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摘　 要：提出了一种功能微拓扑结构细胞培养芯片，芯片结构由具有细胞粘附特异性的微平台和微柱

阵列交替排布而成，并采用具有良好生物相容性和化学稳定性的聚合物制备，因此该芯片具有对细胞

规约能力强和定位稳定性好的优点。 芯片性能验证结果表明，所设计的功能微拓扑结构芯片细胞定

位率达到 ９０％，芯片结构及尺寸稳定性好，为需要长期细胞培养的干细胞研究提供了重要的支撑

工具。

关　 键　 词：细胞定位培养芯片；功能微拓扑结构；图形化
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　 　 细胞图形化定位培养技术在细胞生物学、生物

技术和组织工程等领域具有重要的应用价值［１］，主
要包括化学修饰法和物理结构法 ２ 大类［２⁃３］，化学修

饰法利用芯片表面修饰材料的化学性质差异（促
进 ／抑制细胞粘附）实现细胞定位培养［４］，通过在芯

片表面涂覆或填充修饰材料获得特定的“亲细胞”
图形区域和“斥细胞”图形区域。 然而，当化学材料

修饰的芯片浸泡在细胞培养基中时，会发生修饰材

料剥离、降解甚至变性，从而降低了细胞定位的效果
［５］。 为了解决定位的稳定性问题，研究者提出利用

物理结构来实现细胞定位培养［６］。 然而，这些微结

构本身并不具备“亲细胞”和“斥细胞”功能，对细胞

的规约能力低于化学修饰法，在解决稳定性的同时

降低了芯片的细胞定位效果。
研究表明，细胞外基质 （ ｅｘｔｒａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ，

ＥＣＭ）的机械性能，特别是刚度特性，可以介导细胞

迁移、信号传导、增殖和分化［７⁃８］。 通过调节基底的

刚度，可以改变细胞在其表面的粘附性［３⁃９］。 此外，
细胞能够根据微柱阵列的刚度进行定向迁移［１０］。
基于此，本文提出一种微平台和微柱阵列交替排布

构成的功能微拓扑结构，利用细胞在不同拓扑结构

表面粘附的特异性构建“亲细胞”和“斥细胞”功能

化表面，使细胞根据自身响应选择性定位生长于

“亲细胞”的微平台表面，这种微拓扑结构芯片可以

像化学修饰法一样严格地将细胞限制在特定位置，
同时芯片采用具有良好生物相容性及高度化学稳定

性的聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）材料制备，可长期稳

定存在于细胞培养液中，即在解决化学修饰法稳定

性不足的同时保持了化学修饰法定位效果好的

优势。
本文采用小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 验证了芯片

定位性能，重点研究了不同功能拓扑结构将细胞限

制在微平台的能力，最终得到了定位效果良好的功

能微拓扑结构细胞定位培养芯片。

１　 材料与方法

１．１　 ＰＤＭＳ 微柱有效刚度仿真分析

当细胞接种于微柱阵列表面时，细胞在粘附的

过程中其伪足会给微柱顶端以水平牵引力，微柱在
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该牵引力作用下会发生弯曲形变［１１］。 为表征所设

计结构的有效刚度，本文采用 ＣＯＭＳＯＬ 多物理场有

限元分析软件（ＣＯＭＳＯＬ Ｖ４．２， Ｃｏｍｓｏｌ Ｉｎｃ．， Ｂｕｒｌ⁃
ｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ）分析了不同高度 ＰＤＭＳ 微柱在相同水平

