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微模式化基底上大鼠骨髓间
充质干细胞的增殖、分化和迁移
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(中国科学院力学研究所 国家微重力实验室 /生物力学与生物工程中心 , 北京 100190)

摘要 : 目的 　利用微模式化基底研究基底几何微结构对骨髓间充质干细胞增殖、分化及迁移过程的影响。方法 　

设计制作微模式化基底 ,用以控制细胞的铺展形态和面积。比较不同模式控制下大鼠骨髓间充质干细胞的增殖、

分化和迁移数据。结果 　细胞铺展宽度狭小可抑制骨髓间充质干细胞的增殖 ,细胞铺展形状可以调节其向成骨细

胞分化的进程 ,细胞铺展面积受限时迁移增强 ,其增殖迁移行为减弱与成骨细胞诱导因子地塞米松的作用有关。

结论 　细胞铺展的几何形状和面积是骨髓间充质干细胞增殖、分化及迁移过程中的重要调节因子。
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Abstract: O bjective　To quantify the m icro2geometric and configuration of m icropatterned substrate and analyze its effects

on p roliferation, differentiation, and m igration of bone marrow mesenchymal stem cells (BM MSCs). M ethod　M icropat2
terned substrates were designed and fabricated to control cells’ sp reading shape and area. Data of p roliferation, differentia2
tion and m igration of ratBM MSCs on various patterned substrateswere compared. Result　Proliferation of BM MSCswas in2
hibited when their sp reading width was narrowed. O steoblastic differentiation was regulated distinctively in different sp rea2
ding shape and area. Cell m igration was more active when their sp reading area was reduced. Dexamethasone was found to

p lay an important role in down2regulating cell p roliferation and m igration on patterned substrate. Conclusion s　Cell sp rea2
ding shape and area is important factors for regulating p roliferation, differentiation, and m igration of BM MSCs.
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　　胞外基质微环境如何影响干细胞的分化存在许

多未知因素。细胞在基质上的粘附与铺展不仅与基

质的化学性质有关 ,也与基质的表面物理性质如刚

度、亲水性以及几何构造等有关 [ 125 ]。在体外研究

中 ,贴壁细胞一般是生长在简单的表面上 ,无法体现

体内真实生存空间对细胞铺展的限制。利用表面微

模式化技术可以人为地修饰表面的几何构造 ,模拟

体内细胞生存环境的空间微结构 ,这一技术已被大

量用于相关的细胞生物学研究 [ 2, 6, 7 ]。本文以大鼠

骨髓间充质干细胞 (Bone marrow mesenchynal stem
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cell, BMMSCs)作为模型细胞 ,利用微模式化基底调

控细胞的铺展状态 ,考查了 BMMSCs在增殖以及向

成骨细胞分化过程中对不同基底几何微结构产生的

响应。对这一问题的研究一方面有助于深化对干细

胞分化机制的了解 ,另一方面对筛选优化的诱导分

化条件也具有重要意义。

1　材料和方法

1. 1　大鼠 BMM SC s的提取、培养和成骨细胞诱导

分化

将成年 SD大鼠 (180～220 g)脱颈处死 ,无菌条

件下取出双侧胫骨及股骨 ,用注射器吸取低糖

DMEM (Hyclone)培养液 (含 10% 胎牛血清 , Gibco)

