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摘   要：脱细胞基质 (decellularized extracellular matrix, dECM) 旨在去除引起免疫排斥的细胞，

保留原组织结构和成分。由于其具有与原组织器官相似的结构和成分，在组织工程和生物医学的

应用上受到广泛关注，已成为一种很有前景的生物医学材料。通过适当的脱细胞方法，dECM 很

容易能够从组织器官中获得。文中总结了脱细胞的方法及最新研究进展，同时对脱细胞后支架灭

菌、交联和保存的方式进行综述，概括了不同组织器官获得的脱细胞支架的最新应用及进展。最

后对脱细胞支架目前面临的问题和挑战进行分析，并展望了未来的发展趋势。 
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Abstract: Decellularized extracellular matrix (dECM) is designed to remove cells that cause immune 

rejection and retain the original tissue structure and composition. Since its structure and composition are 
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similar to the original tissues and organs, it has attracted extensive attention in tissue engineering and 

biomedicine applications, and has become a promising tissue engineering material. dECM can be easily 

obtained from tissues and organs by appropriate decellularization methods. Here, we summarized the 

commonly used decellularization methods and reviewed the sterilization, cross-linking and storage 

methods of decellularized scaffold. In addition, we summarized the latest applications and developments 

of dECMs obtained from different tissues/organs in tissue engineering and biomedicine. Finally, we 

discussed the present challenges of dECM biomaterials and prospected future perspectives. With the 

development of tissue engineering and regenerative medicine technology, dECM biomaterials are 

expected to become a gold scaffold in the field of biomedicine and will receive wide applications. 

Keywords: decellularization; tissue engineering; regenerative medicine; biomedicine 

 
 

随着组织工程和生物医学技术的进步，很

多研究已经开发了改善人类健康的新疗法，但

是组织器官供体和体外模型短缺等问题限制了

该领域技术的发展和进步[1-4]。脱细胞支架由于

具有提供天然生化环境的能力、可获得性以及

在宿主组织中没有免疫原性，有望解决组织器

官供体和体外模型短缺的问题，成为组织工程

和生物医学领域研究的热点 [5]。脱细胞基质

(decellularized extracellular matrix, dECM) 主要

是通过物理、化学和生物等方法从动物或人的

组织器官中去除引起免疫排斥反应的细胞和部

分抗原成分而制备的。2008 年，Ott 等成功通

过血管灌注洗脱剂制备了大鼠全心脏脱细胞支

架，为全器官脱细胞技术打开了大门[6]。2010 年

Nakayama 等[7]成功制备了恒河猴脱细胞肾脏支

架，之后陆续有研究制备了肝脏和肺等器官的

脱细胞支架[8-9]。2013 年 Orlando 等首次利用废

弃肾脏制备了人类脱细胞肾脏支架，为人源器

官脱细胞奠定基础[10]。 

脱细胞支架在科学研究和临床应用上具有

很多优势。首先，脱细胞从组织中去除了细胞

核、细胞和抗原成分，降低了在体内植入时导

致免疫排斥的能力。其次，脱细胞后组织器官

原有的 ECM 结构、活性成分和一些非抗原成分

如多糖、胶原蛋白、糖蛋白和纤维连接蛋白等

得到保留，许多天然的细胞结合位点被保存在

支架中，有助于再生过程中细胞的粘附、增殖

和分化[11-14]。目前脱细胞支架已经广泛应用于

全器官工程中器官再生、生物打印[15-19]、组织

修复和重建[20-23]、疾病模型和药物筛选[24-26]以

及细胞培养[27]等方面，为解决供体和体外模型

的短缺提供了新方法。 

脱细胞支架是进一步研究再生医学和组织

工程的合适平台。基于此，本文总结了脱细胞

支架的制备过程，包括支架的脱细胞方法、交

联方法、灭菌方法和保存方法。同时对目前脱

细胞支架在组织工程和生物医学中的应用进行

综述，讨论了脱细胞的制备及应用所面临的问

题及挑战，为脱细胞支架更恰当地应用于组织

工程和生物医学领域提供参考，旨在实现脱细

胞支架在更广泛范围内的应用。 

1  脱细胞支架的制备和表征 

1.1  脱细胞支架的制备方法 
dECM 的来源可以分为两类：组织器官来

源的 dECM 和培养细胞形成的 dECM。通常整

个器官脱细胞包括从器官中去除所有的细胞物

质，只留下细胞外基质结构。来源于器官组织
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的 dECM 具有理想组织支架的特征：复杂的成

