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摘要:目的　 基于新型磁悬浮 Taylor-Couette 血液剪切装置研究血管性血友病因子( von
 

Willebrand
 

Factor,
 

VWF)的

损伤规律。 方法　 设计磁悬浮 Taylor-Couette 血液剪切装置,并搭建血液剪切平台:使用猪血在稳定层流状态下进

行 1
 

h 循环测试;通过免疫蛋白印迹法和酶联免疫反应分析样品,评估血液 VWF 损伤。 结果　 随着暴露时间或剪

切应力的增加,与初始样品相比,有大量高分子量 VWF 多聚体降解为低分子量 VWF,减少率最高可达 56. 9% 。 当

剪切应力从 18
 

Pa 增加到 55
 

Pa 时,VWF 活性与 VWF 抗原比值从 45. 7% 降低到 32. 8% 。 结论　 VWF 损伤主要表

现为高分子量 VWF 减少和 VWF 活性降低,VWF 总含量并未产生明显变化。 该新型磁悬浮 Taylor-Couette 血液剪

切装置能够定量控制相关参数(暴露时间和剪切应力),用于体外血液损伤研究,从而为体外膜肺氧合器和血泵的

设计与优化提供参考。
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Abstract:
 

Objective 　 To
 

study
 

von
 

Willebrand
 

factor(VWF)
 

damage
 

based
 

on
 

a
 

novel
 

Maglev
 

Taylor-Couette
 

blood-shearing
 

device.
 

Methods 　 The
 

magnetic
 

levitation
 

(maglev)
 

Taylor-Couette
 

blood-shearing
 

device
 

was
 

designed,
 

and
 

the
 

blood-shearing
 

platform
 

was
 

built.
 

Fresh
 

porcine
 

blood
 

was
 

tested
 

in
 

circulation
 

loop
 

for
 

1
 

hour
 

at
 

laminar
 

flow
 

state.
 

VWF
 

damage
 

was
 

assessed
 

by
 

analyzing
 

sample
 

through
 

Western
 

blot
 

and
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay.
 

Results　 With
 

the
 

increase
 

of
 

exposure
 

time
 

and
 

shear
 

stress,
 

a
 

large
 

number
 

of
 

high
 

molecular
 

weight
 

VWF
 

multimers
 

were
 

degraded
 

into
 

low
 

molecular
 

weight
 

VWF.
 

The
 

maximum
 

rate
 

of
 

degradation
 

was
 

56. 9% .
 

When
 

the
 

shear
 

stress
 

increased
 

from
 

18
 

Pa
 

to
 

55
 

Pa,
 

the
 

ratio
 

of
 

VWF-Rco
 

to
 

VWF-Ag
 

decreased
 

from
 

45. 7%
 

to
 

32. 8% .
 

Conclusions 　 Compared
 

with
 

initial
 

sample,
 

the
 

VWF
 

damage
 

was
 

mainly
 

manifested
 

by
 

the
 

decrease
 

of
 

high
 

molecular
 

weight
 

VWF
 

and
 

the
 

decrease
 

of
 

VWF
 

activity,
 

and
 

VWF-Ag
 

did
 

not
 

change
 

significantly.
 

The
 

novel
 

maglev
 

Taylor-Couette
 

blood-shearing
 

device
 

can
 

quantitatively
 

control
 

the
 

996



flow
 

parameters
 

( exposure
 

time
 

and
 

shear
 

stress),
 

and
 

be
 

used
 

for
 

blood
 

damage
 

research
 

in
 

vitro,
 

thus
 

providing
 

references
 

for
 

the
 

design
 

and
 

optimization
 

of
 

extracorporeal
 

membrane
 

oxygenation
 

and
 

blood
 

pump.
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　 　 心肺衰竭已经成为重症监护室的焦点问题之