牵引力 Ｆ 作用下的扰度，如图 １ 所示。 ＰＤＭＳ 微柱

被建模为超弹性圆柱体，其杨氏模量为 ０．７５ ＭＰａ，
采用六面体网格单元划分，并赋予其底面固定边界

条件。 在所有微柱顶面节点上均匀施加水平牵引力

Ｆ，计算微柱应力值，如图 １ａ）所示。 各尺寸微柱顶

端中心节点的扰度绘制曲线如图 １ｂ）所示。 根据纯

弯曲的欧拉－伯努利梁理论近似计算微柱刚度 Ｋ

Ｋ ＝ ３
６４

πＥ Ｄ４

Ｈ３ （１）

式中， Ｅ，Ｄ和Ｈ分别为ＰＤＭＳ杨氏模量、微柱直径和

微柱高度。 由公式（１） 可见，在不改变材料的整体

机械性能或表面化学性质的情况下，可通过改变微

柱高度 Ｈ 来调控微柱刚度 Ｋ。 在本项研究中，通过

仿真分析确定微柱的刚度范围，以确保微柱阵列区

域具有“斥细胞” 功能。

图 １　 微柱刚度有限元分析

１．１　 功能微拓扑结构设计

功能微拓扑结构芯片由微平台和微柱阵列交替

排布而成，如图 ２ 所示。 为了保证细胞有足够的生

长空间，微平台边长 Ｗ 设计为 ５０ μｍ×５０ μｍ，微柱

直径 Ｄ 设计为 ３ μｍ。 根据课题组前期实验研究结

果，微平台和微柱阵列的高度差 ΔＨ 设计为 ４ μｍ，
微柱高度 Ｈ 分别为 ３，９，１５ 和 ２１ μｍ，并设计了 ２ 种

不同的微柱中心间距 Ｃ 分别为 ７ 和 １３ μｍ。
１．２　 ＰＤＭＳ 细胞定位培养芯片制备

芯片采用具有良好生物相容性的 ＰＤＭＳ 材料制

备。 ＰＤＭＳ 细胞定位培养芯片的制备包含两部分：
利用 ＭＥＭＳ 技术制备硅模板和复制模塑技术制备

ＰＤＭＳ 芯片。 硅模板采用传统的光刻技术、铝刻蚀

和电 感 耦 合 等 离 子 体 刻 蚀 （ ｉｎｄｕｃｔｉｖｅｌｙ ｃｏｕｐｌｅｄ
ｐｌａｓｍａ ｅｔｃｈ，ＩＣＰ 刻蚀）技术实现；再通过复制模塑

图 ２　 芯片结构示意图

技术将硅模板表面的微拓扑结构转移至 ＰＤＭＳ 材料

０４１



第 １ 期 撒成花，等：基于功能微拓扑结构的细胞定位培养芯片

表面，从而得到带有微拓扑结构的 ＰＤＭＳ 细胞定位

培养芯片。 硅模板制备工艺流程如图 ３ 所示：首先

在硅晶圆上溅射 １００ ｎｍ 厚的 Ａｌ 膜作为第一个掩

膜，并以 ２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 的转速在 ５００ μｍ 厚单面抛光

的硅片上旋涂 ＥＰＧ５３３ 型正性光刻胶，然后使用第

一层掩模版（包含微柱阵列图形）通过光刻将图形

转移到光刻胶上；再通过铝刻蚀将图形转移到铝掩

膜上，铝刻蚀液由磷酸（Ｈ３ＰＯ４） ∶ 硝酸（ＨＮＯ３） ∶
冰醋酸（ＣＨ３ＣＯＯＨ） ∶ 去离子水（Ｈ２Ｏ）按照体积比

５０ ∶ ２ ∶ １０ ∶ ９ 的比例配成，图形转移成功后用丙酮

溶液去除残留的光刻胶。 这时，利用第二层掩膜版

（包含微平台阵列图形）通过光刻胶旋涂及对准标

记对准进行第二次紫外线曝光，显影后图形转移到

光刻胶上；然后用铝刻蚀液刻蚀铝层；通过 ＩＣＰ 刻蚀

在硅片表面先刻蚀 ４ μｍ，再去除光刻胶；最后微平

台阵列区域与微柱阵列区域同时刻蚀一定深度；
Ｃ４Ｆ８ 表面钝化后，得到微平台和微柱阵列具有高度

差的硅模板。

图 ３　 硅模板制备

由于 ＰＤＭＳ 聚合物材料具有良好的生物相容

性、合适的机械性能和模塑成型能力，在生物研究中

具有广泛的应用前景［１２］。 本文涉及的 ＰＤＭＳ 芯片

采用复制模塑技术制备，制备工艺流程如图 ４ 所示：
首先将 ＰＤＭＳ（道康宁 ｓｙｇａｒｄ １８４）预聚物与固化剂

按照 １０ ∶ １ 比例配置，或 ＰＤＭＳ 弹性体溶液，在真空

室中脱气 １５ ｍｉｎ，浇铸在硅模板上，在 ８０℃下烘烤

１ ｈ固化，最后将固化好的 ＰＤＭＳ 从硅模板上剥离得

到 ＰＤＭＳ 细胞定位培养芯片。 再用 Ｏ２ 等离子体

（Ｈａｒｒｉｃｋ 等离子体）处理 １ 分钟得到亲水的 ＰＤＭＳ
细胞培养芯片，最后将 ＰＤＭＳ 细胞培养芯片小心地

切成 １０ ｍｍ×１０ ｍｍ 的小块用于后期性能验证实验。

图 ４　 ＰＤＭＳ 细胞定位培养芯片制备

１．３　 芯片性能验证

１．３．１　 细胞培养

