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去内皮、冻干辐照后异体小血管的组织结构、

物理性能及抗原性变化

向东洲，赵渝，王学虎，杨冰

（重庆医科大学附属第一医院 血管外科，重庆 ４０００１６）

　　摘要：目的　研究去内皮、冻干辐照后同种异体小血管的组织结构、物理性能及抗原性的变化，
旨在了解处理后的异体血管是否适用于血管移植。方法　将血管随机分为 Ａ，Ｂ两组；Ａ组为对照组，

Ｂ组为去内皮冻干辐照处理组。光镜下观察每组血管的组织结构，电镜下观察血管去内皮化情况，测

出血管张力在达到 １５，３０，４５，６０，９０，１２０Ｎ及 １８０Ｎ时的扩张直径、伸展长度及血管在横向和纵向被

拉断时所能承受的最大拉力，并计算出血管在该张力下的横向和纵向变化率；采用免疫组化 ＳＰ法检测

处理前后主要组织相容性复合体（ＭＨＣ）－Ⅱ类抗原的表达水平。结果　处理组血管组织结构保持良

好，两组血管在不同张力下的横向及纵向变化率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。处理组血管在横向

上被拉断时所能承受的最大张力和在纵向上被拉断时所能承受的最大张力显著大于对照组（Ｐ＜０．０１

及 Ｐ＜０．０５）。处理组 ＭＨＣⅡ类抗原水平明显低于对照组（Ｐ＜０．０１）。结论　经去内皮、冻干辐照

处理后异体小血管组织结构未发生改变，且在正常生理范围内保留一定的血管物理性能；ＭＨＣⅡ类抗

原水平下降明显。提示，经处理的血管基本符合血管移植的要求，是小口径同种异体血管移植的理想
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ３２２．１　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　血管重建术是血管外科临床的主要治疗手

