
解放军医学杂志 2026年4月28日 第51卷 第4期

论 著靶向类药物抗肿瘤作用研究与应用专题

口腔鳞状细胞癌-血管内皮细胞共培养微流控芯片的构建及

验证

陈俞彤，谢尚，蔡志刚*

北京大学口腔医学院口腔医院口腔颌面外科/国家口腔医学中心/国家口腔疾病临床医学研究中心/口腔生物材料和数字

诊疗装备国家工程研究中心，北京　100081

[中图分类号] R739.81     [文献标志码] A    [DOI] 10.11855/j.issn.0577-7402.2525.2026.0304 

[声明] 本文所有作者声明无利益冲突

[引用本文] 陈俞彤, 谢尚, 蔡志刚 . 口腔鳞状细胞癌-血管内皮细胞共培养微流控芯片的构建及验证[J]. 解放军医学杂志, 2026, 51(4): 

488-499.

[收稿日期] 2025-12-09    [录用日期] 2026-01-04    [上线日期] 2026-03-04

[摘要] 目的　构建口腔鳞状细胞癌-血管内皮细胞共培养的微流控芯片，验证两种细胞的相互作用，并将芯片用于

测试化疗药与抗血管生成药物的疗效。方法　设计以多孔聚对二甲苯膜分隔的双层聚二甲基硅氧烷(PDMS)芯片，上下腔

室分别接种人脐静脉内皮细胞(HUVEC)和人舌鳞癌细胞(WSU-HN6)。进行流体力学分析，计算芯片内的相对压力、流速

和剪切力。对上层HUVEC与下层HN6细胞分别设置单独培养及二者共培养的条件。将HUVEC分为单独培养组(即对照

组)与在芯片下层添加HN6细胞的共培养组。将HN6细胞也分为单独培养组(即对照组)与在芯片上层添加HUVEC的共培

养组。采用 qRT-PCR 检测两组 HUVEC 的血管内皮生长因子(VEGF)、细胞间黏附分子 1(ICAM-1)、白细胞介素-8(IL-8) 

mRNA表达水平；免疫荧光染色检测VE-钙黏蛋白(VE-cadherin)的表达情况，跨细胞电阻检测HUVEC屏障功能，血管形成

实验检测HUVEC的成管能力。采用CCK-8试剂盒检测HN6细胞活力，qRT-PCR检测HN6细胞的VEGF、碱性成纤维细胞

生长因子(bFGF)、N-钙黏蛋白(N-cadherin)、E-钙黏蛋白(E-cadherin)、波形蛋白(Vimentin) mRNA表达水平，免疫荧光染色检

测上皮-间充质转化(EMT)相关标志物表达情况，划痕实验检测HN6细胞迁移能力，TUNEL染色检测HN6细胞凋亡情况。

结果　芯片入口培养基流速设为100 μm/s，可模拟生理状态下的流动条件。共培养组HUVEC的VEGF和 ICAM-1 mRNA表

达水平明显升高(P<0.01)，血管形成实验连接点数(P<0.05)和小管总长度(P<0.01)明显增加，跨细胞电阻降低，VE-cadherin

形态不完整。qRT-PCR 检测结果显示，与单独培养的 HN6 细胞相比，共培养组 HN6 细胞活力无明显变化，VEGF、

N-cadherin mRNA表达水平明显升高(P<0.05)，E-cadherin mRNA表达水平明显降低(P<0.05)。免疫荧光染色显示，EMT相关

标志物的蛋白表达变化与 qRT-PCR 结果一致，Vimentin(P<0.001)、N-cadherin(P<0.01)蛋白表达水平明显升高，E-cadherin

蛋白表达水平明显降低(P<0.05)。共培养组HN6细胞24 h划痕愈合率明显高于单独培养组(P<0.01)，添加贝伐珠单抗可抑

制细胞迁移(P<0.0001)且后者浓度越高、抑制作用越强。贝伐珠单抗对HN6细胞没有杀伤作用，也不能改变其对化疗药

物的敏感性。结论　本研究设计的双层微流控芯片可模拟HN6与HUVEC的相互作用，进而用于药物筛选。
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[Abstract] Objective　To fabricate a microfluidic chip for the co-culture of oral squamous cell carcinoma cells and vascular 

endothelial cells, validate the interaction between the two cell types, and test the efficacy of combined chemotherapeutic and anti-

angiogenic drugs. Methods　 A double-layer polydimethylsiloxane (PDMS) chip was fabricated, separated by a porous parylene 

membrane, with human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) seeded in the upper chamber and human tongue squamous cell 

carcinoma cells (WSU-HN6) seeded in the lower chamber, respectively. Hydrodynamic analysis was performed to calculate the 

relative pressure, flow velocity, and shear stress within the chip. Monoculture (control) and co-culture conditions were separately 

established for upper-layer HUVECs and lower-layer HN6 cells: HUVECs were cultured alone or co-cultured with HN6 cells in the 

lower chip chamber, and HN6 cells were grouped in the same way in the upper chip chamber. For HUVECs, mRNA expression levels 

of vascular endothelial growth factor (VEGF), intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1), and interleukin-8 (IL-8) were detected by 

qRT-PCR, in the two groups, and vascular endothelial cadherin (VE-cadherin) protein expression was detected by immunofluorescence 

staining. Barrier function was assessed by transendothelial electrical resistance (TEER), while tube formation ability of HUVECs was 

evaluated using the tube formation assay. For HN6 cells, viability was determined by cell counting kit-8 (CCK-8) assay. mRNA 

expression levels of VEGF, basic fibroblast growth factor (bFGF), neural cadherin (N-cadherin), epithelial cadherin (E-cadherin), and 

