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用表面微纳米技术研究细胞水平的生物力学*
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摘暋要暋暋文章介绍了作者所在的实验小组近年来在用表面微纳米技术研究细胞生物学方面取得的进展.由于细胞

的尺寸在数微米到数十微米之间,应用微纳米技术可以精细地调控细胞微观环境.作者所在的实验小组应用微流控

系统以及表面化学修饰等方法,对细胞正常行为和病理行为进行了一系列研究.通过设计力学刺激装置,对细胞骨架

的主要成分———肌动蛋白对细胞的形状以及粘附、迁移等行为的影响进行了系统研究,实现了对肌动蛋白拉伸过程

的全程实时动态观察,发现一次拉伸刺激就可以导致肌动蛋白细胞骨架变短,并可以促进肌动蛋白纤维的重组过程.
此外,作者所在的实验小组还构建了表面三维结构,以模拟生物体内的拓扑结构,并结合微流控、细胞图案化和多种

细胞共培养技术,构建了体外细胞培养和相互作用研究模型,发现细胞形状可以影响其极性和迁移的方向,以及神经

细胞突起可以感受表面层粘连蛋白的浓度梯度等一系列有趣的现象,并对其机理进行了探讨.
关键词暋暋微纳米技术,软蚀刻,细胞形状,细胞骨架,细胞迁移 ,生物力学
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1暋引言

近年来,微纳米技术在生物学研究中起着越来

越重要的作用.由微电子学领域发展起来的光刻

(photolithography)技术和相关的微加工技术推动

了生物学的快速发展,例如 DNA 芯片技术等.然而

由于传统的光刻技术成本高、耗时长、表面可控性

差,常常不能直接应用于蛋白质和细胞中,并且大多

数生物学家不能方便地使用这个技术,这些缺点使

得光刻技术不能更广泛地应用于生物学研究.Whi灢

·885·

国家纳米中心专题



暋物理·40卷 (2011年)9期暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋http:飋飋www.wuli.ac.cn

tesides研究组在传统光刻技术的基础上发展了一

系列更为简便而又容易操作的技术,统称为软蚀刻

技术(softlithography)[1,2].这门新技术主要利用

弹性材料在光刻模板基础上通过翻膜的方法复制其

表面图案结构,并用这些具有特定表面结构的弹性

材料在另一表面上实现生物化学分子的图案化.这
种表面图案化的方法使细胞生物学的研究得以在一

个全新的层面上展开,使我们可以精确地控制单个

细胞的形状、大小和细胞之间以及细胞与基底之间

的相互作用,可以更进一步模拟生物体内的微环境,
从而为组织工程和体外生命系统构建提供了坚实的

理论和实验基础.
近年来,我们实验小组一直围绕表面微纳米技

术适用的材料和表面微纳米技术在细胞生物学中的

应用进行深入的研究和探索.本文将简要介绍近年

来我们利用表面微纳米技术在细胞生物学,特别是

细胞水平的生物力学方面的研究.

2暋软蚀刻以及自组装单层膜技术(self灢
assembledmonolayer,SAM)

软蚀刻技术可用于制作纳米级别的图案.由于

细胞的大小在数微米到数十微米之间,所以软蚀刻

技术有可能实现在亚细胞水平上对细胞微环境进行

精确控制,而软蚀刻与自组装单层膜技术结合,则可

以使这一可能变为现实.
自组装单层膜技术原理是基于金原子与硫醇的

巯基发生共价键合而在金表面形成自组装单分子

层.通常实验中都采用金表面,在银和钯表面也可以

形成自组装单分子层[2,3].具有 HS(CH2)nX 结构

的硫醇能在金表面形成最为有序的单分子层结构,
其中的“X暠为末端有机官能团.金原子与巯基反应

生成致密的硫醇基团阵列,烷烃链(CH2)n 则形成

有序结构(见图1),末端基团 X则决定单分子层的

性质,如亲疏水性、电荷性质、与蛋白质或细胞的粘

附性质等等.研究者可以根据自己的需要设计特定

的末端基团,从而使自组装单层膜技术得到更广泛

的应用.
软蚀刻技术通过翻模的方法制作具有特定图案

的表面,从而使得自组装单层膜技术能在二维平面

上更好地控制表面的性质,实现图案化自组装单层

膜,使其在生物学中得到更为广泛的应用.制作的具

体过程如图2所示:软蚀刻中常用的弹性材料是聚

图1暋硫醇分子在金表面形成自组装单层膜结构(图中 X和 X曚

代表两种性质不同的末端基团[1])

