
Chinese Journal of Tissue Engineering Research｜Vol 28｜No.7｜March 2024｜1043

中国组织工程研究  
Chinese Journal of Tissue Engineering Research www.CJTER.com

研究原著

组织工程血管构建过程中平滑肌细胞增殖变化及代谢模式

梅静怡 1，刘  江 2，肖  聪 1，刘  鹏 3，周浩浩 3，林展翼 2，3，4　

文题释义：

动物细胞生物反应器：是利用生物工程学技术在体外可控制性为细胞提供稳定的生长环境与适宜的物理刺激的装置，可实现无菌长时程培

养、物理刺激参数可调、培养过程可实时监控等多重功能，用于生物合成反应或生物转化过程。

周期性脉动力学刺激：将血管平滑肌细胞培养于三维可降解聚合物环状支架并固定在硅胶管上，通过施加脉动灌注对硅胶管产生的应变作

为机械刺激传递给种子细胞，促进胶原蛋白和弹性蛋白的分泌、纤维排列和胶原交联。体外组织工程血管培养全周期包括1周的静置期和7
周脉动张应力刺激加载。

摘要

背景：将种子细胞接种于三维支架材料上然后在生物反应器中进行三维培养是一种常见的体外组织工程培养手段，但是生物工程血管构建

过程中的细胞增殖变化及代谢模式尚不清楚。

目的：探究利用体外生物反应器进行生物血管组织构建过程中细胞耗氧等代谢变化及其原因。

方法：以自主搭建的血管生物反应器系统为平台，牛血管壁平滑肌细胞为种子细胞，常规CO2培养箱提供培养过程的外部气体环境。将种

子细胞接种于管状多孔隙的聚乙醇酸支架材料上进行三维培养，全过程包括1周的静置期和7周脉动张应力刺激加载期。搭建一套非侵入式

监测体系，采用光学溶解氧贴片法监测反应器中培养液溶解氧变化，并通过定期取样测定葡萄糖消耗量及乳酸生成量。采用CCK-8检测平

滑肌细胞在聚乙醇酸三维支架材料上增殖情况，通过烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的氧化态与还原态比值(NAD+/NADH)了解培养早期阶段细胞增

殖与代谢状况，采用RT-qPCR、Western blot方法检测增殖相关基因(Ki67)及糖酵解相关基因(GLUT-1、LDHA)的表达。

结果与结论：①从细胞加注到静置期结束(第1周)培养液的溶解氧水平为(4.314±0.380) mg/L，张应力刺激加载后(后7周)溶解氧水平逐步稳

定在(1.960±0.866) mg/L，两者有明显变化(P < 0.05)；②细胞培养液中乳酸生成量与葡萄糖消耗量的比值YL/G在加注细胞后快速升高，第5
天最高值高于1，随后缓慢下降至0.5(静置期YL/G 均值为0.89，加压期均值为0.57，P < 0.05)；③CCK-8检测显示A450值在细胞加注之后逐渐增

大，第5天达到最高值3.17，之后缓慢下降；同时发现Ki67 mRNA在培养第3天上调最显著，之后下降，Ki67蛋白在第3-5天的相对表达量

较高；④细胞加注后第5-7天NAD+/NADH明显升高，糖酵解相关基因(GLUT-1、LDHA)表达上调同步改变，前5 d相对表达量较高；⑤结果提

示：利用血管生物反应器构建组织工程血管早期，平滑肌细胞以增殖为主并呈现一种低耗氧的代谢特征，在脉动张应力刺激阶段呈现耗氧

较高的代谢特征。 
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文章快速阅读：生物血管组织构建过程中细胞耗氧特征与营养物质代谢

牛血管平滑肌细胞接种于聚

乙醇酸支架上，在细胞生物

反应器中进行静置 1 周、施

加周期性脉动力学刺激 7 周

的体外生物工程血管培养

结论：

(1) 三维培养早期，平滑肌细胞利用有氧糖酵解维持快速增殖，氧气消耗量较低；

(2) 三维支架材料上细胞增殖趋于稳定后，重构过程主要采用好氧代谢方式，氧气消耗量较高。
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0   引言   Introduction
目前自体血管仍然是心脏搭桥及肾透析动静脉造瘘等手

术的主要移植物来源，业内期待小口径血管的人工制造技术

不断突破，希望获得理想移植材料以满足临床巨大需求
[1-2]