Vimentin were detected by qRT-PCR. Immunofluorescence staining was performed to detect the expression of epithelial-

mesenchymal transition (EMT) -related markers. HN6 cell migration was evaluated by the scratch wound assay. HN6 cell apoptosis 

was detected by TUNEL staining. Results　The medium flow rate at the chip inlet was set to 100 μm/s and was able to simulate in 

vivo physiological flow conditions. Hydrodynamic analysis confirmed that the flow conditions were consistent with physiological 

parameters. In co-culture group, HUVECs showed significantly elevated mRNA expression levels of VEGF and ICAM-1 (P<0.01), 

compared to monoculture control group. Co-cultured HUVECs also significantly increased the number of tube junctions (P<0.05) 

and total tube length (P<0.01) in the tube formation assay, along with reduced trans-epithelial electrical resistance (TEER) as well as 

incomplete morphology of VE-cadherin. For HN6 cells, qRT-PCR results showed that, compared with monocultured HN6 cells, 

co-culture with HUVECs did not significantly affect cell viability but led to significant mRNA expression changes: VEGF and 

N-cadherin were significantly elevated (P<0.05), E-cadherin was reduced (P<0.05). The results of immunofluorescence staining 

confirmed corresponding protein-level changes during EMT-related markers, consistent with the qRT-PCR results: Vimentin 

(P<0.001), N-cadherin (P<0.01) protein expression levels significantly increased, and E-cadherin expression significantly decreased 

(P<0.05). Co-cultured HN6 cells also exhibited a significantly higher 24 h scratch wound healing rate than the monoculture group 

(P<0.01), which was inhibited by bevacizumab in a concentration-dependent manner. Bevacizumab showed no cytotoxicity on HN6 

cells nor did it change their sensitivity to chemotherapeutic agents. Conclusion　The double-layer microfluidic chip fabricated in 

this study can simulate the interaction between HN6 cells and HUVECs, thus enabling its use in drug screening.

[Key words] oral squamous cell carcinoma; microfluidic chip; endothelial cells; co-culture

血管生成是肿瘤进展过程中的关键事件，肿瘤

细胞的持续增殖分裂需要新的血管，以获得营养和

氧气，而肿瘤相关脉管系统通透性高，灌注效率低

下[1-2]，有利于肿瘤细胞转移且对药物递送不利。许

多研究发现，肿瘤细胞可以通过与内皮细胞的直接

或间接的相互作用，调控血管生成过程[3-4]。血管内

皮生长因子(VEGF)是血管生成的关键调节因子，在

头 颈 部 鳞 状 细 胞 癌 (head and neck squamous cell 
carcinoma，HNSCC)中常呈过表达状态[5]；其过表达

与患者较差的总生存期显著相关[6]。目前关于口腔

鳞状细胞癌(oral squamous cell carcinoma，OSCC)与血

管内皮细胞相互作用的研究较为有限，探究抗血管

生成药对OSCC作用机制时，多数研究只使用OSCC
细胞，未引入内皮细胞参与[7-8]，或将二者分别进行

测试[9]。因此，需要构建允许OSCC细胞与血管内皮

细胞相互作用的平台。器官芯片是基于微流体平台

的体外细胞培养新兴技术，可模拟细胞在体内的微

环境，并容纳多个细胞层[10-11]，从而为研究OSCC细

胞与内皮细胞的相互作用提供支持。本研究设计了

一款以多孔聚对二甲苯膜分隔的双层微流控芯片，

构建人舌鳞状细胞癌细胞系(WSU-HN6)与人脐静脉

内皮细胞(HUVEC)的共培养体系，用以模拟和研究

OSCC 细胞与内皮细胞的相互作用，并在芯片上对

HN6细胞进行化疗药和抗血管生成药物疗效测试。

1　材料与方法

1.1　实验细胞及试剂　人舌鳞状细胞癌细胞系

WSU-HN6 和 HUVEC 系购自武汉普诺赛公司，青链

霉素双抗、胰蛋白酶、改良Eagle 培养基(DMEM)购
自美国Gibco公司，内皮细胞培养基(ECM)购自美国

Sciencell 公司，胎牛血清(FBS)购自德国 PAN-Biotech
公司，Sylgard® 184有机硅弹性体基料和固化剂购自
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美 国 Dow Corning 公 司 ， Trizol 试 剂 购 自 美 国

