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突然扩张流槽中血管内皮细胞表面粘附蛋白表达的研究

胡 江
,

胡 嘉
,

李 涛
,

高宇欣
,

陶祖莱
中国科学院力学研究所国家微重力实验室

,

北京

摘要 动脉粥样硬化的非随机分布与 当地的血 流动 力环境有关
,

为 了研 究复杂的流体动力学条件对血管 内

皮细胞生理功 能的影响
,

构建了平行板式平直流槽和突然扩张流槽
,

通过数值模拟分析 了流型的特征
,

并探讨流

型改 变对人脐静脉血管内皮细胞表面粘 附蛋 白表达的影响
,

发现 突然扩 张流槽 中流动 的空间 变化使得总体细胞表

面粘 附蛋 白
一

的表达显著高于平直流槽 中的均 匀定常剪切作用
,

表明局部流动 空间 变化的性质可 以 影响血

管内皮细胞的功 能
。
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动脉粥样硬化多发于大动脉血管的分支
、

分叉

和弯曲处
,

这些位置的流动通常表现出低剪应力
、

扰动
、

流体分离的特征
,

与之相比
,

动脉树中大部

分血管区域受到较均一的层流剪切作用
,

这些区域

通常不发生粥样硬化
,

表明当地的流体力学环境与

粥样硬化的发生有相关性
。

为了阐明流体动力是

如何作用于血管内皮细胞
,

并由此找到动脉粥样硬

化发生的机理和治疗办法
,

首要的是模拟血流动力

条件
,

在可控的条件下对培养的内皮细胞进行流体

动力作用
。

已有的体外实验研究主要利用平行板

式矩形腔流槽
,

提供均一的剪应力作用
,

研究流

动剪应力的大小对血管内皮细胞功能的影响
,

发现

剪应力可在多个方面影响内皮细胞的功能间
,

并试

图在细胞的力学感受机理上阐明其信号转导途

径
。

然而 由于血管树几何形状的变化
,

血管壁上

的内皮细胞受到复杂的流体动力作用
,

并非只受到

单一的均匀的剪应力作用网
,

而且动脉粥样硬化常

发生在流动急剧变化的区域
,

表明存在复杂的流体

动力效应
。

近年来的研究也表明剪应力的梯度是影

响内皮细胞功能的重要因素 ,
,

血管功能活性的变

化并不单纯取决于剪应力的大小
。

为了研究复杂的

流型对内皮细胞的可能作用
,

我们在体外研究中构

建了平行板式平直流槽和突然扩张流槽
,

研究流场

发生变化的条件下血管内皮细胞应答的差异
。

材料与方法

细胞培养

原代分离培养人脐静脉血管内皮细胞
,

所用细

胞 为 同一供体来源 的 一 代细 胞
。

培养基 为
,

添加 胎牛血清
、

的谷氨酞胺
、

双抗

公 司
、

肝 素钠 和 内皮细胞 生 长因 子

很 公司
,

培养箱中培养
。

所用培养基底

均用 的明胶 公司 预处理
。

流动系统

平行板式流槽的尺寸如图 所示
。

平直流槽为

常用的矩形流动腔设计
,

突然扩张流槽在流动经

过平直段后发生突然扩张
。

流槽的底板用医用级聚

碳酸 醋加工
,

垫 片 决定 流槽 的形状
,

材料 为

的聚四氟乙烯膜
,

流室上板为培养有细

胞的玻片
。

通过不锈钢的盖板与流槽底板用螺丝固

定
,

封闭流室
。

灌注系统在 ℃
、 一

空气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 乙醇浸泡
。

对流场进

行数值模拟
,

所用软件为
,

方法为有

限体积法
。

得出不同入 口 。 数下的流线图和壁面
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剪应力分布图
,

并计算细胞生长区域的平均剪应力

大小
。

细胞种植在 厚的玻片上
,

硅胶膜
,

公司 框架限制其生

长区域
,

与图 中的阴影区域一致
。

细胞汇合后
,

去掉框架
,

无菌条件下安装成流动系统
,

并通过旁

路去气泡
,

开启平流泵
,

进行流体动力加载
。

灌注

液成分同培养基
,

总体积为
。

对照组细胞培

养在相同面积的玻片上
。

度 一 ,

为入 口速度 毗
,

通过改变流量

来控制入 口 。 数
。

对于平直流槽
,

对应于 数
,

计 算 所 得 的 壁 面 剪 应 力 大 小 为

耐
,

且壁面剪应力呈均匀分布
。

对于突然

扩张流槽
,

在相同的入 口 。 数条件下
,

分析其流

动特征
。

流线图表明流动发生了偏转和扩张
,

并且

流动存在死水区
。

从壁面剪应力等值面图 图

可以看到
,

流体从左侧入口进入流槽
,

在平直段流

动充分发展后
,

剪应力保持一个恒定值
。

在平直段

末端的两个角点处
,

由于流线偏转
,

速度变化剧

烈
,

剪应力的变化达到极大值
。

在外侧的两个角点

处
,

剪应力为零
。

随着流动的发展
,

剪应力在出口

区再次达到均值
。

舍去出口区未接种细胞的区域
,

计算所得 细胞接种区域 的平均 剪应力大 小 为
石 。

·

勺
一

表面粘附蛋白表达的分析

流动作用 后
,

消化细

胞 置 备 单 细 胞 悬 液
,

妙 一 抗 鼠抗 人
一

单抗
,

公司
一

单抗
,

医 学 中心 教授赠 送 孵 育
,

洗后 标记的羊抗鼠二抗 中山

公司 孵育
,

洗后离心收集细胞
,

重

悬于 的多聚甲醛中
,

流式细胞术测定细胞表面

平均荧光强度
。

所用仪器为 公

司
。

统计

结果表示 为 社
,

显著性检验用 ,

一

方法
。

盲
。、乙丈丫兰的翻。磊一书莽

结 果

流场的数值模拟和分析

定义 一

铆黔琪
,

流体的密度 。一 咖
,

流
’

