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３Ｄ打印聚己内酯多级管道支架促进梗死后

心肌修复

黄世兴　雷东　杨骐　陈闻一　游正伟　叶晓峰

　　【摘要】　目的：探讨聚己内酯（ＰＣＬ）多级管道支架对ＳＤ大鼠梗死后心肌修复的作

用及潜在机制。　方法：通过３Ｄ打印技术，制备ＰＣＬ多级管道支架，选取体质量为

２００～２５０ｇ的ＳＤ大鼠２４只，随机分为３组，分别为假手术组（Ｓｈａｍ组）、急性心肌梗死

组（ＭＩ组）以及治疗组（ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组）。采用Ｍａｓｓｏｎ染色，评价术后２８ｄ各组ＳＤ大

鼠纤维化程度及心梗面积大小；通过免疫荧光染色，评价术后２８ｄ各组心肌梗死交界区

和支架内部血管再生情况。　结果：３Ｄ打印成功制备ＰＣＬ多级管道支架；Ｍａｓｓｏｎ染色

表明，术后２８ｄＭＩ组心肌梗死范围和瘢痕面积明显大于 ＭＩ＋ｓｃａｆｔｏｌｄ组［（６４．６３±

７．７２）％ 对 （４２．０１±８．６８）％，犘＜０．０１；（１３．８５±１．９８）ｍｍ２对 （９．８２±１．４７）ｍｍ２，犘＜

０．０１］；免疫荧光染色表明，术后２８ｄＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组心肌梗死交界区域心肌再血管化程

度明显高于ＭＩ组［（１５±３．１３）个／ＨＰＦ对 （５．２９±０．９１）个／ＨＰＦ，犘＜０．０１］，ＭＩ＋

ｓｃａｆｆｏｌｄ组补片内部血管化程度高于心肌梗死交界区［（１７．７±２．７１）个／ＨＰＦ对 （１５±

３．１３）个／ＨＰＦ，犘＜０．０５］。　结论：３Ｄ打印ＰＣＬ多级管道支架通过缩小ＳＤ大鼠心肌

梗死范围及瘢痕区域，促进心肌再血管化来修复心肌。
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　　研究表明，心肌补片移植于心肌梗死部位可以

为心肌梗死区域提供良好的力学支持，改善心肌梗

死后心脏左室重构，减少心肌凋亡，进而改善心功

能［１３］。大多数相关研究集中在心肌补片良好的力

学性质上，而忽略其在促血管化方面的作用，而心

肌再血管化对梗死后处于缺血的心肌细胞功能的

恢复非常关键［４］。近年来，３Ｄ打印技术在心肌补片

支架领域应用广泛，可精准设计特定的结构促进移

植区域的血管化，故心肌补片在促血管化方面有很

好的应用前景［５６］。本研究中，我们通过３Ｄ打印技

术，以蔗糖和聚已内酯（ＰＣＬ）为材料，制备多级管道

支架，移植于ＳＤ大鼠心肌梗死区域，探讨其对ＳＤ

大鼠心肌梗死后再血管化作用及其潜在机制。

１　材料与方法

１．１　实验动物

健康雄性ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ大鼠２４只，体质量

为２００～２５０ｇ，由上海交通大学医学院实验动物科

学部提供，动物生产许可证号为ＳＣＸＫ（沪）２０１８

０００６，使用许可证号为：ＳＹＸＫ（沪）２０１３００５０，将动

物饲养在１２ｈ光照、黑暗交替，恒湿恒温环境下。

１．２　主要试剂和仪器

ＣＤ３１抗体（１∶１００，美国Ａｂｃａｍ）；αＳＭＡ抗体

（１∶２００，美国 Ａｂｃａｍ ）；ＤＡＰＩ（美国 Ｖｅｃｔｏｒ）；Ａｌｅｘａ

Ｆｌｕｏｒ５９４荧光二抗（１∶１０００，美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；

ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８荧光二抗（１∶２００，美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；小动物人工呼吸机（ＤＷ３０００Ａ／Ｂ，北京众实