仔细冲洗骨髓腔两遍 ,以获取骨髓细胞的冲洗液。

将细胞冲洗液以 1 000 r/m in离心 5 m in,去上清 ,使

用上述培养液将细胞重悬制成单细胞悬液 ,接种于

塑料培养瓶中。24 h后换液并移除未贴壁细胞。

之后每 3 d换一次液。当贴壁细胞形成较大的克隆

(80% ～90%汇合 )后以适当比例传代。

对 BMMSCs进行成骨细胞诱导时 ,先将生长至

80% ～90%汇合的细胞 ,以 PBS清洗 1次 ,用胰蛋白

酶消化 ,以上述低糖 DMEM 培养液制成单细胞悬

液 ,调整细胞密度 ,一般以 1 500个 / cm2 密度接种。

24 h后将培养液更换为成骨诱导培养液 (培养液中

加入 100 nmol/L地塞米松 , 10 mmol/Lβ2甘油磷酸

钠 , 50μg/mL 维生素 C) ,之后每 3 d换一次诱导培

养液。取诱导培养第 14 d的细胞进行钙钴法碱性

磷酸酶 (A lkaline phosphatase, ALP)染色以检验细

胞的分化程度。具体步骤为 :将培养板内的细胞用

PBS清洗后加入 3. 7% 多聚甲醛在 4℃固定 10 m in,

蒸馏水清洗。加入工作液 ( 3% β2甘油磷酸钠 2. 5

mL, 2%巴比妥钠 2. 5 mL, 2%无水氯化钙 5. 0 mL,

5% 氯化镁 0. 25 mL,双蒸水 1. 25 mL,调 pH至 9. 0

～9. 4) , 37 ℃孵育 5 h。蒸馏水洗数次 ,加入 2%硝

酸钴溶液 3至 5 m in, 蒸馏水漂洗 ,加入 1%硫化铵显

色 2 m in,蒸馏水漂洗 ,用 1∶1甘油和 PBS混合物封

片。ALP活性处将生成棕黑色沉淀 ,沉淀颜色随酶活

性增加而变深。

1. 2　微模式化培养基底的制作

根据设计好的模式图案阵列 ,首先制作玻璃版

光刻掩模 (mask) ,然后利用掩模制作光刻胶底板。

其基本步骤为 :在硅片表面甩涂光刻胶 ,覆盖以掩

模 ,紫外曝光处理。由于掩模上的模式图案为不透

明的 ,其余部分皆为透明区域 ,掩模透明区域覆盖的

光刻胶 (正胶 )曝光后可被溶解并清洗掉 ,剩下的未

被曝光的凸起部分即为所设计的模式图案形状 ,以

此作为光刻胶底板。将聚二甲基硅氧烷 ( PDMS)

(Dowcorning, SylgardÒ 184)与固化剂按照 10∶1的比

例混匀后倒在做好的光刻胶硅片底板上。待 PDMS

固化后将其小心揭下 ,其表面即翻印出所设计的图

案阵列 ,最后将其切割成合适大小的印章备用。

本文使用一种称为 Comb2polymer的聚合材料

制作微模式化基底。Comb2polymer 是由 methyl

methacrylate ( MMA ) , hydroxy2poly ( oxyethylene

methacry2late) (HPOEM ) , poly ( oxyethylene methac2
rylate) ( POEM )以一定比例聚合成的一种梳状双亲

聚合物 (Amphiphilic comb polymers) ,该聚合物经适

当的预处理后 ,具有极强的抑制蛋白吸附性能 [ 7, 8 ]。

基本步骤如下 :将 Comb2polymer溶于 80% 乙醇 ,旋

涂于 PDMS印章表面并翻印至常规的塑料细胞培养

器皿基底上 ,即将 PDMS印章凸起部分的 Comb2pol2
ymer溶液转移到培养基底表面。待乙醇挥发后 ,基

底表面即可形成不溶于水的模式图案 ,只有落在未

覆盖 Comb2polymer的模式图案内的细胞才能黏附 ,

并且细胞的铺展、生长将被限制在所设计的图案模

式内 (见图 1)。使用新配制的 Comb2polymer的溶

液可以获得最好的抑制细胞黏附效果 ,而将 Comb2
polymer的乙醇溶液放置时间延长 ,可逐步降低其抑

制效果 ,从而达到人为控制细胞铺展的目的。

图 1　利用 PDMS印章和 Comb2polymer制作微模式化基底过

程示意图

F ig. 1　Sketch of fabr ica tion of m icropa tterned substra te u2

sing PDM S stam p and Com b2polym er

1. 3　实验设计及数据采集

1. 3. 1　BMMSCs在铺展宽度受到限制下的生长行为
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传代次数在 3～4代以内的大鼠 BMMSCs,大多

