
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１３）０７０６２２０５

基于准静态平面流场的新型皮肤组织工程灌注式生物反应室设计与初步模拟
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　　［摘要］　目的　设计准静态平面流场的灌注式新型生物反应器，以适合组织工程皮肤的培养要求。方法 　采用计
算流体动力学（ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｆｌｕｉｄｄｙｎａｍｉｃｓ，ＣＦＤ）商业软件 ＦＬＵＥＮＴ模拟新型生物反应器中的流场及培养支架壁面上的
切应力，设计出一种能够层叠、低剪切力、均匀平面流场的生物反应器。结果　 模拟结果表明筛网状支撑物及组织工程
皮肤构建物表面处的最大切应力小于３×１０－５Ｎ／ｃｍ２，且培养室中的流场是均匀的。结论　 新型生物反应器满足准静态
平面流场的要求，有可能在未来的皮肤组织工程研究和生产中广泛使用。
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　　组织工程与再生医学将在２１世纪成为修复损坏
和／或病变的组织和器官功能的最有力的方法和手
段［１］。将种子细胞接种到三维的支架材料上构建成

工程化的组织后，通常需要在体外进行一段时间的培

养，以便细胞增生、分化和分泌细胞外基质，使其成熟

后才能移植［２］，生物反应器作为组织工程的关键设

备，目前还处于起步阶段，虽然已在许多组织工程领域

中（如软骨［３－５］、骨［６－９］、血管［１０－１２］、皮肤［１－２，１３－１４］等）

有一些小型设备的研究，但还存在很多问题亟待解决，

如流场不均匀、培养容量有限等；且组织类型不同，在

体外所受的力学环境和营养供应存在较大差异，因此

需要针对不同组织的特点来设计相应的几何结构和特

定的生物反应器。皮肤位于体表，表皮的角化需与空

气直接接触，这就决定了组织工程皮肤培养的特殊要

２２６
第３５卷第７期
２０１３年４月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．７
Ａｐｒ．１５　２０１３



求，即具有气液界面和低剪切力刺激。为了保证营养

的均匀供应，还需构造出均匀的流场。在灌注条件下

满足这些要求，只能是低流速下的均匀流场。因此本

研究提出了“准静态平面流场是组织工程皮肤的最佳

培养模式”的思想，即在组织工程皮肤培养室中构造

出一种低剪切力的均匀平面流场，以满足皮肤组织培

养的特殊要求，从而解决传统反应器中培养室中流场

不均匀、体积过大、培养容量有限等缺陷，依此本研究

设计出了一种新型生物反应器，并采用计算流体动力

学（ｃｏｍｐｕｔａｔｉｏｎａｌｆｌｕｉｄｄｙｎａｍｉｃｓ，ＣＦＤ）技术对流场及支
架壁面上的切应力进行探讨。

１　材料与方法

１．１　准静态平面流场实验台设计
　　基于准静态平面流场的思想，本研究设计出一种新型灌注
式生物反应器，其具有层叠功能，如图１所示。该反应器包括
培养基瓶、蠕动泵、无菌硅胶管、缓冲槽、溢流坝、培养室和泄流

沟。其工作原理是培养基通过溢流的方式来实现准静态平面

流场：培养基进入缓冲槽，经高溢流坝溢流进入培养室，从而在

培养室中产生较均匀的流场，然后培养基经低溢流坝溢出至泄

流沟，最后培养基进入到下一层反应器中的缓冲槽。

!

"

#

$

%

&

'

(

)

!*

→：培养液流动方向

１：培养室；２：培养基瓶；３：蠕动泵；４：无菌硅胶管；５：缓冲通道；６：高

溢流坝；７：筛网支架；８：工程皮肤构建物；９：低溢流坝；１０：泄流沟

图１　用于工程皮肤结构灌注培养的新型生物反应器系统的示意图

１．２　数值方法
　　ＣＦＤ模拟方法的本质在于通过数值方法求解流动所满足
的控制方程（即连续性方程和ＮａｖｉｅｒＳｔｏｋｅｓ方程），从而获得流
动参数（速度和压力）。更具体地讲，ＣＦＤ核心思想是把原来在
时间域及空间域上连续的物理量的场，如速度场和压力场，用

