
书书书

第 二 军 医 大 学 学 报

ＡｃａｄＪＳｅｃ ＭｉｌＭｅｄ Ｕｎｉｖ　２００７Ｊａｎ；２８（１） · １３　　　 ·

·专题报道·

组织工程心脏瓣膜生物反应器的改建及初步应用

侯广杰，徐志云，黄盛东，龚德军 （第二军医大学长海医院胸心外科，上海２００４３３）

［摘要］　目的：对自主研制脉动生物反应器加以改进，使其脉动流场能够体外模拟高流量高压力的在体瓣膜环境，并对整体

构建的组织工程心脏瓣膜（ＴＥＨＶ）进行流场内培养的初步研究。方法：采用韩国产双囊搏动泵（ＴＰＬＳ）作为新脉动流场的动

力装置，并设计了新的气液交换通路以减少污染。以脱细胞猪主动脉瓣为支架，人的骨髓间质干细胞（ＢＭＳＣｓ）为种子细胞整

体构建ＴＥＨＶ。静态培养４ｄ后，置于生物反应器内分别在小流量（０～６００ｍｌ／ｍｉｎ）和大流量（０～４８００ｍｌ／ｍｉｎ）脉动流场培

养７ｄ，观察细胞残留情况。结果：流场改进后流量范围从０～１２００ｍｌ／ｍｉｎ提高到０～６０００ｍｌ／ｍｉｎ，系统内压力范围从０～
４０ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）提高到０～１８０ｍｍＨｇ。ＴＥＨＶ在低流量脉动流场内有部分细胞存留（２６．３％），而在大流量

流场中细胞几无存留。结论：新的生物反应器能够基本模拟在体瓣膜的流体动力学环境，能够应用于ＴＥＨＶ的体外培育研

究，但目前构建的ＴＥＨＶ尚不能耐受大流量流体的冲击。
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　　用于组织工程心脏瓣膜（ｔｉｓｓｕｅｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ｈｅａｒｔｖａｌｖｅ，ＴＥＨＶ）培养的生物反应器（ｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ）
是体外培育ＴＥＨＶ的人工装置，它能够产生脉动流
场（ｐｕｌｓａｔｉｌｅｆｌｏｗ），模拟瓣膜在体的血流动力学环
境，对于ＴＥＨＶ的构建研究具有重要的意义。已有
的研究表明，在生物反应器流体的脉动应力作用下可
以影响细胞的形态，促进种子细胞外基质的分泌及细
胞生长与增殖［１２］，使之具有更好的机械稳定性。

　　目前，国内对生物反应器的研制还处于初期阶
段，已有的生物反应器流场性能远远不能达到模拟
在体流体动力学环境的要求。本实验是在我实验室
已构建的生物反应器［３４］的基础上，针对其流场动力
不足和气液交换通路设计不完善造成的生物反应器

流量小、污染率较高的问题加以改进，从而构建新一

代的生物反应器，使之能够模拟在体血流动力学环
境，为今后研究 ＴＥＨＶ的构建和应用研究提供支
持。

１　材料和方法

１．１　脉动生物反应器的改建　新构建的生物反应
器流场动力系统由双囊搏动泵（ＴｗｉｎＰｕｌｓｅＬｉｆｅ
Ｓｕｐｐｏｒｔ，ＴＰＬＳ，ＮｅｗｈｅａｒｔＢｉｏＣｏ．，ＬｔｄＫｏｒｅａ）搏
动泵与其配套的管道构成，以替代原系统中动力不
足的动物呼吸机。与搏动泵管道相连的是变温管，
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管道内液体经过变温管通过热交换迅速达到并稳定

在细胞培养所需温度，之后连接的瓣膜室内可安装
不同直径的瓣膜支架，构建的组织工程瓣膜可以固
定在瓣膜支架上并密封在瓣膜室。以往用于气液交
换的具有开放瓶口的储液瓶被摒弃，代之以换气室
的设计，换气室具有和细胞培养瓶相同的瓶口设计，
能在有效进行气液交换的同时防止污染。改建的生
物反应器系统完全安装示意图见图１。