分、血管网络、大量生物活性成分和独特的组

织特异性结构，这些对于复杂器官比如肾脏等

尤为重要。目前常用的脱细胞方法包括物理方

法、化学方法和生物方法等 (表 1)。 

1.1.1  物理方法 

物理方法包括冻融循环、超临界 CO2、压

力梯度、超声、振荡、电击等。这些方法通过

对细胞膜产生物理破坏，引起细胞的裂解，并

促进细胞碎片的运输[28-32]。近年来有很多研究

尝试使用物理手段辅助脱细胞并证明了其可行

性。Luo 等通过冻融方法对鼠肾脱细胞可以实

现血管网络及 ECM 成分的保留，但是脱细胞后

支架内仍有细胞存在[33]。Cesur 等首次通过超临

界 CO2结合化学洗脱剂 triton X-100优化了绵羊

心脏的脱细胞过程，获得了一个机械强度与天

然 ECM 相似的脱细胞心脏组织，同时也证明了

超临界 CO2 单独作用不能有效地去除细胞[34]。

Charoensombut 等尝试通过静水压力对老鼠子

宫进行脱细胞，与新鲜组织相比脱细胞后组织

的 DNA 含量降低 90%，胶原和蛋白多糖含量

无显著变化，利用开发的灌注生物反应器他们

首次成功地再细胞化子宫组织的所有层[35]。虽

然物理方法可以引起细胞死亡，但是单独使用

物理方法不能实现细胞完全脱除，需要与其他

技术结合以促进细胞碎片清除[36-38]。 

1.1.2  化学方法 

化学脱细胞方法包括：使用洗脱剂、低渗

或高渗溶液、酸和碱、有机溶剂等进行脱细胞。

常用的洗脱剂包括离子型洗脱剂 SDS 和非离子

型洗脱剂 triton X-100。Orlando 等通过灌注 SDS

获得了猪肾脏脱细胞支架证明了 SDS 的脱细胞

效果，CHAPS 作为一种洗脱剂可以用于角膜的

脱细胞，因此单一的洗脱剂可以实现组织器官

的脱细胞[39-40]。除了单一的洗脱剂外，有研究

使用多种洗脱剂来达到脱细胞的效果。Peloso 的

结果显示 1% triton X-100+1% SDS 能较好地实

现鼠肾脱细胞，且移植 7 d 后支架形态完整[41]。

Kajbafzadeh 等比较了两种脱细胞方法 (1% SDS

和 1% triton X-100+0.5% SDS) 对血管完整性

和体内移植效果的影响，发现 1% triton X-100+ 

0.5% SDS 处理的羊肾支架血管结构能够完整

保留[42]。这些结果表明，与单一的洗脱剂相比，

多种洗脱剂共同作用可以更好地实现器官脱细

胞，为了达到更好的脱细胞效果可以考虑多种

洗脱剂共同作用。 

高渗和低渗溶液也可以用于脱细胞，通过诱

导导致细胞膨胀、收缩和溶解的渗透压休克实现

脱细胞，但也需要和化学试剂一起使用[43-46]。

Tondreau 等通过去离子水对血管进行脱细胞，

发现低渗溶液获得的脱细胞支架 ECM 结构和

力学特性得到较好的维持 [47]。Pérez 等使用    

1 mol/L NaCl 盐溶液的渗透作用促使细胞溶解

开发了皮肤的脱细胞方案，与天然皮肤相比，

脱细胞真皮基质的生物力学特性得以维持，胶

原和糖胺聚糖数量保持不变，为患者提供了  

一种可行的治疗选择[48]。除了高渗和低渗溶液

外，酸和碱在组织器官的脱细胞中也得到了应

用。Tao 等利用酸和碱优化了肌腱脱细胞方法，

从同种 ECM 中成功制备了抗粘连膜即肌腱脱细

胞基质膜 (decellularized tendon matrix, DTM)。

结果显示，DTM 能促进细胞增殖，皮下埋植    

12 周后 DTM 完全降解，没有明显的炎症反应[49]。

Eivazkhani 等比较了 NaOH 和 SDS 处理后的卵

巢脱细胞效果，组织学和定量结果显示 NaOH

比 SDS 更适合卵巢组织的脱细胞且再细胞后更

有利于卵泡重建[50]。此外有机溶剂特别是醇和

丙酮是肝脏和脂肪等组织常用的脱脂剂，能够

有效地去除脂类和其他非极性化合物，并通过

引起脱水和细胞溶解促进细胞去除[51]。目前使
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用化学洗脱剂可以达到较好的脱细胞效果，但