一系列有限个离散点上的变量值的集合来代替（即离散化过

程），通过一定的原则和方式建立起关于这些离散点上变量之

间关系的代数方程组，然后求解代数方程组从而获得场变量的

近似值。本研究基于ＣＦＤ软件 ＦＬＵＥＮＴ模拟分析生物反应器
中流场特性和筛网状支撑物及组织工程皮肤构建物表面处的

切应力分布。

１．２．１　控制方程　　由于培养基的流速很小，其最大值仅为
１００ｍＬ／ｍｉｎ。因此培养基的流动可视为不可压缩流体层流流

动，其控制方程为：

　　连续性方程：·ｕ＝０ （１）

　　ＮａｖｉｅｒＳｔｏｋｅｓ方程：ｕ
ｔ
＋（ｕ·）ｕ＝－ｐρ

＋υ２ｕ （２）

　　式中：ｕ（ｘ，ｔ）为速度矢量；ｐ为压强；ρ为培养基的密度；
υ为动力粘度。
　　在生物反应器中存在气液界面，也就是说在反应器中存在
两相流动（这里相指的是物质的形态，如气体，称之为气相，液

体，称之为液相），因此在模拟中需启动两相流模型。本研究采

用ＶＯＦ模型模拟气液界面的两相流动。ＶＯＦ模型是基于求解
１相或多相的容积比率（αｑ）方程来捕捉不同相间界面的方法。
对于第ｑ相，其方程为：

　　 １
ρｑ
［

ｔ
（αｑρｑ）＋·（αｑρｑυ

→

ｑ）］＝
Ｓαｑ
ρｑ
＋１
ρｑ

ｎ

ｐ＝１
（ｍ
·

ｐｑ－ｍ
·

ｑｐ（３）

　　式中ｍ
·

ｑｐ是ｑ相到ｐ相的质量传递，ｍ
·

ｐｑ是 ｐ相到 ｑ相的质
量传递。

　　主相容积比率（αｑ）的计算基于如下约束：

　　
ｎ

ｑ＝１
αｑ＝１ （４）

１．２．２　边界条件和重要参数　　在模拟中边界条件对结果起
着至关重要的作用。本研究将进口设置为速度入口，根据体积

流量（１００ｍＬ／ｍｉｎ）和进口面积计算可得；出口设置为自由出
流，即出口参数通过计算获得；其他边界设置为无滑移壁面，即

壁面处的速度为０。
　　由于存在气液界面，需要设置气相和液相的物性参数。气
相空气的重要物性参数：密度为 １．２２５ｋｇ／ｍ３，动力粘度为
１７８９４×１０－５Ｐａ·ｓ。液相培养基的重要物性参数为：密度为
９９８．２ｋｇ／ｍ３，动力粘度为１．００３×１０－３Ｐａ·ｓ。

２　结果

２．１　二维皮肤培养反应段数值分析
　　首先基于二维流场ＣＦＤ模拟研究组织工程皮肤培养反应段
和皮肤构建物表面处的切应力分布，以及不同尺寸的筛网网眼

对切应力分布的影响。切应力的大小对皮肤培养至关重要。表

面处的切应力计算表达式为τ＝１２υ［ｕ＋（ｕ）
Ｔ］；ｕ为速

度梯度，上标Ｔ表示矩阵转置运算。图２Ａ为网眼宽度为５ｍｍ
时筛网表面和皮肤构建物表面处的切应力分布。可见当网眼宽

度为５ｍｍ时，筛网表面处的最大切应力为０．６２７×１０－５Ｎ／ｃｍ２，
而皮肤构建物表面处的最大切应力小于 ０．２×１０－５Ｎ／ｃｍ２。
图２Ｂ为网眼宽度为１ｍｍ时筛网表面和皮肤构建物表面处的
切应力分布。当网眼宽度为１ｍｍ时，筛网表面处的最大切应
力为０．９０９×１０－５Ｎ／ｃｍ２，而皮肤构建物表面处的最大切应力
小于０．２×１０－５Ｎ／ｃｍ２。随着网眼宽度的进一步减小（仅为
０５ｍｍ），模拟结果见图２Ｃ。筛网表面处的最大切应力为１．６８×
１０－５Ｎ／ｃｍ２，而皮肤构建物表面处的最大切应力小于 ０．１×
１０－５Ｎ／ｃｍ２。根据二维ＣＦＤ模拟结果可知，随着网眼宽度的不
断减小，筛网表面处的最大切应力不断增大，但皮肤构建物表