图１　改建的生物反应器整体构成图

Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｍｏｄｉｆｉｅｄｂｉｏｒｅａｃｔｏｒ
Ｔｈｅａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｔｈｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｏｆｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ

１．２　流场性能检测　将环氧乙烷灭菌的系统组件
完全安装，并预充细胞培养液，启动 ＴＰＬＳ搏动泵
并连续运行７ｄ，观察系统的稳定性及完整性，并取
培养液进行营养琼脂培养基涂板试验４８ｈ和霉菌
琼脂培养基涂板试验７２ｈ，分别检测是否有细菌和
真菌生长。将系统管道侧孔连接生物多信号分析
仪，调整搏动流量及阻力参数，通过多信号分析系统
绘制系统的流量压力曲线。

１．３　生物反应器内流场下构建ＴＥＨＶ
１．３．１　静态三维构建组织工程瓣　按照既往研究
的脱细胞方法［５］将猪主动脉瓣膜脱细胞获得瓣膜支

架，取向内皮细胞诱导培养的人骨髓间质干细胞［６］

按照１×１０６／次种植在瓣膜支架上，连续种植２次，
间隔２４ｈ，再静态下培养２ｄ，共计４ｄ。然后转入生
物反应器。

１．３．２　生物反应器对ＴＥＨＶ的培养　将静态下构
建的组织工程心脏瓣膜转入生物反应器的瓣膜室。
分别脉动流场低流量（流量从０～６００ｍｌ／ｍｉｎ缓慢
递增）和高流量（０～４８００ｍｌ／ｍｉｎ）连续培养７ｄ。
然后剪取３个瓣叶观察瓣叶上细胞生长状态，具体
方法见参考文献［３］。同时进行扫描电镜观察。

２　结　果

２．１　生物反应器的性能检测　系统预充后连续运
行７ｄ，机械性能稳定，系统组件及管路之间连接紧
密，无渗漏发生。７ｄ后培养液澄清，细菌真菌培养
阴性。血流动力学检测发现搏动泵产生类似人体动
脉波型的双峰状搏动波，流量在０～６０００ｍｌ／ｍｉｎ，
压力在０～１８０ｍｍＨｇ（１ｍｍＨｇ＝０．１３３ｋＰａ）。

２．２　脉动流场培养对构建的ＴＥＨＶ的影响　静态
培养的组织工程瓣膜瓣叶ＳＥＭ下可见瓣叶表面形成
连续细胞层，但细胞欠均匀。细胞与支架黏附不紧
密，部分细胞与瓣膜支架分离（图２Ａ）。在脉动低流
量流场中培养的ＴＥＨＶ，瓣膜种植面有部分裸露，但
仍有部分细胞残留，约为静态培养瓣膜的２６．３％，残
留细胞均匀分布与瓣膜贴合紧密（图２Ｂ，图３Ａ）。高
流量组瓣叶细胞基本消失（图２Ｃ，图３Ｂ）。

图２　电镜下静态（Ａ）、低流量脉动流场（Ｂ）和高流量脉动流场（Ｃ）内培养的ＴＥＨＶ

Ｆｉｇ２　ＴＥＨＶｕｎｄｅｒｓｔａｔｉｃ（Ａ），ｌｏｗ（Ｂ），ａｎｄｈｉｇｈ（Ｃ）ｐｕｌｓａｔｉｌｅｆｌｏｗｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ（×１０００）

３　讨　论

　　生物反应器除了提供组织细胞生长必需的营养
物质，以及温度、ｐＨ值等，还必须能够模拟心脏瓣膜
的在体血流动力学环境，以促进细胞的黏附增殖和对

瓣膜支架的改建，实现ＴＥＨＶ体外培养向体内移植
的顺利过渡。生物反应器的流场对于构建ＴＥＨＶ具
有重要作用［１，７］，因此生物反应器的研制成为ＴＥＨＶ
研究的一项重要内容，国外某些实验室已经构建
了一些性能先进的生物反应器，如Ｈｉｌｄｅｂｒａｎｄ等［８］
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图３　光镜下低流量（Ａ）和高流量