同时也存在洗脱剂毒性的问题，需要较长时间

洗脱以去除其在组织器官内的残留，减小洗脱

剂造成的毒性。 

1.1.3  生物方法 

生物方法主要使用酶类如胰酶、核酸酶、

裂解酶、胶原酶等进行脱细胞，可以更有针对

性地去除某些成分[52-55]。胰蛋白酶用于从组织

内的基质连接中切割细胞[13]，Naasani 等使用胰

酶进行人羊膜脱细胞，结果显示脱细胞作用并

不影响其Ⅰ型和Ⅲ型胶原的含量，且脱细胞人

羊膜具有作为与间充质干细胞相关的生物支架

的潜力。Feng 等采用 DNase 制备了鼠肾脱细胞

支架，组织学鉴定发现 ECM 的关键成分和血管

网络得到保留。但是单独的酶作用并不能达到

完全脱细胞，细胞脱除仍然存在问题且脱细胞

使用的时间长，此外酶方法还会对支架的微观结

构造成不良影响[56]。Uhl 等通过人肺的脉管系统

和气道以恒定的流量依次灌注 triton X-100、脱

氧胆酸钠、DNase 和过乙酸获得了脱细胞肺支

架，结果显示肺脱细胞会导致特异性糖胺聚糖

或侧链的丢失或功能障碍，显著影响基质相关

生长因子结合，这也证实了糖胺聚糖在脱细胞

支架中的重要性[57]。因此酶方法还需要与化学

和物理方法结合以确保细胞失活和去除同时保

留支架成分。 

1.1.4  组合方法 

目前单一方法仍不能较好地实现细胞脱除

和 ECM 保留，为了达到好的脱细胞效果可以考

虑几种脱细胞方法相结合。很多研究都采用物

理、化学和生物方法相结合的方式进行脱细  

胞[58-59]。比如，通过化学和物理脱细胞方法诱

导坏死，细胞内成分释放到周围环境中[60]。这

一过程导致细胞碎片泄漏到周围的 ECM 中，因

此必须采取更有效的清洗步骤来清除碎片[61]。

Duarte 等提出将 scCO2 作为辅助猪小梁骨组织

脱细胞的替代方法，并首次与三 (正丁基) 磷

酸盐 (TnBP) 相结合，脱细胞后ECM支架 DNA

含量至少下降了 90%，证明了物理与化学方法

的结合促进了支架内细胞的脱除[62]。Yüksel 等

采用高渗介质、紫外暴露、–80 ℃冷冻、SDS 水

洗等方法对大鼠羊膜进行脱细胞处理，获得了最

佳的羊膜脱细胞工艺。结果显示，制备的脱细

胞羊膜支架可支持细胞存活和粘附，并可以形

成具有理想处理性能的柔性生物材料[63]。因此

多种脱细胞方法的结合可以更好地实现脱细胞

效果，这也是近年来脱细胞研究的热点问题。 

虽然已经有很多研究报道了不同的脱细胞

方法 (表 1)，但是目前对于不同组织和器官，

还没有统一的脱细胞技术和验证方法，需要进

一步实验以确定最佳灌注参数和工艺；对脱细

胞支架灌注率和持续时间的研究较少，洗脱剂

浓度和器官内部产生的压力都可能对 ECM 的

保存产生影响；血管结构中细胞碎片的堵塞问

题还未解决；总之最关键的是提供较完整的脱

细胞支架，支持细胞-细胞相互作用，使细胞可

以粘附、增殖和分化，并能适应复杂器官的结

构要求。 

1.2  脱细胞支架的表征方法 

为了确定不同方法处理后的支架脱细胞效

果，需要对支架进行表征，从而确定支架内

ECM 成分的保留和核物质的残留，尽量减少移

植后宿主的免疫排斥反应。Feng 等通过 CT 和

X 光观察脱细胞后支架的血管网络，证明了此

方法的可行性，实现了宏观角度上对支架结构

完整性的评估；他们还对脱细胞后的支架进行

定性组织切片、免疫组织化学染色以及定量评

估 DNA 含量，以确定脱细胞后支架内核物质残 
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表 1  脱细胞支架的制备方法 
Table 1  Methods for preparation of decellularized scaffold 

Decellularization 

methods 

Tissues/ 

organs 

Perfusion 

method 

Advantages Disadvantages Decellularization protocol References

Physical Mice 

brain 

Freeze-thaw Easy to 

operate 

Having difficulty in 

cell removal of some 

thicker tissues 

Soaked in liquid nitrogen for 10 min and 

thawed at room temperature, freeze- 

thawing process was done 3 times. Then, 

soaked in a 10 mL solution of 1% SDS, 

and agitated for 24 h 

[38] 

Porcine 

aorta 

Supercritical 

CO2 

Remove cells 

to a certain 

extent 

effectively  

Cannot completely 

remove cells alone 

scCO2 treatment, immersed and agitated 

for 1 h in a solution containing 0.2% 

(W/V) EDTA and 0.01 mol/L pH 8.0 Tris 

buffer, then decellularized for 48 h under 

mild agitation in 0.1% SDS,  

0.01 mol/L Tris buffer, 0.2 mg/mL DNase 

and 0.02 mg/mL RNase 

[64] 

Porcine 

aortic  

roots 

Pressure 

gradient 

Relatively low 

immune 

responses 

 0.1  mol/L NaOH, 2 h, and detergents (1% 

SDS, 1% triton X-100, 1% Na-deoxycholate,

and 0.2% EDTA in 0.05 mol/L Tris, pH 

7.5) for 16 d, incubation in 720 mU/mL 

DNase and 720 mU/mL Rnase in  

5 mmol/L MgCl2 in 1×DPBS for 4 d 

[65] 

Meniscal 

tissue 

Ultrasound Reduce the  

use of 

chemical 

detergent 

Having certain 

influence on ECM 

structure and 

mechanical 

properties 

20 kHz of ultrasonic irradiation in 

circulated 0.3% sodium chloride 

constituent of 2% SDS solution 

[66] 

Chemical Rat 

kidney 

Ionic Effectively 

remove 

cellular 

components 

Reducing the 

biocompatibility and 

increasing the rate 

of negative immune 

response because of 

residual reagents 

1% SDS in PBS at a flow rate of  

0.4 mL/min 

[67] 

Goat 

liver 

sections 

Non-ionic Poor elution 

of cells 

2% triton X-100, 0.05 mmol/L EDTA and 

0.025% ammonium hydroxide for 72 h at 

4 °C 

[68] 

Porcine 

kidneys 

Acid and 

alkali 

Efficient 

removal of 

cells with less 

residual 

cells 

Reducing some 

growth factors in 

tissue and organ and

decreasing the 

bioactivity of ECM 

in most instances 

0.1 mol/L NaOH, 1% peracetic acid [69] 

Combinational Rat 

kidneys  

Chemical+ 

biological 

Minimizing 

the damage to 

the mechanical 

properties of 

the ECM; 

Having a 

better effect of 

removing cells 

compared with 

simple methods

The better 

combination to meet 

the specific 

requirements of 

different tissues or 

organs was not 

confirmed  

Nonionic (triton X-100) and ionic (SDS) 

detergents; 5 mmol/L calcium chloride 

and 5 mmol/L magnesium sulfate;  

0.002 5% DNase and 1 mol/L sodium 

chloride and deionized water 

[70] 

 Human 

pancreata 

1% triton X-100 with 0.1% NH4OH 

dissolved in PBS, the flux rate was 24, 35, 

40, 50 or 120 mL/min, respectively. Then 

1 L of 0.002% DNase solution was 

perfused for 8 h at 37 °C 

[71] 
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留和 ECM 的保留情况[56]。由于脱细胞后支架