面处的最大切应力却不断降低，且均小于３×１０－５Ｎ／ｃｍ２。表
明新型生物反应器满足组织工程皮肤培养的特殊要求。
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Ａ：网眼宽度５ｍｍ；Ｂ：网眼宽度１ｍｍ；Ｃ：网眼宽度０．５ｍｍ
图２　二维皮肤培养反应段表面和皮肤构建物表面的切应力分布

２．２　三维皮肤培养反应段中数值分析
　　由于筛网中网眼较多，建立整个筛网结构较为困难，且计
算量较大。因此，仅在筛网的部分位置处构建出网眼，可表征

筛网中的三维流场特点，如图３所示。图４给出了皮肤培养反
应段表面和皮肤构建物表面处的切应力分布。模拟结果表明

筛网表面处的切应力高达０．８２９×１０－５Ｎ／ｃｍ２；而皮肤构建物
表面处的最大切应力则小于 ０．０５×１０－５Ｎ／ｃｍ２。基于三维
ＣＦＤ模拟结果，再次充分地表明皮肤构建物表面处的切应力仍
小于３×１０－５Ｎ／ｃｍ２，从而满足组织工程皮肤培养的特殊要求。

图３　三维皮肤培养反应段模拟计算模型

图４　皮肤培养反应段表面和皮肤构建物表面的切应力分布

２．３　新型生物反应器流场数值分析
　　为了分析培养基在新型生物反应器中的流动特性，本节对
整个反应器进行三维 ＣＦＤ模拟。同样存在筛网具有较多网
眼，难以建模和计算的问题。通过２．１和２．２中的模拟结果发
现，皮肤培养反应段表面和皮肤构建物表面处的切应力值均满

足组织工程皮肤培养的特殊要求。因此，在本节模拟中，将筛

网简化为平板是合理的，即不考虑筛网上网眼的影响。图５给
出了生物反应器ＹＺ平面（整体）和局部结构处的培养基的体
积分数分布（体积分数表征培养基在每个网格节点中所占的份

额）。红色区域表示培养基的体积分数为１，蓝色区域表示培
养基的体积分数为０（即该区域全为空气），其他数值表示培养
基和空气的混合区。图５显示，培养基中的体积分数分布符合
流动现象。图６给出了高溢流坝上不同 ＸＺ平面处的培养基
的体积分数分布，进一步分析培养基在高溢流坝上的流动特

性。可见，培养基在高溢流坝上同一ＸＺ平面上的体积分数分
布均匀。图７给出了培养基在高溢流坝上的速度矢量，发现高
溢流坝上的速度分布非常均匀，更直观地表征流场的均匀性，

这与图６的结果相吻合。上述ＣＦＤ模拟结果充分表明，提出的
新型生物反应器具有准静态平面流场特性。

!

"

Ａ：生物反应器ＹＺ平面；Ｂ：高溢流坝部分（局部视图）　红色区
域为培养基，蓝色区域为空气

图５　生物反应器中ＹＺ平面培养基的体积分数分布

!

"

#

Ａ：距进口２１ｍｍ处ＸＺ平面；Ｂ：距进口２８ｍｍ处ＸＺ平面；Ｃ：距
进口３６ｍｍ处ＸＺ平面　红色区域为培养基，蓝色区域为空气

图６　高溢流坝上不同ＸＺ平面上培养基体积分数分布
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图７　培养基在高溢流坝上的流动速度矢量图

３　讨论

　　组织工程的传统培养模式是静态培养，由于存在
营养供应受限问题，难以满足细胞生长和增殖的需要。

为了优化营养输送和气体交换，模仿体内血液流动的

动态环境，需要建立一个动态培养系统［１５］。目前已有

以下几种动态培养模式：滚瓶培养、旋转培养、搅拌培

养和灌注培养，其中灌注培养应用最为广泛［１６］。培养

基连续地流经三维构建物内部或周围，因此灌注式培

养环境更接近在体内的生理条件。其优点已经体现在

许多类型的组织培养中，包括骨骼［７］、软骨［４］、皮

肤［１４］、血管［１１］等。总之，与静态培养相比，灌注式培

养的特点是具有更均匀的细胞分布、较大的细胞存活

率和细胞增殖，促进细胞外基质的合成，以及更能分化

表型的工程化组织［１４］。对于新陈代谢要求高的组织，

培养基的连续灌注比每隔几天更换培养基更好地支持

代谢活性（因为皮肤构建物的面积和深度要适合移

植）。这对组织工程皮肤构建物的灌注式培养提出了

独特的挑战。因为组织工程皮肤构建物的培养需要在

气液界面培养［１－２］，必然要求培养室是一个平面。在

理想的情况下，这些生物反应器应是成本低廉，并能提

供一个有气液界面和连续灌注式培养的完全封闭的系

统。Ｋａｌｙａｎａｒａｍａｎ等［２］开发的生物反应器系统即Ｋｅｒ
ａｔｏｒ。Ｋｅｒａｔｏｒ反应器具有封闭性、自动更换培养基且
反应室可重复使用的特点。Ｓｕｎ等［１］提出了一个既可