脉动流场（Ｂ）内培养的ＴＥＨＶ

Ｆｉｇ３　ＴＥＨＶｕｎｄｅｒｌｏｗｆｌｏｗ（Ａ）ａｎｄ

ｈｉｇｈｆｌｏｗ（Ｂ）ｐｕｌｓａｔｉｌｅｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃｓ（ＨＥ，×１００）

研制的生物反应器能够模拟流量０～６Ｌ／ｍｉｎ、压力

１５～１８０ｍｍＨｇ范围内的脉动流场，能够基本模拟
在体瓣膜的流体动力学指标。而国内这方面的研究
还比较落后，ＴＥＨＶ多在静态下构建［９］，已研制的
生物反应器流场的指标也很落后。本实验室在既往
的研究［３４］中曾初步构建了用于ＴＥＨＶ培养的脉动
生物反应器。它们均以简易呼吸机为动力源，能够
产生流量０～１２００ｍｌ／ｍｉｎ，压力０～４０ｍｍＨｇ范
围内的脉动流场。随着对组织工程瓣的研究深入，
需要设计新的生物反应器以满足模拟人体流场环境

的要求。

　　在新的生物反应器的设计中，我们首先对原系
统流场动力不足的缺点加以改进，采用ＴＰＬＳ系统
作为脉动流场的动力源。ＴＰＬＳ搏动泵是韩国Ｎｅ
ｗｈｅａｒｔＢｉｏ公司生产的用于心脏外科手术体外循环
和循环辅助的装置［１０］，能够产生０～６０００ｍｌ／ｍｉｎ
的流量。ＴＰＬＳ系统通过微电脑控制的电机带动摆
动锤左右横摆挤压两个带囊管道，产生类似于动脉
波的搏动流。通过它的控制面板可以实现对搏动次
数、流量的精确控制，模拟流量０～６Ｌ／ｍｉｎ，压力

０～１８０ｍｍＨｇ范围内的脉动流场，基本满足了模拟
瓣膜在体流场环境的要求，从而为今后整体构建

ＴＥＨＶ打下基础。国内新近的研究还有阜外医院
设计的生物反应器［１１］，但其具体数据未见公布，它
采用的动力装置是恒流转子泵。

　　我们在流场内培育ＴＥＨＶ的实验中观察到，脉
动流培养之前，ＴＥＨＶ瓣叶可基本为细胞覆盖，在

低流量脉动流场内培养７ｄ后，细胞残留约２６．３％，
而在高流量脉动流场冲击下，细胞基本无存留。我
们推测可能是多种原因的综合作用造成这种现象。
首先，细胞自身黏附力不足，用于构建ＴＥＨＶ还不
能耐受高流量高压力的流场环境，这可能是由于细
胞分泌黏附蛋白不足和（或）瓣膜支架亲和力的原因
造成。其次，生物反应器内缺乏体内环境存在的生
长因子和适宜刺激，细胞不能有效增殖生长。第三，
细胞黏附力的增加不足以抵抗流量的增加，因此脉
动流场参数调整的时机及范围仍需要进一步的研

究。我们希望在未来的研究中，通过基因工程技术
加强种子细胞黏附力，对脱细胞瓣膜进行改性及通
过对流场参数调整等手段，使细胞黏附的问题逐步
得到解决。

　　综上所述，我们认为改建的新的系统在流场的
指标方面大大超过了以往，可以满足体外短期对细
胞组织培养及检验的要求。但该系统仍然存在一些
有待改进的地方，如系统体积较大、阻力装置还不能
做到精确调控等，因此还有必要对目前的生物反应
器做进一步的改进。
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