
!" 卷 # 期
$%%$年 &月

生 物 工 程 学 报

!"#$%&% ’()*$+, (- .#(/%0"$(,(12
’()*!" +(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
,-./-01-2 $%%$

收稿日期：$%%$3%43!#，修回日期：$%%$3%53!"。

基金项目：国家 &64重点基础研究发展规划项目基金资助（+(* 7!&&&%#84%6）。

"通讯作者。 9-)："53!%35$##"!8$；:30;<)：=>?(=@A B<@;* C(0

生物素!亲和素微模式表面的制备与细胞定位

胡 江 王战会 陶祖莱"

（中国科学院力学研究所微重力室，北京 !%%%"%）

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 D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［!］。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［$］。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［4］。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 D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。

" 材料和方法

"#" 材料
生物素（G<(/<@）、亲和素（FH<I<@）、磺酸琥珀酰亚

胺基353（生物素酰氨基）己酸盐（,>)J(B>CC<@<0<IK)353
（1<(/<@;0<I(）=-L;@(;/-，+M,3NO31<(/<@）、生物素化的
牛血清白蛋白（G,F31<(/<@，G,F31）、牛血清白蛋白
（G,F）、荧光素标记的亲和素（PQ9O3FH<I<@）、荧光染
料 RFSQ 购自 ,<T0; 公司；硅橡胶聚二甲基硅氧烷
（S()K3I<0-/=K)B<)(L;@-，SRU,）购自 R(V O(2@<@T公司；
!58%培养基、胎牛血清购自 MKC)(@-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

（G(H<@- ;(2/<C -@I(/=-)<;) C-))，GF:O）为原代培养 # W

!!代，本室保存。
" $% 方法
" $% $ " 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［$］，所用模式为间隔排列的条带

凹槽，条带的尺寸为 !00长，4 * "!0高，宽度为 !% W
#%!0。
" $% $ % 蛋白分子膜层的制备与显示：硅片分别用
G,F31 !0TX0N和 G,F !0TX0N处理 % *#=后达到饱和
吸附，然后加 % * #0TX0N 的 FH<I<@ 处理 %Y#=，再加
%Y440TX0N的 G,F31作用 % *#=。椭偏光显微镜显示
膜层厚度［8］。

" $% $& 蛋白层模式的制作：将 SRU,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 !0TX0N的 G,F31溶液，溶液由于毛细作
用进入微管内部，放置 % * #=蛋白在硅表面吸附后，
在揭起 SRU,模的同时用大量超纯水冲洗去除未吸
附的 G,F31，然后用 !0TX0N 的 G,F 封闭 % * #=。加
% *#0TX0N的 PQ9O3FH<I<@作用 % *#=，SG,洗后封片在
荧光显微镜下观察条带格式、采集图像。

" $% $ ’ 生物素化细胞的空间定位：硅片表面用
G,F31和 G,F 形成模式化吸附层后，加 % * #0TX0N
FH<I<@作用 % * #=，SG, 洗。GF:O 用 !58% 培养基、
!%Z胎牛血清培养，SG,洗后加 !00()XN的 +M,3NO3
1<(/<@处理 4%0<@，SG,洗去未掺入细胞膜上的 +M,3



!"#$%&’%(，用 )*++&,-! 的 ./01 消化细胞制成单细
胞悬液。对于模式化表面，接种细胞 2*+%(，用
34(5’6液洗去未粘附的细胞，甲醛固定后 /178染
色。荧光显微镜观察、采集图像。

! 结 果

! "# 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（9:1，
9:1#$）厚度一致，均达到饱和吸附。第二层的亲和
素蛋白层有明显差异，在 9:1#$ 表面结合大量的
1;%<%(，而在 9:1表面只有极少量的结合且是非特
异的，因为在再次加入 9:1#$，在溶液中的 9:1#$作
用下发生了脱吸附，第三层的厚度反而减小（见图

)9）。对于 9:1#$表面，在第二层的 1;%<%(桥接下，
可结合大量的 9:1#$（见图 )1），表明该表面可特异
性地结合生物素标记的分子。

图 2 生物素化细胞的空间定位
=%>?2 0@A +%BC&D4’’AC(%(> &E $%&’%(F,4’A< BA,,6

1? "A,, 4<@A6%&( &( +%BC&D4’’AC( 6GCE4BA6；9? "A,, 4<@A6%&( &( (&(#D4’’AC(A< 9:1#$#1;%<%( 6GCE4BA

图 ) 蛋白分子膜层的椭偏显示
=%>?) 0@A ;%6G4,%H4’%&( &E DC&’A%( ,4FAC6 $F %+4>%(> A,,%D6&+A’CF

1? 0@A DC&’A%( ,4FAC6 &( 9:1#$ 6GCE4BA? 0@A E%C6’ ,4FAC I46

9:1#$，’@A 6AB&(< ,4FAC I46 1;%<%( 4(< ’@A ’@%C< I46 9:1#$；

9? 0@A DC&’A%( ,4FAC6 &( 9:1 6GCE4BA? 0@A E%C6’ ,4FAC I46 9:1，

’@A 6AB&(< ,4FAC I46 1;%<%( 4(< ’@A ’@%C< I46 9:1#$

! "! 蛋白层的模式化分布
所用 7/J: 模为 K*!+ 凹槽#2*!+ 间隔。用

=80"标记的 1;%<%(显示 9:1#$和 9:1的空间分布，
发现 9:1#$ 区域呈现出 K*!+ 宽的明亮的荧光条

带，而 9:1不结合并封闭 =80"#1;%<%( 的吸附，呈现
出 2*!+宽的暗条带（见图 L）。其分布与所用 7/J:
模的几何尺寸是完全一致的。

! "$ 生物素化细胞的空间定位
将生物素化的 91." 细胞与 9:1#$-9:1#1;%<%(

蛋白模式表面（所用 7/J:模的模式为 )*!+凹槽#
K*!+间隔）孵育，79: 洗去未结合的细胞，2 ? MN甲
醛固定后 /178染色显示细胞，发现细胞沿 )*!+的
9:1#$#1;%<%(条带区域排列（图 21），而对于无模式
的 9:1#$吸附表面，细胞随机分布（图 29）。表明该
方法有效地实现了细胞的定位。细胞不粘附在 9:1
封闭的表面。

图 L 9:1#$和 9:1蛋白层条带的模式化分布
=%>?L J%BC&D4’’AC(%(> &E 9:1#$ 4(< 9:1 $4(<6

$ 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。"@A(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［K］；9@4’%4 等用模式
表面进行组织工程肝的构建［O］；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［M］。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!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 "#"$%& "，且每个亲和素分子有 ’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!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!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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