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生物素2亲和素微模式表面的制备与细胞定位
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摘　要　细胞在模式化表面的定位培养对于组织工程、生物传感器技术和细胞生物学基础研究具有重要意义。研

究基于软光刻技术的生物素 - 亲和素微模式表面快速制备方法 ,并用所制备的模式进行牛主动脉血管内皮细胞的

定位培养。表明该技术可在细胞尺度上有效地控制细胞生长的空间位置。
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　　在材料表面实现细胞的定位生长 ,对于组织工

程、生物传感器技术和细胞生物学基础研究具有重

要意义[1 ]。其中 ,通过软光刻方法在材料表面制作

模式取得了较大的进展[2 ]。但是其单分子自组装层

模式的制备过程仍较复杂 ,且限于特制的基底 ,难以

应用于常规的组织工程支架材料或生物传感器的基

片[3 ]。本文探讨了新的基于软光刻技术的快速表面

模式制作方法 ,即通过通常用于软光刻技术的硅橡

胶模 ,在材料表面制作生物素 - 亲和素的蛋白吸附

微模式 ,利用生物素和亲和素之间的特异相互作用 ,

介导生物素化的细胞在模式化的材料表面特异性地

定位。

1　材料和方法

111　材料

生物素 (Biotin) 、亲和素 (Avidin) 、磺酸琥珀酰亚

胺基262(生物素酰氨基)己酸盐 ( Sulfosuccinimidyl262
(biotinamido) hexanoate , NHS2LC2biotin) 、生物素化的

牛血清白蛋白 (BSA2biotin , BSA2b) 、牛血清白蛋白

(BSA) 、荧光素标记的亲和素 ( FITC2Avidin) 、荧光染

料 DAPI购自 Sigma 公司 ;硅橡胶聚二甲基硅氧烷

(Poly2dimethylsiloxane , PDMS)购自Dow Corning公司 ;

1640培养基、胎牛血清购自 Hyclone公司 ;其余试剂

为国产化学分析纯试剂 ;牛主动脉血管内皮细胞

(Bovine aortic endothelial cell , BAEC)为原代培养 5～

11代 ,本室保存。

1. 2　方法

1. 2. 1 　硅橡胶模的制备 : 利用光刻技术制作光刻

胶的模式表面 ,在其上利用软光刻技术制作对应反

转格式的硅橡胶模[2 ]
,所用模式为间隔排列的条带

凹槽 ,条带的尺寸为 1mm长 ,3. 8μm高 ,宽度为 10～

50μm。

1. 2. 2 　蛋白分子膜层的制备与显示 : 硅片分别用

BSA2b 1mgΠmL和BSA 1mgΠmL处理 0. 5h后达到饱和

吸附 ,然后加 0. 5mgΠmL 的 Avidin 处理 015h ,再加

0133mgΠmL的 BSA2b作用 0. 5h。椭偏光显微镜显示

膜层厚度[4 ]。

1. 2. 3　蛋白层模式的制作 :将 PDMS模反扣在硅片

上形成紧密接触 ,条带凹槽与硅片表面组成微吸管 ,

在一侧滴加 1mgΠmL的BSA2b溶液 ,溶液由于毛细作

用进入微管内部 ,放置 0. 5h蛋白在硅表面吸附后 ,

在揭起 PDMS模的同时用大量超纯水冲洗去除未吸

附的 BSA2b ,然后用 1mgΠmL 的 BSA 封闭 0. 5h。加

0. 5mgΠmL的 FITC2Avidin作用 0. 5h ,PBS洗后封片在

荧光显微镜下观察条带格式、采集图像。

1. 2. 4 　生物素化细胞的空间定位 : 硅片表面用

BSA2b和 BSA 形成模式化吸附层后 ,加 0. 5mgΠmL

Avidin作用 0. 5h , PBS 洗。BAEC 用 1640 培养基、

10 %胎牛血清培养 ,PBS洗后加 1mmolΠL的 NHS2LC2
biotin处理 30min ,PBS洗去未掺入细胞膜上的 NHS2
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LC2biotin ,用 10mmolΠL 的 EDTA 消化细胞制成单细

