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摘要 发展了氧等离子体硫化法制作可变形聚二甲基硅氧烷薄膜培养基底的技术。与传统的加热硫化法相

比,该法制作的基底表面具有亲水性,细胞的黏附、铺展以及基底皱褶变形的发展均非常迅速。此外,观察了细胞松

弛素 D处理过程中基底皱褶的变化,结果表明这种技术具有较高的时间分辨率。
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Abstract Amethodofpreparingdeformablepolydimethylsiloxanesheetculturesubstratesbyoxygenplasma

vulcanizationwasdeveloped.Ascomparedwiththetraditionalheatingvulcanizationmethod,thesubstratespre-

paredinthiswayhavehydrophilicsurfaces,theadhesionandspreadingofcellsbothoccurquickly,andthewrin-

klingdeformationofsubstratesdevelopsquickly,too.Inaddition,thechangesofwrinklesduringtreatmentofcy-

tochalasinDwereobserved,andtheresultshowsthatthistechniquehashightemporalresolution.
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1 引 言

除 了 化 学 的 相 互 作 用 如 配 体 和 受 体 的 结 合 以

外,细胞与基底之间也存在力的相互作用[1]。后者不

仅与细胞的运动、迁移有关[2～4],还广泛参与细胞各

种生理活动的调节,如分化、增殖和基因表达等[5,6]。
因此,相关的研究在基础理论和临床应用上均有重

要的意义。
聚二甲基硅氧烷薄膜培养基底(以下简称硅胶

薄膜基底)是研究细胞-基底力学相互作用的重要工

具。此类基底很薄(～1µm)[7],且刚度很低(10-2N/
m量级)[8],细胞可使其产生显著的皱褶变形。根据

皱褶的长短和方向,即可直观地推断细胞作用在基

底上的力的大小和方向。制作硅胶薄膜基底的方法

最早由 Harris等[7,9]发展,即加热硫化法。该法目前

仍在沿用,简言之,以酒精喷灯短暂加热(1～1.5s)
涂布在玻片上的聚二甲基硅氧烷液滴,液滴表面即

可硫化形成聚二甲基硅氧烷薄膜。

加热硫化法存在一些内在的缺陷,主要源自于

聚二甲基硅氧烷特殊的表面化学性质,即疏水性(水
接 触 角 约 100º)、低 临 界 表 面 张 力(21～22mN/
m)[10]以及低表面自由能(21.6mJ/m2)[11]。这些特

性 可 对 细 胞-基 底 力 学 相 互 作 用 造 成 不 利 影 响[12],
表现为细胞的黏附铺展以及基底皱褶变形的发展均

十分缓慢(约 1d)[13]。此外,由于其疏水性,操作过

程中基底不能暴露于气液界面,否则细胞会迅速脱

水死亡,基 底 也 会 被 液 体 的 表 面 张 力 撕 裂[13],给 日

常操作带来了很大的不便。
为了解决这些问题,我们发展了氧等离子体硫

化法。该法制作的硅胶薄膜基底具有亲水性,因此日

常操作十分简单。此外,细胞的黏附铺展和皱褶变形

发展的也十分迅速。

2 材料和方法

2.1 氧等离子体发生装置

我们所用的氧等离子体发生装置系由中科院科
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仪厂生产的小型离子溅射仪(SBC-12)改装而成,具
体改装方法将另文报道。简言之,在原样品台上方架

置一玻片,该玻片可以遮挡溅射落下的靶材,而玻片

下方依然存在较弱的氧等离子体,可对样品表面进

行处理。
2.2 可变形硅胶基底制作

在干净盖玻片上滴加 1滴(约 5µl)聚二甲基硅

氧 烷(Sylgard184,DowCorning),静置 15min待

其 铺 展 开 后,转 入 等 离 子 体 发 生 装 置 内,通 以 高 纯

氧,10mA氧等离子体处理 40s。经此处理后,聚二

甲基硅氧烷液滴表面即可形成一层聚合薄膜。75%
乙醇浸泡消毒,超净台上吹干,即可用于接种细胞。
2.3 基底表面亲水性

以加热硫化法和氧等离子体硫化法分别制作硅

胶薄膜基底,在 其 表 面 上 滴 加 3µl水,显 微 镜 下 观

察水滴形状及水的表面张力造成的基底变形。
2.4 细胞黏附铺展及基底皱褶的发展

人成纤维细胞购自北京百灵克生物技术公司,
培养于含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基,取对数

