 ( P G A )
、

以

及两者的混合物 聚乳酸经基乙 酸 ( P L G A )
、

聚乙醇

酸 ( P L L A )
、

聚氨酷 ( P u) 和聚轻基丁酸 ( P ;
H B ) 等

.

它们的优点是对微结构
、

机械性能
、

形态以 及降解

时间等都能预先设计和调控
,

最终的完全降解可 以

避免异物所引起 的不 良反应 ; 缺点是因为缺乏细胞

外基质中的生物信号和功能基 团
,

与种子细胞的粘

附性较差
.

P G A 虽然在组织工程中被广泛采用
,

但

H ig ig n s 等川采用蛋 白质印渍术发现在高浓度 P G A

降解产物上生长的平 滑肌细胞分化的标 志 ca 1oP in n

表达减 少
,

从而说 明 P G A 降解 后 产生 的局部条 件

三
”
计划领域重大专项 (批准号

: Z O O Z A A ZO SO 5 1 和 Zo o 3 A A Z O 5 1 6O )
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的改变导致 了平滑肌细胞分化和有丝分裂的减少
,

可 见 P G A 并不是 血管组织工 程理想 的支架材料
.

也有学 者 在 经过 处 理 的粗 糙 度 在 10 一 10
艺 n m 或

10 10 2 拌m 的 5 种 P u 上种植相同数量的人脐血内

皮细胞
,

孵育 36 h 后
,

荧光染色及细胞存活实验证

明在 10 一 10
2 n m 水平上而非在 10 一 10 2 拌m 水平上

提高生物支架材料 P u 表面粗糙程度能够提高人脐

血内皮细胞在其表面的粘附和生长川
.

X u 等困 近来

研究发现直径 4 00 一 8 00
n m 的电镀纳米纤维 (

e
l

e c -

t r o s
p u n n a n o f i b e r ) 与天 然的细胞 外基 质微结 构相

似
.

通过用电镀旋压成形 ( e l e c t r o s p in in n g )形成的聚

乙醇酸己内醋聚合物 ( p o l y ( I
一

l a e t i d e 一 e o 一 e p s i 1O n 一 C a p
-

r o l
a e t ( ) n e ) 〔I〕 ( I

J
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一
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C o p o l y m

e r ) 作

为细胞外基质材料
,

并分别与平滑肌细胞和内皮细

胞共培养后
,

经扫描 电子黑微镜
、

免 疫组化实验
、

激光扫描共焦显微镜观察和细胞增殖实验证实这种

电镀纳米纤维支架能够支持细胞 的粘附和增殖
,

种

植 的内皮细胞和平滑肌细胞不仅保持 了它们的形状

和表型
,

而且通过纳米纤维的连接组成 了三维的细

胞网络
.

笔者实验室与清华大学机械系合作
,

分别

检测 r 各种孔隙率
、

不 同比例的 PI G A
,

PI L A 和

P u

与骨髓间充质干细胞 ( M S C ) 的相容性
、

贴 附率
,

通过 M T T 检测及扫描 电子显微镜观察比较
,

发现

腔壁孔隙率为 90 %
,

孔径范 围为 30 一 5 0 拼m
,

并且

分布有体积 比为 9 , 1 的直径为 1 50 一 2 0 0 拌m 的大孔

的 P L G A 更有利于 M S C 生长
、

增殖及分化
,

因而

确定为我们采用的组织工程血管的支架材料之一

工程血管
,

充分利用胶原固有 的三维结构发挥血管

壁的最大活性功能川
.

以上研究尽管最大程度地发

挥了天然生物材料的优点
,

但它所暴露 出来 的机械

强度差
,

抗压力弱
,

性能随批次不同而有差异等缺

点也不容忽视
.

因此 近年来
,

将可降解高分子合成

材料与天然生 物材料 复合 成 为热 点
,

它 们各 有特

点
,

又各有不足
,

把两者结合可 发挥 两 者的优势
.