胞悬液。对于模式化表面 ,接种细胞 30min ,用

Hank’s液洗去未粘附的细胞 ,甲醛固定后 DAPI染

色。荧光显微镜观察、采集图像。

2　结　果

2. 1　蛋白分子膜层的椭偏成像显示

用椭偏成像技术显示蛋白分子膜层的几何厚度

分布。结果表明 ,硅片上吸附的第一层蛋白 (BSA ,

BSA2b)厚度一致 ,均达到饱和吸附。第二层的亲和

素蛋白层有明显差异 ,在 BSA2b 表面结合大量的

Avidin ,而在 BSA表面只有极少量的结合且是非特

异的 ,因为在再次加入 BSA2b ,在溶液中的 BSA2b作

用下发生了脱吸附 ,第三层的厚度反而减小 (见图

1B) 。对于 BSA2b表面 ,在第二层的 Avidin桥接下 ,

可结合大量的 BSA2b (见图 1A) ,表明该表面可特异

性地结合生物素标记的分子。

图 3　生物素化细胞的空间定位
Fig. 3　The micropatterning of biotinylated cells

A. Cell adhesion on micropattern surfaces ; B. Cell adhesion on non2patterned BSA2b2Avidin surface

图 1　蛋白分子膜层的椭偏显示

Fig. 1　The visualization of protein layers by imaging ellipsometry

A. The protein layers on BSA2b surface. The first layer was

BSA2b , the second layer was Avidin and the third was BSA2b ;

B. The protein layers on BSA surface. The first layer was BSA ,

the second layer was Avidin and the third was BSA2b

2. 2　蛋白层的模式化分布

所用 PDMS 模为 50μm 凹槽230μm 间隔。用

FITC标记的 Avidin显示 BSA2b和 BSA的空间分布 ,

发现 BSA2b 区域呈现出 50μm 宽的明亮的荧光条

带 ,而 BSA不结合并封闭 FITC2Avidin 的吸附 ,呈现

出 30μm宽的暗条带 (见图 2) 。其分布与所用 PDMS

模的几何尺寸是完全一致的。

2. 3 生物素化细胞的空间定位

将生物素化的 BAEC细胞与 BSA2bΠBSA2Avidin

蛋白模式表面 (所用 PDMS模的模式为 10μm凹槽2
50μm间隔)孵育 , PBS洗去未结合的细胞 ,3. 7 %甲

醛固定后 DAPI染色显示细胞 ,发现细胞沿 10μm的

BSA2b2Avidin条带区域排列 (图 3A) ,而对于无模式

的BSA2b吸附表面 ,细胞随机分布 (图 3B) 。表明该

方法有效地实现了细胞的定位。细胞不粘附在 BSA

封闭的表面。

图 2　BSA2b和 BSA蛋白层条带的模式化分布

Fig. 2　Micropatterning of BSA2b and BSA bands

3　讨　论

模式化表面在多个领域有应用潜力。较小的模

式可以控制细胞生长的形态 ,而较大的模式可以控

制细胞群体的生长区域 ,实现不同细胞的共培养生

长。Chen等用粘附岛研究了牛毛细血管内皮细胞

生长对粘附区域大小的依赖性[5 ]
;Bhatia 等用模式

表面进行组织工程肝的构建[6 ] ;而神经细胞在模式

化表面的定位生长有望实现神经通路的定向连

接[7 ]。从微观结构看 ,粘附的本质是细胞表面与所
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粘附的表面之间有大量的受体2配体相互作用 ,其化

学键作用形成了粘附力。因此 ,通过控制单位表面

特异性化学键的密度 ,可以控制细胞在表面粘附力

的大小。生物素和亲和素之间可发生特异性的结

合 ,亲和常数为 1015 M - 1 ,且每个亲和素分子有 4个

生物素结合位点 ,当生物素结合了大分子量的分子

后 ,仍可被亲和素识别并结合 ,这一相互作用已广泛

应用于生物医学研究中的特异性标记技术。本文利

用基于软光刻技术的蛋白吸附法 ,制作了生物素2亲
和素在表面的微小条带格式 ,并实现了细胞在其表

面的定位生长。该方法对材料的要求较低 ,在玻璃

和高分子聚合物表面也可快速形成细胞粘附的微模

式。由于该方法是利用生物素2亲和素的特异相互
作用 ,因此对非贴壁粘附的悬浮细胞也有一定的适

用性。这种定位技术可应用于生物器件的组装 ,在

生物芯片和传感器领域有应用价值。
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Micropatterning of Biotin2Avidin Layers and Cell Location

HU Jiang　WANG Zhan2Hui　TAO Zu2Lai 3

( Lab of Microgravity , Institute of Mechanics , Chinese Academy of Sciences , Beijing　100080 , China)

Abstract　The located culture of cells on patterned surfaces is useful for tissue engineering , biosensor development and funda2
mental research of cell biology. It is presented here a rapid fabrication method of Biotin2Avidin protein layers micropattern , which

is based on soft2lithography technology. The bovine aortic endothelial cells are cultured on the micropatterned surface. It is found

that cell location can be controlled on the scale of individual cell by this method.
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