的力学特性会影响再细胞过程，在微观尺度上

评估支架的力学行为有助于理解细胞与支架在

机械传导方面的相互作用，因此 Marin-Tapia 等

利用原子力显微镜在微尺度上评估了脱细胞过

程对角膜 ECM 杨氏模量的影响，证明了降低

SDS 浓度可以减少对组织器官力学性能的不利

影响，同时原子力显微镜是分析脱细胞过程对

ECM 微观力学影响的有用工具[40]。此外，脱细

胞后支架内可能有洗脱剂残留，这也会导致移

植后免疫排斥反应的发生。为了评估脱细胞后

支架的生物相容性，可以通过细胞毒性试验确

定生物材料中有没有可溶性毒素的存在。Tao

等在脱细胞肌腱 (DTM) 上接种了小鼠结缔组

织成纤维细胞，通过细胞毒性试验、肌腱源细

胞与 DTM 共培养和溶血试验对 DTM 的生物相

容性进行评估，结果表明 DTM 无毒且能促进细

胞增殖，具有良好的细胞相容性，不引起溶血

反应。术后 6 周 DTM 及炎症细胞完全消失，肌

腱周围无粘连，组织排列有序[49]。 

2  脱细胞支架的交联方法 

脱细胞后支架的力学特性对结构完整性和

再细胞化后的细胞功能调节至关重要[72]。但是

脱细胞后残留的组织比原始组织更软，通常不

符合医学应用的要求，特别是用于临床组织和

器官的移植。通过交联可以提高支架的力学特

性，目前使用的交联方法有物理交联、化学交

联和天然交联等方法[73]。 

2.1  物理交联 
物理交联法主要有光氧化交联法和热脱氢

法。Lü 等利用亚甲基蓝介导的光氧化交联肿瘤

脱细胞支架，首次报道了光氧化交联对肿瘤脱

细胞支架结构、物理和生物学特性的影响[74]。

但是光氧化法不容易控制交联条件，更常用于

肿瘤组织脱细胞，实现疾病建模的目的。Jang

等描述了利用维生素 B2 诱导光交联提高 dECM

生物墨水机械性能的方法，证明了 UVA 照射可

以调节其力学性能，制造出与目标组织硬度相

似的生物结构[75]。但是单独的紫外光处理通常

会导致支架变性，同时由于光波不能通过厚组

织，所以只适用于薄壁的移植物。 

2.2  化学交联 
化学交联法可以通过交联剂  (环氧化合

物、碳二亚胺、戊二醛、六亚甲基二胺氨基甲

酸酯等) 达到交联的目的，但是大部分化学交

联剂都存在毒性问题。Wang 等通过戊二醛对脱

细胞猪肝进行交联，结果发现戊二醛的加入容

易导致脱细胞猪肝的免疫原性。因此在通过化

学方法进行组织交联提高力学性能的同时，也

可能会在体内产生严重的免疫排斥反应和钙化

等结果[76]。Gao 等使用不同浓度的碳二亚胺和

戊二醛探索了脱细胞半月板支架的交联条件以

提高支架的力学性能。降解实验和细胞毒性实

验结果表明 EDAC 是一种较好的交联试剂。同

时由于胶原纤维和组织块间的连接融合，交联

过程有效地增强了支架的抗降解性能和力学性

能。虽然交联方法可以显著提高抗压和抗拉性

能，但支架的力学性能仍然低于完好的半月   

板[77]。因此大多数物理和化学交联方法都在一

定程度上对生物材料产生不利影响，还需要继

续探索更好的交联方法。 

2.3  生物交联 

与物理和化学方法相比，生物交联剂是理

想的交联剂，它可以使脱细胞支架交联材料具

有更好的力学性能、抗酶能力、抗钙化能力和

最小的毒性，能协同促进组织再生。单宁酸、

原花青素和北二氢愈疮酸都是最常用的天然交

联剂。Zhai 等研究了原花青素对猪心脏瓣膜基

质的交联作用，发现原花青素能有效地交联猪
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心脏瓣膜且无毒性，体外酶解结果显示交联基

