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摘要 � 采用脉动平板流动腔( flow chamber)系统,研究了的单水平流动剪应力加载, 和从 5或 7�5
dyne�cm2

开始的成梯度增加至 10或 15dyne�cm2
的流动剪应力加载,在 5h、10h、24h对生长在明胶

基底上的人脐静脉内皮细胞( HUVEC)粘附性的影响,探讨了梯度增加的流动剪切力加载对细胞

粘附能力的促进作用。实验结果表明:与 7�5 dyne�cm2
的单一水平的加载相比, 成梯度增加的流

动剪切力可明显提高 HUVEC在明胶基底上的粘附,增加HUVEC 对流动剪应力的耐受程度, 有利

于引起HUVEC转变成与在体相同的形态和排列。
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� � 内皮细胞( endothelial cell, EC)粘附性的研究对

心血管疾病的治疗具有重要的意义
[ 1,2]
。在血管组

织工程领域, EC 与其生长基质之间具有良好的粘

附性是成功构建组织工程血管的关键。研究表明,

直接作用于血管内皮细胞层的流动剪切力与 EC

的粘附能力紧密相关,流动剪切力通过对细胞的形

态、增殖、应力纤维的形成以及对其生理活动的影

响来调节 EC的粘附能力, 一定水平的流动剪切力

可以提高内皮细胞的粘附能力
[3, 4]
。本研究采用脉

动平板流动培养系统对培养于明胶基质上的人脐

静脉内皮细胞( HUVEC)施加流动剪切力,探讨不同

的剪切力对内皮细胞粘附的作用, 期望寻找到可促

进内皮细胞粘附的剪应力加载方式和水平, 以便将

来在血管组织工程研究中利用生物力学的手段,促

进血管材料内皮层的形成,从而减少移植后血栓的

发生率,提高血管移植物的远期通畅率。

1 � 材料和方法

1�1 � 流动培养系统的建立
流动培养系统由蠕动泵, 灌流导管, 储液瓶和

流室组成, 流室呈矩形,长( l ) 4�5cm, 宽( w ) 1�5cm,
高( h) 0�02cm。流动剪切力( �w )计算公式

[ 5]
:

�w = ( 6�Q )�( h2
w ) ( w�h = 75  1) ,

其中 Q为流动腔内的液体流量( ml�s) , 由蠕动泵转
速及灌注导管内径决定。�为液体粘度,本研究中

�= 0�012dyne�cm2
( Low�Shear 30型粘度计测定)。

1�2 � 在明胶基质上种植人脐静脉内皮细胞
按文献 [ 6] 方法分离培养人脐静脉内皮细胞

(Human umbilical vein endothelial cell, HUVEC) , �

因子染色鉴定。将 2~ 3代的 HUVEC约 1ml接种

到流室(预铺 0�1%明胶约 0�5ml)内硅胶垫片的中

空部位(细胞浓度为 1  10
6
个�ml) ,并使之分布均

匀,将流室置于培养箱内 37 ! 、5% CO2 下培养约 3

~ 5天,待细胞融合成单层,即进行加载实验。

1�3 � 流动剪切力加载
加载于人脐静脉内皮细胞的流动剪切力的大

小通过蠕动泵的转速来调节。加载流动剪切力按

照以下方案进行(每组重复 3次) :

( 1 ) 单 一加 载 组 ( 对照 组 ) : 剪 切力 为

7�5dyne�cm2
, 而加载的时间分别为5h、10h、24h。

( 2)梯度加载组

A 组: 5dyne�cm2
加载 5h 后, 将剪切力调至

7�5dyne�cm2
加载 10h, 再将剪切力调至 10dyne�cm2

加载 24h。

B组: 7�5dyne�cm2
加载 10h后, 将剪切力调至

10dyne�cm2
加载 24h,再将剪切力调至 15 dyne�cm2

加载 5h。
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C 组: 5dyne�cm2
加载 5h 后, 将剪切力调至

7�5dyne�cm2
加载 10h, 再将剪切力调至 10dyne�cm2

加载 24h,最后将剪切力调至 15 dyne�cm2
加载 5h。

1�4 � 实验结果观察和检测
(1) 结果观察: 剪切力加载一定时间后 (如

7�5dyne�cm2
5h后) , 暂停蠕动泵的工作, 从培养箱

内取出流动腔, 将其置于倒置相差显微镜下观察,

拍照记录细胞形态变化。

( 2)细胞粘附性测定: 采用计算细胞残留百分

比的方法来测定细胞在流动剪切力作用之后的粘

附能力。将流动腔置于倒置相差显微镜下, 用 20

倍物镜观察一个视野下的细胞, 进行细胞计数, 每

个部位计数3次取其平均值,随机取 5个视野作为

每组样本,计算细胞的残留百分比:

细胞残留百分比% = � � �
流动剪切作用后的平均细胞数
流动剪切作用前的平均细胞数

 100%

1�5 � 统计学处理
采用 SPSS 10�0统计软件进行统计学分析, 多

因素方差分析, 组间单因素两两均数比较, 采用

Student�t 检验。

2 � 结果与讨论

研究探讨了不同水平和不同时间加载流动剪

切力对HUVEC在明胶基质上粘附能力的影响。实

验结果如表1和图1显示。从表和图上可总结出:

图 1 � 不同方式的成梯度增加的流动剪切力
对细胞残留率的影响

Fig. 1� Reliquus rate of HUVEC loaded with

different stepwise increased flow shear stress

( 1) 成梯度增加的流动剪切力加载能显著提

高HUVEC在明胶基质上的粘附能力。如表 1和图

1所示, 与单一水平 7�5dyne�cm2
的加载相比,在加

载时间相同时,梯度增加的加载方式都明显地增加

了细胞的残留率。

(2) 不同剪切力起始点和不同加载时间的梯

度增加的流动剪切力对细胞的残留率的影响不同。

梯度加载的 C组从 5dyne�cm2
开始加载, 5h 后细胞

残留率为 84�61% ,基本与相同加载时间和水平的

A组结果相同; 然后增加至 7�5dyne�cm2
加载 10h

后,细胞残留率为70�95%,与相同加载水平的B组

相比, 细胞残留率明显提高; 将剪切力增加至

10dyne�cm2
作用 24h后,细胞残留率为 44�87% ,与

相同加载水平的 A组 26�74%和 B组 25�12%的细
胞残留率相比有了明显提高; 而最后加载 15dyne�
cm

2
5h后的结果也显示, C组的加载方式下细胞的

残留率11�02%比相同加载水平的 B 组 5�94%要
明显的高。

( 3) 梯度加载的流动剪切力引起了 EC的形态

改变。采用实验 C 组的加载方式加载 10dyne�cm2

24h,大部分残留细胞的形态和排列方向发生了改

变(图 2) , 细胞形态变成了规则的长梭型, 排列方

向与流动剪切方向相同。

图 2� 成梯度增加的剪切力加载 24h后的 HUVEC形态

(5 dyne�cm2, 5h,然后 7�5 dyne�cm2 10h, 10 dyne�cm2 24h) ( 20 )

Fig�2� The shape of HUVEC loaded by stepwise

increased shear stress

( 5 dyne�cm2, 5h, then 7�5 dyne�cm2 10h, 10 dyne�cm2 24h) ( 20 )

� � 许多研究[ 7~ 9]
表明, 流体剪应力对体外培养的

血管内皮细胞粘附性的影响与加载水平和时间有

很大关系。本研究结果提示采用适当的流动剪切力

加载方式而不是单一控制的加载时间和加载水平,

对提高内皮细胞对剪切力的耐受有着重要的意义。

此外研究发现梯度加载的C组细胞在形态和排列
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表 1 � 不同方式的成梯度增加的流动剪切力( dyne�cm2 )和时间( h)对细胞残留率(%)的影响

组别 单一加载组(对照组)

剪切力( dyne�cm2) ,时间( h) 7�5, � 5h 7�5, � 10h 7�5, � 24h

细胞残留率( % ) 57�16 ∀ 2�45 50�27 ∀ 3�64 11�1 ∀ 2�79

组别 梯度加载 A组 梯度加载 B组 梯度加载 C组

剪切力,时间 (h) 5 , 5h 7�5, 5h 10, 10h 7�5, 5h 10, 24h 15, 5h 5, 5h 7�5, 10h 10, 24h 15, 5h

细胞残留率(% ) 84�48∀ 2�46 77�11∀ 2�35 26�74 ∀ 1�79 51�42∀ 2�50 25�12∀ 1�23 5�94∀ 1�17 84�61 ∀ 2�17 70�95 ∀ 2�12 44�87∀ 2�59 11�02∀ 1�78

注: ( 1)单一加载组、梯度加载各组间相比 P< 0�05; (2)梯度加载 A组、C组各剪切力水平与 B组各水平相比 P< 0�05

上发生了与在体生理状态相同的转变, 在生理范围

内EC形态发生改变必须具备两个条件
[10]

: a 剪切

力> 8dyne�cm2
; b 作用时间> 24h, 我们推断本研究

中梯度加载至 10dyne�cm2
作用 24h 后细胞内已经

发生了应力纤维的形成和重排现象
[ 11]

, 参与了内

皮细胞的形态学改变及 EC 与基底 (基质)粘附功

能的调节, 增加了 EC 与基底的粘附性,维持了 EC

的完整性,当然这需要进一步研究。流体剪切力这

一物理性刺激因素是如何传入细胞的, 并引发细胞

的应力纤维的形成及形态学改变的机理目前仍不

清楚。

提高血管移植材料的内皮化程度, 增强内皮细

胞对血流的耐受是成功构建血管移植物的关键因

素之一。我们的研究为提高内皮细胞在基质材料

上的粘附性提供了新的思路, 并有望为血管材料的

完全内皮化开辟新的途径。同时, 本研究也为更深

入地研究流体切应力对血管内皮细胞的生物学作

用,阐明心血管疾病的发病机理提供了有效手段。
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The Effects of Stepwise Increased Flow Shear Stress on the Adhesion of

Human Umbilical Vein Endothelial Cells on Glutin Surface

QIN Su�hua � PAN Jun � WU Ke�da � WANG Yuan�liang � XIA Zhi�ning
DENG Xiao�yan � ZHANG Wei � HAO Li�na
( Department of Biology Engineering, Chongqing University,

Key Lab of Biomechanics and Tissue Engineering under Education Ministry � Chongqing� 400044, China)

Abstract � A flow chamber was used to investigate the effects of flow shear stress on the adhesion of human

umbilical vein endothelial cells (HUVECs) on glutin coated surface. Different time ( 5h、10h、24h) and level( 5、7�5、
10、15dyne�cm2

) of flow shear stress was used here. The result showed that the stepwise increased shear stress from 5

dyne�cm2
to 7�5 dyne�cm2

and then to 10dyne�cm2
, 15 dyne�cm2

has improved the adhesion of HUVECs and their

abiding of shear stress significantly compared with the single level of 7�5 dyne�cm2
at the same time. And the stepwise

increased shear stress has introduced the changes of cell shape and arrangement which was like that in vivo.

Key words � Stepwise increased � Flow shear stress � HUVEC � Adhesion � Flow chamber
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