一,机械循环支持装置是治疗心肺衰竭的有效方

法[1-3] 。 左 心 室 辅 助 装 置 ( left
 

ventricular
 

assist
 

device,LVAD)作为晚期心衰患者重要的治疗手段

之一,在临床上的应用逐年增加[4] 。 在感染新冠病

毒的患者中,急性呼吸窘迫综合征的重症患者需要

体 外 膜 肺 氧 合 器 ( extracorporeal
 

membrane
 

oxygenation,ECMO) 的支持[5] 。 然而,患者在使用

ECMO 或 LVAD 后可能会导致获得性血管性血友病

综合征,造成严重的消化道内出血[6] 。 研究表明,
在 ECMO 或 LVAD 内部的非生理性剪切应力和长

暴露时间导致的高分子量( high
 

molecular
 

weight,
 

HMW)血管性血友病因子 ( von
 

Willebrand
 

factor,
VWF)降解是 AVWS 的主要诱因[7] 。 VWF 是一种

由内皮细胞和巨核细胞合成分泌的大型多聚糖蛋

白,在血管损伤部位或高剪切力区域对于血小板的

黏附、聚集止血非常重要[8] 。 但是,目前关于 VWF
损伤的完整机制尚不清楚,缺乏评价标准,故亟须

搭建可靠的实验平台进行研究。
与体内实验相比,体外实验可以作为一种简便

有效的方式来探索血液损伤机制[9-10] 。 研究者们设

计了不同种类的血液剪切装置来探究血液成分的

损伤问题,如锥板型血液剪切装置、涡旋振荡器血

液剪切装置和 Taylor-Couette 血液剪切装置等[11-16] 。
与其他装置相比,Taylor-Couette 血液剪切装置产生

的剪切应力分布均匀,可控范围广,可以满足不同

剪切应力水平下血液损伤规律的研究需求。 传统

的机械密封式 Taylor-Couette 血液剪切装置在其转

子的机械结构处会对血液造成不可避免的额外损

伤。 近年来,美国马里兰大学的研究者基于雅培公

司 CentriMag 离心式血泵设计改装了磁悬浮 Taylor-
Couette 血液剪切装置[17] 。 与以往的机械密封结构

相比,磁悬浮结构不存在密封结构导致的额外损伤

问题,具有实验误差小、操作便捷等优势。 目前研

究多基于血液单次流过剪切装置时瞬时暴露的损

伤规律,而血泵的真实工作状态是血液瞬时且循环

地暴露在高剪切应力下。 因此,本研究设计以新型

磁悬浮 Taylor-Couette 血液剪切装置为基础的体外

血液循环剪切实验平台,对 VWF 损伤规律进行定

量研究,为 ECMO、LVAD 等产品的设计与优化提供

参考。

1　 材料和方法

1. 1　 实验设备

1. 1. 1 　 血液剪切装置 　 采用的磁悬浮 Taylor-
Couette 装置如图 1(a)所示。 此血液剪切装置基于

本课题组发展的磁悬浮离心式血泵[18] 改造而成,且
具有进出口平行的特征。 以往研究中, 磁悬浮

Taylor-Couette 血液剪切装置的进出口普遍采用上

进侧出的形式,容易导致部分血液从入口流入后未

受到充分剪切直接流向出口的问题,从而造成一定

的实验误差。 因此,本研究采用侧进侧出的形式,
且入口与出口在不同高度,使流道内血液会在经过

充分剪切后流出。 装置中磁悬浮转子和外壳间形

成的环形间隙为 0. 3
 

mm,高度为 5. 5
 

mm [ 见图

1(b)]。 可以通过调节磁悬浮转子转速 ( 500 ~
1

 

500
 

r / min)定量控制剪切应力,其大小与转子转

速呈正相关关系。 当血液流经狭窄的间隙时,旋转

的转子会驱使血液流动。 黏性流体在两个相对旋

转圆柱体之间的间隙内螺旋流动的状态称为螺旋

泊肃叶流或者泰勒-库特-泊肃叶流( Taylor-Couette-
Poiseuille

 

flow,TCPF),其流动状态取决于泰勒数与

雷诺数:

Re = ρv-L
μ

= ρωRl
μ

(1)

Ta = ρω
μ( )

2

Rl3 (2)

式中:Re 为雷诺数;Ta 为泰勒数;ρ 为血液密度;
v- 为流场的特征速度;L 为流场的特征长度;ω 为转

子的旋转速度;R 为剪切部分转子的半径;l 为狭窄

剪切间隙的宽度;μ 为血液的动力黏度。
根据式(1)、(2)计算,在最大转速条件下 Re =

427<2
 

300,Ta = 1
 

697<1
 

708。 因此,在所有实验条

件下,窄间隙区域内的流动是稳定的层流状态。 剪
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切应力和暴露时间表达式为:

τ = μ ωR
l

(3)

t =
LgA
Q

(4)

式中: τ 为剪切应力;t 为暴露时间;Lg 为窄间隙长

度; A 为窄间隙横截面积; Q 为流量。

图 1　 磁悬浮 Taylor-Couette 血液剪切装置

Fig. 1 　 Magnetic
 

levitation
 

Taylor-Couette
 

blood-shearing
 

device　
  

(a)
 

Overall
 

sketch,
 

(b)
 

Inner
 

section

采用 计 算 流 体 动 力 学 ( computational
 

fluid
 

dynamics,
 

CFD)方法对改造的磁悬浮 Taylor-Couette
装置进行相关血流参数计算。 本文使用 Fluent

 

Meshing ( ANSYS 公 司, 美 国 ) 对 磁 悬 浮 Taylor-
Couette 血液剪切装置流场进行网格划分,生成四面

体网格,网格数为 832×104。 对狭窄剪切间隙内的网

格进行局部加密,保证间隙内至少 10 层网格且无量

纲壁面距离y+保持在 2 之内。 采用 Fluent 进行 CFD
模拟时,将血液视为不可压缩牛顿流体,动力黏度为

3. 5
 

mPa·s,密度为 1
 

056
 

kg / m3。 根据最大转速

(1
 

500
 

r / min)时的 Re = 427,Ta = 1
 

697,故确定采

用层流模型求解。 以质量流量入口和压力出口为边

界条件。 动量方程采用二阶迎风空间离散格式,求解

方法为 SIMPLE 算法,收敛标准设置为计算残差低于

1×10-5。 以 1
 

500
 

r / min 工况为例,由内部剪切应力

仿真结果可知,狭窄间隙内血液流动状态稳定,其产

生的剪切应力略大于 50
 

Pa,符合式(3)计算的结果

(τ= 55
 

Pa)。 此外,还可以观察到除狭窄间隙以外的

区域剪切应力水平普遍较低(见图 2)。
1. 1. 2　 体外血液剪切回路　 实验平台为该装置与

血袋相连组成的体外血液剪切回路(见图 3)。 实验

前,使用生理盐水润洗回路,然后注入总体积为(150±
10)mL 新鲜猪血,并将回路中气泡排净,使用超声流

量计(T410,Transonic
 

Systems 公司,美国)实时监测

回路流量。 实验中,通过调节阻力阀控制在不同转子

转速下回路中流量[Q=(0. 30±0. 01)
 