质具有较强的抗酶解能力。此外原花青素交联

瓣膜基质的抗拉强度高于戊二醛交联的瓣膜基

质，这也证明了与化学交联相比时生物交联法的

优越性[78]。Wang 等通过天然来源的京尼平交联

提高脱细胞后猪肝的力学性质，发现天然来源的

京尼平可以降低全肝脱细胞支架移植物的免疫

原性[76]。再次证明了生物交联剂不仅可以解决

化学交联剂的毒性问题，还降低了由交联剂导致

的免疫反应，是提高支架力学性质的较优选择。 

2.4  其他方式 
此外，有研究采用物理交联与化学交联相

结合的方式来克服脱细胞后的生物力学强度损

失和胶原纤维暴露问题。Schneider 等通过核黄

素介导的 UV (RUV) 交联方法对移植物的胶原

ECM 进行均匀交联，结果表明 RUV 交联是改

善 dECM 导管接枝特性的一种较好的工具[79]。

这在一定程度上说明了组合交联方式是提高力

学特性的另一种选择。 

3  脱细胞支架的灭菌方法 

理想的脱细胞支架灭菌或消毒既能有效去

除微生物又能保证灭菌后的材料无毒，有利于

支架成功再细胞。灭菌往往影响生物材料的理

化性质和生物活性，因此杀菌方法的选择非常

重要[80-82]。目前常用的灭菌方法有照射、环氧

乙烷 (EO) 和过氧化物 (包括过氧乙酸、过氧

化氢和过氧化氢低温等离子体)。还可以采用酒

精、紫外线、超临界 CO2 和抗生素等[83-84]。目

前 ScCO2 灭菌的机制还不完全清楚，酸化可能

是主要原因[85]。Yaldiz 等采用 ScCO2、UV 照射

和 EO 对脱细胞绵羊脑皮层切片进行无菌处理，

探讨了灭菌方法对脱细胞脑组织机械稳定性和

ECM 成分的影响，证明了不同原理的灭菌方法

的灭菌效果不同；他们认为 6%乙醇与 ScCO2 对

ECM 蛋白的保存效果较好，但是组织形态测定结

果显示 ECM 的细胞核含量没有显著变化 [86]。

Moradi 等采用 4 种灭菌方法对脱细胞兔肾片进

行灭菌，结果发现兔肾片在 pH 值为 7.2–7.4 的

0.5% PAA 溶液中浸泡 2 h 能被有效地灭菌，并

保持组织的力学性能和基质主要成分；兔肾片

在抗生素混合物 (由青霉素 G、两性霉素 B 和

庆大霉素组成) 中孵育 30 min，也能实现有效

的灭菌并保持组织机械性能，但是在肾片上种植

兔脂肪间充质干细胞时未见有细胞粘附；肾片浸

泡于无菌 PBS 中并在 320–480 nm 紫外照射 2 h

不能实现有效灭菌；5 kGy 伽马辐照 3–5 min 后，

肾片的机械强度降低，组织结构发生变化[87]。

Poornejad 等获得了 4 种常用的猪脱细胞全肾灭

菌方法的最佳条件，发现辐照后胶原蛋白的含

量下降了 50%以上，样品孔隙率增大，在 1mol/L 

NaCl 中加入过氧乙酸的样品最接近正常组织[88]。

由于生物材料涉及的细胞实验、动物实验和临

床应用等都需要灭菌过程，其理化性质和生物

活性会受到影响，脱细胞生物材料在灭菌过程

中如何保留活性成分和组织结构等问题仍然是

限制其应用的主要问题。此外，考虑到 dECM

材料的组成、结构、体积和要实现的功能不同，

灭菌的方法也不同，因此需要根据具体组织器

官的特性以及需求选择合适的灭菌手段[89]。  

4  脱细胞支架的保存方法 

目前常用的脱细胞支架保存方式为低温保

存和冷冻干燥。不同保存方式各有其优缺点，

可以根据需求确定使用的保存方式，从而减少

支架因保存造成的损伤。 

4.1  低温保存 
脱细胞组织器官具有再生的潜力，但供体

移植物和受者之间缺乏有效的匹配性，因此需

要开发合适的方法对脱细胞支架进行保存[90]。
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为了满足临床器官移植的需要，已经使用多种

保存方法延长器官的保质期，从而实现器官随

用随取，为未来器官库的构建提供基础。研究

显示传统的低温保存和玻璃化保存可以实现脱

细胞支架的长期保存[91]。传统的低温保存可能

会形成冰破坏 ECM，而玻璃化冷冻保存可以避

免冷却和复温过程中冰的结晶，是很好的组织

器官保存方法，已经广泛用于活细胞和组织的

长期保存[92]。Narine 等评估了低温保存猪主动

脉瓣膜基质的可行性，发现低温保存没有显著

改变猪主动脉瓣膜基质的生物化学特性，但是

低温保存会对其结构和力学特性有显著的负面

影响[93]。Theodoridis 等比较了低温保存前后脱

细胞猪肺瓣膜的生物力学特性、结构和生物化

学特性，认为脱细胞后再低温保存支架比低温

保存后再脱细胞效果好[94]。低温保存过程中还

可以通过添加保护剂减少降温过程中冰晶的产

生来提高支架的保存效果。Brockbank 等认为

VS83 保存的心脏瓣膜可以在−80 ℃附近的温度

下储存和运输，并保留了细胞外基质的完整性和

材料特性[95]。Feng 等通过添加高浓度低温保护

剂 VS83 实现了对脱细胞肾脏支架的低温保存，

CT 结果显示低温处理后的支架血管网络得到

较好的保存，组织结构能够保留，证明了低温

保存肾脏脱细胞支架的可行性[56] (图 1)。因此

低温保存对组织器官的影响是有限的，低温保

存后的脱细胞组织器官结构得到保存且具有再

生潜力，脱细胞后的组织器官可以通过低温保

存延长货架期，从而更好地实现其临床应用。 

4.2  冷冻干燥 

冷冻干燥可以作为保存组织器官的另一种

方式，与低温保存相比，冷冻干燥保存具有储

存和运输方便的优势且有助于节约成本，同时

冷冻干燥可以降低由低温保护剂导致的毒性问

题。Goecke 等以海藻糖为冻干保护剂评估了冻 

 
 

图 1  脱细胞支架低温保存后 CT 扫描及三维重

构图[56] 
Figure 1  CT scan (A–D) and 3D reconstruction 
(E–H) images of the decellularized scaffold after 
cryopreservation[56]. (A, E) Control. (B, F) Without 
the addition of cryoprotectants. (C, G) With the 
addition of 10% DMSO+6% HES. (D, H) With the 
addition of VS83.  
 

干脱细胞心脏瓣膜在幼年绵羊体内的性能，证

实了冷冻干燥不会改变脱细胞移植物在体内的

早期血流动力学性能和再聚集潜力且早期功能

良好[96]。Sun 等首次报道了使用海藻糖和 DMSO

冷冻干燥保存 3D 组织工程皮肤移植物的方法，

评估了其对小鼠皮肤缺损的修复作用。体内实

验表明，冻干的组织工程皮肤在保存 4 周后能

有效促进皮肤缺损愈合[97]。 

5  脱细胞支架的应用 

目前脱细胞支架已经实现了其生物医学应

用 (图 2)，主要用于解决两方面的问题：一是

有助于解决移植供体短缺的问题，二是为体外

模型的建立提供新平台[5]。 

5.1  脱细胞支架有助于解决移植供体短缺

的问题 
脱细胞支架的使用可以避免临床移植过程

中的免疫排斥问题，且保留了与原器官组织相 
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图 2  脱细胞支架在生物医学中的应用 
Figure 2  Biomedical applications of decellularized scaffold. 
 