小鼠成骨细胞 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１（稳定表达 ＧＦＰ）购自

中国医科院基础所细胞库，细胞复苏后在含 １０％胎

牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ），１％Ｌ⁃谷氨酰胺，１％１００ ｕｇ ／ ｍｌ 链
霉素和 １００ ｕｇ ／ ｍｌ 青霉素（Ｓｏｌａｒｂｉｏ）的 ａ⁃ＭＥＭ 细胞

培养液（Ｈｙｃｌｏｎｅ）中培养，并在 ３７℃含有 ５％ ＣＯ２ 的

培养箱中孵育。 当细胞生长到约 ９０％ 时，使用

０．２５％的胰蛋白酶消化液将其从培养瓶底部消化分

离，再离心重悬，用相同的培养基稀释至所需浓度。
在细胞接种之前，使用 ６０Ｃｏ（第四军医大学钴源室）
对 ＰＤＭＳ 芯片进行灭菌处理，并用 ０．１５ ｍｇ ／ ｍＬ 的 Ｉ
型胶原蛋白 （ ＢＤ Ｆａｌｃｏｎ） 对粘附于 １２ 孔培养板

（Ｎｕｎｃ）底部的 ＰＤＭＳ 芯片表面进行包被静置过夜，
然后用无菌 ＰＢＳ 冲洗 ２ 次，滴入约 １．５ ｍｌ 培养液，
对芯片进行润湿，放置培养箱备用。 最后，以每平方

厘米 １×１０４ 的浓度将 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞悬液悬滴到固

定在 １２ 孔培养板中的 ＰＤＭＳ 芯片上，放置培养箱，
根据实验需求，分别培养至 ２４ ｈ 和 ４８ ｈ。
１．３．２　 免疫染色

在室温下，去除孔板里的细胞培养液，用 ３７℃
预热的 １×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）润洗细胞 ２ 次；将粘附有细

胞的 ＰＤＭＳ 芯片在 ４％的多聚甲醛中固定 １５ ｍｉｎ，后
用 ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次，每次间隔 ５ ｍｉｎ；再用 ０．１％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 穿孔，提高细胞通透性，室温 ５ ｍｉｎ；用
ＰＢＳ 冲洗 ３ 次， 每次间隔 ５ ｍｉｎ； １％ ＢＳＡ 阻断

２０ ｍｉｎ；用 ＰＢＳ 冲洗 ３ 次，每次间隔 １０ ｍｉｎ；添加染

色剂鬼笔环肽⁃ＦＩＴＣ（５ ｍｇ ／ ｍｌ，Ｓｉｇｍａ），０．５ ｍｌ ／孔，室
温孵育 ６０ ｍｉｎ（染细胞质 ／微丝，绿色）；用 ＰＢＳ 冲洗

３ 次， 每次间隔 ５ ｍｉｎ； 再用 １００ μｌ ＤＡＰＩ 溶液

（１００ ｎｍ，Ｂｅｙｏｔｉｍｅ）对细胞核进行复染约 ３０ ｓ，用
ＰＢＳ 清洗细胞 ３ 次，每次间隔 ５ ｍｉｎ，获得肌动蛋白

骨架和细胞核被染成绿色和蓝色的免疫染色细胞；
最后滴加适量 Ｆｌｕｏｒｏｍｏｕｎｔ⁃ＧＴＭ 水溶性封片剂至

１４１
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ＰＤＭＳ 芯片上，然后用指甲油永久封片，４℃避光保

存待用。
１．３．３　 图像处理与统计学分析

采用激光扫描共聚焦显微镜 （ ｌａｓｅｒ ｓｃａｎｎｉｎｇ
ｃｏｎｆｏｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＬＳＣＭ， Ｌｅｉｃａ ｓｐ） 获取染色的

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞荧光图像，然后利用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件

（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｈｅａｌｔｈ，ＵＳＡ）对图像进行处理

分析。 所得荧光图像数据利用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ 统计学分

析软件分析处理，采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓ⁃ｔ 检验和方差分析，
Ｐ＜０．０５ 表示有显著性差异，Ｐ＜０．０１ 表示有极显著