通过两者结合
,

天然生物材料弥补 了高分子合成材

料种子细胞粘附不高的缺点
,

而高分子合成材料又

弥补了天然生物材料 的力学强度较弱的不足
. `

r e t

S

uj i 等 列通过将碱性凝 胶溶液与 lP l A 直接反 应
,

使其固定在 IP L A 表面
,

这种经过修饰的 PI L A 在

体外与单纯的 PI
才

L A 比较
,

显示 了与细胞更好的粘

附性 能
.

Y a ib n 等
·

`。 〕 比较 了人脐 血 内皮细 胞在 P u

和经过 自由氨基酸基团及天然高分子胶原
、

凝胶或

壳聚糖等修饰的 P u 上共培养 d6 后的增殖率
,

以 及

通过扫描和共聚焦激光扫描显微镜观察证 明
,

经过

自由氨基酸修饰 的 P u

不仅 亲水性增加
,

而且为下

一步的天然活性高分子 的固定提供 了重要的连接位

点
,

从而进一步促进了人脐血内皮细胞的再生
.

1
.

3 可降解的天然生物材料

应用于组织工程血管研究的天然生物材料包括

甲壳素
、

葡聚糖
、

明胶
、

胶原蛋 白
、

弹性蛋 白
、

多

聚氨基酸
、

多肤
、

透 明质酸及其复合物等
.

此类材

料多由正常组织细胞外的高分子合成
,

本身包含许

多生物信息
,

能够提供细胞所需的信号
,

对细胞 的

粘附及维持具有优势
.

B e r

gl u n d 等利用交联的鼠尾

胶原作为支架与成纤维细胞共培养至少 2 3 d
,

然后

再种植内皮细胞
,

所形 成的血管具有 65 0 m m H g
, )

的耐压力
,

其中有些细胞表达
a 一

平滑肌肌动蛋 白和

肌凝蛋白重链
7 1

.

也有学者用脱细胞血管作为组织

2 种子细胞的选择

为支架材料提供生命源泉
,

并能形成组织的功

能细胞为种子细胞
.

构建组织工程 的种子细胞应易

培养
,

粘附力强
,

分子结构和功能与正常血管细胞

相似
,

且临床上易获取
,

具有 实用性
.

近年来 对组

织工程种子细胞的研究
,

尤其是干细胞 的研究不断

向深度和广度扩展
,

人们对种子细胞 的了解更加深

人
,

也带动了血管组织工程的发展
.

2
.

1 自体血管壁细胞

人们设想用内皮细胞
、

平滑肌细胞 和成纤维细

胞依次构建组织工程血管的内膜
、

中膜和外膜
,

这

就需要用到 自体血管壁细胞
.

内皮细胞具 有抗血栓

形成
,

抑制血小板 聚集 及分 泌血管 活性 因子等 作

用
,

使之成为使用 广泛 的组织 工程 血管 的种子 细

胞
.

此外
,

也有种植平滑肌细胞和成纤维细胞 的报

道
.

W ie n be gr 等 `川以上述 3 种细胞为种子细胞
,

首

先在体外构建出组织工程化血管
.

(
’ a

m p b C ll 等也通

1 ) 1 n l n l
H g 一 13 3

.

3 } } a
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过将内皮细胞
、

平滑肌细胞及成纤维细胞一 次性种

植于支架材料上
,

获得 了良好 的血管塑形和内皮细

胞层厂’ 2」
.

然而此类种子细胞可能存在的不健康
,

或

功能不完善及易于衰老的缺点限制了其应用
.

2
.

2 干细胞

干细胞是能够 自我复制
,

尚未分化而且具有可

分化为其他多谱系细胞潜能的细胞
.

它可解决培养

细胞稳定传代并增殖的问题
,

可能成为组织工程理

想的种子细胞
,

因此近年来受到愈来 愈多的关注
.

