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一种基于微流控芯片的体外视网膜微血管体系血栓形成模型的建立
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［摘要］ 目的 构建一种模拟视网膜血管体系空间结构特征和生物活性的内皮化微流控芯片模
型，利用该模型进一步构建血栓模型，并将该血栓模型应用于溶栓效果验证。方法 采用软光刻加工
技术制备具有分叉结构和三级管径的体外眼底微血管网络微流控芯片。在芯片通道内注入人源视网
膜血管内皮细胞（human retinal microvascular endothelial cells，HRMECs），通过光学显微镜和细胞骨架染
色观察不同时间点内皮细胞的铺设密度及形态特征；采用线粒体膜电位荧光探针（5，5，6，6-Tetrachloro-

1，1，3，3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide，JC-1）和一氧化氮（nitric oxide，NO）染色评估通道内
内皮细胞的生物活性，并通过倒置荧光显微镜进行观察；使用数字注射泵模拟人体血液流动，采用2024年
3-6月于重庆医科大学附属永川医院献血站 10例健康成人献血者的新鲜血液，实验分为健康成人全血
组、TNF-α激活内皮细胞+健康成人全血组及TNF-α激活内皮细胞+TNF-α激活全血组（血液均混合钙黄
绿素染色剂），各组均设置 37. 8、11. 1、3. 5 μL/min ３种入口血液流速。设置生理盐水组与重组组织型
纤溶酶原激活剂（recombinant human tissue-type plasminogen activator，rtPA）组，应用内皮化微流控芯片
血栓模型验证溶栓效果；采用细胞核染色与 NO 染色，结合内皮化微流控血栓模型，评估生理盐水与
rtPA在不同干预阶段（血栓形成前、血栓形成后及溶栓后）对内皮细胞功能的影响。结果 成功构建了三
级微流控芯片血管模型，其直径分别为300、200和100 μm；内皮细胞注入培养72 h后，完全覆盖管壁，光
学显微镜和细胞骨架染色显示细胞间排列紧密；JC-1和NO染色证实内皮细胞生物活性良好；相同流速
下，与全血组比较，TNF-α激活内皮细胞+健康成人全血组与TNF-α激活内皮细胞+TNF-α激活全血组均
观察到通道内血栓面积比率明显增加（P<0. 001）；且 3. 5 μL/min流速下TNF-α激活内皮细胞+TNF-α激
活全血组血栓面积比率显著高于其余组（P<0. 001）；rtPA组的溶栓效果显著强于生理盐水组（P<0. 001），
不同干预阶段微流控芯片通道内内皮细胞贴壁良好，血栓形成可造成微流控芯片通道内内皮细胞NO分
泌增多（P<0. 001）。结论 成功构建具有视网膜血管体系空间结构和生物活性的微流控芯片模型，并应
用于视网膜血管血栓形成与药物溶栓效果验证，为视网膜血管血栓类疾病的研究提供体外模型。