性差异。 数据结果为 ３ 次实验结果的平均值，每次

实验 ３ 个样本。

２　 结果与讨论

２．１　 ＰＤＭＳ 微柱刚度的表征

图 １ａ）显示，微柱高度决定了微柱在受 ２ ｎＮ 水

平牵引力 Ｆ 作用下的弯曲程度。 本文通过有限元

分析仿真得到微柱受牵引力作用下的挠度大小，结
合公式（１）计算得到微柱刚度 Ｋ，如表 １ 所示。 通过

调节 ＰＤＭＳ 微柱的高度 Ｈ（范围从 ３～２１ μｍ），对应

的微柱刚度范围为 ０．９９～２４６．９１ ｎＮ ／ μｍ。 根据计算

结果及 Ｔｒｕｏｎｇ 等人对附着在微柱上的细胞中肌动

蛋白聚合影响的研究［１３］，我们认为高度大于 ９ μｍ
的微柱没有足够的应力来支撑 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞纤维

的张力，因而可以抑制细胞粘附。
表 １　 不同高度的微柱与对应刚度值

微柱高度

Ｈ ／ μｍ
微柱扰度

ｖ ／ μｍ
微柱刚度

Ｋ ／ （ｎＮ·μｍ－１）
３ ０．００８ １ ２４６．９１
９ ０．１９９ １ １０．０５
１５ ０．８９１ １ 　 ２．２４
２１ ２．０１７ ８ 　 ０．９９

２．２　 ＰＤＭＳ 芯片及其硅模板测量与分析

本文所设计的 ＰＤＭＳ 细胞定位培养芯片的制备

主要包括硅模板制备和 ＰＤＭＳ 芯片制备 ２ 个工艺过

程。 现对比设计结构、硅模板结构和 ＰＤＭＳ 芯片，分
析后微结构 ２ 个工艺参数变化。 图 ５ 和 ６ 分别为所

制备的部分硅模板和 ＰＤＭＳ 芯片的扫描电子显微镜

图像。 可观察到不论是硅模板还是复形所得 ＰＤＭＳ
芯片，其表面微结构完整性良好，无缺损，且拓扑结

构形状、大小一致性高。

图 ５　 硅模板微结构扫描电镜图

图 ６　 ＰＤＭＳ 微结构扫描电镜图
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２．３　 ＰＤＭＳ 芯片定位性能验证结果

２．３．１　 细胞形态学分析

有研究报道，表面形貌和结构机械性能可通过

调节肌动蛋白细胞骨架来控制多种细胞过程［１４］。
本文中，通过 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在不同微柱高度的芯

片上的粘附形态，判断细胞是否呈现正常的生命形

态以及所设计芯片结构对细胞的规约能力。 通过图

７ 的荧光图像合成图可以看到，当细胞随机接种在

不同高度的芯片上培养 ４８ ｈ 后，生长在微平台上的

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞形态与微柱阵列区域上生长的细胞

形态存在明显差异：生长在微柱阵列区域的细胞收

缩成纺锤形，如图 ７ａ）所示；而生长在微平台区域的

细胞其骨架沿微平台边缘铺展充分，如图 ７ｄ）所示，
表明细胞具备良好的生长形态和活力。

图 ７　 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在不同尺寸芯片上生长的免疫荧光图

　 　 此外，在微柱高度 ３ μｍ 的芯片上，细胞随机粘

附在整个芯片表面，微柱阵列没有呈现出显著的抑

制细胞生长的特性（如图 ７ａ）所示），随着微柱高度

的增加，细胞粘附位点相应发生变化，逐渐从芯片的

微柱阵列区域转向微平台区域，因此，生长在微柱阵

列表面的细胞数量逐渐减少，而生长在平台表面的

细胞数量逐渐增多（如图 ７ａ）至 ７ｄ）所示）。 特别

地，当微柱高度达到 ２１ μｍ 时，芯片基底结构的调

控使得 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞的空间分布更加规律，微柱

阵列区域极少有细胞粘附，而在微平台表面即使多

个细胞粘附于同一平台上，各个细胞骨架铺满整个

微平台表面也不会铺展到微平台之外的微柱阵列区

域（如图 ７ｄ）所示），表明此时微柱阵列对于 ＭＣ３Ｔ３⁃
Ｅ１ 细胞粘附具有显著的抑制作用。 由表 １ 可知，当
微柱高度 Ｈ 从 ３ 增加到 ２１ μｍ 时，刚度 Ｋ 从 ２４６．９１
下降到 ０．９９ ｎＮ ／ μｍ，而 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞作为生长在