干细胞按照发生学来源
,

可分为胚胎干细胞 和成体

干细胞
.

2
.

2
.

1 胚胎干细胞 胚胎干细胞是指 由胚胎 内细

胞团或原始生殖细胞经体外抑制培养而筛选出的细

胞
.

它具有发育全能性
,

在理论上可 以诱导分化为

机体中所有种类 的细胞
.

1
矛

en
v e n b er g 等在 2 0 0 2 年

将人的胚胎干细胞成功地诱导出内皮细胞
’ 3了 ,

为组

织工程解决内皮化问题提供了新思路
.

s h e n
等

乙川把

兔动脉平滑肌细胞和聚经基乙酸支架共培养并用硅

管包裹
,

然后植入裸鼠皮下
,

6一 8 个月后把带有 鼠

胚胎干细胞 体外 诱导分化 为内皮 的细胞注人 移植

物
,

s d 后
,

移植物长成 了一个典型的血管样结构
.

胚胎干细胞是全能的
,

是人体各种细胞 的源头
,

能

制造机体需要的全部细胞
,

在组织工程 中它尽管解

决了自体成熟细胞所无法解决的问题
,

但胚胎干细

胞在伦理
、

社会
、

法律
、

医学
、

神学和道德 等方面

的争议及胚胎干细胞的免疫原性限制了其应用
.

2
.

2
.

2 成体干细胞 成体 干细胞和胚胎干细胞一

样
,

都解决了成体细胞的致命弱点
,

在组织 工程 中

有广阔的应用前景
.

与胚胎 干细胞相 比
,

成体 干细

胞具有以下优点
:

成体干细胞 自体移植避免了免疫

排斥 ; 成体干细胞导致细胞
“

永生化
”

甚至癌变的

可能性较小 ; 分离和使用成体干细胞不存在伦理学

问题
.

成体干细胞因其来源及分化方 向不同可分为

造血干细胞
、

骨髓间充质干细胞
、

神经干细胞
、

肝

干细胞
、

胰腺干细胞
、

皮肤表皮干细胞
、

内皮祖细

胞等
.

其 中可能作为血管组织工程种子细胞 的有内

皮祖细胞和间充质干细胞
.

内皮祖细胞 ( E P C )又名成血管细胞或血管母细

胞
,

是血管内皮细胞的前体
,

它与造血干细胞一样

来 自同一祖细胞
,

且定居于骨髓
.

它可 以从骨髓 中

释放
,

并在外周血循环中运行
,

可聚集在活跃 的血

管新生部位
,

参与新血管形成
.

形态上无法分辨 内

皮祖 细 胞
,

主 要 靠 表 面 的 分 子 标 志 C D 3 4 斗 ,

IF M
+ ,

A 1C 3 3 来区分
.

体外培养的结果证实内皮

祖细胞 随增殖 可分化 成 C D 34
乍 ,

lF k l 一
,

A C 13 3

的成熟内皮细胞
.

尽管 内皮祖细胞有作为种子细胞

的上述特性
,

但它的缺点是来源较少
,

不稳定
,

鉴

定和纯化技术不成熟
,

而且在一些特定 的病理条件

下
,

其表型会发生改变
,

生物学活性下降
.

间充质干细 胞不 仅 获取方便
,

对供 体健康 无

害
,

而且不存在免疫排斥及组织配型的问题
,

又有

包括 向血管内皮细胞与平滑肌细胞分化的多向分化

潜能
,

我们认为其有望成为组织工程中最理想的种

子细胞
.

间充质干细胞是成骨细胞
、

成 软骨细胞
、

脂肪细胞
、

成肌 肉细胞和骨髓基质细胞的干细胞
,

它存在于人体很多部位
,

但 以骨髓最多
.

体外培养

的骨髓间充质 干细胞体积小
,

成 梭形
,

核浆 比大
.

