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摘要 动脉粥样硬化的非随机分布与局部的血流动力环境有关#而内皮细胞增殖引起的内皮层失稳与动脉粥

样硬化早期发生过程有关(本文比较了不同大小的切应力对内皮细胞增殖的影响#发现切应力抑制细胞增殖并与

切应力大小相关(同时构建了平行板式突然扩张流槽#探讨流型改变对细胞增殖的影响#发现扩张效应和流线偏转

效应使得这种剪切抑制作用被减弱(
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) 前 言

动脉粥样硬化多发于大动脉血管的分支*分叉

和弯曲处#而这些位置的流动通常表现出低切应力*
扰动*流体分离的特征#表明局部的流体力学环境与

粥样硬化的发生有相关性+$,(而内皮层的稳定性对

于防止粥样硬化的早期过程具有重要意义(因此#有
必要研究在特定的流型条件下细胞增殖的变化(为

此#我们在体外研究中构建了平行板式平直流槽和

突然扩张式流槽#研究在切应力大小和流型发生变

化的条件下血管内皮细胞增殖的变化(

- 材料与方法

-x) 流动系统

平行板式流槽的尺寸如图 $所示#阴影区域为

细胞实际培养区域(平直流槽和扩张式流槽的高度

均为 %x./ll(流 槽 的 底 板 用 医 用 级 聚 碳 酸 酯 加

工#垫片为聚四氟乙烯膜#流室上板为培养有细胞的

! 国家自然科学基金重点资助项目"$012/%%2’

玻片(通过不锈钢的盖板与流槽底板用螺丝固定#封
闭流室(系统在 213*.4(5/#0.4~mi的条件下进

行流动作用(流槽和硅胶管路消毒采用高压灭菌"垫
片用 1.4乙醇浸泡灭菌’(

图 ) 流槽和细胞培养区域的几何尺寸

~h平直流槽67h突然扩张式流槽6阴影区为细胞培养区域
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-x- 细胞培养

原代分离培养新生牛主动脉血管内皮细胞#所
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用细胞为同一供体来源的 !"##代细胞$培养基为