二甲基硅氧烷(polydimethylsiloxane,PDMS),首先

制作PDMS印章,用传统光刻的方法制作模板,在
模板上倒入液体PDMS预聚物,在60曟固化后,将

PDMS揭下即可得到具有与模板互补图案的PDMS
印章(见图2(a));然后利用PDMS印章通过微接触

印刷(microcontactprinting)的方法把硫醇分子转

移到金片上,从而实现硫醇分子的图案化.具体方法

是,首先将PDMS印章蘸一下硫醇溶液,经吹干后

倒扣在金片上,硫醇分子会很快与金原子发生反应

形成自组装单分子层,揭开 PDMS印章,则在金片

表面上留下了图案化的硫醇自组装单分子层,再将

金片浸泡入另一种硫醇的溶液中,在金片剩余的区

域形成另一种硫醇的自组装单分子层,此时在金片

表面就形成了两种不同末端基团的、按特定图案分

布的硫醇自组装单分子层(见图2(b)).这个过程与

中国传统的印章刻制过程是十分相似的.

图2暋(a)PDMS印章的制作;(b)微接触印刷硫醇自组装单分子

层[1]

通常在金表面先印刷一层末端为烷烃链的硫

醇,蛋白质和细胞可以在其上粘附,再将金片浸泡入

末端为(EG)nOH 的硫醇溶液中,(EG)nOH 基团能

很好地阻止蛋白质或细胞的粘附,从而可以实现蛋

白质或细胞在表面的图案化.
利用微接触印刷制作表面分子的图案化,除了

·985·

国家纳米中心专题



http:飋飋www.wuli.ac.cn暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋物理·40卷 (2011年)9期

硫醇外,也可以用于其他分子上,如在玻璃或硅片表

面印刷硅烷,也可以直接将蛋白质印刷在表面上形

成图案.

3暋利用表面微纳米技术研究细胞行为

软蚀刻和自组装单层膜(SAM)技术为细胞生

物学提供了一系列方法,用这些方法可以模拟生物

体内的微环境在体外培养细胞,从而为更精确地研

究细胞生物学提供了研究平台.
3.1暋细胞形状和力学刺激对细胞骨架的影响

利用微接触印刷可以控制细胞的形状,研究发

现细胞形状决定了肌动蛋白细胞骨架的排列方式

(见图3)[4].

图3暋不同形状的细胞肌动蛋白细胞骨架的排列方式(绿色为肌

动蛋白纤维,蓝色为细胞核[4],见《物理》网刊彩图,下同)

肌动蛋白细胞骨架在细胞发挥功能过程中起着

重要作用,如在细胞迁移中作为起主要推动作用的

力学承载体,肌动蛋白细胞骨架维持着细胞形状.细
胞形状的变化会引起肌动蛋白细胞骨架排列方式的

改变,从而导致细胞的力学性质也同时发生变化,即
形状的变化会引起细胞力学性质的变化.

肌动蛋白细胞骨架不但是细胞的力学承载体,
而且可以感受细胞外微环境中的力学信号,如细胞

生长基底的软硬程度和力学刺激,传递到细胞内转

化为生物化学信号,引起一系列从分子水平到细胞

水平的变化.已有大量研究表明,单轴机械拉伸刺激

可以改变细胞形状,使细胞长轴沿与拉伸方向垂直

的方向排列,同时肌动蛋白细胞骨架也沿着与拉伸

方向垂直的方向排列.这些研究结果再次表明,细胞

骨架和细胞形状决定了细胞的力学性质,在外界的

机械拉伸力学刺激下,细胞为了适应这种力学环境,
必然会改变细胞骨架的排列和细胞形状,以达到最

合适的状态.换言之,肌动蛋白细胞骨架作为细胞的

力学承载体和细胞外力学信号的感受体,在接受外

界力学刺激后,会产生一系列生物化学反应,导致其

本身结构的重排和细胞形状的改变.
近年来,我们对肌动蛋白细胞骨架与外界力学

刺激的相互作用进行了研究.首先在实验方法上进

行了创新和改进.在传统的实验方法中,往往是先对

细胞进行一段时间的机械力学刺激,然后杀死细胞,
进行免疫染色或生物化学分析.这样的操作流程能

够获得大量细胞群体平均的数据,即免疫染色的方

法能得到丰富的信息,但是却失去了细胞实时的动

态变化,特别是单个细胞在机械拉伸刺激下肌动蛋

白细胞骨架的实时动态变化.其中一个重要的原因

是,在传统的拉伸装置中,细胞贴壁生长的弹性膜与

倒置显微镜的物镜距离较远,使其很难用高倍镜观

察,从而不能在对细胞施加机械拉伸刺激的同时,用
高倍镜观察肌动蛋白纤维的实时动态变化.