L / min]。

图 2　 1
 

500
 

r / min 工况下装置内部剪切应力分布

Fig. 2　 Shear
 

stress
 

distributions
 

inside
 

the
 

device
 

at
 

rotor
 

speed
 

of
 

1
 

500
 

r / min

图 3　 体外血液剪切回路示意图

Fig. 3　 Schematic
 

diagram
 

of
 

in
 

vitro
 

blood-shearing
 

loop

1. 2　 实验操作

1. 2. 1　 实验血液与样品采集　 本实验所用猪血采

自健康的太湖白猪,重量为 45 ~ 55
 

kg。 采血前供体

猪需禁食 12
 

h,采血时通过动脉穿刺技术,将猪血

采集到血袋中。 血袋中 0. 4% 肝素钠抗凝剂与血液

以 1 ∶ 20 比例并充分混匀, 保证活化凝血时间

(activated
 

clotting
 

time,ACT)大于 300
 

s。 采集的血

液在实验之前需要先用 74
 

μm 滤网过滤,去除血液

中的微粒与血栓等杂质。 全部实验用血均取自苏

州大学实验动物中心,取血过程由专业人员操作,
已通过苏州大学动物实验伦理审查。 为了研究剪

切应力和暴露时间对 VWF 损伤的影响,将血液在

3 组剪切应力(18、37、55
 

Pa)下分别在剪切回路中

循环,并于 0、10、20、30、40、50 和 60
 

min 时刻在出

口处取样,详细实验参数组合如表 1 所示。 将取出

的样品在 4
 

℃以 1
 

500
 

g 离心 10
 

min,取上层血浆冷

冻保存以备后续实验使用。

表 1　 体外血液剪切实验参数

Tab. 1　 Blood-shearing
 

parameters
 

of
 

this
 

study

实验组 转子转速 / ( r·min-1 )
 

剪切应力 / Pa
a 5

 

00 18
b 1

 

000 37
c 1

 

500 55
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1. 2. 2　 VWF 多聚体分子量分析　 将收集的上层血

浆解冻后进行免疫印迹实验。 整个过程包括电泳、
转印、 免疫反应和显色 4 个步骤[19] 。 然后通过

Image
 

J 软件处理胶片上的 VWF 条带图像,选取

HMW-VWF 段和 LMW-VWF 段,获取每个样品对应的

灰度值。 高分子量部分 HMW-VWF 的损失率和低分

子量部分 LMW-VWF 的增加率分别表示为:

HMW-VWF 损失率 =
Hsample - Hcontrol

Hcontrol
(5)

LMW-VWF 增加率 =
Lsample - Lcontrol

Lcontrol
(6)

式中: Hsample、Hcontrol 分别为实验样品、初始样品中高分

子量部分对应的条带灰度值; Lsample、Lcontrol 分别为实验

样品、初始样品中低分子量部分对应的条带灰度值。
1. 2. 3　 VWF 抗原以及活性分析 　 本文将 VWF 抗

原含量(VWF
 

antigen,VWF-Ag)和 VWF 瑞斯托霉素

辅因子活性(VWF
 

ristocentin
 

cofactor
 

activity,
 

VWF-
Rco)作为定量分析血浆中 VWF 水平的指标。 其中,
VWF-Ag 用于测定血浆中 VWF 蛋白的总体水平,
VWF-Rco 用于测定血浆在瑞斯托霉素内凝聚血小板

的能力即表征 VWF 的活性,两者均由酶联免疫吸附

试验(Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay,
 

ELISA)测

量,分别采用 VWF-Ag
 

ELISA 检测试剂盒和 VWF-
Rco

 

ELISA 检测试剂盒(上海远慕生物科技有限公

司)。 ELISA 测试流程包括如下 4 个步骤:孵育样品、
添加辣根过氧化物酶、添加显色底物以及添加终止

液。 完成 4 个步骤后,使用酶标仪以 450
 

nm 波长读

取各个样品的吸光度[20] 。 根据标准液浓度和吸光

度,用 ELISAcalc 软件计算标准曲线,然后根据标准

曲线分别计算待测样本中的 VWF-Ag 和 VWF-Rco。
1. 3　 数据分析

　 　 通过对不同转子转速的重复测试,获得 3 组有

效的测量值。 使用数据分析软件 Origin
 

计算平均

值和标准偏差。 使用 t 检验进行统计分析,P<0. 05
表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 VWF 分子量分析