迪创科技发展有限责任公司）；共聚焦激光扫描显微镜

（ＬＳＭ７１０，德国 Ｚｅｉｓｓ）；ＰＣＬ（８００００ｇ／ｍｏｌ，美国

Ｓｉｇｍａ）；六氟异丙醇（ＨＦＩＰ，上海达瑞精细化工）；食用

蔗糖（市售）；ＣＤ３１抗体（１∶１００，美国Ａｂｃａｍ）；αＳＭＡ

抗体（１∶２００，美国Ａｂｃａｍ）；ＤＡＰＩ（美国Ｖｅｃｔｏｒ）；Ａｌｅｘａ

Ｆｌｕｏｒ５９４荧光二抗（１∶１０００，美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；

ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８荧光二抗（１∶２００，美国 Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；扫描电子显微镜（ＳＥＭ，ＪＳＭ５６００ＬＶ，日本

ＪＥＯＬ）；力学试验机（Ｅｘｃｅｅｄ４０，美国ＭＴＳ）小动物人工

呼吸机（ＤＷ３０００Ａ／Ｂ，北京众实迪创科技发展有限责

任公司）；共聚焦激光扫描显微镜（ＬＳＭ７１０，德国

Ｚｅｉｓｓ）。

１．３　３Ｄ打印ＰＣＬ多级管道支架

以市售蔗糖作为原料，在熔融沉积成型（ＦＤＭ）

打印机中加热１ｈ，焦糖化处理后作为打印墨水；并

进一步通过３Ｄ打印制备焦糖化模板，打印温度为

１３５℃。将４％的ＰＣＬ／ＨＦＩＰ溶液，通过溶剂浇铸

法在模板表面形成涂层，然后通过牺牲模板法将焦

糖化模板去除，经过冷冻干燥后获得ＰＣＬ多级管道

支架。将含有ＰＣＬ涂层的蔗糖支架放置在载玻片

上，在载玻片上滴加适量蒸馏水，使支架的一侧与

蒸馏水接触，用显微镜观察并视频记录蔗糖溶解的

过程。通过ＳＥＭ和力学试验机表征ＰＣＬ多级管道

支架的结构和力学参数。将ＰＣＬ支架浸渍红色染

料溶液，观察染液在管道中分布情况。

１．４　急性心肌梗死模型构建及支架体内移植

２％戊巴比妥（３０ｍｇ／ｋｇ）对ＳＤ大鼠进行腹腔

麻醉后，将大鼠固定于手术台，行气管插管，小动物

呼吸机维持其呼吸。胸部去毛并消毒铺巾，于左侧

第４～５肋间隙打开胸腔，打开心包，暴露ＳＤ大鼠

心脏，６０聚丙烯缝线于左心耳前下部约３～４ｍｍ

处缝合，结扎左冠状动脉前降支（ＬＡＤ），结扎后可

观察到心尖部及前壁心肌组织出现苍白色，前壁收

缩运动减弱。关闭胸腔并缝合皮肤，将ＳＤ大鼠送

回动物房饲养。Ｓｈａｍ组ＳＤ大鼠仅开胸，不结扎

ＬＡＤ。术后２ｄ行超声检查确定基线，筛选出射血

分数为４０％～４５％的ＳＤ大鼠１６只，随机分成

２组，分别为 ＭＩ组（狀＝８）和 ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组（狀＝

８）。ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组进行二次开胸，用６０聚丙烯

缝线将补片缝合于心脏表面，补片覆盖梗死区域，

Ｓｈａｍ组和ＭＩ组仅二次开胸，关闭胸腔，缝合后将

ＳＤ大鼠送回动物房饲养。

１．５　石蜡包埋及Ｍａｓｓｏｎ染色

术后２８ｄ取材ＳＤ大鼠心肌组织，浸于４％多聚
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甲醛固定２４ｈ。将固定好的心肌组织置入不同浓度