。 

利用体外血管生物反应器进行生物血管构建的技术已经逐

步成熟，美国耶鲁大学 Laura E. Niklason 教授参与创建的 

Humocyte 公司产品，日前完成动静脉造瘘血管移植的临床

Ⅲ期试验
[3-4]

，正等待商品上市许可，其相关技术主要包括

培养支架与种子细胞选择、仿生生物反应器培养环境控制 3

大要素
[5]
，后者包括力学加载、氧张力、营养物质和代谢废

物去除等内容
[3，6-7]

。

血管平滑肌细胞在无纺布聚乙醇酸支架材料提供的管状

多孔隙三维环境中，经历早期复苏、增殖和分泌的过程
[8]
，

其后在脉动张应力刺激下进一步分泌细胞外基质并不断进行

组织重构，最终获得具有手术缝合所需力学性能的生物血管

移植物材料
[9-10]

。适宜氧体积分数是细胞完成其生物学行为

的基本条件之一
[11]
，而细胞也会根据不同氧气环境调整自身

功能状态。适宜氧环境是细胞培养的理想仿生环境
[12]
，也是

改进生物反应器技术和未来降低构建成本的关键内容之一。

目前，关于血管培养装置研究以及生物反应器条件下种子细

胞的全周期生物行为变化及构建条件要求的研究较少
[13-14]

。

基于上述技术原理，作者团队已成功自主搭建了一套

完整的脉动式血管生物反应器，实现长达 8 周的小口径组织

工程血管构建
[15]
。为了进一步改进培养的技术条件，该研

究将通过非侵入式、可满足全周期培养监测的溶解氧监测体

系，探讨三维培养全过程中细胞耗氧特征与营养物质代谢情

况，同时对种子细胞在聚乙醇酸多孔隙材料上早期阶段的变

化做进一步研究，探究细胞增殖与代谢类型变化对氧气需求

的影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   三维培养组织工程构建及体外细胞学实验。

1.2   时间及地点   实验于 2021 年 12 月至 2022 年 12 月在佛

山季华实验室 B1-201 室完成。

1.3   材料   聚乙醇酸支架 (Biofelt，美国 )；Pharmed BPT 管

(Westlake，美国 )；光学溶解氧贴片 PSt3 (Presens，德国 )；
DMEM/F12 培养基 (Corning，美国 )；胎牛血清 (Gibco，美国 )；
CCK-8( 同仁，日本 )；葡萄糖试剂盒 ( 南京建成，中国 )；乳

酸试剂盒 ( 南京建成，中国 )；NAD+/NADH 试剂盒 (Beyotime，

中国 )；Trizol 试剂 (Invitrogen，美国 )；PrimeScriptTM RT reagent  

Kit with gDNA Eraser (Takara，日本 )；TB Green Premix Ex TaqTM
Ⅱ 

(Takara，日本 )；无核酶水 (Thermo，美国 )；总蛋白提取液 ( 中

国，贝博 )；BCA 蛋白定量试剂盒 (Thermo，美国 )；10% 预

制胶 ( 天地人和，中国 )；蛋白 marker-ladder (Thermo，美国 )；
LDHA 抗体 (Cell Signaling Technology，美国 )；GLUT-1 抗体

