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摘 要

细胞微图型化技术是一个多学科高度交叉的领域，它在许多方面有着重要的

潜在应用：第一，可应用于大规模的药物发现与筛选；第二，是细胞传感器上用

于固定细胞的一个重要手段；第三，是组织工程学的研究基础；第四，为分子细

胞基础生物学的研究提供另外一种方法。构建细胞微图案也是我课题组进行细胞

相关研究的基础。

目前已经发展了许多种细胞微图案的制作方法。主要有光刻法、软光刻法（包

括微印章技术及微流体技术）、“墨水”喷印技术、模板辅助图案技术、激光诱导

直写技术、电化学图案化技术等。这些方法各有各的优缺点，但它们的制作均较

为复杂，操作较为困难。

本论文主要是运用光刻法及二氧化碳激光诱导法制作细胞微图案，主要的研

究内容及获得的结果如下：

1. 建立了以光刻法为基础的细胞微图案技术，得到了蛋白质微阵列及初步

的细胞差异化图案。

2. 利用四氢铝锂对 PMMA 表面进行化学活化，活化后的表面可以进一步

修饰各种分子基团，从而提高 PMMA 表面的可修饰性及细胞可贴附性。

并用 HeLa 细胞进行了验证。

3. 利用具有强氧化性的溴水诱导牛血清白蛋白变性，验证了牛血清白蛋白

可抑制动物细胞的非特异性粘附，而牛血清白蛋白变性后的表面则可进

行细胞粘附。

4. 提出并建立了以二氧化碳激光诱导蛋白质变性为基础制作细胞微图案

技术。利用二氧化碳激光诱导自组装在基底上的牛血清白蛋白变性，得

到了变性/非变性的牛血清白蛋白微图案，进一步接种上 HeLa 细胞后可

得到细胞微图案。此法可以实现快速简便地制作复杂的细胞微图案。若

使用较小激光光斑诱导 BSA 变性，理论上可以得到单细胞微图案。

关键词：细胞微图案；牛血清白蛋白；CO2激光诱导
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Abstract

II

Abstract

Cell micropatterning is an interdisciplinary technology and has great potential

applications on many fields. First, it is a valuable approach towards fundamental

cell-biology studies. Second, it can be applied to the cell-based drug discovery and

selection on large scale. Third, it is an important tool for organizing cells on

transducers for cell-based sensing. The last one, the ability to produce patterns of cells

through precise surface engineering is the basic of tissue engineering. Also, it is the

basic to our group for further relative research on cells.

At present, there are many methods to fabricate cell micropattern. Such as

photolithography, soft-lithography (µCP and µFLP), ink-jet technology, stencil

assisted patterning, laser-guided writing with cells, electrode-assisted patterning and

so on. Each of the techniques has its own specific advantages and limitations. The

main purpose of this thesis is to develop a new method to fabricate cell micropattern

easily and quickly. The main work and results are summarized as follow:

1. Fabricated protein and cell micropattern by photolithography.

2. Modified PMMA surface with LiAlH4, then the surface can graft other

molecules. The process improves the modification ability and cell adhesion

of PMMA, which is proved by HeLa cells adhesion.

3. Denature the BSA by strong oxidizer— bromic water. It proved that nature

BSA can prevent non-specific absorption of cells, but denature one can’t.

4. Proposed a new method to fabricate cell micro-patterns by CO2 laser induced

BSA denaturized. The BSA modified on surface was denatured by CO2 laser

beam selectively, and then we can get nature/denature BSA micro-patterns

and get cell micropattern after cells adhesion on the surface 2.5 hours. We

can get complex cell micropattern quickly and easily and single cell pattern

in theoretic if the BSA was induced by excimer laser.

Key words: Cell Micropattern; BSA; CO2 Laser
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第一章 绪论