Invitrogen 公司。实时荧光定量聚合酶链反应(qRT-
PCR)引物购自上海生工生物工程公司，RNA反转录试

剂盒(RK20429)、SYBR 混合物(RK21203)、E-cadherin
抗体(A20798)购自武汉爱博泰克生物科技有限公司，

CCK-8 试剂盒(AQ308-500T)购自北京翱擎生物科技

有 限 公 司 ， VE- 钙 黏 蛋 白 (VE-cadherin) 抗 体

(ab313632)、波形蛋白(Vimentin)抗体(ab8069)购自英

国 Abcam 公司，N-cadherin 抗体(22018-1-AP)购自美

国Proteintech公司，DAPI染色液(G1012)购自武汉塞

维尔生物科技有限公司，Alexa Fluor® 488标记的山羊

抗兔 IgG(ZF-0511)、Alexa Fluor® 494标记的山羊抗小

鼠 IgG(ZF-0513)购自北京中杉金桥生物技术有限公

司，Matrigel(354234)购自美国康宁公司，贝伐珠单

抗(HY-P9906)、顺铂(HY-17394)、5-氟尿嘧啶(HY-
90006)购自美国MCE公司，TUNEL原位细胞凋亡检

测试剂盒(E-CK-A322)购自武汉伊莱瑞特生物科技股

份有限公司。

1.2　方法　

1.2.1　微流控芯片的设计与制造　使用 AutoCAD 
2024设计芯片结构并输出CAD文件，用于加工聚甲

基丙烯酸甲酯(PMMA)模具，将聚二甲基硅氧烷

(PDMS)预聚物与固化剂按 10:1(w/w)的比例混合，

浇灌至PMMA模板上，抽真空去除气泡，于80 ℃烘

箱内固化 60 min。揭下 PDMS 层，使用 1 mm 打孔器

在流道入口与出口处打孔。氧等离子体处理 PDMS
与载玻片表面，实现不可逆键合。将孔径8 μm的聚

对二甲苯C(paralene C)多孔膜裁剪为直径约 6 mm 的

圆片，覆盖于下层 PDMS 的细胞培养腔室上，最后

键合上层PDMS完成芯片组装。

1.2.2　细胞培养　WSU-HN6 使用增殖培养基[90% 
DMEM(高糖)+10% FBS+1%青链霉素]培养。HUVEC
使用内皮细胞完全培养基(95% ECM+5% FBS+1% 内

皮细胞生长添加物+1%青链霉素)培养。所有细胞均

于37 ℃、5% CO2的恒温培养箱中常规培养。消化收

集对数生长期细胞，分别重悬于相应的完全培养基

中。将密度为 1.5×106/ml的HUVEC细胞悬液接种于

芯片上层，密度为 2×105/ml的HN6细胞悬液接种于

芯片下层。静态培养 24 h 后，将两种细胞的完全培

养基以 1: 1 的体积比混合，使用注射泵持续灌流

培养。

1.2.3　流体力学分析　利用COMSOL Multiphysics 6.2
软件模拟芯片内的流体流动模式。将芯片的三维模

型导入软件。重力作用于整个系统。仿真中使用的

参数：流体密度 ρ为 1000 kg/m3，动力黏度μ为 8.5×
10-4 Pa.s，上层通道入口流速设为 100 μm/s，计算得

雷诺数 Re 约为 4.1×10-2，确认上层培养基通道内流

动状态属于蠕动流。在此条件下，Navier-Stokes方程

中的惯性项可忽略，流动遵循斯托克斯方程[12]。

1.2.4　跨细胞电阻(TEER)测定　使用Millicell® ERS-2
细胞电阻仪在培养的第 1、3、5、7天测量内皮细胞

层电阻值(R)，同时测量无细胞的空白膜电阻值(R0)。
TEER值通过以下公式计算：TEER=(R－R0)×A，A为

有效细胞培养面积，在本研究中为直径5 mm的圆形

区域，面积约为0.196 cm2。

1.2.5　免疫荧光染色　破坏芯片，对多孔膜上的

HUVEC 和载玻片上的 HN6 细胞分别进行免疫荧光

染色。4%多聚甲醛溶液固定20 min，PBS清洗5 min×
3 次，0.1% Triton 通透 10 min，PBS 清洗 5 min×3 次，

3% BSA封闭 30 min，使用VE-cadherin抗体(兔单克隆

抗体， 1: 200)；Vimentin 抗体 (小鼠单克隆抗体，

1: 200)、N-cadherin 抗体(兔多克隆抗体，1: 300)和
E-cadherin抗体(兔单克隆抗体，1:200)4 ℃孵育过夜，

PBS洗 3次，二抗使用Alexa Fluor® 488标记的山羊抗

兔 IgG和Alexa Fluor® 494标记的山羊抗小鼠 IgG(稀释

比均为1:200)，室温下避光孵育1 h。DAPI用于细胞

核染色，采用共聚焦显微镜随机选取 3 个视野拍照

记录。

1.2.6　实时荧光定量 PCR(qRT-PCR) 检测 VEGF、
ICAM-1、IL-8、N-cadherin、E-cadherin、Vimentin、bFGF
的 mRNA 表达水平　采用 Trizol 裂解收集的 HUVEC
或HN6细胞，提取总RNA，采用微量分光光度计测