(Proteintech，美国 )；Ki67 抗体 (Abcam，英国 )；HRP Goat 

anti-mouse IgG(Abbkine， 美 国 )；HRP Goat anti-rabbit IgG 

(Abbkine，美国 )；TBS 粉末 (Boster，中国 )；PVDF 膜 (Merck 
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Abstract
BACKGROUND: Seed cells are seeded on three-dimensional scaffold materials, and three-dimensional culture in bioreactors is a common in vitro tissue 
engineering culture method, but the changes in cell proliferation and metabolic patterns in bioengineered blood vessel construction are still unclear.
OBJECTIVE: To explore the metabolic changes of cells such as oxygen consumption and their causes during the whole process of biological vascular tissue 
construction by in vitro bioreactor.
METHODS: The self-built vascular bioreactor system was used as the platform; bovine vascular smooth muscle cells were used as the seed cells, and a 
conventional CO2 incubator provided the external gas environment for the cultivation process. Seed cells were seeded on a tubular porous polyglycolic acid 
scaffold material for three-dimensional culture, and the whole process included a one-week resting period and a seven-week pulsating tensile stress stimulation 
loading period. A non-invasive monitoring system was built, and the optical dissolved oxygen patch method was used to monitor the changes of dissolved 
oxygen in the culture solution in the reactor, and the glucose consumption and lactic acid production were measured by regular sampling. CCK-8 assay was 
used to determine the proliferation of smooth muscle cells on polyglycolic acid three-dimensional scaffold materials. Nicotinamide adenine dinucleotide 
oxidation state and reduction state ratio (NAD+/NADH) was utilized to understand cell proliferation and metabolism in the early stage of culture. RT-qPCR and 
western blot assay were applied to detect the expression of proliferation-related genes (Ki67) and glycolysis-related genes (GLUT-1, LDHA).
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The dissolved oxygen level in the culture solution was (4.314±0.380) mg/L from the cell injection to the end of the resting 
period (the first week), and gradually stabilized at (1.960±0.866) mg/L after the tensile stress stimulation (the last seven weeks); the two had significant 
changes (P < 0.05). (2) The ratio of glucose consumption to lactic acid production in the cell culture medium YL/G increased rapidly after the cells were 
injected, and the highest value was above 1 on the fifth day, and then slow down to 0.5 (The mean value of YL/G in the resting period was 0.89 and the mean 
value in the pressurized period was 0.57, P < 0.05). (3) CCK-8 assay results showed that A450 value gradually increased after the cells were injected, and 
reached the highest value on the fifth day, reaching 3.17, and then slowly decreased. At the same time, it was found that Ki67 mRNA was up-regulated on 
the third day of culture, and then declined. The expression level of Ki67 protein was higher from the third day to the fifth day. (4) The detection of NAD+/
NADH showed that the increase was obvious from the fifth to the seventh day after the injection of cells, and the expression of glycolysis-related genes 
(GLUT-1 and LDHA) was up-regulated and changed synchronously, and the relative expression was higher in the first five days. (5) The results showed that 
the tissue-engineered blood vessels were constructed using the vascular bioreactor and the smooth muscle cells in the early stage mainly proliferated and 
exhibited a metabolic feature of low oxygen consumption. The metabolic characteristics of high oxygen consumption were observed during the pulsatile 
tensile stress stimulation stage. 
Key words: bioreactor; tissue engineering; vascular smooth muscle cell; polyglycolic acid; dissolved oxygen; cell proliferation; aerobic glycolysis
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Millipore，德国 )；ECL 化学发光底物试剂盒 (Biosharp，中国 )；
PCR 仪 (BIO-RAD，美国 )；荧光定量 PCR 仪 ( 耶拿，德国 )；

全波长酶标仪 ( 奥盛，中国 )；高分辨均发射扫描电镜 (Zeiss，

德国 )；化学发光成像仪 (Tanon5200，中国 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   血管平滑肌细胞的培养   ①牛血管平滑肌细胞的培养：

自屠宰场取成年普通牛主动脉血管，用镊子分离出血管壁的

三层结构，去除外膜与内膜，保留中膜组织，剪成小块贴于

培养皿中，加入含体积分数 20% 胎牛血清以及必要生长因子

的 DMEM/F12 培养液，将其置于 37 ℃、体积分数 5% CO2 培

养箱中静置 1 周待细胞爬出后进行传代，每 3 d 换液 1 次。

取 3-5 代细胞用于后续实验使用，血管平滑肌细胞具有贴壁

的生长特性，细胞呈长纺锤状生长。②人血管平滑肌细胞的

培养：取自临床上人主动脉，分离培养方法与牛血管平滑肌

细胞相同。实验已通过广东省人民医院 ( 广东省医学科学院 )