［关键词］ 微流控芯片；血栓形成；视网膜疾病
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spatial architecture and bioactivity of retinal vasculature, enabling thrombosis modeling and thrombolytic 
efficacy validation.  Methods　A tri-level microvascular network chip (300/200/100 μm diameters) with 
bifurcated architecture was fabricated using soft lithography.  Human retinal microvascular endothelial cells 
(HRMECs) were perfused into channels, with endothelial coverage monitored via phase-contrast microscopy 
and F-actin staining.  Cellular bioactivity was assessed using mitochondrial membrane potential probes (5,5,6,
6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide,JC-1) and nitric oxide (NO) quantification.  
Fresh blood samples from 10 healthy donors (Yongchuan Hospital Affiliated to Chongqing Medical University, 
March to June 2024) were perfused with digital injection pump to mimic blood flow in human body into 3  
experimental groups: normal whole blood, and TNF-α-activated endothelium+normal blood, TNF-α-activated 
endothelium+TNF-α-treated blood.  Three inlet blood flow rates of 37. 8、11. 1 and 3. 5  μL/min were set in 
each group. Two experimental groups, normal saline and recombinant human tissue-type plasminogen activator 
(rtPA), were established using the endothelialized microfluidic thrombosis model to validate thrombolytic 
efficacy.  Endothelial functional impacts were assessed through integrated DAPI/NO staining and thrombosis 
model analysis across 3 intervention phases: pre-thrombosis, post-thrombosis, and post-thrombolysis.  Results 
A tri-level microfluidic vascular model (300/200/100 μm diameters) was successfully constructed.  In 72 h after 
endothelial cell perfusion, complete channel coverage was achieved, with phase-contrast microscopy and 
F-actin staining confirming confluent cellular alignment.  JC-1/NO assays validated preserved endothelial 
bioactivity.  Compared with the whole blood group, both TNF- α -activated endothelium+normal blood and 
TNF- α -activated endothelium+TNF- α -treated blood groups exhibited significantly increased thrombus 
occupancy rates at identical flow rates (all P<0. 001).  Notably, TNF-α-activated endothelium+TNF-α-treated 
blood group demonstrated the highest thrombus ratio at 3. 5 μL/min (P<0. 001).  The rtPA group showed 
superior thrombolytic efficacy versus saline (P<0. 001).  Endothelial monolayer integrity was maintained 
across intervention phases, with thrombosis triggering significant NO elevation (P<0. 001).  Conclusion　Our 
retinal vasculature-mimetic microfluidic model enables precise thrombosis modeling and drug evaluation, 
providing new methodology for studying retinal vascular occlusive diseases.

［Key words］　microfluidics; thrombosis; capillaries; retinal disease 
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血栓阻塞是多种视网膜血管类及炎症性疾病的

原因及结果，在视网膜动脉阻塞［1］、视网膜静脉阻

塞［2-3］、视网膜静脉周围炎［4］等疾病的发生、发展和转

归过程中起着关键作用。目前，针对视网膜疾病血栓

机制的研究主要依赖于动物实验［5-6］和临床试验研

究［7］。其中，动物视网膜血栓模型的构建技术已相对

成熟，常用的方法有激光诱导闭塞［8］和血管结扎造

模［9］等。然而，由于体内环境的复杂性、种属间生物学

差异以及动物个体差异［10］等因素，动物模型在药效物

质筛选及其作用机制研究方面存在明显局限性；临床

研究则主要聚焦于致病因素分析［11］、抗血栓治疗方

案［12］及相关药物［13］的疗效观察。如何在可控条件下

精确模拟血栓形成，已成为该领域实验研究的关键科

学问题。因此，体外视网膜血管血栓模型的构建为深

入探究视网膜血栓性疾病的病因学、病理机制及治疗

策略提供了重要的研究平台。

本课题组前期以正常人眼底微动脉网络结构为

模型，成功设计并制备出具有体内微血管网络特征的

仿生模型［14］，相较于常见血管微流控芯片模型［15］，在
通道的结构以及管径设计上，更接近人眼视网膜血管

网络结构。本研究采用课题组前期制备的微流控芯

片模型［14］，进一步完善其仿生效果，并通过在模型内

形成血栓，为视网膜血栓疾病的研究提供新的体外模

型和方法学手段。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　主要试剂　　聚二甲基硅氧烷（polydimethyl-
siloxane，PDMS）、SYLGARD™184有机硅弹性体固化剂

购自美国 Dow Corning公司；纤维连接蛋白、硫酸葡聚

糖购自北京索莱宝科技有限公司；人源视网膜血管内
皮细胞（human retinal microvascular endothelial cells，
HRMECs）购自香港佰奥森生物医药有限公司；鬼笔环

肽、线粒体膜电位荧光探针（5，5，6，6-Tetrachloro-1，1，
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3，3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide，JC-1）、