定 260 nm、 280 nm 处的吸光度值，检测 VEGF、
ICAM-1、IL-8、N-cadherin、E-cadherin、Vimentin、bFGF
的 RNA 浓度。使用 ABclonal 反转录试剂盒合成

cDNA。配置 20 μl 体系进行 qRT-PCR 检测，其中包

括 1 μl cDNA、1 μl 引物混合物、8 μl DEPC 水和

10 μl SYBR Green 混合物。 PCR 反应条件为 95 ℃ 
3 min；95 ℃ 5 s，60 ℃ 30 s，共40个循环。实验重复

3次，数据分析采用2−ΔΔCt方法。引物序列见表1。
1.2.7　血管形成实验　将Matrigel置于冰上融化，移

液枪头及 96 孔板 4 ℃预冷，每孔加入 50 μl 基质胶，

37 ℃恒温箱孵育 30 min 使胶凝固。HUVECs 消化、

离心并重悬于无血清培养基中，每孔基质胶上接种

1×104个细胞，每组3个复孔，6 h后观察小管形成情

况。随机选取 3 个视野拍照记录，应用 ImageJ 软件

对小管长度、分支数和连接点数进行测量。

1.2.8　细胞活力检测　破坏芯片，取出多孔膜及其

上的 HUVEC，将下层通道内 HN6 细胞消化后接种

于 96 孔板内，每个芯片内的 HN6 细胞对应 96 孔板

1个孔。待细胞贴壁后，使用CCK-8试剂盒检测细胞

活力。将CCK-8溶液与无血清DMEM基础培养基按

1:9的比例混匀，配置成工作液。每孔使用 100 μl工
作液替换培养基，在无细胞的空白孔中每孔同样加
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入 100 μl工作液。于 37 ℃，5% CO2培养箱中避光孵

育 1 h，使用酶标仪检测 450 nm波长下的吸光度(OD
值)，各组 OD 值减去空白孔的 OD 值以校正背景。

细胞活力按以下公式进行计算：细胞活力(%)=(实验

组 OD 值－空白组 OD 值)/(对照组 OD 值－空白组

OD值)×100%。

1.2.9　划痕愈合实验　将芯片上的HN6细胞消化后

接种于 24 孔板中，每组 3 个复孔。在孔板中培养至

80%~90% 汇合，使用无菌枪头在孔板底面沿直径划

线，吸去培养基，PBS 清洗除未贴壁的细胞后，加

入新鲜无血清培养基继续培养。于 0、12、24、36 h
在显微镜下观察划痕并拍照记录图像，并使用

ImageJ软件测量划痕面积。

1.2.10　药物筛选　将 5-氟尿嘧啶溶于二甲基亚砜

(DMSO)中，顺铂溶于 N，N-二甲基甲酰胺(DMF)
中，储液浓度均为10 mmol/L，贝伐珠单抗溶液浓度

为100 mg/ml。使用培养基稀释建立不同药物的浓度

梯度(顺铂：0、1、5、10、20、50 μmol/L；5-氟尿

嘧啶：0、5、10、20、50、100 μmol/L；贝伐珠单

抗：0、0.01、0.1、1、10 μg/ml)，用于芯片的灌流。

药物处理 3 d 后破坏芯片，对 HN6 细胞进行细胞活

力检测或TUNEL染色，实验重复3次。

1.2.11　TUNEL 染色　破坏芯片，对下层的 HN6 细

胞使用 4% 多聚甲醛溶液固定 20 min，PBS 清洗，

0.2% Triton 通透 10 min，PBS 清洗 5 min×3 次，滴加

TdT平衡液，37 ℃孵育 10 min，随后加入TUNEL标

记工作液(TdT 平衡液 : dUTP: TdT 酶=7: 2: 1)，置于

37 ℃下孵育 1 h，PBS 清洗 5 min×3 次，DAPI 避光孵

育 5 min复染细胞核。使用共聚焦显微镜随机选取 3
个视野拍照记录，采用 ImageJ 软件进行细胞计数，

计算TUNEL染色阳性细胞率。

1.3　统计学处理　采用GraphPad Prism 10.1.2软件进

行统计分析。所有数据均为符合正态分布的计量资

料，以 x±s 表示，两组间比较采用独立样本 t 检验；

涉及多组药物浓度和不同培养方式的数据采用两因

素方差分析，若存在明显的交互作用，则进一步进

行事后检验：采用Tukey's检验比较不同药物浓度间

的差异，采用 Sidak's 检验比较不同培养条件间的差

异。根据剂量-反应曲线通过非线性回归计算半数抑

制浓度(IC50)。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　芯片结构设计及流体力学分析　本研究设计的