的酒精中脱水（７５％４ｈ、８５％２ｈ、９０％２ｈ、９５％

１ｈ、１００％１ｈ），将脱水的心肌组织石蜡包埋，于石蜡

切片机上连续切片，每层５μｍ，摊片，６０℃烘烤后室

温保存备用。将切片先用 Ｗｅｉｇｅｒｔ氏铁苏木素染

５ｍｉｎ，自来水洗后，以１％的盐酸酒精分化数秒，流

水冲洗数分钟后返蓝。以丽春红酸性品红液染５～

１０ｍｉｎ后，蒸馏水快速漂洗，最后磷钼酸水溶液处理

３～５ｍｉｎ，苯胺蓝液复染５ｍｉｎ。将染好的切片置于

１％冰醋酸处理１ｍｉｎ，脱水封片，显微镜镜检观察。

１．６　免疫荧光染色

将组织切片置于盛满柠檬酸抗原修复液的高

压锅内进行抗原修复。冷却后用ＰＢＳ清洗甩干，加

入自发荧光淬灭剂５ｍｉｎ，流水冲洗１０ｍｉｎ。在切

片上滴加一抗（ＣＤ３１抗体＋αＳＭＡ抗体），切片平

放于湿盒内４℃孵育过夜；玻片置于ＰＢＳ中洗涤

３次，每次５ｍｉｎ，稍甩干后滴加与一抗相应种属的

二抗覆盖组织，避光室温孵育５０ｍｉｎ；玻片置于

ＰＢＳ中洗涤３次，每次５ｍｉｎ，稍甩干后滴加ＤＡＰＩ

染液，避光室温孵育１０ｍｉｎ，封片后于共聚焦激光

扫描显微镜下观察并采集图片，每个区域取３个视

野，取平均值。

１．７　统计学分析

计量数据采用均数±标准差表示，采用ＳＰＳＳ

２４．０软件进行统计分析，两组间比较采用独立样本

狋检验，３组间比较采用单因素方差分析（Ｏｎｅｗａｙ

ＡＮＯＶＡ），犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　３Ｄ打印ＰＣＬ多级管道支架

３Ｄ打印机需要设定的主要参数有打印温度和

打印速率，参数的设定关系到模板打印能否成功和

成品支架的形态。图１Ａ显示焦糖墨水可以在高温

下被顺利挤出形成纤维，并在３Ｄ打印机的控制下

进行排列，温度降低后焦糖墨水很快凝固，所打印

的形状能很好保持。如图１Ｂ所示，３Ｄ打印的蔗糖

模板具有精细的三维结构，为直径４００～６００μｍ的

焦糖丝连续均匀地堆积而成，层与层之间晶丝交叉

粘接形成整体。

图１Ｃ展示了管道内部相互连通，提供管道之

间的物质运输通道，这种多级管道结构模拟了血管

在组织中的运输功能。采用４％ＰＣＬ浇筑法能够制

得厚度适中、均匀完整的三维支架（见图１Ｄ）。支架

管路排列整齐，分布均匀，纵横交错。图１Ｅ～１Ｇ显

示，由于蒸馏水滴加于支架一侧，支架的溶解从接

触蒸馏水一侧开始，并逐渐向另一侧发展。随着溶

解时间的增长，蒸馏水与蔗糖之间的固液界面不断

向支架内部推移。可以观察到蔗糖已溶解的部分

呈白色管状支架，而蔗糖未溶解的支架部分呈浅黄

色，蔗糖支架内的气泡也随着溶解向外部迁移。上

层支架内蔗糖溶解的同时，下层支架内的蔗糖也在

溶解，当所有蔗糖全部溶解时，支架所形成的孔道

结构与原有的模板形态结构完全一致。

图１　犘犆犔多层管道支架制作过程及结构特点（标尺为５００μ犿）

２．２　ＰＣＬ多级管道支架缩小ＳＤ大鼠梗死面积及

瘢痕面积

术后２８ｄ收集各组ＳＤ大鼠心脏组织，进行

Ｍａｓｓｏｎ染色，每组８个样本。３组切面 Ｍａｓｓｏｎ染

色整体及局部代表图见图２。Ｓｈａｍ组心肌组织无

明显的纤维化；ＭＩ组术后２８ｄ梗死区域纤维化明

显，梗死范围比例为（６４．６３±７．７２）％，瘢痕面积为

（１３．８５±１．９８）ｍｍ２；ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组梗死区域纤维
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化较ＭＩ组少，梗死范围为（４２．０１±８．６８）％，瘢痕