医学伦理委员会批准，伦理号为 2019285H(R1)。供者对实验

知情同意。

1.4.2   生物反应器内非侵入式溶解氧监测体系的构建   实验

所用生物反应器如图 1 所示，具体操作方法见文献报道
[14]
。

反应器主体为 550 mL 玻璃瓶，硅胶塞盖上设计有 16 号 BPT

管并接有 0.22 μm 空气过滤塞，用于内外气体交换。整个三

维培养体系由力学刺激加压管路和溶解氧监测回路组成，光

学传感器贴片直径约为 5 mm，在体积分数 75% 乙醇中消毒

20 min 并用无菌 PBS 漂洗，再通过硅胶胶水粘贴到反应器瓶

内壁，将容器放在黑暗的地方，让硅胶固化至少 12 h。荧光

涂层与培养液直接接触，光纤探头置于反应器外并固定以紧

贴传感器贴片，尽管二者不直接接触，荧光信号仍可透过玻

璃瓶传递，以实现无创非侵入式监测。贴片粘贴高度与血管

高度齐平，以消除不同液面高度对溶解氧监测数值的影响。

荧光淬灭波长信号通过 Pof 光纤连接到信号转换器 OXY-1  

SMA(-trace)-RS485M-AO-BT 后通过 USB 连接到电脑，每隔 

30 min 通过 PreSens Measurement Studio 2 软件收集来自贴片

的数据，数据曲线实时可见。传感器贴片可重复使用，可通过

高温高压和环氧乙烷进行消毒灭菌，PSt3 贴片已预校正，使

用前只需在软件中输入预校正参数即可，且重复使用后也无需

校正。取第 3-5 代牛血管平滑肌细胞，以 6.67×109 L-1
的细胞

接种浓度向每根环状聚乙醇酸支架材料上滴加 900 µL 细胞悬

液，静置 1 周后，通过蠕动泵施加脉动灌注对硅胶管产生的

应变作为机械刺激传递给种子细胞，反应器运行包括 1 周静置

期与 7 周的加压期，静置期静水压为 10 mmHg，加压后的脉

动张应力峰值为 120 mmHg，蠕动泵加压频率为 165 次 /min。 

为期 8 周的三维培养过程中定期取样，测定培养基中葡萄糖

及乳酸的代谢情况。

1.4.3   葡萄糖消耗量 / 乳酸生成量测定   在三维培养全周期期

间，间隔两三天收集 1 次培养基，经 1 000 r/min 离心 10 min

收集上清液作为待测样品，以避免细胞碎片的影响，再用

生理盐水稀释 2 倍备用。①葡萄糖消耗量测定：96 孔板每

孔中加入待测样品 2.5 µL，工作液 250 µL，轻轻振荡孔板， 

37 ℃恒温孵育 10 min，酶标仪检测波长 505 nm 处各孔吸光

度并计算葡萄糖浓度。②乳酸生成量测定：将酶贮备液和

稀释液以 1 ︰ 100 混合配制工作液，现用现配。将试剂四

粉剂转入试剂三中配成显色剂。每孔中依次加入待测样品 

20 μL，1 mL 酶工作液，显色剂 200 µL，混匀，37 ℃水浴准

确反应 10 min，每管加入终止剂 2 mL，涡旋混匀，96 孔板

中每孔加入上述混合物 200 µL，每组设置 6 个复孔，使用酶

标仪于主波长 530 nm、副波长 625 nm 检测各孔吸光度并计

算乳酸浓度。 

1.4.4   反应器外细胞三维培养实验分组   将聚乙醇酸材料剪

成 0.5 cm × 0.5 cm 的大小，用 1 mol/L NaOH 浸泡 75 s，再用

无菌 PBS 漂洗 3 次，每次 2 min。超净工作台通风 1 h，再将

处理后的聚乙醇酸材料在体积分数 95% 乙醇中浸泡 2 h，夹

出后用无菌棉签吸去残留乙醇，然后放入非组织培养改性处

理的 6 孔板中，在超净工作台上通风 2 h。取第 3-5 代人血

管平滑肌细胞，待聚乙醇酸充分吹干后以 6.67×109 L-1
的细胞

接种浓度向每片聚乙醇酸材料上滴加细胞悬液 20 µL，接种

后倒扣 6 孔板以避免细胞贴壁于 6 孔板底面，静置三四个小

时后，加入含体积分数为 20% 胎牛血清的 DMEM/F12 完全

培养基，放入普通恒温培养箱中静置培养，在第 1，3，5，7，
9 天进行收样。

1.4.5   CCK-8 检测   第 0，1，3，5，7，9 天从培养箱中取出

6 孔板，移除培养基后，重新添加含有 100 µL CCK-8 溶液的

1 000 µL 新鲜培养基，再放入培养箱中孵育 2 h。将 6 孔板

中的液体吸出移入新的 96 孔板中，使用酶标仪测定细胞在 

450 nm 处的吸光度值。

1.4.6   扫描电镜观察   通过扫描电镜观察聚乙醇酸支架的孔隙

结构及细胞黏附情况。将固化后的聚乙醇酸组织块于 -20 ℃ 

冰箱中冷冻，通过冷冻真空干燥机冻干来制备样品。将干燥

的样品放置于载物台暴露其截面，在 20 mA 电流下用金溅射

涂层 70 s，使用扫描电镜在 5.0 kV 的加速电压下观察样品。

1.4.7   NAD+/NADH 指标测定   NAD+
是电子受体，而 NADH 是

电子供体，细胞内 NAD+/NADH 氧化还原状态反映了细胞通

过线粒体中的氧化磷酸化和胞质溶胶中的糖酵解产生 ATP 能

量的代谢平衡
[16-17]