芯片由 2 层 PDMS 结构、1 层多孔膜和玻璃基板组

成，通过微流控注射泵实现芯片内培养基的持续灌

流(图1A、B)。芯片上层PDMS厚度2.0 mm，其底面

制作深 0.2 mm，宽 1.0 mm，长 18.0 mm 的微通道

(图 1C 绿色)，用于培养基灌注，通道中央为直径

5.0 mm 的 HUVEC 培 养 区 域 。 下 层 PDMS 厚 度

1.0 mm，其微通道深 1.0 mm，宽 1.0 mm，长 18.0 mm
(图1C黄色)，方向与上层微通道呈45°角，中央圆形

细胞培养区域与上层重叠，用于培养HN6细胞。两

条微通道的细胞培养区域由多孔膜隔开，显微镜下

检查多孔膜孔隙分布如图1D所示。

为评估芯片内的流体环境，使用 COMSOL 
Multiphysics 软件进行流体力学分析。设置入口处流

速为 100 μm/s，出口压力为 0 Pa，计算结果显示，

芯片内相对出口处的压力为0~0.375 Pa(图1E)，芯片

内的流速为 0~1.66×10-4 m/s(图 1F)，上层通道底面，

即内皮细胞培养区域的剪切应力为 0~4.14×10-3 Pa
(图1G)。
2.2　微流控芯片上共培养WSU-HN6对HUVEC的作

用　 qRT-PCR 结果显示，与单独培养的对照组

HUVEC 相 比 ， 共 培 养 条 件 下 HUVEC 的 VEGF、
ICAM-1的mRNA表达水平明显升高(P<0.01)，而 IL-8 
mRNA 表达水平差异无统计学意义(P>0.05)(图 2A)。

表1　qRT-PCR引物序列

Tab.1　Primer sequences for qRT-PCR

基因

VEGF

ICAM-1

IL-8

N-cadherin

E-cadherin

Vimentin

bFGF

GAPDH

正向引物(5'-3')

AGGGCAGAATCATCACGAAGT

GGAGCTTCGTGTCCTGTATGG

CTCTTGGCAGCCTTCCTGATT

AGCCAACCTTAACTGAGGAGT

CGAGAGCTACACGTTCACGG

AGTCCACTGAGTACCGGAGAC

AAGAGCGACCCTCACATCAA

AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

反向引物(5'-3')

AGGGTCTCGATTGGATGGCA

TGGCACATTGGAGTCTGCTG

ACTCTCAATCACTCTCAGTTCT

GGCAAGTTGATTGGAGGGATG

GGGTGTCGAGGGAAAAATAGG

CATTTCACGCATCTGGCGTTC

ACGGTTAGCACACACTCCTT

TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

VEGF. 血管内皮生长因子；ICAM-1. 细胞间黏附分子 -1；IL-8. 白细胞介素 -8；N-cadherin. N-钙黏蛋白；E-cadherin. E-钙黏蛋白；

Vimentin. 波形蛋白；bFGF. 碱性成纤维细胞生长因子；GAPDH. 人甘油醛-3-磷酸脱氢酶

491



解放军医学杂志 2026年4月28日 第51卷 第4期

培养第4天时，VE-cadherin免疫荧光染色显示，共培

养组荧光信号形态不连续(图 2B)。跨内皮细胞电阻

(TEER)值测量结果显示，随着培养时间的延长，各

组TEER均逐渐升高，于第5天后趋于稳定；培养第

7 天时，共培养组 TEER 值明显低于对照组(P<0.01)
(图 2C)。血管形成实验结果显示，共培养组形成更

密集且结构复杂的小管网络(图 2D)；定量分析显

示，共培养组小管连接点数 (P<0.05) 与总长度

(P<0.01)明显高于对照组，而分支数虽有所增加，但

差异无统计学意义(P>0.05，图2E)。
2.3　微流控芯片上与HUVEC共培养对WSU-HN6的

影响　CCK-8 法检测结果显示，与单独培养的对照

组比较，与 HUVEC 共培养的共培养组 HN6 细胞活

力差异无统计学意义(P>0.05，图 3A)。qRT-PCR 检

测结果显示，与对照组比较，共培养组 HN6 细胞

VEGF mRNA 表 达 水 平 明 显 升 高 (P<0.05)， bFGF 
mRNA表达无明显变化(P>0.05，图3B)；此外，与对

照组比较，共培养组 HN6 细胞的上皮-间充质转化

(EMT)相关标志物中，N-cadherin mRNA 表达水平升

高(P<0.05)，E-cadherin mRNA表达水平降低(P<0.05)，
Vimentin mRNA表达呈升高趋势，但差异无统计学意

义(P=0.0861)(图3C)。免疫荧光染色结果显示，共培

养组HN6细胞Vimentin、N-cadherin蛋白表达水平升

高 (P<0.001，P<0.01)，而 E-cadherin 表达水平降低

(P<0.05) (图 3D)。划痕愈合实验显示，共培养组

HN6 细胞迁移能力更强，在 12、24、36 h 的划痕愈

合率均明显高于对照组(P<0.01或P<0.05，图3E)。
2.4　贝伐珠单抗对HN6细胞的作用　划痕实验结果

显示，贝伐珠单抗可抑制HN6细胞迁移能力，无论

是否与HUVEC共培养都有此趋势(图4A)。两因素方

差分析结果显示，贝伐珠单抗浓度与培养方式均对

划痕愈合率有明显影响(浓度：P<0.0001；培养方式：

P<0.001)，且两者存在明显交互作用(P=0.01)。贝伐

珠单抗可抵消与 HUVEC 共培养对 HN6 迁移的促进

图1　口腔鳞状细胞癌-血管内皮细胞共培养微流控芯片的结构设计与流体力学分析

Fig. 1　 Structural design and fluid dynamic analysis of a microfluidic chip for co-culture oral squamous cell carcinoma and vascular 
endothelial cells