似的结构和成分，目前已经用于全器官工程中

以解决移植供体短缺的问题，比如将患者的细

胞植入脱细胞组织 (再细胞化) 用于移植，但

仍处于临床前阶段[14]。另一种方式是通过基于

脱细胞组织的产品，比如水凝胶 3D 打印再造

器官或组织有望实现再生目的，缓解供体短缺

的问题[15-19]。此外将脱细胞组织植入体内可以

促进损伤后再生和创面愈合[20-23]。 

5.1.1  再生和移植  

对于终末期器官疾病来说，器官移植是目

前有效的治疗方法，但是由于供体的短缺导致

很多患者在等待器官中死亡。组织工程和再生

医学的出现为器官短缺提供了新的解决办法。

脱细胞后的支架具有原组织器官的结构和成

分，以及特定的活性因子，能够为细胞黏附、

增殖和分化提供特有的微环境，因此可以通过

将种子细胞接种到支架内实现组织的再生, 从

而解决器官和组织供体不足的难题。Alexanian

等尝试通过脱细胞支架实现心脏的再生，他们

将诱导的心脏祖细胞重新填充至脱细胞小鼠心

脏支架并分化成心脏组织，结果发现诱导的心

脏祖细胞能够分化成包含心肌细胞、平滑肌和

内皮细胞的组织结构[98]。Ott 等将上皮细胞和内

皮细胞植入脱细胞肺支架中，在模拟肺发育生

理环境的生物反应器中灌注细胞种子构建物以

建立器官功能，结果显示肺构建物产生的气体

交换与分离的原生肺相当，移植后可以实现长

达 6 h 的体内气体交换[99]。他们的结果证明再

生肺实现了短暂的功能恢复，在猪模型上用人

类细胞工程和原位移植生物人工肺在技术上是

可行的，但需要进一步优化移植物再生和成熟

以达到其功能更好的恢复。  

对于脱细胞支架来说，组织器官的血管化

是目前难以解决的问题。由于脱细胞过程导致

内皮层的破坏，血液再灌注时与 ECM 胶原的接

触会导致血栓等并发症的产生，最终产生器官

衰竭，因此再细胞过程需要解决血管化问题。

Agarwal 等在获得了脱细胞羊肝后在支架上种

植了 HepG2 细胞，增强了支架中成熟和功能性

肝细胞标志物的表达，证明了支架具有促进血
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管生成的作用[68]。为了达到更好的血管化效果，

Caires-Júnio 等探究了使用 HepG2 条件培养基

预包被来改善肝支架再细胞化的可能性，证实

了 HepG2-CM 预包覆可显著改善肝细胞再细胞

化，揭示了肝脏 ECM 与条件培养基组分关联的

积极作用[100]。此外，为了解决胰岛供体短缺和

血管供应不足限制移植后胰岛存活的效率和寿

命的问题，Citro 等将胰岛细胞接种至肺脱细胞

支架内开发了生物制造功能性、血管化胰岛器

官的新方法。经过 7 d 的培养，胰岛在解剖学

和功能上与周围的生物工程血管系统融合，产

生了一个功能性的可灌注内分泌器官[101]。血管

化方案的成功是实现组织器官再生的关键，因

此增强脱细胞支架血管化至关重要。可以通过

CD31 抗体偶联改善用于全肾工程的肾脱细胞

支架的血管化，利用 REDV 细胞结合域可改善

脱细胞肝支架的再内皮化，此外肝素-明胶混合

物也可提高生物工程肝脏的血管重建效率和肝

功能[102-104]。 

器官的再生可以解决供体短缺的问题，但

是目前支架再细胞所使用的最佳种子细胞类型

还未确定，细胞在支架上的粘附性和分化效率

都很低，尤其对于组成结构复杂的器官，其再

生不能通过一种种子细胞实现，因此研究者们

开始灌注多种细胞促进支架的再生，比如肾脏

可以通过动脉和输尿管进行灌注细胞，肺还可

以通过气道灌注细胞。再生后的器官在移植过

程及移植后也可能存在移植后的感染、免疫反

应、组织坏死、细胞增殖抑制甚至细胞毒性的

问题。此外，血管化的方法还需要优化以提高

再细胞的成功率，目前还缺少评价血管化效率

的规范以实现标准化和保证质量。整个实体器

官血管化还可以研究已经用于诱导纳米、金属

支架和薄组织 (如心脏瓣膜和血管) 内皮化的

方法，包括岩藻聚糖、层粘连蛋白、透明质酸、

硫酸软骨素、Ⅰ型胶原和血管内皮生长因子。 

5.1.2  3D 打印 

3D 打印能够控制组织的内部形状和微观

结构，即使用磨碎的脱细胞支架粉末制造水凝

胶，将水凝胶进行 3D 打印以创建支撑细胞生

长和分化的结构 (图 3)。3D 生物打印能够开发

用于研究疾病和药物筛选的体外模型，以及生

成组织和器官用于未来的移植。脱细胞基质水

凝胶作为 3D 打印生物墨水具有巨大的潜力，

比传统生物墨水更好地支持细胞分化和存活。

Lee 等提出了一种利用骨组织中甲基丙烯酸

(Ma)-dECM 获得具有生物活性海藻酸盐基生物

墨水的新方法，证明了适当的处理和 Ma-dECM

浓度为 3D 细胞负载结构的制造提供了合理的

打印条件，而且为打印的细胞负载结构提供了

细胞活力[105]。研究显示 3D 打印有助于组织器

官的重建和功能恢复。Mao 等发现脱细胞肝脏

可以提高 GelMA 生物墨水的打印性和细胞活

力，采用该生物墨水制造了一种具有内齿轮状

结构的新型肝组织，该组织具有更大的体表面

积，以促进肝脏功能的恢复[106]。另一项研究显

示，患者特异性耳软骨结构的 3D 生物打印可

以帮助创伤性损伤或先天性畸形耳软骨的重

建。Visscher 等对猪耳软骨组织进行脱细胞获

得 dECM 后使用甲基丙烯酸基化 (cdECMMA)