用于种子细胞接种，又能进行气液界面培养的封闭系

统。但这些生物反应器的缺点显而易见［１－２，１４］：①流
场分布不均匀，由于这些早期的反应器没有考虑流场

的均匀性问题，实验结果表明高流速下的细胞反而出

现死亡，低流速下细胞活力最高［１４］，证明组织工程皮

肤的培养需要低剪切力环境；②体积过大；③扩展性
差；④装配较复杂，不便操作；⑤管路过多。因此，有必
要设计和优化新型组织工程皮肤生物反应器。

　　本研究根据组织工程皮肤培养的特殊要求，即气
液界面、低流速和均匀流场，提出了准静态平面流场的

思想，采用ＣＦＤ方法模拟了皮肤培养反应段和皮肤构
建物表面处应力分布及整个生物反应器中的流场，以

及培养基在生物反应器中的体积分数分布，数值模拟

结果表明，新型生物反应器满足培养组织工程皮肤构

建物的要求。通过理论分析，对生物反应室的具体规

格尺寸、溢流坝形态、筛网支架摆放位置及网眼孔径、

厚度等具体数据提出了明确要求。此外，它具有一些

显著的优点：①由于生物反应室能够层叠，从而增加了
表面积，减少了培养空间，提高了培养容量；②提高了
细胞培养的持续时间；③可重复使用和实现无菌操作；
④便于清洁、维护和扩展。目前本研究仅提出了新型
生物反应器实验台的设计及流场初步模拟等工作。因

此，仍存在一些重要问题亟待解决，如生物反应器中影

响流场的参数（如最适流速、溢流坝的高度和倾斜度

等）。下一步研究工作重点将采用ＣＦＤ方法模拟生物
反应器中培养基的输送特性以及最优化的生物反应器

结构参数等方面。同时，将建立新型生物反应器实验

台用于培养组织工程皮肤构建物，从而获得其实际培

养的效果。
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１　病例资料

　　患者，女性，２５岁，因“口渴、多饮、多尿伴消瘦 ８年”于
２０１１年５月３１日入我院。８年前患者无明显诱因出现口渴、
多饮、多尿伴全身消瘦（以面部及躯干、四肢尤为突出），无多

食、怕热、多汗及心悸。多次空腹血糖超过２０ｍｍｏｌ／Ｌ，先后服
用多种降糖药，空腹及餐后２ｈ血糖在１５～２０ｍｍｏｌ／Ｌ波动。
无家族遗传病史。入院体检：体温３６．５℃，脉搏９２／ｍｉｎ，呼吸
２０／ｍｉｎ，血压１００／６０ｍｍＨｇ，身高 １５０ｃｍ，体质量 ３５ｋｇ，腰围
５７ｃｍ，体质指数（ＢＭＩ）１５．５ｋｇ／ｍ２，发育正常，营养差。全身皮
肤无明显色素沉着，无多毛。颜面、四肢、躯干、臀部皮下脂肪

