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　　摘要　研究细胞和表面相互作用具有重要意义,利用长链的烷硫醇在金表面或烷基硅烷在羟基化表面形成的

自组装单分子层及其微格式化的表面允许以分子水平研究并控制细胞和表面的相互作用。我们概述了自组装单分

子层及其格式化表面研究细胞和表面相互作用的最新进展。
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1　引　言

细胞和表面的相互作用在细胞行为中起重要生

物学作用。感应粘附的细胞膜受体能在许多方面影

响细胞生理学。这些相互作用的例子有白细胞在血

管内皮上的滚动和激活; 胚胎基底膜在形成过程中

的空间分化;轴突在粘附蛋白上的延伸;促有丝分裂

因子诱导的细胞的繁殖; 血小板在血管次内皮上的

扩展和复原。这些和其它的细胞2表面相互作用影响
或控制细胞生理学的许多方面,比如粘附、扩展、激

活、复原、迁移、繁殖和分化[1 ]。

理解细胞2表面相互作用对于开发提高或抑制
细胞2基底相互作用 (如组织再生或生物材料整合中

增强细胞粘附或在转移或纤维化中减少细胞粘附的

药剂)的药用化合物是很重要的。在组织工程这一新

起领域,细胞对培养支持物的粘附对生物杂合皮肤

修复、合成关节软骨和肝细胞构架等许多产品是关

键。研究细胞2表面相互作用是生物医药和生物工程
包括组织工程、生物材料设计、免疫学、肿瘤学、血液

学和发展生物学等领域的重要问题。自组装单分子

层 (SAM )——尤其是由长链烷硫醇在金表面的吸

附形成的 SAM ——是新近发展起来的适合于蛋白

质和细胞与表面相互作用研究用的有机表面。通过

合成可以控制 SAM 的组成和性能, 且在单分子层

上很容易形成功能基团图样,使得这种表面成为蛋

白质吸附细胞粘附机理研究的最好表面[2 ]。

2　自组装单分子层 (SAM )

2. 1　烷硫醇在金表面的 SAM

从 溶 液 或 蒸 气 中 吸 附 长 链 烷 硫 醇 [ X

(CH 2) nSH , n= 11～ 18 ]到铬或钛涂底的硅基底上,

可以通过金2硫键形成自组装单分子层 (SAM )。其

结构可以表达为[3, 4 ]:

R S H + A u (0) n→R S
-

A u (É )A u (0) n+ 1ö2H 2 (?)

其中硫原子与表面的金原子并列,延伸的长链

烷与表面法线约成 30度角。界面的性能取决于烷硫

醇的末端功能基团X; 通过直接合成可以把复杂的

基团引入到表面。SAM 的表面化学可以通过从二种
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或更多种烷硫醇溶液形成所谓的混合SAM。但在高