一

一 风评
十厅

’

一 ”
” ’ 一

‘

一 口一
’

一

体的粘度所
,

流室的高度 一 ,

宽

不同流场下血管内皮细胞表面粘附蛋白表达

的差异

分析 内皮细胞表面粘 附蛋 白
一

和

表达的变化
。

结果表明
,

对于平直流槽
,

均匀的定常剪切作用可诱导表面粘附蛋白
一

表达的升高 图
,

剪切 作用

后
,

劫
一

表达为对照组的 倍
。

而对于

相同入 口条件 入 口 。 数为 下的突然扩张

流槽
, 一

的诱导与平直流槽有极显著差异

平直流槽
一
剪切下 士 ,

突

然扩张流槽 土 ,

凡
。

基于在此 尺

数为下突然扩张流槽的壁面平均剪应力为
,

改变平直流槽的流量和入 口 。 数
,

使其壁面剪应力的大小也为
,

流动

作用 后
,

与突然扩张流槽进行比较
,

在壁面平

均剪应力相 同的条件下
,

平直流槽 中细胞表面
一

表达的平均荧光强度为 士 ,

和突然

扩张流槽之间差异也极显著 护狡
。

说明存在
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流动扩张和大的剪应力空间分布的流型下
,

其流动

作用不同于对应的相同平均剪应力的均匀剪切作

用
。

对于表面粘附蛋白
一

的表达
,

在入 口
。数为 的条件下

,

平直流槽和突然扩张流槽

中均未能引起其表达的变化 平均荧光强度对照组
士 ,

平直流槽 士 ,

突然扩张流槽
士 ,

各组间均无差异
,

表明定常流动条件

下其表达不受流型改变的影响
。

, ,

这样在相同的灌注液体积下
,

消除了由

于细胞个数的差异引起的旁分泌因子的相互作用的

差异
。

在我们构建的流型模拟系统中
,

数值模拟表

明
,

由于流动的扩张
、

流线的偏转
,

改变 了壁面剪

应力的分布
。

己往平直流槽均匀剪切的研究表明
,

剪切作用可诱导
一

的表达并与作用时间相

关
。

通常均匀剪切实验采用
一

、
一

,

作为正常生理剪应力闪
。

我们以
一

, , 的

剪应力作为对照
,

实验研究发现
,

与平直流槽相

比
,

在相同的入 口条件下或同样的平均剪应力作用

卜
,

表面粘附蛋白
一

的表达均有极显著的差

异
,

表明流动沿空间的变化可以引起血管内皮细胞

表面粘附特性的改变
,

其表达模式不同于均匀的定

常剪切作用
,

这种变化在血管功能的局部调节和动

脉粥样硬化的发生 中有重要意义
。

与之相 比
,

一

的表达并未发生改变
。

以往的研究表明

低剪切震荡流动作用可诱导
一

表达
,

而均

匀的定常剪切作用无影响
’,

可见其诱导表达与流

动的非定常性有关
,

定常条件下流型的改变对其无

影响
。

基于细胞粘附在动脉粥样硬化发生过程具有

重要作用
,

表面粘附蛋白表达模式的差异提示动脉

粥样硬化发生的区域分布与特定的流场条件有关
。

我们设计的异型流槽为探讨复杂流动效应提供了方

法
。

。。口公盆臼。吕

星
‘。

“片对一箱广一龙犷一斌
一

、
巧 ,

一

巧

讨 论

动脉粥样硬化常发于大血管的分支
、

分叉和弯

曲处
,

而这些区域的流动特征不同于动脉树的平直

段
。

以往的研究采用均匀剪切的平行板式流槽
,

发

现剪切作用可以影响内皮细胞的生长
,

然而不能完

全解释动脉粥样硬化高发 于流动复杂区域的现

象
。

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
。

复杂流动特征

包括流动的脉动性和血管几何尺寸变化造成的局部

血流动力的急剧变化
。

对于流动随时间变化的流动

系统己有较多的研究
,

而在体外研究随空间变化

的流场效应受到流型设计和实验方法的限制
。

复杂

的三维血管支架的制作与均匀的内皮化技术尚不成

熟
。

我们在常用的平行板式流槽的基础土
,

发展

了平行板突然扩张流槽
,

模拟复杂的流动特性
,

解

决了内皮细胞种植形成完整内皮层的问题
,

同时可

对内皮细胞进行整体代谢分析和原位的观察
。

为 了

与平直流槽进行比较
,

通过框架限制细胞的生 长范

围
,

去除了 厂游的均匀低剪应力区
,

生 长区域均为
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