呈较狭长的梭状或纤维状 ,其铺展宽度最宽接近 20

μm。采用条带模式控制细胞的铺展宽度 ,即在 12

孔板内分别制作了宽度为 5、10和 20μm的条带模

式 ,条带间隔 50μm。在 3种微模式基底上分别进

行大鼠 BMMSCs的培养。将制成的单细胞悬液以 3

000个 / cm2 的面密度接种到各孔中以后 ,只有落在

条带内的细胞可以黏附生长 ,接种后 24 h换液以清

除未落在条带内的未贴壁细胞。随机选择 3至 4个

视野 ,并标记其位置。每隔 24 h用显微镜采集各视

野的图像 ,通过图像处理软件算出细胞在条带模式

中铺展的投影面积与视野内条带总面积 ,进而统计

出两者的比例 ,以此反映细胞在宽度限制下的铺展

及增殖能力。

1. 3. 2　限定铺展形状对单个 BMMSC细胞分化的

影响

干细胞分化后其形态会发生显著改变 , 如

BMMSCs经成骨诱导后 ,其形状由梭状渐趋多边形。

采用不同面积的圆形 (接近成骨诱导分化后的多边

形形状 )和狭长椭圆形 (接近未分化的梭形形状 )微

模式研究 BMMSCs单细胞形状控制下的分化行为 :

模式图案面积分别为 1 000 (相当于第 1次传代的大

鼠 BMMSCs单细胞的平均铺展面积 )和 314μm2 (用

于模拟细胞铺展受到限制的情况 ) ,对应圆形直径

分别约为 36和 20μm,对应椭圆长、短轴分别约为

110、12μm和 50、8μm。模式图案分布密度 7 000

～10 000个 / cm
2

,每两个图案边缘最近距离大于 70

μm (该间距可以有效防止大多数刚接种的细胞跨模

式生长 ) (见图 2A )。将 4种微模式基底仍然分别

制作在 12孔板内。分别使用第 1和第 4次传代的

BMMSCs,在 4种微模式基底上进行成骨细胞诱导

培养实验。初始以普通培养基配制细胞悬液 ,以 3

000个 / cm2 的面密度接种 , 24 h移除上清及未贴壁

细胞 ,更换为成骨细胞诱导培养液 ,诱导培养至第

14 d进行钙钴法 ALP染色 ,检测细胞的分化程度。

　　对表达 ALP活性的细胞进行如下统计 :在显微

镜下对同一视野分别获得相差场和普通亮场图片。

ALP未显色细胞在亮场下模糊 ,而在相差场中仍可

识别 ,对比分析这 2张图片便于对结果的准确统计。

统计时以一个模式图案为单位 ,当亮场图片内看到

图案内有黑色斑点 ,则记为分化细胞 ;如果相差图片

中看到图案内有细胞 ,而亮场图片中未见黑色斑点 ,

则记为未分化细胞 (见图 3)。每一种形状和面积的

数据均为 4 个随机视野平行样本的统计均值和

方差。

图 2　大鼠 BMMSCs在面积为 314和 1 000 m2的圆形和椭圆形模式

(A)和宽度为 5 m (B)、10 m (C)和 20 m (D)的条带模式上的生长以

及在条带模式上的铺展时间过程 ( E)

F ig. 2　Proliferation of ra t BMM SCs on spherica l and elliptica l pa t2

terns at a g iven area of 314 and 1 000 m2 ( A) and on str iped pa ttern

at a g iven width of 5 m ( B) , 10 m ( C) and 20 m ( D ). Also plotted

wa s time course of cell spread ing area on str iped pattern ( E)

图 3　对模式图案内成骨诱导的大鼠 BMMSCs进行 ALP染色后 ,分

别在相差场和亮场下获得的照片

F ig. 3　Photograghs of AL P sta in ing of osteo2induced ra t BMM SC s

on m icro2pa tterned substra te under pha se2con tra st f ield and br ight

f ield

1. 3. 3　BMMSCs在微模式化基底上的迁移

先将 Comb2polymer乙醇溶液常温放置数天以

降低其抑制细胞黏附性能 ,仍然利用 314和 1 000
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μm
2 的圆形模式印章 ,在 12孔板内制成微模式化基

