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摘要 主要研究采用微接触印刷术在生物材料表面制备的细胞外基质蛋白微图形对人体软骨细胞粘附、铺展以及蛋白质表达

等细胞行为的影响．研究结果表明，蛋白质微图形表面对细胞的粘附、铺展、排列以及细胞蛋白质表达具有明显的影响．细

胞优先粘附在微图形蛋白区域，微图形形状以及尺度明显影响细胞的粘附形态以及铺展程度，同时也影响细胞生长过程中的

域型与遇型胶原蛋白的表达，细胞的铺展行为与细胞的蛋白质表达具有一定的正相关性，铺展较好的细胞表现出更好的域型
与遇型胶原蛋白表达．结果表明，通过在材料表面制备细胞外基质蛋白微图形可以有效调控人体软骨细胞的生长行为与
功能．
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由于人体软骨的再生能力较差，因此软骨缺陷

治疗仍然面临挑战[1]．目前，主要采用自体软骨、

异体软骨以及人工生物材料来修复缺损或病变的软

骨组织．自体软骨的来源有限，并且移植时会造成

供体的二次损伤[2]．异体软骨的潜在免疫反应以及

较高的感染率可能会导致软骨功能的缺失 [3]．此

外，也有采用骨膜修复的方法治疗软骨缺陷，但是

其长期效果不佳[4]．因此，非常有必要发展新的治

疗病变或缺损软骨组织的手段与方法．近年来，组

织工程的发展为软骨组织的完全替换或修复提供了

新的方法．对于软骨组织工程来说，软骨细胞在支

架材料表面上的生长行为对于组织工程软骨的研究

具有重要意义．细胞的粘附生长行为不仅与材料表

面的化学微环境有关，还与表面生物活性分子分布

的几何结构和微图形形貌结构有关[5-6]，因此，通

过对材料表面的生物活性分子进行精确的微图形设

计，从而构建微图形生物活性表面，可同时改变表

面的化学微环境以及建立精确的微图形结构，有效

调控细胞的生长行为和功能，从而有利于通过组织

工程的方法来修复病变缺损的软骨组织．

微接触印刷术(microcontact printing)是近年来

兴起的操作简单、价格低廉的软平板印刷术(soft
lithography)，利用这种技术可以在生物材料表面制
备从纳米到微米级的微图形生物活性表面[7]．本文

通过微接触印刷术将骨形态发生蛋白 2(BMP-2)固
定在聚苯乙烯(PS)材料表面，从而制备了一系列的
细胞外基质微图形，期望通过材料表面性能的图形

化调控细胞的生长行为与功能．研究结果表明，具

有微图形细胞外基质的材料表面能够显著影响细胞

的粘附铺展行为，并进一步调控细胞的功能．

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

以下试剂购自 Sigma公司：骨形态发生蛋白 2
(BMP-2)，5-羧基 -四甲基若丹明 N-琥珀酰亚胺酯
(TMRA)，磷酸缓冲液(PBS，pH 7.4)，遇型胶原蛋
白 琢3兔多克隆抗体，域型胶原蛋白鼠多克隆抗体,
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Fig. 2 The micropattern design and typical fluorescent images of micropatterns
The numbers in the pictures are the values of micropattern dimensions. The period of the structure is in 滋m.

Fig. 1 The schematic diagram of fabrication of BMP鄄2
micropatterns by microcontact printing

1.3 细胞分离和培养

人体软骨细胞通过标准的酶消化法获得，软骨

被切成小块后移入培养瓶，然后加入含有胶原蛋白

酶以及 DNase的 DMEM培养液，在 5% CO2(体积
比)的环境中 37℃消化 24 h，通过 70 滋m的网状细
胞过滤器过滤后离心得到细胞．细胞在含有 5%牛
血清的 DMEM培养液中培养(含有 50 mg/L的庆大
霉素，5% CO2)生长．

1.4 细胞粘附

将细胞接种在具有 BMP-2微图形的材料表面，
培养 4天后，用无菌 PBS润洗 2次以便去掉没有
粘附的细胞．粘附的细胞用 3%戊二醛 PBS溶液固
定 1 h，干燥后进行荧光显微镜观察．
1.5 域型与遇型胶原蛋白表达
采用免疫组化荧光染色方法对软骨细胞生长过