不表达分化 相关 的细胞 标志
,

如 I
,

n
,

111 型胶

原
、

碱性磷酸酶
,

也不表达造血干细胞 系的表面标

志
,

如脂多糖受体 C D 14
,

C D 34 以及 白细胞表面抗

原 C D 4 5 等 ; 但 表 达 S H Z
,

S H 3
,

C D 2 9
,

C D 4 4
,

C D 7 1
,

C D g O
,

C D I O 6
,

C D 12 O a ,

C D 1 2 4
,

C D 1 6 6

和多种表面蛋白
.

在体外特定的诱导条件下
,

骨髓

间充质干细胞可 以 分化为骨
、

软骨
、

脂肪
、

肌键
、

肌肉
、

神经
、

内皮
、

血管平滑肌等多种细胞 ! ’ 5一 ` 7」
.

在体外 M盯 tr ige l 上
,

在血 管 内皮 细胞 生 长 因子

( V E G F )
、

碱性成纤维细胞生长因子 b( F G F )等细胞

因子作用下
,

本实验室 已成功地将人
、

大鼠及兔 的

M S C 诱导分化为珊因子 关连抗原 ( V W F )
,

lF
、

T
一

l
,

FI
、

K
一

1 等内皮细胞特有表面分子 阳性 的血管内皮细

胞
,

并形成血管样结构
.

这种细胞悬液 注射于下肢

股动脉结扎的兔缺血下肢后
,

促进 侧枝循环再生
,

增进血供效果明显
.

目前
,

用于分离间充质干细胞

的方法主要有 3 种
:

密度梯度离心法
、

贴壁筛选和

流式细胞仪分离 的方法
.

密度梯度离心法是根据间

充质与其他细胞 的密度不 同用分离液分离的方法
;

贴壁筛选法则是根据间充质细胞贴壁生长的特性进

行分离 ; 流式细胞仪分离法是根据间充质细胞体积

小
,

相对缺少细胞器的特点分选的
.

间充质干细胞

作为基因工程种子细胞有许 多优势
,

显示出作为种
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子细胞的巨大潜能
,

但现在人们对它 的研究还远远

不够
,

仍有许多未知的领域
.

3 细胞与材料的共培养

细胞与材料 的共培养包 括静态 培养 和动态 培

养
.

静态培养 即细胞与材料在静止状态
、

无特殊压

力和环境变化的条件 下所进行的培养 ; 动态培养包

括在生物体 内的培养和体外模拟生物体内反应 即生

物反应器内的培养
.

血管生物反应器是应用剪切力

和张力等力学因素
,

模拟人体血管搏动和血管冲刷

作用
,

为体外构建组织工程化血管提供适宜 的环境

的装置
,

逐渐成为体外构建组织工程血管不可缺少

的工具之一 近来有学者报道
,

外来物体放人腹 膜

后会 自动被成纤维细胞及间皮细胞所包裹
,

翻转过

来形成类似血管结构 的管道
,

可用来进行狗
、

兔 子

以及大鼠的股动脉吻合术
` 8

,

` 91
.

以上 可 以说是模拟

体内生物反应器培养血管的特例
.

组织工程化血管

的成熟需要复杂的环境
,

受着血流动力学的影响
.

实验证明
,

在一定搏动压力刺激下构建的血管与在

静止条件下构建的血管相 比
,

不仅血管平滑肌细胞

形态完整
,

排列整齐
,

而且组织强度
、

胶原含量等

均明显好于静态培养的血管
,

所以 充分 了解并模拟

体内机械应力环境
,

并深人研究应力作用的机制对

组织工程化血管的构建 是极其重要的
.

M at
s u m盯 a

等厂2。」将通过骨髓穿刺获取的骨髓经过滤
、

离心后得

到的单核基质细胞 种植 于外层 为聚乳酸 己 内酷 ( P

(I A / C A )) 的 P L L A 支架材料上
,

放置于培养箱中

2一 4 h 后
,

应用于 7 例心血管疾病患者的修补或吻

合术中
.