　 　 VWF 多聚体分子量分析需要计算各个时段样

品的 VWF 条带灰度值,以 1
 

500
 

r / min 为例,免疫印

迹法获得的各个时刻 VWF 条带如图 4 所示,虚线

框选中的部分分别表示 HMW-VWF 和 LMW-VWF。
可以很明显观察到,HMW 区域条带灰度值随着暴

露时间的增加而减少,LMW 区域条带灰度值情况则

与之相反。

图 4　 1
 

500
 

r / min 工况下 VWF 多聚体图像

Fig. 4　 Image
 

of
 

VWF
 

multimers
 

at
 

rotor
 

speed
 

of
 

1
 

500
 

r / min

通过各个时刻样品值与初始样品值比较,得到

HMW-VWF 的损失率和 LMW-VWF 的增加率,根据

式(5)和(6)进行计算。 结果表明,在 3 种转速下,
随着回路中血液样品暴露时间的增加,HMW-VWF
的损失率呈不断增大的趋势,且在 10 ~ 20

 

min 时间

段内增长最快。 但是 LMW-VWF 的增加率则呈现

先增加后减少的状态,其增加率在 40
 

min 时达到最

大值。 此外,随着转子转速增加,HMW-VWF 的损

失率在各个时刻都呈显著增大趋势 (P < 0. 05),
LMW-VWF 的增加率在转速 5

 

00、1
 

000
 

r / min 下无

明显差异(P> 0. 05)。 在转速增大到 1
 

500
 

r / min
时,各时刻 LMW-VWF 增加率均出现显著增大的状

况(P<0. 05),见图 5。

图 5　 不同剪切应力和暴露时间下 VWF 分子量结果

Fig. 5 　 Results
 

of
 

VWF
 

multimers
 

at
 

different
 

iterative
 

exposure
 

time
 

under
 

different
 

shear
 

stress　
(a)

 

Loss
 

of
 

HMW-VWF
 

multimers,
 

( b)
 

Increase
 

of
 

LMW-VWF
 

multimers

2. 2　 VWF 抗原含量及活性分析

为研究剪切应力对 VWF 活性的影响,分别比
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较血液在不同剪切应力下所有暴露时间的平均

VWF-Ag、VWF-Rco 浓度以及 VWF-Rco ∶
 

VWF-Ag
比值。 结果表明,随着转速即剪切应力的增加,
VWF-Ag 浓度变化趋势不明显,最大差异率仅为

6. 1% ;随着剪切应力的增加,VWF-Rco 浓度呈下降

趋势,且数值差异显著,最大差异率为 17. 8% 。 随

着剪切应力的增加,VWF-Rco ∶
 

VWF-Ag 的比值呈

显著下降趋势,VWF 活性随剪切应力增加而降低

(见图 6)。 VWF 损伤具体表现为 VWF 活性的降

低,而不是 VWF 总含量的减少。

图 6　 VWF 抗原与活性含量结果

Fig. 6　 Results
 

of
 

the
 

concentration
 

of
 

VWF-Ag
 

and
 

VWF-Rco
 

( a )
 

Average
 

concentration
 

of
 

VWF-Rco
 

and
 

VWF-Ag,
 

(b)
 