菲薄，约１．２ｍｍ厚；后颈部可见黑棘皮样改变，面容消瘦，双侧
颊部内陷，双侧颧骨突出，眼眶无凹陷，甲状腺不大。心肺无异

常。腹平软，肝脾未扪及。辅助检查：尿常规：尿糖阴性，尿蛋

白阴性，尿酮体阴性；肝肾功能正常；血脂：甘油三酯

１０．９１ｍｍｏｌ／Ｌ，总胆固醇 ４．６６ｍｍｏｌ／Ｌ，高密度脂蛋白胆固醇
０１３ｍｍｏｌ／Ｌ，低密度脂蛋白胆固醇２．０２ｍｍｏｌ／Ｌ；糖化血红蛋
白１２．１０％；空腹Ｃ肽１．２１ｎｍｏｌ／Ｌ，餐后２ｈＣ肽１．８５ｎｍｏｌ／Ｌ。
空腹胰岛素７４（５～２４）ｍＵ／Ｌ，餐后２ｈ胰岛素３０４ｍＵ／Ｌ；空腹
血糖９．１１ｍｍｏｌ／Ｌ，餐后２ｈ血糖１４．５ｍｍｏｌ／Ｌ；ＧＡＤ、ＩＣＡ、ＩＡＡ
均阴性。血清瘦素３．１２（４．１２～８．３０）μｇ／Ｌ。胸部 Ｘ线片、心
电图正常。上腹部 Ｂ超示：肝大、脾稍大。双能 Ｘ线吸收法全
身脂肪含量测定：总体质量 ３５ｋｇ，脂肪 ２．１７ｋｇ，脂肪含量
６２％。妇科Ｂ超提示双侧卵巢呈多囊结构。诊断：获得性全
身性脂肪营养不良症（ａｃｑｕｉｒｅｄｇｅｎｅｒａｌｉｚｅｄｌｉｐｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ，ＡＧＬ），
入院后给予非诺贝特调脂，并用胰岛素泵治疗，胰岛素用量最

多达１０６Ｕ／ｄ，血糖控制后改用生物合成人胰岛素及精蛋白生
物合成人胰岛素每日４次皮下注射。同时服用亚莫利６ｍｇ／ｄ。
血糖控制在空腹７．８ｍｍｏｌ／Ｌ，餐后２ｈ１１ｍｍｏｌ／Ｌ左右。

２　讨论

　　 Ｌａｗｒａｎｃｅ在１９４６年首先对１例２６岁女性患者的临床表
现及尸检结果进行报道，故 ＡＧＬ又称为 Ｌａｗｒａｎｃｅ综合征［１］。

本例患者１７岁起病，有包括手掌、足底在内的全身性脂肪萎缩

的特殊表现，全身脂肪含量仅６．２％，胰岛素用量高达每日１０６Ｕ
（３．０３Ｕ／ｋｇ），空腹胰岛素及葡萄糖负荷后胰岛素明显增高，提
示胰岛素抵抗，有甘油三酯增高，肝脾肿大及瘦素水平降低等

表现，ＡＧＬ诊断成立。属于脂肪萎缩性糖尿病，因起病年龄较
轻，又有胰岛素水平增高，故可见黑棘皮病及多囊卵巢等临床

表现。ＡＧＬ还分为３型［２］：１型为 ＡＧＬ伴脂膜炎，２型为 ＡＧＬ
伴自身免疫性疾病，３型为特发性ＡＧＬ，其发生率分别为２５％、
２５％及５０％，以特发性多见。本例患者自身免疫抗体阴性，无
脂膜炎的临床表现，属于特发性ＡＧＬ。
　　本例患者以糖尿病为主要表现起病，且起病年龄较小伴体
型消瘦，易误诊为１型糖尿病。但ＡＧＬ特征为胰岛素抵抗性糖
尿病，由于脂肪缺乏故不出现酮症，其胰岛素抵抗不仅表现在

降糖胰岛素需要量大，而且血糖难以控制。多数患者还表现为

空腹胰岛素水平明显增高，本例患者胰岛素需要量达每日１０６Ｕ
（３．０３Ｕ／ｋｇ），说明存在胰岛素抵抗，但其胰岛素及Ｃ肽在起病
初期水平增高而后期水平不增高，推测可能与患者病程逐渐延

长，游离脂肪酸的脂毒性以及胰岛Ｂ细胞脂肪浸润导致胰岛素
分泌减少等有关［３］。

　　脂肪萎缩糖尿病的治疗目前主要是努力使血糖维持在可
接受的范围。对有胰岛素分泌功能的患者可口服磺脲类降糖

药。大多数患者需要大剂量胰岛素治疗，约７５％的患者胰岛素
需要量超过１００Ｕ／ｄ，５０％的患者超过２００Ｕ／ｄ［２］。本例患者
采用胰岛素加亚莫利（格列美脲）６ｍｇ／ｄ，使血糖控制在较好范
围，可能与该患者胰岛Ｂ细胞尚存一定功能及亚莫利的双重调
节机制有关。对高甘油三酯血症可用贝特类降脂药治疗。国

外研究表明用重组人甲硫氨酰瘦素长期替代治疗能够改善

ＡＧＬ患者的血糖、血脂及肝硬化［４］，但目前仍处于试验阶段。
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