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Abstract 

BACKGROUND: It is widely used that vitro culturing endothelial cells to study atherosclerosis mechanism, and the key issues are 

if the monolayer endothelial cells could resist blood attack and how to achieve cells growth well-distributed.  

OBJECTIVE: To develop a device that could supply a three-dimensional condition for cells to realize growth stick to elastic silicon 

chamber in order to improve growth uneven.  

METHODS: It introduced structure and functions of the device from controlled unit, mechanical unit and cells culture unit, and 

then used it to carry out an umbilical vein endothelial cells culture experiment.  

RESULTS AND CONCLUSION: Rotary three-dimensional cells culture device could provide condition for cells metabolism and 

growth sticking to elastic silicon chamber well-distributed. 
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摘要 

背景：内皮细胞体外培养形成的单层内皮细胞能否抵抗血流的冲击，如何实现细胞均匀分布生长是实验中的常见问题。 

目的：针对背景问题，研制一种细胞培养装置，可提供细胞生长的三维环境，实现细胞贴硅胶弹性腔管壁生长，改善细胞

的分布不均。 

方法：从控制单元、机械单元和细胞培养单元介绍了该装置的结构与功能，并利用该装置进行一例脐静脉内皮细胞培养实

验。 

结果与结论：旋转式三维细胞培养装置为细胞代谢提供了一定条件，该装置培养的细胞能贴壁均匀，生长良好。 

关键字：旋转培养；内皮细胞；细胞培养；贴壁生长；控制单元；机械单元 
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0  引言 

 

细胞培养工程是一门在生化工程学科领域

中迅速发展起来的新型工程学科，根据细胞的

特性可采用静态培养、旋转培养、悬浮培养、

微载体培养、中空纤维培养以及灌流培养等方

式
[1]
。因此，细胞培养工程具有生物技术、化学

工程技术以及其他工程学科技术相结合的特

色，这门学科在基础研究和运用科学研究方面

越来越受到广泛的关注
[2]
。 

血管内皮细胞除屏障功能外，还合成分泌

多种因子，在凝血、抗凝血，纤溶、抗纤溶，

调节细胞生长，改变脂质代谢，维持血管壁的

完整性和管壁张力等方面起重要作用
[3]
，其结构

和功能异常在许多疾病，尤其是在心血管疾病

的发生、发展中起着重要作用。因此，通过内

皮细胞体外培养的方法探讨动脉粥样硬化形成

的机制已经得到了广泛的应用。 

内皮细胞培养研究中的一个关键问题是体

外形成的单层内皮细胞能否抵抗血流的冲击
[4]
。

一些实验结果显示，层流剪切力可促进内皮细

胞的生长
[5]
。细胞静态培养是指细胞培养过程

中免受血流动力学因素的影响
[6]
，在此条件下，

细胞没有承受血流剪切力作用，形成的单层细

胞并不出现应力纤维，其分裂增殖速度快，细

胞容易衰老，在后续实验中难以耐受复杂的血

流动力学环境而发生脱落。在细胞-支架复合物

培养中，旋转式生物反应器、灌注式生物反应

器
[7]
、基底膜拉伸式加载装置均可以提供适宜的

机械刺激条件
[8]
，对组织的形成起促进作用

[9]
。 

对于贴壁生长的细胞，传统的细胞-支架复

合物静态培养中，由于重力因素，易导致细胞

聚集于载体外部或载体底部，使支架中细胞生

长分布不均、成活率不高
[10]
。为此，Kleis等

[11]

研制了圆柱形壁式生物反应器，模拟微重力环

境，使细胞克服重力影响，获得比普通重力环

境中更高的培养密度。但是该反应器价格昂贵，

使用较繁琐。 

针对这种情况，作者课题组研制了一种旋

转式三维细胞培养装置，该装置改善了重力引

起细胞分布不均的问题，实现细胞在硅胶弹性 
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腔管壁内均匀贴壁生长。该装置价格便宜，操

作简单，改善细胞聚集效果良好。 

 

1  装置设计 

 

整个装置由控制单元、机械单元和细胞培

养单元三部分组成，见图1，2。控制单元主要

由微处理器、驱动电路和显示面板组成；机械

单元由步进电机、直线导轨和滑动支架组成；

细胞培养单元包括硅胶弹性腔、连轴器等。机

械单元和细胞培养单元置于培养箱中，培养箱

以保温罩覆盖。 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

1.1  控制单元  控制单元实现电机的控制和

温度的控制。 

电机控制：微处理器按预设的参数向电机发

放驱动信号，控制电机转动。电机转速在0~    

3 r/min，20档可调。 

温度控制：温度控制系统主要由电源、控制

器、加热器、散热器、保温罩等组成。培养箱

温度控制在(37.0±1.0) ℃，恒温后温度波动不

大于0.2 ℃。微处理器按预设的参数驱动电加

热器工作。电加热器产生足够的热量，使细胞

培养单元达到细胞能正常生长所需要的温度范

围。本装置设置了主加热系统和辅助加热系统。 

1.2  机械单元  机械单元执行的功能就是使

细胞培养单元作旋转运动。步进电机通过连轴

器与滑动支架中心轴相连，在微处理器的控制

下电机带动连轴器中心轴产生周期性旋转运

动。滑动支架通过滑槽与直线导轨相连，可自

由调节滑动支架与电机之间的距离以适应不同

长度的硅胶弹性腔，滑动支架可由螺母定位。 

1.3  细胞培养单元  硅胶弹性腔固定于连轴

器的两端，随同轴一起运动。实验前将消毒好

的硅胶弹性腔固定于连轴器两端，然后将细胞、

微载体和细胞培养基通过连轴器一端的通孔注

入硅胶弹性腔中，通孔可外接导管通入二氧化

碳气体，以保持硅胶弹性腔中5%二氧化碳浓

度，见图3。 

 