程中表达的胶原蛋白域与遇进行表征．细胞在材料

Alexa Fluor 594 荧光标记的羊抗兔免疫球蛋白 G,
Alexa Fluor 488荧光标记的羊抗鼠免疫球蛋白 G，
4忆, 6二脒基 -2-苯吲哚盐酸(DAPI)．
1.2 BMP鄄2微图形构建
首先制备荧光标记的 BMP-2 溶液，将 60 滋l

TMRA 溶液 (25 mg/L 乙腈 )与 1 ml BMP-2 溶液
(25 mg/L PBS)充分混合，室温下暗处反应 4 h，过
滤后存储在 4℃的环境中待用．
微接触印刷制备 BMP-2微图形的过程如图 1

所示．采用浇注固化的方法制备聚二甲基硅氧烷

(PDMS)印章．印章用乙醇与蒸馏水依次充分超声
清洗后干燥，将 BMP-2溶液滴加到 PDMS印章表
面铺展吸附 3 min，N2缓慢吹干后与聚苯乙烯(PS)
表面充分接触 1 min后取下印章，获得 BMP-2微
图形．本文主要制备了 3种微图形，图 2表示了 3
种微图形的设计示意图及其典型荧光显微镜照片，

可以看出，制备的微图形形态良好规整．
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图 4表示了人体软骨细胞在不同细胞外基质微
图形表面的粘附行为，可以看出，不同类型的图形

对细胞的粘附铺展具有不同的影响，即使是同一类

型微图形，图形的尺寸也影响细胞的粘附铺展．

图 4a～c表示了人体软骨细胞在微图形(micropattern)
1上的粘附情况，细胞选择性地粘附在蛋白质区
域．当微图形的尺寸及其间隔尺寸显著大于细胞的

尺寸时，细胞优先粘附在微图形内部，并且具有良

好的铺展性能(图 4a)．当正方形微图形尺寸变小
(尺寸与细胞大小相当)而其间隔增加时(图 4b)，粘
附在微图形区域的软骨细胞铺展受到了明显的限

制，表明微图形对细胞形态的控制作用，而当微图

形之间的间隔进一步缩小时(图 4c)，细胞的粘附与
铺展与在无序平面上细胞的粘附情况类似，部分细

胞具有很好的铺展性能．图 4d～ f表示了人体软骨
细胞在微图形 2上的粘附情况，细胞依然选择性地
粘附在细胞外基质 BMP-2构成的微图形区域，细
胞沿着 BMP-2线生长，从而使细胞被拉长，拉长

的细胞在 BMP-2的方向表现出较好的铺展性能．
图 4g～ i表示了细胞在微图形 3的粘附情况，细胞
优先吸附在 BMP-2线上并且沿着 BMP-2线生长，
但是当 BMP-2线的宽度增加时，细胞被拉长的程
度减弱并进而导致铺展的性能变差(图 4i)．
2.2 域型与遇型胶原蛋白表达
图 5表示了粘附在 PS以及 BMP-2涂覆的 PS

表面(无微图形)，细胞的域型与遇型胶原蛋白表达
行为，与对照样品 PS相比，粘附在 BMP-2涂覆的
PS表面的细胞数量明显增加，其胶原蛋白表达也
存在明显的不同，在 BMP-2涂覆的 PS表面粘附的
细胞表达出较多的域型胶原蛋白，几乎不表达遇型
胶原蛋白，表明 BMP-2并没有促进遇型胶原蛋白
表达的作用．粘附在 PS表面的细胞也表达出域型
胶原蛋白，表明在材料表面的 BMP-2可能不具备
促进域型胶原蛋白表达作用而仅具有提供细胞生长
位点的作用．

表面培养 5天后，首先用 3%戊二醛 PBS 溶液固
定，然后用含 0.1% Triton的 PBS 溶液漂洗 3次，
每次 5 min，加入一抗室温下反应 1 h 后用 PBS
溶液漂洗 3次，然后加入荧光标记的二抗室温反应
1 h，干燥进行荧光显微镜观察．一抗为：遇胶原
蛋白 琢3兔多克隆抗体，域型胶原蛋白鼠多克隆抗
体；二抗为：Alexa Fluor 594标记的羊抗兔免疫球蛋
白 G, Alexa Fluor 488标记的羊抗鼠免疫球蛋白 G.
细胞核用 DAPI进行染色，用荧光显微镜观察域型
与遇型胶原蛋白的表达情况．
1.6 胶原蛋白表达的定量表征