面积为（９．８２±１．４７）ｍｍ２，与 ＭＩ组相比均存在明

显差异（犘＜０．０１）。

２．３　ＰＣＬ多级管道支架促进心肌再血管化

图３中Ａ和Ｂ分别表示ＭＩ组和ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ

组心肌梗死交界区血管再生情况，绿色荧光代表

αＳＭＡ，标记平滑肌细胞，红色荧光代表ＣＤ３１，标

记血管内皮细胞，蓝色荧光代表ＤＡＰＩ，标记细胞

核。对比两者结果发现，ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组梗死交界

区新生血管密度为（１５±３．１３）个／ＨＰＦ，而ＭＩ组梗

死交界区新生血管密度为（５．２９±０．９１）个／ＨＰＦ，

两组差异有统计学意义（犘＜０．０１），说明ＰＣＬ多级

管道支架对梗死交界区具有较强的促血管化的能

力。图３表示 ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组支架内血管再生情

况。ＰＣＬ多级管道支架内部的新生血管密度为

（１７．７±２．７１）个／ＨＰＦ，与另两组相比差异有统计

学意义（犘＜０．０５），说明ＰＣＬ多级管道支架具有良

好的生物相容性，并具有促血管再生的能力。
图２　术后２８犱心肌组织犕犪狊狊狅狀染色

注：Ａ为ＭＩ组梗死交界区；Ｂ为ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组梗死交界区；Ｃ为ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组支架内部

图３　术后２８犱梗死交界区及支架内部血管再生情况（×２００）

３　讨论

我们通过３Ｄ打印技术，成功制备ＰＣＬ多级管

道支架，并移植于ＳＤ大鼠梗死心肌表面，发现其可

缩小心肌梗死范围和瘢痕区域，并促进交界区域的

再血管化，从而修复梗死后的心肌。

目前，心肌补片支架因其在力学性能上的优越

性，在梗死后心肌修复方面取得了较好的成果［７］。

然而，大多研究主要关注补片支架的力学性能，在

其生物相容性和促血管化方面仍然面临很大的挑

战［８］。３Ｄ打印技术能准确设计和调控支架结构，在

心肌补片支架方面应用广泛。

本研究采用３Ｄ打印构筑三维结构仿生血管网

络。受限于现有设备的精度和材料流动加工过程

中的变形性，３Ｄ打印技术尚无法直接打印薄壁血管

网络结构，因此采取间接倒模的方式来制备血管网

络支架。利用间接倒模法制备三维支架已经取得

一定的成果，但仍然面临一定的挑战，包括材料的

选择、三维支架结构的稳定性、生物相容性及可降

解性［９１０］。我们选择食用级的蔗糖作为原料，利用

熔融层积成型技术打印支架的模板。模板的形态

结构可以通过３Ｄ打印实现宏观和微观层面上个性

化的定制。焦糖化的蔗糖具有诸多优点：良好的生

物相容性、原料的易得性、适宜的熔点、熔融状态下

良好的流动性和降温时快速的固化成型性。采用

液浇铸和模板浸出法，将生物材料制备成三维连通

的管状网络支架，并通过调控相分离在支架管道壁

上形成均匀分布的微纳米级的开放孔，模拟天然血

管壁的通透性，保证氧气和营养物质能够通过管

壁，使仿生血管网具备类似血管壁的物质交换功

能。该巧妙的多级管道结构有利于血管的生长。

心脏发生心肌梗死后，随着病情的进展，心脏

左室发生不良的左室重构，即心脏左室扩大，胶原

纤维沉积，瘢痕形成，最终导致心力衰竭，故逆转不

良的左室重构对于梗死后心肌修复至关重要［１１］。
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本研究中我们发现，ＰＣＬ多级管道支架移植于ＳＤ

大鼠梗死心肌表面２８ｄ后，ＭＩ＋ｓｃａｆｆｏｌｄ组梗死范

围和瘢痕区域明显小于ＭＩ组，说明ＰＣＬ多级管道

支架在一定程度上能促进心肌修复。心肌再血管

化在心肌修复中起重要作用，早期再血管化有助于

梗死交界区处于缺血的心肌获得足够的血供，防止

其因长期的缺血而导致凋亡［１２］。本研究中，ＰＣＬ多

级管道支架中长入大量的新生血管，同时梗死交界

区也有大量的新生血管，为处于缺血的心肌细胞提

供了良好的血供，减少梗死交界区心肌细胞的凋

亡，故最终可缩小梗死范围和瘢痕面积，这与组织

学结果相符。

我们通过３Ｄ打印技术成功制备ＰＣＬ多级管道

支架，经动物实验证实可促进梗死心肌再血管化，

缩小梗死范围和梗死面积，达到修复心肌的作用。
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