。

第 0，1，3，5，7，9 天收集含有聚乙醇酸和细胞的样本，

用 200 µL 冷提取液裂解细胞，12 000×g、4 ℃离心 10 min，

取上清备用。将 10 mmol/L 的 NADH 标准品用提取液稀释成

0，0.25，0.5，1，2，4，6，8，10 μmol/L 浓度梯度，检测

时 96 孔板中每孔加入 20 µL 的标准品。为了测量 NADH 的量，

将裂解的细胞悬液在 60 ℃水浴孵育 30 min 使 NAD+
全部分

解而只保留 NADH，然后取 20 µL 添加到 96 孔板中；随后，

每孔加入 90 µL 乙醇脱氢酶并在 37 ℃下避光孵育 10 min；最

后，每孔加入 10 μL 显色液，并将混合物在 37 ℃下避光孵育

30 min，在 450 nm 处测量吸光度值。NAD+
的量是通过从总

NAD+
与 NADH 中减去 NADH 得到的。
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1.4.8   RT-qPCR   使用 Trizol 试剂抽提三维培养第 1，3，
5，7 天的细胞总 RNA，然后检测 RNA 的量和纯度，使用 

NanoDropND-1000 检测 A260/A280 的比值，每个样本取 1 μg 

RNA，根据反转录试剂盒的使用说明书进行反转录为 20 μL 

cDNA。以 cDNA 为模板，分别扩增增殖相关基因 (Ki67) 和糖

酵解相关基因 (GLUT-1、LDHA)，以 GAPDH 为内参基因。两

步法 PCR 扩增的标准程序为：预变性 95℃ 30 s，1 个循环；

PCR 反应：95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，40 个循环；熔解曲线：95 ℃ 

15 s，60 ℃ 30 s， 95 ℃ 15 s。引物序列见表 1。

故反应器内气体氧体积分数与培养箱环境一致，均为 21%。

将反应器置于磁力搅拌器之上，转子转速为 20 r/min， 

内装有 500 mL 培养基，其余反应体系均与培养状态一致时，

在未接种细胞情况下，培养基内饱和溶解氧维持在6.23 mg/L，

停止搅拌一段时间后培养基内饱和溶解氧维持在1.80 mg/L。 

反应器内测得溶解氧与饱和溶解氧之差代表反应器内细胞

氧气消耗量，二者差值越大，表明反应器中的细胞需氧量 

越大。

三维培养静置第 1 周时溶解氧基本一致，稳定在

(4.314±0.380) mg/L 水平，1 周后施加力学刺激后逐步稳定在

(1.960±0.866) mg/L 左右，见图 2A，B，2 个时期溶解氧水平

有显著差异 (P < 0.000 1)。

葡萄糖消耗量及乳酸生成量之比 YL/G 常被用来反映细胞

代谢类型变换，YL/G 越趋向于 0，则细胞以好氧代谢为主，YL/G 

越趋向于 2，则细胞以厌氧代谢为主
[18-19]