细胞核染料（DAPI）购自上海碧云天生物技术有限公

司；一氧化氮（nitric oxide，NO）检测探针购自上海翌圣

生物科技股份有限公司； TNF-α购自上海陶术生物科

技有限公司；钙黄绿素购自美国 Invitrogen 公司；重组

组织型纤溶酶原激活剂（recombinant human tissue-

type plasminogen activator，rtPA）购自上海勃林格殷格

翰药业有限公司。

1. 1. 2　主要仪器　　循环水式多用真空泵购自上海

尚普仪器设备有限公司；等离子清洗机购自德国

HarrickG公司；RSP01-CS型双向推拉注射泵购自中国

嘉善瑞创电子科技有限公司；IX71荧光倒置显微镜购

自日本Olympus公司。

1. 2　方法

1. 2. 1　制备PDMS微血管网络模型微流控芯片

　　课题组前期采用微流控芯片软光刻工艺，根据健

康成人眼底微血管系统图像制备视网膜微血管模型

光刻胶阳模［14，16］。将PDMS与固化剂按照质量比10∶1
混合均匀后浇注阳模，抽真空去除气泡，60 ℃烘箱固

化 2 h，取下 PDMS 微血管网络模型芯片，使用打孔器

按照孔位打孔形成液体出入口，等离子处理使芯片与

干净的载玻片键合，即获得 PDMS微血管网络模型微

流控芯片。

1. 2. 2　内皮化微流控芯片　　将微流控模型芯片放

置在紫外灯下照射 30 min后，使用 75%乙醇注入通道

内清洗消毒，PBS清洗除去多余乙醇溶液，向微流控芯

片通道内注入 0. 1 mg/mL的纤维连接蛋白，静置 2 h后

使用无血清培养基冲洗，取呈对数生长的HRMECs，计
数得浓度约为1. 5×106个/mL。为增加培养液黏度，降低

细胞在微流控芯片通道内的流动速度［17］，将HRMECs
与4%葡聚糖混合后注入通道，放入细胞培养箱过夜。

为评估内皮细胞在微流控芯片通道内的生长特

性，分别在培养 24、48和 72 h后，通过光学显微镜系统

观察细胞形态变化。同时，采用鬼笔环肽染色法对相

应时间点的细胞进行固定染色，利用倒置荧光显微镜

观察细胞骨架结构的动态变化，从而系统评估内皮细

胞在微流控芯片通道内的细胞连接状态。

1. 2. 3　内皮化的微流控芯片生物活性检测　　细胞

于微流控芯片通道内生长 72 h后，分别使用 JC-1染色

剂与 NO 染色剂染色通道内细胞，于倒置荧光显微镜

下观察细胞着色情况。

1. 2. 4　微流控芯片通道内血栓形成　　本研究经重

庆医科大学附属永川医院临床研究伦理委员会批准

（2023年审 020号），采用 2024年 3-6月于重庆医科大

学附属永川医院献血站10例健康成人献血者的新鲜血

液，并在采血前获得健康成人献血者知情同意。将微

流控芯片固定于倒置荧光显微镜载物台上，使用消毒

后的聚四氟乙烯管连接数字注射泵与芯片通道入口。

设置健康成人全血组（全血组）、TNF-α激活内皮细胞+
健康成人全血组（TNF-α 内皮+全血组）及 TNF-α激活

内皮细胞+TNF-α激活全血组（TNF-α内皮+TNF-α全血

组）；同时，各组血液混合钙黄绿素染色剂，以便于倒置荧

光显微镜下进行观察。根据MAUTUIT等［18］研究结果，健

康成人视网膜静脉血液流速约为 37. 8 μL/min，视网膜

静脉阻塞患者对侧健康眼与阻塞眼的视网膜静脉血液

流速约为 11. 07 μL/min与 3. 51 μL/min；为更好地模拟

生理及病理状态下视网膜血管内血液的流动，本研究使

用数字注射泵设置入口流速为37. 8、11. 1、3. 5 μL/min，
于倒置荧光显微镜下观察不同分组与不同入口流速下

血栓的形成。使用 Image J软件对血栓面积比率（血栓

面积比率=血栓面积/通道面积×100%）进行计算，对相

同流速下不同组间进行对比分析。

1. 2. 5　微流控芯片血栓模型的应用　　选取形成血

栓的内皮化微流控芯片，于倒置荧光显微镜下观察芯

片通道内血栓形态，应用 3. 5 μL/min流速分别向通道

内注入生理盐水、rtPA，于 1 h后在微流控芯片出口处

收集流出的生理盐水、rtPA 溶液，使用酶标仪测量溶

液在 575 nm处吸光度［OD（575）］值；无菌的 PBS溶液

轻轻冲洗多余生理盐水、rtPA，再次于倒置荧光显微镜

下观察血栓形态，使用 Image J软件计算溶栓前后血栓

面积变化，根据公式：血栓面积变化率=（溶栓前血栓

面积比率-溶栓后血栓面积比率）/溶栓前血栓面积比

率，分析2组溶栓效果。

1. 2. 6　溶栓前后模型通道内内皮形态和活性检测　

　　使用DAPI染色剂分别对生理盐水与 rtPA组血栓

形成前、血栓形成后与溶栓后进行细胞核染色，观察

血栓形成过程与溶栓行为对内皮化微流控芯片通道

内细胞黏附状态的影响；NO 染色剂分别对生理盐水

与 rtPA组血栓形成前、血栓形成后与溶栓后进行染色，

基于 Image J软件对荧光强度进行定量分析，GraphPad 
Prism 10. 0采用双因素方差分析对血栓形成与溶栓过

程对内皮细胞功能的影响进行统计分析（行因素：不

同组别对 NO 生成水平的影响；列因素：不同节点对

NO生成水平的影响；交互因素：不同组别在不同节点

对NO生成水平的影响），系统评估干预措施对内皮细

胞功能的影响。

1. 3　统计学分析

本研究中分析了血栓面积比率、血栓面积变化率
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与荧光染色强度等指标。采用 GraphPad Prism 10. 0
软件进行统计分析。数据以 x̄±s 表示，采用双因素方