段，其中小血管（直径 ＜３～４ｍｍ）移植的远期通

畅率低下一直是一世界性难题。影响远期通畅率

的主要因素是移植后再狭窄，主要表现在内膜增

生和血管重塑，这与血管的物理性能和免疫排斥

反应密切相关。本实验旨在研究去内皮、冻干辐

照后异体小血管的组织结构、物理性能及抗原性

的变化，以期为小口径异体血管移植的临床应用

提供较理想的血管。

１　材料与方法

１．１　动物及材料

１．１．１　实验动物　选用重庆地区健康成年毕格

犬 １２只，雌雄各半，体重 １０～１５ｋｇ，由重庆医科

大学实验动物中心提供。

１．１．２　实验材料及药品　Ⅰ型胶原酶购自美国

ｓｉｇｍａ公司；肝素钠注射液购自苏州新宝制药有限

公司；鼠抗犬 ＭＨＣⅡ类抗体购自 ＡｂＤＳｅｒｏｔｅｃ公

司；免疫组织化学检测试剂盒（抗小鼠）购自晶美

生物工程有限公司；磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。

１．１．３　实验仪器　ＣＳ５０１型电热恒温水浴箱购

自重庆实验设备厂；－８０℃超低温冰箱购自 Ｓａｎｙｏ

Ｕｌｔｒａ．Ｌａｗ．公司；冷冻干燥机购自上海医用分析仪

器厂；直线加速器购自美国，Ｖａｒｉａｎ２３００Ｃ／Ｄ；扫描

电子显微镜购自美国，Ｈｉｔａｃｈｉ公司 Ｓ３０００Ｎ型；

光学显微镜购自日本，Ｎｉｋｏｎ公司 ＥＣＬＩＰＳＥＥ２００

型；ＢＬ４１０生物功能实验系统购自成都泰盟科

技有限公司；张力换能器购自北京新航兴业科贸

有限公司；ＶＩＤＡＳ图象处理系统购自德国 Ｋｏｎｔｒｏｎ

公司；血管拉伸夹具为自制工具。

１．２　实验方法

１．２．１　实验分组 （１）血管处理组　血管取自毕

格犬的颈静脉，长约 １５ｃｍ，管径约 ０．５ｃｍ，用

３７℃肝素生理盐水冲净管腔内血液 ３遍，然后注

入 ０．１％Ⅰ型胶原酶 ２．０～２．５ｍＬ至血管充盈，

两端 用 血 管 夹 夹 闭，置 入 ３７℃ 水 浴 中 消 化

３０ｍｉｎ；反复 ３次，完全消化掉内皮细胞。然后将

去内皮的异体血管置入 －７０℃速冻 ２４ｈ，－７０℃

５μＨｇ冷冻干燥 ６ｈ，６０Ｃｏ２００ｃＧｙ辐照 ３０ｓ。（２）

对照组：以新鲜颈静脉为对照组。

１．２．２　观察指标指及方法

１．２．２．１　组织结构观察　Ａ，Ｂ两组各截取颈静

脉 １ｃｍ，福尔马林溶液固定，石蜡包埋，切片，ＨＥ

染色，光镜观察管壁结构。同时两组各截取颈静

脉 ０．５ｃｍ，２．５％戊二醛固定后行扫描电镜观察。

１．２．２．２　物理性能测试 　 Ａ，Ｂ两组各截取

０．５ｃｍ长的 １２段颈静脉，其中 Ａ组血管置于３７℃

生理盐水中 ３０ｍｉｎ。将两组各 １２条血管夹在自

制的血管拉伸夹具内，并在 ＢＬ４１０生物功能实验

系统上作垂直牵拉。张力换能器可感受张力。用

游标卡尺测量血管在张力达到 １５，３０，４５，６０，

２５５
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９０，１２０Ｎ及 １８０Ｎ时的扩张直径、伸展长度及血
管在横向和纵向被拉断时所能承受的最大拉力。

计算 δＤ＝△Ｄ／Ｄ０ ＝（ＤＤ０）／Ｄ０；δＬ＝△Ｌ／Ｌ０ ＝
（ＬＬ０）／Ｌ０。式中 δＤ为血管在达到某一张力时
的横向变化率，△Ｄ为血管扩张后增加的直径，Ｄ０
为血管原始直径，Ｄ为血管达到某一张力时的直
径；δＬ为血管在达到某一张力时的纵向变化率，

△Ｌ为血管伸展后增加的长度，Ｌ０为血管原始长
度，Ｌ为血管达到某一张力时的长度。
１．２．２．３　免疫水平测试　两组各截取 １ｃｍ长
的一段颈静脉，冷冻切片，厚 ５μｍ，冷丙酮固定
１０ｍｉｎ，３％Ｈ２Ｏ２甲醇液中浸泡 １０ｍｉｎ，正常山羊
血清室温孵育 １０ｍｉｎ，鼠抗犬 ＭＨＣⅡ类抗原的单
克隆抗体普通冰箱过夜；用相应免疫组化检测试

剂盒染色，制备 ＤＡＢ显色液显色。以上每步骤间
均以 ＰＢＳ缓冲液冲洗 ３×２ｍｉｎ；常规脱水，透明，
中性树胶封片。用 ＶＩＤＡＳ图象处理系统处理，半
定量分析处理前后的 ＭＨＣⅡ类抗原水平。
１．３　统计学处理

所有数据采用 ＳＰＳＳ１１．５软件包进行统计分
析。数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示。采用两
独立样本均数比较的 ｔ检验。检验水准 ＝０．０５。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　组织结构的变化
在光镜下可见对照组弹力膜上覆盖血管内皮

细胞，血管纤维结构清晰；扫描电镜下可见丰富

的血 管 内皮细胞，呈椭 圆 形，排 列 较 整 齐 （图

１）。处理组血管内皮细胞消失，血管纤维结构
保持良好，细胞外基质成分成网状；扫描电镜发

现处理组血管腔面裸露平滑肌细胞，未见血管内

皮细胞（图 ２）。
２．２　血管物理性能测试

（１）Ａ，Ｂ两组的血管横向及纵向变化在 ０～
１８０Ｎ的张力下差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）
（表 １－２）。（２）但血管在拉断时承受的最大张
力处理组明显大于对照组（Ｐ＜０．０５～０．０１）
（表３）。