。实验结果表明，

加注细胞后，细胞培养液中 YL/G 快速升高，第 5 天最高值接

近 1，随后缓慢下降至 0.5，静置期内 YL/G 为 0.895±0.239，

而加压期 YL/G 为 0.566±0.101，差异有显著性意义 ( P < 0.05)。

上述结果提示，从细胞加注开始到静置 1 周结束，反应

器中的细胞处于快速增殖状态，具有有氧糖酵解的趋势，主

要采用的是厌氧代谢方式，大量消耗葡萄糖，产生乳酸，此

时对氧气的需求不高，故测得的培养基中溶解氧水平较高，

见图 2C，D。静置 1 周后 YL/G 逐渐趋向于 0，反应器内细胞

数目趋于稳定，力学刺激加载促进细胞外基质重塑，采用的

是好氧代谢方式，对氧气的需求较高，故测得的培养基中溶

解氧水平较低。

2.2   三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞的增殖情况   三维培养

第 0，1，3，5，7，9 天，CCK-8 检测结果表明，血管平滑

肌细胞滴注到聚乙醇酸支架上前 5 d，一直处于增殖状态且

增殖速度较快，5 d 后增殖速度明显放缓，见图 3A。细胞接

种于聚乙醇酸材料后第 5 天的扫描电镜图，见图 3B，图中

管状材料即为聚乙醇酸支架。第 1，3，5，7 天，RT-qPCR 检

测结果可见第 3 天时 Ki67 mRNA 表达上调最显著，第 3，5

天时 Ki67 mRNA 表达显著高于第 7 天 (P < 0.05)，见图 3C。
Western blot 结果显示，前 5  d 血管平滑肌细胞中 Ki67 蛋白

表达量较高，均显著高于第7天，差异有显著性意义 (P < 0.05)，

见图 3D，E。
2.3   三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞的代谢情况    三维培养

第 0，1，3，5，7，9 天分别取样测定葡萄糖消耗量与乳酸

生成量，由表 2 可见，葡萄糖消耗量与乳酸生成量均随时间

增加而增加，二者比值 YL/G 则先升高，到第 7 天时降低。实

验结果表明初期细胞具有有氧糖酵解的趋势，主要采用厌氧

代谢方式，大量消耗葡萄糖产生乳酸，以完成细胞快速增殖。

待细胞数目趋于稳定后，细胞更多采用好氧代谢方式，这与

反应器中三维培养的代谢分析结果基本一致。

在有氧糖酵解发生时，乳酸脱氢酶将细胞质中的 NADH

氧化为 NAD+
，导致细胞内 NAD+

水平升高
[20]
，故 NAD+/

表 1 ｜ RT-qPCR 基因引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for RT-qPCR

基因 引物序列

Ki67 F：5’-CTG CAA CAT GGA AGG TAT TGC-3’
R：5’-GGC TCA TAT CCC ATC AAT TCG GT-3’

GLUT-1 F：5’-CTG CTC ATC AAC CGC AAC-3’
R：5’-CTT CTT CTC CCG CAT CAT CT-3’

LDHA F：5’-AGC CCG ATT CCG TTA CCT-3’
R：5’-CAC CAG CAA CAT TCA TTC CA-3’

GAPDH F：5’-TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC-3’
R：5’-GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3’

1.4.9   Western blot   收集三维培养第 1，3，5，7 天的细

胞，用预冷 PBS 洗涤 3 次后加入全蛋白裂解液，冰上裂解

60 min，提取样本总蛋白，BCA 法检测各组样本蛋白浓度，

按每孔 15 μg 蛋白进行凝胶电泳，然后转膜至 PVDF 膜上，

5%BSA 室温封闭 2 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min；随后加

入相应一抗 (Ki67、GLUT-1、LDHA 一抗，稀释比例分别为 1 ∶ 

1 000，1 ∶ 4 000，1 ∶ 1 000)，4 ℃孵育过夜，第 2 天回收

一抗，TBST 洗膜 3 次后加入相应二抗 ( 稀释比例均为 1 ∶ 

20 000)，常温避光孵育 1 h，TBST 再次洗膜 3 次，利用增强

型化学发光试剂检测显影，使用 ImageJ 软件进行灰度值定

量分析，以 GAPDH 作为内参。

1.5   主要观察指标   ①反应器内溶解氧水平；②葡萄糖消耗

量 / 乳酸生成量与 NAD+/NADH 指标测定血管平滑肌细胞代

谢情况；③ RT-qPCR 检测三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞内

Ki67、GLUT-1、LDHA 的 mRNA 表达水平；④ Western blot 检

测三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞内 Ki67、GLUT-1、LDHA

的蛋白表达水平。

1.6   图片处理与统计学分析   GraphPad Prism 用于进行所有

统计分析。RT-qPCR 和 Western blot 实验重复进行 3 次。每

组数据以 x-±s 表示，遵循正态分布和方差齐的两组，采用非

匹配比 t 检验；服从正态分布的两组数据，采用非参数检验；

多组数据的比较采用 one-way ANOVA 检验，P < 0.05 为差异

有显著性意义。使用 ImageJ 软件对 PVDF 膜上的条带进行灰

度值分析。文章统计学方法已经广东省人民医院生物统计学

专家审核。

2   结果   Results 
2.1   血管生物反应器中溶解氧全周期的变化曲线与代谢情况   

反应器瓶塞上接有 0.22 μm 空气过滤塞与外界进行气体交换，
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2.4   三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞内代谢相关基因 GLUT-1