A. 微流控系统灌流照片；B. 芯片实物照片；C. 双层微流控芯片结构及其纵切面模式图；D. 多孔膜的镜检照片；E. 芯片内的相对压力

分布；F. 芯片内的培养基流速分布；G. 芯片上层通道底面的剪切应力分布
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作用。Sidak 多重比较发现，在 0 μg/ml(P<0.001)和
0.5 μg/ml(P<0.01)贝伐珠单抗作用下，共培养组划痕

愈合率明显高于对照组，当浓度升至2 μg/ml时，两

组细胞划痕愈合率差异无统计学意义(P=0.5529)，继

续升高药物浓度则差异更小。贝伐珠单抗对HN6迁

移的抑制作用随浓度升高而增强。Tukey多重比较发

现，在对照组中，2 μg/ml贝伐珠单抗处理后的划痕

愈合率明显低于 0 μg/ml 处理组(P<0.05)，在共培养

组 中 ， 该 差 异 更 显 著 (P<0.0001)。 共 培 养 组 在

2 μg/ml与 50 μg/ml的贝伐珠单抗处理后，划痕愈合

率也存在显著差异(P<0.01) (图4B)。CCK-8检测结果

显示，与对照组比较，不同浓度贝伐珠单抗处理对

HN6细胞活力无明显影响(P>0.05)，各组细胞活力都

接近 100%(图 4C)，且 TUNEL 染色未见阳性细胞

(图4D)。
2.5　基于芯片平台的药物筛选　采用CCK-8法检测

不同浓度顺铂或5-氟尿嘧啶处理后的HN6细胞活力，

并计算 IC50值；结果显示，在各个药物浓度处理组，

单独培养的对照组 HN6 细胞和与 HUVEC 共培养的

共培养组 HN6 细胞活力差异均无统计学意义

(P>0.05)，两组 HN6 细胞对顺铂(图 5A)或 5-氟尿嘧

啶的敏感性(图5B)差异也无统计学意义(P>0.05)，对

照组HN6细胞 IC50值分别为顺铂9.913 μmol/L和5-氟

尿嘧啶12.61 μmol/L，而共培养组HN6细胞 IC50值分

别为顺铂10.98 μmol/L和5-氟尿嘧啶12.77 μmol/L。
进一步评估贝伐珠单抗的联合效应，在 IC50附

近选取顺铂(10.5 μmol/L)及5-氟尿嘧啶(12.5 μmol/L)
浓度，添加不同浓度贝伐珠单抗，实现药物联合应

用。CCK-8 法检测各组 HN6 细胞活力，结果显示，

联合应用贝伐珠单抗对两组HN6细胞的顺铂(图 6A)
和 5-氟尿嘧啶(图 6B)的敏感性无明显影响。TUNEL
染色结果显示，顺铂与不同浓度贝伐珠单抗联合应

用(图 6C)，5-氟尿嘧啶与不同浓度贝伐珠单抗联合

应用(图 6D)均显示联合应用贝伐珠单抗不能显著改

变HN6细胞凋亡情况。

3　讨　　论

尽管手术、放疗、化疗，以及靶向治疗、免疫

治疗等手段不断进步[13]，局部晚期及复发转移性

OSCC 患者的预后依然较差，5 年生存率分别为

69.1% 和 39.3%[14]。血管生成作为肿瘤微环境的重要

特征，在肿瘤的生长、侵袭和远处转移过程中至关

重要。对于无法手术或放疗的晚期及复发转移患者，

全身系统性药物治疗往往是延续生命的关键。然而，

虽然血管生成在 OSCC 进展中扮演重要角色，抗血

管生成治疗仍未成为其常规治疗策略的组成部分。

图2　基于芯片的共培养体系中HN6细胞对HUVEC促血管生成相关基因mRNA表达水平、屏障功能和成管能力的影响

Fig.2　Effect of HN6 cells on angiogenesis-related gene expression at mRNA level, barrier function and tube formation ability of HUVEC 
in the chip-based co-culture system

A. qRT-PCR检测促血管生成相关基因表达情况；B. VE-cadherin免疫荧光染色；C.随培养时间的延长内皮细胞层跨细胞电阻的变化；

D. 血管形成实验显微镜照片(×10)；E. 成管实验的定量分析。*P<0.05，**P<0.01。VEGF. 血管内皮生长因子；ICAM-1. 细胞间黏附分子-1；

IL-8. 白细胞介素-8；TEER. 跨内皮细胞电阻
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图3　基于芯片的共培养体系中HUVEC对HN6细胞活力、促血管生成相关基因mRNA表达水平、EMT相关基因mRNA和

蛋白表达水平以及迁移能力的影响

Fig. 3　Effect of HUVEC on cell viability, angiogenesis-related gene expression at mRNA level, EMT-related gene expression at both 
mRNA and protein levels, and migratory capacity of HN6 cells in the chip-based co-culture system