底。细胞在这种基底上会逐渐地摆脱模式图案的限

制 ,延伸到模式图案外生长。在每种微模式基底上

分别进行 BMMSCs的生长实验和成骨细胞诱导实

验 ,以考查各种条件下 BMMSCs的迁移行为。细胞

接种方法同前两节。实验开始后每 2 d用显微镜在

每一种基底上随机采集 3个视野的图像 ,至第 12 d

为止。算出每一视野内脱离模式图案束缚的细胞数

与总细胞数的比例 ,并统计均值和方差 ,以衡量细胞

的迁移能力。

1. 3. 4　成骨诱导培养液成份对 BMMSCs迁移和铺

展的影响

地塞米松可以影响细胞骨架结构 [ 9, 10 ] ,而细胞

骨架与细胞的黏附铺展以及迁移密切相关。采用成

骨诱导液中的地塞米松分离考查对模式化表面细胞

迁移和铺展的影响。实验方法与上节细胞迁移实验

基本相同 ,并在面积为 1 000μm2 的圆形微模式基

底上进行。对于每种微模式基底 ,分别包括 4组实

验 :第 1组为常规培养组 (对照组 ) ,使用普通培养

液 ;第 2组为全成分诱导组 (即使用全成分诱导液 ,

普通培养液中加入 100 nmol/L地塞米松 , 10 mmol/

Lβ2甘油磷酸钠和 50μg/mL 维生素 C) ;第 3组 ,在

普通培养液中加入 100 nmol/L地塞米松 ;第 4组 ,

在普通培养液中加入 10 mmol/L β2甘油磷酸钠和

50μg/mL 维生素 C。按前述方法统计 12 d内细胞

脱离模式图案束缚的比例。

2　结果

2. 1　BMM SC s的铺展宽度受到限制下的生长行为

在大鼠 BMMSCs的增殖过程中 , 10与 20μm条

带内的细胞铺展面积增长十分接近。在 5μm条带

内 ,细胞总体铺展面积在初始阶段相对 10和 20μm

条带较低 ,并在增殖过程中始终保持这一趋势 (见

图 2B～E) ;单细胞铺展长度显著增长 ,约是 10μm

条带中的 2倍 , 20μm条带中的 4倍 ,最长可达 200

μm,在更宽的条带以及普通培养皿中都观察不到大

鼠 BMMSCs能延长到如此长度 ;细胞在相差显微镜

下可观察到细胞核两侧明显亮斑 (图 2B ) ,表明该处

曲度很大 ,细胞呈水滴状隆起。实验结果显示铺展

宽度影响 BMMSCs的铺展状态、进而影响其增殖

过程。

2. 2　限定铺展形状对单个 BMM SC 细胞分化的

影响

BMMSCs向成骨细胞诱导分化过程明显受到细

胞铺展形状和铺展面积的影响。从铺展形状角度观

察 ,在 1 000μm
2 的模式内 ,对于第 1代细胞 ,按圆

形模式铺展的细胞分化程度高于按椭圆形模式铺展

的细胞 ( P = 0. 05) ;这一差异对于第 4代细胞更为

显著 ( P < 0. 01)。在 314μm2 的模式内 ,对于第 1

代细胞 , 2种铺展形状的细胞分化没有出现显著性

差异 ;但对于第 4代的细胞 ,圆形铺展细胞的分化程

度仍高于椭圆形铺展细胞 ( P < 0. 05) (见图 4)。从

铺展面积角度考查 ,在圆形模式内 ,铺展面积为 1

000μm2 的细胞分化程度均高于铺展面积为 314

μm
2 的细胞 ( P < 0. 05) ;但在椭圆形模式内 , 2种铺

展面积的细胞分化均未得到显著性差异 (见图 4)。

2. 3　BMM SC s在微模式化基底上的迁移

在微模式化表面上 ,细胞在接种后 2 d内的铺

展仍然只限于模式图案内 ,自第 3 d起开始逐渐延

伸至模式图案外。至第 12 d,细胞迁移出模式的比

例达到 50% ～90%。但对于不同的模式图案 ,细胞

迁移发生的速度和发生时间均有差别。在 314μm