Ratio
 

of
 

VWF-Rco
 

to
 

VWF-Ag

3　 讨论

　 　 本文针对 LVAD 和 ECMO 中血液循环暴露于

非生理性剪切应力环境下的问题,设计并搭建磁悬

浮 Taylor-Couette 血液剪切实验平台,探讨 VWF 损

伤与两个血流参数(剪切应力和暴露时间)之间的

关系。 本文研制的新型磁悬浮 Taylor-Couette 血液

剪切装置能够通过改变转子转速,定量地控制间隙

中产生的剪切应力, 且与以往的机械式 Taylor-
Couette 血液剪切装置相比,不会因密封结构和机械

轴承等因素造成额外的血液损伤[21] 。 以往研究中

普遍以单次暴露的形式探究红细胞和血小板损

伤[18] ,本文将剪切装置搭建循环回路实验平台,使
血液循环暴露于剪切应力之下,探究 VWF 损伤规

律,能够更好地模拟血液流经血泵时的真实工作状

态。 一般正常人体内生理性剪切应力在 10
 

Pa 以

内[22] 。 根据公式,该装置提供的剪切应力可以通过

控制转子转速在 0 ~ 55
 

Pa 范围内调整,并且通过

CFD 仿真验证了其稳定性和定量性,表明新型磁悬

浮 Taylor-Couette 血液剪切实验平台能够用于定量

研究高剪切应力下的血液损伤。
实验结果表明,血液在高于人体内生理性剪切

应力的环境下会产生 VWF 损伤,且损伤程度会随

着暴露时间的增加而累积。 VWF 损伤在分子量方

面表现为 HMW-VWF 的减少以及 LMW-VWF 的增

加,而不是 VWF 总量的减少,证实了 VWF 在高剪

切应力下的损伤表现为 HMW-VWF 多聚体降解生

成 LMW-VWF。 HMW-VWF 的减少率与暴露时间、
剪切应力均呈正相关关系。 随着暴露时间或剪切

应力的增加,LMW-VWF 的增加率呈先增后减的变

化趋势,因为 VWF 是由一串蛋白质链组成的团状

结构,但是血液中 VWF 链段的构型转变机理尚不

明确,目前只能大致推测 LMW-VWF 变化趋势与蛋

白质链段的伸展和断裂机理有一定关系,具体原因

有待进一步研究。 VWF 损伤在成分含量方面表现

为 VWF-Rco ∶ VWF-Ag 比值的降低。 由于 HMW-
VWF 的损失率与 VWF-Rco ∶ VWF-Ag 在不同剪切

应力的环境下变化趋势一致,即随着 HMW-VWF 损

失率的增加,VWF 的活性降低,并且已知在凝血时

大部分 LMW-VWF 无法参与工作,主要是 HMW-
VWF 参与,可以推测 VWF-Rco ∶ VWF-Ag 比值降低

与 HMW-VWF 损失率的增加有关。 本文通过比较

不同的剪切应力下的 VWF 损伤发现,基于此实验

平台,诱导 VWF 严重损伤的剪切应力范围为 37 ~
55

 

Pa,
 

暴露时间在 10 ~ 20
 

min 时间段造成 VWF 损

伤的增长率最快。
本研究也存在一定的局限性:①

 

虽然血液在装

置中除间隙外其他区域的额外损伤较小,但仍会造

成一定的血液损伤;②
 

为了更精确地评估血液损

伤,有必要进一步改进优化装置结构,减小装置本

身造成的血液损伤;③
 

使用全血进行 VWF 损伤研

究可能会受到血小板等其他血液成分的影响,未来

将考虑分别使用贫血小板血浆、血小板悬浮液和红

细胞悬浮液进行实验,进一步探究各个血液成分的

损伤规律。

4　 结论

　 　 磁悬浮 Taylor-Couette 血液剪切装置可以定量

设置血流参数,是目前体外模拟剪切血液最有效的

装置。 本文设计了一种新型磁悬浮 Taylor-Couette
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血液循环剪切实验平台,用于研究血流相关参数

(剪切应力和暴露时间)对 VWF 损伤的影响规律。
结果表明:①

 

VWF 的损伤具体表现为 HMW-VWF
的减少和 LMW-VWF 的增加,而不是 VWF-Ag 的减

少。 ②
 

VWF-Ag ∶ VWF-Rco 比值减小(即 VWF 活

性的降低)与 HMW-VWF 的降解有关。 ③
 

在本研

究中造成严重 VWF 损伤的剪切应力介于 37 ~ 55
 

Pa
之间,损伤程度会随着暴露时间的增加而累积,且
在 10 ~ 20

 

min 时间段增长最快。 本文研究结果可

以为 VWF 损伤评价标准的建立提供重要参考,同
时也能为 LVAD 和 ECMO 等相关医疗器械的设计

与改进提供指导。
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