差分析，P<0. 05为差异具有统计学意义。

2　结果

2. 1　成功构建模拟视网膜三级血管网络的 PDMS 微

流控芯片模型

基于健康成人眼底微血管系统图像分析（图 1A），

本研究设计并绘制了体外微血管网络模型微流控芯

片示意图（图 1B）。在制备工艺上，采用微流控芯片软

光刻技术，以生物相容性优异的PDMS为基质材料，成

功制备出 PDMS微血管网络模型微流控芯片（图 1C），

该芯片精确模拟了健康成人眼底微血管系统的主要

拓扑结构，并根据血管直径特征将其划分为 3 级：a 级

（300 μm）、b 级（200 μm）和 c级（100 μm）。芯片设计

采用渐进式分级结构，入口处直径为 300 μm，沿流动

方向逐渐递减，至出口处降至 100 μm，这一设计充分

模拟了生理状态下微血管网络的形态学特征。

2. 2　成功构建模拟眼底视网膜血管生物活性的微流

控芯片内皮化模型

为更好地模拟眼底微血管网络的生物活性，本研

究将HRMECs注入微流控芯片通道内，观察其在通道

内的生长。结果显示，接种 24 h 后，细胞已成功贴附

于通道内壁并开始增殖（图 2A）；至 48 h，细胞数量显

著增加，呈现出活跃的生长状态（图 2B）；培养 72 h后，

细胞已完全覆盖微流控芯片通道内壁，形成致密且均

匀的单层结构（图 2C）。以上结果表明，HRMECs在微

流控通道内具有良好的增殖能力和贴壁生长特性，为

后续构建功能性视网膜微血管模型奠定了细胞学

基础。

倒置荧光显微镜下鬼笔环肽染色观察通道内细

胞不同生长时期细胞的骨架结构，结果显示：细胞在

通道内生长 24 h 后，分布相对稀疏，细胞间存在明显

间隙（图 3A）；培养至 48 h，细胞数量显著增加，细胞间

连接更加紧密，但仍可见局部间隙（图 3B）；至 72 h，细
胞在通道内形成均匀致密的单层结构，细胞间建立稳

定的连接（图 3C）。以上观察结果直观地展示了

HRMECs 在微流控通道内随时间推移逐步形成完整

内皮层的动态过程。

2. 3　微流控芯片具有生物活性

为验证内皮化后的微流控芯片具有生物活性，采

取 JC-1染色与NO检测探针染色的方式进行评估。微

流控芯片通道内的 JC-1染色结果显示，细胞呈现高线

粒体膜电位状态，表明线粒体功能正常，细胞维持良好

的生理活性（图 4A）；而 JC-1染色未见明显绿色荧光，

无明显细胞损伤现象（图 4B）；同时，NO染色检测显示
微弱绿色荧光信号，表明细胞处于正常生理状态，产生
少量的NO（图4C）。以上实验数据证实，内皮化的微流
控芯片能够有效模拟微血管网络的生物学特性。

a：示通道直径300 μm，b：示通道直径200 μm，c：示通道直径100 μm
A：健康成人眼底微血管系统；B：PDMS微血管网络模型微流控芯片示意图；C：PDMS微血管网络模型微流控芯片成品图 

图 1　基于眼底血管分级结构构建PDMS视网膜血管三级网络微流控通道

图 2　光学显微镜下HRMECs在微流控芯片通道内24 h（A）、48 h（B）和72 h（C）后细胞形成态图
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2. 4　微流控芯片通道内血栓形成

微流控平台操作装置示意图如图 5A所示。将各

组混合钙黄绿素染色剂的血液通过数字注射泵设置

不同流速注入内皮化的微流控芯片通道内，于倒置荧

光显微镜下观察血栓形成过程。

倒置荧光显微镜下观察观察在不同实验条件下

形成的血栓形态、大小。全血组在病理流速下可见少

量血栓形成；TNF-α内皮+全血组及TNF-α内皮+TNF-α
全血组在不同入口流速下均有血栓形成（图 5B）。

Image J分析血栓面积，结果显示：TNF-α内皮+全血组

与TNF-α内皮+TNF-α全血组，在不同流速下均有血栓

形成；相同流速下，TNF-α 内皮+TNF-α 全血组比其余

2 组血栓面积比率更加显著［交互作用：F（4，18）=
44. 68，P<0. 001；行因素：F（2，18）=140. 20，P<0. 001；
列因素：F（2，18）=85. 04，P<0. 001，图 5C］；同时，根据

TNF-α 内皮+TNF-α 全血组在不同流速下形成的血栓

面积比率，可得 3. 5 μL/min 流速下，该组的血栓面积

比率更显著［F（2，6）=1 535，P<0. 001，图 5D］。提示通

道内血栓的形成与炎症因子刺激通道内细胞及通道

内血液流速密切相关。

2. 5　微流控芯片血栓模型可用于溶栓药物研究

基于成人视网膜血管结构特征构建的内皮化微流

控芯片血栓模型可用于溶栓效果研究。生理盐水组中，

溶栓干预前后血栓形态学特征未呈现显著改变（图6A）；
相比之下，rtPA 组表现出明显的血栓溶解效应，溶栓

后血栓结构呈现显著体积缩减（图 6B）；通过 Image J
软件对血栓面积变化进行定量分析，结果表明，rtPA
组的血栓面积减少率显著高于生理盐水组［F（2，2）=
1 043，P<0. 001］，证实其具有更优的溶栓效果（图6C）；