2

模式内的细胞会更早出现脱离模式控制现象 ,在第

3～5 d脱离模式生长的细胞因分裂增殖迅速增多。

在 1 000μm
2 模式图案内的细胞脱离模式控制后 ,

其迅速增殖阶段约较 314μm
2 模式上的细胞推迟 2

d发生 (见图 5A )。

在上述基底上进行成骨细胞诱导分化培养的

BMMSCs,其向模式外迁移并增殖的能力显著下降 ,

没有出现明显跨模式生长的高峰期。但在 1 000

μm
2 和 314μm

2 模式图案内的细胞向模式外迁移的

速度仍有差别 ,仍存在前者低于后者的趋势 (见图

5B )。

　　上述结果表明 , BMMSCs在铺展面积受限时增

殖迁移行为更为积极 ,有主动寻求维持正常铺展面

积的生长趋势。细胞在分化时其迁移及增殖能力

下降。

2. 4　成骨诱导培养液成分对 BMM SC s迁移和铺

展的影响

分别在面积为 1 000μm
2 的圆形和椭圆形的微

模式基底上进行的实验得到了相似的结果。与对照

组相比 ,添加全部成骨细胞诱导成分和部分诱导成
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图 4　A. 在不同形状和面积的微模式基底上成骨诱导的大鼠 BMMSCs进行 ALP染色 (ALP阳性 ,黑色 )的结果 , B. 大鼠 BMMSCs在不同形状

和面积的微模式基底上向成骨细胞分化的比例

F ig. 4　　A . ALP staining(ALP2positive, black) of osteo - induced rat BMMSCs on m icro2patterned substrate in different shapes and areas; B. Per2

centage of osteoblastic differentiation of rat BMMSCs on m icro2patterned substrate in different shapes and areas

图 5　不同大小的圆形模式内 BMMSCs随时间的迁移情况 (A. 使用普通培养液 ; B. 使用成骨细胞诱导液 )

F ig. 　The m igra tion course of BMM SC s con stra ined by c ircle pa ttern s of d ifferen t size( A. Cells cultured w ith norma l m ed ium; B. Cells cul2

tured w ith osteobla st induc ing m ed ium )

分的实验组 ,细胞迁移、增殖能力均有所下降。完全

诱导组迁移、增殖能力最低 ,添加部分诱导成分的实

验组刚好位于对照组和完全诱导组之间。单独加入

地塞米松的实验组数据与完全诱导组最为接近 (见

图 6)。上述结果表明 ,对照组和诱导组之间细胞迁

移增殖能力的差别主要与地塞米松的作用有关。

3　讨论

　　干细胞的迁移、分化和增殖过程 ,是机体发育以

及组织修复的基本过程 ,迄今为止尚未充分了解其

图 6　成骨细胞诱导液的不同组分对 BMMSCs迁移过程的影响

F ig. 6　Effects of d ifferen t com ponen ts in osteobla st induc ing m ed i2

um on m igra tion course of BMM SC s
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内在调控机制。利用微模式化技术研究这一问题是