加工成可光交联的水凝胶，并与软骨细胞混合

形成可打印的生物墨水。研究显示，打印出来

的 cdECMMA 水凝胶结构中的耳软骨细胞维持

了活力和增殖能力，证明了利用软骨特异性

dECMMA 生物墨水进行细胞生物打印是耳软

骨重建的一种选择[107]。此外，人骨髓间充质干

细胞的微阵列分析通过不同的 dECM 生物墨水

打印，揭示了组织特异性成分变化在细胞水平

上对 MSC 多能性的影响，为 dECM 生物墨水

的组织特异性功能提供了有力的证据[108]。目前 
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图 3  脱细胞支架在 3D 打印中的应用 
Figure 3  Application of decellularized scaffold in 3D printing. (A) Composite hydrogels are synthesized 
using a parallel process. dECM (top) is produced by first isolating and mincing left ventricular myocardium 
from freshly-harvested porcine hearts. Minced tissue is decellularized using a combination of detergents 
before being lyophilized. Graphene oxide (GO, bottom) is produced by reducing GO with NaBH4 for 1 h 
before filtration and resuspension in dH2O. The two components are combined with HCl and pepsin to form a 
pre-gel solution that can then be formed into hydrogels by incubation at 37 °C[109]. (B) Directed differential 
behaviors of multipotent adult stem cells from decellularized tissue/organ extracellular matrix bioinks[108].  
(C) Decellularized scaffold bioinks and their application in skin tissue engineering[110]. (D) Preparation of 
dECM from porcine bone and its methacrylated form (Ma-dECM)[105]. 

 
3D 打印还不能实现较大结构组织器官的打印，

且打印过程中容易导致细胞活力下降甚至凋

亡。但是在不久的将来，3D 打印将促进基于支

架或无支架的组织和器官结构、微型组织和芯

片上的器官模型系统的应用，以大规模地生成

功能性人体器官如心脏、肾脏、皮肤和肝脏。 

5.1.3  组织工程修复与重建 

脱细胞生物材料已广泛应用于组织重建和

修复，并取得了巨大的成功。研究显示，胎儿

组织中普遍存在的 ECM 分子如纤维连接蛋白、

透明质酸和胶原，对创伤愈合相关细胞行为具

有调控作用，能够在空间和时间上触发组织再

生。通常细胞与 ECM 相互作用的方式决定了受

伤组织的愈合反应。脱细胞的人胎盘结缔组织

基质 (connective tissue matrix, CTM) 含有对细

胞粘附重要的关键细胞外蛋白，Brigido 等认为

CTM 能实现伤口更快和完全愈合，支持内皮细

胞迁移，促进内皮细胞附着，最终促进内皮管

形成[111]。CTM 作为一种支架，可以替代受损

组织中异常的 ECM，使内源性细胞加速愈合和

再生。Milan 等用脱细胞真皮基质和人脐带血管

周围细胞加速糖尿病大鼠模型创面愈合，证实

了脱细胞真皮支架是输送人脐带血管周围细胞

和将细胞移植到伤口部位的合适平台，该方法

也显示了人脐带血管周围细胞在促进血管生

成、再上皮化和肉芽组织方面的潜在优势[112]。

此外，壳聚糖、脱细胞肠基质、间充质干细胞

和生长因子对大鼠烧伤创面具有修复作用[113]。

Dhasmana 等也通过在不同浓度丝素蛋白中修

饰脱细胞山羊皮肤支架，制备了丝素蛋白修饰
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的杂交脱细胞山羊皮肤支架，以促进创面愈合