术后行数字减影血管造影 D S A
、

电子计算

机 X 光断层扫描 C T 和核磁共振 M R I检查
,

显示移

植物处血流状态 良好
,

没有血栓形成
、

狭窄
、

阻塞

等症状的发生
,

也 无一 因此而导致死亡
.

这种移植

物有生长的潜能
,

钙化率低
,

排斥反应小
,

感染率

低
,

血栓形成率低
,

病人可免除长期 的抗凝 治疗
,

为组织工程在心血管领域的应用迈 出了一大步
.

我

们实验室将 4
,

6
一

联眯
一

2
一

苯基叫噪 ( D A PI )标记 的人

的 M S C 种植于内表面覆盖有 M at r i ge l 并有微血管

通道的 PI G A 管形支架材料上
,

将其 放置于 N O D
-

S C I D 小鼠腹腔中 (或腹膜外或包裹于大网膜 中 )
,

4

周后取出行冰冻组织切片
.

经观察发现
,

D A IP 标记

的 M S C 来源细胞通过通道穿出支架
,

参与支架外

壁形成血 管结 构
.

(扣 it z

等 2lL {把 s m l 含 有胶原
、

M at ir ge l 和凝胶的液体与经过盐析技术和溶剂蒸发

技术处理的 P 4
H B 支架材料放置 于滚筒搅拌器

,

使

其易于细胞粘附
,

3 0 m in 后
,

将表面覆 盖有利于细

胞粘附的液体的 P 4 H B 放入滚筒搅拌器的玻璃管道

中
,

加人 1
.

2 5 火 1护 个 / m l
,

的绵羊血管平滑肌细胞

过夜
,

连续 4 d 种植
.

一组放入模拟血管搏动
,

血液

流动环境的生物反应器中培养
,

并逐渐增加压 力 ;

另外一组在静态条件下培养
.

两周后
,

经组织学 检

查
、

生化分析及荧光显微镜
、

电子显微镜观察证 明

在生物反应器中培养的血管替代物具有连续的分层

的组织 形 态
,

且是 完 全疏 水 的
,

其细 胞 外基 质
、

D N A 和蛋 白质含量 比静态培养的一组显著增加
.

由

此可见
,

细胞与材料 的动态共培养对于组织工程血

管能否成为有功能的血管替代物是至关重要 的
.

目

前
,

微环境对血管形成 的影响的了解十分有限
,

动

态共培养条件仍有待进一步完善
.

4 问题及展望

一个完美的血管替代物应该具有抗感 染能力
,

良好的生 物相容 性
、

稳定性
、

密 闭性 和抗血 栓能

力
,

具有愈合及产生血管的多孔性
,

具有适 当的机

械性能
,

具有一定 的血管生理功能
,

包括对神经和

化学物质刺激的收缩舒张功能
,

以及能够短时间廉

价生产出不同种类和足够数量的产品以满足商业需

求
.

可见
,

找到完美 的血管替代物并不容易
,

我们

对血管替代物的研究也还远远不够
.

目前
,

血管组

织工程的研究和应用仍处于实验探索阶段
,

还有许

许 多多的问题需要解决
:

如何提高支架材料的性质

使其易于种子细胞的粘附和增殖 ; 如何短期 内获得

大量干细胞 ; 如何进行快速扩增的细胞形态
、

功能

的检测以及观察细胞生长与应力 的关系等
.

此外干

细胞定向诱导分化技术
,

体外模拟 人体内环境 的生

物反应器仿生条件 的选择 以及细胞 与支架材料相互

作用 的深层次研究
,

建立完善的组织工程血管的人

体检测技术 和评 价标准等 等都需 要多学 科共 同努

力
,

深人研究
,

最终才能应用于临床
,

造福人类
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