一个很有用的实验手段。本文通过研究微模式化基

底对大鼠 BMMSCs增殖、迁移以及向成骨细胞分化

过程的影响 ,发现除生化因素之外细胞铺展的几何

形状和面积亦是上述过程中的重要调节因子。

BMMSCs在条带模式中的铺展行为显示了细胞

的铺展状态对细胞增殖过程的影响。实验中发现 ,

在一定铺展宽度范围内 , BMMSCs可以通过调节铺

展长度维持一定的铺展面积 ,以适应宽度方向的限

制。如果认为单细胞的平均铺展面积是一定的 ,那

么在 10和 20μm宽的条带中 ,因为细胞铺展面积

的增加速度没有明显差别 (见图 2E) ,表明细胞增殖

速度没有明显差别。但细胞铺展宽度被限制在 5

μm时 ,虽然细胞仍可以数倍延长 ,但铺展面积的增

加速度减缓表明细胞增殖减缓。这也许说明大鼠骨

髓 MSCs的铺展宽度存在一个阈值范围 ,当铺展宽

度过窄时就会使细胞增殖受到抑制。已有研究以微

模式化基底限定人和牛的血管内皮细胞的铺展面

积 ,发现细胞铺展面积减小会抑制 DNA的合成并诱

导细胞凋亡 [ 2 ]。而条带模式只限制了细胞铺展宽

度 ,细胞通过延伸铺展长度仍能维持一定的铺展面

积。宽度减小到一定程度后将会影响增殖 ,一种可

能性是细胞铺展宽度过于狭窄时 ,细胞器的位置、形

状也受到影响 (如 5μm的铺展宽度和细胞核的直

径已经处在同一量级 )。实验中观察到 5μm条带

内细胞核处呈水滴状隆起 ,可能与此有关。此外 ,

BMMSCs在 5μm条带中异常的铺展长度显示其有

很强的可塑性。

BMMSCs的可塑性尤其表现在铺展形状对其分

化的影响。由于圆形更接近于成骨细胞的铺展形状

(多边形 ) ,当细胞被限制在这一形状内 ,向成骨细

胞的分化就得以进行 ;而狭长的椭圆形接近于 MSCs

未分化时的铺展形状 ,当细胞被限制在这一形状内 ,

向成骨细胞的分化就受到了抑制。在进行模式化培

养时 ,细胞是随机落在模式内的 ,而原代提取的

BMMSCs一般混有一定数量的杂细胞 ,实验中很难

鉴别或分离模式内的杂细胞 ,因而对单细胞分化状

态进行统计可能因杂细胞的存在带来误差。

BMMSCs在贴壁生长时具有一定的竞争优势 ,经多

次传代后可以得到一定的纯化 [ 11 ]
,但是 MSCs的分

化能力却是随体外传代次数增多而降低的 ,实验中

选用了第 1和第 4代的细胞。前者 MSCs的分化能

力强 ,后者 MSCs的纯度相对较高 ,期望对 2代细胞

的实验结果进行比较。从结果来看 ,虽然第 1代细

胞的分化程度的确高于第 4代 ,但对于形状控制与

铺展面积的影响均表现出相同趋势的实验结果。在

314μm
2 的模式内 ,由于细胞铺展面积严重受限 ,

BMMSCs向成骨细胞方向的分化都受到了抑制 (见

图 4)。这与人 BMMSCs在模式化基底上的分化时

所发现限制细胞的铺展面积会抑制其向成骨细胞分

化 [ 12 ] 的结果一致。而在同样的铺展面积上 ,

BMMSCs向成骨细胞的分化直接受控于铺展的几何

形状则是本文的新结论。

BMMSCs在微模式化基底上的迁移行为 ,为研

究干细胞的迁移过程提供了有益的线索。MSCs在

铺展面积受到严重限制时有更强的迁移趋势 ,这与

细胞的增殖需要维持一定的铺展面积有关 ,当铺展

面积受限时 ,MSCs表现出极强的主动寻求铺展空间

的能力。实验结果显示 MSCs在向成骨细胞分化时

迁移活跃程度下降 ,表明两者存在关联 ,但尚不能断

定分化是细胞迁移能力降低的直接原因。对于多种

细胞 ,分化与增殖存在互斥的关系 [ 13 ]
,因而 MSCs

分化时迁移活跃程度相对降低也可能是由于细胞的

诱导分化抑制了增殖所导致的。

在成骨细胞诱导液的成分中 ,地塞米松对 MSCs

迁移活跃程度趋缓起主要影响 (见图 6)。这可能与

地塞米松能够影响多种细胞的骨架系统、促进内皮

细胞微丝的组装等功能相关 [ 8, 9 ]。MSCs在向成骨

细胞分化过程中形态的改变与细胞骨架的重构密切

关联。贴壁细胞通过在基底上沉积胞外基质

( ECM )并与细胞骨架连接而实现铺展。研究发现 ,

在抑制蛋白吸附能力退化的模式基底上 ,微模式图

案初期虽然仍能限制细胞铺展 ,但随着时间增长 ,细

胞开始逐渐向模式外迁移和增殖 ,细胞迁移的速度

可能反映了胞外基质合成和沉积的速率。根据张力

驱动组织重建模型 [ 14 ]
,局部胞外基质厚度决定了该

处基质顺应性 ,进而影响相邻细胞的伸展或细胞骨

架张力。而细胞分裂的同时也伴随着新基底膜的生

成。因此 ,细胞的增殖、分化和细胞形态的变化 ,以

及由此产生的与胞外基质间相互作用的变化必然存

在密切的耦合机制。本文所发现的现象可能反映出

地塞米松在 BMSCs向成骨细胞分化过程中对细胞
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骨架以及合成胞外基质能力的影响。
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