于 70℃或在有氧时受UV 照射时会分解。

2. 2　烷基硅氧烷 SAM

羟基化表面 (通常是天然的硅或玻璃)与烷基三

氯硅烷 (或烷基三乙氧基甲硅烷)溶液反应形成烷基

硅氧烷[5, 6 ]。活性硅氧烷基团与水和表面羟基和邻近

硅氧烷缩合形成交联网络; 连接键排列不很确定而

是依赖于形成 SAM 的条件。这些 SAM 比金表面的

烷硫醇形成的 SAM 更具有热稳定性, 也不需要在

基底制备时蒸发一层金属。然而,烷基三氯甲硅烷的

活性以及 SAM 形成后引进功能基团的困难限制了

表面的基团范围。

2. 3　格式化表面微制作

生物材料表面对细胞活性起重要作用。通过表

面微制作,在材料表面形成细胞粘附的微小区域,可

以控制细胞在表面的铺展,进而控制细胞的功能和

活性。

2. 3. 1　光刻法微制作 (Pho to lithography) [7 ]　光刻

法表面微制作如图 1 所示, 以二甲基二氯硅烷

(DM S)和N 2(22氨乙基) 232氨丙基2三甲氧基硅烷
(ED S)在石英表面形成的格式化表面为例,基本步

骤为: (1)石英上涂上光刻胶; (2)UV 通过光掩膜照

射到光刻胶上; (3)紫外照射区蚀化掉; (4)二甲基二

氯硅烷 (DM S)连接到石英上; (5)去除残余的光刻

胶; ( 6 ) N 2( 22氨乙基 ) 232氨丙基2三甲氧基硅烷
(ED S)连接到石英上。如 100 Λm 宽的DM S区域间

隔以 50 Λm 宽的 ED S 或石英的具平行线图样的基

底。在富血清培养基中,成骨细胞优先粘附于 ED S

或石英上而不是DM S 上。因为血清蛋白同时吸附

到 ED S和DM S上,有人假设吸附到 ED S或石英上

的血清蛋白分子为正确的组成或构象。另一可能是

吸附到ED S上的蛋白质分子不同于吸附到DM S上

的蛋白质分子。

2. 3. 2　微接触印花法 (M icrocon tact p rin t ing tech2
n ique) [8 ]　将微米量级的特征图形的橡胶模压印在

金表面上,形成特殊类型的烷硫醇自组装单分子层

上,从而形成许多具有确定形状与尺寸的细胞粘附

岛,以十六烷硫醇和寡聚乙二醇为未端的烷硫醇形

成的 SAM 为例,其具体操作如图 2所示。与光刻法

相比,微接触印花法虽然也基于光刻过程,但使用了

PDM S模,使用起来更为灵活方便。

　　洁净的硅片上涂上 2 Λm 厚的光刻胶聚 (乙丁

烯酸甲酯)后烤干。UV 通过含所需花样的光刻掩膜

照射到硅片上 ( i)。硅片显影,UV 掩盖处留下 2 Λm

图 1　烷氧硅固定化到石英基底上的格式化制作

F ig 1　 Pattern ing techn ique for immobil iz ing a lkyloxysilanes on

quartz substrates

图 2　微接触印花法微制作

F ig 2　M icrocon tact pr in ting pattern ing techn ique

厚的光致抗蚀剂,其余部分为裸露的硅片。预聚合物

在该原版上聚合制备得到聚二甲基硅烷 (PDM S)压

模 ( ii)。由钛 (1. 5 nm )和金 (12 nm )薄膜电子束物理

挥发沉积到玻璃片上 (0. 20 mm , N o. 2, co rn ing)

制得基底。用十六烷硫醇 (H S (CH 2) 15CH 3, 2 mM 于

乙醇中)浸湿棉签,将棉签一次性擦拭 PDM S 压模

表面。压模以氮气吹干 10s,轻置于渡金玻璃片上,

使用足够的压力以确保压模和基底共形接触 (iii)。

5s后,压模从基底上移开,小心不要压成双重压印。

玻璃片马上浸入三 (乙二醇)为末端的烷硫醇的乙醇

溶液中 (H S (CH 2) 11 (OCH 2CH 2) 3OH , 2mM ) , 30 m in

后,取出玻璃片,以乙醇洗,氮气吹干 ( iv)。蛋白质可

快速且不可逆地吸附到十六烷硫醇的疏水表面上,

有寡聚乙二醇基团的 SAM 可有效抑制蛋白质吸

附。因此, 当这些基底浸入 50 Λgöm l 的粘连蛋白

(FN )缓冲液中时, FN 快速吸附到压印区域。
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3　蛋白质调节的细胞2表面相互作用