与 LDHA 的表达   三维培养第 1，3，5，7 天，利用 RT-qPCR

检测结果表明，前 5 d 血管平滑肌细胞中 GLUT-1、LDHA 的

mRNA 表达较高，且都显著高于第 7 天，差异有显著性意义 

(P < 0.05)，见图 5A。Western blot 结果显示，前 5 d 聚乙醇

酸支架上血管平滑肌细胞内 GLUT-1、LDHA 蛋白表达较高，

且都显著高于第 7 天，差异有显著性意义 (P < 0.05)，见图

5B，C。

图注：图 A 为生物反应器体系示意图；B 为反应器上非侵入式溶解氧监

测实物图，红色箭头所指即为溶解氧贴片与光纤接触点

图 1 ｜血管生物反应器平台及非侵入式溶解氧监测体系

Figure 1 ｜ Vascular bioreactor platform and non-invasive dissolved oxygen 
monitoring system

表 2 ｜三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞的代谢情况
Table 2 ｜ Metabolism of smooth muscle cells on a three-dimensional 
polyglycolic acid scaffold

时间间隔 葡萄糖消耗量 (mg/L) 乳酸生成量 (mg/L) Y L/G

1 d 101.62±9.09 45.19±7.53 0.45±0.03
3 d 188.12±17.86 230.68±22.70 1.23±0.14
5 d 380.18±52.00 429.92±19.14 1.13±0.13
7 d 1 087.77±122.78 825.42±11.02 0.76±0.09
9 d 970.66±29.08 532.67±11.71 0.55±0.03

表注：Y L/G 为乳酸生成量与葡萄糖消耗量的比值

A B

图注：图 A 为 8 周培养全周期溶解氧变化趋势；B 为静置 1 周与加压 7
周的溶解氧数据分布对比图，

aP < 0.000 1；C 为 8 周培养全周期葡萄糖

消耗量及乳酸生成量之比 YL/G 变化趋势；D 为静置 1 周与加压 7 周的 YL/G 

数据分布对比图，
aP < 0.000 1

图 2 ｜血管生物反应器中溶解氧与细胞代谢全周期变化曲线

Figure 2 ｜ Total cycle variation curves of dissolved oxygen and cell 
metabolism in vascular bioreactor
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图注：图 A 为 CCK-8 检测结果，与第 0 天相比，
aP < 0.001；B 为增殖期

细胞扫描电镜图，标尺为20 μm； C为Ki67的mRNA相对表达量，
aP < 0.05，

bP < 0.001；D 为聚乙醇酸材料上细胞内 Ki67 的蛋白表达；E 为 Ki67 的蛋

白相对表达量，
aP < 0.01，bP < 0.000 1

图 3 ｜三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞的增殖情况

Figure 3 ｜ Proliferation of smooth muscle cells on a three-dimensional 
polyglycolic acid scaffold
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NADH 指标可反映有氧糖酵解水平。由图 4 可知 NAD+/NADH

随时间增加而升高，并在第 7 天达到峰值，表明有氧糖酵解

在前 7 d 处于较高水平，这与葡萄糖代谢分析结果一致。

图注：与第 0 天相比，
aP < 0.01

图 4 ｜平滑肌细胞内 NAD+/NADH 水平随时间变

化情况

Figure 4 ｜ Changes in NAD+/NADH levels in 
smooth muscle cells over time
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3   讨论   Discussion
通过融合了细胞生物学、生理学和工程学的组织工程

技术，构建在血管修复和置换中真正发挥作用的人体组织，

可以避免自体动静脉旁路移植来源有限且存在二次创伤等风

险，具有良好的应用前景
[21-22]

。

尽管有关组织工程用生物反应器溶解氧监测体系的研

究已较为完善
[23-24]