rtPA 测得吸光度值显著高于生理盐水组［F（2， 2）=
1. 71，P<0. 001］，表明该模型成功验证 rtPA溶栓效果强

于生理盐水（图 6D）。综上可知，微流控芯片血栓模型

可应用于相关视网膜血管血栓疾病的溶栓药物研究。

2. 6　溶栓前后芯片生物活性

通过DAPI染色评估血栓形成及溶栓过程对微流

控芯片内皮化通道内细胞黏附状态的影响。结果显

示：生理盐水组在血栓形成前、血栓形成后/溶栓前与

溶栓后 3个时间节点均未观察到显著细胞核缺失现象

（图 7A），提示血栓形成过程与溶栓操作未引起内皮细

胞脱离微流控芯片；rtPA干预组亦呈现相似趋势（图7B），

表明溶栓药物 rtPA未加剧细胞脱壁风险。

进一步通过NO荧光探针检测NO生成水平发现，

血栓形成后微流控通道内荧光强度较血栓形成前显

著增强［交互作用：F（2，12）=0. 28，P>0. 05；行因素：

F（1，12）=0. 21，P＞0. 05；列因素：F（2，12）=281. 30，P<
0. 001，图7C］，提示内皮细胞在血栓应激状态下NO分

泌水平急剧升高，表明溶栓操作未诱发持续性 NO 分

泌异常。提示本研究构建的内皮化微流控血栓模型

可用于溶栓药物效果评估及内皮细胞功能机制研究。

图3　倒置荧光显微镜下HRMECs在微流控芯片通道内24 h（A）、48 h（B）和72 h（C）后骨架染色结果

A：微流控芯片通道内细胞 JC-1 染色　红色荧光：示细胞健康状态；B：微流控芯片通道内细胞 JC-1 染色；C：微流控芯片

通道内细胞NO染色

图4　内皮化后的微流控芯片通道生物活性检测
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a：P<0. 01，b：P<0. 001
A：微流控芯片操作装置示意图；B：倒置荧光显微镜下观察 3组在不同条件下形成的血栓；C：3组不同流速下形成的血栓面积