表１　两组血管在不同张力下的横向变化率（ｘ±ｓ）

张力（Ｎ） 对照组 处理组 Ｐ值

１５ ０．１４５４±０．０８５１ ０．１３８３±０．００８７ ０．７７９

３０ ０．２１２６±０．１１６６ ０．２００１±０．０２０５ ０．７２１

４５ ０．２６６２±０．１２６７ ０．２４４９±０．０３００ ０．５８０

６０ ０．３２２３±０．１２１２ ０．３０７４±０．０２８１ ０．６８６

９０ ０．３５６６±０．１１５７ ０．３５１６±０．０１９９ ０．８８５

１２０ ０．４２５５±０．１１０２ ０．４０８６±０．０２６２ ０．６１６

１８０ ０．５１４６±０．１３１３ ０．５０５２±０．０２２８ ０．８１１

表２　两组血管在不同张力下的纵向变化率（ｘ±ｓ）

张力（Ｎ） 对照组 处理组 Ｐ值

１５ ０．１０５６±０．０６５３ ０．１０１９±０．０１２２ ０．８４７

３０ ０．１８１１±０．１１１２ ０．１６１２±０．０１８２ ０．５４６

４５ ０．２７３６±０．１４２９ ０．２４５６±０．０４６４ ０．５２６

６０ ０．３８６９±０．１１０１ ０．３３５８±０．０６０８ ０．１７４

９０ ０．４７６０±０．１２７９ ０．４０６５±０．０７９１ ０．１２４

１２０ ０．５５０４±０．１０７９ ０．４８３１±０．１１７４ ０．１５８

１８０ ０．６１０６±０．１００２ ０．５４２９±０．０８７８ ０．０９２

表３　两组血管被拉断时所能承受的最大张力（ｘ±ｓ）

组别 横向 纵向

对照组 １９４．３３３３±６．７５９９ １９９．３３３３±５．５８１３

处理组 ２０６．７５００±８．２１４４ ２０３．８３３３±４．７６４１

Ｐ ＜０．０１ ＜０．０５

２．３　血管免疫原性的变化
对照组血管免疫组化细胞染色显示血管结构

清晰，棕黄色主要表达在内弹力膜及其血管内皮

细胞，整体组织均呈淡黄色（图 ３）。而经处理组
阳性表达量明显减少（图 ４）。处理组的 ＭＨＣⅡ
类抗原水平下降明显，与对照组相比差异有显著

性（Ｐ＜０．０１）（表 ４）

表４　两组血管ＭＨＣⅡ类抗原水平（ｘ±ｓ）

组别 ＭＨＣⅡ

对照组 ０．２９６３±０．０１０４

处理组 ０．２０５６±０．００９０

Ｐ ＜０．０１

３５５
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图１　对照组组织结构　Ａ：光镜所见（ＨＥ×４００）；Ｂ：扫描电镜所见（ＳＥＭ×４００）