过程，其效果优于未修饰的脱细胞支架，表明

了丝素蛋白与脱细胞支架的协同作用有助于创

面的愈合[114]。但是目前脱细胞生物材料在组织

再生修复方面还存在一些问题，比如移植初期

的免疫排斥和组织再生过程中的降解平衡等。 

5.2  脱细胞支架为体外模型的建立提供新

平台 
除了用于解决器官供体短缺的问题外，近

年来科学家们也积极推动脱细胞生物材料的其

他应用，比如构建细胞、药物和其他治疗药物

的生物相容性传递系统。很多类型的生物材料

支架有望用于体外模型的研究，天然脱细胞支

架因其独特的优势，可以用于开发相关的 2D

或 3D 体外模型来培养细胞，研究健康或病变

组织，同时为药物的筛选提供良好平台。 

5.2.1  细胞培养 

脱细胞支架具有良好的生物相容性和力学

性能、无毒，能为细胞提供特殊的生理条件以

产生所需的细胞反应，因此可以用于某些细胞

的培养。Brancato 等将癌细胞 (胰腺、乳腺和

黑色素瘤细胞) 接种至脱细胞绵羊皮肤，发现

脱细胞皮肤支架维持了原组织结构，为细胞提

供了一个仿生环境以支持不同癌细胞的粘附和

生长，同时可以根据组织和病理/生理状态调节

细胞的增殖、迁移和分化行为，因此未来它将

成为由生物材料制成的传统多孔支架的低成本

竞争者[115]。Ganjibakhsh 等利用人脱细胞羊膜

(decellularized amnion membrane, DAM) 支架

建立了人诱导多能干细胞 (induced pluripotent 

stem cell, iPSC) 生成雄性生殖细胞的 3D 细胞

培养模型，并将 iPSC 通过常规 2D 培养和

3D-DAM 支架培养研究雄性生殖细胞的分化效

率。结果显示，在雄性生殖细胞分化过程中，

细胞在 2D 和 3D 条件下都有聚集形成菌落样结

构的趋势，但 3D 条件下 VASA、DAZL、PLZF、

STELLA 和 NANOS3 标记显著表达，单倍体雄

性生殖细胞产生效率更高[116]。此外细胞源性脱

细胞支架可以支持间充质干细胞的生长和分

化，研究显示干细胞 dECM 在维持干细胞多能

性和诱导特定谱系方面具有巨大潜力。脱细胞支

架为细胞的培养和生长提供了新的方式和平台，

有助于研究细胞-细胞、细胞-ECM 间的相互作

用，但该技术最关键的是提供一个保存良好的脱

细胞支架，证明了脱细胞成功的重要性，目前细

胞种植到支架后的存活率也是有待解决的问题。 

5.2.2  疾病模型与药物筛选 

近年来器官疾病的病理受到人们的广泛关

注，生物制药市场的扩大导致疾病和药物治疗

及毒性模型短缺。目前疾病和药物治疗及毒性

模型都是将从病人身上获得的细胞在体外 2D

培养，缺少 3D 培养所具有的组织结构和体内

相互作用。由于脱细胞支架能够维持组织 3D

结构和血管网络的完整性，可以保持病理或纤

维化状态，因此人们尝试使用其建立疾病模型

以模拟人类疾病的病理和研究药物毒理。 

对于肾脏疾病来说，肾纤维化是慢性肾功

能衰竭的常见病理过程，为了确定脱细胞后的

支架是否维持病理状态，Zhang 等对纤维化肾

脏脱细胞以评估其是否有潜力成为探究组织纤

维化细胞机制的模型或成为组织工程的供体，

结果表明脱细胞纤维化肾支架模型可以用于研

究纤维化形成机制，且具有成为工程供体和正

常支架的潜力[117]。工程肾脏支架可以通过个性

化药物促进药物开发，还可能在药物毒理学方

面发挥作用[118]。经动脉化疗栓塞 (transarterial 

chemoembolization, TACE) 是不能切除的中期

肝癌患者的首选治疗方法，但目前开发的 TACE

栓塞剂缺乏能准确反映器官和血管系统复杂特

征的体外模型。Gao 等通过对大鼠肝脏器官进
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行脱细胞处理，保留肝脏特异性血管，并将整

个肝脏在 550 nm 处的透光率提高至 23%，建立

了离体肝脏模型来评估 TACE 栓塞剂 [119]。

Hussein 等制备了可降解的无异种抗原大鼠肝

支架，再细胞化后可以保留其天然组织结构和

功能使其能够用于药物筛选[120]。 

此外，在脱细胞支架上接种癌细胞可以建

立模拟癌细胞与周围 ECM 相互作用的肿瘤模

型。当前用于研究结直肠癌的 3D 培养模型缺

乏可能影响细胞行为和癌症进展的组织 ECM

提供的结构支持和信号蛋白，因此需要在与生

理学更相关的基质背景下研究癌细胞的能力，

了解 ECM 如何影响癌症的进展。Alabi 等开发

了由完整野生型和结肠癌易感脱细胞小鼠结肠

提供的体外 3D 系统，以支持人类癌细胞的生

长。证实了在肿瘤微环境中大量表达的蛋白可

能参与了结直肠癌的进展[121]。基质刚度与肿瘤

细胞行为的调控有关，为了探究 dECM 刚度对

人乳腺癌细胞活力和凋亡的影响，Lv 等制备了

不同刚度的 3D dECM 支架以模拟人乳腺肿瘤

组织的微环境，在接种了 MDA-MB-231 细胞

10 d 后评估了细胞的存活和凋亡，并探讨了基

质刚度对人类乳腺癌细胞耐药的影响。证明了

刚度合适的多功能 3D 肿瘤模型可以作为生物

工程肿瘤支架研究其在肿瘤进展中的作用，对

临床前的药物筛选有一定的指导作用[122]。目前

脱细胞支架在体外建模中仍未被充分利用，未

来脱细胞支架将成为理解疾病和细胞功能机制

基础的有用工具，越来越多的研究者会使用脱

细胞支架来模拟健康和疾病，以增强对各种病

理和创伤条件的理解，开发新的组织微环境靶

向治疗策略。 

6  总结与展望 

dECM 是一个复杂而独特的支架，包括结

构蛋白和糖胺聚糖，这些对其传导内在的物理

和化学信号至关重要，从而影响细胞行为、组

织再生、血管重建和调节稳态。脱细胞支架生

物材料的巨大发展，证明了其在临床前和临床

应用中的诸多优势和潜力，但是目前脱细胞支

架的研究和应用还存在很多问题和挑战。随着

组织工程和再生医学的发展以及新兴技术的兴

起，脱细胞及再生的方法将进一步优化，具有

更好的生物相容性和功能重建的脱细胞支架材

料将逐步出现。在解决了这些问题和挑战后，

脱细胞支架将能实现其在组织工程和生物医学

领域的应用，在临床和预临床上发挥更大的价

值，因此脱细胞支架材料在各个领域的应用前

景是广阔的。 
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