比率对比；D：TNF-α内皮+TNF-α全血组不同流速下形成血栓面积比率

图5　微流控芯片通道内血栓形成

a：P<0. 001
A：生理盐水溶栓前和溶栓后微流控芯片通道内血栓形态；B：rtPA 溶栓前和溶栓后微流控芯片通道内血栓形态；C：生理

盐水与 rtPA血栓面积变化率相比较；D：生理盐水与 rtPA溶栓后收集液在575 nm处吸光度值

图 6　内皮化微流控芯片血栓模型内溶栓
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3　讨论

本研究应用微流控加工技术，以生物相容性优异

的 PDMS为基质材料，成功构建了模拟健康成人视网

膜血管系统三级网络结构的微流控芯片，并通过在内

壁铺设 HRMECs，模拟视网膜微血管的管壁结构和生

物活性。通过控制血液流速与应用 TNF-α刺激，成功

诱导内皮化微流控芯片通道内血栓形成，并验证了在

此血栓模型中进行溶栓药物研究的可行性。为视网

膜微血管结构与功能研究，以及视网膜血管血栓形成

与溶栓治疗机制研究提供了重要的体外实验平台。

3. 1　内皮化微流控芯片血栓模型的构建

本研究构建了 300、200 与 100 μm 三级视网膜血

管体外管径，充分考虑到视网膜血管直径的生理和病

理变化特征。生理状态下视网膜中央动脉当量与视网

膜中央静脉当量一般分别约为 165. 45、238. 66 μm［19］；
病理状态下，血管直径可发生缩小或扩张［20］。本研究

通过观察微流控芯片通道内细胞形态和细胞骨架，得

出结论：HRMECs在注入微流控芯片通道 72 h后可形

成连续且紧密排列的内皮层，这一发现与 ESCH 等［21］

研究结果相一致。

为评估内皮细胞的生理状态，本研究采用 JC-1染

色法检测线粒体膜电位［22］，并通过 NO 染色评估细胞

代谢。JC-1染色可通过细胞的线粒体膜电位变化，推

断细胞的健康状态：细胞处于健康状态时，线粒体膜

电位较高，JC-1在线粒体内聚集形成 J-聚集体，发出红

色荧光；细胞处于凋亡或损伤状态时，线粒体膜电位

降低，JC-1染料以单体形式存在，发出绿色荧光。NO
染色结果反映血管内皮细胞的功能状态［23］：正常生理

状态下，内皮细胞中的 NO 水平较低，荧光强度较弱；

而在病理状态下，如内皮细胞凋亡时，NO 水平升高，

荧光强度增加［24］。结果显示，正常细胞呈现高线粒体

膜电位状态，同时NO维持在较低水平，荧光信号强度

较弱，表明内皮细胞在微流控芯片通道内保持良好的

生理状态和生物活性，证实该模型能够有效模拟具有

生物活性的视网膜血管系统。

本研究证实炎症因子 TNF-α 具有诱导血栓形成

的能力，这与 TSAI 等［25］的研究结果一致。进一步研

究观察到 TNF-α 内皮+TNF-α 全血组在血液流速为

3. 5 μL/min时，微流控芯片通道内血栓面积比率显著高

于其余各组。TNF-α可诱导HRMECs功能障碍，导致血