 
 
 
 

 

2  实验 

 

2.1  实验器材  旋转式三维细胞培养装置，无

菌脐带，M199培养液，20% PBS，胶原酶

(0.1%)，胰蛋白酶(0.125%和0.25%)，EDTA 

(0.02%)。 

无菌器械：止血钳，针头，眼科剪，200目滤

网，50 mL离心管，皿式培养瓶，小三角瓶，

10 mL、20 mL注射器管，无菌药碗。 

2.2  操作过程  环氧乙烷消毒细胞培养单元硅

胶弹性腔6 h。保温罩覆盖区及保温罩用体积分

数75%的乙醇擦拭，并置于紫外灯照射下24 h。 

取长度约20 cm新生儿无菌脐带于4 ℃ 

PBS中，先用PBS冲洗脐带表面至无血色，后

用注射器针头插入脐静脉用PBS冲洗；将脐带

两端钳夹，用注射器针头向脐静脉中打入胶原

酶(0.1%)和胰蛋白酶(0.125%)至充盈，在37 ℃

环境中消化10 min，期间轻轻挤压脐带使酶溶

液充分接触血管内壁，消化5 min取少量消化液

于显微镜下观察，如发现已分散成细胞团或单

个细胞，用PBS冲洗脐静脉，一并将消化液收

集到小三角瓶中；采用200目滤网滤掉悬液中的

组织块，将消化液收集于50 mL无菌离心管中，

4 ℃环境下低速离心(800~1 000 r/min)5 min；

弃上清，吹打悬浮再次离心5 min，将沉淀(即

细胞)加M199培养液并铺于皿式培养瓶中，置

于37 ℃ 体积分数5% CO2饱和湿度培养箱中

Figure 1  Block diagram of the rotary
three-dimensional cells culture device 

图 1  旋转式三维细胞培养装置结构框图 

Figure 2  The map of rotary three-dimensional cells 
culture device 

图 2  旋转式三维细胞培养装置结构图 

1: stepper motor; 2: junction box; 3: elastic silicon chamber; 

4: sliding support; 5: hole 

Figure 3  The map of cells culture unit
图 3  细胞培养单元示意图 
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培养，24 h后更换培养液后每隔1 d换液1次。倒置显微

镜观察鉴定为内皮细胞
[12]
，融合率达到70%~80%

[13]
，

加入0.25%胰蛋白酶+0.02%EDTA消化20 min，按照 

1∶2传代培养，取三四代用于装置培养实验
[14]
。 

设定旋转式三维细胞培养装置转速0.15 r/min，装

置预热至37 ℃。将硅胶弹性腔固定于连轴器两端，用

注射器将内皮细胞、微载体和细胞培养基注入硅胶弹性

腔中，直到充满整个管腔，然后把连轴器安装在滑动支

架上并用螺钉固定支架，使其夹紧连轴器，通孔通入体

积分数5%二氧化碳气体，盖好保温罩。 

 

3  结果 

 

采用该装置旋转培养6 h后，静态培养24 h，使细胞

完全舒展，然后将硅胶弹性腔取出，用2.5%戌二醛固定

10 min，经PBS清洗后再用甲苯胺蓝染色。显微镜观察

硅胶弹性腔切片中细胞的形态和排列情况，见图4，内

皮细胞分布较均匀，大部分贴硅胶弹性腔管壁生长。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4  结论 

 

内皮细胞在三维与二维培养体系中的生物学行为

存在显著差异
[15]
，三维培养体系中内皮细胞的生长更类

似于体内生长。旋转式细胞培养是一种优于静态培养的

新培养技术，目前已运用该技术开展了造血干细胞、软

骨细胞等的体外培养研究
[13]
。本文中旋转式三维细胞培

养装置能够提供适宜细胞生长、代谢的环境，实验结束

后对细胞的固定可靠，记录的细胞图像清晰真实。 

该装置与静态培养方式培养的内皮细胞之间的差

异需要进一步的实验分析；为了产生微重力环境，该装

置的转速仍需通过对照实验探讨
[16]
，该方法培养的内皮

细胞是否能够耐受血流动力学环境以及能够承受的极

限应力条件还要通过进一步的实验研究；该装置与在体

血管的应力环境差异较大，下一步研究计划改进该装置

模拟血流流动血管剪切应力培养环境，且能实时采集控

制剪切应力。 

由于血管内皮细胞的结构和功能异常在心血管疾

病的发生、发展中起着重要作用，所以体外培养的血管

内皮细胞是研究粥样硬化发生机制的良好实验模型。旋

转式三维细胞培养装置为体外培养内皮细胞提供了便

利的工具，为体外研究动脉粥样硬化等心血管疾病提供

了可能性。 
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Figure 4  Cells shape in elastic silicon chamber 6 h (×200)
图 4  硅胶弹性腔中的细胞形态 6 h (×200) 