A. HN6细胞活力；B. qRT-PCR检测HN6细胞促血管生成相关基因表达；C. qRT-PCR检测上皮-间充质转化相关基因表达；D. 上皮-间

充质转化标志物免疫荧光染色；E. 免疫荧光强度分析；F. HN6 细胞划痕愈合实验显微镜照片；G. 划痕愈合率统计分析。*P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001。VEGF. 血管内皮生长因子；bFGF. 碱性成纤维细胞生长因子；N-cadherin. N-钙黏蛋白；E-cadherin. E-钙黏蛋白；

VIM. 波形蛋白；HUVEC. 人脐静脉内皮细胞；HN6细胞 . 人舌鳞癌细胞
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其临床转化受阻可能部分归咎于现有体外药效评价

模型的局限性。既往研究多聚焦于药物对 OSCC 细

胞的直接抑制作用，例如，贝伐珠单抗被证实可抑

制OSCC细胞的VEGF分泌及迁移能力[15-16]，或在异

种移植模型中存在贝伐珠单抗与化疗药的协同抗肿

瘤效应，却在细胞系中未观察到此现象[7]。研究发

现，肿瘤相关成纤维细胞[17]或 OSCC 细胞[18]分泌的

囊泡结合型 VEGF 可被内皮细胞摄取并激活血管生

成信号，且这种作用无法被贝伐珠单抗中和，提示

传统单层细胞培养模型可能忽略了细胞间相互作用

图4　不同浓度贝伐珠单抗对HN6细胞迁移能力、活力及凋亡情况的影响

Fig.4　Effect of different concentrations of bevacizumab on the migration ability, viability and apoptosis of HN6 cells
A. 划痕愈合实验显微镜照片；B. HN6 细胞划痕愈合面积统计分析；C. HN6 细胞活力；D. HN6 细胞的 TUNEL 染色。*P<0.05，

**P<0.01，***P<0.001，****P<0.0001
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对药效的影响，缺乏内皮细胞参与及动态微环境的

传统筛选模型，难以准确反映药物在体内的真实效

能。因此，构建能够复现 OSCC 细胞与内皮细胞相

互作用的体外模型，对于抗血管生成药物的筛选和

机制研究具有重要意义。

近年来，双层微流控芯片被广泛应用于两种细

胞的共培养及复合系统的药效评价[19-20]；但在OSCC
领域尚缺乏成熟的共培养芯片用于研究肿瘤-内皮相

互作用及抗血管生成药物筛选。芯片构建的重点与

难点在于实现 OSCC 细胞与血管内皮细胞的空间隔

离与功能性共培养，模拟血管-肿瘤界面的物质交

换，并保证细胞活性和功能的稳定。本研究构建的

微流控芯片的双层结构可模拟血管-口腔鳞癌的交互

界面，并模拟血管中药物向肿瘤组织的输运，且其

生理相关剪切应力在既往文献报道[21]范围内。与传

统的单层培养或 Transwell 共培养体系相比，该芯片

平台具有以下优势：(1)实现流体剪切力作用下的内

皮细胞培养，更接近生理状态；(2)利用微通道结构

模拟药物经血管运输至肿瘤组织的过程；(3)可以观

测药物在肿瘤-血管复合系统中的综合效应。基于该

平台，本研究对 HN6 细胞与 HUVEC 细胞的相互作

用及贝伐珠单抗在共培养体系中的效应进行了初步

探索。

PDMS和Paralene C是生物相容性良好的材料[22]，

HUVEC和HN6在芯片上培养24 h后，可观察到细胞

黏附、伸展、增殖，状态良好。本研究发现，与

HN6细胞共培养后，HUVEC的成管能力增强，其促

血管生成相关基因中VEGF和 ICAM-1 mRNA表达明显

上调。VEGF 是调控血管生成的关键因子，ICAM-1
可调控内皮细胞迁移和黏附，而 IL-8 是肿瘤和慢性

炎症环境中重要的促血管生成因子，与 VEGF 通路

存在交互作用，而本研究发现 IL-8 mRNA 的表达量

无明显变化，提示 HN6 可能主要通过调控 VEGF 通

路而非依赖 IL-8 来促进内皮细胞的成管行为。本研

究 VE-cadherin 免疫荧光染色显示，在共培养组

HUVEC 中 VE-cadherin 形态不完整，共培养组 TEER
值较对照组降低，提示共培养可破坏HUVEC单层的

屏障完整性，且与肿瘤相关血管结构破碎、高通透

性的特点相符合[23]；其潜在的机制可能包括：肿瘤

细胞释放蛋白水解酶，如MMP等，促进VE-cadherin
裂解，或通过分泌组胺等炎症因子，增加血管通

透性[24]。

既往研究通过分析 OSCC 肿瘤标本发现，组织

中的微血管密度及 VEGF 表达量与临床病理特征密

切相关，VEGF阳性病例微血管密度较高，且伴有更

高的淋巴结转移率和更晚的临床分期[25]。在机制层

面上，VEGF 等促血管生成因子在 OSCC 中过表达，

激活磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B(PI3K/Akt)与丝

裂原活化蛋白激酶/细胞外信号调节激酶(MAPK/
ERK)等信号通路，诱导EMT并促进血管生成，从而

驱动OSCC的转移[26]。在芯片上与HUVEC共培养的

HN6 细胞中 VEGF、N-cadherin mRNA 表达水平升高，

图5　与HUVEC共培养对HN6细胞化疗药物敏感性的影响

Fig.5　Impact of co-culture with HUVECs on the chemotherapeutic drug sensitivity of HN6 cells
A. 不同浓度顺铂处理后的HN6细胞活力及剂量-反应曲线；B. 不同浓度5-氟尿嘧啶处理后的HN6细胞活力及剂量-反应曲线
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E-cadherin mRNA 表达水平降低；免疫荧光染色也证