我们研制成功一种细胞拉伸装置,它采用数十

微米厚的PDMS弹性膜作为细胞生长基底,并大大

拉近了弹性膜与倒置物镜的距离,使得弹性膜在拉

伸全程都紧贴下方的盖玻片,从而实现了在对细胞

施加机械拉伸刺激的同时,在倒置显微镜下用高倍

镜(油镜)观察肌动蛋白纤维的实时动态变化(见图

4)[5].

图4暋细胞拉伸装置示意图(该装置由上下两层组成:上层为培

养室,其底部有孔;下层为密封腔.二者由一个弹性膜分隔开,此

弹性膜作为细胞贴壁生长的基底.拉伸之前,在弹性膜与下层的

盖玻片之间加入润滑剂,通过对下层的密封腔抽气,使得弹性膜

向下压向盖玻片,并在盖玻片的表面发生拉伸形变[5])

我们发现仅仅一次机械拉伸刺激即可使得肌动

蛋白纤维变短,而且拉伸能够促进肌动蛋白纤维的

重组过程,使得相邻的几根纤维重组变为一根纤维

(见图5)[5].这足以表明,机械拉伸刺激对肌动蛋白

细胞骨架的动态变化起着至关重要的作用.
3.2暋细胞形状对细胞迁移的影响

细胞形状影响细胞骨架的排列以及细胞的力学

性质,而细胞迁移与细胞的力学性质是息息相关的,
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图5暋NIH3T3细胞在一次拉伸全程中肌动蛋白纤维(EGFP灢

actin)的动态变化(拉伸促进了肌动蛋白纤维的重组过程,使得

相邻的肌动蛋白纤维重组为一根纤维.“O1和 O2暠:拉伸之前;

“S1和S2暠:保持拉伸状态;“R暠:回复到松弛状态[5])

因此,我们研究了细胞形状对细胞迁移的影响.
在典型的细胞迁移过程中,细胞首先向前伸出

伪足,形成新的粘着斑,然后其尾端的粘着斑分解,
尾部收缩,从而实现了细胞迁移(见图6(a))[6].伪
足的动态调控对细胞迁移有着重要影响,细胞图案

化的研究结果发现,当把细胞局限成方形时,其伪足

总是在角落处伸出(见图6(b))[4,6,7],表明几何形

状可以影响伪足的空间调控.这样就带来一个很有

意思的问题:如果把细胞局限成一个水滴形,那么其

伪足将会倾向于在尖端还是在钝端伸出(见图6
(c))[6]? 细胞移动的方向将会如何?

我们利用微接触印刷和自组装单层膜的技术把

细胞局限成不对称的形状,如水滴型,我们发现,细
胞倾向于在图案的钝端伸出伪足(见图7(c)),免疫

染色分析发现,细胞的中心体和高尔基体都倾向位

于图案较宽的部分(见图7(a),(b)).这表明外加的

几何形状可以决定细胞的极性.
我们采用电化学方法以脱附金表面的硫醇单分

子层,使得图案化的细胞可以自由迁移[8].我们发

现,电解吸后水滴状的细胞总是沿着面积大的一端

迁移(见图8),我们用其他的非对称形状也得到了

类似的结果,如锐角等腰三角形、“V暠形和“L暠形.而
一些对称形状的细胞在电解吸释放后其迁移方向则

没有明显的方向性,如圆形和正方形.在长度与宽度

比值较大的长方形中,细胞向与其长轴平行的两个

方向迁移的几率相似.这充分说明细胞形状决定细

胞迁移的方向[6].细胞迁移在胚胎发育和形态发生

的过程中起着重要作用,在一些疾病发生过程中,细
胞迁移的调控发生紊乱,如癌症转移过程中的癌细

胞穿过血管壁迁移到其他组织和器官内.了解细胞

迁移的机制不但对基础生物学而且也对临床医学有

着重要的意义.

图6暋(a)在典型的细胞迁移过程中,细胞向前伸出伪足,其尾端

的部分收缩,从而实现细胞的迁移;(b)把细胞局限成方形,细胞

总是倾向于在角落处伸出伪足;(c)当把细胞局限成水滴状时,

其伪足将倾向于在尖端还是在钝端伸出? 此时将细胞释放之

后,其迁移方向将如何[6]?