免疫组化染色的细胞蛋白表达进行荧光显微镜

拍照后，利用 Image-Pro Plus软件计算细胞表达胶

原蛋白域与遇的面积以及细胞数量，细胞蛋白表达
表示为胶原蛋白面积 /单个细胞数(area per cell)．

2 结 果

2.1 细胞粘附

图 3表示了人体软骨细胞在 BMP-2涂覆的 PS
表面的粘附生长行为，与没有涂覆 BMP-2的 PS表
面比较可以看出，随着接种时间的增加，细胞粘附

数量明显增加，表明 BMP-2具有促进细胞粘附生
长的作用．细胞从第 4天开始发生明显的铺展，培
养 11 天后，粘附在 BMP-2 涂覆的 PS 表面的细
胞充分地铺展，表明 BMP-2具有促进细胞铺展的
作用．

Fig. 3 The cell adhesion on PS surfaces and BMP鄄2 coated surfaces

Cell adhesion on PS surfaces

1 day 4 days 7 days 11 days

Cell adhesion on BMP-2 coated PS surface
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Fig. 5 The protein expression of human chondrocytes
on PS (a) and BMP鄄2鄄coated PS (b) surfaces

Red: Type域 collagen; Green: Type遇 collagen; Blue: DAPI.

Fig. 4 The cell adhesion behavior of human chondrocytes on different BMP鄄2 micropatterns
(a, b, c) The effect of micropattern 1 on cell adhesion. (d, e, f) The cell adhesion on micropattern 2. (g, h, i) The influence of micropattern 3 on cell

adhesion.

图 6表示了典型的具有不同尺度的正方形微图
形(微图形 1)对人体软骨细胞域与遇型胶原蛋白表
达的影响，可以看出，微图形的尺度对细胞的蛋白

质表达(细胞功能)具有明显的影响，当图形的尺寸
与细胞的尺寸相当时(pattern 1-1)，细胞选择性粘附
在细胞外基质区域，但是细胞的铺展受到限制，同

时，粘附的细胞基本不表达遇型胶原蛋白，但是表

达出一定量的域型胶原蛋白．当图形之间的间隔变
小时(pattern 1-2)，细胞可以进行更好的铺展，表达
出更多的域与遇型胶原蛋白．细胞在微图形 2上的
粘附、铺展以及蛋白质表达行为与微图形 1具有非
常明显的区别，从图 7可以看出，细胞沿着蛋白质
的方向生长，由于微图形表现出一个网状结构，因

此细胞也是沿着网格的方向进行铺展，其形态不再

是圆形结构，细胞的铺展变形使细胞表达出更多的

域型与遇型胶原蛋白．细胞在微图形 3上的蛋白质
表达表示在图 8中，不同 BMP-2线的宽度以及间
隔对细胞的蛋白质表达具有非常明显的影响，首

先，细胞的粘附铺展沿着 BMP-2 线的方向，当
BMP-2 线比较宽时(大于细胞尺寸)，细胞主要在
BMP-2 线内生长，并且沿着 BMP-2 的方向生长，
其遇型胶原蛋白的表达受到限制，当 BMP-2线的
尺寸小于细胞尺寸时，细胞被拉长，表达出更多的

域型与遇型胶原蛋白．

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

(g) (h) (i)

200 滋m200 滋m200 滋m

200 滋m200 滋m200 滋m

200 滋m200 滋m200 滋m

100 滋m100 滋m

(a) (b)
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Fig. 8 The collagen 域 and 遇 expression of human chondrocytes on micropattern 3

3 讨 论

关节软骨因损伤或病变而导致衰退，甚至会发

生退化性关节炎，据统计，有近 70%的 65岁以上
老年人受退化性关节炎的影响[8]．一般认为，软骨

组织的修复再生能力很差，一旦损伤很难修复，目

前常用的软骨缺损修复手段(包括异体软骨移植、
骨膜与骨膜移植术等)均存在不少的缺点[9]．软骨组

织工程为缺损软骨的修复提供了新的方法，对于软

骨组织工程来说，软骨细胞必须在支架材料上生

长，而材料的表面性能对软骨细胞的粘附、铺展、

生长、蛋白质表达及其他的生物功能都具有重要的

Fig. 6 The collagen 域 and 遇 expression of human chondrocytes on micropattern 1

Fig. 7 The collagen 域 and 遇 expression of human chondrocytes on micropattern 2
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影响．本文通过微接触印刷术在材料表面制备不同