生长期细胞接种于硅胶薄膜基底。观察细胞黏附铺

展 和 基 底 皱 褶 发 展 的 速 度。所 有 培 养 用 液 均 购 自

HyClone公司。
2.5 基底皱褶的动态变化

以 2µM细胞松弛素 D处理培养在硅胶薄膜基

底上的人成纤维细胞,观察基底皱褶变形的动态变

化过程。

3 结 果

3.1 硅胶薄膜基底制作

图 1是 氧 等 离 子 体 硫 化 法 制 作 的 硅 胶 薄 膜 基

底。薄膜边缘与盖玻片牢固结合,而薄膜下方仍为液

态聚二甲基硅氧烷。为便于观看,采用侧光照明,实
际样品为无色透明。
3.2 基底表面亲水性

加 热 硫 化 法 制 作 的 硅 胶 薄 膜 基 底 上 滴 加 3µl
水后,水滴呈球状。在水滴边缘处,由于水的表面张

力的作用,基底产生辐射状皱褶变形。氧等离子体硫

化基底上,水滴自发铺展,基底表面无任何变形。表

明两种基底分别具有疏水性和亲水性(见图 2)。
3.3 细胞黏附铺展及基底皱褶的发展

常规细胞培养皿表面接种细胞后,细胞通常在

1h内即可黏附 并 逐 渐 铺 展,而 在 加 热 硫 化 法 制 作

的硅胶薄膜基底上则需 1d左右的时间[12],表明其

黏附性很差。氧等离子体硫化的硅胶薄膜基底的黏

附性与常规细胞培养皿近似。如图 3所示,人成纤维

细胞接种后 40min已经黏附(A),并于 2h内充分

铺展(B)。基底皱褶的发展与此同步,在细胞已黏附

但尚未充分铺展前,基底上已产生明显可见的皱褶

(A),而当细胞充分铺展后,基底皱褶变形也得以充

分发展(B)。

图 1 氧等离子体硫化的硅胶薄膜基底

Fig1 Oxygenplasma-vulcanizedsiliconesheetsubstrates

图 2 表面亲水性比较

Fig2 Comparisonofsurfacehydrophilicity
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图 3 培养在氧等离子体硫化的硅胶薄膜基底上的人成纤维细胞

Fig3 Humanfibroblastsculturedonoxygenplasma-vulcanizedsiliconesheetsubstrates

3.4 基底皱褶的动态变化

如图 4所示,以细胞松弛素 D处理培养在硅胶

薄膜基底上的人成纤维细胞,基底的皱褶变形随着

处理时间的延长迅速松弛,具有良好的时间分辨率。

图 4 基底皱褶的动态变化

Fig4 Dynamicvariationofsubstratewrinkles

4 讨 论

加热硫化法制作的硅胶薄膜基底,由于其表面

自由能和临界表面张力很低,蛋白质在其表面上较

难吸附[14],而细胞在表面上的黏附铺展又取决于胞

外基质蛋白吸附层的存在,因而加热硫化硅胶薄膜

基底上细胞的黏附和铺展十分缓慢。此外,硅胶薄膜

基底表面化学基团为甲基,故此具有疏水性,这一点

为日常操作带来了很大的不便。考虑到氧等离子体

具有很高的反应活性[15,16],且可在聚二甲基硅氧烷
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表面上引入羟基[11],我们设想也许可以利用氧等离

子体制作具有更好表面化学性质的硅胶薄膜基底,
以克服加热硫化法的内在缺陷。实验结果表明,我们

的设想确实可行。氧等离子体硫化的硅胶薄膜基底

不仅具有良好的亲水性,而且其表面上细胞的黏附

铺展及皱褶变形的发展均远快于加热硫化的硅胶薄

膜基底。其原因可能是表面羟基的引入增高了表面

自由能和临界表面张力,有利于胞外基质蛋白的吸

附。此外,硅胶薄膜基底上的皱褶变化具有较高的时

间分辨率,适于观测细胞-基底力学相互作用的动态

变化过程。
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