，但常用的电化学传感器存在如体积大、

较难固定以及需要重新校准等重大问题
[25]
，无法满足小型反

应器的监测需求，且更容易带来污染风险
[26]
，因此有关三维

培养全周期的溶解氧以及代谢情况研究甚少。作者所在团队

自主搭建的脉动式血管生物反应器可施加周期性脉动灌注，

由此对硅胶管产生应变并作为机械刺激传递给种子细胞，进

图注：图 A 为 GLUT-1、LDHA 的 mRNA 相对表达量，
aP < 0.01，bP < 0.001；

B 为 GLUT-1、LDHA 的蛋白表达；C 为 GLUT-1、LDHA 的蛋白相对表达量，
aP < 0.01，bP < 0.000 1
图 5 ｜三维聚乙醇酸支架上平滑肌细胞内代谢相关基因 GLUT-1 与 LDHA
的表达

Figure 5 ｜ Expression of metabolism-related gene GLUT-1 and LDHA in 
smooth muscle cells on a three-dimensional polyglycolic acid scaffold
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而促进平滑肌细胞的增殖与胶原蛋白和弹性蛋白的分泌
[27]
、

纤维排列和胶原交联
[28]
，维持收缩表型

[29]
，有研究提示机

械应力通过调节肌动蛋白细胞骨架从而调节糖酵解
[30]
，而非

侵入式溶解氧监测体系则可以实现关键溶解氧参数的无创监

测，极大程度避免了污染风险并且不会引起剪切应力。

在正常增殖细胞中，有氧糖酵解常常被认为是一种最大

限度减少氧化应激的机制，虽然外界氧气充足，但细胞仍处

于“类缺氧状态”，并且尽管有氧糖酵解产生的 ATP 比线粒

体氧化磷酸化少，但在反应速率上，有氧糖酵解比氧化磷酸

化快得多
[31-32]

。有氧糖酵解产生的代谢物也可参与哺乳动物

细胞功能的调节，包括增殖、细胞外基质生成、自噬和凋亡

等诸多过程
[33-35]

。在生物反应器中，细胞加注到静置期结束

( 第 1 周 ) 培养液中溶解氧水平接近生理水平 4.14 mg/L[36-37]
，

显著高于张应力刺激加载后 7 周内的溶解氧水平，而这一现

象与平滑肌细胞的增殖与代谢状态息息相关。该研究观察到

三维培养 1 周前后溶解氧与种子细胞代谢模式存在显著差异

的现象后，在 6 孔板中为细胞提供三维接种环境，从机制角

度解释了培养 1 周内血管平滑肌细胞的生理学变化。

在为期 8 周的三维培养过程中，静置结束的第 7 天可以

看作“转换节点”，此前接种于聚乙醇酸支架材料上的血管

平滑肌细胞处于快速增殖阶段，虽然外界氧气充足，仍趋于

厌氧代谢，通过有氧糖酵解的方式实现 ATP 的快速生成以维

持细胞快速的增殖需求，有较多的代谢产物乳酸生成，细胞

氧气消耗量不高，故第 1 周血管生物反应器内培养基中溶解

氧维持在 (4.314±0.380) mg/L 的较高水平。1 周后平滑肌细胞

增殖与有氧糖酵解水平显著下降，反应器内细胞数目趋于稳

定，主要采用的是好氧代谢方式，对氧气的需求较高，培养

基中溶解氧水平较低，稳定在 (1.960±0.866) mg/L，这也和诸

多学者发现有氧糖酵解调节哺乳动物细胞增殖功能的特性一

致
[38-39]

。而这种平滑肌细胞生理学变化的现象也在一定程度

上验证了 Laura E. Niklason 教授团队选择静置 1 周后再施加

力学刺激的合理性。

值得一提的是，利用光学溶解氧贴片测量的是反应器中

培养基的溶解氧水平，而不是管状组织的溶解氧水平梯度，

这也是进一步优化的方向，而最适宜血管平滑肌细胞体外培

养的溶解氧浓度也仍有待研究。

综上所述，该研究通过三维培养环境的监测，观察到

培养 7 d 前后溶解氧由高降低，细胞代谢方式由厌氧代谢为

主转变为有氧代谢为主的现象。在聚乙醇酸支架三维环境

下，生物反应器内血管平滑肌细胞早期通过有氧糖酵解的代

谢方式影响细胞的快速增殖，这也解释了第 1 周生物反应

器内培养基中溶解氧维持在较高水平的现象，有望从氧气消

耗与代谢角度，为小口径组织工程血管移植物培养研究提供 

借鉴。
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