图7暋局限成不对称图案的细胞 (a)细胞的中心体和高尔基体

(绿色)都位于靠近图案大端的位置(图中3T3为成纤维细胞,

HUAEC为人脐带动脉内皮细胞);(b)箭头所指为细胞的几何

中心;(c)水滴形状的细胞在其钝端伸出板状伪足[6]

3.3暋表面微拓扑结构对细胞骨架和细胞迁移的影响

由于细胞在生物体内处于三维的环境中,我们用

软蚀刻技术在PDMS表面制作微米级别的三维拓扑

结构,以此来模拟生物体内的三维环境.
用常规软蚀刻方法制作的表面三维结构都带有

棱角,而且需要先制作一个光刻模板,我们提出了一
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个简便的方法制作更接近生物体内的比较圆滑的表

面三维结构,先把PDMS卷曲,再用等离子体处理,然
后释放卷曲的PDMS表面回复到平整状态,此时在其

表面就会产生三维波纹结构(见图9).等离子体处理

的强度和时间对波纹结构的尺寸有很大影响.

图8暋局限成水滴状的 NIH3T3(a)和 COS灢7(b)细胞在电解吸

释放(“0曚暠为0分钟)后向钝端方向迁移[6]

图9暋用卷曲/等离子体方法和常规软蚀刻方法制作的表面三维

结构[9]

我们的研究发现,表面波纹三维结构和常规蚀

刻制备的拓扑结构一样,可以诱导细胞的长轴沿着

与波纹平行的方向排列,肌动蛋白细胞骨架也与波

纹的方向平行(见图10)[9].这种现象称为“接触诱

导暠.接触诱导的机理现在还没有完全研究清楚.表

面微纳米技术为研究细胞在表面的行为提供了强有

力的工具,为细胞生物学提供了新的研究视角.

图10暋在波纹状(a)和平整状(b)的 PDMS表面毛细血管内皮

细胞的肌动蛋白纤维的排列(绿色).波纹状的表面三维结构使

得细胞的长轴沿与波纹平行的方向,并且其肌动蛋白细胞骨架

也沿与波纹平行的方向排列,而在平整状的PDMS表面,细胞形

状和肌动蛋白细胞骨架呈随机排列的方式.蓝色为细胞核[9]

3.4暋表面细胞外基质蛋白对神经细胞突起生长方

向的影响

我们实验小组也在构建体外神经细胞培养模型

方面做了许多工作,最近的一项研究发现,海马神经

细胞的突起会沿着表面层粘连蛋白的条带边缘生

长,这可能和神经突起感受表面层粘连蛋白的浓度

梯度有关(见图11)[10].神经细胞的发育和一些神经

损伤以及退行性疾病一直是神经生物学研究的前沿

和热点,我们利用表面微纳米技术模拟生物体内的

细胞微环境,构建神经细胞模型,将有助于更加精细

地研究微环境对神经细胞行为和功能的影响.
3.5暋利用软蚀刻和自组装单层膜技术构建体外细

胞培养模型

表面微纳米技术为细胞生物学提供了强有力的

研究工具,我们实验小组最近的一项研究把表面三

维结构、微流控、细胞图案化和多种细胞共培养技术
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图11暋海马神经细胞突起沿着层粘连蛋白(laminin,LN)条形图

案的边缘生长 (a)神 经 突 起 生 长 的 时 间 序 列;(b)微 管 蛋 白

(Tubulin)的免疫染色(红色);(c)和(d)为生长锥(箭头所指)在层

粘连蛋白条带(两条虚线之间)上的原子力显微镜(AFM)照片[10]

结合在一起,构建了一个体外细胞培养模型(见图

11)[11].该模型利用表面三维结构模拟生物体内的

拓扑结构,利用微流控技术模拟生物体内多种细胞

共培养的环境,利用带孔的PDMS薄膜实现了细胞

图案化培养[11].该模型综合考虑了生物体内细胞微

环境的多种因素,如表面沟槽的方向不同会导致不

同的多种细胞群体行为(见图12)[11].

4暋结束语

本文对我们实验室近年来在利用表面微纳米技

术进行细胞生物学的研究方面所取得的进展作了简

图12暋结合表面三维结构、微流控、细胞图案化和多种细胞共培

养技术,构建体外细胞培养模型[11]

单介绍.纳米技术融合了物理学、力学、化学和材料学

等多个学科的研究方法,近年来呈高速发展的趋势,
特别是国内纳米科学的发展在某些方面已逐步引领

国际上这些领域的研究方向.纳米科学与技术无疑给

生物学提供了前所未有的机遇,二者的交叉融合对双

方都有不可估量的促进作用.我们实验室已经在这些

方面做了一些探索性的研究,纳米技术使我们可以更

加精细地调控细胞微环境,相信不久的将来会广泛地

应用于传统生物学的实验研究之中.
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