图２　处理组组织结构　Ａ：光镜所见（ＨＥ×４００）；Ｂ：扫描电镜所见（ＳＥＭ×４００）

图３　新鲜血管免疫组化细胞染色（ＳＰ×２００） 图４　处理后血管免疫组化细胞染色（ＳＰ×２００）

３　讨　论

随着器官和组织移植技术的发展，血管移植

已成为一个重要的研究课题。同种异体血管移

植是中小口径（内径 ＜６ｍｍ）血管移植中较理想
的血管代用品。异体血管移植必须具备三个条

件：消除抗原性；保持血管结构和物理性能；增强

组织相容性。

研究表明，血管的物理特性在血管移植后保

持远期高通畅率中发挥重要作用；物理性能较差

的异体血管植入具有正常物理性能的宿主血管

时，将引起血流动力学的变化。表现在：连接处

由于不同的管壁弹性造成不同的压力波传播率，

引起波的反射并形成涡流，容易导致血液凝结和

细胞内壁增殖［１－２］；由于移植血管和宿主血管的

直径膨胀率不同，在吻合处将会有过多的应力产

生，导致吻合处产生缝合线的疲劳、宿主血管产

生剪切力，并产生纤维组织。为得到良好的压力

传递而不产生反射效应，移植后的血管必须与宿

主血管有相同的管道。因此，物理性能的匹配是

异体血管生物动力学性能中的一个重要部分。

本研究表明，随着血管受到的张力的变化，经过

去内皮、冻干辐照处理后血管的横向和纵向变化

逐渐增大；在正常生理范围内，处理组血管的物

４５５
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理特性和正常血管之间无明显差异，可以推测经

处理后的血管不会因为物理特性的关系而影响

血流，也就不会因为物理特性的变化而引起血管

移植后狭窄。因此，就血管物理特性而言，处理

组的血管适合作为一种血管移植替代物。

在提高异体血管移植远期通畅率中，不仅要

保持异体血管和宿主血管物理性能的一致，同时

还要降低异体血管的抗原性。血管内皮细胞层

是由菲薄的扁平形细胞汇合而成的，它覆盖在所

有血管的内表面，是与血液之间的理想界面，是

供、受者细胞间最早接触的部位，也是最早被受

者免疫系统所识别的供体细胞。血管的抗原性

主要存在于内皮细胞中赖氨酸、羟赖氨酸、组氨

酸等残基［３］。首先被受体的免疫系统所接触，表

达 ＡＢＯ血型抗原、ＭＨＣ抗原、淋巴细胞相关抗原
（ＣＤ抗原）、血管内皮细胞抗原系统（ＶＥＣＡｇ），
使内皮细胞成为异体血管移植免疫重要的免疫

原和靶抗原。同时血管内皮细胞通过抗原提呈、

表型变化、细胞因子的合成参与免疫反应，使其

成为首先接触受体的血液，并成为排斥反应的主

要靶细胞；免疫反应可造成内膜增生、中膜坏死

和外膜浸润；排斥反应可使血管出现血栓，最终

失去功能［４－５］。为了降低异体血管的抗原性，学

者们曾采用许多不同的方法，如用乙醇、甲醛、甘

油浸泡，戊二醛、多聚环氧化合物交联，冷冻干

燥，低温等处理，但移植后的远期通畅率很低。

冻干处理可使部分 ＭＨＣ抗原决定簇被封闭，从而
降低异体血管的抗原性。辐照能较好地保存血

管结构，灭菌并能阻止病毒的传播［６］，并可通过

改变蛋白的空间构象减少血管 ＭＨＣＩ，ＩＩ类抗原的
表达，有效地降低血管的抗原性。Ｃａｔｔｒａｌ等［７］通

过小鼠异基因移植表明，冷冻处理的移植物，因

在冻融过程中使部分 ＭＨＣ抗原决定簇封闭而减
少抗原的表达。运用冻干技术可使移植血管 ＭＨ
ＣＩ类和 ＩＩ类抗原表达减少 ７０％。Ｒａｍａｎ等［８］对

兔耳缘 －股静脉异体移植的研究表明，通过辐射
处理可改变移植物抗原的蛋白质空间构象，从而

减少抗原的表达。单纯辐射处理可使移植血管

ＭＨＣＩ类抗原表达减少 ３０％，ＩＩ类抗原表达减少
３５％［９］。张 培 华 等［１０］报 道，将 异 体 血 管 置 于

－７０℃低温速冻 ２４ｈ，－７０℃ ５μＨｇ冷冻干燥
６ｈ，封装；６０Ｃｏ２．５×１０４Ｇｙ辐照处理后（有报道，
此剂量辐照的异体血管移植后成活率最高），观

察到免疫排斥反应可降低 ８５％ ～９５％。Ｖｅｓｅｌｙ
等［１１］在其研究中表明，经冻干加辐射处理的血管

异体移植后 ６个月行组织化学观察，其结构未发
生明显变化，抗原性微弱，宿主免疫反应轻，管壁

弹力纤维和胶原纤维数目正常，仅有轻微外膜炎

性反应，与自体血管移植相似。Ｇａｌｕｍｂｅｃｋ等［１２］在

动物实验中发现，用物理方法去除内膜的同种异

体血管近期通畅率较未去除内膜的异体血管明

显增高。本研究发现，通过对血管进行去内皮处

理后，内皮层的抗原性完全消失，然后经过冻干

辐照处理，血管的抗原性大大降低，与处理前相

比差异具有显著性。

本实验证实，去内皮、冻干辐照处理后异体小

血管在保持血管组织结构的情况下，血管的物理

特性与新鲜血管无明显差别，且在正常生理范围

内能保留一定的血管物理性能，抗原性大大降

低，基本符合血管移植的要求，是同种异体小血

管移植的理想材料。
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