的微图形生物活性表面，期望通过研究软骨细胞的

生长行为为软骨组织工程提供基础的数据资料．

骨形态发生蛋白(BMP-2)是体内成骨的重要促
进因子，具有较高的使用安全性和高效诱导成骨活

性[10]．另外，BMP-2在软骨细胞的成熟与分化中也
起着重要的调节作用，能够促进胚胎肢芽间质细胞

的软骨形态发生，并保持关节软骨的表型 [11]，因

此，BMP-2可以作为人体软骨细胞的细胞外生长
基质．本文通过微接触印刷术在聚苯乙烯表面制备

了不同尺度的 BMP-2微图形，研究结果表明，与
不具有微图形表面的平面样品比较，人体软骨细胞

在三种不同的微图形表面表现出不同的粘附铺展行

为，微图形的种类以及微图形尺度对细胞的粘附铺

展行为具有明显的影响．因此，通过控制材料表面

细胞外基质的分布从而构建不同的微图形细胞外基

质表面，可以调控细胞的粘附行为．

胶原蛋白是细胞外基质的结构蛋白，人体软骨

中含有大量的胶原蛋白以及软骨细胞，软骨中胶原

蛋白含量减少会导致关节受力时容易加速磨损，随

着患者年龄增长，就容易形成所谓的退化性关节

炎，因此，胶原蛋白在维持正常人体软骨结构及功

能方面具有非常重要的作用．域型胶原蛋白由软骨
细胞产生，因此，软骨细胞生长过程中域型胶原蛋
白的表达是表征细胞正常生长的重要指标，正常的

人体软骨细胞表现出较高的域型胶原蛋白与聚集蛋
白聚糖的表达，如果缺乏域型胶原蛋白的表达，细
胞将很快去分化为成纤维细胞表型．过去的研究表

明，软骨细胞原型表达与细胞骨架结构有关，而细

胞骨架结构能够控制细胞的机械性能．研究表明，

材料表面适当的微图形将会改善细胞的机械性能[12],
并可以调控细胞的粘附、迁移、排列以及促进胶原

蛋白域的表达[13]．遇型胶原蛋白对保持人体软骨组
织的完整性起到了重要的作用，如软骨细胞的早期

分化与遇型胶原蛋白的表达有关 [14-15]．图 9 表示
了本文研究的几种微图形活性表面对人体软骨细胞

域型与遇型胶原蛋白表达的影响，可以看出，不同
尺度的微图形对细胞的域型与遇型胶原蛋白表达具
有明显的差异．结合图 6、图 7 以及图 8 可以看
出，能够引起细胞铺展变形的微图形导致了更多的

域型与遇型胶原蛋白的表达，细胞的铺展变形越
大，细胞的蛋白质表达功能就越强，这就表明细胞

的形态与细胞的蛋白质表达具有一定的关系，因

此，通过制备微图形化的生物活性表面不仅可以实

现控制细胞的形态，还能够实现细胞的选择性生长

从而控制其功能．

4 结 论

通过微接触印刷术成功地在材料表面制备了具

有不同形态与尺寸的规整 BMP-2微图形．人体软
骨细胞在不同的微图形活性表面表现出不同的粘附

铺展行为，这些不同的细胞粘附行为能够显著影响

细胞的域型与遇型胶原蛋白表达．因此，通过控制
生物材料的表面化学结构从而实现微图形化的生物

活性表面，将可能实现有效的调控细胞生长行为与

细胞功能．
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Effects of Protein Micropatterns of Biomaterials Surfaces on
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Abstract In order to study the effects of extracellular matrix (ECM) protein micropatterns on biomaterials
surfaces fabricated by microcontact printing (滋CP) on human chondrocytes adhesion, spread and protein
expression, the bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) was printed onto polystyrene (PS) surface to fabricate the
ECM protein micropatterns by 滋CP. Three kinds of excellent micropattern were obtained successfully according to
the fluorescent images. The human chondrocytes were seeded on PS (control samples), BMP-2 coated PS surface
and PS surface with BMP-2 micropatterns, respectively. As compared with control samples, the human
chondrocytes on BMP-2 coating exhibited better growth and spread behavior, at the same time, the BMP-2 coating
also cannot promote expression of collagen域 and 遇 . On the other side, the results concerning BMP-2
micropattens indicated that the protein micropattern surfaces have significant influence on cell adhesion, spread,
alignment and functions. The cells preferentially adhered on micropattern protein zones. The micropattern shape
and its sizes affected not only the cell adhesion morphology and spread degree but also the type域 and遇 collagen
expression. The spread behavior of cell has some positive connections with protein expression and the cell with
more spread expressed more type域 and遇 collagen. These results suggested that the ECM protein micropatterns
can effectively regulate human chondrocytes growth and functions.
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