细胞粘附一般是通过细胞粘连蛋白 (如 F i2
b ronect in )或含细胞2表面受体 (如 In tegrin)的蛋白

多糖 (P ro teoglycan)来调节的。很明显,细胞不含合

成聚合物的受体,因此,可以认为合成聚合物不支持

细胞的粘附。然而,当聚合物材料植入体内或在体外

接种时,事实上很容易支持细胞粘附。这是由于体液

或细胞培养基质中的细胞粘附蛋白被吸附于聚合物

材料上,细胞与吸附的蛋白结合而不是直接与聚合

物材料相互作用[9 ]。因此,细胞对基质的粘附的控制

依赖于对基质蛋白在表面吸附的控制。大多数非亲

水性表面由于粘附蛋白 (如粘连蛋白、胶原和玻璃体

结合蛋白)的优先吸附而支持细胞生长。而非离子亲

水性表面 (如纤维素和聚乙烯醇)很少吸附蛋白质,

为非粘附表面。因此在二维或三维表面构建亲水和

非亲水微区域,就可以控制蛋白质在表面的粘附,进

而控制细胞的粘附和生长[1 ]。

蛋白质也可固定化在基底上,从而改变其生物

学性能细胞粘附蛋白的共价结合已被用来使细胞非

粘附聚合物材料成为细胞粘附的。胶原和粘连蛋白

已被共价粘附到聚乙烯醇 (PVA )水凝胶中,角膜上

皮细胞当植入表面固定化有粘连蛋白的 PVA 水凝

胶薄片上时, 可以粘附并繁殖[10, 11 ]; 而无蛋白质固

定化时该薄片是非粘附性的。而且,以粘连蛋白预处

理扩充的聚四氟乙烯脉管接枝物时,可以增进体内

细胞内皮化[12 ]。

许多从粘附蛋白中得到的短肽序列如 A rg2
Gly2A sp (R GD ) [13 ]、Y IGSR [14 ]和 GR EDV Y [15 ]已被

确定为可以结合到细胞2表面受体上并调节细胞粘
附,其亲合力类似于利用完整蛋白质时所得的。寡肽

可能与完整蛋白质相比更好,因为它们不受变性的

限制且可能更不易发生蛋白质水解作用。T akash i

等人将R GD 肽段通过光固定到特定区域聚乙烯醇

上,形成格式化细胞粘附表面,可以将内皮细胞限定

在特定的区域[16 ]。

通过吸附含硫醇的功能化桥接并接着共价嫁接

配基[17 ] ,或通过吸附含烷硫醇配基[18 ] ,生物配基的

自装配单分子层 (SAM )可被固定化到金基底上。含

R GD 肽段可以这种方式固定化到金基底上形成可

控制细胞形状和功能的高度确定性表面。

据报道从粘连蛋白得到的肽序列R EDV 支持

内皮细胞的吸附而不吸附其它脉管或血管壁细胞如

血小板、成纤维细胞或平滑机细胞[19 ]。这是肽序列

用于生物活性聚合物以支持单一细胞类型粘附的首

次报道。

另外其它生物活性配基如蛋白多糖、肝素、生长

因子等也已被整合到表面上调节细胞粘附[9 ]。

4　结果和讨论

已有一些人就利用 SAM 及图形化的 SAM 研

究细胞2表面相互作用做了一些研究工作。如, E2
la ine Cooper 等[20 ]用接触角测量和X2射线光电子
光谱描述了在金表面的烷硫醇 (A lkylth io ls) SAM

表面特性。鼠成纤维细胞 3T 3在分别以羧酸和甲基

为末端的单组份基底上, 测量 90m in 内的吸附率,

发现吸附粘附到羧酸末端速率约为甲基末端的 2

倍。24 h 后,粘附到亲水单分子层上的 3T 3细胞比

疏水层上的更多。鼠细胞 3T 3也被培养于用光刻法

制备的格式化基底上。细胞专一地粘附于羧酸功能

化区域。格式化花样也影响粘附细胞的形态。Co l2
in [21 ]等将人成骨细胞 (O steob last)粘附到分别以羧

基和甲基为末端金表面的烷硫醇 SAM 上。 90m in

后,粘附到羧基末端的细胞是甲基末端的 2倍。在图

形化表面,细胞专一粘附到羧基末端表面。24 h 后,

细胞跨过位于羧基末端区域之间、以 75 Λm 的甲基

末端分隔的区域, 但以 150 Λm 的甲基末端分隔的

却没有。6 d 后,在图样的羧基末端区域成骨细胞形

成多层。Ch ristopher S. Chen 等[8 ]人利用微接触印

花法在金表面制备烷硫醇 SAM ,并在基底上制作微

型胞外基质 (ECM )小岛,以非粘附区域间隔开。结

果表明,粘附小岛的大小可以控制内皮细胞的生长

和凋亡,从而证实了细胞形态在细胞功能中的作用。

利用图形化的 SAM ,形成支持胞外基质蛋白吸

附和细胞粘附的确定形状和尺寸的小岛,有可能将

目标细胞放置到一个预定的位置和相隔一定的阵列

上,从而规约它们的形状。限制细胞的铺展程度提供

了对细胞生长和蛋白质分泌的控制。这种方法在实

验上是很简单的并且有很灵活的可适应性。细胞的

铺展程度影响它的生长与功能,所以将大量的细胞

以确定的形状维系在图化的基底上,这不单单是控

制单个的细胞行为的一种有效方法,而且也是控制

整个培养细胞层性能的一种有效方法。实验表明,铺

展程度很差的细胞的生长几乎完全受到了抑制,这

似乎表明,是细胞的铺展程度而不是 ECM (胞外基

质)配体的密度在规约着细胞是向生长状态转化,还

是向分化状态转化[22 ]。总之,这种可用分子来修饰、

表面图形化自组装单分子层,可用于控制细胞的生
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长和形状,从而有助于进一步分析细胞形状与功能

之间耦合的机制的。
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