1

第一章 绪论

§1-1 细胞微阵列生物芯片的背景及意义

微阵列生物芯片是 20世纪 90年代生命科学领域中迅速发展起来的一项新技

术。其本质是通过平面微加工技术或是超分子自组装技术，把大量具有生物识别

功能的分子探针有序点阵排列集成到一个微小的固相载体表面上，可以同时实现

对蛋白质、核酸、细胞等的高通量、快速、低成本、高平行化的检测和分析。

细胞微阵列生物芯片（细胞微图案化），也就是将所研究的细胞规约在限定

的空间位置上，它在许多方面有着重要的潜在应用。目前已有相关的应用报告：

第一，药物开发。利用细胞微阵列可大大降低药物开发的成本，并且更为准

确地预示结果。细胞阵列介于基因、蛋白质与动物之间，被认为更适用于药物筛

选。Bhadriraju 的综述[1]介绍了如何用细胞微阵列来提高药物开发及测试效率。

美国匹兹堡 Cellomics 公司将生物标志物与细胞阵列技术结合，以高信息量筛选

技术( High content screening)应用于大规模的药物发现与筛选，将先导化合物优

化周期所需时间缩短了一半，并对药物开发决策产生重要影响。Ziauddin 等[2]利

用确定位点上打印形成的 DNA 去转染各个位置上导入的细胞，形成可表达确定

cDNAs 的细胞微阵列，为细胞基因组(cellular genomics)[3]与蛋白质组的结合提供

了很好的预示。

第二，细胞传感器[4]。细胞的微阵列化技术是细胞传感器上用于固定细胞的

一个重要手段。

第三，组织工程学。干细胞生长成不同的细胞系很大程度上取决于细胞的形

状，暗示着通过控制细胞生长微环境的表面工程有可能是研究功能化细胞的一种

手段，更有可能对用于细胞组织工程的基底设计非常关键。同时，在体组织中的

细胞实际上也以有序的方式排列着，从细胞共培养技术的发展来看，未来的工程

化组织制造的一种模式，很可能是先造就细胞微阵列的图式，作为进一步立体化

组织构造的基础。

第四，细胞基础生物学。在分子细胞基础生物学研究中，实现细胞在基底表

面上粘附与铺展的规约或控制的技术，可能是细胞与基底、细胞与细胞相互作用
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研究获得深入认识的关键，它提供了全新的方法来深入研究细胞粘附于材料表

面，细胞的繁殖、扩散及分子信号通道的各种影响因素。由于细胞的“活”的特

性，大部分组织细胞在表面上的粘附与铺展特征，实质上是生化途径及其网络特

性与生物物理特性呈现的结合体。微阵列技术体现在细胞水平上的一个发展趋

向，就是使细胞在适宜基底表面上呈现特定排列以及功能，此即所谓细胞图型化

(cell micropatterning)技术。

§1-2 细胞粘附

当细胞接近于另外的细胞或是一个固体基质，在适宜的条件下，借助物理化

学化学作用力，它们之间可能发生粘附[5-6]。细胞粘附在多细胞生物的发育与组

织修复过程中的形态建成和功能维持上起着非常重要的作用。细胞粘附在许多细

胞生理过程中发挥调节功能，如细胞生长、分化和运动、性细胞结合、免疫网络

的细胞激化等。根据粘附对象的不同，细胞粘附可分为两大类：细胞与非细胞表

面的粘附和细胞之间的粘附。粘附过程涉及非特异性的相互作用（静电、水化和

立体空间等性质的相互作用）或者特异性的相互作用（锁与钥匙的分子互相作

用）。细胞粘附能力强弱差别很大，它不仅取决于粘附细胞本身，还取决于被粘

附的细胞或基质，影响相互作用的因素包括细胞或基质的类型及它们的表面特

性、细胞的生理状况和环境条件（如离子强度、pH、蛋白质组成等）。

细胞表面之间或细胞与固体表面之间的涉及物理上的作用力[7,8,9]，例如静电

相互作用力（如静电斥力、多价离子键），定向力（范德华-基森）、诱导力（范

德华-德拜）以及最重要的色散力（范德华-洛多恩）。上述各类非平衡的表面力

赋予表面以自由能。从根本上说，粘附过程中，表面自由能的降低提供了驱动细

胞间或细胞与基质之间相互作用的力。也就是说，如果系统的自由能（F）降低

有利于粘附过程的发生；反之，系统自由能升高，刻过程在热力学上就不可能进

行。自由能降低得愈多，粘附过程就愈可能发生。

如果不考虑细胞粘附中任何特殊的生物化学相互作用（即把细胞当作可变形

的多聚体颗粒）和忽略重力等系统外力，细胞粘附（于固体表面）过程中的表面

自由能变化△Fadh 可以由图 1-1 的式中给出，式中γPS 和γPL分别为细胞-固体基

质和细胞-液体介质之间的界面自由能，γSL 则为固体基质-液体介质的界面自由
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能。这样，形成的细胞-固体基质界面自由能部分也破坏了细胞-液体介质和固体

基质-液体介质的界面。自由能之差等于细胞粘附于表面过程中能够获得的最大

的功。当△Fadh是负值时，从热力学讲，粘附过程就可能自发进行。在式中各界

面自由能实际上是与细胞、固体基质和液体介质的表面疏水性相关的。三者相互

影响，相互作用而决定粘附过程中系统的自由能变化。由此，不仅被吸附的表面

而且环境液体介质的表面张力都对细胞吸附产生重大甚至决定性影响。例如，当

液体介质表面自由能大于粘附细胞的表面时与细胞相互作用的表面的疏水性愈

强（表面自由能减少）就愈容易发生粘附。

上述简化的粘附模型虽然一定程度上阐明了涉及表面粘附的自由能变化及

某些重要的热力学条件，但是由于细胞表面结构的复杂性，细胞的粘附涉及的作

用力不仅表面张力有关，而且涉及细胞与被吸附表面之间复杂的相互作用。

细胞与细胞及细胞与非细胞表面的粘附都有两种基本结构，即暂时粘附

（Transient adhesion）和永久性细胞连接（Permanent cell junctions）。两种细胞表

面的粘附结构都有许多粘附分子和其他结构成分参与，有些分子参与两类粘附结

构。大多数细胞粘附和细胞连接结构主要由跨膜的粘附因子（或连接蛋白）、细

胞外配体、细胞内连系的细胞骨架和胞内一些小的连系蛋白 4 部分组成。

细胞主要是通过其细胞表面粘附分子（CAMs）与其它细胞或固体基质粘着

的，不同的细胞表面粘附分子介导不同类型的细胞粘附。在体外细胞培养中，细

胞能够粘附和生长在玻璃或塑料基底表面，体内细胞赖以粘附的固体基质则是细

P

P L

S

△Fadh=γPS—γPL—γSL

图 1-1 细胞粘附过程中的表面自由能变化
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