实，N-cadherin、波形蛋白表达水平升高，E-cadherin

表达水平降低，提示共培养可能促进 HN6 细胞向

EMT表型的转变，这一分子层面的变化与共培养组

HN6细胞划痕愈合加快的功能表型相符。

贝伐珠单抗作为靶向VEGF的抗血管生成药物，

已成为多种实体瘤靶向治疗的重要组成部分[27]。传

统观点认为，贝伐珠单抗的抗肿瘤机制主要通过以

下两条途径：(1)抑制新生血管形成使肿瘤缺乏营养

和氧气，从而抑制肿瘤生长；(2)在特定时间窗内校

准异常的肿瘤血管，修剪其迂曲、渗漏的结构，降

低血管壁通透性，间接抑制肿瘤细胞的迁移和侵袭，

并改善联合用药向瘤内的输送效率[28]。本研究结果

与之相符，共培养可诱导 HN6 和 HUVEC 细胞中多

种促血管生成因子，尤其是 VEGF 的表达上调；而

贝伐珠单抗靶向结合 VEGF，可抑制 HN6 细胞的迁

移，且抑制能力呈浓度依赖性，当贝伐珠单抗浓度

<2 μg/ml 时，抑制能力随浓度升高而增强，而在

≥2 μg/ml时，则可抵消共培养对HN6细胞划痕愈合

的促进作用。

图6　贝伐珠单抗与化疗药物联合应用对HN6细胞活力及凋亡情况的影响

Fig.6　Effect of combined application of bevacizumab and chemotherapeutic drugs on HN6 cell viability and apoptosis.
A. 顺铂与不同浓度贝伐珠单抗联合应用时HN6细胞活力；B. 5-氟尿嘧啶与不同浓度贝伐珠单抗联合应用时HN6细胞活力；C. 顺铂

与不同浓度贝伐珠单抗联合应用时HN6细胞凋亡情况；D. 5-氟尿嘧啶与不同浓度贝伐珠单抗联合应用时HN6细胞凋亡情况。*P<0.05

497



解放军医学杂志 2026年4月28日 第51卷 第4期

既往多项Ⅱ期及Ⅲ期临床试验试图探索靶向

VEGF或其受体的药物是否能为HNSCC 患者带来临

床获益[29-30]。一项Ⅲ期临床试验发现，在化疗中加

入贝伐珠单抗可改善复发或转移性HNSCC患者的客

观缓解率和无进展生存期，但不能延长总生存期，

可能需要基于分子肿瘤特征的个体化抗血管生成治

疗[31]。本研究中贝伐珠单抗对HN6细胞无直接杀伤

能力，未能促进其凋亡，也未改善其他联合应用的

化疗药物敏感性，这可能与当前芯片模型结构相对

简单、尚未构建具有管腔样结构的血管网有关。

HUVEC 易于获取且在微流控系统中应用广泛，

为本研究提供了稳定可靠的内皮细胞来源。然而，

作为大静脉来源的永生化细胞系，HUVEC与口腔鳞

状细胞癌肿瘤微环境中实际参与血管生成的微血管

内皮细胞在组织起源与功能特性上存在固有差异。

为构建更具生理相关性的模型，可考虑其他内皮细

胞来源：人脑微血管内皮细胞系是来源于微血管的

永生化细胞系，在来源上优于HUVEC，但其高屏障

特性更适用于血脑屏障，而非肿瘤微环境的模拟[32]；

从手术标本中分离的原代口腔鳞状细胞癌相关内皮

细胞在来源及功能方面均具有优势，但获取较困难，

体外扩增能力有限；人诱导多能干细胞来源的内皮

细胞或血管类器官具备无限扩增与成管能力强的潜

力，但面临分化流程复杂、功能需长期验证等挑

战[33]。此外，构建更完善的血管模型还需引入周细

胞、成纤维细胞等细胞进行共组装，以及添加纤维

蛋白水凝胶、透明质酸、Matrigel等作为细胞外基质

成分，为微流控系统中的细胞提供更真实的黏附及

生长微环境[34]。

综上所述，本研究设计的双层微流控芯片可模

拟 HN6 和 HUVEC 的相互作用，并用于抗血管生成

药物的体外筛选，结果发现贝伐珠单抗对HN6细胞

无直接杀伤作用，不能促进其凋亡，也未改善联合

应用的化疗药物敏感性，与现有的临床研究结果一

致。未来的研究可进一步引入水凝胶支架等材料，

使用患者来源的原代肿瘤细胞、内皮细胞或类器官

代替细胞系，建立更复杂、真实的血管结构，以更

准确地模拟肿瘤血管的相互作用，从而为患者提供

个性化的抗血管生成药物筛选平台。
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