骨表面的成骨细胞更倾向于生长在较硬的芯片表

面，因此，从细胞形态学角度我们可以看到，当微柱

高度 Ｈ＝ ２１ μｍ（刚度为 ０．９９ ｎＮ ／ μｍ）时不能满足

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细 胞 生 长 所 需 刚 度， 从 而 起 到 抑 制

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞粘附的作用。
２．３．２　 细胞定位定量分析

为了更好地评价不同结构参数芯片的细胞定位

效果，我们引入了细胞定位率的概念。 所谓细胞定
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位率，是指使用倒置显微镜或荧光显微镜观察结果

芯片时，在所观察视野范围内，生长在微平台阵列区

域的细胞数量与视野范围内细胞总数的百分比，见
下式：

组细定位率 ＝ 微平台阵列区域的细胞数量
观察范围内的细胞总数

× １００％

（２）
　 　 本文研究了 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞在不同微柱高度的

ＰＤＭＳ 芯片上孵育 ４８ ｈ 的粘附情形，如图 ８ 所示。

图 ９ａ）至 ９ｂ）定量比较了芯片不同微柱高度对细胞

的规约能力，我们发现芯片上的细胞粘附位点受到

微柱高度的有效调控。 微平台的细胞定位率随着微

柱高度的增加而增加，２１ μｍ 高的微柱可显著抑制

细胞粘附。 研究发现，微柱中心距离对调节细胞粘

附位点的作用不显著，但在微柱高度为 ２１ μｍ 的芯

片上，微柱中心间距为 １３ μｍ 的微柱阵列较 ７ μｍ
的微柱阵列对细胞的抑制作用更强。

图 ８　 ４８ ｈ 后，ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞粘附情况

图 ９　 不同尺寸芯片细胞定位率定量分析结果

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞粘附的显著差异表明微平台提

供了较好的表面粘附特性，而微柱则随着高度的增

加和刚度的降低而抑制细胞粘附。 由上述分析可

知，实现 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞定位生长的最佳 ＰＤＭＳ 芯

片结构为微柱直径 Ｄ ＝ ３ μｍ、微柱高 Ｈ ＝ ２１ μｍ、微
柱中心距 Ｃ＝ １３ μｍ。 该芯片结构可以将细胞高度

规约在微平台区域，细胞定位率为 ９０％，可以满足

长期细胞定位培养的需求。

３　 结　 论

细胞在芯片上的定位生长受到芯片表面细胞粘

附特异性的调控。 本论文研究提出利用功能拓扑结

构构建具有细胞粘附特异性的“亲细胞”和“斥细

胞”功能性表面，通过改变微柱阵列刚度达到抑制

细胞粘附生长的目的，从而实现细胞定位培养。 微

柱高度的变化导致细胞粘附位点的切换，对于

４４１



第 １ 期 撒成花，等：基于功能微拓扑结构的细胞定位培养芯片

ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞而言，随着高度的增加，细胞的粘附

位点从微柱阵列区域迁移到微平台区域，从而将细

胞规约在平台表面，实现细胞的定位培养。 在细胞

培养基中，微拓扑结构保持完整，满足稳定培养的条

件。 当微柱直径为 ３ μｍ、高度为 ２１ μｍ、中心距离

为 １３ μｍ、微平台边长为 ５０ μｍ、高 ２５ μｍ 时，细胞

铺展状态良好，胞体沿着微平台表面排列更规律，定
位效果良好。 即使多个细胞定位于同一微平台上，
也不会扩散到微平台之外的微柱阵列区域，表明所

设计的微柱阵列结构对 ＭＣ３Ｔ３⁃Ｅ１ 细胞具有很强的

规约能力。 本文所设计制备的 ＰＤＭＳ 芯片具备化学

修饰法对细胞规约能力强、定位效果好的优点，而芯

片结构和材料的稳定性使其兼备物理结构法稳定性

好的优点，同时芯片制备简单，可复现性高，有望为

细胞－细胞、细胞－材料间相互作用、干细胞分化、基
于细胞的生物传感器及单细胞研究等领域提供有效

的分析工具。 该芯片定位原理具有普遍适用性，研
究者可根据不同细胞的粘附特性设计芯片结构尺

寸，实现细胞的定位培养。
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