#%&’(#’)胎 牛 血 清(添 加 #)的 谷 氨 酰 胺 和 双 抗

*均购自+,-./01公司23456培养箱中培养$所用培

养基底均用 ’7#)的明胶*89:;<公司2预处理$
=7> 流场数值模拟

对 流 场 进 行 数 值 模 拟3所 用 软 件 为 ?@AB
CDE!F!3得出一 定 入 口 G1数 下 的 流 线 图3并 计 算

细胞生长区域的平均切应力大小$
=7H 流动作用

细胞种植在 #7!;;厚的玻片上3硅胶膜*8,.B
:<IJ#K&3L/M4/I090:公 司2框 架 限 制 其 生 长 区

域3与图 #中的阴影区域一致$细胞汇合后3去掉框

架3无 菌 条 件 下 安 装 成 流 动 系 统3并 通 过 旁 路 去 气

泡3进行流体动力加载$灌注液成分同培养基$
=7N 流式细胞术测定细胞周期

流体动力作用 #6O后3胰酶消化细胞3按试剂

盒*细 胞 周 期 分 析 试 剂 盒3PL公 司2说 明 书 对 细 胞

LDQ进行染色3流式细胞仪*?Q484<.9RSI3PL公

司2测 定 细 胞 周 期 分 布3所 用 拟 合 软 件 为 T/J?9U
@E*PL公司2$对照组细胞同样接种在相同区域的

玻片上3换等体积的新鲜灌注液 #6O后测定细胞周

期$每组实验做 V次$
=7W 统计

结 果 表 示 为 XYZ[3显 著 性 检 验 用 8USJ10U\]
B̂U1]U方法$

> 结 果

>7_ 流场的数值模拟

流 体 的 密 度 ‘a#:b;.3流 体 的 动 力 粘 性 系 数

ca’7’##d3流室的高度为 ea’7’!6-;3宽度 f

a#7!-;3gha 6‘fei
c*fje2$

对于平直流槽3对应于

入口 G1数 ##76(Vk76和 k&7&3计算所得的壁面切

应力大小分别为 67kl(l7V’(#K7%#J,01b-;6$对于

扩 张 流 槽3在 入 口 G1数 为 Vk76的 条 件 下3分 析 其

流动特征*见图 62$表明流线发生了偏转3流动存在

扩张效应3并存在死水区$

图 = 突然扩张流槽的流线*mn数 >o7=2
pqr= pstuvwxnyzsq{nvq{w|nv}~~n{!n"#y{vqt{$|yz%nxywmn

{}z%nx>o7=

>7= 切应力大小对细胞增殖的影响

用8j&6bT期之和表征增殖指数$对于平直流

槽3不同大小的切应力作用下3细胞的增殖不同$与

对照相比367klJ,01b-;6的切应力作用 #6O未引

起细胞周期分布的改变*对照组 V!7%&)ZV76’)3
67klJ,01b-;6剪 切 组 V!7Kk)Z67’’)23表 明 低

剪切作用对细胞增殖无作用$而分别在 l7V’(#K7%#
J,01b-;6的 切 应 力 作 用 下3细 胞 增 殖 被 明 显 抑 制

*l7V’J,01b-;6 剪 切 组 #k7’&)Z#7!6)3#K7%#
J,01b-;6剪切组 #&7V’)ZV7Kk)3与对照相比 ’
(’7’!23表明一定大小的切应力作用可抑制细胞增

殖3较低的切应力作用并无影响*见图 V2$

图 > 流动剪切和流型对内皮细胞生长的影响

QB对照组细胞)PB67klJ,01b-;6剪切 #6O)4Bl7V’J,01b-;6剪 切

#6O)LB#K7%#J,01b-;6剪 切 #6O)CB突 然 扩 张 流 槽3入 口 G1
数 VkF6

pqr> *|nn++n$wt++s}q~v|nyxvwxnvvy{~+stu#ywwnx{t{#xtsq+nxy!

wqt{t+n{~tw|nsqys$nssv

QB4/0UI/.:I/S,)PB67klJ,01b-;6]O1<I]UI1]]-/I#6O)4Bl7V’

J,01b-;6]O1<I]UI1]]-/I#6O)LB#K7%#J,01b-;6]O1<I]UI1]]-/I

#6O)CB8SJJ10B1.,<0]9/0-./M-O<;R1IM9UOG1Vk76

>7> 不同流型对细胞增殖的影响

在 相同的入口 G1数*G1aVk762条件下3对 于

突然扩张式流槽3与平直流槽相比3其细胞增殖指数

有明显差异*平直流槽 #k7’&)Z#7!6)3扩张流槽

V’7#V)ZV76V)3’(’7’!2*图 V2$表明对于同样

的入口条件3扩张流槽的流动扩张(流线偏转效应使

得流动剪切作用不能有效地抑制细胞增殖$

H 讨 论

已有的研究表明3剪切作用可以抑制大血管来

源的内皮细胞的增殖3并研究了这种作用可能的分

子机理$在此基础上3我们比较了这种抑制作用和切

应力大小的相关性3表明低切应力无影响3这与 @90
等所观察到的在分子水平上较低切应力对细胞内抑
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制 周 期 经 过 检 验 点 的 分 子 !"#表 达 无 影 响 的 结 果

是一致的$%&’
动脉粥样硬化常发于大血管的分支(分叉处)体

内实验也表明这些区域的 *+,合成较旺盛$#&’由

于细胞分裂会破坏内皮层的稳定)增加通透性)维持

内皮层的稳定性对于减少血栓形成和硬化过程有重

要意义’基于体内实验研究的困难)有必要在体外构

建流型系统来研究特定流型的影响’对于流动随时

间的变化的流动系统已有较多的研究$-&)而在体外

研究随空间变化的流场效应较少’而复杂的三维血

管 支 架 的 制 作 与 均 匀 的 内 皮 化 技 术 尚 在 发 展 之

中$"&’我们在常用的平行板式流槽的基础上)发展了

平行板突然扩张式流槽)解决了内皮细胞种植形成

完整内皮层的问题’数值模拟表明)流线在角点处发

生了偏转)且流动存在扩张效应’为了与平直流槽进

行比较)通过框架限制细胞的生长范围)生长区域均

为 .#/"01%’对于扩张式流槽)由于感兴趣的是流

线偏转区域)因此去除了下游的部分低切应力区’在
我们构建的流型模拟系统中)由于流动的扩张和流

线的偏转)改变了壁面切应力的分布)发现剪切抑制

细胞增殖作用被减弱2与相同入口条件的平直流槽

相比3)是一个研究可计算的流型作用下细胞生长的

理 想 模 型)进 一 步 的 研 究 有 待 于 通 过 原 位 区 域 的

45678掺入法分析这种变化的空间分布与流动原位

特征的相关性$9&’另一方面)在细胞水平上这种流动

的变化是如何被内皮细胞感受到的仍不清楚)牵张

整和力$:&和细胞形状微模式$;&研究有助于解决这一

问题’

< 结 论

剪切抑制牛主动脉血管内皮细胞的增殖并与切

应力大小相关)扩张和流线偏转效应使得这种剪切

抑制作用被减弱)表明剪切作用的空间分布对内皮

细胞生长的影响不同于均一的定常层流剪切作用’
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