小板聚集和黏附能力增强［26］。当内皮细胞受到TNF-α
激活时，内皮损伤胶原纤维暴露，激活血小板和凝血因

子，启动凝血级联反应，微流控通道内血栓形成。

3. 2　内皮化微流控芯片血栓模型的应用与局限性

本研究通过内皮化微流控血栓模型揭示了血栓

形成与 rtPA溶栓过程对内皮细胞黏附特性及NO分泌

功能的影响。血栓形成虽未造成内皮细胞结构性脱

落（DAPI染色无核缺失），但显著激活了NO的应激性

分泌。内皮细胞在受到炎症因子刺激时，激活内皮型

NO合酶途径快速释放NO，维持血管舒张并抑制血小

板过度活化［27］。因此，本课题组猜测本研究中血栓形

成后NO的显著升高与诱导血栓形成过程中TNF-α的

应用相关。内皮细胞是构成血管内壁的一层特殊细

胞，在维持血管稳态、调节血管张力、控制物质交换、

参与免疫反应以及防止血栓形成等方面发挥着关键

作用［28］。与内皮化微流控芯片模型相比，单纯细胞模

型无法提供动态的流体环境和精确的微环境控制，在

A、B：生理盐水组和 rtPA组在微流控芯片通道内血栓形成前、血栓形成后/溶栓前以及溶栓后 DAPI染色细胞核；C：生理盐水组

与 rtPA组分别在内皮化微流控芯片通道血栓形成前、血栓形成后/溶栓前以及溶栓后NO染色荧光强度对比　a：P<0. 001
图7　内皮化微流控芯片血栓形成前、后与溶栓前、后的生物活性评估
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模拟真实生理条件方面存在较大局限性［29］。综上所

述，本研究构建的内皮化微流控芯片模型能够真实模

拟体内视网膜血管系统的真实结构和功能，从而实现

相关疾病的病理生理机制研究。

与QIU等［30］构建的微流控芯片血管模型相比，本

研究构建的微流控芯片模型能够更准确地模拟视网

膜血管结构；同时，HREMCs的应用，使微流控芯片模

型具备了一定的生物活性。

综上所述，本研究成功构建了具有生物活性的三

级视网膜血管微流控芯片模型，并通过炎症因子刺激

和血流动力学调控成功制备内皮化微流控血栓模型，

经验证可用于体外药物溶栓研究。该仿生微流控血栓

模型成功模拟了视网膜血管系统的血栓形成过程，其

建立的标准化评估体系为视网膜血管疾病的溶栓治疗

研究提供了可靠的体外实验平台，尤其在药物筛选和

疗效评价、视网膜内皮屏障研究方面展现出重要应用

价值。但是，本研究也存在一定的缺陷：仅通过 DAPI
染色细胞核的方式，观察了微流控芯片血栓模型形成

前后、溶栓前后通道内细胞是否因动力因素而脱壁；仅

使用NO染色定量分析微流控芯片血栓模型形成前后、

溶栓前后细胞活性。在后续的实验研究中，本课题组将

进一步对细胞存活、增殖和凋亡的相关指标进行分析。
利益冲突 本文所有作者声明不存在利益冲突
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